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中文摘要 

  過去研究已證實多種植化物(phytochemicals)的生物活性與其調節抗氧化基

因表現有關，其中又以類黃酮(flavonoids)受到最多的注意與研究，除了類黃酮本

身具有強效的抗氧化能力之外，在活化或抑制訊息傳遞過程中也扮演重要角色， 

可調控抗氧化酵素及 phase II 酵素表現，而增強細胞防禦系統抵抗氧化壓力。本

研究以大鼠初代肝細胞為模式，探討並比較五種類黃酮化合物(apigenin、butein、

chrysin、luteolin 和 phloretin)調節肝臟抗氧化酵素表現－第一型血基質氧化酶

(heme oxygenase-1, HO-1)和麩胱肽合成酶催化次單元(glutamate-cysteine ligase 

catalytic subunit, GCLC)之生理效應。結果顯示：各種類黃酮在 25 μM 處理濃度

下，培養 24 小時，除了 phloretin 不影響 mRNA 表現，其餘類黃酮皆可誘發 HO-1 

mRNA 與蛋白質表現，依序為 butein＞chrysin＞luteolin＞phloretin＞apigenin；在

GCLC 蛋白質和 mRNA 表現上，除 apigenin 外，其餘類黃酮組表現量皆高於對

照組，以 chrysin、butein 和 phloretin 效果最佳，luteolin 次之。在胞內麩胱甘肽

(GSH)含量變化方面，類黃酮處理組的胞內還原態 GSH 含量及 GSH/GSSG 比值

均高於對照組(p<0.05)。進一步探討類黃酮調控抗氧化酵素表現的分子機轉，在

查酮類 butein 處理下，細胞核內 Nrf2 的含量以時間效應關係增加，EMSA 也證

實 butein、chrysin、apigenin 三者在增加 Nrf2 和 antioxidant-response element (ARE)

的結合效果最佳，利用 3x ARE-Luc reporter plasmid 轉殖實驗，也顯示 butein、

chrysin、luteolin 增加 luciferase 活性的效果最好(p<0.05)。另外，利用 H2DCF-DA

測定胞內氧化壓力，觀察到預處理 butein與 chrysin可降低 tert-butyl hydroperoxide 

(tBHP)誘發 ROS 生成。上述結果證實類黃酮減少胞內 ROS 生成量，可能是透過

活化 Nrf2/ARE 路徑向上調節 HO-1 和 GCLC 抗氧化酵素的基因表現，以查酮類

butein 誘發效果最好，黃酮類 chrysin 效果次之；並且此效應可能與增加胞內 GSH

生合成有關，這將有助於提升肝細胞的抗氧化保護能力。 

關鍵字：類黃酮、第一型血基質氧化酶、麩胱肽合成酶、大鼠初代肝細胞 



 

vii 

英文摘要 

  Previous studies have shown that bioactivity of phytochemicals associated with 

the regulation on antioxidant gene expression. Flavonoids are phytochemicals 

attracting the most of attention. In addition to antioxidant activity, flavonoids play an 

important role in modulation of cell signaling pathway and regulate numerous of 

antioxidant enzyme and phase II detoxification enzyme expression. In this study, we 

intend to explore the change on heme oxygenase-1 (HO-1) and glutamate-cysteine 

ligase catalytic subunit (GCLC) gene expression by five flavonoids compounds 

including two chalcons (butein and phloretin) and three flavones (apigenin, chrysin, 

and luteolin) in hepatocytes. Primary hepatocytes isolated from rats were treated with 

various concentrations of each of flavonoids for 24 h, then, HO-1 and GCLC protein 

and mRNA expression and glutathione (GSH) and GSH disulfide (GSSG) levels, and 

intracellular ROS production were determined. Results indicated that, with the 

exception of phloretin, 25 μM each of the rest flavonoids significantly induced HO-1 

protein and mRNA expression (p<0.05). With the GCLC expression, 25 μM of butein, 

phloretin, and chrysin significantly increased GCLC protein and mRNA levels 

(p<0.05). Intracellular GSH contrents and GSH/GSSG ratio were also noted to be 

increased in all flavonoid-treated cells. A time–dependent increase of nuclear Nrf2 

content was noted in cells treated with butein. EMSA further revealed that butein, 

chrysin, and apigenin stimulated the DNA binding activity of Nrf2. Moreover, 

transient transfection with 3x ARE-Luc reporter, significantly increase of luciferase 

activity was noted in cells treated with butein, chrysin, and apigenin (p<0.05). By 

confocal microscopy, ROS production induced by tert-butyl hydroperoxide was 

suppressed by butein and chrysin. Taken together, results suggest that butein and 

chrysin are potent on up-regulating HO-1 and GCLC transcription by activating 

Nrf2/ARE pathway, which results in the enhancement of intracellular antioxidant 

defense capability. 

 

Keywords：Flavonoids, Glutamate-cysteine ligase, Heme oxygenase-1, Rat primary 

hepatocyte. 
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第一章、前言 

  在生活步調快速、工作節奏緊湊的現代社會，人們常因不良的生活型態、不

適當的飲食習慣或暴露於不同環境化學物質等因素，使人體長期處於高壓力的情

況下，導致體內自由基生成與氧化壓力累積。而「氧化壓力」被認為是慢性疾病

之根源，可能會增加肝臟疾病、糖尿病、心血管疾病、視網膜病變及癌症等疾病

罹患的風險。 

  除了維持良好生活習慣、適當紓壓外，近年來，許多流行病學研究指出，多

食蔬果可降低許多疾病之罹患率，可能與其中所含之植物化學物質

(phytochemicals)有關(朱燕華, 1998)。而廣泛存在於蔬果、種子及飲料(茶、咖啡、

啤酒和酒)中的類黃酮(flavonoids)其多樣的生理活性備受注意與研究。因此，若

能透過飲食手段，增加植物化學物質之攝取，可能有助於維持體內氧化還原的平

衡，可促進健康並減少疾病的發生。在本研究中，我們將探討類黃酮與體內抗氧

化防禦系統之相關性，有助於了解其生理機能性在未來保健應用上的潛力。 
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第二章、文獻探討 

一、 類黃酮(Flavonoids)化合物之簡介 

  許多流行病學研究顯示，多食蔬果可以減少慢性病的發生，其中的保護作用

可能與蔬果含有豐富的生理活性物質有關，除了多種營養素成分的角色外，其他

非營養因子，比如類胡蘿蔔素、植物固醇、多酚類、植物雌激素及硫化物等植物

化學物質(植化物，phytochemicals)的重要性也常見討論(朱燕華, 1998)。事實上，

目前為止已有不少研究指出這些植化物有作為化學預防劑(chemopreventive 

agent)的潛力(范少怡, 2006)，可以應用在癌症、心血管疾病與其他慢性疾病的預

防及延緩進展上。在眾多的植化物中，又以類黃酮(flavonoids)受到最多的注意與

研究，其為天然多酚類化合物(polyphenolic compounds)的一種，是植物的二級代

謝產物，主要存在於蔬果、種子及飲料(茶、咖啡、啤酒和酒)中，它們含量的多

少易受到收成季節、植物成熟度、植物品種等因素的影響，也因各國飲食習慣和

文化背景的差異，不同地區民眾日常攝取之類黃酮含量亦有所差異(Hertog et al., 

1994)。 

 

(一)類黃酮之結構與分類 

結構式為 2-phenyl-benzo-α-pyrones，是一種 diphenylpropane，主要是以 flavan 

(黃烷)為核心，由兩個苯環(A 和 B 環)與含氧的 pyran 環(C 環)結合成 C6-C3-C6

的基本骨架(圖一)。在其雜環上，因不同取代基之存在而衍生出約 4000 種不同

的衍生物，其種類與含量則隨植物之不同而有差異(Rice-Evans et al., 1996)。 

 
圖一、類黃酮基本結構(陳皓君, 2006) 
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表一、類黃酮分類及其化學結構、特性 

類別           基本結構與特性   取代基位置 
 
黃酮(flavones) 

C 環上 C-2 和 C-3 為雙鍵，

C-4 位置以羰基(C=O)型式存

在，A 環在 C-5 及 C-7 上有

OH 基。 

 
查酮(chalcones) 

 

為 flavone 開環後之結構。 

 
黃酮醇(flavonols) 結構與 flavone 相似，但 C

環之 C-3 位置上的氫以羥基

(OH)置換。 

 
黃烷酮(flavanones) 

C 環之 C-2 及 C-3 間為單鍵。

 
黃烷醇(flavanols) 

 

即黃烷酮之C環中C-4位置的

C=O基消失，C-3位置之氫以

羥基取代，且C-2及C-3間由

雙鍵變為單鍵。 
 
黃烷酮醇(flavanonols) 

結構與黃烷酮相似，但 C 環

C-3 位置之氫以羥基取代，且

C-2、C-3 位置雙鍵變為單鍵。

異黃酮(isoflavones) 
苯環(B 環)不在 C 環之 C-2
位置，而是接在 C-3 位置。 

 
花青素(anthocyanin) 

C 環之 C-1、C-2 及 C-3、C-4 
位置為雙鍵，且 C-3 位置有

羥基取代。 

(Cook and Samman, 1996; Hanneken et al., 2006) 
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  類黃酮根據其化學結構可概分為八大類(表一)，分別為黃酮(flavones)、查酮

(chalcones)、黃酮醇(flavonols)、黃烷酮(flavanones)、黃烷醇(flavanols)、黃烷酮

醇(flavanonols)、異黃酮(isoflavones)及花青素(anthoyanidins) (Martens et al., 

2001)。本實驗預計選用的 5 種類黃酮化合物(Apigenin、Butein、Chrysin、Luteolin、

Phloretin)則分屬黃酮和查酮兩類(表二)。 

 

1. 黃酮類(Flavones) 

  由於 C 環的 C-2 及 C-3 間為雙鍵型態，且 C-4 位置以酮基的形式存在，所

以稱為黃酮。黃酮是一種黃色色素，廣泛存在於花瓣、葉子和水果中，也是人類

飲食中最多的一種類黃酮，主要的食物來源有芹菜、香菜、甜紅椒、檸檬、蔓越

莓、蜂膠及橄欖(Moon et al., 2006)等，成員包括 acacetin、apigenin、balicalein、

chrysin、diosmetin 及 luteolin 等(Cook and Samman, 1996)。黃酮具有多種生物活

性，已知者有抗發炎、抗氧化(Pushpavalli et al., 2010)、抗菌以及抗癌(Jaganathan 

and Mandal, 2009; Kandaswami et al., 2005)等功能。本實驗預計測試其中三種黃酮

化合物，分別為 apigenin (芹素)、luteolin (木犀草素)、chrysin (白楊素)。 

 

2. 查酮類(Chalcones) 

為 C 環開鏈結構者，帶有高親電子性的 α,β-unsaturated carbonyl moiety，研

究指出具此結構特性者，易活化Nrf2及誘發 phase II解毒酵素的表現(Foresti et al., 

2005; Sabzevari et al., 2004)。查酮是一種顏色由黃色到橙色的化合物，主要的食

物來源有蘋果皮、相思豆、啤酒及啤酒花(Moon et al., 2006)等。查酮類成員包括

butein、okanin、phloretin、phloridzin 等，本實驗將選測其中兩種，分別為 butein 

(紫鉚花素)和 phloretin (根皮素)。 

  Butein (3,4,2′,4′-tetrahydroxychalcone)為 Rhus verniciflua Stokes (漆樹，為漆

樹科)和 Dalbergia odorifera (降香檀，屬豆科植物)植物中主要活性成分之一，常

用於治療疼痛、血栓性疾病、胃炎及寄生蟲感染(Kang et al., 2004)等。研究證實 
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butein 具有抗氧化(Lee et al., 2002)、抑制癌細胞蛋白質激酶活性(Yang et al., 

2001)、抗發炎(Lee et al., 2007)、抗肝纖維化(Lee et al., 2003)以及抗癌等生理作用

(Lee et al., 2007)。 

  Phloretin (2′,4′,6′,4-Tetrahydroxydihydrochalcone)則大量存在於蘋果中，尤其

是蘋果皮。Phloretin 具有抗氧化、清除過氧化硝酸根(ONOO-)及抑制脂質過氧化

等作用(Rezk et al., 2002)，Phloretin 也可抑制細胞激素誘發血管內皮細胞黏著分

子的表現(Stangl et al., 2005)，被認為有預防心血管疾病的效應。 

 

表二、本實驗所使用 5 種不同種類之類黃酮化合物  

■ 黃酮(Flavones)   

 

chrysin 
(5, 7-OH) 

apigenin 
(5, 7, 4’ –OH) 

luteolin 
(5, 7, 3’, 4’ –OH) 

   

■ 查酮(Chalcones)   

  
phloretin 

(4, 2’, 4’, 6’ –OH) 
butein 

(3, 4, 4’, 6’ –OH) 
  

(Cook and Samman, 1996) 
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(二)類黃酮之消化吸收與代謝 

  類黃酮主要以游離態之醣苷(glycoside)形式廣泛存在於植物界，經攝入體內

後，在腸道中必須先受腸內酵素或腸道微生物水解成較低極性的非醣體

(aglycone)，再以被動擴散方式進入體內，所以非醣體型態較醣苷形式易被腸細

胞吸收利用。當非醣體進入體內，它們會在腸上皮細胞及肝細胞中進行代謝，又

稱為藥物代謝(drug metabolism)或生物轉換作用(biotransformation)，比如氧化、

醣醛酸化(glucuronidation)、硫酸化(sulfation)、麩胱甘肽化(glutathionation)及甲基

化(methylation)，轉化成高極性的結合態代謝物(Cook and Samman, 1996; Nijveldt 

et al., 2001)。 

 

(三)類黃酮之生理功能 

  類黃酮具有多樣的生理機能，已知者有(1)預防心血管疾病：比如降血脂與

抑制 LDL 氧化(Stangl et al., 2005)、抑制血小板凝集與抗血栓作用(Nardini et al., 

2007; Nijveldt et al., 2001)；(2)抑制發炎反應：比如抑制環氧化酶及脂質氧化酶路

徑(Middleton et al., 2000)；(3)抗病毒(antivirus)：比如殺死肺炎之副流行性感冒病

毒(PIV)、呼吸道融合病毒(RSV)(Ma et al., 2002)；(4)調節免疫及抗過敏作用

(Alexandrakis et al., 2003; Wang and Mazza, 2002)；(5)類雌激素作用，可改善更年

期的症狀(Zand et al., 2000)；(6)預防骨質疏鬆(Antiosteoporotic effects)(Di Carlo et 

al., 1999)；(7)抗癌：促進癌細胞凋亡(Hodek et al., 2002)等。除此之外，類黃酮也

是強效的抗氧化分子，而且它們的抗氧化能力的高低與其結構有關(Rice-Evans, 

2001; Rice-Evans et al., 1996)。以下即針對類黃酮結構與抗氧化能力進一步介紹。 

 

1. 類黃酮之抗氧化功能 

  類黃酮所以為抗氧化劑的主要原因為：(1)金屬螯合劑：可與鐵、銅離子鍵

結，降低其活性；(2)還原劑：因為酚結構上所帶的氫氧基可使其扮演還原劑之

角色，能還原氧化態的維生素 E 或 C，有助其再生(regeneration)；(3)活性氧清除
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者：直接去除自由基及活性氧分子，終止自由基連鎖反應(Cook and Samman, 

1996)；(4)上調抗氧化酵素基因表現，已知部分類黃酮分子可透過細胞訊號路徑，

誘發抗氧化酵素及 phase II 解毒酵素表現，增強細胞防禦系統，抵抗氧化壓力，

比如 glutathione S-transferase (GST，麩胱甘肽硫轉移酶)、glutamate-cysteine ligase 

(GCL，麩胱肽合成酶)、heme oxygenase 1 (HO-1，第一型血基質氧化酶)等(Bravo, 

1998; Hanneken et al., 2006)。 

 

2. 類黃酮結構與抗氧化能力之關係 

  如前所述，類黃酮包含兩個苯環及一個含氧酚基，一般認為其羥化作用之位

置及程度和它的抗氧化能力強弱有關，文獻指出其中關鍵因子為：(1)羥基數目

的多寡：A、B 環上羥基(OH)數目越多者，清除自由基的能力越高，羥基數目減

少，則活性快速下降，如比較 Lut、Apg、Chr 三種黃酮類的總抗氧化能力(TEAC)，

含有 4 個羥基之 Luteolin 抗氧化活性最強，依序為 Lut＞Apg＞Chr (Cook and 

Samman, 1996; Rice-Evans et al., 1996)；(2)羥基的位置：A 環的 C-5 和 C-7 位置、

B 環的 C-3 和 C-4′ 位置及 C 環的 C-3 位置的羥化作用，顯示與抑制脂質過氧化

的活性有正向關係(Cholbi et al., 1991)；(3) C 環上 C-2 和 C-3 間有雙鍵者，有較

佳的抗氧化力，若雙鍵被氫化後，將會減弱其抗氧化能力(Joyeux et al., 1995)；(4) 

C 環 C-4 位置的羰基(C=O)和 C 環的 C-3 或 A 環的 C-5 位置上有羥基的類黃酮，

由於可形成分子內氫鍵，具有較強的自由基清除力及螯合鐵離子能力，比如

quercetin 和 rutin (Afanas'ev et al., 1989)；(5)醣基的存在：非醣體(aglycone)如

apigenin、quercetin 和 phloretin 在抑制 MDA (malondialdehyde，丙二醛)生成方面

明顯較它們的含醣基化合物(醣苷)為佳，推測這與醣基可能形成立體障礙的緣故

有關，因而降低其抗氧化能力。 
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二、生物體之細胞抗氧化防禦系統 (Cellular antioxidant defense 

system) 

  生物體於有氧代謝過程中會自然形成許多活性氧物質(reactive oxygen 

species)，比如超氧陰離子(superoxide anion radical，O2
－•)、過氧化氫(hydrogen 

peroxide，H2O2)、氫氧自由基(hydroxyl radical，．OH)、過氧化自由基(peroxyl radical)

等，它們除了來自體內的內生性反應－粒腺體電子傳遞鏈、酵素氧化反應、自體

氧化外；也有部分活性氧來自外源性－離子幅射、空氣污染、抽煙等。當這些具

未成對電子的自由基與活性氧過多時，會和體內許多重要分子如核酸、蛋白質、

或生物膜上之多元性不飽和脂肪酸反應，引起生物體氧化性傷害，如未能及時修

復，將導致疾病的產生(Valko et al., 2007)。因此在正常情況下，為反制氧化傷害，

生物體演化出一套抗氧化防禦系統(圖二)，此系統分由兩子系統所組成，一為由

多種抗氧化酵素組成的酵素系統，另一則由非酵素性之抗氧化物質組成的抗氧化

分子系統，兩者以交互協同之作用抵抗活性氧分子的生成，達到自我保護的目的

(Berlett and Stadtman, 1997)。 

 

 
圖二、生物體之細胞防禦系統(Berlett and Stadtman, 1997) 
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  (1)酵素性抗氧化防禦系統(enzymatic antioxidant defenses)：由數種酵素所組

成，包括超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、觸酶(catalase, CAT)與麩胱

甘肽過氧化酶、血基質氧化酶、麩胱肽合成酶(Valko et al., 2006)等；(2)非酵素性

抗氧化防禦系統(non-enzymatic antioxidant defenses)，由各類抗氧化分子所組成，

包括脂溶性成分如維生素 E、類胡蘿蔔素與水溶性成分如維生素 C (ascorbic 

acid)、麩胱甘肽(glutathione, GSH)、類黃酮及有機硒等。以及(3)其他輔助性系統：

未直接與活性分子反應，而是間接協助抗氧化分子或酵素的作用，如麩胱甘肽還

原酶、葡萄糖-6-磷酸去氫酶和運鐵蛋白(transferrin)等。 

 

(一) 酵素性抗氧化防禦系統(Enzymatic antioxidant defenses) 

1. 超氧化物歧化酶(SOD) 

因所含金屬離子的不同，SOD 可分為 CuZn-SOD 與 Mn-SOD 二種同功酵素，

Cu, Zn-SOD 主要分布於細胞質與粒線體內，Mn-SOD 則只存在於粒線體內。SOD

主要是利用歧化作用(dismutation)將超氧陰離子還原成過氧化氫，隨後過氧化氫

再由麩胱甘肽過氧化酶(glutathione peroxidase, GPx)或觸酶(catalase)分解為

H2O，以減輕 O2
－•可能對細胞產生之傷害(Mates et al., 1999; Young and Woodside, 

2001)。 

 

2. 觸酶(CAT) 

CAT 主要分佈於各組織細胞(如肝、腎細胞)內的過氧化體與溶小體中，形成 

一種 Fe3+-hemeproteins 的四聚體(tetramer)蛋白質，可將細胞氧化所產生的 H2O2

分解成 H2O 與 O2(Galecka et al., 2008)。 

 

3. 麩胱甘肽過氧化酶(GPx) 

依硒元素的有無，分為硒依賴型(Se-dependent)和非硒依賴型

(Se-independent)，硒依賴型麩胱甘肽過氧化酶可藉由活化位置上之硒負責清除體
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內過氧化物，即催化還原態 glutathione (GSH)，將 H2O2 或 ROOH 還原成 H2O 或

ROH，而降低細胞內氧化壓力的形成；至於非硒依賴型麩胱甘肽過氧化酶又稱

為 GSH S-transferase，僅能藉由 GSH 提供還原力，將有機過氧化物 ROOH 還原

為 ROH。 

 

(二) 非酵素性抗氧化防禦系統(Non-enzymatic antioxidant defenses) 

  提供一個電子給活性氧或自由基、或捕捉自由基的抗氧化分子或結合鐵銅離

子的金屬結合蛋白等都數此一非酵素性防禦系統。抗氧化分子成員主要有維生素

E (tocopherol) 、類胡蘿蔔素(carotenoids)、維生素 C (ascorbic acid)、麩胱甘肽

(glutathione, GSH)等(Valko et al., 2006)；金屬結合蛋白主要有運鐵蛋白

(transferrin)、鐵結合蛋白(ferritin)、藍漿蛋白(ceruoplasmin)、metallothionein 等。 

 

1. 維生素 E 

維生素 E 又稱為生育醇(tocopherols)，為脂溶性維生素，自然界存在多種不同

活性的同質異構物，包括：α、β、γ及 δ四型，其中以 α-tocopherol 生理活性最

強，其抗氧化活性為 α＞β＞γ＞δ(郁凱衡, 1999)。維生素 E 主要存在於細胞膜及

各種胞器膜上，可有效阻止膜上不飽和脂肪酸受到自由基的攻擊，降低細胞膜的

氧化傷害(Halliwell and Cross, 1994)。當脂質受到活性氧物質攻擊時，維生素 E

會提供電子給脂質過氧化物自由基，終止自由基連鎖反應；而且隨之生成的維生

素 E 自由基再透過維生素 C 或 GSH 的再生，也有助於維持維生素 E 的抗氧化能

力(Packer, 1991)。 

 

2. 維生素 C 

維生素 C 為水溶性維生素，又稱為抗壞血酸(ascorbic acid)，與體內是否能正

常製造膠原蛋白等結締組織有關。維生素 C 也可作為氧化劑與還原劑，可提供

氫質子來清除活性氧，與自由基作用後形成 semidehydroascorbate，最後生成氧



 

11 

化型維生素 C-dehydroascorbate，此氧化產物可以在 NADH/NADPH 或 GSH 存在

下透過酵素作用還原成維生素 C。在抗氧化防禦網中，維生素 C 也參與維生素 E

再生，在和 Flavonoids 共同作用下，不但有效防止脂蛋白氧化，亦與 GSH 共同

保護粒腺體，避免粒腺體氧化損傷(吳柏宏, 2004)。 

 

3. 類胡蘿蔔素(carotenoids) 

類胡蘿蔔素是一群紅色或黃色的脂溶性天然物質，由重複的共軛雙鍵結合

之長鏈多烯構造以異戊二烯(Isoprene)為單位所組成的化合物。體內主要的類蘿

蔔素為 β-胡蘿蔔素及茄紅素，存在於肝和脂肪組織中，飲食來源包含蔬果、魚肉、

蛋類等(朱燕華, 2001)；在生物體內除了作為維生素 A 的前驅物(β-胡蘿蔔素)外，

一般認為類胡蘿蔔素具有不錯的螯合單重態氧(singlet oxygen)之能力，它們也可

清除白血球吞噬細胞所產生的自由基以及防止 LDL 氧化，因此被認為有助於降

低動脈粥狀及心血管疾病的發生(Wang et al., 2008)。 

 

4. 麩胱甘肽(glutathione, GSH) 

  麩胱甘肽(glutathione, GSH)為胞內重要三胜肽分子，由麩氨酸(glutamate)、

半胱氨酸(cysteine)及甘氨酸(glycine)三個氨基酸所組成(圖三)，分子量為 307.33 

kDa，是廣泛分布於生物體內的天然抗氧化物質，它以還原態(glutathione , GSH)

及氧化態(glutathione disulfide, GSSG)二種型式存在，然而還原態 GSH 含量卻遠

多於氧化態，一般估計超過 90%的 GSH 是以還原態存在。哺乳動物細胞內 GSH

濃度約介於 5~10 mM 間，以肝臟為例，GSH 濃度即可高達 10 mM (Knapen et al., 

1999; Lu, 2009; Lu et al., 1999; Soltaninassab et al., 2000)。 

  GSH 是胞內重要水溶性抗氧化物質，扮演保護細胞的角色，可協同其他抗

氧化物質及抗氧化酵素清除自由基及脂質過氧化產物(Ioannides et al., 1994)，保

護其他蛋白質的硫醇基，避免毒性活化產物的攻擊(Ballatori and Rebbeor, 1998)，

因此，維持胞內 GSH 濃度是細胞能否免於氧化傷害的重要關鍵之一。已知體內
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麩胱甘肽的含量受到許多因素的影響，如氧化壓力的增加、放射線的曝曬、疾病

的發生、老化等均可改變體內麩胱甘肽的濃度，事實上，增加麩胱甘肽含量已成

為保持健康的指標之一。提高體內此一抗氧化分子的含量可藉由(1)增加麩胱甘

肽合成時的限制受質半胱胺酸(cysteine)的補充，如補充 N-acetylcysteine、麩胱甘

肽酯類(glutathione esters)，或多食蔬果、動物肝臟、酵母、小麥胚芽等食物；(2)

提高 GSH 合成酵素的活性及表現(Meister, 1995)。 

 

 

圖三、麩胱甘肽(Glutathione)之結構(Lu, 2009) 

 

(1)  GSH 在體內之生成與代謝反應 

◆  GSH 生合成反應 

分為兩階段酵素反應，分別受到 glutamate-cysteine ligase (GCL)及 glutathione 

synthetase (GS)兩個 ATP 依賴型酵素所催化調節：第一階段是由 GCL 催化

glutamatic acid 與 cysteine 合成為 γ-glutamylcysteine，已知 GCL 是 GSH 生合成反

應的限制調節酵素(rate-limiting enzyme)，為決定胞內 GSH 含量多寡的主要酵

素，也會受到產物 GSH 的回饋抑制(feedback inhibition) (Franklin et al., 2009)；第

二階段是將生成之 γ-glutamylcysteine 藉由 GS 的催化，與 glycine 結合生成 GSH 

(圖四 A) (Ballatori et al., 2009; Lu, 2009; Lu et al., 1999)。 
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  圖四、麩胱甘肽之體內恆定(Ballatori et al., 2009) 

 

◆  GSH 代謝反應 

  為維持胞內 GSH 合成所須原料，細胞有一套循環利用麩胺酸、半胱氨酸及

甘胺酸的方式(圖四 C)，當胞內 GSH 與 GSSG 離開細胞後，胞外 GSH 可透過

γ-glutamyl transpeptidase 作用，將 GSH 分解為 L-glutamate 或和其他胺基酸(amino 

acid, AA)形成雙胜肽(L-γ-glutamyl-AA)及 L-cysteinylglycine。L-glutamate 和

L-γ-glutamyl-AA 都可進入胞內，且 L-γ-glutamyl-AA 可再藉由 γ-glutamyl 

cyclotransferase 的催化，分解為 AA 與 5-oxoproline，AA 直接供細胞利用，

5-oxoproline 則在 oxoprolinase 作用後轉變成 glutamate；至於 L-cysteinyl-glycine，

則在 dipeptidase 作用下，分解成 cysteine 及 glycine，再次進入胞內作為 GSH 合

成或是蛋白質合成的原料(Ballatori et al., 2009; 孫潤伯, 2004)。 

  由於肝細胞具有轉硫作用(transsulfuration)，可將 methionine 經由

cystathionine pathway 轉換成 cysteine，所以不同於其他細胞，肝細胞也可利用

methionine 作為 GSH 生合成的原料(Lu, 2009)。 
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(2)  GSH 之生理功能 

  許多研究證據顯示 GSH 在體內扮演多種生理角色(Fang et al., 2002; Han et 

al., 1997)，包括：(1)抗氧化作用：清除自由基與過氧化物(Griffith and Mulcahy, 

1999; Pompella et al., 2003)；(2)參與外來異物(xenobiotics)的解毒作用；(3)維持蛋

白質分子中硫氫基之氧化與還原狀態間的平衡；(4)作為半胱胺酸的儲存及運送

型式；(5)參與維生素 E 再生(Halliwell and Cross, 1994)；(6)參與蛋白質與 DNA

合成，調節細胞生長與代謝；(7)增進免疫功能：刺激干擾素 IL-1 (interleukin)及

IL-2 產生(Wu et al., 1994)等，其中又以抗氧化及解毒功能最為重要(圖四)。  

 

◆  GSH 之抗氧化功能 

  GSH 的抗氧化作用主要與其 cysteine 側鏈的硫氫基(sulfhydryl group)具有高

度親核性(nucleophilic)有關，可提供電子給活性氧，將其還原，並終止自由基連

鎖反應；GSH 除了直接和活性氧反應外，亦可透過 GSH peroxidase (GPx)的作用，

參與胞內過氧化物的還原，因此 GSH 在還原體內過氧化氫與消除自由基中扮演

重要角色(圖四 D)。在此等反應過程中，GSH 將形成氧化態的 GSSG，這些 GSSG

經由 GSH reductase (GRd)並在 NADPH 的輔助下，將再還原為 GSH，提供細胞

再利用，以維持胞內 GSH 含量的平衡(圖五)。因此，胞內 GSH/GSSG 比值的變

化也就被視為抗氧化和氧化壓力間平衡的指標(Knapen et al., 1999; Pompella et 

al., 2003)。 

 
圖五、GSH 之抗氧化功能(Lu, 2009) 
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(三) 生物轉換酵素系統(Biotransformation enzyme system) 

  生物轉換酵素系統又稱為生物體解毒系統或藥物代謝系統，經由代謝

(metabolism)、消除(elimination)和解毒(detoxification)作用，負責將親脂性的體內

的內生性分子(比如膽固醇、維生素 D 等)和進入體內的化學試劑、藥物、致癌物

質等外來異物(xenobiotics)予以代謝，提高其產物的親水性，進而加速其排泄速

率。生物轉換酵素系統廣泛存在於各組織器官中，其中又以肝臟的角色最為重

要；一般而言，此酵素系統平常的表現量並不高，但會因應生物體代謝外來異物

或內生性物質的需要，發生所謂的適應性反應(adaptation response)，而大量表現。

依酵素的功能，藥物代謝可區分為 phase I、phase II、phase III 三階段(Liska, 1998; 

Moon et al., 2006; van Iersel et al., 1999)。 

  Phase I 酵素系統包括 cytochrome P450s (CYP)家族、monoamine oxidase、

alcohol dehydrogenase 等，透過氧化、還原及水解等反應改變親脂性受質表面極

性，提高生成物的親水性，以利排出體外或再進行 phase II 後續代謝(Hollenberg et 

al., 2008)；Phase II 酵素系統由一群負責催化結合反應(conjugation)的酵素所組

成，其中重要者有 UDP glucuronyl transferases (UGT)、GSH S-transferases (GST)、

sulphotransferase (SULT)、NAD(P)H:quinine oxidoreductase、amino acid conjugase

等，可直接催化外來異物或間接使 phase I 代謝產物與胞內水溶性 glutathione、

sulfate 或 glucuronic acid、taurine 等氨基酸結合，使其生成更具親水性之產物，

利於經由尿液或膽汁排出體外(Rushmore and Kong, 2002)；Phase III 酵素系統主

要由一群非酵素性的膜上運送蛋白(membrane transporter protein)所組成，包括

P-glycorprotein (P-gp)、multidrug resistance- associated proteins (MRPs)等，負責將

phase I 及 phase II 代謝後的產物轉移至胞外(Liska, 1998; Xu et al., 2005)。 

 

 

 

 



 

16 

三、血基質氧化酶(Heme oxygenase, HO) 

  最早是由 Wise 和 Drabkin 由體外試驗分離出血基質氧化酶，並發現它可將

血基質分解，產生膽綠素(biliverdin)(Wise and Drabkin., 1964)。到了 1968 年時，

Tenhunen 等人進一步證實血基質氧化酶普遍存在於大鼠的脾臟、肝、腎和骨髓

等組織，而且是分佈在胞內的微粒體(microsome)中之酵素(Tenhunen et al., 1968)。 

 

(一) 血基質氧化酶之類型 

  目前已知有三種類型的血基質氧化酶，分別為第一型血基質氧化酶(HO-1)，

分子量約 32 kDa；第二型血基質氧化酶 (HO-2)，分子量約為 34 kDa，以及第三

型血基質氧化酶(HO-3)，分子量約為 33kDa。三者可能源自同一基因，所以分子

量相近，事實上，HO-1 及 HO-2 二者同源性(homology)約 40%，然而 HO-2 與

HO-3 的同源性則高達 90%。HO-1 屬於誘導表現(inducible)的酵素，多存在於脾

臟、肝臟及睪丸組織中(Siow et al., 1999)；HO-2 和 HO-3 則是持續表現(constitutive 

expression)在各組織細胞中，如腦、神經系統以及心血管組織等，而且表現量相

當高。目前已知 HO-3 並不具有催化血基質代謝之活性，雖被認為可能具有感應

血基質或與血基質結合的功能(McCoubrey et al., 1997)，但其真正的生理角色還

不清楚，尚須要進一步的釐清。 

 

(二) 第一型血基質氧化酶(HO-1)之作用及其產物 

  由於 HO-1【EC 1.14.99.3】具有被誘發的性質，所以被視為胞內重要的抗氧

化酵素蛋白質之一。HO-1 是血基質代謝過程中的速率限制酶，藉由催化血基質

(heme)之分解，產生等莫耳數的膽綠素(biliverdin)、鐵離子(Fe+2)以及一氧化碳

(carbon monoxide, CO) (Farombi and Surh, 2006) (圖六)。HO-1 之代謝產物，具有

許多重要的生理功能。詳述如下： 
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1. 膽綠素(biliverdin)： 

  膽綠素生成後，會再經由膽綠素還原酶(biliverdin reductase)轉換為膽紅素

(bilirubin)，已有不少體內及體外實驗相繼證實，膽紅素是體內重要的內生性抗

氧化分子，具有類似於 α-tocopherol 清除過氧化自由基(Peroxyl Radicals)、抗脂質

過氧化之能力，所以有助於降低氧化壓力，減少心血管局部缺氧的傷害、抑制

LPS 誘發黏著分子的表現、降低發炎反應(Baranano et al., 2002; Clark et al., 2000; 

Stocker and Ames, 1987; Vachharajani et al., 2000)。 

 

2. 一氧化碳(CO) 

高濃度一氧化碳雖然對人體有害，然而最新證據顯示一氧化碳具有類似一氧

化氮(Nitrite oxide, NO)的功能，可作為訊息傳遞分子，活化胞內 soluble guanylate 

cyclase (sGC)，增加 cGMP 的生成，因此，CO 也有促使血管舒張、抑制血小板

凝集及抑制血管平滑肌增生等作用(Brune and Ullrich, 1987; Piantadosi, 2008)；除

此之外，亦有文獻指出 CO 可透過 MAPK pathway 保護纖維母細胞或內皮細胞免

於細胞凋亡(Brouard et al., 2000; Otterbein et al., 2003; Piantadosi, 2008)。 

 

3. 鐵離子(Fe+2) 

  鐵離子會誘發攜鐵蛋白(ferritin)的生成，增加鐵儲存的效率，藉此作用維持

細胞內鐵離子濃度之恆定，另外，細胞內 ferritin 含量提高時，也有助於減少游

離鐵的存在，抵抗氧化性傷害。所以透過 HO-1 產生的鐵離子，將可誘使細胞產

生壓力調適作用(stress adaptation)，達到細胞保護之目的(Balla et al., 2005; 

Eisenstein et al., 1991) 。 
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圖六、HO-1 之作用及其代謝產物(Farombi and Surh, 2006) 

 

(三) 第一型血基質氧化酶之生理角色 

  許多研究指出，HO-1 會受到許多不同的因子所誘發，已知者有低氧 

(hypoxia)、血基質(heme)、內毒素、發炎、紫外線(ultraviolet)、局部缺血(ischemia)、

熱休克、重金屬(鎘、砷)等，以調控組織細胞因應生理病理的變化(Clark et al., 2000; 

Gruber et al., 2010; Minamino et al., 2001)。也有其他文獻指出，天然抗氧化物質

(phytochemicals)，如 resveratrol、curcumin、quercetin 等類黃酮物質亦可透過調

控 HO-1 表現，因應胞內氧化壓力(Farghali et al., 2009)，所以 HO-1 又被稱為誘

導性壓力蛋白(inducible stress protein)的原因。由上述證據可以得知，當組織或細

胞處於氧化壓力或損傷等情況時，將會誘導 HO-1 的大量表現，達到保護細胞的

目的。 

  HO-1 具有相當多樣的生理機能，除了藉由本身酵素活性及其反應製造的產

物來降低細胞氧化壓力，所呈現的強抗氧化力外，其他還有(1)抗發炎：可以透

過降低內皮細胞之黏附因子與趨化因子的表現，直接或間接抑制發炎反應

(Minamino et al., 2001; Vachharajani et al., 2000)；(2)抗細胞凋亡：在 TNF-α誘發

小鼠初代肝細胞損傷模式下，上調 HO-1 表現有助於抑制細胞凋亡(Zuckerbraun et 

al., 2003)；(3)心血管疾病治療之標的(Abraham et al., 2007; Abraham and Kappas, 
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2008; Idriss et al., 2008)；(4)避免移植排斥：增加 HO-1 活性可防止心血管受到局

部缺氧/再灌流(ischemia/reperfusion)的傷害(Yet et al., 2001)。 

 

(四)第一型血基質氧化酶基因表現之調控 

HO-1 表現與活性之調控主要是發生在基因轉錄作用上，過去文獻指出，參 

與誘導 HO-1 基因表現之細胞內訊息傳遞路徑(signal transduction pathways)主要

有 MAPK、PI3k/Akt、PKC 等訊息路徑，此外，分析 HO-1 基因的 promoter 區域，

發現其中存有許多重要轉錄因子(transcription factor, TF)的結合位置，包括 nuclear 

factor-erythroid 2 (NF-E2)、activator protein-1 (AP-1)、nuclear-κB (NF-κB)等(圖七) 

(Alam and Cook, 2007; Farombi and Surh, 2006; Gruber et al., 2010)。 

  上述訊號傳遞路徑與轉錄因子啟動 HO-1 的轉錄，常發生在細胞受到壓力

時，但不同刺激物、不同物種間以及不同細胞型態對於 HO-1 表現的調控並不盡

相同。其中尤以屬於 Cap'n'Collar/basic leucine (CNC-bZIP)家族的轉錄因子－

nuclear factor-erythroid 2 related factor 2 (Nrf2)為其中最重要的調控者，當 Nrf2 被

活化後，會轉移至細胞核內，再與 HO-1 或其他抗氧化酵素基因(比如

glutamylcystrine ligase、glutathione reductase 等)上的調控序列 antioxidant response 

element (ARE)結合，因而上調它們的轉錄作用(Motohashi et al., 2002)。 

 
圖七、調控 HO-1 表現之上游訊息路徑及相關轉錄因子 

(Farombi and Surh, 2006) 
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  Nrf2 在調控 HO-1 基因的重要性，可以由缺 Nrf2 的小鼠(Nrf2-deficient mice)

將喪失其誘發 HO-1 的能力，得到印證(Itoh et al., 1997; Johnson et al., 2008; Khor 

et al., 2006; Ramos-Gomez et al., 2001)；另外也有學者將 dominant-negative Nrf2 

mutant載入L929 cells中，結果也發現鎘、砷誘發HO-1表現的能力顯著降低(Alam 

et al., 1999)。事實上，Nrf2 除了在調控抗氧化酵素基因有重要角色外，它在上調

多種 phase II 解毒酵素(UDP-glucuronyl transferase、NAD(P)H:quinine 

oxidoreductase 1、glutathione S-transferase)也有舉足輕重的地位(Itoh et al., 1997; 

Ohnuma et al., 2009)。 

 

四、麩胱肽合成酶 (glutamate-cysteine ligase, GCL) 

  麩胱肽合成酶【EC 6.3.2.2】又稱 γ-glutamylcysteine synthetase (γ-GCS)，為

GSH 生合成反應之第一步驟，也是決定 GSH 生合成的速率限制酵素(rate-limiting 

enzyme)。GCL 主要作用為催化 glutamate 上的 γ-羧基(carboxyl group)經由 ATP

的活化，形成醯基磷酸(acyl phosphate)中間產物，再與 cysteine 上 α-胺基形成

γ-glutamylcysteine，此反應為 GSH 合成的速率決定步驟，且會受產物 GSH 的回

饋抑制；γ-Glutamylcysteine 形成後，再藉由 GS (glutathione synthetase)的催化，

與 glycine 結合為 GSH。 

 

  由於 GCL 是決定胞內 GSH 含量多寡的主要酵素，因此在調控體內氧化還原

平衡中，扮演著重要角色，所以在多種抗氧化酵素基因中，GCL 基因表現的調

節機轉也受到不少的注意。目前證據顯示，調控 GCL 基因表現可能是透過不同

層次的影響，除可作用在轉錄與後轉錄階段外，也可作用在後轉譯階段

(post-translational modification)。以下將針對 GCL 之組成、生理角色、基因表現

之調控分別介紹(Franklin et al., 2009; Lu, 2009)。 
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(一) 麩胱肽合成酶之組成 

  在低等生物體中，GCL 是單一基因產物；然而在多數真核生物體中，GCL

為異質二聚體(heterodimer)，由兩個獨立的基因所構成，一為麩胱肽合成酶催化

次單元(glutamate-cysteine ligase catalytic subunit, GCLC)，另一則是負責調節

GCLC 活性的麩胱肽合成酶調節次單元(glutamate-cysteine ligase modifier subunit, 

GCLM)，兩者共同合作形成具催化效率之 GCL (圖八) (Dalton et al., 2004; 

Franklin et al., 2009; Seelig et al., 1984)。 

 

圖八、麩胱肽合成酶催化 GSH 生合成(Franklin et al., 2009) 

 

  麩胱肽合成酶催化次單元(GCLC)分子量約 73 kDa，具有活化 ATP，催化

cysteine 上 α-胺基與 glutamate 上的 γ-羧基形成 γ-glutamylcysteine 之位點。在一

般情況下，GCLC 活性受到 GCLM 的調節，但在 GCLC 大量表現時，亦可直接

提供 GCL 活性，單獨催化 γ-glutamylcysteine 的生成；當然與 GCLM 形成異質二

聚體的催化活性遠較單獨 GCLC 時為強(Chen et al., 2005; Seelig et al., 1984)。 

 

  麩胱肽合成酶調節次單元(GCLM)分子量約為 31 kDa，本身並不具酵素活

性，但可與 GCLC 交互作用，故在調控 GCL 活性上扮演重要的角色，降低

glutamate 與 ATP 的 Km 值，增加其與受質之親和力，所以提高 GCL 的催化效率；

GCLM也可提高GSH的Ki值，降低其迴饋抑制作用(Franklin et al., 2009; Lu, 2009; 

Yang et al., 2007; Yang et al., 2002)。 
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(二) 麩胱肽合成酶之生理角色 

  作為減少細胞氧化傷害之抗氧化分子 GSH 生合成的速率決定酵素，GCL 因

此被視為重要的抗氧化酵素，也屬於細胞保護基因(cytoprotective genes)之一。除

了抗氧化外，近來 GCL 在解毒代謝、胚胎發育及癌症發生等方面也受到不少的

注意，被認為在生理及病理上均有著舉足輕重的角色(Franklin et al., 2009)。事實

上，如將小鼠 GCLC 基因剔除，將導致胚胎死亡，可見 GCLC 在胚胎發育過程

中之重要性(Dalton et al., 2000)。 

 

(三) 麩胱肽合成酶基因表現之調控 

由於 GSH 在抗氧化和解毒代謝有其重要性，所以如何維持胞內 GSH 濃度，

變成是生物體求生存的重要手段，已知 GCL 基因的表現受到許多不同外在刺激

因子的影響，比如多種氧化劑、重金屬、GSH-conjugating agents、酚類化合物等

(Wild and Mulcahy, 2000)。 

 

1. 轉譯後修飾(Post-translational modification) 

  當細胞處於氧化壓力(oxidative stress)時，GCL 活性會受到(1)兩個次單元的

相對量；與(2)轉譯後修飾的調控(Griffith, 1999; Griffith and Mulcahy, 1999; Wild 

and Mulcahy, 2000)，比如在氧化狀態下，透過 redox switch mechanism，使兩個

次單元結合，增加 GCL holoenzyme 的形成，提高 GCL 活性，而還原狀態下則反

之。故轉譯後修飾可直接影響單一或兩個 GCL 次單元，促進 GCL 活性(Franklin 

et al., 2009)。 

 

2. 轉錄調控及其上游路徑和相關轉錄因子 

GCL 表現與其活性之調控主要是發生在基因轉錄作用上。文獻指出，參與

誘導 GCLC 基因表現之細胞內訊息傳遞路徑(signal transduction pathways)包括
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MAPK、PI3k/Akt、PKC 等訊息路徑；進一步分析 GCLC 基因的 promoter 區域，

發現在人類、大鼠與小鼠基因之上游 5 端調控區內，保留有 Nrf2、NF-κB 及 AP-1

的結合序列，顯示 GCL 基因轉錄的上調(up-regulation)極可能與 Nrf2、NF-κB 及

AP-1 等轉錄因子有關；事實上，上述訊號傳遞路徑與轉錄因子的活化已知常發

生在細胞受到包括氧化壓力的各種內生性和外因性的壓力下，當然不可否認地，

其間的調控機制在不同刺激物以及不同細胞型態間並不盡然相同(Dahl and 

Mulcahy, 2001)。 

  雖 Nrf2、NF-κB 及 AP-1 等轉錄因子和 GCL 表現有關，其中又以 Nrf2 受到

最多重視，其角色也最重要。Nrf2 在調控 GCLC 基因的重要性，可以由缺 Nrf2

的小鼠(Nrf2-null mice)將喪失其 GCLC 被誘發的能力得到印證(Itoh et al., 1997; 

McMahon et al., 2001; Reisman et al., 2009)。當 Nrf2 被活化，隨即轉移至細胞核

內與其下游基因調控區內的特殊 DNA 序列 antioxidant-response element (ARE)結

合在一起，因而促進了 GCLC 的轉錄。不僅 GCLC，ARE 也存在許多抗氧化酵

素基因上，已知不少具抗氧化力的植化物，如酚類化合物(quercetin、reveratrol、

apigenin 與 EGCG 等)，所以保護細胞免於氧化傷害，即和這些天然物活化了

Nrf2/ARE 路徑有關(Chen et al., 2005; Johnson et al., 2009; Kode et al., 2008; 

Myhrstad et al., 2001)。 

 

五、調控抗氧化酵素之訊息傳遞路徑 

  近年來不少學者著力於探討細胞如何因應外在變化或氧化壓力的刺激，產生

適應性作用之分子機制，其中，天然化學預防試劑(chemopreventive agents)存在

下，透過那些訊息傳遞路徑上調抗氧化酵素基因轉錄作用及其分子機轉，就是其

中受到廣泛注意的焦點之一(Williams et al., 2004)，目前證據顯示 MAPK、PKC、

PI3K/Akt 活化下游 AP-1、NF-kB 和 Nrf2 等轉錄因子似乎在其中扮演著關鍵角色。 

  Nuclear factor-erythroid 2 related factor 2 (Nrf2)是一個對氧化還原敏感 
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(redox-sensitive)的重要轉錄因子，在 ARE 所驅動的基因表現中扮演一個重要的

角色，這可由缺 Nrf2 的小鼠(Nrf2-deficient mice)將喪失其抗氧化酵素如 GCL、

HO-1 和 NQO1 被誘發的能力得到充分支持(Reisman et al., 2009)；另外，如使

HepG2 和 COS-1 細胞過度表現 Nrf2，將可顯著增加 tBHQ 誘發 NQO1 基因的表

現(Venugopal and Jaiswal, 1996)。近來不少研究指出，Reveratol、quercetine 和

EGCG 等天然化學預防試劑(chemopreventive agents)所以具有細胞保護之效應，

和它們藉由修飾對氧化還原敏感(redox-sensitive)的訊息傳遞分子有關，比如：透

過活化 MAPK 促進 Nrf2 活化，轉入核內，進而調控抗氧化酵素基因表現。除了

前述酚類化合物外，其他多種酚類化合物和植物性硫化物(比如大蒜硫化物)也有

良好的活化Nrf2的能力(Bonnesen et al., 2001; Nguyen et al., 2003; Rushmore et al., 

1991)。事實上，Nrf2/ARE pathway 參與調控抗氧化基因轉錄的重要性，已在很

多的論文中有不少的討論(Alam and Cook, 2007; Chen and Kong, 2005; Itoh et al., 

1997; Itoh et al., 2003; Kong et al., 2001; Masella et al., 2005; Surh et al., 2005; 

Zipper and Mulcahy, 2000)。 

 
圖九、Chemopreventive compounds 調控抗氧化基因表現之機制 

(Chen and Kong, 2005) 
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(一) ARE 在調控抗氧化酵素表現之角色 

  Antioxidant response element (ARE)為一順向調控因子(cis-acting DNA 

regulatory element)，位於許多解毒酵素與抗氧化酵素之基因調控區內，比如

GST、NQO1、HO-1 與 GCL 等基因的 5’端啟動區上都具有 [5’-(G/A)TGA(G/C) 

-nnnGC(G/A)-3’] 這一段調控序列(Rushmore et al., 1991)。當細胞受到外來異物、

抗氧化物、重金屬與紫外線刺激下，都可見到活化的 Nrf2 轉錄因子結合到 ARE

的核心序列(5’-TGACNNNGC-3’)上，啟動抗氧化酵素基因的轉錄，因而增強細

胞的抗氧化防禦力，提高細胞的存活(Kaspar et al., 2009; Nguyen et al., 2003)。 

 

 (二)Nrf2 的功能 

Nrf2 廣泛存在於各組織器官中，尤其大量表現在解毒器官以及與外界環境

接觸的器官中，如肝、腎、皮膚、肺、消化腸道等；Nrf2 為 Cap'n'Collar/basic leucine 

(CNC-bZIP)家族之轉錄因子，具有 basic leucine zipper (bZip)，此結構提供 Nrf2

與其他轉錄因子如 c-Jun、MafK等形成heterodimer之位置(Klaassen and Reisman, ; 

Motohashi et al., 2002)。在一般生理狀態下，Nrf2 和它的抑制蛋白質 Keap1 

(Kelch-like ECH-associated protein 1)結合在一起，因此被侷限於細胞質中，呈現

不活化狀態，並隨即被降解；然而當生物體受到氧化壓力或親電子性化合物

(oxidative stress/ electrophilic)刺激時，可經由 MAPK、PKC 或 PI3K/Akt 等訊息

路徑修飾磷酸化 Nrf2，或是藉由氧化 Keap1 上的硫醇基(sulfohydryl groups)，形

成雙硫鍵，促使 Nrf2-Keap1 分離，因此 Nrf2 得以由細胞質轉移至細胞核內，隨

後再與 small Maf family 的成員如 MafK、MafG 及 MafF 等、c-Jun 或 activating 

transcription factor 4 (ATF4)等轉錄因子結合形成 heterodimer(Itoh et al., 1997; 

Jaiswal, 2004; Kobayashi and Yamamoto, 2005; Venugopal and Jaiswal, 1998)，此時

的 Nrf2 即可結合到 ARE 序列上，進而調控各種參與解毒和抗氧化酵素基因的轉

錄作用，比如 GST、NQO1、GCL 和 HO-1 等(Kaspar et al., 2009; Masella et al., 2005; 

Myhrstad et al., 2002)。 
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六、實驗動機與目的 

  已知類黃酮具有多樣的生理活性，尤以其抗氧化能力受到最多的注意與研

究，但其分子機轉尚未明瞭。因此，本實驗將以大鼠初代肝細胞作為實驗模式，

預計選用分屬黃酮(Apigenin、Chrysin、Luteolin)和查酮(Butein、Phloretin)的 5 種

類黃酮化合物，預探討不同類黃酮對肝臟抗氧化酵素 GCLC 與 HO-1 蛋白質、

mRNA 以及胞內麩胱甘肽含量之影響；並運用短暫轉染(transiently transfect)與

EMSA 實驗，進一步探討類黃酮調控抗氧化酵素基因表現之機轉為何？此外，亦

利用雷射掃描式共軛焦顯微鏡觀察，預處理類黃酮對 tert-butyl hydroperoxide 誘

發 ROS 生成之影響，求證類黃酮在調節肝臟抗氧化酵素基因表現中，是否具有

保護細胞免於氧化傷害之生理效應。 
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第三章、實驗材料與方法 

 

一、 研究架構 
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二、 實驗材料 

(一)實驗動物 

  六週齡雄性 Sprague-Dawley 大鼠由樂斯科生物科技股份有限公司(Bio 

LASCO Taiwan Co., Ltd)購入。餵養環境的條件控制為室溫 24℃、12 小時晝夜循

環、相對濕度 61%，飲食(PMI Feed, St. Louis, MO)暨飲水採隨意進食方式。大鼠

於 7-8 週齡時犧牲，進行初代肝細胞分離與培養實驗。 

 

(二)化學試劑 

1、 初代肝細胞分離與培養之用藥 

(1) 購自 BD Biosciences (Clontech, CA, USA) 

Collagen, type 1, rat tail 

ITS+TM Premix  

(2) 購自 GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Sweden) 

Percoll TM 

(3) 購自 GIBCO-BRL (Gaithersburg, MD, USA) 

Insulin 

Penicillin/Streptomycin 

Cell culture medium (RPMI-1640) 

Earle’s balanced salt solution (EBSS) 

Transferrin (Human) 

Trypan blue 

(4) 購自 HyClone (Logan, UT, USA) 

Fetal bovine serum (FBS) 

 

(5) 購自 Merck Chemical Company (Darmstadt, Germany) 
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Acetic acid 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

Sodium chloride (NaCl) 

(6) 購自 Sigma Chemical company (St. Louis, MO, USA) 

Calcium chloride (CaCl2．2H2O) 

Dexamethasone 

Glucose 

Magnesium sulfate (MgSO4‧7H2O) 

Magnesium chloride (MgCl2‧6H2O) 

N-[2-Hydroxythyl] piperazine- N’-[2-ethanesulfonic acid] (HEPES) 

Phenol red 

Potassium chloride (KCl) 

Sodium phosphate dibasic anhydrate, ACS reagent (Na2HPO4‧7H2O) 

Potassium phosphate monobasic anhydrous (KH2PO4) 

Potassium phosphate dibasic anhydrous (KHPO4) 

Sodium bicarbonate (NaHCO3) 

Sodium selenite (Na2SeO3) 

(7) 購自 Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan) 

Pentobarbital sodium 

(8) 購自 Worthington Biochemical Corpoation (Lakewood, NJ, USA) 

Collagenase, Type I, CLS I 

 

2、 類黃酮：購自 Sigma Chemical company (St. Louis, MO, USA) 

Apigenin (> 95%) 

Butein 

Chrysin (97%) 
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Luteolin (≥98%)  

Phloretin (≥99%) 

 

3、 蛋白質定量 

購自 Thermo Fisher Scientific Inc. (Rockford, IL, USA) 

Coomassie Plus (Bradford) Protein Assay Kit 

 

4、 細胞存活率分析(MTT assay) 

(1) 購自 Merck Chemical Company (Darmstadt ,Germany) 

Isopropanol 

(2) 購自 Sigma Chemical company (St. Louis, MO, USA) 

3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) 

 

5、 西方墨點法(Western Blotting) 

(1) 購自 Abcam (MA, USA) 

Anti-GCS polyclonal antibody 

(2) 購自 Bio Rad Laboratory (Hercules, CA, USA) 

30% Acrylmide/Bis Solution, 29:1 

Ammonium persulfate 

Bromophenol blue 

(3) 購自 Cell Signaling Technology Inc. (Beverly, MA, USA) 

Anti-PARP monoclonal antibody 

(4) 購自 Calbiochem (San Diego, CA, USA) 

Anti-HO-1 polyclonal antibody 

 

(5) 購自 Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA) 
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Anti-Nrf2 polyclonal antibody 

(6) 購自 Merck Chemical Company (Darmstadt, German) 

99.8% Ethanol 

Sodium chloride (NaCl) 

(7) 購自 Millipore Corporation (Beaford, MA, USA) 

Immobilon™PVDF (Polyvinylidene fluoride) Transfer Membranes  

(8) 購自 PerkinElmer Life Science (Boston, MA, USA) 

Enhanced Chemiluminescence Reagent (ECL kit) 

(9) 購自 Sigma Chemical company (St. Louis, MO, USA) 

N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 

Rabbit anti-actin monoclonal antibody 

β-Mercaptoethanol 

Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraacetic acid (EGTA) 

Glycine 

Glycerol 

Polyoxyethylenesorbitan monolaurate (TWEEN® 20) 

Ponceau S solution 

Potassium chloride (KCl) 

Potassium phosphate dibasic anhydrous, ACS reagent (K2HPO4) 

Potassium phosphate monobasic anhydrous, ACS reagent (KH2PO4) 

Sodium dodecyl sulfate (for electrophoresis, ≥98.5% (GC) ) 

(10) 購自 United States Biological (Swampscott, MA, USA) 

Tris-Base (Ultra pure) 
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6、 RNA 純化與 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

分析 

(1) 購自 MDBio. Inc. (NJ, USA) 

HO-1 primer 

GCLC primer 

(2) 購自 Cambrex Bio Science Rockland, Inc. (Rockland, ME, USA) 

SeaKem® LE Agarose 

(3) 購自 Merck Chemical Company (Darmstadt, Germany) 

Chloroform 

99.8% Ethanol 

Isopropanol 

(4) 購自 Molecurlar Research Center Inc. (Cincinnati, OH, USA) 

TRIzoL®-reagent 

(5) 購自 Promega Company (Madison, WI, USA) 

Oligo(dT)15 Primer 

dNTP mix  

M-MLV Reverse Transcriptase 

Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 

(6) 購自 GENET BIO (Chungnam, Korea) 

Prime Taq DNA Polymerase  

(7) 購自 Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA) 

Ethidium bromide (C21H20N3Br) 

 

7、 胞內還原態及氧化態麩胱甘肽【GSH and oxidized GSH (GSSG)】含量之分

析 

(1) 購自 Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA) 



 

33 

Potassium phosphate dibasic anhydrous, ACS reagent (K2HPO4) 

Potassium phosphate monobasic anhydrous, ACS reagent (KH2PO4) 

Glutathione, oxidized (GSSG) 

Glutathione, reduced (GSH) 

5-Sulfosalicylic acid (20%) 

Ammonium acetate 

Formic acid  

(2) 購自 ECHO (Miaoli, Taiwan, ROC) 

Acetonitrile (ACN) 

 

8、 Transient transfection/Luciferase activity assay 

(1) 購自 BD Biosciences (Clontech, CA, USA) 

Luciferase reporter assay kit 

(2) 購自 Gibco (Grand Island, NY, USA) 

OPTI-MEM 

(3) 購自 PAA (Pasching, Austria) 

Nanofectin 

(4) 購自 Promega (Madison, WI, USA) 

Luciferase assay reagent 

Lysis buffer 

(5) 購自 Sigma Chemical company (St. Louis, MO, USA) 

β-Mercaptoethanol 

Magnesium chloride (MgCl2‧6H2O) 

Sodium carbonate (Na2CO3) 

Ο-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG) 

Sodium phosphate (NaH2PO4‧H2O) 
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9、 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)分析 

(1) 購自 GE Healthcare Bio-Sciences AB. (Uppsala, Sweden) 

Nylon membrane (Hybone-N+) 

(2) 購自 Merck Chemical Company (Dermstadt, Germany) 

10X TBE buffer 

(3) 購自 Pierce Chemical Company (Rockford, IL) 

LightShiftTMChemiluminescent EMSA kit 

(4) 購自 Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, IL, USA) 

Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module (Thermo) 

(5) 購自 Sigma Chemical Company (St, Louis, MO) 

Aprotinin 

DL-Dithiothreitol (DTT) 

Ethylenediaminetetracetic acid (EDTA) 

Leupeptin 

Magnesium chloride (MgCl2) 

N-[2-hydroxythyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid] (HEPES) 

Nonidet P-40 (Nonionic detergent) 

Phenyl methylsulfonyl fluoride (PMSF, C7H7FO2S) 

Potassium chloride (KCl) 

 

10、 胞內 ROS 分析用藥 

2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA) (Invitrogen, Grand Island, 

NY, USA) 
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三、 實驗方法 

(一) 大白鼠初代肝細胞之分離與培養 

1、 肝細胞之分離 (Hepatocyte isolation)  

  大白鼠肝細胞分離係依據 Berry 與 Friend (1969)和 Bonney (1974)等人所發

表，再經 Lii 與 Hendrich (1993)加以適度修正之方法，採用兩階段膠原蛋白酶灌

流法(two-step collagenase perfusion)分離肝細胞。 

  方法如下：大白鼠以腹腔注射(i.p.) sodium pentobarbital (80 mg/kg body 

weight)，麻醉後，剪開腹腔，使用頭皮針經由肝門靜脈灌流。第一階段灌流，先

以 150 ml 灌流液Ⅰ (含 EBSS、0.75 mM EGTA、100,000 unit/L penicillin、100,000 

μg/L streptomycin, pH 7.38)，在 25 ml/min 流速下，將肝臟中的血液灌洗出；接

著，進入第二階段灌流，使用 200 ml 灌流液Ⅱ (含 EBSS、10 mM HEPES、1.8 mM 

CaCl2．2H2O、0.8 mM MgCl2．6H2O、100,000 unit/L penicillin、100,000 μg/L 

streptomycin 與 50 mg 膠原蛋白酶(Collagenase typeⅠ，pH 7.38)，並將灌流的速

度降至 20 ml/min，約 10 分鐘灌流消化後，肝臟變軟且失去彈性，細胞間隔也會

放大，外觀顏色上則逐漸變淡，此時小心將肝臟剪下，移出體外並置放於過濾尼

龍網上(200 μm, Tetko)，以 suspension solution (含 10 mM HEPES、2.6 mM sodium 

bicarbonate、1μM dexamethasone、1% ITS+、100,000 unit/L penicillin、100,000 μg/L 

streptomycin 之 RPMI-1640, pH 7.37)輕柔攪拌，將肝細胞洗下。 

  收集之肝細胞懸浮液先以低速離心(150 xg，3 分鐘)分離出細胞後，再將細

胞懸浮於 washing solution (不含 ITS+之 RPMI-1640 suspension solution)中，低速

離心(150 xg，3 分鐘/次)清洗細胞二次。接著，細胞懸浮液中加入等量 percoll 溶

液(10X Hank’s buffer：Percoll=1：9)，進行等密度梯度離心(250 xg，10 分鐘），

進一步區分肝實質細胞(parenchymal cells)與受傷、死亡細胞或非肝實質細胞

(non-parenchymal cells)。最後，所得肝實質細胞再於 washing solution 中以低速

離心(150 xg，3 分鐘/次)清洗細胞二次，洗去殘餘的 Percoll 溶液。完成清洗程序
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後，將所得肝細胞懸浮於細胞培養液(含 10 mM HEPES、2.6 mM sodium 

bicarbonate、1 μM dexamethasone、100,000 unit/L penicillin、100,000 μg/L 

streptomycin、2.5% FBS、5 mg/L insulin、5 mg/L transferrin、5 μg/L Na2SeO3 之

RPMI-1640, pH7.37)中。分殖到細胞培養皿前，先取 0.1ml 細胞懸浮液加入 1.5ml

細胞培養液及 0.4ml trypan blue，混勻後，以血球計數板估計存活總細胞數(total 

viable cells)，最後將細胞密度分別調整為 0.6 百萬/ml。 

 

10X Hank’s buffer（pH 7.4） 
 
Glucose 

(g/L) 
10.0    

KCl 4.0 
KH2PO4 0.6 
MgCl2‧6H2O 1.0 
MgSO4‧7H2O 1.0 
NaCl 80.0 
Na2HPO4‧7H2O 0.9 
Phenol red 0.1 
NaHCO3（add last） 3.5 
※配製後，需過濾，並於 4℃下保存 

 

2、 細胞之培養(Hepatocyte culture) 

  將 2 ml 及 5 ml 細胞懸浮液分別注入到直徑 3.5 公分及 6 公分以預先經膠原

蛋白(collagen)處理過的培養皿(Falcon, Frankin Lakes, NJ, USA)中，置於 37℃、5% 

CO2 培養箱中培養，4 小時後，先以 37℃磷酸鹽緩衝液(PBS，含 9 mM Na2HPO4、

140 mM NaCl、1 mM NaH2PO4、pH 7.4)清洗一次，並進行第一次培養液(含 10 mM 

HEPES、2.6 mM sodium bicarbonate、1 μM dexamethasone、100,000 unit/L 

penicillin、100,000 μg/L streptomycin、2.5% FBS、5 mg/L insulin、5 mg/L 

transferrin、5 μg/L Na2SeO3 之 RPMI-1640, pH 7.37)更換。 
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3、 肝細胞之處理 (Hepatocyte treatment) 

  大白鼠初代肝細胞分離且經 24 小時培養後，分別加入含有不同濃度類黃酮

化合物(apigenin、butein、chrysin、luteolin、phlortin)之培養液，並以 0.1% DMSO

處理組作為控制組，經不同時間培養後，收取、製備樣本供下列分析。 

 

(二) 生化分析 

1、 細胞存活率分析(MTT assay) 

【原理】 

  本分析參考 Denizot 和 Lang 於 1986 年所發表的方法，MTT 

(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)為一種淡黃色水溶

性的 tetrazolium salt，在活細胞內，可因粒腺體中的 succinate dehydrogenase 之作

用，將 MTT 還原成藍紫色非水溶性 formazan，因此藉由藍紫色產物多寡即可作

為細胞毒性及細胞存活率的指標(Denizot and Lang, 1986)。 

【步驟】 

  大鼠初代肝細胞(0.4 x 106 cell/well)種植於 12 孔細胞培養皿(Falcon, Frankin 

Lakes, NJ, USA)中，4 小時後，第一次更換培養液，再培養 20 小時，移除培養液，

分別加入含 10 μM、25 μM 或 50 μM apigenin、butein、chrysin、luteolin 或 phloretin

的新鮮細胞培養液，繼續培養 24 小時，移除培養液，以 37℃ phosphate buffered 

saline (PBS)清洗兩次，加入 1 ml 含 0.5 mg/ml MTT 的 RPMI-1640 培養液，放入

37℃、5% CO2 之培養箱，3 小時後，移除培養液，加入 1 ml isopropanol，置於

迴轉式振盪器(waver shaker)，以 25 rpm 速度均勻搖晃 10 分鐘，即可將藍紫色

formazan 溶出，吸取 isopropanol 溶液，移入 1.5 ml 離心管中，以 10,000 xg 離心

5 分鐘，取 200 μl 上層液，置於 96 孔盤中，利用酵素免疫分析儀(ELISA , 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Model 680)以波長 595 nm 測量吸光值，所

得吸光值與控制組相比，即可求得細胞相對存活率。 
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2、 蛋白質表現分析－西方墨點法(Western blotting assay) 

(1) 細胞質液萃取 

肝細胞經不同類黃酮化合物處理 24 小時後，移除培養液，以 4℃ (冰的)  

PBS 清洗兩次，加入 300 μl 細胞均質液(含 7.4 mM K2HPO4、2.6 mM KH2PO4 及

154.2 mM KCl, pH 7.4)，刮取細胞至 1.5 ml 離心管中，以超音波震盪器(Micro 

Ultrasonic Cell Disrupter, KONTES, Vineland, NJ)震碎細胞，功率設定：750 瓦－

70%，時間設定：震 5 分鐘(間隔 2 秒/次)，離心 30 分鐘(11,000 xg、4℃)， 所得

上清液即為細胞質液(cytosolic fraction)，冰存於 -80℃。 

 

(2) 蛋白質定量 

參照 Coomassie Plus Protein Assay Kit 方法操作，簡述如下：各取 5 μl BSA

標準品與細胞質液樣本，分別置於 96 孔盤內，加入 150 μl dye reagent (細胞原液：

dye reagent＝1：30，v/v)，置於迴轉式震盪器上，室溫中均勻搖晃 10 分鐘，試

劑將與樣本中蛋白質結合成藍色反應物質，以酵素免疫分析儀(ELISA , 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Model 680, BD Biosciences)偵測波長 595 

nm 吸光值，再與利用 BSA 所求得之蛋白質標準品濃度曲線比照後，即可計算

樣品蛋白質的濃度。 

 

(3) 西方墨點法 

蛋白質濃度定量後，以 5X 濃度的 sample buffer (含 0.5 M Tris、20% 

glycerol、10% SDS、0.1% bromophenol blue 及 5% β-mercaptoethanol)及 potassium 

phosphate buffer (PPB)將樣品蛋白質濃度調整為 0.4 μg/ul，95℃下加熱乾浴 5 分

鐘使蛋白質變性，取適量體積之樣品注入 SDS-PAGE 樣品槽中，以 130 伏特電

壓進行電泳。 
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5X sample buffer (保存於 4℃) 
0.5M Tris 10.0 ml 
20% SDS 17.5 ml 
β-Mercaptoethanol 2.5 ml 
Bromopherol blue （w/v） 0.05 ml 
Glycerol 10.0 ml 
H2O 8.0 ml 

 

Polyacrylamide gel 配方 
 Separating gel 10% Stacking gel 4% 
30% Acrylamide 3.74 ml 0.67 ml 
1.5M Tris-HCl（pH8.8） 2.5 ml  
0.5M Tris-HCL（pH8.8）  1.25 ml 
H2O 3.66 ml 3.1 ml 
20% SDS                50μl 25μl 
10% APS 50μl 25μl 
TEMED 10μl 10μl 
Total 10 ml 5 ml 

 

電泳完成後，取下膠體，切除 stacking gel，將 separating gel 浸泡於 transfer 

buffer (含 80% 25 mM Tris、192 mM glycine 及 20% methanol)中，同時截取一片

與 separating gel 大小相同之 PVDF (polyvinylidene fluoride)轉漬膜，先將此膜浸

泡於 99.5% ethanol 中 5 分鐘，再與膠片、濾紙及海綿一起浸泡於 transfer buffer

約 5 分鐘，依序將海綿、濾紙、膠片、PVDF 膜、濾紙、海綿放置於三明治式塑

膠板中，固定後，放入轉漬槽中，以 100 伏特於冰浴中進行轉漬 90 分鐘。 

轉漬完成後，取出 PVDF 膜，先以冰冷的 buffer A (25 mM Tris-HCl、150 mM 

NaCl、0.3% Tween 20，pH 7.4)清洗一次，加入 Ponceau S solution 染色並在確定

蛋白質分離之位置後，剪裁 PVDF 膜，以冰冷的 buffer A 清洗三次，每次 5 分鐘，

隨後將 PVDF 膜浸泡於含 5%脫脂奶粉(skim milk)的 buffer B (含 25 mM 

Tris-HCl、150 mM NaCl，pH 7.4)中，置於 4℃下隔夜或於室溫下 2 小時，進行

blocking 反應。 
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  取出 PVDF 轉漬膜，以冰冷的 buffer A 清洗三次，每次 5 分鐘，接著依一級

抗體種類不同，於室溫反應 60 分鐘或 4℃下反應 overnight，取出後，PVDF 膜

再次以冰冷的 buffer A 清洗三次，每次 5 分鐘，隨後加入二級抗體，室溫下反應

40 分鐘後，以冰冷的 buffer A 清洗三次，每次 5 分鐘，最後加入 Enhanced 

Chemiluminescence Reagent (ECL kit)呈色，並以冷光數位分析儀(LAS-4000, 

FUJIFILM, Japan)顯像、存檔，待後續蛋白質表現定量分析。 

 

3、 還原態及氧化態麩胱甘肽【GSH and oxidized GSH (GSSG)】含量之分析 

  本分析參考 Yao 等人於 2003 年所發表的方法(Yao et al., 2003)，肝細胞經不

同類黃酮化合物處理 24 小時後，取 100 μl 細胞質液(cytosolic fraction)與 200 μl 10 

mM Ellman’s reagen 震盪均勻後，加入 60 μl 20% 5-sulfosalicylic acid，混合均勻

使蛋白質酸沉澱，離心 10 分鐘(10,000 xg、4℃)，取 100 μl 上清液，注入高效液

相層析儀／質譜儀(HPLC/MS, High-Performance Liquid Chromatography-Mass 

Spectrophotometer, Hewlett Packard)中，分析樣本內 GSH 及 GSSG 含量。  

 

4、 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

(1) Total RNA 的抽取 

  肝細胞經不同類黃酮化合物處理不同時間後，移除培養液，以冰冷的 PBS

清洗二次，加入 0.5 ml Trizol reagent，靜置 5 分鐘後，刮取細胞，移入 1.5 ml 離

心管中，加入 100 μl chloroform，均勻震盪 15 秒，室溫靜置 4 分鐘，離心 15 分

鐘(11,000 xg、4℃)，吸取最上層含有 RNA 的上清液至另一乾淨的 1.5 ml 離心管

中，加入 250 μl isopropanol，混合均勻，室溫靜置 10 分鐘使 RNA 沈澱，離心

20 分鐘(11,000 xg、4℃)，移除上清液，加入 500 μl 冰的 70% ethanol 清洗殘餘

鹽類，離心 5 分鐘(5,000 xg、4℃)，最後加入 250 μl 冰的 70% ethanol，並貯存

於-20℃供後續 RNA 表現分析。 

(2) RNA 定量 
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取出保存於 70 % ethanol 的 RNA 樣品，離心 15 分鐘(11,000 xg、4℃)， 

倒掉酒精上清液，白色固體的 RNA 置於室溫下略風乾後，加入 50 μl (依沈澱

RNA 量而定)滅菌水，使 RNA 完全溶解，取出 2 μl RNA 溶液，以超微量分光

光譜儀(Nanodrop 1000, Thermo, USA)測定 260 nm 吸光值，依此計算 RNA 濃度。 

 

(3) RT-PCR 

  製備 RT mixture 每管含(PCR buffer、150 μM dNTP、250 ng Oligo dT、40 units 

RNase inhibitor、50 units reverse transcriptase)於 1.5 ml 離心管中，再分別與 0.2 

μg/μl RNA 樣品混合，並加入去離子水至總體積為 20 μl，混合均勻後進行逆轉錄

反應(MJ Mino Thermo Cycler, BD Biosciences)，設定條件：42℃ 15 分鐘、99℃ 5

分鐘、4℃ 10 分鐘，製造 cDNA 產物。接著，製備 PCR mixture (含 PCR buffer、

10 μM 3’ primer、10 μM 5’ primer 及去離子水至總體積 30 μl)混合均勻後於 95℃

下加熱乾浴 5 分鐘，加入 Taq polymerase，取 30 μl 加入每管 cDNA 產物，最後

每管總體積為 50 μl 進行聚合酶連鎖反應 DNA 複製。逆轉錄聚合酶連鎖反應之

寡核苷酸引子序列及反應條件參照表一(1 Keum et al., 2006；2 Yamamoto et al., 

2007)。 

 

表一、逆轉錄聚合酶連鎖反應之寡核苷酸引子序列及反應條件 
Gene Primer Parameters mRNA 

product  
Cycle  
number 

HO-11 5'-AGCATGTCCCAGGATTTGTC-3' 94℃, 30sec 454 bp 25 
 5'-AAGGCGGTCTTAGCCTCTTC-3' 55℃, 45sec   
  72℃, 45sec   
GCLC2 5'-CCTTCTGGCACAGCACGTTG-3' 94℃, 60sec 346 bp 25 
 5' -TAAGACGGCATCTCGCTCCT-3' 60℃, 60sec   
  72℃, 90sec   
GAPDH 5’-CCATCACCATCTTCCAGGAG 94℃, 30sec 576 bp 25 
 3’-CCTGCTTCACCACCTTCTTG 55℃, 45sec   
  72℃，45sec   
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(4) DNA 電泳 

由每管 PCR 產物中取出 10 μl，加入 2 μl 6X loading dye，混合均勻後，注

入含有 Ethidium bromide (EtBr)之 1% agarose (SeaKem® LE Agarose)膠中，於電泳

槽中以 100 伏特進行電泳，再利用膠片影像分析系統(AlphaImager® EC, Alpha 

Innotech)照相分析 mRNA 表現。 

 

5、 Transient transfection / Luciferase activity assay 

將大鼠初代肝細胞(1.2 x 106)種植於 3 公分細胞培養皿(Falcon, Frankin  

Lakes, NJ, USA)中，4 小時後，更換培養液，再培養 24 小時，以 37℃ PBS 清洗

細胞一次，加入 1ml OPTI-MEM (無血清培養基)，1 小時後即可進行轉殖

(transfection)。步驟簡述如下：取 0.4 μg 3x ARE-Luc reporter plasmid 

(5-TGACTCAGCA-3’)、0.1 μg pCMV-β-galactosidase (β-Gal)plasmid、1 μl 

NanofectinTM agent 及 100 μl OPTI-MEM，混合均勻，室溫下靜置 50 分鐘，再與

900 μl OPTI-MEM 混勻。將細胞培養皿中原先的 OPTI-MEM 移除後，加入含報

導基因的新鮮製備反應溶液，即可進行轉殖作用。8 小時後，先置換新鮮

RPMI-1640 培養液 2 小時，再開始給與不同類黃酮化合物處理， 24 小時後，移

除培養液，以冰冷的 PBS 清洗二次，加入 100 μl lysis buffer，靜置 5 分鐘後，刮

取細胞，離心 3 分鐘(11,000 xg、4℃)，吸取上清液進行 luciferase 活性分析。

Luciferase 活性則利用 Luciferase reporter assay kit (BD Bioscience)分析，並以冷光

光譜儀測定冷光值，同時也取部分上清液測量 β-galaxtosidase 活性，

β-galaxtosidase 活性係以 Ο-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG)為反應受

質，並以酵素免疫分析儀(ELISA Model 680, BD Biosciences)於 415 nm 波長下測

定 ONPG 產物濃度。將僅以 0.1% DMSO 處理的控制組細胞的 luciferase 活性及

β-galaxtosidase 活性比值視為 1，類黃酮處理組的活性再與之比較以求得相對比

值。 
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6、 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 

(1) 核蛋白萃取 

肝細胞經不同類黃酮化合物處理 6 小時後，移除細胞培養液，以冰冷的 PBS

清洗兩次，加入 1 ml PBS，刮下細胞，裝入 1.5 ml 離心管中，離心 5 分鐘(20,000 

xg、4℃)，去除上清液，加入 200 μl 低張溶液(含 10 mM HEPES、10 mM KCl、

1.0 mM EDTA、1.0 mM MgCl2、0.5 mM DTT、0.2 mM PMSF、4 μg/ml leupeptin、

20 μg/ml aprotinin、0.5% NP-40，pH 7.4)，溫和地混合均勻，使細胞懸浮於低張

溶液中，冰浴 15 分鐘後，離心 15 分鐘(6000 xg、4℃)，去除上清液。加入 500 μl 

buffer B (含 10 mM HEPES、10 mM KCl、1.0 mM EDTA、1.0 mM MgCl2、0.5 mM 

DTT、0.2 mM PMSF、4 μg/ml leupeptin、20 μg/ml aprotinin)到離心後的細胞核沉

澱物，使細胞懸浮在 buffer B 中，離心 15 分鐘(6000 xg、4℃)，吸取上清液，離

心後的細胞沉澱物再加入 50 μl 高張溶液(含 10 mM HEPES、1.0 mM MgCl2、0.5 

mM DTT、0.2 mM PMSF、4 μg/ml leupeptin、20 μg/ml aprotinin、10% glycerol、

400 mM KCl、0.2 mM EDTA)，室溫下溫和震盪 30 分鐘，離心 15 分鐘(10,000 xg、

4℃)，所得上清液即為細胞核蛋白萃取液(nuclear protein extract)。細胞核蛋白萃

取液以 Coomassie Plus Protein Assay Kit Coomassie Plus 定量，樣品保存於-80℃

超低溫冷凍櫃，供後續 EMSA 分析使用。 

 

(2) EMSA 

製備反應溶液每管含［50 ng/μl poly (dIdC)、1X binding buffer、2.5% glycerol、

5 mM MgCl2、0.05% NP-40 以及 2 ng biotin 標定之 HO1-ARE 序列【forward: 

5'-AACCATGACACAGCATAAAA-3' ; reverse: 5'-TTTTATGCTGTGTCATGGTT 

-3 '】］，再分別與 4 μg 細胞核蛋白樣品混合，並加入去離子水至總體積 20 μl。混

合均勻後，室溫下反應 30 分鐘，隨後每管加入 5 μl 5X loading dye，並使每管總

體積為 25 μl，注入到 6% polyacrylamide gels (6% acrylamide solution、1X TBE 

buffer、1% APS 及 15 μl TEMED)樣品槽中，以 0.5X TBE buffer 為電泳液，在 32 
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mA 的冰水浴中進行電泳 90 分鐘，隨後以 100 伏特電壓於冰水浴中繼續轉漬 45

分鐘，將 protein-DNA 結合物轉漬至 nylon membrane (HyBond N+)上。轉漬完成

後，取出膜置於紙巾上晾乾 10 分鐘，再於紫外光燈下 cross-link 10 分鐘，以 1X 

wash buffer 清洗 5 分鐘，將膜放入含 10 ml blocking buffer 的容器內均勻搖晃 20

分鐘，隨後加入 10 μl Streptavidin- Horseradish Peroxidase (HRP)，均勻搖晃 20 分

鐘，1X wash buffer 清洗 3 次，每次 5 分鐘，最後加入 Substrate equilibration buffer

平衡 5 分鐘，用 Chemiluminescent Substrate 呈色，利用冷光數位分析儀(LAS-4000, 

FUJIFILM, Japan)進行分析。 

 

7、 胞內氧化壓力測定 

【原理】 

  2,7-dichlorofluorescein diacetate (H2DCF-DA)是一種脂溶性藥劑，本身不具有

螢光且可以通透細胞膜進入細胞，而胞內乙醯酯酶(esterases)會對 H2DCF-DA 進

行去乙醯化作用(deacetylation)，進而形成極性的化合物(H2DCF)，當細胞內有氧

化物質存在時，會使 H2DCF 氧化形成具有螢光性的 DCF。若細胞內 ROS 產生

越多，DCF 的螢光強度也越強，故利用偵測波長 488 nm 激發下的 DCF 螢光強

度即可得知胞內 ROS 產生之多寡(Bae et al., 1997)。 

 

【步驟】 

  將大鼠初代肝細胞(3 百萬)種植於 6 公分細胞培養皿(Falcon, Frankin Lakes,  

NJ, USA)中，4 小時後，第一次培養液更換，再培養 24 小時後，移除培養液，

接著將肝細胞預處理類黃酮(25 μM)或 N-acetylcysteine (NAC，2 mM)或

α-tocopherol (VitE，15 μM) 24 小時後，再加入 0.5 mM tert-butyl hydroperoxide 

(tBHP)1 小時誘發氧化傷害，也同時加入 5 μM H2DCF-DA 培養後，移除培養液，

以 4℃(冰的) PBS 清洗兩次後，利用雷射掃描式共軛焦顯微鏡分析胞內 ROS 生

成的情形。  
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四、 統計分析 

  各組實驗分析所得之數據以平均值加減一個正負標準差(means±SD)表示，實

驗統計分析將採用 SAS 統計套裝軟體中之單因子變異數分析(one-way analysis of 

variance, ANOVA)並配合 Tukey’s test (Tukey’s multiple comparison test)，當 p 值＜

0.05 代表各組之間有顯著差異。 
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第四章、結果 

一、 不同類黃酮對大鼠初代肝細胞存活率之影響 

本實驗以 MTT assay 測試 5 種類黃酮化合物(包含 apigenin、butein、chrysin、

Luteolin 及 phloretin)對大鼠初代肝細胞存活率的影響。結果如圖一所示，與僅以

0.1% DMSO 處理的細胞(控制組)比較下，細胞在濃度 10-50 μM 類黃酮的處理組

下，24 小時後，所有處理組細胞的存活率仍可維持在 90%以上，各組間並無差

異，顯示本實驗後續分析使用的 5-25 μM 類黃酮處理劑量所產生的效應並非細胞

毒性所致。 

 

 

二、 不同類黃酮對大鼠初代肝細胞還原態和氧化態麩胱甘肽含量之

影響 

還原態麩胱甘肽(GSH)和氧化態麩胱甘肽(GSSG)在本實驗中是以高效液相

層析儀/質譜儀(high performance liquid chromatograph/mass spectrometry, 

HPLC/MS)進行分析。結果如表一所示，各種類黃酮(Apg、But、Chr、Lut 和 Phl)

在 5-25 μM 濃度下培養 24 小時後，胞內還原態 GSH 及總 GSH 含量皆高於對照

組(p<0.05)，除 luteolin 外，其餘類黃酮處理都呈現劑量關係。類黃酮處理雖不改

變 GSSG 含量，然而 GSH/GSSG 比值仍是類黃酮處理組顯著高於對照組細胞。

比較類黃酮增加還原態和總 GSH 的程度，黃酮類以 chrysin 最強，apigenin 和

luteolin 次之；至於查酮類的 phloretin 及 butein，兩者對 GSH 的影響相似。如比

較黃酮類和查酮類的誘發強弱，apigenin、phloretin、butein、luteolin 四者間並無

差異。 
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三、 不同類黃酮對大鼠初代肝細胞 GCLC、HO-1 蛋白質表現之影響 

 GCLC 蛋白質表現：結果如圖二、三所示，除了 Apigenin 以外，其他類黃

酮處理組皆能顯著誘發 GCLC 蛋白質含量，在 25μM 處理濃度下，查酮類誘發

GCLC 蛋白質表現強弱，phloretin (2.0 倍)和 butein (1.9 倍)相似(圖二)；至於黃酮

類則以 chrysin (2.3 倍)增加最多，luteolin (1.7 倍)次之，apigenin (1.4 倍)再次之(圖

三)。如比較五種類黃酮之間誘發強弱，則是 chrysin＞phloretin＝butein＞luteolin

＞apigenin。 

  HO-1 蛋白質表現：結果如圖五、六所示，相較對照組細胞，在 5-25 μM 濃

度的 Apg、But、Chr、Lut 和 Phl 培養 24 小時後，胞內 HO-1 蛋白質表現量皆呈

現劑量增加(p<0.05)，如依查酮類和黃酮類予以區分，在 25μM 處理濃度下，查

酮類的 HO-1 蛋白質表現依序為 butein (9.5 倍)＞phloretin (2.6 倍)；黃酮類則是

chrysin (4.4 倍)＞luteolin (2.9 倍)＞apigenin (2.0 倍)。 

 

四、 不同類黃酮對大鼠初代肝細胞 GCLC、HO-1 mRNA 表現之影響 

 本實驗進一步以 RT-PCR 分析五種類黃酮是否影響大鼠初代肝細胞中 GCLC 

及 HO-1 mRNA 含量的變化。在 GCLC mRNA 的表現方面(圖四)，經 25 μM 的不

同類黃酮培養 8 小時後，相較對照組初代肝細胞，除了 apigenin (0.8 倍)和 luteolin 

(1.7 倍)外，其他類黃酮誘發 GCLC mRNA 表現依序為 butein (4.2 倍)＞phloretin 

(2.5 倍)；至於黃酮類的 chrysin 則是 2.5 倍。 

  HO-1 mRNA的表現如圖七所示，除了 phloretin以外，其餘四種類黃酮在 5-25 

μM 濃度下，皆能以劑量關係增加胞內 HO-1 mRNA 的含量，且不同類黃酮間

HO-1 mRNA 的表現，最強者為查酮類的 butein (5.1 倍) (p<0.05)，隨之為黃酮類

的 chrysin (2.6 倍)、luteolin (2.3 倍)和 apigenin (2.1 倍) (p<0.05)。由 GCLC 和 HO-1

蛋白質與 mRNA 的表現變化看來，結果顯示查酮類的 butein 效果最好，黃酮類

的 chrysin 效果次之。 
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五、 類黃酮對大鼠初代細胞核內 Nrf2 和其 DNA 結合活性之影響 

結果如圖八(A)，與控制組相較，Butein 處理可以時間效應關係增加細胞核

內 Nrf2 的含量，在 1、3、6 小時的處理時間下，增加的幅度以 6 小時最高。根

據此一發現，後續 EMSA 實驗也以此為取樣的時間點。 

  除分析核內 Nrf2 的含量變化外，我們進一步以 EMSA 分析核內 Nrf2 和 DNA

結合的活性是否因類黃酮而改變，結果如圖八(B)所示，大鼠初代肝細胞在不同

類黃酮(25 μM)處理 6 小時後，與控制組相比，butein、chrysin、apigenin 三者皆

可增加 Nrf2 與 HO-1 promoter 上 ARE 序列的結合，至於 luteolin 和 phloretin 對

活化 Nrf2 和 DNA 結合的效應則較弱。 

 

 

六、 不同類黃酮對 ARE 報導基因活性之影響 

為了進一步分析類黃酮確實透過活化 ARE (antioxidant response element)上

調 HO-1 和 GCLC 基因的轉錄作用，本實驗使用 3x ARE-Luc reporter plasmid，進

行短暫轉染後，加入 25 μM 的不同類黃酮，培養 8 小時，最後分析 luciferase 活

性的變化。結果如圖九，在轉染 3x ARE-Luc reporter plasmid 的細胞中，可以發

現除了 apigenin (1.8 倍)及 phloretin (1.4 倍)未達顯著水準外，查酮類的 butein 和

黃酮類的 luteolin＞chrysin 分別增加了 6.1 倍、6.1 倍、3.4 倍(p<0.05)。 
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七、 預處理類黃酮對 tert-butyl hydroperoxide 誘發 ROS 生成之影響 

前面實驗發現類黃酮處理可以上調抗氧化酵素基因HO-1和GCLC的轉錄作

用，同時也增加了肝細胞內 GSH 的濃度，顯現這些類黃酮可能具有保護細胞免

於氧化傷害的能力，所以接下來我們探討類黃酮(25 μM)預處理 24 小時後，再加

入 0.5 mM tert-butyl hydroperoxide (tBHP)1 小時誘發氧化傷害，最後利用雷射掃

描式共軛焦顯微鏡觀察胞內ROS生成的情形，並與N-acetylcysteine (NAC，2 mM)

或 α-tocopherol (VitE，15 μM) 預處理的細胞進行比較。 

  結果如圖十所示，與 0.1% DMSO (control)相較之下，0.5 mM tBHP 明顯增

加胞內綠色螢光的亮度(照片 1 vs. 2)，表示胞內 ROS 生成量確實增加；而在預處

理類黃酮組的細胞，即使加入 0.5 mM tBHP，胞內綠色螢光的亮度皆有所減少，

其中又以黃酮類的 chrysin 和查酮類的 butein 效果最佳，至於 Agigenin、luteolin

和 phloretin 三者，它們降低胞內 ROS 生成量之效果則較 chrysin 和 butein 差。

NAC 為 GSH 合成之前驅物，預處理 NAC 組與 0.5 mM tBHP 組相較之下，NAC

亦可降低胞內 ROS 生成量。綜合上述結果，可以推測類黃酮(尤其是 chrysin 和

butein)減少胞內 ROS 生成量，可能與它們上調 HO-1 和 GCLC 抗氧化酵素基因

表現，以及增加胞內 GSH 生合成有關，因而提升肝細胞的抗氧化保護能力。 
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圖一、不同類黃酮對大鼠初代肝細胞存活率之影響 

  大鼠初代肝細胞分別以 0.1% DMSO (control, C)或不同類黃酮(10-50 μM)處

理 24 小時後，以 MTT 法進行細胞存活率分析，並以控制組之細胞存活率設定

為 100%。Means±SD (n=3~4)。 
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表一、不同類黃酮對大鼠初代肝細胞麩胱甘肽(glutathione)含量之影響 1 

 
 
1 大鼠初代肝細胞分別給予 0.1% DMSO (control)或不同濃度之類黃酮(5-25 μM)

處理 24 小時，取樣以 HPLC/MS 分析胞內 GSH 和 GSH disulfide (GSSG)含量，

Total GSH=GSH＋2×GSSG。Means±SD (n=3)。ab 個別類黃酮處理分別和對照組

比較，各組間未含相同字母者表示顯著差異，p<0.05。 
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圖二、不同查酮對大鼠初代肝細胞 GCLC 蛋白質表現之影響 

  大鼠初代肝細胞分別以 0.1% DMSO (control, C)或不同濃度之 butein 或

phloretin (5-25μM)處理 24 小時，收取細胞質液。(A)以 Western blot 分析 GCLC

蛋白質表現；(B)各組 GCLC 蛋白質表現的定量結果，並將控制組的表現量設定

為 1。Values are means±SD (n=4)，abc不同查酮處理分別和對照組比較，未含相同

字母者表示統計上有顯著差異 (p<0.05)。 
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圖三、不同黃酮對大鼠初代肝細胞 GCLC 蛋白質表現之影響 

  大鼠初代肝細胞分別以 0.1% DMSO (control, C)或不同濃度 chrysin、apigenin

與 luteolin (5-25μM)處理 24 小時，收取細胞質液。(A)以 Western blot 分析 GCLC

蛋白質表現；(B)各組 GCLC 蛋白質表現的定量結果，並將控制組的表現量設定

為 1。Values are means±SD (n=3~4)。abc不同黃酮處理分別和對照組比較，未含

相同字母者表示統計上有顯著差異 (p<0.05)。 
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圖四、不同類黃酮對大鼠初代肝細胞 GCLC mRNA 表現之影響 

  大鼠初代肝細胞分別以 0.1% DMSO (control, C)或不同類黃酮(25 μM)處理 8

小時後，收取 RNA。(A)以 RT-PCR 分析 GCLC mRNA 表現；(B)各組 GCLC mRNA

表現的定量結果，控制組設定為 1。Values are means±SD (n=3)。abc各組間未含相

同字母者表示統計上有顯著差異 (p<0.05)。 
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圖五、不同查酮對大鼠初代肝細胞 HO-1 蛋白質表現之影響 

  大鼠初代肝細胞分別以 0.1% DMSO (control, C)或不同濃度之 butein 與

phloretin (5-25μM)處理 24 小後收取細胞質液。(A)以 Western blot 分析 HO-1 蛋白

質表現；(B)各組 HO-1 蛋白質表現的定量結果，並將控制組的表現量設定為 1。

Values are means±SD (n=3~4)。abcd 不同查酮處理分別和對照組比較，未含相同字

母者表示統計上有顯著差異 (p<0.05) 
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圖六、不同黃酮對大鼠初代肝細胞 HO-1 蛋白質表現之影響 

  大鼠初代肝細胞分別以 0.1% DMSO (control, C)或不同濃度之 chrysin、

apigenin 與 luteolin 處理 24 小時，收取細胞質液。(A)以 Western blot 分析 HO-1

蛋白質表現；(B)各組 HO-1 蛋白質表現的定量結果，並將控制組的表現量設定

為 1。Values are means±SD (n=3)，abc不同黃酮處理分別和對照組比較，未含相同

字母者表示統計上有顯著差異 (p<0.05)。 
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圖七、不同類黃酮對大鼠初代肝細胞 HO-1 mRNA 表現之影響 

  大鼠初代肝細胞分別以 0.1% DMSO (control, C)或不同濃度之類黃酮

(5-25μM)處理 24 小時，收取 RNA。(A)以 RT-PCR 分析 HO-1 mRNA 表現；(B)

各組 HO-1 mRNA 表現的定量結果，並將控制組的表現量設定為 1。Values are 

means±SD (n=3~4)。ab 不同類黃酮處理組分別和對照組進行組間差異分析，組間

未含相同字母者表示顯著差異 (p<0.05)。 
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圖八、類黃酮對大鼠初代細胞核內 Nrf2 (A)和 Nrf2 與 DNA 結合活性(B)之影響 

  大鼠初代肝細胞分別以 0.1% DMSO (control, C)或 25 μM butein 處理 6 小

時，收取核蛋白，以 Western blot 分析核內 Nrf2 的表現(A)，或肝細胞分別予以

0.1% DMSO (control)或 25 μM butein (But)、chrysin (Chr)、apigenin (Apg)、luteolin 

(Lut)、phloretin (Phl)處理 6 小時，以 EMSA 分析核蛋白與 HO-1-ARE 結合之情

形(B)。 
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圖九、不同類黃酮對 ARE 報導基因活性之影響  

  大鼠初代肝細胞利用 3x ARE-Luc reporter plasmid 進行轉染後，分別以 0.1% 

DMSO (control, C)或不同類黃酮(25 μM)處理 8 小時，分析 luciferase 活性變化。

Values are means±SD (n=3~4)。abc各組間未含相同字母者表示統計上有顯著差異 

(p<0.05)。 
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圖十、類黃酮對 tert-butyl hydroperoxide 誘發 ROS 生成之影響 

  大鼠初代肝細胞分別以 0.1% DMSO (control)或不同類黃酮(25 μM)或

N-acetylcysteine (NAC，2 mM)或 α-tocopherol (VitE，15 μM)預處理 24 小時，加

入 0.5 mM tert-butyl hydroperoxide (tBHP)，1 小時後利用雷射掃描式共軛焦顯微

鏡觀察胞內 ROS 生成情形。1: control；2: control+tBHP；3: chrysin+tBHP；4: 

apigenin+tBHP；5: luteolin+tBHP；6: butein+tBHP；7: phloretin+tBHP；8: 

NAC+tBHP；9: VitE+tBHP；－ 20 μm。 
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圖十一、類黃酮對初代肝細胞之胞內 ROS 生成之影響 

  大鼠初代肝細胞分別以 0.1% DMSO (control)或不同類黃酮(25 μM)或

N-acetylcysteine (NAC，2 mM)或 α-tocopherol (VitE，15 μM)處理 24 小時，利用

雷射掃描式共軛焦顯微鏡觀察胞內 ROS 生成情形。1: Chrysin；2: Apigenin；3: 

Luteolin；4: butein；5: phloretin；6: NAC；7: VitE；－ 20 μm。 
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第五章、討論 

  類黃酮化合物為天然多酚類化合物的一種，廣泛存在於蔬果、種子中，可經

由飲食攝入體內，因其具有抗氧化、抑制發炎、調節免疫、類雌激素作用及預防

心血管疾病等多樣的生理機能性(Alexandrakis et al., 2003; Middleton et al., 2000; 

Stangl et al., 2005; Zand et al., 2000)，普遍被認為有作為化學預防劑

(chemopreventive agent)的潛力。不少研究指出類黃酮除了可直接作為抗氧化分

子，減少 ROS 所導致的氧化損傷之外，也在活化或抑制訊息傳遞過程中扮演重

要角色，所以前述類黃酮之多樣生理活性極可能與其調節基因表現之能力有著密

切關係(Williams et al., 2004)，在眾多受到類黃酮調節其表現的基因中，抗氧化酵

素基因一直是不少學者的焦點之一。已知誘發抗氧化酵素基因表現的上調實為細

胞因應內、外在壓力變化之適應性作用，所以與許多疾病的發生率和病程進展呈

負相關(Abraham and Kappas, 2008; Ballatori et al., 2009; Farombi and Surh, 

2006)，若能提升體內抗氧化力，將有助於降低活性氧對生物體可能造成的氧化

傷害，延緩肝臟疾病、心血管疾病與癌症等疾病的發生及進展。因此，本實驗利

用大鼠初代肝細胞為實驗模式，探討並比較三種黃酮(apigenin、chrysin 和 luteolin) 

和兩種查酮(butein 和 phloretin)調節肝臟抗氧化酵素表現之生理效應，並進一步

了解其可能機轉。 

  在正常情況下，為反制氧化傷害，生物體演化出一套抗氧化防禦系統，其中

之一為由多種抗氧化酵素包括 HO-1、GCL、GSH peroxidase、superoxide 

dismutase、catalase 等組成的酵素系統。就其中 HO-1 和 GCL 而言，HO-1 除了

藉由本身酵素活性及 heme 反應後的產物，降低細胞氧化壓力外，HO-1 也具有

抗發炎、抗細胞凋亡和預防心血管等慢性疾病之生理機能性(Abraham et al., 2007; 

Vachharajani et al., 2000; Zuckerbraun et al., 2003)；至於 GCL，由於作為減少細胞

氧化傷害之抗氧化分子 GSH 生合成的速率決定酵素，GCL 被視為重要的抗氧化

酵素，也被歸類於重要的細胞保護基因(cytoprotective genes)之一(Franklin et al., 
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2009)，藉由調節胞內 GSH 含量，GCL 將可決定 GSH 在生物體中的參與的抗氧

化、藥物代謝、蛋白質代謝、核酸代謝等生理暨代謝反應。所以透過飲食手段上

調 HO-1 和 GCL 活性及表現，將有助於生物體的生存力，進而維持健康、減少

疾病的發生。 

  首先，在類黃酮對 HO-1 和 GCL 影響方面，給予不同類黃酮皆可誘發 HO-1

蛋白質表現，且以查酮類 butein 的誘發效果最強，高達 9.5 倍之多(圖五)；其次

為黃酮類的 chrysin 的 4.4 倍(圖六)；類似結果也發生在增加 GCLC 蛋白質表現

上，除了原先的查酮類的 butein 和黃酮類的 chrysin 外(圖三)，再加上查酮類的

phloretin(圖二)，三者是誘發 GCLC 蛋白質表現最佳的類黃酮分子，增加約 2.3~1.9

倍。所以由 GCLC 和 HO-1 蛋白質與 mRNA 的表現變化看來，五種類黃酮分子

中，查酮類 butein 的效果最好，黃酮類 chrysin 的效果次之，這個結果顯示類黃

酮對 GCLC 和 HO-1 基因表現的影響似乎和其結構與功能有關。若根據許多針對

類黃酮的結構與功能相關性的研究加以探討，類黃酮的抗氧化、清除自由基、螯

合鐵離子以及抑制脂質過氧化作用與其結構有關，(1)一般認為 A 及 B 環上所鍵

結的羥基(hydroxyl group)數目越多者，清除自由基的能力越高，尤其是 A 環的

C-5 和 C-7 位置、B 環的 C -3′和 C-4′ 位置及 C 環的 C-3 位置鍵結羥基者；(2)以

及 C 環上 C-2 和 C-3 間有雙鍵；(3)和 C-4 位置有羰基（C=O）者，最具影響力

(Cook and Samman, 1996; Hanneken et al., 2006) 

  本實驗證實 butein 誘發抗氧化酵素的效果最佳，推測可能是因 butein 為 C

環開環並具有 α,β-不飽和羰基結構者，可直接調節含 thiol 結構蛋白質，文獻指

出具此結構特性者，易活化轉錄因子 Nrf2 (nuclear factor E2-ralated factor 2)及誘

發 phase II 解毒酵素的表現(Foresti et al., 2005; Sabzevari et al., 2004)，且在 C-2

和 C-3 間有雙鍵以及 A、B 環鍵結四個羥基，也可能有助於增強 butein 抗氧化能

力，但其調控相關分子之機制，仍有待進一步研究。本實驗室先前探討不同類黃

酮誘發 pi form of GSH S-transferase (GSTP)蛋白質表現時(童慧珊, 2008)，發現在

黃酮類、黃酮醇類、黃烷酮類與查酮類共 14 種類黃酮中，也是以查酮類中的 butein
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誘發效果最佳，黃酮類的 chrysin 效果次之。若分別比較查酮與黃酮類誘發抗氧

化酵素效果，本研究結果也與先前誘發 GSTP 趨勢相似，依序為黃酮類的 Chrysin

＞Luteolin＞Apigenin；查酮類的 Butein＞Phloretin。 

  此外，過去文獻亦指出，若比較 Lut、Apg、Chr 三種黃酮類的總抗氧化能

力（TEAC），含有 4 個羥基之 Luteolin 抗氧化活性最強，依序為 Lut＞Apg＞Chr 

(Cook and Samman, 1996; Rice-Evans et al., 1996)。但本實驗結果卻是在誘發抗氧

化酵素表現上(圖三、六)，Chrysin 誘發能力較 luteolin 及 apigenin 強，但 Chrysin

在 B 環上並無羥基，顯示 B 環的 C -3′和 C-4′ 位置有鄰位雙羥基或鍵結羥基數目

並非誘發抗氧化酵素所必須，可能是透過作為訊息傳遞分子影響抗氧化酵素表

現。 

  許多研究證實類黃酮等植化物所以具有化學保護(chemoprotection)與化學預

防(chemoprevention)之功效，與其能調節氧化還原敏感之轉錄因子之活性有關，

已知者包括了 Nrf2、AP-1 和 NF-κB 等，因此得以增加體內抗氧化防禦能力或抑

制發炎反應 (Bonnesen et al., 2001; Chen and Kong, 2005)。一般生理狀態下，Nrf2

會被 Keap1 侷限於細胞質中，呈現不活化狀態，並隨即被降解；然而當生物體

受到氧化壓力或親電子性化合物(oxidative stress/electrophiles)刺激時，會使得

Nrf2 和 Keap1 分離，Nrf2 因此被活化，進入細胞核與 ARE 序列結合，進而調控

GST、NQO1、GCL 和 HO-1 等多種解毒和抗氧化酵素基因的轉錄作用(Kaspar et 

al., 2009; Masella et al., 2005; Myhrstad et al., 2002)，保護細胞免於氧化傷害並促

進相關解毒代謝。而 HO-1 與 GCLC gene promoter 上分別具有 2 個和 4 個 ARE

序列，近年來的研究已證實 ARE 為許多抗氧化酵素基因上一段調控序列，因此，

驅動 Nrf2 的活化，乃是啟動抗氧化酵素基因轉錄之關鍵(Kaspar et al., 2009; 

Nguyen et al., 2003)。 

Nrf2/ARE pathway 參與調控抗氧化基因轉錄的重要性，已在許多文獻中被廣

泛討論(Alam and Cook, 2007; Chen and Kong, 2005; Itoh et al., 1997; Itoh et al., 

2003; Kobayashi and Yamamoto, 2005; Kong et al., 2001; Masella et al., 2005; Surh 



 

65 

et al., 2005)。以十字花科蔬菜所含之蘿蔔硫素(sulforaphane, SFN)為例，其所以被

認為是一增強細胞抗氧化防禦力之強效植化物，即和其可活化 Nrf2/ARE 訊號路

徑，大量增加正常細胞 NQO1、GST 和 HO-1 的 mRNA 和蛋白質表現有關

(Gopalakrishnan and Tony Kong, 2008)。另外，缺 Nrf2 的小鼠(Nrf2-null mice)將喪

失誘發 HO-1 與 GCL 等抗氧化酵素表現的能力，也足見 Nrf2 之重要性(Shen et al., 

2005)。 

   氧化壓力或親電子性化合物如何活化 Nrf2/ARE 是一有趣的議題，曾有文

獻指出，Resveratrol、quercetin、curcumin 和 epigallocatechin-3-gallate (EGCG)等

類黃酮所以具有細胞保護之效應，和它們藉由修飾對氧化還原敏感(redox- 

sensitive)的訊息傳遞分子，進而活化 Nrf2 有關，比如：透過活化 MAPK 促進 Nrf2

活化，轉入核內，進而調控抗氧化酵素基因表現(Bonnesen et al., 2001; Nguyen et 

al., 2003; Rushmore et al., 1991)。 

  已有研究證實 EGCG 活化 Nrf2 之機制，除了 MAPK 路徑外，也可經由(1) 

PKC 或 PI3K/Akt 等訊息路徑修飾磷酸化 Nrf2，或是(2)藉由氧化 Keap1 上的硫醇

基(sulfohydryl groups)，形成雙硫鍵，促使 Nrf2-Keap1 分離，並活化 Nrf2；(3)

此外，EGCG 也會與 GSH 結合，短暫降低胞內 GSH 濃度，此時胞內的氧化還原

平衡便會趨向於活化上游 MAPK 等訊息路徑，再促進 Nrf2 磷酸化(Shen et al., 

2005; Surh et al., 2005; Wu et al., 2006)。 

  近年來也有文獻指出，Quercetin 和 reverstrol 等類黃酮也可透過 PI3K/PKB

路徑活化 Nrf2 與 GCLC promoter 上的 ARE 結合，啟動 GCLC 與 HO-1 抗氧化酵

素基因之轉錄，並增加胞內麩胱甘肽之含量，以維持胞內氧化還原平衡(Kode et 

al., 2008; Lee-Hilz et al., 2006; Li et al., 2007; Myhrstad et al., 2002; Surh et al., 

2005)。在本實驗中，利用 EMSA 分析，我們發現在 apigenin、butein、chrysin、

luteolin、phloretin 處理下，皆可增加 Nrf2 與 HO-1 promoter 上 ARE 核心序列

(5’-TGACACAGCA-3’)結合之情形(圖八 B)，證實類黃酮的確是藉由 Nrf2/ARE 

pathway 啟動抗氧化酵素之基因表現。後續實驗中，針對類黃酮是透過何種上游
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訊號路徑促進 Nrf2 之活化，Keap1 分子是否產生硫醇基氧化修飾，將是未來值

得我們繼續再深入探討的目標之一。 

  在本實驗中，類黃酮處理 24 小時，可能透過活化 Nrf2/ARE pathway 誘發

GCLC 基因表現，因而增加 GSH 生合成，顯著增加胞內 GSH 濃度，並提升

GSH/GSSG 比值(表一)；因此，利用雷射掃描式共軛焦顯微鏡觀察胞內 ROS 生

成的情形，類黃酮處理組在 4 小時可減少 ROS 生成，但與 tBHP 組相較差異不

大；若預處理 24 小時，則可觀察到 ROS 產生的訊號大幅減少(圖十)，顯示類黃

酮預處理確實可提升胞內抗氧化能力，可保護細胞免於氧化傷害。 

  綜合上述討論，不同類黃酮化合物(apigenin、butein、chrysin、luteolin、phloretin)

可透過 Nrf2/ARE 誘發肝細胞中抗氧化酵素 HO-1、GCLC 的基因表現，尤其以

查酮類 butein 誘發效果最強，黃酮類 chrysin 次之；並且，類黃酮化合物可增加

胞內 GSH 生合成，降低胞內氧化壓力，因此，若能進一步釐清其分子機制，將

有助於了解它們在細胞抗氧化防禦系統扮演的角色。 
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第六章、結論 

  綜合以上結果，類黃酮(apigenin、butein、chrysin、luteolin 和 phloretin)具有

增加胞內 GHS 含量及 GSH/GSSG 比值的效應，並保護肝細胞免於氧化傷害，其

中尤以查酮 butein 和黃酮 chrysin 兩者效果最佳，其作用機轉應是透過活化 Nrf2

與 ARE 結合，進而上調抗氧化酵素 HO-1 與 GCLC 基因之轉錄作用。 

  根據分子結構和功能性的相關性(structure-function relationship)，查酮類以

butein 效果最佳的可能原因與 butein 同時具有 C 環開環，C-2 和 C-3 間有雙鍵，

且 A、B 環各有兩個羥基有關；至於黃酮類中，Chrysin 誘發抗氧化酵素的作用

較 apigenin 和 luteolin 好，但與分子羥基數目或結構似乎並無一定關係，因此，

確認分子結構與其調節功能間關係仍有待進一步釐清。 
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