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摘要 

 

    白藜蘆醇廣泛存在於葡萄、莓果與花生等蔬果中。已知白藜蘆醇擁有許多生

理活性，如抗氧化、抗老化和免疫調節活性等。脂肪組織可分泌多種因子與細胞

激素，在能量平衡上扮演重要的角色。本論文探討白藜蘆醇對於 3T3-L1 前驅脂

肪細胞分化之影響及其機制。實驗結果發現早期（day -1 到 day 2）添加 15µM 白

藜蘆醇能增加末端分化指標，如 GPDH 活性、油脂累積與脂肪結合蛋白（aP2）

和脂泌素等基因表現。而 PPAR與 C/EBP為脂肪分化之主要轉錄因子。發現添

加 15µM 白藜蘆醇具有增加 PPAR與 C/EBP之基因表現。而添加 15µM 白藜蘆

醇可增加 PPAR、C/EBP與 C/EBP之蛋白質表現，而些微增加 C/EBP之表現。

此外，已知 CHOP 可與 C/EBP結合而抑制脂肪新生作用，結果發現添加 15µM

白藜蘆醇可降低 CHOP 之基因與蛋白質之表現。另外，我們發現 ERK1/2 並不參

與白藜蘆醇誘發脂肪細胞生成過程，而則可能參與其中但其具體角色尚待釐

清。這些結果顯示白藜蘆醇可藉由降低 CHOP 與增加 C/EBP、C/EBP、C/EBP

和 PPAR 而促進脂肪細胞中之脂肪新生作用。 
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Abstract 

 

  Resveratrol (trans-3,4',-5-trihydroxystilebene) is found in various vegetables and 

fruits, including grapes, berries and peanuts. Resveratrol exerts antioxidative, 

anti-aging and immunomodulatory activities. Adipose tissue plays an important role in 

energy homeostasis by secreting various factors and cytokines. We investigated the 

effect of resveratrol on 3T3-L1 preadipocyte differentiation and its underlying 

mechanism. Our results showed that resveratrol enhanced the induction of terminal 

differentiation markers such as glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH) activity, 

lipid accumulation, and the mRNA expression of adipocyte fatty acid-binding protein 

(aP2) and adiponectin when 3T3-L1 cells were treated with 15µM resveratrol during 

the early period (from day -1 to day 2). Peroxisome proliferator-activated receptor 

(PPAR)  and CCAATT enhancer binding proteins (C/EBP) are master transcription 

factors of adipocyte differentiation. Resveratrol (15µM) treatment enhanced the 

mRNA expression of C/EBP and PPAR which are master transcription factors of 

adipocyte differentiaion. 15µM Resveratrol treatment enhanced the protein expression 

of C/EBPC/EBP and PPAR , and slightly enhanced the expression of the active 

isoform of C/EBP. On the other hand, 15µM resveratrol down-regulated the mRNA 

and protein expression of CHOP, which is known to prevent adipogenesis by directly 

binding to C/EBP. We found AKT, but not ERK1/2, maybe play a part in 

resveratrol-induced adipogenesis, though its role is not clear. These results suggest 

that resveratrol nay enhance adipogenesis of adipocytes via down-regulation of CHOP 

and up-regulation of C/EBPC/EBPC/EBP and PPAR 






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文獻回顧 

 

壹、脂肪組織（adipose tissue） 

脂肪組織具儲存及供應能量、維持體溫、保護臟器等功能，主要經由增殖

（hyperplasia）與肥大（hypertrophy）等方式決定脂肪組織的大小。前者是使前

驅脂肪細胞（preadipocyte）受到適當刺激後分化成具有功能之脂肪細胞，進而

使脂肪細胞數目增加（Caro et al., 1989），後者是分化完全的脂肪細胞以三酸甘

油酯的形式將脂質累積在細胞內，進而使脂肪細胞個體體積變大。在成長階段主

要是透過增殖方式，而在性成熟後前驅脂肪細胞變成具完整功能的成熟脂肪細胞

能力下降（Vàzquez-Vela et al., 2008）。在人體內前驅脂肪細胞分化成脂肪組織發

生於胚胎晚期，多數前驅脂肪細胞分化發生於出生後，使新生兒更能有效吸收外

界營養。所有物種皆具有分化前驅脂肪細胞的能力，其分化與否視生命中對脂肪

儲存需求而異（Ntambi and Kim, 2000）。 

脂肪組織的功能可分成三類型：第一類為與脂質代謝有關，因其具有儲存

三酸甘油酯（triglycerides，TG）及釋放脂肪酸（fatty acid，FA）有關。第二類

為因脂肪組織可適當地代謝 TG 而釋放出甘油（glycerol）和 FAs，而甘油與 FAs

參與肝臟與其他組織的葡萄糖代謝。第三類為脂泌素之分泌，做為體內重要內分

泌器官可活躍的參與許多代謝反應，因脂肪細胞可分泌脂泌素（adipokines），脂

泌素包含具特殊生理功能的荷爾蒙、細胞激素和蛋白質，如瘦體素（leptin）、

抵抗素（resistin）及腫瘤壞死因子（tumor necrosis factor，TNF）等而影響膽固

醇代謝、免疫反應與凝血作用等。因脂肪組織具上述功能，故在脂肪細胞的發展

與生長及個體能量平衡等生理過程扮演重要角色（Vàzquez-Vela et al., 2008）。 

而脂肪包含白色組織（White adipose tissue，WAT）與褐色脂肪組織（Brown 

adipose tissue，BAT），依細胞結構、位置、顏色和功能性有區別，皆與能量利用

有密切相關（Vàzquez-Vela et al., 2008; Jequier and Tappy, 1999）。因此在探討肥胖

與代謝疾病之間的關聯時多會藉由針對脂肪細胞之分化來探討其機制。 

 

一、白色脂肪組織 

於許多物種中，例如人、猪、小鼠及大鼠，出生前白色細胞組織就已形成，
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並於性成熟之後能仍具有產生新的脂肪細胞的能力。從各物種中分離出的前驅脂

肪細胞於體外實驗中能具分化成成熟脂肪細胞。而餵食大鼠高能或高脂飼料時，

脂肪細胞數目仍可增加（Gregoire et al., 1998; Francine et al., 1998），在嚴重肥胖

的人也可發現此情形。 

白色脂肪組織是能量的主要儲存場所，主要分布於腹部、大腿、臀部等皮

下組織及內臟周圍，可略分為皮下脂肪組織（subcutaneous adipose tissues）、內臟

脂肪組織（visceral adipose tissues）。白色脂肪細胞是一種存有大型脂肪滴（lipid 

droplet）的細胞，細胞內的細胞核與胞器都被脂肪滴壓迫到細胞的邊緣，其脂肪

滴是由 TGs 形成，是能量儲存的主要位置。皮下脂肪組織在男女性上所佔比例

不同，此類可幫助調控與維持體溫與隔熱。內臟脂肪組織則分布在器官空間間隙

中用以固定器官位置，並可再細分成 mesenteric 和 omental 等。當發生能量需求

時，如飢餓，白色脂肪組織內的脂解酵素會將所儲存的 TG 進行解脂作用

（lipolysis）以提供 FA 給其他組織並產生能量，其中臀部與腹部的脂肪組織優先

消耗，而分布於手腳的脂肪組織則較少消耗（Vàzquez-Vela et al., 2008）。 

在已分化的脂肪細胞中，TG 的合成與脂解作用十分活躍，當合成作用大於

脂解作用時則脂肪細胞個體體積增加，當合成作用小於脂解作用時則脂肪細胞個

體體積減少。當脂肪組織的脂解作用進行時會產生游離脂肪酸（free fatty acid）

與甘油，FA 可經再酯化（re-esterified）成三酸甘油酯並再次儲存，而甘油則因

脂肪細胞無法直接利用此甘油因此將其自脂肪細胞中釋出，經循環系統送至肝

臟，成為葡萄糖新生的原料（Kishida et al., 2001）。 

 

二、褐色脂肪組織 

褐色脂肪組織是多胞性脂肪細胞內有許多小型油滴且擁有發達的胞器，如

大量粒線體（mitochondria）可產熱，故可造成能量消耗與調節體溫，主要存在

於頭、頸部位（Vàzquez-Vela et al., 2008; Rosen et al., 2000）。一般會冬眠的動物，

體內的脂肪細胞以褐色脂肪細胞為主，冬眠期間褐色脂肪組織將三酸甘油酯轉換

成熱能以維持冬眠動物之體溫，並為誘發其甦醒所必需（Cannon and Nedergaard, 

2004）。褐色脂肪組織亦存在於所有哺乳類體內，尤其是小型哺乳類動物。小型

嚙齒動物和人類新生兒因表體積大易導致失溫，因此存在於體內之褐色脂肪組織

可透過消耗熱能產生溫度以調整與維持體溫，但於孩童時期褐色脂肪組織即大量
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消失，至成年階段似乎僅有極少數褐色脂肪組織能殘留且散布於白色脂肪組織中

（Cannon and Nedergaard, 2004; Vàzquez-Vela et al., 2008）。褐色脂肪組織可藉由

非偶合蛋白 1（uncoupling protein 1，UCP1）的特異性表現來幫助產熱（Garled et 

al., 1998）。 

 

三、脂肪組織與肥胖及代謝性疾病 

    肥胖在許多國家是很重要的公共衛生健康問題，且肥胖已被認為是動脈硬

化、糖尿病、高血壓和高血脂等的主要危險因子之一。肥胖是起因自於脂肪細胞

分化導致脂肪細胞（fat cell）數目極度失調有關，因過多脂肪細胞而最終導致肥

胖。另外長期的肥胖也與多種癌症及免疫失控有關。在第二型糖尿病的病患中因

長期肥胖而引起胰島素阻抗性(obesity-linked insulin resistance)的病例佔很高的比

率（Chandran et al., 2003）。許多動物實驗指出過度攝食與脂肪增加有關，且過多

的脂肪組織會造成許多代謝疾病異常，如高血壓（hypertension）、高血脂

（dyslipidemias）、高血糖及高胰島素等發生。而許多基因剔除（KO）與轉基因

動物模式指出肥胖的發展是相當複雜的，因在此發展過程當中有許多基因，如轉

錄因子、訊息傳遞因子、荷爾蒙與細胞激素的表現改變，這暗示肥胖會改變多種

重要基因表現（Vàzquez-Vela et al., 2008）。因此透過了解分化過程將可應用於控

制脂肪細胞數目（adipocyte cell number）及控制某些疾病發病進展（Ntambi and 

Kim, 2000）。因此研究脂肪細胞的分化情形可能提供進一步了解各種成分藥物與

肥胖之間的關聯性。 

 

 

貳、研究模式 

一、前驅脂肪細胞研究模式之細胞株 

目前常利用前驅脂肪細胞（preadipocyte）分化成脂肪細胞（adipocyte）的

體外研究模式提供研究脂肪細胞生成作用（adipogenesis）並能更加了解其過程

中各分子所扮演角色（Rosen et al., 2000）。可供研究用的前驅脂肪細胞株可分為

兩類，一為多潛力幹細胞（pluripotentfibroblasts）其具有轉變成多種細胞型態（cell 

types），此類型包含有 10T1/2、Balb/c、3T3、RCJ3.1 和 CHEF/18 等，上述細胞
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株可在藥物 5-azacytidine 處理下轉變成前趨脂肪細胞。以 10T1/2 為例，其分離

自 C3H 品系的小鼠胚胎（mouse embryos），具轉變成 preadipocyte、premuscle 和

precartilage 組織的能力（Ntambi and Kim, 2000）。另一類為 unipotent 

preadipocytes，此類型包含有 3T3-L1、3T3-F422A、O1771、TAI、1246 和 30A5

等，此類型細胞株已經決定轉變成前驅脂肪細胞及脂肪細胞，故此類型皆為研究

前驅脂肪細胞轉變成脂肪細胞的理想材料。其中 3T3-L1 和 3T3-F422A 分離自

Swiss 品系 17 至 19 天的小鼠胚胎，是最廣泛使用於研究之細胞株（Ntambi and 

Kim, 2000; Gregoire et al., 1998; Rosen et al., 2000）。因此本研究將以 3T3-L1 此細

胞株為研究對象。 

 

二、細胞培養 

細胞培養是指從體內組織取出細胞，在體外藉由模擬體內之生理環境及提

供細胞生長所需之營養，使其生長繁殖並維持其原有結構與功能的一種技術，此

技術始於 1950 年代。有文獻表示，在生長階段的前驅脂肪細胞株與初代脂肪細

胞在形態上皆與纖維母細胞相似，並於細胞長滿時以適當的處理誘發分化將導致

細胞型態上明顯改變，前驅脂肪細胞將由細長的形態轉變成圓而立體，並開始累

積油滴並逐漸具有成熟脂肪細胞的形態與生化特徵（Cowherd et al., 1999）。 

 

三、3T3-L1 前驅脂肪細胞分化之進程 

在培養皿中 3T3-L1 前驅脂肪細胞生長至互相碰觸後即達到 confluent，此時

細胞將不會再繼續分裂，此時可添加外源性分化試劑誘導其分化。此外源性分化

試劑須含有可提高細胞內 cAMP level 的 3-isobutyl-1-methylzanthine（IBMX），葡

萄糖皮質素（glucocorticoid）、胰島素（insulin）及胎牛血清（fetal bovine serum，

FBS）的處理配方方可達最大效果。在前驅脂肪細胞中胰島素受體表現量很低，

而類胰島素生長因子受體表現量高，其中胰島素經由與類胰島素生長因子

（insulin-like growth factor 1，IGF-1）受體（receptor）結合，並活化酪胺酸激酶

（tyrosine kinase），進而激活絲裂原活化蛋白激酶（Mitogen-activated protein 

kinase，MAPK）與胞外訊息調控激酶（extracellular signal-regulated kinase，ERK）

1 與 2 促使細胞擴增，且此刺激在前驅脂肪細胞分化成脂肪細胞過程中是必需的
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（Ntambi and Kim, 2000; Gregoire et al., 1998）。Dexamethasone（DEX）是個人工

合成的增敏劑（glucocorticoid agonist），傳統上被用來與醣皮質素類固醇受體結

合，可活化細胞內轉錄因子的活性，並調節細胞的分化。而 IBMX 是個 cAMP

磷雙酯酶（cAMP-phosphodiesterase）抑制劑，透過抑制磷雙酯酶來提升細胞內

cAMP 的量，故 IBMX 可用來刺激 cAMP-dependent protein kinase 途徑進而促進

細胞的分化。故一般分化培養液含胰島素、DEX 和 IBMX 來誘導前驅脂肪細胞

進行分化（Ntambi and Kim, 2000）。 

在分化成成熟的脂肪細胞之前，3T3-L1 前驅脂肪細胞會利用轉錄因子，前

驅脂肪細胞因子 1（pre-adipocyte factor-1，Pref-1）來維持未分化狀態，只有在

前驅脂肪細胞中大量表現，於分化中大量減少，而在成熟脂肪細胞中則偵測不到

（Gregoire et al., 1998）。整體上 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化過程可分成四個時期

（分化進程圖見圖甲），分別為極早期（very early stage）、早期（early stage）、分

化中期（intermediate stage）和分化末期（late differentiation）四種時期（Gregoire 

et al., 1998; Ntambi and Kim, 2000）。 

Progression of Preadipocyte Differentiation

Ntambi and Kim. 2000 , J. Nutr. 130: 3122S-3126S

圖甲、3T3-L1 前驅脂肪細胞之分化進程圖。 

 

1、 極早期 

在體外培養過程中，在長滿前細胞會持續分裂，當長滿時細胞會相互碰觸
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而形成 confluence 而形成生長停滯，故又為生長停滯期（growth arrest），此時期

前驅脂肪細胞因細胞間碰觸而誘發極早的脂肪細胞分化指標（very early markers 

of adipocyte differentiation），如 LPL（lipoprotein lipase）和第六型膠原基因（type 

VI collagen genes）的表現（Gregoire et al., 1998; Ntambi and Kim, 2000）。 

2、 早期 

在此期間前驅脂肪細胞經歷多次有絲分裂，而因分化培養液中有適當荷爾

蒙媒介物（hormonal agents）可觸發一連串事件造成前驅脂肪細胞分化成成熟脂

肪細胞，此時荷爾蒙媒介物會誘導生長停滯使前驅脂肪細胞同步進入細胞週期和

並進入細胞擴充期，故又可稱荷爾蒙誘發及細胞擴充期（mitotic clonal 

expansion，Tang and Lane, 2000）。分化中的前驅脂肪細胞經歷 postconfluent 

mitosis 和生長停滯，此時細胞最少經歷一次 DNA 複製和細胞分裂。 

添加分化培養液約 1 小時後，則可觀察到一些早期反應基因（early response 

gene），如 c-fos、c-jun、junB、c-myc 和 CCAAT/enhancer binding proteins（C/EBP）

β和 δ表現，其中 fos 和 jun 並沒有直接參與到任何分化事件，而 c-myc 則參與

啟動分化中前驅脂肪細胞的增殖作用（mitogenesis），但在分化中所扮演的角色

卻未清楚釐清。在 Fretyag 等人在實驗中証實表現 c-myc oncogene 會阻礙細胞分

化，但使用高度表現 c-myc antisense RNA 則會逆轉，這暗示 c-myc 可能是在生

長停滯後直接再進入細胞週期並持續進行後續分化的調控點。c-fos、c-jun、junB

和 c-myc 的表現是短暫的，約在處理分化培養液後 2 至 6 小時消失（Ntambi and 

Kim, 2000）。 

分化培養液中所含的 DEX 和 IBMX 會分別刺激 C/EBP（CCAAT/enhancer 

binding protein）δ和 β表現（Prusty et al., 2002; Rosen et al., 2000），可誘導前驅

脂肪細胞形成 cocktail 狀態，此過程可加快荷爾蒙所誘導刺激脂肪新生作用

（adipogenesis），而 C/EBP β和 δ會更進一步引導出參與 adipogenesis 重要轉錄

因子，如 ADD/SREBP-1c (adipocyte differentiation and determination factor1/sertrol 

regulation element binding protein-1c)、PPARγ和 C/EBPα等（Gregoire et al., 1998）。 

3、 分化中期 

在經歷過早期的細胞擴充後，於分化第二天細胞完成 postconfluent mitosis

並進入生長停滯，又稱 GD。此次的細胞分裂被視為在分化過程中是必要步驟，

因此時會將 DNA 雙股螺旋解開並允許轉錄因子接近基因上可調控成熟脂肪細胞
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型態的調控反應位（regulatory response elements），經過此生長停滯後細胞繼續

轉變成脂肪細胞（Ntambi and Kim, 2000; Tang and Lane, 2000）。 

經 C/EBP β和 δ引導出的 ADD/SREBP-1c (adipocyte differentiation and 

determination factor1/sertrol regulation element binding protein-1c)、PPARγ和

C/EBPα等會開始大量表現並會進一步引發脂肪細胞特異性基因的表現，如 aP2

（adipocyte protein 2）、ACS ( acyl CoA synthase)、FATP-1 ( fatty acid transport 

protein-1)、LPL、adipsin 和 Glut 4（Gregoire et al., 1998; Cowherd et al., 1999; Talpur 

et al, 2001; Wise and Green., 1979）。前人文獻指出，在去除 DEX 和 IBMX 48 小

時後，C/EBPδ表現消失，而 C/EBP β逐步減少，約至第八天（Day 8）表現消失

（Gregoire et al., 1998）。而受 C/EBP β和 δ所引發的 PPARγ於第二天（Day 2）

表現，並於第三到第四天（Day 3 ~ Day 4）表現量最大。而 C/EBPα則從分化前

偵測不到，於第二天（Day 2）開始表現，並於第五天（Day 5）表現量最大（Ntambi 

and Kim, 2000）。 

4、 分化末期 

此時期之脂肪細胞逐漸轉變成成熟脂肪細胞，開始具有累積油滴等功能。

且此時期脂肪細胞特異性基因會開始大量表現，並在形態上從原本類似纖維母細

胞的前驅脂肪細胞隨著細胞骨架與細胞外間質的改變而逐漸變圓，並可見小油滴

的生成並逐漸聚集成大油滴，在此時期也可偵測到 insulin-stimulated glucose 

uptake 現象發生，在刺激分化後第五天到第七天脂肪細胞獲得完整型態並具有許

多酵素活性，如脂解作用（lipolysis）和脂質新生作用（lipogenesis）（Vàzquez-Vela 

et al., 2008; Gregoire et al., 1998）。在此時期與三酸甘油酯代謝相關的酵素、蛋白

質與 mRNA，如 ATP citrate lyase，malic enzyme，acetyl-CoA carboxylase，

stearoyl-CoA desaturase 1（SCD1），glycerol-3-phosphate acyltransferase（GPAT），

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH），glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase（GPDH）和 fatty acid synthase（FAS）等的表現量增加 10 到 100

倍。同時也增加葡萄糖轉運蛋白（glucose transporter）、胰島素受體數量和胰島

素敏感度。分化後期脂肪細胞開始分泌脂肪組織特殊產物（adipose tissue-specific 

product），如脂肪酸結合蛋白（fatty acid binding protein，又稱 aP2）、脂肪酸轉運

蛋白（fatty acid transporter，FAT/CD36）、脂泌素（adiponectin）和瘦體素（leptin）

等（Gregoire et al., 1998; Cowherd et al., 1999 ; Talpur et al, 2001; Wise and Green., 
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1979）。 

 

 

參、轉錄因子介紹 

一、PPAR 家族 

PPAR 家族屬於細胞核荷爾蒙受體超級家族（nuclear hormone receptor 

superfamily）之一（Tontonoz et al., 1994），是受配體調控的（ligand-regulated）

轉錄因子，當受到配體刺激後可與 retinoid X receptor（RXR）形成異型合子

（heterodimer）再藉由結合在下游基因啟動子（promoter）/加強子（enhancer）

PPAR 反應區（PPAR response element，PPRE）的特殊序列來控制基因表現

（Tontonoz et al. 1994; Albrektsen et al., 2002; Cowherd et al., 1999）。PPAR 在偵測

脂質堆積與脂質代謝調控上扮演關鍵性角色。許多自然界物質可視為 PPAR 配

體，如不飽和脂肪酸及其代謝物、花生四烯酸（eicosanoids）和前列腺素

（prostaglandins）（Bocher et al., 2002; Cowherd et al., 1999）；在人工合成配體上

則有非固醇類抗發炎藥物與已證實為抗糖尿病藥物胰島素增敏劑 TZD

（thiazolidinediones）（Cowherd et al., 1999），因 TZD 具有促進脂肪細胞分化，

藉由增加脂質儲存與增加第四型葡萄糖轉運蛋白和脂聯素（adiponectin）表現量

而達到改善胰島素刺激葡萄糖攝入與降低胰島素阻抗等功能（Vàzquez-Vela et al., 

2008; Cowherd et al., 1999）。在 Takamura 等人發現於 3T3-L1 與 3T3-F442A 前驅

脂肪細胞分化中添加不同劑量的 TZD 可調節 PPAR基因與蛋白質之表現並促進

脂肪細胞之分化（Takamura et al.）。 

1、 PPAR 家族成員：

PPAR 次家族（subfamily）含有三個成員，分別為 PPAR、PPAR和 PPAR

（），各具有不同的組織分布與配體特異性（Berger and 

MollerVàzquez-Vela et al., 2008; Michalik and Wahli., 1999）。當有很強的

PPARs 活化者存在時，PPAR可能顯著誘導脂肪細胞的分化。在嚙齒動物中，

PPAR在肝臟、腎臟與腸道中大量表現，PPAR的作用在於誘導與脂肪酸氧化相

關基因的表現。在人類體內，PPAR在腎臟與肌肉中大量表現且對過氧化增殖劑

（peroxisome proliferator agents）和饑餓很敏感（Ricote et al., 1998; Berger and 
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Moller）。在 PPAR 次家族中僅 PPAR具有脂肪專一性，可轉錄活化許多種

基因表現（Chawla and Lazar, 1994）。PPAR在脂肪組織中也會高度表現，其表

現似乎先於 PPAR，在極早期分化時 PPAR被正向調控，這暗示 PPAR在脂肪

細胞新生作用中扮演很重要的角色。在嚙齒動物與人體中 PPAR少量存在於各

組織中，故並不具脂肪組織特異性（Berger and Moller）。PPAR目前已知

具有控制發炎反應、調控細胞分裂與分化等細胞功能。其抑制發炎反應可經拮抗

activation protein 1（AP1）和 nuclear factor kappa B（NFB）活性（Ricote et al., 1998; 

Michalik and Wahli., 1999 ）。而當 PPAR活化時，可藉由抑制細胞生長和促進細

胞凋亡來防止多種癌症的生長，如結腸癌、攝護腺癌與乳癌（Houston et al., 2003; 

Chinetti et al., 1998）。PPAR在脂肪前驅細胞中表現量很低，但足夠誘發脂肪前

驅細胞分化（Tontonoz et al.,1994），PPAR是脂肪細胞新生作用的主要調控者且

在脂肪組織發展上扮演著重要的角色（Gregoire et al., 1998; Li and Lazar, 2002）。

與控制脂肪酸產生有關的轉錄因子 ADD/SREBP-1c（adipocyte differentiation and 

determination factor / sterol regulatory element binding protein-1c）亦為 PPAR內源

性配體。異位表現 ADD/SREBP-1 可藉由直接活化 PPAR與刺激 PPAR配體的

產生來促進非脂肪細胞轉變成脂肪細胞（Hamm et al.,2001）。 

2、 PPAR異構形：

PPAR具有兩種異構形，分別為 PPAR和 PPAR，兩者來自同一基因，

利用不同的啟動子與剪接（splicing）形成兩種蛋白質（Berger and Moller, 2002; 

Fajas et al., 1998; Hamm et al., 2001; Meirhaeghe et al., 2003），因此 PPAR和

PPAR具有幾乎完全相同的 exon 序列，兩者差別在於 PPAR在端多出個胺

基酸（Tontonoz et al., 1994; Zhu et al., 1995）。在表現區域上兩者在脂肪組織中皆

顯著地表現（Gerhold et al., 2002），然 PPAR另也表現在其他各組織中，如心、

骨骼肌、結腸、大小腸、腎、胰與脾（Berger and Moller, 2002; Fajas et al., 1998）。

PPAR與 PPAR皆能刺激脂肪細胞的分化，使其表現與成熟脂肪細胞相

似的基因與胰島素反應。而以 PPAR有較高誘發脂肪細胞分化能力，在脂肪細

胞分化過程中，PPAR扮演較重要性的角色（Tontonoz et al., 1994; Mullear et al., 

2002）。3T3-L1 前驅脂肪細胞若缺乏 PPAR時，其分化會受阻；而以反轉錄病毒

轉殖或時，僅組能恢復分化能力（Ren et al., 2002）。
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3、 PPAR生理功能： 

PPAR在生理功能上尚未完全明瞭，而已知 PPAR具有調控多種基因表現，

可分為幾個族群：

a、 脂質代謝相關基因： 

PPAR具有調控 aP2、PEPCK、acyl-CoA 和 LPL 等基因的表現。在許多體

內實驗中發現以 PPAR增敏劑（agonist）可增加上述基因在白色脂肪組織中的表

現。而這些基因的蛋白質功能分別為：aP2 為脂肪組織脂肪酸結合蛋白（Berger and 

Moller, 2002; Tontonoz et al., 1994）。PEPCK（phosphoenolpyruvate carboxykinase）

為甘油新生作用（glyceroneogenesis）途徑內的酵素（Berger and Moller, 2002; 

Tontonoz et al., 1995）。acyl-CoA 合成酶則參與脂質新生或脂質分解作用（Martin 

et al., 1998）。而 LPL（lipoprotein lipase）則參與水解三酸甘油酯過程（Schoonjans 

et al., 1995）。因此上述基因皆會影響白色脂肪細胞脂質代謝（Berger and Moller, 

2002）。 

b、 與脂肪組織脂質攝取相關基因： 

PPAR已被報導具有增加調控脂肪酸轉運蛋白 FATP-1 和CD36表現（Martin 

et al., 1997），影響白色脂肪組織的脂質攝入。但在肌肉組織中使用 PPAR增敏劑

則會降低 FATP-1 的基因表現（Berger and Moller, 2002）。 

c、 與能量平衡相關基因： 

在體內（in vivo）和體外（in vitro）實驗中發現在白色脂肪組織中利用 PPAR

增敏劑可增加粒線體解偶合蛋白 UCP-1、UCP-2 和 UCP-3 的表現，而在褐色脂

肪組織中 UCP-1 基因表現也會增加（Berger and Moller, 2002）。 

d、 與胰島素活性相關基因： 

TNF可降低脂肪細胞中胰島素受體（insulin receptor）與 PPARγ的表現量

並使脂肪細胞增加 FFA 釋放，而誘發胰島素阻抗性並減弱胰島素訊息傳遞效果。

因此在肥胖的齧齒類動物中給予PPAR增敏劑可抑制TNF表現而減少胰島素阻

抗。在許多文獻中指出使用 PPAR增敏劑可調控許多作用，如增加胰島素訊息傳

遞機制中 IRS-2 及 IR 基因表現及與葡萄糖轉運有關的 c-CBL 及 Glut 4 表現

（Tamori et al., 2002）、增加抑制葡萄糖氧化能力的 PDK4 之表現和增加與肌肉或

肝臟代謝能力有關的脂聯素（adiponectin）基因表現（Berger and Moller, 2002）。
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4、 PPAR與脂肪細胞之分化： 

不論體內或體外實驗皆指出 PPAR與脂肪細胞脂分化的調控有密切關係

（Wu et al., 1999）。PPAR為脂肪細胞分化上最主要的基因，為脂肪細胞發展過

程中扮演相當重要的角色（Ntambi et al., 2000; Li and Lazar, 2002; Vàzquez-Vela et 

al., 2008; Gerhold et al., 2002）。PPAR在前驅脂肪細胞中表現量很低，但在分化

試劑與胰島素等刺激下立即大量表現。在-L1 細胞分化過程中，於分化第二

天即可很容易偵測到其表現量並在成熟脂肪細胞中獲得最大表現量（Bocher et al., 

2002）。在脂肪專一性 PPAR基因缺失小鼠上發現會抑制前驅脂肪細胞轉變成成

熟脂肪細胞，並造成脂質代謝障礙（lipodystrophy）（Vàzquez-Vela et al., 2008; Wu 

et al., 1999）。而在 PPAR異型剔除小鼠體內成熟脂肪組織中的前驅脂肪細胞給予

D 發現可促進其分化，並增加脂肪細胞的數目（Albrektesn et al., 2002）。在 1994

年 Tontonoz 等人以體內實驗及使用 3T3-L1 纖維母細胞進行體外實驗發現增加

PPAR表現量始具有啟動脂質細胞新生作用之能力，這些實驗證實 PPAR在脂肪

細胞新生作用中是必須的（Tontonoz et al. 1994）。

3T3-L1 前驅脂肪細胞在缺乏分化試劑時，利用異位表現或配位體活化

PPAR可誘發脂肪細胞之分化（Chawla and Lazar, 1994; Hamm et al., 2001）。當

C/EBP、C/EBP結合上 PPAR啟動子上的 C/EBP 調節區則可直接轉活化基因表

現（Hamm et al., 2001）。此外，PPAR與 PPAR的轉活化效力也受與其他家族交

互作用及磷酸化而影響（Hansen et al., 2001）。在 2002 年 Prusty 等人指出，於

3T3-L1 脂肪前驅細胞添加蛋白質激酶 A（protein kinase A，PKA）或 MEK/ERK1/2

促進劑，可增加 PPAR的轉錄活性而促進脂肪細胞之分化（Prusty et al., 2002）。

在 2003 年 Watanabe 等人提出活化 MAPK 或 PI3K，則會抑制 PPAR的轉錄活性

而降低脂肪細胞分化（Watanabe et al., 2003）。

5、 與脂肪細胞脂質堆積： 

於完全成熟的脂肪細胞中 PPAR調控許多與葡萄糖及脂質代謝相關的轉錄

因子表現，而促進葡萄糖與脂肪酸的攝入（Bocher et al., 2002）。若在完全成熟的

脂肪細胞中抑制 PPAR蛋白質表現，則細胞內的三酸甘油酯含量以及攝入脂肪酸

速率降低，進而使細胞體積下降（Tamori et al., 2002; Martin et al., 1997）。抑制

PPAR表現也會降低與三酸甘油酯及脂肪酸代謝相關基因的表現，如 aP2、ACS、
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LPL、脂肪酸轉運蛋白（FABP）、荷爾蒙敏感性脂肪酶（hormone-sensitive lipase，

HSL）等（Tamori et al., 2002）。 

 

二、C/EBP 家族 

C/EBP 家族是第一個被證實在脂肪細胞分化上扮演重要角色的轉錄因子，

也屬於 basic leucine zipper（bZIP）家族之一，這類蛋白質可分為兩個主要區域：

N 端區域具有轉錄或活化功能；而 C 端則具有形成二聚體及與 DNA 結合能力，

其結合能力是先藉由 C 端的 leucin zipper 與其他 C/EBP 家族成員形成同型二聚

體（homodimer）或異型二聚體（heterodimer），再以鹼性區（basic region）與核

甘酸中特定序列結合來調控轉錄作用（Hemati et al., 1997; Hamm et al., 2001）。 

1、 C/EBP 家族成員： 

C/EBP 基因是由 Cao 等人所提出，共有 C/EBP、C/EBP、C/EBP、C/EBP、

C/EBP和 C/EBP六個成員。此家族成員於蛋白質結構的 C 端擁有相同的胺基

酸序列，僅於 N 端少數相同（Cao et al., 1991; Hemati et al., 1997）。其中最廣泛

討論者為 C/EBP、C/EBP與 C/EBP三個家族成員。

a、 C/EBP： 

C/EBP是 C/EBP 家族成員中第一個被發現者，其 mRNA 長度為 2.7 kb，

轉譯時由於可從不同起始密碼子開始轉譯，因此可產生 42 與 30 kDa 的異構物

（Lekstrom-Himes and Xanthopoulos, 1998; Hemati et al., 1997），兩者皆可轉活化

及促進下游含有 C/EBP 結合位置的基因之表現（Hemati et al., 1997）。30 kDa 者

仍保有 C 端可形成二聚體與 DNA 結合之能力，但 N 端的轉活化能力不如 42kDa

者（Lekstrom-Himes and Xanthopoulos, 1998）。脂肪細胞於進行脂質新生作用過

程中發現會增加 p42/p30 比例（Lin et al., 1993）。 

C/EBP的表現很廣泛，主要分布在肝臟、脂肪組織、腸、肺臟、腎上腺、

胎盤、卵巢以及周邊血液內的單核球細胞中，其中以脂肪組織與肝臟的表現量最

高（El-Jack et al., 1999）。C/EBP並不表現於分裂中的脂肪前驅細胞中，但在前

驅脂肪細胞進行分化過程中表現開始表現，其表現時間點較 C/EBP與 C/EBP

晚，而在大多數脂肪細胞特異性基因轉錄開始之前，於結束 MCE（mitotic clonal 

expansion）後的脂肪細胞中可偵測到大量 C/EBP表現（Smyth et al., 1993; 
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Gregoire et al., 1998; Lekstrom-Himes and Xanthopoulos, 1998）。

因 C/EBP為脂肪細胞分化轉錄因子，主要受分化試劑與胰島素所調控。在

白色脂肪組織與 3T3-L1 脂肪細胞中，分化試劑中所添加的糖皮質醇

Dexamethasone 會抑制 C/EBP的轉錄（MacDougald et al., 1994）。而胰島素可藉

由三種途徑調控 C/EBP表現：抑制 C/EBP基因轉錄；快速將 C/EBP去磷酸化；

誘發 LIP 以降低細胞核內 C/EBP與 DNA 結合（MacDougald et al., 1995; Hemati 

et al., 1997）。C/EBP所涉及的訊息傳遞分子有磷酸肌醇激酶

（phosphatidylinositol 3 kinase，PI3K）、蛋白質磷酯酶（protein phosphatase）與

激活絲裂原活化蛋白激酶/胞外訊息調控激酶 1/2（mitogen-activated protein 

kinase/extracellular signal regulate protein kinases1/2，MAPK/ERK1/2）（Prusty et al., 

2002; Hemati et al., 1997）。在分化完全的 3T3-L1 脂肪細胞中添加胰島素或

IGF-1，可經由活化胰島素受體、PI3K、FRAP、蛋白質磷酸酶（protein phosphase）

1 與 2A 等一系列訊息傳遞途徑而刺激 C/EBP去磷酸化（Hemati et al., 1997），

並經由活化 MAPK 訊息傳遞途徑降低 C/EBPmRNA 與蛋白質表現，進而降低

Glut 4 轉錄（Hemati et al., 1997）。由於 C/EBP啟動子上有 C/EBP 調控區因此可

活化自己的轉錄（Lekstrom-Himes and Xanthopoulos, 1998; Hemati et al., 1997），

而 C/EBP與 C/EBP也具有調控 C/EBP表現之能力（Hansen et al., 2001）。

在胰島素敏感性葡萄糖攝入中，C/EBP的持續性表現是必要的。若細胞中

不表現 C/EBP則無胰島素敏感性攝入作用；若異位表現 C/EBP則恢復胰島素

敏感性葡萄糖攝入作用（El-Jack et al., 1999）。脂肪細胞中 Glut 4 的誘發也依賴

C/EBP的表現（Hemati et al., 1997），而在 Glut4 啟動子上也有 C/EBP 結合位

（Kaestner et al., 1990），因此抑制 C/EBP會阻礙 Glut4 的表現並阻礙細胞質內

三酸甘油酯的堆積（Lin and Lane, 1992）。 

b、 C/EBP： 

    C/EBPmRNA 由於起始密碼子的不同，可以產生至少四種以上的異構物，

其分子量分別為 20、30、34 與 38 kDa （Yeh et al., 1995），其中 34 kDa 由於具

有轉活化肝臟基因表現的潛力，故又稱 liver-enriched transcriptional activator 

protein（LAP）；而 20 kDa 則具有抑制肝臟基因表現，故又稱 liver-enriched 

transcriptional inhibitor protein（LIP）（Descombes and Schibler, 1991; Hemati et al., 
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1997; Hamm et al., 2001）。兩者不同之處在於 LIP 缺乏轉活化區域而僅具有 DNA

結合與 leucine zipper 區域，因此 LIP 可藉由與 LAP 形成異型二聚物而減弱 LAP

轉錄活性，扮演顯性負調節轉錄機制的角色（Descombes and Schibler, 1991）。當

異位表現 LIP，使 LAP/LIP 比值接近於 1 時則會阻礙前驅脂肪細胞之分化，因此

LIP/LAP比例是決定C/EBP整體功能的重要因子（Yeh et al., 1995; Seagrves et al., 

1998）。 

C/EBP為非脂肪特異性蛋白，於肝臟、腸、肺臟與脂肪組織中其基本表現

量最高，但於小鼠腎臟、心臟與脾臟也有表現（Gregoire et al.Cao et al., 

1991）。C/EBP在分裂中的前驅脂肪細胞中即大量表現，當細胞長滿後則表現

量開始減少，而於加入分化試劑後重新表現，但直到小時後始具有與 DNA

結合能力（Ntambi and Kim, 2000; Tang and Lane, 1999; Tang et al., 2003; Tang and 

Lane, 2000）。C/EBP較晚擁有結合 DNA 活性可能有兩個機制：在分化初期

C/EBP需經次磷酸化作用（hyperphophorylation）始具結合活性；C/EBP會短暫

與 C/EBP 家族的 dominant-negative 成員之一的 CHOP-10 作用而形成異型二聚

體，因此在分化過程當中 CHOP-10 可負向調控脂肪細胞之分化（Gregoire et al., 

1998; Ntambi and Kim, 2000; Li et al., 2006）。伴隨著獲得與 DNA 結合的活性，

C/EBP會藉由結合著絲點的衛星 DNA（satellite DNA）上的數個 C/EBP 結合位

而移動至著絲點（centromeres）（Tang and Lane, 1999; 2000）。C/EBP在移除 IBMX

與 DEX 後逐步減少。C/EBP在分化試劑添加後 4 小時大量表現，其高度表現會

持續到 24 小時之後。之後 C/EBP表現量開始下降，至分化後期僅剩原來的

（Ntambi and Kim, 2000; Gregoire et al., 1998; Tang and Lane, 2000）。分化試劑中

的 DEX 會短暫快速誘發 C/EBPδ的表現。去除 DEX 48 小時後，C/EBPδ表現消

失（Ntambi and Kim, 2000）。 

在前驅脂肪細胞中加入 IBMX 可短暫快速誘發 C/EBP大量表現（Ntambi 

and Kim, 2000; Cowherd et al., 1999; Gregoire et al.），並持續維持到 MCE 階

段（Yeh et al.Tang and Lane, 1999）；而胰島素可促進細胞核內 C/EBP與

DNA 結合能力（MacDougald et al., 1995）。在早期分化過程中，C/EBP 連續被

MAPK 與 GSK3（glycogen synthase kinase 3）所磷酸化，其中 MAPK 先使

C/EBP上 Thr-188 磷酸化，隨後 GSK3則磷酸化在 Ser-184 與 Thr-170 兩位點，
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此時 C/EBP始具有轉錄活性（Tang et al., 2005）。C/EBP與 C/EBP為分化過程

中第一個轉錄因子，可開起一連串轉錄因子之表現，故能加快荷爾蒙所誘發刺激

脂肪細胞新生（Tang et al., 2005）。

c、 CHOP： 

CHOP-10（C/EBP homologous protein）又稱 GADD153（growth arrest and 

DNA damage 153）與 Ddit3（DNA damage inducible transcript 3），CHOP 是內質

網壓力（endoplasmic reticulum stress，ER stress）所誘發的轉錄因子（Batchvarova 

et al., 1995）。在 ER 中鈣離子紊亂和蛋白質不正確的褶疊，導致細胞內質網內穩

定態失衡而產生壓力稱之為 ER stress。CHOP-10 是 C/EBP 家族的

dominant-nagative 成員之一，CHOP-10 的 C 端上包含一個 leucine zipper 區域，

CHOP-10 可透過此區域與 C/EBP 家族中其他成員形成異型二聚體

（heterodimer），在 DNA-binding 區域發生兩個 proline 和一個 glycine 之取代（Li 

et al., 2006）。因此當 CHOP-10 與其他 C/EBP 家族成員形成異形二聚體時，無法

與 C/EBP 上一致序列的結合位結合（Batchvarova et al., 1995; Ariyama, 2007），因

此阻斷住 C/EBP 家族成員的 DNA 結合能力。CHOP-10 在生長停滯的前驅脂肪

細胞中高度表現，於添加分化試劑後表現量降低（Tang and Lane, 2000）。 

2、 C/EBP 家族與脂肪細胞之分化 

C/EBP 在許多細胞分化中扮演決定性角色，在脂肪細胞分化過程中 C/EBP

扮演調節的功能，能引發一連串轉錄因子的表現。在分化期間 C/EBP、C/EBP

與 C/EBP會結合上 DNA 特定的 CCAAT box 而建立與維持分化狀態（Friedman 

and McKnight, 1990; Cao et al., 1991）。 

a、 C/EBP： 

C/EBP是早期脂肪細胞分化的轉錄因子之一，在分化與脂質堆積上是很重

要的調控者。C/EBP表現是受 C/EBP與 C/EBP所誘發活化（Hamm et 

al）。C/EBP具有抗有絲分裂能力，且於離開細胞週期之時表現（Tang and 

Lane, 1999），故可造成生長停滯並調節細胞分裂與分化（Gregoire et al.; 

Timchenko et al., 1997）。若過早表現 C/EBP則會阻礙 MCE 過程而導致阻礙脂肪

細胞之分化（Tang and Lane, 2000）。因抗有絲分裂能力在分化中很重要，故

C/EBP具有雙重角色：在促進脂肪細胞分化過程上終止 MCE，而繼續脂肪細胞



 18

分化過程（MacDougald et al. 1995; Tang and Lane, 1999）；另一部分則因 C/EBP

可轉錄多種與脂肪型態有關基因，故參與末期分化過程（El-Jack et al., 1999）。 

C/EBP較 PPAR晚表現，但早於許多和完全分化脂肪細胞型態有關的蛋白

質（Wu et al., 1998），可轉活化自己、aP2、SCD1、Glut 4、3-adrenergic receptor

（3AR）等基因的表現（Kaestner et al.. 1990; Tang et al., 1999; Cowherd et al., 

1999）。抑制 C/EBP表現則會降低分化特異性基因，如 aP2、Glut4 與 SCD1 表

現，而抑制分化與細胞質內三酸甘油酯堆積（Cowherd et al., 1999; 

Lekstrom-Himes and Xanthopoulos, 1998; Lin and Lane, 1992）。 

於 3T3-L1 前驅脂肪細胞（具 PPAR）中，異位表現 C/EBP可於缺乏分化

試劑情況下促進脂肪細胞分化（Cowherd et al., 1999）；反之，若抑制其表現則阻

礙 3T3-L1 前驅脂肪細胞之分化（Gregoire et al., 1998）。30 kDa 的 C/EBP亦具有

促進轉錄的活性，於 3T3-L1 前驅脂肪細胞中強力表現亦可誘發分化

（Lekstrom-Himes and Xanthopoulos, 1998）。PPAR與 C/EBP皆可單獨或與其他

許多蛋白質合作，為維持分化末期脂肪細胞形態的重要基因（Ntambi and Kim, 

2000; El-Jack et al., 1999）。兩者分別維持脂質合成與脂質氧化平衡，因此當此平

衡喪失時肥胖與胰島素阻抗的風險將上升（Vàzquez-Vela et al., 2008）。 

b、 C/EBP與 C/EBP： 

C/EBP與 C/EBP扮演催化的角色，可引發一連串基因表現，為調節脂肪

細胞分化上之轉錄因子（Tang and Lane, 1999）。當脂肪細胞受到分化試劑 IBMX

與 Dex 誘發後 C/EBP與 C/EBP立即表現（約小時後），但此時不具有結合上

DNA 的活性因此無轉錄活化其他基因之能力，隨後（約小時後）才具有轉錄

活化能力（Tang and Lane, 1999; Tang et al., 2003; Tang et al., 2005），始能誘發活

化 C/EBP與 PPAR表現（Cao et a.l., 1991; Yeh et al., 1995），最終繼續進行脂

肪細胞的分化（Zhang et al., 2004）。 

於細胞擴充時期 C/EBP會與著絲點衛星 DNA 上的 C/EBP 調節區結合，產

生著絲點點狀核（punctate nuclear of centromeres）。若抑制 C/EBP表現則會阻礙

此現象，並防止細胞進行細胞擴充（Tang and Lane, 1999; Tang et al., 2003; Zhang 

et al., 2004）。脂肪細胞分化期間，C/EBP與 C/EBP亦參與調控胰島素受體基質

-2（insulin receptor substrate-2；IRS-2）與 Glut 4 的表現，以及胰島素敏感性葡
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萄糖攝入作用（Yamamote et al., 2002）。另外在前驅脂肪細胞中抑制 C/EBP活性

或異位表現 LIP 使 LAP/LIP 比值接近於 1 時都會阻礙前驅脂肪細胞之分化

（Hamm et al., 2001）。 

在 C/EBP剔除小鼠的胚纖維母細胞發現無法經歷細胞擴充與分化成脂肪

細胞，但若在此細胞中強力表現 LAP 則可恢復細胞擴充，並表現脂肪細胞標幟

基因、促進脂肪新生作用與脂質堆積（Tang et al., 2003）。 

c、 CHOP： 

在 1995 年 Batchvarova 等人提出表現 CHOP 會抑制脂肪新生作用，而異位

調控 CHOP 會阻斷 C/EBP與 C/EBP結合 DNA 能力，使脂肪基因無法活化，而

減弱脂肪細胞的形態（phenotype）（Batchvarova et al., 1995）。

N-Acetyl-Leu-Leu-norleucine（ALLN）是一種 calpain 蛋白質抑制劑，可誘發 CHOP

之表現。故於分化過程中添加 ALLN 則會藉由增加 CHOP 之表現而阻斷 C/EBP

結合 DNA 能力、抑制 MCE 和脂肪細胞脂分化（Tang and Lane, 2000）。 

在 MCE 期間 CHOP-10 表現量降低。在 2004 年 Carrière 等人提出粒線體活

性氧化物產生會正向調控 CHOP-10 蛋白質量，CHOP-10 是個控制脂肪新生作用

的抑制者，可負向調控脂肪細胞之分化。於低氧環境（1% O2）發現能顯著增加

粒線體活性氧化物（ROS）之產生、低氧誘發因子-1（hypoxia-inducible factor-1，

HIF-1）和 CHOP-10 之表現以及抑制脂肪細胞之分化（Carrière et al., 2004）。在

2006 年 Li 等人提出蛋白酶體抑制劑 Lactacystin 可藉由誘發 CHOP 表現而抑制

C/EBP與 DNA 的結合之能力，進而抑制 3T3-L1 脂肪細胞分化（Li et al., 2006）。

而 FBS 可不同程度地負向調控 CHOP-10，可使 C/EBP從 C/EBP與 CHOP-10

異型二聚體中釋放出來而使 C/EBP獲得結合上 DNA 的活性（Huang et al., 

2005）。許多 ER stress 誘發者如 thapsigarin、tunicamycin 和 cigarette smoke 皆可

抑制脂肪新生作用（Gotoh and Mori, 2006; Scheuner and Kaufman, 2008; 

Shimazawa et al., 2007），其機制可能亦經誘發 CHOP-10 表現。 

在正常的生理情況下，CHOP 表現量僅可勉強測得，但在當細胞內出現壓

力時，如 DNA 受損、生長停滯和內質網壓力時，則會強烈誘發 CHOP 表現。在

細胞凋亡前 CHOP 表現量會增加，而抑制 CHOP 表現則會阻礙細胞凋亡（Ariyama 

et al., 2008）。 
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肆、多酚類化合物（polyphenolic compounds）： 

一、多酚類化合物： 

天然多酚化合物多存在於植物中，為植物的二次代謝產物，多與植物的風

味、形態與非酵素性褐變有關，其特色為皆帶有苯酚之環狀結構。早期認為此結

構易與營養素中之蛋白質與礦物質等結合，而造成其他營養素之吸收能力降低。

但其結構所含之氫氧基亦使這類成份具有抗氧化及抗發炎的作用（Yang et al., 

2001）。多酚類化合物種類很多，結構各異，其生物利用率、抗氧化性及對

人體的影響也有差異。研究發現可廣泛抑制許多癌細胞之生長或促進癌細胞

凋亡，如乳癌、胃癌、皮膚癌、前列腺癌與大腸癌等（Yang et al., 2000）。 

多酚類物質按結構大致可分為類黃酮（flavonoids）與非類黃酮

（non-flavonoids），而芪（stilbenes）、酚酸（phenolic acids）和木酚素

（lignans）皆屬非類黃酮（aherne and O’brien, 2002）。  

1、 類黃酮（flavonoids） 

在人類飲食中含量最為豐物的多酚類化合物即為類黃酮又稱生物類黃酮

（bioflavonoids），廣泛存於水果、蔬菜、茶和紅葡萄酒中（aherne and O’brien, 

2002）。而類黃酮又可細分成黃酮酚類（flavonoles）、黃酮類（flavones）、

黃烷酮類（flavanones）、黃烷醇類（flavanols）、花青素類（anthocyanidins）

和異黃酮類（isoflavonoids）等，共同特點是具有良好的抗氧化活性，能與

維生素 C、E 和胡蘿蔔素等其他抗氧化物在體內一起發揮抗氧化功效，清

除有害人體健康的自由基。其中黃酮與黃酮酚幾乎存於所有植物中

（Kuhnau, 1976）。其中黃酮酚類為最常見的類黃酮物質，如槲皮素

（quercetin）、芸香素（rutin）等，廣泛存在於蔬菜、水果、漿果類、茶

類與紅酒中。黃酮類（flavones）又稱黃鹼素類，如木犀草素（ luteolin）、

芹菜素（apigenin），於百里香和芹菜中含量豐富。黃烷酮類（flavanones）

主要存於柑橘類水果，如橙皮苷（hesperidin）、柚皮苷（naringin）。黃

烷醇類（flavanols）主要為兒茶素（catechins），綠茶中含量最豐富，而

在紅茶中則因發酵之氧化破壞而減少一半。花青素類（anthocyanidins）存

在於漿果、酒類與茶中，為植物中的主要色素，不同植物含量不一，例如
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草莓約為 0.15 mg/g，櫻桃為 4.5 mg/g，紅酒含量則約 26 mg/L。異黃酮類

（isoflavonoids）主要存在於大豆與豆類食品中，如染料木黃酮（genistein）

和黃豆苷原（daidzein），目前已證明具有抗乳癌、抗發炎、降低心血管疾

病和抗氧化的作用（Kuhnau, 1976; Ashida et al., 2000; Middleton et al., 

2000）。  

2、 非類黃酮（non-flavonoids）  

白藜蘆醇（resveratrol）又名葡萄紅醇或葡萄酚，近年來廣受到科學界關

注，化學名稱為芪三酚。在葡萄、核果、紅酒和中藥虎杖（Chen et al.,2001）

等中都含有此種成分。葡萄果實中的白藜蘆醇主要分佈於葡萄皮，其次為

葡萄籽，透由酒精發酵而進入葡萄酒中，而紅酒含量較白酒多。在紅葡萄

酒中的含量為一般水果的七倍以上，目前白藜蘆醇已經證實具有多種功效。  

其他尚有咖啡酸（caffeic acid）、阿魏酸（ferulic acid）、沒食子酸（gallic 

acid）、鞣花酸（ellagic acid）與水楊酸（salicylic acid）為常見的酚酸類

物質。另外白藜蘆醇與木酚素（ lignans）屬植物性雌激素，具抗氧化功能，

有助於調節更年期症候群。  

 

二、白藜蘆醇的生物活性： 

白藜蘆醇存在有順式（cis-）和反式（trans-）兩種同分異構物，反式白藜蘆

醇相對穩定的主要形式，在高pH和紫外線下可保護生物體，為植物性防禦素

( phytoalexins )（Soleas et al., 1997）。當植物受到外在環境傷害或病理刺激時，

如微生物與病蟲害感染、動物傷害、UV照射和暴露在臭氧環境等，可使白藜蘆

醇合成酶（resveratrol synthase）活化而增加反式白藜蘆醇產量（Romero-Pérez et 

al.,2001），故能調節植物生理反應。目前白藜蘆醇有許多藥理活性，可分為下

列幾點。  

1、 抗氧化  

Resveratro 為紅酒中具有抗氧化力的多酚類化合物，其抗氧化能力為維生素

E（vitamin E）數十倍，可捕捉體內自由基與抑制 LDL 氧化，主要因其可提供氫

原子以清除自由基（free-radical scavenging），故可降低脂質過氧化作用以及抑

制血小板凝集（Bertelli et al., 1995; Frémont et al., 2000）。在氧化能力而言，除
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其本身環狀結構外，還帶有能提供電子之氫氧基，因此能終止如脂質、蛋白質或

耗氧反應中電子傳遞鏈產生的自由基連鎖反應，而達到抗氧化之功效（Ross and 

Kasum, 2002）。其抗氧化能力與保護血管及抗發炎有關。 

2、 抗發炎（anti-inflammatory activity）  

Resveratrol 對動物細胞而言亦具有抗發炎的能力。而發炎現象的產生又與

脂肪酸代謝產物有關，如花生四烯酸（arachidonic acid）為重要之代謝途徑，經

由環氧酶（cyclooxygenase，COX）與過氧化酶的催化生成產物前列腺素

（prostaglandins），而前列腺素則為發炎反應之前驅物。在體內與體外實驗中發

現，resveratrol 具有抑制 COX 活性的能力，因此具有抗發炎之功效（Jang et al., 

1997; Subbaramaiah et al., 1998）。 

3、 預防心血管疾病  

在 2002年Orallo等人指出法國人在高脂飲食與長期飲用紅酒的生活型態之

下其心血管疾病發生率較低（Orallo et al., 2002）。故長期適度的飲用紅酒可預

防冠狀動脈心臟病（coronary heart disease，CHD），其機制有兩類型，第一類因

具有抑制血小板凝集作用、釋放 NO（nitric oxide），而調控血管舒張（vasorelaxing 

activity）與抑制血塊形成，故可減緩動脈粥樣硬化發生率。第二類因可協助膽固

醇的新陳代謝，如 LDL（low-density lipoprotein）與膽固醇氧化作用等，可減少

血栓形成（Diaz et al., 1997; Frankel et al., 1993; Pace-Asciak et al., 1996; Yang et al., 

2001）。 

4、 抗腫瘤（anticancer activity） 

在 1997 年 Jang 等人在動物實驗中發現，白藜蘆醇亦具抑制腫瘤發生之功

效，可阻斷癌化過程中啟動期（initiation）、促進期（promotion）和演進期

（progression）三種時期（Jang et al.,1997; Jang et al.,1997）。體內與體外實驗皆

發現白藜蘆醇之抗癌能力與其抑制細胞週期進行機制有關（Wolter and Stein, 

2002）。 

5、 影響脂肪新生作用 

1999 年 Lee-Currie 等人發現雌激素能影響脂肪細胞分化（Lee-Currie et al., 

1999），而白藜蘆醇則被發現具有天然植物性雌激素之作用，因此近年來開始有

人探討不同濃度白藜蘆醇對於脂肪細胞分化之影響。 
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文獻中指出添加高劑量（50 ~ 400 M）白藜蘆醇發現可減少 PPAR和

C/EBP基因表現、增加 PPAR降解、減少 PPAR和 C/EBP轉錄活性與降低後

期油滴累積和 GPDH 活性，因此能顯著降低 3T3-L1 脂肪新生作用，此劑量亦能

誘發細胞凋亡（Floyd et al., 2008; Rayalam et al., 2008）。並進一步發現白藜蘆醇

可經由增加 Sirt1 基因表現而抑制脂肪細胞分化（Picard et al., 2004; Bai et al., 

2008）。

另外，亦有學者指出添加低劑量（）白藜蘆醇僅可些微抑制

或無明顯影響脂肪細胞分化。若合併使用其他低劑量之多酚類化合物，如槲皮素

（quercetin）或金雀異黃素（genistein）等可明顯抑制脂肪細胞分化（Rayalam et 

al., 2007; Park et al., 2008; Yang et al., 2008）。 

6、 其他功效 

白藜蘆醇與賀爾蒙有相似的生理特性，故為一種植物荷爾蒙

（phyto-oestrogen）。因其具有擬雌激性素作用，可補充中年女性因雌激素降低

而引起的更年期障礙，包括熱潮紅、心悸、盜汗、皮膚老化、失眠、焦慮等症狀

（Gehm et al., 1997）。近年來許多研究指出由紅酒萃取出的白藜蘆醇的化合物

可延長酵母菌（Howitz et al., 2003）、果蠅與線蟲的壽命（Lastra and Villegas, 

2007）。另外還有抗菌（antibacterial）、螯合銅離子（chelation of copper）與調

節脂質代謝（modulation of lipid metabolism）等功效（Frement et al., 2000）。 

 

三、參與白藜蘆醇調控脂肪細胞之傳訊分子 

1、 PI3K/AKT 傳訊途徑： 

PI3K及下游分子AKT（又稱蛋白質激酶B; protein kinase B，PKB）是膜受

體信號向細胞內傳導的重要途徑之ㄧ，可調節細胞凋亡、生長、分化及一些重要

基因的表現。AKT的表現對於脂肪細胞早期分化過程是必要的，Peng等人利用

AKT1/AKT2剔除鼠的胚胎纖維母細胞（mouse embryo fibroblast）並以分化試劑

誘導其分化，發現脂肪新生作用受阻，並減少PPAR、C/EBP表現，但不會影

響C/EBP、C/EBP和CHOP-10表現（Peng et al., 2003）。在2003年Watanabe等人

提出活化PI3K不會影響PPAR表現，但會抑制PPAR的轉錄活性，故能降低脂肪

細胞分化（Watanabe et al., 2003）。 



 24

2、 MEK/ERK1/2 傳訊途徑： 

MAPK 主要的傳訊途徑分別為 MEK/ERK1/2 與 c-Jun amino-terminal kinases

（JNKs）和 p38 MAPK，皆參與細胞生長、分化與凋亡等反應。在整個脂肪細胞

分化進程當中，以 MEK/ERK1/2 影響層面最廣（Bost et al., 2005）。MEK/ERK1/2

在調控脂肪新生作用上，於不同時期活化似乎有不同功能。於早期活化

MEK/ERK1/2 能促進前驅脂肪細胞分化，於後期活化 MEK/ERK1/2 則抑制前驅

脂肪細胞分化。有些文獻指出於後期活化 MEK/ERK1/2 會使 PPAR上 Ser112 位

點磷酸化而封鎖住 PPAR轉錄活性，故能抑制脂肪細胞分化（Hu et al., 1996; 

Adams et al., 1997; Watanabe et al., 2003）。在 2002 年 Prusty 等人指出於早期（在

PPAR表現之前）活化MEK/ERK1/2可增加 3T3-L1分化過程中 PPAR與C/EBP

基因表現而促進脂肪細胞分化。在 3T3-L1 脂肪前驅細胞添加 MEK/ERK1/2 促進

劑，可增加 PPAR的轉錄活性而促進脂肪細胞之分化（Prusty et al., 2002）。有

些文獻指出活化 MEK/ERK1/2 可使 C/EBP上 Thr188 位點磷酸化而增加 C/EBP

表現，故能促進脂肪細胞分化（Park et al., 2004; Tang et al., 2005）。 

 

 

伍、研究目的 

目前對白藜蘆醇的研究多集中在抗氧化、預防心血管疾病與抗腫瘤等功

效，近年來亦發現其可延緩老化與影響脂肪細胞分化。其中在影響脂肪細胞之分

化部分，大多使用高劑量的白藜蘆醇且添加之時機多在含有白藜蘆醇的環境下進

行分化。但在正常生理環境下，體內存有尚未分化或即將進行分化之前驅脂肪細

胞，為能更全面性討論白藜蘆醇對脂肪細胞分化之作用，故本論文利用廣泛用於

研究脂肪細胞分化之 3T3-L1 細胞株為對象，探討不同時期與不同劑量添加之白

藜蘆醇對脂肪細胞分化之影響，並釐清在此分化過程中轉錄因子之表現與早期訊

息傳遞分子 AKT 與 ERK1/2 所扮演之角色。 
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材料與方法（Materials and Methods） 

 

壹、 材料： 

一、 細胞株 

3T3-L1 前驅脂肪細胞株（3T3-L1 preadipocyte）購買自新竹食品工業研究所

菌種中心。 

 

 

二、 抗體 

 

 

 

 

 

 

抗體名稱 廠商 

-Actin Sigma        A-5441 

phospho-Akt (ser473) Cell signaling  9271L 

Akt Cell signaling  4691 

CHOP Novus       NB100-91777 

C/EBP Santa Cruz    sc-61 

C/EBP Abcam        Ab15050 

C/EBP  Cell signaling   2318 

phospho-ERK1/2 (thr202/tyr204) Cell signaling   9101S 

ERK1/2 Cell signaling   4695 

GAPDH Zymed       39-8600 

PPAR Cell signaling   2443 
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貳、 實驗方法 

一、 3T3-L1 前驅脂肪細胞（preadipocyte）之培養與繼代： 

3T-3L1 前驅脂肪細胞平時培養於含有 10 % 胎牛血清（Fetal Bovine Serum，

FBS）、3.7 g/L NaHCO3、5.9575 g/L HEPES 與 100 U/ml penicillin / streptomycin

的 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（DMEM）中，此培養用的培養液稱為

culture medium 簡稱 CM。一般繼代時，先將舊有的 CM 移除後以 1X phosphate 

buffer saline（PBS）潤洗一次，加入適量 0.05%（w/v）Trypsin-1mM EDTA solution

培養於 37℃，讓其作用三至五分鐘即可將細胞從培養皿上分離下來，並加入適

量的 CM 中和 trypsin-EDTA，後以 1000 rpm 離心 10 分鐘，去除上清液後以新鮮

CM 復懸細胞。經計算細胞數後依所需量細胞加到含新鮮 CM 的培養皿中再放入

培養箱，讓其在 5% CO2，37℃條件下培養生長。在 3T3-L1 preadipocytes 培養至

單層（monolayer）後細胞會達到 confluent 狀態，於顯微鏡下可看到細胞約長至

全滿，此時細胞數亦不會再增加。 

 

二、 脂肪細胞分化： 

於細胞增殖至適當滿度時，將舊有 CM 移除，依不同實驗設計加入不同濃

度或不同時期的白藜蘆醇。加藥 1 天後即可更換成分化試劑（differentiation 

medium，簡稱 DM），其分化培養液內含有 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine

（IBMX）、1 μM dexamethasone（DEX）、1.7 μM insulin、10%FBS、DMEM 與不

同濃度之白藜蘆醇。分化實驗之時間軸見圖乙，定義進行分化當天定為 day 0，

於 day -1 添加藥物，待二天（day 2）後，更換含有 1.7 μM insulin 的 CM 培養兩

天至目標天數，期間每隔兩天再更換成新鮮 CM，直到目標天數時將細胞收集好

後進行後續實驗，白藜蘆醇僅添加分化前 1 天到分化第 2 天（day-1 ~ day 2）。定

期更換 CM 是為了避免細胞代謝毒性物質累積過多。 

四種不同時期（圖丙），分別選用：於分化當天持續到分化第 2 天（day 0 ~ 

day 2）；於分化當天持續到分化第 3 天（day 0 ~ day 3）；於分化前 1 天持續到分

化第 2 天（day -1 ~ day 2）；於分化前 2 天持續添加到分化第 3 天（day -2 ~ day 3）。 
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圖乙、3T3-L1 前驅脂肪細胞分化實驗之時程。 
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圖丙、白藜蘆醇四種不同之添加時程。 

 

三、 細胞存活率測定（MTT cell viability assay） 

利用活細胞粒線體中的琥珀酸去氫酶之作用，將 MTT（3-(4,5-dimethyl 

thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide）中 tetrazolium 物質（黃色）轉為藍

紫色生成物 formazan 而堆積於細胞內，因此當細胞還原 MTT 能力越強，代表細

胞粒線體活性越高，則表示活細胞數目越多。在加入 DMSO 溶解後，測定波長 
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540 nm 吸光值並定量，即可做為細胞存活率的指標。其方法如下，種適量細胞

（104 cells / well）於 96 孔培養盤中培養隔夜，去除培養液後加入含有不同濃度

之白藜蘆醇（5、10、15、20、25、30、35、40、45、50 μM）及對照組 0.1% EtOH

之培養液，於 37℃分別培養 24 及 48 小時後，去除培養液並以 1X PBS 潤洗一次，

隨後再加入 20 μl 之 5 mg/mL MTT 溶液，於 37℃作用 2 小時後，吸除 MTT 溶液，

再加入 50 μl DMSO，於室溫輕搖反應 20 分鐘，使藍紫色結晶物溶出後讀取波長

570 nm 與 640 nm 吸收值，兩數據相減並除予對照組即可知不同濃度之白藜蘆醇

對細胞生長抑制情形。 

 

四、 GPDH 活性分析 

在脂肪合成過程中，磷酸甘油去氫酶（Glycerol-3-phosphate-dehydrogenase，

簡稱GPDH）是三酸甘油酯合成的重要酵素。當脂肪細胞此脂肪合成酵素活性提

高時，則三酸甘油酯即可以油滴方式儲存在細胞內，因此可用GPDH活性來當作

脂肪分化過程中的標的因子。其方法如下，取分化第五天的3T3-L1脂肪細胞，去

除培養液後以1X PBS潤洗2次，以300 μl均質緩衝液（內含0.25 M sucrose、1 mM 

EDTA、5 mM Tris、1 mM DTT與0.1% Triton X -100）將細胞刮下並在冰上以均

質機均質5次每次5秒，隨後在4℃下以12000 rpm離心10分鐘，取上清液到新的1.5 

mL離心管中。取20 μl樣品加入在30℃預溫過的UV-測量盤中，於測量前再與160 

μl反應試劑（內含125 mM Triethanolamine、3 mM EDTA、0.07% -Me、0.22 mM 

-NADH和8.23 mM DHAP）混合，讀取10分鐘內波長340 nm吸收值，每30秒讀

取數值一次，由數值差距大小即可知GPDH活性。其運算公式為下： 

 GPDH 活性（U/μg）＝△OD340/min * 1.6077 / protein conc.（μg/ml） 

 

五、 Oil Red O 染色法： 

取分化第六至八天的 3T3-L1 脂肪細胞，去除培養液後以 1X PBS 潤洗 2 次，

隨後加入適當量的 4％ formaldehyde 以固定細胞，經靜置 1 小時後吸起溶液丟

棄。將配置好的 Oil-red O 溶液，染色 1 小時後去除染色液後以二次水潤洗細胞 1

次，隨後以 40％酒精潤洗 1次，再次去除液體後加入適量的二次水並移至顯微

鏡下觀察與照相，在鏡檢下可看出分化後細胞有明顯紅色油滴球狀。隨後在室溫

下添加 500 μl 的 isopropanol，其目的是將染上的染劑給退染下來，搖晃 5 分鐘後
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收集該溶液並讀取波長 510 nm 吸收值，與對照組相比即可知兩組脂肪細胞分化

之差異。 

 

六、 半定量反轉錄聚合酶連鎖反應（Semi-quantitative reverse 

transcription-polymerase chain reaction，semi-quantitative RT-PCR）： 

1、 萃取 total RNA： 

將不同分化時間點的細胞培養液移除後，以冰的 1X PBS 潤洗兩次，再加入

500 μl TRIzol reagent 左右搖晃使試劑均勻作用在細胞上，在冰上將細胞從培養皿

中刮取下來收集細胞溶解物（cell lysates）置於 1.5 ml 的離心管中，於室溫作用

5 分鐘後，加入 100μl acid-phenol（pH 4.3）後上下翻轉 15 秒並靜置於室溫下 2

分鐘，再加入 100μl chloroform 同樣上下翻轉 15 秒，隨後在 4℃下，以 12000 g

離心 20 分鐘。經離心後，其萃取物可分為三層，分別為上層的透明液體，此層

內含細胞的 RNA，中層為白色膜狀層主要還有 genomic DNA，而下層為粉紅色

液體，此層內含有細胞的蛋白及碎片。取上層的透明液體到新的 1.5ml 的離心管

中，再分別加入 150 μl chloroform 上下翻轉 15 秒，隨後在 4℃下以 12000 g 離心

20 分鐘，重複此步驟兩次以去除殘留的 phenol。將透明上清液取到新 1.5 ml 的

離心管中加入 2 倍體積的絕對酒精（absolute EtOH）並於-20℃下靜置數小時，

隨後在 4℃下以 12000 g 離心 10 分鐘，將上清液移除留下呈現白色的 RNA pellet，

再加入 1 ml 的 75% 酒精以 vortex 震盪數秒藉以清洗 RNA pellet。隨後在 4℃下

以 12000 g 離心 5 分鐘，將上清液移除後倒扣 1.5 ml 離心管使多餘酒精揮發，待

RNA pellet 自然風乾後加入 50 μl 的 diethylpyrocarbonate-H2O（DEPC-H2O）。再

置於 60℃靜置 10 分鐘以幫助 total RNA 溶解於 DEPC-H2O 中，藉由使用 ND1000 

V3.0 spectrophotometer 測量 total RNA 濃度。取 1 μg total RNA 跑 RNA 瓊脂凝膠

電泳，以確認 RNA 萃取之品質與情況，將剩餘萃取出來的 total RNA 存放在-80℃

以備後續實驗用。 

2、 將 mRNA 反轉錄（reverse transcription）成 cDNA： 

分別取 2 μg 的 total RNA 並加入 0.5 μg oligo-dT、5 ng/ml random 6-mer、10 

mM dNTP 及適量的 DEPC-H2O 在 65℃下作用 5 分鐘，隨後立即置於冰上超過 1

分鐘。再加入 5X reaction buffer、40 U/μl RNase Out、0.1 M DTT 和 200 U/μl SSIII 
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RTase 反轉錄酵素等使最後總體積為 20 μl 並混合均勻（條件與配方見表 1），以

50℃下作用 1 小時後再以 70℃反應 15 分鐘的流程將 RNA 反轉錄成 cDNA，後

者溫度能使反轉錄酵素活性喪失。反應完成後，cDNA 可置於-20℃供後續實驗

用。 

3、 聚合酶連鎖反應（PCR）： 

以 cDNA 作為模版（template），加入 5 U/μl Taq polymerase、10X reaction 

buffer、10 mM dNTP、0.5 μM forward primer、0.5 μM reverse primer（各引子序

列見表 2）及適量的 ddH2O 使最終體積為 25 μl，並混合均勻即可置於聚合酶連

鎖反應儀中進行反應，其各基因聚合酶連鎖反應條件請見表 3，待完成反應之後

可將產物存放於-20℃。再利用 2%瓊脂凝膠電泳（agarose gel eletrophoresis）分

析聚合酶連鎖反應產物，讓膠浸於 1X Tris-acetate-EDTA（TAE）buffer 中以 100

伏特下進行電泳，待結束後以 ethidium bromide（EtBr）染色，將其置於紫外光

照相系統拍照，再以 ImageQuant 5.2（Molecular Dynamics）軟體分析，並以 18S

作為 internal control 進行定量分析。 

 

七、 蛋白質分析： 

1、 萃取 protein（compartmental protein extraction）： 

將不同分化時間點的細胞培養液移除後，以冰的 1X PBS 潤洗兩次再加入適

量的 RIPA lysis buffer（2% Triton X-100、300 mM NaCl、40 mM Na2HPO4、0.1 M 

NaF、2 mM Na3VO4、1 mM PMSF、0.8 μM aprotinin 和 20 μM leupeptin），在冰

上以刮刀將細胞從培養皿中刮取下來收集細胞溶解物（cell lysates）置於 1.5 ml

的離心管中，以 12000 rpm 離心 20 分鐘，將上清液取至另一 1.5 ml 離心管中，

及完成樣品前處理，存放於-80℃待進行蛋白質定量。 

2、 蛋白質定量： 

本論文實驗使用 PIERCE 公司出產的 BCA™ protein assay reagent 套組，採

用 BCA（bicinchoninic acid）方式定量蛋白質。其原理是當 BCA 以水溶性鈉鹽

形式存在時，對 cuprous ion（Cu2+）具靈敏、穩定且高專一性，因此在鹼性環境

下，蛋白質會使雙價銅離子還原成單價亞銅離子（Cu+），再利用兩分子 BCA 試

劑螯合亞銅離子使其呈現藍紫色，即可於波長 562 nm 下測量吸光值並計算蛋白
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質濃度。因此，將適度稀釋過的待測物與各濃度之 BSA 標準品加入 96 孔盤中，

並加入 200 μl working solution（Reagent A：B＝50：1），密封後置於 37℃培養箱

中避光反應 30 分鐘，隨後以波長 562 nm 分光光度機偵測，利用已知濃度的 BSA

（bovine serum albumin）作標準品曲線，即可推算 total protein 濃度。 

3、 西方點墨法之分析（Western blot analysis）： 

製備 5% stacking gel 與 10%或 12% separating gel 進行 SDS-PAGE（sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis），將固定量的待測蛋白與

prestained protein marker 注入 stacking gel 的 well 中，先以 70 V 使待測蛋白跑至

stacking gel 與 separating gel 分界處後，再以 110 V 分離。待 marker 適當分離後

利用兩種 transfer buffer，其一為利用 disodium tetraborate（Na2B4O7）以 200 mA

進行 14 小時，另一種為利用 10 mM Tris、100 mM glycine、10% methanol 及適

量 ddH2O 以 200 mA 進行 90 分鐘，此兩種方法皆將蛋白質轉印製 PVDF paper

（immunobilon™-P transfer membrane，Millipore）。利用 5%脫脂牛奶（skim milk）

於室溫下作用 1 小時進行 blocking，再加入以 5% BSA 稀釋的 primary antibody

於室溫作用 1~3 小時或放置 4℃作用 overnight。之後利用 PBST 或 TBST（內含

0.1% Tween-20）清洗 3 次，每次 5~10 分鐘以清除非專一性的結合。再以 5%脫

脂牛奶配置 1：10000 的接有 horseradish peroxidase（HRP）之 secondary antibody

（Chemicon）於室溫作用 1 小時後再以 PBST 或 TBST 清洗 3 次。最後利用 ECL 

system 作用於膜上 1 分鐘，於暗房中以 X 光片感光呈現影像並送入自動洗片機。 

 

八、 統計分析： 

所有的實驗數據皆以平均值±標準誤（means±SEM）表示。實驗數據皆利用

SigmaPlot 9.0 之 unpaired t-test 進行統計分析，比較各處理組平均值間差異，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。 
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結果 

 

不同濃度之白藜蘆醇對 3T3-L1 前驅脂肪細胞造成不同程度之毒性 

為了解白藜蘆醇是否會對 3T3-L1 前驅脂肪細胞造成細胞毒性，於是在

3T3-L1 前驅脂肪細胞中添加不同濃度之白藜蘆醇，並在 37℃培養 24 與 48 小時，

最後以 MTT 進行細胞殘存率測試。其結果顯示（見圖 1），培養 24 小時後 3T3-L1

前驅脂肪細胞在低劑量組（0 M ~ 25 M）並無明顯地死亡；而在高劑量組（30 

M ~ 50 M）則有明顯死亡情形，由 30 M 到 50 M 之殘存率分別為控制組的

88%、89%、85%和 82%。培養 48 小時後 3T3-L1 前驅脂肪細胞中，在高於 20 M 

白藜蘆醇即會明顯死亡，且較培養 24 小時殘存率下降，20 M 到 50 M 之殘存

率分別為控制組的 90%、83%、76%、73%、74%和 70%。由此結果得知，白藜

蘆醇對細胞之毒性除濃度效應之外尚還有時間效應。臨界濃度在 20 5 M 之

間，且隨著共置時間增加，可耐受性濃度也趨下降。此結果是三次獨立實驗之平

均值。 

 

不同濃度之白藜蘆醇會促進 GPDH 活性 

為了解白藜蘆醇是否會影響 3T3-L1 前驅脂肪細胞之分化，因此在 3T3-L1

前驅脂肪細胞分化前即添加不同濃度之白藜蘆醇，並培養 24 小時候添加分化試

劑刺激其分化，最後於分化第 5 天（day 5）以 GPDH 活性分析進行測定脂肪細

胞分化情形。其結果顯示（見圖 2），在不同濃度下具有不同效果，如在低濃度

（3 M 和 5 M）下白藜蘆醇並不會影響 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化；在 10M、

15 M 與 20 M 則顯著促進 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化，其分別為控制組的 1.6

倍、2.0 倍與 1.4 倍。因 15 M 白藜蘆醇有相對最大促分化效用，後續之分化相

關分析皆以其做為試驗濃度。此結果是三次獨立實驗之平均值。 

 

15 M 白藜蘆醇會促進細胞內脂肪滴形成與累積 

為進一步評估白藜蘆醇促進 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化之作用，因此偵測分

化後期之細胞內脂肪滴累積情形。於分化前一天（day -1）先添加入 15 M 白藜

蘆醇，讓細胞先處於含有白藜蘆醇的環境中，經 37℃培養 24 小時後，再添加含
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有 15 M 白藜蘆醇之分化試劑刺激分化 2 天（day 2），隨後更換含有胰島素之ㄧ

般培養液，在實驗中僅在分化前一天到分化第 2 天（day -1 ~ day 2）添加白藜蘆

醇，於分化第 6 天（day 6）進行 Oil Red O 染色，並隨後以異丙醇將染劑溶出。

控制組為添加相同體積之酒精，此為白藜蘆醇的溶劑。圖 3（a）為鏡檢下（400X），

3T3-L1 脂肪細胞分化第 6 天控制組（EtOH）之脂肪滴；圖 3（b）為鏡檢下（400X），

3T3-L1 脂肪細胞分化第 6 天 15 M 白藜蘆醇組之脂肪滴。以圖 3（a）與圖 3（b）

相比較，發現添加 15 M 白藜蘆醇組的脂肪滴較控制組累積多，且脂肪滴也較

大。圖 3（c）為 3T3-L1 脂肪細胞分化第 6 天進行 Oil Red O 染色，最後用異丙

醇將染劑溶出，在波長 510nm 下測量吸光值。將控制組之吸光值定為 1，而 15 M

白藜蘆醇組之吸光值則為控制組之 1.9 倍。由此實驗結果得知，添加 15 M 白藜

蘆醇組會顯著增加 3T3-L1 脂肪細胞之脂肪滴生成。 

 

不同時期添加白藜蘆醇會對 3T3-L1 前驅脂肪細胞之分化有不同的影響 

若干文獻指出添加低劑量之白藜蘆醇並無顯著影響 3T3-L1前驅脂肪細胞之

分化（Rayalam et al., 2007; Park et al., 2008; Yang et al., 2008），而添加高劑量之白

藜蘆醇則具有抑制 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化之功效（Floyd et al., 2008; Rayalam 

et al., 2008），但這些文獻皆在刺激分化時才開始添加。為探討不同時期添加白藜

蘆醇對 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化之影響，本研究以四種不同時期添加 15 M 和

40 M 白藜蘆醇來刺激 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化，分別選用：於分化前 2 天持

續添加 15 M 和 40 M 白藜蘆醇到分化第 3 天（day -2 ~ day 3）；於分化前 1 天

持續添加 15 M 和 40 M 白藜蘆醇到分化第 2 天（day -1 ~ day 2）；於分化當天

持續添加 15 M 和 40 M 白藜蘆醇到分化第 2 天（day 0 ~ day 2）；於分化當天

持續添加 15 M 和 40 M 白藜蘆醇到分化第 3 天（day 0 ~ day 3）。最後於分化

第 5 天（day 5）以 GPDH 活性分析進行測定脂肪細胞分化情形。其結果顯示（見

圖 4），在不同時期添加 Res.具有不同效果，如在分化前（day -2 和 day -1）即添

加 15 M Res.則會明顯促進 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化，分別為各時期控制組的

1.42 倍和 1.63 倍；添加 40 M 白藜蘆醇則會明顯抑制 3T3-L1 前驅脂肪細胞分

化，分別為各時期控制組 0.37 倍和 0.63 倍。在分化當天才添加 15 M 白藜蘆醇

不會促進 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化，分別為各時期控制組的 1.05 倍和 1.07 倍；
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添加 40 M 白藜蘆醇則會明顯抑制 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化，分別為各時期控

制組的 0.63 倍和 0.60 倍。由此結果可知，在分化前即添加 15 M 白藜蘆醇具有

刺激 3T3-L1 前驅脂肪細胞之分化；而在分化劑添加時才添加者則不具有影響分

化之能力。若在分化前與分化當天添加 40 M 白藜蘆醇均會抑制 3T3-L1 前驅脂

肪細胞分化。之後實驗皆以分化前 1 天（day -1）到分化第 2 天（day 2）添加 15 

M 白藜蘆醇進行。此結果是三次獨立實驗之平均值。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇能刺激前驅脂肪細胞分化之 C/EBP基因表現 

為了解 15 M 白藜蘆醇是否能誘發分化初期 C/EBP基因表現量，於分化前

1 天到分化第 1 天（day -1 ~ day 1）皆添加 15 M 白藜蘆醇，收集未添加分化試

劑（0h）和分化後 4、8、16 和 24 小時之細胞進行收取 total RNA 並以 qRT-PCR

偵測 C/EBP基因之表現。由其結果顯示（見圖 5），（a）為 C/EBP與內部對照

18S 基因表現之 2 %瓊脂凝膠電泳之電泳圖；（b）為基因表現之量化結果；（c）

為各時間點之倍數差異結果，圖中以各時間點之 EtOH 所測得之 C/EBP基因表

現量定義為 1，可得各時間點之 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組兩組之間倍數改

變。由圖（a）與（b）結果可知，在添加分化試劑之後，C/EBP之表現量開始

些微增加，而在各時間點上有添加 15 M 白藜蘆醇組別所誘發之 C/EBP基因表

現較控制組 EtOH 組多，於分化 8 小時表現量達最高，EtOH 組與 15 M Res.組

分別為與。由圖（c）中知，添加分化試劑後 4、8、16 與 24 小時皆發

現 15 M Res.組之 C/EBP基因表現量顯著高於 EtOH 組，其倍數差距逐漸增加，

分別為 1.16 倍、1.37 倍、1.42 倍與 1.44 倍。

 

添加 15 M 白藜蘆醇會抑制 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化之 CHOP 基因表現 

已知指出 CHOP-10 是個控制脂肪新生作用的抑制者，可負向調控脂肪細胞

之分化。為了解 15 M 白藜蘆醇是否影響分化初期 CHOP 此一抑制脂肪分化基

因表現量，於分化前 1 天到分化第 1 天（day -1 ~ day 1）皆添加 15 M 白藜蘆醇，

收集未添加分化試劑（0h）和分化後 4、8、16 和 24 小時之細胞進行萃取 total 

RNA，並以 qRT-PCR 偵測 CHOP 基因之表現。由其結果顯示（見圖 6），其中圖

6（a）為 CHOP 與8S 內部對照基因表現之 2 %瓊脂凝膠電泳之電泳圖；（b）為
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基因表現之量化結果；（c）為基因表現之量化結果，圖中以各時間點之 EtOH 所

測得之 CHOP 基因表現量定義為 1，可得各時間點之 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇

組兩組之間倍數改變。由圖 6（a）與（b）可知，無論 EtOH 組與 15 M 白藜蘆

醇組，在未進行分化刺激前 CHOP 具有高度基因表現，分別為 0.288 與 0.303；

而在添加分化試劑之後，無論 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組其 CHOP 之表現量

皆降低，於分化後 4 小時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組表現量分別為 0.097/與

0.089；於分化後 24 小時，EtOH 組中 CHOP 基因表現量大幅增加，而添加 15 M

白藜蘆醇組中 CHOP 基因表現量並無大幅增加，此時表現量分別為 0.250 與

0.121。而由圖 6（c）知，在未加分化試劑時，15 M 白藜蘆醇組的 CHOP 基因

表現量較 EtOH 組高，此時 15 M 白藜蘆醇組為 EtOH 組的 1.06 倍。而在添加分

化試劑後 16 與 24 小時皆發現 15 M 白藜蘆醇組之 CHOP 基因表現量顯著低於

EtOH 組，分別為 EtOH 組之 0.84 倍與 0.47 倍。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇會促進 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化之 PPAR基因表現 

為了解 15 M 白藜蘆醇是否經由刺激 PPAR基因表現量而促進脂肪細胞之

分化，因此測試分化過程中 PPAR mRNA 表現情形。在 day -1~ day 2 分化期間

添加 15 M白藜蘆醇，收集 day 0到 day 7的 total RNA，並以 qRT-PCR偵測 PPAR

之基因表現，結果見圖 7。其中（a）為 PPAR與 18S 基因表現之 2 %瓊脂凝膠電

泳之電泳圖；（b）為各時間基因表現之量化結果；（c）為基因表現之倍數差異結

果，圖中以各時間點之 EtOH 所測得之 PPAR基因表現量定義為 1，可得各時間

點之 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組兩組之間倍數改變。由圖 7（a）與（b）中知，

在分化過程中 PPAR基因表現隨分化時間增加而增加，於分化第天其表現量最

高，此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組分別為與。比較發現添加 15 M

白藜蘆醇組能刺激更多之 PPAR基因表現量，於分化第天兩組間差異最大，此

時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組分別為與，但分化第天後與 EtOH 組

逐漸差距減小。而由圖 7（c）中知，在分化第 0 天與第 1 天時，15 M 白藜蘆

醇組與 EtOH 組並無明顯差異，分別為 EtOH 組的 1.10 倍與 1.13 倍。在有添加

15 M 白藜蘆醇組別中，從第 2 天開始則較 EtOH 組偵測到較多的 PPAR基因表

現量，尤其在第天到第天兩組之間的 PPAR基因表現量差別最大。從第天開
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始所刺激 PPAR基因表現量分別為 EtOH 組的 1.75 倍、1.75 倍、1.67 倍、1.29

倍、1.33 倍和 1.25 倍。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇會促進分化後期之脂聯素基因表現 

因前述實驗結果中已知 15 M 白藜蘆醇具有促進脂肪細胞分化，因此進一

步探討 15 M 白藜蘆醇所促進之成熟脂肪細胞是否可增加脂聯素基因表現量，

因此測試分化過程中 adiponectin 基因表現情形。因此在 day -1~ day 2 分化期間

添加 15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 7 的 total RNA，並以 qRT-PCR 偵測

adiponectin 之基因表現。由其結果顯示（見圖 8），（a）為 adiponectin 與 18S 基

因表現之 2 %瓊脂凝膠電泳之電泳圖；（b）為基因表現之量化結果；（c）為各時

間點之倍數差異之結果，。由圖 8（a）與（b）中知，在中後期始有 adiponectin

基因表現。添加 15 M 白藜蘆醇組在分化第 4 天即可明顯偵測到 adiponectin 基

因表現量，此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組表現量分別為 0.019 與 0.398，而

此差異可持續到分化第天，於分化第天具有最大差異（與）。而由圖

8（c）中知，在分化第 0 天到第 2 天時，15 M 白藜蘆醇組與 EtOH 組並無明顯

差異，於分化第 3 天始有顯著差異，其中分化第 4 天具有極顯著差異。從第 3 天

開始分別為 EtOH 組的 2.72 倍、20.12 倍、2.89 倍、2.69 倍和 3.06 倍。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇會促進分化後期之 aP2 基因表現 

目前已知 aP2 可受 PPAR之調控，其屬於分化後期脂肪細胞分泌脂肪組織

特殊產物。aP2 的蛋白質功能為脂肪酸結合蛋白，故屬於脂質代謝相關蛋白。因

前述實驗結果中已知 15 M 白藜蘆醇具有促進 PPAR之基因表現，因此進一步

探討 15 M 白藜蘆醇是否可增加分化過程 aP2 基因表現量。在 day -1 到 day 2 期

間添加 15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 7 的 total RNA，並以 qRT-PCR 偵

測 aP2 之基因表現。由其結果顯示（見圖 9），其中（a）為 aP2 與 18S 基因表現

之 2 %瓊脂凝膠電泳之電泳圖；（b）為基因表現之量化結果；（c）為各時間點之

倍數差異結果。由圖 9（a）與（b）中知於分化第 2 天 aP2 表現量開始增加，而

有添加 15 M 白藜蘆醇組之 aP2 基因表現量也於第 2 天開始與 EtOH 組有顯著差

異（分別為 0.388 與 0.498）此差異持續到分化第 7 天，於分化第 3 天具有最大
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差異（0.382 與 0.576）。而由圖 9（c）中知，在分化第 0 天與第 1 天時，15 M

白藜蘆醇組與 EtOH 組並無明顯差異，於分化第 2 天起分別為 EtOH 組的 1.31 倍、

1.52 倍、1.21 倍、1.35 倍、1.43 倍和 1.36 倍。 

 

分化初期 15 M 白藜蘆醇處理對 C/EBP之 LAP 與 LIP 蛋白質之表現 

    C/EBP有 LAP 與 LIP 等異構物，分別具有促進與抑制脂肪細胞分化之功

能，因此 LAP/LIP 比例是決定 C/EBP整體功能的重要因子。為了解 15 M 白

藜蘆醇是否經由刺激 C/EBP蛋白質表現量而促進脂肪細胞之分化，在 day -1~ 

day 2 分化期間添加 15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 2 的蛋白質萃取物，並

以西方點墨法偵測 C/EBP蛋白質之表現，並比較 LAP/LIP 之比值。圖 10（a）

為 C/EBP-LAP、C/EBP-LIP 與內部對照組 GAPDH 蛋白質之表現；（b）為各

時間點之 LAP、LIP 與 LAP/LIP 蛋白質量化結果；（c）為倍數差異結果。由圖

10（a）與（b）中知，在分化刺激後 2 小時 C/EBP-LAP 表現量開始增加（EtOH

組與 15 M 白藜蘆醇組分別為 0.087 與 0.763），並持續到分化後 48 小時；

C/EBP-LIP 表現量遠低於 C/EBP-LAP 表現量，於分化後 4 小時 EtOH 組較 15 

M 白藜蘆醇組高（分別為 0.056 與 0.032）。在分化 1小時 15 M 白藜蘆醇組之

LAP/LIP 比值較 EtOH 組小（EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組分別為 5.55 與 4.12），

但於分化後 2 小時比值最高且兩組之 LAP/LIP 比值相近（EtOH 組與 15 M 白藜

蘆醇組分別為 8.31與 8.60），而在分化 4小時開始其比值皆降低（EtOH組與 15 M

白藜蘆醇組分別為 4.20 與 5.85）；於分化 4到 48 小時，15 M 白藜蘆醇組之

LAP/LIP 比值會較 EtOH 組大。而由圖 10（c）中知，在分化後 1 小時，15 M Res.

組的 LAP/LIP 之比值會低於 EtOH 組，此時 15 M 白藜蘆醇組為 EtOH 組的 0.87

倍。從第 2 小時候開始，15 M Res.組的 LAP/LIP 之比值會略高於 EtOH 組，但

皆無顯著差異，直到 48小時 15 M白藜蘆醇組會顯著高於EtOH組，此時為EtOH

組的 1.61 倍。 

 

分化初期 15 M 白藜蘆醇處理對 C/EBP蛋白質之表現 

    與 C/EBP相關，C/EBP是亦為調節脂肪細胞分化上必需之轉錄因子。day 

-1~ day 2 分化期間添加 15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 2 的蛋白質萃取
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物，並以西方點墨法偵測 C/EBP蛋白質之表現。圖 11（a）為 C/EBP與內部對

照 GAPDH 蛋白質表現；（b）為各時間點之蛋白質量化結果；（c）為倍數差異結

果。由圖 11（a）與（b）中知，在分化後 1 小時 C/EBP表現量開始增加（EtOH

組與 15 M 白藜蘆醇組分別為 0.720 與 0.791），並於第 8 小時（EtOH 組與 15 M

白藜蘆醇組分別為 0.224 與 0.427）開始減少。其中從 1 小時到 24 小時，15 M

白藜蘆醇組所刺激 C/EBP蛋白質表現皆高於 EtOH 組。而由圖 11（c）中知，在

分化後 1 小時，15 M 白藜蘆醇組的 C/EBP之比值會顯著高於 EtOH 組，此時

15 M 白藜蘆醇組分別為 EtOH 組的 1.11 倍、1.25 倍、1.25 倍、1.90 倍、1.63

倍與 1.60 倍。而在 48 小時 15 M 白藜蘆醇組則與 EtOH 組無明顯差異。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇會促進 C/EBP與 PPAR蛋白質表現 

於脂肪細胞分化過程中，C/EBP與 PPAR這兩個轉錄因子會進一步引發脂

肪細胞特異性基因的表現與維持分化末期脂肪細胞之型態，因此在前驅脂肪細胞

分化上扮演重要的角色。在 day -1~ day 2 分化期間添加 15 M 白藜蘆醇，並收

集 day 0 到 day 7 的蛋白質萃取物，並以西方點墨法偵測 C/EBP與 PPAR蛋白質

之表現，並以-actin 當作內部對照。 

由圖 12（a）與（b）中知，在分化後 1 天 C/EBP表現量開始增加並持續到

分化第 7 天，於分化第 3 天表現量達最大（此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組分

別為 0.813 與 1.310）隨後開始下降。其中從第 2 天到分化第 7 天，15 M 白藜

蘆醇組所刺激 C/EBP蛋白質表現皆明顯高於 EtOH 組之 C/EBP表現，於分化

第 5 天具有最大差異（此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組分別為 0.369 與 0.874）。

而由圖 12（c）中知，在分化後 2 天，15 M 白藜蘆醇組所刺激的 C/EBP蛋白

質表現會顯著高於 EtOH 組，此時 15 M 白藜蘆醇組分別為 EtOH 組的 1.10 倍、

1.50 倍、2.11 倍、2.28 倍、2.39 倍、2.33 倍與 2.39 倍。 

圖 13（a）與（b）知，在分化後 1 天 PPAR表現量開始增加（此時 EtOH

組與 15 M 白藜蘆醇組分別為 0.767 與 0.908），並持續到分化第 7 天，於分化第

2 天表現量達最大（此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組分別為 0.906 與 1.517）。

其中從分化第 2 天到分化第 7 天，15 M 白藜蘆醇組所刺激 PPAR蛋白質表現

皆高於 EtOH 組，以分化第 2 天具有最大差異。而由圖 13（c）中知，在分化第
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1 天，15 M 白藜蘆醇組與 EtOH 組並無明顯差異，在第 2 天以後則開始有明顯

差異，此時 15 M 白藜蘆醇組分別為 EtOH 組的 4.60 倍、3.53 倍、3.93 倍、4.52

倍、4.12 倍與 3.63 倍。 

 

分化初期 15 M 白藜蘆醇處理對 CHOP 蛋白質之表現 

文獻指出 CHOP-10 是個控制脂肪新生作用的抑制者，可負向調控脂肪細胞

之分化（Tang and Lane, 2000; Batchvarova et al., 1995; Ariyama, 2007）。為了解 15 

M 白藜蘆醇是否影響分化初期 CHOP 此一抑制脂肪分化蛋白質表現量。在 day 

-1~ day 2 分化期間添加 15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 2 的蛋白質萃取物，

並以西方點墨法偵測 CHOP 蛋白質之表現，並以 GAPDH 當作內部對照。其結果

見圖 14，圖 14（a）為 CHOP 與內部對照 GAPDH 蛋白質之表現，圖中顯示在未

添加分化試劑（0h）時 CHOP 有高度表現（此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組

分別為 0.344 與 0.356），分添加化試劑後其表現量降低（分化後 1 小時其 EtOH

組與 15 M 白藜蘆醇組分別為 0.278 與 0.298）並持續到分化後 48 小時。於分化

後 48 小時發現添加白藜蘆醇組具有抑制 CHOP 蛋白質表現（此時 EtOH 組與 15 

M 白藜蘆醇組分別為 0.410 與 0.269）。而由圖 14（c）中知，於分化 24 小時內，

15 M 白藜蘆醇組與 EtOH 組並無明顯差異，在分化後 48 小時添加白藜蘆醇組

則有抑制 CHOP 蛋白質表現，此時 15 M 白藜蘆醇組分別為 EtOH 組的 0.59 倍。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇會改變 AKT 的磷酸化 

PI3K/AKT 是膜受體信號向細胞內傳導的重要途徑之ㄧ，可調節細胞凋亡、

生長、分化及一些重要基因的表現。已知在 3T3-L1 脂肪細胞中添加胰島素或

IGF-1，可經活化胰島素受體、PI3K 等訊息傳遞途徑而刺激 C/EBP去磷酸化。

顯示 AKT 可能參與白藜蘆醇調控 3T3-L1 脂肪細胞分化過程，因此測試在分化過

程 pAKT 與 AKT 之表現量。其結果見圖 15，圖 15（a）為 AKT 在 Ser473 位點

磷酸化、total AKT 與內部對照-actin 蛋白質之表現；（b）為 pAKT Ser473、total AKT

與 AKT 活性（pAKT / total AKT）蛋白質表現之量化圖；（c）為各時間點之倍數

差異圖。由圖 15（a）與（b）結果得知，在分化初期（day 0 ~ day 2）中 AKT

磷酸化隨不同時間有些微變動。於分化前 pAKT 表現量很低（此時 EtOH 組與
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15 M 白藜蘆醇組分別為 0.196 與 0.179），於分化後 1 小時（此時 EtOH 組與 15 

M 白藜蘆醇組分別為 0.843 與 0.867）開始增加，並於分化後 16 小時開始下降

（此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組分別為 0.423 與 0.530）。在 total AKT 部分，

各時間點上並無明顯變化。在 AKT 活性（pAKT/total AKT 比值）部分，在未添

加分化試劑之前活性較低，在添加分化試劑後 1 小時 AKT 活性增加（此時 EtOH

組與 15 M 白藜蘆醇組比值分別為 0.914 與 1.030），於分化後 16 小時開始降低

（此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組比值分別為 0.376 與 0.479）。由圖 15（c）

結果得知在分化 0 與 4 小時，15 M 白藜蘆醇組較 EtOH 組磷酸化表現低，分別

為EtOH組的 0.84倍與 0.86倍。但在分化 16與 48小時 15 M白藜蘆醇組較EtOH

組磷酸化高，分別為 EtOH 組的 1.25 倍與 1.26 倍。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇並不會改變 ERK1/2 的磷酸化 

在 3T3-L1 脂肪前驅細胞添加 MEK/ERK1/2 促進劑，可增加 PPAR的轉錄

活性而促進脂肪細胞之分化。在 2002 年 Prusty 等人指出活化 MEK/ERK 可增加

3T3-L1 分化過程 PPAR和 C/EBP基因表現（Prusty et al., 2002）。本研究中分

別量測ERK1/2在Thr202 與 Tyr204位點磷酸化、total ERK1/2與內部對照GAPDH

蛋白質之表現。由圖 16（a）與（b）得知，在未添加分化試劑之前 pERK1/2 表

現量較低（此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組分別為 0.603 與 0.607），於分化後

1 小時 pERK1/2 表現量增加（此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組分別為 1.711 與

1.091），於分化後 8 小時 pERK1/2 表現量降低（此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇

組分別為 0.622 與 0.670），於 48 小時又略為增加。在 total ERK1/2 部分，則無明

顯差異。在 ERK1/2 活性（pERK1/2 / total ERK1/2）部分，於分化前其活性很低

（此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組活性分別為 1.118 與 1.073），於分化後 1 小

時活性增加並達最大值（此時 EtOH 組與 15 M 白藜蘆醇組活性分別為 4.601 與

4.673），隨後降低，而 48 小時又略為增加。由圖 16（c）結果得知在分化過程當

中，15 M 白藜蘆醇組較 EtOH 組磷酸化比值並無一致性增減，相較 EtOH 組也

無明顯差異。 
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討論 

 

不同濃度之白藜蘆醇對 3T3-L1 前驅脂肪細胞造成不同程度之毒性 

由圖 1 結果得知，高劑量（30 M ~ 50 M）白藜蘆醇會對 3T3-L1 前驅脂

肪細胞造成毒性而使細胞死亡，而低劑量（5 M ~ 25 M）白藜蘆醇則因培養時

間長短而有不同程度的存活率。前人研究指出，在培養 24 小時下，50 M Res.

與控制組（0.2% DMSO）相比並無明顯差異，而 100 M 白藜蘆醇下則顯著降

低細胞存活率。在培養 48 小時下，低劑量（10 M ~ 25 M）之白藜蘆醇並不會

造成明顯的細胞死亡；而在高劑量（50 M 與 100 M）白藜蘆醇則有明顯引起

細胞死亡情形，並指出具有刺激細胞凋亡情形（Rayalam et al., 2008；Rayalam et 

al., 2007；Park et al., 2008）。本論文結果與前人結果有時間與濃度上略有差異，

可能原因有四點，其一本論文測試時之 confluency 較前人研究為低，本研究在接

近全滿時添加而前人則是全滿時添加。其二為前人所使用之細胞為成熟脂肪細胞

（mature adipocyte）；而本論文則使用脂肪前驅細胞（preadipocyte）。其三為與前

人使用 MTS 偵測細胞存活率，本論文實驗則使用 MTT 法偵測細胞存活率。其

四為前人所使用之控制組為 0.2%（v/v）DMSO，而本實驗所使用之控制組 0.1%

（v/v）EtOH。在本論文實驗條件下，15 ~ 20 M 為可安全使用的最高濃度範圍。 

 

不同濃度之白藜蘆醇對 3T3-L1 前驅脂肪細胞之分化有不同的影響 

由圖 2 結果得知，10 M、15 M 與 20 M 白藜蘆醇具有顯著促進 GPDH

活性，這即表示這些濃度下白藜蘆醇能明顯促進 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化，尤

其以 15 M 白藜蘆醇具有最大促進效用；由圖 3 細胞內油滴生成與累積顯示 15 

M 白藜蘆醇可促進 3T3-L1 前驅脂肪細胞之分化。但有文獻指出，12.5 M 白藜

蘆醇並不影響脂肪細胞之細胞內油滴累積，25 M Res.則具有抑制細胞內油滴累

積情形，而在 50 M Res.下則具有抑制脂肪細胞分化及分化過程中重要因子之表

達（Park et al., 2008；Yang et al., 2008；Rayalam et al., 2008; Rayalam et al., 2007；

Foldy et al., 2008）。本論文實驗結果在高濃度尚與前人研究結果相符，而在低濃

度上則有所差異。比較前人結果之後發現，與前人結果有添加時間與濃度之差

異，除濃度外，前人持續添加至分化後第 6 天（day 0 ~ day 6），本論文添加時間
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僅到分化後第 2 天（day -1 ~ day 2）。後續實驗將探討添加時間是否會影響脂肪

細胞之分化。在 2008 年 Saito 等人利用偵測 GPDH 活性與 TG 含量方式發現添加

sakuranetin 具有刺激 3T3-L1 前驅脂肪細胞之分化（Saito et al., 2008），這表示並

非所有類黃酮皆能抑制脂肪細胞分化。 

 

不同時期添加白藜蘆醇會對 3T3-L1 前驅脂肪細胞之分化有不同的影響 

因許多文獻指出，添加不同劑量之白藜蘆醇具有不同效果，在添加低劑量

之白藜蘆醇（12.5 M）並無顯著影響 3T3-L1 前驅脂肪細胞之分化（Park et al., 

2008；Yang et al., 2008；Rayalam et al., 2008；Rayalam et al., 2007），而添加高劑

量之白藜蘆醇（25 M ~ 50 M.）則具有抑制 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化之功效。

為探討是否因不同時間添加不同濃度之白藜蘆醇的確會對 3T3-L1 前驅脂肪細分

化有影響，因此本實驗以四種不同時期添加 15 M Res.和 40 M Res.來刺激

3T3-L1 前驅脂肪細胞分化。後面兩時期（day 0 ~ day 2 和 day 0 ~ day 3）是為模

擬文獻，以確定與分化試劑一起添加對 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化會後抑制，前

兩時期（day -2 ~ day 3；day -1 ~ day 2）則為確定先讓細胞處於不同濃度之白藜

蘆醇是否會與前者有不同反應。此外，在正常生理環境下，體內並非所有前驅脂

肪細胞皆處於即將分化階段，選用四種時期探討白藜蘆醇對脂肪細胞分化之功效

能更符合實際食用作用之模式。 

從實驗結果顯示，在分化過程中才添加不同濃度之白藜蘆醇確是在低濃度

下對不具有影響脂肪細胞分化，而在高濃度之白藜蘆醇則具有明顯抑制脂肪細胞

分化，此結果與前人文獻結果相符。在分化前先添加低濃度之白藜蘆醇確實有促

進脂肪細胞分化之作用，而在高濃度之白藜蘆醇亦有抑制分化效果。但由圖 1 中

知高劑量的白藜蘆醇會造成細胞死亡，因此無法確定此時期的高濃度白藜蘆醇抑

制分化是否因細胞死亡而造成分化情況下降或是高劑量白藜蘆醇本身所造成之

影響。藉由模擬文獻方法證實，讓細胞先處於 15 M 白藜蘆醇環境之下確實會

造成促進脂肪細胞之分化。在 2001 年 Harmon 等人提出不同的多酚化合物對

3T3-L1 有不同脂肪新生作用與脂質分解作用（Harmon et al., 2001）。在 2007 年

Rayalam 等人也提出，添加不同劑量與時期的多酚化合物可能對脂肪細胞分化有

不同的反應（Rayalam et al., 2007）。 
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添加 15 M 白藜蘆醇能刺激分化初期之 C/EBPmRNA 表現，但其蛋白質表現

上影響較晚 

C/EBP是初期脂肪細胞分化的轉錄因子，可引發一連串基因表現，在脂肪

細胞分化上扮演相當重要角色。而由圖結果可知，從分化後小時開始，15 M 

白藜蘆醇具有顯著促進 C/EBP mRNA 表現量，但 C/EBP是否具有轉活化下游

其他因子能力，必須更進一步偵測 C/EBP蛋白質表現量與 C/EBP轉錄活性，

因此再偵測 C/EBP蛋白質之表現。因 LAP/LIP 比例是決定 C/EBP整體功能的

重要因子，因此在蛋白質層次上著重探討 LAP/LIP 之比值，當比值越大時 C/EBP

促進分化活性越強，而比值越接近 1 則 C/EBP促進分化活性越弱。而由圖結

果可知，C/EBP蛋白質表現在分化後小時即開始大量表現，且無論 15 M 白藜

蘆醇組或 EtOH 組其 LAP/LIP 比值皆大於 1，這表示無論有無添加白藜蘆醇前驅

脂肪細胞皆受分化試劑誘發分化。進一步探討各時間點之 EtOH 組與 15 M 白藜

蘆醇組在 LAP/LIP 之倍數關係，我們將 EtOH 組之 LAP/LIP 比值定義為 1，發現

在分化小時以後 15 M 白藜蘆醇組之比值皆大於 1，這表示在分化過程當中 15 

M 白藜蘆醇組所誘發之 C/EBP較 EtOH 具有更強刺激脂肪細胞之活性，但蛋白

質之比值則於 48 小時始具有顯著差異。為何在 C/EBP基因表現中，15 白藜蘆

醇組於 4 小時即顯著高於 EtOH 組（圖 5），而蛋白質則需到 48 小時才顯著（圖

10），其可能原因在於基因轉譯成蛋白質過程及蛋白質穩定（protein stability）上

可能有發生尚未明瞭的事件。 



分化過程中 15 M 白藜蘆醇處理會增加 C/EBP與 C/EBP蛋白質之表現 

C/EBP是初期脂肪細胞分化的轉錄因子，扮演著催化與調控分化的角色，

故在調節脂肪細胞分化上是必需的。C/EBP表現可受 C/EBP與 C/EBP所誘發

活化。因此通常利用 C/EBP表現增減來評估脂肪細胞分化情形。當增加 C/EBP

表現時則會促進脂肪細胞分化，反之則會抑制分化。在許多文獻中發現當脂肪細

胞分化受抑制時，其 C/EBP之表現也會降低。如在 Hirar 與 Rayalam 等人分別

指出 activin A 與 25 M 白藜蘆醇會藉由抑制 C/EBP而抑制脂肪細胞分化情形

（Hirar et al., 2005；Rayalam et al., 2008）。Fu 等人指出 adiponectin 則會藉由增加

C/EBP而促進脂肪細胞分化（Fu et al., 2005）。由圖與圖實驗結果得知，15 



 44

M 白藜蘆醇具有促進分化過程中 C/EBP與 C/EBP之表現量。C/EBP與

C/EBP皆可調控 C/EBP，在總結上面結果發現，添加 15 M 白藜蘆醇可能藉

由增加分化早期（0~48 小時）之 C/EBP與 C/EBP表現而大量誘發下游轉錄因

子 C/EBP之表現，最後促進脂肪細胞分化。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇會促進 PPAR基因與蛋白質表現 

不論體內或體外實驗皆指出具有脂肪專一性的 PPAR與脂肪細胞脂分化的

調控有密切關係，因其為脂肪細胞分化上最主要的基因，可轉錄活化許多種基因

表現，故在脂肪細胞發展過程中扮演相當重要的角色。當增加 PPAR表現時則會

促進脂肪細胞分化，反之當減少 PPAR表現實則會抑制分化。如 Saito 等人在

與年分別提出 flavanone 與 sakuranetin 可藉由增加 PPAR基因與蛋白質之表

現而促進 3T3-L1 脂肪細胞分化（Saito et al., 2009；Saito et al., 2008）。由圖與圖

結果可知，15 M Res.會顯著增加分化後 2 天之 PPAR基因與蛋白質之表現。

此外由 C/EBP與 C/EBP結果中發現，在分化早期（分化後小時）之內，

添加 15 M Res.皆能增加 C/EBP基因表現與蛋白質 LAP/LIP 倍數比與 C/EBP

蛋白質之表現。C/EBP與 C/EBP可引發 PPAR基因表現，因此可依據前面結果

推測添加 15 M Res.藉由增加 C/EBP與 C/EBP之表現而大幅增加 PPAR表現

量。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇會促進分化後期之脂聯素與 aP2 基因表現 

由圖 4 發現 15 M 白藜蘆醇能促進脂肪分化，而由圖 7 與圖 13 發現 15 M

白藜蘆醇具有促進 PPAR之表現，故進一步探討是否會影響到下游分子之影響，

為了解白藜蘆醇誘發的脂肪細胞是否能更有效調控血糖平衡與能量代謝，因此鎖

定皆會受 PPAR影響之 aP2 及脂聯素（adiponectin）mRNA。由圖 8 與圖 9 得

知，15 M Res.能促進分化中 3T3-L1 脂肪細胞之 adiponectin 與 aP2 mRNA 表現，

此結果可能暗示 15 M Res.可藉由活化 PPAR而提早與增加 adiponectin 與 aP2 

mRNA 表現。此外在完全分化的脂肪細胞中 aP2 與 adiponectin 皆會大量表現，

由圖 8 與圖 9 之結果也可再次證實添加 15 M Res.具有促進 3T3-L1 脂肪細胞分

化與提早脂泌素 mRNA 表現之能力。由這個結果可推論，經 15 M 白藜蘆醇所
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誘發分化之脂肪細胞具有良好的調控血糖平衡與能量代謝之功能，這或許可以舒

緩因肥胖而造成的許多代謝性疾病。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇會抑制分化初期之 CHOP 基因與蛋白質表現 

CHOP-10 是 C/EBP 家族的 dominant-neagative 調控者成員之一。在 1995 年

Batchvarova 等人提出表現 CHOP 藉由封鎖住 C/EBP與 C/EBP結合上 DNA 能

力而有抑制脂肪新生作用。由圖 6 與圖 14 之結果可知，在未添加分化試劑之前，

細胞處於生長抑制狀況，故可偵測到高度 CHOP mRNA 與蛋白質表現，而在添

加分化試劑後其基因與蛋白質表現則迅速減少，而在分化後 24 到 48 小時又開始

表現。此蛋白質結果與 Tang and Lane 等人在 2000 年所發表之結果相似。在 CHOP 

mRNA 表現部分，添加 15 M 白藜蘆醇組在分化後 16 小時開始顯著降低 CHOP 

mRNA 表現；在蛋白質部份則於分化後 24 小時才具有顯著降低 CHOP 蛋白質之

表現。有許多證據顯示 CHOP 表現會影響到脂肪細胞之分化，在動物實驗方面，

2007 年 Ariyama 等人指出，CHOP 基因缺陷鼠中會造成周邊脂肪組織增加而造

成肥胖（Ariyama et al., 2007）。在細胞培養方面，在 2008 年 Huang 等人指出，

轉錄因子 YY1 可藉由抑制 CHOP-10 之表現而促進脂肪新生作用（Huang et al., 

2008）。Batchvarova 等人與 Li 等人在 1995 與 2006 年分別利用蛋白酶體抑制劑

ALLN 與 lactacystin 增加 CHOP 表現，其結果皆為抑制 3T3-L1 脂肪細胞分化

（Batchvarova et al., 1995；Li et al., 2006）。另一方面，2007 年 Ariyama 等人在動

物中指出，在 chop（-/-）鼠中 PPAR 基因表現較 chop（+/+）高（Ariyama et al., 

2007），故可推測 15 M 白藜蘆醇可能藉由抑制 CHOP 而增加 PPAR 基因表現

最後促進脂肪細胞之分化。這些都證實誘發 CHOP 會抑制脂肪細胞之分化，反

之若抑制 CHOP 表現則具有促進脂肪細胞之分化，而本實驗結果發現添加 15 M

白藜蘆醇可抑制 CHOP 基因與蛋白質之表現，故可推論添加 15 M 白藜蘆醇可

能藉由抑制 CHOP 之表現而刺進脂肪細胞分化。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇藉由擴大一連串轉錄因子活性而促進脂肪細胞分化 

綜合以上結果，15 M 白藜蘆醇可經由一連串擴大轉錄因子活性而促進脂

肪細胞分化。因實驗證實 15 M 白藜蘆醇藉稍微促進早期（24 小時內）轉錄因

子 C/EBP、C/EBP mRNA 或蛋白質表現，而大幅增加（day 2 後）C/EBP、
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PPARmRNA 或蛋白質表現，最後造成明顯促進脂肪細胞分化。同時 15 M 白

藜蘆醇也可經抑制（48 小時內）CHOP mRNA 與蛋白質表現，進而可能影響

C/EBP、C/EBP轉錄活性而促進脂肪細胞之分化。在整個分化時間軸上，15 M

白藜蘆醇在分化最關鍵時期（48 小時內）透過基因與蛋白質來調控因子表現，

使脂肪細胞內部開始朝向分化方向進行。 

 

添加 15 M 白藜蘆醇會影響分化初期之 AKT 磷酸化，但不影響 ERK1/2 磷酸

化 

由上述結果已知 15 M Res.具有促進脂肪細胞之分化並且具有增加轉錄因

子表現之作用，因此進一步探討更早期訊息傳遞分子 AKT 與 ERK1/2 是否參與

白藜蘆醇調控 3T3-L1 脂肪細胞之分化。由圖 15 與圖 16 結果得知，在分化初期

（day 0 ~ day 2）AKT 與 ERK1/2 磷酸化程度隨時間增加。在許多文獻中指出，

早期活化 AKT 與 ERK1/2 可藉由磷酸化 C/EBP或調控 PPAR與 C/EBP表現而

促進分化（Peng et al., 2003; Prusty et al., 2002; Park et al., 2004），故可推測此時期

的增加可能參與促進脂肪分化。進一步比較各時間點之 15 M Res.組與 EtOH 組

之 AKT 磷酸化程度發現在不同時間點有所增減，而在 ERK1/2 磷酸化程度則發

現兩者之間並無明顯差異。這表示添加 15 M Res.會影響分化初期 AKT 磷酸化

程度，但不影響 ERK1/2 磷酸化程度。因此再進一步縮短分化時間以其看到更大

的差異，發現在更短時間（0 min~60 min）中 EtOH 與 15 M Res.兩組間 AKT 並

無更明顯的差別。這些結果顯示在白藜蘆醇調控 3T3-L1 脂肪細胞之分化中，AKT

可能扮演著尚未知的調控角色，因此未來必須要再進一步探討 AKT 與這些轉錄

因子之間的關連才能更了解 AKT 所扮演的角色。 
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結論 

 

白藜蘆醇廣泛存於多種植物中，具有許多生理活性功能。長期飲用紅酒能

降低心血管疾病罹患率與肥胖，並有許多研究推測是紅酒中的白藜蘆醇所造成。

目前已將白藜蘆醇當作保健食品。然並非所有體內前驅脂肪細胞皆處於即將分化

階段，因此利用不同添加時期來評估白藜蘆醇對脂肪細胞分化之影響。由實驗結

果可知低劑量之白藜蘆醇可促進脂肪細胞之分化，而高劑量之白藜蘆醇具有抑制

脂肪細胞分化之功效，故添加時期的不同會對脂肪細胞之分化造成不同程度之影

響。如於在分化前即添加白藜蘆醇低劑量能刺激脂肪細胞之分化，而高劑量則造

成之分化情形較差，部份可歸因於高劑量之白藜蘆醇會造成細胞死亡而影響分

化。若在分化試劑中才添加，低劑量對於脂肪分化無明顯之影響，而高劑量時則

會抑制脂肪細胞分化。搭配細胞毒性試驗結果，可推測高劑量白藜蘆醇具有當作

藥物之潛力，而低劑量適用於一般平日之保健。本論文研究選用分化前一天到分

化第 2 天添加 15 M 白藜蘆醇，由 Oil Red O 與 GPDH 活性分析此期間與此濃度

具有最大之刺激脂肪細胞分化能力。隨後進行測量分化中基因與蛋白質之表現，

以期了解 15 M 白藜蘆醇如何促進脂肪細胞之分化。 

由結果中發現，15 M 白藜蘆醇可明顯促進 PPAR、C/EBP、adiponectin

與 aP2 之基因表現，在蛋白質部分則能顯著促進 PPAR、C/EBP、C/EBP等蛋

白質之表現。將結果整合以圖表示（圖丁），發現 15 M 白藜蘆醇經影響各個轉

錄因子而促進分化。在分化的時間軸上，於分化初期白藜蘆醇藉由輕微增加

C/EBP與 C/EBP而增加誘發分化中期之 PPAR與 C/EBP之表現最終促進分

化。此外也發現，15 M 白藜蘆醇可能藉由分化初期之抑制 CHOP 基因與蛋白質

之表現，而影響 C/EBP與 C/EBP結合 DNA 活性，進而影響 PPAR等其他轉錄

因子，最終刺激 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化。因此在整個分化時間軸上，白藜蘆

醇可藉由輕微影響早期因子一層一層擴大各因子轉錄活性，造成明顯脂肪細胞之

分化。但在分化過程中偵測許多因子之基因表現，發現批次之間變異性很大，推

測導因於其分化狀態不同。

進一步探討更早期之傳訊分子 AKT 與 ERK1/2 是否參與白藜蘆醇調控

3T3-L1 脂肪細胞分化過程時。發現 ERK1/2 可能並不直接參與 15 M 白藜蘆醇
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對 3T3-L1 脂肪細胞分化之調控。另一方面，15 M 白藜蘆醇的添加則能活化

AKT，故 AKT 可能參與其中調控白藜蘆醇所刺激脂肪細胞分化，但其調控角色

尚不得而知。未來必須要再進一步探討 AKT 與下游轉錄因子表現之間的關連才

能更了解 AKT 所扮演的角色。 

Resveratrol

Adipogenesis

C/EBP  and C/EBP  

(+)

(-)

CHOP
(-)

(-)

C/EBP  PPAR 

 

圖丁、白藜蘆醇藉由影響各轉錄因子而促進脂肪細胞分化 
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圖表 

 

圖 1、不同濃度之白藜蘆醇對 3T3-L1 前驅脂肪細胞之毒性分析。3T3-L1 前驅脂

肪細胞中添加不同濃度（5 M ~ 50 M）之 resveratrol，並在 37℃培養 24 與 48

小時，最後以 MTT 進行細胞殘存率測試。其中 EtOH 是做為控制組，添加等同

於最高劑量體積之 EtOH。圖表中*表示具有顯著差異（p < 0.05）。 
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圖 2、不同濃度之白藜蘆醇對 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化之影響。在 3T3-L1 前驅

脂肪細胞分化前即添加不同濃度之 resveratrol，並培養 24 小時候添加分化試劑刺

激其分化，最後於分化第 5 天（day 5）以 GPDH 活性分析進行測定脂肪細胞分

化情形。其中 EtOH 是做為控制組，添加等同於最高劑量體積之 0.1%（v/v）EtOH。

圖表中*表示具有顯著差異（p < 0.05）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 51

（a） 

  

 

（b） 

  

 

（c）  

 

圖 3、不同濃度之白藜蘆醇對 3T3-L1 脂肪細胞之油滴生成。在 3T3-L1 前驅脂肪

細胞分化前即添加 15 M resveratrol，並培養 24 小時候添加分化試劑刺激其分
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化，最後以 Oil Red O 染色法進行測定脂肪細胞分化情形。圖 3（a）為鏡檢下

（400X），3T3-L1 脂肪細胞分化第 6 天控制組（EtOH）之脂肪滴；圖 3（b）為

鏡檢下（400X），3T3-L1 脂肪細胞分化第 6 天 15 M Res.組之脂肪滴圖；圖 3（c）

為油滴累積之量化結果，分化第 6 天於波長 510 nm 下之吸光值，以 EtOH 組為 1。

其中 EtOH 是做為控制組，添加等同於劑量體積之 EtOH。圖表中*表示具有顯著

差異（p < 0.05）。 
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圖 4、不同時段添加白藜蘆醇對 3T3-L1 前驅脂肪細胞分化之影響。在 3T3-L1 前

驅脂肪細胞分化前即以四種不同時期添加 15 M 和 40 M resveratrol，最後於分

化第 5 天（day 5）以 GPDH 活性分析進行測定脂肪細胞分化情形。其中 EtOH

是做為控制組，添加等同於最高劑量體積之 EtOH。圖表中*表示具有顯著差異（p 

< 0.05）。 
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圖 5（a） 
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圖 5、分化初期 15 M 白藜蘆醇處理對 C/EBP基因表現之影響。（a）為 C/EBP

與內部對照 18S 基因表現之 2 %瓊脂凝膠電泳之電泳圖；（b）為基因表現之量化

結果；（c）為各時間點之倍數差異結果，圖中柱狀圖為各時間點之 EtOH 組（□）

與 15 M Res.組（■）兩組之間倍數改變（以各時間點之 EtOH 組定為 1）。圖表

中*表示具有顯著差異（p < 0.05）。 
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圖 6（a） 
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圖 6、分化初期 1 5 M 白藜蘆醇處理對 CHOP 基因表現之影響。（a）為 CHOP

與內部對照 18S 基因表現之 2%瓊脂凝膠電泳之電泳圖；（b）為基因表現之量化

結果；（c）為基因表現之量化結果，圖中柱狀圖表各時間點之 EtOH 組（□）與

15 M Res.組（■）兩組之間倍數改變（以各時間點之 EtOH 定為 1）。dif. time

為 differentiation time，圖表中*表示具有顯著差異（p < 0.05）；**表示具有即顯

著差異（p<0.01）。 
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圖 7（a） 
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圖 7、15 M 白藜蘆醇處理對 PPAR基因表現之影響。在 day -1~ day 2 期間添加

15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 7 的 total RNA，偵測 PPAR之基因表現。

其中 EtOH 是做為控制組，添加等同於最高劑量體積之 EtOH。（a）為 PPAR與

18S 基因表現之 2%瓊脂凝膠電泳之電泳圖；（b）為各時間基因表現之量化結果；

（c）為基因表現之倍數差異結果，圖中柱狀圖表各時間點之 EtOH 組（□）與

15 M Res.組（■）兩組之間倍數改變（以各時間點之 EtOH 定為 1）。圖表中*

表示具有顯著差異（p < 0.05）；**表示具有即顯著差異（p<0.01）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 58

圖 8（a） 
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圖 8、15 M 白藜蘆醇處理對 adiponectin 基因表現之影響。在 day -1~ day 2 期

間添加 15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 7 的 total RNA，偵測 adiponectin

之基因表現。其中 EtOH 是做為控制組，添加等同於最高劑量體積之 EtOH。（a）

為 adiponectin 與 18S 基因表現之 2%瓊脂凝膠電泳之電泳圖；（b）為基因表現之

量化結果；（c）為各時間點之倍數差異之結果，圖中柱狀圖表各時間點之 EtOH

組（□）與 15 M Res.組（■）兩組之間倍數改變（以各時間點之 EtOH 定為 1）。

圖表中*表示具有顯著差異（p < 0.05）；**表示具有即顯著差異（p<0.01）。 
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圖 9（a） 
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圖 9、15 M 白藜蘆醇處理對 aP2 基因表現之影響。在 day -1~ day 2 期間添加

15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 7 的 total RNA，偵測 aP2 之基因表現。其

中 EtOH 是做為控制組，添加等同於最高劑量體積之 EtOH。（a）為 aP2 與 18S

基因表現之 2%瓊脂凝膠電泳之電泳圖；（b）為基因表現之量化結果；（c）為各

時間點之倍數差異結果，圖中柱狀圖表各時間點之 EtOH 組（□）與 15 M Res.

組（■）兩組之間倍數改變（以各時間點之 EtOH 定為 1）。圖表中*表示具有顯

著差異（p < 0.05）；**表示具有即顯著差異（p<0.01）。 
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圖 10（a） 
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圖 10（c） 
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圖 10、分化初期 15 M 白藜蘆醇處理對脂肪細胞 C/EBP蛋白質表現之影響。

在 day -1~ day 2 期間添加 15 M Resveratrol，並收集 day 0 到 day 2 的蛋白質，

偵測 C/EBP-LAP 與 C/EBP-LIP 之基因表現。其中 EtOH 是做為控制組，添加

等同於最高劑量體積之 EtOH。（a）為 C/EBP與內部對照 GAPDH 蛋白質表現；

（b）為各時間點之 LAP、LIP 與 LAP/LIP 蛋白質量化結果；（c）為各時間點之

倍數差異結果，圖中柱狀圖表各時間點之 EtOH 組（□）與 15 M Res.組（■）

兩組之間倍數改變（以各時間點之 EtOH 定為 1）。圖表中*表示具有顯著差異（p 

< 0.05）。 
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圖 11（a） 
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圖 11、分化初期 15 M 白藜蘆醇處理對 C/EBP蛋白質表現之影響。在 day -1~ 

day 2 期間添加 15 M Resveratrol，並收集 day 0 到 day 2 的蛋白質，偵測 C/EBP

之基因表現。其中 EtOH 是做為控制組，添加等同於最高劑量體積之 EtOH。（a）

為 C/EBP與內部對照 GAPDH 蛋白質表現；（b）為各時間點之蛋白質量化結果；

（c）為各時間點之倍數差異結果，圖中柱狀圖表各時間點之 EtOH 組（□）與

15 M Res.組（■）兩組之間倍數改變（以各時間點之 EtOH 定為 1）。圖表中*

表示具有顯著差異（p < 0.05）；**表示具有即顯著差異（p<0.01）。 
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圖 12（a） 

 

 

圖 12（b） 
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圖 12、分化初期 15 M 白藜蘆醇處理對 C/EBP蛋白質表現之影響。在 day -1~ 

day 2 期間添加 15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 2 的蛋白質，偵測 C/EBP

之基因表現。其中 EtOH 是做為控制組，添加等同於最高劑量體積之 EtOH。（a）

為 C/EBP與內部對照-actin 蛋白質表現；（b）為蛋白質之量化結果；（c）為各

時間點之倍數差異結果，圖中柱狀圖表各時間點之 EtOH 組（□）與 15 M Res.

組（■）兩組之間倍數改變（以各時間點之 EtOH 定為 1）。圖表中*表示具有顯

著差異（p < 0.05）；**表示具有即顯著差異（p<0.01）。 
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圖 13（a） 

 

 

圖 13（b） 
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圖 13、15 M 白藜蘆醇處理對 PPAR蛋白質表現之影響。在 day -1~ day 2 期間

添加 15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 2 的蛋白質，偵測 PPAR之蛋白質表

現。其中 EtOH 是做為控制組，添加等同於最高劑量體積之 EtOH。（a）為 PPAR

與內部對照-actin 蛋白質表現；（b）為各時間點之蛋白質量化結果；（c）為各時

間點之倍數差異結果，圖中柱狀圖表各時間點之 EtOH 組（□）與 15 M Res.

組（■）兩組之間倍數改變（以各時間點之 EtOH 定為 1）。圖表中*表示具有顯

著差異（p < 0.05）；**表示具有即顯著差異（p<0.01）。 
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圖 14（a） 

 

 

圖 14（b） 
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圖 14、15 M 白藜蘆醇處理對 CHOP 蛋白質表現之影響。在 day -1~ day 2 期間

添加 15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 2 的蛋白質，偵測 CHOP 之蛋白質表

現。其中 EtOH 是做為控制組，添加等同於最高劑量體積之 EtOH。（a）為各時

間點之 CHOP 與內部對照 GAPDH 蛋白質表現；（b）為各時間點之蛋白質之量化

結果；（c）為各時間點之倍數差異結果，圖中柱狀圖表各時間點之 EtOH 組（□）

與 15 M Res.組（■）兩組之間倍數改變（以各時間點之 EtOH 定為 1）。圖表中

*表示具有顯著差異（p < 0.05）；**表示具有即顯著差異（p<0.01）。 
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圖 15（a） 

 

 

 

圖 15（b） 
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圖 15（c） 
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圖 15、分化初期 15 M 白藜蘆醇處理對 AKT 活性之影響。在 day -1~ day 2 期間

添加 15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 2 的蛋白質，偵測 AKT 之表現。其

中 EtOH 是做為控制組，添加等同於最高劑量體積之 EtOH。（a）為 pAKT Ser473、

total AKT 與內部對照-actin 蛋白質表現；（b）為 pAKT Ser473、total AKT 與 AKT 

活性（pAKT / total AKT）蛋白質表現之量化圖；（c）為各時間點之倍數差異結

果，圖中柱狀圖表各時間點之 EtOH 組（□）與 15 M Res.組（■）兩組之間倍

數改變（以各時間點之 EtOH 定為 1）。圖表中*表示具有顯著差異（p < 0.05）。 
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圖 16（a） 

 

 

圖 16（b） 
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圖 16（c） 
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圖 16、分化初期 15 M 白藜蘆醇處理對 ERK1/2 活性之影響。在 day -1~ day 2

期間添加 15 M 白藜蘆醇，並收集 day 0 到 day 2 的蛋白質，偵測 ERK1/2 之表

現。其中 EtOH 是做為控制組，添加等同於最高劑量體積之 EtOH。（a）為 pERK1/2 

Thr02/Tyr204、ERK1/2 與內部對照 GAPDH 蛋白質表現；（b）為各時間點之 pERK1/2、

total ERK1/2 與 ERK1/2 活性（pERK1/2 / total ERK1/2）蛋白質表現量化結果；（c）

為各時間點之倍數差異結果，圖中柱狀圖表各時間點之 EtOH 組（□）與 15 M 

Res.組（■）兩組之間倍數改變（以各時間點之 EtOH 定為 1）。圖表中*表示具

有顯著差異（p < 0.05）。 
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表 1. 反轉錄 PCR 條件與配方： 
 
Part 1  

萃取出的 Total RNA   

0.5 μg oligo-dT 1 μl 

5 ng/ml random 6-mer 0.4 μl 

10 mM dNTP 1.5 μl 

DEPC-H2O 補體積至 13 μl 

Vt 13 μl 

 
 
                     65℃，5 分鐘 
 
 
                置於冰上，大於 1 分鐘 
 
 
                     
                   進行 Part 2 

 
 

 
 
 

Part 2 

 
 

培養於 50℃，1 小時 
 
 
 

培養於 70℃，15 分鐘 
 
 
 

置於-80℃存放，以利後續實驗所用 

 

5X reaction buffer 4 μl 

40 U/μl RNase Out 1 μl 

0.1  M DTT 1 μl 

200 U/μl SSIII RTase 0.8 μl 

DEPC-H2O 補體積至 20 μl 

Vt 20 μl 
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表 2. 基因引子序列： 
 

基         因 序         列 產物大小 

PPAR- 
Peroxisome proliferator activated 
receptor - gamma 

F : 5’ AGGCCGAGAAGGAGAAGCTGTTG 3’ 
R : 5’ TGGCCACCTCTTTGCTCTGCTC 3’ 276 bp 

CEBP- 
CCAAT/enhancer binding protein 
(C/EBP) - beta 

F : 5’ CCGCGCACCACGACTTCCTCTC 3’ 
R : 5’CGCTCGCGCCGCATCTTGTA 3’ 146 bp 

adiponectin 
 F : 5’ TGATGGCAGAGATGGCACTC 3’ 

R : 5’ TTCTCCAGGCTCTCCTTTCC 3’ 154 bp 

CHOP C/EBP homologous protein 
F : 5’ TGGGGGCACCTATATCTCATCC 3’ 
R : 5’ AGCCCGCCGTGTGGTCTC 3’ 370 bp 

aP2 
adipose protein 2/fatty 
acid-binding protein 

F : 5’ TCTCACCTGGAAGACAGCTCCTCCTCG 3’ 
R : 5’ TTCCATCCAGGCCTCTTCCTTTGGCTC 3’ 463 bp 

18S Eukaryotic 18S rRNA 
F : 5’ GGGAGCCTGAGAAACGGC 3’ 
R : 5’CCGCTCCCAAGATCCAACTAC 3’ 262 bp 
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表 3. 各基因 PCR 條件： 

 

 PPAR C/EBP adiponectin 

10X dil. cDNA 1 l 1 l ( 1X cDNA ) 1 l 

10X Dream BF 2.5 l 2.5 l 2.5 l 

10 M F 1 l 1 l 1 l 

10 M R 1 l 1 l 1 l 

10 mM dNTP 0.5 l 0.5 l 0.5 l 

5 U/l Dream Taq 0.1 l 0.1 l 0.1 l 

ddH2O 18.9l 18.9l 18.9l 

total vol. 25 l 25 l 25 l 

 CHOP-10 aP2 18S 

10X dil. cDNA 1 l 1 l 1 l 

10X Dream BF 2.5 l 2.5 l 2.5 l 

10 M F 0.5 l 1 l 0.5 l 

10 M R 0.5 l 1 l 0.5 l 

10 mM dNTP 0.5 l 0.5 l 0.5 l 

5 U/ml Dream Taq 0.1 l 0.1 l 0.5 l 

ddH2O 19.9l 18.9l 19.9l 

total vol. 25 l 25 l 25 l 
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PPAR C/EBP adiponectin 
94 ℃ 2 min 95 ℃ 2 min 94 ℃ 2 min 
94 ℃ 30 sec  94 ℃ 30 sec 

74 ~ 54 ℃  
(-1 ℃/cycle) 

15 sec 
95 ℃ 30 sec  74 ~ 54 ℃  

(-1 ℃/cycle) 
15 sec 

72 ℃ 30 sec 

10  
cycles 

72 ℃ 30 sec 

10  
cycles 

94 ℃ 30 sec 
56.4 ℃ 30 sec 

94 ℃ 30 sec 
54 ℃  15 sec 54 ℃  15 sec 
72 ℃ 30 sec 

20  
cycles 72 ℃ 30 sec 

30  
cycles 

72 ℃ 30 sec 

20  
cycles 

72 ℃ 10 min 72 ℃ 10 min 72 ℃ 10 min 

CHOP-10 aP2 18S 
95 ℃ 2 min 95 ℃ 2 min 95 ℃ 2 min 
95 ℃ 30 sec 

65 ~ 55 ℃  
(-1 ℃/cycle) 

30 sec 
95 ℃ 30 sec  95 ℃ 30 sec  

72 ℃ 30 sec 

10  
cycles 

95 ℃ 30 sec 
56 ℃ 30 sec 55 ℃ 30 sec 

55 ℃  30 sec 
72 ℃ 30 sec 

15  
cycles 72 ℃ 30 sec 

30  
cycles 

72 ℃ 30 sec 

20  
cycles 

72 ℃ 10 min 72 ℃ 10 min 72 ℃ 10 min 
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