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摘 要 

周邊或中樞系統的發炎已經被認為是許多神經系統疾病的重要成因。發炎對神經系

統的影響可透免疫細胞分泌的細胞素影響神經細胞的功能。近年雖然有許多細胞素對

神經細胞的研究,但神經細胞在發炎環境中產生的改變仍不完全清楚。大腦下視丘弓形

核(arcuate nucleus,ARC)區域中會分泌 POMC/CART 神經元抑制食慾並提高能量消耗,是

代謝調控中樞的重要成員。當下視丘長期發炎時,動物會出現食量增加以及代謝調控異

常的現象,但其神經機制仍未完全清楚。本研究旨在探討發炎環境中 POMC 神經元中對

代謝調控訊號的反應及粒線體的改變。這些改變在生理上會影響食物攝入調節、能量

消耗、葡萄糖代謝與脂肪組織的分解或褐變(browning)。本研究主要分為四個部分,第一

部分我們探討在 mHypo-POMC/GFP1 神經元中瘦素和胰島素信號傳導途徑,實驗顯示

POMC 神經元通過 PI3K/AKT/mTOR 路徑可整合來自瘦素和胰島素訊號,在刺激短時間

內會激活 AKT-mTOR 路徑並利用 mTOR 來抑制 AMPK 路徑蛋白,也會提高 POMC 轉

錄來維持代謝平衡,而長期則使負調節基因 Socs3 及 Atg7 表達上升,使細胞產生自噬作用

來維持身體穩態。第二部分則探討在發炎因子的環境下是否會影響 mHypo-

POMC/GFP1 神經元調控代謝的機制,實驗發現在長期發炎的環境下,POMC 基因表現被

抑制。另外,瘦素和胰島素刺激引起 POMC 神經元的 PI3K-AKT 路徑活化與 AMPK 的

抑制,會在含有細胞因子及趨化因子環境下受到干擾,因此在低度發炎的環境下會干擾瘦

素與胰島素調節 POMC 神經元的傳遞訊號。第三部分是探討在發炎環境下 POMC 神經

元的粒線體有何改變,在含有細胞因子及趨化因子的發炎環境下,POMC 神經元中的粒線

體並未破壞,電子傳遞鍊基因表現及質子滲漏的結果並沒有差異,但細胞中 ROS 上升、

呼吸速率下降、粒線體整體功能下降及解偶聯下降,粒線體的動力學變慢,裂變與融合下

降,整體造成粒線體變大,粒線體變化會使 POMC 神經元的代謝調控能力受破壞。第四

部分以高脂食物飼養小鼠做為肥胖及代謝疾病的模式,觀察肥胖下視丘中是否有發炎傾

向,以及探討下視丘中的神經元粒線體調控,實驗餵食老鼠一個月的高脂肪飲食,使老鼠產

生肥胖並引發全身性發炎,但血脂並未受影響,而在下視丘中也發現促發炎因子上升,這種

體內環境會刺激 POMC 神經元的作用,並促進粒線體動力,包括生成、分裂與融合,試圖

維持代謝的調控與平衡,但尚不了解更長時間的餵食對此代謝調控系統有何影響。總而

言之我們的實驗結果顯示在發炎的環境下,對 POMC 神經元中的代謝調控與粒線體有所

影響,至於對代謝調控的影響仍有待進一步研究。 

 

關鍵字:慢性發炎、弓形核、POMC 神經元、粒線體、代謝調控、細胞因子、趨化因子 
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Abstract 

Accumulating evidences have revealed modulatory roles of immune activities on normal 

physiology of central nervous system. Also, inflammation in the periphery is associated with 

neurological diseases through the functions of cytokines. The studies of cytokine actions on 

neurons were mainly focused on single specific cytokines, such as TNF-α, IL-6, etc, the 

influence of inflammatory environment, which contained mixtures of numerous cytokines, 

chemokines, and pro-inflammatory molecules secreted by innate immune cells, are not fully 

understood. POMC/CART neurons in the arcuate nucleus of the hypothalamus play crucial 

roles of regulating appetite, energy expenditure, and central control of metabolism. Chronic 

inflammation in the hypothalamus induced food intake dysregulation and abnormal 

metabolism. This study aimed to investigate of neural alterations induced by the inflammatory 

milieu. We conducted cellular studies by culturing hypothalamic POMC neurons with 

conditioned medium from LPS stimulated bone marrow derived macrophages, whereas high 

fat diet-fed mice were chosen for examining physiological impacts. We first examine the 

leptin and insulin signaling in mHypo-POMC/GFP cells. Short-term stimulation of leptin or 

insulin activates the PI3K-AKT-mTOR pathway downregulating AMPK and increases the 

expression of POMC gene, while long-term incubation upregulates the expression of 

negative-regulatory gene SOCS3 and autophagy gene ATG7 to maintain body homeostasis. 

The leptin and insulin signaling in POMC neurons were altered under inflammatory 

conditions. POMC gene expression is inhibited after long-term incubation with pro-

inflammation cytokines. Also, and the activation of AKT and mTOR is relatively weakened 

after leptin and insulin stimulation. Furthermore, the metabolism-related cellular responses, 

such as mitochondrial functions and dynamics in POMC neurons, against proinflammatory 

stimuli, will be elucidated. Although intracellular ROS/RNS levels were elevated, the results 

of expressions of the electron transport chain genes and proton leakage suggested that 

mitochondria in POMC neurons remained undamaged. In addition, respiratory rate and 

overall mitochondrial function revealed a trend of decrease in the inflammatory environment. 

Inflammatory milieu induced significant decrease of mitochondrial uncoupling and slowed 

down mitochondrial dynamics by downregulating the expression of both fission and fusion 

genes. The balance of mitochondrial fission and fusion was also changed resulting in the 

enlargement of overall mitochondrial size. In summary, the mitochondrial alterations induced 

by inflammatory environment suggested mitochondrial functions and metabolic regulation 
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abilities are disrupted in hypothalamic POMC neurons. Finally, we examined the metabolic 

regulations, inflammation status, arcuate functions and mitochondrial status in the high-fat 

diet-fed mice. Our data revealed that after feeding high-fat diet fed to C57BL/6 mice for four 

weeks, the testing developed obesity and systemic inflammation, but not metabolic 

dysregulation such as elevated blood triglycerides. The expression of metabolic regulating 

genes of arcuate POMC neurons indicated that the energy balance machinery in the arcuate 

nucleus remained functioning after 4-weeks of high fed diet feeding. Mitochondrial dynamics 

was promoted in the hypothalamus, suggesting the mitochondrial regulation in the calorie 

excessive conditions was not disrupted. These regulations could be altered in longer feeding 

of high fat diet for the development of further metabolic dysregulation, such as misbalance of 

glucose or lipid metabolic homeostasis. In conclusion, our results displayed the effects of 

inflammation milieu on metabolic regulation and mitochondrial functions in hypothalamic 

POMC neurons, but the physiological significance of these alterations needs further 

investigation. 

 

Key word: Chronic inflammation、Arcuate nucleus、POMC、Mitochondrial、Metabolic 

regulation、Cytokines、Chemokines 
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第一章 緒論 

第一節 文獻回顧 

1.1 身體的能量調節與中央代謝調控系統 

生物體維持體內代謝穩定性是生存的基本要求,人類會利用進食的行為取得體內生

理反應所需的成分,早期在資源稀疏且糧食缺乏的時代下,大多數人類在飢餓中度過,而

隨著科技發展與時代的變遷,提高了現代生活的便利性,越來越多人發現自己熱量供應

過剩的問題,這些問題導致肥胖症、代謝性疾病和 II 型糖尿病,並與國人十大死因中大

部分有關,例如腫瘤、癌症、心臟疾病、腦血管疾病、骨關節炎、腎衰竭等等(Calle et 

al., 2003; Martin-Rodriguez et al., 2015),肥胖除了增加多種疾病的風險之外,也是一個日

益嚴重的公共衛生問題。    

在健康意識上升的時代,許多文獻研究了身體的能量穩態與代謝調控。為了保持能

量穩態,必須通過調節能量消耗的方法來平衡食物攝入,這些能量消耗包括體溫調節、

基礎代謝和身體活動,而大腦中的下視丘(hypothalamus)由多個不同的核區所組成,這

些核區會通過神經內分泌分子負責多種功能,包括睡眠、喚醒、疲勞、體溫調節、飢

餓和口渴等,而中樞神經調節飲食及能量平衡最主要是在下視丘中的弓形核(Arcuate 

nucleus, ARC),弓形核中主要有兩群神經元分別為 Neuropeptide Y/Agouti-related 

protein (NPY/AgRP)和 Pro-opiomelanocortin (POMC)可通過採集如瘦素(Leptin)和胰島

素(Insulin)等指標來感知全身肥胖。POMC 神經元的激活釋放 α-Melanocyte 

Stimulating Hormone (αMSH)及 Cocaine amphetamine-regulated transcript (CART)來減

少食物攝入增加能量消耗,並可激活 Melanocortin 4 receptor (MC4R)。NPY/AgRP 神

經元具有相反的作用,它通過釋放 AgRP (αMSH 的天然拮抗劑)來抑制 POMC 神經元

並拮抗攜帶 MC4R 細胞的作用(Luquet et al., 2005; Xu et al., 2005; Aponte et al., 2011; 

Krashes et al., 2011; Zhan et al., 2013),POMC 和 AgRP 神經元將這些信息整合併傳遞

到下游中樞神經系統感應器,這些感應器通過能量攝入和能量消耗的變化來平衡儲能

(Xu et al., 2005)。除了調控進食之外,控制能量消耗同樣也會利用下視丘內神經細胞

的連結與傳遞來協調,下視丘神經元會受外圍激素例如瘦素、胰島素和營養素的影響

來控制能量平衡。 
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1.2 免疫失調對神經系統造成的影響 

免疫系統是關鍵的身體防禦系統之一,並參與維持體內平衡,免疫系統包括防禦生物

體侵略的結構和過程,傳統上 CNS 由於有血腦屏障(blood brain barrier, BBB),被認為

是有免疫豁免(immune priviledged)的特性,但近年來越來越多證據指向免疫系統會影

響神經系統的運作。尤其是免疫過程和精神病之間的關聯, 例如多發性硬化症

(Multiple Sclerosis,  MS)、系統性紅斑狼瘡(Systemic lupus erythematosus, SLE)都與抑

鬱和焦慮有關(Marrie et al., 2015; Tay and Mak, 2017),也在精神障礙患者中發現免疫

反應失調和促發炎狀態,因此推測精神分裂症可能是一種自身免疫性疾病(Chen et al., 

2012),而這些可能影響自身免疫性疾病與精神病之間關聯的因素很多,目前推測可能

機制有抗體、免疫系統失調、感染、遺傳學、心理壓力等。在自身免疫性疾病與精

神疾病之間潛在因素可能是神經表面抗原抗體(Neuronal Surface-Mediated Antibody, 

NSAb),像是 Glutamic Acid Decarboxylase (Machado et al.)抗體與多種神經系統疾病有

關(Baizabal-Carvallo and Alonso-Juarez, 2017) ,大部分研究試圖評估精神病多個不同

神經元表面抗體作用,但到目前為止還不太清楚,而免疫系統失調已知調節性 T 細胞

和 Th17 細胞之間失衡會牽涉到幾種自身免疫性疾病(Diller et al., 2016),也常見在精神

分裂症患者的血清中有促炎因子升高和抗炎細胞因子降低的現象(Miller et al., 2011),

到目前為止認為感染是發展自身免疫性疾病的最重要誘因之一,當身體暴露於病毒或

細菌感染會增加 BBB 的通透性(Profaci et al., 2020),從而使免疫細胞和促炎性細胞因

子進入中樞神經系統,可能會導致腦部發炎,也可能使抗體進入增加精神疾病風險,另

外心理壓力也會影響微生物組的組成對周圍發炎,並增加精神疾病的風險(Gur and 

Bailey, 2016),因此免疫系統與精神障礙兩者可能存在相互影響的作用。 

免疫系統是如何穿過 BBB 與神經系統交流?目前的證據指向通過細胞間接觸和細

胞因子信號傳遞作用所產生,免疫系統和中樞神經系統之間的雙向通訊路徑包括迷走

神經、淋巴系統及其與其他神經激素軸(例如下丘腦-垂體-腎上腺軸(Hypothalamic‐

pituitary‐adrenal ,HPA))的相互作用,而細胞因子的反應可分為促發炎性(神經小膠質細

胞以細胞內抗原為靶標產生對組織有害的發炎)或抗炎性(星狀膠質細胞產生調節細胞

外抗原的體液免疫),小膠質細胞不僅在發炎反應過程中調節神經元功能,還與大腦突

觸發育過程中神經元可塑性和修剪的生理現象有關,利用吞噬作用消除突觸來影響神

經元改變,為了因應有害刺激,小膠質細胞會發生一系列變化,像是細胞的數量、功能和

形態改變。儘管血腦屏障(BBB)對大腦具有免疫保護作用,但嚴重精神障礙患者的通

透性卻有所增加,這意味著在某些神經病情況下,促炎或抗炎因子可能會進入周圍或從

大腦進入系統循環並產生發炎作用(Tarasov et al., 2019)。  
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1.3 發炎環境對神經系統功能的影響 

發炎(Inflammation)是一種動態的組織反應機制,由傷害性刺激如感染和組織損傷引

發的適應性反應(Medzhitov, 2008)。發炎由多種因素引起,例如微生物感染、心肌梗塞

引起組織損傷等,特徵為發紅、腫脹、發熱、疼痛和組織功能喪失,當微生物感染或組

織損傷時,模式識別受體(Pattern recognition receptors, PRR)透過病原體相關分子模式

(Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs)來感測微生物的存在(Franceschi and 

Campisi, 2014),利用類鐸受體(Toll-like receptors, TLRs)結合,並刺激先天性免疫反應

(Innate immune response),當細胞受到壓力或受傷時模式識別受體(PRR)會利用損傷相

關分子模式(damage associated molecular patterns, DAMPs)來檢測從受損細胞或壞死細

胞中釋放的內源性分子,通過促發炎細胞因子(Proinflammatory cytokine),例如腫瘤壞死

因子(Tumor Necrosis Factor-α,TNFα)、白介素-1 (Interleukin 1, IL-1)和白介素-

6(Interleukin 6 ,IL-6)的釋放和募集免疫細胞滲入組織來引發免疫反應(Rosin and 

Okusa, 2011),這些先天免疫系統的受體例如類鐸受體(TLR)和核苷酸結合寡聚域蛋白

(nucleotide binding oligomerization domain, NOD)觸發受體(NOD-like receptors, NLRs)

被活化後會參與發炎的調節,TLRs 會激活核因子活化 B 細胞 κ 輕鏈增強子(nuclear 

factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NFκB)並進入細胞核後快速的結合

目標基因,而當 NLRs 偵測到 DAMPs 所辨識的毒物(Toxins)或是異物(Foreign 

particles)時會與胱天蛋白複合物激活胱天蛋白-1(Caspase-1)轉譯出促發炎細胞因子

(Barton, 2008),使單核細胞與嗜中性球向感染部位聚集,然後利用血漿蛋白(Plasma 

proteins)如補體系統(complement system)清除受影響區域的碎片,再通過周圍組織液化

成纖維細胞來解決發炎,最後釋放基質金屬蛋白酶(Matrix metalloproteinases, MMPs)進

行組織重塑並產生細胞外基質和膠原蛋白(Rohani and Parks, 2015),一般而言,先天性免

疫在幾分鐘之內就引發了急性發炎(Acute inflammation),並且數小時或最多三天之內

就消失了,無論引起發炎反應的原因是什麼,其目的都是為了消除或隔離疾病的根源,使

宿主適應異常情況,最終恢復組織的功能和體內平衡,相對於慢性發炎(Chronic 

inflammation)則持續數週、數月甚至數年較長時間。 

根據多年來研究,慢性和急性發炎被認為是由不同的原因、不同的細胞和發炎介質

所驅動,使導致完全不同的結果,而慢性發炎具有急性發炎的許多特徵,但通常是低度且

持續導致組織變性的反應,目前導致慢性發炎有幾種可能的機制:(i)白血球使周圍組織

液化殺死病原體,並持續產生反應性分子,最終破壞組織的結構和細胞成分,(ii)受損的

非免疫細胞和活化的免疫細胞產生細胞因子,從而放大調節發炎反應並改變附近細胞

的表型,通常損害正常的組織功能,進而老化的組織可能處於慢性發炎狀態(Rodier and 
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Campisi, 2011),(iii)對合成信號(anabolic signaling)的干擾,例如在進餐或運動後,IL-6 和

TNFα 下調胰島素(Insulin)、類胰島素生長因子-1(Insulin-like growth factor-1)和促紅細

胞生成素 (erythropoietin)的信號傳導和蛋白質合成(Franceschi and Campisi, 2014),而發

炎細胞(如中性粒細胞、單核細胞和巨噬細胞)也會滲入脂肪和其他組織,並在暴飲暴

食或肥胖時積聚,當發炎細胞過量的分泌促發炎因子,則會導致組織破壞像是動脈硬

化、骨質疏鬆或癌症使健康產生負面影響,這些慢性發炎似乎與組織功能障礙有關。 

目前已經有不少研究表示這些發炎細胞分泌的細胞因子(Cytokine)會參與中樞神經

系統(Central Nervous System, CNS)和周圍神經系統(Peripheral Nervous System, PNS)

發炎相關病理,其中備受注目的就是在中樞神經系統的發炎機制與相關疾病,中樞神經

系統因有血腦屏障(BBB)的阻礙,限制大部分白血球遷移到中樞神經系統內。目前有

些文獻提出不同原因引起中樞神經系統發炎反應,例如在感染性(細菌性和病毒性)腦

炎疾病中,可能是入侵的免疫細胞引起的發炎(Ransohoff et al., 2003; Goverman, 2009),

而在中樞神經系統的退化過程,慢性壓力(Chronic stress)會通過增加發炎反應,使 Aβ 積

累、tau 過度磷酸化、氧化應激、線粒體損傷和葡萄糖代謝異常來加快阿茲海默症

(Alzheimer’s disease, AD)的人類和動物模型發病機理(Machado et al., 2014),病理性 α-

突觸核蛋白(α-synuclein)過度激活小膠質細胞並轉錄 NF-κB 和促發炎細胞因子如

TNF-α、IL-1β、IL-6、INF-γ 經誘導產生一氧化氮合成酶(Nitric oxide 

synthase, NOS)、活性氧(Reactive oxygen species, ROS)和一氧化氮(NO),導致多巴胺能

神經元的喪失和加速帕金森氏症(Parkinson's disease,PD)變性(Zhang et al., 2017),除此

之外,伴隨著壓力反應的神經內分泌和行為變化會影響體內代謝,例如損害神經元細胞

代謝,可塑性和存活率等有害作用,應激誘導的激素和行為反應也可能部分通過巨大細

胞(Mast cells)介導的血腦屏障分解,在這些發炎過程中可能涉及大量的細胞因子,然而

目前對於中樞神經系統中發炎引發的細胞因子是有益還是有害尚不清楚,某些細胞因

子會加劇組織損傷,某些細胞因子則會通過限制發炎來抵消組織損傷並促進組織重

塑。 
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1.4 下視丘發炎 

當下視丘中的 ARC 調控能量與代謝的神經群遭受到破壞,導致能量消耗與食物攝

取不平衡時則會產生肥胖。有研究顯示在肥胖組織以及脂肪細胞本身中發現一系列

發炎細胞因子,例如 IL-6、IL-1β、CCL2、TNF-α 等(Hotamisligil et al., 1995; Berg and 

Scherer, 2005),在肥胖狀態下胰腺、大腦下視丘也被研究出會產生低度發炎(De Souza 

et al., 2005; Ehses et al., 2007),這些發炎因子也會參與血管損傷和動脈粥樣硬化的變化

機制(Berg and Scherer, 2005)。當身體處於營養缺乏和營養過剩的情況下,使血腦屏障

(BBB)的通透性增加,讓多種發炎細胞因子能夠穿過血腦屏障(BBB)進入 ARC 影響神

經元(Banks, 2001),這些生理變化促進了 ARC 神經元對周圍訊號(激素)的調節,像是有

文獻使用低劑量 TNF-α 調節下視丘的胰島素和瘦素信號傳導,發現會部分抑制胰島素

和瘦素的厭食作用,使食物攝取量上升(Romanatto et al., 2007),而 POMC 神經元的活性

與全身葡萄糖和脂質代謝有關,當 POMC 神經元功能異常會產生進食與體重增加,使

身體代謝產生負面影響(Banks, 2001)。回顧近期文獻中飲食誘導的肥胖症與 POMC

神經元功能障礙發生變化的相關機制,利用飲食誘導肥胖的動物中,因脂肪不斷分泌瘦

素進而持續活化神經元的瘦素受體(Leptin receptor B, LpRB),這種長期激活受體會導

致一些細胞內負反饋信號上調,例如 T 細胞蛋白酪氨酸磷酸酶 (protein tyrosine kinase, 

PTP)促進葡萄糖攝取與抑制脂解(Lipolysis)和 SOCS3 (Zhang et al., 2008),並與神經元

發炎有關,而胰島素也可以通過調節 PTP 來影響 POMC 神經元的活性(Tiganis, 2013),

此外,TNF-α 結合促進 TNF 受體的三聚化來損害胰島素作用(Aguirre et al., 2000),TNF

信號還會觸發 NF-κB 的激活,使誘導細胞因子 SOCS3 的表達,從而抑制神經元胰島素

信號傳導(Oh and Olefsky, 2012),TLR4 介導的信號通路也會激活了 MAPK 通路並觸

發了 p38 和 JNK 依賴性信號傳導,最終導致中樞胰島素和瘦素抵抗的發展(Moraes et 

al., 2009)。有趣的是文獻指出在下視丘神經元系統中,高脂肪進食(High Fat Diet, HFD)

引起應激反應可改變神經元突觸強度變化(Horvath, 2006; Chun and Jo, 2010),下視丘中

的 POMC 和 AgRP 神經元與正常飲食的小鼠相比,其皮核周圍的神經元突觸減少

(Horvath et al., 2010),若長時間處在發炎的狀況下會導致下視丘中神經元凋亡,並使

ARC 和下視丘外側的突觸輸入減少,最後導致能量控制失衡(Li et al., 2012; Thaler et 

al., 2012)。總體來說,在餵食 HFD 期間,多種炎症和應激反應途徑會迅速被激活,並促

進神經元抵抗胰島素和瘦素,從而改變下視丘中神經元調節及突觸可塑性。 

1.5  POMC 神經元 

1.5.1 POMC 基因與衍生肽 
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POMC 神經元會表現 POMC 基因,編碼前 POMC 基因經過廣泛的翻譯後加工,並由

原激素轉化酶(proconvertase 1, PC1、proconvertase 2, PC2)切割和化學轉化,生成一系

列較小的生物活性肽(Corander et al., 2009),主要為黑皮質素(Melanocortins)和 β-內啡

肽(β-endorphins),它們具有激素(Hormones) 和神經肽(Neuropeptides)的多種功能(Smith 

and Funder, 1988; Cone, 2005)。PC1 在含 POMC 的組織中普遍表達,會切割 n 末端片

段(N-terminal peptide)、連接肽 (Joining peptide)、腎上腺皮質激素(Adrenocorticotropic 

hormone, ACTH)和 β-脂蛋白(β-lipotropin, β-LPH),而 PC2 在下視丘中選擇性表達,會將

ACTH 和 β-LPH 分別形成 γ-,α-和 β-黑素細胞刺激激素,這些肽 α-,β-和 γ-MSH 和

ACTH 統稱為黑皮質素(Melanocortin peptides)(Coll, 2007)。 

POMC 的衍生肽 α、β、γ-MSH 和 ACTH 目前都有相關文獻探討 POMC 的衍生肽

其功能,其中 α-MSH 影響皮膚色素沉著、能量穩態以及與大腦和周圍器官的發炎症

狀有關(Capsoni et al., 2009; Singh and Mukhopadhyay, 2014; Anderson et al., 2016),α-

MSH 通過作用於黑素皮質素受體 3 (Melanocortin-3 receptor, MC3R)和黑素皮質素受

體 4(Melanocortin-4, MC4R)來調節食物攝入和能量穩態(Guan et al., 2017) ,突變的 β-

MSH 作用於 MC4R 時與肥胖有關(Challis et al., 2002; Biebermann et al., 2006; Lee et 

al., 2006),而 γ-MSH 是 MC3R 的內源性激動劑(Endogenous agonist)(Eerola et al., 

2018)。在黑皮質素受體中,MC4R 是與能量穩態最密切相關的一種,缺乏 MC4R 的人

和小鼠會產生明顯肥胖和肥大,並且從年輕開始就顯示出線性增長和嚴重的高胰島素

血症(Hyperinsulinaemia)(Farooqi et al., 2003), 至於缺乏 MC3R 的小鼠會產生代謝綜合

症,雖然體重沒有明顯增加,但身體組成也會稍微的異常,像是增加脂肪量、降低能量消

耗(Butler et al., 2000),因此 MC3R 被認為對食物攝入控制的重要性較低,而最主要影

響下視丘中 POMC 神經元作用為 α-MSH 或 β-MSH。POMC 的衍生肽 β-內啡肽則可

刺激 μ 阿片受體,促進鎮痛並增加食物攝入量與其他內源釋放的 POMC 衍生肽之間存

在互補的作用(Appleyard et al., 2003),POMC 的衍生肽 ACTH 會作用在下視丘-垂體-

腎上腺軸(HPA)上,在緊張狀態下 ACTH 會增加血液中糖皮質激素的濃度,除此之外,其

他壓力源如出血、感染、血糖過低、發炎反應、恐懼、情緒事件和特殊運動,都可以

刺激 HPA 軸的反應,當 HPA 軸受到刺激時,ACTH 在數分鐘之內從垂體前葉釋放出來,

到達腎上腺並增加糖皮質激素,ACTH 在循環中傳播並作用於腎上腺與 MC2R 結合,導

致人類釋放皮質醇(Cortisol),而囓齒動物釋放皮質醇(Corticosterone),也因此 ACTH 的

分泌會間接與調節晝夜節律有關(Chung et al., 2011)。 

1.5.2 POMC 神經元受體 
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黑皮質素有五種亞型,即黑皮質素受體 1-5(MC1R-MC5R)(do Carmo et al., 

2017),MC1R 主要位於皮膚和毛囊的黑素細胞中,也會在巨噬細胞和脂肪細胞中表達

(Hoch et al., 2008),主要作用是調節皮膚和毛囊中的色素沉著(Turan et al., 2012)。

MC2R 是 ACTH 受體,主要在腎上腺皮質上表達,需要輔助蛋白 MRAP 使其能夠轉運

至細胞表面,以便其發揮功能。ACTH 與 MC2R 的結合激活了作為 HPA 軸一部分的

糖皮質激素合成的級聯反應(Turan et al., 2012),MC3R 在下視丘和邊緣系統的區域以

及胎盤中表達,而 MC4R 的表達主要限於大腦,其中下視丘的 PVN 中具有高表達

(Mountjoy et al., 1994) ,MC3R 和 MC4R 是神經性黑皮質素受體, 許多研究闡明了

MC4R 在調節食物攝入和能量消耗中的作用,缺乏 MC4R 則會導致老鼠肥胖(Roselli-

Rehfuss et al., 1993),相對 MC5R 的功能了解不是很清楚,在胚胎髮生過程中高表達並

且與外分泌腺功能有關,它的表達方式與其他 MCR 不同,因為它廣泛存在各式各樣的

周圍組織中,但 MC5R 並未在中樞神經系統中表達(Cone, 2006)。 

1.5.3 中樞代謝系統中 POMC 神經元的功能 

在過去幾十年中,已經對 POMC 神經元有大部分的研究與了解,根據文獻可以得知

POMC 神經元在中樞神經系統中扮演重要角色並且有這些功能,像是食物攝取、能量

消耗、受激素(瘦素、胰島素)傳遞、葡萄糖感測以及受解耦所調節。1997 年發表了

幾項研究,提供了直接的證據來確立 MC4R 信號在調節能量穩態中的核心作用,下視丘

的 POMC 神經元表達會通過激活 MC4R 靶神經元來釋放 α-MSH 以抑制進食(Fan et 

al., 1997),也發現 POMC 神經元和 α-MSH 抑制食物攝入和能量存儲有關,而

NPY/AgRP 神經元部分地通過 MC4R 信號會產生拮抗作用(Haskell-Luevano et al., 

2001)。有文獻指出 POMC 神經元會受外圍信號(例如激素和營養素)來調節轉錄、加

工以及神經元活性,POMC 神經元上表達各種受體,其中包括瘦素受體、胰島素受體、

血清素 2C 受體(5HT2CR)、胰高血糖素樣肽 1 受體(GLP1R)和神經肽 Y 受體,通過這

些受體接收信號並產生突觸和軸突投射(Kim et al., 2014),像是瘦素受體 Ob-Rb 有細胞

內羧基末端結構域(Intracellular carboxyterminal domain),可以激活 JAK-STAT 信號轉

導途徑,導致 POMC mRNA 升高和神經元去極化(Depolarization),從而減少食物攝入

(Bjorbaek et al., 1997),目前已經清楚知道瘦素可以調節下視丘 POMC 神經元的細胞內

信號傳導,使成熟 POMC 釋放衍生的神經肽(Kim et al., 2000)。瘦素除了通過受體對 P

OMC 神經元的直接作用外,也會減少 POMC 細胞上 GABA 能神經元輸入的數量,可能

會改變下視丘神經元對其他刺激(例如一個或多個短期信號)的反應閾值(Pinto et al., 

2004)。另外, 下視丘中胰島素會對中樞神經系統的新陳代謝作用,它通過自主神經迴

路影響周圍的器官,包括胰腺、肝臟、白色脂肪組織和棕色脂肪組織,以調節胰島素分
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泌、內源性葡萄糖生成和葡萄糖攝取(Obici et al., 2002; Varela and Horvath, 2012; Vogt 

and Bruning, 2013; Dodd et al., 2015),胰島素也被發現能調節 POMC 神經元可塑性以

控制葡萄糖代謝(Dodd et al., 2018),胰島素會與 tyrosine kinase receptor 結合,並通過

phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B,(PI3K/PKB, PI3K/AKT)信號傳遞信號,從

而過極化(hyperpolarised)並抑制 AgRP/NPY 表達(Konner et al., 2007)。胰島素受體也

在整個大腦中廣泛表達,若大腦中缺乏胰島素受體的小鼠則表現出全身胰島素抵抗,並

增加食物攝入量產生肥胖(Havrankova et al., 1978)。 

 

1.6  大腦中 POMC 系統的輸出與輸入 

POMC 神經元在發育過程中會在許多大腦區域中表達 pomc 基因,但大多數表達不

會持續到成年(Padilla et al., 2010; Padilla et al., 2012),在成年小鼠大腦中的 POMC 神經

元被限制在 ARC 和 NTS 中,下視丘的 ARC 和腦幹的 NTS 都與大多器官相鄰,使

POMC 神經元分別感知和整合來自循環系統中脂肪抑制因子和飽腹感因子的信號

(Cone, 2005)。在小鼠中,ARC 中大約有 3000 個 POMC 神經元,而在 NTS 中大約有

300 個 POMC 神經元(Cowley et al., 2001)。 

ARC 中的 POMC 神經元接收來自 50 多個腦核的輸入,這些輸入分佈在皮質、中

隔、紋狀體、杏仁核、蒼白球、下視丘、海馬、中腦、腦橋和髓質,其中下視丘核區

和其他幾個前腦核為 ARC 中 POMC 神經元的主要輸入來源(Wang et al., 2015),且能

夠整合來自周圍迷走神經傳入和中樞神經輸入的信號(van der Kooy et al., 1984; 

Schwartz, 2000),整合完訊息的 ARC POMC 神經元會向下視丘前部、視前內側區域、

下丘腦外側、背體下丘腦、腹側丘腦、丘腦旁丘腦下核和後部投射,而 NTS 中 POMC

神經元的輸入和輸出都與 ARC POMC 神經元不太相同,NTS POMC 神經元主要從腦

橋和延髓接收輸入,前腦區域僅發現少數的輸入(Wang et al., 2015),而主要投射區則是

腦幹,NTS POMC 神經元會大量投射到腦幹區域,包括小細胞網狀核、髓質網狀核的背

側和腹側部分、室旁核、橋腦網狀核的口腔、中間網狀核、三叉神經上核和臂外側

旁核。儘管 ARC 和 NTS 中 POMC 神經的輸入模式不太一樣,但是仍有一些相同輸入

到兩組 POMC 神經元的區域,這表示它們的活動可能受相同一上游調節劑的控制,而

兩者神經元投射到不同腦區,可能在運作上負責執行的功能不同,例如瘦素不會在 NTS 

的 POMC 神經元中誘導 c-Fos 表達(Huo et al., 2006)。 
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1.7  POMC 神經元之功能與粒線體之關聯 

1.7.1 粒線體 

線粒體利用跨電子傳遞鏈(electron transport chain ,ETC)形成內膜的電子質子梯度

(electron-proton gradient)來產生 ATP 維持細胞的正常生理功能,也是脂肪酸氧化(fatty 

acid oxidation, FAO)的主要部位,當營養物質的過量攝入會引起細胞內代謝底物過多

(例如脂肪酸和葡萄糖),導致乙酰輔酶 A 產量增加,通過 Krebs 循環產生過量的 NADH,

促進電子的增加以及過量的活性氧(Reactive oxygen species,ROS)(Rosin and Okusa)和

氧化壓力(Oxidative stress)(Bournat and Brown, 2010)從而引起細胞損傷、粒線體 DNA

突變和細胞凋亡。活性氧為自由基物質,例如超氧陰離子(O2
−)、過氧化氫(H2O2)、一

氧化氮(NO)等,ROS 會減少了脂肪細胞中的氧氣消耗,並阻止了脂肪酸氧化(FAO)導致

脂質積聚(Wang et al., 2010)。為了保持健康,線粒體會進行多種動態行為,主要的動態

活動為融合(兩個細胞器合為一體)、裂變(單個細胞器分裂為兩個)、轉運(細胞內定向

運動)和粒線體通過自噬途徑的定向破壞。 

1.7.2 粒線體融合 

粒線體融合方式包括:(1)氧化壓力和高濃度的氧化型穀胱甘肽(oxidized glutathione, 

GSSG)促進了絲裂黴素的反式複合物(trans complexes of mitofusins)並通過二硫鍵促進

外膜融合。(2)粒線體養化磷酸化刺激了膜的內部融合,從而增強了 Opa1 蛋白水解過

程以激活內膜融合。(3)ATP 濃度增加也會使 Opa1 進行 GTP 加載和水解使內膜融合

(4)膜電位損失會使膜內的代謝應激激活了內膜蛋白酶 Oma1,並導致 Opa1 的蛋白水

解。然而粒線體融合是由三個動態家族糖蛋白介導,分別為線粒體蛋白 1(Mitofusin1, 

Mfn1)、線粒體蛋白 2 (Mitofusin2, Mfn2) 和視神經萎縮 1(Optic Atrophy1, Opa1) 

(Eisner et al., 2014; Song et al., 2007) ,在小鼠中,線粒體外膜融合蛋白 Mfn1/2 的 SM 特

異性(SM-specific depletion)消耗會損害 mtDNA 完整性和代謝能力(Chen et al., 2010) ,

而 OPA1 通過調節內膜動力學來保護細胞免於凋亡(Olichon et al., 2007)。在 POMC

神經元中,MFN1 會影響線粒體動力學,通過調節胰島素的釋放來調節全身性葡萄糖穩

態的機制,若將 POMC 神經元中 MFN1 去除則會阻止與進食相關的線粒體融合,並影

響葡萄糖感測(Ramirez et al., 2017),而在 POMC 神經元中將 MFN2 刪除,則會使細胞呼

吸率下降、粒線體體積變大、也會影響解偶聯 UCP1 下降,減少 POMC 表達,產生瘦
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素抵抗(Leptin resistance),也使身體產生高血糖(hyperglycemia)、高胰島素

(hyperinsulinemia)以及肥胖。 

1.7.3 粒線體裂變 

粒線體的裂變對於細胞生理同樣重要,除了影響線粒體形態外,裂變還涉及多種功能,

包括促進線粒體運輸,線粒體吞噬和凋亡。粒線體裂變的調節方式:(1)運動和氮飢餓

(nitrogen starvation)導致 PKA 激活,使 Drp1 的 Ser637 磷酸化抑制了細胞裂變(2)鈣調

神經磷酸酶會將 Drp1 的 S637 去磷酸化,使細胞器的代謝解偶聯(metabolic uncoupling)

激活,導致 Drp1 的募集和裂變。(Pfluger et al., 2015)(3)寒冷(Cold exposure )和致癌性

RasG12V(oncogenic Ras)分別通過 PKA 或 MAPK 使 Ser616 磷酸化激活裂變。(4)嚴重

的能量消耗可能會通過增加 ADP 和 AMP 濃度來激活裂變。線粒體的分裂主要由動

力相關蛋白 1(Dynamin-1, Drp1)介導,Drp1 是一種 GTP 酶,會通過一系列受體蛋白聚集

到線粒體外膜上,Drp1 會在小管周圍聚集並以 GTP 依賴性方式收縮使粒線體分裂。

Drp1 激活和線粒體裂變已被證明也與生熱作用有關,在受凍的情況下導致解偶聯線

粒體(uncoupled mitochondria)中的脂肪酸氧化並引發去甲腎上腺素(norepinephrine)的

信號傳導,導致 PKA 激活和 Drp1 S616 處磷酸化從而激活線粒體裂變,通過不清楚的

機制,裂變增強了脂肪酸敏感性與解偶聯使身體有助於產生熱量,因此,增強裂變的機制

可能會降低養化磷酸化(OXPHOS)效率,並在營養過量時發揮作用(Wikstrom et al., 

2014)。有文獻指出 POMC 神經元中的動力相關蛋白 DRP1,在餵養情況下 pDRP1 的

表達降低,與禁食動物的 POMC 神經元相比,在餵養情況下的 POMC 神經元線粒體大

小增加,若 DRP1 缺失則會增強神經元中的 glucoprivic 激素刺激,使抑制作用增強以及

增加對 PPAR 依賴性低血糖(hypoglycemia)的負調節反應(Santoro et al., 2017)。 

 

1.7.4 粒線體解偶聯 

粒線體解偶聯是一個生理調節的過程,通過該過程可以建立跨內膜的質子洩漏,使呼

吸鏈的活性與 ATP 合成分離,並以熱量的形式釋放能量,像是哺乳動物包含人類都使

用棕色(BAT)和白色脂肪組織中的解偶聯蛋白來產生熱量,以維持並維持核心體溫

(Whittle et al., 2011; Lidell et al., 2013)。由於 POMC 及 AgRP 神經元都有表達解偶聯

蛋白,解偶聯蛋白 UCP2 可通過破壞線粒體內膜質子梯度和氧化磷酸化來抑制 ATP 的

產生,並介導 ROS 使 POMC 神經元的功能進行負調節作用(Parton et al., 2007),而另一

篇文獻發現線粒體解偶聯蛋白也會調節 POMC 和 NPY 使神經元產生興奮性並驅動

全身能量穩態的變化,從而增加能量消耗和減輕體重(Michael et al., 2017)。 
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1.7.5 線粒體運輸的代謝控制 

線粒體是軸突內負責運輸的重要成員,不僅被遞送到軸突,而且還可以在軸突中被回

收,平均移動速度介於快速移動的小囊泡和緩慢移動的細胞骨架蛋白之間(Vallee and 

Bloom, 1991)。大部分時間粒線體是呈現靜止狀態,可以通過生理局部能量需求和細

胞內信號來調節粒線體的靜態與動態,例如在神經元的活躍突觸或生長的軸突中,線粒

體會向 ATP 消耗量高的生長錐處移動並積累,然後在生長錐活性停止時分散(Morris 

and Hollenbeck, 1993),而細胞內信號像驅動蛋白(Kinesin motor proteins),特別是

kinesin-1 家族,會介導正向(或順行)方向的運輸,而動力蛋白介導向負(或逆行)方向的

運輸(Pilling et al., 2006)。 

1.7.6 粒線體自噬途徑 

線粒體運輸與能量狀態也與自噬(Autophagy)調節相關,自噬是一種自我降解的過程,

主要通過溶酶體(Lysosomal)途徑,將貨物隔離、密封和降解的過程,對於平衡發育中能

量來源和對營養脅迫的響應至關重要(Glick et al., 2010)。調節自噬的主要過程為通過

Beclin-1 / VPS34 在 ER 和其他膜上控制吞噬細胞的形成,再與 Atg5-Atg12 的結合後與

Atg16L 相互作用於吞噬體處聚集,之後 LC3 加工並插入吞噬體中選澤降解目標使自

噬體與溶酶體融合,最後被溶酶體蛋白酶蛋白水解降解。在細胞和生物體內,自噬是由

飢餓所引起的,TOR 激酶主要在營養感測、調節細胞生長和自噬作用參與,當缺氧、

ATP 濃度下降時,TOR 激酶被感知營養缺乏的信號所抑制,降低 TOR 活性會誘導自噬

來適應變化的環境(Shaw, 2009)。缺氧時還會誘導因子(Hypoxia-inducible factor, HIF)

誘導產生作用,這種作用與 AMPK 抑制 TOR 介導的和 TSC1 / TSC2 有關,也會通過未

折疊的蛋白質反應誘導內質網應激使氧化磷酸化降低,因此誘導自噬可以使細胞消除

部分內質網並在沒有氧氣的情況下減少線粒體質量、防止在 ER 浪費 ATP,增加的自

噬作用還會使細胞從分解代謝中產生 ATP。除了缺氧狀態,當粒線體損傷時會導致膜

電位的損失引起 Pink1 積聚,隨後帕金蛋白(Parkin)募集和多種外膜蛋白的泛素化

(ubiquitination),使激活外膜以通過蛋白酶體系統(UPS)走向自噬,若嚴重的能量消耗(能

量壓力)則會導致 AMPK 激活,AMPK 磷酸化後並激活自噬調節,而使粒線體在無葡萄

糖(氧化)條件下上調 OXPHOS 走向自噬調節。 

1.7.7 粒線體調節 POMC 之輸出 

由於線粒體是牽涉細胞營養和能量管理的主要細胞器,線粒體的呼吸狀態發生變化

時,導致能量和氧化還原改變並整合了感知和信號傳導的過程,使細胞能適應不同的代
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謝情況,而下視丘弓狀核(ARC)中的 POMC 神經元是食物攝入、能量消耗和葡萄糖代

謝的關鍵調節劑(Schneeberger et al., 2014),POMC 神經元也能感知信號,告知生物體的

能量狀態,然而在 POMC 神經元中進行營養感測的分子基礎仍然不完全清楚。目前有

些文顯指出線粒體的信號對於 POMC 神經元功能影響重要,像是 POMC 神經元中凋

亡誘導因子(apoptosis-inducing factor, AIF)缺失後,線粒體養化磷酸化(OXPHOS)的輕

度損傷會增加脂肪酸利用率和 ROS 形成,可以預防肥胖引起 POMC 神經元沉默,並改

善肥胖中全身葡萄糖代謝和瘦素敏感性,而 POMC 神經元中缺乏 MPC1 也可改善肥胖

患者的葡萄糖代謝(Timper et al., 2018)。粒線體中氧化磷酸化的產物 ROS 會激活

POMC 神經元並減少進食,若抑制 ROS 會減少 POMC 神經元的活化並促進

NPY/AgRP 神經元和增加攝食行為(Diano et al., 2011),文獻也發現在高脂肪飲食導致

肥胖的老鼠上發現下視丘的過氧化物酶體(peroxisomes)增加和 PPARγ mRNA 濃度上

升,但 ROS 濃度下降使 POMC 神經元活性減少(Diano et al., 2011)。高脂飲食已被證

明可顯著降低 POMC 神經中線粒體 ER 的型態,也會使 POMC 神經元釋放 α-MSH 的

能力受損(Schneeberger et al., 2013),除了氧化磷酸化與 ROS 之外,線粒體分裂也可調節

POMC 神經元對葡萄糖和瘦素的反應能力(Santoro et al., 2017)。總而言之,線粒體是

傳達細胞能量狀態的代謝產物的主要來源,生物體內的能量與代謝會引起的線粒體型

態、活性變化並產生信號,使調節食物攝入、能量消耗和葡萄糖代謝的 POMC 神經元

活性與功能改變。 
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第二節 論文目的及研究策略 

2.1 研究目的及動機 

先前的文獻發現急性發炎所造成的食慾下降及代謝改變是因細胞素作用在下

視丘所造成,而近年來臨床證據與動物模式中都顯現出肥胖或代謝疾病與慢性下

視丘發炎有密切關係,在動物中有長期下視丘發炎、代謝調控異常的現象。但其

神經機制及其對代謝疾病產生的重要性仍未完全清楚。本研究有兩個重點,第一

是發炎環境對神經細胞產生什麼樣的影響,我們以 POMC 神經元細胞株進行研

究,第二是這些細胞層次的變化在肥胖及代謝疾病的動物是否也會看到,我們以高

脂食物飼養小鼠做為肥胖及代謝疾病的模式,比較在組織上看到的變化。希望進

一步找到由解決 POMC 神經元功能障礙恢復代謝生理平衡,治療下視丘發炎與

肥胖產生的代謝疾病的方法。 

本研究主要是分為四個部分,第一部分為探討 POMC 神經元中瘦素和胰島素信

號傳導途徑,第二部分為探討 POMC 神經元在發炎的環境下是否會影響上述代謝

信號對神經元的調控代謝機制,第三部分則探討 POMC 神經元在發炎因子的環境

下如何破壞粒線體的調控,最後一部分實驗探討在飲食引起肥胖老鼠是否有發炎

傾向,以及探討下視丘中的神經元調控與粒線體變化,綜合上述,我們認為飲食引起

的肥胖會使下視丘長期處於發炎的情況,在低度發炎的環境下會干擾 POMC 的代

謝調控,也會影響粒線體改變。 

2.2 實驗設計 

本研究旨在探討發炎環境下免疫細胞所分泌的細胞素等促發炎物質對神經細

胞會刺激產生何種細胞或分子層次的改變。我們選擇下視丘弓狀核中的 POMC

神經細胞作為研究目標。下視丘因屬於環腦室組織(Circumventricular organ),周

邊血液中的蛋白在此腦區可不受血腦屏障的限制直接影響腦區中的神經生理

(Buller, 2001)。當周邊發生發炎導致系統促發炎物質上升,也可直接影響神經功

能,例如急性感染或發炎時促發炎細胞素作用在弓狀核中的 POMC 神經細胞造成

食慾下降;近年發現慢性下視丘發炎可影響此細胞,與肥胖與代謝失衡有關。本實

驗選用由 8 周大,可在 POMC 神經細胞表現 GFP 的雄性 POMC-GFP 轉基因小鼠

下視丘分離出來的原代培養細胞,經不朽化(immortalization)後產生的 mHypoA-

POMC/GFP-1 細胞株。經神經肽、酶標記和生物活性受體表現測試,及細胞對胰
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島素刺激的反應測試表明,此細胞株保留了下視丘中 POMC 神經元的特性,應是

進行本研究合適的細胞模式(Nazarians-Armavil et al., 2014)。 

實驗首先要探討 POMC 神經元中瘦素和胰島素信號傳導途徑,我們將體外培養

mHypoA-POMC/GFP-1 細胞,並加入瘦素和胰島素誘導後收集細胞蛋白及 RNA,

實驗以西方墨點法跟即時定量聚合酶連鎖反應來探討參與信號傳導途徑的分

子。 

第二部分為了要模擬下視丘發炎狀態來探討在有發炎因子的環境下是否會影

響 POMC 神經元調控代謝的機制,實驗將取出老鼠骨髓細胞分化誘導成巨噬細胞

並收集培養液,再利用 ELISA 檢測免疫分析發炎因子濃度以及利用 Cytokine 

array 來了解條件培養液中的細胞因子成分。實驗將收取的培養液加入 mHypoA-

POMC/GFP-1 細胞來模擬環境中含有低度細胞因子與趨化因子的狀態,並加入瘦

素與胰島素收取不同時間點的蛋白與 RNA,再利用西方墨點法跟即時定量聚合酶

連鎖反應來探討參與信號傳導途徑是否有改變。 

第三部分探討在發炎的情況下是否會干擾細胞內粒腺體作用,實驗將收取的培

養液加入 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞來模擬環境中低度發炎的狀態,利用即時定

量聚合酶連鎖反應來測量與粒線體相關的引子,探討粒線體動態狀態,再來利用粒

線體壓力測試來完整檢測粒線體功能。 

最後一部分確認因飲食引起的肥胖老鼠的下視丘中是否有發炎傾向與下視丘

中粒線體改變,我們將餵食兩個月大的公鼠含有 60%高脂肪飲食持續一個月,在一

個月期間測量公鼠體重與食物攝取量,實驗使用眼窩採血進行 ELISA 檢測血清發

炎因子濃度與利用生化分析儀器檢測血清三酸甘油脂濃度,最後將公鼠犧牲取出

下視丘核區做 RT-PCR 檢測下視丘發炎因子表達與粒線體動態功能的因子表

達。 
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第二章 材料方法 

2.1 細胞培養 

2.1.1 mHypoA-POMC/GFP-1 

mHypoA-POMC/GFP-1 為八週大的雄性 POMC-GFP 小鼠下視丘,該細胞株購買於

CELLuions Biosystems Inc,生長特性為貼附型,並具有神經肽(Neuropeptides)、酶標記

(Enzymatic markers)、生物活性受體(Biologically active receptor)等特性(Anaies 

Nazarians-Armavil1 et al.,2014)。mHypoA-POMC/GFP-1 細胞使用含有 10%胎牛血清

(Fetal bovine serum, FBS , gibicol )的 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium ,Sigma D5796)培養液,培養於 37°C、5% CO2 的培養箱中,每兩天更換一次培

養液,培養期間使用倒立是顯微鏡觀察並記錄細胞生長。 

2.1.2 L929 

L929 為老鼠的纖維母細胞 (Fibroblast),該細胞株生長特性為貼附型,由文獻顯示在培

養 L929 cells 的培養液中發現含有 M-CSF(Macrophage Colony-stimulating factors)及

GM-CSF(Granulocyte/Macrophage- Colony-stimulating factors),M-CSF 及 GM-CSF 均可

誘導骨髓細胞變成巨噬細胞。本實驗將 L929 細胞使用含有 10%胎牛血清的 DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium , gibicol)培養液,培養於 37°C、5% CO2 的培養箱

中,每兩天更換一次培養液,培養期間使用倒立是顯微鏡觀察並記錄細胞生長。 

2.1.3 細胞繼代培養 

當細胞密度達八分滿時,則進行分盤與細胞繼代 ,細胞分盤前先用 1X PBS 

(Phosphate-Buffered Saline) 清洗三次,加入 1ml 0.05%Trypsin/EDTA (用 1X PBS 稀釋 )

覆蓋細胞放置室溫一分鐘,使細胞自壁上脫落,再加入同等積 1ml 培養液停止

Trypsin/EDTA 作用,並細胞計數後進行繼代培養。  

2.1.4 細胞計數 

取 20μl Trypsin/EDTA 打下來的細胞液,與同等積的 Trypan-Blue (Sigma,T8154)均勻

混合後,將 10μl 混合液滴入細胞計數盤中,並將細胞計數盤放置於顯微鏡下觀察並計數

四個大方格之細胞總數,將總數除 4,乘以稀釋倍數,最後乘以 104,即為每 ml 中細胞懸浮
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液之細胞數。 

細胞數計算公式: 4 大格細胞總數 x 2(稀釋倍數) x 104 / 4 = 細胞數/ml 

2.2 實驗動物 

本實驗所採用的動物為 C57BL/6 兩個月大的小鼠,並依照國立政治大學動物實驗動

物照護及使用委員會規定之飼養,飼養於國立政治大學小鼠動物房,飼養動物房溫度控

制在 22-25°C、濕度為 50-70%和日夜 12 小時的光照週期,飼養期間給予充足的飼料與

水。 

2.2.1 骨髓細胞誘導成巨噬細胞(Bone marrow-derived macrophages, BMDM) 

本實驗所採用 C57BL/6 約 8 個月大的小鼠,使用愛寧麻醉劑 Attane (Isoflurance) 將

老鼠昏迷後犧牲取出大腿骨及小腿骨,並在無菌操作台上將骨頭兩端的軟骨撬開,使用

24G 針筒以 1X PBS 將骨腔中的骨髓細胞沖出並均勻打散,以 500 xg 離心五分鐘後去

除上清液加入 2ml 紅血球裂解液(Ammonium-Chloride-Potassium lysis buffer, ACK lysis 

buffer)靜置兩分鐘後加入同體積 PBS 已終止作用,經由細胞過濾器(cell strainer 70μm)將

細胞過濾後細胞計數,並以 500xg 離心五分鐘去除上清液,最後用培養液回溶,將細胞以

5x106 個種入 10 公分的培養盤中進行培養。骨髓細胞培養在 DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium, gibicol)且含有 10%胎牛血清 FBS(Fetal bovine serum, 

gibicol)、100U/ml 抗生素(penicillin/streptomycin),以及加入 20% L-929 conductional 

medium, 培養於 37°C、5% CO2 的培養箱中,每兩天更換一次培養液,共培養五天,細

胞培養期間使用倒立是顯微鏡觀察並記錄細胞生長。 

2.3 條件培養液(Conductional medium): 

2.3.1 L929 條件培養液: 

將 1x106 顆 L929 細胞種入 10 公分培養皿中,並且加入 15ml 含有 10%胎牛血清的

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, gibicol)培養液,培養於 37°C、5% CO2 的

培養箱中五天,五天後收取培養基保存至-20 度冰箱。 

2.3.2 LPS 誘導巨噬細胞條件培養液: 
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將實驗沖下來的骨髓細胞培養在 10 公分培養皿中,使用 DMEM (gibicol)且含有 10%

胎牛血清(gibicol)、100U/ml 抗生素(penicillin/streptomycin)再加入含 20% L-929 條件

培養液使骨髓細胞分化五天為巨噬細胞後(每兩日更換一次培養基),將培養基更換為含

有 10%胎牛血清的 DMEM 並加入最終濃度為的 1μg/ml 脂多糖(Lipopolysaccharides, 

LPS) ,經 24 小時刺激後收取培養基作為 LPS 誘導巨噬細胞的條件培養液。 

2.4 西方墨點法(Western Blot) 

2.4.1 蛋白質萃取與濃度測定(Protein extraction and concentration determination) 

將 6well 細胞用 PBS 沖洗三次後,加入含蛋白脢抑制劑(protease inhibitior, 

Calbiochem)以及磷酸酶抑制劑(phosphatase inhibitor, Calbiochem)的裂解緩衝液(Lysis 

Buffer)100μl/well (詳細配方請參照附錄一) ,並於冰上操作,利用細胞刮勺(cell scraper)將

細胞刮下後,以保持在 4 度 14,000xg 離心 10 分鐘,收集上清液。利用 Bradford 測定法

檢測蛋白質濃度,考馬斯亮藍 G-250 (Coomassie Brilliant Blue)是利用蛋白質與染劑結

合,主要是與蛋白質中的鹼性胺基酸 (特別是精氨酸) 和芳香族胺基酸殘基相結合,使染

劑溶液的顏色也由棕黑色變為藍色。樣品用滅菌二次水稀釋五倍後,將每個稀釋樣品抽

取 10μl 並與 200μl 1X Bio-Red Protein Assay dye 混合後植入 96 孔盤,使用牛血清蛋白

(Bovine serum albumin, BSA)做出標準曲線抽,抽取 10μl 並與 200μl 1X Bio-Red Protein 

Assay dye 混合後植入 96 孔盤,並透過分光光度計檢測樣品的 595 nm 吸光值,並依據曲

線計算出蛋白實際濃度。 

2.4.2 樣品配置(Prepare Sample ) 

將每個樣品中濃度含有 20μg 蛋白與 1X loading dye (詳細配方請參照附錄二)混合成

電泳樣品,並放置在 95°C 加熱 10 分鐘,使蛋白質三級結構中的雙硫鍵打斷變成線性結

構,樣品保存在-20 度。 

2.4.3 十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳(Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE) 

實驗使用 Hoefer 設備,配置 10% Running Gel (詳細配方請參照附錄三)與 4% Stacking 

Gel (詳細配方請參照附錄四)的十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠。將 SDS-PAGE 架置

在電泳槽(Amersham Biosciences),加入 1x Tank buffer(25nM Tris-HCL、192mM 

Glycine、0.1%SDS) (詳細配方請參照附錄五),並將蛋白樣品及蛋白質分子標記
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(EZColor IITM Prestained Protein Marker)注入在樣品槽中,設定每片膠電流為 30mA,電壓

為 400V,時間為兩小時。 

 

2.4.4 蛋白質轉漬(Transfer) 

將 PVDF 膜(polyvinylidene fluoride)浸泡於 100%甲醇(Methanol)一分鐘使膜活化;取

出膠片,並用 1X Transfer buffer (詳細配方請參照附錄六)清洗五分鐘後,將膠片、PVDF

膜與濾紙組裝後放入轉漬槽中,電壓為 100V,電流為 700mA,轉漬一小時。 

2.4.5 抗原檢測(Antigen detection ) 

將轉漬完成的 PVDF 膜(polyvinylidene fluoride)剪切成適當大小,並放入 Blocking 

buffer (配置 2%BSA 於 0.05%TBST 緩衝液),在室溫中以 40rpm 轉速搖一小時來降低

非專一性蛋白與抗體的結合,再加入一抗的抗體做蛋白的標定。利用 0.05%TBST 緩衝

液稀釋抗體後在四度下過夜約搖 16-18 小時。本實驗所是用一級抗體為: 

(1) Mouse anti-actin antibody (1:100000,Chemicon) 

(2) Rabbit anti-phospho-Stat3(Tyr705) antibody (1:2000 Cell Signaling) 

(3) Rabbit anti-phospho-Akt(Ser473) antibody (1:2000,Cell Signaling) 

(4) Rabbit Akt(pan) antibody (1:1000,Cell Signaling)  

(5) Rabbit anti-phospho-mtor(Ser2448) antibody (1:1000,Cell Signaling)  

(6) Rabbit anti-phospho-AMPK𝒶(Thr172) antibody (1:1000,Cell Signaling)  

(7) Rabbit anti-AMPK𝒶(Thr172) antibody (1:1000,Cell Signaling)  

待一級抗體反應完後,用 0.1%TBST 緩衝液放置室溫並用搖盪器以 70rpm 搖晃,共清

洗三次,每次十分鐘,加入以 0.05%TBST 緩衝液稀釋的二級抗體,放置室溫搖盪器以

40rpm 搖晃,約一小時,最後用 0.1%TBST 緩衝液放置室溫搖盪器以 70rpm 搖晃,清洗三

次,每次十分鐘。本實驗所使用的二級抗體為: 

(1) Goat Anti-Mouse IgG Antibody,horseradish peroxidase conjugate antibody 

(1:5000,Millipore) 

(2) Goat Anti-Rabbit IgG Antibody,horseradish peroxidase conjugate antibody 

(1:5000,Millipore) 

2.4.6 顯像分析: 
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因二級抗體上接有 HRP(horseradish peroxidase),與 ECL(Enhanced chemiluminescent)

反應後即產生冷光,故將 PVDF 膜浸泡在 Immobilon Western chemiluminescent HRP 

substrate(Millipore)中,再用 Kimtech 擦乾多餘的液體後放入電泳膠影像系統

(AVEGENE)進行訊號影像擷取,使用 NHI Image J 軟件分析圖像的譜帶強度,影像分析

利用 Actin 為 semi-quantification。 

 

2.5 即時定量聚合酶連鎖反應(Real-Time polymerase chain reaction, RT-

qPCR) 

2.5.1 RNA 萃取與濃度測定(RNA extraction and concentration determination) 

使用 Molecular Research Center, Inc.的 RNAzol @RT(RN190)來萃取 RNA,每個加入

500ul RNAzol 後再加入 200μl nuclease-free water ,靜等十五分鐘後 12000xg 離心十五分

鐘,吸取上清夜加入同體積異丙醇(isopropanol) ,靜等十五分鐘後 12000xg 離心十五分

鐘,去除上清夜後,加入 400μl 75%酒精,離心 4000xg 每次三分鐘,總共兩次,最後烘乾後

加入 nuclease-free water 使 RNA 回溶。利用 Nanodrop 檢測 RNA 濃度。 

2.5.2 逆轉錄聚合酵素連鎖反應(Reverse transcription-PCR, RT-PCR) 

將抽取出的 RNA 濃度換算成 1μg,並加入 1ug 的 100μM oligo-dT primers,其餘補

RNase-free Water 使樣品體積為 10μl,並在 65°C 反應兩分鐘,破壞 RNA 二級結構,再放

置冰上一分鐘終止作用。其後加入 10X RT-script buffer、RNase inhibitor (40U/ul)、

dNTP solution MMLV(10mM)、RT-script enzyme、Nuclease-free water 均勻混合後放入

聚合酶連鎖反應儀(詳細配方請參照附錄七),設置 37°C 反應一小時三十分鐘,85°C 反應

五分鐘,即合成 cDNA,將 cDNA 樣品保存在-20 度。 

 

2.5.3 即時定量聚合酶連鎖反應 

以 SYBR Green 半定量方法 (semi-quantification) 進行分析,將 Primer、SYBR Green 

Master Mix 與 cDNA 加入反應管中(詳細配方請參照附錄八及附錄九),使得樣品體積為

20 μl,均勻混和後放入即時定量聚合酶連鎖反應儀器(Applied Biosystem 7300 Real-Time 

PCR System),設定條件為:50°C 反應 2 分鐘,95°C 反應 2 分鐘:95°C 20 秒、60°C 20 秒

(因引子序列而定)、72°C 30 秒,進行四十個循環。結果分析以 HPRT 為參考基因,以

Delta-delta CT 方法進行分析。 
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2.6 老鼠細胞激素分析(Mouse Cytokine Array) 

本實驗所使用為 Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Kit (R&D systems),將 Array 

Buffer 6 加到 4 well multi-dish (2ml/well),用鑷子將膜放入 4 well 中並放入振盪器搖一

小時,之後準備樣品配置,將 1ml 的培養液樣品加入 0.5 ml 的 Array Buffer 4,再加入 15 

μl Mouse Cytokine Array Panel A Deletion Antibody Cocktail,均勻混合後的樣品放入振

盪器培養一小時,再將 4 well 中的 Array Buffer 6 吸除,加入培養一小時的混合後樣品並

放置 4OC 冰箱內的振盪器,培養 16-18 小時。用鑷子將膜取出,並放入含有 20 ml 1X 

Wash Buffer (0.05% Tween20)放置振盪器搖十分鐘後移除液體,共清洗三次,將膜放入含

有 Array Buffer 6 稀釋的 Streptarvidin-HRP 2000X (2ml/well),並放入振盪器是溫下搖半

小時後,按照上步驟利用 1X Wash Buffer (0.05% Tween20)清洗膜三次,每次十分鐘。最

後將膜上的液體輕微壓除,在膜上淋上 1ml Chemi reagent mix 並放入顯影器曝光拍取影

像,使用 NHI Image J 軟件分析圖像的強度。 

2.7 線粒體選擇性探針(MitoTracker-Mitochondrion-Selective Probes) 

事先須將鑷子滅菌以夾取 Coverslip 進六孔盤中並於無菌操作台照 UV 一小時。將

六孔盤每孔加入 1ml 0.1% Gelatin 並放置 37 度培養箱 20 分鐘,再吸除液體並烘乾後種

入細胞。使用染劑前將細胞內培養基液體吸除並用 1X PBS 清洗細胞,本實驗使用試劑

MitoTracker®  Green FM (採購於 Invitrogen),將 MitoTracker® 產品溶於 74 μl 的無水二

甲基亞砜(dimethylsulfoxide,DMSO)中,使其染劑濃度為 1 mM,並抽取 1ul 加入 10ml 無

血清培養液中使其染劑混合培養基最終濃度為 100 μM,再將 100 μM 的 MitoTracker®  

Green FM 染劑混合培養基加入六孔盤中,每格 2ml 並培養細胞在 37 度培養箱 35 分鐘,

之後吸除培養液並用 1X PBS 清洗吸除再加入每格 1ml PBS 並用 DeltaVision Personal 

DV microscope system 觀察細胞。計算方式:CTCF =集成密度–(所選單元格的面積 X 背

景讀數的平均瑩光強度) 

2.8 粒線體壓力測試(Seahorse XF Cell Mito Stress Test) 

將細胞種入細胞培養盤中 (事先先以 96 well plate 進行測試,偵測時的細胞數建議為

單層接近全滿約 95%為最佳) ,將 Blank Well (A1,B4,C3,D6 )空下來,不種細胞的 Well 只

補培養基作為上機溫度背景校正,為了讓細胞分佈均勻,先將細胞含培養液約在 100 μl

內種入孔盤,待細胞貼妥後再加入 150 μl 培養基使細胞有足夠養份生長。準備上機用
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的培養基,上機用培養基不可加入碳酸氫鈉(Sodium bicarbonate)及血清,並將上機用培養

基 pH 調整至 7.4。上機前一晚將螢光探針浸泡在校正液內,置於 37°C 無 CO2 的環境

內過夜活化(16 小時), 避光並封上 parafilm 以免風乾。將 Utility plate 24 孔皆加入

1mL 校正液,中間放置粉紅色的 Hydro Booster 後再放上螢光探針。 

待上機前一小時更換上機用培養基(事先將培養基回溫到 37°C),用每格 200 μl 上機

用培養基清洗一次後吸除,再加入 675 μl/well 上機用培養基 ,將更換完上機用培養液的

細胞放置於 37°C 無 CO2 的環境等待上機。配置上機用的藥物,使用上機培養基回溶,

依據建議濃度所配置藥物,試劑盒中藥物 Oligomycin 建議最終濃度為 1 μM, 藥物

FCCP 建議非癌症細胞最終濃度為 4, 2, 1, 0.5 & 0.25 μM ,而藥物 Rotenone/Antimycin A 

建議最終濃度為 0.5 μM。將藥物濃度計算後即可開始上機測試,並依據儀器操作方式

設定加藥及分析。 

 

2.9 體外 ROS/RNS 分析(In vitro ROS/RNS assay kit) 

將細胞用 PBS 稀釋成 1x107/ml 濃度,並使用超音波震盪器將細胞震碎,使用 10000g

離心五分鐘後收取細胞上清。將 96 孔盤每隔加入 50 μl 的序列稀釋樣品及待測細胞

上清液,再加入 50 μl 1X Catalyst 並放室溫五分鐘,再加入 100 μl DCFH (利用 1:5 的

DCF-DiOxyQ 與 Priming Reagent 混合,再將混合液加入 1:40 的 Sabilization soluction)避

光放置室溫三十分鐘後,利用螢光檢測器讀取 485/535 nm 值統計分析。 

 

2.10 酵素結合免疫吸附分析法(ELISA) 

  將 1X Coating Buffer 與 1X Capture Antibody 混合後加入 96 孔盤中,每孔加入 100 

μl 並保存在四度冰箱 16 小時,利用 300 μl/well wash buffer (PBS + 0.05%Tween 20)清洗

三次後,加入每格 200 μl 1X Assay diluent A 放置室溫用轉速 500 rpm 搖一小時,再利用

300μl/well wash buffer(PBS+0.05%Tween 20)清洗四次後,每格加入 100 μl Diluted 

standard 與樣品放置室溫用轉速 500 rpm 搖 2 小時,再利用 300μl/well wash 

buffer(PBS+0.05%Tween 20)清洗四次後,每格加入 100 μl 1X Diluted detection antibody 

solution,用轉速 500 rpm 放置室溫搖 1 小時,用 300 μl/well wash buffer (PBS + 0.05% 

Tween 20)清洗四次後,每格加入 100 μl Avidin-HRP solution 放置室溫用用轉速 500 rpm

搖 0.5 小時, 再用 300ul/well wash buffer(PBS+0.05%Tween 20)清洗五次後,加入每格

100 μl Substrate solution D 避光放置室溫十五分鐘,最後加入每格 100 μl 的 Stop 
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solution(2N HCL),在十五分鐘內使用分光光度計檢測波長 450nm、570nm 讀值並統計

分析數據。 

 

2.11 統計分析 

實驗結果數據以 GraphPad Prism 軟體進行分析,結果表示為平均值±SEM,當僅有實驗

組及對照組時,使用 Student’s Test 統計分析,若實驗設計為三組或三組以上時,則使用

Ordinary one way ANOVA 統計分析,並使用 post hoc Tukey’s multiple comparisons tset 

事後比較。統計分析結果表示為:*表示 P<0.05,**表示 P<0.01,***表示 P<0.001,****表

示 P<0.0001。 
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第三章 實驗結果 

3.1 瘦素與胰島素對 mHypoA-POMC/GFP-1 神經元的反應路徑 

在 ARC 及 NTS 兩腦區中均有 POMC 神經元分佈,這兩群神經細胞均與食慾及代謝調

控有關。NTS 中的 POMC 神經元作用是急性的抑制進食,作用並不持續,所以不會影響

體重、身體組成、脂質和葡萄糖代謝;而 ARC 中的 POMC 神經元則是調控長期食物攝

入、維持代謝平衡及調控。瘦素和胰島素是代謝調節及維持醣類代謝恆定重要的激素,

弓狀核中的 POMC 神經元也是這些代謝調控分子主要的作用目標(Varela and Horvath, 

2012),CNS 中瘦素和胰島素受體在弓狀核中的 POMC 神經元及 AgRP 神經元內高表達

(Cowley et al., 2001; Lin et al., 2010)。本研究採用 mHypoA-POMC / GFP-1 細胞株來探

討 ARC 中的 POMC 神經元的反應(Zhan et al., 2013),第一個部分的研究是瘦素或胰島素

的環境下,探討 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞短期與長期調控代謝訊號的改變。  

實驗將培養 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞株,並參考文獻後給予 mHypoA-POMC/GFP-1

細胞 200nM 瘦素(Zheng et al., 2018),經由刺激 0.5 小時、1 小時、2 小時、4 小時及 24

小時後收取蛋白進行西方墨點法分析,並將蛋白質電泳圖譜定量 ,由於過去文獻發現瘦

素主要活化兩條路徑進行代謝調控,分別為 JAK-STAT 路徑、PI3K-AKT 路徑(Park and 

Ahima, 2014)。除此之外,AMPK 也是一個參與代謝調控且影響 POMC 神經元功能的重

要分子(Claret et al., 2007),也有文獻表明 AMPK 的活性會受到 PI3K-AKT 路徑的調控

(Pereira-Lancha et al., 2010),雖然其上下游作用分子還未被確認,本研究也會分析 AMPK

活性的改變。第一部分的實驗主要會探討這三條路徑下的相關蛋白活性改變。 

實驗數據(圖一)顯示,短期的瘦素刺激後細胞內激活 AKT-mTOR 信號路徑,細胞內的

AKT 信號會被磷酸化,並激活下游 pmTOR,也會使 pSTAT3、AMPK 與 pAMPK 下降,連

續瘦素刺激 2 小時後,pSTAT3 蛋白漸漸恢復原本水平,而連續刺激 4 小時後,AMPK 與

pAMPK 蛋白才回升到原本濃度。由於這些途徑蛋白會進一步影響基因表現,例如 pomc

與 socs3 基因的表現都會被瘦素激活,前人研究顯示這兩個基因的表現可由 STAT3 活化

後刺激升高。我們在兩個不同的時間點觀察這些基因表現的改變,實驗將 mHypoA-

POMC/GFP-1 細胞加入 200nM 瘦素短期刺激 3 小時、長期刺激 24 小時後抽取細胞

RNA,並將 RNA 反轉錄成 cDNA,利用即時定量分子聚合酶連鎖反應實驗(Real-Time 

PCR)來檢測 POMC 細胞中的 RNA 表達量,根據實驗數據(圖一)顯示,在經過瘦素刺激 3

小時後,pomc 基因表達量會顯著上升,24 小時後會回到未刺激時的水平,此結果與瘦素刺

激下 pSTAT3 活性變化並不相符。這可能是因為瘦素另一條激活的 PI3K-AKT 路徑

中,AKT 除了調節 pmTOR 之外,也可阻止 FoxO1 抑制 pomc 的表達(Ma et al., 2015)。因
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此猜測瘦素可能是激活 PI3K-AKT 路徑促進 pomc 基因轉錄,而受 STAT3 路徑影響的

socs3 基因表達量則是在刺激 3 小時後下降,24 小時後則顯現上升趨勢,與西方墨點法的

結果相似。另外我們也檢測受 mTOR 與 AMPK 通過調節自噬作用的 atg7 基因,活化的

mTOR 會抑制 atg7 基因表達(Jung et al., 2010),而活化的 AMPK 則會促進自噬作用,並降

低 POMC 基因表現(Oh et al., 2016),也如同實驗結果所顯示,在瘦素刺激短時間 pmTOR

蛋白上升而 pAMPK 蛋白受抑制,atg7 基因的表達會下降,當長時間刺激 24 小時

後,pmTOR 蛋白與 pAMPK 蛋白則會回到原本濃度,相對應 atg7 基因的表達則顯著上

升。由上面實驗結果我們可以得知, POMC 神經元中瘦素短時間內會激活 AKT-mTOR

路徑並利用 mTOR 來抑制 AMPK 路徑蛋白,也會使 pomc 基因含量提高,導致身體抑制

食慾,長時間刺激後 socs3 與 atg7 RNA 含量上升,使身體產生負調節與自噬作用來維持

身體穩態。 

除了瘦素之外,胰島素也會調控 POMC 神經元,對身體中的葡萄糖和能量代謝相當重

要,許多文獻顯示瘦素和胰島素信號傳導在下視丘神經元中具有相似的細胞內途徑

(Varela and Horvath, 2012),所以實驗探討與瘦素刺激後相關的路徑蛋白。實驗參考文獻

給予 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞 10nM 胰島素(Nazarians-Armavil et al., 2014),經由刺激

0.5 小時、1 小時、2 小時、4 小時及 24 小時後收取蛋白進行西方墨點法並分析,根據實

驗(圖二)結果顯示,在短時間 0.5 小時至 1 小時間的胰島素刺激後,pSTAT3 蛋白顯著下

降,並顯著增加 pAKT 的含量,而 pmTOR 也有上升的趨勢,相對於 AKT、AMPK 與

pAMPK 都有下降趨勢但未達顯著差異,而經由胰島素刺激兩小時後,pSTAT3、AKT、

AMPK 與 pAMPK 蛋白都有漸漸回升的趨勢,實驗結果與加入瘦素的刺激後反應大致相

同。另外,根據實驗數據(圖二)顯示,在經過瘦素刺激 3 小時後,pomc RNA 表達量會顯著

上升,24 小時後則下降,socs3 與 atg7 的 RNA 表達量則明顯差別。因此我們可以得知, 

透過 PI3K/AKT/mTOR 路徑可整合來自瘦素和胰島素訊號,胰島素對 POMC 神經元刺激

短時間內會激活 AKT-mTOR 路徑並利用 mTOR 來抑制 AMPK 路徑蛋白,短期內會使

POMC RNA 含量提高,利用調控 POMC 來維持代謝穩態。 

 

3.2 以 LPS 誘導巨噬細胞條件培養液模擬下視丘慢性發炎的環境 

發炎對神經元造成的影響,可透過免疫細胞(在腦中主要為為膠質細胞和巨噬細胞)和

星狀細胞經由分泌促發炎細胞因子、一氧化氮等作用影響細胞功能。為了研究發炎環

境,而非只是單一或幾種分子對 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞產生的影響,本實驗收集巨

噬細胞受 LPS 刺激後含促發炎因子的條件培養液對神經細胞進行培養,參考文獻與實驗

室之前的實驗結果,本實驗使用從小鼠腿骨取出的骨髓細胞進行體外培養,再利用 L929
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細胞培養液中含有 M-CSF 及 GM-CSF 誘導骨髓細胞分化為巨噬細胞,最後以 LPS 刺激

巨噬細胞,使細胞分泌促發炎因子做為條件培養液。將條件培養液利用老鼠細胞激素分

析 Mouse Cytokine Array(Proteome Profiler)檢測培養液中的細胞因子成分並定量。根據

實驗統計後顯示(圖三),在條件培養液中發現 CXCL10、CXCL1、TNF-α、IL-6、

CCL3、CCL5、IL1β 在條件培養液中都有高表達,而 G-CSF、CCL2/MCP1、slCAM-

1/CD54、MIP-1B/CCL4、MIP-2/CXCL2 也都有較明顯的表達,根據巨噬細胞的激活狀態

和功能,可以將它們分為 M1 型(經典激活的巨噬細胞)和 M2 型(可選激活的巨噬細

胞),M1 巨噬細胞的作用是分泌促發炎性細胞因子和趨化因子,引起發炎並清除病原體,像

IL-6、TNF-α、CXCL10、CCL2、CCL3、CCL5、IL1b 在條件培養液中都有高表達,而

M2 巨噬細胞主要分泌抗發炎細胞因子,具有減輕發炎反應,促進腫瘤生長和免疫抑制,主

要為在傷口癒合和組織修復中起重要作用,像 CXCL1、CXCL2 在條件培養液中也有表

達,我們也將條件培養液利用 ELISA 檢測 TNF-α 及 IL1b 濃度,與乾淨的培養液(無加入

任何細胞培養)相比,條 件培養液中的 TNF-α 濃度比對照組(無加入任何細胞培養的乾淨

培養液)相比高於 67 倍,而條件培養液中的 IL1b 濃度則高於對照組 3 倍,由於要實驗為

模擬低度發炎的環境下,加上先前實驗得知,在細胞培養液中含有 5% conditioned medium

刺激與細胞培養液中含有 20% conditioned medium 刺激下的路徑蛋白變化並無明顯差

異,所以我們將取細胞培養液中含有 20%的條件培養液作為模擬下視丘中發炎的環境。 

 

3.3 發炎物質對 mHypoA-POMC/GFP-1 神經元的訊息路徑的改變 

在發炎的環境下, 促發炎因子與趨化因子會與受體結合後觸發細胞內信號反應,改變

POMC 中的調節作用。因此我們觀察在發炎的環境下對 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞的

訊息路徑產生的影響,主要是前述與代謝調節有關的訊息路徑,以推測前對生理產生的影

響。實驗用 LPS 刺激巨噬細胞的條件培養液來模擬在下視丘中發炎的環境,實驗設計將

mHypoA-POMC/GFP-1 細胞培養液中加入 20%的 conditioned medium,經由刺激 0.5 小

時、1 小時、2 小時、4 小時及 24 小時後收取蛋白進行西方墨點法分析,定量後實驗數

據顯示(圖四)在短時間 0.5 小時至 1 小時內刺激細胞會使 pAKT 表達量上升, 而 0.5 小

時至 4 小時間 pmTOR 的含量也有達到顯著的上升,相對於 AKT、AMPK 與 pAMPK 的

含量則無明顯改變,有趣的是在短時間瘦素或胰島素刺激下會下降的 pSTAT3 表達量在

經由條件培養液刺激後也無明顯變化,有可能是 conditioned medium 內中的細胞因子與

趨化因子對 POMC 神經元產生不同作用。如同前面實驗,利用檢測 RNA 表達量了解

POMC 細胞株短期與長期的代謝調控分子機制過程,將 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞培養

液中加入含 20% conditioned medium 刺激 3 小時、24 小時後收取細胞抽 RNA 檢測表達
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量(圖四),在低濃度細胞因子的環境下對 POMC 神經元刺激 3 小時後,POMC 基因會上

調,細胞內除了利用 AKT-mTOR 路徑來傳遞訊息之外,有些細胞因子也會參與 pomc 基

因轉錄作用,像是 IL-6、TNF-α、IL-1β(Katahira et al., 1998) 、CXCL10 (Rashighi and 

Harris, 2015)等,每種細胞因子對 pomc 基因表達都有不同的影響,而特別的是在低濃度的

細胞因子刺激後,pSTAT3 蛋白並沒有像激素(瘦素與胰島素)一樣被抑制,socs3 基因也有

顯明上調,可能是細胞因子影響傳遞訊號所導致,例如 IL-6 會激活 JAK-STAT 路徑使轉

錄出 socs3 基因進行負回饋調節,TNFα 會通過激活 MAPK 來調節 socs3 表達(Ehlting et 

al., 2007),而 atg7 也在長期刺激下高表達,使細胞進行自噬作用。 

為了探討在下視丘慢性發炎的環境下,瘦素與胰島素傳遞路徑上的蛋白是否會受細胞

因子與趨化因子而有所改變,從前面得實驗結果得知短時間瘦素或胰島素刺激 POMC 細

胞後會激活 AKT/mTOR 訊號途徑,所以實驗設計分為六個培養條件(圖五),分別為不添

加任何東西的對照組、0.5 小時短時間瘦素刺激、0.5 小時短時間胰島素刺激、另外以

長時間添加 20% conditioned medium 刺激 24 小時來模擬慢性發炎環境、刺激 24 小時

後再加入 0.5 小時短時間瘦素以及刺激 24 小時後再加入 0.5 小時短時間胰島素,將這些

培養這些細胞後收取蛋白利用西方墨點法分析,根據實驗結果圖五得知,經由瘦素與胰島

素短時間刺激下,pSTAT3 表達量顯著的下降,而在含有 20% conditioned medium 經由 24

小時刺激後再加入 0.5 小時激素,pSTAT3 蛋白也有明顯被抑制,相較起來,未含有 20% 

conditioned medium 處理過的細胞經激素刺激後,pSTAT3 蛋白較強烈被抑制,而在經由單

獨激素刺激後 pAKT 表達量也有顯著的上升,在有 20% conditioned medium 環境中加入

激素刺激的 pAKT 表達量也有上升,帶與單獨激素刺激相比,pAKT 上升的幅度較小,另外

pmTOR 在加入瘦素刺激後含量有上升的趨勢但未達到顯著差異,相對於 AMPK 與

pAMPK 則是沒有明顯差異。 

總而言之,實驗檢測了在下視丘發炎的環境下,長時間會抑制 pomc RNA 的表達,而細

胞因子與趨化因子介導會削弱瘦素與胰島素對 POMC 神經元激活的 AKT-mTOR 路徑

(圖五),由此推論條件培養液中的細胞因子與趨化因子會干擾 POMC 神經元的激素(瘦素

與胰島素)傳遞訊號,並產生相互且複雜的作用。 

 

3.4 發炎物質干擾 POMC 神經元之粒線體功能 

粒線體功能和型態對於細胞的生理調節機制相當重要,在 POMC 神經元中粒線體的狀

態直接影響在其代謝調節的功能。而環境中發炎細胞因子的增加會使對線粒體產生改

變,例如 ROS 的上升,OXPHOS 或粒線體動態的變化等等,導致線粒體機能失調或細胞功

能障礙(Dela Cruz and Kang, 2018)。由於在圖一至圖五實驗中得知,細胞生長在發炎的環
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境中,會干擾瘦素或胰島素的傳遞路徑導致訊號傳遞減弱,所以我們認為在發炎的情況下

可能影響 POMC 神經元中粒線體的型態導致代謝調控改變,因此本實驗將探討 POMC 

神經元在發炎環境下的粒線體變化。 

首先實驗檢測粒線體中的 ROS 含量, 由於巨噬細胞在 LPS 刺激下除產生細胞因子或

趨化因子外,也會產生如一氧化氮(NO)等具高氧化電位的分子。因此 conditioned media

中的分子使細胞內因生化特性改變或氧化導致 ROS 釋放量上升,結果顯示 DCF 上升,代

表在發炎環境中 POMC 神經細胞中的 ROS/RNS 含量上升。接下來測試細胞中呼吸作

用或氧化磷酸化作用是否上升,我們以檢測 ND1 與 COX1 的基因表現量觀察粒線體電

子傳遞鍊的運作(圖七),在條件培養液刺激下並沒有發現兩個基因特別的改變。除此之

外實驗利用 seahorse XFe 24 儀器與 Mito Stress Test 試劑盒來進行更完整的粒線體功能

評估,實驗將每格以 6x103 個 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞種入海馬儀器檢測專用細胞盤

中,在細胞因子刺激 24 小時後,我們發現長期在發炎環境下粒線體運作效能相對控制組

減弱(圖 8G、圖 8H) ,長期發炎的環境下粒線體基礎耗氧效率(圖 8B)、最大呼吸率(圖

8C)、粒線體質子滲漏(proton leak)(圖 8D)、粒線體產生 ATP 參與的氧氣(圖 8E)都有下

降的趨勢,而粒線體可調整的彈性也會下降(圖 8F)。由電子傳遞鍊基因表現及質子滲漏

的結果顯示粒線體結構並未破壞,但粒線體整體功能下降。 

從粒線體壓力測試得知在發炎環境下粒線體的質子滲漏下降,粒線體的質子滲漏上升

可由兩個主要的原因造成,一個是雙膜結構完整性受到破壞,質子會不受內外膜限制直接

進出,也可能受線粒體解偶聯(uncoupling)而改變(Demine et al., 2019)。質子滲漏下降表

示雙膜結構完整性未受破壞,且可能代表解偶聯下降。因此我們進一步檢測了在發炎的

環境下,粒線體解偶聯蛋白 UCP1 及 UCP2 的 RNA 表達(圖九)。根據實驗結果顯示, 在

下視丘發炎的環境下,短期與長期刺激使 UCP1 被抑制使降低表達率,而 UCP2 長期與短

期也都有下降的趨勢,因此我們得知,在發炎的環境下細胞因子或趨化因子會造成 POMC

神經元粒線體中的解偶聯下降。 

粒線體的動力學也是影響粒線體功能之一,實驗利用 OPA1、MFN2 來觀察粒線體融

合,DRP1、FIS1 為粒線體裂變的蛋白,以及利用 NRF1 及 NRF2 檢測粒線體生成

(biosynthesis)。從實驗數據(圖十)顯示,在短期刺激時 NRF1 及 NRF2 會有下降趨勢,而處

於長期發炎環境下時,發現控制核中線粒體生成的主要推力 NRF2 在會提高 NRF2 的

RNA 含量來保護粒線體的結構和功能完整性,NRF2 影響線粒體膜電位和 ATP 合成,也

會影響線粒體脂肪酸氧化,當線粒體功能受損時, NRF2 會激活產生保護的作用,另外,實

驗也檢測線粒體動力學,在經由細胞因子刺激 3 小時後,參與粒線體裂變相關蛋白

Drp1、Fis1 與粒線體融合相關蛋白 Mfn2 都有顯著的下降,而刺激 24 小時後 Drp1、

Mfn2 及 Opa1 都有稍微回升,但還是比控制組低。這些結果表示,整個粒線體動力學都有
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下降的現象,但融合的下降較裂解的下降少,兩者的平衡偏向融合。另外實驗利用

MitoTracker 染 POMC 神經元內的粒線體,並使用 DeltaVision Personal DV microscope 

system 觀察細胞粒線體狀態,長期處於發炎的環境下,細胞的粒線體總量(mitochondria 

mass)並未產生顯著的改變,且粒線體動能下降,總體傾向融合而體積較大。 

綜合上述實驗結果,在長期發炎的環境下,因細胞因子與趨化因子會使 POMC 神經元

細胞中 ROS 上升,粒線體功能或呼吸速率下降,但解偶聯下降,導致粒線體的動力學變慢,

裂變與融合下降,最後不利於自噬作用。根據前人研究,這些粒線體變化會使 POMC 神

經元的代謝調控能力受破壞。 

3.5 在 DIO 老鼠中神經元與細胞粒線體變化 

我們進一步希望在下視丘發炎的動物模式中檢驗在前述細胞實驗中看到發炎環境對

神經細胞的影響,在體內更複雜的環境下是否有類似的改變?下視丘急性的發炎會激活

POMC 神經元使身體產生厭食反應,而在長期的慢性發炎中,則會使 POMC 神經元的調

控代謝系統失去平衡(Burfeind et al., 2016),目前越來越多文獻指出肥胖引起慢性發炎使

全身代謝功能產生障礙(Ouchi et al., 2011)。我們前人研究報導以高脂飲食餵食小鼠會

產生慢性下視丘發炎,我們以此模式來進行檢驗。餵食兩個月大的公鼠(B57CL/6)高脂肪

飲食持續一個月,實驗選用的高脂肪嚙齒動物飼料中含有 60%脂肪、20%的蛋白以及

20%的醣類,實驗期間每週測量體重一次,第四週進行每 24 小時小鼠進食量測試,一個月

後將小鼠眼窩採血及犧牲取腦。根據實驗結果,餵食高脂肪飲食的小鼠與對照組相比,增

加的體重大幅高於對照組老鼠(圖十二), 而在第四個禮拜的進食量測試中,可發現餵食高

脂肪飲食的小鼠進食量低於對照組,實驗利用 ELISA 檢測血清中 TNFa 濃度發現餵食高

脂肪飲食的小鼠血液中的 TNFa 明顯高於對照組,因此可知餵食高脂肪飲食的小鼠體內

產生發炎因子導致全身性發炎,實驗使用自動生化分儀器檢測血清中的三酸甘油脂濃度,

對照組與餵食高脂肪飲食實驗組相比沒有明顯差異,為了要確定肥胖是否會引起下視丘

發炎,實驗抽取小鼠大腦中下視丘核區內的 RNA,使用 qPCR 檢測發炎因子 nos2 及

tnfa(圖十三),在 DIO 老鼠中我們發現下視丘中的 tnfa RNA 表達量都有明顯高於對照組,

而 nos2 則無明顯差異, 由此可知,在持續一個月的高脂肪飲食,會使小鼠體重增加、血液

中發炎因子上升,下視丘發炎。 

從圖五結果得知,下視丘發炎會對 ARC 中的 POMC 產生干擾並削弱激素(瘦素與胰島

素)的代謝傳遞訊號。我們接著檢視 DIO 老鼠 ARC 中的 POMC 疾 AGRP 神經元的功能

產生影響,實驗檢測了 POMC 及 NPY RNA 表達量,根據數據(圖十四)發現實驗組 DIO 老
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鼠的下視丘中 POMC 神經元表現量高於對照組老鼠,而 NPY 神經元則無明顯差異,而實

驗也檢測了瘦素與胰島素傳遞訊號下游因子,實驗組 DIO 老鼠的下視丘中的 atg7、

socs3 RNA 表達量都有明顯高於對照組(圖十五),由此可知,餵食高脂肪飲食一個月的小

鼠,下視丘中的 pomc RNA 表達上升,而瘦素與胰島素調控的下游因子 socs3 上升增加抑

制作用,並提高了 atg7 表達使細胞產生自噬作用。 

實驗已知在下視丘發炎的環境下,POMC 細胞中的粒線體會降低運作,為了確認在飲食

引起肥胖導致下視丘發炎而干擾 POMC 細胞中粒線體作用,實驗將檢測老鼠下視丘核區

中與粒線體相關的 RNA 表達,實驗結果發現,實驗組老鼠的下視丘中 NRF2 比對照組高,

而解偶聯蛋白 UCP1 及 UCP2 也明顯高於對照老鼠(圖十六),除此之外,實驗也利用

DRP1、FIS1、OPA1 及 MFN2 來檢測粒線體動力,從結果圖發現實驗組中的 DRP1 明顯

比對照組老鼠高,而 FIS1、OPA1 及 MFN2 在實驗組中的老鼠都有高於對照組老鼠趨勢

(圖十七),由此可知,飲食引起肥胖的老鼠下視丘中 NRF2 上升使細胞氧化機應提高,而

UCP1 及 UCP2 上升控制能量和葡萄糖穩態,除此之外 DRP1 表達增加提高粒線體裂

變。由於在 DIO 老鼠的下視丘中 POMC 表達仍然上升,而粒線體也提高效能。 

總而言之,在我們的實驗中證明當 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞處於發炎的環境下(含

有細胞因子及趨化因子),瘦素與胰島素路徑將受到干擾降低傳遞訊號,也會使 POMC 細

胞中的粒線體功能下降、裂變與融合變慢、解偶聯蛋白下降、氧化氧及過氧化氫上升,

導致 POMC 細胞調控代謝受干擾;而在高脂肪持續餵養一個月的老鼠中,老鼠產生肥胖

及全發炎,但血脂的恆定並未受影響,這種體內環境會刺激 POMC 神經元的作用,並促進

粒線體動力,包括生成、分裂與融合,是突為遲代謝的調控與平衡。 
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第四章 討論  

大部分研究已經證實老鼠下視丘中的 POMC 會受激素所調節,瘦素和胰島素信號傳導

是中樞神經系統控制體重和葡萄糖穩態中的關鍵作用,瘦素主要作用在下視丘 ARC 中

的一級神經元,例如 POMC 和 AgRP 神經元調節食物攝入和能量消耗,在我們實驗中也

觀察到瘦素與胰島素會激活 PI3K-AKT 途徑,mTOR 的提高使 pomc 基因表達,另外在大

多文獻在小鼠實驗中發現瘦素會激活 POMC 神經元中的 STAT3,STAT3 也會參與

POMC 的表達(Xu et al., 2007),因此可知 FoxO1 和 STAT3 兩個信號通路之間可能存在相

互作用,有趣的是本實驗在 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞株下觀察,實驗發現瘦素與胰島

素在短時間會抑制 pSTAT3,與大多文獻不符,因此需再進一步探討。 

而我們也發現在瘦素或胰島素短時間內 pomc RNA 表達量會顯著上升, POMC 基因轉

錄與能量平衡控制之間的關係目前已被廣泛研究,能量平衡的變化會影響敏感的 POMC

變化,像是在禁食情況下會導致大鼠 pomc RNA 表達下調(Brady et al., 1990),而在能量平

衡中 pomc 基因表達的變化是不清楚的,因為有許多因素可以操縱參與誘導能量平衡,該

mRNA 形成單個蛋白質傳遞至高基氏體,信號肽將蛋白質引導到分泌顆粒中轉譯後連續

加工修飾產生許多肽,其中衍生肽 αMSH 通過的黑皮質素受體(MC-Rs)抑制食慾來影響

POMC 和 AgRP 下游表達 MC3R / MC4R 的目標神經元;在長期瘦素刺激後 socs3、atg7 

RNA 表達上升,socs3 在 POMC 神經元中也參與調節體重(Wang et al., 2019),因此我們的

數據與其他文獻表明瘦素通過 POMC 神經元來調節體重一致相同(Kievit et al., 

2006),atg7 RNA 的表達則會提高細胞自噬作用,POMC 神經元中的自噬可以調節周圍的

交感神經輸出,並通過產生 αMSH 來維持能量平衡、葡萄糖穩態及脂解作用(Kaushik et 

al., 2012),另外我們也發現胰島素和瘦素信號傳導會影響 AMPK 路徑,AMPK 除了會受

PI3K-AKT 路徑的下游 mTOR 影響之外,AMPK 也會受細胞內能量調節及瘦素與胰島素

直接的抑制作用(Minokoshi et al., 2004),總之,瘦素和胰島素是 POMC 的神經元中調節能

量穩態的重要因素之一,在瘦素與胰島素短時間的刺激下,細胞表達 pomc RNA 能響應能

量狀態的信號並在整個 CNS 中轉調製信號以維持能量平衡;而瘦素長時間的刺激則會使

細胞內提高 socs3、atg7 RNA, 若小鼠細胞中缺乏 socs3 會導致瘦素敏感性增強,使體重

減輕(Kievit et al., 2006),而 POMC 神經元中缺乏 atg7 則會促進肥胖(Kaushik et al., 2012),

所以在脂肪細胞分泌瘦素後提高 socs3、atg7 有利於維持整體葡萄糖穩態與能量平衡,以

預防肥胖和代謝綜合症。 

由於早期的肥胖症在攝入高脂肪、高熱量飲食的幾天內,周圍會大量增加飽和脂肪酸

(FAs)並穿過 BBB 在下視丘神經元中引起發炎反應(Thaler et al., 2012),除了引起調控代
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謝的神經元之外,也涉及下視丘中小膠質細胞的激活,本實驗使用 conditioned medium 模

擬下視丘發炎的環境,由於實驗設計為限定的條件下探討下視丘中的 POMC 神經元,雖

然與實際在肥胖患者中比較,缺少脂肪酸、小膠質細胞和星形膠質細胞的募集以及衍生

物之影響等,但我們預期 conditioned medium 中的細胞因子與趨化因子會干擾下視丘

POMC 神經元調節作用,目前細胞因子和其它多肽激素已被證明可穿過血腦屏障,在食物

攝入和能量平衡的調控中發揮顯著作用,像是在肥胖狀態下,局部和全身促炎細胞因子

IL-1β,IL-6 和 TNFα 升高,使削弱全身胰島素敏感(Vozarova et al., 2001),並導致葡萄糖和

脂質代謝異常產生肥胖,然而這些與我們實驗所看到的一樣,在細胞因子及趨化因子干擾

下,POMC 神經元的傳遞路徑會受影響,其中我們發現瘦素調節 POMC 神經元的傳遞路

徑比胰島素調節 POMC 神經元的傳遞路徑承受要嚴重的干擾,在低度發炎的環境下,瘦

素調節 POMC 神經元的 PI3K-AKT 路徑明顯降低,而直接受瘦素干擾而抑制的 AMPK,

也在低度發炎的情況下干擾瘦素對 AMPK 的作用,使降低抑制 AMPK 含量,近年來越來

越多文獻表明 AMPK 在下視丘神經元中似乎具有重要作用,在 AgRP 神經元中 AMPK

的喪失導致體重減輕,而 POMC 神經元中的 AMPK 喪失導致食慾和體重增加(Claret et 

al., 2007; Huynh et al., 2016; Lopez, 2018),因此實驗與我們預期相同,在低度發炎的環境

下會干擾瘦素與胰島素調節 POMC 神經元的傳遞訊號。 

由於粒線體損傷與發炎是導致肥胖的原因,大部分文獻指出粒線體的功能障礙或損傷

會產生大量 ROS,並使發炎因子上升導致下視丘慢性發炎,也會激活壞死或凋亡信號

(Vaamonde-Garcia et al., 2012),而肥胖是由過多的脂肪所堆積而成,堆積的脂肪細胞會分

泌脂肪酸、細胞因子與趨化因子引起下視丘發炎,導致神經元粒線體引起更多發炎反應,

加劇粒線體損傷(Heo et al., 2017),粒線體與發炎兩者相互關聯並產生惡性循環。眾所皆

知的線粒體是能量代謝最重要場所,調節細胞功能例如細胞呼吸,鈣穩態和 ROS 產生,我

們在模擬低度發炎的環境下,短期刺激會使粒線體動力學裂變與融合的相關因子下降,均

會使粒線體的體積變小並增加粒線體 ROS,ROS 的增加會減少了細胞的氧氣消耗,如同

文獻結果相符,因此使 POMC 神經元活化(Schneeberger et al., 2013; Santoro et al., 2017),

而在長期的刺激下發現粒線體呼吸作用降低、減少 ATP 產生,因此短期降低的生物能效

率可能是營養不足時所產生的保護機制(Liesa and Shirihai, 2013),除此之外也可能與粒線

體雙層膜結構性有關,包含粒線體外膜與解聯偶蛋白都影響電子傳遞鍊(Stuart et al., 

1999),而解聯偶蛋白 UCP1 的下降除了減少了大部分的電子傳遞之外,也會減少 POMC

的表達,使身體降低能量消耗,這些都會導致線粒體功能障礙,使身體產生輕度到重度疾

病。 

為了支持這一個觀點,我們參考一些相關文獻,研究顯示短期餵食 3 天 HFD 會使囓齒

動物下視丘中的 POMC 神經元增加突觸及興奮性,短時間內有助於提升厭食症反應,以
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恢復能量平衡(Benani et al., 2012),相反,長達 22 週餵養 HFD 的肥胖老鼠身上,發現 ARC 

POMC 表達降低(Huang et al., 2003),表明下視丘調節具有暫時的反應過程,在早期進行補

償嘗試,在後期則因補償失敗導致肥胖。從我們實驗結果發現,長達四週高脂飲食誘導的

肥胖的老鼠上,HFD 的老鼠下視丘中含有高濃度的發炎因子,且 POMC RNA 表達量相較

於對照組高,相對受 POMC 控制的食慾也有所下降,有助於隨後的厭食症反應,因此我們

可以知道實驗中的老鼠下視丘正進行代償反應(Bergen et al., 1999),另外實驗也發現餵食

HFD 老鼠的三酸甘油脂並沒有比照組高,我們猜測可能是與老鼠的年紀、餵食高脂肪飲

食的時間等因素所影響(Ref?),使老鼠介於能量平衡遭受破壞與修補期間,利用升高

POMC 試圖恢復能量平衡,未來則需要再更近一步研究。 

由於肥胖會損害粒線體,在我們的實驗中也觀察到粒線體的結構變動也有上升的趨勢,

整體傾向於裂變,使細胞凋亡因子上升,導致粒線體失衡,如同文獻所說,肥胖使呼吸作用

降低、線粒體 ROS 排放增加、線粒體融合和裂變的平衡發生了變化,使有利於裂變,最

後誘導細胞凋亡(Bournat and Brown, 2010)。 

總而言之,下視丘中的 POMC 神經元掌控了身體的能量消耗與食物攝取,能量消耗包

含基本細胞和生理功能所需要的 ATP、飲食誘導的產熱及線粒體內膜的電化學梯度,線

粒體是分解和合成代謝的信號中樞,整合了各種細胞信號來調節細胞的生長、分化、活

力和死亡,無論是在急性還是慢性發炎損傷的情況下,會影響下視丘的 POMC 元粒線體

協調生理和病理的代謝平衡,在我們的實驗中證明 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞處於低度

發炎的環境下(含有細胞因子及趨化因子),短期瘦素與胰島素路徑將受到干擾降低傳遞

訊號,長期會使細胞中粒線體運作效能減弱,使 POMC 神經元中的能量消耗降低、食物

攝取不受抑制,因此在發炎環境下,下視丘 POMC 神經元的粒線體遭受到破壞,使 POMC

神經元削弱或喪失功能,最後導致身體的能量平衡與代謝系統失調。而實驗最後在高脂

飲食誘導肥胖的老鼠上則觀察到 POMC 神經元表達上升、粒線體裂變及解聯偶的提高,

這些動態提升了老鼠的能量消耗並減少食物攝取,使身體進入代償反應來修補身體平衡

狀態。 

  



‧
國

立
政 治

大

學
‧

N
a

t io
na l  Chengch i  U

niv

ers
i t

y

DOI:10.6814/NCCU202001854

33 

 

 

結果圖一:瘦素與胰島素對 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞株的分子傳遞路徑 

當 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞經由瘦素(200nM)刺激與胰島素(10nM)短時間(0.5-2 小

時)刺激後,信號轉導和 AKT 與 mTOR 被激活並磷酸化,促進 pomc 表達影響身體代謝與

食物攝取量,而 pmTOR 抑制 AMPK 磷酸化,並抑制 atg7 表達。瘦素與胰島素短時間刺

激後會抑制 STAT3 激活與磷酸化,隨後恢復到原本濃度。 
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結果圖二:長期(24 小時)低度發炎環境下對 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞株

的粒線體影響 

當 mHypoA-POMC/GFP-1 細胞長期(24 小時)處於含有細胞因子及趨化因子的環境

下,環境中的細胞因子及趨化因子會使 POMC 細胞中的氧化氧及過氧化氫上升、粒線體

功能下降、裂變與融合變慢(DRP1、FIS1、MFN2 表達下降)、解偶聯蛋白下降(UCP1

表達下降),導致 POMC 細胞調控代謝受干擾。 
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圖一:瘦素(200nM)刺激 mHypoA-POMC/GFP1 細胞株的信號反應 

   在六孔盤中每孔種入 1x105 個 mHypoA-POMC/GFP1 細胞,分別加入瘦素(200nM)刺

激短時間 0.5 小時、1 小時、2 小時、4 小時及長時間 24 小時後收取蛋白進行西方墨點

法分析。(A)pSTAT3 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(B)AKT 蛋白質含量與電泳圖

(N=6),(C)pAKT 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(D)pmTOR 蛋白質含量與電泳圖

(N=6),(E)AMPK 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(F)pAMPK 蛋白質含量與電泳圖

(N=6),(G)pAKT/AKT 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(H)pAMPK/AMPK 蛋白質含量與電泳

圖(N=6)。將十二孔盤種入 5X104 的 mHypoA-POMC/GFP1 細胞,加入瘦素(200nM)刺激

3 小時及 24 小時後萃取 RNA,利用 RT-qPCR 進行 POMC mRNA 含量分析(N=8)(I) 

POMC mRNA 表現量,(J)Socs3 mRNA 表現量,(K)Atg7 mRNA 表現量。實驗數據以 mean 

±SEM 表示,以 One way ANOVA 進行統計分析,以 Delta-delta CT 方法進行分析。*表示

P<0.05,**表示 P<0.01,***表示 P<0.001,****表示 P<0.0001。 
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圖二:胰島素(10nM)刺激 mHypoA-POMC/GFP1 細胞株的信號反應 

   在六孔盤中每孔種入 1x105 個 mHypoA-POMC/GFP1 細胞,分別加入胰島素(10nM)刺

激短期 0.5 小時、1 小時、2 小時、4 小時及長期 24 小時後收取蛋白進行西方墨點法分

析。(A)pSTAT3 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(B)AKT 蛋白質含量與電泳圖

(N=6),(C)pAKT 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(D)pmTOR 蛋白質含量與電泳圖

(N=6),(E)AMPK 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(F)pAMPK 蛋白質含量與電泳圖

(N=6),(G)pAKT/AKT 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(H)pAMPK/AMPK 蛋白質含量與電泳

圖(N=6)。將十二孔盤種入 5X104 的 mHypoA-POMC/GFP1 細胞,加入胰島素(10nM)刺激

3 小時及 24 小時後萃取 RNA,利用 RT-qPCR 進行 POMC mRNA 含量分析(N=8)(I) 

POMC mRNA 表現量,(J)Socs3 mRNA 表現量,(K)Atg7 mRNA 表現量。實驗數據以 mean 

±SEM 表示,以 One way ANOVA 進行統計分析,以 Delta-delta CT 方法進行分析。*表示

P<0.05,**表示 P<0.01,***表示 P<0.001,****表示 P<0.0001。 
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圖三:LPS 誘導巨噬細胞條件培養液(Conditioned Medium)內的細胞因子及

趨化因子 

  收取 LPS 誘導巨噬細胞的條件培養液,使用 Mouse Cytokine Array(Proteome Profiler)與

IL-1b、TNFα 的 ELISA 試劑盒,並與試劑盒內的檢測抗體混合物混合後,進行化學發光

檢測。(A)該表顯示檢測到的分析物(細胞因子及趨化因子)及其在膜上的位置, Error bar

為 N=2 所統計出來。(B) 依據圖 A 並利用 Image J 蛋白質譜定量(直方圖),(C) 

DMEM(未加入細胞培養之乾淨培養液)與 Conditioned Medium(經由 LPS 刺激收取)的

IL-1b 、TNFα 細胞因子酶聯免疫吸附測定圖。 

C
ELISA IL1β TNF-α

DMEM 39.68 pg/ml 1.16 pg/ml

Conditioned 
Medium

125.48 pg/ml 77.49 pg/ml
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圖四:細胞培養液中含有 20%條件培養液(20% Conditioned Medium)刺激

mHypoA-POMC/GFP1 細胞株的信號反應 

在六孔盤中每孔種入 1x105 個 mHypoA-POMC/GFP1 細胞,培養液中分別加入含

20%LPS 誘導巨噬細胞條件培養液刺激 0.5 小時、1 小時、2 小時、4 小時及 24 小時後

收取蛋白進行西方墨點法分析。(A)pSTAT3 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(B)AKT 蛋白質

含量與電泳圖(N=6),(C)pAKT 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(D)pmTOR 蛋白質含量與電泳

圖(N=6),(E)AMPK 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(F)pAMPK 蛋白質含量與電泳圖

(N=6),(G)pAKT/AKT 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(H)pAMPK/AMPK 蛋白質含量與電泳

圖(N=6)。將十二孔盤種入 5X104 的 mHypoA-POMC/GFP1 細胞,加入 20%條件培養液

(20% Conditioned Medium)刺激 3 小時及 24 小時後萃取 RNA,利用 RT-qPCR 進行

POMC mRNA 含量分析(N=8), 圖表中 CMLPS 為使用培養液中含有 20%的 LPS 刺激

巨噬細胞收集的條件培養液(I) POMC mRNA 表現量,(J)Socs3 mRNA 表現量,(K)Atg7 

mRNA 表現量。實驗數據以 mean ±SEM 表示,以 One way ANOVA 進行統計分析,以

Delta-delta CT 方法進行分析。*表示 P<0.05,**表示 P<0.01,***表示 P<0.001,****表示

P<0.0001。 
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圖五: 細胞培養液中含有 20%條件培養液(20% Conditioned Medium)刺激

mHypoA-POMC/GFP1 細胞株中瘦素、胰島素信號變化 

在六孔盤中每孔種入 1x105 個 mHypoA-POMC/GFP1 細胞,分別加入瘦素(200nM)、胰

島素(10nM)刺激 0.5 小時、細胞培養液中加入含 20%條件培養液(20% Conditioned 

Medium)24 小時、細胞培養液中加入含 20%條件培養液(20% Conditioned Medium)24 小

時後加入後瘦素(200nM),圖表顯示 CMLPS 24hr+Leptin 0.5hr、細胞培養液中加入含

20%條件培養液(20% Conditioned Medium)24 小時後加入胰島素(10nM)刺激 0.5 小時, 

圖表顯示 CMLPS 24hr+Insulin 0.5hr 收取蛋白進行西方墨點法分析。(A)pSTAT3 蛋白質

含量與電泳圖(N=6),(B)pAKT 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(C)AKT 蛋白質含量與電泳圖

(N=6),(D)pmTOR 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(E)pAMPK 蛋白質含量與電泳圖

(N=6),(F)AMPK 蛋白質含量與電泳圖(N=6),(G)pAKT/AKT 蛋白質含量與電泳圖

(N=6),(H)pAMPK/AMPK 蛋白質含量與電泳圖(N=6) 。實驗數據以 mean ± SEM 表示,

以 One way ANOVA 進行統計分析,*表示 P<0.05,**表示 P<0.01,***表示 P<0.001,****

表示 P<0.0001,#表示 P<0.05,##表示 P<0.01,###表示 P<0.001,####表示 P<0.0001。  
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圖六: 細胞培養液中含有 20%條件培養液(20% Conditioned Medium)刺激

下使細胞內 DCF 上升 

將細胞用 PBS 稀釋成 1x107/ml 濃度,並使用超音波震盪器將細胞震碎,使用 10000g 離

心五分鐘後收取細胞上清並用 ROS/RNS 試劑檢測

(N=3),DCF(dichlorodihydrofluorescein)為 ROS 和 RNS 物質與 DCFH-DiOxyQ 

(dichlorodihydrofluorescin DiOxyQ )反應的產物,RFU 為 Relative fluorescence。實驗數據

以 mean ± SEM 表示,以 Student’s Test 進行統計分析,*表示 P<0.05。 
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圖七: 細胞培養液中含有 20%條件培養液(20% Conditioned Medium)對

mHypoA-POMC/GFP1 細胞中粒線體功能 RNA 表達量 

將十二孔盤種入 5X104的 mHypoA-POMC/GFP1 細胞,加入 LPS 刺激巨噬細胞條件培

養液 3 小時及 24 小時後萃取 RNA,利用 RT-qPCR 進行粒線體功能引子含量分析

(N=8)。實驗數據以 mean ± SEM 表示,以 One way ANOVA 進行統計分析,以 Delta-delta 

CT 方法進行分析,*表示 P<0.05。 
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圖八: 細胞培養液中含有 20%條件培養液(20% Conditioned Medium)干擾

mHypoA-POMC/GFP1 細胞粒線體功能 

將海馬試劑細胞培養盤每孔種入 5X103 的 mHypoA-POMC/GFP1 細胞,細胞培養液中

加入含有 20%條件培養液(20% Conditioned Medium)24 小時,再更換培養也為無血清無

碳酸氫鈉上機用培養液,利用生物能量測定儀 (XFe24) 進行粒線體功能測試(Mito Stress 

Test)並依序加入藥物,藥物為 oligomycin、FCCP(0.5nM)、Rotenone & Antimycin A 使儀

器檢測粒線體功能(N=3)。(A)粒線體呼吸率曲線圖,(B)細胞外產酸率曲線圖, (C)非粒線

體呼吸率,(D)基礎呼吸率,(E)最大呼吸率,(F)電子傳遞,(G)ATP 產量,(H)備用呼吸容量。

實驗數據以 mean ± SEM 表示,以 Student’s Test 進行統計分析,*表示 P<0.05。 
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圖九: 細胞培養液中含有 20%條件培養液(20% Conditioned Medium)刺激

mHypoA-POMC/GFP1 細胞降低粒線體 UCP1 表達 

將十二孔盤種入 5X104的 mHypoA-POMC/GFP1 細胞, 細胞培養液中加入含有 20%

條件培養液(20% Conditioned Medium)刺激 3 小時及 24 小時(CMLPS 3hr、CMLPS 24hr)

後萃取 RNA,利用 RT-qPCR 進行粒線體功能引子含量分析(N=6)。實驗數據以 mean ± 

SEM 表示,以 One way ANOVA 進行統計分析, 以 Delta-delta CT 方法進行分析, *表示

P<0.05。 
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圖十: 細胞培養液中含有 20%條件培養液(20% Conditioned Medium)對

mHypoA-POMC/GFP1 細胞使粒線體分裂與融合表達量下降 

將十二孔盤種入 5X104的 mHypoA-POMC/GFP1 細胞,加入 20%細胞條件培養液 3 小時

及 24 小時後(CMLPS 3hr、CMLPS 24hr)萃取 RNA,利用 RT-qPCR 進行粒線體功能引子

含量分析(N=8)。實驗數據以 mean ± SEM 表示,以 One way ANOVA 進行統計分析,以

Delta-delta CT 方法進行分析,*表示 P<0.05。 
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圖十一: 細胞培養液中含有 20%條件培養液(20% Conditioned Medium)刺

激 mHypoA-POMC/GFP1 細胞使粒線體體積變大 

  將細胞種入事前利用 1ml 0.1%Gelatin 培養的 Coverslip 盤中,並使用 100 uM 的

MitoTracker®  Green FM 染細胞粒線體,使用 DeltaVision Personal DV microscope system

觀察細胞(N=3)。(A) mHypoA-POMC/GFP1 細胞(Ctrl),(B)24 小時條件培養液刺激

mHypoA-POMC/GFP1 細胞(CMLPS 24hr),(C)細胞內粒線體密度計算,(D)依照圖 A 下方

比例尺為 10μm 並以 Image J 軟體計算及統計分析,實驗數據以 mean ± SEM 表示,以

Student’s Test 進行統計分析, ****表示 P<0.0001。 
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圖十二:實驗組(高脂肪飲食)小鼠較對照組小鼠食慾下降且體重上升並增加

血液中發炎因子 TNFα 

將餵食一個月的對照組老鼠(N=5)與實驗組老鼠(高脂肪飲食)(N=10) 測量實驗前與實

驗後體重(A),並每週測試一次 24 小時食物攝取量(B)。將餵食一個月的對照組老鼠與實

驗組老鼠(高脂肪飲食)眼窩採血後離心抽取血清測量酵素結合免疫吸附分析法與三酸甘

油酯 (C)血液中 TNFα 濃度,(對照組 N=5、實驗組 N=6 )(D)血液中三酸甘油脂濃度,(對

照組 N=7、實驗組 N=10)。實驗數據以 mean ± SEM 表示,以 T-test 進行統計分析,,以

Delta-delta CT 方法進行分析,*表示 P<0.05,**表示 P<0.01,***表示 P<0.001,****表示

P<0.0001。 
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圖十三:實驗組(高脂肪飲食)老鼠下視丘 POMC 基因表達高於對照組 

將餵食一個月的對照組老鼠(N=9)與實驗組老鼠(高脂肪飲食)(N=9)犧牲後取下視丘腦

核區,並抽取 RNA 利用 RT-qPCR 進行 mRNA 含量分析。(A)POMC mRNA 表現

量,(B)NPY mRNA 表現量。實驗數據以 mean ± SEM 表示,以 T-test 進行統計分析, 以

Delta-delta CT 方法進行分析,*表示 P<0.05,**表示 P<0.01。 
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圖十四:實驗組(高脂肪飲食)老鼠下視丘 TNFα基因表達高於對照組 

將餵食一個月的對照組老鼠(N=9)與實驗組老鼠(高脂肪飲食)(N=9)犧牲後取下視丘腦

核區,並抽取 RNA 利用 RT-qPCR 進行 mRNA 含量分析。(A)NOS2 mRNA 表現

量,(B)TNFα mRNA 表現量。實驗數據以 mean ± SEM 表示,以 T-test 進行統計分析,以

Delta-delta CT 方法進行分析,*表示 P<0.05,**表示 P<0.01。 
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圖十五:實驗組(高脂肪飲食)老鼠下視丘 ATG7、SCOS3 基因表達高於對

照組 

將餵食一個月的對照組老鼠(N=9)與實驗組老鼠(高脂肪飲食)(N=9)犧牲後取下視丘腦

核區,並抽取 RNA 利用 RT-qPCR 進行 mRNA 含量分析。(A)ATG7 mRNA 表現

量,(B)SOCS3 mRNA 表現量。實驗數據以 mean ± SEM 表示,以 T-test 進行統計分析,以

Delta-delta CT 方法進行分析,*表示 P<0.05,**表示 P<0.01。 
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圖十六:實驗組(高脂肪飲食)老鼠下視丘粒線體相關基因表達 

將餵食一個月的對照組老鼠(N=6)與實驗組老鼠(N=6)犧牲後取下視丘腦核區,並抽取

RNA 利用 RT-qPCR 進行 mRNA 含量分析。(A)ND1 mRNA 表現量,(B)COX1 mRNA 表

現量,(C)NRF2 mRNA 表現量, (D)NRF1 mRNA 表現量, (E)UCP1 mRNA 表現量(對照組

N=6, 實驗組 N=3), (F)UCP2 mRNA 表現量(對照組 N=6, 實驗組 N=3)。實驗數據以

mean ± SEM 表示,以 T-test 進行統計分析,以 Delta-delta CT 方法進行分析,*表示

P<0.05,**表示 P<0.01。 
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圖十七: 實驗組(高脂肪飲食)老鼠下視丘 DRP1 基因表達高於對照組 

將餵食一個月的對照組老鼠與實驗組老鼠犧牲後取下視丘腦核區,並抽取 RNA 利用

RT-qPCR 進行 mRNA 含量分析。(A)OPA1 mRNA 表現量(對照組 N=6, 實驗組

N=6),(B)MFN2 mRNA 表現量(對照組 N=6, 實驗組 N=3),(C)DRP1 mRNA 表現量(對照

組 N=6, 實驗組 N=6), (D)FIS1 mRNA 表現量(對照組 N=6, 實驗組 N=3)。實驗數據以

mean ± SEM 表示,以 Delta-delta CT 方法進行分析,以 T-test 進行統計分析,*表示

P<0.05,**表示 P<0.01。 
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附錄: 

附錄一:裂解緩衝液(Lysis Buffer)配方 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

附錄二:loading dye 配方 

5X Loading Dye Component  Volume  

0.25M Tris-HCL pH=6.8 1.25ml 

0.5M DTT 0.38g 

10% (w/w) Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)  0.5g 

0.5%Bromophenol Blue 0.025g 

50% Glycerol 2.5ml 

Distilled water 1.25ml 

Total  5ml 

  

 

  

Lysis Buffer Component  Volume  

0.5M Tris-HCL pH=8 1.214g 

1.5M NaCl 1.7532g 

EDTA 0.1488g 

NP4O 2 ml 

Distilled water pH=8 Final to 200ml 

Total  200ml 
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附錄三:Running Gel 配方 

10% Running Gel  Volume  

Distilled water 3.97ml 

30% Acrylamide  3.33ml 

0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 2.5ml 

10% (w/w) Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)  100μl 

10% (w/v) Ammonium Persulfate  100μl 

TEMED 8μl 

Total  10ml 

 

附錄四:Stacking Gel 配方 

4% Stacking Gel Volume  

Distilled water 2.1ml 

30% Acrylamide  0.48ml 

1.5 M Tris-HCl, pH 8.8  0.9ml 

10% (w/w) Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)  36μl 

10% (w/v) Ammonium Persulfate  36μl 

TEMED 4.8μl 

Total  3.6ml 
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附錄五:Tank Buffer 配方 

10X Tank Buffer (1L) Volume 

Tris 30.28g 

Glycine 144.13g 

SDS 10g 

Distilled water Final to 1L 

  

附錄六:10 X Transfer Buffer 配方 

 

 

 

 

 

 

       1X Transfer Buffer 配方 

1X Transfer Buffer (1L) Volume 

10X Transfer Buffer 100ml 

Methanol 150ml 

Distilled water 750ml 

 

  

10X Transfer Buffer (1L) Volume 

Tris 30.3g 

Glycine 144g 

Distilled water Final to 1L 
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附錄七:RT 混合液 

Component  Volume  

10X RT-script buffer 2 μl 

RNase inhibitor (40U/ul) 0.5 μl 

dNTP solution MMLV(10mM) 1 μl 

RT-script enzyme 0.5 μl 

Nuclease-free water 6 μl 

Total  20 μl 

 

  

附錄八:cDNA 混合液 

Component  Volume  

cDNA 1 μl 

Primer F(10nM) 1 μl 

Primer R(10nM) 1 μl 

Nuclease-free water 7 μl 

SYBR Green Master Mix (Thermo) 10 μl 

Total  20 μl 
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附錄九:實驗使用的引子序列及溫度 

Gene Sequence Temperature 

TNFa 
Forward: CCCTCACACTCAGATCATCTTCA 

56°C 
Reverse: GCTACGACGTGGGCTACAG 

NOS2 
Forward: CTTTGCCACGGACGAGAC 

56°C 
Reverse: TCATTGTACTCTGAGGGCTGAC 

POMC 
Forward: CCATAGATGTGTGGAGCTGGTG 

56°C 
Reverse: CATCTCCGTTGCCAGGAAACAC 

NPY 
Forward: TACTCCGCTCTGCGACACTA 

56°C 
Reverse: GATGAGGGTGGAAACTTGGA 

ATG7 
Forward: CCTGTGAGCTTGGATCAAAGGC 

56°C 
Reverse: GAGCAAGGAGACCAGAACAGTG 

SOCS3 
Forward: ATGGTCACCCACAGCAAGTTT 

56°C 
Reverse: TCCAGTAGAATCCGCTCTCCT 

GAPDH 
Forward: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 

56°C 
Reverse: TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 

COX1 
Forward: TTTTCAGGCTTCACCCTAGATGA 

56°C 

Reverse: AAGAATGTTATGTTTACTCCTACGAATATG 

ND1 
Forward: TCACCTGACAGAAGGAGAATCA 

56°C 
Reverse: GGGCCGGCTGCGTATT 

NRF1 
Forward: ACAGCAGTGGCAAGATCTCA 

56°C 
Reverse: GCAAGGCTGTAGTTGGTGCT 

NRF2 
Forward: CAAGACTTGGGCCACTTAAAAGAC 

56°C 
Reverse: AGTAAGGCTTTCCATCCTCATCAC 

MFN2 
Forward: CGAGGCTCTGGATTCACTTCA 

56°C 
Reverse: CCAACCAGCCAGCTTTATTCC 

FIS1 
Forward: TGGTGTCTGTGGAGGATCTG 

56°C 
Reverse: ATTGCGTGCTCTTGGACAC 

OPA1 
Forward: CCTTTGTCGCAGAGGTTTTTATTAC 

56°C 
Reverse: CATTGCATTAGCTCAGAATC 
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DRP1 
Forward: TTAGTGGCAATTGAGCTAGCGTAT 

56°C 
Reverse: CCCACAGGCATCAGCAAAGT 

UCP1 
Forward: AGGCTTCCAGTACCATTAGGT 

53°C 
Reverse: CTGAGTGAGGCAAAGCTGATTT 

UCP2 
Forward: ATGGTTGGTTTCAAGGCCACA 

53°C 
Reverse: CGGTATCCAGAGGGAAAGTGAT 

   

 


