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惡性腫瘤是國人十大死亡原因的首位，大腸癌躍居癌症死亡的第三位。有文獻報導大腸癌

的復發或轉移和基質金屬蛋白 MMP-2、MMP-7 和 MMP-9 的過度表達有正相關。黃耆皂

Ⅳ（astragaloside Ⅳ）是黃耆之主要成分。本研究結果發現黃耆皂Ⅳ在濃度 10~100 ng/mL 作

用 12~48 小時皆可促進人類大腸癌 HT-29 細胞株的生長，尤其在 50 ng/mL 時更明顯。研究結

果亦發現 MMP-2 mRNA 在黃耆皂Ⅳ濃度 10 及 20 ng/mL 時有明顯表達，但在濃度 50~100

ng/mL 時則有抑制的作用。黃耆皂Ⅳ在濃度 20~100 ng/mL 時 TIMP-1 mRNA 有明顯表達，而

MMP-7、MMP-9 及 TIMP-2 皆沒有表達。

關鍵詞：黃耆皂Ⅳ，大腸癌細胞株，基質金屬蛋白基因表現。

前    言

細胞外基質（Extra cellular Matrix）主要由膠原蛋白、彈性蛋白、糖蛋白和蛋白多糖 4 種組成分子組

成，不同組織器官，各種組成成分比例不同 1。這些結構的降解有利于腫瘤細胞的侵襲與轉移。當腫瘤細

胞從原發腫瘤分離脫落，必須降解細胞外基質，穿透原發腫瘤周邊的宿主結締組織才能進入血管系統 2。

基質金屬蛋白（Matrix Metalloproteinase，MMPs）降解細胞外基質及基底膜，促進了惡性腫瘤的侵襲與

轉移。基質金屬蛋白組織內的抑制劑（Tissues inhibitors of metalloproteinase，TIMPs）家族是多基因編碼

的蛋白，TIMP-1 可與活化的間質膠原、活化的基質溶解素和MMP-3 形成 1:1 的複合體；TIMP2 可以 1:1
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的非共價鍵形式與活化的 MMP-2 形成複合物，有效地抑制 MMP-2 的膠原分解活性，與 TIMP-1 不同的

是 TIMP-2 既能調解無活性的 MMP-2 膠原，又能結合激活狀態下的 MMP-2，而且可以終止 MMPs 家族

所有成員的水解活性，TIMP-1 可以抑制 MMP-9 的活性，大量研究表明，腫瘤細胞分泌 MMPs 能降解，

可促進腫瘤的浸潤與轉移，其中最重要的是 MMP-2、MMP-9 用特異性抑制因子，TIMP-1 和 TIMP-2 抑

制 MMPs 活性或阻止其分泌能在體外阻止腫瘤細胞的浸潤，因此腫瘤的浸潤與轉移中細胞外基質的降解

是 MMPs 及其 TIMPs 不平衡的結果 3,4。文獻指出 TIMPs 及 MMPs 目前已知是由癌細胞所製造，並非移

至巨噬細胞、單核球、體纖維細胞等，而是受控於數個調控因子引起自體、周圍和隨血液循環到其他組

織和器官中（autocrine, paracine,endocrine）而這些調控因子有些卻來自於致癌環境中 5,6。

黃耆源自豆科植物之膜莢黃耆 Astragalus membranaceus Bunge 及內蒙黃耆 A. mongholicus Bunge 之

根，別名：北耆。《本草綱目》又名「黃蓍」。李時珍曰：「老，長也，黃耆色黃為補藥之長故名」。臺灣

則稱為「青耆」、「晉耆」、「蜜耆」（以蜂蜜蜜炙者）。性甘，微溫，歸入脾、肺 經。能 固表，止汗，補

氣升陽，利水消腫。有興奮神經，利尿，降壓，抗腎炎，並有保護肝臟，強壯，抗菌等作用 7。

黃耆含有多種化學成分，而黃耆皂Ⅳ（astragaloside IV）常用來做為定量分析之標計 8。現代藥理

作用研究文獻指出，黃耆有調節免疫，抗腫瘤等作用。能使人體血中 IgM、IgE 顯著增加，促進動物體

內抗體合成，增強免疫功能 9。黃耆被証實可同時提升癌症病患在化學或放射治療後的白血球、紅血球和

血小板，因而使病患提升免疫力，改善體質和生活品質，被認為是輔助化學療法的抗癌輔助劑 10-12。本

研究希望能探討黃耆皂Ⅳ對人類大腸癌細胞株細胞增殖和基質金屬蛋白基因表現的影響，作為醫護

人員對大腸癌病人服用含黃耆中藥的參考。

材料與方法

一、材料

人類大腸癌HT-29 細胞株，購自新竹食品工業發展研究所。黃耆皂Ⅳ，Fluka Biochemika 74777 1 mg >

98% （TLC），化學式為C41H68O14，購自建宏層析企業公司。MMP-2，MMP-7，MMP-9，TIMP-1，TIMP-2 primer

由基因銀行找到序列，委託明欣生物科技公司合成。CellTiter 96 AQeous One Solution Cell Proliferation Assay（購

自 Promega corporation U.S.A），TRIzol Reagent，Total RNA 轉 cDNA 及 PCR 試劑盒Reverse Transcription system

（購自 Promega corporation U.S.A），Gene TagDNA polymerase（購自伯森公司，台灣）。PCR 機型Gene Amp PCR

System 9700（Applied Biosystems，Singapore）。酵素免疫分析儀連線軟體（REVELATION）（DYNEX

TECHNOLOGIES）。培養液：Minimum Essential medium M.E.M.（購自Hyclone Cat. No. SH30008.01）。

二、方法

(一)活細胞的測定

HT-29 以每 well 2 × 104 cells 種植入 96 well plate 培養 24 小時，然後分別加入不同濃度（10, 20, 50, 100

ng/mL）的黃耆皂Ⅳ，而控制組不加入黃耆皂Ⅳ，接著放入於 37 °C，5% CO2 培養箱中培養不同的
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時段 12、24，48 小時。然後加入 CellTiter 96 AQueous One Solution Reagent，再培養 2 小時，再利用酵

素免疫分析儀，用 490 nm 來測量，加以分析比較，可得知其細胞增殖的相對比例。

(二)MMPs；TIMPs 在大腸癌HT-29 細胞株的表現有否受黃耆皂Ⅳ的影響

抽取培養 24 小時有無加入不同濃度（10, 20, 50, 100 ng/mL）的黃耆皂Ⅳ的 HT-29 total RNA，依

據TRIzol Reagent的protocol處理。抽取出來的Total RNA （1 µg）, 0.5 µg oligo (dT)15 primer，dNTP mixture10

mM 和含有 DEPC（diethyl pyrocarbonate）的滅菌去離子水混和均勻，放入微離心管，其總體積為 20 µl。

接著將全部的混和物以 70 °C，5 分鐘加熱，後冷卻 4 °C，5 分鐘。其反轉錄出來的產物可來當作 PCR 的

模板。當放大目標 cDNA 時，他的所有產物總體積為 25 µl，內含有：25 mM MgCl2、10 mM dNTP mix、

10 µmoles primer（如下所列 primer），這些 primer 設計來自於基因銀行。Primer 的序列如下：這些 primer

設計來自於基因銀行。Primer 的序列如下：

MMP-2 ： Forward ； TGCGGTTTTCTCGAATCCAT Reverse ； GGAGTCCGTCCTTACCGTCAA ，

MMP-7：Forward；CCAAATAGCCCAAAATGGACTTC，Reverse；CTTTGCCCCACATGTTTAAAGC，

MMP-9 Forward；AGACCTGGGCAGATTCCAAAC，Reverse；GAAGGCGCGGGCAAA TIMP-1：Forward；

TGTTGGCTGTGAGGAATGCA，Reverse；CTGGTCCGTCCACAAGCAAT，TIMP-2；Forward；

ACCCGCAACAGGCGTTT Reverse；GATAGGGTTGCCATAAATGTCGTT。接下來按照試劑盒的步驟操

作（Total RNA 轉 cDNA 及 PCR 試劑盒，Promega corporation U.S.A）。概略敘述如下：先變性，在 94 °C，

2 分鐘，然後在 94 °C，1 分鐘，58 °C，1 分鐘，72 °C，1 分鐘，如此 35 個循環，72 °C，10 分鐘，然後

在 4 °C 的環境下保存，若要長久須保存貯藏在 -20 °C 備用。RT-PCR 產物用 1.5% agarose gel 電泳，100

伏特 45 分鐘，然後在紫外光下顯影照相。

(三)統計分析（statistical analysis）

所有細胞增殖的相對比例資料，於此報告中以大於三次以上獨立的實驗後，以平均值加減標準差

（mean ± SD）來表示。統計誤差以 Student,s t-test，其 p 值設在 p < 0.05 時有顯著意義。

結    果

人類大腸癌 HT-29 細胞株以 2 × 104 細胞/per well 分別加入濃度為 10、20、50、100 ng/mL 黃耆皂

Ⅳ，經 12 小時培養，用 ELISA 定量分析，在不同濃度的黃耆皂Ⅳ中 HT-29 細胞株之細胞數分別為對

照組的 1.28 ± 0.02、1.43 ± 0.08、1.31 ± 0.12、1.02 ± 0.03 倍。經 24 小時培養，分別為對照組的 1.15 ± 0.02、

1.13 ± 0.01、1.09 ± 0.06、0.95 ± 0.03 倍。經 48 小時培養，分別為對照組的 0.89 ± 0.03、0.98 ± 0.08、1.80 ±

0.09、1.18 ± 0.13 倍（圖 1）。

HT-29 細胞株 以 1 × 105細胞/per well 分別加入濃度為 10、20、50、100 ng/mL 黃耆皂Ⅳ經 24 小

時培養，抽取 total RNA，以 β-actin 當做內生性對照，經 RT-PCR 後，RT-PCR 產物分別用 1.5% agarose gel

電泳（100 伏特 45 分鐘），電泳後，在紫外光下顯影照相。β-actin 在不同濃度的黃耆皂Ⅳ中，結果皆

有明顯表達。MMP-2 mRNA 在黃耆皂Ⅳ濃度 10 ng/mL，20 ng/mL 時有明顯表達，其餘濃度皆沒有表
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達。TIMP-1 mRNA 在黃耆皂Ⅳ濃度 20、50、100 ng/mL 時有明顯表達，其餘濃度皆沒有表達。其餘

MMP-7 mRNA，MMP-9 mRNA，TIMP-2 mRNA，在不同濃度（10, 20, 50, 100 ng/mL）的黃耆皂Ⅳ中，

皆沒有表達（圖 2）。

討    論

黃耆是民間常用的保健及養生藥物，也是藥膳之一，常用來改善體質，達到補益脾胃、提高免疫功

能的效果。並且有文獻報導在癌症化療同時用含黃耆中藥，可增強胸腺細胞功能及延長存活率 13。很多

大腸癌病人在手術及化療後，都會直接用黃耆煮魚、肉食用或服用含黃耆中藥，臨床上可見大腸癌不久

即復發或轉移，有文獻報導大腸癌的復發或轉移和基質金屬蛋白 MMP-2、MMP-7、MMP-9 的過度表

達有正相關 14-17。

本研究結果發現黃耆皂Ⅳ在10~100 ng/mL濃度作用12小時可幫助人類大腸癌HT-29細胞株生長，

在作用 24 小時也可幫助 HT-29 細胞株生長，在作用 48 小時也可上升 HT-29 細胞株生長，尤其在 50 ng/mL

0

0.5

1

1.5

2

2.5

control 10ng/ml 20ng/ml 50ng/ml 100ng/ml

Astragaloside IV concentration

 c
e
ll
 
pr
o
li
f
er
a
ti
o
n(
%
 r
e
l
at
i
ve
 
to
 
co
n
tr
o

12hr

24hr

48hr

*

*

*

圖 1：HT-29 1 × 105細胞/per well 分別加入濃度為 10，20，50，100 ng/mL 黃耆皂Ⅳ經 12，24，48 小時培養，用 ELISA
定量分析，經 12 小時培養，在不同濃度的黃耆皂Ⅳ中 HT-29 細胞株之細胞數分別為對照組的 1.28 ± 0.02，1.43
± 0.08，1.31 ± 0.12，1.02 ± 0.03 倍。經 24 小時培養，在不同濃度的黃耆皂Ⅳ中 HT-29 細胞株之細胞數分別為

對照組的 1.15 ± 0.02，1.13 ± 0.01，1.09 ± 0.06，0.95 ± 0.03 倍。經 48 小時培養，在不同濃度的黃耆皂Ⅳ中，HT-29
細胞株之細胞數分別為對照組的 0.89 ± 0.03，0.98 ± 0.08，1.80 ± 0.09，1.18 ± 0.13 倍。

*經 12 小時培養，濃度為 100 ng/mL 時和對照組的 t-test，p值為 0.356，大於 0.05 不顯著。

**經 48 小時培養，濃度為 20 ng/mL 時和對照組的 t-test，p值為 0.698 大於 0.05 不顯著。

其餘和對照組的 t-test，p值皆小於 0.05 皆達顯著。
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時更明顯。研究結果發現黃耆皂Ⅳ對 HT-29 細胞株中基質金屬蛋白MMP-7、MMP-9、TIMP2-mRNA

基因表達並沒有影響，但可使 MMP2-mRNA 過度表達。MMP2-mRNA 過度表達，可促進癌細胞轉移的

能力。是否可進一步推測認定，黃耆皂Ⅳ可促進癌細胞轉移的能力。所以大腸癌手術後服用含黃耆中

藥，是否也會促進癌細胞的增殖跟轉移，是還須有更進一步的臨床研究，來解開這個疑慮。
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THE CELL PROLIFERATION AND MATRIX
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EXPRESSION OF THE HUMAN COLON
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Malignant tumor (cancer) is the most important disease of the top ten causes of death in
Taiwan. Among cancer types, colon cancer is the third most common cause of cancer-related
mortality. The metastases and recurrent rate of colon cancer was correlated with the mRNA level
of Matrix Metalloproteinase (MMP). AstragalosideⅣ is one of the important constituents of
Huang-qi. In the present study, our results showed that the cell proliferation rate of HT-29 was
stimulated by treatment with Astragaloside Ⅳ at 10-100 ng/mL for 12-48 hrs, especially high at
50 ng/mL. The mRNA level of MMP-2 was elevated by Astragaloside Ⅳ at 10 and 20 ng/mL.
However, this level was decreased by Astragaloside Ⅳ at 50 and 100 ng/mL. The mRNA level of
TIMP-1 was increased by Astragaloside Ⅳ at 20-100 ng/mL. In contrast, the mRNA levels of
MMP-7, MMP-9, and TIMP-2 were not detectable in HT-29.

Key words: Astragaloside Ⅳ, Human colon cancer cell line, Matrix metalloproteinase (MMPs),
mRNA expression.
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