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摘  要 

 

研究目的： 

國人的特殊用藥習慣，隱藏著中西藥發生交互作用的風險。目前可供快速篩

檢中西藥交互作用的簡易模型仍極有限，本計畫以治療指數狹窄的 cyclosporine 
(CSP)與 methotrexate (MTX)為西藥模型藥物，分別代表 P-glycoprotein (P-gp)與
multidrug resistance proteins (MRPs)之受質，以甘草為中藥模型藥物，建立中西藥

交互作用之簡易篩檢模型。 

研究方法： 

本計畫第二年係基於第一年體內試驗的結果，建立適宜的體外試驗模型。以

人類大腸癌細胞株 LS 180探討甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對

P-gp與 MRP2受質運輸及基因表現的影響。 

結果與討論： 

本體外試驗結果顯示，甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯皆顯著

減少 P-gp受質在細胞中的蓄積，顯示它們皆為 P-gp的誘導劑；而甘草酸、甘草

次酸及高濃度的芍藥甘草湯皆顯著增加 MRP2 受質在細胞中的蓄積，顯示其為

MRP2的抑制劑，此些現象皆與體內動力學交互作用的結果相符。因此，本計畫

所建立的體外細胞模型，應可用於篩檢中藥與 P-gp或 MRP受質西藥之交互作用。 

 
關鍵詞：甘草、甘草酸、中西藥交互作用、P-醣蛋白、多重耐藥性蛋白 
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Interaction (2-2) 
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ABSTRACT 

 
The special medication habit of Taiwanese may result in potential risks of the 

herb-drug interaction. Till now, there was limited in vitro model available for fast 
screening of herb-drug interaction. In this study, licorice was used as a model drug of 
Chinese herb. Cyclosporine (CSP) and methotrexate (MTX) were used as model drugs 
for substrates of P-glycoprotein (P-gp) and multidrug resistance proteins (MRPs), 
respectively. By correlating in vivo and in vitro results, we established a fast in vitro 
screening model for herb-drug interaction. 

Based on the findings of in vivo pharmacokinetic interactions in the first year, LS 
180 was used to investigate the influence of glycyrrhizin (GZ), glycyrrhetic acid (GA), 
licorice decoction (LD) and Shaoyao Gancao Tang (SYGCT) on the transport of 
fluorescent substrates and gene expression of P-gp and MRP2. 

The in vitro results showed that GZ, GA, LD and SYGCT significantly decreased 
the intracellular accumulation of P-gp substrate and thus were the inducers of P-gp. In 
addition, GZ, GA and high concentration of SYGCT significantly increased the 
intracellular accumulation of MRP2 substrate and thus were the inhibitors of MRP2. 
These in vitro results were consistent with the in vivo observations. Therefore, these in 

vitro models established in this study can be used for fast screening for the interaction 
of Chinese herbs with P-gp or MRP substrates. 
 
Keywords: licorice, glycyrrhizin, herb-drug interaction, P-glycoprotein; multidrug 

resistance proteins 
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壹、前言 

國人近年來在用藥習慣上，除了西藥外，亦常同時服用中藥。此種非

經同一醫師處方而中西藥併用的特殊用藥習慣，隱藏著發生交互作用的風

險。除了可能導致藥物的療效改變，亦可能增加藥物的不良副作用 1-4。為

預防因中西藥交互作用所造成的用藥風險，或開創中西藥合併治療的利

基，亟須建立一個可快速並大量篩測中西藥交互作用的簡易模型，對可能

產生交互作用的中藥進行篩測，以期未來能建立中西藥交互作用之資料

庫，提供臨床醫療人員及研發人員更安全、更豐富的藥物資訊。目前可供

快速大量篩測中西藥交互作用的簡易體外模型尚極有限，國內雖有數位學

者進行體外模型之建立及評估，但多著墨於與肝臟粒腺體之細胞色素相關

的交互作用研究。 

近代文獻報導指出，許多西藥間的交互作用，或中西藥間的交互作用

常與 P-醣蛋白 (P-glycoprotein, P-gp)或多重藥物耐藥性蛋白 (multidrug 

resistance proteins, MRPs)等細胞膜上的運輸蛋白有關 5-9。P-gp為 1280個胺

基酸所組成的醣蛋白，為癌細胞產生抗藥性的主要原因之一，亦分佈於正

常組織，主要存在於血腦障壁之上皮細胞、肝臟、心臟、脾臟、肺臟、腎

臟、小腸、前列腺、子宮內膜及睪丸 10。存在於小腸上皮細胞的 P-gp，將

某些藥物排回腸腔，對藥物的口服吸收有抑制的影響 11，其他組織的 P-gp

則對藥物的分佈及排除造成影響。目前已知之 P-gp受質多為親油性及陽離

子藥物，如 Table 1所列 12, 13。另外，許多近年來的文獻指出，除了 P-gp外，

MRPs 也是造成癌細胞出現抗藥性的主要原因之一，亦屬於 ABC 

(ATP-binding cassette) transporter。至今已有九個成員被發現，依序命名為

MRP1~914。MRPs亦分佈於正常組織，主要存在於腦、肝臟、肺臟、脾臟、

膽道、腎臟、小腸、前列腺、胎盤及睪丸 12。MRPs因存在於細胞上的位置

不同，而有不同的功能。若位於 basolateral membrane，主要是將受質從細

胞內逐出到血液中；若位於 apical membrane ，則是將受質由細胞內外排至

腸道或尿液中而排出體外。因此藥物的吸收、分佈及排除，深受 MRPs 之

影響 15。目前已知之 MRPs受質多為陰離子藥物及 glutathion conjugates等，

如 Table 1所列 13。 

免疫抑制劑 cyclosporine (CSP)為 P-gp之受質 16-19。臨床上主要用於預

防及治療異體移植後的排斥反應，亦常用於治療自體免疫疾病，如牛皮癬、

類風濕性關節炎。CSP 於臨床使用時，由於治療指數狹窄，須監測血中濃

度。血中濃度太低時，可能發生移植器官排斥；血中濃度過高時，會造成

肝毒性、腎毒性及神經毒性等副作用，皆使病人有致命之危險。另一免疫
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抑制劑 methotrexate (MTX)為 MRP1、MRP 2、MRP 3、MRP 4的受質 7, 18, 20, 

21，臨床上廣泛使用於治療多種癌症、類風濕關節炎、慢性發炎疾病包括牛

皮癬、肝硬化和過敏性氣喘等。因 MTX 之治療指數狹窄，臨床使用時常須

監測血中濃度。不良副作用包括急性、慢性肝臟毒性及急性腎衰竭等。MTX

之排除主要經腎臟以腎絲球過濾及主動運輸方式排出體外(約 80-90 %)，而

其主動運輸的排除與 MRPs有關，特別是 MRP2。如果併服的中藥影響 P-gp

或 MRPs的功能時，勢必對 CSP、MTX 之療效與安全造成影響。本研究室

過去幾年間，在中醫藥委員會及國科會支持下，主要探討多酚及富含多酚

中藥對 CSP、MTX 動力學之影響，已陸續發表於學術期刊 22-28。 

甘草為一常用中藥，具有抗發炎、抗病毒及促進肝臟功能等作用 29-31。

中藥文獻有「十方九草」及「無草不成方」的說法，足見甘草在中藥方劑

使用上之重要性；此外，有些食物以甘草作為矯味劑，是藥食同用之中藥。

甘草酸（甘草甜素）為甘草之主要成分，具有抗發炎、抗病毒等活性 32-34，

在日本及歐洲用於治療肝炎 35, 36。另外，甘草酸在食物中亦作為甜味劑。有

文獻指出，甘草酸對 P-gp之功能有抑制作用 37，且為 MRP2之受質 38，因

此可能在體內與西藥中 P-gp與 MRP2之受質產生動力學交互作用。本計畫

探討甘草酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對西藥動力學之影響。 

本計畫的西藥標的以 CSP與 MTX 為模型藥物，分別代表P-gp與 MRP2

之受質，進行中西藥交互作用的體內及體外試驗。第一年進行體內試驗，

以大白鼠為模型，探討併服單劑量及多劑量甘草水煎劑、甘草酸及芍藥甘

草湯對 CSP 及 MTX 藥物動力學之影響。根據第一年動物活體實驗結果，

第二年進行細胞試驗，對於顯著影響 CSP動力學之標的，探討其對 P-gp受

質運輸及基因表現之影響；影響 MTX 動力學之中藥，則探討其對 MRP2

受質運輸之影響。 LS 180 cell 為人類大腸癌細胞 (Human colon 

adenocarcinoma cell line)，其結構、功能與人類空腸上皮細胞類似，且 P-gp

及 MRP2的基因表現明顯 39, 40，因此本研究選擇 LS 180為模型，一方面模

擬小腸上 P-gp之功能及表現，一方面模擬肝臟、腎臟細胞膜上 MRP2的功

能及表現。因其具調控 P-gp基因表現之上游基因 pregnane X receptor (PXR)

及 steroid xenobiotic receptor (SXR) 39, 41-44，可充分表現出 P-gp之誘導性，

因此本計畫以 LS 180 cell為誘導 P-gp基因表現之細胞模型。 

有關中藥對 P-gp受質運輸之影響，以 rhodamine 123 45, 46為 P-gp之典

型受質，此化合物為螢光染劑，進入細胞後，即產生強而穩定的螢光，因

其靈敏度、選擇性佳，檢品不須進行繁複之前處理步驟，可進行大量篩測。

另以 P-gp之典型抑制劑 verapamil為 positive control。 

有關中藥對 MRP2 受質運輸之影響，以 5-chloromethylfluorescein 
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diacetate (CMFDA)為 MRP2之典型受質。CMFDA 為油溶性、不具螢光，

以被動擴散方式進入細胞後，經 esterase水解成 5-chloromethylfluorescein 

(CMF)，再與細胞內之 glutathione反應生成親水性、具螢光之 glutathione 

S-methylfluorescein (GSMF)，並可經由 MRP2將其外排 47。另外，以 MRP2

之典型抑制劑 MK-571當作 positive control。 

此外，根據本研究室先前對甘草酸的代謝動力學研究顯示，甘草次酸

為血中的主要代謝物 48, 49。在生理 pH下，甘草次酸為陰離子，可能為 MRPs

之受質。因此甘草次酸亦為體外試驗之重要探討標的。本計畫比對體內、

體外試驗的結果，探討其相關性，期能建立細胞體外模型，快速篩測與細

胞膜上運輸蛋白 P-gp、MRP2 相關的中西藥交互作用，提供後續中西藥交

互作用研究之題材，期能降低中西藥交互作用之風險，並開創中西藥合併

治療的利基。 
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貳、材料與方法 

第一節 實驗材料 

一、試劑及中藥材 

5-Chloromethylfluorescein diacetate  
(CMFDA) 

Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR, 
U.S.A.) 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich Chemical Co. 
(St. Louis MO, U.S.A.) 

3-(4′,5′-Dimethylthiazol-2′-yl)- 
2,5-diphenyltetrazolium bromide  
(MTT) 

Sigma-Aldrich Chemical Co. 
(St. Louis MO, U.S.A.) 

Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM) 

Invitrogen (Grand Island, NY, U.S.A.) 

Glycyrrhizin Wako Pure Chemical Industries, Ltd. 
(Osaka, Japan) 

Glycyrrhetic acid Aldrich Chemical Company 
(Milwaukee, WI, U.S.A.) 

Hank's Buffered Salt Solution (HBSS) Invitrogen (Grand Island, NY, U.S.A.) 
4-(2-hydroxyethyl)-1- 
piperazineethanesulfonic acid 
(HEPES) 

Invitrogen (Grand Island, NY, U.S.A.) 

Nonessential amino acid Invitrogen (Grand Island, NY, U.S.A.) 
Rhodamine 123 Sigma-Aldrich Chemical Co. 

(St. Louis MO, U.S.A.) 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma-Aldrich Chemical Co. 

(St. Louis MO, U.S.A.) 
Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemical Co. 

(St. Louis MO, U.S.A.) 
Trypsin/EDTA Invitrogen (Grand Island, NY, U.S.A.) 
Verapamil Sigma-Aldrich Chemical Co. 

(St. Louis MO, U.S.A.) 

甘草 藥行 

芍藥 藥行 
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二、儀器設備 

高速離心機 
Hermle Labortechnik GmbH  

(F.R. Germany) 

低溫微量高速離心機 
Eppendorf AG 

(Hamburg, Germany) 

倒立式顯微鏡 
Nikon Co. 

(Tokyo, Japan) 

超音波震盪器 
Branson Ultrasonics Co.  

(Danbury, U.S.A.) 

微量移液管 
Eppendorf AG  

(Hamburg, Germany) 

二氧化碳培養箱 
Thermo Electron Co. 

(Waltham, U.S.A.) 

往復式振盪水槽 
Tih Der Scilab Technology Co. 

(Taipei, Taiwan) 

分析天平 
Mettler-Toledo GmbH  

(Greifensee, Switzerland) 

無菌操作台 
Tsao Hsin Enterprise Co. 

(Taipei, Taiwan) 

渦旋震盪器 
Didisystem Laboratory Instruments Inc. 

(Taipei, R.O.C.) 

微量離心管 
Axygen Scientific, Inc.  

(Union city, CA, U.S.A.) 

 

三、細胞 

LS 180 
食品工業發展研究所 

(Hsinchu, Taiwan) 

 

LS 180人類大腸癌細胞，以含 10 %胎牛血清(FBS)並添加非必須胺基

酸、penicillin、streptomycin及 glutamine的 DMEM 培養液培養。細胞生長

於 37 ℃含有 5 %二氧化碳的培養箱中，每兩天更換培養液。培養至八成滿

後進行繼代培養。 
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第二節  溶液配製 

儲存溶液之配製 

一、Glycyrrhizin 儲存溶液 

精確稱取 9.0 mg glycyrrhizin，溶於 1.0 mL蒸餾水，得 10 mM之

glycyrrhizin儲存溶液。 

二、Glycyrrhetic acid儲存溶液 

精確稱取 47.1 mg glycyrrhetic acid，溶於 1.0 mL DMSO，得 100 mM 

之 glycyrrhetic acid儲存溶液。 

三、Verapamil儲存溶液 

精確稱取 49.1 mg verapamil，溶於 1.0 mL DMSO，得 100 mM之

儲存溶液。 

四、Rhodamine 123 儲存溶液 

稱取 3.8 mg Rhodamine 123，溶於 1.0 mL DMSO，得 10 mM之儲

存溶液。 

五、5-Chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA) 儲存溶液。 

將 1.0 mg CMFDA，溶於 215 µL DMSO，得 10 mM之儲存溶液。 

六、[3-[[3-[2-(7-chloroquinolin-2-yl)vinyl]phenyl]-(2-dimethyl- 

carbamoylethylsulfanyl)methylsulfanyl] propionic acid (MK-571)儲存溶

液。 

將 5.0 mg MK-571，溶於 1.0 mL蒸餾水，得 5 mg/mL之儲存溶液。 

 

第三節  實驗方法 
一、甘草水煎劑及芍藥甘草湯之製備 

(一) 甘草水煎劑之製備 

稱取 60 g甘草，加入 2.4 L水浸泡 30分鐘。然後以直火加熱

至沸騰，轉為小火慢煮直至體積小於 100 mL，趁熱以紗布過濾藥

渣，並以熱水定容至 100 mL，混合均勻後分裝儲存於-20 ℃。 

(二) 芍藥甘草湯之製備 

稱取 60 g甘草及 60 g芍藥，加入 2.4 L水浸泡 30分鐘。然後

以直火加熱至沸騰，轉為小火慢煮直至體積小於 100 mL，趁熱以

紗布過濾藥渣，並以熱水定容至 100 mL，混合均勻後分裝儲存於-20 

℃。 

二、甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對細胞之毒性試驗 

將 LS-180細胞接種於 96-well plate中，待細胞完全貼盤後，加入系列

濃度之待測檢品，培養 72 小時後加入 MTT solution，4 小時後加入 SDS 
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solution，利用 microplate reader以 570 nm讀取吸光值。 

 

    

三、甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對 P-gp、MRP受質運輸

之影響 50 

(一) 甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對 P-gp受質運輸之

影響 

將 LS-180細胞培養於 96孔培養盤(1×105 cells/well)，待細胞完

全貼盤後，進行試驗。LS-180 cells之 incubation medium為 HBSS 

(Hanks’ balanced salt solution) [含 10 mM N-2-hydroxyethyl- 

piperazine-N’-2-ethanesulfonic acid (HEPES)及 5.5 mM glucose]，並

以 NaOH調整 pH值至 7.4。 

吸除細胞培養液，以 100 µL 含 rhodamine 123 (10 µM)之

incubation medium培養 1 小時後，以冰冷的 PBS清洗細胞三次，

再以含系列濃度檢品之 incubation medium於 37℃培養 4小時，隨

後以冰冷的 PBS快速清洗細胞三次，並加入 100 µL 之 0.1% triton 

X-100於室溫反應 30 min後，利用多功能分析儀以 485 nm為激發

波長，於 528 nm讀取螢光強度。 

另於 96孔培養盤中加入 200 µL Bio-rad®蛋白質分析試劑，加

入 10 µL 經 0.1% triton X-100溶解之細胞液，混合均勻後，利用

microplate reader於 570 nm讀取吸光值以測定總蛋白含量。 

(二) 甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對 MRP 受質運輸之

影響 

將 LS-180細胞培養於 96孔培養盤(1×105 cells/well)，待細胞完

全貼盤後，進行試驗。LS-180 cells之 incubation medium為 HBSS 

(Hanks’ balanced salt solution) [含 10 mM N-2-hydroxyethyl- 

piperazine-N’-2-ethanesulfonic acid (HEPES) 及 5.5 mM glucose]，

並以 NaOH調整 pH值至 7.4。 

吸除細胞培養液，以冰冷的PBS清洗細胞三次。分別加入 50 µL 

CMFDA (2 µM)及 50 µL 含系列濃度檢品之 incubation medium於

37℃培養 30分鐘。移除 incubation medium後，以冰冷的 PBS快速

清洗細胞三次，並加入 100 µL 之 0.1% triton X-100於室溫反應 30 

min 後，利用多功能分析儀以 485 nm為激發波長，於 528 nm讀取

螢光強度。 

% 100 (%) ×=
控制組吸光值

實驗組吸光值
細胞存活率
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另於 96孔培養盤中加入 200 µL Bio-rad®蛋白質分析試劑，加

入 10 µL 經 0.1% triton X-100溶解之細胞液，混合均勻後，利用

microplate reader於 570 nm讀取吸光值以測定總蛋白含量。 

四、甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對 P-gp mRNA表現之影響 

(一) 細胞培養 

將 LS 180細胞培養於六孔培養盤(1×106 cells/well)，於 37℃培

養 12小時。待其貼盤後，移除原來之培養液，以冰冷的 PBS清洗

細胞後，分別加入各濃度之檢品，再於 37℃培養 4小時。 

(二) Total RNA之萃取(2) 

培養 4 小時後，移除培養液，以冰冷的 PBS清洗細胞後，加

入 1 mL萃取試劑(TRIzol® reagent)使細胞溶解，隨之將溶解物移至

RNAase-free之微量試管中，於室溫下靜置 5分鐘。加入 0.2 mL氯

仿，混搖 15秒，靜置 2~3分鐘，以 12,000 g離心 25分鐘，取 0.4 mL

上清液至新的微量試管，加入 0.5 mL isopropyl alcohol，混搖後靜

置 10分鐘，以 12,000 g離心 15分鐘。隨後倒掉上清液，加入 1 mL 

75% alcohol，以 7,500 g離心 5 min，倒掉上清液，倒放至乾。加入

50 µL diethylpyrocarbonate (DEPC) water，混合 15秒，取 1 µL 加入

49 µL DEPC water，取 50 µL 測定 260/280之 O.D比值並定量 total 

RNA 之濃度。 

(三) RT-PCR 

1. Reverse transcription 

取 5 µg之 total RNA樣品加入 PCR專用試管中，加入 1 µL 

oligo dT primer (2.5 µM)、1 µL dNTP mix (0.5 mM)，並加入 0.1% 

DEPC water 將其體積補至 12 µL。以乾式加熱器於 65℃反應 5

分鐘後，立即靜置於冰上 2分鐘，隨後加入 4 µL 5X First-Strand 

buffer、1 µL 0.1M DTT及 1 µL SuperScriptTM III transcriptase (200 

units/µL)，混合均勻後，於 50℃反應 60分鐘，再於 70℃反應 15

分鐘，反應產物置於-20℃備用。 

2. Polymerase chain reaction (PCR) 

取 2 µL cDNA 溶液加入 PCR專用試管中，加入 2.5 µL 10X 

PCR buffer、0.5 µL dNTP Mix (200 µM)、0.5 µL forward primer (10 

µM)、0.5 µL reverse primer (10 µM)、0.5 µL Taq DNA polymerase (5 

units/µL)並加入無菌水將其體積補至 25 µL。將試管置於

MyCyclerTM Thermal Cycler進行聚合反應，反應結束後將 PCR

產物保存於-20℃。 
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3. PCR產物檢測分析 

(1)製膠 

秤取 0.8 g agarose於三角錐瓶中，加入 40 mL 0.5X TAE 

buffer，微波使其完全溶解。於室溫下靜置冷卻至手可觸摸的

溫度，將 agarose倒入製膠槽，靜置使其凝固，隨後將膠體置

於電泳槽中。 

(2)電泳 

於電泳槽中倒入 0.5X TAE buffer。注入 3 µL Marker與

10 µL PCR產物(先與 2 uL dye混合均勻)於凹槽內，先以低電

壓(50 V)電泳 5分鐘，再以 100 V進行電泳。電泳完成後，將

膠體取出，以 etidium bromide (0.5 µg/mL)染液染 5分鐘，取

出膠體後再以去離子水退染 1~2 分鐘，隨後以 UV 

Transluminator 觀察，並將電泳結果照像儲存。 

五、甘草次酸對P-gp ATPase 之影響 

測試甘草次酸對P-gp ATPase影響時，使用Pgp-Glo™ (Promega)試劑組。

首先在白色96孔培養盤中加入20 µL assay buffer，在測試組中，分別加入20 

µL Na3VO4、verapamil及甘草次酸，再加入20 µL含P-gp的膜蛋白於37℃反

應5分鐘。隨後加入10 µL MgATP，於37℃下開始反應40分鐘，反應結束後

加入50 µL ATP detection reagent，並於室溫下反應20分鐘使其產生冷光，隨

之以microplate reader 檢測其冷光強度。 

六、數據處理及統計分析 

以unpaired Student’s t-test分析各組與控制組間之差異。 



中醫藥年報（光碟版）第一期 第三冊 

383 

參、結果與討論 

一、甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯之細胞毒性試驗 

為探討甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對 LS 180細胞存

活率之影響，本研究採用 MTT 分析的方式進行評估 51。MTT 本身為黃色，

會被活細胞中的琥珀酸去氫酶(succinate dehydrogenase)轉化為紫色結晶，經

以酸化的 SDS 溶解後，於波長 570 nm下測定其 O.D.值進行比較。結果如

Figure 1-5所示，0.5～0.01 % (v/v) DMSO、5000～12.5 µM 甘草酸、50～0.39 

µM 甘草次酸、3000～23 µg/mL甘草水煎劑及 3000～23 µg/mL芍藥甘草湯，

對 LS 180細胞之存活率均無明顯影響。 

二、甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對 P-gp、MRP 受質運

輸之影響 

(一) 對 P-gp受質運輸之影響 

本研究以 LS 180細胞為模型、以 rhodamine 123為 P-gp的典

型受質 45, 46，進行甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對

P-gp受質運輸影響之探討。Rhodamine 123本身具有螢光，當其進

入細胞內後，會被 P-gp外排到細胞外。如甘草酸、甘草次酸、甘

草水煎劑或芍藥甘草湯對 P-gp之外排作用有影響，rhodamine 123

於細胞內之蓄積即會受到影響。本實驗選用 P-gp 之抑制劑

verapamil作為 positive control 52, 53。 

加入甘草酸與細胞培養時，結果如 Figure 6所示，高濃度時 

(2500、1250 µM)，對細胞內 rhodamine 123的蓄積較控制組高，但

未達顯著差異；相反的，312.5、200及 100 µM 的甘草酸，則分別

較控制組低 23.1 %、24.3 %及 23.1 %，且達顯著差異。 

甘草酸為甘草次酸分子接了兩分子葡萄糖醛酸，根據先前甘草

酸的動力學研究報導，甘草酸口服後，在腸道須先經由細菌分解成

甘草次酸，方能為腸細胞所吸收，而在血液中亦以甘草次酸的形式

存在 54-56。因此，本研究進行了甘草次酸對 P-gp受質運輸影響之探

討，當以甘草次酸與細胞培養時，結果如 Figure 7所示，100、50

及 25 µM 分別顯著降低 rhodamine 123於細胞內的蓄積達 83.0 %、

79.0 %及 49.1 %。空白溶媒 DMSO並未造成 rhodamine 123於細胞

內蓄積的改變。結果顯示甘草次酸顯著增加了 rhodamine 123從細

胞外排，可推測甘草次酸為 P-gp的誘導劑，此一結果與文獻中相

關研究報導並不相同。Yoshida等人 37曾利用轉殖人類 MDR1 基因

的 LLC-PK1 細胞(LLC-GA5-COL150細胞)及 Caco-2細胞，探討
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P-gp受質[3H]digoxin於細胞中的蓄積及穿膜運輸，其結果指出，甘

草次酸為 P-gp的抑制劑。反觀本計畫第一年的活體實驗結果，併

服甘草酸使 CSP 之血峰濃度及血藥面積均明顯下降，因此若以

Yoshida等人的體外模型推論體內的交互作用時，可能與真實狀況

完全相反。相對的，本研究所採用的細胞模型顯示，甘草次酸為

P-gp的誘導劑，此與體內的交互作用結果較為一致，因此本研究所

採用的細胞試驗模型，應能解釋體內交互作用之機制。至於兩研究

結果之歧異，除所選用的細胞株不同外，Yoshida 等人在探討

[3H]digoxin於細胞中的蓄積時，是將[3H]digoxin及待測化合物同時

與細胞培養，如此，待測物除了細胞的外排外，亦可影響細胞的攝

入，而本研究是先讓 rhodamine 123進入細胞，再加入待測物，此

一實驗方式可避免待測物對受質進入細胞產生影響，所得之結果單

純為對細胞外排之影響。 

比較甘草酸及甘草次酸對 rhodamine 123於細胞內蓄積影響的

程度顯示，甘草次酸在 25 µM 濃度下，即對 P-gp的外排明顯提高，

而甘草酸於 100 µM 以上，方對 P-gp外排明顯提高，其有效濃度

相差 4倍，推測此一差異可能與甘草次酸的極性較甘草酸低，較易

進入細胞膜與 P-gp作用有關 57。因此，綜合動力學研究及細胞株

試驗結果，推測大鼠併服甘草酸對 CSP動力學產生影響的分子主

要應是甘草次酸。 

以甘草水煎劑與細胞培養時，結果如 Figure 8所示，在 1500、

750、375及 188 µg/mL的濃度下，rhodamine 123於細胞中的蓄積，

分別顯著低於控制組 33.4 %、37.1 %、41.2 %及 38.4 %，顯示甘草

水煎劑增加了 rhodamine 123從細胞外排，推測甘草水煎劑應為

P-gp 的誘導劑，此一結果與文獻中體外試驗之報導並不相同 58。

Huang等人利用大鼠的腸膜及擴散池法(Ussing chamber)所進行的

體外研究，甘草水煎劑為 P-gp的抑制劑。然而本計畫第一年的活

體研究結果顯示，甘草水煎劑顯著降低 CSP之血峰濃度及血

藥面積，因此，Huang 等人的體外試驗結果與體內的交互作用現

象恰相反。相對的，本研究所採用的體外細胞模型顯示，甘草水煎

劑為 P-gp的誘導劑，應能解釋體內交互作用之機制，而兩研究結

果間的差異，應是所選用的試驗模型不同所致。 

以芍藥甘草湯與細胞培養時，結果如 Figure 9所示，在 750及

188 µg/mL的濃度下，rhodamine 123於細胞中的蓄積分別顯著低於

控制組 30.7 %及 33.6 %，然以 375 µg /mL芍藥甘草湯培養時，細
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胞內蓄積雖較控制組低，但未達顯著差異。芍藥甘草湯增加了

rhodamine 123從細胞外排，可推測芍藥甘草湯為 P-gp的誘導劑。

本計畫第一年的大鼠動力學結果顯示，併服芍藥甘草湯使得

CSP 的血藥面積及血峰濃度顯著降低。所以此體外細胞試驗

顯示芍藥甘草湯誘導了 P-gp的功能，應能解釋體內交互作用之機

制。 

比較甘草水煎劑及芍藥甘草湯對 rhodamine 123於細胞中蓄積

之影響，在 188 µg/mL濃度下，兩者對 P-gp外排作用皆顯著增加，

兩者影響之程度並無顯著差異。因本實驗所用的甘草水煎劑及芍藥

甘草湯中含有相等量的甘草，可推測芍藥中之成分應對 P-gp之外

排作用影響不大。 

(二) 對 MRP受質運輸之影響 

本研究利用 LS 180細胞為模型、以 CMFDA 為 MRP的典型受

質，進行甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對 MRP受

質運輸影響之探討。CMFDA 本身為油溶性、不具螢光，以被動擴

散方式進入細胞後，經 esterase水解成 5-chloromethylfluorescein 

(CMF)，再與細胞內之 glutathione反應生成親水性、具螢光之

glutathione S-methylfluorescein (GSMF)，即可經由 MRP2從細胞外

排 47。如甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對 MRP2之

外排作用有影響，GSMF於細胞內之蓄積即會受到影響。本研究選

用 MRP2之抑制劑 MK-571作為 positive control 59。 

加入甘草酸與細胞培養時，結果如 Figure 10所示，在高濃度

時(2500、1250 µM)對細胞內 GSMF的蓄積顯著高於控制組；在 625 

µM 以下與控制組則無顯著差異。顯示甘草酸抑制 GSMF從細胞外

排，因此甘草酸應為 MRP2的抑制劑，此一結果與文獻中體外試驗

之報導一致 60。本計畫第一年的活體實驗結果顯示，併服甘草酸

使得 MTX 的血藥面積及平均滯留時間顯著增加，所以此體

外試驗顯示甘草酸抑制 MRP2的外排作用，應可解釋體內交互作用

之機制。 

甘草次酸與細胞培養時，結果如 Figure 11所示，在 12.5及 6.25 

µM 下，皆顯著提高 GSMF於細胞內的蓄積，且具濃度依存性，空

白溶媒 DMSO並未造成 GSMF於細胞內的蓄積改變，顯示甘草次

酸抑制 GSMF從細胞外排，使得 GSMF在細胞中的蓄積增加，因

此可推測甘草次酸應為 MRP2的抑制劑，此一結果與文獻報導一致
61。 
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比較甘草酸及甘草次酸對 GSMF 於細胞內蓄積的影響，顯示

甘草次酸在 6.25 µM 濃度下，即對 MRP2的外排作用產生明顯抑

制，而甘草酸則於 1250 µM 濃度以上，方對 MRP2外排作用有明

顯抑制，其有效濃度相差達 20 倍，推測此一差異可能與甘草酸及

甘草次酸的極性有關 57，甘草次酸之極性較甘草酸低，較易進入細

胞與 MRP2作用。根據先前本研究室的動力學研究及相關文獻，甘

草酸口服後在血液中主要以甘草次酸的形式存在 54-56。本計畫第一

年的大鼠動力學實驗顯示，甘草酸顯著增加 MTX 的全身暴露，而

本研究所採用的細胞模型顯示，甘草次酸為 MRP2的抑制劑，應可

解釋體內交互作用的機制。因此甘草酸的主要代謝物甘草次酸應為

交互作用的肇因成分。 

甘草水煎劑與細胞培養時，結果如 Figure 12所示，在所有測

試的濃度下，GSMF於 LS 180細胞中的蓄積與控制組間均無顯著

差異。顯示甘草水煎劑應未對 MRP2之功能造成影響。然而本計畫

第一年的大鼠動力學研究顯示，併服甘草水煎劑使得 MTX 的

血藥面積顯著增加。此體外試驗與活體實驗結果不相符的原因，

乃因為甘草水煎劑中的主成分甘草酸於體內轉化成了甘草次酸的

緣故 54-56。另外，甘草亦含黃酮多酚，其結合態代謝物也可能與

MTX 競爭 MRP2。因此，欲以體外模型探討中藥與 MRP運輸蛋白

間之交互作用，可能須先瞭解中藥的代謝動力學。 

芍藥甘草湯與細胞培養時，結果如 Figure 13所示，在 1.5 

mg/mL的濃度下，GSMF於 LS 180細胞中的蓄積，顯著高於控制

組，其他濃度則與控制組無顯著差異。顯示芍藥甘草湯在高濃度時

抑制 GSMF從細胞外排，因此芍藥甘草湯應為 MRP2的抑制劑。

本計畫第一年的大鼠動力學結果顯示，併服芍藥甘草湯明顯增

加 MTX 之血藥面積及平均滯留時間。此體外試驗雖可解釋此

體內交互作用之機制，然其主要肇因成分應為甘草次酸。 

三、甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯對 P-gp mRNA表現之影響 

為了解甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍藥甘草湯刺激 P-gp受質外

排之機轉，本研究進一步探討它們對 LS 180細胞中 P-gp mRNA表現之影

響。本研究將 LS 180細胞與待測物共同培養 4小時，隨之將細胞清洗後萃

取其 total RNA，再經由 RT-PCR及電泳分析後，比較組間 P-gp mRNA表現

之差異。實驗結果如 Figure 14所示，甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍

藥甘草湯皆對 LS 180細胞的 P-gp mRNA表現無顯著影響，顯示它們對 P-gp

受質運輸之刺激應不是由於 P-gp mRNA表現之增加所導致，可推測它們僅
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影響了 P-gp的功能。 

四、甘草次酸對 P-gp ATPase之影響 

為探討甘草次酸是否經由調控 Pgp ATPase，提高 ATP之水解，導致增

加 P-gp 對受質之外排，本研究利用 Pgp-Glo™試劑組進行相關研究。結果

如 Figure 15所示，所使用的 positive control之 RLU (relative light units)值高

於空白組，顯示 verapamil刺激 P-gp ATPase的活性；而各種濃度的甘草次

酸所得之 RLU 均顯著低於空白組，顯示對 P-gp ATPase有抑制作用，應導

致 P-gp的功能降低。此一結果雖與文獻報導一致 62，然而本研究之體外及

體內試驗結果皆顯示，甘草次酸明顯增加 P-gp受質的外排。因此，甘草次

酸應非主要經由調控 P-gp ATPase而提升 P-gp的功能。 

五、中西藥交互作用體內－體外試驗模型之建立及相關性探討 

本研究為兩年連續計畫，旨在建立簡易體外-體內關聯模型，提供藥物

交互作用發生風險之快速評估平台。甘草酸、甘草次酸、甘草水煎劑及芍

藥甘草湯在體內試驗及體外試驗中對 P-gp及 MRP2的影響如 Table 2所示。

此結果顯示，本研究所建立之體外細胞模型，除了甘草水煎劑對 MRP2 之

影響與體內試驗無一致性外，甘草酸、甘草次酸及芍藥甘草湯之體外與體

內之結果皆有良好的相關性，因此，本研究所建立的體外細胞篩測模型，

可應用於快速篩測與細胞膜上運輸蛋白 P-gp、MRP2 相關的中西藥交互作

用，提供後續中西藥交互作用研究之題材，期能降低中西藥交互作用之風

險，並開創中西藥合併治療的利基。 
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肆、結論與建議 

一、 本研究利用 rhodamine 123為 P-gp之典型受質，所建立之體外細胞模

型，與先前體內試驗之交互作用結果相符，可作為往後中藥與 P-gp受

質西藥間交互作用之體外篩選模型。 

二、 本研究利用 CMFDA 為 MRP之典型受質，所建立之體外細胞模型，與

先前體內試驗之交互作用結果相符，可作為往後中藥與 MRP受質西藥

間交互作用之體外篩選模型。 
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Figure 1. Effects of different concentration of DMSO on the viability of LS 180 
cells. 
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Figure 2. Effects of different concentration of glycyrrhizin on the viability of LS 
180 cells. 
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Figure 3. Effects of different concentration of glycyrrhetic acid on the viability 
of LS 180 cells. 
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Figure 4. Effects of different concentration of licorice decoction on the viability 
of LS 180 cells. 
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Figure 5. Effects of different concentration of Shaoyao Gancao Tang on the 
viability of LS 180 cells. 
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Figure 6. Effects of glycyrrhizin (µM) on the intracellular accumulation of 
rhodamine 123. Verapamil (V, µM) was used as a positive control. 
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Figure 7. Effects of glycyrrhetic acid (µM) and correspondent concentration of 
DMSO (D, %, v/v) on the intracellular accumulation of rhodamine 
123. Verapamil (V, µM) was used as a positive control. 
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Figure 8. Effects of licorice decoction (LD, µg/mL) on the intracellular 
accumulation of rhodamine 123. Verapamil (V, µM) was used as a positive 

control. 
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Figure 9. Effects of Shaoyao Gancao Tang (SYGCT, µg/mL) on the intracellular 
accumulation of rhodamine 123. Verapamil (V, µM) was used as a positive 

control. 
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Figure 10. Effects of glycyrrhizin (GZ, µM) on the intracellular accumulation of 

GSMF. MK-571 (M, µM) was used as a positive control. 
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Figure 11. Effects of glycyrrhetic acid (GA, µM) and correspondent 

concentration of DMSO (D, %, v/v) on the intracellular accumulation 
of GSMF. MK-571 (M, µM) was used as a positive control. 
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Figure 12. Effects of licorice decoction (LD, µg/mL) on the intracellular 
accumulation of GSMF. MK-571 (M, µM) was used as a positive control. 
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Figure 13. Effects of Shaoyao Gancao Tang (SYGCT, µg/mL) on the 

intracellular accumulation of GSMF. MK-571 (M, µM) was used as a 
positive control. 

 
 
 
 

  

  
 

 
Figure 14. The agarose gel analysis of MDR1 mRNA expression in LS 180 cells 

after treated with verapamil (V, 200 µM), glycyrrhizin (GZ, 100 µM), 
glycyrrhetic acid (GA, 50 µM), licorice decoction (LD, 750 µg/mL) 
and Shaoyao Gancao Tang (SYGCT, 750 µg/mL), respectively, for 4 h. 
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Figure 15. Effects of verapamil (0.5µM) and glycyrrhetic acid (GA, µM) on 
P-glycotrotein ATPase activity. 

 



中醫藥年報（光碟版）第一期 第三冊 

403 

Table 1. Substrates of P-gp and MRPs. 

Substrates of P-gp Substrates of MRPs 

Amprenavir 
★★★★Cyclosporine 

Digoxin 
Doxorubicin 
Etoposide 
Fentanyl 
Fexofenadine 
Indinavir 
Loperamide 
Morphine 
Mycophenolate 
Nelfinavir 
Quinidine 
Rifampin 
Ritonavir 
Saquinavir 
Sirolimus 
Tacrolimus 
Verapamil 
Vinblastine 
Vincristine 

 Acetaminophen 
 Anthracyclines 
 Antiviral drugs 
 Bile salts 
Bilirubin 

 Camptothecins 
Cisplatin 

 Cyclophosphamide 
 Daunorubicin 
 Doxorubicin 
 Etoposide 
 5-FU 
Glucuronides 

 Glutathione conjugates 
 Heavy metals 
LTC4 

 Melphalan 
 6-Mercaptopurine 
★★★★Methotrexate 
 Purine 
 Pyrimidine 
 SN-38 
 Sulfinpyrazone 
 Teniposide 
 Vinca alkaloids 
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Table 2. Comparison of the effects of glycyrrhizin (GZ), glycyrrhetic acid (GA), 
licorice decoction (LD) and Shaoyao Gancao Tang (SYGCT) on P-gp 
and MRP2 in vivo and in vitro. 

 
In vivo effects In vitro effects Consistency 

P-gp MRP2 P-gp MRP2 P-gp MRP2 

GZ ↑ ↓ ↑ ↓ Yes Yes 

GA ↑ ↓ ↑ ↓ Yes Yes 

LD ↑ ↓ ↑ － Yes No 

SYGCT ↑ ↓ ↑ ↓ Yes Yes 

↑: increased efflux 

↓: decreased efflux 

 


