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摘  要 

 

研究目的： 

本研究探討蚤休抑制腸病毒(EV71及CVB3)活性及對宿主細胞之免疫調節機

制。抗腸病毒活性之分析項目包括有 50%病毒抑制濃度、選擇指數及對病毒作用

之時間點分析等。免疫調節作用包括蚤休對感染病毒宿主細胞之細胞激素

(IFN-α、IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8、TNF-α)及一氧化氮等含量之影響。 

研究方法： 

以 trypan blue排除法測定測定蚤休 95%乙醇萃取物對宿主細胞之 CC50。分別

以中和試驗法及病毒班減少分析法測定萃取物對 EV71及 CVB3之 IC50及時間點

分析。細胞激素含量測定依套組之操作指示；一氧化氮含量以 Griess reagent法。 

結果與討論： 

蚤休 95%乙醇萃取物對腸病毒 71 型及克沙奇 B3 型均顯示出良好之對抗活

性。對 EV71之 IC50為正對照組之 12.5－23%，對 CVB3 則與正對照組相似。萃

取物對 EV71及 CVB3之抑制作用包括預防病毒感染、直接殺死病毒(或抑制病毒

吸附於宿主細胞)以及抑制病毒之複製作用。蚤休 95%乙醇萃取物對感染 EV71及

CVB3之宿主細胞，均會顯著增加 IL-6 及降低 IL-8、IL-1β (僅對感染 EV71之宿

主細胞) 含量，對其他細胞激素(IL-2、TNF-α、INF-γ)及一氧化氮等則無影響。

萃取物對 EV71或 CVB3之抑制作用與 IL-6 之增加有高度相關性；IL-1β 及 IL-8
之減少可以減緩宿主細胞免疫反應造成之嚴重致病性。萃取物兼具致死病毒及減

緩宿主免疫致病性之雙重功效。 

 
關鍵詞：蚤休、腸病毒 71型、克沙奇 B3 型、免疫調節  
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ABSTRACT 

Aim: 
In this study, we investigated anti-EV71 and CVB3 activity of the P. polyphylla 

Smith 95% ethanol extract as well as its immune modulation. The 50% inhibitory 
concentration (IC50), selective index (SI), time-of-addition assay, and levels of 
cytokines and nitric oxide in the EV71- and CVB3-infected cells were determined. 

Method: 
A trypan blue exclusion method was used for the determination of CC50 for the 

Paris polyphylla Smith 95% ethanol extract. The neutralization method and plaque 
reduction assay were used for both IC50 and time-of-addition assay against EV71 and 
CVB3, respectively. Cytokine determination was according to the manufacturer’s 
instructions of the commercial kits. Griess reagent method was used for the nitric 
oxide determination. 

Results & Discussion: 
The IC50 for the P. polyphylla Smith 95% ethanol extract against EV71 and CVB3 

were 12.5-23 and 99-156% of that of ribavirin, a positive control. Prophylactic virus 
infection, direct contact viricidal action, and anti-viral replication for the extract were 
observed in both EV71 and CVB3 infections. The extract siginificantly increased the 
IL-6 and decreased the IL-8 levels both for the EV71- and CVB3-infected cells. A 
high correlation was demonstrated in the high amounts of IL-6 induction and the 
anti-viral activity of the P. polyphylla Smith 95% ethanol extract. The decreasing IL-8 
and IL-1β levels carry the benefit of decreasing immune response pathogenesis from 
the host cells. In conclusion, the P. polyphylla Smith 95% ethanol extract exhibited 
both anti-EV71 and CVB3 activity and neutralized the viral-induced severe 
pathogenesis. 

Keywords: Paris polyphylla Smith, enterovirus 71, coxsackievirus B3, immune 

modulation 
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壹、前言 

一、腸病毒 71型及克沙奇 B3型 

腸病毒 71 型自 1997年以來在亞洲國家大流形，包括臺灣、日本、香

港、馬來西亞等，其他國家如保加利亞及匈牙利等亦發生類似的大流行(呂

等，1999)。EV71 一般引起一些輕微症狀，如發燒、上呼吸道疾病及斑疹

丘等，但是在臺灣、日本、香港及馬來西亞等，同時出現手足口病及嚴重

中樞神經系統疾病如腦炎及心肺水腫等，並造成死亡案例 (lin et al., 2002; 

Lin et al., 2007; Lin et al., 2003呂等，1999；葉等，1999)。EV71進入中樞神

經後會侵入神經元，並複製而造成神經元的破壞 (Shen et al., 2000) 

克沙奇 B3 型每年在世界各地均會造成流行(Morens and Pallancsh, 

1995)。美國感染案例之平均致死率為 5.4% (Khetsuriani, et al., 2006)。臺灣

分別在 1996年及 2005年爆發流行，造成小嬰兒敗血症候群等嚴重症狀，

死亡率高達 11% (Hsieh et al., 1997；行政院衛生署疾病管制局，2006)。CVB3

型亦曾造成子宮內胎兒的感染(Ouellet et al., 2004)。克沙奇 B3型主要侵犯

心臟組織，繼而衍生成為嚴重之心臟疾病，包括慢性心肌炎、心肌擴張、

心臟收縮力減弱等(Kim, et al., 2001; Chau, et al., 2007；Groarke and Pevear, 

1999)。CVB3 造成心肌炎之原因，主要為病毒攻擊心臟組織，造成細胞凋

亡，以致引起內外之心肌發炎(Olivetti et al., 1997)。此外，CVB3會在胰臟

器官進行病毒複製，造成外分泌之器官受損 (Henke et al., 2001)。 

腸病毒為一種極微小的 RNA 病毒，屬於 Picornavirusesdk中的

enterovirus屬，為正單股(positive single strain)之 RNA 病毒。人類腸病毒被

分離出來的有 70 多種血清型，其中包括 3 型小兒麻痺病毒 (poliovirus)：

type-1、type-2、type-3；23 型克沙奇病毒 A 群 (coxsackievirus A, CVA)：

A1-A22，A24型；6型克沙奇病毒 B 群(coxsackievirus B, CVB)：B1-B6型；

31 型伊科病毒(echovirus)：1-33 型(除 type 10 及 28 外)及 4 型腸病毒

(enterovirus)：68-71 (Melnick, 1996)。腸病毒 71型(enterovirus 71, EV71)是

最晚發現的腸病毒，全長為 7,408個 nucleotides (Brown et al., 1995)。 

二、抗 EV71及 CVB3之研究 

目前臨床上無任何可對抗 EV71及 CVB3 之藥物。有一些抗腸病毒 71

型及克沙奇 B3型之研究，包括植物萃取物、由此等分離之成分及合成化合

物。九層塔(Ocimum basilium)萃取物具有抑制 EV71感染及複製作用，其抑

制 EV71之活性成分包括 linalool、apigenin及 ursolic acid等(Chiang et al, 

2005)。丹參(Salvia miltiorrhiza Bunge)區分物具有抑制 EV71造成細胞病變

之活性(Wu et al., 2007)。由螺旋藻(Spirulina platensis)分離之異藻膽藍素
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(allophycocyanin)具有抑制腸病毒 71型早期複製之活性，以及抑制 EV71造

成的細胞凋亡及延緩病毒 RNA 的合成 (Shih et al., 2003)。牛與人類乳鐵蛋

白均具有抑制 EV71吸附於宿主細胞之作用(Lin et al., 2002)。一些類黃酮衍

生物對 EV71之 IC50為 0.45 ± 0.05－14.58 ± 1.39 µM (Genovese et al., 1995)。

合成之 pyridyl imidazolidinones衍生物有相當好之抑制EV71活性(Shia et al., 

2002)。Ribavirin為治療病毒感染之臨床藥物，具有抑制 EV71複製能力(Li 

et al., 2008)。張(1998)對手足口病之幼兒，給予中藥方劑如銀翹散、導赤散

及涼膈散，中藥如板藍根、黃芩、葛根、黃連、甘草、金銀花、柴胡、連

翹、石膏、滑石、烏梅、土伏苓、蛇退、王不留行及大黃等，結果顯示出，

病童均在 3~4天內痊癒。 

華紫金牛(Ardisia chinensis Benth)水萃取物(Su et al., 2006)及包括大血

藤(Guanidine Sargentodoxa)等 6 種藥草之沸水萃取物(Guo et al., 2006)對

CVB3 均顯示出抑制活性。雞三樹(Pithecellobium clyperia)葉部分離之黃烷

類(flavans)、紅景天(Rhodiola rosea)之成分 salidroside及鵝掌藤分離之三萜

類(triterpenoids)均顯示出對 CVB3之抑制活性(Li et al.,2006, 2007; Wang et 

al., 2009)。此外，合成化合物包括 homoisoflavonids、 amiloride、

[(biphenyloxy)propyl]isoxazole及 arbidol等之衍生物，亦被發現具抑制 CVB3

活性(Tait et al.,2006; Harrison et al., 2008; Makarov et al., 2005; Shi et al., 

2007)。中國大陸學者何(2003)及姚(2005)亦指出，ㄧ些單味中藥如黃氏、大

黃、苦參、柴胡、虎杖、桂枝、空心蓮子草、連翹、苦瓜、紅景天及板藍

根等，及一些中藥複方如小柴胡湯、玉屏風散、生脈散及甘露消毒丹等具

抑制 CVB3之功效。 

三、感染病毒宿主細胞之細胞激素調節作用 

細胞激素(cytokine)為細胞分泌之小分子蛋白質，具有調節細胞之免

疫、發炎及造血等作用，目前已被發現之細胞激素有 20餘種。與病毒有關

之細胞激包括有 interleukin 1α (IL-1α)、IL-1β、IL-2、IL-4 ~ IL-12、interferon 

α (IFN-α)、IFN-β、IFN-γ、tumor necrosis factor α (TNF-α)及 TNF-β等，其

作用為抑制病毒吸附、抑制病毒複製、活化自然殺手、巨噬及 B 細胞、刺

激活性氧(reactive oxygen species, ROS)產生、刺激淋巴 B 細胞及誘導 T 細胞

分化等(Neuzil and Graham, 1996)。宿主細胞遭受 EV71感染，會誘導產生發

炎前期(proinflammatory)之細胞激素如 IL-1β、IL-6 及 TNF-α等，以滅絕病

毒(Lin et al., 2002, 2003; Lin, 2007)，但同時亦會引發細胞凋亡，以避免病毒

於宿主細胞的擴散，但是這也是造成 EV71致病性的主因，嚴重者造成腦炎

及心肺水種。宿主細胞遭受 CVB3 感染，則會產生 IFN-γ、TNF-α、IL-2、

IL-10、IL-12 及 NO等(Wang et al., 2009; Szalay et al., 2006)。TNF會抑制多
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種 RNA 及 DNA 病毒之複製，具有很強的抗病毒活性(Ramshaw et al., 1997; 

Herbein and O’Brien, 2000)，這些抗病毒活性包括誘導病毒凋亡、干擾病毒

進入宿主細胞、抑制病毒 mRNA及病毒蛋白質合成等(Herbein and O’Brien, 

2000; Seo and Webster, 2002)。Interferons (IFN-α、IFN-β及 IFN-γ)由白血球

及纖維母細胞 (fibroblast) 產生，經由被病毒感染之宿主細胞非專一性免疫

反應所產生，具有抑制病毒複製活性。此外，interferon亦會誘導 nitric oxide 

synthase (iNOS)活化產生 NO，NO 具有致死病原菌及病毒能力；但當濃度

高時，對宿主細胞亦造成毒害(Lin et al., 1997)。 

四、蚤休 

蚤休生長於臺灣 1800-3000m間之疏林中。全株均可入藥，傳統上用於

消腫止痛、清熱解毒等。主治流行性乙型腦炎、腮腺炎、慢性氣管炎及癌

症等。蚤休之組成分包括 steroid glycosides、phenylpropanoid glycosides、

diosgenin glycosides、pennogenin glycosides、steroidal saponis及 gosaccharides

等，其生理活性包括有止血作用、抗腫瘤、抑制胃黏膜損傷、免疫調節作

用及促進肌肉收縮等作用(Wang et al., 2007; Zhang et al., 2007; Guo et al., 

2008; Yan et al., 2009)。 

我們先前在臺灣藥用植物抗腸病毒 71型活性篩選試驗中，發現蚤休有

很好之抗腸病毒 71 型活性(Hsu et al., submitted to Indian J Med Res for 

publishing)，低於丹參 (Wu et al., 2007)、九層塔(鄭，2003)及魚腥草(劉,2005)

萃取物及人類乳鐵蛋白，甚至低於臨床上用於對抗病毒感染之 ribavirin (Li 

et al., 2008)；相近於牛乳鐵蛋白(Lin et al., 2002)。因此，本研究探討蚤休抑

制腸病毒(EV71 及 CVB3)活性及其相關之調節機制，研究成果將有助於蚤

休開發成為抗腸病毒之保健食品，或進一步分離其活性成分，開發成為抗

腸病毒之藥物。 

五、研究目的及內容 

本研究探討蚤休抑制腸病毒(EV71 及 CVB3)活性及對宿主細胞之免疫

調節作用。抗腸病毒活性之分析項目包括有 50%病毒抑制濃度、選擇指數

及對病毒作用之時間點分析等。免疫調節作用包括蚤休萃取物對感染病毒

宿主細胞之細胞激素(IFN-α、IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8、TNF-α)及一氧化氮

等含量之影響。 
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貳、材料與方法 

一、材料 

(一) 蚤休(Paris polyphylla Smith) 

由本地草藥店購得蚤休(Paris polyphylla Smith)生藥材(入藥部

位為根部)，屬百合科(Liliaceae)，亦稱為七葉蓮、七葉一枝花、重

樓、重樓金線及三層草等。蚤休樣本經由中興大學森林系曾彥學

教授鑑定基源，並做成標本寄存於中興大學森林系標本館(No. 

TCF 13518)。 

(二) 宿主細胞 

人類肌肉纖維母細胞(human embryonal rhabdomyosarcoma, 

RD; BCRC 60113)及人類子宮頸癌細胞(Human cervical epitheloid 

carcinoma cell, HeLa S3) BCRC60101 (ATCC CCL-2.2)，購自

Bioresources Collection and Research Center (Hsinchu, Taiwan)，分

別為 EV71及 CVB3之宿主細胞。 

(三) 病毒株 

測試之腸病毒病毒株，包括腸病毒 71 型(EV71)及克沙奇 B3

型(CVB3)。EV71包括標準株 EV71 ATCC-VR784，購自美國菌種

中心(American Type Culture Collection, ATCC)；及臨床株 EV71 

CMUH 527-1、CMUH-V4079及 CMUH-627-14，來自於中國醫藥

大學。CVB3包括臨床株 CVB3 KMUH-92225、KMUH-034189、

KMUH-K516 及 KMUH-99168，來自於高雄醫藥大學。 

二、方法 

(一) 萃取物製備 

30 g蚤休生藥材以 200 ml之 95%乙醇於室溫攪拌萃取 1 h。

9000 rpm離心 15 min，收集濾液，殘渣重複萃取 2次，合併全部

萃取液，於低於 40 ℃減壓濃縮至乾，得萃取物。 

(二) 細胞培養 

細胞以含有 10%胎牛血清 (Fetal Bovien Serum, FBS)之

Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential (DMEM; Gibco, NY) 

(RD細胞)或 Nutrient Mixture F-12 Ham (F-12k, Sigma, USA) (HeLa 

S3細胞)，於 37 ℃含有 5%二氧化碳之環境培養至長滿 80%。以磷

酸鹽緩衝溶液沖洗，加入 trypsin-EDTA切除細胞，以培養基稀釋

至 3-5×105 cell/ml，進行各項試驗。 

(三) 50%細胞毒性濃度 (50% cytotoxic concentration, CC50) 測定 
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測定蚤休 95%乙醇萃取物對宿主細胞之 50%細胞毒性濃度，

以 trypan blue排除法測定。接種 RD (EV71)或 HeLa S3 (CVB3)細

胞於 24孔盤，於含有 5% CO2環境培養 24 h (長滿 80%)。以 PBS

沖洗，加入 2倍序列稀釋之萃取物，0%萃取物者為對照組，於 37 ℃

含有 5%CO2環境培養 48 (Hela S3)或 72h (RD)。加入 trypsin-EDTA

切除細胞，以倒立顯微鏡觀察細胞，待全部變圓，每孔加入培養

基混合均勻，細胞液與 trypan blue等體積混合，吸取少量於血球

計數器以倒立顯微鏡計算活細胞數目，計算各濃度萃取物之細胞

存活率(%)，並以此計算出萃取物對 RD 細胞或 HeLa S3細胞之

50%細胞毒性濃度。實驗做三個獨立試驗，每個試驗做二重複，結

果以平均值±標準偏差表示。 

(四) 50%抑制濃度 (50% inhibitory concentration, IC50) 測定 

1. 中和試驗 (neutrolization test) 

測定蚤休 95%乙醇萃取物對 EV71之 IC50，以中和試驗法進

行。96孔盤加入 RD細胞(3×105 cell/ml)，於 37℃之 5% CO2環境

中培養 24 h。以 PBS洗滌，各孔洞加入 0.1 ml含有 100 TCID50

之病毒液及 0.1 ml 不同濃度之測試樣品 (以含有 2% FBS 之

DMEM 為稀釋溶劑)；以 ribavirin (Wako, Japan)為正控制組，以

0%萃取物為負控制組 (細胞控制組：mock-infected cells，病毒控

制組：virus-infected cells)。於 37℃之 5% CO2環境中培養 72 ± 1 

h。以 PBS洗滌，加入 0.5% (w/v) methylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide (MTT) (Sigma, USA)，於室溫及暗處反應 2 

h，加入 DMSO 靜置以使產物 formazan溶解，以 FLUOstar 

OPTIMA spectrophotometer (BMG Labtech, Germany)測 OD570吸

收值，計算測試樣品對病毒株之抑制率。全部實驗做三個獨立試

驗，每個試驗做三重複，結果以平均值±標準偏差表示。 

2. 病毒斑減少分析法 (plaque reduction assay) 

測定蚤休 95%乙醇萃取物對 CVB3之 IC50，以病毒斑減少分

析法進行。6孔盤中加入 HeLa S3細胞(5×105 cell/ml)，於 37℃之

5% CO2環境中培養 24 h。以 PBS洗滌，各孔洞加入 0.5 ml含有

100 PFU病毒液及 2倍序列稀釋之萃取物，0%者為為負控制組；

以 ribavirin (Sigma, USA) 為正控制組，於 4℃之 5% CO2環境中

作用 1 h使病毒吸附，吸除含有病毒液之培養基，加入 2 ml含有

相同濃度測試樣品之覆蓋培養基，於 37℃之 5% CO2環境中培養

48 ± 1 h。加入福馬林固定細胞，以結晶紫染色，計數病毒斑 
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(plaques/well)，計算萃取物對 CVB3病毒株之抑制百分率。全部

實驗做三個獨立試驗，每個試驗做二重複，結果以平均值±標準

偏差表示。 

(五) 作用時間點分析 

於病毒感染宿主細胞期間 (-2~24 h) 加入蚤休 95%乙醇萃取

物，測定萃取物於不同感染時間點對 CVB3之抑制率。 

1. 對 EV71之時間點分析 

以 EV71 ATCC-VR784為試驗病毒株，以中和試驗法進行。

96孔盤加入 RD細胞 (3×105 cell/ml)，於 37℃之 5% CO2環境中

培養 24 h。將細胞分為實驗組 (A)、病毒控制組 (B) 及細胞控

制組 (C)。(A) 實驗組實驗組實驗組實驗組：：：：於不同時間點 (-2－24 h) 加入萃取物。

-2 h、、、、-1 h：：：：孔洞加入含有不同濃度之萃取物，於 37℃之 5% CO2

環境中培養 1或 2 h；以 PBS洗滌，加入含有 10,000 TCID50病毒

液，於 37℃之 5% CO2環境中作用 1 h，吸除病毒液，加入不含

萃取物之培養基。0 h：：：：孔洞中加入 10,000 TCID50病毒液及不同

濃度之萃取物，於 37℃之 5% CO2環境中作用 1 h，吸除培養基，

加入不含萃取物之培養基。1- 24 h：：：：孔洞中加入含有 10,000 

TCID50病毒液之培養基，於 37℃之 5% CO2環境中作用 1 h，吸

除病毒液，加入不含萃取物之培養基，於即刻、1 -23 h後吸除培

養基，加入含有萃取物之培養基。(B) 病毒控制組病毒控制組病毒控制組病毒控制組：：：：孔洞中加入

10,000 TCID50病毒液，於 37℃之 5% CO2環境中作用 1 h，吸除

病毒液，加入不含萃取物之培養基。(C) 細胞控制組細胞控制組細胞控制組細胞控制組：：：：與病毒控

制組相同，但不加入病毒液。(A)、(B)及(C)組於 37℃之 5% CO2

環境中培養 72 ± 1 h。以 PBS洗滌，以 MTT 染色，以 FLUOstar 

OPTIMA spectrophotometer測 OD570 吸收值，計算各時間點萃

取物對病毒之抑制率(%)。全部實驗做三個獨立試驗，每個試驗

做三重複，結果以平均值±標準偏差表示。 

2. 對 CVB3之時間點分析 

以 CVB3 KMUH-034189為試驗病毒株，以病毒班減少分析

法進行。6 孔盤中加入 HeLa S3細胞(5×105 cell/ml)，於 37℃之

5% CO2環境中培養 24 h。將細胞分為實驗組(A)、病毒控制組(B)

及細胞控制組(C)。(A)實驗組實驗組實驗組實驗組：：：：於不同時間點加入萃取物。-2 h、、、、
-1 h：：：：孔洞中加入含有不同濃度萃取物之培養基，於 37℃之 5% 

CO2環境中培養 1或 2 h，以 PBS洗滌，加入含有 100 PFU病毒

液，於 4℃之 5% CO2環境中作用 1 h，吸除病毒液，加入不含萃
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取物之覆蓋培養基。0 h：：：：孔洞中加入含有 100 PFU病毒液及不

同濃度之萃取物，於 4℃之 5% CO2環境中作用 1 h，吸除培養基，

加入不含萃取物之覆蓋培養基。1-24 h：：：：孔洞中加入含有 100 PFU

之病毒液，於 4℃之 5% CO2環境中作用 1 h，吸除病毒液，加入

不含萃取物之培養基，於即刻、1- 23 後吸除培養基，加入含有

萃取物之覆蓋培養基。(B)病毒控制組病毒控制組病毒控制組病毒控制組：：：：孔洞中加入含有 100 PFU

之病毒液，於 4℃之 5% CO2環境中作用 1 h，吸除病毒液，加入

不含萃取物之覆蓋培養基。(C)細胞控制組細胞控制組細胞控制組細胞控制組：：：：與病毒控制組相同，

但不加入病毒液。(A)、(B)及(C)組於 37℃之 5% CO2環境中培養

48 ± 1 h。吸除覆蓋培養基，加入福馬林固定細胞，以結晶紫染

色，計數病毒斑，計算各時間點萃取物對病毒之抑制率(%)。全

部實驗做三個獨立試驗，每個試驗做二重複，結果以平均值±標

準偏差表示。 

(六) 宿主細胞之免疫調節測定 

蚤休95%乙醇萃取物加入感染病毒之宿主細胞中，測定對宿主

細胞產生細胞激素(IL-8, 6, 2, 1β, TNF-α, INF-α)及一氧化氮之影

響，以未感染病毒之宿主細胞對照組。    

1. 對感染EV71宿主細胞之免疫調節測定 

以 EV71 ATCC-VR784為測試病毒株，測定蚤休 95%乙醇萃

取物對 RD細胞之細胞激素及一氧化氮含量之影響。24孔盤加入

RD細胞 (3×105 cell/ml)，於 37℃之 5% CO2環境中培養 24 h。各

孔洞加入含有 3000 TCID50病毒液及不同濃度之萃取物，0%者為

病毒控制組；細胞組為含相同濃度之萃取物但無病毒液。於 37℃

之 5% CO2環境中培養 48 ± 1 h。吸取細胞培養液，以 9000 rpm

於 4℃離心 10 min，收集上清液，以酵素免疫分析套組測定細胞

激素包括 IL-6 (R&D, USA)、IL-8 (R&D, USA)、IL-2 (R&D, 

USA)、IL-1β (DIACLONE, France)、TNF-α (DIACLONE, France)

及 IFN-α (VeriKineTM, USA)等之含量；以 Griess reagent測定一氧

化氮含量(µM)。分析方法依套組之操作指示。 

2. 對感染CVB3之宿主細胞免疫調節測定 

以 CVB3 KMUH-034189為測試病毒株，測定蚤休 95%乙醇

萃取物對 HeLa S3細胞之細胞激素及一氧化氮含量之影響。24

孔盤加入細胞液 (5×105 cell/ml)，於 37℃之 5% CO2環境中培養

24 h。各孔洞加入含有 200 PFU病毒液及不同濃度之萃取物，0%

者為病毒控制組；細胞組為含相同濃度測試樣品但無病毒液。於
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37℃之 5% CO2環境中培養 48 ± 1 h。吸取細胞培養液，以 9000 

rpm於 4℃離心 10 min，收集上清液，以酵素免疫分析套組測定

細胞激素包括 IL-6 (R&D, USA)、IL-8 (R&D, USA)、IL-2 (R&D, 

USA)、IL-1β (DIACLONE, France)、TNF-α (DIACLONE, France) 

及 IFN-α (VeriKineTM, USA) 等之含量(pg/ml)；以 Griess reagent

測定一氧化氮含量 (µM)。分析方法依套組之操作指示。 

(七) 統計分析 

時間點分析及細胞激素含量之結果，分別以Duncan及Dunnette

試驗進行統計分析，p值低於0.05及0.01分別表示統計上具有顯著及

極顯著差異。 
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參、結果 

一、蚤休 95%乙醇萃取物對 RD及 HeLa S3細胞之 CC50 

結果如表一所示。蚤休 95%乙醇萃取物對 EV71 及 CVB3 宿主細胞之

CC50分別為 744.77 ± 9.05 µg/ml (RD) 及 522.25 ± 19.29 µg/ml (HeLa S3)；對

ribavirin (正對照組)分別為 2593.37 ± 183.22 µg/ml (RD) 及 2120.94 ± 125.20 

µg/ml (HeLa S3)。 

二、蚤休 95%乙醇萃取物對 EV71及 CVB3之 IC50 

蚤休 95%乙醇萃取物對 EV71 及 CVB3 之 IC50結果如表二所示。蚤休

95%乙醇萃取物對 EV71及 CVB3均顯示出抑制活性，但對 EV71之活性優

於CVB3。對EV71之 IC50之結果顯示出，萃取物對四株EV71之 IC50為 78.46 

± 2.80－125.00 ± 0.00 µg/ml，為正對照組之 12.5－23% (338.15 ± 3.68－

1000.00 ± 0.00 µg/ml)，其中對 EV71 ATCC-VR784有最低之 IC50最低。選擇

指數 (CC50/IC50) 為評估抗病毒藥物之參數，數值愈高，表示藥物毒性愈

小，抗病毒活性愈高。蚤休 95%乙醇萃取物對四株 EV71之 SI為 5.96－9.49，

為正對照組 (2.53－7.67) 之 123.73－235.57%。 

對 CVB3 之 IC50之結果顯示出，蚤休 95%乙醇萃取物對四株 CVB3 之

IC50為 126.39 ± 1.44－197.15 ± 4.93 µg/ml，為正對照組之 100.00－156.00% 

(96.70 ± 5.72－161.98 ± 4.31 µg/ml)，其中對 CVB3 KMUH-034189之 IC50最

低。蚤休 95%乙醇萃取物對四株 CVB3 之 SI 為 2.65－4.13，為正對照組之

19.32－20.24% (13.09－21.38)。 

三、蚤休 95%乙醇萃取物對病毒作用之時間點分析 

(一) 對 EV71之時間點分析 

以 EV71 ATCC-VR784為測試病毒株。蚤休 95%乙醇萃取物對

EV71 ATCC VR784之時間點分析結果如圖一所示。蚤休 95%乙醇

萃取物之處理劑量愈高，對 EV71 ATCC-VR784抑制率顯著的增加 

(p<0.05)。31.25 µg/ml 處理劑量之抑制率為 0.70 ± 0.28－40.39 ± 

3.45%，200 µg/ml 處理劑量上升至 20.91 ± 1.09－96.51 ± 2.83%，

顯示出萃取物對 EV71 ATCC-VR784之作用呈現劑量依賴型。於病

毒感染細胞前(-2及-1 h)加入萃取物，對病毒具抑制作用，31.25－

200.00 µg/ml 處理之抑制率為 0.70 ± 0.28－23.44 ± 1.54%，顯示出

蚤休 95%乙醇萃取物能於細胞停留一段時間，對宿主細胞具有預防

感染 EV71之作用。於 0小時加入萃取物，31.25－200 µg/ml 處理

之抑制率為 4.92 ± 0.37－25.17 ± 2.08%，顯示出萃取物具有直接殺

死病毒或抑制病毒吸附宿主細胞之作用。於病毒感染細胞後 1－24
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小時加入萃取物，31.25－200 µg/ml 處理之抑制率為 4.46 ± 0.27－

96.51 ± 2.83 %；其中以病毒感染後 1小時加入之抑制率最高 (40.39 

± 3.45－96.51 ± 2.83 %)，隨萃取物加入時間之延遲，抑制率逐漸下

降，24小時後加入者，抑制率降至 4.46 ± 0.27－55.22 ± 3.51 %；

此階段萃取物對 EV71之抑制作用為抑制病毒複製，其中包括直接

殺死病毒之作用。 

綜合圖一之結果，蚤休 95%乙醇萃取物對 EV71 ATCC-VR784

之抑制作用，包括預防病毒感染、直接殺死病毒 (或抑制病毒吸附

於宿主細胞) 以及抑制病毒之複製作用，其中抑制病毒之複製為主

要之抑制作用；於病毒進入主細胞初期 (1h) 之抑制高達 96.51 ± 

2.83% (200 µg/ml)。 

(二) 對 CVB3之時間點分析 

以 CVB3 KMUH-034189為測試病毒株。蚤休 95%乙醇萃取物

對 CVB3 KMUH-034189之時間點分析結果如圖二所示。蚤休 95%

乙醇萃取物之處理劑量愈高，抑制率呈顯著的增加 (p<0.05)。50 

µg/ml 處理劑量之抑制率為 4.93 ± 0.01－16.30 ± 0.89%，200 µg/ml

處理劑量則上升至 19.04 ± 1.43－59.18 ± 2.74%，萃取物對 CVB3 

KMUH-034189之作用呈現劑量依賴型 (dose-dependent)。於病毒感

染細胞前 (-2及-1 h) 加入萃取物對病毒具抑制作用，200 µg/ml 處

理劑量之抑制率為 23.56 ± 5.60－38.66 ± 15.60%，顯示出蚤休 95%

乙醇萃取物能於細胞停留一段時間，對宿主細胞具有預防感染之效

用。於 0小時加入萃取物，50－200 µg/ml 處理之抑制率為 9.69 ± 

0.11－19.04 ± 1.43%，顯示出萃取物具有直接殺死病毒或抑制病毒

吸附宿主細胞之作用。於病毒感染細胞後 1 小時加入萃取物，50

－200 µg/ml 處理之抑制率為 15.18 ± 0.74－34.22 ± 1.47 %，顯示出

萃取物可直接殺死殘留於細胞表面的病毒以及抑制病毒早期之複

製。於病毒感染細胞後 2－8小時加入萃取物，50－200 µg/ml 處理

之抑制率為 4.93 ± 0.01－34.64 ± 2.63 %，顯示出蚤休 95%乙醇萃取

物具有抑制病毒複製之作用。於病毒感染細胞 12－24小時加入萃

取物，50－200 µg/ml 處理之抑制率為 13.93 ± 0.93－59.18 ± 2.74 

%，此階段之病毒已於細胞內複製完成 (Buenz and Howe, 2006)，

並由宿主細胞釋出至培養基中，因此萃取物對病毒之抑制作用包括

抑制病毒之複製及直接殺死由宿主細胞釋出之病毒。 

綜 合 圖 二 之 結 果 ， 蚤 休 95%乙 醇 萃 取 物 對 CVB3 

KMUH-034189之抑制作用，包括預防病毒感染、直接殺死病毒(或
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抑制病毒吸附於宿主細胞)以及抑制病毒之複製作用，其中後兩者

為主要之抑制作用；於病毒感染宿主細胞 12 h後達抑制作用高峰。 

四、蚤休 95%乙醇萃取物對感染病毒宿主細胞之細胞激素產生之影響 

(一) 對感染 EV71宿主細胞之影響 

以 EV71 ATCC-VR784為測試病毒株。蚤休 95%乙醇萃取物對

RD 宿主細胞之細胞激素生成之結果如圖三所示。圖三(A)為 IL-6

之結果。RD細胞本身之 IL-6 生成量低(77.42 ± 9.32 pg/ml)，20－

160 µg/ml 之蚤休 95%乙醇萃取物對 RD 細胞之 IL-6 生成無影響 

(p<0.01)。RD 細胞經 EV71 ATCC-VR784感染會誘導 IL-6 生成，

為未染之 155.2%。蚤休 95%乙醇萃取物會顯著增加已感染病毒 RD

細胞之 IL-6 生成，劑量越高 IL-6 生成量越高(p<0.05)，40 µg/ml

處理之 IL-6 生成量為對照組(cell/virus) 之 155.4%。但當作用劑量

≧80 µg/ml 時，則 IL-6 生成量呈下降趨勢，160 µg/ml 之處理劑量

僅為對照組之 24.0% (39.16 ± 23.92 pg/ml)，其原因可能為萃取物之

作用劑量高於對 EV71 ATCC-VR784之 IC50 (78.46 ± 2.80 µg/ml)。 

圖三(B)為 IL-8 之生成量。RD細胞會產生高量之 IL-8 (918.47 ± 

45.73 pg/ml)，低劑量(20 µg/ml)萃取物對 IL-8 生成無影響，但當萃

取物劑量≧40 µg/ml時，IL-8 生成量明顯下降，作用劑量愈高 IL-8

生成量下降愈大；80 µg/ml處理之 IL-8 生成量(409.62 ± 27.51 pg/ml)

為對照組之 44.6%；因其有部分 RD細胞被萃取物抑制(CC50：744.77 

± 9.05 µg/mL)；160 µg/ml 處理之 IL-8 生成量急驟下降至對照組之

0.5%。RD細胞感染 EV71 ATCC-VR784不會影響 IL-8 生成；低劑

量(≦40 µg/ml)萃取物對感染EV71 ATCC-VR784之RD細胞之 IL-8

生成無影響；當萃取物劑量≧80 µg/ml 時，IL-8 生成量明顯下降

(p<0.05, p<0.01)，作用劑量愈高 IL-8 生成量下降愈大；80 µg/ml

處理之 IL-8 生成量(569.26 ± 35.22 pg/ml)降至對照組(869.04 ± 

10.30 pg/ml)之 65.5%，160 µg/ml 再降至對照組之 1.4%。綜合圖三

(B)之結果，蚤休 95%乙醇萃取物會同時降低未感染及已感染 EV71 

ATCC-VR784之 RD細胞之 IL-8 生成。 

圖三(C)為 IL-1β之生成量。RD 宿主細胞之 IL-1β生成量非常

低 (9.34 ± 0.41 pg/ml)，蚤休 95%乙醇萃取物之各處理(20－160 

µg/ml)對 RD 細胞之 IL-1β 生成量無影響(p<0.05)。感染 EV71 

ATCC-VR784之 RD細胞不影響 IL-1β生成(11.39 ± 0.54 pg/ml)，其

生成量隨萃取物處理劑量增加而降低(p<0.05)，20-160 µg/ml 處理

劑量之 IL-1β含量為對照組之 50-92%。 
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圖三(D)為 IL-2 之生成量。RD細胞之 IL-2 生成量非常低(6.90 

± 0.27 pg/ml)，20－80 µg/ml 之蚤休 95%乙醇萃取物對 RD細胞之

IL-2 生成量無太大影響(6.36 ± 0.40－7.66 ± 0.26 pg/ml)。感染 EV71 

ATCC-VR784不影響 RD細胞之 IL-2 生成(6.90 ± 0.22 pg/ml)；20

－80 µg/ml 劑量對 IL-2 生成量無影響(p<0.05)，160 µg/ml 之萃取物

對未感染及已感染EV71 ATCC-VR784之 RD細胞均降低 IL-2 之生

成(p<0.05)，因處理劑量已對部分 RD細胞產生毒性(CC50：744.77 ± 

9.05 µg/ml)。 

圖三(E)為 TNF-α之生成量。EV71 ATCC-VR784之 RD宿主細

胞之 TNF-α生成量非常低(4.52 ± 1.29 pg/ml)，蚤休 95%乙醇萃取

物之各處理(20－160 µg/ml)對 RD 細胞之 TNF-α 生成量無影響

(p<0.05)。感染 CVB3 KMUH-034189 不會誘導細胞生成 TNF-α 

(5.46 ± 1.09 pg/ml)，各萃取物處理亦對已感染 EV71 ATCC-VR784

之 RD細胞之 TNF-α生成無影響 (p<0.05)。 

圖三(F)為 IFN-α 之生成量。RD 細胞之 IFN-α 生成量非常低 

(2.93 ± 1.22 pg/ml)，且不甚穩定，蚤休95%乙醇萃取物之各處理 (20

－160 µg/ml) 對 RD 細胞之 TNF-α生成量無影響(p<0.05)。RD 細

胞感染 EV71 ATCC-VR784不會誘導細胞生成 IFN-α (0.34 ± 1.38 

pg/ml)，萃取物之各處理，亦對感染 EV71 ATCC-VR784之 RD細

胞之 TNF-α生成無影響 (p<0.05)。 

綜合圖三之結果，感染 EV71之 RD細胞之細胞激素，蚤休 95%

乙醇萃取物會顯著地增加 IL-6 生成，劑量越高 IL-6 生成量越高。

高劑量(≧80 µg/ml)致使 IL-8 生成量明顯下降，劑量愈高下降愈

大；其餘之細胞激素包括 IL-1β、TNF-α及 IFN-α等則無影響。 

(二) 對感染 CVB3宿主細胞之影響 

以 CVB3 KMUH-034189為測試病毒株。蚤休 95%乙醇萃取物

對 HeLa S3宿主細胞之細胞激素生成之結果如圖四所示。圖四(A)

為 IL-6 之結果。HeLa S3細胞本身會生成高量之 IL-6 (6404.4 ± 

852.6 pg/ml)，經萃取物處理會再顯著地誘導 HeLa S3細胞生成 IL-6 

(p<0.05, p<0.01)，31.25 µg/ml 處理之 IL-6 生成量為對照組之

163.8%；但當處理劑量達 250 µg/ml 時，IL-6 生成量下降，其原因

為此劑量已對部分 HeLa S3細胞產生毒性 (CC50：522.25 ± 19.29 

µg/ml)。HeLa S3細胞感染 CVB3 KMUH-034189不會增加 IL-6 之

生成；但以蚤休 95%乙醇萃取物處理已感染 CVB3 KMUH-034189

之 HeLa S3細胞，則顯著地誘導 IL-6 生成 (p<0.05, p<0.01)，31.25
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－125 µg/ml 之處理之 IL-6 生成量為對照組之 176.2－209.5%；但

當作用劑量達 250 µg/ml 時，IL-6 生成量急驟下降，因為萃取物之

作用劑量已為對 CVB3 KMUH-034189之 IC50 (126.39 ± 1.44 µg/ml)

兩倍值，有超過 50%以上之病毒活性為萃取物所抑制。 

圖四(B)為 IL-8 之生成量。HeLa S3細胞會產生高量之 IL-8 

(1832.8 ± 144.1 pg/ml)；低劑量(31.25－62.5 µg/ml)之萃取物對 HeLa 

S3細胞之 IL-8 生成無影響，但當作用量≧125 µg/ml 時，HeLa S3

細胞之 IL-8 生成量下降(1260.6 ± 192.6 pg/ml)，為對照組(1832.8 ± 

144.1 pg/ml)之 67.8%；因其有部分 HeLa S3細胞被萃取物抑制

(CC50：522.25 ± 19.29 µg/ml)；250 µg/mL之作用量，IL-8 急驟下降

至對照組之 0.3%。HeLa S3細胞感染 CVB3 KMUH-034189不會影

響 IL-8 之生成；但蚤休 95%乙醇萃取物明顯地降低感染 CVB3 

KMUH-034189之 HeLa S3細胞 IL-8 生成量，萃取物劑量愈高，IL-8

生成量下降愈大(p<0.01)，125 µg/ml 處理之 IL-8 生成量(381.0 ± 

48.7 pg/ml)為對照組(1983.7 ± 89.0 pg/ml)之 19.2%，250 µg/ml 之處

理則再降低為對照組之 2.4%。綜合圖四(B)之結果，蚤休 95%乙醇

萃取物會同時降低未感染及已感染 CVB3 KMUH-034189之 HeLa 

S3細胞之 IL-8 生成。 

圖四(C)為 IL-1β之生成量。HeLa S3細胞之 IL-1β生成量非常

低 (4.78 ± 1.02 pg/ml)，蚤休 95%乙醇萃取物之各處理 (31.25－250 

µg/ml) 對 HeLa S3細胞之 IL-1β 生成量無影響 (p<0.05)。感染

CVB3 KMUH-034189 不會誘導細胞生成 IL-1β (4.63 ± 0.41 

pg/ml)，各萃取物處理亦對感染 CVB3 KMUH-034189之 HeLa S3

細胞之 IL-1β生成無影響(p<0.05)。 

圖四(D)為 IL-2 之生成量。HeLa S3細胞之 IL-2 生成量非常低

(6.68 ± 0.59 pg/ml)，31.25－125 µg/ml 之萃取物對 HeLa S3細胞之

IL-2 生成量無影響 (p<0.05)，250 µg/ml處理之 IL-2 生成量則略為

降低(5.00 ± 0.11 pg/ml)，因此劑量已對部分 HeLa S3細胞產生毒性

(CC50 ： 522.25 ± 19.29 µg/ml)。 HeLa S3 細胞感染 CVB3 

KMUH-034189不會影響 IL-2 之生成(6.22 ± 0.33 pg/ml)，但 62.5－

125 µg/ml 之蚤休 95%乙醇萃取物略為增加其 IL-2 生成量(6.84 ± 

0.15－7.08 ± 0.15 µg/ml)。綜合圖四(C)之結果，未感染及已感染

CVB3 KMUH-034189之 HeLa S3細胞之 IL-2 生成量均非常低，萃

取物對彼等無太大影響。 

圖四(E)為 TNF-α之生成量。HeLa S3細胞之 TNF-α生成量非
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常低(3.49 ± 3.89 pg/ml)且不甚穩定，蚤休 95%乙醇萃取物之各處理

(31.25－250 µg/mL)對 HeLa S3之 TNF-α生成量無影響 (p<0.05)。

感染 CVB3 KMUH-034189不會誘導細胞生成 TNF-α (3.34 ± 2.34 

pg/ml)，各萃取物處理亦對感染 CVB3 KMUH-034189之 HeLa S3

細胞之 TNF-α生成無影響(p<0.05)。 

圖四(F)為 IFN-α 之生成量。HeLa S3之 IFN-α 生成量非常低 

(3.86 ± 2.68 pg/ml) 且不甚穩定，蚤休 95%乙醇萃取物之各處理 

(31.25－250 µg/ml) 對 HeLa S3 細胞之 IFN-α 生成量無影響 

(p<0.05)。感染 CVB3 KMUH-034189不會誘導細胞生成 IFN-α (4.96 

± 2.43 pg/ml)，各萃取物處理亦對感染 CVB3 KMUH-034189 之

HeLa S3細胞之 IFN-α生成無影響 (p<0.05)。 

綜合圖四之結果，感染 CVB3之 HeLa S3細胞之細胞激素，蚤

休 95%乙醇萃取物會顯著地增加 IL-6 生成，顯著地降低 IL-8 生成；

其餘之細胞激素包括 IL-2、IL-1β、TNF-α及 IFN-α等則無影響。 

五、蚤休 95%乙醇萃取物對感染病毒宿主細胞之一氧化氮產生之影響 

如圖五所示。圖五(A) 為EV71ATCC-VR784之結果。EV71ATCC-VR784

之 RD宿主細胞之 NO生成量非常低(10.49 ± 6.12 µM)，且不甚穩定，蚤休

95%乙醇萃取物之各處理(20－160 µg/ml)對 RD 細胞之 NO 生成量無影響

(p<0.05)。感染 EV71 ATCC-VR784不會誘導細胞生成 NO (8.41 ± 4.54 µM)，

萃取物各處理亦對已感染 EV71 ATCC-VR784之 RD細胞之 NO生成無影響

(p<0.05)。 

圖五(B)為 CVB3 KMUH-034189之結果。CVB3 KMUH-034189之 HeLa 

S3宿主細胞之 NO生成量非常低 (0.55 ± 0.72 µM)，且不甚穩定，蚤休 95%

乙醇萃取物之各處理(31.25－250 µg/ml)對 HeLa S3細胞之 NO生成量無影

響(p<0.05)。感染CVB3 KMUH-034189不會誘導HeLa S3細胞生成NO (0.55 

± 0.04 µM)，各萃取物處理亦對已感染 CVB3 KMUH-034189之 HeLa S3細

胞之 NO生成無影響 (p<0.05)。 
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肆、討論 

蚤休 95%乙醇萃取物對腸病毒 71型及克沙奇 B3 均顯示出良好之對抗

活性。對 EV71之 IC50為正對照組(ribavirin，一種臨床上對抗病毒之藥物) 之

12.5－23%，對 CVB3則與正對照組相似。萃取物對 EV71及 CVB3之抑制

作用包括預防病毒感染、直接殺死病毒(或抑制病毒吸附於宿主細胞)以及抑

制病毒之複製作用。蚤休 95%乙醇萃取物對感染 EV71 或 CVB3 之宿主細

胞，均會顯著增加 IL-6 及降低 IL-8 等細胞激素含量。 

有一些抗腸病毒 71型及克沙奇 B3 型之研究，包括植物萃取物、由此

等分離之成分及合成化合物。九層塔(Ocimum basilium)萃取物具有抑制腸病

毒 71 型作用(IC50：198.9 ± 1.8－202.2 ± 3.2 µg/mL)，其中之成分包括

linalool、apigenin及 ursolic acid等亦具抑制活性(IC50：0.5 ± 0.2－42.2 ± 1.8 

µg/mL) (Chiang et al, 2005)。丹參(Salvia miltiorrhiza Bunge)區分物對 EV71

之 IC50為 364 ± 205－847 ± 475 µg/mL (Wu et al., 2007)。由螺旋藻(Spirulina 

platensis)分離之異藻膽藍素(allophycocyanin)對 EV71之 IC50為 4.68 ± 1.25 

µg/mL (Shih et al., 2003)。牛與人類乳鐵蛋白均具抑制 EV71功效，IC50分別

為 10.5 ± 2.1－24.5 ± 6.2及 103.3 ± 22.5－185.0 ± 37.7 µg/ml (Lin et al., 

2002)。類黃酮衍生物對 EV71 之 IC50 為 0.45 ± 0.05－14.58 ± 1.39 µM 

(Genovese et al., 1995)。合成之 pyridyl imidazolidinones衍生物對 EV71之

IC50為 0.04 ± 0.001－12.04 ± 0.776 µM (Shia et al., 2002)。我們曾對 60種臺

灣藥用植物對抗 EV71篩選之研究，其中板藍根 95%乙醇萃取物對測試之 4

株 EV71均不具對抗活性，金銀花僅抑制其中之 3株，IC50高於蚤休萃取物 

(為其之 100-311%)，於此 60種臺灣藥用植物中，蚤休、風不動(Ficus pumila 

L.)、野牡丹(Melastoma candidum D. Don)為其中活性最佳者，其次為螺厭草

(Lemmaphyllum microphytlum Presl)及雞血藤(Spatholobi Caulis)，其餘之 50

餘種之抗 EV71活性表現中等或不佳(Hsu et al., 2009. Submitted to Indian J 

Med Res for publishing)。 

華紫金牛(Ardisia chinensis Benth)水萃取物(Su et al., 2006)及包括大血

藤(Guanidine Sargentodoxa)等 6 種藥草之沸水萃取物(Guo et al., 2006)對

CVB3之 IC50分別為 31.3及 19.2-115.3 µg/mL。鵝掌藤(Schefflera heptaphylla)

各部位沸水萃取物對 CVB3之 IC50為 12.5－70 µg/mL (Li et al., 2007)。雞三

樹(Pithecellobium clyperia)葉分離之黃烷類(flavans)、紅景天(Rhodiola rosea)

之成分 salidroside及鵝掌藤分離之三萜類(triterpenoids)，對 CVB3 之 IC50

分別為 12.5－25、39.0 ± 1.2 及 12.5－25 µg/mL (Li et al., 2006, 2007; Wang et 

al., 2009)。此外，合成化合物包括 homoisoflavonids、 amiloride、
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[(biphenyloxy)propyl]isoxazole及 arbidol 等之衍生物，亦被發現具抑制 

CVB3活性，IC50分別為 4.0 ± 0.2－30 ± 2.1、2－60 µM、0.013－3.99及 13.1 

± 0.6 µg/mL等(Tait et al., 2006; Harrison et al., 2008; Makarov et al., 2005; Shi 

et al., 2007)。 

比較本研究之結果，蚤休 95%乙醇萃取物對 EV71 及 CVB3 之 IC50分

別為 74.09 ± 5.86－150.48 ± 1.06及 126.39 ± 1.44－197.15 ± 4.93 µg/mL (表

二)。對 EV71 之 IC50低於九層塔萃取物(Chiang et al, 2005)、丹參(Salvia 

miltiorrhiza Bunge)區分物(Wu et al., 2007)、人類乳鐵蛋白(Lin et al., 2002)及

我們篩選之 50餘種臺灣藥用植物，包括板藍根、金銀花、螺厭草及雞血藤

等(2009, Submitted to Indian J Med Res for publishing)。高於上述之分離或合

成化合物(Chiang et al, 2005; Shin et al., 2003; Lin et al., 2002; Genovese et al., 

1995; Shia et al., 2002)。對 CVB3之 IC50，則高於上數文獻。 

IL-6、IL-1β及 IL-8 均為發炎前期(pro-inflammatory)細胞激素，在感染

EV71之腦炎併發心肺水腫病患(Lin et al., 2002b, 2003; Hein and Weiss, 2004; 

Liang et al., 2004; Wang et al., 2006)及感染 CVB3之心肌炎病患(Hemi and 

Weiss, 2004; Hemi et al., 2009)均有高量產生。IL-6 會抑制病毒複製，包括

EV71 (Lin et al., 2007)、human immunodeficiency (HIV) (Rogez-Kreuz et al., 

2005)及 hepatitis B virus (HBV) (Kuo et al., 2009)等。IL-6 抑制病毒複製之機

制，Kuo 等人(2009)在 HVB 之研究指出，IL-6 抑制 HVB 之 capsid轉錄

(transcription)，因此造成構成 capsid之蛋白質合成下降，於此同時 IL-6 亦

明顯降低 HVB 病毒之 genome-containing nucleocapsid含量；因此 capsid蛋

白質合成受阻及 genome-containing nucleocapsid含量大幅降低，為 IL-6 抑

制 HVB 複製之主因。於 EV71及 CVB3感染後期，高量之 IL-6 引發細胞發

炎凋亡，以去除被感染之細胞，避免病毒於宿主細胞複製擴散，但這亦是

造成EV71及CVB3致病性的主因，嚴重者造成腦脊髓炎及心肺水腫 (EV71) 

(Li, et al., 2002; Lin, et al., 2002b, 2003, 2007; Liang et al., 2004; Wang et al., 

2006)及心肌炎(CVB3)等(Schmidtke et al., 2000)。IL-1β於感染後期可以抑制

病毒複製(Lin et al., 2007)；此外，IL-1β會誘導 cyclooxygenase type 2 (COX 2)

及 inducible nitric oxide synthase (iNOS)之表現及生成，造成 prostaglandin-E2 

(PGE2)及一氧化氮生成增加，致使細胞凋亡、壞死以及造成廣泛的發炎等

(Dinarello, 2009)。IL-8 為一種 chemokine，會活化嗜中性白血球(neutrophil)

使之穿透(infiltration)至病毒感染位置；於感染位置產生大量活性氧物質

(reactive active substances, ROS)，ROS作用於感染部位之細胞，致使細胞損

傷、凋亡以致壞死(Mizuki et al., 2000; Huang et al., 1995; Noach et al., 

1994)，因此 IL-8 具致死病毒之作用，此作用係由於 ROS所導致。 
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本研究之結果顯示出，蚤休 95%乙醇萃取物對感染 EV71 或 CVB3 之

宿主細胞，會顯著增加 IL-6 (圖三、圖四)及降低 IL-1β (圖三)及 IL-8 (圖三、

圖四)之細胞激素含量。此結果顯示出萃取物對病毒之抑制作用，與萃取物

誘導感染病毒(EV71及 CVB3)宿主細胞產生高量之 IL-6 有高度的相關性；

IL-6 可能抑制病毒 capsid蛋白質及 genome-containing nucleocapsid之生成，

進而抑制病毒之複製作用(Kuo et al., 2009)，時間點分析之結果(圖一、圖二)

亦顯示病毒複製被抑制為主要之抑制作用。IL-6 雖具抑制病毒複製之作

用，但是相對的，高量之 IL-6 亦對宿主細胞產生嚴重的毒害，造成腦脊髓

炎、心肺水腫(EV71)及心肌炎(CVB3)等嚴重之致病性。因此，特別值得注

意的，蚤休 95%乙醇萃取物有助於感染病毒宿主細胞之 IL-1β (對

infected-RD)及 IL-8 (infected-RD及 infected-Hela)大幅降低，也就是說，萃

取物具有降低由宿主細胞免疫反應造成之發炎、凋亡及壞死等作用，對降

低 EV71 及 CVB3 之嚴重致病性具正面的作用。總之，蚤休 95%乙醇萃取

物兼具雙重功效，一方面誘發宿主細胞產生高量之 IL-6 以對抗病毒，一方

面降低 IL-8 及 IL-1β之生成，減緩宿主細胞發炎造成之嚴重致病性。 
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伍、結論及建議 

蚤休 95%乙醇萃取物對腸病毒 71型及克沙奇 B3 型均顯示出良好之對

抗活性。對 EV71 之 IC50為正對照組 (ribavirin，一種臨床上對抗病毒之藥

物) 之 12.5－23%，對 CVB3 則與正對照組相似。萃取物對 EV71及 CVB3

之抑制作用包括預防病毒感染、直接殺死病毒 (或抑制病毒吸附於宿主細胞) 

以及抑制病毒之複製作用。蚤休 95%乙醇萃取物對被 EV71 及 CVB3 感染

之宿主細胞，均會顯著增加 IL-6 及降低 IL-1β (僅對感染 EV71 之宿主細

胞)、IL-8 之含量，對其他細胞激素 (IL-2、TNF-α、INF-γ) 及一氧化氮等

則無影響。萃取物對 EV71或 CVB3 之抑制作用與 IL-6 之增加有密切相關

性。特別值得注意的是，IL-1β及 IL-8 之減少，可以減緩宿主細胞免疫反應

造成發炎之嚴重致病毒害。蚤休 95%乙醇萃取物具有開發成為對抗腸病毒

保健食品材料之高度潛力。 
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柒、圖、表 

 

 

 

 

 

 

圖一、蚤休 95%乙醇萃取物對 EV71 ATCC-VR784 之時間點效應 

Fig. 1. Time-of-addition assay for the P. polyphylla Smith 95% ethanol extract 

against EV71 ATCC VR-784. The extract was added to the cell 

monolayers at pre- (-1, -2 h), co- (0 h) and post (1-24 h) infections at the 

concentrations of 31.25 (-■-), 62.5(-■-), 125 (-■-), and 200 (-■-) µg/mL. 

Data points represented are mean ± SD (n = 3). 
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蚤休 95%乙醇萃取物對 EV71 ATCC-VR784之時間點效應 

Time 

(h) 

Inhibition (%) 

31.25 µg/mL 62.5 µg/mL 125µg/mL 200 µg/mL 

-2 b 5.77 ± 1.16 DE b 8.59 ± 0.23 H a 19.88 ± 3.28 F a 23.44 ± 1.54 E 

-1 c 0.70 ± 0.28 F c 5.03 ± 1.34 H b 16.71 ± 1.84 F a 20.91 ± 1.09 E 

0 d 4.92 ± 0.37 E c 5.89 ± 0.55 H b 20.34 ± 0.51 F a 25.17 ± 2.08 E 

1 c 40.39 ± 3.45 A c 78.59 ±1.26 A b 88.70 ± 1.00 A a 96.51 ± 2.83 A 

2 d 25.68 ± 2.06 B c 67.38 ± 3.61 B b 86.50 ± 3.92 A a 93.13 ± 1.19 AB 

4 d 25.13 ± 1.34 B c 62.10 ± 0.30 C b 74.39 ± 7.29 B a 87.50 ± 6.02 B 

8 d 24.09 ± 1.35 B c 57.57 ± 3.38 D b 66.90 ± 5.73 C a 82.24 ± 4.77 C 

12 d 11.12 ± 0.30 C c 48.45 ± 2.76 E b 66.23 ± 3.46 C a 83.69 ± 5.21 C 

16 d 7.57 ± 0.17 D c 33.25 ± 2.20 F b 46.69 ± 2.93 D a 78.31 ± 6.42 C 

20 d 4.90 ± 0.18 E c 27.15 ± 2.02 G b 41.10 ± 1.08 D a 61.07 ± 1.95 D 

24 d 4.46 ± 0.27 E c 24.74 ± 2.17 G b 32.24 ± 0.51 E a 55.22 ± 3.51 D 
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圖二、蚤休 95%乙醇萃取物對 CVB3 KMUH-034189之時間點效應 

Fig. 2. Time-of-addition assay for the P. polyphylla Smith 95% ethanol extract 

against CVB3 KMUH-034189. The extract was added to the cell 

monolayers at pre- (-1, -2 h), co- (0 h) and post (1-24 h) infections at the 

concentrations of 50 (-■-), 100 (-■-), 150 (-■-), and 200 (-■-) µg/mL. 

Data points represented are mean ± SD (n = 3). 
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蚤休 95%乙醇萃取物對 CVB3 KMUH-034189 之時間點效應 

Time 

(h) 

Inhibition (%) 

50 µg/mL 100 µg/mL 150 µg/mL 200 µg/mL 

-2 b 7.83 ± 0.36 C b 13.38 ± 1.14 B a 32.50 ± 10.19 CD a 38.66 ± 15.60 B 

-1 b 8.61 ± 2.95 C b 13.55 ± 0.94 DE a 21.73 ± 5.30 E a 23.56 ± 5.60 CD 

0 d 6.96 ± 0.11 CD c 9.19 ± 0.63 E b 14.27 ± 1.32 F a 19.04 ± 1.43 D 

1 c 15.18 ± 0.74 B b 28.88 ± 2.10 B a 34.22 ± 1.30 BC b 30.73 ± 1.47 B 

2 d 8.51 ± 0.30 C c 12.16 ± 0.06 DE b 21.69 ± 1.45 E a 33.38 ± 3.20 BC 

4 d 4.93 ± 0.01 D c 18.67 ± 1.64 CD b 26.13 ± 2.27 DE a 30.78 ± 2.12 BC 

8 d 7.11 ± 0.62 C c 17.40 ± 1.06 CD b 26.28 ± 2.57 DE a 34.64 ± 2.63 B 

12 d 14.47 ± 1.05 B c 38.56 ± 3.30 A b 42.56 ± 2.97 A a 58.85 ± 4.21 A 

16 c 13.93 ± 0.93 B b 35.90 ± 2.50 A b 41.39 ± 2.90 A a 57.85 ± 5.31 A 

20 c 13.95 ± 1.08 B b 37.58 ± 3.12 A b 40.06 ± 3.19 AB a 58.93 ± 6.39 A 

24 d 16.30 ± 0.89 A c 39.86 ± 3.37 A b 43.78 ± 1.48 A a 59.18 ± 2.74 A 
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圖三、蚤休 95%乙醇萃取物對感染 EV71 ATCC-VR784之 RD細胞細胞激素
產生量之影響 

Fig. 3 Effect of the P. polyphylla Smith 95% ethanol extract on the cytokines of 
(A) IL-6, (B) IL-8, (C) IL-1β, (D) IL-2, (E) TNF-α, and (F) IFN-α 
productions in the EV71 ATCC VR784-infected (-■-) and mock-infected 
(-■-) RD cells. Bars represented are mean ± SD (n = 3), which are labeled 
with single and double symbols showing significant difference from the 
controls at p<0.05 and p<0.01, respectively. 
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圖四、蚤休 95%乙醇萃取物對感染 CVB3 KMUH 034189之 RD細胞細胞激
素產生量之影響 

Fig. 4 Effect of the P. polyphylla Smith 95% ethanol extract on the cytokines of 
(A) IL-6, (B) IL-8, (C) IL-1β, (D) IL-2, (E) TNF-α, and (F) IFN-α 
productions in the CVB3 KMUH 034189-infected (-■-) and 
mock-infected (-■-) HeLa S3 cells. Bars represented are mean ± SD (n = 
3), which are labeled with single and double symbols showing significant 
difference from the controls at p<0.05 and p<0.01, respectively. 
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圖五、蚤休 95%乙醇取物對 EV71 ATCC-VR784及 CVB3 KMUH-034189誘

發一氧化氮之影響 

Fig. 5 Effect of the P. polyphylla Smith 95% ethanol extract on the nitric oxide 

production in the EV71 ATCC VR784 or CVB3 KMUH 034189-infected 

(-■-) and mock-infected (-■-) cells. Bars represented are mean ± SD (n = 

3), which are labeled with single and double symbols showing significant 

difference from the controls at p<0.05 and p<0.01, respectively. 
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表一、蚤休 95%乙醇萃取物對 HeLa S3及 RD細胞之 CC50 

Table 1 CC50 for the P. polyphylla Smith (PPS) 95% ethanol extract against RD 

and HeLa S3 cells 

Cell line 
CC50 (µg/ml) a 

PPS 95% ethanol extract Ribavirin 

RD 744.77 ± 9.05 2593.37 ± 183.22 

HeLa S3 522.25 ± 19.29 2120.94 ± 125.20 
a Values are mean ± SD, each value was obtained from three individual experiments in 

triplicates per experiment. 

 

 

表二、蚤休 95%乙醇萃取物對腸病毒 71型及克沙奇 B3 型之 IC50及選擇指

數，EV71以中和試驗法，CVB3以病毒斑減少分析法 

Table 2 IC50 and SI for the P. polyphylla Smith 95% ethanol extract against 

EV71 and CVB3. A neutralization method and plaque reduction assay 

were used for EV71 and CVB3, respectively. 

a Values are mean ± SD, each value was obtained from three individual experiments in 
triplicates per experiment. 

b Selective index (SI), CC50/IC50. The CC50 for the P. polyphylla Smith 95% ethanol extract 
against RD and HeLa S3 cells were 744.77 ± 9.05 and 522.25 ± 19.29 µg/ml, respectively; 
and for ribavirin were 2593.37 ± 183.22 and 2120.94 ± 125.20 µg/ml, respectively. 

Enterovirus PPS extract  Ribavirin 

 IC50 (µg/ml) a SI b  IC50 (µg/ml) a SI b 

EV71      

ATCC-VR784 78.46 ± 2.80 9.49  338.15 ± 3.68 7.67 

CMUH-527-1 119.21 ± 6.71 6.25  1000.00 ± 0.00 2.59 

CMUH-V4079 125.00 ± 0.00 5.96  509.68 ± 11.86 5.09 

CMUH-627-14 92.79 ± 2.98  7.32  1024.08 ± 41.71 2.53 

CVB3       

KMUH -92225 154.55 ± 4.19 3.38   130.35 ± 1.28  16.27  

KMUH-034189 126.39 ± 1.44 4.13   127.23 ± 6.29  16.67  

KMUH-K516 150.84 ± 6.70  3.46    96.70 ± 5.72  21.38  

KMUH-99168 197.15 ± 4.93  2.65   161.98 ± 4.31  13.09  


