
中醫藥年報（光碟版）第一期 第四冊 

173 

編號：CCMP97-RD-201 

 
利用功能性基因體學平台為基礎進行中藥

免疫調控之研究（3-1） 
 

項千芸 

中國醫藥大學 
 

摘 要 
 

研究目的： 

在本研究中，我們利用活體冷光影像導引之微陣列分析方法，分析與解釋中

草藥調控免疫的活性及機轉。第一年以系統構築及中草藥抗發炎分析為主。 

研究方法： 

我們先構築帶有會受到 nuclear factor-κB（NF-κB）調控的冷光酵素基因轉殖

鼠，再利用細菌脂多醣（lipopolysaccharide; LPS）建立發炎反應的動物模式。接

著我們將清熱解毒中草藥或天然化合物餵食發炎小鼠後，利用活體冷光影響圖譜

判定中草藥或天然化合物抗發炎的功效及影響的器官。我們進一步選取這些器官

進行 DNA 微陣列的分析，以解讀中草藥或天然化合物抗發炎的機轉。 

結果與討論： 

我們的結果顯示在 NF-κB 基因轉殖鼠中，淋巴組織的位置與 NF-κB 冷光訊

號的位置呈現高度相關性的現象，證明冷光訊號的強度可以反應活體內 NF-κB 的

活性。此外，LPS可以誘導小鼠體內 NF-κB 的活性，具有清熱解毒功效的中草藥，

包括山梔子、黃連以及黃柏，在動物體內可以降低 LPS所誘導之 NF-κB 活性，

而山梔子的主成份—梔子素（genipin）可以藉由降低 interleukin-1β 及 tumor 
necrosis factor-α的產生、藉由影響 interferon-induced proteins及 chemokine ligands
相關基因的表現，而抑制 LPS所誘導之發炎反應。此外，由表現有差異基因之間

的交互作用網路中發現，NF-κB 為此一交互作用網路的中心分子，而這個結果也

顯示利用 NF-κB 活體冷光影像圖譜於抗發炎中藥研究之合理性。經由上述實驗，

我們認為生物冷光影像系統能夠廣為應用於即時性監控炎症反應的產生，並發展

成為新穎的抗發炎藥物活體平台。 
 
關鍵詞：中草藥、免疫、NF-κB、活體冷光影像、DNA 微陣列 
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Study on the Immunomodulation of Chinese 
Medicinal Herbs by Functional Genomic 

Platform Approaches (3-1) 
 

Chien-Yun Hsiang 
China Medical University 

 

ABSTRACT 
 

Aim: 

We applied the bioluminescent imaging-guided microarray techniques to analyze 
and elucidate the therapeutic efficacies and immunomodulatory mechanisms of 
Chinese medicinal herbs. The aims of the first-year project are to construct the 
bioluminescent imaging-guided microarray system and to analyze the 
anti-inflammatory effects of herbs. 

Method: 

Nuclear factor-κB (NF-κB)-dependent luminescent signal in transgenic mice 
carrying the luciferase genes was used as the guide to monitor the herbs-affected 
organs. Lipopolysaccharide (LPS) was used to establish the inflammatory model in 
transgenic mice. Inflammatory transgenic mice were orally administrated with Chinese 
medicinal herbs or phytochemicals. The anti-inflammatory effects were evaluated by 
bioluminescent imaging and the anti-inflammatory mechanisms of herbs were 
elucidated by DNA microarray. 

Results and Discussion: 

The correlation between the location of lymphoid tissue and the location of 
bioluminescent signal demonstrated that the level of bioluminescence was capable of 
reflecting the NF-κB activity in the living mice. LPS was able to activate the NF-κB 
activity in vivo; however, some Chinese medicinal herbs, including Gardenia 
jasminoides, Coptis chinensis and Phellodendron chinense, were able to suppress 
LPS-induced NF-κB activities. Furthermore, genipin, the major component of 
Gardenia jasminoides, was able to inhibit the LPS-induced inflammation by reducing 
the productions of interleukin-1β and tumor necrosis factor-α, and altering the gene 
expression of interferon-induced proteins and chemokine ligands. Moreover, network 
analysis of the differentially expressed genes showed that NF-κB was in the central 
part of the network. In conclusion, the functional genomic platform approach 
established in this study provided an overall monitoring of the gene expression profiles 
of herbs in vivo. The gene expression profiles further provided a basis for analyzing 
the immunomodulatory mechanisms of Chinese medicinal herbs.  
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壹、前言 

在美國及西歐，替代醫學的使用，包括藥用植物及營養補充品，已有

逐漸增加的趨勢（Bray and Greenway, 2007）。使用藥用植物的族群，以慢

性病患居多，其中包含了癌症、自體免疫疾病、氣喘以及後天性免疫缺乏

症候群等患者（Bodeker ET AL., 2006; Canter et al., 2006; Li, 2007; Pierce, 

2007）。此外，隨著紫錐花（echinacea）及北美黃蓮（goldenseal）被證實可

能具有增強免疫力的效果，而在市場上成為高銷售的中草藥產品後，這些

現象顯示越來越多的消費者轉而使用藥用植物來增強免疫力，或是抑制特

定的免疫反應（Blumenthal, 2005）。 

許多中草藥已被證實可以藉由調控不同的免疫分子，而達到調節免疫

的功效（Spelman et al., 2006）。舉例來說，靈芝（Ganoderma lucidum）在

人體細胞或是活體動物的模式中，會活化巨噬細胞、T 淋巴細胞與自然殺手

細胞，並且會誘導細胞產生細胞激素，包括 tumor necrosis factor-α (TNF-α)、

interleukins（IL）與 interferons等（Lin et al., 2005）。臨床的證據也顯示，

靈芝可藉由刺激淋巴細胞增生及產生細胞激素，而對罹患侵襲性大腸直癌

（advanced colorectal cancer）的患者產生免疫調節的作用（Chen et al., 

2006）。另外，人蔘（ginseng）可以增加來自於後天性免疫缺乏症候群患者

與健康個體周邊血液單核球細胞的活性（See et al., 1997）。臨床試驗也顯

示，人蔘可以增加健康個體嗜中性白血球、CD4 T 細胞與自然殺手細胞的

功能（Scaglione et al., 1990）。此外，人蔘也具有佐劑的功能，在與流行性

感冒疫苗共同使用的情況下，可以增加特異性抗體的力價及抗體的中和能

力（Quan et al., 2007）。除了人蔘以外，薑（Zingiber officinale）也被發現可

以藉由活化巨噬細胞，而刺激 TNF-α 的產生，進而抑制流行性感冒病毒的

繁殖（Imanishi et al., 2006）。雖然中草藥的免疫調控功效已被許多學者研究

過，這些研究大多是藉由分析淋巴細胞與細胞激素的反應來判斷中草藥調

控免疫的功效，但是否單由淋巴細胞與細胞激素的反應就足夠說明中草藥

免疫調控的機制呢？這一點是存疑的。此外，中草藥於體外測試的反應是

否與體內的反應具有一致性，這一點也是令人懷疑的。因此，在本計畫中，

我們主要是利用活體冷光影像導引之微陣列分析方法，分析與解釋中草藥

調控免疫的活性及機轉。 

Nuclear factor-κB（NF-κB）轉錄因子與活化 NF-κB 的訊號傳遞路徑是

調節先天性免疫反應與特異性免疫反應的關鍵步驟。NF-κB 是一種核內的

轉錄因子，由 RelA (p65)、c-Rel、RelB、p50、及 p52等蛋白質組成。NF-κB

的活性可以被細菌、病毒、壞死細胞的產物和細胞激素所誘導。當受到刺

激時，NF-κB 會結合到位於免疫反應基因啟動子上的 NF-κB 結合位，而刺
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激免疫反應基因的表現。因此 NF-κB 在免疫調控上是不可或缺的分子

（Barnes et al., 1997; Karin et al., 2000; Bonizzi et al., 2004）。 

傳統上，中草藥引起的免疫反應是藉由抗體、細胞激素、淋巴細胞增

生等免疫學技術來評估的。進行這些實驗時，血液與淋巴組織等樣品通常

是在中藥投與後之特定時間才由動物體中取得的，這種方式無法即時性的

反應出動物體內的免疫狀態。最近，我們已利用非侵入性分子影像技術直

接觀察並評估中草藥接合之生醫材料在 NF-κB 基因轉殖鼠內所引起免疫反

應，由活體生物冷光影像結果與病理組織變化具有高度的一致性看來，非

侵入性影像技術可以被用來掃描基因轉殖鼠體內即時性的免疫反應（Ho et 

al., 2007）。 

全基因體基因表現圖譜已被用來分析中醫方劑或中草藥的作用機制。

例如，PC-SPES為一種營養補充品，主要由八種不同中草藥所組成，包括

黃岑、甘草、靈芝、板藍根、三七、菊花、茜草、扁行棕櫚（Kubota et al., 2000; 

Small et al., 2000）。PC-SPES可作為前列腺癌患者的替代療法，而由基因表

現圖譜也顯示，干擾參與細胞週期、細胞結構與男性賀爾蒙反應基因的表

現，可能是造成 PC-SPES細胞毒性的原因（Bonham et al., 2002）。六味地

黃丸是由熟地黃、山藥、山茱萸、茯苓、丹皮、澤瀉等六種中草藥組成的，

六味地黃丸已被廣泛地用於抗老，而且在亞洲國家已有上百年的使用經驗

（Hsieh et al., 2003）。由基因表現圖譜也顯示，六味地黃丸可以誘導與保護

神經細胞、增強神經細胞分化以及神經生長相關基因的表現，並且藉由刺

激這些基因的表現，而增強記憶力（Hsieh et al., 2003；Rho et al., 2005）。薑

黃素（curcumin）是薑黃（Curcuma longa）的主要組成分，可作為香料，

使得咖哩具有特殊的味道與顏色，也可作為化妝品或是藥品製備過程中的

材料 (Govindarajan, 1980）。薑黃素在動物體內具有抑制腫瘤生成的活性

（Huang et al., 1988）。利用 DNA 微陣列技術分析其作用機轉，發現薑黃素

抗癌的機制主要是藉由調控與癌細胞分化相關基因的表現，進而抑制癌細

胞的生長（Chen et al., 2004）。中草藥或是天然物的萃取物中含有非常多具

有不同生物活性的分子，但是因為萃取物的複雜性以及萃取物中組成份的

交互作用，造成中草藥萃取物的生物活性通常不易分析。而藉助高密度微

陣列技術所獲得的全基因體基因表現圖譜提供了一個簡單的方法，可以測

試中草藥的生物活性，並從中了解這些中草藥的潛在療效及可能的副作用

（Watanabe et al., 2001）。 

許多文獻指出，中草藥在體內或體外可以藉由改變免疫功能的活性，

而調節免疫反應。但是這些研究通常只測定少量淋巴細胞的功能或是少數

基因或蛋白質的含量。因此，本研究的目的是利用分子影像導引之微陣列
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分析方法，分析與解釋中草藥調控免疫的活性及機轉。本研究所建立的功

能性基因體學平台可以綜觀中草藥所影響的器官中之基因表現圖譜，而本

研究所建立的全基因體基因表現圖譜可進一步作為探勘中草藥調節免疫活

性的基礎。 
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貳、材料與方法 

一、建立具有免疫調控潛力的中草藥庫 

(一) 中醫方劑、單味藥及天然化合物的收集 

我們依照三種準則來進行中醫方劑、單味藥及天然化合物中草

藥的收集：中草藥的研究文獻、中醫師常用方劑、全民健保常用中

藥。例如具有清熱解毒功效的中草藥山梔子、黃芩、黃連、黃柏、

板藍根以及金銀花等。又如靈芝與人蔘具有免疫調控功效是眾所皆

知的，而且已經有許多文獻也證實了這種功效。此外，薑、黨參、

黃岑、白朮、夏枯草、當歸、枸杞子則是一般民眾較常用來改善免

疫力的補藥。 

(二) 中醫方劑及單味藥的萃取 

中醫方劑及單味藥是自順天 GMP工廠取得，天然化合物則自

Sigma、Wako等公司購入。萃取的方法為：先將中醫方劑及單味藥

處理成較小的粉末，再將 100公克的粉末與 500毫升的去離子水混

合後，在 4℃下搖晃至隔夜。之後將萃取液以 10,000 xg離心五分

鐘，收集上清液後置於真空烘箱中乾燥，然後再次以去離子水混勻

至最終濃度為 1 mg/ml，最後分裝保存於-20℃冰箱中。天然化合物

主要以酒精或去離子水等溶媒溶解，分裝保存於-20℃冰箱中。 

二、活體分子影像平台的建立 

(一) NF-κB-luc基因轉殖鼠的構殖與繁殖 

質體 DNA—NF-κB-luc 是將 5 個 NF-κB 結合位（5'-GGGACT

TTCC-3'）置於冷光酵素基因（luciferase, luc）的上游所構築而成

的。先將 NF-κB-luc利用 SuperFect試劑送入 HepG2細胞中，測試

NF-κB-luc 是否可以真實地報導 NF-κB 的活性後，再將 NF-κB-luc

利用原核顯微注射技術，送到 FVB 小鼠的卵細胞中。小鼠繁殖後

的子代利用 PCR的方式篩選基因轉殖鼠，PCR所使用的引子為 pr

imer-P（5'-AACTGCATAAGGCTATGAAGAGATACGCCC-3'）及 pr

imer-M（5'-TTAAAACCGGGAG GTAGATGAGATGTGACG-3'）。

所有的基因轉殖鼠皆與野生鼠雜交，以生產出具有 FVB 遺傳特性

的 NF-κB-luc heterozygous基因轉殖鼠。 

(二) 活體內與活體外冷光影像的測定 

活體內與活體外冷光影像的測定參考自 Ho 等（Ho et al., 

2007）。活體內冷光影像測定的方法為：小鼠先使用吸入性麻醉劑

isoflurane麻醉，再將每公斤體重 150 mg 的 luciferin以腹腔注射的
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方式，注射到小鼠腹腔中。五分鐘後，將小鼠腹部朝上置於 IVIS 

Imaging System® 100 Series的照影艙中，再利用 Living Image® 

software定量自組織散出的光子數。訊號強度的計算是將設定範圍

每秒所測到的光子總數減去背景值而求得，訊號強度的結果是以

photons/sec/cm2/steradian (photons/sec/cm2/sr)呈現。 

活體外冷光影像測定的方法為：小鼠先使用吸入性麻醉劑

isoflurane麻醉，再將每公斤體重 150 mg 的 luciferin以腹腔注射的

方式，注射到小鼠腹腔中。五分鐘後進行解剖，將器官摘出後，再

置於 IVIS Imaging System® 100 Series的照影艙中，利用 Living 

Image® software定量自組織散出的光子數。訊號強度的計算為組織

所測到的光子總數，訊號強度的結果是以 photons/sec呈現。 

三、基因表現圖譜分析平台的建立 

(一) RNA 樣品之製備 

RNA 樣品是以 RNeasy Mini kit（Qiagen, Valencia, CA, USA）

先進行細胞 total RNA的萃取。接著，利用 Beckman DU800分光光

度計（Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA）進行 total RNA的定

量，A260/A280 比值大於 1.8 的樣品，進一步利用 Aglient 2100 

bioanalyzer（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）評估其

total RNA的品質。只有當樣品的 RNA integrity number高於 8.0時，

才會用於下述的微陣列實驗分析。 

(二) 微陣列的流程 

將 total RNA（ 5 µg）先利用 MessageAmpTM aRNA kit

（Ambion），經由試管內轉錄（in vitro transcription）的步驟加以放

大。放大的 RNA（amplified RNA，簡稱 aRNA）再和 Cy5染劑進

行化學反應，並將 Cy5 染劑標定到 aRNA 上，使得 aRNA 成為帶

有螢光標定的標的物。螢光標定完成後，利用蓋玻片和華聯公司所

提供的雜合反應緩衝劑（hybridization buffer），將螢光標定的標的

物與 Whole Genome OneArrayTM 進行雜合反應。於 50℃經過一夜的

雜合反應之後，藉由三個清洗步驟將非專一性結合的標的物從晶片

上清除。接著將晶片以離心的方式使之乾燥，並利用 Axon 4000掃

描器（Molecular Devices，Sunnyvale，CA，USA）進行螢光強度的

掃描。我們使用 genepix 4.1軟體（Molecular Devices）對晶片上每

一點的 Cy5螢光強度進行分析。每一點的訊號經由扣除周圍背景值

的方式校正其強度。我們刪除作為內在控制的探針（probe）或是

訊雜比（signal-to-noise ratio）小於零的點。通過這些門檻的點藉由
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R程式的 limma package進行歸一化（normalization）（Smyth, 2005）。 

(三) 程式分析 

歸一化的資料使用 limma package計算並尋找表現有統計差異

的基因。接著，將表現有差異的基因利用 Gene Ontology Tree Ma

chine（http://bioinfo.vanderbilt.edu/gotm/）進行 Gene Ontology分析，

以找出這些受調控的基因所影響的細胞行為模組。Gene Ontology 

Tree Machine是一個在網路上使用、以基因群組（gene set）為分

析基礎的資料探勘工具（Zhang et al., 2005）。我們進一步使用 R

程式的 PGSEA package，從擷取自 Molecular Signature Database 

web site（http://www.broad.mit.edu/gsea/msigdb/msigdb_index.html）

的 522個基因群組（gene sets）中，進行統計並找出表現有差異的

基因群組（Kim and Volsky, 2005）。這些表現有差異的基因群組

中的基因再藉由 TIGR Multiexperiment Viewer （http://www.tm4.o

rg/index.html; Eisen et al., 1998）進行階層式叢集分析（hierarchi

cal clustering analysis），以展現這些基因彼此之間的相關性。最

後，我們利用 BiblioSphere Pathway Edition軟體（Genomatix App

lications, http://www.genomatix.de/index.html）建構表現有差異基因

之間的交互作用網路 （interaction network）。 

四、發炎反應的動物模式 
革蘭氏陰性菌的脂多醣（lipopolysaccharide, LPS）為一種內毒素，可以

造成發炎反應（Wang et al., 2000）。發炎反應動物模式的建立方法為將每公

斤體重 4 mg的 LPS以腹腔注射的方式，注射到基因轉殖鼠腹腔中，發炎反

應以活體影像圖譜及免疫組織化學染色判定。除了發炎反應的動物模式

外，目前也正在進行疫苗免疫的動物模式。 
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參、結果 

一、活體冷光影像系統的建構 

(一) NF-κB-luc質體的測試—細胞模式 

NF-κB-luc質體是將 5個 NF-κB 結合位（5'-GGGACTTTCC-3'）

置於冷光酵素基因的上游所構築而成的。為了測試 NF-κB-luc是否

可以真實地報導 NF-κB 的活性，同時也要測試 NF-κB 的活性是否

可以被 LPS所誘導，因此我們先將 NF-κB-luc 試劑送入 HepG2細

胞中，再加入不同濃度的 LPS，最後測定冷光的強度。圖一可見

NF-κB 的活性與 LPS的劑量成正比，NF-κB 的活性隨著 LPS劑量

的增加而上升，當 LPS濃度為 100 ng/ml時，細胞的活性不受影響，

但是 NF-κB 的活性可增加 1.8倍。這個實驗結果證實了 LPS確實

能夠活化細胞內 NF-κB 的活性。 

(二) NF-κB-luc基因轉殖鼠之特性 

基因轉殖鼠是將 NF-κB-luc利用原核顯微注射技術，送到 FVB

小鼠的卵細胞中所構築的，因為基因轉殖鼠體內帶有會受到 NF-κB

調控的冷光酵素基因，因此可以藉由注射冷光受質（luciferin），再

藉助活體等光偵測系統（IVIS），判定小鼠體內的 NF-κB 活性（圖

二）。 

為了測定內源性的 NF-κB 活性，我們先經由腹腔注射 luciferin

後，再觀察基因轉殖鼠的全身性冷光影像。圖三可見基因轉殖鼠的

腹部有明顯的冷光訊號，而體外冷光影像的結果顯示冷光訊號主要

出現在脾臟、小腸以及腸繫膜。因此這些結果顯示基因轉殖鼠腹腔

的冷光主要源自於脾臟、小腸內的 Peyer’s patches及腸繫淋巴結。

另外，基因轉殖鼠的鼻子、腿部以及尾巴部位也出現冷光訊號，這

些冷光訊號可能是因為與墊料或籠子磨擦刺激後的結果。 

我們接著監控 LPS所誘發的 NF-κB 活性。將 LPS經由腹腔注

射基因轉殖鼠，經過 4 小時後觀察，發現 LPS會增強全身，尤其

是腹部的冷光訊號，經解剖後發現 LPS 可以增強所有器官的冷光

強度，在小腸可以觀察到最高的冷光強度，而腸繫膜淋巴結、脾臟、

肝臟則呈現中等的冷光強度（圖三）。這些結果顯示 LPS 確實可

以誘導小鼠體內 NF-κB 的活性。 

二、利用即時性活體冷光影像系統評估清清熱解毒中草藥抗發炎的潛能 
我們接著應用即時性冷光活體影像系統評估中草藥抗發炎的潛能。目

前認為，具有清熱解毒功效的中草藥可能與抗發炎有關，因此，我們從中
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決選出山梔子、黃芩、黃連、黃柏、板藍根以及金銀花等清熱解毒中藥進

行實驗。將這些中草藥的萃取液換算成人體劑量連續餵食小鼠七天後，再

利用腹腔注射 LPS，並於 LPS注射 4 小時後，進行冷光影像的測定。圖四

可見 LPS誘發發炎反應之基因轉殖鼠，其腹部有明顯的冷光活性，而經過

中藥處理的基因轉殖鼠，其腹部的冷光強度有下降的現象，尤其以山梔子、

黃連以及黃柏的下降圖譜最具特異性，另外，中藥處理組各臟器的冷光強

度也呈現不同程度的下降。這些結果顯示，具有清熱解毒功效的中草藥在

動物體內確實可以降低 LPS所誘導之 NF-κB 活性。 

三、以活體冷光影像導引之微陣列分析方法研究中草藥抗發炎的療效及機

轉—以梔子素（genipin）為例 

(一) 以活體冷光影像為工具，進行 genipin抑制 LPS誘發 NF-κB 活性

的分析 

因為山梔子在上述實驗中呈現抗發炎的潛能，因此我們選取山

梔子的主成分—梔子素（genipin），進行療效及機轉的研究。將 100 

mg/kg genipin及 4 mg/kg LPS腹腔注射基因轉殖鼠後，再進行冷光

的測定，發現 LPS 可增強全身，尤其是腹部區域的冷光反應

（~5.37×108 photons/sec/cm2/sr），而 genipin 可以明顯地抑制 LPS

所誘發之 NF-κB 活性（~1.10×108 photons/sec/cm2/sr）（圖五）。經

過解剖後，發現 LPS可以活化全身各臟器的 NF-κB 活性，誘發強

度最高的臟器為小腸、脾臟、肝臟以及胃部，而 genipin可以降低

大部分器官中，LPS所誘導的 NF-κB 活性，其中又以腦部、心臟、

腎臟下降的比例最為明顯（圖六）。這些結果顯示 genipin確實可以

抑制 LPS所誘導的 NF-κB 活性。 

(二) Genipin活體免疫抑制的確認 

IL-1β 及 TNF-α 為發炎反應的重要指標，為了確認 genipin抑

制 LPS所誘導 NF-κB 活性的結果是否與抑制發炎反應有關，我們

利用免疫組織化學染色的方式進行分析。圖七可見，LPS可以增加

腦、心臟、腎臟切片中的 IL-1β及 TNF-α，而 LPS所增加之 IL-1β

及 TNF-α 可明顯地被 genipin所抑制。這些結果顯示 genipin可以

藉由降低 IL-1β及 TNF-α的產生，而抑制 LPS所誘導之發炎反應。 

(三) 以活體冷光影像導引之微陣列分析方法研究 genipin抗發炎的機轉 

由冷光影像發現 genipin可以明顯地調降腦部、心臟、腎臟的

NF-κB 活性，因此，我們選取這三個器官進行微陣列分析。在 30968

個基因中，有 142 個基因的表現會被影響。藉由 TIGR 

Multiexperiment Viewer進行階層式叢集分析後，發現所有被 LPS
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所活化的基因都可以被 genipin所抑制，而大部分受影響的基因都

是屬於 interferon-induced proteins及 chemokine ligands（圖八）。進

一步利用 Gene Ontology Tree Machine進行 Gene Ontology分析，發

現受 genipin 調控的基因都是屬於”immune system process”及” 

physiological response to stimulus”等兩個群組（圖九）。最後，我

們利用 BiblioSphere Pathway Edition軟體建構表現有差異基因之間

的交互作用網路，結果發現 NF-κB 為此一交互作用網路的中心分

子（圖十），而這個結果也顯示利用 NF-κB 活體冷光影像圖譜於抗

發炎中藥研究之合理性。 
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肆、討論 

NF-κB 為調節免疫反應的關鍵分子。許多不同的刺激，包括細菌、病

毒、發炎性細胞激素、生理化學緊迫等，都會活化 NF-κB，而活化的 NF-κB

又可進一步干擾一大群與免疫和發炎反應有關的基因表現（Barnes and 

Karin, 1997; Karin and Ben-Neriah, 2000; Bonizzi and Karin, 2004）。在本研

究中，我們建構了帶有會受到 NF-κB 調控的冷光酵素基因轉殖鼠，並且將

其應用於監控發炎反應的發生。在缺乏外來刺激的情況下，大部分的淋巴

組織，包括頸部淋巴結、脾臟以及小腸的 Peyer′s patches，可以偵測到較強

的冷光。Carlsen等（2002）也發現 NF-κB 基因轉殖鼠的頸部淋巴結、胸腺

與小腸的 Peyer′s patches皆可偵測到較強的冷光。淋巴組織的位置與 NF-κB

冷光訊號的位置呈現高度相關性的現象，證明冷光訊號的強度可以反應活

體內 NF-κB 的活性，而且，淋巴組織中 NF-κB 的活化也與之前認為 NF-κB

與免疫反應有關的說法一致。 

生物冷光影像系統已被用於偵測活體內中草藥與宿主之交互作用，也

已被應用於測定活體內細胞的生長（Blum et al., 2004; Román et al., 2007）。

雖然缺乏了核磁共振攝影或微型電腦斷層掃描儀在空間性解析度的優勢，

但是生物冷光影像系統具有高敏感性的特色，所以仍被用來偵測活體內的

腫瘤生成作用、細胞凋亡與蛋白質交互作用（Vooijs et al., 2002; Laxman et al., 

2002; Luker et al., 2004; Paulmurugan et al., 2004）。此外，可以在短時間測

定多隻動物的全身性影像，以及冷光酵素半衰期很短（2-3小時）等特性，

都使得生物冷光影像系統可以即時性地偵測基因的動態表現（Southern et al., 

2006）。舉例來說，發炎反應可以在動物經過 LPS誘導就立刻被偵測到，此

外，同一隻動物可以進行持續性的掃描。 

建立一個可以預測及評估中草藥在活體內作用的平台是一件重要的課

題。然而，宿主對中草藥的反應是一個相當複雜的過程，有些中草藥在植

入體內後，可能會引發一連串的發炎反應，包括血液的凝集、白血球的浸

潤等（Anderson, 2001; Williams, 2008）。傳統上，以細胞為主的細胞毒殺試

驗最常被使用，而且高危險的中草藥在細胞平台的階段就可以被察覺而被

剔除。轉錄質體學或蛋白質體學也已經被用來研究細胞對中草藥的複雜反

應（Klapperich and Bertozzi, 2004; Gallagher et al., 2006; Lü et al., 2009）。雖

然這些細胞模式可以用來評估某一種特定的生物功能，但是這些細胞模式

仍然無法預測中草藥在體內可能發生的複雜反應（Hunt et al., 1997）。 

在本研究中，我們已經證實了以 NF-κB 活體冷光影像系統評估中草藥

抗發炎功效的可行性，但是中草藥會影響哪一些器官呢？抗發炎的機制為

何呢？因為 NF-κB 可以被許多不同的因子所活化，此外也與多種疾病發展
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與多種訊息傳導路徑有關聯，因此 NF-κB 涉及許多訊息傳導路徑的特性，

使得活體內 NF-κB 活性的變化非常適合作為多重生理現象的感應器，反應

出中草藥會影響哪一些臟器。至於活體內 NF-κB 活性變化所造成之生理現

象為何，尚須考量 NF-κB 所誘導之下游基因的種類。以測試 genipin於活體

內是否具有抗發炎反應為例，我們所使用的誘發劑為 LPS，藉助活體內

NF-κB 活性的變化，可以快速地確認 genipin發揮抗發炎潛能之器官，而抗

發炎效應仍須藉助微陣列分析受到調控的基因及路徑，並進一步利用免疫

組織化學染色等試驗，才能確認。在 1995年發展出 DNA 微陣列之後，近

年來，DNA 微陣列技術已有了快速的進展（Schena et al., 1995）。DNA 微

陣列可以快速地分析細胞內所有基因的表現圖譜，而且可以用來預測生物

標的、預測藥物的療效、預測疾病的癒後、分析藥物的潛在毒性及發現小

分子/基因/疾病的相關性（Scherf et al., 2000; Gunther et al., 2003; Lamb et al., 

2006）。因此，在本研究中，我們應用活體冷光影像導引之微陣列分析方法，

分析與解釋中草藥調控免疫的活性及機轉，將傳統中草藥抗發炎的療效以

更直接的方式呈現並解讀。 

我們首先以 LPS誘發基因轉殖鼠發生發炎反應，再口服餵食清熱解毒

湯藥後進行觀察。由冷光影像圖譜可以清楚地解讀 LPS在基因轉殖鼠身上

所造成的發炎現象，而藉由口服清熱解毒中草藥治療後，冷光影像結果呈

現山梔子、黃連以及黃柏的冷光訊號明顯減弱，表示其體內的發炎反應已

有緩解的情形，經過解剖後也同時確認動物體內不同臟器的發炎反應有被

緩解的現象。所以，我們進一步將梔子的主成分—genipin作為抗發炎的藥

物標的，作為下一階段抗發炎藥物之基因圖譜的確認。 

目前已知中藥梔子具有抗發炎的作用，其主要活性成分為 geniposide，

而 geniposide代謝後的產物以 genipin為主。根據民國 93年行政院衛生署編

印的「中華中藥典」指出，梔子中 geniposide的含量應在 2%以上，若以順

天堂科學中藥製劑建議量進行換算，人體每日 geniposide的攝取量約為 6-18 

mg，而考量實驗動物小鼠的代謝率進行換算，小鼠每日 geniposide的攝取

量約為 60-180 mg/kg，因此本實驗使用 100 mg/kg genipin應為合理的臨床

應用濃度。此外，由 Hou等（2008）的報告亦指出 100 mg/kg genipin為動

物體內有效抗發炎且不具毒性之劑量，因此本實驗選用該濃度作為抑制 LPS

所誘發炎症反應之劑量。由我們的實驗中發現，genipin確實可以影響由 LPS

所誘發之免疫反應，並且能夠調節細胞激素、受體以及 interferon-induced 

protein等基因的表現，而上述這些基因都會受到 NF-κB 所調控（Borgland et 

al., 2000; Horton et al., 2002; Sánchez-Sánchez et al., 2004; Kanda et al., 2007; 

Yamauchi et al., 2007）。藉由資料庫搜尋的方式，我們分析這些基因之間的
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交互關連性。有趣的是，經由 Network 分析我們發現，NF-κB 似乎是這些

基因之間共同交連到的中心標的分子。這些結果顯示 genipin 能夠藉由

NF-κB 活體冷光影像圖譜，清楚地觀察到 genipin抑制 LPS所誘發的 NF-κB

活性。另外，我們也証明 genipin可以藉由誘導 IL-1β以及 TNF-α的產生，

進而抑制 LPS所引起的發炎反應。IL-1β 與 TNF-α 屬於發炎性細胞激素，

在發炎反應的機轉中，扮演重要的角色。IL-1β與發炎反應的啟動與持續性

有關（Dinarello, 1996），舉例來說，若是抑制 IL-1β的活性，則實驗動物在

暴露於香菸煙霧中產生肺部炎症反應的機率會降低（Castro et al., 2004）。我

們的研究結果顯示，genopin能夠有效地抑制 LPS 所誘導產生的 IL-1β 與

TNF-α，因為 IL-1β與 TNF-α在發炎反應病程中扮演重要的角色，因此我們

的結果證實了 genipin在抗發炎中主要作用之分子機轉。 

我們發現 genipin 可以藉由調控免疫系統以及生理反應相關基因的表

現，來影響 LPS所引發之發炎反應，並且與發炎反應中心分子 NF-κB 的活

性息息相關。因為，genipin治療組中細胞激素相關基因的表現大多是呈現

下調的現象，因此，我們推論 genipin是藉由調節免疫系統以及生理反應來

抑制實驗動物小鼠體內之炎症反應。經由上述實驗總論，我們認為非侵入

性的生物冷光影像系統，能夠廣為應用於即時性監控炎症反應的產生，並

發展成為抗發炎藥物活體平台。 
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伍、結論與建議 

在本研究中，我們利用活體冷光影像導引之微陣列分析方法，分析與

解釋中草藥調控免疫的活性及機轉，將傳統中草藥抗發炎的療效以更直接

的方式呈現並解讀。我們的結果顯示在基因轉殖鼠中，淋巴組織的位置與

NF-κB 冷光訊號的位置呈現高度相關性的現象，證明冷光訊號的強度可以

反應活體內 NF-κB 的活性。此外 LPS可以誘導小鼠體內 NF-κB 的活性，具

有清熱解毒功效的中草藥在動物體內可以降低 LPS所誘導之 NF-κB 活性，

而 genipin可以藉由降低 IL-1β及 TNF-α的產生、藉由影響 interferon-induced 

proteins及 chemokine ligands相關基因的表現，而抑制 LPS所誘導之發炎反

應。此外，由表現有差異基因之間的交互作用網路中發現，NF-κB 為此一

交互作用網路的中心分子，而這個結果也顯示利用 NF-κB 活體冷光影像圖

譜於抗發炎中藥研究之合理性。 

本研究的結果，有關活體冷光影像導引之微陣列分析方法的應用，已

發表於 Biomaterials（Hsiang et al., 2009），枇杷葉及其組成份抑制肺上皮細

胞發炎反應的機轉已發表在American Journal of Chinese Medicine (Lee et al., 

2008)，天然化合物 vanillin 抑制動物體內發炎反應的療效及機轉已投稿至

Journal of Pharmacology and Experimental Therapies，目前正在修正中。利用

活體冷光影像導引之微陣列方法分析 genipin抗發炎的療效及機轉目前正在

撰稿中。 
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柒、圖、表 

 

 

 
圖一、NF-κB-luc 質體的測試—細胞模式。將 NF-κB-luc DNA 送入 HepG2

細胞，再加入不同濃度的 LPS，作用 24小時後，測定冷光酵素的活

性與細胞存活率。柱狀圖為 NF-κB 的相對活性，線性圖為細胞的活

性。數值是經重複三次分析後所得，數值呈現的方式為中間值±標準

差。 



中醫藥年報（光碟版）第一期 第四冊 

196 

 

 
 

圖二、NF-κB-luc 基因轉殖鼠的建構與活體照影的模式圖。上方所示為

NF-κB-luc 質體 DNA 的示意圖。NF-κB-luc是將 5個 NF-κB 結合位

（5'-GGGACTTTCC-3'）置於冷光酵素基因的上游所構築而成的。

下方為活體照影的模式圖。NF-κB-luc利用原核顯微注射技術，送到

FVB 小鼠的卵細胞，以構築基因轉殖鼠。活體照影的方法是先將小

鼠麻醉後，再將每公斤體重 150 mg 的 luciferin以腹腔注射的方式，

注射到小鼠腹腔中。五分鐘後，將小鼠腹部朝上置於 IVIS Imaging 

System® 100 Series的照影艙中，再利用 Living Image® software定量

自組織散出的光子數。 
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圖三、NF-κB-luc基因轉殖鼠生物冷光影像圖譜的分析。 

(A)活體冷光影像。基因轉殖鼠經腹腔注射 PBS（mock）或 4 mg/kg 

LPS（LPS）4 小時後，再經腹腔注射 luciferin。5 分鐘後進行活

體冷光影像的測定。 

(B)器官冷光影像。基因轉殖鼠經腹腔注射 PBS（mock）或 4 mg/kg 

LPS（LPS）4 小時後，再經腹腔注射 luciferin。5 分鐘後進行解

剖，將器官摘出後，進行冷光影像的測定。冷光影像強度可對照

color scale，單位為 photons/sec。 
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圖四、利用即時性活體冷光影像系統評估清清熱解毒中草藥抗發炎的潛

能。為例。實驗室以 LPS作為炎症誘發之動物模式，並處理上述之

中草藥，再利用冷光系統觀察 NF-κB 活性表現情形。將山梔子、黃

芩、黃連、黃柏、板藍根以及金銀花等清熱解毒中藥以人體劑量口

服七天後，再進行 LPS（4 mg/kg）的腹腔注射。四小時後再經腹腔

注射 luciferin，5 分鐘後進行活體冷光影像（上圖）或是個別器冷光

影像（下圖）的測定。冷光影像強度可對照 color scale，單位為

photons/sec。 
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圖五、利用活體冷光影像評估 genipin抑制 LPS所誘導 NF-κB 活性的能力。

Genipin（100 mg/kg）與 LPS（4 mg/kg）進行腹腔注射，四小時後

再經腹腔注射 luciferin，5 分鐘後進行活體冷光影像的測定。上圖為

冷光圖譜，下圖為冷光強度的定量圖。數值是經重複三次分析後所

得，數值呈現的方式為中間值±標準差。#及*表示 p<0.05。冷光影像

強度可對照 color scale，單位為 photons/sec。 

 #  ∗ 



中醫藥年報（光碟版）第一期 第四冊 

200 

 

 
 

圖六、利用冷光影像評估 genipin所影響的器官。Genipin（100 mg/kg）與

LPS（4 mg/kg）進行腹腔注射，四小時後再經腹腔注射 luciferin，5

分鐘後進行解剖，將器官摘出後，進行冷光影像的測定。 
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圖七、利用免疫組織化學染色法驗證 genipin抗發炎的功效。將切片後的心

臟、腎臟、腦組織進行 H&E 染色 

(A)或是使用與抗體進行免疫組織化學染色測定 IL-1β 

(B)或 TNF-α 

(C)放大倍率為 100× 
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圖八、以階層式叢集分析 genipin所影響的基因。抽取 LPS組及 LPS/genipin

組的心臟、腎臟及腦部 RNA 後，進行 DNA 微陣列分析，表現有差

異的基因藉由 TIGR Multiexperiment Viewer進行階層式叢集分析。歸

一化的 log2表現數值以顏色表示，紅色代表活化，綠色代表抑制。 
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圖九、利用 Gene Ontology分析 genipin所影響的基因。抽取 LPS組及 LPS/genipin組的心臟、腎臟及腦部 RNA 後，進

行 DNA 微陣列分析，表現有差異的基因利用 Gene Ontology Tree Machine進行 Gene Ontology分析，以找出這

些受調控的基因所影響的細胞行為模組。受影響的細胞行為模組（p<0.01而且至少有兩個基因）以紅色表示。 
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圖十、利用 Network分析 genipin所影響的基因。抽取 LPS組及 LPS/genipin

組的心臟、腎臟及腦部 RNA 後，進行 DNA 微陣列分析，表現有差

異的基因利用 BiblioSphere Pathway Edition軟體建構表現有差異基因

之間的 Network。輸入的基因以 IN 表示，轉錄因子基因以 TF 表示，

與訊息傳導途徑有關的基因以 ST 表示。基因表現的程度以顏色呈

現，被活化的基因以紅色表示，被抑制的基因以藍色表示，顏色由左

到右分別代表該基因在心臟、腎臟及腦部的表現程度。 
 


