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4-Phenylcoumarin衍生物抗氧化活性之研究 
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縮 寫 表 
 
ROS : reactive oxygen species 

．OH : hydroxyl radicals  

O2
．–: superoxide anion 

H2O2 : hydrogen peroxide 

NO : nitric oxide 

DPPH : 1,1diphenyl-2-picrylhydrazyl 

t-BHP : tert-butylhydroperoxide 

SNP : sodium nitroprusside 

MTT : 3-[4,5–Dimethylthiazol–2-yl]-2,5–diphenyl tetrazolium bromide  

LDH : lactate dehydrogenase 

ALT : alanine transaminase 

AST : aspartate transaminase 

MDA : malondialdehyde 

GSH : gluthioathione 

GSSG : gluthioathione disulfide 

LDL : low density lipoprotein 

REM : relative electrophoretic mobility 
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中文摘要 

 

生物體過多的活性氧系(ROS:．OH、O2
．–、H2O2、RO．etc)堆積將導

致氧化性傷害，此一過程與發炎、癌症或退行性疾病有密切關係，且近年

來陸續有許多報告提出：抗氧化天然物或藥物在保健上扮演一重要角色。

已知含有 4-Phenylcoumarin衍生物之豆科降香檀(Dalbergia odorifera Chen)

具有鎮靜、鎮痛、抗惊；抑制血小板凝聚、抗瘀血、抗炎和降血脂等作用，

但其作用機制尚不清楚，所以本研究在於探討經由合成 4-Phenylcoumarin

所獲得之七種衍生物中，在抗氧化和抗癌活性上之影響。首先由實驗發現

4-Phenylcoumarin 衍生物中： DHCO、 DHPC 能有效捕捉 DPPH 

(1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical)，其 EC50分別為 5.8和 7.5 µM。進

一步的以 t-BHP誘發鼠肝細胞氧化性傷害之模式，進行 DHCO和 DHPC

之抗氧化活性分析，實驗顯示培養基中 LDH、ALT 和 AST等酵素含量、

肝細胞脂質過氧化產物 MDA 的上升及 GSH 因 t-BHP 的代謝消耗而降

低，均能顯著地被 DHCO和 DHPC (100µM)所抑制。另以 SNP 誘發巨噬

細胞過氧化作用為模式進行實驗，也顯示了 DHCO能抑制經由 SNP 所誘

導巨噬細胞過氧化作用。 

以上結果證明：4-Phenylcoumarin 衍生物能經由捕捉自由基的能力，

來抑制由 t-BHP或 SNP 誘導的氧化壓力所造成之細胞損傷。 

 

 

關鍵字：4-Phenylcoumarin衍生物、降香檀、抗氧化作用 



5 

英文摘要 

 
    Excessive formation of oxidants in biological systems 
is suggested involving several inflammatory diseases and 
cancer. Therefore, many studies have supported that 
antioxidant nutrients or/and medicines play a protective 
role in human health. The biological role of 
4-phenylcoumarins containing in Leguminosea such as 
Dalbergia odorifera Chen, is not well understood. We 
obtained seven 4-phenylcoumarin analogues from total 
synthesis of 4-phenylcoumarin. In this experiment, we 
preliminarily examined the free radical quenching capacity 
of these seven compounds in vitro by 
1,1-diphenyl -1,2-picrylhydrazyl (DPPH) free radicals. 
DHCO and DHPC showed the greatest capacity of 
scavenging ( EC50 = 5.8 µM and ;7.5 µM ). Furthermore, 
antioxidant bioactivities of DHCO and DHPC was 
investigated using a model of tert-butylhydroperoxide 
(t-BHP)-induced oxidative damage in rat primary 
hepatocytes. DHCO and DHPC decreased the leakage LDH, 
ALT, AST and the formation of MDA induced by t-BHP in 
vitro. In addition, antitumor activity of these seven 
analogues were tested by MTT assay on HL-60 leukemia 
cells and Hep3B. The DHCO showed the greatest 
cytotoxicity on HL-60 cells specifically. Although the 
mechanism of antitumor activity for these compounds 
needs further investigation, the results suggest that 
4-phenylcoumarin analogues possess potential as 
chemopreventers. 
 
 
 
 

Key words: 4-phenylcoumarin analogues, antioxidant, chemopreventers 
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壹、前  言 
 

近年來有許多報告提出生物體過多的活性氧系(ROS:．OH、

O2
．–
、H2O2、RO．etc)堆積將導致氧化性傷害如附圖一 (1)，此

一過程與發炎、癌症或退行性疾病有密切關係 (2-5)，而活性氧

系的來源很多如：由飲食攝入、細菌或病毒感染、抽煙及生理代

謝等等 (6)，雖然生物體有一套完整系統可以降低或消除氧化性

傷害如 Glutathione、 ceruloplasmin、抗氧化酵素 (catalase、

GSH-peroxidase)等等，但是過量或急遽的活性氧系將產生不可逆

的氧化性傷害，因此由飲食中攝取具有抗氧化活性或活化抗氧化

酵素之物質，可能具有保健之效。又據流行病學調查中顯示多攝

取蔬菜水果可減少心血管疾病及癌症之發生 (7-10)，近年來更有

學者指出某些飲料如綠茶、葡萄酒等都因其含有多酚化合物，在

體外或體內系統之實驗上都含有良好的抗氧化活性 (11-14)，所

以由探討中得知多酚化合物扮演著一重要角色。 
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SOD  : superoxide dismutase 
GSH  : reduced glutathione 
GSSG : oxidized glutathione 

 

附圖一： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Major ROS pathways and antioxidant defences. 
ref: TIBS. 1996. 21, 83-86 
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O O

4-Phenylcoumarin

 

4-Phenylcoumarin是 coumarin的衍生物之一，已知 coumarin

在生物活性上具有良好的抗氧化作用、抗炎、抗凝血和抗腫瘤等

等活性 (15-17)，而 Chang 等也說明了各種 coumarin之衍生物其

具有抗氧化功效，能夠抑制 xanthine oxidase活性，進而抑制代

謝過程中 superoxide anion的產生(18-19)。在傳統藥用植物中茜草

科之 Exostema caribaeum、 Exostema mexicanum、 Exostema 

acuminatum (20-23)和豆科之降香檀(Dalbergia odorifera Chen)、漆

樹科之黃練芽(Pistacia chinensis Bge.)中均含有此類衍生物，為多

酚化合物結構，在歐美傳統醫學上 Exostema caribaeum、Exostema 

mexicanum和 Exostema acuminatum常做為抗痢疾藥物使用，而

在中國”本草綱目”中降香檀取乾燥心材(稱降香 Jiangxiang)做為

對中樞神經系統的抑制作用：鎮靜、鎮痛、抗惊；抑制血小板凝

聚、抗瘀血、抗炎和降血脂等作用 (24-25)，黃練芽(黃連芽)在”

綱目拾遺”中取黃連木之葉芽主治清熱、解毒、止渴。 
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tert-Butylhydroperoxide (t-BHP)之過氧化作用： 

 

t-BHP 可藉由 cytochrome p450(在肝細胞中)或是血色素(在

紅血球中)代謝形成自由基，自由基會引發脂肪的過氧化反應，

進而影響到細胞的完整性，並會與細胞中的分子形成共價鍵結造

成細胞損傷 (26)，其可能造成細胞毒性機制如附圖二。t-BHP在

細胞內很快的被 glutathione peroxidase 代謝成 tert-butyl alcohol

和glutathione disulfide(GSSG)；接著GSSG被glutathione reductase

再氧化回GSH而造成 NADPH的氧化 (27-28)，進一步影響到鈣

離子的平衡 (29-30)，另外 t-BHP 於金屬離子的存在下會還原成

t-BHP自由基，而造成細胞膜脂質之過氧化 (31-32)，此自由基或

相伴產生的自由基攻擊細胞內之分子而造成毒性，如．OH等小

分子產生而攻擊 DNA (33)。 
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Membrane 
Lipids 

Interaction with 
Cellular Molecules 

tBO． tBOOH tBOH＋2H2O 

tBOH 

catalase Met3+ Met2+ 

Lipids 
Peroxidation

tBOH 
2GSH GSSG 

GSH 
Peroxidase 

GSSG 
Reductase 

Loss of membrane 
integrity 

NADPH + H+ NADP 

Altered Ca2+ 
Homeostasis 

Met  : metal 
tBOH : tert-butyl alcohol 
GSH  : reduced glutathione 
GSSG : oxidized glutathione 
 

 

附圖二： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proposed mechanism of cell death induced by tert-butylhydroperoxide 
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Sodium nitroprusside (Na2[Fe(CN)5NO]; SNP) : 

 

Sodium nitroprusside是一抗高血壓藥物，直接作用於血管擴

張使得動脈與靜脈血管平滑肌的鬆弛 (34)，在臨床和藥理學上及

生物醫學研究上則作為一NO donor。然 SNP會促使細胞釋放 iron

並伴隨 superoxide和 peroxynitrite的產生，而誘發細胞的脂質過

氧化作用及 cyanide (CN)的釋放，而產生細胞毒性如附圖三

(35-37)。 

先前的研究發現 NO donors會阻斷由銅離子等所誘發脂質過

氧化的鏈鎖反應而抑制細胞對 low density lipoproten（LDL）的

氧化（38），故 NO donor可用來防禦心血管疾病的產生，SNP也

是 NO donor中的一員，但作用卻是相反，會促進巨噬細胞氧化

LDL，其機轉為 SNP 在巨噬細胞中釋出 Fe2+並伴隨 superoxide

的產生因而增加氧化壓力而促進細胞對 LDL的氧化，其中 SNP

的作用與NO release較無關連，據文獻提到當巨噬細胞產生脂質

過氧化或GSH的下降時，會促使巨噬細胞對 LDL的氧化（39）。

由於 SNP會造成巨噬細胞脂質過氧化的形成，GSH的下降，並

會促進巨噬細胞對 LDL氧化的模式（40），來看 4-phenylcoumarin

保護作用。 
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附圖三： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proposed mechanism of metabolism and cytotoxicity of SNP. 
ref:Biochem. Pharmacol. 1996. 51, 1031-1039 
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脂質過氧化作用： 

 

脂質曝露於空氣中會自動氧化 (autooxidation)，不但造成食

物的腐敗，同時也會傷害活體內的組織如癌症的產生、發炎疾

病、動脈硬化、老化等等致病原因。這種有害的作用係由各種自

由基 (ROO˙、RO˙
、OH˙)所引發。英國學者 Harman等人於 1962

年提出“自由基”學說以來，已經發現自由基與許多疾病或病理

過程有關 (41)。自由基之間除了可以相互轉變外，也可以氧化生

物體內巨分子，例如：DNA。內生性的氧化作用在細胞膜上會

進行脂質過氧化作用，使得細胞膜上的脂質裂解，產生各種複雜

的脂質自由基 (42-43)。malondialdehyde (MDA)即是脂質過氧化

作用的重要裂解產物 (44)。 

天然的多不飽和脂肪酸中，常帶有兩個氫鍵夾著一個甲烯基

(diene)之構造，這種構造發生過氧化反應時，即會生成自由基，

而觸發脂質的過氧化反應。脂質過氧化作用是一種連鎖反應，它

不斷產生自由基，以供觸發進一步的過氧化。其過程如下:  

 

 

 

 

RH +．OH   R．+ H2O 

R．+ O2   ROO． 

ROO．+ RH   ROOH + R． 



14 

由於 RH雙鍵上的氫原子，極易受到自由基的攻擊而形成 R‧， 

R‧又自發的與氧起反應成為 ROO‧，ROO‧又吸引一個氫原子

(使另一個多不飽和脂肪酸分子過氧化)，而形成一種較穩定的

ROOH及一個分子的 R‧。脂質過氧化反應之產物ROOH，為引

發連鎖反應之前驅物質，所以脂質的過氧化反應具有潛在的破壞

作用。 

MDA是脂質過氧化作用的裂解產物。MDA是極活潑的交聯

劑 (cross linking agent)，因此可使細胞發生交聯而失去活性。最

近有許多研究顯示在人類及囓齒類，未經致癌物處理(carcinogen 

treatment)而測到 exocyclin propano，etheno 及 MDA在 DNA上

形成 DNA adducts。這些在DNA上形成的 exocyclin adduct會引

起細菌和人類種種突變，包括 substitutions和 frameshift (45-46)。

MDA可作為測定自由基引起脂質過氧化的一種指標 (47)。 
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貳、研究動機 
 

截至目前為止 4-Phenylcoumarin之機能性功能尚不清楚，因

此本研究利用 t-BHP 誘發老鼠初代肝細胞氧化性傷害及 SNP 誘

發巨噬細胞氧化性傷害之模式，來探討 4-Phenylcoumarin之抗氧

化作用。 
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參、材料與方法 
 

一、化學試劑 
 

[1] 購自美國 GIBCO BRL公司: 

名  稱 英文全名 

RPMI 1640 medium  

DMEM : Dulbecco’s Modified eagle medium 

William’s medium E  

HBSS : Hanks balanced salt solution 

PSN antibiotic mixture  

NEAA : MEM non-essential amino acids solution 

FBS : Fetal bovine serum 

PBS : Phosphate buffer saline 

Trypsin-EDTA  

 

[2] 購自美國 Sigma公司: 

 

名  稱 英文全名 

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

MTT : 3-[4,5–Dimethylthiazol–2-yl]-2,5–diphenyl 

tetrazolium bromide 

TBA : Thiobarbituric acid 

t-BHP : Tert-butylhydroperoxide 

SNP : sodium nitroprusside 

GSH : glutathione reduced form 

GSSG : glutathione oxidized form 

NEM : N-ethylmaleimide 
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OPT : o-phthalaldehyde 

ferrozine  

Cytochrome C  

CDNB : 1-chloro-2,4-dinitrobenzene 

SDS : Sodium dodecyl sulfate 

  

[3] 購自美國 Bio-Rad 公司:  

名  稱 英文全名 

Protein assay kit  

BSA : Lyophilized Bovine Serum Albumin 

Glycine  

Tris-HCl : Tris (hydroxymethyl)-aminoethan hydrochloride 

  

[4] 購自美國 BECKMAN公司:  

名  稱  

Beckman Paragon LIPO Gel  

  

[5] 購自德國 Boehringer Mannheim公司:  

名  稱  

collagenase  

  

[6] 其他:  

名  稱 英文全名 

Methanol  

Ethanol  

Isopropanol  
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n-butanol  

percoll  

NaHPO4 : sodium phosphate 

NaCl : sodium chloride 

Phosphotungstic acid  

Tween-20#  

Bromophenol blue  

glycerol  

Amonium persulfate  

hydroxylamine hydrochoride  

ammonium acetate  

Ammonium hydroxide  

Coomassie blue  

 

二、器  材 
 

 [1] 購自 FALCON公司:  

名  稱  

Tissue culture Dish  

Tissue culture Flask  

Microtest culture plates  

Polypropylene conical tubes  

  

[2] 購自Millipore公司:  

名  稱  

Sterivex - GV 0.22µm filter unit  
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[3] 其他:  

名  稱  

Filtertips  

Micro test tubes  

Disposable syringe  

 

三、儀  器 
 

中文名稱 英文名稱/廠商型號 

二氧化碳培養箱: NUATR CO2 water-Jacketed incubator 

冷藏冰箱: Whirlpoor 

無菌操作台: NUATR Biological Safety Cabinots 

分光光譜儀: UV and Visble Spectrophotometer 

HITACHI/U2000 

螢光分光光譜儀: Fluorescence Spectrophotometer 

HITACHI/F2000 

倒立式顯微鏡: Nikon/Diaphot 300 

電泳分析儀: Beckman paragon lipo gel electrophoresis 

system 

震盪器: Scientific industries vortex genie 2 

超高速離心機: Beckman TL-100 

桌上型離心機: KUBOTA 2010 

微量離心機: Shelton VS 15 

冷凍離心機: Universal 32/32R 

乾浴槽: T hermolyne 
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水浴槽: Techne TE 8J 

電子天秤: Sartorius analytic 

電磁攪拌加熱器: CORNING 

酸鹼值測定儀:    JENCO electronics 

三度空間震盪器: pippet shaker 

Homogenizer: EYRLA MAZELA Z 
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O

O

HO OH OH

OH

O

O

HO OH OMe

OMe

O

O

HO OH OMe

5,7-Dihydroxy-4-(3,4-dimethoxyphenyl)-coumarin (DMPC)

5,7-Dihydroxy-4-(3,4-dihydroxyphenyl)-coumarin (DMPC)5,7-Dihydroxy-4-(4-methoxyphenyl)-coumarin (MMPC)

O

O

HO OH OMe

O

O

HO OH OH

5,7-Dihydroxy-4-(4-hydroxyphenyl)-chroman-2-one (MHCO)

O

O

HO OH OMe

5,7-Dihydroxy-4-(3,4-dimethoxyphenyl)-chroman-2-one (DMCO)

O

O

HO OH OH

5,7-Dihydroxy-4-(3,4-dihydroxyphenyl)-chroman-2-one (DHCO)

OMe OH

5,7-Dihydroxy-4-(4-methoxyphenyl)-chroman-2-one (MMCO)

四、實驗方法 

材料來源：4-phenylcoumarin 衍生物由國立彰化師範大學化學系

李衍彰教授所提供。 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The chemical structure of 
4-phenylcoumarin analogus 
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(一) 初代鼠肝細胞之培養 

初代培養之肝細胞係根據 Bonney 氏等之方法 (48)，以肝臟灌流

方法取得(two-stage liver perfusion method)。由購自台中榮民總醫院

Sprague-Dawley 品系大鼠腹腔注射戊基巴比妥 (pentobarbital) (50 

mg/ml)劑量每 100公克體重為 0.2 ml，麻醉後，打開腹腔，以 20G血

管導管穿剌肝門脈，固定之後以加有 EDTA不含鈣、鎂離子之 HBSS 

(Hanks’ Balabced Salt Solution)緩衝液 100ml灌流，同時剪斷下腔靜脈

放血，再以含膠原酵素(collagenase)之 HBSS 緩衝液灌流 100ml後，

取下肝臟，分離肝細胞，以 1 × 10 6 cells/ml之細胞密度培養於含 10% 

胎牛血清、1% PSN和 1% glutamine之William’s E培養基中(Gibco)，

37℃、5% CO2中培養。於最初四小時更換培養基，除去未貼壁之細

胞，當作以下各種實驗之細胞材料。 

(二) MTT法之細胞活性分析 

細胞活性分析係根據 Alley 等之方法 (49)，其原理是存活的肝細

胞 能 將 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide)經由粒線體中的 dehydrogenase 作用代謝還原成 formazan 

crystal，來測其細胞存活。實驗方法：是在 24 well的培養皿中置入一

定量肝細胞（1 × 10 6 cells/ml），於 37℃、5% CO2中培養四小時，然

後加入 10µM、20µM、50µM、100µM的 4-phenylcoumarins，培養 24

小時後，除去培養基，加入新的培養基及 100µl MTT (final 0.5mg/ml)，

作用 4小時後，除去培養基，加入 1 ml isopropanol將 formazan溶解，

於波長 563 nm下測定 OD值。 
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(三) 自由基捕捉劑之測定 

本實驗使用 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)自由基，因其在

結構上可以產生穩定的共振，可在適當的狀態下長時間保存 (50)，且

其在 571nm 的波長下有獨特的吸光值，當 DPPH 的濃度降低，其吸

光值亦隨之降低。測定係將不同濃度 4-phenylcoumarins 溶於 DMSO

中及以 DMSO為控制組，均取 100µl加入含 2.87 ml methanol和 30µl 

10mM DPPH的 reaction mixture，於室溫中反應 30分鐘，再加入 1 ml 

redistilled water與 3 ml的 toluene充分混合，之後以 3000 rpm離心 10

分鐘，取上清液置 spectrophotometer於 571nm波長下測其吸光值。 

(四) MDA生成濃度之分析 

肝細胞中脂質過氧化係根據 Yagi 氏等修飾之螢光測定法 (51)藉

著 thiobarbituric acid (TBA)，來測定 malondialdehyde (MDA) 的生成

濃度。其測定原理為： 

實驗方法：是在肝細胞 1 × 10 6 cells/ml，加入 10µM、20µM、50µM、

100µM的 4-phenylcoumarins前處理 1小時後，再加入 1.5 mM tert-butyl 

hydroperoxide (t-BHP) 繼續培養 30分鐘，另以單獨處理 t-BHP 者作

為控制組。除去培養基，以 PBS wash 及 1 ml 50 mM phosphate buffer

收集細胞，取 0.5 ml 細胞懸浮液加入 3% SDS、0.1N HCl、10% 

N

N

SHHO

OH

N

N

SHHO

OH

OO N

N

OH

OHSH

MDA (TBA) conjugate

MDA

Thiobarbituric acid

+   2
heat

acid, pH = 3.5
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phosphotungastic acid、0.7% 2-thiobarbi turic acid 之後，避光下加熱 100

℃ 30分鐘，再加入 2 ml n-butanol萃取，最後以 3000 rpm離心 10分

鐘取上清液測定。採用 1,1,3,3-tetramethoxypropane當作 standard，於

Ex 515 nm/Em 553 nm 下測定螢光強度。取 0.1 ml 細胞懸浮液用

protein assay kit (Bio Rad)，以 BSA當 standard，定量蛋白質含量。 

(五) 肝細胞毒性分析 

以肝功能診斷酵素包括 LDH、ALT、AST作為急性肝細胞毒性分

析的指標  (52)。測定係將不同濃度的 4-phenylcoumarins 10µM、

20µM、50µM、100µM先加入培養之肝細胞培養基中前處理 1小時後，

再加入 1.5 mM tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) 繼續培養 30分鐘，以

單獨處理 t-BHP 作為控制組，之後收集培養基，分別取 1 ml的培養

基，以 Sigma 公司的 Lactate dehydrogenase (LDH) kit、Asparate 

aminotransferase (ALT) kit和 Asparate aminotransferase (AST) kit 在波

長 340 nm下測定 NADH的生成增加或減少表示 LDH、ALT 和 AST

的活性，其測定原理分別為： 

LDH為：      

       Lactate + NAD+     NADPH + Pyruvate 

 

ALT 為： 

  L-Alanine + 2-Oxoglutarate      Pyruvate + L-Glutamate 

  Pyruvate + NADH    Lactate + NAD+  

 

LDH 

(340nm) 

ALT 

(340nm) 
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AST為： 

       L-Aspartate + 2-Oxoglutarate          Oxaloacetate + L-Glutamate 

 

       Oxaloacetate + NADH    Malic acid + NAD+  

 

(六) GSH、GSSG定量分析 

GSH、GSSG的定量分析方法主要是根據 Hissin等人的方法 (53)，

在 4℃下將細胞均質化並離心取其上清液再加入螢光呈色劑 OPT 

(o-phthaldialdehyde)與GSH、GSSG反應形成螢光物質，以 Fluorescence 

spectrophotometer於激發波長 Ex 350 nm，放射波長 Ex 420 nm下測其

吸光，最後以µ mole GSH / mg protein表示之。鼠肝細胞 1 × 10 6 cells

種於 60 mm dish 內，加入 10µM、 20µM、 50µM、 100µM 的

4-phenylcoumarins 一小時後，再加入 1.5 mM tert-butyl hydroperoxide 

(t-BHP) 繼續培養三十分鐘，另以單獨處理 t-BHP者作為控制組。去

除舊 medium 並在冰上操作以 1ml 冰的 PBS wash 二次，再以冰的

homogenizer buffer [0.3 ml 25% HPO3 + 1.2 ml phosphate-EDTA (0.1 M 

Na2HPO4．12H2O, 5 mM EDTA) PH: 8.0 ] 括下細胞，再經 homogenize

後，以冷凍離心機 4℃，11500 rpm，離心 30分鐘。 

GSH assay 

取 100µl supernatant + 1.8 ml GSH buffer + 100µl OPT (溶於MeOH)、

充份混合後，室溫避光反應 15 分鐘，並以螢光分光光度儀 Ex 350 

nm/Em 420 nm 下定量。 

(340nm) 

AST 
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GSSG assay 

取 500µl supernatant + 200µl 0.04M NEM (N-ethylmaleimide)之水溶

液，在室溫 incubate 30分鐘，然後取 100µl mixture + 1.8 ml GSSG 

buffer + 100µl OPT (溶於MeOH)、充份混合後，室溫避光反應 15分

鐘，並以螢光分光光度儀 Ex 350 nm/Em 420 nm 下定量。 

(七) 動物實驗 

一、動物來源 
Sprague-Dawley 品系雄性大鼠(230 ± 20 g)購自台中榮民總醫

院，實驗前至少飼養於動物房一週，使其適應環境；在動物房中，

以 Purina Lab Chow為飼料，蒸餾水不限制使用，並維持在日夜

12小時循環中。 

二、動物分組及藥物處理 
將 Sprague-Dawley 品系雄性大鼠每六隻一組分為正常組及實驗

組，實驗組分別以皮下注射 DHCO 0.05 mg/kg、0.5 mg/kg、2 

mg/kg、5 mg/kg和 10 mg/kg，連續五天，然後斷食一夜(18h)，

將老鼠斷頭，取其血液分析。 

三、血清中肝酵素毒性分析 
以肝功能診斷酵素包括 ALT、AST 和 LDH，作為肝毒性分析的

指標。而以腎功能診斷酵素包括 BUN、Creatinine和 Uric Acid，

作為腎毒性分析的指標。 
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(八) 脂蛋白製備（Lipoprotein preparation） 

取健康志願者的血液，靜置待血液凝固後，以 3000rpm離心十分鐘，

取上清液即為血清。然後以血清來製備 LDL（54-56）。 

取血清 2.0ml加入 0.15M NaCl及 0.3mM EDTA（PH7.4）放入 Beckman 

TL-100桌上型超高速離心機，以 9 ×104 rpm、10℃離心 10分鐘，除去

上層液，再加入 0.15M NaCl及 0.3mM EDTA（PH 7.4）， 9 ×104 rpm、

10 ℃，離心 3.5hrs，除去上層液，再加入 KBr，再離心 3.5hrs，上層液即

為 LDL。 

由於 LDL 在純化過程中加入 EDTA，所以必須以透析法去除 LDL

的 EDTA（57-58），我們用 column PD-10（G-25 PD-10 Sephadex column; 

Pharmacia），先以 25ml PBS過 PD-10 column，再加 2.5ml sample（LDL），

然後再加 3.5ml PBS，去除前面 0.5ml剩下 3ml即為去 EDTA之 LDL。 

 

(九) relative electrophoretic mobility（REM） 

以 Beckman paragon lipo gel electrophoresis system （Beckman 

analytic, milan , Italy），目的在測量脂蛋白的 electrophoretic mobility。將

RAW 細胞培養於 RPMI medium 中含 10% serum 及 1% antibiotics 

（penicillin、streptomycin、neomycin），種植 2.5×105 cells/ml over night貼

壁後，改換為 Dulbecco's modified serum free medium（DMEM-F12），然後

加入 0.1 mM sodium nitroprusside 及 100 µg/ml LDL反應 20hrs，取medium

測定 LDL之MDA、REM。將 sample 5 ìl loading 至 agarose gel中進行

electrophoresis，以 100 V跑 30分鐘，然後取 gel烘乾，染色，脫色。其

詳細流程如下： 
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       < 電泳步驟 >               < 試劑配置 > 

            gel                    ＊buffer：18.2g可泡成 1500ml 

             ↓                    6.07g/500ml泡好室溫可保持 60天 

      濾紙吸取多餘水份 

             ↓                      ＊固定液： 180ml酒精 

  loading LDL sample 5µl,5min                        + 

             ↓                                  90ml水 

    長條濾紙吸多餘 sample                          + 

             ↓                                30ml冰醋酸 

     架膠，加 buffer至線齊                         ↓ mix完全 

             ↓                                 室溫保存 

    100V、30min（注意正負極） 

             ↓                      ＊染色液：165ml酒精 

        固定液 5min                                + 

             ↓                           3ml paragon Lipo stain 

       烘乾（務必全乾）                           + 

             ↓                                 135ml 水 

         染色 5min                                 ↓ mix 5-10 min 

             ↓                             室溫可保存 7天 

        脫色I、II、III    

             ↓                      ＊脫色液I、II、III： 

            烘乾                               450ml酒精 

                                                  + 

                                               550ml 水 

                                                  ↓ mix完全 

                                               室溫保存 
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(十) Superoxide assay 

將培養中之巨噬細胞(RAW264.7 cell)調整細胞濃度為 2.5 ×105 

cell/ml，隔夜貼壁後，換 RPMI 1640之無色培養基並加入 5µM、10µM、

20µM和 50µM等不同濃度的 DHCO並加入 0.1mM SNP當實驗組，

以單獨處理 SNP 作為控制組，培養 20小時之後收集培養基，分別取

0.9 ml的培養基，加 0.1 ml 1.2μM cytochrome C，於 37℃水浴中反應

10分鐘，置於冰上 5分鐘停止反應，於 550nm波長下測其吸光值 (59)。 

(十一) Iron assay 

將培養中之巨噬細胞(RAW264.7 cell)調整細胞濃度為 2.5 ×105 

cell/ml，隔夜貼壁後，換 RPMI 1640之無色培養基並加入 5µM、10µM、

20µM和 50µM等不同濃度的 DHCO並加入 0.1mM SNP當實驗組，

以單獨處理 SNP 作為控制組，培養 20小時之後收集培養基，分別取

1 ml的培養基，加 0.02 ml acid reagent，於水浴中煮沸 10分鐘，冷卻

至 20℃，再加入 0.02 ml buffer solution混合 1分鐘，於 562nm波長下

測其吸光值 (60)。 
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肆、結  果 
 

一、4-Phenylcoumarin analogus對自由基捕捉能力之測定 

利用DPPH實驗測定結果顯示4-Phenylcoumarin analogus對自由

基之捕捉能力，如 Table 1. 所示以 DHCO、DHPC、Esculetin之捕捉

能力最強，EC50分別為 5.8 µM、7.5 µM和 6.9 µM。 

 

二、DHCO 之抗氧化活性 

(一)、DHCO對自由基捕捉能力之測定 

利用 DPPH實驗測定結果，顯示DHCO對自由基之捕捉作用，

具有劑量依存性關係，如 Fig. 2所示在實驗濃度 1 µM、10 µM和

100 µM下之捕捉能力分別為 12.92 %、84.67 %和 95.22 %。 

 

(二)、DHCO對鼠肝細胞毒性之分析 

如 Fig. 3所示，利用 MTT方法測定細胞活性時，在實驗濃度

為 10 µM，20 µM，50 µM和 100 µM時顯示對細胞沒有影響，因

此本研究採用 10 µM，20 µM，50 µM和 100 µM等四個濃度作為

實驗之非毒性劑量。 
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(三)、DHCO對於 t-BHP誘發脂質過氧化的影響 

本實驗以 MDA生成濃度作為脂質過氧化之指標，結果如 Fig. 

4所示，單獨以 1.5 mM t-BHP處理之控制組，其初代培養鼠肝細

胞中MDA濃度顯著升高。但先經以 DHCO 10 µM，20 µM，50 µM

和 100 µM前處理 1小時後，再以 1.5 mM t-BHP處理 30分鐘，結

果與單獨處理 t-BHP之控制組相比較，MDA的生成濃度明顯地分

別降低了 32.7 %、41.6 %、64.4 %和 70.0 %。 

 

(四)、DHCO對 t-BHP誘發鼠肝細胞毒性之影響 

鼠肝細胞在 DHCO無毒劑量下(10 µM，20 µM，50 µM和 100 

µM)前處理 1小時後，再以 1.5 mM t-BHP處理 30分鐘，使誘發產

生細胞毒性。由鼠肝細胞外漏之 LDH、ALT 和 AST等值的變化，

來判斷其對肝功能的保護效果如何？由Table 2. 所示，單獨加入1.5 

mM t-BHP控制組之 LDH、ALT、AST值明顯增加；而 DHCO能

顯著地抑制由 t-BHP 所誘導的肝細胞培養基中所滲漏的 LDH、

ALT、AST值升高現象，且在 100 µM前處理時有意義的降低 LDH

值 59.4 %、ALT值 58.8 %、AST值 62.4 %。 
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(五)、DHCO對 t-BHP誘發鼠肝細胞 GSH和 GSSG之影響 

由 Table 3. 所示，單獨以 1.5 mM t-BHP處理之控制組，其初

代培養鼠肝細胞中GSH和 GSSG的含量明顯受到抑制。但先經以

DHCO 10 µM，20 µM，50 µM和 100 µM前處理 1小時後，再以

1.5 mM t-BHP處理 30分鐘，結果與單獨處理 t-BHP之控制組相比

較，GSH和 GSSG的含量皆上升且有統計學上意義。 

 

(六)、DHCO對大鼠血清肝、腎功能之影響 

鼠肝、腎組織之損傷，可由血清中一些酵素的升高作為指標，

當以最大劑量 10 mg/kg DHCO連續五天皮下注射後，在肝功能方

面之影響如 Table 4. 所示，LDH、ALT 和 AST值並無統計學上意

義；而在腎功能方面之影響如 Table 5. 所示，BUN、Creatinine和

Uric Acid 值亦同。由以上結果得知 10 mg/kg 之 DHCO連續五天皮

下注射後，對實驗之大鼠並未產生肝、腎細胞毒性。 

 

三、DHPC之抗氧化活性 

(一)、DHPC對自由基捕捉能力之測定 

利用 DPPH實驗測定結果，顯示 DHPC對自由基之捕捉作用，

具有劑量依存性關係，如 Fig. 5所示在實驗濃度 1 µM、10 µM和
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100 µM下之捕捉能力分別為 12.19 %、65.08 %和 91.82 %。 

 

(二)、DHPC對鼠肝細胞毒性之分析 

如 Fig. 6所示，利用 MTT方法測定細胞活性時，在實驗濃度

為 10 µM，20 µM，50 µM和 100 µM時顯示對細胞沒有影響，因

此本研究採用 10 µM，20 µM，50 µM和 100 µM等四個濃度作為

實驗之非毒性劑量。 

 

(三)、DHPC對於 t-BHP誘發脂質過氧化的影響 

本實驗以 MDA生成濃度作為脂質過氧化之指標，結果如 Fig. 

7所示，單獨以 1.5 mM t-BHP處理之控制組，其初代培養鼠肝細

胞中MDA濃度顯著升高。但先經以 DHPC 10 µM，20 µM，50 µM

和 100 µM前處理 1小時後，再以 1.5 mM t-BHP處理 30分鐘，結

果與單獨處理 t-BHP之控制組相比較，MDA的生成濃度明顯地分

別降低了 43.2 %、63.7 %、75.8 %和 80.5 %。 

 

(四)、DHPC對 t-BHP誘發鼠肝細胞毒性之影響 

鼠肝細胞在 DHPC無毒劑量下(10 µM，20 µM，50 µM和 100 

µM)前處理 1小時後，再以 1.5 mM t-BHP處理 30分鐘，使誘發細
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胞毒性。由鼠肝細胞外漏之 LDH、ALT 和 AST等值的變化，來判

斷其對肝功能的保護效果如何？由Table 6. 所示，單獨加入1.5 mM 

t-BHP 控制組之 LDH、ALT、AST 值明顯增加。而 DHPC 能顯著

地抑制由 t-BHP 所誘導的肝細胞培養基中所滲漏的 LDH、ALT、

AST值升高現象，且在100 µM前處理時有意義的降低 LDH值 60.9 

%、ALT值 57.9 %、AST值 39.2 %。 

 

(五)、DHPC對 t-BHP誘發鼠肝細胞 GSH與 GSSG之影響 

由 Table 7. 所示，單獨以 1.5 mM t-BHP處理之控制組，其初

代培養鼠肝細胞中GSH和 GSSG的含量明顯受到抑制。但先經以

DHCO 10 µM，20 µM，50 µM和 100 µM前處理 1小時後，再以

1.5 mM t-BHP處理 30分鐘，結果與單獨處理 t-BHP之控制組相比

較，GSH和 GSSG的含量皆上升且有統計學上意義。 

 

四、DHCO 對 SNP活化巨噬細胞氧化能力之影響 

(一)、DHCO對巨噬細胞毒性之分析 

如 Fig. 8所示，利用MTT方法測定細胞活性時，DHCO在實

驗濃度為 5 µM，10 µM，20 µM和 50 µM時顯示對細胞沒有影響，

因此本研究採用 5 µM，10 µM，20 µM和 50 µM等四個濃度作為
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實驗之非毒性劑量。 

 

(二)、DHCO對於 SNP誘發巨噬細胞脂質過氧化的影響 

本實驗以 MDA生成濃度作為脂質過氧化之指標，結果如 Fig. 

9所示，單獨以 0.1 mM SNP 處理之控制組，其 RAW 264.7 cell中

MDA濃度顯著比正常組升高 3.2倍。但經以 DHCO 5 µM、10 µM、

20 µM、50 µM和 0.1 mM SNP一起作用後，結果與單獨處理 SNP

之控制組相比較，MDA的生成濃度明顯地分別降低了 27.7%、39.8 

%、49.2 %和 59.8 %。 

 

(三)、DHCO對於 SNP誘發巨噬細胞 LDL脂質過氧化的影響 

如 Fig.10、11所示，SNP 會誘發巨噬細胞氧化 LDL而產生大

量MDA及負電荷增加，但加入 DHCO時則具有明顯抑制 LDL之

MDA產生及負電荷的形成。由結果顯示 DHCO具有保護 LDL免

於 SNP 誘發巨噬細胞而被氧化及防止巨噬細胞MDA產生。 

 

(四)、DHCO對於 SNP誘發巨噬細胞 GSH與 GSSG之影響 

由 Table 8. 所示，單獨以 0.1 mM SNP 處理之控制組，其

RAW 264.7 cell中 GSH含量明顯受到抑制；而 GSSG含量上升。
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但經以 DHCO 5 µM、10 µM、20 µM、50 µM和 0.1 mM SNP 一

起作用後，結果與單獨處理 SNP 之控制組相比較，GSH有劑量

依存性的上升。 

 

(五)、DHCO對於 SNP誘發巨噬細胞釋放 Iron之影響 

由 Fig. 12. 所示，單獨以 0.1 mM SNP 處理之控制組，其 RAW 

264.7 cell之培養基中 Iron (II)含量顯著比正常組升高 3.2倍。但經

以 DHCO 5 µM、10 µM、20 µM、50 µM和 0.1 mM SNP一起作用

後，結果與單獨處理 SNP 之控制組相比較，有明顯之下降。 

 

(六)、DHCO對於 SNP誘發巨噬細胞釋放 Superoxide之影響 

由 Fig. 13. 所示，單獨以 0.1 mM SNP 處理之控制組，其 RAW 

264.7cell之培養基中 superoxide含量升高。但經以 DHCO 5 µM、

10 µM、20 µM、50 µM和 0.1 mM SNP 一起作用後，結果與單獨處

理 SNP 之控制組相比較，亦有下降之趨勢。 
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伍、討  論 
 

近年來許多注意力都集中在生物系統中天然具有保護生化

功能的抗氧化物質，與其作用機制。其中廣泛存在於植物中的多

酚化合物，扮演著食物中抗氧化劑的角色並可避免肝臟的氧化損

傷 (61-62)。 

本研究以合成 4-Phenylcoumarin 所獲得之七種衍生物為樣

品，首先在 in vitro實驗中測定它們對自由基捕捉之能力，由 table 

1 得知 DHCO 和 DHPC對自由基之捕捉能力最強，EC50分別為

5.8 µM和 7.5 µM且具有劑量依存性之關係。一般帶有 ortho或

para dihydroxy group 的芳香環，在與自由基反應後，

ortho-dihydroxy或 para-dihydroxy會形成共振式，而來穩定芳香

環的 free radical form但 meta-dihydroxy則無法形成共振式。若在

hydroxy group的 ortho或 para位置有 electron-donor group則更能

穩定帶有 partial positive charge 的 aryloxyl radical。DHCO 和

DHPC在 3’和 4’位置由於含有 ortho-dihydroxy，且有多處共振位

置，所以其抗氧化能力最強。 

完整的細胞膜是維持細胞功能的重要因素，但細胞膜上的脂

質過氧化分解反應會造成化學性誘發的毒性。有機過氧化物

t-BHP 能在生物體系統中提高 oxidative stress，對肝細胞能造成

明顯的脂質過氧化作用，故能使脂質過氧化產物MDA的濃度大

為增加，以及 GSH/GSSG 的比值下降，並急速提高 lactate 
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dehydrogenase (LDH)，alanine aminotransferase (ALT)等酵素之釋

放，開啟一連串有害反應而導致細胞的死亡；亦可在顯微鏡下觀

察到細胞器形態之改變。除此，過去研究發現，t-BHP 能造成

human erythrocytes提高 peroxynitrite (ONOO-)及 MDA的產生，

抑制了 Ca2+ pump ATPase activity，進一步以 t-BHP與 hemoglobin 

(Hb)和methemoglobin (metHb)作用則發現會引起 superoxide (O2
-)

與 hydrogen peroxide (H2O2)的增加；因此利用 t-BHP所誘導的脂

質過氧化及酵素滲漏，可作為評估實驗材料是否具有抗氧化作用

和抗肝毒活性的良好模式 (63-64)。所以在本實驗中我們利用

t-BHP來產生肝細胞的毒性傷害，而以 LDH、ALT和 AST等酵

素作為肝細胞毒性的基本指標。由 Table 2 和 Table 6 所示；預處

理 DHCO與 DHPC結果發現可以抑制 t-BHP對肝細胞的毒性。

接著再以MDA當作脂質過氧化指標，由 Fig. 4和 Fig. 7發現；

以 t-BHP單獨處理之控制組，與正常組相比較其初代培養鼠肝細

胞中 MDA濃度顯著升高。但先經以DHCO與 DHPC預處理後，

結果與單獨處理 t-BHP 之控制組相比較，MDA的生成濃度明顯

地降低且具有劑量依存性關係。 

Glutathione是保護細胞對抗化學毒性物質的重要分子，GSH

降低是因其與過氧化氫或是自由基作用而減少。t-BHP有二種不

同的代謝路徑，一是經由 cytochrome p450 代謝為自由基物質

(RO．)，進而傷害組織或細胞 (26)。；另一是經由 GSH peroxidase
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轉換 t-BHP成為 t-butanol與 GSSG，而大量消耗 GSH 將影響細

胞的訊息傳遞、基因表現及防止細胞受氧化性傷害的能力 (65)。

由於 t-BHP在細胞內代謝會消耗大量的 GSH，故可經由 GSH的

定量來探討DHCO與 DHPC抑制過氧化物(peroxide)之路徑。由

Table 3和 Table 7 結果顯示 t-BHP會抑制 GSH生成，但若以高

濃度的 DHCO 與 DHPC 預處理，則有效的抑制此現象。另外

t-BHP導致 GSH 減少並無伴隨 GSSG增加，顯示 t-BHP 是直接

和 GSH作用。因此初步認為DHCO與 DHPC是藉由直接在細胞

外或細胞內捕捉自由基或過氧化物來降低細胞膜的脂質過氧化

作用。 
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另外，我們也以 SNP 活化巨噬細胞氧化作用之模式，來探

討 DHCO 在巨噬細胞中之抗氧化能力。當血液中含過量低密度

脂蛋白質(LDL)時，過多的 LDL 會浸潤在血管的內膜，而這些

LDL受到自由基作用，形成氧化型低密度脂蛋白質 (ox-LDL)，

就很容易被巨噬細胞吞噬而形成 foam cell，是動脈粥狀硬化過程

中最早可辨識的病灶。LDL 目前已被證明能被形成自由基的細

胞如吞噬細胞、血管內皮細胞及平滑肌細胞所修飾(66)。經氧化

修飾的 LDL在物理、化學和生化的特性上都和 native LDL有很

大差異，例如 apo B lipoprotein上 lysine的ε-amino group會和脂

肪酸的氧化產物共價健結，並因而造成 LDL正電荷的減少。一

般而言除了正電荷增加及不能被正常 LDL receptor 辨認而被

scavenger receptor辨認外(67-68)，LDL還有下列的變化如脂肪酸

過氧化作用的產物增加，LDL 上 apo B lipoprotein 會裂解及將

lecithin水解成 lysolecithin (69)。即使 LDL只被初步氧化，仍然

會釋出傷害血管內皮細胞或體內其他細胞功能的 cytotoxic 產物

或 cytotoxic lipid。 

由於 SNP 活化巨噬細胞後會釋出 iron 且伴隨著 superoxide

的產生，因而增加氧化壓力而活化巨噬細胞的脂質過氧化作用，

所以當 superoxide和 nitric oxide反應形成 peroxynitrite (反應 1)，

然後 peroxynitrite再分解成 NO2和 hydroxyl radicals (反應 2)，則

迅速起始了脂質過氧化作用。由 Fig. 9 和 Fig.10 發現；以 SNP
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GSSG 

單獨處理之控制組與正常組相比較其 MDA 濃度顯著升高 3.2

倍。若以 DHCO和 SNP 一起作用後，結果與單獨處理 SNP之控

制組相比較，MDA的生成濃度明顯地降低且具有劑量依存性關

係。Fig. 11 顯示 SNP會促進巨噬細胞對 LDL的氧化而增加負電

荷，此現象亦為 DHCO所抑制。 

 

 

 

 

由 Table 8 結果顯示單獨處理 SNP時，會促使 GSH下降並伴隨

著 GSSG增加 (反應 3)，但若以 DHCO和 SNP一起作用後，則有

效的抑制此現象。 

 

                                         反應 3 

 

由於 SNP 活化巨噬細胞後會釋出 iron且伴隨著 superoxide的產

生，所以由 Fig. 12和 Fig. 13顯示；單獨處理 SNP時，其 RAW 

264.7 cell之培養基中 iron (II)含量顯著比正常組升高出 3.2倍 (反

應 4)，而 superoxide也有明顯增加。若以DHCO和 SNP一起作用

後，亦有效的抑制此現象。 

 

 

O2．– + NO．  ONOO–       反應 1 

ONOO– + H+   ．OH + NO2．  反應 2

ONOO– + Fe 2+ + H+   ．OH + NO2
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由以上結果顯示：抗氧化劑和 iron chelator能有效預防因 SNP所

誘導的脂質過氧化作用和細胞毒性。 

DHCO 
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柒、圖  表 

 

 
Table 1. Quenching effect of 4-Phenylcoumarin analogus on DPPH 
 

                           % of DPPH bleachingb 

 Treatmenta     0.001 mM     0.01 mM     0.1 mM      1 mM      EC50 (mM) 
MMCO      2.28 ± 0.63 11.95 ± 0.45 39.95 ± 1.29 1.257 
MHCO      1.82 ± 0.33 14.81 ± 0.43 50.07 ± 0.10 0.985 
DMCO      8.18 ± 0.43 14.84 ± 1.21 50.33 ± 0.35 0.982 
DHCO 12.92 ± 0.85 84.67 ± 2.77 95.22 ± 0.14      0.0058 
MMPC      8.18 ± 0.90 18.95 ± 0.73 61.41 ± 1.04 0.781 
DHPC 12.19 ± 0.75 65.08 ± 0.91 91.82 ± 0.68      0.0075 
DMPC      1.94 ± 0.23 24.18 ± 2.16 62.39 ± 0.87 0.764 
Esculetin 11.15 ± 1.44 71.04 ± 1.08 86.19 ± 0.46      0.0069 

 

a. The reaction mixture contained, in 3 ml of methanol, 10 mM DPPH and 30 µl of 

4-Phenylcoumarin analogus in dimethyl sulfoxide. After 30 min at room temperature, 1 

ml of redistilled water and 3 ml of toluene were added and samples were mixed and 

centrifuged. The absorbance of the upper phase was read at 517 nm against a blank 

without 4-Phenylcoumarin analogus, processed as above. 

 

b. Percentages of DPPH bleaching = [(absorbance of DMSO - absorbance of test) / 

absorbance of DMSO] × 100 % 

 

Data represent the mean ± SD. from three independent experiments. 



55 

 

 

Table 2. Effect of DHCO on the leakage of LDH, ALT and AST treated with 1.5 mM t-BHP 

for 30 min in primary cultured rat hepatocytes. 

 

                                   mU / 106 cell 

        Treatment     LDH              ALT              AST 
Solvent(0.2%DMSO) 216.6 ± 7.6  28.3 ± 7.6  163.3 ± 14.4  

t-BHP 825.0 ± 34.6  186.6 ± 7.6  348.3 ± 7.6  
100 µM 221.6 ± 5.7  30.0 ± 5.0  158.3 ± 7.6  

t-BHP + 10 µM 656.6 ± 10.4 ** 146.6 ± 2.8 ** 255.0 ± 5.0 ** 
t-BHP + 20 µM 670.0 ± 22.9 ** 151.6 ± 5.7 * 236.6 ± 7.6 ** 
t-BHP + 50 µM 603.3 ± 32.5 ** 150.0 ± 8.6 * 236.6 ± 10.4 ** 

t-BHP + 100 µM 335.0 ± 26.4 ** 70.0 ± 10 ** 156.6 ± 5.7 ** 

 

a. Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

b. *P < 0.01; **P < 0.001, compared to treatment with t-BHP alone. 
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Table 3. Effect of DHCO on GSH and GSSG treated with 1.5 mM t-BHP for 30 min in 

primary cultured rat hepatocytes.  

 

                          µg/ml protein 

        Treatment     GSH             GSSG         GSH/GSSG 
Solvent(0.2%DMSO) 1.15 ± 0.06  1.08 ± 0.10  1.06 ± 0.16 

t-BHP 0.31 ± 0.06  0.54 ± 0.01  0.58 ± 0.13 
100 µM 1.07 ± 0.05  0.88 ± 0.03  1.21 ± 0.02 

t-BHP + 10 µM 0.32 ± 0.02  0.71 ± 0.04 ** 0.45 ± 0.03 
t-BHP + 20 µM 0.46 ± 0.02 * 0.74 ± 0.06 ** 0.63 ± 0.07 
t-BHP + 50 µM 0.57 ± 0.11 * 0.94 ± 0.11 ** 0.61 ± 0.11 

t-BHP + 100 µM 0.75 ± 0.06 *** 0.99 ± 0.22 * 0.77 ± 0.16 

 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001, compared to treatment with t-BHP alone. 
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Table 4. Effect of DHCO on the liver function in rats 
 

       Treatment      LDH (IU/L)      ALT (IU/L)      AST (IU/L) 
Normal 1718 ± 87 84.6 ± 5.5 290.3 ± 56.5 

Solvent (0.2%DMSO) 1820 ± 98 89.0 ± 6.5 306.3 ± 17.3 
0.05 mg/kg 1960 ± 61 87.6 ± 8.3 352.3 ± 43.8 
0.5 mg/kg 1642 ± 70 92.0 ± 7.0 314.3 ± 30.2 

2 mg/kg 1574 ± 31 82.6 ± 8.6 310.0 ± 48.8 
5 mg/kg 1551 ± 50 84.6 ± 9.8 304.3 ± 15.0 

10 mg/kg 1633 ± 56 80.3 ± 1.1 291.3 ± 17.0 
 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n = 6). 
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Table 5. Effect of DHCO on the renal function in rats 
 

     Treatment      BUN (mg/ml)  Creatinine (mg/ml)  Uric Acid (mg/ml) 
Normal 15.6 ± 2.5 0.50 ± 0.10 2.2 ± 0.3 

Solvent (0.2%DMSO) 13.6 ± 2.1 0.46 ± 0.05 2.3 ± 0.4 
0.05 mg/kg 15.3 ± 1.5 0.50 ± 0   2.2 ± 0.2 
0.5 mg/kg 15.0 ± 3.6 0.40 ± 0   2.2 ± 0.1 

2 mg/kg 15.6 ± 3.0 0.43 ± 0.05 2.3 ± 0.2 
5 mg/kg 15.0 ± 2.0 0.40 ± 0.01 2.3 ± 0.5 

10 mg/kg 16.0 ± 4.3 0.46 ± 0.11 2.5 ± 0.2 
 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n = 6). 
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Table 6. Effect of DHPC on the leakage of LDH, ALT and AST treated with 1.5 mM t-BHP 

for 30 min in primary cultured rat hepatocytes. 

 
                                   mU / 106 cell 

        Treatment     LDH              ALT              AST 
Solvent(0.2%DMSO) 333.3 ± 46.4  41.6 ± 5.7  168.3 ± 20.2  

t-BHP 956.6 ± 53.4  126.6 ± 5.7  265.0 ± 18.0  
100 µM 295.0 ± 30.4  35.0 ± 5.0  150.0 ± 17.3  

t-BHP + 10 µM 755.0 ± 63.8 * 106.6 ± 5.7 * 248.3 ± 22.5  
t-BHP + 20 µM 543.3 ± 22.5 ** 76.6 ± 5.7 ** 216.6 ± 5.7 * 
t-BHP + 50 µM 518.3 ± 30.1 ** 75.0 ± 8.6 ** 195.0 ± 8.6 * 

t-BHP + 100 µM 373.3 ± 17.5 ** 53.3 ± 7.6 ** 160.0 ± 13.2 ** 

 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.01; **P < 0.001, compared to treatment with t-BHP alone. 
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Table 7. Effect of DHPC on GSH and GSSG treated with 1.5 mM t-BHP for 30 min in 

primary cultured rat hepatocytes.  

 

                          µg/ml protein 

        Treatment     GSH             GSSG         GSH/GSSG 
Solvent(0.2%DMSO) 0.99 ± 0.04  1.75 ± 0.23  0.57 ± 0.10 

100 µM 1.19 ± 0.14  1.36 ± 0.04  0.87 ± 0.08 
t-BHP 0.12 ± 0.01  0.77 ± 0.06  0.16 ± 0.01 

t-BHP + 10 µM 0.15 ± 0.02  0.71 ± 0.02  0.20 ± 0.03 
t-BHP + 20 µM 0.16 ± 0.01 * 1.30 ± 0.14 * 0.12 ± 0.01 
t-BHP + 50 µM 0.18 ± 0.02 * 1.60 ± 0.10 ** 0.11 ± 0.01 

t-BHP + 100 µM 0.25 ± 0.04 ** 1.58 ± 0.14 ** 0.16 ± 0.04 

 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.05; **P < 0.01, compared to treatment with t-BHP alone. 

 



61 

 

 

Table 8. Effect of DHCO on GSH、GSSG formation induced by 

SNP-stimulating macrophages. 
 

                             µg/ml protein 

        Treatment     GSH             GSSG         GSH/GSSG 
Solvent(0.2%DMSO) 0.42 ± 0.02  1.21 ± 0.04  0.34 ± 0.01 

SNP 0.25 ± 0.03  1.55 ± 0.05  0.16 ± 0.02 
50 µM 0.43 ± 0.01  1.21 ± 0.02  0.36 ± 0.02 

SNP + 5 µM 0.27 ± 0.01  1.26 ± 0.03 ** 0.21 ± 0.01 
SNP + 10 µM 0.30 ± 0.01  1.20 ± 0.08 ** 0.24 ± 0.01 
SNP + 20 µM 0.31 ± 0.03  1.15 ± 0.07 ** 0.25 ± 0.01 
SNP + 50 µM 0.37 ± 0.04 * 1.12 ± 0.04 ** 0.30 ± 0.04 

 

a. Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

b. *P < 0.05; **P < 0.001, compared to treatment with SNP alone. 
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Fig. 1. Effect of DHCO on DPPH radicals. The quenching effect of DHCO on DPPH 

radicals was evaluated by measuring the absorbance at 517 nm. 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.001, compared with solvent control. 
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               Normal   Control    10      20      50      100  µM 
 
Fig. 2. Cytotoxicity of DHCO in primary cultured rat hepatocytes. Hepatocytes were 

treated with various concentration of DHCO for 24 hours , then incubated with 

MTT for 4 hours.(control group: 0.2% DMSO) 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.001, compared with solvent control. 
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t-BHP       −       +       −         +         +          +         + 
  µM       −     −    100    10    20     50    100 
 

Fig. 3. Effect of DHCO on the t-BHP-induced lipid peroxidation in primary cultured rat 

hepatocytes.  

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.001; compared to treatment with t-BHP alone. 
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Fig. 4. Effect of DHPC on DPPH radicals. The quenching effect of DHPC on DPPH 

radicals was evaluated by measuring the absorbance at 517 nm. 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.001, compared with solvent control. 
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            Normal   Control    10       20      50       100   µM 
 
Fig. 5. Cytotoxicity of DHPC in primary cultured rat hepatocytes. Hepatocytes were treated 

with various concentration of DHPC for 24 hours , then incubated with MTT for 

4 hours.(control group: 0.2% DMSO) 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 
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t-BHP       −       +       −           +         +         +         + 
  µM       −     −    100    10     20    50    100 
 

Fig. 6. Effect of DHPC on the t-BHP-induced lipid peroxidation in primary cultured rat 

hepatocytes.  

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.01; **P < 0.001, compared to treatment with t-BHP alone. 
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            Normal  Control    5      10     20     50     100  µM 
 
Fig. 7. Cytotoxicity of DHCO in macrophage. Macrophage were treated with various 

concentration of DHCO for 20 hours , then incubated with MTT for 4 

hours.(control group: 0.2% DMSO) 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

* P < 0.05; ** P < 0.01, compared to solvent control. 
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0.1 mM SNP     −        +        −         +         +          +         + 
    µM       −     −     50      5     10     20    50 
 

Fig. 8. Effect of DHCO on lipid peroxidation formation induced by SNP-stimulating 

macrophages.  

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.001, compared to treatment with SNP alone. 
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0.1 mM SNP      −       +        −         +         +          +         + 
    µM       −     −     50      5     10     20    50 
 

Fig. 9. Effect of DHCO on lipid peroxidation formation of LDL induced by 

SNP-stimulating macrophages.  

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.001, compared to treatment with SNP alone. 
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0.1 mM SNP     −       +        −         +         +          +         + 
    µM      −     −     50      5     10     20    50 
 

Fig. 10. Effect of DHCO on relative electrophoresis mobility of LDL induced by 

SNP-stimulating macrophages.  

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.001, compared to treatment with SNP alone. 
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0.1 mM SNP     −        +        −         +         +          +         + 
   µM       −      −     50     5     10     20    50 
 

Fig. 11. Effect of DHCO on iron release induced by SNP-stimulating macrophages. 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.01; **P < 0.001, compared to treatment with SNP alone. 
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0.1 M SNP       −        +        −         +         +          +         + 
   µM       −      −     50     5     10     20    50 
 

Fig. 12. Effect of DHCO on superoxide release induced by SNP-stimulating 

macrophages. 

Each column represents the mean value and bars the S.D. (n=3). 

*P < 0.01, compared to treatment with SNP alone. 

 


