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摘要 

      進步的文明與較長的壽命所衍生出的問題中，癌症可說是難以避免的病症，除了西方

醫學的化學療法及放射療法之外，已有數千年歷史的中草藥方也逐漸成為常用的輔助療法，

為了探討這些藥方是否能抑制癌細胞生長，我們對於五種中藥複方進行萃取，透過管柱層析

及單方的毒性測試，配合高效液相層析儀質譜連用及文獻查詢，一步步分離複方龐大的混和

物，並嘗試尋找有效成分。利用 Flow cytometry 分析藥物對細胞週期造成的影響，以及是否

造成細胞凋亡，並使用 western blot 觀察 cyclin,CDK2,caspase 等等蛋白質的含量變化，希望

能驗證中藥能確實對於癌症的治療方面有所幫助。 

壹、研究動機 

在衛生署公布的國人十大死因統計中，惡性腫瘤已蟬聯冠軍三十五年！其中乳癌是女性罹患

率極高的一種惡性腫瘤，目前的療法卻容易對身體造成強烈傷害，令人聞之膽寒。不過，臨

床上常見的中西藥搭配使用據統計能有效降低副作用甚至抑制癌細胞，而中藥複方的使用依

循古醫書所述卻鮮少經科學證實，因此我們想探討中藥複方對乳癌細胞的影響，並一步步分

離出有效成分。 

貳、研究目的 

一、研究背景 

      (一)、中藥與癌症  

           中醫認為，癌症是一種本虛標實的疾病，初期邪實為主，中晚期正氣虛為主， 

     病理上有虛（氣、血、陰、陽）、濕、痰、瘀、毒互結的特色，治療上整體調理與局部 

     治療相結合，分別採用補益扶正、行氣解鬱、活血化瘀、清熱解毒、化痰散結、利水 

     化濕等藥物，亦有藥物能毒殺或抑制癌細胞生長。(參考：香港李嘉誠醫學院 Health  

     Information 專欄 43) 又許多研究指出，當歸、芍藥、白芷、茯苓、白朮、人參等等 

     單方具毒殺或抑制癌細胞生長的能力(參考資料：五，六)，結合中醫理論與西醫究， 

     進行關鍵字篩選，挑選出以下五個複方。  

     補益扶正：六味地黃丸；   行氣解鬱：半夏厚朴湯； 

     活血化瘀：通竅活血湯；   清熱解毒：托裏消毒飲；    利水化濕：真武湯 

     (二)、癌細胞株介紹 

            MDA-MB-231 是一株三陰性乳癌細胞，其雌激素受體(Estrogen receptors)黃體 

     素受體(Progesterone receptors)與人類表皮生長因子受體 2(HER-2) 表現皆為陰性，使用 

     賀爾蒙療法或標靶藥物治療接效果不佳，臨床上預後極差，易惡性轉移(Metastasis)。 

     (參考資料：四) 

二、研究目的 

     (一)探討中藥複方對乳癌細胞之毒殺能力。  

     (二)分離複方得許多片段(Fractions)，測試其對乳癌細胞之毒殺能力。  

     (三)測試複方中單味藥各自對乳癌細胞之毒殺能力。  
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      (四)探討複方、fraction、單方對 MDAMB231 之細胞週期的影響。   

      (五)探討 fraction、單方能否造成 MDAMB231 細胞凋亡。 

     (六)探討 fraction、單方對 MDAMB231 之週期相關蛋白與凋亡相關蛋白之影響。 

     (七) HPLC MSMS 分析、比對、推測複方萃取物中的主要有效成分。 

參、研究設備和器材 

一、細胞實驗 

(一)設備 

 

 

 

 

 

細胞培養箱(Incubator)                      無菌操作台(Hood)                       

 

 

 

 

 

 

 

培養皿 Dish           分光光度計 SpectraMex5              96 孔盤 

(二)藥品 

1.培養液(medium): 

(1)RPMI+5%PBS+1%PSG 
(2)DMEM+20%FBS+1%PSG 

2.PBS 
3.Trypsin EDTA 
4.亞甲藍液 

5.Sarcosin:1%N-Lauroylsarcosin in ddH2O 
 

二、藥物萃取與處理實驗 

(一)設備 

 

 

 

 

 

 

 

 

微量天平電熱板           錐形瓶          冷凝管減壓濃縮機       逆向管住層析 
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肆、研究過程與方法 

一、相關原理與技術探討 

 (一)逆向液固管柱層析 

          液相層析利用動相 (mobile phase) 和靜相 (stationary phase) 的交互作用，與分 

子極性差異分離混合物，分為液固層析法 (LSC) 和液液層析法 (LLC)。 

          本實驗使用之液固層析法以細粒固體之表面為靜相，沖提劑為動相，使欲分離之 

混合物與沖提劑競爭靜相固體表面吸附面積，若選擇易吸附極性小甚至是非極性分子 

之靜相，而使用極性液體為移動相，稱為逆向層析，反之則為正向。 

          本實驗先吸附混合物，再搭配梯度沖提法依次降低沖提液的極性，便能使極性溶 

      質先行流出，最後沖提出的則會是非極性分子。(參考：高瞻自然科學教育平台)  

     (二)細胞存活率檢測 

          亞甲藍(methylene blue)上方的陽離子助色基，會與陰電性的核酸結合，染色於 

細胞核，又死亡之細胞無法貼附盤底而會漂浮於培養液中，倒去培養液後以亞甲藍 

染色，洗去多餘染劑後以溶劑溶出亞甲藍，讀出吸光值代表存活之細胞量。 

     (三)細胞分裂週期檢測 

1.細胞週期簡介    

      細胞週期一般分成四個時期，G1 期、S 期、G2 期及M 期(圖一)。M(mitotic) 期， 

為細胞分裂的時期，S(synthesis) 期為細胞之DNA複製合成時期，在 M 期之後，S 期 

開始之前稱為G1 期，在 S 期之後 M 期開始之前的時期稱為G2  期。最初並不了解 

介於M 期 與 S 期之間細胞的發生情形，故命名為 gap 期，即空檔時期，而後方 

知於此二時期細胞仍在生長。 

      2.染色原理 

          Propidium iodide (PI) 名為碘化丙啶，能以嵌合的方式（intercalation）與雙股核

酸鏈結合，但 PI 其無法穿透活細胞之細胞膜，須以酒精處理(fix)待測細胞之細胞膜再

行染色。PI-DNA 複合物的激發和發射波長分别為 535 nm 和 615 nm， 因此流式細胞

儀得以偵測其發出之紅色螢光，代表每一顆細胞之細胞核中 DNA 的量，以推測細胞

處於週期中的甚麼階段。 

      3.流式細胞儀原理 

          當一束單色雷射光打向一到充滿懸浮之微小顆粒的流體，瞄準光束與流體交點的

多個偵測器將能記錄下微小顆粒出現的散射，亦可檢測待測物發出之螢光訊號。前者

包含了前散射(FSC)與旁散射(SSC)，前散射與細胞體積相關，而旁散射取決於顆粒的內

部複雜程度，如核的形狀、胞質內顆粒的種類或者膜的粗糙程度，螢光訊號則主要來

自外加的標記，如抗體標記或本實驗使用的 PI 染劑。 

      4.參數設定與數據分析 

      (1).建立 FSC/SSC 散點圖，圈定细胞群。 

      (2).建立 FL2-W/FL2-A 散點圖，去除沾黏之细胞團。 

      (3).建立 count/FL2-A 之圖，即可得到停留在各時期之細胞數。 
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     (四)細胞凋亡檢測 

      1.早期凋亡現象簡介 

          凋亡細胞的早期變化之一，是胞膜上磷脂絲氨酸（Phosphatidyl Serine）的外露。 

      健康的細胞膜有一不對稱性，即磷脂絲氨酸只存在胞膜內層，此不對稱性之維持，需 

      借助一套酶系與能量 ATP；而凋亡細胞的早期變化是停止產能作用，故而無法維持此 

      不對稱性，而使得磷脂絲氨酸外露。 

      2.染色原理 

    Annexin V 是一種 Ca+依賴的磷脂結合蛋白，易結合磷脂類如 PS，最初被發現是

一種具有很強的抗凝血特性的血管蛋白，現今人們在 Annexin V 上接了螢光物質，便

能利用流式細胞儀檢測是否有 Annexin V 的訊號。 
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二、發展研究架構圖 

    根據文獻探討，從觀察、連結、發想到一層層實驗，將想法形成研究架構如圖 4-2-1： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

五味中藥複方 

前二有效複方 

萃取 

Fractions 

毒性測試 

管柱層析 

毒性測試 

最有效 Fraction 

Flow cytometry 檢測對細胞

週期，細胞凋亡之影響 

HPLC MSMS 

成分分析 

最有效複方 
之所有單方 

毒性測試 

文獻查詢 

註： 

托裏消毒飲，真武湯，六味地

黃丸，半夏厚朴湯，通竅活血

湯 

最有效單方 

主要成分比對 

有效成分 

文獻查詢 

western blot 檢測

cyclin，casepase 變化 

圖 4-2-1 研究架構圖  
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三、藥品製備 

藥物處理 protocols 

  (一)藥物萃取 

1.複方萃取 

 (1)依照本草拾遺之配方秤取中藥材，剪碎後置入錐形瓶 

 (2)依 30ml/g 加入溶劑(水萃為 ddH2O，酒萃為絕對酒精) 

 (3)隔水加熱(100℃)八小時後，過濾藥渣，取得中藥萃取液 

 (4)減壓濃縮至藥材原重與萃取物之重量比為 6：1 

 (5)得浸膏狀複方萃取物 30g，以五公克為單位分裝保存於-20。C 冰箱 

2.單方萃取 

         (1)取中華藥典中確認品種之單味藥材，剪碎後置入錐形瓶 

 (2)依 30ml/g 加入絕對酒精做為溶劑 

 (3)隔水加熱(100℃)八小時後，過濾藥渣，取得中藥萃取液 

 (4)減壓濃縮至藥材原重與萃取物之重量比為 6：1 

         (5)得浸膏狀單方萃取物 2g，保存於-20。C 冰箱 

(二)浸膏溶取、配置 

1.以刮杓取少量萃取物於 15ml 離心管中 

2.在無菌操作台中加入少量有機溶劑(DMSO 或丙酮)與 PBS 溶解浸膏 

3.有標示 F 者，表示有將藥品過 0.22μm 之 filter 

(三)逆向管住層析 

    1.在層析管柱(column)中填入 diaion，以甲醇沖洗三次 

2.以 200mL 的 ddH2O 溶解 1g 的藥品，得藥物溶液 

    3.置 10g 之 diaion 於上述溶液中，減壓濃縮，使藥物 Coating 於其表面 

    4.將吸附藥物的 diaion 填入管柱上端，上方再塞入棉花固定 

    5.配置三種展開液(ddH2O、50%甲醇水溶液、純甲醇) 

6.依序以 ddH2O、50%甲醇水溶液、純甲醇的次序沖提，展開液加至流動像透明無 

色為止，則更換下一種溶劑繼續沖提 

        7.收集三種不同展開液之萃取物，經減壓濃縮即為 fractions 

四、人類乳癌細胞株(MDA-MB-231)細胞培養 

細胞培養 protocols 

   (一)試劑配置:RPMI with 5%FBS,1%PSG 

     (二)解凍細胞:採取快速解凍手法 

1.取全新培養盤加入 10ml 之 medium 

2.將冷凍細胞管置於浮床上 37 水浴 

     (三)培養條件: 

        乳癌細胞株(MDA-MB-231)貼附於 10 公分培養皿(Dish)上，加入含 10% 

        胎牛血清(Fetal Bovine Serum=FBS)及 1%抗生素(PSG)的 RPMI 培養液(medium)， 

        放置 5%CO2 培養箱(Incubator)中培養(37。C) 
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     (四)繼代培養:    

    1.吸去原有的 medium，加入 PBS 潤洗，除去殘餘的 medium 

2.加入 trypsin，置於 incubator 三分鐘，使原先貼附於盤底的細胞懸浮 

3.加入 4cc 之 medium 終止 trypsin 作用 

4.以轉速 1200r.p.m 離心五分鐘，倒去上清液換入新的 medium，避免 trypsin 殘留 

5.取 20μl(四)之液體，加上 20 μl 之染劑，進行細胞計數 

6.將約 5*104個/mL 的細胞種回 dish 

五、乳癌細胞(MDA-MB-231)細胞毒殺實驗 

   (一)原理:活的乳癌細胞貼附於 96well 的盤底，倒去 medium 加入亞甲藍 

        (methylene blue)作為染劑，其上方的陽離子助色基，會與陰電性的核酸結合， 

染色於細胞核，染色後加入 120μl 的 sarcosin 以 shaker 搖一小時，利用 

        SpectraMex5(分光光度計)讀取吸光值，判定存活度 

     (二)種細胞(seeding) 

        1.以 Trypsin 處理細胞後，進行細胞計數 

        2.在 96 孔盤中種入 100μl/well，2000/well 顆之細胞，周圍一圈不種 

        3.在周圍填入 100μl 之 PBS(如圖) 

     (三)加藥 

        1.seeding 後隔 24 hour 即吸去 medium 

2.每格先加入 50 μl 的 medium 

3.序列稀釋藥物後加入 well 中(50 μl/well)(如圖 4-5-1) 

4.以 50μl/well 的溶劑(PBS+1%DMSO)做正控制組 

PBS             

 藥物 處理       溶劑 (50%) Control-  

           (Medium)  

             

             

             

             

             

     (四)收取 

        1.加藥 72 小時後，至水槽倒去 medium 

     2.每 well 加入 100μl 的染劑 

     3.靜置一小時等待染色完成 

      4.小心地在水盆中洗去染劑，水柱不可直接打到盤底 

      5.將 96 孔盤晾乾，即可長久保存 

 

     (五)讀取 

    1.每個 well 加入 120μl 之 Sarcosin 
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2.搖晃溶解一小時 

3.送入 SpectraMex5(分光光度計)中讀取吸光值 

4.分析吸光值並計算藥物毒殺效果 

六、流式細胞儀細胞週期測定 

 (一)原理: 

細胞週期中各期的細胞DNA含量不同，故可以細胞內DNA之含量判別細胞週期。 

Propidium iodine (PI) 是一種螢光劑，可和DNA結合，當以波長488 nm之光激發後 

會發出波長625 nm之螢光。但PI無法進入細胞膜完整的細胞，故需先以酒精固定 

細胞，並使細胞膜上產生小洞，PI才得以進入細胞內，故可利用此染劑作為偵測 

細胞週期之細胞特性之用，測定細胞分裂週期經藥物影響後的變化。 

     (二)培養細胞樣品: 

        將 2*105個細胞種於六公分培養皿中，培養 24 小時待細胞貼附後，加入不同濃度 

        藥品再培養 24 小時後收取，即得帶檢測之樣品。 

     (三)染色: 

        1.吸掉 medium 並以 PBS 潤洗後，加入 trypsin 切下附著於培養皿底部的細胞 

        2.利用上步驟吸取的 medium 將懸浮的細胞收取下來 

        3.以 1000r.p.m 離心五分鐘後倒除上清液 

        4.加入 0.5ml 的 PBS 使沉澱的細胞懸浮，並震動離心管均勻打散細胞 

        5.加入 95%酒精 Fix 細胞同時 vortex，並冰入-20℃冰箱中一小時 

        6.以 800r.p.m 離心五分鐘，倒掉酒精並倒置瀝乾 

        7.加入染劑 PI，避光染色 15 分鐘 

        8.樣品放置於冰桶中，以待檢測 

     (四)檢測及分析: 

        1.設定儀器參數，並讀取做為對照組的參考值 

        2.選取染色體套數為一倍及兩倍之間的細胞為檢測目標 

        3.以軟體分析細胞分裂各時期所佔的比例 

        4.推測藥物對細胞分裂造成的影響 

七、流式細胞儀細胞凋亡測定 

 (一)原理: 

以 Annexin V 染劑檢測細胞凋亡會出現的 PS 外翻現象，以 PI 染劑檢測細胞膜破裂

之現象，依據訊號的有無將細胞區分為四類—正常細胞(AnnexinV-,PI-)，Apoptosis

早期(AnnexinV+,PI-)，Apoptosis 晚期(AnnexinV+,PI+) ，Necrosis(AnnexinV-,PI+) 

     (二)培養細胞樣品: 

        將 2*105個細胞種於六公分培養皿中，培養 24 小時待細胞貼附後，加入不同濃度 

        藥品再培養 24 小時後收取，即得帶檢測之樣品。 

 (三)染色: 

        1 .吸掉 medium 並以冰 PBS 潤洗後，加入 trypsin 切下附著於培養皿底部的細胞 

        2 .利用上步驟吸取的 medium 將懸浮的細胞收取下來 
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3 .進行細胞計數，得知離心管內細胞總量 

        4 .以 1000r.p.m 離心五分鐘後倒除上清液 

        5 .加入 Annexin-binding buffer 調配成同樣細胞濃度，震動離心管使沉澱的細胞懸浮

並均勻打散細胞 

        6 .各取 100 之待測樣品，加入 5μl之 PI 染劑以及 45μl之 annexin V 

        7 .避光染色 15 分鐘 

        8 .立即上機檢測 

八、西方點墨法蛋白質分析 

(一)原理: 

   利用十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳(簡稱 SDS-PAGE)，透過外加電壓使帶負 

   電之蛋白質因分子量大小不同，呈現在膠片不同位置，接著利用特定抗體能夠專 

   一結合其抗原蛋白質的原理接上第一級抗體，在使用第二級抗體標示第一集抗體 

   位置，由加入呈色劑的第二級抗體所發出的螢光可得知蛋白質分布的含量和位 

   置。 

(二)目的: 

   分離細胞中的蛋白質並比較不同濃度藥品對細胞特定蛋白質表現量的影響，找出 

   可能影像細胞週期表現的蛋白質。 

九、高效液相層析儀—質譜連用分析 

     (一)原理: 

           高效液相層析儀(HPLC)適用於對熱不安定、非揮發性物質、高極性成分之析， 

        因此適用於中草藥品的分析，以溶液為移動相以膠體為固定相，樣品因與固定相及 

        移動相之作用力不同而將混合物分離之層析法稱 為液相層析，高效液相層析係將 

        固定相之膠體顆粒降低至 5-10μm 以提高分析及分離能力，但因為液體 通過細微 

        膠體時阻力增大，故需藉由高壓幫浦輸送液體以利移動相流動。 

     (二)目的: 

            利用高效液相層析將複方 FRACTION 分離，針對含量比率較高者，比較文獻查 

        詢所得知的成份，猜測 FRACTION 之中最為有效的化合物，再將單方細胞毒殺實驗 

        中所得到最有效的單方進行對比進一步得知主要影響細胞週期的主要因素。 

十、藥物對馴化細胞株之影響 

      (一)目的: 

           為了確定藥物對正常細胞有無影響，選取與 MDA-MB-231 分裂速度相近的細胞 

      BEAS-2B 進行實驗，因此選取人類支氣管上皮細胞做為對照組，加入最有效之複方進 

  行比較。 

      (二)方法: 

        1 .僅轉換目標對象並依照細胞毒殺標準手法進行實驗 

        2 .收取結果並染色 

        3 .分析數據並計算 IC50 
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伍、研究結果與討論 

一、中藥複方萃取 

實驗一: 

     (一)選取五種複方分別為托裏消毒飲、真武湯、六味地黃丸、半夏厚朴湯、通竅活血湯 

     (二)依照複方藥品萃取標準流程製成浸膏，如下圖 5-1-1~5-1-2 

                                                                                     
                  圖 5-1-1                          圖 5-1-2 

     討論: 

  1.水萃樣品經減壓濃縮後，萃取物近乎為乾燥塊狀，性質極脆 

        2.酒萃樣品經減壓濃縮後，萃取物呈現膏狀，性質黏稠 

二、複方細胞毒殺實驗 

實驗二：不同溶劑萃取效果之比較 

     (一)水萃複方之細胞毒殺能力測試 

        1.選取托裏消毒飲、真武湯、六味地黃丸、半夏厚朴湯、通竅活血湯，五種複方 

          的二次水(ddH2O)萃取物 

        2.利用 PBS 稀釋至不同濃度(2.5mg/ml~0.0195mg/ml) 

        3.依據標準毒殺流程進行毒性測試 

        4.分析實驗結果並計算 IC50，如下圖 5-2-1~5-2-2 

   

圖 5-2-1                                  圖 5-2-2 

      (二)酒萃複方之細胞毒殺能力測試 

         1.選取托裏消毒飲、真武湯、六味地黃丸、半夏厚朴湯、通竅活血湯，五種複方 

           酒精萃取物 

         2.利用 PBS 稀釋至不同濃度(2.5mg/ml~0.0195mg/ml) 

         3.依據標準毒殺流程進行毒性測試 
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         4.分析實驗結果並計算 IC50，如下圖 5-2-3~5-2-4 

   

圖 5-2-3                                  圖 5-2-4 

表 5-2-1  IC50 濃度(mg/mL) 

萃取方式\藥品 托裏消毒飲 真武湯 

水萃 0.528 (mg/mL) 0.530 (mg/mL) 

酒萃 0.438 (mg/mL) 0.480( mg/mL) 

    討論: 

1.相同溶劑萃取的藥物中，不論酒萃或水萃，托裏消毒飲及真武湯有較好毒殺效果 

        2.不同溶劑萃取比較發現，酒萃有較好的毒殺效果 

        3.將以管住層析的方式分析相同萃取物不同片段的藥性 

三、層析片段細胞毒殺實驗 

實驗三:不同極性之 fraction 細胞毒殺能力測試 

      (一)前兩有效的複方，不同極性展開液萃取片段的毒性分析 

         1.選取托裏消毒飲及真武湯，經逆向管住層析標準程序後獲得 fraction 

         2.利用 PBS 稀釋至不同濃度(2.5mg/ml~0.0195mg/ml) 

         3.依據標準毒殺流程進行毒性測試 

         4.分析實驗結果並計算 IC50，如下圖 5-3-1~5-3-4 

 

   

圖 5-3-1                                  圖 5-3-2 
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圖 5-3-3                                  圖 5-3-4 

討論: 

1 .托裏消毒飲不論酒萃及水萃，用 ddH2O 做沖提液時，即達在本實驗使用的最高 

  劑量 1.25mg/mL 亦沒有明顯抑制效果 

         2 .托裏消毒飲酒精萃取物在 50%甲醇沖提下有最佳效果，且 IC50 為 0.476mg/Ml 

         3 .發現最有效的 fraction 的 IC50 數值和複方差不多，推測此片段為主要抑制生 

           的主要成分 

四、中藥單方萃取”單味藥” 

實驗四： 

      (一)分別就托裏消毒飲之單味藥進行萃取 

      (二)取十二種單味藥-當歸、白芍、桔梗、黃耆、甘草、茯苓、白朮、川芎、銀花、 

         人參、皂角刺 

      (三)依照單方藥品以乙醇進行標準萃取流程製成浸膏，如圖 5-4-1 

        
圖 5-4-1  

五、單味藥之細胞毒殺能力測試 

實驗五：不同單味藥毒性分析 

      (一)高濃度初篩酒萃單味藥品之細胞毒性 

          1.秤取當歸、白芍、桔梗、黃耆、甘草、茯苓、白朮、川芎、銀花、人參、 

            皂角刺之萃取物 

          2.利用 PBS 稀釋至不同濃度(2.5,2,1.5,1,0.5mg/ml) 

          3.依照標準毒殺流程進行細胞毒殺測試 

          4.分析實驗結果並計算 IC50，如下圖 5-5-1~5-5-4 
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圖 5-5-1                                 圖 5-5-2 

  

圖 5-5-3                                 圖 5-5-4 

       討論 

1 .皂角刺、金銀花、當歸、白芍等四種單方有較好的毒殺效果 

          2 .為了更精確得知單味藥之 IC50 因此進行更低濃度的測試 

      (二)前四有效單味藥之細胞毒殺能力測試 

      1.秤取白芍、銀花、皂角刺、當歸之萃取物 

  2.利用 PBS 稀釋至不同濃度(1,0.8,0.6,0.4,0.2mg/ml) 

  3.依照標準毒殺流程進行細胞毒殺測試 

  4.分析實驗結果並計算 IC50，如下圖 5-5-5~5-5-6 

 

   

                   圖 5-5-5                                 圖 5-5-6 
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      討論: 

         1 .白芍及皂角刺的毒殺效果為單方中最佳二者，甚至好過複方本身效果 

         2 .推測白芍為整個複方有毒殺效果的主成分，其本身之 IC50 為 0.218mg/ml 

六、細胞週期測定 

實驗六：托裏消毒飲之複方酒萃物(Toli A)、最有效 fraction(TA1)、白芍對細胞週期影響 

(一) 托裏消毒飲複方酒萃物(Toli A)對細胞週期的影響 

         1 .秤取複方萃取物 

         2 .利用 PBS 稀釋至 0.4、0.8、1.6mg/ml 

         3 .依照細胞週期檢測標準流程處理 

         4 .分析細胞週期比例變化，如下圖 5-6-1~5-6-6 

  

 

 

 

        

   

 

 

 

 

圖 5-6-1 

Control 

Dip G1: 57.42 %  Dip G2: 12.10 %  

Dip S: 30.49 %    G2/G1: 1.96 

 

圖 5-6-2 

Toli A (0.4mg/mL) 

Dip G1: 40.11 %   Dip G2: 16.70 %  

Dip S: 43.19 %     G2/G1: 1.96 

 

圖 5-6-3 

Toli A (0.8mg/mL) 

Dip G1: 29.22 %  Dip G2: 15.12 %  

Dip S: 55.66 %    G2/G1: 1.96 

 

圖 5-6-4 

Toli A (1.6mg/mL) 

Dip G1: 36.94 %  Dip G2: 15.66 %  

Dip S: 47.40 %    G2/G1: 1.94 
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圖 5-6-5                                  圖 5-6-6 

       討論: 

           1 .介於 0.5 ~ 2 倍 IC50 的濃度對細胞具一定影響力，但不至完全毒死細胞 

             是最好的分析區間。 

           2 . .隨著藥物濃度增加，G1 phase 的比例顯著下降，S phase 的比例顯著增加， 

              G2/M phase 的比例則沒有顯著變化，推測能使細胞週期停滯在 S phase。 

 

       (二)TA1 fraction 對細胞週期的影響 

         1.秤取托裏消毒飲酒精萃取物的 50%甲醇沖提液浸膏(TA1) 

         2.利用 PBS 稀釋至濃度為 0.175、0.35、0.7mg/ml 

         3.依照標準流程處理 

         4.分析細胞分裂周期比例的變化，如下圖 5-6-7~5-6-12 
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圖 5-6-7 

Control 組 

Dip G1: 57.42 %  Dip G2: 12.10 %  

Dip S: 30.49 %    G2/G1: 1.96 

 

圖 5-6-8 
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Debris

Aggregates

Dip G1

Dip G2

Dip S

Debris

Aggregates

Dip G1

Dip G2

Dip S

*P<0.05 

**P<0.01 

** 

** 

** 

** 

** 

* 

** 



16 

     

 

 

 

 

 

  

圖 5-6-11                                   圖 5-6-12 

      討論:  

         1 .隨著藥物濃度增加，G1 phase 的比例顯著下降，S phase 的比例顯著增加， 

         G2/M phase 的比例則沒有顯著的變化 

         2 .複方 Toli A 和 TA1 fraction 對細胞週期的影響相近，皆是使 S phase 的比例顯著增 

           加。 

 

     (三)單方白芍對細胞週期的影響 

         1.秤取白芍酒萃物(白芍 A)浸膏 

         2.利用 PBS 稀釋至濃度為 0.175、0.35、0.7mg/ml 

         3.依照標準流程處理成樣本 

         4.分析細胞分裂周期比例的變化，如下圖 5-6-13~5-6-21 
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圖 5-6-10 
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討論： 

    1 .僅藥物濃度為 0.1(mg/ml)時，G1 phase 

      的比例顯著下降(P<0.05)， 

    2 .相較複方 Toli A 和 TA1 fraction，白芍對 

      細胞週期的影響較不顯著。 

 

 

 

 

 

 

圖 5-6-15 

白芍 A 0.2mg/mL 

Dip G1: 34.14 % Dip G2:13.40 %  

Dip S: 50.66 %  G2/G1: 1.97 

圖 5-6-16 

白芍 A 0.4mg/mL 

Dip G1: 36.67 % Dip G2:12.67 % 

Dip S: 45.05 %  G2/G1: 1.95 

圖 5-6-13 

Control 

Dip G1:40.94 % Dip G2:14.01 % 

Dip S:45.05 %  G2/G1: 1.95 

圖 5-6-14 

白芍 A  0.1mg/mL 

Dip G1:31.48 % Dip G2:11.62 %  

Dip S: 56.90 %  G2/G1: 1.97 
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七、流式細胞儀細胞凋亡測定 

實驗七:托裏消毒飲及白芍萃取物對細胞凋亡的影響 

      (一)不同濃度的托裏消毒飲複方酒萃 fractoin(TA1)對細胞凋亡的影響(圖 5-7-1~5-7-6) 

  

  

    討論 : 

         1 .提高托裏消毒飲藥物濃度時，細胞出現 Annexin V 訊號，表示出現細胞膜外翻 

         2.右下角(LowRight)訊號強度先增後減，表示初期細胞凋亡的細胞比例先增後減 

         3.當藥物濃度提高至 2X IC50 時，幾乎所有細胞皆可被兩種染劑染色，無法準確分 

           辨細胞屬 Apoptosis 或 Necrosis 

         4.隨著藥物濃度增加，細胞壞死與凋亡之比例總和(UR+LR)上升，2 倍 IC50 時 

          甚至高達 95%，但初期細胞凋亡的比例並無顯著提升，未見到細胞群向右再向上   

          移動，因此大部分細胞死亡應非凋亡造成。 

      (二)不同濃度的白芍萃取物對細胞週期的影響 

    

    

         

 

 

File: MB231 ctrl.001 Sample ID: MB231 ctrl

Acquisition Date: 24-May-17 Gated Events: 5310

Total Events: 5536 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter : FL3-H (Log) Quad Location: 313, 93

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 60 1.13 1.08 97.14 540.19

UR 84 1.58 1.52 7020.51 3836.66

LL 4976 93.71 89.88 58.08 10.56

LR 190 3.58 3.43 3345.72 4.43

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 ctrl.001

File: MB231 ta1 0.2.004 Sample ID: MB231 ta1 0.2

Acquisition Date: 24-May-17 Gated Events: 5194

Total Events: 5401 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter : FL3-H (Log) Quad Location: 313, 93

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 28 0.54 0.52 143.70 305.61

UR 212 4.08 3.93 7987.56 3518.83

LL 4564 87.87 84.50 95.20 12.81

LR 390 7.51 7.22 2086.87 5.30

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 ta1 0.2.004

File: MB231 ta1  0.1.005 Sample ID: MB231 ta1 0.1

Acquisition Date: 24-May-17 Gated Events: 5297

Total Events: 5499 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter : FL3-H (Log) Quad Location: 313, 93

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 17 0.32 0.31 159.27 463.71

UR 311 5.87 5.66 8886.17 5367.19

LL 4498 84.92 81.80 94.58 9.92

LR 471 8.89 8.57 1375.33 5.99

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 ta1  0.1.005

控制組 TA1 (0.1mg/ml) 

控制組 白芍 0.1mg/ml 白芍 0.2mg/ml 

TA1 (0.2mg/ml) 

File: MB231 ctrl.001 Sample ID: MB231 ctrl

Acquisition Date: 21-Apr-17 Gated Events: 5356

Tota l Events: 6374 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter : FL3-H (Log) Quad Location: 137, 71

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 11 0.21 0.17 46.82 218.26

UR 239 4.46 3.75 4016.50 3045.20

LL 4847 90.50 76.04 30.47 8.19

LR 259 4.84 4.06 2210.74 3.36

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 ctrl.001

File: MB231 saw 0.05.004 Sample ID: MB231 saw 0.05

Acquisition Date: 21-Apr-17 Gated Events: 5528

Tota l Events: 7128 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter : FL3-H (Log) Quad Location: 137, 71

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 25 0.45 0.35 64.99 481.30

UR 919 16.62 12.89 5439.50 5596.51

LL 4313 78.02 60.51 36.64 21.21

LR 271 4.90 3.80 1800.26 22.24

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 saw 0.05.004

File: MB231 saw 0.1.003 Sample ID: MB231 saw 0.1

Acquisition Date: 21-Apr-17 Gated Events: 5642

Tota l Events: 7397 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter : FL3-H (Log) Quad Location: 137, 71

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 82 1.45 1.11 80.49 167.32

UR 1102 19.53 14.90 4881.28 5123.11

LL 4063 72.01 54.93 52.30 25.76

LR 395 7.00 5.34 1350.90 29.24

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 saw 0.1.003

File: to li A1 0.4.006 Sample ID: toli A1 0.4

Acquisition Date: 24-Mar-17 Gated Events: 9234

Total Events: 10410 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter : FL3-H (Log) Quad Location: 313, 93

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 40 0.43 0.38 202.23 897.73

UR 7087 76.75 68.08 2981.02 3635.29

LL 1126 12.19 10.82 146.07 8.80

LR 981 10.62 9.42 1318.59 4.22

100 101 102 103 104

FL1-H

toli A1 0.4.006

File: to li A1 0.8.007 Sample ID: toli A1 0.8

Acquisition Date: 24-Mar-17 Gated Events: 7180

Total Events: 7515 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter : FL3-H (Log) Quad Location: 313, 93

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 14 0.19 0.19 185.59 981.35

UR 7016 97.72 93.36 2764.90 3842.16

LL 76 1.06 1.01 118.13 14.00

LR 74 1.03 0.98 2096.53 13.02

100 101 102 103 104

FL1-H

toli A1 0.8.007

3.07 8.72 11.685 7.34 1.0453.03
16.215

21.77

76.75 94.125
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TA1 (0.4mg/ml) TA1 (0.8mg/ml) 
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   討論 : 

       1 .隨白芍濃度增加，右下格(LowRight)訊號比例先增加後減少，代表初期細胞凋亡 

           的比率先增後減 

         2 .在一倍及兩倍 IC50 濃度時，白芍造成的初期細胞凋亡比例(LR)高於 TA1 所造成 

           的，細胞凋亡的特徵較明顯 

八、Western blot 檢測蛋白質變化 

實驗八: 

      (一) TA1 與白芍 A 對週期相關蛋白(cyclinA,cyclinE,CDK2)之影響 

         1 .選取 TA1，白芍 A 萃取物 

         2.利用 PBS 稀釋至 2 倍，1 倍，0.5 倍 IC50 

         3.進行標準毒殺流程並收取蛋白質，跑 western blot，壓片後如下(圖 5-8-1~5-8-4) 

 

                 CDK2(34KDa)                             GAPDH(36KDa) 

          

白(0.1) (0.2) (0.4) TA1 (0.1)(0.2)(0.4)(0.8) C                 internal control 

      

 

3.07 8.72 11.685 7.34 1.0453.03
16.215 21.77

76.75 94.125

0

50

100

0 0.1 0.2 0.4 0.8

細
胞

比
例

(%
)

藥物濃度(mg/ml)

TA1與細胞凋亡

LR(凋亡初期) UR(凋亡+壞死)

3.07 4.9 10.43 16.55 8.723.03
16.62

19.53

41.41
79.53

0

50

100

0 0.05 0.1 0.2 0.4

細
胞

比
例

(%
)

藥物濃度(mg/ml)

白芍與細胞凋亡

LR(凋亡初期) UR(凋亡+壞死)

白芍 0.4mg/ml 
File: MB231 saw 0.2.002 Sample ID: MB231 saw 0.2

Acquisition Date: 21-Apr-17 Gated Events: 6011

Tota l Events: 7000 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter : FL3-H (Log) Quad Location: 137, 71

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 31 0.52 0.44 79.18 140.14

UR 3647 60.67 52.10 3846.72 3739.92

LL 1338 22.26 19.11 76.74 24.17

LR 995 16.55 14.21 504.19 26.67

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 saw 0.2.002

白芍 0.8mg/ml File: MB231 jam 0.5.007 Sample ID: MB231 jam 0.5

Acquisition Date: 24-May-17 Gated Events: 6418

Total Events: 8776 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter : FL3-H (Log) Quad Location: 313, 93

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 129 2.01 1.47 230.71 446.41

UR 5090 79.31 58.00 6649.10 3753.74

LL 287 4.47 3.27 227.93 56.62

LR 912 14.21 10.39 1685.95 37.84

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 jam 0.5.007

圖5-8
-1

 

圖5-8
-2
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cyclinA(53kDa)                             cyclinE(54kDa) 

      

白(0.1) (0.2) (0.4) TA1 (0.1)(0.2)(0.4)(0.8) C           白(0.1) (0.2) (0.4) TA1(0.1)(0.2)(0.4)(0.8) C 

討論 : 

       1 .隨 TA1 及白芍濃度增加，CDK2 蛋白量減少，在 2 倍 IC50 時最明顯 

 2 .cyclin A 與 E 未見明顯變化 

 3.推測托裏消毒飲使細胞週期停滯的路徑與 CDK2 有關 

 

九、HPLC----MS 分析 

實驗九：利用層析質譜連用儀器測定分子量，如下圖 5-9-1~5-9-4  

       (一)標準品層析圖 

圖 5-9-1 

        討論: 

           1.先就文獻探討選取標準物做為對比 

       (二)托裏消毒飲酒萃 fraction 1:1 

圖 5-9-2 

討論: 

   針對含量最高的兩個峰值討論發現 

   1 .對照標準品，發現樣品有相呼應的峰值，其成分為 paeoniflorin(白芍皂甘)， 

大約在層析進行 4~5 分鐘時被感應器偵測得 

   2 .大約在層析進行 2~3 分鐘時有一極大峰值，但推測其為一混和物，需進一步 

     分析其成分 

 

 

 

 

2F1 
paeoniflorin 

圖5-8
-3

 

圖5-8
-4
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2F1 MS scan positive 

圖 5-9-3 

2F1 MS scan negative 

圖 5-9-4 

       討論: 

           1 .須利用質譜儀進一步分析 2F1 成份的分子量 

           2 .positive 所測出的分子量需減去 1 或 23 或 39 才為實際的分子量 

           3 .negative 所測出的分子量需加上 1 即為實際分子量 

           4 .綜合 POSITIVE 和 NEGATIVE 在進行推測可能的化合物成份，發現 2F1 是由數 

            十種不同分子量之成分組合而成，若要由碎片一一拼湊還原出原成分有困難。 

十、藥品對馴化細胞株的影響 

實驗十: 

      (一)最有效之 fraction(TA1)對正常細胞株的影響 

         1 .選取 TA1 萃取物 

         2.利用 PBS 稀釋至不同濃度從 2.5mg/ml 兩倍序列稀釋至 0.015931mg/ml 

         3.依照標準毒殺流程進行細胞毒殺測試 

         4.分析實驗結果並計算 IC50，如下圖 5-10-1 
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討論: 

  1 .TA1 對 BEAS-2B 之 IC50 為 1.47(mg/ml 

    對 MDAMB231 之 IC50 為 0.476(mg/ml) 

2. TA1 濃度為 0.625,0.3125,0.156 (mg/ml) 

時，BEAS-2B 的存活率顯著高於 MDA-  

MB-231 

  3.乳癌細胞對 TA1 較敏感，TA1 對於兩株 

細胞株具有選擇性 

 

                圖 5-10-1 
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陸、結論 

一、發現酒萃物含較多黃酮類化合物，浸膏的狀態較為黏稠，水萃物則較脆。 

二、中藥複方能抑制細胞生長，其中又以托裏消毒飲及真武湯的效果最佳，IC50 的濃度在 

    0.4mg/ml 附近。比較不同溶劑萃取出的藥物，發現酒精萃取者有較好的效果，推測能 

    抑制癌細胞之成份較容易利用非極性溶劑萃取出。 

三、經過逆向管柱層析，托裏消毒飲酒萃物以 50%甲醇為沖提液之片段(fraction)(以下簡稱 

    TA1)有最佳抑癌效果，IC50 約為 0.47mg/ml，並發現其他效果較好之萃取物片段亦偏中 

   上極性，有助於猜測主要作用的成份。 

四、分開測試托裏消毒飲 12 種單味藥的毒性，白芍毒殺效果最佳，IC50 約為 0.218mg/ml。 

五、利用 flow 檢測細胞週期，發現托裏消毒飲複方及其 fraction(TA1)效果相似，提高藥物 

濃度皆可使 S Phase 的比例顯著增加，但白芍並沒有明顯抑制細胞週期的效果。 

六、利用 flow 檢測細胞凋亡，發現 TA1 與白芍皆能使白芍出現早期凋亡現象，且白芍的造 

    成細胞凋亡的效果更為顯著。 

七、利用高效液相層析儀分析發現，paeoniflorin 為托裏消毒飲 fraction(TA1)主要成份之一， 

但 TA1 中亦有另一含量極高的峰值，經質譜儀打碎後發現為複雜的混合物，成分未知。 

八、結合細胞週期實驗與細胞凋亡實驗，發現 TA1 能使細胞週期停滯，同時亦能造成細胞凋 

亡，但白芍對細胞週期無顯著影響，僅能導致細胞凋亡，推測 TA1 中未知的高含量混合

物為使細胞週期停滯之關鍵。 

九、利用西方點墨法檢測週期蛋白(cyclinE 與 cyclinA)以及下游蛋白(CDK2)的含量變化，發現 

TA1 及白芍能使 CDK2 之表現量降低，cyclin A 與 E 未見明顯變化，推測其影響細胞週

期的路徑與 CDK2 有關。 

十、利用呼吸道上皮細胞株(BEAS-2B)做為對比，發現托裏消毒飲的抑癌作用具有選擇性。 
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作品海報 

【評語】052014  

探討五種中藥複方是否能抑制癌細胞生長，對中藥複方進行萃

取，透過管柱層析 及單方的毒性測試，並嘗試尋找有效成分。並

分析其對細胞凋亡並用西方墨點分析對 Cyclin，CDK2及 Caspase

之蛋白含量變化以求得中藥能對癌症治療之應用。研究主軸明確，

作品層次完整、撰寫清晰。 

然而天然物或中藥材之抗癌研究已非常廣泛相關，此篇作品與

目前已知的比較，有何突出點應多加著墨。實驗結果尚未有結論，

宜針對每一實驗多重復幾次，以得到可信賴之數据。實驗設計多缺

乏負控制組；只使用MDA-MB-231乳癌細胞做研究，使用單一細

胞株難以得到客觀之結果；亦應分析這些萃取物對正常細胞之影響，

以釐清是療效還是毒性；藥物的機制研究應有多參考文獻尋求更多

背景知識支持與關聯性。  

F:\中小科展_57屆\排版\052014-評語 



在衛生署公布的國人十大死因統計中，惡性腫瘤已蟬聯冠軍三十五年！其中乳癌是女性罹患率極高的一種惡性腫瘤，目前的療法卻容易
對身體造成強烈傷害，令人聞之膽寒。不過，臨床上常見的中西藥搭配使用據統計能有效降低副作用甚至抑制癌細胞，而中藥複方的使
用依循古醫書所述卻鮮少經科學證實，因此我們想探討中藥複方對乳癌細胞的影響，並一步步分離出有效成分。

(一)探討中藥複方對乳癌細胞(MDA-MB-231)之毒殺能力。

(二)分離複方得許多片段(Fractions)，測其對乳癌細胞毒殺能力。

(三)測試複方中單味藥各自對乳癌細胞之毒殺能力。

(四)探討複方、單味藥、fraction對細胞週期的影響。

(五)探討複方、單味藥、fraction對細胞凋亡的影響。

(六) HPLC MSMS分析、比對、推測複方萃取物中的主要有效成分。

(七)探討藥物對馴化之正常細胞株(BEAS-2B)之毒性。

一、細胞實驗 二、藥物萃取實驗

無菌操作台(Hood)              藥品萃取之減壓濃縮 逆向液固管住層析

(二)其他藥品：
1.培養液(medium):                                3.Trypsin EDTA
(1)RPMI+5%PBS+1%PSG                            4.亞甲藍液
(2)DMEM+20%FBS+1%PSG                         5.PBS buffer
2.Sarcosin:1%N-Lauroylsarcosin in ddH2O

參、研究設備和器材

肆、研究過程與方法(各種protocol，詳見報告書)

摘要

伍、研究結果與討論

實驗一：中藥萃取
步驟：

1.選取五種複方，分別為托裏消毒飲、真武湯、六味地黃丸、半夏厚朴湯、通竅活血湯
2.依照藥品萃取標準流程製成淨膏 (詳見報告書)

實驗二：不同溶劑萃取效果之比較
(一)水萃複方之細胞毒殺能力測試
步驟：
1.選取托裏消毒飲、真武湯、六味地黃丸、
半夏厚朴湯、通竅活血湯，五種複方的二次
水萃取物

2.利用PBS稀釋至不同濃度
(2.5mg/ml~0.0195mg/ml)

3.依據標準毒殺流程進行毒性測試
4.分析實驗結果並計算IC50
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討論:
1.水萃樣品經減壓濃縮後，萃取物近乎為乾燥塊狀，性質極脆
2.酒萃樣品經減壓濃縮後，萃取物呈現膏狀，性質黏稠

壹、實驗動機

貳、研究目的

一、中藥萃取複方細胞毒殺實驗

文明的進步，較長的平均壽命衍生出的問題中，癌症可說是難以避免的病症，除了西醫的化學療法及放射療法之外，已有數千年的歷
史的中草藥方最近也逐漸成為搭配使用的輔助療法，為了探討這些藥方是否能抑制癌細胞生長，對於五種中藥複方進行萃取，透過管
柱層析及單方的毒性測試，配合高效液相層析儀質譜連用，逐一驗證並嘗試分離出有效成分，利用flow分析藥物作用的路徑和對細胞
造成的影響，希望能驗證中藥能確實對於癌症的治療方面有所幫助。
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(二)酒萃複方之細胞毒殺能力測試
步驟：

1 .五種複方酒萃物
2 .同水萃實驗之步驟2.~4.

討論:
1 .複方水萃物中，托裏消毒飲及真武湯之IC50較
低，毒殺效果較強

2 .複方酒萃物中，托裏消毒飲及真武湯之IC50較
低，毒殺效果較強

3.兩者酒萃物毒殺效果均好於水萃物

實驗三:不同極性之fraction細胞毒殺能力測試
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討論:(就單一複方討論)
1 .托裏消毒飲不論酒萃及水萃，用ddH2O做
沖提液時，即使在最高劑量1.25mg/mL亦沒
有明顯抑制效果

2 .托裏消毒飲酒精萃取物，在50%甲醇沖提下
有最佳效果，且IC50為0.476mg/ml

3 .發現最有效的fraction的IC50數值和複方差不
多，推測此片段為抑制生長的主要成分
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三、層析片段細胞毒殺實驗

(一)前兩有效複方，不同極性萃取片段毒性分析
步驟：

1.選取托裏消毒飲及真武湯，經逆向管柱層析
2.以不同極性之沖提液分離複方成分，得fraction
2.同水萃實驗之步驟2.~4.，求得IC50濃度

二、細胞毒殺實驗
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白朮

川芎

討論：
1 .皂角刺、金銀花、當歸、白芍等四種單
方有較好的毒殺效果

2 .為了更精確得知單位藥之IC50因此進行
更低濃度的測試

(二)前四有效單味藥之細胞毒殺能力
步驟：

1.秤取白芍、銀花、皂角刺、當歸之萃取物
2.用PBS稀釋濃度為(1,0.8,0.6,0.4,0.2mg/ml)
3.依照標準毒殺流程進行細胞毒殺測試
4.分析實驗結果並計算IC50
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討論：
1 .白芍及皂角刺的毒殺效果為單方中最佳
二者，甚至好過複方本身效果

2 .推測白芍為整個複方有毒殺效果的主成
分，其本身之IC50為0.218mg/ml

五、細胞週期測定

實驗五：
托裏消毒飲之複方、fraction，與白芍對細胞週期的影響

(一)托裏消毒飲複方對細胞週期的影響
步驟：

1 .秤取托裏消毒飲複方酒萃物(以下簡稱Toli A)
2 .利用PBS稀釋至0.4、0.8、1.6mg/ml
3 .依照細胞檢測標準流程處理成樣品
4 .分析細胞週期比例變化

Control
G1: 57.42 % G2: 12.10 % 
S: 30.49 %   G2/G1: 1.96

TA1 0.175mg/ml
G1: 29.08 % G2: 23.94 %   
S: 46.98 %   G2/G1: 1.95

TA1 0.35mg/ml
G1: 27.12 % G2: 16.52 %   
S: 56.35 % G2/G1: 1.94

TA1 0.7mg/ml
G1: 38.15 % G2: 16.04 %    
S: 45.80 %   G2/G1: 1.91

Control
G1: 57.42 %  G2: 12.10 % 
S: 30.49 %    G2/G1: 1.96

Toli A  0.4mg/mL
G1: 40.11 %  G2: 16.70 % 
S: 43.19 %    G2/G1: 1.96

Toli A  0.8mg/mL
G1: 29.22 % G2: 15.12 % 
S: 55.66 %   G2/G1: 1.96

Toli A  1.6mg/mL
G1: 36.94 %  G2: 15.66 % 
S: 47.40 %    G2/G1: 1.94
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當歸

白芍

桔梗

討論:
1 .介於0.5 ~ 2倍IC50的濃度，對細胞具一定影
響力，但不至完全毒死細胞，是最好的分析區間

2 .隨著藥物濃度增加，G1 phase的比例顯著下降
3.隨著藥物濃度增加，S phase的比例顯著增加
4.隨著藥物濃度增加，G2/M的比例沒有顯著的變化
5.Toli A 有使細胞停滯在S phase的效果
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(二)fraction對細胞週期的影響
步驟：

1.秤取托裏消毒飲酒精萃取物的50%甲
醇沖提液浸膏(以下稱之TA1)

2.以PBS稀釋至0.175、0.35、0.7mg/ml
3 .依照細胞檢測標準流程處理成樣品
4 .分析細胞週期比例變化

討論：
1.隨著藥物濃度增加，G1 phase的比例顯著下降
2.隨著藥物濃度增加，S phase的比例顯著增加
3.隨著藥物濃度增加，G2/M phase的比例則沒有顯著
變化

4.fraction和複方對細胞週期的影響相似，皆使S phase
的比例增加，有使細胞停留在S phase的效果。

(三)單方對細胞週期的影響
步驟：

1.秤取最有效單方—白芍的酒萃浸膏
2.以PBS稀釋至0.1、0.2、0.4mg/ml
3 .依照細胞檢測標準流程處理成樣品
4 .分析細胞週期比例變化

討論：
1.隨著藥物濃度增加，僅0.1mg/ml時，G1 phase
的比例顯著下降

2.其餘統計上沒有顯著差異
3.但隨濃度提升，細胞死亡率已極高
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四、單味藥之細胞毒殺能力測試
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黃耆

甘草

茯苓

實驗四：不同單位藥毒性分析

(一)高濃度初篩水萃單位藥品之細胞毒性
步驟：

1 .秤取當歸、白芍、桔梗、黃耆、甘草、茯苓、
白朮、川芎、銀花、人參、皂角刺之酒萃物
2 .利用PBS稀釋至不同濃度(2.5,2,1.5,1,0.5mg/ml)
3 .依照標準毒殺流程進行細胞毒殺測試
4 .分析實驗結果並計算IC50



八、HPLC  MSMS分析

實驗七：利用層析質譜連用儀器測定分子量 2F1 MS scan positive 2F1 MS scan negative

討論：
針對含量最高的兩個峰值討論發現

1 .大約在層析進行4~5分鐘時被感應器偵測得一峰值，對照標準品層
析圖，呼應成分paeoniflorin

2 .大約在層析進行2~3分鐘時有一極大峰值，但以質譜儀分析後發現它是
一群混合物，需進一步分析其成分

陸、結論

九、藥物對正常細胞株之毒性測試

討論:
1 .TA1為0.625,0.31,0.16(mg/ml)時，BEAS-2B存活率顯著高於MDA-MB-231
2.TA1對BEAS-2B的IC50為1.47mg/ml，對MDA-MB-231的IC50為0.52mg/ml
3 .乳癌細胞對TA1較敏感，TA1對於兩株細胞株具有選擇性

一、發現酒萃物含較多黃酮類化合物，浸膏的狀態較為黏稠，水萃物則較脆。
二、確定中藥複方有抑制細胞生長的傾向，其中又以托裏消毒飲及真武湯的效果較佳，IC50的濃度大約在0.4mg/ml附近。同時比較

不同溶劑萃取出的藥物，發現酒精萃取者有較好的效果，推測能抑制之成份較容易利用非極性溶劑萃取出。
三、經過管住層析，托裏消毒飲酒萃物以50%甲醇為沖提液之片段(fraction)(以下簡稱TA1)有最佳抑癌效果，IC50約為 0.47mg/ml，

並發現其他效果較好之萃取物亦偏中上極性，有助於猜測主要作用的成份。
四、分開測試托裏消毒飲 12 種單味藥的毒性，發現白芍有最佳的毒殺效果，IC50約為0.218mg/ml。
五、利用flow檢測細胞週期發現複方(Toli A)及fraction(TA 1)有相似的效果，提高藥物濃度皆可使S Phase的比例顯著增加，但白芍並

沒有明顯抑制細胞週期的效果。
六、利用 flow 檢測細胞凋亡，發現 TA1 與白芍皆能使白芍出現早期凋亡現象，且白芍的造成細胞凋亡的效果更為顯著。
七、利用高效液相層析儀分析發現，paeoniflorin為托裏消毒飲(TA1)主要成份之一，但TA1中亦有另一含量極高的峰值，經質譜儀打

碎後發現為複雜的混合物，成分未知。
八、利用西方點墨法檢測週期蛋白(cyclinE與 cyclinA)以及下游蛋白(CDK2)的含量變化，發現TA1 及白芍能使 CDK2 之表現量降低，cyclin A

與 E 未見明顯變化，推測其影響細胞週期的路徑與 CDK2 有關
九、結合細胞週期實驗與細胞凋亡實驗，發現 TA1 能使細胞週期停滯，同時亦能造成細胞凋亡，但白芍對細胞週期無顯著影響，僅能

導致細胞凋亡，推測 TA1 中未知的高含量混合物為使細胞週期停滯之關鍵。
十、利用正常細胞株(BEAS-2B)做為對比，發現TA1抑制癌效胞生長的效果具有選擇性，而乳癌細胞(MDA-MB-231)對其較敏感。

標準
品層
析圖

托裏消
毒飲酒
萃
fraction
1:1

2F1 

六、細胞凋亡測定

實驗六：TA1、白芍與細胞凋亡的關係探討
(一)fraction對細胞凋亡的影響
步驟：

1.秤取TA1浸膏
2.以RPMI稀釋至0.2、0.4、0.8mg/ml
3.treat MDAMB231  for 24 hrs
4.染色並以流式細胞儀讀取訊號

File: to li  A1 0.2.005 Sample ID: toli A1 0.2

Acquisition Date: 24-Mar-17 Gated Events: 8788

Total Events: 15555 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter: FL3-H (Log) Quad Location: 313, 93

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 20 0.23 0.13 121.16 705.12

UR 1913 21.77 12.30 4750.31 3886.96

LL 5666 64.47 36.43 49.79 7.74

LR 1189 13.53 7.64 2538.18 5.61

100 101 102 103 104

FL1-H

toli A1 0.2.005

TA1  0.2mg/ml File: to li  A1 0.4.006 Sample ID: toli A1 0.4

Acquisition Date: 24-Mar-17 Gated Events: 9234

Total Events: 10410 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter: FL3-H (Log) Quad Location: 313, 93

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 40 0.43 0.38 202.23 897.73

UR 7087 76.75 68.08 2981.02 3635.29

LL 1126 12.19 10.82 146.07 8.80

LR 981 10.62 9.42 1318.59 4.22

100 101 102 103 104

FL1-H

toli A1 0.4.006

TA1  0.4mg/ml File: to li  A1 0.8.007 Sample ID: toli A1 0.8

Acquisition Date: 24-Mar-17 Gated Events: 7180

Total Events: 7515 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter: FL3-H (Log) Quad Location: 313, 93

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 14 0.19 0.19 185.59 981.35

UR 7016 97.72 93.36 2764.90 3842.16

LL 76 1.06 1.01 118.13 14.00

LR 74 1.03 0.98 2096.53 13.02

100 101 102 103 104

FL1-H

toli A1 0.8.007

TA1  0.8mg/ml

討論 :
1 .隨TA1濃度增加，右下格(LowRight)訊號比例先增加後減少，代表初期細
胞凋亡的比率先增厚減

2 .隨TA1濃度增加，右上格(UpRight)訊號比例增加，代表necrosis加上apoptosis
的細胞比例增加，但無法分辨兩者各自的比例

(二)白芍對細胞凋亡的影響
步驟：

1.秤取白芍浸膏
2.以RPMI稀釋至0.2,0.4,0.8mg/ml
3.同實驗六之一

討論 :
1 .隨白芍濃度增加，右下格(LowRight)訊號比例先增
加後減少，代表初期細胞凋亡的比率先增厚減

2 .在一倍及兩倍IC50濃度時，白芍造成的細胞凋亡
比例(LR)高於TA1

實驗八：
(一)TA1對馴化之正常細胞株的影響
步驟：

1 .選取TA1浸膏，以PBS從2.5mg/ml進行兩倍序列稀釋，得到七個濃度
3.依照標準毒殺流程，處理乳癌細胞MDA-MB-231與呼吸道上皮細胞BEAS-2B
4.分析實驗結果並計算IC50
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File: MB231 toli 0.1.004 Sample ID: MB231 toli 0.1

Acquisition Date: 12-Apr-17 Gated Events: 5531

Total Events: 8235 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter: FL3-H (Log) Quad Location: 84, 68

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 193 3.49 2.34 43.26 1947.07

UR 360 6.51 4.37 453.13 2483.63

LL 4824 87.22 58.58 15.42 4.51

LR 154 2.78 1.87 248.56 7.40

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 toli 0.1.004

TA1  0.1mg/ml
3.07 8.72 11.685 7.34 1.045
3.03
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控制組File: MB231 ctrl.001 Sample ID: MB231 ctrl

Acquisition Date: 21-Apr-17 Gated Events: 5356

Total Events: 6374 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter: FL3-H (Log) Quad Location: 137, 71

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 11 0.21 0.17 46.82 218.26

UR 239 4.46 3.75 4016.50 3045.20

LL 4847 90.50 76.04 30.47 8.19

LR 259 4.84 4.06 2210.74 3.36

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 ctrl.001

控制組File: MB231 ctrl.001 Sample ID: MB231 ctrl

Acquisition Date: 21-Apr-17 Gated Events: 5356

Total Events: 6374 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter: FL3-H (Log) Quad Location: 137, 71

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 11 0.21 0.17 46.82 218.26

UR 239 4.46 3.75 4016.50 3045.20

LL 4847 90.50 76.04 30.47 8.19

LR 259 4.84 4.06 2210.74 3.36

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 ctrl.001

白芍 0.05mg/mlFile: MB231 saw 0.05.004 Sample ID: MB231 saw 0.05

Acquisition Date: 21-Apr-17 Gated Events: 5528

Total Events: 7128 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter: FL3-H (Log) Quad Location: 137, 71

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 25 0.45 0.35 64.99 481.30

UR 919 16.62 12.89 5439.50 5596.51

LL 4313 78.02 60.51 36.64 21.21

LR 271 4.90 3.80 1800.26 22.24

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 saw 0.05.004

File: MB231 saw 0.1.003 Sample ID: MB231 saw 0.1

Acquisition Date: 21-Apr-17 Gated Events: 5642

Total Events: 7397 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter: FL3-H (Log) Quad Location: 137, 71

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 82 1.45 1.11 80.49 167.32

UR 1102 19.53 14.90 4881.28 5123.11

LL 4063 72.01 54.93 52.30 25.76

LR 395 7.00 5.34 1350.90 29.24

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 saw 0.1.003

白芍 0.1mg/ml 白芍 0.2mg/mlFile: MB231 saw 0.2.002 Sample ID: MB231 saw 0.2

Acquisition Date: 21-Apr-17 Gated Events: 6011

Total Events: 7000 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter: FL3-H (Log) Quad Location: 137, 71

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 31 0.52 0.44 79.18 140.14

UR 3647 60.67 52.10 3846.72 3739.92

LL 1338 22.26 19.11 76.74 24.17

LR 995 16.55 14.21 504.19 26.67

100 101 102 103 104

FL1-H

MB231 saw 0.2.002

白芍 0.4mg/mlFile: saw 0.4.004 Sample ID: saw 0.4

Acquisition Date: 24-Mar-17 Gated Events: 10898

Total Events: 11946 X Parameter: FL1-H (Log)

Y Parameter: FL3-H (Log) Quad Location: 313, 93

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL 16 0.15 0.13 181.47 970.13

UR 8667 79.53 72.55 2423.55 2976.47

LL 1604 14.72 13.43 126.71 6.81

LR 611 5.61 5.11 1019.25 5.41

100 101 102 103 104

FL1-H

saw 0.4.004

七、western blot 分析蛋白質

實驗八: TA1 與白芍 A 對週期相關蛋白(cyclinA,cyclinE,CDK2)之影響
步驟：

1 .選取 TA1與白芍 A 萃取物，以 PBS 稀釋至 2 倍,1 倍,0.5 倍 IC50
2.進行標準毒殺流程並收取蛋白質，跑 western blot

討論 :
1 .隨TA1及白芍濃度增加，CDK2蛋白量減少，在2倍IC50時最明顯
2 .cyclin A 與E 未見明顯變化
3.推測托裏消毒飲使細胞週期停滯的路徑與CDK2有關

cyclinA
(53kDa)

cyclinE
(54kDa)

internal control白(0.1) (0.2) (0.4) TA1 (0.1)(0.2)(0.4)(0.8) C

白(0.1) (0.2) (0.4) TA1 (0.1)(0.2)(0.4)(0.8) C

CDK2
(34kDa)

GADPH
(36kDa)

白(0.1) (0.2) (0.4) TA1 (0.1)(0.2)(0.4)(0.8) C
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