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以動物模式評估七種生藥之抗肝纖維化效能 

研究生  方焄蓮 

中國醫藥大學藥學院  中國藥學所 

摘    要 

本研究選擇三種植物油—橄欖油(olive oil, Olea europaea)、棕櫚

油(palm oil, Elaeis guineensis)及玉米油(corn oil, Zea mayes)，兩種中草

藥—台灣金線連(Anoectochilus formosanus)、枳椇子(Hovenia dulcis)，

及兩種真菌類發酵物—酵母菌 (Saccharomyces cerevisiae )及麴菌

(Aspergillus phoenicis)，使用四氯化碳誘發肝纖維化動物模式來評估其

抗纖維化效果。在實驗過程中發現玉米油會加強四氯化碳誘發肝臟脂

質過氧化程度，但卻不會加強肝臟纖維化，此與一般的認知不同，因

此進一步以活體內及活體外的實驗，探討脂質過氧化產物在肝臟纖維

化形成過程中的作用。 

橄欖油的效果：橄欖油能降低四氯化碳所增加的大鼠肝臟脂質

過氧化產物(malondiladehyde，MDA)和羥基脯胺酸(hydroxyproline)的

量。病理組織的檢查，橄欖油會改善因四氯化碳所增加的肝纖維化和

細胞壞死的情況。免疫組織化學分析，橄欖油能降低四氯化碳所增加

的星狀細胞活化程度(星狀細胞活化時，α-smooth muscle actin (α-SMA) 

的表現會上升)。RT-PCR 的分析顯示，橄欖油能抑制四氯化碳引起肝

臟發炎及纖維化相關基因如 lipopolysaccharide binding protein (LBP)、

CD14、Toll-like receptor 4、NADPH oxidase、nuclear factor-kappa beta 

(NF-κB) 、 collagen (α1)(I) 、 collagen (α1)(III) 、 transforming growth 

factor β1 (TGF-β1) 的 mRNA 表現基因表現。西方墨點法分析顯示，橄
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欖油也能抑制四氯化碳引起肝臟 LBP、NADPH oxidase、NF-κB、

collagen I 及 TGF-β1 蛋白的表現。本實驗結果顯示，橄欖油能降低四

氯化碳所引起的大鼠肝臟纖維化，其可能的作用機轉有二：(一)橄欖油

多酚成分的抗氧化能力減輕了氧化傷害；(二) 橄欖油的油酸成分經由

改變庫氏細胞內脂體的組成而抑制發炎路徑的活化。 

棕櫚油的效果：棕櫚油對四氯化碳誘導大鼠肝肝纖維化程度沒

有影響，但增加了血中及肝臟三酸甘油脂的含量。 

玉米油的效果：玉米油對四氯化碳所增加的大鼠血漿 ALT 及

AST 活性、和低白蛋白濃度沒有影響。玉米油對四氯化碳所增加的大

鼠肝臟羥基脯胺酸含量沒有影響。病理檢查及免疫組織化學分析(α-

SMA)的結果也顯示玉米油對四氯化碳所引起的肝臟纖維化沒有影響。

玉米油顯著增加四氯化碳所引起大鼠肝臟自由基型脂質過氧化產物

MDA 和 8-iso-PGF2α 的含量。但對酵素型脂質過氧化產物 15-keto-

dihydro-PGF2α (15-keto-PGF2α)含量沒有影響。玉米油明顯增加四氯化碳

所引起的肝臟脂肪堆積。RT-PCR 的分析顯示，四氯化碳增加大鼠肝臟

GPAT (glycerol-3-phosphate acyltransferase)、UCP-2 (uncoupling protein 

2)的 mRNA 表現，對 CD36 的表現沒有影響。併用玉米油時明顯增加

GPAT 及 CD36 的 mRNA 表現，但對 UCP-2 的 mRNA 表現沒有影響。

本實驗結果顯示，富含長鏈多元不飽和脂肪酸的玉米油不會增加四氯

化碳所引起酵素型脂質過氧化產物，即不會加重四氯化碳所引起的發

炎反應，因此不會加重四氯化碳所引起的肝臟纖維化。 

以動物實驗更深入的探討脂質過氧化產物對星狀細胞的影響，

大鼠分別投與玉米油或四氯化碳，於投滿 2、4 和 8 週時各犧牲一批。
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結果發現玉米油不會使肝臟的羥基脯胺酸含量增加，組織學的檢查也

確認玉米油不會引起肝臟纖維化。玉米油僅增加大鼠肝臟自由基型脂

質過氧化產物 MDA 和 8-iso-PGF2α 的含量。但對酵素型脂質過氧化產

物 15-keto-PGF2α含量沒有影響。反之，大鼠投與四氯化碳，第二週起

肝臟的羥基脯胺酸含量增加，組織學的檢查也確認肝臟纖維化的產

生，肝臟自由基型脂質過氧化產物 MDA 和 8-iso-PGF2α 的含量，和酵

素型脂質過氧化產物 15-keto-PGF2α含量皆明顯增加。在初代培養大鼠

肝臟星狀細胞實驗中，使用雷射共軛焦分光光譜顯微鏡和α-SMA 蛋白

質的分析，顯示 MDA、8-iso-PGF2α、15-keto-PGF2α 等三種脂質過氧化

產物單獨投與時，不會刺激星狀細胞活化。星狀細胞在小劑量 TGF-β1

活化條件下，加入 MDA、8-iso-PGF2α或 15-keto-PGF2α，都不會加強星

狀細胞的活化。本實驗結果顯示，脂質過氧化產物如 MDA、8-iso-

PGF2α 和 15-keto-PGF2α不會直接引起星狀細胞活化。 

台灣金線連的效果：使用台灣金線連有效分劃(含 kinsenoside 

180 mg/g)，探討對四氯化碳誘導小鼠肝纖維化的效果。台灣金線連有

效分劃能降低血漿中 ALT 活性、肝臟中脂質過氧化產物(MDA)和羥基

脯胺酸的量。病理組織分析結果，也顯示金線連有效分劃能減輕四氯

化碳的肝纖維化程度。RT-PCR 分析，金線連有效分劃能增加

Methionine adenosyltransferase 1A (MAT1A)的表現，降低 collagen(α1)(I) 

和 TGF-β1 的表現。本實驗結果顯示台灣金線連有效分劃可以減緩四氯

化碳誘導之小鼠肝纖維化的發展。 

枳椇子的效果：使用枳椇子酒精萃取物，探討對四氯化碳誘導

小鼠肝纖維化的效果。枳椇子酒精萃取物降低血漿中 ALT 和 AST 的活
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性、肝臟中脂質過氧化產物(MDA)和羥羥基脯胺酸的量。病理組織分

析結果，也顯示枳椇子酒精萃取物能減輕四氯化碳的肝纖維化程度。

RT-qPCR 分 析 ， 枳 椇 子 會 降 低 肝 臟 collagen (α1)(I) 、 collagen 

(α1)(III)、MAT2A 的 mRNA 表現，增加 MAT2A 的表現。本實驗結果顯

示，枳椇子酒精萃取物可以減緩四氯化碳誘導之小鼠肝纖維化的發

展。 

麴菌和酵母菌發酵物的效果：本研究使用四氯化碳誘導大鼠肝

纖維化的模式評估。麴菌和酵母菌，均會降低因四氯化碳而增加的血

漿中 ALT 和 AST 值，肝、脾臟重量，肝臟中脂質過氧化產物(MDA)和

羥基脯胺酸的量。病理組織分析，均明顯減緩肝纖維化之情形。分析

基因包括增加  matrix metalloproteinase 13，降低 MAT2A, collagen 

(α1)(I), collagen (α1)(III), TGF-β1,和 tissue inhibitor of metalloproteinase 

1 的表現。結果顯示，麴菌、酵母菌發酵物能減緩四氯化碳誘發的肝纖

維化程度，  

酵母菌發酵物對小鼠急性肝損傷之效果：使用 acetaminophen 或

bromobenzene 誘發小鼠急性肝炎，血漿 AST 及 ALT 活性顯著上升，肝

臟 glutathione 含量下降，肝臟 superoxide dismutase (SOD)、catalase、

GSH-peroxidase (GSH-Px)、GSH-reducdase (GSH-Rd)、GSH-transferase 

(GSH-T)的活性下降。酵母菌發酵物的處理能降低血漿 AST、ALT 活

性，增加肝臟 GSH 含量，對下降的酵素活性也有提升作用。本實驗顯

示，含高含量麩胱甘肽的酵母菌發酵物投與後，確實可以增加肝臟麩

胱甘肽含量而降低 acetaminophen 及 bromobenzene 的毒性。 
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結論：(一)台灣金線連、枳椇子和酵母菌、麴菌發酵物，以及橄

欖油能減輕四氯化碳引起的動物肝纖維化。(二) 脂質過氧化產物，如

MDA、8-iso-PGF2α和 15-keto-PGF2α不會直接引起星狀細胞活化，也不

會增強 TGF-β1 的星狀細胞活化作用。 

 

關鍵詞：台灣金線連，枳椇子，酵母菌發酵物，麴菌發酵物，橄欖

油，棕櫚油、玉米油，肝纖維化，脂質過氧化，星狀細胞
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Evaluation of efficacious anti–fibrotic activity of 7 

kinds of natural products in animal model 
Hsun-Lang Fang 

Institute of Chinese Pharmaceutical Sciencs, 

China Medical University College of Pharmacy 

Abstract 
We investigated the efficacy of 7 kinds of natural products on chemical-

induced liver fibrosis in animal model. The purpose of this study was to 

investigate the hepatoprotective effects of olive oil, palm oil and corn oil, 

Anoectochilus formosanus effective fraction (AFEF), ethanolic extract of the 

fruit of Hovenia dulcis (EHD) and fermented substance from Aspergillus 

phoenicis (FSAP) or Saccharomyces cerevisiae (FSSC), via CCl4-induced 

chronic liver damage animal model. One discovery has been made: corn oil  

enhanced the hepatic lipid peroxidation activity, but did not affect the liver 

fibrosis. Subsequently, we further reaearched into the role of lipid peroxidation 

in liver fibrosis pathway by in vivo and in vitro study.  

The results of plasma biochemistry data and hepatic hydroxyproline 

demonstrated that these natural medicines decreased liver fibrosis. The 

pathohistolgical and fibrogenic mRNA expression also confirmed these results. 

RT-PCR analysis showed that CCl4 increased hepatic mRNA expressions of 

CD14, Toll-like receptor 4, NADPH oxidase, nuclear factor-kappa beta, 

collagen (α1)(I), collagen (α1)(III), transforming growth factor β1, 

lipopolysaccharide binding protein. These mRNA expressions could be 

decreased by olive oil treatment. In addition, Western blot analysis also 

supported these results. Olive oil treatment decreased hepatic levels of 

malondialdehyde and hydroxyproline induced by CCl4. Histological evaluations 
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showed that olive oil could attenuate liver fibrosis, necrosis and expression of 

smooth muscle α-actin induced by CCl4. In this study, since non-virgin olive oil 

was used in this experiment, it is speculated that fatty acid of olive oil 

significantly reduced CCl4-induced hepatic fibrosis in rats. 

Palm oil might tend to increase hepatic and plasma triglyceride 

indefinitely, but could not  influence liver fibrosis in CCl4-induced liver 

injury model.  

Corn oil did not affect the enhanced plasma ALT and AST activity and 

hypoalbuminemia caused by CCl4 administration. Corn oil did not affect the 

enhanced hepatic hydorxyproline and MDA caused by CCl4 administration. 

Histology examination with Sirius red stain also confirmed that corn oil did 

not affect the CCl4-induced liver fibrosis. Corn oil treatment markedly 

enhanced the hepatic MDA and 8-iso-PGF2α concentrations induced by CCl4, 

but not the hepatic 15-keto-dihydro-PGF2α (15-keto-PGF2α) content. Indeed, 

quantitative real-time RT-PCR analysis showed that hepatic GPAT 

(glycerol-3-phosphate acyltransferase) and UCP-2 (uncoupling protein 2) 

mRNA expression was increased by CCl4 treatment, but not CD36. In this 

study, corn oil markedly increased hepatic GPAT and CD36 expression, 

whereas hepatic UCP-2 expression was not affected. In this study, the 

amount of enzymatic lipid peroxidation product and inflammatory states 

induced by CCl4 were not affected by corn oil treatment. Corn oil enriches 

polyunsaturated fatty acids through non-enzymatic pathways to increase 

LPO products that cannot enhance liver fibrosis induced by CCl4.  

We investigated the relationship of lipid peroxidation and hepatic stellate 

cell activation in vivo model. The Wistar rats were orally administered with 

CCl4 and / or corn oil and killed in week 2, 4, 8. Corn oil did not affect the 
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enhanced liver fibrosis in hepatic hydorxyproline. Histology examination 

also confirmed these results. Corn oil enhanced the free radical lipid 

peroxidation product (MDA and 8-iso-PGF2α), not enzymatic product (15-

keto-PGF2α). Therefore, CCl4 enhanced the hepatic hydroxyprline of 

fibrosis marker until week 2. Histology examination also confirmed these 

liver fibrosis results in CCl4 model. CCl4 enhanced the free radical lipid 

peroxidation product (MDA, 8-iso-PGF2α) and enzymatic product (15-keto-

PGF2α).  

In vitro model, the treatment of lipid peroxidation product (MDA、

8-iso-PGF2α、15-keto-PGF2α) did not directly induce hepatic stellate cell 

activation by the confocal and western blot analysis of α-SMA. These cells 

were activated by fibrogenic cytokines such as TGF-ß1. Therefore, the high 

dose of lipid peroxidation product combined with TGF-ß1-treated hepatic 

stellate cell has a bearing on the cause of hepatic stellate cell apoptosis and 

cells activation was not consequent. So, the product of lipid peroxidation did 

not directly induce hepatic stellate cell activation.  

In this study,  we initialized the hepatoprotective effect of 

Anoectochilus formosanus effective fraction (AFEF) and content 

kinsenoside 180 mg/g. Plasma GPT, hepatic levels of hydroxyproline and 

malondialdehyde were significantly lower in mice treated with AFEF 

compared to those treated with CCl4 only. Liver pathology in the AFEF-

treated mice was also improved. RT-PCR analysis showed that AFEF 

treatment increased the expression of methionine adenosyltransferase 1A, 

and decreased the expression of collagen(α1)(I) and transforming growth 

factor-β1. These results clearly demonstrated that the AFEF reduced the 

hepatic damage induced by CCl4 in mice. 
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In the ethanolic extract of the fruit of Hovenia dulcis (EHD) results, 

the Plasma activities of GPT and GOT, and hepatic levels of 

malondialdehyde were significantly lowered in mice treated with EHD as 

compared to mice treated with CCl4 only. Histological evaluation showed 

that EHD could attenuate the liver fibrosis and necrosis caused by CCl4. RT-

qPCR analysis also showed that EHD treatment decreased hepatic collagen 

(α1)(I) and collagen (α1)(III) mRNA expressions. Chronic CCl4 treatment 

caused liver injuries in mice, characterized by an increase in hepatic 

methionine adenosyltransferase (MAT)2A gene expression, and decreased 

MAT1A gene expression. EHD significantly reduced the changes in MAT 

gene expression due to chronic CCl4 treatment. These results clearly 

demonstrated the EHD could reduce hepatic injuries in mice induced by 

CCl4.   

In fermented substance from Aspergillus phoenicis (FSAP) or 

Saccharomyces cerevisiae (FSSC) results, the plasma ALT and AST, spleen 

weight, and hepatic levels of lipid peroxidation and hydroxyproline were 

significantly lower in the rats treated with FSAP or FSSC as compared to CCl4 

only. Liver pathology in the FSAP or FSSC - treated rats was also improved. 

mRNA expression analysis showed that FSAP or FSSC treatment increased the 

expression of matrix metalloproteinase 13 and decreased the expression of 

methionine adenosyltransferase 2A, collagen (α1)(I), collagen (α1)(III), 

transforming growth factor-β1, and tissue inhibitor of metalloproteinase 1. 

These results clearly indicate that FSAP or FSSC partially reduced the liver 

fibrosis in rats induced by CCl4.     

The effect of Saccharomyces cerevisiae (FSSC) in mice induced 

acute liver injury by acteaminophen and bromobenzene, the plasma ALT 
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and AST was decreased, and hepatic levels of glutathione and activity of 

superoxide dismutase (SOD) 、 catalase 、 GSH-peroxidase (GSH-Px) 、

GSH-reducdase (GSH-Rd)、GSH-transferase (GSH-T) were significantly 

increased in the mice treated with FSSC as compared to acteaminophen and 

bromobenzene only. These results clearly indicate that FSSC partially 

reduced the liver injury in mice induced by acteaminophen and 

bromobenzene.  

In summary, (1) the five kinds of natural drugs, including  the AFEF, 

EHD, FSAP, FSSC and olive oil, have hepatoprotective effect on liver 

fibrosis in animal model; (2) the product of lipid peroxidation did not 

directly induce hepatic stellate cell activation, and also not enhance the 

TGF-β1 induced hepatic stellate cell activation. 

 

Key words: Anoectochilus formosanus, Hovenia dulcis , fermented 

substance from Aspergillus phoenicis, fermented substance from 

Saccharomyces cerevisiae,olive oil, palm oil, corn oil, liver fibrosis, lipid 

peroxidation, hepatic stellate cell. 
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第一章 緒論 

第一節 研究背景及目的 

肝病是台灣盛行的疾病之一，B 型肝炎帶原者約有三百萬人，感

染 C 型肝炎者約有四十萬人1。慢性肝病及肝硬化每年都列入台灣十大

死亡原因之一，每年大約有四、五千人因慢性肝病及肝硬化而死亡1。

所有慢性肝炎包含病毒性肝炎及酒精性肝炎皆會轉成肝纖維化進而轉

成肝硬化，一般認為肝硬化是不可逆的，目前對於肝硬化尚沒有很好

的治療藥物，僅能針對肝硬化產生的併發症處理，如用β-阻斷劑降門

脈高壓，用利尿劑改善腹水等2。因此抗肝硬化藥物或延緩肝硬化病程

進展的保健食品研發是重要的課題。 

肝纖維化是肝臟受損修復過程中，以膠原蛋白為主的細胞外間

質大量沉積。近年來分生的研究，從提升膠原蛋白降解酶的活性，或

誘發產生膠原蛋白的肝臟星狀細胞凋亡3，顯示可以使肝纖維化逆轉，

因此使肝硬化回轉是有可能的4。雖然如此，目前在肝硬化藥物的研

究，抗氧化及抗發炎作用還是受到相當重視，清除自由基及減少發炎

細胞激素的釋放是可以減緩肝硬化的進展5。目前進入臨床試驗的肝硬

化藥物多元不飽和磷脂膽鹼 (polyenylphosphatidylcholine, PPC)，其作用

機轉即以抗氧化為主6，也能影響到肝臟星狀細胞7, 8。天然物中存在很

多具抗氧化及抗發炎的物質，由天然物中篩選抗肝硬化的藥物應是可

行的，篩選的來源除植物之外，也應擴及微生物產物。 

來自植物的食用油可區分為以單元不飽和脂肪酸為主的如橄欖

油、多元不飽和脂肪酸為主的如玉米油、飽和脂肪酸為主的如棕櫚油

等。橄欖油是來自於地中海的健康油，可以預防及減輕心血管方面的



 

   12

疾病9，其所含的酚類化合物有很強的抗氧化作用10，所含的油酸影響

發炎物質的釋放11。然而橄欖油對慢性肝炎的相關研究卻很少。     

長鏈多元不飽和脂肪酸容易受自由基攻擊，可視為具清除自由

基作用。然而其產生的脂質過氧化產物，很多的動物實驗都認為與肝

纖維化之間有密切的關係12。PPC 研發之初也曾擔心會對肝硬化不利

5。許多報告指出肝硬化病人常出現多元長鏈不飽和脂肪酸缺乏的現象

13, 14，有報告指出補充多元不飽和脂肪酸對肝硬化是有助益的14, 15。 

攝取的油脂對肝硬化的影響，雖有一些流行病學的統計調查，

但若期望慢性肝炎的病人能由日常的油脂的攝食來減緩肝硬化的進

展，則在學理上的研究有待加強。因此本研究的第一部分，以動物實

驗的模式比較了三種不同類型的脂肪油，即玉米油、橄欖油、棕櫚油

對慢性肝炎的影響。在實驗過程中發現，多元不飽和脂肪酸產生的脂

質過氧化產物對肝纖維化的影響與一般的認知不同，因此又設計了細

胞實驗來印證在動物體內的發現。 

微生物的結構簡單、營養要求低、易培養、生理類型多樣、生

長繁殖速度快、容易積累中間代謝產物、容易進行人工變異等，因有

這些優點，使開發微生物資源已經成為現代生技和醫藥產業的一個重

要領域。財團法人食品工業研究所生物資源保存中心一直在進行微生

物資源的開發，多年來累積相當的成果，透過與我們的研究，把這些

資源的功效顯現出來，期能進一步開發成保健產品。 

 食品工業發展研究所提供給我們兩種材料，一是麴菌的發酵

物，另一為酵母菌發酵物。已知麴菌的發酵物含有抑制膽固醇生合成

的成分，具降血脂作用，目前有多家廠商投入麴菌發酵的生產。麴菌

發酵物除了含降膽固醇成分外，還含有相當的抗氧化作用成分。有研
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究自麴菌發酵物發展類麩胱甘肽 (glutathione-like, GSH-like)的抗氧化物

質16，食品工業發展研究所依類 SOD (superoxide dismutase-like, SOD-

like)作用篩選出能產生高抗氧化物質的菌株，提供其發酵物供我們研

究。 

 酵母菌早就被使用於食品及製藥業生產某些物質。利用酵母菌生產

麩胱甘肽已有報導，食工所也篩選出麩胱甘肽高產量的菌種，提供我

們此菌種的發酵物進行慢性肝炎的研究。麩胱甘肽進入腸道後應該會

被分解成胺基酸，其產生功效或許與 acetylcysteine 一樣，是提供麩胱

甘肽合成的前軀物質。由於 acetylcysteine 是 acetaminophen 肝中毒的解

藥，因此在本研究也探討了此發酵物質對於 acetaminophen 及

bromobenzene 的急性肝毒性的效果。此兩個肝毒性物質都是因肝臟中

麩胱甘肽的耗盡而產生毒性。 

本研究室一直從事中草藥的研究，台灣金線連是研究重點。台

灣金線連被稱為「藥王」或「藥虎」意指具有多樣的保健功效。台灣

金線連的保肝作用已完成產學合作，相關的技術已轉移給廠商。在此

過程中建立了台灣金線連保肝原料(Anoectochilus formosanus effective 

fraction, AFEF)的量產方法，也確立了有效成分金線連糖(kinsenoside)的

品管方法。雖然如此 AFEF 的保肝機轉尚有未明的地方，本研究僅探

討 AFEF 對四氯化碳慢性肝炎的作用，AFEF 的其他保肝作用途徑，或

金線連糖的相關實驗，另有研究在進行。中藥枳具子用於解酒17，相關

文獻也指出對動物急、慢性肝炎有抑制作用18, 19。在 AFEF 對小鼠四氯

化碳慢性肝炎的研究，也同時進行枳椇子的作用探討。得到正面的效

果，因此也進行相關作用機轉的分析。 
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所以本研究共進行了七種材料，包含了三種油、兩種菌類發酵

物及兩種中草藥，的保肝作用探討，除了玉米油及棕櫚油外皆得到正

面的效果。麴菌發酵物的毒性較高已停止研發。AFEF 及酵母菌發酵物

已技轉給廠商，後續的相關研究仍然在進行。枳椇子作用明確，相關

的成分已有文獻，市場上無法購得，若能克服此問題，具有研發成健

康食品的潛力。橄欖油的有效性在預料中。由於 PPC 的有效性，預測

玉米油也可能有效，但結果沒有，卻發現單純脂質過氧化產物可能不

會引起肝纖維化，在這方面投入很多的心力，期望在肝硬化病理機轉

的研究有點貢獻。 

 

第二節 肝硬化之成因 

造成肝損傷的原因包括：化學性傷害如毒物、藥物濫用，B、C

型肝炎病毒引起之肝炎，非酒精性脂肪肝炎和酒精過量引起的酒精性

脂肪肝炎，這些原因都可能導致肝纖維化(hepatic fibrosis)、肝硬化

(liver cirrhosis)的發生20。當肝臟受到損傷時，會產生發炎反應，剛開始

較輕微的損傷，可以藉由身體的免疫系統或肝細胞再生而恢復；若傷

害持續存在，發炎反應一直持續，肝臟會進一步發展成肝纖維化21。肝

纖維化為一可逆性過程，主要是細胞外間質沉積，此時停止對肝的傷

害刺激，肝臟則能自行回復，所以肝纖維化也可以視為一種癒合的過

程；但傷害一直持續，則會進一步轉變為肝硬化，則為不可逆過程，

會產生粗大細胞外間質，聚集於肝細胞周圍，嚴重時會導致肝衰竭、

肝癌甚至死亡22。 
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一、肝臟構造 

肝臟為人體最大腺體，位於腹腔上部右側，成人肝臟重約 1300

公克，為體內進行代謝、合成等重要工作，呈暗紅色表面平滑，其結

構分為四葉。肝臟由肝動脈和肝門靜脈供應血流，肝動脈供應約 30%

的血液，另外 70%的血液供應，是由肝門靜脈匯集腸胃道靜脈血至肝

臟。肝動脈為肝細胞提供氧氣及營養，而門靜脈匯集消化系統來的養

分，及藥物或其他有毒物質，送至肝臟處理代謝。外膽管、肝動脈及

肝靜脈在肝細胞形成門三叉(portal trial)，來自肝動脈與門靜脈的血液混

合後，經由門三叉流入竇狀隙(sinusoid)，再流入肝靜脈23。 

由門三叉開始，依照血流方向劃分成三個區域，接近肝門小靜

脈的肝細胞稱為肝門靜脈周圍區(periportal)，又稱 zone 1；靠近終端肝

小靜脈的肝細胞為肝靜脈周圍區 (perivenous)，又稱 zone 3，介於兩者

之間的區域稱為 zone 2。肝門靜脈周圍區因有較多血流供應，所以大

多負責較消耗能量的反應，如膽固醇、蛋白質合成等；肝靜脈周圍區

則主要是毒物分解、藥物代謝的功能24。 

肝臟細胞分為實質細胞(parenchymal cells)和非實質細胞 (non-

parenchymal cells)。實質細胞約佔總數的 80%，主要為肝細胞，外觀上

為不規則多面體，有數個細胞核。另外還有非實質細胞，如星狀細胞 

(hepatic stellate cells)，存在於肝細胞與孔狀內皮細胞間隙間的迪氏腔 

(Disse’s space)，主要功能為儲存油溶性維生素 A，並且會分泌細胞外

間質 (extracellular matrix)，如膠原蛋白等，負責維持肝臟之結構，當肝

受到損傷時，星狀細胞會轉變為活化態，大量分泌細胞外間質，形成

肝纖維化。庫氏細胞 (kupffer cell)，也屬於非實質細胞，為存在於肝臟

中的巨噬細胞，活化時會釋出細胞激素，促使肝纖維化病程發展23。 
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二、肝細胞 

人體有許多重要的生合成反應都在肝細胞進行，包括醣類、脂

質、蛋白質等營養的代謝、利用及儲存，固醇類激素、膽固醇、凝血

因子、白蛋白的合成，膽汁、尿素之形成，藥物、毒素代謝，長鏈不

飽和脂肪酸、磷脂質、脂蛋白、酮體等合成等25。當肝臟受損時，許多

功能會喪失，包括白蛋白和凝血因子的合成，藉由血液中白蛋白的含

量和凝血時間的長短，可以偵測肝臟機能受損程度。 

肝臟細胞進行許多重要的代謝合成反應，需要多種酶來輔助進

行，如丙氨酸轉氨酶 (Alanine aminotransferase，ALT)、天門冬胺酸轉

氨酶 (Aspartate aminotransferase，AST)，進行胺基酸代謝產生氨。甲硫

胺酸腺苷基轉移酶 (Methionine adenosyltransferase，MAT)負責多數的

肝臟甲基化反應等。 

ALT，也是 GPT (Glutamyl pyruvic transaminase)，主要存在於肝

臟；AST，也是 GOT (Glutamyl oxaloacetic transaminase)，存在於肝

臟、心臟、骨骼肌。雖然 AST 不具肝臟專一性。當肝細胞受損，ALT

和 AST 會被釋放到血液中，因此偵測血中酵素活性，可以推知肝損傷

的程度，這兩項生化值檢驗被認為是偵測肝功能損傷的重要指標。 

MAT 主要負責第一步的硫化作用，使在肝臟的甲硫胺酸

(methionine)，轉換成 S-腺甲硫胺酸 (S-adenosylmethionine，SAM) 26, 

27，SAM 是一個細胞代謝時重要的甲基傳遞者28，負責肝臟 85%的甲基

反應29。例如合成麩胺胱肽(glutathione，GSH)，此為內生性抗氧化防禦

劑，或是輔助檸檬酸循環的進行。當肝臟受到傷害，MAT 也會受到影

響而下降，增加了氧化傷害的程度30，因此，MAT 是一個肝臟非常重

要的酵素。 
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MAT 在哺乳動物組織中有兩種形式的蛋白質表現，一是 MAT 

I/III 和 MAT II，分別由兩種不同的基因控制：MAT1A 和 MAT2A。

MAT1A 會在正常肝臟組織表現，維持細胞進行正常之代謝功能31。而

MAT2A 則是在剛出生時表現較高，隨年紀增長而消失，或進行分化作

用時才會表現32-34。 

當肝臟纖維化、肝硬化、肝癌發生時，MAT1A 因肝細胞受損，

基因表現會下降，失去甲基傳遞者的作用，而 MAT2A 表現被啟動後，

取代了 MAT1A 的代謝功能，抑制 SAM 的合成，進行細胞分化35。所

以，MAT1A 的基因會在正常肝臟表現，MAT2A 則是會在受損的肝臟表

現，偵測 MAT1A 和 MAT2A 的變化可視為一種基因層次的肝損傷指

標。 

其他的肝損傷生化指標，還包括了膽紅素、鹼性磷酸酶 

(Alkaline phosphatase, ALP)、丙麩轉氨酵素 (γ-Glutamyl traspeptidase, γ-

GT)、球蛋白(globulin)等。 

肝臟網狀內皮系統可以處理廢棄紅血球，最終的代謝廢物是膽

紅素，由肝細胞排出膽紅素至膽囊。如肝臟受損或膽汁鬱積時，膽紅

素堆積於皮膚及黏膜，造成黃疸症狀，因此血漿中膽紅素生化值也是

肝損傷指標之一24。 

鹼性磷酸酶，存在於肝臟、骨骼、胎盤等處，由肝臟排出至膽

汁中，常被認為是膽道阻塞或膽道周圍組織病變的指標，另外在骨骼

成長時，會大量表現，也是骨成長指標之一。丙麩轉氨酵素，是肝

臟、膽汁中都存在的酵素，與胺基酸對細胞膜的通透運輸或 GSH 的利

用有關，此指標主要與膽汁鬱積性肝病和酒精性肝病相關20。 
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肝臟的網狀內皮細胞的作用是防禦外來物質的功能，保護肝臟

不受由腸道來的外來細菌、內毒素等的侵襲，球蛋白(globulin)相當於

一種抗體，當肝臟受到損傷的時候，肝臟的防禦能力會降低，血中球

蛋白含量會增加，可以利用血中球蛋白的含量測定，就可以知道肝臟

防禦系統受到損傷的程度24。 

脂肪酸以三酸甘油酯之形式送入肝細胞，再分解為脂肪酸及甘

油，分解後會進入粒線體進行 β-氧化作用，之後進入檸檬酸循環產生

能量。或再組成脂肪酸構成細胞膜上的磷脂質，或以三酸甘油酯形式

儲存於肝臟。當肝臟受到損傷時，脂質代謝功能會降低，脂質會堆積

在肝臟造成脂肪肝，因此脂肪肝也認為是肝臟損傷指標之一36。 

此外，因酒精濫用形成的脂肪肝，稱為酒精性脂肪肝(alcoholic 

fatty liver)，主要是因為酒精代謝成乙醛，破壞肝細胞所致36。如攝取

過多油脂，也會造成非酒精性脂肪肝，有可能發展成為非酒精性脂肪

肝炎36。當游離脂肪酸過多或極度飢餓時，則有可能自肝臟因快速氧化

脂質，大量產生二氧化碳和酮體，此時呼吸會有丙酮氣味，可能演變

成酸中毒25。 

關於脂肪代謝的基因包括 uncoupling protein 2 (UCP-2)、

glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT) 和 CD36/fatty acid 

translocase (CD36)等。UCPs 家族蛋白質位於細胞粒線體上，主要負責

ATP 合成時的質子轉換37。脂肪酸大量進入形成脂肪肝時，UCP-2 蛋白

會在肝細胞大量表現38。GPAT 是三酸甘油酯合成之速率限制酶，所以

偵測 GPAT 的量，即可推知三酸甘油酯的合成量39。CD36 在脂質代謝

過程中負責傳送脂肪酸，通常大量表現於脂肪組織、骨骼肌和心肌 
40。藉由此三項基因的表現，可以推知脂肪代謝和脂肪肝的程度。 
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三、庫氏細胞 

(1) 庫氏細胞 

庫氏細胞，屬於肝臟的巨噬細胞，於 1876 年由 Kupffer 先生首

度在肝臟的竇狀隙發現這些特化的 內皮細胞，當時命名為

sternzellen(star cells)，但其他學者為區別庫氏細胞與星狀細胞，改稱呼

為 kupffer cell (庫氏細胞)41。 

大小約 15-20 μm 的不規則型態，細胞上有 70 nm 厚的絨毛外

殼，有 15 nm 的莢膜，貼附於肝臟竇狀隙的內皮細胞上，約占肝臟非

實質細胞總數的 35%，以肝門脈區數量較多42。庫氏細胞能吞噬廢棄血

球細胞，如紅血球和白血球，或細菌碎片、細菌內毒素43-45。庫氏細

胞，與慢性肝臟疾病的發炎過程息息相關，包括外來毒素、酒精等引

起之免疫反應、由 B、C 型肝炎病毒引發的免疫反應、肝臟的自體免疫

反應46。 

(2) 脂體(lipid body)  

脂體(lipid body)為一富含脂質的胞器，存在於多種細胞中，包括

白血球(leukocytes) 47。脂體存在於細胞質中，外圍有單層磷脂質，內有

不飽和脂肪酸、磷脂質、蛋白質、細胞激素等。其功能會因為脂質組

成不同而改變48。在白血球有較特別的功能，包括調節脂質代謝、控制

發炎調節物的合成及分泌、對細菌碎片或細菌內毒素等產生免疫反應

48。庫氏細胞脂體內的花生四烯酸，被認為是一重要細胞內的發炎訊息

傳遞者49，及前列腺素前驅物50。脂體會因為外在補充油脂的不同，而

快速的改變和調節47, 51，所以身體的發炎和免疫反應，會被飲食中的油

脂所影響49, 50。 
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(3) 庫氏細胞的活化 

庫氏細胞面對外來毒物如四氯化碳、酒精或內毒素、病毒等傷

害 時 ， 會 釋 放 出 TNF-α （ Tumor necrosis factor-α ） 、 TGF-β1 

(Transforming growth factor-β1)、IL-6  (Interleukin 6)、IL-10 (Interleukin 

10)等細胞激素和發炎因子，同時周圍的自然殺手細胞、CD8+ T 細胞也

會釋出 INF-γ (Interferon-γ)，促使傷害進行52。 

LPS (lipopolysaccharide)是格蘭氏陰性菌的莢膜產生的毒素，會

由腸道進入肝門脈血流，引起發炎反應53。大鼠給予四氯化碳誘發肝纖

維化的模式中，發現血清中有大量的 LPS 存在，會經由 LPS 路徑活化

庫氏細胞 54, 55，LPS 會增加肝臟脂多醣結合蛋白 (lipopolysaccharide  

binding protein, LBP) 的合成56，少量 LPS 需要與 LBP 結合，透過位於

庫氏細胞膜上的 CD14/TLR4 複合蛋白轉移受體結合，如果是大量

LPS，可直接與 CD14/TLR4 結合 52，增加細胞核的 NF-κB 活化，而促

使庫氏細胞釋放 TNF-α  57。TNF-α 會增加肝細胞粒線體的氧化壓力傷

害，加重細胞受損程度58。 

最近的研究指出，庫氏細胞的活化與脂體的功能有密切關係，

發炎物質刺激時，巨噬細胞會產生新的脂體，此時脂體負責前列腺素

的合成和細胞激素的儲存，在整個發炎過程中，以訊息傳遞的方式，

調節發炎物質的分泌，故脂體在發炎過程中，是很重要的調節者48。

LPS 與 LBP 結合，活化 CD14/TLR4 路徑後，巨噬細胞會合成新的脂

體，分泌前列腺素 PGE2，而增加發炎反應48。所以當 CD14/TLR4 表現

受抑制時，脂體形成減少，而減輕發炎反應59。 

嗜中性球也與庫氏細胞活化有關，肝臟許多外來病原菌或細胞

碎片，會附著在庫氏細胞表面，嗜中性球上的 CD11b/CD18 會與庫氏



 

   21

細胞上的 CD54 對應結合，嗜中性球會吞噬並殺死外來菌體，嗜中性球

在竇狀隙被庫氏細胞吞噬破壞，抑制嗜中性球釋放毒性代謝物，被吞

噬後凋亡的嗜中性球，可能會向上調節庫氏細胞的前發炎反應，導致

TNF-α、TGF-β1、IL-1、IL-6、白三烯素 4 和前列腺素 PGE2 增加 

42。 

因此，庫氏細胞在肝損傷的角色是，當四氯化碳、酒精等毒性

物質引發肝臟受損的過程中，受損肝細胞會引起發炎細胞如庫氏細胞

活化，會釋出細胞激素，例如 TNF-α，這些細胞激素會進一步活化發

炎路徑，促使肝細胞釋出 TGF-β1 活化星狀細胞，庫氏細胞等持續發

炎，引起周圍肝細胞受損甚至死亡43, 45。因此，阻斷庫氏細胞活化，被

視為一種阻止肝臟纖維化病程進展的方式44, 60。 

 

四、星狀細胞(hepatic stellate cell, HSC) 

肝臟星狀細胞，1951 年 Ito 學者在人類肝細胞切片中發現，有儲

存脂肪滴的細胞61，1958 年 Suzuki 在迪氏腔發現外型似星狀的細胞62，

故而得名。星狀細胞約佔肝細胞總數的 5-8 %，與肝實質細胞的比例約

13:100，因為儲存維他命 A，故又稱 fat-storting cell、vitamine A rich 

cell 等等63。因含有油滴，在波長 328 nm 時，會發出微綠自體螢光64，

利用此特性可以鑑別星狀細胞和與其相似的纖維母細胞之差別。 

正常生理狀態下，星狀細胞多數處於靜止期(quiescent)狀態65。

星狀細胞負責細胞外間質的維持，分泌的物質包括膠原蛋白第一、

三、四、五、七型，及結構醣蛋白(如： fibronectin、laminin 等)63。 

星狀細胞的生理反應，依序進展為(1)起始期 initiation (quiescent 

HSC) (2) 活化期 perpetuation (activated HSC) (3) 修復期 resolution 
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(apoptosis HSC)66。當肝臟受到傷害，肝細胞受損，發炎細胞及內皮細

胞釋出發炎因子，庫氏細胞活化。庫氏細胞及肝細胞釋出 TGF-β167，

直接刺激活化星狀細胞由靜止態轉變為活化態，如傷害持續進行，則

星狀細胞會持續活化，發炎細胞和活化態的星狀細胞會聚集，主要分

泌的細胞外間質為膠原蛋白第一及第三型，以第一型的量居多66。但身

體的自我調節機制(resolution)會促使星狀細胞凋亡，此時星狀細胞進入

修復期，膠原蛋白也會漸漸被分解66。 

纖維化之程度可藉由膠原蛋白的量來調節，以合成及降解兩種

作用來平衡細胞外間質含量67。負責膠原蛋白降解的間質金屬結合蛋白

酶 (matrix metalloproteinase，MMP)，MMP 作用對象非常專一，會分解

膠原蛋白的有 MMP-1、2、3、7、9、13。人類的膠原蛋白第一型藉由

MMP-1 調節67，大鼠的膠原蛋白第一型纖維由 MMP-13 調節68。抑制膠

原蛋白分解酶作用的是組織金屬蛋白酶抑制劑 (tissue inhibitors of 

MMP，TIMP)，會促進膠原蛋白合成，加重肝纖維化，有 TIMP-1、

TIMP-2 兩種，主要作用的是 TIMP-169 。 

纖維化病程中，肝臟膠原蛋白的合成和 TIMP-1 的活性上升，

MMP 活性則是下降70。所以， MMP-13 和 TIMP-1 兩者的互相調節作

用，在纖維化過程，扮演相當重要之角色71。 

活化態的星狀細胞骨架蛋白，主要是 desmin、α-smooth muscle 

actin (α-SMA)，desmin 約 70 - 80%的星狀細胞會表現，α-SMA 則是所

有活化態星狀細胞都會表現，但正常細胞不會有 desmin、α-SMA 表現

72。α-SMA 表現量為星狀細胞活化程度的主要指標66。 

星狀細胞是造成纖維化發展的主因，但也是解決纖維化的途徑

之一，許多學者認為促使星狀細胞進行細胞凋亡，為治療肝纖維化方
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法之一3, 73。在四氯化碳及膽道結紮實驗模式下，回復期時可以見到星

狀細胞凋亡4, 74。活化態星狀細胞的凋亡，可被視為一種調控肝纖維化

的方式，會促使膠原蛋白降解75。 

 

五、氧化壓力傷害 

自由基為擁有單一電子或不成對電子，獨立存在的化學物質，

如 CCl3‧、OH‧或與脂質反應的 LOO‧/L‧。自由基的來源可能來自

於自體氧化反應，毒性物質代謝後產物、紫外線、放射線等傷害，粒

線體在電子傳遞鏈過程中會產生自由基。 

肝臟活性氧分子(Reactive oxygen stress，ROS)來源，通常是由細

胞粒線體呼吸作用的電子傳遞鏈產生，或是一些酶的作用產生，諸如

cytochrome P450 monoxygenase，和 NADPH oxidase76。肝臟的 NADPH 

oxidase 可分為吞噬細胞型和非吞噬細胞型。 

吞噬細胞型如庫氏細胞上的 NADPH oxidase，經由酒精代謝

物、LPS、TNF-α 等刺激後，產生並釋放活性氧分子，引發前發炎反

應，並讓肝細胞容易進行細胞凋亡77。庫氏細胞吞噬細菌的同時，

NADPH oxidase 釋放出活性氧分子，活性氧分子是具細胞毒性，可以

殺死外來細菌。但過多的活性氧分子，如果不能被體內抗氧化系統清

除，將會傷害正常的細胞76。 

星狀細胞上的 NADPH oxidase 是屬於非吞噬細胞型活化，星狀

細胞是肝臟主要的纖維化細胞，NADPH oxidase 會被細胞激素如 

angiotensin II、platelet derived growth factor (PDGF) 或 leptin 活化，釋出

活性氧分子，會加重發炎或纖維化過程，可以被視為重要的調節者76。 
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活性氧分子的產生是將氧分子轉變成超氧陰離子自由基(O2．)，

經由超氧化歧化酵素轉變為 H2O2，在金屬離子如 2 價銅、鐵離子轉變

為破壞力最強的氫氧自由基(OH．)，此自由基會攻擊細胞的 DNA，造

成 DNA 斷裂；攻擊脂質，造成脂質過氧化；攻擊蛋白質，造成蛋白質

carbonyl 基團變異。活性氧分子對細胞造成的氧化壓力傷害(oxidative 

stress injury)，長久以來被認為與肝纖維化等肝損傷有密切關聯78。 

1. 脂質過氧化 

脂質過氧化反應包括三個步驟(1)起始反應 (2)連鎖反應 (3)終止

反應。起始反應因光線、金屬、助氧化劑 (proxidant) 而刺激產生。起

始自由基為氫氧自由基，脂質過氧化自由基的形式為 R1-CHO –R2．，

此時易受攻擊處為不飽和脂肪酸的雙鍵旁 α-C 的位置，飽和脂肪酸的

β-C 位置，形成新自由基，此時會裂解出揮發性產物，裂解為 R1-CHO 

(乙醛產物)和 R2． (乙烷自由基)等79。終止期會有聚合反應，變成 C-C

或 O-O 相接，變成環狀結構，最終有丙二醛（ malodialdehyde, 

MDA）、4-hydroxynonenal 等醛類產物。丙二醛是具代表性的脂質過氧

化產物，較安定，可藉由 thiobarbituric acid 反應偵測，得知脂質過氧化

程度80。 

如由花生四烯酸產生的脂質過氧化產物可分為(一)自由基氧化路

徑產物是 8-iso-PGF2α，不需酵素輔助。(二)發炎路徑產物是 15-keto-

dihydro-PGF2α(15-keto-PGF2α)，需要經環氧化酵素-2 (cycloxygenase-2, 

COX-2)作用產生， 所以稱為酵素路徑81。 

當四氯化碳引發肝臟損傷，會產生脂質過氧化後的產物，包括

丙二醛、8-iso-PGF2α、15-keto-PGF2α。其中丙二醛、8-iso-PGF2α 代表著

氧化傷害產物，而 15-keto-PGF2α 代表著發炎路徑產物。這些脂質過氧
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化產物一直被認為與肝損傷之間，有密不可分的關聯82，更有文獻指出

這些產物會直接活化星狀細胞12, 83。 

 
Fig 1. The enzymatic and non-enzymatic pathway of lipid peroxidation 

Modeified from reference 82. 

2. 抗氧化防禦系統 

 (1) 麩胱甘肽(glutathione, GSH) 

麩胱甘肽是含有三個 amino acid 的胜肽組合而成，參與很多細胞

功能，諸如抗自由基和其他毒物的傷害等 84。麩胱甘肽全名為 γ-

glutamyl-cysteinyl-glycine，是含有三個胺基酸的胜肽組合而成，分別由

glutamate、cysteine、glycine 組成，存在哺乳動物肝臟、腎臟、腦、骨

骼肌和紅血球。麩胱甘肽合成，第一步驟需要 γ-glutamylcysteine 

COOH
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synthetase，將 glutamate 和 cysteine 結合，此步驟為速率決定步驟，第

二步驟為 glutathione synthetase 再將 glycine 接在 C-terminal 端，此二酵

素均需要 ATP 輔助。 

麩胱甘肽的生理功能很多，主要為清除由超氧歧化酶轉換超氧

自由基而來的過氧化氫，可預防過氧化物的毒性，避免過氧化氫轉變

成氫氧自由基(OH．)，產生更大的危害。利用本身當作受質，透過

glutathione peroxidase(GSH Px)氧化作用來移除過氧化氫，此時麩胱甘

肽還原型 (GSH)會變成麩胱甘肽氧化型 (GSSG) ，之後，再透過

glutathione reductase (GSH Rd)將 GSSG 轉換回 GSH，而成為一個循

環，此反應進行時需要有硒(selenium)存在85。 

麩胱甘肽也參與解毒代謝，當有外來毒物時，透過 glutathione 

S-transferase 催化進行結合，增加外來毒物的水溶解能力，提高毒性代

謝物的清除率，達到解毒之目的，故 glutathione S-transferase 的表現，

亦與細胞清除毒物的能力成正比85。 

麩胱甘肽提供細胞硫氫基來源，維持細胞之正常代謝功能，亦

藉由存在於細胞膜外的酵素 γ-glutamyl transpeptidase 及 dipeptidase 加以

分解，來傳送半胱胺酸及其他胺基酸86。雖屬內生性抗氧化系統，但因

合成材料必須由外界供給，故也屬於抗氧化劑之一。 

(2) 超氧化歧化酶 SOD (superoxide dismutase)  

SOD 依所含金屬不同而分成三類：位於細胞質的 CuZn-SOD，

位於粒線體的 Mn-SOD，位於細胞外的稱為 extracellular SOD (EC 

SOD)。屬於內生性抗氧化系統。SOD 將超氧自由基(O2
-．)催化為 H2O2

和 O2，再由過氧化氫分解酵素或麩胱甘肽分解為水和氧。 
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(3) 過氧化氫酵素 (catalase) 

屬於內生性抗氧化系統，多存在於細胞內的過氧化體，中心的

金屬離子為活性位置，如錳、鐵等，為四聚物構型，主要功能是藉由

金屬離子與自由基之作用，將過多的過氧化氫轉換為水及氧分子，以

減少過氧化氫之傷害。 

(4) 抗氧化劑 

其他如維他命 C、E 等，也是強力抗氧化劑87 。有研究指出在四

氯化碳誘導小鼠急性纖維化模式下，比較四氯化碳的溶媒：玉米油添

加或不添加維他命 E 之不同，發現含維他命 E 的玉米油組，所造成的

四氯化碳傷害較輕微88。許多生藥界中也有許多材料具有強效抗氧化

力，值得開發為藥物，如台灣金線連89、含多酚類之橄欖油10，麴菌、

酵母菌之天然發酵物90, 91，含黃酮類之枳椇子17等。 

3. 四氯化碳誘導之肝纖維化模式 

四氯化碳誘導肝損傷模式，此模式為動物模式中最被廣泛使用

的方法92。藉由口服或是腹腔注射的給藥方式，應用於慢性或急性肝損

傷的誘導模式。誘導初期或急性期，在組織學即可見明顯發炎及肝損

傷現象；在 6-8 週後，組織會出現肝細胞壞死、變性，細胞失去界線融

合，嚴重纖維化發生93。 

四氯化碳肝毒性機轉主要是藉由肝臟中 cytochrome P 450 系統中

CYP2E1 將四氯化碳代謝為 CCl3‧自由基（trichloromethyl），之後

CCl3‧自由基會更進一步與氧反應形成更具活性的 CCl3OO‧

（trichloromethylperoxy）破壞肝細胞94，之後受損肝細胞釋出大量活性

氧分子，攻擊細胞的 DNA、蛋白質、脂質等處，造成氧化壓力傷害，

使細胞受損更加嚴重，肝細胞放出如 TGF-β1、IL-1、IL-6 等發炎因
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子，此時庫氏細胞活化，促使釋放 TNF-α、TGF-β1 等細胞激素，而促

使肝臟纖維化病程的發展83。TGF-β1 則是直接活化星狀細胞，促使纖

維化的進行95。 

四氯化碳肝損傷模式中，過多自由基引發脂質過氧化的連鎖反

應，其會攻擊細胞膜磷脂質上的不飽和脂肪酸如油酸、亞麻仁油酸等

受損，產生脂質過氧化產物，如丙二醛94。四氯化碳毒性之影響範圍不

只是細胞膜及粒線體，內質網也會受到影響，造成細胞功能喪失；此

外細胞膜受損，亦會使得細胞內鈣流失而失去平衡，最終致使細胞死

亡96。 

當四氯化碳等傷害肝細胞時，庫氏細胞會活化一些發炎媒介物

和細胞激素43-45。所以，庫氏細胞的活化被認為是四氯化碳引發肝損傷

過程中的重要因素。 

 

第三節 研究材料之相關文獻 

一、脂肪油 

脂肪油又名脂質，存在於植物體內的高級脂肪酸的甘油酯類，

主要由甘油及脂肪酸所組成，主要分布於植物種子中。依雙鍵之有無

分為飽和油脂和不飽和油脂，不飽和油脂又依雙鍵之多寡而分，一個

雙鍵稱為單元不飽和脂肪酸(Monunsaturated fatty acid, MUFA)，一個以

上雙鍵稱為多元不飽和脂肪酸(polyunsaturated fatty acid, PUFA)97。 

飽和脂肪酸室溫下為白色固體狀態，化學性質較安定，不易受

加熱破壞，除一般動物油脂屬於此類外，植物油中之棕櫚油和椰子油

亦屬此類油脂，較易升高血中膽固醇，對心血管疾病患者造成負擔97。 
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單元不飽和脂肪酸室溫下則為液體，安定性比飽和脂肪酸稍

差，但因會降低血中膽固醇，因此降低心血管疾病風險，代表性油脂

為橄欖油、苦茶油、芝麻油等等98。 

多元不飽和油脂，因有較多雙鍵，所以較不安定，但為合成細

胞膜磷脂質之主要成分，也具有降膽固醇之作用，代表性油脂為玉米

油、黃豆油、深海魚油等等97。 

若依甲基旁的第一個雙鍵的位置區分，則稱之 ω，分成 ω 3, 6, 9

等等。ω3 代表性油脂為次亞麻油酸、Docosahexaenoic acid (DHA)，多

存在於魚、黃豆油、芥花油。ω6 代表性油脂為花生四烯酸、亞麻油

酸，多存在於一般植物油中。ω9 代表性油脂為油酸，如橄欖油98。 

另外還有一種脂質形式為三酸甘油酯，分為中鏈及長鏈兩種。

一般體內的三酸甘油酯，均為長鏈脂肪酸組合而成。而中鏈三酸甘油

酯(medium chain triglycerin, MCT)，由中鏈脂肪酸組成，通常為 6 個碳

到 12 個碳，其較不易造成脂肪堆積，不易在體內生成膽固醇和三酸甘

油酯。因為不需要胰液、膽鹽消化，對肝硬化病人較不易造成負擔99。 

 

二、  脂肪油與肝硬化之關係 

從 2005 年提出新的飲食建議中，建議一般大眾多攝取健康的植

物油脂作為主要能量之來源，而且必須是健康的植物油脂，例如橄欖

油、玉米油等等100。而從健康照護的觀點來說，肝硬化的病人需要較

多的能量來源，來修復受損之細胞101，高能量的油脂成為他們飲食中

重要的一環102。 

而從許多學者的報告中指出肝硬化病人體內的多元長鏈不飽和

脂肪酸的含量較低103-106。更深入探討多元長鏈不飽和脂肪酸與肝硬化
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之間的關聯之後，發現多元長鏈不飽和脂肪酸與肝硬化的關係非常密

切，是因為多元長鏈不飽和脂肪酸主要是在肝臟部分合成的。在肝硬

化病人身上發現，血漿脂質中的多元長鏈不飽和脂肪酸濃度會降低，

包括亞麻油酸、次亞麻油酸和花生四烯酸等106, 107。在酒精性肝硬化的

病人108, 109，其他肝疾病患者110的紅血球細胞膜也發現相同的結果，花

生四烯酸濃度會下降；血小板功能會改變111。而多元長鏈不飽和脂肪

酸是主要建構細胞結構的成分以及負責維持細胞功能13。 

由於多元長鏈不飽和脂肪酸是屬於雙鍵較多的油脂，較容易產

生脂質過氧化現象，是許多的文獻指出在肝臟纖維化的過程中，均可

以偵測到較高的脂質過氧化程度，不管是利用丙二醛或是 4-

hydroxynonenal 這兩種產物偵測都有相近的結果78, 112。Cabre 學者在

1996 年指出，提供多元長鏈不飽和脂肪酸給肝硬化病人，會增加病人

對脂質過氧化的敏感性13。Polavarapu 學者發表在大鼠餵食高劑量魚油

和玉米油時，會加重脂質過氧化現象 113。 

許多文獻指出在肝硬化的病人身上，常會出現多元長鏈不飽和

脂肪酸缺乏之現象13, 102, 114。Okita 學者在日本地區所做的飲食調查中指

出，對於已經肝硬化的病人，提供富含多元長鏈不飽和脂肪酸的食

物，例如深海魚中所含的 DHA 或是花生四烯酸加上維他命 E，有助於

降低肝性腦昏迷的比例14, 106。血漿中的多元長鏈不飽和脂肪酸濃度降

低，可能是增加肝硬化患者的肝性腦昏迷比例的重要因素105。有學者

提出，以多元長鏈不飽和脂肪酸以食物形式106或以軟膠囊形式15補充肝

硬化病人能量，對肝硬化是較好的選擇。 

對肝硬化病人補充多元不飽和脂肪酸，一直有兩極化觀點115，

因為長鏈多元不飽和脂肪酸易受自由基攻擊的特性，可能會對肝硬化
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病人的回復期有負面的影響102。所以需要更深入了解脂肪油與肝纖維

化之關聯。 

 

三、橄欖油之相關文獻 

1. 齊敦果 

橄欖油來自於齊墩果 (Olea europaea L.) 116，俗稱洋橄欖， 屬於

木犀科 (Oleaceae)，以其果榨油而得之，稱橄欖油。洋橄欖在歐洲的使

用相當頻繁，果實可以浸漬食用。橄欖油除可以食用外，亦可用來軟

便通腸，或外用於滋潤乾性頭髮及頭皮、舒緩蟲咬、發癢及瘀傷，在

化妝品添加物為滋潤劑用途117。 

橄欖油共分兩類 5 個等級，分別是初榨(virgin olive oil)或是精煉

(lampante olive oil 或 refined olive oil)兩類。 

採收果實後第一道以機器冷壓初榨的橄欖油，不經任何化學處

理，經過濾後的油脂，此時油品因含果實汁液而呈現金黃色，稱為初

榨橄欖油(virgin olive oil)。又依含酸量分三種等級分別為特級(extra)為

0.1-1%，優質(fine)為 < 2%，普通(ordinary)為 < 3.3%。特級橄欖油，強

調手工摘取，24 小時內洗淨，全程於 30℃下壓製過濾而得，類似果

汁，通常供新鮮食用，但因為未經任何化學處理，故容易變質，需儲

存於深色瓶中。 

壓榨第二次後的油脂，稱為二次油，通常會混合以溶解法取得

之油脂，稱為精製油脂(lampante olive oil)，此時酸度必須小於 1.5%，

又分兩種等級為橄欖油(olive oil)、精煉橄欖油(refined olive-pomace 

oil)。此二種橄欖油，均混合一定比例的精製油和初榨油。 
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但無論是初榨或是精煉此二大類橄欖油，均保有一樣的脂肪

酸，含有的多酚類成分也很相近118。 

2. 橄欖油之相關文獻 

橄欖油為地中海食物常被使用的油脂119。果含脂肪 20%，含油

酸  65~75%，棕櫚酸 10~15%，亞麻油酸 9~15%，維他命 E 5-25 

mg/100g 等120。  

果實包含多種酚類化合物，例如酚酸  (phenyl acids)、類黃酮 

(flavonoids)等等121。橄欖所含多酚類具有很強的抗氧化作用10, 122，清除

自由基傷害123；具有抗氧化作用，對許多疾病提供保護效果，如老化

疾病、乳癌、結腸癌等9。橄欖油含有豐富的單元不飽合脂肪酸，只具

有一個雙鍵，比多元不飽合脂肪酸更不易受自由基氧化的影響124。 

除了多酚類化合物的抗氧化作用外，亦有抗發炎125及防止巨噬

細胞活化之作用126。身體補充油脂的不同，會改變庫氏細胞內的脂體

之組成，因此降低身體的發炎和免疫反應49, 50。橄欖油中的油酸成分所

形成的脂體，會降低發炎過程，也會抑制嗜中性球的聚集，和減少了

PGE2、TNF-α釋放11。 

在心血管方面，橄欖油所含的油酸，可維持血液中高低密度脂

肪酸平衡，降低血液黏度，防止血栓形成，有效降低心血管疾病風險

124, 127, 128，也有抗動脈硬化以及抗發炎的效果129。在 2004 年的飲食研

究中，食用橄欖油會有較低的粥狀動脈硬化和冠狀心臟疾病發生率9。

也因為含有較多單元不飽和脂肪酸，降低血中低密度膽固醇，而不影

響高密度膽固醇 130。 
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3. 橄欖油與肝硬化之關聯 

Fernandez 學者指出在 thioacetamide 誘發肝硬化的大鼠其肝硬化

回復情況，補充單元不飽和脂肪酸比多元不飽和脂肪酸更好，病理學

結果也印證了油酸有助於纖維化之回復131, 132。在 thioacetamide 誘導肝

纖維化模式下，比較橄欖油及葵花油對大鼠體內油脂代謝之影響，也

發現橄欖油造成脂肪空泡堆積、纖維化情形較輕微133。Szende 學者134

指出在四氯化碳誘導肝硬化模式中，比較使用不同油脂作為溶媒的影

響，四氯化碳溶於橄欖油的肝毒性比玉米油、魚油、葵花油都低。 

在 1999 年有學者認為橄欖油與玉米油、中鏈三酸甘油酯相比，

較不會增加庫氏細胞的增生（proliferation）以及 NF-κB 的活性135。橄

欖油內含多酚類抗氧化成分，在動物及人類體內，都有對抗氧化壓力

之報告136, 137。橄欖油萃取物在細胞實驗中也呈現出很高的抗氧化能

力，如 DNA 及脂質的氧化程度之減輕138。 

 

四、玉米油之文獻考察 

1. 玉蜀黍之文獻考察 

玉 米 油 (corn oil, maize oil, Oleum Maydis) ， 來 自 禾 本 科 

(Gramineae)玉蜀黍種子胚芽(Zea mayes L.)壓榨而得。南美原產，中

國、日本、台灣均有栽種116。 

在本草綱目中即有記載玉蜀黍，又名玉高梁，其種子稱玉蜀黍

米，中藥性味為「味甘，平，無毒。」。米有調中開胃之效，根、

葉，可治小便淋瀝砂石，夏秋取花柱晒乾稱番麥鬚、玉米鬚，具抗菌

效果139。 
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2. 玉米油之相關文獻 

玉米油，主要含有 50%的亞麻油酸，屬於多元長鏈不飽和脂肪

酸，為花生四烯酸的合成材料，是細胞膜上磷脂質的重要組成材料。

另外還含有油酸、棕櫚酸、硬脂酸等，用途有軟膏基劑、注射劑、食

用等140。 

以含 1~10 %玉米油的飼料餵食大鼠兩週，玉米油組的脂質過氧

化產物會增加141, 142。玉米油在酒精性損傷模式下，會增加脂質過氧化

產物，促使肝臟細胞凋亡143，增加 TGF-β1 表現的結果144。由 Donohue

學者所發表，在酒精性肝損傷的研究中，給予中鏈三酸甘油酯、棕櫚

油、玉米油、魚油，結果玉米油與魚油的肝損傷程度大於其他油脂

145。 

在 1986 年 Condie 學者利用小鼠餵食四氯化碳 90 天，劑量 12 ~ 

1.2 mg / kg，比較四氯化碳溶於玉米油或是 tween 60 中的影響，結果發

現玉米油組的肝臟損傷程度較大146。玉米油比橄欖油、中鏈三酸甘油

酯更會增加庫氏細胞的增生和 NF-κB 的活性135。 

 

五、棕櫚油 

1. 棕櫚 

棕櫚油 (Palm oil)來自油椰子或名油棕(Elaeis guineensis Jacq.)之

果實，屬於棕櫚科(Arecaceae)，原產於熱帶西非。植物特徵為幹單立，

為老葉殘存的葉柄所包覆，葉大而數多，開展於幹頂成圓闊的樹冠，

羽狀複葉，葉柄側緣多半有刺，花單性，雌雄同株異序。新鮮的橘紅

色外果皮富含約 45 至 55%油脂，可煉製優良的食用油，為油脂工業上

的重要原料。棕櫚油內含有 50%的飽和油脂，主要為棕櫚油酸 60%，
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還有相當含量的油酸 40%與亞麻仁油酸。棕櫚油中含有兩個部分，一

是液態部份佔 65-70%，融點 18-20℃，另外是固態硬脂，融點 48-

50℃147。 

雖屬於飽和性油脂，但因含有不飽和生育醇，故有不影響動脈

粥狀硬化、動脈血栓形成、抑制血小板聚集、降血壓之功效148。但與

玉米油、葵花油等相比較，會有較高的血中膽固醇值，另外也含高量

的 β-胡蘿蔔素(維他命 A 前驅物)147。 

2. 棕櫚油相關文獻 

食用含 10% 棕櫚油食物，並不會對正常細胞產生影響，但若提

高至 20%的高劑量棕櫚油會對肝細胞造成毒性，會使肝細胞變小，扭

曲變形147。在酒精性肝硬化病人中，紅血球細胞膜上的棕櫚油酸和硬

脂酸、膽固醇會增加，但長鏈不飽和脂肪酸如亞麻仁油酸會減少109。

可能是因為脂肪合成功能受損，無法合成長鏈脂肪酸108。在酒精性肝

損傷中，餵以大鼠棕櫚油之後，發現其脂質過氧化程度較低，降低

TNF-α 和環氧化酵素-2 的表現149。同樣在酒精性肝損傷情況下，比較

棕櫚油與中鏈三酸甘油酯、玉米油和魚油之間，棕櫚油組形成的脂肪

肝較嚴重，但並無如玉米油和魚油有細胞發炎、損傷之現象113。飽和

性油脂在酒精性肝損傷模式中，引起的肝細胞凋亡和脂質過氧化，比

玉米油和魚油更輕微143。 

肝細胞的細胞膜磷脂質上的生理活性位置(SN-1)，主要組成是硬

脂酸和棕櫚油酸150。在酒精性肝疾病及纖維化模式中，紅血球細胞膜
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上的棕櫚酸和硬脂酸會增加，但是如果轉變成肝硬化，花生四烯酸和

亞麻仁油酸的含量，也會隨之下降109。 

 

六、 台灣金線連 

金線連屬(Anoectochilus)之植物超過 35 種，大致分布於印度、喜

馬拉雅山脈、東南亞各國、印尼、新喀里多尼亞以及夏威夷一帶。台

灣自產金線連屬之植物有四種：一為  臺灣金線連 ( Anoectochilus 

formosanus Hayata ) ，二是單囊開唇蘭( Anoectochilus inabai Hayata )，

第三種是高雄金線連( Anoectochilus koshunensis Hayata )，第四個為二

囊開唇蘭( Anoectochilus lanceolatus Lindl ) 。台灣原生植物為台灣金線

連和高雄金線連，以台灣金線連為主151, 152。 

台灣金線連，又名金線蕨龍、金線連、樹草連、黃花粘子蘭

等，屬於蘭科(Orchidaceae)金線連屬之小型地生蘭，為一重要的台灣原

生植物，分布於台灣全島海拔約 500-1500 公尺的闊葉林床153-155。其植

物型態為全草高約 20-30 公分，主根肥厚，莖呈肉質匍匐圓筒狀， 葉

為互生，卵圓形，葉上有明顯中肋脈並鋪滿金色網狀支脈，葉背泛紅

色，花成淡粉紅色116。台灣金線連味甘性涼，全草皆可入藥，其藥效

十分廣泛，為台灣極珍貴民間藥材156。台灣金線連因產量稀少，所以

十分珍貴，但目前已經發展出組織栽培的方式，可大量培養，且此技

術亦經由農業單位推廣中，但目前鮮品價格仍十分昂貴。 

早期認為台灣金線連為滋養強壯劑，治肺病、遺精、遺漏、肺

脾諸臟疾患，毒蛇咬傷等156。成分中含有槲皮素(quercetin)、二氫槲皮
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素(dihydroquercetin)和特殊的金線連酮(kinsenone)，這些成分都具有強

抗氧化作用157。我們的實驗也證實有很強的清除自由基的的作用158。 

台灣金線連的金線連糖(kinsenoside)，由杜氏等人分離出159，本

實驗室研究證實金線連糖對 streptozotocin 誘發的高血糖大鼠具有降血

糖和降血中膽固醇和三酸甘油酯之作用160。杜氏等人也發現台灣金線

連水萃取物也有降血脂的效果161。 

台灣金線連粗萃物能降低四氯化碳及 acetaminophen 引起之大鼠

急性肝炎162。本實驗室的研究也指出台灣金線連水萃物改善四氯化碳

和二甲基亞硝胺(dimethylnitrosamine)引起的慢性肝炎163, 164。在四氯化

碳誘導肝損傷模式的實驗，證實金線連糖為主要保肝的有效成分165。 

台灣金線連水萃物在體外實驗中能增強小鼠吞噬細胞的吞噬作

用166，本實驗室研究指出台灣金線連多醣分劃能活化 RAW264.7 巨噬

細胞的吞噬作用及釋放出 nitric oxide、IL-2、γ-干擾素等167。 

我們實驗室證實台灣金線連水萃物餵食四週可促使腸道益菌生

長168，也發現大鼠餵食台灣金線連水萃取物四週，也會明顯增加腸道

乳酸桿菌169。 

台灣金線連具多種藥理作用，還包括抗骨質疏鬆170、抗發炎

162、抗疲勞171、抗癌172, 173。 

 

八、 枳椇子 

枳椇子(Hovenia dulcis Thunb.)，為傳統中藥，為急性酒精中毒解

毒劑，止吐和緩瀉劑17。枳椇屬於鼠李科(Rhamnaceace)，屬於落葉喬

木，原產河北、福建、廣東，冬季採果，晒乾，壓碎果實，篩出種
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子，稱為枳椇子，或別名金鉤木、龍爪、酸棗、金果樹116。本草綱目

記載：枳椇，治熱病消渴、煩渴、解酒、嘔吐、發熱等症狀174。 

果實內成分包含有七種類黃酮 (flavonoids)， (+)-ampelopsin、

laricetrin、myricetin、gallocatechin 和 hovenitins I, II, III 17。枳椇子內含

酚類化合物，具有自由基清除能力以及神經保護作用175。藥理學研究

結果顯示枳椇子果實能降低急性酒精毒性176和糖尿病鼠的血糖值177。 

Yoshikawa 學者等人17 指出在大鼠實驗中，hovenitin 和 (+)-ampelopsin 

兩項成分會出現抑制因酒精而產生的肌肉放鬆作用。此外，hovenitin I

在小鼠 D-galactosamine / LPS 或 四氯化碳模式的肝損傷有保護作用17。

Hase 等人以大鼠四氯化碳模式和小鼠 D-galactosamine / LPS 模式證

實，枳椇子內的(+)-ampelopsin 具有肝保護作用19。Liu 等人發表，在四

氯化碳誘導六週之大鼠，枳椇子萃取物明顯抑制肝臟組織的 TIMP-1 的

表現，加速膠原蛋白之降解18。 

 

九、 真菌發酵物 

(1) 真菌的特性 

真菌的類別繁多，仍有一些共有的特徵可歸納如下：所有的真

菌均具有完整的細胞核，即為真核性生物，但相對於其它真核性的

動、植物而言，其細胞核極小，所含的核苷酸含量亦較低。真菌以腐

生、寄生或共生的形式來獲得營養178。 

(2) 真菌的種類 

真菌分成接合菌綱、子囊菌綱、擔子菌綱、未知菌綱(不完全真

菌)。接合菌綱藉由接合孢子進行有性生殖，也同時由氣生孢子囊進行
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無性生殖；所產生的年輕菌絲，是不具隔膜的。此類真菌包括根黴菌

屬、毛黴菌屬等等。子囊菌屬透過子囊，產生子囊孢子，以進行有性

生殖。釀酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)，即屬於此類菌株。擔子菌

會產生大量而複雜的子實體，用以支持會產生孢子以進行有性生殖的

構造。此類包括蕈類、毒菌類。未知菌屬通常藉以分生孢子的形成而

進行無性生殖，此類菌株包括青黴菌屬、麴黴菌屬(Aspergillus)等等

179。 

3. 真菌的應用 

真菌經常以食物的姿態出現，例如豆腐乳、紅糟、木耳、金針

菇、香菇、銀耳湯、饅頭、茯苓糕、酒釀、醬油、黃酒、味噌、麵包

等等，均是真菌或由真菌加工過的食品180。 

真菌也廣泛用在醫療用途，固有中藥內常用的藥用真菌，主要

包括靈芝、樟芝、冬蟲夏草、茯苓、香菇、銀耳、木耳等等。西方醫

療中廣泛應用的抗生素，如青黴素，即是由黴菌中提煉而成，能抑制

細菌的生長良好功效180。 

4. 麴菌屬 

麴菌屬於真菌門(Fungi)、子囊菌綱(Ascomycetes)、麴黴菌科

(Aspergillaceae)、麴菌屬(Aspergillus)，屬於腐生菌類，富糖化酵素，常

用來發酵豆醬、醬油、酒精、青黴素等抗生素等多種用途116。 

本草綱目之釋名記載：麴者以米、麥包裹而成，故字從麥、從

米，會意也。亦稱酒母，氣味甘、溫、無毒，主治消食積、酒積、止

痢，平胃氣等174。 

麴菌屬，菌絲體分枝並具有橫隔，分生孢子自分化的菌絲上直
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立長出。麴鰴菌具有分解有機物質的能力，在釀造等工業中得到廣泛

應用，例如應用於釀酒的糖化菌具有液化，糖化澱粉，同時還有蔗糖

轉化、麥芽糖酵素、乳糖酵素等；有些菌能產生較強的酸性蛋白酵

素，用來分解蛋白質或用作食品消化劑。黑麴菌所產生的果膠酵素，

常用於果汁澄清，用於柑橘類罐頭去苦味或防止白色沉澱產生。葡萄

糖氧化酵素，則用於食品的脫糖和除氧。麴菌能產生延胡索酸、乳

酸、琥珀酸等多種有機酸，其中草醯乙酸和乙醯輔酶 A 通過縮合成為

檸檬酸。在食品工業中應用較多的麴菌屬，有黃麴菌、米麴菌和黑麴

菌等。這些麴菌可以用來製作中國的傳統食品，如醬油、豆醬、白

酒、黃酒等180。 

發酵微生物被視為一項重要的天然抗氧化物質的來源。有許多

天然抗氧化物 來自各種食物的。Aspergillus 屬常被用來發酵方式生產

大量的抗氧化物質91, 181。麴菌(Aspergillus phoenicis)發酵物(FASP)，為

類 SOD 物質，具有強抗氧化力，能消除活性氧分子，減少自由基的氧

化壓力傷害。 

5. 酵母菌屬特性 

酵母菌(Saccharomyces cerevisiae)，屬於真菌門(Fungi)、子囊菌

綱 (Ascomycetes) 、 酵 母 科 (Saccharomycetceae) 、 酵 母 菌 屬

(Ssccharmoyces)。酵母細胞多為單細胞，有球形、卵圓形、圓柱形、檸

檬形、梨形等。酵母菌是單個球形至卵圓形，無性生殖以出芽方式產

生個體，有性生殖是在圓形的子囊中，形成 8 個卵圓形的子囊孢子

179。 

在特定條件下某些菌種形成延長的細胞長鏈，形狀與黴菌菌絲

相似，稱為假菌絲。利用酵母的菌體或酵母的發酵作用能製造酒類、
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饅頭、麵包、單細胞蛋白等多種食品。酵母細胞中含有蛋白質、碳水

化合物、脂肪、維生素、酵素和無機鹽等。其中蛋白質含量一般為

51～55％，組成此蛋白質的氨基酸有 13 種以上，營養價值高且易於

消化吸收，維生素含量也很豐富，因此酵母是良好的蛋白質來源179。 

酵母菌常用來以發酵方式大量生產天然抗氧化物質16, 90。酵母菌

發酵物(FSSC)，則主要是類麩胱甘肽物質。麩胱甘肽被認為有強的抗

氧化活性，可以幫助毒物代謝86，分解活性氧分子的傷害產物，如過氧

化氫、丙二醛182。酵母菌常被使用來生產大量的麩胱甘肽183。 
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第二章 橄欖油對四氯化碳誘導大鼠肝纖維化模式之影響 

前言 

橄欖油是來自於齊敦果(Olea europaea L., Oleaceae)的果實壓製

而成，是地中海地區常被使用的油脂119。其被認為具有抗氧化、抗發

炎、降低心血管風險等之健康油脂124。但對肝病的益處，鮮有研究。 

對 thioacetamide 誘發肝硬化的大鼠，其肝硬化的回復，補充單

元不飽和脂肪酸比多元不飽和脂肪酸的效果好 131, 132。在四氯化碳誘導

大鼠肝硬化模式中，比較四氯化碳溶於不同溶媒的作用，以溶於橄欖

油的毒性比玉米油、魚油、葵花油都低134。這些結果顯示橄欖油對肝

纖維化病程有正面的影響。本研究之目的在於釐清橄欖油是否會減輕

四氯化碳所引發的肝硬化，並解明其相關作用機轉。 使用的橄欖油為

精煉橄欖油，主要是為避免一些雜質的干擾，且有文獻指出初榨與精

煉橄欖油之間的酚類化合物含量相近118。 

材料與方法 

一、試藥 

1. Roche, Germany：Alanine aminotransferase (ALT) ，triglyceride  

2. Sigma-Aldrich, USA： hydroxyproline，NaOH，H2SO4，p-

dimethylamino-benzaldehyde，triton 100，sodium dodecyl sulfate (SDS)，

2-thiobarbituric acid，Sirius Red，3-3’-diaminobenidine (DAB)，

chloroform，isopropanol，tris base，Bradford reagent 

3. Wako, Japan：n-butanol，pyridine，acetic acid，Methanol，H2O2 

4. BioGenex, USA：α-smooth muscle actin (α-SMA) 
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5. Santa-Cruz, USA：lipopolysaccharide binding protein (LBP)，NADPH 

oxidase，NF-κB，collagen I 和 TGF-β1 一級抗體，anti-mouse、anti-

goat、anti-rabbit 二級抗體 

6. Invitrogen, USA：trizol 試劑 

7. Fermentas, Canada：MMLV RT 套組、PCR Master Mix 套組、

Ethidium Bromide (EtBr) 

8. Promega, USA：Agarose gel 

9. Perkin Elmer, USA：冷光試劑 (Western Lighting) 

10. Osaka, Japan：CCl4 

11. Fluka, Switzerland：橄欖油 

12. Intron, Korea：蛋白質萃取試劑 

13. Amresco, USA ： 40% Acrylamide/bis-acrylamide (37.5:1) ，

Ammonium persulfate (APS) ， N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 

(TEMED) 

二、動物 

 使用 Wistar 雄性大鼠，體重 250-300 公克，購自國家實驗動物

繁殖及研究中心。餵養環境維持 22 ± 3℃，相對溼度 55 ± 5％，光照為

12 小時亮 12 小時暗(早上七點亮，下午七點暗)的環境，自由飲水及攝

食。 

三、四氯化碳誘導之慢性肝毒性 

大鼠每週兩次經口服投與四氯化碳(20％，以橄欖油稀釋)，每公

斤體重投予 2 ml 體積，持續 8 週。將動物分成四組，其中三組以四氯

化碳誘導肝纖維化，每天分別經口投予橄欖油(2 ml/kg 或 10 ml/kg 體

重)，及一次水。另外，控制組每日投與一次水及每周兩次投與四氯化
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碳之溶媒橄欖油。每周秤體重一次，以作為給予實驗物質之依據。四

氯化碳與實驗物質投予時間，相隔 5 小時以上。投藥滿八週犧牲時，

快速取下肝臟，浸泡於冰冷生理食鹽水中，洗淨擦乾水分後，以肝臟

最大葉分成五大部分，第一部份浸泡於 10%中性福馬林中，供病理切

片用，第二部份供測定羥基脯胺酸，第三和第四部份冰存於 – 80℃，

以供後續實驗使用，第五部份保存於液態氮環境，供蛋白質以及 RNA

之分析。 

四、肝臟羥基脯胺酸含量測定 

秤取 0.5 公克新鮮肝臟組織，以 100℃ 12 小時烘乾，加 5 ml 6N 

HCl 100℃加熱 16 小時，加以水解。待冷卻後，取樣品 1 ml 離心 9100 

g， 30 分鐘。羥基脯胺酸含量測定，依照 Neuman 和 Logan184的方法。

取 0.2 ml 羥基脯胺酸標準品或水解後上清液，以 1N NaOH 中和水解產

物，每管分別加入 1 ml CuSO4，1 ml 2.5N NaOH，1 ml H2O2震盪後靜

置反應 5 分鐘，80 ℃加熱 5 分鐘，以去除多餘過氧化物。冷卻後加入 

4 ml 3N H2SO4、 2 ml p-dimethylaminobenzaldehyde 劇烈震盪混合均勻

後，於 70℃水浴 16 分鐘，冷卻後，以分光光度計 540 nm 測定反應後

產物吸光值。以羥基脯胺酸為標準品，含量以 μg/g 組織重表示。 

五、肝臟三酸甘油酯含量測定 

參考 Danno 等人185的方法，經適當修改後進行，取新鮮肝臟組

織 0.1 公克，加入 1 ml 95% 酒精，以均質機均質化之後，冰上靜置 30

分鐘，以 5000 g 、4℃、離心 5 分鐘，取上清液 200 μl，置於 55℃乾熱

器，以氮氣吹乾，乾燥後，加入 40 μl 95% 酒精溶解，加入 960 μl 

methanol / triton 100 (1:1)，以市售三酸甘油酯試劑測試。單位表示以

μg/g tissue 表示。 
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六、肝臟脂質過氧化產物測定 (Lipid peroxidation product) 

肝臟脂質過氧化測定，參考 Ohkawa 等人186 的方法。秤取肝臟

組織 0.5 公克，加入 5 ml 的 1.15% KCl 溶液，以均質機均質化後，取

0.1 ml 的均漿，依序加入 0.2 ml sodium dodecyl sulfate (8.1%)、1.5 ml 

acetic acid (20%)、1.5 ml 2-thiobarbituric acid (0.8%)，再以一次水調整

體積為  4 ml，以 95℃水浴  1 小時，待冷卻後，加入 4 ml n-

butanol/pyridine 混合液 (15:1，v/v)，劇烈震盪混合均勻後，以 4000 g 

離心 10 分鐘，取有機層以分光光度計於 532 nm 測量吸光值。肝組織

的脂質過氧化以 nmol malondialdehyde (MDA)/mg protein 表示。同時依

照 Coomassie Blue 蛋白質定量法，測定肝組織蛋白質含量，以胎牛血

清(Bovine derum akbumin)蛋白為標準品187。 

七、病理檢驗 

肝臟組織浸泡於福馬林液固定後，脫水後進行石蠟包埋，以切

片機切成 4 μm 之肝組織薄片。進行蘇木青及伊紅染色（Hematoxylin & 

Eosin stain，H.E. satin）  及天狼星紅染色（Sirius Red stain，S.R. 

stain），以便評估肝臟組織病變和纖維化程度。 

H.E. satin 的步驟為，將切片 60℃烘乾 30 分鐘後，待涼，進行以

xylene 脫蠟、復水步驟(依序為 100%, 95%, 75% 酒精)，H.E. satin 則先

染蘇木青 10 秒，置於流動水清洗 10 分鐘，再染伊紅 30 秒，進行脫水

步驟(依序為 70%, 95%,100 % 酒精)，之後封片。 

S.R. stain 的步驟則是進行烘片、脫蠟、復水，之後以天狼星紅

染 1 小時，以 1% 醋酸溶液清洗至背景至淡黃色，之後進行脫水、封片

步驟即可。 
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參考 Honda 的作法188 進行 α-SMA 免疫化學染色，藉以評估星狀

細胞活化程度。進行烘片、復水步驟之後，以 5％ 脫脂奶粉阻斷非特

異性反應 1 小時，以磷酸鹽緩衝液清洗 3 次，每次 5 分鐘，之後與一

級抗體 α-SMA 在 4℃反應 16 小時，以磷酸鹽緩衝液清洗 3 次，每次 5

分鐘，和小鼠來源之二級抗體室溫反應一小時，再利用免疫偵測套組

及 3-3’-diaminobenidine 反應呈色，脫水、封片後，以光學顯微鏡觀察

即可。  

肝纖維化判斷採取 Ruwart 等人189的半定量分析方法，評估分數

由 0 至 4 分五個等級，0 代表正常肝組織，沒有任何肝纖維化；1 代表

有少量膠原蛋白增生，但沒有形成中隔，(在中央靜脈區或門脈區有放

射性纖維增生)；2 代表在中央靜脈或門脈區二者間，形成不完全的中

隔(此二中隔間，彼此沒有交會)；3 代表形成完全的中隔，彼此交會相

連，並將肝實質分隔成許多節片段，但此中隔很薄；4 代表形成完全中

隔，且中隔變厚，為完整之肝硬化病變。 

八、 mRNA 表現分析 

 (1) RNA 萃取 

取 0.1 公克的肝組織加入 1 ml trizol 試劑，使組織粉碎均質化，

於 3700 g 、4℃條件離心 10 分鐘。取上清液加入 0.2 ml 氯仿

(chloroform)萃取 RNA，劇烈震盪 15 秒後，靜置於冰上 3 分鐘，於

4℃、14700 g 離心 15 分鐘，取上清液加入 0.5 ml 異丙醇 (isopropanol)

使 RNA 沉澱，輕微上下震搖後，靜置於冰上 10 分鐘，於 4℃、14700 

g 離心 10 分鐘，倒掉上清液，留下沉澱物，再加入 75%酒精後，靜置

於 -30℃冰箱 30 分鐘。於 4℃、9100 g 離心 5 分鐘，再倒掉上清液，加
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入適量 DEPC 水將 RNA 溶解，於波長 260 nm 測定吸光值，計算 RNA

濃度。 

(2) 合成 cDNA 

cDNA 的製備主要是採用 M-MuLV Reverse transcriptase (first-

strand cDNA synthesis)。使用 M-MuLV RT 套組，取 1 μg mRNA 加入 1 

μl oligo (dT)18 primer，10 μl DEPC 水，再加入 4 μl 5X MMLV RT 

buffer、2 μl MMLV RT、2 μl 10 mM dNTP，混合後於 37  ℃ 反應 60 分

鐘。 

(3) 聚合酵素反應(Polymerase Chain Reaction, PCR) 

利用 PCR Master Mix 套組，將特定 cDNA 量化。取去離子水

9.5 μl 、PCR Master Mix 12.5 μl、10 mM 引子(primer) 各 1μl、cDNA 1 

μl，依照不同引子設定不同的溫度及時間條件。 

(4)確認 DNA 結果 

取 5 μl cDNA 產物，加入 1 μl 6X DNA loading dye，以 2% 洋菜

膠 (Agarose gel)，事先混合 Ethidium Bromide，50V、50 分鐘為條件跑

膠，在暗箱以紫外光照射，並拍攝為數位檔案，以影像分析軟體

（AlphaDigi Doc 1201）分析，每一樣品的基因表現，均會除以每一樣

品的 GAPDH 表現值作為校正，比值為目標基因/GAPDH，再以控制組

表現為基準值，分析組別間的表現差異。 

分析基因為 lipopolysaccharide binding protein (LBP), cluster of 

differentiation 14 (CD14), Toll-like receptor-4 (TLR4), nuclear factor κB 

(NF-κB), NADPH oxidase, collagen (α1)(I), collagen (α1)(III) 和

transforming growth factor- β1 (TGF-β1)，引子如表一所述。 
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九、 西方墨點法 (Western Blotting) 

 (1) 蛋白質萃取 

取新鮮組織 0.1 公克加入蛋白質萃取試劑，將組織磨碎，置於冰

上 30 分鐘，以 10000 g 4℃離心 10 分鐘，取出上清液即可。 

 (2) 蛋白質定量 

以胎牛血清蛋白為蛋白質標準品，稀釋為 0，5，10，25，50，

100 μg/ml，內含 200 μl Bradford 試劑，以波長 595 nm 測定吸光值，求

出標準曲線。蛋白質樣品以此檢量線計算濃度，並乘上稀釋倍數，求

得原始實際蛋白質濃度。 

 (3)變性電泳 (SDS-PAGE) 

組成 (2 片膠量) 下 層 膠  (12.5% 

Separation gel) 

上層膠  (5% Stacking 

gel) 

DDW  2.15 ml 3.65 ml 

1.5 M Tris (pH 8.8)   2.1 ml - 

0.5 M Tris (pH 6.8) - 625μl 

10% SDS 3.125 ml 625μl 

40% Acrylamide/Bis 

(39:1) 

  75 μl 50μl 

10% Ammonium 

persulfate (APS) 

 37.5 μl 50μl 

TEMED  3.75 μl  5μl 

待上下膠體鑄好之後，將樣品與樣品緩衝液混合後總體積為 10 

μl，蛋白質量調為 50 μg/10μl，100℃加熱 5 分鐘後，待冷卻，即可將

樣品和 5 μl 分子量樣品(maker) 分別注入樣品槽中。以 150V 跑 1 小

時。 



 

   49

 (4) 轉漬 (transfer) 

將海綿、3M 濾紙在轉漬緩衝液內浸濕，PVDF 轉漬膜以甲醇潤

濕 15 秒，再浸泡於轉漬緩衝液，依序放上海棉、濾紙、膠片、PVDF

轉漬膜、濾紙、海綿組成類似三明治結構，小心去除氣泡，放入轉漬

夾，以 50V，300mA，1 小時為條件，進行蛋白質轉漬步驟。 

將轉漬膜浸泡於 5% 脫脂奶 (溶於 0.1% tween 20 / TBS 緩衝液) 

室溫進行阻斷非特異性反應步驟 1 小時，以 0.1% tween 20 / TBS 緩衝

液清洗 5 分鐘共 3 次。取封口袋放入 2 ml 2% 脫脂奶(溶於 0.1% tween 

20 / TBS 緩衝液)含一級抗體 1:2000 lipopolysaccharide binding protein 

(LBP)，NADPH oxidase，nuclear factor κB (NF-κB)， collagen I 和

transforming growth factor- β1 (TGF-β1)。室溫進行 90 分鐘。以 0.1% 

tween 20 / TBS 緩衝液清洗 5 分鐘共 3 次，取封口袋放入 2 ml 2% 脫脂

奶(溶於  0.1% tween 20 / TBS)含二級抗體 anti-goat (LBP，NADPH 

oxidase，collagen I 和 TGF-β1 用)，anti-rabbit (NF-κB 用) 或 anti-mouse 

(β-actin 用) IgG 1:2000，室溫進行 90 分鐘，以 0.1% tween 20 / TBS 清

洗 5 分鐘共 3 次，以 TBS 緩衝液清洗 5 分鐘 1 次，進行壓片。將轉漬

膜浸泡於冷光試劑中 1 分鐘，以柯達底片進行感光，感光時間依照檢

體而定，之後放進顯影劑顯影約 1-3 分鐘，清水沖洗 1 分鐘，放入定影

劑 3 分鐘，清水沖洗即可。底片晾乾後，以影像分析軟體分析即可。

每個樣品的蛋白質表現，均除以樣品本身的 β-actin 值，比值為目標蛋

白質/β-actin，再以控制組表現為基準值，分析組別間的蛋白質表現差

異。 
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十、 統計方法 

數據結果以平均值（mean）± 標準偏差（standard diviation，

SD）表示，各組與對照組間的數據以單因子變異數分析 （One-way 

analysis of variance，One-way ANOVA）方法分析，並進行 Dunnett 測

試。病理切片評估數據以 Kruksall-Wallis non-parametric test 加上 

Mann-Whitney U-test 測試。以 P 值小於 0.05 表示在統計學上具有顯

著差異。 

結果 

一、肝臟羥基脯胺酸、三酸甘油酯含量、脂質過氧化產物和蛋白質含

量 

四氯化碳誘導大鼠肝纖維化，分別在肝臟的羥基脯胺酸  (圖

二)、三酸甘油酯(圖三) 和脂質過氧化產物含量 (圖四)與控制組相比，

分別增加 87.7%、46.6%、  172.0% 。蛋白質含量 (圖五 )則是下降

40.5%。給予橄欖油高劑量 (10 ml/kg)，與四氯化碳組相比，肝臟羥基

脯胺酸、三酸甘油酯、脂質過氧化產物含量，分別降低 24.0% 、27.1% 

和 31.8%。蛋白質含量則是增加了 55.5%。 

二、肝臟組織切片染色及免疫化學染色結果 

四氯化碳處理的大鼠肝臟呈現大區域細胞壞死、廣泛的單核細

胞浸潤及纖維結締組織增生形成偽小葉。橄欖油高劑量組 (10 ml/kg) 明

顯改善肝臟受損的情況 (圖六之左第一列)。藉由天狼星紅染色分析肝

臟纖維結締組織擴展和膠原蛋白沉積，判斷四氯化碳引發的肝纖維化

程度 (圖六之中間列)，經量化評估後，橄欖油高劑量組的纖維化程度

明顯比四氯化碳組輕微(表二)。肝纖維化時，星狀細胞活化，使α-SMA 



 

   51

表現大量增加，可藉由免疫化學染色結果，得知星狀細胞活化情形(圖

六之右第一列)，橄欖油高劑量組的α-SMA 表現明顯低於四氯化碳組。 

三 、 LBP 、 CD14 、 TLR4 、 NADPH oxidase 、 NF-κB 、 collagen 

(α1)(I)、collagen (α1)(III) 和 TGF-β1 肝臟組織 mRNA 表現分析 

肝臟 LBP、CD14、TLR4、NADPH oxidase、NF-κB、collagen 

(α1)(I)、collagen (α1)(III) 和 TGF-β1 的 RT-PCR 結果如圖七所示。

LBP、CD14、TLR4 和 NF-κB 的 PCR 量化結果，顯示四氯化碳組的表

現明顯高於控制組(圖八)。LBP、 CD14、 TLR4、NADPH oxidase 和 

NF-κB 的 mRNA 表現，四氯化碳組分別高出控制組 150%、40%、

150%、40% 和 80%。橄欖油高劑量組(10 ml/kg) 的 mRNA 表現，與四

氯化碳組相比分別降低了 70%、21.4%、32%、21.4% 和 33.3%。 

collagen (α1)(I)、collagen (α1)(III) 和 TGF-β1 mRNA 表現的量化

結果，如圖九所示，控制組均有較低的表現。四氯化碳組的 collagen 

(α1)(I)、collagen (α1)(III) 和 TGF-β1 mRNA 表現，分別比控制組高出

50%、40% 和 60%，橄欖油高劑量組的 mRNA 表現，相較於四氯化碳

組分別降低約 27%、40% 和 25%。 

四、肝臟組織的蛋白質表現  

圖十為肝臟 LBP、NADPH oxidase、NF-κB、collagen I 和 TGF-

β1 的蛋白質表現結果。量化結果如圖十一所示，四氯化碳組高出控制

組的表現，依序分別是 200%、90%、140%、50% 和 50%。NADPH 

oxidase 和 NF-κB 的蛋白質表現，橄欖油低、高劑量組 (2、10 ml/kg) 

與四氯化碳組相比，分別降低 37%、53% 以及 50%、58%。LBP、 
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collagen I 和 TGF-β1 的蛋白質表現，橄欖油高劑量組與四氯化碳組相

比，分別降低了 60%、27% 和 20% 。 

討論 

本實驗研究結果顯示，橄欖油能抑制四氯化碳誘導的大鼠肝纖

維化，橄欖油抑制庫氏細胞的活化及抗氧化的作用，在抗纖維化過程

中扮演重要角色。 

庫氏細胞的活化，受到兩種機制的調控，第一個機制是四氯化

碳在肝臟代謝後產生的 CCl3．自由基，此自由基會與氧分子結合，產

生更具破壞性的 CCl3OO．自由基，此外由受損細胞釋放出的大量活性

氧分子，會使肝細胞受損更加嚴重，受損後的細胞會釋出發炎因子，

以活化庫氏細胞 190。 

第二個機制是經由 LPS 活化庫氏細胞路徑，由腸道來的 LPS 會

促使肝臟合成 LBP56，小量 LPS 需與 LBP 結合，大量 LPS 直接透過位

於細胞膜上的 CD14/TLR4 複合蛋白，將訊息傳遞至細胞核 52，誘發

NF-κB 活化，促使 TNF-α 和前列腺素 PGE2 等釋放，增加發炎反應48, 

57。 

脂體(lipid body)為一富含脂質的胞器，功能包括調節脂質代謝、

控制發炎調節物質的合成及分泌48。LPS 於巨噬細胞誘發脂體發炎反

應，主要是透過 TLR4 而來191，所以當 CD14/TLR4 表現受抑制時，脂

體形成也會減少，減輕了發炎反應59。 

庫氏細胞脂體內的花生四烯酸，被認為是一重要細胞內的發炎

訊息傳遞者49，及前列腺素前驅物50。飲食中油脂會快速的改變和調節

脂體的組成，因此降低身體的發炎反應50。橄欖油會降低嗜中性球的聚
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集，以及減少脂體的產生，降低前列腺素 E2、白三烯素 B4、TNF-α的

產生，減少整體的發炎現象11。 

LPS 刺激庫氏細胞的同時，NADPH oxiase 會釋放出活性氧分

子，如果庫氏細胞過度活化，會因此增加氧化壓力傷害。從我們的結

果中，四氯化碳組會增加肝臟 LBP 的蛋白質和 mRNA 表現。 而給橄欖

油組別則會減緩此項表現。肝臟 CD14、TLR4、NF-κB 和  NADPH 

oxidase 基因表現亦會因四氯化碳而增加，橄欖油的投與會降低這些基

因的表現。NF-κB 和 NADPH oxidase 的蛋白質分析，也印證了相同的

結果。此結果顯示橄欖油能抑制活化的庫氏細胞，進而降低氧化壓力

傷害。 

脂質過氧化一直被認為與肝纖維化有密切關聯82。本研究結果顯

示橄欖油明顯抑制因四氯化碳誘發的脂質過氧化程度，其抑制脂質過

氧化的可能原因如下：橄欖油不易形成發炎性脂體，因此降低了發炎

反應的進行，氧化壓力傷害也隨之降低，因此降低脂質過氧化11。此

外，橄欖油所含有的多酚類化合物，具有抗氧化能力，能清除因四氯

化碳誘發的活性氧分子，抑制脂質過氧化程度。 

肝纖維化是透過星狀細胞活化後，大量分泌細胞外間質累積聚

集的結果，主要是膠原蛋白第一型及第三型192，膠原蛋白中有特殊一

胺基酸成分為羥基脯胺酸，可以用來推知膠原蛋白含量及肝臟纖維化

程度23。在大鼠的四氯化碳誘發肝纖維化模式中，會發現肝中羥基脯胺

酸含量增加和膠原蛋白第一型、第三型的基因大量表現。給予橄欖油

後，羥基脯胺酸含量和膠原蛋白第一型、第三型的基因表現都大幅降

低。膠原蛋白第一型的蛋白質分析結果，也得到相似的結果。從組織
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學和天狼星紅染色的病理學分析上，橄欖油的確降低了四氯化碳引發

的肝纖維化現象。 

TGF-β1 為促纖維化細胞激素，會直接活化庫氏細胞及星狀細

胞，促使細胞外間質蛋白增生193, 194，肝纖維化病人及肝纖維化模式

中，常見 TGF-β1 基因表現增加195-197。橄欖油會降低因四氯化碳所增

加的肝臟 TGF-β1 的基因表現。α-SMA 的免疫化學染色結果，也證實

了橄欖油組的星狀細胞活化情況較四氯化碳組輕微。從病理學上結果

的判斷，支持了橄欖油會減緩四氯化碳肝纖維化嚴重程度的結果。 

四氯化碳因破壞肝臟的脂質代謝功能，因而造成脂肪空泡，形

成脂肪肝94，四氯化碳組的肝臟三酸甘油酯，則有明顯增加，而橄欖油

高劑量組則有顯著降低肝臟三酸甘油酯含量的情形。當肝臟受損，肝

臟中蛋白質合成量亦會降低23，本研究結果亦指出四氯化碳組的肝臟蛋

白質量與控制組相比有明顯降低，高劑量橄欖油組的肝臟蛋白質含量

則明顯比四氯化碳組增加。此項結果顯示橄欖油對脂肪肝及肝臟功能

受損方面，有正面的作用。 

結論，四氯化碳誘導的化學性肝損傷，合併投與橄欖油是有助

於緩解肝纖維化的病變，可能機制有二：一是橄欖油多酚的抗氧化能

力減輕了氧化傷害；二是橄欖油抑制庫氏細胞內脂體的產生和發炎路

徑的活化機制。
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Table 1. Primer sequences for PCR amplification. (olive oil + CCl4) 

mRNA Primer sequence Length (bp) 

LBP Sense 5’ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA C’3 317 

 Antisense 5’TGA ACA ACA GTC CGA TGA GCG 3  

CD14 Sense 5’ ATC CCA GTC GGA GGC GTA TAA C3’ 319 

 Antisense 5’ AGC ACC GAT GGA CAA CTT TCA G3’  

TLR4 Sense 5’ TGC TGC CAA CAT CAT CCA3’ 304 

 Antisense 5’ TTT TCC ATC CAA CAG GGC TTT T3’  

NF-κB Sense 5’ TGC AGC GAT TCC GAA ACC AG3’ 286 

 Antisense 5’ AAA TGG CAG TCC AGA GCA GTG3’  

NADPH oxidase Sense 5’ AAG TCA TCC CCG CAA CTG TTC 3’ 236 

 Antisense 5’ CCC GCT TCC TCA TCT GCA ATT C 3’  

Collagen (α1)(I) Sense 5’ CGA CTA AGT TGG AGG GAA CGG TC3’ 319 

 Antisense 5’ TGG CAT GTT GCT AGG CAC GAC3’  

Collagen (α1) (III) Sense 5’ CGA GGT GAC AGA GGT GAA AGA 3’ 336 

 Antisense 5’ AAC CCA GTA TTC TCC GCT CTT 3’  

TGF-β1 Sense 5’ TAT AGC AAC AAT TCC TGG CG3’ 162 

 Antisense 5’ TGC TGT CAC AGG AGC AGT G 3’  

GAPDH Sense 5’ TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA 3’ 76 

 Antisense 5’ CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA 3’  
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Fig 2. Effect of olive oil on hepatic hydroxyproline in CCl4-treated rats 

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat liver was collected 

for hydroxyproline meaure. Values are mean ± S.D. (n=8). ###P < 0.001 

compared with control group. *P < 0.05 compared with CCl4 + H2O group. 
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Fig 3. Effect of olive oil on hepatic triglyceride in CCl4-induced chronic 

hepatotoxicity.  

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat liver was collected 

for hepatic triglyceride meaure. Values are mean ± S.D. (n=8). # P < 0.05 

compared with control group. *P < 0.05 compared with CCl4 + H2O group. 
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Fig 4. Effect of olive oil on hepatic malondialdehyde in CCl4-treated rats. 

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat liver was collected 

for hepatic malondialdehyde meaure. Values are mean ± S.D. (n=8). ## P < 

0.01 compared with control group. *P < 0.05 compared with CCl4 + H2O 

group. 
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Fig 5. Effect of olive oil on liver protein in CCl4-induced chronic 

hepatotoxicity.  

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat liver was collected 

for hepatic protein meaure. Values are mean ± S.D. (n=8). ## P < 0.01 

compared with control group. **P < 0.01 compared with CCl4 + H2O group. 
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Fig 6. Treatment with olive oil improved the histology and 

immunochemistry of CCl4-treated rat liver. H.E. staining; Sirius red 

staining; and α-SMA staining.  

The 1st left hand column were H.E. staining; the 2nd and 3rd left hand 

columns were Sirius red staining and α-SMA staining respectively.The first 

cell was a control group, the second cell was CCl4 + H2O group, the third 

cell was CC4 + olive oil (2 ml/kg) group and the fourth cell were CC4 + olive 

oil (10 ml/kg) group.
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Table 2. Effect of olive oil on CCl4- induced fibrosis in rats 
Treatments Dose 

(ml/kg) 

Score of hepatic fibrosis   

0    1   2     3     4           Average 

Control -- 10 0 0 0 0 0 

CCl4 + H2O -- 0 0 1 7 2 3.4 

CCl4 + olive oil  2 0 0 1 8 1 3.1 

 10 0 0 2 7 1   2.7** 

** p < 0.01 compared with CCl4 + H2O group. 
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Fig 7. Effects of olive oil on hepatic mRNA expression of LBP, CD14, 

TLR4, NF-κB, NADPH oxidase, collagen (α1)(I), collagen (α1)(III)  and 

TGF-β1 in CCl4-treated rats. OO: olive oil 

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat liver was collected 

for hepatic mRNA analysis. 
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Fig 8. Effect of olive oil on the hepatic mRNA expressions of LBP, CD14, 

TLR4, NF-κB in CCl4-treated rats. 

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat liver was collected 

for hepatic mRNA analysis. Values are mean ± S.D. (n=8). ## P<0.01, ###P < 

0.001 compared with control group. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with 

CCl4 + H2O group. 
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Fig 9. Effect of olive oil on the hepatic mRNA expressions of NADPH 

oxidase, collagen (α1)(I), collagen (α1)(III) and TGF-β1 in CCl4-treated 

rats. 

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. Values are mean ± S.D. (n=8). #P<0.05, ## P < 

0.01, ###P < 0.001 compared with control group. *P < 0.05, **P < 0.01 

compared with CCl4 + H2O group. 



 

   65

 

Fig 10. Effect of olive oil on the protein expressions of LBP, NADPH 

oxidase, NF-κB, collagen I and TGF-β1 in CCl4-treated rats.  

OO: olive oil 

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat liver was collected 

for hepatic protein analysis. 
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Fig 11. Effect of olive oil on the hepatic protein expressions of LBP, 

NADPH oxidase, NF-κB, collagen I and TGF-β1 in CCl4-treated rats. 

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat liver was collected 

for hepatic protein analysis. Values are mean ± S.D. (n=8). ## P < 0.01 

compared with control group. *P < 0.05, **P < 0.01, P < 0.001 compared 

with CCl4 + H2O group. 
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第三章 棕櫚油對四氯化碳誘導肝纖維化模式之影響 

前言 

棕櫚油 (Palm oil)來自油椰子或名油棕 (Elaeis guineensis)之果

實，屬於棕櫚科(Arecaceae)，主要成分為 60%棕櫚油酸。雖然棕櫚油

屬於飽合脂肪酸，但因含有不飽和生育醇，所以與其他動物性飽和油

脂相比，較不影響動脈粥狀硬化、血栓形成、抑制血小板聚集、降血

壓148。在酒精性肝損傷的實驗，棕櫚油生成的脂質過氧化產物比玉米

油、魚油較低145。在酒精性肝損傷模式中，比較棕櫚油與中鏈三酸甘

油酯、玉米油和魚油的影響，棕櫚油造成的脂肪肝較嚴重，但是沒有

如玉米油和魚油有細胞發炎或損傷的現象113。 

由以上文獻得知，棕櫚油對酒精性肝損傷之影響比其他油脂輕

微，但棕櫚油對四氯化碳肝損傷之影響，並不清楚。藉由本研究釐清

飽和性油脂棕櫚油對四氯化碳誘導大鼠肝損傷模式的影響。 

材料與方法 

一、 材料 

1. Furka, Switzerland：棕櫚油 

2. Roche, Germany ： Alanine aminotransferase (ALT) ， triglycerin ，

albumin 

3. Sigma-Aldrich, USA: 2，4－Dinitrophenylhydrazine (DNPH)，HCl，

guanidine HCl，乙酸乙酯 

二、 動物 

使用 Wistar 雄性大鼠，體重 250-300 公克，購自國家實驗動物

繁殖及研究中心。餵養環境維持 22 ± 3℃，相對溼度 55 ± 5％，光照為
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12 小時亮 12 小時暗(早上七點亮，下午七點暗)的環境，自由飲水及攝

食。 

三、 四氯化碳誘導之慢性肝毒性 

大鼠誘導四氯化碳模式如第二章所述，每天分別以口服投予棕

櫚油 2 ml/kg 或 10 ml/kg 體重，持續八週，四氯化碳投與滿一、四週將

老鼠麻醉後，由尾動脈採血，滿八週犧牲時，血液及肝臟處理的方

式，如第二章所述。  

四、 血液生化值檢驗 

四氯化碳投與滿一、四、八週收集之血液，以常溫 2000 g 離心

10 分鐘(Jouan BR4i, Franch)，  血漿以自動生化儀(Cobas Mira Plus, 

Rotkreuz, Switzerland)測定，項目為 Alanine aminotransferase (ALT)。四

氯化碳投與滿八週加測三酸甘油酯、albumin。 

五、 肝臟羥基脯胺酸含量、蛋白質含量測定 

實驗步驟如第二章所述。 

六、 肝臟脂質過氧化產物  

實驗步驟如第二章所述。 

七、 肝臟 protein carbonyl 含量測定 

參考 Reznick 和 Packer198以及 Levine199的方法經適當修改後進

行，取新鮮肝臟組織 0.1 公克，加入 1 ml 磷酸鹽緩衝液，均勻磨碎之

後，以 6000 g、4℃、離心 10 分鐘，取上清液 200 μl，加入 800 μl 10 

mM DNPH/2.5 M HCl，在黑暗中靜置 1 小時，每隔 15 分鐘劇烈震盪一

次，加入 20% trichloroacetaldehyde  1 ml，冰上靜置 10 分鐘，之後以

5000 g 離心 5 分鐘，倒掉上清液，以 95%酒精及乙酸乙酯（1：1）混

合液沖洗 3 次，測之前加 6 M Guanidine HCl 800 μl，以 335-370 nm 每
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隔 2 nm 測一次吸光值，選取最高吸光數值。同時依照 Coomassie Blue

蛋白質定量法，測定肝組織蛋白質含量，以牛血漿蛋白為標準品187。 

單位以 nmol / mg protein 表示。 

八、 統計方法 

數據結果以平均值（mean）± 標準偏差（standard diviation，

SD）表示，統計方式如前所述。以 P 值小於 0.05 表示在統計學上具有

顯著差異。 

結果 

一、 血液中 ALT 酵素、三酸甘油酯、白蛋白含量 

四氯化碳投與後滿第一、四、八週的血漿 ALT 活性(表三)，與

控制組相比，有明顯增加。投與棕櫚油組高劑量組(10 ml/kg)，第一、

四週與四氯化碳組相比，血漿 ALT 活性明顯增加，但到了第八週則無

明顯影響。 

第八週血漿中三酸甘油酯、白蛋白含量，如表四所示。四氯化

碳組與控制組的三酸甘油酯無明顯差異，棕櫚油高劑量組的血漿三酸

甘油酯含量，高於四氯化碳組約 2 倍。四氯化碳組的血漿白蛋白明顯

低於控制組，棕櫚油組與四氯化碳組相比無明顯差異。 

二、 肝臟羥基脯胺酸含量、蛋白質含量 

肝臟中羥基脯胺酸及蛋白質含量，如表六所示。四氯化碳誘導

大鼠肝纖維化，羥基脯胺酸含量與控制組相比，上升約一倍，有明顯

差異，合併投與棕櫚油組，羥基脯胺酸的含量與四氯化碳組相比並無

明顯影響。 
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肝臟中蛋白質含量，四氯化碳組與控制組相比，明顯降低約

24.1%。棕櫚油組與四氯化碳組相較則無明顯影響。 

三、 肝臟脂質過氧化產物含量、肝臟 protein carbonyl 含量測定 

如表五所示，四氯化碳組的脂質過氧化含量、肝臟 protein 

carbonyl 含量與控制組相比，增加 173.8%、41.0%。棕櫚油組低劑量(2 

ml/kg)及高劑量組(10 ml/kg)與四氯化碳組相比，均無明顯差異。 

討論 

本實驗研究結果顯示，棕櫚油對四氯化碳誘導的大鼠肝纖維化

並無明顯影響。 

肝臟受損時，肝臟中的 ALT 才會釋放出至血液中，因此血漿中

ALT 生化值，代表肝臟損傷程度。四氯化碳投與滿一、四、八週血漿

結果看來，四氯化碳組與控制組相比，有明顯增高，棕櫚油組在第

一、第四週時，與四氯化碳組相比有明顯增加，但是第八週時，則無

明顯影響。原因可能是初期造成四氯化碳損傷之時，投與飽和性油脂

棕櫚油，受損肝臟無法負荷，因此發炎情況較嚴重。到了四氯化碳受

損末期，可能是因為大鼠對棕櫚油產生了適應性，所以棕櫚油對肝損

傷的影響變弱。 

肝臟受損時，白蛋白合成量會降低，因此藉由血液中白蛋白含

量，可以得知肝臟機能受損之程度。血漿中白蛋白值，四氯化碳組與

控制組相比，有明顯的降低。棕櫚油對因四氯化碳而降低的血中白蛋

白濃度無明顯影響，顯示棕櫚油對於四氯化碳造成之肝臟白蛋白合成

機能下降，沒有影響。當肝臟受損時，肝臟中蛋白質合成量亦會降低
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23，四氯化碳組與控制組相比明顯降低。但是棕櫚油組對四氯化碳降低

的蛋白質含量並無影響，顯示棕櫚油對於蛋白質合成沒有影響。 

脂質過氧化與肝纖維化有密切關聯82。棕櫚油含有具抗氧化能力

的 β-胡蘿蔔素，高劑量組有降低脂質過氧化程度的趨勢，減緩氧化壓

力的傷害，但無明顯差異。活性氧分子會形成 protein carbonyl，四氯化

碳組之 protein carbonyl 含量與控制組相比，有明顯增高，但是棕櫚油

對因四氯化碳而升高的 protein carbonyl 並無影響。此兩項結果顯示，

棕櫚油不能降低四氯化碳誘發之自由基傷害。 

羥基脯胺酸為膠原蛋白中一特有的胺基酸成分，可以用來推知

膠原蛋白含量及肝臟纖維化程度23。在肝纖維化模式中，肝臟內羥基脯

胺酸含量會大量表現。給予棕櫚油後，羥基脯胺酸含量並無影響，顯

示棕櫚油對於四氯化碳引發的肝纖維化沒有改善效用。 

四氯化碳組血漿中的三酸甘油酯與控制組相比，無明顯影響，

而棕櫚油高劑量組則是明顯增加，可能是因為棕櫚油是飽和油脂，會

增加血中三酸甘油酯的量。 

由以上數據得知，飽和性植物油脂棕櫚油對於四氯化碳誘導之

大鼠肝損傷模式，並無明顯影響。 
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    Table 3. Effect of palm oil on the activities of plasma ALT in CCl4-treated 

rats. 

Drugs Treatment 

dose 

(ml/kg) 

 

ALT (U / L) 

  Week 1 Week 4 Week8 

Control  -- 41.1 ± 1.3 40.5 ± 2.6 42.5 ± 2.4 

CCl4 + H2O -- 171.2 ± 5.8## 1040.0 ± 103.3# 1986.8 ± 423.3## 

CCl4 + palm oil  2 189.3 ± 23.2 1134.0 ± 129.3 1560.4 ± 306.3 

CCl4 + palm oil  10 314.9 ± 41.9** 2341.2 ± 475.8** 1416.8 ± 219.5 

All values were mean ± S.D. (n = 10).  ###P < 0.001 as compared with control 
group. **P < 0.01 as compared with CCl4 + H2O group. 
 

     Table 4. Effect of palm oil on plasma triglycerin (TG) and albumin in 

CCl4-treated rats. 

Drugs Treatment dose 

(ml/kg) 

TG in plasma (mg / dL) Albumin (g / dL) 

Control  -- 56.5 ± 6.7 3.5 ± 0.1 

CCl4 + H2O -- 43.6 ± 4.7 2.7 ± 0.1### 

CCl4 + palm oil  2  75.3 ± 11.6 2.8 ± 0.1 

CCl4 + palm oil  10  82.8 ± 12.7* 2.5 ± 0.1 

All values were mean ± S.D. (n = 10).  ###P < 0.001 as compared with control 

group.  

*P < 0.05 as compared with CCl4 + H2O group. 
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      Table 5. Effect of palm oil on hepatic MDA and protein carbonyl in CCl4-

treated rats. 

Drugs Treatment dose 

(ml/kg) 

LPO (MDA nmol / mg 

protein) 

Protein carbonyl content 

(nmol / mg protein) 

Control  -- 4.2 ± 1.3 7.8 ± 1.1 

CCl4 + H2O -- 11.5 ± 2.0# 11.0 ± 0.6# 

CCl4 + palm oil  2 17.9 ± 1.1 9.1 ± 0.7 

CCl4 + palm oil  10 7.2 ± 2.2 11.9 ± 1.0 

  All values were mean ± S.D. (n = 10).  #P < 0.05 as compared with control group.  

 

 

     Table 6. Effect of palm oil on hepatic hydroxyproline, triglyceride (TG) 

and protein in CCl4-treated rats. 

Drugs Treatment 

dose (ml/kg) 

Hydroxyproline 

(μg / g) 

TG in Liver (mg 

/ g) 

Protein (ug/ml/g 

tissue) 

Control  -- 430.1 ± 55.8 9.0 ± 0.8 125.4 ± 4.4 

CCl4 + H2O -- 858.2 ± 66.8### 16.6 ±1.3### 95.2 ± 3.3### 

CCl4 + palm oil  2 918.4 ± 36.9 22.2 ± 0.5*** 81.4 ± 6.6 

CCl4 + palm oil  10 927.1 ± 46.4 19.9 ± 0.9* 86.9 ± 4.4 

All values were mean ± S.D. (n = 10).  ###P < 0.001 as compared with control 

group. *P < 0.05, ***P < 0.001 as compared with CCl4 + H2O group. 
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第四章 玉米油對四氯化碳誘導肝纖維化之影響 

前言 

玉米油 (corn oil)來自禾本科  (Gramineae)玉米種子胚芽  (Zea 

mayes) ，主要含有亞麻油酸 50% 140。 

許多文獻指出在肝硬化的病人身上，常會出現多元長鏈不飽和

脂肪酸缺乏之現象13, 102, 114，此缺乏可能導致肝硬化患者產生肝性腦昏

迷105。提供富含魚油或是花生四烯酸加上維他命 E，有助於降低肝性腦

昏迷的比例14, 106。有研究認為多元長鏈不飽和脂肪酸以食物形式106或

以軟膠囊形式15補充肝硬化病人能量，對肝硬化是較好的選擇。 

但是，對肝硬化病人補充多元不飽和脂肪酸，卻一直有爭議存

在115。因為長鏈多元不飽和脂肪酸較容易過氧化的特性，可能會對肝

硬化病人，產生不良的影響102。動物實驗也有類似的結果。玉米油在

酒精性損傷模式下，會增加脂質過氧化產物，促使肝臟細胞凋亡143，

增加 transforming growth factor-β1 (TGF-β1)表現的結果144。在酒精性肝

損傷模式145，或四氯化碳模式下146，玉米油的肝損傷程度大於其他油

脂。玉米油也會增加庫氏細胞的分化，和 nuclear factor κB (NF-κB)的

活性135。 

也因為如此兩極化的論述，需要更深入了解多元長鏈不飽和脂

肪酸與肝纖維化之關聯，所以選用玉米油為多元長鏈不飽和脂肪酸的

代表性油脂，探討玉米油對於大鼠的四氯化碳誘發肝纖維化模式之影

響。由於玉米油和四氯化碳均會造成脂肪肝94, 200，因此也同時探討玉

米油是否會加重四氯化碳引起的脂肪肝。 
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材料與方法 

一、 材料 

1. Sigma-Aldrich, USA：玉米油 

2. Stressgen, USA：8-iso-PGF2α 免疫化學套組  

3. Cayman, USA：15-keto-dihydro-PGF2α (15-keto- PGF2α)免疫化學套組 

二、 動物 

使用 Wistar 雄性大鼠，體重 250-300 公克，購自國家實驗動物

繁殖及研究中心。餵養環境維持 22 ± 3℃，相對溼度 55 ± 5％，光照為

12 小時亮 12 小時暗(早上七點亮，下午七點暗)的環境，自由飲水及攝

食。 

三、 四氯化碳誘導之慢性肝毒性 

大鼠誘導四氯化碳模式如第二章所述，每天分別以口服投予玉

米油 2 ml/kg 或 10 ml/kg 體重，血液及肝臟處理的方式，如第二章所

述。  

四、 血液生化值檢驗 

第八週犧牲時收集之血液處理，如第三章所述，測試項目為

Alanine aminotransferase (ALT) 、 Aspartate aminotransferase (AST) 、

albumin。 

五、 肝臟重量測定 

犧牲時，迅速取下肝臟，洗淨血液後，秤取肝全重。 

六、 肝臟羥基脯胺酸含量測定 

實驗步驟如第二章所述。 
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七、 肝中三酸甘油酯含量 

實驗步驟如第二章所述。 

八、 肝中 protein carbonyl 含量測試 

實驗步驟如第三章所述。 

九、 肝臟脂質過氧化產物測定 

實驗步驟如第二章所述。 

十、 肝臟中 8-iso-PGF2α含量分析  

利用 8-iso-PGF2α 免疫化學套組偵測，取 1 毫克肝臟組織，加入

1 ml 2N NaOH 磨碎，45℃水浴 2 小時，加入等體積 2N HCl ，800 g 離

心 5 分鐘，取上清液冰凍於– 20℃備用。依序加入不同濃度標準品或是

稀釋後樣品，加入一級抗體、二級抗體及呈色試劑，以吸光度 405 nm

讀取，以 8-iso-PGF2α 標準品，回歸出標準曲線，推算樣品濃度。同時

依照 Coomassie Blue 蛋白質定量法，測定肝組織蛋白質含量，以牛血

漿蛋白為標準品187。單位表示以 pg/mg protein 表示。 

十一、 肝臟中 15-keto-PGF2α含量偵測 

利用 15-keto-PGF2α免疫化學套組偵測，取 1 公克肝臟組織，加

入 1 ml 磷酸鹽緩衝液磨碎，800 g 離心 5 分鐘，取上清液儲存於– 20℃

備用。依序加入不同濃度標準品或是稀釋後樣品，加入一級抗體、二

級抗體及呈色試劑，以吸光度 412 nm 讀取，以 15-keto-PGF2α標準品，

回歸出標準曲線，推算樣品濃度，肝組織蛋白質含量測定如前段所

述，單位表示以 pg/mg protein 表示。 

十二、 mRNA 表現分析 

實驗步驟如第二章所述。分析基因為 cyclooxygenase-2 (COX-

2)，collagen (α1)(I), transforming growth factor β1 (TGF-β1)，α-smooth 
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muscle actin(α-SMA) ， glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT) ，

CD36/fatty acid translocase (CD36)和 uncoupling protein 2 (UCP-2)，詳

細引子如表七所列。 

十三、 病理檢驗 

病理組織處理方式，如第二章所述。進行蘇木青及伊紅染色

（Hematoxylin 和 Eosin stain） 及天狼星紅染色（Sirius Red stain），以

便評估肝臟組織病變及肝纖維化程度。α-SMA 免疫化學染色，實驗步

驟如第二章所述，藉以評估星狀細胞活化程度。結果判讀如第二章所

述。 

脂肪肝的判讀依照脂肪病變的程度，自 0 至 4 級，共區分為五

個等級，0 = 為沒有影響(not detected)，1 = 輕微變化(mild)，2 = 中度變

化(moderate)，3 = 嚴重變化(strong)，4 = 非常嚴重的變化(very strong 

change)201。 

十四、 統計方法 

數據結果以平均值（mean）± 標準偏差（standard diviation; 

SD）表示，統計方式如前所述。以 P 值小於 0.05 表示在統計學上具有

顯著差異。 

結果 

一、 血漿中 ALT、AST 活性和 albumin 濃度 

血漿中 ALT 活性、AST 活性和 albumin 含量(如表八)，四氯化碳

誘導大鼠的血漿 ALT、AST 的生化值與控制組相比，有明顯升高。投

與玉米油組與四氯化碳組相比，無明顯影響。四氯化碳誘導大鼠的
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albumin 生化值與控制組相比，則是明顯降低。投與玉米油組與四氯化

碳組相比，無明顯影響。 

二、 肝臟重量 

如圖十二所示，四氯化碳誘導大鼠的肝重量與控制組相比，有

明顯增加。合併玉米油組與四氯化碳組相比，並無明顯影響。 

三、 肝臟羥基脯胺酸含量 

四氯化碳誘導大鼠肝纖維化，肝臟羥基脯胺酸含量 (圖十三) 與

控制組相比，增加 115.3%，有明顯差異。合併投與玉米油組與四氯化

碳組相比，並無明顯影響。 

四、 肝臟脂質過氧化含量 

在肝臟脂質過氧化含量方面，如圖十四所示，四氯化碳組與控

制組相比，增加 297.1%，玉米油 2、10 m/kg 組比四氯化碳組分別高出

131.9% 和 248.1%。 

五、 肝臟三酸甘油酯含量 

在肝臟三酸甘油酯含量方面，如圖十五所示，四氯化碳組與控

制組相比，增加 43.8%，而玉米油 2、10 m/kg 組則比四氯化碳組分別

高出 71.4% 和 103.8%。 

六、 肝臟 protein carbonyl 含量 

在 protein carbonyl 含量(圖十六)，四氯化碳組與控制組相比，增

加 41.2%。玉米油 2、10 m/kg 組比四氯化碳組分別降低 52.1% 和

53.5%。 

七、 肝臟 8-iso-PGF2α含量 

肝臟 8-iso-PGF2α含量(圖十七)，四氯化碳組與控制組相比，增加

約 5 倍，而玉米油組高劑量組則比四氯化碳組高出 43.1%。 
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八、 肝臟 15-keto-PGF2α含量 

肝臟 15-keto-PGF2α含量(圖十八)，四氯化碳組與控制組相比，增

加 2.8 倍，而玉米油組的處理對此沒有影響。 

九、 肝臟組織 mRNA 表現 

肝臟組織的 mRNA 的量化結果，如表九所示，RT-PCR 分析顯

示四氯化碳組的 COX-2、collagen(α1)(I)、 TGF-β1、α-SMA 和 MAT2A 

表現分別高於控制組 220%、 210%、140%、 150% 和 210%。而玉米

油的合併投與不會影響這些基因的表現。 

肝臟 GPAT、UCP-2、CD36 的 mRNA 表現結果，如圖十九所

示。四氯化碳組的 GPAT mRNA 表現高於控制組 120%，合併玉米油 

(2、10 ml/kg) 之後，分別高出四氯化碳組 25% 和 66.7%。四氯化碳組

的 UCP-2 mRNA 表現，高於控制組 310%，合併玉米油之後，並沒有

明顯影響。四氯化碳的投與並沒有影響肝臟 CD36 mRNA 的表現。但

合併玉米油  (2、10 ml/kg)之後，則分別高於四氯化碳組  245% 和 

427%。  

十、 病理學結果 

如圖二十所示，圖二十左第一列為 H.E. 染色，經四氯化碳處理

的大鼠肝臟會呈現脂肪堆積、細胞壞死、廣泛的單核球浸潤。而在玉

米油合併投與後，明顯增加肝臟脂肪堆積的情形，但對細胞壞死的情

形卻沒有加重。纖維化之評估量化後結果，如表十所示。天狼星紅染

色可以幫助判斷纖維擴展和膠原蛋白聚集的程度，得知肝臟纖維化的

程度(圖二十左二列)。四氯化碳組的纖維化程度比控制組明顯嚴重，但

合併玉米油組則無顯著影響。可藉由免疫化學染色評估α-SMA 的表
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現，肝纖維化時，星狀細胞活化，使α-SMA 表現大量增加 (圖二十左

三列)。 

討論 

四氯化碳誘導肝纖維化模式下，玉米油的投與增加了脂質過氧

化產物、脂肪肝，但對四氯化碳所誘導的肝纖維化並不會加重。所

以，脂質過氧化產物不能全然反映肝臟損傷的程度。  

在篩選抗纖維化、抗氧化藥物的肝硬化實驗模式中，四氯化碳

誘發肝損傷會有大量脂質過氧化產物，可分為(一)自由基氧化路徑產物

是丙二醛(malondialdehyde, MDA) 和 8-iso-PGF2α，不需酵素輔助。(二)

發炎路徑產物是 15-keto-dihydro-PGF2α (15-keto-PGF2α)，需要經環氧化

酵素-2 (cycloxygenase-2, COX-2)作用產生，所以稱為酵素路徑81。因此

MDA、8-iso-PGF2α代表著氧化傷害產物，而 15-keto-PGF2α代表著發炎

路徑產物。給予四氯化碳會使酵素型發炎和非酵素型的自由基脂質過

氧化兩種路徑都活化202, 203。 

在本研究，肝臟的 MDA、8-iso-PGF2α 和 15-keto-PGF2α 濃度，

都會因為四氯化碳的投與而增加，支持了在四氯化碳的致傷害機轉

中，氧化壓力路徑和發炎路徑都會被活化的觀點。COX-2 mRNA 的基

因表現，也證實了四氯化碳的投與，會增加發炎路徑的活化。肝臟丙

二醛和 8-iso-PGF2α的濃度，會因玉米油和四氯化碳的合併投與而大幅

增加，但是對肝臟的 15-keto-PGF2α 和 COX-2 mRNA 的表現，卻沒有影

響。從以上結果得知，因四氯化碳傷害而活化的發炎反應，不會因為

玉米油的合併投與而增加。玉米油中有 62%是屬於多元長鏈不飽和脂

肪酸，因為含兩個以上雙鍵，易受自由基攻擊，也較容易產生脂質過
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氧化產物，此研究中偵測到合併玉米油組會有較高的脂質過化產物，

可能都只是自由基攻擊的產物，沒有影響發炎路徑的產物。 

蛋白質的自由基傷害偵測，可藉由 protein carbonyl 含量得知78。

protein carbonyl 含量會因為四氯化碳的投與而加重，此部分結果與其他

學者發表的相似204。但合併玉米油投與之後，四氯化碳誘導產生的

protein carbonyl 含量則明顯降低。這可能因為玉米油含有大量多元不飽

和脂肪酸，易受自由基攻擊，故而可以消耗大多數的自由基，因此減

少了自由基對蛋白質的傷害。 

與先前實驗相同，大鼠四氯化碳誘導肝纖維化，使肝臟羥基脯

胺酸含量和 collagen (α1)(I) mRNA 表現會明顯增加，但是合併玉米油

並未對肝臟羥基脯胺酸含量和 collagen (α1)(I) mRNA 表現造成影響。

從病理切片和天狼星紅結果，也證實了四氯化碳誘發肝纖維化的效

果，不受玉米油的影響。 

TGF-β1 為促纖維化細胞激素，會直接活化庫氏細胞及星狀細

胞，促使細胞外間質蛋白增生193, 194，肝纖維化病人及肝纖維化模式

中，常見 TGF-β1 基因表現增加195-197。肝臟纖維化的過程中，星狀細

胞被活化後，會促使膠原蛋白合成192。星狀細胞活化時，由靜止態轉

變為活化態，會分泌細胞骨架蛋白α-SMA192。四氯化碳會增加肝臟

TGF-β1 和 α-SMA mRNA 表現，但並不會因為玉米油同時投與而影

響。這些結果顯示，玉米油的同時投與不會惡化四氯化碳引發的肝纖

維化病程，雖然增加氧化壓力路徑的脂質過氧化產物，如 MDA 和 8-

iso-PGF2α，卻沒有增加發炎路徑和星狀細胞的活化。  
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文獻指出大鼠投與四氯化碳或玉米油，肝臟都會有大量的三酸

甘油酯聚集引發脂肪肝94, 205。三酸甘油酯合成的速率限制步驟是：以

lysophosphatidic acid 為材料，藉由 GPAT 進行 glycerol-3-phosphate 催

化而合成三酸甘油酯 39。GPAT 的過度表現會導致肝臟三酸甘油酯聚集

206。本研究中，四氯化碳引發的脂肪肝，有明顯大量的 GPAT mRNA 

表現。玉米油合併四氯化碳投與之後，肝臟 GPAT mRNA 明顯表現增

加，脂肪肝情形也較明顯。從病理組織染色的結果，也證實合併玉米

油組的脂肪肝較為嚴重。 

UCPs 家族蛋白質位於細胞粒線體上，主要負責 ATP 合成時的

質子轉換37。當因發炎反應、酒精性肝損傷或是脂肪酸大量進入，形成

脂肪肝時，UCP-2 蛋白會在肝細胞大量表現，會以細胞壞死形式促使

肝細胞死亡，以減少活性氧分子的傷害38, 207，也會降低過氧化氫的傷

害208。此研究中指出肝臟 UCP-2 mRNA 表現在四氯化碳組大量增加，

但玉米油的合併給與不會影響四氯化碳組的表現。顯示玉米油不會加

重四氯化碳組的細胞壞死程度。 

CD36 會與長鏈脂肪酸結合，具有轉運功能(transporter)40。CD36

通常大量表現於脂肪組織，主要負責傳送脂肪酸40。近年研究指出，當

肝臟出現大量長鏈不飽和脂肪酸或三酸甘油酯堆積，就會有大量 CD36

表現209, 210。此研究結果顯示，CD36 的表現在四氯化碳組與控制組相

比，沒有影響，但合併投與玉米油，會明顯增加肝臟 CD36 表現。顯

示 CD36 的表現不受四氯化碳傷害的影響，在脂肪油投與時才會增加表

現。 

這些結果顯示，影響四氯化碳和玉米油造成脂肪肝的相關基因

表現不同。UCP-2 以細胞壞死來減少活性氧分子的傷害，四氯化碳的
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UCP-2 大量表現，增加肝細胞壞死，因此無法代謝脂肪，導致脂肪肝

的發生。而合併玉米油組，可能是因為增加了脂肪油的攝取，CD36、

GPAT 表現上升，脂肪酸和三酸甘油酯大量積存於肝臟而導致脂肪肝。 

血液中的 ALT、AST 是肝損傷中常見的生化指標211。過去的研

究中，因四氯化碳引發的肝臟損傷，也會明顯的增加血漿中 ALT、

AST 的活性196。 玉米油合併四氯化碳投與的血漿 ALT、AST 的活性，

與四氯化碳組相比，並沒有影響。當肝臟受損會引發修復再生功能活

化212，因此而增加肝臟的重量。低白蛋白血症（hypoalbuminemia），

也是肝硬化病程中常見的症狀213。此研究中，在大鼠模式下四氯化碳

引發的肝纖維化，伴隨著肝臟腫大和低白蛋白血症。但這些症狀並未

因玉米油合併投與而加重。這些結果指出玉米油並未加重四氯化碳引

發的肝損傷。 

結論是，在本研究的動物實驗結果顯示，這些非酵素型的脂質

過氧化產物，並未引發星狀細胞活化，也未加重纖維化，可能是因為

沒有 COX-2 所媒介發炎路徑所致，此酵素路徑為肝纖維化病程發展的

主要機制。 
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Table 7. Primer sequences for PCR amplification. (corn oil + CCl4) 

mRNA Primer sequence Length (bp) 

collagen (α1)(I) Sense       5’ CGA CTA AGT TGG AGG GAA CGG TC3’ 319  

 Antisense 5’ TGG CAT GTT GCT AGG CAC GAC3’  

TGF-β1 Sense      5’ TAT AGC AAC AAT TCC TGG CG3’ 162  

 Antisense 5’ TGC TGT CAC AGG AGC AGT G 3’  

MAT1A Sense      5’ CGG TAG GAG AAG GGC ATC C3’ 270 

 Antisense 5’ GGG ACT GTT GCT CCA GAG CC 3’  

MAT2A Sense       5’ GCA TCT GCG CCC TCC GCA GT3’ 420  

 Antisense 5’ GTG ACT GTT GTT CCA AGG CA3’  

α- SMA Sense       5’ AAT GGC TGG CTT TAA TGC TT3’ 194  

 Antisense 5’ CAG GAC GAC AAT CGA CAA TC3’  

CD36 Sense       5’GGA GGC ATT CTC ATG CCG GTT GGA G3’ 348  

 Antisense 5’ TGA GAA CTG TGA AGT TGT CAT TCT C3’  

UCP-2 Sense        5’ TCG GAG ATA CCA GAG CAC TGT C’3 263  

 Antisense 5’ TCG TCT TGA CCA CAT CAA CGG G 3  

GPAT Sense       5’AGT GGC AGA GCA AGA TGA CCA G 3’ 251  

 Antisense 5’ TGT GGA CAA AGA TGG CAG CAG 3’  

GAPDH Sense       5’ TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA 3’ 76  

 Antisense 5’ CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA 3’  
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Table 8. Effect of Corn oil on the activities of plasma AST, ALT and 

albumin concentration in CCl4-treated rats.  

Treatments Doses  

(ml/kg) 

ALT 

(U/L) 

AST 

(U/L) 

Albumin 

(g/dL) 

Control - 41.4 ± 5.7 69.4 ± 10.7 3.8 ± 0.4 

CCl4 + H2O - 1782.7 ± 168.3## 2079.6 ± 798.5### 2.8 ± 0.3###

   + Corn oil  2 1246.7 ± 799.9 1439.4 ± 807.6 2.7 ± 0.3 

 10 1596.0 ± 864.1 1771.9 ± 903.8 3.0 ± 0.3 

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat blood was collected 

for activities of plasma AST, ALT and albumin concentration 

measure.Values are mean ± S.D. (n=10). ###P < 0.001 compared with control 

group. 
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Fig 12. Effect of corn oil on liver weight in CCl4-treated rats.  

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat liver was collected 

for liver weight measure. Values are mean ± S.D. (n=10). ### P < 0.001 

compared with control group. 
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Fig 13. Effect of corn oil on hepatic hydroxyproline in CCl4-treated rats. 

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat blood was collected 

for hepatic hydroxyroline measure. Values are mean ± S.D. (n=10). ###P < 

0.001 compared with control group.  
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Fig 14. Effect of corn oil on malondialdehyde in CCl4-treated rats.  

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat blood was collected 

for hepatic malondialdehyde measure. Values are mean ± S.D. (n=10). #P < 

0.05 compared with control group. **P < 0.01, *** P < 0.001 compared 

with CCl4 + H2O group. 
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Fig 15. Effect of corn oil on hepatic triglycerides (TGs) in CCl4-treated 

rats.  

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat blood was collected 

for hepatic triglyceride measure. Values are mean ± S.D. (n=10). #P < 0.05 

compared with control group. *P < 0.05, *** P < 0.001 compared with CCl4 

+ H2O group. 
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Fig 16. Effect of corn oil on hepatic protein carbonyl in CCl4-treated 

rats.  

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat blood was collected 

for hepatic protein carbonyl measure. Values are mean ± S.D. (n=10). #P < 

0.05 compared with control group. *** P < 0.001 compared with CCl4 + 

H2O group. 
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Fig 17. Effect of corn oil on hepatic 8-iso-PGF2α in CCl4-treated rats.  

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat blood was collected 

for hepatic 8-iso-PGF2α measure. Values are mean ± S.D. (n=10). ###P < 

0.001 compared with control group. ** P < 0.01 compared with CCl4 + H2O 

group. 
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Fig 18. Effect of corn oil on hepatic 15-keto-PGF2α in CCl4-treated rats.  

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat blood was collected 

for hepatic 15-keto-PGF2α measure. Values are mean ± S.D. (n=10). ##P < 

0.01 compared with control group. 
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Fig 19. Effects of corn oil on hepatic mRNA expression of CD36, UCP-2 

and GPAT in CCl4-treated rats. 

CNO = corn oil 

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat blood was collected 

for hepatic mRNA expression analysis.
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Table 9. Effect of corn oil on the hepatic mRNA expressions of COX-2, 

collagen (α1)(I), TGF-β1, α-SMA, MAT2A, GPAT, CD36 and UCP in 

CCl4-treated rats. 
mRNA      Control     CCl4 + 

H2O 

CCl4 + 

 CNO (2 ml/kg) 

CCl4 + 

 CNO (10 ml/kg) 

COX-2 1.0 ± 0.1 2.2 ± 0.6## 2.5 ± 0.2 2.5 ± 0.1 

Collagen (α1)(I) 1.0 ± 0.3 2.1 ± 0.6### 1.4 ± 1.1 1.6 ± 0.9 

TGF-β1 1.0 ± 0.3 1.4 ± 0.2## 1.2 ± 0.2 1.3 ± 0.3 

α-SMA 1.0 ± 0.1 1.5 ± 0.4# 1.5 ± 0.5 1.5 ± 0.3 

MAT2A 1.0 ± 0.2 2.1 ± 0.5###  1.9 ± 0.6 1.8 ± 0.2 

GPAT 1.0 ± 1.0 1.2 ± 1.2# 1.5 ± 0.3**  2.0 ± 0.2*** 

CD36 1.0 ± 0.2 2.2 ± 2.0 7.6 ± 4.7* 11.2 ± 3.7*** 

UCP-2 1.0 ± 0.7 2.8 ± 1.6## 2.6 ± 1.0 2.3 ± 1.0 

 

Liver fibrosis was induced by oral administration of 2 ml/kg CCl4 (20%) 

twice a week for 8 weeks. Animals received CCl4 with distilled water (10 

ml/kg, p.o., daily) or corn oil (2 and 10 ml/kg, p.o., daily) throughout the 

whole experimental period. After experimental, the rat blood was collected 

for hepatic mRNA expression analysis. All values are mean ± S.D. (n = 10). 
#P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 compared with control group; **P < 0.01, 

***P < 0.001 compared with CCl4 + H2O group. 

CNO=corn oil  
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Fig 20. Histology and immunochemistry for treatment with corn oil 

improved CCl4-treated rat liver.  

The 1st left hand column 1 were H.E. staining; the 2nd and 3rd left hand 

columns were Sirius red staining and α-SMA staining respectively.  

The first cell was a control group; the second cell was CCl4 + H2O group; 

the third cell was CCl4 + corn oil (2 ml/kg) group and the fourth cell were 

CCl4 + corn oil (10 ml/kg) group. 
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Table 10. Effect of corn oil on the fatty change score of CCl4-induced 

chronic liver damage in rats. 
Treatments 

              

 Doses 

(mL/kg) 

             Fatty changes                  

−      +    ++    +++    ++++     Average 

Control    - 10     0      0     0       0         0 

CCl4 +H2O    -  0      1     5     4       0        2.3 

CCl4 + Corn oil    2  0      1     4     3       2        2.6 

 10  0      1     2     3       6        3.4** 

Grade designation of the histological findings: (−) normal, (+)slight, 

(++)moderate, (+++)severe, (++++) very severe. Each value is the number of 

animals with grading changes. **P < 0.01 compared with the CCl4 group for 

fibrosis. 
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第五章 探討脂質過氧化產物對肝纖維化之影響 

前言 

肝纖維化及肝硬化的發展，源自於慢性的肝細胞受損後的修復

過程。肝纖維化的發展過程中，會大量增加自由基表現12。脂質過氧

化，一種自由基傷害後的產物， 長久以來被認為與慢性肝損傷、肝纖

維化有密切關聯12。一般認為肝纖維化發生時，肝細胞先受損，因而增

加脂質過氧化產物，活化庫氏細胞，釋出細胞激素，也使星狀細胞活

化，大量的 α-smooth muscle actin (α-SMA)和膠原蛋白表現192。但是，

脂質過氧化產物對於肝纖維化是否有直接的促進關係，仍是有爭議

的。 

在動物實驗證實魚油(屬於多元長鏈不飽和脂肪酸)，在四氯化碳

模式214，或在酒精誘導肝損傷模式113都不會加重傷害的誘導程度。根

據 Iritani 等人141發表，大鼠餵以玉米油，會增加脂質過氧化產物，但

未提及傷害的發生。 

在星狀細胞部分，多數學者認為脂質過氧化產物如丙二醛，4-

hydroxynonenal (4-HNE)和 F2-isoprostanes，會直接活化星狀細胞12, 83, 215-

217。但是，有相反的論點認為丙二醛(malondialdehyde, MDA)或 4-HNE 

並不會促使星狀細胞活化218，也指出 MDA 能使細胞週期停滯(arrest) 
219。 

從我們前一篇研究結果來看，玉米油合併四氯化碳使用時，會

產生大量的脂質過氧化產物，但並未加重大鼠的四氯化碳誘導肝損

傷，只加重了脂肪肝的情況。因此，脂質過氧化產物對肝纖維病程的

影響，仍需更近一步的釐清。本實驗的第一部分是動物實驗，目的是
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透過單獨給予玉米油或四氯化碳的時間點差異，能藉此了解不同來源

的脂質過氧化產物對肝纖維化的影響。第二部分是直接使用大鼠的肝

細胞和星狀細胞為實驗材料，加入 TGF-β1 和 MDA 等脂質過氧化產

物，藉此釐清脂質過氧化產物對細胞直接的影響。 

材料與方法 

一、 材料 

1. Sigma-Aldrich, USA：膠原蛋白分解酶  (Collagenase type IV) 、

CaCl2、triton X-100、DMSO、trypsin-EDTA、paraformaldehyde 

2. BioSource, USA：ApoTarget Annexin-V FITC Apoptosis 套組 

3. Promega, USA：MTS 試劑 

4. HyClone, USA：RPMI 培養液，L-15 培養液 

5. GeHealthcare, Sweden：percoll 

6. BD, USA：Titanium Taq polymerase kit 

7. Cambrex, USA：Sybr-Green nucleic acid stain 

二、 動物 

使用 Wistar 雄性大鼠，體重 250-300 公克，購自國家實驗動物

繁殖及研究中心。餵養環境維持 22 ± 3℃，相對溼度 55 ± 5％，光照為

12 小時亮 12 小時暗(早上七點亮，下午七點暗)的環境，自由飲水及攝

食。 

三、 四氯化碳及玉米油的給藥方式  

四氯化碳組大鼠誘導方式如第二章所述，將大鼠分為 3 組，每

週投與兩次四氯化碳，分別於開始投與四氯化碳後滿二、四、八週

時，將動物犧牲，犧牲方式如第二章所述。 
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玉米油組大鼠則分為 6 組，每天分別投予玉米油，劑量分別是 2 

ml/kg 或 10 ml/kg 體重，共 6 組，分別於開始投與四氯化碳後滿二、

四、八週時，將動物犧牲，犧牲方式如第二章所述。另有 3 組大鼠，

但只餵食一次水，於實驗開始進行之後滿二、四、八週時，將動物犧

牲，犧牲方式如第二章所述。 

四、 血液生化值檢驗 

血漿處理方式，如第三章所述。血液生化值測定項目包括

Alanine aminotransferase (ALT) 、 Aspartate aminotransferase (AST) 、

albumin、triglycerin。 

五、 肝中三酸甘油酯含量 

實驗步驟參考第二章所述。 

六、 肝臟脂質過氧化產物測定 

實驗步驟參考第二章所述。 

七、 肝臟中 8-iso-PGF2α 含量分析  

實驗步驟參考第四章所述。 

八、 肝臟中 15-keto-PGF2α含量偵測 

實驗步驟參考第四章所述。 

九、 肝臟羥基脯胺酸含量測定 

實驗步驟參考第二章所述。 

十、 肝中 protein carbonyl 含量測試 

實驗步驟參考第三章所述。 

十一、mRNA 表現分析 

RNA 萃取及 cDNA 合成如第二章所述。 
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半定量式 PCR (Real time PCR)：將 cDNA 稀釋 100 倍，將下列

材料: 取去離子水 17 μl、10X Titanium Taq PCR buffer 2.5μl、10 mM 

dNTP 1μl、Sybr-Green  (1: 1000）1μl、50X Titanium Taq polymerase 

0.5μl、引子 各 1μl、cDNA 1μl，混合均勻後，以 Rotor Gene 2000 

(Corbett Research) 進 行 反 應 及 並 以 軟 體 (Rotor Gene Real-time 

amplification system)分析之，分析方式如第二章所述。 

此部份分析基因為 Collagen (αI)(I), transforming growth factor-β1 

(TGF-β1), cyclooxygenase-2 (COX-2),  methionine adenosyltransferase 1A 

(MAT1A), methionine adenosyltransferase 2A (MAT2A)，所用引子列於表

十一。 

十二、 病理檢驗 

切片組織處理，如第二章所述，分為三種染色分別是蘇木青及

伊紅染色（Hematoxylin 和 Eosin stain） 及天狼星紅染色（Sirius Red 

stain），以便評估肝纖維化程度，以及 α-SMA 的免疫化學染色，藉以

評估星狀細胞活化程度。結果判讀如第二章所述。 

十三、 大鼠星狀細胞分離和培養 

分離星狀細胞之步驟，參考自 Mudra 和 Parkinson 發表以及 Froh

等人發表之方法220, 221，大鼠約 300 公克，以乙醚深度麻醉，75% 酒精

擦拭腹部，剪開腹部之後，將腸胃向右翻轉，找出肝門靜脈及下腔大

靜脈。以止血鉗將下腔大靜脈夾住，頭皮針插入肝門靜脈三分之一處

用止血鉗夾住，用灌流液 (成分為: 磷酸鹽緩衝液+葡萄糖+胎牛血清)充

分灌流，同時剪開心臟，讓灌流液流出。灌流約 200ml 後，使肝臟呈

現紅灰色，灌流時一邊按摩使血液及血球沖洗乾淨。之後加入膠原蛋

白酶及 CaCl2 灌流。將肝剪下，放置於 10 公分培養皿，將肝剪成小碎
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片，再倒入 100 ml 燒杯中，放到培養箱 37 ℃中，充分攪拌反應五分

鐘。取出用 100 號網篩過篩，懸浮液放入 50 ml 離心管，離心 100 g、3

分鐘、4℃，收集上清液後，沉澱物再加入 L-15 培養液混合均勻，離

心 100 g、3 分鐘、4℃。將上清液統一收集後，以 700 g 離心、7 分

鐘、4℃，沉澱物以 L-15 培養液均勻混合至 20 ml，和 50%、 25% 

percoll 分別依 1: 2: 2 比例順序加入 50 ml 離心管，以 1800 g、15 分

鐘、4℃，收集下層液體 20 ml，離心 650 g、7 分鐘、4℃，為星狀細

胞，計算細胞數目後，以 RPMI 培養液稀釋至適當濃度，即可分盤培

養。 

十四、細胞生長曲線分析 

細胞濃度為1 x 105 cell/ml，培養於96孔盤中，每孔加入100 μl含

細胞培養液，分別加入以培養液配製之藥物，每個時間點將含藥培養

液更換為不含藥之新鮮培養液，再加入MTS  [3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, 

tetrazolium salt]試劑，培養12小時，以分光光度計490 nm 讀取吸光值，

除以只加培養液之對照組，即可獲得細胞存活率。MTS試劑原理為

MTS是一種有機鹽染料，只和活細胞內具有活性的琥珀酸脫氫酶起反

應，生成紅紫色的 Formazan 顆粒，被還原 Formazan 的生成量與存活

細胞數成正比關係。因脫氫酶只存在於活細胞線粒體內，而不存在於

上清液中，故特異性極高。 

依照 Kharbanda 等人文獻222，TGF-β1 選用 1 ng/ml 的濃度，避免

星狀細胞過度活化，而無法觀察脂質過氧化產物是否會促進星狀細胞

活化。 
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星狀細胞的部份，實驗分二部份進行，第一組是為除對照組

外，全部均加入 TGF-β1 (1 ng/ml)，培養 24 小時後，分別加入

MDA(10-4~-7M)、8-iso-PGF2α (10-4~-7M)和 15-keto-PGF2α (10-4~-7M)，時

間點為 0，24，48，72 小時；第二組 TGF-β1 (1ng/ml)以及 MDA (10-4~-

7M)、8-iso-PGF2α (10-4~-7M) 和 15-keto-PGF2α (10-4~-7M)，分別加入細胞

中，時間點與第一組相同。 

十五、 以西方墨點法分析星狀細胞之 α-SMA 表現 

此部份實驗為取下初代培養星狀細胞 24 小時後進行，先加入

TGF-β1 (1 ng/ml)，培養 24 小時後，再分別加入 10-4M 的 MDA、8-iso-

PGF2α 及 15-keto-PGF2α，48 小時後收集細胞，進行以西方墨點法分析

星狀細胞之 α-SMA 表現。西方墨點法之步驟，如前所述。 

十六、 雷射掃描共軛焦分光光譜顯微鏡分析 

每格數量為 5 x 104 cell/ml 的細胞，培養於 24 well，內部放上滅

菌過之 13 mm 的圓形蓋玻片，24 小時後進行實驗，一組事先加入

TGF-β1 (1 ng/ml)，培養 24 小時後，另一組則不事先處理，再同時分別

加入 MDA、8-iso-PGF2α和 15-keto-PGF2α，濃度為 10-4和-7M，於第 48

小時，以 PBS 清洗 2 次，加入 4% paraformaldehyde 1 ml 固定，以

0.25% triton X-100/ 7.5% DMSO/ PBS 輕度振搖 10 分鐘，以 PBS 清洗 2

次，加入 1.5% BSA/PBS 1 小時，加入一級抗體 1：500 室溫下一小

時，以 PBS 清洗 2 次，加入具 FITC 螢光的二級抗體避光反應一小時，

利用 50% 甘油封片，即可進行觀察。 

十七、 Flow cytometry 偵測細胞早期的計畫性凋亡 

Annexin-V 為 35-36 kDa 大小的蛋白質，對細胞膜上磷脂醯絲胺

酸(phosphatidylserine) 有高度親和性，若細胞正值早期凋亡，細胞膜失
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去對稱性或完整性(membrane integrity)，Annexin-V 就會與磷脂醯絲胺

酸結合，只要將 Annexin-V 接上 FITC 螢光物質，即可以螢光偵測細胞

膜受損的早期凋亡。如果細胞已經死亡，propidium Iodine（PI）染劑會

進入細胞中，與核苷酸結合，亦可以螢光偵測得知。偵測螢光為流式

細胞儀雷射 488 nm 激發，FITC 為綠色螢光，PI 為紅色螢光。 

此實驗流程為取下初代培養星狀細胞 24 小時後進行，先加入

TGF-β1 (1 ng/ml)，培養 24 小時後，再分別加入濃度為  10-4M 的

MDA、8-iso-PGF2α及 15-keto-PGF2α，48 小時後進行此實驗。 

使用 ApoTarget Annexin-V FITC Apoptosis 套組進行實驗， 細胞

以 PBS 清洗二次後，加入 0.5 ml 0.1% trypsin-EDTA 置於 37℃，5 分鐘

後，輕拍培養皿底部，加入新鮮培養液以中和掉 trypsin 的作用。充份

混合細胞懸浮液，使細胞皆成為單一顆粒，以 PBS 清洗並離心 1000 

rpm 5 分鐘二次，使細胞懸浮於 Annexin-V 結合緩衝液中，並調整細胞

濃度為 2 x 106 個/ml，取 0.1 ml 細胞懸浮液，加入 5 μl Annexin-V 

FITC ，10 μl PI（50 μg/ml），避光室溫下 15 分鐘，以緩衝液將體積補

足為 0.5 ml，一小時內以 FACScan flow cytometer 分析。 

十八、 統計方法 

數據結果以平均值（mean）± 標準偏差（standard diviation; 

SD）表示，統計方法如前所述。以 P 值小於 0.05 表示在統計學上具有

顯著差異。 

 

 

 

 



 

   104

結果 

一、 血液中 ALT、AST 活性和 albumin 濃度 

血液中 ALT 酵素(圖二十一)、AST 酵素(圖二十二)和 albumin 含

量(圖二十三)，第二、四和八週四氯化碳誘導大鼠的血漿值與控制組相

比，有明顯差異，ALT 酵素分別上升 378.9%、1921.5%、4394.2%，

AST 酵素分別上升 272.3%、2088.9%、3093.5% 和 albumin 含量第八週

下降 22.2%，但給玉米油組並無明顯影響。 

二、 血液和肝臟中三酸甘油酯含量 

如圖二十四所示，四氯化碳誘導大鼠的三酸甘油酯含量與控制組

相比，在第二週及第四週，分別降低 60.8%、67.9%，於第八週則無影

響。玉米油組在第二、四週沒有影響，第八週上升 54.6%。 

如圖二十五所示，四氯化碳誘導大鼠的肝臟三酸甘油酯含量與控

制組相比，第二週沒有影響，在第四週及第八週，分別上升 25.5%、

32.0%。玉米油組肝臟中三酸甘油酯在第二、四、八週有明顯上升的情

形，分別上升 62.6%、29.0%、77.3%。 

三、 肝臟脂質過氧化含量 

在脂質過氧化含量方面，如圖二十六所示，四氯化碳組與控制

組相比，在第二、四、八週分別增加 69.4%、121.2%、115.4%。而玉

米油高劑量組在第四、八週則比控制組分別高出 103.0% 和 124.6%。 

四、 肝臟 8-iso-PGF2α含量 

在肝臟 8-iso-PGF2α含量方面，如圖二十七所示，四氯化碳組與

控制組相比，在第二、四、八週分別增加 441.4%、581.8%、512.8%。
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而玉米油組高劑量組與控制組相比，在第二、四、八週分別高出

230.2%、269.0% 和 443.1%。 

五、 肝臟 15-keto-PGF2α.含量 

在肝臟 15-keto-PGF2α含量方面，如圖二十八所示，四氯化碳組

與控制組相比，在第二、四、八週分別增 87.3%、220.5%、285.7%，

但給玉米油組對此並無明顯影響。 

六、 肝臟羥基脯胺酸含量 

肝臟羥基脯胺酸含量，如圖二十九所示，四氯化碳組與控制組

相比，有明顯差異，在第二、四、八週分別增加  19.2%、38.2%、

74.4%。玉米油組對此並無明顯影響。 

七、 肝臟 protein carbonyl 含量 

肝臟 protein carbonyl 含量，如圖三十所示，四氯化碳組與控制

組相比，有明顯差異，在第四、八週分別增加 30.6%、41.2%。玉米油

組對此並無明顯影響。 

八、 肝臟組織 mRNA 表現 

肝臟組織的 collagen(α1)(I) mRNA 表現結果，如圖三十一所示。

四氯化碳組的表現與控制組相比，在第二、四、八週分別增加 60%、

80%、110%，而玉米油的投與不會影響此基因的表現。 

肝臟組織的 TGF-β1 mRNA 表現結果，如圖三十二所示。四氯化

碳組的表現與控制組相比，在第二、四、八週都增加了 40%，而玉米

油的投與不會影響此基因的表現。 
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肝臟組織的 COX-2 mRNA 表現結果，如圖三十三所示。四氯化

碳組的表現與控制組相比，在第二、四、八週分別增加 20%、50%、

120%，而玉米油的投與不會影響。 

肝臟組織的 MAT1A mRNA 表現結果，如圖三十四所示。四氯化

碳組的表現與控制組相比，在第二、四、八週分別下降 20%、30%、

50%，玉米油的投與不會影響此基因的表現。 

肝臟組織的 MAT2A mRNA 表現結果，如圖三十五所示。四氯化

碳組的表現與控制組相比，在第四、八週分別增加 190%、110%，而

投與玉米油不會影響這些基因的表現。 

九、 病理學結果 

如圖三十六所示，左邊第一列為 H.E.染色，可以明顯觀察到經

四氯化碳處理的老鼠肝臟會呈現脂肪堆積、細胞壞死、廣泛的單核球

浸潤。而在玉米油單獨投與組，在第二週出現發炎細胞聚集的情形，

到第四和第八週有較明顯增加肝臟脂肪堆積的情形，但沒有細胞壞死

的情形。可藉由纖維擴展和膠原蛋白聚集判斷四氯化碳誘發的肝纖維

化程度，此可藉由天狼星紅染色印證。纖維化的結果，如圖三十六第

二列所示，四氯化碳組的纖維化程度比控制組明顯嚴重，但單獨投與

玉米油組，第二、第四週無明顯影響，但第八週有些微的細絲般纖維

化出現。肝纖維化時，星狀細胞活化，使α-SMA 表現大量增加，增加

纖維化程度，此可藉由免疫化學染色評估。四氯化碳組α-SMA 表現明

顯高於控制組。而單獨投與玉米油組，則無變化，顯示玉米油的投與

並未引發星狀細胞活化。 
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十、 初代培養星狀細胞之細胞存活率評估 

1. TGF-β1 預先處理組 

星狀細胞先以 TGF-β1 (1ng/ml)處理 24 小時之後，分別加入 10 -

4~-7 M 的 MDA、8-iso-PGF2α 和 15-keto-PGF2α。TGF-β1 細胞存活率與

控制組相比降低約 12~14%。 

MDA 對 TGF-β1 處理過星狀細胞的影響，如圖三十七所示，

MDA 加入後 24 小時，濃度 10 -4,-5 M 細胞存活率與 TGF-β1 組相比降低

39.9%、28%，而濃度 10 -6, -7 M 則無明顯影響。第 48 小時濃度 10 -4,-5 

M 細胞存活率與 TGF-β1 組相比降低 45.6%、36.6%，而濃度 10 -6, -7 M 

則無明顯影響。第 72 小時濃度 10 -4,-5 M 細胞存活率與 TGF-β1 組相比

降低 47.5%、41.6%，而濃度 10 -6, -7 M 則無明顯影響。 

8-iso-PGF2α 對 TGF-β1 處理過星狀細胞的影響，如圖三十八所

示，8-iso-PGF2α加入後 24 小時，濃度 10 -4,-5 M 細胞存活率與 TGF-β1

組相比降低 22.8%、20.6%，而濃度 10 -6, -7 M 則無明顯影響。第 48 小

時濃度 10 -4,-5 M 細胞存活率與 TGF-β1 組相比降低 27.9%、25.4%，而

濃度 10 -6, -7 M 則無明顯影響。第 72 小時濃度 10 -4,-5 M 細胞存活率與

TGF-β1 組相比降低 41.8%、39.2%，而濃度 10 -6, -7 M 則無明顯影響。 

15-keto-PGF2α對 TGF-β1 處理過星狀細胞的影響，如圖三十九所

示，15-keto-PGF2α加入後 24 小時，濃度 10 -4,-5 M 細胞存活率與 TGF-

β1 組相比降低 26.7%、25.2%，而濃度 10 -6, -7 M 則無明顯影響。第 48

小時濃度 10 -4,-5 M 細胞存活率與 TGF-β1 組相比降低 30.6%、28.4%，

而濃度 10 -6, -7 M 則無明顯影響。第 72 小時濃度 10 -4,-5 M 細胞存活率

與 TGF-β1 組相比降低 41.4%、30.4%，而濃度 10 -6, -7 M 則無明顯影

響。 
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2. TGF-β1、MDA、 8-iso-PGF2α、15-keto-PGF2α個別處理組 

星狀細胞加入 TGF-β1 (1ng/ml)處理後，在第 24、48、72 小時之

細胞存活率與控制組相比降低約 10~15%。 

MDA 對星狀細胞的影響，如圖四十所示，MDA 加入後 24 小

時，濃度 10 -4 M 細胞存活率與 TGF-β1 組相比降低 17.8%，而濃度 10 -

5~ -7 M 則無明顯影響。第 48 小時濃度 10 -4 M 細胞存活率與 TGF-β1 組

相比降低 21.9%，而濃度 10 -5~ -7 M 則無明顯影響。第 72 小時濃度 10 -

4,-5 M 細胞存活率與 TGF-β1 組相比降低 32.6%、29.1%，而濃度 10 -6, -7 

M 則無明顯影響。 

8-iso-PGF2α 對星狀細胞的影響，如圖四十一所示，8-iso-PGF2α

加入後 24 小時，濃度 10 -4 M 細胞存活率與 TGF-β1 組相比降低 18%，

而濃度 10 -5~ -7 M 則無明顯影響。第 48 小時濃度 10 -4 M 細胞存活率與

TGF-β1 組相比降低 22.3%，而濃度 10 -5~ -7 M 則無明顯影響。第 72 小

時濃度 10 -4,-5 M 細胞存活率與 TGF-β1 組相比降低 26.5%、23.7%，而

濃度 10 -6, -7 M 則無明顯影響。 

15-keto-PGF2α 對星狀細胞的影響，如圖四十二所示，15-keto-

PGF2α加入後 24 小時，濃度 10 -4 M 細胞存活率與 TGF-β1 組相比降低

17.9%，而濃度 10 -5~ -7 M 則無明顯影響。第 48 小時濃度 10 -4 M 細胞

存活率與 TGF-β1 組相比降低 21.9%，而濃度 10 -5~ -7 M 則無明顯影

響。第 72 小時濃度 10 -4 M 細胞存活率與 TGF-β1 組相比降低 25.4%，

而濃度 10 -5~ -7 M 則無明顯影響。 

此部分結果顯示，TGF-β1 對星狀細胞傷害性不大，脂質過氧化

產物: MDA、 8-iso-PGF2α、15-keto-PGF2α，對未經 TGF-β1 處理之星狀
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細胞的影響較小。但對於先以 TGF-β1 處理 24 小時之星狀細胞，以

MDA 影響最大，8-iso-PGF2α、15-keto-PGF2α次之。 

十一、 以西方墨點法分析星狀細胞之 α-SMA 表現 

如圖四十三所示，星狀細胞以 TGF-β1 處理 24 小時後，加入濃

度為 10-4M 的 MDA、8-iso-PGF2α、15-keto-PGF2α 處理 48 小時後，分析

α-SMA 的表現。TGF-β1 表現明顯高於控制組。MDA、8-iso-PGF2α 和

15-keto-PGF2α表現，對星狀細胞的 α-SMA 的表現無明顯影響。 

十二、 初代培養星狀細胞之雷射掃描共軛焦分光光譜顯微鏡評估 

選擇第 48 小時的初代培養星狀細胞 TGF-β1 (1 ng/ml)預先處理

24 小時，MDA (10 -4M)、8-iso-PGF2α (10 -4M)、15-keto-PGF2α (10 -4M)處

理 48 小時之後，結果如圖四十四所示， 圖 A 為對照組，圖 B 為單獨

給予 TGF-β1 (1 ng/ml)刺激，圖 F 為單獨給予 TGF-β1 (100 ng/ml)刺

激，圖 G 為單獨給予 TGF-β1 (10 ng/ml)刺激，圖 G 上方所附小圖為星

狀細胞因含有維他命 A 而特有的自體螢光，圖 C、D、E 為 MDA (10 -

4M)、8-iso-PGF2α (10 -4M)、15-keto-PGF2α (10 -4M)單獨處理之星狀細

胞，可以見到星狀細胞並無明顯活化之影響，也未見明顯之細胞死亡

情形。 

圖 H、I、J 分別為 TGF-β1 處理 24 小時後，加入濃度為 10-4M 

的 MDA、8-iso-PGF2α、15-keto-PGF2α 處理 48 小時之星狀細胞。 MDA

組有明顯的細胞受損情況，但未有明顯活化的情形。8-iso-PGF2α 的結

果，可以看到些微細胞受損，亦未見星狀細胞活化之情形。15-keto-

PGF2α 之結果，可以看到細胞雖有受損，但存活的細胞有稍微增加活化

趨勢。 
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十三、 初代培養星狀細胞之早期細胞凋亡評估 

比較初代培養星狀細胞 TGF-β1 (1 ng/ml)預先處理 24 小時或不

預先以 TGF-β1 處理，分別加入濃度為 10-4M 為 MDA、8-iso-PGF2α、

15-keto-PGF2α 處理之後的分析結果，結果如圖四十五所示，圖四十六

則是以統計圖表示之結果，左半部為預先以 TGF-β1 處理，右半部為不

預先以 TGF-β1 處理。 

此部分結果顯示出預先以 TGF-β1 處理後的星狀細胞，加入脂質

過氧化產物 MDA 之後，會增加其早期凋亡現象，8-iso-PGF2α、15-

keto-PGF2α 的表現也有稍稍增加，但無明顯影響。而不以 TGF-β1 預先

處理的星狀細胞，脂質過氧化產物的影響明顯減弱。 

討論 

本實驗動物實驗的結果，證實四氯化碳會造成大鼠肝臟傷害，

傷害指標如血液生化值、膠原蛋白含量、星狀細胞活化、脂質過氧化

產物等表現都會增加，組織學的變化如肝臟組織纖維化、脂肪肝也非

常明顯。而玉米油的投與，除了脂肪肝和非經酵素型的脂質過氧化產

物如丙二醛，8-iso-PGF2α 以外，其他特徵均無明顯表現，也不會造成

肝纖維化或肝硬化。 

長久以來認為四氯化碳誘發肝纖維化過程中，會偵測到較高的

脂質過氧化產物，因此篩選治療肝纖維化藥物及抗氧化藥物時，都以

是否具有降低脂質過氧化的作用為依據94。四氯化碳誘導模式下，會有

酵素型脂質過氧化產物，如 15-keto-PGF2α，和非酵素型的脂質過氧化

產物，如 MDA、8-iso-PGF2α的表現202, 203。我們的實驗結果證實此項論

點，在四氯化碳誘導大鼠的肝臟中 MDA、8-iso-PGF2α、15-keto-PGF2α
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濃度都很高，所以四氯化碳誘導肝損傷，會引發氧化傷害和發炎路徑

的活化。發炎路徑的活化，可以從 COX-2 mRNA 的 q-PCR 分析結果得

到印證。  

但是，玉米油只增加了肝臟 MDA 和 8-iso-PGF2α 的濃度，肝臟 

15-keto-PGF2α 和 COX-2 mRNA 發炎基因的表現，卻都沒有影響。 顯

示玉米油只產生了非酵素型的脂質過氧化產物，沒有引起發炎路徑的

活化。 

先前的實驗也證實，四氯化碳的傷害，會造成 protein carbonyl

損傷204。本實驗結果，四氯化碳組有蛋白質氧化產物產生，單獨給予

玉米油組卻沒有影響。玉米油雖引起的過高脂質過氧化產物，但並沒

有增加自由基的量，以致蛋白質沒有受損。 

四氯化碳誘導肝纖維化時，肝臟羥基脯胺酸和 collagen (α1)(I) 

mRNA 會大量表現。單獨給予玉米油卻沒有增加膠原蛋白或是基因的

表現。病理組織染色，並未觀察到有組織病變之情況。天狼星紅的染

色，雖然在第 8 週的結果中，有些非常細的纖維出現，但仍屬正常範

圍之中。因此，此部分結果證實了因玉米油而產生的過高脂質過氧化

產物，肝臟並不會出現纖維化的情形。 

 肝臟星狀細胞是肝纖維化中促使膠原蛋白合成的主要細胞192。

星狀細胞活化時，型態會發生改變，大量表現細胞骨架蛋白 α-SMA 
192。TGF-β1 是最重要的促纖維化細胞激素，會活化星狀細胞192。TGF-

β1 基因表現和 α-SMA 免疫化學染色之結果顯示，四氯化碳組會隨著時

間增加而增加星狀細胞的活化。玉米油組不會影響星狀細胞的活化。 
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MAT1A 會在正常肝臟組織表現31。當肝臟受損時，MAT1A 表現

會下降，而 MAT2A 表現會被啟動27。四氯化碳組的 MAT1A 表現會明顯

下降，MAT2A 表現則會上升。但玉米油組對 MAT1A 和 MAT2A 的表現

沒有影響，顯示沒有肝損傷的發生。 

由以上實驗結果，可以合理推測玉米油組較高的 MDA 和 8-iso-

PGF2α產物，是因為所含多元長鏈不飽和脂肪酸受肝臟內正常產生之自

由基攻擊所致，這些脂質過氧化產物不會對肝臟造成損傷，也未引發

星狀細胞的活化。 

由肝臟三酸甘油酯含量的結果可推知，投與玉米油會對肝臟造

成脂肪肝之情形，由前章玉米油合併四氯化碳的結果相似，玉米油和

四氯化碳造成脂肪肝的機制不同。玉米油組只是單純因大量油脂堆積

造成，而四氯化碳是因為肝臟受損，無法發揮正常代謝油脂功能所

致。脂質過氧化產物是否能直接活化星狀細胞，引起肝纖維化，一直

有爭議存在。一些細胞實驗的結果指出，脂質過氧化產物如 MDA 和 8-

iso-PGF2α，能直接活化星狀細胞83, 223, 224。 

因此更進一步分析 TGF-β1、MDA、8-iso-PGF2α 和 15-keto-

PGF2α對星狀細胞的影響。星狀細胞在 TGF-β1 給藥之後，與控制組相

比，會造成細胞生長曲線下降約 10-15%， 影響並不大。合併 MDA、

8-iso-PGF2α 和 15-keto-PGF2α時，對未活化的星狀細胞影響較小，但對

在 TGF-β1(1 ng/ml)刺激下的輕微活化後星狀細胞，MDA、8-iso-PGF2α 

和 15-keto-PGF2α等脂質過氧化產物，細胞生長曲線下降，以 MDA 最

為明顯，8-iso-PGF2α 和 15-keto-PGF2α次之。顯示脂質過氧化產物，的

確會使輕微活化的星狀細胞生長曲線下降。 
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以 TGF-β1(1 ng/ml)刺激輕微活化後的星狀細胞，加入 MDA、8-

iso-PGF2α 和 15-keto-PGF2α 後，分析這些脂質過氧化產物對 α-SMA 表

現，結果顯示，脂質過氧化產物，對 α-SMA 表現沒有影響，並不會促

使星狀細胞進一步活化。偵測細胞早期凋亡的結果，MDA 組有較明顯

的出現細胞早期凋亡的情形，8-iso-PGF2α 和 15-keto-PGF2α的組別，沒

有明顯影響。 

雷射掃描共軛焦分光光譜顯微鏡下，也觀察到脂質過氧化產物

不會刺激星狀細胞活化，不管是輕微活化或是沒有活化的星狀細胞。

但是，MDA 組有明顯的出現細胞破損死亡的情形，8-iso-PGF2α 和 15-

keto-PGF2α的組別，則是對細胞沒有明顯的損傷。此項結果顯示，脂質

過氧化產物不會使星狀細胞活化，可能是因為脂質過氧化產物會促使

星狀細胞死亡。 

Yang 等人發表，脂質過氧化產物是造成細胞凋亡的輔助因子

225。活性氧分子能直接透過脂質過氧化過程，而破壞細胞膜，以及使

粒線體失去功能，進而使細胞受損226。顯示脂質過氧化產物的確會對

星狀細胞產生傷害。 

Olynyk 學者指出 MDA 不會增加 α-SMA 的表現，不會直接引起

星狀細胞活化218。另外，Comporti 等人所發表 8-iso-PGF2α 只會在 10-8

至-10 M 促使星狀細胞活化，但 8-iso-PGF2α更高或更低的濃度並不會對

星狀細胞產生影響83。 

由本實驗的結果得知，脂質過氧化產物不會直接活化星狀細

胞，反而是受脂質過氧化產物影響，而有細胞凋亡現象。若在肝纖維
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化情況下，雖會造成較多肝細胞死亡，但因活化態星狀細胞也因此而

受損，所以整體而言並不會加重肝纖維化情況。 

對正常生理狀態而言，過多脂質過氧化產物，雖不會使星狀細

胞活化，但會造成細胞的凋亡，卻因為並沒有其他傷害造成更多的活

性氧分子，加重傷害的情況，因此過多脂質過氧化產物造成的細胞受

損，會被身體自我修復。 

所以，導致纖維化的是：活性氧分子破壞肝細胞，釋出細胞激

素，如 TGF-β1，使星狀細胞活化而加速纖維化進行。在此同時，破壞

肝臟細胞的細胞膜而產生的脂質過氧化產物也會被釋出。因此，偵測

肝纖維化的同時，才會伴隨著高的脂質過氧化產物。 

結論是脂質過氧化產物，如 MDA、8-iso-PGF2α 和 15-keto-PGF2α

等脂質過氧化產物，不會直接引起星狀細胞活化。 
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Table 11. Primer sequences for PCR amplification. (corn oil and / or 

CCl4) 

mRNA Primer sequence Length 

(bp) 

collagen (α1)(I) Sense    5’ CGA CTA AGT TGG AGG GAA CGG TC3’ 319  

 Antisense 5’ TGG CAT GTT GCT AGG CAC GAC3’  

TGF-β1 Sense    5’ TAT AGC AAC AAT TCC TGG CG3’ 162  

 Antisense 5’ TGC TGT CAC AGG AGC AGT G 3’  

COX-2 Sense    5’CATAGCAACAAAAGAGTCC3’ 224 

 Antisense 5’ AAGAAGCCCACTGATACC3’  

MAT1A Sense    5’ CGG TAG GAG AAG GGC ATC C3’ 270 

 Antisense 5’ GGG ACT GTT GCT CCA GAG CC 3’  

MAT2A Sense    5’ GCA TCT GCG CCC TCC GCA GT3’ 420  

 Antisense 5’ GTG ACT GTT GTT CCA AGG CA3’  

GAPDH Sense    5’ TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA 3’ 76  

 Antisense 5’ CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA 3’  
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Fig 21. Effect of corn oil and / or CCl4 on ALT activities in rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. ***P < 

0.001 compared with control group. 
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Fig 22. Effect of corn oil and / or CCl4 on AST activities in rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. ***P < 

0.001 compared with control group. 
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Fig 23. Effect of corn oil and / or CCl4 on albumin in rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The valuess are expressed as mean ± 

S.D.. The one time point data were compared with relative control group. 

***P < 0.001 compared with control group. 
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Fig 24. Effect of corn oil and / or CCl4 on plasma triglyceride in rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. * P < 

0.05 compared with control group. 
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Fig 25. Effect of corn oil and / or CCl4 on hepatic triglyceride in rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. * P < 

0.05, ** P < 0.01 compared with control group. 
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Fig 26. Effect of corn oil and / or CCl4 on malondialdehyde in rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. * P < 

0.05, ***P < 0.001compared with control group. 
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Fig 27. The biologic effect of 8-iso-PGF2α on corn oil and / or CCl4 

treated rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. ** P < 

0.01, ***P < 0.001 compared with control group. 
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Fig 28. The biologic effect of 15-keto-PGF2α on corn oil and / or CCl4 

treated rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. ***P < 

0.001 compared with control group. 
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Fig 29. Effect of corn oil and / or CCl4 on hydroxypoline in rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. * P < 

0.05, ** P < 0.01, ***P < 0.001 compared with control group. 
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Fig 30. Effect of corn oil and / or CCl4 on protein carbonyl in rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. * P 

<0.05 compared with control group. 
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Fig 31. The collagen(αI)I mRNA expression of corn oil and / or CCl4 in 

rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. * P < 

0.05, ** P < 0.01, ***P < 0.001 compared with control group. 
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Fig 32. The TGF-β1 mRNA expression of corn oil and / or CCl4 in rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. ** P < 

0.01, ***P < 0.001 compared with control group. 
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Fig 33. The COX-2 mRNA expression of corn oil and / or CCl4 in rats.  

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. ***P < 

0.001 compared with control group. 
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Fig 34. The MAT1A mRNA expression of corn oil and / or CCl4 in rats. 

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The values are expressed as mean ± S.D.. 

The one time point data were compared with relative control group. *P < 

0.05, ** P < 0.01 compared with control group. 
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Fig 35. The MAT2A mRNA expression of corn oil and / or CCl4 in rats. 

The carbon tetrachloride or corn oil was orally administered to rats and the 

three time points were week 2, 4, 8. The valuess are expressed as mean ± 

S.D.. The one time point data were compared with relative control group. 

***P < 0.001 compared with control group. 
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Fig 36. The histology and immunochemistry staining result of corn oil 

and / or CCl4 treated rat liver.  

The 1 left column were H.E. staining; the 2 left column were sirius red 

staining; and according α-SMA staining.  

The according cells were the control group, week 2 CCl4, week 4 CCl4, week 

8 CCl4 , week 2 corn oil (10 ml/kg), week 4 corn oil (10 ml/kg) group, and 

week 8 corn oil (10 ml/kg). 
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Fig 37. Effect of MDA on primary HSC viability induced by TGF-β1.  

The cells were pretreated with TGF-β1 (1 ng/ml) initially for 24 hr. After 

pretreatment MDA (10-4, 10-5, 10-6, 10-7M) were added separately for 24, 48, 

72 hr. The valuess are expressed as mean ± S.D.. #P <0.05, ##P < 0.01, ###P < 

0.001 compared with control group at the same time period. **P < 0.01, 

***P < 0.001 compared with TGF-β1 group at the same time period.
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Fig 38. Effect of 8-iso-PGF2α on primary HSC viability induced by TGF-

β1.  

The cells were pretreated with TGF-β1 (1 ng/ml) initially for 24 hr. After 

pretreatment 8-iso-PGF2α (10-4, 10-5, 10-6, 10-7M) were added separately for 

24, 48, 72 hr. The valuess are expressed as mean ± S.D.. The one time point 

data were compared with relative control group. ###P < 0.001 compared with 

control group at the same time period. **P < 0.01, ***P < 0.001 compared 

with TGF-β1 group at the same time period.
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Fig 39. Effect of 15-keto-PGF2α on primary HSC viability induced by 

TGF-β1.  

The cells were pretreated with TGF-β1 (1 ng/ml) initially for 24 hr. After 

pretreatment 15-keto-PGF2α (10-4, 10-5, 10-6, 10-7M) were added separately 

for 24, 48, 72 hr. The valuess are expressed as mean ± S.D.. #P < 0.05, ##P < 

0.01, ###P < 0.001 compared with control group at the same time period. **P 

< 0.01, ***P < 0.001 compared with TGF-β1 group at the same time period. 
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Fig 40. Effect of TGF-β1 or MDA on primary HSC viability.  

The cells were treated with TGF-β1 (1 ng/ml) or MDA (10-4, 10-5, 10-6, 10-

7M) were added separately for 24, 48, 72 hr. The valuess are expressed as 

mean ± S.D.. ### P < 0.001 compared with control group at the same time 

period. * P < 0.05, **P < 0.01 compared with TGF-β1 group at the same 

time period. 
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Fig 41. Effect of TGF-β1 or 8-iso-PGF2α on primary HSC viability.  

 The cells were treated with TGF-β1 (1 ng/ml) or 8-iso-PGF2α(10-4, 10-5, 10-6, 

10-7M) were added separately for 24, 48, 72 hr. The valuess are expressed as 

mean ± S.D.. ###P < 0.001 compared with control group at the same time 

period. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with TGF-β1 group at the same 

time period. 
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Fig 42. Effect of TGF-β1 or 15-keto-PGF2α on primary HSC viability.   

The cells were treated with TGF-β1 (1 ng/ml) or 15-keto-PGF2α (10-4, 10-5, 

10-6, 10-7M) were added separately for 24, 48, 72 hr. The valuess are 

expressed as mean ± S.D..###P < 0.001 compared with control group at the 

same time period. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with TGF-β1 group at 

the same time period.
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Fig 43. The Western blot result of α–SMA expression of primary 

hepatic stellate cells.  

The cells were pretreated with TGF-β1 (1 ng/ml) initially for 24 hr. After 

pretreatment MDA, 8-iso-PGF2α, 15-keto-PGF2α (10-4M) were added 

separately for 48 hr. The valuess are expressed as mean ± S.D.. ##P < 0.001 

compared with control group. 
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Fig 44. The confocal result of primary hepatic stellate cells.   

A: control group. B: TGF-β1 1 ng/ml treated 48 hr. 

C, D, E: MDA, 8-iso-PGF2α, 15-keto-PGF2α (100 μM) treated.  

F: fully active phenomenon of HSC.  

G: TGF-β1 10 ng/ml treated 48 hr and the contracted slide picture above is 

indicative of the autofluorescence distinction feature of HSC. 

H, I, J: TGF-β1 (1 ng/ml) pretreated 24 hr, after MDA, 8-iso-PGF2α, 15-

keto-PGF2α (100 μM) were added separately for 48 hr. 
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Fig 45. The Annexin-V staining for primary early apoptosis in hepatic 

stellate cell.  

The percentage of annexin-V positive cells, resembling the apoptotic faction.  

A: control group. B: TGF-β1 1 ng/ml treated 48 hr. 

C, D, E: MDA, 8-iso-PGF2α, 15-keto-PGF2α (100 μM) treated.  

F, G, H: TGF-β1 (1 ng/ml) pretreated 24 hr, after MDA, 8-iso-PGF2α, 15-

keto-PGF2α (100 μM) were added separately for 48 hr. 
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Fig 46. The Annexin-V stsining for primary hepatic stellate cell early 

apoptosis. The left side cells were pretreated with TGF-β1 (1 ng/ml) initially 

for 24 hr. After pretreatment MDA, 8-iso-PGF2α, 15-keto-PGF2α (10-4M) were 

added separately for 48 hr. The right side cells were treated with MDA, 8-iso-

PGF2α, 15-keto-PGF2α (10-4M) were added separately for 48 hr. The valuess are 

expressed as mean ± S.D.. ***P < 0.001 compared with TGF-β1 group.
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第六章 台灣金線連(Anoectochilus formosanus)之護肝作用評估 

前言 

台灣金線連(Anoectochilus formosanus)，屬於蘭科(Orchidaceae)

金線連屬(Anoectochilus)，為一重要的台灣原生植物，其植物特徵為葉

上有明顯中肋脈並鋪滿金色網狀支脈，葉呈綠中兼具金黃色，故名為

金線連116。台灣金線連的主要成分水分佔約 87%以外，含有配醣體金

線連醣(kinsenoside)157。 

台 灣 金 線 連 的 水 粗 抽 出 物 ， 在 過 去 研 究 中 ， 顯 示 在

acetaminophen227、thioacetimide228、二甲基亞硝胺(dimethylnitrosamine) 
163 或四氯化碳163, 164等動物誘導肝傷害模式下，均有明顯降低肝傷害之

效果。 

台灣金線連粗萃物能降低四氯化碳及 acetaminophen 引起之大鼠

急性肝炎162。本實驗室的研究也指出台灣金線連水萃物改善四氯化碳

和二甲基亞硝胺引起的慢性肝炎163, 164。在四氯化碳誘導肝損傷模式的

實驗，證實金線連醣為主要保肝的有效成分165。 

本研究中，我們以含有金線連醣成分的台灣金線連有效分劃(A. 

formosanuse effective fraction，AFEF) ，以小鼠誘導四氯化碳肝纖維化

模式評估其護肝功效。 

材料與方法 

一、 AFEF 材料製備 

台灣金線連購自有容農場(埔里，台灣)栽植之鮮品， 以去離子

水充分萃取，水萃液再經有機溶媒萃取，水溶部分經減壓濃縮至適當

濃度後，此水層萃取物稱為 AFEF，儲存於-30℃備用。使用前以去離
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子水調配至適當濃度即可。AFEF 抽出率約 3 %。以高效能液相層析法

確認 AFEF 中含有 kinsenoside 約 180 mg/g 165。 

二、 動物 

實驗動物使用 ICR 雄性小鼠，購自國家實驗動物繁殖及研究中

心。餵養環境維持 22 ± 3℃，相對溼度 55 ± 5％，光照為 12 小時亮

12 小時暗(早上七點亮，下午七點暗)的環境，自由飲水及攝食。 

三、 四氯化碳誘導之慢性肝毒性 

小鼠每週兩次經口服投與四氯化碳，劑量為 0.1 ml/10g 體重，四

氯化碳以橄欖油稀釋為 5% (v/v) ，一週給兩次，持續 9 週。當小鼠體

重約 26-30 g 時， 開始進行實驗 ，將小鼠分成四個組別，其中三組均

以四氯化碳誘導肝纖維化，三組中的兩組每天分別投予 AFEF (0.5 和

1.0 g/kg 體重，口服，每天)。第三組投予一次水，另外，第四組不投與

四氯化碳，只投與一次水。每週秤體重一次，以作為給予實驗物質之

依據。四氯化碳與實驗物質投予時間，相隔 5 小時以上。 

四氯化碳給予滿 3、6 週時，自小鼠後眼窩血管叢採血，進行生

化值分析。滿九週犧牲時，血液和肝臟處理方式如第二章所示。 

四、 肝功能分析 

血 液 處 理 方 式 如 第 三 章 所 述 ， 測 定 項 目 為 alanine 

aminotransferase (ALT)。 

五、 肝臟羥基脯胺酸含量分析 

測定方式如第二章所述。 
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六、 肝臟脂質過氧化產物及蛋白質含量分析 

測定方式如第二章所述。 

七、 RNA 萃取以及 mRNA 表現分析 (real-time quantitative reverse 

transcriptase- polymerase chain reactions, RT-qPCR)  

實驗方式如第五章所述，本實驗主要的分析基因為 MAT1A 

(methionine adenosyltransferase 1A), collagen (α1)(I) 和  TGF-β1 

(transforming growth factor-β1)，使用的引子列於表十二。  

八、病理檢驗 

病理組織處理如第二章所述。進行蘇木青及伊紅染色及天狼星

紅染色，以便評估肝纖維化程度。 

九、 統計方法 

數據結果以平均值（mean）± 標準偏差（standard diviation; 

SD）表示。分析方式如前所述，以 P 值小於 0.05 表示在統計學上具有

顯著差異。 

結果 

一、血漿 ALT 活性分析 

 如表十三所示，四氯化碳開始投與後，滿三、六、九週的小鼠

之血漿 ALT 活性， 均明顯高於控制組。AFEF 組(0.5、1.0 g/kg)均能降

低因四氯化碳而增加的 ALT 活性。  

二、 肝臟羥基脯胺酸及脂質過氧化、蛋白質含量 

如表十四所示，小鼠以四氯化碳誘發肝損傷時，肝臟羥基脯胺

酸及脂質過氧化，與控制組相比，分別明顯增加了 40.9 %和 30.6 % 。

給予 AFEF 高劑量組 (1.0 g/kg) 與四氯化碳組相比，分別降低了 20.1 % 
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和 17.0 %。  

三、 肝組織中基因 mRNA 表現結果分析 

MAT1A、collagen (α1)(I) 和 TGF-β1 的 RT-qPCR 結果，如圖四

十七-A。MAT1A，collagen(α1)(I)和 TGF-β1 量化後結果，如圖四十七-

B 所示。四氯化碳組的 MAT1A 基因表現較對照組低，但給予 AFEF 1 

g/kg 組則是明顯回升。collagen I 和 TGF-β1 mRNA 在四氯化碳組表現

則是明顯增加，投與 AFEF 高劑量組則是可以明顯降低因四氯化碳而

增加的表現。 

四、 病理切片結果分析 

四氯化碳組的切片染色結果顯示於中央靜脈區有明顯的細胞壞

死，廣泛的發炎浸潤表現，和纖維化的病徵，結果如圖 四十八 B 及

2E。相較之下，投與 AFEF 1 g/kg 組 的小鼠肝臟，則是呈現較輕微的

細胞壞死及浸潤現象，結果如圖 四十八 C 及 2F， 在細胞壞死方面及

纖維化方面，AFEF 1 g/kg 組與控制組相比，均明顯降低 (細胞壞死：

2.3 vs 3.2, P<0.05；纖維化：2.5 vs 3.4 P<0.05)。 

討論 

就本研究結果，AFEF 能降低大鼠因四氯化碳誘導肝纖維化的損

傷。從生化指標及肝臟病理切片指標來分析，AFEF 能降低四氯化碳對

肝臟之傷害，從 RT-PCR 分析纖維化相關基因的表現，亦印證此結

果。AFEF 對肝臟的確有肝臟保護作用及減緩肝纖維化病程。  

  血漿中 ALT 活性為肝臟傷害之常見生化指標229。因四氯化碳引

發的肝臟傷害的纖維化病程中，第三、六、九週的血漿 ALT 活性會明

顯的增加。而 AFEF 能明顯的降低因四氯化碳而增加的 ALT 活性，能
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減輕四氯化碳對肝臟的損傷。  

甲硫胺酸腺甘基轉移酵素 (Methionine adenosyltransferase ，

MAT)，為肝臟中的重要酵素，如與麩胱甘肽合成、檸檬酸循環相關 
26。在哺乳動物組織中，MAT 蛋白有兩種形式，一是 MAT I/III 和

MAT II，分別由兩種不同的基因控制：MAT1A 和 MAT2A。MAT1A 會

在正常肝臟組織表現的，負責正常之運作31。而 MAT2A 則進行分化作

用時會表現32-34。當肝臟受損時，MAT1A 表現會下降，而 MAT2A 表現

會被啟動 195。在本實驗中，在四氯化碳的慢性肝損傷下，會降低

MAT1A 的表現，而 MAT2A 的表現則是增加的。AFEF 組的表現，正好

相反，顯示 AFEF 在小鼠四氯化碳誘導肝損傷，有肝臟保護作用。  

肝纖維化認為是慢性肝炎的末期發展，也包含了細胞外間質的

大量聚集，特別是膠原蛋白70。羥基脯胺酸為膠原蛋白特殊的成分23。

膠原蛋白含量偵測可以藉由偵測羥基脯胺酸含量，得知纖維化的嚴重

程度23。當四氯化碳引發肝纖維化時，肝臟中羥基脯胺酸會明顯增加；

AFEF 則能顯著的降低其含量。此 AFEF 能降低纖維化程度的結果，亦

能由病理染色結果得到確認。 

肝纖維化時所增加的膠原蛋白主要為第一型195。分析肝臟的膠

原蛋白第一型之基因表現，四氯化碳組與控制組相比會明顯增加，而

AFEF 組則會顯著降低因四氯化碳而增加的膠原蛋白表現。此項結果顯

示，AFEF 能降低膠原蛋白第一型的表現，而減輕纖維化情形。  

  TGF-β1 為促纖維化細胞激素，因為其能藉由庫氏細胞和星狀

細胞，而直接刺激細胞外間質生成230, 231。在肝纖維化的臨床及動物模

式中，TGF-β1 的基因表現會增加195, 197。本研究中，四氯化碳組會明顯
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增加 TGF-β1 之基因表現，而 AFEF 則可以明顯降低其表現。顯示

AFEF 減緩纖維化，可能是透過降低 TGF-β1 所致。  

過去認為脂質過氧化與四氯化碳誘導肝纖維化之間有密不可分

之關係82, 195, 232, 233。本研究指出，四氯化碳組有較高的脂質過氧化表

現，而 AFEF 會抑制因四氯化碳而增加的脂質過氧化，故能肝纖維化

情況較輕微。結論，此項研究結果顯示 AFEF 能減緩四氯化碳誘導之

肝纖維化病程。 
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Table 12. Primer sequences for PCR amplification. (AFEF) 

mRNA              Primer sequence Length 

 (bp)  

Collagen (α1)(I) Sense    5' CGA CTA AGT TGG AGG GAA CGG TC 3' 

Antisense 5' TGG CAT GTT GCT AGG CAC GAC 3' 

182 

TGF-β1 Sense  5' TAT AGC AAC AAT TCC TGG CG 3' 

Antisense 5' TGC TGT CAC AGG AGC AGTG 3' 

 162 

MAT1A Sense 5' AAA TGA AGA GGA TGT TGG TG 3' 

Antisense 5' ATT GTG TTG GCA CAG AGA GAT GA 3' 

264 

GAPDH Sense  5' CTT CAT TGA CCT CAA CTA CAT GGT CTA 3' 

Antisense 5' GATG ACA AGC TTC CCA TTC TCA G 3' 

  99 
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Table 13. Effect of AFEF on the activities of serum ALT in CCl4-treated 

mice at 3, 6 and 9 weeks. 
   Drugs  Dose 

(g/kg) 

                  ALT       (U/L) 

     Week 3        Week 6           Week 9 

Control    - 35.9 ± 3.8 34.0 ± 7.3   33.4 ± 10.7 

CCl4 + H2O    - 574.3 ± 56.7### 759.0 ± 322.6###  650.6 ± 170.9### 

     + AFEF    0.5 420.4 ± 159.2** 543.8 ± 166.2  440.9 ± 221.2* 

        1.0 310.3 ± 109.3*** 331.0 ± 108.3***   464.6 ± 194.3* 

Data are mean ± S.D.. (n=10). ###P < 0.01 compared with control group.  

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with CCl4 + H2O group. 



 

   150

Table 14. Effect of AFEF on the hepatic hydroxyproline and 

malondialdehyde in CC4-treated mice. 
   Drugs Dose 

(g/kg) 

Hydroxyproline 

(μg /g tissue) 

Malondialdehyde 

(nmol /mg protein) 

Control -   490.5 ± 76.1 3.6 ± 0.9 

CCl4 + H2O - 691.0 ± 167.1###   4.7 ± 0.3### 

     + AFEF  0.5   622.9 ± 51.8 4.6 ± 0.3 

 1.0   552.2 ± 79.0*   3.9 ± 0.3** 

Data are mean ± S.D.. (n=10). ###P < 0.01 compared with control group.  

*P < 0.05, **P < 0.01 compared with CCl4 + H2O group. 
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Fig 47. Effects of AFEF on hepatic mRNA expression of MAT1A, 

collagen (α1)(I) and TGF-β1 in CCl4-treated mice.  

(A) Representative RT-qPCR amplification products of MAT1A, collagen 

(α1)(I) and TGF-β1 in CCl4-treated mice. (B) Densities of  collagen (α1)(I), 

collagen (α1)(III), TGF-β1 and MAT2A  relative to GAPDH mRNA levels 

were analyzed by computerized densitometory and are expressed as 

MAT1A/GAPDH, collagen (α1)(I)/GAPDH and  TGF-β1/GAPDH ratios, 

respectively.  Data are expressed as the mean ± S.D. (n=10). ###P < 0.001 

compared with the control group. *P < 0.05, **P < 0.01, compared with the 

CCl4 + H2O group.  
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Fig 48. Treatment with AFEF improved the histology of CCl4-treated 

mice liver.  

(A-C) H.E. staining; (D-F) Sirius red staining. A, D: control group; B, E: 

CCl4 + H2O group; C, F: CC4 + AFEF (1.0 g/kg) group.
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第七章 枳椇子（Hovenia dulcis）果實酒精萃取物對小鼠慢性

肝纖維化模式之影響 

前言 

枳椇子(Hovenia dulcis) ，為傳統中藥，為急性酒精中毒解毒

劑，止吐和緩瀉劑17。 

果實內成分含有類黃酮 (flavonoids)，如(+)-ampelopsin、hovenitins 

I 17 。 藥 理 學 研 究 結 果 指 出 hovenitin I 對 小 鼠 D-

galactosamine/lipopolysaccharide 或 四氯化碳模式的肝損傷有保護作用

17。Hase 等人的報告指出， (+)-ampelopsin 也有肝保護作用19。 

枳椇子對於慢性肝損傷的作用仍然不清楚。本實驗的目的要探

討枳椇子之酒精萃取物對於小鼠四氯化碳誘導慢性肝損傷的影響。 

方法與材料 

一、 試劑 

1. Sigma-Aldrich, USA：Diphenyl-2-picryhydrazyl (DPPH), Catechin。 

二、 植物抽取物製備 

枳椇子購自於台中草藥市場，經由中國醫藥大學中國藥學研究

所陳忠川教授鑑定，確認無誤。  

枳椇子的傳統炮製法為浸泡於酒中，所以本實驗採用酒精萃取

有效成分。枳椇子 (20 kg) 用 40 公升酒精萃取三次，之後過濾，溶媒於

500C 進行減壓濃縮，酒精萃取得的濃縮物(ethanolic extract of the fruit of 

Hovenia dulcis, EHD) 冰存於–300C 備用。萃取率約 16 %。 

三、 酚類化合物及抗氧化活性測試 

植物中酚類化合物含量，被視為一種具有抗氧化能力和抗自由
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基效果的特徵234。許多報告指出含有高抗氧化物質，多數有抗纖維化

作用67, 235。此實驗中，分析總酚類含量及自由基清除能力，確認本實

驗物質的藥理作用特性。  

總酚類含量測試法：以 Folin-Ciocalteu 反應法118。取枳具子萃

取液 1 ml 加入 0.1 ml Folin-Ciocalteu 和 0.2 ml 10% Na2CO3。混合均勻

後，水浴 99  1 ℃ 分鐘。待冷卻後，以分光光度計（Hitachi U-2001）

700 nm 測定反應後產物吸光值，以 catechin 為標準品。 

EHD 的 DPPH 自由基清除能力測試，修改自 Chang 等人236之方

法， 以 0.1 mM DPPH/methanol 加入不同濃度萃取液或以 methanol 當對

照組。室溫下靜置 30 分鐘，於分光光度計以波長 517 nm 測試。 

四、 動物  

實驗動物使用 ICR 雄性小鼠，購自國家實驗動物繁殖及研究中

心。餵養環境維持 22 ± 3℃，相對溼度 55 ± 5％，光照為 12 小時亮 12

小時暗(早上七點亮，下午七點暗)的環境，自由飲水及攝食。 

五、 四氯化碳誘導肝損傷模式 

小鼠之四氯化碳誘導方式如第六章所述，EHD 劑量為 0.5 或 1.0 

g/kg 體重，口服，每天給藥。實驗時間共為九週。 

给四氯化碳滿三和六週後，收集小鼠後眼窩血管叢之血液，進

行生化值分析。滿九週小鼠犧牲時，血液和肝臟處理方式如前所述。 

六、 肝臟功能分析 

血漿處理如第三章所述，分析項目為 alanine aminotransferase 

(AST)、aspartate aminotransferase (ALT)。 
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七、 肝臟脂質過氧化產物和羥基脯胺酸含量分析 

肝臟脂質過氧化產物和羥基脯胺酸含量測定，如第二章所述。 

八、 RNA 萃取以及 mRNA 表現分析 (real-time quantitative reverse 

transcriptase- polymerase chain reactions, RT-qPCR)  

實驗處理如第五章所述。 

本實驗主要的分析基因為 collagen (α1)(I)，collagen (α1)(III)，

methionine adenosyltransferase 1A (MAT1A) 和 methionine 

adenosyltransferase 2A (MAT2A)，詳細引子如表十五所述。 

九、 病理檢驗 

 病理組織處理如第二章所述。進行蘇木青及伊紅染色

(Hematoxylin 和 Eosin stain） 及天狼星紅染色（Sirius Red stain），以

便評估肝纖維化程度。 

肝纖維化判斷及統計分析方法，如第二章所述。 

十、統計方法 

數據結果以平均值（mean）± 標準偏差（standard diviation，

SD）表示，統計方式如前所述，以 P 值小於 0.05 表示在統計學上具有

顯著差異。 

結果 

一、酚類化合物及抗氧化活性測試 

1. 測得 EHD 總酚類含量為 27.2 μg/mg。 

2. EHD 和 catechin 相對清除 DPPH 50 % 的能力，分別為 0.94 

mg/ml 、5.42 μg/ml。EHD 具有明顯的清除 DPPH 自由基的能力。 

二、 血漿中 AST 和 ALT 活性 
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如表十六所示，第三、六和九週的小鼠 ALT 和 AST 血液生化

值，單獨給予四氯化碳組，會明顯高於控制組，且此組的數據，有時

間依賴性的關係，以第九週數值最高。而投與 EHD (0.5 或 1.0 g/kg)的

組別，則是在第三週與四氯化碳組相比，明顯降低 ALT 和 AST 的活

性。EHD 1.0 g/kg 的劑量，則在第六週及第九週都能降低因四氯化碳而

增加的 ALT 和 AST 活性。 

三、 肝臟脂質過氧化及羥基脯胺酸含量  

如表十七所示，四氯化碳組能增加小鼠中肝臟脂質過氧化產物

和羥基脯胺酸含量，相較於控制組分別高出 60% 和 66.7%。投與 EHD 

(0.5、1.0 g/kg)能明顯降低肝臟脂質過氧化產物和羥基脯胺酸含量，相

較於四氯化碳組分別降低了 18.8 %、31.3% 和 22.5%、25.4%。  

四、 肝組織中基因 mRNA 表現結果分析 

如圖四十九所示，肝臟組織的 RT-qPCR 基因表現分析，包括

collagen (α1)(I)、 collagen (α1)(III) 和 MAT2A，四氯化碳組分別高出控

制組 46.1%、70.0% 和 140.0%。EHD 1.0 mg/kg 組與四氯化碳組相比

較，能降低 collagen (α1)(I)，collagen (α1)(III) 和 MAT2A mRNA 的表

現，分別降低 18.2%、29.4% 和 41.7%。四氯化碳組的 MAT1A 的基因

表現，低於對照組 50.4%，EHD 1.0 mg/kg 組比四氯化碳組增加

96.4%。  

五、 病理切片結果分析 

四氯化碳組的切片染色結果，顯示於中央靜脈區有嚴重的細胞

壞死，廣泛的發炎浸潤表現，和纖維化的病徵，結果如圖 五十 B 及 五

十 E，統計結果如表十六。相較之下，投與 EHD 的小鼠肝臟，則是呈
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現較輕微的細胞壞死及浸潤現象，結果如圖 五十 C 及 五十 F，統計結

果如表十六所示。  

討論 

本實驗結果顯示，小鼠口服投與枳椇子之酒精萃取物，能有效

的降低四氯化碳所誘發之肝纖維化。可以從 ALT 和 AST 的血液生化值

中，以及肝臟的 collagen (α1)(I)和 collagen (α1)(III) mRNA 表現的結果

得到印證。  

ALT 和 AST 等兩項血液生化值，被認為肝臟細胞壞死的重要生

化指標211。在小鼠投與四氯化碳誘發肝細胞受損，血液中 ALT 和 AST

活性，在第三、六、九週有明顯的增加。第三週時，EHD 能明顯降低

ALT 和 AST 活性，顯示 EHD 有明確的肝細胞保護作用。枳椇子的肝

保護作用在第六和第九週變弱，這可能是因為慢性四氯化碳在第六週

和第九週時，肝臟傷害越來越嚴重，低劑量的 EHD 無法抵抗四氯化碳

毒性所致。 

當肝臟受損時，MAT1A 表現會下降，而 MAT2A 表現會被啟動

195。在本實驗中，在四氯化碳的慢性肝損傷下，會降低 MAT1A 的表

現，而 MAT2A 的表現則是增加的。EHD 組的表現，正好相反，更支持

了 EHD 對小鼠四氯化碳誘導肝損傷有保護作用。 

肝纖維化是慢性肝發炎的修復過程，會使細胞外間質 

(extracellular matrix protein) 聚集，特別是膠原蛋白70。而羥基脯胺酸是

膠原蛋白中的特有胺基酸成分23。羥基脯胺酸的量，會反應出膠原蛋白

的聚集的程度，可以藉由羥基脯胺酸的量來評估纖維化程度23。當四氯

化碳誘導肝損傷時，羥基脯胺酸含量會明顯增加，EHD 組的小鼠肝臟



 

   158

可以降低羥基脯胺酸含量，顯示 EHD 組的纖維化程度較輕。此外，許

多研究指出，在肝纖維化時，膠原蛋白第一型和第三型表現會明顯上

升237。本實驗的 EHD 組 Collagen (α1)(I) 和 collagen (α1)(III)的 mRNA

表現結果明顯降低。這些結果也與病理切片結果相互印證，EHD 確能

減緩四氯化碳誘導的肝損傷。  

 四氯化碳誘導肝毒性的機轉，主要會增加自由基的生成，和產

生脂質過氧化233。一般認為脂質過氧化與肝纖維化有相當密切的關

係，在四氯化碳誘導肝纖維化模式中，可以偵測到較高的脂質過氧化

產物232。在本實驗也印證了此項結果，四氯化碳組有較高的脂質過氧

化產物，EHD 能減少肝臟脂質過氧化產物的產生，顯示 EHD 本身的抗

氧化能力抑制脂質過氧化的作用，減緩了肝纖維化的發展。   

Yoshikawa 等人17曾經報告枳椇子中含有數種類黃酮。類黃酮類

化合物具有酚基，故也具有抗氧化及抗自由基之功能234。本研究中也

測得 EHD 有很強的清除 DPPH 自由基的能力。清除 DPPH 自由基能

力，被認為與抑制脂質過氧化能力相關238, 239。所以，EHD 的抑制脂質

過氧化的結果，可以視為是因為清除 DPPH 自由基的能力所致。  

結論，口服投與枳椇子酒精萃取物對於四氯化碳誘導的小鼠慢

性肝損傷，具有肝臟保護作用，其影響機制應該是透過抗氧化作用而

來。 
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Table 15. Primer Sequences for PCR Amplification. (EHD) 

mRNA Primer sequence Length 

(bp) 

Collagen(α1)(I) Sense 5’ CGA CTA AGT TGG AGG GAA CGG TC3’ 319  

 Antisense 5’ TGG CAT GTT GCT AGG CAC GAC3’  

Collagen(α1)( III) Sense 5’ CGA GGT GAC AGA GGT GAA AGA 3’ 336  

 Antisense 5’ AAC CCA GTA TTC TCC GCT CTT 3’  

MAT1A Sense 5' CGG TAG GAA AAG GGC ATCC 3' 

Antisense 5' GGG ACT GTT GCT CCA GAA CC 3’ 

270 

MAT2A Sense 5’ GCA TCT GCG CCC TCC GCA GT3’ 420  

 Antisense 5’ GTG ACT GTT GTT CCA AGG CA3’  

GAPDH Sense 5’ TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA 3’ 76  

 Antisense 5’ CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA 3’  
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Table 16. Effect of EHD on the activities of plasma ALT and AST in 

CCl4-treated mice. 
                  Activity (U/L)  Treatment Dose 

(g/kg)     3 Weeks     6 Weeks    9 Weeks 

  ALT   

Control    -    35.2 ± 4.8    33.0 ± 6.5   34.4 ± 9.6 

CCl4 + H2O    -   382.9 ± 32.7###   632.5 ± 240.0###  867.6 ± 203.0### 

CCl4 + EHD       0.5   154.9 ± 40.9***   622.2 ± 192.0  608.0 ± 334.5 

    1.0   103.2 ± 28.8***   418.8 ± 80.4*  588.4 ± 251.5* 

  AST   

Control    -    67.6 ± 6.8    69.9 ± 6.5   68.0 ± 14.7 

CCl4 + H2O    -  259.7 ± 46.8###   313.7 ± 80.1###  476.4 ± 167.5### 

CCl4 + EHD       0.5   148.2 ± 41.2***   347.4 ± 196.8  352.6 ± 168.6 

    1.0   118.2 ± 23.4***   195.6 ± 63.2**  310.4 ± 49.1* 

All values are mean ± S.D. (n = 10). ###P < 0.001 compared with the control 

group.  

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with the CCl4 + H2O group.  
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Table 17. Effect of EHD on the hepatic malondialdehyde and 

hydroxyproline in CCl4-treated mice at 9 weeks. 
   Drugs   Dose 

(g/kg) 

   Malondialdehyde 

(nmol / mg protein) 

Hydroxyproline 

(μg/g tissue) 

Control     -         1.0 ± 0.2      566.8 ± 163.5 

CCl4 + H2O     -         1.6 ± 0.1###      944.3 ± 234.0## 

     + EHD     0.5         1.3 ± 0.2*    732.9 ± 149.1* 

          1.0         1.1 ± 0.1***  704.9 ± 78.0* 

All values are mean ± S.D. (n = 10). ###P < 0.01 compared with the control 

group. *P < 0.05, ***P < 0.001 compared with the CCl4+H2O group. 
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Table 18. The pathological score of CCl4-induced chronic liver damage 

in mice. 
   Fibrosis                Necrosis  Treatments Dose 

(g/kg) 0 1 2 3 4 Average 0 1 2 3 4 Average

Control - 10 0 0 0 0   0 10 0 0 0 0   0 

CCl4 + H2O - 0 0 1 3 6  3.5  0 0 1 4 5  3.4 

CCl4 + EHD     0.5  0 0 2 5 3  3.1  0 0 2 4 4  3.2 

 1.0  0 0 2 8 0   2.8* 0 0 3 7 0    2.7* 

 * p < 0.01 compared with the CCl4 + H2O group. 



 

   163

m
R

N
A

 e
xp

re
ss

io
n 

ra
tio

 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
Control 
H2O 
EHD 0.5 g/kg 
EHD 1.5 g/kg 

collagen (a1)(I) MAT1A MAT2A

#

*

#
#

#

#
#
#

*

*

*
*
*

collagen (a1)(III)  

  

Fig 49. RT-qPCR analysis of collagen (α1)(I), collagen (α1)(III), MAT1A 

and MAT2A in CCl4-treated rat liver tissue.  

Results are expressed in arbitrary units, and data are mean ± S.D. (n=10). #P 

< 0.05, ##P < 0.01,###P < 0.001 compared with the control group. *P < 0.05, 

***P < 0.001 compared with the CCl4 + H2O group.  
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Fig 50. Treatment with EHD improved the histology of CCl4-treated rat 

liver.  

(A-C) H.E. staining (100X); (D-F) Sirius red staining (100X). (A, D) control 

group; (B, E) CCl4 + H2O group, showing gross necrosis, broad infiltration 

of lymphocytes around the central vein, and fibrosis ; (C, F) CC4 + EHD (1.0 

g/kg) group, showing a reduction in gross necrosis, broad infiltration of 

lymphocytes around the central vein, and fibrosis. 
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第八章 麴菌 (Aspergillus phoenicis) 發酵物對四氯化碳誘導肝

纖維化模式之影響 

前言 

活性氧分子被認為與許多疾病相關，因此活性氧清除者被預期

能減輕自由基所媒介的疾病。天然或是合成的抗氧化劑，被廣泛的使

用在預防及治療各種疾病上。在慢性肝臟疾病，包括發炎反應、氧化

壓力，以及細胞受自由基攻擊後造成的損傷等都是致病的原因之一12。

目前利用抗氧化療法來治療慢性肝臟疾病受到重視240 。 

發酵微生物被視為一項重要的天然抗氧化物質來源。Aspergillus

屬常被用來發酵方式生產大量的抗氧化物質91, 181。篩選過 200 種菌種

後，選出 A. phoenicis 此品種，其發酵萃取物具有較高的抗氧化活性。

此研究中藉由四氯化碳誘導大鼠肝纖維化模式評估 Aspergillus phoenicis 

的發酵產物(簡稱 FSAP)之影響。 

材料與方法 

一、 試劑 

1. BD & Difco, USA：馬鈴薯葡萄糖洋菜培養基(potato dextrose agar, 

PDA) 

2. Randox, United Kingdom： RANSOD 套組 

二、 FSAP 的製備 

 Aspergillus phoenicis 由食品工業發展研究所生物資源保存及研

究中心篩選並培養之，利用馬鈴薯葡萄糖洋菜培養基(potato dextrose 

agar，PDA) 繼代培養 A. phoenicis 的孢菌種，以放大方式培養該發酵

液，以 121°C、30 分鐘滅菌，並過濾掉殘餘細菌碎片，加入脫脂牛
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奶，使最終濃度為 10%。凍晶乾燥後，儲存於 4°C 以供日後使用。  

三、 SOD-like (superoxide dismutase-like)活性測試 

 由食品工業發展研究所生物資源保存及研究中心，進行經乾熱

滅菌過的 FSAP 發酵液之類 SOD 活性測試，此實驗依照 Aruther 和 

Boyne 241等人描述之方法進行，以市售 RANSOD 套組分析。 

四、 動物  

使用 Wistar 雄性大鼠，體重 250-300 公克，購自國家實驗動物

繁殖及研究中心。餵養環境維持 22 ± 3℃，相對溼度 55 ± 5％，光照為

12 小時亮 12 小時暗(早上七點亮，下午七點暗)的環境，自由飲水及攝

食。 

五、 四氯化碳誘導之慢性肝毒性 

大鼠之四氯化碳誘導模式如第二章所述。FSAP 劑量 200 或 400 

mg/kg 體重，以口服方式，每天分別投與。滿八周犧牲時，血液和肝臟

處理方式，如第二章所述。 

六、 血液生化值檢驗 

血 液 之 處 理 如 第 三 章 所 述 ， 測 定 項 目 分 別 為 alanine 

aminotransferase (ALT)、aspartate aminotransferase (AST)以及 albumin。  

七、 肝臟脂質過氧化產物、蛋白質和羥基脯胺酸含量測定 

實驗方法如第二章所述。 

八、 mRNA 表現分析 

實 驗 步 驟 如 第 二 章 所 述 。 分 析 基 因 為 methionine 

adenosyltransferase 2A (MAT2A) , collagen (α1)(I), collagen (α1)(III), 

transforming growth factor-β1 (TGF-β1), matrix metalloproteinase-13 
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(MMP-13) 和 tissue inhibitors of MMP-1 (TIMP-1)，詳細引子如表十九所

列。 

九、 病理檢驗 

肝臟病理切片組織處理方式，如第二章所述。進行蘇木青及伊

紅染色（Hematoxylin 和 Eosin stain） 及天狼星紅染色（Sirius Red 

stain），以便評估肝纖維化程度。 

結果判讀如第二章所述。 

十、統計方法 

數據結果以平均值（mean）± 標準偏差（standard diviation，

SD）表示，統計方式如前所述，以 P 值小於 0.05 表示在統計學上具有

顯著差異。 

結果 

一、 FSAP 對生化指標之影響  

如表二十所示，與控制組相比四氯化碳組能明顯增加血漿中

AST 和 ALT 活性。口服投與 FSAP (400 mg/kg) 能明顯降低因四氯化碳

誘導肝纖維化而增加的 AST 和 ALT 活性。  

血漿中白蛋白的量，四氯化碳組明顯低於控制組，FSAP 組可明

顯提升因四氯化碳降低的白蛋白含量(如表十八)。  

二、 FSAP 對肝臟、脾臟重量及腹水之影響 

如表二十一所示，四氯化碳組之肝臟重量，與控制組相比減輕

17.4% ，FSAP 投與後，肝臟重量明顯回升。 

如表二十一之結果，脾臟重量也會因四氯化碳投與而增加，比

控制組增加 150%，而 FSAP (400 mg/kg) 組，則能明顯降低。  

見表二十一之結果，控制組之大鼠無腹水之現象，四氯化碳組
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有 60% 出現腹水現象，而 FSAP (400 mg/kg) 組則明顯降低。 

三、 肝臟脂質過氧化產物、蛋白質和羥基脯胺酸含量 

 如表二十二所示，四氯化碳之肝纖維化模式，會降低肝臟中蛋

白質含量，與對照組相比降低 36.6%， FSAP 組會增加肝臟蛋白質含

量。 

如表二十二之結果，四氯化碳組的肝臟脂質過氧化產物和羥基

脯胺酸含量，與控制組相較分別增加約 46.9% 和 237.8%，FSAP (400 

mg/kg) 與四氯化碳組相比，明顯降低其含量，分別是 19.1% 和

194.0% 。  

四、 肝臟組織 mRNA 表現 

肝臟組織的 MAT2A、collagen (α1)(I) 和 collagen (α1)(III)基因分

析結果如圖五十一所示，這些基因在四氯化碳組的表現，與控制組相

比，分別增加約 5 倍、2 倍和 2 倍 ；投與 FSAP 後，因四氯化碳而增加

的基因表現會明顯降低(如圖五十一 B-D)。  

如圖五十二所示，四氯化碳組之肝臟組織基因 TGF-β1 和 TIMP-

1 表現比控制組分別增加約 120% 和 180% 。投與 FSAP 能降低因四氯

化碳而增加 TGF-β1 和 TIMP-1 基因表現。四氯化碳組肝臟的 MMP-13

基因表現，與控制組相比較降低 50% ，FSAP 400 mg/kg 組則有大幅的

增加，如圖五十二 B-五十二 D。  

五、病理學結果 

圖五十三 A-C 為病理切片 H.E.染色之結果，圖五十三 D-E 為天

狼星紅染色之結果。經四氯化碳處理的老鼠肝臟會呈現圍繞著中央靜

脈區有細胞壞死、廣泛的單核球浸潤和纖維化情形，如圖五十三 B 和

E。而 FSAP 給藥組，肝臟細胞損傷較輕微 ，肝纖維化也較不嚴重，如
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五十三 C、F 和表 二十三所示。 

討論 

就本研究結果，FSAP 能降低大鼠因四氯化碳誘導肝纖維化的損

傷。從生化指標及肝臟病理切片指標來分析，FSAP 能降低四氯化碳對

肝臟之傷害，從半定量 PCR 分析纖維化相關基因表現結果，亦驗證此

結果，FSAP 對肝臟的確有肝臟保護作用及減緩肝纖維化病程。  

血漿中 ALT 和 AST 活性，是常見的肝臟損傷生化指標211。從過

去研究中，四氯化碳引發肝損傷的模式中，血漿中 ALT 和 AST 活性會

明顯增加。FSAP 能明顯降低因四氯化碳而增加的 ALT 和 AST 活性，

顯示其有減少肝細胞損傷的作用。  

當肝細胞受損時，MAT1A 表現會下降，而 MAT2A 表現會被啟

動27。在本實驗中，在四氯化碳的慢性肝損傷下，會降低 MAT1A 的表

現，而 MAT2A 的表現則是增加的。FASP 組的表現，正好相反，此結

果更支持了 FASP 在小鼠的四氯化碳誘導肝損傷，有肝細胞保護作用。

從病理學分析結果，也印證此結果。  

   肝臟是重要的合成蛋白質的器官，而血漿中的白蛋白亦是由肝

臟合成242。慢性肝損傷時，白蛋白量會降低243。此研究中，四氯化碳

誘導肝損傷會降低肝臟中蛋白及血漿中白蛋白的量， FSAP 能明顯抑制

因四氯化碳而降低的肝臟蛋白質及血漿中白蛋白的量，顯示 FSAP 能減

緩四氯化碳對肝臟合成功能的影響。  

肝纖維化為慢性肝損傷末期常見的結果。肝纖維化和肝硬化，

會造成肝臟血流供應受阻，因此產生肝門脈高壓，導致血液灌流至脾

臟，導致脾臟腫大213 。腹水，也是肝硬化病人常見症狀，因為門脈高
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壓以及低白蛋白血症所致213。此實驗，四氯化碳誘導肝纖維化出現脾

臟腫大及腹水症狀。FSAP 能改善脾臟腫大及腹水症狀，顯示 FSAP 能

降低門脈高血壓。  

當肝臟受損時，會促使肝臟新生作用212，而致肝臟重量增加。

當肝臟遭遇嚴重傷害，轉變成肝纖維化和硬化時，反而使肝臟萎縮

244。在本實驗四氯化碳誘導大鼠肝纖維化伴隨著肝萎縮。FSAP 能改善

四氯化碳所致的肝臟萎縮。顯示 FSAP 能延遲四氯化碳誘導大鼠肝臟由

腫大發展至萎縮之過程。  

已知肝纖維化為大量膠原蛋白合成聚集之結果245，而羥基脯胺

酸為膠原蛋白特有成分23。膠原蛋白含量偵測可以藉由偵測羥基脯胺酸

含量，而得知纖維化的嚴重程度23。肝纖維化時，膠原蛋白第一型和第

三型會大量表現。此研究結果指出 FSAP 會降低肝臟羥基脯胺酸含量以

及膠原蛋白第一型及第三型之基因表現，減緩肝纖維化病程。  

TGF-β1 為促纖維化細胞激素，會直接活化星狀細胞，促使細胞

外間質增生193, 194。 肝纖維化病人及肝纖維化模式中，常見 TGF-β1 基

因表現增加195-197。此研究中，四氯化碳組的 TGF-β1 基因表現如預期

增加，而 FSAP 則明顯降低其表現。此結果顯示 FSAP 藉由降低 TGF-

β1 表現，延緩肝纖維化病程。  

肝纖維化時，肝臟會藉由合成及降解兩種作用來平衡細胞外間

質含量，調節纖維化之程度67。大鼠的膠原蛋白第一型纖維會藉由負責

膠原蛋白降解的間質金屬結合蛋白酶(MMP-13) 來降解調節68。而 MMP 

活性，受組織金屬蛋白酶抑制劑 (TIMP-1)抑制67。所以，TIMP-1 在纖

維化過程裡，扮演相當重要之角色71。之前的研究顯示四氯化碳誘導，
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大鼠肝臟 TIMP-1 表現會上升，而 MMP-13 表現下降196, 246。此兩種基

因 TIMP-1 和 MMP-13 的表現失去平衡，會加速肝纖維化之發展。投與

FSAP 能有效降低 TIMP-1 表現和增加 MMP-13 表現，而延緩肝纖維化

之發展。 

自由基活躍和脂質過氧化，被認為是四氯化碳細胞毒性之主因

233。一般認為脂質過氧化與四氯化碳誘導肝纖維化之間有密不可分之

關係195, 232。本研究指出，四氯化碳組有較高的脂質過氧化表現，FSAP 

會抑制因四氯化碳而增加的脂質過氧化，因此肝纖維化情況較輕微。  

結論，從實驗結果顯示，FSAP 會減緩四氯化碳誘發的肝纖維病

程，其作用機制可能是來自 FSAP 有類 SOD 之作用。FSAP 的抗氧化

作用成分，有待進一步分離、鑑定。 
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Table 19. Primer sequences for PCR amplification. (FSAP) 
mRNA Primer sequence Length 

MAT2A Sense     5’ GCA TCT GCG CCC TCC GCA GT 3’ 

Antisense  5’ GTG ACT GTT GTT CCA AGG CA 3’ 

420 

Collagen (α1)(I) 

 

Sense     5' GGT CCC AAA GGT GCT GAT GG 3' 

Antisense  5' GAC CAG CCT CAC CAC GGT CT 3' 

182 

Collagen (α1)(III) Sense     5' CGA GGT GAC AGA GGT GAA AGA 3' 

Antisense  5' AAC CCA GTA TTC TCC GCT CTT 3' 

336 

TGF-β1 Sense     5' TAT AGC AAC AAT TCC TGG CG 3' 

Antisense  5' TGC TGT CAC AGG AGC AGTG 3' 
162 

MMP- 13 Sense     5’ GCA TGA AAA CTG TGG GGA GT 3’ 

Antisense  5’ AGC TGA AAT CTT GCC TTG GA 3’ 
112 

TIMP -1 Sense     5’ TCC CTT GCA AAC TGG AGA GT 3” 

Antisense  5’ AGC TGA AAT CTT GCC TTG GA 3” 
140 

GAPDH Sense     5’ TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA 3’ 

Antisense  5’ CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA 3 
76 
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Table 20. Effect of FSAP on the activities of plasma AST and ALT in 

CCl4-treated rats.  
Treatment  Dose 

            (mg/kg) 

    AST 

    (U / L) 

     ALT  

  (U / L) 

Albumin 

(g /dL) 

Control     -    72.1 ± 4.3     37.6 ± 2.0 3.56 ± 0.12 

CCl4+ H2O     -  1348.7 ± 476.5###  1123.6 ± 326.2###  2.42 ± 0.21### 

CCl4 + FSAP  200   1203.9 ± 412.4  1077.8 ± 278.4 2.85 ± 0.43** 

       400   875.0 ± 130.4*   781.0 ± 284.2*  3.18 ± 0.27** 

All values are mean ± S.D. (n = 10). ###P < 0.001 as compared with control 

group. *P < 0.05, **P < 0.01 as compared with CCl4 + H2O group.
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Table 21. Effect of FSAP on weights of liver and spleen, and number of 

ascites in CCl4-treated rats. 
Treatments         Doses 

(mg/kg) 

Liver 

 (g) 

Spleen   

(g) 

Ascites 

(No.) 

Control      - 14.4 ± 1.6 1.0 ± 0.2  0 

CCl4 + H2O      - 11.9 ± 2.6# 2.5 ± 0.7###     6  

CCl4 + FSAP    200  16.0 ± 2.1** 2.4 ± 0.6    5 

         400 16.5 ± 1.6*** 1.7 ± 0.3*    2 

All values are mean ± S.D. (n = 10). #P < 0.05, ###P < 0.001 as compared 

with control group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with 

CCl4 + H2O group.
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Table 22. Effect of FSAP on hepatic protein, malondialdehyde and 

hydroxyproline in CCl4-treated rats. 
Treatment    Dose 

           (mg/kg) 

  Protein 

(mg/g tissue) 

Malondialdehyde 

(nmol/mg protein) 

Hydroxyproline 

  (μg /g tissue) 

Control    - 249.8 ± 18.9 3.2 ± 0.5   593.2 ± 119.5 

CCl4 + H2O    - 158.4 ± 15.0###   4.7 ± 0.8###  2003.6 ± 422.8### 

CCl4 + FSAP   200 177.6 ± 11.2* 4.0 ± 0.6.  1845.2 ± 385.9    

       400  182.4 ± 7.6**    3.8 ± 0.3* 1614.9 ± 307.6* 

All values are mean ± S.D. (n = 10). ###P < 0.001 as compared with control 

group. *P < 0.05, **P < 0.01 as compared with CCl4 + H2O group. 
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Fig 51. Effect of FSAP on the hepatic mRNA expressions of MAT2A, 

Collagen (α1)(I), and Collagen (α1)(III) in CCl4-treated rats.  

Fragments are amplified by RT-PCR (A). The expression levels of MAT2A 

(B), collagen (α1)(I) (C), and collagen (α1)(III) (D) mRNA were quantified 

using RT-qPCR. Values are normalized to GAPDH mRNA expression. ###P 

< 0.001 compared with control group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

compared with the CCl4 + H2O group. 
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Fig 52. Effect of FSAP on the hepatic mRNA expressions of TGF-β1, 

TIMP-1 and MMP-13 in CCl4-treated rats.  

Fragments were amplified by RT-PCR (A). The expression levels of TGF-

β1 (B), TIMP-1 (C), and MMP-13 (D) mRNA were quantified by RT-qPCR. 

Values are normalized to GAPDH mRNA expression. ###P < 0.001 

compared with control group. *P < 0.05, *P < 0.01, ***P < 0.001 compared 

with the CCl4 + H2O group. 
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Fig 53. Treatment with FSAP improved the histology of CCl4-treated 

rat liver.  

H.E. staining: A, control group; B, CCl4 + H2O group; showing fatty change, 

inflammatory cell infiltration and necrosis. C, CCl4 + FSAP (400 mg/kg) 

group; showing a marked reduction in fatty chnges, inflammatory cell 

infiltration, and necrosis.  Sirius red staining: D, control group; E, CCl4 + 

H2O group, showing micronodular formation and complete interconnection 

of septa with each other. F, CCl4 + FSAP (400 mg/kg) group, showing a 

marked reduction in fiber deposition. 
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Table 23. The pathological score of CCl4-induced chronic liver damage 

in rats. 
treatments 

              

 Doses 

(mg/kg) 

       Fibrosis 

 −  +  ++  +++  ++++ 

  Necrosis 

 −   +  ++  +++  ++++  

Control - 10  0   0    0     0 10   0   0    0     0 

CCl4 +H2O -  0  0   0    3     7   0   0   1    4     5       

CCl4 + FSAP   50  0  0   0    2     8  0   0   1    3     6 

  200  0  0   2    4     4  0   0   3    4     3   

       400*#  0  0   4    4     2  0   0   5    4     1      

Grade designation of the histological findings: (−) normal, (+) very slight, 

(++) slight, (+++) moderate, (++++) severe. Each value is the number of 

animals with grading changes. *P < 0.05 as compared with the CCl4 group 

for fibrosis. #P < 0.05 as compared with the CCl4 group for necrosis. 
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第九章   酵母菌 (Saccharomyces cerevisiae YA03083) 發酵物對

大鼠誘導肝纖維化之影響 

前言 

酵母菌(Saccharomyces cerevisiae)又稱麫包酵母、出芽酵母、啤

酒酵母、釀酒酵母。酵母菌是與人類關係最廣泛的一種菌種，不僅因

爲傳統上它用於製作麵包和饅頭等食品及釀酒之用，屬真核生物，酵

母菌是發酵工業中最常用的生物種類。近年來，釀酒酵母除發酵食物

及酒精性飲料外，還能提供藥用工業的經濟價值。為增加酵母菌在生

化工業上的產值，發展出更完善大規模的發酵製程247。目前酵母菌已

經可以大量生產麩胱甘肽 248。自修飾過的酵母菌中，篩選出的

YA03083 品系，有非常高含量的麩胱甘肽，並選擇適當培養液使產值

達到最高。  

麩胱甘肽缺乏通常導致氧化壓力增加，其通常在疾病發展過程

中扮演極重要角色249。組成麩胱甘肽的材料胺基酸，包括麩胺酸、胱

氨酸和甘胺酸被吸收之後，多集中於肝門脈區，使得肝細胞內麩胱甘

肽前驅物利用率明顯增加250。口服麩胱甘肽，效果如同服用細胞內麩

胱甘肽前驅物。此外，胱胺酸曾在動物實驗中被證實，可以減緩肝臟

損傷251, 252。此實驗主要目的為探討酵母菌發酵物 (FSSC) 對於大鼠四氯

化碳誘發肝損傷模式之影響。  

材料與方法 

一、 試劑 

1. BD & Difco, USA：酵母麥芽萃取物瓊脂(Yeast malt agar) 、甘蔗糖

蜜、大豆水解物。 
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2. Sigma-Aldrich, USA：glutathione  

二、 製備 FSSC 

FSSC 由食品工業發展研究所生物資源保存及研究中心提供。使

用酵母菌為由 S. cerevisiae YA03083 篩選出修飾過後的品種，可以大量

生產麩胱甘肽。酵母麥芽萃取物瓊脂和培養液分別用在保存和繼代培養

上。主要基礎培養溶液中含甘蔗糖蜜，大豆水解物，及礦物質成份 

[(NH4)2SO4 4 g/l， KH2PO4 6 g/l，MgSO4.7H2O 1 g/l] ，經放大發酵培養

後，將培養液過濾滅菌，凍晶乾燥處理，儲存於 40C 備日後研究用。  

三、 以高效液相層析分析麩胱甘肽含量  

由食品工業發展研究所生物資源保存及研究中心，以高效液相

層析確認麩胱甘肽含量，分析結果為 FSSC 含有麩胱甘肽 11.3 mg/g。  

四、 動物 

使用 Wistar 雄性大鼠，體重 250-300 公克，購自國家實驗動物

繁殖及研究中心。餵養環境維持 22 ± 3℃，相對溼度 55 ± 5％，光照為

12 小時亮 12 小時暗(早上七點亮，下午七點暗)的環境，自由飲水及攝

食。 

五、 四氯化碳誘導之慢性肝毒性 

大鼠之四氯化碳誘導慢性肝損傷，方式如第二章所述。FSSC 劑

量 0.5 或 1.5 g/kg 體重，每天口服投與。犧牲時，血液與肝臟處理方式

如第二章所述。 

六、 血液生化值檢驗 

收集之血液處理方式，如第三章所述，項目為 alanine 

aminotransferase (ALT)、albumin、globulin。 
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七、 肝臟脂質過氧化產物、蛋白質和羥基脯胺酸含量測定 

實驗方法如第二章所述。 

八、 mRNA 表現分析 

實 驗 步 驟 如 第 二 章 所 述 。 分 析 基 因 為 methionine 

adenosyltransferase 1A (MAT1A), methionine adenosyltransferase 2A 

(MAT2A), collagen (α1)(I) ， transforming growth factor-β1 (TGF-β1),  

matrix metalloproteinase 13 (MMP-13) 和  tissue inhibitor of 

metalloproteinase 1 (TIMP-1)，詳細引子如表二十四所列。 

九、 病理檢驗 

肝臟病理組織處理方式，如前所述。進行蘇木青及伊紅染色

（Hematoxylin 和 Eosin stain） 及天狼星紅染色（Sirius Red stain），以

便評估肝纖維化程度。 

結果判讀及分析，如前所述。 

十、 統計方法 

數據結果以平均值（mean）± 標準偏差（standard diviation，

SD）表示，統計方式如前所述，以 P 值小於 0.05 表示在統計學上具有

顯著差異。 

結果 

一、 動物體重、肝臟及脾臟重量和肝臟含水量 

投與四氯化碳的大鼠體重與對照組相比明顯降低。四氯化碳組

和四氯化碳+ FSSC 組之間，體重無明顯差異。第八週的控制組與四氯

化碳組體重分別為 455.0 ± 16.5 和 407.7 ± 31.6 g (P < 0.001)。 

四氯化碳肝損傷通明顯造成肝臟和脾臟腫大，四氯化碳組之肝
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臟重和脾重分別高出對照組 55% 和 100% (表二十五)。FSSC 1.5 g/kg

組明顯降低因四氯化碳而增加的肝臟和脾臟重。  

如表二十五所示，四氯化碳引發的肝纖維化通常會伴隨著增加

肝臟含水量，四氯化碳組之肝臟含水量明顯高出對照組 6.8%，而給予

FSSC 1.5 g/kg 組與四氯化碳組相比，明顯降低含水量 2.8%。  

二、 血液生化值測定 

如表二十六所示，四氯化碳誘發肝損傷，血漿中的 ALT 活性明

顯比對照組高。 FSSC 1.5 g/kg 組明顯降低因四氯化碳而增加的 ALT 活

性。  

如表二十六所示，四氯化碳組之血漿中的白蛋白含量及白蛋白/

血清球蛋白(albumin/globulin，A/G) 比例明顯低於對照組。FSSC 1.5 

g/kg 組明顯改善因四氯化碳而降低的血漿白蛋白及白蛋白/血清球蛋白

血清值。  

三、 肝臟脂質過氧化產物、蛋白質和羥基脯胺酸含量 

大鼠以四氯化碳誘發肝損傷時，其羥基脯胺酸和脂質過氧化程

度與對照組相比，分別增加約 77.5%和 123.5%。FSSC 1.5 g/kg 組與四

氯化碳組相比，明顯降低 羥基脯胺酸和脂質過氧化產物，分別降低 

17.4% 和 26.3% 。 

如表二十七所示，四氯化碳引發之肝損傷，會伴隨肝臟蛋白質

含量會降低，與控制組相比降低約 34 %。FSSC 1.5 mg/kg 組則會明顯

增加因四氯化碳而降低的蛋白質含量。  

四、 肝臟組織基因表現分析 

MAT1A 和 MAT2A 的 mRNA 表現結果，如圖五十四 A 所表示。

MAT1A 量化結果如圖五十四 B，和 MAT2A 量化結果如圖五十四 C 所
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示。MAT1A 會表現於正常無傷害的肝臟，四氯化碳組的 MAT1A 表現低

於對照組 22%。與四氯化碳組相比，FSSC 1.5 g/kg 組 能增加 29.2%的

MAT1A 表現。MAT2A 則是在肝臟受傷害時才會表現，四氯化碳組的

MAT2A 表現明顯高於控制組 246%，而 FSSC 1.5 g/kg 組，與四氯化碳

組相比則是降低 31.9% 。  

collagen (α1)(I)和 TGF-β1 的基因表現，如圖五十五 A 所示。量

化後結果， collagen (α1)(I)的表現，如圖五十五 B 所示和 TGF-β1 表現

則是如圖五十五 C 所示。對照組的肝臟 collagen (α1)(I) 和 TGF-β1 的表

現都非常低。四氯化碳組的 collagen (α1)(I) 和 TGF-β1 表現明顯高於對

照組 207% 和 150%。而 FSSC (1.5 g/kg) 與四氯化碳組相比明顯降低，

分別是 51.6% 和 52%。   

MMP-13 和 TIMP-1 的基因表現，如圖五十六 A 所示，量化後結

果，MMP-13 (圖 五十六 B) 和 TIMP-1 (圖五十六 C)。MMP-13 和

TIMP-1 均會在正常組織中表現。MMP-13 在四氯化碳組中表現比控制

組低 50% ，併用 FSSC (1.5 g/kg)之後，與四氯化組相比會提高 80%。

四氯化碳組的 TIMP-1 表現高於對照組 180% ，而併用 FSSC 1.5 g/kg 之

後，與四氯化碳組相比則是降低 32.1%。 

五、 病理學結果 

經四氯化碳處理的老鼠肝臟會呈現圍繞著中央靜脈區有細胞壞

死、廣泛的單核球浸潤和纖維化情形，如圖五十七 B。而 FSSC 1.5 

g/kg 組能降低四氯化碳引起的脂肪堆積、發炎和細胞壞死情形，如圖

五十七 C。量化後結果如表二十六所示。 
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圖五十八為天狼星紅染色結果，可以藉此染色判別肝纖維化之

程度，如圖五十八 B 所示，為四氯化碳誘導之肝纖維化，可以看到明

顯的紅色纖維及形成中隔較多， 而合併 FSSC (1.5g/kg) 組，如圖五十

八 C 所示，纖維化程度明顯輕微，量化結果如表二十八所示。 

討論 

本研究結果顯示，FSSC 能有效降低大鼠慢性四氯化碳誘導之肝

臟損傷。從血漿生化值及肝臟病理切片，與肝纖維化和肝臟保護作用

相關的基因表現分析，FSSC 能使四氯化碳誘發之肝臟傷害病程減輕。   

血漿中 ALT 活性為肝臟傷害之常見生化指標211。因四氯化碳引

發的肝臟傷害的纖維化病程中，血漿中 ALT 活性會明顯的增加。而

FSSC 能明顯的降低因四氯化碳而增加的 ALT 活性，顯示 FSSC 能減輕

四氯化碳對肝臟的損傷。 

MAT1A 會在正常肝臟組織表現的31。當肝臟受損時，MAT1A 表

現會下降，而 MAT2A 表現會被啟動27。因四氯化碳誘導肝傷害而產生

的 MAT 的基因變化，會因為 FSSC 的給予而改變，這些結果支持了

FSSC 有肝保護作用。組織學分析的結果也證實，FSSC 能減輕四氯化

碳造成的損傷。 

肝臟內質網合成多種蛋白質，包括白蛋白212, 242。慢性肝損傷

時，白蛋白量會降低243。當四氯化碳引發肝損傷時，肝臟蛋白質和血

漿中的白蛋白都會降低。 FSSC 能明顯的減緩此現象。 顯示 FSSC 能減

緩因四氯化碳破壞的蛋白質合成功能。 

免疫球蛋白由免疫系統合成，肝臟疾病時常見高免疫球蛋白

(hyperglobulinemia)現象，為肝臟的防禦反應253。在四氯化碳誘導慢性
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肝損傷中，常見白蛋白/免疫球蛋白(A/G)的比例降低。FSSC 明確的降

低因四氯化碳而增加的 A/G 比例，也抑制了肝臟的發炎反應。FSSC 降

低四氯化碳誘發肝損傷的發炎反應，亦可以由病理切片上看到此結

果。 

 當肝臟受損，會促使肝新生作用212，因此而增加肝臟的重量。

但是，當肝臟嚴重受損，肝纖維化及肝硬化的最終結果會導致肝萎縮 
244。在本實驗四氯化碳誘導肝纖維化，伴隨著肝腫大(hepatomegaly)以

及增加含水量。FSSC 能改善肝腫大及降低肝含水量之程度。由以上結

果得知，FSSC 確能減緩四氯化碳引發的肝臟傷害。  

肝纖維化是一般慢性肝疾病的末期階段，肝纖維化及肝硬化會

阻斷肝臟血流供應，而導致肝門脈高血壓，並影響血流供應至脾臟，

導致脾臟腫大213。在本實驗的四氯化碳的肝損傷，伴隨脾臟腫大。而

FSSC 能改善脾臟腫大的情況，顯示能減緩門脈高壓的情形。 

肝纖維化是肝臟過多膠原蛋白聚集造成192，而羥基脯胺酸為膠

原蛋白中特有成份23。膠原蛋白含量可以由羥基脯胺酸含量推測得知，

亦可藉此得知纖維化之程度23。當四氯化碳引發肝臟損傷進而纖維化

時，肝臟羥基脯胺酸的量會明顯上升，FSSC 與四氯化碳組相比，明顯

降低肝臟羥基脯胺酸的量，因此 FSSC 會降低肝纖維化程度。天狼星紅

染色的組織學結果，亦可得到驗證。許多研究指出肝纖維化的肝臟

中，第一型膠原蛋白會顯著大量的增加196。因此，我們分析了肝臟

Collagen (α1)(I)的表現結果，結果顯示 FSSC 確實可以減少此基因的表

現。  

透過 TGF-β1 活化的星狀細胞，會產生大量的細胞外間質，增加
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纖維化程度254。在纖維化病人及動物模式上，均可以發現 TGF-β1 的

mRNA 表現是上升的195, 197。此研究中，四氯化碳組的確增加了 TGF-β1

的表現，而 FSSC 則能顯著的降低。 這顯示 FSSC 能藉由降低 TGF-β1 

的量，而減緩肝纖維病程。 

肝纖維化時，肝臟會藉由合成及降解兩種作用來平衡細胞外間

質含量，調節纖維化之程度67。大鼠的膠原蛋白第一型纖維會藉由

MMP-13 來降解調節68。而 MMP 活性，受 TIMP 抑制67。所以，TIMP-

1 在纖維化過程裡，扮演相當重要之角色67。和我們之前的研究相同，

四氯化碳誘導下 TIMP-1 表現會上升，而 MMP-13 表現下降195。此兩種

基因 TIMP-1 和 MMP-13 的表現失去平衡，會加速肝纖維化之發展。投

與 FSSC 能有效降低 TIMP-1 表現和增加 MMP-13 表現，而延緩肝纖維

化之發展。 

自由基活躍和脂質過氧化，被認為是四氯化碳細胞毒性造成肝

細胞損傷最主要的作用機制94。一般認為脂質過氧化與四氯化碳誘導肝

纖維化之間有密不可分之關係34。本研究指出，四氯化碳組有較高的脂

質過氧化表現，而 FSSC 會抑制因四氯化碳而增加的脂質過氧化，因此

抑制肝纖維化情況的進展。  

結論，實驗結果顯示，FSSC 會減緩因四氯化碳而增加的的肝纖

維病程，雖然本實驗以麩胱甘肽來做 FSSC 主要的成分鑑別，但也含有

金屬元素如鋅255, 256和鉻257, 258等。未來仍需分析、定量 FSSC 中其他有

效成分，以便更深入了解其抗纖維化護肝作用機制。 
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Table 24. Primer sequences for PCR amplification. (FSSC) 

mRNA Primer sequence Length 

(bp) 

MAT1A Sense     5’ CGG TAG GAG AAG GGC ATC C 3’  

Antisense  5’GGG ACT GTT GCT CCA GAG CC 3’ 

174 

MAT2A Sense     5’ GCA TCT GCG CCC TCC GCA GT 3’ 

Antisense  5’ GTG ACT GTT GTT CCA AGG CA 3’ 

420 

Collagen (α1)(I) 

 

Sense     5' GGT CCC AAA GGT GCT GAT GG 3' 

Antisense  5' GAC CAG CCT CAC CAC GGT CT 3' 

182 

TGF-β1 Sense     5' TAT AGC AAC AAT TCC TGG CG 3' 

Antisense  5' TGC TGT CAC AGG AGC AGTG 3' 

162 

MMP- 13 Sense     5’ GCA TGA AAA CTG TGG GGA GT 3’ 

Antisense  5’ AGC TGA AAT CTT GCC TTG GA 3’ 

112 

TIMP -1 Sense     5’ TCC CTT GCA AAC TGG AGA GT 3” 

Antisense  5’ AGC TGA AAT CTT GCC TTG GA 3” 

140 

GAPDH Sense     5’ TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA 3’ 

Antisense  5’ CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA 3 

76 



 

   189

Table 25. Effect of FSSC on weight of liver and spleen and liver water 

content in CCl4-treated rats. 
Treatments         Doses 

  (g/kg) 

Liver 

 (g) 

Liver Water 

( %) 

Spleen  

 (g) 

 Control      -  14.9 ± 1.6 70.2 ± 7.0    1.0 ± 0.1 

 CCl4+H2O      -  23.1 ± 2.5###    75.0 ± 2.5### 2.0 ± 0.6### 

CCl4+FSSC     1.5  19.5 ± 4.1*    72.1± 1.9 1.4 ± 0.3** 

     0.5  20.8 ± 1.3    72.9 ± 1.3 1.7 ± 0.3 

All values are mean ± S.D. (n = 10). ###P < 0.001 compared with the 

control group. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with the CCl4 + H2O group.
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Table 26. Effect of FSSC on plasma ALT activity, albumin 

concentration and A/G ratio in CCl4-treated rats. 
Drugs      Doses 

           (g/kg) 

     ALT 

     (U/L) 

Albumin 

  (g/dL) 

A/G 

Ratio 

Control     -    39.7 ± 10.7  3.5 ± 0.1  1.32 ± 0.1 

CCl4+H2O     -  1866.4 ± 781.5###  2.5 ± 0.3###  0.84 ± 0.2### 

CCl4+FSSC   1.5  1195.0 ± 329.3*  2.9 ± 0.3*  1.03 ± 0.1** 

   0.5  1362.9 ± 451.2  2.7 ± 0.3  0.94 ± 0.1 

All values are mean ± S.D. (n = 10). ###P < 0.001 compared with the 

control group. * P < 0.05, ** P < 0.01 compared with the CCl4+ H2O 

group.
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Table 27. Effect of FSSC on hepatic protein and malondialdehtde in 

CCl4-treated rats. 
Treatments   Doses     

(g/kg) 

Hydroxyproline 

(μg /g tissue) 

Protein 

(mg/g tissue) 

Malondialdehyde 

(nmol/mg protein) 

Control     -  590.5 ± 121.3  242.8 ± 19.9     1.7 ± 0.3 

CCl4+H2O     - 1048.0 ± 254.7### 160.3 ± 12.3###     3.8 ± 1.6### 

CCl4+FSSC   1.5  799.8 ± 163.1** 192.1 ± 19.0**  2.6 ± 0.3* 

   0.5  865.8 ± 132.1  168.2 ± 8.2     2.8 ± 0.6 

All values are mean ± S.D. (n = 10). ###P < 0.001 compared with control 

group. *P < 0.05, ** P < 0.01 compared with CCl4 + H2O group.  
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Table 28. Effect of FSSC on CCl4-induced liver fibrosis in rats. 

Drugs   

              

 Doses 

(g/kg) 

       Fibrosis 

  −   +  ++   +++  ++++ 

Average 
 

Control   - 10   0   0    0     0    0 

CCl4 + H2O   - 0   0   1    2     7   3.6 

CCl4 + FSSC 1.5 0    0   6    3     1     2.5** 

  0.5  0   0   2    4     4   3.2 

Grade designation of the histological findings; (−) normal, (+) very slight, 

(++) slight, (+++) moderate, (++++) severe. Each value is the number of 

animals with grading changes. **P < 0.01 compared with CCl4 + H2O 

group . 
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Fig 54. Effect of FSSC on the hepatic mRNA expressions of MAT1A and 

MAT2A in CCl4-treated rats. 

(A) RT-PCR analysis of MAT1A and MAT2A expression in control rats, in 

CCl4-treated rats, and in rats treated with CCl4 + FSSC (1.5 or 0.5 g/kg). 

Expression of the amplified fragment corresponding to GAPDH is shown for 

comparison. (B) Densitometric analyses of MAT1A expression after 

normalization against GAPDH. (C) Densitometric analyses of MAT2A 

expression after normalization against GAPDH. Data are expressed as the 

mean of ratio ± S.D. (n = 10). ###P < 0.001 compared with the control group. 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.01 compared with the CCl4 + H2O group.
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Fig 55. Effect of FSSC on the hepatic mRNA expressions of Collagen 

(α1)(I) and TGF-β1 in CCl4-treated rats. 

(A) RT-PCR analysis of the expression of Collagen α1(I) and TGF-β1 in 

control rats, in CCl4-treated rats, and in rats treated with CCl4 + FSSC (1.5 

or 0.5 g/kg). Expression of the amplified fragment corresponding to GAPDH 

is shown for comparison. (B) Densitometric analyses of Collagen α1(I) 

expression after normalization against GAPDH. (C) Densitometric analyses 

of TGF-β1 expression after normalization against GAPDH. Data are 

expressed as mean of ratio ± S.D. (n = 10). ###P < 0.001 compared with the 

control group. ***P < 0.01 compared with CCl4 + H2O group.  
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Fig 56. Effect of FSSC on the hepatic mRNA expressions of MMP-13 

and TIMP-1 in CCl4-treated rats. 

(A) RT-PCR analysis of MMP-13 and TIMP-1 expression in control rats, in 

CCl4-treated rats, and in rats treated with CCl4 + FSSC (1.5 or 0.5 g/kg). 

Expression of the amplified fragment corresponding to GAPDH is shown for 

comparison. (B) Densitometric analyses  of MMP-13 expression after 

normalization against GAPDH. (C) Densitometric analyses of TIMP-1 

expression after normalization against GAPDH. Data are expressed as the 

mean of ratio ± S.D. (n = 10). ###P < 0.001 compared with control group. 

**P < 0.05, ***P < 0.01 compared with CCl4 + H2O group. 
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Fig 57. Liver histopathology of the study rats (HE stain).  

(A) Control group; (B) CCl4 + H2O group, showing fatty change, 

inflammatory cell infiltration and necrosis was observed. (C) CCl4 + FSSC 

(1.5 g/kg) group, showing a marked reduction in fatty chnges, inflammatory 

cell infiltration and necrosis. (D) CCl4 + FSSC (0.5 g/kg) group. 



 

   197

 

Fig 58. Liver histopathology of the study rats (Sirius Red stain).  

(A) Control group; (B) CCl4 + H2O group, showing micronodular formation 

and complete interconnection of septa with each other; (C) CCl4 + FSSC 

(1.5 g/kg) group, showing a marked reduction in fiber deposition. (D) CCl4 + 

FSSC (0.5 g/kg) group.  
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第十章   酵母菌(Saccharomyces cerevisiae) 發酵物對

acetaminophen 及 bromobenzene 誘導急性肝損傷模

式之影響 

前  言 

此發酵物質是由酵母菌(Saccharomyces cerevisiae)而來，簡稱

為 FSSC。酵母菌發酵物含有大量麩胱甘肽的物質259。許多報告指出

酵母菌發酵物，在處於酒精260或過氧化氫261-264之下，可以對抗氧化

壓力。亦有報告指出在 bromobenzene 傷害情況下，麩胱甘肽濃度會

下降265。 

麩胱甘肽參與很多細胞功能，諸如抗自由基和其他毒物的傷害

及影響細胞週期等 84。本研究主要目的是探討高抗氧化物質對

acetaminophen 和 bromobenzene 引起之急性肝損傷是否有保護作用。

Acetaminophen 經 肝 臟 cytochrome P450 代 謝 產 生 N-acetyl-p-

benzoquinoneimine (NAPQI)，有過多的 NAPQI 產生時會與肝臟蛋白

結合造成毒性 266 。Bromobenzene 是工業用的溶媒，受到肝臟

cytochrome P-450 代謝後之產物，會與肝藏的蛋白結合引起肝毒性

267。 

材料與方法 

一、 試劑 

1. Sigma-Aldrich, USA：acetaminophen，bromobenzene，

acetylcysteine，σ–phthaldehyde (OPD)，N-ethylmaleimide，EDTA 

2. Randox, Germany：GSH peroxidase (GSH-Px)、GSH reductase (GSSG-

Rd)  



 

   199

3. Cayman, USA：GSH transferase 

二、  FSSC 材料製備 

食品工業發展研究所提供的高抗氧化物質是。FSSC 經 HPLC

定量分析含有約 30% 類麩胱甘肽物質。使用前將 FSSC 以去離子水配

製成懸浮液。小鼠每 10 公克體重投予 0.1 ml 為準，對照藥物

acetylcysteine 也同樣以去離子水配製成懸浮液。 

三、 實驗動物   

使用雄性 BALB/c 小鼠，購自國科會國家實驗動物繁殖及研究中

心，購自國家實驗動物繁殖及研究中心。餵養環境維持 22 ± 3℃，相對

溼度 55 ± 5％，光照為 12 小時亮 12 小時暗(早上七點亮，下午七點暗)

的環境，自由飲水及攝食。 

四、 Acetaminophen 誘發小鼠急性肝損傷 

使用體重約 22 克的健康成年 BALB/c 小鼠，試驗物質使用三

個劑量 (0.5、1.0、2.0 mg/kg 體重)，以 acetylcysteine (1.0 g/kg 體重)為

正對照藥物，試驗物質經經口投予 4 天後，動物禁食一晚。第 5 天給

予試驗物質後 40 分鐘，除空白對照組外，各組由腹腔注射 

acetaminophen 500 mg/kg 體重，acetaminophen 注射後 7 小時，小鼠的

血液和肝臟處理方式，如第六章所述。 

五、 Bromobenzene 誘發小鼠急性肝損傷 

使用體重約 22 克的健康成年 BALB/c 小鼠，試驗物質使用三個

劑量 (0.5、1.0、2.0 mg/kg 體重)，以 acetylcysteine (1.0 g/kg 體重) 為正

對照藥物。經口投予 4 天後，動物禁食一晚。第 5 天給予試驗物質後

40 分鐘，除空白對照組外，各組經口投予 0.3 mol/l bromobenzene (溶於
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橄欖油)，投予量 0.1 ml/10g，空白對照組給予胃同體積橄欖油，經 16

小時後犧牲動物。犧牲時，血液和肝臟處理方式如第六章所述。 

六、 血漿生化學檢驗 

血液處理方式如第三章所述，檢測項目為 AST 、ALT。  

七、 肝臟組織 glutathione(GSH 及 GSSG)含量測定 

 肝組織的 GSH 及 GSSG 含量測定依據 Hissin 和 Hilf  268的方

法，秤取肝臟組織 0.5 公克，加入 5ml 的 1.15% KCl 溶液，以均質機均

質化後，取 1 ml 的均漿，加入 1 ml trichloroacetic acid 10%，混合均勻

後，以 3000 g，離心 15 分鐘。還原型 GSH 的測定，取 0.01 ml 上清

液，加入 0.18 ml phosphate-EDTA 緩衝液，及新鮮配製的 0.01 ml σ–

phthaldehyde (OPD; 1mg/ml methanol)。混合均勻後，以螢光 420 nm，

激發波長 350 nm 偵測之。氧化型 GSSG 則是於室溫下反應，先取 0.5 

ml 上清液，加入 0.2 ml 0.04 mol/L N-ethylmaleimide 30 分鐘之後，再加

入 4.3 ml 0.1 mol/L NaOH，混合均勻後，取 0.01 ml 混合液，之後步驟

如同還原型 GSH 的測定。以 μmole / g wet weight 表示之。 

八、 脂質過氧化產物之測定 

實驗方法如第二章所述。 

九、  肝臟組織  superoxide dismutase (SOD) 、 catalase 、 GSH 

peroxidase (GSH-Px) 、 GSH reductase (GSSG-Rd) 、 GSH 

transferase (GSH-T)活性測定 

1.  SOD 

   此實驗依照 Aruther 和 Boyne 241等人描述之方法進行，取肝組

織 0.5 公克加入 5 ml 緩衝液 (0.32 mol/L sucrose，1 mmol/L EDTA，10 

nmol/L Tris-HCl，pH 7.4)，以均質機均質化，以 13600 g 高速離心 30 
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分鐘，取上清液稀釋 200 倍，以 RANSOD 套組分析。單位定義為抑制

50% INT 生成率為一個單位。肝臟 SOD 活性以 unit/mg protein 表示。 

2.  Catalase 

Catalase 活性測定依具 Aebi269的方法。取肝組織 0.5 公克加入

5 ml 緩衝液 (0.32 mol/L sucrose，1 mmol/L EDTA，10 nmol/L Tris-

HCl，pH 7.4)，以均質機均質化，以 13600 g 高速離心 30 分鐘，取上

清液 0.1 ml 加入 3.9 ml phosphate 內含 triton X-100 0.02% 混合均勻，

加入 H2O2  2 ml，於溫控 25℃，波長 240 nm 條件下測量吸光值，每隔

10 秒測一次。其活性定義以 K (一級反應之速率常數)，計算方法如

右： K = (2.3 / t2-t1) (logA1/A2)，其中 A1：為 t1 = 0 秒時之吸光值，

A2：為 t2 = 25 秒時之吸光值。肝臟 catalase 活性，以 U/mg protein 表

示之。 

 3.  GSH-Px、GSH-Rd 

GSH-Px 與 GSHR-Rd 則依據 Xia270的方法，取肝組織 0.5 公克

加入 5 ml 緩衝液 (0.32 mol/L sucrose，1 mmol/L EDTA，10 nmol/L 

Tris-HCl，pH 7.4)，以均質機均質化，以 13600 g 高速離心 30 分鐘，

取上清液稀釋 100 倍，以市售套組分析。 

GSH-Px 活性定義為每分鐘氧化 1 μmol NADPH 所需酵素的量為

為一個單位 (U)。肝組織的 GSH-Px 活性以 mU/mg protein 表示之。

GSH-Rd 活性定義為每分鐘氧化 1μmol NADPH 所需酵素的量為為一

個單位 (U)。肝組織的 GSH-Rd 活性以 mU/mg protein 表示之。 
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4. GSH-T 

肝組織之前處理依據 Xia et al. (1995) 的方法。GSH-T 活性測定

以市售套組偵測。GSH-T 活性定義為每分鐘產生 S-2,4-dinitrophenyl- 

glutathione 所需酵素的量為為一個單位 (U)。肝組織的 GSH-T 活性以

mU/mg protein 表示之 

十、 病理檢驗 

肝臟組織切片、H.E. 染色和結果判讀，如第二章所述。 

十一、 統計分析 

數據結果以平均值（mean）± 標準偏差（standard diviation，

SD）表示，統計方式如前所述，以 P 值小於 0.05 表示在統計學上具有

顯著差異。 

結果與討論 

一、 FSSC 對 acetaminophen 誘發小鼠急性肝損傷的影響 

小鼠腹腔注射 acetaminophen 7 小時後，acetaminophen 加 H2O 組

有兩隻小鼠死亡，餘則無死亡情形。     

小鼠腹腔注射 acetaminophen 7 小時後，血漿的 AST、ALT 活性

(表二十九)，明顯高於控制組。FSSC (0.5 – 2.0 g/kg)具用量依存性的降

低 AST、ALT 的活性。Acetylcysteine 也具有同樣效果。 

小鼠腹腔注射 acetaminophen 7 小時後，肝臟的蛋白質含量及脂

質過氧化程度與控制組比較沒有差異(表三十)。FSSC 及 Acetylcysteine

的處理對肝臟的蛋白質及脂質過氧化程度也沒有影響。 

如表三十一所示，小鼠腹腔注射 acetaminophen 7 小時後，肝臟

的氧化型的 GSSG 及還原型的 GSH 含量與控制組比較明顯降低。FSSC
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的處理對肝臟 GSSG 及 GSH 的含量具劑量依存性的增加作用。

Acetylcysteine 也具有同樣效果。 

如表三十二所示，小鼠腹腔注射 acetaminophen 7 小時後，肝臟

的抗氧化酵素 SOD 及 catalase 的活性與控制組比較明顯降低。FSSC 的

處理能增強肝臟 SOD 的活性，但對 catalase 的活性僅具增強的傾向。

Acetylcysteine 的處理能增強此兩種抗氧化酵素的活性。 

如表三十三所示，小鼠腹腔注射 acetaminophen 7 小時後，肝臟

的麩胱甘肽相關抗氧化酵素 GSH-Px 及 GSH-Rd，及代謝酵素 GSH-T

的活性與控制組比較明顯降低。FSSC 的處理能增強肝臟 GSH-Px 及

GSH-Rd 的活性，在高劑量也提升 GSH-T 的活性。Acetylcysteine 的處

理對此三種酵素的活性皆有增強作用。 

如圖五十九所示，acetaminophen 所誘導的小鼠急性肝炎，在中

央靜脈週邊可見到明顯的細胞壞死、血球浸潤等。 FSSC 及

acetylcysteine 的處理明顯減輕這些病變。 

Acetaminophen 是常用的止痛藥，當過量時會產生肝組織中央靜

脈區的壞死266。Acetaminophen 經 cytochrome P450 代謝產生 N-acetyl-

p-benzoquinoneimine (NAPQI)，NAPQI 和肝臟的 GSH 結合後排出，當

有過多的 NAPQI 產生時會與肝臟蛋白結合造成毒性。因此提高肝臟中

麩胱甘肽的含量可以解 acetaminophen 引起的肝毒性271。目前常用的解

藥是 acetylcysteine，其可以提供 SH 基，在體內轉成麩胱甘肽 272。在本

試驗，acetaminophen 同樣引起嚴重的肝組織中央靜脈區的壞死，血漿

中 AST、ALT 明顯上升，肝組織的 GSH、GSSG 被排空。FSSC 和

Acetylcysteine 同樣可以提升肝臟中麩胱甘肽含量及降低血漿中 AST、

ALT 的活性。病理組織的壞死表現也較輕。 
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Acetaminophen 的肝損傷不會引起脂質過氧化，乃因其造成的損

傷也會活化庫氏細胞放出 NO 自由基抵消了超氧陰離子自由基266。在本

試驗，acetaminophen 同樣沒有增加肝臟脂質過氧化程度。FSSC 和

Acetylcysteine 的處理對肝臟脂質過氧化程度也沒有影響。 

在本試驗 acetaminophen 的肝毒性明顯的抑制肝臟抗氧化酵素

SOD、Catalase、GSH-Px、GSH-Rd 及解毒酵素 GSH-T 的活性，FSSC 

和 acetylcysteine 的處理可以減輕這些酵素活性的下降。 

二、FSSC 對 bromobenzene 誘發小鼠急性肝損傷的影響 

Bromobenzene 投予 16 小時後，Bromobenzene 合併 H2O 組、

bromobenzene 合併 FSSC 0.5 g/kg 組、bromobenzene 合併 acetylcysteine

組，各有一隻死亡，餘則無死亡情形。 

如表三十四所示，小鼠經口投予 bromobenzene 16 小時後，血漿

的 AST、ALT 活性明顯高於控制組。FSSC (1.0，2.0 g/kg)具劑量依存

性的降低 AST、ALT 活性。Acetylcysteine 也具有同樣效果。 

如表三十五所示，小鼠經口投予 bromobenzene 16 小時後，肝臟

的蛋白質含量與控制組比較沒有差異。但肝臟脂質過氧化程度明顯高

於控制組，肝臟麩胱甘肽含量比控制組低。FSSC 的處理能降低肝臟脂

質過氧化程度，及增加肝臟麩胱甘肽含量。同樣 acetylcysteine 的處理

對肝臟蛋白含量沒有影響，但能降低肝臟脂質過氧化程度及增加 GSH

含量。 

如表三十六所示，小鼠經口投予 bromobenzene 16 小時後，肝臟

的抗氧化酵素 SOD 的活性與控制組比較明顯降低。FSSC 的處理能增

強肝臟 SOD 的活性，但 acetylcysteine 對 SOD 的活性沒有影響。
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Bromobenzene 對肝臟 catalase 的活性僅輕微抑制，不具統計上的意義。

FSSC 及 acetylcysteine 的處理對肝臟 catalase 的活性都沒有影響。 

如表三十七所示，小鼠經口投予 bromobenzene 16 小時後，肝臟

的麩胱甘肽相關抗氧化酵素 GSH-Px 及 GSH-Rd，及代謝酵素 GSH-T

的活性與控制組比較明顯降低。FSSC 的處理能增強肝臟 GSH-Px、

GSH-Rd、GSH-T 的活性。Acetylcysteine 的處理對 GSH-Px、GSH-Rd

的活性沒有影響，但能增加 GSH-T 的活性。 

如表三十八所示，小鼠經口投予 bromobenzene 16 小時後，肝臟

的麩胱甘肽還原型有明顯增加，但氧化型沒有影響。Acetylcysteine 的

處理會增加麩胱甘肽還原型，但不會影響氧化型。 

如圖六十所示，bromobenzene 所誘導的小鼠急性肝炎，在中央靜

脈週邊可見到明顯的細胞壞死、血球浸潤等。FSSC 及 acetylcysteine 的

處理明顯減輕這些病變。 

Bromobenzene 是工業用的溶媒，受到肝臟 cytochrome P-450 的

代謝產生環氧化(epoxidation)，而後與麩胱甘肽結合排出，當肝臟麩胱

甘肽被排空時，產生的活性代謝物會與肝藏的蛋白結合引起肝毒性，

主要的病變在肝藏中央靜脈區的壞死，也會引起脂質過氧化上升267 。 

在本試驗，bromobenzene 同樣引起嚴重的肝組織中央靜脈區的

壞死，血漿的 AST、ALT 活性明顯上升，減少肝組織的麩胱甘肽含

量，脂質過氧化明顯增加。FSSC 和 acetylcysteine 同樣可以提升肝臟中

麩胱甘肽含量及降低血漿中 AST、ALT 的活性，抑制脂質過氧化的產

生，病理組織的壞死表現也較輕。 

在本試驗 bromobenzene 的肝毒性明顯的抑制肝臟抗氧化酵素

SOD、GSH-Px、GSH-Rd 及解毒酵素 GSH-T 的活性，FSSC 處理可以
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減輕這些酵素活性的下降，而 acetylcysteine 的處理僅提升 GSH-T 的活

性，對 SOD、GSH-Px、GSH-Rd 的活行沒有改善作用。 

結論是 acetaminophen 及 bromobenzene 的肝毒性主要來自肝臟麩

胱甘肽的排空作用。FSSC 明顯對抗 acetaminophen 及 bromobenzene 肝

毒性，顯示含高含量麩胱甘肽的 FSSC 投與後，確實可以增加肝臟麩胱

甘肽含量而降低 acetaminophen 及 bromobenzene 的毒性。 
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Table 29. The effect of FSSC on the activities of AST and ALT in 

acetaminophen induced acute liver injury.  
treatments   

              

Doses 

(g/kg ) 

AST 

(U / L) 

ALT 

(U / L) 

No. of mice

 

Control      -     67.5 ± 5.0    32.5 ± 5.0     6 

AMP + H2O      -   3315.0 ± 514.1### 5948.3 ± 800.9###     7 

AMP + FSSC     0.5   1563.8 ± 1238.2***  2083.8 ± 1794.3***     9 

     1.0    478.8 ± 482.3***    541.3 ± 542.4***     9 

     2.0    312.5 ± 190.5***   300.0 ± 168.9***     9 

     + ACT     1.0     280.0 ± 225.3***   287.5 ± 277.9***     9 

All values are means ± S.D. ###P<0.001 compared with control group. 

***P<0.001 compared with acetaminophen + H2O group. 

AMP: acetaminophen；ACT: acetylcysteine 
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Table 30. The effect of FSSC on hepatic protein and malodialdehyde 

(MDA) in acetaminophen induced acute liver injury.  
Treatments   

              

Doses 

(g/kg) 

Protein 

(mg / g tissue) 

MDA 

(nmol/ mg protein) 

No. of 

mice 

 

Control      -     276.1 ± 31.6     12.2 ± 3.2     6 

AMP + H2O      -  254.4 ± 42.8 11.7 ± 2.6 7 

AMP + FSSC     0.5 262.4 ± 37.3 13.3 ± 4.1     9 

     1.0     281.0 ± 31.7     12.9 ± 1.2     9 

     2.0     285.7 ± 15.4     14.2 ± 1.5     9 

     + ACT     1.0   262.4 ± 18.2     13.4 ± 2.2     9 

All values are means ± S.D.  ###P<0.001 compared with control group. 

***P<0.001 compared with acetaminophen + H2O group. 

AMP: acetaminophen；ACT: acetylcysteine 
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Table 31. The effect on FSSC on hepatic GSH and GSSG in 

acetaminophen induced acute liver injury. 
Treatments   

              

Doses 

(g/kg) 

GSH 

(nmol/ mg protein)

GSSG 

(nmol/ mg protein) 

No. of 

mice. 

 

Control      -    23.2 ± 3.0     10.7 ± 1.5     6 

AMP + H2O      -     0.8 ± 0.2###  0.9 ± 0.2### 7 

AMP + FSSC     0.5     3.0 ± 1.7  3.4 ± 1.6     9 

     1.0     6.0 ± 2.9***       5.7 ± 2.2***     9 

     2.0    12.5 ± 3.3***      6.3 ± 1.6***     9 

     + ACT     1.0     15.5 ± 4.5***      6.3 ± 3.0***     9 

All values are means ± S.D. ###P<0.001 compared with control group. 

***P<0.001 compared with acetaminophen + H2O group. 

AMP: acetaminophen；ACT: acetylcysteine 
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Table 32. The effect on FSSC on hepatic SOD and catalase in 

acetaminophen induced acute liver injury. 
Treatments   

              

Doses 

(g/kg) 

SOD 

(U / mg protein ) 

Catalase 

(U / mg protein) 

No. of 

mice. 

 

Control      -      7.7 ± 0.3     29.2 ± 4.5     6 

AMP + H2O      -      5.2 ± 0.7### 18.3 ± 5.1### 7 

AMP + FSSC     0.5      6.1 ± 0.8 19.7 ± 4.0     9 

     1.0      6.8 ± 0.8***      20.7 ± 4.4     9 

     2.0      6.6 ± 0.5**     24.0 ± 4.5     9 

     + ACT     1.0    7.4 ± 0.8***     23.3 ± 1.9***     9 

All values are means ± S.D.. ###P<0.001 compared with control group. 

***P<0.001 compared with acetaminophen + H2O group. 

AMP: acetaminophen；ACT: acetylcysteine 
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Table 33. The effect on FSSC on hepatic GSH-Px、GSH-Rd and GSH-T 

in acetaminophen induced acute liver injury. 
Treatments   

              

Doses 

(g/kg) 

GSH-Px 

(U / mg protein ) 

GSH-Rd 

(U / mg protein)

GSH-T 

(U / mg protein) 

Control      -  1803.9 ± 455.6  64.3 ± 2.7   4.5 ± 0.5 

AMP + H2O      - 804.4 ± 153.1### 41.2 ± 6.7###  2.9 ± 0.3## 

AMP + FSSC     0.5 1497.0 ± 433.4** 50.3 ± 5.9*   3.6 ± 1.4 

     1.0  1661.5 ± 206.8***  53.8 ± 6.3**   3.6 ± 0.8 

     2.0  1746.6 ± 350.5*** 54.7 ± 6.2**   4.0 ± 0.4* 

     + ACT     1.0  1775.5 ± 385.4*** 55.2 ± 7.4**   4.0 ± 0.7* 

All values are means ± S.D. ###P<0.001 compared with control group. 

*P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001 compared with acetaminophen + H2O 

group. 

AMP: acetaminophen；ACT: acetylcysteine 
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Fig 59. Treatment with FSSC improved the histology of acetaminophen-

treated rat liver. (H.E. satin) 

   A：Control；B：acetaminophen + H2O；C：acetaminophen + FSSC 2 

g/kg 

   D：acetaminophen + acetylcysteine 1 g/kg 
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Table 34. The effect on FSSC on the activities of plasma AST and ALT 

in bromobenzene induced acute liver injury. 
Treatments   

              

Doses 

(g/kg) 

AST 

(U / L) 

ALT 

(U / L) 

No. of 

mice 

 

Control      -      65.6 ± 5.0     30.5 ± 5.0     6 

BMB + H2O      - 4068.0 ± 1786.2## 4110.9 ± 2326.2## 8 

BMB + FSSC     0.5 3281.1 ± 3296.3 3234.7 ± 3858.1     8 

     1.0   923.7 ± 752.4**  722.0 ± 576.7**     9 

     2.0   397.1 ± 547.8** 305.7 ± 279.0**     9 

     + ACT     1.0   352.0 ± 436.1** 851.4 ± 1153.1**     8 

All values are means ± S.D. ##P<0.01 compared with control group. 

**P<0.01 compared with BMB + H2O group. 

BMB: bromobenzene； ACT: acetylcysteine 
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Table 35. The effect on FSSC on hepatic protein,MDA and GSH in 

bromobenzene induced acute liver injury. 
Treatments   

              

Doses 

(g/kg) 

Protein 

(mg / g tissue)

MDA 

(nmol/ mg protein)

GSH 

(nmol/ mg protein) 

Control      -   282.1 ± 62.5     7.5 ± 5.6     11.7 ± 0.7 

AMP + H2O      -   240.8 ± 13.8    18.8 ± 1.9###      8.6 ± 0.5### 

AMP + FSSC     0.5   254.5 ± 20.6    15.3 ± 4.8 10.1 ± 1.1** 

     1.0   255.9 ± 18.3    13.3 ± 2.7**     10.2 ± 0.9**  

     2.0   261.6 ± 26.9     8.4 ± 4.3***     11.8 ± 1.0*** 

     + ACT     1.0    233.6 ± 28.0     9.9 ± 3.8**     12.7 ± 0.8** 

All values are means ± S.D. ###P<0.001 compared with control group. 

**P<0.01, ***P<0.001 compared with BMB + H2O group. 

BMB: bromobenzene;  ACT: acetylcysteine 
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Table 36. The effect on FSSC on hepatic SOD and catalase in 

bromobenzene induced acute liver injury. 
Treatments   

              

Doses 

(g/kg) 

SOD 

(U / mg protein ) 

Catalase 

(U / mg protein) 

No. of 

mice 

 

Control      -      7.8 ± 0.1     22.2 ± 2.7     6 

BMB + H2O      -      5.2 ± 0.8### 17.0 ± 1.4 7 

BMB + FSSC     0.5      6.0 ± 1.6 18.6 ± 4.8     9 

     1.0      6.9 ± 0.3**      20.8 ± 2.6     9 

     2.0      7.5 ± 0.7***     19.4 ± 1.9     9 

     + ACT     1.0    5.8 ± 0.9     12.9 ± 4.5     9 

All values are means ± S.D. ###P<0.001 compared with control group. 

**P<0.01, ***P<0.001 compared with bromobenzene + H2O group. 

BMB: bromobenzene; ACT: acetylcysteine 
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Table 37. The effect on FSSC on hepatic GSH-Px、GSH-Rd and GSH-T 

in bromobenzene induced acute liver injury. 
Treatments   

              

Doses 

(g/kg) 

GSH-Px 

(U / mg protein )

GSH-Rd 

(U / mg protein)

   GSH-T 

(U / mg protein) 

Control -  1291.0 ± 321.1    59.9 ± 5.7    4.6 ± 1.1 

BMB + H2O -   862.1 ± 102.4##    34.7 ± 3.9##  1.2 ± 0.7### 

BMB + FSSC 0.5   871.3 ± 198.9    34.2 ± 8.8    1.8 ± 0.7 

 1.0  1186.2 ± 105.7*     46.6 ± 8.2    1.6 ± 0.8 

 2.0  1224.4 ± 105.9*    53.7 ± 7.0**    1.8 ± 0.7* 

     + ACT 1.0  1044.6 ± 323.2    47.3 ± 15.7    2.9 ± 0.3** 

All values are means ± S.D. ##P<0.01, ###P<0.001 compared with control 

group. *P<0.05, **P<0.01 compared with BMB + H2O group. 

BMB: bromobenzene ACT: acetylcysteine 



 

   217

Table 38. The effect on FSSC on hepatic GSH and GSSG in 

bromobenzene induced acute liver injury.  
Treatments   

              

Doses 

(g/kg) 

GSH 

(nmol/ mg protein)

GSSG 

(nmol/ mg protein) 

No. of 

mice 

 

Control -     11.7 ± 0.7      6.1 ± 0.2     6 

BMB + H2O -      8.6 ± 0.5###      6.1 ± 0.2     8 

BMB + FSSC 0.5     10.1 ± 1.1**      6.1 ± 0.1     8 

 1.0     10.2 ± 0.9**       6.0 ± 0.0     9 

 2.0     11.8 ± 1.0***      6.0 ± 0.2     9 

     + ACT 1.0  12.7 ± 0.8**      6.4 ± 0.3     8 

All values are means ± S.D. ###P<0.001 compared with control group. 

**P<0.01, ***P<0.001 compared with BMB + H2O group. 

BMB: bromobenzene; ACT: acetylcysteine 
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Fig 60. Treatment with FSSC improved the histology of brmobenzene-

treated rat liver. (H.E. satin) 

     A：Control；B：Brmobenzene + H2O；C：Brmobenzene + FSSC 2 

g/kg 

     D：Brmobenzene + acetylcysteine 1 g/kg 
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第十一章 結論 

本研究探討七種生藥，兩種中草藥—台灣金線連、枳椇子，兩

種真菌類發酵物—釀酒酵母及麴菌，及三種脂肪油—橄欖油、棕櫚油

及玉米油，對四氯化碳誘發大鼠或小鼠肝纖維化的效果。 

結果顯示，台灣金線連、枳椇子和酵母菌、麴菌發酵物，以及

橄欖油等生藥，在血液生化值、肝臟羥脯氨酸含量及病理檢查，均顯

示這五種生藥有明顯的抗肝纖維化效果。進一步以 RT-PCR 分析台灣

金線連、枳椇子和酵母菌、麴菌發酵物，以及橄欖油，均會抑制肝臟

第一型膠原蛋白及 transforming growth factor-β1 (TGF-β1)等纖維化相關

基因的表現。 

脂質過氧化分為(1)非酵素型脂質過氧化，單純因自由基所引發

的和(2)酵素型脂質過氧化 (需環氧化酶-2 媒介) 。在大鼠四氯化碳致纖

維化模式中，兩種路徑的脂質過氧化產物均會增加。在大鼠投與玉米

油模式下，僅增加非酵素型的反應，但對酵素型反應則無影響。玉米

油與四氯化碳合併投與，玉米油也只增加非酵素型的反應，但對酵素

型反應則無影響。 

脂質過氧化一直被認為與肝纖維化相關。但是脂質過氧化產物

對肝損傷之間的關聯，卻一直沒有明確的定論。在初代培養星狀細胞

方面，觀察到酵素型(malondialdehyde 和 8-iso-PGF2α)或非酵素型(15-

keto-PGF2α)的脂質過氧化產物單獨投與時，不會刺激星狀細胞活化。

但 在 小 劑 量 TGF-β1(1 ng/ml) 活 化 星 狀 細 胞 條 件 下 ， 加 入

malondialdehyde 、8-iso-PGF2α或 15-keto-PGF2α的脂質過氧化產物，則

三種脂質過氧化產物，都不會加強星狀細胞的活化。 
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結論一是五種生藥-台灣金線連、枳椇子和酵母菌、麴菌發酵

物，以及橄欖油，在肝纖維化動物模式中確實具有肝保護作用。結論

二：脂質過氧化產物，如 malondialdehyde、8-iso-PGF2α和 15-keto-

PGF2α不會直接引起星狀細胞活化，也不會增強 TGF-β1 的星狀細胞活

化作用。 
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