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中文摘要 

    內皮細胞表現黏附因子，以及單核球黏附於內皮細胞上，在動脈 

粥狀硬化過程中扮演一個重要的角色。綠原酸（chlorogenic acid）為ㄧ 

種酚酸物質，主要存在於咖啡、蘋果、梨、莓類、桃仁、朝鮮薊和茄子 

中，在過去的體外實驗中指出綠原酸具有抗氧化活性。而在此次實驗 

中，主要探討綠原酸對於 IL-1β所誘導人類臍靜脈內皮細胞 ROS 及黏附 

因子表現之影響，並且和 probucol 比較其效果。結果顯示，綠原酸抑制 

LDL 氧化之 IC50為 3.1 ±0.4 μM，而 Probucol 之 IC50值為 5.5 ±0.7 μM； 

綠原酸清除 DPPH自由基之 IC50值約為 36.3 ±2.7 μM，而 Probucol 之 IC50 

值約為 41.8 ±3.1 μM。藉由同步定量聚合脢鏈反應發現，綠原酸可降低 

IL-1β所誘導之 VCAM-1, ICAM-1 及 E-selectin 之 mRNA 表現，且抑制

效果隨劑量增加而增強。綠原酸也能減少 IL-1β所誘導之細胞中 ROS。

同時發現綠原酸可減低或阻斷 IL-1β所誘導之核轉錄因子 NF-κB P50, 

P65, P52, Rel-B, C-Rel 的活化，亦表示綠原酸降低黏附因子表現是屬於

轉錄層次的調控。此外綠原酸可顯著降低 IL-1β所誘導之人類單核球細

胞（U-937）之黏附，並且發現抑制效果隨劑量增加而增強。此研究的

結果證實綠原酸在體外實驗中具有抑制早期動脈粥狀硬化發展之作用。 
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關鍵字: 綠原酸（Chlorogenic acid），核轉錄因子（NF-κB）， 

        細胞黏附因子（Cell adhesion molecules），動脈粥狀硬化 

       （Atherosclerosis） 
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英文摘要 

      Expression of cell adhesion molecules （CAM）by the endothelium 

and the attachment of monocytes to endothelium may play a major role in 

the early atherogenic process. Chlorogenic acid（CA） is a phenolic 

compound present in coffee, apple, pears, berries, almond, artichoke and 

aubergines. Previous study indicated that CA possess antioxidant activity in 

vitro. In this study, the effect of CA on the formation of intracellular reaction 

oxygen species（ROS）and expression of CAM in IL-1β induced human 

umbilical vein endothelial cells（HUVEC）were investigated, and compared 

with the control probucol. Our data showed that the inhibition of LDL 

oxidation（IC50）of CA and probucol were 3.1 ±0.4 μM and 5.5 ±0.7 μM, 

respectively. The Scavenging ability of DPPH radical（IC50）of CA and 

probucol were 36.3 ±2.7 μM and 41.8 ± 3.1 μM, respectively. CA 

dose-dependently suppressed IL-1β-induced mRNA expression on vascular 

cell adhesion molecule-1（VCAM-1）, intercellular cell adhesion molecule-1

（ICAM-1）and endothelial cell selectin（E-selectin）by real-time PCR 

analysis. CA also suppressed IL-1β-induced the production of ROS. We 

observed that CA attenuated or blocked nuclear translocation of nuclear 

factor-κB（NF-κB）P50, P65, P52, Rel-B and C-Rel stimulated by IL-1β,  

which in turn attenuated CAM expression at the transcription level. 

Furthermore, CA significantly reduced the adhesion of humans monocyte 
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cell line, U937, to HUVEC treated IL-1β in a dose-response manner. These 

results demonstrate that CA has inhibitory effect on proanthersclerotic 

mechanism in vitro. 

 

Key words: Chlorogenic acid ( CA ), Nuclear factor-κB ( NF-κB ), Cell   

          adhesion molecules ( CAM ), Atherosclerosis 
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第一章、 文獻回顧 

第一節、 動脈粥狀硬化（Atherosclerosis） 

(一). 動脈粥狀硬化的發生及危險因子 

    在現代國民生活進步及生活習慣轉變下，國人的飲食習慣已漸趨向

於歐美的高熱量、高膽固醇型態，而疾病型態也逐漸趨近於歐美西方國

家，國人的十大死因由急性傳染病、肺炎…等，轉為惡性腫瘤、心臟疾

病、腦血管疾病、糖尿病…等慢性疾病。心血管疾病與癌症為現代人健

康的二大殺手，現代人由於飲食中攝取大量的動物性脂肪，使得身體中

血膽固醇量增加，因而使心血管疾病的發生率上升，而心血管疾病中動

脈粥狀硬化是主要的致死原因，動脈粥狀硬化是動脈產生病變的一種現

象，大多發生於主動脈、頸動脈、冠狀動脈及週邊小動脈，其主要特徵

是動脈管壁本身的增厚及其管腔變窄、縮小( Lusis, 2000 )。動脈粥狀硬

化會引起血栓，造成局部組織缺血缺氧而壞死，若發生於腦動脈則會引

起中風；若發生於冠狀動脈則會引起心肌梗塞而致死( Navab et al., 1996; 

Kreuzer et al., 1997; Ross, 1999 )。在西方國家所發生的死亡原因中，動

脈粥狀硬化便佔了50 % ( Lusis, 2000 )，而在93年臺灣衛生署所統計的前

十大死亡原因中，第二、第三及第十名亦和動脈粥狀硬化有很大之關

係，如圖I. 所示。 
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早期學者認為動脈粥狀硬化形成與血中脂質含量過高有關( Stamler et 

al., 1986；Grundy, 1988；Grundy et al., 1990 )，後來發現，動脈粥狀硬

化處除了有脂質堆積外，還有白血球與淋巴球等的發炎反應傳導物質出

現，因此推論動脈粥狀硬化可能跟發炎反應有關( Glass and Witztum, 

2001; Libby et al., 2002; Mikita et al., 2001; Gram, 2002 )。除了高膽固醇

飲食是引起動脈粥狀硬化的危險因子外，從流行病學的角度來看，動脈

粥狀硬化的危險因子包括年齡、性別、抽煙、缺乏運動、過重、高血壓、

糖尿病、高血脂及高半胱胺酸…等( Ball and Turner, 1974; Stam et al., 

1989; Gey et al., 1993; Church et al., 1985; Wingard et al.,1983; Hulley et 

al., 1998; Herrington et al., 2000 )。而在動物實驗中發現，遺傳上基因的

突變也會造成動脈粥狀硬化，如： LDL 接受器基因有缺陷，會促使血

液中 LDL 濃度增加，而增加 LDL 受氧化攻擊的機會，容易引發動脈粥

狀硬化，此論述在LDL接受器基因剔除的小鼠上可觀察到( Goldstein and 

Brown, 1977 )；此外如 Apo B 基因過度表現的小鼠會造成 LDL 的大量生

成。相對的，若另一種脂蛋白 HDL 的合成基因 Apo E 基因缺陷會促使

動脈粥狀硬化發生，在動脈粥狀硬化研究實驗上，Apo E 基因剔除小鼠

是常用的動脈粥狀硬化之動物模式( Caligiuri et al., 1999 )。 
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(二). 動脈粥狀硬化的發展過程 

    動脈粥狀硬化是一種脂質與發炎細胞聚積，並伴隨著平滑肌細胞

（smooth muscle cell, SMC）的增生與細胞外間質的分泌（extracellular 

matrix secretion）所引起的血管內膜纖維化（intimal fibrosis）。根據世

界衛生組織（World Health Organization; WHO）對動脈粥狀硬化所下的

定義為“因血中脂質、膽固醇、脂蛋白、血液產物及鈣質等沉積於動脈

血管內膜，再形成斑塊或結節狀增厚之疾病”。因動脈粥狀硬化為一種

複雜且多步驟的慢性發炎疾病，故依照其形成的先後順序，會出現不同

的病理特徵，約可分為四至六個階段不等；美國心臟協會（American 

Heart Association）則依據此疾病的病理組織變化，將動脈粥狀硬化的發

展分為以下六個階段來說明： 

Type I lesion--起始階段（initial）：血中脂質開始堆積於血管內膜上，此 

            現象在嬰幼兒時期便可開始發生。 

Type II lesion--脂肪條紋（fatty streaks）：在動脈血管內膜之表面，明顯 

             可見到黃色的斑點或條紋，此斑點就是細胞間脂質的累 

             積：如泡沫細胞所造成的情形。 

Type III lesion--中間階段（intermediate）：藉由細胞外脂質的堆積而使 

              血管開始出現脂質聚集的情形，一般認為此狀態在臨床 
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             上是不易察覺的。 

Type IV lesion--動脈粥樣化（atheroma）：當上述情形越來越嚴重而使得 

             脂質開始聚集，形成脂質堆積的核心，而影響到血管的 

             構造，使血管變形，而此狀態在臨床是可辨識的。 

Type V lesion--纖維動脈粥樣化（firbroatheroma）：隨著不斷增生的 

              平滑肌細胞及膠原在血管表面沉積，形成多個脂質堆 

              積的核心，使原本的動脈粥樣化慢慢發展成纖維動脈 

              粥樣化。 

Type VI lesion--複雜階段（complicated）：血管產生出血及血栓症狀， 

             最後導致血管堵塞，引發其它與心血管相關的疾病。 

而Ross在1999年發表的文獻中，將動脈粥狀硬化劃分為以下四個時期

（1）內皮細胞功能不良（endothelial cell dysfunction）： 

    動脈粥狀硬化的發生為一複雜且漸進式的一種致病過程。初期主要

是因血管內皮細胞（endothelial cell）受損，使內皮細胞的通透性增加，

而使血管腔間隙增加，使得脂蛋白可以進入血管內膜中，並被內生性的

氧化因子如： myeloperoxidase、nitric oxide synthase與15-lipoxygenase

等氧化後，形成氧化型低密度脂蛋白（Ox-LDL）( Heinecke, 1998; 

Steinberg and Witztum, 1999; Cyrus et al., 1999; Harats et al., 2000; 



 

 5

Knowles et al., 2000 )。Ox-LDL會促endothelial cell表現黏附因子（cell 

adhesion molecules） 如： E-selectin、P-selectin、VCAM-1（vascular 

cell-adhesion molecule-1）、ICAM-1（intercellular adhesion molecule-1）

等( Cybulsky and Gimbrone, 1991; Dong et al., 1998; Collins et al., 

2000 )，而使T cell與單核性白血球（monocyte）黏附於血管腔表面並促

其位移至血管內膜中。Ox-LDL也參與促進此位移的作用，此是藉由促

進趨化因子MCP-1（monocyte chemotactic protein-1）及MCP-1的接受器

CCR2 （ monocyte chemoattractant protein-1 receptor ）的表達所致

( Steinberg et al., 1989; Gu et al., 1998; Boring et al., 1998; Han et al., 1999; 

Gosling et al., 1999 ) 

（2）泡沫細胞（foam cell）及脂肪條的形成（fatty streaks）： 

    當單核性白血球位移至血管內膜後，單核性白血球會受M-CSF 

（macrophage monocyte-colony-stimulating factor）影響，而分化為巨噬

細胞( Qiao et al.,1997 )。巨噬細胞會表達清除者接受器SA-A、CD36 來

辨識Ox-LDL ( Suzuki et al., 1997; Yamada et al., 1998 )，並經將Ox-LDL 

吞噬至細胞內，當巨噬細胞吞噬過多Ox-LDL時，大量的膽固醇、脂質

堆積在細胞內而形成泡沫細胞。大量的泡沫細胞聚集堆積在動脈管壁上

形成脂肪斑。到最後，泡沫細胞會走向apoptosis或necrosis的路徑( Colles 

et al., 1996 )，當細胞死亡後，原本經吞噬而堆積於細胞內的膽固醇、脂
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質會流出，而這些死亡的細胞會形成壞死核心（necrotic core）( Bennet et 

al., 1999 )。壞死核心與細胞流出的膽固醇、脂質聚集而促使”Gruel”的形

成。”Gruel”為一種糜粥狀的油脂聚合物，也是形成動脈粥狀硬化斑塊的

主因。 

（3）形成纖維斑塊和纖維帽（fibrous plaque and fibrous cap）： 

    病程的中期巨噬細胞會與血管內膜中的T cell作用而生成cytokines

（Th1、Th2）而促使一連串的免疫反應發生( Hansson, 1997 )，此外周圍

的血管平滑肌細胞及內皮細胞也會分泌IL-1（interleukin-1）、TNF（tumor 

necrosis factor）等細胞激素，這些細胞激素會引起血管平滑肌細胞移位

至intima或subendothelial中。此外，血管平滑肌細胞也會開始合成細胞外

基質蛋白（extracellular matrix proteins）促使形成纖維帽（fibrous cap）

而將gruel 覆蓋，形成動脈粥狀硬化斑塊。這些作用會使動脈粥狀硬化

斑塊的生成過程由初期單純的脂肪斑形成，進入到一個複雜斑塊

（complex lesion）的階段。 

（4）形成不穩定斑塊（unstable fibrous plaque）： 

    動脈粥狀硬化斑塊會因上述作用的持續進行，而逐漸緩慢生長、增

大突出於動脈管腔，到最後可能會阻塞住動脈，使血流量減少、血流速

變慢，更嚴重的還會進一步引起血栓 ( Davies et al., 1993 )。血栓的發
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生，是由於動脈粥狀硬化斑塊的增大並突出於血管腔，使血管內皮細胞

損傷、破裂而引起血小板的吸附聚集，此外若動脈粥狀硬化斑塊的結構

不穩定，也會因斑塊的破裂，使其內的脂質與tissue factor暴露而引起血

小板的吸附聚集。若斑塊的破裂會造成血小板再一次的凝血現象，反覆

的破裂、凝血，會促使血塊增大而阻塞住血管造成血栓 ( Lee and Libby, 

1997 )，而導致心肌梗塞、中風的發生。動脈粥狀硬化斑塊的破裂是形

成血小板吸附聚集的起因，有一些因子的表達亦會促使斑塊結構的不穩

定而導致破裂，如：巨噬細胞會表達基質金屬蛋白脢（matrix 

metalloproteinases；MMP），此能分解細胞外基質( Galis et al., 1994; 

Carmeliet et al., 2000 )。T cell也會產生interferon，而抑制血管平滑肌細

胞合成膠原，而弱化動脈粥狀硬化斑塊的結構，因此斑塊變得容易破

裂，接著引發血小板的吸附聚集及血栓的形成。 
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(三). 動脈粥狀硬化的致病機轉 ( pathogenesis ) 

    近十年幾來，許多學者相繼提出關於動脈粥狀硬化形成的可能原

因，其中以氧化修飾假說（oxidative-modification hypothesis）及損傷反

應假說（response-to-injury hypothesis）( Ross, 1993; Ross, 1999 )最為大

家所接受。根據氧化修飾假說，動脈粥狀硬化起因於低密度脂蛋白（low 

density lipoprotein, LDL）的氧化( Quinn et al., 1987 )，此為一種低密度脂

蛋白氧化修飾（LDL oxidative modification）及脂肪的過氧化作用所導致

之疾病；而損傷反應假說為內皮細胞受到損傷，而導致內皮功能失調

（endothelial dysfunction）所產生之反應有關的假說，此假說說明了動

脈粥狀硬化，乃和內皮細胞遭受傷害所產生的發炎反應有關；以下將此

兩種假說之致病機轉分述如下： 

1. 氧化修飾假說（oxidative-modification hypothesis）-低密度脂蛋白 

  氧化修飾（LDL oxidative modification） 

    根據此學說，低密度脂蛋白先堆積於動脈血管之內膜，隨後受到其

周圍細胞的作用，使之開始慢慢氧化形成最低修飾低密度脂蛋白

（MM-LDL）( Quinn et al., 1987 )，此MM-LDL會誘導血管細胞產生化

學刺激因子，刺激單核球細胞在血管壁中維持一定的數量與分化，並使

得低密度脂蛋白做進一步的氧化，接著被單核球細胞所衍生的巨噬細胞



 

 9

所辨識而吞噬，形成所謂的泡沫細胞，促進動脈粥狀硬化之形成與發展

( Diaz, 1997; Lusis,2000; Schwenke., 1998 )。而這個假說乃探討Ox- LDL

在動脈粥狀硬化中所扮演的角色，許多的證據顯示了Ox-LDL的確具有

關鍵的決定性因素  ( Heinecke et al., 1984; Morel et al., 1984; 

Steinbrecher et al., 1984; Parthasarathy et al., 1986; Hiramatsu et al., 1987; 

Frei et al., 1988; Sterinberg et al., 1989; Lusis and Navab, 1993; Jialal and 

Devaraj, 1996; Steinberg, 1997 )。 

以下即為MM-LDL及Ox-LDL的幾項特色： 

(1) MM-LDL可促進白血球（leukocytes）與內皮細胞兩者間的黏附作用 

  （adhesion）。 

(2) MM-LDL可刺激內皮細胞分泌趨化因子MCP－1，促使血液循環中的 

  單核球細胞黏附於內皮細胞，並移至內皮下方空間（subendothelial  

  space），此作用為不斷演進的。 

(3) MM-LDL可刺激內皮細胞分泌macrophage colony-stimulating factor  

   ( M-CSF )，促使單核球分化為巨噬細胞。 

(4) Ox-LDL為單核球細胞的趨化物質，且會限制巨噬細胞的移出，使 

   其繼續留在動脈血管壁中而不回到血液循環。 

(5) Ox-LDL具細胞毒殺性，會使內皮細胞的功能失調，另外會促使脂肪 

   斑塊成為進一步的病害。 
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(6) Ox-LDL會改變動脈血管壁中其他基因的表現，如促使巨噬細胞分泌 

   interleukin-1β ( IL-1β)，而IL-1β 即可誘使平滑肌細胞增生與內皮細 

   胞-白血球的黏附作用。 

(7) Ox-LDL影響凝血機制，如刺激plasminogen activator inhibitor-1   

   的合成、增強tumor necrosis factor ( TNF ) 與 platelet－derived growth  

   factor ( PDGF )的表現，而使血小板的凝集作用增強。 

(8) Ox-LDL會抑制由 endothelium-derived relaxation factor ( EDRF ) 所 

   維持的血管舒張作用，而使動脈血壓升高。 

 

2. 內皮功能失調（endothelial dysfunction）-損傷反應假說（response-to-  

  injury hypothesis） 

    此為 Ross 在1986與1993年 ( Ross, 1993; Ross et al., 1996 ) 所提出

修正後之假說，強調內皮細胞受損後導致內皮細胞功能失調，而使細胞

做出急性與慢性的發炎反應以作為保護。造成內皮細胞損傷的原因可能

有：物理性傷害 ( 如血液在血管分支處流動造成的流動壓力（shear 

stress）、氣球擴張術 )、化學性傷害 ( 如抽煙、緊張、糖尿病及氧化壓

力衍生之自由基)、與曝露於致毒性物質（如Ox-LDL），所帶來之傷害，

這些傷害會使內皮細胞功能失調，進而產生一連串反應，我們稱為發炎
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反應。 

隨著動脈粥狀硬化發展時期之不同，其發炎反應及參與的細胞型

態、發炎激素（inflammatory cytokines）亦不同。而受到損傷的內皮細

胞會在表面分泌一種黏附性的醣蛋白（adhesive glycoprotein），此種蛋

白質會與血液循環中的單核球細胞及T-淋巴球上的特殊受體作結合。此

時內皮細胞、單核球細胞與T-淋巴球均會分泌許多黏附因子(包括

E-selectin、P-selectin、VCAM-1、ICAM-1…等)，而內皮細胞與平滑肌

細胞則亦分泌一些趨化物質（chemoattractants），如單核球化學趨化蛋

白-1（monocyte chemotactic protein; MCP-1）、血小板衍生之生長因子

（platelet-derived growth factor；PDGF）與群落刺激因子（colony- 

stimulating factors；CSFs）等，而加速各細胞間進行黏附與移位至血管

內膜。在血管內膜，單核球由於一些生長因子與細胞激素（cytokines）

的作用而活化為巨噬細胞，最後將某些經修飾的脂質(特別是Ox-LDL)

吞噬，並分泌黏附因子促使更多的單核球移入血管內膜( Ross, 1993; 

Ross et al., 1996 )。由於以下的過程，導致了血管內膜早期動脈粥狀硬化

斑瑰的產生： 

(1)局部動脈內膜移位與增生，且巨噬細胞、T-淋巴球與平滑肌細胞在 

  此聚集。 
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(2)結締組織生成，如elastin fiber protein、collagen與proteoglycans。 

(3)巨噬細胞內大量脂質堆積而形成泡沫細胞。 
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第二節、自由基與氧化壓力（oxidative stress） 

    早在1900年代初期便由化學家鞏伯格（Gomberg）發現了自由基（free 

radical）的存在，根據量子力學的觀點，自由基是指一個分子或原子，

其某原子之價殼以不成對電子存在者( Halliwell et al., 1991 )。生物體在

正常生理下及病理狀況下皆會產生自由基( Evans and Halliwell, 2001 )，

例如：進行某些正常代謝如花生四烯酸代謝、甲狀腺生成與白血球吞噬

殺菌作用( Warso and Cand., 1983; Taurog, 1991 )時，常會產生自由基，

而當身體在受到外在及內在環境的刺激時，亦會產生大量的自由基，依

其來源可分為三類：(1).生物合成產生(2).新陳代謝產生(3).空氣污染、日

光、輻射及藥物…等( McCord, 2000 )。由於自由基本身具一不成對之電

子，反應性強可引起一連串的連鎖反應（chain reaction），其中包括氫

原子的抓取（hydrogen abstraction）、電子傳遞（electron transfer）、加

成作用（addition）、終止作用（termination）與不對稱反應( Kehrer, 1993 )，

因而可進一步攻擊人體細胞組織，對人體造成損傷，故不論是體內或體

外所產生的自由基皆被認為和許多疾病具高度相關性，其中包括了：癌

症、關節炎、發炎反應、糖尿病、動脈粥狀硬化、帕金森症與高血壓等

( Cacciuttolo et al., 1993; Kehrer, 1993 )。 

    常見的自由基種類可分為活性氧（reactive oxygen species, ROS）和
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活性氮（NOS）兩大類，活性氧包括：超氧化自由基（Superoxide；•O2
-）、

氫氧化自由基（Hydroxyl radical；•OH）和過氧化氫（Hydrogen peroxide；

H2O2）、單電子鍵氧分子（1O2）、次氯酸（HOCl）、臭氧（O3）…等。

而活性氮包括：一氧化氮（NO）、二氧化氮（NO2）與過氧化亞硝酸自

由基（•ONOO-）…等。自由基在人體扮演重要角色( McCord, 2000 )，

如氧自由基具有作為訊息傳遞、基因轉錄和調節細胞中cGMP活性的功

能( Zheng and Storz., 2000；Lander, 1997 )。而NO是分布最廣泛的訊息分

子之ㄧ，參與許多身體中器官與細胞的功能。 

氧化壓力是指生物體中的抗氧化物與促氧化物的平衡趨向後者

( Sies, 1991 )。在正常狀態下，生物體內具有一抗氧化系統可對抗自由基

所產生傷害，並達到一平衡狀態，但若是因免疫系統失調、缺氧或高氧、

輻射照射、藥物代謝、病毒作用、疾病或營養不良使細胞中所產生的自

由基過多，便可能對人體產生劇烈的傷害( Hyslop et al., 1988 )，並使身

體的Redox 環境傾向氧化狀態( Sies, 1991; Jacob, 1994 )，此時體內的氧

化壓力過高，而產生上述疾病。 
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(一). 自由基與動脈粥狀硬化 

自由基含有不成對電子的原子、分子或離子，具有很強的活性

( Gilbert et al., 2000 )，容易引起細胞物質的氧化作用、脂質的過氧化，

導致細胞的受傷或死亡。體內氧化壓力過高則表示體內自由基產生過

多，體內氧化壓力增高可導致許多心血管相關疾病的發生，如高膽固醇

血症（hypercholesterolemia）、高血糖（hyperglycemia）、糖尿病（diabetes）、

動脈粥狀硬化( Cai and Harrison, 2000; Napoli et al., 2001 )，在血管功能

失調及致粥瘤性（atherogenesis）上更是扮演一重要角色。許多的證據

及報導均提到動脈硬化血管有大量活性氧族群（ROS），及其衍生出的

活性氧化代謝物的表現( Harrison et al., 2003 )顯示因活性氧屬所導致的

氧化壓力增高，在動脈粥狀硬化之發展中，有其一定的重要性。 

正常情況下，細胞本身所產生的活性氧族群會改變許多細胞內的功

能，包括基因表現、轉錄因子活化等。許多研究顯示，細胞內過量的活

性氧族群會使細胞受到傷害，如人類臍靜脈內皮細胞（human umbilical 

vein endothelial cell, HUVEC）、人類微血管內皮細胞（human microvessel 

endothelial cell line, HMEC）、肺上皮細胞（A549 lung epithelial cell line）

等，經由細胞激素或生長因子刺激後，H2O2 及NO濃度會上升，並與基

因的表現有相關性，例如IL-1β及TNF-α可以經由活性氧族群調控轉錄因
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子NF-κB的活性，進而引發各種免疫反應及發炎反應。所以活性氧族群

已被認為是一種二級訊息傳遞訊息以調節細胞生理功能( Wang et 

al,1999; Lum and Roebuck, 2001; Schreck et al., 1991 )。以下便就活性氧

屬做介紹。 

  

 

(二). 活性氧屬（reactive oxygen species, ROS） 

大氣中的氧乃是以安定的三重態氧（triplet oxygen, 3O2）存在，活

性氧屬則泛指反應能力較三重態氧強之含氧分子。由於活性氧為細胞進

行增殖和分化時所須之化學傳遞物（二次訊息）( Sauer and Wartenberg, 

2001 )，故人體在進行正常代謝會產生活性氧，甚至是在動脈粥狀硬化

發展時也會產生活性氧，在哺乳類動物中，活性氧的可能來源包括了：

粒線體呼吸作用（mitochondria respiration）、花生四烯酸（arachidonic 

acid）代謝、脂氧合酶（lipoxygenase）、環氧合酶（cyclooxygenase）、

細胞色素P450s（cytochrome P450s）、黃嘌呤氧化酶（xanthine oxidase）、

NADH/NADPH 氧化酶（NADH/NADPH oxidases）、一氧化氮合成酶

（NO synthase）及過氧化酵素（peroxidases）等( Cai and Harrison, 2000 )。

活性氧種類繁多，大多是指具一不成對電子的自由基，有些則本身非自

由基，但具強氧化力可造成氧化壓力者，與動脈粥狀硬化及血管功能失
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調者主要有以下幾類： 

1. 超氧陰離子自由基（ Superoxide anion radical, •O2
-） 

超氧陰離子自由基為體內最初也最常產生之自由基，為氧分子進 

行一個電子還原作用而形成的： 

O2 + e－           •O2
－ 

其半衰期短，較少對細胞造成直接傷害，但超氧陰離子自由基藉由連鎖

反應所產生二級及三級產物，如過氧化氫、羥基自由基等，常常會對生

物體造成更大的傷害，因此在生物體中扮演著關鍵性之角色，故又稱「自

由基之母」。此類自由基可來自體內吞噬細胞及粒腺體中電子傳遞鏈中

的黃嘌呤氧化酶及NADPH 氧化酶，也可能經由血中的葡萄糖及蛋白質

作用而產生( Halliwell, 1996 )。 

2. 過氧化氫 （Hydrogen peroxide, H2O2） 

過氧化氫雖非自由基，但其本身具強氧化力、反應性高且又攜帶氧

原子，所以也是活性氧的一種。為非自由基形態之活性氧，極容易在細

胞間擴散與體內的一些微量過渡金屬離子（Cu2+ or Fe2+）產生Fenton 

reaction ( Gilbert et al., 2000 )，產生破壞性較大的羥基自由基，故過氧化

氫對細胞及組織傷害遠大於超氧陰離子自由基。過氧化氫可經因超氧陰

離子自由基和超氧化物歧化酶（superoxide dismutase, SOD）作用而來： 
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•O2
－+ •O2

－+ 2H+      SOD     H2O2 + O2 

AH2+ •O2
－+ H+            AH－+ H2O2 

也可因吞噬細胞的吞噬作用，及其他氧化還原循環反應而產生，但過氧

化氫也能藉由catalase 的催化而變成水。 

3. 羥基自由基（Hydroxyl radical, •OH） 

羥基自由基可說是體內反應性最高自由基之一，除可因自由基之 

轉換如：過氧化氫和金屬離子反應及超氧陰離子之作用反應而來之外，

人體照射到X-ray、γ-ray、短波電磁波等放射線時，也會產生大量的羥基

自由基： 

H2O      hν    •H + •OH 

H2O2 + •O2
－
＋H+            H2O + O2＋‧OH 

H2O2 ＋e－
＋H＋             H2O＋‧OH 

因羥基自由基反應性高，使得該部位一旦產生此自由基後，便會發生立

即性的反應( Diplock et al., 1998 )，造成氧化而破壞細胞，且會與醣類、

胺基酸、磷脂質、有機酸等細胞內多種物質反應，特別是對DNA中的氮

鹼基（嘌呤或嘧啶）作用，造成細胞傷害、死亡或突變( Diplock et al., 

1998 )。 
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4. 過氧化脂質（lipid hydroperoxide, LOOH） 

過氧化脂質可說是脂質經自由基如：羥基自由基或超氧陰離子過氧

化作用後所得之產物，較常發生於細胞膜上的磷脂質或其他部位之多元

不飽和脂肪酸（polyunsaturated fatty acid, PUFA）上，同時此產物可再

繼續斷裂成其他自由基或形成有毒害或具致突變的醛類、或其他代謝物

( Cai and Harrison, 2000 )。除此之外，過氧化脂質或其產物亦可和蛋白

質、酵素、核酸等分子作用，而導致細胞或身體組織、器官的變異或死

亡。 

 

 

(三). 活性氧屬和動脈粥狀硬化 

活性氧屬一般認為可刺激細胞增生和分化( Sauer et al., 2001 )，活性

氧屬除了可由刺激細胞增生和分化影響動脈粥狀硬化的發外，更可藉下

列方法來影響( Napoli et al., 2001 )其發展。 

1.可藉由調節轉錄因子（transcription factor）如：nuclear transcription 

factor kappa B（NF-κB）、peroxisome proliferator activated recepror-γ 

（PPAR-γ），來影響基因的表現。 

2.促進各種細胞如：平滑肌細胞、血管內皮細胞、纖維母細胞生長和 

分化。 
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3.可影響細胞分泌細胞激素及生長因子如：腫瘤壞死因子-α（tumor 

necrosis factor-α, TNF-α）、細胞間質素-β（interleukin-1β, IL-1β）及干

擾素γ（interferon-γ）。 

4.影響細胞進行程式化死亡（programmed cell death）及凋亡（apoptosis）。 

5.決定oxidation-sensitive regulatory pathways 間的交互作用，而達到 

對於動脈粥狀硬化有不同效果。 
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第三節、氧化低密度脂蛋白與動脈粥狀硬化： 

(一). 脂蛋白（lipoproteins）： 

脂蛋白（lipoproteins）的組成為膽固醇脂與三酸甘油脂所形成的疏

水性中心，其外圍由游離脂肪酸、磷酸脂質與衍蛋白（apoproteins）如：

衍蛋白B（apoprotein B）、衍蛋白C（apoprotein C）所組成之混合物包

覆組成。依其脂蛋白分子組成的大小及密度可分類為乳糜微粒

（chylomicrons）、極低密度脂蛋白（VLDL）、低密度脂蛋白（LDL）、

中密度脂蛋白（IDL）與高密度脂蛋白（HDL）。 

衍蛋白是脂蛋白粒子中之蛋白質組成，衍蛋白主要分為Apo A、Apo 

B、Apo C、Apo E 及Apo (a)，不同的脂蛋白所含有的衍蛋白種類及特

性均不相同。衍蛋白的功能如：Apo B、Apo E可被低密度脂蛋白接受器

（LDL receptor）辨識，而幫助細胞包飲吞噬脂蛋白進入細胞內。此外，

衍蛋白也會促使參與脂蛋白代謝的酵素活化或抑制，如Apo A中的Apo 

AⅠ會促卵磷脂/膽固醇醯基轉基酶（lecithin/ cholesterol acyltransferase；

LCAT）活化，而將HDL表面的膽固醇酯化幫助HDL形成完整的球型構

型。有些實驗由衍蛋白蛋白片段是否被分解可來判定脂蛋白是否被氧化

( Kreuzer et al., 1997; Steinberg and Witztum, 1999 )。 
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(二). 低密度脂蛋白（LDL）： 

低密度脂蛋白為在血液循環中的球狀複合粒子，是由VLDL 釋出三

酸甘油酯後轉型為IDL，再經IDL轉型為LDL。LDL是一群平均直徑約為

18~25 nm 組成的不均勻球狀複合粒子，包含於人類血液中，正常人之 

LDL密度介於1.019-1.063 g/mL，由蛋白質與脂質所構成。每顆LDL上約

有1600個酯化膽固醇、500-600個未酯化膽固醇、800個磷脂質、 170-180

個三酸甘油酯及一個apolipoprotein（apoB-100），平均質量為2500-2800 

kDa。每個LDL粒子的構型可分為構造緊密的親水性表層與親油性的核

心，表層則由磷脂質單層所構成，上面有未酯化膽固醇與一個分子量約

為550 kDa的apoB（含4536個氨基酸）所纏繞。每個LDL分子內含有6-12 

個分子的α- tocopherol，是LDL中最主要的內源性抗氧化劑，其餘的抗氧

化劑如β-carotene、lycopene、ubiquinone-10等，都僅介於0.1-0.5個分子

之間。LDL的各型脂質共約含有2700個脂肪酸分子，其中約一半為長鏈

脂肪酸，最主要的一種為亞麻油酸（linoleic acid C18:2）。人體血清中膽

固醇的總濃度約為200 mg/dL，其中約65 %由LDL所攜帶傳送至周圍組

織，因此LDL的吸收與膽固醇的代謝息息相關。 

若LDL無法有效的被細胞組織吸收，而在血液循環系統中存在過多

的LDL會增加罹患心血管循環系統疾病的風險。LDL在血液循環中的半
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衰期（half life）約為2～3天，低密度脂蛋白80 ％可由肝吸收，另20 ％

則由周圍組織吸收，吸收方式是經由LDL接受器（LDL receptor）攝取，

藉由receptor-mediated途徑與nonspecific endocytosis 方式進入細胞及肝

臟中。 

有實驗證據顯示LDL receptor 的功能失常的病人如：家族性高脂血

症（familial hypercholesterol）患者，其會導致血液中LDL堆積而增加併

發動脈粥狀硬化的風險( Goldstein et al., 1977 )。而在LDL receptor 表達

的調控上發現，當血液中 cholesterol 濃度降低時，會促使SREBP 

transcription factor活化促使LDL receptor大量表達( Brown and Goldstein, 

1997 )。若將動物的LDL receptor gene knockout 或使之lack functional 再

加上特定條件如：促使12/15- lipoxygenase gene over expression，則其發

生動脈粥狀硬化機率會增加( Harats et al., 2000 )因此，若人體內有大量

的LDL循行於血管中，LDL十分容易受到一些氧化因子的攻擊而被氧化

修飾，LDL會轉變為氧化修飾型的LDL如：minimally modified LDL、

oxidative LDL 及small LDL、dense LDL等，這些氧化修飾型的LDL 均

為引起動脈粥狀硬化發生的主因。 
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(三). 低密度脂蛋白過氧化作用： 

LDL的氧化是一種由自由基所引起的連鎖反應過程，牽涉了LDL中

脂質與蛋白質的氧化修飾與構造上的改變 ( Jialal and Devarj, 1996 )。在

脂質的氧化方面，主要是LDL內鍵結於磷脂質與膽固醇酯上的PUFA遭

氧化，開始是由活性氧（可能是•OH或脂質經Fenton reaction產生•RO）

對PUFA（polyunsaturated fatty acid）上的bis-allylic site進行氫自由基

（hydrogen radical; •H）的轉移，接著產生雙鍵的重排而形成共軛雙烯

（conjugated diene）。一般在低密度脂蛋白氧化時，其共軛雙烯鍵的變

化有以下三階段： 

1. 遲滯期（lag phase） 

為其氧化的起始狀態，此時期受低密度脂蛋白本身所含抗氧化性

物質所影響，故從此階段可得知低密度脂蛋白被氧化的程度。其定義

為增殖期的切線對X軸之截距，截距的長短即為lag time，用以判斷低

密度脂蛋白的抗氧化活性( Raal et al., 1995 )。 

2. 增殖期（propagation phase） 

當其本身所含抗氧化性物質消耗之後，低密度脂蛋白會加速氧化

使得共軛雙烯鍵大量產生。 
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3. 分解期（decomposition phase） 

於此階段共軛雙烯鍵開始裂解，產生醛、酮類物質。 

自由基與動脈粥狀硬化的關係已被深入探討，主導此自由反應

的兩大系統: 

1. 細胞系統:如巨噬細胞、動脈平滑肌細胞、內皮細胞與淋巴細胞，

均會釋放活性氧物質（如•O2-、•OH-、•RS、•RSO)，再由過渡金

屬離子 （銅離子與鐵離子）催化促進氧化的發生 

2. 酵素系統:如lipoxygenase （15-1ipoxygenase 5-1ipoxygenase）、

xanthine oxidase、NADPH oxidase、phospholipase、myeloperoxidase 

等，均可催化PUFA雙鍵位置的氧化與加氧作用。 

脂肪酸氧化產生的共軛雙烯，會再與分子氧反應而加氧形成過氧化

物，再進一步斷裂成醛、酮等小分子，而可與自由基或共軛雙烯對LDL

上的蛋白質（apoB-100）進行氧化修飾( Brown and Goldstein, 1986; 

Sterinberg et al., 1989; Halliwell et al., 1995; Jialal and Devarj, 1996; 

Steinberg, 1997; Westhuyzen, 1997 )。而在蛋白質的氧化修飾方面，當

apoB受到自由基或共軛雙烯的攻擊後，會使蛋白質序列中的離胺酸

（lysine）與組胺酸等帶正電胺基酸的ε-amino group 與氧化產物的醛類

交聯（cross-linking）而產生Schiff base，而使LDL表面的正電荷減少及
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負電荷增加，此種改變使氧化之LDL不再被LDL receptor（B/E receptor）

所辨識，反由巨噬細胞表現之清除受體（scavenger receptor）所辨認。

其中最主要與ε-amino group作用的醛類包括malondialdehyde（MDA）、

4-hydroxynonenal（4-HNE）與hexanal ( Jialal and Devaraj, 1996; Steinberg, 

1997 )。遭氧化與修飾後，apoB會斷裂，可由電泳觀察而得。Kreuzer等

( Kreuzer et al., 1997 ) 指出經氧化修飾後的apoB主要是藉由N端序列與

清除受體進行辨識，而且僅需其序列的前23 ％之胺基酸即足夠讓清除

受體辨認。 

過渡金屬離子可催化LDL內脂質的過氧化反應，Ferns 等 ( Ferns et 

al., 1997 ) 指出銅離子參與了在動脈血管壁的LDL氧化。由銅析催化之

似Fenton reaction的氧化機制如下： 

Fenton-like reaction （to generate •OH） 

Cu2+ + •O2
－→ Cu+ + O2 

Cu+ + •O2
－+ 2H+ → Cu2+ + H2O2 

Cu+ + H2O2→Cu2+ + •OH + OH 

Initiation of chain reaction 

LH + • OH→ •L + H2O （linoleic acid） 

Propagation of autoxidation 

•L + O2 → •LOO 
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•LOO + LH → LOOH + •L 

不同階段的氧化可造成不同類型與氧化程度的LDL，如輕微修飾的

LDL（minimally modified LDL; MM-LDL）、完全氧化的LDL（extensively 

oxidized LDL; Ox-LDL）、體積小且密度高的LDL（small，dense LDL; 

sd-LDL）與糖化之LDL（glycated-LDL; Gly-LDL）等，均在動脈粥狀硬

化或其他退化性疾病中扮演重要的角色 ( Steinberg et al., 1997 )。 

LDL的氧化由於大多是在動脈血管壁中進行，而且Ox-LDL被清除

受體移除的速度相當快，故無法由偵測半生期短、濃度低的Ox-LDL來

評估LDL氧化的程度 ( Jialal and Devaraj, 1996 )。體外實驗中常用來判斷

LDL氧化的程度的方法為利用一分子的氧化產物malondialdehyde

（MDA）與二分子的TBA呈色，產物即 thiobarbituric acid reactive 

substance （TBARS）。另外也可利用高效能液相層析儀檢測LDL內維

生素E與脂肪酸的含量，亦可作為LDL的氧化指標 ( Jialal and Devaraj, 

1996 )。 
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(四). 氧化型低密度脂蛋白與動脈粥狀硬化的關係： 

動脈粥狀硬化是一種慢性的發炎反應疾病，且為許多複雜因子如：

modified lipoproteins、monocyte-derived macrophages、T-Cell， 與其他

許多血管壁細胞內因子交互作用而生成的疾病。而在動脈粥狀硬化的致

病機轉研究中，modified lipoproteins被視為主要引起動脈粥狀硬化過程

的主因，而在許多動脈粥狀硬化動物的組織切片中，在其病灶部位也觀

察到有許多的oxidative LDL components堆積。Oxidative LDL components

包 含 oxidized phospholipids 、 phosphatidyl choline 、 modified apoB 

proteins、oxidized lipids等。已有許多實驗證實，這些分子參與調控了引

起或促進動脈粥狀硬化發生的機制，統整如下： 

1. Ox-LDL具有細胞毒性，會促使血管內皮細胞損傷，而使其功能失調， 

  促使更多循行於血液中的LDL進入血管內受氧化為Ox-LDL ( Colles et   

  al.,1996; Bennet, 1999; Patel et al., 2000 )。Ox-LDL亦會促使巨噬細 

  胞、血管平滑肌細胞apoptosis 或necrosis，而使necrotic core 的生成與 

  細胞中吞噬的cholesterol、oxidized lipid與insoluble lipid流出，最後形 

  成糜粥狀聚合物”Gruel”促進動脈粥狀硬化的病程( Colles et al., 1996;  

  Bennet, 1999 )。 

2. Ox-LDL會促使血管內皮細胞表達單核性白血球的黏附因子如VCAM          
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  -1、ICAM-1、E-selectin ( Navab et al., 1996 )等而吸引血液中單核球 

  、T cells 附著於血管壁上。而單核性白血球並進一步受血管內皮細胞 

  表達的chemotactic molecules 如：MCP-1、CCR-2 而migration進入血 

  管內膜，當單核性白血球、T cells 進入血管內膜後，便會引發一連串 

  免疫反應，並與其他細胞因子進行交互作用，而促使動脈粥狀硬化病 

  成的發生（Rajava- shisth et al., 1990 ）。Ox-LDL也會直接促使這些 

  chemotactic molecules的表達( Steinberg et al., 1989; Navab et al.,  

  1996 )。 

3. Ox-LDL會促使泡沫細胞的形成。泡沫細胞的形成是早期動脈粥狀硬 

  化發生的特徵，所謂的泡沫細胞是指進入血管內膜的單核性白血球， 

  趨化而成的巨噬細胞，內堆積了大量的膽固醇，大量的泡沫細胞形 

  成，會聚集於血管內膜中而形成脂肪班。巨噬細胞會受Ox-LDL的刺 

  激下大量表達清除者接受器而將Ox-LDL吞噬至細胞內( Yamada et  

  al., 1998 )，而主要擔任吞噬Ox-LDL的scavenger receptors為CD36與 

  SR-A（scavenger receptors A）。Ox-LDL均可透過活化一些分子機制 

  而使其大量表達來吞噬Ox-LDL，如Ox-LDL可活化轉錄因子，PPAR 

  γ來促使CD36大量表達( Tontonoz et al., 1998 )，Ox-LDL也可以經活 

  化轉錄因子AP-1來促使SR-A大量表達，這些scavenger receptors若表達   
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  過多，則會使巨噬細胞吞噬過量的Ox-LDL進入細胞內，而使得膽固 

  醇堆積於細胞中而使巨噬細胞變成泡沫細胞( Selzman et al., 2001;  

  Shen et al., 2001; Patel et al., 2000 )。 

4. 促進平滑肌細胞的轉移至血管內膜中並促進其增生( Ross, 1999; Patel  

   et al., 2000 )。 

 

 

(五). 預防動脈粥狀硬化 

因為LDL的氧化是引起動脈粥狀硬化的一個重要的致病因素，而動

脈粥狀硬化乃老年退化性疾病，早期預防可見後效，而飲食控制及特殊

食物成分，可能具有減緩動脈粥狀硬化和預防心血管疾病的效果，因此

對於預防動脈粥狀硬化早期的脂肪條產生，目前最常使用的策略為抑制

低密度脂蛋白的過氧化與降低血脂，而藉由抗氧化劑的使用，可以有效

的清除自由基、鉗合金屬離子與終止脂質氧化的起始期或延長遲滯期。

流行病學調查亦指出多種天然植物中所具有（如α- tocopherol、

polyphenols）與人工合成（如BHT、probucal）的抗氧化劑，其攝取量與

心血管疾病的發生率呈現負相關( Diaz et al., 1997 )。 

實驗動物模式中亦有報告指出抗氧化劑的介入對LDL 的氧化敏感

性有降低的趨勢，包括了LDL receptor-deficient rabbit、cholesterol-fed 
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New Zealand White rabbit （ NZW rabbit ） 、 Watanabe heritable 

hyperlipidemic rabbit（WHHL rabbit）、cholesterol fed hamster、LDL 

receptor-deficient mice、apoE-deficient mice（apoE 缺陷小鼠）與nonhuman 

primates 等動物模式，均使用了一種或多種的抗氧化劑，藉由抗氧化的

效果，而減緩了動脈粥狀硬化的效果( Steinberg, 1997 )。 

目前常被使用的幾種重要的抗氧化劑，或在食物中存在的抗氧化物

質可分為：(1) 增加內源性的抗氧化劑如維生素C、維生素E 或類胡蘿

蔔素β-carotene 及 (2) 額外食入合成或天然的抗氧化劑，其在抑制LDL

氧化與減低動脈粥狀硬化的效果。 
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第四節、抗氧化與動脈粥狀硬化 

曾經有學者想藉由改變生活習慣及飲食方式來降低血中脂質，以達

到降低動脈粥狀硬化發生機率，而結果顯示此方法卻無明顯的影響，於

是有學者便建議以降低體內氧化壓力之方法，來降低動脈粥狀硬化之發

生率，降低體內氧化壓力方法主要有兩種，一為提高體內防禦系統，二

為補充抗氧化物質，今就防禦系統及抗氧化物質兩方面做說明。 

 

(一). 體內防禦系統：體內主要防禦系統分為很多種，其中一種為體內

專門清除自由基之酵素系統，包括了以下幾種。 

1. SOD（Superoxide dismutase） 

     SOD能將超氧陰離子轉變為過氧化氫，提供了生物體抵抗ROS所

帶來的破壞與傷害，SOD依其存在位置不同，而有不同的過渡金屬離子

作為輔因子來參與氧化還原反應，如在粒線體中含有以錳為反應中心的

Mn-SOD，而在細胞質中則含有以鋅和銅為反應中心的Cu/Zn-SOD 

( Bannister et al., 1987; Meyer and Isaksen, 1995 )。 

2. Catalase 

     過氧化氫酶其主要的作用是將過氧化氫催化成不具傷害性的水和

氧，此酵素的活性需鐵參與，在抗氧化系統裡扮演了重要的角色。catalase 

大部份分佈於細胞內的過氧化體中，可保護因氧化長鏈脂肪酸的過程中
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產生大量的過氧化氫所帶來之傷害，在肝細胞與紅血球含量豐富，嗜中

性白血球及其他白血球也同樣含有大量的Catalase，可清除由respiratory 

burst而產生大量的過氧化氫。在許多細胞中如：內皮細胞、神經膠細胞、

及肌細胞等，其catalase 含量很低並不足以清除自生的過氧化氫，因此

在這些細胞中必須依賴另一種酵素－Glutathione peroxidase系統來清除

過氧化氫( Meyer and Isaksen, 1995 )。一旦H2O2濃度超過20μM時會開始

對細胞產生傷害，超過100μM時則容易活化嗜中性白血球產生更多

H2O2造成細胞死亡( Schraufstatter et al., 1990；Young and Woodside, 

2001 )。 

3. GSH-Px (Glutathione peroxidase) 

Glutathione peroxidase（GSH-Px）和catalase一樣有清除過氧化氫

的能力。GSH-Px可以幫助清除過氧化氫，亦可使油脂或非油脂過氧化

物還原。而GSH-Px需要硒元素作為cofactor，故體內硒元素含量不足

時其酵素活性則會受損。GSH-Px在紅血球、肝臟、心臟、肺部及腦中

含量高，相反的在肌肉含量中則較少，所以單靠GSH-Px的催化作用是

不夠的，必須要有足夠的GSH及其他酵素系統才算完備，如：NADPH

及glutathione reductase的還原作用。因此，若是NADPH 生成的來源

出了問題，在GSH-Px抗氧化系統的效能則會減低，如：蠶豆症患者缺
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乏NADPH生成的催化酵素G6PD（glucose-6-phosphate dehydrogenase）

便會因氧化壓力過高，使GSH消耗完且無法補充，造成紅血球細胞膜

遭氧化破裂( Hatheill et al., 1991 )。 

 

 

(二). 抗氧化物質 

抗氧化物質的作用可為清除自由基、螯合金屬離子、抑制氧化酵

素作用等，而目前食品中的抗氧化物質開發，亦多從這方面著手，近

來許多食品化學家從許多食品分離出許多有效的抗氧化物質，這些抗

氧化物質大多為酚類化合物，此化合物在化學上的定義為結構中帶有

一個或多個羥基的芳香環及其衍生物( Harborne et al., 1989 )，由於酚

類化合物種類繁多，學者對其分法亦有所不同，根據Ho等（1992）之

分法，酚類化合物可分為三大類：(1) simple phenol 和phenolic acids，

(2) 類黃酮（flavonoids）(3) hydroxycinnamic acid 及其衍生物，其中

廣泛存在於各式蔬果中的phenol和flavonoids因具有抑制人體低密度

脂蛋白氧化的能力( Porter et al., 2001; Viana et al., 1996 )，因此被認為

具有抗動脈粥狀硬化之效果( Vaya et al., 2003 )。 
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(三). Polyphenol（多酚類） 

多酚類可減低動脈粥狀硬化的發生率，來自於其對於血管病變具

有的影響( Schramm and German, 1998 )，同時可有效清除自由基、增

進體內抗氧化酵素的活性，抑制體內過氧化酵素如：phospholipase 

A2、cyclooxygenase及lipoxygenase等的活性，以達到抑制體內低密度

脂蛋白的氧化( Aviram and Fuhrman, 1998 )及發炎反應的發生( Reed, 

2002 )，除此之外，尚能抑制血小板的凝集及單核球對於內皮細胞的

通透性，來達到防止動脈粥狀硬化的發生。目前對多酚類化合物抗氧

化的報告多集中在可抑制LDL的氧化修飾方面，如紅酒中的resveratrol 

與其他多酚類化合物在體外實驗中被證實其抗氧化性 ( Frankel et al., 

1993; Kerry and Abbey, 1997)，而在離體實驗中亦可增加血清中的總抗

氧化力 ( Maxwell et al., 1994 )。 

Fuhrman ( Fuhrman et al., 1997) 指出甘草乙醇萃出物與其主要的

多酚類化合物--glabridin，可在apoE基因缺陷小鼠的模式中，有效抑制

LDL的氧化，且連續餵食6週後其血管內膜中僅剩下少量的泡沫細胞

存在。Tijburg ( Tijburg et al., 1997 ) 的研究中指出，綠茶可降低NZW 

兔31 %的動脈粥狀硬化，但紅茶、維生素E與β-胡蘿蔔素則無此效果。

Hayek ( Halevy et al., 1997 ) 的研究中發現，不論餵食ApoE 缺陷小鼠
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紅酒、quercetin或兒茶素類，均可減少動脈粥狀硬化病灶之面積，此

與減少LDL氧化敏感性有關。 

目前一些抗氧化劑的使用已證實可改善一些退化性疾病，如：動

脈粥狀硬化、糖尿病、癌症、免疫疾病神經系統疾病等 ( Maxwell et al., 

1995 ) 。而許多研究指出抗氧化劑有抑制低密度脂蛋白氧化方面的效

果，但除了LDL氧化導致動脈粥狀硬化的早期發展外，尚有其他因素

（如細胞激素、內皮損傷等）影響了病變的發生。但整體而言，抗氧

化與抗動脈粥狀硬化兩者之間實有密不可分之關連，而由食物或天然

植物中找尋有效的抗氧化劑更為未來發展的方向。 

 

 

(四). 綠原酸（Chlorogenic acid） 

      綠原酸是由咖啡酸和醌寧酸酯化而成的，其化學結構如圖VI.所 

  示，屬於桂皮酸（Hydroxycinnamic acids）中的一種多酚，且是咖啡 

  中的主要酚酸物質( Olthf et al., 2001 )，一公升的咖啡中約含有500-800  

  mg的綠原酸( Clifford, 1999 )；每公斤蘋果也含有大於510 mg之綠原酸 

  ，其他的飲食來源有:梨、莓類、桃仁、朝鮮薊、蕃茄和茄子( Clifford,  

  1999; Takeoka and Dao, 2003 )，其在蔬果中的含量請參考圖VIII.。在 

  過去研究中由測試捕捉DPPH自由基及超氧自由基的能力得知，綠原 
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   酸具有強的抗氧化活性( Kweon et al., 2001 )。在Fenton-type reaction  

   中，綠原酸藉由螯合鐵來抑制氫氧自由基的產生( Kono et al.,  

   1998 )。氧化的低密度脂蛋白在動脈粥狀硬化的過程中扮演重要的角 

   色( Heinecke, 1998 )，而綠原酸在體外實驗中證實可預防LDL的氧化 

   ( Whalley et al., 1990; Nardini et al., 1995 )，因此推測可能具有保護心 

   血管疾病發生的功用( Heinecke, 1998 )。 

      之前的研究指出綠原酸在許多動物模式中，具有降低化學致癌物

質所誘發的致癌作用( Huang et al., 1988; Kasai et al., 2000 )，最近的研

究亦指出，綠原酸可抑制肺癌細胞的增生與TPA所誘導的腫瘤細胞轉

移，推論此抗腫瘤的活性與抑制由TPA及UVB所誘發的NF- κB, AP-1 

與MAPK路徑，及第二期的基因活化有關( Feng et al., 2005 )。由於綠

原酸在體外實驗中可抑制亞硝化反應，因此可能具有抑制突變的形

成，及致癌物質N-nitroso的致癌作用( Kono et al., 1995 )，此外在體外

實驗中証實綠原酸可抑制DNA的損傷( Kasai et al., 2002; Shibata et al., 

1999 )。而流行病學的研究中亦發現咖啡的攝取與結腸癌的發生呈負

相關( Giovannucci, 1998; Baron et al., 1994; Favero et al., 1998; La 

Vecchia et al., 1980; Tavain et al., 1997 )，而此作用可能與咖啡中含有

綠原酸有關( Olthf et al., 2001 ) 
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(五). Probucol 

    Probucol 為一種脂溶性的抗氧化劑，其結構如圖 VII.所示，為臨床

上所使用的脂溶性降血脂藥物，可抑制氧自由基對低密度脂蛋白的修飾

作用，抑制其致動脈粥狀硬化的作用，並可抑制泡沫細胞形成，進一步

延遲動脈粥狀硬化疾病形成或使其逆轉。近 20 年經過大量的動物試驗

和臨床循證醫學研究證實後，目前普遍認為有 probucol 是抗動脈粥狀硬

化最具有前景和療效確實的第一線抗氧化劑。其藥理特性( Howard, 1989; 

Barnhart et al., 1989; Holvoet and Collen, 1994; Fruebis et al., 1997; Singal 

et al., 1997; Marco et al., 1997; David et al., 1998; Stocker et al., 2004 )： 

1. 可抑制平滑肌細胞增殖，改善內皮細胞功能。  

2. 有效去除氧自由基，抑制血小板源性生長因子（PDGF）和 IL-1 的產 

   生。  

3. 保護 LDL 免受氧化，避免 Ox-LDL 對平滑肌細胞的化學吸引作用， 

防止平滑肌細胞增殖。  

4. 可以競爭性抑制羥甲基戊二醯輔酶 A（HMG-COA），從而顯著降低 

   血清總膽固醇（TC）、甘油三酯（TG）、低密度脂蛋白膽固醇（LDL-C）   

   及 LDL-C/HDL-C。  

5. 為高脂溶性，能結合到脂蛋白之中，從而顯著降低 Ox-LDL。  
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6. 可以提高患者運動耐量，減少心絞痛發作次數。  

 

Probucol 的結構特性及抗動脈粥狀硬化作用： 

(1) Probucol 分子具有 14 個親脂性甲基，決定了 Probucol 與 LDL 結合    

   能力遠遠強於其他脂溶性抗氧化劑，Probucol 在 LDL 中的分佈位置 

   在LDL中單層磷脂和游離膽固醇組成的疏水性外殼，可以保護LDL 

   表面 PUFAs 免受氧自由基的攻擊。 

(2) Probucol 本身就極容易被氧化，其抗氧化能力是 VitE 的 5～6 倍。 

   LDL 氧化修飾過程的早期主要是 LDL 中抗氧化物質的消耗，1 個 

   LDL 顆粒中包含 6 個 VitE 和 2 個 β-胡蘿蔔素分子，所以與 LDL 結 

   合的 Probucol 分子消耗氧自由基的能力遠遠強於 VitE 和 β-胡蘿蔔 

   素。但是一個 LDL 顆粒可以結合幾個 Probucol 目前尚未研究，然 

而從 Probucol 高度親脂作用來看，結合數量相信應該在 VitE 之上。 

(3) 除了抗氧化作用外，Probucol 還是一個降膽固醇藥物。 

(4) 其對動脈粥狀硬化過程中諸多的細胞因子也有較強作用，此外可抑 

    制平滑肌細胞增殖，改善內皮細胞功能，抑制黏附因子表現，而 

    這些皆是抗動脈粥狀硬化所必需的。 
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第五節、內皮細胞與黏附因子 

(一). 內皮細胞的功能 

血管內皮細胞座落於血管組織的最內層，內皮細胞具有調控白血

球通透的功能( Gimbrone et al., 1997 )，及維持血管壁細胞恆定的功

能，血管內皮細胞還有另一個重要的功能，就是調節血管平滑肌細胞

的移行與增生。過去有學者指出，動脈粥狀硬化症或re-stenosis 血管

壁增厚的原因，主要是由於平滑肌細胞過度增生所造成 ( Hanke et al. 

1990; Pickering et al. 1993 ) ，亦即在此疾病狀態下，內皮細胞受損，

以致失去控制，血管平滑肌細胞則會產生異常增生的現象，相對的，

在血管內皮細胞恢復功能後則可抑制此血管壁增厚的現象( Bochaton 

-Piallat et al., 1995 )。因此，維持內皮細胞存活及其功能，是目前被認

為可以作為治療動脈粥狀硬化症或restenosis的一個方向。    

血管內皮細胞可經由分泌各種引起血管擴張或收縮之物質，來調

節血管之張力。引起血管擴張的物質包括NO、 prostacyclin、bradykinin 

及endothelium- derived hyperpolarizing factor；引起血管收縮的物質包

括endothelin、superoxide anion、 angiotensin II 及thromboxane。這些

物質不僅可調節血管的張力，並且可影響血小板的黏著及聚集、血栓

之生成、調節細胞之增生，並進而影響動脈粥狀硬化之進行。 
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各種動脈粥狀硬化危險因子，例如高膽固醇血症、高血壓、糖尿

病、抽煙、及抽煙等，皆會造成血栓生成的增加、斑塊的增長、以及

血管張力的異常。一旦內皮細胞功能喪失甚至於死亡時就會引發許多

的病理現象，例如高血壓和動脈粥狀硬化等等。另外，死亡後的內皮

細胞也是血栓形成的因素之一，進而使血管堵塞造成局部組織的缺血

而壞死。 

細胞功能會因細胞內部氧化壓力之增加而受損，導致血管

cytokines（例如interleukin-1 及 tumor necrosis factor-α）之活化，進

而增加黏附分子在細胞表面之分佈。這些黏附分子一般分為兩組：一

組為selectin類（例如 E-selectin 及 P-selectin），另一組為免疫球蛋

白（immunoglobulin）類（例如血管細胞黏著分子-1 ( vascular cell 

adhesion molecule-1, VCAM-1 ) 及細胞間黏著分子-1 ( intercellular 

adhesion molecule-1, ICAM-1 )）。這些黏附分子會調控白血球與內皮

細胞之間的交互作用，並且會調控白血球進入血管壁之移行

（migration）( Jang et al., 1994 )。  

Selectin類主要是調控白血球與內皮細胞之間的交互作用；而

VCAM-1及 ICAM-1不僅是調控白血球與內皮細胞之間的交互作用，

並調控白血球進入血管壁之移行。黏附分子（如VCAM-1 , ICAM-1及
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E-selectin），會隨著氧化壓力的增加而增加，因此被認為是一個內皮

細胞受損的指標 ( Hackman et al., 1996; Davì et al., 1998 )。 

 

 

(二). 細胞激素（cytokine） 

近年來研究發現細胞激素和動脈粥狀硬化的慢性發展似乎具有

協同作用，可以幫助動脈硬化斑塊及血栓的形成，而動脈硬化斑塊及

血栓的內部中，可以發現大量的促發炎激素（pro-inflammatory 

cytokine）堆積在其中，同時這些細胞激素可藉由不同的方法如：促

進細胞增生、移動及泡沫細胞形成，來促進血栓或纖維斑塊的形成，

而造成動脈粥狀硬化惡化，因此瞭解細胞激素在動脈粥狀硬化形成的

作用，或許可以幫助人預防此疾病的產生( Young et al., 2002 )。細胞

激素在影響動脈粥狀硬化時，可以有兩種主要不同的方法，一為促進

其形成：促發炎激素（pro-inflammatory cytokine），另一則為抑制其

形成：抗發炎激素（anti-inflammatory cytokine），此兩種激素間的反

應而影響動脈粥狀硬化形成，以下便針對促發炎激素做介紹。修飾過

的低密度脂蛋白、自由基、血流壓力、高血壓及微生物的感染皆可促

進此激素的產生，在動脈粥狀硬化的初期，其可增進血球黏附因子及

趨化因子的表現( Fan et al., 1993)，並加強泡沫細胞的衍生，最後促進
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fatty streak 的時期產生，interleukin-1（IL-1）及tumor necrosis factor α

（TNF-α）為標準的促發炎激素( Young et al., 2002; Lind, 2003 )，在體

外實驗中發現IL-1α / IL-1β及TNF-α皆可促進內皮細胞及平滑肌細胞

分泌黏附因子( Li et al., 1993 )，加劇活性氧屬自由基所帶來的傷害，

而IL-1 還可影響低密度脂蛋白代謝、刺激血管平滑肌增生及白血球吸

附至內皮層上( Lipton et al., 1995 )，TNF-α則可透過基因轉錄之方式影

響巨噬細胞清除者受體的表現( Hsu and Twu, 2000 )、促進VSMCs 生

長及凋亡 ( Selzman et al., 2001 )，因此IL-1及TNF-α又被認為是動脈粥

狀硬化的主要促發炎因子之一。 

 

 

(三). 動脈硬化與黏附因子的關係 

細胞的黏附因子是表現於細胞表面，調控細胞與細胞之間或細胞

與細胞外基質間的黏附作用。在動脈硬化的病理過程中，一個最明顯

的特徵為受傷的內皮細胞表面會大量增加黏附的白血球，接著會因為

內皮層的通透性增加而使單核球穿透血管壁，而這些過程在發炎反應

中是非常重要的，其中細胞表面的黏附因子扮演重要的角色( Collins, 

1993；Collins et al., 1995 )。從白血球黏附到內皮細胞上，再轉移聚集

到內皮下空間，此過程需要不同黏附因子的參與，而且此過程包含了
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四個步驟( Carlos et al., 1994; Springer, 1995 )。首先白血球會與內皮細

胞間短暫的反應並沾黏到內皮細胞上（Capture/ tethering），接著白血

球沿著血管壁滾動（rolling），緊密黏附（firm adhesion）進而穿透內

皮細胞層（transmigration）至內皮下腔，這一連串的動作分別需要不

同的黏附因子。白血球起始的滾動由內皮細胞上之selectin媒介，而黏

著反應是由白血球表面的integrins與內皮細胞表面之免疫球蛋白分子

（immunoglobulin molecules）來調控。黏附因子廣泛表現及分佈於各

種細胞，但與動脈硬化有關的可分為三類：selectins、immunoglobin-like 

molecules 和integrins ( Blankenberg Nelson, 2003 )，請參照圖IV.。 

 

1.Selectins 

Selectins 依照表現的地方可分為三個成員：L-selectin表現於白血

球、E-selectin表現於內皮細胞、P-selectin則主要表現於血小板，但在

內皮細胞也會表現( Bevilacqua et al., 1993）。其中E-selectin在正常情

況下幾乎不表現，但會受到一些發炎的細胞激素（ inflammatory 

cytokines）刺激而表現。Selectins是繫住（Capture/ tethering）白血球

到內皮細胞上的重要因子。 
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2.似免疫球蛋白分子（Immunoglobulin-like molecules） 

免疫球蛋白超級家族（Immunoglobulin superfamily）是細胞膜上

醣蛋白接受器（glycoprotein receptor），由於細胞外的Ig domain不同，

而有不同的isoform，例如ICAM、VCAM、PCAM（platelet endothelial 

cellular adhesion molecule）。其中ICAM-1在正常情形下會有少量的表

現， 當受到pro-inflammatory cytokines刺激時，內皮細胞及白血球會

大量表現此黏附因子( Leeuwenberg et al., 1992 )，藉由和白血球上之

integrins結合，使白血球緊密黏附（firm adhesion）到內皮細胞，也參

與白血球的外滲作用（extravasation）( Blankenberg et al., 2003 ) 

VCAM-1表現於活化的內皮細胞，參與白血球的外滲，特別是在單核

球、嗜鹼性球（Basophils）、嗜酸性球（Eosinophils）以及淋巴球的

滲出。在滾動步驟中，VCAM-1需經由單核球和淋巴球上的VLA-1

（very late activation antigen-1）與內皮細胞相互作用，使得白血球更

緊密的結合在血管管壁上 ( Kuijpers and Harlan, 1993; Zapolaka- 

Downar et al., 2001 )。PECAM-1表現於白血球、血小板和內皮細胞上，

會經由增加各種黏附因子的活性，使白血球細胞膜上之integrins和其

他immunoglobulin superfamily相互作用，藉由此來調控白血球在內皮

細胞間的移行，使白血球移行至組織中。 
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3.Integrins 

Integrins主要由醣蛋白組成的兩個次單元，包括α 鏈β 鏈，可媒

介細胞間的黏附及外圍物質的黏附( Hynes and Lander, 1992 )。 
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第六節、轉錄因子NF-κB與動脈粥狀硬化 

    NF-kB/Rel首先在天竺鼠的B 淋巴細胞被發現，是具有序列特異性

的轉錄因子（sequence-specific transcription factor），會結合到kappa- light 

chain gene的enhancer上5’-GGGACTTTGG-3’序列，藉以調控天竺鼠B 淋

巴細胞和漿細胞（plasma cell）kappa-light chain的表現；且因其為一種

存在於細胞核中的 nuclear transcription factor，故被稱為NF-Kb（Nuclear 

factor-kappa B）( Sen and Baltimore, 1986；Schlissel and Baltimore,1989)。

後來陸續發現更多NF-kB可以辨認並結合的DNA 序列，便將這些序列歸

納為kB elements。所謂的kB elements是指一段大約10 個base pair的一致

性序列（consensus sequence），即5’-GGGRNYYY CC-3’ （R : unspecified 

purine；Y :unspecified pyrimidine；N : any nucleotide）( Chen et al.,1998 )。

NF-kB轉錄因子已經在很多物種被發現，包括人類、老鼠、果蠅、魚類… 

等，且發現其基因序列具有相當的相似保守度，但在高等的單細胞生

物，如酵母菌，及較低等的多細胞生物，如線蟲，則並未發現此基因的

存在，可見此基因是在較高等的多細胞生物才開始演化出現，而其扮演

的角色和複雜的細胞生理調控可能息息相關 ( Thomas, 1999 )。 
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    NF-κB是由N-端具有約300個胺基酸的Rel-homology domain ( RHD )

蛋白以homo-或heterdimers型式所組成，RHD包含了兩個Immunoglobulin 

(Ig) like domains，C-端之Ig like domains可形成NF-κB dimmer及與IκB之

結合，而N-端之Ig like domains則可辨認DNA序列( Cramer et al., 1999; 

Chen et al.,1998 )。不活化狀態的NF-κB是位於細胞質中，由三個次單元

所組成，包含兩個標準（prototypical）次單元，分別為50 kDa ( p50 )、

65 kDa ( p65; RelA ) 和一個抑制性（inhibitory）次單元IκB，其會蓋住

促進NF-κB進入細胞核中的氨基酸序列（nuclear localization sequence），

使NF-κB 滯留在細胞質中，並抑制其和DNA 結合的活性。當細胞受到

發炎物質的刺激，I-κB會受到其上游的蛋白：I-κB kinase（IKK）磷酸化

其N端，接著I-κB會被蛋白酶體（proteasome）所分解，進而造成NF-κB

的活化，而進入細胞核內和DNA結合( Baeuerle, 1991; Grimm Baeaerle, 

1993；Heilker et al., 1999；Goebeler et al., 2001 )，其活化機制圖如圖III.

所示。 

    然而，依照細胞種類、發育階段、環境因子等因素，細胞可能會表

現出其他型態的NF-κB DNA-binding subunits，NF-κB家族在哺乳類細胞

可分為p50/p105、p52/p100、p65（RelA）、Rel B及c-Rel五種，IκBs如：

Bcl-3, IκBγ等( Mattson and Gulmsee, 2000)。NF-κB會以p50或p52與p65 
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或Rel A/c-Rel形成hetero- dimers，或形成p50/p50、p52/p52、Rel A/Rel A 

之homodimers，其中p65/p50是第一個被發現且含量最豐富，為大部分細

胞主要存有的NF-kB heterodimer。並與生物活性最有關係( Baldwin, 

1996；Barnes and Adcock, 1997；Huxford et al., 1998 )。而其transactivation 

能力與不同的NF-kB組成與有關，但是只有p65/p50的組合具有很強的

transactivational activity。而形成homodimer 之p50/p50則可能是具有調控

transcriptional repression的功能。在許多基因剔除（gene knock-out）小鼠

的研究中發現，只有p65對於小鼠的存活是必要的( Ghosh et al., 1998 )。 

    許多的刺激物皆會引發IkB的磷酸化與分解，並造成NF-kB的活化，

包括細菌感染、細菌產物、病毒感染、病毒產物、細胞激素（cytokine）、

腫瘤壞死因子-α（tumor necrosis factor-α , TNF-α），神經生長因子（nerve 

growth factor, NGF）、神經興奮性傳導物質麩胺酸（glutamate）、細胞

生理反應的狀態、物理性及化學性的傷害、特定蛋白質的過度表現、細

胞凋亡反應的調節物表現、成長因子及一些荷爾蒙的刺激… 等

( Baeuerle and Baichwal, 1997；Karin, 1999；Baldwin,1996； Heike, 

1999)，因此， NF-kB被認為是一個關鍵的調節者。NF-kB存在很多種類

的細胞中調節免疫與發炎反應( Baeuerle and Henlcel, 1994；Ghosh et al., 

1998 )，它是屬於快速反應的轉錄因子，在1~2小時內便可啟動活化。
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NF-kB除了與免疫和發炎有關外，在cell cycle、細胞增生、分化、細胞

凋亡、Oncogenesis、胚胎發育、T-cell與B-cell發育、體內平衡…等等方

面亦扮演著重要的調控角色( Tong and Derez- Polo, 1995; Beg et al., 

1995； Kopp and Ghosh, 1995; Baeuerle and Baltomore, 1996; Grilli et al., 

1996; kaltschmidt et al.,1997; Kanegae et al., 1998； Marty and Albert, 

2000; Eunice et al., 2000; Schulze-Osthoff and Stroh, 2000)。此外，在缺血

性休克，腦部或脊椎物理性創傷，阿茲海莫氏症（Alzheimer’s disease）

和巴金森氏症（Parkinson’s disease）等神經性退化性疾病，都被證實有

NF-κB活化的情形。NF-kB可經由調節許多基因的表現，來達成上述的

多項生理功能，包括細胞激素、chemokines、細胞吸附因子、生長激素

因子、免疫接受體、acute phase proteins、轉錄因子、免疫球蛋白、oxidative 

stress-related ezzymes …等 ( Baeuerle and Baichwal, 1997；Lee and 

Burckart, 1998；Heike, 1999 )。 
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1. 惡性腫瘤 

2. 心臟疾病 

3. 腦血管疾病 

4. 糖尿病 

5. 事故傷害 

6. 肺炎 

7. 慢性肝病及肝硬化 

8. 腎炎、腎徵候群及腎性病變 

9. 自殺 

10. 高血壓性疾病 

（摘自行政院衛生署, 2004） 

  
 

圖 I.民國 93 年台灣地區十大死因 
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                                    (摘自Mol.Intervent. 2002) 

 

圖 II. 動脈粥狀硬化與氧化低密度脂蛋白、IL-1β、氧化壓力 

、NF-κB 以及黏附因子之相互關係 
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                                (摘自 N. Engl. J. Med. 1997) 

 
 

圖 III. NF-κB 活化調控黏附因子基因的路徑 
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(摘自 FASEB J. 1994 ) 

 
 

圖 IV.黏附因子的種類及分布 
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                               (摘自Am J Med. 1999) 

 
 

圖V.白血球與內皮細胞沾黏並進入內皮下空間之過程 
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圖 VI. 綠原酸之結構式 
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圖 VII. Probucal 之結構式 
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                                    (摘自Am J Clin Nutr. 2004) 

圖 VIII. 食物中各種多酚類的含量 
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(摘自C linical Chemistry. 1996) 

 
                                    

圖IX. 多不飽和脂肪酸之過氧化反應 
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第二章、研究目的及假說 

     行政院衛生署所公布民國九十三年國人十大死因統計資料中，心血

管疾病排名第二及第三名( 行政院衛生署, 2004 )，在心血管疾病中，又

以動脈硬化為最主要的致死因素( Libby, 2002 )，而在西方社會中，心血

管疾病也是導致死亡的常見原因( Breslow, 1997; Braunwald, 1997 )。許多

研究顯示，動脈硬化是一種慢性發炎反應疾病，而且在動脈硬化初期，

可以發現白血球的黏附及移行到血管壁，內皮細胞會表現黏附因子，使

白血球和內皮細胞緊密黏附，內皮細胞的發炎反應扮演了極重要的角

色，另一方面脂質的過氧化及低密度脂蛋白的氧化被證實是動脈粥狀硬

化發生過程的致病因子。利用抗氧化劑預防低密度脂蛋白的氧化反應可

能是一種有效抑制動脈粥狀硬化發生的方法。所以，深入瞭解動脈硬化

的生成原因及其調控機轉，有助於預防及治療動脈硬化。近年來預防醫

學越來越受重視，因此興起ㄧ股研究植物化學成分( phytochemical )的風

潮，探討各種生物活性成分的生物化學作用及生理功能，以期達到預防

疾病與促進健康的目的( Penny et al., 2002 )。目前研究發現，食品中之

多酚類具有抗氧化特性，多酚類可減低動脈粥狀硬化的發生率來自於其

對於血管病變具有影響( Schramm et al., 1998 )，其同時可有效清除自由

基、增進體內抗氧化酵素的活性，抑制體內過氧化酵素的活性，以達到
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抑制體內低密度脂蛋白的氧化( Aviram and Fuhrman, 1998 )及發炎反應

的發生( Reed, 2002 )。 

    綠原酸（chlorogenic acid）是ㄧ種廣泛存在於咖啡、蘋果、梨、莓

類、桃仁、朝鮮薊、茄子及中草藥( Clifford, 1999; Takeoka and Dao, 2003 )

中的酚酸物質。過去研究中顯示綠原酸具有強的抗氧化活性( Kweon et 

al., 2001 )。並且指出綠原酸在許多動物模式中具有降低化學致癌物質所

誘發的致癌作用( Huang et al., 1988; Kasai et al., 2000 )。過去研究顯示，

Ox-LDL在動脈粥狀硬化過程中扮演重要的角色，且一些與發炎反應相

關的細胞激素如IL-1β及TNF-α，可以活化真核生物中氧化還原敏感型轉

錄因子NF-κB ( Baeuerle and Baltimore, 1996; DiDonato et al., 1997 )及

AP-1 ( Kyriakis, 1999; Zhu et al., 1998; Martin,1997 )，進而促使受NF-κB 

調控的相關蛋白質表達，如黏附因子及趨化因子等( Manna et al., 1998; 

Muller et al., 1997 )。因此本實驗首先探討Ox-LDL是否會增加細胞激素

IL-1β的基因表現，接著探討綠原酸是否具有抑制IL-1β所誘導內皮細胞

表現之ROS及黏附因子，並且和脂溶性抗氧化劑probucol比較其效果，

以及探討綠原酸抑制黏附因子的作用機轉，是否是經由抑制其上游轉錄

因子NF-κB的活化，來探討綠原酸是否具有預防及延緩動脈粥狀硬化發

展的作用，及探討其相關的機制。 
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第三章、材料與方法 

第一節、儀器設備 

細胞培養箱 ( NU4500 CO2 incubator, NUAIRE, USA ) 

無菌操作檯 ( NU-425-600 class П Type A/3, NUAIRE, USA ) 

流式細胞儀 ( FACS Calibur, BD, USA ) 

細胞計數器 ( Haemocytometer; Boeco, Germany ) 

超高速離心機 ( eppendorf Centrifuge 5415R, Hamburg, Germany ) 

微量超高速離心機 ( himac CS 100FX, HITACHI, Japan ) 

分光光度計 ( HITACHI U-2000 spectrophotometer, HITACHI, Japan ) 

分光光度計 ( DU-640 spectriphotometer, Beckman Coulter, UAS )  

純水製造機 ( Millipore milli-Q Plus, USA ) 

倒立式顯微鏡 ( Nikon Diaphot 300, Japan ) 

恆溫水浴槽 (Immersion water bath, TKS, Taiwan ) 

螢光檢驗器 ( MicroPlate fluorescence Reader, Bio-Tek, USA ) 

迴轉式震盪培養箱 ( Orbital shaking incubator, UAS ) 

ELISA plate reader ( μQUANT, Bio-Tek, UAS ) 

PCR machine ( iCycler, BioRad, USA ) 

Real-time PCR machine ( iCycler, BioRad, USA ) 

1 ml, 200 μl, 20 μl pipetman ( Gilson, France ) 
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第二節、消耗材料 

75T-flask, 25T-flask ( Nunc, Denmark ) 

10 cm2-dish ( Falcon, USA ) 

6 well plate, 96 well plate ( Falcon, USA ) 

50 ml 離心管, 10 ml 離心管 ( Falcon, USA ) 

2 ml tube, 1.5 ml tube ( Axygen, USA ) 

200 μl PCR tube ( Bio-rad,USA ) 

1 ml tip, 200 μl tip, 20 μl tip ( Axygen, USA ) 

5 ml, 10 ml 移液管 ( Falcon, USA ) 

PVC 無粉手套 ( Tronex, USA ) 

過濾杯 ( Millipore, USA)  

血清瓶 ( Boeco, germany) 

三方活塞 ( TOP three-way stopcock, Malaysia )  

10 ml, 20 ml, 50 ml 注射針筒 ( TOP plastic syringe, Taiwan) 

Parafilm ( USA ) 

試鏡紙 ( Kimwipes, USA) 

尼龍束縛繩 ( Taiwan ) 

紗布墊 ( Taiwan ) 
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第三節、試劑 

1. 1. 以下藥品構自 Sigma, MO, USA: 

Bovine serum albumin ( BSA ) 

Chlorogenic acid ( CA ) 

Cupric sulfate ( CuSO4 ) 

Diethyl pyrocarbonate ( DEPC ) 

Dimethyl Sulfoxide ( DMSO ) 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl ( DPPH ) 

Endothelial cell growth supplement ( ECG ) 

Gelatin ( 2% solution Type B ) 

Glucose 

Hank’s balanced salts modified ( HBSS ) 

Heparin 

3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-terazoliumbromide ( MTT ) 

Medium 199 

Sodium chloride ( NaCl )  

Sodium Bicarbonate ( NaHCO3 ) 

Probucol 

2-thiobarbituric acid ( TBA ) 

Trichloroacetic acid ( TCA ) 

Trypan blue 

Trypsin-EDTA (1X) 

Iso-Propanol 
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2.以下藥品購自 Bio-Rad, CA, USA: 

Bradford reagent 

iScript TM cDNA Synthesis Kit 

Sodium dodecyl sulfate ( SDS ) 

SYBR Green supermix 

 

3.以下藥品購自 GERBU, Gaiberg, Germany: 

1,4-Dithio-D,L-threitol ( DTT ) 

Ethyienediamine Tetraacetate Disodium Salt ( EDTA-Disodium ) 

 

4.以下藥品購自 Gibco, NY, USA: 

Fetal Bovine serum ( FBS ) 

Hepes buffer solution (1M) 

L-Glutamine (200 mM) 

Penicillin-Streptomycin 

RPMI-1640 

 

5.以下藥品購自 BDH, Poole, England: 

Chloroform ( CHCl3 ) 

 

6.以下藥品購自 Molecular Probe, Oregon, USA: 

2’, 7’-dichlorofluorescin diacetate ( DCFH-DA )  
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7.以下藥品購自 Wako, Osaka, Japan: 

Hydrochloric acid ( HCl ) 

Hydrogen Peroxide ( H2O2 ) 

 

8.以下藥品購自 SHOWA, Tokyo, Japan: 

potassium bromide ( KBr ) 

potassium chloride ( KCl ) 

Disodium hydrogenphosphate ( KH2PO4 ) 

 

9.以下藥品購自 Alderich, WI, USA:  

malonaldehyde bis-(dimethylm acetal) ( MDA ) 

6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid ( Trolox ) 

 

10.以下藥品購自 TEDIA, OH, USA 

Methanol 

 

11.以下藥品購自 TransAM, Active Motif, CA, USA: 

NF-κB kit 

Nuclear Extract kit 

 

12.以下藥品購自 Invitrogen, CA, USA: 

Trizol reagent 
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13.以下藥品購自 ProSpec-Tany, Rehovot, Isreal: 

Recombinant human interleukin-1 beta 

 

14.以下藥品購自景明化工, 台中, Taiwan  

95 % Ethanol 

 

 

第四節、試藥的配置 

(一). 細胞培養用 

1. Cord Buffer 

    秤取 NaCl 8 g, KCl 0.3 g, Hepes 2.38 g, Glucose 2 g 溶於 1 L 滅菌的

二次水中，配成最終濃度 NaCl 136 mM, KCl 4 mM, Hepes 1 mM, Glucose 

11 mM 之 Cord Buffer，搖勻後調整 pH 值至 7.2，過 0.22 μM filter 後置

於 4 ℃冰箱保存。 

2. Collagenase 

    將每瓶含 1 g 的 Collagenase TypeⅡ溶於 1 L cord buffer 後，過 0.22 

μM filter，分裝後置於-20 ℃冰箱保存。 

3. Gelatin 

    取 Gelatin ( 2 % ) 原液 5 ml，加入 95 ml 滅菌的二次水中，配成體

積百分比 0.1 % 之 Gelatin，置於 4 ℃冰箱保存。 
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4. M-199 

    將每瓶含 10.6 g 之 M-199 及 0.35 g NaHCO3，溶於 1 L 滅菌的二次

水中，搖勻後調整 pH 值至 7.2，過 0.22 μM filter 後置於 4 ℃冰箱保存。 

5. ECG ( Endothelial cell growth supplement ) 

    將每瓶含 15 mg 之 ECG 溶於 6 ml 滅菌的二次水中，搖勻後置於-20 

℃冰箱保存。 

6. Heparin 

    將每瓶含 100000 Unit 之 Heparin 溶於 100 ml 滅菌的二次水中，配

成最終濃度 1000 U/ml，再過 0.22 μM filter 後置於-20 ℃冰箱保存 

7. HBSS 

    將每瓶含 9.5 g 之 HBSS 及 0.35 g NaHCO3，溶於 1 L 滅菌的二次水

中，搖勻後調整 pH 值至 7.2，過 0.22 μM filter 後置於 4 ℃冰箱保存。 

8. RPMI 1640 

    將每包含 10.4 g 之 RPMI 1640 及 2 g NaHCO3，溶於 1 L 滅菌的二

次水中，搖勻後調整 pH 值至 7.2，過 0.22 μM filter 後置於 4 ℃冰箱保存。 

9. PBS 

    秤取 NaCl 8 g, KCl 0.2 g, Na2HPO4 1.15 g, KH2PO4 0.2 g 溶於二次水

中，配成最終濃度 NaCl 136 mM, KCl 2.6 mM, Na2HPO4 7.9 mM 及 

KH2PO4 1.5 mM 之 PBS，搖勻後調整 pH 值至 7.2，過 0.22 μM filter 後置

於 4 ℃冰箱保存。 
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10. HUVEC Medium 

    取 10 ml FBS, 1 ml 二合一抗生素, 1 ml 200 mM 之 L-Glutamine, 1 

ml 1 M 之 Hepes, 1 ml 1000 U/ml 之 Haparin 及 0.5 ml 2.5 mg/ml 之 ECG，

加入 85.5 ml M-199 中，配成體積百分比 10 %之 FBS 和 1%之二合一抗

生素，以及最終濃度 2 mM 之 L-Glutamine, 10 mM 之 Hepes, 10 U/ml 之

Haparin 及 12.5 μg/ml 之 ECG，此為臍帶內皮細胞的培養液，置於 4 ℃

保存。   

 

 (二). MTT assay 

1. MTT  

    取 250 mg 之 MTT 溶於 50 ml PBS 中，配成最終濃度 5 mg/ml 之

MTT 溶液，置於 4 ℃避光保存。 

2. SDS-HCL 

    秤取 10 g SDS 溶於二次水中，再加入 1 M HCl 1 ml，再加入二次水

定量至 100 ml，置於室溫保存即可。 

 

(三). 蛋白質定量 

1. BSA ( Bovine serum albumin )  

    秤取 10 mg 之 BSA 加入二次水中定量至 100 ml，配成最終濃度 0.1 

mg/ml 之 BSA 溶液，置於 4 ℃保存。 
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(四). LDL 的分離與促氧化 

1. 0.9 % NaCl 

     秤取 0.9 g NaCl 加入二次水中定量至 100 ml，配成最終質量百分

濃度 0.9 %之 NaCl 溶液，置於 4 ℃保存。 

2. CuSO4‧5H2O 

    秤取 2.5 mg CuSO4‧5H2O 加入二次水中定量至 100 ml，配成最終

濃度 100 μM 之 CuSO4 溶液，置於室溫保存即可。 

3. PBS-EDTA ( 透析液 ) 

    秤取 NaCl 8 g, KCl 0.2 g, Na2HPO4 1.15 g, KH2PO4  0.2 g,及 EDTA 

111.7 mg，加入二次水中定量至 1 L，配成最終濃度 NaCl 136 mM, KCl 2.6 

mM, Na2HPO4 7.9 mM, KH2PO4 1.5 mM,及 EDTA 0.3 mM 之透析液，置於

4 ℃保存。 

 

(五). TBAR 

1. 0.67 % TBA ( 2-thiobarbituric acid ) 

    秤取 TBA 0.67 g 及 NaOH 0.2 g，加入二次水中定量至 100 ml，配成

最終質量百分比 0.67 % 之 TBA，於 4℃避光保存。 

2. 20 % TCA ( Trichloroacetic acid ) 

    取 TCA 原液 20 ml 加入 80 ml 之二次水，配成體積百分比 20 %之
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TCA 溶液，於 4℃避光保存。 

 

(六). 萃取 RNA 

1. DEPC-treated H2O 

    取 100 μl DEPC 加入二次水定量至 1 L，配成最終濃度 0.01 %（體

積比）之 DEPC 水，再經高溫高壓滅菌。 

 

(七). 配製 CA 及 Probucol   

    在捕捉 DPPH 自由基實驗中，秤取 CA 及 Probucol 粉末，溶於甲醇

溶液中；在抑制 LDL 氧化實驗中，秤取 CA 及 Probucol 粉末，溶於乙

醇溶液中；在抑制 Conjugate diene 實驗中，秤取 CA 及 Probucol 粉末，

溶於 PBS 中；在細胞實驗中，秤取 CA 及 Probucol 粉末，加入細胞培養

等級之 DMSO 幫助溶解，配製成 10 mM, 1 mM 之 stock soluction。 
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第五節、實驗方法 

實驗一、評估 Chlorogenic acid 的抗氧化能力及清除自由基能力 

（一） 清除 DDPH 自由基能力試驗 

(A) 原理:  

        油脂在自氧化過程中，會產生自由基，接著發生連鎖反    

    應產生氫過氧化物或氫過氧化自由基，當兩個自由基相互結合 

    時，連鎖反應即終止(Thamas, 1995)，常見的抗氧化物是藉由 

    提供一個氫原子，來清除脂質過氧化自由基，進而抑制氧化連 

    鎖反應的進行。在抗氧化的研究上，通常使用DPPH（1,1-    

     diphenyl-2-picrylhydrazyl）來評估抗氧化劑的供氫能力，DPPH 

     因其結構上可以產生穩定的共振結構，且其於517nm 波長下 

     有特定之吸光值。當DPPH與氧化劑作用時其吸光值也會隨 

     之降低(Willians et al, 1995)。利用此原理可測定出特定物質 

     清除自由基之效力。 

        DPPH˙ + A H (抗氧化劑)          DPPH-H + A˙ 

        (violet)                         (decolorized) 

(B) 步驟:  

         DPPH的甲醇溶液會隨著pH的不同及時間的長短而有所 

     變化，其在pH=5.0-6.5比較穩定，此外會隨著時間的增常而 
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     劣化，故實驗時需新鮮配製(Blosi, 1958)。將CA溶於甲醇 

     中，與DPPH (0 .2  mM)等體積混合，反應30分鐘後，以 

      Spectrophotometer在波長517測吸光值。整個實驗均需避光 

      進行，吸光值越低表示清除DPPH自由基的能力越強，以未 

      添加CA的吸光值定為捕捉DPPH百分率0 %來與其它濃度做 

      比較。( Blois, 1958 ) 

 (C)  計算公式如下： 

      % 清除率 ＝ ( A0－ A ) / A0 × 100 ％ 

      A0：不添加CA之吸光值（DPPH only） 

      A：加入不同濃度CA後之吸光值（CA＋DPPH） 

 

（二） 抑制 LDL 氧化能力 ( IC50 ) 

  1. 分離 LDL 

健康及飲食正常之成年人經隔夜禁食後，由真空採血管抽取血液

(約 30 mL )，將取出的血液於 37 ℃水浴中靜置 1.5 小時，再於 4 ℃冰

箱中靜置 1 小時；而後在 4 ℃的環境下進行低速離心（3000 rpm 

“1200× g”，15 分鐘），以取得上層血清之部份。取 12 mL ( 2 ml ×6 )

血清置入超高速離心管中( 3 PC 管)，於每管中加入 0.7 ml 0.9 % NaCl

水溶液（d＝1.006 g/mL）調整血清比重至 ρ＝1.019 g/mL，於 4 ℃環
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境下進行超高速離心（100,000 rpm、10 ℃、3.5hr、Acc.5、Dec.7）。

離心後去除上層 0.7 mL 呈乳白色的 VLDL（ρ＜1.019 g/mL）部分，

再加入 166.8 mg KBr 水溶液（d＝1.22 g/mL）將剩餘下層部分之比

重調整至 ρ＝1.063 g/mL，混勻，一樣於 4 ℃的環境下進行超高速離

心（100,000rpm、10℃、3.5hr、Acc.9、Dec.7）。離心後每管吸取最

上層淡黃色之 LDL 部分 0.6 ml（ρ＝1.019-1.063 g/mL），取得的 LDL

分裝於微量離心管中，在充氮氣後於 4 ℃下避光保存備用，而 LDL

的保存期以不超過一星期為佳( Havel et al., 1955 )。 

  2. 定量 LDL Protein 

檢量線：以測定出來的標準品吸光值與蛋白質濃度畫出檢量線，並求

出檢量線方程式及R2值，R2值需＞0.99以上準確度。 

 1 2 3 4 5 6 
蛋白質濃度 (μg/ml) 0 5 10 15 20 25 
0.1mg/mlBSA (μl) 0 50 100 150 200 250 
DDW (μl) 800 750 700 650 600 550 
Bradford (μl) 200 200 200 200 200 200 
總體積 (μl) 1000 1000 1000 1000 1000 1000

樣品蛋白質濃度測定： 

      取10 μl的樣品與790 μl的DDW混合，再加入200 μl Bradford染

劑，反應5分鐘後在OD 595nm測定吸光值。將樣品測得的吸光值（y）

代入檢量線方程式中，可求出蛋白質濃度（X）(μg/ml) ( Bradford, 1976 ) 
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 3. 抑制 LDL 氧化能力 

(A). 原理: 

       本試驗原理是利用人體離體低密度脂蛋白，在氧化時會產   

   生氧化產物，此物在232 ~ 234 nm 下有一最大吸收波鋒，可用 

   來檢測其低密度脂蛋白的氧化情形，故由健康成人血清所分出 

   的低密度脂蛋白，和固定濃度的銅離子及試驗樣品（CA）共同 

   培養一段時間後，於OD 232 nm 下測得其氧化產物的產生情形， 

可得到抑制50 % LDL氧化所需的CA濃度，簡稱IC50 

  (B). 步驟:  

           先定量LDL 蛋白質，以PBS稀釋濃度至0.9 mg/ml。配製50  

      μM CuSO4, 2 mM EDTA 再分別依下表將不同試藥加入不同 

      組別中( 96well )。 

組別 LDL 10% 
EtOH

2×10-5M 
CA 

PBS 50 μM 
Cu2+ 

2 mM 
EDTA

Blank － 10ul － － － 150ul
Control 50ul 10ul － 40ul － 150ul
Cu2+ 50ul 10ul － 20ul 20ul 150ul
CA 2μM + Cu2+ 50ul － 10ul 20ul 20ul 150ul
CA 3μM + Cu2+ 50ul － 15ul 15ul 20ul 150ul
CA 4μM + Cu2+ 50ul － 20ul 10ul 20ul 150ul
CA 5μM + Cu2+ 50ul － 25ul 5ul 20ul 150ul
CA 6μM + Cu2+ 50ul － 30ul － 20ul 150ul

       2-8 管各加入 50 μl LDL，1-3 管加 10 ％ EtOH 10μl， 4-8 管 
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       各加入 10.15.20.25.30 μl 的 2×10-5 M CA，用鋁箔紙包住，於 37℃  

       120 rpm 水平震盪 1 小時（使 probucol 及 CA 插入 LDL 中）， 

       再加入 PBS 及 CuSO4，37℃ 120 rpm 水平震盪 2 小時（使 

       Cu2+作用），各加入 150 μl 2 mM EDTA（終止反應），Mix 後各 

       取 100 μl 於 eppendorf ( 標示 Blank, 1, 2, 3…. )，各加入 900 μl 

       isopropanol 混合均勻（沈澱蛋白質），於 12000 rpm 離心 10  

       min，取上清液於 cavette 中，波長 232-234nm 測吸光值。 

  (C). 計算公式: 

      △ACu2+＝〔Cu2+〕-control 

      △Acap＝〔Acap〕-control 

      抑制氧化％＝(△ACu2+－△Acap)/ △ACu2+  × 100% 

 

（三）. Conjugate diene (CD) 

脂質過氧化之重要特徵為其氧化產物共軛雙烯（Conjugate Diene）

之生成量會隨氧化時間增長而增加。利用共軛雙烯可在230~235nm 吸

光值下被偵測之原理，將不同濃度的CA溶於PBS中再以銅離子( 5mM ) 

於37 ℃誘導LDL 960min，反應開始起每15 min 測量一次吸光值，以

Conjugate Diene 生成量（吸光值）為縱座標，氧化時間為橫座標做圖。 
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實驗二、CA 的細胞毒性 

（一） 萃取臍帶內皮細胞（HUVEC） 

將 2 ml Gelatin 黏附在 flask 上，置於培養箱中約 1 小時，倒 500 

ml cord buffer 於 1000 ml 燒杯中，再加入 5 ml 抗生素，臍帶放入含 cord 

buffer 的燒杯中泡一下，再取出臍帶以紗布擦拭，並找到靜脈腔，將

三向活塞一端插入靜脈端，並以束縛繩固定住，針筒抽 cord buffer，

排出空氣再套在三向活塞的另一端，推動針筒洗臍靜脈 1-2 次，將臍

帶靜脈內的 cord buffer 排乾淨後，以束縛繩夾住另一端封住臍帶兩

端，以針筒取約 20 ml collagenase 套在三向活塞上，打入其靜脈至 8-9

分滿左右，轉動活塞避免流出，即可抽出針筒，反應約 8 分鐘（要一

邊按摩臍帶），取 30 ml HBSS 於 50 ml 離心管中，針筒接到三向活塞

上，轉動活塞，將臍帶內的 collagenase 反推回針筒中，將針筒內收集

的置入 50 ml 離心管中，將 HBSS 打入臍帶內(wash)，鎖住活塞按摩

一下後推回針筒內，置入含 collagenase 的離心瓶中，再離心 1200 rpm 

10 min 倒掉上清液剩下約 3-5 ml，加入於培養箱中的 flask 中，HUVEC 

10 ml 搖晃均勻，隔天再換新鮮 Medium，培養至固定代數進行( Marin 

et al., 2001)。 
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（二） 培養臍帶內皮細胞（HUVEC） 

      HUVEC 以 37 ℃, 5 % CO2 培養於 M-199 培養基中，培養基包括 

  10 % FBS, 1 % Penicillin/ Streptomycin（P/S）, heparin, endothelial cell  

  growth supplement（ECG）, L-Glutamine。每兩天換一次 Medium，長 

  滿後將之分盤繼代培養在新的 T-75 flask 中，取 2-5 代的 HUVEC 進行 

  各項實驗 ( Marin et al., 2001; Bachetti and Morbidelli,2000 )。  

 

（三） MTT test 

  (A). 原理: 

           MTT 全名（3-〔4, 5-Dimethylthialzol-2-yl〕-2, 5- diphenyl 

     tetrazolium bromide），為一黃色的 chemical reagent, 可被活細 

     胞細胞吸收，其 tetrazolium 在粒腺體（mitochondria）內被 

     酵素 succinate dehydrogenase 還原成藍紫色 formazan，此物在 

     590 nm 下具最大吸收波峰，可藉由 OD 570 的大小，得知活細 

     胞數目，常常用於檢測樣品對細胞毒性及存活測試上 ( Denizot  

     And Lang, 1986 )。 

  (B). 步驟:  

            將 HUVEC 分盤於 96 well plate 中( 2×104 /well ) 10 % FBS-  

       medium 100 μl 培養約 24 小時後，以 HBSS wash 後以含 1 % FBS 
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       之 medium 進行同步化 24 小時，wash 後再加入不同濃度含 CA  

       之 medium 培養 24 小時，加入 10 μl /well MTT 反應 4 小時，再 

       加入 100 μl/ well SDS-HCl over night 將細胞打破使色素溶出，隔 

       天以 OD 590 測吸光值。 

 

 

實驗三、Ox-LDL 誘發 HUVEC 表現 IL-1β 

（一）、Ox-LDL 的製備 

1.Ox-LDL 促氧化 

先定量 LDL protein（0.9 mg/ ml）加 0.1 ml CuSO4 100 μM (最終

濃度為 10 μM)，37℃下避光水平震盪 24 hr。 

2.透析 

將LDL 放入透析膜內，以透析夾固定後，放入血清瓶中，將瓶

子裝滿透析液，透析液的成分即含0.3 mM EDTA的PBS，於4 ℃環境

下避光攪動，先透析2小時後更換新的緩衝液，再於5及8小時後更換

一次，再進行透析over night，而後取出的LDL過濾（0.22 μM）再充

氮氣後於4 ℃下避光保存備用。 

3.測 TBAR 

    利用Yagi 氏（1987）等法，其原理因LDL氧化會生成過氧化物
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Malondialdehyde ( MDA ) ，一分子的MDA與二分子thiobarbituric acid 

( TBA )會生紅色聚合物TBARS ( thiobarbituric acid reactive 

substance )，此物質於OD 532 nm具最大吸收波長，而加入TCA可使蛋

白質沉澱，以不同濃度的MDA為標準液與TBA反應做檢量線而可定量

LDL氧化程度，單位為n mol/ ml，值越高表示脂質氧化程度越高。 

4.氧化低密度脂蛋白蛋白質濃度之定量 

取10 μL 之Ox-LDL，加入790 μL DDW及200μL Bio-Rad Dye 

Reagent (稀釋100倍)，在室溫下放5分鐘後，於OD 595 nm下測吸值，

所得吸光值越高則表示Ox-LDL 中所含的蛋白質量越高。所測出的吸

光值與小牛血清白蛋白（Bovine serum albumin, BSA）之標準曲線做

對照，便可求出Ox-LDL 中所含蛋白質含量。 

 

（二）、Ox-LDL影響IL-1β m-RNA的表現 

1. 細胞加藥處理 

     將細胞培養在10 cm2-dish中，細胞數約1×106，以含10 % FBS之

medium培養24小時後，再以1 % FBS之medium同步化24小時後，控制

組不加OX-LDL，而另一組則加入100 μg/ ml OX-LDL於medium中，反

應24小時後以Trypsin-EDTA收細胞。離心後到掉上清液，其沈澱物即

為細胞。 
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2.Totol RNA的萃取 

取沉澱後之細胞加入1 ml Trizol reagent，混勻後至於冰上5分鐘，

各管再加入200 μl CHCl3，震盪混合15秒後靜至於冰上15分鐘，接著

離心（12000xg, 15min, 4℃），吸取上清液600μl至新的1.5ml微量離心

管中，加入500 μl isopropanol上下混合均勻，在靜置於冰上10分鐘，

接著離心（12000xg, 10min, 4℃）。去除上清液，留下底下白色沈澱

物，加入1 ml 70% alcohol使RNA更純淨，接著離心（7500 xg, 5 min, 

4℃）。去除酒精再加入適量( 20-50μl ) DEPC-treated H2O，將RNA

沈澱物溶解並保存於-80℃。 

3.RNA定量 

先將分光光度計暖機至少10分鐘以穩定光源，利用OD 260/OD 

280nm波長之紫外光測量RNA的純度，利用OD 230及OD 270測有機

溶劑的殘留。先取石英管注入1000μl DEPC-treated H2O作為blank，接

著取1 μl Total RNA與999 μl DEPC-treated H2O混合均勻後，

Spectrophoto- meter測量。 

計算Total RNA=OD 260 ×40 ×1000 ( μg/ml ) 

4.反轉錄反應（Reverse transcription） 

取固定量的RNA（4μg）來進行單管的RT反應。在200 μl PCR微
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量離心管中加入下列試劑： 

 Volume per reaction 
5x iScript Reaction Mix 4 μl 
iScript Reverse Transcriptase 1 μl 
Nuclease-free water 15-X μl 
RNA template X μl 
Total Volume 20μl 

   混合完全後置入PCR machine，進行反轉錄反應。 

5.同步定量聚合脢鍊反應（Real-Time Polymerase chain reaction） 

(A)  原理: 

         先在要擴增的 D N A 片段兩端分別設計一個前置引子   

     (Forward Primer)和反置引子(Reverse Primer)，然後將溫度提高  

     使得雙股的目標 DNA 變性成單股，再將引子與已變性的單股 

     目標 DNA 配對結合後，利用 DNA 聚合酵素(DNA Polymerase) 

     以目標 DNA 的兩股分別做為模板(Template)來合成新的 DNA 

     股，如此週而復始，就可以 2n 的速率急速地複製 DNA 片段。 

 

(B)  材料: 

  (1) 要被複製的 DNA 模板( Template )； 

  (2) 界定複製範圍兩端的引子( Primer )： 

     PCR 的引子是一種人工合成的寡聚核苷( Oligonucleotide )，   
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 引子的設計是聚合酶連鎖反應成功與否的關鍵因素，包括了前置 

 引子( forward primer )和反置引子( reverse primer )，可分別 DNA 的 

 雙股配對結合，作為合成新股的起點。成功引子的要點有： 

    (a) 長度為 18-25 個鹼基，兩個引子的長度差距不可多於 3 個鹼基。 

    (b) 任一引子的組成不能含有會在引子內部產生互補現象的 3 個以 

       上連續鹼基，否則會在引子內部產生二級結構，影響引子和 DNA 

       模板的黏合效率。 

    (c) 四種鹼基要平均分佈，(G+C)/ (A+T)的比值大約是 0.4-0.6。 

    (d) 引子之間的鹼基序列也不能有互補的情形，否則會彼此黏合生 

       成引子二聚物( Primer Dimer )，減低引子和 DNA 模板的黏合效 

       率。 

    (e) 兩條引子之間的解鏈溫度( Melting Temperature )不可相差 5。C  

       以上，解鏈溫度指的是雙股 DNA 有半數達成變性而分開成單 

       股 DNA 時的溫度。 

  (3) DNA 的合成酵素( Taq Polymerase )： 

     是從嗜熱性細菌所分離出來的酵素，目前最常用的 DNA  

 聚合酶是由學名為 Thermus aquaticus 細菌所分離出來的，因此 

 名為 Taq，可以將四種核甘酸催化聚合成一股新的互補 DNA 鏈。 
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  (4) 合成的主要原料： 

     包括了 dATP、dTTP、dCTP、dGTP 等四種三磷酸去氧核甘酸 

( dNTPs，Deoxynucleoside Triphosphates )，還有提供合成酵素作用 

活性的氯化鎂( MgCl2 )緩衝液( Buffer )，鎂離子是聚合酶活性的要 

素，而且不同的 PCR 需要不同的鎂離子濃度。 

(C). 步驟: 

   取200 μl Optical grade PCR微量離心管，依序加入以下試劑： 

    2x SYBR green Ιmaster mix, forward primer ( 500 nM ), reverse primer  

    ( 500 nM ), RT product 與DDW使總體積為25 μl，混合完全後置入 

    PCR machine中。 

    (1) 變性( Denaturation )：通常使用 92℃-95℃之間的高溫，使雙股  

       DNA 變性而分開成單股的 DNA，作為往後複製的模板。 

    (2) 結合( Annealing )：通常在 40℃- 60℃之間，使引子( Primer )附 

       著於單股的 DNA 模板上做配對結合。 

    (3) 延長( Elongation )：使用變性而來的單股 DNA 作為模板 

       ( Template )，以引子( Primer )為起點，在 DNA 的合成酵素( Taq    

       Polymerase )的催化及適當溫度的作用下，將四種核甘酸催化聚  

       合成一股與模板互補的 DNA 新鏈。 
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實驗四、偵測細胞內自由基的形成 

1.Time course 

將細胞分盤至6 well plate細胞培養盤中，細胞數約為2×105，以含

10 % FBS之medium培養24小時後，再以1% FBS之medium同步化24小

時後，接著以IL-1β 刺激2, 4,6小時後，以Trypsin-EDTA收細胞，離心

1200 rpm, 10分鐘後去除上清液，以PBS重新混懸細胞，再以1200 rpm

離心 10分鐘後去除上清液，最後加入含有螢光染劑的PBS，以流式細

胞儀觀察結果。 

2.評估CA與probucol對IL-1β誘導ROS產生的影響 

將細胞分盤至6 well plate細胞培養盤中，細胞數約為2×105，以含

10 % FBS之medium培養24小時後，再以1% FBS之medium同步化24小

時後，再以含25 μM, 50 μM之CA或probucol的medium加入細胞反應18

小時後，接著以IL-1β刺激6小時後，以Trypsin-EDTA收細胞，離心1200 

rpm, 10分鐘後去除上清液，以PBS重新混懸細胞，再以1200 rpm離心 

10分鐘後去除上清液，最後加入含有螢光染劑的PBS，以流式細胞儀

觀察結果。 
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實驗五、評估CA與probucol對IL-1β誘導黏附因子：VCAM-1, ICAM-1,  

        E-selectin產生的影響 

1. 細胞加藥處理 

      將細胞培養在10 cm2-dish中，細胞數約1×106，以含10 % FBS之

medium培養24小時後，再以1 % FBS之medium同步化24小時後，再以

含25 μM, 50 μM之CA或probucol的medium加入細胞反應18小時後，接

著以IL-1β刺激6小時後，以Trypsin-EDTA收細胞，離心1200 rpm, 10

分鐘後去除上清液。 

2. Totol RNA的萃取 

加入1 ml Trizol reagent，混勻後至於冰上5分鐘，各管再加入200μl 

CHCl3，震盪混合15秒後竟至於冰上15分鐘，接著離心（12000 xg, 

15min, 4℃），吸取上清液600 μl至新的1.5 ml微量離心管中，加入500μl 

iso-propanol上下混合均勻，在靜置於冰上10分鐘，接著離心（12000 xg, 

10min, 4℃）。去除上清液，留下底下白色沈澱物，加入1 ml 70 % alcohol

使RNA更純淨，接著離心（7500 xg, 5 min, 4℃）。去除酒精再加入適

量（20-50 μl）DEPC-treated H2O，將RNA沈澱物溶解並保存於-80℃。 

3. RNA定量 

先將分光光度計暖機至少10分鐘以穩定光源，利用OD 260/OD 



 

 87

280nm波長之紫外光測量RNA的純度，利用OD 230及OD 270測有機

溶劑的殘留。先取石英管注入1000 μl DEPC-treated H2O作為blank，

接著取1 μl Total RNA與999 μl DEPC-treated H2O混合均勻後，以

Spectrophotometer測量。 

計算Total RNA=OD 260 ×40 ×1000 (μg/ml) 

4. 反轉錄反應（Reverse transcription） 

取固定量的RNA（4ug）來進行單管的RT反應。在200 μl PCR微

量離心管中加入下列試劑： 

 Volume per reaction 
5x iScript Reaction Mix 4 μl 
iScript Reverse Transcriptase 1 μl 
Nuclease-free water 15-X μl 
RNA template X μl 
Total Volume 20μl 

   混合完全後置入PCR machine，進行反轉錄反應。 

5. 同步定量聚合脢鍊反應（Real-Time Polymerase chain reaction） 

取200 μl Optical grade PCR微量離心管，依序加入以下試劑：2x 

SYBR green Ιmaster mix, forward primer ( 500 nM ), reverse primer 

( 500 nM ), RT product與DDW使總體積為25 μl，混合完全後置入PCR 

machine中。 
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實驗六、以ELISA評估CA與probucal對IL-1β誘導轉錄因子NF-κB活化產 

        生的影響 

1. 細胞加藥處理 

      將細胞培養在10 cm2-dish中，細胞數約1×106，以含10 % FBS之

medium培養24小時後，再以1 % FBS之medium同步化24小時後，再以

含25 μM, 50 μM之CA或probucol的medium加入細胞反應18小後，接著

以IL-1β刺激6小時後，以Trypsin-EDTA收細胞於15 ml離心管中，離心

1200 rpm, 10分鐘後去除上清液。 

2. 萃取細胞核蛋白質 

      將細胞加入含有phosphatase inhibitor的PBS重新混懸細胞，再次以

離心1200 rpm 離心10分鐘後，以hypotonic buffer 再混懸細胞後轉至

eppendorf中，冰浴15分鐘，再加入detergent高速vortex 10秒，再以14000 

xg離心30秒（4℃），去除上清液後，將pellet以lysis buffer再次混懸，

放置於水平震盪器150 xg，30分鐘（冰浴）後高速vortex 30秒，再離

心（14000 xg, 10min, 4℃），取上清液至新的eppendorf中，保存於

-80℃。 

3. 核蛋白定量 

檢量線：以測定出來的標準品吸光值與蛋白質濃度畫出檢量線，
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並求出檢量線方程式及R2值，R2值需＞0.99以上準確度。 

 1 2 3 4 5 6 
蛋白質濃度 (μg/ml) 0 5 10 15 20 25 
0.1mg/mlBSA (μl) 0 50 100 150 200 250 
DDW (μl) 800 750 700 650 600 550 
Bradford (μl) 200 200 200 200 200 200 
總體積 (μl) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

     取1 μl細胞核蛋白質與799 μl的DDW混合，再加入200 μl Bradford

染劑( 稀釋1000倍 )，混合均勻反應5分鐘後在OD 595nm測定吸值。

將樣品測得的吸光值（y）代入檢量線方程式中，則可求出蛋白質濃

度（X）( μg/ml ) ( Bradford, 1976 ) 

4. NF-κB family ELISA Kit 

      取5μg的核蛋白溶於lysis buffer中，加入預先固定化NF-κB 

Consensus oligonucleotide的well中，以Parafilm封住，室溫下水平振 

盪(100 rpm, 1h)，再以200 μl Washing buffer/well 反覆洗三次，加 

100 μl NF-κB family一級抗體/well（1：1000 dilution in antibody  

binding buffer）以Parafilm封住，室溫下反應一小時，再wash 三次， 

接著加100 μl Horse radish Peroxidase (HRP) antibody/well (1：1000  

dilution in antibody binding buffer）以Parafilm封住室溫下反應一小時 

（設定ELISA reader，取出 Developing solution 於室溫下回溫（避 

光）），再wash四次，加100 μl Developing solution/well ，室溫下避光
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反應約5 min（呈現出藍色），再加入100 μl /well stop solution (酸

性：顏色由藍便黃) 最後測OD 450 ( Reference OD 655 )。  

 
 

實驗七、單核球黏附試驗 

1. HUVEC 

將細胞分盤至6 well plate或96 well plate細胞培養盤中，細胞數約

為2×105或2×104，以含10 % FBS之medium培養24小時後，再以1 % FBS

之medium同步化24小時後，再以含25 μM, 50 μM之CA或probucol的

medium加入細胞反應18小時後，接著以IL-1β刺激6小時後。 

2. U-937 cell line 

     單核球細胞株 (懸浮性 )，購自台灣食品工業研究所，BCRC  

number : 60425。以含10 % FBS 之RPMI-1640 medium培養，並維持細胞

生長密度約105-106之間，約3-4天更換一次medium，直至實驗時使用。 

3. U937 Cell adhesion 

.      取出 U937 cell，離心去除舊的 medium，再加入含 calcein AM ( 10 

μM ) 之 RPMI-1640 反應 30 分鐘，再將 U937 離心後加入 M-199 混

懸後加入 HUVEC 中 (6 well plate: 200000/well ; 96 well plate: 20000/ 

well)，反應 30 分鐘，以 PBS 清洗掉未黏附的 U937 cell，最後測將 96 

well plate 以螢光的 ELISA reader 測其吸光值：OD 485（excitation）

OD 528（emission）（定量）。將 6 well plate 以螢光顯微鏡照相（定性）。 
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第六節、統計方法 

    實驗結果之數值皆以mean ±SD 表示。以SAS system做統計，以

One-way ANOVA Doncan`s Multiple Range test 比較多組間的差異，並且

以p＜0.05 視為差異具有統計上的意義。 
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表 I. IL-1β、VCAM-1、ICAM-1、E-selectin 及 GAPDH primer 

          forward primer           reverse primer           product  product 
                                                            Tm    length 
IL-1β     AGATGATAAGCCCACTCTACA      ACATTCAGCACAGGACTCTC               86     216 
 
VCAM-1  TCCGTCTCATTGACTTGCAG       TTCCAGGGACTTCCTGTCTG              84     225 
 
ICAM-1   GCGCCCCAGTCGACGCTGAGC    GGCAGTTGAGAAAGCTTTATTAACTAACAC   89     184 
 
E-selectin  CTCTGACAGAAGAAGCCAAG     ACTTGAGTCCACTGAAGCCA           88     175 
 
GAPDH    ACCACAGTCCATGCCATCAC       TCCACCACCCTGTTGCTGTA                 91     181 
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第四章、結果 

實驗一、評估 Chlorogenic acid 的抗氧化能力及清除自由基能力 

    根據體外試驗結果發現，綠原酸清除 DPPH 自由基的 IC50 值約為 

36.3 ±2.7μM，而正控制組 Probucol 之 IC50值約為 41.8 ±3.1μM；在抑制 

LDL 氧化能力方面，綠原酸之 IC50為 3.1 ±0.4 μM，Probucol 之 IC50值為 

5.5 ±0.7 μM，由此兩種抗氧化試驗結果可知，綠原酸具有捕捉 DPPH 自 

由基及抑制 LDL 氧化的能力，且其抗氧化效果優於已知的脂溶性抗氧 

化劑 probucol。結果如圖 1-1, 1-2 所示，及表ㄧ所整理。 

    另ㄧ方面，我們探討綠原酸是否具有抑制氧化發生，以及延長氧化

遲滯期的作用，我們利用測量 Conjugate diene (CD)的生成，結果發現當

加入了 25 μM 或 50 μM 的綠原酸後，可以明顯的較正常組有較低的

Conjugate diene 生成量，且具有較長的氧化遲滯期。結果如圖 1-3 所示。 

 

實驗二、利用 MTT 測試 CA 的細胞毒性 

     再進行各項細胞實驗前，先進行 MTT test 測量細胞存活率，可得

到綠原酸及 Probucol 不會造成細胞毒性的濃度範圍。首先將人類臍靜脈

內皮細胞分盤於 96 well plate 細胞培養盤中（2×104 cell/well），接著以含

1 % FBS 之 medium 同步化 24 小時，再分別加入不同濃度之綠原酸或
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probucol ( 0-300 μM )培養 24 小時，結果如圖 2-1, 2-2 所示。結果顯示無

論是綠原酸或者是 probucol，在濃度 200 μM 以下時皆不具有細胞毒性

(細胞存活率＞90%)，而在參考其他文獻之後，本實驗選定 25 μM 及 50 

μM 兩個濃度去進行以下的實驗。 

 

實驗三、以同步定量聚合脢鏈反應探討 Ox-LDL 是否誘發 HUVEC 表  

        現 IL-1β 

    首先先分離出 LDL 再以 CuSO4促氧化，測量 Ox-LDL 之 TBAR，

其值約在 25 μ mol/ml 左右，再進行透析後其 TBAR 值降至 7 μ mol/ml

左右。接著定量 Ox-LDL 之蛋白質濃度，再參考其他文獻之後，決定加

入細胞的最終濃度為 100 μg/ml。另一方面，將內皮細胞分盤於 6 well 

plate 中（2×105 cell/well），接著以含 1 % FBS 之 medium 同步化 24 小時，

再加入 Ox-LDL（100 μg/ml）反應 24 小時，以 Trypsin-EDTA 收集細胞，

再利用 Trizol reagent 萃取 RNA，再將所萃取之 RNA 定量及進行反轉錄

作用，之後以同步定量聚合脢鏈反應觀察 IL-1β mRNA 的表現。結果發

現 Ox-LDL 與正常組相較下，其會誘導內皮細胞表現大量的 IL-1β，並

達到統計上的差異( p＜0.05)，如圖 3-1所示。而在圖 3-2中可觀察到 IL-1β

在同步定量聚合脢鏈反應中，螢光強度變化的情形，隨著反應之 cycle
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數增加，其螢光強度逐漸超過閾值(Ct)，而利用 Ct 值來計算其相對表現

量。而圖 3-3 中，利用測定所合成 PCR 產物之 melting temperature 來確

定其專一性，由結果可看出產物之 melting temperature 均落在同一溫度

上，即可確定其合成的產物具有專一性。 

 

實驗四、利用流式細胞儀偵測IL-1β所誘發細胞內自由基的生成及綠  

        原酸之抑制作用 

    先將內皮細胞分盤於 6 well plate 中（2×105 cell/well），接著以含 1 % 

FBS 之 medium 同步化 24 小時，再分別以 IL-1β刺激 2、4、6 小時，以

Trypsin- EDTA 收集細胞，離心去除上清液，再加入含有螢光染劑之 PBS

重新混懸細胞，避光作用 30 分鐘後，以流式細胞儀觀察細胞中的 ROS。

結果如圖 4-1 所示，發現以 IL-1β 刺激 6 小時後可明顯增加細胞中的

ROS，並達到統計上的差異( p＜0.05)，所以在接下來的實驗中，IL-1β

刺激的時間點定為 6 小時。 

    另一方面，將內皮細胞分盤於 6 well plate 中（2×105 cell/well），接

著以含 1% FBS 之 medium 同步化 24 小時，再分別加入 25 μM 或 50 μM

之綠原酸或 probucol 預培養 18 小時，並以 IL-1β刺激 6 小時，以 Trypsin- 

EDTA 收集細胞，離心去除上清液，再加入含有螢光染劑之 PBS 重新混

懸細胞，避光作用 30 分鐘後，以流式細胞儀觀察綠原酸是否可降低 IL-1
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所誘發之細胞自由基。結果如圖 4-2 所示，發現不論是加入 25 μM 或 50 

μM 之綠原酸或 probucol，皆可以降低 IL-1β所誘發之細胞自由基，其可

將細胞中 ROS 降至與正常組相似的範圍，亦再次證實綠原酸具有抗氧

化的作用。 

 

實驗五、評估CA與probucol對IL-1β誘導黏附因子：VCAM-1, ICAM-1,   

       E-selectin產生的影響 

    將內皮細胞分盤於6 well plate中（2×105 cell/well），接著以含1 % FBS

之medium同步化24小時，再分別加入25 μM或50 μM之綠原酸或probucol

預培養18小時，並以IL-1β刺激6小時，以Trypsin- EDTA收集細胞，離心

去除上清液，再利用Trizol reagent萃取RNA，再將所萃取之RNA定量及

進行反轉錄作用，之後以同步定量聚合脢鏈反應觀察VCAM-1, ICAM-1, 

E-selectin mRNA的表現。結果發現加入IL-1β與正常組相較下，其會誘

導內皮細胞表現大量的VCAM-1, ICAM-1, E-selectin，並達到統計上的差

異( p＜0.05 )，如圖5-1, 6-1, 7-1所示。 

    由圖5-1之結果發現，無論加入了25 μM及50 μM之綠原酸或

probucol，皆可以降低 IL-1β所誘發之VCAM-1表現，並且綠原酸及

probucol之抑制效果隨劑量增加而增強，同時發現綠原酸之抑制效果優
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於probucol。而由圖6-1之結果也發現，無論加入了25 μM及50 μM之綠原

酸或probucol，亦可以降低IL-1β所誘發之ICAM-1表現，並且綠原酸及

probucol之抑制效果隨劑量增加而增強，亦發現綠原酸之抑制效果優於

probucol。而圖7-1之結果中，無論加入了25 μM及50 μM之綠原酸或

probucol，皆可以降低IL-1β所誘發之E-selectin表現，並且綠原酸及

probucol之抑制效果皆呈劑量相關性。 

    而在圖5-2, 6-2, 7-2中分別可觀察到VCAM-1, ICAM-1, E-selectin在

同步定量聚合脢鏈反應中，螢光強度變化的情形，隨著反應之cycle數增

加，其螢光強度逐漸超過閾值(Ct)，而利用Ct值來計算其相對表現量。

而圖5-3, 6-3, 7-3中，利用測定所合成PCR產物之melting temperature來確

定其專一性，由結果可看出產物之melting temperature均落在同一溫度

上，即可確定其合成的產物具有專一性。 

 

實驗六、以酵素連結免疫吸附法（ELISA）評估CA與probucal對IL-1β 

        誘導核轉錄因子NF-κB活化產生的影響 

    首先將細胞培養在10 cm2-dish中，細胞數約1×106，以含10 % FBS 

之medium培養24小時後，再以1 % FBS之medium同步化24小時後，再分 

別以含25 μM或50 μM之CA或probucol的medium加入細胞作用18小後， 

接著以IL-1β刺激6小時後，以Trypsin-EDTA收細胞，離心去除上清液後， 



 

 98

利用低張溶液打破細胞膜，收集細胞核，並進一步萃取核蛋白，再定量 

其蛋白質濃度，各組皆取5 μg細胞核蛋白質加入ELISA plate中進行實 

驗，再依序加入一抗及二抗，接著加入受質呈色後終止反應，再波 

450nm下測其吸光值。 

    結果顯示，在IL-1β誘發下會促使NF-κB活化，此時可測到細胞核中

有大量的NF-κB P50, P65, P52, Rel-B, C-Rel 蛋白質表現，並達到統計上

的差異(p＜0.05)，如圖8, 9, 10, 11, 12所示。而以25 μM或50 μM之綠原酸

或probucol預培養之細胞中，由圖8可發現50 μM之綠原酸及25 μM或50 

μM之probucol可以明顯降低細胞核中由IL-1β所誘發之NF-κB P50的表

現，達到接近正常組的範圍，亦即表示其具有抑制IL-1β所誘發之NF-κB

的活化，且綠原酸抑制效果隨劑量增加而增強。由圖9可發現，不論加

入25 μM或50 μM之綠原酸或probucol皆可以明顯降低細胞核中由IL-1β

所誘發之NF-κB P65的表現，即表示其皆具有抑制IL-1β所誘發之NF-κB

的活化，且其抑制效果具有隨著劑量增加而增強的趨勢，但尚未達到統

計上的差異。 

    另一方面，我們測量細胞核中NF-κB P52, Rel-B, C-Rel蛋白質的表

現，圖10的結果顯示，不論加入25 μM或50 μM之綠原酸或probucol皆可

以明顯降低細胞核中由IL-1β所誘發之NF-κB P52的表現，並且發現綠原
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酸抑制的效果較probucol佳，且抑制效果隨劑量增加而增強，發現當加

入50 μM之綠原酸後其NF- κB P52的表現較正常控制組為低。而圖11的

結果顯示不論加入25 μM或50 μM之綠原酸或probucol，亦可以降低細胞

核中由IL-1β所誘發之NF-κB C-Rel的表現，而當加入25 μM或50 μM之綠

原酸後，其NF-κB C-Rel的表現較正常控制組為低，且抑制效果隨劑量

增加而增強。在圖12的結果中，在加入25 μM或50 μM之綠原酸或

probucol後，可明顯降低細胞核中由IL-1β所誘發之NF-κB Rel-B的表現，

當加入25 μM或50 μM之綠原酸後，其NF-κB Rel-B的表現較正常控制組

為低，且抑制效果隨劑量增加而增強。 

 

實驗七、以單核球細胞株U-937探討綠原酸是否可降低由IL-1β所誘 

        發之細胞黏附的情形 

    將單核球細胞（U937）以含10 % FBS之RPMI-1640 medium培養，

並維持細胞生長密度約105-106之間，約3-4天更換一次medium，直至實

驗時使用。實驗前先將內皮細胞分別分盤於6 well plate（2×105 cell/well）

及96 well plate（2×104 cell/well）中，以1 % FBS之medium同步化24小時

後，再以分別含25 μM或50 μM之CA或probucol的medium加入細胞反應

18小後，接著以IL-1β刺激6小時後，在結束前30分鐘加入以螢光染劑標

定之單核球細胞（單核球:內皮細胞=1:1），與內皮細胞共培養30分鐘後，
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以PBS wash一次，取6 Well plate以螢光顯微鏡直接觀察照相，並將96 

Well plate置於螢光分析儀中測量其螢光強度。 

    由圖13(A)的定性結果中發現，在IL-1β刺激下會誘導較多的單核球

細胞黏附於內皮細胞上，而在加入了25 μM, 50 μM之CA或probucol的組

別中，皆可明顯的降低由IL-1β所誘導之單核球黏附情形。另一方面，以

螢光分析儀測量其螢光強度的結果亦發現，在IL-1β刺激下會誘導較多的

單核球細胞黏附於內皮細胞上，其螢光強度明顯增加，並達到統計上的

差異( p＜0.05)，而不論在加入了25 μM或50 μM之CA或probucol後，皆

可明顯的降低由IL-1β所誘導之單核球黏附情形，且其抑制效果隨劑量增

加而增強，結果如圖13(B)所示。 
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第五章、討論 

    在過去研究中指出，動脈粥狀硬化過程中會增加氧化壓力而導致低

密度脂蛋白被氧化（oxidation）(Libby, 2002)或產生相對應的氧化傷害。

當血管內皮細胞或白血球受到氧化低密度脂蛋白刺激時，會使其上之細

胞黏附因子（cell adhesion molecules）暴露出來(Quirino et al, 1997)，而

且為了移除過量的氧化低密度脂蛋白，體內的免疫系統會吸引血管腔內

的白血球（特別是單核球）進入血管內層，並促進單核球分化為巨噬細

胞，吞噬氧化低密度脂蛋白(Witztum et al, 1991)。所以內皮細胞表現大

量黏附因子，及單核球黏附於內皮細胞表面為早期動脈粥狀硬化的特

徵。所以我們主要是藉由探討綠原酸是否具有抑制內皮細胞表現大量黏

附因子，及單核球黏附於內皮細胞表面，來判定綠原酸是否具有預防早

期動脈粥狀硬化發生的作用。 

    在我們此次研究中，首先進行體外抗氧化試驗，發現綠原酸具有捕

捉 DPPH 自由基，及抑制 LDL 氧化的能力，且其抗氧化效果優於已知

的脂溶性抗氧化劑 probucol，並且綠原酸可以降低脂質過氧化中間產物

Conjugate diene 的生成量，及可延長氧化遲滯期。細胞實驗中，HUVEC

給予 25 μM 或 50 μM 之綠原酸或 probucol，皆可以降低 IL-1β所誘發之

細胞內自由基，其可將細胞中 ROS 降至與正常組相似的範圍，亦再次
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證實綠原酸具有抗氧化的作用。 

接著進行細胞實驗，MTT test 的結果顯示無論是綠原酸或者是

probucol，在濃度 200 μM 以下時皆不具有細胞毒性(細胞存活率＞90 

% )；表示本研究所用的 CA 不會直接抑制細胞。另外，以同步定量聚合

脢鏈反應發現 Ox-LDL 會誘發 HUVEC 表現 IL-1β，而綠原酸可以降低

IL-1β 所誘導內皮細胞 VCAM-1, ICAM-1 以及 E-selectin mRNA 的表

現，並具有劑量相關性。且綠原酸可減少由 IL-1β 所誘導之單核球黏附

情形，也同樣具有劑量相關性。接著以酵素連結免疫吸附法（ELISA）

證實綠原酸可以明顯降低細胞核中由 IL-1β 所誘發之 NF-κB P50, P65, 

P52, Rel-B, C-Rel 的表現；即代表綠原酸是藉由抑制氧化還原敏感型之

轉錄因子 NF-κB 的活化，來降低黏附因子基因表現及單核球細胞的黏

附。 
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第一節、 綠原酸之特性及抗氧化能力 

    綠原酸結構是由咖啡酸和醌寧酸酯化而成的，為一種酚酸成分(參照

圖 VI.)，其飲食來源有: 咖啡、蘋果、梨、莓類、桃仁、朝鮮薊和茄子

(Clifford., 1999; Takeoka and Dao, 2003)。在過去研究中指出綠原酸具有

強的抗氧化活性(Kweon et al., 2001)，在結構中其雙環上具有多個羥基，

可提供多個氫原子來捕捉自由基，故有較高的抗氧化能力，而本實驗測

其捕捉 DPPH 自由基的能力，再一次證實其在體外試驗中所具有的抗氧

化能力。氧化的低密度脂蛋白(Ox-LDL）在動脈粥狀硬化的過程中扮演

重要的角色(Heinecke., 1998)，而綠原酸在過去體外實驗中證實可預防

LDL 的氧化(Whalley et al., 1990; Nardini et al., 1995)，因此推論綠原酸可

能具有保護心血管疾病發生的功用(Heinecke., 1998)。在 Chang et al., 

(2001)年的研究中指出，Ox-LDL 會使人類臍靜脈內皮細胞的存活率下

降，改變細胞生長速率、細胞型態，及增加細胞釋出乳酸去氫脢(LDH)，

而綠原酸可以保護內皮細胞在 Ox-LDL 的刺激下，回復 3 倍細胞的生長

速率，及降低 LDH 的釋出。而在 Auger et al., (2004)年的研究中指出，

給予倉鼠 1.46 mg /Kg /d 綠原酸 (相當於給予 70 公斤的人每天 100 mg

綠原酸，即每天吃 200 公克的蘋果)，可以明顯增加倉鼠血清中的抗氧化

能力。而本實驗亦證實了綠原酸具有抑制早期動脈粥狀硬化的發生，與
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其所具有的抗氧化活性有關。 

    在動物實驗發現，綠原酸在體內會代謝成咖啡酸、阿魏酸及香豆

素。而最近的研究亦指出綠原酸可抑制肺癌細胞的增生與 TPA 所誘導的

腫瘤細胞轉移，推論此抗腫瘤的活性與抑制由 TPA 及 UVB 所誘發的

NF- κB, AP-1 與 MAPK 路徑及第二期的基因活化有關(Feng et al., 

2005)。而在本實驗中，我們探討綠原酸抑制黏附因子的表現，及單核球

細胞的黏附作用，亦發現其是藉由抑制轉錄因子 NF- κB 的活化作用所

致。此外在體外實驗中也証實綠原酸可抑制 DNA 的損傷(Kasai et al., 

2002; Shibata et al., 1999)。同時在流行病學的研究中亦發現咖啡的攝取

與結腸癌的發生呈負相關，而此作用可能與咖啡中含有綠原酸有關

(Olthf et al., 2001)，而綠原酸在人體內吸收的情形，研究發現在到達迴

腸前有 75%的綠原酸已被人体消化道吸收。而剩下的 25%在通過小腸到

大腸的這短期間，能對腸道提供保護進而有預防節直腸癌的作用

(Giovannucci., 1998; Baron et al., 1994; Favero et al., 1998; La Vecchia et 

al., 1980; Tavain et al., 1997)。 
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第二節、 Probucol 之抗動脈粥狀硬化作用機制 

    Probucol 為一種脂溶性的抗氧化劑，因結構中其苯環上有多個羥基 

，可提供多個氫原子來捕捉自由基，故具有強的抗氧化能力，且為臨床

上所使用的脂溶性降血脂藥物，可抑制氧自由基對低密度脂蛋白的修飾

作用，抑制其致動脈粥狀硬化的作用，並可抑制泡沫細胞形成，進一步

延遲動脈粥狀硬化發展或使其逆轉(Daugherty et al., 1991; Sasahara et al., 

1994)。 

本實驗選擇 probucol 作為正控制組之原因，因其具有較好的抗動脈

粥狀硬化效果：(1) 在結構中 probucol 分子具有 14 個親脂性甲基，決定

了 Probucol 與 LDL 結合能力遠遠強於其他脂溶性抗氧化劑，probucol

在 LDL 中的分佈位置在 LDL 中單層磷脂( PL )和游離膽固醇( FC )組成

的疏水性外殼，可以保護 LDL 表面 PUFAs 免受氧自由基的攻擊。(2) 

probucol 本身就極容易被氧化，其抗氧化能力是 VitE 的 5～6 倍。LDL

氧化修飾過程的早期主要是 LDL 中抗氧化物質的消耗，1 個 LDL 顆粒

中包含 6 個 VitE 和 2 個 β-胡蘿蔔素分子，所以與 LDL 結合的 probucol

分子消耗氧自由基的能力遠遠強於 VitE 和 β-胡蘿蔔素。但是一個 LDL

顆粒究竟可以結合幾個 probucol 目前尚沒有研究，然而從 probucol 高度

親脂作用來看，結合數量相信應該在 VitE 之上。(3) 除了抗氧化作用外，
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probucol 還是一個降膽固醇藥物，(4) 其對動脈粥樣硬化過程中諸多的

細胞因子也有較強作用，此外可抑制平滑肌細胞增殖，改善內皮細胞功

能，抑制黏附因子表現，而這些皆是抗動脈粥樣硬化所必需的。 

    而在 NZW 與 WHHL 兔子模式中，probucol 可有效降低 LDL 對氧

化的敏感性與減少動脈粥狀硬化的發生(Mao et al., 1991; Prasad et 

al.,1994)，而 probucol 可以恢復餵食高膽固醇飲食兔子之內皮細胞功能

(Simon et al., 1993)。在體外細胞實驗中，依據細胞種類及刺激物質的不

同，其結果也不盡相同；probucal 可以降低 Ox-LDL 所誘導 HUVEC 產

生之 VCAM-1 及 ICAM-1 (Cominacini et al., 1997)，也可降低 LPS 所誘

導 HUVEC 產生之 E-selectin (Kaneko et al., 1996)。另外，probucal 在 2.5

及 5μM 可以降低 TNF-α 所誘導 HAEC 產生之 VCAM-1 (Chen et al., 

2001)。在此次實驗中，probucal 可以降低 IL-1β 所誘導 HUVEC 產生之

VCAM-1, ICAM-1 及 E-selectin，其抑制作用會因濃度增加而增強，故

以此作為正控制組，來當做比較。 
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第三節、 綠原酸及 Probucol 之劑量 

    對於綠原酸及probucol在未進行研究前，實驗應先瞭解其對於細胞

作用的適當濃度為何，並建構細胞毒性的資訊。MTT 分析細胞存活的

原理主要是由於活細胞具有將MTT 轉換成藍紫色的fromazan，因此可藉

著測量570 nm 吸光值反映細胞的存活率。而使用96 well 進行MTT 分

析時，可能因為更換或加入培養液的步驟，加上well面積很小，十分容

易在前述步驟中造成細胞的損失，使得結果有很大的變異性，因此每組

實驗最好增加樣本數，以縮小變異的產生。 

    本實驗發現綠原酸及Probucol具有較低的細胞毒性，其濃度在

200μM以下時，細胞存活率皆大於90%。在Chen et al., (2002)年的研究

中，magnolol（厚朴酚）在低於30 μM才不具有細胞毒性，而其使用濃

度為5～10 μM，而Stangl et al., (2004)年的研究中指出，綠茶中的兒茶酚

在濃度100 μM以下也不具有細胞毒性，而存在於洋蔥、茶、蘋果及漿果

類中的querctin (槲皮素)使用劑量約為50 μM (Huang et al., 2001)，普遍存

在於蔬果中的類黃酮，如綠茶中的ECG, EGCG, EC及橘皮中的naringin, 

naringenin和柚皮中的hesperetin, hesperidin以及毛地黃黃酮（luteolin）和

芹菜素（apigenin）使用劑量亦約為50 μM (Ghoi et al., 2004)。而綠原酸

及Probucal雖具有較低的細胞毒性，但我們希望其能在較低的濃度下，
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即能顯現出明顯的效果，以利人體能容易攝取到有效劑量，故本實驗取

25 μM及50 μM兩種濃度去進行各項實驗。 

 
 

第四節、 氧化低密度脂蛋白及細胞激素 IL-1β的誘導作用 

    LDL 的氧化為引起動脈粥狀硬化的一個重要的致病因素，而氧化

修飾低密度脂蛋白Ox-LDL對動脈粥狀硬化的生成和惡化扮演著極重要

的角色(Steinberg, 1989; Steinberg, 1997)，動脈粥狀硬化乃一種老年退化

性疾病，早期預防如飲食控制及給予特殊食物成分，可能具有減緩動脈

粥狀硬化和預防心血管疾病的效果，因此對於預防動脈粥狀硬化早期的

脂肪斑塊產生，目前最常使用的策略為抑制低密度脂蛋白的過氧化與降

低血脂，而藉由抗氧化劑的使用，可以有效的清除自由基、鉗合金屬離

子與終止脂質氧化的起始期或延長遲滯期 (lag phase )。流行病學調查亦

指出多種天然植物中所具有(如α-tocopherol、polyphenols)，與人工合成 

(如BHT、probucol )的抗氧化劑，其攝取量與心血管疾病的發生率呈現

負相關(Diaz et al., 1997)。 

    已知Ox-LDL 會改變動脈血管壁中其他基因的表現，如促使IL-1β

表現，而IL-1β可誘使內皮細胞-白血球的黏附作用。在本次實驗，再次

證實Ox-LDL會調控內皮細胞IL-1β基因的表現，使其發生轉錄作用，而
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使IL-1β m-RNA大量的表現。interleukin-1β（IL-1β）及tumor necrosis factor 

α（TNF-α）為標準的促發炎激素(Young et al., 2002; Lind, 2003)，在體外

實驗中發現IL-1α / IL-1β 及TNF-α 皆可促進內皮細胞及平滑肌細胞分

泌黏附因子(Li et al., 1993)，加劇活性氧屬自由基所帶來的傷害，而IL-1β

還可影響低密度脂蛋白代謝、刺激血管平滑肌增生及白血球吸附至內皮

層上(Lipton et al., 1995)，TNF-α 則可透過基因轉錄之方式影響巨噬細胞

清除者受體的表現(Hsu and Twu, 2000)、促進VSMCs 生長及凋亡

（apoptosis）(Selzman et al., 2001)，因此IL-1 及TNF-α 又被認為是動脈

粥狀硬化的主要促發炎因數之一。 

    在過去的研究，有些以Ox-LDL來誘發血管內皮細胞黏附因子的表

現，但亦有很多的研究是直接以細胞激素IL-1β或TNF-α來誘發細胞黏附

因子的表現，且由於Ox-LDL的製備費時，氧化後的TBAR値易因透析而

下降，氧化程度不易控制，所以我們接下來的實驗直接以純化之人類

IL-1β來誘發內皮細胞產生ROS、細胞黏附因子表現，及單核球黏附於內

皮細胞上，再探討綠原酸抑制內皮細胞中ROS、細胞黏附因子表現，及

單核球黏附於內皮細胞上的情形。 
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第五節、 綠原酸抑制 IL-1β所誘導之黏附因子的表現及單核球的黏附作

用 

一. 綠原酸抑制 IL-1β所誘導之單核球的黏附作用 

    在動脈粥狀硬化的研究模式中，常利用人類單核球細胞株U-937，

來觀察單核球與內皮細胞間的交互作用。根據研究顯示，血管內皮細胞

不僅是一個具半透性的膜，它更是一個非常活潑的分泌組織細胞

(Imagami et al., 1995)。內皮細胞功能不良是心血管疾病的一個明顯指標

(Anderson et al., 1995)，與動脈粥狀硬化的發展息息相關(Hashimoto et al., 

1999)。而此次單核球黏附試驗結果顯示，綠原酸在濃度25 μM及50 μM

可減少由IL-1β所誘導之單核球黏附情形。之前的研究中顯示，Vit E在濃

度40 μM時，可以明顯抑制單核球黏附於內皮細胞上(Meydani et al., 

1999)；綠茶的兒茶酚在濃度100 μM時，也可以抑制單核球黏附於內皮

細胞(Stangl et al., 2004)；而50 μM的類黃酮luteolin和apigenin也幾乎可完

全的抑制經由TNF-α所誘導之單核球的黏附(Choi et al., 2004)。 

二.黏附因子的特性 

    單核球與血管內皮細胞間的交互作用主要是透過黏附因子， 包括

VCAM-1 (Cybulsky and Gimbrone, 1991)、ICAM-1 (Poston et al., 1992) 

和E- selectin (Richardson et al., 1994)與血管內皮表面之間的作用而形
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成。促發炎反應的細胞激素可誘導細胞黏附因子的表現，進而引發發炎

反應(Ross, 1999)。在動脈粥狀硬化的研究模式，血管的細胞黏附因子 

(VCAM-1) 也會結合到單核球或淋巴球細胞而導致在血管發炎區堆積

(Osborn et al., 1989; Elices et al., 1990; Cybulsky and Gimbrone, 1991)。

VCAM-1及ICAM-1的表現會受到細胞激素如IL-1β 或TNF-α 所誘發，

E-selectin可在IL-1β 和TNF-α 刺激下合成(Bevilacqua et al., 1995)。而單

核球及淋巴球明顯出現在動脈硬化早期脂肪條區域，也顯示了黏附因子

表現在動脈粥狀硬化發展上的重要性(Cimbrone er al., 1990)。 

三.單核球黏附在不同階段黏附因子的作用（參照圖V.） 

1. 單核球的滾動（Monocytes Rolling on Endothelial Cells） 

        單核球與血管內皮細胞的交互作用中首先是單核球的滾動   

   （rolling）。不論血管內皮細胞或是白血球有無受到刺激，都會 

    由表面原本就存在（constitutive existence），黏著力不高的分子 

    selectins，讓靠近血管壁的白血球和血管內皮細胞產生微弱的箝 

    合（tethering）。舉例來說，若內皮細胞受到促發炎反應物質 

   （pro-inflammatory cytokines），如IL-1（interleukin-1）、TNF-α（tumor  

    necrosis factor-α）和氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）刺激，會快速（3-5 

    分鐘）暴露出原本內化（internalization）於Weible- Palade bodies 的 
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    P-selectin這種黏著分子，而它會跟單核球（monocyte）、淋巴球 

   （lymphocyte）或嗜中性白血球（neutrophil）上的配合基（P-selectin  

    glycoprotein ligand-1, PSGL-1）結合(Liao et al., 1997; Giuffre et al.,  

    1997)；同樣的，原本就存在於白血球表面上的黏著分子E-selectin 及 

    L-selectin，也會被這些促發炎反應物質活化而切除（shedding）， 

    使白血球於內皮細胞表面產生滾動（Tedder et al, 1995）。這種黏著 

    反應會促使單核球的趨化因子（monocyte chemoattractant protein,  

    MCP-1）增加，並向上調節（up-regulation）另一種黏著力更強的分 

    子integrin表現。 

       而在本實驗中在加入了25 μM或50 μM之綠原酸或probucol，皆 

   可以降低IL-1β所誘發之E-selectin 表現，並且綠原酸及probucol 之抑 

   制效果皆呈劑量相關性。 

2.單核球與血管內皮細胞緊密結合（Arrest and Firm Adhesion） 

       Integrin 是由兩個次單元組合而成的，包括α 及β 次單元（α and  

  β subunits ），在不同細胞上的種類也各有不同，如白血球表面的  

  LFA-1（lymphocyte functional-associated antigen-1）在接受刺激後， 

  會由不活化態轉成活化態，並使白血球內的一種物質diacylglycerol 

 （DAG）增加，進而活化蛋白酵素C（protein kinase C, PKC），使 
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  細胞內鈣離子濃度上升，產生細胞骨骼（cytoskeletal）上的改變， 

  然後鑽入因發炎反應而通透性（permeability）變大的血管內皮細胞 

  間隙中(Mine et al, 2002)。而另一種白血球黏著分子Mac-1則是從 

  細胞內被快速表現出來，進而使白血球與血管內皮細胞的ICAM-1，-2  

 （intercellular adhesion molecule-1, -2）緊密結合，然後停止住（adhesion  

  /arrest）。根據學者研究發現，這些黏附因子都和β2-integrin 相關  

  (Luscinskas et al, 1994; Lehr et al, 1995; Ragab et al, 1996; Kita et al,  

  1999)。另外嗜伊紅性球（eosinophil）或淋巴球上的VLA-4（very late  

  antigen-4）則會和內皮細胞上的VCAM-1（vascular adhesion molecule-  

  1）結合。這些白血球與內皮細胞的黏著分子交互作用便是動脈粥狀 

  硬化的驅動源頭。 

      本實驗亦探討綠原酸對內皮細胞所表現之VCAM-1及ICAM-1兩 

  種黏附因子的作用，結果發現無論加入了25 μM或50 μM之綠原酸或 

  probucol，皆可以降低IL-1β 所誘發之VCAM-1表現，並且綠原酸及 

  probucol 之抑制效果皆具有劑量相關性，同時，發現綠原酸之抑制效 

  果優於probucol。而由圖6-1之結果也發現，無論加入了25 μM或50 μM  

  之綠原酸或probucol，亦可以降低IL-1β所誘發之ICAM-1表現，並且綠 

  原酸及probucol 皆具有劑量相關性，亦發現綠原酸之抑制效果優於 
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  probucol。 

3.單核球變形鑽入血管內層（Monocyte Trans-endothelial Migration） 

      而最後則是白血球被活化後，經由變形鑽入血管內皮細胞間隙的    

  過程（ trans-endothelium migration via diapedesis through the junctions   

  between endothelial cells），這是由單核球趨化因子（MCP-1）與氧化 

  低密度脂蛋白等趨化物吸引而成的，目的是誘導單核球變形鑽入血管 

  內膜層(Takei et al,2001)。 
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第六節、 綠原酸藉由抑制 IL-1β誘導NF-κB的活化來降低黏附因子的表

現 

    基因進行轉錄作用時主要仰賴 RNA polymerase 及許多轉錄因子  

（transcription factors，TFs）的作用，轉錄因子主要可以分為兩種類型︰

（1）basal factors；在轉錄作用中負責promoter 的辨認與實際轉錄作用   

                  的進行，如TFII-D； 

（2）regulatory factors：在轉錄作用中扮演基因活性調控的主要因子， 

                      如NF-kB。(Koleske et al. 1994)調節性轉錄因子  

                     （regulatory transcription factors）與基因上游啟 

                      動子（promoter）區域結合，調控該基因之轉 

                      錄效能，為影響誘導性（inducible）基因，如 

                      iNOS, CAM 之轉錄活性的主要因素。 

    一般狀況下，NF-κB 持續表現並存在於細胞質中，但由於IκB 與其

結合，使其NLS 區域覆蓋住，而NF-κB 無法進入細胞核中，失去了調

節基因表現的能力。因此，NF-κB之活化通常是當細胞受到外來刺激， 之

後引發 proteasome-mediated IκB degradation，而當IκB 降解後，NF-κB 

露出的NLS 便會造成NF-κB 移入（translocation）細胞核中，執行其轉

錄因子的功能(Karin et al., 2000)。由於NF-κB 的活化必須自細胞質外移
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入（translocation）細胞核中，再執行其調節作用，因此，NF-κB 移入

細胞核的能力，也是討論NF-κB 活性的重要指標。 

    可以活化NF-κB的訊號包括(1)細胞激素：如TNF-α 和IL-1β；(2) PKC 

( protein kinase C )的活化：如phorbol ester和血小板活化因子；(3)氧化物

質：如過氧化氫和臭氧；(4) 病毒：如感冒病毒、腺病毒或E-B病毒；(5)

免疫刺激：如T-淋巴球的活化；(6)其他：如LPS或UV (Kopp and Ghosh, 

1995; Siebenlist et al., 1994; Baeuerle and Baltimore, 1996)。轉錄因子

NF-κB/Rel家族調節許多基因的表現，並且在免疫、壓力反應、發炎及

細胞凋亡上扮演重要角色(Barnes and Karin, 1997; Baeuerle ana Henkel, 

1994; Baeuerle and Baltimore, 1996; Baichwal and Baeuerle, 1997)。許多研

究也證實動脈粥狀硬化形成相關的蛋白質包括 : TNF-α, IL-1β, 

macrophage CSF, granulocyte CSF, granulocyte-macrophage CSF, MCP-1, 

tissue factor, VCAM-1, ICAM-1和E-sclectin也受到轉錄因子NF-κB的調

節。而且有些研究證實給予atherogenic dite或以Ox-LDL刺激下，也會造

成轉錄因子NF-κB的活化 (Liao et al., 1993; Parhami et al., 1993; 

Rajavashisth et al., 1995; Brand et al., 1997)。此外，在動脈粥狀硬化病灶

區發現一些細胞激素或生長因子，如TNF-α和 IL-1β也會活化巨噬細

胞、內皮細胞、平滑肌細胞和淋巴球中的NF-κB (Collins and Cybulsky, 
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2001)。 

   過去研究中指出 IL-1β 及 TNF-α 可以經由活性氧族群調控轉錄因子

NF-κB 的活性(Christman et al., 1998)，進而引發各種免疫反應及發炎反

應，並進而增加黏附因子（adhesion molecules）在細胞表面之分佈。所

以活性氧族群已被認為是一種二級訊息傳遞訊息以調節細胞生理功能

(Wang et al,1999; Lum and Roebuck, 2001; Schreck et al., 1991)。而處理抗

氧化劑，如 PDTC 和 NAC，可以抑制 NF-κB 的活化更證實了 ROS 對

於 NF-κB 的活化的重要性(Schrect et al., 1992; Weber et al., 1994)。紫草

素衍生物具有之抗發炎能力認為與其抗氧化活性與 reactive oxygen 

species（ROS）scavenging activity (Kourounakis et al. 2002)有很大的關

係。而此抗發炎能力很可能是與調控 NF-κB 活化的能力有關。而本實驗

由流式細胞儀結果證實綠原酸可抑制 IL-1β所誘發之細胞中 ROS，所以

我們推論具有抗氧化能力之綠原酸，藉由抑制氧化還原敏感型之轉錄因

數 NF-κB 的活性，進而抑制下游黏附分子（adhesion molecules）的表現。

所以推論綠原酸可能具有保護心血管，及預防動脈粥狀硬化發生的作

用，與其抗氧化及抗發炎的特性有關。 

    而依照細胞種類、發育階段、環境因數等因素，細胞可能會表現出

其他型態的NF-κB DNA-binding subunits，NF-κB家族在哺乳類細胞可分
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為p50/p105、p52/p100、p65 ( RelA )、Rel B及c-Rel 五種 ( Mattson and 

Culmsee, 2000)。NF-κB 會以p50 或p52 與p65 或Rel A/c-Rel 形成

heterodimers，或形成p50/p50、p52/p52、Rel A/Rel A 之homodimers，其

中p65/p50 是第一個被發現且含量最豐富，為大部分細胞主要存有的

NF-kB heterodimer，並與生物活性最有關係 (Baldwin, 1996；Barnes and 

Karin, 1997；Huxford et al., 1998)。而研究發現不同的NF-κB 組成與其

transactivation 能力有關，但是只有 p65/p50 的組合具有很強的

transactivational activity。而形成homodimer 之p50/p50 則可能是具有調

控transcriptional repression 的功能(Siebenlist et al., 1944; Karin et al., 

2000)。 

    而在我們研究中發現綠原酸可以同時抑制p65、p50、p52、Rel B及

c-Rel 五種NF-κB family的活化，而p65/ p50的活化和調控VCAM-1, 

ICAM-1和E-sclectin基因表現有關，而c-Rel/p65的活化與調控ICAM-1基

因表現有關。而綠原酸抑制p52、Rel B的活化其作用未明，其主要影響

尚須進一步的研究。 
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第七節、 其它具有抗氧化、抑制黏附因子表現及單核球黏附之物質 

一、維生素 C 

    維生素C 會改善 endothelium-dependent vasodilation 並減少單核細

胞黏著 (monocyte adhesion) (Heitzer et al.,1996; Reilly et al., 1996; Ting 

et al., 1997)，推論與其所具有的抗氧化特性有關，一般而言，維生素C

富含於柑橘類水果、草莓、番茄、萵苣及綠葉蔬菜中。 

二、維生素 E 

    維生素 E 可在細胞膜上預防多不飽和脂肪酸的過氧化，其在自然

界中之分類有α, β, γ, δ-tocopherol 等四種，其中最具生物活性者為α- 

tocopherol。在氧化型LDL 的預防上，維生素 E 的作用為嵌入脂蛋白及

細胞膜中，經此減少活性氧的含量以降低LDL 的氧化。 維生素 E 不

僅在實驗數據上甚至在臨床應用上皆被認為是LDL 的最有利的抗氧化

劑 (Jha et al., 1995; Odeh and cornish, 1995)。此外，維生素E 還具有抑

制血小板活化 (減低凝血作用)及抑制單核球黏著的作用。維生素 E 大

量存在於蔬菜油及種籽油中。 

三、多酚類( Polyphenols ) 

    目前對多酚類化合物抗氧化的報告多集中在可抑制LDL 的抗氧化

修飾方面，如紅酒中的resveratrol 與其它多酚類化合物在體外實驗中被
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證實其抗氧化性 (Frankel et al., 1993; Kerry and Abbey, 1997)，而在體外

實驗中亦可增加血清中的總抗氧化力 (Maxwell et al., 1994)。此外細胞

實驗中發現，紅酒中的resveratrol 亦是藉由抑制LPS所誘發HUVEC之轉

錄因子NF-κB及AP-1的活化，來降低VCAM-1的表現和單核球的黏附

(Carluccio et al., 2003)。而橄欖油中的多酚類oleuropein 及hydroxytyrosol

同樣是藉由抑制LPS所誘發HUVEC之轉錄因子NF-κB及AP-1的活化，來

降低VCAM-1的表現和單核球的黏附(Carluccio et al., 2003)。在本實驗

中，綠原酸作用的機制與其相似。最近的研究也發現，丹參中的多酚類

-原兒茶素醛可抑制TNF-α 所誘導HUVEC之轉錄因子NF-κB的活化，來

降低VCAM-1及ICAM-1的表現和單核球的黏附(Zhou et al., 2005)，而另

一個有效成分丹參酸B亦具有相似的作用(Chen et al., 2001)。Tijburg在

1997年的研究中指出，綠茶可降低NZW 兔31%的動脈粥狀硬化。Hayek 

et al (Halevy et al., 1997) 的研究中發現，不論餵食ApoE 缺陷小鼠紅

酒、quercetin 或兒茶素類，均可減少動脈粥狀硬化病灶之面積，此與減

少LDL 氧化敏感性有關。 

五、類黃酮( Flavonoids ) 

    Flavonoids為植物的二級代謝產物，其主要化學結構為2-phenyl- 

benzo-α-pyrones，是一種diphenylpropane (C6C3C6) 的骨架 ( Rice-Evans 
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et al., 1996 )，在其雜環上因不同取代基之存在而衍生出約4000 多種不

同的結構，廣泛存在於蔬菜、水果與中草藥中，但其種類與含量則隨植

物之不同而有差異 (Hollman et al., 1996)。譬如茶葉中最多可含30% 

flavonoids。Flavonoids 的功能已經被明確知道的有抗菌、抗發炎、抗過

敏、抗突變、抗病毒、抗腫瘤、抗血栓等作用。這些功能可能都源自於

其潛在的抗氧化功能，即為清除自由基。如類黃酮中luteolin, apigenin, 

quercetin和Epigallocatechin gallate (EGCG)皆可藉由轉錄因子NF-κB及

AP-1的活化，來降低黏附因子的表現和單核球的黏附 (Choi et al., 2004; 

Stangl et al., 2004)。 

    在流行病學、臨床及實驗數據中皆指出氧化傷害與許多的疾病相

關，而flavonoids 及 Catechin 和他們的衍生物如oligomeric proantho- 

cyanidins, quercetin, quercetin chalcone, Ginkgo flavone glycosides, 

silymarin, 及其他的一些抗氧化劑也被指出可預防心血管疾病、癌症、

發炎、氣喘及肝疾病等。許多研究顯示飲食攝取含類黃酮的食物會降低

冠狀動脈心臟疾病及癌症的危險因數 (Hertog et al., 1993; Hertog et al., 

1995; Knekt et al., 1996; Yochum et al., 1999) 。而在Zutphen 研究中指

出，食用富含flavonoids 的28 種蔬菜、12 種水果與9 種飲料的飲食來

源5 與15 年，均可降低罹患心血管疾病的發生率，其中又以茶、洋蔥
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與蘋果的效果為最好 (Hertog et al., 1993; Keli et al., 1996); 芬蘭的群體

試驗 (Cohort Study)中指出攝取較少量的flavonoids 會有較高罹患心血

管疾病的可能性，且發生率為男性高於女性 (Knekt et al., 1996): 日本對

飲用綠茶的四年人體實驗中發現，增加綠茶的攝取量與降低血清中總膽

固醇、三酸甘油酯、LDL 膽固醇的降低有關 (Imai and Nakachi, 1995); 

另有離體與體外實驗指出flavonoids 與紅酒的多酚類化合物 (Salah et 

al., 1995; Kerry and Abbey,1997; Ishikawa et al., 1997; Catapano, 1997)、兒

茶素類 ( Miura et al., 1994; Miura et al., 1995; Tijburg et al., 1997; Luo et 

al., 1997; Yamanaka et al., 1997)可抑制LDL 的氧化，亦可清除自由基與

保護紅血球細胞不受氧化 (Wang et al., 1997; Yen et al., 1997; Grinberg 

et al., 1997)，且與某些心臟疾病有關 (Spanos and Witztum, 1992)。 
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第六章、結論 

由本實驗結果證實: 

1. 在體外實驗中證實綠原酸具有捕捉 DPPH 自由基，及抑制 LDL 氧化

的能力，且其抗氧化效果優於已知的脂溶性抗氧化劑 probucol，並且

綠原酸可以降低 Conjugate diene 的生成量，及延長氧化遲滯期。 

2. Ox-LDL 可誘導內皮細胞 IL-1β mRNA 大量表現。 

3. HUVEC 給予 25 μM 或 50 μM 之綠原酸或 probucol，皆可以降低 IL-1β

所誘發之細胞自由基，其可將細胞中 ROS 降至與正常組相似的範

圍，亦再次證實綠原酸具有抗氧化的作用。 

4. 綠原酸可以降低 IL-1β所誘導內皮細胞表現大量的 VCAM-1, ICAM-1, 

E-selectin，且抑制作用隨濃度增加而增強。 

5. 綠原酸可以明顯降低細胞核中由 IL-1β 所誘發之 NF-κB P50, P65, 

P52, Rel-B, C-Rel 的表現，即代表綠原酸是藉由抑制轉錄因子 NF-κB

的活化，來降低黏附因子表現及單核球的黏附。 

6. 綠原酸明顯的減少由 IL-1β 所誘導之單核球黏附情形。 

    綜合以上結果發現，存在於咖啡、蘋果、梨、莓類、桃仁、朝鮮薊

和茄子中的多酚類物質-綠原酸，可能因其本身具有抗氧化能力，可抑制

LDL的氧化作用，下降IL-1β所誘導之細胞內自由基的產生，進而抑制氧
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化還原敏感型的核轉錄因子NF-κB之活化，而減低黏附因子的基因表現

及單核球的黏附。因此，綠原酸在預防心血管疾病上，不只是因其具有

抗脂質氧化的能力，亦可經由調控基因的表現之轉錄層次，來達到抑制

動脈粥狀硬化發展的作用。 
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Table 1. Antioxidative capacities of chlorogenic acid in vitro  
 
                     
               Inhibition of LDL oxidation    DPPH radicals scavenging ability     

( IC50, μM )                 ( IC50, μM ) 
 
Chlorogenic acid        3.1 ±0.4b                     36.3 ±2.7b 
Probucol              5.5 ±0.7a                     41.8 ±3.1a 
 
 
 

表 1. 綠原酸及 Probucol 在體外試驗中所具有的抗氧化能力 
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Figure. 1-1. DPPH radicals scavenging ability of (A) Chlorogenic_and (B) probucol.    
 

圖 1-1. 綠原酸及 probucol 捕捉 DPPH 自由基之曲線圖 
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Figure. 1-2. Inhibition of LDL oxidation of (A) Chlorogenic_and (B) probucol.    
 

圖 1-2. 綠原酸及 probucol 抑制 LDL 氧化曲線圖 

 

 



 

 128

 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0. 100. 200. 300. 400. 500. 600. 700. 800. 900. 1000.

Time(min)

O
.D

. 2
34

 A
bs

.

Normal

CA 25uM

CA 50uM

 
 
Figure. 1-3. Inhibitory effects of Chlorogenic acid on the Cu2+-induced LDL 
oxidation of conjugation diene. LDL ( 100μ g/ml ) was incubated with 10 μM CuSO4 at 
37℃、0 ~ 960 min in the presence or absence of different concentrations of Chlorogenic 
acid（25, 50 μM） 
 
 

圖 1-3. 綠原酸對抑制共轭雙醯及延長氧化遲滯期之影響 
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Figure. 2-1. Cytotoxic effect of chlorogenic acid in HUVECs with MTT test. 
HUVECs were treated with increaseing concentrations ( 0～300μM ) of chlorogenic 
acid for 24 hours in 10 % FBS-M199 ( 0.3 % DMSO ). Values are mean ± SD, n=12. 
a-bMeans with different letters are significantly different at p ﹤0.05.  
 
 

圖 2-1. 不同濃度綠原酸對於人類臍帶內皮細胞之細胞毒性 
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Figure. 2-2. Cytotoxic effect of Probucol in HUVECs with MTT test.  
HUVECs were treated with increaseing concentrations ( 0～300μM ) of probucol for 24 
hours in 10 % FBS-M199 ( 0.3 % DMSO ). Values are mean ± SD, n=12. a-b Means with 
different letters are significantly different at p ﹤0.05. 
 
 

圖 2-2. 不同濃度 Probucol 對於人類臍帶內皮細胞之細胞毒性 
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Figure. 3-1. Effect of Ox-LDL on IL-1β expression in HUVECs.  
HUVECs were induced by Ox-LDL (100μg/ml) for 24 hours. The mRNA expression of 
IL-1βwas measured by real- time PCR. a-b Means with different letters are significantly 
different at  
p ﹤0.05. n=5.  
 
 

圖 3. 氧化低密度脂蛋白(Ox-LDL)對於細胞激素 IL-1β mRNA 表現之   

影響 
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Figure. 3-2 (a). The amplification curve of IL-1β for Normal and Ox-LDL 

 

圖 3-2. 細胞激素 IL-1β之同步定量曲線圖 

 

 
Figure. 3-2 (b). The amplification curve of GAPDH for Normal and Ox-LDL 
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Figure. 3-3 (a). The melting temperature curve of IL-1β  

 

圖 3-3. 細胞激素 IL-1β之 melting curve 

 

 
Figure. 3-3 (b). The melting temperature curve of GAPDH 
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(A)           
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(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur. 4-1. IL-1β-induced ROS production in HUVECs. (A) Time course response of 
ROS production on HUVECs stimulated with IL-1β(10ng/ml). HUVECs were labeled 
with H2O2 - sensitive fluoreacent probe and were detected by flow cytometry. (B) Values 
are mean ± SD, n=4. a-b Means with different letters are significantly different at p ﹤

0.05.                             
 
  

圖 4-1. 不同時間點上 IL-1β誘導細胞內活性氧物質( ROS )產生 
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(A) 
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(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I L-1β(10 ng/ml) －     ＋      ＋       ＋      ＋      ＋    
CA (μM)        －     －      25       50      －      －  
Probucol (μM)   －      －      －      －      25      50       
 
Figur. 4-2. Effect of Chlorogenic acid and Probucol on IL-1β-induced ROS 
production in HUVECs. (A) HUVECs were stimulated with IL-1β after pre-incubated 
with 25μM, 50μM chlorogenic acid or probucol for 18 hours, HUVECs were labeled 
with H2O2 - sensitive fluorescent probe and the fluorescent were detected by flow 
cytometry. (B) Values are mean ± SD, n=4. a-b Means with different letters are 
significantly different at p ﹤0.05. 
 
 

圖 4-2. 綠原酸及 Probucol 對於 IL-1β所誘導細胞內活性氧物質( ROS )

產生之影響 
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IL-1β(10 ng/ml)  －     ＋      ＋     ＋      ＋      ＋    
CA (μM)       －      －      25     50      －      －  
Probucol (μM)   －     －      －      －     25      50          
 
Figure. 5-1. Effect of chlorogenic acid on VCAM-1 expression in HUVECs. 
HUVECs were pretreated with 25μM, 50μM chlorogenic acid or probucol for 18 hours, 
and induced by IL-1β(10 ng/ml) for 6 hours. The mRNA expression of VCAM-1 was 
measured by real- time PCR. a-f Means with different letters are significantly different at p 
﹤0.05. n=5.  
 
 

圖 5-1. 綠原酸及 Probucol 對於 IL-1β所誘導細胞黏附因子 VCAM-1 表

現之影響 
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Figure. 5-2 (a). The amplification curve of VCAM-1 for Normal, IL-1β, IL-1β+ 

CA 25μM, IL-1β+CA 50μM, IL-1β+P 25μM and IL-1β+P 25μM 

圖 5-2. 黏附因子 VCAM-1 之同步定量曲線圖 

 
Figure. 5-2 (b). The amplification curve of GAPDH for Normal, IL-1β, IL-1β+ 

CA 25μM, IL-1β+CA 50μM, IL-1β+P 25μM and IL-1β+P 25μM 
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Figure. 5-3 (a). The melting temperature curve of VCAM-1 
 
 

圖 5-3. 黏附因子 VCAM-1 之 melting curve 

 
 

 

Figure. 5-3 (b). The melting temperature curve of GAPDH 
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IL-1β(10 ng/ml)    －     ＋     ＋      ＋     ＋     ＋    
CA (μM)          －      －    25     50      －     －  
Probucol (μM)     －      －     －     －      25     50          
 
Figure. 6-1. Effect of chlorogenic acid on ICAM-1 expression in HUVECs. 
HUVECs were pretreated with 25μM, 50μM chlorogenic acid or probucol for  
18 hours, and induced by IL-1β(10 ng/ml) for 6 hours. The mRNA expression  
of ICAM-1 was measured by real- time PCR. a-f Means with different letters are 
significantly different at p ﹤0.05. n=5.  
  
 
 

圖 6-1. 綠原酸及 Probucol 對於 IL-1β所誘導細胞黏附因子 ICAM-1 表現

之影響 
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Figure. 6-2 (a). The amplification curve of ICAM-1 for Normal, IL-1β, IL-1β+ 

CA 25μM, IL-1β+CA 50μM, IL-1β+P 25μM and IL-1β+P 25μM 
 

圖 6-2. 黏附因子 ICAM-1 之同步定量曲線圖 

 
Figure. 6-2 (b). The amplification curve of GAPDH for Normal, IL-1β, IL-1β+ 

CA 25μM, IL-1β+CA 50μM, IL-1β+P 25μM and IL-1β+P 25μM 
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Figure. 6-3 (a). The melting temperature curve of ICAM-1 
 
 

圖 6-3. 黏附因子 ICAM-1 之 melting curve 

 
 

 
Figure. 6-3 (b). The melting temperature curve of GAPDH 
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IL-1β(10 ng/ml)    －     ＋      ＋      ＋     ＋      ＋    
CA (μM)         －     －      25      50      －      －  
Probucol (μM)     －     －      －      －      25      50    
 
Figure. 7-1. Effect of chlorogenic acid on E-selectin expression in HUVECs. 
HUVECs were pretreated with 25μM, 50μM chlorogenic acid or probucol for  
18 hours, and induced by IL-1β(10 ng/ml) for 6 hours. The mRNA expression  
of E-selectin was measured by real- time PCR. a-f Means with different letters are 
significantly different at p ﹤0.05. n=5.  
 
 

圖 7-1. 綠原酸及 Probucol 對於 IL-1β所誘導細胞黏附因子 E- selectin 表

現之影響 
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Figure. 7-2 (a). The amplification curve of E-selectin for Normal, IL-1β, IL-1β+ 

CA 25μM, IL-1β+CA 50μM, IL-1β+P 25μM and IL-1β+P 25μM 
 

圖 7-2. 黏附因子 E- selectin 之同步定量曲線圖 

 

 
Figure. 7-2 (b). The amplification curve of GAPDH for Normal, IL-1β, IL-1β+ 

CA 25μM, IL-1β+CA 50μM, IL-1β+P 25μM and IL-1β+P 25μM 
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Figure. 7-3 (a). The melting temperature curve of E-selectin 
 
 

圖 7-3. 黏附因子 E- selectin 之 melting curve 

 
 

 
Figure. 7-3 (b). The melting temperature curve of GAPDH 
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IL-1β(10 ng/ml)  －       ＋       ＋       ＋       ＋       ＋    
CA (μM)        －       －       25       50       －       －  
Probucol (μM)   －       －       －       －       25       50    
 
Figure. 8. Effect of chlorogenic acid on IL-1β- induced activation of NF-κB P50. 
HUVECs were pretreated with 25μM, 50μM chlorogenic acid or probucol for 18 hours, 
and induced by IL- 1β(10 ng/ml) for 6 hours. 5μg nuclear extracts were prepared and 
analyzed for activation of NF-κB P50 in each experiment. Values are mean ± SD, n=3. 
a-c Means with different letters are significantly different at p ﹤0.05.  
 
 

圖 8. 綠原酸及 Probucol 對於 IL-1β所誘導 NF-κB P50 活化之影響 
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IL-1β(10 ng/ml)  －      ＋       ＋      ＋       ＋       ＋    
CA (μM)       －      －       25      50       －       －  
Probucol (μM)  －      －       －      －       25      50   
 
Figure. 9. Effect of chlorogenic acid on IL-1β- induced activation of NF-κB P65. 
HUVECs were pretreated with 25μM, 50μM chlorogenic acid or probucol for 18 hours, 
and induced by IL- 1β(10 ng/ml) for 6 hours. 5μg nuclear extracts were prepared and 
analyzed for activation of NF-κB P65 in each experiment. Values are mean ± SD, n=3. 
a-c Means with different letters are significantly different at p ﹤0.05. 
 
 

圖 9. 綠原酸及 Probucol 對於 IL-1β所誘導 NF-κB P65 活化之影響 
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IL-1β(10 ng/ml)  －       ＋       ＋       ＋       ＋       ＋    
CA (μM)        －       －       25       50       －       －  
Probucol (μM)   －       －       －       －       25       50 
 
Figure. 10. Effect of chlorogenic acid on IL-1β- induced activation of NF-κB P52 
HUVECs were pretreated with 25μM, 50μM chlorogenic acid or probucol for 18 hours, 
and induced by IL- 1β(10 ng/ml) for 6 hours. 5μg nuclear extracts were prepared and 
analyzed for activation of NF-κB P52 in each experiment. Values are mean ± SD, n=3. 
a-d Means with different letters are significantly different at p ﹤0.05. 
 
 

圖 10. 綠原酸及 Probucol 對於 IL-1β所誘導 NF-κB P52 活化之影響 
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IL-1β(10 ng/ml)  －       ＋       ＋       ＋       ＋       ＋    
CA (μM)        －       －       25       50       －       －  
Probucol (μM)   －       －       －       －       25       50 
 
Figure. 11. Effect of chlorogenic acid on IL-1β- induced activation of NF-κB C-Rel. 
HUVECs were pretreated with 25μM, 50μM chlorogenic acid or probucol for 18 hours, 
and induced by IL- 1β(10 ng/ml) for 6 hours. 5μg nuclear extracts were prepared and 
analyzed for activation of NF-κB C-Rel in each experiment. Values are mean ± SD, 
n=3. a-e Means with different letters are significantly different at p ﹤0.05. 
 
 

圖 11. 綠原酸及 Probucol 對於 IL-1β所誘導 NF-κB C-Rel 活化之影響 
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IL-1β(10 ng/ml) －       ＋        ＋       ＋        ＋        ＋    
CA (μM)       －       －        25       50        －        －  
Probucol (μM)  －       －        －       －        25        50 
  
Figure. 12. Effect of chlorogenic acid on IL-1β- induced activation of NF-κB Rel-B. 
HUVECs were pretreated with 25μM, 50μM chlorogenic acid or probucol for 18 hours, 
and induced by IL- 1β(10 ng/ml) for 6 hours. 5μg nuclear extracts were prepared and 
analyzed for activation of NF-κB Rel-B in each experiment. Values are mean ± SD, 
n=3. a-d Means with different letters are significantly different at p ﹤0.05. 
 
 

圖 12. 綠原酸及 Probucol 對於 IL-1β所誘導 NF-κB Rel-B 活化之影響 
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(A) 
Normal                              IL-1β 

  
IL-1β+ CA 25μM                     IL-1β+ CA 50μM 

  
IL-1β+ Probucol 25μM                 IL-1β+ Probucol 50μM   
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(B) 

  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

 
 
 
 
IL-1β(10 ng/ml)  －       ＋       ＋       ＋       ＋       ＋    
CA (μM)        －       －       25       50       －       －  
Probucol (μM)   －       －       －       －       25       50 
 
Figure. 13. Effect of chlorogenic acid on U937 monocyte adhesion to IL-1β- 
activated HUVECs.HUVECs were pretreated with 25μM, 50μM chlorogenic acid or 
probucol for 18 hours, and induced by IL- 1β(10 ng/ml) for 6 hours, and cocultured with 
fluorescence-labeled U-937 30 min. (A) Micro-photography were obtained using 
fluorescence microscopy. (B) Values are mean ± SD, n=8. a-c Means with different letters 
are significantly different at p ﹤0.05. 
 
 

圖 13. 綠原酸及 Probucol對於 IL-1β所誘導單核球細胞 ( U937 ) 黏附於

內皮細胞之影響 
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