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中文摘要 

高脂血症是動脈粥樣硬化最主要的危險因素，過程涉及動脈粥樣硬化患者在早

期時脂質於動脈內膜中的累積，而形成動脈粥樣硬化的過程中，血管內皮細胞、巨

噬細胞的氧化壓力、細胞凋亡、CD36 以及 Kruppel-like factor 4(KLF4)蛋白質的表

現均扮演重要角色。本研究嘗試探討牛樟芝萃取物對於動脈粥樣硬化的調節潛力，

使用棕櫚酸(Palmitic acid)處理血管內皮細胞 SVEC4-10 與 RAW264.7 巨噬細胞作為

高脂累積細胞模式，藉由胞外實驗(in vitro)評估牛樟芝萃取物對於高脂累積的緩解

作用。本研究採用由牛樟芝萃取出的化合物，利用 HPLC 確定牛樟芝萃取物的化學

指標活性成份，並用 DPPH 測定牛樟芝萃取物的自由基清除能力，再以油紅 O 染

色法(Oil Red O Stain)檢視牛樟芝萃取物可否有效降低高脂累積內皮細胞 SVEC4-10

的油滴脂質累積，以酵素結合免疫吸附分析法(enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA) 檢測牛樟芝萃取物可否有效降低炎性細胞因子 TNF-α (tumor necrosis 

factor-α)、IL-1β(interleukin-1β)的表現量；利用細胞免疫螢光染色方法檢測牛樟芝萃

取物是否有效降低 CD36 蛋白質表現以及增強 KLF4 蛋白質表現；利用遷移試驗

(transwell migration assay)檢測牛樟芝萃取物是否增加 RAW264.7 巨噬細胞的移動能

力來清除血管內皮細胞的脂質累積。本實驗結果顯示：此牛樟芝萃取物具備很好的

自由基清除能力，可以顯著降低血管內皮細胞的油滴脂質累積，減少 TNF-α、IL-1β

以及 CD36 的表現量，但是增強 KLF4 蛋白質表現。此外，牛樟芝萃取物可以促進

RAW264.7 巨噬細胞的遷移能力。綜合上述結果，我們認為牛樟芝萃取物可以透過

減少血管內皮細胞的油脂累積，抑制巨噬細胞的氧化壓力與細胞凋亡，來達到緩解

高脂累積，以及調節動脈粥樣硬化的潛力。 

關鍵字：高脂血症、動脈粥樣硬化、牛樟芝、血管內皮細胞、巨噬細胞、氧化壓力、

細胞凋亡。 



iii 

Abstract 

Hyperlipidemia is the most important risk factor for atherosclerosis (AS). The 

process involves the accumulation of lipids in the arterial intima in the early stage of AS 

patients, and oxidative stress and apoptosis, and expressions of CD36 and Kruppel-like 

factor 4 (KLF4) proteins in vascular endothelial cells and macrophages may play 

important roles in AS formation. This study attempted to investigate the therapeutic 

potential of Antrodia camphorata extract (ACE) for AS patients. In this experiment, 

palmitic acid (Palmitic acid; PA)-treated vascular endothelial SVEC4-10 cells and 

RAW264.7 macrophages were used as a cell model with lipid accumulation. Then 

alleviation effect of ACE on lipid accumulation was evaluated by in vitro experiment. We 

first extracted high-purity of extract from Antrodia camphorata, used high performance 

liquid chromatography (HPLC) to determine the chemical index active components of 

ACE, used α,α-diphenyl- β-pricrylhydrazyl (DPPH) assay to determine the free radical 

scavenging ability of ACE, used oil red dye staining to check whether ACE could 

effectively reduce oil droplet lipid accumulation in PA-treated SVEC 4-10 cells, used 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to determine whether ACE can effectively 

reduce expressions of inflammatory cytokines of TNF-α and IL-1β of PA-treated SVEC 

4-10 cells, used immunohistochemistry (IHC) staining to determine whether ACE could 

effectively reduce the expression of CD36 protein and enhance the expression of KLF4 

protein of PA-treated SVEC 4-10 cells, and used migration assay to determine whether 

ACE could increase the mobility of RAW264.7 macrophages to clear hyperlipidemia 

SVEC4-10 cells. Our results showed that ACE has a good free radical scavenging ability, 

which could significantly alleviate the lipid accumulation in oil droplets, expressions of 

TNF-α, IL-1β and CD36 protein, but enhance KLF4 protein expression in hyperlipidemia 

SVEC4-10 cells. In addition, ACE could promote the migration ability of RAW264.7 

macrophages to hyperlipidemia SVEC4-10 cells. We suggested that ACE may alleviate 

lipid accumulation and treat AS by reducing oil droplet lipid accumulation and alleviating 

oxidative stress and apoptosis in vascular endothelial cells and macrophages. 

Keywords: hyperlipidemia, atherosclerosis, Antrodia camphorata, vascular endothelial 

cells, macrophages, oxidative stress, apoptosis. 
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第一章 緒論 

 

  隨著工商社會的高度發展，人類面臨高血壓與動脈粥樣硬化

(atherosclerosis)的健康問題日益加劇，動脈粥樣硬化是因為油脂累積、

內膜增厚而形成粥狀斑塊，使得血管硬化、狹窄甚至阻塞的病理現象，

當粥樣硬化發生在供應心臟的冠狀動脈時，可能導致心絞痛、心肌梗塞

及猝死等致命疾病。高脂血症(hyperlipidemia)是動脈粥樣硬化最主要的

危險因素，其中高膽固醇血症(hypercholesterolemia)是高脂血症中最常

見的一種。而低密度脂蛋白(low-density lipoprotein, LDL)膽固醇升高，

是造成動脈粥樣硬化和冠狀動脈疾病(coronary artery disease, CAD)的主

要危險因素(Shekelle et al., 1981)。高膽固醇血症、高血壓和糖尿病等心

血管危險因素會增強活性氧物質(reactive oxygen species, ROS)的產生，

從而導致氧化壓力，這造成脂蛋白和磷脂的氧化，進而導致動脈粥樣硬

化(Li et al., 2014)。脂質代謝障礙引起動脈粥樣硬化的初始原因，包括

早期過程中脂質在動脈內膜中的累積。隨著病情發展，斑塊的破裂和血

栓的形成都會導致血管狹窄和血管阻塞。儘管近年來心血管疾病

(cardiovascular disease)的診斷和治療已經獲得很大的進展，但心血管疾

病仍然是全球發病率和死亡率的主要原因(Dahlöf, 2010)。 
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  巨噬細胞活性被認為在動脈粥樣硬化病理過程中扮演關鍵角色

(Moore and Tabas, 2011; Moore et al., 2013)，巨噬細胞被認為主要來源

於循環單核細胞，這些單核細胞源自於骨髓(Serbina and Pamer, 2006)或

脾臟 (Robbins et al., 2012) ，其被廣泛稱為單核吞噬細胞系統

(mononuclear phagocyte system)。除此之外，具有高度增殖可塑性的血

管平滑肌細胞(vascular smooth muscle cells, VSMC)也可以轉分化為巨

噬細胞(Chappell et al., 2016)，而轉錄因子 Kruppel 樣因子 4(Kruppel-like 

factor 4, KLF4)的活化可能是關鍵機制(Shankman et al., 2015)，因為

KLF4 是巨噬細胞活化的關鍵調節因子，與動脈粥樣硬化的形成和發展

有關(Yan et al., 2008)，參與細胞增殖、細胞分化、細胞凋亡(apoptosis)

和體細胞重編程的調節。KLF4 通常不在體內分化的 VSMC 中表達，

當血管損傷時 KLF4 表現迅速上升(Gimbrone et al., 2000)，且在內皮細

胞中已經證實 KLF4 的過度表現會誘導多種抗發炎與抗血栓形成因子

的表現，包括內皮一氧化氮合酶(endothelial nitric-oxide synthase)和血栓

調節蛋白(thrombomodulin) (Hamik et al., 2007)。巨噬細胞的活化在動脈

粥樣硬化等慢性炎症性疾病中很重要，而腫瘤壞死因子-α (tumor 

necrosis factor-α, TNF-α)與白細胞介素-1β (interleukin-1β, IL-1β)是有效

的促發炎細胞因子，可以促進巨噬細胞活化，且 KLF4 已經被證明是控

制巨噬細胞活化的關鍵信號通路的調節劑，可以降低 TNF-α 與 IL-1β
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誘導巨噬細胞活化的反應(Feinberg et al., 2005)。巨噬細胞在脂質調節

中也具有重要作用，因為這些巨噬細胞可以吞噬脂質、死細胞和其他被

視為危險信號的物質，它們會黏附於活化的血管內皮細胞(vascular 

endothelial cell, VEC)，再進入血管內皮下細胞空間，聚集到病變部位

(Gimbrone and Garcia-Cardeña, 2016)，然後巨噬細胞增殖成為晚期斑塊

(Robbins et al., 2013)，這些垂死的巨噬細胞便是導致斑塊形成的核心原

因(Tabas, 2010)。富含脂質的巨噬細胞是動脈粥樣硬化的主要因素

(Zhang et al, 2018)，巨噬細胞在斑塊內可以吸收脂質沉積顆粒並轉化為

泡沫細胞(foam cell) (Lusis, 2000)，這些泡沫細胞會進一步誘導一系列

的炎症反應，使得更多的脂蛋白滯留和持續的慢性炎症(Libby et al., 

2000)，粥狀斑塊中的巨噬細胞的遷移能力和胞吐死亡細胞的能力也會

降低，造成無法改善炎症。巨噬細胞上的清道夫受體(scavenger receptor)，

尤其是 CD36 是病變巨噬細胞轉化為泡沫細胞的主要標誌物

(Kunjathoor et al., 2002)，有研究顯示病變巨噬細胞增加與心血管疾病

的風險增加具相關性(Hellings et al., 2008; Merckelbach et al., 2016)。氧

化低密度脂蛋白(oxLDL)會進一步誘導泡沫細胞壞死，最終導致斑塊破

裂，從而引發危及生命安全的心血管疾病(Virmani et al., 2002)。這結果

說明巨噬細胞依賴性炎症對動脈粥樣硬化發展具有強烈的影響。因此，
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探索巨噬細胞以降低動脈粥樣硬化性心血管疾病的風險，已成為近年

來的研究熱點。 

  牛樟芝(Antrodia cinnamomea)是一種廣泛使用於傳統醫學中的真

菌，已被用來治療癌症、高血壓和肝病等疾病(Geethangili and Tzeng, 

2011)。其經由化學成分研究發現其含有多醣類(polysaccharides)、三萜

類化合物(Triterpenoids)等多種活性成分(Shen et al., 2003)，而三萜類是

牛樟芝子實體中的主要活性成分，其中Antcin-B和Antcin-H具有抗炎、

抗癌、殺蟲和保肝活性，Antcin-C 和 Antcin-H 在胞外實驗具有抗炎和

抗癌活性，Antcin-K和 EK100則具有抗高血脂和抗糖尿病的作用(Wang 

et al., 2019)。本研究欲探討牛樟芝萃取物，對於動脈粥樣硬化的調節潛

力。 

  棕櫚酸(Palmitic acid)是一種飽和脂肪酸，普遍存在於動植物油脂

中，如棕櫚油、牛奶、肉類和多種植物油。攝入過多的脂肪酸會導致游

離脂肪酸水平升高，進而導致代謝疾病(Lai et al., 2016)。游離脂肪酸，

尤其是棕櫚酸等飽和脂肪酸，可誘導各種細胞凋亡，可能通過增加 ROS

刺激促炎細胞因子分泌來引起細胞壓力(Du et al., 2022)。在評估脂毒性

的細胞實驗中，使用棕櫚酸處理細胞是目前常用的模式(Luo et al., 2012)。

本研究使用棕櫚酸處理血管內皮細胞作為脂質累積細胞模式，以胞外

實驗(in vitro)評估牛樟芝萃取物對於脂質累積的緩解作用。  
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第二章 材料與方法 

 

  本研究使用棕櫚酸處理血管內皮細胞 SVEC4-10 作為脂質累積細

胞模式。 

 

第一節 實驗藥品與儀器 

一、實驗藥品與試劑 

(一)  Corning (New York, USA) 

 Transwells 

(二)  Genetex (Irvine, California, USA) 

 KLF4 (GTX101508) 

(三)  Gibco BRL (Grand Island, New York, USA) 

 high-glucose dulbecco’s modified eagle mdium 

 L-glutamine 

 penicillin 

 sodium bicarbonate 

 sodium pyruvate 

 streptomycin 

 trypsin 

(四)  HyClone (Logan, Utah, USA) 
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 胎牛血清 (Fetal Bovine Serum) 

(五)  Invitrogen (Carlsbad, California, USA) 

 IL-1β (88-7013) 

 TNF-α (88-7324) 

(六)  Santa Cruz Biotechnology Inc.(Dallas, Texas, USA) 

 CD36 (sc-7309) 

(七)  Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Missouri, USA) 

 1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl (DPPH) (D9132) 

 2% paraformaldehyde 

 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (D3286) 

 L-Ascorbic acid (L-AA) (A5960) 

 methanol (322415) 

 palm acid (cat: P0500) 

 thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) 

(八)  新竹食品工業發展研究所細胞庫(FIRDI) (Hsinchu, Taiwan) 

 血管內皮細胞(SVEC4-10) (BCRC-60220) 

 巨噬細胞(RAW264.7) (BCRC-60001) 

(九)  吉亞生物科技股份有限公司 (ARJIL Pharmaceuticals LLC) 

(Hsinchu, Taiwan) 

 牛樟芝萃取物(Antrodia camphorata extract) 
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二、儀器設備 

96 孔盤 (96 well) (Thermo Scientific Nunc®, Nunc AS, Copenhagen, 

Denmark) 

培養箱 (Thermo-3130, Massachusetts, USA) 

倒立式光學顯微鏡照相系統  (Leica DM-IRB; Leica Microsystems, 

Wetzlar, Germany) 

微量盤分光光度計  (Microplate Spectrophotometer) (µQuant, Biotek 

Intruments, Inc., Vermont, USA) 

 

第二節 牛樟芝萃取物的測定 

  高效能液相層析法  (High-Performance Liquid Chromatograpy, 

HPLC)是一種常用於定性和定量的分析方法，藉由分析物的分子量大

小以及滯留性的強弱進行分離，其結果以層析圖或是光譜的方式呈現，

可以利用層析圖中出現的峰值時間，也就是分析物的滯留時間作定性，

而分析物的峰值大小作定量。 

  牛樟芝萃取物(Antrodia camphorata extract)是一種來自牛樟芝子實

體的萃取物，由吉亞生物科技股份有限公司(ARJIL Pharmaceuticals LLC)

提供(編號為 AR100-DS1)。本試驗藉由 HPLC 檢測牛樟芝萃取物的化

學指標活性成分之含量，其利用標準藥材之標準品的最佳吸收波長進

行。本試驗委託禾百安檢驗公司進行牛樟芝萃取物活性物的化學指標
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活性成分分析圖譜。 

 

第三節 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼抗氧化能力測定 

  DPPH 自由基清除能力試驗是一個檢測成分是否具有抗氧化能力

的方式。1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl, DPPH)

是含穩定自由基分子的深紫色結晶粉末，溶於甲醇或乙醇時會呈現藍

紫色，當加入的成分具有抗氧化能力時，便會阻斷其自由基的反應，使

溶液從藍紫色轉為清澈的橘黃色，而加入的成分抗氧化能力越好，溶液

呈現的顏色則會越淡。 

  我們取 1mL，濃度 1.5 mM/mL 的 DPPH，與 9 mL 的甲醇(methanol)

混合，形成濃度 0.15 mM/mL 的 DPPH 溶液以測定牛樟芝萃取物的抗

氧化能力。將 100 μL 不同濃度的牛樟芝萃取物 (0,10, 20, 50 μg/mL)置

於 96 孔盤中，其中濃度 0 μg/mL 即為 100 μL 的 dd H2O，隨後加入 100 

μL，濃度 0.15 mM/mL 的 DPPH，均質化後於室溫下避光靜置 30 分鐘，

再使用微量盤分光光度計以波長 517 nm 測定其吸光值，另外也同時測

定標準物 L-抗壞血酸(L-Ascorbic acid)的吸光值進行對照，標準物的濃

度為 0, 10, 20, 50, 100, 200 μg/mL，而濃度 0 μg/mL 亦為 100 μL 的 dd 

H2O，此試驗進行三重複，並使用以下公式計算：DPPH 自由基清除率

(%)=［1－(實驗組吸光值/對照組吸光值)］× 100% (Gyamfi et al., 1999)。 
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第四節 血管內皮細胞(SVEC4-10)高脂損害模式的建立 

  本實驗之血管內皮細胞(SV40 transformed Vascular endothelial cells ; 

SVEC4-10)購自新竹食品工業發展研究所細胞庫，使用 high-glucose 

dulbecco’s modified eagle mdium 進行培養，同時補充 10% 胎牛血清

(Fetal Bovine Serum), 1.5 g/L sodium bicarbonate, 0.11 g/L sodium pyruvate, 

4 mM L-glutamine, 100 U/ mL penicillin 及 100 μg/mL streptomycin。這

些細胞培養於恆溫 37℃及 5 % CO2的濕潤培養箱中，使用 0.25 % 胰蛋

白酶(Trypsin)消化血管內皮細胞 1 分鐘，至大部分的細胞脫落。使用 24

孔培養盤，並將所有細胞密度調整至每孔 1×105個細胞。24 小時後，依

組別添加 0.75 mM 的棕櫚酸以及牛樟芝萃取物(10, 20, 50 μg/mL)於血

管內皮細胞培養 24 小時後進行試驗(Oh et al., 2018)。 

  此試驗共分為 4 組，分別為(1)控制組、(2)牛樟芝萃取物處理組(添

加 10, 20, 50 μg/mL 的牛樟芝萃取物)、(3)棕櫚酸處理組(添加 0.75 

mM/mL 的棕櫚酸)及(4)牛樟芝萃取物+棕櫚酸處理組。反應 24 小時後

用磷酸鹽緩衝生理鹽水(Phosphate buffered saline, PBS)洗滌，隨後以 2%

多聚甲醛溶液(2% paraformaldehyde)固定細胞，於室溫下靜置 15 分鐘

後，再用 PBS 清洗。最後以倒立式光學顯微鏡照相系統拍攝細胞型態。 
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第五節 細胞存活率測試 

  MTT 是一種可以接受氫離子的黃色化合物，可利用 MTT 試驗偵

測活細胞的粒線體。在細胞粒線體中琥珀酸脫氫酶 (Succinate 

dehydrogenase)的作用下，MTT 的四唑環(Tetrazolium)會斷裂並產生氧

化還原反應形成甲䐶(formazan)，其為藍紫色的結晶，再藉由二甲基亞

碸(Dimethyl sulfoxide, DMSO)有機溶劑將其溶解後可得紫色液體，因甲

䐶的生成量與活細胞數目成正比，故顏色的深淺即可代表細胞數目的

多寡，隨後震盪 10 分鐘使其均質化，再以波長 570 nm 檢測其吸光值。 

  本試驗將 1×105 cells/mL 之血管內皮細胞如第三節所述組別分組，

共同培養 24 小時後，直接加入 0.5 mg/mL 的 MTT 溶液隨後培養 2 小

時並去除上清液，再每孔加入 100 μL 的 DMSO，震盪 5 分鐘後測量其

570 nm 之吸光值。 

 

第六節 油紅 O 染色 

  油紅O為脂溶性染料，能對細胞或組織中的三酸甘油脂進行染色，

而對磷脂質和固醇類的染色能力較弱。 

  本試驗使用油紅 O (Oil Red O)染色檢測血管內皮細胞中的脂質累

積，以 2%三聚甲醛(paraformaldehyde)於室溫固定 10-15 分鐘後，用 PBS

清洗三次後再以 ddH2O 清洗，再以 60%異丙醇(isopropanol)浸潤，隨後
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加入 5%的油滴紅 O (Sigma-Aldrich)，於室溫下染色細胞 15 分鐘，接

著吸去上清液，再用 60%異丙醇(isopropanol)浸潤，用 ddH2O清洗 2 次，

最後以光學顯微鏡拍攝以觀察內皮細胞中脂質累積的狀況。 

 

第七節 酵素結合免疫吸附分析法檢測細胞激素含量 

  酵素結合免疫吸附分析法 (enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA)，常用於檢測特定目標蛋白質的表現量，其利用抗體與抗原專

一性結合的特性，配合呈色劑反應，利用呈色深淺來定量。且此試驗只

需少量樣品即可進行，敏感性高還可以同時檢測多種抗體。 

  本試驗使用 ELISA 檢測內皮細胞中激素的表現量，內皮細胞培養

24 小時後，收集細胞上清液。使用 96 孔盤，於每孔加入 100 μL 碳酸

鹽緩衝液(carbonate buffer)，其含有適量炎性細胞因子的純化單株抗體

TNF-α 或是 IL-1β，靜置於 4℃並過夜。隔夜之後用含有 tween 20 的

0.05% 磷酸鹽緩衝液(PBST buffer)清洗 3 次以洗去未結合的抗體，隨後

每孔加入 200 μL 的阻斷液(Blocking solution)於室溫下反應 60 分鐘，以

減少非專一性的結合。接著 PBST buffer 清洗 3 次，隨後每孔加入 100 

μL 的細胞上清液及抗體標準品 TNF-α 或是 IL-1β。隨後 PBST buffer 清

洗 4 次，每孔加入 100 μL 連結生物素的抗細胞激素(anti-cytokine)二級

抗體(secondary antibody)，於室溫下反應 60 分鐘。PBST buffer 清洗 5
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次，每孔加入 100 μL Avinid 連結之過氧化酵素 (avidin-horseradish 

peroxidase)，於室溫下反應 30 分鐘。PBST buffer 清洗 6 次，每孔加入

100 μL 的受質(tetramethylbenzidine)，於室溫下避光反應 20 至 30 分鐘

進行反應並使其呈色，最後以 2%的 H2SO4 終止反應，以波長 450 至

570 nm 檢測其吸光值。 

 

第八節 細胞免疫螢光染色方法 

  本試驗利用細胞免疫螢光染色方法檢測經牛樟芝萃取物處理的內

皮細胞中 CD36 蛋白質以及 KLF4 蛋白質的表現。以 2% 三聚甲醛

(paraformaldehyde)於室溫下固定內皮細胞 10-15 分鐘後，用 PBS 清洗

三次，再加入 0.1% TritonX-100 溶液使細胞作用 15 分鐘，接著以 PBS

清洗三次，在保濕暗盒中以 2% 牛血清白蛋白(BSA)於室溫下固定 30

分鐘以減少非專一性的結合。之後加入以 2% BSA 稀釋的 CD36 (1: 200)

或 KLF4 (1: 200)，靜置於 4℃並過夜。隔夜之後以 PBS 清洗三次，加

入以 1% BSA 稀釋的二級抗體，於室溫下作用 1 小時。接下來於避光

處用 PBS 清洗三次，於室溫下用 1 μg/mL 的 4’,6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI)染細胞核 10 分鐘，再以 PBS 清洗 3 次，最後使用

含螢光保護劑的封片膠進行封片以降低螢光衰退，並以光學顯微鏡拍

攝觀察 CD36 和 KLF4 蛋白質的表現量。  
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第九節 巨噬細胞模式建立 

  本實驗之巨噬細胞(macrophage; RAW264.7)購自新竹食品工業發

展研究所細胞庫，培養方式如同血管內皮細胞(SVEC4-10)：使用 high-

glucose dulbecco’s modified eagle mdium 進行培養，同時補充 10% 胎牛

血清(Fetal Bovine Serum)、1.5 g/L sodium bicarbonate、0.11 g/L sodium 

pyruvate、 4 mM L-glutamine、 100 U/mL penicillin 和 100 μg/mL 

streptomycin。這些細胞培養於恆溫 37℃及 5 % CO2的濕潤培養箱中，

用刮勺收集細胞。使用 24 孔培養盤，將所有細胞密度調整至每孔 1×105

個細胞，至遷移試驗使用。 

 

第十節 細胞遷移試驗(transwell migration Assay) 

  當生物組織發炎時，巨噬細胞會穿過血管內膜至發炎區域進行修

復，本試驗利用其特性，模擬血管內壁發炎，促使巨噬細胞向內膜遷移

並產生免疫反應，藉此觀察牛樟芝萃取物處理對巨噬細胞之影響。 

  本試驗使用 8.0 μm 孔徑的 transwell 進行細胞遷移試驗。將血管內

皮細胞培養 transwell 細胞培養盤上，培養盤上有一層血管內膜，以模

擬血管內壁發炎。在細胞培養盤中，加入棕櫚酸，接著添加牛樟芝萃取

物處理的血管內皮細胞(下層)，將巨噬細胞標記紅色螢光並置於上層的

transwell 內，若巨噬細胞受到炎性細胞因子的吸引會從上層遷移至下
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層，利用螢光顯微鏡計數培養盤內的細胞，可得知巨噬細胞遷移能力是

否有差異(Hwang et al., 2021)。 

  將 1x105 cells/mL 巨噬細胞標定 1,1’-Dioctadecyl-6,6’-Di (4-

Sulfophenyl)活細胞紅螢光染劑，作用 48 小時後加入 transwell 上層。將

培養基中的 1x105 cells/mL血管內皮細胞接種於底盤下層並依組別添加

棕櫚酸和牛樟芝萃取物，於每孔盤中培養於恆溫 37℃及 5% CO2 的濕

潤培養箱中培養 48 小時，最後於以光學顯微鏡進行拍攝觀察巨噬細胞

的遷移能力。 

 

第十一節 資料收集與統計分析 

  每組試驗各組最少重複三次，所有的試驗數值都是用平均値(mean 

values) ± 平均值標準誤差(standard error of the mean, SEM)來表示。圖

表使用 SigmaPlot 12.5 版繪製及統計分析，而統計方法則是用單因子變

異數分析(One-way ANOVA)或是雙因子變異數分析(Two-way ANOVA)，

再用 S-N-K 多重差距檢定(Student-Newman-Keuls multiple range test)事

後檢定做分析，具有顯著差異以*表示，*為 p<0.05，**為 p<0.01，***為

p<0.001。  
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第三章 實驗結果 

 

第一節 牛樟芝萃取物的 HPLC 圖譜 

  圖 1 為牛樟芝萃取物在 220 nm 的 HPLC 圖譜。以 antcin-K 標準溶

液相比，檢測出該萃取物主要的活性成分為三萜類化合物 antcin-K。另

外測定牛樟芝萃取物的 antcin-K 純度，顯示此萃取物中 antcin-K 的純

度大於 90%。目前研究已得知三萜類化合物是牛樟芝最重要的化學成

分之一，主要功能為抑制癌細胞的生長、抑制組織胺的釋放，防止過敏、

促進肝功能等作用，三萜類也具有抗發炎之功用，而 antcin-K 可調節

細胞凋亡。 

 

圖 1 牛樟芝萃取物的 HPLC 圖譜 

於 UV 220 nm 時檢測出該萃取物主要的活性成分為三萜類化合物

antcin-K。  
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第二節 牛樟芝萃取物的抗氧化能力 

  圖 2 為牛樟芝萃取物的抗氧化清除自由基能力。圖 2A 可以觀察到

不同濃度的標準品 L-抗壞血酸在與 DPPH 反應之後溶液顏色的變化， 

L-抗壞血酸為已知的抗氧化物，具有良好的自由基清除能力，在濃度

200 μg/mL 時溶液顏色呈現清澈黃色，藉此與牛樟芝萃取物的 DPPH 試

驗進行比較。另外觀察不同濃度牛樟芝萃取物的溶液顏色，濃度 10 

μg/mL 時溶液顏色已經明顯變淡，而濃度 20 μg/mL 時已呈現黃色。圖

2B 為 96 孔盤以波長 517nm 測定其吸光值後，計算並統計出不同濃度

牛樟芝萃取物對自由基清除率變化的情形。試驗結果顯示 10 μg/mL 牛

樟芝萃取物具有 96.82%的自由基清除率，20 μg/mL 牛樟芝萃取物具有

98.81%的自由基清除率，50 μg/mL 牛樟芝萃取物具有高達 99.8%的自

由基清除率，相較於控制組，均有顯著差異(p<0.001)。這些結果顯示牛

樟芝萃取物具有顯著清除自由基的能力，且清除能力隨著濃度的增加

而上升。  
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圖 2 牛樟芝萃取物的抗氧化清除自由基能力 

(A)檢測牛樟芝萃取物清除自由基的能力。同時與標準品 L-抗壞血酸進

行比較。(B)不同濃度 0, 10, 20, 50 μg/mL 牛樟芝萃取物的自由基清除率

(%)，檢測波長為 517 nm。實驗數據以 mean value ± SEM 表示，並使

用 One-way ANOVA 和 S-N-K 多重差距進行統計分析，具有顯著差異

以*表示，***為 p<0.001。  
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第三節 棕櫚酸對血管內皮細胞的毒性 

  圖 3 為不同濃度棕櫚酸處理血管內皮細胞的影響。MTT 用以檢測

細胞粒線體活性，即代表活細胞數目，若溶液顏色越深表示活細胞數目

越多。圖 3A 可以觀察到在棕櫚酸處理 24 小時後，隨著棕櫚酸濃度的

增加，活細胞數目越少。圖 3B 為以波長 570 nm 檢測棕櫚酸處理 24 小

時後的吸光值，與控制組的吸光值相比以計算出各組的細胞存活率(cell 

viability) (細胞存活率=處理組吸光值/控制組吸光值 × 100%)，結果顯

示添加 0.75 mM/mL 棕櫚酸的細胞存活率剩下 75%，因此後續試驗以

0.75 mM/mL 棕櫚酸作為脂質累積細胞模式的添加濃度。 

 

圖 3 不同濃度棕櫚酸處理血管內皮細胞的影響 

(A)MTT 試驗檢測 0, 0.25, 0.75, 1.00, 2.00 mM/mL 的棕櫚酸對內皮細胞

的影響。(B)經棕櫚酸處理的 MTT 細胞存活率比較。再 0.75 mM/mL 細

胞存活率僅剩 75%。實驗數據以 mean value ± SEM 表示。  
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第四節 牛樟芝萃取物緩解棕櫚酸對血管內皮細胞的毒性 

圖 4為不同濃度牛樟芝萃取物對有無棕櫚酸處理血管內皮細胞的影響。

圖 4A 可以觀察到在沒有添加棕櫚酸處理時，單純添加牛樟芝萃取物處

理對血管內皮細胞的活細胞數沒有明顯的差異，而經過0.75 mM/mL 棕

櫚酸處理之後，添加 0 μg/mL 牛樟芝萃取物的組別顏色有明顯的變淡，

表示活細胞數目減少，此觀察結果與圖 3A 相符。添加牛樟芝萃取物之

後，溶液的顏色有變深，即活細胞數目增加，且活細胞的數目隨著牛樟

芝萃取物添加的濃度上升而增加。圖 4B 為添加不同濃度(0, 10, 20, 50 

μg/mL) 牛樟芝萃取物，有無添加棕櫚酸處理的細胞存活率(%) (cell 

viability =實驗組吸光值/對照組吸光值)］× 100%)，此結果顯示未添加

棕櫚酸處理的組別之間並沒有顯著差異(p>0.05)。而在有添加棕櫚酸處

理的情況下，添加 10 μg/mL 牛樟芝萃取物與添加 0 μg/mL 牛樟芝萃取

物的組別相比沒有顯著差異(p>0.05)，而添加 20 μg/mL 牛樟芝萃取物

具有顯著差異(p<0.05)，添加 50 μg/mL 牛樟芝萃取物也具有顯著差異

(p<0.01)。而在相同濃度牛樟芝萃取物處理的情況下，有無棕櫚酸處理

之間的細胞存活率比較，可以觀察到有棕櫚酸處理和沒有棕櫚酸處理

的組別之間均有顯著差異(p<0.05)。此試驗結果表示棕櫚酸確實可以使

血管內皮細胞存活率降低，而牛樟芝萃取物的添加可以緩解棕櫚酸對

血管內皮細胞造成的凋亡。 
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圖 4 不同濃度牛樟芝萃取物對有無棕櫚酸處理血管內皮細胞的影響 

(A)MTT 試驗檢測濃度 0, 10, 20, 50 μg/mL 的牛樟芝萃取物對血管內皮

細胞以及經棕櫚酸處理的血管內皮細胞之影響。(B) 濃度 0, 10, 20, 50 

μg/mL 的牛樟芝萃取物對血管內皮細胞以及經棕櫚酸處理的血管內皮

細胞的 MTT 細胞存活率比較。實驗數據以 mean value ± SEM 表示。

並使用 Two-way ANOVA 和 S-N-K 多重差距進行統計分析。具有顯著

差異以*表示，*為 p<0.05，**為 p<0.01。  
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第五節 血管內皮細胞內脂質的累積 

  圖 5為牛樟芝萃取物處理對清除血管內皮細胞中脂質累積的效果。

當內皮細胞內有油滴脂質累積時會呈現紅色，累積越多則顏色越深。由

此試驗結果可以觀察到，當血管內皮細胞經過棕櫚酸誘導之後，脂質會

有明顯的累積，而添加牛樟芝萃取物處理之後，脂質的累積具有明顯的

減少，且累積的含量隨著牛樟芝萃取物濃度的上升而減少。此結果顯示

牛樟芝萃取物可以有效清除血管內皮細胞中脂質的累積，且清除能力

隨著濃度的增加而上升。 

 

圖 5 牛樟芝萃取物處理對清除血管內皮細胞中脂質累積的效果 

在倍率 20X 下觀察到牛樟芝萃取物具有明顯清除血管內皮細胞脂質累

積的調節效果。  
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第六節 血管內皮細胞的發炎反應 

  圖 6為牛樟芝萃取物對棕櫚酸誘發血管內皮細胞發炎反應之影響。

圖 6A 為牛樟芝萃取物處理對血管內皮細胞 TNF-α 的影響，其結果顯

示在未經棕櫚酸處理的情況下，單純添加牛樟芝萃取物處理細胞均沒

有顯著差異(p>0.05)。而當內皮細胞經過0.75 mM/mL 棕櫚酸處理之後，

其炎性細胞因子 TNF-α 的表現量顯著上升(p<0.01)，經過不同濃度牛樟

芝萃取物處理細胞之後，TNF-α 的表現量則又顯著下降(p<0.01)，且下

降至與控制組相比無顯著差異(p>0.05)。圖 6B 為牛樟芝萃取物處理對

血管內皮細胞 IL-1β 的影響，其結果與 TNF-α 相似，在未經棕櫚酸處

理的情況下，單純添加牛樟芝萃取物處理細胞都沒有顯著差異(p>0.05)。

而當內皮細胞經過 0.75 mM/mL 棕櫚酸處理之後，其炎性細胞因子 IL-

1β 的表現量顯著上升(p<0.01)，添加不同濃度牛樟芝萃取物調解，IL-

1β的表現量則又顯著下降(p<0.05)且下降至與控制組相比無顯著差異。

此試驗結果顯示牛樟芝萃取物可顯著緩解棕櫚酸處理血管內皮細胞引

起的發炎反應。 
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圖 6 牛樟芝萃取物處理對棕櫚酸誘發內皮細胞發炎反應之影響 

(A)添加濃度 0, 10, 20, 50 μg/mL 牛樟芝萃取物對血管內皮細胞 TNF-α

的影響。(B)添加濃度 0, 10, 20, 50 μg/mL 牛樟芝萃取物對血管內皮細胞

IL-1β 的影響。實驗數據以 mean value ± SEM 表示，並使用雙因子 

ANOVA 和 S-N-K 多重差距進行統計分析，具有顯著差異以*表示，*為

p<0.05，**為 p<0.01。  
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第七節 KLF4 與 CD36 的蛋白質表現 

  圖 7 為牛樟芝萃取物處理對血管內皮細胞 KLF4 與 CD36 蛋白質

表現之影響。此試驗牛樟芝萃取物濃度選用 20 μg/mL。圖 7A 顯示當

內皮細胞經過棕櫚酸誘導之後，其 KLF4 蛋白質的表現量明顯減少，經

過牛樟芝萃取物處理之後，KLF4 蛋白質的表現量增強。圖 7B 顯示當

血管內皮細胞經過棕櫚酸誘導之後，其 CD36 蛋白質的表現量會顯著

增加，經過牛樟芝萃取物處理之後，CD36 蛋白質的表現量降低，且在

未經過棕櫚酸誘導的內皮細胞中也可觀察到相似的結果。這些結果顯

示牛樟芝萃取物可明顯改善棕櫚酸誘導內皮細胞脂質累積後 KLF4 與

CD36 的蛋白質表現量。 
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圖 7 牛樟芝萃取物處理對血管內皮細胞 KLF4 與 CD36 蛋白質表現

之影響 

(A)KLF4 蛋白質的表現。牛樟芝萃取物處理棕櫚酸誘導血管內皮細胞

脂質累積後會增強 KLF4 蛋白質的表現(比例尺：50 μm)。(B)CD36 蛋

白質的表現。牛樟芝萃取物處理棕櫚酸誘導血管內皮細胞脂質累積後

會降低 CD36 蛋白質的表現(比例尺：100 μm)。 
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第八節 巨噬細胞向血管內皮細胞遷移的能力 

  圖 8 為牛樟芝萃取物處理對巨噬細胞向血管內皮細胞遷移能力的

影響。此試驗牛樟芝萃取物濃度選用 20 μg/mL。圖 8A 為此試驗設計

的示意圖，將已被標示紅色螢光的巨噬細胞置於上層的 transwell 內，

若巨噬細胞受到炎性細胞因子的吸引，會穿過 transwell 遷移到下層的

血管內皮細胞層，以模擬體內巨噬細胞穿過血管內膜進行免疫反應。圖

8B 觀察到當血管內皮細胞受到棕櫚酸誘發的發炎反應後，會促使巨噬

細胞向血管內皮細胞遷移，而添加牛樟芝萃取物處理之後，巨噬細胞遷

移的能力明顯增加。此試驗結果顯示，牛樟芝萃取物可以增進巨噬細胞

的遷移能力。 
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圖 8 牛樟芝萃取物處理對巨噬細胞向脂質累積血管內皮細胞遷移能

力的影響 

(A)利用遷移試驗偵測牛樟芝萃取物是否增加巨噬細胞的移動能力來

清除及修復棕櫚酸引起發炎的模式圖。(B)當血管內皮細胞受到棕櫚酸

誘發的發炎後，會促使巨噬細胞向血管內皮細胞遷移，而添加牛樟芝萃

取物處理之後，巨噬細胞遷移的能力增加。 

  



28 

第九節 巨噬細胞向血管內皮細胞遷移後的發炎反應 

  圖 9 為巨噬細胞向血管內皮細胞遷移後的發炎反應之影響。圖 9A

為巨噬細胞與血管內皮細胞相互作用後的 TNF-α 表現量。結果顯示經

棕櫚酸誘導發炎的血管內皮細胞之 TNF-α 表現量表現具顯著上升

(p<0.05)，而經牛樟芝萃取物處理後 TNF-α 表現量表現則顯著下降

(p<0.05)。圖 9B 為巨噬細胞與血管內皮細胞相互作用後的 IL-1β 表現

量。結果顯示經棕櫚酸處理之後 IL-1β 表現量與控制組無顯著差異。此

試驗結果顯示，牛樟芝萃取物可以促使巨噬細胞清除及修復棕櫚酸引

起的細胞發炎反應。 

 

圖 9 巨噬細胞向血管內皮細胞遷移後的發炎反應之影響 

(A)巨噬細胞與血管內皮細胞相互作用後的 TNF-α 表現量。(B)巨噬細

胞與血管內皮細胞相互作用後的 IL-1β 表現量。實驗數據以 mean value 

± SEM 表示，並使用 Two-way ANOVA 和 S-N-K 多重差距進行統計分

析。具有顯著差異以*表示，*為 p<0.05。  
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第四章 討論 

 

  台灣傳統藥用牛樟芝的提取物在細胞和臨床前研究中表現出抗炎

活性，本論文主要探討傳統中藥牛樟芝萃取物對棕櫚酸處理血管內皮

細胞誘發脂質累積的緩解作用，牛樟芝萃取物是一種來自牛樟芝子實

體的萃取物，由吉亞生物科技股份有限公司提供，從本論文研究結果顯

示牛樟芝萃取物的主要活性成分來自於 Antcin-K(圖 1)。 

  從本論文研究結果顯示牛樟芝萃取物具有很好的抗氧化能力(圖 2)，

過去研究顯示牛樟芝的化學成分具有抗氧化的能力(Shen et al., 2006)，

而三萜類化合物可顯著降低 iNOS 和 COX-2 的產生(Chen et al., 2016)，

本實驗結果與兩者相似。 

  此外，本論文研究結果顯示棕櫚酸處理 24 小時後會誘發高脂堆積

於血管內皮細胞，而牛樟芝萃取物能夠顯著緩解棕櫚酸對血管內皮細

胞的細胞毒性(圖 3 及圖 4)。過去研究顯示牛樟芝萃取物對人類白血病

細胞 HL-60 以及人類肝癌細胞株 Hep 3B 細胞具有顯著的細胞毒性，但

對內皮細胞沒有表現出顯著的細胞毒性(Geethangili and Tzeng, 2011)。

這表示牛樟芝萃取物可以保護內皮細胞受高脂毒性。 

  為研究牛樟芝萃取物處理是否具有減緩經由棕櫚酸誘發脂質累積

的血管內皮細胞，我們以油紅 O 染色法分析油脂分布來評估。實驗結



30 

果如圖 5 所示，牛樟芝萃取物確實具有清除內皮細胞油滴脂質累積的

效果。過去研究顯示牛樟芝萃取物可減緩高脂飼料引起的脂肪細胞肥

大(Kuo et al., 2016)，進而降低脂肪的累積。 

  從本論文研究結果顯示牛樟芝萃取物處理顯著緩解棕櫚酸對內皮

細胞的發炎反應(圖 6)，本實驗發現棕櫚酸誘發內皮細胞脂質累積會明

顯增加炎性細胞因子 TNF-α 以及 IL-1β 的表現量(p<0.01) (圖 6)。過去

研究顯示 Antcin-K 可抑制類風濕性滑膜成纖維細胞(RASFs)中促炎細

胞因子的產生(Achudhan et al., 2021)，另外也有研究指出 Antcin-K 表現

出抗發炎活性(Shen et al., 2007; Chen et al., 2011)。 

  由於巨噬細胞的活化在動脈粥樣硬化等慢性炎症性疾病中很重要，

而 TNF-α 與 IL-1β 是有效的促發炎細胞因子，可以促進巨噬細胞活化，

而 KLF4 已經被證明是控制巨噬細胞活化的關鍵信號通路的調節劑，

可以降低 TNF-α 與 IL-1β誘導巨噬細胞活化的反應(Feinberg et al., 2005)。

本論文研究結果顯示棕櫚酸誘導內皮細胞脂質累積後會降低 KLF4 蛋

白質的表現；而添加牛樟芝萃取物會增強棕櫚酸處理內皮細胞後 KLF4

蛋白質的表現(圖 8A)。棕櫚酸誘導內皮細胞脂質累積後會增強 CD36

蛋白質的表現；而添加牛樟芝萃取物會降低棕櫚酸處理內皮細胞後

CD36 蛋白質的表現(圖 8B)。有研究顯示具有高度增殖可塑性的血管平

滑肌細胞 VSMC 可以轉分化為巨噬細胞(Chappell et al., 2016)，而 KLF4



31 

的活化可能是關鍵機制(Shankman et al., 2015)。此外，CD36 是病變巨

噬細胞轉化為泡沫細胞的主要標誌物(Kunjathoor et al., 2002)，而病變

的巨噬細胞與心血管疾病的風險增加相關 (Hellings et al., 2008; 

Merckelbach et al., 2016)。圖 8 的實驗結果棕櫚酸誘導內皮細胞脂質累

積後會降低 KLF4 蛋白質的表現，說明棕櫚酸高脂累積可能會減緩血

管平滑肌細胞 VSMC 轉分化為巨噬細胞，但是增加 CD36 蛋白質的表

現，說明可能會增加心血管疾病的風險。而牛樟芝萃取物處理增強

KLF4 蛋白質的表現，以及降低 CD36 蛋白質的表現，則有利於降低心

血管疾病的風險。 

  巨噬細胞主要來源於循環單核細胞，它們會穿過血管內皮細胞，再

進入血管內皮下細胞空間，聚集到病變部位(Gimbrone et al., 2000)，然

後巨噬細胞增殖成為晚期斑塊 (Robbins et al., 2013)，巨噬細胞在斑塊

內可以吸收脂質沉積顆粒並轉化為泡沫細胞(Lusis, 2000)。這些泡沫細

胞會進一步誘導一系列的炎症反應，使得更多的脂蛋白滯留和持續的

慢性炎症(Libby et al., 2000)。本論文利用遷移試驗研究結果顯示牛樟芝

萃取物確實可以促進巨噬細胞向棕櫚酸誘導內皮細胞脂質累積後的遷

移能力(圖 8)，說明牛樟芝萃取物處理確實有利於巨噬細胞穿過黏附於

活化的血管內皮細胞，有利於內皮細胞油滴脂質累積的清除，這有利於

降低心血管疾病的風險。  
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第五章 結論 

 

  本研究嘗試探討牛樟芝萃取物牛樟芝萃取物對於動脈粥樣硬化的

調節潛力，從本論文實驗結果發現牛樟芝萃取物確實具備很好的自由

基清除能力，可以顯著降低棕櫚酸處理血管內皮細胞的油滴脂質累積，

減少 TNF-α、IL-1β 以及 CD36 的表現量，但是增強 KLF4 蛋白質表現；

此外，牛樟芝萃取物可以促進 RAW264.7 巨噬細胞對於脂質累積內皮

細胞的遷移能力。綜合上述結果，我們認為牛樟芝萃取物可以透過減少

血管內皮細胞與巨噬細胞的油滴脂質累積，抑制巨噬細胞的氧化壓力

與細胞凋亡，來達到緩解脂質累積。 

  本研究嘗試探討牛樟芝提取物牛樟芝萃取物對於動脈粥樣硬化的

調節潛力，未來希望利用高脂飲食處理的 ApoE-/-小鼠作為動脈粥狀硬

化動物模式，藉由動物實驗評估牛樟芝萃取物對於脂質累積以及動脈

粥狀硬化的緩解作用。  
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