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摘 要 
 
研究背景及目的： 

延續之前探討補益類中藥具保護放射線及癌症化學醫療藥劑壓力傷害的 
人體正常幹細胞效果分析，本計畫應用既知具正面防護人體幹細胞之補益中 
藥效用資訊，探討補益中藥對受放射線醫療處理之癌細胞及正常幹細胞影響 
之差異，尋找中藥輔助癌症醫療應用契機。二年計畫執行期間，分別針對女 
性乳癌及男性前列腺癌為例，探討此補益中藥對癌症醫療輔佐應用之可能影 
響。第一年集中於探討補中益氣湯對乳癌組織細胞在物理化學傷害壓力下之 
影響；第二年探討四物湯(4D)保護人體正常幹細胞作用與對男性前列腺癌癌 
組織細胞之不同反應中，尋找中藥輔助癌症醫療應用契機。 
研究方法： 

應用細胞體外初代培養技術觀察細胞存亡或增殖以及其細胞表面標誌及 
受體等蛋白表達之表型變化。並用RT-PCR、分子微陣列分析評估藥物作用於 
癌細胞影響其基因表達探討致癌基因、腫瘤抑制基因、細胞凋亡基因、細胞 
週期基因、前驅細胞早期基因及生長分化訊息傳導基因之表達特性變化。 
結果與討論： 

本計畫執行成果已完成平行比較分析正常體幹細胞及癌衍生細胞，對 
補益中藥處理後的細胞及分子級藥理反應發現，補中益氣湯對正常細胞的生 
長有正面修復或保護效應，反之部份對乳癌衍生細胞則為負面效應。進一步 
分析其基因表達的變化，則可發現補中益氣湯可促進乳癌衍生細胞高量表現 
腫瘤抑制及移轉抑制基因，同時也會抑制乳癌衍生細胞表現血管生成相關基 
因。其對於乳癌細胞可降低BRCA-1及BRCA-2之表現並明顯減少帶有AC133 
之細胞表形，可增加抑制細胞週期之P27及細胞凋亡基因P53表現。除此之 
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外，在針對腫瘤轉移基因進行array分析，癌細胞抑制基因PNN及乳癌轉移抑 
制基因BRMS1其表現量，故其於輔助性治療上可能有正面之輔助放射線治療 
效用。相對性的觀察補益四物湯劑對不同前列腺癌細胞在RI(放射線)傷害壓 
力下顯現著不同之反應及效益。在AC133之cell surface marker之分析上，在病 
患檢體細胞上，則未見相同之影響作用。在基因表現的分析上，補益四物湯 
劑則抑制PSCA、P27之表現並促進細胞CXCR4表形增加，但其對不同癌細胞 
表形及細胞株作用亦有所相異。病人細胞檢體研究結果未有一致性的影響。 
進一步分析發現四物湯在RI(放射線)傷害壓力下對Androgenic dependent之 
PCC2前列癌細胞有明顯的失去修復之加層效益，但對Androgenic independent 
之前列癌細胞有明確抑制癌細胞之凋亡及促進週期基因Cyclind D等基因表之 
負面作用，顯示四物湯對個人癌細胞輔助醫療前分子檢測之必要，補益四物 
湯劑對於前列腺癌之輔助性治療應用上，仍有待探討。除外，我們對六味丸 
中藥之胞輔助醫可能影響亦作了初步的探討，結果發現六味丸對前列腺癌腫 
瘤病患細胞在RI(放射線)傷害壓力下亦有增加腫瘤基因PSCA及癌細胞之表面 
附著相關因子CD44表型之表現等多項負面作用，但在沒RI傷害壓力情況下反 
之對PCC3前列癌細胞有顯著的存活成長抑制效用與對正常幹細胞及未確定 
癌之前列腺腫病患之保護效益有顯著差異，顯示六味丸之服用效用在於保護 
正常細胞、防護癌之形成作用但不適用於放射醫療癌症效益，以及病症不同 
用藥之效果具大差異。四物湯與六味丸均顯示著補益中藥在各個病患細胞保 
護或修復之效用有顯著之差異。補益類對癌細胞之效用評估亦顯示著癌腫瘤 
細胞表型多樣性與其對藥物反之個例特異性錯綜複雜，本計畫之研究結果顯 
示應用細胞初代培養技術及功能基因體評估藥物影響細胞表形及其生理變化 
之重要性。因其可 提供中藥應用於生理維護與組織修復機制及效用有效之論 
證並在分子藥理解析上可提供個病案例對中藥在個體幹細胞及腫瘤惡性細胞 
的個病案藥理較完整的資訊，唯各病患細胞表型之多樣性又礙於檢測病例數 
之有限未能足夠檢體建構補益類中藥應用於癌症醫療輔助之通用效益藥理評 
估。 

 
 

關鍵詞：人體間葉幹細胞、乳癌細胞、前列癌細胞、補益類中藥、功能性基 
因體藥理 
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ABSTRACT 
 
 
Aim:  

 

In this proposal study, we proposed to pursue a pharmacogenomic study on 
Bu-Yi prescription (補中益氣湯) as a radiation therapeutic adjuvant for breast 
cancer and Su-Wu Tang (四物湯) for prostate cancer patient cells. The aim of this 
study is to analyze the distinct pharmagenomic influences of selected Bu-Yi drugs 
among human normal stem cells, breast cancer and prostate cancer cells under the 
influence of gamm-ray irradiation stress. 
Method: 

The molecular pharmacologic effect on the co-cultured cell proliferation and 
stress/toxicity response in the primary culture of mesenchymal stem/progenitor cells 
and cancer cells were qualitatively and quantitatively compared at the molecular 
basis. Specifically, Gene expressions of oncogenes, tumor suppressor genes, 
apoptotic genes, cell cycle genes, early genes and Notch signal pathway genes 
were compared by RT-PCR analysis. Stress/toxicity pathway response genes were 
compared by a Real-time Q-PCR array study. Cell adhersion/interaction molecules 
and cancer/stem cell markers were analyzed by immunoflouence stain. Cancer cell 
secreted factors (such as proinflammatory factor, cytokines and growth factors) 
were analyzed by cytokine protein array. 
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Results and Discussion: 
In this study, we have compared the cellular and molecular pharmacologi- 

cal influences of the selective Bu-Yi drugs in human mesenchymal stem cells and 
breast or prostate cancerous cells, under the γ-ray irradiation stress. Most Bu-
Yi drugs tested exerts both protective and repair effect to the normal MSCs, 
including the cell function. In contrast, the irradiation-damage effect of breast cancer 
cells was 
found augment by the Bu-Yi prescription (補中益氣湯). Consistantely, tumor sup- 
pressor Pinin, and metastasis suppressor BRMS1 genes were found largly increased 
in breast cancerous cells after the Bu-Yi prescription treatment, under the radiation 
stress condition. Interestingly, the Bu-Yi prescription was also found diminished ex- 
pressions of angiogenic factors (such as VEGFR3 and VEGF-A) in breast cancerous 
cells. Take together, our results presented distinct pharmacogenomic influences of 
the Bu-Yi prescription on normal stem cell and cancerous cells. This result provides 
better insights on the potential benefits of the Chinese prescription supplement for 
breast cancer patient’s irradiation therapy. On the prostate cancer drug study, how- 
ever, our results showed that Su-Wu Tang (四物湯) enhances cell cycle gene Cyclin 
D expression, and inhibits cell apoptotic genes of prostate cancer patient tumor cells 
studied under the irradiation stress condition, indicating the negative effect may in- 
fluent the cancer irradiation therapy. The result also showed that Su-Wu Tang (四 
物湯) exhibits heterogeneous responses to different prostate cancer pataient cells, 
prostate cancer cell lines and normal MSCs. This phenomenon is also shown in the 
Lio-Wei Wan (六味丸) study in which it exhibits enhance PSCA gene expression 
and CD44 cancer cell adhesion molecule of prostate cancer clls or cell lines, but on 
the other hand presented more preventive and protective effects to the non-cancer 
detected prostate patient and normal stem cells. 

Current study exemplify the benefit of traditional Chinese prescriptions as 
therapeutic supplements in some cases can be achieved by cell molecular biological 
analyses. It also warrant that the pharmacological effect is case sensitive and cancer 
cell phenotype dependent. By analyzed the Bu-Yi Chinese Drug’s pharmacologic 
effect on protection and repair of tissue stem/progenitor during cancer patient 
tumor cells may benifit for personalized medication in use of Chinese Bu-yi drug as 
therapeutic adjuvant. This study was supported by NSC national research program 
(CCMP95-RD-204). 

 
 
Keywords: Human mesenchymal stem cells, Breast cancer cells, Prostate Cancer 

cells, Bu-Yi prescription, Pharmacogenomic study 
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壹、前言 
在臨床上，傳統中藥對人體疾病已有廣泛應用，而在許多重大疾 

病的西醫治療上，中藥亦具有輔助效果，例如目前已知中藥對於輔助癌 
症化療後的生理系統恢復效果明顯。然而到目前為止，對於中藥在細 
胞組織生理的影響，了解仍非常有限。而近年來，幹細胞的研究已顯示 
成體幹細胞具多組織修復再生功能，小自身體日常組織細胞之更新，大 
至提供個體受傷之組織再生功能，都由幹細胞主導。在人體生理恢復過 
程中，幹細胞之增殖分化調節顯得格外重要，特別是在組織細胞面對環 
境壓力時，其幹細胞更是扮演著重要角色。本計畫旨在以系統分子醫學 
的角度，應用藥物基因體醫學之分析，探討並比較補益類中藥對於正常 
組織幹原細胞與腫瘤細胞的細胞生理及分子基因層面之影響，並藉而建 
立補益類中藥對人體組織幹原細胞基因體表達功能影響之資訊。過去的 
報告中，運用幹細胞技術平台鑑定中藥功效的研究主要偏向於造血幹細 
胞的研究。例如1990年OhnishiY等人利用動物模擬 造血受損的模式，發 
現十全大補湯有促進早期幹細胞群落CFU-S生成的作用，初步鑑定中草 
藥在活體之效能；接著Fujii Y.等人餵食經放射線照射減低免疫小鼠人 
蔘養榮湯，發現可以增加血液中幹細胞群落CFU-E、CFU-GM的數量達 
2-2.5倍；Hsu HY.等人也發現以四物湯餵食免疫缺失小鼠有保護其免疫 
功能的效果。直到1997年，Hisha, H等人進一步發現十全大補湯具有加 
速經放射性及癌症化學治療藥物mitomycin C處理後造血受損老鼠之造 
血能力恢復，而其中當十全大補湯的甲醇萃取物達10μg/ml 時可增加骨 
髓白血球系群落大小，並可使群落之數量相對性增加2.11倍。其他由人 
體中分離出造血幹原／前驅細胞的體外細胞培養的研究如：人參皂(GS) 
對較晚期的造血幹細胞具有促進增殖作用，能提高紅血球系、骨髓白血 
球系其前、後期群落形成細胞產率(Maximow et al)，同時具有分泌活性 
生長因子和類生長因子能力，能在體外協同生長因子，刺激幹原母細胞 
CD34細胞增殖(Till et al)。然而鮮少有報告是利用貼附性的成體間質幹 
細胞來探討中藥功效及其藥理機制，特別是許多成體固態腫瘤常是由間 
葉組織惡化形成。此外，目前也發現固態腫瘤（例如乳癌、前列癌）組 
織中有一群細胞，兼具有腫瘤惡性細胞及幹細胞的特徵，稱為腫瘤幹細 
胞(cancer stem cells)，目前也推測腫瘤幹細胞可能是癌症轉移或復發的 
根源。因此利用成體間葉幹細胞及腫瘤惡性細胞探討中藥功效及其藥理 
機制，應可有助於拓展中草藥於癌病患輔助療程之應用。在過去的研究 
中，本實驗室已建立數種人體組織幹細胞分離鑑定及培養之平台－從骨 
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髓、脂肪、臍帶血、包皮、頭皮、羊膜等組織來源分離取得幹細胞，有 
效率地提供各組織幹細胞之生長、分化及分析檢測。已運用此細胞技術 
平台於中藥研究之計畫目標分類如下；(1)檢定分析影響造血及間質幹 
細胞生長及分化等細胞活性之補益中藥效：單方藥材（如黃耆、西洋 
參、三七、柴胡、紅景天）及複方藥劑（如人蔘養榮湯、十全大補湯及 
生脈散）等中藥。(2)檢定分析補益中藥對於造血及間質幹細胞受癌症 
醫療傷害的保護或修復性藥理：單方藥材（如黃耆、西洋參、三七）及 
複方藥（如補中益氣湯、四物湯及生脈散）等中藥。 

本計畫執行重點為針對補中益氣湯、四物湯複方中藥，探討比較 
此藥方作用於正常幹原細胞（例如：間質幹細胞）與腫瘤細胞（例如： 
乳癌、前列癌初代細胞或細胞株）之細胞生理及分子基因層面之影響異 
同。同時亦深入研究補益中藥在放射性療程中保護或修復正常細胞、調 
節免疫系統及對細胞生理影響的異同性。具體上將利用細胞功能基因體 
學分析探討補益 中藥影響前發炎因子、細胞激素、趨化激素、介白素及 
細胞生長因子等蛋白表達之差異分析，亦進一步研究腫瘤細胞與正常細 
胞附著分子，細胞間交互作用分子及受體等蛋白表達之功能基因體變化 
影響之差異。將同時也將利用螢光免疫染色、RT-PCR、及定量PCR陣 
列等技術，探討致癌基因、腫瘤抑制基因、細胞凋亡基因、前驅細胞早 
期基因及細胞週期基因等基因體之變化。並整合細胞生長及蛋白基因體 
資訊以完成系統分析，藉此建立評估中藥對於正常體幹細胞及腫瘤惡性 
細胞生理與功能影響之資訊。本計畫之研究成果，可對中藥在個體幹細 
胞生理調節上有更完整的資訊，提供補益類中藥應用於癌症醫療輔助效 
益的評估範例，並提供中藥應用於生理維護與組織修復機制及效用提供 
更有效之論證。建立一現代化中藥藥理鑑定的新方向，以助中藥之國際 
化發展。 
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我們於本計畫執行期間應用下列實驗方法執行研究。  
一、天然藥物成分萃取及細胞放射線處理：本計畫之方劑將由國家檢驗 

合格之合作廠商提供標準化方劑進行研究，其製備流程遵守標準操 
作步驟管理，品管條件亦符合檢驗規定。製備流程及品管條件之 
詳細內容請參考附件。針對癌細胞給予250μg/ml之補益中藥水

萃 物，放射線劑量皆為900 rad。處理如下圖所示： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
二、臨床病理資訊及腫瘤組織檢體：由台北醫學大學附設醫院乳癌中心 

陳清祥、泌尿科江漢聲、陳冠州醫師負責篩選適當臨床病人之乳 
癌、前列腺癌腫瘤組織檢體及病理評估，傳統醫學科戴承杰主任將 
負責提供病患中醫輔助療養諮詢。 

三、人類幹原／前驅細胞及腫瘤細胞之體外培養系統：間質葉幹原／前 
驅細胞：我們由已建立的人類間質葉幹原前驅細胞，並於特定培養 
基中長期穩定培養。已知特定細胞表面吸附相關之抗原、受體之表 
達如CD29、CD34、CD45、Flt1、KDR、Flt-3、CD105、CD44、 
CD49e、CD49f、CDw90、SH2、SH4及HLA-class I等將由免疫螢 
光染色法鑑定，並利用分化誘導劑測試其分化為脂肪細胞、骨質 
細胞及軟骨細胞等多潛能特性。腫瘤細胞：收集臨床醫師所提供 
的腫瘤組織，經過膠原蛋白酶作用後，以F12或DMEM-low glucose 
medium加入無血清培養配方培養可貼附於培養皿之細胞 ，培養至 
定量細胞數後；除了利用免疫螢光染色分析細胞表面特定表達之抗 
原標記組成外，並利用RT-PCR鑑定各種腫瘤細胞相關表達基因。 

四、中藥對於正常幹細胞及腫瘤細胞之體外生長影響：細胞之體外生長 
影響：我們利用已建立之間質葉幹細胞及腫瘤細胞培養方法，培養 
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穩定生長之幹細胞及腫瘤細胞培養，將檢測之中藥依不同劑量加入 
細胞生長培養基中，觀察並統計細胞生長曲線。 

五、流式細胞儀鑑定細胞表面分子表現：收集經中藥處理之間質幹細 
胞、初代腫瘤細胞或腫瘤細胞株後，以流式細胞儀鑑定細胞表面 
受體之變化。將待檢測細胞收集於1XPBS中，加入欲觀測表面分子 
的單株抗體，避光結合反應後，洗去未結合之抗體。利用流式細 
胞儀觀察特定表面分子被標定細胞，使用流式細胞儀(fluorescence- 
activated cell sorting, FACS-Calibus; Becton Dickinson)以及CellQuest 
software進行定量分析。 

六 、 RT- P C R 分 析 比 較 基 因 表 現 特 徵 ： 收 集 細 胞 以 R N e a s y m i n i k i t 
(Qiagen)抽取totalRNA，以反轉錄酵素合成互補DNA，使用基因特 
異性引子進行PCR反應以分析基因表現特性。 

七、功能性基因體分析建立：在初步確定特定藥物成分可影響於細胞之 
生長分化特性後。收集經藥物刺激後之正常細胞及腫瘤細胞抽取 
total RNA、使用定量PCR陣列盤SuperArray (SuperArray Bioscience 
Corporation)進行Real-Time P CR as s ay以分析S tres s 及Toxicity 
pathway (APHS-033)等相關基因之變化。利用SuperArray套組所附 
軟體公式，計算實驗組與控制組之間的訊息差異倍數。 

八、細胞激素蛋白微陣列：將經中藥刺激培養後之細胞培養基，與未加 
藥之細胞培養基，利用細胞激素蛋白微陣列(human cytokine array, 
RayBiotech)，進行蛋白激素表達種類與濃度測定，實驗步驟依據 
製造廠商操作手冊進行後，將顯影後的冷光感應底片掃後，利用 
Raybioanalysis tool軟體進行分析以比較細胞受中藥刺激前後所分泌 
蛋白的差異性。 
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參、結果 
本計畫執行成果已完成平行比較分析正常體幹細胞及癌衍生細胞， 

對補益中藥處理後的細胞及分子級藥理反應。我們發現補中益氣湯對正 
常細胞的生長有正面修復及保護效應，反之部份對乳癌衍生細胞則為負 
面效應。保護組的補中益氣湯可明顯降低乳癌腫瘤細胞（包括初代細 
胞及乳癌細胞株）的生長速率；而修復組的補中益氣湯可明顯促進正 
常體幹細胞的生長，對乳癌組織衍生初代細胞雖然沒有影響，但是卻會 
抑制兩種乳癌細胞株的生長。由此結果推論補中益氣湯對正常體幹細胞 
與腫瘤異常細胞的生長調控具有相反的藥效。進一步分析其基因表達的 
變化，則可發現補中益氣湯可促進乳癌衍生細胞高量表現腫瘤抑制及移 
轉抑制基因，同時也會抑制乳癌衍生細胞表現血管生成相關基因。以 
RT-PCR分析這些細胞的細胞週期調控基因(p27)、腫瘤抑制基因(p53)、 
乳癌相關基因(BRCA-1,-2,erb-B2)、Notch訊息傳導相關基因(Notch-2, -3, 
Jagged-1)，也發現補中益氣湯對正常體幹細胞與腫瘤異常細胞的基因表 
現會有不同的調控效用。進一步利用定量PCR陣列盤，分析比較正常幹 
細胞及腫瘤異常細胞在受到放射線照射的壓力時，補中益氣湯對細胞的 
壓力反應基因及細胞毒性基因之影響。結果發現補中益氣湯對保護組的 
乳癌組織衍生初代細胞，可明顯促進PNN(pinin)及BRMS1 (breast cancer 
metastasis suppressor 1)兩種腫瘤抑制基因的大量表現。然而對保護組的 
正常體幹細胞的APC及BRMS1兩種腫瘤抑制基因則略有促進表現的效 
用。由上述結果可發現補中益氣湯對正常細胞及腫瘤細胞都具有程度不 
同的調控效果，特別是對乳癌組織衍生初代細胞的腫瘤抑制基因顯示有 
高強度的促進效果，由上述結果推論於放射線療程前對病人施用補中益 
氣湯，可能有助於加強放射線對腫瘤細胞之傷害，同時可減少腫瘤細胞 
轉移或復發之機會。補中益氣湯處理的正常幹細胞及乳癌組織衍生初代 
細胞中，呈現截然不同的stress/toxicity pathway相關基因受調控現象。特 
別是參與血管新生的相關因子FLT4 (VEGFR3)及VEGF-A，在乳癌組織 
衍生初代細胞受補中益氣湯刺激後會降低其表現量，反之在正常幹細胞 
FLT4 (VEGFR3)中則為表現量昇高，由此結果推論於放射線療程前對病 
人施用補中益氣湯，對腫瘤組織則可能會有抑制其血管新生之現象，但 
可能有助正常幹細胞參與組織修復再生之作用。利用細胞激素蛋白微陣 
列分析補中益氣湯對乳癌組織衍生初代細胞所分泌蛋白的影響，於保護 
組中，未加補中益氣湯處理的乳癌組織衍生初代細胞本身即可分泌多種 
血管生成相關因子、生長/分化相關激素、趨化激素、組織重組調控因 
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子及細胞凋亡受體Fas。加入補中益氣湯處理後，對於乳癌組織衍生初 
代細胞分泌的蛋白因子種類影響不大，只會略為增加Angiogenin, BDNF, 
ENA-78, GRO-及Fas的表現量，但是會明顯減少G-CSF的表現量。其中 
ENA-78 及GRO-可活化吸引嗜中性白血球細胞neutrophils，Fas的表現量 
增加可能會導致細胞凋亡，G-CSF的表現量降低則可能會減少血管內皮 
細胞及造血前驅／幹細胞的增生。總論上述結果，加入補中益氣湯處 
理，對乳癌組織衍生初代細胞與免疫系統之間的旁泌調控機制影響不 
大，但是可能會影響乳癌組織衍生初代細胞與周邊組織細胞的細胞增 
殖及凋亡現象。但相對性的觀察補益四物湯劑對不同前列腺癌細胞在 
RI（放射線）傷害壓力下顯現著不同影響cellsurfacemarker之表現，如 
AC133之表現上，大幅增加但其量隨細胞而異。在基因表現的分析上， 
補益四物湯劑則抑制P27之表現，雖然在觀察前列腺癌幹細胞PSCA之表 
現上，補益四物湯劑可降低其表現量，但在不同補益四物湯劑對前列腺 
癌細胞之影響，雖會降低P27之表現，但也降低癌症抑制基因及幹細胞 
基因之表現，並促進細胞移動分子CXCR4表形增加，因此對不同癌細 
胞表形及細胞株作用亦有所相異。病人細胞檢體研究結果未有一致性的 
影響。進一步分析潑現四物湯在RI（放射線）傷害壓力下對Androgenic 
dependent 之PCC2前列癌病患細胞發現有明顯的失去修復之效益。但對 
Androgenic independent之前列癌細胞有明確抑制癌細胞之凋亡及促進週 
期基因Cyclind D等基因表之負面作用，顯示四物湯對個人癌細胞輔助 
醫療前分子檢測之必要因此補益四物湯劑對於前列腺癌之輔助性治療上 
應用，仍有待探討。除外我們對六味丸中藥對細胞之影響，初步的探討 
發現六味丸對前列腺癌腫瘤病患細胞在RI（放射線）傷害壓力下亦有增 
加腫瘤基因PSCA及癌細胞之表面附著相關因子CD44表型之表現等多項 
負面作用，但在沒RI傷害壓力情況下反之對PCC3前列癌細胞有顯著的 
存活成長抑制效用與對正常幹細胞及未確定癌之前列腺腫病患之保護效 
益有顯著差異，顯示六味丸之服用效用在於保護正常細胞、防護癌之形 
成作用但不適用於放射醫療癌症效益，以及病症不同用藥之效果具大差 
異。四物湯與六味丸均顯示著補益中藥在各個病患細胞保護或修復之效 
用有顯著之差異。補益類對同病症癌細胞之效用評估亦顯示著癌腫瘤細 
胞之表型多樣性與其對藥物反之個例特異性錯綜複雜。本計畫之研究結 
果顯示應用細胞初代培養技術及功能基因體評估藥物影響細胞表形及其 
生理變化之重要性。因其可提供中藥應用於生理維護與組織修復機制及 
效用有效之論證並在分子藥理解析上可提供病患案例對中藥在個體幹細 
胞及腫瘤惡性細胞較完整的資訊，唯各病患細胞表型之多樣性又礙於檢 
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測病例數之有限，未能有足夠檢體建構補益類中藥應用於癌症醫療輔助 
之通用效益藥理評估。具體結果各別敊述如下： 
 一、補中益氣湯方劑對乳癌腫瘤組織衍生細胞作用特徵，以及分析其對 

人類正常間質幹細胞與乳癌腫瘤細胞，在放射線照射壓力下之影響 
差異。 

由女性乳癌患者之腫瘤組織中，分離培養出乳癌腫瘤組織衍 
生之初代貼附性細胞群，並完成鑑定其細胞特徵－發現其細胞型態 
（圖一）類似於纖維母細胞狀，其中部分細胞會聚集形成特定的團 
簇群落特徵；由細胞生長曲線（圖二）可推論乳癌組織衍生初代細 
胞及乳癌腫瘤細胞株(MCF-7, MDA-MB-231)具有類似的生長速率。 
利用單株抗體及流式細胞儀分析細胞表面分子特徵（圖三），發現 
乳癌腫瘤細胞株MCF-7及MDA-MB-231分別為CD44 +CD24+AC133+ 

及 C D 4 4 + C D 2 4 D i m A C 1 3 3 + ， 而 乳 癌 組 織 衍 生 初 代 細 胞 則 為 
CD44+CD24DimAC133Dim 。因此本計畫中使用成體脂肪組織衍生之 
間葉幹細胞作為人體正常初代細胞之代表，乳癌組織衍生初代細胞 
作為人體腫瘤初代細胞之代表，而MCF-7及MDA-MB-231則分別為 
Estrogen-dependent及Estrogen-independent的乳癌腫瘤細胞株。 

本計畫為探討補中益氣湯方劑在放射性療程中兼具保護及修復 
正常組織幹細胞之補益功效，與對腫瘤異常細胞影響之差異比較。 
因此將補中益氣湯之效用分成保護組及修復組兩組進行實驗（圖 
四）。於保護組中是先加藥物處理後，再以放射線照射處理；反之 
於修復組中是先以放射線照射處理後，再加藥物處理。初步比較兩 
組實驗中的細胞生長速率（圖五），可發現在保護組實驗中，補中 
益氣湯對正常體幹細胞的生長速率無影響，但是可明顯降低乳癌組 
織衍生初代細胞及乳癌細胞株的生長速率；而在修復組實驗中，補 
中益氣湯可明顯促進正常體幹細胞的生長，對乳癌組織衍生初代細 
胞雖然沒有影響，但是卻會抑制兩種乳癌細胞株 的生長。因此藉由 
此體外正常細胞及腫瘤異常細胞的藥物研究模式，進一步研究乳癌 
病患於放射性療程中，輔以補中益氣湯是否可能對正常細胞具保護 
修復作用及腫瘤異常細胞形成負面影響。 

利用RT-PCR探討補中益氣湯對致癌基因、腫瘤抑制基因、細 
胞凋亡基因、細胞週期調控基因、Notch訊息傳導相關基因、幹細 
胞早期基因表達之影響。 
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(一) 細 胞 週 期 調 控 基 因 （ 圖 六 ）： 於 保 護 組 中 M C F - 7 及 M D A - 
MB-231乳癌細胞株受放射線處理時其p27表現量會下降，但是 
若先加入補中益氣湯則可維持p27表現量，對正常體幹細胞及 
乳癌組織衍生初代細胞則無明顯影響。四種細胞的p21及cyclin 
D於保護組及修復組中則無明顯變化。 

(二) 細胞凋亡基因（圖七）：與正常體幹細胞相比較，Bcl-2在乳癌 
組織衍生初代細胞的表現量偏低。同時於保護組中的放射線處 
理也會導致正常體幹細胞、乳癌組織衍生初代細胞及MCF-7的 
Bcl-2基因表現量下降，但是補中益氣湯於兩組實驗的四種細 
胞中，對Bcl-2, Bcl-Xl及Bax的基因表現量都無明顯影響。 

(三) 腫 瘤 抑 制 基 因 （ 圖 八 ）： 與 正 常 體 幹 細 胞 相 比 較 ， p 5 3 在 
MCF-7及MDA-MB-231乳癌細胞株的表現量偏低，於修復組中 
的MCF-7及MDA-MB-231加入補中益氣湯反而會降低p53的表 
現量。PTEN在MDA-MB-231乳癌細胞株的表現量偏低，但是 
在受到放射線處理後可提高其表現量。四種細胞的PTEN及RB 
基因表現量於保護組及修復組實驗中都不會受到補中益氣湯的 
影響。Q-PCR Superarray所檢測的84個基因中亦包含了PTEN 
及p53基因，檢測結果與RT-PCR的結果相互符合，亦即乳癌組 
織衍生初代細胞及正常體幹細胞在受到補中益氣湯處理後， 
PTEN及p53基因的表達量均未受到明顯影響。 

(四) 致癌基因（圖九）：MDA-MB-231只有表現BRCA-1, -2而不會 
表現Her-2, EGFR及erb-B2等基因，其他三種細胞（包括正常 
體幹細胞、乳癌組織衍生初代細胞及MCF-7）會表現所有的腫 
瘤相關基因。本組基因於細胞中的表現量常在受放射線刺激 
後明顯下降，其中包括正常體幹細胞的BRCA-1基因，乳癌組 
織衍生初代細胞的BRCA-1, -2及EGFR基因，MCF-7的EGFR基 
因。反之，唯有MDA-MB-231的BRCA-1, -2, Her-2, erb-B2等基 
因卻是在受放射線刺激後會明顯增加。 

補中益氣湯於乳癌組織衍生初代細胞的保護組中會進一步 
降低erb-B2的表現量，在修復組中會進一步降低BRCA-1的表 
現量；補中益氣湯於MDA-MB-231的修復組中會進一步提高 
BRCA-2的表現量；補中益氣湯於MCF-7的保護組中也會進一 
步提高BRCA-2 的表現量；反之，於正常體幹細胞中，補中益 
氣湯對此類基因則無明顯的影響效果。 
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(五) 幹細胞早期基因（圖十）：BMP-2, -4, Sox-2, Rex-1及Oct-4共計 
五種幹細胞早期相關基因中，Sox-2在正常體幹細胞及乳癌組 
織衍生初代細胞中的表現量都很低。在受到放射線處理後，乳 
癌組織衍生初代細胞的Sox-2, Rex-1表現量會明顯下降，MDA- 
MB-231的BMP-4基因則會明顯增加。但是補中益氣湯對這四 
種細胞的幹細胞早期相關基因都無明顯的影響效果。 

(六) Notch訊息傳導相關基因（圖十一）：此類相關基因包括四種 
Notch受體(Notch-1, -2, -3, -4)，五種Notch結合子(Delta-1, -3, 
-4, Jagged-1, -2)及Notch訊息反應基因(Hes-1)。其中Notch-1, -4, 
Delta-3, -4在四種細胞中都無表現。Notch受體中，Notch-2於四 
種細胞中都有表現，但是Notch-3於MDA-MB-231則無表現。 
Notch結合子中，乳癌組織衍生初代細胞不會表現任何的Notch 
結合子，正常體幹細胞則只會表現Jagged-1, MCF-7 只會表現 
Jagged-2，但是MDA-MB-231則會表現Jagged-1及Jagged-2。由 
上述結果中可發現這四種細胞的Notch訊息傳導相關的基因種 
類差異性非常大。 在 受 到 放 射 線 照 射 處 理 後 ， 正 常 體 幹 細 
的 J a g g e d - 1 基 因 及 

MCF-7的Notch-2基因均會明顯下降。補中益氣湯會進一步導致正 
常體幹細胞及乳癌組織衍生初代細胞在修復組中的Notch-2, -3基因 
表現量下降；也會導致MCF-7在保護組中的Notch-3基因表現量下 
降；但是補中益氣湯卻只會提高正常體幹細胞的Jagged-1表現量。 

簡言之RT-PCR分析結果可發現，補中益氣湯對正常體幹細胞 
與腫瘤異常細胞的細胞週期調控基因(p27)、腫瘤抑制基因(p53)、 
致癌基因(BRCA-1,-2, erb-B2)、Notch訊息傳導相關基因(Notch-2, -3, 
Jagged-1)會有不同的調控效用。 

以人類幹細胞及乳癌腫瘤細胞之分離及培養系統，以免疫染色 
法研究補中益氣湯細胞對於附著分子及細胞表面標記蛋白表達之影 
響。 

於保護組實驗中，放射線照射會促使正常體幹細胞、乳癌組織 
衍生初代細胞及MCF-7的CD44表現量降低（圖十二），但對MDA- 
MB231則無明顯影響。但是所有細胞先行以補中益氣湯處理都無 
明顯影響。如圖十三結果所示，補中益氣湯會促進MCF-7細胞的 
CD24+

細胞比例增加，於其他三種細胞中則無明顯影響。如圖十四 
結果所示，放射線照射會促使所有四種細胞的CD133早期幹細胞標 
記的表現量降低，而補中益氣湯則會進一步降低正常體幹細胞， 
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乳癌組織衍生初代細胞及MDA-MB-231的CD133+
細胞比例。由過 

去的研究已得知，乳癌細胞中有一群細胞兼具有腫瘤細胞及幹細 
胞的特性，故稱為腫瘤幹細胞(cancer stem cell)，此類細胞的特徵 
為CD44+CD24+

或CD133+
。於本研究中則發現補中益氣湯可提高 

MCF-7的CD24+
細胞比例，也會降低正常體幹細胞，乳癌初代細胞 

及MDA-MB-231的CD133+
細胞比例。由此結果推論補中益氣湯可 

能具有促進細胞分化的功效。 
利用定量PCR陣列套組，探討並比較補中益氣湯對於人類幹細 

胞及乳癌腫瘤細胞的分子藥理分析。 
進一步比較正常幹細胞及腫瘤異常細胞在受到放射線照射的壓 

力時，補中益氣湯對細胞的壓力反應基因及細胞毒性基因之影響。 
我們選用Stress & Toxicity pathway基因套組的定量PCR陣列盤，比 
對保護組中正常體幹細胞（圖十五）及乳癌組織衍生初代細胞（圖 
十六）的基因表現量變化差異。加入補中益氣湯後對乳癌組織衍生 
初代細胞影響效果極為明顯的基因包括：(1)可加強的PNN基因表 
現量達1294倍，PNN (pinin)是一種類似於Desmosome的細胞附著蛋 
白，推測其功能可能是一種腫瘤抑制蛋白(tumor suppressor) (Shi et 
al)；(2)可加強的BRMS1基因表現量達154倍，已知BRMS1 (breast 
cancer metastasis suppressor 1)是一種可抑制乳癌腫瘤細胞惡性移轉 
的蛋白(Meehan et al)。其他會受補中益氣湯影響，但是改變量較小 
的基因(1.5~7倍)包括： 
(一) MMP蛋白：正常體幹細胞的MMP-7, -9, -10, -11, -13受補中 

益 氣 湯 影 響 會 降 低 表 現 量 ； 但 是 乳 癌 組 織 衍 生 初 代 細 胞 的 
MMP-7, -9受補中益氣湯影響會提高表現量，MMP-10則會略 
為下降。 

(二) FLT4受補中益氣湯影響會增加表現量，IL8RB及RORB會降低 
表現量；乳癌組織衍生初代細胞的TSHR，CXCR4受補中益氣 
湯影響會提高表現量，但是FLT4的表現量反而下降。 

(三) 細胞激素：正常體幹細胞的CCL7 (MCP-3)及IL18受補中益 
氣 湯 影 響 會 增 加 表 現 量 ； 乳 癌 組 織 衍 生 初 代 細 胞 的 I G F 1 及 
VEGF-A受補中益氣湯影響則會降低表現量。 

(四) 正常體幹細胞的CDH1 (E-cadherin)受補中益氣湯影響會提高 
表現量；乳癌組織衍生初代細胞的CDH6 (K-cadherin)受補中 
益氣湯影響會提高表現量，但是ITGB3 (Integrin 3)、MCAM、 
CD82的表現量都會減少。 
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(五) 腫瘤形成相關蛋白：正常體幹細胞的APC(腫瘤抑制蛋白)受補 
中益氣湯影響會提高表現量，SRC則會降低表現量；乳癌組織 
衍生初代細胞的TP53受補中益氣湯影響也會降低表現量。 

(六) HPSE (Heparanase)的表現量受補中益氣湯影響後，在正常體幹 
細胞會提高，但在乳癌組織衍生初代細胞則反而會降低。 以人

類幹細胞及乳癌腫瘤細胞之分離及培養系統，利用細胞激 
素蛋白微陣列或酵素連結免疫吸附分析法探討補中益氣湯對於前發 
炎因子、細胞激素、趨化激素、介白素及細胞生長因子等蛋白表達 
之影響。 

利用細胞激素蛋白微陣列分析補中益氣湯對乳癌組織衍生初代 
細胞所分泌蛋白的影響，如圖十七所示，於保護組中，未加補中益 
氣湯處理的乳癌組織衍生初代細胞本身即可的乳癌組織衍生初代細 
胞可分泌血管生成相關因子(包括Angiogenin, VEGF, VEGF-D)，生 
長分化相關激素(包括BDNF, HGF, EGF, GM-CS F, G-CSF, IGFBP4, 
IL-6)，趨化激素(包括IL8, MCP-3, ENA-78, GRO- )，及組織重組調 
控因子(TIMP-1, -2)及細胞凋亡受體Fas。補中益氣湯對於乳癌初代 
細胞分泌的蛋白因子種類影響不大，只會略為增加Angiogenin、 
BDNF、ENA-78、GRO- 及Fas的表現量，但是會明顯減少G-CSF的 
表現量。 

二、針對四物湯(4D)、六味丸(6D)等補益中藥在放射線照射(RI)傷害壓 
力下對幹細胞及前列腺癌腫瘤細胞之功能基因體影響之藥理差異作 
探討。 

具體上經由正常幹細胞(PLA)與癌腫瘤細胞作各別培養、探討 
細胞表型螢光檢測、基因表達分析(RT-PCR或定量PCR)、以及微 
陣列蛋白分子變化鑑定分析等比較實驗。我們針對四物湯、六味丸 
等補益中藥在放射線照射壓力傷害下對於前列腺癌腫瘤病患細胞及 
癌腫瘤細胞株(例如PC3及DU145)之細胞表型、基因體【腫瘤基因 
(例如：erbB2, Muc1)、腫瘤抑制基因(例如：p53, Rb, PTEN, BRCA, 
p16INK4a, p19ARF)、細胞凋亡基因(例如：Bcl2, BclXL, Bax)、細胞 
週期基因(例如：p21, p27, cyclin D)及前驅細胞早期基因(例如： 
BMP4, Sox-2, Rex-1及Oct-4)】以及120種之人體細胞激素蛋白體等 
影響作藥理對比差異之探討。其結果顯示如下： 
(一) 細胞層次之藥物影響差異 幹細胞(e.g. BM-MSCs, PLA-MSCs) 

生長及分化，造血幹細胞(HSCs)分化紅血球系及髓性血球細 
胞系群落生長數量，其中尤其是以晚期紅血球群落(CFU-E)及 
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顆粒性血球細胞系群落(CFU-G)之補益作用最為明顯。本期 
研究以PLA-MSCs (PLA)為正常對照組探討兩種前列腺癌細胞 
株(PC-3,DU-145)及三個前列腺癌症病患初代培養之腫瘤細胞 
(PCC1, PCC2及PCC3)探討補益中藥四物湯(4D)及六味丸(6D)在 
有無RI傷害壓力下之影響差異作比對實驗。其結果如下所述加 
註於Appended之圖及表： 
＊在正常狀態(RI-)下4D及6D對前列腺癌細胞及正常幹細胞存 

活數之影響比較影響培養細胞存活數均稍有促進增殖傾向但 
差異不很顯著。 

＊在受放線之照射傷害之細胞保護(protection)或修復(Repair) 
實驗，各組細胞存活數之反應差異顯然有別（加註圖一、 
二）。 

四物湯(4D)對DU145及PCC2有同時抑制保護及修復癌細 
胞之存活率。對PCC2以及PC-3細胞顯示抑制其存活但其因由 
有待探討。4D對PCC3之P、R組細胞癌基因PSCA、BRCA及 
Bcl-2等基因表達抑制之正面效應。 

六味丸(6D)在RI壓力狀態下對PCC3癌細胞之修復有顯著 
的促進作用之負面反應（加註圖三）。 

(二) 基因體影響之藥理差異 D組：只有投

以藥物(D) P組：先投以藥物再照放射

線(P) R組：先照放射線之後再投以藥

物(R) 
＊腫 瘤 基 因 ： 四 物 湯 會 降 低 P S C A 的 表 現 【 P C C 3 ( D 、 P ) 、 

PCC1(P、R)】，並降低BRCA-1的表現【PCC3(R)】、降低 
BRCA-2的表現【PCC-3(P)、PCC1(R)、PCC2(P)】。六味 
丸會增加erbB2基因表現【PCC1(R)、DU-145(D、P)】， 
也會增加PSCA表現【PC-3(D)】，和BRCA-1的表現【DU- 
145(D)】，和BRCA-2的表現【PCC-2(R)、DU-145(D)】。 
（圖十八～圖二十二），由實驗可知，六味丸促進腫瘤基因 
的表達，但四物湯則多為抑制作用。但在無照放射線之下， 
六味丸則增加PCC3細胞PTEN (canccer inhibit gene)表現（圖 
二十三），顯示若單獨投以六味丸沒有照射放射線時，就會 
抑制癌症。另外，沒有照放射線的情況下，投以六味丸和四 
物湯均會抑制正常幹細胞(PLA)和大多數癌細胞生長。 
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＊細 胞 凋 亡 基 因 ： 四 物 湯 會 增 加 B a x 的 表 現 【 P C C 3 ( R ) 、 
PLA(P)】，以及BclXL表現量【PCC3(P)、PLA(D)】（圖 
二十四），但會降低PCC3(D)未受放射線壓力組別之Bax表 
現（圖二十五）；六味丸對PLA細胞影響上有降低Bax表現 
【PLA(P)】，降低BclXL【PCC2(D、P)】（圖二十六）， 
但 會 增 加 D U - 1 4 5 ( D 、 P ) 及 P L A ( D 、 P ) 之 B c l X L 表 現 （ 圖 
二十七）。 

＊細胞週期基因：四物湯可降低PCC1(P)、PCC2(R)之P27表 
現，增加PLA(R)之P21表現（圖二十八）；六味丸會降低 
PCC3(R)之P21表現，但對PLA則沒有影響（圖二十九），表 
示四物湯在RI醫療有加成效果之輔佐醫療效應。六味丸會降 
低CyclinD的表現【PLA(P)、DU-145(P)、PCC2(P)】，所以 
會降低其細胞週期的進行（圖三十）。 

＊前驅細胞早期基因：四物湯會降低BMP-2【 PCC3(P)】， 
B M P - 4 【 P L A ( R ) 】， E G F - R 【 P L A ( P ) 】 這 三 種 基 因 表 現 
（圖三十一）；六味丸亦對PCC2(D)，DU145(R)，PC-3(R) 
之EGFR表現降低(圖三十二、三十三)，但是【PCC3(D)、 
DU145(R)】BMP-2基因表現增加，PC-3(P)之BMP4表現增 
加（圖三十三）。故四物湯在RI+下對癌細胞和PLA之早期 
基因作用上大致有降低早期基因表現之作用。而六味丸雖未 
有一致性效果，但也降低EGFR的表現。 

(三) 由免疫染色法研究四物湯對於正常體幹細胞，前列腺癌腫瘤細 
胞初代細胞及細胞株(例如PC3及DU145)之表面附著相關分子 
(例如：ICAM, VCAM, integrin, MMP)，細胞間交互作用分子 
(例如：Hedgehog, Notch, Wnt)及受體蛋白表達之影響。本項執 
行目標將可探討細胞之間及細胞組織間的交互訊息，藉此可分 
析藥物調節組織細胞表型及功能。 
＊表面附著相關分子：四物湯會少許提升檢體細胞之CXCR4 

及 A C 1 3 3 ， 在 P L A 方 面 則 明 顯 減 少 C D 4 4 表 現 ， 但 微 量 
增加intergrinα2β1之表現（圖三十四）；六味丸會顯

著 增 加 P C C 2 之 E G F R 、 P C C 3 之 C D 4 4 之 表 現 量 增 加 P L A 
之 intergrinα2β1表現，對PC3之EGFR則些減少其表現

量（圖 三十五），但作用效果待確認。因此四物湯無顯著影

響癌細 胞表現相關分子之表達比例；而六味丸則增加癌細胞

之表面 附著相關因子之表達，效果較偏向於負面作用。 
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(四) 基因毒性安全性評估：基因毒性試驗有助於預測試驗物質的致 
癌性，且有助於致癌性試驗的結果分析，試驗可分為體內(in 
vivo)與體外(in vitro)測試。為偵測試驗物質直接或間接引發的 
基因傷害及程度，在本次的試驗中我們選擇生物基因突變分 
析－沙門菌回復突變測試法：(Salmonella/MicrosomeReversion 
Assay: Ames Test)，來做初步的試驗。實驗結果顯示，六味丸 
並不會誘發沙門氏菌之逆突變作用。我們初步結論六味丸在本 
實驗濃度與條件下不具致基因毒性作用。（如附加Summary II 
註圖及表） 

(五) 由細胞激素蛋白微陣列可廣泛篩選四物湯成份，對於正常體 
幹 細 胞 ， 前 列 腺 癌 腫 瘤 細 胞 初 代 細 胞 及 細 胞 株 ( 例 如 ： P C 3 
及 D U 1 4 5 ) 分 泌 前 發 炎 因 子 ( 例 如 ： G R O , PA R C , R A N T E S , 
ENA-78, MIP-1, MIP-3, MCP1~4, MSP等)、細胞激素 (例如： 
IFN, Leptin, BMP, FGF, G-CSF, GM-CSF, oncostatin M等)、介 
白素(例如：IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12等)、細胞凋亡調 
控因子(例如：TNF, Fas, OPG, TRAIL等)及細胞生長因子等蛋 
白表達之影響。由正常體幹細胞及前列腺癌腫瘤細胞DU145對 
4D及6D之分泌細胞激素群作比照如註圖及表新述，4D刺激分 
泌較多種蛋白表達，唯在六味丸對DU-145唯有刺激之一Leptin 
分泌抑制。 
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肆、討論 
最近的研究報導顯示幹細胞及癌細胞之動能活性及分化轉化走向， 

大受其後天微環境的刺激、誘導影響。癌症放射線治療雖可大量的摧滅 
其腫瘤細胞，但其副作用不但同時傷害了正常組織細胞及其幹原細胞， 
更會加強活化未摧毀的癌細胞之活性。相對的近來Duenas-Gonzalez’s研 
究團隊在PloS ONE報導中顯示，應用DNA-methylation & histone deacyl- 
ase抑制劑可再活化乳癌病人之腫瘤細胞諸多基因之表達，其廣泛的含 
括細胞增殖、分化、凋亡、轉移、侵犯腫瘤細胞之免疫相關基因。相對 
的MaryHendrix於今年2007年4月美國華盛頓舉行的ExpBiology Sympo- 
sium中報導，應用正常胚胎微環境物質可將具凶悍之癌細胞改變為較為 
正常無害之惰性細胞，顯示著後天環境化學刺激已顯示可將轉移活性的 
癌細胞轉化為惰性的無害細胞。因此本計畫採用溫和的補中益氣湯來減 
緩癌腫瘤細胞放射治療，同時傷害正常組織幹原細胞副作用之輔助醫療 
的策略，是有理可循的。如Summary II-2圖所示，本計畫研究發現補中 
益氣湯在放射線傷害壓力下，可減低乳癌細胞之存活率，其作用機制可 
經由降低癌細胞轉移及乳癌基因(如BRMS1、BRCA-1、BRCA-2)之表 
現；增加癌細胞抑制基因之表現，如PNN。同時增加細胞壞死蛋白之表 
現，如TNF-α、P53。四物湯則具降低受放射線傷害前列腺癌細胞株

之 幹細胞表面分子(如AC133)、促細胞移動分子(如CXCR4)之表現。同

時 四物湯會減少細胞週期(如P27)、細胞凋亡基因(如Bax)、癌細胞抑制

基 因(如BRCA 2)及幹細胞基因(如BMP2、PSCA)之表現。 
相較於本實驗室之前探討補中益氣湯對受放射線壓力處理之正常人 

體間直幹細胞(MSC)影響指出，補益一號能大量增加受放射線傷害MSC 
之P53和CXCR4表現，以修復受損細胞或使傷害細胞死亡，並增加細胞 
間之communication。而本實驗，以同樣方法針對癌細胞進行探討，發 
現此在乳癌細胞中有同樣之效果，至於深入研究或相關之signal pathway 
仍有待進一步研究。 

本計畫研究結果顯示補中益氣湯在有無放射線傷害壓力下對正常組 
織幹細胞與不正常之乳癌病患初代培養細胞或細胞株均有不同之藥理反 
應。驗證著中藥對癌症後生環境應用醫療上之可循契機，更進一步對癌 
轉移影響機制特定提供更好之證據機會。 
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伍、結論與建議 
 

本計畫執行成果已完成平行比較分析正常體幹細胞及乳癌衍生細 
胞，對補中益氣湯的細胞及分子級藥理反應。其中包括放射線壓力下的 
細胞生長狀況，研究發現補中益氣湯對正常細胞的生長有正面效應， 
反之對乳癌衍生細胞則為負面效應。分析所表達的基因則可發現補中益 
氣湯可促進乳癌衍生細胞高量表現腫瘤抑制及移轉抑制基因，同時也會 
抑制乳癌衍生細胞表現血管生成相關基因。分析其激素蛋白表達差異性 
時，也可發現補中益氣湯會影響乳癌組織衍生初代細胞對周邊其他組織 
細胞的調控效用。綜合前述結果也可發現補中益氣湯對正常體幹細胞及 
乳癌衍生細胞具有不同的影響效應。未來研究可進一步以動物活體實驗 
或是臨床試驗，驗證在放射線療程前服用補中益氣湯，對乳癌組織是否 
具有降低復發或減少移轉，對正常體幹細胞是否有促進再生修復的功 
效。 

漢方補益中藥在各癌症病患間之效果各有不同，可能依各癌細胞 
間之表形不同有著不同影響。而本實驗選用之補中益氣湯，有 顯著受用 
於乳癌病患輔佐醫療劑之潛能。本計畫研究針對四物湯及六味丸兩補益 
中藥輔佐前列腺癌細胞受放射線傷害及細胞保護、修復效應與對正常組 
織間質幹細胞反應之異同比較，做系統性之細胞及其功能基因體變化比 
對。如於Summary總括表所顯示，兩補益中藥對五種前列腺癌細胞(二 
種細胞株：DU-145、PC-3，三種癌病患細胞：PCC1,PCC2,PCC3)和正 
常幹細胞(PLA)之存活生長、表型及基因表達變化。 

本計畫之研究成果，可對中藥在個體幹細胞及腫瘤惡性細胞的藥理 
調節上有更完整的資訊，提供補益類中藥應用於個人化癌症醫療輔助效 
益的評估範例，並提供中藥應用於生理維護與組織修復機制及效用提供 
更有效之論證。建立一現代化中藥藥理鑑定的新方向，以助中藥之國際 
化發展。 



中醫藥年報 第 28 期 第 7 冊 

陸、圖表(乳癌) 
 
 

 
 

圖一 由乳癌腫瘤組織所衍生之貼附性細胞的分離步驟及細胞型態 
 

乳癌腫瘤組織(A)在分離第17天後開始自組織團塊中向外延展生長 
(B)，於第24天時已可觀察到持續生長成為類似纖維母細胞狀的貼附性 
單層初代細胞群(C,D)，其中部分細胞會聚集形成特定的團簇群落型態 
(E)。 

 
 
 
 

 
 
圖二 乳癌組織衍生初代細胞及乳癌腫瘤細胞株(MCF-7, MDA-MB-231) 

之細胞生長比較 
 

由乳癌腫瘤組織衍生之初代貼附性細胞及乳癌腫瘤細胞株(MCF-7, 
MDA-MB-231)之生長曲線估計它們具有類似的生長速率。 
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A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B. 
 
 
 
 
 
 
 
 

C. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
圖三 以流式細胞儀分析乳癌組織衍生初代細胞之細胞表面分子特徵 

乳癌組織衍生初代細胞(A)及乳癌腫瘤細胞株MCF-7(B)，MDA- 
MB-231(C)分別用螢光標定的單株抗體(αAC133  mAb, αCD24  mAb, 

-
αCD44 mAb)反應後。以流式細胞儀分析其表面分子特徵。由本研究分 
離培養出之乳癌組織衍生初代細胞與MDA-MB-231之CD44+CD24 特性 
相似，但是AC133之表達則有明顯差異。 
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圖四 實驗流程設計 
 

保護組（Protection effect group；圖四左）於細胞穩定貼附一天後， 
先加入補中益氣湯(250μg/ml)與細胞共同培養三天後，再以900 rad的珈 
瑪射線照射，繼續培養三天後，收取細胞以進行細胞表面蛋白分析，或 
是自細胞抽取total RNA以進行RT-PCR分析。修復組（Repair group；圖 
四右）則是先以珈瑪射線照射後，再加入藥物處理。由於本實驗室過去 
的研究結果中已作過補中益氣湯的劑量反應研究，因此本計畫中直接以 
最適濃度(補中益氣湯，250mg/ml)進行細胞性實驗。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖五 補中益氣湯與放射線處理對細胞生長的影響 
 

間葉幹細胞(MSC)、乳癌組織衍生初代細胞(Breast Cancer Tissue 
derived Adherent Cells; BCTAC)及乳癌細胞株MCF-7與MDA-MB231， 
分成保護組（Protection，圖五左）及修復組（Repair，圖五右）兩組， 
依照前述圖四中所示流程先後以補中益氣湯(BY-Tan)及900 rad照射處理 
後，計算細胞生長增加倍數。此結果顯示補中益氣湯對正常體幹細胞在 
放射線處理傷害後具有修復效果，然而對腫瘤細胞（包括初代細胞及細 
胞株）則呈現無影響或負面效應；在保護組實驗中，正常體幹細胞在補 
中益氣湯的保護下細胞成長不受放射線的傷害影響。然而在同樣情況 
下，補中益氣湯則有增加其對放射線照射傷害之腫瘤細胞的生長抵制作 
用。 
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圖六 以RT-PCR 分析補中益氣湯對細胞週期調控基因的影響 
 

間葉幹細胞(MSC)、乳癌組織衍生初代細胞(Breast Cancer Tissue 
derived Adherent Cells; BCTAC)及乳癌細胞株MCF-7與MDA-MB231， 
依照前述圖四中所示流程分別以補中益氣湯及900 rad照射處理後，收 
取細胞RNA進行RT-PCR分析比較p27、p21及cyclinD等基因之表現量， 
GAPDH作為internal control。本圖為重複實驗結果中的代表性結果。其 
結果顯示p21及cyclinD不受任何處理影響其表現量，唯有p27在腫瘤細胞 
株會受補中益氣湯的影響調控其表現量。 

 
 
 

 
 

圖七 以RT-PCR 分析補中益氣湯對細胞凋亡基因的影響 
 

間葉幹細胞(MSC)、乳癌組織衍生初代細胞(Breast Cancer Tissue 
derived Adherent Cells; BCTAC)及乳癌細胞株MCF-7與MDA-MB231， 
依照前述圖四中所示流程分別以補中益氣湯及900 rad照射處理後，收 
取細胞RNA進行RT-PCR分析比較Bcl-2, Bcl-XL及Bax等基因之表現量， 
GAPDH作為internal control。本圖為重複實驗結果中的代表性結果。其 
結果顯示Bcl-2, Bcl-XL及Bax不受補中益氣湯的影響調控其表現量。 
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圖八 以RT-PCR 分析補中益氣湯對腫瘤抑制基因的影響 
 

間葉幹細胞(MSC)、乳癌組織衍生初代細胞(Breast Cancer Tissue 
derived Adherent Cells; BCTAC)及乳癌細胞株MCF-7與MDA-MB231，依 
照前述圖四中所示流程分別以補中益氣湯及900 rad照射處理後，收取細 
胞RNA進行RT-PCR分析比較RB, p53及PTEN等基因之表現量，GAPDH 
作為internal control。本圖為重複實驗結果中的代表性結果。其結果顯 
示RB及PTEN不受補中益氣湯的影響調控其表現量，唯有修復組中的 
MCF-7及MDA-MB-231加入補中益氣湯會降低p53的表現量。 

 
 
 

 
圖九 以RT-PCR 分析補中益氣湯對致癌基因的影響 

 

間葉幹細胞(MSC)、乳癌組織衍生初代細胞(Breast Cancer Tissue 
derived Adherent Cells; BCTAC)及乳癌細胞株MCF-7與MDA-MB231，依 
照前述圖四中所示流程分別以補中益氣湯及900 rad照射處理後，收取細 
胞RNA進行RT-PCR分析比較致癌基因之表現量，GAPDH作為internal 
control。本圖為重複實驗結果中的代表性結果。其結果顯示補中益氣湯 
對正常體幹細胞的腫瘤基因無影響，然而對腫瘤異常細胞（包括初代細 
胞及細胞株）具有調控效果。 
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圖十 以RT-PCR 分析補中益氣湯對幹細胞早期基因的影響 
 

間葉幹細胞(MSC)、乳癌組織衍生初代細胞(Breast Cancer Tissue 
derived Adherent Cells; BCTAC) 及乳癌細胞株MCF-7 與MDA-MB231 ， 
依照前述圖四中所示流程分別以補中益氣湯及900 rad 照射處理後，收 
取細胞RNA 進行RT-PCR 分析比較幹細胞早期基因之表現量，GAPDH 
作為internal control 。本圖為重複實驗結果中的代表性結果。其結果顯 
示補中益氣湯對這四種細胞的幹細胞早期相關基因都無明顯的影響效 
果。 
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圖十一 以RT-PCR分析補中益氣湯對Notch訊息傳導基因群的影響 

 

間葉幹細胞(MSC)、乳癌組織衍生初代細胞(Breast Cancer Tissue 
derived Adherent Cells; BCTAC)及乳癌細胞株MCF-7與MDA-MB231，依 
照前述圖四中所示流程分別以補中益氣湯及900 rad照射處理後收取細胞 
RNA進行RT-PCR分析比較Notch 訊息傳導基因之表現量，GAPDH作為 
internal control。本圖為重複實驗結果中的代表性結果。其結果顯示補中 
益氣湯可降低Notch受體在正常細胞及腫瘤細胞的表現量，但是唯有在 
正常細胞中Jagged-1結合子的表現量會增加。 
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圖十二 以流式細胞儀分析補中益氣湯與放射線處理對細胞表面分子 

CD44表現特徵的影響 
 

間葉幹細胞(MSC)、乳癌腫瘤貼附性細胞(Breast Cancer Tissue 
derived Adherent Cells; BCTAC)及乳癌細胞株MCF-7與MDA-MB231， 
依照前述圖四中所示流程分別以補中益氣湯及900 rad照射處理後，收取 
細胞以αCD44-FITC單株抗體進行結合反應後，利用流式細胞儀進行

分 析。其結果顯示補中益氣湯不會影響四種細胞的CD44表面蛋白標記

的 表達特性。 
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圖十三 以流式細胞儀分析補中益氣湯與放射線處理對細胞表面分子 
CD24 表現特徵的影響 

 

間葉幹細胞(MSC)、乳癌組織衍生初代細胞(Breast Cancer Tissue 
derived Adherent Cells; BCTAC)及乳癌細胞株MCF-7與MDA-MB231， 
依照前述圖四中所示流程分別以補中益氣湯及900 rad照射處理後，收取 
細胞以αCD24-FITC單株抗體進行結合反應後，利用流式細胞儀進行

分 析。其結果顯示補中益氣湯會增加MCF-7的CD24+
細胞比例。 
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圖十四 以流式細胞儀分析補中益氣湯與放射線處理對細胞表面分子 

CD133 表現特徵的影響 
 

間葉幹細胞(MSC)、乳癌組織衍生初代細胞(Breast Cancer Tissue 
derived Adherent Cells; BCTAC)及乳癌細胞株MCF-7與MDA-MB231， 
依照前述圖四中所示流程分別以補中益氣湯及900 rad照射處理後，收取 
細胞以αCD133-PE單株抗體進行結合反應後，利用流式細胞儀進行

分 析。其結果顯示補中益氣湯會降低所有四種細胞的CD133+
細胞比

例。 
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圖十五 以定量PCR 陣列分析補中益氣湯對正常體幹細胞受放射線處 
理stress/toxicity pathway 基因表達之影響 

 

間葉幹細胞(MSC)依照前述圖四中保護組實驗流程，分別以補中 
益氣湯及900 rad照射處理後，收取細胞RNA後。使用定量PCR陣列盤 
SuperArray (SuperArray Bioscience Corporation)進行Real-Time PCR assay 
以分析Stress及Toxicity pathway等相關基因之變化。其中控制組為未加 
藥但有經放射線處理之細胞，實驗組為加入補中益氣湯且有經放射線處 
理之細胞。依據實驗組與控制組之間的訊息強度，利用SuperArray套組 
所附軟體公式，計算出實驗組與控制組之間該項基因表現量的倍數差 
異。基因代號之說明詳見表一所列。 
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圖十六 以定量PCR 陣列分析補中益氣湯對乳癌組織衍生細胞受放射 
線處理stress/toxicity pathway 基因表達之影響 

 

乳癌組織衍生初代細胞(Breast Cancer Tissue derived Adherent Cells; 
BCTAC)依照前述圖四中保護組實驗流程，分別以補中益氣湯及900 
rad 照射處理後，收取細胞RNA後。使用定量PCR陣列盤SuperArray 
(SuperArray Bioscience Corporation)進行Real-Time PCR assay以分析Stress 
及Toxicity pathway等相關基因之變化。其中控制組為未加藥但有經放射 
線處理之細胞實驗組為加入補中益氣湯且有經放射線處理之細胞。依據 
實驗組與控制組之間的訊息強度，利用SuperArray套組所附軟體公式， 
計算出實驗組與控制組之間該項基因表現量的倍數差異。圖(A)為實驗 
組中表現量增加之基因，圖(B)為實驗組中表現量降低之基因。基因代 
號之說明詳見表一所列。 
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圖十七 以激素蛋白陣列分析補中益氣湯與放射線處理對乳癌腫瘤組 

織衍生細胞之影響 
 

乳癌組織衍生初代細胞(Breast Cancer Tissue derived Adherent Cells; 
BCTAC)依照前述圖四中保護組實驗流程，分別以補中益氣湯及900 rad 
照射處理後，收集細胞培養液，利用激素蛋白陣列分析比較保護組中乳 
癌組織衍生初代細胞受到補中益氣湯處理後所分泌的激素差異性。其結 
果顯示補中益氣湯對於乳癌初代細胞所分泌的蛋白因子種類影響不大， 
只會略為增加Angiogenin, BDNF, ENA-78, GRO-a及Fas的表現量，但是 
卻會明顯減少G-CSF的表現量。 
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表一、基因名詞對照表 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Two Signaling network involved in BY-Tang treated up-regulated gene are 
related to the stem cell differentiation 

 

 
 
cell development (57.4%; 8.392e-13), cell 
communication (80.9%; 1.148e-12), protein kinase Oct-2, 
cascade (36.2%; 1.808e-12), cell differentiation p120-cateni 
(63.8%; 4.511e-12), cellular developmental process n, CD22 
(63.8%; 4.511e-12) 
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Two Signaling network involved in BY-treated up-regulated gene are related 
to the stem cell differentiation 

 
 
 

圖表(前列腺癌) 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖18 六味丸增加PCC1及DU145之erbB2表現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖19 四物湯降低PCC1及PCC3之PSCA表現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖20 六味丸增加PC3之PSCA表現 
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圖21 四物湯會降低PCC3之BRCA1及PCC1、PCC2、PCC3之BRCA2 

 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖22 六味丸則加DU-145之BRCA1及PCC2、DU-145之BRCA2表現 
 
 
 

 
 

圖23 六味丸有增加PCC3之PTEN表現的趨勢 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖24 四物湯增加PCC3、PLA之BclXL及PCC3修復組、PLA之Bax表現量 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖25 四物湯降低PCC3未受放射線壓力組別之Bax表 
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圖26 六味丸會降低PCC2、PCC3之BclXL及PLA之Bax表現 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖27 六味丸增加DU-145及PLA之BclXL表現 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖28 四物湯降低PCC1、PCC2之P27表現，增加PLA之P21表現 
 
 
 
 

 
 

圖29 六味丸會降低PCC3之P21表現，但對PLA方面效果無顯著 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖30 六味丸會降低PCC2及DU145之cyclin D表現 
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圖31 四物湯降低PCC3之BMP2、PLA之BMP4、PLA之EGFR表現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖32 六味丸使PCC2之BMP2、DU145之EGFR表現降 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖33 六味丸作用使PCC3、DU145之BMP2、PC3之BMP4、PCC2及 

PC3之EGFR表現增加 
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圖34 四物湯少許提升癌檢體細胞之CXCR4及AC133，在PLA方面則 

明顯減少CD44表現，微量增加intergrinα2β1之表現 
 

 
 
 
 

 
 
圖35 六味丸增加PCC2 之EGFR、PCC3之CD44之表現，微量增加PLA 

之intergrinα2β1表現，對PC3之EGFR則些微減少其表現量 
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＊(前列腺癌)加註圖(一、二、三)及表 
 
 

 

Note: (  － ) : 0~15%, (Dim+) : 16~35%, (  ＋ ) :  ＞35% 
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四物湯(4D)及六味區(6D)在RI前三天處理細胞(RIp)之效應 
 
 
 
 
 
 
 

四物(4D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

六味(6D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
四物湯(4D)及六味區(6D)在RI後處理三天處理細胞(RIp)之效應 

 
 
 
 
 
 
 
四物(4D) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
六味(6D) 
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(圖四) Effect s of 4D and 6D on Prostate Cancer DU-145 cell cytokine 

secretion 
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(圖五) Comparison of 4D and 6D effect on the cytokine secretion profile of 

Prostate Cancer DU-145 cells. 
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Summary (I)Summary (I) 
Influences of 4D and 6D on Prostate Cancer Cells and the Normal MSCs 
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六味丸之Ames Test結果 
Effect of D6 on Ames Test 

 
 

(A) Without S9 metabolic activation TA98 TA100 
Negative Positive 24±4 242±108** 156±3 

1768±72*** 
0.312 mg/p 0.625 mg/p 1.25 28±2 28±4 22±1 22±2 25±1 140±6 
mg/p 2.5 mg/p 5.0 mg/p 149±2 

152±3 
173±6 
157±16 

 
 

(B) With S9 metabolic activation 
TA98 TA100 

 

Negative 48±7 150±5 
Positive 779±53*** 835±102** 
0.312 mg/p 37±3 154±5 
0.625 mg/p 37±4 172±4 
1.25 mg/p 39±7 179±9 
2.5 mg/p 40±2 162±6 
5.0 mg/p 33±2 138±6 

 
1. The values were presented as Mean ± S.E.(N≥3). 
2. 30 μl solvent(with10% DMSO)/plate was used as negative control. 
3. Positive control in –S9 plate: TA 98, 4-Nitro-o-phenylenediamine 2.5 μg  / plate; 

TA 100, Sodium azide 5 μg  / plate; Positive control in +S9 plate: TA100 
TA 
98,2-aminoanthrene 5 μg/plate. Significant difference between control treated group 
at 
*p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs control by Student t-test. 
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