
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第一部分 

 

在試管中測定原兒茶酸或洛神花水萃取物對氧化型低密度脂蛋白

的作用 
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中文摘要 
天然的抗氧劑中具有抗動脈粥狀硬化形成的有 Vit E、Vit C、beta-carotene，這些

已經很清楚能使 LDL 氧化情形減少或減低氧化型 LDL 被噬入的作用。在先前的研究中，

我們已經發現原兒茶酸 (PCA) 和洛神花水萃取物 (HSE) 對於氧化型 LDL 所表現的負

電荷增加 (lipogel electrophoresis) 及脂肪酸氧化 (TBARS) 有抑制氧化的作用，在本

實驗中我們以 PCA 和 HSE 進一步探討其對抗 LDL 氧化的作用強弱。我們以 10 µM 

CuSO4與 100 µg protein/ml 的 LDL 在 37℃下共同培養 12 小時誘發總膽固醇量降解，

當加入不同劑量的 PCA 或 HSE 同時作用，我們發現 0.1 mg/ml 的 HSE 使總膽固醇降

解的現象被回復 18.15%， 而 0.5 mg/ml 的 HSE 則回復了 67.25%；PCA 則是隨著濃

度的增加，總膽固醇降解也出現逐漸被回復的現象，在 0.05 mg/ml 的濃度下總膽固醇

降解的現象約被回復 74.96 %。而在分析 OxLDL 片段化的情形時，我們發現隨著 HSE

的濃度增加，ApoB 片段化的現象逐漸被回復，在 0.5 mg/ml 的濃度下 ApoB 片段化的

現象被回復近乎 100%；而 PCA 則在 0.03 及 0.05 mg/ml 的濃度下 ApoB 片段化的現

象皆約被回復 100 %。藉此，我們推測 PCA 與 HSE 的抗 LDL 氧化的能力，應可以在預

防動脈粥狀硬化的發生上扮演一個重要的角色。 
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英文摘要 (Abstract) 
The natural antioxidants, such as Vit E, Vit C and beta-carotene, has been found 

to possess the ability to avoid LDL oxidation or reduce oxidized LDL (oxLDL) uptaken 

by macrophage; and furthermore, they were able to prevent the formation of 

atherosclerosis. In our previous studies, we explored that both protocatechuic acid 

(PCA) and the aqueous extract of its original plant, Hibiscus Sabdariffa (HSE), 

showed strong inhibitory effects on the negative charge increasing of protein moiety in 

oxLDL (lipogel electrophoresis) and on the lipid peroxidation of lipid moiety in oxLDL 

(TBARS). At present, we further investigate the effects of PCA and HSE on LDL 

oxidation。We incubated 10 µM CuSO4 and 100 µg protein/ml of LDL at 37℃ for 12 

hrs to induce the degradation of cholesterol. When cotreating with various 

concentrations of PCA or HSE, the results showed that 0.1 mg/ml of HSE recover the 

degradation of cholesterol by 18.15% and 0.5 mg/ml of HSE by 67.25% compared to 

native LDL. On the other side, the more concentrated PCA showed more significant 

recovery of cholesterol degradation. At the concentration of 0.05 mg/ml, the 

degradation of cholesterol was recovered by 74.96 %. On the investigation of ApoB 

fragmentation, HSE recovered the fragmentation gradually depending on the 

increasing concentrations. Moreover than, the ApoB fragmentation recovered almost 

by 100% at the concentration of 0.5 mg/ml. When cotreating with PCA, the similar 

situation also occurred. At the concentration of 0.03 and 0.05 mg/ml, ApoB 

fragmentation was recovered by 100 %. Taken above together, we suggested that 

PCA or HSE should play an important role on preventing atherosclerosis via inhibiting 

LDL oxidation.  
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緒論 
健康照護是人類的基本需求之一，也是衡量一個國家進步的重要指標。健康的人民

是國家競爭力的一部份，也是國家永續發展很重要的推動力，為配合民眾健康需求的轉

變，我國衛生政策的走向從注重醫療服務轉向促進民眾的健康。改變以往傳統的診斷與

治療而代之以促進健康及預防疾病，換言之，即以購買「健康」代替購買「治療」。在

醫療衛生與國民生活進步但生活習慣轉變下，國人的十大死因亦由急性傳染病、肺炎等

轉為惡性腫瘤、事故傷害及腦血管疾病、心臟疾病、糖尿病、慢性肝病及肝硬化等慢性

疾病。1997 年衛生署完成之「國民營養健康狀況變遷調查」，發現四十五歲以上民眾

糖尿病、高血壓盛行率各為 11%、43.1%，血膽固醇 (240mg/dl) 的盛行率達 22.8%，

依此數據推估，國內四十五歲以上糖尿病約 66 萬人，高血壓患者約 260 萬人，血膽固

醇過高者約 137 萬人，而高血壓與高血膽固醇經常是一體兩面, 並無二致。每年健保給

付的心臟血管藥物費用最多，高達 135 億（佔總藥物用度 16.3%）。因此目前有許多研

究致力於找尋能廣為民眾接受且有效的降血膽固醇物質，以期在預防醫學上能得到更大

效益。 

 高血壓及血膽固醇過高者之成因皆與膽固醇有關， 膽固醇的運送與位於細胞膜上

運送膽固醇的脂蛋白息息相關，脂蛋白為脂肪與蛋白質的複合體，依密度共可將脂蛋白

質分成五種: chylomicron、very-low density lipoprotein (VLDL)、intermediate density 

lipoprotein (IDL)、low density lipoprotein (LDL) 、high density lipoprotein (HDL)，其

中 high density lipoprotein 又可細分為 HDL2及 HDL3。不同的脂蛋白質上所含的脂肪及

蛋白(apolipoprotein)組成均不相同(附圖一、附表一)。自來高膽固醇與動脈粥狀硬化 
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(Atherosclerosis)的形成皆被劃上等號，但是近來許多研究發現只有膽固醇並不會引起

動脈粥狀硬化，而是由 LDL 上的不飽和脂肪酸 (polyunsaturated fatty acid, PUFA) 受

到氧化而形成氧化型脂蛋白質 (oxidized LDL) 所造成的 (1-5)。在動脈粥狀硬化形成的

假說上，「內皮功能變性 (endothelial dysfunction)」與「低密度脂蛋白氧化修飾 (LDL 

oxidative modification)」已漸成主流。另外，轉殖動物被引為病理動物模式，也為許多

脂蛋白的生化、生理與代謝角色提供了明確的證據，在動物與人體基因治療「動脈粥狀

硬化」與「再阻塞 (restenosis)」方面，亦獲相當進展。整體而言，近年來基於分子醫

學的一些進展，又已將動脈粥狀硬化的分子病因學 (molecular pathogenesis) 推展許

多，而從血脂異常到動脈硬化形成之過程亦漸明朗。基本上，在粥狀硬化過程中，單核

顆粒 (monocytes) 受到氧化型低密度脂蛋白的趨化作用，而穿過內皮細胞進入血管壁

中，再分化為滿載油脂的巨噬細胞 (macrophages)，巨噬細胞的清道夫受體 (scavenger 

receptors) 會認識並內飲 (endocytosis) 氧化型低密度脂蛋白形成泡沫細胞 (foam 

cell)，泡沫細胞集中在脂肪條紋 (fatty streaks)，是粥狀硬化過程中最早可辨識的病灶。

脂肪條紋會緩慢的形成纖維斑 (fibrous plaque)，纖維斑的轉變是發生在當平滑肌細胞

由血管中層移入血管內層時，其型態 (phenotype) 會由收縮型轉變成合成型，而在內

膜增生。在這些病灶中，大量的脂質持續的聚集在泡沫細胞，最後使細胞分裂，結果大

量的細胞外脂質取代了正常的細胞與間質，而形成一個明顯的以脂質為核心，外環包圍

著死亡巨噬細胞的粥狀瘤 (atheroma) 病灶。氧化型低密度脂蛋白不但會抑制單核顆粒

離開血管壁，同時也會傷害內皮細胞和讓其功能失調；在血管壁內皮細胞功能失調上，

先是改變血管壁的通透性，接著增加內皮細胞 (endothelium) 和白血球 (leukocyte) 的

附著分子 (adhesion molecules)，白血球則會大量的遷移到血管壁上，而使得內皮細胞
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的功能失調 (6-12, 附圖二)。這些發現使得動脈粥狀硬化的機轉逐步明朗，也為下一階

段的抗動脈粥狀藥物研發，與如何藉改變飲食與生活習慣以減緩疾病進展，提供理論基

礎。 

LDL 是一群平均直徑約為 25 nm 組成的不均勻球狀複合粒子，包含於人類血液中，

正常人之 LDL 密度介於 1.019-1.063g/mL，由蛋白質與脂質所構成。每顆 LDL 上約有

1600 個酯化膽固醇 (chlesterol ester)、500-600 個未酯化膽固醇 (free cholesterol)、 

800 個磷脂質  (phospholipids)、  170-180 個三酸甘油酯  (triacylglycerol)及一個

apolipoprotein (apoB-100)，平均質量為 2500- 2800kDa (附表二)。每個 LDL 粒子的構

型可分為構造緊密的親水性表層 (hydrophilic surface) 與親油性的核心 (hydrophobic 

core)，表層則由磷脂質單層 (monolayer) 所構成，上面有未酯化膽固醇與一個分子量

約為 550 kDa 的 apoB (含 4536 個氨基酸) 所纏繞。每個 LDL 分子內含有 6-12 個分子

的α-tocopherol，是 LDL 中最主要的內源性抗氧化劑，其餘的抗氧化劑如β-carotene、

lycopene、ubiquinone-10 等，都僅介於 0.1-0.5 個分子之間。 LDL 的各型脂質共約含

有 2700 個脂肪酸分子，其中約一半為長鏈脂肪酸，最主要的一種為亞麻油酸 (linoleic 

acid，C18:2)。人體血清中膽固醇的總濃度約為 200 mg/dL，其中約 65%由 LDL 所攜帶; 

LDL 在血液循環中的半衰期 (half life) 約為 2－3 天，由 receptor-mediated 途徑 (B/E 

receptor；LDL-receptor)與 nonspecific endocytosis 的方式進入細胞與肝臟中代謝 

(13-15)。 

LDL 的氧化是一種由自由基所引起的連鎖反應過程，牽涉了 LDL 中脂質與蛋白質

的氧化修飾與構造上的改變 (15)。在脂質的氧化方面，主要是 LDL 內鍵結於磷脂質與

膽固醇酯上的PUFA遭氧化，開始是由活性氧 (可能是OH•或ROOH的Fenton reaction
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產物 RO•) 對 PUFA 上的 bis-allylic site 進行氫自由基 (hydrogen radical;H•)的轉移，

接著產生雙鍵的重排而形成共軛雙烯 (conjugated diene)(附圖三)。自由基與動脈粥狀

硬化的關係已被深入探討(附圖四)，主導此自由基反應的兩大系統，其一為細胞系統，

如巨噬細胞 (macrophages)、動脈平滑肌細胞 (arterial smooth muscle cells)、內皮細

胞 (endothelial cells) 與淋巴細胞 (lymphocytes)，均會釋放活性氧物質(如 O2
.-、OH.-、

RS.、RSO.)，再由過渡金屬離子 (銅離子與鐵離子) 催化氧化的發生; 另一系統為酵素

所引起的氧化，如 lipoxygenase (15-1ipoxygenase、5-1ipoxygenase)、xanthine  

oxidase、NADPH oxidase、phospholiase 與 myeloperoxidase 等，均可催化 PUFA 雙

鍵位置的氧化與加氧作用。脂肪酸氧化產生的共軛雙烯，會再與分子氧反應而加氧形成

過氧化物(peroxides)，再進一步斷裂成醛 (aldehyde)、酮 (ketone) 等小分子，而可與

自由基或共軛雙烯對 LDL 上的蛋白質 (apoB-100) 進行氧化修飾 (6, 13-17)。而在蛋白

質的氧化修飾方面，當 apoB 受到自由基或共軛雙烯的攻擊後，會使蛋白質序列中的離

胺酸  (lysine) 與組胺酸等帶正電胺基酸的ε-amino group 與氧化產物的醛類交聯 

(cross-linking) 而產生 Schiff base，而使 LDL 表面的正電荷減少及負電荷增加，此種改

變使氧化之 LDL 不再被 LDL receptor (B/E receptor) 所辨識，反由巨噬細胞表現之清

除受體 (scavenger receptor) 所辨認。其中最主要與ε-amino group 作用的醛類包括

malondialdehyde (MDA)、4-hydroxynoneal (4-HNE) 與 hexanal (15, 18)。遭氧化與修

飾後，apoB 會斷裂(fragmentation)，可由電泳觀察而得。Kreuzer 等(19) 指出經氧化

修飾後的 apoB 主要是藉由 N 端序列與清除受體進行辨識，而且僅需其序列的前 23％

之胺基酸即足夠讓清除受體辨認。 
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過渡金屬離子可催化 LDL 內脂質的過氧化反應，Ferns 等 (20) 指出銅離子參與了

在動脈血管壁的 LDL 氧化。由銅析催化之似 Fenton reaction 的氧化機制如下： 

    Fenton-like reaction (to generate OH•) 

    Cu2+  +  O2
.-  →  Cu+  +  O2 

    Cu+   +  O2
.-  +  2H+ →  Cu2+  +  H2O2 

    Cu+   +  H2O2  →  Cu2+  +  OH.  +  OH- 

Initiation of chain reaction 

LH  +  OH.  →  L•  +  H2O    (linoleic acid) 

    Propagation of autoxidation 

    L•  +  O2  →  LOO• 

    LOO•  +  LH  →  LOOH  +  L. 

不同階段的氧化可造成不同類型與氧化程度的 LDL，如輕微修飾的 LDL (minimally 

modified LDL; MM-LDL)、完全氧化的 LDL (extensively oxidized LDL; OxLDL)、體積

小且組成緻密的 LDL (small，dense LDL; sd-LDL)與糖化之 LDL (glycated-LDL; 

Gly-LDL) 等均在動脈粥狀硬化或其他退化性疾病中扮演重要的角色 (18)。 

LDL 的氧化由於大多是在動脈血管壁中進行，而且 OxLDL 被清除受體移除的速度

相當快，故無法由偵測半生期短、濃度低的 OxLDL 來評估 LDL 氧化的程度 (15)。體

外實驗中常用來判斷LDL氧化的程度的方法為利用一分子的氧化產物malondialdehyde 

(MDA) 與二分子的 TBA 呈色，產物即 thiobarbituric acid reactive substance 
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(TBARS)。另外也可利用高效能液相層析儀檢測 LDL 內維生素 E 與脂肪酸的含量，亦

可作為 LDL 的氧化指標  (15)。 

因為 LDL 的氧化是引起動脈粥狀硬化的一個重要的致病因，而動脈粥狀硬化乃老

年退化性疾病，早期預防可見後效，而飲食控制及特殊食物成分，可能具有減緩動脈粥

狀硬化和預防心血管疾病的效果，因此對於預防動脈粥狀硬化早期的脂肪條塊產生，目

前最常使用的策略為抑制低密度脂蛋白的過氧化與降低血脂，而藉由抗氧化劑的使用，

可以有效的清除自由基、鉗合金屬離子與終止脂質氧化的起始期或延長遲滯期 (lag 

phase)。流行病學調查亦指出多種天然植物中所具有(如α-tocopherol、polyphenols)與

人工合成 (如 BHT、probucol)的抗氧化劑，其攝取量與心血管疾病的發生率呈現負相關 

(21)。實驗動物模式中亦有報告指出抗氧化劑的介入 (intervention)對 LDL 的氧化敏感

性有降低的趨勢，包括了 LDL receptor-deficient rabbit、cholesterol-fed New Zealand 

White rabbit (NZW rabbit)、Watanabe heritable hyperlipidemic rabbit (WHHL rabbit)、

cholesterol-fed hamster、LDL receptor-deficient mice、apoE-deficient mice (apoE 缺

陷小鼠) 與 nonhuman primates 等動物模式，均使用了一或多種的抗氧化劑，藉由抗氧

化的效果而減緩了動脈粥狀硬化的效果 (18)(附表四)。目前常被使用的幾種重要的抗氧

化劑或在食物中存在的成份物質可分為：(1) 增加內源性的抗氧化劑如維生素 C、維生

素 E 或類葫蘿蔔素β-carotene 及 (2) 額外食入合成或天然的抗氧化劑，其在抑制 LDL

氧化與減低動脈粥狀硬化的效果 (結構式請見圖五)為: 

1. 維生素 C 

維生素 C 是位於細胞質內的一種抗氧化劑，係一種水溶性的清除細胞質內自由

基的物質，可因此而預防這些自由基進入 LDL 粒子(22)，維生素 C 亦可再生出具活性
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的維生素並增加膽固醇釋出。另一方面，維生素 C 會改善 endothelium-dependent 

vasodilation 並減少單核細胞黏著 (monocyte adhesion) (23-25)。另外，曾有學者指出

在食入高脂肪餐食之前補充維生素 C (1,000 mg) 及維生素 E (800 IU) 被發現可回復

內皮之損傷及血管收縮的能力(26)。一般而言，維生素富含於柑橘類水果、草莓、番茄、

萵苣及綠葉蔬菜中，然而經由烹調會破壞絕大多數的維生素 C，所以必須經由額外補充

來保持維生素 C 在體內的濃度 (recommended dietary allowance, RDA: 60 mg/day)。 

2. 維生素 E 

維生素 E 可在細胞膜上預防多不飽和脂肪酸的過氧化，其在自然界中之分類有

α, β, γ, δ-tocopherol 等四種，其中最具生物活性者為 α-tocopherol。在氧化型 LDL 的

預防上，維生素 E 的作用為嵌入脂蛋白及細胞膜中，經此減少活性氧的含量以降低 

LDL 的氧化。 維生素 E 不僅在實驗數據上甚至在臨床應用上皆被認為是 LDL 的最有

利的抗氧化劑 (27, 28)。此外，維生素 E 還具有抑制血小板活化 (減低凝血作用)及抑

制單核球黏著的作用。維生素 E 大量存在於蔬菜油及種籽油中，另外在魚肉類、水果

及蔬菜中則含量較少，RDA 的建議為每天 30 IU (相當於每天 30 mg)。若要單由食物

中補充如此高量的維生素 E 是相當困難，因此仍須由多重維生素的補充劑額外補充。 

3. 類葫蘿蔔素 (ß-carotene) 

類葫蘿蔔素是維生素 A 的前趨物，存在於細胞質及 LDL 中 (29)，它的作用為降

低氧化型 LDL 被攝入 (uptake)而非預防 LDL 氧化 (30)。類葫蘿蔔素的飲食來源為水

果、橘黃色蔬菜如胡蘿蔔、南瓜及番薯、深綠色蔬菜如菠菜及綠花菜、RDA 並無建議

類葫蘿蔔素的每日用量。 
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4. Probucol 

為一臨床上所使用的脂溶性降脂藥物，在 NZW 與 WHHL 兔子模式中, 均可有效

降低 LDL 對氧化的敏感性與減少動脈粥狀硬化病害的發生(31, 32)。但在人類的 PQRST 

(probucol quantitative regression Swedish trial)，probucol 並無法改善高膽固醇患者的

股動脈粥狀硬化 (femoral atherosclerosis)。這可能是由於 probucol 雖降低了會致動脈

粥狀硬化的 LDL-cholesterol，但卻也同時降低了 HDL2b (33)，亦會降低血清中的維生

素 E (降低 14%) 與胡蘿蔔素 (降低 30-40%) (34)，故使用脂溶性抗氧化劑可能會有使

血液中其他保護形態的脂溶性抗氧化劑減少之疑慮 (35)。Zhang et al. (36) 亦指出，給

予 apoE 缺陷小鼠 0.5％的 probucol 連續三個月後，雖可減低血漿總膽固醇 40％，但亦

同時減低了 HDL 達 70％，並且非常矛盾地使動脈粥狀硬化病灶面積增加了 2-4 倍。Bird 

et al. (37) 分 別 利 用 低 濃 度  (0.025%) 與 高 濃 度 (0.5%) 之 probucol 餵 予 

receptor-deficient mice，並配合 0.1%維生素 E 之使用，來觀察 LDL 氧化與動脈粥狀硬

化。結果發現，即使給予維生素 E，仍無法改變低濃度 probucol 所造成的助動脈粥狀硬

化之趨勢，而高濃度 probucol 組則有明顯之動脈粥狀硬化病灶。顯示在小鼠模式中，

縱使減低了血液中膽固醇的含量，但若影響了 HDL 膽固醇之含量，或減低了 LDL 的內

生性抗氧化劑，則並不一定對動脈粥狀硬化的抑制有正面且顯著的效果。 

5. Butylated hydroxytoluene (BHT) 

BHT 為一種脂溶性抗氧化劑，在食品中被廣泛地使用。在不降低血膽固醇甚至升

高的情況下，BHT 被證實在大白兔模式中可藉抗氧化的作用而使動脈粥狀硬化病害面積

下降約 32％ (38)。在經氣球擴張術 (PTCA)處理使內皮細胞損傷的 NZW 兔模式中，

BHT 亦可減緩血管內膜的增厚現象 (39)。但 C57BL/6 品系小鼠餵食含 1％ BHT l5 週

卻助長了動脈粥狀硬化，因此無法完全支持由抗氧化觀點所連結動脈硬化形成機制 
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(40)。 

6. N,N’-diphenyl 1,4-phenylenediamille (DPPD) 

DPPD 為一種脂溶性的抗氧化劑，在 NZW 兔與 apoE 缺陷小鼠的模式中均顯示

了良好的抑制 LDL 氧化與抗動脈粥狀硬化效果 (41, 42)，可減輕病害面積 71% (大白兔

模式)與 36％ (apoE 缺陷小鼠模武)。但其具有致突變性 (41)，且在 apoE 缺陷小鼠模

式中會使動物的體重輕微下降，故無法進一步開發為抗動脈粥狀硬化的臨床藥物。 

7. Polyphenols 

目前對多元酚類化合物抗氧化的報告多集中在可抑制 LDL 的抗氧化修飾方面，

如紅酒中的 resveratrol 與其他多酚類化合物在體外實驗中被證實其抗氧化性 (43, 

44)，而在離體實驗中亦可增加血清中的總抗氧化力 (45)。Fuhrman et al. (46) 指出甘

草乙醇萃出物與其主要的多酚類化合物--glabridin，可在 apoE 缺陷小鼠的模式中有效抑

制 LDL 的氧化，且連續餵食 6 週後其血管內膜中僅剩下少量的泡細胞存在。Tijburg et al. 

(47) 的研究中指出，綠茶可降低 NZW 兔 31%的動脈粥狀硬化，但紅茶、維生素 E 與β-

胡蘿蔔素則無此效果。Hayek et al (48) 的研究中發現，不論餵食 ApoE 缺陷小鼠紅酒、

quercetin 或兒茶素類，均可減少動脈粥狀硬化病灶之面積，此與減少 LDL 氧化敏感性

有關。 

目前一些抗氧化劑的使用已支持可改善一些退化性疾病，如：動脈粥狀硬化、糖尿

病、癌症、免疫疾病神經系統疾病等 (49)。目前已有許多研究指出抗氧化劑有抑制低密

度脂蛋白氧化方面的效果，但對於降低動脈粥狀硬化的效果則較為缺乏，這顯示除了

LDL 氧化導致動脈粥狀硬化的早期發展外，尚有其他因素(如細胞激素、內皮損傷等)可

影響了病變的發生。但整體而言，抗氧化抗動脈粥狀硬化兩者之間實有密不可分之關

連，而由食物或天然植物中找尋有效的抗氧化劑更為未來發展的方向。  
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高等植物為抵抗環境中自由基的攻擊，而發展出許多不同形式的保護系統，以防止

活性氧 (reactive oxygen species)對植物體的傷害，包括了 (1)酵素系統---如過氧化酵

素 (peroxidase)、過氧化氫酵素　(catalase)、超氧歧化酵素 (superoxide dismutase)

等; (2)多元酚類化合物---如生育酚、酚酸 (phenolic acid)、類黃酮 (falvonoids)與其他

酚類化合物 (如木質素、ubiquinol 等); (3)含氮物質---如植物鹼 (alkaloids)與葉綠素

(chlorophyll); (4) 胡蘿蔔素; (5) 其他小分子水溶性抗氧化劑，如抗壞血酸 (50)。其中最

受學者重視的即為多元酚類化合物中之 flavonoids, 長久以來被認為與抗突變、抗氧化

與抗發炎有密切的關係(51)。Flavonoids 為植物的二級代謝產物，其主要化學結構為

2-phenyl-benzo-α-pyrones，是一種 diphenylpropane (C6C3C6) 的骨架 (52)，在其雜

環上因不同取代基之存在而衍生出約 4000 多種不同的結構，廣泛存在於蔬菜、水果與

中草藥中，但其種類與含量則隨植物之不同而有差異 (53)。譬如茶葉中最多可含 30% 

flavonoids。Flavonoids 的功能已經被明確知道的有抗菌、抗發炎、抗過敏、抗突變、

抗病毒、抗腫瘤、抗血栓等作用。這些功能可能都源自於其潛在的抗氧化功能，即為清

除自由基。在流行病學、臨床及實驗數據中皆指出氧化傷害與許多的疾病相關，而 

flavonoids 及 Catechin 和他們的衍生物如 oligomeric proanthocyanidins, quercetin, 

quercetin chalcone, Ginkgo flavone glycosides, silymarin, 及其他的一些抗氧化劑也被

指出可預防心血管疾病、癌症、發炎、氣喘及肝疾病等。 

Flavonoids 基本環狀架構雖相同，但其羥取代基數目與位置不同而具有不同的抗氧

化能力，Rice-Evans et al. (52, 54) 利用 Trolox equivalent antioxidant activity (TEAC) 

來定義各種 flavonoids 的抗氧化能力，TEAC 值愈高者顯示其抗氧化力愈強。有關

flavonoids 之基本結構見圖六，其抗氧化力與結構之關係見表五。另外在 1990 年，Das
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及 Pereira 也曾依 flavonoid 的雙鍵位置指出在第四個碳上具有碳酸鹽基及第二、第三碳

間為雙鍵者特別具有高度的抗氧化力，如異黃酮 (isoflavones)中較具抗氧化活性者通常

具有 4-碳酸根基及 5-氫氧基。 

目前 flavonoids 在疾病預防方面的功效有一些流行病學上的研究廣受注目 (55)，

Zutphen 研究中指出，食用富含 flavonoids 的 28 種蔬菜、12 種水果與 9 種飲料的飲食

來源 5 與 15 年，均可降低罹患心血管疾病的發生率，其中又以茶、洋蔥與蘋果的效果

為最好 (56, 57); 在一個 25 年的七國研究計畫 (Seven Countries Study) 中發現攝取

不同含量的 fiavonoids 可以解釋不同族群中心血管疾病發生率的差異性，但並未發現癌

症的發生與 flavonoids 的攝食量有統計上的差異 (58)；芬蘭的群體試驗 (Cohort Study) 

中指出攝取較少量的 flavonoids 會有較高罹患心血管疾病的可能性，且發生率為男性高

於女性 (59): 日本對飲用綠茶的四年人體實驗中發現，增加綠茶的攝取量與降低血清中

總膽固醇、三酸甘油酯、LDL 膽固醇的降低有關 (60); 而在英國威爾斯地區的 Caerphilly 

Study (61) 與其他研究中 (62) 則並未發現攝取 flavonoids 與降低心血管疾病的發生率

有關，甚至有些微上升的趨勢。另有離體與體外實驗指出 flavonoids 與紅酒的多酚類化

合物 (44, 63-65)、兒茶素類 (47, 66-69) 可抑制 LDL 的氧化，亦可清除自由基與保護

紅血球細胞不受氧化 (70-72)，且與某些心臟疾病有關 (73)。 

原兒茶酸 (protocatechuic acid, PCA)是一種簡單的酚類化合物，其結構如附圖

七，由洛神的乾燥花分離而來，Chinese herbal medicine (中醫本草藥典)記載，洛神花

屬於錦癸科 (學名 Hibiscus Sabdariffa Linnaeus, HS)中洛神癸的花，具有解熱、利尿、

降血壓等功能。常被當作夏季的清涼飲料。這種經乾燥而得的洛神花萃取物，廣佈於蔬

菜、水果、花和胡桃中 (74)(附圖八)。近年來學者指出，原兒茶酸是一種 chemopreventive 
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agent，因此漸漸受到重視 (75-78)。也有多位學者指出原兒茶酸在動物實驗上確實有抑

制化學致癌的能力 (79-81)，更有報告指出原兒茶酸具有很強的抗氧化能力 (82)。因為

它的抗氧化能力很強，因此我們想進一步探討在抑制 OxLDL 的效果如何。另外，由於

PCA 萃取自洛神花，而一般來說，PCA 並不會被拿來當作常用藥，洛神花才會被一般

民眾長期的飲用，所以，在探討 PCA 作用的同時，若能評估洛神花粗萃取物的效用，

相信能在日常保健上提供民眾多的資訊，因此本實驗將同時測定 PCA 及洛神花的水層

粗萃取物 (HSE)的效用。由於本實驗室在先前已經針對 PCA 與 LDL 的氧化作用之相關

性進行試管實驗，偵測的方式為 TBARS (測定 LDL 的脂質部分氧化的情形)及 lipogel 

electrophoresis (測定 LDL 的蛋白質部分陰電性改變的情形)，結果發現此二部分所表達

的 LDL 氧化情形皆可被 PCA 所抑制。但是除了這些改變之外，OxLDL 會因脂質部分的

氧化作用而產生脂質片斷並與蛋白部分產生重組，這種結果會使 OxLDL 表現出片段化 

(fragmentation)的現象，另外總膽固醇也會在 LDL 氧化的時候表現出減少的情形，這些

都是我們想要進一步偵測的部分。 
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研究目的 

 

   許多研究人員都注意到，抗氧化維生素在冠狀動脈疾病(coronary heart disease, 

CHD)的角色，天然的抗氧劑中具有抗動脈粥狀硬化形成的有 Vit E、Vit C、

beta-carotene，這些已經很清楚能使 LDL 氧化情形減少或減低氧化型 LDL 被噬入的作

用。在本實驗室先前的研究中已經發現 PCA 對於氧化型 LDL 所表現的負電荷增加 

(lipogel electrophoresis) 及脂肪酸氧化 (TBARS) 有抑制氧化的作用，在本實驗中我們

要以原兒茶酸 (PCA)和洛神花水萃取物 (HSE)為題材來探討其對抗 LDL 氧化的作用強

弱。首先在試管中加入不同劑量的 PCA 或 HSE 與 oxidative modified LDL 作用，再分

析其 OxLDL 片段化的情形及總膽固醇的濃度，藉此以初步釐清 PCA 與 HSE 的抗 LDL

氧化的能力，以提供天然物在預防冠狀動脈疾病的指標。 
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實驗材料和方法 

I. 化學藥劑 

Protocatechuic acid (PCA), EDTA, CuSO4, sodium chloride, sodium 

dihydrophosphate, sodium dedecyl sulfate, glycine, acrylamide, bisacrylamide, Tris, 

glycerol, bromophenol blue, coomassie Brilliant blue R250, acetic acid, methol 購自

Sigma 公司 (US)； TEMED, β-mercaptoethanol 購自 Bio-Rad 公司 (US)；potassium 

bromide 購自 Merck 公司；coomassie blue, Sephadex G-25 column (Pharmacia 

PD-10) 購自 Pharmacia 公司；Beckman paragon lipo gel electrophoresis system 及

lipoge 購自 Beckman analytic 公司 (Milan,Italy)；MENAGENT Cholesterolo 購自

Menarini 公司 (Italy)。 

II. 洛神花水萃取物的萃取 

稱取 50g 的乾洛神花 (購自台東縣農會)，加入 2 公升的二次水，沸水煮 2 小時後

以濾紙將渣滓濾除，得到的液體重約為 800g，再分批置入冷凍乾燥機進行乾燥以得到

粉末。粉末秤重後以二次水溶解配置成 100 mg/ml 分裝置於 –20℃冰箱中保存待用。 

III. 脂蛋白的製備 

健康志願者的血液取自台中捐血中心 (所使用之抗凝劑為 0.01% EDTA)，經檢驗

過為正常者 (非特定疾病帶原者)，LDL 濃度為正常值 (1.019-1.063 g/ml)。靜置一段時

間後，3000 rpm 離心十分鐘，取上清液即是血清。然後用得到的血清來製備 LDL。取

48 ml 的血清加入 16.8 ml 的 sodium chloride 及 EDTA 混合液(包含有 0.5 M NaCl 

and 0.3 mM EDTA, pH7.4)，混合均勻後分裝成 8 管在超高速離心機 (Beckman T-80L, 

rotar Ti90) 以 200,000g 在 10℃下離心 10 分鐘，取下層 (但須避免紅血球的部分，上

層為chylomicron)，每管各6 ml，共48 ml，再加入 16.8 ml的 sodium chloride 及 EDTA
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混合液，其後便以相同離心條件離心 3.5 小時。在此次離心之後，取下層黃色液體的部

分 (若吸取到黃色沉澱部份亦可)，每管各 6 ml，共 48 ml，其後稱取 4.0032 g 之

potassium bromide，以相同離心條件再離心 3.5 小時，小心取出上層薄薄的黃色液體

部分 (即為LDL)。在蛋白定量 (coomassie blue, Pharmacia) 後以PBS (1.37 M sodium 

chloride and sodium dihydrophosphate, pH 7.4) 將濃度調整為 0.5 mg/ml，然後通過

Sephadex G-25 column (Pharmacia PD-10; bed volume, 9.1 ml) 以去除殘留於 LDL 

之 EDTA (83) 。已經通過 column 的 LDL 必須保存於 4℃及暗處，並且必須在 1 週內使

用。LDL 與 CuSO4反應完畢後則以 Beckman paragon lipo gel electrophoresis system 

(Beckman analytic, Milan,Italy) 測定 LDL 氧化的程度必須與先前實驗一致。 (10 mM 

CuSO4在加入 LDL 培養 24 小時後必須能使 LDL 氧化程度為 OxLDL 在 lipogel 上位移

是 native LDL 的 4 倍以上) 

IV. OxLDL 的製備及抗氧化劑的給予 

 製備好的 LDL (最終濃度為 100 µg protein/ml) 先加入不同濃度的 PCA (0.01、

0.03、0.05 mM)或 HSE (0.01、0.03、0.05、0.07 mg/ml)，再分別加入終濃度為 10 µM 

之之 CuSO4於 37 ℃下水浴 24 小時後收取樣本進行測定。 

V. 總膽固醇含量的測定 

在反應時間結束之後，加入終濃度為加入終濃度為 1 mM 之 EDTA 以終止反應並

預防以終止反應並預防 LDL 繼續氧化。總膽固醇的測定乃是使用酵素法，所使用的測

定組為 MENAGENT Cholesterolo (Menarini Co., Italy). 本試驗中，樣本必須先與反應

劑混合 (反應劑中含有 cholesterol-esterase, cholesterol oxidase 和 peroxidase)，在

37℃下反應 10 分鐘以形成 chinoeimmine 的有色物質，此後便可在 500 nm 波長下讀
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取其吸光值 (Hitachi U-2001 floroscense spectrophotometer)， 在此測定中，200 mg/dl 

cholesterol 被用來當作標準品以換算樣品總膽固醇的濃度。 

VI. ApoB 蛋白片段化 (fragmentation) 的測試.  

在反應結束之後，樣本須以 denaturing bugger (3% SDS, 10% glycerol 及 5% 

2-mercaptoethanol) 在  95 ℃  加 熱  5 分 鐘 。 接 著 配 製 3-15% gradient 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)，取樣本 40 µl 注入膠的孔洞

中，然後以 48 V 進行電泳 150 分鐘。在電泳結束之後以 Coomassie Brilliant blue 

R250 染色 2 小時後再進行乾膠 (68)。 
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結果 

 

(一) 銅離子與 LDL 共同培養後的總膽固醇改變的情形 

在本實驗中，我們分別以  5, 10, 15 µM (終濃度) 的 CuSO4 與終濃度為 100 µg 

protein/ml 的 LDL 在 37℃下共同培養 0, 2, 8, 12, 24 小時，結果發現在 12 小時

所測得的總膽固醇量，10 及 15 µM 的 CuSO4 皆可使總膽固醇量降解約 41%，

在延長時間為 24 小時後，其總膽固醇降解的比例並沒有明顯增加，又由於本實

驗室先前實驗所使用的 CuSO4 劑量為 10 µM，所以在此我們決定以 10 µM 

CuSO4與 1 00 µg protein/ml 的 LDL 在 37℃下共同培養 12 小時作為誘發總膽

固醇量降解的條件以進行以下的實驗 (圖一)。 

(二) 洛神花水層粗萃取物對 Cu++所造成的氧化型 LDL 中總膽固醇降解的抑制效果 

我們以上述的誘發總膽固醇降解的條件，在樣本中共同處理以洛神花水層粗萃取

物，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 mg/ml，結果發現隨著洛神花水層粗萃取物

的濃度增加，總膽固醇降解的現象逐漸被回復 (圖二)，在 0.1 mg/ml 的濃度下總

膽固醇降解的現象被回復 18.15%，而在 0.5 mg/ml 則回復了 67.25%，但在 1.0 

mg/ml 卻比控制組 (LDL 與 CuSO4 共同處理者) 下降 26.6%。 

(三) 原兒茶酸對 Cu++所造成的氧化型 LDL 中膽固醇降解的抑制效果 

若在樣本中共同處理以原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05 mM，結果發現隨

著原兒茶酸的濃度增加，總膽固醇降解也出現逐漸被回復的現象 (圖三)，在 0.05 

mg/ml 的濃度下總膽固醇降解的現象約被回復 74.96 % (P<0.01)。 

(四) 銅離子與 LDL 共同培養後 ApoB 片段化的情形 
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在本實驗中，我們分別以 5, 10, 15 µM (終濃度) 的 CuSO4 與終濃度為 100 µg 

protein/ml 的 LDL 在 37℃下共同培養 0, 2, 4, 8 小時，結果發現 10 及 15 µM 的

CuSO4 在 2 小時所誘發的 ApoB 片段化的比例約為 76%，在 4 小時後，10 及

15 µM 的 CuSO4所誘發的 ApoB 片段化的比例則近乎 100%，8 小時後，10 及

15 µM 的 CuSO4所誘發的 ApoB 片段化的比例較之於 4 小時者則無太大變化。

在此，若所使用的 CuSO4 劑量為 5 µM，即使處理 8 小時，也與控制組 (LDL 不

加入 CuSO4) 相似，並無 ApoB 片段化的現象。所以我們同樣以 10 µM CuSO4

與 100 µg protein/ml 的 LDL 在 37℃下共同培養 4 小時作為誘發 ApoB 片段化

的條件以進行以下的實驗 (圖四)。 

(五) 洛神花水層粗萃取物對 Cu++所造成的氧化型 LDL 中 ApoB 片段化的抑制效果 

我們以上述的誘發 ApoB 片段化的條件，在樣本中共同處理以洛神花水層粗萃取

物，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 mg/ml，結果發現隨著洛神花水層粗萃取物

的濃度增加，ApoB 片段化的現象逐漸被回復 (圖五)，在 0.5 mg/ml 的濃度下

ApoB 片段化的現象被回復近乎 100%。 

(六) 原兒茶酸對 Cu++所造成的氧化型 LDL 中 ApoB 片段化的抑制效果 

若在樣本中共同處理以原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05 mM，結果發現隨

著原兒茶酸的濃度增加，ApoB 片段化也出現逐漸被回復的現象 (圖六)，在 0.03

及 0.05 mg/ml 的濃度下 ApoB 片段化的現象皆約被回復 100 %。 
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討論 

氧化型 LDL 會因為其作用而促使動脈粥狀硬化的發生，包括細胞毒性、在單核細胞

的趨化作用、並被巨噬細胞的清道夫接受器所辨識以至於引起膽固醇堆積及泡沫細胞的

形成 (84)，因此抑制 LDL 的氧化修飾作用在預防動脈粥狀硬化的過程變成一種藥物開

發的極重要策略。在過去的許多文獻中報導了各種抗氧化劑對抗氧化型 LDL 的功效，

包含增加一些內源性的抗氧化劑如維生素 C、維生素 E、及類胡蘿蔔素 ß-carotene，這些

維生素皆被發現可以降低 LDL 氧化作用並因此而保持了血管的活性及減低了纖維斑

塊發生及破裂的危險。此外，尚有類黃酮類化合物易被指出具有抗 LDL 氧化及抗動脈

粥狀硬化的功效 (附表七)。由於這些報告，本實驗室先前曾以原兒茶酸及洛神花萃取物

與維生素 C、維生素 E 進行抗 LDL 氧化作用的比較，結果發現原兒茶酸及洛神花萃取

物的抗氧化作用優於維生素 E 而相近於維生素 C，而其更大的優勢在於原兒茶酸係萃取

自洛神花，洛神花乃是原產於印度及馬來亞而後被引進台灣生長的一種一年生灌木，台

東花蓮等東海岸區域為其主要產區，中南部亦有栽培出產，在盛夏時被用為清涼飲料，

由於其日常的食用方式可廣為大眾接受，所以在推廣上及民眾接受度上極為適妥。另

外，近年來不論在本國或西方各國對於抗氧化劑的補充都有一定的認知，且逐漸的以天

然食品的補充為主要選擇，因此洛神花將在推廣上具有其潛能。 

在本實驗中所使用的原兒茶酸及洛神花萃取物皆會明顯的降低氧化型 LDL 的各種

表現型，其中原兒茶酸所使用的濃度只要 0.03-0.05 mM 即可達到很好的抑制效果，而

洛神花萃取物則是在 0.5 mg/ml 可達到很好的抑制效果。若將此二者以相同的重量百分

比來換算，洛神花水萃取物所使用的量約為原兒茶酸的 7 倍。依據先前的實驗中指出原

兒茶酸約佔洛神花萃取物成分中的 0.4-2 % (85-87)，由此可以推測洛神花水萃取物中
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的有效抗 LDL 氧化的成分應不只原兒茶酸一種。依據”原色生藥學”一書中記載 (88)，洛

神花水萃取物中除原兒茶酸外尚含有檸檬酸 (citric acid)、Hibiscusic acid 及一些

Flavonoids 如 gossypetin 等，其中檸檬酸及 flavonoids 已被證實具有抗氧化的作用，

而洛神花水萃取物的抗氧化功效可能是其中的活性成分加成之結果，關於這些活性成分

則值得再進一步研究探討。此外，由圖二結果可以發現濃度 1 mg/ml 的洛神花萃取物

並無法顯出抗氧化的效果，反而會出現相反的作用。關於此點，2000 年時，Skibola 及

Smith (89)曾提出濃度過高的類黃酮將會有助於自由基的形成，這種結果將不僅導致類

黃酮的抗氧化性消失，且會加速自由基的危害，這是一般人對於天然抗氧化劑較容易忽

略的層面，也就是任何一種抗氧化劑，不論是天然或合成者皆需適度攝取、不可過量。 

在現今生活中，環境 (包括空氣、水、飲食) 中經常會產生許多的自由基，人類也

會因長期慢性的感染或發炎而產生大量的自由基，自由基依其來源可以分為活性氮 

(Reactive nitrogen species, RNS) 如  NO, ONOO- 及活性氧  (Reactive oxygen 

species, ROS) 如 O2
-
, HO. 等兩大類，這兩大類都已被指出會使 LDL 變成 OxLDL 而

促使動脈粥狀硬化進行 (90-93)，在本實驗室先前亦曾指出原兒茶酸可有效抑制 NO 

donor (sodium nitroprusside)所引起的 LDL 氧化，因此 flavonoids 抑制 OxLDL 的形成

可謂是治本。在 2001 年，Fuhrman 及 Aviram (94) 指出 flavonoids 可以分為親水性及

親脂性，多數親水性的 flavonoid並未直接與 LDL結合來達成抗氧化作用，而是以 (1) 以

還原劑的形式提供氫原子及抑制單氧分子的形成以清除自由基；(2) 螯合不穩定的金屬

離子以減低自由基的產生；(3) 與維生素 E 或類胡蘿蔔素等內源性的抗氧化劑協同作用

以保護 LDL 不被氧化；(4) 保持或增加血清中 paraoxonase 的活性以促使血管細胞及

LDL 所衍生的自由基儘速水解以減低自由基的含量。而迄今，已經有許多的 flavonoids
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的抗氧化劑被報告(46, 95-100)，但因其地域性的關係，所以許多有效的物質並不在本

地出產，即因為此，我們應多多開發在本土最可隨處易得的物質才可提高其可用性。 

由上述的敘述中已知 flavonoids 的抗氧化能力無庸置疑，而在本實驗中在試管中亦

得知洛神花水萃取物及原兒茶酸具有極佳的抗 LDL 氧化能力，因此接下來需要釐清的

是這些物質在細胞中的作用及其機轉為何，這將有助於了解洛神花水萃取物及原兒茶酸

的功效。 
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圖一、不同銅離子濃度在不同時間下對 LDL 的總膽固醇降解作用 

 
 
Fig. 1. The effects of Cu2+ mediated cholesterol degradation in LDL. LDL (100mg 

protein/ml) was incubated with 0, 1, 5, 10 µM CuSO4 at 37℃ as indicated periods. After the 

incubation, EDTA (final concentration 1 mM) was added to prevent any further oxidation and 

the total cholesterol contents were determined enzymatically. Each vertical bar represented 

mean ±SD for triplicate determinations. The P value was calculated by an unpaired t-test 

respectively compared with the control (LDL and CuSO4 incubated together); *, P<0.05; **, 

P<0.01. 
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圖二、洛神花水層粗萃取物對銅離子誘發 LDL 總膽固醇降解之抑制作用 

 
 
Fig. 2. 

Inhibi

tion of 

Cu2+ mediated cholesterol degradation in LDL by HSE. LDL (100mg protein/ml) was 

incubated with 10 µM CuSO4 at 37℃ in the presence or absence of HSE for 12 hours. After 

the incubation, EDTA (final concentration 1 mM) was added to prevent any further oxidation 

and the total cholesterol contents were determined enzymatically. Each vertical bar 

represented mean ±SD for triplicate determinations. The P value was calculated by an 

unpaired t-test respectively compared with the control (LDL and CuSO4 incubated together); 

*, P<0.05; **, P<0.01. 

圖三、原兒茶酸對銅離子誘發 LDL 總膽固醇降解之抑制作用 

HSE (mg/ml) - - 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 
CuSO4 (10 µM) - + + + + + + 
LDL (100 µg/ml) + + + + + + + 
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Fig. 3. Inhibition of Cu2+ mediated cholesterol degradation in LDL by PCA. LDL (100mg 

protein/ml) was incubated with 10 µM CuSO4 at 37℃ in the presence or absence of PCA for 

12 hours. After the incubation, EDTA (final concentration 1 mM) was added to prevent any 

further oxidation and the total cholesterol contents were determined enzymatically. Each 

vertical bar represented mean ±SD for triplicate determinations. The P value was calculated 

by an unpaired t-test respectively compared with the control (LDL and CuSO4 incubated 

together); *, P<0.05.

PCA (mM) - - 0.01 0.03 0.05 
CuSO4 (10 µM) - + + + + 
LDL (100 µg/ml) + + + + + 
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圖四、CuSO4濃度及處理時間對 ApoB 片段化作用的影響 

 
 
 
 
 

 
 
 
Fig. 4. The effect of Cu2+ mediated ApoB fragmentation in LDL. LDL (100 µg protein/ml) 

was incubated with 1, 5, 10 µM CuSO4 at 37℃ as indicated periods. After the incubation, 

EDTA (final concentration 1 mM) was added to prevent any further oxidation. 25 µg Protein 

of LDL was applied to SDS-PAGE (3-15% gradient). After the electrophoresis, each band was 

stained with Coomassie Brilliant blue R250. 

  1hr 2hr 4hr 8hr 
CuSO4 ( µM) - 1 5 10 1 5 10 1 5 10 1 5 10 
LDL (100 µg/ml) + + + + + + + + + + + + + 
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圖五、洛神花水層粗萃取物對 ApoB 蛋白片段化的抑制作用 

 
 
 
 

 
 
 
Fig. 5. Inhibition of Cu2+ mediated ApoB fragmentation in LDL by HSE. LDL (100 µg 

protein/ml) was incubated with 10 µM CuSO4 at 37℃ in the presence or absence of HSE for 

4 hours. After the incubation, EDTA (final concentration 1 mM) was added to prevent any 

further oxidation. 25 µg Protein of LDL was applied to SDS-PAGE (3-15% gradient). After 

the electrophoresis, each band was stained with Coomassie Brilliant blue R250. 

HSE (mg/ml) - - 0.01 0.05 0.1 0.5 
CuSO4 (10 µM) - + + + + + 
LDL (100 µg/ml) + + + + + + 
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 圖六、原兒茶酸對 ApoB 蛋白片段化的抑制作用 

 
 
 
 
 

 
 
 
Fig. 6. Inhibition of Cu2+ mediated ApoB fragmentation in LDL by PCA. LDL (100 µg 

protein/ml) was incubated with 10 µM CuSO4 at 37℃ in the presence or absence of PCA for 

4 hours. After the incubation, EDTA (final concentration 1 mM) was added to prevent any 

further oxidation. 25 µg Protein of LDL was applied to SDS-PAGE (3-15% gradient). After 

the electrophoresis, each band was stained with Coomassie Brilliant blue R250. 

PCA (mM) - - 0.01 0.03 0.05
CuSO4 (10 µM) - + + + + 
LDL (100 µg/ml) + + + + + 
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附圖一、脂蛋白之結構 

 
 
 
 

 
 



 105

附圖二、動脈粥狀硬化的演變機制 

 

 

(Stage I: 早期內皮的失能) 
 

 
(Stage II: 脂肪條塊的形成) 
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附圖二、動脈粥狀硬化的演變機制 (續上) 

 

 
(Stage III: 持續形成病態損傷) 

 

 
(Stage IV: 不穩定的纖維班塊) 
 

(摘自 The New England Journal of Medicine, 340, 115, 1999) 
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附圖三、多不飽和脂肪酸之過氧化反應 

 
 
 

 

 
 

(摘自 Clinical Chemistry, 42, 498, 1996) 
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附圖四、ROS 在動脈粥狀硬化中的角色 

 

 
 
(摘自 Journal of Cellular Biochemistry, 82, 674, 2001) 
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附圖五、一般抗氧化劑的結構 
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附圖六、多酚類的基本結構 

 

 
 
(摘自 American Society for Nutritional Sciences, 2073S, 2000) 
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附圖七、原兒茶酸之結構圖 
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附圖八、類黃酮物質抑制銅離子誘發之氧化型 LDL 的作用比較 

 

 

 
(摘自 Current Opinion in Lipidology, 12, 41, 2001) 
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附圖九、多酚類黃酮物質抗動脈粥狀硬化的作用 

 
 

 
 
(摘自 Current Opinion in Lipidology, 12, 41, 2001) 
 



 114

附圖十、類黃酮物質抑制巨噬細胞—氧化型 LDL 及泡細胞形成 

 

 
 
(摘自 Current Opinion in Lipidology, 12, 41, 2001) 
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附表一、脂蛋白的分類 
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附表二、低密度脂蛋白之組成 

 

 
 

(摘自 American Journal of Clinical Nutrition, 61, 670S, 1995) 
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附表三、內源性抗氧化劑 

 
 
 

 

 
(摘自 Nutritional Toxicology, 19, 1994) 
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附表四、在動物動脈粥狀硬化模式中抗氧化劑的效用 

 

 
 

(摘自 Trends in Cardiovascular Medicine, 11, 93, 2001) 
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附表五、類黃酮類的抗氧化能力 

 
 

 
 

(摘自 Free Radical & Biological Medicine, 20, 933, 1996) 
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附表六、多酚類在人體之生物可獲得量 

 

 
 
(摘自 American Society for Nutritional Sciences, 2073S, 2000) 
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附表七、類黃酮物質抗氧化及抗動脈粥狀硬化的效用 

 
 
 
 

 

 
(摘自 Current Opinion in Lipidology, 12, 41, 2001) 
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第二部分 

原兒茶酸或洛神花水萃取物對氧化型低密度脂蛋白處理之巨噬細

胞的作用 
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中文摘要 

由先前的研究中已經發現原兒茶酸 (PCA)和洛神花水萃取物 (HSE) 具有抑制

LDL 氧化的作用，因此在本實驗中我們將巨噬細胞共同處理原兒茶酸或洛神花水萃取物

以及 100 µg/ml 氧化型 LDL (OxLDL)，藉此來觀察細胞的變化。在此，我們發現 OxLDL

會引起程度嚴重的細胞死亡，而此種死亡經過 Leukostat 染色及 DNA 片段化 (TUNEL 

assay) 的測試後，證實此種細胞死亡為程式性死亡 (apoptosis)。當處理不同劑量的

PCA 或 HSE，則發現細胞死亡的情形可隨著 PCA 或 HSE 的濃度增加而呈現良好的抑

制，在 1.0 mM 的 PCA 或 0.5 mg/ml HSE 所處理的組別甚至可使細胞型態與控制組

一致。而在 apoptosis 的指標測定包括 PARP 蛋白斷裂及 Caspase-3 蛋白活性，可發

現 PCA 或 HSE 可依劑量增高而使 PARP 蛋白斷裂被抑制至 100% 或 93%；另外在 

Caspase-3 蛋白活性的測定上，則發現 PCA 或 HSE 可抑制 74.2% 或 72.3%。另外，

我們也利用 migration assay 發現不管是 PCA 或 HSE 除了可以直接抑制 OxLDL 的被

巨噬細胞攝入之外，也可能與巨噬細胞自己有某種交互作用，藉此使巨噬細胞不因

OxLDL 的存在而死亡。在前人研究中指出巨噬細胞吞噬 OxLDL 後將可進一步將其分

解，倘若細胞吞噬 OxLDL 後即死亡，將無法分解 OxLDL；且大量死亡的巨噬細胞可

能加速脂肪條塊 (fatty streak) 的形成而演變為動脈粥狀瘤。由於這些結果，我們推測

PCA 或 HSE 應可保護巨噬細胞在攝入 OxLDL 後免於死亡，如此將可使細胞能充分分

解 OxLDL，藉此將可減緩動脈粥狀硬化的進程而達到預防動脈粥狀硬化的作用。 
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英文摘要 (Abstract) 

In our previous study, we found that protocatechuic acid (PCA) and the aqueous 

extract of Hibiscus Sabdariffa (HSE) possessed the abilities to inhibit LDL oxidation. 

Because of that, in this study, OxLDL was added to RAW264.7 macrophages to 

further investigate the effects of PCA or HSE. When treating with 100 µg/ml OxLDL, 

the cell was induced severe death. Under the demonstrations of Leukostat stain and 

DNA fragmentation (TUNEL assay), we proved that the cell death was apoptosis. 

When co-treating with PCA or HSE, the apoptosis was able to reduce in a 

dose-dependent. At the concentration of 1.0 mM PCA or 0.5 mg/ml, the cell 

morphology showed almost same as the control. We further detect PARP protein 

cleavage and Caspase-3 activity to confirm the inhibitory effects of PCA or HSE on 

macrophage apoptosis. The levels of PARP protein cleavage was able to decrease to 

100% by 1.0 mM PCA and 93% by 0.5 mg/ml HSE; and Caspase-3 activity was also 

inhibited by 74.2% or 72.3% when co-treating with 1.0 mM PCA or 0.5 mg/ml HSE. In 

migration assay, we found that the inhibitory effect of PCA or HSE attributed to 

reduce the uptake of OxLDL by macrophage, and some interactions between 

PCA/HSE and macrophage. Some researchers pointed that the OxLDL-laden 

macrophages possessed the ability to digest OxLDL. However, when macrophage 

uptaking too much OxLDL, they would die, and they would not digest OxLDL. 

Furthermore, the abundant death macrophages could accelerate the formation of 

fatty streak to process to atheroma. According to these results, we suggested that 

PCA or HSE was able to protect macrophage from dead when uptaking OxLDL; and 
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that could make macrophage to digest OxLDL and further decelerate atherosclerosis. 

Under the circumstance, PCA and HSE were able to prevent atherosclerosis. 
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緒論 

數十年來台灣社會變遷甚劇，經濟突飛猛進，已近邁入已開發國家之林。除了由農

業社會步入工業時代不可避免的所謂 sedentary life 的增加外，隨著生活之富裕及麥當

勞等速食店的入侵，國人的飲食習慣已漸趨向如歐美的高熱量、高膽固醇型態，而疾病

型態也逐漸趨近於歐美西方國家，諸如動脈粥狀硬化、冠狀動脈疾病及高血壓等。而在

國人的前十大死因中，心血管疾病相關者佔了近乎一半，且排名有逐年往上的趨勢，因

此在預防醫學上必須投注更多的心力方可。雖然在台灣有關冠狀動脈心臟病盛行率之正

式文獻報告不多，但各大醫院的臨床醫師皆觀察到了冠狀動脈心臟病病例之顯著增加，

且年齡似乎亦有下降之趨勢。動脈硬化  (arteriosclerosis) 及動脈粥狀硬化 

(atherosclerosis) 為腦血栓之主要病因，乃由於血管硬化管腔變窄而形成血栓 

(thrombosis)。血管硬化是自然老化現象，其可因高血壓、糖尿病、血脂肪過高等加速

形成。急性心肌梗塞在年輕人相當少見，但近年來則有增加的趨勢。除動脈硬化為主要

原因外，冠狀動脈栓塞、Takayasu 式動脈炎及胸部挫傷皆為可能之病因。在西方國家，

心血管疾病也是最主要的死因，而這個死因的始作俑者即為平滑肌細胞增生、白血球及

胞外間質堆積所共同促成的動脈粥狀硬化。到底是什麼引發動脈粥狀損傷？數十年來科

學家不斷提問也不斷的尋找原因。從流行病學的角度來看，可以得知動脈粥狀硬化的危

險因子為年齡、性別、抽煙、缺乏運動、過重、高血壓、糖尿病、高血脂及高半胱胺酸 

(homocysteine)(1-7)，這些可以經由改變飲食及生活習慣來改善。但是其機制仍需更深

入探究。 

     動脈粥狀硬化 (atherosclerosis) 是一種脂質與發炎細胞的聚集並伴隨著平滑肌
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細胞 (smooth muscle cell, SMC) 增生與細胞外間質液分泌 (extracellular martix 

secretion) 所引起的細胞內膜纖維變性行為 (intimal fibrosis)。脂蛋白質中的 LDL 及

HDL 和動脈硬化有很強的相關性 (8)。動脈粥狀硬化  (atherosclerosis) 的發展過程

中，最早期是單核細胞 (monocyte) 會向內皮的表面黏著 (adhesion)，這現象是由存

在於白血球與內皮細胞的黏著分子 (adhesion molecules) 互相作用而形成的。單核細

胞與內皮表面黏著之後，會移動到內皮下間隙 (subendothelial space)，在此分化長駐

的巨噬細胞 (resident macrophage)。接著是低密度脂蛋白質 (LDL)受到脂質的過氧化

作用 (lipid peroxidation) 修飾成氧化型低密度脂蛋白質 (oxidized LDL, OxLDL)，而此

OxLDL 能為巨噬細胞的清道夫受體 (scavenger receptors) 所認識，內飲而形成巨噬泡

沫細胞  (macrophage foam cell)(9-11)(附圖一)，泡沫細胞集中在脂肪條紋  (fatty 

streaks) 是粥狀硬化過程中最早可辨識的病灶。這脂肪條紋會緩慢的形成纖維斑 

(fibrous plaque)，纖維斑的轉變是發生在當平滑肌細胞由血管中層移入血管內層時，其

型態 (phenotype) 由收縮型轉變成合成型，而在內膜增生。在這些病灶中，大量的脂

質持續的聚集在泡沫細胞，最後使細胞分裂，結果大量的細胞外脂質取代了正常的細胞

與間質，而形成一個明顯的以脂質為核心，外環包圍著死亡巨噬細胞的粥狀瘤 

(atheroma) 病灶。 

動脈粥狀硬化為一種複雜的致病過程，由膽固醇、脂蛋白、脂質、血小板、結締組

織與鈣質等沈積於動脈血管內膜 (intima)，牽涉眾多細胞參與而使動脈因斑瑰 (plaque) 

生成而增厚變狹的現象。其病理特徵可分為下列幾個階段來判斷： (1) 血管內膜增厚 

(intimal thickening); (2) 脂肪斑瑰 (fatty streak); (3) 中間病灶 (intermediate lesions); 

(4) 纖維性斑瑰 (fibrous plaque); (5) 複雜性病灶 (complicated lesion)(12)。動脈粥狀
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硬化的危險因子 (risk factors)包括血漿中膽固醇濃度逼高、LDL 濃度高、HDL 濃度低、

LDL 遭氧化修飾、高血壓、抽菸、喝酒、糖尿病、高濃度的半胱胺酸 (homocysteine)

等 (13)。 

臨床上對動脈硬化症狀的診斷有以下四程現象來觀察 (14)：(1) 由於斑瑰的生成 

(脂肪堆積、結締組織生成)，而侵佔 (encroach)了血管腔的空間使血流受限; (2) 斑瑰

可能處於不穩定狀態而產生血栓 (thrombosis)，最後可能產生破裂致傷害末梢微血管; 

(3) 在不正常的動脈中可能於運動後產生不規律的血管搏動; (4) 血管中層 (media) 的

萎縮或破壞而導致了血管瘤 (aneurysm) 的產生。流行病學調查顯示，人體血漿中低密

度脂蛋白濃度與動脈粥狀硬化及其他相關心血管疾病的產生率呈正相關; 而由分子與

細胞學的角度來看，動脈粥狀硬化牽涉了包括內皮細胞功能失調(endothelial cell 

dysfunction)、單核細胞 (monocytes) 侵入並趨化為巨噬細胞 (macrophages)、平滑

肌的移位 (migration) 與增生 (proliferation); 高膽固醇症 (hypercholesterolemia) 亦

與動脈粥狀硬化的發生有密切關係 (15-17)。 

動脈粥狀硬化 (atherosclerosis) 的致病機轉 (pathogenesis) 在近年來不斷被探

討，關於動脈粥狀硬化的形成，學者曾提出許多假說，其中最重要的兩個為： 

(i) 損傷反應假說 (Response to injury hypothesis) 

此為 Ross 在 1986 與 1993 年 (13, 17)所提出修正後之假說，強調內皮細胞功能

失調，致使細胞做出急性與慢性的發炎反應以作為保護。造成內皮細胞損傷的原因可能

有：物理性傷害 (如血管分支處的擾流、氣球擴張術)、化學性傷害 (如抽煙、自由基攻

擊)、與曝露於致毒性物質 (如 OxLDL)，受到損傷的內皮細胞會在表面分泌一種黏附性

的醣蛋白  (adhesive glycoprotein)，此種蛋白質會與血液循環中的單核細胞 
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(monocytes) 及 T-淋巴球 (T-lymphocytes) 上的特殊受體做作結合。此時內皮細胞、

單核細胞與 T-淋巴球均會分泌許多黏附分子 (包括 E-elastin、P-selectin、VCAM-1、

ICAM-1 等)，而內皮細胞與平滑肌細胞 (smooth muscle cells)則亦分泌一些趨化物質 

(chemoattractants)，如單核細胞化學誘引蛋白-1 (monocyte chemotactic protein; 

MCP-1)、血小板誘導生長因子(platelet-derived growth factor；PDGF) 與群落刺激因

子 (colony-stimulating factors；CSFs) 等，而加速各細胞間進行黏附與移位至血管內

膜 (intima)。在血管內膜，單核細胞由於一些生長因子與細胞激素 (cytokines) 的作用

而活化為巨噬細胞 (macrophages)，最後將某些經修飾的脂質 (特別是 OxLDL) 吞

噬，並分泌黏附因子促使更多的單核細胞移入血管內膜 (13, 17)。由於以下的過程，導

致了血管內膜早期動脈粥狀硬化斑瑰的產生： 

(a)局部動脈內膜移位與增生，且巨噬細胞、T-淋巴球與平滑肌細胞在此聚集 

(accumulation)。 

(b)結締組織生成，如 elastin fiber protein、collagen 與 proteoglycans。  

(c)巨噬細胞與平滑肌細胞內大量脂質堆積而形成泡細胞 (foam cells)。 

參與動脈粥狀硬化的內皮細胞與各生長因子、細胞激素的作用模式見附圖二。 

(ii)氧化假說 (oxidation hypothesis)  

    這個假說乃針對 OxLDL 在動脈粥狀硬化中究竟扮演何種角色而提出，許多的證據

顯示了 OxLDL 的確具有關鍵的決定性因素 (15-16, 18-25)。以下即為 OxLDL 的幾項特

色： 

(a) MM-LDL 可促進白血球 (leukocytes) 與內皮細胞兩者間的黏附作用 (adhesion)，

並可刺激內皮細胞分泌 MCP－1 (macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)。 
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(b) MM－LDL 可使單核細胞由循環中藉由趨化物質 (chemoattractant)之分泌而與內皮

細胞結合，並移至內皮下方空間 (subendothelial space)，在發展中的病灶內扮演一

種不斷補充 (recruitment)的角色。 

(c) OxLDL 為單核細胞的趨化物貿，且可限制巨噬細胞的移動性，使其繼續留在動脈血

管壁中而不回到血液循環。 

(d) OxLDL 具細胞毒殺性 (cytotoxic)，會使內皮細胞的功能失調與促使脂肪斑塊成為進

一步的病害。 

(e) OxLDL 會改變動脈血管壁中其他基因的表現，如促使 interleukin-1 (IL-1) 由巨噬細

胞中分泌，而 IL-1b 即可誘使平滑肌細胞增生與內皮細胞-白血球的黏附作用。 

(f) OxLDL 含影響凝血機制，如刺激 plasminogen activator inhibitor-1 的合成、減低

tumor necrosis factor(TNF)與 platelet－derived growth factor (PDGF)的表現，而

使血小板的凝集作用增強。 

(g) OxLDL 會抑制由 endothelium-derived relaxation factor (EDRF) 所維持的冠狀血

管舒張作用 (coronary vasodilation)，而使動脈血壓升高。 

(h) OxLDL 具有致免疫性 (immunogenicity)，可促使自體抗體 (autoantibodies) 的合

成，而 Ox-LDL 所形成的免疫複體可有效地被巨噬細胞以 Fc receptor 的途徑進行

internalization。 

目前已證實 OxLDL 較 native LDL 更加有致動脈粥狀硬化的能力，且亦有以下的證

據顯示 OxLDL 存在活體中 (in vivo) 是確與動脈粥狀硬化有關: 

(a) OxLDL 在人類與 WHHL 兔的動脈粥狀硬化病灶中均被發現，而由此得到之 OxLDL

可由其物理性質 (如電泳中之泳動度) 與清除受體 (scavenger receptor) 之作用得
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到確認。 

(b) 利用免疫組織化學法 (immunohistochemistry)，藉抗體可對 OxLDL 上特殊的抗原

決定基 (epitope) 進行專一性的結合，亦認定 OxLDL 存在病灶與血液中。而此抗體

可辨識病灶中的 OxLDL 而無法辨識動脈血管中正常的 LDL。 

(c) 在人類與兔子血清中均可找到 OxLDL 的自體抗體 (autoantibodies) 

(d) 由人類動脈粥狀硬化病害中所取得的 OxLDL，其不論在免疫、物化與生物性質方面

均與體外實驗所得之 OxLDL 相似，如利用對 MDA-lysine 具專一性辨識的抗體可與

體內所得之 OxLDL 作用。 

(e) 利用口服抗氧化劑所進行的動物實驗，如 probucol、α-tocopherol、butylated 

hydroxytoluene (BHT) 與 N,N’-diphenyl 1,4-phenylenediamine (DPPD)等，在兔

子、倉鼠 (hamsters)、小鼠與非人類的靈長類動物中均可使動脈粥狀硬化的進展減

緩，甚至有回復 (regression)的現象。 

動脈粥狀硬化可依不同的進展程度與病害狀況分為諸多階段 (26)，發生動脈粥

狀硬化的關鍵位置為血管內膜，牽涉了脂肪條塊與斑塊的生成 (27)(附圖三)。早期的動

脈粥狀硬化為泡細胞的生成，此與前述 LDL 的氧化、移入血管內膜、被攝入巨噬細胞

及單核細胞的活化有關; 巨噬細胞在表現了清除受體攝入大量 OxLDL 後，無法再對細

胞內的膽固醇進行調控並維持恆定，會進一步刺激活性氧的產生，促使更多初移入血管

內膜的 MM-LDL 被氧化成 OxLDL，在此惡性循環下使大量的泡細胞產生。大量的泡細

胞堆積促使細胞激素與生長因子快速產生，誘使平滑肌細胞向血管腔的方向移位與增

生，此即為進一步的動脈粥狀硬化病灶 (advanced lesion)，在定義上稱為 type IV 

lesion。此時血管腔因動脈粥狀瘤 (atheroma) 的產生而變狹，且因結締組織的增生而
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使動脈粥狀瘤纖維化甚至鈣化 (calcification)，又由於血小板黏附且凝集，動脈便可能

發生血栓現象 (thrombosis)。依動脈粥狀硬化的進展時期，可針對不同階段而發展的抑

制劑使動脈粥狀硬化受到控制，如附圖四 (18)。針對抑制 LDL 過氧化所發展的抗氧化

劑，可有效預防早期泡細胞的產生，為目前治療動脈粥狀硬化的一個主要方向。 

人類動脈粥狀硬化的發展期很長，臨床診斷需要長時間的觀察，因此許多學者以動

物模式來進行研究。然而在探討 OxLDL 與動脈粥狀硬化的機轉上，則多以細胞模式來

進行探討。動脈粥狀硬化的過程中，最初產生的 OxLDL 會促使單核球轉形為巨噬細胞

以利吞噬 OxLDL，而這些吞噬了 OxLDL 的巨噬細胞會促使細胞激素與生長因子快速產

生，誘使平滑肌細胞向血管腔的方向移位與增生而逐漸形成動脈粥狀硬化的病灶。因此 

(1) 單核球轉形為巨噬細胞；(2) 巨噬細胞吞噬 OxLDL 及 (3) 平滑肌細胞的移位與增

生等三種過程便成為科學家在找尋抑制動脈粥狀硬化機轉上最常著眼之處。目前應用於

探討動脈粥狀硬化致病機轉的細胞模式大致如下： 

(i) 由老鼠的主動脈管壁上分離出單核球，再以 OxLDL 給予刺激使其趨化為巨噬細

胞，因為單核球-巨噬細胞的趨化作用在動脈粥狀硬化形成的整個過程中皆存在 

(28, 29)，在脂肪條塊形成時，單核球會旋轉 (rolling) 並黏著到血管內皮細胞，這

種作用可以被一些細胞激素如  monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1), 

macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) 及 interleukin-8 (IL-8) 所媒介 

(30)，因此以單核球為模式觀察其趨化為巨噬細胞的過程可有效了解動脈粥狀硬化

早其所發生的事件。 

(ii) 利用來自動物的巨噬細胞細胞株如 J774A.1 (murine) , THP-1 (human), RAW 

264.7 (murine) cells 直接給予 OxLDL 以觀察其作用，Atsumi 等人 (31)在 2000
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年曾做過研究指出當 RAW 264.7 cells 暴露於 OxLDL 中，會誘使 migration 

inhibitory factor (MIF) mRNA 大量表達，而這種結果將促使 OxLDL 大量被攝入以

加速 OxLDL 的降解，但若降解速率緩慢，這種現象將導致動脈粥狀硬化的產生；

DeVries 等人以 OxLDL 加入 RAW 264.7 細胞中，結果發現其代謝速率加劇 (32)；

而在 OxLDL 對 RAW 264.7 細胞的作用機轉中，Kim 等人則發現 Small 

heterodimer partner (SHP, 一種較少見的 nuclear receptor) 大量表達於正常態的

RAW 264.7 細胞中，可以當作 nuclear factor-κB 的 transcription coactivator，

細胞以 OxLDL 給予後，可以發現 SHP 減少，作者推測這可能是 OxLDL 對 RAW 

264.7 細胞的作用機轉之一 (33)。 

(iii) 在動脈粥狀硬化的生成過程中，許多科學家觀察到平滑肌細胞會出現大量增生並

且移行到血管內膜。Ivanov 指出以抗壞血酸 (ascorbic acid) 加入分離自 guinea 

pigs 主動脈的平滑肌細胞中，結果證實抗壞血酸會以 dose-dependent 的現象誘

發某種未知的抑制物合成及分泌而使平滑肌細胞的增生受到抑制，作者推測此種

抑制物可能是一種來自胞外間質的蛋白並可能為結合到 hyaluronic acid 上，而他

們也致力於分離此種蛋白以釐清其作用。而平滑肌細胞在動脈粥狀硬化的早期會

出現增生的現象，因此亦有許多科學家在有關動脈粥狀硬化的研究上是利用藥物

抑制平滑肌細胞增生以達到預防動脈粥狀硬化的目的。另外，Mayr (34) 也指出血

管平滑肌細胞在動脈粥狀硬化的過程中，其受到 OxLDL 所誘發的程序性死亡 

(apoptosis)，是一種血管傷害的重要因素 。 
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研究目的 

由先前的研究中已經發現原兒茶酸 (PCA)和洛神花水萃取物 (HSE) 對於氧化型

LDL 所表現的負電荷增加 (lipogel electrophoresis)、脂肪酸氧化 (TBARS)、及 ApoB

片段化有抑制的作用，因此在本實驗中我們要進一步以巨噬細胞為實驗模式，處理原兒

茶酸或洛神花水萃取物後，再加入 OxLDL，藉此來觀察細胞的變化。我們將先在試管

中加入不同劑量的 PCA 或 HSE，隨即加入 OxLDL，共同培養後進行觀察，藉此以測

定 PCA 與 HSE 除了在試管中具有抗 LDL 氧化的能力外，是否在巨噬細胞中亦能表現

此種特性？若 PCA 與 HSE 在巨噬細胞中表現了抗 LDL 氧化的能力，對細胞本身的影

響為何？而此種影響又有何生理意義？這些都是在此部份實驗中我們將探討的重點。 
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實驗材料和方法 

XVI. 化學試劑及藥品 

Tris-base, ethylenediamine-tetraacetic acid (EDTA), sodium hydroxide, MTT 

(3-[4,5-dimethylthiazol-zyl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide), sodium chloride, 

sodium citrate, bovine serum albumin, Triton X-100, paraformaldehyde 皆購自美

國 Sigma Chemical Co.；RPMI 1640, Trypsin, Penicillin-Streptomycin mixed 

antibiotics, L-Glutamine, phosphate buffer solution (PBS)皆購自美國 Gibco Co.；

TUNEL assay kit (In situ cell death detection kit, TMR red) 購自德國 Roche Co.  

細胞株培養 

來自 male BALB/c mouse 之 RAW264.7 巨噬細胞購自於食品工業研究所，培養於 

RPMI 1640 培養基 (含 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100 units/ml 

penicillin 及 100 µg/ml streptomycin)，培養箱維持於 5% CO2及 37℃恆溫，每週

繼代培養 2-3 次，自購買代數算起繼代培養 20 次後即更換低代數細胞繼續實驗以

維持細胞的穩定性，每次實驗前計算細胞密度為 4 x 105/ml 以進行所有之測試，在

加藥反應的期間必須使用無脂蛋白的培養基，本研究之所有實驗均使用 

D-MEM/F12 培養基  (不含胎牛血清，僅含 2 mM L-glutamine, 100 units/ml 

penicillin 及 100 µg/ml streptomycin)。 

XVII. LDL 的抽取 

同前述 

XVIII. OxLDL 之製備 

將最終濃度為 0.5 mg/ml 的 LDL 加入 CuSO4 於 37℃下反應 20 小時後，通過 
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PD-10 column 以去除多餘的銅離子，再以 0.45 µm 的過濾膜過濾後使 OxLDL 成

無菌狀態備用。OxLDL 必須立即使用。 

XIX. 細胞加入 OxLDL 後之存活情形 

將 RAW cell 依上述密度種入培養皿中，待貼壁  6 小時後更換培養基為

D-MEM/F12，再加入 OxLDL 至細胞中 (OxLDL 終濃度為 100 µg/ml，乃是以終濃

度 1, 5, 10 µM 的 CuSO4誘發之不同氧化程度的 OxLDL )，分別培養 0、3、6、9、

12、24 小時，再以 MTT 的方法測定細胞的存活。此細胞存活率分析係根據 alley

等之方法 (35)，其原理為存活的細胞能將 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-z-yl]-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide)(tetrazolium salt) 經由粒線體中 dehydrogenase 作用

代謝還原成 Formazan Crystal，來測其細胞存活。實驗方法是在進行上述時間的培

養結束後，除去培養基，以 PBS 清洗一次後，加入新培養基與 100 µl MTT (5 mg/ml，

終濃度為 0.5 mg/ml) 作用四小時後，移去上清液再以PBS清洗一次，之後加入 1 ml 

isopropranol，將 formazan 溶解，於光波長 563 nm 下測定吸光值，由控制組與實

驗組比較觀察細胞存活狀態。 

細胞型態的變化 

細胞型態的觀察乃是依上述的細胞處理方式培養後，分別在不同時間於倒立顯微鏡 

(Nikon, DIAPHOT 300) 觀察並拍照，觀察試劑處理細胞的型態。 

XX. Leukostat 染色法 

在細胞進行 apoptosis 時，會出現一些特有的型態變化如：染色質濃縮及邊緣化 

(chromatin condensation and margination)、DNA 斷裂 (DNA fragmentation)、細

胞皺縮 (cell shrink)、與鄰近細胞脫離 (detach from neighboring cells) 並出現細胞
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膜起泡 (membrane blebbing) 的現象，最後會引起凋亡體 (apoptosis bodies)的形

成，這個過程與細胞壞死 (cell necrosis) 相當不同，但是在細胞壞死之後有時也會

出現凋亡體，因此在判定的過程可以使用 Leukostat 染色法來區分。在 Leukostat 

染色法的結果中，正常細胞會出現完整細胞樣 (細胞核及細胞質皆非常清楚)；

apoptosis 細胞則較少細胞質，反而看到明顯的細胞核濃染的現象；而壞死細胞只會

出現很淺的細胞影像 (ghost)。本實驗之方法為細胞經過試劑處理特定時間後，以

PBS 清洗一次，然後以固定液 (含 2 mg/ml malachite green, 溶於 methanol 中) 

固定 10 秒，吸乾固定液並將細胞風乾後，加入染細胞質的第一種染劑 (含 0.1% 

eosin Y; 0.1% formaldehyde; 0.4% sodium phosphate dibasic; 0.5% potassium 

phosphate monobasic) 染 10 秒，在衛生紙上扣乾後，再加入第二種染劑 (含 

0.04% methylene blue; 0.04% azure A; 0.5% potassium phosphate monobasic) 

再染 10 秒，隨即沖洗多餘的染劑並風乾即可觀察。 

XXI. DNA 萃取與 agarose 電泳 

將細胞依前述條件培養後去除培養基，以 PBS 清洗 2 次，另外加 1 ml PBS 刮取

並收集細胞，在 3000 rpm, 4℃下離心 10 分鐘，去除上清液後加入 lysis buffer (20 

mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, pH7.5, 1% NP-40; 每 106個細胞加入 10 µl，若不足

5x106個細胞則必須加入 50 µl)，靜置 10 分鐘待其完全溶解，在 12000 rpm, 4℃

下離心 5 分鐘，取上清液後加入 SDS (final concentration: 1%) 及 RNase A (final 

concentration: 5 µg/µl) 後在 56℃下反應 2 小時，其後再加入 proteinase K (final 

concentration: 2.5 µg/µl) 在 37℃下反應 2 小時或至隔夜。接著是加入 1/2 溶液體

積的 3M sodium acetate (pH5.2) 及 2.5 倍溶液體積的 ethanol，置入 –20℃ 冰箱 
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1 小時，在 15000 rpm, 4℃下離心 15 分鐘，去除上清液後加入滅菌水溶解沉澱，

其後即可加入適量的 loading buffer 以進行電泳 (36)。洋菜膠電泳的配膠濃度為 

1.5%。 

XXII.  TUNEL Assay 

大多數的細胞程序性死亡過程中，DNA 會被切斷成 200 kb 或 50 kb 的大分子量片

段，這些片段並無法以單純的洋菜膠電泳觀察到 DNA ladder，因此其他偵測大片

段 DNA 斷裂片的方式必須被應用。TUNEL (terminal deoxynucleotide transferase 

(TdT)-mediated dUTP-digoxigenin nick-end labeling) 乃是一種 in situ的偵測DNA

斷裂片的方法 (37)。原理是當出現 DNA 斷裂片時，可能會出現雙股及單股的 DNA

片段，這兩種形式的片段皆可用修飾過的核甘酸  (modified nucleotides，如 

biotin-dUTP, DIG-dUTP 或 fluorescein-dUTP)結合在 DNA 斷裂片的游離 3’-OH 端

以得到偵測 DNA 裂片的目的，而這種修飾過的核甘酸結合到 DNA 斷裂片的過程必

須在 terminal deoxynucleotide transferase 的催化下方可進行。實驗方法為將細胞

培養於 8-well chamber slide 中，密度為 4 x 105/ml，每一 well 種入 125 µl，在與

前述相同最終濃度的試劑加入處理後，以 PBS 清洗 2 次後加入新鮮配置之固定液 

(2% paraformadehyde in PBS, pH7.4) 於室溫下反應 1 小時，之後再以 PBS 清洗

一次後放入 permeabilisation solution (0.1% Triton X-100, 0.1% sodium citrate) 

置於冰上反應 2 分鐘，去除 permeabilisation solution 後再以 PBS 清洗二次後再置

入  TUNEL reaction mixture (terminal deoxynucleotidyl transferase from calf 

thymus (EC 2.7.7.31) in storage buffer, nucleotide mixture)，將 chamber slide 放

入可保濕的盒子中再置入 37℃預熱過的 incubation oven 中避光反應 1 小時，其後
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再以 blocking buffer (0.1 % Triton X-100, 0.5 % bovine serum albumin in PBS) 清

洗 3 次後在螢光顯微鏡 (Nikon, ECLIPSE, TE300) 下觀察。 

XXIII. 蛋白質抽取及定量 

細胞經過處理後以 PBS 清洗並刮取，在 4℃下離心 1500 rpm 後, 置於 buffer 中 

(20 mM Tris-HCl, pH7.4, 0.03 mM sodium orthovonadate, 2 mM EDTA, 2 mM 

magnesium chloride, 1 mM DTT, 250 mM sucrose, 2 mM PMSF 及 10 µg/ml 

leupeptin) 以震盪器震動 1 小時，在 800rpm 下離心 10 分鐘，取上清液後作蛋白

質定量。此法乃利用蛋白質可與 Commassie Billiant blue G-250 形成藍色的複合物

質，而這個藍色的複合物在 595 nm 有一個較大吸光值的原理來測定。首先製備以

BSA (Bovine Serum Albumin)為標準液的蛋白質溶液數個濃度，做出標準曲線後再

以此換算各個樣本的蛋白質濃度。 

XXIV. 蛋白質電泳 

取總蛋白 50µg，加入 5 倍之 protein loading buffer 混合均勻，loading 至 5% staking 

gel / 8% separating gel SDS-PAGE，進行電泳。 

XXV.  西方墨點法 (Western Blotting)分析 PARP 蛋白 

電泳完成後，以 4℃、100 mA 轉移蛋白至 NC membrane，16 小時後，將 membrane

浸入含 5%脫脂奶粉之 TBS-T 緩衝液內，於 4℃至少搖動 6 小時，加入一次抗體 

(PARP) 於 4℃作用 3 小時以上，再以 TBS-T 清洗三次，每次各 10 分鐘，後與二

次抗體 (0.2 µg/ml)反應 1 小時後，以 TBS-T 清洗三次，每次 10 分鐘，最後將

membrane 置入高透明度之塑膠袋中，加入 enhanced chemilluscence substrate，

進行反應 1 分鐘後，放至壓片匣中以 X-ray film 曝光後加入顯影劑顯影。(註: TBS-T 
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buffer 為 Tris-base 20 mM, NaCl 138 mM, Tween-20 0.1%) 

XXVI. Caspase-3 activity 的測定 

當細胞發生計劃性的自然凋亡，常伴隨著 Caspase-3 活性的增高。測定 Caspase-3

活性，以反映出細胞 apoptosis 的狀況。本組 kit 利用 Caspase-3 具有切割蛋白的能

力，當其受質經 Caspase-3 作用切割反應後將產生某一特定的吸光值，偵測此一吸

光值的變化即可得知Caspase-3的活性•實驗方法為將細胞培養後，以 trypsin-EDTA

將細胞由培養皿打下，PBS 沖洗後，以 1000 rpm 離心 5 分鐘，取沉澱細胞，加培

養基使細胞懸浮，將細胞濃度調整咸 4X105/ml，培養於 10 公分培養皿中。待細胞

貼壁，更新培養基，同時依實驗需要加入試劑。培養 24 小時後以 trypsin－EDTA

將細胞由培養皿打下，PBS 沖洗後以 1000 rpm 離心 5 分鐘，取沉澱細胞，加冰的

lysis buffer 於冰上震盪 10 分鐘後，以 10000 g 離心 1 分鐘。取上層液，並測定蛋

白濃度，調整濃度至 1mg/ml。將以上製備好的 sample取 12.5 µl加上等量的 reaction 

buffer (內含 10mM DTT)，再加 1.25µl 之 4mM DEVD－pMA substrate，於 37℃下

避光反應 1.5－2 小時，最後以波長 405nm 測定吸光值。 

XXVII. Migration assay 

將 LDL 及 CuSO4共同培養 20 小時後，過 PD-10 column 及 0.45 µm filter 以得到

無菌的  OxLDL，將洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸與 OxLDL 加在 48-well 

chemotaxis chamber (Neuro Probe, Inc) 的下層，蓋上 polycarbonate membrane 

(8 µm, Neuro Probe, Inc)，小心的將 chamber 的上層與下層鎖緊，之後再將 2 X 105 

個細胞注入上層，在 37℃下培養 4 小時後，將 membrane 取出，先以甲醇固定 8

分鐘，待甲醇揮發殆盡，再置入 Giemsa (Sigma Co.) 染劑中染色 1 小時後，將上



 143

層殘留的細胞擦拭乾淨，在光學顯微鏡下數下層已移行的細胞數。另外我們也將

OxLDL 加在 chamber 的下層，洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸則與細胞共同加於

上層，藉此觀察洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸與 OxLDL 的作用對細胞影響較強，

抑或直接與細胞的作用影響較強。 
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結果 

XXVIII. 細胞加入不同濃度之 CuSO4 在不同時間下誘發 OxLDL 後之存活情形 

RAW 264.7 cell加入不同濃度包括 1, 5, 10 µM CuSO4 所誘發的 OxLDL (終濃度為 

100 µg/ml) 後分別培養 0、3、6、9、12、24 小時，在 MTT 的測定下可以發現細

胞存活的情形。由圖一結果顯示 1 µM CuSO4所誘發的 OxLDL 在 12 小時後會使細

胞逐漸死亡，而 5 µM 及 10 µM CuSO4所誘發的 OxLDL 則是在 9 小時後會使細胞

逐漸死亡，而誘發死亡的速率則隨著 OxLDL 的氧化程度呈現 dose-dependent 的現

象，但不論是哪一種氧化程度的 OxLDL 皆會使細胞在 24 小時全數死亡。在此，我

們由結果決定以 5 µM CuSO4誘發之 OxLDL 加入細胞培養 15 小時來進行接下來的

實驗。 

處理洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所引起的細胞死亡之影響 

RAW 264.7 cell 處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 

mg/ml，後隨即加入 OxLDL 共同培養 15 小時，在 MTT 的測定下可以發現洛神花水

層粗萃取物在濃度越高的情況之下對細胞死亡的抑制作用越強，且呈現

dose-dependent 的現象，在最高濃度處理下可將細胞死亡的情形抑制為控制組 (只

有 LDL 的組別) 的 100%。(圖二) 

XXIX. 處理原兒茶酸對氧化型 LDL 所引起的細胞死亡之影響 

RAW 264.7 cell 處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mM，後隨即

加入 OxLDL 共同培養 15 小時，在 MTT 的測定下可以發現原兒茶酸也同樣的在濃

度越高的情況之下對細胞死亡的抑制作用越強，且呈現 dose-dependent 的現象，

在最高濃度處理下可將細胞死亡的情形抑制為控制組的 95%。(圖三) 
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細胞加入不同濃度 CuSO4 誘發之 OxLDL 在不同時間下觀察細胞型態的變化 

RAW 264.7 cell 加入 1, 5, 10 µM CuSO4 所誘發的 OxLDL (終濃度為 100 µg/ml) 

後分別培養 0、3、6、9、12、24 小時，在倒立顯微鏡觀察細胞型態的變化，可以

發現 CuSO4 的濃度越高及培養時間越久，細胞的型態出現越明顯的改變，包括細

胞質變少、細胞核愈趨明顯且邊緣化以及細胞膜出現類似 apoptosis body 的型態。

(圖四) 

處理洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所引起的細胞型態改變之影響 

RAW 264.7 cell 處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 

mg/ml，隨即加入 OxLDL 共同培養 15 小時，在倒立顯微鏡觀察細胞型態的變化，

可以發現 OxLDL 所誘發的細胞死亡可被處理的洛神花水層粗萃取物所抑制，且呈

現 dose-dependent 的現象，在濃度高於 0.5 mg/ml 的情況下可將細胞死亡的情形

抑制為與控制組幾乎一致。(圖五) 

XXX. 處理原兒茶酸對氧化型 LDL 所引起的細胞型態改變之影響 

RAW 264.7 cell 處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mM，隨即加

入 OxLDL 共同培養 15 小時，在倒立顯微鏡觀察細胞型態的變化，可以發現 OxLDL

所誘發的細胞死亡可被預先處理的原兒茶酸所抑制，在濃度為 1.0 mM 的情況下可

將細胞死亡的情形抑制為與控制組幾乎一致。(圖六) 

XXXI. 以 Leukostat 染色法判斷氧化型 LDL 所引起的細胞死亡是否為 apoptosis 

RAW 264.7 cell 加入不同濃度 CuSO4所誘發的 OxLDL (終濃度為 100 µg/ml) 後

培養 12 小時，以 Leukostat 染色法觀察細胞的形態及細胞核。由圖七結果顯示當加

入 1 µM CuSO4所誘發之 OxLDL 時，細胞會出現細胞質減少及核濃染的 apoptosis
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現象；當加入 5 µM CuSO4所誘發之 OxLDL 時，細胞所出現的 apoptosis 現象愈趨

明顯；當加入 10 µM CuSO4所誘發之 OxLDL 時，細胞則除了 apoptosis 的現象外，

尚會出現少量壞死細胞所會顯現的 ghost 現象。 

XXXII. 以洋菜膠電泳測定氧化型 LDL 所引起的細胞死亡應出現的 DNA 斷裂現象 

RAW 264.7 cell 加入不同濃度包括 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 µM CuSO4 所誘發

的 OxLDL (終濃度為 100 µg/ml) 後培養 12 小時，在洋菜膠電泳的測定下發現氧化

型 LDL 所引起的細胞死亡並無法出現小片段的 DNA 斷裂現象 (圖八)。 

XXXIII. 處理洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所造成之 DNA 斷裂之影響 

由於大多數的細胞程序性死亡過程中，DNA 會被切斷成 200 kb 或 50 kb 的大分子

量片段，這些片段並無法以單純的洋菜膠電泳觀察到 DNA ladder，因此我們使用

TUNEL assay 大片段 DNA 斷裂片是否出現？而在洛神花水層粗萃取物的存在下對

其影響又為何？在改以 TUNEL assay 進行 in situ 的測試後，結果在圖九中發現當

細胞死亡的時候 (C 圖)，我們可以觀察到明顯的紅色 TMR red 螢光，而在濃度 0.5 

mg/ml 的情況下可將細胞死亡的情形抑制得極為明顯。 

XXXIV. 處理原兒茶酸對氧化型 LDL 所造成之 DNA 斷裂之影響 

在原兒茶酸的存在下對細胞影響又為何？同樣以 TUNEL assay 進行 in situ 測試，

結果在圖十中發現當原兒茶酸濃度為 1.0 mM 時，對細胞死亡的情形抑制得與控制

組幾乎一致。 

XXXV.  西方墨點法 (Western Blotting)分析 PARP 蛋白 

RAW 264.7 cell 加入不同濃度包括 1, 5, 10 µM CuSO4 (終濃度) 所誘發的 OxLDL 

(終濃度為 100 µg/ml) 後分別培養 0、6、12、24 小時，在 PARP 蛋白的表現上可
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以發現在 24 小時的時間點，PARP 蛋白由 110 kDa 斷裂為 85 及 25 kDa 的情形最

為嚴重，由此推測 PARP 蛋白的斷裂應發生於 12 到 24 小時之間 (圖十一)。 

XXXVI. 處理洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所造成之 PARP 蛋白的變化 

RAW 264.7 cell 處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 

mg/ml，再加入 OxLDL 後共同培養 15 小時，結果顯示 OxLDL 所誘發的 PARP 蛋

白斷裂的情形可以在處理洛神花水萃取物後得到改善。在濃度為 0.5 mg/ml 時，

PARP 蛋白斷裂的現象約可以回復 93% (相較於只處理 LDL 的組別)。(圖十二) 

XXXVII. 處理原兒茶酸對氧化型 LDL 所造成之 PARP 蛋白的變化 

RAW 264.7 cell 處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mM，再加入

OxLDL 共同培養 15 小時，結果顯示氧化型 LDL 所誘發的 PARP 蛋白斷裂的情形可

以在處理原兒茶酸後得到改善並呈現 dose-dependent 的現象。在濃度為 0.5 mM

時，PARP 蛋白斷裂的現象已約可以回復 100% (相較於只處理 LDL 的組別)。(圖十

三) 

XXXVIII. 處理洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所造成之 Caspase-3 蛋白活性的變

化 

RAW 264.7 cell 處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 

mg/ml，再加入 OxLDL 後共同培養 15 小時，結果顯示 OxLDL 所誘發的 caspase-3

活性增加的情形可以在處理洛神花水萃取物後得到改善。在濃度為 0.5 mg/ml 時，

caspase-3 活性約可以下降 72.3% (相較於只處理 LDL 的組別)。(圖十四) 

XXXIX. 處理原兒茶酸對氧化型 LDL 所造成之 caspase-3 蛋白活性的變化 

RAW 264.7 cell 處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mM，再加入
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OxLDL 培養 15 小時，結果顯示氧化型 LDL 所誘發的 caspase-3 活性增加的情形可

以在處理原兒茶酸後得到改善並呈現 dose-dependent 的現象。在濃度為 0.5 mM

時，caspase-3 活性已約可以下降 74.2% (相較於只處理 LDL 的組別)。(圖十五) 

XL. 洛神花水層粗萃取物與巨噬細胞/OxLDL 作用的相關性 

由圖十六的結果得知當 OxLDL 置於 transwell chamber 的下層而細胞置於上層時，

經培養 4 小時後，巨噬細胞會出現 migration 的現象以趨向 OxLDL，而洛神花水萃

取物與細胞共同存在時對於細胞吞噬 OxLDL 的效果比之於洛神花水萃取物與

OxLDL共存時的效果明顯，我們藉此推測洛神花水萃取物除了可以直接抑制OxLDL

的量之外，它也可能與巨噬細胞有某種交互作用，藉此使 OxLDL 的量減少並使巨

噬細胞不因 OxLDL 的存在而死亡，而洛神花水萃取物與巨噬細胞之間的交互作用

為何？則是我們將進一步探討的範疇。 

XLI. 原兒茶酸與巨噬細胞/OxLDL 作用的相關性 

圖十七的結果與洛神花水萃取物的結果極為相近，因此我們也推想原兒茶酸也應該

是除了可以直接抑制 OxLDL 的量之外，可能也與巨噬細胞有某種交互作用，而這

些我們都將進一步探討。 

XLII. 洛神花中各種萃取物對 OxLDL 造成巨噬細胞死亡的影響 

因為洛神花水萃取物中所含有效抗氧化成分甚多，因此我們以原兒茶酸 (PCA)、多

酚酸萃取物 (polyphenolic extracts, PHE) 及花青素萃取物 (anthocyanins extracts, 

ACE) 分別測定其在 OxLDL 所引起的細胞死亡中的抑制作用。結果發現 PHE 之

IC50=0.0335mg/ml；PCA 之 IC50=0.037mg/ml；ACE 之 IC50=0.0513mg/ml，證實

洛神花水萃取物中的有效成分確實在抑制 OxLDL 所引起的細胞死亡中扮演重要的
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角色 (圖十八)。IC50 的計算乃是以 OxLDL 為基準點，與加藥後抑制細胞死亡百分

比最高的藥物濃度所形成的線性關係換算而得。 
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討論 

RAW 264.7 細胞在先前的研究中多為探討暴露於活性氧  (reactive oxygen 

species, ROS)中細胞的變化；或是以 lipopolysaccharide (LPS)誘發 NO 產生所引起

的細胞改變。在 2001 年，Cho 等人 (38)預先處理類黃酮類物質，再以 H2O2加入細胞

以誘發活性氧，結果發現對於 H2O2 所誘發自由基對細胞造成之 proinflammatory 

cytokines interleukin-1 β (IL-1β) 及 interleukin-2 (IL-2) 的基因表達增加，類黃酮類物

質具有 dose-dependent 的抑制作用，而其抑制的作用位置是在於阻斷 IL-1β及 IL-2 的

轉錄因子 nuclear factor kappaB (NF-kappaB)及 activator protein-1 (AP-1)的活化，以

致於可以達到保護細胞的作用。另外在 2001 年，Ishii 等人 (39) 亦曾指出以 LPS 誘

發 inducible NO synthase (iNOS) 增加而產生 NO，phloroglucinol derivatives 這些抗

氧化劑預先處理後可以抑制 iNOS 蛋白及 mRNA 的表達，當然 NO 的產生也會受到抑

制。而在以 RAW264.7 細胞探討巨噬細胞在動脈粥狀硬化角色的研究中，OxLDL 是最

常被用來加入細胞的一種，因為巨噬細胞在動脈粥狀硬化的早期即會倚賴其清道夫接受

器 (scavenger receptor) 吞噬 OxLDL (40)，至於吞噬 OxLDL 後對巨噬細胞的影響則

與 OxLDL 的濃度有關，在 2001 年 Hundal 等人 (41)曾提出處理 50 µg/ml 以下的 

OxLDL 會使巨噬細胞增生，而高於 100 µg/ml 的 OxLDL 會對巨噬細胞產生毒性而使

細胞死亡，而此種實驗結果在 Han 人的研究中亦曾出現 (42)。另外 Tabas 等人也曾提

出過多的游離膽固醇 (未酯化) 將增加巨噬細胞死亡的機率並會增加動脈粥狀損傷 

(43)。據此而推測，當細胞曝露於低濃度的 OxLDL 時，細胞增生是為了加強吞噬 OxLDL

並將其分解的能力；而當細胞曝露於高濃度的 OxLDL 時，細胞則會因此而死亡。所以

在這種情形下，巨噬細胞的增生可能是為了保護血管免於形成動脈粥狀瘤；反之，若細
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胞死亡則可能加速動脈粥狀硬化的發生 (44)。至於細胞增生及細胞死亡在動脈粥狀硬

化的演變上其真實意義為何將有待釐清。 

在本篇實驗的研究結果中，我們發現以高濃度 OxLDL 處理巨噬細胞，結果會發現

嚴重的細胞死亡，並且其死亡是以 apoptosis 的方式進行。但是在預先處理洛神花水層

粗萃取物或原兒茶酸後，這種死亡現象將有效被抑制。其中洛神花水層粗萃取物的作用

乃是內含各種有效抗氧化成分所貢獻 (圖十八)，在這些不同抗氧化成分中，我們仍須

注意高濃度的抗氧化劑對於抑制細胞死亡亦出現相反作用，此現象猶如第一部分所提及

之過多的類黃酮類化合物將加速自由基的形成而失去抗氧化的能力，一般而言，天然抗

氧化劑本就廣泛存在於植物中，實不需過度額外補充，以免造成反效果。而在本研究中

所觀察到的處理不同抗氧化劑所造成的巨噬細胞死亡抑制作用的意義應該是在動脈粥

狀硬化的不同階段皆為可逆的，在 1993 年，Russell Ross 指出在動脈粥狀硬化的過程

中，肇始者為 OxLDL (也可能是機械傷害或 homocysteine, immunologic, toxins, 

viruses 等物質)，它使得單核細胞趨化為巨噬細胞，巨噬細胞因為攝食 OxLDL 而形成

foam cell，在這期間，巨噬細胞會以 lipoprotein lipase (脂蛋白脂解酵素)分解食入之 

OxLDL，除此之外，Baoutina 等人 (45) 也在 2001 年提出證據證實巨噬細胞可以降低 

cholesteryl ester hydroperoxides (CEOOH, 為一種 LDL 進行氧化時早期的產物)，因

此若能使 macrophage 在受到 OxLDL 傷害的情況之下維持其存活不死，那麼將使巨噬

細胞有充裕的時間分解食入之 OxLDL，也就有機會減低 fatty steak 甚而減低動脈粥狀

硬化。而我們所推測的此種論點在 1990 年及 1983 年曾分別被 Darley-Usmar 及

Steinberg 等人所提及，他們認為在特定狀況下，巨噬細胞的增生可能是一種保護血管

的角色 (46, 47)。此外，Ross 也說明當脂肪大量堆積的 foam cell、T cells 及 smooth 
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muscle cells 形成 fatty steak 後，就會逐漸形成纖維斑 (fibrous plaque)以致於慢慢演

化成粥狀瘤。而形成 fatty steak 的組成物則多是一些死亡的細胞及結締組織，這也就說

明了讓巨噬細胞大量死亡在動脈粥狀硬化的演變上其實是一個相當有害的狀況。 

在本研究的結果中，我們已得知洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸可能經由 (1) 減

少 OxLDL 的產生；(2) 直接作用於巨噬細胞的某種機轉以維持細胞存活。這中間仍有

許多的問題殘留，其一為減少 OxLDL 的產生是由於減低自由基的含量？亦或增加/協同

LDL 內源性抗氧化劑如維生素 E、維生素 C、類胡蘿蔔素的作用？其二則是洛神花水層

粗萃取物或原兒茶酸是倚賴巨噬細胞上的 receptor 作用而影響細胞內部的訊息傳遞或

是直接經由細胞內飲作用 (endocytosis) 進入細胞以進行增加細胞存活能力的作用？

在 1992 年 Esterbauer 等人 (48) 的研究指出，當以銅離子誘導 LDL 氧化時，LDL 內

所含之眾多內源性抗氧化劑會逐漸消失，最先遭遇的防線即為α-tocopherol。另外也有

其他學者的研究發現當額外補充維生素 E 時，亦會藉由增加 LDL 內源性 α-tocopherol

的數量而改變 LDL 的氧化敏感性(49, 50)。α-tocopherol 主要是藉著血液循環中水溶性

抗氧化劑之幫助而再生(recycling)，如維生素 C、ubiquinone 等；Wu 等人也在 1998

年指出 (51)，餵食富含水溶性抗氧化劑之丹參水溶液成份可顯著增加紐西蘭大白兔 

LDL 中α-tocopherol 之數量。而在洛神花水層粗萃取物中也含有椽杞酸及類黃酮等水溶

性抗氧化劑，而原兒茶酸本身即為一種類黃酮結構，因此在細胞中所看到的抗 OxLDL

作用可能是經由這些水溶性物質使得α-tocopherol 獲得再生而增加數目。Terao (52) 等

人亦指出具有兒茶素類結構之類黃酮化合物 (如 catechuic acid, quercetin)在磷脂質雙

層膜 (phospholipid bilayer)系統中是可穩定存在與具備抗氧化能力，由於類黃酮的親水

性比α-tocopherol 要來得高，故在磷脂質雙層膜系統中為聚集在膜的表面，其作用為清
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除水相中的氫氧自由基與膜中的脂質過氧化物；當面對 LDL 的系統時，更可藉由以上

的抗氧化機制與保護內源性α-tocopherol 而具抗氧化效果。但是當面對高度氧化的體內

環境時，如 Princene 在 1998 年 (53) 以抽煙族群所作的研究中發現，飲用紅茶、綠茶

或綠茶多元酚類萃出物 4 週後並無法影響脂質代謝與改變 LDL 的氧化敏感性。由此結

果顯示，抗氧化物質雖可在體外有良好之抗氧化作用，但可能因體內消化吸收狀況不

佳，或面對高濃度自由基環境時所能顯現的抗氧化能力不足，而導致無法觀察到其與體

外實驗相呼應之結果。但即使多元酚類化合物在體內可表現出的抗氧化能力有限，卻可

藉由與 LDL 內內源性抗氧化劑之交互作用，而達到保護 LDL 免受氧化修飾之目的。但

由本實驗中並無法完全證實這項說法，若要釐清則需要進一步的實驗證實方可。最近亦

有報告指出補充 quercetin與 apigenin二週並無法改變人體內抗凝血系統的部份因子與

酵素的活性 (54)，顯示動脈粥狀硬化患者可藉服用含類黃酮類化合物而改善病徵的情

況，並非由於凝血機制改變的緣故。 

綜合上述，我們已經明確得知高濃度的 OxLDL 可對細胞造成毒性以令細胞 

apoptosis，而預先處理洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸可以抑制這種死亡的現象，至

於其機轉則是我們接下來將要探討的主題。 
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圖一、不同濃度之 CuSO4 在不同時間下誘發 OxLDL 後對細胞之影響 

 
 

 
 
Fig. 1. The effect of oxLDL in macrophage. 4 X 105/ml cells were seeded for at least 4 hrs 

before incubated with 100 µg/ml oxLDL for various durations. The viable cell was measured 

by MTT assay as described in Materials and Methods. The experiment was repeated three 

times, and the data were presented as mean ± SD from the triplicate. The P value was 

calculated by an unpaired t-test as compared with the control (native LDL treated group). * 

P<0.05; ** P<0.01. 
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圖二、洛神花水萃取物以觀察對 OxLDL 引起細胞死亡之影響 

 
 

 
 
Fig. 2. Inhibitory effect of HSE on oxLDL-induced macrophage death. 4 X 105/ml cells 

were seeded for at least 4 hrs before incubated with 100 µg/ml oxLDL for 15 hours. Prior to 

the treatment of oxLDL, 0, 0.01, 0.03, 0.05, 0.1 or 0.5 mg/ml of HSE was added to the cells. 

The viable cell was measured by MTT assay as described in Materials and Methods, and 

represented as percentage of the control group (treated with 100 µg/ml native LDL). The 

experiment was repeated three times, and the data were presented as mean ± SD from the 

triplicate. The P value was calculated by an unpaired t-test as compared with the control 

(native LDL treated group). * P<0.05; ** P<0.01. 
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圖三、原兒茶酸以觀察對 OxLDL 引起細胞死亡之影響 

 

 
 

Fig. 3. Inhibitory effect of PCA on oxLDL-induced macrophage death. 4 X 105/ml cells 

were seeded for at least 4 hrs before incubated with 100 µg/ml oxLDL for 15 hours. Prior to 

the treatment of oxLDL, 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 or 1.0 mM of PCA was added to the cells. The 

viable cell was measured by MTT assay as described in Materials and Methods, and 

represented as percentage of the control group (treated with 100 µg/ml native LDL). The 

experiment was repeated three times, and the data were presented as mean ± SD from the 

triplicate. The P value was calculated by an unpaired t-test as compared with the control 

(native LDL treated group). * P<0.05; ** P<0.01. 
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圖四、不同濃度銅離子誘發之氧化型 LDL 對細胞形態之影響 
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Fig. 4. The morphological changes on oxLDL-treated macrophages. Cells were treated 
and observed as “Materials and Methods” section. 
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圖五、洛神花水萃取物對 OxLDL 誘發細胞型態改變的影響 

        

        

        

        

Fig. 5. The morphological changes of HSE on 

oxLDL-treated macrophage. Cells were treated and 

observed as “Materials and Methods” section. A, normal (no 

treatment); B, native LDL; C, oxidized LDL; D, 0.01 mg/ml 



 166

HSE plus oxidized LDL; E, 0.03 mg/ml HSE plus oxidized 

LDL; F, 0.05 mg/ml HSE plus oxidized LDL; G, 0.1 mg/ml 

HSE plus oxidized LDL; H, 0.5 mg/ml HSE plus oxidized 

LDL. The arrows pointed out the locations of apoptotic-like 

bodies.



 

 
 
 
 
 
 

 

圖六、原兒茶酸對 OxLDL 誘發細胞型態改變的影響 

        

        

        

        

Fig. 6. The morphological changes of PCA on oxLDL-treated macrophage. Cells were 
treated and observed as “Materials and Methods” section. A, normal (no treatment); B, native 
LDL; C, oxidized LDL; D, 0.01 mM PCA plus oxidized LDL; E, 0.05 mM PCA plus oxidized 
LDL; F, 0.1 mM PCA plus oxidized LDL; G, 0.5 mM PCA plus oxidized LDL; H, 1.0 mM 
PCA plus oxidized LDL. The arrows pointed out the locations of apoptotic-like bodies. 



 

 
 
 
 
 
 

 

圖七、不同濃度的銅離子所誘發的 OxLDL 對巨噬細胞的影響 

      
 

      
 

           
Fig. 7. RAW cell were treated with 100 µg/ml LDL and CuSO4 and incubated at 37℃ for 12 h to observe the apoptotic cell. 
A, normal; B, LDL only; C, LDL and 0.01 µM CuSO4; D, LDL and 0.05 µM CuSO4; E, LDL and 0.1 µM CuSO4; F, LDL and 0.5 µM 
CuSO4; G, LDL and 1.0 µM CuSO4; H, LDL and 5.0 µM CuSO4; I, LDL and 10 µM CuSO4.
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圖八、以洋菜膠電泳測定 OxLDL 所引起的 apoptosis 應出現的 DNA 斷裂 
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Fig. 8. The DNA fragmentation observed by agarose gel electrophoresis on 
oxLDL-treated macrophages. Cells were treated and observed as “Materials and Methods” 
section. 
 



 

 
 
 
 
 
 

 

圖九、洛神花水萃取物對 OxLDL 誘發細胞 apoptosis 的影響 

      

      

      

      
Fig. 9. The inhibitory effect of HSE on oxLDL-induced macrophage DNA fragmentation. 
The detail of the treatments was described in Materials and Methods. A, normal (no 
treatment); B, native LDL; C, oxidized LDL; D, 0.01 mg/ml HSE plus oxidized LDL; E, 0.03 
mg/ml HSE plus oxidized LDL; F, 0.05 mg/ml HSE plus oxidized LDL; G, 0.1 mg/ml HSE 
plus oxidized LDL; H, 0.5 mg/ml HSE plus oxidized LDL. The red signals represent positive 
for DNA fragments.



 

 
 
 
 
 
 

 

圖十、原兒茶酸對 OxLDL 誘發細胞 apoptosis 的影響 

      

      

      

      
Fig. 10. The inhibitory effect of PCA on oxLDL-induced macrophage DNA 

fragmentation. The detail of the treatments was described in Materials and Methods. A, 

normal (no treatment); B, native LDL; C, oxidized LDL; D, 0.01 mM PCA plus oxidized 

LDL; E, 0.05 mM PCA plus oxidized LDL; F, 0.1 mM PCA plus oxidized LDL; G, 0.5 mM 

PCA plus oxidized LDL; H, 1.0 mM PCA plus oxidized LDL. The red signals represent 

positive for DNA fragments. 



 

 
 
 
 
 
 

 

 

 
圖十一、OxLDL 在巨噬細胞中造成 PARP 蛋白斷裂之情形 
 

 
Fig. 11. Immunoblotting examination of the effect on oxLDL-induced PARP cleavage in macrophage. 

Protein lysate was obtained from macrophages and subjected to Western blot analysis for the cleavage of PARP. 

Cells were treated and observed as “Materials and Methods” section.  
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圖十二、洛神花水萃取物對 OxLDL 所造成之 PARP 蛋白的變化 

 

 

 

HSE (mg/ml) - - - 0.01 0.03 0.05 0.1 0.5 
LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 
oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 

                 
 
 
  
 
 
Fig. 12. Immunoblotting examination of the effect of HSE on oxLDL-induced PARP cleavage in 

macrophage. Protein lysate was obtained from macrophages and subjected to Western blot analysis 

for the cleavage of PARP. Lane 1, normal (no treatment); lane 2, native LDL; lane 3, oxidized LDL; 

lane 4, 0.01 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 5, 0.03 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 6, 0.05 

mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 7, 0.1 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 8, 0.5 mg/ml HSE 

plus oxidized LDL. 

Fold 1.05 1 0.18 0.31 0.79 0.64 0.78 0.91

β-actin 
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圖十三、原兒茶酸對 OxLDL 所造成之 PARP 蛋白的變化 

 

 

 

PCA (mM) - - - 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 
LDL (100µg/ml) - + + + + + + + 
CuSO4 (5 µM) - - + + + + + + 

 

 
 

 

 

 
Fig. 13. Immunoblotting examination of the effect of PCA on oxLDL-induced PARP cleavage in 

macrophage. Protein lysate was obtained from macrophages and subjected to Western blot analysis 

for the cleavage of PARP. Lane 1, normal (no treatment); lane 2, native LDL; lane 3, oxidized LDL; 

lane 4, 0.01 mM PCA plus oxidized LDL; lane 5, 0.05 mM PCA plus oxidized LDL; lane 6, 0.1 mM 

PCA plus oxidized LDL; lane 7, 0.5 mM PCA plus oxidized LDL; lane 8, 1.0 mM PCA plus oxidized 

LDL. 

Fold 1.1 1 0.09 0.27 0.35 0.42 0.94 0.98 

β-actin 
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圖十四、洛神花水萃取物對 OxLDL 所造成之 Caspase-3 蛋白活性的變化 
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Fig. 14. The inhibitory effect of HSE on oxLDL-induced caspase-3 activity in macrophage. 

Cells were treated and assayed for caspase-3 activity as described in Materials and Methods. Each 

vertical bar represents mean ± SD from triplicate determinations. The P value was calculated by an 

unpaired t-test as compared with the control (native LDL treated group). * P< 0.05. 
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圖十五、原兒茶酸對 OxLDL 所造成之 Caspase-3 蛋白活性的變化 
 
 

 

 
 
Fig. 15. The inhibitory effect of PCA on oxLDL-induced caspase-3 activity in macrophage. Cells 

were treated and assayed for caspase-3 activity as described in Materials and Methods. Each vertical 

bar represents mean ± SD from triplicate determinations. The P value was calculated by an unpaired 

t-test as compared with the control (native LDL treated group). * P< 0.05; ** P< 0.01. 
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圖十六、洛神花水萃取物對與巨噬細胞/OxLDL 作用的相關性 
 

 

Cell + + + + + + + + + + + + + Up 
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OxLDL - - + + + + + + + + + + + 
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chamber 

HSE 

(mg/ml) 

- - - 0.01 0.0

3 

0.05 0.1 0.5 - - - - - 

 

Figure 16. The inhibitory effect of HSE on the migration of macrophages attracted by oxLDL. 

In these experiments, cells were treated and counted as described in Materials and Methods. Each 

vertical bar represented mean ± SD from triplicate determinations. The P value was calculated by an 

unpaired t-test as compared with the control (native LDL treated group). * P< 0.05; ** P< 0.01. 

圖十七、原兒茶酸對與巨噬細胞/OxLDL 作用的相關性 
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Cell + + + + + + + + + + + + + Up 

chamber PCA 

(mM) 

- - - - - - - - 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 

LDL - + - - - - - - - - - - - 

OxLDL - - + + + + + + + + + + + 

Low 

chamber 

PCA 

(mM) 

- - - 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 - - - - - 

 
Fig. 17. The inhibitory effect of PCA on the migration of macrophages attracted by 
oxLDL. In these experiments, cells were treated and counted as described in Materials and 

Methods. Each vertical bar represented mean ± SD from triplicate determinations. The P 

value was calculated by an unpaired t-test as compared with the control (native LDL treated 

group). * P< 0.05; ** P< 0.01. 

圖十八、洛神花中各種萃取物對 OxLDL 造成巨噬細胞死亡的影響 
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Fig. 18. The inhibitory effects of different components in HSE on oxLDL-induced macrophage 

death. In these experiments, 4 X 105/ml cells were seeded for at least 4 hrs before incubated with 

100 µg/ml oxLDL for 15 hr. Prior to the treatment of oxLDL, the components isolated from HSE 

were added to the cells. The viable cell was measured by MTT assay as described in Materials and 

Methods. The experiment was repeated three times, and the data were presented as mean ± SD from 

the triplicate. The P value was calculated by an unpaired t-test as compared with the control (native 

LDL treated group). * P<0.05; ** P<0.01. 

 

附圖一、發展脂肪條紋損傷的起始狀態 
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(摘自 Cell, 104, 503, 2000) 
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附圖二、參與動脈粥狀硬化的內皮細胞與生長因子及細胞激素的作用 

 

 
(摘自 Cell, 104, 503, 2000) 

 

 
(摘自 Nature, 362, 801, 1993) 
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附圖三、血管內膜與動脈栓塞之關係 

 
 
 
 

 
 
(摘自 Cell, 104, 503, 2000) 
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附圖四、 動脈硬化過程中各種藥物介入位置 

 
 
 

 
 
 
(摘自 Biochemical Pharmacology, 46, 2119, 1993) 
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第三部分 

原兒茶酸或洛神花水萃取物對氧化型低密度脂蛋白處理之巨噬細胞抑

制細胞程序性死亡的作用機轉 
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中文摘要 

 
   由先前的研究中已經發現原兒茶酸 (PCA)和洛神花水萃取物 (HSE) 對於氧化型 LDL 所引

起的巨噬細胞死亡具有抑制作用，因此在本實驗中我們要進一步以來探討其作用機轉。首先為

探討細胞在處理過 OxLDL 及抗氧化劑後，細胞內有關細胞凋亡蛋白的變化。細胞粒線體的電

位差在處理過 OxLDL 後下降為控制組的 27.4%，而處理 HSE 和 PCA 的組別則於最高劑量時

可使膜電位恢復為 100% 及 104%。而此時因為氧化壓力而誘發粒線體膜蛋白、MAPK 蛋白及

P53 改變，致使細胞趨向於凋謝死亡。然而，處理 HSE 或 PCA 的組別 (特別是高濃度組) 則

可改變這些蛋白的表達以使細胞趨向生存。另一方面，我們也測定細胞內外的維生素 E 及自由

基的含量，以及 HSE 或 PCA 對 LDL 於細胞內外氧化抑制的情形，結果發現高濃度的 HSE 與

PCA 分別可以減緩細胞內外 LDL 氧化的程度，而這種抑制 LDL 氧化程度的作用應是來自於增

加細胞內維生素 E 的含量與有限程度的減緩自由基的危害而達成。由這些結果推論，這兩種抗

氧化劑在胞內外均具有減低氧化壓力的能力，而這種作用將可減緩 OxLDL 造成巨噬細胞死亡

的情形。在這種情形下，HSE 及 PCA 將可運用這種機制以達到減緩動脈粥狀損傷的作用，而

這正是 HSE 及 PCA 在預防心血管疾病上的一種重要的效能。 
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英文摘要 (Abstract) 

 

In our previous study, we observed the inhibitory effects of HSE and PCA on 

OxLDL-induced macrophage apoptosis. Based on that, we further investigated the 

mechanisms here. Firstly, we surveyed the changes of apoptotic proteins, such as 

mitochondrial proteins, MAPK proteins and P53. When treating with OxLDL in 

macrophages, the mitochondrial potent lowered to 27.4% compared to control (the group 

of native LDL). Interestingly, the group co-treating with HSE and PCA in highest 

concentrations recovered the mitochondrial potent to 100% and 104%. At this moment, the 

mitochondrial proteins, MAPK proteins and P53 were changed because of the extreme 

oxidative stress, and more over than, this stress would make cell to trigger to apoptosis. 

However, co-treated with HSE or PCA (especially the groups in high concentrations) would 

change the expressions of these proteins and make cell survive. In addition to, we also 

detected the contents of vitamin E and free radicals existing in cell inside and in media. By 

the way, either in cell inside or in media, we examined the inhibitory level of OxLDL by 

co-treating HSE or PCA. We found that high concentrations of HSE and PCA were able to 

decelerate the level of LDL oxidation, and the inhibitory effects could be contributed by 

increasing vitamin E and by decreasing the content of free radicals. Taken the above 

together, these two antioxidants possessed the abilities to reduce oxidative stress in either 

cell inside or environment (media). These inhibitory effects would slow down the 

macrophage apoptosis induced by OxLDL. Under the circumstance, HSE and PCA were 

able to prevent the blood vessel from forming atherosclerotic lesions, and further prevent 

vascular diseases.  
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緒論 

一些藉著家族型高膽固醇血症而研究的結果發現 ”遺傳” 其實是一個很重要的致病因子，

特別是一些製造細胞表面接受器的基因若發生缺損後，往往會影響低密度脂蛋白運送回肝臟代

謝的速率或氧化型低密度脂蛋白的廓清率已至於增加動脈粥狀損傷及猝死 (一對基因皆缺損

時較易發生)的機率。目前對這些疾病的治療方法為降低高膽固醇食物的攝食、降低內在的生

合成量及增加低密度脂蛋白代謝分解速率，經由上述方法以期能延緩動脈粥狀損傷及增加病患

壽命。另外，相當吊詭的是有一些人雖然攝取了高脂肪的食物且在血液中具有高濃度低密度脂

蛋白，但他們卻從不會有動脈粥狀硬化的現象，因此也有一部分科學家探討這一方面的問題，

結果在動物實驗模式中發現可能有九種未知的基因具有阻斷 (resistance) 動脈粥狀硬化的可

能，而這些基因作用的分子機轉也正在被探討中，這些應該在未來預防心血管疾病上將有很大

的應用。而現今，我們又能夠如何應用現有的資訊來執行預防心血管疾病？我們可以改變生活

中的危險因子如：禁菸 (因為香菸燃燒中會產生許多的自由基)、減少生活中的壓力、保持適當

體重、持續運動、減少油炸性食物 (油炸過程會導致脂肪酸氧化，而其中的一些不穩定的氧化

性脂肪酸會嵌入 LDL 中而引起 LDL 氧化) 及減低油脂的攝取。當然，目前最被建議的是在日

常生活中增加抗氧化劑的食用量及多食用富含 flavonoids 的食物。我們在之前的實驗中已經證

實原兒茶酸 (PCA)和洛神花水萃取物 (HSE) 具有抑制 OxLDL 的能力，並且發現在高濃度的

氧化性 LDL 存在巨噬細胞中時將引起細胞凋謝死亡，而 PCA 及 HSE 具有抑制巨噬細胞凋謝

死亡的能力，但是這種抑制作用的機轉至今並不清楚，因此我們將要做一深入的探討。 

(i) 凋謝死亡 (Apoptosis) 與動脈粥狀硬化 

在先前的實驗中，我們已經證實  OxLDL 會造成  RAW 264.7 細胞的凋謝死亡 

(apoptosis)。在正常的生理狀態下，細胞必須於增殖 (proliferation)、生長停止 ( growth 
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arrest)，以及細胞的程序性死亡 (programmed cell death, apoptosis )之間維持著動態的平

衡，亦即細胞的數目必須經過嚴密的調控，使細胞數目不至於太少或過度增生甚或失控地生

長。細胞的凋謝死亡也就是細胞程序性死亡 (programmed cell death)， 目的就在確保與維持

體內任何一特定部份之實際大小及組成，使其不超過生理所需的上限。這種現象可能發生於胚

胎發育及生理成長階段，如生物體於變態時期之幼體器官退化；另一則是在外力刺激下所引起

的細胞反應，如在細胞受到嚴重傷害，或患有免疫缺乏症候群，及老化或退化疾病出現時。當

細胞進行凋謝死亡時，其特徵為細胞核與細胞質會聚合 (condensation)、DNA 退化分解或斷

裂，而後細胞分裂為數個由細胞膜所包含的小體 (apoptotic bodies) (1-2)。一般來說，當淋巴

球細胞受到病毒感染、細胞數目過高或發生自體反應時，細胞便會啟動這個程序；另外在個體

發育的早期細胞大量增生，當進入分化時期則會以 apoptosis 使細胞數目減少以利分化。但就

另方面來說，不當的活化凋謝死亡程序，卻往往導致諸如缺血性中風 (ischemic stroke) 與愛

滋病 (AIDS)等疾病。其終極的生理意義在於消除多餘的、老化的、已失去功能的或突變的不

正常細胞。 

太多的細胞死亡會導致發展的不平衡及一些退化性疾病的產生，然而太少的細胞死亡，則

會導致發育生長障礙或癌症的形成。而在心血管疾病方面，凋謝死亡於近十年來被探討甚多。

在 in vivo 的觀察中，許多學者已經發現一些證據支持心血管疾病與凋謝死亡的相關性 (3-5)，

他們發現在動脈粥狀硬化斑塊  (atherosclerotic plaque) 中出現了包括凋謝死亡及壞死 

(necrosis) 兩種類型的死細胞，1994 年，Escargueil-Blanc 等人也發現要將此二種細胞區分清

楚相當困難 (6)，因此多數的研究仍專注於探討細胞凋亡在心血管疾病中扮演的角色。而在臨

床上發現，隨著動脈硬化損傷的增加，在病灶中所出現的凋謝死亡細胞越多 (7-9)。在研究報

告中指出病灶中出現的凋謝死亡細胞的比例平均由 2% 到 30%，甚至也有報告達 60% 

(10-14)，Kockx 依據動脈粥狀損傷的發展分析細胞凋亡的程度，結果發現在細胞內膜增厚 

(intimal thickening) 及形成脂肪條塊 (fatty streak) 的時期，凋亡細胞的數量極少；相對的，
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在已形成動脈粥狀硬化斑塊的時期方可見明顯凋亡細胞出現，且大多數出現的區域皆伴隨著巨

噬細胞浸潤 (macrophage infiltration) (附圖一，4)。在動脈粥狀硬化的病灶中，巨噬細胞及平

滑肌細胞 (smooth muscle cells, SMCs) 皆會出現細胞凋亡，而這兩種細胞凋亡的重要性相當

不同。平滑肌細胞的凋謝死亡會使得動脈粥狀硬化斑塊不穩定而趨向瓦解；而巨噬細胞的凋謝

死亡引起的則是動脈粥狀硬化斑塊趨於穩定而降低瓦解的可能 (15, 16)。早先對於巨噬細胞在

動脈粥狀硬化過程中的角色界定，是由於在病灶中發現大量巨噬細胞吞噬了脂質後所形成的泡

沫細胞堆積，並且，在細胞培養中給予氧化型 LDL (OxLDL) 會引起巨噬細胞增生，因為如此

的結果，有一些科學家認為增生的巨噬細胞應會促進動脈粥狀硬化的發展。然而，在 1999 年，

Han 等人發現氧化程度低的 OxLDL 會使得巨噬細胞增生，而氧化程度高的 OxLDL 會使得巨

噬細胞凋謝死亡 (17)。再參考先前的研究資料指出巨噬細胞吞噬了 OxLDL 後具有破壞這些脂

蛋白的潛力 (18, 19)，因此 Tabas 於 2001 年提出在巨噬細胞增生的情況下可能是具有保護血

管的作用；反之，倘若巨噬細胞死亡甚速，則這種保護作用不僅喪失，甚至因為死細胞的大量

累積而導致動脈粥狀損傷的發展加速而引起更大的傷害 (20)。 

(ii) 凋謝死亡進行時的粒線體 

粒線體 (Mitochondria) 一詞起於 1850 年，顯微鏡專家在觀察細胞內部結構時發現許多

線條狀  (mitos) 和顆粒狀  (chondros) 的特異形胞器，故將其以形命名為粒線體。而 

1912~1913 年，Kingsbury 和 Warbury 等人發現粒線體為細胞的產能中心，故將其稱之為 

"powerhouse of the cell"，1920~1930 年 Kerbs 發現了 citric acid cycle 及 1931 年 ATP 

的發現更證明了粒線體在細胞內能量的供應佔舉足輕重的地位。一些證據指出，當初原生細菌

進到細胞內的同時，不但將產能的方式帶入細胞內，以提供細胞生長、活動、分化之用；更將

一些目前認為與細胞凋亡 (apoptosis) 的基因帶入細胞內，最明顯的例子是與 Bcl-2 相似的基

因  CED-9 (C. elegans) 其在染色體的位置恰好在粒線體電子傳遞鏈的重要蛋白質 

cytochrome b 的旁邊，這些 Bcl-2 家族的成員不論結構或功能都與一些細菌毒素相似 (如 
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diphtheria toxin 和 colicins)，且 Bcl-2 家族的許多成員都會結合在粒線體的膜上，並能在粒

線體表面形成許多孔洞，而這些孔洞的形成會造成粒線體間質釋放出 cytochrome c 和 

apoptosis-inducing factor (AIF) 去活化 caspases 而引起一連串細胞凋亡的現象發生。也因

此粒線體被稱之為細胞凋亡的劊子手 (executioner)。調控這些粒線體內容物的釋放被認為與

粒線體膜上一種稱為 mitochondrial permeability transition pore (PT pore) 的巨大通道有關，

它包含了兩大部分︰一是在粒線體內膜與 adenine nucleotide translocator (ANT) 相關之蛋

白質；另一是在外膜的蛋白質 (包括了 porin, voltage-dependent anion channel, VDAC)。 打

開此一通道會造成粒線體內膜兩側 H+ gradient 消失、粒線體膜電位下降、matrix 滲透壓增

高，造成粒線體漲大，外膜漲破之後，caspase-inducing factors (cytochrome c 和 AIF) 釋放

到細胞質中造成細胞凋亡 (21, 22)。在研究 PT pore 過程中發現，許多抑制 PT pore 打開的

化合物可以抑制細胞凋亡的發生。這些研究使得研究粒線體膜電位的改變就顯得相當重要。因

為，粒線體膜電位下降不但是細胞凋亡的一個重要指標；也可能是調控此一機轉相當重要的關

鍵。粒線體在呼吸氧化過程中，將所產生的能量以電化學位能儲存於粒線體內膜 (約 250 

mV/5~10 nm)，稱之為 mitochondrial membrane potential (Dym)，並以此位能來進行電子傳

遞鏈，最終產生 ATP 以供細胞使用。而此一電位差形成於粒線體內膜，為外正內負的形式。

許多親脂性的陽離子化合物會結合到粒線體內膜，在雷射激發光下放出螢光，可以非常方便地

使用螢光顯微鏡或共軛焦顯微鏡來觀察粒線體的形態和移動的變化情形。最早被發現的粒線體

染劑為 rhodamine 123 (Rh123)，Dr. Lan-Bo Chen 的實驗室發現 Rh123 可特異性的染在活

細胞的粒線體上，而 ionophores, uncoupler 或是一些抑制電子傳遞鏈的藥物 (rotenone, 

antimycin, cyanide) 都會降低 Dym，並會減少粒線體攝入 Rh123 的量。Rh123 以 490 nm 

激發光下會放出 515 nm 的螢光，因此 Rh123 可被當成一種簡易的測定膜電位的染劑。 

(iii) 粒線體蛋白與動脈粥狀硬化 

 Apoptosis 的進行與 cysteine aspases (caspases) 有極大的關係，因為 caspases 會在細
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胞遭受凋亡刺激 (apoptotic stimuli) 時被活化而進行蛋白水解的作用。目前可將 Apoptosis 的

機制分為兩部分進行：(1) 外在途徑 (extrinsic pathway)，為粒線體外的細胞凋亡機制。此

途徑乃起始於 transmembrane death receptor (如 CD95, TNF receptor 及 TRAIL receptor) 

與一些 ligands 結合後會活化  membrane-proximal (activator) caspases (caspase-8 及

caspase-10)，在促使其下游之 effector caspases 如 caspase-3, 6, 7 活化之後，便接著進行 

apoptosis，這個過程可以被  c-FLIP (可抑制上游活化的 caspases) 及凋亡蛋白抑制劑 

(inhibitor of apoptosis protein, IAP)負調節 (附圖二)；(2) 內在途徑 (intrinsic pathway)，即

為與粒線體密切相關的細胞凋亡。此途徑需破壞粒線體膜並釋放出粒線體蛋白如 

Smac/DIABLO, HtRA2 及 cytochrome c，cytochrome c 會與 Apaf-1 結合並使 caspase-9 活

化以啟動 apoptotic caspase cascade，而 Smac/DIABLO 及 HtRA2 的作用則在於結合並箝

制 IAPs (23, 24)。粒線體膜的通透性可以藉由兩類 Bcl-2 family 之相反的作用彼此調節，其

一為 proapoptotic proteins (如 Bak, Bax)，它們可以在與 Bid (BH3-only Bcl-2 protein)進行交

互作用後直接被活化而引起 apoptosis；其二為如 Bcl-2 及 Bcl-XL 等 antiapoptotic proteins

則是在細胞進行 apoptosis 時產生而對抗 apoptosis 的蛋白。除此之外，proapoptotic 及 

antiapoptotic 蛋白也可以進行交互作用，例如其他 BH3-only Bcl-2 protein 如 Noxa, Puma, 

Bad 及 Bim 可以和 antiapoptotic 蛋白結合以使 Bax 及 Bak 活化以進行 apoptosis。至於 

Bcl-2 蛋白控制粒線體膜的通透性是倚賴在粒線體外膜形成通道直接控制，抑或藉由調節膜上

通道的開或關以進行間接調控目前則尚未可知，但是可以確定的是位於粒線體膜上的這些 

proapoptosis 及  antiapoptosis 的蛋白之間的淨作用將會影響細胞走向死亡或生存。在

extrinsic 及 intrinsic 途徑也會出現交互作用，例如 caspase-8 可以使 Bid 活化而促使 

cytochrome c 釋出，這種現象將會對 death receptor 所引起的 apoptosis 產生加成的作用 

(25)。而在關於動脈粥狀硬化發展的過程中，學者發現在人類的脂肪斑塊中的平滑肌細胞及巨

噬細胞皆發現有 Bax 蛋白存在，而 Bcl-2 卻不曾在此病灶中被測定到 (26)。 
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凋謝死亡雖然與粒線體息息相關，但是有一些蛋白也是決定細胞存活不可忽略的因素。其

中與動脈粥狀硬化較為相關的是 P53 蛋白： 

(iv) p53 蛋白與動脈粥狀硬化 

p53，為一腫瘤抑制基因，在很多的腫瘤細胞內其 p53 基因已經被突變(mutation) 或刪除 

(deletion)，這些含有突變 p53 的細胞都較具有抗細胞凋亡的能力，而且有強的增生能力及擴

散 (Metastasis) 能力。除上述之外，P53 蛋白也是目前已知與細胞程式性死亡的機轉較為相

關的蛋白 (27)，它為一種分子量 53 KDa 的蛋白質，可以調控 DNA 傷害及一些基因毒物壓力

所造成的反應，是維持基因穩定的重要因子。在一些癌症的發展過程中，時常會出現 P53 的

功能喪失或 P53 突變的情形。將 P53 轉殖入已經發生變性 (transformed) 的細胞中，可以造

成細胞的生長停滯 (cell growth arrest) 及細胞的凋謝死亡。因此可知 P53 可以導致細胞生長

停滯及細胞的凋謝死亡。至於應該走生長停滯或細胞的凋謝死亡，則必須仰仗環境及細胞的種

類而定。在正常的情況下，P53 蛋白的表現量很低，但是當發生 DNA 傷害時會活化 P53，它

不僅會增加 P53 的量，並且會使得 P53 活化，去當一個轉錄因子，去活化下游一些在標的區

段 (target element) 上具有 P53 反應促進子的基因。P53 下游可以調控細胞之兩種路徑：細

胞生長週期停滯 (cell cycle arrest) 及細胞的凋謝死亡 (apoptosis)。在細胞生長週期停滯方

面，P53 可以藉由調控 p21WAF1，p16 cyclin D1，cdk4 及 Rb 來導致細胞週期停止 (cell cycle 

arrest)。在 apoptosis 方面，則是利用 bax 及 IGF-BP3 來決定 P53 所調控細胞之凋謝死亡途

徑 (28-31)。過度表現 Bcl-2 可以抑制 P53 導致的 apoptosis，而 Bax 可以與 Bcl-2 結合而產

生拮抗作用。所以由 P53 所調控的 Bax, Bak, PUMA 及 Noxa 等的生成可以促使細胞走向

apoptosis (32-35)。除了這些作用之外，P53 尚可以 transactivate 一些會導致 apoptosis 的

蛋白如 PTEN, Apaf-1, PERP, p53AIP1 等；轉錄活化 death receptor 如 CD95 及 TRAIL 

receptor 2；另外它還可以活化一些製造 reactive oxygen species (ROS)的基因表達，以加速 

apoptosis 的進行。因此，P53 蛋白在 apoptosis 的過程中實為一種主宰的角色。除了 P53 的
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轉錄調節外，Bcl-2 的活化也可能磷酸化以進行轉譯後修飾，譬如一些 prosurvival kinases 包

括 Akt, p90S6K, p70S6K 及 PKA 會使 Bad 磷酸化，這會抑制 Bad 與 antiapoptotic Bcl-2 蛋

白的交互作用並誘發 Bad 遠離粒線體而和 14-3-3 adaptor proteins 結合，最近更有證據指出

Bcl-2 蛋白也可能被 MAP kinases 磷酸化而改變其活性 (36-38)。 

此外，Ihling 等人分別於 1997 和 1998 年提出在人類的動脈粥狀損傷中進行免疫組織染

色發現 P53、P21 及 MDM2 的表達皆有增加的現象，特別的是這些蛋白乃是存在於一些未增

生或 apoptosis 的巨噬細胞，這暗示著與 P53 相關的機轉正控制著動脈粥狀損傷的形成 

(39-43)。而首先在 in vivo 的系統中發現 P53 在動脈粥狀硬化過程中的角色者是 Guevara 等

人 (44)，他們發現當 P53 被 knockout 的小白鼠在超過 10 週的高脂肪餵食後會出現較多的高

血脂現象及出現動脈粥狀損傷的現象，而在這些病灶中則出現較多細胞死亡的現象。因此作者

認為 P53 在動脈粥狀硬化的形成中應在平滑肌細胞、內皮細胞中扮演了一個重要的角色，因

為 P53 及其下游的 p21WAF1 皆被發現存在於未增生動脈粥狀損傷的平滑肌細胞及內皮細胞

中，所以 P53 在動脈粥狀硬化的致病機轉中所扮演的角色也會是一個有趣的課題。 

(v) 環境因素 

細胞之生死間的內在平衡時則受到許多因素之調控，除了內在基因的改變外，影響基因表

達的環境因素更不容忽視。氧的氧化產物則是環境因素中極重要的一群，因為在生物體中隨時

都會產生包括超氧陰離子 (superoxide anion)、過氧化氫 (hydrogen peroxide)、單氧 (singlet 

oxygen)、氫氧基 (hydroxyl radical) 及過氧基 (peroxy radical)等，這些物質皆會提高體內毒

性並影響代謝功能 (45, 附表一)。在體內存在有內源性的抗氧化劑如維生素 E 可以去除或減

弱自由基的毒性，但當內源性的抗氧化劑不敷使用時，殘留的自由基即會攻擊蛋白質或核酸等

大分子而引起細胞傷害，因此有許多的證據顯示氧化壓力會引起細胞死亡 (46, 附圖三)。 

(a) 氧化壓力與動脈粥狀硬化 

隨著人類的進化以及各種文明的高度發展，使人類的生活越來越便利，但卻也造成許多
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環境污染及公害。進而使人類的細胞產生了各種不良的影響，這些危害往往是由於活性氧引起

過氧化脂質等化學物質在人體所造成的結果。自由基的理論首先是在西元 1956 年由英國的

Harman 提出，自由基 (free radical) 簡單的說是具有一個或多個未配對電子的原子或分子，

由於極不穩定，容易與各種無機或有機化合物如：蛋白質、脂質、碳氫化合物等作用，進而攻

擊 DNA，而使細胞產生變化。生物學上最重要的自由基是以碳和氫為中心的自由基，而體內

的自由基活性大都來自所謂的氧自由基，其中最重要的有：1. 氫氧自由基(．OH)；2. 過氧化

氫(H2O2)；3. 過氧離子(O2
-)等。這些含氧的產物或中間產物都有很大的化學活性 (又稱為活性

氧)；本身具有強烈的氧化作用，會給組織細胞帶來氧化壓力，破壞身體的細胞膜、血管壁、

蛋白質和基因。自由基所涉及的相關疾病，由美國著名學者 Haliwell 教授所提出的自由基參與

的各種疾病中，即可發現自由基是導致各種慢性病、癌症甚至老化的主要因素。其研究中發現

與自由基有關的疾病有下列：1. 心臟循環系統：心肌病變、動脈硬化症；2. 肺臟：肺氣腫、

成年人呼吸窘迫症；3. 腎臟：腎毒素、腎臟移植排斥作用；4. 消化系統：肝毒素、肝炎、糖

尿病、胰臟炎；5. 腦：老年痴呆症、巴金氏症、高血壓之血管病變；6. 癌症、老化 (退化性

疾病)、自體免疫疾病 (紅斑性狼瘡、關節炎)。現代人因為飲食中易於食入大量的油脂，因此

極易形成過氧化脂質而造成心血管疾病，所以在自由基與動脈粥狀硬化的關係中，最常被研究

的即為一群稱之為氧化固醇類 (oxysterols) 的物質，共包含有膽固醇遭氧化修飾的 12 種型態 

(附圖四，47)，而此種過程即為形成氧化型低密度脂蛋白而逐漸演變為動脈粥狀硬化的元兇 

(48)。在 2002 年，Heinle 等人以紐西蘭大白兔為研究對象，在高膽固醇飲食誘發的動脈粥狀

硬化過程中，以 luminol 標定自由基並發出冷光的方法於不同時期測定主動脈中自由基的含

量。他們發現自由基濃度越高，血漿中的 OxLDL 越高，而且動脈粥狀斑塊也越大 (49)。除此

之外，氧化壓力下所造成的自由基增加，也可能經由活化一些對氧化作用敏感的轉錄因子(譬

如 nuclear factor-kappaB, c-Myc, 及 peroxisome proliferator-activated receptor family 等)而

使細胞死亡，造成血管病變而發展為動脈粥狀硬化或其他心血管疾病 (50)。 
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(b) 維生素 E (α-tocopherol) 與動脈粥狀硬化 

雖然自由基的產生來源如此多元且影響甚遠，但是體內存有二大抗氧化系統可與之對抗，

一為酵素型例如：超氧化歧化酵素 (superoxide dismutase)；麩胱甘太過氧化酵素 (glutathione 

peroxidase)等，可由體內自行合成，但因環境、年紀等因素的影響，導致生理機能不順暢，而

造成合成的能力漸漸減少。另一種則為非酵素型，例如：內生性維生素 C、維生素 E 及

β-carotene；外在飲食所補充的兒茶酸 (Catechins) 及類黃酮 (Flavonoids)甚至許多存有抗氧

化物質的天然植物，如五穀類食物、十字花科蔬菜、蕃茄、黃豆、綠茶、有機酸等抗氧化物質。

在以銅離子誘導 LDL 氧化時，LDL 內所含之眾多內源性抗氧化劑會逐漸消失，最先遭遇的防

線為α-tocopherol (51)；因此在內源性的抗氧化劑方面，維生素 E 被研究最多。Reaven 等人

的研究發現當額外補充維生素E時，亦會藉由增加LDL內源性 α-tocopherol的數量而改變LDL

的氧化敏感性(52, 53)。α-tocopherol 主要是藉著血液循環中水溶性抗氧化劑之幫助而再生

(recycling)，如維生素 C、ubiquinone 等；Wu 等人也在 1998 年指出，餵食富含水溶性抗氧

化劑之丹參水溶液成份可顯著增加紐西蘭大白兔 LDL 中α-tocopherol 之數量(54)。而在臨床

及流行病學的調查中卻是眾說紛紜。在 1996 年 Stephens 等人的研究中 (Cambridge Heart 

Antioxidant Study, CHAOS)指出給予高濃度維生素 E (800 mg/day) 比控制組降低了 47% 心

血管疾病的死亡率；但是在2000年Yusuf的研究 (The Heart Outvomes Prevention Evaluation, 

HOPE)及 Boaz 的研究 (The Secondary Prevention with Antioxidants of Cardiovascular 

disease in Endstage renal disease, SPACE) 中卻發現維生素E未能影響心血管疾病的發生及

死亡率 (55-57 )。由這些研究我們可以發現，額外補充維生素 E 的效果不一，但假如能增加內

生性的維生素 E 則會使抗動脈粥狀硬化的作用較為顯著。因此，如第二部分的討論所論述，即

使多元酚類化合物在體內可表現出的抗氧化能力有限，卻可藉由與 LDL 內源性抗氧化劑之交

互作用，而達到保護 LDL 免受氧化修飾之目的。 

我們即將探討的 apoptosis 與動脈粥狀硬化的主題中，目前已有許多證據顯示 OxLDL 所



 149

造成的細胞死亡與動脈粥狀硬化有相當明顯的正相關。因此我們將以上述之 apoptosis 相關之

機轉及相關的環境因素來探討洛神花水萃取物及原兒茶酸在氧化型 LDL 誘發巨噬細胞死亡時

的抑制位置。 

 



 150

研究目的 

   由先前的研究中已經發現原兒茶酸 (PCA)和洛神花水萃取物 (HSE) 對於氧化型 LDL 所引

起的巨噬細胞死亡具有抑制作用，因此在本實驗中我們要進一步以來探討其作用機轉為何？巨

噬細胞同樣地預先處理不同劑量 PCA 或 HSE 後，再加入 OxLDL，共同培養後，分兩部分進

行機轉的探討：第一為探討細胞在處理過 OxLDL 及抗氧化劑後，細胞內有關細胞凋亡蛋白的

變化。首先將測定細胞粒線體的電位差改變的情形已確定 apoptosis 是否經由粒線體的途徑進

行，接著再以細胞質蛋白測定 apoptosis-related 蛋白的量或磷酸化情形的改變；第二則是測定

細胞內外的維生素 E 及自由基的含量，以區分這兩種抗氧化劑在胞內外抗氧化能力的差異。我

們期望能藉此釐清原兒茶酸和洛神花水萃取物對於氧化型 LDL 所引起的巨噬細胞死亡中間的

機轉。 
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實驗材料和方法 

XIX. 化學試劑及藥品 

rhodamine 123, Tris-base, ethylenediamine-tetraacetic acid (EDTA), sodium hydroxide, 

sodium chloride, cupper sulfate, HEPES, EGTA, KCl, DTT,  leupeptin, PMSF, sodium 

orthovanadate, Vitamin E, luminol, lucigenin 皆購自美國 Sigma Chemical Co.；RPMI 

1640, Trypsin, Penicillin-Streptomycin mixed antibiotics, L-Glutamine, phosphate buffer 

solution (PBS)皆購自美國 Gibco Co.；Oil red 及 Hematoxylin 購自日本武藤化學藥品株式

會社。 

XX. LDL 的抽取 

同第一部分。 

XXI. OxLDL 之製備 

同第二部分。 

XXII. 細胞培養 

同第二部分。 

XXIII. 粒線體膜通透性之測定 (mitochondrial membrane potential determination)    

當細胞中粒線體損傷時，一般即表示細胞受到了傷害，而粒線體損傷初步可由 mitochondrial 

membrane potential 觀察，本實驗擬以 rhodamine 123 滯留作用來評估粒線體膜電位之變

化，粒線體會因為細胞傷害 (apoptosis) 後失去膜電位，而使原來嵌在粒線體膜上的 

pre-apoptotic 及 anti-apoptosis 相關的一些蛋白釋放出來，因此粒線體膜電位之變化是一

種在 apoptosis 早期發展中重要的指標。實驗方法乃將 4x106 cell 加入 1 µM rhodamine 123 

反應 30 分鐘後，再加入前述之 HSE 或 PCA、及 OxLDL 培養 1.5 小時後收集細胞，以 3 

ml PBS (含 1 % Triton X-100) 打破細胞，以 6000 g 離心 15 分鐘後取 2ml 上清液，於螢

光光度儀 Ex490nm/Em515nm下測定吸光值 (Hitachi F-2000)。 
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XXIV. 蛋白質抽取及定量 

同第二部分。但是由於本部分的實驗將探討 apoptosis 的進行機轉，所以必須將膜的部分

及細胞質分開。步驟為將細胞收集並以 PBS 清洗後，加入 cold-ice lysis buffer (10 mM 

HEPES, pH7.9; 10 mM KCL; 0.1 mM EDTA; 0.1 mM EGTA; 1 mM DTT; 0.5 mM PMSF; 

proteinase inhibitor containing 2 µg/ml leupeptin, 2 µg/ml apoptinin, 0.03 mM sodium 

orthovanadate)，置於冰上作用 15 分鐘，加入 10% NP-40 後劇烈震盪 10 秒，以 10000g, 

4℃離心 10 分鐘，取上清液 (cytosol)。沉澱部分則再加入 ice-cold nuclear extraction buffer 

(20 mM HEPES, pH7.9; 400 mM NaCl; 0.1 mM EDTA; 0.1 mM EGTA; 1 mM DTT; 1 mM 

PMSF; 2 µg/ml leupeptin, 2 µg/ml apoptinin, 0.03 mM sodium orthovanadate) ，置於冰上

作用 30 分鐘 (隨時拿起搖晃混合)，再以 12000g, 4℃離心 15 分鐘，取上清液 (membrane)。 

XXV. 蛋白質電泳 

同第二部分。 

XXVI. Western Blotting 分析 

同第二部分。唯其所使用的一次抗體需改換成本部份實驗需要之抗體，包括 MEK, ERK, 

pJNK, Bcl-2 及 Bax 及 P53。 

XXVII. 維生素 E 的測定 

本法乃修改自 Rocheford 等人的維生素 E 測定法 (58)，敘述如下：  

(1) 樣本處理 

 製備好的 LDL (最終濃度為 100 µg protein/ml) 先加入不同濃度的 PCA (0.01、0.05、

0.1、0.5、1.0 mM)或 HSE (0.01、0.03、0.05、0.1、0.5 mg/ml)，再分別加入終濃度

為 10 µM 之之 CuSO4 於 37 ℃下水浴 24 小時後收取樣本進行處理。處理方式為取

0.1 ml 樣本加入等量 5 mM PBS 稀釋，其後加入 2 ml 乙醇溶液 (alcohol : isopropanol 

= 95 : 5) 及 2 ml 正己烷進行萃取，在震盪 1-2 分鐘後，以 2000 rpm 離心 10 分鐘，
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移除上層乙醇溶液後以氮氣吹乾正己烷，再以150 µl之溶液 (Methanol : Alcohol = 1 : 1) 

復溶後即可進行分析。在細胞內維生素 E 的測定方面，則是將細胞依第二部分的處理方

式加藥處理再進行收集，因為細胞中的維生素 E 含量甚低，因此至少須收集 4 x 107 個

細胞方可。另外在細胞的處理方面則是將培養基去除後，以 PBS 清洗 2 次，用 scraper

刮下後離心 (1500 rpm，5 分鐘)以去除多餘的 PBS。其後則以 0.1 ml 之 5M PBS 再懸

浮，並以超音波震盪器震 1 分鐘再進行萃取，萃取方式則與上述相同。 

(2) 標準曲線 

系統平衡 4 小時，檢測分析效果無誤後，將維生素 E 標準品以 methanol : alcohol = 1 : 

1 稀釋成 0, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 µg/ml 進行測定，retention time 約

為 17.8 分鐘，將結果積分計算後與濃度對照製作標準曲線。 

管  柱：LiChrospher RP-18 (250×10 mm, 5µm)，德國 E. Merck Co. 

移動相：Acetonitrile：Methanol = 85：15（v/v） 

流  速：1 ml/min, at ambient temperature 

偵測器：Hitachi D-2500 chromato-integrater UV-Vis detector (295 nm) 

  
(3) 樣本測定 

在製作好標準曲線後，將樣本打入，並依積分結果與標準曲線對照換算出濃度。 

XXVIII. 自由基的測定 

細胞處理方式同第二部分。當細胞處理結束後將培養基及細胞分別收集，細胞部分則以 PBS

清洗 2 次後，以 1 ml PBS (含 1 % Triton X-100) 打破細胞。以自由基冷光測定儀 

(Chemiluminescence Analyzer CLA-2100, TOHOKO Electronic industrial Co. LTD) 打入

300 µl 的樣本進行 100 秒基準值的測定，隨即加入 luminol 以測定 hydrogen peroxide。清

洗樣本槽後，另外再打入 300 µl 的樣本，同樣進行 100 秒基準值的測定，隨即加入 lucigenin

以測定 superoxide。本實驗共測定 300 秒，實驗數值乃是以第 150 秒進行統計。細胞培養
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基及細胞抽取液皆須進行這兩種測定以比對 hydrogen peroxide 及 superoxide 的量。 

XXIX. LDL-peroxidation-relative electrophoretic mobility (REM)  

以Beckman paragon lipo gel electrophoresis system (Beckman analytic, Milan, Italy) 進行

分析，細胞經過如第二部分的處理後，取培養基 5 µl 進行電泳，100V 通電 30 分鐘後，以

固定液固定 5 分鐘後烘乾，再用染色液染色 5 分鐘，最後以脫色液脫色。依電泳結果以 band

移動的距離（electrophoretic mobility；EM）判定 LDL 氧化程度，以未氧化之 LDL 之 EM

為 1。 

XXX. TBARS assay  

利用 Yagi 氏（1987）等修飾之螢光測定法（59），其原理因 LDL 氧化會生成過氧化物

Malondialdehyde (MDA) ，一分子的 MDA 與二分子的 thiobarbituric acid (TBA)會生成具螢

光性質的聚合物 TBARS (thiobarbituric acid reactive substance)，此物質於激發波長（Ex）

為  532 nm ， 發 射 波 長 （ Em ） 為  600 nm 時 可 被 螢 光 光 度 計 偵 測 到 。 以

1,1,3,3-tetramethoxypropane（TEP）為標準液做標準曲線而可定量 LDL 氧化程度，單位

為 nmol MDA/mg protein。細胞經過如第二部分的處理後，分別收取培養基及細胞 (細胞以

PBS 清洗 2 次後以 1 ml phosphate buffer, 50 mM, pH7.0 刮取)，取 700 µl 樣本加入 0.2 ml 

TCA [20％（W/V）]及 0.2 ml TBA [0.67％（W/V）in 0.3％NaOH] 後於 90-95℃加熱 45 分

鐘，待冷卻進行測定。 

XXXI. Foam cell formation 的測定  

細胞處理方式如同第二部分，唯必須將氧化型 LDL 的終濃度改為 25 µg/ml，培養細胞 16

小時後，去除培養基後以 PBS 清洗 2 次，加入 10% paraformaldehyde 固定 15 分鐘。接著

加入 oil red 染色至少 1 小時，其後吸出 oil red，以水洗去多餘的染劑後，再用 hematoxylin

染核以觀察 foam cell。 
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結果 

XXXII. 洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所引起的粒線體膜電位之影響 

RAW 264.7 cell 預先處理 rhodamine 123 後 30 分鐘，加入洛神花水層粗萃取物，濃

度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 mg/ml，隨即加入 OxLDL 培養 1.5 小時，在螢光的測

定下可以發現 OxLDL 會使膜電位下降 27.4% (控制組為只有 LDL 的組別)，洛神花水層粗

萃取物在濃度越高的情況之下對膜電位下降的抑制作用越強，且呈現 dose-dependent 的現

象，在最高濃度處理下可將膜電位下降的情形抑制為控制組的 100%。(圖一) 

XXXIII. 原兒茶酸對氧化型 LDL 所引起的粒線體膜電位之影響 

RAW 264.7 cell預先處理 rhodamine 123後30分鐘，加入原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.05, 

0.1, 0.5, 1.0 mM，隨即加入 OxLDL 培養 1.5 小時，在螢光的測定下可以發現 OxLDL 會使

膜電位下降 27.4% (控制組為只有 LDL 的組別)，原兒茶酸在濃度越高的情況之下對膜電位

下降的抑制作用越強，且呈現 dose-dependent 的現象，在最高濃度處理下可將膜電位下降

的情形抑制為控制組的 104%。(圖二) 

XXXIV. 洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所引起的粒線體膜蛋白之影響 

RAW 264.7 cell 處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 mg/ml，

隨即加入 OxLDL 培養 6 小時，抽取蛋白之後觀察其 Bcl-2, Bax 及 cytochrome c 蛋白的變

化。由結果中可以發現在只處理 OxLDL 的組別，其 Bcl-2 的量下降為 37%、Bax 的量增加

為 142%、 cytochrome c 的量增加為 205%，而隨著洛神花水層粗萃取物濃度的增加，Bcl-2

的量逐漸增加，且 Bax 及 cytochrome c 的量卻逐漸減少。當洛神花水層粗萃取物濃度最高

時，Bcl-2 的量增至 147%、Bax 的量減至 67%、cytochrome c 的量則減至約 100% (接近

控制組)。(控制組為只有 LDL 的組別)(圖三) 

XXXV. 原兒茶酸對氧化型 LDL 所引起的粒線體膜蛋白之影響 

RAW 264.7 cell 處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mM，隨即加入 
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OxLDL 培養 6 小時，抽取蛋白之後觀察其 Bcl-2, Bax 及 cytochrome c 蛋白的變化。由結

果中可以發現在只處理 OxLDL 的組別，其 Bcl-2 的量下降為 26%、Bax 的量增加為 116%、 

cytochrome c 的量增加為 214%，而隨著原兒茶酸濃度的增加，Bcl-2 的量逐漸增加，且

Bax 及 cytochrome c 的量卻逐漸減少。當原兒茶酸濃度最高時，Bcl-2 的量增至約 100%、

Bax 的量減至 52%、cytochrome c 的量減至 107%。(控制組為只有 LDL 的組別)(圖四) 

XXXVI. 洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所引起的 MAPK 蛋白之影響 

RAW 264.7 cell 處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 mg/ml，

隨即加入 OxLDL 培養 6 小時，抽取蛋白之後觀察其 ERK 1/2, MEK 及 JNK/p-JNK 蛋白的

變化。由結果中可以發現在只處理 OxLDL 的組別，其 ERK 1/2 的量下降為約 51%、MEK

的量下降為 18%、p-JNK 的量增加為 185%，而隨著洛神花水層粗萃取物濃度的增加，

ERK 1/2 及 MEK 的量逐漸增加，而 JNK/p-JNK 的量卻逐漸減少。當洛神花水層粗萃取物

濃度最高時，ERK 1/2 的量增至約 100%、MEK 的量增至約 103%、p-JNK 的量減至約 

43%。(控制組為只有 LDL 的組別)(圖五) 

XXXVII. 原兒茶酸對氧化型 LDL 所引起的 MAPK 蛋白之影響 

RAW 264.7 cell 處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mM，隨即加入 OxLDL

培養 6 小時，抽取蛋白之後觀察其 ERK 1/2, MEK 及 JNK/p-JNK 蛋白的變化。由結果中可

以發現在只處理OxLDL的組別，其ERK 1/2的量下降為 41%、MEK的量下降67%、 p-JNK

的量增加為 166%，而隨著原兒茶酸濃度的增加，ERK 1/2 及 MEK 的量逐漸增加，而

JNK/p-JNK 的量卻逐漸減少。當原兒茶酸濃度最高時，ERK 1/2 的量增至約 100%、MEK

的量增至約 97%、 p-JNK 的量減至約 92%。(控制組為只有 LDL 的組別)(圖六) 

XXXVIII. 洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所引起的 p-P53 蛋白之影響 

RAW 264.7 cell 處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 mg/ml，

隨即加入 OxLDL 培養 6 小時，抽取蛋白之後觀察其 p-P53 蛋白的變化。由結果中可以發
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現在只處理 OxLDL 的組別，其 p-P53 的量增加為 273%，而隨著洛神花水層粗萃取物濃

度的增加，p-P53 的量逐漸下降。當洛神花水層粗萃取物濃度最高時，p-P53 的量下降至

約 122%。(控制組為只有 LDL 的組別)(圖七) 

XXXIX. 原兒茶酸對氧化型 LDL 所引起的 p-P53 蛋白之影響 

RAW 264.7 cell 處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mM，隨即加入 OxLDL

培養 6 小時，抽取蛋白之後觀察其 p-P53 蛋白的變化。由結果中可以發現在只處理 OxLDL

的組別，其 p-P53 的量增加為 192%，而隨著原兒茶酸濃度的增加，p-P53 的量逐漸下降。

當原兒茶酸濃度最高時，p-P53 的量下降至 73%。(控制組為只有 LDL 的組別)(圖八) 

XL. 洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 及巨噬細胞中維生素 E 之影響 

在 RAW 264.7 cell 中處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 

mg/ml，爾後加入 OxLDL 培養 15 小時，收集並破碎細胞後測定細胞內維生素 E 含量；另

外在試管中分別加入洛神花水層粗萃取物、LDL 及銅離子，於 37℃培養 24 小時後萃取 LDL

中維生素 E 測定。在結果中可以發現試管反應的維生素 E 幾乎無法測定出；而細胞中的維

生素 E 則只在 0.5 mg/ml 的組別可以測定到，濃度分別為 7.51 µg/ml。 (表一) 

XLI. 原兒茶酸對氧化型 LDL 及巨噬細胞中維生素 E 之影響 

RAW 264.7 cell 處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mM，爾後加入 OxLDL

培養 15 小時，收集並破碎細胞後測定細胞內維生素 E 含量；另外在試管中分別加入原兒

茶酸、LDL 及銅離子，於 37℃培養 24 小時後萃取 LDL 中維生素 E 測定。在結果中可以發

現試管反應的維生素 E 幾乎無法測定出；而細胞中的維生素 E 則在 0.5 及 1.0 mM 的組別

可以測定到，濃度為 5.32 及 9.47 µg/ml。 (表二) 

XLII. 洛神花水層粗萃取物對培養基及巨噬細胞中自由基之影響 

在 RAW 264.7 cell 中處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 

mg/ml，爾後加入 OxLDL 培養 15 小時，收集並破碎細胞後測定細胞內自由基含量；另外
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則收集培養基同步測定其自由基。在結果中可以發現在 hydrogen peroxide 的測定中，當

加入 OxLDL 後，培養基中的 hydrogen peroxide 含量在加或不加洛神花水萃取物可發現有

些微被抑制的現象 (約 20-28%之間)；而細胞內的 hydrogen peroxide 含量在加或不加洛神

花水萃取物則無明顯差異。另外，在 superoxide 的測定中，當加入 OxLDL 後，培養基中

及細胞內的 superoxide 含量在加或不加洛神花水萃取物皆無明顯差異。 (表三) 

XLIII. 原兒茶酸對培養基及巨噬細胞中自由基之影響 

在 RAW 264.7 cell 中處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 mg/ml，爾後加

入 OxLDL 培養 15 小時，收集並破碎細胞後測定細胞內自由基含量；另外則收集培養基同

步測定其自由基。在結果中可以發現在 hydrogen peroxide 的測定中，當加入 OxLDL 後，

培養基中的 hydrogen peroxide 含量在加入原兒茶酸後被抑制約 22-30%之間；而細胞內的

hydrogen peroxide 含量在加或不加原兒茶酸則沒有差別。另外，在 superoxide 的測定中，

當加入 OxLDL 後，培養基中及細胞內的 superoxide 含量在加或不加原兒茶酸大多亦無明

顯差異，僅最高濃度之原兒茶酸 superoxide 急速增為控制組的 34 倍。(表四) 

XLIV. 洛神花水層粗萃取物對培養基中氧化型 LDL 之影響 

在 RAW 264.7 cell 中處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 

mg/ml，爾後加入 OxLDL 培養 15 小時，取培養基以電泳測定 OxLDL 被抑制的情形。在

結果中可以發現當加入洛神花水層粗萃取物後，可以逐漸抑制 OxLDL 的氧化狀態，在濃度

為 0.5 mg/ml 時，其抑制的效能達到最高。 (圖九) 

XLV. 原兒茶酸對培養基中氧化型 LDL 之影響 

在 RAW 264.7 cell 中處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mM，爾後加入 

OxLDL 培養 15 小時，取培養基以電泳測定 OxLDL 被抑制的情形。在結果中可以發現當加

入原兒茶酸後，可以逐漸抑制 OxLDL 的氧化狀態，在濃度為 0.5 mM 時，可以看到明顯的

抑制效果，而當其濃度為 1.0 mM 時，抑制的現象最為顯著。(圖十) 
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XLVI. 洛神花水層粗萃取物對培養基及細胞中 MDA 含量之影響 

RAW 264.7 cell 處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 mg/ml，

再加入 OxLDL 後培養 15 小時，分別取培養基及細胞測定 MDA 的量。結果顯示不論培養

基或細胞中的 MDA 在存有 OxLDL 時皆會被誘發，且培養基中的且培養基中的 MDA 量較

多，但在加入洛神花水層粗萃取物的組別中則可發現的組別中則可發現 MDA 被明顯抑制。

(圖十一) 

XLVII. 原兒茶酸對培養基及細胞中 MDA 含量之影響 

RAW 264.7 cell 處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mM，再加入 OxLDL

後培養 15 小時，分別取培養基及細胞測定 MDA 的量。結果顯示不論培養基或細胞中的

MDA 在存有 OxLDL 時皆會被誘發，且培養基中的且培養基中的 MDA 量較多，但在加入

原兒茶酸的組別中則可發現的組別中則可發現 MDA 被明顯抑制。(圖十二) 

XLVIII. 洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所造成 foam cell formation 的影響 

RAW 264.7 cell 處理洛神花水層粗萃取物，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 mg/ml，

再加入 OxLDL 培養後，結果顯示 OxLDL 所誘發的 foam cell formation 的情形可以在處理

洛神花水萃取物後得到改善，並且隨著濃度增加而有 dose-dependent 的現象。(圖十三) 

XLIX. 原兒茶酸對氧化型 LDL 所造成 foam cell formation 的影響 

RAW 264.7 cell 處理原兒茶酸，濃度分別為 0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.5 mg/ml，再加入

OxLDL 培養後，結果顯示 OxLDL 所誘發的 foam cell formation 的情形可以在處理原兒茶

酸後得到改善，並且隨著濃度增加而有 dose-dependent 的現象。(圖十四) 



 160

 

討論 

在前一部分的研究結果中，我們針對洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸降低 OxLDL 所引起

的巨噬細胞死亡的機轉進行推測，進而在此實驗求證，結果發現在巨噬細胞內，我們確實觀察

到在給予 OxLDL 時，細胞會被誘發凋謝死亡，此時的粒線體會產生電位的改變，並且粒線體

膜上的蛋白也會隨之發生變化。在 proapoptotic proteins 中，我們看到 Bax 蛋白在此時會增加，

這與 Kockx 在人類動脈粥狀硬化斑塊中觀察到巨噬細胞死亡時，所出現的 Bax 增加的情形一

致 (26)，而這種增加是不曾在正常細胞中觀察到。另外在 antiapoptotic proteins 中，我們則

是觀察了 Bcl-2 蛋白的角色，這與上述 Kockx 研究中的結果一致，在人類動脈粥狀硬化斑塊中

觀察到巨噬細胞死亡時，並無法觀察到 Bcl-2 蛋白。另外在同樣的 antiapoptotic proteins 中，

Bcl-X 在心血管疾病中的角色也曾被研究。Perlman 指出 Bcl-X 存在於正常老鼠血管中 (60)，

Pollman 則是以 antisense probe 競爭 Bcl-X 的 mRNA，則血管中將形成動脈粥狀斑塊 (61)。

另外我們尚且觀察了 MAPK 中的一些蛋白的角色，在令細胞增生的的蛋白系統如 MEK 及

ERK1/2 蛋白，可以發現在加入 OxLDL 後，其表現量明顯下降，必須在加入洛神花水層粗萃

取物或原兒茶酸後才可觀察到蛋白增加的現象。另外在受到氧化壓力後會活化的 MAPK 蛋白

中，我們則觀察到 JNK 蛋白磷酸化，這結果應也是導致巨噬細胞凋謝死亡的路徑之一。P53

蛋白的角色在動脈粥狀硬化發展過程中被探討甚多，P53 同時具有 antiproliferation 及

proapoptosis 的角色 (62-64)。在一些細胞壓力 (Cellular stress)下，諸如 DNA 損傷、缺氧或

氧化型脂蛋白等皆會導致 P53 活化，而活化的 P53 將會透過：(1) 活化一些蛋白，如 p21WAF1

及 Bax；(2) 抑制如 IGF-II 及 bcl-2 基因的表達；(3) 直接與 helicases 及 caspases 有

protein-protein interaction 等作用以達到 antiproliferation 及 proapoptosis 的細胞生理作用 

(63, 64)。另外與 P53 屬同一家族的 P73 和 P63 蛋白也都被發現是 proapoptotic proteins。而

如緒論中所提及，在動脈粥狀硬化損傷中已被發現 P53 蛋白會表現在一些未增生或已凋亡的
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細胞中，這些結果正如在我們的實驗中所觀察到的，當 OxLDL 存在巨噬細胞時會使 P53 蛋白

表達增加，而在加入洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸後能減少這種蛋白增加的現象。由這些結

果進行推測，在氧化壓力的存在下，細胞將會透過許多機轉的協同作用而死亡，然則雖然我們

在這些機轉中看到了洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸會因為改變這些蛋白的表現而達到抑制

細胞死亡的作用，但是這兩種抗氧化劑的主要作用應是在減低氧化壓力上。 

脂質的氧化作用已被認為是動脈粥狀硬化病理發展上的重要因子 (65-68)，在 in vivo 的實

驗中也發現自由基濃度越高，血漿中的 OxLDL 越高，而且動脈粥狀斑塊也越大 (49)；而在 in 

vitro 的實驗中也發現氧化壓力下所造成的自由基增加，也可能經由活化一些對氧化作用敏感

的轉錄因子使細胞死亡，造成血管病變而發展為動脈粥狀硬化或其他心血管疾病 (50)。自由

基的來源除了環境中的污染因子之外，體內的糖類、蛋白質及脂肪也都會有過氧化產物產生 

(69)。例如在先前的研究資料中發現糖尿病患 (特別是第二型糖尿病) 易於產生心血管的併發

症，其原因可能是血中過多的糖類會形成過多的自由基以加速 LDL 的氧化 (70-72)，因此，消

弭血液中的自由基應是對於預防心血管疾病的治本之道。有許多的研究指出，飲食中的一些物

質如 flavonoid 或 isoflavones 皆具有清除自由基的功能，除此之外，他們還可能因為增加了

LDL 或細胞中的內生性抗氧化劑如維生素 E、維生素 C 或β-carotene 等而加強了抗脂質氧化

的能力。在我們的研究結果中發現洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸在細胞內及環境 (培養基)

中確實可以降低脂質過氧化物及 OxLDL 的量，並且在濃度高的組別則可以發現細胞內的維生

素 E 有增加的現象，因此可以推斷這兩種抗氧化劑減低氧化壓力的方式之一可能是增加細胞中

內生性維生素 E 的含量而達成。 

另外在自由基的清除作用方面，我們則從結果中觀察到在環境 (培養基)中，自由基 (不

論 hydrogen peroxide 或 superoxide)並無法被洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸所清除，其中

不論有無添加洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸，superoxide 在細胞及環境中並無改變；而在細

胞內則觀察到 hydrogen peroxide 可以有限的被洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸減低，但
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superoxide 依然在處理洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸前後亦無甚改變；而其中處理 1 mM 原

兒茶酸的組別在培養基中出現大量的 superoxide 可能是因為溶解原兒茶酸的溶劑 DMSO 所引

致。在 Patel 等人研究大豆萃取物抗動脈粥狀硬化機轉時發現此種物質具有減低脂質過氧化作

用的能力，但是這種作用僅止於減低過氧化作用，而與清除自由基的能力較無相關 (73)，這

些自由基是屬於一些過氧化脂質的基團，此類抗氧化劑對這些自由基並無鍵結能力。另外在

2003 年 Moridani 的研究中也指出 flavonoids (包括 Taxifolin, Luteolin, Rutin, Quercetin, 

Kaempferol 及 Fisetin) 要減低過氧化脂質危害的機轉應是與造成脂質過氧化作用的二價離子

產生氧化反應，此時還原態的 flavonoid 將會轉變為氧化態，藉此機轉以達到減低過氧化脂

質的目的 (74)。因此洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸在減低脂質過氧化的機轉上可能有部分

是透過此類作用而進行。 

在探討動脈粥狀硬化的機轉中，巨噬細胞的重要角色其實是無庸置疑，在本研究結果中我

們已經歸納出在高濃度的 OxLDL 刺激下會引起巨噬細胞死亡，而參考先前的文獻推知此種過

程會加速動脈粥狀硬化的進程。當處理洛神花水層粗萃取物或原兒茶酸可以改善巨噬細胞的死

亡現象，而這種過程可能是透過增加內生性維生素 E、減低脂蛋白氧化的能力且改變細胞內訊

息傳遞蛋白的表現所致。雖然巨噬細胞在動脈粥狀硬化過程中有重要角色，但是參與這個複雜

機制的除了巨噬細胞外，尚有平滑肌細胞及血管內皮細胞，假如要模擬血管中的狀況而進行 in 

vitro 實驗的話，目前的研究乃是以巨噬細胞及內皮細胞共同培養以觀察內皮細胞的變化，在未

來的工作中，我們將以此模式更進一步探討洛神花水層粗萃取物及原兒茶酸在動脈粥狀硬化中

的角色，以期能更加確認這些物質在日常保健上的功能。 
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圖一、洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所引起的粒線體膜電位之影響 

 

 
HSE (mg/ml) - - - 0.01 0.03 0.05 0.1 0.5 
LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 
oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 
Fig. 1. The effect of HSE on oxLDL-induced mitochondrial potent decrease in macrophage. 

Cells were treated and assayed for mitochondrial potent as described in Materials and Methods. Each 
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vertical bar represents mean ± SD from triplicate determinations. The P value was calculated by an 

unpaired t-test as compared with the control (native LDL treated group). * P<0.05.
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圖二、原兒茶酸對氧化型 LDL 所引起的粒線體膜電位之影響 

 

PCA (mM) - - - 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 

LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 

oxLDL 
(100µg/ml) 

- - + + + + + + 

 

Fig. 2. The effect of PCA on oxLDL-induced mitochondrial potent decrease in macrophage. 

Cells were treated and assayed for mitochondrial potent as described in Materials and Methods. Each 

vertical bar represents mean ± SD from triplicate determinations. The P value was calculated by an 

unpaired t-test as compared with the control (native LDL treated group). * P<0.05.
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圖三、洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所引起的粒線體膜蛋白之影響 

 

 
 
HSE (mg/ml) - - - 0.01 0.03 0.05 0.1 0.5 

LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 

oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 

             

 

 

 

 

 

Fig. 3. Immunoblotting examination of the effect of HSE on oxLDL-induced the expressions of 

mitochondrial proteins in macrophage. Protein lysate was obtained from macrophages and 

subjected to Western blot analysis for the expressions of mitochondrial proteins. Lane 1, normal (no 

treatment); lane 2, native LDL; lane 3, oxidized LDL; lane 4, 0.01 mg/ml HSE plus oxidized LDL; 

lane 5, 0.03 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 6, 0.05 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 7, 0.1 

mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 8, 0.5 mg/ml HSE plus oxidized LDL.

β-actin 

Bax

Cyrochro

Bcl-2 
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圖四、原兒茶酸對氧化型 LDL 所引起的粒線體膜蛋白之影響 

 

PCA (mM) - - - 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 

LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 

oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 

               

 

 

 
 

 

 

 

Fig. 4. Immunoblotting examination of the effect of PCA on oxLDL-induced the 

expressions of mitochondrial proteins in macrophage. Protein lysate was obtained from 

macrophages and subjected to Western blot analysis for the expressions of mitochondrial proteins. 

Lane 1, normal (no treatment); lane 2, native LDL; lane 3, oxidized LDL; lane 4, 0.01 mM PCA plus 

oxidized LDL; lane 5, 0.05 mM PCA plus oxidized LDL; lane 6, 0.1 mM PCA plus oxidized LDL; 

lane 7, 0.5 mM PCA plus oxidized LDL; lane 8, 1.0 mM PCA plus oxidized LDL.

β-actin 

Bax 

Cytochrome c 

Bcl
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圖五、洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所引起的 MAPK 蛋白之影響 

 
 
 
 
 
HSE (mg/ml) - - - 0.01 0.03 0.05 0.1 0.5 

LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 

oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 

            

 

 

   

 

 

Fig. 5. Immunoblotting examination of the effect of HSE on oxLDL-induced the expressions of 

MAPK proteins in macrophage. Protein lysate was obtained from macrophages and subjected to 

Western blot analysis for the expressions of MAPK proteins. Lane 1, normal (no treatment); lane 2, 

native LDL; lane 3, oxidized LDL; lane 4, 0.01 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 5, 0.03 mg/ml 

HSE plus oxidized LDL; lane 6, 0.05 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 7, 0.1 mg/ml HSE plus 

oxidized LDL; lane 8, 0.5 mg/ml HSE plus oxidized LDL.

 MEK 

β-actin 

ERK2 

ER
pJNK 
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圖六、原兒茶酸對氧化型 LDL 所引起的 MAPK 蛋白之影響 

 
 
 
 
PCA (mM) - - - 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 

LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 

oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 

            

 

 

   

 

Fig. 6. Immunoblotting examination of the effect of PCA on oxLDL-induced the expressions of 

MAPK proteins in macrophage. Protein lysate was obtained from macrophages and subjected to 

Western blot analysis for the expressions of MAPK proteins. Lane 1, normal (no treatment); lane 2, 

native LDL; lane 3, oxidized LDL; lane 4, 0.01 mM PCA plus oxidized LDL; lane 5, 0.05 mM PCA 

plus oxidized LDL; lane 6, 0.1 mM PCA plus oxidized LDL; lane 7, 0.5 mM PCA plus oxidized LDL; 

lane 8, 1.0 mM PCA plus oxidized LDL.

 MEK 

β-actin 

ERK2 

ER
pJNK 
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圖七、洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所引起的 p-P53 蛋白之影響 

 
 
 
 
HSE (mg/ml) - - - 0.01 0.03 0.05 0.1 0.5 

LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 

oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 

            

 

 

Fig. 7. Immunoblotting examination of the effect of HSE on oxLDL-induced the expression of 

P53 protein in macrophage. Protein lysate was obtained from macrophages and subjected to 

Western blot analysis for the expression of p-P53 protein. Lane 1, normal (no treatment); lane 2, 

native LDL; lane 3, oxidized LDL; lane 4, 0.01 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 5, 0.03 mg/ml 

HSE plus oxidized LDL; lane 6, 0.05 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 7, 0.1 mg/ml HSE plus 

oxidized LDL; lane 8, 0.5 mg/ml HSE plus oxidized LDL.

p P5

β-actin 
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圖八、原兒茶酸對氧化型 LDL 所引起的 p-P53 蛋白之影響 

 
 
 
PCA (mM) - - - 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 

LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 

oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 

 

            

 

            

 

Fig. 8. Immunoblotting examination of the effect of PCA on oxLDL-induced the expression of 

P53 protein in macrophage. Protein lysate was obtained from macrophages and subjected to 

Western blot analysis for the expression of p-P53 protein. Lane 1, normal (no treatment); lane 2, 

native LDL; lane 3, oxidized LDL; lane 4, 0.01 mM PCA plus oxidized LDL; lane 5, 0.05 mM PCA 

plus oxidized LDL; lane 6, 0.1 mM PCA plus oxidized LDL; lane 7, 0.5 mM PCA plus oxidized LDL; 

lane 8, 1.0 mM PCA plus oxidized LDL.

p P

β-actin 
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圖九、洛神花水層粗萃取物對培養基中氧化型 LDL 之影響 

 
 
 
 
 

 

HSE (mg/ml) - - - 0.01 0.03 0.05 0.1 0.5 

LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 

oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 

 

Fig. 9. The oxidation level of oxLDL in the media of HSE and oxLDL cotreated macrophage. 

Media was obtained from macrophage culture and subjected to lipogel electrophoresis analysis for 

the oxidation level of oxLDL. Lane 1, normal (no treatment); lane 2, native LDL; lane 3, oxidized 

LDL; lane 4, 0.01 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 5, 0.03 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 

6, 0.05 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 7, 0.1 mg/ml HSE plus oxidized LDL; lane 8, 0.5 mg/ml 

HSE plus oxidized LDL.
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圖十、原兒茶酸對培養基中氧化型 LDL 之影響 

 

 

 

 

 

PCA (mM) - - - 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 

LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 

oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 

Fig. 10. The oxidation level of oxLDL in the media of PCA and oxLDL cotreated macrophage. 

Media was obtained from macrophage culture and subjected to lipogel electrophoresis analysis for 

the oxidation level of oxLDL. Lane 1, normal (no treatment); lane 2, native LDL; lane 3, oxidized 

LDL; lane 4, 0.01 mM PCA plus oxidized LDL; lane 5, 0.05 mM PCA plus oxidized LDL; lane 6, 

0.1 mM PCA plus oxidized LDL; lane 7, 0.5 mM PCA plus oxidized LDL; lane 8, 1.0 mM PCA plus 

oxidized LDL.
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圖十一、洛神花水層粗萃取物對培養基及細胞中 MDA 含量之影響 

 

HSE (mg/ml) - - - 0.01 0.03 0.05 0.1 0.5 
LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 
oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 

Fig. 11. Effects of HSE on OxLDL-induced lipid peroxidation in the macrophage culture and 

the media. The samples were obtained from macrophage culture and assayed for lipid peroxidation 

(MDA). Each vertical bar represents mean ± SD from triplicate determinations. The P value was 

calculated by an unpaired t-test as compared with the control (native LDL treated group). * P<0.05.
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圖十二、原兒茶酸對培養基及細胞中 MDA 含量之影響 

 
PCA (mM) - - - 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 

LDL (100µg/ml) - + - - - - - - 

oxLDL (100µg/ml) - - + + + + + + 

 

Fig. 12. Effects of PCA on OxLDL-induced lipid peroxidation in the macrophage culture and 

the media. The samples were obtained from macrophage culture and assayed for lipid peroxidation 

(MDA). Each vertical bar represents mean ± SD from triplicate determinations. The P value was 

calculated by an unpaired t-test as compared with the control (native LDL treated group). * P<0.05.

* 

* 

* 

* 



 182

圖十三、洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 所造成 foam cell formation 的影響 

       
 

       
 

       
 

       
 
Fig. 13. The inhibitory effect of HSE on oxLDL-induced macrophage foam cell formation. The 
detail of the treatments was described in Materials and Methods. A, normal (no treatment); B, native 
LDL; C, oxidized LDL; D, 0.01 mg/ml HSE plus oxidized LDL; E, 0.03 mg/ml HSE plus oxidized 
LDL; F, 0.05 mg/ml HSE plus oxidized LDL; G, 0.1 mg/ml HSE plus oxidized LDL; H, 0.5 mg/ml 
HSE plus oxidized LDL. The arrows represent positive for foam cell. 
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圖十四、原兒茶酸對氧化型 LDL 所造成 foam cell formation 的影響 

       
 

        
 

        

 

        

Fig. 14. The inhibitory effect of PCA on oxLDL-induced macrophage foam cell formation. The 
detail of the treatments was described in Materials and Methods. A, normal (no treatment); B, native 
LDL; C, oxidized LDL; D, 0.01 mM PCA plus oxidized LDL; E, 0.05 mM PCA plus oxidized LDL; 
F, 0.1 mM PCA plus oxidaized LDL; G, 0.5 mM PCA plus oxidized LDL; H, 1.0 mM PCA plus 
oxidized LDL. The arrows represent positive for foam cell. 
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圖十五、OxLDL 誘發巨噬細胞凋謝死亡的機轉 

 
OxLDL                OxLDL                  OxLDL                OxLDL              OxLDL 
           OxLDL               OxLDL                   OxLDL              OxLDL 
 
 
 
 
OxLDL                OxLDL                  OxLDL                OxLDL               
           OxLDL               OxLDL                   OxLDL              OxLDL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ROS↑∆ψ↓ 
Bcl2↓

Bax↑

Cytochrome c 

Caspase 9 

Caspase 3 

PARP 
DNA 
fragmentation 

MAPK

JNK-p

Jun-p

Bcl2↓

Fas L CD36

Caspase 8

MEK ↓, ERK1/2 ↓ 

Cell proliferation ↓

Foam cell ↑



 186

Fig.15. Schematic mechanisms of oxLDL-induced macrophage apoptosis. 

圖十六、HSE 或 PCA 在 OxLDL 誘發巨噬細胞凋謝死亡的機轉 
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Fig.16. Schematic inhibitory mechanisms of HSE or PCA on oxLDL-induced macrophage apoptosis. 

PCA/HSE
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表一、洛神花水層粗萃取物對氧化型 LDL 及巨噬細胞中維生素 E 之影響 

 

 

No.     Treatmenta     concentration of vitamin E (µg/ml) 

HSE (mg/ml) LDL  OxLDL (100µg/ml) cell lysate   in tube assay  

1  --   --  --     --     -- 

2  --   +  --     --     -- 

3  --   --  +     --     -- 

4  0.01   --  +     --     -- 

5  0.03   --  +     --     -- 

6  0.05   --  +     --     -- 

7  0.1   --  +     --     -- 

8  0.5   --  +     7.51     -- 

 

 

a Cell or LDL were co-treated with various concentrations of HSE as described in 

“Materials and Methods”. 
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表二、原兒茶酸對氧化型 LDL 及巨噬細胞中維生素 E 之影響 

 

No.     Treatmenta     concentration of vitamin E (µg/ml) 

PCA (mM) LDL  OxLDL (100µg/ml) cell lysate   in tube assay  

1  --   --  --     --     -- 

2  --   +  --     --     -- 

3  --   --  +     --     -- 

4  0.01   --  +     --     -- 

5  0.05   --  +     --     -- 

6  0.1   --  +     --     -- 

7  0.5   --  +     5.32     -- 

8  1.0   --  +     9.47     -- 

 

a Cell or LDL were co-treated with various concentrations of PCA as described in 

“Materials and Methods”. 
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表三、洛神花水層粗萃取物對培養基及巨噬細胞中自由基之影響 

 
 

No.     Treatmenta         Inhibitory percentage of free radicalsb 

HSE (mg/ml) LDL  OxLDL (100µg/ml)  hydrogen peroxide         superoxide 

cell lysate     media     cell lysate   media 

1  --   --  --     93.7     77.4     101.5   92.2 

2  --   +  --     97.1     88.6     105.4   93.9 

3  --   --  +     100     100     100    100 

4  0.01   --  +     100.3    80.3     91.4    100 

5  0.03   --  +     108.5    72.1     105.7   91.3 

6  0.05   --  +     99.1     78.3     109.4   99.3 

7  0.1   --  +     97.4     78.2     110.2   99.1 

8  0.5   --  +     97.5     79.2     101.7   100.4 

 

 

a Cells were co-treated with various concentrations of HSE as described in “Materials and Methods”. 

b All data compared with oxLDL as 100%. 
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表四、原兒茶酸對培養基及巨噬細胞中自由基之影響 

 

No.     Treatmenta         Inhibitory percentage of free radicalsb 

PCA (mM) LDL  OxLDL (100µg/ml)  hydrogen peroxide         superoxide 

cell lysate     media     cell lysate   media 

1  --   --  --     93.7     77.4     101.5   92.2 

2  --   +  --     97.1     88.6     105.4   93.9 

3  --   --  +     100     100     100    100 

4  0.01   --  +     100.3    70.6     99.5    93.1 

5  0.05   --  +     108.5    74.7     100.2   94.2 

6  0.1   --  +     94.9     75.4     99.2    94.3 

7  0.5   --  +     91.0     71.0     100.9   84.89 

8  1.0   --  +     99.4     78.7     101.2   3408.7 

 

a Cells were co-treated with various concentrations of PCA as described in “Materials and Methods”. 

b All data compared with native LDL as 100%. 



附圖一、在動脈粥狀斑塊形成的不同時期出現凋謝性細胞死亡的情形 

 

 

 

Schematic representation of the commitment and execution phases of 
apoptotic cell death in different stages of atherosclerotic plaque formation.  

(摘自 Arteriosclerosis, Thrombosis, Vascular Biolology, 18, 1519-1522, 1998) 
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附圖二、氧化壓力促使細胞進行程式型死亡 

 
 
 
 

 
 

(摘自 Free Radical Biology & Medicine, 29, 323-333, 2000)
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附圖三、氧化壓力促使細胞進行程式型死亡 

 
 
(摘自 Free Radical Biology & Medicine, 29, 323-333, 2000) 
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附圖四、不同氧化位置的膽固醇結構形成的 oxysterols 

 

Structure of 1, cholesterol, and the most important oxysterols; 2, 
7-hydroperoxycholesterol; 3, 7[alpha]-hydroxycholesterol; 4, 
7[beta]-hydroxycholesterol; 5, 7-oxocholesterol; 6, 
cholesterol-5[alpha],6[alpha]-epoxide; 7, cholesterol-5[beta],6[beta]-epoxide; 
8, 4[beta]-hydroxycholesterol; 9, cholestane-3[beta],5[alpha],6[beta]-triol; 10, 
24-hydroxycholesterol; 11, 25-hydroxycholesterol; 12, 27-hydroxycholesterol; 
and 13, 24,25-epoxycholesterol.  
(摘自 Arteriosclerosis, Thrombosis, Vascular Biolology, 22, 734-742, 2002) 
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附表一、自由基與活性氧 

 
 

 
 
(摘自 Nutritional Toxicology, 19, 1994 及 Nutrition Review, 52, 253, 1994) 
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