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中 文 摘 要 ： 本三年期研究計畫為探討紅藜及其活性成分之護肝效應與輔助調節
血壓之研究。結果顯示，10 – 250g/ml之紅藜水萃取物（WECF）具
有抑制0.2 mM t-BHP誘發HepG2細胞毒性之能力，其作用機轉與其有
效降低TBARS與ROS生成以及提升GSH含量有密切關連性。再者
，WECF顯著性地調控IB-及PARP之降解，並抑制t-BHP誘發Caspase-
3活性、膜電位下降，提升Bcl-2/Bax比率，再者，由DAPI染色檢示
中，顯示WECF具有抗細胞凋亡作用。由HPLC-DAD與HPLC-MS/MS分析
中，得知共有甜菜苷(Betanin)，芸香苷(Rutin)，山柰酚
(Kaempferol)及其它20種化合物存在於紅藜水萃取物中。經活性分
析，顯示彼等成分對紅藜水萃取物在降低肝細胞氧化壓力有所助益
，進而有助於減少細胞之凋亡。
    在護肝效應之四氯化碳誘發肝氧化動物試驗模系，大鼠預先餵
食WECF及個別之1.0 g/kg bw Betanin、Kaempferol及Rutin連續
28天，並於第28天腹腔注射四氯化碳(CCl4,CCl4/olive
oil；1/1：v/v，2ml/kg bw）。隔天犧牲，並進行血清與生化值檢
測與病理切片檢驗。結果顯示WECF(2.5 mg/kg bw)能顯著降低AST與
ALT值，病理切片也顯示WECF在肝組織損傷有趨緩現象。另外
，WECF及三種活性成分皆可抑制TBARS含量並減緩因CCl4作用而使
GSH含量下降，而Betanin及WECF亦可提升SOD活性。另彼等亦可降低
CCl4對淋巴球DNA氧化破壞性。在酒精誘發肝損傷動物試驗模系，大
鼠以酒精（30 %）連續90天誘發肝損傷，並分別餵0.5，1.0，2.5
mg/kg bw WECF及1.0 g/kg bw之Betanin、Kaempferol與Rutin。結
果顯示，酒精誘發肝細胞之TBARS與CYP2E1，惟不同濃度之WECF與三
種活性成分皆能抑制TBARS生成量，另外1.0 g/kg bw Rutin、
Kaempferol與2.5 mg/kg bwWECF能提升GSH含量，且三種不同濃度之
WECF能提升觸酶活性，而1.0 g/kg bw之Betanin與2.5 mg/kg bw之
WECF可抑制酒精誘發CYP2E1之活性。再者，由病理切片也顯示
WECF及三種活性成分有顯著緩和酒精誘發肝細胞之傷害現象。由此
顯示WECF可藉由抑制油脂氧化、提升GSH含量，增加抗氧化酵素及抑
制CYP2E1活性而得以有效保護因酒精誘發肝損傷作用。綜合上述
，此兩種動物試驗模式，顯示WECF具有抑制氧化作用，進而產生護
肝效應。
    於輔助調節血壓模式試驗，結果顯示100-500 g/ml之WECF與三
種活性成分（10與25 M）可促進SVEC4-10細胞之eNOS與COX-2基因表
現，進而能增加NO與PGI2生成量。此外WECF及三種活性成分能抑制
SVEC4-10細胞內Ca2+與ROS生成及peroxynitrite之生成量，並可降
低血管緊縮素轉移酶活性。另於in vivo試驗中，WECF(100 mg/kg
bw)於試驗第4天即具有顯著降收縮壓與舒張壓，而50 mg/kg bw之
Rutin也具有顯著降低收縮壓之功效。很顯然WECF具有調降大鼠高血
壓之效果。
綜合上述，紅藜水萃取物由於含有活性成分，使其不僅具有護肝也
具有降高血壓之特性。

中文關鍵詞： 紅藜，甜菜苷(Betanin)，芸香苷(Rutin)，山柰酚
(Kaempferol)，人類肝癌細胞株，氧化壓力，凋亡，四氯化碳，酒
精，麩胱甘肽，超氧歧化酶，細胞色素P450 2E1，護肝效應，小鼠
淋巴結血管上皮樣細胞(SVEC4-10細胞)，自發性高血壓大鼠，調節
血壓，血管緊縮素轉移酶，收縮壓，舒張壓



英 文 摘 要 ： The three-year proposal entitled “Study of Djulis
(Chenopodium formosanum) and their bioactive compounds on
hepatoprotective effect and supplementary regulation of
blood pressure was investigated. Water extracts of Djulis
(WECF) demonstrated a cytoprotection in 0.2 mM t-BHP-
induced HepG2 cells. The oxidative damage was accompanied
by depletion of GSH, TBARS and ROS which were reduced by
WECF. There was a down-regulation degradation of IB- and
PARP by WECF in t-BHP-induced cells. The increase in the
Bcl-2/Bax ratio, mitochondrial membrane potential and a
decrease in caspase-3 activity by WECF in t-BHP-induced
cells parallel the effect on cell viability. According to
HPLC-DAD and HPLC-MS/MS analysis, Betanin, Kaempferol,
Rutin and another twenty compounds were present in WECF,
which may partially be responsible for their protective
effect against oxidative damage.
WECF demonstrated significantly lowered AST and ALT, and
attenuated histopathological changes in CCl4-treated rats.
WECF also attenuated oxidative stress by lowering TBARS,
restored GSH, enhanced CAT activity, and inhibited CYP2E1
activity in alcohol-treated rat liver. These two in vivo
results obtained show that WECF demonstrated
hepatoprotective effect against CCl4 or alcohol-induced
liver injury due mainly to attenuating oxidative stress.
WECF, Rutin, Kaempferol and Betanin induced eNOS and COX-2
activities and thereby inducing NO and PGI2 production. In
addition, WECF and three bioactive compounds displayed
marked inhibition on peroxynitrite, Ca2+ production and ROS
in SVEC4-10 cells. ACE activity was inhibited. The
antihypertensive effect of WECF was also investigated in
spontaneously hypertensive rats (SHRs). The SBP and DBP of
the WECF (100 mg/kg bw) were significantly lower than
negative control.
In conclusion, Djulis show hepatoprotective and
antihypertensive effects. The presence of bioactive
compounds in Djulis may in part be responsible for
hepatoprotection and antihypertension of Djulis.

英文關鍵詞： Djulis (Chenopodium formosanum), Betanin, Rutin,
Kaempferol, human liver cancer cell line (HepG2 cell),
oxidative stress, apoptosis, carbon tetrachloride, ethanol,
glutathione, superoxide dismutase, Cytochrome P450 2E1,
hepatoprotection, SVEC4-10 cell, spontaneously hypertensive
rat, regulating blood pressure, angiotensin I-converting
enzyme, systolic blood pressure  and diastolic blood
pressure
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壹、中文摘要 

本三年期研究計畫為探討紅藜及其活性成分之護肝效應與輔助調節血壓之研究。

結果顯示，10 – 250g/ml 之紅藜水萃取物（WECF）具有抑制 0.2 mM t-BHP 誘

發 HepG2 細胞毒性之能力，其作用機轉與其有效降低 TBARS 與 ROS 生成以及

提升 GSH 含量有密切關連性。再者，WECF 顯著性地調控 IB-及 PARP 之降

解，並抑制 t-BHP 誘發 Caspase-3 活性、膜電位下降，提升 Bcl-2/Bax 比率，再

者，由 DAPI 染色檢示中，顯示 WECF 具有抗細胞凋亡作用。由 HPLC-DAD 與

HPLC-MS/MS 分析中，得知共有甜菜苷 (Betanin)，芸香苷 (Rutin)，山柰酚

(Kaempferol)及其它 20 種化合物存在於紅藜水萃取物中。經活性分析，顯示彼等

成分對紅藜水萃取物在降低肝細胞氧化壓力有所助益，進而有助於減少細胞之凋

亡。 

    在護肝效應之四氯化碳誘發肝氧化動物試驗模系，大鼠預先餵食 WECF 及

個別之 1.0 g/kg bw Betanin、Kaempferol 及 Rutin 連續 28 天，並於第 28 天腹腔

注射四氯化碳(CCl4,CCl4/olive oil；1/1：v/v，2ml/kg bw）。隔天犧牲，並進行血

清與生化值檢測與病理切片檢驗。結果顯示WECF(2.5 mg/kg bw)能顯著降低AST

與 ALT 值，病理切片也顯示 WECF 在肝組織損傷有趨緩現象。另外，WECF 及

三種活性成分皆可抑制 TBARS 含量並減緩因 CCl4 作用而使 GSH 含量下降，而

Betanin 及 WECF 亦可提升 SOD 活性。另彼等亦可降低 CCl4 對淋巴球 DNA 氧

化破壞性。在酒精誘發肝損傷動物試驗模系，大鼠以酒精（30 %）連續 90 天誘

發肝損傷，並分別餵 0.5，1.0，2.5 mg/kg bw WECF 及 1.0 g/kg bw 之 Betanin、

Kaempferol 與 Rutin。結果顯示，酒精誘發肝細胞之 TBARS 與 CYP2E1，惟不同

濃度之WECF與三種活性成分皆能抑制TBARS生成量，另外 1.0 g/kg bw Rutin、

Kaempferol 與 2.5 mg/kg bwWECF 能提升 GSH 含量，且三種不同濃度之 WECF

能提升觸酶活性，而 1.0 g/kg bw 之 Betanin 與 2.5 mg/kg bw 之 WECF 可抑制酒

精誘發 CYP2E1 之活性。再者，由病理切片也顯示 WECF 及三種活性成分有顯

著緩和酒精誘發肝細胞之傷害現象。由此顯示 WECF 可藉由抑制油脂氧化、提

升 GSH 含量，增加抗氧化酵素及抑制 CYP2E1 活性而得以有效保護因酒精誘發

肝損傷作用。綜合上述，此兩種動物試驗模式，顯示 WECF 具有抑制氧化作用，

進而產生護肝效應。 

    於輔助調節血壓模式試驗，結果顯示 100-500 g/ml 之 WECF 與三種活性成

分（10 與 25 M）可促進 SVEC4-10 細胞之 eNOS 與 COX-2 基因表現，進而能

增加 NO 與 PGI2 生成量。此外 WECF 及三種活性成分能抑制 SVEC4-10 細胞內

Ca
2+與 ROS 生成及 peroxynitrite 之生成量，並可降低血管緊縮素轉移酶活性。另

於 in vivo 試驗中，WECF(100 mg/kg bw)於試驗第 4 天即具有顯著降收縮壓與舒

張壓，而 50 mg/kg bw 之 Rutin 也具有顯著降低收縮壓之功效。很顯然 WECF 具

有調降大鼠高血壓之效果。 

綜合上述，紅藜水萃取物由於含有活性成分，使其不僅具有護肝也具有降高血壓

之特性。 

 

關鍵詞︰紅藜，甜菜苷(Betanin)，芸香苷(Rutin)，山柰酚(Kaempferol)，人類

肝癌細胞株，氧化壓力，凋亡，四氯化碳，酒精，麩胱甘肽，超氧歧化酶，細胞

色素 P450 2E1，護肝效應，小鼠淋巴結血管上皮樣細胞(SVEC4-10 細胞)，自發

性高血壓大鼠，調節血壓，血管緊縮素轉移酶，收縮壓，舒張壓 
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貳、英文摘要 

The three-year proposal entitled “Study of Djulis (Chenopodium formosanum) 

and their bioactive compounds on hepatoprotective effect and supplementary 

regulation of blood pressure was investigated. Water extracts of Djulis (WECF) 

demonstrated a cytoprotection in 0.2 mM t-BHP-induced HepG2 cells. The oxidative 

damage was accompanied by depletion of GSH, TBARS and ROS which were 

reduced by WECF. There was a down-regulation degradation of IB- and PARP by 

WECF in t-BHP-induced cells. The increase in the Bcl-2/Bax ratio, mitochondrial 

membrane potential and a decrease in caspase-3 activity by WECF in t-BHP-induced 

cells parallel the effect on cell viability. According to HPLC-DAD and 

HPLC-MS/MS analysis, Betanin, Kaempferol, Rutin and another twenty compounds 

were present in WECF, which may partially be responsible for their protective effect 

against oxidative damage.  

WECF demonstrated significantly lowered AST and ALT, and attenuated 

histopathological changes in CCl4-treated rats. WECF also attenuated oxidative stress 

by lowering TBARS, restored GSH, enhanced CAT activity, and inhibited CYP2E1 

activity in alcohol-treated rat liver. These two in vivo results obtained show that 

WECF demonstrated hepatoprotective effect against CCl4 or alcohol-induced liver 

injury due mainly to attenuating oxidative stress. 

WECF, Rutin, Kaempferol and Betanin induced eNOS and COX-2 activities 

and thereby inducing NO and PGI2 production. In addition, WECF and three bioactive 

compounds displayed marked inhibition on peroxynitrite, Ca
2+

 production and ROS in 

SVEC4-10 cells. ACE activity was inhibited. The antihypertensive effect of WECF 

was also investigated in spontaneously hypertensive rats (SHRs). The SBP and DBP 

of the WECF (100 mg/kg bw) were significantly lower than negative control.  

In conclusion, Djulis show hepatoprotective and antihypertensive effects. The 

presence of bioactive compounds in Djulis may in part be responsible for 

hepatoprotection and antihypertension of Djulis. 

 
Keywords: Djulis (Chenopodium formosanum), Betanin, Rutin, Kaempferol, human 

liver cancer cell line (HepG2 cell), oxidative stress, apoptosis, carbon tetrachloride, 

ethanol, glutathione, superoxide dismutase, Cytochrome P450 2E1, hepatoprotection, 

SVEC4-10 cell, spontaneously hypertensive rat, regulating blood pressure, 

angiotensin I-converting enzyme, systolic blood pressure  and diastolic blood 

pressure  
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參、前言 

長久以來，肝病為國人健康的惡夢，且夙有國病之稱。而慢性肝炎、肝硬化、

肝癌為肝臟疾病的三部曲。在肝病病因分級上，有藥物性、病毒性與酒精性肝損

傷。依衛生署 2011 年最新國人十大死因統計資料顯示，惡性腫瘤仍是頭號殺手，

而肝癌則是十大癌症死因第二名，其中男性肝癌占癌症死因之首位，由此可見肝

病對國人健康威脅之鉅。另外，據統計，年齡超過 40 歲以上國人約 20%罹患高

血壓，如果不正視此問題，將引發嚴重的心、腻血管疾病，而心、腻血管疾病多

年來占國人十大死因前二、三名。換言之，無論是肝病或血壓引起的疾病一直是

困擾著國人健康。如何降低國人在肝病及血壓上的罹患率，提昇國人的健康，是

相關單位刻不容緩之事。爰此，產官學研多方努力，積極尋求有效方法，以降低

國人在肝病及血壓上衍生的疾病，其中藉飲食及天然生物活性成分以調控生物體

之氧化壓力，以及有效調節血壓，是近年來研究重點之一。再者，以輔助醫學角

度而言，以天然生物活性成分輔助藥物之功效，是極為有意義的策略之一。 

紅藜(Chenopodium formosanum)為藜屬植物，排灣族稱為 Djulis，為台灣原

住民特有的重要傳統糧食作物，因具有綠色或紫紅色條紋而有「紅藜」、「赤藜」、

「紫藜」、「彩虹米」等別稱。紅藜含有 50%澱粉，12-18%蛋白質，其蛋白質含

量與小麥相近，也含豐富的鈣、磷、鐵、鈉、及鉀等。尤其是紅藜含有豐富的離

胺酸、甲硫胺酸與肤胺酸等，這些胺基酸大多是其他穀類所缺乏(蔡，2006)。由

於它的營養價值高，美國國家航空暨太空總署(NASA)視其為有潛力的新作物(蔡，

2006)。有關紅藜的機能特性，蔡等(2006，2009)與劉等(2008)曾有一系列探討，

包括以 HPLC 部份成分分析與抗氧化活性探討(蔡等, 2006)。再者，紅藜經奈米

研磨後，其 betalain 與酚類含量相對提高，惟其抗氧力趨於不穩定(Tsai et al., 2011)。

由前人上述研究，紅藜雖具有生物活性成分，且具有捕捉 DPPH 自由基之抗氧化

性，惟 DPPH 是一種很穩定的自由基，以此模式平台測定抗氧化力，實無法反映

真正複雜的反應情形，更遑論應用於細胞及動物模式系統的解釋。此外，除了上

述前人的紅藜研究外，迄今有關其它生物活性的文獻則付之闕如。爰此，本計畫

首先將以 HPLC 及 LC/MS 分離並鑑定活性成分，再擇取主要活性成分以及紅藜

水粗萃物為試驗樣品進行三年期的研究。第一年計畫將以細胞模系為平台，探討

紅藜水粗萃物及其活性成分對肝細胞遭受 t-BHP 誘發氧化傷害及凋亡之保護效

應；第二年則以動物模式系統，探討紅藜水粗萃物與活性成分對化學性與酒精性

肝炎之保護效應；第三年探討紅藜水粗萃取物與活性成分對血壓輔助調節作用。 
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肆、材料與方法 

第一年實驗方法 

(一) 材料與藥品 

本計畫所使用的紅藜購自可樂榖農場；另所使用試藥為一級藥品；HepG2 細胞

株則購自食品工業發展研究所生物資源保存暨應用中心。 

(二) 試驗方法 

1. 紅藜不同溶劑萃取物之製備 

紅藜以 1：10 加水煮沸 40 分鐘，過濾後，濾液再以 1：10 水煮沸 40 分鐘，二次

之濾液進行減壓濃縮乾燥，此為紅藜水萃取物(water extracts of Djulis, WECF)。

另取適量紅藜以乙酸乙酯，正丁醇分別以 1：10 依序進行萃取，步驟同前，再進

行減壓濃縮乾燥，所得萃取物分別稱為乙酸乙酯萃取物 (ethyl acetate extracts of 

Djulis, EECF)與正丁醇萃取物(butanol extracts of Djulis, BECF)，稱重後儲存於 4
°

℃下以備用。 

 

2. 生物活性成分測定 

活性成分分析 

A. 以 HPLC 及 LC/MS 測定萃取物所含活性成分 

HPLC 分析採用管柱 Symmetry C18 analysis column (2.1  150 mm; 3.5 m particle 

size, Waters) 與  precolumn [SceurityGuard C18 (ODS) 4 mm  3.0 mm ID, 

Phenomenex Inc., Torrance, CA, U.S.A.]。移動相 A：acetonitrile (含 0.1 % formic 

acid)，B：Deionized distilled (dd) water (含 0.1 % formic acid)，流速為 0.2mL/min，

檢測全波長 210 - 600 nm。 

B. LC-MS 分析 

為避免 HPLC 分析時同一滯留時間而誤判化合物，進一步以高效能液相層析質譜

儀分析確認，採用管柱同上述，移動相 A：乙腈 (含 0.1 % 甲酸)，B：水 (含

0.1 % 甲酸)，流速為 0.2 mL/min，使用光偶極排列檢測器 ( phtotdiode array 

detector, PDA) 檢測全波長 210 - 600 nm，並聯接至三重四極桿質譜儀[Agilent 

6420 Triple Quadrupole Mass Spectrometer equipped with Mass Hunter software 

(version:B.01.04) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)].，並以正或負電之

電灑離子化 (electrospray ionization, ESI) 模式分析，儀器條件: 氮氣 (乾燥氣體), 

流速: 9 L/min; nebulising gas: 35 psi. The drying gas temperature: 300 C; potential: 

3500 V. The fragmentor voltage: 90 V, collision voltage: 25 V. Quadrupole 1 filtered 

the calculated m/z of each compound of interest; quadrupole 2 scanned for ions 

produced by nitrogen collision of these ionized compounds in the range 100 – 800 

m/z at a scan time of 200 ms/cycle.。 

 

3. 胞內氧化保護作用 

(1) 對細胞毒性之影響 

A. 細胞培養 

HepG2 以含有 10 %胎牛血清(FBS)之 MEM (minimal essential medium)為完全培

養基，培養於 5 % CO2、37℃之恆溫培養箱中，每 2~3 天更換新鮮的培養基。待

細胞培養至約九分滿時，將培養基移除，以 PBS 緩衝液(14 mM NaCl﹐2.68 mM 

KCl﹐10 mM Na2HPO4﹐1.76 mM KH2PO4)清洗培養皿中附著狀態之細胞共二次，

以 1 ml trypsin-EDTA(TE)分離培養皿中細胞，作用 3 - 4 min，再以 2 ml 含 FBS

之 MEM medium 中和 TE 之反應，經 1500 rpm 離心 5 分鐘後收集細胞，將細胞
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均勻沖散後，以 1:3 的比例進行培養。 

 

B. 細胞存活試驗法 (MTT) 

本 試 驗 基 於 活 細 胞 呼 吸 時 ， 其 粒 線 體 所 含 之 去 氫 酵 素 能 還 原

3-(4,5-dimethylthiazol-2)-3 diphenyltetra zolium bromide (MTT)生成紫色產物

(formazan)，若紫色愈深表示活存細胞愈多，藉此可作為細胞存活之指標。測定

方法：將 HepG2 cells 以 10 × 10
4
/ ml 接種於 24 孔盤，於培養箱中培養 24 小時

後，移除舊的培養基，加入 0.5 mL 含不同濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/ml )及

Betanin、Kaempferol 及 Rutin (1,10,100 μM)之培養基，再加入 t-BHP 0.2 mM 置入

培養箱 37℃，5 % CO2 反應 24 小時，待反應時間終了後，加入 50 μl 0.1% 之

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)於培養箱中反

應 1hr，反應終了，移除培養基，加入 120 μl DMSO 將紫色結晶物溶出，並取 100 

μl 至 96 孔盤中，以 ELISA reader (Molecular Devices, VMax) 測定 550 nm 下之吸

光值。計算時以控制組之存活率為 100%表示。 

  

C. 細胞滲漏率之測定 

LDH 細胞滲漏率為評估細胞毒性之指標，為針對死亡細胞進行測定之方法，細

胞毒性(%)使用 Promega 之 CytoTox 96
®
 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay 來分

析。將 HepG2 cells 以 10 × 10
4
/ml 接種於 96 well plate，培養 24 小時後，移除舊

的培養基，加入 0.2 ml 含不同濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/ml)之培養基，再加

入 t-BHP 0.2 mM 置入培養箱 37℃，5 % CO2下反應 16 小時，待反應時間終了後，

取出 50 l 胞外細胞培養液(extracellular fluid) 至 96 well plate 加入 50 l 反應試

劑於室溫下暗反應 30 分鐘後，加入 50 l 終止試劑，以 ELISA reader 讀取 490 nm

的吸光值。最後以 Cytotoxicity(%)表示。 

計算公式：Cytotoxicity(%) = 實驗組/對照組×100 

 

(2) 對細胞氧化性之影響  

A. 細胞內活性氧之生成測定 

其原理為 DCFH-DA(2’,7’- dichlorodiliydrofluorescein diacetate)能自由地通過細胞

膜，受到酯解酶(esterase)作用成 DCFH，而 DCFH 進一步受到胞內 H2O2 氧化成

DCF(dichlorofluorescein)，以螢光儀在 450 - 490 nm 激發，在 515 - 550 nm 下會發

射出螢光，藉此推算胞內 H2O2 之含量。測定方法：將 HepG2 cells 以 20 × 10
4
/ ml

接種於 6 孔盤，於培養箱中培養 24 小時後，移除舊的培養基，加入 1 ml 含不同

濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/ml )及 Betanin、Kaempferol 及 Rutin (1,10,100 μM)

之培養基，再加入 50 μM 之 DCFH-DA 反應 15 分鐘，加入 t-BHP 0.2 mM 置入培

養箱 37℃，5 % CO2 下反應 3 小時，待反應時間終了，移除培養基，以 PBS 緩

衝液清洗細胞 2 次後，加入 100 l Trypsin-EDTA 作用 2 - 3 分鐘，加入 500 l 培

養基中和 Trypsin-EDTA 反應，將細胞液移至微量離心管內以 10000 rpm，離心

10 分鐘，去除上層液，加入 100 μl PBS 緩衝液清洗，以 10000 rpm，離心 5 分鐘

去除殘留之培養基，再加入 100 μl PBS 緩衝液將細胞打散後，移至 96 孔黑盤中，

以螢光冷光儀（BioTek FLx-800）進行螢光強度分析（Ex wavelength : 485 nm，

Em wavelength : 528 nm）。 

 

B. 胞內脂質過氧化物之測定 
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脂質氧化產物(thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)為脂質過氧化所產

生的二級產物，當胞內脂質成分受到氧化劑氧化時，會造成脂質氧化生成 TBARS。

此時測定 TBARS 生成量可反映出胞內氧化程度。測定方法：將 HepG2 cells 以

20 × 10
4
/ ml 接種於 6 孔盤，於培養箱中培養 24 小時後，移除舊的培養基，加

入 1 ml 含不同濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/mL )之培養基，再加入 t-BHP 0.2 

mM 置入培養箱 37℃，5% CO2 下反應 2 小時，待反應時間終了後，移除培養基

以 PBS 清洗細胞除去未貼附之細胞，加入 0.5 ml Homogene buffer (1.5 % KCl, 1 

mM EDTA, 10 mM KH2PO4, pH7.4)，將細胞刮下後收集，此細胞懸浮液經超音波

破碎機進行均質，再以 10000 rpm 離心 10 分鐘，上清液即為細胞均質液。取 200 

l 細胞均質液加入 200 l 10 % TCA，以 3500 rpm 離心 10 分鐘，取上清液 200 L

再加入 200 l 0.4 % TBA (溶於 0.2 N HCl)，水浴 50℃，加熱 1 小時，加入 400 l 

Isobutanol 混勻後，以 3500 rpm 離心 10 分鐘，取 200 l 上層反應物至 96 孔黑盤，

以螢光冷光儀（BioTek FLx-800）進行螢光強度分析（Ex wavelength : 485 nm，

Em wavelength : 528 nm）。 

  

(3) 對胞內抗氧化物質與抗氧化酵素活性之影響 

胞內 glutathioine (GSH)含量之影響 

將 HepG2 cells 以 20 × 10
4
/ ml 接種於 6 孔盤，於培養箱中培養 24 小時後，移除

舊的培養基，加入 1 ml 含不同濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/ml )之培養基，再加

入 t-BHP 0.2 mM 置入培養箱 37℃，5% CO2 下反應 3 小時，待反應時間終了後，

移除培養基，加入 0.5ml PBS (含有 CMF-DA 5μM)，置入培養箱 37℃，5 % CO2

下反應 30 分鐘後，將含有 CMF-DA 之 PBS 緩衝液移除，以 PBS 緩衝液清洗細

胞 1 次後，加入 100 l Trypsin-EDTA 作用 2 - 3 分鐘，加入 500 l 培養基中和

Trypsin-EDTA 反應，將細胞液移至微量離心管內以 10000 rpm，離心 10 分鐘，

去除上層液，加入 100 μl PBS 緩衝液清洗，以 10000 rpm，離心 5 分鐘去除殘留

之培養基，再加入 100 μl PBS 緩衝液將細胞打散後，移至 96 孔黑盤中，以螢光

冷光儀（BioTek FLx-800）進行螢光強度分析（Ex wavelength : 485 nm，Em 

wavelength : 528 nm）。 

   

(4) 對細胞凋亡之影響 

A. 流式細胞儀分析細胞凋亡: Annexin V-FITC 雙分析 

本分析原理乃利用細胞早期凋亡之細胞膜仍呈現完整，可將 PI 染劑排斥而不被

染色，惟膜上之 phosphatidyl serine (PS)發生外露，可與 Annexin V-FITC 親合性

結合，利用此特性可將細胞區分出正常、凋亡或壞死狀況。分析方法：將 HepG2 

cells 以 20 × 10
4
/ ml 接種於 6 孔盤，於培養箱中培養 24 小時後，移除舊的培養

基，再加入 1 ml 含不同濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/ml )之培養基，再加入 t-BHP 

0.2 mM 置入培養箱 37℃，5% CO2 下反應 24 小時，待反應時間終了後，移除培

養基，以 PBS 清洗 2 次後，加入 100 l Trypsin-EDTA 作用 2 - 3 分鐘，加入 500 

l 培養基中和 Trypsin-EDTA 反應，將細胞液移至微量離心管內以 10000 rpm，

離心 10 分鐘，去除上層液，加入 100 μL PBS 緩衝液清洗，以 10000 rpm，離心

5 分鐘去除殘留之培養基，加入 500 l Annexin-V binding buffer 震盪混合均勻，

分別加入 5 l Annexin-V-FITC 和 PI 的染劑，混勻，暗處反應 5~10 分鐘，利用流

氏細胞儀(Flow cytometer)偵測螢光強度，所得結果和控制組比較，藉此換算

necrosis 和 apoptosis 的百分比。 
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B. DAPI staining 

將 HepG2 cells 以 50 × 10
4
/ ml 接種於 6 孔盤於培養箱中培養 24 小時後，移除舊

的培養基，再加入 1 ml 含不同濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/ml)或 Betanin、

Kaempferol 及 Rutin (1,10,100 μM)之培養基，再加入 t-BHP 0.2 mM 置入培養箱

37℃，5% CO2 下反應 24 小時，待反應時間終了後，移除培養基，以 PBS 清洗 2

次，後用 0.5 ml 的 PBS 將細胞回溶。蓋玻片以 poly-L-lysine 處理 1 分鐘，再去

除 poly-L-lysine，使蓋玻片表面帶正電，將細胞液均勻佈滿蓋玻片上，使細胞貼

附於蓋玻片上，靜置 10 分鐘後，細胞即貼附於蓋玻片上，再緩慢加入 1 ml 4% 

paraformaldehyde，反應作用 30 分鐘以固定細胞，吸出 paraformaldehyde 後，再

以 PBS 清洗掉多餘未附著的細胞，接著以 0.5 % Triton X-100 作用 10 分鐘，打破

細胞膜，再以 PBS 清洗後，加入 1% BSA，在室溫中反應 30 分鐘進行 blocking

後以 PBS 清洗，最後加入 5 l 濃度為 5g/ml 的 DAPI 進行封片，以螢光顯微鏡

進行觀察。 

 

(5) 對細胞凋亡蛋白之影響 

A. Caspase cascade 活性測定 

將 HepG2 cells 以 10 × 10
4
/ ml 接種於 96 孔盤，培養 24 小時後，移除舊的培養

基，加入 0.1 ml 含不同濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/ml )及 Betanin、Kaempferol

及 Rutin (1,10,100 μM)之培養基，再加入 t-BHP 0.2 mM 置入培養箱 37℃，5% CO2

下反應 24 小時，反應終了，加入 50 l Caspase-Glo
®
 3/ 7 kit，混合均勻後，置入

培養箱 37 ℃，5 % CO2 下反應 1 小時後，取 100 l 至 96 孔白盤，以螢光冷光

儀（BioTek FLx-800）偵測冷光強度，以換算 Caspase-3 的活性。 

 

B.對 Bcl-2 家族之影響 

a. 西方點墨法(Western blot) 

西方點墨法是分析蛋白變性程度最常用之分析法。首先將細胞內之 protein 細胞

內分離出，利用 SDS-PAGE 將分子量不同之蛋白質分開，經轉移至醋酸纖維膜

上後，利用具有專一性之一級抗體(primary antibody)與特定蛋白質結合後，再利

用接有酵素的二級抗體(secondary antibody)與一級抗體結合，再加入受質催化二

級抗體上之酵素，藉反應結果得知特定蛋白是否存在與分子量及存在表現量多

寡。 

 

蛋白質製備： 

將 HepG2 cells 以 200 × 10
4
/ ml 接種於 10 cm dish，培養 24 小時後，移除舊的培

養基，加入 5 ml 含不同濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/ml )或 Betanin、Kaempferol

及 Rutin (1,10,100 μM)之培養基，再加入 t-BHP 0.2 mM 置入培養箱 37 ℃，5 % 

CO2 下反應 2 小時，反應終了，去除培養基後以 PBS 清洗 2 次，加 1 mL PBS 將

細胞刮下，以 10000 rpm，離心 10 分鐘，去除上層液後，加入 100 l lysis buffer 

(RIPA buffer)混合均勻於冰上反應 30 分鐘，再以 4℃ 10000 rpm 離心 10 分鐘，取

得細胞均質液並定量蛋白質濃度。接著將細胞均質液加入 4X loading buffer 以 95

℃反應 15 分鐘後，冰浴 5 分鐘，以 4℃ 10000 rpm，離心 10 分鐘，冰浴備用。 

 

(i) 蛋白質電泳 



6 

 

利用 SDS-PAGE 將蛋白質依分子量的不同分離。配製 discontinuous acrylamide gel，

gel 分為上下兩層，下層為 separating gel，其 acrylamide 的百分比視所分析的蛋

白質分子而定，上層則為 stacking gel，含 4 % acrylamide。將凝膠完成的膠片置

於電泳槽中，加入電泳緩衝液(Running buffer：25 mM Tris，192 mM glycine，0.1 

% SDS)。將標準分子量的 marker 以及各樣品依序注入膠體的孔槽中，以電壓 80 

voltage，待樣品通過 stacking gel 後將電壓調整為 100 voltage，視需要調整電泳

時間。 

 

(ii) 蛋白質轉漬 

取一塊和 gel 差不多大小之 nitrocellulose membrane 浸泡於 transfer buffer r (48 

mM Tris-base，39 mM glycine，20 % methanol)中，接著將 gel 取下來，並放入轉

漬夾（transfer cassette）中，覆蓋 Nitrocellulose membrane，並將氣泡趕出，夾上

轉漬夾（transfer cassette），並將其放於轉漬槽中，倒入 Transfer buffer，以 400 mA

電流進行 1 小時蛋白質轉漬。 

 

(iii) 免疫轉染 

將轉漬完的nitrocellulose membrane先以5% BSA (溶於PBST (PBS中含有0.1 % 

Tween-20)中)，置於4℃下反應1小時，以PBST震盪清洗30分鐘(每10分鐘更換一

次)，便可加入一級抗體(5% BSA / PBST稀釋配置)，於4℃震盪反應16 - 18 hr，接

著以PBST震盪清洗30分鐘(每10分鐘更換一次)，接著加入二級抗體(溶於PBST中)，

於室溫下震盪反應1小時後，再以PBST震盪清洗30分鐘(每10分鐘更換一次)。 

 

(iv) Enhanced chemiluminescence (ECL)偵測 

以 ECL 來偵測二級抗體，利用軟體 TOPBIO Capture 拍攝，再以 ImageJ 進行分

析量化。 

  

(6) 粒線體膜電位之測定 

粒線體外膜上有許多分子相互結合以形成通道提供流質之出入。正常狀況下粒線

體本身會產生大量之能量而與細胞質維持一定的電位差，若粒線體通透性增加時，

則會有小分子迅速進入粒線體內，導致電位差改變，而且一些離子及大量水分也

會進入粒線體內，造成整個粒線體基質膨漲，導致外膜破裂。故測定通透性之變

化，可得知細胞凋亡與否。測定方法如下：粒腺體膜電位是使用 Cayman 之 JC-1 

Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit 進行分析。 

將 HepG2 cells 以 10 × 10
4
/ ml 接種於 12 孔盤，於培養箱中培養 24 小時後，移

除舊的培養基，再加入 1 ml 含不同濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/ml )之培養基，

再加入 t-BHP 0.2 mM 置入培養箱 37℃，5% CO2 下反應 2 小時，待反應時間終

了後，加入 10 l JC-1 kit 混合均勻後，置入培養箱 37℃，5% CO2下反應 30 分

鐘後，將培養基移除，以 PBS 緩衝液清洗細胞 2 次後，加入 100 l Trypsin-EDTA

作用 2 - 3 分鐘，加入 500 l 培養基中和 Trypsin-EDTA 反應，將細胞液移至微量

離心管內以 10000 rpm，離心 10 分鐘，去除上層液，加入 100 μl PBS 緩衝液清

洗，以 10000 rpm，離心 5 分鐘去除殘留之培養基，接著加入 100 l 之 PBS 緩衝

液將細胞打散後，移至 96 孔黑盤中，以螢光冷光儀（BioTek FLx-800）進行螢

光強度分析（Ex wavelength : 530 nm，Em wavelength : 590 nm）。 
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(7) IB-活性表現之測定 

蛋白質製備： 

將 HepG2 cells 以 200 × 10
4
/ ml 接種於 10cm dish，培養 24 小時後，移除舊的培

養基，加入 5 ml 含不同濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/ml )之培養基，再加入 t-BHP 

0.2 mM 置入培養箱 37℃，5% CO2 下反應 2 小時，反應終了，去除培養基後以

PBS 清洗 2 次，加 1 ml PBS 將細胞刮下，以 10000 rpm，10 分鐘離心，去除上

層液後，加入 100 l lysis buffer (RIPA buffer)混合均勻於冰上反應 30 分鐘，再以

4℃，10000 rpm 離心 10 分鐘，取得細胞均質液並定量蛋白質濃度。接著將細胞

均質液加入 4X loading buffer 以 95℃ 反應 15 分鐘後，冰浴 5 分鐘，以 4℃ 10000 

rpm，離心 10 分鐘，冰浴備用。 

 

(i) 蛋白質電泳 

方法同前所述 

 

(ii) 蛋白質轉漬 

方法同前所述 

 

(iii) 免疫轉染 

方法同前所述 

 

(iv) Enhanced chemiluminescence(ECL)偵測 

方法同前所述 

 

(8) 對 PARP 之影響 

蛋白質製備： 

將 HepG2 cells 以 200 × 10
4
/ ml 接種於 10cm dish，培養 24 小時後，移除舊的培

養基，加入 5 ml 含不同濃度之 WECF (10, 100, 250 μg/ml )之培養基，再加入 t-BHP 

0.2 mM 置入培養箱 37 ℃，5% CO2 下反應 24 小時，反應終了，去除培養基後

以 PBS 清洗 2 次，加 1 ml PBS 將細胞刮下，以 10000 rpm，離心 10 分鐘，去除

上層液後，加入 100 l lysis buffer (RIPA buffer)混合均勻於冰上反應 30 分鐘，再

以 4℃，10000 rpm 離心 10 分鐘，取得細胞均質液並定量蛋白質濃度。接著將細

胞均質液加入 4X loading buffer 以 95℃ 反應 15 分鐘後，冰浴 5 分鐘，以 4℃， 

10000 rpm，離心 10 分鐘，冰浴備用。 

 

(i) 蛋白質電泳 

方法同前所述 

 

(ii) 蛋白質轉漬 

方法同前所述 

 

(iii) 免疫轉染 

方法同前所述 

 

(iv) Enhanced chemiluminescence(ECL)偵測 
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方法同前所述 

 

 

 

 

第二年實驗方法 

一、材料與藥品 

所使用的紅藜與製備方法同前所述。另所使用試藥為一級藥品 

 

二、實驗設計 

(一)化學性護肝效應：參考衛福部公報(2010)與余(2010)所述方法誘發化學性肝炎 

1. 實驗方法：四氯化碳誘發大鼠慢性肝損傷實驗模式 

(1)動物來源：由樂斯科生物科技公司購買 6 週齡 Wistar 雄性大鼠(180-200 克)為

試驗對象，以四氯化碳誘發試驗，每組 6 隻 Wistar 大鼠。每隻大鼠個別飼養於不

鏽鋼籠中，動物房溫度維持在 23±2℃，溫度為 50-65%，光照及黑暗時間各 12

個小時。其飼料 (Lab Diet 5001 標準飼料) 與 RO 水均以自由給食方式，每天記

錄飼料攝取量與動物體重。大鼠實驗處理過程與安樂死程序均依照嘉南藥理大學

實驗動物照護及使用小組規範操作。 

(2)為探討紅藜及其活性成分「預防」化學性肝炎，將試驗動物分成下列組別： 

正常對照組 (Control)：RO 水 (P.O.)+ RO 水 (I.P.) 

負對照組 (CCl4)：RO 水 (P.O.)+ CCl4 (I.P.) 

正對照組： Silymarin (100 mg/ kg bw) + CCl4 (I.P.) 

R 實驗組：1.0 g Rutin / kg b.w (P.O.)+ CCl4 (I.P.) 

B 實驗組：1.0 g Betanin / kg bw (P.O.) + CCl4 (I.P.) 

K 實驗組：1.0 g Kaempferol / kg bw (P.O.)+ CCl4 (I.P.) 

低劑量組：0.5 mg WECF / kg bw (P.O.) + CCl4 (I.P.)  

中劑量組：1.0 mg WECF / kg bw (P.O.) + CCl4 (I.P.) 

高劑量組：2.5 mg WECF / kg bw (P.O.) + CCl4 (I.P.) 

安全劑量組：2.5 mg WECF / kg bw (P.O.) 

 

2. 試驗程序如下： 

大鼠經一週適應環境後，隨機分成 10 組如上述。每日管餵樣品 (P.O.)，經連續

22 天管餵後，最後一天以腹腔注射 (intra-peritoneal, I.P.) 0.2ml/100 g b.w. 之 50% 

CCl4 ，而正常對照組與最高濃度試驗樣品組以 RO 水代替。隨後禁食 24 小時後，

以二氧化碳處理令其窒息並進行犧牲。以腹腔靜脈採血檢驗生化功能，並剖腹取

肝臟標本，秤重後將最大右葉肝割取一塊 1cm × 1cm Block 固定於 10% 的中性

馬福林 (formaline) 溶液中，石蠟包封切片後作 Hematoxylin & Eosin stain 來進

行病理學觀察；另擷取最大右葉肝部分組織進行脂質過氧化與抗氧化酵素活性分

析。 

 

(二)酒精性護肝效應：參考 Sarphie 等(1997)方法誘發酒精性肝炎 

1. 實驗方法：酒精誘發大鼠慢性肝損傷實驗模式 

(1)動物來源：由樂斯科生物科技公司購買 6 週齡 Wistar 雄性大鼠(180-200 克)為

試驗對象，以慢性酒精誘發試驗。每隻大鼠個別飼養於不鏽鋼籠中，動物房溫度
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維持在 23±2℃，溫度為 50-65%，光照及黑暗時間各 12 個小時。。 

大鼠試驗之前先給予 7 天之適應期，其飼料 (Lab Diet 5001 標準飼料) 與 RO 或

酒精水均以自由給食方式，每天記錄飼料攝取量，每週記錄一次動物體重。大鼠

實驗處理過程與安樂死程序均依照嘉南藥理大學實驗動物照護及使用小組規範

操作。 

(2)為探討紅藜及其活性成分「預防」酒精性肝炎，將大鼠分成 10 組，實驗分組

如下： 

正常對照組 (Control)：RO 水 (P.O.)+飲用 RO 水 

負對照組 (EtOH)：RO 水 (P.O.)+飲用酒精水 

正對照組：Silymarin (100 mg/ kg bw) +飲用酒精水 

R 實驗組：1.0 g Rutin / kg b.w (P.O.)+ 飲用酒精水 

B 實驗組：1.0 g Betanin / kg bw (P.O.) +飲用酒精水 

K 實驗組：1.0 g Kaempferol / kg bw (P.O.)+飲用酒精水 

低劑量組：0.5 mg WECF / kg bw (P.O.) +飲用酒精水 

中劑量組：1.0 mg WECF / kg bw (P.O.) +飲用酒精水 

高劑量組：2.5 mg WECF / kg bw (P.O.) +飲用酒精水 

安全劑量組：2.5 mg WECF / kg bw (P.O.) +飲用 RO 水 

 

2.試驗程序如下： 

大鼠經一週適應環境後，正式開始實驗開始，負控制組、正控制組及實驗組在第

1~14 天飲用水皆換為 20% 酒精，待大鼠適應 20% 酒精水後，第 15~90 天則開

始調高濃度至為 30% 酒精，第 91 天隨後禁食 24 小時後，以二氧化碳處理令其

窒息並進行犧牲。以腹腔靜脈採血檢驗生化功能，並剖腹取肝臟標本，秤重後將

最大右葉肝割取一塊 1cm × 1cm Block 固定於 10% 的中性馬福林 (formaline) 

溶液中，石蠟包封切片後作 Hematoxylin & Eosin stain 來進行病理學觀察；另擷

取最大右葉肝部分組織進行脂質過氧化與抗氧化酵素活性分析。 

 

三、測定方法 

上述化學性與酒精性護肝之試驗大鼠分別測其血清生化分析及病理切片 

血清生化分析項目 

將動物之血液樣品在室溫下放置一小時使其凝結，再以冷凍離心機於 4℃ 每分

鐘 12000 rpm 離心五分鐘，所得血清以自動生化分析儀檢測血糖、三酸甘油酯、

膽固醇、ALT、AST、BUN 及 creatinin 的含量。 

 

2.肝臟中抗氧化酵素與 GSH 之分析 

肝臟中抗氧化酵素包括 SOD，CAT 與 GPx 的酵素活性以及 GSH，將以相關的

Kit 配合 ELISA 進行分析。 

 

3.肝組織脂質過氧化的測定 

本試驗測定肝組織之 TBARS 之含量，藉以反應肝細胞內氧化反應程度。反應液

以 TCA 沉澱蛋白質後，再與 TBA 反應，再將此混合液於沸水中反應 10 分鐘，

再測 532 之吸光值。 

 

4.Cytochrome P450 2E1(CYP2E1)活性的測定 
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酒精的代謝會由 alcohol dehydrogenase, aldehyde dehydrogenase 作用外，亦可藉由

microsomal ethanol-oxidiging system (MEOS)代謝，而 MEOS 中的主要酵素

CYP2E1 會被酒精誘發，使 CYP2E1 活性增加，因此本試驗將以自動生化分析儀

偵測肝臟組織中 CYP2E1 的活性。 

 

5.彗星試驗 (Comet Assay)  

彗星試驗 (Comet Assay) 又稱單細胞凝膠電泳 (SCGE) ，廣泛應用於評估 DNA

損傷的檢測。利用膠體電泳分離不同大小片段的 DNA，偵測 DNA 單股斷裂，斷

裂之 DNA 會移動至細胞核外，經由核酸染色後，會形成拖尾的現象；若細胞

DNA 未損害則移動慢，且會留在核質體內。藉由分析 DNA 分布情況，判斷血液

淋巴球細胞 DNA 受損的嚴重度。 

 

6.病理切片觀察 

將動物犧牲後，經動脈取血後，取肝臟並在最大右葉的同一位置割取 1 公分見方

的肝組織放入 10%的中性福馬林中，以 Paraffin 包埋，切成厚度為 4mm 的厚片，

作進一步的觀察染色。為了觀察肝損傷時，肝細胞的受損、脂肪變性、壞死、纖

維化等變化，除了將肝組織做 Hematoxylin & Eosin stain 外，還做網狀纖維及膠

原纖維的特殊染色，以便評估肝臟纖維化程度。 

 

第三年實驗方法 

一、材料與藥品 

1.本計畫所使用的紅藜與製備方法同前所述。所用試藥為一級藥品，而 SVEC4-10

細胞株則購自食品工業發展研究所生物資源保存暨應用中心。 

 

二、試驗方法 

細胞培養 

SVEC4-10 以含有 10 %胎牛血清(FBS)之 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium)為完全培養基，培養於 5 % CO2、37℃之恆溫培養箱中，每 2 - 3 天更換

新鮮的培養基。待細胞培養至約九分滿時，將培養基移除，以 PBS 緩衝液(14 mM 

NaCl﹐2.68 mM KCl﹐10 mM Na2HPO4﹐1.76 mM KH2PO4)清洗培養皿中附著狀

態之細胞共 2 次，以 1 ml Trypsin-EDTA 分離培養皿中細胞，作用 3 - 4 min，再

以 2 ml 含 FBS 之 DMEM medium 中和 Trypsin-EDTA 之反應，經 1500 rpm 離心

5 分鐘後收集細胞，將細胞均勻沖散後，以 1:6 - 1:8 的比例進行培養。 

 

(一)細胞存活率之試驗 (MTT) 

SVEC4-10 以 15 × 10
4
/ml 接種於 24 孔盤，培養 24 小時後，移除舊的培養基，加

入 0.5 ml 含不同濃度之 WECF (100, 250, 500 μg/ml)及 Betanin、Kaempferol 及

Rutin (10, 25 μM)之培養基，反應 16 小時後，加入 50 l 0.1 %的 MTT 

(3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromide)溶液，反應 1 小時，

移除培養基，加入 120 l DMSO 將紫色結晶物溶出後，取 100 l 至 96 孔盤中，

以 ELISA reader 讀取 550 nm 的吸光值。計算時以控制組之存活率為 100%表示。 

 

(二)ACE 活性抑制測定 

將不同濃度的 0.006 ml 樣品，加入 0.015 ml 的 5 mM HHL、0.009 ml 含有 0.3 M 
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NaCl 的 pH 8.2 K-PO4 緩衝溶液及 0.03 ml 的 20 mM ACE 混合均勻，於水浴鍋中

培養 37℃，60 分鐘。再加入 0.05 ml 的 1M HCl 終止其反應。終止反應後，加入

0.1 mL 的 pyridine，接著加入 0.05 ml 的 BSC，以震盪器震盪均勻，於冰上冰浴

1 分鐘。取 0.2 ml 至 96 孔盤，以 ELISA reader 讀取 405 nm 的吸光值。 

 

(三)細胞內一氧化氮之測定 (NO) 

將 SVEC4-10 以 15 × 10
4
/mL 接種於 24 孔盤，培養 24 小時後，移除舊的培養基，

加入 0.5 ml 含不同濃度之 WECF (100, 250, 500 μg/ml )及 Betanin、Kaempferol 及

Rutin (10, 25 μM)之培養基，反應 16 小時，取出 200 l 胞外細胞培養液至 96 孔

盤加入 20 l Griess A 試劑和 20 l Griess B 試劑室溫下反應 10 分鐘後，以 ELISA 

reader 讀取 550 nm 的吸光值。 

 

(四)PGI2 含量測定  

PGI2 含量之測定乃依 Cayman enzyme immunoassay ＃515211 kit 測定 PGI2 

metabolite 6-ketoprostaglandin F1-α 生成量。將 SVEC4-10 cells 以 15 × 10
4
/ml 接

種於 24 孔盤，培養 24 小時後，移除舊的培養基，加入 0.5 ml 含不同濃度之 WECF 

(100, 250, 500 μg/ml )及 Betanin、Kaempferol 及 Rutin (10, 25 μM)之培養基，反應

4小時，取稀釋200 X之細胞培養液50 l至事先coating二級抗體之96 well plate，

加入 50 l PGI2 tracer 和 50 l PGI2 antibody。將反應盤以塑膠膜封好，置於 4℃

下反應 18 hr。反應完後，將盤中的反應液倒掉，以 wash buffer 清洗 5 次，接著

於每個 well 中加入 200 l Ellman’s reagent，室溫下暗反應 90 - 120 min，以 ELISA 

reader 讀取 405 nm 的吸光值。利用 PGI2 標準品所得之標準曲線求出培養液中之

PGI2 濃度(pg/ml)。 

 

(五)捕捉 ONOO
-測定 

將 SVEC4-10 cells 以 30 × 10
4
/ml 接種於 6 孔盤，於培養箱中培養 24 小時後，

移除舊的培養基，加入 1 ml含不同濃度之WECF (100, 250, 500 μg/ml )及Betanin、

Kaempferol 及 Rutin (10, 25 μM)之培養基，置入培養箱 37℃，5 % CO2 下反應 16

小時，待反應時間終了，移除培養基，加入 0.5ml PBS (含有 DHR123 10M)，置

入培養箱 37℃，5 % CO2 下反應 30 分鐘後，以 PBS 緩衝液清洗細胞 2 次後，加

入 100 l Trypsin-EDTA 作用 2 - 3 分鐘，加入 500 l 培養基中和 Trypsin-EDTA

反應，將細胞液移至微量離心管內以 10000 rpm，離心 10 分鐘，去除上層液，加

入 100 μl PBS 緩衝液清洗，以 10000 rpm，離心 5 分鐘去除殘留之培養基，再加

入 100 μl PBS 緩衝液將細胞打散後，移至 96 孔黑盤中，以螢光冷光儀（BioTek 

FLx-800）進行螢光強度分析（Ex wavelength : 485 nm，Em wavelength : 528 nm）。 

 

(六) 細胞內活性氧之生成測定 

將 SVEC4-10 cells 以 30 × 10
4
/ml 接種於 6 孔盤，於培養箱中培養 24 小時後，

移除舊的培養基，加入 1 ml含不同濃度之WECF (100, 250, 500 μg/ml )及Betanin、

Kaempferol 及 Rutin (10, 25 μM) 之培養基，再加入 50 μM 之 2’,7’- 

dichlorofluorescin diacetate（DCFH-DA）反應 15 分鐘，加入 H2O2 1 mM 置入培

養箱 37℃，5 % CO2 下反應 2 小時，待反應時間終了，移除培養基，以 PBS 緩

衝液清洗細胞 2 次後，加入 100 l Trypsin-EDTA 作用 2 - 3 分鐘，加入 500 l 培

養基中和 Trypsin-EDTA 反應，將細胞液移至微量離心管內以 10000 rpm，離心
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10 分鐘，去除上層液，加入 100 μl PBS 緩衝液清洗，以 10000 rpm，離心 5 分鐘

去除殘留之培養基，再加入 100 μl PBS 緩衝液將細胞打散後，移至 96 孔黑盤中，

以螢光冷光儀（BioTek FLx-800）進行螢光強度分析（Ex wavelength : 485 nm，

Em wavelength : 528 nm）。 

 

(七)細胞內鈣離子濃度測定 

將 SVEC4-10 cells 以 30 × 10
4
/ml 接種於 6 孔盤，於培養箱中培養 24 小時後，

移除舊的培養基，加入 1 ml含不同濃度之WECF (100, 250, 500 μg/ml )及Betanin、

Kaempferol 及 Rutin (10, 25 μM)之培養基，置入培養箱 37℃，5 % CO2 下反應 20

小時，待反應時間終了，移除培養基，加入 0.5ml PBS (含有 Fluo-3 2.5 M)，置

入培養箱 37℃，5 % CO2 下反應 30 分鐘後，以 PBS 緩衝液清洗細胞 2 次後，加

入 100 l Trypsin-EDTA 作用 2 - 3 分鐘，加入 500 l 培養基中和 Trypsin-EDTA

反應，將細胞液移至微量離心管內以 10000 rpm，離心 10 分鐘，去除上層液，加

入 100 μl PBS 緩衝液清洗，以 10000 rpm，離心 5 分鐘去除殘留之培養基，再加

入 100 μl PBS 緩衝液將細胞打散後，移至 96 孔黑盤中，以螢光冷光儀（BioTek 

FLx-800）進行螢光強度分析（Ex wavelength : 485 nm，Em wavelength : 528 nm）。 

 

(八)西方墨點法(Western blot) 

eNOS 與 COX 活性依西方墨點法測定，其方法同前所述。 

蛋白質製備： 

將 SVEC4-10 cells 以 100 × 10
4
/ml 接種於 10cm dish，培養 24 小時後，移除舊的

培養基，加入 5 ml 含不同濃度之 WECF (100, 250, 500 μg/ml ) 及 Betanin、

Kaempferol 及 Rutin (25 μM)之培養基，置入培養箱 37℃，5% CO2 下分別反應 2

小時及 14 小時，反應終了，去除培養基後以 PBS 清洗 2 次，加 1 ml PBS 將細胞

刮下，以 10000 rpm，離心 10 分鐘，去除上層液後，加入 100 l lysis buffer (RIPA 

buffer)混合均勻於冰上反應 30 分鐘，再以 4℃10000 rpm 離心 10 分鐘，取得細胞

均質液並定量蛋白質濃度。接著將細胞均質液加入 4X loading buffer 以 95℃反應

15 分鐘後，冰浴 5 分鐘，以 4℃，10000 rpm，離心 10 分鐘，冰浴備用。 

 

(i) 蛋白質電泳 

方法同前所述 

 

(ii) 蛋白質轉漬 

方法同前所述 

 

(iii) 免疫轉染 

方法同前所述 

 

(iv) Enhanced chemiluminescence(ECL)偵測 

方法同前所述 

 

(九)輔助調節血壓動物試驗 

(九)輔助調節血壓動物試驗 

本試驗參考衛福部公佈之輔助調節血壓功能評估方法 (衛生署，2006) 。其原理
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為以受試物給予原發性高血壓動物 (如 SHR 等)，觀察受試物對高血壓動物模型

的收縮壓與舒張壓指標的影響，評價受試物的調節血壓作用。 

 

1. 實驗方法 

自國家實驗動物中心購買  9 週齡原發性高血壓大鼠  (SHR)和正常血壓大鼠

(WKY) 。每隻大鼠個別飼養於不鏽鋼籠中，動物房溫度維持在 23±2℃，相對濕

度為 50-65%，控制每天光照及黑暗時間各 12 個小時。 (光照期為 8：00-20：00，

黑暗期為 20：00 至隔日 8：00) 。飼料 (Lab Diet 5001 標準飼料) 與水均以自由

給食方式，每兩天記錄動物體重。大鼠適應一週後隨機分成下列 7 組： 

a. 控制組 (CK)：WKY 大鼠管餵 RO 水 

b. 對照組 (CA)：SHR 大鼠管餵 Silymarin (100 mg/ kg bw)  

c. 實驗組 (R)：SHR 大鼠管餵 50 rutin mg/kg bw 

d. 實驗組 (B)：SHR 大鼠管餵 50 betanin mg/kg bw 

e. 低劑量組 (L)：SHR 大鼠管餵 10 mg WECF / kg bw 

f. 中劑量組 (M)：SHR 大鼠管餵 50 mg WECF / kg bw 

g. 高劑量組 (H)：SHR 大鼠管餵 100 mg WECF / kg bw 

每組 7 隻大鼠，大鼠實驗處理過程與安樂死程序均依照嘉南藥理大學實驗動物照

護及使用小組規範操作。實驗共為期 21 天，每 0、2、4、6、9、13、17、21 測

量大鼠血壓。 

 

2.SHR 血壓之測定 

以間接測定法測定 WKY、SHR 之收縮壓與舒張壓，測定方法使用非侵入式老鼠

多功能血壓測量儀尾套法 (MBRP-RMC1) 測量。實驗前對受試動物進行血壓測

量(第 0 天)。依據測壓儀器的要求進行動物清醒、安靜狀態下的血壓的測定。實

驗開始後每 2、4、6、9、13、17、21 天測量大鼠之血壓，測量時間為早上 8：

00～12：00。實驗為期 21 天。測量前先將大鼠置於 32℃ 的血壓機中，並以大

鼠保定器將大鼠固定，只露出尾巴部分。將感應器套至大鼠尾巴基部，由儀器自

動感應血壓而打氣加壓，所偵測數值包括心跳 (heart rate)、收縮壓 (systolic blood 

pressure)、舒張壓 (diastolice blood pressure) 及平均血壓 (average blood pressure)，

每隻大鼠測量 3-5 次並加以平均。利用血壓機測量出來的收縮壓、舒張壓、平均

血壓來計算最終收縮壓、最終舒張壓、最終平均血壓，計算公式如下： 

a. 最終收縮壓：收縮壓/心跳 × 平均心跳 

b. 最終舒張壓：舒張壓/心跳 × 平均心跳 

c. 最終平均血壓：平均血壓/心跳 × 平均心跳 

 

3.血漿生化分析項目 

將動物之血液樣品放入含肝素的採血管，於室溫下靜置 1 小時以離心機分離血漿，

以 3000 rpm 離心 10 分鐘，所得血漿以相關的 Kit 配合 ELISA 進行分析血管收縮

轉移酶 (ACE) 與腎素 (renin)。 

 

4.統計分析 

各項數據以 SPSS 17.0 統計軟體分析，利用 Paired t-test 檢定每一組大鼠的收縮

壓、舒張壓、平均血壓、心跳、調整收縮壓、調整舒張壓、調整平均血壓，與自

己起始點 (第 0 天) 之間的差異；再以變異數分析 (ANOVA)，以及 Duncan’s 
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multiple range test 事後檢定第 9 與 21 天各組間的收縮壓、舒張壓、平均血壓、

心跳、調整收縮壓、調整舒張壓、調整平均血壓的差異，統計顯著性設定在 p < 

0.05。 
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伍、結果與討論 

第一年 

一、不同溶劑對回收率之影響 

本研究以三種溶劑作區分，分別是以水作初步萃取，所得萃取物稱為 WECF，其

次依序以乙酸乙酯及正丁醇等溶劑萃取，所得萃取物，分別稱 EECF 與 BECF。

其回收率分別為 16.65%、3.8%及 8.0%，顯示 WECF 之回收率最高，其次為 BECF

及 EECF。圖一為各區分物對 HepG2 細胞之生存性之影響，顯示 WECF 在不同

濃度對 HepG2 之生存性無影響，而其他兩種區分物皆顯示具有毒性。基於此，

以下試驗乃以 WECF 為試驗對象。 

 

二、對細胞生長之影響 

 

圖二為 WECF 在不同濃度下對 0.2 mM t-BHP 誘發 HepG2 氧化傷害之存活率影

響。結果顯示不同濃度之 WECF 可有效抑制 t-BHP 對細胞之氧化傷害性。 

 

圖三為 WECF 對 0.2 mM t-BHP 誘發 HepG2 之毒性反應之影響，結果顯示不同

濃度之 WECF 能顯著抑制 t-BHP 誘發 HepG2 細胞之毒性反應。 

 

三、對氧化壓力之影響 

圖四為 WECF 對 0.2 mM t-BHP 誘發細胞 ROS 產生之影響。結果顯示 0.2 mM 

t-BHP 單獨處理 3 小時可使細胞內 ROS 產生至少為控制組之 16.32 倍，若以 10、

100 與 250 µg/ml WECF 處理，很明顯與單獨處理 t-BHP 之傷害組比較，皆具有

清除胞內 ROS 之能力。 

 

圖五為 WECF 對 0.2 mM t-BHP 誘發胞內 GSH 含量之影響。結果顯示 0.2 mM 

t-BHP 單獨作用 3 小時，HepG2 胞內之 GSH 含量減少 57.29 %，若同時處理不

同濃度之 WECF，於高濃度 250 µg/ml 的 WECF 可顯著增加 GSH 含量。 

 

圖六為 WECF 對 0.2 mM t-BHP 誘發胞內 TBARS 含量之影響。結果顯示 0.2 mM 

t-BHP 單獨作用 3 小時，HepG2 胞內之 TBARS 含量顯著增加，若同時處理不同

濃度之 WECF，可顯著降低 TBARS 之含量。 

 

四、對細胞凋亡之影響 

圖七為 WECF 對 0.2 mM t-BHP 誘發 HepG2 胞內 caspase-3 活性之影響。0.2 mM 

t-BHP 可使胞內之 caspase-3 活性增為控制組之 2.07 倍。若以 10、100 與 250 µg/ml 

WECF 處理，則 caspase-3 活性將減少至控制組之 1.71、1.34 及 1.36 倍，顯示上

述待測物對 0.2 mM t-BHP 誘發 caspase-3 活性有減緩作用。 

 

圖八為WECF對0.2 mM t-BHP誘發HepG2胞內 IB-分解之影響。0.2 mM t-BHP

單獨作用 2 小時，可使胞內 IB-分解至少左右，若以g/ml WECF

處理，則 IB-分解率將顯著性減少。換言之 WECF 可視為 NFB 活性之抑制

劑。 

 

圖九以西方點墨法分析 WECF 對 0.2 mM t-BHP 誘發細胞內 Bcl-2/Bax 比率之影

響性。結果顯示 0.2 mM t-BHP 單獨作用 2 hr，其 Bcl-2/Bax 之比率明顯下降，而
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不同濃度之 WECF 處理，很明顯提升 Bcl-2/Bax 之比率，顯示 WECF 能減緩 t-BHP

所誘發細胞之凋亡現象。 

 

圖十顯示不同濃度 WECF 對 t-BHP 誘發胞內膜電位之影響。0.2 mM t-BHP 誘發

細胞 2 hr，其膜電位顯著下降，惟不同濃度 WECF 處理能顯著性增加膜電位，此

結果顯示 WECF 能有效防止 t-BHP 誘發細胞膜電位下降現象。 

 

圖十一顯示不同濃度之WECF對0.2 mM t-BHP誘發PARP之影響。0.2 mM t-BHP

誘發細胞 24 hr 後，其 PARP 基因表現顯著性下降，而 100 與 250g/ml 之 WECF

則能顯著性緩減胞內 PARP 降解。由圖七結果顯示，當 t-BHP 誘發胞內 caspase-3

活性表現後，導致 PARP 之分解(圖十一)。相反地，當 WECF 抑制 caspase-3 活

性之表現後，相對地也保護 PARP 之分解性。 

 

圖十二以 DAPI staining 確認 WECF 對 0.2 mM t-BHP 誘發細胞之抗凋亡性。由圖

中可知 t-BHP 誘發細胞凋亡，惟以 10 - 250g/ml WECF 處理之細胞，其凋亡之

現象很明顯減少。 

 

五、成分分析 

WECF 經 HPLC-MS total ion 與 HPLC-DAD chromatograms 之分析，由圖十三與

表一，顯示 WECF 共被純化出 23 種成分，經鑑定後計有 15 種為已知成分，其

中有類黃酮的甜菜苷(Betanin)，芸香苷(Rutin)，山柰酚(Kaempferol)及其配醣體，

另有紫紅色 amaranthine，flavonol glycoside 的 camellianoside。由於受限於成分取

得不易，本試驗以紅藜水萃取物及其成分 Rutin，Kaempferol，Betanin 作為測試

物質。 

 

十一、紅藜成分對氧化性凋亡之影響 

圖十四顯示有效成分對 0.2 mM t-BHP 誘發 HepG2 生存性，活性氧及對 Caspase-3

活性之影響。由圖十五之 A 中可看出 1-100 M 之 Rutin，Kaempferol 及 Betanin

可減緩 t-BHP 誘發細胞生長受損現象，而圖十四之 B 則可顯示三種成分可減少

t-BHP 誘發活性氧壓力。另外，Rutin，Kaempferol，Betanin 亦可降低 t-BHP 誘

發 caspase-3 活性之作用(圖十四 C)。 

 

第二年結果與討論 

結果與討論 

一、化學性模系護肝效應 

(一) WECF 與活性成分對 CCl4 誘發大鼠體重與肝、腎臟器重量之影響 

表二為預先餵食 WECF (0.5-2.5 mg/kg bw)與活性成分 Rutin，Kaempferol， 

Betanin (1 g/kg bw)予大鼠連續 28 天，並於第 28 天腹腔注射 CCl4，其誘發大鼠

體重與肝、腎器官重量之影響。由結果顯示各組樣品餵食 28 天後，其大鼠體重

皆無顯著性差異(p > 0.05)。 

 

(二) WECF 與活性成分對 CCl4誘發大鼠肝損傷之血清生化值的影響 

表三為 WECF 與活性成分對預先餵食大鼠 28 天後，於第 28 天腹腔注射 CCl4 誘

發大鼠肝損傷之血清生化值的影響。大鼠在第 28 天注射 CCl4，會明顯增加血清

中肝損傷指標的 AST 與 ALT (p < 0.05)，而 Silymarin 與 2.5 mg/kg bw 的 WECF
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可降低血清中之 AST(p < 0.05)，且後者亦能顯著降低 ALT 值。 

 

(三) WECF 與活性成分對 CCl4誘發大鼠抗氧化酶與 GSH 之影響 

表四結果顯示腹腔注射 CCl4 會降低 SOD 與 GSH 含量，WECF 與 Betanin 能增加

SOD 活性；各組對 GPX 與 CAT 則不具影響性，但會顯著增加 GSH 含量。 

 

(四) WECF 與活性成分對 CCl4誘發大鼠 CYP2E1 活性之影響 

由圖十五顯示 1.0 與 2.5 mg/kg bw 的 WECF 可誘發 CYP2E1 活性而三種 WECE

之活性成分與單獨注射 CCl4 組作比較則不具影響性。 

 

(五) WECF 與活性成分對 CCl4誘發大鼠血液淋巴球細胞之影響 

由圖十六顯示注射 CCl4 會明顯增加大鼠淋巴球細胞 DNA 之顯著損傷，而各組樣

品之添加很明顯抑制 DNA 之損傷，顯示 WECF 與其活性成分具有抑制 CCl4 誘

發大鼠血液淋巴球細胞 DNA 氧化破壞性。 

 

(六) WECF 與活性成分對 CCl4誘發大鼠損傷之病理切片 

由圖十七病理切片之顯微鏡相片中顯示 WECF 與活性成分具有不等程度護肝現

象，其中 Rutin、Betanin 及 1.0 與 2.5mg/kg bw 的 WECF 最為顯明。 

 

 

二、酒精性模系護肝效應 

(一) WECF 與活性成分 對 CCl4 誘發大鼠體重與肝、腎臟器重量之影響 

表五中顯示餵食酒精（30 %），其體重顯著性低於控制組，而肝重則顯著高於控

制組，惟餵食 WECF（0.5、1.0 與 2.5 mg/kg bw）及三種活性成分，飼育 90 天，

其體重及肝、腎重量與對照組無顯著性差異。 

 

(二) WECF 與活性成分對酒精水溶液誘發大鼠之血清與生化值之影響。 

由表六可看出大鼠以酒精處理後除三酸甘油酯有顯著性增加外，其餘之 AST、

ALT、BUN、CRE 與 CHOL 皆與對照組無顯著性增加，而 WECF 與三種活性成

分處理之各組別，除 2.5 mg/kg bw 之 WECF 在 TG 與酒精水溶液組有差異外，

其餘與酒精組或與對照組皆無顯著性差異。 

 

(三) WECF 與活性成分對酒精發大鼠抗氧化酶與 GSH 之影響。 

表七顯示酒精會顯著降低大鼠 SOD 與 CAT 活性，而 1.0 g/kg bw Rutin 可顯著

提升 SOD 活性。另不同濃度 WECF 可顯著增加 CAT 活性。對 GSH 而言，酒精

可增加 GSH 含量，而 WECF、Rutin 與 Kaempferol 則顯著低於酒精組。 



(四) WECF 與活性成分對氧化壓力之影響 

圖十八顯示酒精顯著性增加 TBARS 形成量，而 WECF 與三種成分之處裡則顯著

性地降低 TBARS 之形成量。另由圖十九則顯示酒精增加大鼠淋巴球細胞 DNA

之損傷，而各組 WECF 與三種活性成分樣品之處理則很明顯抑制 DNA 之損傷，

顯示 WECF 與其活性成分具有抑制酒精發大鼠淋巴球細胞 DNA 氧化現象。 

 

(五) WECF 與活性成分對酒精水溶液誘發 CYP2E1 活性之影響 

由圖二十中可看出酒精可誘發大鼠之 CYP2E1 活性，而 0.1 g/kg bw Betanin 與
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2.5 mg/kg bwWECF 則具有顯著性之抑制作用。 

 

(六) WECF 與活性成分對酒精水溶液誘發肝細胞損傷之病理切片 

由圖二十一中顯示 WECF 與活性成分對酒精水溶液誘發大鼠肝細胞損傷情形不

如酒精組之嚴重，顯示 WECF 與活性成分對肝細胞具有保護作用。 

 

第三年結果與討論 

結果與討論 

一、 對內皮細胞(SVEC4-10)生長之影響 

本試驗以小鼠淋巴內皮細胞 SVEC4-10 為細胞株進行 in vitro 試驗。 

圖二十二為WECF對SVEC4-10細胞生存性之影響。由圖得知 100–500 g/ml

的 WECF 對 SVEC4-10 細胞生存性皆大於 85 %以上，顯示 100–500 g/ml

的 WECF 對 SVEC4-10 生存不具影響。 

 

二、 對內皮細胞 NO 產生及對 eNOS 基因表現之影響 

圖二十三為 WECF 對 SVEC4-10 細胞反應 16 小時後對 NO 產生之影響，結

果顯示WECF隨著濃度增加有增加SVEC4-10細胞內NO之產出量。換言之，

WECF 對內皮細胞具有促進 NO 產生作用。為進一步瞭解 WECF 對促進 NO

產生之機轉，本研究分析 WECF 對 eNOS 基因表現之影響。由圖二十四中

可看出100–500 g/ml之WECF對eNOS具有濃度與基因表現之促進相關性。

由圖二十四可看出 WECF 因對 eNOS 之基因表現有誘發性，進而增加內皮

細胞之 NO 產出量(圖二十三)。 

 

三、 對 PGI2 產出及對 COX-2 基因表現之影響 

圖二十五為 WECF 對 PGI2 產出量之影響。結果顯示不同濃度之 WCEF 對

PGI2 產出量具有顯著性促進作用。另圖二十六則顯示不同濃度 WECF 對

COX-2 基因表現之影響，顯示不同濃度之 WECF 對 COX-2 基因表現有正向

促進關係。 

 

四、 對 Ca
2+生成之抑制性 

圖二十七為探討 WECF 對 Ca
2+之抑制情形。顯示 WECF 可抑制內皮細胞之

Ca
2+量。前人文獻顯示。eNOS能夠催化arginine 而形成氣體訊號分子的NO。

一旦 NO 形成，將滲入血管平滑肌細胞(VSMC)而活化 guanylate cyclase (GC)，

此 GC 可將 GTP 轉化成 cGMP。另一方面，COX 可將花生四烯酸作用成

prostacyclin (PGI2)，並進入VSMC，再與G-protein-coupled receptor (Gs)結合，

繼而活化 adenylate cyclase (AC)，此酶能將 ATP 轉化成 cAMP 的。上述 cGMP

與 cAMP 則 分 別 促 進 GMP-dependent protein kinase (DKG) 與

cAMP-dependent protein kinase (PKA)的活性。此二種激酶可磷酸化鉀離子通

道蛋白，導致 VSMC 膜的高度電極化，以致於進一步抑制進入平滑肌細胞

之 Ca
2+，一旦 Ca

2+流入量降低，將增加血管擴張性，減少血壓驟升現象。

由圖二十七顯示 WECF 具有抑制內皮細胞之 Ca
2+量，此有助於 WECF 調降

血壓之說。 

 

五、 對 peroxynitrite 生成性之影響 

圖二十八為 WECF 對 peroxynitite (ONOO
－

)作用之影響，由圖中可看出
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WECF 對 ONOO
－之生成有顯著性抑制。前人研究報告顯示內皮細胞之 O2

－

會與 NO 反應而產生 peroxynitrite，其會進一步氧化 eNOS 之輔因子

tetrahydrobioterin (BHx)，另外，peroxynitrite 會降低 prosfacyclia synthefase

活性，導致 PGI2 生成量下降，進而升高血壓。換言之，WECF 抑制 peroxynitrite

之活性，有助於其調降血壓。 

 

六、 對 ROS 氧化作用之影響 

圖二十九為 WECF 對 H2O2 誘發內皮細胞 ROS 產生量之影響。由圖中可看

出 WECF 對 ROS 之生成有顯著性抑制。 

 

七、 對 ACE 活性之抑制性 

表八顯示 WECF 對 ACE 具有顯著抑制性，且隨濃度增加其抑制性有增加趨

勢，再者，500 g/ml 對 ACE 之抑制性與對照組 1 M 之 captopril 無顯著性

差異。基於此，WECF 對 ACE 之抑制作用可說明其對血壓有調降之功能性。 

 

八、 WECF 活性成分 Rutin，Kaempferol 與 Betanin 對內皮細胞生化指標之影

響 

圖三十顯示WECF之三種成分在10與 25 M濃度之生存性皆有大於 90 %，

顯示在此濃度對 SVEC4-10 生存性不具影響。圖三十一顯示三種成分在 25 

M 濃度下對 NO 之產生量具有影響，其中以 Kaempferol 影響最鉅。另由圖

三十二中可看出三種成分對 eNOS 基因表現也具有促進作用。再者，三種成

分對 PGI2(圖三十三)與 COX-2 基因表現(圖三十四)也具有正向性之影響。另

外，三種成分對 Ca
2+量之生成具有顯著性之抑制性(圖三十五)，而對

peroxynitrite 生成而言，三種成分亦具有抑制性(圖三十六)且對 H2O2誘發內

皮細胞 ROS 產生量亦具抑制性(圖三十七)。由圖三十五至圖三十七可解析三

種成分對 SVEC4-10 細胞有關降血壓因子之正向性影響，而彼等結果有助於

解釋 WECF 具有調降血壓之說。再者由表九亦可看出三種成分對 ACE 具有

顯著性抑制作用。 

 

九、 WECF 及其活性成分降血壓之 in vivo 試驗 

由於 in vitro 試驗中 50 M 之 Kaempferol 對 SVEC4-10 具有毒害性，考量其

在 in vivo試驗可能具有毒性，故在 in vivo試驗中只以Rutin與Betanin測試。

表十為以不同濃度之 WECF 及 Rutin，Betanin 對 SHR 大鼠體重與腎臟無影

響，惟各樣品組之肝種顯著大於控制組。表十一為以不同濃度之 WECF 及

Rutin，Betanin 對 SHR 大鼠享收縮壓之血壓影響。由此可看出試驗期間於第

21 天，100 mg/kg bw 之 WECF 及 50 mg/kg bw 之 Rutin 與第 0 天比較具有顯

著調降收縮血壓作用，分別減少 21.2 與 39.5 mmHg。而第四天後，100 mg/kg 

bw 之 WECF 已具有調降之效。另由表十二亦可看出第 21 天 100 mg/kg bw

之WECF與 50 mg/kg bw之Rutin與第 0天比較，具有顯著降低舒張壓之效，

分別減少 15.3 與 22.2 mmHg。 

 

由上述研發成果可確認紅藜水萃物可降低 t-BHP 產生之氧化壓力，進而保護

t-BHP因誘發細胞氧化壓力而細胞受損現象。其中WECF降低 t-BHP 誘發ROS、

TBARS 含量、Caspase-3 活性及減少 IB-之分解，提升 GSH、Bcl-2/Bax 比率

及膜電位。再者，由於 WECF 含有效成分，故具有上述降低氧化壓力之效。在
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in vivo 模式中，因 WECF 具有抑制氧化作用，因此在以 CCl4 或以酒精誘發肝細

胞傷害之 in vivo 試驗中，WECF 皆能顯著保護肝細胞免於被氧化作用，而其所

含之活性成分由於具有不等程度之生物活性，故有助於 WECF 之護肝效應。在

調降血壓研發成果中，可進一步看出 WECF 因促進 eNOS 與 COX-2 活性而增加

NO 與 PGI2 產生量，同時 WECF 抑制 ACE 活性、Ca
2+、ONOO

－含量。另外，

WECF 對 SHR 大鼠之收縮壓與舒張壓有調降功能，而彼等功能與其所含有效成

分之存在有關。綜合上述，紅藜及其活性成分具有護肝與輔助調節血壓之效應。 
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第一年圖與表 

 
 

圖一 不同溶劑紅藜萃取物對 HepG2 細胞反應 24 小時之細胞生存性之影響 

Figure 1. Effects o Djulis extracted with different solverts on HepG2 cell viability. 

The cells were treated with water extracts of of Djulis (WECF), ethyl acetate extracts  

of Djulis (EECF) and butanol extracts of of Djulis (BECF), respectively, for 24 h. 

Data are presented by means ± SD (n=3). 
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圖二 紅藜水萃取物對 0.2 mM t-BHP 誘發 HepG2 反應 24 小時後對細胞生存性之

影響 

Figure 2. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on HepG2 cell viability in 0.2 

mM t-BHP-induced HepG2 cells. The cells were treated with different concentrations 

of WECF and exposed to 0.2 mM t-BHP for 24 h. Data are presented by means ± SD 

(n=3). 
#
(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 0.05) compared with 0.2 

mM t –BHP-induced cells alone. 
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圖三 紅藜水萃取物對 0.2 mM t-BHP 誘發 HepG2 細胞作用 16 小時後對 LDH 釋

放之影響 

Figure 3. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on LDH leakage in 0.2 mM 

t-BHP-induced HepG2 cells. The cells were treated with different concentrations of 

WECF and exposed to 0.2 mM t -BHP for 16 h . Data are presented by means ± SD 

(n=3). 
#
(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 0.05) compared with 0.2 

mM t –BHP-induced cells alone. 
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圖四 紅藜水萃取物對 0.2 mM t-BHP 誘發 HepG2 之細胞作用 3 小時後對 ROS 生

成影響 

Figure 4. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on ROS production in 0.2 mM 

t-BHP-induced HepG2 cells. The cells were treated with different concentrations of 

WECFand exposed to 0.2 mM t-BHP for 3 h. Data are presented by means ± SD (n=3). 
#
(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 0.05) compared with 0.2 mM 

t-BHP-induced cells alone. 
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圖五 紅藜水萃取物對 0.2 mM t-BHP 誘發 HepG2 之細胞作用 3 小時後對 GSH 生

成之影響 

Figure 5. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on GSH in 0.2 mM t-BHP- 

induced HepG2 cells. The cells were treated with different concentrations of WECF 

and exposed to 0.2 mM t-BHP for 3 h. Data are presented by means ± SD (n=3).
 #
(p < 

0.05) compared with the control group. *(p < 0.05) compared with 0.2 mM t-BHP- 

induced cells alone. 
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圖六 紅藜水萃取物對 0.2 mM t-BHP 誘發 HepG2 之細胞作用 2 小時後對 TBARS

生成之影響 

Figure 6. Effects of water extracts of of Djulis (WECF) on TBARS levels in 0.2 mM 

t-BHP-induced HepG2 cells. The cells were treated with different concentrations of 

WECF and exposed to 0.2 mM t-BHP for 2 h. Data are presented by means ± SD 

(n=3). 
#
(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 0.05) compared with 0.2 

mM t-BHP- induced cells alone. 
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圖七 紅藜水萃取物對 HepG2 細胞作用 24 小時後對 caspase-3 生成影響 

Figure 7. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on caspase-3 activity in 0.2 mM 

t-BHP-induced HepG2 cells. The cells were treated with different concentrations of 

WECF and exposed to 0.2 mM t-BHP for 24 h. Data are presented by means ± SD 

(n=3). 
#
(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 0.05) compared with 0.2 

mM t-BHP-induced cells alone. 
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圖八 紅藜水萃取物對 HepG2 細胞作用 2 小時後對 IB-之影響 

Figure 8. Effects of water extracts of of Djulis (WECF) on IB- in 0.2 mM 

t-BHP-induced HepG2 cells. The cells were treated with different concentrations of 

WECF and exposed to 0.2 mM t-BHP for 2 h. Data are presented by means ± SD 

(n=3). 
#
(p < 0.05) compared with the control group. 

﹡
(p < 0.05) compared with 0.2 

mM t-BHP-induced cells alone. 
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圖九 紅藜水萃取物對 HepG2 細胞作用 2 小時後對 Bcl-2/Bax 之影響 

Figure 9. Effects of water extracts of of Djulis (WECF) on Bcl-2/Bax in 0.2 mM 

t-BHP-induced HepG2 cells. The cells were treated with different concentrations of 

WECF and exposed to 0.2 mM t-BHP for 2 h. Data are presented by means ± SD 

(n=3).
 #

(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 0.05) compared with 0.2 

mM t-BHP-induced cells alone. 
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圖十 紅藜水萃取物對 HepG2 細胞作用 2 小時後對膜電位之影響 

Figure 10. Effects of water extract of of Djulis (WECF) on mitochondrial membrane 

potential in 0.2 mM t-BHP-induced HepG2 cells. The cells were treated with different 

concentrations of WECF and exposed to 0.2 mM t-BHP for 2 h. Data are presented by 

means ± SD (n=3). 
#
(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 0.05) 

compared with 0.2 mM t-BHP- induced cells alone. 
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圖十一 紅藜水萃取物對 HepG2 細胞作用 24 小時後對 PARP 之影響 

Figure 11. Effects of water extract of of Djulis (WECF) on PARP in 0.2 mM 

t-BHP-induced HepG2 cells. The cells were treated with different concentrations of 

WECF and exposed to 0.2 mM t-BHP for 2 h. Data are presented by means ± SD 

(n=3).
 #

(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 0.05) compared with 0.2 

mM t-BHP-induced cells alone.  
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圖十二 紅藜水萃取物對 HepG2 細胞作用 24 小時後對細胞形態之影響 

Figure 12. Effects of water extract of of Djulis (WECF) on morphology in 0.2 mM 

t-BHP-induced HepG2 cells. The cells were treated with different concentrations of 

WECF and exposed to 0.2 mM t-BHP for 24 h.  
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圖十三 紅藜水萃取物經HPLC-MS total ion與HPLC-DAD chromatograms 之分析 

Figure 13. Total ion chromatograms of m/z 100-800 in electrospray positive (upper 

panel) and negative ionization (middle panel), and HPLC-photodiode array detection 

chromatograms (lower panel) at full scan of 210-600 nm from methanol soluble 

compounds in aqueous extract of Djulis. Peak numbers refer to Table 1. 
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圖十四 A  Betanin, Kaempferol and Rutin 對 t-BHP 誘發 HepG2 細胞反應 24 小時

之細胞生存性之影響 

Figure 14A. Effects of Betanin, Kaempferol and Rutin on HepG2 cellsurvival in 0.2 

mM t-BHP-induced HepG2 cells. Cells were treated with different concentrations of 

Betanin, Kaempferol and Rutin and exposed to 0.2 mM t-BHP for 24 h. Data are 

presented by means ± SD (n=3).
 #

(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 

0.05) compared with 0.2 mM t-BHP-induced cells alone. 
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圖十四 B Betanin, Kaempferol and Rutin 對 t-BHP 誘發 HepG2 細胞反應 3 小時之

ROS 之影響 

Figure 14B. Effects of Betanin, Kaempferol and Rutin on ROS production in 0.2 mM 

t-BHP-induced HepG2 cells. Cells were treated with different concentrations of 

Betanin, Kaempferol and Rutin and exposed to 0.2 mM t-BHP for 3 h. Data are 

presented by means ± SD (n=3). 
#
(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 

0.05) compared with 0.2 mM t-BHP-induced cells alone. 
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圖十四 C Betanin, Kaempferol and Rutin 對 t-BHP 誘發 HepG2 細胞反應 24 小時之

caspase-3 之影響 

Figure 14C. Effects of Betanin, Kaempferol and Rutin on caspase-3 activity in 0.2 

mM t-BHP-induced HepG2 cells. Cells were treated with different concentrations of 

Betanin, Kaempferol and Rutin and exposed to 0.2 mM t-BHP for 24 h. Data are 

presented by means ± SD (n=3). 
#
(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 

0.05) compared with 0.2 mM t-BHP-induced cells alone. 
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表一紅藜水萃取物之光譜分析 

Table1. Retention time, UV-vis and Mass spectral characteristics of the water extracts of Djulis (WECF)  
Peak Compound tR (min) max (nm) [M  H] fragment ions [M  H]

－
 MS2 Amount ( mg/g) d References 

1 Unknown 12.68 274 220 188, 205, 156 218 -- 10.08  

2 Amaranthineb 15.05 538 727 355, 377, 404, 220 -- -- 20.02 Tsai et al. (2012) 

3 Isoamaranthineb 16.78 534, 237 727 147, 379, 300, 715 -- -- 2.83 Tsai et al. (2012) 

4 Betanina 17.09 534, 274 551 539, 505, 187, 355 -- -- 68.33  

5 Betanidinc 17.65 474, 260 391 327, 355, 129, 212 389 -- 4.46 Kobayashi et al. (2001) 

6 IsoBetaninb 19.28 534, 236 551 539, 327, 356, 505 -- -- 15.40 Tsai et al. (2012) 

7 Unknown 25.81 275, 234 713 409, 147, 513, 340 711 -- 12.29  

8 Unknown 30.90 235, 277 274 206, 252, 120, 234 272 -- 57.85  

9 Camellianosideb 31.60 268, 350 743 611, 303, 497, 595 741 300, 179 10.22 Onodera et al. (2006) 

10 Unknown 32.07 257, 356, 230sh 473 207, 457, 249, 177 471 -- 35.56  

11 Kaempferol derivativec 32.40 268, 348, 236sh 697 565, 433 695 549, 284, 430 8.89  

12 Kaempferol 3-O-[6-p-coumaroyl- 

glucosyl--(1→4)-rhamnoside] b 

32.82 268, 349, 246sh 741 565, 361, 299 739 593, 285, 431 60.37 Luo et al. (2013) 

13 Kaempferol-3-O-[xylopyranosyl(1,3)- 

rhamnopyranosyl(1,6)]-galactosideb 

33.54 267, 354, 233sh 727 595, 287, 383, 449 725 284, 255, 575 56.90 Semmar et al. (2002) 

14 Rutina 33.91 349, 267, 226 611 303, 465 609 300, 301, 271 95.69  

15 Kaempferol-3-O-[2-O-xylopyranosyl- 

6-O-rhamnopyranosyl]-glucosideb 
34.18 266, 351, 230sh 727 595, 287, 449 725 284, 593, 255 117.02 Park et al. (2006) 

16 Unknown 34.77 270, 234, 350 581 291, 313, 245, 273 579 245, 203 22.44  

17 Kaempferol-3-O-robinobiosideb 35.80 267, 342, 235 595 287, 449, 567 593 284 28.53 Liu et al. (2010) 

18 Kaempferol-3,7-di-O-rhamnosidec 36.07 350, 266, 234 579 433, 375 577 -- 52.34 Page et al. (2012) 

19 Kaempferol-3-O-Rutinosidea 37.30 267, 350, 235sh 595 287, 449 593 285, 284, 255 160.03  

20 Kaempferol-3,4-dipentosidec 38.81 268, 351, 235sh 551 287, 419 549 -- 42.73  

21 Kaempferol-3-O-rhamnosidec 41.96 266, 235, 346 433 287, 321 431 -- 14.10 Kerhoas et al. (2006) 

22 Unknown 42.56 236, 312, 420 679 295, 340 677 489, 279, 444 32.82  

23 Unknown 44.01 245, 318, 412 677 659, 330, 538 675 -- 7.42  

 Total       936.32  
a
The identification was confirmed further by authentic compound.

  b 
Compounds were tentatively identified according to mass spectra and the 

matched data from literatures. 
c
Compounds were limitedly identified from mass spectra and UV-visible absorbance spectra. d

 Peaks 2, 3, 4 and 6 

were quantified as equivalent to Betanin and all the others were quantified as quercetin (three replicates for all compounds) based on the amount 

of mg/g extract. 
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  第二年圖與表 

表二 紅藜水萃取物及其三種活性成分對 CCl4 誘發大鼠體重及相對臟器重量之影響 
Table 2 Effects of water extracts of Djulis (WECF) and three bioactive compounds on body 

weight and relative organ weights in male Wistar rats 

Groups 
Initial body 

weight (g) 

Final body 

weight (g) 

Relative organ weights (%) 

Liver Kidney 

Control 300.03±8.16 329.07±21.06 43.1±9.72 10.0±1.27 

50% CCl4 / Olive oil 305.47±5.10 372.64±18.38 45.1±2.86 9.1±0.49 

Rutin (1μg/kg bw)+CCl4 272.58±22.13 339.08±18.65 44.2±5.26 9.8±0.43 

Betanin (1 μg/kg bw)+CCl4 291.51±17.98 349.90±11.38 42.2±3.64 9.2±0.47 

Kaempferol (1 μg/kg bw)+CCl4 295.38±15.25 335.78±22.15 43.7±3.67 9.2±0.82 

Silymarin (100 mg/kg bw)+CCl4 296.67±14.35 344.73±17.46 39.4±1.74 9.0±0.58 

WECFL (0.5 mg/kg bw)+CCl4 285.60±10.16 333.77±23.60 40.1±4.78 9.5±0.61 

WECFM (1 mg/kg bw)+CCl4 300.03±8.16 344.42±10.57 43.2±4.22 9.6±0.61 

WECFH (2.5 mg/kg bw)+CCl4 289.59±14.89 338.7±19.60 39.6±4.06 10.4±0.32 

WECFH (2.5 mg/kg bw) 288.97±5.37 346.50±27.68 38.3±1.41 10.0±1.27 

Values are means ± SD for six rats per group. Results were all statistically analyzed with LSD 

test. 
#
significant difference from the control group (p＜0.05). 

*
significant difference from the 

CCl4 group (p＜0.05). Relative organ weight= organ weight (g) / final body weight (g) × 100%.           
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           表三 紅藜水萃取物及其三種活性成分對 CCl4 誘發大鼠血清生化值之影響 

 Table 3 Effects of water extracts of Djulis (WECF) and three bioactive compounds on serum biochemical values in male Wistar rats treated with 

CCl4 

Values are means ± SD for six rats per group. Results were all statistically analyzed with LSD test. 
#
significant difference from the control 

group (p＜0.05). 
*
significant difference from the CCl4 group (p＜0.05). AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; BUN, 

blood urea nitrogen; CRE, creatinine; CHOL, cholesterol; TG, triglyceride. 

Groups AST ALT BUN CRE CHOL TG 

 (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) 

Control 116±10 35±1.5 15±2 0.64±0.06 73.3±20.8 77.00±2.0 

50% CCl4 / Olive oil 1409±821
＃
 391±199

＃
 18±3 0.62±0.06 40.2±6.2

＃
 44.00±11.1

＃
 

Rutin (1 g/kg bw )+ CCl4 868±654 257±193 21±3 0.65±0.04 51.2±7.5 37.20±15.1 

Betanin (1 g/kg bw )+ CCl4 948±619 217±155 21±4 0.67±0.07 45.3±3.6 38.00±11.0 

Kaempferol (1 g/kg bw )+ CCl4 1205±633 496±3001 19±3 0.64±0.04 43.7±8.9 47.50±20.3 

Silymarin (100 mg/ kg bw )+ CCl4 622±681
*
 203±254 20±3 0.67±0.05 38.2±6.7 34.67±14.9 

WECF (0.5 mg/ kg bw )+CCl4 1320±1001 522±448 21±2 0.67±0.04 44.2±11.2 40.17±10.0 

WECF (1 mg/ kg bw )+CCl4 747±383 214±130 20±3 0.63±0.04 36.2±11.6 32.20±8.2 

WECF (2.5 mg/ kg bw )+CCl4 315±161
*
 94±43

*
 21±4 0.64±0.06 47.3±20.7 37.00±9.7 

WECF (2.5 mg/ kg bw ) 119±39
＃
 36±10

＃
 16±0 0.62±0.02 32.3±3.2

＃
 68.67±18.0

＃
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   表四 紅藜水萃取物及其三種活性成分對 CCl4 誘發大鼠抗氧化酵素及榖胱甘肽之影響  

Table 4 Effects of water extracts of Djulis (WECF) and three bioactive compounds on antioxidant enzymes activities and 

glutathione content in male Wistar rats treated with CCl4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Values are means ± SD for six rats per group. Results were all statistically analyzed with LSD test. 
#
significant difference from 

the control group (p＜0.05). 
*
significant difference from the CCl4 group (p＜0.05). SOD, superoxide dismutase; GPx, 

glutathione peroxidase; CAT, catalase; GSH, glutathione. 

Groups 
SOD 

(U / g Liver) 

GPx 

(U / g Liver ) 

CAT 

(ng /g Liver ) 

GSH 

(μg /g Liver ) 

Control 3480±1355 157±66 458±30 1558±14 

50% CCl4 / Olive oil 2335±461
＃
 104±13 455±42 1384±259 

Rutin (1g/kg bw )+ CCl4 2595±636 148±45 552±66 2289±337
*
 

Betanin (1g/kg bw )+ CCl4 4573±886
*
 140±24 533±58 2081±422

*
 

Kaempferol (1g/kg bw )+ CCl4 2848±647 108±37 554±98 1967±226
*
 

Silymarin (100 mg/ kg bw )+ CCl4 3415±516 133±12 468±55 1996±160
*
 

WECF (0.5 mg/ kg bw )+CCl4 4534±1823
*
 112±18 493±58 1999±236

*
 

WECF (1 mg/ kg bw )+CCl4 4446±1033
*
 156±20 483±62 1948±292

*
 

WECF (2.5 mg/ kg bw )+CCl4 4647±496
*
 145±40 456±59 2428±430

*
 

WECF (2.5 mg/ kg bw ) 2548±311 149±38 390±76 1969±49
＃
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圖十五 紅藜水萃取物及其三種活性成分對 CCl4 誘發大鼠解毒酵素之 CYP2E1 的影響 

Figure 15. Effects of water extracts of Djulis (WECF) and three bioactive compounds on 

CYP2E1 in male Wistar rats treated with CCl4. Values are means ± SD for six rats per 

group. Results were all statistically analyzed with LSD test. 
#
significant difference from 

the control group (p < 0.05). 
*
significant difference from the CCl4 group (p < 0.05). 

CYP2E1, Cytochrome P450. The concentration of Rutin, Betanin, and Kaempferol is 

1g/kg bw, respectively.  
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圖十六 紅藜水萃取物及其三種活性成分對CCl4誘發大鼠DNA鍊斷裂之彗星試驗 

Figure 16. Effects of water extracts of Djulis (WECF) and three bioactive compounds 

on DNA strand breakage. Photomicrographs of comets (A) in lymphocyte stained with 

propidium iodide in different groups: (a) Control group; (b) 50% CCl4;(c) Rutin (1 

g/kg bw)+CCl4; (d) Betanin (1 g/kg bw)+CCl4 group; (e) Kaempferol (1 g/kg 

bw)+CCl4; (f) Silymarin (100 mg/ kg bw)+CCl4 group; (g) WECF (0.5 mg/ kg 

bw)+CCl4 groups; (h) WECF (1mg/ kg bw)+CCl4 groups; (i) WECF (2.5 mg/ kg 

bw)+CCl4 groups ; (j) WECF (2.5 mg/ kg bw) and genotoxicity of WECF on DNA 

strand breakage (B) in blood lymphocytes from rats treated with CCl4. Tail moment = 

percent of DNA in the tail×tail length (Tm). Data were presented as mean ± SEM. 

Results were all statistically analyzed with LSD test. 
#
significant difference from the 

control group (p < 0.05). 
*
Significant difference from the CCl4 group (p < 0.05). 
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(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

(g) (h) 

(i) (j) 

圖十七 紅藜水萃取物及其三種活性成分對CCl4誘發Wistar大鼠之肝臟病理組織變化 

Figure 17. Effects of water extracts of Djulis (WECF) and three bioactive compounds on 

liver in rats induced by CCl4 treatment：(a) Control group; (b) 50% CCl4;(c) Rutin (1 g/kg 

bw)+ CCl4; (d) Betanin (1 g/kg bw)+ CCl4 group; (e) Kaempferol (1 g/kg bw)+ CCl4; (f) 

Silymarin (100 mg/kg bw)+CCl4 group; (g) WECF (0.5 mg/kg bw)+CCl4 groups; (h) 

WECF (1 mg/kg bw)+CCl4 groups; (i) WECF (2.5 mg/ kg bw)+CCl4 groups ; (j) WECF 

(2.5 mg/kg bw). 
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表五 紅藜水萃取物及其三種活性成分對酒精誘發大鼠體重及相對臟器重量之影響 

Table 5. Effects of water extracts of Djulis (WECF) and their bioactive compounds on body 

weight and relative organ weights in rats treated with ethanol (EtOH) 

Groups 
Initial body 

weight (g) 

Final body 

weight (g) 

Relative organ weights (%) 

Liver Kidney 

Control 257.17±4.26 489.13±29.14 3.02±0.37 0.77±0.08 

EtOH 269.83±9.95 416.20±23.25
＃
 3.63±0.27

＃
 0.80±0.07 

Silymarin (100 mg/kg bw)+ EtOH 270.96±9.35 447.49±65.49 3.49±0.36 0.77±0.05 

Rutin (1.0 μg/kg bw)+ EtOH 277.34±9.51 427.90±39.39 3.62±0.20 0.80±0.06 

Betanin (1.0 μg/kg bw)+ EtOH 274.55±11.46 446.33±31.34 3.60±0.29 0.80±0.07 

Kaempferol (1.0 μg/kg bw)+ EtOH 265.56±3.21 446.84±28.68 3.45±0.15 0.83±0.07 

WECF (0.5 mg/kg bw)+ EtOH 276.30±8.73 429.60±34.25 3.67±0.13 0.82±0.03 

WECF (1.0 mg/kg bw)+ EtOH 274.76±12.19 427.50±36.00 3.80±0.41 0.85±0.09 

WECF (2.5 mg/kg bw)+ EtOH 269.53±4.70 445.64±49.95 3.50±0.28 0.79±0.09 

WECF (2.5 mg/kg bw) 275.43±4.74 503.33±36.31 3.13±0.05 0.78±0.05 

Values are means ± SD for six rats per group. Results were all statistically analyzed with LSD 

test. 
#
Significant difference from the control group (p < 0.05). 

*
Significant difference from the 

EtOH group (p < 0.05). Relative organ weight (%) =organ weight (g) / final body weight (g) × 

100. 
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表六 紅藜水萃取物及其三種活性成分對酒精誘發大鼠血清生化值之影響 

Table 6. Effects of water extracts of Djulis (WECF) and their bioactive compounds on serum biochemical values in rats treated with ethanol 

(EtOH)   

Values are means ± SD for six rats per group. Results were all statistically analyzed with LSD test. 
#
Significant difference from the control 

group (p < 0.05). 
*
Significant difference from the EtOH group (p < 0.05). AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; 

BUN, blood urea nitrogen; CRE, creatinine; CHOL, choesteral; TG, triglycerol. 

  

Groups 
AST ALT BUN CRE CHOL TG 

(U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) 

Control 105±15 47±11 20±2 0.75±0.06 63.7±1.2 82.3±24.0 

EtOH 110±12 52±10 22±4 0.72±0.02 71.5±15.6 153.0±17.3
＃
 

Silymarin (100 mg/kg bw)+ EtOH 102±14 47±10 21±3 0.72±0.05 75.1±11.5 153.2±39.1 

Rutin (1.0 μg/kg bw)+ EtOH 109±3 48±4 18±1 0.68±0.06 80.2±20.4 128.8±27.9 

Betanin (1.0 μg/kg bw)+ EtOH 103±13 50±13 23±3 0.73±0.04 71.0±10.9 139.8±39.6 

Kaempferol (1.0 μg/kg bw)+ EtOH 100±12 42±7 19±1 0.67±0.01 66.1±8.2 121.5±29.9 

WECF (0.5 mg/kg bw)+ EtOH 100±4 42±9 20±1 0.68±0.04 62.7±8.7 145.7±5.7 

WECF (1.0 mg/kg bw)+ EtOH 102±10 52±12 22±4 0.68±0.01 70.9±8.7 130.2±23.8 

WECF (2.5 mg/kg bw)+ EtOH 100±28 45±12 20±2 0.70±0.06 69.0±10.1 110.2±14.6
*
 

WECF (2.5 mg/kg bw) 88±5 45±12 21±2 0.74±0.12 69.5±2.1 119.0±31.1 



47 

 

表七 紅藜水萃取物及其三種活性成分對酒精誘發大鼠抗氧化酵素及榖胱甘肽之影響 

Table 7. Effects of water extracts of Djulis (WECF) and their bioactive compounds on glutathione (GSH) and antioxidant enzymes activities 

in rats treated with ethanol (EtOH) 

Values are means ± SD for six rats per group. Results were all statistically analyzed with LSD test. 
#
Significant difference from the control 

group (p < 0.05). 
*
Significant difference from the EtOH group (p < 0.05). GSH, glutathione, SOD, superoxide dismutase; GPx, glutathione 

peroxidase; CAT, catalase. 

 

 

Groups 
GSH 

(nmole /g Liver ) 

SOD 

(U / g Liver) 

GPx 

(U / g Liver ) 

CAT 

(nU /g Liver ) 

Control 260±57 1464±367 118±16 624±37 

EtOH 700±63
＃
 918±173

＃
 115±16 461±14

＃
 

Silymarin (100 mg/kg bw)+ EtOH 493±123
*
 701±106 130±31 734±119

*
 

Rutin (1.0 μg/kg bw)+ EtOH 522±124
*
 1210±176

*
 117±17 467±33 

Betanin (1.0 μg/kg bw)+ EtOH 527±125 860±86 113±9 660±146 

Kaempferol (1.0 μg/kg bw)+ EtOH 461±119
*
 985±267 101±8 504±117 

WECF (0.5 mg/kg bw)+ EtOH 645±67 775±142 120±14 783±57
*
 

WECF (1.0 mg/kg bw)+ EtOH 500±134
*
 607±88 107±15 811±26

*
 

WECF (2.5 mg/kg bw)+ EtOH 461±58
*
 703±171 97±12 804±91

*
 

WECF (2.5 mg/kg bw) 733±70 1129±216 124±19 835±60
＃
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圖十八 紅藜水萃取物及其三種活性成分對酒精誘發 HepG2 之細胞作用 2 小時後對

TBARS 生成之影響 

Figure 18. Effects of water extracts of Djulis (WECF) and their bioactive compounds on 

thiobarbituric acid reaction substances (TBARS) formation in the liver of rats treated 

with ethanol (EtOH).Values are means ± SD for six rats per group. 
#
 significant difference 

from the control group (p < 0.05). * Significant difference from the EtOH group (p < 

0.05). 
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圖十九 紅藜水萃取物及其三種活性成分對酒精誘發大鼠DNA鍊斷裂之彗星試驗 

Figure 19. Effects of water extracts of Djulis (WECF) and their bioactive compounds on 

DNA strand breakage. Photomicrographs of comets (A) in lymphocyte stained with 

propidium iodide in different groups: (a) Control group; (b) ethanol (EtOH); (c) Rutin 

(1.0 μg/kg bw)+ EtOH; (d) Betanin (1.0 μg/kg bw)+ EtOH; (e) Kaempferol (1.0 μg/kg 

bw) + EtOH; (f) Silymarin (100 mg/kg bw)+ EtOH; (g) WECF (0.5 mg/kg bw)+ EtOH; 

(h) WECF (1.0 mg/kg bw)+ EtOH; (i) WECF (2.5 mg/kg bw)+ EtOH ; (j) WECF (2.5 

mg/kg bw) and genotoxicity of WECF on DNA strand breakage (B) in blood 

lymphocytes from rats treated with EtOH. Tail moment = percent of DNA in the tail × 

tail length (Tm). Data were presented as mean ± SEM. Results were all statistically 

analyzed with LSD test. 
#
 Significant difference from the control group (p < 0.05). * 

Significant difference from the EtOH group (p < 0.05). 
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圖二十 紅藜水萃取物及其三種活性成分對酒精誘發大鼠解毒酵素之 CYP2E1 的影響 

Figure 20. Effects of water extracts of Djulis (WECF) and their bioactive compounds on 

CYP2E1 activity in the liver microsomes of rats treated with ethanol (EtOH).Values are 

means ± SD for six rats per group. 
#
 Significant difference from the control group (p < 0.05). 

* Significant difference from the EtOH group (p < 0.05). 
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 (a)  (b) 

 (c)  (d) 

 (e)  (f) 

 (g)  (h) 

 (i)  (j) 

圖二十一 紅藜水萃取物及其三種活性成分對酒精誘發 Wistar 大鼠之肝臟病理組織變化 

Figure 21. Effects of water extracts of Djulis (WECF) and their bioactive compounds on the 

liver histological damage after ethanol (EtOH) treatment in rats. (a) Control group; fatty 

infiltration, slight (b) EtOH group; fatty infiltration, diffuse, severe (c) Silymarin (100 mg/kg) 

+ EtOH group; fatty infiltration, slight (d) Rutin (0.001 mg/kg) + EtOH group; fatty 

infiltration, diffuse, moderate (e) Betanin (0.001 mg/kg))+ EtOH group; fatty infiltration, 

slight (f) Kaempferol (0.001 mg/kg + EtOH group; fatty infiltration, moderate (g) WECF (0.5 

mg/kg)+ EtOH group; fatty infiltration, diffuse, moderate (h) WECF (1mg/kg)+ EtOH group; 

fatty infiltration, diffuse, slight to moderate (i) WECF (2.5 mg/kg)+ EtOH group; fatty 

infiltration, slight (j) WECF (2.5 mg/kg); fatty infiltration, slight. Magnification 400x. 
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圖二十二 紅藜萃取物對 SVEC4-10 細胞反應 16 小時之細胞生存性之影響 

Figure 22. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on SVEC4-10 cell viability. The cells 

were treated with WECF for 16 h. Data are presented by means ± SD (n=3). *(p < 0.05) 

compared with the control group. 
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圖二十三 紅藜萃取物對 SVEC4-10 細胞反應 16 小時對 NO 生成之影響。 

Figure 23. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on NO production in SVEC4-10 cells. 

The cells were treated with WECF for 16 h. Data are presented by means ± SD (n=3). *(p < 

0.05) compared with the control. 
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圖二十四 紅藜萃取物對 SVEC4-10 細胞反應 14 小時對 eNOS 基因表現之影響 

Figure 24. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on eNOS expression in SVEC4-10 

cells. The cells were treated with WECF for 14 h. Data are presented by means ± SD (n=3). 

*(p < 0.05) compared with the control. 
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圖二十五 紅藜萃取物對 SVEC4-10 細胞反應 4 小時對 PGI2 生成之影響。 

Figure 25. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on PGI2 production in SVEC4-10 cells. 

The cells were treated with WECF for 4 h. Data are presented by means ± SD (n=3). *(p < 

0.05) compared with the control. 
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圖二十六 紅藜萃取物對 SVEC4-10 細胞反應 2 小時對 COX-2 基因表現之影響 

Figure 26. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on COX-2 expression in SVEC4-10 

cells. The cells were treated with WECF for 2 h. Data are presented by means ± SD (n=3). *(p 

< 0.05) compared with the control. 
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圖二十七 紅藜萃取物對 SVEC4-10 細胞反應 20 小時對 Ca

2+之影響 

Figure 27. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on Ca
2+

 in SVEC4-10 cells. 

The cells were treated with WECF for 20 h. Data are presented by means ± SD 

(n=3). *(p < 0.05) compared with the control. 
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圖二十八 紅藜萃取物對 SVEC4-10 細胞反應 16 小時對 peroxynitrite 之影響 

Figure 28. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on peroxynitrite in 

SVEC4-10 cells. The cells were treated with WECF for 16 h. Data are presented by 

means ± SD (n=3). *(p < 0.05) compared with the control. 
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圖二十九 紅藜萃取物對 H2O2 誘發 SVEC4-10 細胞反應 2 小時之 ROS 之影響。 

Figure 29. Effects of water extracts of Djulis (WECF) on ROS production in 1 mM 

H2O2-induced SVEC4-10 cells. The cells were treated with WECF and exposed to 1 mM 

H2O2 for 2h. Data are presented by means ± SD (n=3). 
#
(p < 0.05) compared with the control 

group. *(p < 0.05) compared with 1 mM H2O2- induced cells alone. 
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圖三十 Betanin, Kaempferol and Rutin 對 SVEC4-10 細胞反應 16 小時之細胞生存性 

之影響 

Figure 30. Effects of Betanin, Kaempferol and Rutin on SVCE4-10 cell viability. The cells 

were treated with different concentrations of Betanin, Kaempferol and Rutin for 16 h. Data 

are presented by means ± SD (n=3). *(p < 0.05) compared with the control group. 
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圖三十一 Betanin, Kaempferol and Rutin 對 SVEC4-10 細胞反應 16 小時對 NO 生成

之影響。 

Figure 31. Effects of Betanin, Kaempferol and Rutin on NO production in SVEC4-10 

cells. The cells were treated with different concentrations of Betanin, Kaempferol and 

Rutin for 16 h. Data are presented by means ± SD (n=3). *(p < 0.05) compared with the 

control 
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圖三十二 Betanin, Kaempferol and Rutin 對 SVEC4-10 細胞反應 14 小時對 eNOS 

基因表現之影響 

Figure 32. Effects of Betanin, Kaempferol and Rutin at 25 μM on eNOS expression in 

SVEC4-10 cells. The cells were treated with Betanin, Kaempferol and Rutin for 14 h. Data 

are presented by means ± SD (n=3). *(p < 0.05) compared with the control 
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圖三十三 Betanin, Kaempferol and Rutin 對 SVEC4-10 細胞反應 4 小時對 PGI2

生成之影響。 

Figure 34. Effects of water extracts of Betanin, Kaempferol and Rutin on PGI2 

production in SVEC4-10 cells. The cells were treated with different concentrations 

of Betanin, Kaempferol and Rutin for 4 h. Data are presented by means ± SD (n=3). 

*(p < 0.05) compared with the control 
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圖三十四 Betanin, Kaempferol and Rutin 對 SVEC4-10 細胞反應 2 小時對 COX-2 基因表

現之影響 

Figure 34. Effects of Betanin, Kaempferol and Rutin at 25 μM on COX-2 expression in 

SVEC4-10 cells. The cells were treated with Betanin, Kaempferol and Rutin for 2 h. Data are 

presented by means ± SD (n=3). *(p < 0.05) compared with the control 
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圖三十五 Betanin, Kaempferol and Rutin 對 SVEC4-10 細胞反應 20 小時對 Ca

2+
 之影響 

Figure 35. Effects of Betanin, Kaempferol and Rutin on Ca
2+

 in SVEC4-10 cells. The cells 

were treated with different concentrations of Betanin, Kaempferol and Rutin for 20 h. Data 

are presented by means ± SD (n=3). *(p < 0.05) compared with the control. 
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圖三十六 Betanin, Kaempferol and Rutin 對 SVEC4-10 細胞反應 16 小時對 peroxynitrite 

之影響 

Figure 36. Effects of Betanin, Kaempferol and Rutin on peroxynitrite in SVEC4-10 cells. 

The cells were treated with different concentrations of Betanin, Kaempferol and Rutin for 

16 h. Data are presented by means ± SD (n=3). *(p < 0.05) compared with the control. 
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圖三十七 Betanin, Kaempferol and Rutin 對 H2O2 誘發 SVEC4-10 細胞反應 2 小時之 ROS

之影響。 

Figure 37. Effects of Betanin, Kaempferol and Rutin on ROS production in 1 mM 

H2O2-induced SVEC4-104-10 cells. The cells were treated with different concentrations of 

Betanin, Kaempferol and Rutin and exposed to 1 mM H2O2 for 2h. Data are presented by 

means ± SD (n=3). #(p < 0.05) compared with the control group. *(p < 0.05) compared with 1 

mM H2O2- induced cells alone. 
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表八 紅藜萃取物對血管緊縮素轉移酶之抑制率 

Table 8. The inhibitory effect of water extracts of Djulis (Chenopodium formosaneum) 

(WECF) on angiotensin converting enzyme  

Concentration (g/ml) Inhibition (%) IC50 (g/ml) 

100 24.07 ± 0.03
c
 

261.31 ± 0.94  
250 48.15 ± 0.11

bc
 

500 74.07 ± 0.05
ab

 

Captopril (1M) 81.48 ± 0.06
a
 

Experiments were done in triplicates. Values are expressed as the means ± SD. Mean with 

different lower case subscripts in the same column is significantly different (P< 0.05) by 

Duncan's test. 

 

 

 

 

表九 Betanin, Kaemfperol and Rutin 對血管緊縮素轉移酶之抑制率 

Table 9. The inhibitory effect of Betanin, Kaemfperol and Rutin on angiotensin converting 

enzyme 

Concentration (M) Inhibition (%) IC50 (M) 

Betanin  

 

－ 

10 14.81 ± 0.05
b
 

50 16.67 ± 0.08
b
 

100 25.00 ± 0.07
a
 

Kaempferol  

 

－ 
10 7.41 ± 0.05

c
 

50 20.99 ± 0.11
b
 

100 38.89 ± 0.08
b
 

Rutin  

 

65.81 ± 0.05 
10 14.81 ± 0.05

b
 

50 37.04 ± 0.06
b
 

100 79.63 ± 0.08
a
 

Captopril (1M) 81.48 ± 0.06
a
  

Experiments were done in triplicates. Values are expressed as the means ± SD. Mean with 

different lower case subscripts in the same column is significantly different (P< 0.05) by 

Duncan's test. 
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表十 紅藜水萃取物及其活性成分對 SHR 大鼠體重及相對臟器重量之影響 

Table 10. Effects of water extracts of Djulis (WECF) and its bioactive compounds on body 

weight and relative organ weights in spontaneously hypertensive rats 

Groups 
Initial 

body weight (g) 

9th day 

body weight (g) 

21st day 

body weight (g) 

Relative organ weights (%) 

Liver Kidney 

C 260.52±2.28 266.84±3.77 284.30±4.71 1.81±0.04
a
 0.60±0.01 

CA 271.65±2.48 276.60±5.02 287.40±4.53 2.20±0.03
b
 0.61±0.01 

H 260.78±3.31 266.31±2.17 282.23±2.53 2.12±0.05
b
 0.58±0.01 

M 263.80±3.31 266.72±2.65 283.85±3.33 2.12±0.04
b
 0.61±0.01 

L 272.13±4.36 278.23±3.37 290.25±4.26 2.18±0.07
b
 0.59±0.01 

R 264.06±2.95 264.36±5.20 280.56±2.50 2.13±0.08
b
 0.60±0.02 

B 271.35±5.33 274.53±4.37 288.27±3.02 2.07±0.04
b
 0.58±0.01 

Data were shown as mean±SEM (n=7). C: Control; CA: Captopril at 50 mg/kg bw; H: WECF 

at 100 mg/kg bw ; M: WECF at 50 mg/kg bw; L: WECF at 10 mg/kg bw; R: Rutin at 50 

mg/kg bw; B: Betanin at 50 mg/kg bw. Values in the same column with different superscript 

letter are significantly different at p < 0.05 analyzed by Duncan test. 
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表十一 紅藜萃取物及其活性成分對對 SHR 大鼠收縮壓之影響 

Table 11. Effect of water extracts of Djulis (WECF) and its bioactive compounds on systolic blood pressure in spontaneously hypertensive rats 

Data were shown as mean±SEM (n=7). C: Control; CA: Captopril at 50 mg/kg bw; H: WECF at 100 mg/kg bw ; M: WECF at 50 mg/kg bw; L: 

WECF at 10 mg/kg bw ;R: Rutin at 50 mg/kg bw ;B: Betanin at 50 mg/kg bw. 
*
represent significantly different from the day 0 at p < 0.05 

analyzed by paired-t test. Values in the same column with different superscript letter
 (a-d)

 are significantly different at p < 0.05 analyzed by 

Duncan test. Systolic blood pressure=SBP / HR x AveHR, HR: heartbeat rate, AveHR: average heartbeat rate. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Days 

Groups 
0 2 4 6 9 13 17 21 

C 175.8±3.7 180.2±5.9 173.6±2.6 178.5±4.4 176.3±6.7
b
 174.3±9.8 176.6±8.6 175.5±7.0

b 

CA 206.0±6.3 172.9±4.5* 158.0±6.1* 150.7±5.7* 155.7±4.0*
a
 149.1±8.2* 154.9±7.4* 151.1±7.2*

a
 

H 199.9±5.2 187.7±8.4 177.9±9.6* 176.7±4.7* 178.0±4.3*
b 

179.2±3.4* 181.0±3.7* 178.7±2.5*
b
 

M 202.3±9.6 200.0±7.4 186.3±5.6 187.2±6.1 185.2±7.1
bc

 180.7±5.2 187.2±8.5 200.3±5.6
c
 

L 215.6±11.7 199.3±7.1 197.8±10.2 196.5±5.4 203.1±6.2
c
 197.9±5.0 203.4±3.6 205.8±8.4

c
 

R 214.8±9.0 190.1±6.2 198.4±6.6 188.3±5.9 184.5±7.8
bc

 190.9±8.0 172.7±5.0* 175.3±5.0*
b 

B 200.3±6.9 190.5±8.0 194.8±9.7 188.5±8.2 193.5±4.2
bc

 196.0±8.8 187.7±8.6 187.6±5.2
bc
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表十二 紅藜萃取物及其活性成分對對 SHR 大鼠舒張壓之影響 

Table 12. Effect of water extracts of Djulis (WECF) and its bioactive compounds on diastolic blood pressure in spontaneously hypertensive rats 

Data were shown as mean±SEM (n=7). C: Control; CA: Captopril at 50 mg/kg bw; H: WECF at 100 mg/kg bw ; M: WECF at 50 mg/kg bw; L: 

WECF at 10 mg/kg bw ;R: Rutin at 50 mg/kg bw ;B: Betanin at 50 mg/kg bw. 
*
represent significantly different from the day 0 at p < 0.05 

analyzed by paired-t test. Values in the same column with different superscript letter
 
are significantly different at p < 0.05 analyzed by Duncan 

test. Diastolic blood pressure=DBP / HR x AveHR, HR: heartbeat rate, AveHR: average heartbeat rate. 

 

 

 

 

Days 

Groups 
0 2 4 6 9 13 17 21 

C 98.7±3.5 105.1±3.6 91.2±6.0 99.3±4.2 101.8±6.3
b
 105.6±6.8 96.3±8.9 92.6±6.4

ab
 

CA 132.3±6.1 102.3±6.4* 93.5±4.9* 90.5±5.1* 83.8±5.6*
a
 88.2±6.1* 95.0±5.8* 84.5±7.5*

a
 

H 126.0±5.2 117.7±5.4 104.2±8.5* 104.8±4.1* 108.4±5.3*
b
 109.9±3.4* 110.2±3.4* 110.7±5.2*

bc
 

M 124.3±4.5 121.1±8.9 112.8±5.9 118.3±7.5 119.1±4.5
b
 118.3±3.8 107.9±6.3 120.1±5.0

c
 

L 131.8±9.2 126.5±6.8 111.8±7.8 107.0±5.3 113.8±6.3
b
 113.8±5.4 121.1±5.6 122.0±5.8

c 

R 127.7±9.9 122.1±7.3 124.8±6.6 116.2±4.1 111.1±3.9
b
 123.2±5.8 99.5±5.2* 105.5±4.7*

bc
 

B 122.3±9.3 112.1±8.3 115.0±5.9 108.2±6.4 113.6±6.5
b
 120.2±8.7 120.3±10.1 114.4±6.3

c
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科技部補助專題研究計畫出席國際學術會議心得報告 

                                   日期： 2016 年 3 月 4 日 

                                 

一、 參加會議經過 

    亞洲肝臟研究協會(Asian Pacific Association for the Study of the Liver, APASL)每年

舉辦一次年會，今年為第 25 屆年會於東京新高輪國際會議中心舉行。筆者曾於多年前

參加過在曼谷舉辦之 APASL 之年會，對於當年參加人數及參與者提出之論文品質印象

深刻。 

    本次年會於 2 月 20 日註冊，並舉辦一日課程之 post graduate course，隔日舉行開

幕式。日本親王 Tomohito of Mikasa 女兒特地來致歡迎詞，除了歡迎與會者參加外，

並特別感謝專家、學者對肝病之研究做出貢獻，期許再接再厲，解決人類共有疾病。

另外，日籍榮譽主席 Masau Omato 亦致詞表示 APASL 今年年會主要有三目的，分別

是將過去每二年舉辦的年會改為每年舉行，其次，每年另於不同國家舉辦 2 至 4 次之

單一主題研討會，再者是發行每年 6 次的 Heptology International 的期刊，以利學術教

育推廣發展目的。本次年會主席日籍 Osma Yokosuka 亦於大會中報告今年共有來自 60

個以上國家共約 4000 人參加，並提出約 1500 篇之論文發表，顯示 APASL 是一個組織

極為可觀的協會。 

計畫編號 MOST－102－2313－B041－001－MY3 

計畫名稱 紅藜及其活性成分之護肝效應與輔助調節血壓之研究 

出國人員

姓名 
杜平悳 

服務機構

及職稱 
嘉南藥理大學食品科技系教授 

會議時間 
2016年 2月 20日至

2016 年 2 月 24 日 
會議地點 日本 東京 

會議名稱 

(中文)第 25 屆亞洲肝臟研究協會(Asian Pacific Association for the Study of the 

Liver, APASL): 

(英文) 25
th
 Conference of the Asian Pacific Association for the Study of 

the Liver 

發表題目 

(中文) 紅藜及其活性成分對四氯化碳引發肝損傷之護肝效應 

(英文)The protective effect of Djulis and its bioactive compounds against 

CCl4-induced liver injury 
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今年探討之主題為 Modern Hepatology，重點包含 21 日之 HCV day，22 日之 HBV，23

日之 HCC/NASH day，24 日之 WHO/Civil day。換言之，將肝病之發展型態及其相對

應屬性之論文於當日發表。在大會開幕歡迎儀式後，緊接著大會安排一些演講，分別

是美籍之 Martin 講述近幾十年來 nucleotide drugs 對 HCV 之最新治療方式，其中

tenofovirDF(TDF)結合 nucleotide 在 HCV 治療上已有很好表現，另外有些藥物雖被允

許使用，但在其他國家則仍被禁止。日籍 Masao Omata 在其 Barriers of HCV treatment in 

Asia Pacific 報告中指出肝病患者有 70-80%罹患 C 肝炎，在其 350 病患治療處理 6 個

月過程中，HCV患者人數大為降低，並講述其治療方式。大陸學者Lai Wei則在其Barrier 

of HCV treatment in China 報告，指出在中國大陸大約有 1 千萬人罹患 HCV，而真正接

受治療大約只有 1.6%，另對 HCV 不了解亦是造成 HCV 患者增加之主因，再者據其估

計對 HCV 之不了解及教育推廣不足，所衍生之健康醫療支出將更為嚴峻。我國高醫教

授莊萬隆以其多年研究及臨床醫療過程中發表 Treatment of HCV，從最初使用

Interferon 至後來最新藥物結合方式治療 HCV 等作解釋。埃及學者 Alaaeldin Lbrahin

演講 Gentype 4 題目，讓人吸睛是其將 HCV 病毒與恐怖分子作等號譬喻，並以金恩博

士名言”I have a dream”作結束，其期待在埃及有朝一日能將 HCV 消滅，作為他的夢

想，此說法贏得聽眾熱烈鼓掌鼓勵。日籍 Shin Maeda 教授在其 Hepatocarcinogensis in 

mouse model 中指出其以 diethylnitrosamines 作為誘導致癌，並以 5 mg/kg 劑量注射入

mouse，8 個月後犧牲，利用此 model 探討對 HCC 之發展及發想性，以及以氧化壓力

之訊息途徑進一步瞭解肝細胞死亡及 myeloid 之關聯性。土耳其籍之 Necati Ormecl 報

告 Biomarker andimaging of NASH，其整理 NASH 不同生化 marker 與不同 imaging 處

理之指標，並很完整敘述各種指標用途。南韓籍之 Dong Joon Kim 則在 Alcohol liver 

disease as systemic disease 主題報告中，敘述酒精對腸胃道包括對菌叢等影響。日籍

Keisuke Hino 在 oxidative stress and NASH 中提出 ROS 對粒線體的影響，其次鐵離子

之螯合可抑制 ROS 生成外，另可抑制疾病及肝癌進一步發展。印尼籍 Rino Alvani Gnni

在其報告中分別提出 Guideline of NASH in Asia 及 Europe 之處理原則，整體而言，

NASH/NAFLD 在亞洲所發生問題較歐洲多，但處理治療頻率卻較歐洲少。日籍 Toshiji 

Saihara 在其 Treatment of NASH based on metabolic syndrome 中很詳細報告指出肥胖、

糖尿病等與 HCC 皆有關連性，而運動、合理飲食控制對 NASH 治療有其關連性。另

外，大會也安排專家、學者利用中午用餐時間做精闢之演講，其中印象深刻是，23 日

中午之 Confirming the real-world value of HCV therapy。共有四個國家(包含美國、中華

民國、日本、南韓)不同專家提出其個人在 HCV 之治療及政府之因應措施，其中我國

高醫余明隆教授也提出精闢見解，印象較深刻是他提出，由於民眾對 C 肝認識不清及

台灣健保用藥關係，使得我國在 C 肝治療上尚有努力提升之空間。除了參加上述口頭

論文報告外，每位壁報論文發表者必須口頭陳述三分鐘，另二分鐘接受提問，算來也

是短時間之口頭報告。筆者所提出之論文題目為 The protective effect of Djulis and its 

bioactive compounds against CCl4-induced liver injury，除了口頭報告外，Chiba 大學之

研究學者亦當場對筆者提出有關 Djulis 生長、應用上之問題。 

 

二、與會心得 

        綜合這次研討會，筆者提出下列幾項心得： 

1. 本次研討會聚焦在 HCV 探討，主要原因在於由先前以 Interferone 治療因有其不

良副作 用，目前已有結合型藥物可殺死 C 肝病毒，因此研究者眾。 
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2. 結合型藥物取代過去單一藥物療法仍是未來治療 C 肝主要方向。 

3. 認知與教育推廣是治療 C 肝第一道防線。 

4. 肥胖或糖尿病等代謝症狀對 HCV 或 HCC 有絕對影響性。 

5. 營養不均衡或缺乏運動與 NASH 等症狀有關。 

6. 本次成果報告以臨床醫療報告居多，對機轉之了解反而不多。 

7. 藥物治療方式對 HCV、NASH、NAFLD 等較受青睞。相對而言，以食物療法在

臨床醫療上並不受重視。 

8. 有藥廠提供之藥物配合醫師之臨床醫療無論在實務上或應用上皆有方便性。 

9. 動物實驗有其重要性，惟應用在臨床醫療上仍有段距離 

10. 筆者研究領域在天然食材之機轉探討，雖在 in vitro 與 in vivo model 皆運用在試驗

設計上，且也與醫學中心合作提出研究主題，惟未來仍需進一步尋求與醫學中心

合作針對 NASH 或 NAFLD 等主題作深入探討。 

 

三、發表論文全文或摘要 

The protective effect of Djulis and its bioactive compounds against CCl4-induced liver injury 

Shih-Ying Chen
a
, Charng-Cherng Chyau

b
 , Chin-Chen Chu

c,d
 , Pin-Der Duh

e,
* 

 

a
Department of Health and Nutrition, Chia Nan University of Pharmacy and Science, Tainan, 

Taiwan, R.O.C.
 b

Research Institute of Biotechnology, Hungkuang University, Taichung, Taiwan, 

R.O.C. 
c
Department of Anesthesiology, Chi-Mei Medical Center, Tainan, Taiwan, R.O.C. 

d
Department of Recreation and Health-Care Management, Chia Nan University of Pharmacy 

and Science, Tainan, Taiwan, R.O.C. 
e
Department of Food Science and Technology, Chia Nan 

University of Pharmacy and Science, Tainan, Taiwan, R.O.C. 

 

The protective effect of water extracts of Djulis (Chemopodium formosaneum, WECF) and its 

bioactive compounds, rutin, kaempherol and betanin, against carbon tetrachloride-induced liver 

injuly in rats was investigated. Rutin, kaempherol, betanin and another three compounds were 

identified and present in WECF using HPLC-DAD and HPLC-MS/MS analysis. Oral 

administration of WECF to rats at 2.5 mg/kgbw for 28 consecutive days before a single dose of 

CCl4 demonstrated a significantly lowered serum aspartate aminotransferase (AST) and alanine 

aminotransferase (ALT) levels, and attenuated histopathological changes in CCl4-treated rats. 

Although WECF induced CYP2E1 activity, WECF inhibited lipid peroxidation, restored 

hepatic glutathione (GSH), enhanced superoxide dismutase (SOD), and reduced DNA damage 

in CCl4-treated rats, which explained the antioxidant action and suppressed oxidative stress. 

Rutin, kaempherol and betanin at 1.0 μg/kgbw significantly restored GSH levels and reduced 

DNA damage in CCl4-treated rats. In addition, betanin at 1.0 μg/kgbw increased SOD activity. 

Taken together, this study is the first time to demonstrate that WECF protects rat liver from 

CCL4-treated liver injury due mainly to attenuating oxidative stress. The presence of bioactive 

compounds in WECF may partly be responsible for the hepatoprotection of WECF.    

四、建議: 無 
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五、攜回資料名稱及內容: 會議議程與摘要光碟 

六、其他 
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