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摘要 

現代高齡化社會中，伴隨著年齡增長而日益加劇的活動功能退化為重要的公

衛議題。肌少症為年齡相關肌肉質量減少、肌力與活動功能衰退的現象。伴隨老

化的粒線體失能認為是影響肌少症的潛在因子。細胞衰老被認為是老化相關疾病

發生的主要原因。細胞衰老為正常細胞永久停止分裂的狀態，具有獨特的生理特

徵，如其衰老細胞分泌表型等。近期研究指出，山苦瓜可以上調粒線體氧化能

力，並且改善睪丸剔除所誘導的肌肉流失及功能退化。在 ICR 小鼠模式中，山

苦瓜亦被報導能改善肌力並降低疲勞。此實驗目的為以老齡誘發肌少症小鼠模式

評估山苦瓜改善肌少症之潛力，並探討山苦瓜對於粒線體功能維持及細胞衰老的

影響。 

三組 16.5 月齡 C57BL/6J 公鼠分別餵食 AIN-93G 飼料 (AN 組)、50% 蔗

糖改良飼料不添加 (高蔗糖飼料, AH 組) 或添加 5% 山苦瓜全果凍乾粉 (AHB 

組) 26 週。另設計兩組 3.5 月齡 C57BL/6J 公鼠作為 AN 組及 AH 組之年輕控

制組，分別以 YN 及 YH 表示。在餵食實驗飼料第 22 週時，山苦瓜回升老齡

鼠中 Inverted screen test 表現至與年輕組相同水平 (p>0.05)。肌肉組織重量方

面，山苦瓜補充顯著改善老齡鼠後肢小腿 腓腸肌、比目魚肌、脛骨前肌、及趾

伸長肌相對重量 (p<0.05)。肌肉切片及染色分析方面，山苦瓜補充增加腓腸肌及

脛骨前肌中，大肌纖維橫截面積肌纖維比例 (p<0.05)。而腓腸肌中高琥珀酸脫氫

酶活性肌纖維比例亦於 AHB 組高於 AH 組 (p<0.05)。苦瓜補充上調腓腸肌粒

線體相關基因 Pgc1a、Ucp2，以及第一型肌纖維型態指標 Myh7 之 mRNA 表

現，並且下調第二型肌纖維型態指標 Myh4 mRNA 表現 (p<0.05)。此外，將 

AN、AH、YN、及 YH 組之數據以雙因子變異數分析後發現，腓腸肌、肝臟，

及腎臟中衰老相關基因 mRNA 表現受到高齡上調 (p<0.05)。苦瓜補充下調肝臟
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及附睪周圍白色脂肪組織中 p16 基因表現 (p<0.05)，但並未影響肌肉中衰老相

關基因 mRNA 表現 (p>0.05)。 

本研究證實了苦瓜補充可以改善老齡鼠肌肉功能及粒線體氧化能力，而這可

能是透過促進粒線體生合成、改善對抗氧化壓力之能力、及促進骨骼肌中肌纖維

轉變來達成。總結來說，山苦瓜補充能夠作為預防肌少症的有效策略。 

關鍵字：山苦瓜 (Momordica Charantia)、肌少症、粒線體、細胞衰老、老化 
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Abstract 

Sarcopenia, an age-related decline in muscle mass, strength, and physical function, 

is of great concern in the public health of ageing societies. Mitochondrial dysfunction, a 

hallmark of aging, is thought to play a major role in the pathogenesis of sarcopenia. 

Cellular senescence, a response characterized by a stable growth arrest and other 

phenotypes including a proinflammatory secretome, has been implicated as a major cause 

of age-related diseases. While wild bitter gourd has been reported to up-regulate 

mitochondrial oxidative capacity, improve exercise performance and reduce fatigue in 

castrated and ICR mice, this study aims to evaluate the effect of wild bitter gourd on 

mitochondrial oxidative capacity in an age-induced sarcopenia mouse model.  

Three groups of aging C57BL/6J male mice (16.5-month old) were fed the AIN-

93G diet (the AN group) or its modified versions, which contained 50% w/w sucrose 

without (the AH group) or with 5% w/w wild bitter gourd powder (BGP) supplementation 

(the AHB group) for 26 weeks. Two more groups of 3-month old mice served as the 

young controls for AN & AH group, denoted as YN group and YH group.  

At the 22nd week of the feeding period, the latency to fall and holding impulse in the 

inverted screen test of the AHB group were 19% and 10% higher than the AH group 

respectively, and were comparable to the young groups (p>0.05). At necropsy, BGP 

supplementation restored the age-related decline in the relative gastrocnemius (GAS), 

soleus, tibialis anterior, and extensor digitorum longus weight (p<0.05). The percentage 

of large cross section area (CSA) fibers in GAS and TA of the AHB group was higher 

than the AH group for 9.71 and 18.92% respectively (p<0.05).The percentage of high 

succinate dehydrogenase (SDH) activity fibers of the AHB group increased 23% in GAS 

comparing to the AH group (p<0.05). Compared to the AH group, the AHB mice showed 
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up-regulated mRNA expressions of the Pgc1α gene, the master regulator of mitochondrial 

biogenesis, Ucp2 (ubiquitous uncoupling protein) and Myh7 (marker of type I fiber) genes 

and down-regulated Myh4 (type II fiber marker) in the GAS muscle (p<0.05). On the 

other hand, results from two-way ANOVA of data from AN, AH, YN and YH groups 

showed significant up-regulations of senescence-related genes in the GAS, liver and 

kidney of aged mice (p<0.05). The AHB group showed downregulated p16 mRNA gene 

expression in liver and EWAT. Nevertheless, expression levels of the senescence related 

genes were comparable to the AH group in the GAS of AHB group (p>0.05).  

In conclusion, these results suggested that BGP could improve muscle function and 

mitochondrial oxidative capacity, probably through increasing mitochondrial biogenesis 

and through inducing fiber type conversion in skeletal muscle and might provide a 

potential strategy to prevent sarcopenia. 

Keywords：Wild bitter gourd, sarcopenia, mitochondria, cellular senescence, 

aging 
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第一章 緒論 

第一節 前言 

近年來全球老年人口比例持續上升，老年人健康問題日益受到重視。根據內

政部資料顯示，台灣 65 歲以上人口在 2018 年已達 14%，顯示台灣已進入高齡

化社會。依據目前人口成長速度，在 2023 年 65 歲以上人口可能達到 20% ，這

將使台灣進入超高齡社會 (臺灣內政部統計處, 2018)。而這也使得如何維持晚年

生活品質成為重要議題。老年人晚年生活品質與活動能力密切相關，活動能力低

下會降低生活自理能力，增加看護醫療等支出，並且增加疾病及死亡的風險。 

肌少症係指隨著年齡增長所致肌肉質量及肌力減少與活動能力下降。肌少症

常與第二型糖尿病、肥胖等代謝疾病有共病關係，影響老齡人口晚年活動能力。

骨骼肌老化在細胞層面來說源自於細胞傷害的累積。老化骨骼肌中可以發現蛋白

質生合成及降解路徑的失調、代謝失衡、粒線體功能低下以及幹細胞衰老導致肌

肉再生能力下降、以及發炎情形上升等等。 

苦瓜 (Momordica Charantia) 已被多年研究證實具有降血糖、抗肥胖、改善

代謝異常與調節免疫等多重生理活性。而近期研究中發現苦瓜對於肌肉功能的維

持有正面的效果。本研究以老齡誘發肌少症小鼠為模式，評估山苦瓜改善肌少症

之效用，及其可能之調節粒線體功能與抗衰老能力，以期未來可應用於改善老年

肌肉萎縮及運動功能衰退。 
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第二節 文獻回顧 

一、肌少症 (Sarcopenia) 

1.1 肌少症簡介 

“sarcopenia”一詞由希臘字根 “sarx” (肉) 與 “penia” (缺乏) 所組成，指的是

與年齡相關的漸進式肌肉質量減少、肌力下降與功能退化 (Rosenberg, 1997)。在

自然老化過程中，30 歲後肌肉質量以每十年約減少 8% 的速率流失，70 歲以後

流失地更加迅速，每年約流失 1.5% 肌肉質量，而肌肉流失以下肢肌肉更為明顯 

(T. N. Kim et al., 2013)。臨床上肌少症診斷包含肌肉質量評量、肌力測量以及活動

能力測量三項指標，個別說明如下： 

(1)  臨床上常使用雙能量 X 光吸收儀 (Dual energy X-ray absorptionmetry) 或生物

電阻測量分析 (Bio-impedance analysis) 測量，並以四肢骨骼肌質量指數 

(appendicular skeletal muscle mass index) 來評估身體肌肉量，算法為四肢骨

骼肌肉質量除以身高平方 (appendicular skeletal muscle mass/squared height, 

ASM/ht2)，以四肢骨骼肌質量指數低於年輕族群兩倍標準差作為低肌肉質量

的切點。台灣國家衛生研究院研究資料顯示，台灣肌肉質量過低切點為男性 

6.76 kg/m2、女性 5.28 kg/m2 (I.-C. Wu et al., 2014)。 

(2)  肌力部分則以握力器測量手部握力，以族群中最低 20% 值作為切點。台灣

男性 BMI <22.1  kg/m2 者之握力切點為 25.0 kg；女性 BMI <22.3  kg/m2 者

之握力切點為 14.6 kg (I.-C. Wu et al., 2014)。 

(3)  活動能力方面則以步行速度作為指標，歐盟肌少症工作小組(European 

Working Group on Sarcopenia in Older People) 建議以行走速率低於 0.8 m/s 

作為 65 歲以上長者活動能力低下切點 (Cruz-Jentoft et al., 2010)。 

研究顯示，60 到 70 歲長者間的肌少症盛行率約為 5~13%，而 80 歲以上

人口的肌少症盛行率則約為 11~50% (von Haehling et al., 2010)。 
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肌少症可能伴隨著失能、生活無法自理、疾病發生率提高、生活品質降低、

跌倒風險增加，以及死亡風險的增加。更有研究指出，罹患肌少症之長者死亡率 

(67.4%) 高於未罹患者 (41.2%)，顯示肌肉功能為影響晚年生活品質及死亡率的

重要因素之一 (Cooper et al., 2010; Hirani et al., 2015; Janssen et al., 2002)。此外，

由於肌肉組織亦為重要的內分泌組織，肌少症亦常與心血管疾病與代謝疾病如肥

胖及第二型糖尿病有共病關係 (Pedersen et al., 2012; Sayer et al., 2005)。 

1.2 肌少症分類 

肌少症可以分為單純因老化而造成的原發性肌少症，與多重疾病與風險因子 

(含活動量下降、疾病或營養不良) 所造成的次發性肌少症。臨床診斷上又將肌少

症依不同嚴重程度分為肌少症前期、肌少症與嚴重肌少症。肌少症前期指的是肌

肉質量下降但尚未發生肌力減退或活動功能下降；肌少症診斷標準為肌肉質量下

降合併肌力減退或活動功能下降；而三項診斷標準皆符合則稱為嚴重肌少症 

(Cruz-Jentoft et al., 2010)。 

1.3 肌少症病生理機轉 (Pathophysiology of sarcopenia) 

肌少症發病及進程的影響因子可分為外在因子及內在因子。外在因子包含活

動量、飲食及營養攝取以及生活型態及疾病狀態等。內在因子包含神經肌肉完整

性下降、體內同化性荷爾蒙 (anabolic hormone) 含量及其敏感性改變 (包含生長

激素 (grow hormone, GH)、類胰島素生長因子 (insulin-like growth factor-1, IGF-

1)、雄激素、雌激素及胰島素減少，以及皮質類固醇與胰島素阻抗的增加)、活性

氧分子生成增加、促發炎性細胞激素 (如腫瘤壞死因子 (tumor necrosis factor-

alpha, TNF-α)、介白素-6 (interleukin-6, IL-6)、IL-1β 及 C-reactive protein (CRP) 

等) 分泌增加、以及以上因子共同導致的蛋白質降解速率上升以及蛋白質合成速

率下降 (Kanda et al., 1989)。蛋白質生成及降解速率平衡被破壞便進一步導致肌

肉流失並且影響運動功能。 
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1.4 肌少症治療策略 

粒線體被認為是調節各項肌少症內在因子的重要因素，隨著年齡而下降的粒

線體功能也被認為是造成老年運動能力下降的原因之一 (Arnold et al., 1984)。因

此，近年來強化粒線體功能也成為逐漸受到重視的肌少症治療策略 (Picca et al., 

2019)。然而，目前預防及治療肌少症最好的方法仍為運動，且又以阻力運動效果

最佳。有多篇臨床研究支持阻力運動能增加肌肉質量、肌力與活動能力之效用 

(Barrera et al., 2001; Bonnefoy et al., 2007; Sinacore et al., 2005; Suetta et al., 2008)。

而粒線體功能提升被認為介導了運動帶來好處的原因。 

此外，營養補充亦為肌少症治療策略之一，常被使用的營養補充品包含全蛋

白質或以白氨酸 (leucine) 為主的必需胺基酸補充、以及效果較優的白氨酸下游

代謝產物 β-hydroxyβ-methylbutyrate (HMB) 補充。單純蛋白質補充與以 leucine 

為主的必需胺基酸補充對於肌肉質量、肌力與活動能力的影響皆有限，需搭配運

動才能有較好的效果 (Barrera et al., 2001; H. K. Kim et al., 2012; Tieland et al., 

2012)。而 HMB 可以降低蛋白質降解並增加蛋白質生合成 (Eley et al., 2007)，於

臨床研究結果中有較一致之改善肌肉質量、肌力與活動能力之效果 (N. E. Deutz 

et al., 2013; Flakoll et al., 2004; Stout et al., 2013)。研究顯示長者對於蛋白質生合成

路徑反應降低，因此目前歐洲臨床營養與代謝協會 (European Society for Clinical 

Nutrition and Metabolism) 建議健康 65 歲以上長者每日蛋白質攝取量應提高為 

1.0-1.2 g/kg BW 蛋白質，而對於患有慢性病或營養不良之長者，則更加提高至 

1.2-1.5 g/kg (Davis et al., 1996; N. E. P. Deutz et al., 2014)。蛋白質以外的營養補充

品包含維生素 D 及睪固酮 (testosterone) 等。維生素 D 有助於肌肉生長及預防

骨質疏鬆。睪固酮用於性腺功能低下的老年男性則可增加體重及肌肉質量並減少

脂肪量，但其長期補充可能增加前列腺癌及心血管疾病風險。近期選擇性雄激素

受體調節劑 (selective androgen receptor modulators, SARM) 被發現擁有睪固酮帶

來的好處卻無其害處，為肌少症治療的新興策略。  
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二、粒線體 

粒線體為真核生物特有的雙層膜胞器，其主要功能為進行檸檬酸循環以及氧

化磷酸化產生 ATP，提供細胞能量。因此，代謝旺盛的器官如肌肉、肝臟、及棕

色脂肪組織中粒線體含量較為豐富。粒線體為細胞與細菌內共生演化而來，因此

具有自己的一套 DNA，稱為粒線體 DNA (mitochondrial DNA, mtDNA)，可以自

行製造出氧化磷酸化複合體中的蛋白質。除了產生能量外，粒線體也參與胺基酸

與脂肪酸的代謝、尿素循環、鈣離子濃度調控、生成活性氧物質、細胞分化與凋

亡等維繫生理功能之重要機制。也因此，粒線體具有多種品質控制系統共同合作

維持粒線體的功能。這些粒線體品質相關系統包含：粒線體生合成、粒線體融合

及分裂、粒線體自噬以及粒線體功能相關蛋白表現調控等。 

2.1   粒線體生合成 

粒線體生合成是指粒線體數目因細胞對能量需求增加而增加，為一複雜的轉

錄調控機制。粒線體生合成的主要調節者 peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator-1α (PGC-1a) 為轉錄輔激活因子 (coactivator)，可調控轉錄因子

之轉錄活性影響其下游基因表現。運動過後，PGC-1a 透過增加轉錄因子 nuclear 

respiratory factors (NRF)-1、-2 之表現來進一步增加 mitochondrial transcription 

factor A (TFAM) 表現。TFAM 進入粒線體後便可 mtDNA 結合，並促進粒線體

生合成以及增加粒線體氧化酵素之表現 (Scarpulla, 2008)。 
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2.2   粒線體融合與分裂 

粒線體是高度適應性的胞器，透過不停融合與分裂進行動態重塑來適應不同

養分供給狀態下的能量需求。粒線體融合及分裂對於粒線體功能的維持扮演了重

要的角色。粒線體融合由外膜融合蛋白 mitofusin1 (MFN1)、mitofusin 2 (MFN2) 

及內膜融合蛋白 optic atrophy protein 1 (OPA1) 負責，可以稀釋掉受損的粒線

體，減輕環境或代謝造成的壓力。粒線體分裂則由 fission 1 protein (FIS1) 負責，

可使受損粒線體進一步透過粒線體自噬 (mitophagy) 被清除 (Schrepfer et al., 

2016)。 

粒線體型態可以反映粒線體融合與分裂間的速率關係。型態較長且為網絡狀

或管狀的粒線體可能來自於較旺盛的粒線體融合作用；而顆粒狀的較小的粒線體

則可能來自於較旺盛的粒線體分裂作用。不同類別的細胞中粒線體型態具有高度

變異，例如：纖維母細胞中的粒線體多呈絲狀；而肝細胞中粒線體則為較小的胞

器。骨骼肌中的粒線體型態亦依據能量代謝的不同而有所差異，根據 Mishra et 

al. (2015) 研究顯示，快肌纖維中粒線體以小塊狀排列，而慢肌纖維中之粒線體則

較長且互相連接。此外，在快肌轉換為慢肌的過程中也能發現粒線體增長的現

象。 



doi:10.6342/NTU201901252

第一章 緒論 

7 

 

圖 1-1 粒線體生命週期 (Ventura-Clapier et al., 2017) 

Figure 1-1 Mitochondria life cycle 

Mitochondria life cycle involves mitochondrial biogenesis, mitochondrial dynamics, and quality 

control involving mitophagy. Mitochondrial biogenesis is initiated by an energetic 

disequilibrium that is sensed by two signaling pathways: the AMPK and the deacetylase SIRT1. 

Increased expression or activity of the master regulators of mitochondrial biogenesis PGC-1α 

and β activates the expression of the nuclear respiratory factors 1 and 2 (NRFs) which induces 

the expression of the mitochondrial transcription factor TFAM which translocates to 

mitochondria, binds to mtDNA and activates its transcription and replication. NRFs together 

with other transcription factors (ERRs, PPARs) activate the expression of nuclear-encoded 

mitochondrial proteins (mt proteins) which are imported into mitochondria. Mitochondria then 

undergo fusion and fission cycles known as mitochondrial dynamics. Defective mitochondria 

(red) can be eliminated in the autophagy vesicles through a process called mitophagy. (Ventura-

Clapier et al., 2017) 
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2.3   粒線體功能相關蛋白 

如前述提到，粒線體主要功能為進行檸檬酸循環以及氧化磷酸化產生 ATP，

提供細胞能量，參與檸檬酸循環及氧化磷酸化之酵素乃被作為粒線體功能指標。

常作為粒線體功能指標的粒線體酵素包含位於粒線體基質，且為檸檬酸循環中第

一個酵素的檸檬酸合成酶 (citrate synthase, CS)，以及位於粒線體內膜上同樣參與

檸檬酸循環並為氧化磷酸化複合體 II 的琥珀酸脫氫酶 (succinate dehydrogenase, 

SDH) 以及氧化磷酸化複合體 IV——細胞色素 c 氧化酶 (cytochrome c oxidase, 

COX)。其中，亦有研究支持 CS 活性與粒線體含量成正比 (O'Neill et al., 2011)。 

除了氧化磷酸化相關酵素外，粒線體內膜上亦存在著去耦合蛋白 (uncoupling 

protein, UCP)。UCP 作為氫離子通道蛋白會進行去耦合作用，讓粒線體內外膜間

之氫離子通過，並使原本用以產生 ATP 的氫離子濃度梯度轉換成熱能。除了產

生熱能外，UCP 亦會影響能量代謝，並具有調節活性氧分子生成的功能。UCP 

有三種亞型 (isoform)，包括 UCP1、UCP2、及 UCP3。UCP1 為脂肪組織特

有；UCP2 廣泛表達於各種組織細胞中；而 UCP3 則主要表現於骨骼肌。 
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三、骨骼肌 

骨骼肌佔人體質量約 40%，支持運動、產生力氣、呼吸運動、平衡姿勢、調

節體溫等重要功能。也是人體主要的蛋白質及肝糖儲存所，在代謝調節上扮演重

要角色 (Shavlakadze et al., 2006)。骨骼肌與平滑肌及心肌共同屬於肌肉組織，但

與平滑肌及心肌不同的是，骨骼肌是隨意肌，可受意識自主控制其收縮及舒張。 

骨骼肌由具有收縮能力的肌細胞所組成。肌細胞形狀呈細長的纖維狀，因此

又稱為肌纖維 (muscle fiber)。肌纖維由肌母細胞 (myoblasts) 融合而來，為多核

細胞，並具有許多粒線體以供應其能量需求。  

3.1  肌纖維分類與肌肉可塑性 

3.1.1  肌纖維分類 

肌纖維依據收縮速度則可分為第一型慢縮肌纖維 (slow switch, Type Ⅰ fiber) 

與第二型快縮肌纖維 (fast switch, Type Ⅱ fiber)。Type Ⅰ fiber 又被稱為紅肌，含有

較多粒線體與肌紅蛋白且血液供應較為充足，主要以有氧代謝來產生能量，疲勞

阻抗能力強，主要提供身體進行長時間的耐力運動。而 Type Ⅱ fiber 又被稱為白

肌，其粒線體含量較低，主要使用糖解作用進行無氧代謝產生能量，疲勞阻抗能

力較 type Ⅰ fiber 弱，但收縮速度快，負責肌群之瞬間爆發力 (Burke et al., 

1971)。 

Type Ⅱ fiber 依其肌球蛋白重鍊 (myosin heavy chain, MyHC) 組成不同，並

依其粒線體含量、氧化酵素如 SDH 活性、與抗疲勞程度由高至低排序又可分為 

type Ⅱa、type Ⅱx/d、及 type Ⅱb fiber (Larsson et al., 1991; Peter et al., 1972; Spamer 

et al., 1977)。 
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圖 1-2 快肌纖維與慢肌纖維中的代謝差異 (Schiaffino et al., 2011) 

Figure 1-2 Scheme showing some differences in glucose, lactate, and fatty acid 

metabolism between fast and slow muscle fibers. 

Pathways prevalent in fast or slow muscle fibers are shown as red or green arrows, respectively. 

DHAP, dihydroxyacetone phosphate; GLUT4, glucose transporter 4; F-6-P, fructose-6-

phosphate; FAT/CD36, fatty acid translocase; FFA, free fatty acids; F-1,6-P, fructose-1,6-

bisphosphate; F-2,6-P, fructose-2,6-bisphosphate; G-3-P, glyceraldehyde-3-phosphate; G-6-P, 

glucose-6-phosphate; GPD1, glycerolphosphate dehydrogenase 1 (cytoplasmic); GPD2, 

glycerolphosphate dehydrogenase 2 (mitochondrial); HK, hexokinase; LDH, lactate 

dehydrogenase; MCT1, monocarboxilic acid transporter 1; MCT4, monocarboxilic acid 

transporter 4; PDH, pyruvate dehydrogenase; PFK, phosphofructokinase; PFKFB3, 

phosphofructokinasefructose bisphosphatase 3; TG, triglycerides. (Schiaffino et al., 2011) 

3.1.2  肌肉可塑性 

不同類型肌纖維間可透過運動訓練、運動神經活性改變、及荷爾蒙變化等刺

激互相轉變，稱為肌肉可塑性 (plasticity)。例如，耐力訓練及粒線體含量上升可

使原本氧化能力較低的 type Ⅱb fiber 轉化為氧化能力較高的 type Ⅱa fiber 

(Hoppeler et al., 1985; Jacobs-El et al., 1993)。 
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肌肉肌纖維組成亦受神經肌肉疾病、肌少症、賀爾蒙變化、或藥物濫用所影

響。其中，在禁食 (fasting)、糖皮質素 (glucocorticoid) 、惡質症、以及老化所致

肌少症等情況中，type Ⅱ fiber 萎縮情形較 type Ⅰ fiber 嚴重 (Matsakas et al., 2009; 

Sayer et al., 2005)。此 type Ⅱ fiber 較為敏感的情形可能是由於 type Ⅱ fiber 中 

PGC-1α 表現量較少，Foxo3 受抑制情形較低，因此下游肌肉萎縮基因 ubiquitin 

ligases atrogin-1 及 MuRF1 表現較高所致 (Sandri et al., 2006)。另外，type Ⅱ 

fiber 選擇性地去神經化與 mtDNA 及蛋白質含量減少也可能與老化過程中 type 

Ⅱ fiber 萎縮情形較嚴重有關。研究也指出，type Ⅰ fiber 中 粒線體輕度去耦合可

以降低活性氧物質 (reactive oxygen species (ROS) 的產生，使其較能對抗隨著年

齡增長而增加的粒線體損傷 (Amara et al., 2007)。 

 

圖 1-3 造成肌纖維組成轉換之生理狀況總覽 (Shigemoto et al., 2015) 

Figure 1-3 Summary of conditions to induce muscle fiber-type switching. 

 

3.1.3  肌肉可塑性調節機制與 PGC1a 

肌纖維轉變的調控機制包含：鈣調磷酸酶 (calcineurin) 與轉錄因子 nuclear 

factor of activated T-cells (NFAT)、對肌肉分化扮演重要角色之轉錄因子 MEF2 相

關路徑、以及參與粒線體生合成調控的 PGC-1α。過度表現 PGC-1a 可在快肌中

增加粒線體含量及氧化酵素表現，並使 type Ⅰ 及 type Ⅱa 比例增加，並具有較高

的抗疲勞能力 (Lin et al., 2002b)。 
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除了與粒線體生合成相關之 NRF 外，受 PGC-1a 調節的轉錄因子亦包含負

責調控脂肪酸汲取與氧化的 ERRα 以及參與脂質及蛋白質的代謝的過氧化體增

殖活化受體 (peroxisome proliferator-activated receptors, PPAR) 家族。PPAR 具有 

α、δ/β、及 γ 三種亞型，受長鏈脂肪酸及其衍生物所活化並影響脂質代謝 

(Grygiel-Górniak, 2014)。骨骼肌中以 PPARδ/β 含量最多，且其表現量在 type Ⅰ 

fiber 較 type II fiber 中高 (Muoio et al., 2002; Y.-X. Wang et al., 2004)。肌肉中專

一性過度表現 PPARδ/β 可使肌纖維轉為傾向氧化型，增加粒線體 DNA、增加 

type Ⅰ fiber 基因表現，並使抗疲勞程度增加 (LUQUET et al., 2003)。 

 

圖 1-4 PGC-1α 調控路徑 (Finck et al., 2007) 

Figure 1-4 The PGC-1α regulatory cascade.  

 

而 PGC-1a 主要受 AMP-activated protein kinase (AMPK) 及 SIRT 等能量需

求相關路徑所調控。AMPK 為細胞能量代謝主要調節者，可以感知細胞能量狀態 

(Hardie et al., 2006)。當細胞能量下降時，AMP/ATP 比例上升，AMP 便會活化 

AMPK 訊息路徑。以 AMP 類似物 AICAR 活化 AMPK 可以透過磷酸化 PGC-

1α 增加粒線體氧化酵素含量並且增進運動耐力 (Narkar et al., 2008)。AMPK 活化

亦會影響 MyHC 表現，並使 type IIb fiber 轉變為 type IIa 或 type IIx/d (Röckl 

et al., 2007)。 
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此外，低能量狀態亦使 NAD+/NADH 比值上升，刺激 sirtuin1 (SIRT1) 活

性。SIRT 為去乙醯化酶，會將轉錄因子或共同活化因子去乙醯化調節其活性，

如 SIRT1 會去乙醯化活化 PGC-1α，進一步促進粒線體生合成及粒線體活性。熱

量限制為在不造成營養不良的情況下降低能量攝取至正常需求的 50%至 80%，已

知能夠延長壽命，而其分子調控機制便為 AMPK 路徑及 SIRT 路徑。 

3.2  骨骼肌肥大與萎縮相關訊息路徑 

PI3K/Akt 是調節肌肉質量主要的訊息路徑，為 IGF-1 及 insulin receptor 下

游並且受運動調節 (Glass, 2005)。PI3K/Akt 路徑活化可透過活化 (mammalian 

target of rapamycin) mTOR 路徑增加 S6K1、及 4E-BP1 的磷酸化來增進蛋白質

生合成，並且透過磷酸化轉錄因子 FOXO ( (Brunet et al., 1999) 來抑制 Muscle 

Atrophy F-box or Atrogen-1 (MAFbx) 及 Muscle RING Finger 1 (MuRF1) 轉錄進而

降低肌肉萎縮情形 (Bodine, Stitt, et al., 2001; Stitt et al., 2004)。老年胰島素敏感性

下降導致對於蛋白質生合成路徑刺激較不敏感 (Davis et al., 1996)。增加蛋白質攝

取可增加 Akt、S6K1、及 4E-BP1 的磷酸化進而增加蛋白質生合成並且透過活

化 mTOR 訊息路徑來增加蛋白質轉譯。 

蛋白質分解靠依賴 ATP 之泛素-蛋白酶體 (ubiquitin-proteasome) 之蛋白質水

解路徑活化，在哺乳類動物中需要透過 MAFbx 及 MuRF1 才能達成 (Bodine, 

Latres, et al., 2001)。因此，MAFbx 及 MuRF1 可作為肌肉萎縮指標。 

3.3  肌肉幹細胞與肌肉再生能力 

衛星細胞 (satellite cell) 存在於基底膜和肌纖維的肌膜之間，平時處於靜止

狀態 (quiescent)，當受到運動或其他刺激時才會活化分裂進行肌肉的生長及修復 

(Zammit et al., 2006)。研究發現高齡者肌肉幹細胞由靜止狀態轉變為不可逆之衰

老狀態 (senescence)，肌肉增生分化與修復能力下降，加上老化過程中蛋白質分

解速率高於合成速率，終致肌肉質量與功能的下降 (Sousa-Victor et al., 2014)。  
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四、細胞衰老  

4.1  細胞衰老簡介與特徵 

細胞衰老是細胞週期永久停滯的狀態，會受到端粒 (telomere) 縮短、致癌基

因活化、DNA 雙股斷裂、氧化壓力等的活化。細胞衰老在短期對於抑制癌症、

組織修復、傷口癒合及胚胎發育是有益的 (Demaria et al., 2014; Helman et al., 

2016; Kang et al., 2011; Storer et al., 2013)，此衰老細胞可被正常免疫系統清除。但

在年老、化療、放射線等因子的作用下，容易造成免疫功能下降而導致衰老細胞

累積，此時衰老細胞就轉為有害的。衰老細胞有以下三種特徵：永久的細胞週期

停滯、衰老相關分泌表型 (senescence-associated secretory phenotype, SASP)、以及

具有抵抗細胞凋亡的能力。 

4.1.1  永久的細胞週期停滯 

細胞週期的調控主要依靠各時期特有的週期素 (cyclin) 及與其搭配的週期蛋

白依賴酶 (cyclin-dependent kinase, CDK)。CDK 與其搭配的週期素結合後呈現活

化態，會促使視網膜母細胞瘤蛋白 (retinoblastoma protein, RB) 磷酸化。磷酸化

的 RB 會釋放出轉錄因子 E2F，開啟下一階段的細胞週期所需要的蛋白基因轉

錄 (Bai et al., 2017)。 

衰老細胞中誘發及維持細胞週期停滯的主要調節者分別為 CDK2, 4, 6 抑制

劑 p53 與 p21 及 CDK4, 6 抑制劑 p16INK4A (Alcorta et al., 1996; Serrano et al., 

1993)。DNA 雙股斷裂或裸露的端粒會誘發 DNA 損傷反應 (DNA damage 

response, DDR)，進而透過 ataxia telangiectasia mutated (ATM)、ataxia 

telangiectasia and RAD3-related protein (ATR)，或是 p19ARF抑制泛素連接酶 mouse 

double minute 2 (MDM2) 使 p53 磷酸化 (Eischen et al., 2014; Shiloh et al., 2013)。

受磷酸化而活化的 p53 會增加下游基因 p21 的表現，導致細胞週期停滯 

(Herbig et al., 2003)。而細胞週期停滯的維持是靠 p16INK4A 抑制 CDK4, 6 活性，
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使細胞無法進入 S phase (Ohtani et al., 2001; Wong et al., 2009)。老齡鼠之許多器

官中皆可觀察到 CDK 抑制劑含量上升的現象 (Krishnamurthy et al., 2004)。 

4.1.2  衰老相關分泌表型 

衰老細胞雖然失去分裂的能力，但仍會分泌許多生物活性物質，包含促發炎

因子 (如 IL-6、IL-8)、細胞外基質 (extracellular matrix) 重塑蛋白 (如細胞外基質

分解酶 metalloproteinases (MMPs))、促纖維化因子、以及生長因子 (如血管內皮

生長因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF)) 等，合稱為衰老相關分泌表

型 (senescence-associated secretory phenotype, SASP) (Acosta et al., 2008; B. G. 

Childs et al., 2017; Coppé et al., 2008; Kuilman et al., 2008)。 

SASP 會影響正常細胞功能，並可能產生旁激素效應，誘導周圍細胞衰老 

(Hoare et al., 2016)，這也可能產生促進癌症的環境而使原本抑制癌症的細胞衰老

機制轉向促進癌症。 

體內 (in vivo) 實驗發現，BubR1H/H 早衰鼠脂肪組織、骨骼肌及眼睛中 

plasminogen activator inhibitor 1 (PAI1) 表現量隨年齡增加而增加 (D. J. Baker et 

al., 2011)。而表現多重老化相關疾病之 klotho 缺陷小鼠中也發現較高的血漿 

PAI1 及組織 (腎臟、血管及心臟) PAI1 表現與老化相關失能有關 (Eren et al., 

2014)。 

4.1.3  抵抗細胞凋亡 

當衰老壓力來臨時，p53 表現量上升，致使 p53 調節的細胞凋亡調節劑

(p53-upregulated modulator of apoptosis (PUMA))、NOXA 及 B cell lymphoma 

(BCL) -2、及 BCL-X 高度表現，困住促細胞凋亡的含 Bcl-2 homology 3 (BH3) 

domain 之蛋白質而抑制細胞凋亡 (Yosef et al., 2016)。p21 亦可以直接抑制細胞

凋亡及 caspase 3 活性 (Tang et al., 2006)。凋亡的細胞也會透過 p53-dependent 

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A (DNMT3A) 來抑制 p21 活性 (Zhang et al., 

2011)。 
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圖 1-5 衰老細胞的標誌 (B. G. Childs et al., 2017) 

Figure 1-5 Hallmarks of senescent cells. 
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4.2  細胞衰老與老化 

BubR1H/H 早衰鼠具有有絲分裂檢查點缺失，常被用來研究衰老與老化間的

關聯。BubR1H/H 鼠在骨骼肌、脂肪組織、及眼睛會表現出老化表型，而在這些

組織中皆可發現表現 p16INK4A 的衰老細胞累積。抑制 p16INK4A 可改善包括肌少

症在內的老化現象並且延長壽命 (Darren J. Baker et al., 2008)。此團隊亦建立

INK-ATTAC (apoptosis through targeted activation of caspase) 基因轉殖模式小鼠：

在 p16Ink4a 之基因啟動子後加入 FKBP-Casp8-Flag-IRES-EGFP，如此可在打入 

AP20187 後引起會轉錄出 p16 的細胞自噬。於 BubR1H/H 小鼠中選擇性清除 

p16Ink4a 表現之細胞能改善肌少症、白內障、及脂肪功能異常 (lipodystrophy) 的

情形 (D. J. Baker et al., 2011)。而於自然老化小鼠中選擇性清除 p16Ink4a 表現之細

胞能夠延長壽命、改善腎小球硬化、心肌細胞肥大、白內障、脂肪功能異常等年

齡相關疾病並降低癌症發生 (Darren J Baker et al., 2016)。 

4.3  對抗細胞衰老做為抗老化策略 

由於細胞衰老與許多老年相關疾病有關，針對細胞衰老作用可作為對抗老年

相關疾病的治療策略。針對細胞衰老的治療方法包括選擇性清除衰老細胞及影響 

SASP 分泌情形等策略。選擇性清除衰老細胞策略多為針對衰老細胞中抗細胞凋

亡機制，如 BCL-2 家族抑制劑 navitoclax (又被稱作 ABT-263) 能清除衰老細胞

並改善動脈粥狀硬化 (Bennett G Childs et al., 2016)，但其有可能導致血小板減少

症的副作用 (Rudin et al., 2012)。為了減輕藥物的副作用，仍需更多研究篩選出具

有選擇性清除衰老細胞功能且半衰期短的藥物或者是採用間歇性給予的策略 (B. 

G. Childs et al., 2017)。另一選擇性清除衰老細胞的物質 UBX0101 可以改善骨關

節炎疾病進程與疼痛 (Jeon et al., 2017)。同樣針對抗細胞凋亡作用的化療藥物 

Dasatinib 及斛皮素 (quercetin，一種植物黃酮類化合物) 組合可以降低脂肪組織
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中衰老細胞含量及降低 SASP 的分泌。在老齡鼠中給予 Dasatinib 及斛皮素可以

提升活動功能及延長壽命 (Xu et al., 2018)。 

而影響 SASP 分泌情形之策略包含降低促 SASP 分泌途徑、減少 SASP 分

泌、及中和 SASP 效用等。然而降低促 SASP 分泌途徑需評估長期免疫抑制帶來

的影響，而減少 SASP 分泌則無法有效降低衰老細胞帶來不良效果。 
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五、小鼠生命期 

小鼠因其具有與人類高度相似的基因序列及生理特性，加上可獲得性與經濟

效益較靈長類或其他模式佳之特點，使其廣泛應用於生物醫學相關研究。此外，

小鼠生命期較短，近年來也被廣泛應用於探討老化 (aging) 與衰老 (senescence) 

相關議題。 

圖 1-6 為 Flurkey et al. (2007) 研究團隊觀察 300 隻 C57BL/6J (B6) 小鼠 

(公鼠及母鼠各 150 隻) 而得之存活曲線。小鼠生命期可分為成年期 (mature 

adult)、中年期 (middle age)、與老年期 (old)。3~6 月齡之小鼠可視於處於成年

期，此階段過了快速生長發育期但尚未受衰老所影響，常作為老化研究中的控制

組，此時期對應到人類年齡約為 20~30 歲；10~14 月齡小鼠可視為中年期，此

時期可以觀察到部分老化指標開始表現，有助於觀察年齡相關改變為漸進式變化

亦或僅出現於老年期，此時期對應到人類年齡約為 38~47 歲；18~24 月齡小鼠

可視為老年期，此時期可以觀察到幾乎所有的衰老相關改變；而 24 月齡以上小

鼠被視為非常老，存活率急遽下降。 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1-6 C57BL/6J 小鼠與人類生命期

之對照表 (Flurkey et al., 2007) 

Figure 1-6 Life history stages in 

C57BL/6J mice in comparison to 

human beings  
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六、山苦瓜 

6.1  山苦瓜簡介 

山苦瓜學名為 Momordica charantia Linn. var. abbreviata Ser.，屬於葫蘆科 

(Cucurbitaceae)、苦瓜屬 (Momordica)，為一年生蔓性攀藤植物。山苦瓜原產於熱

帶及亞熱帶地區，廣泛種植於南亞、東南亞及中國等地。在臺灣一年四季均可生

產山苦瓜，又以五至十月為盛產期。山苦瓜表面果實為漿果，表面有瘤狀突起，

外型為紡錘狀或是橢圓形，未成熟時呈現綠色、淺綠色或白色，種子為白色；成

熟後果實轉為橘黃色，種子則轉為紅色。苦瓜在熱帶地區廣泛作為一般家庭日常

食用蔬菜。在傳統醫學上，苦瓜性寒，具有消暑清熱、去火、清新明目、解毒、

滋陰補血、健脾補腎等功效。在亞洲、非洲、及拉丁美洲地區，苦瓜被做為改善

高血糖及代謝紊亂的藥物使用，早在五千年前印度傳統醫學阿育吠陀 (Ayurveda) 

中便有所記載 (Beloina et al., 2005; Grover et al., 2004a)。 

6.2  苦瓜成分與生理活性 

苦瓜中含九成水份，其餘成份包含纖維素及少量蛋白質。此外，苦瓜中也包

含維生素、礦物質及多種植化素 (phytochemicals)，目前已知苦瓜中所含之植化

素可分為五大類，包含：酚類 (phenolic compounds) 與黃酮類 (flavonoids 

compounds)、葫蘆烷型三萜類 (cucurbitane type triterpenoids)、葫蘆烷型三萜醣苷 

(cucurbitane type triterpenoids glycoside)、齊墩果型三萜皂甙 (oleanane type 

triterpene saponins) 及胜肽 (peptides) (Chen et al., 2009; He et al., 2013; Kubola et 

al., 2008; Liu et al., 2009; Yen et al., 2014)。 

苦瓜早已被報導出有抗細菌、抗發炎、抗糖尿病及抗腫瘤的能力 (Grover et 

al., 2004b)。本實驗室先前研究發現，山苦瓜乙酸乙酯萃物可活化 PPAR 與 

PPAR、並上調脂肪酸代謝相關基因，且於山苦瓜中分離出 cis-9, trans-11, trans-

13-共軛次亞麻油酸 (9-cis, 11-trans, 13-trans-conjugated linolenic acid, CLN) 作為活
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性物質 (Chao et al., 2003; Chuang et al., 2006)。由山苦瓜中分離出的葫蘆烷型三萜

類也被報導具有部分活化/拮抗雌激素受體(partial agonist/antagonist activity via ER) 

的性質 (Hsu et al., 2011)。 

小鼠體內 (in vivo) 實驗發現苦瓜可以影響多個重要體內組織及器官包含肝

臟、胰臟、脂肪組織及肌肉，進而調控體內的代謝恆定，具有改善代謝異常及抗

肥胖之效用。目前已知參與之調控包含：(1) 促進肝臟 PPARs 及 PGC-1 轉錄

活性並增加 -oxidation、減少脂肪酸合成及堆積；(2) 促進胰臟胰島素分泌及預

防 -cell 損傷；(3) 活化脂肪組織中 PPARs 及 PGC-1 轉錄活性，促進脂肪細

胞分化、提高脂肪細胞葡萄糖汲取；(4) 促進骨骼肌 PPAR 與  表現等調控 

(Alam et al., 2015)。 

6.3  苦瓜對肌肉的影響 

山苦瓜被認為可以增加肌肉對葡萄糖的汲取能力，進而調解血糖與促進胰島

素敏感性 (Shih et al., 2009)。本實驗室過去研究也觀察到，在細胞模式中山苦瓜

萃物可促進肌肉與脂肪組織葡萄糖汲取與 Akt 磷酸化 (周怡君, 2010)。山苦瓜中

分離出數種三萜類化合物可以提升 L6 肌肉細胞中 AMPK 活性，使 PGC-1α 表

現量上升，進而促進粒線體生合成與調控肌纖維型態，尤其以不帶糖基三萜類活

性最高 (Tan et al., 2008)。 

體內實驗的部份，三萜類化合物中的 ursolic acid 被發現可以降低禁食導致

肌肉萎縮小鼠之肌肉萎縮指標基因 Atrogin-1 及 MuRF 表現量 (Kunkel et al., 

2011)。而在胰島素與 IGF-1 共同存在下，ursolic acid 可協同活化 IGF-1 活化 

mTORC1 訊息路徑，調控蛋白質生合成 (Sakuma et al., 2012)。以高脂飲食誘發

代謝異常之小鼠模式中，苦瓜補充可以上調腓腸肌 IGF-1 及其下游傳遞路徑 

IGF-1、 Igf1r、Akt2、Hk2 之基因表現，並增加腓腸肌相對重量 (黃苡慈, 

2017)。Sprague-Dawley 大鼠餵食高脂 (30% fat) 飲食含 1% 或 1.25% 苦瓜 6 

週後，與高脂組相比，腓腸肌中 Ucp3 及 Pgc-1 mRNA 表現量被顯著上調 
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(Chan et al., 2005)。而 5% 山苦瓜補充於高蔗糖 (50% w/w) 飼料中也可促進肌肉

中粒線體相關基因如 Pgc1α、Nrf1 及 Tfam mRNA 表現量 (Lu et al., 2013; 蔣汶

龍, 2014)。 

近年來，苦瓜被報導可以上調粒線體氧化能力並改善睪丸剔除導致的運動表

現及肌肉流失 (C.-L. Wang et al., 2019)。ICR 公鼠補充山苦瓜四個禮拜後，肌力及

抗疲勞能力皆顯著提升 (Hsiao et al., 2017)。  
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第三節 研究假說及實驗架構 

一、研究假說 

老化被認為源自於逐漸累積之細胞傷害，而伴隨老化的營養感應系統改變、

粒線體功能下降、與衰老細胞的累積皆會導致老化情形加劇，影響老化相關疾病

之進程。 

已知苦瓜可藉由多種調控路徑調節體內代謝恆定。過去研究指出山苦瓜萃物

可促進 C2C12 肌肉細胞之粒線體功能指標檸檬酸合成酶 (citrate synthase) 活

性，並可協同 IGF-1 促進肌肉前驅細胞增生。於高脂及高蔗糖模式小鼠中皆觀

察到苦瓜上調粒線體相關基因 mRNA 表現，利於維持粒線體功能。 

綜合以上，本研究的假說為：老化導致小鼠表現出肌少症之特徵，而山苦瓜

可以透過調節小鼠骨骼肌粒線體活性與體內細胞衰老情形，利於減緩老化相關疾

病肌少症之進程。 

 

本研究觀察重點如下： 

(1)  確認高齡會使小鼠表現出肌少症之特徵 

(2)  確認山苦瓜對於肌少症有改善的作用 

(3)  探討山苦瓜是否透過調節骨骼肌粒線體相關功能達改善肌少症之效果 

(4)  探討山苦瓜對體內細胞衰老情形之影響 
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二、研究架構 

使用 8 月齡大之退役公鼠，將小鼠飼養至 16.5 月齡後觀察山苦瓜對老齡鼠

肌肉功能、肌肉質量、粒線體及細胞衰老等之影響，以探討山苦瓜抗老化及應用

於肌少症之潛力。實驗以老齡與高蔗糖飼料雙因子設計以釐清影響肌少症表型之

因素。 

 

1. 試驗對象：8 月齡 C57BL/6J 退役公鼠與 1.25 月齡 C57BL/6J 公鼠 

2. 試驗組別：AN 組、AH 組、AHB 組、YN 組、及 YH 組 

3. 實驗飼料：5% 山苦瓜全果凍乾粉添加於高蔗糖飼料，以 AIN-93G 飼料及高

蔗糖飼料作為對照組 

4. 實驗設計：8 月齡 C57BL/6J 公鼠餵食 Chow diet 至 15.5 月齡，更換為 

AIN-93G 飼料繼續飼養至 16.25 月齡。苦瓜組經過苦味適應一周後開始給

予實驗飼料，餵食 26 週後犧牲。年輕之兩組對照組於 1.25 月齡以 Chow 

diet 餵養至 2 月齡，更換為 AIN-93G 飼料繼續飼養至 3 月齡後開始給予

實驗飼料，餵食 26 週後犧牲。 
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第二章 實驗設計與材料方法 

第一節 實驗設計 

 

Test groups: 

AN: Aging mice fed AIN-93G diet 

AH: Aging mice fed high sucrose (HS) diet, 50% (w/w) sucrose 

AHB: Aging mice fed 5% bitter gourd powder (BGP) in HS diet 

YN: Young mice fed AIN-93G diet 

YH: Young mice fed high sucrose (HS) diet, 50% (w/w) sucrose 

 

動物飼養與飼養過程中的實驗均與本實驗室汪芝翎學姊及王昱仁學長共同完成。  
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第二節 材料與方法 

一、動物飼養 

八月齡退役 C57BL/6J 公種鼠 (老齡鼠) 35 隻及 5~6 週齡 C57BL/6J 公鼠 

(年輕鼠) 20 隻自國家實驗動物中心購入後個別飼養於不鏽鋼絲網籠中。飼料及飲

水為自由攝食，並每週監測體重。動物房溫度控制在 22 ± 2℃；濕度控制在 60 

± 10%；日照週期為 12 小時 (8:00~20:00 為光照期；20:00~8:00 為黑暗期)。 

實驗鼠購入後以 Chow diet (LabDiet 5001, PMI Nutrient International Inc. 

Bretwood, MO) (營養組成如表 2-1 所示) 適應餵食至老齡鼠 15.5 月齡、年輕鼠 

2 月齡 (年輕鼠分兩批購入，但實際年齡相同。兩月齡時兩批體重無顯著差異)，

之後給予 AIN-93G 飼料進行粉狀飼料適應，此後便開始每週監測攝食量，並於

其間測量其前肢抓力表現。於老齡鼠 16.25 月齡、年輕鼠 2.75 月齡時依體重及

抓力表現隨機分組。 

老齡鼠分為三組：持續餵食 AIN-93G 飼料之 AN 組 (n=11)；餵食將 AIN-

93G 飼料中之醣類來源調整成 50% w/w 蔗糖 (高蔗糖飼料) 之 AH 組 (n=11)；

及餵食以高蔗糖飼料為基礎添加 5% w/w 花蓮四號山苦瓜全果凍乾粉 (Hualien 

No.4 Bitter guard powder, BGP) 之 AHB 組 (n=12)。各組飼料配製方法及營養組

成如本節之三、所示。年輕鼠分為兩組，分別作為 AN 及 AH 組之對照組：餵

食 AIN-93G 飼料之 YN 組 (n=10) 及餵食高蔗糖飼料之 YH 組 (n=10)。AHB 

組進行苦味適應 (漸進給予內含 1% (2 天)、3% (3 天) 及 5% BGP (2 天) 之高

蔗糖飼料) 一週後進入正式實驗，正式實驗 26 週後進行犧牲。 
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二、山苦瓜樣品製備 

本實驗採用由花蓮吉安鄉農業改良場提供之花蓮四號品系山苦瓜。山苦瓜全

果以清水洗淨、擦乾後，切除蒂頭，並切成 0.5~1 公分間之苦瓜片，冷凍保存於 

-20℃。冷凍苦瓜片於國立臺灣大學食品科技研究所進行冷凍乾燥後，以磨粉機打

碎成粉末，即為花蓮四號山苦瓜全果凍乾粉，保存於 -20℃。 

三、飼料配製 

3.1  AIN-93G 飼料 

AIN-93G 飼料普遍被用來作為純化飼料 (purified diet) 之控制組，我們特別

在老齡鼠及年輕鼠中皆設計餵食 AIN-93G 之控制組小鼠，以釐清所觀察到之現

象為年齡所致抑或是高蔗糖飼料所致。AIN-93G 飼料配方及配製方法參考 

Reeves et al. (1993) 等人提出之方法：飼料成分、營養素組成及熱量百分比如表 

2-2 所示。配製方法如下：將少量粉狀成分 (包含 AIN- 93G Mineral Mixture、

AIN- 93 Vitamin Mixture、L-Cystine、Choline chloride、及 Hualien No.4 Bitter 

guard powder) 置於研缽中磨至極細，逐次加入多量粉狀成分混合均勻，待所有粉

狀成分混合均勻後加入大豆油繼續混勻，過篩兩次後分裝於雙層夾鏈袋中並儲存

於 -20℃。在給予小鼠飼料前一天將飼料置於室溫回溫。 

3.2  高蔗糖飼料 

為避免山苦瓜之苦味對小鼠攝食量造成影響，本實驗採用以 AIN-93G 飼料

為基礎，將醣類來源調整成 50% w/w 蔗糖之高蔗糖飼料 (High sucrose diet, HS 

diet)。實驗組之山苦瓜飼料 (5% BGP in HS diet) 為在高蔗糖飼料中添加 5% 

(w/w) 花蓮四號山苦瓜全果凍乾粉，並以苦瓜粉末組成成分 (醣類 54.6%；蛋白

質 4.5%；脂質 2.7%；纖維素 38.2%) 進行調整，使營養成分組成與高蔗糖飼料

相等。飼料成分、營養素組成及熱量百分比如表 2-2 所示。  
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表 2-1 市售 Chow diet 組成 

Table 2-1 Composition of the commercial chow diet 
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表 2-2 實驗飼料配方 

Table 2-2 Composition of Test Diets 

Ingredient of Diet1 (%) AIN-93G HS 5% BGP in HS 

Corn starch 52.95 12.95 10.22 

Sucrose 10 50 50 

Casein 20 20 19.775 

Soybean oil 7 7 6.865 

Cellulose 5 5 3.09 

AIN- 93G Mineral Mixture2 3.5 3.5 3.5 

AIN- 93 Vitamin Mixture2 1 1 1 

L-Cystine 0.3 0.3 0.3 

Choline chloride 0.25 0.25 0.25 

Hualien No.4 Bitter guard powder3 - - 5 

kcal/g 3.96 3.96 3.96 

CHO calorie/ total calories (%) 63.59 63.59 63.59 

Protein calorie/ total calories (%) 20.51 20.51 20.51 

Fat calorie/ total calories (%) 15.91 15.91 15.91 

1. Ingredients (Sources): Corn starch (台榮, Taiwan); Sucrose (台糖, Taiwan); Casein (MP, 

New Zealand); Soybean oil (台糖, Taiwan); Cellulose (JRS, Germany); AIN-93G Mineral 

Mixture, (MP, New Zealand); AIN-93 Vitamin Mixture (MP, New Zealand); L-Cystine 

(Wako, Japan); Choline chloride (Sigma, USA)  

2. The composition of AIN-93G Mineral Mixture and AIN-93 Vitamin Mixture are as 

described in J, Nur, 123:1939-1951 (1993) (Nielsen et al., 1993) 

3. 5% BGP in HS diet is modified according to the proximate composition of the bitter gourd 

powder (54.6% carbohydrate, 4.5% protein, 2.7% fat, and 38.2% dietary fiber). 
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四、動物運動表現分析 

此項目為運動表現測試，為避免小鼠因焦慮不適而影響量測結果，進行測試

前均先將小鼠由飼養區移至實驗區適應實驗環境 30 分鐘，並由相同操作者固定

於光照期中間時段 (約下午兩點時) 進行。 

4.1  前肢抓力表現分析 

以抓力分析儀 (grip strength meter, Muromachi, Japan) 測量小鼠前肢抓力，實

驗方法參考 Bonetto et al. (2015) 建立之模式。抓力分析儀由透明壓克力板架、抓

網與抓力測量儀組成。抓力測量方法為讓老鼠抓住抓網後，將小鼠以水平於地面

方向向後拉，直至小鼠放開抓網，抓力測量儀會記錄小鼠之最大抓力值 (如圖 2-

1 A 所示)。每一次的抓力分析實驗共進行 10~12 次抓力量測，每次量測間隔 5 

秒鐘，每 5~6 次量測間休息 30 秒，將 10~12 次最大抓力值量測結果平均即為

小鼠之前肢抓力表現。抓力測量期間觀察小鼠狀況，若小鼠出現縮手、舔手或拱

背的情形 (如圖 2-1 B ) 則暫停實驗，待小鼠狀況恢復時再接續實驗。 

 

      

圖 2-1 小鼠進行前肢抓力表現分析時之代表照片 (TaiwanMouseClinic) 

Figure 2-1 Representing photo while performing a forelimb grip test on mice 

(A) Forelimb grip strength test of mouse grasping wire screen as it is being pulled by the tail 

horizontally relative to the force meter. The mouse is pulled steadily until it loses grip. The peak 

force is measured by the force meter. (B) Representing photo of mouse showing uncomfortable 

signs.   

A B 
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4.2  Inverted screen test 

Inverted screen test 又稱四肢懸吊試驗 (four limb-hanging test)，使小鼠以對抗

自身重量的方法倒吊於不鏽鋼格網上，以評估小鼠的肌肉力量 (Bonetto et al., 

2015)。將 1 × 1 公分不鏽鋼格網架於離地 35 公分以上，以避免小鼠跳離格

網，並將地上鋪滿擦手紙及墊料以防小鼠掉落時摔傷。實驗過程中將老鼠置於格

網中間，確認其四肢皆抓於網格後緩慢翻轉格網 180°，使小鼠倒吊於格網上。

記錄小鼠倒吊於格網上之時間以及懸吊於格網上時的後腳移動次數。每隻小鼠進

行兩次試驗，兩次試驗間隔至少 30 分鐘。由於小鼠倒吊時間受其體重影響，因

此我們將倒吊於格網上之時間對體重進行校正，結果以 holding impulse (gm ×

sec) 呈現。而於格網上的後腳次數則與倒吊於格網上之時間進行校正，計算單位

時間內之後腳移動次數 (number of rear leg moves/latency to fall (sec))。 

 

 

圖 2-2 小鼠進行 Inverted screen test 時之代表照片 (Bonetto et al., 2015) 

Figure 2-2 Representing photo while performing an inverted screen test on mice 

Four limb-hanging test of mouse grasping wire screen as it is inverted. 
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五、衰弱指數評估 

參考 Whitehead et al. (2014) 建立之非侵入性且簡易的方法對於小鼠健康狀況

進行評估。該法之評估項目共計 31 項，內容涵蓋體表、肌肉骨骼系統、前庭與

聽覺系統、眼部和鼻部系統、消化系統、泌尿生殖系統、呼吸系統、不適、體

重、以及體溫，詳細項目及評估方法如表 2-3、表 2-4 所示。評估方法為依據不

正常或衰退的程度給予各項目 0、0.5、或 1 的給分 (1 分為最嚴重衰退)，並計

算各項目加總分數佔全部評估項目的比例即為衰弱指數。 

六、動物犧牲與取樣  

小鼠於正式實驗第 26 週 (老年鼠 23 月齡；年輕鼠 9.5 月齡時) 犧牲。犧

牲前 12 小時禁食以消除前一餐飲食帶來的影響。以二氧化碳窒息法進行犧牲。

確定動物無疼痛反射後，秤取小鼠體重，並迅速以 1 ml 針筒進行心臟採血。將

血液樣本置於冰上，之後以 4℃ 12000 g 離心 20 分鐘，取上清液，重複離心取

上清液步驟一次即得血清樣本，將血清樣本保存於 -80℃ 待後續分析。 

動物採血後以大剪剪開腹腔，取其肝臟、腎臟、白色脂肪組織 (副睪周圍脂

肪組織、腎臟周圍脂肪組織、以及鼠蹊部皮下脂肪組織)、肩胛骨棕色脂肪組織、

後肢大腿股四頭肌 (quadriceps)、後肢小腿肌包含腓腸肌 (gastrocnemius, GAS)、

比目魚肌 (soleus)、脛骨前肌 (tibialis anterior, TA)、及趾伸長肌 (extensor 

digitorum longus, EDL)、前肢肱三頭肌 (Triceps)、提肛肌 (levator ani)、以及球狀

海綿體肌 (bulbocavernosus) 秤重。腓腸肌、脛骨前肌、及肱三頭肌秤重後取單側

浸泡於 30% sucrose/PBS 中，待後續進行冷凍切片。剩餘組織秤重後放入液態氮

使其急速冷凍並保存於 -80℃。 

其餘組織包含心臟、脾臟、肺臟、腎上腺、睪丸、副睪、前列腺、以及精囊

僅取出秤重。 
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表 2-3 老齡 C57BL/6J 小鼠惡化的臨床症狀 (Whitehead et al., 2014) 

Table 2-3 Clinical signs of deterioration in aging C57BL/6J mice 
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表 2-4 計算衰弱指數所使用之臨床評估項目 (Whitehead et al., 2014) 

Table 2-4 Clinical assessment of deficits to create a frailty index 
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七、血液生化指標分析  

7.1  血糖分析 

使用市售試劑套組 (Randox GL2623, UK) 進行血糖測定，測定原理如下：藉

由葡萄糖氧化酵素 (glucose oxidase, GOD) 氧化葡萄糖並產生過氧化氫 (H2O2)，

再藉由過氧化氫酶 (peroxidase, POD) 催化 H2O2 產生紫紅色 quinoneimine。 

Glucose + O2 + H2O 
GOD
→   gluconic acid + H2O2 

2 H2O2 + 4-amonphenzone + phenol 
POD
→   quinoneimine (red) + 4H2O 

實驗方法：將血清樣本以一次水稀釋八倍，並將試劑套組提供之葡萄糖標準

液 (100 mg/dL) 以一次水序列稀釋成 50、25、12.5、6.25 mg/dL 之葡萄糖液。

取 10 l 稀釋後之血清樣品、葡萄糖液、及作為空白組之一次水加入 96 孔盤中 

(二重複試驗)，再加入 100 l 反應試劑，反應 10 分鐘後測量 490 nm 吸光值。

將標準品之吸光值做成標準曲線，帶入樣品吸光值即可推算樣品中葡萄糖濃度。 

7.2  血脂分析 

7.2.1  血清三酸甘油酯分析 

使用市售試劑套組 (Randox TR213, UK) 進行血清三酸甘油酯測定，測

定原理如下：反應試劑中 lipase 將三酸甘油酯分解成甘油及脂肪酸，再藉由 

glycerol kinase (GK) 將甘油磷酸化成 glycerol-3-phosphate，而後經 glycerol-

3-phosphate oxidase (GPO) 氧化生成過氧化氫 (H2O2)，再藉由過氧化氫酶 

(peroxidase, POD) 催化 H2O2 產生紫紅色 quinoneimine。 

Triglycerides + H2O 
Lipase
→     glycerol + fatty acids 

Glycerol + ATP 
Glycerol−kinase
→             glycerol-3-phosphate + ADP 

Glycerol-3-phosphate + O2 
GPO
→   dihydroxyacetone + phosphate + H2O2 
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2H2O2 + 4-aminophenazone + 4-cholorophenol 
POD
→   quinoneimine (red) + HCl +4H2O 

實驗方法：將血清樣本以一次水稀釋四倍，並將試劑套組提供之三酸甘油

酯標準液 (200 mg/dL) 以一次水序列稀釋成 100、50、25、12.5 mg/dL 之三

酸甘油酯液。此外，將試劑套組中之 buffer 1 與 enzyme reagent 2 混合均勻，

配製成反應試劑。取 10 l 稀釋後之血清樣品、標準液、及作為空白組之一次

水加入 96 孔盤中 (二重複試驗)，再加入 100 l 反應試劑，反應 10 分鐘後

測量 490 nm 吸光值，並以標準曲線推算樣品中三酸甘油酯濃度。 

 

7.2.2  血清總膽固醇分析 

採用市售試劑套組 (Randox CH7945, UK) 進行血清總膽固醇測定，測定

原理如下：血清中膽固醇主要以酯化膽固醇 (cholesterol esters) 及游離膽固

醇 (free cholesterol) 兩種形式存在。藉由反應試劑中 cholesterol esterase 將

酯化膽固醇水解成游離膽固醇，再經由膽固醇氧化酶 (cholesterol oxidase, 

CO) 氧化形成過氧化氫 (H2O2)，而後透過過氧化氫酶 (Peroxidase) 催化形

成紫紅色 quinonimine。 

Cholesterol ester + H2O 
Cholesterol esterase
→                cholesterol + fatty acids 

Cholesterol + O2 
Cholesterol oxidase
→                cholestene-3-one + H2O2 

2H2O2 + phenol + 4-aminophenazone 
Peroxidase
→         quinoneimine (red) + H2O 

實驗方法：將血清樣本以一次水稀釋四倍，並將試劑套組提供之膽固醇

標準液 (200 mg/dL) 以一次水序列稀釋成 100、50、25、12.5 mg/dL 之膽固

醇液。取 10 µl 稀釋後之血清樣品、標準液、及作為空白組之一次水加入 96 

孔盤中 (二重複試驗)，再加入 100 µl 反應試劑，反應 10 分鐘後測量 490 

nm 吸光值，並以標準曲線推算樣品中總膽固醇濃度。 
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八、肌肉組織冷凍切片染色分析  

本實驗於國立臺灣大學醫學院解剖學暨細胞生物學研究所龔秀妮老師實驗室

進行。 

8.1  樣品前處理與包埋 

將浸泡於 30% sucrose/PBS 中之單側腓腸肌、脛骨前肌、及肱三頭肌放置於 

4℃ 冷房中搖晃三天，每天更換一次 30% sucrose/PBS 以確保組織內水分被置

換。三天後將組織以 Tissue-Tek®  O.C.T. Compound (Sakura®  Finetek, Cat. No. 

25608-930, USA) 於乾冰預冷之 2-methylbutane (Sigma, M32631, USA) 中進行冷

凍包埋，包埋完成之組織樣品保存於 -80℃。為確保日後冷凍切片時肌肉方向為

橫切，肌肉組織先以肌束水平於地面的方向進行包埋。其次，再以轉 90° 使肌

束垂直於地面的方向進行第二次包埋。包埋時以針頭去除 OCT 內之氣泡以利日

後切片。 

8.2  冷凍切片 

冷凍切片機 (Leica Microsystems, CM3050S, Germany) 操作溫度設定為 -23 

至 -25℃，切片厚度設定為 8 µl。將切片樣本黏貼於 poly-L-lysine coated 之載玻

片 (Sigma, P0425-72EA, USA)，於顯微鏡下確認切片方向為橫切 (垂直於肌束方

向) 後保存於 -20℃，並於 1 個月內進行琥珀酸脫氫酶染色以確保酵素活性。 

8.3  蘇木精-伊紅染色與肌纖維截面積定量分析 

蘇木精 (hematoxylin) 染液為鹼性，會使細胞核內的染色質與細胞質內的核

醣體染上藍紫色；伊紅 (eosin) 為酸性染料，會使細胞質及胞外基質染上紅色。

蘇木精-伊紅 (Hematoxylin and Eosin, H&E) 染色被廣泛用來進行組織型態的觀

察，我們使用的染色方法如下： 
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1. 室溫浸泡 4% PFA 固定隔夜，浸泡 PBS 約 5 分鐘 

2. Hematoxylin solution 染 90 秒並浸泡二次水 5 分鐘 

3. 快速過三下酸酒精並浸泡二次水 5 分鐘 

4. Eosin solution 染 30 秒並以二次水洗去多餘染劑 

5. 以 70%、80%、95%、100% 酒精脫水 (每濃度依序快速過三下) 

6. 100% 酒精脫水 3 分鐘兩次 

7. 浸泡 Xylene 3 分鐘兩次 

8. 以油性封片膠 (Leica) 封片並將切片常溫保存 

切片以光學顯微鏡 (Leica DM1000LED) 進行拍照，每片組織切片在 200X 

視野下取至少 3 個視野進行拍照。以 ImageJ 軟體手動沿著肌纖維外圍隨機圈選 

250 個肌纖維，並分析在 0~6000 µm 之間的肌纖維橫截面積大小分布。求取五組

小鼠之肌纖維橫截面積平均值，計算各組大於此平均值之肌纖維面積比例及平均

肌纖維截面積進行定量。 

8.4  琥珀酸脫氫酶染色與定量分析 

每隻小鼠取一至兩片切片進行琥珀酸脫氫酶 (succinate dehydrogenase, SDH) 

染色分析。切片於室溫浸泡 PBS 10 分鐘去除 O.C.T. Compound 並風乾 5 分

鐘，之後避光浸泡新鮮配置之 SDH working solution (配方如下) 反應 15 分鐘。

反應完成後移除 SDH working solution 並以去離子水終止反應，待避光風乾後以

油性封片膠 (Leica) 封片並將切片保存於 -20℃。 

切片於封片後 1 個月內以光學顯微鏡 (Leica DM1000LED) 拍照，每片組織

切片在 200X 視野下取約 5~15 個視野進行拍照，並以 ImageJ (NIH, U.S. 

National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) 之 Histogram analysis 分析視野

下所有肌纖維之 SDH 活性強度分佈情形。 

進行 Histogram analysis 分析時，先將切片轉為灰階後依明暗強度分為 

0~255 個由黑到白的色階，並顯示各色階在切片中所佔的像素 (pixel) 值。為降
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低背景值對各色階所佔比例的影響，我們將 250~255 色階視為背景值。去除像

素背景值後，將單隻小鼠之所有照片像素加總並計算各色階的分佈比例。各色階

的分佈比例即反映了組織中不同 SDH 酵素活性肌纖維之比例。 

另定義 SDH 強度分佈前 50% 為高 SDH 強度，並計算各組高 SDH 強度

的比例來進行定量比較。 

 

 SDH working solution 配方所需材料： 

(1)  1-methosypgenzine methosulphate (mPMS, Sigma M8640) 

(2)  Nitroblue tetrazolium (NBT, Sigma N6876) 

(3)  Disodium succinate stock (0.24M) 

將 3.24 g disodium succinate (Sigma W327700) 加入二次水定容至 50 mL。配

置完成之 Disodium succinate stock 可於 -20℃ 保存約一年。 

(4)  Azide/EDTA/PO4 buffer stock 

 

 

 

 

 

將以上配方以約 50 mL 二次水溶解後調整 pH 值至 7.6 後，再以二此水定

容至 100 mL。配置完成之 buffer stock 可於 -20℃ 保存約一年。 

 

 SDH working solution 配方 

 

 

 

 

 

  

Component Amount Final Concentration 

Sodium azide 12.2 mg 7.5 mM 

Disodium EDTA 465.3 mg 5.5 mM 

NaH2PO4 389.8 mg 13 mM 

Na2HPO4 4.65 g 0.13 M 

Component Amount Final Concentration 

mPMS 8.4 mg 1 mM 

NBT 30.7 mg 1.5 mM 

0.24M disodium succinate stock 5 ml - 

Azide/EDTA/PO4 Buffer stock 10 ml - 

ddH2O 10 ml - 

Total volume 25 ml  
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九、mRNA 表現分析 

9.1  組織總 RNA 抽取 

使用 Direct-zolTM RNA MiniPrep 套組 (Zymo research, USA) 進行組織總 

RNA 抽取。未註明之離心條件皆為 4℃ 12000 × g 離心 1 分鐘。 

取約 0.05 g 組織放入已滅菌的均質管中，加入 750 µl TRIzol○R  Reagent 

(Invitrogen 15596018, USA)，以組織均質機均質 6~10 次 (20 秒/次)。離心後取

上清液至新的滅菌離心管中，加入等體積絕對酒精與上清液震盪混合。將混合液

移至套組所附之 spin column 內，離心後倒除蒐集管中廢液，將 spin column 移

至新的蒐集管上。加入 400 µl Direct-zolTM RNA PreWash，離心倒除蒐集管中廢

液並重複此步驟一次。而後加入 700 µl RNA Wash Buffer，離心倒廢液後，再離

心 4℃ 12000 × g 2 分鐘以確保 RNA Wash Buffer 完全清除。將 spin column 

放入滅菌過的微量離心管中，加入 50 µl DNase/RNase Free Water，離心將 RNA 

流洗至微量離心管中，即可得純化後的總 RNA 溶液。 

純化後的總 RNA 溶液以超微量分光光度計 (Thermo scientific, NanoDrop-

2000, USA) 測量 A230、A260、以及 A280吸光值。以 𝐴260 × 40 ×稀釋倍數計算 

RNA 濃度 (ng/µl) 並以 A260/ A280 及 A260/ A230 來評估 RNA 品質，兩比值皆大

於 1.8 則為品質佳的純化 RNA。 

純化 RNA 樣品立即進行反轉錄或保存於 -80℃。 

9.2  總 RNA 反轉錄為 cDNA 

使用反轉錄試劑套組 High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystems, Cat. No. 4368813, USA) 將 RNA 反轉錄為 cDNA，過程如下：將純化

後的 RNA 樣品以 DNase/RNase Free Water 稀釋成 0.2 µg/µl，取 10 µl 稀釋後

的 RNA 樣品溶液加入 10 µl 2× RT Master Mix (內含 2 µl 10× RT Buffer、0.8 µl 

25× dNTP Mix (100 mM)、2 µl 10× RT Random Primers、1 µl MultiScribeTM 
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Reverse Transcriptase、4.2 µl DNase/RNase Free Water) 中進行反轉錄反應，上機

條件為 25℃ 10 分鐘，37℃ 120 分鐘，85℃ 5 分鐘，最後維持在 4℃。反轉錄

完成的 cDNA 樣品理論濃度為 100 ng/µl，將其保存於 -80℃，以待日後分析使

用。 

9.3  定量即時聚合酶鏈鎖反應 (Quantitative real-time PCR) 

將 cDNA 樣品以滅菌過的二次水稀釋成 1 ng/µl。取 10 µl 稀釋後之 cDNA 

(1 ng/µl) 加入 12.5 µl 2× Taqman○R  Universal Master Mix Ⅱ (Applied Biosystems, 

Cat. No. 4440038, USA)、1.25 µl 20× Probe/Primer Mixture、及 1.25 µl 滅菌二次

水，總體積為 25 µl。將樣品加入 Multiplate®  PCR Plate (Bio-Rad, Cat. No. 

MLL9601, UK)，短暫離心去除氣泡後便可上機進行 mRNA 定量分析。使用 CFX 

Connect™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, 1855200, USA) 進行即時定

量，上機條件為 50℃ 2 分鐘，95℃ 10 分鐘，95℃ 15 秒鐘，60℃ 1 分鐘，

其中 95℃ 15 秒鐘及 60℃ 1 分鐘重複 40 個循環。 

本研究所有 Probe/Primer AssayMix ID (Applied Biosystems, USA) 如表 2-5 

所示。肌肉組織、副睪周圍白色脂肪組織，以及腎臟以 Gapdh 作為內部控制 

(internal control)。肝臟組織以 Actb 作為內部控制 (internal control)。 

數據計算方法為： 

ΔCT = Ct value of target gene – Ct value of internal control 

ΔΔCT = ΔCT of each sample – average ΔCT of control group 

Fold of change = 2(-ΔΔCT)  
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表 2-5 本研究 qPCR 分析使用引子整理表 

Table 2-5 Taqman®  Primers ID used in the qPCR in this study 

Gene symbol Gene name TaqMan Assay ID 

Mitochondrial biogenesis, morphology, and function 

Pgc1α 
peroxisome proliferator activated receptor, 

gamma, coactivator 1 α 
Mm01208835_m1 

Nrf1 nuclear respiratory factor 1 Mm01135606_m1 

Tfam transcription factor A, mitochondrial Mm00447485_m1 

Fis1 
fission 1 (mitochondrial outer membrane) 

homolog (yeast) 
Mm00481580_m1 

Mfn1 mitofusin 1 Mm00612599_m1 

Mfn2 mitofusin 2 Mm00500120_m1 

Opa1 optic atrophy 1 Mm01349707_g1 

Ucp2 
uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton 

carrier) 
Mm00627599_m1 

Ucp3 
uncoupling protein 3 (mitochondrial, proton 

carrier) 
Mm00494077_m1 

Cox7a1 cytochrome c oxidase subunit VIIa 1 Mm00438296_m1 

Cox8b cytochrome c oxidase subunit VIIIb Mm00432648_m1 

Fiber type 

Tnni troponin I, skeletal, slow1 Mm00502426_m1 

Myh7 
myosin, heavy polyeptide 7, cardiac muscle, 

beta, MyHC-I 
Mm00600555_m1 

Myh2 
myosin, heavy polyeptide 2, skeletal muscle, 

MyHC-IIa 
Mm01332564_m1 

Myh1 
myosin, heavy polyeptide 1, skeletal muscle, 

MyHC-Iix/d 
Mm01332489_m1 

Myh4 
myosin, heavy polyeptide 4, skeletal muscle, 

MyHC-IIb 
Mm01332541_m1 

Pparδ peroxisome proliferator activated receptors δ Mm00803184_m1 

 

 



doi:10.6342/NTU201901252

第二章 實驗設計與材料方法 

44 

Myogenesis and atrophy 

Igf1 insulin like growth factor 1 Mm00439560_m1 

Igf1r insulin like growth factor 1 receptor Mm00802831_m1 

Fbxo32 MAFbx/Atrogin-1 Mm00499523_m1 

Trim63 MurF1 Mm01185221_m1 

Sirt1 sirtuin 1 Mm00490758_m1 

Senescence 

Cdkn2a cyclin-dependent kinase inhibitor 2A Mm00494449_m1 

Cdkn1a cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) Mm00432448_m1 

Serpine1 
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade E, 

member 1 
Mm00435860_m1 

Mmp12 matrix metallopeptidase 12 Mm00500554_m1 

Cxcl2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 Mm00436450_m1 

Ccl2 
chemokine (C-C motif) ligand 2; 

 monocyte chemoattractant protein 1 
Mm00441242_m1 

Il6 Interleukin 6 Mm00446190_m1 

Internal control 

GAPDH glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase Mm99999915_g1 

Actb actin, beta Mm00607939_s1 
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十、統計分析 

數據以平均值 ± 標準差 (mean ± SD) 表示。以 IBM SPSS Statistics Version 

22 軟體進行統計分析，p < 0.05 視為具有顯著差異。所有數據皆先進行常態檢

定，若數據不符合常態分布，則將數據進行倒數、平方、開根號、取對數等轉換

後進行分析。若各種轉換皆無法使數據符合常態分佈，則以無母數檢定進行分

析。符合常態分佈之數據以單因子變異數分析 (one-way ANOVA analysis) 搭配 

Duncan's multiple range test 事後檢定比較各組差異、以 Student’s t-test 檢定比較 

AH 組與 AHB 兩組間差異；YN、YH、AN 及 AH 組之數據以雙因子變異數分

析 (two-way ANOVA analysis) 評估年齡及飲食之影響。各組間存活率比較以 

Log-rank (Mantel-Cox) test 進行分析。 
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第三章 實驗結果 

第一節 飼養期間小鼠存活率 

從存活曲線圖 (圖 3-1) 可以看出老齡鼠於 18.5 月齡開始出現死亡情形。

AN 組及 AH 組於實驗期間皆有 3 隻小鼠自然老化死亡，存活率為 73%；AHB 

組於實驗期間有 2 隻小鼠自然老化死亡，存活率約為 83%；年輕鼠 (YN、YH) 

於實驗期間皆存活。整體而言，本實驗老齡鼠於 23.5 月齡時存活率為 76%。後

續實驗中我們僅保留存活小鼠之實驗數據進行分析探討。 
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第二節 運動表現及衰弱程度分析 

一、運動表現 

於正式實驗前兩週 (-2 週) 與實驗第 8, 18, 24 週分析小鼠前肢抓力表現，

各時間點之各組小鼠前肢抓力表現皆未達顯著差異 (p > 0.05) (圖 3-2 A)。

Inverted screen test (四肢懸吊試驗) 於實驗第 12 及 22 週時進行，高齡顯著降低

小鼠於網上懸吊時間、Holding impulse、及單位時間內後腳移動次數 (p < 0.05) 

(圖 3-2 B~D)。5% BGP 山苦瓜補充未顯著影響第 12 週時之網上懸吊時間及 

Holding impulse (p > 0.05)，但使單位時間內後腳移動次數上升至與年輕組小鼠無

顯著差異 (p > 0.05)。而第 22 週時 5% BGP 苦瓜補充小鼠之網上懸吊時間與 

Holding impulse 上升至與年輕組小鼠無顯著差異 (p > 0.05)。第 22 週之單位時

間內後腳移動次數則於各組之間無顯著差異 (p > 0.05)。 

二、衰弱程度分析 

於第 22 週以衰弱指數評估小鼠整體生理狀況。結果顯示：高齡顯著提升小

鼠衰弱指數(p < 0.05)，表示老齡確實降低小鼠整體生理狀況；高蔗糖飼料則趨勢

性增加小鼠衰弱指數 (p = 0.071)。AHB 組小鼠之衰弱指數與 AH 組無顯著差異 

(p > 0.05) (圖 3-3)。 
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第三節 生長情形及血清生化指標 

一、飼養期間體重變化、攝食量、熱量攝取、及攝食/能量利用率 

1.1  體重變化 

飼養期間小鼠體重變化如 圖 3-4。實驗起始時，老年鼠及年輕鼠依小鼠前肢 

-2 週之抓力表現與體重隨機分為老年三組與年輕兩組。分組時老年三組體重約為 

38.8 g，年輕兩組體重皆為 24.7 g，老年三組與年輕兩組間體重皆無統計差異 (p 

> 0.05)。分組後，AHB 組進行苦味適應一週，於老齡鼠 16.5 月齡與年輕鼠 3.0 

月齡時開始餵食實驗飼料 (實驗第 0 週)。 

以 two-way ANOVA 分析除 AHB 外四組小鼠發現，整個正式實驗期間，年

齡因子皆顯著影響小鼠體重 (p < 0.05)，老齡鼠體重顯著高於年輕鼠。而除 AHB 

組外老齡兩組 (AN/AH) 間與年輕兩組 (YN/YH) 間體重皆無統計差異 (p > 

0.05)。實驗第 23 週後，YH 組體重與 AH 組無顯著差異 (p > 0.05)。 

AHB 組體重於苦味適應一週後至正式實驗第 5 週顯著低於老年其餘兩組 

(p < 0.05)。實驗第 6~16 週時，AHB 組體重回復至與 AH 組無統計差異 (p > 

0.05)；而第 17 週至實驗結束 (第 26 週) 時，AHB 組體重顯著低於 AH 組 (p 

< 0.05) 而與年輕兩組 (YN、YH 組) 無顯著差異 (p > 0.05)。 

1.2  攝食量、攝食效率、能量攝取與能量效率 

餵食苦瓜組 (AHB 組) 小鼠於苦味適應期間至正式實驗第 2 週之攝食量與

能量效率皆顯著低於 AH 組 (p < 0.05) (圖 3-5)。而 AHB 組小鼠能量效率於第 

3 週回復至與 AH 組小鼠無顯著差異 (p > 0.05) 後，於第 4~8 週顯著高於 AH 

組小鼠 (p < 0.05)。而 AHB 組小鼠攝食量於第 8~13 週又顯著低於 AH 組 (p < 

0.05)。 
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觀察整個實驗期間小鼠平均攝食量、攝食效率、能量攝取與能量效率 (表 3-

2)，年齡因子對於各項目則有顯著影響，老齡小鼠在攝食量與能量攝取方面顯著

高於年輕小鼠，而在攝食效率與能量效率方面則顯著低於年輕小鼠 (p < 0.05)；

飼料因子對於各項目之影響皆未達顯著 (p > 0.05)。AHB 組小鼠與 AH 組小鼠

在各項目上皆無顯著差異 (p > 0.05)。 

二、犧牲時體重與組織器官重量 

2.1  組織器官絕對重量 

餵食實驗飼料 26 週後，小鼠禁食 12 小時後進行犧牲，秤取犧牲時體重並 

取出各組織與器官進行秤重。年齡對小鼠犧牲體重有顯著影響 (p < 0.05)，老齡

鼠之犧牲體重顯著高於年輕鼠，而 AHB 組小鼠之犧牲體重顯著低於其餘老齡兩

組 (p < 0.05)，並與年輕組小鼠無顯著差異 (p > 0.05) (表 3-3)。組織器官絕對重

量方面，年齡因子對於心臟、肝臟、脾臟、肺臟、腎臟、及腎上腺皆有顯著影響 

(p < 0.05)，老齡小鼠之組織器官重量大於年輕小鼠。肝臟絕對重量也受飼料因子

顯著影響，高蔗糖飼料顯著增加肝臟絕對重量。老齡小鼠於高蔗糖飼料中補充 

5% BGP 能降低受年齡及飼料因子影響而增加的肝臟絕對重量與受年齡因子影響

增加的腎臟絕對重量。 

生殖組織器官中，老齡小鼠有顯著較大之前列腺及精囊絕對重量 (p < 

0.05)，而苦瓜補充能顯著降低精囊絕對重量 (p < 0.05)，並降低前列腺重量至與

年輕小鼠相同水平 (表 3-4)。脂肪組織絕對重量方面，高齡及高蔗糖飼料皆無顯

著影響，但 AHB 組有顯著低於其餘四組之 RWAT、IWAT、及 BAT 絕對重量 

(p < 0.05)。 
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肌肉組織方面，受雄激素影響之 BC 及 LA 之絕對重量在各組間無顯著差

異 (p > 0.05) (表 3-5)。老齡小鼠有顯著較低之股四頭肌與腓腸肌絕對重量 (p < 

0.05)，而餵食 HS 飼料的組別有趨勢性較餵食 AIN-93G 飼料的組別低之腓腸肌

與脛骨前肌絕對重量 (p = 0.051; p = 0.058)。AHB 組之股四頭肌絕對重量顯著低

於 AH 組 (p < 0.05)。 

2.2  組織器官相對重量 

以犧牲時體重將各組織器官重量換算為相對重量，結果如表 3-6~表 3-8 所

示。 

高齡及高蔗糖飼料皆顯著增加肝臟相對重量，且兩因子間有交互作用 (p < 

0.05)，高齡狀況下餵食高蔗糖飼料會有較年輕時劇烈的肝臟相對重量增加。苦瓜

補充可降低肝臟相對重量至與年輕兩組無顯著差異 (p > 0.05) (表 3-6)。AHB 組

之脾臟與肺臟相對重量顯著高於其餘四組 (p < 0.05)。 

生殖組織器官方面，老齡小鼠之睪丸相對重量顯著低於年輕小鼠 (p < 

0.05)，而前列腺及精囊相對重量顯著高於年輕小鼠 (p < 0.05) (表 3-7)。苦瓜補充

可提升睪丸相對重量 (p < 0.05)，並趨勢性降低前列腺相對重量 (p = 0.08) 至與

年輕兩組無顯著差異 (p > 0.05)。脂肪組織方面，AHB 組之 BAT 相對重量顯著

低於其餘四組 (p < 0.05)，其餘四組間則無顯著差異 (p > 0.05)。 

肌肉組織方面，高齡小鼠有顯著低於年輕小鼠之 BC、股四頭肌、肱三頭

肌、腓腸肌、比目魚肌、與脛骨前肌相對重量 (p < 0.05)。而餵食高蔗糖飼料組

有顯著低於餵食 AIN-93G 飼料組之 BC、腓腸肌、及脛骨前肌相對重量 (p < 

0.05) (表 3-8)。苦瓜補充可提升 BC 相對重量至與年輕小鼠無顯著差異 (p > 

0.05)，亦可顯著提升腓腸肌、比目魚肌、脛骨前肌、與趾伸長肌之相對重量 (p < 

0.05)。 
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三、禁食血清生化指標 

餵食實驗飼料 26 週後，小鼠禁食 12 小時，以二氧化碳犧牲並進行心臟採

血，取其血清樣本進行血清生化指標 (血糖及血脂) 分析。結果顯示，高齡顯著

降低小鼠之禁食血糖及禁食血清三酸甘油酯濃度 (p < 0.05)；高蔗糖飼料則顯著

降低禁食血清三酸甘油酯濃度，並提升禁食血清總膽固醇濃度 (p < 0.05) (圖 3-

6)。苦瓜補充顯著降低禁食血清總膽固醇濃度，且其禁食血清總膽固醇濃度顯著

低於其餘四組 (p < 0.05)。 
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第四節 肌纖維橫截面積大小及粒線體活性分析 

一、肌纖維橫截面積大小 

將肌肉組織冷凍切片進行蘇木精-伊紅染色以觀察肌纖維橫截面積大小分佈，

結果如圖 3-7 所示。 

高齡顯著降低前肢肱三頭肌、後肢腓腸肌，以及脛骨前肌橫截面積大之肌纖

維比例以及平均肌纖維橫截面積 (p < 0.05)。高蔗糖飼料對於脛骨前肌之橫截面

積大之肌纖維比例以及平均肌纖維橫截面積在不同年齡小鼠間有不同的影響：年

輕鼠餵食高糖可增加其脛骨前肌肌纖維橫截面肌大小，老齡鼠餵食高糖卻有較小

的肌纖維橫截面積。苦瓜處理組小鼠 (AHB 組) 之橫截面積大之肌纖維比例較 

AH 組高 (p < 0.05)。 

二、肌肉組織切片琥珀酸脫氫酶活性分析 

將肌肉組織冷凍切片並進行琥珀酸脫氫酶酵素活性分析，以評估肌肉中粒線

體酵素氧化能力，結果如圖 3-8 所示。 

高齡顯著降低前肢肱三頭肌及後肢腓腸肌之高琥珀酸脫氫酶活性肌纖維比例 

(p < 0.05)；高蔗糖飼料則僅顯著降低腓腸肌之高琥珀酸脫氫酶活性肌纖維比例 (p 

< 0.05)。苦瓜補充可回升受高齡及高蔗糖飼料影響而降低的腓腸肌高琥珀酸脫氫

酶活性肌纖維比例 (p < 0.05)。 
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第五節 基因 mRNA 表現分析 

一、粒線體相關基因 

餵食小鼠實驗飼料 26 週後進行犧牲，取其肌肉組織包含屬於混合肌之腓腸

肌、屬於紅肌之比目魚肌，以及屬於白肌之趾伸長肌進行粒線體相關基因表現分

析，分析的基因如下： 

(1)  粒線體生合成：Pgc1a、Nrf1、Tfam 

(2)  粒線體分裂及融合：Fis1、Mfn1、Mfn2、Opa1 

(3)  去耦合作用：Ucp2、Ucp3 

(4)  氧化磷酸化相關酵素：Cox7a1、Cox8b 

粒線體生合成相關基因方面，腓腸肌之 Pgc1a mRNA 基因表現受年齡因子

及飼料因子的交互作用影響 (p < 0.05)，高齡顯著上調 AIN-93G 餵食組之 Pgc1a 

mRNA 基因表現；餵食高蔗糖飼料組則未看到年齡之影響。高齡顯著下調趾伸長

肌 Tfam mRNA 基因表現 (p < 0.05)。山苦瓜補充顯著上調腓腸肌 Pgc1a mRNA 

基因表現以及比目魚肌中 Nrf1 基因表現 (p < 0.05)。(圖 3-9、圖 3-10、圖 3-11) 

粒線體分裂及融合方面，高蔗糖飼料顯著上調腓腸肌粒線體分裂基因

Fis1mRNA 基因表現 (p < 0.05)。比目魚肌中則觀察到粒線體外膜融合基因 Mfn1 

mRNA 基因表現受年齡因子及飼料因子的交互作用影響 (p < 0.05)，高蔗糖飼料

顯著上調年輕鼠之 Mfn1 mRNA 基因表現；於老齡鼠中卻有相反的情形。而趾伸

長肌中，粒線體融合基因 Mfn1、Mfn2，以及 Opa1 皆受高齡影響而下調。山苦

瓜補充顯著下調腓腸肌粒線體分裂基因 Fis1、粒線體外膜融合基因 Mfn2、及腓

腸肌與比目魚肌中粒線體內膜融合基因 Opa1 mRNA 基因表現 (p < 0.05)。 

去耦合作用方面，高蔗糖飼料下調腓腸肌中 Ucp2 mRNA 基因表現，比目魚

肌之 Ucp2 mRNA 基因表現則有受高齡而上調的現象 (p < 0.05)。山苦瓜補充顯

著上調腓腸肌及趾伸長肌中 Ucp2 及 Ucp3 mRNA 基因表現。 
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氧化磷酸化相關酵素方面，腓腸肌中 Cox8b mRNA 基因表現受年齡因子及

飼料因子的交互作用影響 (p < 0.05)，高齡顯著下調餵食高蔗糖飼料組之 Cox8b 

mRNA 基因表現。比目魚肌中 Cox7a1 及 Cox8b mRNA 基因表現皆受高齡而下

調 (p < 0.05)。山苦瓜補充顯著下調腓腸肌 Cox7a1 mRNA 基因表現 (p < 0.05)。 

二、肌纖維型態相關基因 

分析 Type I fiber (Tnni1、Myh7)、Type IIa fiber (Myh2)、Type IId/x fiber 

(Myh1) 、Type IIb fiber (Myh4) 等各肌纖維型態指標，以及被認為可能參與肌纖

維轉換調控的 Ppard 於腓腸肌 (混合肌)、比目魚肌 (紅肌)，以及趾伸長肌 (白

肌) 之 mRNA 基因表現。結果發現，腓腸肌之 Type IIa fiber 指標 Myh2 mRNA 

基因表現受年齡影響 (p < 0.05)，於老齡鼠中表現量較低。Ppard mRNA 基因表

現則受高齡及高蔗糖因子影響 (p < 0.05)，兩者皆顯著上調腓腸肌之 Ppard 

mRNA 基因表現 (圖 3-12)。比目魚肌 (紅肌) 之各肌纖維型態指標 mRNA 基因

表現在各組之間皆無顯著差異 (p > 0.05) (圖 3-13)。趾伸長肌 (白肌) 中，高齡顯

著上調 Type IId/x fiber 指標 Myh1 mRNA 基因表現，並顯著下調 Type IIb fiber 

指標 Myh4 mRNA 基因表現 (p < 0.05) (圖 3-14)。苦瓜補充顯著上調 Type I fiber 

指標 Myh7，並顯著下調 Type I fiber 指標 Myh4 於腓腸肌之 mRNA 基因表現 

(p < 0.05) (圖 3-12)。而於趾伸長肌中，苦瓜補充顯著上調 Type IIa fiber 指標 

Myh2 及 Type IId/x fiber 指標 Myh1 mRNA 基因表現 (p < 0.05) (圖 3-14)。 

三、肌肉生合成及肌肉萎縮相關基因 

分析肌肉生合成相關基因 Igf1、Igf1r、肌肉萎縮指標 Fbxo32、Trim63 

mRNA 基因表現。結果發現，肌肉萎縮指標 Trim63 mRNA 基因表現受年齡顯著

上調 (p < 0.05)。苦瓜補充則未對肌肉生合成與肌肉萎縮相關基因表現有顯著影

響 (p > 0.05) (圖 3-15)。 
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四、衰老相關基因 

分析腓腸肌、肝臟、副睪周圍白色脂肪組織，以及腎臟中細胞週期停滯相關

基因 p16 及 p21、以及衰老相關分泌表型，包含 Pai1、Mmp12、Cxcl2、Ccl2、

及 Il6 之 mRNA 基因表現。結果發現腓腸肌中 p16、p21、Mmp12、Cxcl2、

Ccl2 之 mRNA 基因表現受年齡增加而上調 (圖 3-16)。其中 p21、Cxcl2、Ccl2 

之 mRNA 基因表現又受飼料因子交互影響 (p < 0.05)，高齡狀態下餵食高蔗糖飼

料顯著上調 p21 mRNA 基因表現，並顯著下調 Cxcl2、Ccl2 之 mRNA 基因表

現。肝臟之各衰老相關基因表現皆受年齡顯著上調 (圖 3-17)。副睪周圍白色脂

肪組織之 p16 及 Il6 mRNA 基因表現受高齡上調 (圖 3-18)。腎臟之 p16、

p21、Cxcl2、Ccl2，及 Il6 mRNA 基因表現皆受高齡上調 (圖 3-19)。苦瓜補充顯

著上調腓腸肌中 p21 及 Pai1 mRNA 基因表現，並顯著下調肝臟中 p16 mRNA

基因表現、副睪周圍白色脂肪組織中 p16 及 Pai1 mRNA 基因表現、以及腎臟 

Mmp12、Ccl2、及 Il6 之 mRNA 基因表現 (圖 3-16~圖 3-19)。 

  



doi:10.6342/NTU201901252

第三章 實驗結果 

56 

 

圖 3-1 飼養期間各組小鼠之存活率 

Figure 3-1 The survival rate of the tested mice during the feeding experimental 

period. 

The survival rates between tested groups were not significantly different using Log-rank 

(Mantel-Cox) test (p > 0.05). 
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圖 3-2 受試 B6 公鼠實驗期間前肢抓力與運動表現分析 

Figure 3-2 The physical performance of the tested B6 male mice during the feeding 

experimental period. 

(A) Forelimb grip strength performance at -2, 8, 18, 24 week; (B~D) Inverted screen test at 12 

and 22 week; (B) Latency to fall, (C) Holding impulse, which was calculated as latency to fall 

(sec) × body weight (g); (D) Number of rear legs moves/latency to fall (#/sec). The values 

represent mean ± SD (n = 8 for AN and AH; n = 10 for AHB, YN, and YH). Data were analyzed 

by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test (or by nonparametric statistics for 

those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are 

significantly different at p < 0.05. 

Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.464 0.618 0.503 0.205  0.000 0.000 

Diet 0.615 0.351 0.389 0.128  0.169 0.196 

Age × Diet 0.869 0.381 0.012 0.609  0.451 0.388 

Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.000 0.000  0.000 0.012 

Diet 0.208 0.337  0.248 0.126 

Age × Diet 0.395 0.664  0.266 0.348 

A B 

C D 
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圖 3-3 受試 B6 公鼠餵食正式實驗飼料 22 週之衰弱指數 

Figure 3-3 The frailty index of the tested B6 male mice fed test diets for 22 weeks. 

Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-

way ANOVA. Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p < 

0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.000 

Diet 0.071 

Age × Diet 0.879 
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圖 3-4 受試 B6 公鼠全實驗期之生長曲線 

Figure 3-4 The growth curve of the tested B6 male mice during the experimental 

period. 

Aging mice at 15.5 months (n=8 for AN and AH; n=10 for AHB) and Younger control mice at 

2.0 months (10 mice/group) were fed, ad libitum, the AIN-93G diet for 3 weeks. After that, the 

mice were grouped according to the body weight and grip strength performance tested at the 3rd 

AIN-93G fed week. After the 1-week progressive bitter taste acclimatization period (1% 2 days, 

3% 2 days, and 5% 3 days), the mice were fed the AIN-93G, HS or 5% BGP in HS diet 

according to their assigned group for 26 weeks. Animals were weighted weekly. The values 

represent means ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple 

comparison test (or by nonparametric statistics for those not following normal distribution). 

Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p < 0.05.  
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表 3-1 受試 B6 公鼠餵食正式實驗飼料 26 週期間之體重變化情形 

Table 3-1 The body weight changes of the tested B6 male mice fed test diets for 26 

weeks. 

Dietary 

group 

 

Initial body weight Final body weight Body weight gain 

n (g) (g) (g) 

YN 10 26.60 ± 1.36 c 38.66 ± 3.94 b  12.06 ± 3.67 ab 

YH 10 26.44 ± 1.70 c  40.62 ± 4.49 ab 14.19 ± 3.26 a 

AN 8 39.93 ± 2.94 a 44.22 ± 3.70 a  4.29 ± 4.60 c 

AH 8 39.41 ± 2.77 a 44.06 ± 7.71 a   4.65 ± 8.12 bc 

AHB 10 37.09 ± 2.15 b 36.22 ± 5.83 b -0.87 ± 6.46 c 

Dietary Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.000 0.013 0.000 

Diet 0.649 0.602 0.471 

Age × Diet 0.813 0.539 0.607 

The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan 

multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by nonparametric statistics for those not 

following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly 

different at p < 0.05. 
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圖 3-5 受試 B6 公鼠全實驗期之每週平均攝食量與能量效率變化 

Figure 3-5 The mean food intake and energy efficiency of the tested B6 male mice 

during the experimental period.  

The values represent means ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan 

multiple comparison test (or by nonparametric statistics for those not following normal 

distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p < 

0.05. * denotes significant difference between AHB group and AH group at p < 0.05. 
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表 3-2 受試 B6 公鼠餵食正式實驗飼料 26 週攝食量及飼料利用 

Table 3-2 The food intake and feed efficiency of the tested B6 male mice fed test 

diets for 26 weeks. 

Dietary Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.000 0.000 0.000 0.000 

Diet 0.620 0.432 0.620 0.432 

Age × Diet 0.309 0.620 0.309 0.620 

1. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan 

multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by nonparametric statistics for those 

not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are 

significantly different at p < 0.05. 

2. Feed efficiency was calculated as body weight gain/total food intake × 100. 

3. Energy efficiency was calculated as body weight gain/total calorie intake × 1000. 

 

Dietary 

group 

 

Food intake Feed efficiency2 Energy intake Energy efficiency3 

n (g / day) (g BW/100 g diet) (kcal/day) (g BW/1000 kcal) 

YN 10 3.51 ± 0.21 b   1.89 ± 0.54 ab 13.89 ± 0.83 b   4.78 ± 1.36 ab 

YH 10 3.54 ± 0.12 b  2.21 ± 0.48 a 14.02 ± 0.49 b  5.58 ± 1.21 a 

AN 8 3.97 ± 0.18 a  0.60 ± 0.65 c 15.72 ± 0.73 a  1.51 ± 1.64 c 

AH 8 3.88 ± 0.20 a   0.67 ± 1.15 bc 15.35 ± 0.78 a   1.69 ± 2.90 bc 

AHB 10  3.78 ± 0.28 ab -0.10 ± 0.95 c  14.96 ± 1.11 ab -0.24 ± 2.39 c 
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表 3-3 受試 B6 公鼠餵食正式實驗飼料 26 週之組織/器官絕對重量 (一) 

Table 3-3 The absolute tissue/organ weights of the tested B6 male mice fed test diets for 26 weeks. 

Dietary 

group 

 Body weight Heart Liver Spleen Lung Kidney Adrenal gland 

n (g) 

YN 10  36.97 ± 3.97 ab 0.17 ± 0.01 b 1.31 ± 0.23 c 0.09 ± 0.01 b 0.19 ± 0.01 b 0.48 ± 0.04 b 0.004 ± 0.001 

YH 10  38.92 ± 5.03 ab 0.17 ± 0.01 b 1.63 ± 0.33 b 0.10 ± 0.01 b 0.19 ± 0.02 b 0.48 ± 0.04 b 0.005 ± 0.001 

AN 8 42.21 ± 3.77 a 0.19 ± 0.01 a 1.57 ± 0.21 b  0.12 ± 0.03 ab 0.21 ± 0.01 a  0.51 ± 0.03 ab 0.009 ± 0.010 

AH 8 42.35 ± 7.54 a 0.20 ± 0.02 a 2.16 ± 0.58 a 0.15 ± 0.06 a 0.22 ± 0.02 a 0.54 ± 0.07 a 0.006 ± 0.001 

AHB 10 33.44 ± 6.45 b 0.20 ± 0.02 a 1.59 ± 0.25 b 0.21 ± 0.14 a 0.21 ± 0.01 a 0.49 ± 0.03 b 0.006 ± 0.003 

 

 

 

 

 

1. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by 

nonparametric statistics for those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p 

< 0.05. 

  

Dietary Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.018 0.000 0.002 0.001 0.000 0.003 0.048 

Diet 0.553 0.765 0.001 0.063 0.420 0.427 0.407 

Age × Diet 0.609 0.485 0.891 0.879 0.878 0.412 0.384 
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表 3-4 受試 B6 公鼠餵食正式實驗飼料 26 週之組織/器官絕對重量 (二) 

Table 3-4 The absolute tissue/organ weights of the tested B6 male mice fed test diets for 26 weeks. 

Dietary 

group 

 Testis Epididymis Prostate Seminal vesicle EWAT RWAT IWAT BAT 

n (g) 

YN 10  0.19 ± 0.02 ab 0.11 ± 0.02 0.03 ± 0.01 b 0.53 ± 0.06 c 1.73 ± 0.50 0.85 ± 0.33 a 1.08 ± 0.38 a 0.24 ± 0.10 a 

YH 10  0.20 ± 0.01 ab 0.12 ± 0.01 0.03 ± 0.01 b 0.53 ± 0.12 c 1.85 ± 0.55 0.96 ± 0.39 a 1.35 ± 0.56 a 0.28 ± 0.13 a 

AN 8 0.21 ± 0.05 a 0.13 ± 0.02 0.05 ± 0.03 a 3.67 ± 0.62 a 1.96 ± 0.63 0.89 ± 0.37 a 1.30 ± 0.46 a 0.24 ± 0.06 a 

AH 8  0.17 ± 0.02 ab 0.12 ± 0.02  0.04 ± 0.02 ab 3.60 ± 1.09 a 1.82 ± 0.88 0.88 ± 0.46 a 1.12 ± 0.62 a 0.30 ± 0.17 a 

AHB 10 0.17 ± 0.03 b 0.11 ± 0.03 0.03 ± 0.01 b 2.54 ± 1.15 b 0.99 ± 0.85 0.45 ± 0.40 b 0.61 ± 0.48 b 0.13 ± 0.06 b 

1. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by 

nonparametric statistics for those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p 

< 0.05. 

2. EWAT: epididymal white adipose tissue; RWAT: retroperitoneral white adipose tissue; IWAT: inguinal subcutaneous white adipose tissue; BAT: 

interscapular brown adipose tissue. 

  

Dietary Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.751 0.118 0.007 0.000 0.659 0.862 0.958 0.655 

Diet 0.171 0.790 0.364 0.932 0.981 0.712 0.777 0.217 

Age × Diet 0.034 0.016 0.143 0.938 0.555 0.625 0.202 0.805 
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表 3-5 受試 B6 公鼠餵食正式實驗飼料 26 週之組織/器官絕對重量 (三) 

Table 3-5 The absolute tissue/organ weights of the tested B6 male mice fed test diets for 26 weeks. 

Dietary 

group 

 

BC LA Quadriceps Triceps Gastrocnemius Soleus TA EDL 

n (g) 

YN 10 0.10 ± 0.01 0.07 ± 0.01 0.43 ± 0.04 a 0.26 ± 0.02 0.34 ± 0.01 a 0.02 ± 0.00 0.12 ± 0.01 0.03 ± 0.00 

YH 10 0.10 ± 0.01 0.07 ± 0.01 0.43 ± 0.04 a 0.25 ± 0.02  0.33 ± 0.01 ab 0.02 ± 0.00 0.12 ± 0.01 0.03 ± 0.00 

AN 8 0.10 ± 0.00 0.07 ± 0.01  0.38 ± 0.05 ab 0.26 ± 0.02  0.33 ± 0.02 ab 0.02 ± 0.00 0.12 ± 0.01 0.03 ± 0.00 

AH 8 0.09 ± 0.02 0.07 ± 0.02 0.39 ± 0.06 a 0.25 ± 0.04 0.30 ± 0.04 b 0.02 ± 0.00 0.11 ± 0.01 0.03 ± 0.00 

AHB 10 0.08 ± 0.03 0.06 ± 0.02 0.31 ± 0.07 b 0.21 ± 0.05 0.28 ± 0.05 b 0.02 ± 0.00 0.10 ± 0.02 0.02 ± 0.00 

1. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by 

nonparametric statistics for those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p 

< 0.05. 

2. BC: bulbocavernosus muscle; LA: levator ani muscle; TA: tibialis anterior; EDL: extensor digitorum longus. 

  

Dietary Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.879 0.832 0.018 0.657 0.009 0.070 0.129 0.180 

Diet 0.100 0.774 0.978 0.448 0.051 0.400 0.058 0.885 

Age × Diet 0.441 0.900 0.661 0.842 0.298 0.265 0.255 0.180 
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表 3-6 受試 B6 公鼠餵食正式實驗飼料 26 週之組織/器官相對重量 (一) 

Table 3-6 The relative tissue/organ weights of the tested B6 male mice fed test diets for 26 weeks. 

Dietary 

group 

 Heart Liver Spleen Lung Kidney Adrenal gland 

n (% of body weight) 

YN 10 0.47 ± 0.04 3.52 ± 0.31 b 0.24 ± 0.03 b 0.52 ± 0.06 b 1.31 ± 0.15 0.01 ± 0.00 

YH 10 0.44 ± 0.05 4.15 ± 0.39 b 0.25 ± 0.02 b 0.50 ± 0.07 b 1.25 ± 0.16 0.01 ± 0.00 

AN 8 0.46 ± 0.06 3.70 ± 0.29 b 0.27 ± 0.07 b 0.51 ± 0.04 b 1.23 ± 0.18 0.01 ± 0.00 

AH 8 0.49 ± 0.14 5.06 ± 0.77 a 0.39 ± 0.25 b 0.53 ± 0.12 b 1.32 ± 0.32 0.02 ± 0.01 

AHB 10 0.61 ± 0.17  4.95 ± 1.44 ab 0.70 ± 0.56 a 0.65 ± 0.12 a 1.53 ± 0.34 0.02 ± 0.01 

 

 

 

 

 

1. Mice were fed test diets for 26 weeks. The relative skeletal muscle weight is expressed as the percentage of the body weight. 

2. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by 

nonparametric statistics for those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p 

< 0.05. 

  

Dietary Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.499 0.001 0.051 0.694 0.971 0.072 

Diet 0.980 0.001 0.180 0.987 0.846 0.456 

Age × Diet 0.317 0.026 0.412 0.524 0.290 0.459 
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表 3-7 受試 B6 公鼠餵食正式實驗飼料 26 週之組織/器官相對重量 (二) 

Table 3-7 The relative tissue/organ weights of the tested B6 male mice fed test diets for 26 weeks. 

Dietary 

group 

 Testis Epididymis Prostate SV EWAT RWAT IWAT BAT 

n (% of body weight) 

YN 10 0.52 ± 0.09 a 0.30 ± 0.08 0.07 ± 0.02 b 1.44 ± 0.18 b 4.62 ± 0.96 2.25 ± 0.63 2.88 ± 0.72 a 0.62 ± 0.20 a 

YH 10 0.52 ± 0.07 a 0.32 ± 0.06 0.08 ± 0.03 b 1.35 ± 0.25 b 4.66 ± 1.03 2.39 ± 0.82 3.36 ± 1.12 a 0.68 ± 0.26 a 

AN 8 0.49 ± 0.11 a 0.32 ± 0.04 0.13 ± 0.07 a 8.75 ± 1.62 a 4.60 ± 1.29 2.07 ± 0.74 3.01 ± 0.84 a 0.57 ± 0.13 a 

AH 8 0.41 ± 0.05 b 0.28 ± 0.08  0.09 ± 0.05 ab 8.55 ± 2.29 a 4.09 ± 1.60 1.95 ± 0.87  2.51 ± 1.19 ab 0.69 ± 0.32 a 

AHB 10 0.51 ± 0.08 a 0.33 ± 0.05 0.07 ± 0.02 b 7.44 ± 3.07 a 2.62 ± 2.00 1.15 ± 0.94 1.63 ± 1.08 b 0.37 ± 0.10 b 

1. Mice were fed test diets for 26 weeks. The relative skeletal muscle weight is expressed as the percentage of the body weight. 

2. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by 

nonparametric statistics for those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p 

< 0.05. 

3. SV: seminal vesicle; EWAT: epididymal white adipose tissue; RWAT: retroperitoneal white adipose tissue; IWAT: inguinal subcutaneous white 

adipose tissue; BAT: interscapular brown adipose tissue. 

  

Dietary Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.015 0.785 0.018 0.000 0.473 0.245 0.287 0.879 

Diet 0.146 0.815 0.460 0.747 0.582 0.780 0.146 0.497 

Age × Diet 0.110 0.206 0.312 0.901 0.505 0.567 0.976 0.803 
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表 3-8 受試 B6 公鼠餵食正式實驗飼料 26 週之組織/器官相對重量 (三) 

Table 3-8 The relative tissue/organ weights of the tested B6 male mice fed test diets for 26 weeks. 

Dietary 

group 

 

BC LA Quadriceps Triceps Gastrocnemius Soleus TA EDL 

n (% of body weight) 

YN 10 0.27 ± 0.03 a 0.19 ± 0.04 1.19 ± 0.19 a 0.72 ± 0.10 a 0.93 ± 0.10 a 0.07 ± 0.02 a 0.33 ± 0.04 a 0.07 ± 0.01 

YH 10  0.25 ± 0.04 ab 0.19 ± 0.04 1.10 ± 0.12 a  0.66 ± 0.08 ab  0.87 ± 0.14 ab 0.06 ± 0.01 b  0.31 ± 0.04 ab 0.07 ± 0.01 

AN 8  0.25 ± 0.02 ab 0.17 ± 0.02 0.91 ± 0.09 b 0.61 ± 0.05 b 0.78 ± 0.06 b  0.06 ± 0.01 bc 0.29 ± 0.02 b 0.07 ± 0.01 

AH 8 0.22 ± 0.03 b 0.17 ± 0.03 0.93 ± 0.07 b 0.61 ± 0.07 b 0.73 ± 0.07 b 0.05 ± 0.01 c 0.27 ± 0.03 b 0.06 ± 0.01 

AHB 10  0.24 ± 0.04 ab 0.19 ± 0.05 0.94 ± 0.11 b 0.64 ± 0.06 b   0.83 ± 0.06 ab*  0.07 ± 0.01 a*   0.32 ± 0.03 ab*  0.07 ± 0.01* 

1. Mice were fed test diets for 26 weeks. The relative skeletal muscle weight is expressed as the percentage of the body weight 

2. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by 

nonparametric statistics for those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p 

< 0.05. 

3. * denotes significant difference between AHB group and AH group at p < 0.05. 

4. BC: bulbocavernosus muscle; LA: levator ani muscle; TA: tibialis anterior; EDL: extensor digitorum longus

Dietary Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.008 0.108 0.000 0.003 0.000 0.001 0.000 0.217 

Diet 0.033 0.927 0.465 0.230 0.008 0.312 0.007 0.609 

Age × Diet 0.872 0.826 0.235 0.354 0.358 0.717 0.456 0.708 
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圖 3-6 受試 B6 公鼠餵食正式實驗飼料 26 週之禁食血清生化指標分析 

Figure 3-6 The fasting serum biochemical analysis of the tested B6 male mice fed test diets for 26 weeks. 

(A) Fasting serum glucose; (B) Fasting serum triglyceride; (C) Fasting serum total cholesterol. The values represent mean ± SD (n = 8 for AN and AH; 

n = 10 for AHB, YN, and YH). Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by 

nonparametric statistics for those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p < 

0.05. 

 

Factor 
Two-way ANOVA p-value 

Glucose TG TC 

Age 0.017 0.001 0.767 

Diet 0.613 0.003 0.048 

Age × Diet 0.515 0.723 0.919 
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圖 3-7 受試 B6 公鼠骨骼肌肌纖維橫截面積大小分析 

Figure 3-7 The cross-section area of myofibers in various limb muscles of the tested B6 male mice 

Sections from dry ice-cooled isopentane frozen triceps (A), gastrocnemius (B), and tibialis anterior (C) muscle were fixed in 4% paraformaldehyde in 

PBS and stained with hematoxylin and eosin. Scale bar: 200 μm. Myofibers were manually circled, analyzed, and plotted as cross section area (CSA) 

distribution diagrams with Image J. Large CSA fibers (top 50%) and average CSA were quantified. The values represent mean ± SD. Data were 

analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by nonparametric statistics for those not following 

normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p < 0.05. In some cases, a two-sample Student’s t test 

was further performed for the comparison with the AH group. * denotes significant difference between AHB group and AH group at p < 0.05.

Factor 
Two-way ANOVA p-value 

Large CSA fibers Mean CSA Large CSA fibers Mean CSA Large CSA fibers Mean CSA 

Age 0.003 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

Diet 0.213 0.201 0.125 0.176 0.016 0.189 

Age × Diet 0.654 0.757 0.066 0.952 0.002 0.009 
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圖 3-8 受試 B6 公鼠骨骼肌琥珀酸脫氫酶活性分析 

Figure 3-8 Histochemical staining of succinate dehydrogenase activity in various limb muscles of the tested B6 male mice. 

SDH activity was observed from stained frozen sections of triceps (A), gastrocnemius (B), and tibialis anterior (C) muscle. Scale bar: 200 μm. The 

staining intensity was analyzed with Image J and plotted as intensity distribution diagrams. High SDH activity fibers (top 50% intensity) were 

quantified. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA 

(or by nonparametric statistics for those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at 

p < 0.05. In some cases, a two-sample Student’s t test was further performed for the comparison with the AH group. * denotes significant difference 

between AHB group and AH group at p < 0.05. 

Factor Two-way ANOVA p-value 

Age 0.048 0.047 0.438 

Diet 0.151 0.028 0.303 

Age × Diet 0.513 0.243 0.128 
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 Two-way ANOVA p-value 

factor Pgc1a Nrf1 Tfam Fis1 Mfn1 Mfn2 Opa1 Ucp2 Ucp3 Cox7a1 Cox8b 

Age 0.023 0.903 0.953 0.084 0.243 0.151 0.890 0.730 0.354 0.767 0.003 

Diet 0.112 0.734 0.565 0.005 0.054 0.137 0.097 0.005 0.090 0.552 0.540 

Age*Diet 0.042 0.006 0.005 0.118 0.747 0.826 0.473 0.132 0.843 0.071 0.031 

圖 3-9 受試 B6 公鼠腓腸肌粒線體功能相關基因表現分析 

Figure 3-9 The mRNA expression levels of genes related to mitochondrial functions 

in gastrocnemius muscle of the tested B6 male mice. 

The mRNA expression levels of genes related to mitochondrial biogenesis (Pgc1a, Nrf1, Tfam), 

morphology (Fis1, Mfn1, Mfn2, Opa1), uncoupling (Ucp2, Ucp3), and oxidative 

phosphorylation (OXPHOS) (Cox7a1, Cox8b) in gastrocnemius muscle were analyzed by 

quantitative real-time PCR. Data were normalized with Gapdh mRNA expression level and 

presented as expression levels relative to the YN group. The values represent mean ± SD. Data 

were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way 

ANOVA (or by nonparametric statistics for those not following normal distribution). Values not 

sharing the same superscripted letter are significantly different at p < 0.05. In some cases, a two-

sample Student’s t test was further performed for the comparison with the AH group. * denotes 

significant difference between AHB group and AH group at p < 0.05. 
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 Two-way ANOVA p-value 

factor Pgc1a Nrf1 Tfam Fis1 Mfn1 Mfn2 Opa1 Ucp2 Ucp3 Cox7a1 Cox8b 

Age 0.724 0.724 0.562 0.490 0.335 0.102 0.419 0.042 0.978 0.022 0.021 

Diet 0.460 0.608 0.694 0.816 0.647 0.951 0.771 0.375 0.156 0.550 0.581 

Age*Diet 0.339 0.115 0.157 0.098 0.041 0.122 0.957 0.733 0.186 0.661 0.069 

圖 3-10 受試 B6 公鼠比目魚肌粒線體功能相關基因表現分析 

Figure 3-10 The mRNA expression levels of genes related to mitochondrial 

functions in soleus muscle of the tested B6 male mice. 

The mRNA expression levels of genes related to mitochondrial biogenesis (Pgc1a, Nrf1, Tfam), 

morphology (Fis1, Mfn1, Mfn2, Opa1), uncoupling (Ucp2, Ucp3), and oxidative 

phosphorylation (OXPHOS) (Cox7a1, Cox8b) in soleus muscle were analyzed by quantitative 

real-time PCR. Data were normalized with Gapdh mRNA expression level and presented as 

expression levels relative to the YN group. The values represent mean ± SD. Data were 

analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA 

(or by nonparametric statistics for those not following normal distribution). Values not sharing 

the same superscripted letter are significantly different at p < 0.05. In some cases, a two-sample 

Student’s t test was further performed for the comparison with the AH group. * denotes 

significant difference between AHB group and AH group at p < 0.05. 
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 Two-way ANOVA p-value 

factor Pgc1a Nrf1 Tfam Fis1 Mfn1 Mfn2 Opa1 Ucp2 Ucp3 Cox7a1 Cox8b 

Age 0.891 0.178 0.003 0.055 0.003 0.001 0.005 0.111 0.368 0.144 0.016 

Diet 0.847 0.544 0.296 0.763 0.503 0.679 0.785 0.411 0.991 0.812 0.693 

Age*Diet 0.557 0.453 0.488 0.575 0.140 0.213 0.991 0.675 0.384 0.691 0.117 

圖 3-11 受試 B6 公鼠趾伸長肌粒線體功能相關基因表現分析 

Figure 3-11 The mRNA expression levels of genes related to mitochondrial 

functions in entensor digitorum longus muscle of the tested B6 male mice. 

The mRNA expression levels of genes related to mitochondrial biogenesis (Pgc1a, Nrf1, Tfam), 

morphology (Fis1, Mfn1, Mfn2, Opa1), uncoupling (Ucp2, Ucp3), and oxidative 

phosphorylation (OXPHOS) (Cox7a1, Cox8b) in entensor digitorum longus muscle were 

analyzed by quantitative real-time PCR. Data were normalized with Gapdh mRNA expression 

level and presented as expression levels relative to the YN group. The values represent mean ± 

SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by 

two-way ANOVA (or by nonparametric statistics for those not following normal distribution). 

Values not sharing the same superscripted letter are significantly different at p < 0.05.  
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 Two-way ANOVA p-value 
factor Tnni1 Myh7 Myh2 Myh1 Myh4 Ppard 
Age 0.270 0.232 0.030 0.619 0.270 0.001 
Diet 0.777 0.239 0.468 0.435 0.777 0.006 

Age*Diet 0.346 0.760 0.076 0.345 0.346 0.078 

圖 3-12 受試 B6 公鼠腓腸肌肌纖維型態相關基因表現分析 

Figure 3-12 The mRNA expression levels of genes related to fiber type in 

gastrocnemius muscle of the tested B6 male mice. 

The mRNA expression levels of markers of type I fiber (Tnni1, Myh7), type IIa fiber (Myh2), 

type IId/x fiber (Myh1), type IIb fiber (Myh4), and possible fiber type transition regulator 

(Ppard) in gastrocnemius muscle were analyzed by quantitative real-time PCR. Data were 

normalized with Gapdh mRNA expression level and presented as expression levels relative to 

the YN group. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with 

Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by nonparametric statistics for 

those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are 

significantly different at p < 0.05. In some cases, a two-sample Student’s t test was further 

performed for the comparison with the AH group. * denotes significant difference between AHB 

group and AH group at p < 0.05. 

 

  



doi:10.6342/NTU201901252

第三章 實驗結果 

78 

 

 Two-way ANOVA p-value 
factor Tnni1 Myh7 Myh2 Myh1 Myh4 Ppard 
Age 0.138 0.075 0.730 0.067 0.097 0.283 
Diet 0.912 0.429 0.272 0.888 0.974 0.662 

Age*Diet 0.145 0.248 0.515 0.413 0.570 0.643 

圖 3-13 受試 B6 公鼠比目魚肌肌纖維型態相關基因表現分析 

Figure 3-13 The mRNA expression levels of genes related to fiber type in soleus 

muscle of the tested B6 male mice. 

The mRNA expression levels of markers of type I fiber (Tnni1, Myh7), type IIa fiber (Myh2), 

type IId/x fiber (Myh1), type IIb fiber (Myh4), and possible fiber type transition regulator 

(Ppard) in soleus muscle were analyzed by quantitative real-time PCR. Data were normalized 

with Gapdh mRNA expression level and presented as expression levels relative to the YN 

group. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan 

multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by nonparametric statistics for those not 

following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly 

different at p < 0.05. 
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 Two-way ANOVA p-value 
factor Tnni1 Myh7 Myh2 Myh1 Myh4 Ppard 
Age 0.345 0.242 0.410 0.027 0.001 0.127 

Diet 0.526 0.615 0.180 0.710 0.474 0.703 

Age*Diet 0.628 0.616 0.742 0.821 0.638 0.228 

圖 3-14 受試 B6 公鼠趾伸長肌肌纖維型態相關基因表現分析 

Figure 3-14 The mRNA expression levels of genes related to fiber type in entensor 

digitorum longus muscle of the tested B6 male mice. 

The mRNA expression levels of markers of type I fiber (Tnni1, Myh7), type IIa fiber (Myh2), 

type IId/x fiber (Myh1), type IIb fiber (Myh4), and possible fiber type transition regulator 

(Ppard) in entensor digitorum longus muscle were analyzed by quantitative real-time PCR. Data 

were normalized with Gapdh mRNA expression level and presented as expression levels 

relative to the YN group. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way 

ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by nonparametric 

statistics for those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted 

letter are significantly different at p < 0.05. 
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 Two-way ANOVA p-value 
factor Igf1 Igf1r Fbxo32 Trim63 Sirit1 
Age 0.125 0.848 0.050 0.000 0.706 
Diet 0.082 0.090 0.702 0.588 0.027 

Age*Diet 0.065 0.752 0.158 0.443 0.275 

圖 3-15 受試 B6 公鼠腓腸肌肌肉生合成及肌肉萎縮相關基因表現分析 

Figure 3-15 The mRNA expression levels of genes related to myogenesis and 

atrophy in gastrocnemius muscle of the tested B6 male mice. 

The mRNA expression levels of genes related to myogenesis (Igf1, Igf1r) and atrophy (Fbxo32, 

Trim63) in gastrocnemius muscle were analyzed by quantitative real-time PCR. Data were 

normalized with Gapdh mRNA expression level and presented as expression levels relative to 

the YN group. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with 

Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by nonparametric statistics for 

those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are 

significantly different at p < 0.05. 
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 Two-way ANOVA p-value 

factor p16 p21 Pai1 Mmp12 Cxcl2 Ccl2 Il6 

Age 0.000 0.000 0.728 0.004 0.000 0.034 0.752 

Diet 0.980 0.044 0.931 0.401 0.681 0.923 0.932 

Age*Diet 0.784 0.039 0.721 0.699 0.025 0.032 0.373 

圖 3-16 受試 B6 公鼠腓腸肌衰老相關基因表現分析 

Figure 3-16 The mRNA expression levels of genes related to senescence in 

gastrocnemius muscle of the tested B6 male mice. 

The mRNA expression levels of genes related to senescence, including cell cycle arrest 

mediators (p16, p21) and senescence associated secretory phenotype (Pai1, Mmp12, Cxcl2, 

Ccl2, Il6), in gastrocnemius muscle were analyzed by quantitative real-time PCR. Data were 

normalized with Gapdh mRNA expression level and presented as expression levels relative to 

the YN group. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with 

Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by nonparametric statistics for 

those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are 

significantly different at p < 0.05. In some cases, a two-sample Student’s t test was further 

performed for the comparison with the AH group. * denotes significant difference between AHB 

group and AH group at p < 0.05. 
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 Two-way ANOVA p-value 
factor p16 p21 Pai1 Mmp12 Cxcl2 Ccl2 Il6 
Age 0.000 0.000 0.000 0.010 0.000 0.000 0.000 
Diet 0.513 0.436 0.682 0.243 0.955 0.533 0.569 

Age*Diet 0.319 0.982 0.834 0.879 0.850 0.920 0.914 

圖 3-17 受試 B6 公鼠肝臟衰老相關基因表現分析 

Figure 3-17 The mRNA expression levels of genes related to senescence in liver of 

the tested B6 male mice. 

The mRNA expression levels of genes related to senescence, including cell cycle arrest 

mediators (p16, p21) and senescence associated secretory phenotype (Pai1, Mmp12, Cxcl2, 

Ccl2, Il6), in gastrocnemius muscle were analyzed by quantitative real-time PCR. Data were 

normalized with Actb mRNA expression level and presented as expression levels relative to the 

YN group. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with 

Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by nonparametric statistics for 

those not following normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are 

significantly different at p < 0.05.  
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 Two-way ANOVA p-value 
factor p16 p21 Pai1 Mmp12 Cxcl2 Ccl2 Il6 
Age 0.002 0.521 0.103 0.497 0.075 0.331 0.009 

Diet 0.181 0.466 0.615 0.841 0.778 0.786 0.062 

Age*Diet 0.468 0.717 0.128 0.332 0.823 0.781 0.282 

圖 3-18 受試 B6 公鼠副睪周圍白色脂肪組織衰老相關基因表現分析 

Figure 3-18 The mRNA expression levels of genes related to senescence in EWAT of 

the tested B6 male mice. 

The mRNA expression levels of genes related to senescence, including cell cycle arrest 

mediators (p16, p21) and senescence associated secretory phenotype (Pai1, Mmp12, Cxcl2, 

Ccl2, Il6), in epididymal white adipose tissue (EWAT) were analyzed by quantitative real-time 

PCR. Data were normalized with Gapdh mRNA expression level and presented as expression 

levels relative to the YN group. The values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-

way ANOVA with Duncan multiple comparison test and by two-way ANOVA (or by 

nonparametric statistics for those not following normal distribution). Values not sharing the 

same superscripted letter are significantly different at p < 0.05. 
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 Two-way ANOVA p-value 
factor p16 p21 Pai1 Mmp12 Cxcl2 Ccl2 Il6 
Age 0.000 0.000 0.119 0.056 0.002 0.026 0.001 

Diet 0.045 0.311 0.322 0.751 0.889 0.168 0.232 

Age*Diet 0.038 0.603 0.916 0.025 0.806 0.763 0.610 

圖 3-19 受試 B6 公鼠腎臟衰老相關基因表現分析 

Figure 3-19 The mRNA expression levels of genes related to senescence in kidney of 

the tested B6 male mice. 

The mRNA expression levels of genes related to senescence, including cell cycle arrest 

mediators (p16, p21) and senescence associated secretory phenotype (Pai1, Mmp12, Cxcl2, 

Ccl2, Il6), in kidney were analyzed by quantitative real-time PCR. Data were normalized with 

Gapdh mRNA expression level and presented as expression levels relative to the YN group. The 

values represent mean ± SD. Data were analyzed by one-way ANOVA with Duncan multiple 

comparison test and by two-way ANOVA (or by nonparametric statistics for those not following 

normal distribution). Values not sharing the same superscripted letter are significantly different 

at p < 0.05. 
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第四章 討論 

第一節 生長、組織器官重量、及血液生化指標 

一、死亡小鼠之觀察與高齡所致體重、攝食、及能量效率變化 

在整個 26 週的實驗期間中，老齡鼠於 18.5 月齡開始出現死亡情形，共有 

8 隻死亡，包含 AN 組及 AH 組各 3 隻，以及 AHB 組 2 隻 (圖 3-1)。實驗

結束時，也就是老齡鼠 23.5 月齡時，存活率為 76%，與 Flurkey et al. (2007) 等

人之研究相符。本實驗僅保留存活小鼠之實驗數據進行分析探討。 

而觀察自然小鼠死亡前六週之體重、攝食、及能量效率後發現，小鼠於死亡

前 1 週體重、攝食量、及能量效率皆明顯下降 (data not shown)。老年攝食量下

降可能是生有重病而食慾不振，或是因活動力下降而無法自由攝食、飲水，造成

血糖過低又更加虛弱的惡性循環所導致。 

而研究指出，老化會伴隨著胰島素敏感度下降，且在肝臟及肌肉中皆可發現

肝糖分解路徑的上調 (Houtkooper et al., 2011)。這表示著，老化狀態下對營養素

的訊息不敏感，吃進去的食物無法有效轉換成能量供給細胞利用，而偏好利用身

體內原先儲存的物質作為能量來源。此外，腸胃道消化吸收能力在老齡鼠中也會

逐漸下降，這些都可能為導致能量效率下降的原因。而攝食量及能量效率的下降

綜合起來便造就了老齡鼠中逐漸下降的體重。 

觀察整個實驗期的小鼠體重、攝食、及能量效率變化 (圖 3-4、圖 3-5)。老

齡鼠體重在實驗初期仍微幅上升，但體重增加幅度逐漸下降。老齡鼠體重在實驗

第 22 周 (22 月齡) 時到達顛峰，之後體重開始下降。而存活老齡鼠之攝食量及

能量效率在實驗期間未有明顯變化。年輕小鼠體重在實驗期間持續上升，其攝食

量亦隨逐漸增加的體重而有所提升。但觀察其能量效率可發現隨著年齡增長有逐
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漸下降的情形。總體來說，老年鼠具有體重高、吃的多，但能量效率低落的特徵 

(表 3-1、表 3-2)。 

二、老齡鼠之身體組成及血清生化指標 

2.1   老齡鼠較大的體重並非來自於脂肪組織 

既然老齡的影響在體重方面如此顯著且持久，我們便好奇年輕鼠及老齡鼠中

身體組成差異究竟為何。觀察小鼠犧牲時之組織器官絕對及相對重量我們驚奇地

發現，我們所測量的各塊脂肪組織無論是絕對重量，抑或是除以體重做校正之相

對重量，在老齡鼠及年輕鼠中皆未有顯著差異 (表 3-4、表 3-7)。在先前 

Mitchell et al. (2016) 等人的研究中發現，小鼠之身體組成隨著年齡不同而有所不

同。B6 小鼠在 12 月齡之前脂肪組織比例增加，而 12~24 月齡間脂肪組織比例

下降。本實驗之老齡鼠犧牲時為 23 月齡，應已進入脂肪流失的時期。而年輕鼠

犧牲時為 9.5 月齡，推測仍處於脂肪組織比例增加的時期。 

2.2   老齡鼠中可以觀察到前列腺、精囊腫大以及睪丸相對重量減少的情形 

再回來觀察小鼠犧牲時之組織器官絕對及相對重量，我們發現精囊重量為老

齡鼠與年輕鼠間差異最大之項目 (表 3-4、表 3-7)。老齡鼠之精囊絕對重量約為

年輕鼠精囊絕對重量的 6.9 倍，而相對重量也有 6.1 倍之多 。其實，早在 

1974 年 Finch et al. (1974) 等人的研究中便觀察到，24 月齡以上 C57BL/6J 小

鼠雙側精囊有因精液 (seminal fluid) 增多而異常腫大的現象。精囊可作為能量來

源，刺激精子活動，並且具有提供免疫抑制因子等功能，對於生殖能力的維持扮

演著重要角色 (Peitz, 1988)。近期的人體研究發現，在體染色體顯性多囊性腎病 

( autosomal dominant polycystic kidney disease) 病人中也有精囊腫大的現象，其伴

隨的精囊功能退化與精子死亡可能與不孕有關 (Zawaideh et al., 2017)。此外，我

們觀察到年輕鼠之精囊為白色，而老齡鼠之精囊則可能為褐色或奶茶色。文獻指

出，精囊顏色異常可能為感染或梗塞所導致 (Pettan-Brewer et al., 2011)。 
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精囊腫大可能原因為睪丸功能衰退而導致的二次增長的現象，此情形被認為

與人類前列腺肥大相似 (Li et al., 2017)。與之相符的是，我們發現老齡鼠具有較

小的睪丸相對重量 (表 3-7)，這可能暗示著有睪丸功能衰退的情形。此外，我們

在老齡鼠中也觀察到前列腺絕對重量與相對重量大於年輕鼠之情形 (表 3-4、表 

3-7)。前列腺增大為人類臨床研究中常見的現象，80 歲以上老齡人中有前列腺增

大的人約占 90%。由於前列腺之解剖位置靠近尿道及膀胱，前列腺增大會導致老

年男性排尿困難，並可能進一步導致膀胱與腎臟病變，造成腎功能損傷 (Medina 

et al., 1999)。 

對於老年鼠與年輕鼠間體重差異有所貢獻的器官還包括肝臟、心臟、脾臟、

肺臟、及腎臟等絕對重量較大的器官 (表 3-3)。然而除了肝臟之外，這些器官的

相對重量在老齡鼠及年輕鼠間未看到顯著差異 (表 3-6)，顯示這些器官的重量變

化幅度與體重相同。 

2.3   小鼠肝臟重量及血清生化指標受高齡及高蔗糖飼料共同影響 

肝臟為掌控醣類、蛋白質與脂質代謝之主要器官，可將攝食所得葡萄糖合成

為肝醣進行儲存。而當吸收葡萄糖超過肝醣合成之負載力時，便會啟動脂肪酸合

成機制 (de novo fatty acid synthesis)。肝臟是此實驗中唯一觀察到受高蔗糖飼料影

響，且與高齡交互作用影響的器官 (表 3-3、表 3-6)。老齡與高蔗糖飼料皆顯著

增加肝臟之絕對重量與相對重量，而高蔗糖飼料對於老齡小鼠之肝臟相對重量有

較大的影響。我們推測，本實驗中較大的肝臟重量可能來自於肝臟脂質堆積。研

究指出，老化可能透過降低 GH/IGF-1 訊息路徑、增加胰島素阻抗、促使血糖及

血脂異常、增加脂肪酸合成等因素，促使肝臟中脂質堆積，為造成非酒精性脂肪

肝的潛在因子 (Gong et al., 2017)。而高蔗糖飼料被認為易導致肝脂累積、增加極

低密度脂蛋白 (very low density lipoprotein, VLDL) 分泌並降低脂肪酸氧化路徑 

(Cahova et al., 2012)。然而增加的肝臟重量是否確實來自於脂質堆積仍有待日後實

驗證明。  
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我們觀察到，禁食血清三酸甘油酯濃度在老年鼠較年輕鼠低 (圖 3-6 B)，這

可能可以作為肝臟脂質堆積的一個線索。Houtkooper et al. (2011) 研究團隊在老齡

鼠中亦觀察到血清游離脂肪酸濃度增加，而血清三酸甘油酯濃度降低的情形。 

我們觀察到老齡鼠之禁食血糖較年輕鼠低 (圖 3-6 A)，這與 C57BL/6J 小鼠

具 Nicotinamide nucleotide transhydrogenase (Nnt) 基因缺陷，易產生自發性高血

糖 (Freeman et al., 2006) 的認知不符。因此，我們觀察各組血糖趨勢，並與本實

驗其餘結果進行相關性分析後發現：禁食血糖與體脂率顯著高度正相關 

(r=0.805；p=0.000) (體脂率為計算 EWAT、RWAT、IWAT、BAT 之總重量佔體重

比例而得)。根據世界衛生組織 (WHO)，肥胖被定義為不正常或過量的脂肪堆

積，是代謝症候群的風險因子之一。這暗示著雖然老齡鼠與年輕鼠之體脂率差異

未達顯著，但其仍會造成代謝上的改變，脂肪比例高者仍可能具有較差的胰島素

敏感度。 

 

圖 4-1 受試 B6 公鼠禁食血糖與體脂率相關性分析 

Figure 4-1 Correlation between fasting serum glucose and body fat percentage of 

tested B6 male mice 

Body fat percentage was calculated as (sum of absolute weight of EWAT, RWAT, IWAT, and 

BAT)/body weight 
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先前研究發現，蔗糖較澱粉更容易造成高胰島素血症，給予高蔗糖飲食較易

出現代謝異常 (Harte et al., 1999)。 3 月齡 C57BL/6J 公鼠餵食 modified AIN76 

diet (65% starch) 或 modified AIN76 diet (50% sucrose; 15% starch) 13 周後發現高

蔗糖組小鼠有較高之體重、血糖、血脂、血清胰島素、HOMO-IR index 及肝脂 

(鍾誠珠, 2009)。在血清膽固醇方面，我們觀察到高蔗糖飼料顯著提升禁食總膽固

醇 (圖 3-6 C)，與先前研究相符。 

三、苦瓜補充對於生長、組織器官重量、及血清生化指標之影響 

3.1  苦瓜補充降低體重及脂肪組織重量 

逐週觀察小鼠飼養期間之體重變化、攝食量、及能量效率發現，AHB 組小

鼠於苦味適應期至實驗第 2 周之攝食量及能量效率皆有降低的情形，而這也導

致體重的下降，直至實驗第 5 周才回升 (圖 3-4、圖 3-5)。此攝食量降低的情形

可能是由於對於苦味之不適應。而到實驗第 8~13 週間亦可觀察到攝食量下降，

然各週間並未表現出一致的能量效率差異，而此較低之攝食量也並未影響小鼠之

體重。推測此時期小鼠可能因山苦瓜促進 glucagon-like peptide-1 (GLP-1) 分泌而

產生食慾抑制的情形。本實驗室先前發現小分子山苦瓜水萃物、富含苦味物質之

區分物、及山苦瓜水解萃物可促進 STC-1 細胞株分泌 GLP-1 (白依平, 2012; 黃

婷妮, 2010)，且此促進作用可被苦味受器抑制劑 probenecid 所抑制。管餵高脂飼

料誘導肥胖小鼠小分子山苦瓜水萃物後可在三十分鐘內顯著降低血糖並提升血液

中胰島素及 GLP-1 濃度。GLP-1 能調控腦部食慾中樞，增加飽足感並且降低食

慾 (Drucker, 2007)。實驗室先前研究使用約三月齡 C57BL/6J 小鼠餵食 5% BGP 

in HS diet 觀察到，苦瓜補充組小鼠於實驗第 9 周開始攝食量低於餵食 HS 組別

(穆偉倢, 2014)，此攝食量下降之時間點與本實驗相符。 
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老齡鼠中補充 5% 山苦瓜 (AHB) 組之犧牲體重與 AH 組相比顯著較低。

計算各組織對體重差異之貢獻，發現脂肪組織 (含 EWAT、RWAT、IWAT、BAT) 

總和之重量差異貢獻最大，貢獻體重差異之 22%。本實驗室先前研究便指出，苦

瓜活化脂肪組織中脂質代謝調節者 PPAR 家族，以及 PGC1a 轉錄活性，增加脂

肪酸氧化作用、抑制脂肪細胞分化並降低脂質堆積。也因此，苦瓜補充在多種模

式下皆能夠改善小鼠肥胖情形。本實驗再次驗證了這件事情。 

而貢獻體重差異第二多者為精囊，貢獻體重差異之 12%。 

3.2  苦瓜補充趨勢性改善高齡所致前列腺及精囊腫大 

肌少症治療方法中，新興藥物雄激素受體調節劑 (selective androgen receptor 

modulator, SARM) 日益受到重視。睪固酮補充可通透過調節雄激素受體 

(androgen receptor, AR) 改善肌肉萎縮但其具有導致前列腺癌的風險。而 SARM 

則透過在不同組織間選擇性調節 AR，對於肌肉萎縮有保護作用，但卻不會促進

前列腺的增生。本實驗觀察到，苦瓜可改善老齡所致精囊腫大，並降低前列腺重

量至與年輕鼠相同水平 (表 3-4)。此外，苦瓜補充可以提升睪丸相對重量。綜合

以上，我們或許可以推測苦瓜具有改善生殖能力的特質，並且對於前列腺癌具有

保護作用。然而，先前文獻指出，持續 35 天給予大鼠 25 mg/100 g body weight 

苦瓜籽乙醇萃物會抑制精子生成，降低精子數目，並導致不孕 (Naseem et al., 

1998; Tumkiratiwong et al., 2014)。但也有文獻指出，山苦瓜萃取物可以抑制前列

腺癌細胞 PC3 及 LNCaP 增生，並減緩前列腺癌基因轉殖鼠之前列腺癌進程 

(Ru et al., 2011)。飲食補充之效果可能受劑量、補充年齡、補充時間等之影響，

山苦瓜籽萃取物抑制精子生成之實驗使用的是未進入老年期之大鼠，而本實驗未

對生殖能力有所評估。因此，山苦瓜補充對於老齡鼠生殖能力的影響仍有待進一

步的釐清。 
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3.3  苦瓜補充改善高齡及高蔗糖飼料共同導致的肝臟腫大並降低血清總膽固醇 

前面提到，本實驗中觀察到肝臟重量受高齡及高蔗糖飼料影響而有腫大的現

象。老齡鼠中補充 5% 山苦瓜可顯著降低肝臟絕對重量，並降低肝臟相對重量至

與年輕鼠無顯著差異 (表 3-3、表 3-6)。此改善肝臟腫大的現象可能與山苦瓜改

善脂質代謝能力有關。實驗室先前研究指出，餵食山苦瓜可以透過活化 PPARα 

促進肝臟脂質分解相關基因表現及其他途徑減少脂質合成，降低肝臟中三酸甘油

酯堆積及肝臟腫大 (董又慈, 2016)。前述實驗亦發現，苦瓜萃取物可能透過活化

肝臟 LXRa 促進 Cyp7a1 表現而改善肝臟膽固醇堆積及高膽固醇血症。本實驗

中肝臟脂質堆積情形有待日後實驗證實，然而我們確實觀察到苦瓜補充具有降低

血清總膽固醇之效果 (圖 3-6 C)。 

此外，本實驗中觀察到老齡鼠補充 5% 山苦瓜提升脾臟相對重量近兩倍之多 

(表 3-6)。脾臟為與免疫及造血相關的器官。研究指出，老齡鼠中脾臟腫大的現

象是由於脾外造血現象，而這可能與腫瘤壞死因子 (tumor necrosis factor,TNF) 有

關 (Loukov et al., 2016)。先前研究指出，6 週齡小鼠餵食補充山苦瓜粉末飼料可

以減低 LPS 誘導之敗血症反應，並且降低脾臟中包含 TNF 在內之促發炎細胞

激素濃度 (Ciou et al., 2014)。我們推測，可能由於年輕及老齡老鼠體內環境不

同，山苦瓜對於體內免疫反應調節具有不同的效果。然而由於本實驗並未進行體

內細胞激素濃度的分析，山苦瓜是否影響老齡鼠中免疫反應仍需更多實驗來證

實。 
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第二節 肌少症特徵探討 

肌少症定義為與年齡相關的漸進式肌肉質量減少、肌力下降與功能退化 

(Rosenberg, 1997)。本研究之目的為探討苦瓜是否具有改善肌少症之潛力。因此，

我們在飼養期間對小鼠進行運動表現分析，包含前肢抓力及 Inverted screen test，

以評估其功能退化情形。小鼠犧牲後亦進行各塊肌肉絕對及相對重量之量測。 

一、老齡鼠中確實觀察到運動表現下降及肌肉萎縮的現象 

抓力儀主要用於測量小鼠前肢之最大抓力，於實驗結果中我們未能觀察到各

組小鼠間抓力差異 (圖 3-2 A)。老化被認為與 type Ⅱ fiber 萎縮有關，type Ⅱ 

fiber 主要負責的是高強度需要爆發力的運動。然而在需要爆發力之抓力測試上我

們卻沒有看到老化帶來的差異。推測可能是因為個體差異過大，不易在樣品數少

的實驗中觀察組間的差別。 

另一項運動表現分析 Inverted screen test 主要是讓小鼠懸吊，以對抗其自身

體重的方式評估其四肢肌力與肌耐力。Inverted screen test 中，我們很明顯可以觀

察到老年鼠之網上懸吊時間及以體重校正之 Holding impulse 較年輕鼠差 (圖 3-2 

B、C)。而小鼠於懸吊期間在網上的移動可能增加其體力負荷，進而降低小鼠懸

吊時間。因此，我們也觀察小鼠於網上時間內之平均後腳移動次數。我們發現實

驗第 12 週時，老齡鼠於網上時間內之平均後腳移動次數較年輕鼠來的低，這表

示其較短之懸吊時間並非由於移動次數較高所導致，而是真正地耐力較差 (圖 3-

2 D)。 

將小鼠進行犧牲並觀察其肌肉重量。我們在股四頭肌及腓腸肌於老年鼠中觀

察到萎縮的現象，不論是絕對重量或相對重量皆顯著低於年輕鼠 (表 3-5、表 3-

8)。而肱三頭肌、比目魚肌與脛骨前肌之絕對重量雖老齡鼠與年輕鼠並無不同，

然其相對重量在老齡鼠中顯著較低。這顯示老齡確實會導致肌肉流失。此肌肉流

失可能源自於蛋白質生合成及降解路徑的失衡。研究顯示，老齡人對於蛋白質生
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合成訊號較不敏感，飲食補充蛋白質後老年人體內的蛋白質生合成速率低於年輕

人 (Welle et al., 1993)。而蛋白質分解速率則無論是在休息時或是運動後長者身上

皆高於年輕人 (Raue et al., 2007)。 

此外，我們觀察到對雄激素敏感之 BC 相對重量在老齡鼠中低於年輕鼠。先

前研究中發現，睪固酮濃度隨著年齡增加而會有下降的情形，因此我們推測老齡

鼠中較低的 BC 相對重量顯示其具有較低的睪固酮濃度，而這可能需要日後實驗

進一步證實。 

二、山苦瓜改善高齡造成的運動能力表現下降及肌肉流失 

我們並未觀察到苦瓜補充對於前肢抓力有改善的作用 (圖 3-2 A)。而組織重

量方面也發現，我們唯一量測的前肢肌肉肱三頭肌 (Triceps) 在 AHB 與 AH 組

間並無顯著差異 (表 3-5、表 3-8)。 

然而，苦瓜補充可以回升小鼠於實驗第 22 週時之懸吊時間及 Holding 

impulse，且其單位時間內後腳移動次數與 AH 組並無不同，顯示苦瓜補充有回

復老化所致肌耐力降低的潛力。骨骼肌中不同型態肌纖維具有不同的代謝偏好路

徑，type I fiber 偏好利用粒線體氧化磷酸化產生能量，主要參與需要肌耐力的活

動。而 type II fiber 偏好利用糖解作用產生能量，主要參與需要爆發力的活動。

我們推測苦瓜中肌耐力改善之情形可能來自於肌肉中粒線體活性的增加，抑或是

促使肌纖維轉變，這部份討論將於後面說明。雖然我們並未觀察到 AHB 組小鼠

之骨骼肌絕對重量受苦瓜補充而回升之現象，然於腓腸肌、比目魚肌、脛骨前肌

及趾伸長肌之相對重量方面仍可以看到苦瓜對維持骨骼肌在身體之中之比例有所

益處。 
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第三節 肌纖維橫截面積大小、粒線體酵素活性及 mRNA 表現分析 

一、山苦瓜提升老齡小鼠粒線體 SDH 酵素活性並上調骨骼肌 Pgc1a 及 Ucp2 

基因表現 

粒線體為細胞的能量工廠，主要功能為進行檸檬酸循環以及氧化磷酸化產生 

ATP，提供細胞能量。近年來許多證據支持粒線體功能在老化過程中扮演重要的

角色。臨床研究顯示，骨骼肌粒線體氧化能力隨著年齡增長而下降，並且與行走

速度有關，影響長者移動能力 (Zane et al., 2017)。本研究將肌肉組織冷凍切片進

行琥珀酸脫氫酶 (succinate dehydrogenase, SDH) 酵素活性分析，結果觀察到老齡

鼠之高 SDH 肌纖維比例較年輕鼠低 (圖 3-7)，顯示了其粒線體功能的衰退。

mRNA 基因表現結果，我們也觀察到粒線體氧化磷酸化酵素 Cox8b 表現，在腓

腸肌及比目魚肌中皆有受高齡下調的情形 (圖 3-9、圖 3-10)。比目魚肌中 

Cox7a1 亦有受高齡下調的情形，這可能暗示老齡鼠氧化代謝能力較年輕鼠差。

COX7a1 及 COX8b 為組成粒線體氧化磷酸化複合體 IV 的酵素蛋白質，由細胞

核基因所轉錄出來 (nuclear encoded)。Rönn et al. (2008) 團隊指出，Cox7a1 

mRNA 表現量隨年齡逐漸下調的情形是由於 Cox7a1 啟動子在老化過程中甲基

化程度上升所導致。 

苦瓜補充雖可使腓腸肌中高 SDH 活性肌纖維比例回升至與年輕小鼠相同水

平，其腓腸肌 Cox7a1 mRNA 基因表現卻有下調的情形 (圖 3-9)。這暗示著可能

有其他機制參與了粒線體氧化能力的調節。我們發現，腓腸肌中 Pgc1a 表現量

受苦瓜補充而上調。Pgc1a 為粒線體生合成的主要調節者，透過提升 Nrf1 轉錄

活性上調 Tfam 基因表現，促進粒線體生合成。然而我們並未觀察到苦瓜補充有

上調粒線體生合成下游基因 Tfam 表現。因此，粒線體生合成作用是否介導了苦

瓜補充在老齡鼠模式下對於肌肉功能的保護仍有待進一步的釐清。推測仍有其他
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調節者參與了粒線體生合成之調控，抑或是 Pgc1a、Nrf1、及 Tfam 在粒線體生

合成過程中表現的時間點不一定相同，而這需要更多實驗來進一步證實 。 

粒線體功能受其中各種蛋白質偕同調控。本研究結果，苦瓜補充能夠上調腓

腸肌 Ucp2 及 Ucp3 mRNA 表現 (圖 3-9)。UCPs 為位於粒線體內膜上之氫離子

通道蛋白，能進行去耦合作用降低粒線體內外膜間氫離子濃度梯度。粒線體氧化

磷酸化過程中會伴隨著 ROS 的生成，而此 ROS 生成量受粒線體內外膜間氫離

子濃度所影響 (Brand et al., 2004; St-Pierre et al., 2002)。研究指出，粒線體輕度去

耦合可以降低 ROS 的產生，使其較能對抗隨著年齡增長而增加的粒線體損傷 

(Amara et al., 2007)。因此我們推測，腓腸肌 Ucp2 mRNA 表現量上調有助於其粒

線體 ROS 清除，並且對粒線體功能具有保護作用。亦有研究指出，Ucp2 表現

量受脂肪酸刺激並經由 PPAR-γ 與 PGC-1α 路徑上調 (Thompson et al., 2004; Z. 

Wu et al., 1999)，我們在苦瓜補充小鼠腓腸肌中觀察到同時上調的 Pgc1a 及

Ucp2，支持此一論點。 

此外，研究指出代謝旺盛的小鼠具有較長的壽命，而這被認為可能來自於較

旺盛的去耦合作用 (Brand, 2000; Speakman et al., 2004)。甚至有人提出高基礎代

謝率–高存活率假說，認為 UCP 表現與存活率有關 (Azzu et al., 2017)。而 Rose 

et al. (2011) 等人的研究支持此一論點。老化會伴隨著基礎代謝率的下降 (Macìas-

Núñez et al., 2008)，或許苦瓜補充能透過上調 UCP 表現，提高基礎代謝率，並

且延長壽命。本實驗由於樣本數過少無法看出苦瓜補充對於壽命的影響，或許提

高樣本數及飼養時間可能可以看出一些效果。 
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二、山苦瓜上調第一型肌纖維指標基因 Myh7 表現 

PGC1a 除了參與粒線體生合成路徑外，亦可調節 PPARδ 基因表現，進而促

進脂肪酸氧化作用。PGC1a 及 PPARδ 皆被認為參與了肌纖維轉變的調控。type 

II fiber 中過度表現 Pgc1a 可使其表現出 type I fiber 的特徵，增加疲勞抵抗能力 

(Lin et al., 2002a)。而骨骼肌中過度表現 Ppard 亦能使肌纖維轉為傾向氧化型，

並上調脂肪酸氧化路徑。符合預期的是，我們發現，苦瓜補充可以上調腓腸肌中 

Ppard 及 type I fiber 指標基因 Myh7 mRNA 表現，並且下調 type II fiber 指標

基因 Myh4 mRNA 表現 (圖 3-12)。此結果暗示著苦瓜補充能使腓腸肌肌纖維型

態轉變為偏向 type I fiber，而這可能為苦瓜補充小鼠之 Inverted screen test 表現

得以維持的原因。 

出乎意料的是，我們並未在老齡鼠中觀察到粒線體生合成基因下調的情形 

(圖 3-9、圖 3-10)，這與多數文獻並不相符。然而，亦有文獻中觀察到老齡鼠中

骨骼肌 CS 活性上升以及 BAT 中粒線體生合成上升的現象，他們認為這或許是

用來維持粒線體功能的補償機制 (Houtkooper et al., 2011)。 

三、山苦瓜改善老齡小鼠肌纖維大小萎縮但並未影響肌肉萎縮指標基因表現 

MAFBx (Fbxo32) 及 MuRF1 (Trim63) 為肌肉中特有的 E3 ubiquitin ligase，

其基因表現受轉錄因子 FoxO 的調控，常作為評估肌肉萎縮程度的指標。我們確

實觀察到老齡鼠腓腸肌中 Trim63 表現量受上調的情形 (圖 3-15)，並且在肌纖維 

CSA 分析中觀察到老齡鼠之平均肌纖維 CSA 顯著低於年輕鼠 (圖 3-7)。然而，

我們觀察到苦瓜補充可提高腓腸肌大 CSA 肌纖維比例，而其肌肉萎縮指標基因

卻未受影響。事實上，肌肉的維持受到肌肉生長及萎縮訊息的調控，而肌肉生長

調控路徑 PI3K/Akt 路徑涉及 mTOR 及其下游 S6K1、及 4E-BP1 的磷酸化。

本實驗室先前研究中發現，山苦瓜萃取物能夠偕同 IGF-1 增加 C2C12 肌肉前驅

細胞中磷酸化 Akt 蛋白質表現 (黃苡慈, 2017)。然而本實驗中我們僅分析肌肉生
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長調控中最上游的 Igf1 及 Igf1r mRNA 基因表現，而未進行此路徑下游蛋白質

磷酸化程度的評估。因此，苦瓜是否透過上調肌肉生長路徑達到改善肌肉萎縮的

效果值得進一步的確認。 

此外，Fbxo32 及 Trim32 此二基因之所以被認為是肌肉萎縮指標基因，乃

是由於其在肌肉萎縮模式中被發現。然而或許，此二基因之上調並不一定伴隨著

肌肉萎縮，如同我們實驗中所看到的。 

老化被認為主要導致 type II fiber 的萎縮。我們觀察到苦瓜補充對於腓腸肌

之影響較比目魚肌劇烈。腓腸肌為混合型肌肉，由 type I fiber 及 type II fiber 共

同組成，但其中 type II fiber 比例較高；而比目魚肌主要由 type I fiber 組成，被

認為可作為 type I fiber 的代表肌肉。Murgia et al. (2017) 研究團隊以蛋白質體學

方法分析 type I fiber 及 type I fiber 中各種蛋白質在年長者及年輕人中的含量差

異。結果發現，年長者之 type I fiber 蛋白質合成及降解相關蛋白含量較年輕人

高，但在 type II fiber 蛋白質合成及降解相關蛋白含量則在年長者及年輕人中未

有明顯差異。較好的蛋白質周轉率 (turnover rate) 可能為 type I fiber 不易隨著年

齡增長而萎縮的原因 (van Wessel et al., 2010)。苦瓜補充或許能透過促進肌纖維轉

為偏向 type I fiber，進而提升其蛋白質周轉率，維持骨骼肌中肌纖維 CSA 大

小。 

四、高齡上調肌肉、肝臟及腎臟中衰老相關基因表現 

細胞衰老被認為是老化相關疾病發生的原因。永久性的週期停滯、衰老相關

分泌表型的分泌 (SASP)、以及抵抗細胞凋亡的能力為衰老細胞的三個特徵。我

們測量肌肉中衰老相關基因 mRNA 表現以探討苦瓜維持肌肉功能的效果是否來

自於改善細胞衰老情形。本實驗中確實發現高齡會上調腓腸肌、肝臟，以及腎臟

中細胞週期停滯誘導者 p16 與 p21  mRNA 基因表現。且分析數個 SASP 基因

表現量亦發現，腓腸肌及肝臟中 Mmp12、Cxcl2、以及 Ccl2 mRNA 基因表現皆

受高齡而上調 (圖 3-16、圖 3-17)。於肝臟中亦觀察到 Pai1 與 Il6 受高齡上調
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的情形。但我們觀察苦瓜補充的效果發現，苦瓜上調腓腸肌中 p21 及 Pai1 

mRNA 基因表現 (圖 3-16)。過去文獻中指出，p21 在細胞衰老初期表現，細胞

衰老後 p21 表現量便會下降 (Sharpless et al., 2015)。苦瓜補充小鼠中腓腸肌 p21 

的上調是否表示其具有較嚴重的細胞衰老情形？抑或是相較於其餘老齡兩組，苦

瓜補充小鼠之衰老狀態處於衰老初期，才會有 p21 mRNA 表現量受到上調的情

形？我們目前為止觀察到的現象仍無法回答這個問題。然而有研究指出，在 

BubR1 早衰鼠中，p53 藉由 p21 抑制前驅細胞中 p16INK4a 所導致的細胞衰老作

用，延緩骨骼肌及脂肪組織的功能退化 (Darren J. Baker et al., 2013)。 

我們觀察到苦瓜補充小鼠之 p21 mRNA 表現量之標準差極大。且我們發現

五組間 p21 表現量與 Ppard 表現量分布趨勢相似。進行相關性分析後我們發現

腓腸肌中 p21 mRNA 基因表現量與 Ppard mRNA 基因表現量具有高度相關性 

(圖 4-2)。此外，我們亦觀察到，除 AHB 外其餘四組小鼠之腓腸肌 p16 與 p21 

mRNA 基因表現量間具有顯著相關性 (圖 4-3 A)，然而在苦瓜補充小鼠之腓腸肌

此二基因表現量上卻未觀察到此現象 (圖 4-3 B)。 
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圖 4-2 受試 B6 公鼠腓腸肌中 Ppard 與 p21 mRNA 基因表現量相關性分析 

Figure 4-2 Correlation between relative Ppard and p21 mRNA expression level in 

gastrocnemius of tested B6 male mice 

Data were normalized with Gapdh mRNA expression level and presented as expression levels 

relative to the YN group. 

 

 

 

圖 4-3 受試 B6 公鼠腓腸肌中 p16 與 p21 mRNA 基因表現量相關性分析 

Figure 4-3 Correlation between relative p16 and p21 mRNA expression level in 

gastrocnemius of tested B6 male mice 

Correlation between relative p16 and p21 mRNA expression level in gastrocnemius of tested B6 

male mice without (A) and only (B) AHB group. Data were normalized with Gapdh mRNA 

expression level and presented as expression levels relative to the YN group.  

A B 
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先前研究指出，beraprost 上調 Ppard 並誘導 inducible nitric oxide synthase 

(iNOS)，抑制主動脈平滑肌細胞增生。而 Ppard 在 beraprost 誘導的抗增生血管

平滑肌細胞中會透過促進 cAMP-responsive element (CRE) binding protein (CREB) 

進核，並進一步促進 p21/p27 基因表現 (Sue et al., 2009)。此外，他們在 p21/p27 

啟動子區域 CRE 中發現具有功能的 PPAR-responsive elements (PPREs)，PPARd 

在 CREB-binding protein 結合過程中會與 CREB 互相影響。這或許說明了苦瓜

補充小鼠腓腸肌中 Ppard 與 p21 基因表現量具有相關性的原因。然而這也透漏

著一個訊息：目前為止被認為與衰老有關的指標基因其實都各自與不同生理功能

有關，而不同衰老基因受不同路徑所調控。就算我們在苦瓜補充小鼠中觀察到上

調的 p21，其受上調的主要路徑也可能與老齡鼠中誘導 p21 表現量上升的主要

路徑不同。 

目前研究結果最一致，並且最為眾人所接受的衰老指標其實為 p16 mRNA 

表現量上調及 Senescence-associated β-galactosidase (SA-β-gal) 活性上升。衰老細

胞有 β-galactosidase 累積的情形，而其含量之多使其可以在非最強生理活性酸鹼

值環境 (pH6) 中被測到活性。我們在小鼠犧牲後其實有取部分 EWAT 進行 SA-

β-gal 活性測試。然而因組間差異過大，且我們未建立良好的定量方法，故未能

呈現此結果。 

值得注意的是，苦瓜補充顯著下調肝臟及副睪周圍白色脂肪 p16 mRNA 基

因表現 (圖 3-17、圖 3-18)。雖然前述討論中提到衰老指標的代表性仍有所爭

議，然而此結果亦非無令人讚嘆之處。研究指出，去除表現 p16 之衰老細胞可

以降低脂肪肝情形；而誘導肝細胞衰老則會導致肝脂堆積 (Ogrodnik et al., 

2017)。而脂肪組織中的細胞衰老被認為與脂肪生成不良、發炎，及胰島素阻抗有

關，會造成脂肪功能異常，更可能進一步導致系統性的發炎及第二型糖尿病。綜

合以上，苦瓜補充對於肝臟及副睪周圍白色脂肪之衰老現象可能有減緩之效果，

但仍需更多實驗證實。  
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第四節 綜合討論 

本實驗使用不同年齡及飼料的雙因子設計，探討高齡及高蔗糖飼料對 B6 小

鼠老化之影響。並且給予老齡鼠 5% (w/w) 補充山苦瓜之高蔗糖飼料以探討苦瓜

補充對肌少症病徵及其可能作用機制之影響。 

一、高齡、高蔗糖飼料，以及苦瓜對於小鼠各項指標之影響 

高齡對於小鼠生長情形影響相當顯著，老齡鼠有較高的體重以及食物攝取

量，然其體重增加量及能量效率皆顯著低於年輕鼠。觀察其響對組織器官重量發

現，老齡鼠具有肝臟、前列腺及精囊腫大的現象，且其相對睪丸重量較年輕鼠

低。肝臟為身體代謝主要器官，而前列腺、精囊，以及睪丸主要影響生殖能力。

由此，我們可以推斷年紀對於代謝能力及生殖能力的影響甚大。而出乎意料的

是，老齡鼠並未具有較重的脂肪重量，這可能是由於小鼠 12 月齡後脂肪開始流

使所導致 (Mitchell et al., 2016)。抑或是在我們的模式中，相對年輕組之小鼠即將

進入中老年期 (middle-aged)，也已不再「年輕」。將所有受試鼠之體脂率和進行

血糖進行相關性分析發現，兩項指標具有高度正相關。這也暗示著老齡鼠較低的

禁食血糖可能與體內脂肪組織比例有關。此外，老齡鼠亦具有較低的禁食血清三

酸甘油酯。 

而高蔗糖飼料對小鼠生長情形之影響則未如高齡顯著，僅於較重的肝臟相對

重量中看到其影響，而高蔗糖飼料也降低了血清三酸甘油酯及總膽固醇。我們推

測這可能與肝臟脂質代謝有關，而此推測需要更多實驗證實。 

苦瓜補充回復了高齡及高蔗糖飼料導致的肝臟腫大，也改善了高齡導致的睪

丸萎縮現象，並可降低血清總膽固醇 (表 4-1)。  



doi:10.6342/NTU201901252

第四章 討論 

102 

表 4-1 高齡、高蔗糖飼料，以及苦瓜補充對於受試 B6 公鼠生長情形及血清生化

指標之影響整理表 

Table 4-1 The effect of aging, high sucrose diet, and BGP supplementation on the 

growing and serum biochemical analysis of the tested B6 male mice 

 Aging HS BGP 

Growing 

Final BW ↑ - ↓ 

BW gain ↓ - - 

Food intake ↑ - - 

Energy efficiency ↓ - - 

Relative tissue/organ weights 

Heart - - - 

Liver    

Spleen ( ) -  

Lung - - - 

Kidney - - - 

Adrenal gland ( ) - - 

Testis  -  

Epididymis - - - 

Prostate  - - 

Seminal vesicle  - - 

EWAT - - - 

RWAT - - - 

IWAT - - - 

BAT - -  

Fasting serum biochemical analysis 

Serum glucose  - - 

Serum TG   - 

Serum TC -   

The effect of aging and high sucrose diet were determined by two-way ANOVA. One-way 

ANOVA and two-sample Student’s t-test were used to determine the effect of BGP. ↑/↓ means 

significant increase/decrease at p<0.05. (↑)/(↓) means increase/decrease at 0.01>p>0.05.– means 

no significant difference between groups at p<0.05.   
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表 4-2 高齡、高蔗糖飼料，以及苦瓜補充對於受試 B6 公鼠各項肌肉指標之影響

整理表 

Table 4-2 The effect of aging, high sucrose diet, and BGP supplementation on the 

various muscle parameters of the tested B6 male mice 

 Aging HS BGP 

Relative tissue/organ weights 

BC   - 

LA - - - 

Quadriceps  - - 

Triceps  - - 

Gastrocnemius    

Soleus  -  

Tibialis anterior    

EDL - -  

Histochemical analysis 

T
ri

ce
p
s % of large CSA fibers  -  

Mean CSA  - ( ) 

% of high SDH activity fibers  - - 

G
A

S
 % of large CSA fibers  -  

Mean CSA  - - 

% of high SDH activity fibers    

T
A

 

% of large CSA fibers    

Mean CSA  - ( ) 

% of high SDH activity fibers - - - 

The effect of aging and high sucrose diet were determined by two-way ANOVA. One-way 

ANOVA and two-sample Student’s t-test were used to determine the effect of BGP. ↑/↓ means 

significant increase/decrease at p<0.05. (↑)/(↓) means increase/decrease at 0.01>p>0.05.– means 

no significant difference between groups at p<0.05. 
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表 4-3 高齡、高蔗糖飼料，以及苦瓜補充對於受試 B6 公鼠骨骼肌基因表現之影

響整理表 

Table 4-3 The effect of aging, high sucrose diet, and BGP supplementation on the 

mRNA gene expression in various skeletal muscle of the tested B6 male mice 

 

Gastrocnemius Soleus EDL 

(Mix type) (Type I-oxidative) (Type II-glycolytic) 

Aging HS BGP Aging HS BGP Aging HS BGP 

Mitochondria related gene 

Pgc1a ↑ - ↑ - - - - - - 

Nrf1 - - - - - ↑ - - - 

Tfam - - - - - - ↓ - - 

Fis1 (↓) ↑ ↓ - - (↑) (↓) - - 

Mfn1 - - - - - - ↓ - - 

Mfn2 - ↓ ↓ - - - ↓ - - 

Opa1 - - ↓ - - ↓ ↓ - - 

Ucp2 - - ↑ ↑ - - - - ↑ 

Ucp3 - - ↑ - - - - - ↑ 

Cox7a1 - - ↓ ↓ - - - - - 

Cox8b ↓ - - ↓ - - ↓ - - 

Fiber type related gene 

Tnni1 - - - (↑) - - - - - 

Myh7 - - ↑ - - - - - - 

Myh2 ↓ - - - - - - - ↑ 

Myh1 - - - (↓) - - ↑ - ↑ 

Myh4 - - ↓ (↓) - - ↓ - - 

Ppard ↑ ↑ ↑ - - - - - - 

The effect of aging and high sucrose diet were determined by two-way ANOVA. One-way 

ANOVA and two-sample Student’s t-test were used to determine the effect of BGP. ↑/↓ means 

significant increase/decrease at p<0.05. (↑)/(↓) means increase/decrease at 0.01>p>0.05.– means 

no significant difference between groups at p<0.05. 
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表 4-4 高齡、高蔗糖飼料，以及苦瓜補充對於受試 B6 公鼠衰老基因表現之影響

整理表 

Table 4-4 The effect of aging, high sucrose diet, and BGP supplementation on the 

mRNA gene expression of senescence related genes of the tested B6 male mice 

 
GAS Liver EWAT Kidney 

 
Aging HS BGP Aging HS BGP Aging HS BGP Aging HS BGP 

Senescence related gene 

p16 ↑ - - ↑ - ↓ ↑ - ↓ ↑ ↑ - 

p21 ↑ ↑ ↑ ↑ - - - - - ↑ - - 

Pai1 - - ↑ ↑ - - - - ↓ - - - 

Mmp12 ↑ - - ↑ - - - - - (↓) - ↓ 

Cxcl2 ↑ - (↑) ↑ - - - - - ↑ - - 

Ccl2 ↑ - (↓) ↑ - - - - - ↑ - ↓ 

Il6 - - - ↑ - - ↑ (↑) - ↑ - ↓ 

The effect of aging and high sucrose diet were determined by two-way ANOVA. One-way 

ANOVA and two-sample Student’s t-test were used to determine the effect of BGP. ↑/↓ means 

significant increase/decrease at p<0.05. (↑)/(↓) means increase/decrease at 0.01>p>0.05.– means 

no significant difference between groups at p<0.05. 
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二、苦瓜改善小鼠肌少症之可能機制探討 

我們首先確認了高齡會使小鼠運動能力下降並且減少其肌肉質量，使小鼠表

現出肌少症之特徵。而山苦瓜補充改善老齡鼠耐力型運動 Inverted screen test 之

表現，並且顯著提升後肢小腿 GAS、Soleus、TA、及 EDL 相對重量。運動能力

的維持及肌肉萎縮情形之改善顯示山苦瓜補充對於肌少症有改善的作用。 

我們推測山苦瓜對於肌肉功能的保護可能源自於其具有改善粒線體功能的能

力，SDH 酵素活性分析結果支持此推論。Pgc1a 作為粒線體生合成的主要調解

者，並可能與 Ucp2 及肌纖維型態指標等基因上調有關。苦瓜中上調的 Pgc1a 

可能透過上調 Ucp2 基因表現，清除多餘的 ROS，進而改善小鼠對抗粒線體功

能缺失的能力。而 Pgc1a 亦可能與肌纖維型態的轉變有關。偏向於 Type I fiber

的轉變可能同時增進肌肉生長及萎縮速率並且提升蛋白質周轉率，達到維持肌纖

維大小的結果。 

我們並未觀察到苦瓜補充下調腓腸肌中細胞衰老相關基因 mRNA 表現。然

而我們發現苦瓜補充小鼠腓腸肌上調的 p21 與 Ppard mRNA 表現有關。p21 參

與了細胞衰老，造成了細胞週期的停滯。而 PPARδ 則參與了脂肪酸氧化、肌纖

維型態轉變、傷口癒合等作用。此兩因子的調控對於細胞有何生理意義有待日後

實驗釐清。此外，我們在苦瓜補充小鼠肝臟及副睪周圍白色脂肪中發現 p16 

mRNA 基因表現受到下調。下調的 p16 是否與山苦瓜在先前文獻中被看到的，

改善脂肪肝及代謝異常的能力有關為日後可進行探討的方向。 
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三、與先前年輕小鼠餵食苦瓜模式之比較 

本研究由於著重於探討山苦瓜補充對於老齡小鼠之效果，並未設計年輕小鼠

給予山苦瓜補充之組別。而事實上，在本實驗室學長蔣汶龍 (2014) 等人先前研

究中便有以年輕小鼠 (2.5 月齡) 為模式給予 5% BGP 補充添加於高蔗糖飼料

中，餵食實驗飼料 25 週後觀察山苦瓜對於粒線體增殖之影響。山苦瓜補充於年

輕小鼠及老齡小鼠肌肉中對於粒線體相關基因影響之比較如表 4-5。 

本研究及先前研究同樣將山苦瓜配製於高蔗糖飼料中，並且使用 C57BL/6J 

公鼠為研究模式。而兩研究之差異在於開始進行苦瓜介入的時間點，先前研究苦

瓜補充時間點為小鼠 2.75 月齡時 (即將進入 mature adult 時期)；而本研究苦瓜

補充時間點為小鼠 16.5 月齡時 (介於 middle-aged 至 old 之間)。此兩模式之肌

肉中皆可觀察到粒線體生合成相關基因 (Pgc1a、Nrf1) 以及 Ucp2 mRNA 基因表

現受苦瓜補充而上調的情形。然而由比較表 4-5 亦可觀察到，年輕期時進行苦瓜

補充與老年期開始補充相比，粒線體生合成相關基因上調情形較為全面。年輕鼠

中主要由 type II fiber 組成之 DVL Pgc1a、Nrf1、及 Tfam mRNA 基因表現皆受

苦瓜補充而上調；而老年鼠中同樣為 type II fiber 組成之 EDL 粒線體生合成相關

基因卻未因苦瓜補充而有所影響，推測這可能是由於老年體內對代謝路徑敏感度

下降所致。 
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表 4-5 山苦瓜補充對於年輕小鼠及老齡小鼠肌肉中粒線體相關基因影響之比較 

Table 4-5 The comparison of effect of BGP supplementation in the mRNA 

expression of mitochondria related genes in muscles of young and aging mice 

Group 5% BGP in HS vs. HS 

Model 
Young C57BL/6J male mice 

(蔣汶龍, 2014) 

Aging C57BL/6J male mice 

(This study) 

Time of 

treatment 

2.75-9month old 

(25 wk) 

16.5-23month old 

(26wk) 

Muscle 
SVL DVL GAS Soleus EDL 

(Type I) (Type II) (Mix type) (Type I) (Type II) 

Mitochondria related gene 

Pgc1a - ↑ ↑ - - 

Nrf1 ↑ ↑ - ↑ - 

Tfam ↑ ↑ - - - 

Fis1 ↑ ↑ ↓ - - 

Mfn1 ↑ ↑ - - - 

Mfn2 ↑ ↑ ↓ - - 

Opa1 - ↑ ↓ ↓ - 

Ucp2 ↑ ↑ ↑ - ↑ 

Ucp3 - - ↑ - ↑ 

Cox7a1 - - ↓ - - 

Cox8b ↑ - - - - 

Data were analyzed by one-way ANOVA and by two-sample Student’s t-test. ↑/↓ means 

significant increase/decrease between groups according to the analysis of one-way ANOVA or 

Student’s t-test at p<0.05. – means no significant difference between groups at p<0.05. SVL: 

superficial vastus lateralis; DVL: deep vastus lateralis 
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四、本研究之應用潛力 

本研究為初探山苦瓜補充於老齡小鼠模式中之效應，最終目的依舊期望能夠

拓展山苦瓜於保健食品上的應用。因此，我們依據 Reagan-Shaw et al. (2008) 等

人所提出的動物劑量與人體劑量轉換公式，換算此 5% w/w BGP 補充應用於人

體上攝取量。以小鼠平均攝食量 4g 作為估算，本實驗之 5% w/w BGP 補充相

當於小鼠每天攝取 0.2g BGP。苦瓜組小鼠平均體重估計為 40g，此苦瓜攝取量

相當於每公斤體重小鼠每日攝取 5g BGP。考慮不同動物等效劑量換算係數，換

算 60 公斤人每日攝取 50g BGP。苦瓜中水分約占 90% 重量，每日 50g BGP 

攝取相當於每天攝取 500g 新鮮山苦瓜。500g 新鮮山苦瓜幾乎等於整日的蔬菜

來源皆為苦瓜，這在實際應用上或許不好達成，替代方法可能可以為直接攝取苦

瓜粉末或者降低攝取劑量但持續而長期的補充。事實上，在 Tsai et al. (2012) 等

人以 BGP 膠囊進行補充之人體試驗中，成人每日給予 4.8g BGP 膠囊補充三個

月後即可觀察到顯著改善代謝症候群之效果。而本研究使用較高劑量山苦瓜補充

之原因為，本研究為初探型研究，期望能夠先確認山苦瓜於老齡引發肌少症小鼠

模式中具有改善肌肉功能之效果。未來研究方向能夠進一步以不同劑量山苦瓜補

充實驗來找尋有效且可行性較高之補充模式。 

山苦瓜補充應用於人體之之介入時間點根據 Flurkey et al. (2007) 等人建立之 

C57BL/6J 小鼠與人類生命期對照表進行推算：本實驗中受試 C57BL/6J 公鼠餵

食實驗飼料期間為：老年鼠 16.5~23 月齡，相當如人類 52~65 歲；年輕鼠 

3~9.5 月齡，相當於人類 20~37 歲。因此，我們推斷由中年期開始進行苦瓜補

充，於將近退休的年紀便可享受運動功能維持的效果，開啟人生的另一段美好旅

程。 
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高齡使小鼠表現出肌少症的特徵，苦瓜補充能夠維持運動表現並改善肌肉萎

縮，對於肌少症有保護作用。苦瓜補充上調 Pgc1a、Ucp2、Myh7 表現，並下調 

Myh4 表現。這顯示苦瓜可能透過提升粒線體生合成作用、增進清除自由基能

力、與促使肌纖維 type II 至 type I 的轉變，改善粒線體氧化能力，並進一步減

緩肌少症進程。高齡上調肌肉、肝臟，及腎臟中衰老相關基因 mRNA 表現。苦

瓜補充下調肝臟及副睪周圍脂肪中 p16 基因表現，但並未改善肌肉中衰老相關

基因 mRNA 表現。由此，苦瓜應是透過抗老化以外的路徑達到改善肌少症的效

果。 

本研究證實了苦瓜補充可以改善老齡鼠肌肉功能及粒線體氧化能力，而這可

能是透過促進粒線體生合成、改善對抗氧化壓力之能力、及促進骨骼肌中肌纖維

轉變來達成。總結來說，山苦瓜補充具有預防肌少症之潛力。 
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