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英文摘要  

Exendin-4 is a 39 amino acid peptide purified from H. suspectum 

venom and half of its structure is similar to GLP-1 (7-36) amide. Besides, 

it could compete specifically with GLP-1 for the same receptor. 

Exendin-4 reduces food intake, body weight and adiposity. In this study, 

we evaluated whether the hypophagic effect of exendin-4 may be 

mediated by nitric oxide (NO) or melanocortin (MC) systems. In the first 

experiment, 0.5 or 2 mg/ml/Kg nitroprusside (NP) was injected 5 min 

before injection of exendin-4 (0.5 µg/ml/Kg). The data showed that 

exendin-4 decreased food intake similarly in both NP and saline 

pre-treated animals (p＞0.05). Secondly, HS014 (MC 4R antagonist) or 

SHU9119 (MC 3/4R antagonist) was injected intracerebroventricularly 

before exendin-4 treatment. The data revealed that the effect of exendin-4 

on food intake could be blocked by HS014 and SHU9119. Although 

immunohistochemical staining showed an increase in overall cFos 

expression in arcuate nucleus (ARC) after exendin-4 injection, the 

majority of this immediate early gene product was not located within the 

MC neurons. Thus cFos connot be the exclusive marker to label the 

pathways activated by exendin-4. These results suggest that MC but not 

NO system mediates the anorectic effect of exendin-4. 
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中文摘要  

Exendin-4是一個從Gila monster 唾液線所分離出來的 39胺基酸 

��，它有 53 % 胺基酸序列與胰高血糖��-1 (glucagon like 

peptide-1；GLP-1) 相似；此外，它也與胰高血糖��-1共同競爭相

同的接受器。周邊或中樞給予 exendin-4皆能降低大白鼠的攝食、體

重及脂肪含量，然而目前卻仍未有詳盡研究 exendin-4在中樞神經系

統的作用機轉。本論文即探討 exendin-4在攝食上的影響是否經由一

氧化氮(NO)或 Melanocortin (MC)系統作用來達成。在實驗一中，先

由腹腔注射 0.5 µg/ml/Kg 的 exendin-4後，隔五分鐘再注入 0.5或 2 

mg/ml/Kg的一氧化氮提供劑 nitroprusside (NP)；結果顯示 exendin-4

降低攝食的效果並不能被 NP阻斷。實驗二中，先以腦室注射MC 4

接受器的拮抗劑 HS014或 MC 3/4接受器的拮抗 SHU9119後，再由

腹腔注入 exendin-4。結果顯示給予高劑量的 HS014 (5 µg /ml/Kg)及 1 

µg/ml/Kg的 SHU9119可以阻斷 exendin-4引起的降低攝食作用。這些

資料顯示 exendin-4可以經由MC系統而抑制攝食行為。然而，儘管

免疫化學組織染色法顯示注射 exendin-4的大白鼠弓狀核中 cFos的表

現量有明顯增加，但絕大多數的 cFos並不位於MC細胞中，故 cFos

無法當作 exendin-4活化之神經元的唯一指標。因此，我們推論MC

而非 NO參與著 exendin-4所誘發之厭食作用。 
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壹、 前言 

    近年來隨著經濟、生活的進步及社會的富足，使得國人有著趨向

西化的高熱量飲食型態；另外因科技的進步造成了生活活動上的便

利，使人體熱能的消耗大幅減少，因此身體活動量的不足加上過多的

熱量攝取，造成國人罹患肥胖症的比例越來越高。早在 1996年世界

衛生組織已將「肥胖」列為慢性疾病之一，肥胖也和心臟病、糖尿病、

高血壓等之形成有極大的相關性。然而，眾所皆知肥胖的發生又與飲

食有著絕對的關係存在，所以從控制飲食開始著手，可更有效的控制

體重及保持健康。 

    肥胖的發生主要是因熱量的攝取量高於消耗量。造成熱量不平衡

因素是錯綜複雜的，包括了遺傳、環境、心理、行為反應、生理代謝

及腦中不同的神經傳遞物質與荷爾蒙調節等因素，都可能造成影響。

而哺乳類動物的攝食行為主要是受到腦中下視丘( hypothalamus )的

控制，其中弓狀核( arcuate nucleus；ARC )、室旁核( paraventricular 

nucleus；PVN )及視上核( supraoptic nucleus；SON )等區域都與調節

攝食行為有關( Glod, 1973；Bernardis ＆ Bellinger, 1996 )。所以在這

些區域中作用之神經傳導物便可能參與了攝食行為之調節。然而生理

上對於食物攝取所產生的飽足機轉仍不是很清楚。許多胜�會在進食

的時候從消化道分泌出來，當餐前給予這些胜�會抑制食物之攝取。
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近幾年來在動物研究中顯示這些由腸道釋放的消化胜�(如膽囊收縮

素、bombesin、胰高血糖��-1)可在餐後產生飽足感。 

 

一、胰高血糖�� -1( Glucagons like peptide-1 )：  

        胰高血糖激素基因不只是表現在胰臟亦在腸黏膜內泌細胞

中。其中有兩個高度相似胰高血糖激素的片段，稱為胰高血糖�

�-1 和 2 ( GLP-1 and -2 )。胰高血糖��-1是由 30個胺基酸所

組成的多��，它是來自於前升糖素原( preproglucagon )裂解後

的修飾片段( Kreymann et al., 1989；Larsen et al., 1997 )。目前已

知體內的胰高血糖��-1具有兩種活化形式，即胰高血糖��-1 

( 7-36 )醯胺與胰高血糖��-1 ( 9-36 )，但胰高血糖��-1 ( 9-36 )

是胰高血糖��-1 ( 7-36 ) 醯胺的主要代謝產物，它會與胰高血

糖��接受器( GLP-1 receptor；GLP-1R )結合，但其親合力低於

胰高血糖��-1 ( 7-36 )醯胺。 

        胰高血糖��-1是藉由腸道中的 L內分泌細胞釋放( Eissele 

et al., 1992；Perfetti & Merkel, 2000 )，而 L細胞主要位於空腸、

迴腸與結腸之中( Buffa et al., 1975；Eissele et al., 1992 )。胰高血

糖��-1的結合部位廣泛存在於腸胃道、胰臟小島、脂肪組織以

及腦中等( Barragan et al., 1996 )。之前的文獻也指出，在大白鼠

及人類的下視丘中，含有高密度的胰高血糖��-1及它的接受器
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( Owji et al., 2002 )。胰高血糖��-1的神經纖維也存在於下視丘

的旁室核、背中央核及弓狀核( Shimizu et al., 1987；Sarkar et al., 

2003 )。 

(一)胰高血糖��-1與攝食行為之關係 

          早於 1990 年，胰高血糖�� -1 已被發現可調控食慾

( Lambert et al.,1993 )。Schick等學者也在 1992年首次報導出，

以腦室注射胰高血糖��-1，可明顯降低大白鼠食物的攝取；

在人類中以靜脈方式給予胰高血糖��-1 亦可減少攝食量

( Flint et al, 1998；Gutzwiller et al, 1999 )。另外，胰高血糖�

�-1可誘導在旁室核( PVN )、弓狀核( ARC )及杏仁核( CeA )

中 cFos蛋白的表現( Turton et al., 1996 )。除此之外，由腦室注

射胰高血糖��-1可減少大白鼠血漿中葡萄糖的濃度、刺激胰

島素分泌及延遲胃的排空作用( Drucker, 1998 )。故由此可知，

胰高血糖��-1在調節能量平衡上可能扮演著很重要的角色。 

          但也有學者指出，在大白鼠身上以周邊注射胰高血糖�� 

-1，則對攝食無明顯作用( Rodriquez de Fonseca et al., 2000 )，

原因可能是大白鼠血液中的 depeptidyl peptidase IV ( DPP-IV )

酵素分解了胰高血糖��-1在第 8個丙胺酸( alanine )殘基的

位置( Mentlein et al., 1993 ；Yasuda et al., 2002 )，導致胰高血
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糖��-1在循環中快速地失去活性，使其半衰期大約只有 1~5

分鐘( Kieffer et al., 1995；Parkes et al., 2001 )。為了防止這個問

題的產生，本實驗中使用另一個促進劑 exendin-4來代替胰高

血糖��-1的作用。 

 

二、Exendin-4 

        Exendin-4是一個 39個胺基酸��，其從 Gila monster唾液

腺所分離出來，也是一個強效的胰高血糖��-1接受器之促進劑

( Eng et al., 1992 )。它有 53 % 胺基酸序列與胰高血糖��-1重

疊，且比胰高血糖��-1更能阻抗 DPP-IV的作用( Doyle et al., 

2003 )，因此在體內的 exendin-4對於胰高血糖��-1接受器之

親和力及半衰期時間都高過於胰高血糖��-1( Montrose- 

Rafizadeh et al., 1998 )。 

(一) Exendin-4與攝食行為之關係 

          眾多的文獻指出，周邊或中樞給予 exendin-4皆能降低大

白鼠的攝食及體重( Szayna et al., 2000 ; Al-Barazanji et al., 

2000 )。相同的，exendin-4也會增加胰島素的分泌、抑制升糖

素分泌及刺激胰臟小島的新生( Goke et al., 1993 ;Kolterman et 

al., 2003 )，這些作用也都與胰高血糖��-1 相似；另外，

exendin-4也會延遲胃的排空 ( Jodka et al., 1998 )。由以上結果
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皆顯示出 exendin-4確實與胰高血糖��-1的功能相同，可抑

制攝食行為。 

 

三、一氧化氮  

        一氧化氮( nitric oxide；NO )是由 L型-精胺酸( L-arginine )

經由一氧化氮合成�( nitric oxide synthase；NOS )的催化所產生

( Schmidt et al., 1988 )。一氧化氮是個生物傳訊分子，大量存在

腦及其他組織中( Bredt et al., 1991 )。 

(一)一氧化氮與攝食行為之關係 

          在大白鼠、小鼠及雞身上，若抑制一氧化氮合成�則會降

低食物的攝取( Squadrito et al., 1993；Morley & Flood, 1991；

Choi et al., 1994 )；相似的，在小白鼠身上若以腹腔注射一氧

化氮合成促進劑 L型-精胺酸( L-arginine )其會增加食物的攝取

( Bredt et al., 1991 )。以腹腔或腦室注射一氧化氮提供劑

nitroprusside ( NP )可以增加食物與水的攝取( Monda et al., 

1998 )。根據以上的結果可知一氧化氮可能扮演著調控食物攝

取的角色。 
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四、Melanocortin  

        在許多的哺乳類動物中(包括靈長類)，其中樞神經系統中皆

有 melanocortin ( MC )存在( Koegler et al., 2001 )。眾多研究也證

明出下視丘 MC 系統是扮演著一個調控攝食行為及能量代謝的

重要角色( Ollmann et al., 1997；Fan et al., 1997 )。 

Melanocortins 是一群多胜�荷爾蒙的總稱，其成員均是從

pro-opiomelanocortin ( POMC )前驅蛋白分裂的片段( Alvaro et al., 

1997 )，包含了 ACTH及甲型、乙型、丙型-促黑激素( a、ß、? - 

melanocyte stimulating hormone )；其中甲型-促黑激素( a-MSH )

為一個含有 13個胺基酸的多��，當其中樞的與MC接受器結

合會抑制攝食行為( Grill et al., 1998 )。POMC的基因表現在腸、

胎盤、胰臟等等周邊組織中，而在腦下垂體前葉及中間亦大量表

現( Alvaro et al., 1997 )；在中樞神經系統中，POMC的細胞本體

主要位於於下視丘弓狀核及腦幹尾部的孤立核( nucleus of 

solitary tract；NTS )中( Watson et al., 1978 )，而 POMC的神經纖

維也廣泛投射到許多腦區域，包括室旁核、背中央核、腹側核等

調控能量平衡的區域( Vergoni & Bertolini, 2000；Starowicz & 

Przewlocka, 2003；Mountjoy & Wong, 1997 )。 

然而在中樞注射MC接受器的促進劑 a-MSH則會減少食物



 11 

的攝取量、降低腹內脂肪與體重，以及增加梳理時間( grooming ) 

( Argiolas et al.,2000 )；相反的，在弓狀核中也有個 agouti相關蛋

白( agouti-related protein；AgRP )，它是內生性 MC接受器的拮

抗劑，當攝食受限制時會上升，而且在 AgRP基因過度表現的轉

植鼠中會產生肥胖及過度攝食的現象( Ollmann et al., 1997 )。 

(一) MC接受器的作用 

       至今已有 5種 MC接受器被發現，包括了 MC 1、MC 2、

MC 3、MC 4、MC 5。它們為 G蛋白偶合接受器中的家族，

且這 5種 MC接受器有 40% ~ 60% 序列的相似性( MacNeil 

et al., 2002 )。另外，MC接受器會與MC結合而活化，進而

將訊號經由 GaS傳遞而增加細胞內的 cAMP ( Wikberg et al., 

1999 )。 

1. MC 1接受器 

MC 1接受器首先在黑色素瘤細胞中被確認，但它也表現在

正常的黑色素細胞及角質細胞中( Chhajlani and Wikberg, 

1992；Chakraborty et al., 1999 )。有報導也指出 MC 1接受器

亦表現在腦下垂體、胎盤、睪丸、黃體、吞噬細胞、內皮細

胞、神經膠細胞及星狀細胞( Wikberg et al., 1999 )。減少 MC 

1接受器之作用會使 eumelanin(棕色/黑色)成為phaeomelanin 
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(黃色 /紅色 )色素，造成人類紅髮及皮膚缺乏色素沉著

( Schaffer & Bolognia, 2001 )。 

2. MC 2接受器 

MC 2 接受器充份表現在腎上腺皮質，包括在成束的區域

( zona fasciculate )及腎絲球區域( zona glomerulosa )，其主要

調節促腎上腺皮質分泌荷爾蒙 ( adrenocorticotropic 

hormone；ACTH )的作用( Xia & Wikberg, 1996 )。MC 2接

受器的 mRNA也在腎上腺髓質發現，但功能仍不清楚。另

外，MC 2接受器亦表現在白色脂肪組織、皮膚、單核白血

球中( Wikberg et al., 2000 )。 

3. MC 3接受器 

高密度的MC 3接受器表現在中樞神經系統中的下視丘區域

及邊緣系統，如腹中下視丘核、弓狀核、preoptic 核及下視

丘側邊與尾部區域( Roselli-Rehfuss et al., 1993 )。另外，MC 

3 接受器也在心、胃、胰、肌肉、腎臟及卵巢和睪丸發現

( Gantz et al., 1993；Chhajlani, 1996 )。上述腦部區域的分布

暗示著MC在調控攝食行為上扮演著一個重要的角色；另有

文獻指出 MC 3接受器亦能調節體溫及心血管功能( Low et 

al., 1994 )。 
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4. MC 4接受器 

在嚙齒類動物的腦中，MC 4接受器 mRNA表現量較 MC 3

接受器少，但分布區域較為廣泛。MC 4接受器分布在腦的

皮質、下視丘、視丘、腦幹及脊髓中( Mountjoy and Wild, 

1998；Cowley et al., 1999 )；特別在下視丘的旁室核與腦幹

尾部的背側運動核( dorsal motor nucleus )有很高的表現量 

( Mountjoy et al., 1994 )。MC 4接受器調控著攝食與能量代

謝( Kim et al., 2000；Williams et al., 2000 )，且以在腦部區域

分布來看，也顯示出 a-MSH調節食物攝取作用( Williams et 

al., 2000 )。 

        5. MC 5接受器 

        極多的組織都有 MC 5接受器，其 mRNA也存在脂肪、肺、

乳腺、肌肉骨骼、皮膚、卵巢、子宮、睪丸、白血球、前列

腺、腎上腺等等組織中( Labbe et al., 1994；Chen et al., 1997；

Akbulut et al., 2001 )。MC 5 接受器也有少量表現在腦中

( Labbe et al., 1994；Fathi et al., 1995 )，但其在腦中的生理功

能仍不清楚。 
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    (二) MC 3/4接受器與攝食行為之關係 

          中樞神經的MC 3與 4接受器在下視丘中扮演著一個調節

攝食的重要角色( Mountjoy et al., 1994 )。在大鼠身上以腦室

注射非選擇性 MC 3/4 接受器 ( MC 3/4 R )的拮抗劑

SHU9119，會造成增加食物的攝取( Giraudo et al., 1998；Grill 

et al., 1998 )；而非選擇性 MC接受器的促進劑MT II則會降

低食物的攝取( Fan et al., 1997 )。相同的，若腦室注入一個

選擇性MC 4接受器的拮抗劑 HS014則會增加攝食量( Kask 

et al., 1998 )。由上述可知，由腦室給予MC 3/4接受器拮抗

劑的確能有效降低攝食行為。 

 

由前述得知，Exendin-4與 GLP-1相似且兩者作用皆可降低大白

鼠的攝食及體重，並可調控能量平衡。此外，我們也得知抑制中樞

NOS 的產生會明顯使攝食量下降；而刺激中樞的 MC 系統則會抑制

進食，反之會增加食物的攝取。因此 Exendin-4抑制攝食的效果是否

可能經由抑制 NO的合成或是刺激MC系統而來達成，是值得去深入

探討的問題。  
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本實驗目的在探討： 

1. 周邊給予 exendin-4降低攝食行為的作用是否可被

nitroprusside阻斷。 

2. 腹腔注射 exendin-4對大白鼠食物攝取之影響是否經由中樞之

MC路徑而達成。 

3. 利用單一免疫組織化學染色觀察 exendin-4對 cFos蛋白表現

量的影響。 

4. 利用雙重免疫組織化學染色以觀察注射 exendin-4之後是否會

影響 a-MSH神經元中 cFos的表現量。 
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貳、材料與方法 

一、實驗藥物 

        exendin-4 購自 American peptide；  Na nitroprusside 購自

Sigma; MC 接受器拮抗劑 SHU9119、HS014 均購自於 Phoenix 

Pharmaceuticals, Inc；且所有藥物均溶解於 0.9 % 生理食鹽水中。 

 

二、實驗動物 

        本實驗採用購自國科會動物中心之成熟 Sprague-Dawley 

(SD)品系的雄性大白鼠作為實驗動物，並以實驗鼠專用飼料餵

食。動物在適應期間以 5 隻為一籠飼養，手術後則個別飼養於

37 ×25 ×17 公分的長方形塑膠籠中。除了依實驗所需剝奪食物

外，其餘時間皆供給充分的食物與水，而飼養室溫度維持於 22 ±

1℃，溼度維持於 65-75 ﹪，採用日間、黑夜各 12小時之光暗循

環的時間控制。 

 

三、外科手術 

（1） 頸靜脈插管手術：                                

實驗動物以腹腔注射 ( intraperitoneal injection；I.P.) chloral 

hydrate ( 360 mg/Kg , Merck )進行麻醉，以 PE-50導管進行單

側頸靜脈( jugular vein )插管，以供在清醒狀態下給藥。傷口
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縫合後於皮下注射盤尼西林( 3000 IU/rat )，以防止感染。 

 

（2） 右腦室插管手術： 

將實驗大白鼠以腹腔注射 chloral hydrate ( 360 mg/Kg , 

Merck ) 進行麻醉，並固定於立體定位儀上。首先將動物頭

部上方的毛髮剔除，再縱切皮層並向兩側拉開後使頭骨露

出，以立體定位儀將 22-gauge的滯留針插入頭骨 Bregma 右

側 0.14 cm、後方 0.08 cm 及腦模下方約 0.38 cm 的位置，當

此時有腦脊髓液( cerebral spinal fluid，CSF )流出時即可確定

滯留針已插入腦室內，之後以小螺絲固定於滯留針周圍，再

以牙科膠( dental cement )將其完全固定於頭骨上，使滯留針

不會滑動，以利於日後能將藥物正確的注入右側腦室內。最

後將傷口縫合並於皮下注射( subcutaneous injection，S.C. ) 

Penicilline 3000 IU/rat，以防止感染。 
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四、灌流與腦組織處理 

        大白鼠經腹腔注射過量的 sodium pentobarbital 深度麻醉後 

，先將胸腔切開露出心臟，再以止血鉗夾住下腔靜脈，並且由左

心室注入 1000 IU的肝素( heparin )，接著以 18號軟針刺穿經過

左心室至主動脈出口後，依序注入含 2 ﹪亞硝酸鈉( Na nitrite )

之生理食鹽水以及 4 ﹪副福馬林 ( paraformaldehyde ) 以施行全

身灌流。 

        將灌流完畢後的腦組織取出，並置於 4 ﹪paraformaldehyde 

中，隔夜再浸潤於 30 ﹪的蔗糖溶液中保存，直至組織完全沉澱

為止。隨後置於冷凍切片機中以 40μm的厚度做連續冠狀切片，

並將腦組織切片保存於含有 0.1M 磷酸氫鈉緩衝液、 30 ﹪

sucrose 、30 ﹪ethylene glycol與 1 ﹪polyvinylprolidone的抗凍

液中。 
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五、免疫組織化學染色法 ( immunocytochemistry，ICC ) 

（1） 單一免疫組織化學染色步驟： 

先將腦組織從抗凍液中取出，以 0.05M 磷酸氫鈉緩衝

液( potassium phosphate buffered saline，KPBS )清洗，之後

浸泡於 1 ﹪H2O2 中 15分鐘，以減少內生性過氧化�反應，

再以 0.05M KPBS清洗以終止其反應。接著於室溫下將組織

與 cFos的初級抗體( 1: 8000，Santa Cruz Biotechnology )反

應 1小時，再置於 4℃冰箱中反應 48小時。 

    以 0.05M KPBS 清洗後，加入稀釋 600 倍之次級抗體 

( biotin-conjugated anti-rabbit IgG)於室溫下反應 1小時；組

織再度以 KPBS 清洗並加入與過氧化� ( Horse-radish 

peroxidase；HRP )結合之卵白素 -生物素複合物溶液中 

( avidin-biotin complex；Vector Laboratories, Burlingame, 

USA )於室溫下反應 1小時。 

    最後在將組織切片浸泡於呈色溶液(含 175 mM的醋酸

鈉、2.5 mg/ml NiSO4 、0.025 ﹪的過氧化氫與 0.2 mg/ml 

diaminobenzidine )中反應，使 cFos核蛋白呈現藍黑色。 
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（2） 雙重免疫組織化學染色步驟： 

         其步驟與前述方法相同，唯獨在完成單一免疫組織化學

染色( cFos染色)後，組織尚須與α-MSH初級抗體( 1：50000 )

以及稀釋 600倍之次級抗體( biotin-conjugated anti-sheep IgG ) 

於室溫下反應 1小時，之後再進行第二次 ICC染色，其組織

浸泡於含有 0.025 ﹪的過氧化氫、0.2 mg/ml diaminobenzidine

與 0.05M Tris buffer ( pH 7.5 )中呈色，使反應物為褐色。 

 

六、實驗步驟 

        所有實驗動物皆於腦室插管手術後給予 5-7天的恢復期，期

間則每日以 27-gauge 的細針探入滯留針中，以確保滯留針的通

暢，並且每日觀察大白鼠的攝食以及頭部傷口的癒合情形，當狀

況不佳的大白鼠則予以淘汰。各實驗步驟分述如下： 
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實驗一：腹腔注射 GLP-1類似物 exendin-4與一氧化氮提供劑  

Na nitroprusside 對雄性大白鼠攝食的影響  

 

大白鼠( 500-600 克 )於腹腔注射藥物前，先剝奪食物二十四小

時，並經隨機方式分組。每隻動物均給予兩次腹腔注射，首先施予

GLP-1類似物 exendin-4 ( 0.5 µg/ml/Kg )或生理食鹽水( 1 ml/Kg )，五

分鐘後再給予一氧化氮提供劑 Na nitroprusside ( 500 µg 或 2 

mg/ml/Kg )或生理食鹽水( 1 ml/Kg )，隨後讓大白鼠恢復進食，並記

錄第 1、2、4和 6小時的食物攝取量(實驗流程見圖一)。 

各組結果以 mean ± SEM表示，並且採用雙項變方分析( two way 

ANOVA )與 Tukey´s test 來檢驗其結果，當 p＜0.05時即視為有顯著

差異性。 
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實驗二：腦室內注射 MC第 3/4型( SHU9119 )或第 4型( HS014 )接受 

器拮抗劑對周邊給予 exendin-4下降攝食之影響  

 

    體重 250-350克的大白鼠在腦室插管手術後 5-7天的恢復期間，

於每日在腦室內注射 5µl的生理食鹽水，使其能適應腦內注射的方式

及確保滯留針通暢。 

    大白鼠於腦室內注射藥物前，先剝奪食物二十四小時，並經隨機

方式分組。首先以腦室內注射 MC第 3/4型接受器拮抗劑 SHU9119  

( 1 µg/5µl )或第 4型接受器拮抗劑 HS014 ( 1.5 µg或 5 µg/5µl )，而對

照組給予 5µl的生理食鹽水；經 5分鐘後再進行腹腔注射 exendin-4 

( 0.5 µg/ml/Kg ) 或 1 ml/Kg的生理食鹽水。隨後再讓大白鼠恢復進

食，並記錄第 1、2、3和 4小時的食物攝取量(實驗流程見圖二)。 

各組結果以 mean ± SEM表示，並且採用雙項變方分析( two way 

ANOVA )與 Tukey´s test 來檢驗其結果，當 p＜0.05時即視為有顯著

差異性。 
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實驗三：exendin-4對 cFos蛋白表現量的影響  

 

    在實驗一結束後，使其動物休息 2至 3天，在將以 chloral hydrate 

麻醉後進行單側頸靜脈埋管。於二十四小時的食物剝奪後，再分別以

頸靜脈( I.V. )給予 exendin-4 ( 0.5 µg/ml/Kg )或生理食鹽水( 1 ml/Kg ) 

，並於 4小時後進行全身灌流取腦組織。 

    隨後將腦組織切片，組織以每隔 6片取一片的方式，以進行 cFos

核蛋白單一免疫組織化學染色(步驟如前所述)。所有完成染色之組織

切片，置於生理食鹽水中並依序排列至載玻片上，再以蒸餾水、70 %、

95 %、100 %之酒精及 histoclear，使組織洗出鹽分和脫水後封片。玻

片置於放大 100倍的光學顯微鏡下，依據 Paxinos & Watson提供的位

置( 1986 )分析下視丘弓狀核( A-P：Bregma -2.30 ~ -3.30mm，D-V：

dura＋9.6 ~ 10.2 mm，M-L：±0.2 ~ 0.8 mm；圖三) 之 cFos總數與平

均數。 

各組結果以 mean ± SEM表示，並且採用 t檢定來檢驗其結果，

當 p＜0.05時即視為有顯著差異性。 
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實驗四：利用雙重免疫組織化學染色法觀察 Exendin-4對於α-MSH 

細胞中 cFos蛋白表現量之影響  

 

    在實驗一結束後，使動物休息 2至 3天，以 chloral hydrate 麻醉

後進行單側頸靜脈埋管。於二十四小時的食物剝奪後，再分別以頸靜

脈( I.V. )給予 exendin-4 ( 0.5 µg/ml/Kg )或生理食鹽水( 1 ml/Kg )，並於 

4小時後進行全身灌流取腦組織。 

    隨後將腦組織切片，組織以每隔 6片取一片的方式，以進行 cFos

核蛋白與α-MSH雙重免疫組織化學染色法(步驟如前所述)。於所有

完成染色之組織切片，置於生理食鹽水中並依序排列至載玻片上，再

以蒸餾水、70 %、95 %、100 %之酒精及 histoclear，使組織洗出鹽分

和脫水後封片。玻片置於放大 100倍的光學顯微鏡下，分析下視丘弓

狀核之α-MSH細胞總數以及α-MSH細胞中所表現 cFos之比例。 

各組結果以 mean ± SEM表示，並且採用 t檢定來檢驗其結果，

當 p＜0.05時即視為有顯著差異性。 
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參、結果 
 

實驗一：腹腔注射 GLP-1類似物 exendin-4與一氧化氮提供劑   

Na nitroprusside 對雄性大白鼠攝食的影響  

 

在食物剝奪 24小時的大白鼠中，腹腔注射 saline + 一氧化氮提

供劑 Na nitroprusside ( 500 µg/ml/Kg )之組別，和注射 saline + saline

組相較，其兩組間的攝食量在第 1、2、4和 6小時並無明顯差異( p > 

0.05，圖四)；此外給予 2 mg/ml/Kg的 nitroprusside也亦有相同的情

況( p > 0.05，圖五)。 

而腹腔注射 exendin-4 ( 0.5 µg/ml/Kg ) + saline組，其第 1、2、4

和 6小時的攝食量皆顯著低於對照組( saline + saline )( p < 0.01 )。 

當同時給予 exendin-4 與 nitroprusside後，大白鼠攝食量仍然和

Exendin-4 + saline組一樣低，亦即是只要注射 exendin-4，不論有無外

給 nitroprusside，大白鼠的攝食量皆會顯著的降低(圖四、五)。 
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實驗二：腦室內注射 MC第 3/4 型 ( SHU9119 )或第 4型 ( HS014 ) 

接受器拮抗劑對周邊給予 exendin-4下降攝食之影響  

 

在食物剝奪 24小時的大白鼠中，腦室內注射 MC第 3/4型接 

受器拮抗劑 SHU9119 ( 1 µg/5 µl )或第 4型接受器拮抗劑 HS014 ( 1.5 

或 5 µg/5 µl )，其攝食量與給予 5 µl生理食鹽水的對照組相比較之下

並無顯著的變化( p > 0.05，圖六)，但在第 4小時的攝食量卻比對照

組來的低且有顯著性的差異。 

    當腹腔注射 exendin-4 ( 0.5 µg/ml/Kg )的大白鼠，其第 1小時的攝

食量有顯著的降低( p < 0.01 )，且維持到第 4小時。然而，同時給予

exendin-4與 MC第 3/4型接受器拮抗劑 SHU9119後，在第 1到 4小

時的攝食量顯著的高於 saline + exendin-4組( p < 0.01 )，且和 saline + 

saline 組之間無顯著差異。 

另外，給予 exendin-4與 MC第 4型接受器拮抗劑 HS014組中，

可見給予高劑量的HS014可以阻斷 exendin-4所引起大白鼠攝食量降

低的作用，且在第 1、2、3、4小時的攝食量有顯著的上升( p < 0.01，

圖六)。 
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實驗三：exendin-4對 cFos蛋白的影響  

 

    當大白鼠接受頸靜脈給予 exendin-4 ( 0.5 µg/ml/Kg )處理後，下視

丘弓狀核 cFos的表現量顯著增加(圖七)。而且，將其量化統計來看，

不論弓狀核全部的 cFos 含量或每個切片平均的 cFos 含量，注射

exendin-4後都有顯著性的增加( p < 0.05，圖八)。 

 
 
 

實驗四：利用雙重免疫組織化學染色法觀察 Exendin-4對於α-MSH

細胞中 cFos蛋白表現量之影響  

 

經二十四小時剝奪食物的大白鼠，在清醒狀態下由頸靜脈注射

exendin-4 ( 0.5 µg/Kg )或 saline後，大部份的 a-MSH細胞皆未表現

cFos (圖九)。弓狀核全部的 a-MSH細胞含量或平均的 a-MSH細胞含

量，都無顯著性的差異( p > 0.05，圖十 A、B )。另外，弓狀核中 cFos

在 a-MSH細胞之表現量也無統計上的差異( p > 0.05，圖十 C )。 
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肆、討論 

Exendin-4是個強效的胰高血糖胜�-1接受器致效劑，且其結構

與作用也與GLP-1相似，主要的不同在於 exendin-4有較長的半衰期。 

Doyle學者在 2003年的研究指出，exendin-4 C端的九個胺基酸對於

結合至胰高血糖胜�-1接受器能力以及生物活性是很重要的( Doyle 

et al., 2003 )。 

 

Eexendin-4與一氧化氮提供劑 Na nitroprusside降低攝食的效果： 

    在 1999年 Young等學者的研究指出，當持續六週每天腹腔注射 

兩次 exendin-4 ( 0.1、1、10、100 µg/Kg )，會有明顯降低食物攝取的 

效果，且隨著劑量的增加其抑制攝食的作用亦越顯著。由實驗一中得 

知，腹腔注射 exendin-4明顯造成大白鼠攝食量降低。2003年有文獻 

指出腹腔注射 0.5 µg/Kg 的 exendin-4確實能夠有效降低食物攝取量 

( Aziz & Anderson., 2003 )，這與本實驗所得到之結論相同。 

    當單獨外給一氧化氮提供劑 nitroprusside ( 500 µg/Kg或 2 mg/Kg  

)，其攝食量與對照組相較並無明顯差異。此實驗結果也與 Racotta等 

學者在 1998年的結果相同( Racotta et al., 1998 )，但他們發現同樣劑 

量的 nitroprusside卻可阻斷 epinephrine抑制攝食的作用；本實驗同時 

注射 exendin-4與 nitroprusside後，大白鼠攝食量仍和 exendin-4 +  

saline組一樣的低。故我們推論，胰高血糖��-1類似物 exendin-4 
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並非經由抑制一氧化氮而達到降低攝食之作用，亦即只要注射 

exendin-4，不論有無外給 nitroprusside情況之下，大白鼠的攝食量皆 

會顯著的降低。 

 

腦內注射 MC接受器拮抗劑對周邊給予 exendin-4下降攝食之影響： 

為了證實 exendin-4抑制攝食的作用是否經由活化MC系統而達

成，在本實驗中分別給予MC第 3/4型( SHU9119 )或第 4型( HS014 )

接受器之拮抗劑來觀察其攝食量的變化。由實驗二中得知，腦室內注

射MC第 3/4型接受器拮抗劑 SHU9119 ( 1 µg/5 µl )或第 4型接受器拮

抗劑 HS014 ( 1.5 和 5 µg/5 µl )，其攝食量與給予 5 µl生理食鹽水的對

照組相比較之下並無顯著的變化。但之前文獻指出在正常進食的大鼠

身上以腦室注射 SHU9119或 HS014皆則會增加食物的攝取( Grill et 

al., 1998；Kask et al., 1998 )，而本實驗的動物為食物剝奪二十四小時

的大鼠，因此可能在禁食飢餓的狀態下 MC 系統不活化，所以給予

MC的拮抗劑並不影響攝食變化。然而在第四小時，單獨給予 MC 接

受器拮抗劑 SHU9119或 HS014的攝食量明顯降低，且與對照組間有

顯著差異，但原因不是很清楚仍需再進一步做探討。 

當同時給予 exendin-4與 MC第 3/4型接受器拮抗劑 SHU9119， 

其攝食量顯著高於單獨給予 exendin-4組，並與對照組( saline + saline )

間並無顯著差異。雖然給予 1.5 µg 的 HS014後無法防止 exendin-4 
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所引起大白鼠攝食量降低的效果，但高劑量( 5µg )的 HS014，卻可以

阻斷 exendin-4的作用。由於 HS014對於MC 4接受器的親和力分別

為 MC 1、MC 3、MC 5接受器的 34、17、220倍( Schioth et al., 1998 ) ，

因此本實驗證實中樞的 MC 4接受器的確參與了 exendin-4對攝食的

效果。 

另有文獻指出，不僅MC 4接受器與攝食調節有關，MC 3接受

器亦對於能量代謝的調控扮演著一個重要的角色( Williams et al., 

2000)。在 MC 4接受器剔除( MC 4R -/- )的小鼠會有過度攝食的現象

發生( Butier et al., 2001 )；而 MC 3接受器剔除( MC 3R -/- )的小鼠則

無過度攝食或明顯體重增加的現象，但會增加脂肪量及攝食的效能

( Chen et al., 2000；Butier et al., 2000 )。這也顯示出 MC 4接受器主要

負責調控食物攝取，而 MC 3接受器則調控食物效能與脂肪儲存。由

於本實驗利用MC 3/4接受器的拮抗劑亦可以阻斷 exendin-4的抑制攝

食作用，所以我們無法排除中樞 MC 3接受器亦參與其中的可能性。

但因 MC 3接受器剔除的小鼠並不會增加攝食量，因此中樞的 MC 3

接受器應該也未參與 exendin-4 抑制攝食行為之作用。Cone 在 1999

年提出位在下視丘弓狀核的 POMC 細胞本體會投射到室旁核、背中

央核、腹側核等區域，且這些腦區域上都有著 MC 3及 MC 4接受器

的存在( Cone., 1999 )，相同的在下視丘這些區域也有 GLP-1及其接
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受器的存在( Shimizu et al., 1987；Sarkar et al., 2003 )。故我們推測，

exendin-4 抑制攝食的效果可能經由下視丘的 MC 系統而達成，實驗

的結果亦支持我們的假說。 

    然而在 2000 年 Edwards 等學者卻指出中樞的 GLP-1 並不透過

MC 4接受器的作用路徑來達成減少食物攝取的效果( Edwards et al., 

2000 )。這結果和我們的實驗數據有所差異，也許因為動物模式不同

而造成相異；Edwards等是直接將胰高血糖��-1( GLP-1 )注射至第

三腦室並利用 AgRP阻斷 MC接受器的作用，而本實驗是以腹腔注射

exendin-4 來達到抑制攝食的效果，中樞則使用特異性較高的 MC 接

受器拮抗劑SHU9119和HS014。另外Seeley等在第三腦室注射GLP-1 

所誘發的抑制攝食作用則無法被 0.5 nmol (相當等於 0.5 µg )SHU9119

所阻斷( Seeley et al., 1997 )，本實驗使用的 SHU9119則為 1 µg，約為

Seeley等人的 2倍劑量，所以可能所使用的動物模式、藥物、劑量及

注射的途徑不同而導致上述之差異。 

 

Eexendin-4對 cFos蛋白表現量的影響：  

    本實驗中以 cFos 作為神經活性的指標，觀察在下視丘弓狀核中

的 cFos是否受到頸靜脈注射 exendin-4而改變。cFos為 c-fos原始致

癌基因的產物，也是核蛋白的一種。但至今在中樞神經系統中所扮演

的角色及功能仍不是很清楚，其除了可以作為第三傳訊因子之外，當
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動物受到某些刺激，像是：壓力、滲透壓改變、給予特定的藥物時，

會使 cFos 在許多神經腦細胞中產生短暫且快速的表現 ( Curran & 

Morgan., 1987；Bonaz & Tache., 1994 )。此外，在 1994年 Mistry等人

研究指出進食與食物的剝奪都會影響下視丘 cFos 的表現；所以在本

實驗中先剝奪食物二十四小時後才注射藥物，且給予藥物後就不再供

給任何食物，並於四小時後立即灌流，以避免上述之進食問題所導致

的 cFos 表現量差異。而在本篇實驗二中結果顯示當大白鼠接受頸靜

脈給予 exendin-4 ( 0.5 µg/ml/Kg )處理後，下視丘弓狀核 cFos的表現

顯著增加，且將其量化統計可看見不論是弓狀核全部或每個切片平均

的 cFos含量都有顯著增加，因此可見周邊 exendin-4之處理的確可以

活化弓狀核的細胞。 

 

Exendin-4對於α -MSH神經元中 cFos蛋白表現量之影響：  

    由本篇研究結果顯示頸靜脈注射 exendin-4，對於下視丘弓狀核

a-MSH 細胞的表現量與對照組並無顯著性的差異。這可能是因為短

期的 exendin-4 作用並不影響到 a-MSH 細胞的總量。此外，弓狀核

cFos在 a-MSH細胞之表現與對照組也無差異。儘管 exendin-4在弓狀

核可誘導較多的 cFos表現，但顯然這些 cFos蛋白並不存在於 a-MSH

細胞中。在 2004年 Sebastien等人指出以腹腔注射 leptin可明顯誘導

弓狀核 a-MSH細胞的 cFos表現( Sebastien et al., 2004 )。顯示弓狀核
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的 a-MSH 細胞的確具有表現 cFos 蛋白的能力，但顯然由周邊注射

exendin-4並不足以誘導這些蛋白的表現，而腦室注射 exendin-4是否

又會影響 a-MSH神經元 cFos蛋白的表現則需更進一步的去探討。因

此我們也可以推論周邊注射 Exendin-4 會誘導其他非 a-MSH 細胞

cFos的表現，但由於在行為上我們觀察到 Exendin-4抑制攝食作用的

確需經 MC受器而達成，因此推測 a-MSH的釋放量不一定和弓狀核

a-MSH神經中 cFos的表現量有正相關。 

    在大白鼠或小鼠中給予 exendin-4能刺激胰島素分泌及產生低血

糖現象( Baggio et al., 2000；Parkes et al., 2001 )；也會促使胰臟內分泌

細胞分化、增生與 ß細胞的擴充( Xu et al., 1999 )並改善胰島素的敏感

性( Young et al., 1999 )。另外，若中樞給予外生性胰島素則會降低食

物的攝取( Schwartz et al., 1992 )，而同時注射 SHU9119 ( 0.1 nmol，

相當等於 0.1 µg )與胰島素則對攝食量沒有影響 ( Stephen et al., 

2002 )，顯示胰島素於中樞抑制攝食的作用必須透過 MC系統。亦有

文獻指出在禁食的大白鼠中以中樞注射胰島素會增加 POMC (a-MSH

前驅物質)的表現，且有大多數( 90% )的 POMC細胞會表現胰島素接

受器- ß ( Stephen et al., 2002 )。由此，我們推測 exendin-4在攝食的影

響亦有可能透過胰島素的上升作用而刺激 MC 系統來達到抑制食物

攝取的效果，但詳細的路徑仍需進一步的實驗來證實。 
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    綜合以上的研究結果，得知腹腔注射 exendin-4確實能顯著抑制

實驗動物之攝食量且增加下視丘弓狀核 cFos 蛋白的表現，而

exendin-4是經由 MC系統而非一氧化氮系統來誘發厭食行為。 
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圖三、腦部冠狀切面圖顯示弓狀核(Arc)之解剖位置。3V：第三腦室；

ME：median eminence，中突處。方框處為分析部位。 
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圖四、給予低劑量的 nitroprusside對 exendin-4 降低攝食效果之

影響( n = 4~5 )。同時以腹腔注射 nitroprusside ( 500 

µg/ml/Kg )與 exendin-4 ( 0.5 µg/ml/Kg )，對於大白鼠攝食

量之影響。各組以 mean ± SEM表示，**p < 0.01 v.s NS + 

NS；# p < 0.05 v.s NS + NP。A圖為累積 1小時之攝食量；

B圖為累積 2小時之攝食量；C圖為累積 4小時之攝食量；

D 圖為累積 6 小時之攝食量。 ( NS：saline；NP：

nitroprusside；E-4：exendin-4 ) 
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圖五、給予高劑量的 nitroprusside對 exendin-4 降低攝食效果之

影響 ( n = 4~5)。同時以腹腔注射 nitroprusside ( 2 

mg/ml/Kg )與 exendin-4 ( 0.5 µg/ml/Kg )，對於大白鼠攝食

量之影響。各組以 mean ± SEM表示，**p < 0.01 v.s NS + 

NS；# p < 0.05 v.s NS + NP。A圖為累積 1小時之攝食量；

B圖為累積 2小時之攝食量；C圖為累積 4小時之攝食量；

D 圖為累積 6 小時之攝食量。 ( NS：saline；NP：

nitroprusside；E-4：exendin-4 ) 
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圖六、給予MC 3/4 antagonist對 exendin-4降低攝食效果之影響( n = 

7 ~ 10 )。由腦室內注射MC 3/4 antagonist SHU9119 ( 1 µg/5µl )

或 MC 4 antagonist HS014 ( 1.5 或 5 µg/5µl )與腹腔注射

exendin-4 ( 0.5 µg/ml/Kg )，對於大白鼠攝食量之影響。各組以

mean ± SEM表示，# p < 0.05 v.s NS + E-4；* p < 0.01 v.s NS + 

NS。A圖為累積 1小時之攝食量；B圖為累積 2小時之攝食

量；C圖為累積 3小時之攝食量；D圖為累積 4小時之攝食量。

( E-4：exendin-4 )。 
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Exendin-4                              Control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 

圖七、下視丘弓狀核 cFos對於腹腔注射 exendin-4之反應。左圖：頸 

靜脈注射 exendin-4 ( 0.5 µg/ml/Kg )；右圖：頸靜脈注射 saline( 1 

ml/Kg )。黑色橫線(   )相當於 80 µm。 
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圖八、腹腔注射 exendin-4對於下視丘弓狀核 cFos表現量的影

響。上圖：全部弓狀核 cFos的含量；下圖：平均每片組

織上弓狀核 cFos的含量( *p < 0.01 v.s saline )。 
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C. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖九、弓狀核中 cFos (藍色細胞核)與 a-MSH細胞(褐色細胞核) 

的表現。A圖：對照組；B圖：注射 exendin-4；C圖：A 

圖方框部份放大。黑色橫線(    )相當於 80 µm (A、B圖) 

或 20 µm (C圖)。 
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圖十、Exendin-4對於弓狀核中 a-MSH細胞活性的影響。A圖： 

弓狀核全部的 a-MSH細胞含量；B圖：平均每片組織上

弓狀核的 a-MSH細胞含量；C圖：a-MSH表現 cFos 蛋

白的百分比，兩組間並無顯著差異。 
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