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摘要

糖尿病是多種成因之代謝異常，由於潛藏的胰島素阻抗問題之未病群遠超過

發病人數，如能於產生無可挽回的器官病變前有效改善高血糖狀態，將能大幅降

低未來醫療照護負擔。於體內代謝血糖方面，肌肉為是周邊組織中最主要攝取葡

萄糖的器官且也能感應體內血糖濃度的變化來消耗葡萄糖。關於血糖恆定之調控

上，除了藉由胰島素傳訊外，由脂肪細胞所分泌的多種脂泌素如脂聯素(adipo-

nectin)，亦具有調節胰島素敏感性的作用。黃金銀耳，是一種金黃色膠狀樣的可

食用蘑菇，其子實體包含 20%以上的酸性多醣體。於先前研究結果顯示，黃金銀

耳可有效提升胰島素敏感度，且達到降血糖效用。推測黃金銀耳可能經由更有效

率的胰島素傳訊或是經由其他傳訊，提高周邊組織的胰島素敏感性，達到血糖調

降之目的。為了解黃金銀耳調控血糖的機制，本研究深入探討餵食黃金銀耳是否

可活化胰島素與脂聯素傳訊路徑之傳訊分子。研究中使用酵素免疫連結法分析血

清中脂聯素濃度，並利用反轉錄同步定量聚合酶連鎖反應於轉錄層次檢測基因表

現量，另以西方轉漬法分析蛋白質之表現量。本研究中初步證實，餵食黃金銀耳

能有效提高血清中脂聯素的分泌量，亦能提升骨骼肌中兩型脂聯素受體基因轉錄

效率，以及增加脂聯素傳訊下游之 AMPK 蛋白質表現量，推論黃金銀耳可能透

過增強骨骼肌中脂聯素傳訊進而調控血糖與提高胰島素敏感性。黃金銀耳之餵食

雖對骨骼肌中胰島素受體的 mRNA 基因表現沒有影響，但於蛋白質表現上有顯

著的提升；肌肉中第二型胰島素受體基質在餵食後雖沒有影響，但第一型胰島素

受體基質無論於基因表現或蛋白質表現量上均受到提升；同時，Akt 蛋白質表現

量亦顯著的增加。另外經黃金銀耳餵食後，第四型葡萄糖轉運蛋白基因轉錄效率

與蛋白質表現均提高。推測黃金銀耳可能藉由增強肌肉細胞內胰島素與脂聯素傳

訊，協同提高 GLUT4 表現與提高肌肉組織之胰島素敏感性，改善糖尿病大鼠模

式中葡萄糖之代謝調控。
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Abstract

Diabetes mellitus is the metabolic abnormality resulted from multiple causes, and

the incidence of potent patients with insulin resistance is far more than that of the dia-

betes patients. It would be beneficial in reducing the cost of future medical care by

improving the status of high blood sugar before irreversible organ lesions. Skeletal

muscle is a major tissue for glucose consumption, and glucose uptake by the regula-

tion of insulin. The regulation of blood sugar, in addition to insulin signaling, is also

mediated by adiponectin, an adipokine secreted by adipocytes, and here by improve

insulin sensitivity. Tremella mesenterica, a yellow brain jelly mushroom containing

up to 20% of polysaccharide glucuronoxylomannan (GXM) in the fruiting bodies, is a

edible, and medicinal mushroom. In the previous studies showed that T. mesenterica

can effectively enhance the insulin sensitivity, and ameliorate hyperglycemia. It is

deduced that T. mesenterica may improve insulin sensitivity through more effective

insulin and adiponectin signalings, and thereby lead to a hypoglycermic effect. To

clarify whether T. mesenterica could activate insulin and adiponectin signaling in the

muscle, molecules involved in these two signalings pathway were investigated. Our

results demonstrated that T. mesenterica increased the circulating adiponectin contents,

the AdipoR1/AdipoR2 mRNA expression, and the AMPK protein expression. Adipo-

nectin signaling might be enhanced in the muscle with T. mesenterica gavage. On the

other hand, T. mesenterica enhanced the insulin receptor protein expression, improved

IRS-1 mRNA expression and protein expression, increased the Akt protein expression,

and enhanced insulin signaling in the muscle. In conclusion, the antidiabetic activity

of T. mesenterica at least in part, is contributed by promoting GLUT4 expression and

improving insulin sensitivity by strengthening insulin and adiponectin signaling.
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一、前言

1-1 黃金銀耳與其生理功效

黃金銀耳，又稱黃花耳、金耳、膠耳等，因其形狀似人腦，亦稱為腦耳。黃

金銀耳屬於擔子菌綱之銀耳科(Tremalleceae)，是一種可食用的黃色膠狀蘑菇，不

但營養豐富，而且具有很高的保健和藥用價值，是一種珍貴的食、藥用菌

(Reshetnikov et al., 2000)。外觀呈現獨特的橙黃色或金黃色，具有類似耳朵形狀

的蘑菇，由子實體與菌絲體所組成。其子實體在腐木上單生或散生成似腦狀或重

複花瓣形，大小為 1-5x1-4 公分(國立自然科學博物館，自然與人文數位博物

館)；新鮮時呈現金黃色或橙黃色，乾後堅硬，浸泡後可恢復原狀；主要分布

於中國的雲南、四川、湖南、甘肅。如同其他蕈菌產品，傳統天然的栽培方式耗

時甚久，生產出來的子實體成份也因此難以掌控。現今多採用浸液培養

(submerged culture)法，在控制條件下能更快速地由 Tremella mesenterica 生產成

份穩定的子實體(De Baets et al., 2002; Khondkar et al., 2002; Reshetnikov et al.,

2001)。根據《中國藥用真菌》記載，黃金銀耳性溫中帶寒，味甘，能化痰、止

咳、定喘、調氣，平肝腸，主治肺熱、痰多，感冒咳嗽、氣喘、高血壓等(劉波，

1978)；於食品以及天然藥材上具有廣泛藥用價值，例如刺激免疫、抗輻射、抗

糖尿病，抗發炎、降血膽固醇、抗過敏等(Kiho et al., 1995; Khondkar et al., 2002;

Vinogradov et al., 2004)。經實驗動物測試黃金銀耳具有降血糖之功效，故可作為

糖尿病患者與其高危險族群的口服降血糖試劑或機能性食品(Lo et al., 2006)。而

目前黃金銀耳的功能性成分以酸性多醣體 glucuronoxylomannan(GXM)的相關研

究為主，黃金銀耳之 GXM 佔其子實體可達 20%。酸性多醣體由 1,3-linked

α-D-mannose 為骨架，xylose 與 glucuronic acid 為支鏈而組成。研究證實其具有

調節神經、荷爾蒙與免疫系統作用(Reshetnikov et al., 2000; Vinogradov et al.,

2004)、調節類固醇生合成(Chen et al., 2006; Lo et al., 2005)、降血糖效果(Kiho et

al., 1995, 2000, 2001; Lo et al., 2006)。
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1-2 糖尿病

糖尿病(diabetes mellitus)，是一種多成因之代謝異常病變，其特徵為慢性及

長期的血糖過高，身體組織細胞對醣類、脂肪及蛋白質的代謝均受到干擾，症狀

包括吃多，喝多，尿多，體重減輕，疲倦和復發性感染。隨著生活水準不斷提高

及飲食的精緻化，生活型態的改變與運動的缺乏，使得全球罹患糖尿病的比率快

速增加(Amos, 1997; King 1998; Zimmet, 2000)；根據世界衛生組織的統計，目前

全球已至少有 1.5 億人罹患糖尿病，預估到 2025 年，其罹患人數會增加一倍至 3

億人(Amos, 1997; King 1998; Zimmet, 2000)，其中大部分的患者可能是因為久坐

的生活型態與肥胖而引發的第二型糖尿病病患(Zimmet, 1999)。國內近年來醫療

水準的提升，轉為高齡化社會下，糖尿病盛行率持續攀升，死亡率更高居十大死

因第四位，且有年輕化的趨勢(行政院衛生署 2006)。

糖尿病主要分成兩大類型，第一型為胰島素依賴型(Insulin-dependent diabetes

mellitus, IDDM)、第二型為非胰島素依賴型(Non-insulin-dependent diabetes melli-

tus, NIDDM)。第一型糖尿病導因為自體免疫攻擊或遺傳缺陷導致胰島素分泌不

足或缺乏。患者需要注射外源性的胰島素來控制體內的血糖以維持生命(Rader-

mecker et al., 2003; Weintrob et al., 2004)。第二型糖尿病佔整體糖尿病人數的九成

以上，最主要的原因即為胰島素阻抗與胰島素分泌異常。當體內肝臟、肌肉、脂

肪等周邊組織對於胰島素的調控失去反應能力，無法正常吸收及代謝葡萄糖，稱

為胰島素阻抗(insulin resistance)；胰島素是體內控制血糖恆定的重要激素，可以

刺激細胞生長、分化及提升因脂肪、肝醣、蛋白質等合成作用所產生的養分於脂

肪細胞、肝臟及肌肉組織中的儲存能力。但在胰島素阻抗的狀態，胰島素因無法

使細胞攝入葡萄糖，長期的高血糖伴隨醣類、脂質與蛋白質代謝失調產生胰島素

阻抗症候群(insulin resistance syndrome)，導致肥胖、高血壓、葡萄糖耐受性缺失、

血脂異常等，長久下來會造成視網膜、腎、周邊與自律神經等病變及血管疾病(高

血壓、心血管疾病、中風)等嚴重的併發症(Bate et al., 2003; Brownlee, 2005; Che-

lliah et al., 2004; Sudha, 2006)。十大死因中的腦血管疾病、心臟病疾病及高血壓
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等，都與糖尿病息息相關。

胰島素阻抗是第二型糖尿病最早出現且一直持續的病徵(Kahn, 2003)，其主

要成因可分成兩大類，基因易感受性(Genetic susceptibility)與環境因素(Enviro-

nmental factors)，基因易感受性是指代謝酵素以及胰島素訊息傳遞分子的基因表

現程度改變；而環境因素是包括飲食的組成及數量、不適當的運動量與生活習慣

(促成肥胖)、年齡、壓力等(Zierath et al., 2000; Saltiel et al., 2001)；因而造成體內

必須分泌較高胰島素濃度以達到正常的體內代謝反應或是一般正常的胰島素濃

度無法完成正常代謝反應導致高血糖症狀(Elisabetta et al.,2005)。胰島素阻抗更是

胰島素阻抗症候群(又稱代謝症候群，包括第二型糖尿病、心血管疾病、脂肪肝

等)的致病因子，所以想要預防胰島素阻抗症候群，必須從防治高血糖著手。目

前診斷糖尿病最有效的兩個方法為空腹血糖測試(Fasting Plasma Glucose Test,

FPG)與口服葡萄糖耐受性測試(Oral Glucose Tolerance Test, OGTT) (American

Diabetes Association, 2005)。測試時，空腹血糖值高於 126 mg/dl 或是口服葡萄糖

耐受性測試 2 小時後的血糖值高於 200 mg/dl，即診斷為患有糖尿病。而血糖值

介於正常人與糖尿病患者間(FPG, 100~125 mg/dl；OGTT, 140~199 mg/dl)，其為

糖尿病的高危險群(pre-diabetes)。據估計這些潛在患者的人數可能遠多於糖尿病

患者的人數，在此時多數的糖尿病併發症也慢慢的形成，但並沒有明顯的病徵，

若能有效控制血糖將能降低罹患糖尿病及其併發症的風險(Zimmet, 1999)。

目前糖尿病的治療方法有三種，運動、飲食及藥物。有學者研究改變生活型

態與藥物治療的治療效果，結果發現改變生活型態(改變飲食與運動)所帶來的治

療成效較藥物治療有效(Larkin, 2001)；且藥物治療會對患者產生不同的副作用，

例如低血糖或腹瀉等。所以目前糖尿病的治療仍以飲食控制、運動、減肥等非藥

物治療為主，但仍需藉由藥物的幫助才能達到適度的血糖調控(Cheng and Fantus,

2005)。近年來針對調節血糖的保健食品不斷推陳出新，尋求無副作用的天然物

質取代藥物的治療，來提高胰島素的敏感性，以期能夠避免糖尿病、延緩糖尿病

的病程，或是更有效的控制血糖降低併發症發生的機率，將是現今研究努力的重
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要方向。

1-3 肌肉組織與血糖恆定

體內的血糖恆定必須依賴胰臟β細胞分泌胰島素使內臟與肌肉等周邊組織

攝入葡萄糖，並且抑制肝臟葡萄糖的產出。肌肉是周邊組織中最主要攝取葡萄糖

的器官，且也能感應體內血糖濃度的變化來消耗葡萄糖。研究顯示，攝取的葡萄

糖約有 70~90%是由肌肉組織消耗，且在第二型糖尿病中肌肉也是第一個出現胰

島素阻抗的器官(Martin et al., 1992; Zierath et al., 2000; Zierath et al., 2002; Zierath

and Kawano, 2003)，由此可知肌肉在代謝上扮演著重要的角色。若肌肉攝取葡萄

糖的機制無法正常運作，也會影響到受胰島素調控的周邊組織對於葡萄糖的攝入

(Ryder et al., 2001; Zierath et al., 2000)，因此肌肉的胰島素阻抗被認為是導致全身

葡萄糖代謝失常的重要因子，更是引發第二型糖尿病發生的病因(Ryder et al.,

2001; Zierath and Kawano, 2003)。胰島素對於肌肉組織中葡萄糖轉運或其他代謝

作用的影響，均必須藉由細胞內的傳訊路徑來達成。糖尿病患的研究中也證實，

若肌肉中胰島素傳訊受損會造成胰島素刺激下的葡萄糖轉運速率降低 (Ryder et

al., 2001)。故肌肉組織的胰島素傳遞路徑中任何關鍵性分子，若其功能受損、表

現量降低等影響其傳訊效果，均可能形成第二型糖尿病。

1-4 胰島素傳訊

胰島素透過傳訊分子相互作用，調控細胞中繁雜的代謝及生長反應，不只會

增加蛋白質、脂質的合成，更能透過增加肌肉與脂肪組織攝入葡萄糖、抑制肝臟

糖質新生、促進肝醣合成、抑制肝醣分解等作用來維持血糖的恆定 (Saltiel and

Kahn, 2001) (圖一)。胰島素訊息傳遞的觸發是開始於血液中的胰島素與細胞膜上

胰島素受體 (insulin receptor, IR)結合，然後胰島素受體啟動自體磷酸化，接著促

使胰島素受體基質 (IRS) 家族、PI(3)K、PIP3-dependent protein kinase 等下游傳

遞訊息分子磷酸化活化，調控將葡萄糖攝入細胞中轉為肝醣、蛋白質、脂質等巨
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圖一、胰島素傳訊。

胰島素受體為酪胺酸磷酸化激酶，當胰島素與其結合後會啟動自體磷酸化，而後促使多種細胞內

蛋白質的磷酸化，例如胰島素受體基質 (IRS) 家族、Shc 與 Cbl。於酪胺酸磷酸化後，這些蛋白

質會透過 SH2 區域與傳訊分子結合，然後開啟一連串多變的訊息傳遞。包括活化 PI(3)K、

PIP3-dependent protein kinase、ras 與 MAPK 傳訊路徑、Cbl/CAP 與活化 TC10。這些傳訊路徑會

一起交互作用來調控葡萄糖轉運蛋白的轉位、蛋白質的合成、酵素的活化與去活化，以及基因的

表現，進而調節葡萄糖、脂質與蛋白質代謝(Saltiel and Kahn, 2001)。

分子儲存之代謝作用(Saltiel and Kahn, 2001)。

胰島素受體是屬於 protein-tyrosine kinase (PTK)家族的成員，是一種具酵素

活性的雙聚合體，多肽鏈以雙硫鍵方式結合，每個多肽含有α次單元體

(extracellular domain)與β次單元體(transmembrane 及 intracellular domain)，其中β

次單元體具有內在酪胺酸激酶(tyrosine kinase)活性。胰島素受體藉由胞外α次單

元體與血液中的胰島素結合，進而促使β次單元體自體磷酸化，活化受體β次單

元體上的酪胺酸激酶活性後(Ablooglu and Kohanski, 2001; Baron et al., 1992;
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Kasuga et al., 1982; Patti and Kahn, 1998)依序活化胞內 10 個以上的受質，如胰島

素受體基質(insulin receptor substrate)家族、Shc 與 Cbl (Pessin and Saltiel, 2000;

White, 1998)。研究證實，胰島素受體若無正常運作時，會導致整個傳訊路徑產

生胰島素阻抗，因而引發肥胖、第二型糖尿病，甚至是死亡(Accili et al., 1996)。

IRS-1、IRS-2、IRS-3 與 IRS-4 等 4 個屬於胰島素受體基質家族，其分子量介於

60kDa 至 180kDa 之間。胰島素受體基質家族皆含有一個 PH 區域 (pleckstrin

-homology domain)、一個磷酸化酪胺酸結合區(phosphotyrosine -binding domain,

PTB domain)，以及數個酪胺酸與絲胺酸磷酸化位，其中數個酪胺酸磷酸化位即

為可接受胰島素受質酪胺酸激酶的磷酸化(圖二)。胰島素受體基質家族廣泛分布

於不同的組織中，其分布量與所在位置也會隨著其不同組織而改變(Fantin et al.,

1999; Inoue et al., 1998; Kaburagi et al., 2001; Kabuta et al., 2002; Lassak et al., 2002;

Sciacchitano and Taylor, 1997; Taniguchi et al., 2006)。

胰島素受體基質家族中，IRS-1 與 IRS-2 是肌肉中參與胰島素作用主要的 2

個異構型(Zierath et al., 2000)，也有研究顯示此 2 個異構型為胰島素受體基質家

族中主要參與調控醣類代謝的(White, 2002)。由基因剔除與基因轉殖等實驗證

明，體內缺乏 IRS-1 會造成葡萄糖耐受性缺失，血漿中的三酸甘油脂增加，高血

壓(Abe et al., 1998)，以及周邊組織尤其是肌肉與脂肪產生胰島素阻抗(Araki et al.,

1994; Tamemoto et al., 1994; Yamauchi et al., 1996) 。缺乏 IRS-2 則會導致肝臟胰

島素阻抗與胰臟β細胞受損(Kubota et al., 2000; Previs et al., 2000; Withers et al.,

1998)，以及特定影響胰島、腦、視網膜等組織(Saltiel and Kahn, 2001)。可以注

意到的是當 IRS-1 基因剔除或表現量降低時主要會造成肌肉中的胰島素阻抗，降

低第四型葡萄糖轉運蛋白 (GLUT4) 轉位，進而減少肌肉的葡萄糖攝入 (Araki et

al., 1994; Huang et al., 2005; Yamauchi et al., 1996)。而 IRS-2 主要藉由活化 MAPK

來調控肝臟的脂質代謝，且在肌肉組織中，不論是由胰島素或是運動刺激均不影

響其葡萄糖攝入(Higaki et al., 1999; Huang et al., 2005; Thirone et al., 2006)。因此，
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圖二、胰島素受體基質 (IRS) 蛋白質結構。

胰島素受體基質家族中的 IRS-1、IRS-2、IRS-3 與 IRS-4 是四個異構物，其結構均具有一個 PH

區域 (pleckstrin-homology domain)、一個磷酸化酪胺酸結合區(phosphotyrosine-binding domain,

PTB domain)，以及數個酪胺酸(Y)與絲胺酸(S)磷酸化位。圖上標示了被胰島素受體磷酸化的酪胺

酸位置與結合到其下游的傳訊分子，同時也標示出絲胺酸磷酸化位置與將其磷酸化的激酶

(Taniguchi et al., 2006)。

胰島素受體基質家族中主要是由 IRS-1 來調控肌肉中葡萄糖轉運與代謝的調

控。雖在肝臟中 IRS-1 與 IRS-2 互有補償作用，但在肌肉中功能卻各不相同

( Taniguchi et al., 2005; Thirone et al., 2006)。

胰島素受體基質活化後，會提供具有 SH2 基團的分子如 PI3K 結合之 docking

site 進而活化下游 PI3K/Akt 與 MAPK 兩個主要的傳訊路徑。其中 PI3K/Akt 路徑

參與大多數由胰島素引起的代謝調控，包括蛋白質、脂質、肝醣合成，葡萄糖代

謝，基因表現與細胞增生等( Saltiel and Kahn, 2001)。PI3K(phosphatidylinositol

3-kinase, PI3 kinase)包含p85調控單位與p110活性單位(Biddinger and Kahn, 2006;

Saltiel and Kahn, 2001)，在肝醣、脂質、蛋白質合成等胰島素介導之代謝調控扮
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演著重要的角色。PI3K 受到活化後，會活化下游的磷酸化激酶(serine/threonine

kinase)，也稱為 protein kinase B (PKB)的 Akt。Akt 依 PH domain 結構的差異區分

為三種異構型：Akt1、Akt2、Akt3，各具不同的分佈與功能；Akt1 遍佈於各個

器官，Akt2 分布於胰臟β細胞、肌肉與褐色脂肪組織。Akt 可藉由磷酸化 glucogen

synthase kinase-3 (GSK3) 抑制其活性，因而提高 glycogen synthase 活性，增加肝

醣的合成；也可透過磷酸化轉錄因子 FOXO-1，抑制糖質新生速率限制步驟中的

關鍵酵素 phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) 基因的轉錄，降低肝臟葡

萄糖的產出，維持血糖的恆定(Schinner et al., 2005)；另外亦透過磷酸化抑制

AS160 (Akt substrate of 160 kDa)，增加 GLUT4 的轉位(Nakae et al., 2001; Saltiel

and Kahn, 2001)。經由基因剃除實驗證實，Akt1 的缺失雖會影響生長，但不影響

葡萄糖的體內平衡(Cho et al., 2001a)；相似的是 Akt3 的基因剃除實驗顯示其會影

響大腦的大小，但亦不影響葡萄糖的代謝(Easton et al., 2005)。而 Akt2 的基因剔

除造成葡萄糖耐受性缺失與高胰島素血症，且也會使肌肉中胰島素刺激葡萄糖攝

取的作用受損及降低胰島素促進肝臟葡萄糖釋出的能力(Cho et al., 2001b)。因此

Akt2 為三種異構型中主要調控由胰島素刺激的葡萄糖轉運作用(Cho et al.,

2001b)，而 Akt1 與 Akt3 則是次要的(Cho et al., 2001a)。

胰島素傳訊途徑中，任一傳訊分子其基因表現量或活性的減少都會造成肌肉

組織的葡萄糖轉運降低，造成胰島素阻抗。由上敘可知，胰島素受質、IRS-1/2

與 Akt 作用異常，會引發胰島素阻抗、影響葡萄糖的代謝等，因此本實驗將針對

胰島素傳訊中 IR/IRS 與 Akt 這兩個重要的節點(node)，探討肌肉中胰島素傳訊的

調控(Taniguchi et al., 2006)。

1-5 脂聯素傳訊

近年來發現第二型糖尿病所伴隨的周邊組織胰島素阻抗，脂肪也涉及其中，

因此脂肪組織在胰島素阻抗及第二型糖尿病的形成中所扮演的角色逐漸的成為

現今研究的重點。目前已由實驗了解，脂肪組織不只能儲存能量，更是重要的內
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分泌器官，藉由分泌多種脂泌素 (adipokine) 調控全身代謝作用。脂泌素是一種

細胞激素(cytokines)，主要由脂肪組織製造，但也可能由其他組織製造；透過傳

訊間接或直接影響周邊組織的胰島素敏感性，並經影響參與葡萄糖與脂質代謝的

分子而調控血糖恆定(Kershaw and Flier, 2004; Schinner et al., 2005)。

脂聯素(adiponectin)也稱為 Acrp30、apM1、GBP28 或是 adipoQ，是一個由

244 個胺基酸所組成的多胜肽，分子量約 30 kDa，主要由脂肪細胞所分泌，其他

如骨骼肌、心肌以及內皮細胞也會分泌此激素 (Diez and Iglesias, 2003; Delaigle et

al., 2004; Pineiro et al., 2005; Wolf et al., 2006)。脂聯素可分為球狀脂聯素(globular

adiponectin)及全長脂聯素(full-length adiponectin)，其中全長脂聯素又因分子量不

同分成低分子量(low-molecular-weight)、中分子量(middle-molecular-weight)、高

分子量(high-molecular-weight)三種(Tilg and Moschen, 2006)(圖三) 。高分子量與

低分子量脂聯素經實驗證實與胰島素敏感性相關(Pajvani et al., 2004)，而中分子

量脂聯素的作用為調控血漿中高分子量與低分子脂聯素的比例(Bobbert et al.,

2005)。脂聯素在脂肪細胞中高度表現，大量存在人類血漿中，佔血漿總蛋白質

中的 0.01 % (5-10 mg/ml)，為血漿中第三大量的荷爾蒙，具有抗發炎、抗動脈硬

化與增強胰島素敏感性等生理活性，在最近的研究中備受矚目 (Diez and Iglesias,

2003)。

由實驗發現在肥胖、胰島素阻抗與第二型糖尿病狀況下，血漿中的脂聯素明

顯的減少(Arita et al., 1999; Diez and Iglesias, 2003; Erding et al., 1996; Hug and

Lodish, 2005; Kadowaki et al., 2006; Matsuzawa, 2006; Scherer, 2006)。以及肥胖所

引起的胰島素阻抗是因為其脂聯素減少而導致，且若對此狀態補充脂聯素則可改

善胰島素阻抗的情形(Berg et al., 2001; Fruebis et al., 2001; Yamauchi et al.,

2001)。亦有研究指出當胰島素敏感性提高與體重減少時，會使脂聯素的合成增

加(Milan et al., 2002; Yang et al., 2001)。在肌肉組織中，脂聯素可降低三酸甘油酯

含量並且提升由胰島素刺激帶來的胰島素受體及胰島素受體基質酪胺酸磷酸化

與 Akt 磷酸化反應(Yamauchi et al., 2001)；脂聯素也可藉由活化 AMP- activated
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圖三、脂聯素的來源與結構。

脂聯素主要是由脂肪細胞所產生，但其他細胞，如骨骼肌、心肌與血管內皮細胞亦可生產這種脂

肪激素。脂聯素存在的型式有全長式的三聚體(低分子量脂聯素)，以及球狀脂聯素；而全長式的

三聚體可二聚化形成六聚體的形式(中分子量脂聯素)，而此六聚體在聚合化後可形成聚合物(高分

子量脂聯素)(Tilg and Moschen, 2006)。

protein kinase (AMPK)來調控葡萄糖代謝與胰島素敏感性(Yamauchi et al.,

2002)；另外亦發現脂聯素的濃度與血糖、胰島素、三酸甘油酯、身體質量指數

呈反比；而與高密度脂蛋白、胰島素刺激下的葡萄糖處理呈正比。且低脂聯素濃

度與肥胖、胰島素阻抗、第二型糖尿病以及心血管疾病等的發生相關，顯示脂聯

素在代謝上與胰島素阻抗形成過程中的重要性 (Diez and Iglesias, 2003)。目前已

進一步的證實脂聯素對於胰島素敏感性的調控主要是透過，抑制糖質新生作用、

活化 AMPK 與過氧化小體增生物活化接受器(peroxisome proliferator activated

receptor alpha, PPARα)來刺激脂肪酸氧化(Yamauchi et al.,2007)。

脂聯素主要透過兩個受體，第一型脂聯素受體(Adiponectin receptor 1，
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AdipoR1)與第二型脂聯素受體(Adiponectin receptor 2，AdipoR2)，於細胞內透過

包含 AMPK 與 PPAR的傳訊路徑調控周邊組織脂質與葡萄糖的代謝 (Kadowaki

and Yamauchi, 2005; Yamauchi et al., 2002; Yamauchi et al., 2007) (圖四)。其中

AdipoR1 主要是對應球狀脂聯素，其廣泛存在於各組織，而大量表現於肌肉組

織；AdipoR2 則對應兩種形式脂聯素，主要表現於肝臟 (Kadowaki et al., 2006;

圖四、脂聯素傳訊。

脂聯素與細胞上兩型受體 AdipoR1、AdipoR2 作用。脂聯素活化其兩型受體後，於細胞內刺激

PPARα、AMPK 與 p38 mitogen-activated protein kinase (p38MAPK)。脂聯素調控數個促發炎與抗

發炎細胞激素。縮寫：ACC，acetyl-CoA carboxylase；GLUT4，glucose transporter type 4；IKK，

inhibitor of nuclear factor-κB (IκB) kinase；NF-κB，nuclear factor-κB；PPRE，peroxisome-proliferator

response element；SREBP1C，sterol-regulatoryelement-binding protein 1C；TNFR，TNF(tumor

necrosis factor) receptor (Tilg and Moschen, 2006)。
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Yamauchi et al., 2003)。在具胰島素阻抗的 ob/ob 小鼠中，其肌肉與脂肪組織中

AdipoR1 與 AdipoR2 的基因表現量均有顯著的下降，推測 ob/ob 小鼠由於脂聯素

受體表現量受到抑制而造成周邊組織的脂聯素阻抗 (Tsuchida et al., 2004)。因此

肥胖除了會造成血漿中脂聯素濃度降低，同時也會降低脂聯素受體的表現量，減

低脂聯素敏感性，最後導致胰島素阻抗。胰島素阻抗隨後又將引發高胰島素的狀

態，且降低脂聯素受體表現量，形成惡性循環 (Kadowaki and Yamauchi, 2005;

Tsuchida et al., 2004)。而脂聯素與其受體的傳訊路徑已在 2007 年 Yamauchi 等人

進一步的研究證實，脂聯素透過 AdipoR1 活化 AMPK 與 AdipoR2 活化 PPARα

來達到提高 GLUT4 轉位與葡萄糖攝入、脂肪酸攝入與氧化等作用調控胰島素敏

感性( Yamauchi et al., 2007)。其中與本實驗探討之葡萄糖代謝相關者為 GLUT4

轉位與 AMPK 活化。

AMPK 是一個三聚體，由一個催化次單元與、兩個調控次單元所組成，

被視為對代謝壓力的感應分子，對於主要調節能量恆定的組織發揮其管制作用，

包含葡萄糖攝入、脂肪酸氧化、脂質與三酸甘油酯合成、脂肪細胞進行之脂肪分

解、糖解反應等。AMPK 會因細胞內 AMP/ATP 比例升高或 Thr172 磷酸化而活

化，活化後磷酸化下游基質啟動產生能量的路徑，如增加葡萄糖攝入與脂質氧化

等，並關閉消耗能量的路徑，包含合成葡萄糖與脂質等，進而達成回復能量平衡

(Carling, 2004; Long and Zierath, 2006)。其中 Thr172 磷酸化為 AMPK 活化所必

需，其磷酸化的程度與 AMPK 活性成正比(Carling, 2004)。抑制 AMPK 活性會造

成胰島素敏感性受損，而脂泌素、運動與糖尿病治療藥物等使胰島素敏感性提

高，亦能活化 AMPK，顯示其於抗糖尿病作用中的重要性 (Carling, 2004; Long

and Zierath, 2006; Yamauchi et al., 2002)。研究顯示若 AMPK 突變後，會抑制脂聯

素所進行的葡萄糖攝入、脂肪酸氧化等調控代謝作用(Yamauchi et al., 2002)，由

此可知肌肉中脂聯素增加葡萄糖攝入的作用主要透過 AMPK 的活化，藉此脂聯

素將經由與胰島素傳訊相互獨立的路徑，增加 GLUT4 的轉位與蛋白質表現量，

並提高葡萄糖的攝入與氧化，因此增加葡萄糖的利用率而調降血糖(Long and
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Zierath, 2006; Yamauchi et al., 2002; Yamauchi et al., 2003)。另一方面，AMPK 的

活化將抑制 acetyl-CoA carboxylase 酵素活性，增加脂肪酸氧化，並抑制脂肪酸合

成，降低肌肉中三酸甘油脂的含量，進而增加肌肉組織的胰島素敏感性

(Yamauchi et al., 2002)。肝臟組織中，脂聯素則透過刺激 AMPK 活化降低糖質新

生過程中關鍵酵素 phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK)與 glucose-6-

phosphatase (G6Pase)基因表現量，抑制肝臟葡萄糖的產出(Lochhead et al., 2000;

Yamauchi et al., 2002)。無論在主要調控血糖的肌肉或肝臟組織中，脂聯素、兩型

脂聯素受體與 AMPK，均具有其重要性，因此也被視為目前第二型糖尿病治療

方向之一。

1-6 葡萄糖轉運

具極性之葡萄糖進出肝臟、肌肉與脂肪細胞胞膜時，主要透過具有轉運功

能之專一性轉運蛋白(Glucose transporters; GLUTs)。GLUTs 在不同的組織有不同

形式，其家族在哺乳類目前至少已發現 13 種成員(isoforms) (Joost et al., 2002)，

而肌肉中以 GLUT1 (glucose transporter 1)與 GLUT4 (glucose transporter 4)為其主

要的葡萄糖轉運蛋白異構型。GLUT1 廣泛存於各組織中，於細胞膜上恆定表現，

介導基礎葡萄糖轉運，在受到胰島素調控葡萄糖轉運的組織中屬於次要的葡萄糖

轉運角色(Herman and Kahn, 2006)；GLUT4 則大量表現於受胰島素調控的肌肉與

脂肪組織中，負責胰島素刺激下的葡萄糖轉運，其於細胞中的轉位與基因表現均

受到調控(Herman and Kahn, 2006; Huang and Czech, 2007)。

正常狀況下，超過九成的 GLUT4 會儲存於細胞質的小泡內，當受到胰島素

或肌肉收縮、脂聯素等刺激後便會轉位至細胞膜上，將葡萄糖帶入細胞中(Douen

et al., 1990; Ryder et al., 2001; Thong et al., 2005)。胰島素透過增加 GLUT4 的轉

位，並且也增加細胞膜上 GLUT4 的活性，來促使葡萄糖攝入量達到最大(Furtado

et al., 2002)。雖然 GLUT4 轉位至細胞膜攝入葡萄糖之機制還無法完全明瞭，但

已知與胰島素及脂聯素傳訊路徑確切相關(Thong et al., 2005)。
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由全身性與肌肉 GLUT4 基因剔除的實驗結果中證實，GLUT4 表現量減少除

了降低肌肉的葡萄糖攝入，並造成高血糖及肌肉與脂肪組織中產生嚴重的胰島素

阻抗與葡萄糖耐受性缺失(Kim et al., 2001; Minokoshi et al., 2003; Zisman et al.,

2000)；而若增加 GLUT4 表現量，可促進胰島素刺激的葡萄糖攝取作用，改善葡

萄糖耐受性與胰島素敏感性(Leturque et al., 1996; Tsao et al., 1996)。由以上的結

果中顯示，GLUT4 對葡萄糖與脂質代謝具有重要的影響。因此，無論是提高全

身或肌肉中 GLUT4 的基因表現量或是使其轉位增加，均能增加胰島素的敏感性

與周邊葡萄糖利用率，以維持血糖的恆定。

1-7 前驅實驗結果

本實驗所分析之動物檢體來自於羅等人(Lo et al., 2006)之研究。實驗中分成

正常模式以及使用以 streptozotocin (STZ)與 nicotinamide (NT)誘發的葡萄糖耐受

異常大鼠動物模式(行政院衛生署健康食品之調節血糖功能評估方法)皆給予餵

食黃金銀耳子實體(FB)、黃金銀耳人工菌株發酵菌絲體(CM)與由黃金銀耳純化

之多醣體(GXM)來觀察其降血糖功效；實驗中加入正常模式下餵食黃金銀耳，主

要是為了觀察非病態高血糖情況下黃金銀耳的保健功效。於其研究指出正常模式

下，經餵食黃金銀耳後，並未改變其飼料與飲水攝取、體重，以及血液學分析數

值(附圖二 a、、附圖四 a、附圖五 a、附圖六 a、附表一)。而分析飯後血糖與血

液中胰島素含量發現，餵食黃金銀耳後會明顯降低其胰島素分泌量，且不影響其

血糖恆定能力，暗示黃金銀耳可提升胰島素敏感性(附圖三 a、附圖七 a)。另外葡

萄糖耐受異常模式的大鼠如無服用黃金銀耳，其飲食與飲水量均有明顯增加，服

用黃金銀耳不論是子實體、菌絲體或純化多醣體均能有效改善而回復接近正常

(附圖二 b)。飯後血糖值方面，餵食黃金銀耳可顯著改善其高血糖狀況，使回復

正常(附圖三 b)；經口服葡萄糖實驗，服用黃金銀耳能使高血糖狀況較快回復，

顯示其可改善葡萄糖耐受性(附圖四 b)。而飯後或是口服葡萄糖實驗中，雖葡萄

糖耐受異常模式其血清胰島素濃度皆顯著減少，黃金銀耳之餵食可回復部分胰島
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素含量(附圖五 b、附圖六 b)。胰臟中胰島素含量方面，葡萄糖耐受異常模式僅

有正常模式 20~40%，經餵食黃金銀耳後雖有些微回復卻無顯著差異；餵食黃金

銀耳可回復葡萄糖耐受異常模式中的三酸甘油酯與葡萄糖胺(附表一)。

由餵食黃金銀耳後不論是飯後血糖、葡萄糖耐受、三酸甘油酯與果糖胺皆回

復正常等特性，可看出黃金銀耳具有降血糖與降血脂活性。而由餵食純化多醣體

之結果可發現，黃金銀耳的降血糖效果的確與其多醣體成份相關。因此推測，黃

金銀耳的降血糖活性與改善糖尿病症狀的作用，並非透過提高胰島素分泌量，而

可能是藉由提升周邊組織對於胰島素的敏感性，增強細胞中胰島素傳訊，促使細

胞增加葡萄糖的攝入與利用，藉此以達到降低血糖維持血糖調控的效用。另外，

由先前冬蟲夏草之結果，可預期黃金銀耳調控血糖亦將與脂聯素等調節胰島素敏

感性機制有關，因此脂聯素傳訊亦將納入分析。推測黃金銀耳可能透過增強肌肉

細胞內胰島素與脂聯素傳訊，協同提高 GLUT4 之轉位與胰島素敏感性，改善葡

萄糖耐受異常大鼠模式肌肉中葡萄糖之代謝調控。
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1-8 研究目的

本研究主要目的在於更進一步的了解黃金銀耳在肌肉組織中對血糖的調控

機制。本實驗中除了探討黃金銀耳其調控血糖的機制，亦比較天然黃金銀耳子實

體與人工發酵黃金銀耳發酵菌絲體其來源不同是否會影響其生理功效，另外加入

黃金銀耳酸性多醣體組別，欲了解多醣體是否為黃金銀耳具降血糖的主要原因；

實驗中鎖定胰島素傳訊與脂聯素傳訊路徑中的數個與調控葡萄糖代謝有關的關

鍵分子(圖五)，測量其 mRNA 與蛋白質表現量，探討黃金銀耳的餵食是否藉由這

兩條傳訊路徑的活化，進而增加葡萄糖轉運蛋白的表現與胰島素敏感性，促使肌

肉組織的葡萄糖攝入提高，以達到降血糖的目的。

IR AdipoR1

Insulin Adiponectin

IRS-1

Akt
AMPK

Increase insulin sensitivity
And other effect

Glut4

Glucose

IRS-2
Muscle cell

AdipoR2

圖五、實驗架構。

本實驗中假設，餵食黃金銀耳在肌肉中透過活化胰島素傳訊與脂聯素傳訊，增加第四型葡萄糖轉

運蛋白 (GLUT4) 之表現與胰島素敏感性。鎖定數個與葡萄糖代謝極為相關的分子，分析其

mRNA 與蛋白質表現量，以及分析葡萄糖轉運蛋白的表現量，探討黃金銀耳是否透過這兩條傳
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訊路徑，增加胰島素敏感性與促使肌肉組織的葡萄糖攝入量提高，達到降血糖的效果。
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二、材料與方法

2-1 動物實驗(Lo et al., 2006)

實驗中使用的雄性 Wistar 大鼠採購自台灣大學實驗動物中心(Animal Center

of Taiwan University, Taiwan)體重約 200 g，個別飼養在不銹鋼的金屬籠子裡，從

早上九點到下午五點無限制的供給飼料(AIN-76, ICN Biomedicals, USA)及飲

水，環境溫度控制在 22℃，晝夜循環各 12 小時。其中飼料的組成成份為 21 %

蛋白質、67.4 %碳水化合物與 11.6 %脂質。等大鼠適應一週後，會禁食一晚，待

實驗動物隨機分成兩大組，分別是 CON 及 STZ+NT。控制組(CON group)在腹腔

與尾部注射生理食鹽水；而 STZ+NT 組先從腹腔注射 200 mg/kg nicotinamide

(Sigma Chemical Co., USA) (溶解於生理食鹽水中)，15 分鐘後再由尾部靜脈注射

65 mg/kg streptozotocin (Sigma Chemical Co., USA) (溶解於 0.01 M pH 4.5 的 citric

saline buffer)，誘發產生類似第二型糖尿病的症狀。Nicotinamide 與 streptozotocin

在注射前均先以0.22 μm的過濾膜(Millex-GS, Millipore Co., Bedford, USA)過

濾。等五天後(記為實驗之第 0 天)，CON 組與 STZ+NT 組各自隨機分成四組，

CON、CFB、CCM、CTM 四組(n=10/group)與 NTZ、NFB、NCM、NTM 四組

(n=12/group)。於每天早上 10 點各別灌食控制組(CON)與糖尿病組(NTZ)1g/(kg，

大鼠體重)之安慰劑(含 22.7%蛋白質、56%碳水化合物與 16.3%纖維素)，子實體

組(CFB、NFB)則灌食 1g/(kg，大鼠體重)黃金銀耳子實體，發酵菌絲體組(CCM、

NCM)灌食 1g/(kg，大鼠體重)人工菌株發酵菌絲體與多醣體組(CGX、NGX)灌食

1g/(kg，大鼠體重)純化多醣體。為了灌食方便，粉末的安慰劑、FB、CM、GXM

先與蒸餾水混合後再以灌食方式餵食。之後每天早上 10 點到下午 4 點間供給無

限量的飼料與飲水，下午四點後僅供給飲水不再提供飼料。大鼠進行灌食兩週後

(實驗之第 15 天)，將禁食一晚的大鼠麻醉後犧牲，血清及肝臟、肌肉、脂肪等

臟器組織先置入液態氮中急速冷凍後轉移至- 80℃凍箱凍存。(動物實驗的流程如

附圖一所示)
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2-2 黃金銀耳子實體、人工菌株發酵菌絲體與純化多醣體製備(Lo et al., 2006)

T. mesenterica Retz.: Fr. (CBS 101939)子實體取自以色列 Quercus calliprinos

Webb 枯木。由子實體分離出擔孢子後使用深層培養，短時間內再接種 T.

mesenterica 菌種，於 27 度下與 220 rpm 搖瓶培養。經深層發酵後於 4 度下 5000

rpm 離心 10 分鐘取得發酵菌絲體。酸性多醣體是由含有 Amberlite IR-120

(H+-form)、10% cetyl pyridinium chloride、10% NaCl、乙醇之玻璃管柱沉澱，純

化出來。純化出 GXM 的實驗方法是採用專利法(Patent No.: US 6,383,799, Date of

Patent: May 7, 2002)，由此法純化出的 GXM 純度達 99%。另外子實體與發酵菌

絲體中所含的酸性多醣體各約為 20%與 50%。

2-3 抽取 RNA

將肌肉組織置於液態氮中，切取約 0.1g 後，置於含有 1 ml RareRNA (Gene-

Pure 真興, Taiwan) 的圓底離心瓶中，置於冰上。使用均質機(ULTRA- TURRAX

T10 basic, IKA-Labortechnik, Germany) 於冰上以中速均質 90 秒。在均質液中加

入 200μl 的 acid-phenol (pH=4)，混合均勻後並低速離心，再加入200 μl 的 chlor-

oform，混合均勻，於 4℃下以 12,000 rpm 離心 10 分鐘。離心後將上清液取出，

再加入 300μl 的 chloroform，同樣混合均勻，4℃下以 12,000 rpm 離心 10 分鐘後，

取出上清液，重複此步驟 2~3 次。之後在取出的上清液中加入 2 倍體積的絕對酒

精，溫和混合後放置於-20 ℃下 2~3 小時。等待產生沉澱物後，在 4℃下以 12,000

rpm 離心 5 分鐘。離心後移除懸浮液，加入 180μl 70 %酒精來潤濕沉澱物。再以

8,000 rpm 在 4 ℃下離心 2 分鐘，移除懸浮液並使沉澱物乾燥。最後將 RNA 溶解

在150 μl 的 DEPC 處理過的水中，以 65 ℃加熱 5 分鐘以去除 DNase，分裝後儲

存於-80 ℃凍箱備用。

2-4 反轉錄

使用SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) 把RNA反轉錄
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成互補的DNA (cDNA)。取 2 L RNA與 9 L DEPC-H2O、0.5 L 0.3 g/L random

hexamer、0.5 L 0.5 μg/μl oligo dT (Fermentas, USA)，及 1 L 10 mM dNTP，加

熱 65 ℃ 5 分鐘後，立即降溫至 4 ℃後放置在冰上。接下來，每一個樣品再加入

4 L 5X reaction buffer、1 L RNaseOUT inhibitor、1μl 10mM DTT，以及 1 L

SuperScript III reverse transcriptase，於 25 ℃反應 5 分鐘後，再加熱至 50 ℃ 持續

60 分鐘使酵素反應，最後加熱至 70 ℃ 15 分鐘使酵素終止反應，即可得到終產

物 cDNA，並儲存於-20 ℃備用。

2-5 同步定量聚合酶連鎖反應 (real-time quantitative PCR analysis)

採用 Smart Quant Green Master Mix (Protech Technology Enterprise Co.,

Taiwan)以ABI PRISM 7000 sequence detection system (Applied Biosystem, USA)來

進行同步定量聚合酶連鎖反應。反應中所使用的引子皆由生工有限公司(MDBio,

Taiwan)合成，所有的引子序列均列於表一。反應溶液中包含1 μL 肌肉組織的

cDNA、 10 μL Smart Quant Green Master Mix (含有 ROX reference dye 與 dUTP)、

各25 μM正反股引子與二次水，總體積為20 μL。反應擴增循環為活化加熱至 95

℃ 2 分鐘後，以 95 ℃ 30 秒，黏合溫度 30 秒(不同引子其不同黏合溫度列於表

一)，72 ℃ 30 秒，共 40 個循環。反應條件均以聚合酶鏈鎖反應(MJ PTC200 DNA

Engine Thermal Cycler, MJ Research, Inc., USA)最適化。反應後得到的產物藉由解

離曲線及 1.5%的洋菜瓊脂膠電泳雙重確認為專一性產物。因為聚合酶鏈鎖反應

的擴增過程中，反應溶液裡的 SYBR Green I 會嵌入擴增中的雙股 DNA 內，所以

在擴增其間偵測到的螢光量會與擴增中產物的量成正比，因此可對應於反應起始

的基因表現量。而其基因的表現量則以通過閾值的循環數(Ct)來推定。肌肉中，

因-actin 的表現量過高，所以改採用 GAPDH 的基因表現量做為內部對照

(reference gene) (Huggett et al., 2005; Piechaczyk et al., 1984)。所有基因的表現量

均扣除其 GAPDH 的表現量後以相對表現量表示。目標基因的相對表現量以公式

2 –ΔCt  (Livak and Schmittgen, 2001)計算而得。
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表一、同步定量聚合酶連鎖反應中用於擴增肌肉基因的引子序列

基因 序列 產物大小 檢索號
黏合溫度

( )℃

鎂離子濃

度 (mM)

AdipoR1
(F) 5' GGACTTGGCTTGAGTGGTGT 3'

(R) 5' AGGAATCCGAGCAGCATAAA 3
150 bp BC061838 60 3

AdipoR2
(F) 5' GGCAGATAGGCTGGCTAATG 3'

(R) 5'CACCAGCAACCACAAAGATG 3'
150 bp XM232323 62 3

IRS1
(F) 5'CGGGCCCGGCGAGTTCTG 3'

(R) 5'TTGGCTGGGCGGAGGATTGTTG 3'
196 bp NM_012969 60 3

IRS2
(F) 5' CGCCATCGATGTGAGAGGTGAG 3'

(R) 5' GCGTAGGTGCTGGCAGAGGGTAA 3'
192 bp XM_573948 62 3

Insulin receptor
(F) 5' GACACTAGGCCATCCCGAAA 3'

(R) 5' TCAATGCGGTACCCAGTGAA 3'
203 bp NM_017071 60 3

GLUT4
(F) 5' TGGCATGGGTTTCCAGTATG 3'

(R) 5' GGTTTCACCTCCTGCTCTAA 3'
185 bp D28561 57 3

GAPDH
(F) 5'TGGTGGACCTCATGGCCTAC 3'

(R) 5'CAGCAACTGAGGGCCTCTCT 3'
100 bp M17701 60 3
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2-6 脂聯素酵素免疫連結分析

實驗開始前將所有的試劑皆置於室溫中回溫，且將血清置於冰上解凍。實

驗前先將 10X wash buffer 與 10X assay buffer 以二次水稀釋成一倍。接著配製標

準品 QC1 及 QC2，加入定量去離子水後，序列稀釋成濃度 200、100、50、25、

12.5、6.25 與 3.125 ng/ml。等血清解凍後，加入 assay buffer 將血清 250 倍稀釋

後，依照廠商提的操作步驟進行測定(Linco Research, USA) 。每 well 以300 μl

的 wash buffer 沖洗 96 孔盤 3 次。輕輕拍乾後，每 well 加入80μl的 assay running

buffer。隨後於 blank 格中加入20μl assay running buffer，其餘各加入20 μl已稀

釋的血清或 QC1、QC2，黏上封膜後以 400~500 rpm 的速度在室溫下震盪 2 小時。

移除液體後，以300 μl/well的 wash buffer 沖洗 3 次後，輕拍乾盤中的水分。接

下來加入100 μl/well的 detection antibody，黏回封膜後在室溫下以 400~500 rpm

的速度震盪 1 小時。再輕拍盤身移除液體，以300 μl/well的 wash buffer 沖洗 96

孔盤 3 次。再加入100 μl/well 的 enzyme solution，黏回封膜後在室溫下震盪 30

分鐘。一樣的輕拍盤身去除液體，再以300 μl/well的 wash buffer 沖洗 96 孔盤 3

次。加入100 μl/well的 substrate solution，黏回封膜後震盪 5~25 分鐘。直到其變

藍色 (A370nm=1.2~1.8) 後，加入100 μl/well的 stop solution，以手搖晃使其混合

均勻並停止呈色後，在 450 nm 下測其吸光值，並在扣除背景值 (595 nm 下的吸

光值) 後，依標準曲線使用內插法推算血清中脂聯素的濃度。

2-7 萃取肌肉細胞蛋白質

使用蛋白質分離萃取套組(Compartmental Protein Extraction Kit, Chemicon

international, USA)抽取蛋白質。其步驟參考套組內廠商的建議進行。所有溶液

(buffer C、W、N、M)均需先預冷，並於 buffer C、buffer N 與 buffer M 中分別加

入 1/50 體積的 50X PI (protein inhibitor)，置於冰上備用。

秤取約 0.1g 的腓腸肌，加入300 μl buffer C於冰上以中速(速度 4)均質 20 秒

(ULTRA-TURRAX T10 basic, IKA-Labortechnik, Germany)數次，直到組織呈均勻
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狀。其在 4 ℃下均勻混合 20 分鐘後，以 18,000 ×g 在 4 ℃離心 20 分鐘。取出上

清液至新的離心管，此即為細胞質蛋白質。於剩下的沉澱物加入400 μl buffer W，

並重新懸浮沉澱物，4 ℃下均勻混合 5 分鐘，之後以 18,000 ×g 4 ℃離心 20 分鐘，

移除上清液，再重複此步驟清洗沉澱物一次，來避免細胞質蛋白質交叉汙染到其

他部分的蛋白質抽取。接下來在沉澱物中加入100 μl buffer N以及重新懸浮沉澱

物，於 4 ℃ 下均勻混合 20 分鐘，再以 18,000 ×g 4 ℃離心 20 分鐘，得到的上清

液即為核蛋白質。以同樣的步驟加入100 μl buffer M，其所獲得的上清液即是細

胞膜蛋白質。

所抽取的蛋白質經蛋白質定量(Coomassie Plus™ - The Better Bradford Assay

Reagent, Pierce, IL)後，儲存於- 80 ℃下備用。

2-8 蛋白質定量

由肌肉組織中所抽取的總蛋白質，使用蛋白質定量套組(Coomassie

PlusTM-The Better Bradford Assay Kit, Pierce Biotechnology, USA)進行定量。將肌

肉組織蛋白質稀釋至適當的稀釋倍數後，取出 10 l 蛋白質稀釋液與 300 l 的試

劑在室溫下避光反應10分鐘，測量在595 nm的吸光值(DYNEX MRXII microplate

reader, Dynex, USA)。使用 BSA 做為標準品做出標準曲線，以內插法估算出其肌

肉組織萃取液的總蛋白質濃度。

2-9 西方轉漬法

進行電泳前，肌肉組織蛋白質檢體先跟 sample buffer(最終濃度各為 58.3 mM

pH6.8 Tris-HCl，0.17 % SDS，100.48 mM DTT，6 % glycerol，0.013 % bromophenol

blue) 混合使其濃度稀釋至 30μg，於 95 ℃下加熱 5 分鐘。每個檢體取 50 μg的

蛋白質於緩衝液(192 mM glycine，24.8 mM Tris-base，10 % SDS)中以 7.5 或 10 %

的下層膠進行電泳(Mini- PROTEIN 3 electrophoresis cell system, BioRad, USA)分

離蛋白質。之後使用 10 mM Na2B4O7 轉漬於 polyvinylidene fluoride (Millipore,
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USA)膜上。將膜置於 2 %~5% skim milk-PBST (1.4M NaCl，7.4 mM Na2HPO4，

92 mM NaH2PO4，0.1 % Tween-20，pH 7.4)或 2 %~5% BSA-PBST 中以 100 rpm

震盪 1 小時，再使用一級抗體(表二)來辨識目標蛋白質，於室溫下震盪 2 小時。

於 PBST 中漂洗膜 3 次後，將膜與二級抗體在室溫下震盪 1 小時。最後再於 PBST

中漂洗膜 3 次後，在膜上加入反應基質(Enhanced chemiluminescent substrate,

Pierce Biotechnology, USA)，以 X 光底片(Molecular Technologies, USA)曝光，底

片經由掃描後以軟體 AlphaDigiDoc imaging system (Alpha Innotech, USA)定量，

並使用同一片膜重新辨識-tubulin 作為內部對照，校正蛋白質取樣量。
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表二、實驗中使用的抗體

抗體 廠牌 稀釋倍數 目錄編號

Insulin receptor  Santa Cruz 1:700 SC-711

Anti- AMP-Activated Protein Kinase (AMPK) -pan Upatate 1:1000 07-181

Anti- Phospho-AMPK(Thr172) Upatate 1:1000 07-681

-tubulin Santa Cruz 1:900 SC-5274

Akt Cell signaling 1:1000 9272

Phospho-Akt Cell signaling 1:1000 9271

Insulin receptor substrate - 1 Cell signaling 1:1000 2382

Glucose transporter 4 (GLUT4) Chemicon 1:3000 AB1346

Goat-anti-mouse, (H+L), Peroxidase Conjugated Pierce 1:7000 31430

goat-anti-rabbit IgG HRP-linked Santa Cruz 1:3000 SC-2004
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2-10 統計分析

所有的實驗數據皆以平均值±標準誤(means±SEM)表示。所有組別的實驗數

據皆利用 SAS 9.1 統計軟體(Statistical Analysis System, SAS Institute, Inc., USA)

進行單因子變異分析(one-way ANOVA)及費雪爾氏 LSD (least significant

difference)分析，當機率值小於 0.05 (P<0.05)時顯示各組於統計上有顯著差異。

使用 SigmaPlot 9.0 (Systat software, Inc., USA)做圖。
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三、結果

3-1 血清中脂聯素濃度

於正常狀態下餵食黃金銀耳子實體(CFB group, 22.9±2.25μg/ml)及發酵菌絲

體(CTM group, 18.33± 3.01μg/ml)對其脂聯素濃度雖無任何影響，但餵食黃金銀耳

多醣體後(CGX group, 39.79±2.35μg/ml)具顯著提升其脂聯素分泌量的效用(圖六

A)。STZ+NTZ誘發的葡萄糖耐受異常大鼠血清中的脂聯素濃度(NTZ group, 10.76

±2.03μg/ml)與正常狀態控制組大鼠血清中的脂聯素濃度(CON group, 17.05±2.85

μg/ml)相較之下雖無顯著的差異，但 NTZ 組仍較 CON 組降低 36.9% (圖六 B)。

葡萄糖耐受異常大鼠餵食黃金銀耳子實體(NFB group, 18.47±1.94μg/ml)可使其因

葡萄糖耐受異常引起的脂聯素濃度降低情形回復至與正常濃度，餵食黃金銀耳發

酵菌絲體(NTM group, 40.6±3.01μg/ml)及黃金銀耳多醣體(NGX group, 34.02±

2.63μg/ml)均可顯著提升其血清中脂聯素濃度(圖六 B)。故正常狀態下餵食黃金

銀耳多醣體可提升血清中的脂聯素濃度，而葡萄糖耐受異常狀態下會使脂聯素的

分泌量些微下降，但餵食黃金銀耳子實體可回復其脂聯素分泌量，而餵食黃金銀

耳發酵菌絲體與多醣體均可顯著提升血清中的脂聯素濃度至與正常狀態下餵食

黃金銀耳多醣體組的脂聯素濃度相當。
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圖六、大鼠於第 15 天血清中脂聯素的濃度。

各組別之大鼠於第 15 天犧牲後取其血清，以酵素免疫連結分析套組 (Linco Research, USA) 量測

脂聯素濃度。控制組 (CON group，n =4)、葡萄糖耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB

group，n =5； NFB group，n=8)、發酵菌絲體組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及

多醣體組 (CGX group，n =10；NGX group，n =11)。*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)；+表

示與糖尿病組有顯著差異 (P<0.05)。
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3-2 肌肉中脂聯素受體 (AdipoR1、AdipoR2) mRNA 相對表現量

黃金銀耳的餵食可提高脂聯素的分泌量，也許會接連影響脂聯素在膜上的脂

聯素受體 AdipoR1、AdipoR2 表現。因此本實驗中以同步定量聚合酶鏈鎖反應，

測量肌肉組織中此兩型受體的基因相對表現量。由圖七、圖八中可見，兩型脂聯

素受體 AdipoR1、AdipoR2 在葡萄糖耐受異常狀態下其表現量均會較正常狀態下

稍高(AdipoR1: CON group, 1±0.08; NTZ group, 1.43±0.11; AdipoR2: CON group,

1± 0.11 ; NTZ group, 1.76±0.25) (圖七 B、圖八 B)。而兩型脂聯素受體在正常狀態

下餵食黃金銀耳的各組中，AdipoR1 方面餵食多醣體可略微的提升其表現量，其

他各組別的表現量與控制組皆無顯著影響；AdipoR2 方面餵食黃金銀耳各組均有

其表現量均有增加的趨勢，但未達顯著差異的效果(AdipoR1: CFB group,

1.23±0.07; CTM group, 0.98±0.12 ; CGX group, 1.92±0.27 ; AdipoR2: CFB group,

1.65± 0.17 ; CTM group, 1.63±0.16; CGX group, 1.68±0.2 ) (圖七 A、圖八 A)。而由

STZ+NT 誘發糖尿病狀態下餵食黃金銀耳各組，其 AdipoR1、AdipoR2 表現量均

有增加的趨勢，其中餵食子實體與多醣體可使兩型脂聯素受體均有顯著的提升，

而餵食菌絲體則是可顯著提高 AdipoR1 mRNA 表現。(AdipoR1: NFB group,

2.3±0.12 ; NTM group, 2.91±0.14 ; NGX group, 3.13±0.16; AdipoR2: NFB group,

2.95±0.11 ; NTM group, 2.09±0.15; NGX group, 3.3±0.14) (圖七 B、圖八 B)。因此，

雖然葡萄糖耐受異常狀態並不影響兩型脂聯素受體基因表現量，但於正常狀態下

餵食黃金銀耳多醣體與控制組相比其 AdipoR1 的表現量受到略微提升，而

AdipoR2 方面餵食任何形式黃金銀耳雖可略微提升其表現量，但因其無顯著差

異，故黃金銀耳餵食對於正常狀態下 AdipoR2 mRNA 表現無顯著影響；在葡萄

糖耐受異常狀態下黃金銀耳的餵食，均可使肌肉中脂聯素受體 AdipoR1 與

AdipoR2 的 mRNA 表現量有顯著的提高。



32

Groups

CON CFB CTM CGX

R
el

at
iv

e
m

R
N

A
ex

pr
es

si
on

(A
di

po
R

1/
G

A
P

D
H

)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

(A)

Groups

CON NTZ NFB NTM NGX

R
el

at
iv

e
m

R
N

A
ex

pr
es

si
on

(A
di

po
R

1/
G

A
P

D
H

)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

(B)

*

* *
+

+

圖七、脂聯素第一型受體的基因相對表現量。

各組別之大鼠於實驗第 15 天犧牲後，取其腓腸肌抽取 RNA 反轉錄為 cDNA，再以同步定量聚合

酶連鎖反應測量其 AdipoR1 mRNA 表現量，並使用 GAPDH mRNA 表現量做為內部對照，校正

檢體間之差異。各組之目標基因表現量於校正後以相對表現量表示。所有數值均重複兩次，並以

dissociation protocol 及洋菜瓊脂膠電泳確認反應產物之專一性。控制組 (CON group，n =4)、葡

萄糖耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB group，n =5； NFB group，n=8)、發酵菌

絲體組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及多醣體組 (CGX group，n =10；NGX group，

n =11)。*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)；+表示與糖尿病組有顯著差異 (P<0.05)。
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圖八、脂聯素第二型受體的基因相對表現量。

各組別之大鼠於實驗第 15 天犧牲後，取其腓腸肌抽取 RNA 反轉錄為 cDNA，再以同步定量聚合

酶連鎖反應測量其 AdipoR2 mRNA 表現量，並使用 GAPDH mRNA 表現量做為內部對照，校正

檢體間之差異。各組之目標基因表現量於校正後以相對表現量表示。所有數值均重複兩次，並以

dissociation protocol 及洋菜瓊脂膠電泳確認反應產物之專一性。控制組 (CON group，n =4)、葡

萄糖耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB group，n =5； NFB group，n=8)、發酵菌

絲體組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及多醣體組 (CGX group，n =10；NGX group，

n =11)。*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)；+表示與糖尿病組有顯著差異 (P<0.05)。
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3-3 肌肉中胰島素受體 (IR) 與胰島素受體基質 (IRS-1、IRS-2) mRNA 相對表現

量

為了解黃金銀耳是否透過肌肉的胰島素傳訊來達到調降血糖效果，因此亦使

用同步定量聚合酶鏈鎖反應，測量各組別於肌肉組織中胰島素傳訊分子 mRNA

的相對表現量。結果顯示，胰島素受體基因的 mRNA 表現量未因 STZ+NT 誘發

葡萄糖耐受異常而減少反而顯著的增高(CON group, 1±0.07; NTZ group,

1.72±0.08) (圖九 B)。正常大鼠經餵食黃金銀耳後，餵食發酵菌絲體與多醣體雖

有略微提高，但未達顯著提高，因此餵食黃金銀耳對其胰島素受體基因表現量並

無顯著的影響(CFB group, 0.91±0.15; CTM group, 1.25±0.13 ; CGX group,

1.31±0.11) (圖九 A)；以 STZ+NT 誘發葡萄糖耐受異常大鼠經餵食黃金銀耳後，

其 IR 基因表現量均與糖尿病狀態相似，相較於有明顯的提高；經餵食黃金銀耳

後並無顯著的影響趨勢(NFB group, 1.44±0.05; NTM group, 1.42±0.07 ; NGX

group, 1.52±0.06 )。由以上結果可得知，餵食黃金銀耳僅於正常狀態下有些微的

影響。
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圖九、胰島素受體的基因相對表現量。

各組別之大鼠於實驗第 15 天犧牲後，取其腓腸肌抽取 RNA 反轉錄為 cDNA，再以同步定量聚合

酶連鎖反應測量其 IR mRNA 表現量，並使用 GAPDH mRNA 表現量做為內部對照，校正檢體間

之差異。各組之目標基因表現量於校正後以相對表現量表示。所有數值均重複兩次，並以

dissociation protocol 及洋菜瓊脂膠電泳確認反應產物之專一性。控制組 (CON group，n =4)、葡

萄糖耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB group，n =5； NFB group，n=8)、發酵菌

絲體組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及多醣體組 (CGX group，n =10；NGX group，

n =11)。*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)。

於胰島素傳訊中，胰島素受體的下游為胰島素受體基質。由圖十可得知，大

鼠受 STZ+NT 誘發葡萄糖耐受異常後其胰島素受體基質 IRS-1 mRNA 表現量未

因此而減少(CON group, 1±0.04; NTZ group, 1.57±0.15) (圖十 B)。而餵食黃金銀耳

於正常大鼠並無顯著影響，但子實體組與多醣體組 IRS-1 基因表現皆有些微提升

(CFB group, 1.51±0.22; CTM group, 0.93±0.17; CGX group, 1.65±0.27) (圖十 A)。

而糖尿病大鼠餵食黃金銀耳後，其子實體組與發酵菌絲體組(NFB group, 1.77±

0.17; NTM group, 1.8±0.14)僅有些微提升，多醣體組(NGX group, 2.11±0.16)其

IRS-1 mRNA 表現量則有較明顯提高(圖十 B)。因此，於葡萄糖耐受異常大鼠餵

食黃金銀耳多醣體組可明顯提升 IRS-1 mRNA 表現量。
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圖十、胰島素受體基質 IRS-1 的基因相對表現量。

各組別之大鼠於實驗第 15 天犧牲後，取其腓腸肌抽取 RNA 反轉錄為 cDNA，再以同步定量聚合

酶連鎖反應測量其 IRS-1 mRNA 表現量，並使用 GAPDH mRNA 表現量做為內部對照，校正檢

體間之差異。各組之目標基因表現量於校正後以相對表現量表示。所有數值均重複兩次，並以

dissociation protocol 及洋菜瓊脂膠電泳確認反應產物之專一性。控制組 (CON group，n =4)、葡

萄糖耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB group，n =5； NFB group，n=8)、發酵菌

絲體組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及多醣體組 (CGX group，n =10；NGX group，

n =11)。*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)。

在胰島素受體基質 IRS-2 mRNA 表現量方面，STZ+NT 誘發糖尿病使其表現

量些微降低(CON group, 1±0.15; NTZ group, 0.75±0.06) (圖十一 B)。正常大鼠經黃
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金銀耳餵食後各組的 IRS-2 基因表現皆與控制組無顯著差異(CFB group, 1.25±

0.07; CTM group, 1.21±0.05; CGX group, 0.95±0.14) (圖十一 A)。而葡萄糖耐受異

常組，餵食子實體(NFB group, 0.67±0.22)顯著降低其 IRS-2 mRNA 表現量，餵食

發酵菌絲體(NTM group, 0.95±0.08) 與多醣體(NGX group, 1.01±0.08)均可使其表

現量略微回升(圖十一 B)。因此，餵食黃金銀耳發酵菌絲體與多醣體可使因葡萄

糖耐受異常而降低的胰島素受體基質 IRS-2 mRNA 表現量回復至正常狀態。
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圖十一、胰島素受體基質 IRS-2 的基因相對表現量。

各組別之大鼠於實驗第 15 天犧牲後，取其腓腸肌抽取 RNA 反轉錄為 cDNA，再以同步定量聚合

酶連鎖反應測量其 IRS-2 mRNA 表現量，並使用 GAPDH mRNA 表現量做為內部對照，校正檢
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體間之差異。各組之目標基因表現量於校正後以相對表現量表示。所有數值均重複兩次，並以

dissociation protocol 及洋菜瓊脂膠電泳確認反應產物之專一性。控制組 (CON group，n =4)、葡

萄糖耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB group，n =5； NFB group，n=8)、發酵菌

絲體組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及多醣體組 (CGX group，n =10；NGX group，

n =11)。*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)。

3-4 肌肉中胰島素傳訊分子的蛋白質相對表現量

使用蛋白質分離萃取套組依序抽取細胞質、細胞膜蛋白質後，以西方轉漬法

測定胰島素傳訊中各傳訊分子的蛋白質表現量與其磷酸化狀態，反映轉譯與活化

程度。結果顯示，經誘發葡萄糖耐受異常後不會影響其胰島素受體蛋白質表現量

(CON group, 0.84±0.1; NTZ group, 0.93±0.1)(圖十二 B)。正常大鼠餵食黃金銀耳各

組於胰島素受體蛋白質表現均有提升(CFB group, 1.13±0.12; CTM group, 1.54±

0.14; CGX group, 1.49±0.16)(圖十二 A)，其中餵食發酵菌絲體與多醣體於 IR

mRNA 有提升其表現的趨勢(圖九)，藉由西方轉漬法亦顯示有顯著提升其蛋白質

表現的效用。葡萄糖耐受異常大鼠方面，經餵食黃金銀耳各組均有顯著上升的趨

勢(NTM group, 1.4±0.06; NGX group, 1.59±0.13; NFB group, 1.67±0.21)(圖十二

B)。由以上結果可得，黃金銀耳之餵食無論在正常大鼠或葡萄糖耐受異常大鼠均

具有提升胰島素受體蛋白質表現量的效果。



39

Expression of insulin receptor protein
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圖十二、細胞膜上胰島素受體的蛋白質相對表現量。
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蛋白質抽取後定量，取 30μg 細胞膜蛋白質進行西方轉漬法，分析胰島素受體的蛋白質相對表現

量，且以β-tubulin 蛋白質表現量作為內部對照。各組之目標蛋白質相對表現量於校正後，以相

對表現量表示。所有數值均取其趨勢相同之兩重複進行統計分析。控制組 (CON group，n =4)、

葡萄糖耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB group，n =5； NFB group，n=8)、發酵

菌絲體組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及多醣體組 (CGX group，n =10；NGX group，

n =11)。*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)；+表示糖尿病組與控制組之間有顯著差異 (P<0.05)。

胰島素傳訊中，胰島素受體的下游為胰島素受體基質，受到胰島素磷酸化而

活化。因 mRNA 結果顯示，IRS-2 基因轉錄並未有顯著的影響，故僅測 IRS-1 之

蛋白質表現量。STZ+NT 誘發葡萄糖耐受異常大鼠其 IRS-1 蛋白質表現並無受到

影響(CON group, 0.27±0.04; NTZ group, 0.36±0.04) (圖十三 B)，而與 mRNA 表現

量的結果一致，細胞質中 IRS-1 的蛋白質表現量在黃金銀耳餵食下各組間亦有提

升的趨勢(CFB group, 0.44±0.03; CGX group, 0.38±0.03; NFB group, 0.41±0.03;

NGX group, 0.4±0.04)(圖十三 A、圖十三 B)，但餵食發酵菌絲體不論在正常或是

葡萄糖耐受異常狀態下均無較顯著的影響(CTM group, 0.31±0.04; NTM group,

0.29±0.03)( 圖十三 A、圖十三 B)。因此餵食黃金銀耳子實體在正常與葡萄糖耐

受異常狀態均可提升胰島素受體基質 IRS-1 之蛋白質表現，而多醣體組僅於葡萄

糖耐受異常大鼠有增高 IRS-1 表現之趨勢。



41

Expression of Insulin receptor substrate 1 protein
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圖十三、胰島素受體基質 IRS-1 的蛋白質相對表現量。
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蛋白質抽取後定量，取 30μg 細胞質蛋白質進行西方轉漬法，分析胰島素受體基質 IRS-1 的蛋白

質相對表現量，且以β-tubulin 蛋白質表現量作為內部對照。各組之目標蛋白質相對表現量於校

正後，以相對表現量表示。所有數值均取其趨勢相同之兩重複進行統計分析。控制組 (CON

group，n =4)、葡萄糖耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB group，n =5； NFB group，

n=8)、發酵菌絲體組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及多醣體組 (CGX group，n =10；

NGX group，n =11)。*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)。

胰島素傳訊可藉由胰島素受體基質磷酸化活化後，進而活化下游的 Akt，透

過 Akt 的活化增加葡萄糖轉運蛋白的轉化，達到調控血糖的效用。由圖十四可

知，餵食黃金銀耳可提高肌肉中 Akt 蛋白質表現量。葡萄糖耐受異常狀態下促使

Akt 產生代償作用，使其 Akt 蛋白質表現量較正常狀態顯著的提高了(CON group,

0.35±0.09; NTZ group, 0.62±0.06)(圖十四 B)；正常大鼠餵食黃金銀耳後均有提高

Akt 蛋白質表現的趨勢(CFB group, 0.5±0.04; CTM group, 0.68±0.08;CGX group,

0.52±0.02)，其中發酵菌絲體以及多醣體的餵食可使其顯著的增加表現量(圖十四

A)。而葡萄糖耐受異常大鼠餵食黃金銀耳並無顯著的影響，唯有餵食發酵菌絲體

有些微的提升(NFB group, 0.58±0.06; NTM group, 0.82±0.09; NGX group, 0.6±

0.07)(圖十四 B)。由此可知，於正常狀態下餵食黃金銀耳發酵菌絲體與多醣體可

使 Akt 蛋白質表現量提高。
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Expression of Akt protein
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圖十四、Akt 的蛋白質相對表現量。
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蛋白質抽取後定量，取 30μg 細胞質蛋白質進行西方轉漬法，分析 Akt 的蛋白質相對表現量，且

以β-tubulin 蛋白質表現量作為內部對照。各組之目標蛋白質相對表現量於校正後，以相對表現

量表示。所有數值均取其趨勢相同之兩重複進行統計分析。控制組 (CON group，n =4)、葡萄糖

耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB group，n =5； NFB group，n=8)、發酵菌絲體

組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及多醣體組 (CGX group，n =10；NGX group，n =11)。

*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)。

3-5 肌肉中 AMP-activated protein kinase (AMPK) 蛋白質相對表現量

脂聯素傳訊路徑雖仍未完全了解，但由文獻指出脂聯素會藉由活化細胞中的

AMPK 來達到調節血糖與協助胰島素所帶來的調控代謝作用。因此為更進一步

明確脂聯素對肌肉細胞的影響，利用西方轉漬法測量細胞質中 AMPK 蛋白質的

總量，以了解細胞中脂聯素傳訊的效果。誘發葡萄糖耐受異常後，AMPK 蛋白

質表現量相對於控制組只有些微的下降，並未有明顯的影響 (圖十五 B) (CON

group, 1.17±0.13; NTZ group, 1.07±0.16)。正常大鼠餵食黃金銀耳各組其 AMPK

蛋白質表現量並未有顯著的改變(CFB group, 1.21±0.37; CTM group, 1.5±0.29;

CGX group, 1.48±0.19)，雖餵食發酵菌絲體與多醣體有些微上升，但未達顯著的

提升(圖十五 A)。葡萄糖耐受異常大鼠經餵食黃金銀耳子實體後(NFB group,

1.03±0.09)，對其 AMPK 蛋白質表現量沒有影響，但餵食發酵菌絲體(NTM group,

1.64±0.19)與多醣體(NGX group, 1.81±0.23)兩組則使肌肉中 AMPK 蛋白質表現量

顯著的提升(圖十五 B)。故，於葡萄糖耐受異常狀態下餵食黃金銀耳發酵菌絲體

與多醣體可提高肌肉中 AMPK 蛋白質表現量。
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Expression of AMPK protein

Groups

CON CFB CTM CGX

A
rb

itr
ar

y
un

it

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

(A)

Groups

CON NTZ NFB NTM NGX

A
rb

itr
ar

y
un

it

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
(B)

*
+

+

圖十五、AMPK 的蛋白質相對表現量。
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蛋白質抽取後定量，取 30μg 細胞質蛋白質進行西方轉漬法，分析 AMPK 的蛋白質相對表現量，

且以β-tubulin 蛋白質表現量作為內部對照。各組之目標蛋白質相對表現量於校正後，以相對表

現量表示。所有數值均取其趨勢相同之兩重複進行統計分析。控制組 (CON group，n =4)、葡萄

糖耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB group，n =5； NFB group，n=8)、發酵菌絲

體組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及多醣體組 (CGX group，n =10；NGX group，

n =11)。*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)；+表示糖尿病組與控制組之間有顯著差異 (P<0.05)。

3-6 肌肉中葡萄糖轉運蛋白 (GLUT4) mRNA 與蛋白質相對表現量

肌肉組織進行調降血糖作用主要是藉由胰島素刺激下透過葡萄糖轉運蛋白

GLUT4 來攝取葡萄糖進入細胞中。因此實驗中測量肌肉細胞中 GLUT4 mRNA

表現量及其蛋白質表現，以瞭解餵食黃金銀耳對於 GLUT4 表現的影響。GLUT4

mRNA 表現量方面，誘發葡萄糖耐受異常使其表現較控制組略微提升(CON group,

1.00±0.4; NTZ group, 1.69±0.19)(圖十六 B)；而正常大鼠餵食黃金銀耳後，各組的

GLUT4 mRNA表現均有上升的趨勢(CFB group, 1.22±0.11; CTM group, 1.39±0.07;

CGX group, 2.07±0.13)，而餵食多醣體更有顯著的提高其表現量(圖十六 A)；葡

萄糖耐受異常大鼠餵食子實體組其表現量些微的降低(NFB group, 1.38±0.06)，發

酵菌絲體組 NTM group, 1.89±0.16)與多醣體組(NGX group, 2.08±0.09)則有增加

的趨勢(圖十六 B)。因此，正常大鼠餵食黃金銀耳多醣體有助於增加肌肉細胞中

GLUT4 mRNA 表現，而葡萄糖耐受異常大鼠餵食黃金銀耳發酵菌絲體與多醣體

均可略微提升其 mRNA 表現量。
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圖十六、第四型葡萄糖轉運蛋白的基因相對表現量。

各組別之大鼠於實驗第 15 天犧牲後，取其腓腸肌抽取 RNA 反轉錄為 cDNA，再以同步定量聚合

酶連鎖反應測量其 GLUT4 mRNA 表現量，並使用 GAPDH mRNA 表現量做為內部對照，校正檢

體間之差異。各組之目標基因表現量於校正後以相對表現量表示。所有數值均重複兩次，並以

dissociation protocol 及洋菜瓊脂膠電泳確認反應產物之專一性。控制組 (CON group，n =4)、葡

萄糖耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB group，n =5； NFB group，n=8)、發酵菌

絲體組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及多醣體組 (CGX group，n =10；NGX group，

n =11)。*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)。

由以上結果發現黃金銀耳之餵食可提升葡萄糖轉運蛋白的基因表現量，因此

也嘗試去了解其於蛋白質表現量的影響。由圖十七可見，經 STZ+NT 誘發葡萄

糖耐受異常後未影響其蛋白質表現(CON group, 0.55±0.12; NTZ group, 0.59±0.12)

(圖十七 B)。正常狀態下餵食黃金銀耳子實體(CFB group, 0.41±0.09)使其表現量

略微降低，而餵食發酵菌絲體與多醣體(CTM group, 0.69±0.06; CGX group,

0.6±0.07)則些微提升 GLUT4 蛋白質表現量，皆未達顯著差異(圖十七 A)。而經

誘發葡萄糖耐受異常後餵食黃金銀耳子實體(NFB group, 0.82±0.05)使其表現量

顯著提升，餵食發酵菌絲體與多醣體(NTM group, 0.66±0.08; NGX group, 0.79±

0.05)則均無顯著的影響。因此推測黃金銀耳的餵食可提升葡萄糖轉運蛋白基因與

蛋白質表現。
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Expression of Glucose transporter 4 protein

Groups

CON CFB CTM CGX

A
rb

itr
ar

y
un

it

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

(A)

Groups

CON NTZ NFB NTM NGX

A
rb

itr
ar

y
un

it

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

*+

(B)

圖十七、細胞質第四型葡萄糖轉運蛋白的蛋白質相對表現量。
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蛋白質抽取後定量，取 50μg 細胞膜蛋白質進行西方轉漬法，分析第四型葡萄糖轉運蛋白的蛋白

質相對表現量，且以β-tubulin 蛋白質表現量作為內部對照。各組之目標蛋白質相對表現量於校

正後，以相對表現量表示。所有數值均取其趨勢相同之兩重複進行統計分析。控制組 (CON

group，n =4)、葡萄糖耐受異常組 (NTZ group，n =8)、子實體組 (CFB group，n =5； NFB group，

n=8)、發酵菌絲體組 (CTM group，n =6；NTM group，n =9)，以及多醣體組 (CGX group，n =10；

NGX group，n =11)。*表示與控制組有顯著差異 (P<0.05)；+表示糖尿病組與控制組之間有顯著

差異 (P<0.05)。
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四、討論

4-1 胰島素傳訊

本實驗中採用 streptozotocin 與 nicoinamide 誘發葡萄糖耐受異常之動物模

式，僅部分破壞胰臟β細胞，使胰島素分泌不足造成高血糖，而胰臟仍保有少許

分泌胰島素的功能，故較接近葡萄糖耐受異常的動物模式，仍無法完整解釋糖尿

病此一成因極為複雜且多病症的疾病。由實驗結果了解，STZ+NT 誘發葡萄糖耐

受異常後，其胰島素傳訊分子，如胰島素受體、胰島素受體基質 (IRS-1、IRS-2)

等，從 mRNA 表現量分析(圖九~圖十一)以及蛋白質表現量分析(圖十二~圖十四)

中都顯示，肌肉中胰島素傳訊於葡萄糖耐受異常中僅些微受損。而前驅實驗中的

動物試驗並無進行胰島素耐受性測試，因此無法得知動物模式是否具有胰島素阻

抗，故本實驗中將以黃金銀耳降血糖效用為提高胰島素敏感性，而非改善胰島素

阻抗。

動物實驗指出(Lo et al., 2006)，正常大鼠餵食黃金銀耳後經分析其飯後血糖

與血液中胰島素含量發現，黃金銀耳可明顯降低其胰島素分泌量，且不影響血糖

恆定能力，暗示黃金銀耳可提升胰島素敏感性(附圖三 a、附圖七 a)。葡萄糖耐受

異常模式大鼠於飯後血糖值方面則有高血糖的現象，餵食黃金銀耳後可顯著改善

其高血糖狀況，使回復正常(附圖三 b)；由口服葡萄糖實驗中可得，服用黃金銀

耳能使高血糖狀況較快回復，顯示其可改善葡萄糖耐受性(附圖四 b)；而飯後或

是口服葡萄糖實驗中，雖葡萄糖耐受異常模式其血清胰島素濃度皆顯著減少，黃

金銀耳之餵食可回復部分胰島素含量(附圖五 b、附圖六 b)；胰臟中胰島素含量

方面，葡萄糖耐受異常模式僅有正常模式 20~40%，經餵食黃金銀耳後雖有些微

回覆卻無顯著差異；餵食黃金銀耳可回復葡萄糖耐受異常模式中的三酸甘油酯與

葡萄糖胺(附表一)。由以上結果可了解，黃金銀耳雖無改善胰島素分泌量，但其

透過提升胰島素敏感性，達到降血糖與降血脂效用，且實驗中亦發現黃金銀耳的

降血糖效果的確與其多醣體成份相關。因此推測，黃金銀耳的降血糖活性與改善

糖尿病症狀的作用，並非透過提高胰島素分泌量，而可能是藉由提升周邊組織對

於胰島素的敏感性，增強細胞中胰島素傳訊，促使細胞增加葡萄糖的攝入與利

用，藉此以達到降低血糖維持血糖調控的效用。胰島素降低血糖的效用主要是透

過促進肌肉與脂肪組織攝入葡萄糖，而肌肉組織為體內攝入葡萄糖的首要組織，

亦為胰島素介導下葡萄糖攝入受損的主要組織(Zierath et al., 2000; Zierath et al.,
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2002; Zierath and Kawano, 2003)。因此可推測，動物實驗中黃金銀耳餵食所造成

的血糖降低效果，可能是因為提高肌肉組織之胰島素敏感性，促使其攝入大量的

葡萄糖。而肌肉組織主要透過胰島素刺激葡萄糖轉運蛋白 GLUT4 來攝入葡萄糖

進細胞，實驗結果也進一步的了解黃金銀耳可提升第四型葡萄糖轉運蛋白

(GLUT4)的表現(圖十六、圖十七)，印證之前推測黃金銀耳藉由促進肌肉細胞葡

萄糖攝取而達到調降血糖的效用。

第四型葡萄糖轉運蛋白攝取葡萄糖的作用主要受到胰島素的調控。肌肉組織

中胰島素受體於葡萄糖攝入的角色，由剔除肌肉中胰島素受體基因的小鼠，其由

胰島素刺激的葡萄糖攝取顯著降低，以及會導致肌肉組織胰島素阻抗即可得知

(Bruning et al., 1998)。黃金銀耳之餵食於基因層面雖對胰島素受體基因轉錄效率

於正常狀況下有些微提升，但並無顯著影響(圖九)，然而其於細胞膜上胰島素受

體蛋白質表現量無論於葡萄糖耐受異常狀態或正常狀態下均有顯著提升之趨勢

(圖十二)。 故推論因胰島素受體於肌肉組織葡萄糖攝入佔重要角色，而 STZ+NT

誘發葡萄糖耐受異常後促使胰島素受體轉錄效率出現代償現象提高其表現量以

補償因 STZ+NT 降低胰島素分泌量而減少的葡萄糖攝取狀況(附圖七 b)，但於蛋

白質表現方面誘發葡萄糖耐受異常並不影響其 IR 蛋白質表現，且經黃金銀耳餵

食後於正常大鼠與葡萄糖耐受異常大鼠均有顯著提升表現量之結果，故黃金銀耳

之餵食的確有助於增加胰島素受體的表現。

胰島素傳訊中，胰島素受體磷酸化活化下游的胰島素受體基質。由基因剔除

與基因轉殖等實驗證明，IRS-1 基因剔除或表現量降低時主要會造成肌肉中的胰

島素阻抗，降低第四型葡萄糖轉運蛋白 (GLUT4) 轉位，進而減少肌肉的葡萄糖

攝入 (Araki et al., 1994; Huang et al., 2005; Yamauchi et al., 1996)。而本實驗結果

顯示，葡萄糖耐受異常大鼠的 IRS-1 基因與蛋白質表現均未受到影響，而基因層

面得知經餵食黃金銀耳多醣體可促使其於 STZ+NT 狀態下表現提升(圖十)；於蛋

白質表現方面，黃金銀耳子實體之餵食無論於正常大鼠或葡萄糖耐受異常大鼠均

可有助於其蛋白質表現，另外於葡萄糖耐受異常狀態下餵食黃金銀耳多醣體亦有

助於 IRS-1 蛋白質表現量的提高(圖十三)。由以上結果可推論，黃金銀耳可促使

IRS-1 基因與蛋白質表現量提高，進而提升胰島素敏感性及葡萄糖轉運蛋白

GLUT4 轉位以達到調降血糖的效用。第二型胰島素受體基質 IRS-2 已有文獻指

出其與脂肪代謝較相關 (Taniguchi et al., 2005; Taniguchi et al., 2006)，亦有實驗證
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實 IRS-2 於肌肉中並非胰島素介導葡萄糖攝入所需(Higaki et al., 1999)。因此可以

解釋 IRS-2 轉錄效率上所觀察到的結果，其 mRNA 表現量經黃金銀耳餵食後並

未影響其表現，且亦對血糖調控沒有影響(圖十一)；本研究主要探討黃金銀耳之

餵食對於肌肉中調降血糖的機制，而 IRS-2 經文獻指出其於肌肉中的角色與脂肪

代謝較為相關，故本實驗中並無對 IRS-2 蛋白質表現做進一步的了解。

胰島素傳訊中，胰島素受體基質活化後，進而活化 Akt。Akt 參與大多數由

胰島素引起的代謝調控，包括蛋白質、脂質、肝醣合成，葡萄糖代謝，基因表現

與細胞增生等 (Saltiel and Kahn, 2001)，為介導胰島素作用重要的媒介分子，已

知 Akt 確實參與胰島素傳訊中對葡萄糖轉運的調控 (Schinner et al., 2005)。實驗

結果中指出，餵食黃金銀耳確實會提高 Akt 蛋白質表現量 (圖十四)，於正常狀

態中餵食發酵菌絲體與多醣體均可使 Akt 蛋白質表現量顯著提高，而葡萄糖耐受

異常大鼠僅餵食黃金銀耳發酵菌絲體有助於 Akt 蛋白質表現量些微提升。因此推

測黃金銀耳可促進正常大鼠中 Akt 蛋白質表現，增加其介導的葡萄糖轉運行為，

進而調控血糖。

第四型葡萄糖轉運蛋白 GLUT4 為肌肉組織攝入葡萄糖主要的管制者，由實

驗結果中也進一步支持前述兩傳訊路徑的改善將反應於第四型葡萄糖轉運蛋白

(GLUT4) 表現之假設。肌肉組織肌肉組織中 GLUT4 之基因轉錄與蛋白質表現上

於葡萄糖耐受異常狀態下並未受到影響，但基因層面正常大鼠與葡萄糖耐受異常

大鼠之多醣體組均有顯著提升；蛋白質層面則是誘發葡萄糖耐受異常後餵食黃金

銀耳子實體有助於提升其表現量(圖十六、圖十七)。已有研究證實，GLUT4 表現

量減少除了降低肌肉的葡萄糖攝入，並造成高血糖及肌肉與脂肪組織中產生嚴重

的胰島素阻抗與葡萄糖耐受性缺失 (Kim et al., 2001; Minokoshi et al., 2003; Zis-

man et al., 2000)；而若增加 GLUT4 表現量，可促進胰島素刺激的葡萄糖攝取作

用，改善葡萄糖耐受性與胰島素敏感性(Leturque et al., 1996; Tsao et al., 1996)。

由以上結果可推論，黃金銀耳不論於正常狀態或是葡萄糖耐受異常誘發狀

態下，均可顯著提升胰島素傳訊分子的基因表現量進而促進第四型葡萄糖轉運蛋

白基因表現以提高胰島素敏感性，達到調降血糖作用。

4-2 脂聯素傳訊

脂聯素可影響周邊組織的胰島素敏感性，並經影響參與葡萄糖與脂質代謝的
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分子而調控血糖恆定(Kershaw and Flier, 2004; Schinner et al., 2005)。其促進肌肉

與脂肪組織攝入葡萄糖，並抑制肝醣質新生作用釋出葡萄糖，因而有胰島素增敏

之效用。脂聯素分泌量的提高不只有助於胰島素敏感性，其抗發炎、抗動脈硬化

以及第二型糖尿病之併發症亦有所幫助。諸多實驗指出，體內脂聯素濃度的增加

確實與胰島素敏感性提升相關 (Fu et al., 2005)。而與其他研究相符，實驗中葡萄

糖耐受異常大鼠血清中胰島素含量低於正常大鼠，再次證實高血糖狀態下會降低

脂肪細胞脂聯素之分泌量。且正常大鼠餵食黃金銀耳多醣體可顯著提升其脂聯素

濃度；葡萄糖耐受異常大鼠餵食黃金銀耳子實體可使使脂聯素濃度顯著回升，餵

食發酵菌絲體與多醣體可顯著提升血清中脂聯素濃度(圖六)。有文獻指出脂聯素

透過 AdipoR1 活化 AMPK 與 AdipoR2 活化 PPARα來達到提高 GLUT4 轉位與葡

萄糖攝入、脂肪酸攝入與氧化等作用調控胰島素敏感性(Yamauchi et al.,2007)；研

究證實脂聯素可透過活化骨骼肌中的 IRS-1 及其下由 PI3-kinase 提高葡萄糖攝取

而增強骨骼肌中的胰島素敏感性(Maeda et al., 2002)。因而推論黃金銀耳可藉由提

高脂聯素的分泌量，與胰島素協同增加肌肉細胞 GLUT- 4 之轉位，也可能透過

增強胰島素傳訊，提升肌肉等周邊組織對胰島素的敏感性，增加葡萄糖處理效率。

脂聯素主要透過兩個受體，第一型脂聯素受體(Adiponectin receptor 1，

AdipoR1)與第二型脂聯素受體(Adiponectin receptor 2，AdipoR2)，於細胞內調控

周邊組織脂質與葡萄糖的代謝 (Kadowaki and Yamauchi, 2005; Yamauchi et al.,

2002; Yamauchi et al., 2007)。實驗結果顯示，脂聯素兩型受體的 mRNA 表現量皆

未受到誘發葡萄糖耐受異常影響，而正常大鼠餵食黃金銀耳各組 AdipoR1、

AdipoR2 雖有上升的趨勢，但無顯著差異(圖七、圖八)；誘發葡萄糖耐受異常後

餵食黃金銀耳子實體與多醣體可使脂聯素兩型受體基因表現量均顯著提高，而發

酵菌絲體組僅使 AdipoR1 mRNA 表現量顯著提升。前人研究結果指出，脂聯素

受體 AdipoR1 與 AdipoR2 基因表現量提升，有助於增強其對血糖的調控行為

(Yamauchi et al.,2007)。亦有實驗結果指出，脂聯素受體 AdipoR1 與 AdipoR2 基

因表現量的下降會造成結合於細胞膜上的脂聯素減少，亦即脂聯素受體的蛋白質

表現量會隨著基因的表現量降低 (Tsuchida et al., 2004)。因此推測餵食黃金銀耳

可提高脂聯素受體之蛋白質表現量，藉此增強肌肉細胞中的脂聯素傳訊。而 STZ

誘發高血糖與低胰島素狀態下，AdipoR1 與 AdipoR2 mRNA 表現會顯著提升，

但在胰島素介導下可回復其 mRNA 表現量；且胰島素傳訊會透過抑制轉錄因子
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Foxo1，抑制脂聯素受體轉錄而降低其 mRNA 表現量(Kadowaki and Yamauchi,

2005; Tsuchida et al., 2004)。本實驗中 STZ+NT 誘發葡萄糖耐受異常後兩型脂聯

素受體 mRNA 表現量均有些微上升(圖七、圖八)，推測可能即源自於胰島素濃

度的降低(附圖七)。

AMPK 被視為對代謝壓力的感應分子，參與增加葡萄糖轉運蛋白 GLUT4

轉位與抑制 acetyl CoA carboxylase 等數個脂聯素重要之生理作用，其活化可增加

細胞對胰島素與 TZD 類藥物之敏感性 (Tilg and Moschen, 2006)。且運動、脂聯

素與 TZD 類糖尿病治療藥物等能使胰島素敏感性提高亦能活化 AMPK，顯示其

於葡萄糖與脂質代謝中的重要性。實驗結果得知，STZ+NT 誘發葡萄糖耐受異常

大鼠中，其 AMPK 蛋白質表現量並無受到影響，經黃金銀耳餵食後，雖不影響

其正常狀態下的表現，但於葡萄糖耐受異常狀態則發酵菌絲體組與多醣體組均顯

著的提高其蛋白質表現量(圖十五)。其表現量的提高似乎與脂聯素分泌量(圖六)

及第一型脂聯素受體 AdipoR1(圖七)有相同趨勢，均於葡萄糖耐受異常大鼠餵食

黃金銀耳發酵菌絲體與多醣體有顯著提高的效用。前人研究結果，於脂聯素刺激

下提高 AdipoR1 表現時，進而提升 AMPK 表現，因而達到調控血糖與提高胰島

素敏感性之功用(Yamauchi et al.,2007)，此結果與本實驗所觀察到的現象相符合。

綜合以上結果推測黃金銀耳能提高脂聯素的分泌量，於肌肉中藉由 AdipoR1 活

化 AMPK 提高其活性，因而增加 GLUT4 表現與葡萄糖攝入量，提高肌肉細胞的

胰島素敏感性。

4-3 結論

由本實驗結果可發現(圖十八)，正常狀態下餵食黃金銀耳能提高血清中脂聯

素濃度，於肌肉細胞中些微提升兩型脂聯素受體 mRNA 表現，但未影響 AMPK

蛋白質表現量；另外黃金銀耳亦能些微提升胰島素受體 mRNA 表現與顯著增加

其蛋白質表現，且提高第一型胰島素受體基質基因轉錄效率與蛋白質表現量、增

加 Akt 蛋白質表現量，增強肌肉細胞內胰島素傳訊(圖十八 A)。因此黃金銀耳於

健康狀態時可能藉由增強肌肉細胞內胰島素訊息傳遞及些微的提升脂聯素傳

訊，具有調節血糖之保健效用。STZ+ NT 誘發葡萄糖耐受異常狀態下，黃金銀

耳可顯著增加血清中脂聯素的分泌量，並提高肌肉細胞上兩型脂聯素受體 mRNA

表現，進而增強 AMPK 的蛋白質表現，提高肌肉細胞內脂聯素傳訊；且雖無對
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胰島素受體 mRNA 表現有影響而其蛋白質表現則顯著提升，並提高第一型胰島

素受體基質基因轉錄效率與蛋白質表現量，但未影響下游 Akt 蛋白質表現量(圖

十八 B)。故，黃金銀耳於葡萄糖耐受異常狀態時可能透過增強肌肉細胞內脂聯

素傳訊與些微提高胰島素訊息傳遞，達到降血糖之修復效用。由以上結果可以推

論黃金銀耳可能透過增強肌肉細胞內胰島素與脂聯素傳訊，協同提高 GLUT4 之

表現，提高肌肉組織之胰島素敏感性，改善健康狀態或葡萄糖耐受異常大鼠中葡

萄糖之代謝調控，達到其保健與修復之功效。

不同來源的黃金銀耳，子實體(FB)、發酵菌絲體(TM)、多醣體(GX)，雖於

結果中顯示其於不同傳訊分子時具有不同的效用，偶爾能發揮效用提高傳訊分子

表現，但有時卻又不影響傳訊分子作用。由整體來看，均具有改善糖尿病胰島素

敏感性、提高葡萄糖耐受性、增強血糖調控等功效。其中以多醣體組能有效提升

傳訊分子表現約八成，其比率較高，因此可推論多醣體的確為黃金銀耳內具調降

血糖功能的機能性成分，但多醣體仍無法百分百的達到調控血糖效用需黃金銀耳

其他成份相輔相成才能有效達到更有效的調降血糖功效。而人工發酵菌絲體含有

50%多醣體較天然黃金銀耳子實體的 20%高，但其提高傳訊分子表現的比率為五

成多與子實體比率相當，於此可進一步的了解多醣體並非黃金銀耳唯一的降血糖

機能性成份。故，黃金銀耳調控血糖功效乃因其含有多醣體與其他成份協同作用

而達成。

本研究中增加正常大鼠餵食黃金銀耳不同來源之各組，為探討黃金銀耳保健

之功效。實驗結果可了解，於不同傳訊分子黃金銀耳均扮演著不同角色，時而保

健時而修復。由此可知，黃金銀耳不管是在發病前或葡萄糖耐受異常狀態時均具

其調控血糖，與使胰島素增敏之功效。
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圖十八、本研究結果之圖示。

(A)正常模式餵食黃金銀耳之成效；(B)糖尿病大鼠餵食黃金銀耳之效用。

符號說明：mRNA 表現量結果以白色箭號表示，蛋白質表現量結果以黑色箭頭表示。箭頭向上

表示有顯著提升，箭頭向下則表示有顯著降低，斜向箭頭表示表現量無顯著差異但略有提升，而

平向雙箭頭表示無顯著差異。
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4-4 未來展望

黃金銀耳於肌肉組織中的胰島素與脂聯素傳訊路徑上可提高 Akt 與 AMPK

蛋白質表現，未來將藉由偵測其細胞質內 pAkt 與 pAMPK 的量，進一步了解黃

金銀耳是否可透過活化 Akt 與 AMPK 來增強胰島素敏感性。於葡萄糖轉運方面，

黃金銀耳之餵食使 GLUT4 無論於基因或蛋白質表現上均大為提升，因此將進一

步探討 Glut4 於細胞膜上的表現量，了解其是否也能推動 GLUT4 之轉位，使肌

肉組織的葡萄糖攝入提高，以達到降血糖的目的。

實驗結果顯示，脂聯素經黃金銀耳餵食後其分泌量顯著提高並與胰島素傳訊

協同影響骨骼肌中的血糖攝取，指出於體內血糖恆定中脂肪組織具有重要的角

色。脂肪組織可能除了藉由脂聯素也可能透過其他多種脂泌素於各周邊組織間協

調血糖恆定之作用，故未來可進一步了解 leptin、resistin、visfatin 等與胰島素敏

感性相關之脂泌素分泌量。另外黃金銀耳餵食後究竟是透過何種機制影響白色脂

肪細胞，來提高脂聯素的分泌量，是否如同常見的糖尿病藥物 TZD 類藥物透過

轉錄因子 PPAR 增加其基因的轉錄，此仍須深入探討黃金銀耳於脂肪組織內所造

成的影響；或者黃金銀耳有可能影響到肌肉組織中脂聯素的分泌，故亦需對肌肉

組織中脂聯素的分泌作深入的了解。

本模式僅能了解黃金銀耳於葡萄糖耐受異常狀態下的影響，為進一步探討其

於胰島素阻抗時的效用，未來將藉由細胞模式來了解黃金銀耳是否可改善胰島素

阻抗與提升胰島素敏感性。而動物實驗中僅可得知黃金銀耳長期性之效應，由細

胞模式可觀察到餵食黃金銀耳之短期效用與傳訊分子磷酸化之動態變化，能更完

整的解釋骨骼肌中黃金銀耳調降血糖功效之機制。
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附錄一、動物試驗流程與生化分析數據 (Lo et al., 2006)

附圖一、動物實驗流程。

實驗期間，大鼠餵食的時間是由早上9點至下午5點。實驗開始前七天 (第-12至-5天) 為大鼠的適

應期。*表示測量餐後2小時的血糖值及血胰島素；第-5天施打STZ + NT誘發糖尿病，OGTT ( oral

glucose tolerance test) 為口服葡萄糖耐受性測試。(Lo et al., 2006)

附圖二~七、(Lo et al., 2006)

(a) (b)

附圖二：每週攝食量與飲水量。(a) 正常模式。(b) STZ+NT 糖尿病模式。＊表示與 CON 組具顯
著差異，‡表示與 NTZ 組具顯著差異。CON:對照，FB:子實體，CM:菌絲體，GX: 純化 GXM。
字頭 C 代表正常模式，N 代表 STZ+NT 模式。

-12 -5 0 10 15147

餵食標準飼料 餵食黃金銀耳

CON,

STZ+NT

* * * *
OGTT 犧牲
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(a) (b)

附圖三：飯後兩小時血糖濃度。(a) 正常模式。(b) STZ+NT 糖尿病模式。＊表示與 CON 組具顯
著差異，‡表示與 NTZ 組具顯著差異。第 0 天為餵食黃金銀耳開始日。

(a) (b)

附圖四：口服葡萄糖耐受測試(OGTT)。(a) 正常模式。(b) STZ+NT 糖尿病模式。＊表示與 CON
組具顯著差異，‡表示與 NTZ 組具顯著差異。第 0 天為餵食黃金銀耳開始日。

(a) (b)

附圖五：飯後 2 小時血清中胰島素濃度。(a) 正常模式。(b) STZ+NT 糖尿病模式。＊表示與 CON
組具顯著差異，‡表示與 NTZ 組具顯著差異。第 0 天為餵食黃金銀耳開始日。

(a) (b)

附圖六：OGTT 中血清胰島素濃度。(a) 正常模式。(b) STZ+NT 糖尿病模式。＊表示與 CON 組
具顯著差異，‡表示與 NTZ 組具顯著差異。第 0 天為餵食黃金銀耳開始日。
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(a) (b)

附圖七：胰臟中胰島素含量。(a) 正常模式。(b) STZ+NT 糖尿病模式。＊表示與 CON 組具顯著
差異，‡表示與 NTZ 組具顯著差異。第 0 天為餵食黃金銀耳開始日。

附表一、黃金銀耳對大鼠血清中白蛋白、三酸甘油酯、BUN、GPT、葡萄糖胺濃

度的影響

Table 1
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附錄二、實驗中使用的化合物

名稱 化學式/其他命名 使用實驗類別 品牌 目錄編號

Agarose LE (C6H10O5．C6H8O4)n 電泳 MDBio

Acid-phenol C6H6O6 抽取 RNA Amresco 0710

40 % Acrylamide/bis SDS-PAGE Gerbu 1139

Ammonium persulfate (NH4)2S2O8 SDS-PAGE Gerbu 1708

-mercaptoethanol HSC2H4OH SDS-PAGE Sigma M-3148

Bromophenol blue C19H10O5SBr SDS-PAGE Sigma B-0126

Chloroform CHCl3 抽取 RNA Panreac 361252

DEPC Diethyl pyrocarbonate 抽取 RNA Sigma D-5758

Developer and fixer Metol, hydroquinone 西方轉漬法 KodaK 190-0943,-1875

DTT DL-Dithiothreitol SDS-PAGE Sigma D-9779

Ethidium bromide C12H20BrN3/EtBr 電泳 Sigma E-1510

Glycine C2H5NO2 SDS-PAGE Sigma G-8898

Glycerol C3H8O3 SDS-PAGE WaKo 07200861

Potassium Dihydrogenphosphate KH2PO4 西方轉漬法 Shimaku’s

Sodium chloride NaCl 西方轉漬法 Panreac 121659
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附錄二 (接續)、實驗中使用的化合物

名稱 化學式/其他命名 使用實驗類別 品牌 目錄編號

Sodium dodecyl sulfate C12H25OSO3Na SDS-PAGE Bio-Rad 161-01425

Sodium phosphate Na2HPO4 西方轉漬法 Merck 106586

Sodium tetraborate Na2B4O7 西方轉漬法 Merck 106306

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylenediamine SDS-PAGE Sigma T-9281

Tris NH2C(H2OH) 西方轉漬法 USB 75825

Tween-20 C58H114O26 西方轉漬法 Panreac 212312
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附錄三、西方轉漬法結果底片

980216 insulin receptor

1 2 2 2 3 3 3 3 3

1 1 1 1 2 2 2 2 2

1 4 4 4 4 4 4 4 4

1 5 5 5 5 5 5 6 6

1 7 7 7 7 7 7 7 7

1 6 6 6 6 6 6 6 7



64

1※ ：控制組 (CON group)
2：糖尿病組 (NTZ group)
3、4：子實體組 (CFB group、NFB group)
5、6：發酵菌絲體組 (CTM group、NTM group)
7、8：多醣體組 (CGX group、NGX group)

1 8 8 8 8 8 8 8 8

1 8 8 8 2 2 4 4
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980512 insulin receptor substrate 1

1※ ：控制組 (CON group)
2：糖尿病組 (NTZ group)
3、4：子實體組 (CFB group、NFB group)
5、6：發酵菌絲體組 (CTM group、NTM group)
7、8：多醣體組 (CGX group、NGX group)

8 2 2 2 2 1 1 1 1

4 4 4 4 3 3 3 3 1

6 6 6 6 5 5 5 5 1

8 8 8 8 7 7 7 7 1
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980325 Akt

1 1 1 2 2 2 2 3 3

1 3 3 3 4 4 4 4 5

1 1 2 2 2 2 4 4 4

1 4 6 6 7 8 8 8 8

1 5 5 5 5 5 6 6 6

1 5 6 6 6 6 7 7 7 7
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1※ ：控制組 (CON group)
2：糖尿病組 (NTZ group)
3、4：子實體組 (CFB group、NFB group)
5、6：發酵菌絲體組 (CTM group、NTM group)
7、8：多醣體組 (CGX group、NGX group)

1 7 7 7 7 8 8 8 8

1 8 8 8 8 1 5 5 7



68

980326 AMPK

1 1 1 1 2 2 2 2 2

1 4 4 4 4 4 4 4 4

1 8 8 8 8 8 8 8 8

1 8 8 8 2 2 2 2 4
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1 5 5 5 5 5 5 6 6

1 7 7 7 7 7 7 7 7
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1※ ：控制組 (CON group)
2：糖尿病組 (NTZ group)
3、4：子實體組 (CFB group、NFB group)
5、6：發酵菌絲體組 (CTM group、NTM group)
7、8：多醣體組 (CGX group、NGX group)

1 2 2 2 3 3 3 3 3

1 6 6 6 6 6 6 6 7
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980610 glucose transporter 4

1 1 1 1 2 2 2 2 2

1 3 3 3 3 3 4 4 4

1 4 4 5 5 5 5 5 6

1 6 6 6 6 7 7 7 7
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1 1 2 2 2 2 2 3 3

3 1 3 3 4 4 4 4 4

5 1 5 5 5 5 6 6 6

6 1 6 7 7 7 7 2 6
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1※ ：控制組 (CON group)
2：糖尿病組 (NTZ group)
3、4：子實體組 (CFB group、NFB group)
5、6：發酵菌絲體組 (CTM group、NTM group)
7、8：多醣體組 (CGX group、NGX group)

7 1 7 8 8 8 8 8 2

7 1 7 8 8 8 8 8 4
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