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一、中文摘要

具入侵性癌細胞的轉移與一群蛋白裂
解酵素(matrix metalloproteinase；MMPs)有
關，故以高度表現 MMP-2 及 MMP-9 的 A431
為模式，探討牡丹皮(Paeonia suffruticosa 
Andrews; Ranunculaceae) 對其活性之影
響。其水萃取物以溶媒劃分及管柱層析於
各種溶媒系統下沖提；經細胞毒性試驗、
DNA 段片、蛋白裂解酵素的測定。細胞毒
性試驗顯示 Fr 5 於 24 小時之 IC50 為
22.46ìg/ml，DNA 段片及蛋白裂解酵素試
驗均顯示其為活性部分。

關鍵詞：牡丹皮、腫瘤轉移、
蛋白裂解酵素

Abstract

The invasive cancer cell metastasis is 
related to matrix metalloproteinases (MMPs), 
the model was based on A431 cancer cell line, 
high expression on MMP-2 and MMP-9. 
Fractionation of an aqueous extract of 
Paeonia suffruticosa was achieved by solvent 
partition and column chromatography under 
various solvent system. All fractions were  
tested through cell viability, DNA 
fragmentation and MMPs inhibition. Fraction 
5 showed potent inhibitory effect on cell 
viability ( IC50 = 22.46ìg/ml for 24hrs), also 
its bioactivities were found by DNA 
fragmentation and MMPs inhibitory test. 
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二、緣由與目的

數十年來, 惡性腫瘤位居台灣地區死
亡原因之首位,對國民健康上構成很大之
威脅,在全民健保上也是形成相當大的負
擔。目前整個治療過程以外科手術、放射
線治療、化學療法及激素控制等方式治
療，但終究有 80%的病人出現癌細胞轉移之
現象。癌細胞的轉移為其由原發處經由血
液或淋巴系統任意擴散至其他器官，亦即
具有入侵性，而這種入侵性與一群蛋白裂
解酵素(matrix metalloproteinase)有關，癌細
胞通常會分泌一群不同的蛋白裂解酵素，
以便能穿透不同的組織及血管障壁等
(1~8)。其中以 collagenases IV、MMP-2 及
MMP-9等高濃度出現於乳癌等多種之癌細
胞 (9) ， 因 此 選 擇 EGF 過 度 表 現 之
A431(epidermoid carcinoma, human)為模
型，藉由觀察細胞培養液中 MMP-2 及
MMP-9 之含量，作為測定中藥對於癌細胞
的入侵或轉移是否具有抑制作用之依據。
經文獻考察，中藥牡丹皮廣用於活血化瘀
方面，對於抑制血小板之凝集有很好的效
果(10~11)，及明顯抑制血管增生之作用
(12)，因此採用牡丹皮觀測其對蛋白裂解酵
素之抑制作用，並探討其對抑制癌細胞轉
移之機轉。

三、結果與討論
  

由中藥牡丹皮之水萃取液、經由
與乙酸乙酯劃分後，以逆相層析管柱
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(sephadex LH-20)在乙醇及水之沖提下，分
得 1~6 個部分。首先以 A431 之培養液測試
1~6 個部分之細胞毒性，結果顯示 Fr.5 分
別以 10、50、100、150ìM 之濃度，於 12、
24、36、48 小時表現出相當強之細胞毒性
結果如表 1 所示；而 Fr.3 之細胞毒性則較
微弱些。

表 1  Fr.5 之細胞存活率百分比測試
(ìg/ml)
hr

10 50 100 150 IC50
(ìg/ml)

12 75.69 46.37 44.64 48.23 73.87
24 98.58 35.47 7.31 6.55 22.36
36 91.64 43.39 8.10 8.68 21.40
48 80.28 21.11 7.29 6.96 18.13

表皮生長因子(EGF)透過 EGFR (EGF 
receptor) 傳遞至細胞內，促使細胞生長分
化及分泌 MMPs 的作用。但癌細胞則透過
蛋白質酪胺酸激酵素過度之表現、生長因
子、治癌物之刺激，造成癌細胞之形成甚
而加速其生長。同時加入 EGF 會促進
MMPs 分泌之增加，使得癌細胞更容易轉
移(13-16)。因此針對 MMP-2、MMp-9 分泌
之抑制作用測試牡丹皮 fr.5 之活性，結果
如圖 1 所示，於 100、200ìg/ml 均顯示明
顯之抑制作用。

圖 1  Fr.5 對 MMPs 之抑制作用

細胞死亡途徑主要以細胞壞死或細胞
凋亡兩種，也是探討活性成分對癌細胞作
用機轉之方式。當細胞壞死，細胞膜破裂
而釋放出趨化性細胞物質，引起發炎反應
以便清除碎片。這些壞死細胞的 DNA 被
任意切割，於是在 DNA 的凝膠電泳片上呈
現模糊的光帶(17-21)。因此測試牡丹皮 fr.5
是否以細胞壞死之方式達到抑制癌細胞之
生長，其結果如圖 2 所示，fr.5 於 100、200、

300ìg/ml 均顯示明顯之 DNA 段片。

圖 2  Fr.5 於細胞培養 24 小時後，對 A431 細胞株
之 DNA 裂解片段圖。 Lane 1:10ìg/ml; Lane 
2:20ìg/ml; Lane 3: 50ìg/ml; Lane 4: 100ìg/ml; Lane 
5: 200ìg/ml; Lane 6: 300ìg/ml。

牡丹皮於傳統中藥上用於活血化瘀，
文獻上指出對於抑制血小板凝集之效果甚
佳，且具明顯之抑制血管增生之作用。從
本研究之數據顯示，fr.5 於 100、200ìg/ml 

均表現明顯之 MMP-2、MMp-9 分泌之抑制
作用；而 NDA 之片斷試驗可知其促進細胞
壞死亦是其作用機轉之一。從 fr.5 繼續分
離純化之化合物，其結構式及活性仍在測
定中。

四、計畫成果自評  

1. 研究內容與原計畫之目的，完全相符。
2. 由於具活性之 fr.5 仍繼續分離純化之

中，其結構式及活性尚須測定，故達成
預期目標大約 75~80%。

3. 研究成果的學術及應用價值適合在學
術期刊中發表。

4. 從中藥活性成分之作用機轉，與傳統中
藥之藥理作一印證。
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