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中文摘要 

生物素(Biotin)屬於 B 群維生素的一種，為體內醣類、脂質、蛋白質

和核酸的代謝過程中許多酶的輔助因子。本研究室先前的研究發現，生

物素會影響體內葡萄糖的恆定與代謝，長期給予第 2 型糖尿病 KK 小鼠

補充生物素可降低空腹血糖與胰島素阻抗性，且可顯著增加骨骼肌中

IRS-1/2、IRS-1/2 與 PI 3-kinase 連結、GLUT4 的表現與位移。過去研究

指出，PKC ζ與 PKB(Akt)參與骨骼肌中葡萄糖的運輸是藉由誘導胰島素

所調節的 GLUT4 位移至細胞膜的作用來調節細胞對葡萄糖的汲取；肝

臟中 PKB(Akt)與肝醣合成、醣質新生作用相關。因此本研究欲進一步探

討在骨骼肌中生物素調節 GLUT4 的機制是否藉由 PKC ζ 或 PKB(Akt)

路徑；同時探討肝臟中胰島素透過 PKC ζ、PKB(Akt) Thr308 與 Ser473

調節部位磷酸化蛋白質的表現對於體內醣類與脂質的調節作用。持續 4

週給予第 2 型糖尿病雄性 KK 小鼠不同的生物素補充：生理水組(0 

mg/kg/day)、3mg組、6mg組後，犧牲前再分別給予(4U/100g regular insulin)

或不給予胰島素刺激，犧牲後取得組織樣品，以免疫墨點法分析組織中

細胞質與細胞膜中 PKC ζ 的蛋白質表現與評估活化情形、PKB(Akt) 

Thr308 與 Ser473 調節部位磷酸化的蛋白質表現。 
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結果顯示，骨骼肌組織中，沒有胰島素刺激下，細胞質與細胞膜中

PKC ζ 表現量均以生物素補充組顯著高於生理水組，而當胰島素刺激

後，細胞質中的 PKC ζ表現量為生物素補充組大於生理水組，細胞膜則

是小於生理水組。沒有胰島素刺激時，PKB(Akt) Ser 473 調節部位磷酸

化蛋白質表現增加，推測在空腹的時候體內嘗試著合成肝醣及增加週邊

組織對於血中葡萄糖的利用來降低血糖的濃度。PKB(Akt) Thr 308 調節

部位磷酸化蛋白質表現依次減少，可能因為此時這個位置並沒有被活化

的，且受到 PDK-1 影響的程度減少。胰島素刺激後，由 KK 糖尿病小鼠

體內的 PKB(Akt) Ser 473 與 Thr 308 調節部位磷酸化蛋白質表現，推測

可能是因為在給予生物素之後，PKB(Akt) Ser 473 調節骨骼肌葡萄糖汲

取、利用的作用較長，而 PKB(Akt)Thr 308 調節部位可能因為與肝臟相

同，較容易去磷酸化而導致反而表現量減少。由細胞膜 PKC ζ表現量佔

總量的比值來觀察 PKC ζ活化的情況及 PKB(Akt) Thr308、Ser473 調節

部位磷酸化蛋白質的表現，推斷給予生物素 3mg 四週後增加 GLUT4 位

移的作用是經由 PKC ζ所調節的；給予生物素 6mg 組雖然 PKCζ位移到

細胞膜的活化作用是減少的，但是細胞質的蛋白質表現卻明顯的增加，

細胞內總 PKCζ 蛋白質較沒有胰島素刺激的生理水組增加，因此也有調

節 GLUT4 位移的作用，但其機制可能還需進一步探討。 
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肝臟中 PKB(Akt) Thr308 與 Ser473 調節部位磷酸化蛋白質的表現方

面，沒有胰島素刺激的三組中 PKB(Akt) Ser473 調節部位磷酸化蛋白質

表現量推測在給予生物素補充之後，空腹時 PKB(Akt) Ser473 已經受到

上游蛋白質分子調節的作用了。PKB(Akt) Thr308 調節部位磷酸化蛋白

質表現方面，卻是 6mg 組最低，3mg 組次之，生理水組最高，可能表示

了此時 PKB(Akt) Thr308 調節部位尚未被活化，也沒有催化下游蛋白分

子的能力。同組別中以胰島素刺激與否比較，發現生理水組、6mg 組有

胰島素刺激的 PKB(Akt) Thr308 調節部位磷酸化蛋白質表現皆顯著低於

沒有胰島素刺激，推測可能因為時間過久，導致其蛋白質已經去磷酸化

了；3mg 組則去磷酸化過程較緩慢，所以表現量還是較沒有刺激時高。

由此結果可得知，肝臟中 PKB(Akt)B 調節醣質新生作用是減少的，肝醣

合成的作用則是增加的，但因 PKB(Akt) Thr308 調節部位產生去磷酸化

的時間較快，所以在胰島素刺激 30 分鐘時，這些作用可能已經減弱了。 

關鍵字：第 2 型糖尿病、生物素、Protein kinase C ζ (PKC ζ)、Protein kinase 

B(PKB) 
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Abstract 
Biotin is one kind of B vitamins that is a cofactor of many enzymes in 

body. It plays an important role in metabolism of carbohydrate, protein, lipid, 
nucleic acid, especially in glucose homeostasis and metabolism. Our 
previous study has demonstrated that biotin supplement may lower the 
impaired fasting glucose and insulin resistance, and IRS-1/2, IRS-1/2 
associated with PI 3-Kinase protein expression and GLUT4 protein 
translocation in skeletal muscle cells. 

Some studies point out PKC ζ and PKB(Akt) involved in skeletal 
muscle glucose uptake by regulating GLUT4 translocation stimulated by 
insulin. In liver, PKB(Akt) is associated with glycogenesis and 
gluconeogenesis. Thus this study want to evaluate the effects of biotin on 
regulating GLUT4 translocation by PKC ζ or PKB(Akt) pathway in skeletal 
muscle and in liver cells. KK diabetic mice were given different dosage of 
biotin per day for four weeks, and before sacrificed, were separated into two 
groups by with or without insulin stimulation. After sacrified, PKC ζ protein 
expression in cytosol and membrane in skeletal muscles cells and PKB(Akt) 
protein expression in skeletal muscles and livers cells were analyzed by 
immunoblotting. 

The results showed that without insulin stimulated, biotin may 
increase both PKC ζ protein expression in cytosol and membrane of skeletal 
muscle cells. PKC ζ protein expression increase in cytosol but decrease in 
membrane when insulin stimulated. In no insulin treated group, PKB(Akt) 
Ser473 phosphorylation protein expression increased. These results  
suggested that in fasting condition skeletal muscles try to increase glycogen 
synthesis, so peripheral tissues make use of blood sugar to lower blood sugar 
levels, especially in 3mg biotin group. PKB (Akt) Thr308 phosphorylation 
protein expression is in turn decrease. The reason may contribute to that 
PKB(Akt) the protein is not activated or isn’t stimulated by PDK-1. After 
stimulated by insulin, PKB(Akt) Ser473 phosphorylation protein also 
increased, but PKB(Akt) Thr308 phosphorylation protein decreased. We 
presumed biotin supplement may longer the action of PKB(Akt) Ser473 
phosphorylation than PKB(Akt) Thr308. By evaluating PKCζ protein 
expression in membrane fraction, we supposed the increase of GLUT4 
translocation in 3mg group possibly through the PKC ζ pathway, not 
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PKB(Akt). 
In liver cells, in the results of the PKB(Akt) Ser473 and Thr 308 

phosphorylation protein expression without insulin stimulated, We supposed 
that PKB(Akt) Ser473 had already activated by upper molecules but not in 
PKB(Akt) Thr308.When insulin stimulated, by observing the protein 
expression, we find that PKB(Akt) Thr308 was activated in 3mg group. As 
result in this study, gluconeogenesis in liver may be diminished and 
glycogenesis may be enhenced. Because of PKB(Akt) Thr308 has faster 
dephosphorylation time, so the action may decline in 30 minutes. 

 

Key word：type 2 diabetes、biotin、Protein kinase C ζ (PKC ζ)、Protein kinase 

B(PKB)
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第一章 序言 

台灣由於醫療的進步與公共衛生的改善，使得國人平均壽命延長，

慢性疾病逐漸取代了過去的急性傳染性疾病，名列為國人十大死因。依

據國內行政院衛生署統計，從民國七十六年以來，糖尿病一直高居國人

十大死因第五名，而且更是十大死亡中，死亡率增加速度在過去二十年

最快者；而糖尿病與其他十大死亡原因中之腦血管疾病、心臟血管疾

病、腎臟疾病及高血壓息息相關，其嚴重性不可言喻(行政院衛生署，民

國 90 年國人主要死因統計資料)。進一步利用複邏輯回歸統計分析台灣

糖尿病之研究，發現糖尿病的發生與年齡、糖尿病家族史、BMI(或腰臀

圍比值)、收縮壓(或高血壓)、體能活動、血中三酸甘油酯值有關：許多

研究也顯示，容易罹患第 2 型糖尿病的危險因子主要為年齡的增加、全

身性的肥胖、中心性肥胖及有糖尿病家族史等(Tai et al., 1987; Lin et al., 

1993; Chou et al., 1994; Lu et al., 1998 ; Cockram et al., 1993 ; Pan et al., 

1993 ; Dowse et al., 1991)。 

胰島素對於餐後葡萄糖利用大約 75%發生在骨骼肌中(Klip and 

Paquet, 1990)，活化後的 PI 3Kinase 使得 GLUT4 位移至細胞膜上，持續

的增加葡萄糖的轉運(Transport)至肌肉與脂肪細胞中。許多文獻指出，

當 PI 3Kinase/PKB(Akt)路徑被活化後，PKB(Akt)會造成 GLUT4 調節的
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葡萄糖汲取增加；此外，atypical PKC(aPKC)，如 PKC λ / ζ 也會增加

GLUT4 依賴性的葡萄糖汲取。相反的，若 PKC λ / ζ 突變而缺乏作用，

則會抑制胰島素刺激 GLUT4 的轉位與葡萄糖的汲取(Kotani  et al., 

1998; Bandyopadhyay et al., 1999)，因此，推測 aPKC 對於骨骼肌與脂肪

組織中胰島素調節的葡萄糖汲取作用上扮演重要的角色。 

許多研究指出，在胰島素阻抗性的 Goto-Kakizaki 大鼠與第 2 型糖

尿病病人的骨骼肌中，胰島素刺激的 PKB(Akt)磷酸化作用是受損的。胰

島素阻抗性的人體(Rondinone et al., 1999)與囓齒類(Carvalho et al., 2000)

的脂肪組織與囓齒類的骨骼肌管細胞中(Song et al., 1999)，PKB(Akt)對

於胰島素反應的活化作用受損。GLUT4 轉運作用表現異常是與 PKB(Akt)

磷酸化缺失有關(Carvalho et al.,2000; Tremblay  et al., 2001)。當血糖濃

度上升時，胰島素對於 PKB(Akt)的作用能力會受損；給予胰島素阻抗性

的高血糖 Goto-Kakizaki 大鼠 phlorizin 治療，可降低實驗動物的血糖濃

度，並可以使 PKB(Akt)磷酸化作用趨於正常(Krook et al., 1997)。也有研

究指出，glucosamine 在骨骼肌中可抑制 GLUT4 位移是由於 PKB(Akt)

上游的胰島素訊息傳遞路徑受損，並不是 PKB(Akt)本身(Kim et al., 

1996)。 
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日本的研究人員研究生物素與第 2 型糖尿病患的血糖濃度時，發現

高血糖濃度的人其血中生物素濃度都很低。18 名高血糖病患接受每天 9

毫克(9,000 微克)的生物素治療一個月之後，血糖濃度都降到將近原本的

45 %(Maebashi et al., 1993)。換言之，糖尿病患者體内的細胞對胰島素的

效用較不敏感，會促使體内的血糖不斷升高而補充生物素能夠加强胰島

素的敏感性。 

本研究室先前的研究發現，長期給予第 2 型糖尿病 KK 小鼠補充生物素

可降低空腹血糖及胰島素阻抗性，且可以增加骨骼肌中 IR 酪胺酸 960

磷酸化、提高 IRS-1 和 PI 3Kinase 相連結及增加 GLUT4 的表現與位移。

本研究欲進一步探討生物素調節骨骼肌 GLUT4 的機制是否會藉由

PKCζ或 PKB(Akt)的路徑。另外，本研究也探討在肝臟組織中，透過 PKCζ

及 PKB(Akt)的路徑對於體內醣類與脂質調節作用為何。 
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第二章 文獻整理 

壹、 糖尿病(Diabetes mellitus；DM) 

一、 流行病學 

在開發中以及新興工業化國家(如台灣)，糖尿病的發生率(incidence)

及盛行率(prevalence)正在快速增加中。據估計，目前全球約有一億九千

萬名糖尿病患者，至 2025 年世界衛生組織預估有三億三千萬名病患，

其中絕大多數為第 2 型糖尿病( 糖尿病防治手冊)。 

Reaven 教授在 1988 年 Banting lecture 中所提出的高胰島素血症

(hyperinsulinemia)與胰島素阻抗性(insulin resistance)有關(GM, 1988)。其

可能的機轉是肥胖的個體對於胰島素刺激之葡萄糖汲取作用產生阻

抗，因此造成血中胰島素濃度升高，進而加強肝臟合成極低密度脂蛋白

(very-low-density lipoprotein)、三酸甘油酯(TG)，產生高三酸甘油酯血

症；除此之外，血中胰島素濃度升高同時還會減少鈉離子排泄，引起鈉

離子滯留，增加交感神經的活性，造成高血壓的產生(Flack and Sowers, 

1991)。 
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二、 病因、分類與診斷 

A. 症狀 

部分的糖尿病患者，在發病時會出現「三多」(多吃、多喝、多尿)、

「一少」(體重減輕)的典型症狀。但是部分的病患在發病時沒有典型症

狀，有些病患偶會因為皮膚搔癢、手腳麻木、傷口不易癒合等原因，經

由驗血求證而被診斷出來。還有一些人是在做其他例行檢查時意外發現

的。值得注意的是，無論國內外的大規模調查都顯示，幾乎近四成的病

例，完全不知道自己已經罹患了糖尿病(undiagnosed diabetes)。 

B. 診斷標準 

目前診斷糖尿病，主要依據血糖值高低來判斷。根據 2004 美國糖

尿病學會(American Diabetes Association；ADA, 2004)訂定的標準，  

I. 如符合以下任何一個條件，而且隔天再證實，即可診斷為糖尿病。 

 有糖尿病的急性症狀(吃多，喝多、尿多、體重減輕)，並且隨機

血漿葡萄糖濃度≧200mg/dL。 

 空腹至少 8 個小時，靜脈血漿葡萄糖≧126mg/dL。 

 75 公克口服耐糖試驗(OGTT)時，第 2 個小時血漿葡萄糖濃度

≧200mg/dL。 
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II. 若空腹血漿糖值 (fasting plasma glucose, FGP)≧110mg/dL 且＜

126mg/dL 時，空腹血糖偏高，稱為血糖恆定性受損的代謝狀態

(impaired fasting glucose, IGF)。 

III. 當第 2 小時口服耐糖試驗值≧140mg/dL，但＜200mg/dL 時，稱之為

耐糖障礙(impaired glucose toletance ; IGT)。 

 
 
 

表 2.1、糖尿病與葡萄糖不耐的診斷標準 

Table 2.1 Diagosis of diabetes mellitus and glucose intolerance 
Condition Diagnostic criteria(mmole/L) Diagnositic criteria (mg/dL) 

Normal fasting plasma glucose Below 6.1 Below 110 

Impaired fasting glucose(IGF) Equal or above 6.1 but below 7.0 Equal or above 110 but below 126 

Impaired glucose tolerance(IGT) 
Plasma glucose 2 h after 75 g load 

7.8 or above but below 11.1 

Plasma glucose 2 h after 75 g load 

140 or above but below 200 

Diabetes mellitus＊ 

Criterion1 

Criterion2 

Criterion3 

 

Random plasma glucose 11.1 or above＊＊ 

Fasting plasma glucose 7.0 or above 

2 h value during OGTT 11.1 or above 

Radom plasma glucose 200 or above＊＊ 

Fasting plasma glucose 126 or above 

2 h value during OGTT 200 or above 

＊If one of the criteria is fulfilled, diagnosis is provisional. The diagnosis needs to be confirmed next day using a different criterion. 

＊＊If accompanied by symptoms(polyuria, polydypsia, unexplained weight loss). These are the criteria proposed by the American 

Diabetes Association in 1997 
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C. 篩檢 

血漿葡萄糖之測定為檢驗葡萄糖耐量的最好方法，但血糖值會受到

飲食、身體狀況及檢驗特性(靜脈、微血管或動脈、全血或血漿等)之影

響。雖然篩檢時可採用隨機、空腹或經葡萄糖負荷(即口服葡萄糖耐量試

驗)後抽血來檢測血漿葡萄糖值，但以世界衛生組織之診斷標準值作為篩

檢標準，比較三者之敏感度及特異度，以葡萄糖負荷後 2 小時之血糖最

好(敏感度＞90%，特異度約為 100%)，空腹血糖值次之。因此美國糖尿

病學會建議篩檢方法最好使用檢測空腹血漿糖值。 

 
 
 
 
 

D. 分類 

1979 年美國國家衛生研究院(National Institute of Health)的糖尿病小

組(National Diabetes Data Group)首先提出了現在通用的糖尿病分類與命

名 辦 法 (Classification and diagnosis of diabetes mellitus and other 

categories of glucose intolerance. National diabetes data group. 1979)；在

1997 年，由於對糖尿病的病因及致病機轉有更進一步的認識，美國糖尿

病協會(ADA)及世界衛生組織修改並訂定新的糖尿病分類方法。 
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I. 第 1 型糖尿病(Type 1 diabetes mellitus) 

因自我免疫破壞 β細胞，導致胰島素完全缺少，需依賴外來的胰島

素預防酮酸中毒，並維持生命。任何年齡都可能發病，但大多數在

30 歲以前診斷出來。 

II. 第 2 型糖尿病(Type 2 diabetes mellitus) 

診斷時經常沒有症狀，但多達 20%的病人可能已經呈現終端器官的

合併症(如視網膜病變、神經病變、腎病變等等)。內源性胰島素濃

度可能是正常的、增加或減少；對外源性胰島素的需求不一定。耐

糖障礙的初期，典型上出現胰島素阻抗性。包括以胰島素阻抗性為

主，並伴有胰島素相對缺乏的病患，到主要以胰島素分泌不足合併

胰島素阻抗性的病患。通常是在 30 歲以後被診斷出來，但在任何

年齡都有可能發生，且青少年發病人數逐年漸增中。 

III. 其他特異型糖尿病：包括 β 細胞功能的基因缺陷、胰島素作用的基

因缺陷、外分泌胰臟的疾病、內分泌病變、藥物或化學物質引起、

感染、不尋常形式的免疫媒介性的糖尿病、有時合併糖尿病的其他

遺傳症候群等等。 

IV. 妊娠糖尿病(Gestational diabetes mellitus, GDM) 

在懷孕階段才首次發現罹患糖尿病。妊娠結束後改診斷分類為過去
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耐糖異常(previous abnormality of glucose tolerance；PreAGT)、第 1

型糖尿病、第 2 型糖尿病或耐糖障礙。發生妊娠性糖尿病後，將來

發展為第 2 型糖尿病或成為罕見第 1 型糖尿病的危險性增加。 

 
 

表 2.2、糖尿病的分類 

Table 2.2. Classification of diabetes mellitus 
Syndrome Comments 

Type 1  Autoimmune destruction of β-cells 

Type 2  β-cells failure and insulin resistance 

Other types 

Genetic defects of β-cells (e.g. mutations of glucokinase gene). Rare insulin resistance syndromes. 

Diseases of exocrine pancreas. Endocrine diseases (acromegaly, Cushing’s syndrome). Drugs and 

chemical-induced diabetes. Infections (e.g.mumps). Rare syndromes with the presence of antireceptor 

antibodies. Diabetes accompanying other genetic disease (e.g. Down syndrome) 

Gestational diabetes Any degree of glucose intolerance diagnosed in pregnancy 

 
  

表 2.3、第 1 型糖尿病與第 2 型糖尿病的比較 

Table 2.3 Comparison of Type 1 DM and Type 2 DM 
 Type 1 Type 2 

Onset Usually below 20 years of age Usually over 40 years of age  

Insulin synthesis Absent：immune destruction ofβ-cells 
Preserved ： conbination of impaired 

β-cells function and insulin 

Plasma insulin concentration Low or absent Low, normal or high 

Genetic susceptibility 
Yes, inheritance associated with HLA 

antigens 

Not associated with HLA, important 

polygenic inheritance 

Islet cell antibodies at diagnosis Yes No 

Obesity Uncommon Common 

Ketoacidosis Yes Possible after major stress 
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貳、 第 2 型糖尿病(Type 2 diabetes mellitus；T2DM)

與胰島素阻抗性 

第 2 型糖尿病與肥胖具有極高的相關聯性，第 2 型糖尿病的發生主

要是由兩個基本的缺陷所造成，一個是胰島素阻抗性，另一個是胰島素

分泌障礙。而胰島素阻抗性主要是在肝臟和週邊組織發現對胰島素生物

活性的阻抗；對於第 2 型糖尿病的發生，胰島素產生阻抗比胰島素分泌

障礙更重要。 

儘管目前確切的致病基因仍尚未確認，但大家都認為第 2 型糖尿病

有很強的遺傳性。從雙胞胎的研究、家族聚集現象及不同民族間的比較

研究，都可以說明遺傳對第 2 型糖尿病的影響比第 1 型糖尿病重要。從

同卵雙胞胎之研究，發現第 2 型糖尿病的一致性(concordance)高達

70-90%；若父母雙親皆患有第 2 型糖尿病，其兒女的罹病危險率甚至可

高達 40%，而且許多第 2 型糖尿病病人的非罹病一等親，也會出現胰島

素阻抗性。在諾魯人(Nauruans)、Pima 印地安人等第 2 型糖尿病盛行率

很高的族群，第 2 型糖尿病的發生深受遺傳的左右，但遺傳因素與環境

因素也可能相互作用。在丹麥的雙胞胎研究顯示，雙胞胎中罹患第 2 型

糖尿病的出生體重較沒有第 2 型糖尿病的出生體重低 (Poulsen et 

al.,1999)。許多學者(Tai, et al., 1987; Chou et al., 1992)在國人第 2 型糖尿
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病之發生學研究中，也證實了第 2 型糖尿病的發生與糖尿病家族史、體

型和年齡最有關聯，顯示遺傳和環境因素對國人第 2 型糖尿病發生之重

要性與國外一致。 

第 2 型糖尿病之發生是由於先天體質再加上後天因子，產生了高胰

島素血症與胰島素阻抗性，再進一步造成葡萄糖耐受異常和糖尿病的發

生。對處於高胰島素期的第 2 型糖尿病病人，運動可以降低血糖。因為

運動可以提升胰島素的敏感度，而胰島素阻抗又是此類病人的主要症

狀，因此大多數的糖尿病患規律運動確實可直接對抗第 2 型糖尿病的病

理生理機制，尤其就肥胖者而言，改善葡萄糖代謝的效益更顯著。 
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參、 胰島素阻抗性之生化機轉 

胰島素阻抗性在特定組織是很常見的病理狀態，會使組織對於血液

中循環的胰島素利用失去反應，最後會造成胰島素失去對於供應正常葡

萄糖與脂質穩定的作用(Eckel et al., 2005; Wang et al., 2004)。 

胰島素阻抗性和許多疾病相關，包括肥胖(obesity)、代謝症候群

(metabolic syndrome)、第2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus)、脂肪營養

不良(lipodystrophies)、多纖維性卵巢症候群(polycysitc ovary syndrome)

及慢性發炎(chronic infection)。所有的疾病的盛行率約在10-25%左右

(Ferrannini et al., 1997)。 

高胰島素箝定試驗(hyperinsulinaemic euglycaemic clamp)為主要標

準胰島素阻抗性程度的依據(DeFronzo et al., 1979)。造成胰島素阻抗性的

病因包括遺傳性基因(genetic factors)、造成阻抗性的症狀(syndromic 

forms of insulin resistance)及環境因素包括食物攝取、活動度減少、老

化、抽煙、給予的藥物( thiazide類的利尿劑、β腎上腺皮質阻斷劑、糖皮

質激素) (Granberry and Fonseca, 1999)。其中最重要的因素是肥胖，肥胖

通常是多基因型與環境因素的起源 (Granberry and Fonseca, 1999; 

Cummings and Schwartz, 2003)。 
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胰島素阻抗通常發生在肌肉與脂肪組織中。肌肉是主要胰島素刺激

後葡萄糖主要的利用器官，肥胖與第2型糖尿病的病人體內受胰島素刺

激葡萄糖轉運至肌肉細胞內的作用是減少的。肌肉對於胰島素的阻抗性

可能伴隨著胰島素對於其他組織正常或過度的作用，如增加肝臟的脂肪

生成(高脂血症)、腎臟鈉與水的滯留(高血壓)、內皮與血管平滑肌過度敏

感及增生(高血壓與動脈粥狀硬化)等。 

    第 2 型糖尿病的主要特徵是肌肉和脂肪組織對於胰島素敏感度下

降，也就是胰島素對於葡萄糖的利用和代謝能力下降，因而導致胰島素

阻抗性。骨骼肌是胰島素刺激汲取葡萄糖的主要標的組織，也是胰島素

阻抗主要發生的所在，而骨骼肌發生胰島素阻抗的機制也備受注意。 

 

( 

圖2.1、胰島素阻抗性影響體內代謝(M.Haque and A. J. Sanyal, 2002) 

  Fig 2.1 Insulin resistance in metabolism 
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肆、 胰島素訊息傳遞機制 

胰島素接受器(IR)是異構四合體(heterotetramer)，其表現在肝臟、脂

肪組織及骨骼肌細胞中。IR包含了細胞膜外的配體結合區及細胞膜內的

酪胺酸激酶(tyrosine kinase)區域。當胰島素與接受器細胞外的部位結合

之後會活化使自己特定區域的酪胺酸自體磷酸化(autophosphorylation)，

並使胰島素接受器受質(IRS)1~4、IRS-5/DOK4、IRS-6/DOK5等酪胺酸

磷酸化。這些受質磷酸化會引起下游3條不同的訊息蛋白路徑：PI 

3-Kinase pathway 、 Cb1 associated protein (CAP)/Casstas B-lineage 

lymphoma (Cb1)/TC10 pathway、Mitogen-activated protein kinase (MAPK) 

dependent pathway(Pirola et al., 2004; Saltiel and Kahn, 2001)。 

 

圖2.2、胰島素訊息傳遞路徑 (Mlinar et al. 2007) 

Fig 2.2 Insulin signalling pathway 
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PI 3-Kinase依照不同的異構物(isoform)可分為3大家族，是調節胰島

素作用的主要調控者，其中Class Ia被認為是主要胰島素訊息反應者，且

會藉由產生PIP2與PIP3來活化PKB(Akt)、aPKC。PKB(Akt)的磷酸化不

但會使GSK-3不活化，也會向上調控FAS基因、向下調節PEPCK 基因，

這些基因主要共同調控GLUT4位移至細胞膜上(Pirola et al., 2004; Saltiel 

and Kahn, 2001)。 

GLUT4 蛋白質為體內在飯後受胰島素調控來運送葡萄糖的主要管

道。糖尿病病患高血糖的原因之一，已被證實為肌肉中 GLUT4 蛋白受

胰島素支配吸收葡萄糖的能力衰減，使得葡萄糖滯留於血液中形成高血

糖狀態。目前糖尿病研究，不斷在探討以各種方式提高胰島素支配

GLUT4 蛋白質的能力，或以基因治療法提高 GLUT4 基因的表現，藉以

治療糖尿病。 
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伍、 Protein kinase C (PKC)之介紹 

一、 PKC 家族 

PKC 可分為 3 個亞族，分別為 

A. 傳統型(conventional type)：α、βⅠ、βⅡ、γ 

B. 新穎型(novel type)：δ、ε、η、θ、μ 

C. 非典型(atypical type)：ζ、λ、ι 

 
圖2.3、PKC家族分類與結構(Liu et al., 2006) 

Fig 2.3 PKC family 
 

cPKC的結構中，N端有調節區域(C1、C2)，C端則有催化區域

(C3、C4)。 C1可和PMA/DAG結合，促進和細胞膜的結合。C2則參

與了膜上的訊息傳導(與Ca2+結合)。nPKC含有C1區域，缺乏C2區

域，所以大部分受PMA/DAG 而非受Ca2+活化 。aPKC缺乏Ca2+敏感

的C2區域，也不和PMA/DAG結合，是受刺激後產生磷酸化作用的
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磷脂質cofactor個別活化。 

 
 
 

 
 

圖 2.4、aPKC 在醣類代謝中扮演的位置 (Liu et al., 2006) 

Fig 2.4 aPKC action in carbohydrate metabolism 
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二、 PKC ζ的活化 

當胰島素刺激之後，胰島素會與細胞膜上 IR 相連接，刺激 IRS 蛋

白的酪胺酸磷酸化，並與下游的 PI 3-Kinase 結合。PI 3-Kinase 與酪胺酸

磷酸化的 IRS 結合之後，會產生 3’-phosphoinositides，其中的 PIP2 轉變

成 PIP3，並且會吸引第二訊息傳遞者，PDK-1 至細胞膜，且會同時磷酸

化 aPKC (Atypical protein kinase C)(Brazil and Hemmings, 2001; Kotani et 

al., 1998)。 

 
 

 

圖 2.5、PKC ζ活化機制 (Takaaki and Kazuhiro, 2003) 

Fig 2.5 PKC ζ activation mechanism 
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三、 aPKC 正向調節葡萄糖運輸的胰島素訊息傳遞路徑 

    文獻指出，aPKCs在胰島素調節的GLUT4轉位到細胞膜、促進葡萄

糖轉運的作用上扮演重要的角色(Watson et al., 2004)。有兩條主要的胰

島素訊息傳遞路徑來調控GLUT4的轉位與葡萄糖的汲取：(1) IRS–PI 

3-Kinase、(2) Cbl–TC10，而aPKCs則是這兩條路徑的下游交匯處(Kanzaki 

et al., 2004)。IRS–PI 3-Kinase路徑是胰島素透過與細胞膜上的IR結合，

進而活化IR的β-次單位、刺激IRS蛋白質的酪胺酸磷酸化，使得IRS能與

PI 3-Kinase相連結(Corvera and Czech, 1998)。活化後的PI 3-Kinase進而磷

酸化PIP2產生PIP3，同時吸引PDK-1至細胞膜上(Stokoe et al., 1998; 

Stephens et al., 1997)。aPKCs透過活化區的酪胺酸410/402磷酸化來與

PDK-1結合(Chou et al., 1998; Le Good et al., 1998)。Cbl–TC10路徑則是胰

島素與 IR結合之後，刺激Cbl酪胺酸殘基磷酸化 (Ribon and Saltiel, 

1997)，進一步影響下游TC10、aPKCs的表現(Kanzaki et al., 2004)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 20

四、 aPKC 負向調節葡萄糖運輸的胰島素訊息傳遞路徑 

    另一方面也有研究指出，aPKC對於胰島素訊息傳遞路徑上具有負向

調控的作用。在大鼠肝腫瘤細胞(Fao cells、NIH-3T3IR cells)中，胰島素

會瞬間(transiently)增加IRS的酪胺酸磷酸化，降低IRS-1與PI 3-Kinase的

p85次單位結合的能力。當給予PI 3-Kinase的抑制劑(Wortmannin)後，代

表抑制了胰島素訊息傳遞上游路徑，過多的PKC ζ反而會抑制IRS-1的功

能、減少IRS-1與PI 3-Kinase的連結，進而負回饋抑制PKC ζ (Liu et al., 

2001; Ravichandran et al., 2001)。體外試驗中證實PKC ζ透過IRS的絲胺酸

磷化作用 ( 如 Serine 570) 來強烈的抑制 IRS-1/PI 3-Kinase 的連結

(Sommerfeld et al., 2004)。另外，PKC ζ也會磷酸化IRS-1的Ser318位置阻

礙了IRS用PTB區域與IR結合的作用，顯著的降低IR與IRS-1的連接及胰

島素誘導IRS-1酪胺酸磷酸化(Moeschel et al., 2004)。因此，aPKC會磷酸

化IRS-1某些Ser/Thr區域，提供了PI 3-Kinase調節aPKC與胰島素誘導葡

萄糖汲取的負回饋抑制機制。 
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陸、 Protein kinase B(PKB；Akt)之介紹 

一、 PKB (Akt)家族 

PKB 又名 Akt 是可廣泛被接受器上酪胺酸激酶(tyrosine kinase)刺激

的絲胺酸/酥胺酸激酶(serine/threonine kinase) ，其分子量為 60 kDa(Kroo 

et al., 1998)。PKB(Akt)蛋白質的 N 端有 pleckstrin homology(PH)區域，

而因催化區域與 PKA、PKC 結構高度相同，故又名 RAC(related to A and 

C)。 

 
 
 

 
 

圖 2.6、Protein kinase B 異構物受絲胺酸(Ser)與酥胺酸(Thr)活化區 

Fig 2.6 Ser and Thr activated site in PKB isoforms 
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圖 2.7、PKB 異構物在各組織中的表現情形(Zdychova and Komers, 

2005) 
Fig 2.7 PKB in tissues expression 
 
 
 
 

 
 

圖 2.8、PKB 異構物的功能 

Fig 2.8 Functions in PKB isoforms 
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二、 PKB(Akt)的活化 

PKB(Akt)透過酪胺酸激酶接受器(tyrosine kinase receptors)調節而活

化，如胰島素或某些生長因子的接受器。PKB(Akt)被視為是 PI 3-Kinase

的下游標的物，酪胺酸磷酸化的 IRS 會與 PI 3-Kinase 中含 SH2 區域的

p85 調節次單位結合而被活化，活化後的 PI 3-Kinase，其 p110 催化次單

位則會磷酸化細胞膜上的 phosphatidylinositol (addition of phosphate)，產

生 3’-phosphoinositides，其中的 PIP2 變成 PIP3。PKB(Akt)的 pleckstrin 

homology (PH)區域與 PIP3 有很強的親和力，促使 PKB(Akt)位移到細胞

膜上(Bellacosa et al., 1998; Bottomley et al., 1998)。除此之外，PIP3 會吸

引第二訊息傳遞者：PDK-1(Brazil and Hemmings,  2001)、PDK-2 (Kotani 

et al., 1998) 至細胞膜，且同時分別磷酸化 PKB(Akt) 的酥胺酸

308(Thr308)(Alessi et al., 1997)、絲胺酸 473(Ser473)( Bellacosa  et al., 

1998)；PKB(Akt)的 T308 磷酸化對於 PKB(Akt)的活化是很必須的，然

而 Ser473 磷酸化也會使 PKB(Akt)的活性增加到最大(Downward, 1998)。 
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圖 2.9、胰島素刺激 PKB 活化的路徑(Zdychova, Komers, 2005) 

Fig 2.9 Insulin stimulated PKB activated pathway 
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三、 PKB(Akt)與葡萄糖代謝 

胰島素主要的作用是調節骨骼肌、脂肪組織、肝臟及其他組織對於

葡萄糖的汲取與代謝，而PKB(Akt)在胰島素的生理功能上扮演重要的調

節角色，因此PKB(Akt)的訊息傳遞主要影響葡萄糖代謝(Zdychova and 

Komers, 2005)。早期的研究發現PI 3-Kinase影響胰島素刺激的GLUT4由

細胞質中小囊位移到細胞膜上(Frevert et al., 1998; Okada et al., 1994)，推

測當胰島素刺激後，PKB(Akt)參與葡萄糖的代謝是透過PKB(Akt)誘導

GLUT4位移作用(Kohn et al., 1996; Hajduch et al., 1998)，此位移作用會促

進葡萄糖的汲取。 

在沒有胰島素刺激時，PKB(Akt)存在於細胞質(cytoplasma)中，當受

到胰島素刺激下， PKB(Akt)可能會與細胞膜上 PIP2、 PIP3結合

(Vanhaesebroeck and Alessi,  2000; Kohn et al.,1996)，不但會與PDK-1、

PDK-2共同位於細胞膜上，且會分別使PKB(Akt)的Thr308、Ser473這兩

個主要調節部位因磷酸化而活化。 

另外，PKB(Akt)也會透過絲胺酸磷酸化與不活化GSK-3來促進肝糖

合成(glycogen synthesis)(Cross et al., 1995; Lawrence and Roach, 1997)、蛋

白質合成(protein synthesis)、脂質生合成(lipogenesis)及抑制肝臟的糖質

新生作用(hepatic gluconeogenesis)。 
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    在高血糖的狀態下，PKB(Akt)的活性嚴重下降，雖然近端的 IR、

IRS-1、IRS-2、PI 3-Kinase 是活化的。 

 
 

 

圖 2.10、PKB(Akt)與葡萄糖代謝的關係 

Fig 2.10 PKB(Akt) and glucose metabolism 
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柒、 生物素(Biotin) 

一、 簡介 

 

 

圖 2.11、生物素的結構 

Fig 2.11 Structure of biotin 
 

生物素的結構於 1936 年被確認，也在 1943 年在實驗室中被合成。

於自然界的多種異構體中，只有右旋生物素(d-biotin) 才有功能及生物活

性。生物素可溶於水，不溶於乙醇、乙醚、及氯仿。一般情况下，生物

素是相當穩定的，只有在強酸、強鹼、甲醛及紫外線處理後才會被破壞。

抗生物素蛋白（avidin）是生蛋清中的一種醣蛋白，它能與生物素结合，

使其不能在腸道中吸收，但加熱處理後生物素却能夠重新被利用。 

生 物 素 含 兩 個 環 狀 結 構 ： ureido-group 及 含 硫 的

tetrahydrothiophene ，並有戊酸 (valeric acid) 側鏈。因為含有硫酚

(Thiophene)的結構環，所以此種化學物質有八種同形異構物。在生物體
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內，戊酸(又稱纈草酸；valeric acid)側鏈的羧基與酶蛋白質的離胺酸

(lysine)上 ε-胺基(ε-amino group)以醯胺鍵共價結合，此生物素-離胺酸的

結構被稱為生物胞素(biocytin)。 

生物素以微量的含量廣泛地存在於動物及植物的組織中，以游離態

存在於水果、蔬菜、牛乳及米糠中，同時也以蛋白質結合態存在於肉類、

蛋黃、植物種子及酵母菌中。主要的來源包括啤酒酵母菌、雞肝、串珠

狀釀母、牛肝、美國乾酪、黃豆粉、米糠、麥麩、白米、小牛肝以及雞

蛋。在酵母菌、肝、腎中含量尤其豐富，所以生物素的需要量很難去定

量出來。在研究上發現食物中多餘的生物素會從尿中排出，同時腸道中

的細菌亦會製造生物素出來。根據行政院衛生署於民國 91 年修訂的國

人營養素攝取參考量(Dietary Reference Intake; DRIs)Ⅲ，16 歲以上的健

康成人每天的足夠攝取量(Adequate Intake; AI)為 30 μg。 
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二、 生理作用(消化、吸收、運輸、貯存、功用、作用機轉、

代謝、排泄) 

大部分食物中，生物素以結合蛋白質的型式存在，在腸胃道中先被

蛋白酶及生物素酵素(biotinidase)分解，釋出生物素，才被人體小腸吸

收。部分 biocytin 可直接被吸收，再經體內組織的 biotinidase 分解出生

物素。小腸吸收主要部位在近端(十二指腸及空腸)，吸收模式主要靠細

胞膜上傳輸蛋白轉運，高濃度時則部分以被動擴散方式吸收。 

 

 

圖 2.12、生物素的體內代謝 (Rodriguez-Melendez and Zempleni, 2003) 

Fig 2.12 Biotin in metabolism 
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天然的生物素以游離態(free form)或結合蛋白的形式存在，其中白

蛋白、α-、β-與 γ-球蛋白都可與生物素結合。結合態的生物素需經腸道

中生物素降解酶分解才能被動物利用，另外，biotinidase 也被認為參與

血漿中生物素的轉運。生物素主要在小腸上段被吸收，結腸也可吸收一

部分（Marks,1979;Kopinski and Leibholz，1985）。生物素吸收後分布於

全身組織細胞，其中肝臟和腎臟的含量最高。哺乳動物一般不能降解生

物素的結構，但可將其中一小部份轉化為硫化物。通過 β-氧化降解形成

的雙降生物素連同未吸收的生物素從尿中排出（Mcormick 和 Olson，

1984）。 

哺乳動物與微生物中生物素的代謝可分為兩條路徑：纈草酸

β-oxidation，產生bisnorbiotin、tetranorbiotin及相關的代謝產物(Zempleni 

et al., 2001；McCormick and Wright , 1971； Kazarinoff et al., 1972; Lee et 

al., 1972; Zempleni et al., 1997)；及 heterocyclin ring硫氧化 (sulfur 

oxidation) ，產生 biotin-l-sulfoxide 、 biotin-d-sulfoxide 、 biotin sulfone 

(McCormick and Wright, 1971； Kazarinoff et al., 1972)。有研究顯示，生

物素的代謝物在基因表現上可能含有與生物素相似的作用，若給予缺乏

生物素的人類淋巴節細胞生物素的結構類似物(ureido protein portion、

thiophane protion) ，發現會增加基因轉錄出 IL-2 及 IL-2 receptor 
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γ(Rodriguez-Melendez and Zempleni,  2003)。但生物素代謝物因為結構

上纈草酸的改變反應此代謝物在與AMP結合時並不會活化，也不會與羧

化酶結合，使羧化酶具活性(Knowles et al., 1989)。 

游離態的生物素可直接由腎臟排出，除此之外，尿液中還發現

bisnorbiotin methyl ketone、biotin sulfone及一些未被分解的biocytin。  

 

 

圖 2.13、生物素代謝物 (Rocio Rodriguez-Melendez, Janos Zempleni, 2003) 

Fig 2.13 Biotin metabolite 
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三、 參與體內的營養素代謝 

生物素為體內許多酶的輔助因子，在醣類、脂質、蛋白質和核酸的

代謝過程中發揮重要作用。在哺乳動物中，生物素參與細胞內四種羧化

酶 (carboxylase) 所催化的反應：乙醯輔酶 A 羧化酶 (acetyl CoA 

carboxylase；α、β form)、丙酮酸羧化酶(pyruvate carboxylase)、丙醯輔

酶 A 羧化酶(propionyl CoA carboxylase)、β-甲基丁醯輔酶 A 羧化酶

(β-methylcrotonyl CoA carboxylase ； 又 稱 3-methylcrotonyl CoA 

carboxylase) (Zempleni et al.,2001)等，都依賴 ATP 和 Mg2+激活。其中丙

酮酸羧化酶、丙醯輔酶 A 羧化酶及 β-甲基丁烯醯輔酶 A 羧化酶位於粒

腺體，乙醯輔酶 A 羧化酶則存於粒腺體與細胞質。這些酵素所催化的反

應是醣質新生、脂肪酸合成、胺基酸代謝等途徑的重要步驟，並参與

CO2的固定作用。 

在醣類代謝中，生物素酶催化羧化和脱羧反應，是三羧酸循環(TCA 

cycle)的必需成分，並維持血糖穩定。生物素作為丙酮酸羧化酶的輔酶，

催化丙酮酸(pyruvic acid)羧化生成草醯乙酸，並影響草醯琥珀酸轉化為

α-酮戊二酸，苹查酸轉化為丙酮酸、琥珀酸與丙酮酸互變。 

生物素作為乙醯輔酶 A 羧化酶的輔酶參與脂肪酸的合成。在脂肪酸

要形成更長的鏈時，能將乙醯輔脢 A(acetyl Co-A)轉化成丙二醯輔酶 A 
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(malonyl Co-A)，而丙醯輔酶 A 羧化酶的輔酶，也是奇數碳脂肪酸 β-氧

化的必需物質。此外，生物素還與乙醯膽鹼的合成和膽固醇的代謝有關。 

在某些胺基酸降解作用中，當做轉羧基的作用(如白胺基酸及異白胺

基酸)；鳥胺酸(ornithine)與 CO2 來合成尿素(urea)時，可能形成瓜胺酸

(citrulline)當做中間代謝物質；也可能參與嘌呤(purine)與嘧啶(pyrimidine)

等的合成。因此生物素在蛋白質合成、胺基酸脱胺、嘌呤合成等代謝中

起重要作用，為多種胺基酸轉移脱羧所必需（Mcdowell,1989）。 
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四、 影響基因轉錄作用 

A. 葡萄糖代謝 

生物素可能影響基因轉錄成葡萄糖激酶(GK)的表現。GK透過調節

胰島素釋放和促進肝臟葡萄糖代謝的雙重作用機制來降低血糖。正常生

理狀態下，當血糖超過正常血糖閾值時，肝臟可維持葡萄糖的平衡以使

血糖恢復至正常範圍。GK為催化糖解的第一個關鍵酵素，能使葡萄糖

轉變為6-磷酸葡萄糖，從而參與醣類代謝的各條途徑。因此，肝臟的GK

在維持血糖穩定態中發揮着重要作用。    

Dakshinamurti等學者在1968年發現生物素對生物素缺乏的大鼠體

內葡萄糖代謝的影響(Dakshinamurti et al., 1968)並指出生物素缺乏的大

鼠其葡萄糖耐受試驗曲線明顯的比沒有缺乏的大鼠高，認為此結果可能

原因為造成肝臟中GK的活性降低(Dakshinamurti and Cheah-Tan, 1968)。

研究顯示，生物素缺乏的的大鼠肝臟中GK的活性降低了40-45%，當給

予生物素之後則會回復正常值(Dakshinamurti and Cheah-Tan, 1968)。而

相同的，對生物素缺乏的大鼠補充生物素，也會增加GK的rRNA、mRNA

及蛋白質合成(Dakshinamurti and Litvak, 1970)。給予糖尿病大鼠補充生

物素會抑制肝臟中PEPCK的mRNA相對於控制組減少了15%的表現

(Dakshinamurti, 1994)。 
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生物素缺乏的大鼠肝臟 GK 活性明顯較低 (Dakshinamurti and 

Cheah-Tan, 1968)，然而正常餵食的大鼠或不餵食生物素的大鼠藥理劑量

的 生 物 素 提 高 GK 的 活 性 (Dakshinamurti and Cheah-Tan, 1968; 

Dakshinamurti et al., 1970; Editorial, 1970; Chauhan and Dakshinamurti, 

1991; Hsieh and Mistry, 1992)。 

生物素除了會刺激胰島素與胰臟的 GK 表現(expression)，並調節胰

島素對於血糖濃度的改變(Romero-Navarro et al., 1999)外，在肝臟胚細胞

瘤(hepatoblastoma)HuH7 細胞中，IR 在轉錄後(posttranscriptional lever)

也會受生物素所調節(De la Vega and Stockert, 2000)，這作用也需要

cGMP 訊息傳遞的活化。 

  
 
 
 
 
 

B. 生物素依賴型羧化酶及全羧化酶合成酶 

在羧化酶依賴型的代謝途徑上，生物素的缺乏可能會造成細胞增生

作用減慢(Dakshinamurti et al., 1985；Manthey et al., 2002)、免疫功能受

損(Rabin, 1983; Ba´ez-Saldan˜a et al., 1998)及胎兒發展異常(Petrelli et al., 

1981;Watanabe, 1983; Watanabe et al., 1995; Zempleni  and Mock , 

2000)。 
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生物素依賴型的羧化酶催化了葡萄糖、胺基酸及脂肪酸代謝的重要

步驟(Zempleni et al., 2001)。許多文獻指出，基因轉錄成生物素依賴型的

羧化酶及全羧化酶合成酶的作用都需要生物素的參與。當大鼠生物素缺

乏時，肝臟、腎臟、肌肉及大腦的mRNA轉錄成全羧化酶合成酶作用明

顯較控制組減少，當給予生物素24小時之後，情況則有明顯的改善

(Rodriguez-Melendez and Zempleni, 2001)。在人類的肝臟細胞株中也有相

同的發現(Solorzano-Vargas and Pacheco-Alvarez,  2002).。 

在ATP依賴型的反應中，受到全羧化酶合成酶的催化，生物素會附

著 在 全 羧 化 酶 的 離 胺 酸 ε- 胺 基 區 (Dakshinamurti, 1994) 。 當

holocarboxylase降解後，會產生biotinyl peptides，這些胜肽會更進一步藉

由 biotinidase 來降解釋出生物素，使生物素可以再次合成新的

holocarboxylase(Wolf et al., 1985)。將人類肝臟細胞培養在不含有生物素

的培養基15天，發現基因轉錄成乙醯輔酶A羧化酶(脂肪酸合成的限速酶)

及丙醯輔酶A羧化酶(胺基酸及奇數脂肪酸的分解代謝所必需的)的作用

較控制組降低了20%(Solorzano-Vargas and Pacheco-Alvarez, 2002)。

Solorzano-Vargas等學者則認為全羧化酶合成酶依賴的訊息傳遞路徑會

調節基因轉錄成生物素依賴型羧化酶的表現。 
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五、 生物素與第 2 型糖尿病的關係 

大鼠生物素的缺乏與口服葡萄糖耐受程度受損、降低體內葡萄糖的

利用有關(Deodhar and Mistry, 1970; Dakshimamurti et al., 1968)。由探討

第 2 型糖尿病人生物素的狀態(status)，研究發現體內的生物素濃度較控

制組低(Maebashi et al., 1993)。 

在糖尿病 KK 小鼠與 Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF)

大鼠研究中，給予生物素會降低餐後血液葡萄糖濃度與改善葡萄糖耐受

的程度(Reddi et al., 1988 ; Zhang et al., 1996)。日本的學者探討生物素與

第 2 型糖尿病患的血糖濃度時，發現高血糖濃度者血中生物素的濃度都

很低。18 名病患接受每天口服 9 mg 的生物素一個月之後，空腹血糖濃

度約降低 45%(Maebashi et al., 1993)；另外給予第 2 型糖尿病病人每天

15 mg 生物素 28 天亦有降低葡萄糖與胰島素濃度的效果(Cristina 

Fernandez-Mejia et al. 2003)；除此之外，給予血液透析病人藥理劑量

(pharmacological doses)的生物素也會改善其口服葡萄糖耐受試驗結果

(Koustikos et al., 1966) 。 
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捌、 本實驗室先前的結果 

一、 補充生物素對調控血糖的影響 

1、 空腹血糖 

    由本實驗室之前研究結果顯示，糖尿病 KK 小鼠在未補充生物素(0

週)時，生理水組、3mg 組、6mg 組的空腹血糖濃度並沒有顯著差異。但

在補充生物素 2 週後，3mg 組雖然有下降的情形，但與補充前比較沒有

達到統計上的顯著差異，然而 6mg 組與補充生物素前(0 週)相比較其空

腹血糖有顯著下降的情形(132.8±22.2mg/dl；172.2±52.2mg/dl；p<0.05)。

KK 小鼠在補充生物素 4 週後，3mg 組和 6mg 組與生理水組相比其空腹

血糖都有顯著下降(147.4±40.6mg/dl；135.1±30.6mg/dl；p<0.05)；同時發

現補充 6mg 生物素 2 週或 4 週後，和補充生物素前(0 週)相比，已達到

顯著降低空腹血糖值的效果 (135.1±30.6mg/dl ； 172.7±52.2mg/dl ；

p<0.05)，3mg 生物素補充組在補充 2 週和 4 週後，與補充前相比雖然有

下降的現在，但沒有達到統計上的顯著差異。 
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表 2.4、三組不同劑量的生物素補充組在補充 0、2、4 週後之空腹

血糖值 1 
Table 2.4 The fasting blood glucose value in three biotin treatment 

groups at 0,2,4 weeks1 

 
 
 

 
1Each value represents mean±S.D. Values with different letter in the same 

column are significantly different (p<0.05). 
* mean is significantly different from 0 wk(p<0.05). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fasting blood glucose (mg/dl)      Time 
Group 0wk 2wk 4wk 

Control 
 3mg 組 
 6mg 組 

169.2±29.1 
172.5±37.0 
172.7±52.2 

157.0±23.4 
145.8±47.0 
132.8±22.2 * 

174.8±46.8a 
147.4±40.6b 
135.1±30.6b* 
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2、 胰島素阻抗性 

    以 HOMA 公式計算出胰島素阻抗性的數值(Matthews et al., 1985)；

結果顯示，補充生物素 2 週之後，3mg 組和 6mg 組與生理水組相比雖有

下降，但沒達到統計上的顯著。補充生物素 4 週後，3mg 組和 6mg 組與

生理水組相比都有下降，且達到統計上的顯著(p<0.05)。3mg 生物素補

充 4 週後與補充前(0 週)時相比，也有顯著降低(p<0.05)；6mg 組雖然有

下降，但沒有達到統計上的顯著差異。由以上的結果可知，補充生物素

4 週可改善第 2 型糖尿病 KK 小鼠的胰島素阻抗性。 
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表 2.5、不同劑量的生物素補充組在補充 0、2、4 週後之胰島素阻

抗性結果 1 

Table 2.5 Insulin resistance in three biotin treatment groups at 0,2,4 
week1 

 

 
1Each value represents mean±S.D. Values with different letter in the same 

column are significantly different(p<0.05). 
* mean is significantly different from 0wk(p<0.05). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Insulin resistance      Time 
Group 0wk 2wk 4wk 

Control 
 3mg 組 
 6mg 組 

0.059±0.039 
0.056±0.023 
0.051±0.017 

0.048±0.015 
0.040±0.017 
0.044±0.018 

0.056±0.020 a 
0.038±0.010b* 
0.039±0.011b 
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二、 生物素對骨骼肌中 IRS-1 蛋白質表現與 PI 3-Kinase

的連結 

    先前研究發現，在沒有胰島素刺激的情況下，生理水組的總 IRS-1

蛋白質表現量明顯低於補充生物素 3mg 與 6mg 組(p<0.05)，但在 3mg

與 6mg 組之間，雖然沒有顯著的差異，但補充生物素 6mg 組其總 IRS-1

表現量有高於 3mg 組的趨勢。在胰島素刺激後，生理水組的總 IRS-1 蛋

白質表現量顯著低於補充生物素 3mg 與 6mg 組，且補充生物素 6mg 其

總 IRS-1 蛋白質表現量顯著高於 3mg 組(p<0.05)，且補充生物素 6mg 可

增加胰島素刺激下總 IRS-1 的表現量。 

    在 IRS-1 酪胺酸磷酸化(活化型 IRS-1)的蛋白質表現情形，發現在沒

有胰島素時，生理水組的蛋白質表現量與 3mg、6mg 組之間沒有顯著的

差異，但 3mg 組顯著高於 6mg 組(p<0.05)。胰島素刺激後，生理水組的

蛋白質表現量顯著低於 3mg、6mg 組(p<0.05)，但 3mg 與 6mg 組之間沒

有顯著性的差異；顯示補充生物素 6mg 在胰島素刺激下，其 IRS-1 酪胺

酸磷酸化形式的蛋白質表現量顯著高於同組沒有胰島素的情況。 
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    利用免疫沉澱法與免疫墨點法觀察到在 IRS-1 與 PI 3-Kinase 的連結

中，沒有胰島素刺激時，蛋白質表現量以 6mg 組顯著高於 3mg 組，且

3mg 組高於生理水組(p<0.05)；在胰島素刺激後，IRS-1 與 PI 3-Kinase

的連結蛋白質表現量與沒有胰島素刺激的結果相同；同時生理水組與

3mg 組在胰島素刺激後，顯著高於同組沒有胰島素刺激的狀態。 
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三、 生物素對骨骼肌中 IRS-2 的蛋白質表現與 PI 

3-Kinase 的連結 

    先前研究顯示，在沒有胰島素刺激時，生理水組的總 IRS-2 蛋白質

表現量顯著低於 3mg 組(p<0.05)，而 3mg 組也顯著低於 6mg 組(p<0.05)；

在胰島素刺激後， IRS-2 蛋白質表現量也是以生理水組低於 3mg 組

(p<0.05)，3mg 組低於 6mg 組(p<0.05)，同時 6mg 組的總 IRS-2 蛋白質

表現量以刺激時顯著較沒刺激時高(p<0.05)。 

    在 IRS-2 酪胺酸磷酸化(活化型 IRS-2)的蛋白質表現情形，發現在沒

有胰島素刺激時，總 IRS-2 酪胺酸磷酸化形式的蛋白質表現量以 6mg 組

最高、3mg 組次之而生理水組最低(p<0.05)。在胰島素刺激之後，總 IRS-2

酪胺酸磷酸化形式的蛋白質表現量亦為 6mg 組最高、3mg 組次之而生理

水組最低(p<0.05)。 

    利用免疫沉澱法與免疫墨點法觀察到在 IRS-2 與 PI 3-Kinase 的連結

中，沒有胰島素刺激時，生理水組的 PI 3-Kinase 蛋白質表現量以生理水

組低於 3mg 組及 6mg 組，同時 6mg 組的蛋白質表現量顯著高於 3mg 組

(p<0.05)。胰島素刺激下，生理水組的 PI 3-Kinase 蛋白質表現量顯著低

於補充生物素 6mg 組(p<0.05)，然而各補充組均未顯示出胰島素刺激 PI 

3-Kinase 的蛋白質表現量增加的作用。 
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四、 生物素對骨骼肌中 GLUT4 蛋白質表現及位移的影響 

    本研究室先前結果顯示，補充生物素 4 週之後骨骼肌細胞中，基礎

狀態下，在漿膜部份 3mg 組的 GLUT4 蛋白質表現量顯著高於生理水組

與 6mg 組，但 6mg 組卻低於生理水組。在胰島素刺激後，GLUT4 蛋白

質在 PM 部分的表現量都有增加，6mg 組在 PM 的表現量顯著較生理水

組高(p<0.05)；而 GLUT4 在 PM/(PM+LDM)蛋白質表現的比例，以此來

判斷 GLUT4 位移的情況，在有胰島素刺激下，3mg 及 6mg 組與生理水

組相比都有顯著較高(p<0.05)。 

    由此結果推測，生物素補充 4 週後，且經由胰島素刺激，可增加

GLUT4 在漿膜的表現及 GLUT4 的位移作用。 
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第三章 研究目的 

    本研究室先前的研究發現，給予第 2 型糖尿病 KK 小鼠補充生物素

四週後，可顯著改善其空腹血糖、葡萄糖耐受性、胰島素阻抗性，並會

增加骨骼肌細胞中 IRS-1/2、IRS-1/2 與 PI 3-kinase 相連結之蛋白質表現、

GLUT4 的表現量與位移情形。因此本研究欲進一步探討給予不同劑量

生物素對於第 2 型糖尿病 KK 小鼠骨骼肌與肝臟細胞中，影響 GLUT4

位移的分子路徑中 (1)PKCζ在細胞質與細胞膜的總蛋白表現，並評估其

活化的情形；(2)PKB(Akt)在 Ser473 與 Thr308 調節部位磷酸化蛋白質的

表現。希望藉此探討骨骼肌與肝臟細胞中 PKCζ 與 PKB(Akt) Ser473 與

Thr308 調節部位磷酸化蛋白質所扮演的角色。 
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第四章 材料與方法 

壹、 試驗材料 

一、 試驗動物與飼養環境 

1. 試驗動物模式 

目前，糖尿病動物模式製備方法主要有：手術切除胰腺、

化學藥物誘導、自發性糖尿病動物模式、基因轉殖動物等。

KK/H1J 是具第 2 型糖尿病特徵之糖尿病小鼠，於 1944 年由 K. 

Kondo 所育成的近親品系小鼠，為一種輕度肥胖型第 2 型糖尿

病動物。其雄性小鼠具有葡萄糖不耐症(glucose intolerance)、高

胰島素血症(hyperinsulinemia)與胰島素阻抗性而有高血糖及高

胰島素之症狀及遺傳性，一般多應用於非胰島素依賴型糖尿病

的相關研究。 

當雄性 KK 小鼠因老化或以高熱量飲食誘導後，會表現出與

第 2 型糖尿病人相似的症狀(Ikeda, 1994；Lubec et al., 1997)。8

週齡前便會出現第 2 型糖尿病之症狀；KK 小鼠會有明顯的多

食，從 5 週龄起，血糖、血胰島素水平逐步升高，至 5 月龄時

體重可達 50 克，非空腹血糖常高於 17mmol/L，非空腹血中胰

島素可達 1200μg/mL，1 歲齡時，多食、高血糖、高胰島素血症、
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肥胖及肝臟對胰島素的敏感性可自發恢復正常，但糖尿病 KK 小

鼠生命常明顯缩短。 

本研究由樂斯科生物科技股份有限公司代理進口(主要購自

美國 The Jackson Laboratory)36 隻 8 週大的雄性 KK/H1J 小鼠，

起始體重約 30 公克，先以 Formulab Diet 5008(其成份接近 The 

Jackson Laboratory 所使用之飼料 LabDiet 5K52)使其適應 2 週，

再以高脂高熱量的飲食餵食使其誘發出第 2 型糖尿病症狀，再

經由空腹血糖高於 140mg/dl 之標準作為判定中度血糖異常，隨

後進行分組飼養。 

本研究計畫之動物試驗內容已獲中國醫藥大學實驗動物委

員會核准。 

2. 飼料與墊料 

墊料為 Beta Chip 硬木墊料(美國 Northeaston Products Corp

製造)，並每週更換清理一次墊料。飼料是 MILab Diet(美國 PMI

牌實驗動物飼料)，飼料購得後存放於 4℃冰箱中，待餵食時再

酌量取用，並詳細紀錄攝食情況。 

墊料與飼料皆由雍力貿易股份有限公司代理購得。 
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3. 飼料成分 

表 4.1、Formulab Diet 5008 

Nutrients Amount 
Protein 23.5% 
Fat 6.5% 
Fiber 3.8% 
Ash 6.8% 
Physiological fuel value(Kcal/gm) 3.50 
Biotin(ppm) 0.20 

5008 飼料熱量：483.55Kcal/100g product 

表 4.2、高脂高熱量(含 35.5% Lard)之飼料成分如下所示 

Nutrients Amount 
Protein 20.4% 
Fat 37.2% 
Fiber 4.5% 
Ash 6.3% 
Physiological fuel value(Kcal/gm) 5.03 
Biotin (ppm) 0.20 

 

表 4.3、高脂高熱量飼料之卡路里與三大營養素之比例 

Calories provided by  
Protein(%) 16.3% 
Fat(%) 66.6% 
Carbohydrate(%) 17.1% 

Total Calories＝16.241×4＋66.629×9＋17.133×4 
＝733.157 Kcal/100g product 
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4. 飼養環境條件 

飼養於環境溫度 22±2℃，溼度 60±5%，光暗循環各 12 小時，

並給予自由進食飼料與去離子水。 

5. 生物素的補充 

本研究所使用的生物素是白色粉末狀結晶的 d-Biotin，待需

要時依不同劑量溶於生理食鹽水備用。 

生物素的補充方式是先將生物素溶於 0.9%的生理食鹽水

(saline)後，再以腹腔注射的方式給予至小鼠體內，每週六天，

為期四週。Control 組是給予等體積且不含生物素的 0.9%生理食

鹽水當作對照組。 
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二、 試驗材料 

d-Biotin (Tanabe seipaku co., LTD, Japan) 

Human Insulin；Humulin○RR (Lilly France S.A., F67640 Fegersheim, 

France) 
Anti-PKCζ (Upstate Biotechnology) 
Anti-phospho-Akt1/PKBα (Thr 308) (Upstate Biotechnology) 
Anti-phospho-Akt1/PKBα (Ser 473) (Upstate Biotechnology) 

β actin antibody (Chemicon；Abcam) 

HRP-Labeled Anti-Mouse IgG(Goat) (PerkinElmer TM Life Sciences, 
Inc) 
HRP-Labeled Anti-Rabbit IgG(Goat) (PerkinElmer TM Life Sciences, 
Inc) 
Western LightningTM Chemiluminescence Reagent Plus 
(PerkinElmer TM Life Sciences, Inc) 
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貳、 試驗設計與分組 

首先將已誘發出第 2 型糖尿病之小鼠，依照不同劑量的生物素分成

三組：生理水組 0 mg/kg of body weight (生理水組)、3 mg 生物素補充組 

3 mg/kg of body weight (3 mg 組)、6mg 生物素補充組 6 mg/kg of body 

weight (6 mg 組)。在第四週補充期結束後，分別進行兩種處理方式，其

中胰島素刺激組在小鼠犧牲前 30 分鐘給予腹腔注射 4U/100g regular 

insulin 進行胰島素誘導試驗，非胰島素刺激組在犧牲前則不給予胰島素

作為對照。 

 
 

表 4.4、本試驗的處理方式與分組 

生物素補充劑量 

(mg/kg of body weight) 
Insulin (-) Insulin(+) 

0 (生理水組) n＝12 生理水組 (-) n＝6 生理水組(+) n＝6 

3 (3 mg 組) n＝12 3 mg 組(-) n＝6 3 mg 組(+) n＝6 

6 (6 mg 組) n＝12 6 mg 組(-) n＝6 6 mg 組(+) n＝6 
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參、 試驗流程 

一、 製備組織樣品 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

KK/H1J 品系第 2 型糖尿病小鼠 

犧牲後取出組織，並以液態氮冷凍保存 

分成三組 
給予高脂飼料(37%)餵食同時分別補充三種不同計量之生物素 4 週 

生理水組(12 隻) 3 mg 組(12 隻) 6 mg 組(12 隻) 

每組再細分成注射胰島素與無注射胰島素兩組 

Insulin (-) 
(6 隻) 

Insulin (+) 
(6 隻) 

Insulin (-)
(6 隻) 

Insulin (+)
(6 隻) 

Insulin (-) 
(6 隻) 

Insulin (+)
(6 隻) 
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二、 骨骼肌肉組織中 PKC ζ的分析 

1. 均質 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. 配方 

表 4.5、均質液  Buffer A 

成分 濃度 

Tris (pH7.4) 20 mM 
EDTA 10 mM 
EGTA 2 mM 

β-glycerophosphate 100 nM 
Leupeptin 1 mg/ml 
Aprotinin 0.1 mg/ml 

Ovalbumin 0.1 mg/ml 
PMSF 50μg 

 
 

肌肉組織與均質液以 50mg / 500μl BufferA 混合 

在 4℃下，以 12000rpm 離心 20 分鐘

取上清液(細胞質) 
沉澱物接著與 100μlBufferA(含 0.5％ Triton X-100)混合 

在 4℃下，以 12000rpm 離心 20 分鐘

取上清液(細胞膜) 

進行免疫墨點法
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三、 骨骼肌中 PKB(Akt)的分析 

1. 均質 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. 配方 

表 4.6、均質液  Buffer B 

 

成分 濃度 

HEPES 50 mM 
NaCl 150 mM 

Na4P2O7 10 mM 
Na3VO4 2 mM 

NaF 10 mM 
EDTA 2 mM 
PMSF 2 nM 

Leupeptin 5 μg/ml 
NP-40 1 % 

Glycerol 10% 
 
 

肌肉組織與均質液以 50mg / 500μl BufferB 混合 

在 4℃下，以 12000g 離心 10 分鐘 

取上清液

在 4℃下反應 1 小時 

進行免疫墨點法 
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四、 肝臟中 PKC ζ的分析 

1. 均質 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. 配方 

表 4.7、均質液  Buffer C 

成分 濃度 

Tris-HCl 20 mM 
EDTA 2 mM 
EGTA 2 mM 

Leupeptin 20 μg/ml 
β-mercaptoethanol 6 mM 

Aprotinin 4 μg/ml 
 

肝臟組織與均質液以 50mg / 500μl BufferC 混合 

在 4℃下，以 100000g 離心 30 分鐘 

取上清液(細胞質) 
沉澱物接著與 200μlBufferC(含 1％ NP-40)混合 

在 4℃下，以 100000g 離心 30 分鐘 

取上清液(細胞膜) 

在 4℃下反應 30 分鐘 

進行免疫墨點法 



 

 57

五、 肝臟中 PKB(Akt)的分析 

1. 均質 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. 配方 

表 4.8、均質液  Buffer D 

成分 濃度 

Na4P2O7 10 mM 
Na3VO4 2 mM 

NaF 100 mM 
EDTA 5 mM 
PMSF 1 mM 

Leupeptin 10 μg/ml 
NP-40 1% 

Tris (pH7.4) 20 mM 
Aprotinin 10 μg/ml 

 
 

 
 
 

肝臟組織與均質液以 50mg / 500μl BufferD 混合 

在 4℃下，以 14000g 離心 30 分鐘 

取上清液

在 4℃下反應 1 小時 

進行免疫墨點法 
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六、 蛋白質定量 

表 4.9、蛋白質標準品樣品製備 

濃度(μg /ml) 

組成 
0 2 4 6 8 10 

1 mg / ml BSA (μl) 0 2 4 6 8 10 
DD H2O (μl) 800 798 796 794 792 790 

Dye reagent染劑 200μl 

 總體積 1000μl 

1. 以BSA為蛋白質標準品，依照上表製作蛋白質標準樣品 

2. 將配置好的蛋白質標準樣品用分光光度計，在吸光值(O.D.) 

590 nm測定各蛋白質標準樣品吸光質的平均值 

3. 畫出吸光質與標準樣品相關的檢量線，並求出曲線方程式及

R2值 

＊R2值必須≧0.99以上的準確度 

4. 取10 μl sample + 790 μl ddH2O + 200 μl dye reagent 

5. 放入分光光度計測得O.D.值換，帶入趨勢方程式中，可得稀

釋後sample濃度 

6. 乘上稀釋倍數，即是實際的sample濃度 

 
 



 

 59

七、 SDS-PAGE 

表 4.10、膠體電泳下層膠與下層膠製備 

 下層膠(10 %) 上層膠 (4 %) 

Acrylamide / Bis (37.5：1) 2.475 ml 0.503 ml 

Running gel buffer 
1.5 M Tris-HCl  pH = 8.8 2.5 ml × 

Stacking gel buffer 
0.5 M Tris-HCl  pH = 6.8 × 1.25 ml 

10 % SDS 0.1 ml 50 μl 
dd H2O 4.925 ml 3.167 ml 

10 % APS 50 μl 50 μl 
TEMED 5 μl 5 μl 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

依照上表依序配置下層膠與上層膠

將鑄好的膠片放入電泳槽，加入 Running buffer 

marker(5 μl)、positive control(15 μl)、sample+sample 
buffer(16 μl)先以 95℃加熱 5 分鐘 

將加熱好的 marker、positive control、sample+sample 
buffer 加入樣品槽中 

以電壓 50V 跑 30 分鐘，再以電壓 150 V 跑 1 小時 40 分鐘 
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表 4.11、4× sample buffer 

成分 最終濃度 初濃度 體積 (μl) 

Tris-HCl 0.0625 M 0.5 M 125 
Glycerol 10 % 100 % 100 

SDS 2 % 10 % 200 
2-Mercaptoethanol 5 % 100 % 50 
Bromophenol blue 0.05 % 1 % (w/v) 50 

加ddH2O至1000μl 

 

表 4.12、Running gel buffer；Stacking gel buffer 

Running gel buffer Stacking gel buffer 
Tris-base 27.23 g Tris-base 6 g 
ddH2O 80 ml ddH2O 60 ml 

以 6 N HCl 調整至 pH 8.8 以 6 N HCl 調整至 pH 6.8 

加 ddH2O 至 150 ml 加 ddH2O 至 100 ml 

 

表 4.13、10× Running buffer 

成分 重量(g) 

Tris-base 30.3 
glycine 144.0 

SDS 10.0 

調整至 pH 8.3 

加 ddH2O 至 1000 ml 
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八、 西方點墨法(WESTERN BLOT) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

將 transfer buffer 倒入，以電壓 100V
進行 3 小時 30 分鐘 

轉漬好的 PVDF 膜用 5 %的脫脂牛奶(溶於 0.1 % PBS/Tween 20 中) 

用 PBS/Tween 20 洗 3 次，每次 5 分鐘 

加入適當的 1。抗(overnight) 

用 PBS/Tween 20 洗 3 次，每次 5 分鐘 

加入適當的 2。抗 

用 PBS/Tween 20 洗 3 次，每次 5 分鐘 

於暗房中進行壓片 
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表 4.14、Transfer Buffer 

成分 重量 

Tris 3.03g 
Glycine 14.4g 

Methanol 200ml 

加 ddH2O 至 1000 ml 

 
 

表 4.15、PBS 

成分 重量(g) 

NaCl 8.00 

Na2HPO4．12H2O 1.44 

KCl 0.20 
KH2PO4 0.24 

加 ddH2O 至 1000 ml 
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九、 封片 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 4.16、commassie brilliant blue R-250 染劑；去染劑 

commassie brilliant blue R-250 染劑 去染劑 

CBR 1.5 g Acetic acid 210 ml 
methanol 250 ml methanol 300 ml 

Acetic acid 50 ml ddH2O 4490 ml 
ddH2O 250 ml   
 

表4.17、封片液 

成分 最終濃度 初濃度 體積 

Glycerol 2 % 100 % 0.40 ml 
95 % ethanol 30 % 95 % 6.31 ml 

100 % acetic acid 10 % 100 % 2 .00ml 

加ddH2O至20 ml 

 

將膠片泡於commassie brilliant blue R-250染劑中 

染劑回收後改用去染劑去染 

當完全沒有顏色之後，在膠片上浸泡加2 % glycerol隔夜 

再以玻璃紙封片保存 
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十、 統計分析 

所有的結果均以 Mean±S.D.表示，並以變方分析(ANOVA/Duncan)或

Student t-test 檢定各種處理方式之間與不同試驗階段結果的顯著差異。

所有數據以 SAS 統計軟體 (SAS for windows, version 8.1)進行統計分

析，以 p<0.05 表示有統計上的顯著性。 
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第五章 實驗結果 

壹、 生物素對骨骼肌肉組織中胰島素訊息傳遞路徑

PKC ζ的蛋白質表現量的影響 

一、 細胞質中總 PKC ζ蛋白的表現量 

    本研究顯示，在沒有胰島素刺激的情況(基礎狀態)下，骨骼肌細胞

質的 PKC ζ 蛋白質表現量以生理水組顯著低於補充生物素 6mg 組

(p<0.05)，雖然生理水組與 3mg 組之間沒有顯著的差異，但補充生物素

3mg 其骨骼肌細胞質的 PKC ζ蛋白質表現量有高於生理水組的趨勢。在

胰島素刺激之後，骨骼肌細胞質的 PKC ζ蛋白質表現量也同樣的以生理

水組顯著低於補充生物素 6mg 組(p<0.05)，且補充生物素 3mg 其骨骼肌

細胞質的 PKC ζ蛋白質表現量有高於生理水組的趨勢。另外，生理水組

的蛋白質表現量發現可增加胰島素刺激後 PKC ζ蛋白質的表現。 
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圖 5.1、三組不同劑量生物素補充 4 週後在基礎狀態或胰島素刺激下，骨骼肌細胞質

中總 β-actin、PKC ζ蛋白質表現量。A：β-actin 免疫墨點法的結果。B：PKC ζ免疫

墨點法的結果。C：以 Alpha Innotech Corporation ChemiImager TM 440 定量的結果 1。 
Fig 5.1 Cytosolic PKC ζ protein expression in skeletal muscle on basal or insuin-induced 
condition after 4 weeks with 0,3,6 mg biotin / kg  of body weight supplementation. A：

Immunoblot of β-actin protein. B：Immunoblot of PKC ζ protein. C：Quantification of 
protein expression by Alpha Innotec Corporation ChemiImagerTM 4401. 
1. Each value represents mean ±.S.D. Values with different letter in insulin(-) or (+) group 

are  significantly different(p<0.05). 
 * mean is significantly different from their insulin(-) group (p<0.05). 
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二、 細胞膜中總 PKC ζ蛋白的表現量 

    本研究結果顯示，在沒有胰島素刺激(基礎狀態)時，生理水組的骨

骼肌細胞膜 PKC ζ蛋白質表現量顯著低於 3mg 組與 6mg 組，並且 6mg

組顯著高於 3mg 組(p<0.05)。然而在胰島素刺激之後，生理水組的細胞

膜 PKC ζ蛋白質表現則相反的顯著高於 3mg 組與 6mg 組，並且 6mg 組

顯著低於 3mg 組(p<0.05)。另外，不管是否有給予生物素的補充，在胰

島素的刺激之下，生理水組、3mg 組、6mg 組的細胞膜 PKC ζ蛋白質表

現量皆與沒有胰島素刺激時有顯著的差異(p<0.05)。 
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圖 5.2、三組不同劑量生物素補充 4 週後在基礎狀態或胰島素刺激下，骨骼肌細胞膜

中總 β-actin、PKC ζ蛋白質表現量。A：β-actin 免疫墨點法的結果。B：PKC ζ免疫

墨點法的結果。C：以 Alpha Innotech Corporation ChemiImager TM 440 定量的結果 1。 
Fig 5.2 Membrane PKC ζ protein expression in skeletal muscle on basal or 
insuin-induced condition after 4 weeks with 0,3,6 mg biotin / kg  of body weight 
supplementation. A：Immunoblot of β-actin protein. B：Immunoblot of PKC ζ protein. 
C：Quantification of protein expression by Alpha Innotec Corporation ChemiImagerTM 
44011. 
1 Each value represents mean ±.S.D. Values with different letter in insulin(-) or (+) group 
are  significantly different (p<0.05). 
* mean is significantly different from their insulin(-) group (p<0.05). 
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三、 PKC ζ蛋白的活化情形 

將 PKC ζ 換算成細胞膜佔全細胞的百分比[(細胞膜/細胞質+細胞

膜)×100%]可以觀察到 PKC ζ從細胞質中位移到細胞膜上的程度，具活

化型態的 PKC ζ必須先由細胞質位移到細胞膜，因為缺乏靈敏性高度分

析 PKC ζ活化的方法，測量細胞膜是最常被使用的方法。由結果顯示，

沒有胰島素刺激時，骨骼肌中 6mg 組的 PKC ζ從細胞質位移到細胞膜的

比例顯著高於 3mg 組與生理水組，並且 3mg 組也顯著高於生理水組

(p<0.05)。給予胰島素刺激後，骨骼肌中 PKC ζ 從細胞質位移到細胞膜

的比例則相反的以生理水組顯著高於 3mg 組及 6mg 組(p<0.05)，雖然

3mg 組、6mg 組之間沒有顯著上的差異，但是 6mg 組 PKC ζ 活化情形

則有較 3mg 組減少的趨勢。給予胰島素刺激後，生理水組 PKC ζ活化情

形較沒有刺激時增加，6mg 組則是減少，可以得知，本研究的生物素補

充不會促進 PKC ζ的活化。 
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圖 5.3、補充三組不同劑量的生物素 4 週後骨骼肌 PKC ζ 在細胞膜部位與全細胞的

蛋白質含量比值 1。 
Fig 5.3 PKC ζ protein expression ration between cytosol and membrane in skeletal 
muscle on basal or insuin-induced condition after 4 weeks with 0,3,6 mg biotin / kg  of 
body weight supplementation1.  
1 Each value represents mean ±.S.D. 
* mean is significantly different from their insulin(-) group (p<0.05). 
† mean is significantly different from their Biotin (0mg) group (p<0.05). 
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貳、 生物素對骨骼肌肉組織中胰島素訊息傳遞路徑

PKB(Akt)的蛋白質表現量的影響 

一、 總 PKB(Akt) Ser473 調節部位磷酸化蛋白的表現量 

    本實驗結果中，在沒有胰島素刺激時，PKB(Akt) Ser 473 調節部位

磷酸化蛋白質表現增加，其中以 3mg 組效果最為明顯。胰島素刺激後，

KK 糖尿病小鼠體內的 PKB(Akt) Ser 473 調節部位磷酸化蛋白質也是在

3mg 組最多，生理水組與 6mg 組依序次之。在同組間比較發現胰島素刺

激 30 分鐘後，PKB(Akt) Ser473 調節部位磷酸化是增加的，與預期之結

果相符合。 
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A、 IB：β-actin 

 

B、 IB：PKB(Akt) Ser 473 

 
C、  

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
圖 5.4、三組不同劑量生物素補充 4 週後在基礎狀態或胰島素刺激下，骨骼肌中總

β-actin、PKB(Akt) Ser473 調節部位磷酸化蛋白質表現量。A：β-actin 免疫墨點法的

結果。B：PKB(Akt) Ser473 免疫墨點法的結果。C：以 Alpha Innotech Corporation 
ChemiImager TM 440 定量的結果 1。 
Fig 5.4 PKB(Akt) Ser473 phosphorylation protein expression in skeletal muscle on basal 
or insuin-induced condition after 4 weeks with 0,3,6 mg biotin / kg  of body weight 
supplementation. A：Immunoblot of β-actin protein. B：Immunoblot of PKB(Akt) Ser473 
phosphorylation protein. C：Quantification of protein expression by Alpha Innotec 
Corporation ChemiImagerTM 4401. 
1 Each value represents mean ±.S.D. Values with different letter in insulin(-) or (+) group 
are  significantly different (p<0.05). 
* mean is significantly different from their insulin(-) group (p<0.05). 
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二、 總 PKB(Akt) Thr308 調節部位磷酸化蛋白的表現量 

    本研究結果顯示，沒有胰島素刺激時，PKB(Akt) Thr 308 調節部位

磷酸化蛋白質以生理水組表現最多，3mg 組與 6mg 組依次減少。胰島素

刺激後，PKB(Akt) Thr 308 調節部位磷酸化蛋白質表現也是顯著的依次

序減少。在同組間比較發現胰島素刺激 30 分鐘後，PKB(Akt) Thr308 調

節部位磷酸化的程度卻顯著性的下降，與 PKB(Akt) Ser473 調節部位磷

酸化的結果剛好相反。 
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A. IB：β-actin 

 

B. IB：PKB(Akt) Thr308 

 
C.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖 5.5、三組不同劑量生物素補充 4 週後在基礎狀態或胰島素刺激下，骨骼肌中總

β-actin、PKB(Akt) Thr308 調節部位磷酸化蛋白質表現量。A：β-actin 免疫墨點法的

結果。B：PKB(Akt) Thr308 免疫墨點法的結果。C：以 Alpha Innotech Corporation 
ChemiImager TM 440 定量的結果 1。 
Fig 5.5 PKB(Akt) Ser473 phosphorylation protein expression in skeletal muscle on basal 
or insuin-induced condition after 4 weeks with 0,3,6 mg biotin / kg  of body weight 
supplementation. A：Immunoblot of β-actin protein. B：Immunoblot of PKB(Akt) Thr308 
phosphorylation protein. C：Quantification of protein expression by Alpha Innotec 
Corporation ChemiImagerTM 4401. 
1 Each value represents mean ±.S.D. Values with different letter in insulin(-) or (+) group 
are  significantly different (p<0.05). 
* mean is significantly different from their insulin(-) group (p<0.05). 
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參、 生物素對肝臟組織中胰島素訊息傳遞路徑 PKC ζ

的蛋白質表現量的影響 

一、 細胞質中 PKC ζ總蛋白的表現量 

    研究結果顯示，沒有胰島素刺激(基礎狀態)下，肝臟細胞質中 PKC ζ

總蛋白質表現量以生理水組顯著最多，其次為 6mg 組與 3mg 組

(p<0.05)。在胰島素刺激後，發現其蛋白質總表現量為 3mg 組最多，而

生理水組與 6mg 組表現量卻是不具有統計上的顯著差異。另外，在 3mg

組間以有無胰島素刺激相比，發現胰島素會增加細胞質中 PKC ζ蛋白質

總表現。 
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A. IB：β-actin 

 

B. IB：PKC ζ 

      
C.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖 5.6、三組不同劑量生物素補充 4 週後在基礎狀態或胰島素刺激下，肝臟中細胞質

中總 β-actin、PKCζ蛋白質表現量。A：β-actin 免疫墨點法的結果。B：PKC ζ免疫

墨點法的結果。C：以 Alpha Innotech Corporation ChemiImagerTM440 定量的結果 1 。 
Fig 5.6 Cytosolic PKC ζ protein expression in liver on basal or insuin-induced condition 
after 4 weeks with 0,3,6 mg biotin / kg  of body weight supplementation. A：Immunoblot 
of β-actin protein. B：Immunoblot of PKC ζ protein. C：Quantification of protein 
expression by Alpha Innotec Corporation ChemiImagerTM 4401. 
1 Each value represents mean ±.S.D. Values with different letter in insulin(-) or (+) group 
are significantly different(p<0.05). 

* mean is significantly different from their insulin(-) group (p<0.05). 
 

to
ta

l P
K

C
 ζ

 e
xp

re
ss

io
n

(%
 o

f c
on

tr
ol

 In
su

lin
(-)

)

0

20

40

60

80

100

120

140

Biotin(mg)      0                 0                 3                 3                 6                 6 
Insulin         -                  +                 -                 +                  -                 + 

A

B B

a b

c

*

*

*



 

 77

二、 細胞膜中總 PKC ζ蛋白的表現量 

    由研究結果得知，沒有胰島素刺激(基礎狀態)情況下，肝臟細胞膜

中 PKC ζ蛋白質表現量顯著以 6mg 組最多(p<0.05)，而生理水組與 3mg

組蛋白質表現量則沒有顯著性的差異。當胰島素刺激後，也是以 6mg

組顯著表現量最多(p<0.05)，生理水組與 3mg 組蛋白質表現量則沒有顯

著性的不同。此外，以同組之間有無胰島素刺激比較，發現胰島素刺激

後會增加 PKC ζ細胞膜的表現量。 
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A. IB：β-actin 

 

B. IB：PKC ζ 

 
C.  

 

 

 

 

 
 
 
 
圖 5.7、三組不同劑量生物素補充 4 週後在基礎狀態或胰島素刺激下，肝臟細胞膜中

總 β-actin、PKC ζ蛋白質表現量。A：β-actin 免疫墨點法的結果。B：PKC ζ免疫墨

點法的結果。C：以 Alpha Innotech Corporation ChemiImager TM 440 定量的結果 1 。 
Fig 5.7 Membrane PKC ζ protein expression in liver on basal or insuin-induced condition 
after 4 weeks with 0,3,6 mg biotin / kg  of body weight supplementation. A：Immunoblot 
of β-actin protein. B：Immunoblot of PKC ζ protein. C：Quantification of protein 
expression by Alpha Innotec Corporation ChemiImagerTM 4401.  
 1 Each value represents mean ±.S.D. Values with different letter in insulin(-) or (+) 

group are significantly different (p<0.05).  
 * mean is significantly different from their insulin(-) group (p<0.05). 
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三、 PKC ζ蛋白的活化情形 

    以細胞膜上蛋白質表現量和全細胞中 PKC ζ蛋白質表現量的比值 

[(細胞膜/細胞質+細胞膜)×100%]來評估 PKC ζ活化的情形。結果顯示，

沒有胰島素刺激時，3mg 組的 PKC ζ活化的作用較好(p<0.05)，而當有

胰島素刺激後，發現 PKC ζ活化情形以 6mg 組作用顯著較好(p<0.05)；

而同組織間比較則發現除了 3mg 組活化作用減少外，生理水組與 6mg

組都有顯著活化的作用(p<0.05)。 
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圖 5.8、三組不同劑量的生物素 4 週後肝臟中 PKC ζ在細胞膜部位與全細胞的蛋白

質含量比值 1 。 
 
Fig 5.8 PKC ζ protein expression ration between cytosol and membrane in liver on basal 
or insuin-induced condition after 4 weeks with 0,3,6 mg biotin / kg  of body weight 
supplementation1.  
 
 1  Each value represents mean ±.S.D. Values with different letter in insulin(-) or (+) 

group are significantly different (p<0.05). 
 * mean is significantly different from their insulin(-) group (p<0.05). 
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肆、 生物素對肝臟組織中胰島素訊息傳遞路徑

PKB(Akt)的蛋白質表現量的影響 

一、 總 PKB(Akt) Ser473 調節部位磷酸化蛋白的表現量 

    本研究結果顯示，在沒有胰島素刺激(基礎狀態)時，肝臟中

PKB(Akt) Ser473 調節部位總磷酸化蛋白質表現量以 3mg 組最多

(p<0.05)，同時 6mg 組又顯著高於生理水組(p<0.05)。在胰島素刺激 30

分鐘後，發現肝臟中PKB(Akt) Ser473調節部位總磷酸化蛋白質卻是3mg

組最少，生理水組最多(p<0.05)。同組之間比較，也發現每組在胰島素

刺激後，PKB(Akt) Ser473 調節部位總磷酸化蛋白質表現量皆是顯著增

加的(p<0.05)。 
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A. IB：β-actin 

 

B. IB：PKB(Akt) Ser 473 

 
C.  

 

 

 

 

 

 
 
圖 5.9、三組不同劑量生物素補充 4 週後在基礎狀態或胰島素刺激下，肝臟中總

β-actin、PKB(Akt) Ser473 調節部位磷酸化蛋白質表現量。A：β-actin 免疫墨點法的

結果。B：PKB(Akt) Ser473 免疫墨點法的結果。C：以 Alpha Innotech Corporation 
ChemiImager TM 440 定量的結果 1。 
Fig 5.9 PKB(Akt) Ser473 phosphorylation protein expression in liver on basal or 
insuin-induced condition after 4 weeks with 0,3,6 mg biotin / kg  of body weight 
supplementation. A：Immunoblot of β-actin protein. B：Immunoblot of PKB(Akt) Ser473 
phosphorylation protein. C：Quantification of protein expression by Alpha Innotec 
Corporation ChemiImagerTM 4401. 
1 Each value represents mean ±.S.D. Values with different letter in insulin(-) or (+) group 
are  significantly different (p<0.05). 
* mean is significantly different from their insulin(-) group (p<0.05). 

PK
B 

Se
r 4

73
 e

xp
re

ss
io

n

(%
 o

f c
on

tr
ol

 In
su

lin
(-)

)

0

30

60

90

120

150

180

210

240

Biotin (mg)      0                 0                3                  3                 6                 6 

Insulin         -                 +                 -                  +                 -                  +

a b

c

A

B

C

*

*
*



 

 83

二、 總 PKB(Akt) Thr308 調節部位磷酸化蛋白的表現量 

    本研究結果顯示，在沒有胰島素刺激(基礎狀態)時，肝臟中總

PKB(Akt) T308 調節部位磷酸化蛋白質表現量以高到低排列為生理水

組、3mg 組、6mg 組(p<0.05)。胰島素刺激後，總 PKB(Akt) T308 調節

部位磷酸化蛋白質表現量在 3mg 組有顯著性的上升，但是 6mg 組則反

而降低，甚至少於生理水組(p<0.05)。同組之間比較，也發現生理水組

與 6mg 組在胰島素刺激後，總 PKB(Akt) T308 調節部位磷酸化蛋白質表

現量是減少的，但是 3mg 組卻是相對增加的(p<0.05)。 
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A. IB：β-actin 

 

B. IB：PKB(Akt) Thr308 

 

C.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
圖 5.10、三組不同劑量生物素補充 4 週後在基礎狀態或胰島素刺激下，肝臟中總

β-actin、PKB(Akt) Thr308 調節部位磷酸化蛋白質表現量。A：β-actin 免疫墨點法的

結果。B：PKB(Akt) Thr308 免疫墨點法的結果。C：以 Alpha Innotech Corporation 
ChemiImager TM 440 定量的結果 1。 
Fig 5.10 PKB(Akt) Thr308 phosphorylation protein expression in liver on basal or 
insuin-induced condition after 4 weeks with 0,3,6 mg biotin / kg  of body weight 
supplementation. A：Immunoblot of β-actin protein. B：Immunoblot of PKB(Akt) Thr308 
phosphorylation protein. C：Quantification of protein expression by Alpha Innotec 
Corporation ChemiImagerTM 4401. 
1 Each value represents mean ±.S.D. Values with different letter in insulin(-) or (+) group 
are  significantly different (p<0.05). 
* mean is significantly different from their insulin(-) group (p<0.05). 
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第六章 討論 

壹、 補充生物素對於空腹血糖、胰島素阻抗性、

IRS-1/2、IRS-1/2 與 PI 3-Kinase 連結與 GLUT4

蛋白質表現量的影響 

    許多研究已發現補充生物素可以改善葡萄糖的代謝。口服或注射高

劑量生物素顯示可以改善糖尿病 KK 小鼠(Reddi et al., 1988)、STZ 糖尿

病大鼠(Zhang et al., 1997)及 OLETF 大鼠(Zhang et al., 1996)的葡萄糖

耐受性。目前人體的臨床報告中，每天口服或血液透析 9-16mg 生物素

並沒有副作用的產生。本研究所使用的雄性 KK/H1J 品系小鼠具有第 2

型糖尿病的遺傳特質，並容易以高脂飲食提早誘導出葡萄糖不耐、高胰

島素血症與胰島素阻抗性等第 2 型糖尿病症狀的表現。 

    本研究室先前發現雄性 KK/H1J 品系小鼠未補充生物素前，生理水

組、3mg 組、6mg 組的空腹血糖與胰島素阻抗性的程度是相似的，當給

予了生物素 4 週之後，則發現空腹血糖與胰島素阻抗性都有顯著的較未

給予生物素前低；另外結果也發現，生物素補充 4 週之後，3mg 組與

6mg 組的空腹血糖與胰島素阻抗性都顯著低於生理水組(p<0.05)，顯示

了生物素對於第 2 型糖尿病 KK 小鼠的血糖調控是有幫助的。 
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    在 PI 3-Kinase、IRS-1/2 蛋白質表現上，給予第 2 型糖尿病 KK 小

鼠補充生物素 4 週之後，可增加胰島素上游訊息傳遞路徑分子蛋白

IRS-1/2 及其酪胺酸磷酸化的表現(p<0.05)，推測生物素改善葡萄糖的調

控可能是藉由向上游調節某些胰島素訊息傳遞路徑分子蛋白的表現所

致。另外生物素補充 4 週後也可以顯著增加 IRS-1 及其與 PI 3-Kinase

相連結的蛋白質表現(p<0.05)，IRS-2 及其與 PI 3-Kinase 相連結表現上

結果則不如預期。 

    GLUT4 蛋白質的表現量顯示，補充生物素 4 週後，骨骼肌在沒有

胰島素刺激時，3mg 組的 GLUT4 蛋白質在 PM 與 PM/(PM+LDM)比例

都顯著較對照組高(p<0.05)，但 6mg 組影響則較不顯著。胰島素刺激後，

GLUT4 蛋白質在 PM 的表現量都較沒有胰島素刺激時多，6mg 組在 PM

的表現量顯著高於生理水組(p<0.05)。 

    這些結果發現，生物素補充 4 週後胰島素可能透過增加 IRS-1 酪胺

酸磷酸化(活化型 IRS-1)及 IRS-1 及其與 PI 3-Kinase 相連結來增加骨骼

肌中 GLUT4 由細胞質位移到細胞膜的作用。 
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貳、 生物素對骨骼肌肉組織中胰島素訊息傳遞路徑中

PKC ζ的蛋白質表現量的影響 

    第 2 型糖尿病患肌肉組織中胰島素阻抗性產生的主要病理原因被認

為是胰島素所刺激的葡萄糖轉運作用發生異常，而 PKC 異構物參與了

胰島素接受器的訊息傳遞(Heydrick et al., 1991；Considine and Caro, 

1993；Shmueli et al.,1993)。有研究指出，PKC 異構物異常會降低胰島

素接受器的訊息傳遞，也有研究顯示，aPKC 家族中，PKC ζ與 PKC λ

可能也會改變胰島素誘導的葡萄糖轉運(KOTANI et al., 1998)。其中，

當胰島素刺激後，PKC ζ會被活化，並且轉運到細胞膜上，同時在轉運

過程中也會與 GLUT4 相連接(Braiman et al.,2001)，參與胰島素誘導的

GLUT4 位移及葡萄糖運送的正向和負向調節(Liu et al., 2006)。 

    PKC ζ是非典型亞族的一員，被認為在調控促進葡萄糖汲取的胰島

素作用上扮演重要的角色(Bandyopadhyay et al., 1997；Standaert et al., 

1999)。許多文獻指出，PKC ζ在罹患第 2 型糖尿病患者的肌肉中表現量

會下降( Kim et al.,2003；Vollenweider et al.,2002)。高脂飲食會使囓齒

類動物骨骼肌中，胰島素刺激的 PI 3-Kinse(和 IRS-1 相連接 )、

PKB(Akt)2、aPKC 活性減少而使醣類的代謝受損，同時也會降低細胞

膜上 GLUT4 的蛋白質濃度(Yaspelkis et al., 2001; Singh et al., 2003; 
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Tremblay et al., 2001; Krisan et al., 2004; Yasplkis et al., 2004) 

    利用高血糖箝定試驗(euglycemic/hyperinsulinemic clamp)發現，

第2型糖尿病病人體內aPKC的活化是缺失的(Kim et al., 2003; Beeson et 

al., 2003)；其中aPKC家族中主要的成員，在第2型糖尿病骨骼肌中PKCζ

蛋白質減少了35–40%(Kim et al., 2003; Beeson et al., 2003)，但mRNA

的量則是增加的(Beeson et al., 2003)，而且aPKC蛋白的減少並不代表降

低其酵素的活性(Beeson et al., 2003)。有研究以免疫沉澱法觀察到第2型

糖尿病骨骼肌中aPKCs與PIP3的連結反應受損(Beeson et al., 2003)，因

此aPKC活化作用受損可能有三個原因：(1)IRS-1/PI3K活化作用缺失、(2) 

aPKC對PIP3的反應受損、(3) PKC ζ蛋白量減少。PKC ζ在IGT與第2型

糖尿病病人中也是有缺失的，在良好控制血糖後，PKC ζ活化作用的缺

失是恢復正常的(Beeson et al., 2003)。在尚未受損的糖尿病病人的細胞

中PKC ζ的缺失部份可歸因於上游的活化者，如IRS-1/PI 3-Kinase活化

受損，而在糖尿病的狀態下對於PIP3的反應是不足的，說明了PIP3對PI 

3-Kinase/PDK-1產生了影響，並直接使PKC ζ的活化與活性調節受損。 

    第2型糖尿病Gotokakizaki rats比目魚肌(soleus muscle)的細胞膜

上有較高的PKC ζ蛋白質總量及活性，而細胞質中PKC ζ的蛋白質與活

性則是減少的，此顯示了PKC ζ由細胞質位移至細胞膜的活化作用增加
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(Avignon et al., 1996)。 

    在補充生物素 4 週結束後，三組不同劑量的生物素補充組的小鼠各

取其骨骼肌之細胞質與細胞膜部位分析其 PKC ζ的蛋白質含量。結果發

現，在沒有胰島素刺激的情形下，給予 3mg 的生物素補充可以顯著增

加細胞質與細胞膜中蛋白質量，在 6mg 組的蛋白質表現量也更為明顯

較生理水組增加。胰島素刺激後，細胞質 PKC ζ的蛋白質表現量為 6mg

組高於 3mg 組、3mg 組高於生理水組；細胞膜上 PKC ζ的蛋白質表現

量則與細胞質是相反的。 

    細胞質內的 PKC ζ位移到細胞膜時為活化型態，經由 PKC ζ在細

胞膜與全細胞的蛋白質量比值[細胞膜/ (細胞質+細胞膜) ×100%]，可評

估 PKC ζ的活化情形。本研究得知，給予生物素 3mg 或 6mg 時，可以

增加沒有胰島素刺激時的 PKC ζ 位移，但是當有胰島素刺激後，發現

PKCζ的位移程度似乎有減少的趨勢。 

    本實驗室先前對於 PKC 異構物的研究顯示，同為 aPKC 家族的

PKCλ在沒有胰島素刺激時，不論是白肌細胞(white quardriceps)或紅

肌細胞(red gastrocnemius)，由細胞膜位移到細胞質作用增加，此與本

實驗結果相符合。 
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參、 生物素對骨骼肌肉組織中胰島素訊息傳遞路徑中

PKB(Akt)的蛋白質表現量的影響 

    許多文獻證明 PKB(Akt)訊息傳遞的缺失會發展出胰島素阻抗性(第

2 型糖尿病的生理特徵) (Zdychova and Komers, 2005)，其中又以

PKB(Akt2)為最重要。PKB(Akt2)-/-小鼠發展出輕度的高血糖與葡萄糖

不耐受情形；骨骼肌的體外試驗中也發現有高胰島素與葡萄糖汲取作用

受損(Cho et al., 2001)。另外過去的研究中，不論是正常者或是糖尿病者

骨骼肌之體外試驗(In vitro)所觀察到的結果並不一致。如在糖尿病病人

肌肉與脂肪中發現 PKB(Akt)的功能是受損的 (Krook et al., 1998; 

Rondinone et al., 1999)，在另外的研究中卻指出，儘管第 2 型糖尿病病

人中肌肉的 PI 3-Kinase 活性下降，但是 PKB(Akt)的活性卻沒有受損

(Kim et al., 1999)。這說明了細胞內只有少部分的 PI 3-Kinase 會完全作

用在 PKB(Akt)中，在糖尿病病人體內 PKB(Akt)活性會上升還是減少，

與糖尿病的形式與細胞類別有高度的關連(Zdychova and Komers, 

2005)。有趣的是，人類骨骼肌體外試驗的控制組中發現三種不同異構物

的 PKB(Akt)會被胰島素活化，然而卻只有 PKB α(Akt1)這種異構物在

肥胖者、胰島素阻抗性的病人肌肉中才會被活化(Brozinick et al., 2003)。 

    本實驗結果中，在沒有胰島素刺激時，PKB(Akt) Ser 473 調節部位
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磷酸化蛋白質表現增加，表示在空腹的時候體內嘗試著合成肝醣及增加

週邊組織對於血中葡萄糖的利用來降低血糖的濃度，其中以 3mg 組效

果最為明顯；而 6mg 組表現量降低，推測可能因為影響的程度較好，

可能比較快磷酸化及之後的去磷酸化的作用。PKB(Akt) Thr 308 調節部

位磷酸化蛋白質表現依次減少，可能因為此時這個位置並沒有被活化

的，且受到 PDK-1 影響的程度減少。胰島素刺激後，KK 糖尿病小鼠體

內的 PKB(Akt) Ser 473 調節部位磷酸化蛋白質也是在 3mg 組最多，生

理水組與 6mg 組依序次之；PKB(Akt) Thr 308 調節部位磷酸化蛋白質

表現卻是顯著的減少，推測可能是因為在給予生物素之後，PKB(Akt) 

Ser 473 調節部位調節骨骼肌葡萄糖汲取、利用的作用較長，而 PKB(Akt) 

Thr 308 調節部位可能因為與肝臟相同，較容易去磷酸化而導致反而表

現量減少。 

    非肥胖自發性糖尿病大鼠 (Goto-Kakizaki rat)體內胰島素刺激

PKB(Akt)較無糖尿病大鼠明顯降低。經由治療使血糖穩定後，再以胰島

素刺激可使 PKB(Akt) kinase 修復至控制組的標準(Datta SR. et al. 

1999)。在非肥胖第 2 型糖尿病動物模式，骨骼肌中胰島素刺激調節的

PKB(Akt) kinase 活性與葡萄糖轉運都有相似的降低。當非肥胖第 2 型

糖尿病動物模式的血糖控制改善後，骨骼肌中胰島素刺激調節的
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PKB(Akt) kinase 活性與葡萄糖轉運會回復正常。 

 

 
圖6.1、骨骼肌中胰島素胰島素傳遞路徑與其他可能調節因子的關係 

(Jerry and Lesly , 2004) 
Fig 6.1 Insulin signaling pathway in skeletal muscle and other 

regulated factor 

儘管許多研究指出 PKB(Akt)上游的訊息傳遞路徑缺失，但胰島素

對於 PKB(Akt)的活化作用仍是正常的。Kim 等(Kim et al., 1999)與

Storgaard 等(Storgaard et al., 2001)學者觀察到在第 2 型糖尿病與葡萄

糖耐受異常的人，其骨骼肌胰島素誘導的 IRS 與 PI 3-Kinase 是受損的，

但 PKB(Akt)的活化作用卻是正常。這個現象推測對於胰島素的刺激可

能還有其他的激酶會活化 PKB(Akt)，aPKC 也參與了這過程(Zdychova 
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and Komers, 2005)。Meyer 等學者(Meyer et al., 2002)也發現第 2 型糖

尿病高危險群與第 2 型糖尿病病患在正常血糖情況下，跟正常人比較，

儘管糖尿病患及其親戚(relatives)的葡萄糖汲取作用減少，但胰島素刺激

的 PKB(Akt)的活化與其上游的 IR 訊息傳遞分子並沒有差異。 

     PKB(Akt)在 Ser473 與 Thr308 調節部位磷酸化的順序是不同的，

Toker and Newton 學者提出當受到刺激後，PKB(Akt)活化區結構受到

遮蔽的作用降低使得 PDK-1 容易磷酸化其 Thr 308，使得 PKB(Akt)具

有催化的能力，同時令 PKB(Akt) Ser473 調節部位的 hydrophobic 

phosphorylation motif(HM)自體磷酸化(Toker and Newton, 1999)；

Scheid and Woodgett 學者卻提出了相反的看法，當刺激後 PI 3-Kinase

產生了 PIP3，會吸引 PDK-1 與在細胞質未活化的 PKB(Akt)至細胞膜，

PKB(Akt)的 HM 會自體磷酸化或受 Ser473 kinase 磷酸化，這穩定且活

化了PDK-1，並接著活化PKB(Akt) Thr308調節部位及穩定了PKB(Akt)

的激酶區域，成為完全的活化態(Scheid and Woodgett, 2003)。同組間

比較發現胰島素刺激 30 分鐘後，PKB(Akt) Thr308 調節部位磷酸化的程

度似乎已經減少了，但 Ser473 調節部位磷酸化是繼續的，本實驗結果，

較與 Toker and Newton 所推論的結果相符合，也證實 PKB(Akt)被活化

的機制起始於 Thr 308 調節部位的磷酸化，隨後引發 Ser473 調節部位的
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自體磷酸化。。 

    PKB(Akt)與 PKC ζ都會受到 PDK1 影響而活化，給予 3mg 生物素

補充四週後骨骼肌中受胰島素刺激調節 GLUT4 位移增加的可能機制是

藉由 PKC ζ所調節的，但是生物素 6mg 組中，雖然 PKC ζ位移到細胞

膜的活化作用是減少的，但是細胞質的蛋白質卻明顯的增加，細胞內總

PKC ζ蛋白質較沒有胰島素次激的生理水組增加，因此也有調節GLUT4

位移的作用，但其機制可能還要進一步討論。 

 

圖 6.2、骨骼肌與脂肪組織受胰島素刺激後可能影響的訊息傳遞路徑 
(Farese et al., 2005) 

Fig 6.2 Muscle and adipose tissues affected by insulinstimulated. 
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肆、 生物素對肝臟組織中胰島素訊息傳遞路徑中

PKCζ的蛋白質表現量的影響 

    有研究指出，第 2 型糖尿病病人肝臟中 PKC 異構物被刺激而活化

(Considine et al., 1995)。學者證明，刺激 PKC 活性的能力增加的物質

為脂肪酸及其代謝物(Verkest et al., 1988; Khan et al., 1992)。在許多的研

究中顯示，胰島素刺激肝臟中的 aPKC 訊息傳遞路徑的作用是透過增加

SREBP-1c 的表現。在調控肝臟脂質合成的酵素中，SREBP-1c 為酵素的

調節因子。Shimomura 等學者指出，胰島素會增加 STZ 誘導的糖尿病

大鼠肝臟中 SREBP-1c 之 mRNA 增加(Shimomura et al., 1999)；另外，

當肥胖(ob/ob)小鼠長時間體內處於高胰島素濃度的狀態中，IRS-2 的

mRNA 會降低與持續增加 SREBP-1c mRNA 表現，同時合併有胰島素

阻抗性與胰島素敏感的情形(Shimomura et al., 2000)。 

    許多的文獻指出，過多的 PKC 活性會減少胰島素的敏感度，同時

伴隨著增加脂質生物利用能力(lipid availability )(Considine et al. 1995, 

Qu et al. 1999, Itani et al. 2000)。這個情況會增加由脂質衍生出來的分子

蛋白質，如 diacylglycerol (DAG)或 ceramide，並活化了 PKC 家族

(Schmitz-Peiffer 2000)。 
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    胰島素刺激後之肝臟細胞質 PKC ζ 蛋白質表現量趨勢並不如預期

的以 6mg 組最多，但在細胞膜的 PKC ζ蛋白質表現量在刺激 30 分鐘後

卻有顯著增加的現象；若以 PKC ζ在細胞膜與全細胞的蛋白質比值來評

估 PKC ζ的活化情形，則可發現生理水組與 6mg 組在胰島素刺激後有

顯著的增加，推測胰島素刺激後 PKC ζ 的活化可能會增加了脂質的合

成。 
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伍、 生物素對肝臟組織中胰島素訊息傳遞路徑中

PKB(Akt) Ser473 與 Thr308 調節部位磷酸化的蛋

白質表現量的影響 

肝臟亦是調控葡萄糖的主要器官，PEPCK 是體內葡萄糖新生

(gluconeogenesis)的速率限制酵素，可調控葡萄糖的形成(Giffin et al., 

1993)。PEPCK 基因的表現會受到許多荷爾蒙所調控而活化，包括了

glucagon、cAMP、glucocorticoid、甲狀腺荷爾蒙等。相反的，胰島素

會藉由活化PI3K來抑制PEPCK活性，減少了其基因的表現(Attwood et 

al., 1984; Hanson and Reshef, 1997)，因此在糖尿病老鼠的肝臟中

PEPCK 的基因會過度表現(Consoli et al., 1989; Hofmann et al., 1995)。

除此之外，也有研究顯示，以高脂飲食飼養(59% fat)三週後，Wistar 大

鼠肝臟中，醣質新生作用的 G6Pase 的活性無法受胰島素調節而降低。

在醣解作用 (glycolysis)作用中的速率限制酵素 GK 活性減少，

G6Pase/GK 比值相較於正常飲食的大鼠上升了 76%，顯示出高脂飲食的

大鼠其肝臟較傾向於釋放葡萄糖與葡萄糖新生(Oakes et al., 1997)。在

1999 年也有學者發現在糖尿病與禁食的動物發現 G6Pase 是會被活化

的。(Nordlie et al., 1999 ; Chou and Mansfield,1999) 
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當體內產生了胰島素阻抗性時，體內利用葡萄糖產生 ATP 的能力

下降，此時第 2 型糖尿病病人肝臟會增加葡萄糖的產生，造成禁食時高

血糖狀態，這可能是缺少兩種可以抑制醣質新生的酵素(PEPCK、G6Pase)

的結果。有研究指出，胰島素的刺激會調節肝醣的合成主要是在轉錄

(transcriptional)的階段 (O’Brien and Granner, 1996; Hanson and 

Reshef, 1997)。另外研究顯示，胰島素在轉錄階段中會抑制這兩個酵素

的表現，而這個過程會被 PKB(Akt)的活化作用而調節(Liao et al., 1998; 

Schmoll et al., 2000)。Farese 等學者在 2005 年的研究顯示，在肝臟組織

中，進食後胰島素的增加，會刺激 PKB(Akt)蛋白質的活化，進而影響

到肝臟中肝糖分解與醣質新生作用(Farese et al., 2005)。 

   PKB(Akt)結構中主要分為兩個區域，Thr308 位在催化區域，Ser473

則是在調節的區域。PKB(Akt) Thr308 調節部位會受到膜上 PDK-1 的影

響而活化，催化下游的分子蛋白質，PKB(Akt) Ser473 調節部位則是會

受到 PDK-2 的活化，調節了與上游分子之間的關係。本實驗結果中，

沒有胰島素刺激的三組 PKB(Akt) Ser473 調節部位磷酸化蛋白質表現量

以 3mg 組最多，依次是 6mg 組與生理水組；推測在給予生物素補充之

後，空腹時 PKB(Akt) Ser473 調節部位已經有與上游分子蛋白質調節的

作用了，其中以 3mg 組效果最好，6mg 組與生理水組依次次之。PKB(Akt) 
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Thr308 調節部位磷酸化表現方面，卻是 6mg 組最低，3mg 組次之，生

理水組最高，可能表示了此時 PKB(Akt) Thr308 調節部位尚未被活化，

也沒有催化下游分子蛋白的能力。胰島素刺激後，PKB(Akt) Ser473 調

節部位在 3mg組的蛋白質表現量最低，生理水組最高；PKB(Akt) Thr308

調節部位卻在 3mg 組的表現量最高，6mg 組最低。 

    有研究顯示，若正常雌性 SD 大鼠在隔夜禁食後給予胰島素刺激，

其 PKB(Akt)在細胞質中表現量沒有改變，但是細胞膜的蛋白質表現量

在 30 秒至 2 分鐘時達到最高，之後會漸漸恢復到正常(Balbis et al., 

2000) 。在細胞質與細胞膜方面，PKB(Akt) Ser473 與 PKB(Akt) Thr308

調節部位蛋白質磷酸化作用 30 秒的時候表現量最多，5 分鐘開始逐漸的

減少，30 分鐘之後則已經完全去磷酸化了(Balbis et al., 2000)。本實驗

結果中，同組別以胰島素刺激與否比較，發現生理水組、6mg 組有胰島

素刺激的 PKB(Akt) Thr308 表現皆顯著低於沒有胰島素刺激，推測可能

因為時間過久，導致其蛋白質已經去磷酸化了；3mg 組則去磷酸化過程

較緩慢，所以表現量還是較沒有刺激時高。 
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陸、 生物素對肝臟組織中 PKCζ、PKB(Akt) Ser473 與

Thr308 調節部位磷酸化的胰島素訊息傳遞路徑     

探討肝臟中 PKC ζ 與 PKB(Akt)在肝臟胰島素刺激後訊息傳遞中的

角色時，發現 aPKC 主要為誘導 SREBP-1c 及肝臟脂質合成，PKB(Akt)

則調節肝醣的合成、醣解作用及葡萄糖的釋放。在 IRS-1 剔除的小鼠肝

臟中，IRS-1 與 aPKC、PKB 之間的關係，發現 SREBP-1c 及肝臟脂質合

成可能會維持(Matsumoto et al., 2003)，PKB(Akt)調節的功能，如肝醣的

合成(Peak et al., 1998)、醣解作用(Lefebvre et al., 1996; Deprez et al.,1997)

及葡萄糖的釋放(Schmoll et al. 2000)可能卻會降低，推測肝臟調節醣類

代謝的主要分子蛋白質為 IRS-1 (Ueki et al, 2000)與 PKB (Cho et al., 

2001)。 

本研究結果中也顯示，當有胰島素刺激時 PKB(Akt) Ser473 調節部

位磷酸化的表現量皆較沒刺激者顯著增加，推測肝臟中胰島素訊息傳遞

路徑有增加肝醣合成的情形。另外在肝臟細胞膜 PKC ζ總蛋白質表現量

也發現，給予生物素對於胰島素刺激的 PKC ζ活化至細胞膜的作用是有

增加的，推測會增加脂質的合成，真正的路徑機轉則還需要更多的分子

蛋白來證明。 
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圖 6.3、肝臟組織受胰島素刺激後可能影響的訊息傳遞路徑 

(Farese et al., 2005) 
Fig 6.3 Liver tissues affected by insulin stimulated. 
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第七章 結論 

    由 PKC ζ活化作用與 PKB(Akt) Ser473 與 Thr308 磷酸化蛋白質表現

量結果推測，長期補充生物素，皆可能可以增加骨骼肌中胰島素訊息傳

遞中受胰島素刺激調節 GLUT4 位移增加。但兩者對於 GLUT4 位移作用

增加的調節時間點，可能還需要其他研究來探討。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   圖 7.1、生物素可能調節骨骼肌中胰島素阻抗的機轉假說 

PKB(Akt) Thr308與
Ser473磷酸化表現量 

IRS-1 p p85 p110 

PKC ζ活化作用 

GLUT4 的表現量與位移 

生物素 

glucose transport 

改善空腹血糖、葡萄糖耐受性及胰島素阻抗性 
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在肝臟組織中，長期給予補充生物素可經由 PKB(Akt)路徑可能增加

使體內在胰島素刺激後對於葡萄糖的汲取，並增加肝醣的合成與減少醣

質新生作用；另外胰島素刺激的 PKC ζ路徑則可能會增加脂質的合成，

但還需要更進一步的證據探討其調節作用。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

圖 7.2、生物素可能調節肝臟中胰島素阻抗的機轉假說 
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