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中文摘要 
    本論文研究 miyabenol A 對於受到細菌內毒素（lipopolysaccharide, 

LPS）刺激的 RAW 264 巨噬細胞產生一氧化氮（nitric oxide, NO）的影響，

並探討其可能的作用機制。結果顯示 miyabenol A（0.1-10 μM）能夠抑制 

LPS 所引起的 NO 生成與 inducible nitrite oxide synthase（iNOS）蛋白質

之表現並且呈現劑量反應。在 LPS 所誘導的 iNOS mRNA 生成層次上，

miyabenol A 同樣具有抑制的作用。已知 nuclear factor-κB（NF-κB）及 

mitogen-activated protein kinase（MAPK）途徑參與調控 iNOS 生成的重要

角色，本論文進一步探討 miyabenol A 抑制 iNOS 表現的可能分子作用機

轉。實驗結果顯示 LPS 刺激 RAW 264 巨噬細胞可顯著誘導 IKK 磷酸

化、IκB 裂解、以及活化 NF-κB 進入細胞核內，前述現象均可以明顯、

且呈現濃度相關性地被 miyabenol A 所抑制。LPS 刺激的結果同樣增加三

個 MAPK（ERK、p38、及 JNK）的磷酸化。然而，miyabenol A 只選擇性

的干擾 p38 MAPK 磷酸化。另外，miyabenol A 也可以抑制 LPS 在 RAW 

264 細胞中所造成的 Akt 活化。進一步的分別以 p38 MAPK 抑制劑 

SB203580 及 PI3K 抑制劑 wortamanin 前處理細胞，發現 p38 MAPK 抑

制劑 SB203580 可以抑制 IKK 的活化 IkB 及 Akt 的磷酸化，然而 PI3K 

抑制劑 wortamanin 只能抑制 IKK 的活化及 IkB 磷酸化，對 p38 MAPK 

並無影響。這暗示著 p38 MAPK 及 Akt 皆參與調控 IKK/NF-κB 訊息途

徑，只不過 Akt 的活性又受到的 p38 MAPK 調控。綜合以上實驗結果，

本論文發現 miyabenol A 可有效抑制發炎前趨物 NO 的生成，暗示 

miyabenol A 是小本山葡萄表現抗發炎的活性成分之ㄧ，且可能透過抑制 

p38 MAPK 活化，進而抑制 Akt、NF-kB 的訊號傳遞路徑。 
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Abstract 
In this study, we evaluated inhibitory mechanisms of miyabenol A on 

lipopolysaccharide (LPS)-induced nitric oxide (NO) production in RAW264.7 

macrophages. Results showed that miyabenol A (0.1-10 μM) significantly 

inhibited LPS-induced NO production and inducible nitrite oxide synthase 

(iNOS) protein expression through suppressing iNOS expression at mRNA 

levels. Nuclear factor-κB (NF-κB) and mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) play important roles in LPS stimulated iNOS expression. We further 

investigated the detail molecular action mechanisms of miyabenol A. Result 

showed that LPS significantly induced IKK phosphorylation、IκB degradation 

and NF-κB nuclear translocation in RAW 264 macrophage, and these 

phenomenon were abrogated in the presence of miyabenol A. LSP stimulation 

also markedly increased MAPKs phosphorylation. However miyabenol A 

selectively interfered with p38 MAPK phosphorylation. Furthermore, 

miyabenol A also suppressed LPS- induced Akt activation. We pre-treated cell 

wih Akt inhibitor wortamanin and p38 MAPK inhibtor SB203580, and finded 

that SB203580 suppress IKK phosphorylation, IkB, and Akt phosphorylation, 

however wortamanin only suppressed the IKK phosphorylation and the IkB 

degradation without any effection p38 MAPK. This suggested that p38 MAPK 

may act as upstream signal to regulate IKK/NF- kappa B signal and Akt 

activation. In summary, we found that miyabenol A can suppress 

pre-inflammation nitric oxide production effectively, through interfering with 

p38 MAPK activation and subsequently downregulate Akt releated signal 
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pathway and NF-κB actication. 
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縮 寫 表 

 

AP-1：Activation protein-1 

ATF-2：Activating transcription factor-2 

BSA：Bovine serum albumin 

COX：Cyclooxygenase 

CREB：cAMP response element binding protein 

DMEM：Dulbecco,s modified eagle medium 

DMSO：Dimethy sulphoxide  

ECL：Enhanced chemiluminescence 

ERK：Extracellular-regulated protein kinase 

eNOS：Endothelial nitric oxide synthase 

EtBr：Ethidium bromide 

FBS：Fetal bovine serum 

IKK：IκB kinase 

IκB：Inhibitor κ B protein 

iNOS：Inducible nitric oxide synthase 

JNK：C-Jun N-terminal kinase 

LPS：Lipopolysaccharide 

MAPK：Mitogen-activated protein kinase  

MTT：3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

NF-κB：Nuclear factor-kappa B 

nNOS：Neuronal nitric oxide synthase 
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 VI

NO：Nitric oxide 

NP-40：Nonidet P-40 

OD：Optical density 

PBS：Phosphate buffer saline  

PGE2：Prostaglandin E2 

PI3 kinase：phosphoinositide 3 kinase 

PKC：Protein kinase C 

PMSF：Phenylmethanesulfonyl fluoride 

PVDF：Polyvinylidene difluoride 

RT-PCR：Reverse transcription polymerase chain reaction 

SDS-PAG：Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SNP：Sodium nitroprusside 

SRF：Serum response factor 

TBST：Tris buffer saline with Tween 20 

TEMED：N,N,N,N-tetramethylene diamine 
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第一節、前言 
 

發炎是身體抵抗外來微生物侵略時所誘發的防禦反應之一（Aderem 

and Ulevitch, 2000; Hoffmann et al., 1999）。當體內巨噬細胞被細菌活化時，

會誘發巨噬細胞產生免疫反應以及發炎作用，進而使細胞內的一氧化氮合

成酶（iNOS）釋出一氧化氮（NO）。人體裡適量的一氧化氮具有消滅外來

細菌的作用，但是當 NO 被過度產生時，則會造成體內組織慢性的發炎反

應或者是急性發炎反應，例如︰敗血性休克（Nussler and Billiar, 1993）。目

前已知經由細菌內毒素（lipopolysaccharides, LPS）刺激的 iNOS（inducible 

nitric oxide synthase）表現受到許多轉錄因子的調控（Sweet et al., 1996），

研究指出 iNOS gene promoter region 上有多類轉錄因子（例如 NF-κB、

AP-1、ATF）的結合部位（Jeon et al., 2000; Xie et al., 1994），而這些轉錄因

子的活化，又受到如 protein kinase C、tyrosine kinase pathways （Paul et al., 

1995）、以及 mitogen-activated protein kinases （MAPKs）（Sweet et al., 1996）

的調控。而藉由干擾上述 iNOS 的訊息途徑，可以抑制 iNOS 的表現及 

NO 的生成，因此這些藥物可能有潛力用來治療因 NO 過多所產生的細胞

傷害及相關疾病（Hyun et al., 2007）。 
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第二節、文獻回顧 
   

  一、巨噬細胞與免疫 

     

    血液中的單核球細胞（monocytes）可藉著 cytoplasmic extensions 的方

式，穿越長距離而到達器官組織而成巨大的巨噬細胞。巨噬細胞在免疫及

發炎反應上扮演了一個很重要的角色，調控宿主的防禦機制，包括辨識及

消滅病原微生物（Qureshi et al., 1999）或製造分泌一些促發炎物質

（pro-inflammotory），如 TNF-α、IL-1、IL-6、PGE2 和 NO2 等。事實上

在正常生理情況下，巨噬細胞受到特定物質如 LPS 或 cytokines 刺激下，

才會被活化（Schwacha et al., 2003）。細菌内毒素是革蘭氏陰性菌 

(Gram-negative bacteria) 細胞壁的脂多醣結構，當細胞被分解與複製的時

候，就會被釋放出來。內毒素可存於自然環境中。其主要結構可分為兩部

分，分別為 Lipid A 與polysaccharides。Lipid A 則是使其具有毒性的結

構。研究發現 Lipid A 都可誘導宿主發炎反應（Glauser et al., 1994）。

Lipopolysaccharide-binding protein（LBP）為巨噬細胞表面的 receptor 其成

分為一種膜醣蛋白。當 LPS 與 LBP 結合後如再與另一膜蛋白 CD14 結

合，將可活化免疫細胞（Hailman et al., 1996），而後活化酪胺酸激酶（tyrosine 

kinase）、蛋白質激酶（protein kinase C）以及轉錄因子 NF-κB 與 MAPKs

（Sweet et al., 1996）的活化。當巨噬細胞被活化時會產生吞噬作用，伴隨

吞噬作用的進行而製造出含氮或含氧的毒性物質，如 NO、超氧自由基

（superoxideradical）、peroxylnitrite、過氧化氫（H2O2）、氫氣自由基（hydorxyl 

radical）及 HOCl 等，來幫助消滅病原菌。受到 LPS 刺激的巨噬細胞亦
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能分泌許多發炎相關物質，包括 TNF-α、IL-1、IL-6、NO 和 PGE2，導致

人體發生敗血症（sepsis）、敗血性休克（sepsis shock）及全身性發炎等症

狀（systemic inflammatory response syndrome）（Guha and Mackman, 2001）。

不少研究已證實，在慢性發炎及感染之細胞組織，會有一系列 cytokines

（IL-1、TNF-α、IFN-γ）（Hanada et al., 2002）、酵素及訊息蛋白（signal protein）

生成。iNOS 及 COX-2 分別可催化 NO 及 PGs 大量產生，不但造成組

織發炎及併發敗血性休克，也使得慢性傳染病（例如：肺結核）及自體免

疫性疾病（例如：風濕性關節炎）等疾病症狀更加惡化（Nussler and Billiar, 

1993; reviewed in Sautebin, 2000）。 

 

  二、一氧化氮及一氧化氮合成酶 

     

    一氧化氮是一種作用短暫、傳遞快速、半衰期很短的含氮自由基，於

哺乳動物體內藉由一氧化氮合成酶所製造。一氧化氮和其代謝物在生物的

生理、病理狀況下皆扮演重要的角色。低濃度的一氧化氮具有訊息傳遞，

引發血管擴張的作用（Liaudet et al., 2000）以及有關宿主防禦功能如急、

慢性發炎的發生等（Hibbs et al., 1987; Moncada et al., 1991; Salerno et al., 

2002）。但是當一氧化氮濃度過高，則會產生過氧化的自由基，而造成細

胞毒性、發炎反應等負面影響（MacMicking et al., 1997; Liaudet et al., 

2000）。另外，一氧化氮的過量產生，和敗血性休克及糖尿病有關

（Christopherson and Bredt, 1997; Harrison, 1997）。一氧化氮與超氧自由基

作用，生成強氧化劑 peroxynitrite 而對組織細胞產生傷害（Higgs et al., 

1991; Ohshima and Bartsch, 1994）。空氣中的一氧化氮與氧氣作用而產生二
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氧化氮（NO2），在水溶液中則可轉變成 nitrite  與 nitrate。nitrate 可經

由 nitrate reductase 作用轉變成 nitrite，因此一般使用 Griess reagent 測量 

NO 穩定的產物 nitrite（Privat et al., 1997）。NO 是體內 L-arginine 在 

NADPH 與 O2 輔助下，經由一氧化氮合成酶作用產生 L-citrullin 和 NO

（Konwles and Moncada., 1994）。而這些 NOS 依其功能性的不同分為三

種 isoform 表現: 第一種存在於 endothelial cells、epithelial cells 及 cardiac 

myocytes 的 endothelial NOS（eNOS）。第二種主要存在於 neuronal cells 及 

skeletal muscle cells 的 neuronal NOS （nNOS）。第三種存在於巨噬細胞

macrophages、hepatocytes、smooth muscle cells，經由誘導才能產生的 

iNOS。它們是從不同的基因被表現出來，有不同的功能，不同的作用。前

兩種 nNOS 和 eNOS 藉由細胞內鈣離子濃度的變化達到調節 NOS 的酵

素活性，且具有持續催化產生 NO 生成的能力（Bredt et al., 1991）。而這

個目的是爲了維持細胞正常生理功能，調控有關血管張力及神經訊息傳遞

方面。iNOS 為持續活化的酵素，其活性並不受細胞內鈣離子濃度的調控，

在正常狀態下是不存在於大多數種類的細胞中。當細胞受到葛蘭氏陰性細

菌的 LPS 或 cytokines 刺激，會促使細胞產生 iNOS（Fang, 1997）。當

細胞持續增加 iNOS 的生成，一氧化氮被大量產生時，如無適當的藥物將

其抑制，則會引起細胞毒性及低血壓休克等現象（Beutler et al., 1989; Nathan 

et al., 1997）。許多的研究認為，會造成低血壓休克或是敗血症的一氧化氮

合成酶與發炎症狀的產生具有極大的關係（Laskin and Pendino, 1995; 

MacMicking and Nathan, 1997）。究竟 LPS 是經由何種訊息傳遞路徑，將

訊號由細胞膜傳至細胞核來誘導 iNOS 的表現，本論文將使用 RAW 264 

巨噬細胞，來探究 LPS 引起的 iNOS 表現的訊號傳遞路徑。 
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  三、IκB kinase （IKK）/NF-κB 途徑 

     

    NF-κB 是調節 pro-inflammatory gene expression（TNF-α、IL-1β、IL-6、

IL-8、iNOS 及 COX-2）的重要轉錄因子（Jeon et al., 2000; Xie et al., 1994; 

Zhou et al., 2002）。當巨噬細胞上的 receptor 受到適當的刺激後，會活化

細胞內的訊息傳遞，以增加 cytokines 的基因表現（Ghosh et al., 1990; 

Zhang and Ghosh, 2001）。此過程會誘導轉錄因子 NF-κB 的活化（Rothwarf 

and Karin, 1999; Xie et al.,1994）。NF-κB 廣泛的參與發炎反應、免疫反應、

細胞分化和細胞凋亡（Kaltschmidt etal., 1997; MacMicking et al., 1997; Tong 

and Perez-Polo, 1995）。在未受刺激的細胞中大多數的 NF-κB 會存在細胞

質中與抑制性蛋白 IκB 結合而不具有活性。NF-κB 由 P50、p65 兩個 

subunit 與 IκB 所構成，形成不活化的 NF-κB/IκB 複合物（Malek et al., 

2001; Tam and Sen, 2001）。一旦細胞接受到刺激後（例如：LPS 造成的敗

血性休克及發炎反應），使得 IKK 活化進而磷酸化 IκB-α，IκB-α 與 p50 

和 p65 分離而活化 NF-κB （Xie et al., 1994）。分離的 IκB-α 受到 26 S 

proteasome 的 ubiquination 作用而分解；NF-κB 則進入細胞核中與特定基

因上 promoter 之 NF-κB binding site 結合，影響下游基因的轉錄作用以調

控發炎或免疫反應 （Brown et al., 1995; Siebenlist et al., 1994）。IκB kinase 

（IKK）是一個大的複合物，由 IKK-α、IKK-β 及 IKK-γ dimer 形成以調

控 NF-κB 的活化狀態。（Miller and Zandi, 2001; Xie et al., 1994）。其中 

IKK-α 和 IKK-β 為 catalytic subunit，能催化 ATP 上的磷酸根轉位到 

IκB-α 上，而 IKK-γ 為 regulatory subunit（Israel et al., 2000; Miller and 

Zandi, 2001）。當細胞受到 cytokines 或是過度表現的 kinases 刺激時，IKK 
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便會被活化（Israel et al., 2000）。因此，本論文中將探討 IκB kinase （IKK）

/NF-κB 在 LPS 誘導 RAW 264 巨噬細胞引發 NO 產生及 iNOS 表現的

訊號傳遞路徑中是否也扮演重要的調節角色。 

 

  四、Mitogen Activated Protein Kinases（MAPK）途徑 

     

    當巨噬細胞受到 LPS 刺激時，細胞內訊息傳導路徑誘發 iNOS 表現

的過程中，有許多訊息傳遞因子的參與。整個訊息的傳導，從細胞膜經過

細胞質，一直傳到細胞核中，其中最主要的就是 MAPK 路徑 （Shapira et 

al, 1994）。MAPK 是 serine-threonine 的 protein kinases，可以調節許多生

理反應，並具有受外界刺激而活化的功能。經由 LPS 活化的 MAPK 路徑

主要以 p38、extracellular signal-regulated kinase（ERK）及 c-jun N-terminal 

kinase（JNK）（Schumann et al., 1996; Sweet et al., 1996）三種 MAPK 都

能磷酸化並活化下游的轉錄因子。研究報告指出，ERK1/2 其可受MAPKK 

（MEK）、MAPKKK（Raf, MEKK1）磷酸化（Gonzalez et al., 1992）；p46/54 

JNK 會被 MAPK kinase 4 （MKK4/SEK-1）和 MKK7 活化；而 p38 則

經由 MKK3 及 MKK6 來活化（Gonzalez et al., 1992; Roger et al., 1993）。

受到磷酸化的 MAPK 則會分別活化其下游的 protein kinases 及 

transcription factor。磷酸化的 ERK 會作用到 Elk-1 與 SRF（serum 

response factor），結合於 SRE （serum response element）binding site 加

速基因的轉錄（Watson et al., 1997）；JNK MAPK 會磷酸化 c-Jun、Elk-1、

activating transcription factor（ATF-2）等轉錄因子調控發炎基因（Su and 

Karin, 1996）；而 p38 MAPK 除了會活化 ATF-2 （Chen et al., 1998）、
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EIk-1 （Raingeaud et al., 1996）之外，也會經由活化下游的 MSK1 （mitogen 

and stress activated protein kinase-1）來磷酸化 CREB（cyclic AMP responsive 

element-binding protein）轉錄因子，促使基因的表達。 

 

  五、AP-1（activating protein-1）途徑 

     

    AP-1（activating protein-1）是 iNOS promoter 上的轉錄因子，其組成

主要是由 homodimers（c-Jun 和 c-Jun）及 hetrodimers（c-Jun 和 c-Fos）

等形式組成。目前至少有三種 Jun 蛋白質（c-Jun、Jun B 和 Jun D），四種 

Fos 蛋白質（c-Fos、Fra-1、Fra-2、Fos B）（Karin, 1997）。當巨噬細胞受

到 LPS 或 cytokines 刺激而活化，MAPKs 中 JNK 磷酸化而活化下游的 

c-Jun 轉錄因子進而調控 iNOS mRNA 表現。 

 

  六、Phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）途徑 

     

    PI3K 屬於 lipid kinase 的一種，其為一 heterodimer 分為 p85及 p110 

兩個 subunit，p85 subunit 稱為 regulatory subunit，p110 subunit 稱為 

catalytic subunit，當 p85 磷酸化時會與 p110 相結合使得 PI3K 具有活性 

（Okkenhaug and Vanhaesebroeck, 2001）。活化的 PI3K 可以調控許多細

胞內的反應。有報告證實 PI3K 的活化可引發 p44/42 MAPK 路徑的活化

（Eder et al., 1998; Xie et al., 2000）以及 PI3K 下游的 Akt 磷酸化 （Jiang 

and Zhang, 2002）進而影響 NF-κB 轉錄因子的活化達到調控 iNOS protein 

的生成（Lee et al., 2008）。 
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  七、環氧酵素（cyclooxygenase） 

 

    Cyclooxygenase（COX）擁有三種異構物，分別為環氧酵素-1 

（Cyclooxygenase-1, COX-1）、環氧酵素-2 （Cyclooxygenase-2, COX-2）

和環氧酵素-3（Cyclooxygenase-3, COX-3）。COX-1 主要功能在於調節一

般正常的生理作用。細胞給予一些生長因子、內毒素（Lee et al., 1992）或

細胞激素（Maier et al., 1990）的刺激後，COX-2 會大量的被誘導表現。

COX-2 基因包含了 SP-1、CRE、AP-2 和 NF-κB 等轉錄因子 binding site

（Kosaka et al., 1994; Sirois et al., 1993），而 LPS 刺激巨噬細胞表現 

COX-2 的訊息傳遞途徑，透過 MAPKs 活化 transcription factor，進而促

使 COX-2 基因表現。在 2002 年 Chandrasekharan 於心臟以及主動脈發

現一種新的環氧酵素稱作 COX-3 （Chandrasekharan et al., 2002）。 
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第三節、實驗目的 

 

小本山葡萄 （Vitis thunbergii Sieb.& Zucc.），別名細本山葡萄、 山

葡萄，屬於葡萄科葡萄屬的植物，分佈於臺灣、中國大陸中南部、日本及

朝鮮。其根部傳統上被用於消腫、止血、肝炎、黃疸、跌打損傷、風濕關

節痛及腹瀉，為臺灣傳統的民間藥用植物 （甘偉松., 1991）。化合物 

miyabenol A （附圖一）是分離自小本山葡萄的根部抽取物的成分，屬於 

resveratrol 衍生物。Resveratrol 由先前的文獻中得知，其具有預防冠狀動脈

疾病、抗發炎、抗腫瘤及抗氧化等作用 （Juan et al., 2005; Liu et al., 2003; 

Manna et al., 2000），但 miyabenol A 的抗發炎活性及作用機轉，則尚未被

詳細探討。 

    由於發炎反應所造成的傷害與許多疾病及病程有關，所以本實驗利用

細胞外實驗的方式模擬生理感染及發炎反應模式，觀察 miyabenol A 對於

受到細菌內毒素 LPS 刺激的 RAW 264 巨噬細胞產生 NO 的影響，以及

發炎反應相關的訊號傳遞路徑，並探討可能的調控機制（附圖二）。 
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第二章、實驗方法 
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Buffer 配製 

10X PBS 

NaCl 80g 

Na2HPO4 11.6g 

KH2PO4 2g 

KCl 2g 

H2O 1000ml 

5X TBS 

NaCl 40g 

KCl 1g 

Tris-base 15g 

H2O To 500ml 

50X TAE 

Tris-base 121g 

Glacial acetic acid 28.55ml 

0.05M EDTA 50ml 

H2O To 500ml 

Tris-Glycine SDS Running Buffer (10X) 

Component Quantity required to make a 10X solution 

Tris Base 29.0g 

Glycine 144.0g 

SDS 10.0g 

DI Water To 1.0L 
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Tris-Glycine Transfer Buffer (25X) 

Component Quantity required to make a 25X solution 

Tris Base 18.2g 

Glycine 90.0g 

DI Water To 500mL 

Tris-Glycine Transfer Buffer (1X) 

DI Water 760 mL 

25X Transfer Buffer 40mL 

MeOH 200mL 
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  一、RAW 264 巨噬細胞株之培養 

 

    RAW 264 巨噬細胞，使用 75 T 培養瓶培養於含 10 % 胎牛血清

（fetal bovine serum﹐FBS），100 unit/ml penicillin 及 100 unit /ml 

streptomycin 之 DMEM 培養液中，將 75 T 培養瓶置於 37 ℃ 恆溫且含

有 5 % CO2 之培養箱中，培養至八、九分滿時，進行細胞的次培養。細胞

的次培養首先將原來培養液抽乾，以冰的 PBS 沖洗兩次，第三次靜置回

溫後，將細胞拍下裝入 50 ml 的離心管，另外於需要次培養的 75 T 培養

瓶中，加入 14 ml 含有胎牛血清的培養液，加入細胞液 1 ml 於培養瓶中。

剩餘的細胞液於 4 ℃ 溫度下，以 27000 rpm 轉速離心 10 分鐘。之後加

入適量不含胎牛血清的 DMEM 培養液，利用細胞計數法分別培養於 3.5 

cm 培養皿中或 96 well 培養盤中。 

 

  二、實驗設計及測量一氧化氮的生成 

 

     RAW 264 巨噬細胞，於 96 well 培養盤中培養於含 100 unit/ml 

penicillin 及 100 unit /ml streptomycin，不含 10 % 胎牛血清（fetal bovin 

serum﹐FBS）之 DMEM 培養液。細胞數為 2x106 cell/well，並將其置於 37 

℃ 恆溫且含有 5 % CO2 之培養箱中。兩小時後取出 96 well 培養盤，將

培養液抽出，更換成含 10 % 胎牛血清（fetal bovine serum﹐FBS），100 

unit/ml penicillin 及 100 unit /ml streptomycin 之 DMEM 培養液，同時以 

LPS (1 μg/m l ) 和不同濃度之 miyabenol A 處理 18 小時後，測量培養液

中的一氧化氮含量。 
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   為了評估 miyabenol A 是否影響 iNOS 酵素活性，細胞先以 LPS 刺激 

18 小時誘導 iNOS 蛋白表現，之後再加入 miyabenol A（3 μM 、5 μM、

10 μM）及 aminoguanidine hemisulfate（1 μM、 3 μM 、10 μM 、30 μM）

共同培養 22 小時，之後測量培養液中的一氧化氮含量。 

   於一氧化氮自由基清除實驗，先利用 sodium nitroprusside（SNP）本身

是一種 NO donor，在正常生理條件下可以產生 NO。本實驗評估 

miyabenol A 經由化學方式對 NO 生長速率的抑制作用。 

    將 100 μM SNP 溶於 10 mM Tris（PH 7.5）中，於室溫狀態下靜置 3 

小時後，加入不同濃度的 miyabenol A（0.1 μM、0.5 μM、1 μM、5 μM、

10 μM）及 AMG（1 μM、 3 μM 、10 μM 、30 μM），於  12 小時後取 100 

μl SNP 溶液與同等體積的 Griess reagent 反應，測量 miyabenol A 在不同

的時間點捕捉 NO 的能力。 

一氧化氮含量的分析，是從 96 well 培養盤中的每ㄧ孔抽 100μl 培養

液到新的 96 well 培養盤裡，分別加入 50 μl Griess Ι 及 50 μl Griess ΙΙ 試

劑，以波長 550 nm 測量吸光值，利用已知的 NaNO2 畫出標準曲線，並

用此標準曲線求出 nitrite 的含量。 

 

  三、細胞存活率分析 

 

    爲了確認抑制 NO 之產生並非因細胞死亡所造成，故以 MTT assay 

來測量 RAW 264 巨噬細胞在各種條件處理下的存活率。MTT 

（3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide）為一種黃色

水溶性的 tetrazolium salt，在活細胞中可藉由粒線體中的 
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succinated-tetrazolium reductase system（Slater et al., 1963） 將 MTT 的 

tetrazolium ring 轉變為非水溶性呈藍紫色的 formazan。藉由測量細胞培養

液中 formazan 產量所產生之顏色變化，即可快速判斷細胞存活及增生情

形。 

    將進行過測量一氧化氮生成的 RAW 264 巨噬細胞，在 96 well 中將

剩餘的培養液抽乾，換上新的含  10 % 胎牛血清，100 unit/ml penicillin 及 

100 U/ml streptomycin 之 DMEM 培養液 100 μl，並加入 10 μl MTT（1 

mg/ml），置於 37 ℃ 恆溫且含有 5 % CO2 之培養箱中處理 4 小時，之後

抽去培養液，加入 200 μl 的 100 % DMSO。以波長 570 nm 測量吸光值。 

 

  四、細胞蛋白質萃取 

 

    細胞質中蛋白質含量乃是使用 Bio-Rad protein 分析試劑組，主要目的

在於定量 RAW 264 細胞質、細胞核及細胞中蛋白質含量，進一步計算出

進行十二基硫酸鈉電泳法（SDS-PAGE）所需之蛋白質樣本量。 

   

  （一）萃取細胞蛋白質進行 iNOS、COX-2 分析 

    將 RAW 264 細胞置於 3.5 cm dish 中，培養 24 小時後，同時以 LPS 

(1 μg/m l ) 和 miyabenol A 不同濃度處裡 18 小時。18 小時之後抽去培養

液，以冰 PBS 清洗兩次，加入適量的 lysis buffer (Triton X-100 2 %、

aprotinin 1 μg/ml、leupeptin 1 μg/ml、peptastatin 1 μg/ml、PMSF 1 M)並使

其均勻分布於 dish 表面。刮下細胞後，連同 lysis buffer 吸至離心管，反

應四十分鐘，再以超音波打碎機（0.5 cycle﹐amplitude 60 ％）作用 1 分
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鐘。之後將含有蛋白質的離心管，置於 4 ℃ 下以 14000 rpm 離心 10 分

鐘，取其上清液即為蛋白質的萃取液。使用 Bio-Rad protein assay 方法，

以波長 595 nm 測量。已知濃度的 Bovine serum albumin 作ㄧ標準曲線，

並利用此標準曲線求出蛋白質濃度。  

 

  （二）細胞核及細胞質蛋白質的萃取 

    RAW 264 細胞置於 3.5 cm dish 中，培養 24 小時後，同時以 LPS (1 

μg/ml ) 和不同濃度的 miyabenol A 處裡 1 小時。之後抽去培養液，以冰 

PBS 清洗兩次，加入適量的 cytosol protein lysis buffer (10 mM NaH2PO4, 

pH7.5; 10 mM NaF; 5 mM MgCl2; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 10 μg/ml 

leupeptin; 1 μg/ml aprotinin ; 1 % NP40)並使其均勻分布於 dish 表面。利用

橡膠刮刀刮下細胞後，連同 lysis buffer 吸至離心管，反應四十分鐘，再以

超音波打碎機（0.5 cycle﹐amplitude 60％）作用 1 分鐘。之後將含有蛋白

質的離心管，置於 4 ℃ 下以 9500 rpm 離心 10 分鐘，上清液即為細胞質

蛋白質的萃取液。收集上清液並儲存在 -80 ℃。離心管裡剩餘的 pellet 再

加入適量的 nuclear protein lysis buffer (10 mM NaH2PO4, pH7.5; 10 mM 

NaF; 5 mM MgCl2; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 10 μg/ml leupeptin; 1 μg/ml 

aprotinin ; 1 % NP40 and 0.5 M NaCl)反應四十分鐘，以超音波打碎機（0.5 

cycle﹐amplitude 60 ％）作用 1 分鐘。之後將含有蛋白質的離心管，置於 

4 ℃ 下以 13000 rpm 離心 10 分鐘，其上清液即為細胞核蛋白質的萃取 

液，收集上清液儲存在 -80 ℃。 

 

  （三）萃取細胞蛋白質進行各類蛋白激酶的分析 
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    RAW 264 細胞置於 3.5 cm dish 中，培養 24 小時後，先以不同濃度

的 miyabenol A 處裡 1 小時之後，分別加入 LPS (1 μg/m l ) 作用 10 分

鐘及 30 分鐘。之後抽去培養液，以冰 PBS 清洗兩次，加入適量的 total 

lysis buffer ( Tris-HCl 50 mM、NP-40 1 %、Na-deoxycholate 0.25 %、NaCl 150 

mM、EDTA 1 mM、NaF 1 mM、Na3VO4 1 mM、aprotinin 1 μg/ml、leupeptin 

1 μg/ml、peptastatin 1 μg/ml、phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) 1 mM) 

反應 40 分鐘，以超音波打碎機（0.5 cycle﹐amplitude 60 ％）作用 1 分

鐘。之後將含有蛋白質的離心管，置於 4 ℃ 下以 13000 rpm 離心 5 分

鐘，收集上清液儲存在 -80 ℃。 

 

  五、Western Blot 分析 

 

    將收集的蛋白質萃取液定量再分別取 40 μg 的蛋白質樣本，加入等體

積的 Laemmli sample Buffer，於 95 ℃ 下煮沸 5 min 後，置於冰上冷卻，

再將蛋白質樣本加入每個 well 中，跑 8 ％ 的 SDS-PAGE gel，使用 100 

V 電壓，待適當時間後停止電泳，並進行蛋白質樣本的轉印。將 NC 

membrane 先以 methanol 浸潤去極化，連同兩張 3M paper 放入 transfer 

buffer 中浸濕。操作時，重疊的順序由下往上依序為 3M paper﹐NC 

membrane﹐SDS-PAGE gel﹐3M paper，並使用玻棒趕走其中的氣泡，再放

入轉印槽中。將轉印槽置於 4 ℃ 冰櫃中，以 200 mA 轉印兩小時，NC 

membrane 以 5 ％ non-fat milk/TBST blocking buffer 作用 1 小時，去除 

blocking buffer，加入 iNOS、COX-2、actin、NF-κB、I-κB、phospho-MAPKS、

IKK 等 specific antibodies 作用 1.5 小時，以 TBST wash 三次，加入 
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anti-mouse IgG conjugated alkaline phosphatase 或 anti-rabbite IgG 

conjugated alkaline phosphatase 作用 1.5 小時，以 TBST wash 三次後，用

ECL 呈色。於暗房以 X-ray film 感光顯影，再以自動洗片機洗片。 

 

  六、iNOS mRNA 萃取及 RT-PCR 分析 

 

  （一）、iNOS mRNA 萃取 

    將 RAW 264 巨噬細胞培養於 25 T 培養瓶中，待細胞長至八分滿

時，以 LPS（1 μg/ml）和不同濃度 miyabenol A（3 μM、10 μM）處裡 4 小

時後取下細胞，於 4 ℃ 下以 2700 rpm 離心 10 分鐘，使用 GE Healthcare 

mRNA spin min Kit 萃取 RNA。之後將萃取出的 iNOS mRNA sample，以

分光光度計於 260 nm 下測定吸光值來計算產物濃度。RNA 濃度計算公式

如下： 

    RNA（μg/ml）=OD 值×40（μg/ml）×稀釋倍數 

 

  （二）RT-PCR 分析 

    引子（primer）iNOS、NADPH 是向 Invitrogen 訂購，序列如下： 

iNOS primer（25-mer） 

sense: 5’CCCTTCCGAAGTTTCTGGCAGCAGC and 

antisense: 5’GGCTGTCAGAGAGCCTCGTGGCTTTGG 

GAPDH primer（26-mer） 

sense: 5’TGAAGGTCGGTGTGAACGGATTTGGC and 

antisense: 5’CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC 
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    首先取 PCR 專用的試管（200 μl eppendoft）加入 2× Reaction Mix（25 

μl）、Template RNA（1 μl）、10 μM Sense Primer（1 μl）、10 μM Anti- Sense 

Primer（1 μl）、RT/Platinum Tag Mix（1 μl）並加入 0.1 ％ DEPC 水使其

總體積為 50 μl，將試管置於自動溫度梯度調控機進行聚合反應，反應條件

為： 

95 ℃ for 15 s (denaturation) 

55 ℃ for 30 s (annealing)  

72 ℃ for 1 min (extension) for 30 cycles  

反應結束後將 PCR 產物，利用 1 ％ Agarose gel（1×TAE）於 100 V 電

壓條件下，跑 25 分鐘後，再以 Ethdium bromide（0.5 mg/ml）染液染 20

分鐘取出膠片，使用去離子水退染，於紫外光燈箱觀察 mRNA 與 marker 

之相對位置，最後將此膠片以影像分析儀比較每一電泳條帶之亮度並將其

數值化。 

 

  七、測量 mRNA 的穩定性 

 

    RAW 264 細胞培養在 25 T 培養瓶中，待細胞長至八分滿時，加入 

LPS（1 μg/ml）刺激細胞 5 小時，同時加入 actinomycin-D（0.1 μg/ml）

以及 miyabenol A（10 μM），作用 0、2、4、8 小時後取下細胞，於 4 ℃ 下

以 2700 rpm 離心 10 分鐘，使用 GE Healthcare mRNA spin min Kit 萃取 

RNA，再進行 RT-PCR 分析。 
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八、統計分析 

     

    實驗數據以測量之平均值±平均值標準誤差（meam ± SE）表示。實驗

數據利用 Sigmaplot 10.0 統計軟體，進行無母數分析獨立樣本

Mann-Whitney test 進行之差異檢定。P < 0.05 視為有統計意義之差異。 
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第三章、實驗結果 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 22



  ㄧ、 在 RAW 264 巨噬細胞株探討 miyabenol A 對於細菌內毒素 LPS  

刺激引起 NO 生成的影響  

     

爲了釐清 miyabenol A 是否具有抑制一氧化氮生成的能力，細胞以

LPS（1 μg/ml）刺激 18 小時之後，利用 Griess method 分析 NO 下游代

謝產物 nitrite（NO2
-）的變化。圖一為 miyabenol A（0.1 μM、0.3 μM、1 μM、

3 μM、5 μM、10 μM、30 μM）、resveratrol（10 μM、15 μM、20 μM、30 μM）

與 aminoguanidine hemisulfate（1 μM、3 μM、10 μM、30 μM）抑制ㄧ氧

化氮產生的比較。LPS（1 μg/ml）刺激 18 小時之後，培養基中的 NO 濃

度明顯由 2.4±0.3 增加至 22.4±0.8 μM，結果顯示 miyabenol A 呈現濃度

相關性的抑制作用，在 3 μM、5 μM 及 10 μM 即顯著抑制一氧化氮生成

分別達 48.5、73.1 及 94.8 ％ 的程度。相較於 miyabenol A，30 μM 

resveratrol 及 30 μM aminoguanidine hemisulfate 對於一氧化氮生成的抑制

作用，則分別只有 51.1 ％ 及 64.8 ％。 

    排除 miyabenol A 抑制 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞產生的一氧化

氮，因細胞毒殺所造成，利用 MTT 偵測方法測量 miyabenol A 對細胞存

活率的影響。圖二顯示 miyabenol A 在所使用的濃度範圍內並不會造成顯

著的細胞毒性。 

 

  二、 評估 miyabenol A 對於 iNOS 酵素活性的影響及捕捉一氧化氮自

由基的能力 

     

實驗設計先以 LPS 刺激細胞 18 小時誘導 iNOS 蛋白質生成，之後
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再加入不同濃度的 miyabenol A（3 μM、5 μM 及 10 μM）持續培養 22 小

時，觀察 miyabenol A 在此條件下是否會藉由調控 iNOS 蛋白質的酵素活

性而抑制 NO 的生成，並與已知 iNOS 酵素抑制劑 aminoguanidine 

hemisulfate（1 μM、3 μM、10 μM、30 μM）作比較。圖三(a) 顯示 LPS

刺激長達 40 小時的結果明顯提高 NO 的生成量至 87±3 μM，miyabenol 

A 在 3 μM、5 μM 及 10 μM 的抑制作用分別為 8、12 及 49.4 ％，相較

於細胞同時處理 miyabenol A 與 LPS 的情況下 miyabenol A 具有較強的 

NO 抑制作用(見圖一) ，暗示藉由調控 iNOS 蛋白質酵素活性並非 

miyabenol A 抑制 NO 生成的主要作用機轉，而 aminoguanidine 

hemisulfate 在此實驗設計下仍保有與 LPS 同時處理時的相同抑制活性，

10 μM 的濃度抑制程度達到 54.2 ％。圖三(b) 為細胞毒性試驗結果，再次

顯示 miyabenol A 與 aminoguanidine hemisulfate 於使用濃度範圍內並不會

顯著細胞存活率。 

SNP 是一個 NO 供給劑（NO donor），於水溶液環境下會釋放出 NO 

並快速轉變成 nitrite。圖四結果顯示，miyabenol A 對於 SNP 溶液中的ㄧ

氧化氮含量有些影響，但並未呈現濃度相關性的抑制作用。 

 

  三、Miyabenol A 對於 LPS 刺激產生誘導型一氧化氮合成酶表現之影響 

     

結果如圖五所示，與控制組比較之下，1 μg/ml LPS 顯著誘發 RAW 

264 巨噬細胞表現 iNOS protein，而 LPS 誘發 iNOS protein 會隨著 

miyabenol A 濃度增加而遞減，且呈濃度相關性的抑制作用。當 miyabenol 

A 濃度為 5 μM 抑制效果為 70 ％，當劑量濃度達到 10 μM，iNOS protein 
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表現即被 miyabenol A 完全抑制。 

    在 iNOS mRNA 表現方面，RAW 264 巨噬細胞以 LPS(1 μg/ml) 及不

同濃度 miyabenol A（3 μM、10 μM）處理 4 小時。 結果顯示，與控制組

比較下 LPS 顯著增加 iNOS mRNA 表現量，細胞若同時處理 miyabenol 

A 則明顯抑制 LPS 誘發之 iNOS mRNA 表現，且呈現濃度相關性的減弱

作用。如圖六所示，10 μM miyabenol A 選擇性的抑制 iNOS mRNA 表現

達 70 ％，但並不會影響 GAPDH mRNA 的表現。 

     本論文進一步探討 miyabenol A 抑制 iNOS mRNA 之表現，是否經

由加速 iNOS mRNA 的裂解（即降低 mRNA 穩定性）所致。RAW 264 巨

噬細胞先以 LPS（1 μg/ml）處理 5 小時以誘導 iNOS mRNA 表現，之後 

actinomycin D（0.1μg/ml）抑制進一步的 RNA 轉錄合成，並在此時加入 10 

μM miyabenol A 及並測量往後 0、2、4 及 8 小時的 iNOS mRNA 含量

變化。由圖七結果顯示 miyabenol A 存在下並不會影響 iNOS mRNA 的穩

定度。 

 

  四、 Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 NF-κB/IκB/IKK 訊

息途徑之影響 

     

已知 NF-κB 訊息途徑參與調控 iNOS 的表現，因此本論文進一步分

析 miyabenol A 對 NF-κB、IκB、IKK 蛋白質表現的影響。圖八顯示未經 

LPS 刺激的控制組其細胞核内僅有少量的 NF-κB 存在，LPS（1 μg/ml）

刺激 30 分鐘之後，NF-κB 在細胞核内的表現量明顯高於控制組，隨著 

miyabenol A 預處理的濃度增加，NF-κB 在細胞核内的表現逐漸降低，濃

 25



度於 10 μM 時，NF-κB 蛋白質表現完全被抑制。IκB 蛋白質表現方面，

未經 LPS 刺激的控制組，細胞質中存在大量的 IκB，經 LPS（1 μg/ml）

刺激 30 分鐘之後，可發現細胞質中的 IκB 表現量因為裂解而顯著減少，

若存在 10 μM miyabenol A 則可逆轉 IκB 蛋白質裂解的現象。已知 IκB 

必須受到磷酸化活化之後才會被裂解，其中 IKK 在調節 IκB 蛋白質的磷

酸化上扮演極重要的角色，本研究發現 LPS 刺激後的細胞不僅促使 IκB 

的裂解及增加 NF-κB 轉移入細胞核內，同時也看到 IKK 被顯著的磷酸化 

(圖八) ，而此磷酸化同樣受到 miyabenol A 的抑制。 

 

  五、 Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 AP-1 表現的影響 

     

    本節利用 c-Jun 及 ATF-2 的磷酸化抗體來觀察 LPS 刺激之後對這

二個轉錄因子的活化情形，另外利用 c-Fos 抗體來分析 LPS 刺激之後 

c-Fos 因為被活化而轉移入細胞核內的情形，實驗以 Western blot 進行分

析，並觀察 miyabenol A 存在之下是否影響上述 AP-1 轉錄因子的活化。

由圖九觀察出 LPS 刺激後，c-Jun、c-Fos 及 ATF-2 的表現量與控制組相

較明顯增多，但是經由 miyabenol A（5 μM、10 μM）預處理後，結果卻沒

有明顯的抑制。 

 

  六、 Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 MAPKs 活化的影 

     響 

     

    利用 anti-phospho-ERK、anti-phospho-JNK 及 anti-phospho-p38 抗體來
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進行 Western blot，測定 MAPKs 磷酸化而活化的程度。如圖十，當以 LPS

（1 μg/ml）刺激 RAW 264 巨噬細胞 10 分鐘後，三個 MAPKs 皆明顯被

磷酸化。預處理不同濃度之 miyabenol A（5 μM、10 μM）之後，ERK 及 JNK 

的磷酸化並未明顯受影響，然而 miyabenol A 卻選擇性地抑制 LPS 所誘

導之 p38 磷酸化。 

 

  七、 Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 Akt 活化的影響 

     

    利用 phospho-Akt 之抗體來進行 Western blot，以測定 Akt 被活化的

程度。如圖十一，當以 LPS（1 μg/ml）刺激 RAW 264 巨噬細胞 10 分鍾

後 Akt 明顯的被磷酸化。不同濃度之 miyabenol A（5 μM、10 μM）處理

後的結果與刺激組相較下，隨著添加 miyabenol A 的濃度增加 

phospho-Akt 蛋白質的表現明顯降低。 

 

  八、 P38 抑制劑 SB203580 對 LPS 刺激 RAW 264 造成 IKK、IκB、   

    Akt 磷酸化的影響 

     

    爲了釐清 p38 MAPK 在 miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬

細胞產生 iNOS protein 的訊號傳遞路徑中所扮演的角色，因此分析 

SB203580 (一個 p38 MAPK 抑制劑) 對 IKK、IκB、Akt 磷酸化的影響。

由圖十二知 LPS（1 μg/ml）刺激組之 IKK 及 Akt 蛋白質磷酸化表現，明

顯高於控制組，隨著預處理 SB203580 的濃度增加，IKK 及 Akt 磷酸化

表現明顯降低，SB203580 的濃度於 30 μM 時，IKK 及 Akt 蛋白質磷酸
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化表現則完全被抑制；另一方面，LPS 刺激所誘導的 κB 蛋白質裂解現象

也會因為預處理 SB203580 而顯著減緩。 

 

  九、 PI3K 抑制劑 wortamanin 對 LPS 刺激 RAW 264 造成 IKK、IκB、 

    p38 磷酸化的影響 

     

    爲了釐清 PI3K/Akt 在 miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細

胞產生 iNOS protein 的訊號傳遞路徑中所扮演的角色，因此分析 

wortamanin 對 IKK、IκB 及 p38 磷酸化的影響。由圖十三知 LPS（1 

μg/ml）刺激組的 IKK 蛋白質磷酸化表現明顯高於控制組，隨著預處理的 

wortamanin 濃度增高，IKK 磷酸化表現明顯降低，wortamanin 的濃度於 

30 μM 時，IKK 蛋白質磷酸化表現則完全被抑制。IκB 蛋白質表現方面，

控制組表現量明顯高於 LPS 處理組，加入 30 μM wortamanin，其 IκB 蛋

白質磷酸化程度反而比 LPS 處理組來的高。最後 wortamanin 對 p38 蛋

白質磷酸化的表現量的影響，刺激組與控制組相較明顯增多，但是受到 

wortamanin（10 μM、30 μM）處理後卻沒有明顯的減少。 

 

  十、Miyabenol A 對於 LPS 刺激產生 COX-2 表現之影響 

 

    進一步研究 miyabenol A 對於 COX-2 蛋白質表現的影響，我們以西

方墨點法分析 COX-2 表現量。由圖十四可見 RAW 264 細胞未受 LPS 

刺激時並不會表現 COX-2，經由 LPS 的活化後 COX-2 有顯著的表現。

隨著 miyabenol A 劑量的增加，COX-2 的表現量也隨之增加。當 
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miyabenol A 濃度為 5 μM 有顯著抑制效果，劑量濃度達到 10 μM 時，

COX-2 表現幾乎完全被 miyabenol A 抑制。 
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第四章、討論 
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    首先本實驗利用 miyabenol A 、resveratrol 與 aminoguanidine 比較對

於 RAW 264 巨噬細胞因 LPS 刺激而產生 NO 的抑制作用。結果顯示 

miyabenol A 在 RAW 264 細胞中抑制了由 LPS 所引發的一氧化氮生成， 

與 resveratrol 及 aminoguanidine 相比較下，10 µM 的 miyabenol A 能完

全抑制 NO 的生成，此效果明顯比 resveratrol 與 aminoguanidine 抑制 

NO 的產生來的好。藉由測定 miyabenol A 的細胞毒性結果顯示，抑制一

氧化氮的生成並非藥物本身的毒性，在本實驗中發現，同時給予 1 μg/ml 的 

LPS 及 0.1-30 µM 的 miyabenol A 對 RAW 264 巨噬細胞的細胞存活率

並無顯著之影響，此結果證實 miyabenol A 的確能夠抑制 LPS 刺激 RAW 

264 巨噬細胞產生的 NO 。 

    減少 NO 生成的方法很多，可以經由抑制 iNOS 酵素活性、NO 

scavenging 分析或是抑制 iNOS 蛋白合成等不同分子機轉達到抑制的作

用。本實驗根據這幾個部份作了相關的探討。在酵素活性層面，先以 LPS

刺激細胞達 22 小時使 iNOS 達到穩定的表現量，之後再加入藥物反應評

估其對 NO 的抑制效果，藥物若會影響 iNOS 酵素活性則會顯著抑制 

NO 的進一步生成。如預期的，已知的 iNOS 酵素抑制劑 aminoguanidine 

可有效抑制 NO 的進一步生成，其抑制能力相似於同時與 LPS 一起處理

的情況；然而 miyabenol A 卻只能輕微影響 NO 的進一步生成。根據此結

果我們不排除 miyabenol A 具有調節 iNOS 酵素活性的能力，但是此輕微

的抑制效果並無法解釋其顯著抑制 NO 的活性。另一方面，NO scavenger 

assay 結果顯示，miyabenol A 對於 SNP 溶液中的ㄧ氧化氮含量有些影

響，但並未呈現濃度相關性的抑制作用。綜合上述結果推測 miyabenol A 抑

制一氧化氮生成必定另有一主要的分子機轉，使得抑制NO 的生成具有如
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此明顯的效果。 

    過去文獻指出 LPS 會促進 iNOS 表現及 NO 大量生成，而這些物質

生成在免疫及發炎反應上則扮演著重要的調控角色（Perkins et al., 1999）。

本研究探討 miyabenol A 對於 iNOS protein 生成的影響，結果證實 

miyabenol A 亦可顯著抑制 iNOS 蛋白質的表現且呈濃度劑量關係，其中

以添加 10 μM 的 miyabenol A，抑制 LPS 誘發之 iNOS 蛋白質表現最為

顯著。本論文亦對 miyabenol A 抑制發炎蛋白 COX-2 的生成，做了相關

的研究。結果顯示 10 µM 的 miyabenol A 能完全抑制 COX-2 生成。此

結果暗示，miyabenol A 對於 COX-2 生成的機轉作用具有相關的影響。 

    本論文更深入的探討 iNOS mRNA 層次，以確認 iNOS 蛋白質被抑

制的效果，是否來自於 miyabenol A 對於 iNOS mRNA 的作用？本研究證

實在 LPS（1 µg/ml）刺激 RAW 264 巨噬細胞誘發 iNOS mRNA 生成模

式下，添加 miyabenol A（10 μM）可顯著抑制 iNOS mRNA 表現。進一

步的探討 miyabenol A 抑制 iNOS mRNA 之表現，是否經由加速 iNOS 

mRNA 的裂解？結果顯示 miyabenol A 存在下，並不會影響 iNOS mRNA 

的穩定度。本文中 miyabenol A 結構上雖與 resveratrol 相似，但對於影響 

LPS 活化 RAW 264 巨噬細胞所產生的 iNOS mRNA 及 iNOS、COX-2 

protein 的表現有明顯的不同。先前的文獻指出 resveratrol 只能隨著濃度增

加而降低 NO 及 PGE2 的生成，無法抑制 LPS 活化 RAW 264 巨噬細胞

所產生的 COX-2 及 iNOS 基因及蛋白質之表現。上述對於 miyabenol A 

抑制 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞引起的發炎反應，至目前為止尚未有

相關文獻發表，因此本論文進一步深入了解相關訊號傳遞，以釐清 

miyabenol A 抑制 NO 生成的機轉為何？ 
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    LPS 誘導 NO 生成的訊號傳遞路徑很多，其中主要是透過活化NF-κB 

及 MAPK 途徑參與調控 iNOS 生成，進而造成發炎反應產生。因此，本

論文首先對於 NF-κB/IκB/IKK 訊息途徑之影響做了試驗，觀察 LPS 所誘

導的發炎反應中，miyabenol A 是否能夠抑制此傳遞路徑的表現。結果顯

示，miyabenol A 能夠抑制 IKK 磷酸化、IκB 降解、NF-κB 轉位到細胞

核。另一方面對於 MAPKs 的影響，結果顯示 miyabenol A 只能選擇性的

抑制 p38 MAPK 磷酸化，並不能對 JNK 及 ERK 磷酸化造成影響。LPS 

同樣能活化 c-Jun、c-Fos 及 ATF-2，但 miyabenol A 無法對這些轉錄因子

造成影響。此結果顯示，miyabenol A 抑制 iNOS mRNA 的表現是經由抑

制 NF-κB 轉位到細胞核。另外，miyabenol A 也具有抑制 LPS 在 RAW 

264 細胞中所造成的 Akt 活化。綜合上述結果，miyabenol A 除了對 

NF-κB/ IκB/ IKK 訊息途徑造成影響外，亦能影響 p38 MAPK、Akt 磷酸

化。但三者之間訊息傳遞的相互關係並不清楚。 

爲了釐清 p38 MAPK 在 miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬

細胞產生 iNOS protein 的訊號傳遞路徑中所扮演的角色，因此分析 p38 

MAPK 的專一性抑制劑 SB203580 對 IKK、IκB、Akt 磷酸化的影響。結

果顯示，三者皆能受到 SB203580 的影響且明顯呈現濃度劑量相關抑制作

用。接著釐清 PI3K 抑制劑 wortamanin 對 IKK、IκB、p38 MAPK 磷酸

化的影響，wortamanin 對 IKK 磷酸化及 IκB 降解造成影響，但是並不影

響 p38 MAPK。綜合上述推測 miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬

細胞產生 iNOS protein 的訊號傳遞路徑為：miyabenol A 先抑制 p38 

MAPK 活化後，接著抑制 Akt 的活化，此推論是因為 SB203580 會抑制 

Akt 的活性，之後再抑制 IKK 以及其下游的 NF-κB 訊息傳遞路徑，最後
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導致在 RAW 264 巨噬細胞中，LPS 無法誘導 iNOS 及 NO 的生成。 

    本論文証明 miyabenol A 能夠抑制受到 LPS 刺激的 RAW 264 巨噬

細胞產生 NO ，是經由影響 p38 MAPK 磷酸化開始，但是 miyabenol A 

作用在訊號傳遞的確切位置並不清楚。由目前文獻知道 LPS 會與血液中

的 LBP 形成複合體，再與巨噬細胞膜上的 LPS receptor (CD14) 作結合

(Lee et al., 1996)，導致 macrophage 細胞膜上的 protein tyrosine kinase 進

行磷酸化 (Weinstein et al., 1991 and 1992)，進而活化 MAPK pathway。而 

PTK 到 p38 MAPK 路徑之間又必須經由 Ras、MKK3 及 MKK6 等 

protein kinases（Gonzalez et al., 1992; Roger et al., 1993），因此於未來的實

驗方向可經由此路徑作進一步深入的探討。 
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第五章、結論 
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    綜合上述結果顯示，小本山葡萄的萃取物 miyabenol A，能夠抑制由 

LPS 引起的一氧化氮生成。此種抑制作用並非經由藥物對細胞產生毒性或

抑制 iNOS 酵素活性，亦不是 miyabenol A 對 NO 的捕捉能力。miyabenol 

A 抑制一氧化氮生成的機轉，是經由抑制轉錄因子 NF-κB 的活化，進而

抑制 iNOS mRNA 表現。抑制 NF-κB 的活性，主要是經由抑制 p38 

MAPK 開始，經過 Akt、 IKK 、IκB，最後影響 NF-κB 的活化（圖十五）。 
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（圖一） Miyabenol A 、 resveratrol 與 aminoguanidine 對 LPS 誘發 RAW 264 
巨噬細胞釋放 NO 之影響 
RAW 264 巨噬細胞在 LPS（1 μg/ml）刺激下同時給予的 miyabenol A (0.1 μM、

0.3 μM、1 μM、3 μM、5 M、10 μM、30 μM) resveratrol （ 10 μM、15 μM、20 
μM、 30 μM ）與 aminoguanidine （ 1 M、3 μM、10 μM、30 μM ）作用 18
小時，測量 nitrite 濃度。*P < 0.05，與 LPS 組作比較（n=3）。 
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（圖二） Miyabenol A、resveratrol 與 aminoguanidine 對 RAW 264 巨噬細胞存

活率之影響 
利用 MTT 偵測方法測量 miyabenol A (0.1 μM、0.3 μM、1 μM、3 μM、5 μM、

10 μM、30 μM) 、resveratrol （ 10 μM、15 μM、20 μM、 30 μM ）與 
aminoguanidine （ 1 μM、3 μM、10 μM、30 μM ）對細胞存活率的影響。（n=3） 
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（圖三）a､ Miyabenol A、aminoguanidine 在 RAW 264 巨噬細胞對於 LPS 誘
導生成之 iNOS 酵素活性影響及細胞毒性分析 
a､LPS ( 1μg/ml )刺激細胞 18 小時後，加入不同濃度的 miyabenol A（3 μM、5 
μM、 10 μM）、aminoguanidine（ 1 μM、3 μM、10 μM、30 μM ）反應 22 小
時，利用分析 NO2

-含量變化間接反應 iNOS 酵素活性。b､利用 MTT 偵測方法

測量 miyabenol A (0.1 μM、0.3 μM、1 μM、3 μM、5 μM、10 μM、30 μM) 、與 
aminoguanidine （ 1 μM、3 μM、10 μM、30 μM ）對細胞存活率的影響。 *P < 
0.05，與 LPS 組作比較（n=3）。 
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（圖四）Miyabenol A、aminoguanidine 對於 SNP 產生一氧化氮的捕捉能力  
100 μM SNP 溶於 10 mM Tris（PH 7.5）中，於室溫狀態下靜置 3 小時後，加

入不同濃度的 miyabenol A（0.1 μM、0.5 μM、1 μM、5 μM、10 μM、50 μM、

100 μM）及 aminoguanidine（1 μM、 3 μM 、10 μM、30 μM），於 12 小時後

測量 nitrite 濃度。 
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（圖五） Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 iNOS protein 表現之

影響 
a､RAW 264 細胞以 LPS ( 1 μg/ml ) 處理同時加入 miyabenol A ( 3 μM、5 μM、 
10 μM )作用 18 小時，利用 Western Blot 方法偵測 iNOS protein 表現，並以 
Actin 表現量當做比較基準。b､iNOS protein 量化圖。 *P < 0.05，與 LPS 組
作比較（n=3）。 
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（圖六） Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 iNOS mRNA 表現之

影響 
a､RAW 264 細胞以 LPS ( 1 μg/ml ) 處理同時加入 miyabenol A ( 3 μM、10 μM )
作用 4 小時後，萃取 RNA 進行 RT-PCR 分析，並以 GAPDH 表現量當做比

較基準。 b､iNOS mRNA 表現量化圖。 *P < 0.05，與 LPS 組作比較（n=2）。 
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（圖七） Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 iNOS mRNA 穩定之

影響 
RAW 264 細胞以 LPS（1 μg/ml）刺激細胞 5 小時，同時加入 actinomycin-D（0.1 
μg/ml）以及 miyabenol A（10 μM），作用 0、2、4、8 小時後，取下細胞萃取 RNA，
進行 RT-PCR 分析。以 GAPDH 的表現量作為比較基準。（n=2） 
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（圖八） Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 NF-κB、IκB、IKK 表
現的影響  
RAW 264 細胞以 miyabenol A (5μM、10μM ) 預處理 1 小時，加入 LPS ( 1 
μg/ml )分別作用 10 分鐘（ IkB ）、30 分鐘（ Ikk ）及 1 小時（ NF-κB ），利

用 Western Blot 方法來分析。  
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（圖九）Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 AP-1 活化的影響  
RAW 264 細胞以 miyabenol A (5μM、10μM ) 預處理 1 小時後，加入 LPS ( 1 
μg/ml ) 分別作用 10 分鐘（p-c-Jun）及 30 分鐘（c-fos、p-ATF-2），利用 Western 
Blot 方法來分析。  
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（圖十）Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 MAPKs 活化的影響  
RAW 264 細胞以 miyabenol A (5 μM、10 μM )預處理 1 小時，同時加入 LPS ( 1 
μg/ml )作用 10 分鐘，利用 Western Blot 方法來分析。  
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（圖十一）Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 Akt 活化的影響  
RAW 264 細胞 以 miyabenol A (5μM、10μM ) 預處理 1 小時，同時加入 LPS 
( 1 μg/ml )作用 30 分鐘，利用 Western Blot 方法分析之。  
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（圖十二） P38 抑制劑 SB203580 對 LPS 刺激 RAW 264 造 成 IKK、IκB、
Akt 磷酸化的影響  
RAW 264 細胞加入 SB203580 (10 μM、30 μM )預處理 1 小時，分別以 LPS ( 1 
μg/ml )作用 10 分鐘（ IkB ）、30 分鐘（ Ikk、p-Akt ）利用 Western Blot 方法

來分析。  
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（圖十三）Akt 抑制劑 wortamanin 對 LPS 刺激 RAW 264 造成 IKK、IκB、 
p-P38 磷酸化的影響  
RAW 264 細胞加入 wortamanin (10 μM、30 μM ) 預處理 1 小時後，以 LPS ( 1 
μg/ml )作用 10 分鐘利用 Western Blot 方法來分析。 
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（圖十四） Miyabenol A 對 LPS 誘發 RAW 264 巨噬細胞 COX-2 protein 表現

之影響 
a､RAW 264 細胞以  LPS ( 1 μg/ml ) 處理同時加入 miyabenol A ( 3 μM、5 μM、 
10 μM )作用 18 小時後，利用 Western Blot 方法偵測 COX-2 protein 表現，並

以 Actin 表現量當做比較基準。b､COX-2 protein 量化圖。*P < 0.05，與 LPS 組
作比較（n=3）。 
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(圖十五)Miyabenol A 抑制 RAW 264 巨噬細胞受到 LPS 誘導活化之訊號傳遞路
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附圖一：Miyabenol A（國立中國醫藥研究所黃鈺玲老師提供） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
附圖二：LPS 活化 MAPKs、PI3K、IKK/Iκ-B/NF-κB 調控 transcription factors 路
徑圖(摘錄自 Guha and Mackman, 2001)  
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