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(一) 摘要 

  糖尿病被認為是一種慢性代謝性疾病，主要致病原因是由於胰島素分泌不足或

身體無法有效利用胰島素,使血糖濃度維持高於標準值,並導致脂肪,蛋白質及碳

水化合物代謝異常。第二型糖尿病又稱為非胰島素依賴型糖尿病(non insulin-

dependent diabetes mellitus，NIDDM) ，主要由胰島素抗性或相對缺乏胰島素所

造成，此類型的病患容易因肥胖或是脂肪過多造成脂肪肝等病症，若惡化可能還

會導致肝硬化或肝癌的產生。 

  本實驗室致力於糖尿病相關副病症之研究，先前透過動物實驗以高油脂飼料

(high fat diet, HFD) 餵食高血糖動物 db/db mice，成功誘導產生糖尿病副病變—

糖尿病性脂肪肝炎(diabetic steatohepatitis)，並在飼養過程中持續餵食酚酸-沒食

子酸(gallic acid, GA)，結果表明 GA 具有保護肝臟之作用，再利用 miRNA 

microarray 分析肝臟組織中 miRNA 變化差異，推測 GA 可能是透過調控 miRNA

的表現來達成調節肝臟脂肪生成與促進脂肪分解之作用。 

  故此研究透過細胞模式建立高糖(high glucose)與高油脂(oleic acid/palmitic acid)

的環境來誘導 HepG2 cell 產生肝臟細胞內脂肪堆積之模式，模擬肝臟細胞處於

第二型糖尿病中高血脂環境所誘發的脂肪肝炎，並觀察加入 GA 後之變化，再透

過 oil-red O strain 觀察細胞內脂滴之變化、western blot 分析脂肪合成蛋白 FASN, 

SREBP1 表現與 q-PCR 分析 miR-494-3p、miR-7647-3p 及 miR-34a-5p 之變化。

結果顯示 GA 能夠有效減少肝細胞內多餘的脂滴並降低 FASN, SREBP1 的蛋白

表現，而原本欲做 miR-494-3p、miR-7647-3p 結果卻不如預期，因而改做同樣是

先前 microarray 分析中前五名之 miR-34a-5p，發現 GA 能有效調控 miR-34a-5p，

經 miRNA mimic 與 inhibitor 分析顯示調控 miR-34a-5p 可影響 FASN, SREBP1 的

表現，透過 target scan 網站分析 miRNA 相關之 target genes 可能為 nfe2l2 (nrf2)

並評估 GA、miR-34a-5p 與 nfe2l2 之關聯性，推測 GA 可能透過抑制 miR-34a-5p

調控 nfe2l2 的表現進而達成護肝作用。 
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(二) 研究動機與目的 

  近年來在台灣依健保的資料，就醫且服藥治療的糖尿病人在 1998 年約總人

口之 2.62%，但是 2003 年已攀升到 3.8%，逐年增加的幅度約為 0.2%，這個比

率表明了台灣糖尿病患者急速增加，衛生署 104 年死因統計報告結果顯示國人前

十大死因位居第五名的即是糖尿病，但真正的死因並非由糖尿病直接導致而成，

而是因糖尿病併發而來的副病症所導致，如糖尿病視網膜病變、糖尿腎，還有糖

尿病性脂肪肝(diabetic steatohepatitis)，這些疾病往往都是由糖尿病所觸發，其中

糖尿病性脂肪肝若惡化恐會變成肝炎或是肝硬化，甚至肝癌。而本實驗室希望透

過攝食天然中草藥的方式控制或是改善這些副病症，我們將先天性患有糖尿病的

老鼠(db/db mice)餵食高油脂飲食(high fat diet)誘發其產生糖尿病性脂肪肝炎，飼

養期間以管餵方式餵食多酚成分-沒食子酸(gallic acid)，結果發現 HFD 確實誘導

小鼠糖尿病性脂肪肝炎，而餵食有添加 GA 這種酚酸物質的老鼠則有效保護肝

臟，使其恢復成正常肝組織的模樣。利用 miRNA microarray 分析找出 miR-494-

3p、miR-7647-3p 及 miR-34a-5p 可能參與在調控糖尿病性脂肪肝炎生成作用當

中。已知 GA 具有保護肝臟的醫學功能，而 GA 同時具有調控 miRNA 表現之作

用，因此本研究想要利用細胞實驗證實並探討 GA 是否會透過調控 miR-494-3p、

miR-7647-3p 及 miR-34a-5p 的表現進而影響糖尿病性脂肪肝炎生成，並希望此

次實驗之研究結果可以作為改善糖尿病性脂肪肝等相關病症的參考文獻資料。 
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(三) 文獻回顧與探討 

1. 第二型糖尿病(type II diabetes, T2DM) 

  第二型糖尿病 (type II diabetes, T2DM) 又稱非胰島素依賴型糖尿病

(noninsulin dependent diabetes mellitus, NIDDM) 。在存在胰島素抵抗的情況下，

如果 β 細胞能代償性增加胰島素分泌，則可維持血糖正常；當 β 細胞功能有缺

陷、對胰島素抵抗無法代償時，就會發生第二型糖尿病。胰島素抵抗和胰島素

分泌缺陷是第二型糖尿病發病機制的兩個要素，不同患者其胰島素抵抗和胰島

素分泌缺陷所具有的重要性不同，同一患者在疾病進展過程中兩者的相對重要

性也可能發生變化[1][2]。 

2. 糖尿病性脂肪肝炎(diabetic steatohepatitis) 

  糖尿病患者因長期處於高血糖下，使得相關大分子糖化進而氧化造成器官受

損或是機能障礙，其併發症出現於腦部、眼睛、心血管、肝臟、腎臟、神經系

統、脂肪肝炎、腎臟病變等[3]。其中併發症之脂肪肝炎屬於非酒性脂肪肝(Non-

alcoholic fatty liver disease , NAFLD)，有研究指出常與肥胖、血脂異常、胰島

素阻抗及第二型糖尿病等有關，因第二型糖尿病會造成胰島素阻抗的發生，促

使胰島素代償性的分泌、胰島素敏感性下降，進而造成脂質分解 (lipolysis) 導

致游離脂肪酸增加，而大量增加的游離脂肪酸會堆積在肝臟中，造成脂肪肝[4]。

在過去研究中脂肪肝的形成與麩胺酸轉胺酶 (aspartate aminotransferase, AST)

及丙胺酸轉胺酶 (alanine aminotransferase, ALT)的活性上升有密切關係，具研

究統計在糖尿病患者中約有 17% 的人 AST 異常，33% 的人 ALT 異常。由於

ALT 為較敏感的肝功能指數，所以也被當作第二型糖尿病的預測指標，同時

ALT 屬升糖性的一種酵素，所以也可當作為胰島素阻抗的指標[5-7] 。 

3. miRNA 調控糖尿病副病變之相關機制 

  研究指出 miR-29 在心肌梗塞的情況下，會抑制 ECM(extracellular matrix)，

使心臟纖維化[8]；相同的 miR-21 促進 MAPK pathway 導致心臟纖維化的發生

[9]；miR-668 會調控 WFS1 的表現，影響 Wolfram Syndrome [10]；miR-27b 會

調節血管生成並促進傷口癒合[11] ；miR-375 參與 MIN6 cell 中葡萄糖刺激胰

島素分泌的調節[12]；miR-103 and miR-107 會影響胰島素敏感性[13]；miR-

29a/b 會誘導細胞產生胰島素抵抗[14]；miR-144 抑制胰島素傳導信號中的關鍵

分子 IRS1 基因[15]；miRNA-192 通過抑制 E-box repressors 調節在腎小球中

TGF-β 誘導膠原的功能[16]；miR-126 會經由 PI3K 和 MAPK pathway 促使血

管新生作用[17] ；在缺氧的環境下，miR-210 和 miR92a 分別促進或抑制缺血

性血管新生的作用，亦會藉由調控 ECs 來影響動脈粥狀硬化的情形[18-20]；

miR-291b-3p 會調控 AMPK 影響脂肪合成，亦會針對 p65 上調節 PTEN 的表

現，影響 PI3K/Akt pathway，調節葡萄糖代謝[21-22]。 
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4. 沒食子酸 (gallic acid, GA) 

 GA又稱五倍子酸，富含於沒食子(gallnuts)，

茶葉(tea leaves)，樹皮(bark)，綠茶(green tea)，蘋果皮(apple peels)，葡萄 (grapes)，

草莓(strawberries)，鳳梨(pineapples)，香蕉(bananas)，檸檬(lemons)與紅白酒(red 

and white wine)當中。目前已知相關醫學功能有抗過敏(antiallergic)，抗突變

(antimutagenic)，抗發炎(anti-inflammatory)與抗癌劑(anticarcinogenic agent)，而 GA

又是天然的強抗氧化劑(strong natural antioxidant)[23]。有文獻指出 GA 具有改善

APAP 所誘導的肝損傷[24]；GA 可以在缺血-再灌流的情況下降低肝毒性的產生，

顯示 GA 具有保護肝臟之能力[23]；另外也有研究說明 GA 透過增加 miR-518b 的

表現，造成軟骨肉瘤細胞(chondrosarcoma, SW13351 cells)的死亡與抑制細胞的轉

移作用[25]；而 GA 也會增加 miR-17-3p, miR-21-5p 與 miR-421-5p 的表現，進而

抑制神經瘤細胞(glioma, T98G cells)的生長，達到抑制癌症之目的[26]，顯示 GA

確實具有調控 miRNA 的作用。 

5. miR-34a-5p 

  miR-34a-5p 相關文獻普遍在癌症研究與細胞凋亡研究上，已經有研究證明抑制

miR-34a-5p會促使子宮內膜癌形成[27] ;而在另一篇研究也有提到 miR-34a-5p會

通過 target Sirt1 增強使心肌細胞凋亡，激活 miR-34a-5p / Sirt1 / p66shc 途徑有助

於 doxorubicin 誘導的心臟毒性[28] ;在肝癌與氧化壓力的研究中指出 miR-34a-5p

會受到 P53 的調節，參與了氧化壓力反應進而影響肝癌的發生[29];鮮少研究有指

出 miR-34a-5p 與糖尿病性脂肪肝炎其相關性，但在我們之前的 microarray 分析

中，miR-34a-5p 分數卻相當的高，這說明了 miR-34a-5p 在糖尿病性脂肪肝炎的

研究中極具潛力。 
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(四) 研究方法及步驟 

1. 誘導人類肝臟細胞株產生細胞內脂肪堆積之模式 

  人類肝臟細胞株 HepG2 培養於 DMEM 培養液中(pH 7.3)，培養液中含 10% 

fetal bovine serum (FBS)，200 mM glutamine，0.1 mM non-essential amino acids，

1.5 g/L sodium bicarbonate 與 1 mM sodium pyruvate。解凍後繼代培養在 37 ℃，

5% CO2 之培養箱。每次實驗前依各實驗需求，計算不同之細胞密度，將 HepG2 

細胞培養於 culture dish，待細胞型態展開後，加入 25 mM high glucose (模擬高

血糖環境)，0.3 mM oleic acid (OA)與 0.15 mM palmitic acid (PA) (模擬高血脂環

境)於 DMEM 培養，待反應作用 24 小時後誘導肝臟細胞產生脂質堆積，模擬糖

尿病性脂肪肝炎的產生，期間再加入 GA 與 miRNA mimics 或 miRNA inhibitor，

分析 GA 是否透過調控 miRNA 來達到抑制糖尿病性脂肪肝炎之產生，並探討其

中之機轉變化。OA 與 PA 需事先與 BSA 混合均勻，在 37 ℃恆溫培養箱中反應

24 小時。之後移除培養液，並以 PBS 潤洗細胞 1~3 次後，進行以下分析試驗。 

2. 油紅染色 (Oil red staining) 

   Oil red 是一種對脂質具有親和性之染劑，利用染色後呈現的紅顏色反應細胞

內中性脂肪的含量。將欲染色的細胞以 PBS 沖洗 2~3 次，加入 4 % 

paraformaldehyde 固定 1 小時，加入 Oil Red 染劑(3 mg/mL )室溫下染色 15 分

鐘，再將多餘染劑後洗去，在每盤細胞內滴入少許 PBS，以倒立式顯微鏡拍照。 

3. 細胞存活測試(MTT assay) 

  取 1x105/well 的 HepG2 cell 以不同濃度的 GA 處理後種入 96 孔盤並以加入

PBS 做為控制組培養 24 小時。之後每個 well 加入 10 µL 之 MTT 在 37°C 下進行

反應 2 小時，隨後將液體吸乾，每個 well 加入 100 µL 之 isopropanol 後靜置 10

分鐘，將經細胞反應 MTT 所產生的 formazan 以 isopropanol 溶出，以盤式分光

光度計量測 563 nm 波長測量其吸光值。 

4. 西方點墨法(Western blot) 

  收取 HepG2 cell，加入 RIPA buffer (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% deoxycholic 

acid, 0.1% SDS, 50 mM Tris-base, pH7.5)和 protease inhibitor (100:1)在冰上研磨組

織，以 10,000 rpm、4℃離心後取上清液，取上層液定量蛋白，將定量後之蛋白

取 50μg，以 SDS-PAGE 分析蛋白的表現，包含 FASN, SREBP1 等，再以 Fujifilm 

Multi Gauge 軟體定量分析。 

5. RNA 萃取 (RNA Extraction) 

人類肝癌細胞 HepG2 經過處理後，將細胞加入 0.5 mL Trizol，放置於室溫

5 分鐘。加入 0.2 mL 氯仿(chloroform)手搖均勻混合 30 秒，在放置於室溫 5 分

鐘，以 4oC ; 12000 rpm 離心 15 分鐘。取到上清液到新的微量離心管，加入

Isopropanol 0.5 mL，其主要為沈澱 RNA，放置於室溫 10 分鐘，再以 4oC ; 12000 

rpm 離心 10 分鐘。去除上清液並確定有白色沈澱物產生，加入-20oC 酒精清洗
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RNA。抽掉酒精，放置於室溫或真空離心。風乾後之 RNA 加入適當之 DEPC 水，

將 RNA 樣品稀釋並利用吸光值 260/280 比值(1.8-2.0 ; 1 O.D = 40 ng/L)，定量並

進行稀釋為 1 g/L 進行逆轉錄聚合酶鏈式反應。 

6. 逆轉錄聚合酶鏈式反應 (Reverse transcription PCR) 

逆轉錄聚合酶鏈式反應試劑使用 Promaga GoScript Reverse Transcription 

System，RNA 總量不超過 5 g，加入 1 L random primer 以及 Nuclease-free water

調整體積為 5 L，加熱 75 oC ; 5 分鐘後，稍微 spin down 後，在立即置於冰上。

製備反應所需之溶液含 4 L Goscript 5X reaction buffer，2 L MgCl2，1 L PCR 

Nucleotide Mix Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor，0.2 L GoScript Reverse 

Transcriptase， 使總體為 20 L 均勻混合，避免劇烈震盪。在 25 oC 反應 5 分鐘，

目的為了使 RNA 與 Primer 進行黏合作用，42oC 反應 1 小時進行反轉錄作用，

在 70oC 反應 15 分鐘降溫至 4oC，保存-20 oC 備用進行即時聚合酶鍵式反應(Q-

PCR)。 

7. 基因轉染 (Transfection) 

T-Pro Non-liposome transfection Reagent 轉染試劑，為一種轉染效率高且低

細胞毒性之真核細胞轉染試劑。T-Pro Non-liposome transfection Reagent 是藉由其

本身陽離子與 DNA 形成聚合型態分子，來提升轉染效率且不具有細胞毒性。將

萃取的質體與 T-Pro Non-liposome transfection Reagent Ⅱ以 1：2 的比例進行基因

之轉殖。以六公分培養皿為例，取 15 g 質體 DNA 加入 5 mL 不含血清及抗生

素之細胞培養基均勻混合。取 30 L 的 T-Pro Non-liposome transfection Reagent Ⅱ

加入上述 DNA 混合物進行混合，經均勻混合後於室溫下靜置 15 分鐘。再將混

合液均勻滴於培養皿內(含有細胞及血清培養液)，前後左右均勻搖晃之方式使其

均勻混合，將轉染後之細胞置於 37oC 含有 5% CO2的培養箱中培養，經 18 至 48

小時後利用 Q-PCR 或西方點墨法確認轉染及表現效率。 

8. miRNA 標的基因測試(luciferase assay) 

   本實驗使用的各個不同長度 nfe2l2 promoter 質體(plasmid)，所有的 nfe2l2 

promoter 片段(3.2 kb，1.7 kb，0.5 kb PGL3-basic vector)都接在 PGL3-basic vector 

上。 上述的質體都接有螢火蟲的螢光基因(firefly luciferase)，藉著測量螢光強度

就可以得知 nfe2l2 promoter 表現的情形。本實驗同時轉染 pRL-CMV vector 

(Promega)當作 internal control。pRL-CMV vector 上帶有另一種螢光基因(Renilla 

luciferase)，且其具備 CMV immediate early enhancer/promoter 區段，故在轉染進

細胞後，不需經由藥物刺激就可以發出螢光，因而可以用來作為本次實驗 nfe2l2 

promoter 螢光強度的基準點(internal control)。本實驗的目的在於觀察不同長度 

nfe2l2 promoter 在人類肝臟細胞內的表現情形。為了讓每個 well 內的細胞都轉

染到相同重量(2 ng/well)的  DNA 量，較小片段的質體會補上  Vector DNA 

(PGL3-basic)一起進行轉染。將相同 mole 的不同長度 nfe2l2 promoter DNA 片

段(3.2 kb，1.7 kb，0.5 kb PGL3-basic vector)以及 pRL-CMV-vector 分別溶解在 

DMEM 內(DMEM 不含血清及 抗生素，每種 DNA 片段的溶液總體積為 1600 

μL)，再和相同體積稀釋過的 lipofectamine (88 μL lipofectamine + 1512 μL DMEM)
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混合，於室溫下放置 30 分鐘。接著，加入 12.8 mL DMEM 混合均勻後，於每

個 well 內加入 680 μL 混合液培養 6 小時，再於每個 well 內加入 160 μL 含有

50% FBS 的 DMEM (最終 FBS 濃度為 10%)繼續培養 8-10 個小時，之後再置

換為正常的培養液(DMEM with 10% FBS，penicillin 100 μg/mL, streptomycin 100 

unit/mL) 培養兩天。待時間到達，吸除培養液，並依實驗需要分別加入 25 mM 

high glucose 與 oleic acid / palmitic acid (O/P)的 DMEM 培養，期間再分別加入 GA

與 miRNA mimics 或 miRNA inhibitor 刺激 6 小時。 待藥物作用的時間到達後，

每個 well 以 PBS 清洗兩次，之後於每個 well 內加入 250 μL passive lysis 

buffer，搖晃約 15 分鐘後，以刮勺將細胞刮離 well 底部，並將樣本保存在-20℃

等待進一步進行螢光酶的分析測定。接著再以 Dual-luciferase assay system 

(Promega)的試劑組來反應偵測螢光，將從-20℃回溫至室溫的樣本取 20 μL，加

入 LarII 100 μL 混合後以 topcount 儀器偵測 firefly luciferase 活性，再加入 

100 μL stop 與 Glo reagent 來偵測 Renilla luciferase 活性而得到結果。 
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(五) 實驗結果 

誘導 HepG2 cell 產生肝臟細胞內脂肪堆積 

  首先種 5x105個/well HepG2 cell 於 6-well 盤中，待 24 小時貼盤後，分別加入

25 M High glucose、300 M Oleic acid、150 M Palmitic acid 與 20% BSA，培

養 24 小時後以 oil-red O strain 觀察細胞內脂滴變化。 

  OA 為單元不飽和脂肪酸，存在於動植物體內，是人體脂肪組織中最豐富的脂

肪酸; PA 為飽和脂肪酸，在自然界中分布很廣。以 OA 與 PA 混合誘導細胞，除

了能夠減少 OA 或 PA 使用的劑量，減少細胞毒性，更能夠成功誘導細胞內脂肪

堆積。經染色後的觀察可以看到(Fig. 1) ，單獨加入 OA 或單獨加入 PA 得組別

就可以使細胞產生多餘的脂滴，而將 OA 與 PA 一起混入的組別(O/P) ，細胞內

的脂滴產生最多，額外加入的 High glucose 亦使細胞長時間處於高糖環境，以此

種方式模擬人類於糖尿病高糖環境下脂肪肝炎的環境，再進行以下實驗。 

 

建立 Gallic Acid (GA)有效濃度 

  取 1x105/well 的 HepG2 cell 以 10 M, 25 M, 50 M, 75 M, 100M, 150 M, 

200 M GA 處理後種入 96 孔盤，並以加入 PBS 做為控制組培養 24 小時後，以

MTT assay 測其細胞存活率。 

  由結果可以得知 GA 對於細胞存活影響不大(Fig. 2)，在高濃度時以 100 M 的

劑量最為穩定，故後續實驗以 100 M 為最高劑量(GA-H) , 50 M 為中劑量(GA-

M) , 10 M 為低劑量(GA-L)。 

 

GA 對於高糖高脂環境下的肝細胞之影響 

  將 5x105 個/well HepG2 cell 種於 6-well 盤中，待 24 小時貼盤後,分別加入 25 

M High glucose, 300 M Oleic acid, 150 M Palmitic acid, 20% BSA，再分別混以

三個不同濃度的 GA 培養 24 小時後以 oil-red O strain 觀察細胞內脂滴變化。 

經染色後可看到(Fig. 3) High glucose + OA+ PA 的組別(H+O/P)細胞內脂滴變

多，而混以 10 M, 50 M, 100 M GA 後細胞內的脂滴均有下降趨勢，其中以

100 M GA 組 (GA-H)下降最明顯。說明 GA 能有效減少肝細胞內多餘的脂滴，

並具有保護肝細胞之功效。 

 

GA 處理下肝細胞內分子機制 

  將細胞以 GA 處理後，用 RIPA 裂解取得蛋白，後再定量進行 Western blot 測

試,觀察其 SREBP-1 及 FASN 蛋白表現。 

  結果表明 HG+O/P 能增加 SREBP-1 與 FASN 的表現(Fig. 4A)，促使肝細胞產

生過多脂肪，而加入 GA 後能有效降低 SREBP-1 與 FASN 的表現，這說明了 GA

可能透過降低脂肪合成蛋白的表現來達到保護肝細胞的作用。為了想了解 GA 是
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否是透過調控 miRNA 進而達到護肝作用，我們在之前 miRNA microarray 分析

中，原本鎖定了 miR-494-3p、miR-7647-3p，但由於這兩 miRNA 的結果不如預

期，故而轉鎖定同樣是 microarray 分析結果中的前五名，miR-34a-5p。 

  加藥過後的細胞經 24 小時培養後萃取 RNA 並透過 real-time PCR 測量其內源

性 miRNA 的表現量。結果表明高糖高脂誘導的組別會提升 miR-34a-5p 的表現

量，而 GA 能有效使 miR-34a-5p 恢復水平，這說明了 GA 能夠調控 miR-34a-5p，

亦說明了 miR-34a-5p 可能參與了脂肪代謝途徑(Fig. 4B)。 

 

miR-34a-5p 的表現對於肝細胞脂肪合成代謝機制的影響 

  為了確定 miR-34a-5p 是否參與脂肪代謝途徑，我們將 miR-34a-5p inhibitor 或

是 mimic 送入細胞內，利用 real-time PCR 測量其 miRNA 表現量，並透過 oil-red 

O stain 觀察細胞內脂滴變化，再利用 western blot 檢測其 FASN 與 SREBP-1 蛋白

表現量。 

  我們將 miR-34a-5p inhibitor 送入以高糖高脂誘導的肝細胞內，確定其抑制物能

降低 miR-34a-5p 的表現(Fig. 5A)，並觀察其細胞，發現抑制 miR-34a-5p 的表現

能減少細胞內的脂滴(Fig. 5B、5C)，且能夠降低 FASN 與 SREBP-1 的表現(Fig. 

6)。而將 miR-34a-5p mimic 送入以高糖高脂誘導的肝細胞內，發現增加 miR-34a-

5p 的表現會使細胞產生過多的脂滴(Fig. 7)，並會增加 FASN 與 SREBP-1 的表現

(Fig. 8)。 

  這說明 miR-34a-5p 的表現確實對於調控肝細胞脂肪代謝途徑有著相當重要的

影響，其機制可能是透過某個 target gene 而影響下游 FASN 與 SREBP-1 的表現，

進而調控肝細胞脂肪堆積的變化。 

 

尋找 miR-34a-5p 影響肝細胞脂肪合成代謝之 target genes 

  我們透過 Computational Medicine Center 預測 miR-34a-5p 可能的 target genes，

並鎖定了 nfe2l2 (nrf2)，因多有文獻指出 nfe2l2 可能參與多種抗氧化途徑，且亦

有文獻指出調控 nfe2l2 可增加非酒精性脂肪肝炎之抗氧化能力，使之有恢復趨

向[30-31]，故我們推測 nfe2l2 可能為 miR-34a-5p 之 target gene。 

  透過 Computational Medicine Center 預測 nfe2l2 與 miR-34a-5p 之結合位(Fig. 

9A)，並利用 luciferase assay 分析 HG+O/P 誘導下 miR-34a-5p 調控 nfe2l2 的

promotor 的情形，並以 miR-34a-5p mimic 與 inhibitor 驗證其效果，結果表明，

miR-34a-5p mimic 確實能夠造成 nfe2l2 的 luciferase activity 較低，但加入 GA 後

則能夠增加其 luciferase activity (Fig. 9B)；而在 HG+O/P 模擬糖尿病的環境下，

則能夠發現 nfe2l2 的 luciferase activity 降低，再加入 GA 的組別之後 nfe2l2 的

luciferase activity 卻有上升的現象(Fig. 9C)，根據之前的 data 已經證明 GA 會抑

制 miR-34a-5p 表現，進而影響的 nfe2l2 的基因表達。而在在 HG+O/P 誘導下，

加入 miR-34a-5p inhibitor 的組別則證實此一結果。推測 miR-34a-5p 是透過抑制

nfe2l2 的表現，降低肝臟細胞代謝脂質作用，進而造成肝臟細胞內脂肪堆積現象。 
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(六) 實驗數據 

 

Figure 1. Oleic acid combined with Palmitic acid can promote excessive lipid 

droplets generation in HepG2 cells.  HepG2 cells were treated with high 

glucose(HG)、OA were treated with oleic acid only、PA were treated with palmitic acid 

only、HG+ OA were treated with high glucose and oleic acid、HG+ PA were treated 

with high glucose and palmitic acid、O/P were treated with oleic acid + palmitic acid、

HG+O/P were treated with high glucose + OA+ PA , and analysis with oil-red O stain. 

 

 

Figure 2. Survival curves influenced by different gallic acid concentrations .  

HepG2 cells were treated with 10 M、25 M、50 M、75 M、100 M、150 M、

200 M gallic acid , and analysis with MTT assay. 
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Figure 3. GA reduced excess lipid droplets in HepG2 cells.  HepG2 cells were 

treated with high glucose(HG)、O/P were treated with oleic acid (OA)+ palmitic acid 

(PA)、HG+O/P were treated with high glucose + OA+ PA、GA-L were treated with 

high glucose + OA+ PA+ 10 μM gallic acid、GA-M were treated with high glucose + 

OA+ PA+ 50 μM gallic acid、GA-H were treated with high glucose + OA+ PA+ 100 

μM gallic acid, and analysis with oil-red O stain. 

 

Figure 4. GA reduced the expression of miR-34a-5p ameliorates HG+O/P-induced 

lipid accumulation in HepG2 cells. HepG2 cells were treated with GA in the presence 

of oleic acid/palmitic acid and 25 mM high glucose. A, western blotting analysis of 

SREBP1 and FASN. B, real-time PCR analysis of miR-34a-5p expression. n=3 

independent experiments. #, p<0.05 were compared with HG control group. *, p<0.05 

were compared with HG+O/P group. 

C HG HG+O/P 

GA-L GA-M GA-H 
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Figure 5. Suppression of miR-34a-5p expression ameliorates HG+O/P-induced 

lipid accumulation in HepG2 cells. HepG2 cells were treated with the mixture of oleic 

acid/palmitic acid (2:1) and 25 mM high glucose for 24 hr in DMEM containing 10% 

FBS, followed by transfection with a miR-34a-5p inhibitor or NC for 48 hr in the 

presence of oleic acid/palmitic acid and 25 mM high glucose. A , real-time PCR analysis 

of miR-34a-5p expression. B, oil Red O staining. C, intracellular triglyceride content. 

n=3 independent experiments. *, p<0.05 were compared with HG control group. a, 

p<0.05 were compared with HG control group. b, p<0.05 were compared with HG+O/P 

group. 
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Figure 6. Suppression of miR-34a-5p ameliorates HG+O/P-induced lipid relative 

protein expression in HepG2 cells. HepG2 cells were treated with the mixture of oleic 

acid/palmitic acid (2:1) and 25 mM high glucose for 24 hr in DMEM containing 10% 

FBS, followed by transfection with a miR-34a-5p inhibitor or NC for 48 hr in the 

presence of oleic acid/palmitic acid and 25 mM high glucose. Western blotting analysis 

of SREBP1 and FASN. n=3 independent experiments. *, p<0.05 were compared with 

HG control group. a, p<0.05 were compared with HG control group. b, p<0.05 were 

compared with HG+O/P group.  
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Figure 7. Enhance of miR-34a-5p expression induced lipid accumulation in HepG2 

cells.  HepG2 cells were transfected with a miR-34a-5p mimic or NC for 48 hr. A, 

real-time PCR analysis of miR-34a-5p expression. B, oil Red O staining. C, 

intracellular triglyceride content. n=3 independent experiments. *, p<0.05 were 

compared with HG control group. 
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Figure 8. Enhance of miR-34a-5p expression induced HG+O/P-induced lipid 

relative protein expression in HepG2 cells.  HepG2 cells were treated with the 

mixture of oleic acid/palmitic acid (2:1) and 25 mM high glucose for 24 hr in DMEM 

containing 10% FBS, followed by transfection with a miR-34a-5p mimic or NC for 48 

hr. Western blotting analysis of SREBP1 and FASN. n=3 independent experiments. *, 

p<0.05 were compared with NC control group. 
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Figure 9. Overexpression of miR-34a significantly reduced the luciferase activity 

of nfe2l2 in HepG2 cells. A, bioinformatics-predicted binding sites of miR-34a-5p in 

the 3’-UTR of nfe2l2. B, luciferase activity in HepG2 cells co-transfected with a miR-

34a mimic and pEZX-MT05-nfe2l2-3’UTR. C, luciferase activity in HepG2 cells co-

transfected with a miR-34a inhibitor and pEZX-MT05-nfe2l2-3’UTR. n=3 independent 

experiments. *, p<0.05 were compared with control group. 

 

 

 

 

  



17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Summary of Gallic acid regulated miR-34a-5p expression and 

ameliorates high glucose and oleic acid/palmitic acid-induced lipid accumulation 

in HepG2 cells. 
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(七) 討論 

  隨著國人飲食習慣的改變,從早期的粗茶淡飯,轉變為高油高脂高糖的飲食，

使得國人罹患糖尿病的比率年年增高，衛生署 104 年及 105 年死因統計報告都

顯示國人前十大死因第五名是糖尿病，但死亡人數比率 105 年卻比 104 年增加

4.3%，這說明了如何治療或改善糖尿病的課題將越來越重要，而在本研究中我

們所針對的是糖尿病性脂肪肝炎，這也是糖尿病最容易併發的副病症。在小鼠

實驗中，我們發現 gallic acid 可有效保護肝組織，但其機制原理我們希望透過

細胞實驗來了解，首先建立了高糖(high glucose)與高油脂(oleic 

acid/palmitic acid)的環境下誘導 HepG2 cell 產生肝臟細胞內脂肪堆積的模式，模

擬肝臟細胞處於第二型糖尿病中高血脂環境所誘發的脂肪肝炎，並觀察加入

GA 後之變化，透過 oil-red 染色，western blot 結果發現，GA 能夠有效減少肝

細胞內多餘的脂滴，降低脂肪合成蛋白 FASN，SREBP1 表現，並證明 GA 是通

過抑制 miR-34a-5p 來調控 nfe2l2 進而達成護肝作用。 

  已有文獻指出，連續 16 週經由管餵給予小鼠 GA 100 mg/kg/day 之後，GA 可

以改善 HFD 所誘導的一系列代謝途徑，包括脂質代謝，葡萄糖代謝(糖分解與

糖質新生)，氨基酸代謝，膽鹼代謝與腸道微生物相關代謝等現象，證明 GA 可

以改善 HFD 誘導的 NAFLD 小鼠中葡萄糖和脂質體內平衡的受損[30]，但是文

章中卻未指出 GA 是透過什麼樣機制達到保護肝臟的作用。 

  有證據指出 GA 可以降低 OA 所誘導的 Chang liver cell 中的 steatosis 現象，

抑制細胞中過多 TG 的堆積，且指出可能是與抗氧化作用相關。文章中也說明 

GA 能夠降低細胞因子表現(cytokine levels)，並能夠調節與脂質代謝有關酵素的

表現，包含 mRNA level 與 protein level [31]。 

  本研究中首先證明了 GA 能夠有效的改善在高糖環境下(high glucose)，經由

高脂狀態(oleic acid/palmitic acid))所誘導的 steatosis 現象，而此模式也充分模擬

了糖尿病性脂肪肝炎的形成模式，未來可以當作一分析糖尿病性脂肪肝炎的平

台。而本篇中清楚的解釋 GA 透過抑制 miR-34a-5p 的表達，改善肝細胞中的脂

質堆積現象，並找出 miR-34a-5p 下游的 target gene，相信此一機制未來對於釐

清糖尿病性脂肪肝炎的形成將會有所幫助，而如何保護 nfe2l2 並利用 nfe2l2 達

到保護肝臟，抑制糖尿病性脂肪肝炎，將是我們未來研究的首要目標。 

  而我們接下來想要嘗試不同於之前 db/db mice 實驗動物之模式，採用高脂飲

食+低劑量 STZ 誘導產生第二型糖尿病方式，配合 miRNA mimic 與 miRNA 

inhibitor，說明即使是不同誘導模式下所產生的糖尿病性脂肪肝炎，仍然不減

miR-34a-5p 在其中所扮演的重要性。而我們也相信糖尿病性脂肪肝炎的形成應

是多個基因或是多個 miRNA 調控而形成，因此我們會以此研究計畫為基礎，

嘗試了解其他 miRNA 在糖尿病性脂肪肝炎所扮演的角色，希望能作為改善糖

尿病性脂肪肝等相關病症的參考文獻資料。  
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