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中文摘要 

在促發炎細胞激素作用下，可因誘發 iNOS 表現、產生大量 NO，使小腸上皮細胞

受損，且促發炎細胞激素在許多正常細胞類型可同時誘生調節細胞凋亡及抗凋亡

分子之表現。大蒜含硫成分雖然可抑制 iNOS 基因轉錄作用，但相同的機制亦會

抑制抗凋亡蛋白 bcl-XL基因轉錄。本研究之目的是觀察大蒜精油(GO)及其含硫成

分(OSCs)在有或無促發炎細胞激素存下對於小腸上皮細胞株 IEC-18 存活率之影

響及其相關機制。研究方法係以促發炎細胞激素混合物(CM)或載劑加入細胞培養

液中，並添加 GO(0-250 µg/mL)，DAS (0-5 mM)，DADS (0-5 mM)，DATS (0-5 mM)，

觀察對於細胞存活率，NO 產量，抗凋亡蛋白 bcl-XL表現及 apoptosis 之影響，

並以 iNOS 抑制劑 aminoguanidine (0.5 or 5 mM) 做為 positive control，觀

察 NO 產生與細胞存活率之間的關係。結果顯示，CM 顯著增加 NO 產生，伴隨降

低之細胞存活率。而在 CM 存在下，除 DAS 無顯著作用外其餘受試之 GO 及其 OSCs

均呈劑量依賴性抑制 NO 產生，而細胞存活率在所有 GO 及其 OSCs 處理組均呈劑

量依賴性下降。此外，GO，DAS，DADS 及 DATS 在無 CM 存在下之 LC50分別為 3.9 

µg/mL，0.052 mM，0.032 mM，0.022 mM; 而在 CM 存在下之 LC50分別為 0.75 µg/mL，
0.047 mM，0.0074 mM，0.0027 mM，且對於細胞存活率最大抑制作用亦隨大蒜精

油成分之含硫數增加而增加。相反於 GO 及其 OSCs 之作用，以 AG 抑制 CM 所致之

NO 產生時，可逆轉 CM 降低之細胞存活率，顯示 GO 及其 OSCs 導致細胞流失的作

用並非因為使細胞產生較低量之NO。Western blotting之結果顯示，GO及其 OSCs

抑制 CM 所誘發之抗凋亡蛋白 bcl-XL表現且惡化 CM 所誘發之細胞 apoptosis。由

本研究之結果顯示: 促發炎性細胞激素作用下，小腸上皮細胞存活率對於 GO 及

其 OSCs 之細胞毒性感受性增加，且與 GO 及其 OSCs 作用下所致之 NO 產生減少無

關而至少有部分與其抑制細胞抗凋亡蛋白表現有關。 

 

關鍵字:促發炎細胞激素、大蒜精油、有機含硫化合物、細胞凋亡、小腸上皮細

胞 

 

英文摘要 

Proinflammatory cytokines-induced iNOS expression and the subsequent massive NO 
production can result in the damage of intestinal epithelial cells. In addition, the 
expression of both apoptotic and anti-apoptotic molecules can be induced by 
proinflammatory cytokines in several normal cell types. Although the OSCs derived 
from garlic inhibit the transcription of iNOS gene, they may inhibit the transcription 
of the gene of bcl-XL, an anti-apoptotic protein, through the same mechanism. The 
aim of the present study is to investigate the effect of garlic oil and its OSCs on the 
viability of an intestinal epithelial cell line IEC-18 in the absence or presence of 
proinflammatory cytokines and the underlying mechanisms. This study was carried 
out by investigating cell viability, NO production, anti-apoptotic protein bcl-XL 
expression and apoptosis after adding GO(0-250 µg/mL), DAS (0-5 mM), DADS (0-5 
mM), DATS (0-5 mM) into the culture medium of IEC-18 cell line in the absence or 
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presence of a cytokine mix (CM). The effect of aminoguanidine (0.5 or 5 mM), an 
iNOS inhibitor, on the viability of IEC-18 was investigated as a positive control for 
clarifying the association of NO production and cell viability. CM significantly 
elevated NO production in accompany with suppressed cell viability. All tested garlic 
compounds, except DAS, showed dose-dependent inhibitory effect on NO production 
in the presence of CM in accompany with suppressed cell viability. In addition, values 
of LC50 for GO, DAS, DADS and DATS are 3.9 µg/mL, 0.052 mM, 0.032 mM and 
0.022 mM, respectively, in the absence of CM and are 0.75 µg/mL, 0.047 mM, 0.0074 
mM and 0.0027 mM, respectively, in the presence of CM. The inhibitory effect of 
OSCs on cell viability increased when the sulfur number in the compound increase. In 
contrast to the effect of GO and OSCs, the inhibition of NO production by AG 
reversed CM-suppressed cell viability, suggesting the loss of cells by GO and its 
OSCs are not associated with the suppression of NO production by these compounds. 
The result from Western blotting demonstrated that GO and its OSCs inhibit 
CM-induced expression of bcl-XL and worsened CM-induced apoptosis. These results 
suggest that in the presence of proinflammatory cytokines, IEC is more susceptible to 
the cytotoxicity of GO and its OSCs. The cytotoxicity of GO and its OSCs to IEC in 
the presence of CM is not associate with the inhibition of NO production but is, at 
least partly, associate with the inhibitory effect on the expression of anti-apoptotic 
protein. 
 
Keywords: Proinflammatory cytokines; Garlic oil; Organosulfur compounds; 
Apoptosis; Intestinal epithelial cells 
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一、前言 

已知大蒜及其有機含硫成分(OSCs)有許多有利的生理及生化作用，故被積極

開發為健康食品。另一方面，大蒜及其 OSCs 對於異常的贅生細胞具有抗增生及

毒殺之細胞毒性，可透過促進程式凋亡路徑在低劑量下造成一些贅生細胞死亡。

雖然在健康人體，服用大蒜製備物有其安全性，但尚不清楚某些病理狀態是否會

促進大蒜對於正常細胞之細胞毒性。我們過去以內毒素誘發大鼠腸道菌伺機感染

的活體研究模式發現，在正常狀態下不造成小腸黏膜損傷之大蒜精油 OSCs 之劑

量，卻會促進發炎狀態下小腸黏膜之破壞，促進腸道菌轉移。雖然文獻中建議，

內毒素誘發大鼠腸道菌伺機感染的原因之一是透過誘生 iNOS 活性及伴隨之大量

NO 產生，但是我們對去的發現卻顯示 in vivo 大蒜精油及其 OSCs 在注射內毒素

大鼠之小腸黏膜毒性伴隨對於 iNOS 活性之抑制作用。因為已知大蒜精油及其

OSCs 抑制 iNOS 活性的主要機制之一是藉由抑制轉錄因子 nuclear factor-κB 
(NF-κB)的活化所致，然而 NF-κB 亦能調控抗程式凋亡因子 e.g.bcl-XL之轉錄。

因此，我們懷疑上述大蒜成分在注射內毒素小鼠所致之腸道損傷惡化，可能是由

於注射內毒素所致之促發炎細胞激素增加了小腸上皮細胞對於上述大蒜成分細

胞毒性之感受性，因此希望藉由活體外研究模式，利用大鼠迴腸上皮細胞株

IEC-18，觀察在促發炎細胞激素作用下 GO 及其 OSCs 對於細胞存活率之影響及相

關機制。 

二、研究目的 

根據文獻報導及我們過去以大鼠進行之活體研究結果，本計畫申請人之研究

目的係為驗證以下假說：(1)在發炎性 cytokines 作用下，IEC 存活率對於大蒜

精油及其有機含硫成分之感受性高於在正常狀況下因而較亦受損，且(2) 大蒜精

油及其有機含硫成分可能經由調節細胞之 apoptosis 而影響細胞存活，且(3)其

對於細胞存活率之影響與降低細胞 NO 產量無關。由於大蒜精油之有機含硫成分

生物學作用被認為與含硫數有關，故本研究觀察比較 DAS、DADS 及 DATS 及富含

這些成分之天然製品—GO 之上述作用，以利對於實際應用這些成分時之參考。 

三、文獻探討 

小腸上皮細胞(intestinal epithelial cell, IEC)由腺窩(crypt)增生而來，是人體

turnover rate 最快的細胞之一，因為頻繁與來自飲食之各種物理性及化學性或微

生物性質之傷害因子接觸，因此須快速增生更新以維持正常功能。不論因腸道組

織受傷(例如潰瘍性腸炎或截腸術)、缺血-復甦(例如系統性發炎反應)或腸道病菌

感染引起之發炎性腸道灶，都會因淋巴細胞或單核細胞浸潤黏膜組織而持續在黏

膜局部增加發炎性 cytokines 含量，包括 IL-1β、TNFα 及 IFNγ，而促進更多白

血球黏著及遷移至發炎部位及促進發炎細胞產生殺菌物質(包括氧自由基，nitric 
oxide)以利排除病原，但也會造成上皮細胞破壞之病理狀態，影響其障壁功能 1-7。

雖然在活體內小腸黏膜在發炎時的變化，是循環系統、免疫系統、黏膜系統及腸

腔 flora 等變化之多重系統間交互作用的結果，但在發炎狀態下於活體內所觀察

到的小腸障壁功能、增生及存活率變化至少部分可單獨以 IEC 受到發炎性

cytokines 之作用所發生的變化來解釋。 
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在動物實驗中發現 TNF 會作用在 TNFR1，經由誘發 caspase 活性誘發小鼠

小腸絨毛尖的上皮細胞 apoptosis 及細胞剝落 8-10。活體外觀察亦顯示，以 TNF
直接刺激小腸上皮細胞會造成其 apoptosis11,12; 而 IFNγ及其他促發炎細胞激素可

更進一步增加 TNF 對於小腸上皮細胞之細胞毒性 8。然而一些研究也指出，在許

多正常細胞，包括小腸上皮細胞，TNF 可能不易啟動大規模 apoptosis，因為在

這些細胞 TNFR 活化時可同時誘發 apoptotic factor 及 inhibitor，而 apoptotic 
inhibitor 之表現有賴轉錄因子 NF-κB 活化；若刺激 TNFR 時同時存在 NF-κB 
inhibitor，則可誘發細胞 apoptosis13-16。另一方面，發炎性 cytokines IL-1β、IFNγ
及 TNFα 可透過在 IEC 誘發 iNOS 活性致使大量 NO 產生。人類小腸發炎性病灶上

皮有持續之 iNOS 表現增加，組織形態學研究顯示小腸細胞 apoptosis 之位置與

增加 iNOS 活性的位置相符 17。動物實驗投用內毒素後於十二指腸及迴腸之上皮

細胞也發現 iNOS 表現及其活性增加，且與細胞死亡及腸道細菌轉移有關 18,19；

且若在內毒素或其他原因引起的發炎性腸道投用 NOS 抑制劑 L-NAME、

Aminoguanidine 或 NOX，均可消除內毒素誘發之小腸細胞 apoptosis 及傷害並減

少腸道菌轉移 19-22。活體外研究結果顯示，發炎時 IEC 之 iNOS 表現及其活性之

增加及大量 NO 產生至少部分是直接因受到發炎性 cytokines 之作用；IEC 細胞

株單獨暴露在 IFN-r 或同時暴露於 IL-1β與 TNF-α之下時，呈現時間依賴性 NO

產量之增加 23,24。 

過去對於大蒜細胞毒性之了解多來自於對於腫瘤細胞的研究。許多以不同大

蒜製備物進行的 chemopreventive 活性研究顯示，大蒜精油及許多衍生自大蒜之

有機含硫成分(OSCs)中 chemopreventive 活性主要是來自其 OSCs，且其中又以油

溶性 allyl fulfur 化合物之 antiproliferative 作用較有效，而其抑制增生的作用與抑

制細胞週期進行及誘發 apoptosis 有關 25。且文獻中也指出，這些大蒜成分對於

腫瘤細胞之細胞毒性與含硫數有關，在對於人類 neoplastic A549 及 nonneoplastic 
MRC-5 肺細胞株之觀察中發現，10 µM DATS 即可降低病變細胞 A549 生長達

47%，但 10 µM DADS 僅降低 A549 生長達 20%，且同上劑量之 DATS 不影響非

病變細胞 MRC-5 生長，表示異常細胞與正常細胞對於 DATS 之感受性不同 26。

另一方面，過去其他學者的研究發現長時間食用大蒜對於 iNOS 活性具有抑制效

果 27；以 LPS 活化之巨噬細胞株 RAW264.7 發現，allicin 及 ajoene 兩種大蒜成分

均可抑制巨噬細胞之 iNOS 的表現，減少 nitrite 的產生 28。而以 LPS 及 IFN-γ 活
化之巨噬細胞株 RAW264.7 則發現，大蒜萃取物及主要成分 S-allyl cystein (SAC)
可經由抑制 iNOS 表現來抑制 NO 產生 29。這似乎建議，大蒜成分有利於對於腸

道發炎性病灶之保護。然而，本計畫申請人過去在活體試驗發現，對 iNOS 抑制

作用最大的 DATS 也呈現最大惡化 BT 的作用 30。雖然有可能 iNOS 活性下降可

能是細胞存活率降低的後果，但本計畫申請人推論由於 iNOS 之活化及包括

bcl-XL之 anti-apoptotic factors 之表現均需透過轉錄因子 NF-kB31,32，而大蒜 OSCs
在發炎性 cytokine 刺激下之淋巴細胞及血管內皮細胞可抑制 NF-kB 活性 33,34，故

發炎性細胞激素刺激下大蒜 OSCs 造成之 IEC 破壞與 iNOS 活性降低極有可能都

是抑制 NF-kB 活化的後果。本研究希望釐清在有或無促發炎細胞激素存在下 GO
及其 OSCs 對於 IEC 細胞毒性的差異以及釐清調節 NO 產生是否對於大蒜成分影

響 IEC 細胞存活率扮演一個角色。 
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四、研究方法 

(一)大蒜精油製備及含硫成分分析 
大蒜精油之製備如 Sheen et al. (1992)所述 35。簡言之，將新鮮大蒜去皮

破碎後立即利用蒸氣蒸餾技術收集其中揮發性精油衍生物; 所收集的大蒜精油

經分析其中主要成份包括 40% diallyl disulfide (DADS), 35% diallyl 

trisulfide (DATS), 10% diallyl sulfide (DAS), 及許多其他少量揮發性化合

物。 

(二)IEC-18 細胞培養 

腸道上皮細胞株 IEC-18 購自新竹食工所菌種中心，細胞培養在 DMEM 培養液

(含 5 % FBS，1 unit / ml insulin，1% penicillin-streptomycin [10 units/ml 

penicillin 和 10 μg/ml streptomycin])中，並置放於 37℃含 5% CO2之培養箱

中，實驗所用細胞繼代數維持在 n+9 至 n+12 代間。待 75T flask 的細胞長至八

分滿時，分盤於 6 cm dish 中，密度分別為 0.25×10
5
、0.5×10

5
、1×10

5
、2.5×10

5
 

cells/100 µL，在所需的培養時間(24、48、72、96hrs)結束後將細胞打下，離

心 300 g、5 分鐘後，加入 1ml DMEM，取 10 μl 計數細胞，作細胞計數實驗。

剩下的 cell 再次離心 300g、5 分鐘，去除上清液，細胞沉澱物以 Bio-Rad kit

進行蛋白質濃度測定實驗。 

(三)細胞存活率測定 

細胞以 0.5×105 cells/100μl/well 接種於 96 孔盤並在二氧化碳培養箱(5% 

CO2, 37℃)培養4 h使其貼盤, 然後如在有或無加入cytokine mix (CM; 200 U/ml 

IFN-γ、5ng/ml IL-1β及 100 ng/ml TNF-α)36 條件下加入不同濃度 garlic oil 

(GO; 0-250 µg/mL), DAS (0-5 mM), DADS (0-5 mM)或 DATS (0-5 mM)並以 iNOS

抑制劑 aminoguanidine (AG; 0.5 or 5 mM)為 positive control。其後再經 24 

或 48 h 以 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrasodium 

bromide)分析套組, 以分光光度計依廠商說明分析細胞存活率。 

細胞存活率(％)=(A570nm-A630nm)sample/(A570nm-A630nm)control×100％ 

(四)一氧化氮 (Nitrite；NO2
-)分析 

細胞產生之 NO 會很快的轉為較穩定的 NO2+NO3 形式，因此測量細胞培養液

中 NO2+NO3 濃度代表細胞之 NO 產量。細胞以 0.5×105 cells/100µl/well 接種於 96
孔盤並在二氧化碳培養箱(5% CO2, 37℃)培養 4 h 使其貼盤, 然後加入或不加入

CM, 並在有 CM 條件下加入如上述不同濃度 GO, DAS, DADS 或 DATS 並以

iNOS 抑制劑 aminoguanidine (AG; 0.5 or 5 mM)為 positive control。其後再經 48
小時，取出上清液依據廠商說明書，利用 NO2/NO3 kit 分析, 並利用 NaNO2 及

KNO3 製作標準品所得曲線比對，計算樣品濃度。 
(五) Bcl-XL蛋白質定量分析(西方墨點法) 

Bcl-XL是屬於抗細胞凋亡蛋白，使用購自 Biosource 公司的 Mouse anti-bcl-X 
monoclonal IgG，可抗 bcl-XS和 bcl-XL，分子量分別為 21 kDa 和 27 kDa，因 bcl-XS

產量少儀器偵測不到，因此本研究只觀察 bcl-XL表現量。細胞培養於 5 cm dish
中 4hr 待貼盤，加入或不加入 CM, 或於加入 CM 之條件下分別加入如上述不同

濃度 GO, DAS, DADS 或 DATS，再繼續培養 48 h，收集細胞，製備細胞 lysate
並以 Bio-Rad 蛋白質分析 kit 定量蛋白質，然後保存於-20℃。進行 Western blot
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分析時，取 30 µg 蛋白質製成電泳樣品加至 12% polyacrylamide gel 樣品槽中，以

80-100 伏特電壓進行電泳分析。然後轉印至 PVDF 膜然後倒入初級抗體(mouse 
anti-bcl-X monoclonal IgG:buffer B=1:400)，於 4℃反應 overnight。沖洗後倒入二

級抗體(goat anti mouse IgG:buffer B=1:100000)，於室溫反應 2 小時然後以 buffer。
接著將 PVDF 膜內加入 2 ml ECL 顯色液 (Enhanced luminal reagent 與 oxidizing 
reagent 以 1:1 比例混合均勻)進行 ECL 呈色，以冷光螢光數位影像儀器進行分析。 
(六)細胞 apoptosis 定量測定 

 本實驗利用 Cell Death Detection ELISAPLUS 分析套組，依據廠商說明書進

行，將 IEC-18 培養於 96 孔盤中培養於有或無 CM 存在下, 另於加入 CM 之條件

下分別加入如上述不同濃度 GO, DAS, DADS 或 DATS。於 96 孔盤並在二氧化碳

培養箱(5% CO2, 37C)培養 4 h，製備細胞 lysate 並與 Anti-histone 抗體反應, 然後

利用 ELISA 原理進行呈色，並以分光光度計定量之。 
(七)統計分析 

各組分析所得數據以平均值加減一個正負標準差(mean±SD)表示，統計利用

SPSS 系統分析。控制組與刺激組組間之差異以 Independent-Sample T test 分析。

CM 刺激組各組間差異先以 one-way analysis of variance (ANOVA)分析(P＜
0.05)，再以 Tukey’s test 進行事後檢定。 

五、結果與討論 

(一)IEC-18 細胞生長曲線 

為建立具有適當生長活性之細胞培養條件，本研究先觀察在不同接種細胞密

度(0.25×105、0.5×105、1×105 或 2.5×105 個/100 µL)下之細胞生長曲線；在不同培

養時間(24、48、72、96hrs)收集細胞，並計算細胞數及總蛋白質量。結果發現不

論以何密度接種，IEC-18 於培養至 48hr 時細胞數量皆在線性生長範圍(Figure 
1A)，而培養 48 h 時總蛋白質量在線性增加範圍的條件則侷限於細胞接種密度

≤1×105 個/100 µL (Figure 1B)。因此，除非另有說明，否則以下實驗皆以 0.5×105

個/100 µL 接種，培養時間在 48hr 內為實驗條件。 
(二)促發炎性細胞激素對於 IEC-18 細胞存活率之影響 

在細胞存活率的實驗中(MTT 分析法)，細胞分別培養 4、24、48 小時，觀察

有或無促發炎細胞激素存在下對於細胞存活率之影響。結果顯示，不論有或無

CM 刺激下，各時間點的 CM 組細胞存活率均顯著低於無 CM 組 (Figure 2)。發

炎反應發生時，一些細胞激素如：IL-1、IL-6、TNF-α、IL-4、IFN-γ產生並作用

在發炎部位，增加發炎部位對於白血球的黏著(adhesion)、遷移(migration)及細胞

通透性（Roitt et al., 2002）。在本實驗中發現，以促發炎性 cytokine mix 刺激 IEC-18，
在 4 小時後即開始顯著降低細胞 MTT 反應且此作用維持到刺激後 48h，這與先

前其他文獻中報導在人類腸道上皮細胞株 Caco-2 培養物中加入 TNF-α、IL-1β及
IFN-γ培養 24 小時後，對於細胞 MTT 反應活性無顯著影響的結果有所差異 36。

推論這可能是由於觀察之細胞株不同所致。因為由於本研究所觀察的細胞株

IEC-18，是一種源自大鼠小腸線窩之 nontransforming 細胞株，其與 Caco-2 細胞

株相較下好處是其並非腫瘤細胞，且因為是大鼠小腸細胞，其觀察結果可用以說

明我們先前在以大鼠為模式的活體實驗中所觀察到的現象。 
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(三)促發炎性細胞激素存在下大蒜精油成分對於 IEC-18 細胞存活率之影響 

無 CM 存在下，不同濃度的大蒜精油成分對於細胞存活率的影響結果顯示於

Figure 3。培養 24 小時，GO 濃度增加至 5 µg/ml 後，隨 GO 濃度上升細胞存活率

顯著遞減；DAS、DADS 或 DATS 均在濃度增加至 0.01 mM 後，隨各含硫成分

濃度上升使細胞存活率顯著遞減。且在 24 小時培養條件下，GO、DAS、DADS
及 DATS 最大抑制細胞生長作用分別達 63.6%，54.7%，77.4%及 83.2%，顯示大

蒜精油含硫成分之細胞毒性隨含硫數增加而增加，此與過去其他學者在腫瘤細胞

株的發現一致 26。在培養 48 小時，細胞存活率隨大蒜精油各成分濃度變化之趨

勢相似，但是隨劑量增加所致之存活率抑制作用不如 24 小時的結果；GO、DAS、
DADS 及 DATS 最大抑制細胞生長作用分別達 31.1%，47.8%，52.5%及 72.7%。

由於大蒜精油成分為揮發性，培養 48 h 後之存活率在高濃度大蒜精油成分下高

於培養 24 h 之存活率可能是由於培養較長時間使部分大蒜精油成分揮發所致。 
在 CM 存在下，不同濃度的大蒜精油成分對於細胞存活率的影響結果顯示於

Figure 4。培養 24 小時，GO 濃度增加至 50 µg/ml 後，隨 GO 濃度上升細胞存活

率顯著遞減；DAS 濃度增加至 10 mM 後，細胞存活率顯著下降；DADS 及 DATS
濃度則在 0.01 mM 後，隨濃度上升細胞存活率顯著遞減。此結果與無細胞激素

存在下相較顯示細胞激素提高細胞可耐受之 GO 及 DAS 最低濃度，但是不影響

細胞耐受 DADS 及 DATS 的最低濃度。且在培養 48 小時時，細胞進一步降低對

於 DATS 濃度的耐受性，在 DATS 濃度增加至 0.005 mM 後，隨 DATS 濃度上升

細胞存活率顯著遞減。將不同時間不同濃度 GO 及 DAS、DADS、DATS 的細胞

存活率計算出其 LC50 發現不論有無 CM 存在，培養 24 小時之 LC50均相似，但

比較有無 CM 刺激下培養 48 小時之 LC50，結果顯示無 CM 刺激下 GO、DAS、
DADS 及 DATS 之 LC50 分別為 3.9 µg/ml、0.052 mM、0.032 mM 及 0.022 mM，

而有 CM 刺激下之 LC50 分別為 0.75 µg/ml、0.047 mM、0.0074 mM、0.0027 mM。

即在培養 48h 條件下 IEC-18 細胞株對於受試大蒜精油成分細胞毒性的感受性可

因存在促發炎細胞激素而增加，此結果印證本研究之假說。為了解 CM 誘發細胞

存活率改變及大蒜精油成分之作用與細胞產生 NO 產量是否有關，本實驗另外測

量 NO 在 48 小時細胞培養液中的含量。 

(四)促發炎性細胞激素存在下大蒜精油成分對於 IEC-18 細胞產生 NO 之影響 

由於細胞產生之 NO 會很快的轉為較穩定的 NO2+NO3 形式，因此可利用培養

液中 NO2+NO3 的濃度來代表細胞 NO 的產量。細胞分別與 CM 和不同濃度的 GO
及其 OSCs 共同培養 48 小時，Figure 5 中的結果顯示，CM 顯著誘發 NO 產生。

由於大蒜精油成分降低 NO 產生被認為對細胞具有保護作用 29，因此本研究進一

步觀察 CM 存在下，GO、DAS、DADS、DATS 對於 IEC-18 細胞 NO 產量之影

響。結果發現，NO 含量隨大蒜精油及其有機含硫成分濃度遞增而逐漸下降呈劑

量依賴反應(Figure 5)。此與過去研究 DADS 與 DATS 明顯抑制 LPS 誘導之巨噬

細胞株 RAW 264.7 之 iNOS 的表現，而抑制 NO 的生成相同結果 37。對照 Figure 
4 之結果發現，DAS (0-2.5 mM)、DADS (0-2.5 mM)、DATS (0-1 mM)隨濃度遞增

細胞存活率遞減，而在相同濃度範圍下的 NO 含量亦隨濃度遞增而遞減。這顯示

CM 刺激下，DAS、DADS 以及 DATS 抑制 IEC-18 產生會伴隨細胞存活率下降。 
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(五)促發炎細胞激素存在下 NO 抑制劑對於 IEC-18 存活率及 NO 產生之影響 

由於本研究希望釐清 CM 存在下，GO 及其 OSCs 降低細胞存活率是否與其抑制

NO 產生有關，因此本研究以 iNOS 抑制劑 aminoguanidine (AG)降低 NO 產量作

為 postive control，觀察 NO 產量與細胞死亡之關係。細胞分別與 CM 和不同濃

度的 AG (0.5 mM 或 5 mM)共同培養 48 小時。Figure 6A 結果顯示，在 CM 存在

下，加入 AG 可顯著逆轉 CM 所致之細胞存活率降低作用，且伴隨對於 CM 所誘

發之 NO 產生的抑制作用(Figure 6B)。此結果與上述發現大蒜精油、DADS 及

DATS 隨濃度增加降低 IEC-18 細胞株 NO 產量伴隨細胞存活率下降之結果並不

一致。進一步比較大蒜精油成分抑制 NO 產生與 0.5 mM AG 抑制 NO 產生在相

似程度下之細胞存活率; i.e. 0.5 mM AG、2.5 mM DADS 與 0.25 mM DATS (NO
含量分別為 55.98、56.5 及 78 mmol/mg protein; Figure 7A)，則發現 AG 組細胞存

活率遠高於 DADS 或 DATS 組 (Figure 7B)。探討其原因，至少可能是因 AG 與

這些 OSCs 降低 NO 產生的機制並不相同；AG 直接抑制 iNOS 活性，而這些 OSCs
則是透過降低 iNOS 轉錄因子 NF-κB 的活化 33,34。然而因 NF-κB 也是抗凋亡蛋

白 bcl-XL之轉錄因子 31，此蛋白質在一些細胞受到 cytokines 刺激下會被表現用

來 anti-apoptosis32。由於大蒜精油成分在促發炎性細胞激素刺激下可抑制淋巴細

胞及血管內皮細胞 NF-κB 的活化 33,34，故本研究推論大蒜精油成分除了抑制

iNOS 蛋白質表現也可能抑制 bcl-XL蛋白質表現。 

(六)促發炎性細胞激素存在下大蒜精油成分對於IEC-18細胞表現bcl-XL之影響 

利用 Western blotting 方法分析細胞 bcl-XL之表現，結果顯示於 Figure 8。在

CM 存在下(lane 10)此蛋白質的表現顯著高於無 CM 存在下的表現(lane 1)，此結

果符合過去在其他細胞類型的發現 32。在 CM 存在下，加入 1-5 µg/ml GO 使
bcl-XL表現逐漸下降，而 GO 濃度(10 µg/ml) 其 bcl-XL表現雖稍有增加，但皆低

於 CM 組(lane 10)；加入 0.1-0.5 mM DAS 濃度使 bcl-XL表現逐漸增加且高於 CM
組(lane 10)，而 DAS 在濃度 1 mM 使 bcl-XL表現下降；加入 0.05-0.5 mM DADS 
之 bcl-XL表現量均相似，且皆低於有 CM 組(lane 10)；加入 0.0025-0.05 mM DATS
隨濃度上升 bcl-XL表現逐漸遞增，但皆低於有 CM 組(lane 10) (Figure 8)。 

以上結果顯示造成 bcl-XL蛋白質表現受抑制的大蒜精油成分濃度範圍與 NO
產生受抑制的範圍大致相符，顯示極有可能大蒜精油成分因抑制 NF-κB 活化而

抑制 bcl-XL 蛋白質表現。至於大蒜精油及其有機含硫成分其濃度的高低對於

bcl-XL蛋白質表現呈現隨濃度增加先減後增或先增後減的情況，探討其原因，可

能是 NF-κB 並非 IEC-18 細胞株中唯一在 CM 作用下調節此 gene 表現之轉錄因

子，有可能 GO、DAS、DADS、DATS 也能對其他相關活化路徑或轉錄因子有

所調節。例如，bcl-XL 之表現亦受到 AP-1 的調控 38,39，此部分未來可對分子調

控機制再做更深入之探討。另外，由於以上在細胞存活率及 NO 產量測定的實驗

均為培養液中累積 48 小時之後果，而 bcl-XL 之測定為細胞於添加 GO、DAS、
DADS、DATS 成分後 48 小時時所測定，故可能錯失細胞表現該蛋白質之高峰期。

未來應進行 time course bcl-XL expression 之觀察，釐清大蒜精油成分對於此蛋白

質表現之劑量效應與細胞存活率之間的關係。 
(七)促發炎性細胞激素存在下大蒜精油成分對於 IEC-18 細胞 apoptosis 之影 

過去其他學者活體外觀察發現 TNF-α 誘發 IEC-6 細胞株的 apoptosis12。此
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外，有研究發現正常小腸細胞不表現 Fas，但在發炎性細胞激素刺激(IFN-γ 及

TNF-α)下，會表現大量 Fas，因而使細胞極易受 Fas-induced apoptosis 而死亡 12。

由於本研究發現 CM 顯著降低 IEC-18 細胞存活率且大蒜精油成分進一步降低細

胞存活率，且以上實驗亦驗證在 CM 存在下抗凋亡蛋白 bcl-XL 可不同程度受到

各種大蒜精油成分之抑制，故接下來藉由商業 apoptosis kit 進一步了解 IEC-18
細胞在 CM 存在下受到這些大蒜成分作用對於其 apoptosis 之影響。此 kit 分析可

偵測細胞 apoptosis 時其內生性 endonuclease 作用於雙股 DNA 後產生斷裂的

histone- associated-DNA-fragments (mono-及 oligonucleosomes)。結果如 Figure 9
所示，CM 刺激下明顯增加小腸上皮細胞株 IEC-18 apoptosis，而在有 CM 刺激

下，所加入之 GO 濃度增加到 50 µg/ml 時，細胞 apoptosis 顯著增加，但是在濃

度≧100 µg/ml 時細胞 apoptosis 卻反而下降，此 apoptosis 下降經以 trypan blue
染劑證實為多數細胞發生 necrosis 所致。DAS (0-2.5 mM)、DADS (0-2.5 mM)、
DATS (0-1 mM)則隨添加濃度遞增 apoptosis 遞增。根據本實驗結果推論，促發炎

性細胞激素導致細胞存活率降低及 DAS、DADS、DATS 進一步造成細胞死亡的

原因至少有部分是透過早期增加 apoptosis 而來。 
(八)結論與建議 

經由本實驗發現以IFN-γ、IL-1β及TNFα同時刺激迴腸上皮細胞株IEC-18

模擬發炎反應時，細胞存活率降低而 NO 產量增加。受這些促發炎細胞激素刺激

下，不論是 GO、DAS、DADS、DATS，對於小腸細胞株 IEC-18 之細胞毒性均大於

未受促發炎細胞激素刺激之細胞，即，促發炎細胞激素增加小腸細胞株 IEC-18

對於這些大蒜精油成分細胞毒性之感受性，因而呈現較低之 LC50；此外，隨受試

OSCs 含硫數越高其細胞毒性越強。促發炎細胞激素導致細胞存活率降低且 DAS、

DADS、DATS 進一步惡化促發炎細胞激素所致之細胞死亡伴隨增加之 apoptosis，

且伴隨降低之抗凋亡蛋白 bcl-XL表現而與抑制 NO 的產生無關。 

由於在促發炎細胞激素作用下，調節 bcl-XL gene 表現之轉錄因子有一種以

上，e.g. NFκB，AP-1，且促發炎細胞激素尚可能活化其他抗凋亡蛋白及凋亡蛋

白，GO、DAS、DADS、DATS 是否對其他與細胞凋亡相關之蛋白表現之活化路

徑或轉錄因子有所調節應在未來做更深入之探討。另外，完整的蛋白質表現觀

察，應進行 time course study，以避免錯失該蛋白質之高峰期，將在未來的研究

計畫中加以規劃進行。 

六、計畫成果自評 

本研究結果初步驗證了研究之初本計畫申請人所提出的三點研究假說。由於

在執行計畫期間，根據每項實驗的結果步步推衍，因而過程中對於計畫內容稍做

調整，但與原計畫內容大致相符，且無礙於達到驗證研究假說之目的。本研究之

學術價值在於首次提出大蒜成分在正常及病理狀態下對於小腸細胞的差異性影

響及其可能機制，而此研究成果在應用大蒜於預防性或治療性用途上也提供可能

副作用之參考。本研究部分數據已於 2005 年營養學會年會中發表 40, 且經整理

後, 將投稿至學術期刊希望能與相關研究領域的學者就本研究之主題有更多互

動及討論。 
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Figure 1. 接種之細胞密度及培養時間對於IEC-18細胞株生長之影響. (A) 細胞

數 (B) 蛋白質含量。細胞培養於 6 cm dish 中，密度分別為 0.25×105、0.5×105、1×105、2.5×105 

cells/100 µL，在培養時間(24、48、72 或 96 h)結束時, 收集細胞計數細胞數並以 Bio-Rad kit

進行蛋白質濃度測定實驗。 
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Figure 2. 促發炎性細胞激素刺激腸道上皮細胞株 IEC-18 後不同時間對於細胞

存活率之影響。細胞以 0.5×105 cells/100μl/well 接種於 96 孔盤並培養 4 h 使其貼盤, 然

後在有或無加入 cytokine mix (CM; 200 U/ml IFN-γ、5ng/ml IL-1β 及 100 ng/ml TNF-α)

條件下再培養 4, 24 或 48 h, 然後以 MTT 分析套組, 利用分光光度計依廠商說明分析細胞存活

率。結果以 means±SD 表示。*表示相同培養間有 CM 與無 CM 存在下有顯著差異(P<0.05)。 
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Figure 3. 大蒜精油及其有機含硫成分對於 IEC-18 細胞株存活率之影響。細胞以

0.5×105 cells/100μl/well接種於96孔盤並培養4 h使其貼盤, 然後加入不同濃度GO (A), DAS 

(B), DADS (C)或 DATS (D), 其後再經 24 或 48 h 培養後以 MTT 分析套組, 利用分光光度計依廠

商說明分析細胞存活率。結果以 means±SD 表示 (n=6~14)。 
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Figure 4. 促發炎性細胞激素刺激下，大蒜精油及其有機含硫成分對於 IEC-18 

MTT 反應之影響。細胞以 0.5×105 cells/100μl/well 接種於 96 孔盤並培養 4 h 使其貼盤, 然

後在有 cytokine mix (CM; 200 U/ml IFN-γ、5ng/ml IL-1β及 100 ng/ml TNF-α)存在下加

入不同濃度 GO (A), DAS (B), DADS (C)或 DATS (D), 其後再經 24或 48 h 培養後以 MTT 分析套

組, 利用分光光度計依廠商說明分析細胞存活率。結果以 means±SD 表示 (n=6~14)。 
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Figure 5. 促發炎性細胞激素刺激下，大蒜精油及其有機含硫成分對於 IEC-18 
產生 NO 之影響。細胞以 0.5×105 cells/100μl/well 接種於 96孔盤並培養 4 h使其貼盤, 然

後在 CM 存在下加入不同濃度 GO (A), DAS (B), DADS (C)或 DATS (D), 其後再經 48 h 培養後以

NO2/NO3 分析套組, 利用分光光度計依廠商說明分析。結果以 means±SD 表示 (n=6~14)。*表示

相同培養間有 CM 與無 CM 存在下有顯著差異(P<0.05)。abcde 符號不相同表示在 CM 存在下, 不

同濃度之相同大蒜精油成分處理組間有顯著差異(P<0.05)。 
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Figure 6. 促發炎性細胞激素與 iNOS 抑制劑 aminoguanidine 刺激腸道上皮細胞

株 IEC-18 後對於細胞存活率及 NO 含量之影響。細胞以 0.5×105 cells/100µl/well 接

種於 96 孔盤並培養 4 h 使其貼盤, 然後在有 CM 存在下加入不同濃度 aminoguanidine (AG; 0.5 

or 5 mM)並以載劑組(無 CM 存在下之培養條件)為控制組。其後再經 48 h 培養後, 以 MTT 分析

套組, 利用分光光度計依廠商說明分析存活率(A), 及以 NO2/NO3 分析套組, 利用分光光度計依

廠商說明分析 NO 產量(B)。結果以 means±SD 表示 (n=6~14)。*表示 CM 與控制組間有顯著差異

(P<0.05)。abc 符號不相同表示在 CM 存在下, 不同濃度之 AG 處理組間有顯著差異(P<0.05)。 
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Figure 7. 對於 NO 產生有相似程度之 aminoguanidine 與 DADS, DATS 劑量

下對於 cytokines 刺激之腸道上皮細胞株 IEC-18 存活率之影響。結果取自 Figure 

4, 5 及 6。*表示與 CM+AG 組間有顯著差異(P<0.05)。 
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Figure 8. 大蒜精油及其有機含硫成分對於促發炎性細胞激素刺激 IEC-18 之

iNOS 與 bcl-XL蛋白質表現之影響。(A) Lane 1：Control; Lane 2：GO 1 μg/ml; Lane 

3：GO 2.5 μg/ml; Lane 4：GO 5 μg/ml; Lane 5：GO 10 μg/ml; Lane 6：DATS 0.0025 mM; 

Lane 7：DATS 0.005 mM;   Lane 8：DATS 0.01 mM; Lane 9：DATS 0.05 mM; Lane 10：CM; Lane 

11：CM + DAS 0.1 mM; Lane 12：CM + DAS 0.25 mM; Lane 13：CM + DAS 0.5 mM; Lane 14：

CM + DAS 1 mM; Lane 15：CM + DADS 0.05 mM; Lane 16：CM + DADS 0.1 mM; Lane17：CM + DADS 

0.25 mM; Lane18：DADS 0.5 mM; bcl-XL蛋白質表現 intensity 以 CM 組為 100%量化之 GO 組結

果(B); DAS 組結果(C); DADS 組結果(D); DATS 組結果(E). 細胞培養於 5 cm dish 中 4hr 待貼

盤，加入或不加入 CM, 或於加入 CM 之條件下分別加入不同濃度 GO、DAS、DADS 或 DATS 再繼續

培養 48 h。Western blotting 中，初級抗體(mouse anti-bcl-X monoclonal IgG:buffer 

B=1:400)，二級抗體(goat anti mouse IgG:buffer B=1:100000)，結果以冷光螢光數位影像儀

器分析並以 beta-actin 含量校正。
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Figure 9. 大蒜精油及其有機含硫成分對於 IEC-18 細胞株 apoptosis 之影響 

利用 Cell Death Detection ELISAPLUS分析套組，依據廠商說明書進行，將 IEC-18 培養於 96 孔

盤中培養於有或無 CM 存在下, 另於加入 CM 之條件下分別加入不同濃度之 GO (A)、DAS (B)、DADS 

(C)或 DATS (D)，於 96 孔盤在二氧化碳培養箱(5% CO2, 37C)培養 4 h 後進行。結果以 means±SD 

表示 (n=6~14)。*表示相同培養間有 CM 與無 CM 存在下有顯著差異(P<0.05)。abcd 符號不相同

表示在 CM 存在下, 不同濃度之相同大蒜精油成分處理組間有顯著差異(P<0.05)。 


