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中文摘要中文摘要中文摘要中文摘要 

研究目的研究目的研究目的研究目的 

抵抗素 (Resistin) 是一種脂肪激素，同時它也是一種與食物攝取

和能量平衡有關的蛋白質，稱為 ingestive peptides，最初它被認為與

第二型糖尿病有關，在老鼠主要由白色脂肪組織產生，但在人類的主

要來源是巨噬細胞。一般來說脂肪激素都與能量平衡有關，但 resistin

在人體的功能目前還不是很清楚。其他 ingestive peptides，例如

ghrelin，adiponectin 及 leptin，已被證明具神經保護作用，但 resistin

是否一樣有神經保護的作用，至今仍無相關的研究提出證明。本實驗

的目的主要是觀察 resistin 是否也具有神經保護的作用。 

 

研究方法研究方法研究方法研究方法 

 我們選擇 dopaminergic 神經元細胞株(MES23.5)作為本實驗的材

料，以神經毒素 6-hydroxydopamine（6-OHDA）用來引發細胞毒性。

我們用 MTT，SRB 和 LDH 的細胞存活率分析法來確認 6-OHDA 的

細胞毒性，然後利用 Hoechst 染色法觀察細胞的形態變化，接著利用

流式細胞儀雙染分析法（PI 及 annexin V）檢測細胞死亡的模式。下

一步我們利用 DCFH- DA 分析法檢測活性氧化物（ROS）的產生量，

並利用 Rhodamine 123(Rh123)染色觀察線粒體膜電位的變化。接著我

們測量細胞在加入 6-OHDA 後，參與細胞凋亡作用的蛋白質之表現
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量。最後我們觀察細胞保護蛋白質 HSP73，HO-1 和 Bcl-2 在加入

resistin 之後的表現量，並對其與細胞存活的關係進行了研究。 

 

研究結果研究結果研究結果研究結果 

 MTT，SRB和LDH分析法證實了6-OHDA的細胞毒性，而Hoechst

染色法及流式細胞儀雙染分析法皆顯示出，加入 6-OHDA 後會引發

細胞凋亡，而 resistin 的前處理則會抑制這一現象。DCFH-DA 分析法

觀察到，細胞在加入 6-OHDA 後 ROS 的生成量會增加，而 resistin

的前處理則會抑制這一現象。Rh123 染色法則顯示，細胞在加入

6-OHDA 後粒線體膜電位會下降，而 resistin 的前處理則會抑制這一

現象。在與細胞凋亡相關的蛋白質表現量方面，加入 6-OHDA 後 Bcl-2

會下降，而 resistin 的前處理則會抑制這一現象。另一方面，Bax 和

PARP-1/2 和 cleaved caspase-3 則顯示相反的結果。HSP73，HO-1 和

Bcl-2 的表現量在加入 resistin 呈現增加的結果，但如果經過 HSP73

和 HO-1 抑製劑的處理，細胞存活率在加入 resistin 後並沒有增加。 

 

研究結論研究結論研究結論研究結論 

 根據上述結果，我們可以得到實驗的結論。Resistin 對於 6-OHDA

所引起的細胞毒性有神經保護的作用，而且是經由對抗細胞凋亡的機

制。將細胞經過 resistin 前處理，能降低 ROS 的產生和恢復粒線體膜
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電位。本實驗結果也發現，HSP73 和 HO-1 為 resistin 的神經保護作

用所必需的蛋白質，由此推論此兩種內生性蛋白質具有神經保護的作

用，而其潛在的作用機制和臨床應用則需要進一步的研究。 

 

關鍵字關鍵字關鍵字關鍵字：抵抗素，神經保護，抗細胞凋亡，抗氧化 
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Abstract 

Introduction 

Resistin is one of the adipokines families, and it is also one of the 

peptides responsible for food intake and energy balance called ingestive 

peptides. Initially it was thought to be associated with type 2 DM. In 

rodent it was produced mainly by white adipose tissue, but in human the 

major source is from macrophage. Generally adipokines are related to 

energy balance, but the function of resistin in human is not fully 

elucidated. Other ingestive peptides, e.g. ghrelin, adiponectin and leptin, 

had been proved to be neuroprotective, but so far there is no convincible 

evidence about resistin being neuroprotective. This study was set to 

investigate whether resistin also exert neuroprotective effect. 

 

Methods 

 A dopaminergic neuron cell line called MES 23.5 was used for this in 

vitro study. The neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA) was used to 

induce cytotoxicity. We used MTT, SRB and LDH assays to confirm the 

cytotoxicity of 6-OHDA, then Hoechst stain of nuclear extract was 

applied to observe the morphological change. Flow cytometry with 

propidium iodide (PI) and annexin V was performed to evaluate the 

pattern of cell death. Next reactive oxygen species (ROS) production was 

measured by 2’,7’-dichlorfluorescein-diacetate (DCFH-DA) assay, and 

mitochondrial membrane potential was observed by rhodamine 123 

(Rh123) staining. Various proteins involved in apoptosis were checked 

for their expression after addition of 6-OHDA to neuron cell. Finally 
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HSP73, HO-1 and Bcl-2 expression and their relationship to cell 

surviveal were examined. 

 

Results 

 MTT, SRB and LDH assays confirmed the cytotoxicity of 6-OHDA 

and found that it had a dose-dependent cytotoxic effect. Under phase 

contrast microscopy, most of the 6-OHDA-treated neurons cell lost their 

neurites, but the number decreased after resistin treatment. Hoechst stain 

of nuclear extract revealed that 6-OHDA-treated nucleus became 

condensed and fragmented, which are features compatible with apoptosis. 

Flow cytometry with propidium iodide (PI) and annexin V revealed that 

after 6-OHDA treatment the distribution of cells shifted to late apoptosis. 

Pretreatment of resistin reversed this phenomenon. DCFH-DA assay 

disclosed that addition of 6-OHDA to neuron cell increased ROS 

production, but resistin pretreatment reversed this result. Rh123 staining 

revealed treatment of 6-OHDA decreased mitochondrial membrane 

potential, but resistin pretreatment reversed this phenomenon. The 

amount of Bcl-2 decreased after 6-OHDA treatment, but resistin 

treatment reversed this phenomenon. On the other hand, Bax, PARP-1/2 

and cleaved caspase-3 showed opposite results compared with Bcl-2. 

HSP73, HO-1 and Bcl-2 actually increased in amount after addition of 

resistin, but after addition of HSP73 and HO-1 inhibitors, the level of cell 

viability did not return in the condition of resistin treatment after 

6-OHDA addition. 
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Conclusion 

 According to above findings, some preliminary conclusions can be 

made. Resistin exerts neuroprotective effect on dopaminergic neuronal 

cell via anti-apoptosis mechanism. Pretreatment of resistin decreases 

ROS production and restored mitochondrial membrane potential, which 

were resulted from 6-OHDA addition. HSP73 and HO-1(HSP32), two 

well known neuroprotective proteins, are necessary for this 

neuroprotective effect of resistin. Further investigation is needed to fully 

discover the underlying mechanism and its potential in clinical practice. 

 

Key words: resistin, neuroprotection, anti-apoptosis, anti-oxidation 
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第一章第一章第一章第一章 前言前言前言前言 

第一節第一節第一節第一節 研究背景研究背景研究背景研究背景 

一一一一、、、、    神經退化之簡介神經退化之簡介神經退化之簡介神經退化之簡介 

隨著年齡老化，人體內許多細胞會逐漸死亡，包括神經細胞在

內，而引起許多退化性疾病。在神經系統的疾病裏，神經退化疾病佔

了很重要的角色，例如：Alzheimer’s disease （AD），Parkinson’s disease

（PD），Huntington’s disease 等 (Ross et al. 2004)。這些神經退化疾

病的特徵在於漸進式的病程以及選擇性的神經元死亡 (Lin et al. 

2006)，以 PD 為例，PD 是僅次於 AD 第二常見的神經退化疾病，盛

行率約為 0.3%(60 歲以上老年人盛行率為 1%)，典型的臨床表徵為震

顫 (tremor)，僵硬 (rigidity)及動作不能 (akinesia) (Lang et al. 1998)。

其致病機轉為選擇性的 dopaminergic 神經細胞的死亡，主要是在黑

質 (substantia nigra) (de Lau et al. 2006)，在形態學上可觀察到細胞內

的蛋白質沉澱物稱為 Lewy body (Abou-Sleiman et al. 2006)。後續的研

究也發現某些基因的缺損會造成 mitochondrial dysfunction 和

oxidative stress，跟 dopaminergic 神經細胞的死亡有關 (Schapira 

2006)。 

二二二二、、、、    6-hydroxydopamine 神經毒性模型神經毒性模型神經毒性模型神經毒性模型 

6-hydroxydopamine (6-OHDA)是一種 dopamine 的衍生物，在結構



 

 2 

上比dopamine多了一個hydroxyl group，能夠經由dopamine transporter

而進入神經細胞內(圖 1)。6-OHDA 被廣泛地應用在 PD 的 in vitro 的

dopaminergic 細胞株及 in vivo 的動物實驗，一旦進入細胞，6-OHDA

會促進活性氧化物的生成，並抑制粒線體的電子傳遞鏈活性(圖 2) 

(Schober 2004)。 

三三三三、、、、    肥胖與肥胖與肥胖與肥胖與脂肪激素脂肪激素脂肪激素脂肪激素 

肥胖是已開發國家日趨嚴重的健康問題，主要特徵為脂肪組織

囤積過多的脂肪酸，其引起的臨床症狀統稱為代謝症候群，包括第二

型糖尿病，心血管疾病與脂肪肝等，其中第二型糖尿病與肥胖都與胰

島素抗性有關 (Galic et al. 2010)。成年人的脂肪組織是白色脂肪組

織，其組成包括脂肪細胞 (adipocyte)，巨噬細胞 (macrophage)，內皮

細胞  (endocelial cell)和纖維母細胞  (fibroblast) (Wozniak et al. 

2009)。在 1950 年代即有學者認為在血液中存在著一種能夠調節能量

平衡及食物攝取的物質 (Kennedy 1953)，但直到 1994 年，這個物質

才被找到，命名為 leptin (Zhang et al. 1994)，後來發現此激素為脂肪

組織所釋放，之後也陸續發現其它由脂肪組織釋放的蛋白質，故此群

蛋白質統稱為脂肪激素 (adipokines) (圖 3)。目前已知的脂肪激素除

了 leptin 外，還包括：adiponectin、visfatin、apelin、chemerin、tumor 

necrosis factor α (TNFα)等(Wozniak et al. 2009)。 
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四四四四、、、、    脂肪激素脂肪激素脂肪激素脂肪激素與神經保護之關係與神經保護之關係與神經保護之關係與神經保護之關係 

脂肪激素的作用大多為調節體內能量平衡，過量的脂肪激素被認

為是肥胖的成因之一 (Stryjecki et al. 2011)；然而除了能量平衡之

外，目前也發現有些脂肪激素與神經系統可能有關，如 leptin 及

adiponectin 和其接受器除了由脂肪組織分泌外，也可以在大腦中發現

(Chaldakov et al. 2010)。leptin 已被證實具有神經保護的作用 (Weng et 

al. 2007; Tang 2008)，而 adiponectin 也在 in vitro 及 in vivo 的實驗中發

現具有保護神經細胞的效果 (Jung et al. 2006; Chen et al. 2009)，此結

論令許多學者更加投入關於脂肪激素和神經保護的研究。 

五五五五、、、、    Resistin 之簡介及其作用之簡介及其作用之簡介及其作用之簡介及其作用 

如我們所知，第二型糖尿病 (Type 2 Diabetes Mellitus, T2DM)主

要病因為胰島素抗性。長久以來肥胖與 T2DM 一直被認為有直接關

係，但其中的機轉並不為人所詳知。直到 2001 年有三個不同的實驗

室於老鼠體內發現同一種蛋白質，其中一個利用治療糖尿病的藥物

rosiglitazone，於老鼠的脂肪組織發現一種被 down-regulated 的蛋白

質，由於當時認為此蛋白質會造成胰島素抗性，取其作用而命名為

resistin (resistance to insulin) (圖 4) (Steppan et al. 2001)。Resistin 是一

種 12.5 kDa 的蛋白質，在老鼠雖然是由脂肪組織製造，但是在人體

則發現主要是由脂肪組織周邊的巨噬細胞所產生(McTernan et al. 
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2006)。Resistin 的表現量在發炎反應下會增加，但在人體的作用目前

還不是非常清楚，除了肥胖與胰島素抗性外，目前已知它與許多疾病

有關，如：atherosclerosis (Jung et al. 2006)，cancer (Housa et al. 2006)，

rheumatic disease (Schaffler et al. 2003)，inflammatory bowel disease 

(Konrad et al. 2007)，chronic kidney disease (Axelsson et al. 2006)及

asthma (Larochelle et al. 2007)等。目前唯一被證明對人體有益的是

resistin 在缺血性心臟病有心肌保護的作用 (Gao et al. 2007)。 

六六六六、、、、    細胞凋亡細胞凋亡細胞凋亡細胞凋亡之簡介之簡介之簡介之簡介 

神經退化疾病對於神經細胞最終的影響在於造成細胞的細胞凋

亡 (apoptosis)，使得細胞數目減少。細胞凋亡是 programmed cell death

的一種，它可以是人體正常的生理反應，維持體內的恆定，也可以是

一種防衛機制，淘汰受傷的細胞 (Bredesen et al. 2006)。細胞凋亡是

一種需耗能的過程，藉著活化一種叫做 caspases (Cysteine asparate 

protease)的蛋白脢，將死亡訊號往下游傳去，最後破壞 DNA，造成細

胞死亡。傳統上細胞凋亡分成外路徑及內路徑，經由不同的機制啟

動。在外路徑，外來的死亡訊號與細胞膜上的死亡受器結合，並與

adaptor protein 結合，形成 death-inducing signal complex，活化

procaspase 8/procaspase 10 成為 caspase 8/caspase 10。內路徑則是因為

細胞受到如放射線或缺氧等傷害而引發，造成粒線體外膜通透性增加
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而釋放出 cytochrome c，與 procaspase 9 及 Apaf-1 (apoptotic protease 

activating factor 1)形成 apoptosome。內路徑與外路徑最後皆走向一共

同的執行路徑，活化 procaspase 3 成為 caspase 3，再活化其受質，造

成細胞形態及生化作用上的變化 (圖 5)。在外觀上，細胞凋亡典型的

變化為細胞膜突起 (plasma membrane blebbing)，細胞萎縮  (cell 

shrinkage)，染色質濃縮 (chromatin condensation 或稱 pyknosis)，細胞

分段 (fragmentation)形成凋亡小體 (apoptotic body)，細胞膜內層的

phosphatidylserine(PS)外翻 (Elmore 2007)。生化作用上的變化則包括

粒線體膜電位 (mitochondrial membrane potential，∆Ψm)的減少 (Ly et 

al. 2003)及活性氧化物 (reactive oxygen species，ROS)的增加 (Simon 

et al. 2000)。 

七七七七、、、、    Poly (ADP-ribose) polymerase-1 和和和和細胞凋亡細胞凋亡細胞凋亡細胞凋亡 

Poly (ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1)由 DNA binding domain 

(DAD)，automodification domain (AD)及 catalytic domain (CD)所組

成，長度為 113 kDa。在有 DNA 片段破損的情況下，PARP-1 可偵測

到此破損處並藉由 DAD 結合，經由 CD 將 β-NAD
＋
轉變成

ADP-ribose，利用 AD 進行 ADP-ribose polymerization，然後再脫離

DNA，使其它的 DNA 修復酶能進行作用 (Ivana Scovassi et al. 2004)。

PARP-1 是已知的 caspase 受質，細胞發生細胞凋亡時，活化的
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caspase-3 可將 PARP-1 切割成 24 kDa 及 89 kDa 兩個片段，使 PARP-1

失去修復 DNA 的功能 (Soldani et al. 2002)。 

八八八八、、、、    與細胞保護有關之蛋白質與細胞保護有關之蛋白質與細胞保護有關之蛋白質與細胞保護有關之蛋白質 

1. Bcl-2 

在細胞凋亡的途徑裏有一群很重要的蛋白質叫做 Bcl-2 (B-cell 

lymphoma 2)families，藉由調節粒線體外膜的通透性來調控細胞凋亡

的作用 (Martinou et al. 2001)。屬於抗細胞凋亡的蛋白質除了 Bcl-2，

還包括 Bcl-xL 及 Bcl-W，而促細胞凋亡蛋白質則包括 Bax 及 Bad 等。 

2. Heat shock protein 73 

熱休克蛋白 (Heat shock proteins，HSPs)是一群壓力性蛋白，最

初是在 微環境溫度升高的條件下發現會被誘發，此外在許多環境壓

力下，細胞也會產生，用於適應環境改變 (Didelot et al. 2006)。HSPs

主要分成 HSP 90，HSP 70，HSP 60 及 small HSP (如 HSP 27)四大類，

其作用大部分為 chaperones，幫助其它蛋白質正常地合成或分解錯誤

合成的蛋白質。以 HSP 70 為例，在正常情況下可幫助新合成的蛋白

質正確地 folding，將蛋白質運送出細胞膜；但是在壓力反應的情況

下，HSP 70 可幫助細胞在惡劣的環境下存活，目前已知主要是靠著

其抑制細胞凋亡的能力，達到細胞保護的作用 (Li et al. 2000)。 

3. Heme oxygenase-1 

  Heme oxygenase-1 (HO-1)，亦即 heat shock protein 32，可將 heme

轉變成 biliverdin，carbon monoxide 及 iron (Gozzelino et al. 2010)。
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Heme 本身即具有製造自由基的能力，而 biliverdin 可代謝成

bilirubin，具有抗氧化的作用 (Stocker et al. 1987)，故 HO-1在 oxidative 

stress 的情況下可保護細胞。 

 

第二節第二節第二節第二節 研究目的研究目的研究目的研究目的 

Resistin 是一種脂肪激素，與大多數的脂肪激素一樣 (如 leptin 及

adipokinectin)，主要是與體內能量平衡有關。除了脂肪激素以外，胃

部所分泌的一種叫做 ghrelin 的 peptide 也與能量平衡有關，主要是促

進食慾。在 leptin，adiponectin 及 ghrelin 相繼被發現與神經保護有關

以後，目前並沒有 resistin 與神經保護作用有關的文獻，因此本論文

要探討 resistin 的神經保護作用。 

本研究的目的在於利用已知的 6-OHDA 實驗室模型，初步探討

resistin 是否具有神經保護的作用。此模型為利用 6-OHDA 作為神經

毒素，觀察在先行以 resistin 處理的 dopaminergic 細胞加入 6-OHDA，

是否會降低神經毒性，之後再推論其可能的途徑。此結果可作為更進

一步研究 resistin 的作用的基礎，並能對於 PD 的治療提供一個潛在

的新方向。 
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圖 1 

6-hydroxydopamine (6-OHDA)是一種 dopamine 的衍生物，在結構上

比 dopamine 多了一個 hydroxyl group (Adapted from Wikimedia 

Commons website)。 
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圖 2 

6-OHDA 藉著其與 dopamine 結構上的相似性經由 dopamine 

transporter 進入細胞。一旦進入細胞，6-OHDA 會促進活性氧化物的

生成，並抑制粒線體的電子傳遞鏈活性，造成細胞毒性 (Adapted from  

Schober 2004)。 
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圖 3 

人體的能量平衡與攝食行為受到許多蛋白質的調控，包括內分泌及脂

肪激素都與其有關 (Adapted from Gale et al. 2004)。 
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圖 4 

在老鼠體內 resistin 由脂肪組織製造，在肝臟能增加糖新生作用，使

血糖升高，在周邊肌肉組織能減低其在 insulin 刺激下的糖分攝取作

用，產生胰島素抗性 (Adapted from Steppan et al. 2004)。 
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圖 5 

細胞凋亡的啟動機制一般分成外路徑與內路徑，而其最終皆走向執行

路徑，活化 caspase 3，造成細胞凋亡 (Adapted from Elmore 2007)。 
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第二章第二章第二章第二章 研究方研究方研究方研究方法法法法 

第一節第一節第一節第一節 研究材料研究材料研究材料研究材料 

一一一一、、、、 細胞株細胞株細胞株細胞株 

 本實驗所使用的細胞株為 MES23.5，由 Dr. Wei-Dong Le(Baylor 

College of Medicine, Texas, USA)所提供。MES23.5 是由小鼠 N18TG2

細胞 (neuroblastoma-glioma cell)與大鼠中腦神經元 (mesencephalic 

neurons)雜交而來，與黑質神經元有許多相似性(如：具有 tyrosine 

hydroxylase，能夠合成 dopamine)，被廣泛用來當做研究 PD 的細胞

材料(Crawford et al. 1992)。 

二二二二、、、、 藥品試劑藥品試劑藥品試劑藥品試劑 

� Resistin 購自 PeproTech(Rocky Hill，NJ)。 

� Fetal bovine serum(FBS) ， LipofectamineTM 2000(LF2000) ，

Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM)，DMEM/F12 及 

OPTI-MEM 購自  Gibco BRL(Invitrogen Life Technologies ， 

Carlsbad，CA)。 

� Goat anti-mouse 和 anti-rabbit horseradish peroxidase-conjugated 

IgG，primary antibodies against Bax, Bcl-2, β-actin 及 PARP1/2 購

自 Santa Cruz Biotechnology(Santa Cruz，CA)。 

� Primary antibody against cleavage caspase-3 購自 Cell Signaling 
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and Neuroscience(Danvers，MA)。 

� Primary antibodies against HSP73 及 HO-1 購 自 StressGen 

Biotechnologies(Victoria，BC，Canada)。 

� Znpp IX 及 KNK 437 購自 Calbiochem(San Diego，CA)。 

� 其它的試劑購自 Sigma-Aldrich(St Louis，MO)。 

 

第二節第二節第二節第二節 研究設計研究設計研究設計研究設計 

一一一一、、、、    實驗架構實驗架構實驗架構實驗架構 

本實驗以一個 6-OHDA 的 PD 實驗室模型，觀察 resistin 是否具有

神經保護的作用，並探討其可能的機轉。 

(一一一一) 以細胞存活分析法觀察以細胞存活分析法觀察以細胞存活分析法觀察以細胞存活分析法觀察 Resistin 是否具有神經保護之效果是否具有神經保護之效果是否具有神經保護之效果是否具有神經保護之效果 

本實驗先將 6-OHDA 加入 MES23.5 細胞株中，確認其神經毒性

之作用，並分析其所造成的細胞死亡的方式，然後再比較先以 resistin

處理後再加入 6-OHDA 其細胞存活率是否有改變。 

(二二二二) 探討探討探討探討 Resistin 神經保護作用的可能機轉神經保護作用的可能機轉神經保護作用的可能機轉神經保護作用的可能機轉 

在細胞存活率實驗中確認了 resistin 的神經細胞保護作用，接下來

觀察其可能的作用途徑，包括抗細胞凋亡及內生性細胞保護蛋白質。 

二二二二、、、、    實驗方法實驗方法實驗方法實驗方法 

(一一一一) 細胞培養細胞培養細胞培養細胞培養 

將 MES23.5 細胞培養於 Sato 氏的 Dulbecco’s Modified Eagle 
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Medium: Nutrient Mixture F12 (DMEM/F12)中，同時給予 5% fetal 

bovine serum (FBS) 與 100 U/ml penicillin 及 100 mg/ml 

streptomycin，於 5% CO2及 95% air，溫度為 37 ℃的細胞培養箱

中培養，每隔 2 天，當細胞快長滿時，再以 Trypsin-EDTA 處理，

更換一次培養液，收集細胞做進一步實驗或繼代培養(subculture)。 

(二二二二) 細胞存活率分析細胞存活率分析細胞存活率分析細胞存活率分析 

� MTT 分析法分析法分析法分析法 

MTT ， 即 3-[4,5,-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium 

bromide，為一種黃色化合物，可作用在活細胞粒線體上，一旦被粒

線體內膜上的琥珀酸去氫酶(succinate dehydrogenase)還原，會形成紫

色顆粒狀的 formazan 結晶，溶在 DMSO 中成為紫色溶液，而死亡的

細胞因不含琥珀酸去氫酶，故無法形成此結晶。然後利用分光光譜儀

(spectrophotometer)在波長 500 和 600 nm 之間測其吸光值定量，可代

表細胞之活性(Hansen et al. 1989)。實驗步驟如下：將細胞置入 96-well 

plate 中，依實驗所需以不同濃度的 resistin，6-OHDA，HO-1 抑制劑

ZnPP IX 及 HSP 抑制劑 KNK 437 處理細胞 24 小時後，再以 PBS (PH 

7.4)清洗。然後每個 well 加入 20 µl 濃度為 0.5 mg/ml 的 MTT 溶液，

放置在細胞培養箱中。1 小時後取出，小心地將黃色的 MTT 溶液抽

走，再加入 200 µl DMSO 於每個 well 中，以震盪器搖動約 10 分鐘，
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使 formazan 結晶完全溶解。之後將 microplate 中的每一個 well 之吸

光值以 microplate reader(Bio-Tek, Winooski, VT)讀取(波長 550 nm)。 

� SRB 分析法分析法分析法分析法 

SRB(sulforhodamine B)是一種粉紅色染劑，可與被 trichloroacetic 

acid(TCA)固定住的細胞的蛋白質結合，間接代表活細胞的總量，然

後在分光光譜儀下測定其吸光值來代表細胞的存活率(Skehan et al. 

1990)。實驗步驟如下：將細胞置入 96-well plate 中，依實驗所需以不

同濃度的 resistin，6-OHDA，HO-1 抑制劑 ZnPP IX 及 HSP 抑制劑

KNK 437 處理細胞 24 小時或 48 小時後，加入 10%的 TCA 在 4℃下

固定細胞一小時，然後緩慢地在自來水下沖洗四次。接下來在每個

well 中加入 0.4%的 SRB，30 分鐘後用 1%的 acetic acid 洗掉未與細胞

結合的 SRB，而與細胞結合的 SRB 則以 200 µl 濃度為 10 mM 的

Trizma base溶液洗出，然後利用microplate reader測定其在波長為 515 

nm 下的吸光值。 

� LDH 分析法分析法分析法分析法 

Lactate dehydrogenase(LDH)是存在於細胞質中的一種脢，當細胞

死亡或受到破壞時，會自細胞質釋放出來至培養夜，因此測量培養夜

中的 LDH 可作為細胞膜完整性的指標，間接代表測試藥物的細胞毒

性，反之測量細胞溶解物中的 LDH 則可代表細胞活性。藉由 lactate
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氧化成 pyruvate 的過程可將 NAD
+還原成 NADH，而 LDH 可催化此

過程；接著 diaphorase 可利用此新生成的 NADH 來催化 tetrazolium 

salt(INT)還原成 formazan，然後在 490 nm 至 520 nm 波長下測其吸光

值，間接代表 LDH 的量(Wolterbeek et al. 2005)。此實驗使用 LDH 

cytotoxicity assay kit(Promega，USA)，實驗步驟如下：將細胞置入

96-well plate 中，依實驗所需以不同濃度的 resistin，6-OHDA，HO-1

抑制劑 ZnPP IX 及 HSP 抑制劑 KNK 437 處理細胞 24 小時或 48 小時

後，以離心機離心 4 分鐘，取出 50 µl 上清液放置另一 96-well plate

中，然後加入 50 µl 的 substrate mixture，在避光的條件下使其作用 30

分鐘後加入 stop solution，接著利用 microplate reader 測其在波長 450 

nm 的吸光值。 

(三三三三) DNA 螢光染色顯微鏡觀察螢光染色顯微鏡觀察螢光染色顯微鏡觀察螢光染色顯微鏡觀察 

Hoechst dye 是一種藍色螢光的染劑，可穿透細胞膜進入細胞內而

染在 DNA 上，對於 DNA 的結構變化及染色質的形態改變敏感，因

此普遍被用來偵測 DNA 的傷害程度(Ellwart et al. 1990)。實驗步驟如

下：將細胞經過 vehicle，resistin 5 ng/ml 或 6-OHDA 75 µM 的處理，

或是先經過5 ng/ml的 resistin處理1小時，然後再加入6-OHDA 75 µM

繼續處理 2 小時，接下來加入濃度為 1 µg/ml 的 Hoechst 33258 染劑，

在室溫下使其作用 10 分鐘，然後在螢光顯微鏡下觀察其外觀的變化。 
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(四四四四) 流式細胞儀分析流式細胞儀分析流式細胞儀分析流式細胞儀分析 

流式細胞儀技術(flow cytometry)是一種能觀測細胞在流體狀態下

運動的方法，將單一細胞被雷射光激發所產生的光學訊號轉換成電子

訊號後，被電腦所偵測，分析細胞的顆粒與特性。利用可震盪的噴嘴

(vibration nozzle)將含有細胞的水柱分裂成只含有單一細胞的水滴，並

加上正電或負電荷，在高壓電場下使水滴偏折，篩選所要的細胞，若

以特殊染劑染在細胞上，則流式細胞儀可利用不同激光波長將不同染

劑的細胞分類。 

� PI 與與與與 Annexin V-FITC 雙染分析雙染分析雙染分析雙染分析 

此實驗利用 propidium iodide(PI)及 Annexin V 將細胞雙重染色，

利用流式細胞儀區分染有 PI 或 Annexin V 的細胞。PI 是一種能染在

DNA 及 RNA 上的染劑，本身無法通過細胞膜，但是細胞死亡(凋亡

或壞死)時細胞膜失去完整性，PI 就可進入細胞。Annexin V 是一種能

與磷脂(phospholipid)結合的蛋白質，磷脂絲胺酸（phosphatidylserine，

PS）即是一種磷脂，位於細胞膜內側面，在細胞凋亡初期時會外翻至

外側面，可以被 Annexin V 結合，若 Annexin V 先接上螢光染劑(如：

fluorescein isothiocyanate ，FITC)再與 PS 結合，則可利用流式細胞儀

區分出來。實驗步驟如下：將細胞培養於 37℃，5% CO2 條件下 24

小時，然後經過 vehicle，resistin 5 ng/ml 或 6-OHDA 75 µM 的處理，
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或是先經過 2 ng/ml，5 ng/ml 或 10 ng/ml 的 resistin 處理 1 小時，然後

再加入 6-OHDA 75 µM 繼續處理 24 小時。接著加入濃度為 0.025 µg 

/ml 的 FITC-Annexin V，將此細胞及染劑的混合液於室溫下避光置放

10 分鐘後用 PBS沖洗，以離心機離心後加入 10 µg 濃度為 1 µg /ml 的

PI，再利用流式細胞儀分析其結果。 

(五五五五) 活性氧化物活性氧化物活性氧化物活性氧化物生成量分析生成量分析生成量分析生成量分析 

活性氧化物(reactive oxygen species，ROS)是氧化代謝作用的中間

產物，其生成量可利用螢光染色法加以監測，常使用的染劑為

2',7'-dichlorfluorescein-diacetate(DCFH-DA)，本身不發螢光，在穿過

細 胞 膜 後 被 酯 酶 (esterase) 去 乙 醯 化 (deacetylated) 成 為

2',7'-dichlorfluorescein(DCFH)，然後被活性氧化物轉為具螢光性的

DCF。實驗步驟如下：細胞經過 vehicle，resistin 5 ng/ml 或 6-OHDA 75 

µM 的處理，或是先經過 5 ng/ml 的 resistin 處理 1 小時，然後再加入

6-OHDA 75 µM 繼續處理 24 小時，之後將含有細胞之培養液離心，

吸掉上清液，加入 10 µM 的 DCFH-DA，於室溫下置放 30 分鐘，然

後在 20 倍螢光顯微鏡下觀察，接著利用流式細胞儀定量在不同條件

下的 DCF 產量，即代表活性氧化物生成量。 
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(六六六六) 粒線體膜電位分析粒線體膜電位分析粒線體膜電位分析粒線體膜電位分析 

粒線體在是細胞內的能量製造工廠，在呼吸氧化過程中，將所產

生的能量以電化學位能儲存於粒線體內膜，稱之為粒線體膜電位

(mitochondrial membrane potential，∆Ψm)，並以此位能來進行電子傳

遞鏈，產生 ATP 供細胞使用。Rhodamine 123(Rh123)為一親脂性的

螢光性陽離子化合物，會與能進行產能作用的活細胞粒線體內膜結

合，對粒線體膜電位的變化敏感，可使用螢光顯微鏡來觀察(Johnson et 

al. 1980)。實驗步驟如下：將細胞經過 vehicle，resistin 5 ng/ml 或

6-OHDA 75 µM 處理，或是先經過 5 ng/ml 的 resistin 處理 1 小時，然

後再加入 6-OHDA 75 µM 繼續處理 24 小時，加入 500 µl 濃度為 1 

µg/ml 的 Rh123，在室溫下置放 10 分鐘，然後在 20 倍螢光顯微鏡下

觀察，接著利用流式細胞儀定量在不同條件下的 Rh123 結合量，即

間接代表粒線體膜電位。 

(七七七七) 西方西方西方西方墨墨墨墨點點點點法法法法 

西方墨點法(Western blot)為一廣泛用來偵測特定蛋白質的分析

法，其原理主要是以電泳分離蛋白質，利用螢光免疫染色在螢光下觀

察特定蛋白質的表現量。此實驗方法由許多步驟組成，包括抽取細胞

蛋白質，蛋白質電泳(SDS-PAGE)，轉漬(Transfer)，填充(Blocking)，

抗體偵測及螢光偵測等。實驗步驟為：將MES23.5細胞依照2×10
5
 cells 
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/well 種植於 six-well 培養皿中，靜置 24 小時後，加入 6-OHDA (75 

µM)，不同濃度的 resistin (2 ng/ml，5 ng/ml 或 10 ng/ml)，或先經過

resistin 前處理再加入 6-OHDA，經過不同時間後收集細胞，取得細胞

溶解物(cell lysate)，此溶解物內含蛋白質。利用 10 % SDS-PAGE gel

電泳分離含 30 µg 蛋白質的樣本，然後轉漬到 polyvinylidene difluoride 

(PVDF)膜(Millipore, Bedford, MA)。接著將 PVDF 膜於室溫下以 5% 

脫脂奶粉進行 blocking，1 小時後取出 PVDF 膜，以 0.05 % Tween 20

及 1X PBS（PBST）混和液清洗 10 分鐘共 3 次。之後加入一級抗體，

於 4 ℃下搖晃 1 小時，然後用 PBST 清洗 PVDF 膜 5 分鐘共 3 次，

再加入二級抗體(goat anti-rabbit or anti-mouse peroxidase-conjugated 

secondary antibody (1:1000))，於室溫下搖盪進行 1 小時，最後取出

PVDF 膜，以 PBST 清洗 15 分鐘共 3 次。最後進行壓片步驟，將 PVDF

膜浸泡於 enhanced chemiluminescence 試劑中，再進行壓片與感光顯

示 immnoreactive band 的強度。 

 

第三節第三節第三節第三節 統計方法統計方法統計方法統計方法 

實驗結果以平均值±標準差(mean ± S.E.)表示，使用 Unpaired 

Student’s t-test 來決定實驗組與對照組之差異。*表示 p＜0.05，表示

統計上具有顯著差異(significant difference)。 
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第三章第三章第三章第三章 研究結果研究結果研究結果研究結果 

第一節第一節第一節第一節 描述性統計分析描述性統計分析描述性統計分析描述性統計分析 

一一一一、、、、    6-OHDA 造成細胞死亡及存活率下降造成細胞死亡及存活率下降造成細胞死亡及存活率下降造成細胞死亡及存活率下降 

6-OHDA 對於 dopaminergic 神經細胞而言為已知的神經毒素，故

被廣泛地應用在 PD 的實驗室模型中。本實驗首先確認 6-OHDA 的神

經毒性，將 MES23.5 細胞經過不同濃度的 6-OHDA 處理 24 小時，然

後藉由 MTT 分析法，SRB 分析法及 LDH 分析法來觀察其細胞存活

率，結果發現加入 6-OHDA 之後，其細胞存活率在三種分析法觀察

下皆呈現下降的情形，且下降的幅度與 6-OHDA 的濃度成正比，如

圖 6-1 所示。 

接下來為了觀察細胞在外觀上的變化，我們利用相位差顯微鏡，

觀察細胞在接受 vehicle 或 6-OHDA 75 µM 的處理所造成的形態上的

改變，結果如圖 6-2 所示，在經過 6-OHDA 處理之後，神經細胞呈現

皺縮的變化，而且細胞的神經突觸(neurite)幾乎完全消失，證實了

6-OHDA 對於 MES23.5 細胞的毒性。 

二二二二、、、、    Resistin 可減少可減少可減少可減少 6-OHDA 所引起的細胞存活率下降所引起的細胞存活率下降所引起的細胞存活率下降所引起的細胞存活率下降 

為了觀察 resistin 是否具有保護細胞，減少 6-OHDA 引起的細胞

存活率下降的作用，我們先將細胞前處理不同濃度的 resistin，然後再

加入 6-OHDA 75 µM，結果如圖 6-3 所示，藉由 MTT 分析法，SRB
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分析法及LDH分析法可發現接受過 resistin前處理的細胞其存活率比

未接受 resistin 前處理的細胞高，且最佳濃度為 5 ng/ml。利用相位差

顯微鏡也可以觀察到，細胞接受過 resistin 前處理後再加入 6-OHDA

會減少其 neurites 消失的比例，細胞皺縮的情形也比較不明顯，如圖

6-2 所示。 

三三三三、、、、    Resistin 可減少可減少可減少可減少 6-OHDA 所引發的所引發的所引發的所引發的細胞凋亡細胞凋亡細胞凋亡細胞凋亡現象現象現象現象 

在證實 resistin 確實可保護細胞，減少 6-OHDA 所引起的細胞毒

性後，下一步是探討其可能的機轉。首先是觀察 6-OHDA 引起的細

胞死亡是何種形式，我們利用 Hoechst 染色法在螢光顯微鏡下觀察染

色質的變化，結果如圖 7-1 所示，細胞經過 6-OHDA 處理後，染色質

呈現濃染且細胞核成裂片狀，符合 apoptosis 的外觀變化特徵。接下

來我們利用流式細胞儀進行 PI 及 Annexin V 的雙染分析，結果如圖

7-2 所示，將細胞分布的區域分成四個象限，Q1 代表 necrosis 的細胞，

Q3 代表正常的細胞，Q2 及Q4 分別代表 late 及 early apoptosis 的細胞，

在經過 6-OHDA 處理後，細胞的分佈偏向 late apoptosis (Q2，54.5%)；

但是細胞如果先經過 resistin 前處理再加入 6-OHDA，可以發現細胞

的分佈又趨向正常細胞，而且 resistin 劑量是 5 ng/ml 時最明顯(Q3，

82.1%)。由以上結果可推論，resistin 可以抑制 6-OHDA 所引起的

apoptosis 現象。 
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四四四四、、、、    Resistin 可降低可降低可降低可降低 6-OHDA 所引起的所引起的所引起的所引起的活性氧化物活性氧化物活性氧化物活性氧化物生成量增加生成量增加生成量增加生成量增加 

活性氧化物的增加是 apoptosis 的一個特徵，我們利用 DCFH-DA

分析法來觀察細胞的活性氧化物在加入 6-OHDA 是否增加，結果如

圖 8 所示，加入 6-OHDA 會增加在螢光顯微鏡下 DCF 的量，而以

resistin 前處理後再加入 6-OHDA，增加的量會明顯減少，以流式細胞

儀分析量化其結果，可發現前處理 5 ng/ml 的 resistin 所造成的抑制活

性氧化物增加的效果最好。由以上結果可推論，resistin 具有減少

6-OHDA 所引起的活性氧化物增加的效果。 

五五五五、、、、    Resistin 可回復可回復可回復可回復 6-OHDA 所引起的粒線體膜電位下降所引起的粒線體膜電位下降所引起的粒線體膜電位下降所引起的粒線體膜電位下降 

粒線體膜電位的減少也是 apoptosis 的一個特徵，我們利用 Rh123

分析法，在螢光顯微鏡下觀察 Rh123 染劑在細胞的強度，結果如圖 9

所示，細胞在加入 6-OHDA 後螢光染色明顯減弱，但是如果先將細

胞予以 resistin 前處理再加入 6-OHDA，螢光亮度減弱的程度明顯降

低，以流式細胞儀分析量化後，更可看出 5 ng/ml 的 resistin 效果最好。

由以上結果可推論，resistin 具有減少 6-OHDA 所引起的粒線體膜電

位減少的效果。 

六六六六、、、、    Resistin 與與與與細胞凋亡蛋白細胞凋亡蛋白細胞凋亡蛋白細胞凋亡蛋白質質質質的關係的關係的關係的關係 

下一步我們以 Western blot 分析法來觀察 resistin 與各種細胞凋亡

蛋白的關係，首先在細胞中加入 6-OHDA，結果如圖 10 所示，6-OHDA
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會減少抗細胞凋亡蛋白質 Bcl-2 的表現量，但是會增加促細胞凋亡蛋

白質 Bax，cleaved PARP-1 及 cleaved caspase 3 的表現量，將細胞先

經過 resistin 前處理後再給予 6-OHDA，則 Bcl-2 減少和 Bax，cleaved 

PARP-1 及 cleaved caspase 3 增加的程度皆會降低。由以上結果可推

論在加入 6-OHDA 後，會有促進細胞凋亡的現象發生，但是將細胞

先經過 resistin 前處理再加入 6-OHDA，此促進細胞凋亡的現象會較

不明顯。 

七七七七、、、、    Resistin 與細胞保護蛋白與細胞保護蛋白與細胞保護蛋白與細胞保護蛋白質質質質的關係的關係的關係的關係 

由以上結果可推論 resistin 具有抑制 6-OHDA 所引起的細胞凋亡

的作用，本實驗下一步要探討此作用與已知的細胞保護蛋白質是否有

關。HSP 70 及 HO-1 為已知的具神經保護作用的蛋白質，首先我們先

觀察細胞加入 resistin 後，對於此兩種蛋白質及 Bcl-2 表現量的影響，

如圖 11-1 所示，在加入不同劑量的 resistin 24 小時後，此三種蛋白質

的表現量皆增加，圖 11-2 則是觀察到在加入 5 ng/ml 的 resistin 後，

隨著時間的變化此三種蛋白質的表現量也逐步增加。接著我們利用

HSP70 及 HO-1 的抑制劑來證明此兩種蛋白質的必要性，結果如圖

12-1，12-2 及 12-3 所示，將 HO-1 抑制劑 zinc protoporphyrin IX (ZnPP 

IX)及 HSP 抑制劑 KNK 437 加入細胞後，再以 MTT 分析法，SRB 分

析法及 LDH 分析法觀察細胞存活率，可以發現 resistin 抑制 6-OHDA
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所引起的細胞毒性的能力會降低。 

 

第二節第二節第二節第二節 推論性統計分析推論性統計分析推論性統計分析推論性統計分析 

 本實驗為一 in vitro 研究，利用已知的 6-OHDA PD 模型，探討

resistin 是否具有神經保護的作用，並推論在相同的條件下其它的

dopaminergic 細胞也會有一樣的變化。 
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圖 6-1 

6-OHDA 引起細胞死亡及形態上的破壞。細胞先經過不同濃度的

6-OHDA 處理 24 小時，然後利用 MTT 分析法(A)，SRB 分析法(B)

及 LDH 分析法(C)來分析細胞的存活率。結果以 means ± SEM 表示，

n=4。 
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圖 6-2 

MES23.5 細胞經過 resistin 及 6-OHDA 處理後在 phase-contrast 顯微鏡

下觀察到的變化。細胞經過 vehicle，resistin 5 ng/ml，6-OHDA 75 µM

的處理，或是先經過 5 ng/ml 的 resistin 處理 1 小時，然後再加入

6-OHDA 75 µM 繼續處理 24 小時。Scale bar: 50 µm。 
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圖 6-3 

Resistin 減少 6-OHDA 引起的細胞死亡。細胞先經過不同的 resistin

濃度處理 1 小時，然後再加入 6-OHDA 繼續處理 24 小時，之後利用

MTT 分析法(A)，SRB 分析法(B)及 LDH 分析法(C)來分析細胞的存活

率。結果以 means ± SEM 表示，n=4。*與控制組相比 p＜0.05；#與

6-OHDA 組相比 p＜0.05。 
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圖 7-1 

在螢光顯微鏡下利用 Hoechst 染色觀察到的細胞外觀變化。細胞經過

vehicle，resistin 5 ng/ml 或 6-OHDA 75 µM 的處理，或是先經過 5 ng/ml

的 resistin 處理 1 小時，然後再加入 6-OHDA 75 µM 繼續處理 24 小時。

箭號表示細胞內染色質濃縮。 

 

 

 

 



 

 31 

圖 7-2 

Annexin V 及 PI 的流式細胞儀雙染分析。將 MES23.5 細胞株置放在

不同條件下(經過 vehicle，resistin 5 ng/ml 或 6-OHDA 75 µM 的處理，

或是先經過 2 ng/ml，5 ng/ml 或 10 ng/ml 的 resistin 處理 1 小時，然後

再加入 6-OHDA 75 µM 繼續處理 24 小時)， 然後以流式細胞儀利用

Annexin V 與 PI 雙染法分析，觀察 apoptosis 之變化。Q2 區代表 late 

apoptosis，Q4 區代表 early apoptosis。 
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圖 8 

6-OHDA 會增加 MES23.5 細胞株的活性氧化物生成量，而將細胞前

處理 resistin 會抑制此現象。(A) 細胞經過 vehicle，resistin 5 ng/ml 或

6-OHDA 75 µM 的處理，或是先經過 5 ng/ml 的 resistin 處理 1 小時，

然後再加入 6-OHDA 75 µM 繼續處理 24 小時。活性氧化物生成量的

變化是將細胞以 DCFH-DA 染色，然後在 20 倍螢光顯微鏡下觀測。

(B)以流式細胞儀定量在不同條件下活性氧化物生成量。結果以 means 

± SEM 表示，n=4。*與控制組相比 p＜0.05；#與 resistin 組相比 p＜

0.05。 

 

 



 

 33 

圖 9 

6-OHDA 會減少 MES23.5 細胞株的粒線體膜電位，而將細胞先行以

resistin 前處理會抑制此現象。(A) 細胞經過 vehicle，resistin 5 ng/ml

或 6-OHDA 75 µM 處理，或是先經過 5 ng/ml 的 resistin 處理 1 小時，

然後再加入 6-OHDA 75 µM 繼續處理 24 小時。粒線體膜電位的變化

是將細胞以 Rh123 染色，然後在 20 倍螢光顯微鏡下觀測。(B)以流式

細胞儀定量在不同條件下的粒線體膜電位。結果以 means ± SEM 表

示，n=4。*與控制組相比 p＜0.05；#與 resistin 組相比 p＜0.05。 
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圖 10 

以 Western blot 分析 6-OHDA 與 resistin 對於 apoptosis 相關蛋白質表

現量的影響。加入 6-OHDA (75 µM) 會減少 Bcl-2 表現量，但是會增

加 Bax，cleaved PARP-1 及 cleaved caspase 3 的量。將細胞先行經過

不同濃度的 resistin 處理 (2 ng/ml，5 ng/ml 或 10 ng/ml) 再加入

6-OHDA 會抑制這些變化 (n=3)。 
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圖 11-1 

以Western blot分析不同濃度的 resistin對於三種細胞保護蛋白質表現

量的影響。將 MES23.5 細胞株經過不同濃度的 resistin 處理 24 小時，

結果發現 Hsp 73，HO-1 及 Bcl-2 的表現量都增加 (n=3)。 
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圖 11-2 

以Western blot分析 resistin經過不同時間後對於三種細胞保護蛋白質

表現量的影響。將 MES23.5 細胞株經過 5 ng/ml 的 resistin 處理不同

時間，結果發現 Hsp 73，HO-1 及 Bcl-2 的表現量都增加 (n=3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 37 

圖 12-1 

以 MTT 分析法分析 resistin 經由 heat shock protein 的表現而抑制

6-OHDA 所引起的細胞死亡現象。將細胞經過不同濃度的 ZnPP IX 

(0.1 或 0.3 mM) 或 KNK 437(25 或 50 µM)處理 30 分鐘，接著加入

resistin 5 ng/ml 處理 1 小時，然後再加入 6-OHDA 繼續處理 24 小時，

再以 MTT 分析法觀察細胞存活率。*與控制組相比 p＜0.05；#與

6-OHDA 組相比 p＜0.05。 
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圖 12-2 

以 SRB 分析法分析 resistin 經由 heat shock protein 的表現而抑制

6-OHDA 所引起的細胞死亡現象。將細胞經過不同濃度的 ZnPP IX 

(0.1 或 0.3 mM) 或 KNK 437 (25 或 50 µM)處理 30 分鐘，接著加入

resistin 5 ng/ml 處理 1 小時，然後再加入 6-OHDA 繼續處理 24 小時，

再以 SRB 分析法觀察細胞存活率。*與控制組相比 p＜0.05；#與

6-OHDA 組相比 p＜0.05。 
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圖 12-3 

以 LDH 分析法分析 resistin 經由 heat shock protein 的表現而抑制

6-OHDA 所引起的細胞死亡現象。將細胞經過不同濃度的 ZnPP IX 

(0.1 或 0.3 mM) 或 KNK 437 (25 或 50 µM)處理 30 分鐘，接著加入

resistin 5 ng/ml 處理 1 小時，然後再加入 6-OHDA 繼續處理 24 小時，

再以 LDH 分析法觀察細胞存活率。#與 6-OHDA 組相比 p＜0.05。 
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第四第四第四第四章章章章 討論討論討論討論 

第一節第一節第一節第一節 結果討論結果討論結果討論結果討論 

人體的能量平衡(energy balance)需要許多荷爾蒙及蛋白質的參

與，有些是促食慾 (orexigenic ，如： ghrelin) ，有些是抑食慾

(anorexigenic，如：insulin，leptin)，這些 peptides 統稱為 ingestive 

peptides(Pan et al. 2006)。如前所述，leptin 及 adiponectin 屬於脂肪激

素，原先認為它們只與能量平衡有關，但是後續的研究發現 leptin 與

adiponectin 也具有神經保護的作用。至於本實驗的主題 resistin，目前

則尚無有關其神經保護作用的發現被報導出。 

一一一一、、、、    Ingestive peptides 與與與與脂肪激素的神經保護作用脂肪激素的神經保護作用脂肪激素的神經保護作用脂肪激素的神經保護作用文獻回顧文獻回顧文獻回顧文獻回顧 

Leptin 已被證實能抑制多種細胞的細胞凋亡，包括：

lymphocytes(Howard et al. 1999)，pancreatic β-cells(Shimabukuro et al. 

1998)及 hepatic stellate cells(Saxena et al. 2004)等，而在 cancer cell lines

的實驗中也證實 leptin 可減少癌細胞(Russo et al. 2004)或神經細胞

(Guo et al. 2008)的死亡，而其中參與的訊息傳遞路徑 (signaling 

pathway)包括 JAK-STAT，PI3K/Akt 及 MAPK/ERK 等。 

Adiponectin 是另一種被證實具神經保護作用的脂肪激素，在 in 

vitro 的實驗中，將 adiponectin 加入 primary hippocampal neuron，可

保護 neuron 受 kainic acid(一種 glutamate 的衍生物)所引起的細胞凋
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亡現象(Qiu et al. 2011)，而 adiponectin 也可以保護 SH-SY5Y 細胞株

受 到 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine(MPTP) 或

1-methyl-4-phenylpyridinium ion(MPP+)所引起的細胞死亡，其機轉

可能與 AMPK 的活化有關(Jung et al. 2006)。 

Ghrelin 可說是一種來自胃部的飢餓信號，由二十八個胺基酸組

成，主要由胃底(fundus)的上皮細胞分泌，具有刺激食慾的作用。

ghrelin 受體(receptor)位於腦下垂體中分泌生長激素的細胞，稱為生

長激素分泌受體(Growth hormone secretagogue receptor，GHS-R)，

ghrelin 與其結合後會刺激進食增加體重，此外更具有增加脂肪貯存

的作用。在許多研究 PD，中風及癲癇的報告中，ghrelin 都被證實具

有神經保護的作用(Andrews 2011)。 

二二二二、、、、    Resistin 與細胞凋亡的結果討論與細胞凋亡的結果討論與細胞凋亡的結果討論與細胞凋亡的結果討論 

由本論文的實驗結果，我們證實 resistin 對於 6-OHDA 的 PD 實驗

室模型有神經保護的作用。PD 是一種神經退化性疾病，其主要的病

理變化為黑質的 dopaminergic 神經元漸進式損傷，但是真正的致病因

目前還不是很清楚，一般認為氧化壓力(oxidative stress)及粒線體病變

(mitochondrial dysfunction)是可能的機轉(Lin et al. 2009)。MES23.5 細

胞株具有 dopaminergic 細胞的特色，利用 6-OHDA 與 dopamine 結構

的相似性，將 6-OHDA 加入此細胞株後，6-OHDA 會被細胞經由
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dopamine transporter 吸收，增加活性氧化物生成以及破壞粒線體電子

傳遞鏈，造成細胞死亡。如果先加入 resistin 到細胞再加入 6-OHDA，

此細胞損傷或死亡的比例會降低。 

由細胞存活率分析法(MTT，SRB 及 LDH 分析法)我們可得知

6-OHDA 確實可減少 MES23.5 細胞存活率，而且在相位差顯微鏡下

觀察可發現神經細胞的 neurites 幾乎完全消失；然而細胞如果先經過

resistin 前處理再加入 6-OHDA，則可發現這些現象的程度較不嚴重，

因此可證明 resistin 確實有保護神經細胞的效果。經由 PI 與 Annexin 

V-FITC 雙染流式細胞儀分析可知，6-OHDA 會使細胞分布趨向細胞

凋亡的象限(Q2 及 Q4)，且由本實驗可知，6-OHDA 會引起活性氧化

物增加及造成粒線體受損(由粒線體膜電位減少推論而來)，而此兩種

現象都會因為細胞凋亡而產生，再加上 6-OHDA 會減少抗細胞凋亡

蛋白質 Bcl-2 及增加促細胞凋亡蛋白質 Bax 的表現量，而且 cleaved 

PARP-1 及 cleaved caspase-3 的表現量都會增加，這些現象更加佐證

細胞凋亡的產生，故 6-OHDA 引起的神經細胞死亡較有可能的機轉

為細胞凋亡。如果先將 MES23.5 細胞經過 resistin 前處理再加入

6-OHDA，則以上細胞凋亡的現象皆會被抑制，且最佳濃度為 5 

ng/ml。由以上結果可推論，resistin 具有抑制 6-OHDA 引發的細胞凋

亡的效果。 



 

 43 

三三三三、、、、    Resistin 與細胞保護蛋白質的討論與細胞保護蛋白質的討論與細胞保護蛋白質的討論與細胞保護蛋白質的討論 

本實驗證明 resistin 會增加 Bcl-2，HSP73(HSP70)及 HO-1(HSP32)

的表現量。Bcl-2 是一種抗細胞凋亡的蛋白質，其主要作用為抑制促

細胞凋亡蛋白質的作用，而達到保護細胞的效果。熱休克蛋白(heat 

shock proteins，HSPs)是一種壓力性蛋白質，能被許多外在壓力所引

發，如：感染，抗癌藥物，氧化壓力(Morimoto et al. 1992)等等，在

動物實驗中被證明能減少腦部及心肌缺氧的程度(Plumier et al. 1997; 

Trost et al. 1998)，且具有抑制細胞凋亡的作用(Li et al. 2000)。 

細胞凋亡有一個很重要的現象，就是促細胞凋亡的 Bcl-2 家族蛋

白質(如：Bax)在粒線體外膜開孔，造成通透性(mitochondrial outer 

membrane permeability，MOMP)增加，使得粒線體內的促細胞凋亡因

子(如：cytochrome c)滲出至粒線體外。Bcl-2 則是抗細胞凋亡 Bcl-2

家族的代表，藉由抑制促細胞凋亡蛋白質的作用來維持粒線體外膜的

完整性，進而抑制細胞凋亡現象的產生。 

有文獻提出HSP73抑制細胞凋亡的作用可分成三個層級(Lanneau 

et al. 2007)，首先是粒線體前層級(pre-mitochondrial level)，HSP73 可

結合至 c-Jun N-terminal kinase(JNK)上，抑制其作用，進而防止

caspase-3 的活化；在粒線體層級(mitochondrial level)，HSP73 可以抑

制 Bax translocation 至粒線體外膜，防止 cytochrome c 自粒線體釋放
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出來；在粒線體後層級(post-mitochondrial level)，HSP73 可直接與

Apaf-1 結合，防止其與 procaspase 9 形成 apoptosome。 

HO-1，亦稱為 HSP32，是另外一種具有細胞保護作用的蛋白質，

可將 heme 轉變成 biliverdin，carbon monoxide(CO)及 iron。神經細胞

只含有極少濃度的 antioxidants，如 glutathione(GSH)，而 biliverdin 及

它的代謝產物 bilirubin 具有 antioxidant 的功能，故在氧化壓力下，可

提供抗氧化的作用(Nimura et al. 1996)。由於外加的 CO 具有類似

HO-1 的細胞保護作用，故目前認為 HO-1 是藉由 CO 而達成細胞保

護的效果(Brouard et al. 2000)。細胞凋亡可以由許多具細胞毒性的因

子所誘發，以 tumor necrosis factor(TNF)為例，其與 TNF receptor 結

合後會形成 complex I，HO-1 可與之活化 nuclear factor kappa 

B(NF-κB)，進入細胞核後與 DNA 結合，再活化抗細胞凋亡的基因

(Brouard et al. 2002)。另一方面，TNF 與 TNF receptor 結合後會形成

另一 protein complex 稱為 complex II，其與 Fas-associated death domain

及 caspase 8 結合後會活化 caspase 8，進而引發細胞凋亡的反應，而

Complex II 也會經由 JNK 而持續活化 caspase 8。HO-1 會活化 p38 

mitogen-activated protein kinase(MAPK) 路 徑 ， 然 後 經 由

phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K/Akt)路徑而活化 Bcl-xL 和 Bcl-2，

達到抗細胞凋亡的效果(Katori et al. 2002)。 
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如果加入 ZnPP IX 及 KNK 437(分別是 HO-1 及 HSP 的抑制劑)，

則原先 resistin 所呈現的神經保護作用在細胞存活率分析法的檢測下

皆呈現下降的變化，由此可推論，HO-1 及 HSP73 為 resistin 能夠有

神經保護作用所必需。 

四四四四、、、、    Resistin 神經保護作用的可能機轉神經保護作用的可能機轉神經保護作用的可能機轉神經保護作用的可能機轉 

綜合以上的討論結果，我們可以推論 resistin 神經保護作用的可能

機轉為：Resistin 透過增加 HSP73 及 HO-1 的表現量，然後經過對抗

氧化壓力及抗細胞凋亡的機制，達到神經保護的作用。對於 resistin

增加 HO-1 及 HSP73 的訊息調節機制還需要更多實驗證實。 

 

第二節第二節第二節第二節 其他相關性討論其他相關性討論其他相關性討論其他相關性討論 

 目 前 Parkinson’s disease 的 治 療 藥 物 主 要 是 左 旋 多 巴

(L-3,4-dihydroxyphenylalanine， levodopa)，藉由其可通過血腦屏障

(blood-brain barrier，BBB)的特性進入中樞神經系統，然後轉換成

dopamine，補充 PD 病人 dopamine 的不足；然而左旋多巴也有其副

作用在，長期使用會產生情緒激動，腸胃障礙，不隨意運動等情形，

或引起「開關現象」發作，此時病人會不能運動數秒或數分鐘，此外

在用藥約 8 年後可能會出現神智混亂的副作用(Jankovic 1999)。在外

科手術方面，治療方法有三種：損毀術（切除）、深部腦刺激術（DBS）

和修復術（移植），然而這些方法目前並無完全治癒的效果，且還在
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研究階段(Arenas 2010; Foltynie et al. 2010)。本實驗的結果提供另外一

種 PD 的可能治療方向，HSP73 及 HO-1 皆為內生性的神經保護蛋白

質，藉由 resistin 的神經保護作用可能是經由 HSP73 及 HO-1 的結論，

可作為進一步探討其對於 PD 的可能治療效果。 

 

第三節第三節第三節第三節 研究限制研究限制研究限制研究限制 

(1) Resistin 的 receptor 目前還沒有被找到，因此由本實驗的結果無法

得知 MES23.5 cell line 是否本身即具有 resistin receptor，所以是否

resistin 經由與其 receptor 結合而產生神經保護作用，亦或 resistin 是

經由不同的pathway而達到神經保護的效果，需要更進一步實驗探討。 

(2) 本實驗為一細胞株的 in vitro study，僅能由此推論 resistin 對於

dopaminergic 神經元有類似的效果，但在活體內的效果是否一樣，則

需更進一步的動物實驗甚至是人體實驗才能得知。 

(3) 以 ZnPP IX 及 KNK 437 來證明 HO-1 及 HSP73 為 resistin 的必需

條件未來可考慮以 HO-1 及 HSP73 的 siRNA 來加以印證。 
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第五第五第五第五章章章章 結論與建議結論與建議結論與建議結論與建議 

第一節第一節第一節第一節 結論結論結論結論 

 由以上的實驗及討論結果，我們可以得知 resistin 對於 MES23.5

細胞株在 6-OHDA 所引起的神經毒性方面的確具有細胞保護的作

用，而此種保護作用來自於 resistin 的抗氧化壓力及抗細胞凋亡作用。

至於 resistin 引發抗細胞凋亡的機轉，來自於 resistin 會使得細胞保護

蛋白質增加，主要是 Bcl-2，HO-1 及 HSP73。此結論引申出對於治療

諸如 PD 的神經退化性疾病的新方向，也就是利用內生性的神經保護

蛋白質作為研發新藥物的治療方向。 

第二節第二節第二節第二節 建議建議建議建議 

證明 Resistin 的神經保護作用使得至少已經有三種 adipokines(加

上 leptin 及 adiponectin)被發現有保護神經細胞的功能，而且大部分的

adipokines 都能通過血腦屏障(blood-brain barrier，BBB)到達中樞神經

系統，並在腦脊髓液中被檢測出(Kos et al. 2007)。將 in vitro 實驗外推

至 in vivo 動物實驗或人體實驗，證明 adipokines 除了能量平衡(energy 

balance)的作用外，真正在臨床上有神經保護的作用，將會是下一個

課題。 
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