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中文摘要 
隨著飲食趨向西化以及代謝疾病的高盛行率，尋找疾病形成原因加以預防越

發重要。目前認為早期發育為關鍵調控時期，因此我們欲探討孕期前後以西方飲食

誘導母體血脂異常是否加速子代代謝疾病發展，並深入研究其機制。 

我們以 ApoE
-/- 

小鼠為模式，妊娠前分別以控制或西方飲食誘導母鼠高膽固

醇血症，延續至仔鼠離乳後統一餵食控制飲食。仔鼠分為親代控制飲食-子代控制

飲食 (CC) 與親代西方飲食-子代控制飲食 (WC) 兩組。 

16 週齡子代雄性 WC 與 CC 相比出現非酒精性脂肪肝及葡萄糖不耐症，

18.5 天胚胎肝臟基因表現中，發現母鼠以西方飲食餵食的胚胎肝臟  de novo 

lipogenesis (DNL) 相關基因會被上調，加速肝臟脂質堆積。另外，成鼠血液脂蛋白

譜分析觀察到  WC 子代雄性與  CC 子代雄性相比有較少極低密度脂蛋白 

(VLDL) 的趨勢，探討其機制，發現血清中與 VLDL 組裝相關的 ApoB 含量較低，

肝臟 ApoB 基因表現也顯著較 CC 低，進一步發現 ApoB DNA 甲基化程度在 WC 

組較 CC 高。最後，我們發現 WC 子代雄性與 CC 子代雄性相比葡萄糖耐受性

較差，性腺脂肪在胰島素刺激後 AKT 磷酸化程度也較低，顯示胰島素訊息傳導受

阻。 

由我們實驗結果證實，母親高膽固醇血症可能會透過 DNA 甲基化方式影響

子代肝臟基因表現，或胰島素訊息傳導，進而促使非酒精性脂肪肝與葡萄糖不耐症

形成。 

 

關鍵字：母體效應、高膽固醇血症、非酒精性脂肪肝、胰島素阻抗、表觀遺傳 

  



doi:10.6342/NTU201902077

Abstract 

iii 

 

Abstract 
There is increasing evidence that early developmental environment of an embryo 

plays a pivotal role in the ‘programming’ of an adverse physiological phenotype in later 

life. Here we sought for the influence of maternal hyperlipidemia on the metabolic 

disorders in offspring. 

In our study, ApoE knockout females were fed with either control or western diet 

during pregnancy and lactation to induce hyperlipidemia. All offspring were fed with 

control diet starting from weaning to 16-week of age. Two experimental groups were 

generated: CC group (maternal/postnatal control diet), and WC group (maternal western 

diet/postnatal control diet). We monitored body weight and serum lipid levels every 

month, performing glucose and insulin tolerance test at 14/15-week of age. 

Our data show that WC group had impaired insulin sensitivity and hepatic lipid 

accumulation in adult offspring when compared to CC group. We found the hepatic de 

novo lipogenesis pathway (DNL pathway) was upregulated in the E18.5 embryo 

exposured to maternal western diet; but had adverse results in adult offspring. In additionl, 

we investigated that the VLDL secretion reduced from liver and ApoB, which is required 

for VLDL component, mRNA expression was decreased in WC group; there had similar 

appearance in E18.5 embryo. Moreover, in the WC group, a higher percentage of ApoB 

DNA methylation was observed in liver compared with CC group. 

Here, we demonstrate that exposure to hyperlipidemia during early developmental 

period will sensitize the offspring to induction of Nonalcoholic fatty liver disease 

(NAFLD) and Type 2 Diabetes mellitus; furthermore, the DNA methylation might the 

key epigenetic regulatory mechanisms, providing a potential therapeutic targets in 

NAFLD. 

 

Keyword: Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD), 

hypercholesterolemia, Nonalcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD), Insulin Resistance, 

epigenetics  
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代號與縮寫對照表 
 

縮寫與代號 全名 

3’UTR 3’ untranslated region 

5-mc 5-methylcytosine 

AC Adenylate cyclase 

ACC Acetyl-CoA carboxylase 

Acox1 Acyl-CoA oxidase 1 

AKT Protein kinase B 

AMPK AMP-activated protein kinase  

ApoB Apolipoprotein B 

ATGL Adipose triglyceride lipase 

BAT Brown adipose tissue 

BCA Bicinchoninc acid procedure 

BMI Body Mass Index 

C/EBPα/β CCAAT-enhancer-binding proteins 

cAMP Cyclic adenosine monophosphate  

Cd36 Cluster of differentiation 36 

Cd68 Cluster of Differentiation 68 

ChREBP Carbohydrate-responsive element-binding protein 

CM Chylomicrons 

Cpt1a Carnitine palmitoyltransferase I 

CREB cAMP response element binding protein 

CRTC2 cAMP-regulated transcriptional coactivator 2 

DAG Diacylglycerol 

DGAT Diacylglycerol O-acyltransferase  

DNMT DNA methyl transferases 

DOHaD Developmental Origins of Health and Disease 
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縮寫與代號 全名 

F4/80 Adhesion G Protein-Coupled Receptor E1 

FASN Fatty acid synthase 

FATP1 Fatty acid transport protein 1 

FGF21 Fibroblast growth factor 21  

FOXO1 Forkhead box protein O1 

FOXP2 Forkhead box protein P2  

G6P Glucose-6 phosphate 

G6Pase Glucose-6-phosphatase 

G6PT Glucose-6-phosphate transporter 

GC Gas chromatography 

GDM Gestational Diabetes Mellitus 

GIP Gastric inhibitory polypeptide 

GLP-1 Glucagon-like peptide-1 

GLUT4 Glucose transporters 4  

GS Glycogen synthase 

GSK3 Glycogen synthase kinase-3 

gWAT Gonadal fat 

H&E Hematoxylin and eosin 

HbA1c Hemoglobin A1c 

HDAC4 Histone deacetylases 4 

HDL High density lipoprotein 

HDL-C High density lipoprotein cholesterol 

HMGCR HMG CoA reductase  

HOMA-IR Homeostasis Model Assessment  

HSL Hormone-sensitive lipase 

IDL Intermediate density lipoprotein 

IGF Growth factor 

IL Interleukin  

IMCL Intramyocellular lipid 

IRS-1 Insulin receptor substrate 
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縮寫與代號 全名 

iWAT Inguinal white adipose tissue 

LCFA-CoA Along-chain fatty acyl-CoA 

LDL Low density lipoprotein 

LDL-C Low density lipoprotein cholesterol 

LPL Lipoprotein lipase  

LXRα Liver X receptor-alpha 

MCP-1 Monocyte chemotactic protein 1 

MTTP Microsomal triglyceride transfer protein 

MUFA Monounsaturated fatty acid 

NAFLD Nonalcoholic Fatty Liver Disease 

NASH Nonalcoholic steatohepatitis 

NEFA Nonesterified fatty acid 

OCT Optimal cutting temperature compound 

ORO Oil-red O 

PC Pyruvate carboxylase 

PEPCK Phosphoenolpyruvate carboxykinase 

PFK Phosphofructokinase 

PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase 

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

PKA Protein kinase A  

PPARα Peroxisome proliferator-activated receptor alpha  

PPARγ Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma 

PUFA Polyunsaturated fatty acids  

PVAT  Perivascular adipose tissue 

ROS  Reactive oxygen species 

rWAT Retroperitoneal white adipose tissue 

Scd1 Stearoyl-CoA desaturase 

SFA Saturated fatty acid 

Sirt1 Sirtuin 1 

Srebf1 Sterol regulatory element binding transcription factor 1 
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縮寫與代號 全名 

T1DM Type 1 diabetes mellitus 

T2DM Type 2 diabetes mellitus 

TET ten-eleven translocation 

TG Triglycerides 

TNF-α Tumor necrosis factor-alpha  

TSS Transcription start site  

VLDL Very low density lipoprotein 
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 緒論 

第一節  前言 

隨著肥胖、高血脂症、胰島素阻抗、第二型糖尿病或是非酒精性脂肪肝等等的

代謝性疾病發生率節節上升攻佔國人死亡排行榜的現代社會 ，讓許多人想了解這

些疾病發生原因，並尋找預防的方式。而過去我們常聽到易胖體質，在屏除後天環

境或是先天遺傳基因，還有其他因素會影響到代謝性疾病的發展的，例如早年的二

戰時代，母親孕期營養不良子代容易有肥胖的問題 (Ravelli et al., 1976)， 在之中 

Barker 也做了一系列研究關於產後壓力、子代低出生體重與母親胎盤之間的關係

去討論母親在胎兒時期提供的環境以及子代成長期對日後疾病發生的影響 

(Barker et al., 2007)， 現在普遍認為出生前母親飲食是胎兒發育的重要調節因素，

會影響到子代成年之後的代謝症候群的發生 (Taylor and Poston, 2007)， 也有人將

此與表觀遺傳連結 (Jimenez-Chillaron et al., 2012)， 但這其中的機制卻還不是很確

定，目前有研究發現皮質醇 (cortisol)、 瘦素 (leptin)、 胰島素 (insulin) 或是類生

長激素 (ghrelin) 會在懷孕期與哺乳期影響胎兒，然而隨著越來越多的信息傳遞小

分子被發現，例如脂肪細胞分泌的脂肪因子 (adipokine) 或是肝臟分泌的肝臟激素 

(Hepatokines) (Meex and Watt, 2017)， 對於生命早期的調控仍有很多未知可探索的

地方。 

因此本實驗使用易誘發高膽固醇血症的 ApoE-/- 小鼠為動物模式，餵食西方高

奶油高糖飲食誘發親代母鼠高膽固醇血症，提供不良的子宮環境作為子代產前壓

力，觀察子代成年之後的代謝不良情況並尋找可能的調控機制。 
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第二節  文獻回顧 

代謝性疾病 

 代謝症候群 (Metabolic Syndrome) 

代謝症候群為許多容易導致心血管疾病的危險因子組成，根據台灣衛生福利

部國民健康署的定義，代謝症候群的判定標準為 (1) 腹部肥胖:男性的腰圍 ≧ 90 

cm ；女性腰圍 ≧ 80 cm。(2) 血壓偏高:收縮壓 ≧ 130/85 mmHg，或服用高血壓

治療藥物。(3) 空腹血糖偏高：空腹血糖值 ≧ 100 mg/dL，或服用治療糖尿病藥

物。(4) 空腹三酸甘油酯 偏高：≧ 150 mg/dL，或服用降三酸甘油酯藥物。(5) 高

密度脂蛋白膽固醇偏低：男性 < 40 mg/dL、女性 < 50 mg/dL。以上五項組成因子，

符合三項(含)以上即可判定為代謝症候群 (衛生福利部國民健康署, 2007)。 

代謝症候群由 Reaven 於 1988 年根據病理生理學、流行病學、預測疾病發展

情況以及治療策略等大量研究統整後提出，通常包含了高血糖、高三酸甘油酯、低

高密度脂蛋白與高血壓的症狀，他們認為這是與生活型態、飲食以及遺傳交互作用

後結果 (Reaven, 1988)。 

雖然代謝症候群非特定疾病，但對於許多慢性疾病具相當程度的示警作用，研

究指出代謝症候群的患者易有高心血管疾病發病率與死亡率 (Isomaa et al., 2001)，

且顯著較高的中風風險 (Li et al., 2017)； 同時代謝症候群也為 T2DM 的危險因

子，約有一半的 T2DM 患者同時有代謝症候群 (Wilson et al., 2005)。 

 

 高血脂症 (Hyperlipidemia) 

 高血脂症的定義 

高血脂症為血液中有過多的脂質，如低密度脂蛋白、三酸甘油酯或是游離脂肪

酸，根據 NCEP-ATP III 的過高血脂定義：成人禁食血液中，總膽固醇 (total 

cholesterol) ≧ 240 mg/dL、高密度脂蛋白 (high density lipoprotein cholesterol, HDL-

C) ≦ 40 mg/dL、 低密度膽固醇 (low density lipoprotein cholesterol, LDL-C) ≧ 

240 mg/dL、 三酸甘油酯 (triglycerides, TG) ≧ 200 mg/dL 或是有服用降血脂藥物

者，符合其中一點即為高血脂症 (行政院衛生署國民健康局, 2003)。 
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 脂蛋白的種類 

由於脂肪為疏水性，故需要與脂蛋白結合來幫助運輸，其中脂蛋白種類包含乳

糜微粒 (chylomicrons, CM)、極低密度脂蛋白 (very low density lipoprotein, VLDL)、

中密度脂蛋白 (intermediate density lipoprotein, IDL)、 低密度脂蛋白 (low density 

lipoprotein, LDL) 與高密度脂蛋白 (high density lipoprotein, HDL)。 脂蛋白於體內

的運輸路徑可由 圖 一-1 所示，脂肪由腸道吸收後會以 CM 的形式經肝門靜脈運

送至肝臟代謝，之後肝臟避免發生脂肪肝會生成 VLDL 提供 TG 給肝外組織利

用，VLDL 在組織間會被脂蛋白脂解酵素分解逐漸形成 IDL 與 LDL， 釋出膽固

醇供肝外組織使用，最後則由 HDL 回收膽固醇至肝臟中代謝成膽酸由腸道排出 

(Acalovschi, 2001)。 

 

圖 一-1 脂蛋白的運輸路徑  
Figure 1-1  Overview of lipoprotein transport pathways and fates. (Mathews, 
2018) 
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 高血脂症的分類 

(1) 原發型高血脂症：又稱家族性高血脂症，具遺傳特徵。 

(2) 繼發型高血脂症：可能因疾病或是用藥等後天因素造成的高血脂症，例如

研究中發現糖尿病患者伴有高血脂的情況 (Sellers et al., 2007)，且同樣的也發現高

血脂症也常併發高血糖 (Howard, 1987; Okon et al., 2007)。 

 

 糖尿病 (Diabetes Mellitus) 

 糖尿病的定義 

糖尿病特徵為血糖高於正常值，且有三多一少的經典症狀：多吃、多喝、多尿

與體重減輕。糖尿病為國人十大死因之一，且有許多併發症，對於國民健康與醫療

負擔影響甚劇。而根據衛福部國民健康署的診斷標準為：包括以下 4 項，非懷孕

狀況下只要符合其中 1 項即可診斷為糖尿病(前 3 項需重複驗證 2 次以上)， (1) 

糖化血色素 (HbA1c) ≧ 6.5%。 (2) 空腹血漿血糖 ≧ 126 mg/dL。 (3) 口服葡萄

糖耐受試驗第 2 小時血漿血糖 ≧ 200 mg/dL。 (4) 典型的高血糖症狀，多吃、多

喝、多尿與體重減輕，且隨機血漿血糖 ≧ 200 mg/dL (中華民國糖尿病學會, 2003) 。 

 

 糖尿病的分類 

糖尿病傳統上可分為四類 (1) 第 1 型糖尿病 (T1DM)：胰島素缺乏的糖尿病，

通常為先天性自體免疫疾病，胰島細胞遭受自己免疫細胞攻擊而破壞，使得胰島素

分泌不足。 (2) 第 2 型糖尿病 (T2DM)：因胰島素阻抗，造成有胰島素不足的現

象。 (3) 妊娠型糖尿病 (Gestational Diabetes Mellitus, GDM)：原本血糖正常的孕婦

在懷孕期發生的高血糖症狀，可能會導致孕婦子癲症或是胎兒畸形等併發症，且有 

GDM 的孕婦日後就較高的比例罹患糖尿病。 (4) 其他糖尿病：可能因胰臟受損、

藥物影響或其他疾病導致糖尿病。  
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 葡萄糖代謝 

糖尿病造成高血糖的原因在於組織對於胰島素不敏感，使得血糖無法被利用

造成高血糖，而生理代謝上與血糖調節有關的組織有： (1) 肝臟(2) 脂肪 (3) 肌肉，

當葡萄糖吸收進到血液時會引發胰島素分泌，促進葡萄糖進入肌肉產能以及脂肪

組織轉換成油脂儲存；而肝臟為重要的血糖調節器官，當血糖高時會將葡萄糖轉為

肝醣儲存，於血糖低時釋放出來供組織使用。 

 

 血糖調節 

因葡萄糖轉為脂肪儲存為一不可逆反應，且肌肉缺乏 glucose-6-phosphatase，

無法將儲存的肝醣再轉變回葡萄糖釋放回血中，所以肝臟的調節功能就變得非常

重要，而體內有許多因子共同維持血糖恆定。 

(1) 胰島素 (insulin)：受到餐後高血糖刺激胰臟 β cell 而分泌，用來維持餐後

正常血糖，肌肉與脂肪細胞上有 glucose transporters 4 (GLUT4)， 可受胰島素調控

而開啟讓葡萄糖被攝入，降低血糖 (Shulman, 2000)。 而肝臟被嚴密控制肝醣合成

與糖質新生作用來調控血糖。而胰島素作用機轉則是由胰島素的信號傳遞 (insulin 

signal transduction) 來引發一連串的磷酸化，當胰島素接受器與胰島素結合後先磷

酸化 (insulin receptor substrate, IRS-1)，IRS-1 再活化 (phosphatidylinositol-3-kinase, 

PI3K)，而 PI3K 與細胞膜中的磷脂酰肌醇 4，5 二磷酸 (Phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate, PIP2) 相連， PIP 2 再磷酸化 PIP3，PIP3 磷酸化 (protein kinase B, 

也稱 Akt)，而 Akt 可開啟 GLUT4 以及活化肝醣合成酶 (glycogen synthase) 與

其 他 肝 臟 同 化 酵 素 ， 磷 酸 果 糖 激 酶  (phosphofructokinase-1, PFK-1 ；

phosphofructokinase-2, PFK-2)， 丙酮酸激酶 (pyruvate kinase) 等等，促進肝醣合成

與脂肪酸生成 (Pessin and Saltiel, 2000)。 

(2) 升糖素 (glucagon)：由胰臟 α-cell 分泌的激素，為體內重要的異化激素，

可以促進脂肪脂解、肌肉細胞分解以及肝臟糖質新生。其作用機轉為，當升糖素與

接受器結合後會活化腺苷酸環化酶 (adenylate cyclase, AC) 催化 ATP 形成 cyclic 
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adenosine monophosphate (cAMP)，當 cAMP 濃度增加會促進 protein kinase A 

(PKA) 構型改變而活化，抑制肝醣合成，促葡萄糖產生。 

(3) 澱粉素 (amylin)：與胰島素共同自胰臟 β cell 分泌的激素，於餐後分泌可

降低血糖，而也有研究證實 amylin 在體內累積與 T2DM 的發病預測有很大的相

關性 (Ludvik et al., 1991)。 另外 amylin 還能夠傳遞至腦部協助 leptin 作用，減

少攝食以調節能量平衡 (Li et al., 2015)。 

(4) 升糖素類似胜肽 (Glucagon-like peptide-1, GLP-1)：為腸道分泌的腸泌素之

一，進食之後 GLP-1 由遠端腸道的迴腸與結腸 L-cell 所分泌，能夠抑制食慾延緩

胃排空有增加飽足感的功能並且誘導胰島素分泌，降低餐後血糖，因此臨床上會用 

GLP-1 類似物或是抑制 GLP-1 降解藥物來治療 T2DM。 

(5) 胃抑制胜肽 (Gastric inhibitory polypeptide, GIP)：又稱為葡萄糖依賴性促

胰島素肽，亦為腸泌素，由小腸的 K-cell 受脂肪與葡萄糖刺激所分泌，會減少胃

酸分泌保護小腸不受酸損傷，降低食物通過胃的速度。 GIP 與 GLP-1 同為腸促

胰島素，能夠協助誘導胰島素分泌 (Kjems et al., 2003; Shigeto et al., 2015; Willms et 

al., 1996)。 

 

 肝臟的血糖調節 

(1) 肝醣分解與合成 (Metabolism of Glycogen)： 

肝醣是動物體內糖類的主要儲存形式，就如同植物與澱粉之間的關係，其主要

分佈肌肉或是肝臟當中，而雖然肝醣在肌肉中的含量最多，但因為肌肉缺乏 6-磷

酸葡萄糖脫氫酶 (Glucose-6-phosphatase, G6Pase)， 故肌肉中的肝醣只供產能，不

參與血糖調節，所以體內快速的血糖調控就以肝臟為主。在兩餐之間血糖下降時，

肝醣就會分解，產生葡萄糖釋出供組織使用，其作用機制為將 6-磷酸葡萄糖 

(Glucose-6 phosphate, G6P) 透過 glucose-6-phosphate transporter 1 (G6PT1) 運送至

內質網管腔內，其產物磷酸根和葡萄糖再經由 G6PT2 與 G6PT3 送至細胞質，最

後的葡萄糖再由葡萄糖載體蛋白 2 (GLUT2) 自肝臟釋放；相對的飽食之後，吸收

的葡萄糖被肌肉與肝臟吸收，有效率地將葡萄糖轉換成肝醣儲存。而肝醣的代謝也
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是受到血糖濃度嚴格的調控著，其中 cAMP 扮演重要的角色，可以抑制肝醣合成

酶 (glycogen synthase) 的去磷酸化來抑制其活性，高血糖時胰島素分泌會抑制 

cAMP 產生，相反的低血糖時升糖素或是腎上腺素分泌會增加其生成 (Adeva-

Andany et al., 2016)。 

(2) 肝臟糖質新生作用 (gluconeogenesis)： 

當長時間的飢餓或是運動造成肝醣消耗完畢時就會發生糖質新生，供給大腦、

神經以及紅血球之類以葡萄糖為唯一能量來源的組織使用，意義為將非醣類物質

轉變成葡萄糖或是肝醣的過程，反應路徑大致與糖解作用類似，但有三步不可逆步

驟，參與酵素為 G6Pase、 果糖 1,6 - 雙磷酸酶 (Fructose 1,6-bisphosphatase) 與磷

酸烯醇丙酮酸羧化激酶 (Phosphoenolpyruvate carboxykinase, PEPCK)。醣質新生也

有許多共調節因子，例如 cAMP response element binding protein (CREB), Forkhead 

box protein O1 (FOXO1), cAMP-regulated transcriptional coactivator 2 (CRTC2) 與 

C/EBPα/β,， 會刺激 PEPCK-C 和 G6Pase 的表現，這其中的機制與 PKA 引發的

磷酸化有關 (Herzig et al., 2001; Zhou et al., 2004) 

 

 肌肉與血糖調控 

肌肉為體內另一個會影響胰島素調節的組織，肌肉攝入葡萄糖的方式是透過

受胰島素調控的 GLUT4 ，因此不只醣類，脂肪酸在這些非脂肪組織累積對於胰

島素阻抗的發生也很重要，肌肉是胰島素最主要作用調節代謝的地方，在過去有人

在非糖尿病與糖尿病者中急性的注射脂質後會誘導肌肉胰島素阻抗的發生，因此

認為肌肉在第 2 型糖尿病發展中扮演重要的角色，也幾乎所有第 2 型糖尿病者

患都有肌肉胰島素阻抗  (Boden, 1999) 。另外雖然觀察到肌細胞內脂肪 

(intramyocellular lipid, IMCL) 與胰島素十分相關，但反而是其他的脂質代謝物，如

長鏈醯輔酶 (Along-chain fatty acyl-CoA, LCFA-CoA)、 二酸甘油脂 (diacylglycerol, 

DAG) 或是神經醯胺 (ceramide) 才是造成阻抗的原因 (Itani et al., 2002; Summers, 

2006)。 臨床上也推動糖尿病患者養成有氧運動的習慣，運動除了可以增加肌肉量，

並且還能夠增加胰島素敏感性，因運動之後可以促進葡萄糖攝入以及激活能量平

衡有關的 AMP-activated protein kinase (AMPK)， 加速下游的 TBC1D1 被磷酸化



doi:10.6342/NTU201902077

第一章 緒論 

8 

 

而失活，進而增加 GLUT4 於細胞膜上聚集的數量，使得攝入葡萄糖增加，降低血

糖 (Sakamoto and Holman, 2008)，另外還有其他由胰島素刺激而活化信號傳遞鏈下

游蛋白 (圖 一-2)， 例如 IRS-1、IRS-2 和 Akt 等可藉由磷酸化的方式被調控著。 

 

 

圖 一-2 肌肉組織的胰島素傳遞路徑 
Figure 1-2 Molecular basis of insulin action in skeletal muscle (Gonzalez-
Franquesa et al., 2012) 
Once the insulin receptor has been phosphorylated, insulin receptor substrate (IRS)-1 is 

phosphorylated on tyrosine residues and results in activation of phosphatidylinositol (PI)-

3 kinase, leading to increase in phosphatidylinositol-3,4,5 tri-phosphate (PIP3) levels. 

This results in phosphorylation of Akt, which facilitates the translocation of GLUT4 to 

the sarcolemma and subsequently stimulates entry of glucose into the muscle cell. 
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 肥胖 (Obesity) 

 肥胖的定義 

肥胖為體組成中脂肪比例過高，儲存過多能量的結果，而我國對肥胖的定義由

衛福部國民健康署根據 WHO 的身體質量指數 (Body Mass Index, BMI) 公式加上

適應亞洲人而進行調整得到的標準：台灣成人健康體位為 18.5 ≦ BMI < 24、BMI 

≦ 18.5 為過輕、24 ≦ BMI ＜ 27 則為過重，超過 27 即為肥胖。 

 

 肥胖的成因 

肥胖的成因多半由不良的飲食習慣、低活動量、遺傳或是衰老而導致體脂過度

累積的全球性疾病，而台灣的肥胖盛行率由民國 102~105 的國民營養健康狀況變

遷調查結果顯示，成人過重及肥胖率相較 82~85 年 33.2 %上升到 50% 以上，比

國際肥胖盛行率來要來得高。而肥胖也會衍生許多問題，在 105 年的國人十大死

因中有惡性腫瘤、心臟疾病、腦血管疾病、糖尿病、 慢性下呼吸道疾病、高血壓

性疾病、腎病變與慢性肝病及肝硬化都與肥胖有相關性，因此健康體重是維持健康

重要的一環 (潘文涵, 2019; 潘文涵 et al., 1999; Grundy, 2004) 。 

 

 肥胖與胰島素阻抗 

而當脂肪在腹部累積成內臟肥胖時，會產生胰島素阻抗，帶來更嚴重的代謝問

題 (Bosello and Zamboni, 2000)， 再加上脂肪組織也被認為是個內分泌器官，能夠

分泌多種脂肪因子 (adipokine) 與血糖調節、血脂代謝、發炎反應、凝血作用、血

壓調節以及攝食相關 (Coelho et al., 2013)， 而與血糖代謝相關常見的 adipokine 

有： 

(1) 瘦素 (leptin)：是第一個被發現的 adipokine， 主要由脂肪細胞分泌可進到

腦中減少食慾與增加能量消耗，達到平衡體重與脂肪大小的作用，故稱為瘦素。從

動物模式中看到缺乏 leptin 分泌的 ob/ob 小鼠無法抑制攝食，且有病態肥胖、糖

尿病與高血脂等症狀，在長期的高濃度 leptin 浸潤之後還有可能會出現 leptin 

resistance (Sáinz et al., 2015; Zhang et al., 1994)。 另外日前也發現 leptin 會促進一
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些發炎相關的 adipokine 表現，其中包含腫瘤壞死因子 (Tumor necrosis factor-a, 

TNF-α) 與介白素-6 (Interleukin 6, IL-6) 以及 monocyte chemotactic protein 1 (MCP-

1)。 

(2) 脂聯素 (adiponectin)：為脂肪細胞分泌能夠對抗糖尿病與肥胖之類代謝性

疾病的 adipokine，由脂肪組織分泌後產生全身性影響，在動物模式中發現可透過

增加能量的消耗，降低肥胖小鼠肌肉與肝臟的三酸甘油酯含量，進而增加胰島素敏

感性；在脂肪與肌肉中 adiponectin 會增加脂肪酸 β 氧化漸少脂肪累積並增加葡

萄糖的攝入；肝臟中 adiponectin 則是會抑制糖質新生與脂肪合成作用，減少高血

糖與脂肪肝的發生 (Xu et al., 2003; Yamauchi et al., 2001)， 之後也發現 adiponectin 

是經由 AMPK、p38 MAPK 以及 Rab5 調控醣類與脂肪代謝平衡 (Ruan and Dong, 

2016; Waki et al., 2003)。 

(3) 阻抗素 (resistin)：名字由來為其參與了胰島素阻抗，認為 resistin 與 leptin 

存在一種交互干擾作用，來影響醣代謝與能量平衡，促進胰島素阻抗的發生 (Qi et 

al., 2006)。 而目前有許多研究指出 resistin 和心血管疾病也有很大的關係，使血

管平滑肌的增生以及增加血栓形成因子合成等負面影響 (Calabro et al., 2011)。 在

代謝症候群方面，resistin 對於氧化壓力來說為強烈刺激物，因此被認為參與了肥

胖導致的發炎反應，例如在非酒精性脂肪肝演變成肝炎中扮演關鍵角色 (Filkova et 

al., 2009; Shen et al., 2014)。 

(4) 網膜素 (omentin)：是個最近被發現的 adipokine， 主要由血管周圍脂肪組

織 (Perivascular adipose tissue, PVAT) 和血管基質細胞產生，在生理代謝上在脂肪

細胞中能夠增加胰島素信號路徑，改善胰島素敏感性，也被發現與肥胖相關指標，

如 BMI 或是腰圍負相關 (de Souza Batista et al., 2007; Maresca et al., 2015)。 

(5) 發炎相關 adipokine：肥胖目前也被認為是慢性發炎的一種，因為脂肪細胞

也會分泌一些具有調控作用的促發炎物質，如 TNF-α 與 IL-6 也能被歸類為 

Adipokine，並被認為有可能與胰島素阻抗發生有關係 (Hotamisligil et al., 1993; 

Kang et al., 2016; Rotter et al., 2003)。 但也有研究指出巨噬細胞與脂肪量成正比，

而 TNF-α 的主要來源是巨噬細胞而非脂肪細胞本身產生的，隨著這些巨噬細胞在
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脂肪組織中漸增，肥胖會使得巨噬細胞由原本抗發炎型的 M2 逐漸走向發炎的 

M1 (Lumeng et al., 2007)。 

 非酒精性脂肪肝 (Nonalcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) 

 非酒精性脂肪肝的定義 

而肝臟是人體代謝中的重要器官，當肝臟脂肪的吸收、合成、氧化以及運輸出

現失調就有可能導致肝臟的脂肪堆積。 NAFLD 即為在沒有過度飲酒的前提下，

脂肪累積於肝臟中超過 5% 就可稱為脂肪肝，此階段屬於溫和可逆的肝疾病，若

不進行治療可能會再惡化演變成肝炎、肝硬化甚至是肝癌，如 圖 一-3 所描述 

(Chalasani et al., 2012; Szczepaniak et al., 2005)。 

 

圖 一-3 非酒精性脂肪肝的發展進程 
Figure 1-3 The progression of NAFLD (micellebiopharma.com) 
NAFLD can progress to NASH and potentially to cirrhosis. Both NAFLD and NASH are 
thought to be reversible. 

 

 非酒精性脂肪肝的成因與進程 

這些過度儲存在肝臟的脂肪可分為合成三酸甘油酯過多、極低密度脂蛋白 

(VLDL) 排出受阻或是肝臟能量利用較低，其中作為合成三酸甘油酯原料的脂肪酸

有三個主要來源：1). 脂肪組織脂解作用釋放 2). 飲食脂質由門脈循環運入 3). 肝

臟自行新合成 (de novo lipogenesis)。 
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雖然非酒精性脂肪肝進展到肝炎的比例並不高，但單純的脂肪肝開始惡化就

可能會進一步伴隨血脂異常或是動脈粥狀硬化的發生，降低病人存活率 (Bugianesi 

et al., 2010; Shulman, 2014)， 而現以多重打擊假說 (multiple-hit hypothesis) 來解釋

非酒精性脂肪肝演化成非酒精性肝炎 (nonalcoholic steatohepatitis, NASH) 的過程，

除了原先的二次打擊假說 (Two-hit hypothesis) 提到的脂肪，尤其是較不穩定的游

離脂肪酸過度累積在肝臟，使得肝細胞處於易受氧化的狀態，這再加上粒線體中 

ROS 的作用即可提供氧化壓力，都有可能促進肝癌的進展 (圖 一-4)。 

 

圖 一-4 非酒精性脂肪肝的多重打擊假說  
Figure1-4 Multiple-hit hypothesis for the development of NAFLD. (Buzzetti et al., 
2016) 

 

 非酒精性脂肪肝與肥胖 

脂肪不固定酯化儲存於脂肪組織，反而囤積在體內其他部位的現象稱為異位

脂肪累積 (ectopic lipid accumulation)， NAFLD 即為該現象的結果之一 (Softic et 

al., 2016)， 因此同樣被視為代謝異常疾病，與肥胖、高血脂及 T2DM 有相關性，

肥胖造成的高胰島素血症可能為促使肝臟脂肪酸合成導致非酒精性脂肪肝形成 



doi:10.6342/NTU201902077

第一章 緒論 

13 

 

(Boza et al., 2005; Leite et al., 2009; Li et al., 2010; Machado et al., 2012; Wicklow et 

al., 2012)， 但目前對於肥胖和 NAFLD 之間的關係仍有爭議。一派說法認為，肥

胖但對胰島素有反應的正常人能夠透過胰島素抑制 cAMP 生成，進一步抑制賀爾

蒙敏感性脂解酶 (hormone sensitive lipase, HSL) 的活化來減少脂肪分解產生的游

離脂肪酸透過血液運送至肝臟；另外胰島素還能夠透過 Forkhead box protein O1 

(FoxO1) 調控脂肪三酸甘油脂解酶 (adipose triglyceride lipase, ATGL) 的基因表現

下降，增加脂解作用，所以認為肥胖為 NAFLD 形成的原因之一 (Chakrabarti and 

Kandror, 2009; Fabbrini et al., 2008)。 另一派由臨床的研究中認為肥胖是發生是獨

立於糖尿病以及 NAFLD 的，內臟肥胖只是胰島素阻抗的有利預測因子，像是 

2001 年的研究對 20 位沒有 T2DM 的男性注射胰島素再用質子磁共振光譜儀測

量，發現腹部肌肉脂質的累積與胰島素阻抗和體重都無關 (Virkamaki et al., 2001)， 

因此認為肝臟脂肪堆積和肥胖是獨立發生的事件。 

 

 非酒精性脂肪肝與肝臟胰島素阻抗 

目前較大多認同的 NAFLD 與胰島素阻抗之間具雙向關聯性，一旦 T2DM 

伴隨脂肪肝的發生可能就會加速 NAFLD 病程進展，在流行病學統計發現兩者發

病率有高度的重疊性，所以有部分學者認為 NAFLD 其實是肝臟表現出胰島素抵

抗的方式，認為高胰島素阻抗不但無法抑制糖質新生還會刺激脂質合成，促使脂肪

肝形成 (Anstee et al., 2013; Tolman et al., 2007; Williamson et al., 2011; Yki-Järvinen, 

2015)， 並認為這是種多系統性疾病 (multisystem disease)， 將 NAFLD 與糖尿病

一同歸類為心血管疾病的危險因子 (Shoelson et al., 2007; Stefan et al., 2008)。 動物

研究則指出給予高脂肪飲食誘發大鼠肝臟三酸甘油酯堆積後，會使得胰島素對於

肝臟內源性葡萄糖的產生缺乏抑制作用，其中的機制與肌肉的胰島素阻抗類似，可

能是肝臟的累積過多的 DAG， 使得 protein kinase Cε 活化增加而抑制了胰島素

的傳遞路徑中 IRS2, PI(3)K 與的下游的 Akt2 磷酸化，因此肝醣合成酵素：肝醣

合成激酶-3 (glycogen synthase kinase-3, GSK3) 和肝醣合成酶 (glycogen synthase, 

GS) 的活性也隨之下降；此外胰島素作用正常可藉由增加 FOXO1 的磷酸化來抑

制糖質新生作用，此路徑同樣會因為 Akt2 受損無法被傳遞，故糖質新生的關鍵酵
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素：丙酮酸羧化酶 (pyruvate carboxylase, PC), 磷酸烯醇丙酮酸羧化激酶 (PEPCK) 

與葡萄糖-6-磷酸酶 (G6Pase) 失去控制而持續表現，血糖更加上升，說明肝臟胰島

素阻抗與糖尿病之間存在相互關係 (Samuel et al., 2004)。 對部分學者來說，肝臟

胰島素對於肝臟脂質生合成調控是獨立的，研究發現不論胰島素是否敏感的模式

中，相較於給與胰島素，增加提供作為原料的脂肪酸更容易促進脂肪肝形成，也就

是說將目標關注在減少飲食脂質攝取與抑制脂肪組織分解會比治療肝臟胰島素阻

抗更佳有利 (Vatner et al., 2015)。  

 

發展規劃 (Developmental Programming) 

指的是胎兒在母體發育的關鍵時期會受到子宮環境刺激影響日後長期的生長，

也有人稱為 DOHaD 理論 (Developmental Origins of Health and Disease)，該假說最

早由英國 Barker 學者所提出 (Barker, 1990)，他從流行病學的調查中比較英國嬰

兒死亡率心血管之間的關係，比較眾多因子之後發現孕婦營養與提供的子宮環境

會影響到胎兒的日後代謝性疾病，而 Barker 之後的研究也證實了該假說，他還發

現子宮環境和低出生體重與心血管疾病、高血壓有相關性 (Barker et al., 2010)。這

種早期發育時期影響成年之後代謝疾病的原因有很多，例如 Barker 提出的節省基

因表型假說 (Thrifty Phenotype) 認為當胎兒處於飢餓不利於生長的環境中，會減

少能量消耗速度來增加存機會，而該現象若持續存在到有正常營養的成年後可能

就會出現代謝問題 (Gluckman and Hanson, 2004; Hales and Barker, 1992)。 

隨著現在肥胖問題日漸嚴重，也越來越多研究轉向孕期能量過剩與子代成年

代謝性疾病發生的相關探討，也確實看到母親肥胖可能會因為子宮環境的改變使

得粒線體失能或是胎兒基因受到母體效應造成子代代謝作用失調或是發炎現象的

產生 (Alfaradhi et al., 2016; Bruce et al., 2009a; Shankar et al., 2008)。 
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 母體效應之調節機制 (mechanisms of maternal effect) 

探討孕期營養對於子代發育影響甚劇的研究中，胎兒宮內生長受限 

(intrauterine growth retardation, IUGR) 為可能主要因素，無論是孕期營養不良亦是

過剩會藉由降低或促進與胎盤生長以及營養素運輸相關的 mechanistic target of 

rapamycin (mTOR) 訊號傳遞，使得胎盤與胎兒的血流量受到影響，造成生長受限 

(fetal growth restriction, FGR) 或巨嬰症  (macrosomia) 的發生  (Dimasuay et al., 

2016; Jansson et al., 2012)，而兩者促進子代成年後罹患代謝疾病。以巨嬰症來說，

由於妊娠糖尿病 (GDM) 來自母體胰島素增加或是高血糖浸潤就可能誘發子代產

生胰島素阻抗 (Bush et al., 2011; Ornoy, 2011)， 另外也發現因為 GDM 而增加 

Leptin 的分泌，可能誘發子代出現 hyperleptinemia (Lecoutre et al., 2017)； 或是隨

著母親胰島素敏感度降低而隨之降低的  adiponectin，  都是母體效應之一 

(Catalano and deMouzon, 2015; Haghiac et al., 2014)。 

 

 表觀遺傳 (Epigenetic) 

表觀遺傳是指在不改變 DNA 序列之下，透過某些機制，像是 DNA 甲基化、

組蛋白修或是 microRNA 之類的方式 (Goldberg et al., 2007)， 調控子代的基因表

現並遺傳下去；表觀遺傳是母體效應重要機制，將胚胎時期 IUGR 的影響持續被

記憶。 

 

 DNA 甲基化與去甲基化 (DNA Methylation and Demethylation) 

這是個在 DNA 上的腺嘌呤或胞嘧啶接上甲基團的反應，而這種 DNA 甲基

化便會改變細胞的基因表現，在哺乳動物中是個正常且重要的發育反應，能夠維持

細胞正常的功能，且通常在生命早期的胚胎或是嬰兒期發生而持續影響的成人。然

而並非 DNA 上所有的位置都能夠發生甲基化，哺乳動物中主要在序列中有許多

胞嘧啶 (cytosine, C) 與鳥嘌呤 (guanine, G) 形成的 CpG islands 發生，CpG islands 

通常會出現在基因序列的 5 ’ 端的啟動子附近區域去調控基因的轉錄 (Jones, 

2012)，作用的反應式為在  CpG 上  cytosine 的五號位甲基化，形成  5-

methylcytosine, 5-mc)，參與的關鍵酵素為  DNA 甲基轉移酶  (DNA methyl 
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transferases, DNMT)，目前認為 DNMT1 負責透過複製來維持 DNA 甲基化，

DNMT3a 和 DNMT3b 是負責將 CpG 甲基化 (Chen and Li, 2006)。 最初的科學

家認為 DNA 甲基化是個不可逆的反應，但現在也發現當缺乏 DNMT1 持續複製，

DNA 會發生去甲基化， 5-mc 透過 ten-eleven translocation (TET) 家族的共同作

用，再回到原本的 cytosine (Kohli and Zhang, 2013)。 

在過去也有研究將母親肥胖或是 GDM 與甲基化做連結，Lecoutre 等人發現

孕期高脂飲食誘導的子代成年後會出現肥胖與 hyperleptinemia 現象後，進一步證

實 Leptin 啟動子受到了 DNA 甲基化的修飾，結果也與 mRNA 以及血清 Leptin

表現增加吻合 (Benton et al., 2015; Lecoutre et al., 2017)。 在母體效應的研究上，

也將 DNA 甲基化程度視為子代基因表現被調控的主因之一，由 Yuan 的研究中

可以看到這種甲基化的修飾是可被維持且有記憶性的，只要在給予適當的活化會

再出現基因表現差異 (Yuan et al., 2018)。 

 

 組蛋白修飾 (Histone Modification) 

組蛋白是染色質中主要的蛋白，因帶正電可以穩定帶負電的 DNA 結構，用來

幫助 DNA 纏繞折疊形成 DNA - 蛋白質複合體，到需要複製時才鬆開的蛋白，通

常有 H1 (有時稱為連接組織蛋白 H5)、H2A、H2B、H3 與 H4 等五種類，其中 

H2A、H2B、H3 及 H4 稱為 「核心組織蛋白」，會集合成為八聚體 (core of 8 histone)。 

對於組蛋白的轉錄後修飾有很多，像是乙醯化  (acetylation)、  磷酸化 

(phosphorylation)、  甲基化  (methylation)、  醣基化  (glycosylation)、  泛素化 

(ubiqutination)、 生物素化(biotinylation)、SUMO 蛋白質修飾化 (sumyolation)、ADP

核糖基化 (ADP-ribosylation)、棕櫚酸酯化 (palmitoylation)、succinylation 以及丙二

醯化修飾 (malonlyation) 來影響 DNA 的轉錄 (Choi and Friso, 2010; Xie et al., 

2012; Yan and Boyd, 2006; Zou et al., 2011)， 例如當基因啟動子的組蛋白被乙醯化，

就會活化 DNA 的轉錄作用，其中的作用機制為當組蛋白尾部的 lysine 被乙醯化

之後會中和掉 lysine 帶的正電，使得與 DNA 的結合力減弱，增加 DNA 的轉錄 

(Zentner and Henikoff, 2013)。 而 DNA 甲基化與組蛋白修飾之間也有關聯，例如 

histone H3 lysine 9 的甲基化是由 DNA 甲基化所引發的，且 DNA 轉甲基酶也和
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組蛋白脫乙醯酶  (histone deacetylases, HDAC) 、組蛋白甲基化酶  (histone 

methyltransferases) 有交互作用 (Fuks et al., 2000; Johnson et al., 2002)。 

 

 microRNA (miRNA) 

miRNAs 是一段短小非編碼的 RNA 序列，大約 19 到 22 個核苷酸組成，可以

對 RNA 進行負調控，結合到目標基因 3 端的非轉譯區 (3’UTR)， 抑制互補的 

mRNA 的轉譯或是造成它的降解 (Krol et al., 2010)。miRNA 對於體內有許多調控

作用，在表觀遺傳學上 miR-165 和 miR-166 被發現是 DNA 甲基化形成的必要

因子 (Bao et al., 2004)， 甲基化的關鍵酵素 DNMT1 也會受到 miRNA 的調控；

在組蛋白的修飾上，發現 miRNA 可以透過調節關鍵的組蛋白修飾物 (modifiers) 

來影響整個染色質的構型，miR-140 也被發現在小鼠中可以和 histone deacetylase 

4 互補調控其作用 (Tuddenham et al., 2006)， 因此認為在表觀遺傳學調控的基因

表現上 miRNAs 是重要的參與者。  
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第三節  研究假說與實驗架構 

研究假說 

在 Barker 過去許多研究中發現，懷孕期間母親無法提供充足營養的生長環境

會影響胎兒日後永久的代謝得出 DOHaD 理論 (Barker et al., 2010)。 延伸至今日，

能量過剩的問題日漸嚴重，目前研究也轉向孕期肥胖的效應，母親不良的生理狀況

可能會透過不同的方式傳遞給後代，增加成年之後的罹患代謝症候群的機率 

(Remacle et al., 2011)。 而這種在懷孕期及哺乳期對子代的影響可稱之為母體效應，

也是生命發育的關鍵因子，目前研究已經證實出生前子宮環境會影響胎兒生長，增

加子代疾病的易感性 (Shankar et al., 2011)； 若特異性的在哺乳期給予母親刺激，

子代依舊可以透過表觀遺傳的方式改變基因的表現 (Yuan et al., 2018)， 因此兩個

時期對於子代的日後發育都非常重要。 

目前也發現母親高脂飲食會使子代脂質合成路徑的基因表現增加或是脂肪酸

被氧化利用被抑制，造成異位脂肪的形成，例如累積在肝臟的非酒精性脂肪肝 

(Borengasser et al., 2011)，而隨著現代飲食越來越偏向高油高膽固醇的西方飲食型

態，也有研究指出當母鼠誘發高膽固醇血症的情況下，子代內生性膽固醇的合成路

徑也會被活化 (Goharkhay et al., 2008a; Yu et al., 2013)， 然而受母體效應調控的目

標基因以及機制尚不明確。 

因此本實驗假說為：在西方高油高糖高膽固醇的飲食模式下誘導母鼠懷孕前

高膽固醇血症後，在懷孕期與哺乳期持續給予西方飲食，會透過表觀遺傳的方式增

加子代肝臟脂質堆積、血糖調節失衡，使非酒精性脂肪肝以及胰島素阻抗的罹病風

險增加。 
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實驗架構 

 實驗對象 

8 週齡，C57BL/6J ApoE-/- 母鼠及其子代 

 實驗分組 

 親代母鼠高膽固醇血症對子代成年後代謝性疾病的影響 

  

 

 

CC 組： 

WC 組： 

 

Control diet (CD)：CHO 63% kcal, fat 16% kcal, protein 20% kcal 

Western diet (WD)：CHO 39% kcal, fat 44% kcal, protein 17% kcal + 0.15% 

cholesterol 

 

 親代母鼠高膽固醇血症對子代基因甲基化分析 

親代母鼠分別給予西方飲食 (Western Diet, WD) 或是控制組飲食 (Control Diet, 

CD)，在孕期第 18.5 天 (E18.5) 時犧牲，取胚胎的肝臟進行分析。 

 

CD 組： 

WD 組： 
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 分析項目 

 母親代謝異常相關：體重、血清三酸甘油酯/膽固醇定量、血糖測量、血清胰

島素測量 

 子代肥胖相關：體重、攝食量、組織重量、白色脂肪組織基因分析、白色脂

肪組織 H&E 切片染色、白色脂肪組織細胞大小定量 

 子代血脂異常相關：血清三酸甘油酯/膽固醇/非酯化脂肪酸定量，血清脂蛋

白圖譜分析 

 子代胰島素阻抗相關：飽食血糖、禁食血糖、葡萄糖耐受性測量、胰島素耐

受性測量、全身性胰島素信號傳遞反應 

 子代非酒精性脂肪肝相關：肝臟三酸甘油酯/膽固醇/非酯化脂肪酸定量、肝

臟油紅切片染色、肝臟 H&E 切片染色、肝臟基因表現、肝臟基因甲基化分

析 

 

[實驗設計流程] 
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 母親高膽固醇血症對子代成年代謝性疾病的

影響 

第一節  前言 

為了驗證孕期的西方飲食導致子代代謝性疾病易感性的假說，本實驗使用加

速高膽固醇血症誘發的 ApoE-/- 小鼠為動物模式，餵食西方高奶油高糖高膽固醇飲

食確定親代母鼠血膽固醇顯著增加後，才與性成熟的 ApoE-/- 公鼠交配，觀察子代

是否有出現肥胖、高血脂、胰島素阻抗或是脂肪肝等代謝不良的情況，並尋找原因

以及可能機制。 
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第二節  材料與方法 

誘發 ApoE -/- 母鼠孕期高膽固醇血症 

本實驗使用最初由 Dr. Nobuyo Maeda 實驗室建立的 B6.129P2-ApoEtm1Unc/J

品系 ApoE 基因剔除小鼠(Piedrahita et al., 1992)。經過 ApoE-/- 母鼠與野生型小鼠

回交再得到的  ApoE-/- 母鼠，在  6 週齡時開始進行飲食誘導，由  chow diet 

(LabDiet 5001, PMI Nutrition International Inc. Brentwood, MO) 改餵食控制組飲食 

(Control diet, CD) 或是西方飲食 (Western diet, WD)， 誘導 6~8 週後確定誘導高

膽固醇血症後開始與成熟 ApoE-/- 公鼠交配，母鼠懷孕後單獨移入塑膠籠待產，在

懷孕期以及哺乳期餵食與誘導期同樣的 CD 或是 WD。 

 

 16 週齡子代的孕鼠飼養 

在子代出生 (Postnatal day) 的當天 (P0) 和斷乳 (P21) 時，母鼠於上午 9 點

禁食 4 小時後進行採血、秤重，測量血中三酸甘油酯、膽固醇、血糖以及胰島素

濃度。本實驗飼養期間採自由攝食及飲水，飼養環境溫度控制在 22 ± 2℃ ，光照

期與黑暗期各為 12 小時 (8:00~20:00 為光照； 20:00~8:00 為黑暗)。 

 

 E18.5 子代胚胎的孕鼠飼養與組織收集 

母鼠確認成功誘導出高膽固醇血脂症後，於傍晚將 6 週齡以上的性成熟公鼠

放入誘導成功母鼠的鼠籠中，隔天上午拿起公鼠，5~10 天一循環，確定母鼠懷孕

後，推算出懷孕第 18.5 天將懷孕母鼠迷昏後以以頸椎脫臼法犧牲，取出胚胎以及

胎盤稱重，取出胚胎的肝臟秤重後，剪成兩塊裝至微量離心管立即放入液態氮中保

存於 -80°C，供之後實驗分析；剪取胚胎的尾巴，進行基因型以及性別的確認；將

部份胎盤泡入 4% 的 PFA 溶液中 4°C 固定一天後，將溶液換置成 PBS 保存於 

4°C 冰箱。  
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飼料配製 

本實驗基本原料包括酪蛋白 (Casein) 、胱胺酸 (L-Cystine) 、玉米澱粉(Corn 

Starch) 、蔗糖 (Sucrose)、纖維素 (Cellulose)、大豆油 (Soybean Oil)、 AIN-93G 礦

物質混合物、 AIN-93 維生素混合物、膽鹼 (Choline) 與西方飲食的特殊原料：無

鹽無水奶油 (Milk Fat, Anhydrous) 及膽固醇 (Cholesterol)。配製方式為將各種粉狀

原料依照配方表 (表 二-1) 比例混合均勻，再分次加入油脂，最後進行過篩後分裝

密封，冷凍保存於 -20°C。 

 

 控制組飲食 

本實驗的控制組飲食為參考 Reeves 等人的 AIN-93G 飼料配方 (Reeves et 

al., 1993) 修改而成的，三大營養素的重量百分比分別為 64.2% 碳水化合物、 

15.6% 脂肪及 20.2% 蛋白質。 

 

 西方飲食 

本實驗參考 Plump 等人於 1992 年提出的 TD.10885, Harlan Teklad 西方飲

食飼料配方修改而成的，其特色為高油高糖並額外添加膽固醇，且飽和脂肪佔總脂

肪酸熱量達 60% 以上 (Plump et al., 1992)。 而本實驗為更符合人類日常的飲食習

慣修改三大營養素重量百分比分別為 40.4% 碳水化合物、 43.1% 脂肪、 16.5% 

蛋白質以及 0.15% 膽固醇，並在台大醫學院生理所蘇慧敏老師實驗室幫助下，以

氣相色譜質譜 (Gas chromatography, GC) 分析西方飲食飼料組成，確定必需脂肪酸

的充足。 
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表 二-1 實驗飼料配方 
Table 2-1  Composition of test diets used in the experiment. 
 

1Ingredients source: Casein (MP, USA)；L-Cystine (Wako, Japan, Cat. NO 031-05295, 
Lot # SAL6748)；Corn Starch (Samayang henex, Korea)；Sucrose (台糖)；Cellulose 
(JRS, Germany)；Butter , Anydrous (安佳無鹽無水奶油)；Soybean Oil (台糖)；
Mineral Mix, AIN-93G-MX (MP, USA)；Vitamin Mix, AIN-93-VX (MP, USA)；
Choline Bitartrate (Acros, Japan, Cat. NO 67-48-1, Lot # A0362262)；Cholesterol 
(MP, USA, Cat. NO. 101380, Lot # M4037) 
2The composition of AIN-93 Vitamin Mix and AIN-93 Vitamin Mix is as described in J 
Nutr, 123:1939-1951(1993) (Reeves et al., 1993)  

飼料組成 
Control Diet Western Diet 

g/100g diet 

Casein, 80 Mesh1 20 19.5 

L-Cystine1 0.3 0.3 

Corn Starch1 52.9 11.5 

Sucrose1 10 34.9 

Cellulose1 5 5 

Butter, Anhydrous1 - 21 

Soybean Oil1 7 2 

Mineral Mix, AIN-93G-MX (94046)2 3.5 4.2 

Vitamin Mix, AIN-93-VX (94047)2 1 1.2 

Choline Bitartrate1 0.25 0.3 

Cholesterol, USP1 - 0.15 

Calorie density (kcal / g) 4.0 4.8 

CHO (kcal / kcal) % 64.2 40.4 

Fat (kcal / kcal) % 15.6 43.1 

Protein (kcal / kcal) % 20.2 16.5 
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表 二-2 飼料脂肪酸組成 
Table 2-2  Fatty acid composition of the diets used in the experiment. 
 

 Control die (n=3) Western diet (n=3) 

SFA ( kcal /kcal)% 2.6 ± 0.0 28.3 ± 0.1 

MUFA( kcal /kcal)% 3.7 ± 0.1 11.2 ± 0.4 

n-6 PUFA( kcal /kcal)% 8.4 ± 0.0 3.0 ± 0.0 

n-3 PUFA( kcal /kcal)% 1.1 ± 0.0 0.6 ± 0.0 

計算公式：𝐹𝐹𝐹𝐹% × 𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹 �𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘
𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘

�% ÷ 100 = 𝐹𝐹𝐹𝐹 (𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘)
𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖(𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘)

% 

 

子代飼養 

子代出生當天記為 P0， 於上午 9 點紀錄出生體重，孕鼠哺養 3 週後離乳。

離乳 (P21) 當天禁食 4 小時後採血、秤重及取腳趾確定基因型，之後將雄雌鼠分

籠統一給予 CD。第 3, 8, 13 週齡進行例行性的採血，測量血清中三酸甘油酯與膽

固醇濃度；第 8 週齡開始測量子代攝食量並監測體重， 14 週齡進行葡萄糖耐受

性測試， 15 週齡進行胰島素耐受性測試， 16 週齡時犧牲。 

 

禁食血清樣本收集 

母鼠在飲食誘導前、飲食誘導 7 週後、懷孕的第一天 (E0.5)、子代出生當天 

(P0) 及子代離乳 (P21)，採集禁食 4 小時血清；子代則於離乳、 8 週與 13 週齡

採集禁食 4 小時血清。小鼠在上午 9 點禁食 4 小時後以乙醚迷昏自眼窩採集約 

100 μL 血液，靜置 30 分鐘後以 1000 rpm, 4 離心 15 分鐘，取上清液血清進行

血脂分析，若未在當日進行血脂分析會將血液置於 -80°C 暫存並盡早分析。在子

代 16 週齡犧牲時，禁食時間為 12 小時，於晚上 8 點禁食至隔天早上 8 點，再

同樣進行眼窩採血，得到的血清進行血脂分析以及混合同性別同組間一管 200 μL 

血清進行快速蛋白液相色譜 (FPLC) 分析，之後剩餘血清以每管 60 μL 分裝，凍

存於 -80°C。 
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腹腔注射葡萄糖耐受性測試 (Intraperitoneal glucose tolerance test, 

IPGTT) 

 藥品配製 

每次新鮮配重量百分濃度為 10% 的葡萄糖溶液，取 glucose (sigma, Cat. No. 

G8270-1KG, Lot #SZBF2020V) 溶於滅菌的二次水均勻混合。 

 

 實驗流程 

在子代 14 週齡時進行，於早上 9 點禁食 6 小時至下午 3 點，實驗前 2 小

時秤量小鼠體重、剪一小段末端尾巴並單獨分籠適應環境。正式實驗即將開始時以

指腹按壓小鼠尾巴使血液流出並以羅氏優勝血糖儀 Accu-Chek® Performa (Roche 

Diagnostics, USA) 測量第 0 分鐘血糖值，接著開始正式實驗：於腹腔注射 1 mg/g 

體重的葡萄糖溶液並紀錄時間，之後的 15、30、60、90 和 120 分鐘以血糖儀測

量血糖 (Papacleovoulou et al., 2013)。 分析兩組間各時間點的血糖值差異以及計算

曲線下面積，作為判斷葡萄糖耐受程度的依據。 

 

腹腔注射胰島素耐受性測試 (Insulin tolerance test, ITT) 

 藥品配製 

當天現配製濃度為 0.075 U/mL 的胰島素溶液：取原濃度為 9.5 ~ 11.5 mg/mL 

(約 302.4 U/mL) 的人類胰島素 (Sigma, Cat. No. I9287, Lot # SLBM5131V) 以滅菌

的 PBS 稀釋 4000 倍。 

 

 實驗流程 

子代 15 週齡時進行，流程與 IPGTT 相同，腹腔注射 0.75U/Kg 體重胰島素

後以血糖機測量 15、30、60、90 和 120 分鐘的血糖值，之後分析兩組間各時間

點血糖值差異以及計算曲線下面積，作為判斷胰島素阻抗的依據。 
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飽食血糖測試 (Fed glucose levels test) 

子代 15 週齡，於上午 9 點以羅氏優勝血糖儀 Accu-Chek® Performa 測量飽

食血糖。 

 

 禁食 6 小時的全血與血清收集 (fasting 6 hours blood and serum 

collection) 

子代 15 週齡時，於上午 9 點更換墊料並予以禁食，下午 3 點時測量血糖，

收集該時間點血清保存於 -80°C 預備之後測定胰島素，同時以含有 Dipotassium 

EDTA 的微量真空採血管收集全血約 50~100 μL 於冰上保存，盡快以 GlukoPet 

A1c 糖化血色素分析儀測定糖化血色素 (HbA1c)。 

 

動物犧牲及樣品收集 

 事前準備 

配製 75% 酒精，供器械消毒使用。配製組織保存液 phosphate-buffered saline 

(PBS, 137 mM NaCl, 4.3 mM Na2HPO4 and 1.47 mM KH2PO4；pH7.4) 經滅菌後使用。

配製組織固定液 Paraformaldehyde (PFA)， 用經過滅菌的 PBS 加入 PFA 粉末 

(EMS, Cat. NO. 19208, Lot # 170104-09) 配製成 4% 的 PFA 溶液凍存於 -20°C，

犧牲前一天移至 4°C 冰箱冷藏解凍。 

 

 犧牲流程 

實驗動物子代統一餵食 CD 至 16 週齡後犧牲。於晚上 8 點開始至隔天早上 

8 點禁食  12 小時，動物犧牲前先秤重以及由尾巴採血使用羅氏優勝血糖儀 

Accu-Chek® Performa (Roche Diagnostics, USA) 測量禁食血糖。小鼠以乙醚迷昏，

眼窩採血約  1~1.5 mL 後以頸椎脫臼法犧牲，依序取肩胛骨棕色脂肪組織 

(interscapular brown adipose tissue, BAT)， 開胸取下腹股溝白色脂肪組織 (inguinal 

white adipose tissue, iWAT )、 肝臟 (liver)、 胰臟 (pancreas)、 脾臟 (spleen)、腎

臟 (kidney)、 腹膜後白色脂肪 (retroperitoneal white adipose tissue, rWAT)、 性腺
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白色脂肪 (gonadal fat, gWAT)、 腓腸肌 (gastrocnemius) 與比目魚肌 (soleus) 秤

重後部分分裝至微量離心管立即放入液態氮中保存於 -80°C，供之後實驗分析；取

最大葉的肝臟依序浸泡在 7.5%, 15%, 30% 蔗糖溶液包埋於冷凍包埋劑 (optimal 

cutting temperature compound, OCT) 保存在 -80°C，剩餘組織泡入 4% 的 PFA 溶

液中 4°C 固定一天後，將溶液換置成 PBS 保存於 4°C 冰箱。 

 

血清生化值分析 

 血清三酸甘油酯 (triglyceride, TG) 測定 

利用酵素 Lipases、Glycerokinase (GK)、Glycerol-3-phosphate oxidase (GPO)、

Peroxidase (POD)與 TG 作用，最後產生淡紅色的 Quinoneimine， 測量在 500 nm 

的吸光值，來計算樣品三酸甘油酯之濃度。 

其原理如下： 

 

Triglycerides+H2O           Glycerol + Fatty acids  

Glycerol + ATP                           Glycerol-3-phosphate + ADP  

Glycerol-3-phosphate + O2              Dihydroxyacetone phosphate + H2O2 

4-Aminophenazone+4-Chlorophenol+ H2O2               Quinoneimine+HCl+4H2O 

 

實驗方法為採用市售套組 (Randox, UK, Cat. NO. TR210)， 將 Buffer 1 (含 

Pipes buffer, pH 7.6、4-Chlorophenol、Magnesiumions) 與 Enzyme Reagent 2 (含 4-

Aminophenzaone、ATP、Lipases、Glycerol-kinase、Glycerol-3-phosphate oxidase、

Peroxidase) 混合配成反應試劑。在 96 孔盤加入由 200 mg/dL 濃度序列稀釋的標

準品、樣本以及作為空白實驗的二次水各 10 μL 二重複後，再以八爪 pipette 加

入 200 μL reagent。 混合均勻後，於室溫下反應 20 分鐘，測定 500 nm 之吸光

值。再根據標準品的吸光值做成的標準曲線計算血清中三酸甘油酯濃度。 

lipase

 
GK Glycerol-3-phosphate  

GOP  

POD 
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 血清總膽固醇 (total cholesterol, TC) 測定 

其原理為利用酵素 Cholesterol esterase、Cholesterol oxidase、Preoxidase 與 

Cholesterol ester、Cholesterol 作用，最後產生淡紅色的 Quinoneimine 在 500 nm 

測量吸光值，之後計算樣品膽固醇之濃度。 

其原理如下： 

Cholesterol ester + H2O                      cholesterol + Fatty acids 

Cholesterol + O2                                   Cholestene-3-one + H2O2  

2 H2O2 + Phenol + 4-Aminoantipyrine              Quinoneimine + 4H2O2 

 

採用市售套組 (RANDOX, UK, Cat. No. CH200)。 在 96 孔盤加入由 200 

mg/dL 濃度開始序列稀釋的標準品、樣本以及作為空白實驗的二次水各 10 μL 二

重複後，再以八爪 pipette 加入 200 μL reagent。混合均勻後，於室溫下反應 20 分

鐘，測定 500 nm 之吸光值。再根據標準品的吸光值做成的標準曲線計算血清中膽

固醇濃度。 

 

 血清非酯化脂肪酸 (nonesterified fatty acid, NEFA) 測定 

以市售套組 (Wako Cat. NO. 294-63601, Japan) 分析，原理為在 Acyl-CoA 

synthetase (ACS) 存在下 NEFA 可形成 Acyl-CoA，之後再經由 Acyl-CoA oxidase 

(ACOD) 的氧化作用產生藍紫色，以 550 nm 測量吸光。 

如下所示： 

R-COOH + ATP + CoA          Acyl-CoA + AMP + PPi 

Acyl-CoA + O2                 2,3-trans-Enoyl-CoA + H2O2 

2H2O2 + 4-Aminoantipyrin + MEHA       [Blue purple pigment] OH- + 3H2O 

 

首先分別將含有 Coenzyme A (CoA) 與 ASC 的 Chromogen Reagent A 加入 

10 mL Solvent A 配製成 color reagent A 以及含有 ACOD 的 Chromogen Reagent 

B 加入 20 mL Solvent B 配製成 color reagent B， 製備完成後保存於 4°C， 一個

禮拜內使用完畢。 

Cholesterol esterase 

Cholesterol oxidase  

Preoxidase  

POD  

ACS  

ACOD  
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之後在 96 孔盤以套組提供的標準品 (Oleic acid 1 mEq/L)，序列稀釋成 4μL 

1.97 mEq/L、1 mEq/L、0.5 mEq/L 以及 4μL 二次水為空白試驗，樣品同樣取 4 μL 

進行分析。先加入 color reagent A 80 μL/well 混合後於 37°C 避光反應 10 分鐘，

再加入 color reagent B 160 μL/well 混合後於 37°C 避光反應 10 分鐘，取出降溫

後測量 550 nm 測量吸光。 

 

 血清脂蛋白分佈分析 

小鼠犧牲後取同組同性別的混合血清 200 μL 至台大醫學院生化分生所呂紹

俊老師實驗室協助進行快速蛋白液相色譜分析 (fast protein liquid chromatography, 

FPLC)。 

 

 事前準備 

(1). 樣本準備: 將 200 μL 混合血清與 300 μL PBS 均勻混合成 500 μL 的樣品。 

(2). 溶液準備: 上機需要 20% 酒精、 PBS 以及二次水，在使用前需經過 0.22 

μm 的膜 (Millpore Express® PLUS) 抽氣過濾，再經過超音波振盪除氣 (Branson 

5800 Ultrasonic Cleaner) 方能使用。 

 

 實驗內容 

本實驗使用的機器為 AKTATM FPLC (GC Healthcare Life Sciences) 中、管柱為 

SuperoseTM 6 10/300 GL (GC Healthcare Life Sciences) 和軟體 UNICRN Control 

Software (GC Healthcare Life Sciences)。以 1 mL 針筒注入 500 μL 樣品後，設定以

流速 0.25 mL/min PBS 沖洗，每 500 μL 收集一管，共 40 管。 
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 樣本分析 

採用市售套組 (RANDOX, UK, Cat. No. CH200)。 取 200 μL 的 FPLC 流洗

收集液、 25 mg/dL 的標準品與二次水 (blank) 至 6 公分的乾淨玻璃平口試管中，

加入 500 μL 的反應試劑，震盪均勻後反應 20 分鐘，測定 500 nm 吸光值，依照

下列公式計算流洗液中膽固醇濃度。 

流洗液中膽固醇濃度 =
ODsample − ODblank 
ODstanderd − ODblank

 ×  25 (mg/dl) 

 

 血清 ApoB 含量分析 

測定樣品為禁食 12 小時後犧牲血清中 ApoB 濃度，採用市售套組 (MOUSE 

ApoB Simplestep ELISA Kit, abcam Cat. NO. ab230932) 測定。將血清樣品稀釋 8000 

倍，取 50 μL 標準品與樣品至 coated microplate， 每孔再加入 50 μL 含有以 

Antibody Cocktail 稀釋過的 capture 與 detector antibody，室溫下以 400 rpm 避光

放置 1 小時，重複 3 次 wash 後每孔加入 100 μL TMB Substrate 室溫下以 400 

rpm 避光放置 15 分鐘，接著加入 100 μL Stop Solution，測量 450 nm 吸光，最

後將吸光值代入標準曲線後計算出濃度。 

 

 血清胰島素 (insulin) 含量分析 

測定樣品為禁食 6 以及 12 小時後犧牲血清中胰島素濃度，方法為以市售套

組 (Ultrasensitive Mouse Insulin ELISA, Mercodia Cat. NO. 10-1249-01) 測定。在已

經覆蓋 Mouse monoclonal anti-insulin 的 96 孔盤中加入 25 μL 的標準品與樣品

後加入 100 μL conjugate Solution (Peroxidase conjugated mouse monoclonal anti-

insulin) 室溫下避光震盪 2 小時，之後重複 5 次 wash 後加入 200 μL Substrate 

TMB 靜置 15 分鐘，接著加入 50 μL Stop Solution (0.5 M H2SO4)， 在 30 分鐘內

測 450 nm 吸光。最後將樣品吸光值帶入由標準曲線得到的二次方程式，計算後得

胰島素濃度。 
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測量胰島素阻抗 Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR) 

在 1985 年由 Matthews 等人提出的 Homeostasis model assessment (HOMA) 

(Hill et al., 2013; Matthews et al., 1985)， 測量休息狀態的空腹血糖與血清胰島素濃

度，經過電腦分析發現胰島素的阻抗性和空腹胰島素濃度成正相關性，因此提出 

HOMA-IR 公式來計算胰島素阻抗性。公式為： 

HOMA − IR =
Glucose(mmol/L) × Insulin(mU/L) 

22.5
 

 

體內胰島素信號傳遞試驗 (In vivo insulin signaling studies) 

想要了解母親長期的高膽固醇血症對於子代胰島素敏感性的影響，我們將小

鼠禁食 6 以及 12 小時後腹腔注射胰島素 (2U/Kg body weight)， 5 分鐘立刻以

頸椎脫臼法犧牲取性腺白色脂肪組織與腓腸肌，凍存於 -80°C 待日後以西方墨點

法分析脂肪組織與肌肉組織中對胰島素引發的磷酸化反應強度。 

 
西方墨點法 (Western blotting) 

 樣本前處理 

(1). 製備裂解液 
以 Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA buffer) (Thermofisher Cat. NO. 

89900) 稀釋7X protease inhibitor (Roche Cat. NO. 04693159001) 與 10X phosphatase 

inhibitor (Roche Cat. NO. 04906837001) 混合後即為樣品裂解液。 

 

(2). 均質樣品 
取 100 mg 組織與 300 μL RIPA 裂解液以均質機均質後，在 4°C, 12,000 rpm, 

20 min 進行離心取上清液。之後以 Bicinchoninc acid procedure (BCA) 法進行蛋白

質定量，先將 reagent A 與 B 以 50:1 的比例混合成綠色 working reagent。 在 96 

孔盤中加入 25 μL 的標準品 (0.5、0.25、0.125、0.0625、0.03125 mg/mL bovine serum 

albumin, BSA) 以及樣品後加入 200 μL working reagent， 確實混和均勻 30 秒後

覆蓋保鮮膜，靜置於 60°C, 30 min，待回溫後用 ELISA reader 測 562 nm 吸光，

對照標準曲線得到的公式計算蛋白質濃度。 
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(3). 樣品裂解 
計算免疫沈澱所需要的蛋白質量後，將  4X laemmli sample buffer 與  β-

Mercaptoethanol (β-ME) 以 9:1 的比例混和後加入組織均質液於水浴 100°C, 5 分

鐘，進行裂解作用，未當天使用的樣本則長期保存於 -80°C。 

 
 凝膠電泳 

(1). 鑄膠 SDS-PAGE 

 Resolving Gels Stacking Gels 

 10% 12% 5% 

ddH20 4 mL 3.3 mL 3.4 mL 

30% acrylamide mix1 3.3 mL 4 mL 0.83 mL 

1.5M Tris (pH 8.8) 1 2.5 mL 2.5 mL  

1.0M Tris (pH 6.8) 1   0.63 mL 

10% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)1.2 100 µL 100 µL 50 µL 

10% ammonium persulfate (APS) 1,3 100 µL 100 µL 50 µL 

TEMED1 4 µL 4 µL 5 µL 

Total 10 mL 10 mL 5 mL 
 

1source: 30% acrylamide mix (BIO-RAD Cat. NO. 161-0156); 1.5M Tris (pH 8.8) 

(BIO-RAD Cat. NO. 161-0798); 1.0M Tris (pH 6.8) (BIO-RAD Cat. NO. 161-0799); 

SDS powder (J.T Baker Cat. NO JT-4095-04); APS (BIO-RAD Cat. NO. 161-0700); 

TEMED (BIO-RAD Cat. NO. 161-0800) 

210% SDS 配製：10 g SDS 加入 100 mL 二次水，調整 pH 值至 7.8，保存室溫 
3APS 配製：使用前現配製成 0.1 g/mL，未使用完保存於 4°C, 儘早使用完畢 
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 蛋白質電泳 

(1). 製備 10X running buffer:  

Component 需要量  

Tris 30.3 g 

Glycine 144 g 

10% SDS 100 mL 

Total 1 L 

Tris (Omics Bio Cat. NO. BT5011) 和 Glycine (J.T Baker Cat. NO. 4059-02) 加

入 600 mL 水均勻混合溶解後，再加入 10% SDS 100 mL，調整 pH 值至 8.3 ，

定量至 1 L，保存於 4°C；或是使用市售 10X TGS Buffer (Omics Bio Cat. NO. 

1B3371) ，之後使用前稀釋，不重複使用。 

(2). 電泳條件設定： 40 V, 40 分鐘，再 120 V, 110 分鐘。 

 

 蛋白質轉印 

(1) 配製 Transfer buffer:  

Component 需要量  

Tris 3.03 g 

Glycine 14.4 g 

10% SDS 100 mL 

Methanol 200 mL 

Total 1 L 

Tris 和 Glycine 加入 600 mL 水均勻混合溶解後，再加入 10% SDS 100 mL 

與 200 mL Methanol (Honeywell, SKU: AH230-4)， 最後定量到 1 L；或是使用市

售 10X Western Transfer Buffer (Omics Bio Cat. NO. 1B3351)， 稀釋成 1X Transfer 

Buffer 800 mL 之後再加入甲醇 (Honeywell, SKU: AH230-4) 即可使用。之後保存

於 4°C， 每次使用之後過濾，重複使用。 
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(2). 蛋白質轉印 

待轉印的  P0.45 PVDF membranes (GE Healthcare Life science Cat. NO. 

10600023) 浸泡於  100% Methanol (Honeywell, SKU: AH230-4) 10 分鐘後，在 

Transfer Buffer 中將卡夾、海綿、濾紙、膠片以及 PVDF membranes 組合好，使用

Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell system (BIO-RAD Cat.NO. 170-3930) 

在 4°C 冰箱以 250 mA 轉印 110 分鐘，之後以 Ponceau S 確認是否轉印成功。 

 

 蛋白質免疫染色 

(1). 配製 10X TBS 

Component 需要量  

Tris 24.2 g 

NaCl 88 g 

Total 1 L 

Tris 與 NaCl 均勻溶解後調整 pH 值為 7.5 ，定量至 1 L ，滅菌後保存於室溫。 

 

(2). 配製 1X TBST  

將稀釋成 1X TBS 1 L 後加入 1 mL 的 TWEEN® 20 (SIGMA Cat.NO. P2287-

500ML) 即為 TBST。 

 

 (3). 免疫染色 

配製 5% BSA (BioShop Cat. NO. ALB001.25) 在 TBST 中，室溫下反應 1 小

時進行阻攔 (blocking)，倒掉 5% BSA (in TBST) 之後直接加入以 5% BSA 稀釋

的抗磷酸化蛋白的初級抗體 (表 二-3) 在室溫下反應整夜後取出回收，以 TBST 

沖洗 3 次，每次 5 分鐘後，加入二級抗體，室溫下以 60 rpm， 反應 1 小時取

出回收。之後同樣以 TBST 沖洗 3 次後，將膜泡入 ECL (GE Healthcare Life 

science Cat. NO. RPN2235) 反應 1 分鐘後，在 UVP 冷光影像系統壓片。 
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表 二-3 抗體列表 
Table 2-3 List of antibodies used for western bolt. 
 

antibody Host dilution fold company Cat. No. 

AKT (60kDa) Rabbit 1:1000 CST #9272 

p-AKT (Thr308) (60 kDa) Rabbit 1:1000 CST #9275 

p-AKT (Ser473) (60 kDa) Rabbit 1:2000 EPIT MICs #2218-1 

β-actin (42 kDa) Rabbit 1:5000 GeneTex #109639 

 

 蛋白質定量 

使用 ImageJ 根據 Miller 的方式壓片結果進行蛋白質定量 (Miller, 2010)， 

之後將磷酸化 Akt 的定量結果除以總 Akt 得到的比值進行統計分析，計算兩組

間磷酸化蛋白質的程度。 

 

組織切片染色 

 脂肪組織 H&E (hematoxylin and eosin) 染色切片 

1. 固定：犧牲後的脂肪組織置於 4% PFA 固定一週後換成 PBS 保存。 

2. 包埋：用 PBS 配製 3% agarose (Sigma, Cat. NO. SIA9414) 將一同比較的組

織排列好進行固定包埋。 

3. 切片染色：同樣由台大獸醫系委託 H&E (hematoxylin and eosin) 染色。 

4. 拍照：以光學顯微鏡 (Zeiss, Axio Imager M2) 觀察切片並拍攝不同放大倍數

下的照片 (Zeiss, Axiocam ERc5s) 進行不同組之間的比較。 

5. 定量：將拍照得到的結果依照 Parlee 的方式使用圖片處理程式 Fiji 搭配套

件 Adiposoft 來進行脂肪組織的定量，而定量結果利用 Microsoft Excel 公

式計算，得到平均大小、中位數以及分佈頻率 (frequency) 之後進行作圖 

(Parlee et al., 2014)。 取樣方式為各組取 3~5 個樣本，每個樣本計算 5 張放

大 200 倍率下視野。 
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 肝臟組織 H&E (hematoxylin and eosin) 染色切片 

將犧牲後肝組織五個葉片各取部分置於 4% PFA 固定一個晚上後換成 PBS 

長期保存。其餘步驟同脂肪組織切片。 

 

 肝臟組織油紅 O (Oil-red O, ORO) 染色切片 

1. 固定：犧牲後組織置於 4% PFA 固定一個晚上後換成 PBS 長期保存 

2. 包埋：自 PBS 中取出組織，以蔗糖溶液調整滲透壓，依序將組織放入 

7.5%、15%、30% 蔗糖溶液，確定組織沈入溶液底部才置換成下一個濃度，

最後在 30% 蔗糖溶液放置一個晚上取出在乾冰上以冷凍包埋劑 (optimal 

cutting temperature compound, OCT) (Sakura Finetek) 包埋，保存於 -80°C。 

3. 切片：切片之前將樣本靜置在預冷好的機器中 1 個小時以上之後，調整冷

凍操作室溫度 (chamber temperature, CT) 為 -18°C 與標本頭壓縮機溫度 

(operator temperature, OT) 為 -16°C，以 8 μm 厚度進行切片。之後組織切片

在 37°C 烘箱靜置 30~60 分鐘後保存於 -20°C。 

4. 油紅染劑配製：0.25 g ORO (Sigma-Aldrich, Cat. No O0625-25G) 粉末在 99% 

(v/v) 的異丙醇 (Fisher, CAS: 67-63-0) 以 30°C 中攪拌 2 小時，配製成 

0.5%, 50 mL 的保存液。染色前再將保存液與二次水以 3:2 的比例稀釋，混

合 10 分鐘後，以一號濾紙過濾過即可使用， 6 小時以內使用完畢。 

5. 染色步驟： 

(1) 切片在室溫下回溫 1~2 天，乾燥切片 

(2) 以 PBS 在 80 rpm, 5 分鐘沖洗三次後洗去 OCT 

(3) 以 60% isopropanol 潤洗 3 分鐘 

(4) 用 ORO 染劑在 50 rpm 下染 10 分鐘 

(5) 以 60% isopropanol 潤洗 80 rpm, 4 分鐘，重複兩次後以自來水流洗掉 

(6) 以 Hematoxylin (Sigma, Cat. NO. HHS16-500ML) 染 30 秒後以自水流洗 

(7) 用 Lithium carbonate (bluing solution) 沾 3~4 下後以自來水流洗 

(8) 最後以 Fluorescence Mounting Medium (Dako, Cat. NO.S3023) 封片 

(9) 其餘拍照與保存方式與 H&E 染色切片相同。 
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 肝臟組織二氫乙啶 (dihydroethidium, DHE) 染色切片 

1. 冷凍包埋：將犧牲後肝組織最大葉片自小鼠取下後依序放入 7.5%、15%、

30% 蔗糖溶液，一週內以 OCT 包埋，盡快進行冷凍切片 

2. 染色配製：DHE 染劑為台灣大學解剖學暨細胞生物學科所龔秀妮教授提

供，以 PBS 稀釋 2000 倍後備用 

3. 染色步驟：與油紅染色相同，染劑作用條件為 30°C 靜置 30 分鐘 

4. 拍照：染色完畢盡量當天進行螢光拍照 

 

肝臟脂質分析 

 肝臟脂質萃取 

參考 Folch 等人的方法 (Folch et al., 1957)， 取出分裝好的肝組織約 100 mg 

置於乾淨的 6 cm 玻璃平口試管中，先以剪刀剪碎後加入少量萃取液為 CHCl3 

(Fisher, CAS: 67-66-3) 與 CH3OH (Honeywell, SKU: AH230-4) 以體積 2:1 混合，

再用均質機 (IKA, T10 basic ULTRA-TURRAX® Crushing Disperser, Germany) 磨

碎，經由一號濾紙過濾到殘餘組織，再以適量萃取液沖洗濾紙，最後收集濾液以萃

取液定量到 10 mL 後放入 20 mL 樣品瓶保存於 -20°C。 

 
 肝臟三酸甘油脂測定 

使用市售套組 (Randox, UK, Cat. NO. TR210) 測定。取肝脂萃取液 50 μL 至

乾淨的 6 cm 玻璃平口試管靜置於抽風櫥吹乾溶劑後加入 1 mL 的反應試劑；標

準品為 40 μL 200 mg/dL 的三酸甘油酯標準品同樣加入 1 mL 的反應試劑；空白

試驗為 1 mL 反應試劑，充分混合之後反應 20 分鐘後取出 200 μL 至 96 孔盤

測定 500 nm 吸光值。經過以下公式計算肝臟三酸甘油酯含量： 

TG (mg)
Liver (g)

=

Ａsample −Ａblank 
Ａstanderd −Ａblank

 ×  80 (μg TG) ×
10 (ml,定量體積)

0.05 (ml,取樣體積)
× 10−3

均質肝重 (g)
 

TG (mg)
Liver (g)

× total liver (g) =
TG (mg)
總肝重
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 肝臟膽固醇測定 

使用市售套組 (Randox, UK, Cat. NO. CH200) 測定。事先在 6 cm 玻璃平口試

管中加入 20 μL 界面活性劑 [Triton X-100 (J.T.Baker, Cat. NO. JT-X-198-07)] 與萃

取液等體積混合 再加入肝脂萃取液 100 μL，靜置於抽風櫥吹乾溶劑，之後加入 1 

mL 的反應試劑；再取兩乾淨試管同樣加入 20 μL 界面活性劑吹乾，一管加入 40 

μL 200 mg/dL 膽固醇標準品、另一管作為空白試驗同樣加入 1 mL 反應試劑，充分

混合之後反應 20 分鐘後取出 200 μL 至 96 孔盤測定 500 nm 吸光值。經過以下

公式計算肝臟膽固醇含量： 

TC (mg)
Liver (g) =

Ａsample −Ａblank 
Ａstanderd −Ａblank

 ×  80 (μg TC) ×
10 (ml,定量體積)
0.1 (ml,取樣體積)

× 10−3

均質肝重 (g)
 

TC (mg)
Liver (g)

× total liver (g) =
TC (mg)
總肝重

 

 
 肝臟非酯化脂肪酸測定 

使用市售套組 (Wako Cat. NO. 294-63601, Japan) 分析，藥劑的前置備如前所

示，標準品取 1 mM Oleic acid 20 μL，空白試驗取 10 μL 二次水；樣品則是取 100 

μL 肝脂萃取液在 6 cm 玻璃平口試管在抽風櫃中吹乾。在標準品、空白試驗及樣

品中加入 200 μL 的 color reagent A 震盪混合均勻後在 37°C 反應 10 分鐘，再

加入 400 μL 的 color reagent B 震盪混合均勻後在 37°C 反應 10 分鐘，取出回溫

後取 200 μL 至 96 孔盤以 550 nm 測定吸光值。之後以下公式計算 NEFA 含量： 

NEFA (mmol)
Liver (g)

=

Ａsample −Ａblank 
Ａstanderd −Ａblank

 ×  20 (nmol NEFA) ×
10 (ml,定量體積)

100 (μL,取樣體積)
均質肝重 (g)

 

NEFA (mmol)
Liver (g)

× total liver (g) =
NEFA (mmol)

總肝重
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抽取 mRNA (Extraction of total RNA) 

原理為利用 TRIZOL 將 DNA 與 RNA 自組織或細胞中分離出來，再利用 

chloroform 分離 DNA 與 RNA，之後以 isopropanol 進行沈澱，接下來經過 DNA 

去除處理後得到的 RNA 可進行逆轉錄 (reverse transcription)， 最終產物互補的 

DNA (complementary DNA; cDNA) 可作為之後即時聚合酶連鎖反應 (real-Time 

Polymerase chain reaction; rt-PCR) 模板。  

 

 事前準備 

準備含有 1 mL TRIZOL (Life technologeies, Cat. NO. 15596081) 的 2 mL 微量

離心管；經過 75% 酒精與 RNase OUT 消毒過的剪刀、鑷子和均質棒；以市售的 

RNase-free 純水與絕對酒精 (Fisher, Cat. NO. BP2818) 配製成 75% 酒精保存於 -

20°C 冰箱備用。 

 
 RNA 抽取 

(1) 取出保存於 -80°C 組織，放入含有 1 mL TRIZOL 的 2 mL 微量離心管中

均質完全後於室溫靜置 5 分鐘。 

(2) 加入 200 μL Chloroform (Sigma, Cat. NO. SI-C2432)， 震盪 15 秒後室溫下

靜置 5 分鐘後以 4°C, 12000 rpm 離心 15 分鐘，取上清液至新的 RNase-

free 的 1.5 mL 離心管。 

(3) 加入 500 μL Isopropanol (Fisher, Cat. NO. BP2618)， 溫和混勻後於室溫靜置 

10 分鐘，由 4°C, 12000 rpm 離心 10 分鐘，移除上清液得 RNA 沈澱。 

(4) 以 1 mL 75% 冰冷酒精沖洗 2~3 次後，以 4°C, 7500 rpm 離心 10 分鐘後

置於抽風櫥乾燥 RNA 沈澱。 

(5) 以適量的 RNase-free water 回融 RNA 沈澱。 

(6) 肝臟 RNA 稀釋 10 倍後取 2 μL 至 μDropTM Plate (Therom, NI2391) 以 

ELISA reader 測得 A260 / A280 ratio 和濃度，確認比值接近 2.0 後進行下

一步去除 DNA。 抽取的 RNA 取部分立即進行反轉錄成 cDNA， 其餘長

期保存於 -80°C 冰箱。 
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 去除 DNA 

以市售套組 TURBO DNA-freeTM kit (Cat. NO. AM1907) 去除 DNA： 

Component 需要量 

4 μg RNA + RNase-free water 10 μL 

10 X Buffer 1 μL 

TURBO DNase (2U/μL) 0.25 μL 

Total 11.25 μL 

將上述樣品與試劑混合後，在 37°C 反應 30 分鐘後再加入 0.5 μL TURBO 

DNase， 使最終體積達 11.75 μL 再次於 37°C 反應 30 分鐘後加入 2 μL 25 mM 

EDTA，偶爾翻轉 5 分鐘使其與 DNase 充分結合後失活。最後以桌上型離心機離

心取上清液約 11.2 μL 至新的八連排離心管。 

 

 RNA 反轉錄成 cDNA 

其原理為利用逆轉錄酶， 將單股 RNA 逆轉錄為互補 DNA。 本實驗使用法

轉錄市售套組 SuperScript® IV Reverse Transcriptase (Fisher, Cat. NO. 18090010) 

 

(1). 製備 Random hexamer 

將 50 Μm Random hexamers 與 10 mM dNTP mix 估算好體積後預混好加入 

RNA 溶液中。在 65°C 反應 5 分鐘後，冰上冷卻 1 分鐘。 

  

Component 需要量  

RNA  11.2 μL 

50 Μm Random hexamers 1 μL 

10 mM dNTP mix 1 μL 

Total 13.2 μL 
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(2). 接續上步驟加入反轉錄酵素試劑 

將最終體積為 20 μL 的八連排離心管放入 PCR machine (FlexCycle2 basic unit) 

中，設定反應程序為於 23°C, 10 分鐘、55°C, 10 分鐘、80°C, 10 分鐘。等待反應

結束後取出加入 0.4 μL RNase H 37°C, 20 分鐘後即完成了第一股 cDNA 合成，

儲存於 -20°C 冰箱。  

 

即時聚合酶鏈鎖反應 (Quantitative Real-time PCR, qRT-PCR) 

使用 SYBR Green system (QuantiNova SYBR Green PCR kit Act. No. 208056) 

來進行 qRT-PCR， 其原理為加入能與雙股 DNA 嵌合而釋放螢光的物質 SYBR 

Green， 透過偵測螢光訊號強度來定量 PCR 產物，當目標 DNA 含量越高時，螢

光偵測會越早達到閾值，得到循環數值 (cycle threshold, Ct) 與目標基因表現量會

成反比，除以 internal control 的 Ct 值之後即可進行計算，做組間比較。 

 

 稀釋 cDNA： 

為了使 qRT-PCR 的 Ct 值落在 20~30 左右，先適當的將 cDNA 稀釋至適

當的濃度。 

  

Component 需要量  

5 X SSIV buffer 4 μL 

0.1 M DTT 1 μL 

RNase OUT 1 μL 

SuperScript® IV 1 μL 

Total 20 μL 
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 反應試劑組成比例： 

計算除 cDNA 以外的試劑需要量，預先混合加入 96 well PCR Plate (Gunster, 

MB-Q200) 中，再加入 2 μL cDNA 至每個 well。 

 

 上機 

使用 Applied Biosystem® 7500 Real-time PCR System 進行 PCR 定量分析，上

機程式設定： 

本實驗以 18S rRNA 作為 internal control，引子使用如附表 (表 二-4)。 

 

 結果計算 

△CT = CT value of target gene - CT value of internal control 

△△CT = CT value of each sample - average CT of control group 

Fold of change = 2(-△△CT)  

 

Component 需要量  

cDNA 2 μL 

primer 0.5 μL 

ddH2O 7.4 μL 

ROX 0.1 μL 

SYBR Green 10 μL 

Total 20 μL 

Step  Time Temperature (°C) 

PCR intitial heat actination 2 min 95°C 

2-step cycling (40 cycles) 

Denaturation 10 s 95°C 

Combined annealing/extension 50 s 60°C 

Dissociation cure analysis 
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純化基因組 DNA (Genomic DNA Purification) 

使用市售套組 MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre 

Cat. NO. MC85200) 。 

 

 藥品配置 

(1) 稀釋 Proteinase K：每個樣品需要包含 1 μL Proteinase K 的 2X T and C 

Lysis Solution，配好暫存於冰上。 

(2) RNase A (Bio Basic Inc. Cat. NO. 9001-99-4) 配製：以二次水配成 25 mg/mL 

的 RNase A 試劑，保存於 -20°C。 

 

 裂解組織樣品  

(1) 將組織放置於 2 mL 的微量離心管，加入 300 μL PBS 進行均質。 

(2) 加入 300 μL 包含 Proteinase K 的 2x T&C Lysis Solution，混合後在 65°C 

水浴 15 分鐘, 並每 5 分鐘劇烈混合一次。 

(3) 在 37°C 中降溫後，加入 12 μL 25 μg/ μL RNase A， 混合均勻後，在 37°C 

水浴 30 分鐘。  

(4) 冰上放置 3~5 min， 之後進行 DNA 的沈澱，得約 600 μL 均質液 

 

 沈澱 DNA 

(1) 加 300 μL MPC Protein Precipitation Reagent 至 600 μL 均質液中確實混和。 

(2) 10000g, 4°C 離心 10 分鐘，可得到蛋白質沈澱，將上清液移至乾淨的 2 ml 

微量離心管，將沈澱塊丟棄。 

(3) 加入 1000 μL 100% isopropanol (Fisher, Cat. NO. BP2618) 後，慢慢翻轉 

30~40 次，以 10000g, 4°C 離心 10 分鐘，留下 DNA 沈澱。 

(4) 用 1 mL 70% 酒精清洗三次後，靜置於抽風櫃風乾。 

(5) 依照 DNA 沈澱的大小加入適當的 ddH2O 回融。 

(6) 以 1% 洋菜膠電泳確認 RNA 是否被完全去除。 
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(7) 取 2 μL 至 μDropTM Plate 測得 A260 / A280 ratio、A260 / A230 ratio 以及

濃度。DNA 的 A260 / A230 為 1.7~1.9; A260 / A280 為 2.0~2.4 為佳。 

 

DNA 甲基化定序分析 (DNA Methylation analysis) 

 重亞硫酸鈉轉換 (Bisulfite Conversion) 

Bisulfite Sequencing 為基因甲基化中最常見的方式，其原理為經過 Sodium 

Bisulfite 處理過的 DNA ，可將未甲基化的胞嘧啶 (cytosine, C) 轉變成尿嘧啶 

(Uracil, U)，而有甲基化的胞嘧啶則維持不變，之後進行 PCR 時則會將尿嘧啶轉

換成胸腺嘧啶 (Thymine, T)， 因此只要將 PCR 產物透過定序的方式對比資料庫

序列，即可計算出基因甲基化的比例。此步驟我們使用市售套組  EpiMark® 

Bisulfite Conversion Kit (NEW ENGLAND BioLabs INC. Cat. NO. E3318S)， 先進行 

bisulfite conversion， 接下來進行 desulphonation 反應後，純化出 DNA， 即可使

用於 PCR。 

 

 藥品配置 

(1) wash buffer 配製: 使用前加入 40 mL 絕對酒精至 wash buffer 

(2) Desulphonation Reaction Buffer 配製: 使用前加入 27 mL 絕對酒精至 

Desulphonation Reaction Buffer 

(3) Bisulfite mix 配製: 加入 650 μL nuclease-free H2O 與 250 μl Solubilization 

Buffer 至 solid sodium metabisulfite 完全混合後使用 

 

 實驗步驟 

(1) 在 0.2 mL PCR tube 加入 2 μg 的 Genomic DNA 10 μL 以及 130 μL 

Bisulfite mix ，溫和的混和後即可上機。 

(2) 上機條件：95°C, 5 分鐘， 65°C, 30 分鐘， 95°C, 5 分鐘， 65°C, 60 分

鐘， 95°C, 5 分鐘， 65°C, 90 分鐘，之後停在 20°C。 

(3) 轉化後的產物與 DNA Binding Buffer 短暫翻轉，加到有 EpiMark spin 

column 的 collection tube 離心，流洗液丟棄，以 Wash Buffer 流洗 1 次。 
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(4) 加入 500 μL Desulphonation Reaction Buffer，室溫下靜置 15 分鐘後離心，

流洗液丟棄，以 500 μL Wash Buffer 流洗 2 次。最後離心 12,000 g, 3 分

鐘，將殘餘的 wash buffer 丟棄。 

(5) 將 spin columns 移到新的滅菌過的 1.5 mL 微量離心管，加入 20 μL Elution 

Buffer, 靜置 2~5 分鐘後離心 12,000 g, 2~3 分鐘，再重複回融一次，共得 

20 μL 的產物，之後可直接進行 PCR。 

(6) bisulfite-converted DNA 脆弱易斷，轉化完成後儘早進行 PCR ，全程在冰上

使用，不可劇烈的震盪，若無法當天完成，暫存於 -20°C。 

 

 硫酸氫鹽轉化之後的聚合酶鍊式反應 (PCR for Bisulfite Conversion) 

本實驗使用適合表觀遺傳 (epigenetics) 分析的酵素 EpiMark® Hot Start Taq 

DNA Polymerase Guidelines for PCR (NEW ENGLAND BioLabs INC. Cat. NO. 

M0490) ，對於 bisulfite-converted DNA 或是 AT-rich 模板具有高度的敏感性。 

 

 反應試劑組成比例 

1primer 序列：於列表 (表 二-5) 

將反應試劑添加到 PCR tube 輕拍混勻，離心後即可上機。 

 

Component 需要量 

Bisulfite-converted DNA 2~5 μL 

5X EpiMark® Hot Start Taq Reaction Buffer 5 μL 

10 mM dNTPs 0.5 μL 

10 μM Forward Primer1 0.5 μL 

10 μM Reverse Primer1 0.5 μL 

EpiMark® Hot Start Taq DNA Polymerase 0.125 μL 

Nucleasefree water to 25 μL 

Total 25 μL 
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 上機條件 

 

 電泳確認產物 

PCR 產物需要以電泳，確認產物是否為單一的目標產物。 

(1). 鑄膠 

50X TAE buffer (Omics Bio Cat. NO. 1B3211) 稀釋成  1X 之後用於配製 

1.5~2% 洋菜膠 (Agarose Low EEO) (FOcusBio Cat. NO. FB-HA0604) ，微波溶解

均勻後添加體積 1/20000 的安全染劑 BioGreen safe DNA Gel buffer (Bioman Cat. 

NO.SDB001T) 混和倒入鑄膠台，插上齒梳待其凝固後可進行電泳。 

(2). 電泳 

取 2 μL 的 PCR 產物，加入 8 μl 二次水與 6X 追蹤染料 (tracking dye)，混

和之後以 100V, 30 分鐘進行電泳，藉由產物大小來確認是否為目標產物，並辨別

是否僅有單一產物存在。 

 

 純化產物 DNA (Purify DNA) 

得到單一目標產物後，可直接使用市售套組  QIAquick Gel Extraction Kit 

(QIAGEN Cat. NO. 28706) 來純化；若有多個產物，需進行跑膠將含有目標產物的

膠塊切下，以同樣的套組進行純化。最後將 DNA 以 20 μL 的二次水重複回融兩

次。 

Step  Time Temperature (°C) 

Initial denaturation 30 s 95°C 

2-step cycling (37 cycles) 

Denaturation 15 s 95°C 

annealing/extension 1 min per kb 依 primer Tm 值 

Final extension 5 min 65°C 
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 放大目標序列 

為了大量複製目標基因產物，會將純化完成的 DNA 插入 TA 克隆 (TA 

cloning) 載體，進行連接反應 (ligation)， 之後再將此載體透過熱休克的方式送入 

Competent Cell 中，在含有 LB/ampicillin 的培養基中培養 16 小時長出菌落，之

後以重組 DNA 檢定 (colony PCR) 的方式，篩選出連接成功的菌落，純化出質體，

之後進行定序。 

 

 配製培養基 

(1). LB medium 與 LB plate with ampicillin 配製 

1source: Bacto-tryptone (BD Biosciences. Cat. NO. 211705), Becto-yeast extract 

(BD Biosciences. Cat. NO. 212750), NaCl (SIGMA Cat. NO. 3), Agar (FOcusBio Cat. 

NO. IBA-AGAR) 

將加入 agar 的 LB medium 滅菌放涼到約 50°C 後，添加 ampicillin 至最終

濃度為 100 μg/mL，之後倒入 90 mm 的培養皿中，凝固後在 4°C 避光保存，一

個月內使用完畢。 

  

Component LB medium LB plate with ampicllin 

Bacto-tryptone1 10 g 10 g 

Becto-yeast extract1 5 g 5 g 

NaCl1 5 g 5 g 

100 mg/ml ampicillin1  50~100 μL 

Agar1  15 g 

Total 1 L 1 L 
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(2). SOC medium 配製 

先將 Bacto-tryptone、Becto-yeast extract、NaCl、KCl 以二次水混合均勻，滅

菌放涼後添加 Mg2+ 與 glucose， 調整 pH 值為 7.0， 定量到 200 mL。 

 

 連接反應 (ligation) 

此步驟使用 T&ATM Cloning Vector Kit (Yeastern Biotech Cat. NO. FYC001-

20P) ，來進行 ligation。 

 

(1).連接反應試劑比例 

將反應物加入 PCR tube 後，輕拍混勻，在 4°C 冰箱反應 16~24 小時後拿起，

接下進行轉型作用。 

  

Component SOC medium 

Bacto-tryptone 2 g 

Becto-yeast extract 0.5 g 

1M NaCl 1 mL  

1 M KCl 0.25 mL  

2M Mg2+ stock 1 mL 

2M glucose 1 mL 

Total 100 mL 

Component Standard Rxn Negative Rxn 

Ligation Buffer A 1.5 μL 1.5 μL 

Ligation buffer B 1.5 μL 1.5 μL 

T&ATM Cloning Vector 1 μL 1 μL 

PCR product 10 μL - 

ddH2O - 10 μL 

yT4 DNA ligase 1 μL 1 μL 

Total 15 μL 15 μL 
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 轉型作用 (transformation) 

(1) 將保存於 -80°C 的 E. coli Competent Cells (Yeastern Biotech Cat. NO. 

HYE307-C01) 取出，在冰上溫和解凍後，輕拍混勻。 

(2) 小心地取出 20 μL Competent Cells 至 1.5 mL 微量離心管，再將連接完成的

產物緩慢的加入，輕拍混勻。 

(3) 混和後放置冰上 20 分鐘，使 ligation 產物附著 Competent Cells 細胞膜。 

(4) 水浴 40~50 秒，使 Competent Cells 的細胞膜通道打開讓載體進入。 

(5) 在冰上放置 2 分鐘，關閉細胞膜通道。 

(6) 加入室溫的 SOC medium 100 μL，37°C 下培養 1 小時，修復細胞膜。 

(7) 取 110 μL Transformation 完成的 Competent Cells 進行在 LB/ampicillin 培

養基中塗盤，在 37°C 下培養整晚 (16~24 小時)。 

 

 重組 DNA 檢定 (Colony PCR) 

使用 KAPA Taq ReadrMix (KAPABIOSYSTEMS Cat. NO. KR0354) 以及套組

內附的 Colony Primer (M13) 進行檢定，挑選接合成功的菌落進行放大。 

 

(1). Colony PCR 反應試劑比例 

 

  

Component 1 Rxn 

2X KAPA Taq ReadrMix 5 μL 

10 μM Forward primer 0.2 μL 

10 μM Reverse primer 0.2 μL 

ddH2O 4.6 μL 

Colony - 

Total 15 μL 
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(2) 步驟 

i. 用滅菌過的牙籤或是微量吸管 (tips) 沾取菌落，在含有 KAPA Taq 

ReadrMix、primer、ddH2O 的 PCR tube 中攪散作為模板。 

ii. 同時將同個牙籤在含有 LB/ampicillin medium 的 96 孔盤中攪拌，標注好之

後，放置於 37°C 中培養 4 小時。 

iii. 將上述 PCR 之後的產物進行跑膠，根據產物大小確認接合作用是否成功。 

 

 質體 DNA 的純化 (Purification of plasmid DNA) 

將確認過成功的菌落，自 96 孔盤取出約 15~25 μL 菌液，加到含有 4 mL 

LB/ampicillin medium 培養管中，在台大生化科技系李昆達老師實驗室的 37°C 大

型震盪培養箱培養過夜。菌液離心沈澱之後使用市售套組 PrestoTM Mini Plasmid kit 

(Geneaid Cat. NO. PDH300) 純化出質體 DNA， 之後使用限制酶切 Hind III (NEW 

ENGLAND BioLabs INC. Cat. NO.R014S) 位置，跑膠以分子量大小確認純化後的

質體是否為目標產物。 

 

 定序 (sequencing) 

將純化確認過的產物，取 0.2~0.4 μg/5 μL ddH2O 的 plasmid DNA 委託台灣

大學生技中心進行 M13F 定序，之後以線上軟體 MAFFT version 7 將定序結果與

原序列比較，得出受到甲基化的 CG 位點，每隻小鼠定序 9~18 個 clones，並計

算百分比。 

 

統計分析 

數據 mean ± SEM (standard error of the mean) 來表示。實驗數據使用 SPSS 

軟體進行統計，首先將所有數據經過預檢分析，以 Shapiro-Wilk 常態性檢定確認

數據殘差是否符合常態分佈，若為常態分佈，接下來以 F 檢定確定變異數是否相

等，之後以獨立樣本 T 檢定進行 CC 與 WC 的組間比較；若非常態分佈則以無

母數分析的 Mann-Whitney U-test 來進行統計分析。分析結果如有顯著差異會以 * 

表示，*p<0.05, **p <0.01, ***p<0.001。  
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表 二-4 qRT-PCR 使用的引子列表 
Table 2-4. Primers used for qRT-PCR 
 

Protein Gene 
NCBI Reference 

Sequence 
Forward Primer Reverse Primer 

Adiponectin Adipoq NM_009605.5 TGA CGA CAC CAA AAG GGC TC CAC AAG TTC CCT TGG GTG GA 

ACC2 Acacb XM_006530114.3 CCT TTG GCA ACA AGC AAG GTA AGT CGT ACA CAT AGG TGG TCC 

Acox1 Acox1 NM_001271898.1 GAA GAT GAG GGA ATT TGG CA CCT GAT TCA GCA AGG TAG GG 

ApoB Apob XM_006515078.1 GCC ATG TCC AGG TAC GAA CT AGA TGA TGC CCC TCT TGA TG 

Atgl Pnpla2 NM_025802.3 ATGGTCCTCCGAGAGATGTG CTCCAGCGGCAGAGTATAGG 

Cd36 Cd36 NM_001159555.1 CCT TAA AGG AAT CCC CGT GT TGC ATT TGC CAA TGT CTA GC 

CD68 Cd68 XM_021177744.1 CTT CCC ACA GGC AGC ACA G AAT GAT GAG AGG CAG CAA GAG G 

ChREBP Mlxipl NM_021455 TTC AAA GGC CTC AAG TTG CT GGT CAC GAA ACC ACA CAC TG 

Cpt1a Cpt1a XM_006531658.3 CCA GGC TAC AGT GGG ACA TT GAA CTT GCC CAT GTC CTT GT 

Dgat1 Dgat1 XM_017316426.1 TCC GCC TCT GGG CAT TC GAA TCG GCC CAC AAT CCA 

Dgat2 Dgat2 NM_026384.3 AGT GGC AAT GCT ATC ATC ATC GT AAG GAA TAA GTG GGA ACC AGA TCA 

F4/80 Adgre1 NM_001355722.1 AAT GCT ACC TTC ACA ATC CTT GA ATT CCC AGA GGG TAT CAG AAG AG 

Fabp3 Fabp3 NM_010174.1 TGG TCA TGC TAG CCA CCT G  CTT TGT CGG TAC CTG GAA GC 
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Protein Gene 
NCBI Reference 

Sequence 
Forward Primer Reverse Primer 

Fabp-pm Got2 NM_010325.3 ATC TGG AGG TCC CAT TTC AA ATG GCT GCT GCC TTT CAC 

Fasn Fasn NM_007988.3 GCT GCG GAA ACT TCA GGA AAT AGA GAC GTG TCA CTC CTG GAC TT 

FATP1 Slc27a1 NM_011977.4 GGC AAG CTC CAG CAC AGG AT CGC CGT CTT GCA GAC GAT A 

FgF21 Fgf21 NM_020013.4 ACG ACC AAG ACA CTG AAG CC GGA GAC TTT CTG GAC TGG G 

Gpat1 Gpat1 NM_001356285.1 TGG GAT ACT GGG GTT GAA AA GGA AGG TGC TGC TAT TCC TG 

Gpat2 Gpat2 XM_006499138.3 GCT GCC AGA CCT GTA CTC CT AGC CCA GGT CCA TTA TGC TT 

Gpat3 Gpat3 NM_172715.3 GTG CTG GGT GTC CTA GTG C AAG CTG ATC CCA ATG AAA GC 

Gpat4 Gpat4 NM_018743.4 CCA CCC TGA GAA TGG AGA GA TCC AGA GAA GTG GGA TCT TTT G 

Hsl Lipe NM_001039507.2 AGA CAC CAG CCA ACG GAT AC GGG CAT AGT AGG CCA TAG CA 

LXRα Nr1h3 XM_006499168.2 ACT TCA GTT ACA ACC GGG AAG A GCT CTG GAG AAC TCA AAG ATG G 

Lpl Lpl NM_008509.2 AAT TTG CTT TCG ATG TCT GAG AA CAG AGT TTG ACC GCC TTC C 

Mttp Mttp NM_008642.2 CAA GCT CAC GTA CTC CAC TGA AG TCA TCA TCA CCA TCA GGA TTC CT 

Pepck Pck1 NM_011044.3 ATG CTG ATC CTG GGC ATA AC AAC TTC ATC CAG GCG ATG TC 

Pparα Ppara XM_006520624.3 ACT ACG GAG TTC ACG CAT GTG TTG TCG TAC ACC AGC TTC AGC 
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Protein Gene 
NCBI Reference 

Sequence 
Forward Primer Reverse Primer 

PPARγ Pparg NM_001308354.1 AGT GGA GAC CGC CCA GG GCA GCA GGT TGT CTT GGA TGT 

Resistin Retn NM_022984.4 CCA GAA GGC ACA GCA GTC TT TCC CCG TCC CTG TCA ACA TA 

Scd1 Scd1 NM_009127.4 TTC TTC TCT CAC GTG GGT TG CGG GCT TGT AGT ACC TCC TC 

Sirt1 Sirt1 NM_019812.3 TGA CGA TGA CAG AAC GTC ACA GAA TTG TTC GAG GAT CGG TGC 

Srebf1a Srebf1 NM_001313979.1 GGC CGA GAT GTG CGA ACT TTG TTG ATG AGC TGG AGC ATG T 

Srebf1c Srebf1 XM_006532716.2 GGA GCC ATG GAT TGC ACA TT GGC CCG GGA AGT CAC TGT 

Vldlr Vldlr NM_001347441.1 
CCT ATA ACT AGG TCT TTG CAG 

ATA TGG 
GAG CCC CTG AAG GAA TGC C 
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表 二-5 硫酸氫鹽轉化聚合酶鍊式反應的引子列表 
Table 2-5 Primers used for bisulfite conversion 
 

Gene No. Forward Primer Reverse Primer region 
CpG 

quantity 

AopB 0 TTG GAG AAA GTT AGG GTA TGT TGA TAA CCA ACC TAC CAC CAA TTT CTA C 272-862 21 

AopB 1 TTG GAG AAA GTT AGG GTA TGT TGA AAA TTA CCA AAA ATC CAA AAA ACA C 272-490 9 

AopB 2f GTG TTT TTT GGA TTT TTG GTA ATT T TAA CCA ACC TAC CAC CAA TTT CTA C 490-862 12 

H19 1 
AGG GTA TTT ATA TTT AGG ATT TAA AGG 

AAT ATG 

TTT ATC AAA AAC TAA CAT AAA CCC 

CTA ACC 
  

Nr1h3 1 
TGT TAA GAA GGA ATT GGA GAA GAG 

 T 

AAC CAA AAC AAA CAC CAA CTT TAT 

AA 
843-1228 21 

Nr1h3 2 TAA AGA GTT TTT AGG GTG AGG AGA G CTA CCA AAA AAT CCT TCC TAC TAA C 1228-1445 11 
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第三節  實驗結果 

母鼠體重與血液生化指標 

由 表 二-6 可以看到兩組母鼠各有 7 隻，但部分母鼠於懷孕第 18.5 天犧牲

取出胚胎，故離乳後樣本數減少。分析血脂之後確認餵食西方飲食實驗孕鼠 (WD 

組)-相較餵食控制飲食母鼠 (CD 組)， 在懷孕前已誘導出更高的膽固醇血症並持

續至子代離乳，血清三酸甘油酯濃度、血糖與體重不論在懷孕前或泌乳期後兩組間

則沒有差異。 

 

子代出生至 16 週齡犧牲時之體重變化 

子代出生體重為綜合本實驗雄雌鼠的數據收集與分析，在仔鼠出生當天上午

進行體重秤量，由 圖 二-1 A 看到母鼠餵食控制飲食與西方飲食對仔鼠出生體重

並無顯著影響。子代於出生後 21 天 (P21) 離乳，離乳後統一餵食控制飲食 (CD)， 

兩組體重維持平穩至 13 週齡 (圖 二-1 B, C)， 但在雌鼠在 16 週齡禁食 12 小

時犧牲時觀察到 WC 組體重是顯著重於 CC 組的 (表 二-8)。 

 

子代攝食量測量 

記錄子代在 13~16 週齡每週的個別攝食量變化，除以天數後如 圖 二-1 D, E 

所示，每隻小鼠每天約攝食 3~4 g，平均結果兩組間沒有差異。 

 

子代離乳後至 16 週齡犧牲之血脂變化 

子代雄雌鼠在離乳時 (3 週齡) 到 13 週齡血脂表現的兩組趨勢類似如 圖 

二-2 所示，剛離乳時，血清三酸甘油酯濃度 WC 組顯著較 CC 組高 (雄鼠, p<0.01; 

雌鼠, p<0.001)；血清膽固醇濃度同樣是 WC 組顯著高於 CC 組 (雄鼠, p<0.01; 雌

鼠, p<0.001)，離乳後統一餵食控制飲食後 WC 組血三酸甘油酯與膽固醇濃度下降

與 CC 組幾近重合，延續至子代犧牲，如 圖 二-3 A ~ D 所示。另外在子代雌鼠 

16 週齡測量禁食 12 小時後血清中的非酯化脂肪酸 (NEFA) 濃度反而看見 WC 

組低於 CC 組的現象 (p<0.05) (圖 二-3 F)，雄鼠則沒有差異 (圖 二-3 E)。 
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子代腹腔注射葡萄糖耐受性測試 (IPGTT) 

子代於 14 週齡時進行葡萄糖耐受性測試，於上午開始禁食 6 小時後注射 

1g/kg 劑量的葡萄糖溶液，結果雄鼠在初始禁食 6 小時的血糖值與注射葡萄糖之

後 15 與 30 分鐘的血糖值兩組間無差異，到 90 與 120 分鐘後 CC 組與 WC 

組差距開始加大 (90 分鐘, p< 0.01; 120 分鐘, p< 0.001)， WC 組的血糖下降較 

CC 組來得慢，計算血糖曲線下面積發現 WC 組也較 CC 組大 (p <0.05)，顯示雄

鼠 WC 組的葡萄糖耐受性較 CC 組差 (圖 二-4 C)； 而雌鼠各個時間點以及曲線

下面積兩組間無差異 (圖 二-4 B, D)。 

 

子代胰島素耐受性測試 (ITT) 

子代 15 週齡時進行 ITT， 禁食 6 小時的情況下注射 0.75 U/kg 的胰島素，

雄鼠在初始禁食 6 小時的血糖值並無差異，但在注射胰島素後的 15、30、60 分

鐘 CC 組血糖值下降的幅度較 WC 組大 (15 分鐘, p<0.01; 30 分鐘, p<0.05; 60 

分鐘, p<0.05) (圖 二-5 A)， 計算曲線下面積也得到 WC 組的面積大於 CC 組 

(p<0.05) (圖 二-5 C)； 在雌鼠方面則是看到 WC 組禁食 6 小時的血糖高於 CC 

組 (p<0.01) (圖 二-5 B)，計算曲線線下面積則沒有統計差異 (圖 二-5 D)。 

 

子代 16 週齡血糖相關的生化指標 

子代小鼠 16 週齡時於上午 9 點測量血糖值，作為飽食血糖值，將飼料取出

更換墊料後於下午三點測量血糖值作為禁食 6 小時血糖；另外自前一晚 8 點將

飼料取出更換墊料，隔天上午 8 點統一測量血糖為禁食 12 小時血糖値。結果在

禁食 6 小時的血糖値在雄鼠兩組間 WC 組顯著高於 CC 組 (p<0.05) (表 二-7)， 

雌鼠則沒有差異，但飽食與禁食 12 小時不論雄雌鼠兩組間皆無顯著差異。進一步

分析血清，也是禁食 6 小時的時候看到 WC 組的胰島素濃度顯著得高於 CC 組 

(雄鼠, p<0.001；雌鼠, p<0.05)， 以胰島素敏感性測量公式 HOMA-IR 計算得到 

WC 組顯著的大於 CC 組的結果 (雄鼠, p<0.0001；雌鼠, p<0.01)。此外，我們也

有測量 HbA1c 值可能因為樣本數過少兩組並無差異 (表 二-7)。 
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子代 16 週齡胰島素訊號傳遞分析 

子代 16 週齡時於犧牲前注射定量胰島素後犧牲，分別觀察禁食 12 小時 (圖 

二-6、圖 二-7) 與 6 小時 (圖 二-8、圖 二-9) 的在腓腸肌與性腺白色脂肪組織的 

Akt 磷酸化程度，結果禁食 12 小時後注射每公斤體重 2U 胰島素後等待 20 分

鐘犧牲在雄雌鼠皆未出現統計差異 (圖 二-6、圖 二-7)；而在禁食 6 小時後同樣

注射每公斤體重 2U 胰島素後等待 5 分鐘犧牲的條件下，在 WC 組雄鼠性腺脂

肪組織 Akt 磷酸化程度有比 CC 組顯著低的現象 (圖 二-8)，說明 WC 雄鼠胰

島素信號傳遞可能受損；然而雌鼠兩組則沒有差異 (圖 二-9)。 

 

子代 16 週齡犧牲組織重量分析 

子代於 16 週齡犧牲，禁食 12 小時體重與絕對組織重量結果如 表 二-8 所

示，將絕對重量除以小鼠體重得相對重量，如 表 二-9。 雄鼠在絕對重量上面可

以看到體重、肝臟、性腺白色脂肪組織 (gonadal white adipose tissue, gWAT)、皮下

白色脂肪組織  (inguinal white adipose tissue, iWAT)、腎周圍白色脂肪組織 

(retroperitoneal white adipose tissue, rWAT)、 棕色脂肪組織 (brown adipose tissue, 

BAT) 以及腓腸肌 (gastrocnemius) 與比目魚肌 (soleus) 兩組之間沒有差異；在雌

鼠的部分可以看到 WC 組的體重較 CC 組來的重 (p<0.05)， 但其餘白色脂肪組

織、棕色脂肪組織以及肌肉，重量上皆無顯著差異。而在相對重量上，雄鼠的結果

與絕對重量類似，未出現組織重量上點顯著差異；雌鼠相對組織重上則是看到了 

WC 組的腓腸肌較 CC 組輕 (p<0.05) (表 二-9)，而白色脂肪組織雖然 WC 組都

較 CC 組略重但都未有顯著差異，進一步將性線脂肪組織與腎週圍脂肪加總後除

以體重得到的內臟周圍體脂率才能夠在雌鼠看到  WC 組重於  CC 組的趨勢 

(p=0.08)， CC 組為 1.60 ± 0.15%, WC 組為 2.15 ± 0.29% (圖 二-10 B)， 雄鼠依

然沒有差異 (圖 二-10 A)。 
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子代白色脂肪組織細胞大小定量 

脂肪細胞大小與胰島素阻抗具正相關性，因此定量了屬於內臟脂肪的性腺白

色脂肪組織 (gWAT)， 以及腎周脂 (rWAT) 的白色脂肪的細胞大小。 

 

 性腺白色脂肪組織 (gWAT) 定量結果 

在雄鼠 gWAT 的 H&E 切片染色與定量結果發現 WC 組的脂肪細胞相較

於 CC 組有偏小顆的現象，在以 500 μm2 來進行分佈作圖，可以看到 <500 μm2 

的小顆細胞區間， WC 組有多於 CC 組的現象 (p<0.05)； 另外在偏大顆 2001 

μm2 以上的區間則是都出現了 WC 組少於 CC 組的顯著差異 (p <0.05) 如 圖 

二-11 B 所示，然而由組織重量與平均細胞體積推估的細胞數則沒有差異，同樣的

差異我們也在經過計算的平均數 (圖 二-15 A) 與中位數看到 (圖 二-15 B)。 在雌

鼠的結果與雄鼠不盡相同，雌鼠的 WC 組 gWAT 的細胞相較於 CC 組是偏大顆

的，如 圖 二-12 A，但無論是細胞大小分布與估計細胞數都沒有出現統計差異 (圖 

二-12 B)，平均數與中位數結果相同 (圖 二-15 A, B)。 

 

 腎臟周圍白色脂肪組織 (rWAT) 定量結果 

rWAT 的細胞分布由 H&E 染色發現子代雄鼠不論 CC 組或是 WC 組大小

差異很大，有分布不均的現象 (圖 二-13 A)， 因 rWAT 的大小本身就較小顆，故

以 300 μm2 為區間來做圖，雄鼠的腎周脂的細胞大小定量結果與估計細胞數沒有

差異 (圖 二-13 A)， 進一步計算出的平均數與中位數點圖亦然 (圖 二-15 C, D)； 

雌鼠的腎周脂定量結果亦無差異，無論是細胞大小分布與估計細胞數 (圖 二-14 B) 

或是細胞大小平均數與中位數 (圖 二-15 C, D)。 

 

子代肝臟切片染色 

子代肝臟的 H&E 的切片染色，拍照時選擇有血管通過的視野，結果看到子代

雄鼠 WC 組相較於 CC 組有較多的白色空泡，以油紅染色輔佐推論，該白色空泡

可能為脂肪油滴；雌鼠 H&E 切片染色上並無發現兩組有明顯的差異，油紅染色結
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果亦然，但在代表 ROS 存在的 DHE 染色 WC 雄雌鼠紅色螢光訊號似乎有比 

CC 強的趨勢 (圖 二-16)，顯示 WC 組雄鼠可能有較多的脂肪堆積，且不論雄雌 

WC 組的肝臟有較 CC 組多的 ROS 存在。 

 

子代肝脂分析 

取 16 週齡犧牲後取得的肝臟，以氯仿與異丙醇進行均質萃取得到的肝脂萃

取液，定量其中三酸甘油酯、膽固醇與非酯化脂肪酸的含量，可分別得到每克肝組

織的肝脂定量 (圖 二-17) 以及整塊肝臟的定量結果 (圖 二-18)。 在雄鼠的肝臟

看到有三酸甘油酯 (p<0.01)、膽固醇 (p<0.01) 與非酯化脂肪酸 (p<0.01) WC 組相

較於 CC 組有堆積的現象；雌鼠則是在非酯化脂肪酸分析中 WC 組顯著高於 CC 

組 (p<0.01)， 三酸甘油酯與膽固醇未達顯著差異。 

 

子代犧牲後脂蛋白譜分析與血清 ApoB 濃度 

為了解釋肝脂堆積的現象是否為脂質運送受阻，我們將子代犧牲後同組同性

別血清混和成 200 μL 進行脂蛋白譜分析，由雄鼠二重複的結果看到，在代表極低

密度脂蛋白 (VLDL) 與乳糜微粒殘留物 (CM-R) 的第一個高峰，是有 WC 組是

較 CC 組低的現象 (圖 二-19 A)； 雌鼠則有三重複的結果，但兩組曲線幾乎重和，

看不出差異， (圖 二-19 B)。 同一時間點分析血清 ApoB 濃度也呼應此結果， WC 

雄鼠血清 ApoB 濃度低於 CC 組 (圖 二-19 C)，雌鼠則沒有差異 (圖 二-19 D)。 

 

子代肝臟醣代謝相關 mRNA 表現量分析 

在葡萄糖耐受性測試以及胰島素耐受性測試上看到 WC 組雄鼠的耐受性較 

CC 組差，再加上雄鼠肝脂堆積的情況，因此我們欲由分析肝臟糖產出基因表現的

角度來解釋該現象。 

分析目標基因有: Pck1 (PEPCK) 與 Slc37a4 (Glucose 6-phosphate transporter, 

G6PT)。PEPCK 作為糖質新生的關鍵酵素，G6PT 則為肝醣合成關鍵因子。但結果

發現 Pck1 與 Slc37a4 mRNA 表現量在兩組間並無顯著差異 (圖 二-20 A)。 
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子代肝臟脂質代謝相關基因 mRNA 表現量分析 

欲以基因表現來解釋雄鼠肝脂堆積的現象，可分別由脂質新合成路徑 (de novo 

lipogenesis pathway, DNL)、 脂肪酸氧化路徑以及脂肪酸運輸來說明，如 圖 二-20。 

 

 脂質新合成路徑 (De novo lipogenesis pathway, DNL) 

分析目標基因有: Nr1h3 (LXRα), Srebf1a (SREBP1a), Srebf1c (SREBP 1c), Mlxipl 

(ChREBP), Acacb (ACC2), Fasn (Fasn), Scd1 (Scd1),與 Dgat2 (Dgat2)。 

分析 DNL 相關基因看到 WC 組相比於 CC 組 mRNA 表現量普遍是下降

的，最上游的 Nr1h3 有下降現象 (p<0.05)，受其調控的 Srebf1a 與 Srebf1c mRNA 

表現量較低  (p<0.05)，  受到葡萄糖刺激表現的  Mlxipl 同樣也有下降趨勢 

(p=0.06)， 下游的 Fasn (p<0.01) 與 Scd1 (p<0.01) 可能也隨之下降，而最後一步

合成三酸甘油酯的 Dgat2 表現量在 WC 組也低於 CC 組 (p<0.01)， 這可推測是 

WC 組有較多非酯化脂肪酸的原因。 

 

 脂質分解與氧化作用 

分析目標基因有: Lipe (HSL), Pnpla2 (ATGL), Sirt1 (Sirt1), PPARa (PPARα), 

Fgf21 (Fgf21), Cpt1a (Cpt1a) 與 Acox (Acox)。 結果僅在轉錄因子 PPARα 有 WC 

組顯著低於 CC 組的趨勢 (p=0.05)，其餘氧化相關基因與脂質分解相關基因在兩

組間沒有太大的差異 (圖 二-20 C)。 

 

 肝臟脂質運輸路徑 

分析目標基因有: Cd36 (Cd36), Mttp (Mttp), Slc27a5 (Fatp5) 與 ApoB (ApoB)。 

在肝臟攝入脂肪酸的通道蛋白 Cd36 兩組並無差異，反而是脂肪酸的轉運蛋

白 Slc27a5 (Fatp5) WC 組相比於 CC 組 mRNA 表現量下降現象 (p<0.05)， 另外

與 VLDL 排出相關的的 Mttp 與 ApoB， 發現 ApoB 在 WC 組表現量較 CC 

組較低 (p<0.05)， 而 Mttp 無顯著差異 (圖 二-20 D)。 
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子代性腺脂肪分解作用與脂肪功能基因表現量分析 

在白色脂肪組織定量結果看到 WC 組的性腺脂肪相較於 CC 組來的小顆，

因此欲分析 WC 組的性線脂肪功能是否正常，分析脂肪分解目標基因有: Lipe 

(HSL), Pnpla2 (ATGL), Cptla (Cptla), Pparg (Pparγ)； 分析脂肪功能與數量相關目

標基因有: Adipoq (Adiponectin), Retn (Resistin), Adgre1 (F4/80) 與 Cd68 (Cd68)。 

結果發現， Lipe 與 Pnpla2 兩個脂解酶表現量普遍是 WC 組低於 CC 組的 

(Lipe, p<0.05, Pnpla2, p<0.05)， 與脂肪酸儲存相關的 Pparg 出現了 WC 組低於 

CC 組的現象 (p<0.05)，在脂肪酸氧化相關的 Cpt1a 則沒有差異。脂肪功能的部

分，我們分析了兩種脂肪細胞激素 (adipokines)， Adipoq 與 Retn 的基因表現，結

果確實是 WC 組較 CC 組低 (Adipoq p<0.05; Retn p<0.05)， 說明 WC 組的脂肪

功能可能較 CC 組差，但在脂肪組織的巨噬細胞表面標記物 Adgre1 與 Cd68 分

析上則沒有差異，如 圖 二-21。 

 

子代肝臟基因甲基化分析 

分析的目標基因有：Nr1h3 (LXRα) 與 ApoB。 

Nr1h3 片段具有 11 個 CpG site (圖 二-22)，在 CC 組與 WC 組各取 5 隻

雄鼠定序 10 個 clones 的情況下發現該片段幾乎沒有出現甲基化的位點，兩組均

呈現低甲基化的狀態。 ApoB 則是一包含轉錄起始點 (TSS)，有 21 個 CpG site 

的 片段，在兩組各取三隻雄鼠定序 9~19 個 clones， 看到 WC 組的有特定位點

甲基化程度有較 CC 組高的現象，我們感興趣的整個片段平均 DNA 甲基化程度

相比也有同樣的趨勢，且出現統計差異 (p<0.05)，如 圖 二-23 B, C。 

 

懷孕 18.5 天 (E18.5) 胚胎之體重 

欲更甚入了解生命早期的子代情況，我們推算母鼠懷孕的日子，於第 18 日取 

E18.5 胚胎，兩組各收集三胎，CD 組收集了 22 個胚胎； WD 組則有 16 個。

不區分雄雌胚胎一同觀察體重、肝臟重量以及胎盤重量與大小，發現無差異 (表 二

-10)。 



doi:10.6342/NTU201902077

第二章 母親高膽固醇血症對子代成年代謝性疾病的影響 

63 

 

E18.5 子代肝臟脂質代謝相關基因 mRNA 表現量分析 

同樣的分析胚胎的肝脂代謝，想了解是否與成鼠有差異。 

分析目標基因有: Nr1h3 (LXRα), Srebf1a (SREBP1a), Srebf1c (SREBP 1c), Acacb 

(ACC2), Fasn (Fasn), Scd1 (Scd1), Dgat2 (Dgat2), ApoB (ApoB), Sirt1 (Sirt1), PPARa 

(PPARα), Cpt1a (Cpt1a) 與 Acox1 (Acox1)。 結果顯示屬於 DNL 相關基因在 WC 

組相比於 CC 組大部分都上調了 (Nr1h3 p<0.05; Srebf1a p<0.05; Srebf1c p<0.05; 

Scd1 p<0.05)，合成三酸甘油酯的 Dgat2 則沒有差異，而與 VLDL 排出相關的 

ApoB 則有下降的現象 (p<0.05) (圖 二-24 A)，另外在偏向脂肪酸氧化的基因 

PPARa, Cpt1a 與 Acox1 mRNA 表現量是沒有差異，然而 Sirt1 mRNA 表現量在 

WC 組則有顯著的高於 CC 組 (p<0.05) (圖 二-24 B)。 

 

E18.5 胎盤脂質傳遞相關基因 mRNA 表現量分析 

欲分析胎盤中脂質傳遞相關基因確認 WC 組中是否有較多的脂質通過胎盤

傳遞給胎兒。 

分析目標有：Lpl (Lpl), Cd36 (Cd36), Vldlr (Vldlr), Fabp3 (Fabp3), Got2 (Fabp-

pm), Gpat1 (Gpat1), Gpat2 (Gpat2), Gpat3 (Gpat3) 與 Gpat4 (Gpat4)。 結果顯示在 

WC 組與脂肪酸轉運相關的基因 Fabp3 與 Fabp-pm 都有顯著得上升 (p<0.05) 

Cd36 亦有上升的趨勢 (p=0.065)， 說明確實有較多的脂肪酸通過胎盤。而與脂蛋

白代謝相關的 lipoprotein lipase (Lpl) 以及 VLDL receptor (Vldlr) 也是在 WC 組

顯著上升的 (Lpl p<0.05, Vldlr p<0,01)。另外參與三酸甘油酯代謝的 glycerol-3-

phosphate acyltransferase (GPAT) 家族基因表現分析中， Gpat2, Gpat3, Gpat4 也是

明顯的在 WC 組上升 (Gpat2 p<0.01, Gpat3 p<0,05, Gpat4 p<0,05) (圖 二-24 C)。 
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表 二-6  母鼠體重與血液生化指標 
Table 2-6  The body weight and blood biochemical analysis of pregnant dams. 
 

All data were collected after a 4-hour fast. Values are presented as mean ± SEM. Data 
were analyzed by Independent-Sample T-Test, ***p <0.001 denotes significant between 
CD and WD group. 
 

 

 

 

 

Control dams (CD) 

(n=5~7) 

Western dams (WD) 

( n=4~7) 

Body weight (g) 
Before pregnancy 21.52 ± 0.63 23.23 ± 0.75 

After lactation 25.00 ± 1.10 23.89 ± 2.22 

Serum triglyceride 

(mg/dL) 

Before pregnancy 64.86 ± 7.36 83.56 ± 19.16 

After lactation 62.88 ± 9.39 43.51 ± 7.81 

Serum cholesterol 

(mg/dL) 

Before pregnancy 256.93 ± 18.66 798.31 ± 58.50*** 

After lactation 373.12 ± 71.57 1176.94 ± 92.59*** 

Serum glucose 

(mg/dL) 

Before pregnancy 210.75 ± 31.18 224.50 ± 22.05 

After lactation 143.75 ± 12.58 160.50 ± 40.17 
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圖 二-1 子代體重變化與攝食量 
Figure 2-1 Body weight and food intake of offspring from birth to 16 weeks of age. 
There was no difference in body weight (A-C) and food intake (D, E) between CC and 
WC group. The birth weight (A), body weight of male (B) and female (C) offspring at 3, 
8 and 13 weeks of age. The values are the means ± SEM. Data were analyzed by 
Independent-Sample T-Test, *p<0.05 denotes significant between CC and WC group. CC: 
Offspring derived from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring 
derived from Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD.  
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圖 二-2 子代離乳後至犧牲前血脂變化 
Figure 2-2 Serum lipid levels of offspring from weaning to 13 week of age. 
Maternal hypercholesterolemia led to dyslipidemia in offspring at weaning. Serum 
triglyceride (A, B), and cholesterol (C, D) levels of male (A, C) and female (B, D) 
offspring at 3, 8 and 13 weeks of age after a 4-hour fast. The values are the means ± SEM. 
Data were analyzed by Independent-Sample T-Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
denotes significant different in offspring exposed to a different intrauterine environment. 
CC: Offspring derived from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: 
Offspring derived from Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD. 
  

B 
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圖 二-3 16 週齡子代犧牲時血脂相關生化指標 
Figure 2-3 Serum lipid levels of offspring at 16 weeks of age. 
The female WC group had lower serum NEFA levels than CC group, and there was no 
difference intriglyceride and cholesterol levels between groups. All serum samples were 
collected in the morning (8:00~12:00 AM). The values are the means ± SEM. Data were 
analyzed by Independent-Sample T-Test, *p<0.05, denotes significant different in 
offspring exposed to a different intrauterine environment. CC: Offspring derived from 
control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet 
(WD)-fed dams was fed with a WD.  
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圖 二-4 14 週齡子代葡萄糖耐受性測試 (IPGTT) 
Figure 2-4 Intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT) of offspring at 14 weeks 
of age. 
Maternal hypercholesterolemia impaired glucose tolerance in male offspring. The mice 
were fasted 6 hours (9:00~15:00). The baseline blood glucose level was measured before 
experiment, and 1g /kg body weight glucose was injected intraperitoneally. (A, B) 
Glucose levels of male (A) and female (B) offspring were measured at regular interval of 
15, 30, 60, 90 and 120 min. (C, D) Quantification of the area curve (AUC) from GTT 
results of male (C) and female (D). The values are the means ± SEM. Data were analyzed 
by Independent-Sample T-Test, * p<0.05, ** p<0.01, denotes significant different in 
offspring exposed to a different intrauterine environment. CC: Offspring derived from 
control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet 
(WD)-fed dams was fed with a WD. 
  

A B 
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圖 二-5 15 週齡子代胰島素耐受性測試 (ITT) 
Figure 2-5 Insulin tolerance test (IIT) of offspring at 15 weeks of age. 
Maternal hypercholesterolemia impaired insulin tolerance in male offspring. The mice 
were fasted 6 hours (9:00~15:00). The baseline blood glucose was measured before 
experiment, and 0.75 U insulin/kg body weight was injected intraperitoneally. . (A, B) 
Glucose levels of male (A) and female (B) offspring were measured at regular interval of 
15, 30, 60, 90 and 120 min. (C, D) Quantification of the area curve (AUC) from ITT 
results of male (C) and female (D). The values are the means ± SEM. Data were analyzed 
by Independent-Sample T-Test, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 denotes significant 
different in offspring exposed to a different intrauterine environment. CC: Offspring 
derived from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from 
Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD. 
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表 二-7 16 週齡子代齡血糖相關生化指標 
Table 2-7 The biochemical analysis associated with glucose homeostasis of 
offspring at 16 weeks of age. 
 

 

Dietary groups (Male) Dietary groups (Female) 

CC 

(n=7) 

WC 

(n=9) 

CC 

(n=9) 

WC 

(n=7) 

Fed glucose (mg/dL) 183.3 ± 16.5 176.4 ± 14.2 144.6 ± 8.8 161.4 ± 11.6 

Fasting O/N glc (mg/dL) 96.5 ± 11.3 107.0 ± 9.0 96.0 ± 7.2 103.4 ± 10.67 

Fasting O/N insulin (μg/L) 0.4 ± 0.1 0.3 ± 0.1 0.4 ± 0.1 0.5 ± 0.1 

Fasting 6h glc (mg/dL) 112.3 ± 13.0 149.8 ± 9.2* 112.8 ± 5.6 131.4 ± 7.3 

Fasting 6h insulin (μg/L) 0.5 ± 0.1 1.1 ± 0.1** 0.3 ± 0.1 0.9 ± 0.2* 

Fasting 6h HOMA-IR 2.6 ± 0.5 8.1 ± 0.9*** 1.9 ± 0.9 6.1 ± 1.5* 

HbA1c (%) 4.7 ± 0.2 4.8 ± 0.2 4.9 ± 0.1 5.3 ± 0.2 

Fed glucose results were collected in the morning (9:00~10:00 AM), and fasting 
overnight (O/N) glucose results were measuredat 8:00 AM after a12-hour fasting. Fasting 
6-hour glucose results were measured at 3:00 PM after a6-hour-s fasting. The values are 
the means ± SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test, *p<0.05, 
**p<0.01, *** p<0.001 denotes significant different in offspring exposed to a different 
intrauterine environment. CC: Offspring derived from control diet (CD)-fed dams was 
fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet (WD)-fed dams was fed with a 
WD. 
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圖 二-6 16 週齡雄鼠子代禁食 12 小時性腺脂肪與腓腸肌組織的胰島素傳遞訊號

敏感度試驗 
Figure 2-6 Effects of maternal hypercholesterolemia on insulin signaling in gWAT 
and muscle of male offspring at 16 weeks after a 12-hour fast. 
In vivo total Akt and phospho-Akt levels in gWAT and gastrocnemius muscle (Gas) from 
CC and WC male mice with insulin stimulation. After a 12-hour fast, mice were injected 
with 2U insulin/kg body weight intraperitoneally and sacrificed after 20 min. (A) 
Phosphorylated Akt and total Akt levels were measuredusing Western blotting. β-actin 
was used as a loading control. (B) Quantitation of phosphorylated Akt/total Akt in the 
gWAT and gastrocnemius. Data were displayed as means ± SEM (n = 2). CC: Offspring 
derived from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from 
Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD. 
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圖 二-7 16 週齡雌鼠子代禁食 12 小時性腺脂肪與腓腸肌組織的胰島素傳遞訊號

敏感度試驗 
Figure 2-7 Effects of maternal hypercholesterolemia on insulin signaling in gWAT 
and muscle of female offspring at 16 weeks after a 12-hour fast. 
In vivo total Akt and phospho-Akt levels in gWAT and gastrocnemius muscle (Gas) from 
CC and WC female mice with insulin stimulation. After a 12-hour fast, mice were injected 
with 2U insulin/kg body weight intraperitoneally and sacrificed after 20 min. (A) 
Phosphorylated Akt and total Akt levels were measuredusing Western blotting. β-actin 
was used as a loading control. (B) Quantitation of phosphorylated Akt/tAkt in the gWAT 
and gastrocnemius. Data were displayed as means ± SEM (n = 2). CC: Offspring derived 
from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western 
diet (WD)-fed dams was fed with a WD. 
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圖 二-8 16 週齡雄鼠子代禁食 6 小時性腺脂肪與腓腸肌組織的胰島素傳遞訊號

敏感度試驗 
Figure 2-8 Effects of maternal hypercholesterolemia on insulin signaling in gWAT 
and muscle of male offspring at 16 weeks after a 6-hour fast. 
In vivo total Akt and phospho-Akt levels in gWAT and gastrocnemius muscle (Gas) from 
CC and WC malemice with insulin stimulation. After a 6-hour fast, mice were injected 
with 2U insulin/kg body weight intraperitoneally and sacrificed after 5 min. (A) 
Phosphorylated Akt and total Akt levels were measuredusing Western blotting. β-actin 
was used as a loading control. (B) Quantitation of phosphorylated Akt/tAkt in the gWAT 
and gastrocnemius. Data were displayed as means ± SEM (n = 4~5). CC: Offspring 
derived from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from 
Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD. 
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圖 二-9 16 週齡雌鼠子代禁食 6 小時性腺脂肪與腓腸肌組織的胰島素傳遞訊號

敏感度試驗 
Figure 2-9 Effects of maternal hypercholesterolemia on insulin signaling in gWAT 
and muscle of female offspring at 16 weeks after a 6-hour fast. 
In vivo total Akt and phospho-Akt levels in gWAT and gastrocnemius muscle (Gas) from 
CC and WC female mice with insulin stimulation. After a 6-hour fast, mice were injected 
with 2U insulin/kg body weight intraperitoneally and sacrificed after 5 min. (A) 
Phosphorylated Akt and total Akt levels were measuredusing Western blotting. β-actin 
was used as a loading control. (B) Quantitation of phosphorylated Akt/tAkt in the gWAT 
and gastrocnemius. Data were displayed as means ± SEM (n = 4~5). CC: Offspring 
derived from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from 
Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD. 
 

  

p-Akt(T308) 

p-Akt(S473) 

Total-Akt 

-  -  -  -  +  +  +  + 
CC CC WC WC CC CC WC WC 

insulin -  -  -  -  +  +  +  + 
CC CC WC WC CC CC WC WC 

Female-gWAT Female-Gas 

β-actin 

A 

B 



doi:10.6342/NTU201902077

第二章 母親高膽固醇血症對子代成年代謝性疾病的影響 

75 

 

表 二-8 16 週齡子代犧牲後組織與器官絕對重量 
Table 2-8 The absolute organ/tissue weights of offspring at 16 weeks of age. 
 

Absolute 

organ/tissue weight 

Dietary groups (Male) Dietary groups (Female) 

CC 

(n=24) 

WC 

(n=24) 

CC 

(n=21) 

WC 

(n=17) 

Body weight (g) 26.65±0.57 25.91±0.45 20.26±0.30 21.68±0.52* 

Liver (g) 1.16±0.04 1.08±0.02 0.97±0.02 0.98±0.03 

iWAT (g)1 0.30±0.03 0.25±0.02 0.18±0.01 0.21±0.02 

gWAT (g)2 0.48±0.04 0.45±0.03 0.21±0.02 0.30±0.05 

rWAT (g)3 0.15±0.03 0.12±0.01 0.12±0.02 0.18±0.01 

BAT (g)4 0.09±0.01 0.08±0.00 0.06±0.00 0.06±0.01 

gastrocnemius (g) 0.30±0.01 0.31±0.01 0.23±0.01 0.24±0.01 

Soleus (mg) 0.02±0.00 0.02±0.00 0.02±0.54 0.05±0.03 

The values are the means ± SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test, 
*p<0.05, denotes significant different in offspring exposed to a different intrauterine 
environment. iWAT1：Inguinal white adipose tissue； gWAT2：gonadal fat； rWAT3：

retroperitoneal white adipose tissue； BAT4：Interscapular brown adipose tissue CC: 
Offspring derived from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring 
derived from Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD.  
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表 二-9 16 週齡子代犧牲後組織與器官相對重量 
Table 2-9 The relative organ/tissue weights of offspring at 16 weeks of age. 
 

Relative 

organ/tissue weight 

Dietary groups (Male) Dietary groups (Female) 

CC 

(n=24) 

WC 

(n=24) 

CC 

(n=21) 

WC 

(n=17) 

Liver (%) 4.36±0.14 4.19±0.06 4.79±0.09 4.53±0.11 

iWAT (%)1 1.12±0.10 0.98±0.06 0.89±0.06 0.94±0.08 

gWAT
 
(%)2 1.78±0.14 1.72±0.10 1.01±0.09 1.33±0.16 

rWAT (%)3 0.54±0.08 0.45±0.05 0.58±0.07 0.82±0.15 

BAT (%)4 0.32±0.02 0.31±0.01 0.31±0.01 0.32±0.02 

gastrocnemius (%) 1.06±0.07 1.20±0.04 1.10±0.04 0.77±0.13* 

Soleus (%) 0.07±0.01 0.08±0.01 0.08±0.00 0.16±0.10 

Relative organ/tissue weight (%) = Absolute organ/tissue weight / body weight × 100%. 
The values are the means ± SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test, 
*p<0.05, denotes significant different in offspring exposed to a different intrauterine 
environment. iWAT1：Inguinal white adipose tissue； gWAT2：gonadal fat； rWAT3：

retroperitoneal white adipose tissue； BAT4：Interscapular brown adipose tissue 
CC: Offspring derived from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: 
Offspring derived from Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD. 
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圖 二-10 16 週齡腹部內臟脂肪百分率分析 
Figure 2-10 The visceral fat percentage of offspring. 
The body fat percentage of (A) male and (B) female offspring. Visceral fat% = 
(gWAT+rWAT)/body weight × 100%. The values are the means ± SEM. Data were 
analyzed by Independent-Sample T-Test. CC: Offspring derived from control diet (CD)-
fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet (WD)-fed dams 
was fed with a WD.  
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圖 二-11 16 週齡子代雄鼠性腺性腺白色脂肪 H&E 染色切片 
Figure 2-11 The gWAT morphometry and adipocyte number of male offspring. 
(A) Representative images of hematoxylin and eosin-stained sections of gWAT at 200X 
magnification of male offspring. Scale bars, 20 μm. (B) Corresponding adipocyte size 
and number was analyzed using adiposoft. At least 5 different areas per fat pad section of 
each mouse were quantified, and distribution of adipocyte areas was calculated; n = 4~5. 
It seemed that WC group adipocyte size was smaller than CC group. The values are the 
means ± SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test, *p<0.05, denotes 
significant different in offspring exposed to a different intrauterine environment. CC: 
Offspring derived from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring 
derived from Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD. 
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圖 二-12 16 週齡子代雌鼠性腺性腺白色脂肪 H&E 染色切片以及脂肪細胞定量 
Figure 2-12 The gWAT morphometry and adipocyte number of female offspring. 
(A) Representative images of hematoxylin and eosin-stained sections of gWAT at 200X 
magnification of female offspring. Scale bars, 20 μm. (B) Corresponding adipocyte size 
and number was analyzed by adiposoft. At least 5 different areas per fat pad section of 
each mouse were quantified, and distribution of adipocyte areas was calculated; n = 5. 
There is no significant different between CC and WC group. The values are the means ± 
SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test. CC: Offspring derived from 
control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet 
(WD)-fed dams was fed with a WD. 
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圖 二-13 16 週齡子代雄性腎臟周圍白色脂肪 H&E 染色切片 
Figure 2-13 The rWAT morphometry and adipocyte number of male offspring. 
(A) Representative images of hematoxylin and eosin-stained sections of rWAT at 200X  
magnification of male offspring. Scale bars, 20 μm. (B) Corresponding adipocyte size 
and number was analyzed by adiposoft. At least 5 different areas per fat pad section of 
each mouse were quantified, and distribution of adipocyte areas was calculated; n = 4~5. 
There was no significant difference between CC and WC group. The values are the means 
± SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test. CC: Offspring derived from 
control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet 
(WD)-fed dams was fed with a WD. 
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圖 二-14 16 週齡子代雌鼠腎臟周圍白色脂肪 H&E 染色切片 
Figure 2-14 The rWAT morphometry and adipocyte number of female offspring. 
(A) Representative images of hematoxylin and eosin-stained sections of rWAT at 200X 
magnification of female offspring. Scale bars, 20 μm. (B) Corresponding adipocyte size 
and number was analyzed by adiposoft. At least 5 different areas per fat pad section of 
each mouse were quantified, and distribution of adipocyte areas was calculated; n = 5. 
There was no significant difference between CC and WC group. The values are the means 
± SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test. CC: Offspring derived from 
control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet 
(WD)-fed dams was fed with a WD. 
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圖 二-15 16 週齡子代性腺白色脂肪組織與腎周白色脂肪組織細胞大小定量之平

均值與中位數 
Figure 2-15 The average and median of gWAT and rWAT adipocyte size. 
The average (A, C) and median (B, D) size of adipocyte from gWAT (A, B) and rWAT 
(C, D) of offspring at 16 weeks of age. The average and median size of adipocyte from 
gWAT of male WC group was significantly smaller than that of CC group. There was no 
significant difference between two groups of female offspring. The values are the 
means±SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test. CC: Offspring derived 
from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western 
diet (WD)-fed dams was fed with a WD. 
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圖 二-16 16 週齡子代肝臟切片染色 
Figure 2-16 Maternal hypercholesterolemia enhances hepatic lipid accumulation in 
male offspring.  
H&E-stained, Oil Red O stained and DHE-stained sections of liver tissue from CC and 
WC offspring. The hepatic lipid and ROS levels were higher in WC male offspring than 
in CC male offspring. Scale bars, 20 μm. The images were taken from liver sections at 
400X magnification. CC: Offspring derived from control diet (CD)-fed dams was fed 
with a CD. WC: Offspring derived from Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD.  
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圖 二-17 16 週齡子代犧牲後肝脂分析 (單位脂肪含量/單位肝重) 
Figure 2-17 Quantification of hepatic lipid levels (mg lipid/g liver) of offspring. 
Hepatic triglyceride (A, B), cholesterol (C, D) and NEFA (E, F) of male (A, C, E) and 
female (B, D, F) offspring. The hepatic triglyceride, cholesterol and NEFA levels were 
significantly higher in WC male group than in CC male group; however, only hepatic 
NEFA level was higher in WC female group than in CC female group. The values are the 
means ± SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test, *p<0.05, **p<0.01 
denotes significant different in offspring exposed to a different intrauterine environment. 
CC: Offspring derived from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: 
Offspring derived from Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD.  
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圖 二-18 16 週齡子代犧牲後肝脂分析 (單位脂肪含量/全肝) 
Figure 2-18 Quantification of hepatic lipid levels (mg lipid/ liver) of offspring. 
Total hepatic triglyceride (A, B), cholesterol (C, D) and NEFA (E, F) of male (A, C, E) 
and female (B, D, F) offspring. The hepatic lipid levels were significantly higher in WC 
male group than in CC male group; however, only hepatic NEFA level was higher in WC 
female group than CC female group. The values are the means ± SEM. Data were 
analyzed by Independent-Sample T-Test, *p<0.05, **p<0.01 denotes significant different 
in offspring exposed to a different intrauterine environment. CC: Offspring derived from 
control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet 
(WD)-fed dams was fed with a WD.  
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圖 二-19 16 週齡子代犧牲後脂蛋白譜分佈與血清 ApoB 濃度 
Figuer 2-19 The lipid profile of offspring at 16 weeks of age. 
Serum lipoprotein profiles were analyzed in male (A) female and (B) offspring using 
FPLC. X-axis represents the number of fractions present in the mixture as a peak; Y-axis 
shows the cholesterol levels of the different fractions. Serum ApoB levels in male (C) and 
female (D) offspring. HDL： high-density lipoprotein； IDL： intermediate-density 
lipoprotein；LDL：low-density lipoprotein；VLDL：very low-density lipoprotein.；CM-
R：chylomicron remnant. CC: Offspring derived from control diet (CD)-fed dams was 
fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet (WD)-fed dams was fed with a 
WD.  
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圖 二-20 16 週齡子代雄鼠肝臟醣類與脂質代謝相關的 mRNA 基因表現 

Figure 2-20 mRNA expression of key factors involved in gluconeogenesis, lipid 
metabolism and lipid transport in livers of male offspring. 
(A-D) Genes involved in gluconeogenesis (A) DNL pathway (B), lipolysis and fatty acid 
oxidation (C) and fatty acid transport (D). mRNA levels were measured by real-time PCR 
and data were normalized with the housekeeping gene 18s rRNA. The values are the 
means ± SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test, *p<0.05, **p<0.01 
denotes significant different in offspring exposed to a different intrauterine environment. 
CC: Offspring derived from control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: 
Offspring derived from Western diet (WD)-fed dams was fed with a WD..  
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圖 二-21 16 週齡子代性腺白色脂肪組織脂肪氧化以及功能相關 mRNA 表現 
Figure 2-21 mRNA expression of genes involved in lipolysis, adipokines, and 
inflammation in eWAT of offspring. 
Data were normalized with the housekeeping gene 18s rRNA. The values are the means 
± SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test. CC: Offspring derived from 
control diet (CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet 
(WD)-fed dams was fed with a WD.  
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圖 二-22 子代雄性成鼠肝臟 Nr1h3 DNA 甲基化分析 
Figure 2-22 DNA methylation analysis of Nr1h3 in Liver Samples from adult male 
offspring. 
(A) Schematic representation of the promoter of Nr1h3. Bisulfite-sequencing (BS) 
analysis region encircling the transcription start site is indicated. (B) The graph represents 
the percentage of DNA methylation of individual CpG sites at A region and the average 
of %DNA methylation for the region. (C) The graph represents the percentage of DNA 
methylation of individual CpG sites at B region. The values are the means ± SEM. Data 
were analyzed by Independent-Sample T-Test, CC: Offspring derived from control diet 
(CD)-fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet (WD)-fed 
dams was fed with a WD.  
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圖 二-23 子代雄性成鼠肝臟 AopB DNA 甲基化分析 
Figure 2-23 DNA methylation analysis of ApoB in Liver Samples from adult male 
offspring. 
(A) Schematic representation of the promoter of mouse ApoB. Bisulfite-sequencing (BS) 
analysis region encircling the transcription start site is indicated. (B) The graph 
represented the percentage of DNA methylation of individual CpG sites. (C) The average 
of %DNA methylation for the region. The values are the means ± SEM. Data were 
analyzed by Independent-Sample T-Test, CC: Offspring derived from control diet (CD)-
fed dams was fed with a CD. WC: Offspring derived from Western diet (WD)-fed dams 
was fed with a WD.  
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表 二-10 E18.5 子代犧牲後組織與器官絕對重量 
Table 2-10 The absolute organ/tissue weights of E18.5 embryos. 
 

 

Dietary groups 

Ctrl Diet (CD) 

(n=22) 

Western Diet (WD) 

(n=16) 

Embryo 

  

Fetal weight (mg) 1123.35 ± 15.35 1133.19 ± 39.62 

Liver weight (mg) 67.79 ± 1.34 66.48 ± 2.80 

Placenta 

  

Placenta weight (mg) 87.30 ± 2.43 96.05 ± 4.01 

Placenta length (cm) 0.82 ± 0.01 0.84 ± 0.02 

The values are the means ± SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test. 

 

  

5mm 5mm 

5mm 5mm 
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圖 二-24 E18.5 子代胚胎肝臟與胎盤脂質代謝路徑的基因表現 
Figuer. 2-24 mRNA expression of key factors involved in lipid metabolism in E18.5 
fetal livers and placenta. 
(A, B) mRNA expression of genes involved in DNL pathway, TG synthesis and FA 
transport (A) and fatty acid oxidation (B) in embryonic liver. (C) mRNA expression of 
genes involved in FA transport in placenta. mRNA levels were measured using real-time 
PCR and data were normalized with the housekeeping gene 18s rRNA. The values are 
the means ± SEM. Data were analyzed by Independent-Sample T-Test, *p<0.05 denotes 
significant different in offspring exposed to a different intrauterine environment. CD：

embryos derived from control diet (CD)-fed dams；WD：embryos derived from western 
diet (WD)-fed dams.    
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第四節  討論 

西方飲食誘導孕鼠 

 成功誘導孕鼠高膽固醇血症 

我們實驗模式用西方飲食誘導母鼠，飼料中額外添加 0.15% 膽固醇，與餵食

控制飲食之母鼠相比，懷孕前確實誘導出較高的膽固醇血症並持續至子代離乳 (表 

二-6)。 然而母鼠懷孕前及子代離乳後體重與血清三酸甘油酯濃度在兩組間並無差

異，除了可能受子代數量影響母親營養狀況以外 (Capriglioni Cancian et al., 2016)，

也有說法餵食高膽固醇飲食可能會啟動肝臟保護機制，增加肝臟 lipoprotein lipase 

的基因表達，減少脂肪肝變性危機進一步調控飲食導致的血三酸甘油酯異常 

(Weinstein et al., 2010)。 

除了飲食誘導以外，另外一篇文獻是以基因型的差異探討母親高膽固醇血症

對於子代影響，他們比較 ApoE-/- 與野生型孕鼠子代的膽固醇代謝，結果發現 

ApoE-/- 子代可能更容易發生高膽固醇血症與動脈粥狀硬化  (Goharkhay et al., 

2008b)，顯然不論是基因或是飲食的影響，孕鼠高膽固醇血症確實會對子代造成代

謝失調的影響。 

 

子代出生體重以及攝食量不受孕鼠高膽固醇血症影響 

在我們的實驗中沒有看到餵食 WD 孕鼠與餵食 CD 的子代有出生體重差異 

(圖 二-1 A)， 這可能的原因除了是沒有準確的在子代一出生就測量體重以外，我

們實驗並沒有控制胎數 (litter size)， 然而胎數大小是可能會影響出生體重，胎數

較小會因為營養充足使得出生體重較重。我們也發現子代離乳之後，性別會導致的

體重差異日益明顯，因此將雄雌鼠結果分開統計分析，結果發現雄鼠從 3 週齡截

至犧牲 16 週齡時體重兩組間都沒有差異，反而在雌鼠 16 週齡觀察到禁食 12 

小時後，WC 組體重有顯著重於 CC 組，增加的部分反應在性腺脂肪與腎周脂肪 

(表 二-8)，同樣的現象在 C57BL/6J 野生型的母鼠分別餵養控制飲食 (chow diet) 

與高脂飲食 (45% fat) 飼養 10 週後與公鼠交配，結果發現在子代雌鼠 36 週齡時

有體重增加與高膽固醇血症的情況，說明性別特異性確實存在 (Elahi et al., 2009)，
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在我們實驗模式中，若要觀察子代肥胖現象，或許可以增加子代雌鼠飼養天數，待

體重差異更明顯後再進行分析。 

另外在我們動物模式下，ApoE-/- 小鼠相較於同齡的野生型小鼠，體重增加幅

度有略低的現象，一般野生型小鼠 6~7 週齡就可能有 25~30 g 且可持續上升 

(Jensen et al., 2016)， 我們的小鼠至 16 週犧牲卻僅有 25 g 左右，這可能與小鼠

本身全身性剔除 ApoE 的原因可能有關。 ApoE 為一載脂蛋白，體內主要扮演的

角色為與肝臟上 adiponectin 以及 LDL receptor 辨識結合，降低循環中的膽固醇，

但過去有研究發現， ApoE-/- 小鼠會因為乳麋微粒殘餘物或是 VLDL 攝入的困難，

無法透過乳麋微粒殘餘物水解得到游離脂肪酸進入脂肪組織儲存，因此就不容易

看到肥胖現象 (Chiba et al., 2003)， 意指我們的實驗結果可以是在非肥胖的模式來

觀察母體效應產生的影響。 

 

WC 子代離乳時血脂異常 

由血脂變化可以觀察到小鼠飲食狀況，WD 組剛離乳可能是因為母乳成分使

得血清中三酸甘油酯與膽固醇濃度較高 (圖 二-2)， 雄鼠的血清三酸甘油酯數值

可能因為子代生長速度出現差異，成長較快的子代可能自行攝食，然而我們實驗設

定在出生後第 21 天統一離乳，故血三酸甘油酯數值出現較大的誤差。整體來說，

依然看出 WD 組子代離乳的血脂異常是較 CC 組嚴重的，説明 WC 組子代在哺

乳期仍持續受到母鼠西方飲食影響。這對我們觀察到結果可能也具有影響力，因為

目前認為除了妊娠期刺激以外，哺乳期的影響也是非常關鍵的 (Mennitti et al., 

2015)。然而血脂異常現象會在離乳後更換成控制飲食後消失，兩組間血脂變化相

似維持至子代 16 週齡犧牲 (圖 二-2)。 

 

WC 雄鼠子代血糖調控異常風險 

 胰島素訊號傳遞受損 

在臨床上，較高的空腹血糖與葡萄糖耐受不良都有較高的機會演變成第二型

糖尿病 (Nathan et al., 2007)。 在我們的實驗中，雄鼠在禁食六小時能看到 WC 組
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在血糖與胰島素濃度相較於 CC 組高 (表 二-7)；在同樣的禁食條件下， WC 組

雄鼠葡萄糖與胰島素耐受性也較差。雌鼠雖然也在禁食 6 小時的情況下看到 WC 

組的血糖值與胰島素濃度較 CC 組高，然而在葡萄糖耐受性實驗中兩組曲線卻幾

近重合，沒有差異；胰島素耐受性實驗則是在初始的 0 點 WC 組比 CC 組來的

高以外，各時間點血糖值與曲線下面積計算是沒有統計差異的 (圖 二-4、圖 二-5)，

說明相較於雌鼠， WC 組雄性子代更可能出現糖尿病前期的跡象，也因此進一步

由胰島素刺激分析訊號傳遞過程，我們首先是在禁食 12 小時的小鼠於腹腔注射 

2U 的胰島素，等待 20 分鐘後犧牲，但發現在該條件下，兩組的 Akt 蛋白磷酸

化程度相當，由 ITT 中第二個時間點 (15 分鐘) 推測， 20 分鐘的等待時間，兩

組的磷酸化可能都已達到巔峰，血糖已快速下降，認為應將等待時間縮短為 5 分

鐘 (Ding et al., 2016; Hall et al., 2014; Li et al., 2013; Takeda et al., 2013)，考量兩組

子代小鼠的血糖調控有差異的時間點為禁食 6 小時，故將犧牲的禁食時間更改成

6 小時，結果發現在 WC 組雄鼠 gWAT 的 Akt Serine 473 位點磷酸化 (p-Akt, 

s473) 磷酸化程度顯著低於 CC 組 (圖 二-8)，而雌鼠則如同葡萄糖與胰島素耐受

性結果，兩組差異不大 (圖 二-9)。 

在我們實驗中發現禁食時間點的選擇會影響實驗結果，可能因為小鼠的禁食 

6 小時與  12 小時的營養狀況不同，出現肝臟糖質新生作用差異而導致 

(Commerford et al., 2004; Koo et al., 2008; Rodgers et al., 2005)。 由我們血清生化值

數據分析則是發現禁食 6 小時 WC 組的血清胰島素濃度 (1.1+ 0.1 ug/L) 高於禁

食隔夜的胰島素濃度 (0.3+0.1 ug/L) (表 二-7)，顯示禁食 6 小時比禁食 12 小時

胰島素訊號傳遞結果更可能受到原本存在內生性的胰島素影響。 

除了比較 Akt 受到胰島素刺激的磷酸化程度，還可以深入探論胰島素傳遞路

徑包括 Insulin receptor (IR), 或是 Insulin receptor substrate (IRS) 的磷酸化、 PI3K 

活性，甚至是分離出細胞膜上的通道蛋白 GLUT4 進行定量 (Besse-Patin et al., 

2019; Hemmings and Restuccia, 2012; Taniguchi et al., 2006)， 必須考慮到我們所分

析的 Akt 磷酸化並非專一性受胰島素的影響，也會受到生長因子 (growth factor, 

IGF) 或是壓力產生的兒茶酚胺 (catecholamine) 而活化 (Gao et al., 2014; O’Neill et 

al., 2015; Sastry et al., 2007)。  
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 肝臟與血糖的調控 

肝臟因不表現 GLUT4， 所以葡萄糖攝入與釋放不如肌肉與脂肪組織快速，

但有 insulin receptor 表現，仍然屬於對胰島素敏感組織，可藉由活化 Akt2 調控

肝臟糖質新生以及肝醣分解作用來平衡血糖。我們分析禁食 12 小時後肝臟糖質

新生重要調控點 Pepck 的 mRNA 表現 (Perry et al., 2014)，結果發現兩組間並無

差異，顯示 WC 組並沒有因為肝臟出現胰島素阻抗而持續上調糖質新生作用，與

該時間點測得的血糖以及胰島素濃度兩組濃度類似的結果符合，若要再進一步探

討肝臟胰島素阻抗，可以透過 glucose clamp technique 來分析肝臟葡萄糖代謝或是

給予胰島素刺激後以質譜儀分析 Akt2, Erk1/2, Foxo1 或是 GSK3 等蛋白質磷酸

化程度 (Humphrey et al., 2015; Kiechl et al., 2013)。 然而除了血糖調控以外，當胰

島素阻抗存在會抑制 PI3K 與 MAPK 路徑而引發脂肪肝或是心血管疾病發生，

造成所謂的選擇性胰島素阻抗，意指葡萄糖產出增加但同時脂肪酸也會持續合成，

肝臟 de novo lipogenesis 中受胰島素控的 Srebp1c 即為可能目標 (Brown and 

Goldstein, 2008; Chen et al., 2004; Leclercq et al., 2007)。 

 

脂肪組織與胰島素阻抗關係 

肥胖與胰島素阻抗之間相輔相成，因此脂肪組織在我們模式下扮演何種角色

也是我們非常關心的項目。我們的結果發現在胰島素刺激下， WC 組雄性 gWAT 

有訊號傳遞受損的現象，接下來我們由組織切片與基因表現來討論兩者之間可能

存在的關係。 

 

 WC 雄性子代性腺脂肪組織功能失調 

由體重紀錄看到犧牲時 WC 組雌鼠有比 CC 組顯著來得重 (表 二-8)，此外

我們還分析了與胰島素阻抗極具正相關的體組成，若體脂肪的比例較高，同樣可以

視作肥胖，脂肪細胞可以透過 adipokines 或是其他發炎物質分泌影響全身代謝反

應 (Guilherme et al., 2008; Kubota et al., 1999; McLaughlin et al., 2016)。由 表 二-9 

看到 WC 組雌鼠在同屬內臟脂肪的 gWAT 與 rWAT 相加有出現比 CC 組重的
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趨勢 (p=0.08) (圖 二-10)。 因此我們分析兩塊內臟脂肪的組織切片，只是雌鼠脂

肪細胞大小在兩組分佈類似，需要進一步分析是否有細胞數量或是分化能力的差

異 (van Harmelen et al., 2003)；另外有趣的是雄性子代 WC 組的性腺脂肪細胞較 

CC 組顯著較小 (圖 二-11 A)，此結果與我們認知細胞肥大而有胰島素阻抗的預期

相反，有研究推論該現象與脂肪組織功能不全有關 (Duval et al., 2010)，未來可以

藉由測量脂肪中基因組 DNA (Genomic DNA) 來更精確的評估脂肪細胞數量。 

我們在雄鼠脂肪組織進行功能性評估中，分析兩種 adipokines 基因表現，發

現 WC 組 Adipoq (Adiponectin) 與 Retn (Resistin) 的 mRNA 表現量較 CC 組低，

與推測 WC 組 gWAT 出現功能不全 (dysfunction) 結果符合 (Chakraborti, 2015; 

Ouchi et al., 2011)；另外我們也測量和脂肪細胞大小與重量具正相關性的巨噬細胞

標誌物： Adgre1 (F4/80) 與 Cd68 (Cd68) 的 mRNA 表現量 (Lynch et al., 2012; 

Weisberg et al., 2003)，但發現兩組間沒有差異 (圖 二-21) ，若要對脂肪組織做進

一步功能性分析，未來可以自小鼠分離脂肪組織培養，並進行甘油釋放之定量 (He 

et al., 2015)，或者可以測量禁食前後的甘油含量差值做為評估脂肪固定油滴的能力，

會是更佳的功能評估方式。 

 

 由脂肪組織提供游離脂肪酸可能與胰島素阻抗相關 

若脂肪組織最重要的功能為儲存脂肪並在適當時釋放作為能量來源，因此當

功能不良而無法穩定固定脂肪油滴於脂肪組織，使 NEFA 在血液或其他組織流竄

會造成更大的威脅 (Petersen and Shulman, 2017; Ye, 2013)。 NEFA 以及因為肥胖

而促發的 c-Jun NH2-terminal kinase 1 (JNK1)， 會作用在 insulin signaling pathway 

中 IRS-1 造成胰島素訊號傳遞中斷 (Capurso and Capurso, 2012; Sabio et al., 2008)， 

是造成胰島素阻抗之危險因子。首先我們分析性腺脂肪參與脂解作用 Lipe (Hsl) 與 

Pnpla2 (Atgl) 基因表現量，結果顯示 WC 組的 Lipe 與 Pnpla2 基因表現較低 

(圖 二-21)， 說明 WC 的脂解作用可能並不旺盛，與胰島素阻坑反而呈現負相關

的現象，該現象在人體實驗中也被看到，由取自肥胖病人脂肪組織分析脂解酶 Hsl 

與 Atgl 的基因與蛋白質表現量，結果發現與高胰島素血症同樣是負相關性 (Smit 

et al., 2007; Stubbins et al., 2012)， 然而關於胰島素阻抗對於 Hsl 調控為抑制或促
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進尚未有定論。過去研究證實脂肪組織脂解作用會因為對胰島素敏感度下降而增

加游離脂肪酸的釋放 (Samuel and Shulman, 2012)，但對脂解酶表現量結果不一，

正常的情況脂解作用會受到兒茶酚胺類激素 (catecholamine) 或生長激素磷酸化

引起油滴分解，此時胰島素扮演的為抑制的角色，然而阻抗發生時，脂解酶卻不一

定如預期表現量增加，其中牽扯到許多因素，例如游離脂肪酸的轉換率 (turnover 

rate) 、胰島素作用時機或是其他參與脂解作用激素的變因 (Gaidhu et al., 2010; 

Lewis et al., 2002)。目前我們的組織切片實驗結果只能說明 WC 組脂肪顆粒偏小

與脂解作用關聯不大，未來需要更多的實驗分析脂肪酸攝入或分泌能力來繼續探

討是否有自脂肪組織消失的脂肪酸轉移至其他器官造成胰島素阻抗的可能性 

(Luo and Liu, 2016)。 

 

增加 WC 組子代肝臟三酸甘油酯堆積 

我們透過切片染色與組織定量確定 WC 組雄鼠較 CC 組在肝臟有顯著較多

的三酸甘油酯的累積，且也有較多的 NEFA 可提供作為脂肪合成的原料 (圖 

二-17)，為探究造成肝脂堆積的可能原因，我們從肝臟脂肪酸的來源、氧化代謝以

及脂肪的排出等方向進行討論，如 圖 二-25 (Geisler and Renquist, 2017; Ipsen et al., 

2018)。 

 

 肝外的脂肪(酸)攝入沒有差異 

在人體實驗以及動物實驗都已經證實自脂肪組織分解而來的脂肪酸為 

NAFLD 形成的最主要來源，佔有六成左右 (Donnelly et al., 2005; Postic and Girard, 

2008)， 然而在我們實驗結果顯示雄鼠 gWAT 參與脂解作用 Hsl 以及 Atgl 的基

因表現量兩組間沒有差異，血清 NEFA 濃度兩組間也沒有差異，甚至在雌鼠 WC 

組血清 NEFA 濃度還較 CC 組低 (圖 二-3 F)， 顯示 WC 組並沒有較 CC 組多

來自脂肪組織分解而釋放的脂肪酸。 

同時我們也發現肝臟運送長鏈脂肪酸的通道蛋白 Cd36 (Glatz and Luiken, 

2017) 在兩組間基因表現量也相當，且脂肪酸結合轉運蛋白 Fatty acid transport 
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proteins (Fatp5) (Slc27a5) (Storch and Thumser, 2010) mRNA 表現量在 WC 組反而

下降 (圖 二-20 D)， 因此再次推論子代 16 週齡禁食 12 小時的情況下，從血液

運送到肝臟的脂肪酸非造成 NAFLD 的主要原因。 

 

 子代出生前肝臟脂肪合成作用 (de novo lipogenesis) 旺盛 

DNL 是指肝臟將飲食中獲得的醣類轉換成脂肪儲存的過程。經人體實驗證實 

DNL 佔人體 26% 肝臟脂肪酸來源 (Donnelly et al., 2005)， 可將糖解作用的產物 

acetyl-CoA 經過 acetyl-CoA carboxylase (Acc) 縮合、 fatty acid synthase (Fasn) 合

成、 Stearoyl-CoA desaturase (Scd1) 去飽和之後形成脂肪酸，最後由 diacylglycerol 

O-acyltransferase (Dgat) 進行酯化；該路徑有兩個重要的轉錄因子，分別是受到胰

島素刺激而活化  Srebp-1c (Shimomura et al., 1999) 以及能受到醣類調控的 

ChREBP ，兩者皆為 LXRα 下游基因 (Repa et al., 2000; Sanders and Griffin, 2016)，

然而 DNL 在 WC 雄性成鼠與 CC 組相比卻呈現抑制的狀態 (圖 二-20 B)， 

圖 二-25 肝脂堆積的可能機制 

Figure 2-25 Mechanisms of hepatic lipid accumulation (Cohen et al., 2011) 
Three major sources of hepatic FFAs come from diet, endogenous synthesis, and 
peripheral tissues.  NEFA have four possible fates. They can be metabolized by β 
oxidation (β-OX), stored as TG in lipid droplets, or packaged into VLDL and 
subsequently secreted into blood. 
 



doi:10.6342/NTU201902077

第二章 母親高膽固醇血症對子代成年代謝性疾病的影響 

100 

 

DNL 相關基因表現下降與較多油滴堆積的組織切片結果不吻合，我們推論這種抑

制的狀態可能是一種負調控作用。如 圖 二-26 所示，有研究顯示當肝臟 Dgat2 表

現受到抑制時，會使三酸甘油酯無法順利合成，此時過多的游離脂肪酸便會抑制上

游 Lxrα 基因表現或是 Serbp-1c 的轉錄，進而降低 DNL 作用，為了避免產生過

多的 NEFA， 增加肝臟的氧化壓力 (Choi et al., 2007; Howell et al., 2009)。 在我

們的實驗結果也發現 WC 雄性成鼠與 CC 組相比，肝臟 Dgat2 mRNA 表現量較

低，肝臟 NEFA 含量較高以及肝臟切片染色 ROS 較多的現象。為了驗證母鼠餵

食西式飲食會促進子代脂質合成的推測，我們收集子代出生前 E18.5 胚胎的肝臟

樣品並分析 DNL 相關基因表現，發現 DNL 作用基因表現量在母鼠餵食西式飲

食的胚胎普遍被上調，由上游的 Lxrα, Srepb-1a 以及 Srebp-1c 到 Scd1 都是 WC 

圖 二-26 肝臟三酸甘油酯的合成路徑與負調控作用  
Figure 2-26 The negative regulation of hepatic de novo lipogenesis. (Choi et al., 
2007) 



doi:10.6342/NTU201902077

第二章 母親高膽固醇血症對子代成年代謝性疾病的影響 

101 

 

組較 CC 組基因表現量高，合成三酸甘油酯 Dgat2 mRNA 表現量兩組則是沒有

差異 (圖 二-24 A)，酯化作用沒有隨著 DNL 的製造脂肪酸而隨之增加作用，我們

也推測這可能是 WC 子代肝臟成年後有較多 NEFA 的原因 (圖 二-17 E、F)。 至

於 E18.5 胚胎中 DNL 作用旺盛的原因可能是在母親的西方飲食浸潤下，透過胎

盤傳遞了可活化 Lxra 配體 (ligand) 使得其受到活化增加 DNL， 於生命初期已適

應了高濃度的配體，一旦缺少後或許會使子代 Lxra 活化閾值增加，離乳後表現量

開始下降。 

目前我們推測在孕期西方飲食會促進自胚胎期肝臟 DNL 旺盛，三酸甘油酯

堆積至成年，過量的 NEFA 反而抑制該作用，進而出現負回饋現象。除此之外胰

島素阻抗造成 Srebp-1c 活化異常也是可能的原因之一，以肝臟胰島素接受器基因

剔除鼠 (liver-specific insulin receptor knockout, LIRKO) 為模型來探討肝臟胰島素

阻抗的研究，發現在肝臟直接抑制胰島素的反應會使得 Srebp-1c 無法被活化 

(Biddinger et al., 2008)，因此我們看到的 Srebp-1c 下降或許也因為胰島素不敏感

相關。 

 

 脂肪(酸)的氧化作用沒有差異 

除了來源增加，脂肪酸氧化作用旺盛，增加脂肪消耗也有可能造成肝脂累積差

異，例如 PPARα 能夠透過調控 lipoprotein lipase (LPL) 促進三酸甘油酯被分解 

(Kersten and Stienstra, 2017; Koek et al., 2011)，雖然 WC 組雄鼠的肝臟雖然有較多

可作為氧化燃料的三酸甘油酯以及脂肪酸，但我們 qPCR 結果僅看到 WC 組

PPARα mRNA 表現量較低，但其他關於脂肪酸氧化的 Cpt1a 與 Acox mRNA 基

因表現兩組沒有差異 (圖 二-20 C)，在 E18.5 胚胎脂肪酸氧化的相關基因表現，

結果如同成鼠，兩組表現類似 (圖 二-24 B)，說明自胚胎時期延續至子代成年， 

WC 組可能並非因為脂肪酸利用障礙而出現肝脂堆積差異。 

但也並非所有的基因在 WC 組都是沒有差異或是降低的，例如成鼠 WC 組

的 Fgf21 就反倒有些提高 (圖 二-20 C)， Fgf21 一般被來說是由肝臟製造且受到 

PPARα 調控，但還是會受到 PPARα 配體、飲食或是生理狀態影響 (Mai et al., 

2009) (Lundasen et al., 2007)，因此認為可能其他因子使得 Fgf21 可能受到影響而
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上升。再來胚胎 Sirt1 的基因表現在 WD 組 是比 CD 組高也是令人感到意外 (圖 

二-24 B)。目前研究多半認為 Sirt1 會透過將 PGC1α deacetylation 促進粒線體消

耗脂肪酸，增加胰島素敏感性並減輕肝脂堆積 (Cao et al., 2016; Nawaz et al., 2018; 

Sun et al., 2007), 在 DNL 中也有 Sirt1 作用目標，Srebp-1c 是其中之一，以高脂

飲食餵食下本來被促進 Srebp-1c 基因會因為過度表現 Sirt1 而受抑制 (Ponugoti 

et al., 2010)，因此有研究認為高度表現 Sirt1 是長期暴露在高脂飲食環境下提供的

自我保護機制 (Nguyen et al., 2019; Pfluger et al., 2008)， 只是我們實驗中不論胚胎

或是成鼠沒有發現 Srebp-1c 與 Sirt1 間有明顯的關聯性 (圖 二-20、圖 二-24)。 

另外同時影響脂肪酸氧化與合成的還有 PPARα， 有研究證實雖然 SREBP-1c 

以及其下游基因並非 PPARα 直接的標靶基因，但卻會受到 PPARα 促效劑的正

調控 (Patel et al., 2001)，而我們實驗中也看到參與 lipogenesis 重要轉錄因子 

SREBP-1c 在成鼠 WC 子代肝臟中表現量較 CC 子代低，或許我們模式中 CC 

子代肝臟可能存在 PPARα 活化劑進而影響 DNL 作用。 

 
 脂肪(酸)排出可能受阻 

生理代謝上自飲食獲得的脂肪送入肝臟後會再以 VLDL 形式分泌至組織利

用，若當 VLDL 組裝不完全，自肝臟分泌減少，就可能造成三酸甘油酯堆積在肝

臟，甚至會形成氧化壓力使得脂肪肝進展為肝炎，如 圖 二-27 所示 (Ota et al., 

2008; Stefano and Oliveira, 2011)，為探討此路徑，我們以 FPLC 分析兩組子代血清 

VLDL 含量，由 圖 二-19 A 看到代表 VLDL 的高峰在 WC 組雄鼠比 CC 組低

的現象，在肝臟製造 VLDL 時會包裹著載脂蛋白 ApoB 一同分泌至肝外，我們也

測量了血清中 ApoB 濃度，與 FPLC 結果吻合， WC 雄鼠 ApoB 濃度也較低 

(圖 二-19 C)，之後在 WC 雄鼠肝臟同樣證實 ApoB 基因表現較低 (圖 二-20 D)，

不僅如此我們還在胚胎也看到相同的趨勢 (圖 二-24 A)。 另一個與 VLDL 組裝相

關基因 Microsomal triglyceride transfer protein (Mttp)，其作用是將脂肪酸傳遞給 

ApoB，並與 ApoB 表現量成正相關，當 Mttp 缺失會使得 ApoB 表現量隨之減少，

VLDL 無法順利組成 (Fisher, 2012; Liu et al., 2017; Raabe et al., 1999; Sirwi and 

Hussain, 2018)，然而我們實驗中 Mttp mRNA 表現量兩組間沒有差異，由目前的結
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果說明了肝臟的脂質堆積可能與 ApoB 參與的 VLDL 組裝具相關係性，類似的

情況在人類當中也存在，當  ApoB 基因缺陷會導致家族性的低脂蛋白血症 

(homozygous familial hypobetalipoproteinemia, Ho-FHBL)，非酒精性肝炎同為其明

顯的特徵之一 (Di Filippo et al., 2014; Schonfeld et al., 2003)，因此我們認為 ApoB 

可作為標的基因來調節脂肪肝的進程 (Lee et al., 2014)。  

但實際上並非每個實驗中都認為 ApoB 與 NAFLD 為負相關性的，在臨床上

甚至是將 ApoB 異常上升視做 NAFLD 病人發生心血管疾病的強烈預測因子 

(Nass et al., 2017)，NAFLD 與 non-NAFLD 病人相比血液 ApoB 也時常看到是比

較高的 (Jin et al., 2012; Walldius and Jungner, 2006)，該現象有人解釋為肝臟對於過

量脂質出現的保護機制 (Higuchi et al., 2011)，與我們推論肝臟先出現的脂質堆積

才有的保護作用異曲同工，不同點在於我們模式可能因為 VLDL 組裝障礙，最終

過多的脂質負回饋作用在 DNL 本身。 

 

4.1 ApoE 基因剃除對於 ApoB 的影響 

同樣作為載脂蛋白 ApoB 與我們使用的動物模式為 ApoE-/- 小鼠出現的影響

也值得思考，生理作用上 ApoB 與 ApoE 功能重疊，兩者存在交互影響，ApoE 可

能會藉由信號胜肽 (signal peptide) 參與 ApoB 的分泌 (Riches et al., 1998; Watts et 

al., 2000)，所以認為我們看到的 VLDL 組裝障礙差異相比於野生型 C57BL/6J 小

圖 二-27 脂肪酸排出受阻與肝炎進展之可能機制  
Figure 2-27  The possible mechanisms of impaired VLDL secretion in livers 
and the developmental programming of NASH. (Stefano and Oliveira, 2011) 
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鼠，在 ApoE-/- 小鼠較為明顯是有可能的，這與野生型 C57BL/6J 小鼠本身血液中

含有較高濃度的 HDL 與較少的 VLDL 特徵或許相關，過去我們實驗室以同樣方

式分析過 C57BL/6J 小鼠血清脂蛋白譜，在以高脂飲食誘導出顯著肝臟三酸甘油

酯堆積的情況下與 ApoE-/- 小鼠比較同屬於 VLDL 的高峰，可以看到野生型小鼠 

VLDL 含量是非常低的 (李世欽, 2017)，因此我認為在這種情況下要看到 VLDL 

排出障礙差異是比較困難的。雖然我們可能無法在野生型小鼠得到相同的結果，但

在人體實驗卻不盡然，在過去的分析人類 NAFLD 病患脂蛋白圖譜其實反倒是與 

ApoE-/- 小鼠類似的，血液中有相對較多的 VLDL 與較少的 HDL (Martinez-Una et 

al., 2015)， 因此相信我們的結果對於人類的 NAFLD 研究可能可以提供些貢獻。 

 

增加 WC 組雄性子代肝臟膽固醇堆積 

我們在 WC 組雄鼠的肝臟看到較多三酸甘油酯的堆積以外，也較 CC 組存

在較多的總膽固醇 (圖 二-17 C)。 膽固醇合成主要透過增加 SREBP-2 活性以及

增加 HMG CoA reductase (HMGCR) 表現促進內生性合成 (Musso et al., 2013)，而

肝臟本身即為調控全身膽固醇的重要器官，可藉由 HDL 將血膽固醇回收，合成膽

酸排出體外，降低動脈粥狀硬化發生。相較於三酸甘油酯能夠穩定的儲存，過多的

游離膽固醇存在肝臟容易促進肝臟的發炎與纖維化，可能透過改變肝臟脂雙層膜

的流動性使得 glutathione 流入粒線體減少以及過氧化作用增加，最終促使肝臟細

胞凋亡 (Coll et al., 2003; Zhao et al., 2011)，也有研究指出肝臟較多膽固醇累積可能

加重 NAFLD 進程且併發心血管疾病機率增加 (Min et al., 2012; Van Rooyen et al., 

2011)。因此我們想了解 WC 組雄鼠肝臟總膽固醇堆積是否源於內生性合成路徑

上調，只是在先前實驗室的數據顯示，在我們實驗模式下， WC 組較 CC 組內生

性膽固醇合成路徑普遍是下調的 (陳誼甄, 2017)， 可能與肝臟三酸甘油酯同為負

回饋現象。 

 

母體效應-孕期高膽固醇血症影響子代 DNA 甲基化 

 Lxra DNA methylation 沒有差異 
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為了解釋母體效應如何影響子代基因表現，我們探討屬於表觀遺傳之 DNA 

methylation 調控方式，我們首先是分析了對於調控 DNL 非常重要的上游基因 

Lxra，在過去研究中就發現當子宮環境不良的小鼠子代會出現糖尿病與肥胖的現象，

在 intrauterine growth restriction (IUGR) 動物模式下看到肝臟 Lxra mRNA 表現量

下降，並伴隨著 gDNA methylation 改變 (Martínez et al., 2014)，因此我們分析 Lxra 

的 CpG islands， 該片段飽含 transcription start site (TSS) 的片段，結果發現不論

是 16 週齡成鼠是 E18.5 的胚胎肝臟，兩組甲基化程度都非常的低 (圖 二-22)，

推測可能在肝臟本身即會大量表現 Lxra， 所以看到甲基化程度較低也合理。儘管

在胚胎時期觀察到 Lxra 在西方飲食誘導組是顯著高於控制組的，然而該結果並無

法延續至成年 16 週齡，甚至有逆轉成表現量顯著較低的現象，因此推測 Lxra 可

能不是我們模式中受到 DNA 甲基化調控的目標。 

 

 增加 ApoB DNA methylation 機率 

過去有研究指出給予過量帶有活化甲基的 S-adenosylmethionine (SAMe) 會干

擾小鼠肝臟 VLDL 分泌，若是透過餵食缺乏 methionine 的飼料來調整 SAMe 過

量的表現可以使 VLDL 分泌正常化，其中的機制該研究認為 ApoB 非常的重要，

在 SAMe 量經過重建後 ApoB 的蛋白質與 mRNA 基因表現顯著提升，而 DNA 

甲基化則是會降低，說明 VLDL 的組裝可能與 ApoB 的 DNA 甲基化具有相關

性 (Martinez-Una et al., 2015)， 在我們的實驗中也發現 E18.5 胚胎與成鼠的 ApoB 

mRNA 基因表現都是下降的，是可能受到母體效應調控的目標基因，雖然以 

MethPrimer 軟體分析 ApoB 序列沒有看到明顯的 CpG islands， 僅在 TSS 附近發

現一些 CpG sites，但經過 DNA 甲基化分析後依然在 WC 組特定 CpG sites 甲

基化程度如預期的較 CC 組高， mRNA 基因表現可能因此受到了調控。 

目前我們只選定了 Lxra 與 ApoB 進行分析，其他基因例如 Lpl、 Fasn、 

Pparg、 Ppara 在人類或是嚙齒類的 NAFLD 模式下被觀察到特定位點 CpG sites 

DNA methylation 程度的改變 (Cordero et al., 2013; Hardy et al., 2017; Pruis et al., 

2014; Zeybel et al., 2015)， 推測少量位點受到甲基化調控，可能影響基因表現。 
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 DNA 甲基化相關因素之討論 

在我們研究中有兩個時期，胚胎或是成年，可進行分析甲基化程度，事實上哺

乳類動物受精後胚胎會經過一段 demethylation 時期，出生前再重新發生 de novo 

methylation， 不僅如此，子代出生後的哺乳期也是甲基化作用改變的關鍵時期 

(Seisenberger et al., 2013; Yuan et al., 2018)。 因此為了符合表觀遺傳最重要的定義

「基因甲基化必須自生命早期被改變之後維持至成年並遺傳給下一代」，我們決定

以成鼠作為首要分析目標，當然之後分析子代出生前或是離乳前有相同的 DNA 

methylation 會成為更加強烈的證據。 

目前我們只分析 Lxra 與 ApoB 特定位點 CpG sites DNA 甲基化程度，還有

其他我們尚未涉及到的區域也是會調控基因表現的，目前許多研究表明外顯子 

(exon)， 尤其是轉錄起始點之後第一個外顯子的甲基化非常重要，然而內含子 

(intron) 的影響也不可忽視，內含子所含的 GC 結構仍然會影響 DNA 甲基化程

度 (Brenet et al., 2011; Gelfman et al., 2013)。除了 CpG islands 以外，在結腸癌研

究中發現抑制基因表現的低甲基化會被表現在距離 CpG islands 遙遠，被稱之為 

CpG islands shore 的區域 (Irizarry et al., 2009; Ziller et al., 2013)。另外一篇針對人

類細胞與組織進行的全基因亞硫酸鹽定序分析也得到大多數調控基因表現的 CpG 

site 是位於轉錄起始點的遠端 (Ziller et al., 2013)。因此要深入研究找到特定 CpG 

位點 DNA 甲基化對於基因表現的影響是很漫長而困難的，或者要更直接的驗證

在我們模式下  DNL 作用相關基因有沒有受到甲基化調控可以設計實驗如同 

2014 年 Martínez 等人的研究，給予即將受孕的母鼠處理 5-aza-2′-deoxycytidine 

(Than et al., 2018; Wijermans et al., 2000)， 降低其與子代全身性甲基化程度，再比

較基因表現量是否受到影響，這也是我們實驗室正在探討的研究。 

 

 其他可能的表觀遺傳機制 

除了  DNA methylation 以外，histone 的乙醯化  (acetylation) 也被證實與

NAFLD 發展相關。 Sirt1 為 lysine deacetylase ，可以由 deacetylation 調控 RNA 

轉錄，在非人類的靈長類實驗模式發現  NAFLD 與  H3K14 和  K9 的 

deacetylation 有關 (Suter et al)。 故我們也分析肝臟 Sirt1 表現量，發現在 E18.5 
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胚胎並沒有觀察到 Sirt1 受到孕鼠西方飲食影響而下降的現象，有研究指出比起

觀察 Sirt1 mRNA 表現，據有功能性的蛋白質表現量更加重要 (Vaquero et al., 2007; 

You et al., 2008)，未來可以透過分析肝臟 Sirt1 的蛋白質表現以及活性分析來進行

評估我們模式下 Sirt1 是否有影響，或許有組蛋白乙醯化的作用參與在其中。 

 

孕鼠誘導西方飲食增加子代代謝症候群發生之其他機制探討 

許多文獻證實子代的 NAFLD 與母親的飲食型態極具相關性，若母親懷孕前

期以高脂飲食餵養，後期才轉換成低脂飲食，子代的肝臟三酸甘油酯會相較於全程

高脂飲食的孕期來得少，糖質新生作用獲得舒緩 (McCurdy et al., 2009)， 其中的

調控機制非常多元，包括我們的假說，以 WD 誘導出高膽固醇的環境作為一不良

因子刺激子代產生適應性反應，還有其他伴隨 WD 而出現的因子可以直接穿透胎

盤的影響胎兒  (Zhang et al., 2017)，例如：由組織分泌參與代謝的微小分子 

adipokines (Aye et al., 2015; Lappas, 2014)、miRNA (Thomou et al., 2017) 或是肝臟

分泌的 Hepatokines 都能夠扮演母體效應訊息傳遞。雖然在我們的實驗或許因為

孕鼠資訊收集不夠完善無法看出西方飲食有高膽固醇血症以外的出現代謝失調的

現象，但其他研究中還有觀察到 WD 誘導的小鼠會出現肥胖、NAFLD 以及血清

高 insulin、leptin 與 adiponectin 等目前證實會增加子代代謝紊亂的因子 (Aroor et 

al., 2015; Machado et al., 2015)。 

在孕期的西方飲食型態會促進子代代謝疾病發展的研究中我們目前是著重在

肝臟代謝，然而還有許多原因尚未釐清，肝臟、肌肉或是脂肪調節功能失調都有可

能造成子代胰島素阻抗，其中作為脂質與醣類代謝重要場所同時是胰島素合成所

在的內質網 (endoplasmic reticulum, ER) 也是熱門研究目標，當肝臟存在 ER Stress 

時會激活 JNK 破壞胰島素信號傳遞，增加 SREBP1c 與 SREBP2 作用，促進三

酸甘油酯與膽固醇的生成 (Cnop et al., 2012)。此外在親代高脂飲食誘導下，ER 

stress 也被証實透過 histone 修飾而增加累積，使得後代更容易患有 NAFLD (Fu 

et al., 2012; Li et al., 2012)。 

母系遺傳的粒線體為另一個關鍵因子，在針對肝臟粒線體電子傳遞鏈的酵素

進行實驗中，發現母親孕期與哺乳期的高脂飲食會損害子代粒線體功能，並且影響
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脂質合成的基因表現 (Bruce et al., 2009b)。在過去已經有研究表示粒線體的功能和

型態與肥胖及糖尿病代謝異常十分相關，他們將粒線體中 HLH-leucine zipper 

transcription factors 之一的 TFE3 基因去除，會使得該小鼠模式出現粒線體缺陷而

在 8~12 週後出現肥胖與糖尿病的現象，肝臟三酸甘油酯堆積、肝臟 fatty acid β-

oxidation 以及 gluconeogenesis 基因表現下降，若是將 TFE3 過度表現則夠改善

高脂飲食 (42% kcal milk fat) 誘導出的代謝異常，說明粒線體與代謝性疾病關係密

切 (Pastore et al., 2017)， 推測子代在早期的子宮環境就接收到較高的氧化力使得

粒線體受損，就可能發展出代謝紊亂或是促進 NAFLD 病程進展，未來想要繼續

尋找子代代謝症候群成因還可以往肝臟  ER stress 以及粒線體功能進行延伸 

(Perry et al., 2014; Rani et al., 2016)。 

 

第五節  結論 

以西方飲食誘導孕鼠產生較高膽固醇血症的情況下，使子代自胚胎時期肝臟

有較旺盛的脂質合成作用，導致成年後出現非酒精性脂肪肝以及胰島素阻抗等代

謝紊亂現象發生，其中發現肝臟 ApoB mRNA 表現量下降與 ApoB 基因 DNA 甲

基化程度較高可能有關，且認為 ApoB mRNA 表現量下降或許是導致 VLDL 組

裝障礙的機制。 
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