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摘 要 
 

肝纖維化之特徵為肝臟星狀細胞(stellate cells)＂活化＂；如何逆轉或緩 

解肝纖維化是國際熱門研究課題，目前並無＂抗肝纖維化＂之西藥，是以中 

藥之研發有其意義與契機。特別是肝纖維化之分子形成機轉，包括：氧化壓 

力、肝星狀細胞增生與移行、發炎反應等等，以＂複方＂中藥將不同抑制肝 

纖維化機轉之丹參、川芎與大黃三種單方組成創新複方，在開發治療抗肝纖 

維化之中藥生技研發上，有其意義。本計畫即以離體細胞與活體肝硬化鼠模 

式延續並進一步深入探討＂抗肝纖維化＂與＂保護肝臟＂藥物之藥效藥理機 

轉，以作為臨床抗肝纖維化療效評估之根據、基礎。 

本計畫以(1)離體細胞（包括肝臟星狀細胞），與(2)活體肝纖維化動 

物模式，評估＂複方＂中藥之效應。肝星狀細胞經SV40病毒轉染之細胞株 

(HSC-T6)，分別以TGF-β1引致其活化、分泌膠原蛋白，再以中藥來評估其效 

應。活體動物效應研究以膽管結紮引致肝纖維化動物模式來評估其療效。以＂ 

複方＂中藥餵食後做療效評估—包括病理切片肝纖維化嚴重度、肝中膠原蛋 

白與α-SMA含量測定，血清生化指標(SGOT，SGPT，creatinine)等等。特別 

是由不同作用機轉之丹參、川芎與大黃三種單方組成創新複方，以由活體動 

物模式，來評估是否比單一藥物大黃療效佳。 

由本研究結果顯示，中藥新複方（丹參＋川芎＋大黃）萃取物在離體肝 

臟星狀細胞株上有抗肝纖維化效應，而活體動物療效評估顯示中藥新複方有 

降低肝纖維化鼠肝腫大、肝膠原蛋白含量與提升並改善膽管結紮鼠全身體重 

之效應，複方比單方大黃在降低肝腫大效應上較優。而在肝膠原蛋白含量方 

面，亦有降低之趨勢。唯因樣本數關係，尚未達p＜0.05之統計差異。 
 

 

關鍵詞：肝纖維化、中藥複方、丹參、川芎、大黃、肝星狀細胞 
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ABSTRACT 
 

 
Liver fibrogenesis is a dynamic, complex, and progressive process and at some 

stages, it is reversible. No clinically efficacious anti-fibrotic drugs are yet available, 
and current research is directed to lessening or reversing fibrosis. The major 
culprit of liver fibrosis is activation of hepatic stellate cells (HSCs), characterized 
by transformation from a quiescent phenotype to a proliferative, contractile and 
secretory phenotype. In this study, we investigated the in vitro and in vivo anti- 
fibrotic effects of a novel Chinese herbal formula of 3 herbs (SLR: S, Salvia 
miltiorrhiza; L, Ligusticum chuanxiong; R, Rheum palmatum) in rats. 

A cell line (HSC-T6) is challenged with transforming growth factor (TGF)-β1 
to induce HSC activation, and to evaluate the inhibitory effects of SLR on activated 
HSCs in terms of collagen and α-smooth muscle actin (α-SMA) production. A rat 
model of hepatic fibrosis was induced by bile duct ligation (BDL). SLR (50 mg/kg, 
bid, S:L:R= 2:2:1) or R (Rheum palmatum, 10 mg/kg, bid) alone was administered 
to BDL rats for 3 weeks. Assessment of therapeutic effects included: (A) hepatic 
and body weights, (B) quantitation of hepatic collagens and α-smooth muscle actin 
(α-SMA), (C) serum biochemical markers including SGOT and SGPT, and (D) 
histological scoring of liver fibrosis. 

SLR (S+L+R=5.0+5.0+2.5 μg/ml) reduced TGF-β1-stimulated collagen 
and α-smooth muscle actin (α-SMA) protein expressions in HSC-T6. In the in 
vivo therapeutic study, SLR (50 mg/kg, bid, S:L:R= 2:2:1) treatment for 3 weeks 
siginificantly reduced hepatic collagen content and liver weight of BDL rats with 
hepatic fibrosis . Body weight of BDL rats was also improved by SLR treatment. 
Therapeutic benefits of SLR were significantly better than R ( Rheum palmatum) 
alone. Moreover, the reduction of hepatic collagen content in BDL rats tended to be 
greater in SLR than R alone. 

 
 
Keywords: hepatic fibrosis, Chinese herbal formula, Salvia miltiorrhiza, Ligusticum 

chuanxiong, Rheum palmatum, hepatic stellate cells 
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壹、前言 
 

因慢性B或C型肝炎及酗酒性肝炎等所致慢性肝臟損傷、發炎有可 

能導致肝硬化，特徵為肝正常組織及細胞漸被結疤組織所取代，即肝 

纖維化。慢性B或C型肝炎併有肝硬化是導致肝癌之重要危險因子，故 

如何阻延或逆轉肝纖維化為處理慢性B或C型肝炎及預防肝癌的重要課 

題。肝纖維化是一個動態、進行性的過程，在某些階段為可逆的。而對 

肝纖維化目前尚無有效藥物治療，醫學界仍致力實驗研究，尋找阻延肝 

纖維化之藥物。 

肝纖維化之特徵為肝臟星狀細胞(stellate cells)＂活化＂，即星狀 

細胞由靜態儲存維生素A細胞轉化為具有增生，收縮肝小竇 (hepatic 
sinusoids)，以及分泌細胞外間質等特性而促進肝纖維化；如何逆轉成 

緩解肝纖維化是國際熱門研究課題，目前並無＂抗肝纖維化＂之西藥， 

是以中藥之研發有其意義與契機。特別是肝纖維化之分子形成機轉，包 

括：氧化壓力、肝星狀細胞增生與移行、發炎反應等等，以＂複方＂中 

藥將不同抑制肝纖維化機轉之丹參、川芎與大黃三種單方組成創新複 

方，在開發治療抗肝纖維化之中藥生技研發上，有其意義。本計畫即以 

離體細胞與活體肝硬化鼠模式延續並進一步深入探討＂抗肝纖維化＂ 

與＂保護肝臟＂藥物之藥效藥理機轉，以作為臨床抗肝纖維化療效評估 

之根據、基礎。 

本計畫以(1)離體細胞（包括肝臟星狀細胞），與(2)活體肝纖維化 

動物模式，針對創新複方中藥（丹參、川芎與大黃）萃取物，在離體及 

活體上之抗肝纖維化效應做研究，評估各種生物活性，並進而探究其藥 

效機轉。 
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貳、材料與方法 
 

一、實驗材料 
(一) 儀器設備 循環恆

溫水域槽 

(Circulating water bath, WB212-B1, Bioway, Taipei) 
超音波震盪器 (Sonorex supper RK 255H, Germany) 
高速離心機 

(High –Speed Centrifuge, Hermile Labotechnik, Germany) 微量離心

機 ( Micro centrifuge, The Griffin group, INC. U.S.A.) 血球計數器 

(Hemocytometer, Hausser Scientific Horsham, USA) 光學顯微鏡 

(Light microscope, CK-30, Olympus, Japan) 相位差顯微鏡 (Phase-
contrast microscope, IX70, Olympus, Japan) 雷射共軛焦顯微鏡 

(Laser confocal microscopy, TCS-SP2, Leica) 二氧化碳培養箱 

(CO2 incubator, SANYO, Japan) 免疫酵素分析儀 (ELISA reader, 
Power Wave, BIO-TEK, USA) 即時定量聚合酶分析儀 

(ABI prism 7900 HT Sequence Detection System, Applied Biosystems) 
聚合酶分析儀 

(Gene Amp PCR system 9700, Perkin Elmer Applied Biosystems, 
U.S.A.) 
冷光測定儀 

(AutoLumat LB953, Berthold technologies, Bad Wildb Germany) 
分光光度計 (DU-65 Spectrophotometer, Beckman, U.S.A.) 比色

分析儀 

(Colorimetric analyzer, Dri-Chem 3000, Fuji Photo Film Co, Tokyo, 
Japan) 
酸鹼測定計 

(pH meter JENCO MODEL 6171, Jenco Electronics, Ltd., Taiwan) 
均質機 (Ultra Turrax®, Ika Labotechnik, Germany) 
SDS-PAGE 電泳套組 (Bio-Rad, USA) 
影像分析處理設備 Kodak MI Analysis System (Eastman Kodak) 

(二) 試劑與藥品 

以下試劑購自Amersham (UK) 
Cell proliferation biotrak ELISA system 
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ECLTM  Western Blotting Detection Reagents 
以下試劑購自Biocolor (Ireland) 
Sircol collagen assay kit 
以下試劑購自Millipore (USA) 
Immobilon-PVDF 
以下試劑購自Molecular Probes (USA) 
Propidium iodide 
以下試劑購自Bio-red (USA) 
Acrylamide 
N,N,N’,N’-Tetra-methyl-ethylenediamine (TEMED) 
以下試劑購自BRL Gibco (USA) 
Trypsin-EDTA 
以下試劑購自Calbiochem (USA) 
Mouse α-actin, TGFβ1 (Human) 
以下試劑購自Chemicon 
Nuclear extraction kit 
以下試劑購自Invitrogen (USA) 
dNTP mix, oligo(dT)12-18, RNase inhibitor, 
M-MLV reverse transcriptase 
Waymouth’s medium 
以下試劑購自Jackson ImmunoResearch (USA) 
Rhodamine-conjugated donkey anti-mouse IgG antibody 
以下試劑購自Merck (Germany) 
Ammonium persulfate (APS) 
Boric acid 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 
Ethylenedinitrilo tetraacetic acid disodium salt dihydrate (EDTA) 
Sodium chloride (NaCl) 
Tween® 20 
以下抗體購自Santa Cruz (USA) 
Goat anti-phospho-Smad2/3 polyclonal antibody 
Goat anti-Smad2/3 polyclonal antibody 

 
 
二、複方中藥萃取物的製備 
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所篩選的各中藥萃取物由國立中國醫藥研究所林雲蓮老師實驗室提 

供。丹參、川芎、大黃三種中藥材購自中藥藥材行。將丹參、川芎、大 

黃藥材以80%酒精於60℃萃取過濾三次，經減壓濃縮後得到丹參粗抽物 

(Sm)、川芎粗抽物(LC)、大黃粗抽物(RP)，以供實驗用。指標成份各為 

salvianolic acid B（丹參）、tetramethylpyrazine（川芎）與emodin（大 

黃）。因考量大黃為大苦大寒之瀉下藥材，故在複方比例上先予以減 

量，在離體及活體試驗上均採2:2:1比例劑量進行實驗，期能不對活體實 

驗的動物造成不良影響。 

(一) 中藥對肝星狀細胞離體活性抑制分析 

1. HSC-T6 cell line培養 

離體試驗所使用的星狀細胞(HSC-T6 cell line)來源自紐約西 

奈山醫學院(Mount Sinai School of Medicine) S.L. Friedman教授， 

以運用lipofectamine轉植SV40的T-antigen帶有Rous sarcoma virus 
promoter表現基因之大鼠肝星狀細胞。HSC-T6 cells維持在含有 

10%胎牛血清、2mM L-glutamate、100μM非必須胺基酸及抗生 

素(100units/ml of penicillin, 100g/ml streptomycin and 0.25µg/ml of 
fungizone)的Waymouth 752/1培養基，培養於37°C、5% CO2/95% 
air培養箱。每四天以胰蛋白酶消化繼代，以每片1×107個細胞的 

密度培養在75平方公分細胞培養皿。 

2. HSC-T6 cell活化之評估 

藉由加入1ng/ml TGF-β1刺激星狀細胞的活化，再以Western 
b l o t 及r e a l t i m e - P C R 定量分析，分析α - s m o o t h m u s c l e a c t i n 
(α-SMA)蛋白質表現量及基因的轉譯表現，將可作為檢測星狀 

細胞活化之參數。HSC-T6 cell培養在6cm培養皿中以10% FBS 
Waymouth 752/1培養基培養24小時後，更換為不含血清培養基。 

分別加入複方中藥併用處理1小時後，再加入1 ng/ml TGF-β1刺激 

星狀細胞的活化（同時留一對照組），併用處理24小時後收集蛋 

白質供Western Blot實驗用。用於real time-PCR定量分析則以藥物 

處理6小時。 

在分析藥物對降低HSC-T6細胞膠原蛋白(Collagen)實驗，方 

法為將細胞培養在24-well培養盤中，以含10% FBS培養液培養 

24小時後，更換為不含FBS的培養液，同時給予刺激劑TGF-β1 
(1ng/ml)以及不同濃度複方中藥萃取物繼續培養24小時後，以 

Sircol Soluble Collagen Assay Kit偵測膠原蛋白的表現。先吸去 

培養液，以1×PBS清洗兩次，加入甲醇於-20℃放置1小時用以固 
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定細胞，再以1×PBS清洗，加入Sirius Red在培養箱處理30 分鐘 

後，吸去Sirius Red並加入純乙醇清洗殘留試劑，吸去乙醇後加 

入alkaline dye solution，利用ELISA reader讀取波長540nm的吸光 

值。 

3. 細胞毒性分析─MTT Assay 
將細胞培養在24-well培養盤中，以含10% FBS培養液培養 

24小時後，更換為不含FBS的培養液，並加入不同濃度複方中藥 

萃取物處理。經處理24小時後，加入0.1mg/ml MTT溶液培養2小 

時，將上清液吸去，加入200μl DMSO使細胞破裂釋出formazan 
結晶，以ELISA reader讀取波長540nm的吸光值。 

4. MAP kinase及Smad2/3磷酸化測定—西方點墨法(Western blot) 
將細胞培養在6cm培養皿中，每well種入106細胞，在含10% 

FBS培養液培養24小時，更換為不含FBS之培養液培養，先以中 
藥萃取物處理1小時後，再加入TGF-β1 (1ng/ml)處理1個小時，用 
分散液收取細胞，定量蛋白質，取30μg蛋白質加入樣本緩衝液 
(sample buffer)於95℃加熱10分鐘，置於冰上。 

以10% SDS-polyacrylamide gel進行電泳分析，電壓100伏特 

約2小時後將蛋白質轉 (transfer)至PVDF膜，將PVDF膜浸置於 

blocking buffer (5% non-fat milk in TTBS)中，室溫下搖晃1小時。 

接著以TTBS清洗PVDF膜，將膜置於一級抗體中（1:15000，以 

2% BSA in TTBS配置），4℃作用至隔夜，接著再加上二級抗體 

作用1小時，以ECL顯影，以冷光影像分析處理機偵測及分析。 

5. HSC-T6細胞遷移試驗(Migration assay) 
實驗前先將轉移盤上層以Matrigel (100μg/ml)塗覆處理1小 

時，再以培養液清洗。細胞先以含10% FBS培養液培養24小時， 
再以不含FBS之培養液培養24小時後打下細胞，每個轉移盤上層 
種入1×105細胞、150μl不含FBS之培養液以及不同濃度中藥萃取 
物，下層24-well於每個well加入500 μl不含FBS之培養液以及刺激 
劑TGF-β1 (1ng/ml)，置於培養箱培養6小時。 

吸去將轉移盤上層的培養液，用棉花棒沾取1×PBS小心括除 

上層未轉移之細胞，將上層轉移盤浸入乙醇10分鐘後，再浸入 

Harris Hematoxylin Solution 30分鐘用以染細胞核，之後以1×PBS 
小心沖洗轉移盤，將轉移盤上的膜取下，在顯微鏡400X下隨意 

挑選4個視野計算轉移至下層的細胞數。實驗結果(Cell migration) 
以下列表示：實驗組轉移至下層的細胞數除以對照組轉移至下層 
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的細胞數。實驗中同時以Dexamethasone作為正對照組(23,24)。 

(二) 中藥抑制肝纖維化之活體動物試驗 

1. 肝纖維化動物模式 

樂斯科生物科技公司購買6週齡雄性Sprague-Dawley (SD)大 

鼠餵養於動物中心，控制在12小時light/dark循環條件下，任其隨 

意進食進水。實驗用SD大白鼠分為假手術組(Sham)，每組6隻動 

物；膽管結紮組(BDL)、複方中藥(50mg/kg)＋膽管結紮(BDL)、 

Silymarin (50mg/kg)＋膽管結紮(BDL)、大黃EtOH層萃取物(10 
mg/kg)＋膽管結紮手術(BDL)組，每組十隻動物，飼養於陽明大 

學實驗動物中心。肝纖維化動物模式以膽管結紮模式(bile duct 
ligation，BDL)處理三週誘發大鼠肝臟纖維化，複方中藥亦同步 

治療，以劑量50(mg/kg)每天餵食二次連續三週。犧牲前一晚實 

驗動物先禁食12小時，犧牲當日以ketamine (100mg/kg)麻醉並採 

血後，以KCl (3M)施行安樂死，打開腹腔後自後腔靜脈(caudal 
vena cava)以10ml針筒採血；將肝臟、脾臟取出，秤重並紀錄。 

將肝臟左側葉切成適當大小後，分別置於10%中性福馬林及液態 

氮中，其餘肝葉保存於-80℃。 

2. 血液生化值檢測  

將血液靜置室溫1小時後，以冷凍離心機於4℃下，每分鐘 

4,700rpm離心20分鐘，取上層血清測定血清生化值。以自動分析 

儀檢測AST及ALT，採用自動之分析套組(kit, Dri-Chem 3000, Fuji 
Photo Film Co, Tokyo, Japan)進行分析。 

3. 活體肝臟膠原蛋白含量之定量分析 

取約0.1g肝組織於0.5M acetic acid中，利用均質機(ULTRA 
® 

TURRAX , Ika Labotechnik, Staufen, Germany)予以均質。經acetic 
acid萃取出的不可溶的膠原蛋白在經過加熱80℃，60分鐘後會 

轉變成可溶的膠質。測定方法依照Sircol collagen assay (Biocolor, 
Belfast, Nothern Ireland) 所提供之實驗方法。 

4. 肝臟組織病理學觀察  

肝臟經HE染色後，觀察肝臟之纖維化程度。纖維化以Sirius 
red染色評分的半定量方法：1分為portal area之纖維母細胞（紡綞 

狀, spindle）增生，但還未長進來至肝小葉；2分為portal area之 

纖維母細胞增生，也長進來至肝小葉，但彼此間未接在一起；3 
分為portal area之纖維母細胞增生，也長進來至肝小葉，並且彼 

此間也接在一起；4分為portal area之纖維母細胞增生，也長進來 
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至肝小葉，並且彼此間也接在一起且纖維組織增生變寬及膽管增 

生。 

(三) 統計分析  

上述實驗所得到之數據結果均以平均值±標準誤差值(mean ± 
s.e.m)表示。多組之間以單因子變異分析(one-way ANOVA)評估各 

組間差異。當統計結果p＜0.05時，則認為兩組間的差異具有統計 

學上的意義。(15-17, 21,22,25)
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參、結果 
 

一、中藥對肝星狀細胞離體活性抑制分析 
(一) HSC-T6 cell活化之評估 

以西方點墨法分析複方中藥對抑制經TGF-β1 (1ng/ml)處理之大 
鼠肝臟星狀細胞株α-Smooth Muscle Actin (α-SMA)蛋白表現結果， 
在經三次實驗重複後，發現複方中藥以2:2:1比例，在劑量Sm-LC- 
RP 5-5-2.5μg/ml時可降低經刺激TGF-β1 (1ng/ml)處理之大鼠肝臟星 
狀細胞株HSC-T6所產生α-SMA蛋白表現量，在p＜0.05時，有統 
計上差異。（如圖1）。 

在定量PCR分析複方中藥對大鼠HSC-T6細胞株分泌α-smooth 
muscle actin (α-SMA)基因產物量效應上，實驗結果發現以複方 
中藥以2:2:1比例，在劑量Sm-LC-RP 5-5-2.5μg/ml時可降低經刺 
激TGF-β1 (1ng/ml)處理之大鼠肝臟星狀細胞株HSC-T6所表現的 
α-smooth muscle actin (α-SMA)基因產物量（如圖2）。 

以Sircol Collagen Assay分析複方中藥對抑制TGF-β1刺激處理大 

鼠肝臟星狀細胞株HSC-T6膠原蛋白表現結果，在經四次實驗重複 

後，發現複方中藥Sm-LC-RP在2.5-2.5-1.25μg/ml及5-5-2.5μg/ml二個 

劑量均可降低大鼠肝臟星狀細胞株HSC-T6膠原蛋白表現量（如圖 

3），並且在p＜0.05時，有統計上的差異。 

(二) 細胞毒性分析─MTT Assay 
在藥物處理對肝臟星狀細胞H S C - T 6 毒性試驗方面，複方 

中藥Sm-LC-RP在1-1-0.5μg/ml、2-2-μg/ml、2.5-2.5-1.25μg/ml及 

5-5-2.5μg/ml四個劑量對肝臟星狀細胞株HSC-T6均不會造成毒性 

（如圖4）。 

(三) MAP kinase及Smad2/3磷酸化測定  

為了確認複方中藥對於抑制由TGF-β1所引起Smad2/3蛋白質磷 

酸化的影響，本實驗室在經三次以西方點墨法實驗後，初步得到複 
方中藥Sm-LC-RP在劑量 5-5-2.5 μg/ml時可降低Smad 2/3蛋白質磷酸 
化的結果，但目前結果並無統計上差異，有待進一步實驗證實（如 
圖5及圖6）。 

本實驗室目前在TGF-β1及中藥單方對於MAPK的影響有初步 
成果（如圖7 A-F）。HSC-T6細胞先以不含血清的培養液培養一 
天，經大黃預處理1小時，加入1ng/ml TGF-β1刺激後，收細胞進行 
Western blot分析。 
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1. JNK表現方面 
以TGF-β1分別刺激15分、30分、1小時和2小時，收細胞進 

行Western blot分析，結果顯示TGF-β1在作用後2小時明顯刺激 
JNK活化至156% ± 39%（圖7-A）。大黃預處理組中，在5以及 

10μg/ml濃度下分別可明顯抑制JNK活化至102% ± 19%及88% ± 
25%（圖7-D）。 

2. p38 MAPK表現方面 
以TGF-β1分別刺激15分、30分、1小時和2小時，結果顯示 

TGF-β1在作用後30分鐘即可刺激p38 MAPK活化，作用至2小時 
可以明顯刺激p38 MAPK活化至149% ± 32%（圖7-C）。大黃預 

處理組中，在5以及10μg/ml的濃度下皆無法抑制p38 MAPK活化 

（圖7-F）。 

3. ERK 表現方面 
以TGF-β1分別刺激15分、30分、1小時和2小時，結果顯示 

TGF-β1皆無法明顯刺激ERK活化（圖7-B）。大黃預處理組中， 
在5 以及10 μg/ml的濃度下對ERK 亦無明顯作用（圖7-E）。總結 
MAPK的分析結果，TGF-μ1可刺激JNK和p38 MAPK的活化，而 
大黃可明顯抑制JNK的活化並呈現濃度效應關係，對p38 MAPK 
卻無抑制作用。 

(四) HSC-T6細胞遷移試驗(Migration assay) 
在TGF-β1的刺激下，大黃酒精萃取物於5、10和25μg/ml不同 

濃度下呈現濃度效應關係的抑制趨勢，並且在5μg/ml的濃度下即有 
統計學上的差異，可以明顯抑制HSC-T6細胞的遷移作用至147% ± 
51%。  

與西藥dexamethasone相比，大黃酒精萃取物於5、10和25μg/ml 
對抑制細胞遷移效果更佳。至於大黃成分emodin對於抑制細胞遷移 

則無明顯效果。（如圖8） 
 
 

二、中藥抑制肝纖維化之活體動物試驗 
(一) 肝纖維化動物模式  

動物實驗分成假手術組(Sham)、膽管結紮手術組(BDL)、複方 

中藥(50mg/kg)＋膽管結紮手術(BDL)、Silymarin (50mg/kg)＋膽管 

結紮手術(BDL)、大黃(RP)EtOH層萃取物(10mg/kg)＋膽管結紮手術 

(BDL)組。假手術組處理6隻動物，給藥組每組10隻動物，均飼養 

於陽明大學實驗動物中心。動物在體重達300克後進行假手術及膽 
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管結紮手術。手術隔日開始以口服餵食藥物三週，每天二次。持續 

三週後犧牲動物，稱取每隻體重、肝重，紀錄其數值，並取其肝葉 

組織分別保存於10%福馬林溶液及液態氮中。並離心採集血清以自 

動分析儀檢測AST及ALT。由體重、平均肝重數據結果來看，膽管 

結紮組(BDL)、複方中藥2:2:1混合物(50mg/kg)＋膽管結紮(BDL)、 

Silymarin (50mg/kg)＋膽管結紮(BDL)組及大黃(RP) EtOH層萃取物 

(10mg/kg)＋膽管結紮手術(BDL)組體重均比假手術組(Sham)輕，顯 

示進行膽管結紮手術會造成大鼠體重降低。而在肝重、肝重/體重 

比較上(如Table 1)，假手術組在肝重上均比膽管結紮組(BDL)、複 

方中藥2:2:1混合物(50mg/kg)＋膽管結紮(BDL)、Silymarin (50mg/ 
kg)＋膽管結紮(BDL)及大黃EtOH層萃取物(10mg/kg)＋膽管結紮手 

術(BDL)組來得輕。 

但若以平均肝重/體重比例來看，膽管結紮手術(BDL)組會提高 

大鼠肝重/體重比例(p＜0.05)。而複方中藥2:2:1混合物(50mg/kg)＋ 

膽管結紮(BDL)、Silymarin (50mg/kg)＋膽管結紮(BDL)組二個給藥 

處理組的大鼠平均肝重/體重比例，則有降低的情形，並有統計上 

的差異（如Table 1及圖9），而複方中藥2:2:1混合物(50mg/kg)降低 

膽管結紮大鼠的平均肝重/體重比效果較大黃EtOH層萃取物(10 mg/ 
kg)佳。 

(二) 肝臟觀察 

在實驗犧牲大鼠肝臟外觀觀察上（如圖10-圖14），施行假手 

術組大鼠外觀與施行膽管結紮手術組(BDL)相較，假手術組(sham) 
肝臟體積較小，顏色較為紅潤。而四個施行膽管結紮手術組大鼠肝 

臟體積較大，顏色均偏黃色，顯示有肝腫大與黃疸現象。 

(三) 血液生化值檢測  

在血清生化值ALT及AST的比較上，接受膽管結紮手術(BDL) 
組別的AST及ALT值均較只進行假手術組(Sham)來得高，並且有統 

計上的差異：將藥物處理組與膽管結紮手術(BDL)組相較，餵食複 

方中藥2:2:1混合物(50mg/kg＋膽管結紮手術(BDL))組無法降低ALT 
及AST血清生化值；而Silymarin (50mg/kg)＋膽管結紮手術(BDL)組 

與膽管結紮手術(BDL)組相較，AST及ALT平均值均有降低，但無 

統計上之差異。至於大黃EtOH層萃取物(RP 10mg/kg)＋膽管結紮手 

術(BDL)組可降低AST平均血清生化值，但亦無統計上之差異。(如 

Table 2)。 

(四) 肝臟膠原蛋白含量之定量分析 
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在活體肝臟膠原蛋白含量之定量分析結果上，以Sircol collagen 
assay測肝組織可溶性膠原蛋白含量，結果發現，施行膽管結紮手 

術組(BDL)大鼠其肝組織膠原蛋白含量比假手術組(sham)高，在p＜ 

0.05時，有統計上的顯著差異。而三個給藥組的大鼠肝臟膠原蛋白 

含量，與膽管結紮手術組(BDL)大鼠組相較之下有降低的趨勢，而 

且在在p＜0.05時，有統計上的顯著差異。顯示複方中藥2:2:1混合 

物、Silymarin、大黃EtOH層萃取物三種藥物均有降低施行膽管結 

紮手術大鼠肝臟膠原蛋白含量的效果(如Table 3)。 

(五) 肝臟組織病理學觀察  

在肝臟組織病理學觀察方面，本實驗室在犧牲所有實驗大鼠 

後，以10%福馬林固定組織，委由台灣動物科技研究所製作組織切 

片，由台中榮總比較病理實驗室人員對所有樣本進行肝臟病理評 

分。結果(如Table 4)發現，膽管結紮手術組(BDL)大鼠比假手術組 

(sham)大鼠在肝纖維化及肝壞死程度上均有明顯嚴重，在p＜0.05下 

有統計上差異。而複方中藥2:2:1混合物50 mg/kg對於膽管結紮手術 

大鼠，有降低其肝臟纖維化及肝臟壞死的功效，但與單方大黃相較 

則無統計上差異。 
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肆、討論 
 

本研究以離體肝星狀細胞細胞株(HSC-T6)與膽管結紮肝纖維化動物 

模式來評估中藥新複方（丹參、川芎、大黃）之抗肝纖維化效應。由本 

研究結果顯示，中藥新複方（丹參＋川芎＋大黃）萃取物在離體肝臟星 

狀細胞株上有抗肝纖維化效應，而活體動物療效評估顯示中藥新複方有 

降低肝纖維化鼠肝腫大、肝膠原蛋白含量與提升並改善膽管結紮鼠全身 

體重之效應，複方比單方大黃在降低肝腫大效應上較優。而在肝膠原蛋 

白含量方面，亦有降低之趨勢。唯因樣本數關係，尚未達p＜0.05之統 

計差異。未來研究可以在不同肝纖維化動物模式（例如四氯化碳或其他 

肝毒素Dimethylnitrosamine或Thioacetamide誘發肝纖維化）來進一步印 

證中藥新複方療效，以做為臨床療效評估之依據。 
 
 

伍、結論與建議 
 

由本研究結果顯示，中藥新複方（丹參＋川芎＋大黃）萃取物在 

離體肝臟星狀細胞株上有抗肝纖維化效應，而活體動物療效評估顯示中 

藥新複方有降低肝纖維化鼠肝腫大、肝膠原蛋白含量與提升並改善膽 

管結紮鼠全身體重之效應，複方比單方大黃在降低肝腫大效應上較優。 

未來研究可以在不同肝纖維化動物模式（例如四氯化碳或其他肝毒素 

Dimethylnitrosamine或Thioacetamide誘發肝纖維化）來進一步印證中藥 

新複方療效，以做為臨床療效評估之依據。 
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柒、圖表 
 
 
Table 1. Profiles of body, liver and kidney weights in rats. 

 
 三週後體重(g) 平均肝重(g) 

Sham (n＝6) 390±6.3 13±0.6 
BDL (n＝8) 358.8±8.3* 26.5±1.1* 

SLR (2:2:150mg/kg)＋BDL (N＝10) 334.9±5.6*# 21.7±1.3*# 

SN (50mg/kg)＋BDL (n＝9) 364.4±14*# 20.7±1.5*# 

RP (10mg/kg)＋BDL (n＝8) 368.8±10.8*  26.1±2.1*  

Data are expressed as mean ±SEM.   
* p＜0.05 BDL組vs. sham組 
# p＜0.05 BDL組+給藥組vs. BDL組 

 p＜0.05 SLR(2:2:1 50 mg/kg)+BDL組vs RP(10 mg/kg)+BDL組 
 
 

Table 2. Results of plasma biochemistry in different groups. 
 
 ALT(U/L) AST(U/L) 

Sham (n＝6) 19.3±3.7 77±7.6 

BDL (n＝8) 117±9.2* 728.6±69.7* 

SLR (2:2:1 50mg/kg)＋BDL (n＝10) 135.7±19.6 794± 45.8 

SN (50mg/kg)＋BDL (n＝9) 103.6±18.3 558.9±80 

RP (10mg/kg)＋BDL (n＝8) 116.8±13.5 612±81 

Data are expressed as mean ±SEM. 
* p＜0.05 BDL group vs sham group. 

 
 
Table 3. Hepatic Collagen Content (mg/g of dried liver) of Different 

Treatment groups of Bile-duct Ligation Rats. 
 

Hepatic Collagen Content (mg/g of 
dried liver) 

Sham (n＝6) 14.8±8.0 
BDL (n＝8) 53.2±6.8* 
BDL＋SLR 2:2:1 50mg/kg (n＝10) 20.9±6.9 *# 
BDL＋Silymarin 50mg/kg (n＝9) 27.4±6.9 *# 
BDL＋RP 10mg/kg (n＝8) 30±7.0 *# 
Data are expressed as mean ±SEM. 
* p<0.05 BDL 組vs. sham組 
# p<0.05 BDL+給藥組 vs. BDL組 
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Table 4. 肝臟纖維化與壞死程度評分結果 
 

 肝纖維化程度評分 肝壞死程度評分

Sham (n＝6) 0±0 0±0 

BDL (n＝8) 1.9±0.8* 0.8±0.9* 

BDL＋SLR 2:2:1 50mg/kg (n＝10) 1±0.5*# 0.7±0.7*# 

BDL＋Silymarin 50mg/kg (n＝9) 1.9±1.6* 0.1±0.4* 

BDL＋RP 10mg/kg(n=8) 0.8±0.7*# 0.6±0.5*# 

Data are expressed as mean ±SEM. 
* p<0.05 BDL組vs. sham組 
# p<0.05 BDL+給藥組 vs. BDL組 
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圖1 複方中藥抑制TGF-β1刺激HSC-T6細胞表現α-SMA蛋白之效應 
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Sm crude extract (μg/ml) 

LC EtOH extract (μg/ml) 

RP EtOH extract (μg/ml) 

* p＜0.05 TGF-β1組vs. DMSO組 
# p＜0.05 TGF-β1組+中藥組vs. TGF-β1組 
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200 bp α-SMA 

G3PDH 209 bp 
 

圖2 複方中藥對抑制TGF-β1刺激HSC-T6細胞分泌α-smooth  muscle 
α-smooth muscle actin (α-SMA)基因產物量效應 
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圖3 複方中藥抑制TGF-β1刺激HSC-T6細胞分泌膠原蛋白之效應 
 

+ + + + DMSO (0.1%) 
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Sm crude extract (μg/ml) 

- + + + 
- - 2.5 5 

- 
 

- 2.5 5 
- 

LC EtOH extract (μg/ml) 

RP EtOH extract (μg/ml) - 1.25 2.5 
* p＜0.05 TGF-β1組vs. DMSO組 
# p＜0.05 TGF-β1組+中藥組vs. TGF-β1組 
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圖4 以MTT assay測試複方中藥對HSC-T6細胞毒性結果 
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圖5 以西方點墨法分析複方中藥對TGF-β1引起Smad2/3蛋白質磷酸化 

影響結果 
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圖6 以西方點墨法分析複方中藥對TGF-β1引起Smad2/3蛋白質磷酸化 

影響結果 
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圖7 (A)-(F) 大黃萃取物抑制HSC-T6細胞受TGF-β1刺激下MAPK磷酸 

化效應。 
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TGF-β1 (1 ng/ml) - + + + + + + + 
DMSO + + + + + + + + 
Dexamethasone (1 μM) - - + - - - - - 
Rh (μg/ml) - - - 5 10 25 - - 
Emodin ( M) - - - - - - 10 20
圖8 大黃萃取物5-25 μg/ml抑制HSC-T6細胞受TGF-β1刺激移行的濃度 

劑量效應，以西藥dexamethasone為正對照組。大黃成份emodin未 

有抑制效應。 
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圖9 不同藥物處理對大鼠平均肝重/體重比例的影響 
Data are expressed as mean ±SEM. 
* p< 0.05 BDL組vs. sham組 
# p< 0.05 BDL組+給藥組vs. BDL組  p< 0.05 SLR(2:2:1 50 mg/kg)+BDL組 vs RP(10 mg/kg)+BDL組 
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圖10 Sham組肝臟外觀 圖11    SLR 2:2:1 50 mg/kg+BDL組肝臟 

外觀 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖12 BDL組肝臟外觀 圖13 Silymarin 50 mg/kg +BDL組肝
臟 外觀 

 

 
 

 
 
圖14 大黃EtOH層萃取10 mg/kg +BDL 

組肝臟外觀 
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