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（I）前言 
龍葵（Solanum nigrum）始載於《唐本草》。原名龍葵、又名苦菜。龍葵醫學功能有：

1. 防止自由基所造成的DNA 傷害 (1,2)；2. 具有保肝作用，可保護肝臟免於四氯化碳誘導

的肝損傷 (3,4)；3. 誘導氮氧化物的產生 (5)；4. 在TPA 所刺激的乳癌細胞MCF-7 中，能

抑制細胞內轉錄因子NF-κB 和AP-1 與DNA 結合的活性 (6)；5. 在墨西哥的傳統醫學中已被

視為鎮定神經之藥物 (7)；6. 具有抑制小鼠肉瘤S-180 的活性 (8)；7. 抑制乳癌細胞MCF-7 
的生長及誘導細胞凋亡 (9)；8. 降低膽固醇 (10)；9. 用於肝炎、肺癌、膀胱癌治療 (11-14)；
10.輔助腫瘤治療 (15,16)；11.抑制腸癌乙烯轉移酵素活性 (17)。另外本群體計畫初步結果顯

示：12.龍葵水萃取物促進肝癌細胞HepG2 死亡，及增加GST Mu 之表現及降血脂作用。綜

合以上結果可歸納出龍葵具有【1】 抗氧化；【2】 抗發炎；【3】 抑制癌症發生率；【4】 
護肝作用；及【5】 降血脂之功能。 

脂蛋白中的 LDL 及 HDL 和粥狀動脈硬化有很強的相關性，動脈硬化最早期的徴狀為在

subendotherial space 聚集 cholesterol ester rich 的 foam cell，而這些 cholesterol ester 則來自被

modified 的 LDL，當 macrophage 或 monocyte 吞噬大量的被修飾過的氧化型 LDL 後，即形成

foam cell，macrophage對於native含B,E-apolipoprotein的LDL並沒有吞噬效果，而經chemically 
modified negative charged LDL (如 acetyl-LDL)則可快速被 macrophage 上的 receptor 辨識，並

由 macrophage 吞噬。 
Atherosclerosis 是一種複雜多樣性的過程，脂蛋白的氧化在 atherosclerosis 之致病佔有

重要角色，在許多研究中被認為是一種 atherosclerosis agent。從 atherosclerosis lesions 也發現

LDL 有抗氧化傷害（18，19），氧化型 LDL 發生於 endothelial cells，monocyte/macrophages 及
smooth muscle cells（20），在 macrophage 之 ox-LDL 能夠結合 LDL-receptor 再經由下列四種

機轉成為一種 proatherogenic：【1】加強macrophage作用，造成 cholesteryl ester 增加及 foam-cell
產生；【2】促使 circulating monocytes and T-lymophocytes 產生；【3】cytotoxic 作用；【4】改

變血小板 aggregation（21）。 
許多 antioxidants，已被認為具有降低 LDL 的氧化作用及 atherosclerosis，如 curcumin 及

baicalein，也抑制 vascular smooth muscle cell 的增生及促進 apoptosis，龍葵水萃取物除具有抗

氧化、防癌之作用外，本實驗室也已發現其可能具有降血脂之功能。綜合這些結果，龍葵水

萃取物作用在抗心血管疾病應無疑問。本計劃擬進一步證明發展保健食品之證據及其必要性。 
Apoptosis 是一種細胞凋亡的機制，包含了正常的發育及許多 pathological 狀況，如細胞

受到 oxidative stress 而產生 apoptosis，最近有許多報告指出 ox-LDL 能夠誘導 smooth muscle 
cells，macrophages，dorsal root ganglia 及 lymphoblastoid 及 human coronary artery endothelial 
cells，產生 apoptosis 的現象在人的 atherosclerotic lesions 發現有許多 apoptotic cells，尤其是發

炎細胞，如 macrophages 及 T cells，此 apoptotic cells 可能是造成 gruel 堆積及 plaque instability，
因此 ox-LDL 可能造成 apoptotic cells 堆積於 atherosclerotic plaques 成為 atherosclerosis。 
(II) 研究目的 
龍葵成份已有多項抗癌及抗氧化之報告，在我們上年度的試驗中也發現龍葵水萃取物 
(SNWE) 及龍葵多酚萃取物 (SNPE) 含有高量的多酚，並且能夠抑制血脂肪及LDL氧化，及

在in vitro、ex vivo 及 in vivo中抑制心血管疾病的作用，本年度將繼續進行機轉的探討，內容

為SNWE及SNPE抑制巨噬細胞apoptosis，以期能將此成果藉由科學研究證據發展為抑制心血

管疾病的保健食品。 
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(IV) 研究方法 
由於巨噬細胞之 apoptosis 與 atherosclerosis 有關，而巨噬細胞經由 ox-LDL 誘導產生

apoptosis 與 atherosclerosis 已被證實，因此本年擬探討 SNWE 或 SNPE 抑制

ox-LDL-induced apoptosis 之作用，以說明抑制 atherosclerosis 之機轉。 
 

(A) Cell culture 
本試驗取用 THP-1 cells 培養於 DMEM 培養液中（PH7.3），培養液中另添加 10％FBS（foetal 
bovine serum；胎牛血清）、1％penicillin streptomycin 與 1％L-glutamine。THP-1 cells 同培

養液一起培養於恆溫培養箱（37℃；5% CO2），更換培養液的時間及次數依細胞生長速度

而定，進行誘導前先以 TPA 處理 48 小時以使 THP-1 分化為 macrophage。 
(B) LDL-oxidation 
以 sequential ultracentrifugation 分離之 LDL （同上方法），置於 Tris-HCl buffer （0.01 M, PH 
7.4）含 1 mM EDTA，以通過 0.22 μM pore-size Millipore membrane 滅菌，備用，可保

存三星期。ox-LDL 製備則以 LDL 與 5μM CuSO4 在 37℃下作用 24 hr，然後去除 EDTA。 
(C) 凋謝死亡分析 



分化後之巨噬細胞（4x106）置於 25 cm2 flask 培養兩天後加入 LDL（控制組），及 ox-LDL，
再以不同濃度 SNE 或 SNPE 加入培養 24 hr 或 48 hr。凋謝死亡分析則分別以：（1）MTT
分析；（2）flow cytometer 分析 hypodiploid DNA；（3）DNA fragmentation 分析（4）細胞

型態觀察。 
（1）MTT 分析 

經上述方法處理 ox-LDL 及 SNE 或 SNPE 後，培養 24 hr 或 48 hr 後，以離心去培

養基，加入 2ml 新鮮無血清之培養基（DMEM-F12）與 200Μl MTT （5 mg/ml）
繼續培養 4 hr，去除培養液後，加入 1.5 ml isopropanol，均勻分散細胞後離心，

取 1 ml 上清液在 563 nm 測其吸光。 
（2）凋謝體及細胞週期分析 

本實驗主要採用 Becton Dickinson 公司所生產的 CyaleTESTTM PLUS DNA 
Reagent Kit 來完成。細胞（5x105）以 900 rpm，5 min 離心去除培養液後，以 PBS
（含 1 mM ZnCl2）wash 細胞一次。加入 250μl Solution A（trypsin buffer），25
℃輕緩混合 10 min 之後，250μl Solution B（trypsin inhibitor and RNase buffer），
於 25℃輕搖混合 10 min，接著於 4℃下加入 200μl Solution C（propidium iodide），
避光反應 10 min，最後以 Flow cytometer（FACS）測定。 

（3）DNA 斷裂片段之測定 
收集處理之細胞，經 800x g，4℃離心 10 min 後，以 0.05 SDS 和 100 mM EDTA
溶解，加入 20 μg/ml RNase A，37℃，1hr 後，再加入 100 μg/ml proteinase K 於
50℃處理三小時，再用 phenol，chloroform 和 isoamylalcohol（25：24：1）萃取

後，加入兩倍體積之 alcohol 及 0.1 倍體積之 3 M sodium acetate （pH 7.2），置於

-20℃過夜，沉澱物以 14,700 rpm 離心 30 min，再以 DNase-free RNase 在 37℃作

用 1 hr，溶於 TE buffer（10 mM Tris-HCl，1 mM EDTA，pH 8.0），以 1.5﹪agarose 
gel electrophoresis。 

（4）細胞型態觀察與核染色 
在細胞培養液中加入 SNWE 或 SNPE，培養 24 hr 後，以倒立式顯微鏡於 100 倍

拍照，而核內染色則是先以 PBS wash 細胞，再將細胞懸浮於冰冷的 PBS 中，細

胞濃度調整為 5x105/ml，取 0.5 ml 滴入 cytospin cup 內，以 850 rpm，5min 將細

胞均勻離心打至玻片，之後用絕對酒精固定，以 0.1﹪hematoxylin 或 50μg/ml 
propidium iodide 染色 5 min，最後經蒸餾水沖洗，蓋上蓋玻片，置於顯微鏡下觀

察。 
(D) SNWE 或 SNPE 抗 ox-LDL-induced apoptosis 機轉分析 

同（C）處理後，以 Western blotting 分析 bcl-2 family、Caspase3、caspase 8。 

＜Western blotting 分析＞ 
取 100μg 蛋白含量之細胞萃取液，加入等體積之 protein loading buffer 混合均勻，

loading 至 10﹪SDS-PAGE，電泳完成後，以 4℃，100 mA 轉移蛋白，浸入含 3﹪
胎牛血清之 TBST 緩衝液內，於室溫下搖動 2 hr，加入 Ab（p53、c-myc、bcl-2 family、
CPP32）作用 3.5 hr，再以 TBST 清洗三次，再與 secondary  Ab（0.2μg/ml）反應

1 hr 後，以 TBST 清洗，浸入受質緩衝液（內含有 BCIP、NBT）進行呈色反應，

約 10-30 min，直至色帶出現。（註：buffer A 為 20 mM Tris –HCl，pH 7.4，EDTA 2 
mM，glycerol 10﹪，sucrose 0.33 M，β-mercaptoethanol 50 mM，PMSF 2 mM 及
leupeptin 25μg/ml；TBST buffer 為 Tris-HCl 10 mM，NaCl 100 mM，Tween 20 0.1
﹪） 

(V) 結果與討論 
1. 預先處理 SNWE 對氧化型 LDL 所引起的細胞死亡之影響 



細胞預先處理 SNWE，濃度分別為 1, 2, 3 mg/ml，爾後加入 LDL 及 5 μM CuSO4 後培養

24 小時，測定 MTT，可以發現 OxLDL 所誘發的細胞死亡可被預先處理的 SNWE 所抑

制，在濃度為 3.0 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。(Figure 
1) 

2. 預先處理 SNWE 對氧化型 LDL 所造成之 DNA 斷裂之影響 
以 DAPI stain 進行 in situ 的測試後，結果在 Figure 2 中發現當細胞死亡的時候，我們可

以觀察到明顯的藍色螢光，而在濃度 3.0 mg/ml 的情況下可將細胞死亡的情形抑制得極

為明顯。 
3. 預先處理 SNWE 對氧化型 LDL 所引起的 subG1 之影響 
細胞預先處理 SNWE，培養 24 小時，測定 subG1，可以發現 OxLDL 所誘發的 subG1 上

升被預先處理的 SNWE 所抑制，在濃度為 3.0 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。(Figure 3) 
4. 預先處理 SNWE 對氧化型 LDL 所造成之 extrinsic pathway 之影響 

Figure 4 顯示 Caspase3 及 caspase8 在 oxLDL 加入後皆被 cleavage，而加入 SNWE 後則

隨濃度增加而呈現不 cleavage 的現象，但在 Fas 及 FasL 則無明顯改變。 
5. 預先處理 SNWE 對氧化型 LDL 所造成之 intrinsic pathway 之影響 

Figure 5 顯示在 oxLDL 加入後 Bax 表現量上升及 Bcl 表現量下降，而加入 SNWE 後則隨

濃度增加而呈現 Bax 表現量逐漸下降及 Bcl 表現量逐漸上升。 
6. 預先處理 SNPE 對氧化型 LDL 所引起的細胞死亡之影響 
細胞預先處理 SNPE，濃度分別為 1, 5, 10 μg/ml，爾後加入 LDL 及 5 μM CuSO4 後培養

15 小時，測定 MTT，可以發現 OxLDL 所誘發的細胞死亡可被預先處理的 SNWE 所抑

制，在濃度為 10 μg/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。(Figure 
6) 

7.預先處理 SNPE 對氧化型 LDL 所造成之 DNA 斷裂之影響 
以 DAPI stain 進行 in situ 的測試後，結果在 Figure 7 中發現當細胞死亡的時候，我們可

以觀察到明顯的藍色螢光，而在濃度 10 μg/ml 的情況下可將細胞死亡的情形抑制得極為

明顯。 
8. 預先處理 SNPE 對氧化型 LDL 所引起的 subG1 之影響 
細胞預先處理 SNPE，培養 24 小時，測定 subG1，可以發現 OxLDL 所誘發的 subG1 上

升被預先處理的 SNPE 所抑制，在濃度為 10 μg/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。(Figure 8) 
9. 預先處理 SNPE 對氧化型 LDL 所造成之 extrinsic pathway 之影響 

Figure 9 顯示 Caspase3 及 caspase8 在 oxLDL 加入後皆被 cleavage，而加入 SNPE 後則隨

濃度增加而呈現 cleavage 減緩的現象，但在 Fas 及 FasL 表現則無明顯改變。 
10. 預先處理 SNPE 對氧化型 LDL 所造成之 intrinsic pathway 之影響 

Figure 10 顯示在 oxLDL 加入後 Bax 表現量上升及 Bcl 表現量下降，而加入 SNPE 後則

隨濃度增加而呈現 Bax 表現量逐漸下降及 Bcl 表現量逐漸上升。 
(VI) 計畫成果自評 
 

1. 已達成預定成效。 
（1）完成 ox-LDL-induced macrophage apoptosis 之模式。 
（2）完成 SNWE 或 SNPE 抑制 ox-LDL-induced macrophage apoptosis 之作用。 
（3）完成 ox -LDL-induced macrophage cell apoptosis 之 signaling pathway。 

2. 已整理部分內容投稿中。



 
Figure 1. The inhibitory effect of SNWE on oxLDL-induced macrophage death 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. DNA fragmentation of SNWE on oxLDL-induced macrophage death 
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Figure 3. subG1 analysis of SNWE on oxLDL-induced macrophage death 
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Figure 4. Extrinsic apoptotic molecules of SNWE on oxLDL-induced apoptosis 

 

 
 

Figure 5. Intrinsic apoptotic molecules of SNWE on oxLDL-induced apoptosis 
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Figure 6. The inhibitory effect of SNPE on oxLDL-induced macrophage death 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 7. DNA fragmentation of SNPE on oxLDL-induced macrophage death 
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Figure 8. subG1 analysis of SNPE on oxLDL-induced macrophage death 
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Figure 9. Extrinsic apoptotic molecules of SNPE on oxLDL-induced apoptosis 

 
 

 
 
 
Figure 10. Intrinsic apoptotic molecules of SNPE on oxLDL-induced apoptosis 
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