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摘  要 

 

研究目的： 

中醫利用方劑及單味藥治療肝病已有長久的經驗，例如小柴胡湯、龍膽瀉肝

湯、三黃瀉心湯等，都是常見的治肝病方劑。雖然這些中草藥療法已有長久的臨

床使用經驗，不過許多中草藥的作用機制並不清楚，而且中草藥於新藥開發的應

用仍有很大的發展空間。 

研究方法： 

本計畫主要利用 DNA 微陣列為工具，分析中草藥對細胞基因的生物活性反

應，以建立一套完整的中藥生物活性基因圖譜資料庫，並將資料庫應用於中草藥

之作用機轉、傳統中醫藥之現代藥性、新藥的開發及臨床前藥物安全性之分析。 

結果與結論： 

在中草藥之新藥開發的應用上，我們已將中藥組成份以 TC0 及 TC50的劑量

處理肝細胞，再進行 DNA 微陣列分析。藉助 Gene Ontology的程式運算，我們發

現許多中藥組成份所影響的基因，大多坐落於細胞週期及細胞凋亡等兩種群組，

進一步利用 k-means clustering進行基因波動圖譜的分群，發現隨著中藥組成份劑

量的上升，受 activator protein 1調節的基因，會呈現表現下降的趨勢。這些結果

顯示，某些中藥組成份確實具有相類似的基因圖譜，而藉助與臨床上治療肝病常

用之西藥的基因表現圖譜進行比對，將有助於中藥新藥的開發。在藥物安全性的

分析方面，由我們分析的天然化合物中，發現某些蒽醌類化合物會降低 phase II
藥物代謝相關基因（例如：UDP glycosyltransferase…等）的表現，代表這類化合

物可能會減緩藥物的排泄，增加藥物於體內存留的時間。在中藥方劑及單味藥的

現代藥性方面，我們分析三黃瀉心湯及其單味藥的基因表現圖譜，發現這些藥物

主要藉助 p53, p53 activated及 DNA damage等訊息傳導路徑，展現很獨特的抗細

胞增殖模式，而利用 network analysis，發現這些藥物影響的基因都與核心分子 p53
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有關，進一步利用 hierarchical clustering分析，發現三黃瀉心湯之組成份—黃連

所影響的基因波動圖譜非常類似於三黃瀉心湯所影響的基因波動圖譜，代表傳統

醫學認為黃連為三黃瀉心湯之君藥的合理性，而這個結果也是首次利用現代生物

技術，揭露中藥方劑及單味藥的相關性。 

 
關鍵詞：肝病、中草藥、DNA 微陣列 
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ABSTRACT 
    

Aim:  

Although several herbal formulae and herbal components have been used in 
patients with liver diseases, their applications in new drug development remain to be 
discovered.  

Method: 

We apply microarray technology to analyze and explain the modern biological 
activities of medicinal herbs. The gene expression databases established in this project 
can further provide the basis for the herb-activity relationship, modern definition of 
Traditional Chinese Medicine (TCM), new drug development, and preclinical drug 
safety analysis.  

Results and Discussion: 

Microarray data have been used for the development of new drugs. For examples, 
we treated human hepatocytes with herbal compounds at the dosages of TC0 and TC50, 
and analyzed microarray data by Cluster and Gene Ontology Tree Machine. Our 
results indicated that most herbal compounds affected clusters of genes involved in 
cell cycle and apoptosis. Genes down-regulated by herbal compounds were grouped 
into three gene ontology categories, including regulation of cellular process, cell cycle, 
and death. Furthermore, k-means clustering analysis showed that a cluster of activator 
protein 1-regulated genes was down-regulated by herbal compounds. Microarray data 
have also been used for the evaluation of drug safety. For examples, we found that the 
expressions of genes (UDP glycosyltransferases) involved in phase II drug metabolism 
were reduced during anthraquinone compounds treatments. These findings suggested 
that anthraquinone compounds may slow down the excretion of drugs, leading to 
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increase the half-life of drugs. Furthermore, microarray data have been used for the 
modern definition of Traditional Chinese Medicine. For examples, San-Huang- 
Xie-Xin-Tang (SHXXT) has been used for the treatment of liver diseases for years. 
Gene set enrichment analysis indicated that SHXXT and its herbal components 
displayed a unique anti-proliferation pattern via p53, p53 activated, and DNA damage 
signaling pathways in HepG2 cells. Network analysis showed that most 
SHXXT-affected genes were regulated by a central molecular, p53. Additionally, 
hierarchical clustering analysis showed that Rhizoma Coptis shared a similar gene 
expression profile with SHXXT. These findings may explain why Rhizoma Coptis is 
the principal herb that exerts the major and leading effects in the herbal combination 
SHXXT in TCM. Moreover, this is the first time to reveal the relationship between 
formulae and their herbal components in TCM by microarray analysis and 
bioinformatics tools. 

 
Keywords: liver diseases, Chinese medicinal herbs, DNA microarray 
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壹、前言 

肝臟所引起的疾病，例如酒精性肝炎（alcoholic liver disease，ALD）、

肝炎（hepatitis）、肝硬化（cirrhosis）與肝細胞腫瘤（hepatocellular carcinoma，

HCC）等，嚴重影響人類健康生活，尤以 HCC名列全球第五大癌症形成之

危險因子（Llovet et al., 2003），亞洲與非洲地區統計出大約每 10萬人中就

有 500個 HCC的案例（Llovet et al., 2003）；另外，肝病相關的酒精性肝炎

在西方國家是導致死亡很常見的原因之一（Lieber, 1993）。然而，中醫領域

對於肝病的治療在早些年前已有許多研究，例如小柴胡湯（sho-saiko-to or 

xiao-chai-hu-tang）與龍膽瀉肝湯（long-dan-tan）是治療慢性肝病的常用藥

方（Chou et al., 2003; Hsu et al., 2006）。即使目前中醫對於治療肝病已有明

確的方劑，但是，對其治療疾病的機轉仍然不明，因此，實驗室希望利用

DNA 微陣列技術（microarray）進一步導引分析其藥物的生物療效功能以及

詮釋藥物治療的機轉。 

DNA 微陣列技術在 1995年就已被大量使用於篩選基因的表現上，是

解析基因的重要工具（Schena et al., 1995）。DNA 微陣列技術在探討基因圖

譜上可被應用於指紋分析圖譜（fingerprints）與癌症的搜尋研究；例如，給

予不同環境生長的酵母菌經 DNA 微陣列技術分析後，發現其擁有不同的基

因表現圖譜（Gasch et al., 2000），相關的研究已被應用於果蠅的基因體學研

究計畫有關中樞神經系統發展的主題（Altenhein et al., 2006），並定義出免

疫系統相關的調控行為（Gilchrist et al., 2006）。然而，DNA 微陣列技術在

臨床上也被應用於腫瘤特性的研究與分型（Sorlie et al., 2001；Pomeroy et al., 

2002; Pittman et al., 2004），或是比較經由藥物治療的細胞與組織的基因表現

（Perou et al., 2000; Ross et al., 2000; Scherf et al., 2000; Ramanathan et al., 

2005; Bild et al., 2006）。此外，在藥物治療領域中，已有大量針對藥物治療

疾病的相關基因表現圖譜被分析定義，進一步解釋其作用機轉。有此可知，

目前 DNA 微陣列技術在 in vitro 表現圖譜分析的平台上，可被大量應用於

治療標的篩選（Scherf et al., 2000; Gunther et al., 2003）。  

中醫治療疾病的觀念實際應用了幾千年，臨床上中醫治療存在著體質

個別差異的問題，至今仍無法釐清藥物作用的分子機轉。然而，近年來 DNA

微陣列技術被應用在探討方藥之間基因表現圖譜的差異，例如 PC-SPES所

提供之八個單味藥資料：黃岑（Scutellaria baicalensis）、甘草（Glycyrrhiza 

glabra）、靈芝（Ganoderma lucidum）、板藍根（Isatis indigotica）、三七

（Panax pseudo-ginseng）、菊花（Dendranthema morifolium）、茜草（Rabdosia 

rebescens）與扇形棕櫚（Serenoa repens）。將這些單味藥治療於前列腺癌

症上（Kubota et al., 2000; Small et al., 2000），且進一步分析比對基因表現
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圖譜，導引出所影響的基因群組並定義出基因影響下游之訊息傳遞路徑

（DiPaola et al., 1998；Bonham et al., 2002）。另外，中藥方劑相關研究如

六味地黃丸（YMJ or或 LiuWei Dihuang Wang），被應用於抗老化之研究

上，經由 DNA 微陣列明確指出，六味地黃丸可以與保護神經細胞、增強神

經細胞分化以及神經生長相關基因有密切關聯，並藉由表現這些基因以增

強記憶力之保存（Hsieh et al., 2003；Rho et al., 2005）；常用食材中的薑，其

重要的主成份薑黃（Curcuma longa）被研究發現具有抗癌的效果（Huang et 

al., 1988），利用 DNA 微陣列技術分析其作用機轉，發現薑黃抗癌主要是藉

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）。 

中草藥的萃取包含許多自然藥物的分子成份，擁有不同的生物活性，

目前對於定義其活性成分的分析仍屬不易，但是，藉由 DNA 微陣列技術可

以高密度大量篩選不同方藥之間基因表現圖譜的差異，進一步對方藥之間

做藥物作用機轉、生物療效功能或是副作用的分析定義。所以，DNA 微陣

列相關技術分析工具對於傳統中草藥，除了應用確認疾病的致病機轉外，

在新藥開發平台以及藥物安全性使用的分析上更具其發展的潛力與價值。 

 



中醫藥年報 第 29 期 第 8 冊 

 199

貳、材料與方法 

一、寡核苷酸 DNA 基因微陣列 
人類寡核苷酸 DNA 基因微陣列（Human Whole Genome OneArrayTM）

購自 Phalanx Biotech Group （Hsinchu，Taiwan）。Human Whole Genome 
OneArrayTM 包含 32,050個寡核苷酸探針，每個探針是由 60-mer的寡核苷酸

設計而成。這些探針中，2820個屬於 Biocarta和 KEGG資料庫有註解的基

因，18,824個設計用於補足所有 CGAP資料庫有註解的基因，而 3276個加

入使得 Entrez gene probes collection完整。探針組成內容更進一步由 3783
個屬於 Unigene v175新註解的基因補充。最後，加入 2265個由實驗新定義

出的探針和1082個用於內部控制的探針建構成全部的32,050個寡核苷酸探

針。 
二、細胞培養 

人類肝癌細胞株（HepG2）購自食品工業發展研究所（Hsinchu，
Taiwan）。HepG2細胞分泌 α-fetoprotein並且沒有 B 肝病毒基因體（Knowles 
and Aden, 1983）。基因重組的 HepG2/AP-1和 HepG2/NF-κB 細胞分別帶有

AP-1和 NF-κB responsive elements驅動的 luciferase基因，其建構方法如之

前報告所述（Hsiang et al., 2005）。細胞培養在 75平方公分的 tissue culture 
flasks中，內含添加 10%去活化小牛血清（FBS） （HyClone, Logan, UT, 
USA），100 µg/ml streptomycin和 100 unit/ml penicillin的 Dulbecco modified 
Eagle’s medium （DMEM） （Life Technologies, Gaithersburg ,MD, USA）。

而培養環境為 37℃，5% CO2的培養箱。 
三、藥物處理 

香草醛（vanillin）購自 Sigma （St. Louis, MO, USA）。三黃瀉心湯、

大黃、黃芩和黃連藥粉購自 GMP 藥廠股份有限公司（Taipei，Taiwan）。

1,4-naphthoquinone分讓自連金城老師實驗室。香草醛和 1,4-naphthoquinone
溶解於 dimethyl sulfoxide並保存在-30℃。而 100公克的三黃瀉心湯，大黃，

黃芩和黃連藥粉溶於 500 ml的水並置於 4℃一夜。隔天，收集水相部分並

置於 121℃中進行高溫高壓滅菌 15分鐘，滅菌過的液體密封置於-70℃。加

藥前，細胞培養在 25平方公分的 tissue culture flasks中 24小時。當細胞到

達 100%滿度時，加入不同濃度的香草醛（0, 1, 5, or 25 mM），
1,4-naphthoquinone （0, 1, 2, or 4 µM）或 TC50劑量的三黃瀉心湯，大黃，

黃芩和黃連。在萃取 total RNA之前，加藥的細胞存放於 37℃，5% CO2的

培養箱中 24小時。 
四、3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)分析 

MTT 購自 Sigma並溶解在 phosphate buffered saline (PBS) （137 mM 
NaCl，1.4 mM KH2PO4，4.3 mM Na2HPO4，2.7 mM KCl，pH 7.2）中。細
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胞存活率以之前報告所述的 MTT 呈色法監測（Lee et al., 2007）。將細胞培

養在 96 孔盤。經過 24 小時，37℃的培養之後，以不同濃度的化合物或藥

物（香草醛，1,4-naphthoquinone，三黃瀉心湯，大黃，黃芩或黃連）加入

細胞中，繼續培養 24小時。然後，十分之一體積的 5 mg/ml MTT加入培養

基中。經過 4 小時，37℃的培養之後，加入等量細胞培養體積，溶於異丙

醇的 0.04 N HCl 以溶解 MTT 結晶而呈色。其 570 nm波長的吸光值以

microplate reader測得。細胞存活率（%）以（藥物處理組細胞的 OD值/溶
液處理組細胞的 OD 值）計算得到。以抑制 50%細胞存活率的藥物濃度作

為 TC50劑量。 
五、Total RNA萃取 

我們利用 RNeasy Mini kit （Qiagen, Valencia, CA, USA）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。對於 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品質。只有當樣品的 RNA integrity number
高於 8.0時，才會用於下述的基因微陣列實驗分析。 
六、基因微陣列實驗分析 

5 µg的 total RNA樣品先利用 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 Phalanx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 Human Whole Genome OneArrayTM ）進行雜合反應

（hybridization）。於 50℃下，經過一夜的雜合反應之後，藉由三個清洗

（wash）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 Cy3或 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 R 程式的 limma package進行歸一化（normalization） （Smyth, 
2005）。在 1,4-naphthoquinone的實驗中，我們分析歸一化所得的藥物代謝

相 關 基 因 的 表 現 變 化 倍 率 ， 以 評 估 藥 物 安 全 性 。 我 們 由 “The 
Pharmacogenetics and Pharmacogenomics Knowledge Base” （https://www. 
pharmgkb.org/index.jsp）網站得到 219個藥物代謝相關基因。這些基因中，

alcohol dehydrogenases， aldehyde dehydrogenases，和 cytochrome P450 
families屬於 phase I藥物代謝基因。而 phase II藥物代謝基因包括 glutathione 
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S-transferases，sulfotransferase families，和 UDP glycosyltransferase families
等。此外，歸一化的資料分別使用 limma package（第一與第三部分實驗; 
Smyth, 2005）或 NIA Array Analysis tool （第二部分實驗;Sharov et al., 2005）
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表單送到

Gene Ontology Tree Machine網頁（http://bioinfo.vanderbilt.edu/gotm/）進行

Gene Ontology（簡稱 GO）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（data mining）工具（Zhang et al., 2005）。
在三黃瀉心湯的實驗中，我們進一步使用 R程式的 PGSEA package，從擷

取自 Molecular Signature Database web site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

（ http://www.broad.mit.edu/gsea/msigdb/msigdb_index.html ）  （ 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.org/index.html; Eisen et al., 1998）
進行階層式叢集分析（hierarchical clustering analysis）用以展現這些基因在

三黃瀉心湯與其單方成分的基因表現圖譜。最後，我們利用 BiblioSphere 
Pathway Edition 軟 體 （ Genomatix Applications, 
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）。在 1,4-naphthoquinone的實驗中，我們利用

BiblioSphere Pathway Edition軟 體 分 析 NF-κB 下 游 基 因 與

1,4-naphthoquinone所調控基因之間的交互作用網路。BiblioSphere Pathway 
Edition軟體以知識庫分析為基礎，整合了文獻探勘（literature mining）、基

因註解分析和啟動子（promoter）序列分析來建構基因交互作用網路（Seifert 
et al., 2005）。各部分實驗的重複數皆為三次。 
七、AP-1和NF-κB活性分析 

於 37℃下，HepG2/AP-1和 HepG2/NF-κB 細胞培養在 25 平方公分的

tissue culture flasks中 24小時，以 DMEM 清洗，再以不同濃度的化合物或

藥物（香草醛，1,4-naphthoquinone，三黃瀉心湯，大黃，黃芩或黃連）處

理 24小時。然後，細胞以冰的 PBS清洗，再以 350 µl Triton lysis buffer 
（50mM Tris–HCl，1% Triton X-100，1mM dithiothreitol，pH 7.8）溶解並

收集其溶解產物。接著，混合 20 µl 的細胞溶解產物和 100 µl 的 luciferase 
reagent （470mM luciferin, 33.3mM dithiothreitol, 270mM coenzyme A, 
530mM ATP, 20mM tricine, 1.07mM （MgCO3）4 Mg （OH）2，2.67mM MgSO4, 
0.1mM EDTA, pH 7.8），並以 luminometer （FB15, Zylux Corp., Maryville, TN, 
USA）偵測冷光活性。相對冷光活性以藥物處理組細胞的 relative luciferase 
unit （RLU）除以未處理組細胞的 RLU 來計算。 
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八、西方墨點法分析 
HepG2/AP-1細胞利用添加 0.1% FBS的 DMEM 培養在 25平方公分的

tissue culture flasks中 24 小時以降低磷酸化的 mitogen-activated protein 
kinases （MAPKs）的基準量，再以不同濃度的香草醛處理。然後，細胞以

冰的 PBS清洗，再以 250 µl sample buffer （62.5mM Tris–HCl，2% sodium 
dodecyl sulfate （SDS），10% glycerol，50mM dithiothreitol，0.1% bromophenol 
blue，pH 6.8） 溶解並收集其溶解產物。細胞溶解產物的蛋白質濃度利用

Bradford method加以測定。15–20 µg的蛋白質以 10% SDS-polyacrylamide
膠電泳分離，並將蛋白質轉移到硝化纖維素膜。硝化纖維素膜在 blocking 
buffer （20mM Tris–HCl， 140mM NaCl，0.1% Tween 20，5% skim milk 
powder，pH 7.6）中進行 blocking，並以 primary抗 c-Jun N-terminal kinases 
（JNKs），抗磷酸化的 JNKs，抗 p38，抗磷酸化的 p38，抗 extracellular 
signalregulated protein kinases （ERKs），或抗磷酸化的 ERKs抗體（Cell 
Signalling, Beverly, MA, USA）進行探測。有結合的抗體利用 horseradish 
peroxidase-conjugated anti-mouse的抗體進行反應，接著以化學冷光（ECL 
system, Amersham, Buckinghamshire, UK）偵測。最後以自動射線照相術拍

照。 
九、即時性定量PCR 

被 1,4-naphthoquinone下調的 UDP glycosyltransferase基因更一步利用

即時性定量 PCR （qPCR）證實。RNA 樣本在 420C利用 High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit （Applied Biosystems）進行逆轉錄反應 30分鐘。

定量 PCR以底下條件進行：50℃，2分鐘；95℃，10分鐘；95℃，15秒和

60℃，1分鐘進行 40個循環。所使用的試劑包括 1 µl 經逆轉錄的 cDNA，
2X SYBR Green PCR Master Mix（Applied Biosystems）和 500 nM的正反向

引子。每個基因的測定在 Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR system上

進行 3 重複，而表現量的倍率變化則利用 comparative CT方法計算得到。

底下提供基因代號以及正向（ F）和反向（ R）引子的序列： 
GAPDH,F-ACACCCACTCCTCCACCTTT/R-TAGCCAAATTCGTTGTCAT
ACC;UGT1A5,F-CAACGGGAAGCCACTATCTCAGG/R-CCACAATTCCA
TGTTCTCCAGAAGC;UGT2A1,F-CATTGCTCACATGAAGGCCAAAGG/R
-GCGCTAAGCAAATCCACACTTGTC;UGT2B4,F-CCACTGCAAACCTGC
CAAACC/R-TCTTCTGACGTGTTACTGACCATCG;UGT2B7,F-TTGCCGA
TCAACCTGATAACATTGC/R-AGCAAGTCTGTACTCGACATTGTG;UGT
2B15,F-GGAAATGGAAGAGTTTGTGCAGAGC/R-GGATCTGGGCAAGG
GCTGATG;UGT2B11,F-TGCTTGTCATAAGGCAGACATCATC/R-TGAGG
TGACTGTACTGGCATCTTC。 
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參、結果 

一、利用基因表現圖譜分析天然化合物之作用機轉—以香草醛（vanillin）
為例 
(一) 香草醛對 HepG2 細胞之細胞毒性分析 

利用 MTT 試驗分析香草醛對細胞的毒性。圖一呈現香草醛濃

度在 10 mM範圍內並不影響到 HepG2細胞的活性，當香草醛濃度

增至 20 mM時，HepG2細胞的活性會逐漸受到抑制；香草醛濃度

25 mM則是 HepG2細胞的 TC50。之後，實驗室選擇不同濃度的香

草醛（1、5與 25 mM）為標的。 
(二) 利用基因微陣列分析由香草醛調節的基因之表現圖譜 

基因微陣列分析的基因共有 30968個，香草醛濃度為 1、5與

25 mM作用 HepG2細胞後，受到影響的下調基因包括基因 26、
119與 213；上調的基因則有基因 28、84與 347，並將上述基因送

至 web site 進行 Gene Ontology（GO）的分析。GO分析結果顯示

香草醛濃度為 5 mM時，會影響細胞四大類主要的生物功能，從中

再計算 P value小於 0.01具顯著差異之細胞生物功能約有 47個，

多與 cell cycle以及 apoptpsis有關（圖二）。以不同濃度的香草醛

作用 HepG2細胞的 GO分析，結果呈現香草醛在不影響細胞活性

的濃度（1與 5 mM）下，與 cyclin-dependent protein kinase activity
以及 apoptosis相關；而在香草醛具細胞毒性的濃度（25 mM）下

則與細胞的 G2 phase有重要關聯。香草醛作用 HepG2細胞所影響

的負調節基因包含三大類，包括 cellular process、cell cycle與 cell 
death相關的基因包含 S100A6、 CCNA2、MYBL2、BIRC5、AURKB
與 PLK1（表一）。另外，在上述基因中 S100A6、BIRC5、AURKB、
PLK1 以及 UBE2C則與 cancer progress有關。這些結果暗示著香

草醛很可能是藉由影響細胞週期來進行抗癌的機制。 
(三) 受香草醛影響的基因關聯性之 network分析 

將受到香草醛作用後影響之基因送至 network分析，發現其主

要影響的中心上游基因為 Fos。然而，Fos是轉錄因子 AP-1 主要

的 component之一，由 network分析的結果可以確認 Fos基因是調

控香草醛所影響之基因群組中的上游中心點（圖三）。 
(四) 香草醛作用 HepG2細胞之 AP-1活性 

將含 AP-1轉錄因子之 HepG2細胞給予濃度各為 1、5以及 25 
mM 之香草醛，並於 24 小時後觀察 AP-1 的活性。結果顯示，當

香草醛濃度為 25 mM時，造成細胞毒性的同時也強烈下降了 AP-1
的活性；然而，進一步發現，當香草醛濃度在 5 mM 時，HepG2
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細胞在擁有正常的細胞存活率的情況下，明顯下降了 AP-1的活性

（圖四），這個結論表示香草醛會抑制 HepG2細胞的 AP-1活性。 
(五) 構建香草醛抑制 AP-1活性之訊息傳遞路徑 

AP-1 的活性受到 MAPKs 訊息傳遞路徑的影響，包括了

ERKs、p38、以及 JNKs等路徑。利用西方墨點分析 AP-1上游主

要的訊息傳遞路徑，結果發現，ERKs會隨著香草醛濃度的增加而

減少，表示，香草醛抑制 AP-1活性主要是藉由 ERKs訊息傳遞路

徑來作用（圖五）。 
二、利用基因表現圖譜分析天然化合物對肝臟代謝藥物的影響—以

1,4-naphthoquinone為例 
(一) 1,4-Naphthoquinone抑制 NF-κB 活性與細胞存活率 

我們在測試 100個 1,4-Naphthoquinone的衍生化合物中找出 5
個具有抑制 NF-κB 活性的化合物，其分別利用 NF-κB reporter gene 
system與 MTT 測試 NF-κB 的 IC50以及 TC50。其中，抑制結果最

明顯的化合物是 1,4-Naphthoquinone，其 IC50與 TC50值分別為 5.1 
µM 與 5.9 µM（表二）。接著，我們將 1,4-Naphthoquinone進行寡

核苷酸 DNA 微陣列分析其基因的表現圖譜。 
(二) 1,4-Naphthoquinone-regulated genes與 NF-κB 之交互作用 

在 Michael Zhang Lab website分析中可知約有 100標的基因與

NF-κB 相關。將這些表現有差異且與 NF-κB 有關連的基因群組進

一步作 network analysis（圖六） 以及 geneSetTest，分析與 NF-κB
之間相關的交互關係（表三）。基因 CCNA2、CDK5、CDKN2C 
（p18） 、CDKN3 （CDI1）以及 PLK1，與細胞凋亡或細胞週期

生長表現的影響有關（Pagano et al., 1992; Dhavan et al., 2001; 
Weishaupt et al., 2003; Guan et al., 1994; Gyuris et al., 1993; 
Toyoshima-Morimoto et al., 2001; van Vugt et al., 2004）。 

(三) 基因差異性與 Gene ontology的分析 
將表現有差異之基因送至 Gene ontology可以知道些些基因所

歸屬的 GO term。結果呈現，表現上調之基因總數有 220個，表現

下調的基因總數則是有 147 個，而其中兩者都受到調控的基因數

則有 123個。我們選擇這 123個同時受到上調與下調之基因進行

Gene ontology的分析（圖七），歸類出這些基因所屬的 GO term，
發現這些 GO term與細胞週期或是細胞凋亡有關（表四）。 

(四) 1,4-Naphthoquinone藥物代謝相關基因之分析 
將利用藥物代謝的相關基因分期分析，其中表現倍率＞1.8或

是＜-1.8 的基因有 ADH7、ALDH1A2、ALDH3A2、LDH6A1、
CYP11B2、CYP1B1、CYP4B1、CYP26B以及 CYP26C1，與 phase 
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I 藥物代謝相關；基因 GSTP1、GSTA5、SULT1A1、UGT2B7、
UGT2B11、以及 UGT2B15則是與 phase II的藥物代謝有關（圖八）。 

(五) Real-time quantitative PCR的分析 
我們選擇與UDP glycosyltransferase相關的基因進行Real-time 

quantitative PCR的分析，這些基因在 1,4-Naphthoquinone作用下都

擁有下調能力的共通性，因此，進一步利用 Real-time quantitative 
PCR的分析方式驗證這些基因是否都為下調反應（圖九）。 

三、利用基因表現圖譜分析中醫方劑治療肝病之機轉及其組方概念—以三

黃瀉心湯為例 
(一) 三黃瀉心湯（SHXXT）及其化合物之 HepG2細胞毒性試驗 

三黃瀉心湯是中藥複方，包含大黃、黃芩與黃連三個單味藥，

MTT 試驗中三黃瀉心湯、大黃、黃芩與黃連在 HepG2的 TC50表

現分別是 3.66、0.15、4.79、與 0.80 mg/ml（表五）。 
(二) 經 DNA 微陣列分析 p53基因受到三黃瀉心湯之調控 

DNA 微陣列由 PGSEA package的 bioconductor program程式

分析出，經過三黃瀉心湯作用 HepG2細胞後表現增強之基因，自

Molecular Signature Database web site下載的基因總數有 522個，分

屬 4個基因群組（gene set），其 P值小於 0.01。而三黃瀉心湯、大

黃、黃芩與黃連則分別與這四個基因群組 21、21、34 以及 25 有

關。進一步分析這些基因群組，發現與 p53基因訊息傳遞、p53基
因的活化以及 DNA damage訊息傳遞有關（表六）。 

(三) 階層式叢集分析 
利用 TIGR Multiexperim 階層式叢集分析可排列出三黃瀉心

湯、大黃、黃芩與黃連之間表現相近的基因排序，找出四個藥方

之間基因表現的關聯性。由階層式叢集分析可得知三黃瀉心湯與

黃連的基因表現圖譜是較雷同的；而三黃瀉心湯與黃芩的基因表

現圖譜相似度較低。因此，我們認為三黃瀉心湯與其單味藥之間

的基因表現是相似的（圖十）。 
(四) 三黃瀉心湯基因群組之 Network analysis 

經三黃瀉心湯所調控之基因群組列於表七，以 BiblioSphere 
Pathway Edition software 連結出基因群組中與調控 p53基因訊息

傳遞路徑有關的基因進行 Network analysis。結果呈現 p53基因是

Network analysis的中心點，也表示大部分的基因表現都與 p53基
因有關連。此外，基因 ATM、BAX、BBC3、BNIP3、GADD45G、
SFN、ERCC1與 XPC也不同治療方式中表現了相同的基因圖譜（圖

十一）。 
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肆、討論 

一、利用基因表現圖譜分析天然化合物之作用機轉—以香草醛（vanillin）

為例 

香草醛為"芳香化濕"中藥之重要植化成份，而"芳香化濕"類中藥為防治

肝病常用中藥之ㄧ，因此本計畫先分析香草醛之作用機轉。經由 GO 分析

出香草醛濃度為 1 mM與 5 mM時會影響細胞的 cell cycle以及 apoptosis，

香草醛濃度為 25 mM時則是與細胞的 G2 phase有關，這些影響細胞行為模

式的基因可再由 GO分為三大群組，包括 regulation of biological process、cell 

cycle以及 apoptosis，而在GO terms中的基因也與 cell cycle regulation、cancer 

processing以及 transcription regulation相關聯。 

進一步分析 GO terms的基因，經由香草醛作用與 cell cycle-related有關

的負調控基因包括 S100A6、CCNA2、MYBL2、BIRC5、AURKB 與 PLK1，

這些基因也在其他相關文獻中指出與 cell cycle有關，例如基因 S100A6的

下游產物 calcyclin參與了細胞的分化 （Breen et al., 2003）；基因 CCNA2

下游產物Cyclin A2也已知與細胞週期G1/S以及G2/M的轉錄相關 （Pagano 

et al., 1992; Noben-Trauth et al., 1996）。另外，基因 BIRC5、AURKB 與 PLK1

也分別被發現與參與了不同時期的cell cycle以及染色體濃縮有關 （Li et al., 

1998; Kaitna et al., 2000）。 

另外，在 cancer progression中也發現基因 S100A6與早期胰臟癌的發生

有關聯；基因 PLK1與 BIRC5也與腫瘤的形成有關（Holtrich et al., 1994; Sato 

et al., 2006）；而基因 MCM4、MCM5、HMGA1 與 MIF 與不同時期腫瘤的

形成相關。因此，我們可以藉由微陣列的資料分析，找出香草醛作用 HepG2

細胞影響之負調控基因，進一步分析並印證這些負調控基因抗腫瘤形成的

機制。接著，我們再將這些負調控相關的基因利用 network analysis找出基

因之間的關聯性與重要性。結果在 network分析出的基因中心找到一個重要

的基因 Fos。Fos是轉錄因子 AP-1的重要成員之一，而 AP-1與很多生物功

能的訊息傳遞（Angel and Karin et al., 1991; Shaulian and Karin, 2002）或是

腫瘤的形成有關（Mathas et al., 2002; Zhong et al., 2005）。AP-1的活化需經

由 MAPK 訊息傳遞路徑，負調控基因中的基因 S100A6與 CALR 則是會抑

制 AP-1的活性，因此，我們認為香草醛是由抑制 AP-1活性的方式進而達

成抗腫瘤形成的機制。 

轉錄因子 AP-1目前已知有另一個強抑制劑 curcumin，所以，我們進一

步分析 curcumin與香草醛的作用機制。Curcumin抗腫瘤的機轉是以抗氧化
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的作用為主（Awasthi et al., 2000; Nishinaka et al., 2007），自香草醛分析出的

負調控基因中發現基因 ETV5、GSTP1與 DDIT3 與 curcumin抑制肺部腫瘤

細胞相同，基因 ETV 會導引細胞進行 apoptosis；基因 GSTP1與 DDIT3 則

已知與抑制 AP-1活性有關（Tsai et al., 2007; Qiao et al., 2002）。所以，香草

醛進一步藉由 DNA 微陣列、Gene ontology以及 network的分析，找出香草

醛作用細胞後之負調控基因以及基因的訊息傳遞路徑，導引出香草醛可能

於抗腫瘤中主要的作用機制是與抗氧化與去除自由基的機轉為主。 

二、利用基因表現圖譜分析天然化合物對肝臟代謝藥物的影響─以

1,4-naphthoquinone為例 

NF-κB 在許多研究文獻中已知與細胞生長週期、細胞凋亡發炎及癌症

有關係，是這些免疫反應上游的重要轉錄因子之一。2006年有文獻發現一

個 1,4-Naphthoquinone的衍生之藥化合物 plumbagin會抑制NF-κB的活性並

增強 TNF的活性（Sandur et al., 2006）。NF-κB 活性的抑制與許多訊息傳遞

路徑息息相關，例如 IkappaBalpha kinase、IkappaBalpha phosphorylation、

IkappaBalpha degradation、 p65 phosphorylation 以 及 p65 nuclear 

translocation，其上游與調控 NF-κB 活性相關的基因則與 TNF、TNFR1、

TRAF2、NIK、IKK-beta以及 p65有關連。 

我們利用這 100 多個 1,4-Naphthoquinone的衍生化合物測試其抑制

NF-κB 的活性，其中有 5 個藥化合物脫穎而出，又以 1,4-Naphthoquinone

的抑制結果最為明顯。進一步對這些受到 1,4-Naphthoquinone影響的基因送

至 network進行分析，結果呈現，其基因影響中確實以 NF-κB 為主，而這

些受到影響的基因中與 NF-κB 密切關連的又有 CCNA2、CDK5、CDKN2C、

CDKN3、GADD45A 與 PLK1，也發現這些基因與細胞生長週期或是細胞

凋亡有關。 

接著，進一步分析直接影響 NF-κB 活性相關訊息傳遞路徑，含括了許

多酵素，例如 CK、CDK、CCNA2、CDKN3以及 GADD （Zerbini et al., 2004; 

Zerbini et al., 2005）。在與細胞週期影響相關的基因則有 PLK1 （Masuda et 

al., 2003; van Vugt et al., 2004），與 NF-κB 基因表現相關的基因多與細胞的

生長週期或是細胞凋亡有關連。 

另 外 ， 在 與 藥 物 代 謝 相 關 的 基 因 群 中 我 們 發 現 與 UDP 

glycosyltransferases的 相 關 基 因 第 二 階 段 的 藥 物 代 謝 中 會 被

1,4-Naphthoquinone抑制其基因的表現。為了進一步確認藥物代謝基因是否

都被抑制，進一步作 qPCR的分析。最後，我們可得知，利用 DNA 微陣列

分析等生物系統分析工具可以證實 1,4-Naphthoquinone是能夠影響 NF-κB
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活性的抑制劑。Quinone類化合物為防治肝病常用中藥之重要植化成份之

一，由本計畫利用系統生物學數據分析的結果呈現，napthoquinone具有抗

炎症及抗癌症潛能，但其對肝臟的藥物代謝行為會產生干擾，因此在未來

其它的試驗，尤其是臨床試驗，須多留意用藥安全。 

三、利用基因表現圖譜分析中醫方劑治療肝病之機轉及其組方概念—以三

黃瀉心湯為例 

我們將中藥複方三黃瀉心湯及其所含之三個單味藥大黃、黃芩與黃連

作用 HepG2細胞後，進行 DNA 微陣列的分析，列出這四個藥方的基因表

現圖譜，並進一步將有表現差異的基因作分群，發現可分為三大基因群組

（Gene set）。三個基因群組都與 p53基因訊息傳遞或是 DNA damage有關

連，同時，HepG2 細胞經過三黃瀉心湯及其三個單味藥的作用後，基因表

現圖譜也是類似的，因此，在進一步將這些基因送至 network analysis剖析，

network analysis結果也呈現三黃瀉心湯調控之基因中心是以 p53 基因為

主。接著，將這些與 p53基因相關連的基因訊息傳遞路徑進一步作註解。 

三黃瀉心湯的相關研究中也有文獻指出三黃瀉心湯與抗癌有關係，其

機轉可能藉由抗細胞凋亡或是調控細胞週期來抑制肝癌腫瘤組織的形成

（Mootha et al., 2003）。然而，在 Gene set分析結果中可知道三黃瀉心湯作

用 HepG2 細胞與 p53 基因的調控有著重大關連，經由三黃瀉心湯治療的

HepG2細胞，其 p53基因的表現呈現上調的趨勢，其下游與細胞凋亡或是

細胞週期相關的基因表現也是同時被上調的。藉由 three enriched gene sets

分析中誘發由 p53 基因調控之下游基因分別是 CDKN1A、CDKN2A、

GADD45A、GADD45G、SFN與 ATM。 

P53基因的 promoter有 FAS、BBC3 （PUMA）、與 BAX，其中 BAX

已知與細胞的凋亡以及誘發調控 p53基因的表現有關（Ligr et al., 1998；

Miyashita et al., 1994; Miyashita and Reed, 1995）。另外，BAX 與 BBC3也被

研究出對不同癌細胞中的作用，包括了調控 p53 基因表現、癌細胞的分化

或是細胞週期等（Nakano and Vousden, 2001; Yu et al., 2001; Yu et al., 2003）。 

此外，由 enriched gene sets分析出的基因中，其所影響之細胞生物行為

分別詮釋如下，基因 PIG8 參與細胞的生長並與細胞凋亡有關（Gu et al., 

2000）；基因 CDKN1A 的基因產物則與 p53基因之細胞轉錄過程有關（Li et 

al., 1994）；INK4a的基因產物 p16與抑制腫瘤生長有關（Stott et al., 1998）。

另外，基因 GADD45A會結合 p21進行交互作用調節 DNA 的配對，並阻止

其進入 DNA 合成的階段（Smith et al., 1994; Kearsey et al., 1995）。 

在 DNA damage方面，蛋白質 ATM 會直接結合 p53基因影響 DNA 配
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對導致 DNA 受到傷害（Savitsky et al., 1995; Banin et al., 1998）。另外，也

發現 DNA damage 或是  DNA repair 相關的基因，包括 GADD45A、

GADD45G、SFN、ERCC1與 XPC，也是與影響 DNA 配對有關。 

以上結果總論，三黃瀉心湯會調控 p53 基因相關的訊息傳遞路徑，造

成細胞內 DNA 的傷害，進而導引腫瘤細胞通往細胞凋亡的路徑，抑制腫瘤

細胞的生長。利用 DNA 微陣列分析、gene set analysis以及 network analysis

進一步指出受影響之基因群組，分別為為影響 p53基因訊息傳遞路徑、p53

基因活化以及 DNA damage相關的基因群組，再進一步予以分類說明各個

基因所調控影響的生物功能，這也是將中藥方劑與其成份組成中的單味藥

做比較，第一次發現方劑與單味藥在治療過後，彼此之間的基因表現圖譜

是相近似的，這也充分說明，傳統中草藥可以藉由現代生物系統工具進一

步分析其藥物對生物療效特性的探討，由此實驗進一步得知中藥的單味

藥，在生物療效中是與方劑相同的。 
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伍、結論與建議 

一、本計畫之新發現或新發明 

利用 DNA 微陣列為工具，分析中草藥對細胞基因的生物活性反應，以

建立一套完整的中藥生物活性基因圖譜資料庫，並將資料庫應用於中草藥

之作用機轉、傳統中醫藥之現代藥性、新藥的開發及臨床前藥物安全性之

分析。 

二、計畫對民眾具教育宣導或中醫藥從業人員之繼續教育成果 

中醫利用方劑及單味藥治療肝病已有長久的經驗，例如小柴胡湯、龍

膽瀉肝湯、三黃瀉心湯等，都是常見的治肝病方劑。雖然這些中草藥療法

已有長久的臨床使用經驗，不過許多中草藥的作用機制並不清楚，而且長

期服用中草藥對人體的毒性也仍待釐清。因此藉由本計畫的執行，期望可

以了解肝病常用中草藥的作用機制及毒性，並進一步提供中醫臨床用藥的

準則及提供民眾中草藥毒性的訊息。 

三、計畫對醫藥衛生政策之具體建議 

如何將傳統中醫的寶貴經驗利用現代科技的方式加以解釋及傳承，是

一件很重要的事。本計畫藉助 DNA 微陣列為工具，分析中草藥對細胞基因

的生物活性反應，希望可以藉由這些現代科技，解釋方劑組方的概念，並

利用相同生物活性基因圖譜可能具有相同藥性的概念，提供中藥新藥開發

之評估平台，此外也可以進一步藉由某些特定基因與毒性具相關性的概

念，提供中藥潛在毒性之分析。 
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柒、圖表 

 

圖一、香草醛（Vanillin）對 HepG2細胞的毒性分析。 

（A）香草醛的結構。（B）毒性分析。 
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 圖二、利用 Gene ontology分析香草醛調控之基因類別。 
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圖三、利用 Network分析香草醛調控之基因。 
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圖四、香草醛抑制 HepG2細胞 AP-1活性的效應。 

 

 

圖五、香草醛影響之細胞訊息傳遞路徑。 
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圖六、受 1,4-naphthoquinone調控且與 NF-κB 關聯基因之 Network analysis。 
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圖七、1,4-naphthoquinone相關調控基因之 Gene ontology分析。 
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圖八、受 1,4-naphthoquinone影響之藥物代謝相關基因的分析。 



中醫藥年報 第 29 期 第 8 冊 

 224

-10

-8

-6

-4

-2

0

2

4

U
G

T
1A

10

U
G

T
2A

1

U
G

T
2B

11

U
G

T
2B

15

U
G

T
2B

4

U
G

T
2B

7

Gene

lo
g2

 r
at

io

Microarray

Q-RT-PCR

 

圖九、利用 qPCR分析受 1,4-naphthoquinone影響之 UDP glycosyltransferase

相關基因的表現量。 
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圖十、三黃瀉心湯與其單味藥之 Hierarchical clustering分析。 
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圖十一、受三黃瀉心湯調控基因之 Network analysis。 
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表一、受香草醛干擾之基因列表。 
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表二、Naphthoquinone類似物之結構及細胞毒殺濃度。 

                  IC50 for               TC50 for 

 Structure     NF-κB inhibition         Cell viability 

O

O

NHCOCH3

Cl

        40 µM                   46 µM 

O

O

NH2

Cl

        5.1 µM                  5.9 µM 

O

O

NHCO(CH2)3COOCH3

Cl

     18 µM                  35.5 µM 

O

O

NHCO(CH2)2COOCH3

Cl

     35 µM                   62 µM 

O

O

NH2

      40 µM                    50 µM 

 



中醫藥年報 第 29 期 第 8 冊 

 229

表三、受 1,4-naphthoquinone干擾之基因列表。 

7.11E-050.07 -3.00 zinc finger protein 433ZNF433

5.08E-040.99 -2.16 zinc finger protein 254ZNF254

4.12E-050.18 -1.77 zinc finger protein 36, C3H type-like 1ZFP36L1

6.45E-050.20 -1.60 twist homolog 1 (acrocephalosyndactyly 3; Saethre-Chotzen syndrome) (Drosophila)TWIST1

3.95E-080.06 -1.71 spectrin, beta, non-erythrocytic 1SPTBN1

1.26E-040.23 -1.56 sprouty-related, EVH1 domain containing 2SPRED2

5.95E-040.07 -1.38 SATB family member 2SATB2

9.70E-050.22 -1.58 roundabout, axon guidance receptor, homolog 1 (Drosophila)ROBO1

1.07E-040.36 -1.82 purine-rich element binding protein APURA

3.33E-040.10 -1.24 pleckstrin homology, Sec7 and coiled-coil domains 2 (cytohesin-2)PSCD2

5.33E-060.28 -2.46 peripheral myelin protein 22PMP22

1.18E-040.45 -1.92 polo-like kinase 1 (Drosophila)PLK1

5.94E-060.30 -2.45 phospholipase C, beta 1 (phosphoinositide-specific)PLCB1

2.95E-050.45 -3.69 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3NR4A3

3.09E-060.38 -3.42 NK2 transcription factor related, locus 2 (Drosophila)NKX2-2

9.59E-070.50 -2.58 nuclear factor I/X (CCAAT-binding transcription factor)NFIX

2.65E-060.28 -2.58 nuclear factor I/BNFIB

1.36E-040.11 -1.84 metastasis suppressor 1MTSS1

1.52E-040.15 -1.43 myotrophinMTPN

3.70E-040.21 -1.58 mitochondrial carrier homolog 1 (C. elegans)MTCH1

3.72E-060.61 -2.55 MADS box transcription enhancer factor 2, polypeptide C (myocyte enhancer factor 2C)MEF2C

2.34E-060.31 -2.27 MCM7 minichromosome maintenance deficient 7 (S. cerevisiae)MCM7

9.53E-050.16 -1.49 MCM5 minichromosome maintenance deficient 5, cell division cycle 46 (S. cerevisiae)MCM5

1.16E-040.30 -2.01 kinetochore associated 1KNTC1

5.24E-040.14 -1.42 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 1HNRPUL1

3.24E-040.37 -2.08 G protein-coupled receptor kinase 6GRK6

5.94E-070.37 -2.74 exostoses (multiple) 1EXT1

1.24E-080.65 -3.89 early growth response 1EGR1

1.90E-040.28 -1.49 Der1-like domain family, member 2DERL2

3.20E-080.80 -4.44 Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 2CITED2

1.77E-050.47 -2.86 cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDK2-associated dual specificity phosphatase)CDKN3

2.48E-050.16 -1.83 cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits CDK4)CDKN2C

3.27E-040.25 -1.47 cyclin-dependent kinase 5CDK5

5.05E-060.13 -2.21 cyclin A2CCNA2

1.58E-040.13 -1.54 chromobox homolog 7CBX7

1.80E-050.54 -2.00 chromobox homolog 6CBX6

5.74E-040.11 -1.40 B-cell translocation gene 1, anti-proliferativeBTG1

8.50E-060.07 -1.34 AT-binding transcription factor 1ATBF1

P valueSDfold changesDescriptionGene Symbol

7.11E-050.07 -3.00 zinc finger protein 433ZNF433

5.08E-040.99 -2.16 zinc finger protein 254ZNF254

4.12E-050.18 -1.77 zinc finger protein 36, C3H type-like 1ZFP36L1

6.45E-050.20 -1.60 twist homolog 1 (acrocephalosyndactyly 3; Saethre-Chotzen syndrome) (Drosophila)TWIST1

3.95E-080.06 -1.71 spectrin, beta, non-erythrocytic 1SPTBN1

1.26E-040.23 -1.56 sprouty-related, EVH1 domain containing 2SPRED2

5.95E-040.07 -1.38 SATB family member 2SATB2

9.70E-050.22 -1.58 roundabout, axon guidance receptor, homolog 1 (Drosophila)ROBO1

1.07E-040.36 -1.82 purine-rich element binding protein APURA

3.33E-040.10 -1.24 pleckstrin homology, Sec7 and coiled-coil domains 2 (cytohesin-2)PSCD2

5.33E-060.28 -2.46 peripheral myelin protein 22PMP22

1.18E-040.45 -1.92 polo-like kinase 1 (Drosophila)PLK1

5.94E-060.30 -2.45 phospholipase C, beta 1 (phosphoinositide-specific)PLCB1

2.95E-050.45 -3.69 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3NR4A3

3.09E-060.38 -3.42 NK2 transcription factor related, locus 2 (Drosophila)NKX2-2

9.59E-070.50 -2.58 nuclear factor I/X (CCAAT-binding transcription factor)NFIX

2.65E-060.28 -2.58 nuclear factor I/BNFIB

1.36E-040.11 -1.84 metastasis suppressor 1MTSS1

1.52E-040.15 -1.43 myotrophinMTPN

3.70E-040.21 -1.58 mitochondrial carrier homolog 1 (C. elegans)MTCH1

3.72E-060.61 -2.55 MADS box transcription enhancer factor 2, polypeptide C (myocyte enhancer factor 2C)MEF2C

2.34E-060.31 -2.27 MCM7 minichromosome maintenance deficient 7 (S. cerevisiae)MCM7

9.53E-050.16 -1.49 MCM5 minichromosome maintenance deficient 5, cell division cycle 46 (S. cerevisiae)MCM5

1.16E-040.30 -2.01 kinetochore associated 1KNTC1

5.24E-040.14 -1.42 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 1HNRPUL1

3.24E-040.37 -2.08 G protein-coupled receptor kinase 6GRK6

5.94E-070.37 -2.74 exostoses (multiple) 1EXT1

1.24E-080.65 -3.89 early growth response 1EGR1

1.90E-040.28 -1.49 Der1-like domain family, member 2DERL2

3.20E-080.80 -4.44 Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 2CITED2

1.77E-050.47 -2.86 cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDK2-associated dual specificity phosphatase)CDKN3

2.48E-050.16 -1.83 cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits CDK4)CDKN2C

3.27E-040.25 -1.47 cyclin-dependent kinase 5CDK5

5.05E-060.13 -2.21 cyclin A2CCNA2

1.58E-040.13 -1.54 chromobox homolog 7CBX7

1.80E-050.54 -2.00 chromobox homolog 6CBX6

5.74E-040.11 -1.40 B-cell translocation gene 1, anti-proliferativeBTG1

8.50E-060.07 -1.34 AT-binding transcription factor 1ATBF1

P valueSDfold changesDescriptionGene Symbol
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表四、受 1,4-naphthoquinone干擾之細胞週期相關基因列表。 

9.35E-050.231.783.63E-060.302.07guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)GNL3

7.10E-042.40-3.851.18E-060.25-2.00establishment of cohesion 1 homolog 2 (S. cerevisiae)ESCO2

2.54E-030.401.458.52E-051.012.18stromal antigen 1STAG1

3.23E-040.021.922.24E-050.352.02protein kinase C, alphaPRKCA

2.11E-030.46-1.911.18E-040.45-1.92polo-like kinase 1 (Drosophila)PLK1

4.05E-051.14-3.335.94E-060.30-2.45phospholipase C, beta 1 (phosphoinositide-specific)PLCB1

4.50E-040.22-2.003.82E-050.40-2.44platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform Ib, alpha subunit 45kDaPAFAH1B1

1.70E-040.49-2.341.36E-040.11-1.84metastasis suppressor 1MTSS1

1.56E-040.06-2.082.34E-060.31-2.27MCM7 minichromosome maintenance deficient 7 (S. cerevisiae)MCM7

2.80E-040.142.048.87E-051.353.66LATS, large tumor suppressor, homolog 1 (Drosophila)LATS1

3.19E-030.02-1.771.16E-040.30-2.01kinetochore associated 1KNTC1

5.58E-060.372.701.38E-080.312.92growth arrest and DNA-damage-inducible, alphaGADD45A

1.67E-040.02-2.405.94E-070.37-2.74exostoses (multiple) 1EXT1

3.82E-030.131.295.54E-040.801.91cell growth regulator with ring finger domain 1CGRRF1

1.06E-040.92-2.901.77E-050.47-2.86cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDK2-associated dual specificity phosphatase)CDKN3

1.29E-040.221.733.45E-040.391.89cyclin CCCNC

1.39E-030.23-1.765.05E-060.13-2.21cyclin A2CCNA2

P valueSDFold changesP valueSDFold changesDescriptionGene Symbol

dual channelsingle channelCell cycle

9.35E-050.231.783.63E-060.302.07guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)GNL3

7.10E-042.40-3.851.18E-060.25-2.00establishment of cohesion 1 homolog 2 (S. cerevisiae)ESCO2

2.54E-030.401.458.52E-051.012.18stromal antigen 1STAG1

3.23E-040.021.922.24E-050.352.02protein kinase C, alphaPRKCA

2.11E-030.46-1.911.18E-040.45-1.92polo-like kinase 1 (Drosophila)PLK1

4.05E-051.14-3.335.94E-060.30-2.45phospholipase C, beta 1 (phosphoinositide-specific)PLCB1

4.50E-040.22-2.003.82E-050.40-2.44platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform Ib, alpha subunit 45kDaPAFAH1B1

1.70E-040.49-2.341.36E-040.11-1.84metastasis suppressor 1MTSS1

1.56E-040.06-2.082.34E-060.31-2.27MCM7 minichromosome maintenance deficient 7 (S. cerevisiae)MCM7

2.80E-040.142.048.87E-051.353.66LATS, large tumor suppressor, homolog 1 (Drosophila)LATS1

3.19E-030.02-1.771.16E-040.30-2.01kinetochore associated 1KNTC1

5.58E-060.372.701.38E-080.312.92growth arrest and DNA-damage-inducible, alphaGADD45A

1.67E-040.02-2.405.94E-070.37-2.74exostoses (multiple) 1EXT1

3.82E-030.131.295.54E-040.801.91cell growth regulator with ring finger domain 1CGRRF1

1.06E-040.92-2.901.77E-050.47-2.86cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDK2-associated dual specificity phosphatase)CDKN3

1.29E-040.221.733.45E-040.391.89cyclin CCCNC

1.39E-030.23-1.765.05E-060.13-2.21cyclin A2CCNA2

P valueSDFold changesP valueSDFold changesDescriptionGene Symbol

dual channelsingle channelCell cycle

 

 

表五、三黃瀉心湯及其單味藥之組成比例與 TC50之結果。 
 Pharmacognosical Name Ratio TC50 

Dahuang Radix et Rhizoma Rhei 1 0.15 mg/ml 

Huanglian Rhizoma Coptis 1 0.80 mg/ml 

Huangqin Radix Scutellariae 1 4.79 mg/ml 

SHXT - - 3.66 mg/ml 

 

 

表六、三黃瀉心湯及其其單味藥之 z Scores分析。 
Gene Set Name P53_UP1 DNA_DAMAGE_SIGNALLING2 p53_signalling3 

SHXT_z (p) 8.82 (9.49E-11) 7.15 (4.19E-10) 6.19 (3.03E-08) 

Dahuang_z (p) 3.08 (0.0051) 3.65 (0.000731) 3.20 (0.002878) 

Huangqin_z (p) -0.50 (0.349474) 1.53 (0.122978) -0.04 (0.397707) 

Huanglian_z (p) 3.61 (0.001211) 4.46 (4.26E-05) 3.00 (0.005119) 
1 Target genes up-regulated by p53 are from Kannan et al. (2001). 
2 Genes involved in DNA damage signaling are from gene ontology (http://www.geneontology.org/). 
3 Genes involved in p53 signaling are from BioCarta (http://www.biocarta.com/index.asp). 
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表七、受三黃瀉心湯調控之基因列表。 
  SHXT   Dahuang   Huangqin  Huanglian 

Gene Name FC SD P FC SD P FC SD P FC SD P 
Target genes up regulated by p53 
BAX 1.65 0.29 0.0048 1.47 0.30 0.0288 1.35 0.29 0.0917 1.84 0.33 0.0005
BBC3 6.25 0.16 0 4.38 0.82 0 1.80 0.27 0.0016 3.47 0.18 0
GADD45A 3.59 1.79 0 2.50 1.56 0.0052 -1.27 0.96 0.4137 1.87 1.10 0.0508
MDM2 1.99 0.92 0.0088 1.79 1.12 0.0404 1.45 0.82 0.1636 1.73 0.99 0.0458
NDN 1.96 0.53 0.0195 1.87 0.67 0.0371 1.14 0.63 0.8705 -1.04 0.10 0.8829
NHLH2 1.96 0.79 0.0049 1.61 0.55 0.0364 2.02 0.79 0.0032 1.37 0.52 0.1744
NINJ1 1.63 0.16 0.0131 1.55 0.17 0.0277 -2.87 1.27 0 1.07 0.18 0.7403
SCRIB -1.77 0.23 0.0024 -1.06 0.16 0.7534 -1.64 0.79 0.0027 1.57 0.32 0.0171
 
Genes involved in DNA damage signaling 
ATM 2.12 1.30 0.0042 1.19 0.87 0.451 1.85 1.12 0.0156 1.97 1.28 0.0107 
BAX 1.65 0.29 0.0048 1.47 0.30 0.0288 1.35 0.29 0.0917 1.84 0.33 0.0005 
BBC3 6.25 0.16 0 4.38 0.82 0 1.80 0.27 0.0016 3.47 0.18 0 
BNIP3 2.15 0.67 0.006 1.33 0.25 0.2889 1.41 0.29 0.2076 1.38 0.82 0.4039 
ERCC1 1.85 0.63 0.0316 1.96 1.32 0.0469 1.29 0.42 0.3703 1.36 0.34 0.2566 
GADD45A 3.59 1.79 0 2.50 1.56 0.0052 -1.27 0.96 0.4137 1.87 1.10 0.0508 
GADD45G 5.44 3.11 0 2.54 1.32 0 2.06 1.16 0.0011 2.45 1.27 0 
MDM2 1.99 0.92 0.0088 1.79 1.12 0.0404 1.45 0.82 0.1636 1.73 0.99 0.0458 
PURA -1.94 0.47 0.0005 -1.06 0.31 0.7699 -1.56 0.49 0.0167 -1.70 0.52 0.0044 
RAD51 -1.71 0.35 0.0067 1.30 0.28 0.1718 1.69 0.37 0.0069 -1.43 0.28 0.0743 
XPC 2.12 1.06 0.0042 1.53 0.75 0.0871 1.93 0.89 0.0095 2.58 1.39 0.0004 
 
Genes involved in p53 signaling 
ATM 2.12 1.30 0.0042 1.19 0.87 0.451 1.85 1.12 0.0156 1.97 1.28 0.0107 
BAX 1.65 0.29 0.0048 1.47 0.30 0.0288 1.35 0.29 0.0917 1.84 0.33 0.0005 
BBC3 6.25 0.16 0 4.38 0.82 0 1.80 0.27 0.0016 3.47 0.18 0 
BRAP 1.81 0.30 0.0025 1.91 0.35 0.001 -2.26 0.53 0 -1.12 0.36 0.5169 
CSNK1A1 1.77 0.68 0.0356 -1.01 0.44 0.973 -1.56 0.97 0.0727 1.04 0.47 0.8599 
EI24 1.60 0.17 0.0209 1.12 0.16 0.5765 -1.28 0.47 0.1555 1.57 0.63 0.0473 
FAF1 1.64 0.43 0.0093 1.24 0.33 0.2497 -2.96 1.16 0 1.19 0.36 0.3636 
GADD45A 3.59 1.79 0 2.50 1.56 0.0052 -1.27 0.96 0.4137 1.87 1.10 0.0508 
MDM2 1.99 0.92 0.0088 1.79 1.12 0.0404 1.45 0.82 0.1636 1.73 0.99 0.0458 
PMP22 -2.29 0.28 0 -4.61 1.31 0 -17.50 6.45 0 -3.76 0.88 0 
PRKCA 1.60 0.24 0.0115 1.57 0.28 0.016 -3.81 0.58 0 -2.44 0.78 0 
RELA 2.22 1.99 0.0332 -1.00 0.67 0.6251 1.67 1.11 0.0831 1.07 0.75 0.55 
SFN 1.78 0.30 0.002 3.51 0.78 0 1.30 0.14 0.1526 1.13 0.23 0.5252 
TRAF4 1.88 0.60 0.0004 1.83 0.69 0.0009 1.14 0.48 0.4991 1.60 0.54 0.0086 
WIG1 -1.93 0.28 0.0342 1.06 0.32 0.8805 -1.05 0.26 0.8616 1.31 1.09 0.8246 
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