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中 文 摘 要 ： 本研究利用 NLE (0.5、1.0 和 2.0%)與 Lieber-DeCarli 流質酒精
飼料合併餵食 C57BL/6J 小鼠六週。研究中證明 NLE 能降低肝功能
指數(AST/ALT)及血清和肝臟中三酸甘油酯和膽固醇含量，且抑制三
酸甘油酯和膽固醇合成相關蛋白表現，)。此外，顯示 NLE 可經由
增加PPAR-α表現，活化 CPT-1促進脂肪酸運輸，活化MTP促進脂肪
酸氧化作用，進而對抗酒精所誘發的脂質生成作用。並能經由活化
GSH 、GSH-Px 、SOD 和 catalase 等抗氧化性酵素，抑制酒精誘導
之氧化效應。 NLE 也能抑制酒精所誘發之炎症指標(IL-6, TNF,
iNOS, COX-2)。從週邊脂肪組織測量亦證實 NLE 可以抑制體脂肪形
成。結果也顯示 NLE 能抑制三酸甘油酯和膽固醇在肝臟中累積、促
進脂肪酸運輸、降低小鼠體重、調控脂質在肝臟中累積並降低血清
中脂質含量、活化抗氧化酵素避免酒精誘導的氧化效應、透過活化
AMPK 和 PPAR-α 路徑抑制脂肪酸合成、增加脂肪酸運輸和刺激脂
肪酸氧化作用。
第二年探討NLE抑制肝纖維化及肝癌之作用。研究首先利用化學致癌
物質AAF誘導大鼠產生肝癌的模式，評估NLE抑制AAF所誘導肝臟纖維
化，及肝癌發展之作用，並探討其中的相關機轉變化。在AAF動物模
式之結果中發現，NLE可以減緩AAF誘導大鼠自發性發生肝癌，NLE是
透過增加肝臟之解毒功能，增加GST的活性，及增加肝臟的抗氧化酵
素活性，如SOD、GSH-peroxidase及catalase，來達到保護肝臟，抑
制肝癌的發生。
第三年證明NLE確實可以抑制人類肝癌細胞株Huh7與Hep3B的生長。
進一步分析NLE所造成的細胞死亡形式，透過細胞凋亡雙染分析試驗
(Annexin V/PI stain) 與caspase 3的活化證實NLE誘導人類肝癌細
胞株走向細胞凋亡(apoptosis)。而從DCFH-DA分析與JC-1染色發現
NLE會導致細胞內粒腺體功能異常，造成粒腺體膜電位的改變，進而
產生過量的ROS累積，促進肝癌細胞的死亡。從蛋白表現量推測
NLE會透過活化p53/Bax/Bak路徑導致肝癌細胞的凋亡。另外發現
，NLE可以誘導Hep3B細胞acidic vesicular organelles之產生。而
觀察細胞自噬作用相關蛋白(LC3, ATG5, Beclin)也證實NLE確實會
誘導Hep3B產生自噬作用，推測NLE也可以透過細胞自噬作用導致肝
癌的細胞凋亡。總和以上結果，NLE可以增加肝臟的抗氧化能力與解
毒功能而減緩AAF誘導的肝癌生成，並且透過p53/Bax/Bak路徑造成
肝癌細胞株粒線體膜電位的改變並調控細胞自噬作用產生，利用這
兩種方式導致肝癌細胞的凋亡進而達到抑制肝癌生成之作用，推測
NLE可能具有幫助病患減輕肝癌惡化之潛力。

中文關鍵詞： 荷葉黃酮、酒精性脂肪肝炎病變、抗氧化、抑制脂肪合成、促進脂
肪分解 、肝纖維化、解毒酵素、抗肝癌作用、人類肝癌細胞、細胞
凋亡、致死性自嗜作用、抗肝癌作用

英 文 摘 要 ： In first year, our results revealed that NLE significantly
reduced the lipid accumulation, prevented oxidative stress,
facilitated anti-inflammation, suppressed lipid synthesis,
increased fatty acid transportation and stimulated fatty
acid oxidation by regulating the activation of AMPK,
suggesting that NLE could potentially be developed as a
natural agent for preventing NAFLD and AFLD (Food Funct.,



2014, 5, 678). In second year, we found that dietary
administration of NLE had markerly suppressed AAF-induced
liver cancer incidence in wistar rats. NLE increased
detoxification and antioxidant enzyme in liver of AAF-
induced rat. In this year, we demonstrated that NLE induced
cell death in human hepatocellular carcinoma cell, Huh7 and
Hep3B, by MTT assay, Annexin V/PI stain and Caspase
activation. Reactive oxygen species (ROS) production as
side products of the electron transport chain, causing
mitochondrial damage. NLE treatment induced cellular ROS
accumulate and mitochondrial dysfunction by DCFH-DA and JC-
1 analysis in Huh7 and Hep3B. In our study, NLE induced
mitochondrial membrane potential loss and apoptosis through
activation of p53/Bax/Bak pathway which is similar to ER
stress-induced cell death. We presented evidence that NLE
also promoted acidic vesicular organelles formation by
Acridine orange stain and activated Beclin/ATG5/LC-3
pathway, which is sufficient to induce autophagic cell
death in Hep3B cell. These results indicated that the NLE
might be a plausible treatment for patients with HCC.

英文關鍵詞： flavonoids-rich extracts of Nelumbo Nucifera leaf,
alcoholic liver disease, antioxidation,anti-inflammatory,
stimulate lipolysis, inhibit lipogenesis,liver fibrosis,
antioxidation, detoxication, anti-hepatocarcinogenesis,
human hepatocellular carcinoma cell line, apoptosis,
autophagy, anti-hepatocarcinogenesis.
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第一年度研究報告 

壹、中文摘要  

關鍵字：荷葉黃酮、酒精性脂肪肝炎病變、抗氧化、抑制脂肪合成、促進脂肪

分解  

荷葉黃酮萃取物(NLE)對於抑制酒精性肝損傷及肥胖之作用，目前尚無發現。

本研究利用 NLE (0.5、1.0 和 2.0%)與 Lieber-DeCarli 流質酒精飼料合併餵食 

C57BL/6J 小鼠六週。研究中證明 NLE 能降低肝功能指數(AST/ALT)及血清和

肝臟中三酸甘油酯和膽固醇含量，且抑制三酸甘油酯和膽固醇合成相關蛋白表現，

如固醇類調節結合蛋白(SREBPs)、glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT)、

HMG-CoA reductase、脂肪酸合成酶(FAS)和 acetyl-CoA (ACC)。此外，顯示 NLE 

可經由增加 peroxisome proliferator activated receptor-α (PPAR-α)表現，活化 

palmitoyltransferase-1 (CPT-1)促進脂肪酸運輸，活化 microsomal triglyceride 

transfer protein (MTP)促進脂肪酸氧化作用，進而對抗酒精所誘發的脂質生成作

用。並能經由活化 GSH (glutathione)、GSH-Px (GSH peroxidase)、SOD (superoxide 

dismutase)和 catalase 等抗氧化性酵素，抑制酒精誘導之氧化效應。從免疫組織

染色和 western blot 分析結果，也證明 NLE 也能抑制酒精所誘發之炎症指標

(IL-6, TNF, iNOS, COX-2)。從週邊脂肪組織測量亦證實 NLE 可以抑制體脂肪

形成。結果也顯示 NLE 能抑制三酸甘油酯和膽固醇在肝臟中累積、促進脂肪酸

運輸、降低小鼠體重、調控脂質在肝臟中累積並降低血清中脂質含量、活化抗氧

化酵素避免酒精誘導的氧化效應、透過活化  AMPK 和 PPAR-α 路徑抑制脂肪

酸合成、增加脂肪酸運輸和刺激脂肪酸氧化作用。因此，NLE 具有潛力發展為

健康食品，預防酒精引發之肝損傷和肥胖。 
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貳、英文摘要  

The flavonoids-rich extracts of Nelumbo Nucifera leaf (NLE) play roles in 

preventing alcoholic liver disease remain unknown. In this study, we determined 

whether treatment with NLE would prevent experimental alcoholic liver disease (ALD) 

and elucidated the underlying mechanism. Six groups of C57BL/6J mice were fed on 

Lieber-DeCarli regular diet with or without 36% ethanol for 6 weeks. Meanwhile, mice 

were treated with 0.5, 1.0 and 2.0% NLE respectively. The plasma biomarkers and 

hepatic content analysis showed that NLE inhibited triglyceride (TG), total cholesterol 

(TC), aspartate aminotransferase (AST), alanine minotransferase (ALT) and alkaline 

phosphatase (ALP) levels. Furthermore, treatment with NLE lessened the expression  

of TG and TC synthesis-related proteins by immunoblotting, such as SREBPs,  

AGPAT1, HMG-CoA reductase, fatty acid synthase (FAS) and acetyl-CoA  

carboxylase (ACC). In contrast, the peroxisome proliferator activated receptor-α 

(PPAR-α) and carnitine palmitoyltransferase-1 (CPT-1) were increased, concurrently, 

promotion of MTP activity by NLE might serve as a fatty acid transport against lipid 

accumulation in liver. Beside, NLE prevented oxidant stress by activated antioxidant 

enzymes, such as GSH, GSH-Px, SOD and catalase. The IHC stain and western blot 

analysis also exposed the inhibitory effect of NLE on alcohol-induced inflammatory 

stress. In conclusion, our results revealed that NLE significantly reduced the lipid 

accumulation, prevente oxidative stress, facilitated anti-inflammation, suppressed lipid 

synthesis, increased fatty acid transportation and stimulated fatty acid oxidation by 

regulating the activation of AMPK, suggesting that NLE could potentially be developed 

as a natural agent for preventing alcohol-induced liver injury and obesity.  

Keywords: flavonoids-rich extracts of Nelumbo Nucifera leaf, alcoholic liver disease, 

antioxidation,anti-inflammatory, stimulate lipolysis, inhibit lipogenesis 
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參、報告內容 

3-1. 肝臟疾病 

根據衛生署100年的統計慢性肝炎以及肝硬化，在國人十大死亡原因當中佔

居第8位，而肝癌更是十大癌症死因的第一位，因而顯示台灣是肝硬化以及肝臟

疾病盛行的區域。肝臟病變一般可分為三大階段，即(A)肝損傷(肝炎)(B)肝纖維

化和肝硬化(C)肝癌，依發生原因又分為以下： 

3-2. 肝損傷 

造成肝損傷的原因有諸多因素，包含藥物、病毒感染、飲食習慣不良或酗酒

等，引起多發性的營養和機能缺乏，進而產生脂肪浸潤使肝細胞發炎壞死、組織

及血管受到破壞，造成肝損傷及肝臟產生纖維化，而將原本正常構造之肝臟，扭

曲成許多小節結，使肝臟的功能逐漸走向衰竭之命運，最後導致肝硬化。 

肝損傷包括相關肝臟疾病和已造成組織損傷現象。就臨床上判讀，急性肝損

傷是指病程少於六個月者，慢性肝損傷則指病程達六個月以上者。肝損傷的發生

原因大致分為以下幾種因素： 

病毒性肝疾病(Viral liver disease) 

病毒性肝病是指因病毒所引起的肝炎、肝硬化及肝癌。主要有六種病毒會

產生病毒性肝炎：A、B、C、D、E 及 G 型肝炎病毒，A 型及 E 型肝炎病毒主

要經由糞口傳染，而 B、C、D、G 型等肝炎病毒則是經由血液及體液之接觸來

傳染，其中 B、C、D 及 G 型肝炎病毒會導致慢性肝炎、肝硬化[2]。 

酒精性肝損傷 

酒精性肝病是指因長期酗酒所造成的肝疾病。酒精代謝過程中經由 CYP2E1 

(cytochrome P450 2E1)代謝後會產生ROS，造成脂質過氧化、破壞蛋白質及DNA，

進而引發細胞毒性[3]。 

藥物或毒物性肝損傷 

因服用藥物、化學藥品或其餘對肝臟有毒害作用的物質所造成的肝病。例如

食物受到黃鞠毒素的污染，被認為與日後肝炎和肝癌的發生是有相關聯的[4]；以

及因服用過量普拿疼(acetaminophen,乙醯胺酚)引發急性肝炎[5]。 
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化學性肝損傷 

由化學性肝毒性物質所造成的肝損傷。這些化學物質可通過胃腸道門靜脈或

體循環進入肝臟進行轉化，其病變的過程與感染的劑量直接相關，可引起肝臟不

同程度的肝細胞壞死、脂肪變形、肝硬化和肝癌。例如四氯化碳 (carbon 

tetrachloride)及脂多醣體(lipopolysaccharide, LPS)，四氯化碳在動物模式上常使用

於誘導急性和慢性肝損傷，原理主要是因四氯化碳受肝微粒酵素活化成三氯甲烷

自由基，然後與蛋白質結合導致蛋白質合成受阻，並引起脂質分解代謝失調，引

起肝細胞內三酸甘油酯蓄積，另外三氯甲烷自由基形成過氧化物，導致脂質過氧

化而使得肝細胞膜損傷，造成肝中酵素滲出及細胞病變而壞死[6]。LPS又稱為細

菌內毒素(endotoxin)一旦進入循環系統，將與蛋白質結合形成LPS-binding protein 

(LBP)複合體，此複合體與macrophages 或monocytes細胞膜上的Toll-like receptors

結合後，將活化生物體的免疫系統並釋放出大量的細胞激素(cytokines)，引發一

連串的全身性發炎反應，而脂多糖誘導肝損傷主要是因為活化引起發炎反應之一

些細胞激素和發炎介子大量表現，如TNF-α、CD14 (LPS receptor)、TGF-β、IL-1

和IL-6等，造成肝細胞發炎和壞死[7]。 

3-3. 酒精對人體的影響和致病機制 

3-3-1. 酒精性肝病變(alcoholic liver disease, ALD) 

ALD是長期大量飲酒所致的肝臟損害性病變，其病理性的發展和發生率包括

酒精性脂肪肝(alcoholic fatty liver, 80-90%)、酒精性肝炎(alcoholic hepatitis, 10-

35%)、酒精性肝纖維化( liver fibrosis, 20-40%)、酒精性肝硬化(cirrhosis, 8-20%)及

肝癌(hepatocellular carcinoma, 3-10%) [8, 9]。然而關於ALD的致病機轉雖然有相

當多之研究，但目前尚無統一明確之證據，有文獻提出以氧化效應和脂質過氧化

為中心的“two-hit model”假說，其“one-hit”指脂質沉積在肝細胞中而導致脂肪肝，

“two-hit”則涉及內毒素、細胞因數參與的氧化效應和脂質過氧化作用[10]。 

3-3-2. Stages of ALD  

a. 酒精性脂肪肝(alcoholic steatosis, alcoholic fatty liver ) 
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肝細胞內脂肪積累是酒精所誘發肝病變最是早和最常見的，這種脂肪肝主要

是肝內中性脂肪的增加，其細胞內病理性變化包括瀰漫性脂肪液泡的擴張、增殖

性內質網擴大和扭曲的線粒體。此一過程的主要病因是增加脂肪酸和三酸甘油酯

合成，促進脂肪組織中游離脂肪酸和腸黏膜 (intestinal mucosa)的乳迷微粒

(chylomicrons) 湧入肝臟中，從而增加肝臟脂質生成、抑制脂質分解和損壞細胞

中線粒體及微小管(microtubules)，結果導致脂肪在肝臟中積累。研究指出酒精性

脂肪肝分子機轉，乃因酒精誘導參與脂質合成酵素(lipogenic enzymes)過度表現，

從而抑制下游PPARα (peroxisome proliferator activated receptor α) 和增加固醇類

轉錄因子SREBP (sterol regulatory element-binding protein) 作用[11,12]。酒精也會

抑制AMPK (AMP-activated protein kinase)，進而影響細胞內負責脂肪合成和脂肪

降解途徑之間平衡的關鍵代謝產物，malonyl coenzyme A和長鏈acyl-coenzyme 

A[41]；除此之外，長期或是大量攝取酒精會形成脂質過氧化作用而改

變 NADH/NAD+比值增加，經由抑制脂肪酸運輸和氧化作用及促進脂質和成[13]，

最終結果造成脂質在肝臟內堆積。 

b. 酒精性肝炎(alcoholic steatohepatitis) 

這一階段的特點是產生炎症反應，組織學可見透明不規則細胞質結構的嗜酸

性酒精小體(Mallory’s hyaline)、多型核白血球(polymorphonuclear leukocytes) 和

變性或壞死肝細胞。酒精性肝炎一直被視為是酒精性肝硬化的前驅病變。文獻指

出酒精代謝的主要產物乙醛(acetaldehyde)，會與蛋白和 DNA結合，從而導致功

能改變並形成蛋白和  DNA之加成物，且此加成物就如同一主動抗原

(autoantigens)，會去啟動適應性免疫系統 (adaptive immune system)，活化一些免

疫細胞參與反應，造成肝細胞損傷；另外，乙醛所形成之氧化性壓力，也會誘導

線粒體損傷及抑制一些抗氧化性酵素活性，造成肝細胞產生apoptosis。 

c. 酒精性肝纖維化(fibrosis) 

酒精引發之肝纖維化在組織學上可發現圍繞在肝腺泡的任意位置，而早期的肝纖

維組織通常可見到中央靜脈和微靜脈，嚴重則可見發達的粗面內質網和高爾基複
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合體，還可見微纖維和微小管[15]；如果持續攝取酒精，將會迅速發展較嚴重的

階段，包括肝硬化，因此，這種病變可被視為發展成後續的肝硬化指標，其病變

是經由乙醛刺激膠原合成(collagen synthesis)，而刺激星狀細胞(stellate cells)產生

過度的膠原沉積而形成肌纖維母細胞樣細胞轉化狀態(myofibroblast-like cells)[16, 

17]。研究指出酒精及其代謝產物乙醛誘發肝細胞變性、庫氏細胞和多型核白血

球活化，會活化星狀細胞轉化，是經由刺激釋放出一些纖維化介子(fibrogenic 

mediators)，而引發肝臟纖維化；包括生長因子 TGF-β，血小板生長因子(platelet-

derived growth factor)，細胞激素 angiotensin II、 IL-1β、 IL-1α、IL-6 和 TNF-α，

以及 leptin、NO 和 ROS 等[18, 19]。 

3-4. 荷葉(Nelumbo Nucifera Leaf)介紹 

荷葉為蓮之葉片部份。蓮，學名為 Nelumbo Nucifera，是睡蓮科植物蓮

(Nelumbo Nucifera Gaertn)多年生草本挺水植物，又稱蓮花、荷花、  芙蓉、水芙

蓉、水芝、玉環、水華等，外形大多為半圓形或扇形，展開後類似圓盾形，直徑

約 20-90 cm，邊緣成波浪狀，葉面較粗糙呈深綠色或黃綠色，下表面淡灰棕色，

較光滑，有粗脈約 21-22 條，自中心向四周射出，中心有突起的葉柄殘基，具有

輕微清香氣，味微苦。「本草再新」記載荷葉具有清涼解暑、止渴生津、治瀉痢、

去火熱功效。「本草綱目」著述荷葉服之，令人瘦劣，單服可以消陽水浮腫之氣。

中醫則常用於清暑利濕、生發清陽功能。  

3-4-1. 化學成分  

荷葉除了含有普通植物中所共有的碳水化合物、脂質、蛋白質、單寧等化學

成分外，目前已知含多種生物鹼:如蓮鹼(roemerine)、荷葉鹼(nunciferine)、O-去甲

荷葉鹼(O-nornuciferine)、亞美罌粟鹼(armepavine)、前荷葉鹼(pronuciferine)、  N-

去甲基荷葉鹼(N-nornuciferine)、 D-N-甲基烏藥鹼(D-N-mthylcoc-laurine)、番荔枝

鹼 (anonaine)、原荷葉鹼 (pronuciferine)、鵝掌楸鹼 (liriodenine)和脫氫荷葉鹼

(dehydroroemerine)[20]等。另外，荷葉亦含抗氧化性物質類黃酮，槲皮素(quercetin)

異槲皮甙(lsoquercitrin)、蓮甙(nlumboside)[21,22]，以及維生素 C、酒石酸、檸檬
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酸、蘋果酸、葡萄糖酸(gluconic acid)、草酸、琥珀酸、鞣質等。  

3-4-2. 生理活性及作用  

荷葉萃取物的抗氧化活性可以抑制過氧化氫(H2O2)誘導大腸癌細胞株

Caco-2 產生細胞毒性，有效降低自由基對細胞的攻擊，進而保護細胞避免受氧

化性損傷[23]。荷葉萃取物所含的生物鹼成分可以對抗有絲分裂作用，抑制細胞

週期程進程、降低細胞激素的基因表達和人類外周血液單核球細胞的增殖 [24]。

荷葉萃取物富含類黃酮，其抗氧化的能力，能清除 DPPH 自由基、抑制人類低密

度脂蛋白(ox-LDL)的氧化作用[25]。 在大白鼠的實驗發現，荷葉萃取物可以有效

降低大白鼠對脂肪和碳水化合物的吸收，有效達到減重的目的[26]；亦能促進白

色脂肪細胞進行脂肪分解燃燒[27]；另外，以高脂飲食誘導的實驗也證明具有減

肥和降血脂的作用[28]；荷葉萃取物用於抑制澱粉酶(amylase)、脂肪酶(lipase)的

活性，能加速的脂質代謝和上調能源支出增加，而用於治療高脂血症[29]。在使

用高脂肪飲食導異的動物模式研究，證實富含黃酮類的荷葉萃取物，會降低血中

和肝臟中脂質代謝、避免脂質過氧化、顯著改善 AST 和 ALT、減低 LDL-C 和 

HDL-C ratio，並且抑制因高脂肪飲食誘導異常血脂、脂肪肝和肝損傷等作用[30]。

以高膽固醇飲食誘導大白兔的研究也發現，荷葉萃取物可以經由抑制 FAK/PI3-

kinase/small G protein 路徑，降低 MMP-2/9 的分泌、抑制平滑肌細胞增生和移

行，預防動脈粥狀硬化(atherosclerosis)發生[31]。從 in vitro 和 C57BL/6J 的小鼠

動物模式也證實荷葉萃取物可以經由抑制肝臟中 FAS、acetyl-CoA carboxylase、

HMGCoA reductase 表現、增加磷酸化 AMPK 活性、促進脂質調節相關酵素，

有效地減輕身體脂肪積累和預防肥胖[32]。  
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肆、研究材料與方法  

4-1. 荷葉黃酮萃取物(NLE)製備  

取 200 公克之荷葉粉末，加入 5 L 的二次水攪拌 2 小時以上至完全溶解，

浸置於 4oC 冷房隔夜，之後將荷葉汁液先以濾網初步過濾初渣，再以濾膜進行

二次過濾，剩餘物再利用 50 ml 離心管離心，以 4000  轉 10 分鐘進行第二次

分離荷葉汁液，所得之荷葉萃取液送至冷乾工廠冷凍乾燥去除水分再加以細磨成

荷葉粉末，其乾燥粉末產物即為 NLE，將此萃取物儲存於-20 ℃備用，本次實驗 

NLE 產率為 14.5%。  

4-2. NLE 黃酮分析  

以二次水配製 0.05 mg/mL  標準品及 10 mg/mL NLE  後，再以 0.22 µm 

filter 過濾。HPLC 分析條件如下---使用 Mightysil RP-18 GP 250 管柱，動相條

件為[SolutionA: Formic acid/water (10:90)，Solution B: Formic acid/water/acetonitrile 

(10:60:30)]，動相梯度為(Time, ％B) (0, 20) (55, 85)，流速 1 mL/min，偵測波長 

260 nm，注射體積：10 μL，最後以偵測器進行分析。  

4-3. 血清中脂質過氧化分析 TBARs assay  

本實驗依據  Buege 和 Aust  之方法加以修改(Buege and Aust, 1978)，脂

質氧化過程中會產生 Malondialdehyde (MDA)，此時加入  Thiobarbituric acid 

(TBA)會與 MDA 產生反應物(Thiobarbituric acid reactive substance, TBARS)，可

利用吸光值(OD)測定反應物，以判定 MDA 形成量，而得知脂質過氧化的程度。

首先將各組別定量其蛋白質含量。接著準備好試管配製不同梯度濃度 1,1,3,3- 

Tetramethoxypropane (TEP)作為標準液並畫出標準曲線。步驟取稀釋 10 倍的 

200 μl 血清，加入 200 μl TCA buffer (Tricholoroacetic acid，25 %)混合後，於 4oC

下離心(1,000 x g；30 mins)後，取上清液 200 μl 再加入 200 μl TBA buffer 混合

後，於 95℃下加熱並避光反應 40 分鐘後，放入冰上 cold down 15 分鐘並避光，

以螢光光度計在波長 532 nm/600 nm 下測定吸光值，再依照標準曲線計算出樣

品中所含的 MDA  濃度。  
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4-4. 動物肝臟脂質萃取與脂質含量之測定  

取定量之肝臟組織剪碎，加入萃取溶劑 chloroform/methanol (2:1)，使用均

質機均質後，以超高速離心機離心 1,500 x g 取得上清液，再以減壓真空濃縮

機去除有機溶劑，得乾燥肝臟脂肪物質。分析時使用異丙醇回溶，所得之肝臟

脂質萃取液，利用之商品化試劑組進行各 

脂質含量測定。  

4-5. 動物肝臟蛋白萃取  

取 0.1 g 之肝臟組織剪碎後加入蛋白萃取液(iNtRON Biotechnology)，其 

sample 與 buffer 比率為 1/100，經均質機研磨得肝臟蛋白組織研磨液。將研磨

液震盪反應 1 小時，再以低溫冷凍離心機超高速離心機離心(1,500 xg，20 分鐘)，

經離心後取得上清液，收集上清液即為蛋白，之後再定量配製濃度 60 μg/μl 的 

western blotting sample。  

4-6. 肝臟氧化和抗氧化功能相關之成分或酵素活性分析  

4-6-1.肝臟均質液之製備  

取 0.1 g 肝臟組織，加入 10 倍體積的 Phosphate-EDTA 緩衝液(0.1 M 

KH2PO4, 0.1 mM EDTA, pH 7.0)，以玻璃研磨杵製備均質液。將均質液於 4oC 以 

1,500 x g 離心 20 分鐘，取上清液進行蛋白質定量後，儲存於-80oC 備用。  

4-6-2.組織脂質過氧化分析(TBARs assay)  

本實驗依據 Buege 和 Aust 之方法加以修改(Buege and Aust, 1978)，脂質氧

化過程中會產生 Malondialdehyde (MDA)，此時加入 Thiobarbituric acid (TBA)會

與  MDA  產生反應物(Thiobarbituric acid reactive substance, TBARS)，可利用吸

光值(OD)測定反應物，以判定  MDA  形成量，而得知脂質過氧化的程度。 

4-6-3.麩胱甘肽(glutathione, GSH)濃度之分析  

此測定法是根據 Cohn [33]等人之螢光測定法。將組織以 normal saline 清洗

之後，加入 homogenize buffer (50 mM Tris-0.25 M sucrose, pH7.5)，於冰上以研磨

機進行研磨，將研磨液於 4oC 下以 10,000 xg 離心 30 min，取上清液 0.5 ml，
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加入 4.5 ml Phosphate-EDTA buffer (0.1 M Na2HPO4, 5 mM EDTA, pH8.0），混合

均勻，取  0.1 ml 混合液，加入  0.9 ml phosphate-EDTA buffer，0.1 ml O-

phthalaldehyde (OPT)混合均勻後，於室溫下，避光靜置 15 min，將此混合液體倒

入石英管中，設定激發波長為  350 nm，放射波長  420 nm 之 Fluorescence 

spectrophotometer (HITACHI F-2000)測量其螢光強度。分析過程中以 GSH 標準

品，作出標準曲線，再進行分析。結果以 nmole/mg protein 表示之。  

4-6-4.麩胱甘肽過氧化酶(GSH Px)活性分析  

在麩胱苷胺過氧化酶與麩胱苷胺還原酶(Glutathione reductase, GRd)的偶合

反應(Coupling reaction)中，麩胱苷胺過氧化酶會消耗兩分子的還原態麩胱苷胺

(GSH)，來清除一分子的過氧化物，同時麩胱苷胺還原酶會消耗一分子的 

NADPH，再將氧化態的麩胱苷胺(GSSG)還原成還原態麩胱苷胺。因此還原態麩

胱苷胺的消耗速率會等於兩倍  NADPH 的消耗速率，故麩胱苷胺過氧化酶的活

性可用 NADPH 在波長 340 nm 下的吸光值變化情形來表示[34]。  

4-6-5.超氧化物歧化酶 (SOD)活性分析  

鄰苯三酚(pyrogallol)在 pH 小於 7 的環境中甚為穩定，但在 pH 大於 7 

之環境中會發生自身氧化反應，產生超氧陰離子自由基，同時會以一定的速率生

成有色中間產物紅桔酚，而超氧化歧化酶可以將超氧陰離子自由基歧化，而使鄰

苯三酚的自身氧化速率受到抑制，根據抑制程度之大小，可換算超氧化歧化酶之

活性[35]。  

4-6-6.過氧化氫酶(catalase)  

在波長 240 nm 時，過氧化氫會在觸酶的存在下，逐漸減少其吸光值(ε240 

=0.0395 mM -1 cm -1)，藉由其單位時間內吸光值的改變量，可測得觸酶的活性。

一單位觸酶定義為每分鐘過氧化氫所消耗的毫莫耳數[36]。  

4-7. 免疫組織染色法  

將已經黏在乾淨的載玻片上之石蠟切片，放入 56oC 烘箱中 overnight 後以 

Xylene 10 分鐘分隔兩次浸泡，再以 100 %酒精 5 分鐘、95 %酒精 3 分鐘、80 



13 

 

%酒精 1 分鐘、70%酒精 1 分鐘，之後以二次水浸泡 3 分鐘進行脫蠟。接著再

以檸檬酸緩衝溶液(0.01 M, pH 6.0)煮沸 10 分鐘，以二次水浸泡 5 分鐘，擦取

出後拭乾，於室溫下，將 Dual Endogenous Enzyme Block  覆蓋在檢體上作用 5 

分鐘。以二次水和 PBST 分別沿著玻片沖洗後擦拭去多餘水分。完成後分別加

入抗體 iNOS、COX2、IL-2、NFkB、SOD、GSH-Px 及 catalase (1:50-1:100)作用 

3 小時，再以 PBST 沿著玻片沖洗，之後加入 Labelled polymer-HRP 在室溫作

用 30 分鐘，以 PBST 沖洗後加入呈色劑 DBA (1 ml buffer substrate + 1 drop 

DBA)反應 5 分鐘，以二次水擦拭去多餘水分，利用 Hematoxylin 做比對 2 分

鐘，以自來水沖洗至少 15 分鐘後進行脫水步驟(70% 酒精 2 分鐘、80% 酒精 2

分鐘、95%酒精 2 分鐘、100%酒精 2 分鐘、Xylene 5 分鐘兩次)，待組織玻片晾

乾後以 aqueous mounting medium 進行封片。  

4-8. 西方墨點法(western blotting)  

取定量後之肝組織均質液配置 sample，以蛋白濃度 50-70 μg/μl 加入等量

的 Sample Buffer (2 ml 0.5 M Tris-HCl pH6.8, 1.6 ml Glycerol, 3.2 ml 10% SDS, 0.8  

ml 2-β-mercaptoethanol, 0.4 ml 0.5% bromophenol blue)，以 95oC 加熱 10 分鐘，

迅速至入冰中冷卻，以離心機將 Sample apin down 後再 loading 至電泳槽膠片

上每個 well 中，其上層膠以 80 伏特，下層以 100 伏特進行電泳，待電泳結束

後接者進行蛋白質的轉漬至 Nitrocellular paper 上，完成轉漬後以 5%脫脂牛奶

於室溫下進行 blocking 1 小時，以 washing buffer (PBS with 0.5% tween-20)沖洗 3 

次，將 NC paper 移至於 4oC 冰箱中與初級抗體反應 overnight，再以 washing  

buffer 沖洗 3 次後，以分別經二級抗體反應 1 小時，以 washing buffer 沖洗 3

次，最後加入 Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus 反應 1 分鐘後，於

冷光螢光數位影像分析儀(LAS-4000 plus system)顯影觀察並定量。  

4-9. 實驗數據統計分析(statistical analysis)  

動物實驗每個實驗至少進行三次，所有數據資料以 SigmaStat 套裝軟體進

行，以ㄧ元變方分析(One-way analysis of variance, ANOVA)試算過後，各組的差
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異再以 Student's t test 統計分析，凡 p < 0.05 以下時表示為有意義的差異。 
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伍、研究成果說明  

5-1. NLE 抑制酒精致肝損傷作用  

5-1-1. NLE 對酒精誘導小鼠肝損傷肝臟外觀型態和重量變化之影響  

肝臟組織的外觀型態、大小與重量，可作為觀察在酒精餵食的模式下，其動

物肝臟是否有產生病變之現象。觀察各試驗組別肝臟型態大小與重量結果顯示於 

Fig. 1。經實驗六週後犧牲觀察發現，在各組肝臟組織大小型態上的變化，正常

組肝臟色澤紅潤，表面平滑且觸感柔軟，以 ethanol 餵食小鼠之誘導組(EtOH)的

肝臟組織明顯較正常組(ND)大，且肝臟整體外觀上呈現色澤明顯偏黃、肝臟表面

較粗糙、邊緣較鈍圓等病變特徵，顯示在 ethanol 餵食模式下會誘發肝病變。而

在正對照組(silymarin 200 mg/kg)和 NLE (0.5-2%)實驗組之肝臟組織，其肝臟外

觀色澤紅潤、表面平滑與正常組幾乎相同、大小特徵小於誘導組(Fig. 1A)。另肝

臟組織重量和肝臟組織重量佔動物體重之百分比值表示於 Fig.1B-C，顯示誘導組

在其肝臟組織的重量明顯高於正常組(p< 0.01)，而在正對照組和 NLE (0.5-2 %)

實驗組之肝臟組織重量則均小於誘導組(p< 0.01)，肝臟外觀型態和重量變化結果

表明 NLE 能抑制酒精對肝臟組織之損傷(p< 0.05)。  

5-1-2. NLE 對酒精誘導肝臟功能指數 AST, ALT 與 ALP 濃度之影響  

血清中天門冬胺酸轉胺酶(AST)、丙胺酸轉胺酶(ALT)和鹼性磷酸酶(ALP)常

用於檢測酒精所誘發之肝損傷指標。故本試驗進一步分析測定各組動物肝功能指

標 AST、ALT 和 ALP 之表現變化(Table 2)。結果發現誘導組中 AST, ALT 和 

ALP 的酵素活性情形明顯較高於正常組表現，而在有處理 silymarin 之正對照

組和 NLE (0.5-2%)之實驗組中，其血清中三項肝功能指標，均較於誘導組有下

降趨勢，且高劑量 NLE (1-2%)之實驗組其結果趨近於正常組(p< 0.05)。雖然在 

0.5%的 NLE 組別中，ALP 的酵素活性結果呈現不具有統計上之差異，然而 1-

2% NLE 之實驗組中，相較於誘導組則有下降。顯示在荷葉萃取物具有降低酒精

誘導肝功能指標 ALT、AST 和 ALP 的表現，避免肝臟受到酒精之傷害，而具

有護肝的功效。  
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5-1-3. NLE 對酒精誘導肝臟中三酸甘油脂(TG)和總膽固醇(TC)含量之影響  

酒精會直接或經其中間代謝產物乙醛(acetaldehyde)作用導致增加肝臟代謝

上之氧化壓力(oxidative stress)，進而促進肝臟之脂質過氧化作用，導致脂質在肝

臟中累積，造成脂肪肝和嚴重肝病變。實驗佐以 ethanol 餵食之 C57BL/6J 小鼠

動物試驗中，將各組動物肝臟檢體進行均質，萃取脂質進行含量分析。各試驗組

別之肝臟三酸甘油脂與總膽固醇濃度顯示於 Fig. 2，p<0.01。結果發現誘導組肝

臟中所含之三酸甘油脂為 1204.54 mg/dl，總膽固醇為 177.06 mg/dl，與正常組相

比(TG: 719.53 mg/dl; TC: 126.71 mg/dl)均明顯上升。而在 NLE (0.5-2%)實驗組及

有處理 silymarin 之正對照組中，其肝臟三酸甘油脂和總膽固醇濃度較誘導組則

有下降趨勢，分別為 TG: 1014.11 mg/dl、922.60 mg/dl、850.98 mg/dl；silymarin: 

897.44 mg/dl。TC: 151.82 mg/dl、10.89 mg/dl、118.02 mg/dl；silymarin: 126.82 mg/dl。

如上述數據顯示桑荷葉萃取物具有降低肝臟中三酸甘油脂和總膽固醇含量，能抑

制酒精所誘導的脂質合成，並減少脂質在肝臟累積。  

5-1-4. 病理切片觀察 NLE 對 ethanol 誘導小鼠肝損傷之影響 

取各組別之肝組織切片，以 hematoxylin-eosin (HE)染色，觀察結果顯示於 

Fig. 3A；在 ethanol 餵食 C57BL/6J 小鼠的組別中相較於正常組，呈現出瀰漫性

大泡型脂肪泡 (macrovesicular steatosis)、少數發炎細胞浸潤和肝細胞變性

(degeneration)，而在 NLE 實驗組及處理 silymarin 之正對照組中，其肝組織切

片 HE 染色結果，則趨近於正常組型態，且均未發現有脂肪累積在肝組織中和

肝細胞變性情形。證明荷葉萃取物確實能抑制酒精性脂肪肝和肝病變，具有挽救

及保護肝臟免於受酒精之氧化性傷害。  

5-1-5. 免疫組織染色觀察 NLE 對酒精誘導小鼠肝組織發炎反應的影響 

取 C57BL/6J 小鼠的肝組織切片，以免疫組織染色法觀察引起發炎反應的

介質(proinflammatory mediators)nchemokines 和 cytokines，包含 iNOS、COX-2、

NF-κB、TNF-α 和 IL-6，結果顯示於 Fig. 3B。觀察結果，其所有誘導組別在六

週酒精飼料餵食下，肝細胞呈現變性，且大量表現 proinflammatory mediators 在
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肝細胞之細胞質中，而在 0.5 % NLE 實驗組則出現少量抑制，另外，正對照組

和 1-2% NLE 實驗組別中，相較於 Lieber-DeCarli Regular Control Diet 餵食之正

常組，未有明顯表現量被觀察在這些組別中，證明荷葉萃取物能抑制  iNOS、

COX-2、NF-κB、TNF-α 和 IL-6 在肝細胞中的表現，調節肝細胞因酒精作用引

發之發炎反應和損傷。  

5-1-6. Western blotting 分析 NLE 對酒精誘導小鼠肝組織發炎反應的影響 

取肝組織均質液以 Western blotting 分析引起發炎反應之介質，iNOS、

COX-2、NF-κB、TNF-α 和 IL-6。觀察結果，其誘導組在流質酒精飼料餵食下，

因酒精長時間刺激，相較於正常組增加 3.8、1.3、1.4、1.5 和 2.4 倍表現量，而 

NLE（0.5-2 %）實驗組與誘導組比較，分別呈現劑量之相關抑制現象，且在 1% 

和 2 % NLE 實驗組其蛋白表現量皆趨近於正常組，呼應正對照組(silymarin)亦

有相同之效果(Fig. 4A-B, p< 0.05)。上述數據證明荷葉萃取物能抑制酒精長期刺

激下引起之前發炎反應介質表現，降低酒精對肝臟之氧化性損傷和發炎反應。  

5-1-7. NLE 對酒精所誘導的氧化壓力(oxidative stress)之影響    

5-1-7-1. NLE 調節酒精所誘導的脂質過氧化作用  

酒精所造成之氧化壓力會進而促進肝臟脂質過氧化作用，而脂質過氧化的

形成主要為自由基過量所導致，因此，利用低密度脂蛋白氧化過後的產物，丙二

醛(malondialdehyde)為指標，以 TBARS (thiobarbituric acid reactive substances)方

法測得此過氧化物，其數值可判定氧化之程度。本實驗利用荷葉萃取物藉以評估

其對  ethanol 所誘導的小鼠血清和肝組織中 MDA 指標是否有影響。分析 

C57BL/6J 小鼠血清和肝臟中脂質過氧化的表現量，ethanol 所誘導的組別與正常

組相比較，血清明顯高出 2.9 倍和肝臟中明顯高出 1.8 倍(Fig. 5A, p< 0.01)，而正

對照組和實驗組 NLE (0.5-2%)相較於誘導組其血清和肝組織中 MDA 指標，則

分別被抑制在血清中達 49.2、61.1 和 65.3% (p<0.01)，在肝組織中達 26.4%、

36.5% 和 40.7% (p< 0.01)，且表現量趨近於正常組，結果證明 NLE 能有效的降

低酒精代謝產物所製造之自由基，進而抑制脂質過氧化作用。  
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5-1-7-2. NLE 降低酒精抑制抗氧化酵素之表現  

當過量和長期飲用酒精會抑制體內一些抗氧化酵素，進而引發跟代謝性有

關之疾病，並發展成嚴重的酒精性肝臟疾病(ALD)[18]。實驗分析 NLE (0.5-2%)

在 ethanol 所誘導的 C57BL/6J 小鼠動物模式中，其抗氧化效用。取肝臟組織分

析抗氧化酵素，包含 GSH (glutathione)、GSH-Px (glutathione peroxidase)、catalase、

SOD(superoxide dismutase)，結果顯示於  Fig. 5B (p< 0.05)。觀察結果其誘導組

明顯受酒精影響，因而氧化酵素表現大量受到抑制，與正常組相比 GSH 達 66%、

GSH-Px 達 48.2%、catalase 達 58.3%和 SOD 達 66.4%，但是，在正對照組和

含有 NLE 的實驗組中，此些抗氧化酵素分別呈現劑量之相關性，尤其在高劑量

(NLE 2%)的實驗組，更趨近於正常組表現，其表現量與誘導組相比分別為正對照

組 GSH 增加 2.5 倍、GSH-Px 增加 1.8 倍、catalase 增加 2.2 倍和 SOD 增加 

2.7 倍；0.5% NLE 實驗組 GSH 增加 1.2 倍、GSH-Px 增加 1.4 倍、catalase 增

加 2.0 倍和 SOD 增加 1.3 倍，1% NLE 實驗組 GSH 增加 1.9 倍、GSH-Px 增

加 1.6 倍、catalase 增加 2.3 倍和 SOD 增加 2.3 倍，2% NLE 實驗組 GSH 增

加 2.6 倍、GSH-Px 增加 1.8 倍、catalase 增加 2.4 倍和 SOD 增加 2.8 倍。

證明荷葉萃取物具有很好的抗氧化效果，能降低酒精所因起的氧化作用，挽救酒

精所抑制的抗氧化酵素表現。  

5-2. NLE 抑制酒精致肥胖作用  

5-2-1. NLE 對食物攝取量(food intake)和食物利用率(feed efficiency)之影響 

本動物實驗分為六組，分別為 1.正常飼料對照組(ND)。2.酒精飼料餵食誘

導組(Lieber-DeCarli ethanol diet；EtOH)。3.EtOH 誘導與餵食 silymarin (200 mg/kg)

之正對照組。4-6.EtOH 誘導與餵食 0.5%、1%和 2%之 NLE 實驗組。其熱量控

制為 1 Kcal/ml，餵食小鼠六週分別統計數據顯示於 Table 3，結果在 silymarin 

和 NLE (0.5-2 %)實驗組別中其食物攝取量於各組間無明顯差異，然而，體重

(weight gain)增加較少，且在餵食流質酒精飼料的誘導組中，食物利用率(0.84± 

0.09）明顯高於正常組(0.78± 0.06)，而正對照組和實驗組中，食物利用率則顯著
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低於單獨餵食流質酒精飼料的誘導組(p<0.01)。實驗證明 NLE 降低攝取食物的利

用率導致體重增加較少，達到控制體重增加。  

5-2-2. NLE 對酒精誘導小鼠體重變化之影響  

本動物實驗統計六週，每週定期測量記錄體重，並統計體重變化率，測量時

並觀察各組動物外觀狀態與活動力，其正常組、正對照組和 NLE(0.5-2%)實驗組

動物，其外觀毛色不變無脫毛現象，且活動能力敏捷正常，EtOH 誘導組外觀毛

色有少許髒亂，並有嗜睡現象。各組體重隨週齡逐漸增加，但彼此之間無明顯差

異，結果顯示於 Table 5，p<0.05。動物起始體重約為 20 克左右(第 0 週)各組間

沒有顯著差異，其體重增加率於第六週之統計，分別增加 39.95% 於正常組、

42.44% 於 EtOH 誘導組、30.48% 於正對照、30.09%於 0.5% NLE、28.04% 於 

1% NLE 和 32.55% 於 2% NLE，顯示正對照組和實驗組顯著低於 EtOH 誘導

組，且觀察到第五週起，正對照組和實驗組體重有下降之趨勢，證明 NLE 確實

具有調節體重達到減肥之功效。  

5-2-3. NLE 對酒精誘導小鼠血清中各類脂質之影響  

5-2-3-1. 血清中 TG 與 TC 濃度之分析  

Table 3 結果顯示在 EtOH 誘導組中，其小鼠血清中三酸甘油脂(120.88 

mg/dl)及總膽固醇(104.5 mg/dl)的含量明顯上升，高於正常組(TG: 64 mg/dl, TC: 

78.88 mg/dl)達 47.1% 和 24.5%；而在餵食 silymarin 正對照組和 NLE (0.5-2%)

實驗組之血清中三酸甘油酯濃度較誘導組則有下降趨勢，分別為 67.75 mg/dl、

85 mg/dl、79.75 mg/dl 與 71.63 mg/dl (p< 0.01)。此外，正對照組和 NLE 實驗組

之血清中總膽固醇濃度也較誘導組低，分別為 81.38 mg/dl、83.25 mg/dl、78.50 

mg/dl 與 73.38 mg/dl (p< 0.01)。此結果顯示，NLE 可降低小鼠血清中三酸甘油

脂與總膽固醇的含量，具有抑制酒精誘導的血中脂質濃度增加，因而能避免體脂

肪的形成。  

5-2-3-2. 血清中 HDL、LDL 濃度和 LDL/HDL 比值之分析  

HDL 被稱為是好的膽固醇，因為它在血液中流通性較佳，會將膽固醇由器
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官細胞中輸送到肝臟，再將它代謝或排泄，並且會把累積在血管壁上壞的膽固醇

也一併溶解帶走；而 LDL 又稱為壞的膽固醇，較黏稠，流動速率慢，而且它經

由肝臟到器官細胞時，會沿路累積黏在血管壁上，同時也因血中脂質濃度增加，

而增加脂質過氧化作用的發生，尤其是氧化態的 LDL (oxidative LDL, oxLDL)，

是導致動脈硬化和心血管疾病的主要原因。實驗結果顯示於 Table 3，在 EtOH 

誘導組中，其小鼠血清中 HDL 與正常組相比，呈現降低 34.8%表現，而 LDL 

則增加 2.9 倍表現，其 ND 和 EtOH 組之 LDL/HDL 比值分別為 0.26/1.17，

亦呈現增加趨勢。然而，正對照組和 NLE 實驗組之小鼠血清中 HDL 濃度相較

於 EtOH 誘導組，明顯上升，分別為 56.19 mg/dl、43.60 mg/dl、46.25 mg/dl 與 

52.99 mg/dl (p< 0.05)；另外，在 LDL 濃度則有降低表現，分別為 21.38 mg/dl、

25.63 mg/dl、22.63 mg/dl 與 17.88 mg/dl (p< 0.01)，其 LDL/HDL 比值分別為 0.38、

0.59、0.49 和 0.34。結果證明，NLE 可增加血清中高密度膽固醇含量、具有促

進膽固醇運輸的能力、減少低密度膽固醇濃度的效用。  

5-2-3-3. NLE 對酒精誘導小鼠周邊脂肪組織重量變化之影響  

當人體中能量攝取超過能量消耗時，會藉由增加脂肪細胞的數目以及增大

脂肪細胞自身的容積來儲存三酸甘油酯，並會造成過多脂肪沉積，而使脂肪組織

重量增加，進而產生肥胖。而酒精會增加能量攝取，促進脂質過氧化作用，誘導

體內脂肪組織和體重增加形成酒精性肥胖[37, 38]。因為周邊脂肪組織大小和重

量常被作為間接評估肥胖與脂肪堆積位置的重要參考指標，因此，動物犧牲後取

副睪脂體(epididymal fat pat)、副腎脂體(perirenal fat pat)和腸間脂體(mesenteric fat 

pat)等組織，以生理食鹽水清洗後瀝除水分，秤重並記錄重量變化，作為小鼠體

內脂肪組織重量多寡的指標，判定 NLE 抑制體脂肪形成之效用。  

Fig. 6 數據顯示本研究之誘導模式，在 EtOH 誘導組中小鼠副睪脂體、副

腎脂體和腸間脂體，外觀大小明顯較正常組大，而重量顯著增加分別為 2.3、5.4 

和 2.3 倍(p<0.05)。正對照組和不同劑量的 NLE (0.5-2 %)實驗組相較於 EtOH 

誘導組，副睪脂體分別減少 48.7%、29.1%、40.2% 和 51.3% (p<0.01)；副腎脂體
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分別減少 60.1%、47.9%、70.4%  和 77.8% (p< 0.01)；腸間脂體分別減少 54.1%、

33.1%、43.5%  和 67.7% (p<0.01)，明顯其周邊脂肪組織重量外觀大小較之為小。

顯示 NLE 可降低動物睪丸周邊、腎臟周邊和腸間周邊脂肪組織大小與重量，進

而抑制體脂肪形成，有降低酒精誘導的肥胖作用。  

5-2-3-4. NLE 對酒精誘導小鼠腺苷酸活化蛋白激酶的影響  

AMPK 是細胞內非常重要的能量調控因子，協調體内代謝和能量需要，可

以調控許多不同訊息和功能，參與調節脂肪酸、膽固醇及三酸甘油脂合成，當活

化 AMPK 會增加脂肪酸氧化(fatty acid oxidation)和抑制合成(fatty acid synthesis)，

亦可經由磷酸化多種酵素如：FAS (fatty acid synthase)，ACC (acetyl-CoA  

carboxylase)，HMGCoR (HMG-CoA reductase)及  GPAT (glycerol-3-phosphate 

acyltransferase)而使得脂肪酸、膽固醇及三酸甘油脂合成受到抑制。文獻指出酒

精的毒性作用會抑制脂肪酸氧化、脂肪酸運輸(fatty acid transport)、及參與訊息之

相關蛋白，並會促進脂質合成相關調控蛋白過度表現，使得脂質會在肝臟中累積，

因而引發一些與酒精相關的疾病，包含酒精性脂肪肝(AFLD)和酒精性肥胖等，而 

AMPK 受酒精調節則扮演重要角色。因此，分析 NLE 是否可調控 AMPK 活性，

在酒精誘導動物肝損傷和肥胖上扮演之作用。實驗取肝臟均質液以 western blot 

分析 p-AMPK 和 AMPK 蛋白表現，並統計 p-AMPK/AMPK 比值為其活性表

現，結果顯示與正常組相比其 EtOH 誘導組中 AMPK 活性，明顯被抑制達 25% 

(p< 0.01, Fig. 7A)，而在餵食 NLE (0.5-2%)實驗組中，發現 NLE 具有劑量之相關

性，能挽救因酒精抑制 AMPK 的活化，其 AMPK/p-AMPK 比值數據與 EtOH 

誘導組相比較分別為增加 2.6-2.9 倍(p< 0.05, Fig. 7A)，並且顯示正對照組和 

2.0% NLE 實驗組其比值趨近於正常組。證明 NLE 由活化 p-AMPK 抑制脂肪合

成、降低酒精性脂肪肝和酒精性肥胖的風險。                        

5-2-3-5. NLE 調控酒精誘導小鼠肝臟中三酸甘油酯相關蛋白之作用  

轉錄因子 SREBP-1 為 AMPK 下游重要分子，與脂肪基因有關連並且調

節控制三酸甘油酯和脂肪酸生物合成基因表達，訊息角色在調控轉錄下游脂質生
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成酵素(lipogenesis enzymes)基因表現(例如：ACC、FAS 和 GPAT)，促進脂肪酸

合成，進一步將游離脂肪酸轉換成為三酸甘油酯形式在肝臟中儲存[106]。文獻指

出，在酒精刺激下抑制 AMPK 活化，會進而減低 AMPK 去抑制下游參與三酸

甘油脂和脂肪酸合成的蛋白活性，增加三酸甘油酯和脂肪酸合成。實驗取肝組織

均質液以 western  blot 分析 SREBP-1 及下游調控三酸甘油酯和脂肪酸合成之

蛋白 ACC、FAS  和 GPAT，結果顯示於 Fig. 7B，p< 0.05。在餵食酒精飼料的

誘導組中與正常組相比，其 SREBP-1 顯著高出 1.9 倍，ACC 顯著高出 4 倍，

FAS 顯著高出 4.5 倍，GPAT 顯著高出 1.7 倍，顯示 EtOH 誘導的模式會促進

脂肪酸和三酸甘油酯合成。而正對照組相較於誘導組顯示出抑制效果。但是，0.5% 

NLE 實驗組在作用於 SREBP-1 和 GPAT 的表現，呈現與誘導組沒有較明顯差

異，在 FAS 顯示抑制 19%，在 ACC 顯示抑制 58.2%。另外，1% NLE 實驗組

在 SREBP-1 顯示抑制 25.2%，在 ACC 顯示抑制 60%，在 FAS 顯示抑制 

60.1%，在 GPAT 顯示出抑制 13.9%。2% NLE 實驗組在 SREBP-1 顯示抑制 

49.7%，在 ACC 顯示抑制 71.6%，在 FAS 顯示抑制 68.3%，在 GPAT 顯示出

抑制 41.1%。由上述結果證實 NLE 刺激 AMPK 活化，降低下游三酸甘油酯合

成相關蛋白表現後，抑制脂肪在體內合成。  

5-2-3-6. NLE 調控酒精誘導小鼠肝臟中膽固醇合成相關蛋白之作用  

轉錄因子 SREBP-2 為 AMPK 下游重要分子，角色為調控與膽固醇和脂

肪酸合成代謝相關的蛋白如  HMGCoR (HMG-CoA reductase)、 low density 

lipoprotein receptor (LDLR)，決定膽固醇合成的速率[108]，而肝細胞大量 uptake  

血液中之 LDL，會促使血液中膽固醇濃度降低，因此若能促使肝細胞大量表達 

LDLR，是一種可行的降血脂機制。另文獻指出，在酒精刺激下抑制 AMPK 活

化，會進而減低 AMPK 去抑制下游參與膽固醇和脂肪酸合成的蛋白活性，增加

膽固醇和脂肪酸合成，因此，分析 NLE 對膽固醇合成相關蛋白的調節效用。實

驗取肝組織均質液以 western blot 分析 SREBP-2 及下游調控膽固醇和脂肪酸

合成之相關蛋白 HMGCoR 和 LDLR，結果顯示於 Fig. 7C，p< 0.05。在餵食酒精
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飼料的誘導組中與正常組相比，其 SREBP- 2 顯著高出 1.7 倍，HMGCoR 顯著

高出 1.4 倍，LDLR 則減少出 22.2%，而正對照組相較於誘導組呈現 SREBP-2 減

少 45.1%，HMGCoR 減少 39.3%，LDLR 則增高 1.3 倍。0.5% NLE 實驗組在 

LDLR 和 HMGCoR 呈現與誘導組沒有較明顯差異，SREBP-2 則減少 41.3%。

1% NLE 實驗組在 SREBP-2 呈現與誘導組相比減少 45.4%，HMGCoR 則減少

22.2%，LDLR 則增加 22.3%。2% NLE 實驗組在 SREBP-2 呈現與誘導組相比減

少 46.2%，HMGCoR 則減少 39.5%，LDLR 則增加 35.3%。由上述結果證實 NLE

會刺激 AMPK 活化，降低下游膽固醇合成相關蛋白 HMGCoA 還原酶表現，抑

制脂肪在體內合成，亦具有調控增加 LDLR 清除血液中膽固醇效用。  

5-2-3-7. NLE 調控酒精誘導小鼠肝臟中脂肪酸氧化和運輸相關蛋白之作用  

過氧化體增殖活化受體(peroxisome proliferator-activated receptors, PPAR)，

為一群核內荷爾蒙接受體(nuclear hormone receptors)，其功能為一轉錄因子，屬

固醇類荷爾蒙接受器家族(steroid hormone nuclear receptor superfamily)成員之一，

其中 PPARα 多表現於肝臟、棕色脂肪組織、腎臟、心臟及骨骼肌，會促進脂肪

酸氧化作用、參與脂質運輸及生酮作用與葡萄糖新生作用，且能降低血液中三酸

甘油酯含量具有降血酯功能。研究亦發現  PPARα 參與  CPT-Ι (camitine  

palmitoyltransferase I)和 MTP (microsomal triglyceride transfer protein)訊息調控，

也能抑制脂質在肝臟中堆積形成脂肪肝及一些和代謝性有關之疾病[14]。另外，

文獻亦指出酒精誘導下會抑制 PPARα 及其對下游訊息調控，而抑制脂肪酸氧化

作用並且使得三酸甘油酯、VLDL 由肝臟中輸出受到限制，造成在肝臟中累積

[11]。 實驗取肝組織均質液以 western blot 分析，探討 NLE 在酒精誘導下如何

參與脂肪酸氧化作用和運輸，結果顯示於 Fig. 7D，p< 0.05。實驗觀察到餵食酒

精飼料的誘導組中與正常組相比 PPARα 顯著被抑制達 23.2%，CPT-Ι 被抑制達 

34.6%，MTP 被抑制達 17.9%，而正對照組與誘導組相比表現增加 PPARα 1.5 倍、

CPT-Ι 增加 1.6 倍、MTP 增加 1.3 倍。0.5 % NLE 實驗組相較於誘導組 PPARα 

和 MTP 表現則無明顯差異，而 CPT-Ι 則增加 1.3 倍。1% NLE 實驗組 PPARα 
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增加 1.3 倍、CPT-Ι 增加 1.6 倍、MTP 增加 1.2 倍。2% NLE 實驗組 PPARα 

增加 1.6 倍、CPT-Ι 增加 1.8 倍、MTP 增加 1.3 倍。實驗結果雖然在低劑量 

0.5%  NLE 呈現與誘導組無明顯差異，但是 1.0%和 2.0% NLE 依然可見其抑

制效應。由此結果證實 NLE 具有調控酒精抑制脂肪酸氧化和運輸作用的訊息，

會透過增強 PPARα 活化而促進 CPT-Ι 對脂肪酸氧化作用，並促進 MTP 對脂

肪酸運輸，的確可以降低體脂肪、減少血脂、抑制脂肪肝形成。 
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陸、研究成果討論  

本研究採用 Lieber-DeCarli 飼料，總熱量為 1.0 Kcal/ml，其中正常飼料含 

35%的 fat、47%的 carbohydrate 和 18%的 protein；酒精飼料含 36% 的乙醇、

35%的 fat、11%的 carbohydrate和 18%的 protein。誘導組中之 36 %的 carbohydrate 

以 95% ethanol 取代，誘導小鼠產生肝損傷和肥胖模式。實驗的飼料配方表一

(Table 1)。這樣的模式目的如同之前文獻指出可使動物發展成肝臟脂肪變性、酒

精性肝炎和類似人類酒精性肝病變的組織學特徵[18]。先期實驗在經四週餵食後

先以 HE stain 觀察肝組織切片變化，發現只有呈現小型脂肪滴和少數肝細胞變

性型態，因此，再將動物繼續餵養至六週後犧牲，從肝臟外觀觀察結果，呈現在

餵食酒精之誘導組(EtOH)中，肝臟組織明顯較正常組(ND)大，並且肝臟組織重量

和肝臟組織重量佔動物體重之百分比值明顯高於正常組，另外，肝臟整體外觀上

呈現色澤明顯偏黃、肝臟表面較粗糙、邊緣較鈍圓等肝病變特徵。而正常組、正

對照組和 NLE 實驗組則呈現肝臟色澤紅潤、表面平滑且觸感柔軟如同正常組，

其大小特徵亦小於誘導組(Fig. 1)。另以 HE stain 觀察肝組織切片，結果顯示瀰

漫性大泡型脂肪泡(macrovesicular steatosis)、肝細胞變性(degeneration)和少數的

發炎細胞浸潤現象，而在 NLE 實驗組及處理 silymarin 之正對照組中，其肝組

織切片則趨近於正常組型態(Fig. 3A)。因此，以六週的餵食時間建立肝損傷和肥

胖模式。結果顯示 NLE 能有效的降低酒精代謝產物所製造之自由基，進而抑制

脂質過氧化作用(Fig. 5A)。 

另外，在分析抗氧化酵素表現發現，包含 GSH、GSH-Px、catalase 和 SOD 

等抗氧化酵素表現量，均呈現劑量之依賴性抑制，且在低百分比濃度 NLE 組別

中即可見其抗氧化性酵素表現，1%和 2% NLE 組別中更是趨近於正常組表現

(Fig. 5B)，對照 silymarin 組別具有相同表現。因此，我們認為 NLE 含高抗氧

化性物質，是具有能力成為對抗酒精性肝損傷的膳食補充劑或藥物。酒精代謝過

程中會大量消耗 NAD+，同時產生大量的 NADH，會去干擾肝細胞執行正常的

生化代謝功能，增加肝臟代謝上之氧化壓力，因而抑制脂肪酸的氧化作用、促進
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肝臟之脂質過氧化作用和增加脂質合成而造成脂質堆積形成脂肪肝，和嚴重肝病

變[3]。實驗檢測血清中肝損傷指標  AST、ALT 和 ALP 酵素活性，高劑量 2% 

NLE 組別中呼應正對組結果，呈現趨近於正常組表現，顯示在 NLE 具有降低酒

精之傷害，而具有護肝的功效。在酒精誘導的動物模式中，肝臟組織病理切片呈

現嚴重之脂肪肝和肝病變，當餵食 NLE 確實能抑制酒精性脂肪肝和肝病變，保

護肝臟免於受酒精之氧化性傷害(Fig. 3A)。而分析血液和肝臟中三酸甘油酯與總

膽固醇濃度亦顯示三種濃度的 NLE 都具有很好效果(Fig. 2)。因此，更確定 NLE 

可抑制酒精所誘導的脂質合成，減少血液中脂質和脂質在肝臟累積。  

酒精及其代謝產物乙醛對肝細胞的毒性作用，主要是促進庫氏細胞和多型

核白血球活化，進而活化星狀細胞轉化高度表達 CYP2E1，釋放出一些炎性反應

介質，而造成肝細胞毒性，包含 iNOS、NF-κB、COX2、細胞激素 angiotensin II、

IL-1β、IL-1α、IL-6 和 TNF-α，以及 leptin、NO 和 ROS 等，而此類炎性反應

介質的測定有助於瞭解肝臟組織炎症活動度、肝臟損害程度及有無肝纖維化傾向

[18,19]。以免疫組織染色法(Fig. 3B)以及 Western blotting (Fig. 4)分析，觀察引起

發炎反應的介質 iNOS、COX-2、NF-κB、TNF-α 和 IL-6，證明 NLE 能抑制此

類引發炎性反應介質在肝細胞中表現，調節肝細胞因酒精作用引發之發炎反應和

損傷。  

酒精攝取是否造成體重增加和肥胖，與食物量攝入量和能量平衡有絕對的

關係，酒精代謝與能量獲得，根據文獻指出，經由 ADH pathway 每一莫耳酒精

能製造出 16 莫耳 ATP。酒精性肥胖根據許多研究指出已確定的危險因素為腹

部脂肪的沉積，乃因酒精抑制脂質氧化作用和促進脂肪沉積在腹部的面積。另外

在脂肪酸的合成以及三酸甘油酯含量亦是跟肥胖形成有緊密的相關性；酒精所引

發之氧化效應和脂質過氧化作用，會抑制粒線體中的脂肪酸氧化脫氫酶，降低 β-

氧化作用，且會促進參與脂質合成之相關蛋白表現，進而誘發和代謝相關疾病包

含肥胖 [11]。實驗分析小鼠的食物攝取量 (food intake)和食物利用率 (feed 

efficiency)，統計其食物攝取量於各組間並無明顯差異，然而，三種濃度 NLE 實
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驗組與 silymarin 正對照比較結果，食物利用率都具有相似的降低效果。再從統

計小鼠體重的變化結果分析，正常組和誘導組之體重隨週齡逐漸增加，尤其在誘

導組所增加之比率為最高(第六週, 42.44%)，正對照組和 NLE 實驗組體重增加

的比率則顯著低於的誘導組。結果揭露在我們的實驗模式下，動物沒有改變食物

攝取量，乃是單純由酒精誘導增加食物利用率而促進小鼠體重增加。另外，觀察

到從第五週起，正對照組和實驗組出現體重有下降之趨勢，推論 silymarin 和

NLE 具有調控食物利用率降低酒精誘發肥胖能力。  

酒精會增加能量攝取，促進脂質過氧化作用，誘導體內脂肪組織和體重增

加形成酒精性肥胖[37, 38]。因為周邊脂肪組織大小重量常被作為間接評估肥胖

與脂肪堆積位置的重要參考指標，因此，我們取副睪脂體(epididymal fat pat)、副

腎脂體(perirenal fat pat)和腸間脂體(mesenteric fat pat)等組織，評估脂肪組織大小

重量做為酒精性肥胖參考指標(Fig. 6)。結果也證實 NLE 具有降低周邊脂肪組織

大小與重量，抑制體脂肪形成，可降低酒精誘導的肥胖作用。 

AMPK 是細胞內非常重要的能量調控因子，參與協調體内脂質代謝及合成。

它調節脂肪酸、膽固醇及三酸甘油酯合成，當活化 AMPK 會增加脂肪酸氧化作

用和抑制脂肪酸合成，亦可經由磷酸化多種酵素如：FAS，ACC，HMGCoA 

reductase 及 GPAT 等而使得脂肪酸、膽固醇及三酸甘油脂合成受到抑制。另外，

AMPK 在醣類、脂肪和蛋白質代謝機轉中是個很重要的中樞調節者，亦可以因

應細胞狀態決定行脂肪酸氧化作用或合成作用，在脂質代謝路徑中扮演很重要的

角色，它可經調控 SREBP-1 及其下游蛋白抑制三酸甘油酯合成，經調控 SREBP-

2 及其下游蛋白抑制膽固醇合成，經調控 PPAR-α 促進脂肪酸的氧化作用和運

輸，而酒精誘發動物體內脂質累積機轉，則是會經由抑制 AMPK 訊息路徑降低

脂肪酸氧化及增加脂肪酸合成[11]。實驗取肝臟均質液以 western blot 分析 

AMPK 和 p-AMPK 蛋白表現，並統計 p-AMPK/AMPK 比值為其活性表現，結

果顯示荷葉萃取物能挽救因酒精抑制 AMPK 的活化(Fig. 7A)，具有抑制脂質合

成及促進脂肪酸氧化作用的能力。進一步以 western blot 分析 SREBP-1 及下游
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調控三酸甘油酯和脂肪酸合成之蛋白 ACC、FAS 和 GPAT，並分析 SREBP-2 及

下游調控膽固醇和脂肪酸合成之相關蛋白 HMGCo A reductase 和 LDLR。我們

證明了荷葉萃取物確實能抑制三酸甘油酯和膽固醇合成等相關蛋白表現(Fig. 7B-

C)。同時我們也證明 NLE 會透過增強 PPARα 活化而促進 CPT-Ι 對脂肪酸氧化

作用以及 MTP 對脂肪酸運輸(Fig. 7D)。綜合上述本研究證明荷葉萃取物能經由

活化 AMPK 路徑抑制脂肪合成，增加細胞內源性脂質的降解作用，可降低酒精

性脂肪肝和酒精性肥胖風險。  

本研究在探討 NLE 調控酒精誘導小鼠肝臟中膽固醇合成相關蛋白之作用，

以 western blot 分析 LDLR 表現，乃因當肝細胞大量 uptake 血液中之 LDL，會

促使血液中膽固醇濃度降低，因此若能促使肝細胞大量表達 LDLR，被認為是一

種可行的降血脂機制，結果也證明 NLE 可增加 LDLR 表現(Fig. 7C)。文獻指出

在肝臟中活化的 PPARα，會調節脂肪酸轉運蛋白和長鏈 acetyl-CoA synthetase 

基因，縮短長鏈不飽和脂肪酸，從而防止脂質積累和毒性，往往會增加高密度脂

蛋白和降低甘油三酯含量。我們的研究發現 NLE 有促進 PPARα 效應(Fig. 7D)，

亦能增加血清中高密度脂蛋白和降低血清及肝臟(Fig. 2)中三酸甘油酯含量。實驗

中在探討 NLE 調控酒精誘導小鼠肝臟中脂肪酸的運輸作用，我們分析小鼠肝臟

中 MTP 的角色和作用，乃因之前研究顯示 MTP 參與脂蛋白和 apoB 的組裝

及分泌的關鍵角色，當 MTP 受抑制則富含 TG 的 VLDL 聚合體會無法從 ER 

lumen 輸出至血液中進行降解，因而導致脂肪肝形成。另指出酒精會抑制 MTP 

基因的轉錄，降低脂蛋白在肝臟和小腸的合成和分泌，推測酒精抑制 MTP 結果

與酒精性脂肪肝和肥胖有重大之關聯[14]。從實驗分析 MTP 結果證明 NLE 有

促進 MTP 蛋白在肝臟中表現增強脂肪酸的運輸作用(Fig. 7D)，其血清(Table 2)

及肝臟(Fig. 2)中三酸甘油酯和膽固醇等含量也明顯受到抑制，因此，再一次證明 

NLE 具有更安全性的降低血清及肝臟中脂質合成，並有清除肝臟中脂質的能力。  

我們之前以 in vitro 和 in vivo 的模式評估非酒精性脂肪肝研究已經證明 

NLE 的功效，可用於抑制因高脂肪飲食引發之異常高血脂、脂肪肝和肝損傷等
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作用[30,32]。本次研究是首次證明 NLE 可以抑制酒精性脂肪肝和酒精性肥胖形

成。綜合本研究實驗結果(Fig. 8)，我們證明 NLE 抑制酒精誘發脂肪肝、肝臟發

炎、脂質合成以及肥胖的機制乃是經由 1.增加抗氧化酵素 GSH、GSH-Px、

catalase 和 SOD 的活性抑制脂質過氧化及經由降低發炎反應介質 iNOS、COX-

2、NF-κB、TNF-α 和 IL-6 減低肝臟損傷。2.活化能量調控因子 AMPK 及下游

訊息調控脂質代謝及合成，降低肝損傷和體脂肪形成。3.抑制 SREBP-1 及下游

訊息蛋白 ACC、FAS 和 GPAT 降低三酸甘油酯合成。4.抑制 SREBP-2 及下游

訊息蛋白 HMGCoR 並增加肝臟中 LDLR，降低膽固醇合成。5.活化 PPARα 及

下游訊息蛋白 CPT-Ι 和 MTP，促進脂肪酸氧化作用及脂肪酸運輸。 
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捌、研究成果圖與表 
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Figure 1. Effect of NLE on liver weight change levels in ethanol diet fed C57BL/6J 

mice. (A) Livers were obtained from mice. (B) The data of mice liver weight changed  

levels. (C) and body weight changed percentages are presented as means ± SD from 8 

mice per group. ND，normal control diet fed group; EtOH, mice were fed ethanol diet-

induced group; S+ EtOH, mice were fed ethanol diet with 200 mg/kg. Results were 

statistically analyzed with Student’s t-test. #, p < 0.05 compared with the ND group. *, 

p < 0.05, **, p < 0.01 compared with the EtOH group. 
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Figure 2. Effect of NLE on hepatic triglyceride and cholesterol content in ethanol 

fed C57BL/6 mice. Lipids were extracted from each group of liver tissue in C57BL/6 

mice, and relative amounts of liver triglyceride (A) and cholesterol (B) contents  were 

analyzed by spectrometry. Data were presented as mean ± SD (n=8) and analyzed with 

ANOVA and unpaired t test. ##, p< 0.01 compared with the ND group. **, p< 0.01 

compared with the EtOH group. 
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Figure 3. Effect of NLE on liver steatosis, degeneration and inflammation in 

ethanol fed C57BL/6J mice. Histopathological changes of liver sections of mice under 

various treatment conditions were assayed after sacrifice. (A) Paraffin-embedded 

sections of  liver were stained with hematoxylin-eosin (HE). The results displayed 

EtOH induced macrovesicular steatosis (short arrowheads) and some mild degeneration 

of hepatocytes (longer arrowheads). (B) The expressions of iNOS, COX2, NF-κB, 

TNF-α and IL-6 in mice liver were stained by immunohistochemistry. EtOH group 

showed a significant increase in the immunoreactivity in the cytoplasm of hepatocytes 

(longer arrowheads). Representative photomicrographs are magnified A: 200× and B: 

100×, repectively. 
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Figure 4. NLE inhibits inflammatory mediators in ethanol fed C57BL/6J mice. 

Mice were fed with normal diet (control), ethanol supplemented (36%) with silymarin 

(200  mg/kg), and ethanol supplemented (36%) with MWE (0.5-2%) for 6 weeks. The 

expressions of inflammatory mediators in liver tissues were determined by western 

blotting. (A) Data were shown the expression of iNOS, COX2, NF-κB, TNF-α and IL-

6. (B)The levels of these proteins were subsequently quantitated by densitometric 

analysis with that of control being 100%. Data are represented as the mean ± SD for  

the three experiments. #, p< 0.05, ##, p< 0.01 compared with the ND group. *p< 0.05, 

**, p< 0.01 compared with the EtOH group. 
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Figure 5. Antioxidative effect of NLE on TBARS and activities of related 

antioxidant  enzymes in ethanol fed C57BL/6J mice. Serum and hepatic levels of 

TBARS were showed in (A). (B) Hepatic levels of GSH and activities of antioxidant 

enzyme levels were measured. The data were mean ± SD from 8 sample for each group 

and at least three independent experiences. # #, p< 0.01 compared with the ND group. 

*, p< 0.05, **, p< 0.01 compared with the EtOH group. 
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Figure 6. Effect of NLE on the weight of fat pad in ethanol fed C57BL/6J mice. (A) 

The epididymal, perirenal and mesenteric fat pad were obtained from each group of 

mice. (B) The quantitative data of mice fat pad weight changed levels are presented as 

means ± SD from 8 mice per group. Results were statistically analyzed with Student’s 

t-test. #, p< 0.05 compared with the ND group **, p< 0.01 compared with the EtOH 

group. 
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Figure 7. Effect of NLE on the phosphorylation of AMPK, expression of 

lipogenesis  and lipid oxidation related protein in ethanol fed C57BL/6J mice. 

Livers of the  experimental animals were collected and the total proteins were 

extracted. (A) Thr-172  phosphorylated AMPK, (B) triglyceride synthesis-related 

proteins, (C) cholesterol synthesis-related proteins, and (D) lipid oxidation and 

transport related proteins were  detected by western blot analysis. The levels of the 

proteins were subsequently quantitated by densitometric analysis with that of control 

being 100%. Data are represented as the mean ± SD for the three experiments. #, p< 

0.05,  ##, p< 0.01 compared with the ND group. *, p< 0.05, **, p< 0.01 compared 

with the EtOH group. 
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Figure 8. Schematic illustrating proposed mechanism by which NLE prevents 

alcohol-induced liver injury and obesity. NLE prevents lipid peroxidation and 

inflammation  by increasing antioxidative activity and reducing proinflammatory 

mediators. NLE  inhibit lipogenesis and hepatic lipid accumulation through the 

activation of the AMPK, which decreasing the TG and cholesterol synthesis. NLE 

increase the hepatic expression of CPT-1 and MTP for fatty acid oxidation or transport 

through the activation of the AMPK and PPAR-α signal. 
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玖、成果發表 
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第二年度研究報告 

壹、中文摘要  

關鍵字：荷葉黃酮、肝纖維化、抗氧化、解毒酵素、抗肝癌作用 

本研究第一年以 in vitro 和 in vivo 的非酒精性研究已經證明了 NLE 的諸多功

效，可用於抑制因高脂肪飲食引發之異常高血脂、脂肪肝和肝損傷等作用。也證

明 NLE 可以抑制酒精性脂肪肝和酒精性肥胖形成的機轉，並發表於 Food Funct., 

2014, 5, 678，第二年探討 NLE 抑制肝纖維化及肝癌之作用。研究首先利用化學

致癌物質 AAF 誘導大鼠產生肝癌的模式，評估 NLE 抑制 AAF 所誘導肝臟纖維

化，及肝癌發展之作用，並探討其中的相關機轉變化。在 AAF 動物模式之結果

中發現，NLE 可以減緩 AAF 誘導之肝癌發生與進展，而從其肝臟外觀、重量、

切片與血清生化結果顯示，AAF 成功誘導大鼠自發性發生肝癌，NLE 則有效地

減緩肝癌的生成作用。NLE 是透過增加肝臟之解毒功能，增加 GST 的活性，及

增加肝臟的抗氧化酵素活性，如 SOD、GSH-peroxidase 及 catalase，來達到保護

肝臟，抑制肝癌的發生。 
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貳、英文摘要  

In first year , our results revealed that NLE significantly reduced the lipid 

accumulation, prevented oxidative stress, facilitated anti-inflammation, suppressed lipid 

synthesis, increased fatty acid transportation and stimulated fatty acid oxidation by 

regulating the activation of AMPK, suggesting that NLE could potentially be developed 

as a natural agent for preventing NAFLD and AFLD (Food Funct., 2014, 5, 678). In this 

year, we found that dietary administration of NLE had markerly suppressed AAF-

induced liver cancer incidence in wistar rats. Our results showed that AAF treatment led 

to a significant ameliorate liver fibrosis, liver weight, histological morphology and 

serum biomarkers for hepatic injury and hepatocellular carcinogenesis. The serum levels 

of some important enzymes in liver such as ALT, AST, and γ-GT which were decreased 

by NLE treatment after AAF-induced HCC. NLE increased detoxification and 

antioxidant enzyme in liver of AAF-induced rat. These results indicated that the NLE 

might be a plausible treatment for patients with HCC. 

 

Keywords: flavonoids-rich extracts of Nelumbo Nucifera leaf, liver fibrosis, 

antioxidation, detoxication, anti-hepatocarcinogenesis. 
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參、報告內容 

3-1. 肝癌(Hepatocellular carcinoma, HCC) 

肝臟是人體最大的器官，位於右上腹腔之橫膈膜下方，其構造可以分成左右

肝臟分為左右兩半(右葉占全肝的60%)，由肝動脈及肝門靜脈兩道血流供應所需

養份，肝臟所需的氧氣來自心臟運輸送至肝動脈提供肝細胞的吸收，肝門靜脈則

攜帶了從消化道吸收的養分及進行外來毒性物質的代謝。肝臟主要負責體內的解

毒及新陳代謝作用，掌管醣類、蛋白質、脂質、膽汁等的代謝，許多病原體與毒

性物質容易造成肝細胞的損傷，而肝臟具有良好的再生和代償能力，使肝臟能承

受一定限度的損傷[7]。 

而肝癌的形成是緩慢而且不易被發現的，通常的主因是由慢性肝炎導致肝

硬化進而形成肝癌。肝炎是指肝臟發炎以及肝細胞損傷，依形成原因可分為病毒

性肝炎、藥物性肝炎、酒精性肝炎、脂肪性肝炎，而當肝臟的發炎反應過於嚴重，

此時星狀細胞會被活化促使纖維母細胞的大量表現，分泌大量的膠原蛋白等細胞

外基質將受損的肝細胞圍繞，以減少受損區的工作量並且增加修復時間，待修復

完畢再以MMP瓦解纖維組織回復正常狀態。然而當肝臟長時間持續受損，MMP

分解的速度不及於纖維組織的形成，長久之下會使肝功能下降並破壞血管結構，

導致血管變形、變硬而進展到肝硬化，由於硬化的肝無法清除有害物質甚至是致

癌物，再加上肝細胞部分基因失去功能時，便會使肝臟癌化，進一步形成肝癌[8]。

也因為肝纖維化為肝硬化之的早期階段，因此肝臟纖維化可視為肝癌發展的早期

指標。 

3-2. 細胞抗氧化系統 (antioxidative system) 

當細胞受到ROS 導致的氧化壓力所危害時，通常會利用細胞中的抗氧化機

制，採取一些防禦措施，將損害減至最低程度。細胞內的抗氧化機制主要分成兩

大部份：初級的抗氧化防禦 (primary antioxidant defenses) 及次級的抗氧化防禦

(secondary antioxidant defenses)。初級的抗氧化防禦是以直接分解或清除

superoxide、H2O2 及OH 為主，多數屬於抗氧化酵素所組成，包括：過氧化氫酶
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(catalase)、超氧歧化酶(superoxide dismutase; SOD)、穀胱甘肽過氧化酶(glutathione 

peroxidase; GPx)、穀胱甘肽還原酶(glutathione reductase; GRd) 等；而次級的抗氧

化防禦則是以修復受到氧化損害的生物分子為主，包括：維生素C、維生素E、-

胡蘿蔔素、穀胱甘肽、膽紅素等。 

3-2-1.超氧歧化酶 (superoxide dismutase, SOD) 

SOD 廣泛存在於真核或原核生物當中，SOD 能將superoxide 催化成O2 或

H2O2，提供生物體抵抗ROS 所帶來的傷害與破壞。SOD 是含有金屬離子的酵素

蛋白，根據其活性位置所結合的金屬輔酶因子的不同，一般可區為：銅鋅型

(Cu/ZnSOD)、錳型(MnSOD)、胞外超氧歧化酶(EcSOD)、鐵型(FeSOD)[9]，而這

幾種不同類型的SOD 分布於不同的物種與不同的區域。(1) Cu/ZnSOD存在於各

種生物體內，在真核細胞中Cu/ZnSOD 主要存在於細胞質及胞器中，其分子量為：

32 kDa[10]。Cu/ZnSOD 與superoxide 的反應速度極快，銅離子在歧化反應中扮演

了氧化與還原的兩種角色，但鋅離子並沒有參與催化作用其功能主要是在安定整

個酵素結構，若以其它金屬離子取代銅離子酵素將失去活性[11]。(2) MnSOD 主

要位在於真核細胞與原核細胞的粒線體中，其分子量約 40 kDa[12]。(3) EcSOD：

於1982 年被發現，它含有一個銅及一個鐵離子但卻不同於Cu/ZnSOD[13]。EcSOD 

僅存在於少數幾種細胞當中，如纖維母細胞及內皮細胞。EcSOD 主要存在於細

胞外液與循環的血液中，對於調節血管張力上扮演相當重要的角色。(4) FeSOD 

分布於原核細胞基質、藻類及某些高等植物及其葉綠體中，在所有的動物組織中

都沒有發現FeSOD 的存在。FeSOD 在核酸與胺基酸序列上與MnSOD 類似，對

熱及pH 值的改變較敏感，其分子量約18.5 ~ 22 kDa[14]。 

3-2-2.過氧化氫酶 (catalase) 

Catalase 是第一個被發現的抗氧化酵素，其分子量約為60 kDa。主要的作用

是將過H2O2 催化O2 及H2O。Catalase 由四個蛋白質次單元所組成，每次單元都

包含了一個血紅素及一個NADPH 分子[15]。Catalase 大部份分佈於細胞內的過

氧化體(lysosome)，在肝細胞與紅血球含量豐富，在一般的組織中也有存在。
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Catalase 在對於抗氧化系統裡扮演了重要的角色，當細胞內的H2O2 濃度在10 

mM 以下時，GPx 會將H2O2 催化O2 及H2O；然而當H2O2 濃度在10 - 20 mM 時，

catalase 則會將H2O2 催化O2 及H2O[16]。一旦H2O2 濃度超過20 mM 時便會開始

對細胞產生傷害，超過100 mM 時則容易活化嗜中性白血球產生更多H2O2 並進

一步造成細胞的死亡[17]。 

3-2-3.穀胱甘肽過氧化酶 (glutathione peroxide, GPx) 

血液中存在的GPx 主要是由腎臟所產生，而GPx 廣泛的存在於身體各組織

張中，其中以肝臟及紅血球的含量最高[18]。GPx 必須含有硒(selenium; Se) 當作

co-factor，才能完整的發揮作用[19]。GPx 有兩種：不須依賴硒的GPx (selenium 

dependent glutathione peroxide; Se-GPx)及需要依賴硒的GPx。在細胞內，GPx 存

在於細胞質及粒線體；對於H2O2 而言，Se-GSH-Px 是一個最主要的清除者[19]。 

 

3-3.肝臟的解毒作用 

肝臟中解毒作用可分為 phase Ⅰ和 phase Ⅱ，此又可稱為生物轉化途徑，當

有害物質 (例如:化學物、致癌物) 進入人體內時，會先由 phase Ⅰ(cytochrome 

P450s) 的途徑將有害物質以氧化、還原、水解等代謝方式，改變它的極性直接排

出體外，或由 phase Ⅰ代謝出的有毒物質進入 phase Ⅱ，藉由和不同的酵素結合，

藉由增加毒物的水溶性，以便排除體外。 

3-3-1. 麩胱甘肽硫轉移酶(Glutathione-S-transferase, GST) 

麩胱甘肽硫轉移酶(Glutathione-S-transferase, GST)，是phase Ⅱ酵素的一種，

主要存在細胞質當中，它可中和毒素，協助身體排出致癌物質。而GST有許多種

基因型，可分為alpha、mu、pi、theta、sigma、zeta、kappa、omega[20]，其中又

以alpha、mu和pi族在體內較多。GST-α在目前研究發現對抗癌藥物具有抗藥性，

有研究指出GST-α可對抗脂質的過氧化作用[21]，另外有文獻指出在大白鼠中

GST-α是結抗AFB1所造成肝臟毒性的重要角色[22]。GST-μ也與部分抗癌藥物有

抗藥性，最新的研究也發現consuming broccoli (花椰菜) 和GST-μ的互相影響會改
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變攝護腺發炎和癌症形成的路徑[23]。GST-π在正常肝臟中是不會表現，研究指出

GST-π可做為化學毒性及癌症形成的蛋白標記[24]。在正常的肝細胞當中可發現大

量的GST-α，而GST-μ含量其次，而GST-π偵測不到[25]。 

3-4.荷葉黃酮萃取物(flavonoid-rich extract from Nelumbo NuciferaLeave, NLE) 

荷葉學名Nelumbo Nucifera，英文名East Indian Lotus，荷葉為多年水生草本

植物蓮的葉片，目前知道荷葉含有多種生物鹼[26]、抗氧化物質類黃酮[27,28]，以

及維生素C、酒石酸、枸櫞酸、蘋果酸、草酸、琥珀酸、葡萄糖酸、鞣質，另外還

含有抗有絲分裂的鹼性成分[29]。 

荷葉茶以減輕體重著名，荷葉水萃物可以預防體重增加，抑制脂肪和碳水化

合物吸收，加速脂質代謝以及提高能量消耗率[30]。亦有文獻指出，荷葉可以增

加胰島素的分泌並調節血糖，具有改善高血脂症及非胰島素依賴型糖尿病的效果

[31]，荷葉也能輔助降血壓、預防動脈硬化[32,33]、抗發炎[34]進而達到控制脂肪

肝的形成[35]，此外，荷葉也具有保護肝以及抗氧化的活性[36]。 
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肆、研究材料與方法 

4-1. 荷葉黃酮萃取物(NLE)之製備 

秤取200克乾燥荷葉粉末，以五公升之二次水攪拌一小時，放置於冷房浸泡

至隔夜後，再以濾紙抽氣真空過濾，收集濾液於40 ℃下減壓濃縮，再以真空冷凍

乾燥去除水份，得乾燥之萃取物，即為荷葉黃酮萃取物(NLE)。實驗時，以乾燥粉

末稱重，配取不同濃度NLE。使用於細胞實驗操作之NLE配製的各濃度溶液需先

經 0.22 µm filter過濾除菌。 

4-2.化學性物質AAF誘導大鼠自發性產生肝癌之模式 

實驗動物以雄性wistar 大鼠為實驗動物，購自國家研究院實驗動物中心，飼

養於中山醫學大學動物中心，生活週期維持12 小時光照、12 小時黑暗，光照時

間為早上6 時至下午6 時，室溫維持22 ± 2℃。進入實驗前充分供應飼料及飲水。 

實驗分組 

待大鼠適應環境一週後，開始進入本試驗。隨機將實驗動物分成五組，正常對照

組(normal control)、AAF 誘導組(2-acetylaminofluorene, AAF induced control)、低

劑量 NLE 組(AAF + 0.125 g/kg NLE)、中劑量 NLE 組(AAF + 0.25 g/kg NLE)、高

劑量 NLE 組(AAF + 0.5 g/kg NLE)，以每組 10 隻的方式分組。 

其詳細分組如下：  

Group A : 對照組，餵食標準配方飼料。 

Group B : AAF 誘導組，餵食標準配方飼料。 

Group C : AAF+ NLE LD 試驗組，以 AAF 誘導肝癌發生，期間再配合 0.125 g/Kg 

NLE 餵食。 

Group D : AAF+ NLE MD 試驗組，以 AAF 誘導肝癌發生，期間再配合 0.25 g/Kg 

NLE 餵食。 

Group E : AAF+ NLE HD 試驗組，以 AAF 誘導肝癌發生，期間再配合 0.5 g/Kg 

NLE 餵食。 

誘導模式 

誘導肝癌發生之模式是利用餵食化學致癌物質 AAF 的方式誘導大鼠自發性

產生肝癌的模式評估 NLE 抑制肝癌發生的功效。將平均 200 公克重之大鼠隨機
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分成五組，除 control 組外，其他各組分別以 AAF 誘導 24 週，期間配合不同劑量

之荷葉黃酮萃取物(NLE)，並控制相同攝取量之飼料後餵食。每天給予新鮮之飼

料並移除舊的飼料，紀錄每日大鼠之攝取情形，並將其飲用水補足，直到實驗期

間結束。待實驗期間結束，以給予大鼠過量 CO2之方式，將大鼠犧牲摘取其肝臟

與相關組織做生化分析並紀錄各組之間的變化。取其血液做血糖、血清生化(包含

肝功能 AST、ALT、γ-GT、α-fetoprotein，腎功能 uric acid、creatinine)、並分析肝

臟中相關解毒酵素活性(包含 Glutathione-S-transferase、SOD-1、catalase、GPx 等

酵素活性)。 

4-2-1.肝臟纖維化之評估 

在完整誘導大鼠肝癌發生模式之時間為餵食 AAF 長達六個月之久，為觀察

NLE 對於肝癌早期發展過程之影響，將誘導肝癌發生模式之大鼠在經過餵食化學

致癌物質 AAF 三個月後，將大鼠犧牲，觀察期肝臟之變化，並作病理切片分析

肝臟中纖維化的情形。 

4-2-2.動物血脂肪測定分析 

    動物抽取血液樣品以及肝臟組織前，已先將動物空腹12-14小時為原則，採樣

後進行下列項目分析： 

4-2-2-1.三酸甘油酯(total triacylglycerol, TG) 

三酸甘油酯經由酵素 lipase 水解後，生成 glycerol 和 fatty acids，再透過一連

串氧化還原作用產生 H2O2，再加入 4-chlorophenol 與 4-aminophenazone 作用，

經 peroxidase 氧化後得 quinoneimine，在波長 500 nm 下，即可透過吸光值變化反

映三酸甘油酯之濃度。取 10 μL 血清加入反應溶液 (含 0.5 mmol/L 4- 

aminophenazone、5.5 mmol/L 4- chlorophenol、1 mmol/L ATP、150 U/mL lipase、

0.4 U/mL glycerol-kinase 、 1.5 U/mL glycerol-3-phosphate oxidase 、 0.5 U/mL 

peroxidase) 作用，在室溫下反應 10 分鐘，在波長 500 nm 下測定吸光值 Asample。

取 10 μL 的 200 mg/dL 標準品，加入反應溶液作用，在室溫下反應 10 分鐘，在

波長 500 nm 下測定吸光值 Astandard。欲求得血清中 triglycerides 的濃度，則將 Asample 

除以 Astandard 在乘以 200 即為血清中 triglycerides 的濃度(mg/dL)[37]。 
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4-2-2-2.總膽固醇(total cholesterol, TC) 

平時生物體內的膽固醇是以乙醯態的膽固醇(cholesterol ester)方式儲存於細

胞中，故藉由膽固醇乙醯水解酶(cholesterol esterase)，將乙醯化膽固醇水解為膽固

醇和脂肪酸，再經過 cholesterol oxidase 氧化成 cholesterol-3-one 和 H2O2，再加入

phenol 與 4-aminoantipyrine 作用，經 peroxidase 氧化後得 quinoneimine，在波長

500 nm 下，即可透過吸光值變化反映膽固醇之濃度。取 10 μL 血清加入反應溶液

(含 0.3 mmol/L 4-aminoantipyrine、6 mmol/L phenol、0.5 U/mL peroxidase、0.15 

U/mL cholesterol esterase、0.1 U/mL cholesterol oxidase) 作用，在室溫下反應 10 

分鐘，在波長 500 nm 下測定吸光值 Asample。取 10 μL 的 200 mg/dL 標準品，加

入反應溶液作用，在室溫下反應 10 分鐘，在波長 500 nm 下測定吸光值 Astandard。

欲求得血清中 cholesterol 的濃度，則將 Asample 除以 Astandard 在乘以 200 即為血清

中 cholesterol 的濃度(mg/dL)[38]。 

4-2-2-3.肝功能之測定 

以動物血清中 GOT、GPT 為肝功能測定指標，在含有 α-oxoglutarate 和 L-

alanine 的情況下，ALT (alanine aminotransferase) 可將之轉變為 L-glutamate 和

pyruvate，透過 pyruvate 與 NADH 及 H+ 作用下，會形成 L-lactate 和 NAD+，可

在波長 340 nm 下測得吸光值變化。取 100 μL 血清加入反應溶液(含 0.6 mol/L L-

alanine、15 mmol/Lα-oxoglutarate、1.2 U/mL LD、0.18 mmol/LNADH) 作用，在波

長 340 nm 下測定每分鐘單位時間內吸光值變化，將每分鐘單位時間內吸光值乘

以 1746 即為 ALT 之活性(U/L)[39,40]。 

在有 AST (aspartate aminotransferase) 存在的情況下，α-oxoglutarate 會與 L-

aspartate 反應，經AST 作用下，會形成L-glutamate 和 oxaloacetate，再加入NADH 

經由酵素作用下，產生 L-malate 和 NAD+，藉由測定 NADH 的消耗可反映出

AST 的活性。取 100 μL 血清加入反應溶液(含 240 mmol/L L-aspartate、12 mmol/L 

α-oxoglutarate、420 U/L MDH、600 U/L LD、0.18 mmol/L NADH) 作用，在波長

340 nm 下測定每分鐘單位時間內吸光值變化，將每分鐘單位時間內吸光值乘以
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1746 即為 AST 之活性(U/L)[39,40]。 

4-2-3.肝臟脂質過氧化分析(TBARs assay): 

本實驗依據 Buege 和 Aust 之方法加以修改[41]，脂質氧化過程中會產生 

Malondialdehyde (MDA)，此時加入 Thiobarbituric acid (TBA)會與 MDA 產生反

應物(thiobarbituric acid reactive substance, TBARs)，可利用吸光值(OD)測定反應物，

以判定 MDA 形成量，而得知脂質過氧化的程度。首先各組分別取 0.2g 肝臟組

織，將組織以normal salin清洗之後，加入 1 mL RIPA buffer (pH 7.5)，以均質機製

備樣品均質液，並定量其蛋白質含量。接著準備好試管配製不同梯度濃度1,1,3,3-

Tetramethoxypropane (TEP)作為標準液並畫出標準曲線。步驟取稀釋10 倍的肝臟

組織均質液200 μL，加入200 μL TCA buffer (tricholoroacetic acid, 25%)混合後，於

4℃下離心(10,000 rpm; 30 mins)後，取上清液200 μL 再加入200 μL TBA buffer 

(thiobarbituric acid)混合後，於95℃下加熱並避光反應40 分鐘後，放入冰上cold 

down 15分鐘並避光，以螢光光度計在波長532 nm/600 nm下測定吸光值，再依照

標準曲線計算出樣品中所含的MDA 濃度。 

4-2-4.肝臟抗氧化酵素活性分析 

4-2-4-1.麩胱甘肽過氧化酶活性分析(glutathione peroxidase, GSH Px) 

在麩胱苷胺過氧化酶與麩胱苷胺還原酶 (Glutathione reductase, GRd) 的偶合

反應 (Coupling reaction) 中，麩胱苷胺過氧化酶會消耗兩分子的還原態麩胱苷胺 

(GSH)，來清除一分子的過氧化物， 同時麩胱苷胺還原酶會消耗一分子的NADPH，

再將氧化態的麩胱苷胺 (GSSG) 還原成還原態麩胱苷胺。因此還原態麩胱苷胺的

消耗速率會等於兩倍 NADPH的消耗速率。故麩胱苷胺過氧化酶的活性可用 

NADPH 在波長340 nm 下的吸光值變化情形來表示。此酵素之分析主要是依據

Lawrence 與Burk [42]所報告之方法加以修改。活性測定係以過氧化氫(H2O2)為受

質。還原態麩胱甘肽(GSH)經由麩胱甘肽過氧化酶(GSH-Px)之催化可將過氧化氫

還原，而還原態麩胱甘肽則變成氧化態麩胱甘肽，然後氧化態麩胱甘肽則利用麩

胱甘肽還原酶(GSH Rd)與NADPH 將其還原回還原態麩胱甘肽。取肝臟細胞質樣
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品5 μL及95 μL 20 mM 磷酸鉀緩衝液(pH 7.0)，加入0.8 mL 100 mM 磷酸鉀緩衝

溶液(pH 7.0)之反應混合液(含1 mM EDTA、1 mM NaN3、0.2 mM NADPH、1 U/mL 

GSH Rd 及1 mM GSH)，在室溫下靜置5 分鐘，再加入0.1 mL 2.5 mM 過氧化氫

後，以分光光度計在340 nm 下測3分鐘 (25℃)，計算NADPH 減少之速率，間接

求出麩胱甘肽過氧化酶的活性，而以去離子水5 μL當作空白組。比活性 (specific 

activity)表示法：nmol NADPH/min/mg protein。 

4-2-4-2.超氧化物歧化酶活性分析(superoxide dismutase, SOD) 

鄰苯三酚 (pyrogallol) 在 pH 小於 7 的環境中甚為穩定，但在 pH大於 7 

之環境中會發生自身氧化反應，產生超氧陰離子自由基，同時會以一定的速率生

成有色中間產物紅桔酚，而超氧化歧化酶可以將超氧陰離子自由基歧化，而使鄰

苯三酚的自身氧化速率受到抑制，根據抑制程度之大小，可換算超氧化歧化酶之

活性。實驗參照Marklund 與Marklund [43]所描述之方法進行，將肝組織用冰生理

食鹽水(ice-cold saline)洗淨，在漏斗上滴乾生理食鹽水，加入適量緩衝液(0.32 M 

sucrose、l mM EDTA、10 mM Tris-HCl, pH 7.4)打碎使成10%之均質漿(homogenate)。

高速離心30 分鐘(13,600 x g)，取上清液50 μL，再加上Tris-cacodylic acid buffer 

(pH 8.2, 50 mM)100 μL。溶液再加上超純水，使體積成為980 μL，再加上鄰苯三

酚20 μL (0.2 mM)，劇烈搖盪混均，以分光光度計於420 nm 測量吸光值(A)，每隔

20秒測量一次，總共測量5分鐘，計算△A／△T。分析單位時間內抑制鄰苯三酚

自動氧化速率達50 %時之酵素量，定為一單位(U)；肝組織SOD 活性，以每單位

蛋白質所含SOD 單位量表示(nmole/min/mg protein)。 

4-2-4-3.過氧化氫酶活性分析(catalase) 

在波長 240 nm 時，過氧化氫會在觸酶的存在下，逐漸減少其吸光值(ɛ240 

=0.0395 mM-1cm-1)。藉由其單位時間內吸光值的改變量，可測得觸酶的活性。一

單位觸酶定義為每分鐘過氧化氫所消耗的毫莫耳數。實驗依據Aebi 之方法加以

修改[44]。將肝組織用生理食鹽水(ice-cold saline)洗淨，在漏斗上滴生理食鹽水，

加入適量磷酸鹽緩衝溶液，打碎使成10%之均質液(homogenate)。離心700 x g 10 
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分鐘，取上層液9 份加入1 份Triton X-100 (1%)成為stock homogenate (S.H.)。取

S.H. 加入適量之磷酸緩衝溶液進行稀釋，調整酸鹼度至 pH 7 成為dilute 

homogenate (D.H.)。取D.H. 2 mL 加入l mL H2O2 (0.03 M)，劇烈搖盪混均，以分

光光度計於溫控25℃、波長240 nm 之條件下測量吸光值(A)，每隔20 秒測量一次，

總共測量1 分鐘吸光值的變化量，結果以 U/mg protein 表示。 

4-2-5.肝臟解毒酵素測定 

肝癌主要分為病毒性肝癌與非病毒性肝癌或稱為化學性肝癌兩大類。化學物

質的入侵並累積在肝臟中為致癌的主因，若能將化學物質有效的代謝，便可降低

癌症的發生率。近年來有許多學者致力於 Glutathione-S-transferase (GST) 與癌症

相關性之研究，由於 GST 的代謝方式通常是生物不活化作用，因此毒性物質或

致癌物一旦成為 GST 受質被代謝後，並不會被活化成毒性更強的物質，所以 GST 

活性的高低被認為在抑制癌症發生的機制中扮演著重要的角色。 

將保存在-80oC 的老鼠肝臟取出，加入適量之 homogenization buffer，以組織

研磨機進行均質，將均質後組織液於 4oC 以 39000 rpm 離心 30 分鐘，吸取上清

液即含有肝臟解毒酵素之萃取液，取 1.5 mL GSH substrate buffer 及 1.5 mL CDNB 

substrate buffer 置入石英管中，再加入 20 μL 之萃取液，迅速混合均勻，在 340 nm

下，反應 3 分鐘，並測定 OD 值變化，以公式換算活性之變化量。 

4-2-6.病理切片判讀 

試驗結束時，取實驗動物之肝臟最大右葉之肝臟，割取一塊約l 公分立方之

組織塊，放入6% 的中性福馬林中固定，接著以不同濃度之乙醇(30, 50, 70, 95, 

99.5%) 以及二甲苯(xylene) 進行脫水與透明步驟，爾後以熱石臘溶液取代二甲苯，

最後將組織連同石蠟溶液進行包埋。完成的石蠟標本利用切片機切成5 μm 的連

續石蠟切片，將切下來的切片沾黏在乾淨的載玻片上，於37 oC 烘乾後用做進一

步的病理染色H & E stain。最後請中山醫學大學 附設醫學中心 病理科醫師進行

判讀。 

4-2-7.大鼠肝臟中之蛋白萃取 
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取 0.1 g 大鼠肝臟組織切碎後，加入 1 ml 的低張溶液 A (10 mM HEPES, 10 

mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM PMSF) 進行均質化，加

入 80 μl 的 10% NP-40 混合後，靜置 2 分鐘，離心 14000 g，2 分鐘，取上清液即

為細胞質萃取物(cytosolic fraction)。沉澱物再以 500 μl 的溶液 A 加上 40 μl 的 10% 

NP-40 後，離心 14000 g，2 分鐘後去上清液，沉澱物再加入溶液 B (50 mM HEPES, 

50 mM KCl, 300 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 20% glycerol) 

混合，靜置 10 分鐘，離心 14800 g，5 分鐘，此時之上清液即包含核蛋白之萃取

物，置於-70 oC o冰箱保存。 

4-2-8.西方墨點法 (western blotting) 

取定量後之肝組織均質液配置 sample，以蛋白濃度 50-70μg/μL 加入等量的

Sample Buffer (2 mL 0.5 M Tris-HCl pH 6.8, 1.6 mL Glycerol, 3.2 mL 10 % SDS, 0.8 

mL 2-β-mercaptoethanol, 0.4 mL 0.5 % bromophenol blue) ，以 95 oC 加熱 10 分鐘，

迅速至入冰中冷卻，以離心機將 Sample spin down 後再 loading 至電泳槽膠片上

每個 well 中，其上層膠以 80 伏特，下層以 100 伏特進行電泳，待電泳結束後接

者進行蛋白質的轉漬至 Nitrocellular paper 上，完成轉漬後以 5%脫脂牛奶於室溫

下進行 blocking 1 小時，以 washing buffer (TBS with 0.5 % tween-20)沖洗 3 次，

將 NC paper 移至於 4 oC 冰箱中與初級抗體反應 overnight，再以 washing buffer 沖

洗 3 次後，以分別經二級抗體反應 1 小時，以 washing buffer 沖洗 3 次，最後加

入 Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus 反應 1 分鐘後，於冷光螢光數位

影像分析儀 ( LAS-4000 plus system)顯影觀察並定量。 

4-2-9.統計分析 

動物實驗以 one way ANOVA 試算過後，各組的差異再以 Student's t test 統計

分析，凡 p < 0.05 以下時表示為有意義的差異。 
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伍、研究成果說明 

5-1. NLE 抑制肝癌發生之作用 

老鼠體重變化 

每周以電子秤測量每隻老鼠之重量，並記錄之，接著以軟體進行統計，分析 

老鼠在實驗期間體重變化，發現以 AAF 誘導的組別(AAF, induced group)，其體

重有明顯的下降，顯示大鼠個體之生長代謝確實有受到 AAF 之誘導而有所改變

(Fig. 1)。 

NLE 對於肝臟纖維化之影響 

肝癌的形成是緩慢且不易發現的，通常主因是由慢性肝炎導致肝纖維化或

肝硬化，進而形成肝癌。然而當肝臟持續受損，造成纖維組織持續存在，長久影

響之下，必定會影響肝臟血管結構，降低肝臟正常代謝功能，造成肝功能下降，

進而促進肝臟異常增生，進而導致肝臟腫大纖維化，逐漸發展成為肝硬化。由於

硬化的肝臟無法回復、清除外來的有毒物質甚至是致癌物，在加上肝臟部分基因

失去功能時，便會導致肝臟癌化，形成肝癌。也因為肝纖維化為肝硬化之的早期

階段，因此肝臟纖維化可視為肝癌發展的早期指標。 

在本實驗中，我們以 AAF 餵食大鼠六個月以自發性產生 HCC 肝癌之模式，

為了評估 NLE 對於肝癌早期發展的影響，於是提早在餵食 AAF 三個月後，將部

分大鼠犧牲，觀察其肝臟之變化。結果發現，AAF 餵食三個月後造成大鼠肝臟產

生大量纖維化的現象，但是在有餵食 NLE 的組別中，隨著 NLE 餵食的劑量增加，

則有效地改善大鼠肝臟纖維化產生的區域，顯示 NLE 具有降低 AAF 所誘導肝臟

纖維化之作用(Fig. 2)。 

NLE 對肝臟外觀與重量影響 

老鼠犧牲後取肝臟並秤其重量紀錄之，將每組中肝臟重量以統計軟體分析，

結果發現 AAF 處理組別的肝臟與體重比率(liver weight/bw)明顯高於正常組別

(Fig. 3A)，顯示其中之肝臟確實有因為 AAF 的刺激下而造成相當程度的破壞，

進而有不正常肥大的情形，約有 3 倍的增加。由大鼠之肝臟外觀可以發現，在經
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過 AAF 的刺激之後，肝臟明顯出現眾多的大小不同之不正常結節，明顯有肝腫

瘤之現象(Fig. 3B)，而在同時給予 AAF 和 2% 的 NLE 之組別中，有明顯降低肝

臟的比重與肝腫瘤發生之情形，顯示其肝功能有回復的趨勢，也說明了 NLE 具

有保護肝臟之能力。 

NLE 對血液中肝發炎指標的影響 

GOT 主要存在於肝臟、心肌、肌肉，紅血球之內也有，GPT 則主要存在於

肝細胞內。當這些細胞因為壞死而破壞之後，細胞內的 GOT，GPT 就會釋出到

血液中，所以肝炎、心肌梗塞、肌肉發炎或溶血時，GOT 與 GPT 值都可能上升。

而 γ-GT 是一種分解蛋白質的酵素，主要存在於肝和腎組織。有少部份存在於脾

臟、攝護腺和心臟。γ-GT 常用於檢驗肝膽道系統方面的疾病，也是偵測膽汁鬱

積性肝疾病的敏感指標。而當肝臟功能受損，其代謝脂肪的能力將會降低，也會

導致血液裡的總膽固醇(total cholesterol)與三酸甘油脂(total triglyceride)的數值上

升。 

由結果顯示，AAF 確實有造成肝臟之受損，使得相關之肝發炎指標 GOT、

GPT 、γ-GT、total cholesterol 與 total triglyceride 的上升，但是在餵食隨著 NLE

餵食劑量增加，有效降低血液中 GOT、GPT、γ-GT、total cholesterol 與 total 

triglyceride 數值，皆近似於正常組之數值，根據上述結果，再一次說明 NLE 所

具有的保護肝臟，避免肝損傷之能力(Fig. 4)。 

肝臟外觀變化與病理切片之結果 

接著以 H&E stain 觀察肝臟組織的病理變化，從正常組大鼠肝臟組織之肝

細胞排列規則整齊，而肝癌細胞會有核仁出現多型現象且大小不一致與核濃染的

情形，從結果來看 AAF 處理之組別都有癌化細胞發生，且有明顯地空泡化之現

象；而從各組染色結果來看，隨著 NLE 的劑量增加，癌化細胞數量與區域明顯

有減少的情形(Fig. 5A)，而觀察大鼠各組肝細胞癌發生比率，隨著 NLE 劑量的

增加，肝癌發生比率也有減緩之情形(Fig. 5B)，顯示肝臟確實有逐漸好轉。 
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5-2. NLE 保護肝臟之作用機制 

NLE 對抗氧化酵素表現之影響 

過去文獻中證實 AAF 是透過攻擊細胞的 DNA 與增加組織內氧化壓力而導

致 HCC 的發生[45,46]，從過去實驗室的研究發現 NLE 可以改善肝損傷與氧化壓

力[4]以及 NLE 具有抗氧化之效果[47]，因此我們想要探討 NLE 是否可以抑制

AAF 透過氧化壓力而導致肝癌發生。 

從肝臟組織內脂質過氧化程度(TBARs assay)分析結果顯示，在 AAF 誘導下

會造成肝臟大量脂質過氧化，而隨著 NLE 餵食劑量增加明顯有改善之情形(Fig. 

6)。而從測量 catalase, GPx 與 SOD 抗氧化酵素活性發現，AAF 組別之抗氧化酵

素活性較低，隨著 NLE 的劑量增加明顯有改善情形(Fig. 7A-C)，並從 western 結

果也得知 NLE 可以增加抗氧化酵素蛋白表現量(Fig. 7D)，顯示 NLE 可回復抗氧

化酵素活性，提供肝臟的保護。 

NLE 促進肝臟解毒酵素 GST 表現 

肝臟是人體重要的解毒器官，而 GST 為重要的解毒酵素，其活化可降低

致癌物對細胞的傷害。從肝臟組織內解毒酵素活性分析結果顯示，GST、

GST與 total GST 在 AAF 誘導組別之酵素活性較低，並且隨著 NLE 的劑量上

升有增加解毒酵素活性的趨勢(Fig. 8A-C)，而從 western 結果得之解毒酵素其蛋

白也有表現量增加的情形(Fig. 8D)，顯示 NLE 確實可增加肝臟的解毒功能，而

達到抗癌化發生的效果。 
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陸、研究成果討論  

在本篇研究中，由化學致癌物質 AAF 所誘導肝癌發生之動物模式中證實，

NLE 確實可以抑制肝癌的發生率，減少肝臟腫瘤數目，改善肝臟腫大情形。並透

過增加肝臟中解毒酵素 GST與 GST的活性，幫助肝臟中抗氧化酵素 catalase，

SOD 和 GPx 的作用，達到減緩肝癌發生之機會(Fig. 9)。 

過去也有文獻證實，荷葉萃取物可以透過降低肝臟的氧化壓力，改善肝臟

GOT，GPT 的變化，降低肝臟脂肪酸合成關鍵蛋白 Acetyl-CoA caboxylase (ACC)

與 Fatty acid synthase (FASN)的表現影響肝臟的脂肪酸合成；透過影響肝臟 HMG 

CoA reductase 的表現抑制膽固醇的合成。NLE 透過調節肝臟脂質合成的方式，

達到保護肝臟之作用(3,4)，顯示 NLE 對於肝臟機能確實具有相當程度的調節作

用，推測 NLE 可藉由促進肝臟機能的表現，進而抑制肝癌細胞的生長，降低肝

癌發生的機率。 

增強抗氧化酵素 SOD、catalase 與 GPx 的表現，確實可以幫助降低自由基對

於細胞的氧化性傷害。而體內大部分之含氧自由基均會被粒線體內的超氧歧化酶

SOD 催化形成 H2O2，再經由氧化氫酶 catalase 轉化成水和氧分子。說明著 SOD

為體內重要之抗氧化酵素，專門清除體內活性含氧物 ROS，是生物體對抗氧性自

由基毒性的第一道防線(47,48)。而國外報告也證實，自由基可以在細胞間形成大

量的氧化性壓力，造成細胞膜的脂質過氧化，降低細胞膜的通透速率，影響細胞

內的訊息傳遞作用，促進正常細胞的突變或是死亡，甚至間接引起組織的不正常

增生作用，增加腫瘤生成的機率。 

過去文獻指出，AAF 會透過增加體內之氧化壓力，攻擊細胞之 DNA，容易

造成基因突變而導致肝癌之發生(45,46)。而根據本研究之結果顯示，荷葉萃取物

(NLE)具有調節肝臟 SOD，catalase 與 GPx 等抗氧化酵素之作用(Fig. 7)，且能夠

有效地降低肝臟內脂質的過氧化程度，感善肝臟中的氧化壓力(Fig. 6)。而本實驗

室之前針對 NLE 做過分析，發現 NLE 含有大量具有抗氧化的黃酮與多酚成分，

顯示 NLE 可以透過本身所富含的抗氧化成分，另一方面提升肝臟的抗氧化酵素
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作用，降低體內之氧化傷害，以達到預防肝癌發生之作用。 

生物體內化學致癌物的代謝，主要是依賴解毒酵素進行，所以解毒酵素活性

的誘發則是生物體代謝致癌物最主要的保護機制。這些解毒酵素大致可分為 

phase I 及  phase II 酵素，如  glutathione-S-transferase (GST)，則是經由催化 

glutathione 和致癌物去活化，達到解毒之效果，以 aflatoxin B1 為例，即以此種

方式進行代謝。GST 是一種具多功能的蛋白質它可以和細胞內的生化分子結合，

並進一步攜帶及運送這些分子例如：heme、bilirubin、polycyclic aromatic 

compounds 及 dexamethasone (49)，並進一步攜帶及運送這些分子。此外在解毒

過程中，GST 會催化 glutathione 和多種內生性或外在的活化型化學物結合，進

而進入 mercapturic acid 路徑加以代謝，以保護細胞免受傷害(50)。而根據本研

究指出，NLE 具有增強 GST 酵素活性之作用，說明著 NLE 可以透過增強或加快

GST 與 AAF 代謝過程中所產生之毒性物質結合，以達到解毒之效果，減少細胞

DNA 受到攻擊的機會，避免肝癌發生的機率。 

細胞的增生作用(proliferation)與凋亡(apoptosis)的異常現象與腫瘤的發生發

展過程有著密切相關，而肝癌的產生過程也是一樣，取決於肝細胞的增生和死亡

相互作用的結果，破壞肝癌細胞的增生與死亡平衡，將有助於降低肝癌的發生率。

因此探討 NLE 是否會透過抑制肝細胞的不正常增生現象，減緩 PI3K/Akt/mTOR 

pathway 的訊息傳遞作用，進而抑制肝癌細胞的生長；或是從另一方面分析，探

究 NLE 是否具有促進肝癌細胞的凋亡作用，造成 caspase 的活化，增加粒線體

Bax/Bcl-2 ratio 的比例上升，進而減少肝癌細胞的數量。藉以評估 NLE 抑制肝癌

發生的作用與機轉變化，並透過相關的研究，希望對於臨床上罹患肝癌的病人能

有所幫助。 
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捌、研究成果圖與表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. The effect of NLE supplement on body weight in the AAF-induced rats. 

Wistar rats fed on normal diet (control), normal diet containing AAF (AAF), normal 

diet containing AAF and NLE 0.125 g/kg (AAF+NLE LN), normal diet containing 

AAF and NLE 0.25 g/kg  (AAF+NLE MN), and normal diet containing AAF and NLE 

0.5 g/kg (AAF+NLE HN). 
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Figure 2. NLE supplement ameliorated the liver fibrosis in AAF-induced HCC. 

Effects of NLE on AAF-induced liver fibrosis in wistar rats. Rats fed on C, normal diet; 

AAF; AAF, normal diet containing AAF; AAF + LN, normal diet containing AAF and 

NLE 0.125 g/kg; AAF + MN, normal diet containing AAF and NLE 0.25 g/kg; and 

AAF + HN, containing AAF and NLE 0.5 g/kg.  
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Figure 3. NLE supplement ameliorated the liver appearance in AAF-induced 

HCC. (A) The liver weight of the AAF-induced rats. Wistar rats fed on C, normal diet; 

AAF; AAF, normal diet containing AAF; AAF + LN, normal diet containing AAF and 

NLE 0.125 g/kg; AAF + MN, normal diet containing AAF and NLE 0.25 g/kg; and 

AAF + HN, containing AAF and NLE 0.5 g/kg.  Data are shown as the means  SDs; 

#, p < 0.05 as compared with the control group; and *, p < 0.05 as compared with the 

AAF group. (B) Effects of NLE on AAF-induced liver appearance of rats. 
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Figure 4. NLE supplement ameliorated the biomarkers expression of hepatic 

injury and hepatocellular carcinoma. The biomarkers being quantitated were (A) 

total triglyceride, (B) total cholesterol, (C) GPT activity, (D) GOT activity, and (E) γ -

GT level in plasma from AAF-induced rats. C, normal diet; AAF, normal diet 

containing AAF; 0.125, normal diet containing AAF and NLE 0.125 g/kg; 0.25, normal 

diet containing AAF and NLE 0.25 g/kg and 0.5, containing AAF and NLE 0.5 g/kg. 

Data are shown as the means  SDs; #, p < 0.05 as compared with the control group; *, 

p < 0.05 as compared with the AAF group; and **, p <0.01 as compared with the AAF 

group. 
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Figure 5. NLE supplement improved the formation of AAF-induced HCC. (A) The 

sections were stained with H&E and examined by microscope at 100X. N, normal 

hepatocyte; T, tumor. Livers from Wistar rats fed on C, normal diet; AAF; AAF, normal 

diet containing AAF; AAF + LN, normal diet containing AAF and NLE 0.125 g/kg; 

AAF + MN, normal diet containing AAF and NLE 0.25 g/kg; and AAF + HN, 

containing AAF and NLE 0.5 g/kg were fixed, embedded, and sectioned. (B) The 

incidence of Hepatocellular carcinoma in AAF-induced Rat. 
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Figure 6. NLE supplement reduced lipid peroxidation in liver in AAF-induced 

HCC. The levels of TBARS formation in liver was quantitated by spectrophotomic 

analysis. The crude lipid extracts of liver obtained from Wistar rats fed C, on normal 

diet; 0.000, normal diet containing AAF; 0.125, normal diet containing AAF + NLE 

0.125 g/kg; 0.25, normail diet containing AAF + NLE 0.25 g/kg and 0.5, normal diet 

containing AAF + NLE 0.5 g/kg were investigated. Data are shown as the means  SDs; 

#, p < 0.05 as compared with the normal group; *, p < 0.05 as compared with the AAF 

group, and **, p < 0.01 as compared with the AAF group. 
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Figure 7. NLE supplement enhanced activation of antioxidant enzymes in liver in 

AAF-induced HCC. (A) GPx, (B) SOD-1, and (C) catalase enzymatic activity in liver 

was quantitated by spectrophotomic analysis. The crude extracts of liver obtained from 

Wistar rats fed C, on normal diet; 0.000, normal diet containing AAF; 0.125, normal 

diet containing AAF + NLE 0.125 g/kg; 0.25, normail diet containing AAF + NLE 0.25 

g/kg; and 0.5, normal diet containing AAF + NLE 0.5 g/kg were investigated. Data are 

shown as the means  SDs; #, p < 0.05 as compared with the normal group; *, p < 0.05 

as compared with the AAF group, and **, p <0.01 as compared with the AAF group. 

(D) Effects of NLE on antioxidant enzymes expression in rats with hepatic fibrosis. The 

liver tissue extracts of control group, AAF group, AAF + NLE 0.125 g/kg group, AAF 

+ NLE 0.25 g/kg group, and AAF + NLE 0.5 g/kg group, were subjected to Western 

blot to analysis NOS2, catalase, GPx, SOD-1, and Nrf2 expression. The levels of these 

proteins were subsequently quantitated by densitometric analysis with that control 

being 100%. Data were presented as mean ± SD from three independent experiments.  
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Figure 8. NLE supplement enhanced the activation of GSTs in liver in AAF-

induced HCC. The crude extracts of liver obtained from Wistar rats fed on C, on 

normal diet; 0,000, normal diet containing AAF; 0.125, normal diet containing AAF 

and NLE 0.125 g/kg; 0.25, normal diet containing AAF and NLE 0.25 g/kg, and 0.5, 

normal diet containing AAF and NLE 0.5 g/kg were investigated. The levels of (A) 

GST- μ, (B) GST- , and (C) GST-total enzymatic activity was quantitated by 

spectrophotomic analysis. Data are shown as the means  SDs; #, p < 0.05 as compared 

with the normal group; *, p < 0.05 as compared with the AAF group, and **, p < 0.01 

as compared with the AAF group. (D) Effects of NLE on detoxifying enzymes 

expression in rats with hepatic fibrosis. The liver tissue extracts of control group, AAF 

group, AAF + NLE 0.125 g/kg group, AAF + NLE 0.25 g/kg group, and AAF + NLE 

0.5 g/kg group, were subjected to Western blot to analysis GSTμ, and GSTα expression. 

The levels of these proteins were subsequently quantitated by densitometric analysis 

with that control being 100%. Data were presented as mean ± SD from three 

independent experiments. 
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Figure 9. Schematic diagram illustrating the mechanism of NLE inhibits hepatic 

tumorigenesis in vivo. 
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第三年度研究報告 

壹、中文摘要  

關鍵字：荷葉黃酮、人類肝癌細胞、細胞凋亡、致死性自嗜作用、抗肝癌作用 

本研究第一年證明 NLE 可以抑制酒精性脂肪肝和酒精性肥胖形成的機轉，並

發表於 Food Funct., 2014, 5, 678；第二年探討 NLE 抑制肝纖維化及肝癌之作用。

研究首先利用化學致癌物質 AAF 誘導大鼠產生肝癌的模式，證明 NLE 有效地減

緩肝癌的生成作用。NLE 是透過增加肝臟之解毒功能，增加 GST 的活性，及增

加肝臟的抗氧化酵素活性，如 SOD、GSH-peroxidase 及 catalase，來達到保護肝

臟，抑制肝癌的發生。第三年再利用人類肝癌細胞株驗證 NLE 抑制肝癌生成之

作用。從結果證明 NLE 確實可以抑制人類肝癌細胞株 Huh7 與 Hep3B 的生長。

進一步分析 NLE 所造成的細胞死亡形式，透過細胞凋亡雙染分析試驗 (Annexin 

V/PI stain) 與 caspase 3 的活化證實 NLE 誘導人類肝癌細胞株走向細胞凋亡

(apoptosis)。而從 DCFH-DA 分析與 JC-1 染色發現 NLE 會導致細胞內粒腺體功能

異常，造成粒腺體膜電位的改變，進而產生過量的 ROS 累積，促進肝癌細胞的死

亡。從蛋白表現量觀察到 NLE 造成 Huh7 細胞凋亡的過程中，p53 扮演重要的角

色，再透過 Bax/Bak 造成粒線體膜電位的改變，推測 NLE 會透過活化 p53/Bax/Bak

路徑導致肝癌細胞的凋亡。另外，透過顯微鏡觀察發現 NLE 加入後會導致細胞

內產生大量液泡，與細胞自噬作用(autophagy)的狀態雷同。並由 Acridine orange 

stain 分析發現，NLE 可以誘導 Hep3B 細胞 acidic vesicular organelles 之產生。而

觀察細胞自噬作用相關蛋白(LC3, ATG5, Beclin)也證實NLE確實會誘導Hep3B產

生自噬作用，推測 NLE 也可以透過細胞自噬作用導致肝癌的細胞凋亡。總和以

上結果，NLE 可以增加肝臟的抗氧化能力與解毒功能而減緩 AAF 誘導的肝癌生

成，並且透過 p53/Bax/Bak 路徑造成肝癌細胞株粒線體膜電位的改變並調控細胞

自噬作用產生，利用這兩種方式導致肝癌細胞的凋亡進而達到抑制肝癌生成之作

用，推測 NLE 可能具有幫助病患減輕肝癌惡化之潛力。  
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貳、英文摘要  

In first year, our results revealed that NLE significantly reduced the lipid 

accumulation, prevented oxidative stress, facilitated anti-inflammation, suppressed 

lipid synthesis, increased fatty acid transportation and stimulated fatty acid oxidation 

by regulating the activation of AMPK, suggesting that NLE could potentially be 

developed as a natural agent for preventing NAFLD and AFLD (Food Funct., 2014, 5, 

678). In second year, we found that dietary administration of NLE had markerly 

suppressed AAF-induced liver cancer incidence in wistar rats. NLE increased 

detoxification and antioxidant enzyme in liver of AAF-induced rat. In this year, we 

demonstrated that NLE induced cell death in human hepatocellular carcinoma cell, 

Huh7 and Hep3B, by MTT assay, Annexin V/PI stain and Caspase activation. Reactive 

oxygen species (ROS) production as side products of the electron transport chain, 

causing mitochondrial damage. NLE treatment induced cellular ROS accumulate and 

mitochondrial dysfunction by DCFH-DA and JC-1 analysis in Huh7 and Hep3B. In our 

study, NLE induced mitochondrial membrane potential loss and apoptosis through 

activation of p53/Bax/Bak pathway which is similar to ER stress-induced cell death. 

We presented evidence that NLE also promoted acidic vesicular organelles formation 

by Acridine orange stain and activated Beclin/ATG5/LC-3 pathway, which is sufficient 

to induce autophagic cell death in Hep3B cell. These results indicated that the NLE 

might be a plausible treatment for patients with HCC. 

 

Keywords: flavonoids-rich extracts of Nelumbo Nucifera leaf, human hepatocellular 

carcinoma cell line, apoptosis, autophagy, anti-hepatocarcinogenesis. 
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參、報告內容 

3-1. 肝癌 

肝細胞癌(Hepatocellular carcinoma，簡稱肝癌)在醫學界被認為是最具挑戰

性的惡性疾病，世界衛生組織(WHO)的最新統計，肝癌是全球第六大常見的癌症，

也是癌症死亡的第三位原因，每年死亡人數超過60 萬人，其中八成出現在亞洲

與非洲國家。根據中華民國衛生署國民健康局的2011年資料顯示，惡性腫瘤患者

死亡中排名第二位。台灣每年約有8 千個新增肝癌病例，每年約有7 千人死於肝

癌[5]。誘導肝癌發生可能的主要因素有: 1. B型肝炎病毒 : 在亞洲和非洲流行地

區，B型肝炎感染的傳播主要是經由母親垂直傳染給新生兒，高達90%的感染者

會演變成慢性感染，B型肝炎會頻繁地嵌入到宿主的DNA中。台灣是B型肝炎的

盛行區，B型肝炎帶原者約占15~20%。B型肝炎感染者易產生肝癌的風險包括 : 

男性或年齡超過50歲[6]、已經感染很長一段時間、有肝癌家族史、有接觸過黃麴

毒素、喝酒、抽菸、合併感染C型肝炎或合併感染D型肝炎病毒(hepatitis delta virus)、

高B型肝炎病毒量及B型肝炎基因型C (genotype C)等[7-8]。2.C型肝炎病毒: 根據

流行病學相關研究指出，C型肝炎帶原者罹患肝癌的機率是非C型肝炎帶原者肝

癌的機率15至20倍[9]。C型肝炎感染者易造成肝癌的風險包括: 感染時的年齡大、

男性、與人類免疫缺陷病毒(HIV)或B型肝炎合併感染、患有糖尿病或肥胖的人有

關[10-11]。3.酗酒(定義為每天攝入60克以上酒精) : 長期大量飲酒者罹患肝癌比

未酗酒者高出1.5至2.0倍風險[12]。4.肝硬化: 肝硬化可能是肝癌的先兆，也可能

是造成肝癌之原因。最近有研究指出門脈壓力肝硬化程度和肝癌發生率有線性關

係[13-14]。5.肝毒性物質: 能使肝臟受損之毒性物質，其中最具代表性是由黴菌

所產生的黃麴毒素B1。6.肥胖/糖尿病/非酒精性脂肪化肝炎(NASH) :肝臟細胞的

氧化作用，而造成肝細胞膜本身脂質發生過氧化作用，並誘發炎性細胞激素以及

氧自由基的釋放，導致肝臟進一步發生壞死性炎症以及潛在性的肝硬化，易造成

肝癌的產生[15-17]。7.其他因素: 遺傳性血鐵沉積(hemochromatosis)、α1-抗胰島

蛋白酶缺乏症、自體免疫性肝炎、紫質症和威爾森式症等亦有相關報告與肝癌有
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關。目前對於初期小型肝癌最佳治療方式為外科治療，但肝癌早期症狀不明顯，

如未持續追蹤檢查，常不易及早發現，以至於肝癌確診通常已經無法接受外科手

術治療[18]。而對於無法接受外科手術的病人化學治療仍有其可行性，但化學藥

物所引發的副作用及肝癌細胞的抗藥性，使得治療效果不如預期。 

 

3-2. 細胞凋亡 (cell apoptosis) 

多細胞生物體內細胞的增生與死亡就像天秤的兩端，仰賴兩者間的動態平

衡來維持著細胞數量上的衡定。細胞死亡的方式有好幾種，但是以細胞壞死

(necrosis)和細胞凋亡(apoptosis) 這兩種最為主要與常見，前者屬被動式死亡，通

常是由嚴重的物理化學傷害所造成，例如：pH 值極端改變、高溫或缺氧等，造

成細胞膜通透性發生改變而使細胞急速地膨脹或破裂而死亡[19]，是一種非專一

性的死亡方式。而細胞凋亡發生於細胞在正常的生理成長階段或受到外力刺激時，

皆可透過基因或蛋白的調控來主動且耗能地讓細胞有計畫性的邁入死亡，這樣的

過程是漸進有程序性的，所以並不會造成身體或組織的太大負擔，也並不會引發

過量不必要的免疫反應，因此又稱程序性的細胞死亡(pogrammed cell death)[20]。

在正常的生理狀況，例如在胚胎的型態發育 (morphogenesis) 和免疫系統的發育

過程中，生物體可透過適度的細胞凋亡將多餘的細胞或會辨認自身抗原的免疫細

胞移除，來維持器官組織的正常以及避免自體免疫疾病 (autoimmune disease) 的

產生[21]。但若細胞凋亡過度時，大量的細胞死亡會破壞細胞的衡定進而產生疾

病[22]，例如神經退化疾病、阿茲海默症  (Alzheimer’s disease)、帕金森氏症 

(Parkinson’s disease) 以及後天免疫不全症後群(AIDS) 等，相反的，若細胞中凋

亡反應受到不當的抑制時，往往是癌症的前兆，因此現今針對治療腫瘤的藥物研

究方向，多是朝向誘導腫瘤細胞內的細胞凋亡路徑來達到殺死癌細胞的目的。 

在細胞凋亡的發生過程中，細胞型態上的改變是淺而易見的。初期的特徵為

Phosphatidylserine (PS) 由細胞膜內翻至膜外的表層，此時可利用 Annexin VI/ PI

雙染技術來區分正常、凋亡或壞死細胞。而進入凋亡後期時，細胞內的核酸內切
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酶(endonuclease)會將 DNA 裂解成不同倍數的 180 – 200 bp 左右的片段 (DNA 

fragmentation)，造成細胞核內的染色質濃染 (chromatin condensation)、細胞皺縮

(cell shrinkage)、細胞質中胞器聚集以及細胞膜產生泡狀邊緣 (membrane blebing)，

最後細胞膜會將各種胞器及DNA片段包覆形成凋亡小體 (apoptotic bodies)[23]，

隨後被鄰近的巨噬細胞吞噬清除以避免細胞發炎反應產生。 

細胞凋亡的訊息傳遞路徑 

細胞凋亡的過程是受到嚴密地調控，而其中所涉及的蛋白質非常繁雜，因

此也造成細胞凋亡之訊息傳導路徑的多樣性。簡單而言，細胞凋亡的機制可分

為兩種；死亡受體活化之訊息路徑又稱外在路徑 (death receptor pathway；the 

extrinsic pathway) 以及粒線體調控路徑又稱內在路徑 (mitochondria associated 

pathway；the intrinsic pathway)，此兩種途徑皆會活化 caspase，而活化的

caspase 可切割細胞受質導致細胞生化及型態學的改變而凋亡[24]。 

死亡接受體活化之訊息路徑(death receptor pathway) 

死亡接受體是一群鑲嵌在膜上的蛋白，屬於 TNFR (tumor necrosis factor 

receptor) 家族基因，包括 Fas (Apo-1/CD95)、DR4 (TRAIL-R1)、TNFR1 以及

TNFR2，此家族的蛋白皆含有相似 domain 及大量的胱氨酸 (cystine)，除此之

外，在細胞質的內側部分皆含有 death domain [25]，可連接細胞內連結蛋白

(intracellular adaptor protein)，來傳達一連串的死亡訊息。以 Fas/FasL 

(CD95/CD95L) 路徑為例，當 Fas 與 FasL 結合會活化 Fas receptor 進行

trimerization，並吸引 FADD (as associating protein death domain) 結合至細胞質

的內側之 death domain 上，隨後 FADD 則會吸引多分子的 procaspase-8 與其形

成一複合體 DISC (death-inducing signaling complex)，透過改變 procaspase-8 的

構形來促使其活化，最後具有活性的 caspase-8 便會活化下游的 caspase-3、

caspase-7 和 caspase-6 [26]，此外 caspase-8 的活化也會促使 Bcl-2 家族的 Bid 

裂解成 t-Bid，進而影響粒線體的膜電位，導致 cytochrome c 的釋放而活化了

caspase-3 及 caspase-9 [27]，最後的結果都會造成細胞凋亡。 
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粒線體調控路徑 (mitochondria associated pathway) 

當細胞受刺激而造成DNA受損、鈣離子濃度失衡、ROS (reactive oxygen 

species) 大量產生或是接收到死亡接受體活化的下游訊息時，會改變粒線體膜

的通透性 (mitochondria membrane permeabilization) 導致粒線體膜電位差

(mitochondria transmembrane potential) 的瓦解，而使得粒線體內的促凋亡蛋白

大量釋放到細胞質中，例如cytochromec [28]、Smac/Diablo [29]、AIF (apoptosis 

inducing factor) [30] 以及EndoG (endonuclease G)[31] 等，其中cytochrome c 與

Smac/Diablo 可促使凋亡小體 (apoptosome, Apaf-1/cytochrome c/caspase-8 

complex) 的產生，進一步活化下游 caspase-3 而導致細胞凋亡，此種屬caspase-

dependent cell death。而另一種不須經由 caspase (caspase-independent cell death) 

[32]的粒線體死亡訊息是透過 AIF 和 EndoG 從粒線體釋放到細胞質，再由細

胞質移動至細胞核內將 DNA 片段化[33]，導致細胞凋亡。由上述可知經粒線

體引起的細胞凋亡主要是因為粒線體膜的通透性及電位差改變而造成。過去研

究發現，細胞內有一群分佈在細胞質粒線體外膜、內質網膜以及細胞核膜上的

蛋白家族；稱Bcl-2 家族，其主要功能即是調控粒線體膜的完整性[34]。Bcl-2 

家族因其功能以及含有的BH domain 不同而分為三類成員：(a) 抑制細胞凋亡

蛋白群：Bcl-2、Bcl-XL 和Mcl-1，(b) 多區塊促細胞凋亡蛋白群：Bax、Bak，

(c) 單區塊促細胞凋亡蛋白群：Bad、 Bid 和 Bim。細胞內藉由此三類蛋白間

的交互相作用來調控粒線體膜的變化，在正常情況下，促凋亡蛋白和抑制凋亡

蛋白的表現量會維持平衡狀態，但若此平衡遭破壞則會影響細胞正常的生長及

死亡。 例如當Bcl-2 表現量大於Bax 時，Bcl-2 便可藉由與Bax 形成異二聚體

(heterodimer)來抑制細胞凋亡，但若細胞受死亡訊號刺激而使Bax 的蛋白表現

增加時，Bax 便可自行形成同二聚體(homodimer) 且結合到粒線體膜上形成孔

洞，改變粒線體通透性及膜電位進而促進細胞凋亡。另外，死亡接受體活化後

亦可透過caspase-8 切割 Bid，使其形成活化態t-Bid 後進一步結合上粒線體進

而改變其通透性，促使細胞凋亡。 
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細胞凋亡執行者- caspase 家族 

Caspase 全名為 cysteine dependent asparate specific protease，為胱氨酸蛋白酵

素家族，目前已發現有 14 種 caspase，其中大多參與細胞凋亡過程[35]。在細胞

內 caspase 以非活化態 proenzyme 的形式存在，當細胞接受到死亡信號後就會切

割成為活化態進而促進凋亡。而 caspase 因角色不同可主要分為兩類，分別為啟

動者(initiator caspase, caspase-8、caspase-9) 和執行者 (effector caspase, caspase-3、

caspase-6 和 caspase-7)，啟動者功能為接受死亡信號並促進並活化下游的執行者，

而活化後的執行者則會直接裂解細胞內某些蛋白，如負責 DNA 修補功能的 poly 

(ADP-ribose) polymerase (PARP) 使得 PARP 功能喪失，或是活化 DNA 水解酶

(如 caspase-activated DNase) 造成 DNA 不正常斷裂最後導致細胞凋亡。 

3-3.自體吞噬(autophagy) 

當細胞遭受壓力，例如飢餓、紫外光照射、缺氧、自由基和藥物刺激等，都

會引發自體吞噬(autophagy)，當細胞走向自體吞噬時，細胞膜或內直往的魔會形

成雙層膜接上許多蛋白質和脂類的物質，之後藉由這雙層膜將胞內蛋白質或胞器

包裹住而形成自噬小體(autophagosome)，隨後自噬小體再與溶酶體(lysosome)融

合形成自噬溶酶體(autolysosome)，藉由溶酶體內的酵素將包裹住的蛋白質或胞

器消化分解達到回收再利用的目的，且可與細胞凋亡一同調控細胞的生長與死亡

[36]。 

3-4. 荷葉黃酮萃取物(NLE) 

荷葉學名Nelumbo Nucifera，英文名East Indian Lotus，荷葉為多年水生草本植

物蓮的葉片，目前知道荷葉含有多種生物鹼[37]、抗氧化物質類黃酮[38, 39]，以

及維生素C、酒石酸、枸櫞酸、蘋果酸、草酸、琥珀酸、葡萄糖酸、鞣質，另外

還含有抗有絲分裂的鹼性成分[40]。 

荷葉茶以減輕體重著名，荷葉水萃物可以預防體重增加，抑制脂肪和碳水化

合物吸收，加速脂質代謝以及提高能量消耗率[41]。亦有文獻指出，荷葉可以增

加胰島素的分泌並調節血糖，具有改善高血脂症及非胰島素依賴型糖尿病的效果
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[42]，荷葉也能輔助降血壓[43]、預防動脈硬化[43,44]、抗發炎[45]進而達到控制

脂肪肝的形成[46]，此外，荷葉也具有保護肝以及抗氧化的活性[47]。 
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肆、研究材料與方法 

4-1.荷葉黃酮萃取物(NLE)之製備 

秤取 200 克乾燥荷葉粉末，以五公升之二次水攪拌一小時，放置於冷房浸

泡至隔夜後，再以濾紙抽氣真空過濾，收集濾液於 40oC 下減壓濃縮，再以真空

冷凍乾燥去除水份，得乾燥之萃取物，即為荷葉黃酮萃取物(NLE)。實驗時，以

乾燥粉末稱重，配取不同濃度 NLE。使用於細胞實驗操作之 NLE 配製的各濃度

溶液需先經 0.22 µm filter 過濾除菌。 

4-2. NLE 促進肝癌細胞死亡之試驗 

4-2-1.細胞培養 (cell culture) 

本實驗所使用的細胞株來自食品工業發展研究所生物資源保存暨應用中心

購買之人類肝癌細胞株 Hep3B 與 Huh7。Hep3B 培養於 minimum essential medium 

(MEM)培養液中，培養液中含 10% fetal bovine serum (FBS)、1.5 g/L sodium 

bicarbonate、2 mM L-glutamine 與 1 mM penicillin/streptomycin。而 Huh7 培養於

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)培養液中，其中含 10% fetal bovine 

serum (FBS)、2 mM L-glutamine 與 1 mM penicillin/streptomycin。所有細胞均培

養在維持 5% CO2、37oC 的恆溫環境。依細胞生長速度而定，更換培養液的時間

及次數，原則上每 2-3 天更換一次。 

4-2-2. 細胞毒性試驗 (MTT assay) 

本實驗是用於測試細胞對於 NLE 的感受度是如何，以決定後續細胞實驗所

選用 NLE 之劑量。此法是根據 Alley 等人所研究的結果所設計之實驗，其原理

為在有活性的活細胞會將 MTT (thiazolyl blue) 經由粒腺體中 dehydrogenase 作

用代謝還原為藍紫色結晶，之後再以異丙醇將結晶溶出，並於波長 563 nm 下測

定溶液吸光值變化，由吸光值的大小可得知存活的細胞數目之多寡，而死細胞是

無法進行此作用，因此若溶液的吸光值有降低的話，表示細胞有死亡或無法代謝

MTT reagent 的情形[48]。將人類肝癌細胞株 Hep3B 或 Huh7 細胞 (5 × 104 cell/ 

well) 養於 24 well 培養皿中，再以不同濃度的 NLE (0.5, 1, 2, 3 與 4 mg/mL) 處
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理 24 小時後，移除舊的培養基(含萃取物)，加入新的培養基和 MTT 試劑(0.5 

mg/mL) 混合反應 4 小時，移除培養基，加入異丙醇將結晶溶出，在 OD 563 nm

下測吸光值的變化。 

4-2-3. 細胞週期分析 (cell cycle analysis) 

Propidium iodide (PI) 能與核酸(包含 DNA 與 RNA) 結合，在以雷射光 488 

nm 波長的激發下可放出橘紅色波長的螢光。而流式細胞儀則利用壓力將待測細

胞在鞘液的包圍之下呈單行排列，依次通過雷射照射區，由雷射光源激發出 488 

nm 波長的光波打在細胞上，會依細胞的不同特性而產生不同的螢光強度與光散

射，在雷射光束垂直的 90 度位置收集紅色螢光訊號 (617 nm)，可偵測細胞中染

上 PI 的 DNA 含量。將人類肝癌細胞株 Hep3B (1 × 107 cell/100 mm dish) 加入不

同濃度的 NLE 後 24 小時，先以 PBS 清洗數次，再利用 0.5% typsin-EDTA 與細

胞作用，使細胞與培養皿脫離，離心去除上清液，沉澱物即細胞。隨即將細胞打

散後加入 1 mL 事先保存於-20oC 的 70% 乙醇固定細胞，最少 12 ~ 16 小時。分

析前先將檢體離心去除乙醇，再以 PBS 清洗，離心後取沉澱物。將細胞輕彈打

散，加入 1 mL 的 PI 染劑(20 μg/mL PI, 20 μg/mL RNase A, 0.1% triton-X 100)，於

室溫下避光染色 15 分鐘，以流式細胞儀分析，藉以觀察 NLE 是否具有影響

Hep3B 之細胞週期的能力。 

4-2-4. 細胞凋亡雙染分析試驗 (Annexin V-PI stain) 

磷脂絲胺酸(Phosphatidylserine, PS) 正常位於細胞膜的內側，但在細胞凋亡

的早期，PS 會從細胞膜的內側翻轉到細胞膜外，暴露在細胞膜外的環境當中。

而 Annexin V 是一種 Ca2+ 依賴性磷脂質結合蛋白，能與 PS 具有特異性的結合。

將 Annexin V 進行螢光素(FITC) 或 biotin 標記後，以標記過的 Annexin V 作為

螢光探針，利用流式細胞儀或螢光顯微鏡可檢測細胞凋亡的發生。碘化丙啶

(propidine iodide, PI) 則是一種核酸染劑，它不能通過細胞膜，但在凋亡中晚期的

細胞(late apoptosis) 和壞死細胞(necrosis)，PI 則能夠透過不完整細胞膜而使細胞

內的 DNA 染色。因此將 Annexin-V 與 PI 配合，就可以評估細胞死亡的形式



91 

 

[49,50]。將人類肝癌細胞株 Hep3B 或 Huh7 細胞 (1 × 107 cell/100 mm dish) 加入

不同濃度的 NLE 後 24 小時，先以 PBS 清洗 2 次，加入 100  bL Binding Buffer 

和 5 L 的 Annexin V-FITC 染劑，再加入 5 L 的 PI (100 g/mL)避光反應 15 分

鐘後，加入 400 L Binding Buffer，立即用流式細胞儀分析，同時以不加 AnnexinV-

FITC 及 PI 的細胞作為陰性對照。 

4-2-5. 粒線體膜電位變化 (JC-1 stain) 

粒線體膜電位改變 (mitochondria permeability transition) 具有釋放數種蛋白

並左右細胞凋亡的能力。當粒線體的 Ca2+ 濃度過高、氧化壓力 (oxidative stress) 

增加、或粒線體膜電位降低時，會增加粒線體膜的通透性，使得膜內蛋白會被釋

放到細胞質，包括  cytochrome c，Smac/Diablo (second mitochondria-derived 

activator of caspases/direct IAP binding protein)，AIF (apoptosis inducing factor)，和

endonuclease G，並誘發下游 caspases 等一連串反應，而使細胞走向細胞凋亡

(apoptosis)。利用親脂性、些微帶正電、極低毒性的螢光染劑 JC-1 來偵測粒線體

的去極化。在健康的細胞裡，帶正電 JC-1 分子會進到帶負電的粒線體內，且聚

集成多體 (J-aggregates)，此時 JC-1 發紅色螢光。當膜電位下降，也就是細胞進

行細胞凋亡的早期，JC-1 會變成單體 (monomer)，且螢光變成綠色。因此，可以

很輕易地藉由紅色 (沒有進行細胞凋亡) 與綠色 (細胞凋亡) 來判斷細胞是否進

行細胞凋亡。將人類肝癌細胞株 Huh7 或 Hep3B 細胞 (1 × 107 cell/75T flask ) 加

入不同濃度的 NLE 後 24 小時，先以 trypsin 將細胞拆下並以 PBS 清洗 2 次，再

加入含有 10 g/mL JC-1 染劑的細胞培養液，在培養箱中反應 30 分鐘，以 PBS

清洗 2 次後，立即用流式細胞儀分析，同時以不加 JC-1 染劑的細胞作為陰性對

照。 

4-2-6. 細胞內氧化壓力的變化 (DCFH-DA stain) 

活性氧化物(ROS)為具有高度氧化力的分子。它的生成可能來自於細胞內或

細胞外的物質所誘發。研究指出 ROS 在訊息傳遞過程中扮演著很重要的角色，

目前所知 MAPK 的家族如 ERK、JNK 以及 p38 等皆可受到 ROS 所調控。磷
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脂氫穀胱甘肽過氧化物酶(PHGPx)是目前已知能直接保護細胞膜免受過氧化損

傷的唯一酶類，它具有極強的抗氧化作用而且可能參與調節細胞的訊息傳遞。 

DCFH-DA (2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate)是目前用來測量細胞內

ROS 的含量之常用的化學螢光物質，DCFH-DA 能夠自由通透細胞膜，當 DCFH-

DA 進入細胞後，會被細胞內的酯解酶(esterase)作用變成 DCFH，此時 DCFH 因

無法自由通透細胞膜而留在細胞內。DCFH 會被細胞內的 ROS 氧化成 DCF，若

以 450~490 nm 波長的光束激發，則可放射出 515~550 nm 波長的螢光，因此可

利用流式細胞儀來測量細胞內螢光的含量，並推算細胞內 ROS 的多寡。將人類

肝癌細胞株 Huh7 或 Hep3B 細胞 (1 × 107 cell/75T flask ) 加入不同濃度的 NLE 

後 24 小時，先以 trypsin 將細胞拆下並以 PBS 清洗 2 次，再加入含有 1 μM 

DCFH-DA 之細胞培養液於 37oC 下作用 30 分鐘，之後用 PBS 洗兩次以去除細胞

外多餘的 DCFH-DA，以流式細胞儀分析螢光反應變化。 

4-2-7. 酸性囊狀胞器產生 (AVO stain) 

當溶酶體與自噬泡融合之後，可以藉由溶酶體內的酵素消化自噬泡所包裹

的胞器或蛋白質，此時酸性囊泡內的 pH 質呈酸性，這個構造也被稱為為 AVO 

(acidic vesicular organelles)。在活體狀態下，AVO 可吞噬 arcridine orange (AO)染

劑，利用螢光顯微鏡可觀察到橘紅色螢光的小顆粒，可作為判定細胞自噬作用發

生的指標之一。將人類肝癌細胞株 Hep3B 細胞經不同濃度的 NLE 處理 24 小時

後，以 trypsin 將細胞拆下並以 PBS 清洗 2 次，再加入含有 5 g/mL acridine orange

染劑的細胞培養液，在培養箱中反應 30 分鐘，以 PBS 清洗 2 次後，立即用流式

細胞儀分析。 

4-2-8. 西方墨點法 (western blotting) 

將加藥處理後的細胞收集，加入細胞溶解緩衝液(RIPA buffer)及蛋白質水解

酶抑制劑(proteinase inhibitors)，在 4oC 下進行均質化，再以 4℃高速離心 10000 

rpm 20 分鐘，並利用不同濃度的胎牛血清蛋白(bovine serum albumin,BSA)畫出之

標準曲線，定量各組蛋白並以濃度 50-70 μg/μL 加入去離子水補充樣品體積後加
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入五倍的 loading dye 混合均勻並以以 95oC 加熱 10 分鐘，迅速至入冰中冷卻，

以離心機將 Sample spin down 後再 loading 至電泳槽膠片上每個 well 中，其上層

膠以 80 伏特，下層以 100 伏特進行電泳，待電泳結束後接者進行蛋白質的轉漬

至 nitrocellular paper 上，完成轉漬後以 5%脫脂牛奶於室溫下進行 blocking 1 小

時，以 washing buffer (TBS with 0.5 % tween-20)沖洗 3 次，將 NC paper 移至於

4oC 冰箱中與初級抗體反應 overnight，再以 washing buffer 沖洗 3 次後，以分別

經二級抗體反應 1 小時，以 washing buffer 沖洗 3 次，最後加入 Western Blot 

Chemiluminescence Reagent Plus 反應 1 分鐘後，於冷光螢光數位影像分析儀 

(LAS-4000 plus system)顯影觀察並定量。 

4-2-9. 統計分析 

細胞實驗過程每組皆三重複以上，採用採用 student's t-test 比較不同方式處

理下組別間的差異，以 mean ± SD 表示，當 p < 0.05 以下時表示為統計學上有意

義的差異。 

  



94 

 

伍、研究成果說明 

NLE 抑制肝癌發生之機制 

NLE 對人類肝癌細胞株 Huh7 之毒性測試 

首先觀察 NLE 是否會造成人類肝癌細胞株 Huh7 的死亡。因此以不同劑量

的 NLE (0, 0.25, 0.5, 1 及 2 mg/mL)處理人類肝癌細胞株 Huh7，經過 24 小時後，

移除含有 NLE 的培養基，加入含有 MTT 藥物的培養基，進行細胞毒殺試驗分

析，觀察 NLE 是否對於肝癌細胞具有毒殺作用，結果發現 NLE 對 Huh7 半致死

劑量為 2.89 mg/mL (Fig. 1)。 

NLE 誘導肝癌細胞株 Huh7 細胞凋亡 

利用細胞凋亡時會造成 PS 外翻的特性，藉由 AnnexinV/PI 雙重染色法確認

NLE 對於 Huh7 的致死作用，利用流式細胞儀定量 NLE 所造成肝癌細胞凋亡死

亡的程度。從 AnnexinV/PI 雙染分析的結果顯示，NLE 確實可以造成 Huh7 細胞

凋亡，並且隨著 NLE 劑量增加，凋亡細胞比例有增加的情形，NLE 2-4 mg/mL

劑量分別造成 29.7%, 43.99% 與 52.35%的細胞凋亡(Fig. 2, p<0.05)。而從凋亡相

關蛋白 Bcl2 family 與 caspase 活化與蛋白表現量觀察，結果顯示 caspase 3 與 FasL

的蛋白表現皆隨著 NLE 處理劑量的增加而上升(Fig. 3)，另一方面，Bcl2 family 中

之 Bcl2 與 BCLxL 的蛋白表現量雖然沒有太大的變化，但是 Bax, Bim, AIF 與 

EndoG 致死相關蛋白表現量卻有顯著地增加(Fig. 3)。而肝癌細胞隨著 NLE 處理

劑量的增加，細胞凋亡相關蛋白的表現量也有明顯上升的趨勢(Fig. 3)，因此再一

次證實 NLE 確實可以造成人類肝癌細胞株 Huh7 細胞凋亡，進而促進肝癌細胞

的死亡。 

NLE 透過增加肝癌細胞株 Huh7 內氧化壓力而促進細胞凋亡之作用 

我們試著探討 NLE 是透過什麼機制導致 Huh7 發生細胞凋亡，從過去文獻

中說明細胞體內 ROS 的增加，會促進細胞凋亡作用的發生[49]。於是我們假設

NLE 會造成 Huh7 細胞內的 ROS 含量上升，進而導致細胞凋亡。因此以 ROS 的

染劑 DCFH-DA 分析，Huh7 細胞再經過 NLE 加入後，細胞內 ROS 含量的變化。
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從流式細胞儀的分析結果顯示，NLE加入後確實會導致細胞內ROS產量的上升，

正常對照組的細胞內 ROS 含量為 9.4，而細胞在經過 NLE 處理之後，細胞內 ROS

量上升到 32.70-46.44，且隨著 NLE 處理的劑量增加而有所上升，呈現劑量效應

(Fig. 4)，而我們也使用已知的抗氧化藥物 NAC 作為驗證，觀察是否可以降低 NLE

所誘發的 ROS 含量。由結果得知，Huh7 細胞在同時處理 NLE 與抗氧化物質 NAC

時，NAC 確實能夠有效降低 NLE 所誘發的 ROS 上升現象(Fig. 4)。而 H2O2作為

positive control 展現細胞內 ROS 含量增加的變化(Fig. 4)。 

而從時間點的測量變化來看，結果顯示 NLE 所誘發 ROS 含量上升，在肝

癌細胞(ROS 含量為 9.24)經過 NLE 刺激後，約 6 小時即有上升的趨勢(ROS 含量

上升至 10.46)，在刺激 12 小時後開始顯著地增加(ROS 含量增加到 21.18)，而隨

著 NLE 刺激的時間增加，肝癌細胞內 ROS 的含量也明顯地增加到 30.11 (Fig. 5)，

顯示 NLE 確實會刺激人類肝癌細胞株 Huh7 產生過多的 ROS 含量，進而導致肝

癌細胞的凋亡，並且有劑量與時間依賴性的趨勢。 

NLE 透過粒線體導致 ROS 釋放進而肝癌細胞株 Huh7 細胞凋亡 

接著評估 NLE 所誘發肝癌細胞內過量的 ROS 是從何而來。從過去文獻中

發現粒線體功能異常會導致粒線體膜電位改變，促進 ROS 大量釋放到細胞質[50]。

於是我們利用 JC-1 染劑去測量肝癌細胞內粒線體的去極化，當 JC-1 進入健康細

胞的粒線體會呈現紅色螢光，而在粒線體膜電位改變時 JC-1 會變為綠色螢光，

因此可以從螢光的變化得知粒線體膜電位的變化，從流式細胞儀分析的結果顯示

NLE 加入後粒線體膜電位有明顯改變的情形，正常情況下肝癌細胞的粒線體膜

電位為 0.08，而肝癌細胞在經過 NLE 刺激之後，粒線體膜電位增加至 71.63-74.01 

(p<0.05, Fig. 6)，顯示肝癌細胞在 NLE 刺激下確實會造成粒線體膜電位的改變，

而 H2O2 作為 positive control 展現細胞內粒線體膜電位改變的情形(Fig. 6)。而從

時間點的測量變化來看，正常情況下肝癌細胞的粒線體膜電位為 0.64，肝癌細胞

在經過 NLE 處理 30 分鐘下，即可觀察到明顯地粒線體膜電位的上升至 72.75 

( p<0.05, Fig. 7)，顯示在 NLE 加入後 30 分鐘細胞內即可攻擊粒線體，造成粒線
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體膜電位的改變(Fig. 7)。而 H2O2 作為 positive control 展現細胞內粒線體膜電位

改變的情形(Fig. 7)。結果證實 NLE 是透過導致細胞內粒線體膜電位改變促使過

量的 ROS 釋放而造成細胞凋亡。對於粒線體與細胞凋亡相關蛋白 Bcl-2 family 之

Bax, Bim 的蛋白表現量也確實有明顯增加的情形(Fig. 3)，同時間我們也發現到

cytochrome c 會從粒線體釋放到細胞質(Fig. 8)，更加證實 NLE 確實會透過調控

粒線體導致細胞的凋亡作用。 

NLE 對人類肝癌細胞株 Hep3B 之毒性測試 

接著探討 NLE 是否會造成另外一株人類肝癌細胞株 Hep3B 死亡，因此以

不同劑量的 NLE(0, 0.25, 0.5, 1 及 2 mg/mL)處理人類肝癌細胞株 Hep3B，經過 24

小時後，移除含有 NLE 的培養基，加入含有 MTT 藥物的培養基，進行細胞毒殺

試驗分析，觀察 NLE 是否對於肝癌細胞具有毒殺作用，進行 MTT 試驗，結果發

現 NLE 對 Hep3B 半致死劑量為 2.65 mg/mL (Fig. 9)。 

NLE 誘導肝癌細胞株 Hep3B 細胞凋亡 

利用細胞凋亡時會造成 PS 外翻的特性，藉由 AnnexinV/PI 雙重染色法確認

NLE 對於 Huh7 的致死作用，利用流式細胞儀定量 NLE 所造成肝癌細胞凋亡死

亡的程度。從 AnnexinV/PI 雙染分析的結果顯示，NLE 確實可以造成 Huh7 細胞

凋亡，並且隨著 NLE 劑量增加，凋亡細胞比例有增加的情形，NLE 2-4 mg/mL

劑量分別造成 43.42%, 39.13% 與 28.99%的細胞凋亡(Fig. 10, p<0.05)。而從

Western blot 分析凋亡相關蛋白 Bcl2 family 與 caspase 活化與蛋白表現量情形， 

Bcl2 family 中 BCLxL 的蛋白表現量隨著 NLE 的加入而有所下降(Fig.11)，

而 Bax, Bim, AIF 與 EndoG 致死相關蛋白表現量卻有更為顯著地增加(Fig. 11)。

而肝癌細胞隨著 NLE 處理劑量的增加，Bcl2 family 中細胞凋亡相關蛋白 Bak, Bax

與 EndoG 的表現量也有明顯上升的趨勢(Fig.11)，因此 NLE 確實可以造成人類肝

癌細胞株 Hep3B 產生細胞凋亡作用，進而促進癌細胞的死亡。 

NLE 誘導肝癌細胞株 Hep3B 細胞自噬作用 

而我們從顯微鏡的觀察發現，Hep3B 在加入 NLE 之後有不同於 Huh7 加藥
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處理的現象，即是 Hep3B 出現大量液泡的情形(Fig. 12)，於是我們推測 NLE 是

否也可以造成 Hep3B 細胞自噬作用現象的發生。而細胞自噬作用發生時會有酸

性囊狀胞器(acidic vesicular organelles, AVO)的形成，於是利用 acridine orange 染

劑可以染上 AVO 並呈橘紅色的螢光，可以利用螢光顯微鏡的觀察(Fig. 13)與流式

細胞儀的定量分析(Fig. 14)，結果顯示在加入 NLE 之後確實可以使酸性囊狀胞器

的大量產生。並且以 western blot 觀察細胞自噬作用特殊蛋白(LC-3, ATG5 與

Beclin1)表現量觀察顯示，NLE 確實可以造成 Hep3B 細胞自噬作用的發生(Fig. 

15)。另外，從過去文獻中證實，細胞自噬作用可以造成細胞的死亡[51, 52]，而

細胞自噬作用死亡的細胞形式會出現在流式細胞儀分析 AnnexinV/PI 雙染圖中

的第二象限細胞群內，由結果顯示 NLE 確實造成 Hep3B 增加因細胞自噬作用而

死亡的細胞數(Fig. 16)。綜合以上結果，NLE 可以透過誘導 Hep3B 細胞凋亡與細

胞自噬作用的發生，而促進肝癌細胞的死亡作用。 
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陸、研究成果討論  

Bax 與 Bak 隸屬於 Bcl-2 家族成員，已知皆與細胞凋亡作用有著密切相關，

主要功能是促進細胞凋亡作用的發生。各種 Bcl-2 蛋白家族成員之間，成員間會

互相形成活化的同源二聚體(homologous dimer)或異源二聚體(heterodimer)，以調

控細胞的死亡(apoptosis)及存活作用(survival)，並因此來決定細胞的存亡。在 Bcl-

2 蛋白家族調節細胞凋亡過程中，粒線體扮演一個相當重要的角色。其中主要抑

制細胞凋亡的成員包括有 Bcl-2 及 Bcl-xL，在粒線體外膜上發揮作用，以維持粒

線體外膜的完整性。然而，其他促進細胞凋亡的成員 Bax 及 Bak，則可通過形成

dimer 破壞粒線體外膜的完整性，進而達到抑制粒線體正常作用的目的；此外，

研究亦發現 BH3-only 蛋白的影響可以促進細胞凋亡作用的發生，細胞凋亡刺激

存在時，BH3-only表現量會增加或經過轉錄後修飾(post-translational modification)

改變，此時 BH3-only 蛋白會與 Bcl-2 或 Bcl-xL 結合，降低主要抑制細胞凋亡的

成員數量，而使其對抗 Bax 及 Bak 的作用減弱，從而促使細胞凋亡的發生。 

在細胞凋亡的途徑中，粒線體本身的內膜及外膜的完整性，亦會產生某些

結構上的變化，其中包括有內膜跨外膜所造成的膜電位喪失，以及某些特異性細

胞凋亡相關蛋白質被釋放到細胞質當中，其中最重要的是粒線體膜間隙的

cytocrome c，由粒線體釋放到細胞質的 cytochrome c 會觸發的一連串的細胞凋亡

蛋白連鎖反應，也因此 cytochrome c 是細胞凋亡訊息傳遞過程中的重要關鍵因

子，所以觀察細胞質中有無 cytochrome c 的存在也是評估細胞凋亡的一項重要指

標。此外，粒線體外膜上的 Bcl-2 蛋白家族(Bcl-2 或 Bcl-xL)也能夠參與調控細胞

凋亡作用，並透過與同家族的 Bax 或 Bak 結合，降低 Bax 或 Bak 在粒線體膜上

形成的通道，進一步阻斷 cytochrome c 從粒線體中被釋放出來。而被釋放出的

cytochrome c，在 ATP/dATP 的協助下，會進一步與 pro-caspase-9 及 apoptotic 

protease activating factor-1 (Apaf-1)結合，形成 cytochrome c-Apaf- 1-procaspase-9

多聚體(polymer)，稱之為的凋亡體 (apoptosome)，並啟動生成 caspase-9，再由

caspase-9 誘導其他的 caspase 協助下導致細胞凋亡的產生。 
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從過去文獻中證實 p53 可以調控細胞週期與細胞凋亡[53]，而我們在 Huh7

的 western blot 結果發現 p53 有明顯活化，而 p53 調控關鍵蛋白 p21 卻是下降的

(Fig. 17)，顯示了 NLE 沒有透過 p53 造成細胞週期停滯，而 Bak 與 Bax 的表現

量增加暗示了 NLE 可能透過這條路徑而導致細胞的凋亡(Fig. 3)，於是我們之後

可能會探討 p53 調控細胞凋亡的關鍵蛋白 PUMA 與 NOXA 的表現而確定這條路

徑的重要性。而從先前文獻證實，內質網壓力可以透過 p53 與下游路徑 Bak 與

Bax 導致細胞凋亡的發生[54]，因此我們未來想要探討 NLE 是否是透過內質網壓

力活化下游路徑進而促進細胞凋亡。 

然而內質網壓力除了可以促進細胞凋亡也可以造成細胞自噬作用的現象發

生[55]，這跟我們在 Hep3B 給予 NLE 之誘導後都有細胞凋亡與自噬作用的現象

相符合，因此未來將朝向觀察內質網壓力的特殊蛋白表現，去進一步證實 NLE

是否是透過內質網壓力導致肝癌細胞的死亡而達到抑制肝癌的作用。 

而在肝癌發展包含了起始、促進與擴展，我們在 AAF 誘導大鼠的結果中證

明了 NLE 可以抑制肝癌形成起始與促進作用，而之後可以透過裸鼠 inoculation

的模式觀察 NLE 是否針對已形成腫瘤的癌細胞具有相同的抑制效果。 
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捌、研究成果圖與表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. NLE induced the cytotoxicity effects of NLE on Huh7 cell. Human 

hepatocellular carcinoma cell line, Huh7 cells, were incubated with different 

concentration NLE (0.5~4 mg/mL) in 37oC for 24 hrs. The data were means ± SD for 

three replicates per treatment.  
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Figure 2. NLE induced cell death in Huh7 cell. Apoptotic cell was evaluated after 

treating Huh7 cells with indicated concentration of NLE. (A) Cell was stained with 

Annexin-V and PI. Flow cytometry profile represents Annexin-V-FITC staining 

in x axis and PI in y axis. (B) Quantitative assessment of the percentage of apotosis cell. 

The data were means ± SD for three replicates per treatment. *, p < 0.05 compared with 

control. 
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Figure 3. NLE induced cell apoptotic markers in Huh7 cell. Immunoblot analysis of 

the Caspase 3, FasL, Bcl2 family, AIF, and EndoG protein expression of apoptosis in 

Huh7. Culture cells were treated with 0, 0.5, 1, and 2 mg/mL of NLE for 12 hrs and 

whole cell extracts were prepared as described in material and method. Equal amount 

of total proteins were loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel (protein 

concentration is 50 µg/µL). Western hybridization was performed with antibodies 

against Caspase 3, FasL, Bcl2 family, AIF, and EndoG. Western blot analysis of β-

actin was used as an internal control. 
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Figure 4. NLE induced cellular ROS accumulation in a dose-dependent manner in 

Huh7 cell. (A) Huh7 cell were treated with NLE 2, 3, and 4 mg/mL or not. H2O2 as a 

positive control. NAC was an inhibitor for ROS. Measurement of intracellular ROS 

detected by oxidized 2′,7′-dichlorofluorescein-diacetate (DCFH-DA) fluorescence. 

Data were analysis for flow cytometry. Quantitative assessment of the mean of DCF 

fluorescence cell (B). Significant differences versus control cells are represented by *, 

p < 0.05 and **, p < 0.01 
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Figure 5. NLE induced cellular ROS accumulation in a time-dependent manner in 

Huh7 cell. (A) Huh7 cells were treated with NLE 2 mg/mL for different time periods 

(0.5, 6, 12, 18, and 24 h) or not. Measurement of intracellular ROS detected by oxidized 

2′,7′-dichlorofluorescein-diacetate (DCFH-DA) fluorescence. Data were analysis for 

flow cytometry. Quantitative assessment of the mean of DCF fluorescence cell (B). 
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Figure 6. NLE induced mitochondrial dysfunction in a dose-dependent manner in 

Huh7 cell. FACS analysis of Δψm in human hepatocellular carcinoma cell. (A) Huh7 

cell were treated with NLE 2, 3, and 4 mg/mL or not. H2O2 was used as a positive 

control. NAC was an inhibitor for ROS. Cells were stained with JC-1 and analyzed by 

flow cytometry. Quantitative assessment of the mean of Huh7 cells with low red and 

high green fluorescence which with mitochondrial depolarization (B). 
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Figure 7. NLE induced mitochondrial dysfunction in a time-dependent manner in 

Huh7 cell. FACS analysis of Δψm in human hepatocellular carcinoma cell. (A) Huh7 

cell were treated with NLE 2 mg/mL for different time periods (0.5, 3, 9, and 12 hrs) or 

not. H2O2 was used as a positive control. NAC was an inhibitor for ROS. Cells were 

stained with JC-1 and analyzed by flow cytometry. Photomultiplier settings were 

adjusted to detect JC-1 monomer fluorescence signals on the FL1 detector (green 

fluorescence) and JC-1 aggregate fluorescence signals on the FL2 detector (red 

fluorescence). Quantitative assessment of the mean of Huh7 cells with low red and high 

green fluorescence which with mitochondrial depolarization (B). 
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Figure 8. NLE induced cytochrome c release from mitochondria. Immunoblot 

analysis of the cytochrome c in cytosolic subcellular fractions Equal amount of total 

proteins were loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel (protein concentration is 

50 µg/µL). Western hybridization was performed with antibodies against cytochrome c. 

Western blot analysis of β-actin was used as an internal control. 
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Figure 9. NLE induced the cytotoxicity effects of NLE on Hep3B cell. Human 

hepatocellular carcinoma cell line, Hep3B cells, were incubated with different 

concentration NLE (0.5~4 mg/mL) in 37oC for 24 hrs. The data were means ± SD for 

three replicates per treatment. 
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Figure 10. NLE induced cell death in Hep3B cell. Apoptotic cell was evaluated after 

treating Hep3B cells with indicated concentration of NLE. (A) Cell was stained with 

Annexin-V and PI. Flow cytometry profile represents Annexin-V-FITC staining 

in x axis and PI in y axis. (B) Quantitative assessment of the percentage of apotosis cell. 

The data were means ± SD for three replicates per treatment. *, p < 0.05 compared with 

control. 
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Figure 11. NLE induced cell apoptotic markers in Hep3B cell. Immunoblot analysis 

of the Caspase family, FasL, Bcl2 family, and EndoG protein expression of apoptosis in 

Hep3B. Culture cells were treated with 0, 0.5, 1, and 2 mg/mL of NLE for 12 hrs and 

whole cell extracts were prepared as described in material and method. Equal amount 

of total proteins were loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel (protein 

concentration is 50 µg/µL). Western hybridization was performed with antibodies 

against Caspase family, FasL, Bcl2 family, and EndoG. Western blot analysis of β-actin 

was used as an internal control. The data were means ± SD for three replicates per 

treatment. 
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Figure 12. NLE induced autophagy in human hepatocellular carcinoma cell line.  

Vesicular-like organelles (arrows and circle) from NLE treated Hep3B cells which 

morphologies were observed and photographed by a reverse-phase microscope. 
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Figure 13. NLE induced acidic vesicular organelles (AVO) in human 

hepatocellular carcinoma cell line. Microscopic image of NLE treated Hep3B cells 

stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (left panel), acridine orange 

(middle panel) and merge (right panel). 
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Figure 14. NLE induced acidic vesicular organelles (AVO) foramtion in human 

hepatocellular carcinoma cell. (A) Huh7 cell were treated with NLE 2, 3, and 4 

mg/mL or not. Measurement of AVO detected by acridine orange (AO) fluorescence. 

Data were analysis for flow cytometry. Quantitative assessment of the mean of DCF 

fluorescence cell (B). Significant differences versus control cells are represented by *, 

p < 0.05. The data were means ± SD for three replicates per treatment. 
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Figure 15. NLE induced the relative protein expression of autophagy in Hep3B. 

Culture cells were treated with 0, 0.5, 1, and 2 mg/mL of NLE for 12 hrs and whole cell 

extracts were prepared as described in material and method. Equal amount of total 

proteins were loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel (Protein concentration is 

50 µg/µL). Western hybridization was performed with antibodies against LC-3 I/II, 

ATG5, and Beclin1. Western blot analysis of β-actin was used as an internal control 
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Figure 16. NLE induced autophagic cell death in human hepatocellular carcinoma 

cell line. Autophagic death cell was evaluated after treating Hep3B cells with indicated 

concentration of NLE. The percentage of autopahgic death cells is calculated as the 

percentage of PI positive and Annexin-V negative cells. Cell was stained with Annexin-

V and PI. Flow cytometry profile represents Annexin-V-FITC staining in x axis and PI 

in y axis. The data were means ± SD for three replicates per treatment. 
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Figure 17. NLE induced the activation of the p53 and p21 protein expression in 

Huh7. Culture cells were treated with 0, 0.5, 1, and 2 mg/mL of NLE for 12 hrs and 

whole cell extracts were prepared as described in material and method. Equal amount 

of total proteins were loaded in each lane of SDS-polyacrylamide gel (protein 

concentration is 50 µg/µL). Western hybridization was performed with antibodies 

against phosphorylation of p53ser15 and p21. Western blot analysis of β-actin was used 

as an internal control.  
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Figure 18. Schematic diagram illustrating the mechanism of NLE inhibits 

hepatic tumorigenesis in vitro. 
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發率低及治療方式過程不需停藥之特點，勢必將具有接近百分之百佔有新發生
之乳癌病患選擇使用之優勢，且該藥目標市場亦為癌症病患中之最大市場，未
來將在癌症市場大放光芒並廣泛應用，銷售業績亦將遠超過任何現存之藥物。
3.本產品另可申請不易形成體脂肪，化學性、酒精性及非酒精性之護肝作用的
健康食品認證。

成果項目 量化 名稱或內容性質簡述

科
教
處
計
畫
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項
目

測驗工具(含質性與量性) 0

課程/模組 0

電腦及網路系統或工具 0

教材 0

舉辦之活動/競賽 0

研討會/工作坊 0

電子報、網站 0

計畫成果推廣之參與（閱聽）人數 0



科技部補助專題研究計畫成果報告自評表

請就研究內容與原計畫相符程度、達成預期目標情況、研究成果之學術或應用價
值（簡要敘述成果所代表之意義、價值、影響或進一步發展之可能性）、是否適
合在學術期刊發表或申請專利、主要發現或其他有關價值等，作一綜合評估。

1. 請就研究內容與原計畫相符程度、達成預期目標情況作一綜合評估
■達成目標
□未達成目標（請說明，以100字為限）
　　□實驗失敗
　　□因故實驗中斷
　　□其他原因
說明：

2. 研究成果在學術期刊發表或申請專利等情形：
論文：■已發表 □未發表之文稿 □撰寫中 □無
專利：□已獲得 ■申請中 □無
技轉：□已技轉 ■洽談中 □無
其他：（以100字為限）
荷葉多酚用於抑制肝癌之用途已申請美國專利中，其內容撰寫投稿
J.Agric.Food Chem. 及 J.Fun.Foods中，合併抗乳癌專利申請國家新創獎
Title of Invention:
METHOD FOR INDUCING DEATH OF A CANCER CELL
First Named Inventor/Applicant Name: Wang, Chau-Jong
Date Filed: 03/13/2015
Serial Number: ___14/656,874
Attorney Docket No.: 2433-WCJ-US

3. 請依學術成就、技術創新、社會影響等方面，評估研究成果之學術或應用價值
（簡要敘述成果所代表之意義、價值、影響或進一步發展之可能性）（以
500字為限）
1.在為期多年的研究成果中發現，CONQUER荷葉膠囊的活性成分具有標靶藥物
特性，主要生理活性功效說明如下：1.促進癌細胞死亡；2.抑制癌細胞增殖
；3.抑制新生血管形成；4.不易形成體脂肪；5.抗發炎作用等，有鑑於此，本
研究團隊希望能藉由CONQUER荷葉膠囊之毒性遠小於目前市面上其他抗癌藥之
特性，加上其本身生理活性功效，來進行乳癌與肝癌標靶藥物的開發，未來更
將市場推展到全世界，進行全球化的行銷，使產品收益能達到極大化。
2.CONQUER荷葉膠囊抗癌不僅有較佳治癒率及較少副作用，且藥價也較目前標
靶藥物低廉，加上專利尚有約二十年之久，堪稱是目前投資獲利最好之標的藥
物，相信未來CONQUER荷葉膠囊抗乳癌藥上市後，其安全性高、治癒率高、癌
症復發率低及治療方式過程不需停藥之特點，勢必將具有接近百分之百佔有新
發生之乳癌病患選擇使用之優勢，且該藥目標市場亦為癌症病患中之最大市場
，未來將在癌症市場大放光芒並廣泛應用，銷售業績亦將遠超過任何現存之藥



物。
3.本產品另可申請不易形成體脂肪，化學性、酒精性及非酒精性之護肝作用的
健康食品認證。


