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摘  要：巨噬細胞在生物體內扮演著調控先天免疫及發炎作用反應的重要角色，此種細胞表

面有細菌脂多醣 Lipopolysaccharide (LPS)的接受體，可利用 LPS 來誘發老鼠 RAW 264.7 巨

噬細胞釋放一氧化氮 (NO)；再以 Griess reation 分析方法，測定 NO 含量變化，可以反映發

炎之程度，並得以評估藥物對抗發炎過程的影響。黃芩的主成分為黃芩素及黃芩苷，本研究

藉由 NO 釋放的效應，以體外試驗方式，進行化學成分之抗發炎作用探討。結果顯示，黃芩

的 50%乙醇粗抽物及其活性成分黃芩素和黃芩苷都具有抗發炎效果，其對抑制 RAW 264.7

巨噬細胞釋放 NO 的 EC50 值分別為 0.2mg/mL、28μg /mL 及 22μg /mL。同時，黃芩素和黃

芩苷對 NO 生成的抑制效果具有加成性。 
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Abstract: Macrophages play an essential role in innate immunity and inflammatory responses. Its 

surface has bacterial lipopolysaccharide (LPS) receptors. The nitric oxide (NO) production which 

has induced in LPS-stimulated RAW 264.7 cells is quantitatively determined by the Griss reaction 

method. NO may reflect the degree of inflammation and provide a measure to assess the effect of 

drugs on the inflammatory process. Main components of Scutellaria Baicalensis Georgi are 

baicalein and baicalein-7-β-D-gluopyranosiduronic acid. In this study, we attempt to investigate 

the effect of these chemical constituents on anti-inflammation in vitro. The results show that they 

suppressed NO production in LPS induced RAW 264.7 cells and the EC50 values were 0.2mg/mL 

(50% ethanol crude extract), 28μg/mL(baicalein) and 22μg/mL(baicalein-7-β-D-gluopyranosi 

duronicacid), respectively. Simultaneously, baicalein and baicalein-7-β-D-gluopyranosiduronic 

acid have the additive effect to suppress NO production.  

 

Key words: Scutellaria Baicalensis Georgi, Baicalein, Baicalein-7-β-D-gluopyranosiduronic acid,  

Nitric oxide, Anti–inflammation, Macrophage. 

 

壹、前   言 

近年來在醫療上，由於抗生素的大量使用，使許多病菌產生抗藥性，在病人的治癒上產

生一些困擾、障礙及醫葯的浪費，所以藥學方面一直希望能開發抗生素以外的臨床治療藥

物；然而化學合成藥物的研究、開發，包含毒性的測試及臨床的使用，需耗費相當的時間、

人力及經費。反觀，中醫的治療方式，長久以來，以本草綱目及典籍記載的藥方為依據，提

供病人服用，此種中藥材在免疫上的維護及醫病治療上亦有相當的成效。然而，中醫運用的

這種天然物藥方，種類繁多，且有專屬的治療方向，每種植物被應用的部位有根、莖、葉、

果實、種子等，有不同的療效，其間的化學成分也相當複雜。因此，在中藥萃取物中，何者

為生物的有效化學成分，此活性成分的化學結構與受體間的關係為何，一直為藥理學研究的

目標。人體的發炎反應與許多慢性疾病的病程發展有關，如何藉由保健食品或調整飲食來抑

制發炎反應，以減緩疾病機轉的進行，漸為許多研究者深感與趣的課題。 

   唇形科植物的黃芩(Scutellaria Baicalensis Georgi )是一種常用的中藥，具有鎮熱、解痛、

止血安胎等功效，臨床上用於上呼吸道感染、急慢性扁桃腺炎、急性咽喉炎、肺炎、痢疾和

抗腫瘤等疾病(張喜平等，2001)。黃芩的主要成分為黃芩素(Baicalein)及黃芩苷(Baicalein-7 

-β-D-gluopyranosiduronic acid)，在化學結構的歸類屬於黃酮類化合物，此類化合物具有多種

生物活性，一直以來都得到國內外學者的重視。 

一氧化氮 (NO)在發炎反應過程中扮演相當重要的角色，其生成是經由活化細胞內的一

氧化氮合成酶，利用酵素作用，將細胞內之 L-arginine 轉變成為 L-citrulline 及 NO 自由基

的釋放(Chen et al., 1998)。細胞內生性的一氧化氮是維持體內正常運作之重要訊息傳遞因
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子，它促使 GDP 轉變為 cGMP 進而誘發一連串之生理反應，包括血管擴張、子宮平滑肌鬆

弛及抑制血小板凝集等作用，但當過量被生成則會造成細胞的傷害與血管過度的舒張，最後

造成嚴重的發炎反應以及併發症 (DeGroot et al., 1997)。在葛蘭氏陰性與陽性菌感染的過程

中，其細胞壁成份中之 Lipopolysaccharide (LPS)與 Lipoteic acid (LTA)均會誘導大量 NO、

PGE2 與細胞激素的產生，而進而引起發炎反應(Salkowski et al., 1997; Mello et al., 1997)。 

   本研究選用 RAW 264.7 細胞株為實驗對象，主要是利用它在 Lipopolysaccharide(LPS)的

刺激下，會大量生成 NO 的特性做研究。以黃芩 50%乙醇萃取液及管柱層析法，單離純化後

的黃芩素及黃芩苷化合物為目的物，實驗是否能抑制被刺激過之 RAW 264.7 細胞的一氧化

氮生成，來探討中藥黃芩及主成分之抗發炎成效。 

貳、儀器與試藥 

一、儀器及器材 

氣相層析質譜儀(Shimadzu, GCMS-QP2010) 

液相層析質譜儀(Finnigan TSQ Ultra EMR, Triple Quadrupole, LC/ESI/APCI/MS) 

酵素免疫分析儀(ELISA reader, Stat Fax-2100, Awareness Technology, Inc.) 

二、試藥 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazoyl blue) (MTT, Sigma, 

M-2128,USA) 

Dulbecco,s Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma, USA) 

Dimethylsulfide oxide (DMSO, Sigma, USA) 

Ethanol (台灣菸酒公賣局) 

Fetal bovine serum (FBS，GIBCO BRL, USA) 

Lipopolysaccharide (LPS, Sigma, L-2755 Escherichia coli (E. Coli) Serotype USA) 

Phosphate Buffer Saline (D-PBS, GIBCO BRL, USA) 

Trypan Blue (Sigma, USA) 

參、材料與方法 

一、黃芩成分萃取 

取中藥科學製劑黃芩濃縮粉末 100 公克(購自順天堂藥廠出產之商品)，用 50%乙醇萃取

3 次，每次 4 小時。合併萃液，以減壓機濃縮後，加入適量的水，依次用乙酸乙酯、正丁醇

萃取，獲得乙酸乙酯、正丁醇層。 

二、成分分離及化學結構鑑定 
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乙酸乙酯、正丁醇層分別濃縮去除溶劑後；再以矽膠(silica gel)及 Sephadex LH-20 gel

多次管柱層析，單離出化合物；化合物進一步再結晶，純化出化合物 Y1 及 Y2，經由液相

層析質譜分析測定。 

三、小鼠巨噬細胞(RAW 264.7 cells)之培養 

實驗細胞購自食品工業發展研究所。其為 BALB/c 小鼠以 Abelson murine leukemia virus 

引發而來之小鼠巨噬細胞株。細胞的生長是以培養在含 10％胎牛血清(FBS) 的 DMEM 培養

液，放置於恆溫細胞培養箱(37℃、5％CO2)中，當細胞長到八至九分滿即進行繼代培養。 

四、細胞生成一氧化氮(NO)之測量 

    細胞內生成的一氧化氮，會很快氧化成 nitrite ( NO2
-)和 nitrate ( NO3

-)，因此透過測定

nitrite 的方式，可間接測定 NO 的生成量。本實驗使用的 Griess 試液可與 nitrite 反應生成

紅色溶液，在 546nm 波長下有最大的吸光值，因待測細胞培養液中 nitrite 累積量的不同

而造成濃度不同，其呈現深淺的吸光值不同，而做定量分析(Schmidt et al., 1992)。本實驗方

法參考 Cho 等人(2000)之操作步驟。 

方法步驟如下： 

1. 將細胞濃度調整為 1x106cells/mL，種入 96 孔組織培養盤。 

2. 置於恆溫細胞培養箱(37℃、5％CO2) 培養 24 小時。 

3. 加入不同濃度的待測藥物反應 30 分鐘後，再加入 LPS (0.1μg/mL)培養 16 小時。 

4. 取培養液 80μl/well，加入等量事先已混合的 Griess 試劑[由 Griess A 試劑(0.1％   

N-(1-Naphthtl) ethylenediamine) 與 Griess B 試劑(1％ Sulfanilamide /5％H3PO4 以 1:1 

比例混合]，用酵素免疫分析儀， 測量波長 550nm 的吸光值(O.D.)。 

5. 以已知濃度的 Sodium nitrite (NaNO2)溶液為標準，將樣本 OD 值以內插法換算樣品中

nitrite 濃度。 

五、細胞存活率分析：MTT assay 
MTT assay 是一種常用於測定細胞存活率或增殖作用的方法；MTT 為水溶性化合物，

在水溶液中呈黃色，可被活細胞內粒線體中的琥珀酸脫氫酶還原成紫色結晶。因此，當在細

胞樣品中添加 MTT 試劑，樣品中活的細胞數越多，相對呈現出來之脫氫酶活性會越強，而

使 MTT 被還原成紫色結晶堆積於細胞中量越高；用 DMSO 溶劑溶解出來，即可依其呈現

紫色深淺的吸光值，來評估細胞樣品的存活率。本實驗方法參考 Cho 等人(2004)之 MTT assay

的方法。 

方法步驟如下： 

1. 將實驗處理過的細胞樣品，分別加入 MTT 試劑(1mg/mL，pH7.4)50μl/well。  

2. 置恆溫細胞培養箱(37℃、5％CO2)培養 2 小時。 

3. 移除上清液，再加入 100μl/well 的 DMSO，以 150 rpm 震盪將細胞內的紫色結晶溶出。 
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4. 最後以酵素免疫分析儀，測量波長 540nm 下的吸光值。 

六、黃芩素和黃芩苷合併使用實驗 

藥物對生物活性的效應，彼此間可能具有協同性(synergism)或拮抗性(antagonism)或加成

效應(additive effect)。實驗以黃芩素和黃芩苷化合物的單獨劑量使用及不同劑量相互配對合

併使用，測試其對被LPS刺激活化之RAW 264.7細胞的NO生成量與藥物濃度效應間的關係。

根據Chou TC等人(1984)及Liang Zhao等(2004)，提出之兩種藥物的聯用指數（combination 

index，CI）來分析評估兩種藥物間之交互作用。評估的計算公式為：CI ＝CA,x/ICx,A ＋ 

CB,x/ICx,B，其中CA,x 和CB,x 是指同時合併使用A、B两种藥物達到x%有效時的各別部分藥物

濃度，ICx,A 和ICx,B 是指單獨用一种藥物達到x%有效時的藥物濃度。 

計算出CI 值後，如果CI ＜ 1認為兩藥物聯用為協同作用；如果CI ＝ 1，認為兩藥聯

用為加成作用；如果CI ＞ 1，則認為兩藥聯用為拮抗作用。 

七、統計分析 

1. 控制組以未添加待測藥物之 LPS 刺激活化之 RAW 264.7 細胞的存活率及 NO 生成量為

100%。 

2. 實驗結果及作圖，所表示的數據，均以平均值  標準差 (means  S. D.)顯示。以

Student’s t-test 對不同的實驗組與控制組間結果做統計分析，若統計結果所得之 P 值

0.01，則視為統計上具有顯著的差異 

肆、結果與討論 

一、黃苓主成分之化學結構 

化合物 Y1 及 Y2，質譜圖如下，經由標準品比對 retention time 及質譜分析比較，確認

成分如下： 

化合物 Y1 質譜：                            化合物 Y2 質譜： 
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Y1 為黃芩素( baicalein and ) 圖 1，Y2 為黃芩苷( Baicalein-7-β-D-gluopyranosiduronic acid )

圖 2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    圖 1 黃芩素                                  圖 2 黃芩苷  

二、黃芩 50%乙醇粗抽物對 RAW 264.7 細胞(LPS 刺激活化)的形態、存活率

影響 
在光學顯微鏡下，觀察添加的待測藥物對 RAW 264.7 細胞形態變化，結果如圖 3，不論

是添加黃芩 50%乙醇粗抽物或成分黃芩素、黃芩苷等，對 RAW 264.7 細胞形態不會產生顯

著性變化，細胞生長和存活狀態與控制組做觀察比較，沒有顯著的差別。另根據 MTT 試驗

數據之結果如圖 4，得知在黃芩 50 %乙醇粗抽物 0.4mg/mL 的濃度下，細胞存活率在統計上，

亦無顯著的差異。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3 黃芩 50%乙醇粗抽物及主成分黃芩素、黃芩苷對 RAW 264.7 細胞形態不會產生顯著性

變化 

(A)：控制組，不添加藥物 (B)：添加黃芩 50%乙醇粗抽物(0.4mg/mL) (C)：添加黃芩素(50 

(C) (D) 

(B) (A) 
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μg/mL) (D)：添加黃芩苷(25 μg/mL)，置恆溫細胞培養箱(37℃、5％CO2)，培養 24 小時後，

於光學顯微鏡下觀察之照片。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4 黃芩 50%乙醇粗抽物對 RAW 264.7

細胞存活率的影響 

圖 5 黃芩 50%乙醇粗抽物(YA)對 R264.7 細胞

(LPS 刺激活化)NO 生成量之抑制率

(n=8， 表示 P  0.01) 

                                       

三、黃芩 50%乙醇粗抽物，不同濃度下，RAW 264.7 細胞(LPS 刺激活化)生
成 NO 量之變化 

依據上述肆、二的結果，實驗以未添加待測藥物之 LPS 刺激活化之 RAW 264.7 的 NO

生成量為 100% ，平行配合實驗，添加不同濃度之黃芩 50%乙醇粗抽物( 0，0.05，0.1，0.2

和 0.4mg/mL )，置於恆溫細胞培養箱( 37℃、5％CO2 )培養，培養 16 小時後，測量 RAW 

264.7(LPS 刺激活化)產生 NO 之變化量。 

結果如圖 5，顯示黃芩 50%乙醇粗抽物，具抑制細胞釋放 NO 的能力，其藥物劑量與

NO 生成量百分率間，具有線性關係(負)。經計算評估，黃芩 50%乙醇粗抽物之 EC50 值 為

0.2mg/mL，表明黃芩 50%乙醇粗抽物具有抗發炎有的效果。 

四、黃芩素和黃芩苷對 RAW 264.7 細胞(LPS 刺激活化) NO 生成量之影響 
在不影響 RAW 264.7 細胞之形態(圖 3C 和 3D)與存活率的藥物濃度範圍內，以未添加待

測藥物之 RAW264.7 細胞 (LPS 刺激活化) NO 生成量為 100%時，實驗分別添加不同濃度之

黃芩素( 0，5，10，25 和 50 μg/mL )和黃芩苷( 0，5，10，15 和 25 μg/mL )，置於恆溫細胞

培養箱( 37℃、5％CO2 )培養，16 小時後，測量 NO 生成量之變化。結果如圖 6 和 7 顯示，

黃芩素和黃芩苷都能有效地降低細胞 NO 生成或釋放量，且藥物劑量與 NO 生成量百分率

間，具有線性關係(負)。經計算評估，黃芩素作用之 EC50 值 為 28μg/mL、黃芩苷作用之 EC50

值為 22μg/mL。 
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圖 6 不同黃芩素濃度抑制 RAW264.7 細胞生

成 NO 量之劑量曲線 

圖 7 不同黃芩苷濃度抑制 RAW264.7 細胞生

成 NO 量之劑量曲線 

五、黃芩素和黃芩苷合併使用實驗 

    結果如圖 8 顯示，單獨使用 10μg/mL 之黃芩素和黃芩苷藥物，與控制組比較，分別可

各降低約 23.1±4.9 和 20.6±6.5%的 NO 生成量；而當同時添加 10μg/mL 之黃芩素和黃芩苷試

劑，則產生加成抑制效果增加，約降低了 41.4±7.4%之 NO 生成百分率；比較圖 8 合併使用

不同劑量兩種藥物(μg/mL)：1.黃芩素+黃芩苷(10+10) 2.黃芩素+黃芩苷(10+25) 3.黃芩素+黃

芩苷(25+10)，結果一氧化氮生成率平均值分別為 58.6%、35.0%、27.4%。以黃芩素+黃芩苷

(10μg/mL+10μg/mL)為例，將 58.6 代入圖 6 與圖 7 之線性方程式 y 值中，得到 ICx,A=22.6 及

ICx,B=17.9，計算兩種藥物聯用指數值（combination index，CI）；CI=(10/22.6)+(10/17.9)=1.001，

趨近於 1，表示兩者具有加成性效果，亦即對抗發炎有加乘的功效。其他藥物之交叉配對組

中都可測量到類似的結果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 8 黃芩素、黃芩苷單獨劑量與不同劑量混合配對，對 RAW 264.7 細胞 NO 生成量的抑制

作用(n=6， 表示 P  0.01) 
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伍、結   論 

   本研究利用萃取、層析及純化的技術，分離並鑑定黃芩萃取物中的主成分為黃芩素、黃

芩苷；將此單一成分用於評估抗發炎的成效。研究結果顯示，黃芩 50% EtOH 粗萃取物及

純化物黃芩素、黃芩苷等，均具有相當良好的抗發炎活性。因此，中藥黃芩在未來鎮痛及抗

發炎藥物的研究發展上，具有相當良好的開發潛力；其成分化學結構亦可為研究生物抗發炎

機制之參考。 
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