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Part 1 

不同含量維生素 E 對於大鼠體內抗氧化系統和解

毒酵素所造成的影響



中文摘要

自由基所誘發的路質過氧化作用，造成動物體內細

胞傷害，而維生素 E 主要存在細胞耳其上，是目前已知最

重要的夭然結溶性抗氧化劑，它可以籍由本身結構中的

齡基，提供一個氮賀子轉移到自由基，而達到抗氧化的

防禦作用 o 近年來也有研究指出，維生素 E 的攝取對於

老鼠肝臟徵粒體氧化還原代謝酵素會產生影響，所以本

次實驗有兩大目標，一是探討飲食中維生素 E 對於動物

體內抗氧化象統的影響，二是評估它對肝臟微粒體酵素

系統的影響。

實驗採用 18 隻雄性 Sprague-Dawley 大鼠，分成三

組分別餵飼令 O 、 100 和 1500 ppm 維生素 E 的飼料七

遇，實驗分析項目，在抗氧化系統方面比較三組老鼠紅

血球、血漿和肝臟組織脂質過氧化物濃度 C TBARS) 

維生素 C 、 E 令羹，委主就甘獄 C GSH) 'GSSG' 尿酸 Curic

acid) 濃度，以及楚就甘版還原嗨 CGSH reductase) , 

楚就甘月太過氧化梅 CGSH peroxidase) 以及超氧化歧化

晦 CSOD) 活性;肝臟微粒體酵素系統分析 total P鈞。

content' NADPH P450 reductase 、 CYP2El 、 CYP2Bl 及 GST

活性。

結果顯示飼料中維生素 E 顯著影響血漿及肝臟中維
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生素 E 的濃度，而且維生素 E 能有效的抑制 TBARS 的形

成。在抗氧化作用方面顯示維生素 E 對紅血球 GSH 、

GSSG 、肝臟細胞質部分的 SOD 和 GSH reductase 活性

及血漿中 uric acid 濃度有顯著影響。而對微粒體酵

素象統，方面 CYP2Bl 和 GST 酵素活性，會隨維生素 E 含

量增加而有增加趨勢。

關鍵詢:維生素 E 細胞色素 P45(} ，抗氧化系統

委主就甘放硫轉移嗨
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Abstract 

Lipid peroxidation caused by free-radica1s leads to 吐estruction

of cells in the animal body. Vitamin E present mainly in the cell 

membrane, is recognized as one of the most important natural fat-

soluble antioxidant. With the presence of pheny1 group can transfer a 

hydrogen atom to the free radical, thereby exerts its antioxidative 

effect. Recent researches have shown that dietary vitamin E can 

affects the activities of hepatic cytochrome P-450 enzymes, however 

the results were not consistent. The goals of the present study are to 

investigate the influence of vitamin E on antioxidant status and 

antioxidant emzymes and to investigate the effect of vitamin E on 

activities of hepatic cytochrome P-450 enzymes. Three groups of 6 

Sprague-Dawley rats were fed 0, 100 or 1500 ppm vitamin E for 7 

weeks. The results show that dietary vitamin E significantly 

influence the concentrations of vitamin E in plasma and liver, and 

vitamin E can significantly inhibit the formation of TBARS 

(p<0.05) . For antioxidative effect, it show that vitamin E affects the 

concentrations ofRBC reduced glutathione (GSH), and GSSG, SOD 

and GSH reductase activities in hepatic cytosolic 企action， an社 unc

acid level in the plasma. F or microsomal enzymes, the CYP2B 1 and 
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GST activities were positively correlated with the dietary vitamin E 

leve l. 

Keywords: Vitamin E 、 Cytochrome P-450 、 GST

Antioxidation system 
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環境中許多的毒物，不論是來自於工J業、農業

或是醫藥用途，會在生物體內經氧化還原作用產生

自由基 (Yasuda et a 1., 1997; Poyer et a 1., 

1980 )。這些自由基能與體內的分子包括脂質、蛋

白質、核酸和酵素作用。自由基產生的主要來源有

細胞色素 P鈞。解毒作用 (Ando et a 1., 1985) 、

粒線嫂的電子傳遞、脂質氧化 (Esterbauer and 

Cheesem侃， 1987) 、 NADPH 氧化略和五噬細胞吞噬作

用 (Chance et a 1., 1979) 。

生物體內有一套抗氧化防禦系統，可以分成兩

大類，第一類抗氧化的防線是抗氧化酵素，包含有

超過氧化物歧化梅 (SOD) 、觸晦( catalase) 和安定就

甘版過氧化晦 (GSH perox i dase) ，這是每酵素在生物

體內可自行合成且預防自由基的生成，減低自由基

所造成的傷害。另一類抗氧化的防線是抗氧化分子

如維生素 C 、維生素 E 、 β 一胡、華蔔素、委主就甘版

(GSH) 、蛋白硫醇和尿酸等，這些物質可以提供氫

質子給予自由基，使不穩定的高能自由基轉變為較

安定的產物而降低其攻擊能力。而在這類抗氧化象

統中，維生素 E 在脂溶性的環境中扮演重要的角

色。防止因化學藥物 (Lalonde et a 1., 1997) 、飲
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食攝取 (Wandereta 1.， 1997) 和運動( Dekkers et 

a 1.， 1996) 所產生自由基對生物體造成的傷害。它

直接提供一個氮質子給予自由基，使其轉變為穩定

的產物，而自己形成相對穩定共振結構的維生素 E

自由基 (α-tocopheroxy 1 rad i ca 1 ) ( Chow , 1991) 。

維生素 E 在細胞內主要存在細胞膜上，當維

生素 E 缺乏時，首當其街是細胞族組織，很容易受

到外來的氧化刺激，而發生氧化傷害，而存在膜上

的酵索蛋白如微糕體細胞色素 P450 活性，是否也

會受到影響，是本實驗探討的目標。大鼠將給予不

同維生素 E 含量的飲食為期七遇，觀察維生素 E 對

動物體內脂質過氧化產物、抗氧化酵索和其它抗氧

化分子的影響，同時也探討它對細胞色素 P450 酵

素活性的影響。
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文獻探討

一、自由基的產生

自由基及活性氧的產生，是國為生物體內的

抗氧化以及氧化作用二者之間未能達成平衡所

致。氧是細胞生存必需的分子，當細胞進行藥物

代謝或正常生理功能峙，例如細胞色素 P鈞。的

解毒作用、粒線嫂的電子傳遞、路質氧化、 NADPH

氧化和巨噬細胞吞噬作用時，常會伴隨活性氧分

子的產生 (Chance et a l., 1979) 。這些活性氧分

子包括: 10 2 (sing1et oxygen) 、 O 2 ' - (superox i de 

radical) 、 H 2 0 2 (hydrogen peroxide) 、 OH-

(hydroxyl radical) 等 (Klebanof f， 1980) 。這

些分子在正常狀況下，可以透過生物體內的抗氧

化系統將其清除，當體內的抗氧化防禦象統未能

將大量生成的活性氧分子清除峙，將會造成細胞

內抗氧化物質的損耗、結質的過氧化、耳其結構的

破壞以及 DNA 的損壞，閱而導致細胞受傷進而死

亡( G i 1 be此， 1981) 。目前已知與自由基產生有

闋的疾病包括粥狀動脈硬化、成;重性關節炎、威

爾森氏症 (Deiss et a l., 1970) 和癌症 (Horvarth

話



and Ip , 1983) 等。

二、脂質過氧化

臆質過氧化的發生是指存在生物體內的不飽

和脂肪酸受到氧化傷害，路質過氧化可產生多種

產物，例如脂質氫過氧化物或多種躍、闊、酸等，

這是一種自由基連鎖反應所生成的產物，路質的

過氧化可分成三個階段，包括起始、連鎖和終止

作用 (Halliwell and Gutteridge , 1990) 。

( 1 )起始期 (initiation phase) 

不飽和鍵(雙鍵)上的碳氫受到外界園子影響

而失去氫離子形成自由基。

光和熱

RH (不飽和脂肪竣) ... 
R' + H' 

( 2) 連鎖期 ( propaga t i on phase) 

氮過氧化物的生成並進行連鎖反應。

R' + O? • ROO' 

ROO' + RH • ROOH + R' 

(路、蚓、竣)
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( 3 )終止期 (termination phase) 

比過氧化過程，可受下列作用而終止。

*兩個自由基相互作用，產生非自由基產物，

反應終止。

R' tR' 

ROO' tR' 

.. RR 

.. ROOR 

將自由基清除，如自由基的清除者(維生素 E) , 

便可參與此反應，與自由基結合成穩定產物而

自己本身形成較安定的自由基。

ROO' t AH 

AH' 十 R'

三、細胞組織氧化傷害

抄 ROOH + A' 

抄 RH + A' 

細胞脹的主要結構，是由結質、蛋白質和少

部分的碳水化合物所組成。耳其脂質的成分主要有

磷脂類 (phospholipids) 、固醇類 (sterol) 等，

其中主要的磷脂類有磷酸甘油酪

(phosphoglycerides) ，至於膽固醇則是細胞跟

中最常見的固醇類。細胞膜中膽固醇和脂肪酸的

含量控制著棋的流動性，而位於膜上的蛋白質分

1 自



子包括酵索、抗體、抗原等，也具有特殊的生理

功能 CBen-Zeev et a l., 1979) 。當細胞遭受氧

化傷害攻擊時，除了脂質成分受到氧化傷害外，

位於細胞耳其上的蛋白質，也會受到活性氧分子的

攻擊 CRichards et a l., 1988) 。分析脂質過氧

化物 (TBARS) 的生成，可瞭解脂質過氧化情形

C Cadenas et a 1., 1996) 。另外當細胞遭受氧

化傷害攻擊時，蛋白質可發生不可逆交錯、連結

CSchuessler and Schilling , 198在)或分解反應

CDean et a l., 1986) 。這特由於細胞膜上結構

成分發生改變，加上外層的膜與細胞架構接點處

分離，可使得細胞脹的流動性增加，而造成細胞

脹的穩定性下降 CJacoboson et a 卜， 1983; 

Schlessinger et a 1., 1983) 。另外也有可能進

一步誘發細胞絮構不正常的去聚合反應

Cdepolymerization) ，造成細胞膜上細胞祭構蛋

白完整性受到破壞 CSchlessinger et a l., 1983) 。

隨著知胞膜的結質經過氧化作用後，會改變膜的

流動性、跟電位、氫離子和其它離子的通透性增

加，最後導致細胞破裂、胞器釋出。如何避免細

胞傷害，最有效的方法是減少暴露在氧化緊迫的

環境和增強體內的抗氧化象統 (Chow ， 1979) 。
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四、生物體內的抗氧化系統

生物體內進行正常的代謝、活化或是解毒作用

峙，常會伴隨著多種自由基的產生，因而造成生

物體內的氧化傷害。生物為了要預防或降低此一

氧化傷害，在體內有一套完整的抗氧化系統

( Cotgreave et al. , 1988)' 包括有抗氧化分子，

其中依溶解性可區分為脂溶解性的維生素 E 和 β 一

胡蘿蔔素，和水溶解性的有楚就甘獄( GSH) 、維

生素 C 和尿酸等。除了抗氧化分子外，另外還有

抗氧化酵素，包括超氧化物歧化晦( superox i de 

dismutase , SOD) 、觸時( catalase) 和委主統甘放

過氧化梅 (glutathione peroxidase , GSH Px) 

等，

透】過這一完整抗氧化系統，生物在體內築起一道

嚴密的防線，防止細胞受到氧化傷害。

(一)維生素 E

維生素 E 的歷史及其結構

維生素 E 主要是存在植物油中，在早期的研究

指出若老鼠體內缺乏維生素 E 則喪失生育的能力

12 
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C Century and Horwi 竹， 1965) ，所以維生素 E 又

被稱為生育醇'是一種淡黃色油狀物可以溶在有機

溶劑，在自然界中有多種異構物，分別是 α 、 β 、

γ 、 δ (圈一)。異構物闊的差異是由於盼類環上

接甲基的數自與位豈不舟，其抗氧化能力強弱分別

是 α > ß > γ 〉 δ 。在食品加工上維生素 E 常被作為

天然抗氧化劑，至於常用於食品或飼料添加的 α-

tocophero1 acetate CTA) ，是屬於通話類的維生素 E ' 

其它如 α-tocophery1 succinate CTS) 、 α-

tocophery1 phosphate 、 α-tocophery1 nicotinate 

都是酪類的維生素 E 。不論是何種形式的 α 一

tocophero1 衍生物大都擁有相似的抗氧化活性

C Burton and Traber , 1990) 。

維生了素 E 的生理特性

維生素 E 具有溶於脂肪的生理特性，主要是位

於細胞膜上 CNik i， 1991) ，在它的異構物中以 α

tocophero1 具有最大的生理活性 CParrish ， 1980) 。

維生素 E 在生物體內最主要的功能是擔任脂溶性抗

氧化劑即自由基捕捉劑，可終止不飽和脂肪酸的通

氧化連鎖反應，清除高能量不穩定自由基如氫過氧

化自由基 C hydroxy 1 rad i ca 1 )、過氧化自由基
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(peroxyl radical) 及超過氧化自由基( superox i de 

radical)' 過兔膜上脂肪酸、膽回酵的氧化傷害，

是目前被認為最有效的天然脂溶性抗氧化都之一

(Ahn et a 1., 1995; 胡ach1in ， 1984) 。

維生素 E 對於預防多元不飽和脂肪酸的過氧化

有明顯功效 (Kanner et a 1., 1987) 。而多元不飽

和脂肪酸是鍵結於細胞膜磷脂質上，易受到自由基

之攻擊而產生過氧化反應。維生素 E 在路質過氧化

反應中可以清除自由基，終止脂質過氧化的連鎖反

應。維生素 E 的抗氧化功能機制是利用維生素 E 結

構中的齡基，提供一個氫質子給與自由基，而自己

本身形成一相對穩定的維生素 E 自由基 (α 一

tocophery1 radical) (圖二)。以下說明維生素 E

的抗氧化性質，在式中 TH 代表維生素 E' 而 ROO . 
表示為自由基形式。

TH + ROO. 

T .+ ROO . 

b 

b 

T .+ ROOH 

nonradical products 

(Ham and Liebler , 1997) 

當細胞面對自由基、過氧化物的氧化緊迫威脅

時，維生素 E 在細胞膜中也與花生四娣酸

(arachidonic acid) 或其它脂質形成氫鍵，有助

1 是



於維持細胞膜的穩定 C Kagan and Quinn , 1988) , 

透過此作用可以保護細胞旗兔於氧化傷害，增加細

胞存活率，籍以維持朕中臆質成分穩定、蛋白質功

能或酵素活性C Reed et a l., 1987; Takenaka et a l. , 

1991 )。

維生素 E 的再生

近來的研究指出維生素 E 的抗氧化功能與維生

素 C Cascorbic acid)及楚就甘版( GSH) 具有密切

相關 (Bendich et a l., 1986; Chen and Chang , 

1979) 。這些抗氧化物質的抗氧化功能除了可減少

維生素 E 的消耗外 CUrsini et a l., 1985; Rotruck 

et a l., 1973)' 它們也可以透過維生素 E 再生象統

(Chow , 1991) ，利用一些選擇、劑如維生素 C 、委主就

甘拭 (GS頁)及其酵素作用，將氧化後的維生素 E 自

由基還原成可以被生物再利用的維生素 E C 圖三)。

(二)維生素 C Cascorbic acid) 

維生素 C 是生物體內重要的水溶性抗氧化分子

(Anderson et al. , 1987) ，它在血漿中具有重要

的抗氧化功能。特性上校易受到外界影響而被破
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壞，如熱、鹼，使其失去活性，但不被弱酸所影響。

它可以清除超氧陰離子 (superoxide anion) 、

singlet oxygen 以及氮氧化自由基 (hydroxyl

radical) (Bendich et a 1., 1986; Frei et a1., 

1989) 。

有研究指出體內維生素 C 濃度會影響維生素 E

的需要曼 (Bendich et a 1., 1984) 。維生素 C 和維

生素 E 在生物體內都具有抗氧化功能， Hruba 等人

(1982) 研究發現，給與老鼠補充維生素 C '可以減

少其肺部維生素 E 的消耗。另一項研究也發現維生

素 C 和維生素 E 二者之間的抗氧化作用存有相乘效

果，維生素 E 可以利用維生素 C 而再生 C Rojas et a1., 

1994) 。

(三)委主就甘版 CGS頁)

楚就甘版 C GSH) 在胞內抗氧化系統中扮演重要

角色。委主就甘獄是由三個氛基酸所構成的水;容性抗

氧化分子，它的結構為 r -GI u一Cys-Gly 0 廣泛分佈

在動物、植物和微生物細胞中;在動物體內濃度可

高達 0.5 - 10 III 盟 CKosower and Kosower , 1978) 。

楚就甘鼠的生理功能很多，主要包括 C 1 )還原態
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的楚就甘月式在細胞內扮演抗氧化劑的角色，它利用

鍵就甘版過氧化梅 (Glutathione peroxidase , GSH 

Px) 來移除過氧化氫(自202) ，以減少氧化緊迫對於

細胞的傷害。

GSH PX 

ROOH 十 2GSH 抄 ROH + H20 + GSSG 

(Jacob , 1995) 

(2) 參與維生素 E 的再生。 (3) 參與細胞內的解毒

代謝作用，委主就甘獄透過委主就甘獄硫轉移晦的催化

與外來物質結合，增加外來物的水溶解性，以利排

出體外 (Reed ， 1990; Neal et a l., 1987) (4) 維

持膜蛋白磁醇完整性，並維持細胞之正常生理功能

(Kosower and Kosower , 1978) 。

在氧化的反應過程中楚就甘版 (GSH) 轉變成氧

化態的委主就甘版( GSSG ) ，隨後氧化態的楚就甘拭

可以透過委主就甘獄還厚、晦( G 1 uta thi one reductase , 

GSH Rd) 作用，將其還原成鍵就甘版( GSH) 

( Skrzyd 1 ewska et a 1., 1997) 。

(四)超氧化歧化晦 (Superoxide dismutase , SOD) 
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超氧化歧化晦( SOD) 是一種需要結合金屬離子

為反應、中心之酵索，可催化反應而消除活性氧，在

人體細胞的粒線艘中含有以銘為選擇、中心的 SOD ' 

而在細胞質中的 SOD 則以銅、鋒為反應、中心，過佈

於所有好氧怯生物體內 (Fridovich ， 1995) 。而好氧

性生物主要是依賴鐘內 SOD 酵索將過剩的超氧陰離

子( O2' - )予以還原形成過氧化氫及水( H202 + O 2 ) 。

此乃一項重要的防禦機制。

超氧化歧化略代謝 O2-﹒形成自20 2 的反應、如下:

20 2 -, + 2 H+ SOD 壘，

五、生物體內的解毒代謝系統

自202 十 O 2

(Jacob , 1995) 

毒物可以經由不向途徑進入生物體內，經吸收

後分佈到生物麓的各個部位，可透過體內的解毒酵

素系統，使其毒性降低。肝臟是生物體內主要的解

毒代謝器官，其它尚有肺、胃、小腸、和腎臟等。

學者將解毒代謝過程分為兩步驗，分別為 phase 1 

及 phase II (Ve1d , 1990) 。在 phase 1 '親脂性

化學物質經由氧化、還原及水解作用，使化學物質
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的官能基產生改變進而影響其溶解性以利代謝物可

以直接排出體外或是進入 phase 宜。在 phase II 

中將 phase 1 反應代謝後的產物再進一步進行結合

作用 (conjugation) (Anders and Jakobson , 1985 ; 

Guengerich and Liebler , 1985) 。結合作用是將內

生性的硫酸鹽( sul fate) 、葡萄糖路酸( glucuronic 

acid) 和楚就甘版( gl utathione) 等水溶性的小分

子與 phase 1 產物接令，增加這些物質的水溶解性，

以利迅速排出體外。
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Integration of phase 1 and phase 立

biotransformation reactions 

PHASE 1 
Ti n-u nn 

中
i

Mm VA PD AU YBEA 

R
υ
 

HYDROLYSIS 

XENOBIOTIC • PRIMARY 

REDUCT 1 ON PRODUCT 

CONJUGATION 

P' SECONDARY 

PRODUCT 

OXIDATION 

一一一句， ‘一一-EXCRETION 

LIPOPHILIC 抄 HYDROPHILIC

(Veld et a1., 1990) 

六、細胞色素 P450

肝臟微粒體細胞色素 P450 是屬於 phase 1 酵

素，在生物解毒代謝酵素系統中細胞色素 P鈞。酵

索與 NADPH 細胞色素 P450 還房、梅二者稱為混和功能

氧化酵素 (mixed function oxidase ' 說FO) ，具有

2時



氧化還原功能。細胞色素 P450 酵索緣故在內質網

棋上，作用時需有詞ADPH 提供電子及氧原子的參與。

細胞色素 P450 酵素是一種令鐵蛋白質，其血基質

鐵 (heme i ron) 的形式通常為三價鐵，當選原成二

價鐵時，細胞色素 P450 酵素會結合配位子( 1 i gand) 

如氧或一氧化碳，此時含二價鐵的 P鈞。及一氧化

碳複合物在波長 450 nm 附近有最大吸光佳，因此

以細胞色素 P450 來命名。細胞色素 P450 酵索系統

負責執行代謝解毒作用，催化的基本反應是

monooxygena t i on '氧潭、子併入受質，再由 NADPH 處獲

得電子，將受質形成具有氫氧基的產物及水的過程

(Guengerich et a l., 1991) 。

調控細胞色素 P450 活性的研究，在毒理學上具

有重要的意義。因為細胞色素 P鈞。韓素是多種致痞

物，例如 polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) 、

及黃鏈毒素的代謝酵素。經由細胞色素 P450 作用後，

有些物質可代謝戒毒性較弱的產物( Gonza 1 ez and 

Gelbolin , 1994)' 但另一方面其他物質在經細胞色

素 P450 作用後，卻也會轉變成具有活性的中間產

物因而導致癌症產生，其它如乙醇在代謝過程中形

成的乙峰，對細胞即具有較乙醇高的親和力，會與

去氧核糖核酸( DNA) 或是蛋白質結合而造成細胞
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受損。細胞色素 P是 50 代謝解毒過程中，能否將有

毒物質順利排除，或是造成生物體內更大的傷害須

視細胞色素 P450 與化學物質走進行解毒或活化作用

而定。

七、細胞色素 P450 誘發脂質過氧化反應、

細胞色素 P鈞。在進行代謝、解毒、活化的過

程中可以經由電子的轉換，以及傳遞釋放出超氧陰

離子(superoxide anion)(Halliwel l, 1989; Gorsky 

et a 1., 1984; 有hite and Coom , 1980)' 而引發

生物體內的脂質過氧化反應。

二位學者 Hochstein 以及 Ernster (196的最先

發現透過自ADPH 和鐵的作用，造成老鼠微粒麓的路

質過氧化發生。之後的學者也發現在不同組織如肝

臟、腎臟、華丸、胎盤和淋巴等，它們的微粒體會

受到內生性 NADPH 電子轉移或鐵化合物的催化作用

而產生微粒嫂的路質過氧化反應( Ohmor i e t a 1. , 

1993; Poyer and 話aCay ， 1971) (屬四)。

細胞色素 P450 主要是存在內質網膜上，在最

近的研究指出，經由氧的參與以及透過 NADPH 細胞

色素還原梅和細胞色素 P鈞。酵素所引發的微粒體
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脂質過氧化反應 (Ursini et a 1., 1989)' 首當其

街是膜上的多元不飽和脂肪酸 (Dobaeta 1.， 1985;

因 iki et a 1., 1984) 。利用維生素 E 抗氧化及捕捉

自由基的特性 (Veneke i， 1987) ，可終止因自由基

所引起路質過氧化作用，而降低了細胞的傷害 o

八、維生素 E 與細胞色素 P450

維生素 E 對於生物的抗氧化保護作用，為防止

自由基促進脂肪組織的過氧化反應( Tappe 1, 

1972 )。而維生素 E 除了清除自由暴的生理功能外，

也有證據顯示在缺乏維生素 E 的情況下，兔子體內

口栗。令氧化晦 Cxanthine oxidase) 會有合成增加的情

形( Cat ignani et a 1., 197往) ，但是老鼠肝臟中細

胞色素 P450 含量則會降低，其中又以會雄性老鼠

的影響較雌性老鼠來的明顯 (Iwasaki et a 1., 

199是)。似乎說明了飲食中維生素 E 含量的改變，

也會影響蛋白質合成。

維生素 E 有調節解毒酵索系統的作用，在缺乏

的情況下，胡FO 代謝藥物的能力會下降，但經過補

充後又會回復正常的活性 (Carpenter ， 1972) 。有

些研究也發現當維生素 E 缺乏時，肝臟細胞色素 P450
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對於 ethylmorphine 及 benzo[a]pyrene 的代謝能力

會下降，但是對細胞色素 P450 令量及細胞色素 P是 50

還潭、晦活性則沒有顯著影響( Yang and Yoo, 1988; 

Carpenter , 1972) 。

細胞色素 P450 活性改變，有可能是受到微粒體

脂質過氧化作用的影響，造成細胞色素 P是 50 的水

解，所以當脂質過氧化作用發生時，細胞色素 P450

的含量會減少 (Kitadaeta l.， 1989; Klimeketa l., 

1983; Kagan et a l., 1984)' 因此維生素 E 對於

細胞色素 P450 酵素的保護，可能是籍由其抗氧化

劑的功能，對於膜上脂肪酸、蛋白質或酵素產生保

護作用，進一步達到維持細胞色素 P的 0 的酵素活

性 (Gower ， 1988) 。
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囑二、維生素 E 與自由基作用
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閻王、維生素 E 再生
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獨四、另當質過氧化與細胞色素 P鈞。之歸靜、
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研究動機

維生素 E 在整個抗氧化系統中扮演重要的角

色，它在細胞內是鍍敲在細胞膜上。有研究指出維

生素 E 的抗氧化能力可以保護細胞膜上蛋白質和脂

肪酸等成分兔於氧化傷害，故推測飲食中不同含量

維生素 E 會對膜上細胞色素 P450 活性有所影響。

但以往研究結果並非一致，所以本次實驗針對大鼠

給予不同含量維生素 E' 觀察它對大鼠體內抗氧化

分子及抗氧化酵素活性的影響，另一方面也探討它

對於細胞色素 P450 活性的影響。
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材料與方法

一、實驗動物及飼料

自國科會實驗動物繁殖及研究中心，購入雄

性 Sprague-Dawley 大鼠十八隻。

酪蛋白、玉米粉、纖維索、膽素、甲硫按酸、

不含維生素 E 的玉米油C tocophero 1 一 str i pped corn 

o i 1 )、 tocopherol-acetate 、不含維生素 E 的 AIN-

76 維生素混合物、 AIN-76 維生素混合物及刮目一76

礦物質混合物等購自 Teklad CMadison，有 1) ，玉

米油為 Mazole 品牌 CCPC Intl Inc. Englewood , 

NJ) 。

二、動物飼養

購入離乳之雄性 Sprague-Dawley 大鼠 18 隻'

平均體重 60-70 克，每組實驗有六隻大鼠，分}jlj

給與三種不同維生素 E 含量之飲食 C 0 、 100 、 1500

ppm) CTable 1) 0 每隻大鼠獨立飼養在一個不

銬鋼絲網籠中，動物房之溫度維持在 22 + 1 Oc '光
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照和黑夜環境各為 12 小時，飼料和飲水以任食方

式供應。每兩天更換飼料及記錄大鼠飼料攝取量，

另外每過稱量大鼠體重。

之、大鼠犧牲及樣品技集

大鼠以給與過量 CO 2 方式犧牲，以含有 5% 檸

檬竣鍋( sodi um ci trate) 為抗凝血劑的針筒採血，

由大鼠的頸靜脈進行採血 5 c. c. (抗凝血劑:全

血= 1 : 9 )。取出 0.5 別的全血，製備紅血球待

日後分析 superoxide dismutase (SOD) 活性。剩

餘的全血以 500xg 離心 10 分鐘，取得血漿和紅血

球部分。血漿維生素 C 濃度及紅血球 GSH/GSSG 濃

度是以新鮮樣品進行分析，芬河餘的血漿則荳於零

下的℃冷凍權中存放，待日後分析其它項目。肝

臟取出秤童，取出 5 克肝臟進行微小體和細胞質

液製備，其他部分隨即宣入零下的℃冷凍續中儲

存，待自後分析其它項目。

四、肝臟微小體 (mi crosomes) 及細胞質液( cytosol i c) 

之製備
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採用 Huang 等人的方法 (1988) ，新鮮肝臟手乎

重 5 克，加入 4 倍 O. 01 盟磷酸針緩衝溶液 (pH 7 . 4 

令1. 15% KCl) 均質，均質後將均質液倒入離心管

中，在 4
0

C 下以 10000xg 高遠離心 30 分鐘，將上

清液取出，在哇。C 下再以 100000xg 進行超高遠離

心的分鐘，離心後下層的沈澱物即為微小禮，而

上層為細胞質液。沈澱物加入 1 ml 0.05 話微小

體緩衝溶液(含 1 m說 EDTA 的磷酸針緩衝溶液， pH 

7. 6) 。將微粗體以及細胞質液皆置於零下 80
0

C 冷

凍權中，待自後分析。

五、蛋白質濃度測定

採用 Lowry 等人的方法( 1951 )來測定蛋白質

濃度。取實驗樣品 50 ,.d (如微小體懸浮液) ，加

入等量的 10% trichloroacetic acid (TCA) 使蛋

白質產生酸沈澱，在室溫下靜置 30 分鐘後，以

8000xg 離心 6 分鐘，去除上清液，再加入 300 抖，

1 N NaOH 將沈澱的蛋白質溶解。取適量樣品和標

準品各加入 200 f.l l 去離子水及 100 f.l l 的反應試

劑 (25% NaC0 3 : 2 先 Na-K tartrate: 1% CuS04 

8:1:1) ，混合均勻後在室溫下靜置 10 分鐘，再
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加入 1 m1 Fo1in reagent 試液(如 1 i n 去離子水

二三 1: 19.5) ，立即搖晃均勻，豈於 37
0

C 水浴中 20

分鐘，取出後荳於室溫下回溫，利用分光光議儀

在波長 660 nm 下測其吸光值。將標準品的蛋白質

濃度與吸光值作成標準曲線，即可用內插法來求

得樣品的蛋白質濃度。

六、脂質過氧化物分析

肝臟結質過氧化物濃度

本實驗參考 Fraga 等人的方法( 1988) 。稱 0.2

克肝臟組織，加入 9 倍體積均質液 (50 m單磷酸

針緩衝溶液， pH 7. 4 )均質，然後取出肝臟組織

均質液 500 川，於;水浴中依序加入 O. 5 叫 3%sodium

dodecyl sul fate ( SDS) 、 2 ml 0.1 N HCl 、 0.3 ml 

10% phosphotungst i c ac 汁，混合均勻後再加入 l

自 1 0.7% thiobarbituric acid 與之發生反應，置

於沸水中加熱 30 分鐘，冷卻後再加入 5 ml 卜

butanol 萃取 thiobarbituric acid reactive 

substances(TBARS) ，而後以 1100xg 離心 15 分鐘，

取出上層液於 excitation 515 nm 及 emission 555 

nm 下，利用螢光光譜儀測吸光值，所得的數值再
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與標準溶液1， 1, 3, 3-tetrarnethoxypropane ( T問 P)

所做出的標準曲線比較，求出肝臟脂質過氧化濃

度，表示方法為 nrnol/g liver 。

血漿的脂質過氧化分析

取 25μi 血漿，加入 100 ~l 5 rnM t-butyl 

hydroperoxide 以及 375 叫去離子水，將其置於

37
0

C 水浴中反應 30 分鐘，之後的步毒草同肝臟脂質

過氧化物濃度測定。 TBARS 表示方法為 μ 躍。

七、維生素 C 濃度測定

採用 Kyaw 的方法 (1978) 。稱取 0.2 克肝臟加

入 9 倍體積的切關磷酸舒緩衝溶液 (pH 7. 4) 

均質，取出肝臟均質波或血漿 200μ1 '加入等量

的主色齊~ (含 Na2W04.2日20 20g 、自a2日P04 0 2H20 10g 、

自2S04 5 圳和去離子水 25 rnl) ，靜置 30 分鐘後以

6000xg 離心 10 分鐘，取出上層液，以分光光譜

儀在波長 520 n卸下溺其吸光值，用已知濃度維生

素 C 作一標準曲線，求出樣品維生素 C 的含量，

濃度表示方法為血漿( nrnol/ 目 1 )和肝臟(

μrnol/g ) 
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八、維生素 E 濃度測定

本實驗參考 Catignani and Bieri 的分析方

法 (1983) 。取 O. 1 g 肝臟加入 0.9 m1 50 耐磷酸

針緩衝溶液( pH 7. 0 )進行均質，均質完成後取 200

M 均質液，加入 100 Jl 1α-tocophero1 acetate 作

為內標 (50 ng/m l, in 100% ethano1)之後震盪一

分鐘使其混合均勻，再加入 200 l.tl h exane 萃取

一分鐘，於是℃下以 1500xg 離心 3 分鐘，取出上

層液，下層部分再加入 200μ1 hexane 萃取，重

覆萃取三次後，將收集的上層液以 N 2 吹乾'吹乾

後加入 350μ1 methanol 溶解，以過濾、祺過濾、，取

出 50μi 打入 HPLC 來定量肝臟中維生素 E 濃度，

以Jlg/g 1 i ver 表示。血漿中維生素 E 濃度，以 μg/mg

tota1 1 ipid 表示。

HPLC 系統由以下所組成:

L-6200A intell igent purnp' L一往 200 UY-YIS 

detector ' D-6000 interface 及 LC organizer 

(Hitachi , Tokyo , Japan); 誼。bile phase: 100 兒

methano1 f10w rat: l. 2 m1/min; Detector 

wave1ength: 290 nm; Sensitivity: 0.01 A. U.F.S. 
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(absorbance uni ts full sca 1 e) ; HPLC co 1 umn: 

3.9x300 mm stain1ess stee1 packed with micro 

Bondapak C18 (有aters Inc. 話 i1ford，問A) 。

Plasma total lipid 分析

本實驗參考 Frings and Dunn 的分析方法

(1969) 。取出 50 川血漿加入 1 m1 H2S0 4 '以

100
0

C 水浴 10 分鐘後，取出 100 1-1 1 再加入 5 m1 

phospho-vani 11 in reagent (200 m1 0.6% vani 11 in 

和 800 剖 1 phosphoric acid) ，混合後置於 37
0

C 水

浴 15 分鐘，取出後冷卻 5 分鐘，利用分光光譜儀

在波長 5的 nm 下測其吸光值，另以已知濃度的橄

欖油 (1 g/d1 )作一標準曲線，求出血漿中 tota1

lipid 濃度。

標準曲線製作:

stock so1ution (1 g o1ive oi1/d1) 

取 0.25 g olive oi1 至 25 ml 定量瓶以 abso1ute

ethanol 定量至 25 m1 
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working solution 

Conc. (mg/d1) 

stock solution 

absolute ethanol 

200 400 600 800 

0.1 0.2 0.3 O. 哇

。 .4 0.3 0.2 0.1 

九、血漿蛋白質硫醇濃度測定

1000 

0.5 

。

本實驗參考 Boyne and Ellman 的分析方法

(1972) 。取出 50 ~l 血槳，加入 23μi 呈色劑

5, 5-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) , 

震盪後反應 30 分錯，以 10000xg 離心 10 分鐘去

除雜質，利用分光光譜儀在波長的 2 nm 下測吸光

值為 a' 加入 50 J . .tI 10.8 閉口-ethyl maleimide (NE盟)

進行就色反應 20 分鐘，再次用分光光譜儀在波長

在 12 nm 下測吸光值為 b 0 換算血漿蛋白質硫醇濃

度以廿一b)/13600 計算，另以蛋白質濃度校且，蛋

白質硫醇濃度表示為 μ mol/mg protein 0 

十、 GSH 及 GSSG 濃度測定

採用 Reed 等人方法 (1980) 。稱取肝臟組織 0.3
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丸，加入 9 倍體積的 50 rn躍磷酸針緩撞了溶液( pH 

7. 0 )進行均質，均質後快速取出 400μi 均質液

加入等量 10 完 perchloric acid (PCA) 靜置的分

鐘， PCA 能將待測樣品中的 GSH 及 GSSG 充分溶出，

於是℃下以 2000xg 離心 3 分鐘，取出上層液置於

1. 5 rnl 微量離心管中，加入新鮮製備的 100 rn草

iodoacetic acid (IAA) 的叭，按著、緩慢添加 KHC03

直到不起泡為止，暗反應 15 分鐘後再加入 440 J.d 

3% 2, 2-dinitrofluoro benzene (FDNB)' 混合均勻

後荳於 4
0

C 下冷藏八小持以上，以 4000xg 離心 10

分鐘，取出上層液，並用 O. 45 rnrn 過濾、膜過濾、取 50

μi 注入 HPLC 中分析 GSH 及 GSSG 之令量。

iIPLC 之條件設定

偵測器波長 365 nrn 

流速 1. 2 rnl/rnin 

移動相

滯留時間

Solvent A: 80% rnethanol 

Solvent B: 20% solvent A + 80% 

Stock solution B; stock B: 272g 

CH 3COONa 、 621 rnl CH 3 COOH 、 189 rnl H20 

30 rnin 
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濃度梯度變換

Gradient time Solvent A Solvent B 

。
3 

12 

20 

22 

30 

% 

80 20 

80 20 

5 95 

5 95 

80 20 

80 20 

肝臟 GSH 及 GSSG 濃度以 n mol/mg protein 表示

Total GSH 之含量= GSH + 2xGSSG 

若樣品為新鮮紅血球，加入含有 100 副

glucose 之磷竣緩衝液( 1 升 PBS 含有1. 8 g 

gl ucose) 稀釋成協紅血球懸浮液，取 300 μi 紅

血球加入等量的 IAA-PCA (90 函g IAA/lml 10% 

PCA) ，於冰浴中晴反應、 15 分鐘，以 2000xg 離心

3 分鐘，取出上層液哇。o I-l l 於微量離心管中，緩

慢加入 KHC0 3 直到不起泡為止，啼反應 15 分鐘後

再加入的。 μ1 FDNB' 混合後置於是℃下八小時以

上，以是OOOxg 離心 5 分鐘，取出上層液，並用 O. 的
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mm 過濾祺過濾，即可使用 HPLC 來分析 GSH 及 GSSG

之含量，其他條件向上述肝臟樣品。

十一、血漿中尿酸 (uric acid) 濃度測定

以 Sigma 公司所提供之尿酸診斷套件組測定

(Sig血a ， St. Loui s，區0) 。依套件說明配製尿酸測定

試劑。取 1 ml 試劑於試管中，加入 25μi 血漿

樣品或套件系旦中之標準品 (5 mg uric acid/dl) (空

白組以去離子水取代) ，於 3T'C 下水浴 5 分鐘，移

至分光光譜儀在 520 nm 下測其吸光佳，濃度以

mg/dl 表示。

十二、超氧化歧化晦 (SOD) 分析

實驗採用 RANDOX 公司 (RANDOX Laboratories 

LTD，的tri 間， U. K. )超氧化歧化晦診斷套件組測

定。分析時取出置於零下 80
0

C 冷凍權中之紅血球，

加入去離子水使體積達 2 圳，置於 4
0

C 下靜置 15

分鐘，依照套件的使用說明，用 0.01 mol/L 

phosphate buffer (pH 7.0 )來稀釋血球，使樣品

的抑制百分比達到 30% ~ 60% 範圈。標準曲線的
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配製，用已知濃度的 SOD (6. 2U) 來配製標率曲線，

將反應試劑均勻混合後利用分光光譜儀在波長 550

nm 下進行 time scanning 三分鐘，紀錄 xanthine

oxidase 與 SOD 酵索競爭的改變，細胞質液及微

小禮 SOD 活性的分析方法相似於紅血球的作法，

但以蛋白質作為定量單位，表示方式為 U/mg

protein 0 紅血球 SOD 活性以 U/g 血紅索表示。

紅血球血紅素( hemog10bin) 濃度分析

採用 Oshir叩O 等人 (ο19扮81)所敘述的 SL凶S-白一一可‘旬翱昀可叮呵可-巴

Hemog剖10的bi沾n 方法來測量。紅血球血紅素濃度以 mg

血紅素 Im1 表示。

十三、委主就甘做過氧化酵索活性測定

實驗參考 Lawrence and Burk 的方法 (1976) 。

取製備好之細胞質為樣本，於1. 5 m1 石英管中加

入 O. 8 血 i 反應、液(含有 1 m班 EDTA 、 1 m單詞aN 3 、。 .2

吋 NADPH 、 1 U/ml GSH reductase 及 1 m單 GSH 之

100 m服磷酸鈴緩衝液 (pH7.0) 。加入 100 J.d 經 20 耐

磷酸針緩衝液 (pH 7.0)稀釋 150 倍後的樣品，然

後在室溫下靜置 5 分鐘。再加入 O. 1 血 1 2.5 m聞自 2 0 2
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以分光光譜儀，在 3的 nm 、鈞。C 下測其吸光值變

化 3 分鐘，計算 NADPH 減少速率。楚就甘月太過氧

化晦活性以 nmole NADPH/min/mg protein 表示。

十四、楚就甘獄還原晦活性測定

實驗參考 Bellomo 等人方法 (1978) 。取製備好

之細胞質為樣本，於1. 5 ml 石英管中加入 0.9 ml 

反應液(含有1. 1 m草草gC1 2 • 6H 2 0 、 5. 0 m單 GSSG 及

O. 1 mM NADPH 之 100 m自磷酸舒緩衝液， pH 7. 0) , 

加入 80 /l l 20 mM 磷酸鈴緩衝液 (pH 7.0) 及 20μi

樣品。以分光光譜儀，在鈞。c 、 3的 n卸下進行

吸光值測定，持續 5 分鐘，計算 NADPH 減少速率。

委主就甘獄還潭、誨活性以

nmole NADPH/min/mg protein 表示 o

十五、肝臟中委主就甘脫硫轉移躊活性分析

實驗採用 Habig 等人方法測定 (197是)。取 880μi

含有 1 m雄 GSH 的反應試劑( 100 m班 potassíum

phosphate buffer ' pH 6.5) 加入 20μl 切關卜

chloro-2 , 4-dinitrobenzene (CDNB) 、 80 /l 110 吋磷
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竣針緩街溶液 (potassiurn phosphate buffer pH 

7.4) 及 20 111 肝臟細胞均質波(先經過 100 m話

磷酸鈴緩衝溶液稀釋 20 倍) ，混合均勻後利用分

光光譜儀在 340 nrn 波長下於鈞。C 連續測其吸光值

3 分鐘，空白組以 20μi 去離子水采取代，計算

CDNB-GSH 增加速度， GST 活性以

nmole CDNB conjugate formed/rnin/mg protein 表

訂了 O 

十六、肝臟 Total P450 含量測定

採用。mura and Sato 的方法來分析( 1 的是)。

將放置在一80
0

C 冷凍權中的徵校體樣品取出，解凍

後磨闊，使其成為均勻的微粒體懸浮溶液，首先

將此懸浮溶液稀釋使其蛋白質濃度為1. 5 mg/ml ' 

取出 2 ml 符現~懸浮液，加入 1 mg 的 NazSz圳來還

原細胞色素 P450 ' i昆和均勻後分別取出 1 m 1 '置

於兩管石英管中，將石英管童入分光光譜儀的

reference cell 及 sampl e ce 11 位置，利用波長的O

- 500 nrn 掃蝠，首先記錄樣品在 450 nm 及 490 nm 

之初次掃喝吸光值，後取出 sample cell 之石英

管，緩緩的注入約的粒一氧化碳的氣泡，混合後
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再放回分光光譜儀 sample cell 的位置，再次掃

喵並記錄 450 nm 及 490 nm 之掃磁吸光佳，濃度

以 nmole/mg protein 表示。

十七、肝臟細胞色素 P450 還厚、晦活性測定

根據 Phillips and Langdon 的分析方法

(1962) 。樣品的製備向 total P鈞。含量，先將

樣品蛋白質濃度稀釋成 0.5 mg/ml 左右，使用 1 m 1 

石英管，加入 320μ1 0.5 品質的細胞色素 C'

40 J.tl 稀釋後的樣品， 360 ,.11 0.3 話磷酸針緩衝

溶液 (pH 7. 7) ，混合後置於室溫下 3 分鐘，再加

入的 μ1 10m間 NADPH 利用分光光譜儀在波長 550

nm 下湖其吸光佳，紀錄三分鐘內吸光復變化， P450 

選擇、晦之活性以 nmole/min/mg protein 表示。

十八、肝臟 N-nitrosodimethy1amine

demethylase(ND說A) 活性測定

採用 Nash 所使用的方法 (1953) 。樣品製備同

total P450 含量，先將樣品蛋白質濃度稀釋在 l

mg/ml 左右。加入 100 μ1 100 m班組gC1 2 、 100
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μ1 1. 5 姐 KCl 和的G μi 稀釋後樣品 (1 mg/ml) 

100μi 是 o m說 ND班A 0 200μ1 50 m話 Tris-HCI (pH 

7. 4) ，使總體積達 900 叫，混合均勻後加入 100 μi 

100 罰單 NADPH 於 37
0

C 下反應 10 分鐘，最後加入

50 J.tl 25% ZnS04 及 50 叫飽和 Ba(OH)2 來終止反

應。空白實驗則在加入 NADPH 之前，先加入終止

反應試劑。終止反應後進行離心，以 1000xg 離心

5 分鐘，取出 0.7 ml 上層液，再加入 0.3 ml Nash 

試劑(含 5 g ammonium sulfate 、 O. 1 ml 

acetylacetone 6 ml 3% acetic acid) ，混合後在

50
0

C 水浴下作用 30 分鐘，用已知濃度的甲路來做

標準曲線，利用分光光譜儀在波長是12 nm 下測其

吸光佳， ND目A 活性以 nmole/min/mg protein 表示。

十九、肝臟 Pentoxyresorufin O-depentylase (POD) 活

性測定

採用 Lubet 等人所使用的方法(1985) 。樣品製備用

total P450 含量。先將樣品蛋白質濃度稀釋成 1 mg/ml 

左右，加入 100μ1 500 m躍躍gC1 2 、鉤。叫稀釋後

樣品 (1 mg/ml) ， 20μ11m單 pentoxyresoruf凹， 380 

μ1 50 m臨 Tris-HCI (pH 7.5) ，使總體積達 900μ ，
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混合均勻後加入 100 ，.11 2.5 甜甜ADPH 於室溫下反應

5 分錯，最後加入 200μ1 25% ZnS04 及 200μi 飽和

Ba(OH)z 來終止反應。空白實驗則在加入 NADPH 之前，

先加入終止反應試劑，終止反應後進行離心，以 1000xg 離

心 5 分鐘，取出 0.5 ml 的上層浪，用1. 5 ml 四面透光

石英管，放入螢光光譜儀中進行掃描( exci tat i on 為 522

nm 、 emlsslon 為 586 nm) ，用已知濃度的 resorufin 作

一標準曲線來定量 resorufin 生成量， POD i舌性以

pmole/min/mg protein 表示。

二十、肝臟磷脂質脂肪酸成分分析

使用 Lepage and Roy 提出的方法 (1986) 。取

0.2 g 肝臟加入1. 5 ml CH 3 Cl: 恥0日 (2: 1) ，充

分均質後以濾、紙過濾，再用氮氣吹乾，加入 50 Jl l 

CH 3 Cl 將脂質萃取物充分振盪混合均勻。採用

TLC aluminum sheets (20x20 cm) ，其上覆蓋 O. 2 

mm silica gel 60( 草erck) 來分離脂質中各種

不同成分，將脂質萃取物點在 TLC sheets 上，以

hexane/diethylether/formic acid(80:20: 哇， v/v/v) 

展開液展開，待展閱液移動至距離 TLC sheets 

頂端 1 c臨時，將 TLC 片取出吹乾﹒噴上呈色液
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2 , 7-dichlorofluorescein (0.1% w/v in 

rnethanol) ，將位於 1學、點的磷脂質部分刮下，收

集在有蓋玻璃試管中，加入 2 rnl rnethanol: 

benzene (是: 1, v/v) 充分混合。然後沿管壁慢慢

加入 20 .0 μ1 acetyl ch1oride' 蓋子鎖緊後充分

振盪'瓷於 90一位。C 水浴中 1 小時以進行甲基化

反應，取出冷卻後加入 5 rn1 6% K 2C03 混合均勻，

以 1100xg 離心 10 分錢，取上層液以氮氣吹乾，

加入 20μ1 n-hexane 0 取 1 111 注射於氣相層

析儀( GC) 中測定各種脂肪竣令量。氣相層析儀

利用氣氛為 carrler gas' 管柱溫度在 150 0 C

持續 8 分鐘後，再以每分鐘 3 0C 速度上升封

190呵，注射器( injector) 及偵測器( detector , 

FID) 的溫度皆為 220呵，所出現的波鋒再與路

肪酸標準品 (A11tech ， Deerfie 仗， 1 L) 滯留時間作

比較，確認、每個脂肪酸。每個脂肪酸百分比是以

個別脂肪酸佔所有脂肪駿之總面積比來計算。

氣相層析儀系統:氣相層析儀 G3000

(Hi tachi Tokyo , Japan) , D-2500 integrator 

(Hitachi , Tokyo , Japan) ，氣相層析儀管住( GC 

col urnn) : SP-2330 fused si 1 i ca capi llar col urnn 
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-
一

30 mxO.25 mm ID ' 0.20 μm film thickness 

(Supelco Bellefonte ， PA) 。

、統計分析

統計是以 one way analysis of variance 

(ANOVA)來分析，並以 Duncan's test 進行顯著差異

分析，當 p<O. 05 表示具有顯著差異 o
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結果

體重增加量與食物攝取量

表二結果顯示，接飼 0 、 100 或是 1500 ppm 維生素 E

並不影響大氣體重增加量及食物攝取量。

肝臟重量

表二結果顯示，餵飼 1500 ppm 維生素 E 大鼠在肝臟童

受與肝臟佔體重百分比顯著高於餵飼缺乏維生素 E 的大鼠

(p<O. 05) ，但與餵飼 100 ppm 維生素 E 大鼠無顯著差異。

紅血球與肝臟中委主就甘獄( GSH) 濃度

表三結呆顯示，大鼠鍍飼 1500 ppm 維生素 E '紅血球

GSH 濃度顯著高於其他二組(p<O. 05) ，而 GSSG 濃度顯著低

於其他二組(p<O. 05) , GSH/總 GSH 比值，餵飼 1500 ppm 維

生素 E 大鼠顯著高於餵飼維生素 E 缺乏的大鼠 (p<0.05) 。

肝臟楚就甘版濃度則不受飲食中維生素 E 含量所影響。

水溶性抗氧化分子
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表四結果顯示，飲食中維生素 E 含量，對於血漿中維生

素 C 、蛋白硫醇和肝中維生素 C 濃度並無顯著影響。攝取

令 1500 pprn 維生素 E 大鼠其血漿中尿竣濃度顯著高於其他

二組大鼠(p<0.05) 。

抗氧化酵索

表五結果顯示，飲食中維生素 E 含量 (0-1500 pprn) , 

對於紅血球超過氧化歧化晦(SOD) 、肝臟中微粒體 SOD 及委主

就甘且太過氧化嗨活性，並沒有顯著的影響。但對肝臟細胞質

SOD 活性方面，大鼠餵飼含 1500 pprn 維生素 E 飲食，其活

性顯著高於餵飼 100 pprn 維生素 E 的大鼠 (p<0.05) 。大鼠殼

飼 1500 pprn 維生素 E 飲食，其安定就甘月太遠潭、聽活性，顯著

高於餵飼不含維生素 E 飲食的大鼠 (p<0.05) 。

肝臟微粒體細胞色素 P450 和委主就甘脫硫轉移梅(GST)

表六結果顯示，飲食中維生素 E 令章 (0-1500 pprn) 並

不會影響肝臟微粒體細胞色素 P450 含量、 NADPH P450 還原

晦活性及 ND恥酵素活性。飲食中含 100 及 1500 pprn 維生

素 E 相較於缺乏維生素 E '顯著增加大鼠 POD 及 GST 活性

(p<0.05) 。
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體內維生素 E 濃度

由國一、二結果顯示組織中維生素 E 濃度隨著飲食中維

生素 E 含量增加而增加，而且三組間有顯著性的差異

(p<0.05) 。

脂質過氧化

由聞三、四結果顯示，大鼠餵飼維生素 E 缺乏飲食其肝

臟及血漿中脂質過氧化物濃度顯著高於餵飼 100 及 1500 ppm 

維生素 E 的大鼠 (p<0.05) 。維生素 E 抑制組織脂肪通氧化

作用是劑量依賴效應。

肝臟磷脂質脂肪酸組成

表七結果顯示，飲食中不同含量維生素 E 並不會影響肝

臟磷脂質 C16:0 及 C20: 是 (n-6) 組成。大鼠餵飼含 1500 ppm 

維生素 E 飲食其 C16:1 侃一7) 顯著高於大鼠餵街不含維生

素 E 飲食(p<0.05) 。而 C18:0 結果剛好與 C16:1 (n-7) 結果

相反。大氣餵飼含 1500 ppm 維生素 E 飲食其 C18:1 (n-9) 顯

著高於大鼠餵飼令 100 ppm 維生素 E 飲食(p<0.05) 。而大鼠

餵飼含 100 ppm 維生素 E 飲食其 C18:2 (n-6) 顯著低於其

他二線大鼠 (p<O. 05) 0 C20:5 (n一3) 隨維生素 E 含量的增加
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而有顯著的增加 (p<O. 05) 。大鼠餵飼含 100 ppm 維生素 E 飲

食，其 C22:6 Cn-3) 顯著高於大鼠餵飼不含維生素 E 飲食

(p<0.05) 。大鼠餵飼 1500 ppm 維生素 E 其 C2是: 0 顯著高於

其它二組(p<O. 05) 。
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討論

動物生長情形

不同維生素 E 含量的飲食，對大鼠食物攝取量和體重

增加章，沒有明顯影響，此結呆類似於本實驗室先前的研究

發現(Lii et a1., 1997) ，大鼠其食物攝取量和體重增加量不受

飲食中維生素 E 含受不同而所影響。肝臟重量部份，實驗

結果發現，錢飼 1500 ppm 維生素 E 的大鼠相較於餵飼缺乏

維生素 E 的大鼠，肝臟重量和肝臟佔體重百分比值有顯著

增加(p<0.05) ，其原的到目前仍不十分清楚。

體內楚就甘版(GSH)濃度

根據實驗結果顯示，餵飼 1500 ppm 維生素 E 的大鼠，

其紅血球 GSH 含量及與 total GSH 比值與餵飼缺乏維生素

E 大鼠比較，二組有顯著的差異(p<0.05) ，且隨餵飼含量的

增加，其 GSH 令景及與 total GSH 比值也隨之增加，但是

肝臟中 GSH 含量及 total GSH 比值卻不受餵飼不同維生素 E

含量的飲食而有所影響。根據 Rojas 等人研究指出(1996) , 

餵飼不同含量維生素 E 飲食的 guinea pig (15-1500 mg/kg ) , 

發現心臟的 GSH 含量減少，但是與 total GSH 比值卻會受

到飲食維生素 E 的影響而增加。紅血球在生物體內負責氧
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氣的運送、交換，一直處在高氧壓的環境，對於氧化壓力特

別敏戚，很容易有活性氧分子產生，造成自由基的氧化傷害

( Kurata and Suzuki, 1994) ，因此存在此間的抗氧化劑濃度

比肝臟組織更容易受到飲食的影響。而飲食中維生素 E 含

量的增加可以減少紅血球中 GSH 的消耗，增加紅血球的抗

氧化能力，減少紅血球在攜帶氧待所受到的氧化傷害。

水溶性抗氧化分子

以前的實驗發現，在體外模式系統下，施與氧化壓力處

理再給與水溶性抗氧化分子，觀察它們抗氧化能力的表現，

依序是尿酸>維生素 C> 委主就甘版(明linston et al., 1998 ) 

本次實驗結呆顯示(表四) ，餵飼不同含量維生素 E 飲食，

對於水溶性抗氧化分子除了在尿竣部分有顯著的影響，其他

部分則不受飲食中維生素 E 含量的影響。飲食中不同含量

維生素 E 會影響尿酸濃度，可能原因是維生素 E 可節省尿

酸的清耗。維生素 E 額外補充是否會增加尿酸的產生，目

前並沒有學者證實。以抗氧化的角度而言，我們推測適度的

提高尿酸的濃度對於抗氧化作用也不失為一件好事。

抗氧化酵素

當生物體內發生粒線嫂的電子傳遞、脂質氧化、 NADPH
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氧化作用手U E.噬細胞吞噬作用以及細胞色素的解毒作用時，

同時會伴隨自由基的產生(Mino et al., 1993) 。這些不安定

的自由基分子在生物體內受到抗氧化酵素的作用，可減少它

們在生物體內所造成的氧化傷害。生物體內抗氧化酵素作用

的模式，可以透過 SOD 將超氧陰離子代謝成氫過氧化物，

再經 GSH 通氧化晦的作用，代謝成水 (Chow， 1991) 。

實驗結果顯示，接飼不同維生素 E 含量的飲食( 0-1500 

ppm) ，對於紅血球 SOD 、肝中 SOD 和 GSH 過氧化誨活性

沒有顯著影響。以前的研究也發現，以每公斤含的"的OOmg

維生素巨的飼料餵飼天竺鼠 5 星期，觀察其對動物體內抗

氧化酵素的影響，發現飲食中的維生素 E 並不影響天竺鼠

心臟的 SOD 和 GSH 過氧化晦活性( Rojas et al., 1996) 。而

在本實驗中發現，大部分的抗氧化酵素活性，並不會受到飲

食中不同維生素 E 含量的影響。

解毒酵素活性

動物餵飼不同含量維生素 E 的飲食，各組問細胞色素

P450 含量、 NADPH P450 還原誨及 ND恥酵素活性沒有明顯差

異。可能因為細胞色素 P450 含量代表著是對細胞色素 P450 酵

素整體表現，細胞色素閃閃之中含有多種時功異構嗨，每

一種同功異構晦有它們專一的酵素功能，會受到個別不同化

學物質的誘發。大鼠餵飼維生素 E缺乏的飲食其 POD 和 GST 酵
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索活性顯著低於大鼠殼飼令 100 及 1500 ppm 維生素 E 的飲

食 (p<O. 05) 。

此結呆顯示飲食中不同含量的維生素 E '對於解毒酵

素活性的影響是選擇性而非全面性。

體內維生素 E 和結質過氧化物濃度

體內維生素 E 濃度會隨著飲食中維生素 E 含量增加而

增加。維生素 E 具有良好的抗氧化功能在很多實驗已得到証

實 (Brown et a1. , 1998; Eder and Kirchgessner, 1998; 

Scho1z et a1., 1997) ，它可以有效的抑制脂肪過氧化作用，

在本實驗我們也發現隨著飲食中維生素 E 含量的增加，動物

體內脂質過氧化反應有明顯下降趨勢。

脂肪酸組成

實驗結果發現，餵飼不同含量維生素 E 的飲食對於肝臟

磷JJã 質脂肪酸組成有部分影響。餵飼 1500 ppm 維生素 E 相

較於餵飼 100 ppm 維生素 E' 有較高的亞麻油酸，但是花生

四婦竣卻沒有顯著的差異。而且二十碳五;稀酸，會隨著銀飼

維生素 E 含量的增加，而有顯著的增加。二十碳五;時酸，為

一超長鏈多元不飽和脂肪酸，可增加細胞耳其的流動性

(Castuma and Brenner, 1983)' 但是二十碳五婦竣具有較多
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雙鍵，容易受到自由基攻擊。
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表一.實驗飼料組成.

Table 1. Composition of experimental diets. 

Ingredient o ppm vitamin E 

Corn oil , tocopherol-strippeda 

Corn oilb 

Casein "vitamin free" testa 

SucroseC 

Com starcha 

Cellulosea 

AIN mineral mixture 76a 

Vitamin mixture 
(α-tocopherol devoid)a 
AIN vitamin Illixture 76H 

Tocopheryl acetatea 

DL一眼ethioninea

Choline bitartratea 

a : Teklad (班adison， WI) 
b : CPC Intl Inc. (Englewood, NJ) 
c 臺糖細砂

5 

20 
50 
15 
5 

3.5 

0.3 
0.2 
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100 ppm vitamin E 
% 

5 

20 
50 
15 
5 

3.5 

0.3 
0.2 

1500 ppm vitamin E 

5 

20 
50 
15 
5 

3.5 

0.15 

0.3 
0.2 



表二.不同維生素E 處理對於大鼠生長情形的影響.

Table 2. Effect of dietary vitamin E on food intake, body weight gain, 
liver weight and liver weight / body weight . 

Food intake (g) 
Body weight gain (g) 
Liver weight (g) 
Liver wt/body wt (%) 

O 
1031土137

288土42

12.6士3.0b

3 .54土0.48b

vitamin E ( ppm) 
100 

1085士51

318士22

15.0土3 .1 ê.b 

4.00土0.60ab

1500 
1078士61

307士21

16.4土1.8a

4.88土0.81 a

Va1ues 的 means 士 SD. Groups that do not share the same letter (的)
are significantly different from one another, p<0.05 . 
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表三.不同維生素E 處理對於大鼠紅血球和肝臟委主就甘版濃度的影響.

Table 3. Effect of dietary vitamin E on glutathione redox state in the RBC and liver. 

vitamin E 沌的
O 100 1500 

RBC 
GSH (nmol/mg prot) 3 .53土0.4 1b 4.00士0.60b 4.90土0.90a

GSSG (nmol/mg prot) 0.0093土0.0024a 0.0081土0.0074a 0.0042土0.0059b

GS印 (GSH+2GSSG) 0.9947士0.0016b 0.9963土0.0033油 0.9983士0.0024a

Liver 
GSH (nmol/mg prot) 26.03土6.1 5 24.95::i:5.71 27.17土4.20

GSSG (nmol/mg prot) 1. 14士0.22 1.02土0.20 0.99土0.07

GSHI (GSH+2GSSG) 0.927土0.01 0.92士0.01 0.93土0.01

Va1ues are means ::i: SD . Groups that do not share the same letter 紹，b) are significantly 
different from one another , p<0.05 . 
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表四.不同維生素E 處理對於大鼠體內水溶性抗氧化分子的影響.

Table 4. Effect of dietary vitamin E on plasma vitamin C, protein thiol, uric acid and 
li ver vitamin C . 

vitamin E (ppm) 
O 100 1500 

Plasma 
Vitamin C (nmol/ml) 74.6士22.9 94.8:1:6.8 8 1. 3土24.9

Protein thiol (nmol/mg prot) 2.72:1:0.95 2.63土O.的 3.05土0.90

Uric acid (mg/dl) 0.96土0.30b 1. 16土0.35b 1.74土0.52a

Liver 
Vitamin C (μ mol/g) 1.64土0.29 1.74土0.22 1. 7 2:!:0.3 4 

Values are means 土 SD . Groups that do not share the same letter 徊，b) are significantly 
different from one another, p<0.05 . 
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表五.不同維生素E 處理對於大鼠紅血球及肝臟抗氧化酵素的影響.

Table 5. Effect of dietary vitamin E on RBC and liver SOD, GSH peroxidase and reductase activities . 

vitamin E ( ppm) 
O 100 1500 

RBC 
SOD (U/g Hb) 2893士302 2740士170 2854土340

Liver 
mSOD (U/mg prot) 0.43:1:0.02 0.39土0.07 0.45士0.06

cSOD (U/mg prot) 0.084土0.022ab 0.071土0.012b 0.091 :1:0.009a 

GSH PX (nmol/min/mg prot) 425.7:1:26.9 478.7士60.6 462.5土4 1.9

GSH Rd (nmol/min/mg prot) 57.4 1士2.23b 63 .1 9土4.1 7ab 60.97土4.3 1 a 

Values are means 土 SD . Groups that do not share the same letter 徊，b) are significantly 
different from one another, p<0.05 . 
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表六.不同維生素E 處理對於大鼠肝臟細胞色素P-450及委主就甘版硫轉移晦活性的影響.

Table 6. Effect of dietary vitamin E on hepatic tota1 P450 content , P450 enzyme and GST activities . 

Total P450 content (nmol/mg prot) 
NADPH P450 reductase (nmol/min/mg prot) 
POD activity (nmol/min/mg prot) 
NDMA activity (nmol/min/mg prot) 
GST actiyity(nmollmin/mg prot) 

O 
0.60土0.09

299.9土46.1

9 .39士 1.22b

0.50士0.1 1

1500士138b

vitamin E ( ppm) 
100 

0.68=*=0.11 
320.5土69.。

13.07土2.4 1 a

0.46土0.09

1876=*=241 a 

1500 
0.61土0.06

30 1.0士30.0

11.96士1.28a

0.54土0.1 1

1857土198a

Values are means 土 SD . Groups that do not share the same letter (a,b) are significantly different from 
one another, p<0.05 . 
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園一.不同維生素E 處理對大鼠血漿維生素E 濃度的影響.

Fig. 1. Effect of different vitamin E level on plasma vitamin E 
concentrat1on. 
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國二入不同維生素E 處理對大鼠肝中維生素E 濃度的影響.

Fig. 2. Effect of different vitamin E level on 
hepatic vitamin E content . 
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屬三.不同維生素E 處理對大鼠血漿脂質過氧化物濃度的影響.

Fig. 3. Effect of different vitamin E level on plasma 
TBARS concentration 
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園四.不同維生素E 處理對大鼠肝中脂質過氧化物濃度的影響.

Fig. 4. Effect of different vitamin E level on hepatic 
TBARS content 
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表七.不同維生素E 處理對大鼠肝臟磷脂質脂紡酸組成的影響.

Table 7. Effect of vitarnin E treatment on hepatic phospholipid fatty acid composition . 

o ppm vitamin E 100 ppm vitamin E 1500 ppm vitamin E 
Fatty acid 
16 0 (%) 18.04 土 2. 15 19.61 士l. 63 19.52 士1. 82 
16 : 1 (n一7) (%) O. 78 土 0.24b 0.9在土 O. 24ab 

1. 27 士 O.54a

18 0 (%) 24.39 士1. 61 a 24.08 士 O. 69ab 22.52 土1. 36b 

18 1 (n-9) (%) 3. 在8 土 0.64的 3. 13 土 0.42b 3. 95 土 O.47a

18 : 2 (n-6) (%) 1 1.往7 :f: 0.91 a 9. 83 ::1: 1. 18b 12.48 士 1. 17a 

20 :是 (n-6) (%) 36.20 士1. 71 36.08 土 3.60 3是. 11 土 2. 98 
20 5 (n-3) (%) 0.20 土 0.03C 0.25 土 0.04b 0.31 士 O.02a

22 : 6 (n-3) (%) 是.45 土 0.50b 5.08 士 1.57a 是.68 士 O.38ab

24 : 0 (%) O. 98 土 0.50b O. 98 土 0.09b
1. 17 士 O.14a

Va1ues are means 土 SD. Groups that do not share the same letter柄，b，c) are significantly different 
from one another, p<O.05 . 

68 



Part 2 

飲食中不同維生素 E 含量

對腹腔注射 phenobarbital 大鼠

體內解毒韓素所造成的影響
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中文摘要

肝臟中細胞色素 P-45。在致癌物的生物活化、

內生性物質的生物轉換及毒物的解毒作用扮演重要

的角色，然而這些酵牽活性會受到不同飲食因子所

謂控，最近的研究報告指出，餵飼不同含量維生素

E' 會影響大鼠肝中 CYP2B1 活性。

實驗採用 16 隻雄性 Sprague-Dawley 大鼠，餵

飼 AIN-76diet 四天，接著空腹兩天，之後大鼠分成

四組分別樣飼令。、 100 、 5000 和 15000 ppm 維生

素 E 飲食白天，大鼠犧牲前連續給與腹腔注射

phenobarbital (75 mg/kg) 三天，以誘發細胞色素

P450 2B1 ;舌，性。

結果顯示經過 phenobarbital 腹腔注射的大

鼠，飼料中維生素 E 含量顯著影響血漿及肝臟組織

中維生素 E 濃度，並且維生素 E 能有效地抑制 TBARS

的產生。至於在解毒韓素方面， CYP2B 1 活性在餵飼

5000 和 15000 ppm 維生素 E 的大鼠相較於餵飼 100

及 o ppm 維生素 E 的大鼠，活性有明顯提升

(p<O. 05); 餵飼 5000 和 15000 ppm 維生素 E 的

大鼠，細胞色素 P450 含量顯著高於餵飼 100 ppm 維

生素 E 之大鼠 (p<0.05) 。

由比實驗結果得知，飲食中維生素 E 的添加確
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實會影響 phenobarbital 誘發解毒酵素 CYP2肘。

關鍵詞:維生素 E' 細胞色素 P450 ' phenobarbi ta1 
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Abstract 

Hepatic cytochrome P-450 enzymes play important roles in the 

bioactivation of chemical carinogens, the biotransformation of 

many endogenous compoun缸， and the detoxification of 

numerous xenobiotics. These enzyme activities have been 

showed to be regulated by various dietary factors. The objective 

of the present study was to investigate the effect of dietary 

vitamin E on hepatic cytochrome P-450 2B 1 activity in the 

presence of phenobarbital. Weaning male Sprague-Dawley rats 

were fed the AIN -76 diet for 4 days, then fasted 2 days, 

fo l1owed by semipurified diets containing 0, 100, 5000 or 

15000 ppm vitamin E for 4 days. Both liver and plasma a . 

tocopherol concentrations were dose-dependently regulated by 

dietary vitamin E level. The inhibition of lipid peroxidation by 

dietary vitamin E was dose國dependent. Rats fed diets containing 

5000 and 15000 ppm vitamin E had significantly greater hepatic 

total cytochrome P-450 content than rats fed diets containing 

100 ppm vitamin E (p<0.05). Hepatic cytochrome P-450 2B1 

activity was significantly greater in rats fed diets containing 

5000 and 15000 ppm vitamin E than in rats fed diets containing 

o or 100 ppm vitamin E (p<0.05). These resu1ts suggest that, in 

the presence of phenobarbital induction, dietary vitamin E 
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efficiently affects tissue α-tocopherol leve1 and inhibits lipid 

peroxidation, and that vitamin E supplementation (a diet 

containing 5000 or 15000 ppm) enhances hepatic cytochrome 

p國450 2B 1 activity compared to a diet containing 0 or 100 ppm 

vitamin E. 

Keywords : V itamin E 、 Cytochrome P-450 、 Phenobarbital
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第一部份的實驗結果顯示，餵飼不同維生素 E

含量的飲食會影響血漿及肝臟組織中維生素 E 的濃

度，並立維生素 E 能有效的抑制 TBARS 的形成。在解

毒酵素方面發現 CYP2Bl 和 GST 酵素活性，會隨飲食

中維生素 E 含量增加尚有增加的趨勢，但其他酵素活

性別不受飲食中維生素 E 含量的影響。所以我們認為

飲食中維生素 E 含量對於解毒韓素的彩響是選擇性而

非全面性。

因此在第二部份的實驗，給與大鼠腹腔注射

phenobarbi tal (75 mg/kg) ，以誘發生物體 CYP2Bl 活

性，來觀察飲食中維生素 E 含量對於 CYP2Bl 的影響。
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文獻探討

維生素 E 可以影響解毒酵素象統的生物轉換能

力，因而改變了化學毒物在生物體內的作用

(Carpenter, 1972 )。生物體內的生物轉換系統

(biotransformation) 包括了兩大類解毒韓素，它

們分別是 phase 1 和 phase II 酵素。生物體面對外

來有毒物質的侵犯時，生物體內的解毒酵素活性會增

加，將親給性的有機毒物轉變成具有較高水溶解性的

產物，以利它們排出體外，減少毒物對細胞造成的傷

害。 phase 1 的解毒韓素，主要有細胞色素 P450 及

NADPH 細胞色素 P鈞。還潭、嗨CFabacher et a1. , 

1980) ，而 phase 立的解毒酵素，包括有鍵就甘獄硫

轉移梅CGST) 、 N一乙驢基轉移晦 (N一

acetyltransferase) 及硫轉移晦Csu1fotransferase)

等。

Phenobarbita1 CPB) 是目前被廣泛使用的肝癌

促進劑 (hepatopromoter) 和細胞色素 P鈞。的誘發

劑 (Ne1son et a1., 1993) ，但是均是如何引發癌

症的機制，到目前為止並不是很清楚，而 PB 除了可

以誘發體內 phase 1 細胞色素 P鈞。酵索活性( Nebert 

et a1., 1991; Ryan and Levin, 1990) 同時也具有

誘發 phase II 楚就甘獄硫轉移晦的作用 CVoseta 1.，

75 



1988 )。

學者證實 phenobarbital 誘發 CYP2B1 之機制是

段動轉錄蛋白質合成的作用 (Waxman and Azaroff , 

1992) 。之後也有學者研究發現給與雄性及雌性老鼠

不同劑量 phenobarbital (Agrawal and Shapìor, 

1996) ，探討 phenobarbital 對於 CYP2B1 mRNA 的影

響，結果發現， phenobarbi tal 可以增加 CYP2B1 拭目A

的量，並且雄性老鼠被誘發的程度顯著高於雌性老

鼠。除了 mRNA 表現外，實驗也證實雄性老鼠 CYP2B1

蛋白質的表現也顯著高於雌性老鼠。

維生素 E 具有調節代謝解毒酵素 mixed-function

oxidase (MFO) 的能力，在維生素 E 缺乏的情況下

MFO 代謝藥物的能力會降低，但經通補充後又會回

復 MFO 的活性 (Carpenter， 1972) 。有些學者研究發

現當維生素 E 缺乏峙，造成肝臟中細胞色素 P450 韓

素對於 ethy 1m orphine 及 benzo[a]pyrene 藥物的代謝

能力降低，但是對於細胞色素 P450 含量及細胞色素

P450 還原誨的活性則沒有顯著的影響( Yang and Yoo , 

1988; Carpenter, 1972) 。

維生素 E 對於細胞色素 P450 酵素的保護作用，

可能是籍由其抗氧化劑的功能，對位於膜上的脂肪

酸、蛋白質或酵素產生保護，進一步達到影響細胞色

素 P450 酵素活性的作用( Gower , 1988) 。
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學者因此提出，維生素 E 可以藉由預防細胞膜

的氧化傷害，維持肝中微粒體細胞色素 P450 的活性

(Cassand et al. , 1993)' 進而調控外來物的解毒

代謝 (Chow et a l., 198是)。
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研究動機

槃物或環境化合物的藥效或毒性與其代謝有密

切的關條。細胞色素 P450 酵素系統負責許多藥物、

致癌物、食品添加物、環境污染物的氧化代謝反應。

根據第一部份的實驗結果，飲食中不同含量的維生素

E '可以影響 POD 和 GST 活性，選用雄性大鼠腹腔注

射 phenobarbi tal (75 mg/kg) ，同時餵飼不同含量的

維生素 E '來觀察飲食中維生素 E 含量對於 CYP2Bl 活

性的影響。
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材料與方法

實驗動物及飼料

實驗動物

自獨料會實驗動物繁蘊及研究中心，購入離乳雄

性 Sprague-Dawley 大鼠十六隻 o

飼料組成

酪蛋白、玉米粉、纖維素、膽索、甲硫按酸、

不令維生素 E 的玉米油 (tocopherol-stripped corn 

oil) 、不含維生素 E 的 AIN-76 維生素混合物、

tocopherol-acetate 、 AIN-76 維生素混合物及 AIN-76

礦物質混合物等購自 Teklad (前ad i son , W 1 ) ;玉米

油為班azole 品牌 (CPC Intl Inc. Englewood , NJ) 。

動物飼養

離乳之雄性 Sprague-Dawley 大鼠 16 隻'平均鐘

愛的一70 丸，每隻大鼠獨立飼養在一個不鑄鋼絲網籠

中，動物房之溫度維持在 22+1
0

C '光照和黑夜環境

各為 12 小時，飼料和飲水以任食方式給與。首先老

鼠餵食 AIN-76 diet (Table 1) 適應 4 天，接著空

腹 2 天，之後大鼠分成四鈕，分別殼飼含 0 ， 100 , 5000 
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及 15000 ppm 維生素 E 飲食四天 (Tab1e 2) ，由於

phenobarbita1 (PB)具有誘發細胞色素 CYP2B1 活性

的作用，在大鼠犧牲前連續給與腹腔注射

phenobarbita1 3 天 (9 g/l sa 1 i ne) ，劑量為每天每

公斤體重 75 時，實驗過程稱量大鼠體重及記錄大鼠

飼料攝取量。

大鼠犧牲及樣品收集步孫月第一部份實驗。

肝臟被粒體 CYP2B1 蛋白質表現

SDS一致丙;時聽按板膠電泳法 CLaemmli ， 1970) 

樣品製備

樣品製備向酵素活性分析，但在電泳分析前先將

向組所有樣本等量混合，測定蛋白質濃度 CLowry et 

a1., 1951) 。將樣品稀釋為 2 mg protein/叫 ，隨後

加入等量 protein loading buffer '置於 950C 下去 5

分鐘，冷卻後再將等量樣品分別加入各個樣品凹型槽

中，電源、供應設定以 200 伏特的電壓通過，待樣品

移行至距離底板約 o. 5 cm 峙，將電源關掉，小心將

電泳膠片白玻璃披上取下。
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西方墨點法 (Towbin et a1., 1979) 

抗原抗體染色

將 PVDF 膜由 b1 ock i ng so 1 u t i on 取出，以 buffer

A 沖洗 3 次，每次 5 分鐘。再倒入一級抗體 (anti-rat

cytochrome 2B1 抗體) ，配製比例如下所示，於 370C

水浴中震盪 30 分鐘。

取出一級抗體溶液，以 buffer A 沖洗 3 次，

每次 5 分鐘，接著倒入二級抗體 (goat anti -mouse IgG 

antiserum 或 anti-rabbit IgG biotinylated 

anti body) ，於 370C 水浴中震盪 30 分鐘。之後取出

二級抗體溶液，以 buffer A 沖洗 3 次，每次 5 分鐘。

再接著倒入 A-B complex (avidin-horseraddish 

peroxidase) 溶液，於叮叮水浴中震盪 30 分鐘。後

取出 A-B complex 溶液，以 buffer A 沖洗 3 次，每

次 5 分鐘。最後加入 3 ， 3' 一diaminobenzidine (DAB) 

(10 cc buffer B 加入在 μ1 3% H202 及是o Jl l 25 mg/ml 

DAB ) 呈色。倒出顯色液，以 buffer A 沖洗 5 分

錢。取出 PVDF 脹，蔭乾即可。
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一級抗體或二級抗體配製比例

一級抗體 二級抗體

P450 2B 1 antibody : buffer B anti-rabbit IgG : buffer 
2B1 

=1:1000 B=l :400 

肝臟微粒體 CYP2B1 蛋白質定量

採用美商 Alpha Innotech 公司的 Alpha Imager 

2000 數位化影像分析系統。首先用西方墨點法將 16

隻大鼠的 CYP 2B1 蛋白質轉移到 gel 上，然後把 gel 放

置在影像分析系統攝影機下方，調整焦距使 gel 在螢

幕上清晰可見。閱還待測的 CYP 2B1 蛋白質範間，

定量後以 integrated density value (IDV) 為表示單

f立。
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結果

體重增加量與食物攝取量

表三結果顯示，大鼠經腹腔注射 phenobarbital (75 

mg/kg ) ，同時飯食含 5000 與 15000 ppm 維生素 E 飼料，

其食物攝取量較餵飼含 100 ppm 維生素 E 飼料的大鼠有顯著

減少 (p<0.05) 。體重增加部分，餵飼 5000 ppm 維生素 E 大

鼠相較於其他三組有顯著減少 (p<0.05) 。

肝臟重量

表三結果顯示，大鼠經腹腔注射 phenobarbital (75 mg 

/kg ) ，同時餵飼 100 ppm 維生素 E' 其肝臟重量與肝臟佔體

重百分比顯著高於其他各組 (p<O. 05) 。

鐘內維生素 E 與路質過氧化物濃度

表四結果顯示，大鼠經度控注射 phenobarbita1

(75 mg/kg) ，組織中維生素 E 濃度，隨著飲食中維生素 E 含

量的增加而有顯著增加的情形(p<0.05) 。大鼠餵飼維生素 E

缺乏飲食其肝臟及血漿中路質過氧化物濃度顯著高於餵飼

100 、 5000 及 15000 ppm 維生素 E 的大鼠 (p<0.05) 。維生素
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E 抑制組織脂肪過氧化作用是劑量依賴效應。

肝臟微粒體細胞色素 P鈞。和委主就甘肢硫轉移居每

表五結果顯示，大鼠經腹腔注射 phenobarbital

(75 mg/kg) ，餵街 5000 ppm 維生素 E 大鼠其肝臟中細胞色

素 P450 含量顯著高於其他各組(p<O. 05) ，而餃飼 100 ppm 

維生素 E 大鼠相較於其他三組有明顯降低(p<O. 05) 。而大鼠

殼飼 5000 ppm 維生素 E 其細胞色素 P鈞。還潭、梅活性顯著高

於其他各組(p<0.05) 。在 POD 酵素活性方面，餵飼 5000 ppm 

與 15000 ppm 維生素 E 大鼠，顯著高於餵飼 O 以及 100 ppm 

維生素 E 的大鼠 (p<0.05) 。而餵飼 100 ppm 維生素 E 的大鼠

其 GST 酵素活性顯著高於其他各組(p<0.05) 。

徵粒體 POD (2B1) 蛋白質表現

圈一西方墨點法結果顯示，餵餌 5000 ppm 維生素 E 的

大鼠，肝臟微粒體 POD 蛋白質表現高於餵飼缺乏維生素 E

與 100 ppm 維生素 E 的大鼠;而餵飼 100 ppm 維生素 E 的

大鼠相較於其他三組有顯著減少的情形。

膠丹經過定量後，表六得到的結果與國一相類似 o
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討論

老鼠生長情形

第二部分實驗飼料配方的設計，參考 1985 年學者 Wade

等人的飲食設計方法，先給予大鼠正常的 AIN-76 飲食四天，

接著斷食二日，之後再給與餵飼不同維生素 E 含量的飲食四

天，於犧牲前三天同時給與大鼠注射 75 阿拉g

phenobarbit剖，目的是要在短時間內觀察細胞色素 P450 活

性。

大鼠經過 phenobarbital 處理，餃飼 5000 ppm 維生素

E 的大鼠，其肝臟重量相較於其他經別有顯著降低(P<0.05) 。

以前研究指出 (Li i et a l., 1997)飲食中維生素 E 含量對大

鼠肝重和肝重占體重百分比並無顯著的影響，與本次實驗結

果不呵，推測是大鼠同時接受 phenobarbital 與維生素 E 處

理，可能是它們二者之間產生的交互作用所致。

體內維生素 E 和脂質過氧化物濃度

結果顯示，大鼠餵飼缺乏維生素 E 飲食，其血漿和肝

臟組織中維生素 E 濃度相較於餵飼飲食中含維生素 E 的大

鼠，有顯著降低(P<O. 05) ，這意味著大鼠體內維生素 E 濃度
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是受飲食中維生素 E 含量所影響。在路質過氧化方面，當血

漿和肝臟組織中維生素 E 濃度增高時，其 TBARS 濃度會降低，

這顯示維生素 E 具有抑制脂質過氧化作用。飲食中維生素 E

含量和體內脂質過氧化物濃度呈負相闕，這樣的結果與其他

學者所作的結果相同 (Wang et al., 1996; Tampo and Yona切，

1990) 。

解毒酵素

大鼠給與竣腔注射 phenobarbi tal (75 mg/kg) ，結果發

現，解毒酵素的活性較第一部份未注射 phenobarbital 的大

鼠來得高。証實學者所提當動物受到外來物侵入峙，可誘發

體內解毒韓素活性，以利解毒代謝的進行(Waxman et al., 

1983; Wax血泊， 1986) 。維生素 E 對解毒酵素的影響，在細

胞色素 P450 含量和 NADPH P450 reductase 方面沒有明顯的

影響，此結果與先前的研究發現相類似 (Carpenter， 1972; 

Horn et a l., 1976) 。至於 POD 活性方面，餵飼 5000 和 15000

ppm 維生素 E 的大鼠其活性相較於其它二組有顯著增加

(P<O. 05) ，這史進一步註明維生素 E 的存在對 POD 活性表現

是必要的。在 GST 活性方面，餵飼 100 ppm 維生素 E 的大

鼠，其 GST i舌性較其他三組顯著的增加 (p<O. 05) ，可能是

phenobarbital 與維生素 E 對 GST 活性存有交互作用。
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肝臟微粒體 POD (CYP 2B1)蛋白質表現

利用 phenobarbit剖腹腔注射處理，同時餵鶴不同含量

維生素 E 的大鼠，其肝臟微粒體 POD 蛋白質表現也受飲食中

維生素 E 所影響。餵飼 5000 pprn 維生素 E 的大鼠其肝臟微

粒體 POD 蛋白質表現較餵飼 0 與 100 pprn 維生素 E 二組有

明顯增加。肝臟微粒體 POD 蛋白質表現的結果與 POD 酵素活

性呈現類似趨勢，但非完全一致。
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表一.A肘-76 飼料組成.

Table 1. Composition of experi臨ental diets. 

Ingredient 
+L e ﹒

唔
，
，
壘

,G 

q
υ
9

，M
 

AHvnuv 

沌
%
一5
泊
閃
閃

5
.
l

M
叫H

YesA 
A

凡

Com oilb 

Casein "vitarnin free" testa 

SucroseC 

Com starcha 

Cellulosea 

AIN rnineral rnixture 76a 

AIN vitarnin rnixture 76a 

DL一組ethioninea

Choline bitartratea 

a : Teklad (草adison，有1)

b : CPC Intl Inc. (Englewood，的)
c 臺糖細砂、
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表二.實驗飼料組成

Table 2. Composition of experimental diets. 

Ingredient o ppm 100 ppm 5000 ppm 15000 ppm 
vitamin E vitamin E vitamin E vitamin E 

g 

Corn oil , tocopherol-strippeda 17 
Corn oi 1 b 17 17 17 

Casein "vitamin free" testa 20 20 20 20 
SucroseC 23 23 23 23 

Corn starcha 15 15 15 15 

Cellulosea 5 5 5 5 

AIN mineral mixture 76a 3.5 3.5 3.5 3.5 
Vitamin mixture 
(α-tocopherol devoid)a 
AIN vitamin mixture 76a 

Tocopheryl acetatea 0.425 1. 275 
DL-耐枷一一盼.ω"旬戶甸明- 0.3 0.3 0.3 0.3 
Choline bitartratea 0.2 0.2 0.2 0.2 

a Teklad C班adison， WI) 
b CPC Intl Inc. CEnglewood, NJ) 
C 牽糖細砂
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表三.在PB 處理下，同時餵街不同維生素E 含量飲食對於大鼠生長情形的影響.

Table 3. Effect of dietary vitamin E on food intake, body weight gain, 
liver weight and liver weight/body weight in the presence of 
phenobarb i ta 1 . 

vitamin E (ppm) 
。 100 5000 

Food intake (g) 122士在的 131土2a 116士6b

Body weight gain (g) 51. 2士1. 1 a 58. 7士在. 9a 42.2土4.3b

Liver weight (g) 9.25士1. 15b 13. 15士1. 20a 7.38士0.46C

Liver wt/body wt (%) 7.27土0.46b 9. 94士1.32a 6.52士。41 b

15000 
116士13b

55. 5=*=7. Oa 
8.90土O. 97bc 

7.26士0.79b

Values are means 土 SD. Groups that do not share the same letter (a, b, c) are significantly 
different from one another, p<O.05 . 
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表四.在PB 處理下，同時候飼不同維生素E 含量飲食對大鼠體內維生素E 及脂質過氧化物濃度的影響.

Table 4. Effect of dietary vitamin E on tissue vitamin E content and hepatic 
lipid peroxidation in the presence of phenobarbital. 

vitamin E (ppm) 

。 100 5000 
Plasma 

Vitamin E (μg/mg total lipid) 1. 011:0. 07d 2.86土0.42c 6.95士1. 13b 

Hepatic 
Vitamin E (μg/ g liver) 0.00土O.OOc 6. 731:2. 04c 71. 75土14.62b

TBARS (nmol/ g liver) 467土27a 1511:35b 119土14bc

15000 

9.23土0.91 a 

320.68士69. 75a 

100士10c

Values are means 士 SD. Groups that do not share the same letter (a, b, c, d) are significantly 
different from one another, p<0.05 . 

91 



表五.在PB 處理下，同時候飼不同維生素E 含量飲食對於大鼠肝臟細胞色素 P-450及趣就甘放硫轉移
嗨活性的影響.

Table 5. Effect of dietary vitamin E on hepatic total P450 content, P450 enzyme 
and GST activities in the presence of phenobarbital. 

Total P450 content (nmol/mg prot) 
NADPH P450 reductase (nmol/min/mg prot) 
POD activity (nmol/min/mg prot) 
GST activity (nmol/min/mg prot) 

。
1. 09土O. 11 b 

574士56ab

572士33b

2289士256b

vitamin E (ppm) 
100 5000 

0.681:0.1 是c 1. 29土0.08a

533士76b 6221:36a 

4是5土60C 1252土131 a

3317士395a 2269土116b

15000 
1. 18土O. 10ab 

51 在士是3b

1177士68a

2565士170b

Values are means 士 SD . Groups that do not share the same letter (包 b， c) are significantly 
di fferent from one another, p<O. 05. 
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2 3 4 

鱗鱗鵬編輯學 鞠鵬棚繃鱗鱗 繃翩翩翩騙 鱗鱗輔灣觀摩

閱一. 在PB 處理下，同時餵銷不同維生素E 含量飲食，對於

大鼠肝臟微粒體POD 蛋白質表現的影響.

1: 0 ppm vitamin E 2: 100 ppm vitamin E 
3: 5000 ppm vitamin E 4: 15000 ppm vitamin E 

Fi訊lre. 1. Effect of dietary vitamin E on hepatic 
cytochrome P是50 POD (2B1) protein level in the 
presence of phenobarbital. 
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表六. 在PB 處理下?同時餵飼不同維生素E 含量飲食乎對於大鼠肝臟微粒體POD 蛋白質表現.

Table. 6. Effect of dietary vitamin E on hepatic cytochrome P450 POD (2B1) 
protein expression in the presence of phenobarbital. 
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POD protein density (IDV) 17820士2164b 13420士12是gC 22880士2667a 20680士1560ab

Values are means ~ SD. Groups that do not share the same letter (a, b, c) are significantly 
different from one another, p<0.05 . 

IDV: integrated densi ty val ue 
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結論

飲食中維生素 E 含量可影響大鼠鐘內抗氧化

象統，抑制結質過氧化物產生、提升紅血球委主就

甘放濃度、增加血漿尿酸濃度、增加細胞質超過，

氧化吱化嗨活性和影響細胞色素 POD 和 GST

活性，但不影響 total P450 含量。

在 P450 2Bl 誘發齊j 存在峙，維生素 E 對

於 P是 50 2Bl 活性及蛋白質表現能有影響。
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的錄

一般分析用藥

試劑 來源

Acetic acid Tedia Company Inc. 

Acetone h在erck

Acetonitrile Tedia Company Inc. 

Acetylacetone Sigma chemical Co. 

Acetyl chloride Janssen Chemical. 

Alcohol (95%) 臺灣省菸酒公貪局

Ammonium acetate 
和光純藥工業株式

會社

ATP; adenosine 刪 5' -triphosphate Merck 

Arachi往onic acid Sigma chemical Co. 

Barium hydroxide Sigma chemical Co. 

Benzene Fischer 

BF3; boron trifluoride methanol 

complex 
Merck 

BSA; bovine serum albumin Sigma chemical Co. 

Bromophenol blue Bio 恥Rad

BHT; butylated hydroxytoluene Sigma chemical Co. 

Butanol Merck 

CDNB; l-chloro-2 ,4-dinitrobenzene Sigma chemical Co. 

CHC13 Tedia Company Inc. 

CuS04 
島久藥品抹式會社

Cytochrome C Merck 

2\7 '-dichlorofluorescein Sigma chemical Co. 

Diethylether 扎在erck

DMSO; dimethyl sulfoxide Sigma chemical Co. 

EDTA Sigma chemical Co. 
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EGTA Sigma chemical Co. 

Ethanol 昭和化學株式會社

Formic acid Merck 

FDNB; 2 ,4-dinitrofluoro-benzene Sigma chemical Co. 

Folin-cicalteu reagent; Phenol 
明Tako

reagent 

Glycine Bio 國Rad j 

GSH; reduced glutathione Sigma chemical Co. 

GSH reductase Sigma chemical Co i 
GS S G; oxidized glutathione Sigma chemical Co. 

HCl; hydrochloric acid Merck 

Hexane Merck 

H 2 0 2 ; hydrogen peroxide Merck 

IAA; iodoacetic acid Sigma chemical Co. 

KCl Sigma chemical Co. 

K2 C0 3 

和光純藥工業株式

會社

KHC0 3 Sigma chemical Co. 

K2HP0 4 Sigma chemical Co. 

KH 2P0 4 Sigma chemical Co. 

KOH 扎在erck

MeOH: methanol Tedia Company Inc. 

MgC1 2 • 6H 20 Merck 

N aCl; sodium chloride Merck 

Na 2 C0 3 Sigma chemical Co. 

ß-NADPH; nicotinamide adenine 和光純藥工業株式

dinucleotide phosphate 會

Na 2HP0 4 Sigma chemical Co. 

NaH 2P0 4 Sigma chemical Co. 

NaN 3 ; sodium azide Sigma chemical Co. 
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NaOH; sodium hydroxide Wako 

Na 2 S2 0 4 ; sodium hydrosulfite Sigma chemical Co. 

Phenobarbital Sigma chemical Co. 

PCA; perchloric acid GFS Chemicals Inc. 

Phenanthroline Sigma chemical Co. 

Phosphotungstic acid Sigma chemical Co. 

Petroleum ether 扎在erck 

PMSF; phenylmethylsulfonyl 
Sigma chemical Co. 

fIuoride 

POD; 7 -pentoxyresorufin Sigma chemical Co. 

Resorufin Sigma chemical Co. 

Sodium acetate Sigma chemical Co 

Sodium borate Sigma chemical Co. 

SDS; sodium dodecyl sulfate Sigma chemical Co 

TBA; thiobarbituric acid Sigma chemical Co. 

TCA; trichloroacetic acid L在erck

TLC aluminum sheets (20x20cm) Merck 

TMP; 1, 1,3,3 -tetramethoxy prop ane Sigma chemical Co. 

α-tocopheryl acetate Sigma chemical Co 

Triton X-I 00 Sigma chemical Co. 

Trizma base; 
Sigma chemical Co. 

Tris [hy吐roxymethyl] aminomethane 

Tween 20 (polyoxyethylene-
Sigma chemical Co. I 

sorbitan monolauurate) 
'--

119 




