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學與生物化學方面的知識，也在過程中培養挫折忍受力與邏輯思考、解決問題的

能力。這趟科展之旅，不僅大大開拓我的視野，也激起我對研究更深的熱忱，能

夠進入國際科展，更要感謝教授、學長姐、父母與同學一直以來的支持與鼓勵，
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草藥對癌症轉移之影響 

摘要 

癌症轉移是大部分癌症治療失敗的主因。癌症轉移涉及癌細胞不正常活化周

圍蛋白水解酶並將胞外基底膜基質(ECM)降解，讓細胞得以轉移至其他器官。本研

究聚焦於研發可以阻止癌細胞侵襲其他組織或轉移的藥物，並期望能以藥物控制

蛋白水解酶的活性，進而達到降低癌症轉移的機會。我們發現兩種草藥萃取物

(MSL-G 和 MSL-H)可有效地抑制肝、肺和攝護腺癌細胞的移動侵襲力。實驗結果

顯示，此二草藥萃取物可有效抑制基質金屬蛋白酶(matrix metalloproteinase 2 and 9 

(MMP2/9))的活性，並促進金屬蛋白酶抑制蛋白(TIMP1)的表現。因此這兩種草藥

萃取物可能促使 TIMP1 的表現進而抑制 MMP2/9 的活性，或同時具抑制 MMP2/9

的蛋白酶活化機制，並指出此兩種萃取物具有開發為抗癌藥物之潛力，計畫將利

用動物實驗進一步驗證此藥物對癌症轉移的效用。 

 

附註:由於此兩種草藥涉及專利權的申請，僅用代號 MSL-G, MSL-H 表示 
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Abstract 

Cancer cell metastasis is the main cause the failure of cancer therapy. Cell 

migration and invasion involves abnormal activation of cancer cell protease, which 

leads to ECM degradation and enables cancer cell metastases to other organs. In this 

study, we try to identify novel drugs that can inhibit cancer cells migration and invasion. 

We hypothesized that if a drug could suppress the protease activation responsible for the 

cell migration and invasion, this drug might hold great potential to inhibition cancer 

metastasis, thereby improving the clinical outcome of the patients. We have identified 

two herb extracts, MSL-G and MSL-H, which could effectively inhibit cell migration in 

liver, lung and prostate cancer. The results showed that MSL-G and MSL-H could 

repress activity of MMP2/9 and promote TIMP1 function. The data suggest that MSL-G 

and MSL-H may induce TIMP1 activity result in suppress MMP2/9 function, another 

possibility is they may directly target to MMP2/9. In summary, we have developed two 

herb extracts as potential drug candidates that target the cell migration and invasion. 

Next, we will establish animal model to verify the herb’s effects on cancer migration in 

vivo. 

 

Note: For the patent application we use MSL-G and MSL-H as symbols of these two 

herbs.
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一、 前言 

1. 研究動機 

癌症死亡率位居全球第三(1)，在臺灣則高居第二位。人類肝細胞癌是世界上

最常見的腫瘤之一，雖然外科手術，如肝切除和肝移植仍是肝癌的第一線治療，

但整體而言，超過 80%的患者不適合進行手術。或當患者接受根治性手術切除後，

其高腫瘤復發率和轉移率仍然是造成病人預後差及高死亡率的主因(2)。 

其他治療法，如血管栓塞法雖可減輕病人的痛苦，但做完會有發燒、腹痛的

現象，且須做多次才可完全殺死癌細胞；電燒療法復原快，治療時卻易局部疼痛，

且並非適合所有病人使用；至於藥物療法，目前唯一證實有效的標靶藥物是蕾沙

瓦，但副作用大、藥價昂貴，平均僅能延長壽命兩個多月(3)。 

草藥歷史悠久，作用溫和，並具有廣泛的調理範圍。其中不乏具有保肝(4)、

抗肝癌作用的藥材(5-8)，適合用來開發抗肝癌的藥物。草藥療法在東方醫學中被

廣泛的使用，而在西方醫學中，由於過往缺乏實證科學之系統化資料與客觀證據

可以驗證中草藥對於癌症治療的效用，大多是被視為營養補充劑，對於中草藥運

用在臨床醫學上造成限制。在癌症患者中，草藥療法屬非常規藥品治療，其使用

率約為 5～60％(9, 10)。實驗中我們選用兩種草藥(MSL-G 及 MSL-H)，MSL-G 為

茜草科藤本植物，分布於台灣中低海拔森林，MSL-H 為莎草科植物，是台灣全島

原野、路旁極常見的雜草。本研究企圖透過嚴謹的實驗設計，找尋中草藥萃取物

中具有效抑制癌症細胞移轉之成分，並進一步探討其分子作用機制。 

癌症最主要的致死原因是癌細胞轉移。癌轉移涉及細胞外基底膜基質(ECM)

被各式蛋白水解酶所降解。因此我們希望從草藥萃取物中找出可有效抑制蛋白水

解酶活性的成分，以期望對肝癌轉移的治療有所貢獻。 
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2. 研究目的 

轉移是癌症惡化的指標，而且通常是造成病人死亡的主因(11)。當細胞表面蛋

白水解作用失調，常使癌細胞獲得轉移能力(12-15)。目前針對復發轉移，尚未有

良好的治療方式，故急需找出抑制肝癌惡化或轉移的藥物。根據文獻資料，草藥

具有抗癌潛力的成分，同時亦具低副作用的特性，在傳統醫學上已被廣泛應用。

因此我們將利用細胞培養和動物實驗研究方式，分析草藥萃取物中具潛力的抗癌

藥物，找出能有效抑制蛋白水解酶活性的成分，進而降低肝癌細胞侵襲和轉移的

能力。 

目前文獻指出基質金屬蛋白酶(matrix metalloproteinase, mmp)與惡性腫瘤的侵

襲和轉移有極密切的關聯。高表達的 MMP2 與 MMP9 高度關聯著腫瘤的惡化程度

與患者的不良生存率。其中在人類肝細胞癌的研究比較分析發現 MMP9 的表達對

肝癌細胞的侵襲力和進展，扮演關鍵性的角色(16-21)。肝癌患者在手術切除後，

腫瘤復發和在生存預估上，MMP9 表達量亦較 MMP2，有高度相關(22-24)。然而，

有些研究亦表明，MMP2 的活化也與肝癌進展有關(25-28)。因為草藥具有抗癌潛

力的成份，同時亦具低副作用的特性，本計劃將利用細胞培養和動物實驗研究方

式，分析找出具潛力的抗肝癌藥物，以期能篩選出有效抑制蛋白水解酶活性，特

別針對基質金屬蛋白酶 MMP2 和 MMP9 的活性，以及基質金屬蛋白酶抑制蛋白

TIMP1 與 TIMP2 的表達，並計畫探討 TIMP1/2 對蛋白酶活性之影響。 
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二、 研究方法或過程 

1. 研究設備及器材 

(1) Polymerase chain reaction (PCR) machine-ASTEC PC320 

(2) 垂直型蛋白質電泳槽 mini western electrophoresis blotting system with 

transfer tank(Hoefer, USA) 

(3) DNA 電泳槽 mini gel DNA electrophoresis(Hoefer, USA) 

2. 研究過程或方法 

本計畫之細胞為 Huh7 肝癌細胞。 

(1) 以水萃的方式萃取草藥：代號 MSL-G 和 MSL-H 之草藥萃取物。 

(2) 我們首先分析草藥萃取物對 Huh7 細胞之毒性。 

為了達到此一目標我們將利用 MTT 分析法及直接計數細胞數目，分

析每一種草藥萃取物抑制細胞增生 50%之濃度(IC50)。 

(3) 直接計數細胞數目: 

Target Gene Primer 序列(5’       3’) 

S26 

(A house-keeping gene) 

Forward CCG TGC CTC CAA GAT GAC AAA G 

Reverse ACT CAG CTC CTT ACA TGG GCT T 

mmp2 Forward AAG TCT GGA GCG ATG TGA CCC CA 

Reverse CTT CAC ACG GAC CAC TTG GCC TTC T 

mmp9 

(179bp) 

Forward TTG ACA GCG ACA AGA AGT GG 

Reverse GCC ATT CAC GTC GTC CTT AT 

TIMP1 Forward ACC ACC TTA TAC CAG CGT TAT GA 

Reverse GGT GTA GAC GAA CCG GAT GTC 

TIMP2 Forward GCT GCG AGT GCA AGA TCA C 

Reverse TGG TGC CCG TTG ATG TTC TTC 
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將 5×10
4個肝癌細胞培養於 12-well的孔盤內，約 24小時隔夜培養後，

加入不同濃度草藥萃取物處理。培養 24、48 及 72 小時後，以 trypsin-EDTA

溶液作用，取出細胞並加入 trypan blue 染劑，利用細胞計數器，算出活的

細胞數目。 

(4)  MTT 分析法: (此方法可用以分析活的細胞數目) 

當細胞培養 24、48 及 72 小時後，另外每一孔盤內加入 8μl 之 MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)。反應 2 小時

之後，將培養液吸出，再加入 100μl DMSO 混均勻，溶出成結晶狀的深紫

色產物 formazan，以 OD 570 測其吸光值，並以空的 well(含 MTT)數值為

零校正並以不含藥物溶劑為控制組 

(5) 利用 RT-PCR(Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction，逆轉錄 PCR，

或稱反轉錄 PCR)，以偵測基質金屬蛋白酶之 RNA 表現量 

以 TRIzolTM (Invitrogen)試劑萃取細胞或組織之 total RNA，並以

RNase-free DNase I 處理以去除 DNA，再以 SuperScriptTM II Reverse 

Transcriptase kit 將 RNA 反轉錄成 cDNA。取 1μl cDNA 至 PCR 反應溶

液中，利用 Taq polymerase 進行 30 cycles PCR 反應，其產物再以 2 % 

agarose 膠電泳分離，以 ethidium bromide 染色並顯像。 
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(6) 明膠酶譜分析 Gelatin-zymography (gelatinase 活性測試) 

將Huh7細胞培養於直徑 6 cm的培養皿中，使用 serum-free的培養液，

一天後即可收培養液。以 1000rpm 離心 5min，將細胞碎片去除，將上清液

吸起後，再以 3000rpm 離心 10min。將上清液吸起，使用 centrifugal filter

濃縮至少 50X。 

定量(mmp protein)時要配製 sample(加入不含還原劑的電泳緩衝液，且

不能煮沸)。製備 0.1 % gelatin-8 % SDS-PAGE 電泳膠片，置於電泳槽中，

並加入電泳緩衝液，取蛋白樣品(蛋白總量 10μg)，加入 loading buffer 後，

將樣品注入到電泳片中，以 120V 進行電泳分離。大約 3 小時之後，將膠

拆下，加入 50 ml 的 washing buffer (0.05 M Tris-HCl pH 8.8, 2.5% Triton 

X-100)，在室溫下洗 30 分鐘，共兩次。倒掉 washing buffer 後，加入 50 ml 

的 reaction buffer (0.05 M Tris-HCl pH 8.8, 5 mM CaCl2, 0.02% NaN3), 於

37°C 恆溫箱中反應 16 小時，將反應完後的 gel，以 staining buffer 染色 

30 min 後，再以退色液退染並照相。 

 

選出target 
cell 

• Huh7細胞。 

•分別作control (不加藥)、加入MSL-G或MSL-H的處理。 

選出target 
gene作為

primer 

• 26S (a house-keeping gene)。 

• MMP2與MMP9 (基質金屬蛋白酶)。 

• TIMP1與TIMP2 (基質金屬蛋白酶抑制蛋白)。 

PCR配方 

•先將primer(target gene)、taq premix、D.D.water混勻。 

•再加入相同體積至各反應管內。 

•加入template，並做不加template的對照組。 

•混勻後，進行PCR反應。 
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(7) 細胞侵襲實驗(invasion assay) 

利用 Boyden chamber 測試細胞爬行能力作為判定腫瘤細胞侵襲能力

的指標。於上層 chamber 鋪上 100μl 的 3% matrigel (Invitrogen)，用來模

擬人類細胞外基質的環境下層 well 置入 750μl 的含 10%FBS 之培養液。

上下層先加入萃取草藥三十分鐘之後，再將細胞置入上層(培養液不含血

清)，移入培養箱 16 小時，用 3.7% formaldehyde 將貼附於下層濾膜細胞固

定，再利用 0.2%結晶紫染色，次以棉花將上層細胞抹除，於顯微鏡下照相

並觀察計算細胞，分析細胞轉移能力。 

  



7 

三、 研究結果與討論 

1. 研究結果 

 

《圖一》-1 

 

《圖一》-2 
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《圖一》-3 

 

《圖一》-4 

《圖一》IC50 測量草藥致使細胞死亡率到達一半之濃度 
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在草藥對細胞毒性方面，IC50較高的 MSL-H 為較佳的草藥。假如是要以殺死

細胞為目的，那 IC50低一點比較符合效益，但本實驗是要找抑制轉移的草藥，所

以要找不傷害正常細胞，即 IC50要高，卻又能以低濃度有效抑制癌細胞轉移。如

此，對病人毒性低，但又可抑制癌轉移，以利後續治療。 

 
《圖二》 

分析十一種草藥對高侵襲力 Huh7 細胞的影響 

 

我們分析這些藥物對高侵襲力肝癌細胞 Huh7 的效用。利用細胞外間質塗抹

的容器分析，將 Huh7 細胞培養於容器上層，並加入其 IC50 一半劑量的草藥，讓

其爬行 16 小時。結果顯示薑黃、MSL-G、MSL-H 萃取物對高轉移性的肝癌細胞

襲力，有明顯的抑制作用。 
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《圖三》 

分析在不同濃度下，MSL-G MSL-H 草藥萃取物對 Huh7 細胞株轉移之影響 

 

結果顯示，MSL-G 之最低有效濃度可達 0.4mg/ml ，MSL-H 之最低有效濃度

可達 2mg/ml。 

兩種草藥在適當濃度下可有效抑制癌細胞的轉移。 
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《圖四》 

利用 gelatin-zymography 測試細胞 gelatinase(MMP2)之活性 

 

《圖五》 

利用 gelatin-zymography 測試細胞 gelatinase(MMP2)之活性之量化圖表 
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    本方法將鑑定 MSL-G, MSL-H 草藥萃取物對 Huh7 細胞株之 MMP2 蛋白

質活性之影響。結果顯示，此二種草藥萃取物可有效抑制 MMP2 蛋白質之活性。 

 

《圖六》   

用 RT-PCR實驗分析兩種草藥(MSL-G, MSL-H)對金屬間質蛋白酶(MMP2/9)及其抑

制蛋白(TIMP1/2)之基因表現量之影響 
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《圖七》 

用 RT-PCR實驗分析兩種草藥(MSL-G, MSL-H)對金屬間質蛋白酶(MMP2/9)及其抑

制蛋白(TIMP1/2)之基因表現量之影響之量化圖表 

 

結果顯示，草藥萃取物對於金屬蛋白酶 MMP2 之基因表現量沒有抑制能力，

但對於其抑制蛋白 TIMP1 之基因表現量有明顯之增強的能力。26S 基因表現量為

對照組。 
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《圖八》 

以 real-time PCR 偵測 Huh7 細胞分別在 serum(S)與 serum-free(SF)狀態下，加入

MSL-G 後，E-cad, TIMP1, TIMP2 表現量之變化 

 

 由《圖八》可知，TIMP1 基因在草藥處理後表現量上升，特別在 serum-free

環境下有大幅提升的現象，推測是因為細胞在養分不足狀態下對草藥的吸收更

佳。  

 而由 TIMP1 表現量上升，可以推測草藥可能是透過增加抑制劑的表現量進而

抑制蛋白水解酶的活性。  

2. 討論 

   由 gelatin-zymography 結果得知，兩種草藥萃取物可以有效抑制 MMP2

之活性；但由RT-PCR結果得知，MSL-G可促進MMP2和TIMP1基因表現量(RNA)。

因此 MSL-G 可能誘發 TIMP1 的表達程度高於 MMP2，進而抑制 MMP2 的活性。

另一可能的原因是兩種草藥萃取物可直接或間接抑制 MMP2 的活化機制性或活性，

其分子機制需進一步加以探討。 
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四、 結論與應用 

1. MSL-G 之最低有效濃度為 0.4mg/ml ，MSL-H 之最低有效濃度為 2mg/ml。此

兩種草藥在適當濃度下可有效抑制癌細胞的轉移。 

2. MSL-G,MSL-H 並無抑制細胞株金屬蛋白酶 MMP2 之基因表現量，但可有效

促進其抑制蛋白 TIMP1之表現量。特別是在癌細胞養分不足之情況下，MSL-G

對 TIMP1 有明顯之抑制效果。  

3. MSL-G,MSL-H 可明顯抑制金屬蛋白酶活性，進而抑制癌細胞的轉移。  

經由上述結果推論，草藥萃取物 MSL-G 和 MSL-H 可透過增加抑制金屬間質

蛋白酶蛋白之表現，進而抑制金屬間質蛋白酶之活性。此兩種草藥萃取物具有發

展為抗癌藥物之潛力，未來將使用動物模式，研究其對於腫瘤生成及轉移之影響，

並進一步地分離其有效成分。 
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評語 

1. 本研究發現兩種草藥萃取物(MSL-G 與 MSL-H)，可抑制肝、肺及攝護腺

癌細胞的侵襲力，並證實可促進金屬蛋白酶控制蛋白(TIMP)之表現而抑

制 MMP2/9 之活性。 

2. 本實驗如能進一步以動物實驗證明則更佳。 
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