
139

J Chin Med 14(3): 139-150, 2003

基因晶片分析六味地黃丸和桂附八味

丸培養腎細胞株基因之不同表現

蔡文廷 1,2,3　陳光偉 1,3　林昭庚 1　張永賢 1,3　徐松錕 4

1中國醫藥大學中西結合研究所

台中市

2慈濟大林綜合醫院中醫科

嘉義縣

3中國醫藥大學附設醫院中西醫療合作中心

台中市

4中央研究院生醫所

台北市

(2002年 12月 19日受理，2003年 3月 27日收校訂稿，2003年 8月 14日接受刊載)

由於中醫臨床治療腎病分腎陰虛和腎陽虛，本研究嘗試利用基因晶片分析其治療中藥複

方，在培養腎細胞株後抽取 mRNA，探討基因有何不同之表現。藉腎陰虛和腎陽虛常用方劑－

六味地黃丸和桂附八味丸，和 DMEM 培養胚胎腎細胞株，抽取培養腎細胞 mRNA，用中研院

白果能博士之基因晶片，作呈色掃描基因表現圖譜分析。結果在六味地黃丸加上，肉桂、附子

兩味熱性中藥後之桂附八味丸之圖譜分析，其基因表現上調和下降各有 20 個基因，其中 3 個

基因有顯著意義。1. Cytochrome oxidase V1b（COX V1b）2. Mevalonate diphosphodecarboxylase

（MDD）. 3. Adenine phosphoribosyltransferase（APRT）。

結論：3 個向上調控基因，影響內分泌恆定之生化荷爾蒙變化與粒線體能量代謝，和臨床證

型顯著相一致。1. COX V1b 向上調控粒線體內膜上呼吸酵素，即細胞色素氧化 增加，促進粒

線體ATP合成。2. MDD酵素於細胞質 Peroxisomes內，促進合成酯醇和膽固醇。3. APRT此酵

素缺乏的遺傳疾病，大都將導致間質性慢性腎炎腎衰。由以上基因調控瞭解到桂附八味丸治療之

機轉，同時中西醫生理功能術語，在基因的解讀中腎陽命門火、腎主納氣和粒線體；腎陰和腎上

腺及性腺得到串聯。命門與三焦清晰闡明了人體內組織細胞水分與能量的產生、輸送和代謝。

關鍵詞：基因晶片，中藥，基因表現，粒線體能量代謝，內分泌恆定。

聯絡人：蔡文廷，慈濟大林綜合醫院中醫科，電話：05-2648000轉 5547、5244，傳真：05-2648000轉 5244，
E-mail：wilsont@mail2000.com.tw。
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前　　言

慢性腎炎、腎衰病人，腎陽虛腎陰虛是中醫臨床常見的辨證診斷分類，已有許多研究顯示其生化指標

有顯著不一樣，如腎陽虛 cAMP下降，cGMP上升，甲狀腺素、FreeT3下降；而腎陰虛則 cAMP上升，cGMP

下降，甲狀腺素、FreeT3 上升 1-3。老年大鼠肝粒線體能量代謝及其調控機制的研究，在腎陰虛組琥珀酸和

NADH氧化 下降，而細胞色素氧化 活性升高；腎陽虛組肝粒線體，琥珀酸和 NADH 氧化 升高，而細

胞色素氧化 活性下降，脂質代謝過氧化產物丙二醛（MDA）含量明顯高于腎陰虛 4。中醫理論認為疾病主

要是機體整體功能失調，證是疾病發展過程中某一階段的病機概括，是生物體對環境相應外因的反應狀態，

隨病證發展而相應變化，證型則是對複雜的病因、病機、病態、病勢作概括性歸納分類，其根本即源於細

胞基因表現型式的改變。基於這樣的認識，在後基因時代從細胞分子水平，揭示中藥複方在辨證論治的作

用機理是可以實現的 5-8。

生物體或細胞對任何改變伴隨自基因表現型式的改變，許多研究報告清楚顯示，基因表現和調控分析

在中藥對生物體影響是很重要的，而許多生物技術在 mRNA 水平分析基因表現均可應用，如北方點法、分

化展示法、基因表現系列分析法和點塊分析法。但這些方法對需同時分析大量表現產物是不合適的，然而

基因晶片具有在單一雜交步驟，可檢測幾千種不同表現之 mRNA，且對同一種組織在不同培養條件下，作

基因表現的比較特別有效力，利用基因晶片技術，應用於不同條件如健康與否、腎陽虛或腎陰虛以及用藥

之有無，可在單一的雜交步驟，同時測得數千不同 mRNA 的量，作組織細胞基因表現不同之分析，因此對

於涉及多成分、多靶點、多途徑的中藥複方治療研究非常有利，去揭示中西醫共同的根本理論基礎 9-14。

材料與方法

一、中藥複方（購自順天堂濃縮科學中藥）

1. 六味地黃丸：每 12.0克中含熟地黃 8.0克 山藥 4.0克 山茱萸 4.0克 澤瀉 3.0克 茯苓 3.0克 牡

丹皮 3.0克。

以上生藥製成浸膏 7.2克（生藥與浸膏比 25.0：7.2 = 3.5：1）澱粉 4.8克。

2. 桂附八味丸：每 12.0克中含有熟地黃 8.0克 山藥 4.0克 山茱萸 4.0克 澤瀉 3.0克 茯苓 3.0克 牡

丹皮 3.0克 肉桂 1.0 克 炮附子 1.0克。

以上生藥製成浸膏 7.0克（生藥與浸膏比 27.0：7.0 = 3.9：1）澱粉 5.0克。

3. 中藥製備：將0.3 g的科學中藥粉末加入27 mL的培養液DMEM（Dulbecco’s Modified Eagle Medium,

Hyclone），以超音波震盪 60分鐘使粉末溶解均勻。以 3000 rpm的轉速離心 15分鐘將沉渣去除。

用濾紙過濾藥液，再用 0.45 µm孔徑的過濾膜過濾藥液，在無菌操作檯中用 0.22 µm孔徑的過濾

膜過濾藥液，加入 3 mL的 FBS（Fetal Bovine Serum），即培養液中含 10 % FBS。加入 Penicillin

及 Streptomycin，此培養液即可用來處置細胞或是儲存在-20 °C。
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二、培養 293細胞

使用直徑150 mm的培養盤及20 mL的培養液DMEM培養293細胞。待細胞達預定數量時吸掉培養液。

加入 19.6 mL（或 19 mL，或 18 mL）的DMEM及 0.4 mL（或 1 mL，或 2 mL）已加入中藥之培養液共 20 mL。

最後的藥品濃度為：0.2 mg/mL（或 0.5 mg/mL，或 1.0 mg/mL），在 37 °C的恆溫箱中培養兩天。

三、純化 RNA

吸掉培養液加入 2 mL的 TRIZOL reagent，使 reagent在培養盤表面平均分佈，與細胞混合並儘快將與

細胞混合好之 TRIZOL吸到小型離心管中。將離心管放置冰上 5分鐘，每 1 mL的 TRIZOL加入 0.2 mL的

chloroform，震盪 15秒使其混合均勻置於冰上 5分鐘，以 12000 rpm的轉速 4 °C離心 15分鐘。液面會分為

兩層上層為 aqueous phase，小心的吸出上層液體移至新的離心管，加入 isopropanol（份量為吸出液體總體積

的一半），震盪使混合均勻加入 RNA Tack Tm Resin（份量為此時總體積的二十分之一），震盪 30秒離心 1

分鐘。將上清液吸掉，用 75 %酒精 1 mL清洗加入酒精後震盪 30秒，使均勻再離心一分鐘後將上清液去除，

重覆 75 %酒精 1 m步驟再洗一次，置於無菌操作檯空氣中乾燥約 20分鐘，加入DEPC處理過的水 50 µL，

震盪均勻後離心以 8000 rpm轉速離心 1分鐘，吸出上清液移至新的離心管即得RNA。

四、純化mRNA

將 total RNA做酒精沉澱：加入5 M 的NaCl溶液90 µL及3 mL的酒精放置於-20 °C中至隔天，以8000 rpm

的轉速離心 10分鐘，將上清液去除置於無菌操作檯中空氣乾燥，加入 3 mL的 binding buffer，置於 70 °C、5

分鐘及置於冰上 5分鐘。（另一方面需同時準備好 column供使用），將處置好的RNA溶液加入 column中，加
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hybridization procedure 於微陣列膜上雜交。微陣列含 PCR amplified 9600 nonredundent cDNAs。雜交後，藉

先後加上 X-gal 和 Fast Red TR salt/Naphthol AS-Mx phsphate concentrate 之後，與已標記 Streptavidin β-

galactosidase-conjugated和Antidigoxigenin alkaline phosphatase的 cDNA探針來測雙重顏色，先後呈紅色和藍

色反應的呈色結果。Array Scanning 和 image quantitation，在白果能實驗室完成 Data analysis by computer

programs。

結　　果

實驗過程中桂附八味丸培養 293細胞，在濃度 0.2 mg/mL時細胞生長情況最佳，而濃度 2 mg/mL培養

48小時，細胞漂浮在培養基表面，顯示無法順利生長。桂附八味丸和六味地黃丸培養 HEK 293腎細胞株，

其基因表現上調最明顯的 20個基因，數值介於 2.16到 1.54（表 1）和下降最顯著 20個基因，數值介於 3.12

到 2.79（表 2）。

本表的數值取 log2實驗組/對照組，因此假如數值為 1，則其基因表達為 21 = 2倍，數值為 2則其基因

表現為 22 = 4倍。基因表現上調最大的是Cytochrome c oxidase subunit Vib，其它酵素基因依序有Nitrilase 1、

Adenine phosphoribosyltransferase、Mevalonate diphosphodecarboxylase、Caspase 10，apoptosis-related cysteine

protease、Proteins kinase，mitogen-activated，kinase 3（MAPK kinase），共 6個酵素基因。

下調基因表現抑制最大的是 Human mRNA for KIAA179 gene，partial cds，其它酵素基因依序有 Car-

boxypeptidase B2（plasma）、Arachidonate 5-lipoxygenase、Asparaginyl-tRNA synthetase、Flavin containing

monooxygenase 3，共 4個酵素基因。

本實驗上下調控基因，雖然大都在 4-8 倍左右，不若其他文獻報導 210高達千倍，但微量酵素變化即可

明顯促進化學反應，可能因此桂附八味丸無論在細胞培養，或臨床治療上反應依然相當顯著。

討　　論

實驗中不同濃度桂附八味丸，培養 293細胞濃度 0.2 mg/mL細胞生長情況最佳，而僅 2 mg/mL細胞就

凋亡，和粒線體呼吸酵素基因調控相關，應證內經素問陰陽應象大論：「壯火食氣，少火生氣。」臨床製劑

用丸不用湯者：『丸者緩也、湯者蕩也』，療效於此得到印證。肉桂附子性味：味甘辛，性『大熱、有毒』，

毒性可能和Caspase 10凋亡基因調控有關。

Cytochrome oxidase V1b（COXV1b）從人類骨骼肌基因庫解離出，在不同組織如肝、骨骼肌、纖維母

細胞和 MOLT 細胞之 COXV1b 基因，已推論其功能無組織特異性 16-19。因此桂附八味丸對全身細胞，都能

向上調控粒線體能量代謝，使粒線體內膜上呼吸酵素 IV，即細胞色素氧化 活性增加，促進呼吸鏈複合物

V（ATPase）合成ATP，增加身體能源，達到腎陽虛主證“畏寒肢冷”之治療目的。

中醫內經素問調經論「陽虛則外寒，陰虛則內熱」：『陽虛』顯示致病機轉在細胞電廠ATP合成不足『粒

線體功能低下』，導致細胞漿內環核 酸（cAMP）下降。體內橫紋肌含粒線體最多，肌肉產能嚴重不足，
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Table 1.  Genes that increase under eight-herb soup treatment (compare to the six-herb soup) detected by DNA

microarray. ESTs：expressed sequence tags, the function of these genes are unknown

Gene Fold increase

Cytochrome c oxidase subunit Vib 2.165

Pre-B-cell leukemia transcription factor 2 1.961

Neuroblastoma stage 4S gene 1.899

ESTs 1.866

Nitrilase 1 1.762

v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 1.750

Homo sapiens mRNA for KIAA0906 protein,partial cds 1.744

Homo sapiens clone 24664 PH-20 homology mRNA,complete cds 1.743

Adenine phosphoribosyltransferase 1.720

Mevalonate (diphospho) decarboxylase 1.676

Microtubule-associated protein tau                     1.675

Sp2 transcription factor 1.647

Homo sapiens mRNA for APS, complete cds 1.607

Caspase 10,apoptosis-related cysteine protease 1.604

Homo sapiens clone 24810 mRNA sequence 1.600

ESTs 1.588

H2A histone family, member L 1.558

Proteins kinase,mitogen-activated,kinase 3 (MAP kinase kina) 1.549

ESTs 1.543

H.sapiens MacMarcks mRNA 1.541

Table 2.  Genes that decrease under eight-herb soup treatment (compare to the six-herb soup) detected by DNA microarray

Genes  Fold decrease

Human mRNA for KIAA179 gene, partial cds -3.116

Carboxypeptidase B2 (plasma) -3.115

ESTs -3.033

B-cell CLL/lymphoma 2 -3.019

Arachidonate 5-lipoxygenase -3.010

Protein kinase, mitogen-activated 6 (extracellular signal-re) -2.987

homeo box 11 (T-cell lymphoma 3-associated breakpoint) -3.009

cell division cycle 27 -2.925

ESTs -2.876

ESTs -2.873

v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog-like 1 -2.857

ESTs -2.847

Faciogenital dysplasia (Aarskog-Scott syndrome) -2.844

Homo sapiens clone 192 Rer 1 mRNA, complete cds -2.825

Asparaginyl-tRNA synthetase -2.818

Flavin containing monooxygenase 3 -2.808

Inhibitor of DNA binding 1,dominant negative -2.795

helix-loop-hel -2.794

Human Chromosome 16 BAC clone CIT987SK-A-735G6 -2.792

zinc finger protein 42 (myeloid-specific retinoic acid-resp serum amyloid A1) -2.790
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臨床上即表現『外寒』。『陰虛』顯示細胞內葡萄糖、脂肪酸或胺基酸不足，致『粒線體功能亢進』，粒線體

增加 ATP 合成送到細胞漿內，透過細胞膜上腺 環 （Adenylyl cyclase）生成環腺核 酸（cAMP），因此

陰虛者環腺核 酸增加，肝臟為體內生化合成工廠且含粒線體次多，臨症表現出『內熱』。

臨床上糖尿病腎病變，血糖高甚至膽固醇、三甘油脂高，但細胞膜上酪胺酸激 接受器（RTK），缺乏

胰島素啟動細胞內磷肌醇激 （PI3K），無法啟動細胞膜上葡萄糖輸送器增加，因此細胞內葡萄糖低、甚至

脂肪酸或胺基酸不足，故常見陰虛內熱證型，六味地黃丸治療糖尿病陰虛內熱 20，正合乎王冰所謂『益水之

源，以制陽光。』

1979鄺安 等發表環腺核 酸 cAMP正常值 23.9 ± 5.3 Pmol/mL，環鳥核 酸 cGMP正常值 6.2 ± 2.2

Pmol/mL；1981王明春等發表環腺核 酸男性正常值25.01 ± 1.49 Pmol/mL，女性正常值22.36 ± 2.0 Pmol/mL。

由於 cAMP 是細胞內訊息傳遞第二信使，在細胞膜上腺 環化 接到細胞外第一信使荷爾蒙（增昇糖素、

腎上腺素等）信息而激活 cAMP，啟動蛋白激 PKA，在肝細胞分解肝糖為葡萄糖和抑制肝糖合成，另外

催化亞基和作用各異的調節亞基構成，催化亞基可使許多蛋白質產生磷酸化反應，而調節亞基的 RⅠ和 RⅡ

型，則分別調控細胞核基因增殖與分化過程，二者功能的平衡是維持細胞正常生長與分化的前提，RⅠ亞基

的過度表現則細胞無限制生長，促細胞惡性轉化與癌腫形成，桂附八味丸治療癌症陽虛時 21,22，也許在調節

cAMP降低所造成的失衡時，有助於細胞的良性分化，誠如王冰所謂『益火之源，以消陰翳。』

1969杜克大學 Joe McCord和 Irwin Fridovich，發現超氧化歧 （superoxide dimutase SOD）23唯一任務

即破壞氧自由基，正常粒線體氧化代謝才形成超氧化歧 。腎陽虛呼吸鏈細胞色素氧化 活性減低，則超

氧化歧 形成下降，易產生自身氧化呼吸鏈電子傳遞溢出，造成粒線體 mtDNA 損傷變異，而 mtDNA 缺乏

核DNA的修補系統，因此mtDNA變異是核DNA的 10-16倍以上 23。在神經肌肉細胞可能堆積了許多突變

mtDNA，推測可能是成年時期才發作常見疾病，如巴金氏病（Parkinson’s）、阿茲海漠氏病（Alzheimer’s）、

嫨廷頓氏病（Huntington’s）之病因 23。許多研究認為粒線體mtDNA損傷，是細胞衰老和死亡的分子基礎，

尤其 ATP 能量代謝旺盛的腦部和心臟，首先出現功能衰退，形成衰老過程、自由基生成與粒線體損傷的惡

性循環。王傳社等實驗小鼠延緩衰老機理的比較，桂附八味丸增加超氧化歧 活性、降低過氧化脂質改善

自由基代謝、調整免疫功能、改善腎小球基底膜厚度及間質炎症等，抗衰老作用明顯優于六味地黃丸 24。

Mevalonate diphosphodecarboxylase（MDD）位於細胞質 Peroxisomes內，在肝細胞促進Mevalonic acid

合成酯醇和膽固醇；膽固醇和蛋白質、磷脂類、三甘油脂一起形成脂蛋白，從血中送到睪丸或卵巢，合成

男性賀爾蒙、睪丸酮或女性賀爾蒙、雌二醇；在腎上腺合成皮質脂酮、皮質醇、可體松及醛固酮。桂附八

味丸提升腎陽虛血中低下性賀爾蒙、腎上腺皮質激素和醛固酮，達到治療作用 25-29。

金匱要略“腎氣丸”以六味地黃丸滋養腎陰為基礎，僅用少量桂附以助腎陽，發揮了內經素問“善補陽者，

必於陰中求陽，則陽得陰助而生化無窮”之醫理，從基因表現層面說明了，COXV1b 提升老年人粒線體能量

代謝；MDD 加強皮質激素和性荷爾蒙產生之機轉；生化上環核 酸、性賀爾蒙、腎上腺皮質激素和醛固酮

得到了矯正；臨床上腎陽虛證型畏寒肢冷等症狀獲得改善，基因、生化與證型三者得到了串聯。
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中醫腎生理功能主藏精、主水、主納氣。從難經始分左為腎，右命門；“命門者，精神之所舍也，原氣

之所系也，男子以藏精，女子以系胞，其氣與腎通”。基因層面由COXV1b和MDD一起共同調控細胞能量、

和內分泌腺軸腎上腺與性腺，得以瞭解歷代醫家臨床治療腎虛，其體會分腎陽命門與腎陰意義。而且兩千

年前難經說：『所謂生氣之原者，謂十二經之根本也，謂腎間動氣也，五臟六腑之本，十二經脈之根，“呼吸

之門”，“三焦之原”』，說明粒線體COXV1b掌控細胞色素氧化 ，促進氫質子與“氧氣”接受電子生成水，

即三焦輸送水所需能量ATP的“源頭”。內經素問所謂：『三焦者，決瀆之官，水道出焉。』內經靈樞：『腎

合三焦膀胱，三焦膀胱者，腠裡毫毛其應。』『元氣走三焦，盲膜腠裡。』說明三焦輸送粒線體能量代謝

產生的水分，經“粒線體膜和細胞膜”到組織液，進入淋巴血液循環（上中下三焦），由腎膀胱排出。臨床

上糖尿病腎病變水腫或肝硬化腹水，西醫利尿劑效果不佳時，中醫使用溫陽宣肺、開腠裡行皮裡膜外，益

氣健脾，可發揮全身細胞利水消腫的效果 30。而粒線體有氧呼吸能量代謝，同時說明了腎主納氣之生理意

義。

Adenine phosphoribosyltransferase（APRT）腺 磷酸核醣轉化 ，在冰島、美國缺乏此酵素家族遺傳疾

病，都將導致慢性腎炎腎衰，甚至換腎後亦同樣發生間質性腎炎，酵素 APRT 和中醫腎氣、慢性腎炎腎衰

關係有待研究。31,32

Nitrilase 1：此酵素鍵解 nitrile形成酸和銨（ammonium），亦催化醯胺（amide）水解成酸和銨，代謝關

係有待研究。33

MAP kinase kinase（MAPKK）：cAMP啟動蛋白激 （PKA），需要MAPKK參與傳訊到MAPK，再啟

動細胞核基因轉錄，調控細胞核DNA增殖與分化。34,35

肉桂助腎中陽氣並納氣歸腎，引火歸元；附子主治亡陽欲脫、命門火衰，溫補命門之主帥、回陽救逆

之要藥。因此肉桂附子何種成分調控粒線體能量代謝，使呼吸酵素細胞色素氧化 活性增加，且這些基因

表現的RT-PCR確認，其基因功能及mRNA表現量需進一步研究。

結　　論

桂附八味丸培養 293細胞基因表現上調和下降最多的 20個基因，其中 3個基因有顯著意義。

Cytochrome oxidase V1b向上調控粒線體內膜上呼吸酵素，即細胞色素氧化 活性增加，促進粒線體ATP

合成。

Mevalonate diphosphodecarboxylase（MDD）調控細胞 Peroxisomes內此酵素，促進合成酯醇和膽固醇。

Adenine phosphoribosyltransferase（APRT）此酵素缺乏的遺傳疾病，大都將導致間質性慢性腎炎腎衰，

有顯著臨床意義。

中醫診斷腎病，由經驗中分兩個層面，脈分左腎右命門、證分腎陽虛和腎陰虛，腎陽、命門火代表粒

線體能源的供應，對生命存在相當重要。腎陰涵蓋內分泌腺軸腎上腺、性腺、腎藏，對身體生長發育居主

導功能。由基因調控有助於瞭解桂附八味丸治療機轉，同時中西醫生理功能術語，在基因的解讀中對腎陽
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命門火和粒線體、腎陰和腎上腺及性腺得到串聯，命門與三焦清晰闡明了水分與能量的產生、輸送和代謝

關係。
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圖 1：桂附八味丸

圖 2：六味地黃丸
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This holistic concept of traditional Chinese medicine suggests that good health depends on the
harmonious functioning of major physiological systems represented by their complementary natures
as yin and yang. Representative respectively of yin and yang are mitochondial regulated energy
balance and endocrine/tissue water homeostasis. Kidney disorders are accordingly broadly
categorized as yin and yang deficient according to their etiological origins. Using the human cell line
HEK 293 as substrate and microarray techniques originally developed by Dr Konan Peck of
Academia Sinica in which labeled DNA was used for the coupling and estimation of mRNAs, we
examined, at the gene expression level, the effects of Liu Wei Di Huang Wan and Ba Wei Di Huang
Wan, herbal formulae prescribed for the treatment of kidney-yin and kidney-yang disorders
respectively. The results indicated that incubation for 48 hrs in 0.2 mg/mL of Ba Wei Di Huang Wan
provided optimal conditions for cell growth while 2 mg/mL was cytotoxic or cytostatic. Treatment
with Ba Wei Di Huang Wan fortified with Cortex Cinnamomi and Radix Acconiti led to the up
regulation of 20 genes while 20 others were down regulated obviously. Of those up regulated, 3 were
compatible with clinical representations.

These were respectively 1. Cytochrome oxidase V1b (COXV1b) which up regulats Cytochrome
oxidase to increase ATP synthesis, 2. Mevalonate diphosphodecarboxylase(MDD) which stimulates
the syntheses of sterol and cholesterol and 3. Adenine phosphoribosyltransferase (APRT) whose
defects may lead to interstit8 0  0  Tit8s. Theresults support the concept that the kidney, conceptually
visualized as the important Vit 0 Gate and San Jiao points, is a vit 0 link in the Qi system which
integrates yin and yang processes and that the herb formulae, through their actions on genes related to
the mitochondrial regulated energy balance and endocrine homeostasis, might correct these disorders
by optimizing gene expressions.

Key words: DNA microarray, Chinese herb, Gene expression, Mitochondrial energy metabolism,
Endocrine homeostasis.
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