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中文摘要 

葉綠素是植物體中含量最多最廣泛的色素。因此本研究主要探討四

種葉綠素的水萃取物，包括脫植醇葉綠素 a 與 b、脫鎂脫植醇葉綠素 a 

與 b，對於淋巴球細胞中 DNA 氧化損傷的抗氧化作用；以及對於黃麴毒

素所誘導肝細胞 DNA 損傷後的抗基因突變作用。第一部分，將淋巴球細

胞分別與四種葉綠素衍生物 5~50µM 共同培養後，再將其暴露在 10 、 

50µM 的過氧化氫使其誘導氧化傷害。利用單細胞膠體電泳法(彗星分析)

觀察 DNA 氧化斷裂的情形，以及氧化代謝產物 8-OHdG。結果顯示：四

種葉綠素衍生物對 10 µM 的過氧化氫誘導淋巴球細胞氧化傷害都具有保

護的作用；但是在 50 µM 的過氧化氫的誘導下，脫鎂脫植醇葉綠素 a 與

b 對淋巴球細胞氧化傷害仍有保護的效果。第二部份，將小鼠肝臟細胞株

分別暴露在四種葉綠素衍生物 5~50µM 共同培養後，再給與 5、10 ng/mL

黃麴毒素誘導肝細胞的 DNA 損傷。利用 ELISA 測量黃麴毒素與 DNA 結

合的產物結果顯示：四種葉綠素衍生物對於黃麴毒素誘導肝細胞的 DNA

損傷都具有保護的作用，推測葉綠素的結構具有捕捉分子的能力，可螯

合黃麴毒素進而減少黃麴毒素對肝細胞基因的損傷。此外，在排除分子

捕捉能力的研究中發現，脫鎂脫植醇葉綠素 a 與 b 對於肝細胞 DNA 的

損傷仍具有保護的效果，且可以調節肝細胞中麩胱甘肽轉硫酶的活性，

進而增加肝臟中對黃麴毒素的解毒功能。 
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Abstract 

Chlorophylls (Chls) are the most abundant natural plant pigments. 

Four chlorophyll derivatives, including chlorophyllide a and b (Chlide a 

and b) and pheophorbide a and b (Pho a and b), were investigated for 

their in vitro antioxidative capacities and anticytotoxicity properties to 

the cell DNA damage. First, the antioxidative effects of four chlorophyll 

derivatives on hydrogen peroxide (H2O2)-induced strand breaks and 

oxidative damage were evaluated in human lymphocyte. Lymphocytes 

exposed to H2O2 at a concentration of 10 and 50µM revealed an 

increased frequency of DNA single-strand breaks (ssbs; as measured 

by the comet assay) and also the level of oxidized nucleoside (as 

measured by 8-hydroxy-2-deoxyguanosine; 8-OHdG). All Chls reduced 

the level of DNA ssbs and 8-OHdG within human lymphocytes following 

exposure to 10µM H2O2. Only Pho a and b were able to decrease DNA 

ssbs and 8-OHdG following treatment of lymphocytes with 50µM H2O2, 

in a concentration-dependent fashion. It was demonstrated herein that 

Pho a and b, were more antioxidative than others. We applied DPPH 

free-radical scavenge assays in vitro, and also got similar results. Pho 

a and b were higher ability on scavenging capacities than others. In the 

second part, the inhibitory effects of four chlorophyll derivatives on 

aflatoxin B1 (AFB1)-DNA adduct formation, and on the modulation of 

hepatic glutathione S-transferase (GST) were evaluated in murine 
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hepatoma (Hepa-1) cells. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

showed that pretreatment with Chlide or Pho significantly reduced the 

formation of AFB1-DNA adducts, and that Pho was the most potent 

inhibitor. However, wash-out prior to adding AFB1 totally eliminated 

inhibition by Childe and partially eliminated inhibition by Pho, indicating 

that the inhibitory effect of Chlide, and to some extent Pho, was 

mediated through direct trapping of AFB1. Furthermore, 

spectrophotometric analysis showed that Pho treatment could increase 

GST activity in Hepa-1 cells. These observations indicate that the 

chlorophyll derivatives studied may attenuate AFB1-induced DNA 

damage in the Hepa-1 cell by direct trapping of AFB1. Pho provided 

additional protection not only by direct trapping, but also by increasing 

GST activity against hepatic AFB1 metabolites. 

We conclude that water extract Chls are able to enhance cells’ ability to 

resist H2O2-induced oxidative damage and (AFB1)-DNA adduct 

formation, especially for Pho a and b. 
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第一章  緒論 

- 1 - 

第一章  緒論 

癌細胞的形成，是先天的基因因數與後天暴露的環境因數交互作用

的結果，且常與細胞的遺傳物質-去氧核醣核酸(deoxyribonucleic acid；

DNA)損傷有關。其中環境誘發 DNA 損傷的原因頗多，包括：紫外線、

游離輻射的暴露、活性氧物質(reactive oxygen species；ROS)產生自由基

的攻擊，或是化學性致癌物質的接觸等等，一旦 DNA 遭到損傷，在修

補過程中，可能會因為無法正常的修復而產生突變，導致遺傳物質累積

錯誤而使細胞癌化。 

不良的飲食容易導致細胞 DNA 損傷，例如油炸或醃製、碳烤食品(例

如香腸、熱狗、烤肉等等)中所產生的過氧化物質或多環芳烴類，以及食

物中潛在的化學性致癌前驅物質，包括食品本身如黃樟素，或因為不當

貯存時所產生的毒素如黃麴毒素等。長期暴露於上述的飲食中，體內

DNA 容易被破壞而產生突變，進而增加罹患癌症的風險。 

世界衛生組織建議每日蔬果適當攝取量為 400 至 800 公克；因此自

一九九一年起，世界相關健康團體或防癌組織即推動全球性飲食防癌運

動，稱為「5 a Day for Better Health（一日五蔬果好健康）」，鼓勵民眾每

天至少攝取五份新鮮的蔬菜水果。近年來根據流行病學的調查研究顯

示：多攝取蔬菜水果可以顯著的減少各種癌症的罹患率，亦即蔬果具有

防癌的效果。一般認為是與蔬果中所含的植物性化學物質
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(phytochemicals)有關，葉綠素(chlorophylls；Chls) 便是其中之ㄧ。 

葉綠素是植物中含量最豐富的植物色素之ㄧ，其中深綠色的蔬菜是

飲食中葉綠素的主要攝取來源。法國化學家 Pelletier 與 Caventou 在

1818 年將植物葉片中所見到的綠色物質命名為 Chlorophyll，即葉綠素。

葉綠素主要的功能是吸收光能，並藉由電子傳遞鏈將能量貯存於三磷酸

腺苷(adenosine triphosphate；ATP)中，在植物進行光合作用的過程中扮

演著不可或缺的角色。自然界中葉綠素超過 50 個成員，由 Tetrapyrrolic 

ring 形成分子的架構，再由環中央的鎂(Mg2+)離子以及植醇 (phytol)所

構成。然而蔬果中的葉綠素常常隨著生長、凋零、烹調時的加工或加熱，

使得這些葉綠素分解成許多衍生物，其中脫去植醇的葉綠素為水溶性，

常見於蔬菜的湯汁、果汁以及茶飲料中。無論是台灣民間傳統標榜有清

肝、解毒功能的青草茶(Chinese herb tea)，或是西洋國家宣稱有養生美容

效果的小麥草汁(wheatgrass juice)，甚至日、韓近年流行以健康為主要訴

求的大麥若葉エキス-青汁以及蔬菜湯都富含水溶性的葉綠素。 

早期葉綠素對人體保健功效的研究僅發現它具有抑菌、除臭的功

能。而各種天然葉綠素衍生物質在抗氧化及抗基因突變的研究文獻並不

多見，近年來則以葉綠素的人工合成的水溶性製劑 -銅鈉葉綠素

(chlorophyllin；Chlin )為研究的對象，然而它並非存在於自然的食物中。

本研究是第一個將食物中的各種水溶性葉綠素萃取後，對活體細胞或是
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細胞株進行抗氧化或抗基因突變的實驗，目的是希望藉由營養科學的研

究方法來探討天然葉綠素對生物體的保健功效，進而證實每日從飲食中

攝取綠色蔬果的重要性。 
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第二章  文獻回顧 

第一節  氧化壓力與DNA損傷 

一、氧化壓力的產生 

氧氣對我們的生活非常重要，人體的每個細胞，皆需要氧氣來進

行氧化作用。氧化作用的過程可以將能量營養素(例如醣類、脂肪或

蛋白質)分解而釋出能量，人體便藉由此能量的獲得而賴以生存。然

而，人體細胞在進行氧化作用的同時也會產生自由基(free radicals)對

細胞造成氧化傷害。所謂的自由基是指構成物質的原子團在電子軌域

上具有不成對電子的情形，這種電子結構極不穩定，易與其他分子發

生反應。在所有自由基種類中，以氧為中心的自由基與其代謝產物稱

為活性氧分子，包括氫氧自由基(hydroxyl radical, OH.)，超氧陰離子

(superoxide anion, O2
-.)，單重態氧(singlet oxygen, 1O2)以及過氧化氫

(hydrogen peroxide, H2O2)等，對人體健康的危害最大。由於ROS大多

都不穩定，因此極易與其他分子碰撞而形成許多連鎖反應(chain 

reaction)，進而產生更多的ROS。ROS的生成有以下兩個來源 

(一)、生物體內正常代謝產生 

ROS主要生成於細胞內的粒線體、內質網、細胞膜、核膜等

(Gutteridge and Halliwell, 1990)。目前已知生物體內產生ROS的來源包

括： 



第二章  文獻回顧 

第一節 氧化壓力與 DNA 損傷 

5 

1.自發性氧化還原反應(auto-oxidation)：例如核黃素(flavin)的自我氧

化作用會產生O2
- . (Massey, 1994)。 

2.電子傳遞鏈反應(electron transfer chain)：生物體在正常的呼吸作用

下，O2自粒線體電子傳遞鏈獲得電子後，便會產生O2
-.，O2

- .在超氧歧

化酶(Superoxide dismutase；SOD)的作用下產生H2O2 (圖一)。此外H2O2

在二價鐵的存在下進行Fenton作用，產生更具毒性的OH. (圖二)。 

3.代謝反應過程中產生的中間產物：例如黃嘌呤氧化酶(xanthine 

oxidase)將黃嘌呤代謝成尿酸(uric acid)，將伴隨產生H2O2與O2
- .(Janero, 

1990)。 

4.白血球的發炎免疫反應：白血球在吞噬外來物質時，會產生O2
- 來

弒殺外來物質以對抗外來物質的侵襲(Nishikawa, et al., 1999)。  

(二)、外在環境暴露 

環境中的ROS主要來源包括以下： 

1.輻射、紫外線以及電磁波：日光曝露或癌症患者接受放射線治療都

會產生自由基，因為生物體持續暴露在遊離輻射下，會使體內的水分

子裂解而產生OH. (Hagen, 1989) 。 

2.環境污染：交通運輸工具所排放出來的燃油飛灰(oil fly ash)，伴隨

產生許多ROS。環境污染包括空氣、飲用水以及土壤等(Kadiiska, et al., 

1997)。 
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圖一：超氧歧化酶(SOD)的作用 

Figure 1：The reaction of SOD (Szeto,2006) 

 

Fe2+ + H2O2 ---->  Fe3+ + .OH + OH- 

圖二：Fenton化學反應 

Figure 2：Fenton reaction 

Glossary of terms used in bioinorganic chemistry (IUPAC Recommen 
dations 1997) on page 1274 
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3.毒性化學物質暴露：例如不當的食品添加劑(例如漂白劑中含有

H2O2)、農藥、被毒素污染的食品(例如黃麴毒素)以及毒品等(Jayashree 

and Subramanyam, 2000)。 

4.精神壓力狀況：現代都市人，壓力過大、急躁、焦慮、鬱悶、緊張

等情緒問題，也會產生ROS (Hapuarachchi, et al., 2003)。 

一旦體內ROS的產量超出人體天然防禦的範圍，可和體內許多重

要分子如核酸、蛋白質、或生物膜上之多元性不飽和脂肪酸反應，形

成氧化壓力 (oxidative stress)，導致生物體氧化性傷害。主要之反應

為自由基，容易引發細胞膜上之不飽和脂肪酸進行脂質過氧化反應之

外，並會與膜上酵素或接受體行共價結合，破壞細胞膜的完整性，改

變其結構功能及通透性；另外自由基亦可和細胞內之蛋白質行交錯連

結反應致使蛋白質變性或結構改變，喪失酵素活性，進而使細胞內之

正常功能無法進行；同時自由基亦會攻擊DNA分子，破壞其鹼基結

構使其功能改變，造成基因突變。 

二、DNA損傷 

許多因素會造成 DNA 的傷害，其中大致區分成自然突變以及外

在突變兩大項。自然突變發生在負責複製 DNA 的酵素，如 DNA 聚

合酵素(DNA polymerase)在複製的過程中將錯誤的鹼基引入 DNA

中，而產生 DNA 的配對錯誤。而外在的突變包括細胞受到外界的
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遊離輻射、紫外線或化學物質的破壞。其中自由基及活性氧的產生，

乃因其與體內的抗氧化抵禦系統未能達平衡時所產生的氧化壓力，

此氧化壓力產生可能導致體內抗氧化防禦系統的耗盡、脂質的過氧

化、細胞膜的損壞、DNA 的破壞。與自由基的傷害有關的疾病包括：

動脈粥狀硬化(atherosclerosis)、氣腫(emphysema)、潰瘍性結腸炎

(ulcerative colitis)、糖尿病 (diabetes)、風濕性關節炎 (rheumatoid 

arthritis)、巴金森氏症(Parkinson’s disease)及癌症(cancer)等(Machlin 

and Bendich, 1987；Briges, et al., 1992； Bonorden and Pariza, 1994) 。 

許多的研究顯示氧化壓力可導致 DNA 損傷，包括 DNA 片斷化

和程式凋亡(Dreher and Junod, 1996)、鹼基修飾(Kasai, et al., 1984)及

DNA 單/雙股的斷裂(Sarker, et al., 1995)。DNA 的氧化修飾被認為與

致突變性(mutagenesis)和致癌性(carcinogenesis) (Dreher and Junod, 

1996; Okamoto, et al., 1996)有關。因此，Halliwell在 2000年指出DNA

氧化損傷可作為罹患癌症的風險生物指標(biomarker)，因此若是能

夠預防或降低 DNA 損傷，就可避免正常細胞發生癌化的作用

(carcinogenesis)。 

 

三、抗氧化防禦系統的保護機制 

流行病學的調查研究顯示：多攝取蔬菜水果可以顯著的減少各
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種癌症的罹患率，亦即蔬果具有防癌的效果（Block, et al., 1992）。

而攝取蔬菜水果被認為具有降低慢性疾病發生的原因，一般認為是

與蔬果中所含的抗氧化物質有關(Foyer and Fletcher, 2001)，包括：

類胡蘿蔔素、維生素 C、維生素 E、硒（Young and Lowe, 2001; 

McDermott, 2000）、類黃酮（Slobodan and Michael, 2000）、多酚類

（Wolf and Christa, 2002）等。 

體內的抗氧化系統包括抗氧化酵素，諸如：超氧岐化酶

(superoxide dismutase；SOD)、觸酶(catalase)、麩胱甘肽過氧化酶

(glutathione peroxidase； GSHPx)、麩胱甘肽轉移酶 (glutathione 

-S-transferase；GST)等，以及抗氧化劑諸如：維生素 E、維生素 C、

胡蘿蔔素、GSH、尿酸(urate)、Carnosine 及 Anserine 等，甚至一些

可與過渡元素金屬結合之化合物，諸如：白蛋白(albumin)、轉鐵蛋

白 (transferrin) 及 藍 胞 漿 素 (ceruloplasmin) 亦 具 有 抗 氧 化 能 力

(Bonorden and Pariza, 1994)。自然界亦存在一些非營養價值之抗氧化

物質，諸如：酚類(phenolic compounds)、Furanones、單寧酸(tannins)

及 Phenylpropenoids 等。這些抗氧化物質在生物體內的作用原理包

括：自由基終止劑（如：維生素 E）、還原劑或清除劑（如：維生素

C）及單旋態氧的抑制劑（如：胡蘿蔔素）(拱玉郎, 1997)。此外，

番茄紅素(lycopene)、花青素（anthocyanin）及兒茶素（catechin）等
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（錢明賽 1998），因為具有苯環及雙鍵結構的多酚類，因此可以發

揮其抗氧化的特性。
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第二節  黃麴毒素與DNA損傷 

黃麴毒素 (aflatoxin；AF)是環境中重要的致癌物質之一，由

Aspergillus flavus 及 Aspergillus parasiticus 代謝所產生的次級代謝產

物。依其在紫外光下之螢光性可分為藍色螢光的 B1、B2，以及綠色

螢光的 G1、G2 (Schuller, 1976)如圖三。這四種黃麴毒素中結構相似，

含有夫喃環(furan ring)以及內酯環(lactone ring)的結構，其中以 B1存

在最廣，且毒性最強。 

一、黃麴毒素的代謝途徑 

黃麴毒素 B1(aflatoxin B1；AFB1)的代謝主要在肝臟，經過 Phase I

酵素，即肝臟內的細胞色素 P450 酵素系統(cytochrome 450s；CYP450s)

酵素的代謝，雖然此步驟是動物體保護抵抗外來侵犯物質的防禦系統

之ㄧ，但卻常使得 AFB1 氧化成具有高度親電子性(electrophilic)的不

穩定環狀氧結構-AFB1-epoxide derivatives(圖四)，成為致癌的活性物

質。例如在老鼠的實驗中，以 Phenobarbital 誘導 CYP 2B1 活性，會

促使 AFB1-epoxide 衍生物增加(Gurtoo, 1980)；CYP 3A4 (nifedipine 

oxidase)被認為是人類體內將AFB1活化為AFB1-2,3-epoxide的最主要

酵素(Shimada and Guengerich, 1989)。另一方面，部分的 CYP450 酵

素系統亦具有降低 AFB1 的毒性；例如 Koser 等學者(1988)的研究發

現，於 C57BL/6J 雌性小鼠腹腔注射
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Aflatoxin B1       Aflatoxin B2         Aflatoxin G1        Aflatoxin G2 
 

圖三：黃麴毒素的化學結構 

Figure 3: The structure of aflatoxins 
 

 

圖四:黃麴毒素 B1-epoxide 的產生 

Figure 4:  Form reactive aflatoxin B1-epoxide  
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β-Naphthoflavone 誘導 CYP 1A2(AFB1-4-hydroxylase)活性，會促使

AFB1 代謝成較低毒性的代謝產物-4-OH-AFB1，因而降低 AFB1 的毒

性。 

圖五表示 AFB1-epoxide 衍生物在體內繼續的代謝途徑。一般而

言，大部分被活化的 AFB1-epoxide 會經由細胞內的 Phase II 酵素，

即麩胱甘肽轉移酶(glutathione-S-transferase；GST)的催化作用，與麩

胱甘肽(glutathione；GSH)結合而形成親水性較高的產物，再經由膽

汁排出體外達到解毒的目的(Prochasks, et al., 1985)。目前已知 GSTs

有許多 Isoform，與AFB1結合有關的GST isoform在老鼠是屬於GST-α 

(Coles, et al., 1985)；在人則是屬於 GST-µ (Janeric, et al., 1990)。 

二、黃麴毒素對於致肝腫瘤的影響 

首次被報導的黃麴毒素污染事件是在 1960 年於英國東南部，共

有十萬隻火雞大量死亡，這些死亡的家禽都是餵食巴西一家飼料公司

所生產的花生飼料；隔年證實這些飼料被黃麴黴菌(Aspergillus flavus)

所分泌的毒素-黃麴毒素所污染(Sargeant, et al., 1961)。獸醫師解剖中

毒死亡的家禽發現普遍有肝壞死(hepatic necrosis)、膽管增生(bile duct 

proliferation)以及肝基質退化(parenchymal degeneration)的現象。1963

年，Butler 與 Barnes(1963)以含有定量 AFB1的花生餵食老鼠，證實

會誘發肝癌。 
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AFB1-epoxide derivatives 

 

+Glutathione +Sulfate  +Glucuronic acid DNA 

     

AFB1-Mercapturic 
acid 

AFB1-Sulfate AFB1-dihydrodiol AFB1-Glucuronic AFB1-N7-guanine 

     

Water soluble conjugated compounds exect Mutagenesis 

圖五: AFB1-epoxide 在體內的代謝途徑 

Figure 5: The metabolic pathway of AFB1-epoxide 
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    動物實驗已證實 AFB1可引起鱒魚(trout)、鴨子(duck)、大白鼠(rat)

以及恆河猴(rhesus)等動物的肝腫瘤(表一)。由於種系之差別，各種動

物對 AFB1 的敏感性亦有差異，例如小鼠 (mouse)以及中國倉鼠

(hamster)對 AFB1 的抗性較強，除了部分品系外，其他不易發生肝腫

瘤現象。 

根據流行病學調查的結果，AFB1 可能是造成亞洲與非洲地區居

民肝癌發生率偏高的原因之一。許多研究者調查居民的尿液、食物以

及農產品中黃麴毒素的含量，發現黃麴毒素與肝癌有極高的相關性

(表二)。因此我國衛生署食品衛生標準規定，花生及其製品中黃麴毒

素不得超過 15ppb。 

三、黃麴毒素代謝物對細胞毒性的相關研究 

AFB1的活化是引起毒性效應最重要的一環。AFB1本身並不能直

接導致癌症的發生。由圖五可知 AFB1-2,3-epoxide 可以藉由體內酵素

系統代謝而排出，但 AFB1-2,3-epoxide 也可進一步與細胞內的

DNA、核糖核酸(ribonucleic acid, RNA)或是蛋白質等大分子物質結合

形成鍵結產物(adducts)，對細胞產生致突變性的作用(Swinson, et al., 

1977)。由於 AFB1-2,3-epoxide 是在碳與碳間介入一個氧原子，為一

個非常不穩定的結構，會與 DNA 中的 Guanine 形成共價鍵結(圖六)， 
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表一：黃麴毒素致肝腫瘤的動物研究 

Table 1: Aflatoxin induced hepatoma in the animal model 

 

表二：黃麴毒素致肝腫瘤的人類流行病學研究 

Table 2: Aflatoxin induced hepatoma in the human research 

種別 年齡 性別 實驗方法 觀察期間 產 生 肝 腫

瘤百分比 
作者 

鱒魚(trout) 小魚 M & F 飲食中 8 µg/Kg 16 月 80% Busby, et al. 

鴨子(duck) 7 天 M & F 飲食中 30 µg/Kg 14 月 73% Carnaghan 

大白鼠(rat) 28 天 M & F 飲食中 1.0 mg/Kg 41-64 週 86% Wogan,et al. 

恆 河 猴

(rhesus) 
9 天 M & F 注射 99-1354 mg 39-147 月 62% Sieber, et al. 

地點 研究方法 研究結果 作者 
非洲莫三比克 
Mozambique 

蒐集 1965-1975 年癌症登記的資

料，並採集居民食物樣本分析 AF
含量。 

肝細胞癌的發生和 AF 攝

食量的對數值成顯著的相

關。 

Rensburg, et al.  

非洲史瓦濟蘭 
Swaziland 

將全國分成十個小區域，蒐集

1979-1983 年肝癌的發生率、B
型肝炎病毒帶原及食物、農產品

中 AF 的含量。 

AFB1 對於肝癌的發生率

的相關性比B型肝炎的相

關性高。 

Peers 

非洲肯亞 
Kenya 

收集部份地區之 1978-1982 年肝

癌的發生率，以抽樣採集居民血

液，分析尿中 AFB1-N7 Gua 含量

以及 B 型肝炎帶原的情況。 

AFB1 的暴露與肝癌的發

生率有相關。 
Autrup 

亞洲台灣 
Taiwan 

以 134 位肝癌病人進行病例對照

分析。 
常吃發酵食品者，發生肝

癌的危險性為不常吃的

4.7 倍，但是樣本數偏低。 

Chen  

亞洲中國 
China 

從 1982年開始追蹤 25-64歲居住

在廣西地區的男性肝癌的死亡率

情形，並分析居民食物樣本中

AFB1 的含量。 

AFB1 暴露量與肝癌死亡

率有很強的線性關係。 
Yeh  
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最常發生的位置是在 Guanine N-7，導致造成 DNA 上的鹼基發生 G:C

→T:A 突變(Forster, et al., 1983)。 

AFB1除與 DNA 結合造成細胞突變毒性外，氧化傷害也是 AFB1

造成 DNA 損傷，進而致腫瘤發生的原因之一(Shen, et al., 1996)。1995

年 Shen 等學者利用大白鼠腹腔注射單一劑量(100 µg/100 g wt)的

AFB1後，發現可誘發脂質過氧化(lipid peroxidation)以及 8-氫氧 2'-去

氧鳥糞核糖核苷(8-hydroxy-2- deoxy- guanosine；8-OHdG)的產生，證

實 AFB1 會引起肝細胞的氧化性傷害及 DNA 單股斷裂的情形。若事

先投予抗氧化劑(如維生素 E、硒)，發現維生素 E 可抑制 AFB1所引

起的脂質過氧化的現象；硒可抑制脂質過氧化及 8-OHdG 的產生，因

此推測 AFB1所引發的氧化性傷害是藉由 ROS 所產生。 

四、黃麴毒素導致DNA損傷的實驗研究模式 

利用競爭性酵素免疫分析法(competitive ELISA)，其原理是利用

兩種抗原(一為固定量的標準品，一為待測樣品)共同競爭一定量的

抗體，以此來定量待測樣品中的抗原量。本實驗與長庚大學謝玲玲

教授合作，利用謝教授所研發成功的「抗 Iro-AFB1-DNA adduct」單

株抗體 6A10 來測量 Aflatoxin B1-DNA adducts 的含量 (Hsieh, 

1993 )。 
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圖六：DNA 與黃麴毒素 B1結合的作用機制 

Figure 6: The mechanism of aflatoxin-DNA adducts formation 
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第三節  葉綠素的性質與生理效應 

一、葉綠素的簡介 

早在十七世紀末，科學家們即發現葉綠素是參與光合作用的主要

色素，它存在植物細胞內的葉綠體中，當綠色植物在日照的條件下，

利用二氧化碳與水能使綠色植物進行光合作用而獲得碳水化合物。在

光合作用的反應過程中，藉由葉綠素一系列的的化學反應，將日光輻

射能轉為化學能。 

    葉綠素反射綠光並吸收紅光和藍光，使植物呈現綠色。近年葉綠

素的重大研究，首推德國的化學家 Willstatter，他訂出植物色素和葉

綠素的化學結構，發現在綠色植物細胞中存在兩種類型的葉綠素 a 及

b，且它們都是含鎂的化合物，在綠葉細胞中約以三比一的量存在，因

此於 1915 年獲諾貝爾化學獎。隨後，Fischer 繼續從事有關膽紅素和

葉綠素的性質及結構方面的研究，認為血液、膽汁、及植物葉之中的

色素組成都是由 4 個 Pyrrole 所組成的 Porphyrins 結構，並於 1929 年

以人工合成 Haemin，隔年亦成為諾貝爾化學獎得主。 

目前已知葉綠素的化學結構有超過一百種的變異存在，一片含

有七千萬個細胞的葉子，約擁有五十億個葉綠體(chloroplast)，其中

每個葉綠體約含有六億個葉綠素分子。所有葉綠素分子都與類囊膜

(thylakoid membrane)上某些特定的蛋白質結合為色素-蛋白複合
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體，以提高捕捉日光和光合作用的效率。光合作用的的反應基本上

區分為兩個階段，一為發生在類囊膜的光反應，二為發生於漿質的

暗反應。前者是植物藉葉綠素吸收太陽光，把水分子裂解為氧分子、

電子及氫離子，將其輻射能轉換為化學能 ATP，並透過 NADPH 累

積還原力，此二光反應的產物即進入暗反應，協助漿質中循環的酵

素系統以固定空氣中的 CO2，使之轉換為葡萄糖。光反應所形成的

O2，經過滲透及擴散後進入空氣中，提供地球上所有生物所需的 O2。 

一般而言，葉綠素的基本骨架結構主要由四個 Pyrrole 所組成，

形成具有共軛雙鍵的巨環化合物，稱為吡啉(porphyrin)（圖七），其

中四個氮原子螯合一個鎂離子，具有吸收光能的作用；另一端則為

具有碳氫長鏈稱為植醇鏈 (phytol chain)，在生物體中此一長鏈可使

葉綠素固定在一定的位置。一般而言，在高等植物中只有 chlorophyll 

a (Chl a)（圖八） 與 chlorophyll b (Chl b)（圖九）兩種，但是若將

新鮮的植物體或葉綠素溶液，在不同的生長或環境控制下（例如高

溫短時間），就會生成不同的代謝衍生物；以 chlorophyll a 為例，若

化學結構上脫去尾鏈的植醇鏈則形成 chlorophyllide a (脫植醇葉綠

素，Chlide a)；若失去中心的鎂離子則形成 pheophytin a (脫鎂葉綠

素，Phe a)，若 pheophytin a 進一步的脫去植醇鏈則形成 pheophorbide 

a (脫鎂脫植醇葉綠素，Pho a)的結構（圖十、圖十一）。此外，市售
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的葉綠素製品，利用化學合成的方式將鎂離子去除，改為中心含銅

離子，且較具有水溶性的鈉鹽，稱為銅鈉葉綠素 chlorophyllin (Chlin)

（圖十二）。 
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圖七：Porphyrin 的化學結構 

Figure 7: The chemical structure of porphyrin 

 

圖八：Chlorophyll a 的化學結構   圖九：Chlorophyll b 的化學結構 

Figure 8: The chemical structure of   Figure 9: The chemical structure 
chlorophyll a                    of chlorophyll b 
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圖十:葉綠素 a 的相關代謝物 

Figure 10: The related metabolites of chlorophyll a 
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圖十一:葉綠素 b 的相關衍生物 

Figure 11: The related metabolites of chlorophyll b 
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圖十二 Chlorophyllin 的化學結構 

Figure 12: The chemical structure of chlorophyllin 
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二、葉綠素的消化吸收 

有關葉綠素在體內的消化吸收，早期的研究發現，利用 14C 標定

的葉綠素-Phe a 給予正常人與罹患 Refsum 疾病的患者，顯示無論是

正常人與罹患 Refsum 疾病的患者，其糞便中所排出的葉綠素代謝物

量達 95%，顯示有 5%的葉綠素可被入體吸收(Baxter, 1968)。 

從細胞的研究中亦發現，利用模擬人體小腸的 Caco-2 細胞模

式，發現 Phe 可以經由體內的乳糜化作用，形成乳糜微粒，接著被

小腸 Caco-2 細胞吸收，進入循環系統(Ferruzzi, et al., 2001)，因此間

接證實葉綠素所產生的衍生物質，可以透過人體中的小腸黏膜細胞

被吸收。在動物實驗的研究上，近年來中研院植物所楊棋明副研究

員，利用哺乳類動物-紐西蘭白兔餵食新鮮菠菜 100 公克後發現，動

物體內的各臟器與血液中都有葉綠素的代謝衍生物-Chlide a、b，Pho 

a、b 的形式出現(葉, 2003)。此外，海洋動物會經由食物攝取得到藻

類或細菌葉綠素，其體內的 tetrapyrrole 結構皆為葉綠素的衍生物

(Bortlik, et al., 1990 )。以上的研究證實葉綠素所產生的衍生物，可

以透過人體中小腸黏膜細胞被吸收，且葉綠素的環狀結構似乎可以

被完整的保留，而發揮其抗氧化或抗突變性的效果。  

三、葉綠素的保健功效在生物體內、體外的研究模式 

關於葉綠素的應用，早在 1944 年 Smith 以葉綠素去處理表面傷
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口，發現具有抑菌的功能。1951 年 Weingarten 與 Payson 發現，給

予大腸造瘻的病人口服含銅鈉葉綠素後，可以消除身體所散發的異

味，同時對於老年人常有的腸胃性症狀如便秘或腹脹的情形也頗有改

善(Young and Bergei, 1980)。 

近年來，則以葉綠素抗突變性的相關研究最多，Lai 在 1979 年

的實驗中，將小麥芽的葉子水萃取物進行 Salmonella typhimurium 

assay，發現它可以抑制 3-Methylcholanthrene 與 Benzo[a]pyrene 所引

起的突變，且隨著蔬菜中葉綠素的含量愈多，其抑制的效果愈佳(Lai, 

et al., 1980) 。 銅 鈉 葉 綠 素 (Chlin) 也 對 於 一 些 致 癌 物 質 如

N-methyl-N’-nitro-N- nitrosoguanidine (MNNG)、N-methyl-nitrosourea

有降低突變性的作用(Warner, et al., 1991)。此外，Chlin 對於環境或飲

食中的致突變性的物質如香菸、烤焦的肉類或空氣中的煤塵等，具有

競爭性的抑制 Salmonella typhimurium 產生突變的作用(Ong, et al., 

1989)，如果與其他抗突變性的營養素(如 vitamin A、vitamin C、vitamin 

E、retinoic acid 以及 β-carotene)相比較，Chlin 抑制黃麴毒素所誘導

的細胞突變效果最佳(Whong, et al., 1988；Ong, et al., 1989)。 

葉綠素對抗突變的作用，同時也在動物的實驗中得到證實；例如

果蠅幼蟲在給予綠藻或菠菜中萃取出的葉綠素或 Chlin 可以抑制

4-nitroquinoline 1-oxide、3-hydroxyamino-1- methyl-5H-pyrido [4,3-b] 
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indole 等具遺傳毒性的物質所造成的突變 (Negishi, et al., 1997)；哺乳

類動物的實驗中，雄性老鼠在給予致突變物質 -2-amino-3-mrthyl 

imidazo[4,5-f]quinoline (IQ)之前，先灌食 Chlin 會增加致突變物質(IQ)

代謝產物的排出量(Dashwood and Liew, 1992)。以上無論是細胞層面

或是活體動物的研究都發現，葉綠素或 Chlin 具有抗突變的作用。 

Sato 等學者在 1984 年以水草進行抗突變實驗，發現含有

porphyrin 化學結構的葉綠素要具有抗致突變性必須是具水溶性、且

對熱穩定的大分子。因此大部分研究所使用的葉綠素材料，常利用化

學加工合成方式，將原來脂溶性的葉綠素 a、b 中的鎂離子，置換為

含銅離子的銅鈉葉綠素(圖十二)，以獲得較具水溶性且安定的結構。

但若回歸到人類飲食型態的角度而言，分析人類所攝取的綠色蔬果，

發現其中的葉綠素會隨著植物生長、採收貯存或烹調而產生變化，分

解成其他的葉綠素衍生物(圖十、十一)，其中以 Chlide a、b 及 Pho a、

b 四種葉綠素的衍生物因其結構脫去植醇鏈，而成為較具水溶性，且

對熱安定的化合物，推測亦應具有較佳的抗突變性效果。因此若能證

實這些天然的葉綠素代謝衍生物具有抗細胞毒性的作用，將能提供攝

取綠色蔬果有益健康的直接證據。 

葉綠素除具有抗突變的作用外，亦具有抗氧化的作用；研究指

出：葉綠素具有抗氧化的功能，因而可以抑制肝臟脂質的過氧化作
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用(Sato, et al., 1977)。老鼠肝細胞中的粒線體在受到各種不同的活性

氧或自由基的作用下，Chlin 可以有效的保護粒線體 DNA 不受到氧

化傷害(Kamat, et al., 2000)。若從葉綠素的分子結構來分析，由於葉

綠素屬於 porphyrin 類的物質，含金屬離子的 porphyrin 類物質可以

抑制脂質的過氧化作用(Day, et al., 1999)。包括具有清除超氧自由基

O2
-（Pasternack, et al., 1981）、 H2O2（Day, et al., 1997）與捕捉

peroxynitrite 的能力（Szabo, et al. 1996），其中，含有錳元素的

porphyrin 類物質，對於 H2O2 所誘導的肺纖維細胞粒線體 DNA 損

傷，具有抗氧化保護的能力(Milano and Day, 1999)。此外，從電子

自旋共振(electron spin resonance, ESR)的研究結果指出，Chlin 具有

捕捉活性氧的能力(Kumar, et al., 2001)。 

前面曾提及，肝臟的解毒酵素系統主要是以細胞色素 P450 為主

的 Phase I 酵素，以及以 GST 為主的 Phase II 酵素。惟研究葉綠素對

於肝臟解毒酵素的研究較少。過去研究植物性化學物質對於肝臟細胞

解毒酵素的影響，包括含硫化合物(Teel and Huynh, 1998)、綠茶的萃

取物(Hayashi, et al., 1992)、胡蘿蔔萃取物(Bishayee, et al., 1995)以及類

黃酮素(Zuber, et al, 2002)等。葉綠素的 porphyrin 結構與細胞色素

P450 也有相關，Cobalt protoporphyrin(圖十三)會降低肝細胞中細胞色

素 P450 的含量(Sinclair, et al., 1982)。此外，Yun 等學者 在 1995 年
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以人類及老鼠的肝細胞微粒體(microsomes)為研究對象，探討葉綠素

對 Phase I 酵素的影響，發現在以不同濃度的 Chlin 共同培養後，所測

得的各種 P450 酵素皆明顯的受到抑制。因此推論葉綠素具有

porphyrin 的結構，對於 AFB1所引起肝毒性的保護作用，似乎有可能

藉由抑制 P450 酵素的活性來達到降低 AFB 1的活化。 

對於 Phase II 酵素的影響，Lampe 等學者 (2000) 針對 57 位受試

者給予三種不同的蔬菜飲食，為期各六天後發現，蔬菜的攝取，可以

同時增加體內 GST-α 與 GST-µ 的活性，不過，由於蔬菜中的成分種

類眾多，無法從此研究中推論出具體的有效成分為何？但是，既然是

三種不同的蔬菜同時都具有活化 GST 的作用，那麼存在於各種蔬菜

且含量居首的葉綠素是否調控重要的活化作用，值得深入探討。 
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圖十三：Protoporphyrin 的化學結構 

Figure 13: The chemical structure of protoporphyrin 

 

 

 

 



第三章  葉綠素的水萃取衍生物對過氧化氫所誘導淋巴球細胞 DNA 損傷之影響 

第一節 研究方法 

32 

第三章  葉綠素的水萃取衍生物對過氧化氫所誘導淋巴球

細胞 DNA 損傷之影響 

第一節  研究方法 

本研究的主旨為探討葉綠素及其衍生物對於過氧化氫所誘導

的人類淋巴球細胞 DNA 損傷的影響。由於過去研究顯示，銅鈉葉綠

素可以有效抑制 DNA 的氧化損傷，因此本研究以 Chlin 為對照實驗，

與葉綠素的水萃取物作比較。 

一、實驗材料 

(一) 葉綠素水萃取物的製備 

1.菠菜 

葉綠素的水萃取物質是由中央研究院植物暨微生物學研究所楊

棋明博士提供。新鮮的菠菜購自台灣農家。於購買後立即進行冷凍

乾燥，並加入液態氮，以研缽磨成粉末狀後於-70℃下保存備用。 

2.葉綠素萃取物的純化 

首先利用膠體過濾法 (CM-Sepharose CL-6B cation- exchange 

chromatography) 自菠菜中分離葉綠素 a、b。接著將 chlorophyllase 酵

素分別加入葉綠素 a、b 中，靜置反應 30 分中後脫去尾鏈的植醇鏈

而得到脫植醇葉綠素 a 與 b。將脫植醇葉綠素 a 與 b 加醋酸後，靜

置 2 分鐘後以氮氣吹乾即可得到脫鎂脫植醇葉綠素 a 與 b。 
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(二) 人類血液淋巴球細胞的分離 

淋巴球細胞是白血球的一種，主要執行人體內的免疫功能。健

康的成年人白血球總數在 4~10×109/L 範圍內，其中嗜中性球最多，

淋巴球次之，約佔 20-40%。淋巴球細胞主要來自骨髓幹細胞，當有

抗原入侵時，淋巴細胞會去對抗抗原的入侵；再者，此細胞取得容

易且細胞數多，因此本研究以淋巴球細胞作為氧化損傷保護的研究。      

本實驗以真空採血管收集健康人體全血 2 毫升，並置於含有抗

凝劑之採血管中，利用磷酸緩衝食鹽溶液(phosphate buffered saline；

PBS)將全血做一比一的稀釋，以 Ficoll-Paque (Pharmacia Biotech)密

度離心法，將轉速調整至 400G，離心 35 分鐘後分離出淋巴球並收

集。經過兩次的 PBS 清洗後，加入適當的 RPMI1640 培養基調整細

胞數。 

二、分析項目與測量方法 

(一) 葉綠素萃取物的純度分析 

利用逆相高效液相色層分析(Reserved Phase High Performance 

Liquid Chromatography ；RP-HPLC)，以醋酸胺作為移動相(A solvent) 

(Almela, et al., 2000)，分析系統如下： 

分析管柱：Spherisorb ODS-2 (250×40 mm), particle 5 µm (C18) 

高壓幫浦：Waters Model 510 
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流速控制：Waters Model 680 自動梯度控制儀 

注射器：Waters U6K 

光譜偵測器：Fluorescence detection,  

流動相 A：1M Ammonium acetate/methanol (2/8,v/v) 

流動相 B：Acetone/methanol (2/8, v/v) 

分析波長：激發波長 440nm，放射波長 660nm  

葉綠素水萃取物的純度分析是利用其留滯時間(retention time)及

光譜特性(visible absorption characteristics)確認。 

 (二) 細胞毒性實驗 

本實驗是對淋巴球細胞添加不同濃度的葉綠素與 H2O2 作為氧

化損傷的保護作用探討，但在探討葉綠素的保護功能之前，必須先

進行細胞毒性試驗，以確保樣品在選取之反應條件（包括樣品濃度、

反應時間和溫度）下，不會造成細胞死亡。樣品的細胞存活率愈高

表示細胞毒性愈低，一般應於細胞存活率高於 90%的條件下繼續進

行基因損傷之試驗。 

本研究利用市售試劑組 CellTiter96®Aqueous One solution Cell 

proliferation 試劑組來測定人類淋巴球細胞在不同濃度的葉綠素水

萃取物或過氧化氫下的存活率。利用[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 

-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium;MTS]
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與活細胞共同培養時，可被活細胞內具有活性的粒線體中

dehydrogenase 作用而切斷其 tetrazolium ring，形成 formazan，在

490nm 下可以測得最大吸光值(圖十四)。因此當吸光值較大時所代

表活細胞數量愈多，故可作為偵測活細胞的指標(Cory, et al., 1991)。 

 

圖十四：MTS tetrazolium 與其 formazan 產物的結構式 

Figure 14: Structures of MTS tetrazolium and its formazan product. 

將細胞均勻分到 24 孔洞的培養皿(24-well plate，約 2×105 

cells/well)中，在 37℃下培養 24 小時後，再將各種的葉綠素水萃取

物加入共同培養 30 分鐘；或是加入過氧化氫後培養 5 分鐘，同時利

用 RPMI1640 培養基作為實驗的控制組。待達到時間點後將細胞以

PBS 清洗後，在適當的濃度下取出 100 µL 的細胞液放到 96 孔洞的

培養皿(96-well plate)中，加入 20 µL 的 MTS 試劑，在 37℃下培養 4

小時，利用酵素免疫分析儀(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay；

ELISA)在 490 nm 測其吸光值，以檢測出細胞的存活率。當吸光值

愈高表示活細胞數量越多，細胞存活率(survival)的計算方式為：處

理組相對控制組的吸光強度百分比。 
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(三)清除 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH)自由基能力的測定  

一般抗氧化劑為氫原子供應者，在抗氧化的研究上可使用 DPPH

自由基來評估抗氧化物質提供氫原子的能力。因 DPPH 是較為安定的

自由基，實驗上所採用的 DPPH 甲醇溶液為紫色，在 515 nm 下有強

的吸光值，若與抗氧化劑結合，將會降低吸光值，由此藉以判斷樣本

清除 DPPH 自由基的能力，其吸光值愈低，表示樣本清除 DPPH 自由

基的能力愈強。本研究參考 Shimada 的方法，測定清除 DPPH 自由基

的能力。 首先將葉綠素衍生物溶在乙醇溶液中，取出 0.4 mL 加入 0.8 

mL 新鮮配置的 DPPH (10 mM)的甲醇溶液，均勻混合後靜置 30 分

鐘，使用分光光度計(Spectrophotometer U-2000 Hitachi)檢測 515nm 的

吸光值(Shimada, et al., 1992)。 

清除率(scavenging effect)=[(控制組的吸光值 A515nm – 樣品組的吸

光值 A515nm)/ 控制組的吸光值 A515nm]×100% 

 

(四) H2O2誘導 DNA 氧化損傷以及葉綠素的抗氧化研究 

H2O2 在人體的代謝過程中會自然產生，若是 H2O2 在人體中累

積到一定的量時，就會造成細胞 DNA 鹼基氧化作用而損傷，並造

成 DNA 的斷裂(Wei, et al., 1999)，因此 H2O2一般常用作氧化性 DNA

損傷的誘導劑(Halliwell and Gutteridge, 1999)。 
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取適量培養於 RPMI 1640 培養基之細胞懸浮液，置於微量離心

管中，在調整淋巴球細胞的數量後(2000 個 / mL) 分別加入不同濃

度(5、20、50 µM)的各種葉綠素水萃取物，於 37℃下反應 30 分鐘，

再加入 H2O2使最後濃度成為 10µM 或 50µM，於 37℃下反應 5 分鐘，

以離心的方式收集細胞，除去上層液，留下白色沉澱物，利用單細

胞膠體電泳分析(彗星試驗分析)，以及測量 8-OHdG 來評估 DNA 損

傷的程度。 

(五) DNA 氧化損傷研究方法 

目前有許多方法來量化 DNA 的氧化傷害，包括利用 HPLC 或

氣相層析/質譜法(Gas Chromatography-Mass Spectrometry；GC-MS)

測量鹼基的氧化產物。因為最容易受到傷害的鹼基是 Guanine 

(Halliwell, 1998)，當 DNAGuanine 的 C8 位置受到活性氧分子的攻

擊而被氫氧化之後，即產生 8-OHdG，因此測量 8-OHdG 可作為 DNA

氧化傷害的指標。但是一般認為此方法用在 DNA 氧化損傷程度較

低的情況，其正確性較高。此外，DNA 在萃取或水解的過程中，有

時也會造成 DNA 進一步的氧化，例如，利用公牛胸腺萃取出的

DNA，利用酸水解並以 GC-MS 來測量 8-OHdG，比起利用酵素性水

解後以 HPLC 測量所得到的 8-OHdG 值高(Lunec, 1998)；再者，DNA

在萃取的過程中，以 sodium iodide 來取代 phenol 會減少 8-OHdG 的
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含量(Helbock, et al., 1998)。 

為解決上述 DNA 在分離或水解過程中因氧化所造成測量

8-OHdG 含量的誤差，Ostling 和 Johnson (1984) 提出利用微小膠體

電泳法(microelectrophoresis)偵測單一細胞 DNA 的斷裂情形，其優

點是可以在螢光顯微鏡下直接觀察單一細胞 DNA 損傷的情況； 

Singh 等人 (1988)建立鹼性微小洋菜膠電泳法 (alkaline microgel 

electrophoresis) ，即所謂的單細胞膠體電泳法 (single cell gel 

electrophoresis；SCGE)，又簡稱為彗星分析(comet assay)，其中將

DNA 雙股解開的步驟在鹼性的環境中進行，因此可以偵測到細胞

DNA 的單股斷裂(single-strand breaks；SSBs)(圖十五)。其原理為細

胞 DNA 受到傷害而斷裂時，斷裂的片段因為分子較小，因而在電

泳槽中藉由正負極電流的牽引而移動，染色後顯現的量點如同彗星

般拖出長長的尾巴。相對於未受傷的 DNA 因為分子較大而在電泳

槽中不會移動，因此藉由移動的距離來評估 DNA 損傷的程度，目

前以利用尾動量(tail moment) 參數來評估 DNA 損傷最為普遍(Olive, 

et al., 1990)。 
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      圖十五：在螢光顯微鏡下所觀察到 DNA 未損傷(左圖)，以及

損傷(右圖)的情形，並以尾動量(Tail Moment)來表示

受損傷程度 

Figure 15 :  Under a fluorescence microscope, the comet-like images 

resulting from the extension of DNA were scored as a 

reflection of the single-strand breaks.Tail moment was 

defined as follows: TM = TL × % DNA 



第三章  葉綠素的水萃取衍生物對過氧化氫所誘導淋巴球細胞 DNA 損傷之影響 

第一節 研究方法 

40 

(六) 單細胞膠體電泳法(彗星分析) 

1. 電泳膠片製備 

取正常溶點的洋菜膠溶液(normal melting gel agarose)，注入玻片

上，立即蓋上蓋玻片置於 4℃ 5 分鐘，待凝固後移除蓋玻片，此為第

一層。 

取出先前於 37℃下反應的各實驗組細胞溶液，加入低溶點的洋

菜膠溶液(low melting gel agarose, LMA)，趁凝固以前快速注入玻片

上，立即蓋上蓋玻片置於 4℃ 5 分鐘，待凝固後移除蓋玻片，此為第

二層，此時細胞已經存在於此層中。 

將製備好的玻片浸入細胞水解液（2.5 M NaCl, 100 mM Na-EDTA, 

10mM Tris, pH=10, 1% sodium sarcosinate, 1% Triton X-100 及 10% 

DMSO），於 4℃下反應 1 小時使細胞膜破裂。 

2. DNA 解雙股以及電泳 

將玻片由水解液中取出，以二次水清洗後，置於水準式電泳槽

中，加入電泳液使玻片於鹼性的電泳液中解開雙股螺旋的結構 

(unwinding)。待 20 分鐘後，開啟電泳電源，調整電流為 300 mA，電

壓保持在 25V 左右，時間為 30 分鐘。電泳結束後以 Tris buffer 中和。 

3. DNA 氧化損傷分析    

玻片以 ethidium bromide 染色後，使用螢光顯微鏡，在 400 放大
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倍率下觀察，以彗星分析系統 VisCOMET®分析，每個葉綠素純化物

質濃度做二重複，每個玻片分析 20 個細胞 Comet 圖案亮度，以尾

動量(Tail Moment)來表示DNA受損傷程度。有關利用彗星分析DNA

損傷的流程圖如圖十六。 
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圖十六：彗星分析的流程圖 

Figure 16：Protocol of comet assay 
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(六) 8-氫氧 2'-去氧鳥糞核糖核苷(8-hydroxy-2- deoxyguanosine；

8-OHdG)測定 

1. DNA 的抽取分離 

 為保持 DNA 的完整性，在低溫且避光線的環境下進行 DNA 的

抽取分離，以避免 DNA 斷裂或降解。DNA 的分離是利用 Genomic 

DNA-purification kit (Bertec Enterprise, Taiwan)。各實驗組的淋巴球細

胞經過不同葉綠素濃度的處理，以及被 H2O2 所誘導氧化損傷後，分

裝在 1.5 mL 的微量小管中， 離心收集下層的細胞。接著以 100 µL 的

PBS 將細胞洗出，隨後加入 700 µL extraction solution 將細胞溶出。

加入 4 µL proteinase K，置於 56℃水浴機中直到細胞完全破裂(約 1-3

小時)，之後移至室溫。加入 700 µL 的 DNA binding buffer，搖晃均

勻 5 分鐘使雜物凝集。 

將所有的溶液倒入 spin column， 再將 spin column套入 collection 

tube，以 12-14000 rpm 離心 1 分鐘。將洗下來在 collection tube 中的

液體倒掉，在 spin column 中加入 700µL 的 wash solution 清洗（此步

驟重複二至三次），此時 DNA 仍存在於 spin column 的膜層中。將 spin 

column 套在新的無菌微量小管，置入 60℃的烘箱約 5-10 分鐘，讓

Ethanol 蒸發。加入 50 µL，60-70℃的 elution solution 到 spin column，

停留約 2-3 分鐘，讓 DNA 溶出，再以 6000 rpm 離心 2 分鐘，並重複
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2 次收集所有的 DNA，保存 DNA 於-20℃備用。 

2. DNA 的定量 

 DNA 在 260nm 處有最大的吸光值，蛋白質則在 280nm 處有

最大的吸光值。因此，可以用 260nm 波長進行分光測定 DNA 濃度，

1 OD 約為 50 µg/mL 的雙股 DNA。取出 50 µL DNA 溶液稀釋於理

想的濃度後放入比色管中，使用分光光度計 (Spectrophotometer 

U-2000 Hitachi)檢測 260 nm 的吸光值即可計算出樣品稀釋前的濃

度： 

DNA（µg/mL）=50×OD260 讀數×稀釋倍數 

為確認 DNA 的純度是否受到蛋白質的殘留，而影響實驗，同時

以分光光度計(Spectrophotometer U-2000 Hitachi)檢測 280 nm 的吸光

值，純淨 DNA 的 OD260 nm /OD280 nm 為 1.8，若 260 nm/280 nm = 

1.8 (1.6-2.0) 表示純化過程正常；若 260 nm/280 nm＜1.8 表示蛋白質

太多沒有去除乾淨；若 260 nm/280 nm＞1.8 表示有 RNA 的污染。 

3. 8-OHdG 的測定 

8-OHdG 的測定是利用競爭型 ELISA 的方法進行分析(Japan 

Institute for the Control of Aging, Japan)。首先將 8-OHdG monoclonal 

antibody 以 PBS 稀釋，接著將已經 coating 8-OHdG 的 96 孔 ELISA

盤取出，接著將已經混合好 50 µL 的樣品或 8-OHdG 標準溶液(0.5, 2, 
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8, 20, 80 ,200ng/mL)與 50 µL 的 8-OHdG 抗體注入每個孔中，蓋上蓋

子且用膠帶封緊每個邊後，於 37℃下反應 1 小時。此時細胞 DNA

萃取物中的 8-OHdG 就會與 coating 8-OHdG 一起競爭 8-OHdG 抗體。

若細胞 DNA 萃取物中的 8-OHdG 愈多，則 coating 8-OHdG 與 8-OHdG

抗體結合在 96 孔 ELISA 盤的量就愈少。 

1 小時後將內容物倒掉，加入 250 µL 的 washing 溶液到本次實

驗的每個孔洞中，輕輕左右搖晃培養皿後倒掉。倒置培養皿並用乾淨

的面紙吸乾殘存的 washing 溶液，重複二次。此時細胞 DNA 萃取物

中的 8-OHdG 與 8-OHdG 抗體結合物洗掉，留下 coating 8-OHdG 與

8-OHdG 抗體結合在 96 孔 ELISA 盤中。 

再將 100 µL 的二次抗體到本次實驗的每個孔洞中，蓋上蓋子且

用膠帶封緊每個邊後，於 37℃下反應 1 小時，目的是將二次抗體與

8-OHdG 抗體結合。1 小時後將內容物倒掉，加入 250 µL 的 washing 

溶液到本次實驗的每個孔洞中，輕輕左右搖晃 ELISA 盤後倒掉。倒

置 ELISA 盤並用乾淨的衛生紙吸乾殘存的 washing 溶液，重複二次。 

加入 100µL 的 chromatic substrate 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine 

(呈色劑)到本次實驗的每個孔洞中，以鋁箔紙包起避光，在室溫下反

應 15 分鐘。最後加入 100µL 的 phosphoric acid 終止呈色反應，利用

ELISA reader 於 450 nm 測量吸光值。以標準 8-OHdG 的濃度製作出
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標準曲線(含線性迴歸方程式,Y=mx+b)後，算出各實驗組中 8-OHdG

的含量。8-OHdG 的含量以 ng /µg DNA 表示。 

 

三、統計分析方法 

 本實驗數據以 SPSS® 10.0 版統計軟體進行分析，以 Mean±SD

表示，並以 ANOVA 做變異分析，並以 Duncan’s Multiple Range test

作各組差異比較，P<0.05 作為統計上的差異。 
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第二節  結果 

一、葉綠素水萃取物純度分析 

所有葉綠素水萃取物經過 RP-HPLC 的分析，其純度均達 99％以

上(圖十七~圖二十)。 

 

圖十七： 葉綠素水萃取物-Chlorophyllide a 成分之 RP-HPLC 分析圖 

Figure 17：Elution profile of the chlorophyllide a by RP-HPLC. 
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圖十八 葉綠素水萃取物-Chlorophyllide b 成分之 RP-HPLC 分析圖 

Figure 18：Elution profile of the chlorophyllide b by RP-HPLC. 
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圖十九 葉綠素水萃取物-Pheophorbide a 成分之 RP-HPLC 分析圖 

Figure 19：Elution profile of the Pheophorbide a by RP-HPLC. 
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圖二十 葉綠素水萃取物-Pheophorbide b 成分之 RP-HPLC 分析圖 

Figure 20：Elution profile of the Pheophorbide b by RP-HPLC. 
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二、細胞存活率分析 

由表三的結果顯示，人類淋巴球細胞在添加不同種類與濃度的葉

綠素水萃取物(5、20、50µM) 30 分鐘與 H2O2(0、10、50µM) 5 分鐘後

細胞的存活率。其中以添加 50µM Pho b 的細胞活率最高(99.8±2.6) ，

而添加 Pho b 與 50µM H2O2的細胞活率最低(95.2±2.8)。然而所有組

別當中並沒有統計上的差異，且細胞存活率都達到 95％以上。表四

顯示細胞在無添加葉綠素的情形下給予 10µM 或 50µM 的 H2O2來誘

導 DNA 的氧化傷害，經過 5 分鐘的共同培養之後，亦沒有明顯造成

細胞死亡的現象。因此，後續實驗則利用上述濃度的各種葉綠素水萃

取物作為本研究的對象。 
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表三：人類淋巴球細胞加入葉綠素水萃取物與 H2O2培養的存活率 1 

Table 3 Effect of chlorophyll derivatives and H2O2 on human lymphocyte 

viability1 

 lymphocyte viability (%) 

Chlorophyll derivatives 5µM 20µM 50µM 

Chlorophyllide a 97.5±6.4 98.4±5.3 96.2±4.3 

Chlorophyllide a + 10µM H2O2 96.8±2.5 97.8±3.8 97.5±2.4 

Chlorophyllide a + 50µM H2O2 95.8±3.2 96.1±2.5 97.1±3.4 

Chlorophyllide b 98.8±2.2 96.8±3.5 99.2±4.4 

Chlorophyllide b + 10µM H2O2 97.±4.2 97.9±3.8 98.1±4.5 

Chlorophyllide b + 50µM H2O2 96.±2.8 96.9±3.3 96.5±2.5 

Pheophorbide a 95.8±6.5 96.9±3.4 99.4±2.5 

Pheophorbide a + 10µM H2O2 96.8±3.5 97.7±3.2 95.7±4.2 

Pheophorbide a + 50µM H2O2 95.2±2.4 96.5±2.8 96.3±3.2 

Pheophorbide b 98.4±1.6 99.7±3.3 99.8±2.6 

Pheophorbide b + 10µM H2O2 97.2±2.6 96.5±4.3 97.2±1.6 

Pheophorbide b + 50µM H2O2 95.2±2.8 95.1±0.3 98.1±2.5 

Chlorophyllin 98.5±2.3 96.4±2.2 95.4±6.1 

Chlorophyllin + 10µM H2O2 96.0±0.3 97.8±1.2 96.8±2.1 

Chlorophyllin + 50µM H2O2 96.7±2.3 99.1±0.9 97.5±3.8 
1 Mean±SD, Viability (measured by the MTS assay) was determined both prior 
to (100%) and following chlorophyll derivatives and H2O2. 
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表四：人類淋巴球細胞加入 H2O2培養後的存活率 1 

Table 4 Effect of pretreated H2O2 on human lymphocyte viability1 

 lymphocyte viability (%) 

 10µM  50µM  

H2O2  99.4±2.4 98.2±7.1 
1 Mean±SD, Viability (measured by the MTS assay) was 
determined both prior to (100%) and following H2O2 
treatment. 
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三、清除 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH)自由基能力 

圖二十一顯示葉綠素水萃取物對於清除 DPPH 自由基的能力。清

除自由基的能力由強至弱依次為 Pho b＞Pho a＞Chlin＞Chlide b＞

Chlide a。如果以葉綠素的種類區分時: Pho＞Chlin＞Chlide，且 b form

＞a form。其中達到 50％清除 DPPH 自由基(IC50)所需要的葉綠素濃

度分別是 Pho b：75 µM，Pho a：120 µM,，Chlin：360 µM，Chlide a，

Chlide b：＞800 µM (表五)。 
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圖二十一：葉綠素水萃取物清除 DPPH 自由基的能力。 

Figure 21：DPPH-scavenging capacity of chlorophyll derivatives. The 

absorbance inhibition for DPPH was monitored at 515 nm. Results 

represent the mean±SD  (●:Chlorophyllide a, ○: Chlorophyllide b, ▲: 

Pheophorbide a, △: Pheophorbide b, ■: Chlorophyllin.) 
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表五：清除 50%的 DPPH 自由基(IC50)所需要的葉綠素濃度 

Table 5: DPPH radical scavenging effect of chlorophyll derivatives 
calculated in terms of IC50 

 
Treatment IC50(µM) 
Chlorophyllide a ＞800 
Chloropyhllide b ＞800 
Pheophorbide a 120 
Pheophorbide b 75 
Chlorophyllin 360 
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四、H2O2誘導 DNA 氧化損傷 

本實驗的設計將人類淋巴球細胞在 95%的細胞存活率下，檢視

DNA 的氧化損傷情形。由表四可看出細胞在不同濃度的 H2O2 作用

下，都保持穩定的存活率，但在這樣的濃度下是否會誘導 DNA 氧化

損傷，利用單細胞膠體電泳法直接在電子顯微鏡下測量 DNA 的斷裂

程度，或是測量 DNA 氧化產物 8-OHdG 的含量，即可驗證 H2O2在人

類淋巴球細胞中是否造成 DNA 損傷。表六顯示淋巴球細胞 DNA 損

傷的程度，以彗星分析之平均尾動量而言，10µM H2O2之氧化損傷較

控制組增加 60 倍(尾動量 100 vs 6386)；50µM H2O2之氧化損傷較控

制組增加 150 倍(尾動量 100 vs 14537) 。圖二十二顯示在螢光顯微鏡

下所呈現之 DNA 斷裂彗星分析電泳圖，以以及利用 VisCOMET® 軟

體分析所得的結果。此外，測量 DNA 氧化損傷產物-8-OHdG 的含量，

發現 10µM H2O2之 8-OHdG 較控制組增加 4 倍(0.55 vs 2.30)；50µM 

H2O2之氧化損傷較控制組增加 7 倍(0.55 vs 3.98)。因此無論利用彗星

分析 DNA 斷裂或測量氧化代謝產物，均顯示淋巴球細胞之 DNA 損

傷，都隨著 H2O2暴露濃度的增加而提高。 
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表六：H2O2 對於人類淋巴球細胞氧化損傷的影響  

Table 6. Effect of H2O2 upon human lymphocyte DNA damage1 

 DNA damage 

 Comet assay2 8-OHdG(ng /µg DNA) 

H2O2 10µM 6386±803a 2.30±0.13a 

H2O2 50µM 14537±1692b 3.98±0.33b 

Control 100±21c 0.55±0.06c 
1Mean±SD; Values featuring different letters differ significantly 
as regards H2O2 levels (ANOVA p < 0.05),  
2Mean tail moment (TM) was calculated for the comet assay. 
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圖二十二：以彗星分析 DNA 損傷的結果 

Figure 22：The tail moment (integrated value of DNA density multiplied 

by the DNA migration distance) was used as the primary measure of 

DNA damage  
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五、葉綠素對於 H2O2誘導淋巴球細胞 DNA 氧化損傷的影響 

圖二十三與圖二十四顯示添加各種不同濃度的葉綠素水萃取物

質後，再給與 10µM H2O2所誘導氧化損傷的人類淋巴球細胞 DNA 損

傷的結果。葉綠素水萃取產物在 a form 與 b form 之間都沒有統計上

的差異，但是無論是添加何種類型的葉綠素水萃取物質或是銅鈉葉綠

素，其細胞氧化損傷都隨著濃度的增加而減少，顯示這些物質藉由抗

氧化作用減少 DNA 的氧化傷害，其中又以脫去鎂離子的 Pho 效果最

好(與對照組作比較時，Pho a 與 b 的抑制效果分別為 75.28% 和 

76.17%)。 

圖二十五及二十六顯示細胞在接受高濃度 50µM 的 H2O2 後各種

葉綠素的保護效果。細胞的氧化傷害增加，然而 Chlide 或 Chlin 都無

法對細胞進行保護作用，僅 Pho 降低細胞的氧化傷害(與對照組作比

較時，Pho a 與 b 的抑制效果分別為 19.63% 與 20.18%)。 
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圖二十三：添加各種不同濃度的葉綠素水萃取物質後再給與 10µM 

H2O2所誘導氧化損傷的人類淋巴球細胞 DNA 損傷的結果(彗星分析) 

Figure 23: Effect of Chlororphyll derivatives pretreatment upon 10µM 

hydrogen peroxide-induced DNA damage for isolated human 

lymphocytes. DNA oxidative damage was measured using the comet 

assay in lymphocyte DNA. Results are the mean±SD. (●:Chlorophyllide 

a, ○: Chlorophyllide b, ▲: Pheophorbide a, △: Pheophorbide b, ■: 

Chlorophyllin.) Values with different letters differ significantly as regards 

oxidative damage when comparing between different chlorophyll 

derivatives (ANOVA, p < 0.05); * p < 0.05 refers to differences in 

oxidative damage as compared with the control (without chlorophyll 

derivatives). 
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圖二十四：添加各種不同濃度的葉綠素水萃取物質後再給與 10µM 

H2O2所誘導氧化損傷的人類淋巴球細胞 DNA 損傷的結果(8-OHdG) 

Figure 24: Effect of chlorophyll derivatives pretreatment upon 10µM 

hydrogen peroxide-induced DNA damage for isolated human 

lymphocytes. DNA oxidative damage was measured using the 8-OHdG 

levels in lymphocyte DNA. Results are the mean±SD. (●:Chlorophyllide 

a, ○: Chlorophyllide b, ▲: Pheophorbide a, △: Pheophorbide b, ■: 

Chlorophyllin.) Values with different letters differ significantly as regards 

oxidative damage when comparing between different chlorophyll 

derivatives (ANOVA, p < 0.05); * p < 0.05 refers to differences in 

oxidative damage as compared with the control (without Chlorophyll 

derivatives).
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圖二十五：添加各種不同濃度葉綠素水萃取物質後再給與 50µMH2O2

所誘導氧化損傷的人類淋巴球細胞 DNA 損傷的結果(彗星分析) 

Figure 25: Effect of chlorophyll derivatives pretreatment upon 50µM 

hydrogen peroxide-induced DNA damage for isolated human 

lymphocytes. DNA oxidative damage was measured using the comet 

assay in lymphocyte DNA. Results are the mean±SD. (●:Chlorophyllide 

a, ○: Chlorophyllide b, ▲: Pheophorbide a, △: Pheophorbide b, ■: 

Chlorophyllin.) Values with different letters differ significantly as regards 

oxidative damage when comparing among different chlorophyll 

derivatives (ANOVA, p < 0.05); *p<0.05refers to differences in oxidative 

damage as compared with the control (without chlorophyll derivatives).
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圖二十六：添加各種不同濃度的葉綠素水萃取物質後再給與 10µH2O2

所誘導氧化損傷的人類淋巴球細胞 DNA 損傷的結果(8-OHdG) 

Figure 26: Effect of chlorophyll derivatives pretreatment upon 50µM 

hydrogen peroxide-induced DNA damage for isolated human 

lymphocytes. DNA oxidative damage was measured using the 8-OHdG 

levels in lymphocyte DNA. Results are the mean±SD. (●:Chlorophyllide 

a, ○: Chlorophyllide b, ▲: Pheophorbide a, △: Pheophorbide b, ■: 

Chlorophyllin.) Values with different letters differ significantly as regards 

oxidative damage when comparing among different chlorophyll 

derivatives (ANOVA, p < 0.05); * p < 0.05 refers to differences in 

oxidative damage as compared with the control (without chlorophyll 

derivatives).
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第三節 討論 

一、植物性化學物質抗氧化性的比較 

1954 年自由基的發現，證實與許多慢性疾病有關；長期暴露在含

氧的自由基環境中將導致氧化壓力。一般生物體內的抗氧化系統與活

性氧是維持在一個平衡的狀態，當體內活性氧分子多時，它們將破壞

細胞中的蛋白質、脂質甚至 DNA，最後造成細胞的老化或死亡(Sies, 

1986； Halliwell and Gutteridge, 1999)。 

許多天然的植物性食物(phytochemicals)或維生素都是抗氧化物

的最佳來源。由於近年來，一些蔬果中的植物性化學物質，例如：葉

綠素、類胡蘿蔔素、維生素 C、維生素 A 以及維生素 E 等物質，在

正常的攝取下具有抗氧化、抗突變性等保健功能。Ong 等學者在 1989

年的研究發現在上述的這些植物性化學物質中，葉綠素能發揮最佳的

抗突變性表現。此外，Kamat 等學者(2000)的研究指出葉綠素的抗氧

化效果比維生素 C、glutathione 或 mannitol 來的好。 

二、葉綠素在體內的代謝 

葉綠素主要以兩種形式存在於新鮮的蔬菜水果中，分別是

chlorophyll a 與 b (Almela, et al., 2000)，以新鮮菠菜為例，chlorophyll 

a 與 b  的含量比約為 2.5：1 (Ferruzzi, et al., 2001) 。但是隨著綠色

蔬菜種植的老化，葉菜中的 chlorophyllase 的濃度隨之增加，使葉綠
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素脫去非極性的植醇鏈而產生極性較高的脫植醇葉綠素(Chlide)  

(Trebitsh, et al., 1993)。此外，當它們在酸性環境下，例如葉菜類食

物在烹調、製備或加工等過程中加入酸性物質例如醋；或是攝取食糜

後進入胃與胃酸混合之後，會失去其葉綠素中心 porphyrin 環內的鎂

離子而轉變成脫鎂葉綠素(Phe)，或脫鎂脫植醇葉綠素(Pho)。Ferruzzi

等學者(2001) 利用模擬人體小腸 Caco-2 細胞模式的研究發現，Phe

可以經由人類體內的乳糜微粒吸收進入循環系統。動物的研究發現

(葉, 2003)，這些葉綠素的代謝產物透過門靜脈到達肝臟後，幾乎轉

變成 Chlide 或 Pho。因此本實驗以 Chlide 或 Pho 等葉綠素的代謝產

物來進行研究，除可以比較各種葉綠素衍生物之抗氧化能力外，還可

以藉此模擬葉綠素代謝物質對人體所發揮的抗氧化效力。 

三、葉綠素含量對人體淋巴球細胞的影響 

    Frenzilli等學者(2000) 曾針對銅鈉葉綠素(Chlin)以及過氧化氫等

18 種化合物，添加在人類淋巴球細胞後，探討劑量對其細胞存活率

的影響；研究顯示要達到 95％以上的細胞存活率時，添加於細胞中

的葉綠素或過氧化氫的最大濃度分別為 200 µM 與 50 µM。此研究

結果與本實驗表三與表四所呈現細胞的存活率一致。此外，Frenzilli

等學者(2000)也分析淋巴球細胞 DNA 的損傷程度，發現 DNA 的氧化

損傷隨著細胞添加過氧化氫濃度增加而增加，此結果與本實驗中表五
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DNA 氧化損傷的結果一致。 

     本實驗對人體淋巴球細胞(2000個/毫升)所使用的葉綠素最高濃

度為 50 µM。若是依據健康的人體中淋巴球細胞約有 1.5×107 個來換

算，約需要 0.3 公克的葉綠素才能在血液中達到相對濃度。惟目前缺

乏葉綠素生體可利用率的相關資料。根據 Ferruzzi 等學者(2001) 的

研究指出：約有 5-10%經過乳糜化的葉綠素可以進入人類 Coca-2 小

腸細胞，估算人體約需從飲食中攝取 3~6 公克的葉綠素。一般新鮮菠

菜中平均大約含有 2% 的葉綠素(López-Ayerra, et al., 1998），因此推

估在理想的狀態下至少需攝取約 300 公克的新鮮菠菜。此項結果符合

行政院衛生署建議每日蔬菜攝取量。惟上述的推估是在最理想的轉換

率下計算而得，有關食物從攝取進而達到人體內細胞的實際含量，必

須經過更進一步研究，包括葉綠素的生體可利用率、或是葉綠素代謝

產物的轉換率等，才可確認。 

四、銅鈉葉綠素的抗氧化作用 

銅鈉葉綠素廣泛的用於各種的成藥、食品中，因此與其相關的抗

氧化、抗腫瘤研究亦是備受注目。Kumar 等學者在 1999 年第一位提

出 Chlin 抗氧化的量化研究；發現當 plasmid DNA 暴露在 6 Gy 的 γ

輻射線照射下會產生氧化傷害而造成單股斷裂，若 DNA 在照射前先

添加不同濃度的 Chlin (10µM~100µM) ，其 DNA 的氧化傷害保護效
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果隨著 Chlin 劑量的增加而有顯著的效果 (22.6~68.1%的抑制 DNA

單股斷裂) ，接著利用 pulse radiolysis 來實際測量 Chlin 捕捉自由基

的能力亦發現：這些自由基 (hydroxyl radical、deoxyribose peroxyl 

radical、singlet oxygen) 與 Chlin 結合的比例隨著劑量的增加而提高，

且具有相當高的反應常數 (rate constant) (Kumar, et al., 1999；Kamat, 

et al., 2000) 。 

此外，利用 Electron Spin Resonance (ESR)來分析 Chlin 與 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical 以及 5,5-dimethyl-1- 

pyrrolidine-N-oxide with hydroxyl radical 等自由基的化學反應能力

時，証實 Chlin 具有捕捉各種自由基的能力(Kumar, et al., 2001)，此

結果與本實驗中葉綠素清除 DPPH 自由基的結果是一致的，惟過去

學者主要是針對 Chlin 的抗氧化性，本研究更進一步的探討其他存

在自然界中葉綠素的水萃取衍生物清除自由基的能力，發現 Pho a 

及 b 的效果比 Chlin 強。 

在活體外(ex vivo)的研究上發現：Chlin 可以抑制老鼠肝臟粒線體

中放射現所誘導的脂質過氧化情形；研究顯示 50µM 的 Chlin 的添加

抑制了 53% 的 thiobarbituric acid reactiove substance (TBARS) 與 

30.6% 的 lipid hydroperoxides 等自由基的產生；同時其抗氧化酵素

SOD 與 GSH 的含量也相對的比未添加 Chlin 時來的高；若是以相同
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濃度的 Chlin 與維生素 C、mannitol 以及 tert-butanil 來比較對老鼠肝

臟粒線體的抗氧化能力時，Chlin 的抗氧化能力最強，且幾乎是維生

素 C 的 2 倍。由此可知 Chlin 可以保護粒線體的細胞膜來對抗放射線

所造成的氧化傷害(Kamat, et al., 2000)。 

五、吡碄類(porphyrins)的抗氧化作用 

    葉綠素的基本結構為四個 pyrrole 所組成的吡碄環(porphyrins)，

其中共有 11 個共軛雙鍵(conjugated double bounds)。若與類胡蘿蔔素

相比較，植物黃體素(lutein)與玉米黃素(zeaxanthin)含有 9 個共軛雙

鍵；茄紅素與胡蘿蔔素含有 11 個共軛雙鍵，隨著共軛雙鍵數目增加

其抗氧化性隨之增加，吡碄環中共有 11 個共軛雙鍵，因此具有極佳

的 singlet oxygen 或自由基反應結合能力。 

    從脂質自動氧化(autoxidation)的研究中亦發現：將葉綠素添加在

油脂中，其過氧化價(peroxide value, POV)明顯的比未添加葉綠素低；

且由 ESR 的分析證實有葉綠素 π 陽離子自由基(π-cation radical)的存

在，顯示葉綠素在油脂氧化反應中容易失去電子而形成 tetrapyrrole 

radical cation，同時這些電子可以提供給自由基來終止連鎖的過氧化

作用(Endo, et al., 1985)。 

除了葉綠素之外，其他吡碄環結構的化合物也被證實可以形成 π

陽離子自由基，例如 tetraarylporphyrin (Borg, et al., 1970)、
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bacteriochlorophyll 、bacteriopheophytin (McElroy, et al., 1974)、鐵離

子或是銅離子的吡碄環 (Ravikanth, et al., 1994)、鎳離子的吡碄環

(Renner and Fajer, 2001)以及其他類吡碄環結構的化合物等(Jayaraj, et 

al., 1996 ；Scheidt, et al., 1996)，因此可以合理的去證實葉綠素的代

謝產物中，只要具有吡碄環結構都可以藉由以下的反應機制來達成安

定自由基目的(Endo et al. 1985)： 

 

  ROO· + Chlorophyll → ROO：(－) Chlorophyll·(+) 

  ROO：(－) Chlorophyll·(+)  + ROO· →  Inactive products 

  (ROO·; peroxyl radical)  

六、天然葉綠素代謝產物的抗氧化比較 

從上述的討論中發現，帶有吡碄環結構是葉綠素最主要抗氧化的

位置，不過其餘部分的化學結構的差異亦會對葉綠素的抗氧化性產生

影響。Lanfer-Marquez 等學者(2005)利用β-胡蘿蔔素顏色消失的速度

(β-carotene blenching method)，來測定葉綠素代謝產物的抗氧化能

力。結果發現：帶有醛基 (-CHO) 的葉綠素代謝產物 Phe b 比帶有甲

基 (-CH3) 的 Pho a 更有較強的抗氧化能力)。這樣的結果與本實驗利

用 DPPH 自由基的清除效果相比是一致的。 

在本研究中，更進一步的探討各種葉綠素代謝產物在細胞內的抗

氧化能力表現，發現無論是用顯微鏡測量 DNA 氧化傷害斷裂的情
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況，亦或是測量氧化傷害的代謝產物 8-OHdG 時，Chlide a 與 b 之間，

以及 Pho a 與 b 之間是沒有顯著的差異的，是否 a 、b 結構在體內

的細胞穿透力上不同，或是在細胞中代謝的途徑不同，則需進一步的

研究來證實。 

在葉綠素的吡碄環結構中，是否有螯合離子或是不同種類的離子

螯合在其中間，亦會對葉綠素的抗氧化性產生影響，從本研究中發

現：所有葉綠素的衍生產物對低濃度的 H2O2都具有保護的效果，但

對於高濃度下的 H2O2 則僅 Pho 仍能抵抗細胞的氧化傷害；且從

DPPH 的實驗中也證實 Pho 的抗氧化作用最強，其次是 Chlin，最後

是 Chlide。若從這些葉綠素代謝產物的化學結構來分析：Chlide 含有

鎂離子；Chlin 含有銅離子而 Pho 的結構中是不含任何金屬離子。過

去的研究發現：吡碄環結構中具有螯合離子的能力(Longo, et al., 

1973)；過去在中研院植物所的研究中，曾對其他四種極性較低的葉

綠素衍生物在螯合亞鐵離子的能力上做比較時發現：與 Pho 同樣未帶

有鎂離子的脫植醇葉綠素(Phe)，在螯合亞鐵離子的能力表現上比帶

有鎂離子的葉綠素高(unpublished data)。推測在本研究中，淋巴球細

胞在添加 Pho 之後，除了吡碄環結構可安定細胞中 H2O2 自由基之

外，還具有較佳的能力去螯合亞鐵離子，進而減少亞鐵離子在細胞中

產生 Fenton 作用(圖二)，使金屬離子誘導的氧化傷害降到最低。     



第四章  葉綠素的水萃取衍生物對黃麴毒素所誘導肝細胞 DNA 損傷之影響 

第一節 研究方法 

72 

第四章  葉綠素的水萃取衍生物對黃麴毒素所誘導肝細胞 DNA 損傷

之影響 

第一節  研究方法 

本研究的主旨為探討葉綠素及其衍生物對於黃麴毒素所誘導

的肝臟細胞 DNA 損傷的影響。由於過去研究顯示，含銅鈉葉綠素可

以有效的抑制 DNA 突變，因此本研究以 Chlin 為對照實驗，與其他

的葉綠素水萃取物作比較。 

一、實驗材料 

 綠素水萃取物的製備：同前述 

二、分析項目與測量方法 

(一) 細胞株的選取 

本研究以 Hepa-1c1c7 (Hepa-1)細胞作為研究對象，細胞株來自於

食品工業研究所生物資源保存及研究中心(Bioresource Collection and 

Research Centre Taiwan).。Hepa-1 細胞為小鼠肝腫瘤細胞(mouse 

hepatoma)，可培養在 90% Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

與添加 10% 胎牛血清的培養基中，並培養在 37 °C 溫度與 5% 

CO2/95% 的空氣中。相關的研究指出，此細胞株能穩定的表現細胞

色素 P450-1A 的活性，且對於 AFB1有高度敏感的細胞毒性

(Karenlampi, 1987)。 
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(二) 黃麴毒素的來源與濃度的選擇 

黃麴毒素 B1(AFB1)購自 sigma 公司，將購得之黴菌毒素，配置的

方法是將適量的 dimethyl sulfoxide (DMSO)溶劑注入 AFB1的商品瓶

中，搖晃使黴菌毒素的結晶溶解成 50 mg/mL 的濃度，之後再以蒸餾

水稀釋，並以微量離心管分裝，置於-20℃冰箱保存備用。 

由於 Hepa-1 細胞株對 AFB1有高度敏感的細胞毒性，在培養 48

小時後，細胞的半數致死量(LD50)為 68 ng/mL (Karenlampi, 1987)，

為了使本實驗的細胞維持在 95％以上的存活率，因此 AFB1所選取的

濃度為(0、5 ng/mL、10 ng/mL)，培養時間為 48 小時。 

(三) 細胞毒性實驗 

本實驗是以 Hepa-1 細胞添加不同濃度的葉綠素作為對抗 AFB1

損傷的保護的探討，但在探討葉綠素的保護功能之前，必須先進行

細胞毒性試驗，以確保樣品在選取之反應條件（包括樣品濃度、反

應時間和溫度）下，不會造成細胞死亡。樣品的細胞存活率愈高表

示細胞毒性愈低，一般應於細胞存活率高於 90%的條件下繼續進行

基因損傷之試驗。 

本研究利用市售試劑組 CellTiter96®Aqueous One solution Cell 

proliferation 試劑組來測定 Hepa-1 細胞在不同濃度的葉綠素水萃取

物或過氧化氫下的存活率。測定方法與步驟同第二章第一節。 



第四章  葉綠素的水萃取衍生物對黃麴毒素所誘導肝細胞 DNA 損傷之影響 

第一節 研究方法 

74 

 (四) 黃麴毒素誘導 DNA 損傷以及葉綠素的抗基因毒性研究 

過去的研究指出葉綠素對於細胞的抗突變作用主要是經由分子

捕捉(molecular trapping)的能力。由於葉綠素具有 porphyrin 的化學結

構，可藉由分子平面結構的疏水作用力(hydrophobic interactions)的作

用與致突變物質形成複合體，因而降低了致突變物質與細胞中 DNA

結合而造成的突變傷害(Hayatsu, 1992 ; Dashwood and Liew, 1992)。但

是這樣的分子捕捉能力顯示在細胞內或細胞外並無法得知，即使葉綠

素能進入細胞內，是否能調控肝細胞的解毒酵素，進而減少 DNA 的

傷害亦無法得之，因此設計了以下的實驗。 

本實驗設計將 Hepa-1 細胞進行 96 小時的細胞培養實驗，分別於

0 、24、 48 、72 小時更換培養液，以 PBS 清洗細胞二次。首先

Hepa-1 細胞於 0 、24 小時添加不同濃度(0、5、20、50µM)的葉綠素

水萃取物(Chlide a, Chlide b, Pho a, Pho b, or Chlin)共同培養之後，分

為二大組: 第一組將 Hepa-1 細胞在第 48 小時、72 小時添加黃麴毒

素(0 ng/mL, 5 ng/mL, or 10 ng/mL)與葉綠素水萃取物共同培養; 第二

組將 Hepa-1 細胞在第 48 小時後以 PBS 清洗細胞並不再添加葉綠素

水萃取物(washout variation)，只在第 48 小時、72 小時單獨添加黃麴

毒素(0 ng/mL, 5 ng/mL, or 10 ng/mL)，其目的是想藉此瞭解先前 48 小

時葉綠素水萃取物的保護效果是否能已進入細胞內做調控。 
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(五). Aflatoxin B1-DNA adducts 的分析 

1.細胞中 DNA 含量的測定 

DNA 含量的測定是以 PUREGENE® DNA Isolation Kit (Gentra 

Systems, Minneapolis, MN)試劑組來分離與測定。將肝細胞以

trypsin-EDTA打下收集，離心後的細胞以 PBS清洗，加入 3 mL 的 cell 

Lysis 溶液注入已經抽乾的細胞培養皿中，用定量滴管上下吸使細胞

均勻的裂解，之後將所有細胞裂解液移至 15mL 的塑膠試管中。 

加入 15 µL 的 RNAse A 溶液並均勻搖晃 25 次，在 37℃下 15-60

分鐘後將樣本置於室溫中冷卻。加入 1 mL protein precipitation 溶液高

速震盪 20 秒，離心 2000x g 10 分鐘。 

倒出含有 DNA 的上清液進入含有 3mL 100% isopropanol 搖晃 50 

次，接著離心 2000x g  3 分鐘，DNA 沉澱出現。倒掉上清液後以面

紙吸附多餘的水後加入 3 mL 的 70% ethanol 倒轉試管數次清洗

DNA。 

加入 15mM Na2CO3: 30mM NaHCO3 (pH9.6) 37℃ 2 小時使沉澱

顆粒全溶解，加入 2-3 倍體積的 95% 酒精，使 DNA 沉澱、離心並乾

燥，並利用第二章第一節中敘述 DNA 定量的方法測出 DNA 的含量，

最後將 DNA 的濃度以 hydration solution 調整成 0.5µg/µL  (25µg/ 50 

µL)，三重覆，貯存於-20℃備用。  
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2. Hepa-1 細胞中 AFB1-DNA adducts 的測定 

AFB1-DNA adducts 的測定是利用競爭型 ELISA 的方 

式進行分析，說明如下： 

(1). Imidazole ring-opened AFB1-DNA adducts 的合成 

本實驗檢測肝細胞中的 AFB1-DNA adducts ，所以必須先合成

已知量的 imidazole ring-opened AFB1-DNA adducts (iro-AFB1- 

DNA)，作為待測樣品的競爭性抗原。其合成來自於長庚大學醫學系

謝玲玲博士的研究室，其步驟如下：將已加熱變性的牛胸腺 DNA

加入磷酸鈉的溶液中，並加入已溶解於 di-chloromethane 的黃麴毒

素後，再加入 m-chloroperoxy benzoic acid，於適溫下攪拌 25 小時。

接著加入等量的 chloroform，以去除尚未反應遊離態的 AFB1，接著

加入 95%乙醇，使 DNA 沉澱後離心。為了將 AFB1-DNA adduct 上

的 imidazole 環打開，再加入 Na2CO3/NaHCO3 溶液。將合成的

iro-AFB1-DNA，以吸收光譜 260nm 測其 DNA 的含量，再以吸收光

譜 360nm 測量 AFB1 的含量，最後調整為每百個核甘甘酸上鍵結 2

個 AFB1。 

(2). 將抗原鍍上 96 孔 ELISA 盤 (coating ELISA plate) 

在 96 孔 ELISA 盤上，扣除外圍一圈外，其餘每一孔中加入 100µL

的 iro-AFB1-DNA adducts solution(5ng/100µL)。進入 37℃恆溫箱烘乾
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至少 24 小時備用。 

取出 96 孔 ELISA 盤並以 PBS-Tween(0.1%)將每一孔內未吸附

部分清洗乾淨。加入 200 µ 

l 1％ FCS PBS Tween 溶液於每一孔中，進入 37℃恆溫箱烘乾

1 小時，以便覆蓋孔壁上未吸附的 iro-AFB1-DNA adducts 空隙，降

低非特異性抗原-抗體的作用。最後再以 PBS-Tween 將每一孔內清

洗乾淨。 

(3). 抗體(6A10)的配製 

利用謝玲玲博士所研發成功的「抗 iro-AFB1-DNA adduct」單株

抗體 6A10 來測量 AFB1-DNA adducts 的含量(Hsieh and Hsieh, 

1993 )。    

(4). 競爭性抗原(Hepa-1 DNA adducts)或標準濃度的 iro-AFB1-DNA 

的配製 

為製作標準曲線，因此取 160 µL 的標準濃度(10、25、50、100、

250、500、1000 fmole) 與 160 µL 的 6A10 抗體混合均勻，以每個孔

注入 100 µL 的體積，分別加入 3 個孔中(三重覆)，置於 37℃恆溫箱

反應 90 分鐘。另外取 320 µL 的 Hepa-1 細胞的 DNA 樣本及 320 µL

的 6A10 抗體混合均勻，以每個孔注入 100 µL 的體積，分別加入 6

個孔中(六重覆)，置於 37℃恆溫箱反應 90 分鐘。接著加熱 90℃、15 
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分鐘將 DNA 變性後，立刻冰浴 10 分鐘，以 PBS-Tween 將 well 內清

洗乾淨。 

(5).加入第二次抗體 

加入 conjugated 二次抗體，以 1：1500 的比例稀釋於 1％ FCS 

PBS Tween 中，每個孔加入 100 µL，置於 37℃恆溫箱反應 90 分鐘。

以 PBS-Tween 將每一孔內清洗乾淨。最後利用 0.01M 的

diethanolamine 沖洗 ELISA 盤二次。再加入 100 µL 的受酶質(alkaline 

phosphatase substrate)，並放入恆溫箱使其呈色，最後以波長 405nm 

的 ELISA 判讀器(ELISA reader E1-340 Bio-Tek Instruments)測定孔中

的受質呈色。 

 (6). 計算公式 

標準濃度: 

100％-(standard 反應劑量呈色/零反應劑量呈色×100％) 

受測樣本: 

100％-(sample 反應劑量呈色/未 treatment 反應劑量呈色×100％) 

先利用線性回歸的方式算出 AFB1-DNA adducts 標準曲線(圖二

十七)，並以線性回歸的公式求出 Hepa-1 細胞中 AFB1-DNA adducts

的含量。 
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圖二十七：AFB1-DNA adducts 的標準曲線圖 

Figure 27: Standard curve of AFB1-DNA adducts
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(六). Glutathione-S-transferase(GST)活性分析 

1.細胞中蛋白質的含量 

蛋白質濃度依 Bradford (1976)之方法定量。先以不同濃度 

BSA[ 100 mg/mL(for stock-20℃) 1、 0.5、 0.25、 0.125、 0.0625、 

0 mg/mL] 建立標準曲線，再取 20µL 細胞均質液加入 140 µL 的

水，放在 96 well 的細胞培養皿中。Bio Rad 蛋白質分析溶液

(Bio-Rad protein assay dye R-250)以 PBS 稀釋 5 倍,每 well 再加入

200 µL 混合均勻，以分光光度計測量波長 595 nm 的吸光值，再依

標準曲線計算蛋白質濃度(mg/mL)。 

2. Glutathione-S-transferase 活性的測量 

測量 GST 活性是利用 Calbiochem® GST assay kit 試劑組來測定，

其原理是利用 GST 酵素會催化 GSH 的硫醇基(-SH) 轉至 1-chloro- 

2,4-dinitrobenzene (CDNB)的反應(圖二十八)，所產生的物質在波長 

340 nm 下具有吸收值(ε = 9.6 mM-1cm-1) ，每單位時間內增加的吸

收值代表其反應物的生成速率，繼而計算 GST 的比活性(specific 

activity)。 

首先取出 40 µL 的細胞液加入 160 µL 含有 BSA 的 potassium 

phosphate buffer 稀釋後，取出 20 µL 放入分光光度計的比色管中，

接著加入 360µL 含有 CDNB/potassium phosphate buffer 的混合液與 
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圖二十八： GSH 與 CDNB 的反應 

Figure 28: The reaction of CDNB with GSH 

20µL 的 GSH 充分混合均勻後，以分光光度計在波長 340 nm 的吸光

值下進行掃描(time scan)5 分鐘，並測量波長與時間軸的斜率。當斜

率愈大時表示其 GST 的活性愈強。 

    計算方式如下: 

1.Net Rate: (∆A340nm/min)= SlopeHepa-1 細胞樣本- SlopeBlank 

2.GST 的活性(mU/mL)= (Net Rate/0.0096)×稀釋的倍數 

(U=mol/min, 0.0096= GSH-CNDB extinction coefficient) 

3.最後以每個樣本中蛋白質含量做校正，將 Hepa-1 細胞中 GST 的

活性(mU/mL)除以細胞中總蛋白質的含量(mg/mL) ，單位以 mU/mg 

蛋白質來表示。 

三、統計分析方法 

    本實驗數據以SPSS® 10.0版統計軟體進行分析，以Mean±SD

表示，並以 ANOVA 做變異分析，並以 Duncan’s Multiple Range test

作顯著性差異比較，P<0.05 作為統計上的差異。 
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第二節 結果 

一、細胞存活率分析 

由表七的結果顯示，Hepa-1 細胞在添加本實驗所用最高濃度的葉

綠素水萃取物(50µM)後細胞的存活率與控制組比較都沒有顯著的差

異。當細胞在 48 小時候給予不同濃度的 AFB1(0、5 ng/mL、10 ng/mL)

後的存活率也都與控制組之間沒有統計上的差異。且研究顯示所有組

別當中的細胞存活率都達到 95％以上。因此，本實驗可利用上述濃

度的各種葉綠素水萃取物以及 AFB1作為本研究的對象。 
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表七 Hepa-1 細胞株對葉綠素水萃取物與 AFB1培養後的存活率 1 

Table 7. Effect of Chlorophyll derivatives and AFB1 on Hepa-1 cell 

viability.1 

 Hepa-1 cell viability (%) 

 AFB1 (ng/mL) 

Chlorophyll derivatives 0 5 10 

Control    100     98.66±0.56     97.05±0.89 

Chlorophyllide a    101.50±0.68    101.84±0.89    103.23±0.47 

Chlorophyllide b    103.78±1.02     98.92±1.22    106.06±0.89 

Pheophorbide a    102.11±1.45     98.86±0.87    105.74±3.45 

Pheophorbide b     96.86±2.11     97.13±1.47    105.11±1.02 

Chlorophyllin     97.77±1.57     95.66±1.23     95.79±2.11 

1 Mean±SD relative to control (no chlorophyll derivative treatment).Cells were treated for 

48 h with 50 µM of each chlorophyll derivative, then treated with the chlorophyll derivative 

and AFB1 for another 48 h, after which an MTS assay was performed at 96 h to determine 

viability.  
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二、黃麴毒素 B1誘導 DNA 損傷 

本實驗的設計在 Hepa-1 細胞株在 95%的細胞存活率下，DNA 的

損傷研究。表八顯示 Hepa-1 細胞株在受到 AFB1培養後，AFB1-DNA 

adducts 的含量，其中添加 5 ng/mL AFB1之後其 AFB1-DNA adducts

的含量比未添加時增加 12 倍(0.15 vs 1.8)；添加 10 ng/mL 黃麴毒素

B1之後其氧化損傷比未添加時增加 17.5 倍(0.15 vs 2.63)。這樣的結果

顯示隨著細胞中 DNA 的損傷隨著添加黃麴毒素 B1 濃度的增加而提

高。 
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 表八：AFB1 對於 Hepa-1 細胞株 DNA 損傷的影響 1  

 Table 8. Effect of AFB1 upon Hepa-1 DNA damage1. 

 AFB1-DNA adducts 

AFB1 5 ng/mL  1.80±0.16 

AFB1 10 ng/mL 2.63±0.16 

Control 0.15±0.07 

1 Mean±SD. Cells were treated for 48 h with 5,10 ng/mL AFB1 to determine 

AFB1-DNA adducts.  
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三、葉綠素水萃取物對於 Hepa-1 細胞株 AFB1-DNA adducts 產生的

影響 

圖二十九為 Hepa-1 細胞株在添加各種不同濃度的葉綠素水萃取

物質後再給與 AFB1 所誘導 DNA 損傷的結果，其中以未添加葉綠素

僅添加 5 ng/mL 的 AFB1做為控制組。結果顯示低濃度的葉綠素水萃

取物(5µM)與控制組間並沒有顯著的差異，表示低濃度的葉綠素水萃

取物(5µM)對 AFB1誘導 Hepa-1 細胞株的傷害並無保護的作用。但是

隨著添加葉綠素水萃取物的濃度增加(20µM、50µM)，其保護的作用

就明顯的上升，其中以葉綠素的種類區分，AFB1-DNA adducts 含量

由少而多依次 Pho＜Chlin＜Chlide，而天然葉綠素水萃取物中 a form 

與 b form之間並無統計上的差異；尤其是添加 50µM的 Pho a 或 Pho 

b 之後的細胞，其 AFB1-DNA adducts 的含量僅是未添加時的 0.45 倍

(Pho a: 0.82 vs 1.8, Pho b: 0.81 vs 1.8 )。顯示其保護的效果最佳。 

圖三十顯示細胞在接受高濃度的 AFB1 誘導 DNA 損傷的結果。

其中以未添加葉綠素僅添加 10 ng/mL 的 AFB1做為控制組。結果顯

示低濃度的葉綠素水萃取物(5µM)與控制組間仍然沒有顯著的差異，

而添加 10µM 的葉綠素水萃取物與控制組間 AFB1-DNA adducts 的含

量有顯著的差異，惟葉綠素水萃取物各組之間並沒有統計上的差異

性；隨著葉綠素水萃取物濃度的增加，在添加 50µM 的葉綠素水萃取
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物後，AFB1-DNA adducts 的含量明顯的下降更低，其中以 Pho a 與 

b，以及 Chlin 的效果大於 Chlide。 

圖三十一與圖三十二為 Hepa-1 細胞株在添加 5 ng/mL(圖三十一) 

以及 10ng/mL(圖三十二)黃麴毒素 B1 前清除所有葉綠素水萃取物

(washout) 之後所測得 AFB1-DNA adducts 含量的結果。研究發現無

論是高濃度或低濃度的黃麴毒素 B1，添加 Chlide 48 小時後去除，其

所測得的 AFB1-DNA adducts 含量與對照組間並無統計上的差異，顯

然 Chlide 的添加無法預防黃麴毒素 B1對 Hepa-1 細胞株的傷害；而在

Pho 與 Chlin 組別中所測得AFB1-DNA adducts 的含量與對照組之間

有統計上的差異，顯然 Pho 與 Chlin 雖沒有直接接觸黃麴毒素 B1，

但仍然對 Hepa-1 細胞發揮保護的作用。 
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圖二十九：Hepa-1 細胞株在添加各種不同濃度的葉綠素水萃取物質

後再給與 5 ng/mL AFB1所誘導 DNA 損傷的結果 

Figure: 29 Effect of pretreatment with chlorophyll derivatives before 

challenge with 5 ng/mL AFB1. AFB1-DNA adducts formation in 

extracted Hepa-1 cell DNA was measured using ELISA assay as a 

biomarker for AFB1 carcinogenic potential. Results are expressed as the 

mean ± SD. * significant difference (P < 0.05) from control value. 
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圖三十：Hepa-1 細胞株在添加各種不同濃度的葉綠素水萃取物質後

再給與 10 ng/mL AFB1所誘導 DNA 損傷的結果 

Figure 30: Effect of pretreatment with chlorophyll derivatives before 

challenge with 10 ng/mL AFB1. AFB1-DNA adducts formation in 

extracted Hepa-1 cell DNA was measured using ELISA assay as a 

biomarker for AFB1 carcinogenic potential. Results are expressed as the 

mean ± SD. * significant difference (P < 0.05) from control value. 
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圖三十一：Hepa-1 細胞株在添加各種不同濃度的葉綠素水萃取物質

後 wash out 再給與 5 ng/mL AFB1所誘導 DNA 損傷的結果 

Figure31: Effect of pretreatment with followed by wash-out of 

chlorophyll derivatives before challenge with 5  ng/mL AFB1. 

AFB1-DNA adducts formation in extracted Hepa-1 cell DNA was 

measured using ELISA assay as a proxy for AFB1 carcinogenic potential. 

Results are expressed as the mean ± SD. * significant difference (P < 0.05) 

from control value. 
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圖三十二：Hepa-1 細胞株在添加各種不同濃度的葉綠素水萃取物質

後 wash out 再給與 10 ng/mL AFB1所誘導 DNA 損傷的結果 

Figure 32: Effect of pretreatment with followed by wash-out of 

chlorophyll derivatives before challenge with 10 ng/mL AFB1. 

AFB1-DNA adduct formation in extracted Hepa-1 cell DNA was 

measured using ELISA assay as a proxy for AFB1 carcinogenic potential. 

Results are expressed as the mean ± SD. * significant difference (P < 0.05) 

from control value. 
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四、葉綠素水萃取物對於 Hepa-1 細胞株 GST 活性的影響 

表九顯示 Hepa-1 細胞株在添加 AFB1 後，GST 活性的結果。結

果顯示 GST 的活性隨著 AFB1濃度的增加而降低。圖三十三與圖三十

四   顯示 Hepa-1 細胞株在給與 AFB1前先加葉綠素水萃取物，其細

胞內 GST 活性的結果。結果顯示所有葉綠素水萃取物中，GST 的活

性隨著 Pho a 、b 與 Chlin 濃度的增加而增加，但是 Chlide 與對照組

之間並無統計上的差異。這樣的結果可以部份解釋說明爲何 Pho a 、

b 在 washout 之後添加 AFB1，仍對細胞具有保護的作用。 
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表九：AFB1 對於 Hepa-1 細胞株 GST 活性的影響  

Table 9: Effect of AFB1 upon Hepa-1 GST activity1. 

 GST activity  

AFB1 5 ng/mL  982.77±25.2 

AFB1 10 ng/mL 753.88±45.0 

Control 1107.12±56.2 
1 mean±SD. Cells were treated for 48 h with 5,10 ng/mL AFB1 
to determine GST activity. 
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圖三十三：Hepa-1 細胞株在給與 5 ng/mL AFB1AFB1前先加葉綠素水

萃取物細胞內 GST 活性的結果 

Figure 33: Effect of chlorophyll derivatives on GST activity in 

AFB1-induced Hepa-1 cells. Cells were first treated with various 

derivatives for 48 h and then treated with 5 ng/mL AFB1 for another 48 h. 

GST activity was evaluated using a commercial kit. Results are expressed 

as the mean ± SD. * significant difference (P < 0.05) from control value. 
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圖三十四： Hepa-1 細胞株在給與 10 ng/mL AFB1AFB1前先加葉綠素

水萃取物細胞內 GST 活性的結果 

Figure 34: Effect of chlorophyll derivatives on GST activity in 

AFB1-induced Hepa-1 cells. Cells were first treated with various 

derivatives for 48 h and then treated with 10 ng/mL AFB1 for another 48 

h. GST activity was evaluated using a commercial kit. Results are 

expressed as the mean ± SD. * significant difference (P < 0.05) from 

control value. 
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第三節 討論 

一、植物性化學物質對抗黃麴毒素的探討 

自從 1960 年代在英國發生了因餵食黃麴毒素的花生而導致大批

火雞暴斃事件以來，類似事件還是不斷的在世界各國發生。例如在

2004 年自越南輸入日本的米被驗出含有超量的黃麴毒素； 2005 年 

自中國輸入日本的蕎麥粉也被驗出含有毒素。因此，各國際衛生組織

都有嚴密的食品檢測，以避免這些毒素對人體造成肝腫瘤的發生。 

根據國內財團法人肝病防治學術基金會的報導，許多危險因數是

B 型肝炎病毒帶原者日後發生肝癌的因素，這些因數包括 C 型肝炎病

毒感染，抽菸、喝酒，攝取含有黃麴毒素的食物，以及新鮮蔬果攝取

量較少等因素。研究顯示，每週攝食蔬果少於六餐的 B 型肝炎帶原

者，其罹患肝癌的危險性要比每週攝食蔬果六餐以上的帶原者高四~

五倍(肝炎防治會刊第三期)。由本研究的結果證實蔬果中的葉綠素，

可以有效的抑制黃麴毒素誘導肝癌發生。 

從細胞培養的研究上發現，豆科植物中的皂素(saponin, 10~50 

µg/mL)對於 50 µg/mL 的黃麴毒素所誘導人類肝細胞株(HepG2)的研

究上，具有保護 DNA 避免損傷的作用(Jun, et al., 2002)。推測皂素是

藉由抗氧化的功能來增加肝細胞中 GST 的活性以及 DNA 修補蛋

白，進而減少 AFB1-DNA adducts 的形成(Pool-Zobel, et al., 1998)。與
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本研究相比較的時候發現，本實驗的第一部分利用淋巴球細胞所做的

實驗，已經證實葉綠素的衍生物都具有抗氧化的作用；第二部分利用

肝細胞株的研究亦證實：這些葉綠素衍生物亦可增加細胞中 GST 的

活性，因此兩者在保護 DNA 損傷的部份具有相類似的結果。然而，

過量的皂素會破壞紅血球而引起溶血作用(Baumann, et al., 2000)，本

研究利用葉綠素的衍生物並無此副作用的產生。 

中西方常用的香草性植物對黃麴毒素也具有保護的效果，例如藥

用植物中甘草(licorice root)的主要成分-甘草酸(glycyrrhizic acid)與常

用做香料添加的紫草科(boraginaceae)成分-迷迭香酸(rosmarinic 

acid)；Chan 等學者 (2003)的研究中發現：人類肝細胞株(HepG2)同

時與 0.5 µM 的黃麴毒素以及甘草酸(0.1µM-1mM)共同培養 30 分鐘

之後，比較有無添加甘草酸的細胞內的酵素的表現有何不同，結果發

現無添加甘草酸的細胞內的細胞色素 1A1 (CYP1A1)與GST的活性有

顯著增加的情形，而細胞色素 1A2 (CYP1A2)則無顯著的差異，其中

GST 的表現也與本研究的結果相類似。相同的細胞株利用在迷迭香酸

的研究上也發現：50µM 的迷迭香酸萃取物可以抑制 10 µM 的黃麴

毒素對細胞所造成的毒性傷害(Renzulli, et al., 2004)。 

在動物實驗的模式中，若以黃麴毒素誘導老鼠產生肝癌前細胞的

病變，在飼料中添加十字花科蔬菜中萃取物- indole-3-carbinol (I3C, 
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0.5%)，十三週之後其體內肝臟解毒酵素如 CYP1A1、1A2、3A 以及

GST 的活性都有顯著的增加(Manson, et al., 1998)；此外每天餵食

300mg/kg 飼料的各種類胡蘿蔔素之後，再予以暴露在黃麴毒素

(2mg/kg body weight)的環境中，可以降低老鼠肝臟癌前病變的大小及

數量，其中以 β-carotene、β-Apo-8’carotenal、astaxanthin 以及

canthaxanthin 四種類胡羅蔔素的效果最好，其作用的機轉是這些類胡

蘿蔔素不但可以降低 DNA 單骨斷裂，且可以將黃麴毒素 B1代謝成

M1的型態，進而減少對肝細胞的毒性傷害。 

從流行病學的研究中發現：中國大陸江蘇省啟東地區的民眾，由

於長期食用受到黃麴毒素所汙染的食物，因此罹患肝癌的比例一直居

高不下，在進行人體研究發現：當暴露黃麴毒素高危險群的受試者每

日給予 125 毫克的 Oltipraz (圖三十五)藥物八週之後，血液中的 GST

活性(Wang, et al., 1999)與尿液中 AFB1-mercapturic acid 的含量

(Jacobson, et al., 1997)都明顯的比對照組增加，顯示 Oltipraz 藉由提高

GST 的活性，進而催化 AFB1-2,3- epoxide 與 GSH 結合而形成親水較

高的產物(AFB1-mercapturic acid)，藉此達到對抗黃麴毒素解毒的作用

(Bolton, et al., 1993)。此外，十字花科蔬菜中的 dithiolethiones 衍生

物，因為其結構與 Oltipraz 相類似，因此在體內對抗黃麴毒素也具

有相同的作用(Roebuck, et al., 2003)。 
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圖三十五：Oltipraz 的化學結構 

Fig 35: The chemical structure of oltipraz 

二、葉綠素對黃麴毒素誘導基因突變的保護探討 

有關葉綠素對抗黃麴毒素基因毒性的保護，過去研究最多的就是

銅鈉葉綠素(圖十二）(Dashwood, et al., 1998)；近年來，Enger 等學

者(2001)發表，針對肝癌發生率較高的中國大陸江蘇省所進行的人體

試驗研究，發現每天給予健康的受試者 300 毫克的 Chlin，四個月之

後測量尿液中黃麴毒素與 DNA 結合的產物，發現較原先未攝取前減

少了 55%，證實口服葉綠素製品可以降低黃麴毒素對肝臟細胞的傷

害。然而銅鈉葉綠素雖然屬於食品級的添加物，但是它並非存在於天

然的蔬菜水果之中，本研究的葉綠素水萃取物完全來自於台灣新鮮菠

菜，藉由中央研究院植物所楊棋明博士成功的萃取、分離而得，因此

其結果更可證明天然的蔬果對於環境中的毒性物質具有不同程度的

的保護作用。 

葉綠素對於黃麴毒素誘發肝癌保護效果的生理機轉，可以從下列

二方面來解釋。 
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(一)、利用分子捕捉(molecular trapping)的效應與黃麴毒素結合 

    Porphyrin 的化學結構，可藉由分子平面結構的疏水作用力

(hydrophobic interactions)的作用與致突變物質形成複合體，因而降低

了致突變物質與細胞中 DNA 結合而造成的突變傷害(Hayatsu, 1992；

Dashwood and Liew, 1992)。換言之，葉綠素是藉由其分子結構的特

性，利用分子捕捉的效應，與黃麴毒素結合，阻斷了黃麴毒素對肝細

胞中 DNA 的基因突變。本研究利用細胞培養的實驗，讓葉綠素萃取

物與細胞共同培養之後，再加入黃麴毒素，則細胞中 DNA 與黃麴毒

素結合產物明顯的降低，顯然葉綠素在直接接觸黃麴毒素的情況下，

發揮了分子捕捉的效應。 

(二)、提高細胞解毒酵素酵素活性，阻斷了黃麴毒素的活化 

    Fahey 等學者(2005)利用體外實驗發現，Chlin 可抑制小鼠肝癌細

胞和誘導解毒酵素 II NAD(P)H:Quinone Oxidoreductase 1（NQO1）。

此外，針對葉綠素與 GST的研究上，以 7,12-dimethylbenz [a]anthracene 

(DMBA)誘導小鼠皮膚形成乳狀瘤的前後，若給予口服 Chlin 則會明

顯的增加肝與皮膚中 GST 的活性，同時也減少產生癌化的病變產生

(Singh, et al., 1996)。此結果在 GST 表現上與本研究中的 Chlin 和 Pho 

a, b 有相同的趨勢；但 Simonich 等學者(2007) 以大鼠體內實驗進行

的研究上發現，若給予天然葉綠素後，對於預防黃麴毒素 B1 的毒性
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上，可以藉由「黃麴毒素 B1-葉綠素複合物」的形成而降低 AFB1－DNA 

adducts 的生成；但卻不影響解毒酵素 NQO1 以及 GST 的活性。此結

果在 GST 表現上與本研究中的 Pho a, b 是相同的。 

    上述學者利用葉綠素所做出來的結果迥異，推測與葉綠素衍生物

的結構不同有關。在本實驗中發現，Chlin 和 Pho a, b 具有明顯的增

加肝細胞中 GST 的活性，而 Chlide a, b 卻無法增加肝細胞中 GST 的

活性，推測是 Hepa-1 細胞株對不同的葉綠素衍生物具有不同的通透

性所致。與正常細胞相比，Hepa-1 細胞株屬於小鼠肝腫瘤細胞，研

究指出，腫瘤細胞容易吸收 Pho a (Hayashi, et al., 1985；Chernomorsky, 

et al., 1999；Hajri, et al., 2002)，濃縮送入粒線體中(Tang, et al., 2006；

Kim, et al., 2004) 。此外，AFB1與 Pho 送出細胞的能力都是藉由與

ATP 結合蛋白（ATP-binding cassette， 例如乳癌阻抗蛋白 breast cancer 

resistance protein）結合的方式被送出細胞(Herwaarden, et al., 2006；

Jonker, et al., 2002)。過去的研究中都認為 Hepa-1 細胞株中能表現

AFB1的基因毒性(Karenlampi, 1987)，表示 AFB1穩定的存在細胞內，

因此推測 Hepa-1 細胞株有較低 ATP 結合蛋白，而減少黃麴毒素被送

出去的機會；同時也因為具有較低的 ATP 結合蛋白，因此降低細胞

中脫鎂脫植醇葉綠素 a 被細胞送出去的機會，進而留在細胞中，一方

面可與 AFB1結合而降低對 DNA 的損傷，另一方面活化 GST 的表現
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而增加解毒酵素的功能。惟研究葉綠素對細胞間通透性的文獻不多，

有關於細胞中 ATP 結合蛋白與其他葉綠素的機轉仍需要更多的研究

來證實。 

    在本研究中，當細胞在加入黃麴毒素之前，若將原本存在細胞培

養液中的葉綠素去除，其結果發現 Pho 還是具有少量保護的效果，證

實這些少量的保護效果是來自於 Pho 在先前的與細胞培養時就進入

細胞並留在細胞中，藉由活化 GST 的活性而降低黃麴毒素 B1 的毒

性，來減少 AFB1－DNA adducts 的生成。



第五章  結論 

103 

第五章   結論 

 葉綠素水萃取的代謝產物可以降低對過氧化氫所誘導淋巴球

細胞 DNA 的損傷，其中在低濃度的氧化傷害之下，無論是脫植醇葉

綠素 a、b ，脫鎂脫植醇葉綠素 a、b 或是銅鈉葉綠素對淋巴球 DNA

的氧化損傷都具有保護的效果；在高濃度的氧化傷害之下，僅脫鎂脫

植醇葉綠素 a、b 具有保護 DNA 損傷的功效。從 in vitro 的抗氧化實

驗中也證實以脫鎂脫植醇葉綠素的抗氧化能力最強，顯示這些植物性

化學物質可以發揮自由基捕捉的效應來降低氧化傷害；從這些化合物

的比較可推測脫鎂脫植醇葉綠素同時亦具有螯合亞鐵離子的能力而

發揮最好的抗氧化作用。 

     此外，對於黃麴毒素所誘導肝細胞 DNA 損傷的研究中，發現

葉綠素水萃取物可降低 AFB1－DNA adduct 的生成，其中脫鎂葉綠素

可與黃麴毒素 B1結合，減少黃麴毒素 B1對肝細胞 DNA 的損傷；銅

鈉葉綠素和脫鎂脫植醇葉綠素 a, b 則透過與黃麴毒素 B1結合之外，

還可藉由活化 GST 的活性而增加肝細胞解毒酵素的功能，因此抑制

AFB1－DNA adduct 生成的作用較明顯。 

    藉由本研究證實部分葉綠素衍生物之保護作用的機轉，並說明飲

食中攝取富含葉綠素的蔬果，可預防癌症之發生。 
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