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從基因體學的層面探討雷公藤和漢防己甲

素對 T 淋巴球活化的調節作用總報告 

賴振宏 

國防醫學院 

摘 要 

在治療自體免疫疾病的中藥中，首推雷公藤和漢防己甲素在動物和人體的

實驗中做得最為透徹。除了治療關節炎，漢防己甲素也被證實可有效的治療矽

土沉著病（silicosis）。這兩種中藥雖然已被廣氾的用於臨床上治療病人，但一

般醫藥學的研究者和社會大眾對它們的作用機轉並不十分清楚。過去幾年，我

個人實驗室針對雷公藤和漢防己甲素對 T 淋巴球的免疫抑制作用機轉作了研

究，而這部分的研究成果已被陸續刊登（Ho et al., Journal of Rheumatology, 
26:14-24, 1999；Ho et al., European Journal of Pharmacology, 367：389-398, 
1999；Lai et al., Transplantation, 68；1383-1392, 1999；Lai et al., Journal of 
Immunology 166：6914-6924, 2001）。近幾年基因醫藥的發展日新月異，一個

小小的基因晶片便可將許許多多的訊息囊括其中。因此，在後續的實驗計畫

中，我們準備探討在眾多 T 淋巴球活化後表現的基因中，有哪些基因可被雷

公藤和漢防己甲素所抑制。我們研究發現，漢防己甲素可以抑制至少數十種腫

瘤壞死因子所活化的 T 淋巴球基因，以 RT/PCR 的方法也進一步證實這項發

現。此外，我們也同時以分子生物學的方法（譬如 electrophoresis mobility shift 
assay or EMSA）分析漢防己甲素對不同刺激所導致 T 淋巴球活化的抑制機

轉，實驗發現，漢防己甲素抑制的對象主要是 NF-κB，西方墨點試驗的結果也

顯示漢防己甲素能抑制活化 T 淋巴球中 IκBα的 degradation，而此現象主要是

經由抑制 IκBαkinase 的活性所造成。基因傳送的實驗也得到一致的結果。這

部分研究成果已刊登在英國藥學雜誌。 

其次，依評審委員的建議，第三年的研究計畫我們把重點放在探討雷公藤
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的藥效和作用機轉上。這部分的研究證實雷公藤能很有效的抑制 T 淋巴球的

活化，其中 NF-κB 和 AP-1 扮演著同等重要的角色。 

綜觀我們過去三年的研究成果有些許的進展，目前已有兩篇文章接受刊登

（Current Drug Metabolism 2004；5：181-192；British Journal of Pharmacology 
2004；143：919-927.）。此外另一篇文章也正在撰寫中，目前在猶豫是否要做

得再深入些以便試投如 Journal of Biological Chemistry 或 Molecular Pharmacology
類的雜誌。 

關鍵詞：漢防己甲素、人類 T 淋巴球、免疫調節效應、DNA 微陣列 
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Investigation of the Immunomodulatory 
Effects of TWHf and Tetrandrine on T 

Lymphocytes Using Genomic Approaches 

Jenn-Haung Lai 

National Defense Medical Center 

ABSTRACT 

Among the chinese herbs prescribed for rheumatic patients, tripterygium 
wilfordii Hook f and plant alkaloid tetrandrine are the two that received most 
extensive attentions from basic and clinical researchers. Aside from the treatment 
for arthritis, tetrandrine is also used for the therapy of silicosis. Although these two 
drugs are extensively used, their immunosuppressive mechanisms are far from 
understood. In past few years, we have been working on examining the molecular 
mechanisms of these two drugs on human peripheral blood T cells, the most 
important regulators in our immune system. The accomplishment of these works 
have been published in several renown journals (Ho et al, J. Rheumatology, 
26:14-24, 1999; Ho et al, Eur. J. Pharmacol., 367:389-398, 1999; Lai et al, 
Transplantation, 68:1383-1392, 1999；Lai et al., J. Immunol. 166:6914-6924, 2001). 
Since genomic medicine has become one of the major fields in both clinical and 
basic research, we sought to use microarray analysis to identify the genes regulated 
by tetrandirne and TWHf in activated human peripheral blood T cells. The 
information on the immunoregulatory effect of these drugs on specific T cell genes 
may provide further implication of the development of new drugs targeting the 
autoimmune diseases and graft rejections. 

Keywords：tetrandrine, T cells, immunomodulation, genes, TWHf 
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壹、前言 

自體免疫疾病的發生，到目前為止原因並不清楚。要完全根除有其

困難。遠近的研究證實自體免疫疾病的發生與身體免疫系統異常的活化

有關，活化的免疫反應，遂造成種種器官的破壞，如腎臟（紅斑性狼瘡、

硬皮症）、肺臟（紅斑性狼瘡、硬皮症）、關節（如類風濕性關節炎、紅

斑性狼瘡）、淚腺（修格連氏症候群）等。重要的是，得到自體免疫疾

病後，就如同買了一張單程的車票，器官的破壞是只會越來越嚴重，而

治療自體免疫疾病，目前僅能使用的藥物除了所謂的 DMARD（能調整

疾病病程的抗風濕藥物）外就是類固醇，但效果依然有限。反之，中藥

治療自體免疫疾病卻也有相當不錯的效果，比之西藥毫不遜色。 

在治療自體免疫疾病的中藥中，首推雷公藤和漢防己甲素在動物和

人體的實驗中做得最為透徹。雖然這兩種抗風濕中藥已被廣氾的用於臨

床上治療病人，但一般醫藥學的研究者對它們的作用機轉並不十分清

楚。雷公藤可以很有效的治療紅斑性狼瘡、類風濕性關節炎、乾癬性關

節炎和其他的自體免疫疾病。過去幾年，我個人實驗室針對雷公藤對 T
淋巴球的免疫抑制作用機轉作了研究，我們發現，雷公藤能很有效的抑

制 T 淋巴球的活化，在高濃度時也能導致 T 淋巴球的自然死亡，而這部

分的研究成果已被陸續刊登(1)。除了我們自己的研究證明雷公藤的效用

外，國外也有相當多的研究肯定它在治療關節炎和用在抗移植排斥反應

上的潛力。 

漢防己甲素（Han-Fang-Chi），另一種傳統的抗風濕中藥，是由瓜

巴藤類植物 S.tetrandra 的根部所取得，而漢防己甲素（tetrandrine）則是

其主要具有生物效能的純化物質(2)。漢防己甲素的結構式 C38H42O6N2是

一種 622.73 daltons 的藥物。它對鈣離子通道阻斷（calcium channel 
blocker）的功能已被廣泛的研究過(3)。除了漢防己甲素外，另有三種與

它結構式相類似的藥物也有被分析過(4-6)。漢防己甲素被用來治療關節

炎和矽土沉著症已有數十年的歷史，這兩種疾病都可以在其病兆處發現

有免疫反應細胞浸潤的現象(7-10)。就矽土沉著症的療效機轉而言，漢防

己甲素能抑制肺纖維母細胞的增生(11)，減少肺泡第二型細胞粒線體的

ATP 合成(12)和對肺泡吞蝕細胞的毒殺作用(13)。就自體免疫疾病而言，漢

防己甲素的療效可証實它對 B 淋巴球、吞噬細胞、單核球、中性球和巨

大細胞的抑制作用(14-18)。我們的研究也顯示，漢防己甲素對於 T 淋巴球

的抑制具有特異性，因為它只抑制 protein kinase C 的訊息傳導效應(19)。
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進一步的剖析漢防己甲素及其三種結構相似物在自體免疫疾病及移植

免疫的應用，我們的研究證實，這些藥物能有效的抑制 T 淋巴球 CD28
訊息刺激的效應，且與抗排斥的西藥環孢靈素（cyclosporin A）具有相

當不錯的協同作用。尤有甚者，我們發現在漢防己甲素及其三種結構相

似物中，Dauricine 的藥效最佳。因此，在未來治療自體免疫疾病及移植

免疫的排斥反應中，這類中藥萃取物將有相當重要的潛力(20)。 

T 淋巴球的活化會刺激相當多分子的表現，經由這些分子的協同作

用，最後導致 T 淋巴球的增生和釋放相當多種類的細胞間素。若能有效

的抑制這些分子的活化，自然而然的就能抑制 T 淋巴球的活化，典型的

例子是 Cyclosporin A、FK506（抑制 Calcineurin）和 Rapamycin（抑制

RAFT，進而抑制第二介白質導致 T 淋巴球的增生）。有鑑於 T 淋巴球

活化的分子種類繁多，且有相當多分子的功能並不十分瞭解，以致於對

藥物研發的進程產生不少的阻力。最近幾年基因晶片的快速發展對這個

領域的研究產生了催化作用。因此，在這個計畫裡，我們想探討兩種免

疫調節中藥漢防己甲素和雷公藤對 T 淋巴球活化分子的的影響，經由基

因晶片的幫助，我們應能更進一步的瞭解這兩種藥物是如何調節 T 淋巴

球的功能，作用的對象又是哪些？經由這些實驗的安排，我們也可以瞭

解漢防己甲素及其類似結構的純化物在臨床免疫上的實用價值。藉由分

析其結構式與免疫抑制作用間的關係，我們也希望進而能找到一種最有

效能且副作用最少的漢防己甲素的類似結構物。這種藥物作用訊息的取

得對未來藥物的研發，用於治療自體免疫疾病和減輕器官移植的排斥反

應將能提供相當有力的證據。使用一些我們所相當熟悉的 in vitro 和 in 
vivo 的方法可以很有效的幫助我們解答這些問題。 

我們研究最終的目的是想把有實用價值的中藥介紹給世人，並讓它

融入西藥的治療計畫中。由於目前對自體免疫疾病係採用數種不同作用

機轉的抗風濕藥物合併使用的方式治療，我們的結果確實顯示合併這些

不同機轉的抗風濕中西藥物的治療應能得到協同的效果（Lai et al., 
Journal of Immunology 166：6914-6924, 2001）。 
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貳、材料與方法 

一、T 細胞的分離 
T 細胞分離的方法已明載在我們已刊登的文章上(20)。簡單來說，

全血在經過 Ficoll-Hypaque 分離後，T 細胞可經由負選擇的方法純化

出來，此種方法可得到大於百分之九十五純化的 T 細胞。 

二、基因微陣列 
這一部份的實驗基本上將在本院基因研發中心陳振漢主任醫師

及 ABC 基因生化科技公司的協助下完成（如附圖）。簡單的實驗過

程如下。將包括將近五萬個不同基因的 cDNA clones 很平均的點在晶

片上。在經過前置雜交（prehybridization）的過程後，由 RNA 中轉

錄取得且經標誌的 cDNA 探針將與此晶片上的 cDNA 作用，經過陸

續的清洗過程後，不同程度表現的基因將可經由儀器的判讀中找出其

差異。 

三、細胞間素的測定 
在經過刺激後的細胞上清液，我們將予收集，以 ELISA 的方法

測定細胞間素的量，此法已在本實驗室中順利的發展出來（如刊登的

文章，Ref. 21）。 

四、細胞質和細胞核內的蛋白質的分離 
細胞質和細胞核內的蛋白質的分離如 Dignam 等人所述而其詳細

的做法也已詳錄在我們曾經刊登的文章上(22, 23)。簡單而言，細胞在緩

衝溶液 A（10mM HEPES, pH 7.9, 10mM KCl, 1.5mM MgCl2, 1mM 
Dithiothreitol (DTT), 1mM Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), and 
3.3μg/mL Aprotinin）約 15 分鐘，經每分鐘 14,000 轉的轉速離心後收

集其上清液便得細胞質內的蛋白質。在經過清洗後，在離心後的沉澱

物中加入緩衝溶液 C（20mM HEPES, pH 7.9, 420mM NaCl, 1.5mM 
MgCl2, 0.2mM EDTA, 25% Glycerol, 1mM DTT, 0.5mM PMSF, and 3.3 
μg/mL Aprotinin）約 30 分鐘，經每分鐘 14,000 轉的轉速離心後收集

其上清液便得細胞核內的蛋白質。 

五、西方墨點試驗（Western Blotting） 
測試 Rel/NF-κB 在細胞質和細胞核內的活動情形和 ERK 活性的

方法除了免疫沉澱激活分析法外，也可用 ECL 西方墨點試驗。ECL
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西方墨點試驗是依據我們曾經刊登的文章(24)。簡單的描述，細胞質和

細胞核內的蛋白質經過電泳分析（SDS-PAGE）後予以依不同的分子

量而分離，這些蛋白質分子將被移送 (Transfer)至 Nitrocellulose 濾
紙，將抗 Rel/NF-κB 或 IκBα或 ERK 的抗體加入浸有濾紙的緩衝液中，

依 ECL 製造公司的指示，在加入受質（Substrate）後顯影於 X 光片。 

六、電泳移動法（Gel-shift assay） 
這方法已詳載在我們以前所刊登的文章中(25)，簡單的說，在經過

細胞核與細胞質成分分離的手續後，細胞核的蛋白質將與 32p 放射線

標記的去氧核糖核酸片段混合在一起，在經過作用後，混合物會被電

泳分析的方法予以分隔開來，如果混合的細胞核蛋白質中含有可與標

誌的去氧核糖核酸結合的成分，我們便可以偵測到一移動較為緩慢的

band。 

七、反轉錄脢/聚合脢鏈反應（RT/PCR） 
RT/PCR 的方法將被用來半定量訊息核糖核酸（mRNA）的量，

這方法本實驗室已相當熟悉（如我們已刊登的文章上，ref. 21），簡

單的說，RNA 將以自 Gibco 購買來的 kit 從細胞中分離出來，依照廠

商所提供的操作手冊，一些細胞間素如 IL-4、IL-10、IL-12、INF-α
和 TNF-α的兩側（5'端與 3'端）primer 將被用來放大（amplify）這些

細胞間素的訊息核糖核酸在經過約 30-35 cycle 的放大後將以 agarose 
gel 和 ethidium bromide 染色來分析其強弱。 

八、流式細胞儀的測定 
這方法已詳載在我們刊登的文章中(26)。簡言之，細胞表面和細胞

裡面的蛋白分子可以用帶有螢光染劑的專一抗體予以標誌，其表現量

的多寡可以用流式細胞儀加以測定。 
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參、結果與討論 

綜觀我們過去三年的研究成果有些許的進展，目前已有兩篇文章接

受刊登（Current Drug Metabolism 2004; 5: 181-192; British Journal of 
Pharmacology 2004;143:919-927.）。此外另一篇文章也正在撰寫中，目前

在猶豫是否要做得再深入些以便試投如 Journal of Biological Chemistry
或 Molecular Pharmacology 類的雜誌。 

這一系列的研究除了延續我們早期對漢防己甲素及雷公藤對 T 細

胞的細胞層次的效應外，我們也進一步剖析這個藥物對細胞內重要的訊

息傳導物質的效用及作用的機轉，此外，經由基因體層面的分析更有助

於讓我們了解漢防己甲素及雷公藤是如何經由調控這許許多多的 T 細

胞活化相關的因子，進而達到它治療的目的和效用，我們分析這些基因

的調控，除了更讓我們了解與 T 細胞活化的因子有關的一些蛋白質外，

也更讓我們了解中藥在未來治療人體免疫疾病的潛在效力。 
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肆、結論與建議 

研究本身必須有其持續性，建議可以考慮依國科會的模式，以連續

型的計畫為主，一旦通過，不需每年都要申請，計畫期間，每年以繳報

告的形勢為之，如此可減少計畫主持人的負荷，讓計畫主持人間接有較

充裕的時間增加其產能。 

此外，雖是中藥的計畫，但考量文章的發表，建議計畫和報告也可

考慮接受以英文書寫，增進效能。 
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