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一、計畫內容 

【前言】 

壹、眼部退化病變—老年性黃斑部病變 (aged related macular degeneration，AMD) 

黃斑部位於眼球正後方，視網膜中心；因為此處含有黃色色素，所以被稱為黃斑。影

像會經由光線透過眼角膜及水晶體，聚焦在黃斑部而產生視覺。在黃斑部下方有一單層的

的六角形細胞—視網膜色素上皮 (retinal pigment epithelium, RPE)在維持黃斑功能正常上扮

演著重要的角色，其主要功能為(1)調節視網膜的新陳代謝，提供氧氣和養份並代謝廢物；

(2) 吸收感光細胞無法吸收的光線 (尤其是藍光)，防止光線散射及對眼睛的傷害；(3) 提供

感光色素所需的成份。因為黃斑部集中大部分的錐狀感光細胞，是視覺最敏銳的部位，負

責閱讀或精細工作的視力。所以一旦遭受傷害或破壞，視力會急速減退。 

世界衛生組織在 2001 年的調查指出，老年性黃斑部病變已經超過白內障，成為歐美國

家視力不良的主因。根據美國眼科協會統計，60～70 歲之間的人，有 15 %的人罹患此病，

80 歲以上老年人則有高達 40 %的盛行率。台灣地區亦統計出 65 歲以上老年人，每 10 人中

即有 1 人罹患 AMD，AMD 發生率逐年增高。(1, 2) 

老年性黃斑部病變真正的致病原因，至今仍然並不完全清楚，危險因子包括年齡、遺

傳、性別（女多於男）、高血壓、心血管疾病、抽煙、及長時間強光照射，而破壞視網膜底

層之 RPE 細胞層，產生了裂縫，之後又形成疤痕。不正常的新生血管經由這些裂縫，長到

結疤組織中；可是這些新生血管特別脆弱，管壁容易破裂出血，血液滲漏到黃斑部的下方，

會破壞黃斑部精細的組織，妨礙視力。另一方面，視網膜色素上皮細胞可吞噬感光細胞中

的錐細胞及桿細胞所釋放出的 outer segment，而感光細胞的 outer segment 含有豐富的多元

不飽和脂肪酸(polyunsaturated fatty acids，PUFAs)， 在高氧化壓力下的環境，多元不飽和

脂肪酸容易因自由基而產生脂質過氧化，這些自由基會導致視網膜色素上皮細胞凋亡，當

細胞凋亡，就無法供給感光細胞足夠養分，並且會造成脂褐質(Lipofuscin)的堆積，這些

lipofuscin 無法被清除而堆積在色素上皮細胞內，而產生所謂的 drusen，最後造成視力受損。

在疾病的初期時，通常會沒有任何症狀產生，且只存在直徑<63 μm 大小的 drusen 及不正常

的視網膜色素上皮細胞，在疾病中期，有一個較大或多個中等大小的 drusen(63 ~ 124 μm)，
但並不會擴展到黃斑區，但在疾病的晚期時，通常有較大的 drusen (>124 μm)的產生，且會

擴展至黃斑區，造成中央視力的的受損 (3, 4)。並且，因為視網膜中豐富的不飽和脂肪酸，

當陽光中的紫外線或是體內抗氧化能力不足時，體內相對會累積過多的自由基，因此有可

能造成視網膜脂質過氧化作用且間接導致 RPE 細胞走向細胞凋亡， RPE 細胞凋亡則最終

會導致 AMD 疾病的產生。 
目前臨床上的治療方法有下列幾種，其治療目的皆在控制或破壞網膜下新生

血管，阻止病情惡化： (1) 光動力療法 (Photodynamic therapy) (2)雷射光凝固治

療 ( laser photocoagulation therapy) (3) 經瞳孔熱療法(transpupillary thermotherapy) (4) 放射

線 (5) 手術皆無法根治老年性黃斑部退化。由於視網膜色素上皮細胞易受到光及氧的傷

害，在 1994 年 Seddon et al 指出，在飲食中給予高含量的類胡蘿蔔素 (carotenoids)，特別

是深綠色蔬菜中的葉黃素(lutein) 及玉米黃素 (zeaxanthin)，能夠降低產生老年性黃斑部退

化的危險 [13]。在 2001 年有學者針對中度病程的 AMD 病人，經給予維他命 C、維他命 E
及鋅 (Zinc)後，其病患的症狀約減輕 28％。所以抗氧化劑的服用能夠預防發生 AMD 的危

險(5, 6)。 
 
貳、低密度脂蛋白 (low density lipoprotein；LDL)與 AMD 之相關性 
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視網膜有兩個血液供應系統，為脈絡膜微血管 (choriocapillaris) 及內層視網膜血管能

提供營養給視網膜色素上皮細胞及光感受器。血液中的LDL可透過脈絡膜微血管通過

Bruch’s membrane到達視網膜上層色素細胞 (7)。血液中LDL可藉由細胞表面的LDL接受器 
(LDL receptor) 或scavenger receptors如CD36進入細胞中，LDL receptor會辨視Apo B-100蛋
白並與之結合，而CD36 receptor 會辨視LDL外鞘的氧化磷脂質。LDL會和clathrin-coated pits
結合，coated pits凹陷將LDL包圍，藉由endocytosis的方式進入細胞中，隨後LDL receptor
將LDL釋出，可經Lysosome將LDL分解釋放出膽固醇，以供細胞使用 (8)。研究指出，在老

年黃斑部退化病人的眼睛及視網膜色素上皮細胞中，有LDL及scavenger receptors的表現 
(9, 10)。隨著年紀的增加，布魯赫氏膜 (Bruch’s membrane)會聚集脂質及膽固醇，包括脂

化及未脂化的膽固醇，尤其聚集在黃斑處。Bruch’s membrane位於RPE的表面，是一層很薄

的結締組織。在老年性黃斑部退化的疾病，經由組織病理學的切片結果指出，黃斑處的

Bruch’s membrane有脂質及膽固醇的聚集 (11)；以及LDL的脂蛋白原Apolipoporotein B的聚

集。視網膜色素上皮細胞可透過高氧化性壓力的環境而使脂蛋白進行氧化修飾。研究也指

出，視網膜色素上皮細胞能夠內噬oxLDL因而造成photoreceptor 轉換及lysosomal功能的改

變[28]。Curcio et al.證明此區脂質的聚集相似於動脈內層的情形 (12)。在一些研究也指出，

在AMD病人中組織病切的結果相似於動脈粥狀硬化(Atherosclerotic)；此外，造成動脈粥狀

硬化的危險因子，如：高血壓、抽菸及年紀，也是造成AMD的危險因子。一些研究也指出，

通常有心血管疾病史或心血管疾病症狀的人，發生AMD的機率也比較高 (13)。而當體內有

過多的低密度脂蛋白時，容易造成動脈粥狀硬化的發生，低密度脂蛋白在動脈粥狀硬化的

病程上扮演一重要的角色 (14)。 
 
叁、糖尿病 (Diabetes)與 oxLDL 

在2004年，Ceriello及Motz提出”氧化壓力 (oxidative stress) “在糖尿病患及心血管疾病

間之關係 (15)。當血液中血糖及脂肪酸過高，會使acetyl-CoA增加而導致citric acid cycle活
性增加並產生過多的mitochondrial NADH及reactive oxygen species (ROS)，過多活性氧所形

成的自由基易於使血中的LDL氧化形成氧化型低密度脂蛋白 (oxidized LDL)。oxLDL與眼部

的病變已有臨床資料證實，而保健食品經由減低oxLDL產生以降低糖尿病眼部病變的證據

則需再進一步釐清。 
 
肆、桑葚 

桑椹（mulberry）是一種天然植物桑科落葉喬木”桑”（Morus alba L.）的果實，其科、

屬、種名為MORACEAE Morus spp.。桑椹嫩時色清、味酸；成熟時紫黑、多汁。桑椹味甘

酸、性涼，具滋陰養血、生津止渴、潤腸通便等作用，自古即被用來防治頭暈、目眩、盜

汗、消渴、腸燥、便秘等現象，許多古籍記載了桑椹的藥用價值，但是在科學研究上卻缺

乏科學證據來證實。而由桑椹果實顏色為深度的紫紅顏色，顯示出桑椹具有豐富的色素成

分，而許多的色素成分被證實是一種很好的抗氧化物質。由Toscano 和Lamonica（1）鑑定

出桑椹的色素成分為花色素苷（awobanin），而桑椹的花色素苷為cyandin 3-glucoside 及
cyandin 3-rutinoside，另外在我們研究是先前研究也發現桑椹亦含有pilargonidin 3-glucoside
及pilargonidin 3- rutinoside (16)。花青素廣泛存在於許多食用的植物果實中，不同的花青素

具有不同的顏色，其中包含了：藍色、紫色或紅色等，在植物的果實中通常含有許多不同

種類的花青素，並使其具有各種不同的色澤，如：草莓、葡萄及櫻桃等。一些具有醣基的

醣化delphinidin 與cyanidin 也發現存在許多的植物中。在營養食品中添加入花青素萃取

物，可以有效的使人們攝取到 數個毫克的花青素。根據統計，在美國每人每天會攝取180-250 
毫克的花青素。現今，由天然植物果實中所萃取出具有高度花青素含量產物也廣泛的被接

受。對於花青素的應用方面，被認為對於許多的疾病是具有有效的預防作用，如：糖尿病

視網膜病變及的微血管循環疾病等，此外也具有抗發炎及化學預防作用的功效。已有許多
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報告指出花青素具有抗氧化活性（17-21）抗致突變性（22-24），抗癌作用（25-27）及降

低脂質過氧化作用和DNA 損傷（28）。此外桑椹含有豐富的flavonoides （ 如quercetin ， 
gossypetin ， hibiscetin ） 及原兒茶酸（protocatechuic acid），這些成份都具有抗氧化、

防癌、抑制心血管病變（29-38）。 
 
【研究目的】 

依據先前的研究發現，腦血管疾病、心臟疾病、糖尿病接與脂質代謝相關，在此類疾病

併發症的發生過程中，脂質不當堆積所引起的脂質毒性 (lipotoxicity)以及衍生出之 oxidized 
low density lipoprotein (oxLDL)可能為引起併發症的重要原因。我們發現糖尿病動物血脂肪

甚高且眼部有嚴重白內障及視網膜排列不規則的現象，因此，降低 lipotoxicity 及 oxLDL 對

眼部的影響，應可有效抑制代謝性疾病引起眼病變的併發症。另外。而由食物或天然植物

中找尋有效的抑制 lipotoxicity 及 oxLDL 並延緩眼病變併發症的成分更為未來發展的方向。

在國外文獻中已有許多相關天然物被研究，如山桑子、藍莓等，但在國內則尚未有完整研

究指出本土天然物對眼睛保健之功效。 
本研究目的: 
1. 桑椹水萃物(MWE)、桑椹多酚萃物(MPE)、桑椹花青素萃物(MAE)對糖尿病造成之脂

質代謝異常引起的眼病變有無延緩效果。 
2. 上述作用的能分子機轉。 
3. 評估發展桑葚萃物成為眼睛保健食品之可能性。 
 
【研究方法】 

 
 

桑椹萃物及其成分分析 
桑椹萃物及其成分分析接由子計畫依同一方式萃取，本子計畫則承接萃物進行以下研

究。 
糖尿病鼠的誘導及萃取物給予 

在試驗上我們根據，Srivastava等人之方法加以修飾進行，利用STZ以65 mg/kg的劑量以

i.p.的方式由腹腔給予注射入大白鼠體內，在一週後血糖上升至300 mg/dl以上的認定為

糖尿病之狀態，此為定義為day 0，將誘導出的大鼠隨機分組，每組10隻，其中ㄧ組為

誘導組，另有三組桑椹萃物濃度分別為0.5 %、1.0 %、2.0 % (飼料中所含百分比)，添加

於飲水中給予。試驗為期12週。試驗進行時每6周由尾靜脈抽血觀察血糖、總膽固醇、

三酸甘油脂的濃度。 
視網膜檢體之採取 

以斷頸犧牲後取出整顆眼球，先將水晶體中液體以針頭吸出，分離視網膜部分，將檢
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體分別置入（1）-80℃冷凍；（2）福馬林；（3）電顯液中，以進行後續試驗。 

西方墨點法分析蛋白 

    在蛋白質的研究中，由生物檢體、細胞或細菌培養液萃取出蛋白質的方法有許多種，

共同的步驟是弄碎樣品、再用振盪等方法使其均質化： 
    將要取的組織置於冰上，以 50C.C.離心管，加入適量的 RIPA buffer 及 protease inhibitor，
再加入 sample 開始研磨，為保持低溫，在離心管外可套入一內置碎冰的燒杯，以免研磨溫

度過高，造成蛋白的分解。研磨後以 ddH2O 清洗研磨鑽後再進行下一 sample 的研磨。將研

磨均勻的 sample 取到 eppendorf，先在 4℃冰箱中震盪 30 分鐘，然後置入高速離心

機 (10000rpm，4℃，10mins)，之後小心取出 sample，避開下層的沉澱物及上層的油脂，

將取出的組織液儲存於-80℃冰箱，並加以定量分析。其後進行西方墨點法。 
電子顯微鏡觀察 

將組織固定於3.5% glutaraldehyde in 0.1M cacodylate buffer (pH7.4)中1小時，而後固

定於2% osmium tetroxide，經過酒精脫水及epoxy resin包埋後，以1um切片並以toluidine
染色以觀察capillary並鑑定糖尿病鼠retinal capillary basement membrane thickness 的現

象。 
視網膜病變相關之蛋白觀察 (免疫組織染色) 

本實驗利用免疫染色方法進行，採用ABC stain，步驟為先將檢體用acetone fix 3-5 
mins，並架於水平有溼潤的盒中，加0.1% sodium azide: H2O2= 9:1 之solution 100 μl 靜
置15 mins 後以PBS wash 3 times，加5% goat serum 靜置10 mins 後以PBS wash 3 
times，加 antibody於室溫靜置30 mins 後以PBS wash 3 times，加link antibody reagent 1 
滴靜置10 mins 後加streptavidin reagent 1 滴靜置 15mins 後以PBS wash 3 times，加

(9.5 ml Tris+ 0.5 ml AEC + 100 μl 3% H2O2)之solution 100 μl 靜置10-15 mins 後以PBS 
wash 3 times，加Hemto mayer/s: DDW = 1:1 solution 靜置1 mins 後以PBS wash 3 
times，加glyceringelatins 一滴，蓋上蓋玻片，晾乾。 

糖尿病造成視網膜病變指標分析 
由於與 oxLDL 及 CD36 在糖尿病病患體中濃度，與導致糖尿病眼病變上有密切的關係，

在此我們擬利用免疫組織化學染色觀察，方法如上，使用 oxLDL 及 CD36 為一次抗體，

觀察 oxLDL 及 CD36 在視網膜組織上的分布與堆積表現。 
抗氧化分子 Glutathione(GSH)的測定： 

利用OPT (o-phthalaldehyde)為螢光呈色劑與GSH 反應形成螢光物質後測定。取500μl
的檢體(眼睛組織均質液)，加入4.5 ml pH 8.0之phosphate-EDTA，混合後再取0.1 ml 加
入0.9 ml pH 8.0之phosphate-EDTA，與0.1 ml o-phthalaldehyde (1mg/ml in alcohol) 均勻

混合避光15分鐘後，於螢光分光光度計Ex/Em 350/420 nm測定。結果以 μg GSH/mg 
protein 表示。 

抗氧化酵素觸酶 (catalase)之測定: 
過氧化氫酶分子量約 240,000Da，以 ferri protoporphyrin (haematin) 為 active component
將 H2O2 分解成水(H2O) 及氧 (2H2O2→2H2O+O2)。酵素活性的測定係是以 H2O2 為受

質測定 H2O2減少的速率。取 50 μl pH 8.0 之 Tris-HCl-EDTA，加上 H2O2 (10 mM, 900μl) 
與30 μl ddH2O均勻混合，置於37˚C水浴中10分鐘，加入代測檢體(眼睛組織均質液)20 

μl，以分光光度計紀錄在 OD240 nm下 1分鐘內吸光值下降之情形，每 10秒為間隔紀錄

一次，計算酵素活性，結果以 Int. uints /mg protein 表示。 
【結果與討論】 

目前已將 MWE、MPE 及 MAE 製備完成，並已完成 MWE 餵食糖尿病鼠 6 周部份之

成果，由結果中發現： 
(1) MWE 延緩糖尿病併發的白內障 

我們將誘導糖尿病成功後的大白鼠，分成三組,分別餵食 0.5%、1.0%及 2.0%的 MWE，
計畫在餵食 6 周及 12 周進行犧牲。依目前犧牲的 6 周動物，在犧牲前觀察其眼部的
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病變，並諮詢眼科醫師進行診斷及分級，結果發現糖尿病鼠會出現嚴重的白內障，

並在水晶體部分出現 nuclear sclerosis (Fig. 1D)。而餵食 1.0%MWE 及 2.0% MWE 的

組別則發現白內障現象會減緩成中度或輕微的 cortical opacity (Fig. 1F and Fig 1G)。 
(2) MWE 無法降低高血糖現象  

在目前犧牲的餵食 6 周 MWE 的糖尿病鼠中，我們並沒有觀察到血糖有降低的現象 
(Fig. 2)，並且對於糖尿病鼠體重減輕的現象也未有改善 (Fig. 3)。 

(3) MWE 會改善糖尿病所併發的高血脂現象 
餵食不同濃度 MWE 的糖尿病鼠中，我們可以發現總膽固醇可以被降低至與正常組

幾乎相同。另外在 LDL-C 的降低效果上與總膽固醇的現象較為一致。至於 triglycerol
的降低效果在 0.5%及 1.0%MWE 較為明顯，當處理了 2.0% MWE 後反而觀察不到降

低的現象，我們將在 12 周組犧牲後一併觀察再加以討論。而在 HDL-C 的數據上則

可以觀察到整體上，餵食 MWE 的動物的 HDL-C 會比糖尿病鼠減低，但是在濃度越

高的 MWE 餵食後，HDL-C 則隨 MWE 濃度增加也趨於增加，這樣的現象我們仍會

與 12 周組一起對照觀察再進行討論。 
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三、計畫成果自評：（是否達成預定成效，如進度落後請說明原因） 

由於在實驗之初，我們耗費許多時間進行桑椹萃取，因此目前進度只算勉強趨近預定

進度，尚在進行中之實驗則為餵食 12 周的 MWE 動物及細胞實驗。所幸對於桑椹萃物

是否能延緩糖尿病眼病變已看到初步成效，並且應與撰寫計畫時所假設的血脂肪有一

定程度的相關性，因此在進行機轉探討時，我們仍將著重於觀察脂質與眼病變的相關

性進行探討。依目前成果來看，應可進行投稿之準備。 
 
Figure 1. MWE decelerate the diabetic cataract. 
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Figure 2. The effect of MWE in blood glucose. 
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Figure 3. The effect of MWE in body weight. 

 
 
 
Figure 4. MWE reduce the total cholesterol in plasma of diabetic rats. 

 
 
 
Figure 5. MWE reduce the triglycerol in plasma of diabetic rats. 
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Figure 6. MWE reduce the LDL-cholesterol in plasma of diabetic rats. 
 

 
 
 
Figure 7. MWE reduce the HDL-cholesterol in plasma of diabetic rats. 
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