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摘要：氧壓與發炎反應是影響動脈粥狀硬化形成最重要的因素與促進者，由於影響血管內皮黏

附分子的表現，在動脈粥狀硬化形成和慢性發炎中扮演重要角色。許多研究顯示膳食補充大豆食

品可降低心血管疾病，尤其是大豆含有豐富的異黃酮，主要以genistein、daidzein為主，具有良好

的抗氧化能力。本研究主要探討大豆異黃酮genistein和daidzein對前發炎細胞激素腫瘤壞死因子

（TNF-α）誘導人類主動脈內皮細胞(human aortic endothelial cells；HAECs)發炎反應的影響。隨

著 HAECs處理 geniste in和 daidzein的濃度增加，而能明顯的抑制 TNF-α誘發HAECs

對 單 核 球 (U937) 的 吸 附 能 力 ， 濃 度 為 150μM genistein時 ， 吸 附 能 力 只 剩

48.2±8.0%；濃度為150μM daidzein時，為 47.2±4 .9%；利用西方墨點法 (western blo t)

分析 HAECs黏附分子的表現，當處理 genistein濃度為100μM及150μM時， TNF-α

誘 發 HAECsVCAM-1 表 現 量 為 49.9±6.3%及34.6±6.0%，當 daidzein 濃 度 為100μM及

150μM時，VCAM-1表現量為 93.7±1.1%及 88.5±1.7%；而在 genistein濃度為100μM

及150μM時 ， ICAM-1表 現 量 為 71.5±3.3%及 37.1±4.7%， daidzein濃 度 為100μM及

150μM時， ICAM-1為 70.9±4.6%及 68 .9±0.1%。綜合研究顯示genistein及daidzein能有效

的抑制TNF-α誘發HAECs表現黏附分子，因而降低HAECs對單核球的吸附能力，有助於減緩發

炎反應及動脈粥狀硬化的進展。
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Abstract: Oxidative stress and inflammation are regarded as crucial contributors and promoters of

arteriosclerosis. In addition, the altered expression of cell-adhesion molecules by the arterial

endothelium plays a major role during arteriosclerosis and chronic inflammation. Several studies have

demonstrated that including soy-based foods as part of dietary intakes is associated with reduced

cardiovascular risk. Specifically, soybeans are rich in isoflavones (genistein and daidzein).

Antioxidants may modulate oxidative stress, which in turn may trigger intracellular signaling pathways

that can influence the expression and atherogenesis gene and adhesion molecules. Anti-inflammatory

research has indicated that TNF-α can induce the production of human aortic endothelial cells 

(HAECs), resulting in an inflammatory reaction. Investigations into the effect of adhesion to the

HAECs by genistein and daidzein in monocytes (U937) indicated that the adhesion of monocytes on

HAECs was inhibited, and the genistein and daidzein concentrations increased. Western blot was used

to analyze genistein and daidzein in HAECs on TNF-α to induce the production of cell-adhesion factors

VCAM-1 and ICAM-1. The results suggested that the inhibition effect of genistein is more effective

than that of daidzein. Both genistein and daidzein showed adhesion-factor performance, as induced by

anti-oxidation and anti-inflammatory reactions. These isoflavones could therefore have a substantial

effect on the prevention of arteriosclerosis, and play a prominent role in further research into the

anti-inflammatory mechanism.
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1. 前言

大豆富含抗氧化物質，包括異黃酮(isoflavones)、大豆皂素(saponin)、花青素、維生素 E 等，

另外 genistein 和 daidzein 是大豆中主要的異黃酮，由於異黃酮的化學結構，使其具有雌激素、抗

黴菌、抗癌的特性。其中以 genistein 抗癌效果最好(Adlercreutz et al., 1993；Morton et al., 1994)，

其抗癌機制是抑制酪胺酸激酶(tyrosine kinase)及 DNA topoisomerase 的活性(Boos and Stopper,

2000)。

攝取過量的飽和脂肪酸或膽固醇，蓄積在血管內容易引起高血壓、高血脂症、動脈硬化、心

肌梗塞等心血管疾病。異黃酮可提高 LDL受體的活性，促進 LDL中膽固醇的代謝，利於降低血

清膽固醇(Jenkins et al., 2002)，並且可抑制 ox-LDL所導致內皮的損傷(Chin-Dusting et al., 2001)

以降低心血管疾病之危險因子，預防心血管疾病(Tikkanen and Adlercreutz, 2000; van der Schouw

et al., 2000)。根據研究顯示genistein可阻止膽固醇氧化，血小板凝集、平滑肌細胞的增殖及抑制

動脈粥狀硬化脂肪斑的形成(Murphy et al., 1993)。此外，在動物實驗中，添加配糖基(aglycone)

形式的異黃酮，可減少餵食含1% 膽固醇食物的兔子動脈粥狀硬化的發生，減少血管粥狀硬化的

病灶處、抑制 ox-LDL及降低血漿中丙二醛(malondialdehyde)的濃度(Yamakoshi et al., 2000)。

被活化的巨噬細胞釋放 TNF-α 後便會開啟發炎反應，造成內皮細胞活化(Zhang et al.,
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2009)、增加血管的穿透性(Brett et al., 1989)、黏附分子的表現(Fu et al., 2011)、誘導細胞激素和

生長因子的產生(Nawroth et al., 1986；Hajjar et al., 1987)、自由基的形成(Paoletti et al., 2009)、以

及血管的生成(angiogenesis)；其結果會導致內皮的功能受損而促進栓塞、血管痙攣和閉塞(Densem

et al., 2001)；此外，TNF-α 也會趨附至平滑肌細胞和淋巴球而促使動脈粥狀硬化和發炎反應的發

生（Jovinge et al., 1997）。

當組織受傷或受微生物侵入時，會引起發炎反應(inflammation)，造成微血管擴張、血流加

速、血管通透性增加及白血球遷移至發炎部位，進而吞噬或稀釋病原體及受傷組織。TNF-α 是

在發炎過程中，由巨噬細胞、單核球、T 淋巴球、B 淋巴球與纖維母細胞分泌的細胞激素之一，

主要受細菌內毒素(如脂多醣類:lipopolysaccharide, LPS)、病毒、氧化自由基或缺氧狀態之刺激而

產生。TNF-α 是一種促發炎細胞激素(pro-inflammatory cytokines)，會導致血管內皮通透性增加，

發炎反應的生理效應會活化訊號階梯(signaling cascades)，啟動特定基因表現，其中包括活化

NF-κB(nuclear factor-kappa B)路徑來增加發炎基因之表現，這些基因包括： ICAM-1(intercellular

adhesion molecule-1) 、 VCAM-1(vascular cell adhesion molecule-1) 或 E-selectin(endothelial

cells-selectin)等(Kempe et al., 2005)，影響血球細胞內皮細胞之黏著。

在動脈粥狀硬化的病理過程中，最明顯的特徵為損傷的初期，受傷的內皮層會大量增加黏附

的單核球細胞，接著會因為內皮層的通透性改變而使單核球穿透血管壁，而這些過程跟內皮細胞

的發炎息息相關，其中細胞表面的黏附分子則扮演一個重要角色(Langston et al., 2007)。將血液

中循環的單核球吸附至動脈內皮表面上是導致動脈粥狀硬化形成過程中最早發生的步驟(Ross,

1999)。許多的研究也發現在人類動脈粥狀硬化的損傷部位有黏附分子過量表現的情形(Printseva

et al., 1992)。在動脈內皮與淋巴球和巨噬細胞的相互作用上更觀察到 ICAM-1 與 E-selectin 均有

大量的增加(Wal et al., 1992)，而牽涉到心血管病理過程主要有三群黏附分子包括: selectins、

integrins 以及免疫蛋白基因超家族(immunoglobulin superfamily) 如 ICAM-1、VCAM-1 及血小板

內皮細胞黏附分子(platelet endothelial cell adhesion molecule-1, PECAM-1)。

目前對動脈粥狀硬化相關疾病的醫療方式，已逐漸由治療醫學轉向預防醫學為重。本研究主

要探討大豆異黃酮genistein及daidzein對人類動脈內皮細胞之細胞毒性，螢光顯微鏡觀察內皮細胞

-單核球黏附分析，最後利用西方墨點法（western blot）測定genistein及daidzein處理人類動脈內

皮細胞(human aortic endothelial cells)，對於 TNF-α誘發下其細胞表現黏附分子的情形。進而達到

預防動脈硬化等疾病，並可提昇大豆的營養價值與保健應用。

2. 材料與方法

2.1 Genistein 和 Daidzein:
genistein 購自 Sigma-Aldrich, Inc., Cas. No. 446-72-0 和 daidzein 購自 Sigma-Aldrich, Inc., Cas.

No. 486-66-8。

2.2 細胞培養

人類主動脈內皮細胞株 (human aortic endothelial cells, HAECs) (購自Cascade Biologics, Inc.,

U.S.A., Cat. No. C-006-5C) 。使用M 200 培養液 (購自Cascade Biologics, Inc., U.S.A., Cat. No.
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M-200-500) 、添加低血清生長因子 (low serum growth supplement; LSGS; 購自Cascade Biologics,

Inc., U.S.A., Cat. No. S-003-10)、10%胎牛血清(FBetal Bovine serum; FBS; 購自JRH biosciences,

Inc., Cat. No. 12203-500M)和抗生素 (antibiotic-antimycotic; 購自Gibco Co., Cat. No. 15240-062)

之混合液態培養基，在含 5% CO2 及飽和水蒸氣的 37℃培養箱中培養，且每 72~96 小時更換一次

培養液，並於confluence時做次培養。培養期間定期以倒立顯微鏡觀察細胞形態之完整性及生長

速度。

人類單核球細胞株 (monocytic cell line) U937 (購自ATCC., ATCC No. CRL-1593.2TM) 。含 5%

CO2及飽和水蒸氣的 37℃培養箱中培養於RPMI 1640含 2.05 mM L-glutamine(購自Gibco Co., Cat.

No. 51501) 培養液，使用前添加 10% FBS和HEPES buffer solution (購自Gibco Co., Cat. No.

15630-080)，於confluence時做次培養。培養期間定期以倒立顯微鏡觀察細胞形態之完整性及生

長速度。

2.3 細胞毒性試驗
在 24-well 培養盤中，每個 well 接種 2 × 105 個 HAECs，待 24 小時後細胞附著，吸去培養液

並換入 2 ml 新鮮培養液，培養液中分別加入不同濃度的 genistein 和 daidzein (0μM、25μM、50μM、

100μM、150μM 和 200μM)處理細胞，培養 24 小時或 48 小時後，分別吸取培養液和細胞層，檢

測培養液中乳酸脫氫酶 (lactose dehydrogenase; LDH) 活性和以 MTT ( 3- ( 4,5-Dimethyl-

thiazol-2-yl) -2,5- diphenyl- tetrazoliumbromide, a tetrazole)method 檢測細胞層相對數量。每個濃度

進行三重複。

2.3.1 MTT method

MTT assay常被運用於檢測細胞增殖、存活率或毒性試驗。主要是依賴活性細胞粒線體內之

琥珀酸去氫酶(mitochondrial dehydrogenases)，能將黃色MTT還原成紫色的脂溶性MTT formazan

且堆積在細胞中，再以DMSO溶解並測其吸光值，所以當活細胞越多時，吸光值會越高。培養過

的細胞，吸去培養基後，分別加入 200 µl MTT溶液（濃度為 0.5 mg/mL）於培養箱中並反應 4

小時後，再加入 200 µl DMSO反應 5 分鐘，以溶解細胞，使用ELISA reader在 530/690 nm讀取吸

收光度，並以未加genistein或daidzein處理的細胞層之吸光值為對照組，並以含genistein或daidzein

(25μM、50μM、100μM、150μM和 200μM)處理的細胞層之吸光值除以未加genistein和daidzein對

照組之吸光值，計算出細胞之相對百分比(Green et al., 1984)。

2.3.2 LDH release assay

乳酸脫氫酶 (lactose dehydrogenase; LDH) 可以將lactate氧化成pyruvate，同時將NAD+還原成

NADH，NAD+還原成NADH之速率就相當於LDH濃度，用雙波長測定（340 及 383nm）。當細胞

膜破損或死亡後，細胞質所含的LDH會被釋放至細胞外而溶入培養液中，故將培養液以全自動

生化分析儀 (Dade Dimension RXL) 檢測LDH的含量，即可反應細胞膜破損之情況 (Bao et

al.,2005)。本實驗之正的控制組(positive control)為以 500 M H2O2 處理細胞。

2.4 內皮細胞/單核球細胞粘附試驗(Endothelial Cells/Monocyte Adhesion Assay)
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首先將U937 標記BCECF-AM (2’,7’-bis(2- carboxyethyl)- 5(6) carboxyfluresceinacetoxy-methyl

ester, Sigma Co., Cat. No. B8806)，做法如下:將U937 細胞移至離心管，以 1,600 rpm離心 5 分鐘，

再以不含血清的 RPMI 1640 培養基清洗cell pellet三次，最後將cell pellet 懸浮於 2 ml 不含血清

的RPMI 1640 medium，接著加入 16 l BCECF-AM (1 mg/ml)，於 37℃培養箱中培養 1 小時後，

以 1,600 rpm離心 5 分鐘，再以含 10% FBS RPMI 1640 培養基清洗cell pellet三次，最後將cell pellet

懸浮於 10% FBS RPMI 1640 培養基，最後濃度調整為 1 × 106 /ml之細胞懸浮液。

HAECs以不同濃度的genistein和daidzein (0μM、25μM、50μM、100μM和150μM)及negative

control處理細胞 18 小時，接著以 10ng/ml TNF-α反應 6 小時，除去培養液，分別加入 1 ml已被

BCECF-AM 標記U937細胞懸浮液，並放置於 37℃培養箱中均勻搖晃 1小時。移除未黏附的U937

單核球細胞後，以HBSS (w/w Ca2+,Mg2+) buffer solution洗三次。移除HBSS後加入 400 µl cell lysis

buffer (0.1% Tween 20 and 20% EtOH in PBS)。使用螢光測定儀以excitation:485nm；emission: 525

nm測定其螢光量。

2.5 西方轉漬法
HAECs 於 100 mm 培養皿中培養，約 8 分滿時，加入不同濃度之 genistein 和 daidzein 到培

養基中，分別為每毫升培養液含 genistein 或 daidzein 的濃度為0μM、25μM、50μM、100μM和

150μM，培養細胞 18 小時後，在每個孔洞中加入 10ng/ml TNF-α反應 6 小時，吸去培養皿中之

培養液，並以冰的 PBS 清洗兩次後，加入150 μl細胞溶解液(含 1% proteinase inhibitor)，再以刮

杓將細胞刮下，移至離心小管，以震盪器混合均勻，以 12,000 rpm，4℃離心 10 分鐘再抽取上清

液。以 BCA method 測定蛋白質濃度。蛋白質利用 10% SDS-PAGE 分析後，再轉漬於 PVDF 膜

上，PVDF 膜以 blocking solution(含 5% 脫脂奶粉、TTBS solution 及 0.04% NaN3)於室溫下作用 1

小時，再以 TTBS wash 2 次，每次 5 分鐘，加入一級抗體(mouse anti-human VCAM-1 or ICAM-1

1:1000，含 5%脫脂奶粉或 BSA)室溫作用 1 小時，以 TTBS wash 3 次，每次 10 分鐘，再加入二

級抗體(goat anti-mouse IgG 1:3000，含 5%脫脂奶粉)室溫作用 1 小時，以 TTBS wash 3 次，每次

10 分鐘。之後，加入適量的 chemiluminescence reagent(購自 PerkinElmer Inc ; reagent A: reagent B

=1:1)至 PVDF 膜上顯影。使用 GeneSnap 影像系統 (GeneSnap Image Acquistition software,

Copyright©1993-2007 Synoptics Ltd., Version: 7.01.06) 擷取西方墨點之蛋白質電泳影像圖片及利

用 Gene tools (Gene Tools from SynGene, Copyright©1997-2006 Synoptics Ltd., Version: 3.07.03) 分

析西方墨點之蛋白質電泳影像圖片之蛋白質相對濃度。

2.6 統計分析
本實驗結果所有數據均採用平均值±標準誤差(mean standard error)表示，每次比較的差異

性，依實驗性質採用 pair-test 或 ANOVA，比較結果時當 P< 0.05 方具有統計意義。

3. 實驗結果

3.1 Genistein 及 Daidzein 對 HAECs 之細胞毒性試驗
3.1.1 MTT assay
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偵測 genistein 及 daidzein 對於 HAECs 的細胞毒性，分別以不同濃度的 genistein 和 daidzein

(0μM、25μM、50μM、100μM、150μM 和 200μM)處理細胞 24hr，將培養液吸取到 eppendrof 留

做 LDH release assay，細胞層則加入 MTT solution (0.5mg/ml)37℃反應 4 小時，移除 MTT solution

後，以 DMSO 溶解，使用 ELISA reader 於 540 nm 測吸光值。結果顯示於圖 1，以沒有處理異黃

酮之吸光值作為 100%，計算出分別以濃度為 25μM、50μM、100μM、150μM 和 200μM 的 genistein

及 daidzein 處理的 HAECs，細胞存活率分別為 98.9±5.1%、97.5±3.5%、97.2±6.7%、92.3±0.5% 和

76.1±7.9% 及 98.1±2.6%、98.3±4%、94.1±2.7%、90.2±0.1% 和 57.3±7.5%，其顯示 genistein 與

daidzein 濃度為 200uM 時，對 HACEs 具有毒性，故接下來的實驗皆以 0μM、25μM、50μM、100μM

和 150μM 的濃度進行。接著以 LDH release assay 作為細胞膜受損程度的檢測。

圖 1 利用 MTT assay 檢測 genistein 與 daidzein 對 HAECs 之細胞毒性分析。將 HAECs 細胞次培

養到 24-well plate，細胞量為 2×105 cells /well，培養於 37℃ 5% CO216 小時使細胞附著，以

不同濃度的 genistein 和daidzein (0μM、25μM、50μM、100μM、150μM和200μM)處理細胞

24 小時，以 ELISA reader 在 540nm 測吸光值，每個濃度進行三重複。各濃度 genistein 和

daidzein 的吸光值與濃度為0μM的吸光值做比較，計算細胞相對量百分比。*P < 0.05。

3.1.2 LDH release Assay

LDH 主要存在於組織細胞中，極少存在於週邊血液中，所以當細胞膜受損或破壞時，細胞

質中的 LDH 會被釋放到血液中。本實驗利用此特性，檢測 genistein 及 daidzein 是否會對 HAEC

細胞膜造成受損，當 HAEC 細胞膜受到破壞時，LDH 會釋放到培養基中，藉分析培養基中 LDH

的含量，可得知細胞膜損傷清況。將 MTT assay 培養基(HAECs 經 genistein 或 daidzein 以 0μM、

25μM、50μM、100μM、150μM 和 200μM 處理 24 小時後，所吸取的培養基)，以全自動生化分

析儀檢測 LDH 含量，positive control 為 HAECs 以500μMH2O2 處理，並以顯微鏡確認 HAECs

全數死亡，將各濃度 genistein 或 daidzein0μM、25μM、50μM、100μM、150μM 和 200μM 所測
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得 LDH 的含量，除以 positive control 的 LDH 含量，求出細胞損傷百分比。結果顯示於圖 2，以

0μM、25μM、50μM、100μM、150μM 和 200μM genistein 或 daidzein 處理 24 小時後，細胞損傷

百分比分別為 4.8%、2.1%、3.8%、13.3%、7.6% 和 2.9% 及 1.9%、5.7%、6.7%、8.6%、4.8%

和 6.7%。由此結果可知 genistein 及 daidzein 對 HAECs 的細胞膜受損程度低，所以 MTT assay

中顯示的細胞毒性是抑制 HAECs 生長，而不會使 HAECs 細胞膜受損或破壞。

圖 2 以 LDH release assay 分析 genistein 與 daidzein 對 HAECs 生長之影響。分別以不同濃度的

genistein 和daidzein (0μM、25μM、50μM、100μM、150μM和200μM)及 positive control 處理

細胞24小時，以全自動生化分析儀(Dade Dimension RXL)在340nm /383nm偵測培養液中LDH

的含量。本實驗之 positive control 為500μM  H2O2，並以顯微鏡觀察細胞全數死亡。每個濃

度進行三重複。 X 軸為 genistein 和 daidzein 之濃度，Y 軸為細胞損傷率(%)，以 positive control

作為 100%，進而計算出不同濃度的 genistein和 daidzein與 positive control的百分比。*P < 0.05。

3.2 內皮細胞/單核球細胞粘附試驗(Endothelial Cells/Monocyte Adhesion Assay)
以 10ng/ml TNF-α刺激細胞產生發炎反應，作為誘發動脈硬化之模型，評估 genistein 及

daidzein 對於人類單核球吸附到內皮細胞的影響。HAEC 以濃度 0μM、25μM、50μM、100μM 和

150μM 之 genistein 及 daidzein 處理 18 小時之後，再以 10ng/ml TNF-α 反應 6 小時，誘發 HAEC

產生發炎反應，表現黏附分子(如：VCAM-1 和 ICAM-1)，使得標記 BCECF-AM 螢光染劑的 U937

吸附在 HAECs 的細胞膜上。圖 3(A、B)分別是 HAECs 先分別以 0μM、50μM 和 150μMgenistein

及 daidzein 處理 18 小時後，再以 TNF-α刺激處理 6 小時後，加入標記 BCECF-AM 的 U937，反

應 1 小時後，以 HBSS 緩衝溶液洗細胞三次後，移除未吸附的 U937，置於螢光顯微鏡下觀察，

可以發現隨著處理 genistein 及 daidzein 的濃度增加，U937 的吸附明顯減少。圖 3(C)為將細胞以

lysis buffer 溶解後以螢光測定儀測定吸附標記 BCECF-AM-U937 螢光量，吸附能力是將不同濃度

之 genistein 及 daidzein 測得的螢光量除以未經 genistein 及 daidzein 處理(0μM)之螢光量的百分

比。處理 genistein 0μM、25μM、50μM、100μM 和 150μM，HAECs 對 BCECF-AM-U937 之吸附
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能力，分別為 100%、86.7±0.48%、59.7±2.6%、53.2±4.3%和 48.2±8.0%。處理 daidzein0μM、25μM、

50μM、100μM 和 150μM，HAECs 對 BCECF-AM-U937 之吸附能力，分別為 100%、73.5±0.6%、

61.9±0.8%、62.8±1.4%和 47.2±4.9%。

圖 3 genistein 與 daidzein 抑制 TNF-α誘導單核球吸附 HAECs 之能力分析。上圖(A)為以不同濃

度的 genistein 處理 HAECs 18 小時再以 10ng/mg TNF-α誘導發炎反應，以螢光顯微鏡觀察

U937 吸附 HAECs 之能力，螢光圓形細胞為 U937，梭狀細胞為 HAECs。(B)以不同濃度

daidzein 處理 HAECs 18 小時再以 10ng/mg TNF-α誘導發炎反應，以螢光顯微鏡觀察 U937

吸附 HAECs 之能力。(C) Negative control 為 HACEs 未處理 TNF-α及 isoflavones。X 軸為

genistein 和 daidzein 之濃度。Y 軸為處理 HACEs 不同濃度之 genistein 和 daidzein 與未加

genistein 和daidzein(0μM)的螢光值百分比(%)。每實驗進行三重複。* P<0.05。

3.3 以西方墨點法分析 Genistein 及 Daidzein 對 HAECs 黏附分子表現之影響
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利用西方墨點法分析 genistein 及 daidzein 處理 HAECs 後，再經由 TNF-α誘導發炎反應，其

對 HAECs 表現黏附分子 VCAM-1 和 ICAM-1 之影響。以 0μM、25μM、50μM、100μM 和 150μM

genistein 及 daidzein 處理 HAECs 18 小時後，再以 10ng/ml TNF-α誘發發炎反應 6 小時，萃取蛋

白質進行西方墨點法分析，圖 4 結果顯示 VCAM-1 蛋白質隨著 HAECs 處理 genistein 和 daidzein

的濃度增加而表現量減少，其表現量與 0μM 作比較，換算出蛋白質表現量之百分比(%)分別為

100%、83.4±7.4%、63.6±5.0%、49.9±6.3%和 34.6 ±6.0% 及 100%、97.4±1.7%、98.4±1.2%、93.7±1.1%

和 88.5±1.7%。

圖 4 genistein 與 daidzein 抑制 TNF-α誘導 HAECs 表現黏附分子 VCAM-1。分別以 0μM、25μM、

50μM、100μM 和 150μM genistein 及 daidzein 處理 18 小時後，再以 10ng/ml TNF-α誘發發

炎反應 6 小時，萃取蛋白質進行西方墨點法，其 VCAM-1 蛋白質相對濃度百分比，分別為

100%、83.4±7.4%、63.6±5.0%、49.9±6.3%和 34.6 ±6.0% 及 100%、97.4±1.7%、98.4±1.2%、

93.7±1.1%和 88.5±1.7%。* P < 0.05。

ICAM-1 蛋白質表現則顯示於圖 5，處理不同濃度的 genistein (0μM、25μM、50μM、100

μM 和 150μM)後，蛋白質相對表現量分別為 100%、97±5.9%、89.1±5.7%、71.5±3.3%和

37.1±4.7%，處理不同濃度 daidzein (0μM、25μM、50μM、100μM 和 150μM)的結果為 100%、

93.7±6.3%、77.5±3.4%、70.9±4.6%和 68.9± 0.1%。綜合以上結果顯示，在相同濃度之下，genistein

比 daidzein 對由 TNF-α誘發 HAECs 表現 VCAM-1 和 ICAM-1 有較明顯抑制作用，可能的原因在

於 genistein 與 daidzein 結構上的差異，genistein 碳 5 上接羥基(OH)而 daidzein 碳 5 上接氫(H)(Yen

and Lai, 2003)，因此異黃酮結構上羥基的數量與抑制 TNF-α誘發 HAECs 表現 VCAM-1 和

ICAM-1 呈現正相關性。
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圖 5 genistein 與 daidzein 抑制 TNF-α誘導 HAECs 表現黏附分子 ICAM-1。分別以 0μM、25μM、

50μM、100μM 和 150μM genistein 及 daidzein 處理 18 小時後，再以 10ng/ml TNF-α誘發發

炎反應 6 小時，萃取蛋白質進行西方墨點法。其 ICAM-1 蛋白質相對濃度百分比，分別為

100%、97±5.9%、89.1±5.7%、71.5±3.3%和 37.1 ±4.7% 及 100%、93.7±6.3%、77.5±3.4%、

70.9±4.6%和 68.9±0.1%。* P < 0.05。

4. 討論:

依據行政院衛生署死亡人數的統計，心血管疾病一直高居台灣十大死因的前三位。同時，由

於飲食的精緻化和平均壽命的延長，對於動脈粥狀硬化等慢性心血管相關疾病之冶療和預防，世

界上各衛生主管機構均十分重視。異黃酮存在於許多的植物當中，如大豆、紅花苜蓿、棗椰、石

榴和紅三葉草等，由於大豆中的含量最多，故普遍又稱之為大豆異黃酮。雖然大豆中含有十二種

以上的異黃酮異構物，其中以 genistein 的含量最多，其次是 daidzein 和 glycitein，主要具有生理

意義的異黃酮，又以 genistein 被研究的最為透徹(Beavers, 2009)。大豆異黃酮已有研究發現具有

抗氧化(antioxidant)、抗發炎(anti-inflammatory)、恢復血管功能、降低膽固醇、抗癌(anti-cancer)

作用及顯著的抑制細胞黏附分子的表現及功能 (Bito et al., 2000)。

VCAM-1 的功能是將單核球黏附於內皮細胞上，早期動脈粥狀硬化和初期損傷形成的主要

決定於內皮細胞 VCAM-1(Cybulsyky et al., 2001)的表現量，O'Brien 等人(1993)研究指出在人類冠
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狀動脈硬化的 plaques 內偵測到 VCAM-1 的大量表現。 ICAM-1 的作用主要是使單核球與內皮

細胞緊密結合並將其遷移進入血管壁。TNF-α可以誘發細胞及組織產生 reactive oxygen species，

進而活化氧壓反應性基因(oxidative stress-responsive genes) (Larrick and Wright, 1990)，黏附分子

是其中之一。由研究結果可知 genistein 及 daidzein 均可抑制 TNF-α誘導 HAECs 表現黏附分子

VCAM-1 及 ICAM-1，透過抑制內皮細胞黏附分子的表現，而減少免疫細胞或單核球細胞吸附內

皮細胞發炎位置，可降低動脈粥狀硬化的進展。在相同濃度下 genistein 較 daidzein 的抑制效果較

好，原因可能是在相同濃度下 genistein 增強抗氧化劑的網路系統(antioxidant network system)活性

較 daidzein 強(Rimbach et al., 2004)，抗氧化作用機制包含經由誘導酵素(如：catalase、superoxide

dismutase、glutathione peroxidase 及 glutathione reductase)增加細胞抗氧化的能力(Suzuki et al.,

2002)，及能增加細胞內還原型 glutathione 濃度等。

動脈硬化形成的關鍵在於內皮細胞中 NF-κB 的活化作用，NF-κB 的活化作用會增強發炎

反應和動脈硬化相關的基因表現，如：細胞表面接受器和黏附因子。NF-κB 是一個以 p50 和 p65

subunit 所組成的二聚體，在細胞未受刺激時，NF-κB 的 p50 及 p65 會與 I-κB (inhibitory protein

kappa B)穩定結合，以非活化狀態存在於細胞質中。但當細胞受到刺激時，protein kinase C 活化

造成 I-κB 磷酸化，並與 NF-κB 脫離、分離，被活化之游離 NF-κB (p50 及 p65)會穿過細胞膜

進入細胞核內，並與基因序列中啟動子(promoter)的κB 位置結合，而活化轉錄出相關 mRNA 及

製造出所屬蛋白質(Kempe et al., 2005)。所以當血管細胞(如：內皮細胞、平滑肌細胞和巨噬細胞)

中 NF-κB 活化，會牽涉許多基因表現，如：細胞激素、白血球黏附因子、COX-2 和 iNOS (Berliner

et al., 1995)。相關的研究指出，大豆異黃酮抑制CAM的表現是經由抑制NF-κB的活化(Davis et al.,

2001；Sarkar and Li, 2004)，因此 genistein 和 daidzein 可降低 TNF-α刺激內皮細胞時 VCAM-1 及

ICAM-1 的表現量，其原因可能是抑制 TNF-α對細胞中 NF-κB 的活化所造成。

藉由飲食來抑制發炎反應，以減輕動脈粥狀硬化等疾病的形成，一直是科學界研究的重點。

大豆所含的成份中，大豆皂素、大豆固醇(soy β-sitosterol)、大豆異黃酮 (Maes et al.,2011) (genistein

和 daidzein 是大豆中主要的異黃酮)都具有抗氧化(洪志宏等，2012)、抗發炎和抗凝血的能力，及

Kunitz-type 大豆胰蛋白酶抑制劑（soybean trypsin inhibitor）也具有清除自由基的能力(洪志宏等，

2008)，因此多食用大豆食品能做為國人預防心血管相關疾病及抗癌之健康保健食品(Nestel, 2004;

Chin-Dusting et al., 2001; Wong et al, 1998)。
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