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摘要 

為改善人類肥胖與代謝相關疾病的發生、提高畜產動物之飼料效率與降低飼

養成本。本研究嘗試以功能性的物質探討其對脂肪細胞功能之影響。試驗以

3T3-L1脂肪細胞作為試驗材料，探討聖約翰草萃取物（Saint John’s wort extracts, 

SJWE）對脂肪細胞脂質蓄積功能與約日節律的影響。細胞經SJWE處理，由oil-Red 

O脂質染色與三酸甘油酯含量分析，顯示SJWE似乎可降低脂肪細胞的油脂堆

積。根據相對定量聚合酶連鎖反應分析結果，顯示SJWE會降低脂質代謝與脂肪

細胞分泌激素相關基因，如peroxisome proliferator-activated receptor（PPAR）、

Perilipin、hormone-sensitive lipase（HSL），及脂肪細胞分泌激素Adiponectin與

Leptin mRNA之表現，而此抑制作用在缺乏胰島素的培養條件下更形顯著。此

外，SJWE可使同步化標幟基因–Per2於處理後1小時提升，並於第8小時降至低

點，使細胞生理時鐘同步化；並可使Per2、Bmal1、Rev-erbα、PPARγ、HSL、Perilipin 

mRNA表現節律性變化較為鮮明。然而脂肪細胞分泌激素基因（Adiponectin、

Leptin）mRNA表現，雖於SJWE處理初期增加，但卻未影響其節律性變化。最後，

細胞Leptin分泌量分析顯示，SJWE可顯著降低Leptin分泌量，而此抑制能力會隨

時間而有週期性變化。綜合上述結果，SJWE可抑制3T3-L1脂肪細胞脂質蓄積及

代謝與細胞激素相關基因之表現，並調節約日節律及脂質代謝相關基因的節律性

變化與Leptin分泌量。至於SJWE抑制脂肪細胞脂質蓄積之作用機制，與約日節

律間之關聯性仍有待進一步探討。 

 

關鍵詞：脂肪細胞、約日節律基因、脂質蓄積、聖約翰草 
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前言 

    脂肪為日常飲食中不可或缺的一環，可作為能量的來源及提供生物所需之多

元不飽和脂肪酸（polyunsaturated fatty acid, PUFA），並可透過脂肪的攝取提供與

吸收脂溶性維生素（分為 A, D, E, K 四種）。然而，過度的脂肪攝取導致人類肥

胖及代謝相關疾病的產生，現今，健康意識的崛起也使得消費者對飲食習慣更為

重視並轉型，畜禽肉品中過多的油脂分佈不再是購買要件之一。再者，畜禽動物

過多的體脂造成飼料效率的下降，同時也導致飼養成本的提高，如何在其中取得

平衡將成為畜禽產業發展之重點。 

脂肪組織為調控能量平衡的關鍵之一，當體內攝取能量大於支出的能量時，

可透過脂質合成作用存於脂肪組織中，並在動物體能量不足時，藉由脂解作用供

能，且能分泌激素調控能量代謝，此三種生理活動相互影響，進而調控生物體內

能量動態平衡，若脂肪組織功能失調，將引發一連串之心血管問題與胰島素阻抗

性等代謝疾病。 

    聖約翰草（Saint John’s wort, SJW）早先用於治療病毒感染、神經痛、創傷

治療、皮膚潰瘍（Ivan, 1979；Bombardelli and Morazzoni, 1995；Barnes et al., 

2001），近年來，主要用作治療輕度至中度憂鬱症的藥物，減緩患者焦慮及睡眠

功能的障礙。研究顯示，聖約翰草可抑制脂肪細胞的分化（陳，2006；王等，2007；

Amini et al., 2009）、影響肝臟細胞能量代謝基因的表現（Krusekopf and Roots, 

2005），並降低血中的膽固醇與三酸甘油酯含量（Zou et al., 2005）。 

    本試驗使用 3T3-L1 脂肪細胞為試驗材料，探討聖約翰草萃取物對脂肪細胞

脂質蓄積與相關代謝及細胞激素基因表現及分泌量之影響。其中，約日節律系統

除了影響生物體之行為活動，也可調控周邊組織之生理反應，因此再以 SJW 對

約日節律基因與脂質代謝基因之節律性型態影響做探究。本篇研究瞭解 SJW 對

脂肪組織功能之影響，希冀未來能使中草藥更廣泛應用於禽畜動物的養殖，並在

人類代謝疾病之治療有所幫助。  
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文獻檢討 

壹、 脂肪組織 

一、 脂肪細胞種類 

脂肪組織在組織學中隸屬於結締組織，其在哺乳類動物中可分為兩種：白 

色脂肪組織（white adipose tissue, WAT）與棕色脂肪組織（brown adipose tissue, 

BAT），依動物體種類及年齡而有不同含量及分佈（Albright and Stern, 1998）。 

WAT 主要分佈於皮下、內臟、腹部等區域，具有維持恆溫、保護臟器受到

衝擊及儲存能量的功能。當能量過剩時，可以三酸甘油酯型式蓄能，反之，能量

不足時，可藉由脂解作用產生游離脂肪酸供動物體使用（Vazquez-Vela et al., 

2008）。BAT 常見於哺乳動物之冬眠動物及初生兒中，主要分佈於肩胛間、腋窩，

其次為胸、腹部。可於短時間內代謝產生熱能，並在低溫刺激時，調節體溫，以

利動物體生存（Cannon and Nedergaard, 2004）。此兩種脂肪組織為調節動物體內

能量平衡的關鍵。 

 

二、 脂肪細胞發育 

    脂肪細胞源自間葉幹細胞（mesenchymal stem cells, MSC），此類幹細胞具

多向分化的能力，除了分化成脂肪細胞外（Pittenger et al., 1999），也可分化成骨

細胞（osteocytes）（Bruder et al., 1994）、軟骨細胞（chondrocytes）（Mackay et al., 

1998）等。在體外培養中，當 MSC 分化成前脂肪細胞（committed preadipocytes）

時，會進行增生分裂直至細胞間彼此緊密貼合，即會停止分裂，此一時期，為細

胞週期之 G0/G1 階段，是前脂肪細胞進入分化時期所必要條件（Pairault and Green, 

1979；Gregoire et al., 1998）。此時，可藉由外加分化試劑誘導刺激，使細胞重新

進入細胞週期，產生至少一次的 DNA 複製及細胞增生，此現象稱為細胞擴增

（mitotic clonal expansion）。 
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    經歷以上階段，進入到分化階段伴隨有多種基因表現參與調控。脂肪細胞分

化早期，主要受到 CCAAT/enhancer binding protein（C/EBP）與 Peroxisome 

proliferator-activated receptor（PPAR）兩種轉錄因子家族所調控（Gregoire et al., 

1998）。C/EBPβ和 C/EBPδ於分化初期表現量明顯增加（Tang and Lane, 1999），

分化中期開始下降，同時誘發 PPARγ（Wu et al., 1995；Clarke et al., 1997）和

C/EBPα（MacDougald and Lane, 1995）表現。當 PPARγ和 C/EBPα活化後，即

開始調控下游與分化及代謝相關基因的表現，進而促使脂肪細胞堆積脂質（Shao  

and Lazar,1997；Gregoire et al., 1998）。 

 

三、 脂肪組織功能 

（一） 脂質生成作用（Lipogenesis） 

    當動物體攝取過多能量時，會將多餘能量轉化為脂質形式存於體內，稱之為

脂質生成作用。一般而言，脂質生成作用儲存的能量來源主要是藉由食物中之碳

水化合物，以此轉化為脂肪酸，並合成三酸甘油酯。 

    脂肪細胞具合成脂肪酸的功能，主要合成路徑為粒線體（mitochondria）中

的丙酮酸（pyruvate）氧化成乙醯輔酶 A（acetyl-CoA）後，與草醯乙酸（oxaloacetate, 

OAA）形成檸檬酸（citrate），再藉由 ATP-檸檬酸分解酶（ATP- citrate lyase, ACL）

分解成乙醯輔酶 A 和草醯乙酸。其中，乙醯輔酶 A 可由乙醯輔酶 A 羧化酶

（acetyl-CoA carboxylase, ACC）轉化為丙二醯輔酶 A（malonyl-CoA），並經由脂

肪酸合成酶（fatty acid synthase, FAS）作用，形成棕櫚酸（palmitic acid）（Bressle 

and Wakil, 1961）。棕櫚酸可再經碳鏈延長酶（elongase）與去飽和酶（desaturase）

作用，反覆延長碳鏈或去飽和反應進而形成其他較長鏈或不飽和脂肪酸（Martin 

et al., 1961）。 

    脂肪細胞內之油滴主要以三酸甘油酯為儲存形式，由一分子甘油與三分子的

脂肪酸所組成。脂肪細胞利用糖解作用（glycolysis）的中間產物-二羥丙酮磷酸
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（dihydroxyacetone phosphate, DHAP）作為前驅物，與甘油 -3-磷酸去氫酶

（ glycerol-3-phosphate dehydrogenase, GPDH ） 反 應 ， 產 生 甘 油 -3- 磷 酸

（glycerol-3-phosphate, G3P）。脂肪酸與 ATP、CoA 藉由醯基輔酶 A 合成酶

（acyl-CoA synthetase, ACS）作用形成脂醯基輔酶 A（fatty acyl-CoA）；兩分子之

脂醯基輔酶 A 與甘油-3-磷酸反應，形成 1,2-二醯基甘油磷酸（1,2-diacylglycerol 

phosphate），再經由磷脂酸磷酸酶（phosphatidic acid phosphatase, PAP）活化形成

1,2-二醯基甘油（1,2-diacylglycerol），而另一分子之脂醯基輔酶 A 於二醯基甘油

醯基轉移酶（diacylglycerol acyltransferase, DGAT）作用下與 1,2-二醯基甘油形成

三酸甘油酯（Coleman and Lee, 2004；Ahmadian et al., 2007）。 

 

（二） 脂質分解作用（Lipolysis） 

    當動物體能量不足時，脂肪細胞內的三酸甘油酯會分解成一分子甘油與三分

子的脂肪酸，稱之為脂質分解作用。此作用可受到內泌素所誘發，如兒茶酚胺

（catecholamines）、糖皮質激素（glucocorticoids）。以兒茶酚胺為例，當其與脂

肪細胞膜上的 β-adrenergic receptor 結合後，此複合體再與 Gs protein 作用，致活

腺苷酸環化酶（adenylyl cyclase, AC）將 ATP 轉化為環腺苷單磷酸（cyclic AMP, 

cAMP），此時，protein kinase A（PKA）活化，進而將脂肪滴表面蛋白（Perilipin）

及激素敏感性脂質分解酶（hormone-sensitive lipase, HSL）磷酸化，受到磷酸化

的 Perilipin 會離開脂質油滴表面，而磷酸化的 HSL 會發生易位現象，由細胞質

移至脂肪油滴內進行三酸甘油酯分解作用（Carmen and Victor, 2006；Ahmadian et 

al., 2007；Duncan et al., 2007）。脂肪細胞內的三酸甘油酯經由三酸甘油酯水解酶

（adipose triglyceride lipase, ATGL）分解為二酸甘油酯（diacylglycerol, DAG）和

脂肪酸，再由磷酸化的 HSL 將 DAG 分解為單酸甘油酯（monoacylglycerol, MAG）

和脂肪酸，最後，由單酸甘油水解酶（monoacylglycerol lipase, MGL）將 MAG

分解為甘油和脂肪酸，由此一連串酵素催化的反應，即為脂質分解作用（Jaworski 
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et al., 2007；Ahmadian et al., 2010）。 

    脂質分解作用所產生的甘油不易被脂肪組織所利用，故需藉由血液運輸，由

肝臟、腎臟等具高甘油激酶（glycerol kinase, GK）活性的組織所利用。GK 將甘

油轉化為 G3P，再經 GPDH 催化形成 DHAP，接著可藉 glycolysis 產生 ATP 或是

進入肝臟經糖質新生成作用（gluconeogenesis）產生葡萄糖（Robinson and 

Newsholme, 1969；Dipple et al., 2001）。 

 

（三） 脂肪激素（Adipokine） 

    近來已有許多研究證實，脂肪組織本身除了儲存能量的功能外，在調節體內

能量平衡、胰島素敏感性及阻抗性、免疫反應、繁殖及生理時鐘等動物生理方面

扮演重要角色，而成熟脂肪組織所分泌的激素亦具有調控能量代謝的功能，其中

又以瘦體素（Leptin）及脂聯素（Adiponectin, AdipoQ）最為廣泛被探討。 

    Leptin 為 ob 基因產物，研究指出，ob 基因缺陷之 ob/ob 小鼠或 Leptin 受體

基因突變導致缺少 Leptin 受體之 db/db 小鼠及 fa/fa 大鼠將造成嚴重肥胖（Chen et 

al., 1996；Iida et al., 1996）。當 ob/ob 小鼠腦腔注射 Leptin，可降低攝食及體重，

增加能量消耗（Campfield et al., 1995）。此外，Leptin 也被視為體內能量平衡的

感應器，當禁飼時，動物血中 Leptin 濃度會下降（Ahren et al., 1997），而在過度

餵飼的情況下，動物體體重增加且 Leptin 濃度也隨之增加（Kolaczynski et al., 

1996）。 

Adiponectin 為 apM1 基因產物，富含於血液中，分子量約為 30 kDa，又稱

為 Acrp30，其可受胰島素刺激而分泌（Scherer et al., 1995）。此外，研究發現於

肥胖人體血液中的 Adiponectin 濃度顯著低於非肥胖之人體（Arita et al., 1999），

而在肥胖動物注射高濃度 Adiponectin 可提升胰島素敏感性進而增加葡萄糖的吸

收（Berg et al., 2002）。 

    綜合以上研究發現，脂肪細胞不單只有儲存能量的功能，成熟脂肪細胞所分
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泌的激素也成為調控體內能量平衡的重要因子。 

 

貳、 脂肪細胞研究模式 

一、 實驗模式 

（一） 體內試驗（in vivo） 

    活體動物本身為直接觀察，予以處理研究的對象，但因動物體為一複雜的生

物反應器，其表現可受外在因子（光照、氣候、食物等）以及體內內泌素的交互

作用的影響，因而無法單純探究各別處理對標的細胞之影響與機制，故此類研究

模式主要是從生物整體的角度來作探究。 

 

（二） 體外試驗（in vitro） 

    體外試驗是將動物體內的細胞、組織或器官取出體外，於人工模擬動物體內

的生理環境（無菌環境、酸鹼值、溫度、溼度等）下進行培養，並提供其生長所

需之營養成份，如：胺基酸、維生素及微量元素等。此實驗模式不受複雜的生存

環境所影響，可單純針對合成代謝、訊息傳遞等機制進行研究，並藉由人為改變

培養條件，得以進一步了解於調控因子影響下，標的物所產生的生理變化。然而，

標的物於體外環境之培養條件仍與體內試驗有所差異，因此無法完整表現出生物

體形態，故體外試驗所表現的生物反應並不能與體內試驗完全雷同。 

 

二、 脂肪細胞培養 

    細胞培養是基礎的細胞生物學研究方法，被廣泛地應用在脂肪組織相關研

究上（Novakofski, 2004）。細胞培養可分為初代細胞培養（primary cell culture）

和細胞株（cell line）培養。 

（一） 初代細胞培養 
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    初代細胞培養為直接採取動物體內的器官或組織，並利用酵素、化學或機械

等方式分離出細胞，進行培養。然而，此細胞生命週期短，無法多次繼代培養。

初代細胞優勢在於直接取自動物體，與原生物體內的狀態和功能較為相似，並可

由各物種不同時期的生長階段及部位獲取所需之細胞。初代脂肪細胞研究顯示，

不同部位所取得的脂肪細胞具有不同的脂質生成能力與生化反應，如：附睪、皮

下及內臟周圍的脂肪細胞大小相異，對於正腎上腺素刺激具有不同的脂質分解能

力（Storck and Spitzer, 1974）。 

 

（二） 細胞株培養 

    細胞株是從動物體內取出細胞，經多次繼代培養、鑑定、篩選後所得之形態

均一、生長能力穩定且生物性狀表現清楚的細胞群。由於其易於大量培養及保

存，極適合用於研究。 

    脂肪細胞於長期研究下，已有許多細胞株被篩選出用於實驗探討，如：3T3-L1

（Green and Kehinde, 1974b；Green and Kehinde, 1975）、3T3-F442A（Green and 

Kehinde, 1976）、TA1（Chapman et al., 1984）、OB17（Negrel et al., 1978）等。 

    其中，3T3-L1 與 3T3-F442A 為最廣泛被應用的細胞株（Novakofski, 2004），

源自 17-19 天齡的瑞士 3T3 小鼠胚胎之纖維母細胞（Green and Meuth, 1974a），

雖然誘導分化的條件兩者有些許不同，但對於生物反應表現極其相似。 

 

（三） 脂肪細胞分化培養模式 

    脂肪細胞的分化係指前脂肪細胞經誘導成為具有堆積油滴能力的成熟脂肪

細胞。前脂肪細胞進入分化階段前，須先進行增生分裂直至細胞相互接觸，形成

confluence，此時，添加外來試劑可誘發分化。 

常用於刺激脂肪細胞分化的試劑分別為胰島素（insulin, Ins）、人工合成葡萄

糖皮質素（dexamethasone, DEX）和 isobutylmethylxanthine（IBMX）。此三種試
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劑藉由不同的路徑誘發細胞分化：胰島素是藉由 insulin/ insulin-like growth 

factor-I（IGF-I）受體的磷酸酪胺基酸激酶（phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K）

路徑（Kohn et al., 1996）及有絲分裂活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase, 

MAPK）路徑（Font de Mora et al., 1997）誘導分化；DEX 可誘發 C/EBPδ表現，

進而刺激 C/EBPβ的表現，兩者再共同促使 PPARγ表現，使脂肪細胞分化（Wu 

et al., 1996）；IBMX 可增加 cAMP 濃度進而活化 PKA 路徑（Parsons et al., 1988），

並可誘發 C/EBPβ表現，因而刺激 PPARγ促使分化（Gregoire et al., 1998；Ntambi 

and Young-Cheul, 2000）。 

 

（四） 脂肪細胞約日節律同步化培養模式 

    動物體的生理時鐘可影響自身生理、行為的表現，而在哺乳動物中，除了位

於視叉上核（suprachiasmatic nucleus, SCN）受光照影響之中樞生理時鐘外，周

邊組織也具有調控生理時鐘系統之功能，這些調控生理時鐘之基因可受到中樞生

理時鐘與外在因子，如攝食而產生訊號進行調節（Bray and Young, 2006），動物

體血液中即具多種有節律性變化之內泌素，如：褪黑激素（melatonin）、瘦體素

（Leptin）（Zvonic et al., 2006）、促腎上腺皮質激素（adrenocorticotropic hormone）

（Chrousos, 1998）等。在細胞培養模式下，各細胞處於相異的節律時間，為了

觀察細胞約日節律之變化，須藉由同步化作用，使細胞皆處於相同生理時間點。 

    至今，已有多數細胞培養實驗利用高濃度血清處理，使約日節律相關基因同

步化（Nagoshi et al., 2004；Garbarino-Pico et al., 2007；Nakahata et al., 2008；

Okazaki et al., 2010），如於 Rat-1 纖維母細胞添加 50 %血清培養，刺激 1 小時後，

Per1 與 Per2 mRNA 表現量立即上升，於血清刺激後 8 小時表現量降至最低

（Balsalobre et al., 1998）。本研究於試驗前利用 50 %胎牛血清於 3T3-L1 脂肪細

胞進行測試，也得到相同結果（於實驗結果圖 8），故以此作為本實驗處理脂肪

細胞約日節律同步化之模式。 
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參、 脂肪細胞分化與代謝相關基因介紹 

一、 過氧化小體增生活化受體（peroxisome proliferator-activated   

receptor, PPARs） 

    PPAR 為受配體（ligand）活化的轉錄因子，屬於細胞核荷爾蒙受體超級家

族（nuclear hormone receptor superfamily）之一（Michalik et al., 2006），已被發

現三種以上異構物：PPARα、PPARγ 與 PPARδ 等，分別具有不同的生理角色

（Michalik and Wahli, 1999），諸如調控細胞分化、能量平衡、發炎反應等。於脂

肪組織中，又以 PPARγ為主要探討對象。 

    PPARγ因不同的轉錄起點與裁切，又分為三種型態：γ1、γ2、γ3（Desvergne 

and Wahli, 1999）。PPARγ1 表現於脂肪組織、肝臟、心臟、骨骼肌（Vazquez-Vela 

et al., 2008）；PPARγ2 則專一地表現於脂肪組織中（Tontonoz et al., 1994b）；

PPARγ3 在結腸上皮細胞和脂肪組織有表現（Fajas et al., 1998）。PPARγ2 於脂肪

細胞分化後會大量表現，為脂肪細胞分化的主要基因之一，參與脂質生成作用

Tontonoz and Spiegelman, 1994；Ren et al., 2002）。 

    因 PPAR 為受到配體（ligand）活化的轉錄因子，故可由不同的配體所調控，

包含多元不飽和脂肪酸（polyunsaturated fatty acid, PUFA）、非類固醇抗發炎藥物

（nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs）、類降血糖藥（thiazolidinediones, 

TZD）等（Lehmann et al., 1997；Desvergne and Wahli, 1999）。 

    由 PPARγ 剔除小鼠的脂肪細胞實驗中發現，脂肪細胞經分化刺激，卻無法

產生油滴堆積，且下游基因 aP2 和 adipsin 也無法表現（Rosen et al., 1999）；缺

乏 PPARγ的小鼠，也無法生成脂肪組織（Barak et al., 1999）。由此可知，PPARγ

為脂肪細胞分化及脂質生成重要的因子。此外，PPARγ也具能量調節的功能，研

究指出，於 3T3-L1 成熟脂肪細胞中抑制 PPARγ的表現量，會造成細胞尺寸變小，

且三酸甘油酯含量與游離脂肪酸的吸收力降低，並促進脂解作用（Tamori et al., 
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2002）。然而，另有文獻有相反結果，指出給予大鼠 PPARγ促進劑 rosiglitazone，

可使其脂肪組織之脂解作用增加（Festuccia et al., 2006），於喪失 PPARγ功能之

P465L PPARγ小鼠中，其脂肪組織脂解的相關作用會降低（Rodriguez-Cuenca et  

al., 2012）。於第二型糖尿病患者處理 PPARγ促進劑 TZD，可增加患者對胰島素

的敏感性，且降低血液中游離脂肪酸及膽固醇的濃度（Inzucchi et al., 1998；Frias 

et al., 2000；Miyazaki et al., 2002）。 

 

二、 脂肪細胞脂肪酸結合蛋白（adipocyte fatty acid binding protein,  

A-FABP or aP2） 

    FABP 是細胞質內主要的脂質結合蛋白（lipid-binding proteins, LBPs）超級家

族成員之一，分子量約為 15 kDa，具高度的組織專一性，目前已知九種組織存

在 FABPs，包括肝臟（L）、小腸（I）、心肌（H）、脂肪細胞（A）、表皮（E）、

迴腸（Il）、腦（B）、髓鞘（M）以及睪丸（T）。FABP 主要功能為脂肪酸的吸收、

運輸及代謝（Chmurzynska, 2006）。 

    aP2 已被認為是脂肪細胞分化末期的標幟基因，於脂肪細胞分化期間，上游

基因 PPARγ會與視網酸 X 受體（retinoid X receptor, RXR）形成二聚體，誘發 aP2

基因表現（Tontonoz et al., 1994b）。aP2 具影響胰島素抗性、脂質代謝及脂質分

解的作用（Boord et al., 2002）。aP2/mal1（aP2 異構物）剔除之小鼠，葡萄糖耐

受性（glucose tolerance tests, GTT）及胰島素耐受性（insulin tolerance tests, ITT）

會顯著低於野生型小鼠（Maeda et al., 2005），而 aP2 剔除小鼠相較於野生型小

鼠，脂解作用會受到抑制（Coe et al., 1999；Scheja et al., 1999）。此外，aP2 可與

HSL 產生交互作用，使 HSL 活性增加，進而促進脂解作用（Shen et al., 2001）。 

 

三、激素敏感性脂質分解酶（hormone-sensitive lipase, HSL） 
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    HSL 為脂解作用關鍵的脂質水解酵素，可分解存於脂肪細胞內的三酸甘油

酯，以提供生物所需的 FFA，也可以分解二酸甘油酯、膽固醇酯（cholesteryl es- 

ters）及 retinyl esters（Haemmerle et al., 2002）。HSL 具三種異構物，分子量介

於 84-130 kDa 之間（Holm et al., 1988；Holst et al., 1996；Mulder et al., 1999）。 

    HSL 可 被 多 種 激 素 所 激 活 ， 如 兒 茶 酚 胺 、 促 腎 上 腺 皮 質 激 素

（adrenocorticotropic hormone, ACTH）、升糖素（glucagon），進而促使脂解作用

（Vaughan et al., 1964）。內泌素誘發 HSL 是藉由 PKA 之作用，內泌素與脂肪細

胞膜上的 β-adrenergic receptor 結合，形成複合體，再與 Gs protein 作用，使腺苷

酸環化酶將 ATP 轉化為 cAMP，而活化 PKA，進而將 HSL 磷酸化，促使磷酸化

的 HSL 移至脂質油滴表面，進行脂解作用（Holm, 2003）。胰島素具抑制內泌素

誘發脂解作用的能力，經由激活磷酸二酯酶 3B（phosphodiesterase 3B），降低

cAMP 濃度而致（Shakur et al., 2001）；另外，Perilipin 的表現亦為 HSL 作用所需，

當缺乏 Perilipin 時，脂肪細胞對藉由 β-adrenergic receptor 誘發的脂解作用幾乎失

效（Tansey et al., 2001），且 HSL 移至油滴表面亦受抑制（Sztalryd et al., 2003）。

圖 1 為內泌素對脂肪細胞之脂解作用的調控。 
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圖 1 內泌素對脂肪細胞之脂解作用的調控。 

Figure 1 Hormonal control of adipocyte lipolysis.                 （Holm, 2003） 

 

    HSL 影響了許多生理活動，3T3-F442A 中過度表現 HSL，導致細胞無法堆

積三酸甘油酯（Sztalryd et al., 1995）。相較於野生型小鼠，於 HSL 剔除小鼠中，

二酸甘油酯會在脂肪組織、肌肉及睪丸中堆積，同時，將白色脂肪組織取出進行

脂解作用分析，發現 HSL 剔除小鼠之 FFA 釋放量降低，二酸甘油酯含量增加

（Haemmerle et al., 2002）；此外，HSL 剔除小鼠會產生輕微程度的高血糖及高胰

島素血性症（Roduit et al., 2001；Muldert et al., 2003）。由上述文獻可知，HSL

於成熟脂肪細胞之代謝扮演重要的角色。 

 

四、脂肪滴表面蛋白（Perilipin） 

    Perilipin 為脂肪細胞油滴表面最主要的磷蛋白，被發現於大鼠初代脂肪細胞

及 3T3-L1 脂肪細胞的油滴表面，能保護油滴不被脂解酶水解（Egan et al., 1990；
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Greenberg et al., 1991）。目前已知，Perilipin 基因經選擇性剪切後可產生四種異

構物，分別為 perilipin A、B、C 與 D（Lu et al., 2001），其中，Perilipin A 為脂肪

細胞中 PKA 磷酸化的主要目標（Egan et al., 1990；Greenberg et al., 1993）。 

    Perilipin 具有多個磷酸化的位置（Londos et al., 1999；Clifford et al., 2000），

會因生物體營養狀態不同，而影響 Perilipin 調控脂解作用。當體內需要能量時，

會刺激脂解的激素活化 PKA，促使 Perilipin 與 HSL 磷酸化，活化的 Perilipin 會

使油滴表面暴露，此時，HSL 會自細胞質移至油滴表面，與之結合，進而促使

三酸甘油酯分解（Clifford et al., 2000；Sztalryd et al., 2003；Tansey et al., 2004）；

反之，胰島素可使 Perilipin 去磷酸化，進而抑制脂解作用（Egan et al., 1990）。

此外，Perilipin 啟動子上具 PPRE，因此 PPARγ 可調節之，利用 PPARγ 的促效

劑–troglitazone（TZD）可使脂肪細胞中 Perilipin 表現量增加（Nagai et al., 2004）。 

    Perilipin 對於調控脂解作用及三酸甘油酯的儲存具相當大的重要性。Perilipin

藉由在油滴表面形成蛋白質障壁，阻礙脂解酶作用率，進而使三酸甘油酯堆積量

增加（(Brasaemle et al., 2000）；使 3T3-L1 脂肪細胞過度表現 Perilipin，將造成腫

瘤壞死因子（tumor necrosis factor α, TNF-α）所誘發的脂解作用受到抑制（Souza 

et al., 1998）；於動物實驗中，在相同的能量攝取條件下，Perilipin 剔除小鼠與野

生型小鼠相比，體脂重下降 30％，代謝速率、葡萄糖耐受性及胰島素耐受性也

增加。自小鼠分離出細胞培養發現，Perilipin 剔除小鼠脂肪細胞基礎脂解率高於

對照組，而經異丙基腎上腺素（isoproterenol）誘發脂解作用後，Perilipin 剔除小

鼠脂肪細胞脂解率則低於對照組（Martinez-Botas et al., 2000；Tansey et al., 

2001）。由上述實驗可知，Perilipin 之作用為保護油滴免遭水解，進而儲存三酸

甘油酯，但當生物體能量不足時，可藉由內泌素刺激，進行脂解作用。 

 

五、脂聯素（Adiponectin） 

    Adiponectin 為脂肪組織所分泌的細胞激素之一，在 1995 至 1996 年間由不
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同研究方式與實驗對象中發現，而有不同的名稱，如 adipocyte complement-related 

protein of 30 kDa（Acrp30）（Scherer et al., 1995）、adipoQ（Hu et al., 1996）、

adiposemost abundant gene transcript 1（apM1）（Maeda et al., 1996）、gelatin-binding 

protein of 28 kDa（GBP28）（Nakano et al., 1996）。 

    Adiponectin 受脂肪細胞分化轉錄因子、內泌素及生物體本身營養狀態所調

控。於大鼠實驗發現，PPARγ表現增加，Adiponectin表現量也隨之提升（Karbowska 

and Kochan, 2005）。此外，人類或小鼠服用 TZD 後，血液中的 Adiponectin 濃度

提高。以 TZD 刺激 3T3-L1 脂肪細胞，也可使 Adiponectin mRNA 及培養液中

Adiponectin 濃度增加（Maeda et al., 2001）。另外，Adiponectin 的啟動子也可被

CCAAT/enhancer binding protein（C/EBPs）所結合，當 C/EBPs 表現量提高，也

提升 Adiponectin 的表現（Park et al., 2004）。Insulin-like growth factor 1（IGF-1）

和 Leptin（Halleux et al., 2001；Delporte et al., 2004）皆可提高 Adiponectin 的表

現量；葡萄糖皮質素、TGF-α、interleukin-6（IL-6）（Bruun et al., 2001；Maeda et 

al., 2001；de Oliveira et al., 2011）則皆會抑制 Adiponectin 基因表現。許多文獻也

指出，動物餵予高脂肪飼糧或以高營養分培養液刺激細胞，皆會促使 Adiponectin

表現量增加（Park et al., 2004；de Oliveira et al., 2011）。 

    Adiponectin 具調控能量代謝的功能。Adiponectin 缺失小鼠及其分離出的初

代脂肪細胞經內泌素誘發脂解作用，釋放出的 glycerol 量皆顯著高於對照組者

（Qiao et al., 2011）。在小鼠實驗中，相較於對照組（Adiponectin+/+），Adiponectin

缺失雜合子小鼠（Adiponectin+/-）具輕微的胰島素抗性，Adiponectin 缺失純合子

小鼠（Adiponectin-/-）則有嚴重程度的胰島素抗性（Kubota et al., 2002）。另外，

將重組蛋白 Adiponectin 打入小鼠體內，可增加胰島素敏感性，且在攝食量不被

影響情況下，可降低小鼠體重、血漿中 FA 及葡萄糖濃度，並可使肌肉組織之 FA

氧化作用增加（Fruebis et al., 2000）。Adiponectin 雖由脂肪細胞所分泌，但有多

篇文獻顯示，肥胖者血清內 Adiponectin 濃度低於非肥胖者，且其分泌量與多種
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代謝症候群相關疾病（如：心血管疾病、糖尿病等）之發生率呈現負相關，並和

其參數（如：體重、身體質量指數等）呈現負相關（Yang et al., 2002；Matsuzawa 

et al., 2004；Kadowaki et al., 2006）。 

    Adiponectin 須經由與其受體結合方能行調控細胞生理之實，至今已發現

Adiponectin 在細胞膜上有三種類型的受體，分別為 Adiponectin receptor 1

（AdipoR1）、Adiponectin receptor 2（AdipoR2）與 T-cadherin。AdipoR1 主要表

現在骨骼肌，AdipoR2 則在肝臟表現量較高，T-cadherin 則在平滑肌細胞及血管

內皮細胞所表現（Kadowaki et al., 2006）。Adiponectin 與 AdipoR1 結合，可活化

p38 mitogen-activated protein kinases（p38 MAPK）路徑，增加肌肉對葡萄糖的吸

收，並刺激 AMP-activated protein kinase（AMPK）路徑，降低肝臟糖質新生成

作用；Adiponectin 與 AdipoR2 結合，則會激活 PPARα，降低脂肪酸氧化及發炎

因子之相關機制，這些路徑間也具相互調控的機制，並能達到抗發炎及抗糖尿病

的功能（Kadowaki and Yamauchi, 2005；Kadowaki et al., 2006；Fujita et al., 2008）。 

 

六、瘦體素（Leptin） 

    Leptin 為 ob 基因產物，分子量約 16 kDa，主要由脂肪細胞所分泌，參與能

量平衡、攝食、免疫及生理時鐘等生理功能的調控（Ahima and Flier, 2000；Laposky 

et al., 2006；Galic et al., 2010）。 

    文獻指出，注射 Leptin 於大鼠體內，可抑制神經肽 Y（neuropeptide Y, NPY）

之合成，進而降低食慾(Yokosuka et al., 1998)；當 ob/ob 小鼠每日被注射 Leptin

重組蛋白，可降低食慾並增加能量消耗；於野生型小鼠中注射，會使體重、體脂

與食慾下降（Halaas et al., 2005）；於小鼠初代脂肪細胞處以 Leptin 刺激，可誘發

脂解作用，抑制 fatty acid synthase（FAS）表現，並增加甘油釋放量 (Wang et al., 

1999)。以重組 Leptin 刺激大鼠分離出之胰島細胞（pancreatic islets），可降低三

酸甘油酯含量，並增加 FFA 氧化（Shimabukuro et al., 1997）。於 Leptin 缺失之小
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鼠，其睡眠結構、活動及晝夜節律相較於對照組，會受到破壞（Laposky et al., 

2006）。 

    Leptin 可受脂肪細胞分化轉錄因子、內泌素及動物體營養狀態所調控，Leptin

的啟動子可被 C/EBPs 所結合，進而誘發其表現（Mason et al., 1998）。胰島素

（Hardie et al., 1996）、葡萄糖皮質素（Slieker et al., 1996）、TNF-α（Kershaw and 

Flier, 2004）皆能增加其表現量；β-agonists（Mantzoros et al., 1996）、TZDs（Kallen 

and Lazar, 1996）及動物體缺乏能量時，Leptin 表現則會受到抑制（Beckerr et al., 

1995；Boden et al., 1996；Ahima and Flier, 2000）。 

 

肆、 約日節律 

一、 生理時鐘（Biological clocks） 

    在規律的日夜週期、溫度等自然界因子及動物自身活動，如攝食、睡眠等因

素交互作用影響下，使動物體生理及行為表現（包含內分泌、體溫、各組織的功

能等），隨日夜交替產生約略 24 小時的週期性變化，稱之為約日節律（circadian 

rhythms）（Reppert and Weaver, 2001；Panda et al., 2002；Reppert and Weaver, 

2002）。這些週期性律動主要受到外在環境所調控，但若使動物體處於完全沒有

外在刺激的環境下，其體內仍有內部時鐘（internal clock）可調控自身之生理與

行為。 

    中樞生理時鐘位在大腦下視丘前端的 SCN，當光照刺激後，可直接由視網

膜-下視丘神經徑（retinohypothalamic tract, RHT）或間接經膝狀體-下視丘神經徑

（geniculohypothalamic tract, GHT）傳遞至 SCN，而使之同步化（Dibner et al., 

2010）。 

    RHT 是由內含能接受光刺激的視黑素（melanopsin）之視網膜最外層的神經

節細胞（ganglionic cells）（Provencio et al., 2000），可將訊號轉化為化學訊息形式，

利用麩胺酸（glutamate）將訊息傳導至 SCN，使 Fos 蛋白活化，進而影響 SCN
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約日節律的表現（Abe et al., 1991）。GHT 乃是光刺激經由神經節細胞的視黑素

所接收後，投射至內側膝狀體小葉（intergeniculate leaflet, IGL），利用神經胜肽

Y（neuropeptide Y, NPY）或 γ-胺基丁酸（gamma-aminobutyric acid, GABA）傳

至 SCN。圖 2 為影響視叉上核之主要途徑。 

 

 

 

圖 2 影響視叉上核之主要途徑。 

Figure 2 Main afferent pathways to the SCN. 5-HT, serotonin; DRN, dorsal raphe nu- 

cleus; IGL, intergeniculate leaflet; GABA, gamma-aminobutyric acid; GHT, ge- 

niculohypothalamic tract; Glu, glutamate; MRN, median raphe nucleus; NPY,  

neuropeptide Y; PACAP, pituitary adenylate cyclase-activating peptide; RHT,  

retinohypothalamic tract; SCN, suprachiasmatic nuclei.   （Dibner et al., 2010） 

     

    SCN 接收訊號後，會傳導至其他腦部區域，而影響動物之生理活動（Lu et al., 

2001；Chou et al., 2003；Dibner et al., 2010），且會經由神經內分泌傳導途徑將訊

號傳遞至各周邊組織而影響組織內部之生理時鐘，進而影響內泌素之分泌
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（Reppert and Weaver, 2002；Young, 2006；Froy and Chapnik, 2007；Froy, 2010），

故光刺激 SCN 對約日節律的影響扮演重要的角色（Stephan and Zucker, 1972；

Harrington and Rusak, 1986）。周邊組織的生理時鐘除了可被中樞生理時鐘透過神

經細胞傳遞節律訊號影響外，也可受外在的環境因子（如攝食、溫度等）所調控，

進而影響基因表現或是生理代謝（Damiola et al., 2000；Bray and Young, 2006）。

圖 3 為中樞及周邊生理時鐘之機制。 

 

 

 

圖 3 中樞及周邊生理時鐘之機制。 

Figure 3 Central and peripheral clock mechanisms.        （Bray and Young, 2006） 

 

二、 約日節律分子機制及相關基因 

    動物體各組織內的細胞皆具有調控約日節律系統相關基因的表現，這些基因

經轉錄、轉譯作用產生蛋白質，再藉由負回饋機制去抑制原基因的表現，使蛋白
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質合成量減少，進而減少其抑制基因的作用，形成封閉式回饋循環機制（Reppert 

and Weaver, 2001；Reppert and Weaver, 2002）。 

    調控約日節律主要的基因包含 Clock、brain and muscle aryl hydrocarbon 

receptor nuclear translocator-like protein 1（Bmal1, MOP3）、Period（Per）及

Cryptochrome（Cry）。Clock 與 Bmal1 兩基因經轉錄及轉譯後，會形成二聚體

CLOCK/BMAL1，並從細胞質進入細胞核中，與啟動子（Promotor）含有 E-box

序列（CACGTG）之基因結合（Hogenesch et al., 1998），此基因包括 Per 與 Cry，

使其進行轉錄作用。而轉譯後產生的 PER/CRY 複合體可直接抑制

CLOCK/BMAL1 基因之表現，亦或被 Casein kinase 1 ε/δ（CK1 ε/δ）磷酸化或降

解，造成 CLOCK/BMAL1 受到抑制，進而降低 Per 與 Cry 的轉錄作用（Shearman 

et al., 2000； Lee et al., 2001；Akashi and Takumi, 2005；Sato et al., 2006）。此外，

Rev-erb、Retinoid-related orphan receptor （Ror）等含有 E-box 序列之基因也可

受到 CLOCK/BMAL1 活化進行轉錄，而 REV-ERB、ROR 又可在 Bmal1 的啟動

子上與 Ror elements（RORE）作用，分別抑制或促進 Bmal1 的轉錄活化（Preitner 

et al., 2002；Sato et al., 2004；Triqueneaux et al., 2004），形成一回饋機制，如圖 4

所示。 

    而後，CLOCK/BMAL1 所調控之生理時鐘相關基因，如 Rev-erb、Ror 等可

再去調控下游基因，進而影響細胞生理作用，使細胞分泌之激素及生理活動具節

律性的表現。 
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圖 4 哺乳動物約日節律之轉錄–轉譯回饋迴路。 

Figure 4 A network of transcriptional–translational feedback loops constitutes the 

mammalian circadian clock.                     （Ko and Takahashi, 2006） 

三、 約日節律與細胞代謝 

（一） CLOCK/BMAL1 與細胞代謝 

    Clock 與 Bmal1 為調控生理時鐘的中心基因，其形成的二聚體

CLOCK/BMAL1 除了可調控其他約日節律基因，還可影響細胞的分化及代謝。 

    研究顯示，Clock 突變小鼠相較於對照組，其晝夜節律週期會延長（Vitaterna 

et al., 1994）；Clock-/-缺失小鼠活動週期會較趨緩，且約日節律相關基因表現幅度

也會變小（DeBruyne et al., 2006）；Clock-/-缺失小鼠食慾增加，造成體重上升，

引發代謝疾病（Turek et al., 2005）；Clock 突變小鼠之葡萄糖耐受性降低，由其

分離出之胰島細胞，細胞大小、增生及胰島素分泌量皆低於野生型小鼠之細胞

（Marcheva et al., 2010）。 
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    BMAL1 表現量會隨脂肪細胞（小鼠初代脂肪細胞及 3T3-L1）分化天數增加

而遞增，Bmal1-/-缺失小鼠之纖維胚胎母細胞（mice embryonic fibroblast cell, MEF）

經分化試劑刺激無法堆積油滴，轉染 Bmal1 後，經分化始可堆積油滴；於 3T3-L1

過度表現 Bmal1，可使脂質生成相關轉錄因子（PPARs、C/EBPs 等）與下游基

因（FAS、Rev-erbα等）表現量增加（Shimba et al., 2005）；Bmal1-/-缺失小鼠會造

成葡萄糖生成作用被破壞，同時血液中的葡萄糖和三酸甘油酯節律變化會也受到

破壞（Rudic et al., 2004）。 

        CLOCK/BMAL1 可直接調控部分具每日節律變化、與脂質代謝相關的基

因，當小鼠之 CLOCK/BMAL1 表現增加時，這些基因啟動子活性會顯著增加，

然而，若去除相關基因的 PPRE，其轉錄的活性即不受 CLOCK/BMAL1 表現增

加之影響，綜合上述，CLOCK/BMAL1 可透過 PPRE 活化基因轉錄表現，來調

節動物體內脂質的代謝，因而影響動物體內能量的平衡（Inoue et al., 2005）。 

 

（二） PER 與細胞能量衡定 

    PER 可受 CLOCK/BMAL1 正向調控，而 PER 可再與 CRY 形成雙聚體，負

回饋調節 CLOCK/BMAL1，其中哺乳動物 Per 基因可分三種，分別為 Per1、Per2

與 Per3，其中又以 Per1 與 Per2 為參與生理時鐘調控的重要因子（Lee et al., 

2004），此外，也能影響能量代謝。 

    細胞實驗中，利用高濃度血清刺激使細胞同步化，Per1 mRNA 表現量之節

率變動與磷脂含量呈現負相關，再以 antisense oligonucleotide （ASO）降低 NIH 

3T3 細胞中 Per1 的表現，細胞磷脂濃度會提高（Marquez et al., 2004）；Per2 缺

失小鼠之採食量與野生型小鼠無異，但其體重、體脂率及血漿中三酸甘油脂、非

酯化脂肪酸（nonesterified fatty acid）濃度皆顯著低於對照組，此外 FFA 氧化能

力顯著提高（Grimaldi et al., 2010）；另有研究利用限飼使小鼠節律變化產生位移

或直接使基因變異的 Per1-/-/ Per2-/-（PERDKO）缺失小鼠實驗，皆可發現血清及
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肝臟中的膽酸（Bile acids）含量皆顯著高於對照組，且膽酸合成及運輸之相關基

因（cholesterol-7α hydroxylase 、sodium-taurocholate cotransporting polypeptide）

節律性的表現也受到破壞（Ma et al., 2009）。 

    Grimaldi et al.（2010）於 3T3-L1 實驗中證實，PER2 可藉由抑制 PPARγ的

轉錄活性，進而去抑制細胞分化及調控脂質代謝，也指出 PER2 也許可透過調控

組織專一性的轉錄因子而去影響其他組織能量代謝的過程。 

 

（三） REV-ERBα與細胞代謝 

    REV-ERBs 為核受體超級家族之一員（nuclear receptor superfamily），分為

REV-ERBα與 REV-ERBβ，其中，Rev-erbα為調控約日節律的主要基因之一，過

去有許多研究也證實其參與能量代謝的調節。 

    Rev-erbα-/-缺失小鼠之膽酸合成速率及相關基因 Cyp7A1 表現皆低於對照

組，反之，Rev-erbα過度表現之小鼠則有相反的結果（Duez et al., 2008）；正常

飼糧情況下，Rev-erbα-/-缺失小鼠體脂高於對照組，並有輕微高血糖症，但並無

引發胰島素抗性或糖質新生成作用增加，禁飼的情況下，Rev-erbα-/-缺失小鼠增

加脂質的利用，促使糖質新生成作用的效率高於對照組，經高脂飼糧餵飼後，

Rev-erbα-/-缺失小鼠更易引發肥胖產生，且肝臟、脂肪組織與肌肉中葡萄糖（glut2）

及脂質代謝相關基因（Lipoprotein lipase、 sterol regulatory element binding 

transcription factor 1）表現受到破壞（Delezie et al., 2012）；Solt et al.（2012）指

出，利用合成性的 REV-ERB 促效劑可降低因高脂飼糧誘發肥胖的小鼠體重及體

脂，並能改善高血糖症。 

Rev-erbα調控細胞功能的作用機制為與其配位體（ligand）–血基質（heme）

結合，誘發輔抑制物– nuclear receptor corepressor-histone deacetylase 3

（NCoR-HDAC）複合體與之形成蛋白質複合體，再至標的基因的啟動子上與

RORE 作用，進而去抑制約日節律、細胞分化及代謝等功能，同時也可藉由負回
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饋作用，抑制 heme 的合成（Burris, 2008；Yin et al., 2010）。 

 

伍、 聖約翰草（Saint John’s wort） 

    SJW為多年生草本植物，生物學分類屬於藤黃科金絲桃屬，學名為Hypericum 

perforatum，其黃色花朵盛開時期為每年六至九月（Schwarz and Cupp, 2000），

原產地遍佈歐洲、西亞、北非、美洲及澳洲（Lawvere and Mahoney, 2005）。 

     

一、 聖約翰草之應用 

    SJW 為最古老的藥用植物之一，長久以來在歐洲廣泛被應用於治療神經痛

（neuralgia）、纖維組織炎（fibrositis）、傷口癒合劑、及抵抗細菌和病毒（Ivan, 

1979；Bombardelli and Morazzoni, 1995；Barnes et al., 2001），於十九世紀至今，

SJW 更被大量應用於抗憂鬱症（Linde, 2009）。 

     

二、 聖約翰草成份分析 

    SJW 因氣候、產地及產期等外在環境因子影響，使成份含量產生差異，但

無論是新鮮或乾燥的 SJW，多會利用甲醇或乙醇先進行粗萃取，而其成份對光

照及溫度極為敏感，容易失去活性（Bilia et al., 2001；Linde, 2009）。SJW 萃取

物主要成份為 naphthodianthrones 及間苯三酚（phloroglucinols）的衍生物。

Naphthodianthrones 衍 生 物 包 含 金 絲 桃 素 （ hypericin ） 與 偽 金 絲 桃 素

（pseudohypericin）。間苯三酚衍生物包含貫葉金絲桃素（hyperforin）與

adhyperforin。其他具生物活性成份尚有類黃酮（flavonoids）化合物，含芸香苷

（rutin）、槲皮素（quercetin）與槲皮苷（hyperoside）等。此外，雙黃酮類

（biflavonoids）、原花青素（procyanidins）、胺基酸（GABA）與 xanthons 等皆

具不同功效（Linde, 2009）。表 1為 SJW 中重要的生物活性成分，圖 5 為 SJW
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萃取物主要成份的化學結構。 

 

表 1 聖約翰草中發現之重要生物活性成份 

Table 1 Important biologically active compounds found in St. John’s wort 

 

（Linde, 2009） 
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圖 5 SJW 萃取物主要成份的化學結構。 

Figure 5 Structures of major constituents in SJW extract.      （Onoue et al., 2011） 

 

三、 聖約翰草成份之研究 

（一） 對細胞分裂與凋亡之影響 

    SJW 對許多種細胞具有抗腫瘤或癌症的活性，例如人類神經膠質瘤細胞

（human malignant glioma cells）（Couldwell et al., 1994）、人類子宮頸癌細胞

（HeLa cells）（Vantieghem et al., 1998）、乳腺癌細胞（mammary carcinoma cells） 

（Schempp et al., 2002）等。其作用機制之一為 hypericin 藉由抑制 PKC（Galeotti 

et al., 2010）、表皮生長因子（epidermal growth factor, EGF）及蛋白質酪胺酸激

酶（protein tyrosine kinase, PTK）活性，阻斷細胞內訊息的傳導，進而抑制腫瘤

細胞生長（Kil et al., 1996）。此外， hypericin 與 hyperforin 可增加數種凋亡蛋

白酶（caspase）之活性，因而誘發細胞程序性之死亡（Vantieghem et al., 1998；

Schempp et al., 2002）。 
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（二） 對細胞分化之影響 

    SJW 花與葉部位之萃取物可抑制 3T3-L1 脂肪細胞之分化（Amini et al., 

2009）。Chien et al.（2005）也指出，SJW 生物活性成分之一的 quercetin 可抑制

3T3-L1 脂肪細胞脂油滴堆積，並降低脂肪細胞分化轉錄相關因子 C/EBPα 與

PPARγ的表現。此外，quercetin 也可抑制成骨細胞（osteoblasts）之分化（Notoya 

et al., 2004）。然而，在不同的培養時間，quercetin 卻有不同的影響，在短時間刺

激下，可使人類血癌細胞株 K562 自體凋亡，但在其長時間作用下，可誘發細胞

分化（Csokay et al., 1997）。來自不同植物（桑葉）中所萃取之 quercetin 亦可誘

發人類血癌細胞株 HL-60 之分化（Kim et al., 2000）。 

 

（三） 對脂肪代謝之影響 

    SJW 花與葉部位之萃取物會引起 3T3-L1 成熟脂肪細胞之胰島素抗性（Amini 

et al., 2009）。注射 SJW 萃取物於高膽固醇血症大鼠體內，可降低血中總膽固醇、

三酸甘油酯及低密度脂蛋白膽固醇（low density lipoprotein cholesterol, LDL-C）

含量，並增加高密度脂蛋白膽固醇（high density lipoprotein cholesterol, HDL-C）

（Zou et al., 2005）。另外，SJW 及其成分之一的 hyperforin 會降低肝癌細胞株

HepG2 細胞中膽固醇合成相關基因的表現，並增加葡萄糖運輸及糖解作用相關

基因的表現（Krusekopf and Roots, 2005）。除此之外，quercetin 可增加糖尿病大

鼠之葡萄糖耐受性，降低血中的膽固醇與三酸甘油酯含量，且可增加其肝臟中葡

萄糖激酶的活性（Vessal et al., 2003）。Quercetin 也可藉由抑制胰島素受體酪胺酸

激酶催化其受質，進而破壞胰島素所調控的脂質生成作用（Shisheva and Shechter, 

1992）。於大鼠肪細胞實驗中，quercetin 可與腎上腺素形成協同作用，經由增加

細胞膜磷脂質的甲基化，進而促使脂肪細胞之脂解作用（Kuppusamy and Das, 

1994）。 
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（四） 其他影響 

    目前 SJW 正被積極地應用於輕度至中度憂鬱症治療，其作用機制是藉由抑

制多種自突觸間隙（synaptic gap）至神經元（neuron）中的神經傳導物質再吸收，

增加突觸間隙中神經傳導物質的濃度，包含血清素（serotonin）、正腎上腺素

（norepinephrine）、多巴胺（dopamine），並調控數種離子通道，因而抑制 GABA

與麩胺酸所調節的反應（Chatterjee et al., 1999；Müller, 2003），而一般抗憂鬱症

藥劑即是依作用機制分為單胺氧化酶（monoamine oxidase, MAO）抑制劑、正腎

上腺素回收抑制劑（norepinephrine reuptake inhibitor）與選擇性血清素回收抑制

劑（selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI），藉以改善患者的焦慮、睡眠障礙

等心理及生理活動（Linde, 2009；Stough and Scholey, 2013）。 

    SJW 成份之一的 hypericin 可抑制 3T3 纖維母細胞之蛋白脂小體

（proteoliposome）內的 Na+, K+-ATPase 活性，進而影響細胞膜之通透性

（Chaloupka et al., 1999），也可抑制 PKC（Takahashi et al., 1989）及數種生長因

子所誘發的蛋白質激酶之活性（de Witte et al., 1993；Agostinis et al., 1995）。於

人類腸道上皮細胞實驗中，hyperforin 被證實可藉由 MAPK 路徑而誘發免疫反

應相關因子 IL–8 的表現（Zhou et al., 2004），此外，SJW 萃取物也可誘發肝臟

中細胞色素（cytochrom, CYP） P450 3A4 及其異構酶（1A2、2C9 等）之活性，

因而與其他用藥產生交互作用，如精神障礙用藥–amitriptyline（Johne et al., 

2002）、呼吸系統用藥–茶鹼（theophylline）（Nebel et al., 1999）及抗凝血製

劑–Warfari（Yue et al., 2000）等。研究指出，SJW 及其成份 hyperforin 是經活

化 pregnane X receptor（PXR），而誘發 CYP3A4 mRNA 的表現（Moore et al., 

2000）。 
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材料與方法 

壹、 試驗材料 

一、脂肪細胞 

    本試驗細胞株採用小鼠 3T3-L1 前脂肪細胞，購自新竹食品工業研究所菌種 

中心。 

 

二、聖約翰草萃取物（St. John＇s wort extract, SJWE） 

    由中興大學農藝系鄧資新老師實驗室提供，定量之聖約翰草花之部位以甲醇

萃取並保存（2 mg/ 2 ml）。 

 

三、試驗藥劑 

    本研究所使用試劑之名稱及來源如表 2 所示： 

 

表 2 試驗藥劑 

Table 2 Reagents applied in experiments 

試劑名稱 製造公司 產品編號 

RareRNA 萃取液 真興實業公司，台中，台灣 GPR02 

10X PCR buffer BioMi, 台中，台灣 C011 

dNTP Mix ture 25mM BioMi, 台中，台灣 O040 

Taq DNA polymerase BioMi, 台中，台灣 C010 

蛋白質分析套組 

（Bio-Rad Protein Assay） 

Bio-Rad, Hercules, CA, USA 500-0006 

胰島素（insulin, Ins） Cell, San Diego, CA, USA 128-100 
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三酸甘油酯分析套組 

（Triglycerides GPO-PAP） 

Fortress Diagnostics, Antrim, 

NI, UK 

BXC0272C

胎牛血清（fetal bovine serum, 

FBS） 

GIBCO
®
, Grand Island, NY, 

USA 

10437-028 

細胞培養液 

（Dulbecco＇s Modified Eagle 

Medium, DMEM） 

GIBCO
®
, Grand Island, NY, 

USA 

31600-034 

0.1 M DTT Invitrogen, Burlington, ON, CA 460623 

Ribonuclease H（RNase H） Invitrogen, Burlington, ON, CA 18021-014 

SuperScript® III reverse 

transcriptase 

Invitrogen, Burlington, ON, CA 18080-044 

瘦體素分析套組（Mouse Leptin 

Immunoassay kit） 

R&D Systems, Minneapolis, 

MN, USA 

MOB00 

3-Isobutyl-1-methylxanthine

（IBMX） 

Sigma, St. Louis, MO, USA I7018 

合成性葡萄糖皮質素

（dexamethasone, DEX） 

Sigma, St. Louis, MO, USA D4902 

丙三醇（glycerol） Sigma, St. Louis, MO, USA G6279 

甲醛（formaldehyde） Sigma, St. Louis, MO, USA F1635 

異丙醇（isopropanol） Sigma, St. Louis, MO, USA I9516 

無水酒精（ethanol） Sigma, St. Louis, MO, USA 32221 

Dimethyl sulphoxide（DMSO） Sigma, St. Louis, MO, USA D2650 

Oil-Red O Sigma, St. Louis, MO, USA O0625 

Thiazolyl blue tetrazolium 

bromide 

Sigma, St. Louis, MO, USA M5655 
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貳、 方法 

一、脂肪細胞培養與處理 

    3T3-L1前脂肪細胞培養於3.5 cm2培養皿中，以含有10 % FBS的DMEM培養

液（DMEM-10）培養於37℃、5% CO2培養箱中。待細胞長滿於培養皿時，加入

外源性分化試劑（Ins、IBMX及DEX）誘發細胞分化，此時定義為細胞分化的第

0天，其後每兩日更換為添加胰島素的DMEM-10培養，於分化第6天，將培養液

更換為無添加胰島素的DMEM-10繼續培養，直至處理時間點時。本研究主要分

為四試驗進行，分述如下： 

    試驗一、SJW處理對3T3-L1脂肪細胞脂質堆積之影響：分別添加五種濃度

（0、0.03、0.1、0.3與1 mg/ml）之SJW於細胞培養液中，並以oil-Red O染色，觀

察細胞脂質堆積的情形及分析三酸甘油酯含量，並測試細胞存活率，取最低有效

濃度之SJW作為以下試驗之劑量。 

    試驗二、SJW處理對3T3-L1脂肪細胞能量代謝與脂肪激素相關基因表現之影

響：將脂肪細胞分別培養於添加及缺乏胰島素的培養液中，並另外添加濃度0 

mg/ml與1 mg/ml SJW，培養至分化第12天，並分析代謝與脂肪細胞分泌激素相

關基因之表現差異。 

    試驗三、SJW對3T3-L1脂肪細胞約日節律同步化及相關基因表現之影響： 

（一） SJW同步化3T3-L1脂肪細胞約日節律：取3T3-L1脂肪細胞分別以0 % 

FBS、0 % FBS並添加SJW（1 mg/ml）及50 % FBS之培養液處理2小時，

經此同步化作用後第1及8小時，分別萃取RNA，經由RT-PCR分析，比

較Per2基因表現量之差異。 

（二） SJW對不同分化階段之3T3-L1脂肪細胞約日節律同步化之影響：將分化

第2、4、6、8天的3T3-L1脂肪細胞分別以0 % FBS、0 % FBS並添加SJW

（1 mg/ml）及50 % FBS之培養液處理2小時，經此同步化作用後第1及8

小時，分別萃取RNA，經由RT-PCR分析，比較同步化標幟基因之差異。 
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（三） SJW對3T3-L1脂肪細胞約日節律及代謝相關基因節律性表現之影響：以

0 % FBS、0 % FBS並添加SJW（1 mg/ml）及50 % FBS之培養液刺激細

胞同步化作用，經處理後第0、1、4、8、12、16、20、24、28、32、36、

40、44、48小時，分別萃取RNA，經由RT-PCR分析，確認SJW對約日節

律相關基因之影響。 

    試驗四、SJW對3T3-L1脂肪細胞Leptin分泌量及其節律性變化的影響： 

（一） SJW對3T3-L1脂肪細胞Leptin分泌量的影響：將3T3-L1脂肪細胞之培養

液更換為DMEM-0（未含血清）或DMEM-10（含10 % FBS），經15小時

後，再各別以0、1、3 mg/ml之SJW刺激，經刺激後第0、0.5、1.5、4.5、

24小時，收集培養液，經由Leptin含量分析，確認SJW對3T3-L1脂肪細

胞Leptin分泌量之影響。 

（二） 同步化對3T3-L1脂肪細胞Leptin分泌節律性變化的影響：以0 % FBS、0 % 

FBS並添加SJW（1 mg/ml）及50 % FBS之培養液刺激細胞同步化作用，

2小時候將培養液改為DMEM-0（移除血清及SJW刺激）或DMEM-10（含

10 % FBS），經刺激後第8、14、20、26、32小時，收集培養液，經由Leptin

含量分析，確認SJW對3T3-L1脂肪細胞Leptin節律性變化之影響。 

 

二、聖約翰草成份之萃取 

    取聖約翰草花之部位2 g（濕重）浸泡於甲醇中並存於4℃、72小時，將之去

除雜質，以抽氣離心機萃取濃縮，並加入甲醇2 ml，將濃度定義為1 g/ ml，分裝

後保存於-20℃。 

 

三、細胞存活率分析（MTT assay） 

    3T3-L1 前脂肪細胞培養於 96 孔盤中直至細胞長滿，移除培養液，以 1X 

Hank＇s balanced salt solution（HBSS） 清洗一次，分別添加不同濃度之 SJWE
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於細胞培養液中，培養 48 小時後，去除培養液，以 1X phosphate buffered saline 

（PBS; 3 mM KH2PO4, 9.4 mM K2HPO4, 0.15 M NaCl）清洗一次，加入 MTT 反應

試劑（0.5 mg/ ml），並於 37℃、5% CO2 培養箱中培養 4 小時，移除 MTT 反應

試劑，加入 DMSO 藉以溶解結晶，於室溫中避光反應 10 分鐘，利用酵素免疫分

析儀於波長 570 nm 下讀取吸光值。吸光值與細胞存活數成正比。 

計算公式如下： 

 

細胞存活率（%）= （ODtreatment / ODcontrol ）× 100  

 

四、Oil-Red O 染色與定量 

細胞培養於3.5 cm2培養皿中直至分化後第12天，去除培養液，以1X PBS清

洗兩次，加入10 % formaldehyde，靜置於冰上30分鐘藉以固定細胞，再以滅菌水

清洗兩次，接著加入oil-Red O染劑（0.3 % oil-Red O, 60 % isopropanol）將細胞內

脂質染色，於室溫中避光靜置30分鐘，以滅菌水清洗剩餘染劑，加入10 % glycerol

保存樣本並拍照。 

將oil-Red O染色後的樣本以滅菌水清洗兩次，加入isopropanol於室溫靜置5

分鐘藉以萃取脂質，然後收集混合均勻，利用分光光度計於波長510 nm下讀取樣

本吸光值。吸光值與脂質的濃度成正比。 

 

五、三酸甘油酯含量分析（triglyceride assay, TG） 

    細胞培養於3.5 cm2培養皿中直至分化後第12天，去除培養液，以1X PBS清

洗兩次，加入homogenizing buffer 500 μl （HB; 0.25 M sucrose, 1 mM EDTA, 5 mM 

Tris, 1 mM DTT），用細胞刮勺將細胞從培養皿上刮下，收集至離心小管中，置

於冰上，以超音波震碎均質之，再將樣品置於4℃，12,500 rpm （roter 1159, MIKRO 

22R）離心5分鐘，取上清液保存之。 
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測定三酸甘油酯濃度原理如下： 

 

Triglycerides + 3H2O              Glycerol + Fatty acids 

Glycerol + ATP                       Glycerol-3-phosphate + ADP 

Glycerol-3-phosphate + O2             Dihydroxyacetone phosphate + H2O2 

2H2O2 + 4-aminoantipyrine + 4-chlorophenol              Quinoneimine + 4H2O 

+ HCL 

 

    取樣品液10 μl與三酸甘油酯試劑1 ml混合，於37 ℃反應5分鐘，利用分光光

度計於波長500 nm下讀取樣本吸光值。吸光值與甘油的濃度成正比。細胞釋出甘

油含量濃度即以mmole/mg protein為單位，再以蛋白質分析套組測定樣品內總蛋

白質濃度，藉以定量三酸甘油酯含量。 

計算公式如下： 

TG（mmole/ mg protein）=

    
protein mg

μlOD / OD29.2 standardsample 培養液體積

 

 

六、Leptin含量分析 

    細胞培養於3.5 cm2培養皿直至分析時間點，收集培養液至離心小管中，以4

℃，1,500 xg（roter 1159, MIKRO 22R）離心3分鐘，取上清液保存之。 

    將樣品液與瘦體素分析套組之試劑混合，利用酵素免疫分析儀於波長 450 

nm 下（基準波長：540 nm）讀取樣品吸光值，再以標準曲線所得之公式藉以定

量瘦體素含量。圖 1 為 Leptin 含量之標準曲線（實驗三重複取一代表之）。 

 

Lipases 

Glycerol kinase 

GPO 

Peroxidase 
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圖 1 Leptin 含量之標準曲線。 

Figure 1 The standard curve of leptin levels. 

 

七、總RNA萃取 

    細胞培養於3.5 cm2培養皿直至分析時間點，去除培養液，以1X PBS清洗兩

次，加入Rare RNA萃取液，置於室溫5分鐘，將細胞液收集至離心小管中，加入

氯仿300 μl，混合均勻，將樣品置於4℃，12,000 rpm（roter 1159, MIKRO 22R）

離心10分鐘，取上層澄清液至新的離心小管中，添加入無水酒精1 ml，混合均勻

後置於-20℃，放至隔夜，將樣品置於4℃，14,000 rpm（roter 1159, MIKRO 22R）

離心10分鐘，去除上層澄清液，加入75 %酒精1 ml潤洗沉澱物，再置於4℃，14,000 

rpm（roter 1159, MIKRO 22R）離心5分鐘，去除上清液，置於室溫待其沉澱物乾

燥後，加入適量的DEPC H2O，並將樣品以60℃加熱5分鐘，以溶解離心小管內之

沉澱物，後將萃取之總RNA保存於-80℃中。 

 

八、相對定量反轉錄聚合酶連鎖反應（Relative quantitative reverse 

transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR） 

    首先進行反轉錄反應（reverse transcription; RT），將RNA（1.2 μg/ μl）置於
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PCR 離心小管內，加入random primer（3 μg/ μl）1 μl 的和滅菌水7 μl，混合均

勻，於70℃培養10分鐘後，將樣本置於冰上，加入5X buffer 4 μl、DTT（0.1 M） 

2 μl、dNTP（10 mM）1 μl和Superscript III RT（200 units/ μl）1 μl，混合均勻，

以25℃培養10分鐘，42℃培養52分鐘，70℃培養15分鐘，25℃培養4分鐘，最後

加入RNase H（2 units/μl）1 μl，於37℃培養20分鐘，完成反轉錄反應，將實驗樣

品cDNA保存於-20℃。 

    接著進行PCR反應，每一反應放入10X PCR buffer 2.5 μl、 dNTP（2.5 mM）

2 μl、Taq（2 units/ μl）1 μl、所需之引子一對（5 μM）各取1 μl與18S primer pair: 

competimer mix（3:7）2μl，以滅菌水將體積補足至24 μl，之後加入cDNA（RT 產

物）1μl，則總體積為25μl。反應所用引子如表3所示： 
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表3 聚合酶連鎖反應分析3T3-L1脂肪細胞基因表現之引子序列 

Table 3 Primer sequences for PCR analysis of 3T3-L1 adipocyte gene expression 

基因名稱 參考序列 

NCBI 

引子序列 

（5’→ 3’） 

片段長度

（bp） 

Adiponectin NM_009605.4 F : AAGGACAAGGCCGTTCTCT  

R : TATGGGTAGTTGCAGTCAGTTGG 

219 

aP2 NM_024406.2 F : CACCTGGAAGACAGCTCCTC 

R : CTCTCTGACCGGATGGTGAC  

203 

Bmal1 NM_007489.4 F : TTCTCCAGGAGGCAAGAAGA 

R : TTGCTGCCTCATCGTTACTG 

200 

Clock NM_007715.6 F : TGCCAGCTCATGAAAAGATG 

R : CGCTGCTCTAGCTGGTCTTT 

199 

HSL NM_010719.5 F : CCCAGGCTCACAGTTACCAT  

R : GCTCTCCAGTTGAACCAAGC  

403 

Leptin NM_008493.3 F : AGCAGTGCCTATCCAGAAAGT  

R : ATTCTCCAGGTCATTGGCTAT  

250 

Per1 NM_011065.4 F : GGGAGCTCAAACTTCGACTG 

R : TCGGATGTGATATGCTCCAA 

205 

Per2 NM_011066.3 F : AGAGTGTGGTGTCCCTCACC  

R : ATGTGCAGCCAGAACTTCCT  

203 

Perilipin NM_175640.2 F : GATCGCCTCTGAACTGAAGG 

R : GATCCACATGGCCAGAGAGT 

418 

PPARγ NM_011146 F : TTGAGTGCCGAGTCTGTGGGGATAA  

R: CAGGGAGGCCAGCATCGTGTAGA 

674 

Rev-erbα NM_145434.4 F : CTTCCGTGACCTTTCTCAGC  

R : CAGCTCCTCCTCGGTAAGTG 

235 
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九、統計分析 

本實驗以測定項目所得數據，使用統計軟體 Statistics Analysis System（SAS）

進行分析。試驗二先以 Two-way analysis of variance（Two-way ANOVA）進行分

析，再以 Least squares means（LS means）比較組間平均值之差異顯著性。其餘

試驗皆以一般線性模式（General Linear Model）進行 Tukey’s test 檢定組間之差

異，其中，試驗三再進一步以 CircWave v1.4 軟體分析約日節律基因表現型態。

統計結果以 P < 0.05 表示有顯著差異；P < 0.01 表示有極顯著差異。 
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結果與討論 

 

試驗一、SJW 處理對 3T3-L1 脂肪細胞脂質堆積之影響 

    過去已有研究指出，SJW 對前脂肪細胞具抑制分化之能力，其最低有效劑

量約為 0.03 mg/ml（陳，2006；Amini et al., 2009）。為瞭解 SJW 對脂肪細胞脂質

蓄積的影響，並決定其於後續試驗作用之有效劑量，故而，本試驗中，以分化第

8 天之 3T3-L1 脂肪細胞為試驗材料，分別利用不同濃度之 SJW 處理，持續培養

至分化第 12 天，並進行分析。 

 

一、 脂肪細胞外觀形態 

    不同濃度 SJW 處理對 3T3-L1 脂肪細胞形態之實驗結果（圖 2）顯示，未經

SJW 處理之對照組，脂肪細胞內油滴數目多且分布均勻，而經濃度為 0.3 或 1 

mg/ml 之 SJW 處理之組別，脂肪細胞內油滴數目明顯減少。 

 

二、Oil-Red O 染色與定量 

    Oil-Red O 為親脂性染劑，可將脂肪細胞內之油滴染為紅色，當脂肪細胞內

油滴堆積愈多，則 Oil-Red O 染色程度愈深。脂質染色（圖 3A）與定量分析（圖

3B）結果發現，隨著 SJW 濃度之提高，其油滴堆積之情形也隨之下降，但統計

上並不顯著。 

 

三、三酸甘油酯含量之比較 

    脂肪細胞中之油滴以三酸甘油酯為儲存型式，故可以其含量作為脂質堆積

能力的判定。圖 4 結果顯示，SJW 劑量之提高，三酸甘油酯含量會微幅下降，

但統計上並不顯著。 
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四、細胞存活率分析 

    MTT 為一種可接受氫離子的黃色染劑，在活細胞粒線體中琥珀酸脫氫酶

（succinate dehydrogenase, SDH）作用下，可使 tetrazolium 裂開，生成藍紫色

formazan 結晶，堆積於細胞中，而死細胞因缺少 SDH 故無此功能，formazan 結

晶生成量與活細胞數成正比，故可以 MTT assay 作為細胞存活率之指標。有鑒於

本試驗所需最低有效劑量與前人研究結果有所差異，因而以細胞存活率評估 SJW

對脂肪細胞脂質堆積能力之抑制作用是否為高劑量所造成之毒性作用，圖 5 結果

顯示，當 SJW 濃度達 3 mg/ml 時，細胞存活率顯著受到抑制，顯示對細胞已產

生毒性。 

    綜合試驗一結果顯示，SJW 可改變細胞形態，降低脂質堆積，唯 oil-Red O

與三酸甘油酯含量在統計上並不顯著。 

 

試驗二、SJW 處理對 3T3-L1 脂肪細胞能量代謝與脂肪激素

相關基因表現之影響 

    脂質蓄積量可受諸多脂肪細胞脂質代謝與油滴結構的基因表現所調控

（Brown, 2001；Farmer, 2006），同時，也與成熟脂肪細胞所分泌之細胞激素息

息相關（Attie and Scherer, 2009；Lago et al., 2009）。 

 

一、 SJW 對 3T3-L1 脂肪細胞之脂質代謝相關基因 mRNA 表現的影

響 

    PPARγ是脂肪細胞關鍵轉錄因子，當其活化轉錄時，會促使許多攸關脂肪細

胞的脂質堆積能力與形態的變化有關的基因表現（Farmer, 2006）。aP2 能調節脂

肪細胞之脂質及葡萄糖代謝作用（Boord et al., 2002）。Perilipin 對於三酸甘油酯

的儲存與脂解作用的調控扮演重要角色（Brasaemle, 2007）。HSL 則為脂解作用
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中主要的脂質分解酵素之一（Kraemer and Shen, 2002）。 

    藉由 RT-PCR 分析結果（圖 6）顯示，SJW（1 mg/ml）處理組細胞，在有或

沒有胰島素添加下，除了 aP2 mRNA 外，PPAR、Perilipin 與 HSL mRNA 的表

現皆較對照組細胞低。胰島素處理可增加脂肪細胞 PPAR（Vidal-Puig et al., 

1997）、aP2、Perilipin 與 HSL（McTernan et al., 2002）mRNA 的表現，而 aP2

基因之調節區域促進子（enhancer）具有 PPAR結合序列（Graves et al., 1992），

所以可能因此 PPAR也促進 aP2 mRNA 表現。在胰島素添加培養環境下，SJW

可使細胞中， PPAR、HSL 以及 Perilipin 表現降至與未添加胰島素處理之細胞

相同。指出 SJW 除了可能透過先前所見在沒有胰島素存在下降低細胞基因表現

外，可能也可以阻止胰島素的訊息傳遞（signal transduction）（Richard et al., 

2012），而抑制胰島素促進這些基因的表現。而於同時添加胰島素與 SJW 處理之

細胞，aP2 mRNA 表現受抑制程度並未如 PPAR、Perilipin 與 HSL 表現，顯示

SJW 抑制胰島素訊息傳遞作用並不影響 aP2 mRNA 表現。 

 

二、SJW 對 3T3-L1 脂肪細胞之脂肪細胞分泌激素基因 mRNA 表現的 

   影響  

Adiponectin 能調節動物體內能量的平衡（Gimeno and Klaman, 2005）；Leptin

則與攝食、脂肪儲存、能量代謝（Trayhurn and Rayner, 1996；Ahima and Flier, 2000）

以及生理時鐘（Laposky et al., 2006）有關。由圖 7 結果顯示，在有或沒有添加

胰島素的情形下，SJW 皆可顯著抑制 Adiponectin 與 Leptin mRNA 的表現。而胰

島素處理可增加 Leptin 與 Adiponectin mRNA 的表現。有趣的是，在胰島素存在

的情形下，SJW 抑制 Leptin mRNA 表現的作用明顯減弱。這樣的反應與 PPAR、

Perilipin 以及 HSL mRNA 在同樣處理條件下的反應（圖 6）明顯不同。由表 4 可

知，對於 Leptin 表現量的影響，SJW 與胰島素產生交感作用，可能是因為胰島

素可增加 Leptin 的表現量（Hardie et al., 1996），使得 SJW 抑制 Leptin 表現量的
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效果受到折抵，而在無胰島素存在下，此作用可正常發揮。同時，如試驗一結果

所指，SJW 可抑制脂肪細胞脂質堆積脂功能，亦即細胞儲存之能量減少，也與

文獻所言，當動物體缺乏能量時，Leptin 表現則會受到抑制之結果相符（Beckerr 

et al., 1995；Boden et al., 1996；Ahima and Flier, 2000）。 

    綜合試驗二結果顯示，SJW 可抑制 3T3-L1 脂肪細胞脂質代謝相關基因

mRNA 表現，並且減少脂肪細胞分泌激素 Adiponectin 與 Leptin mRNA 的表現，

而 SJW 的此種作用會受到胰島素存在與否的影響。 

 

試驗三、SJW 對 3T3-L1 脂肪細胞約日節律同步化及相關基

因表現之影響 

    由上述實驗結果可知，SJW 可影響 3T3-L1 脂肪細胞之代謝功能。過去已有

諸多報告指出，約日節律系統也參與了調控生物體中代謝之過程（Eckel-Mahan 

and Sassone-Corsi, 2009；Rutter et al., 2002；Huang et al., 2011），因此，進一步瞭

解於 SJW 處理後，於代謝過程中之約日節律表現型態是否有差異。 

 

一、SJW 同步化 3T3-L1 脂肪細胞約日節律 

    同步化作用可使細胞皆處於相同生理時間點，以觀察細胞約日節律之變化。

至今，已有多數細胞培養實驗利用高濃度血清（50%血清）處理，使約日節律相

關基因同步化（Nagoshi et al., 2004；Garbarino-Pico et al., 2007；Nakahata et al., 

2008；Okazaki et al., 2010）。 

    由圖 8 結果顯示，同步化標幟基因-Per2 於 50 %血清處理下，處理 1 小時後，

表現量明顯提升，並於第 8 小時降至低點，與文獻相符（Balsalobre et al., 1998），

而 SJW 處理組，也與之結果相同，相較於此，0 % FBS 於處理 1 小時後，則無

法提升 Per2 mRNA 表現量。 
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二、SJW 對不同分化階段之 3T3-L1 脂肪細胞約日節律同步化之影響 

    由於脂肪細胞分化過程，細胞形態相異，為比較不同分化時期，同步化效果

是否有差異，將分化第 2、4、6、8 天的 3T3-L1 脂肪細胞分別以 0 % FBS、0 % FBS

並添加 SJW 及 50 % FBS 之培養液處理兩小時，經此同步化作用後第 0、1、8

小時，萃取 RNA，經由 RT-PCR 分析，比較同步化標幟基因之差異。 

    由圖 9 結果所知，同步化標幟基因之一 Per1 mRNA 表現量，於分化第 6 天，

同步化後第 8 小時，0 % FBS 處理組顯著低於其他處理組，其餘各時間點或分化

階段之不同，所有組別間統計上皆無顯著差異。此結果並無如文獻所示，Rat-1 

Fibroblast 於處理後第 1 小時提升，並於第 8 小時降至低點（Balsalobre et al., 

1998），但與 Otway et al.（1998）實驗結果相符，其以高濃度血清刺激 3T3-L1

脂肪細胞之同步化作用，Per1 表現量無明顯差異，Per2 則有明顯的節律變化，

故此差異，也許是因實驗材料不同所致。 

    圖 10 結果所示，Per2 mRNA 表現量於血清刺激後第 1 小時，分化第 2 天，

SJW 與 0 % FBS 之 Per2 mRNA 表現量皆顯著高於 50 % FBS，分化第 4 天各處

理組則無顯著差異，分化第 6、8 天之 SJW 與 50 % FBS 處理組皆顯著高於 0 % 

FBS。血清刺激後第 8 小時，分化第 2 天之 Per2 mRNA 表現量，0 % FBS 高於

SJW，SJW 又高於 50 % FBS，分化第 6 天，50 % FBS 高於 SJW，SJW 又高於 0 

% FBS，並達統計上顯著之差異，分化第 4 天與第 8 天各處理組則無顯著差異，

其中，分化第 2 天之結果，與估計結果相反，推測或許是因為 3T3-L1 前脂肪細

胞誘發分化時，需添加 DEX，而有報告指出 DEX 可使 3T3-L1 脂肪細胞約日節

律相關基因受到改變（Aoyagi et al., 2005；Barnea et al., 2013），分化第 2 天也許

仍受殘餘之 DEX 影響而有此結果。 

 

三、SJW 對 3T3-L1 脂肪細胞約日節律及代謝相關基因節律性表現之 

    影響 
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    周邊組織之約日節律系統主要受到中樞生理時鐘與攝食所影響（Damiola et 

al., 2000），當組織接收訊號後，改變細胞之約日節律相關基因表現，產生不同生

理反應，如分化或代謝作用，使組織部分活動具有節律性變化。本試驗取 3T3-L1

脂肪細胞各別以 0 % FBS、SJW 及 50 % FBS 之培養液處理後，於不同時間點進

行約日節律、代謝及細胞激素相關基因表現分析。於處理後第 1 小時，SJW 與

50 % FBS 處理之細胞 Per2 mRNA 表現量皆顯著高於 0 % FBS（圖 11A）。後續

時間點進一步以軟體（CircWave v1.4）分析結果（圖 11B）所示，細胞經 SJW

處理後，Per2 表現之振幅（波峰與波谷之差）較 0 % FBS 與 50 % FBS 為大。

於處理後第 1 小時，SJW 與 50 % FBS 處理之細胞 Bmal1 mRNA 表現量皆顯著

高於 0 % FBS（圖 12A）。後續時間點以 CircWave v1.4 分析結果（圖 12B）顯示，

細胞經 SJW 處理後，Bmal1 表現之振幅與 50% FBS 相差無異，而此兩組之振幅

皆小於 0 % FBS。於處理後第 1 小時，SJW 與 50 % FBS 處理之細胞 Rev-erbα 

mRNA 表現量皆顯著高於 0 % FBS（圖 13A）。後續時間點由 CircWave v1.4 分析

結果（圖 13B）所示，SJW 相較於 50% FBS 處理，有較平穩的週期；而相較於

0 % FBS，則有較大的振幅。 

SJW 可使 Per2 與 Rev-erbα節律表現型態在振幅高於 0 % FBS，而 Bmal1 則

是 0 % FBS 之振幅高於 SJW 與 50 % FBS，可能是因為在約日節律調控機制中，

位於上游基因的 Bmal1 可誘發 Per2 的轉錄作用，Per2 可再進行負回饋作用，抑

制 Bmal1 的表現（Shearman et al., 2000； Lee et al., 2001；Akashi and Takumi, 

2005；Sato et al., 2006），此外，Rev-erbα也具負回饋作用，進而抑制 Bmal1 的轉

錄作用（Preitner et al., 2002；Sato et al., 2004；Triqueneaux et al., 2004），故當 SJW

提高 Per2 與 Rev-erb α表現時，兩基因也藉由負回饋作用，抑制 Bmal1 之表現。 

    在代謝相關基因的部分，於處理後第 1 小時，SJW 與 50 % FBS 處理之細胞

PPARγ、HSL 與 Perilipin mRNA 表現量皆顯著高於 0 % FBS 處理（圖 14A 至圖

14C）。由圖 14 可知 SJW 與 50 % FBS 可影響代謝相關基因的節律性表現。 



 

45 
 

在脂肪細胞分泌激素基因方面，圖 15A 至圖 15B 結果顯示，於處理後第 1

小時，SJW 與 50 % FBS 處理之細胞 Adiponectin 與 Leptin mRNA 表現量皆顯著

高於 0 % FBS 處理。於處理後之中後期，50 % FBS 則顯著高於另外兩組。由此

結果可知，SJW 與 50 % FBS 可影響脂肪細胞分泌激素基因之表現，但 SJW 雖

一開始可提高 Adiponectin 與 Leptin 之表現，在中後期卻無此結果，也許是因其

本身會抑制 Adiponectin 與 Leptin 之故（圖 7）。 

    綜合試驗三結果顯示，SJW 具使脂肪細胞生理時鐘同步化的能力，但此能

力會受到分化時期所影響，此外，SJW 可影響 3T3-L1 脂肪細胞約日節律相關基

因之振幅或週期，並改變代謝與脂肪細胞分泌激素相關基因節律性變化的表現

量，這些可能是 SJW 影響脂肪細胞代謝功能的路徑之一。 

 

試驗四、SJW 對 3T3-L1 脂肪細胞 Leptin 分泌量及其節律性

變化的影響 

    由於試驗二實驗結果顯示，SJW 可抑制 Leptin mRNA 表現量，且此效果在

胰島素不存在情況下更為明顯，故進一步探討在不同濃度血清培養或藉由同步化

作用情況下，SJW 對 Leptin 節律性分泌量之影響。 

 

一、SJW 對 3T3-L1 脂肪細胞 Leptin 分泌量的影響 

    因脂肪組織長期以來被認為其功能僅為能量儲存，但 Leptin 的發現，更證

實脂肪組織不只可蓄能，其分泌之激素還參與調控能量平衡、神經內分泌及免疫

功能的調控。 

    圖 16 結果顯示，10 % FBS 之 Leptin 基礎分泌量（0 小時）顯著高於 0 % FBS，

相較於基礎分泌量，無論 SJW 的有無，隨著時間增加，0 % FBS 之 Leptin 分泌

量僅有些微提升，10 % FBS 之 Leptin 分泌量則為明顯上升。於 0 % FBS 培養環
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境下，處理後 24 小時，3 mg/ml SJW 處理組之 Leptin 的分泌顯著低於 0、1 mg/ml

之組別。於 10 % FBS 培養環境下，處理後 4.5 小時，3 mg/ml SJW 處理組之 Leptin

的分泌顯著低於 0、1 mg/ml 之組別，處理後 24 小時，SJW 濃度提高，Leptin 分

泌量也隨之顯著降低。血清之有無可能是影響 SJW 降低 Leptin 分泌量效果的因

素，因文獻指出，Leptin 可受動物體營養狀態所調控，當動物體缺乏能量時，Leptin

表現則會受到抑制（Beckerr et al., 1995；Boden et al., 1996；Ahima and Flier, 

2000），而當缺乏血清時，處於低營養份的環境，Leptin 分泌量受抑制，此時若

給予 SJW，則 SJW 抑制 Leptin 的效果不易顯現，但當血清存在，細胞處於可正

常分泌 Leptin 的狀態，此時處以 SJW，則抑制效果得以發揮。 

  

二、同步化對 3T3-L1 脂肪細胞 Leptin 分泌節律性變化的影響 

    Leptin 不單影響能量調控，其本身也具節律性變化，與生理時鐘相互影響，

進而影響生物體本身之活動。故此，以約日節律同步化，探究其對 Leptin 分泌

之影響。 

    在同步化後 8 小時（細胞培養於 DMEM-0 中），SJW 處理組之 Leptin 分泌

量顯著低於其他兩組，隨時間增加，0 % FBS 與 SJW 處理組之 Leptin 分泌量有

些微增加，兩組間無顯著差異，但 50 % FBS 之 Leptin 分泌量則隨之大幅提升，

並於各時間點顯著高於其他兩處理（圖 17）。 

    由圖 16 結果可知，血清有無可影響 SJW 抑制 Leptin 分泌之作用，故將培養

條件更換為同步化後之細胞培養於 DMEM-10 中，進一步觀察約日節律同步化對

Leptin 分泌之影響。圖 18 結果顯示，同步化作用後，隨著時間增加，0 % FBS

與 50 % FBS 處理組之 Leptin 分泌量隨之顯著提升，SJW 處理組之 Leptin 分泌量

則有些微增加。於同步化後各時間點，SJW 處理組之 Leptin 分泌量顯著低於其

他兩處理。或許同步化可提升 Leptin 之分泌，雖然根據試驗三結果，SJW 具同

步化之能力，但由於 SJW 也可抑制 Leptin 表現（圖 7），故即使同步化作用本身
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可提升 Leptin 分泌量，卻不敵 SJW 抑制 Leptin 之能力。 

    由上述結果進一步探討，SJW 對細胞分泌 Leptin 之抑制作用是否因不同時

間點而有異。圖 19 結果所示，0 % FBS 處理之細胞，隨著時間增加，Leptin 分

泌之增加量為持續下降的趨勢。SJW 處理同步化後，細胞 Leptin 分泌的增加量

逐漸下降，於 26 至 32 小時時，不若 0 % FBS 處理之結果，而是停止下降，趨

於平緩。細胞經 50 % FBS 處理同步化後，Leptin 分泌之增加量逐漸下降，並於

26 至 32 小時時，逐漸提升，但統計上並不顯著。 

    綜合試驗四結果顯示，細胞經 SJW 處理可抑制 Leptin 之分泌。此外，此抑

制作用會隨時間而有週期性之變化。 
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結  論 

    由細胞形態觀察、oil-Red O 染色及三酸甘油酯含量分析結果顯示， SJW 可

降低 3T3-L1 脂肪細胞之脂質堆積。脂肪細胞代謝與脂肪細胞分泌激素相關基因

之表現結果顯示，添加 SJW 之脂肪細胞代謝相關基因（PPARγ、Perilipin、HSL）

表現量顯著低於對照組；而對於脂肪細胞分泌激素基因- Leptin 而言，SJW 可使

其基因表現量下降，且在胰島素移除時，抑制效果更為明顯。 

    脂肪細胞生理時鐘同步化與約日節律相關基因表現試驗中，同步化標幟基因

-Per2 經 SJW 或 50 % FBS 處理後，表現量於第 1 小時增加，並在第 8 小時降至

低點。此外，SJW 與 50 % FBS 的處理，可提高約日節律基因（Per2、Bmal1、

Rev-erb α）之節律性表現強度，增加代謝相關基因（PPARγ、HSL、Perilipin）節

律性表現，並在處理初期提高脂肪細胞分泌激素（Adiponectin、Leptin）的表現，

於中期開始降低其表現。 

    Leptin 分泌量分析實驗中，於 10 % FBS 培養環境下，SJW 處理使細胞 Leptin

分泌量顯著低於對照組；於 0 % FBS 培養下，需經較長時間、高劑量作用，SJW

處理之細胞 Leptin 分泌量顯著低於對照組。經 50 % FBS 處理之 Leptin 分泌量，

隨時間增加，有明顯的提升，並顯著高於 SJW 與 0 % FBS。若細胞經同步化作

用後，培養於 10 % FBS 環境中，SJW 處理之細胞 Leptin 分泌量顯著低於其他兩

組，且 Leptin 分泌之增加量因不同時間點而有異。 

    綜合上述結果，SJW 可抑制脂肪細胞脂質代謝之功能，並影響約日節律及

脂質代謝相關基因的節律性變化與 Leptin 分泌量，同時，SJW 調控脂肪細胞功

能之能力可受培養環境（血清或胰島素添加與否）所影響，而 SJW 對脂肪細胞

代謝功能之影響是否藉由改變約日節律作為調控路徑之一，有待進一步的實驗去

釐清。若能找出其作用機制，更可有效率地控制脂肪組織的發育，在代謝疾病的

治療，提供標的性的改善，或是減少畜產動物脂肪量，提高飼料效率，並降低飼

養成本。 
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圖 2 SJW 處理對 3T3-L1 脂肪細胞形態之影響。分別以 0、0.03、0.1、0.3、1 mg/ml

之 SJW 添加至 3T3-L1 脂肪細胞（分化第 8 天）之培養液中，每 2 天換一次

培養液，4 天後觀察細胞型態。放大倍率皆為 100 倍。 

Figure 2 Effects of St. John’s wort extracts on morphology of 3T3-L1 adipocytes.

0 mg/ml 0.03 mg/ml 

0.1 mg/ml 0.3 mg/ml 

1 mg/ml
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圖 3 SJW 處理對 3T3-L1 脂肪細胞脂質蓄積之影響。分別以 0、0.03、0.1、0.3、

1 mg/ml 之 SJW 添加至 3T3-L1 脂肪細胞（分化第 8 天）之培養液中，每 2

天換一次培養液，4 天後進行 oil-Red O 脂質染色與定量分析。A：oil-Red O

染色之結果；B：油脂染色後定量結果。 

Figure 3 Effects of St. John’s wort extracts on lipid accumulation of 3T3-L1 

adipocytes. Lipid accumulation was detected by oil-Red O staining (A) and 

quantified by OD510 detection (B). Values are means ± SEM, n=2, the difference 

among treatments were not significant.  

0 mg/ml          0.03 mg/ml       0.1 mg/ml         0.3 mg/ml        1 mg/ml 
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圖 4 SJW 處理對 3T3-L1 脂肪細胞三酸甘油酯含量之影響。分別以 0、0.03、0.1、 

    0.3、1 mg/ml 之 SJW 添加至 3T3-L1 脂肪細胞（分化第 8 天）之培養液中， 

    每 2 天換一次培養液，4 天後進行三酸甘油酯含量分析。 

Figure 4 Effects of St. John’s wort extracts on triglyceride content of 3T3-L1 

adipocytes. Values are means ± SEM, n=2, the difference among treatments were 

not significant. 
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圖 5 SJW 濃度對 3T3-L1 脂肪細胞之細胞存活率之影響。分別以 0、0.1、0.3、 

1、3、10、30 mg/ml 之 SJW 添加至 3T3-L1 前脂肪細胞之培養液中，2 天後

以 MTT assay 進行細胞存活率分析。 

Figure 5 The effect of St. John’s wort extract concentration on the viability in 3T3-L1 

adipocytes. Values are means ± SEM, n=3, a-c: values in the same bar with 

different superscript letters were significantly different (P＜0.05).  
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圖 6 SJW（S）與胰島素（I）添加對 3T3-L1 脂肪細胞之代謝相關基因 mRNA 表  

    現之影響。取 3T3-L1 脂肪細胞，分別添加不同組合的 SJW 及胰島素，2 天 

    後抽取總 RNA，由 RT-PCR 偵測脂肪細胞代謝相關基因 mRNA 表現量  

    （PPARγ、aP2、Perilipin 與 HSL），以 18S rRNA 為內源控制組。 

Figure 6 Effects of St. John’s wort extracts (S) and insulin (I) on the expressions of   

    metabolism-related genes of adipocytes. Values are means ± SEM, n=2, **: they  

were highly significant different between SJW and SJW(-) (P＜0.01), ﹢: they  

were highly significantly different between insulin and insulin(-) (P＜0.01). 
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圖 7 SJW（S）與胰島素（I）添加對 3T3-L1 脂肪細胞之分泌激素相關基因  

    mRNA 表現之影響。取 3T3-L1 脂肪細胞，分別添加不同組合的 SJW 及胰島 

    素，2 天後抽取總 RNA，由 RT-PCR 偵測脂肪細胞分泌激素基因 mRNA 表 

    現量（Adiponectin 與 Leptin），以 18S rRNA 為內源控制組。 

Figure 7 Effects of St. John’s wort extracts (S) and insulin (I) on the expressions of  

    adipokine genes of adipocytes. Values are means ± SEM, n=2, *: they were  

significantly different between SJW and SJW(-) (P＜0.05), **: they were highly  

significant different between SJW and SJW(-) (P＜0.01), ﹢: they were highly 

significantly different between insulin and insulin(-) (P＜0.01). 
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表 4 SJW 與胰島素添加對 3T3-L1 脂肪細胞之代謝以及分泌激素相關基因 mRNA 

    表現之影響 

Table 4 Effects of St. John’s wort extracts and insulin on the gene expressions of  

metabolism and adipokine in adipocytes 

 Insulin  

 - + P-value 

 SJW(-) SJW SJW(-) SJW SJW Insulin SJW＊Insulin

PPARγ1,2 0.9239 0.6956 1.2321 0.9050 0.0003 0.0004 0.0980 

aP22 1.1981 1.1315 1.5442 1.5147 0.1011 ＜.0001 0.4580 

Perilipin1,2 1.1628 0.9512 1.4438 1.1853 0.0068 0.0312 0.5056 

HSL1,2 0.9078 0.7290 1.2093 0.8842 0.0004 0.0006 0.0330 

Adiponectin1,2 0.9688 0.8804 1.1219 1.0223 0.0145 0.0029 0.8177 

Leptin1,2 2.2646 1.3801 2.6264 2.3348 ＜.0001 ＜.0001 0.0014 

1: they were highly significantly different between SJW and SJW(-) (P＜0.01), 2: they were highly 

significantly different between insulin and insulin(-) (P＜0.01). 

 



 

56 
 

 

 

圖 8 3T3-L1 脂肪細胞經高劑量血清或 SJW 刺激同步化後 Per2 mRNA 表現。取  

    3T3-L1 脂肪細胞，分別以 0 % FBS、0 % FBS 並添加 SJW 及 50 % FBS 之培 

    養液處理 2 小時，經此同步化作用後第 0、1、8 小時，萃取 RNA，經由 RT-PCR 

    偵測 Per2 mRNA 表現量，以 18S rRNA 為內源控制組。 

Figure 8 Per2 mRNA expression in 3T3-L1 adipocytes after entrainment by serum 

shock or St. John’s wort extracts. Values are means ± SEM, n=3, a-c: values in the 

same bar with different superscript letters were significantly different (P＜0.05). 
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圖 9 3T3-L1 脂肪細胞分化期間經高劑量血清或 SJW 刺激同步化後 Per1 mRNA 

    表現比較。取 3T3-L1 脂肪細胞，分別於分化第 2、4、6、8 天，以 0 % FBS、 

    0 % FBS 並添加 SJW 及 50 % FBS 之培養液處理 2 小時，經此同步化作用後 

    第 1、8 小時，萃取 RNA，經由 RT-PCR 偵測 Per2 mRNA 表現量，以 18S rRNA  

    為內源控制組。 

Figure 9 Per1 mRNA expression in differentiation in 3T3-L1 adipocytes after 

entrainment by serum shock or St. John’s wort extracts. Values are means ± SEM, 

n=3, a-b: values in the same bar with different superscript letters were 

significantly different (P＜0.05). 
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圖 10 3T3-L1 脂肪細胞分化期間經高劑量血清或 SJW 刺激同步化後 Per2 mRNA 

    表現比較。取 3T3-L1 脂肪細胞，分別於分化第 2、4、6、8 天，以 0 % FBS、 

    0 % FBS 並添加 SJW 及 50 % FBS 之培養液處理 2 小時，經此同步化作用後 

    第 1、8 小時，萃取 RNA，經由 RT-PCR 偵測 Per2 mRNA 表現量，以 18S rRNA  

    為內源控制組。 

Figure 10 Per2 mRNA expression in differentiation in 3T3-L1 adipocytes after 

entrainment by serum shock or St. John’s wort extracts. Values are means ± SEM, 

n=3, a-c: values in the same bar with different superscript letters were 

significantly different (P＜0.05). 
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圖 11 SJW 或高劑量血清對 3T3-L1 脂肪細胞 Per2 mRNA 約日節律表現型態之影 

響。取 3T3-L1 脂肪細胞，以 0 % FBS、SJW 及 50 % FBS 之培養液處理 2 

小時，經刺激後第 0、1、4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、 

48 小時，萃取 RNA，經由 RT-PCR 分析，以 18S rRNA 為內源控制組。A： 

Per2 mRNA 表現型態；B：CircWave v1.4 軟體分析 Per2 表現型態。 

Figure 11 Effects of circadian expression patterns of Per2 in 3T3-L1 adipocytes by St. 

John’s wort extracts or serum shock. Per2 mRNA circadian expression patterns 

by RT-PCR (A) and CircWave v1.4 anlysis (B). Values are means ± SEM, n=3, *: 

they were significantly different with all experiments (P＜0.05), **: they were 

highly significant difference with all experiments (P＜0.01). 
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圖 12 SJW 或高劑量血清對 3T3-L1 脂肪細胞 Bmal1 mRNA 約日節律表現型態之 

影響。取 3T3-L1 脂肪細胞，以 0 % FBS、SJW 及 50 % FBS 之培養液處理 2 

小時，經刺激後第 0、1、4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、 

48 小時，萃取 RNA，經由 RT-PCR 分析，以 18S rRNA 為內源控制組。A： 

Bmal1 mRNA 表現型態；B：CircWave v1.4 軟體分析 Bma1 表現型態。 

Figure 12 Effects of circadian expression patterns of Bmal1 in 3T3-L1 adipocytes by 

St. John’s wort extracts or serum shock. Bmal1 mRNA circadian expression 

patterns by RT-PCR (A) and CircWave v1.4 anlysis (B). Values are means ± 

SEM, n=3, *: they were significantly different with all experiments (P＜0.05), 

**: they were highly significant difference with all experiments (P＜0.01). 
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圖 13 SJW或高劑量血清對 3T3-L1脂肪細胞Rev-erbα mRNA約日節律表現型態之影 

響。取 3T3-L1 脂肪細胞，以 0 % FBS、SJW 及 50 % FBS 之培養液處理 2 小時， 

經刺激後第 0、1、4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、48 小時，萃 

取 RNA，經由 RT-PCR 分析，以 18S rRNA 為內源控制組。A：Rev-erbα mRNA 

表現型態；B：CircWave v1.4 軟體分析 Rev-erbα表現型態。 

Figure 13 Effects of circadian expression patterns of Rev-erbα in 3T3-L1 adipocytes by St. 

John’s wort extracts or serum shock. Rev-erbα mRNA circadian expression patterns 

by RT-PCR (A) and CircWave v1.4 anlysis (B). Values are means ± SEM, n=3, *: 

they were significantly different with all experiments (P＜0.05), **: they were 

highly significant difference with all experiments (P＜0.01). 
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圖14 SJW或高劑量血清對3T3-L1脂肪細胞代謝基因約日節律表現型態之影響。 

取3T3-L1成熟脂肪細胞，以0 % FBS、0 % FBS並添加SJW及50 % FBS之培 

養液處理2小時，經刺激後第0、1、4、8、12、16、20、24、28、32、36、 

40、44、48小時，萃取RNA，經由RT-PCR分析，確認SJW對代謝相關基因 

之影響，以18S rRNA為內源控制組。A：PPARγ mRNA表現；B：HSL mRNA 

表現；C：Perilipin mRNA表現。 

Figure 14 Effects of circadian expression patterns of metabolism-related genes in 

3T3-L1 adipocytes by St. John’s wort extracts or serum shock. The mRNA levels 

were examined by RT-PCR of PPARγ (A), HSL (B) and Perilipin (C). Values are 

means ± SEM, n=3, *: they were significantly different with all experiments (P

＜0.05), **: they were highly significant difference with all experiments (P＜

0.01). 
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圖 15 SJW 或高劑量血清對 3T3-L1 脂肪細胞分泌激素基因約日節律表現型態之

影響。取 3T3-L1 脂肪細胞，以 0 % FBS、0 % FBS 並添加 SJW 及 50 % FBS

之培養液處理 2 小時，經刺激後第 0、1、4、8、12、16、20、24、28、32、

36、40、44、48 小時，萃取 RNA，經由 RT-PCR 分析，確認 SJW 對分泌激

素相關基因之影響，以 18S rRNA 為內源控制組。A：Adiponectin mRNA 表

現；B：Leptin mRNA 表現。 

Figure 15 Effects of circadian expression patterns of adipokine genes in 3T3-L1 

adipocytes by St. John’s wort extracts or serum shock. The mRNA levels were 

examined by RT-PCR of Adiponectin (A) and Leptin (B). Values are means ± 

SEM, n=3, *: they were significantly different with all experiments (P＜0.05), 

**: they were highly significant difference with all experiments (P＜0.01). 
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圖 16 SJW 對 3T3-L1 脂肪細胞 Leptin 分泌量之影響。將 3T3-L1 脂肪細胞之培養 

    液更換為 DMEM-0 或 DMEM-10，經 15 小時後（basal），再各別以 0、1、3 

mg/ml 之 SJW 刺激，經刺激後第 0、0.5、1.5、4.5、24 小時，收集培養液， 

    經由 Leptin 含量分析，確認 SJW 對 3T3-L1 脂肪細胞 Leptin 分泌量之影響。 

Figure 16 Effects of St. John’s wort extracts on Leptin release in 3T3-L1 adipocytes. 

Values are means ± SEM, n=2, a-d: values in the same bar with different 

superscript letters were significantly different (P＜0.05), 1-3: values in the same 

bar with different superscript numbers were significantly different (P＜0.05). 
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圖 17 SJW 或高劑量血清對 3T3-L1 脂肪細胞 Leptin 節律性變化的影響（細胞經 

    同步化作用後培養於 DMEM-0）。以 0 % FBS、0 % FBS 並添加 SJW 及 50 %  

    FBS 之培養液刺激細胞同步化作用，2 小時後將培養液改為 DMEM-0，經刺 

激後第 8、14、20、26、32 小時，收集培養液，經由 Leptin 含量分析，確 

認同步化刺激對 3T3-L1 脂肪細胞 Leptin 節律性變化之影響。 

Figure 17 Effects of St. John’s wort extracts or serum shock on the circadian pattern 

of Leptin release in 3T3-L1 adipocytes（Adipocytes were incubated in DMEM-0 

after entrainment）. Values are means ± SEM, n=3, a-c: values in the same bar 

with different superscript letters were significantly different (P＜0.05), 1-5: 

values in the same bar with different superscript numbers were significantly 

different (P＜0.05). 
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圖 18 SJW 或高劑量血清對 3T3-L1 脂肪細胞 Leptin 節律性變化的影響（細胞經 

    同步化作用後培養於 DMEM-10）。以 0 % FBS、0 % FBS 並添加 SJW 及 50 %  

    FBS 之培養液刺激細胞同步化作用，2 小時後將培養液改為 DMEM-10，經 

刺激後第 8、14、20、26、32 小時，收集培養液，經由 Leptin 含量分析， 

確認同步化刺激對 3T3-L1 脂肪細胞 Leptin 節律性變化之影響。 

Figure 18 Effects of St. John’s wort extracts or serum shock on the circadian pattern  

of Leptin release in 3T3-L1 adipocytes（Adipocytes were incubated in 

DMEM-10 after entrainment）. Values are means ± SEM, n=3, a-c: values in the  

same bar with different superscript letters were significantly different (P＜0.05),  

1-4: values in the same bar with different superscript numbers were significantly  

different (P＜0.05). 
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圖 19 SJW 或高劑量血清對 3T3-L1 脂肪細胞 Leptin 分泌量改變之節律表現的影 

響。以 0 % FBS、0 % FBS 並添加 SJW 及 50 % FBS 之培養液刺激細胞同步 

化作用，2 小時後將培養液改為 DMEM-10，經刺激後第 8、14、20、26、 

32 小時，收集培養液，分析 Leptin 含量，以培養時間每間隔 6 小時所得數 

值進一步計算，藉以確認同步化刺激對 3T3-L1 脂肪細胞 Leptin 分泌量改變 

之節律表現之影響。 

Figure 19 Effects of St. John’s wort extracts or serum shock on the circadian  

expression patterns of Leptin secretion change in 3T3-L1 adipocytes. Leptin 

secretion change is determined by the concentration of leptin at the beginning of  

each periods of 6 hours culture. Values are means ± SEM, n=3, a-b: values in the  

same bar with different superscript letters were significantly different (P＜0.05). 
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The effects of Saint John’s wort on the functions and the  

expression of circadian-related genes in 3T3-L1 adipocytes 

 

Ru-Yun Li 

ABSTRACT 

 

In order to improve obesity and metabolic disorders in human and feed 

conversion in domestic animals, this study attempted to explore the effects of 

functional materials on the functions of adipocytes. The experiments were performed 

to investigate the effects of Saint John’s wort extracts (SJWE) on fat accumulation, 

adipokine secretion, and biological clock of adipocytes using 3T3-L1 adipocyte 

model. Fat accumulation of adipocytes was decreased by SJWE treatments as 

evidenced by morphological observation, oil-Red O staining and triglycerides assays.  

The mRNA levels, measured by RT-PCR analysis, of lipid metabolism-related genes, 

including peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR), Perilipin, hormone- 

sensitive lipase (HSL), Adiponectin and Leptin, were lower in the SJWE-treated cells 

than those in the control cells. The inhibitory effect of SJWE on the Leptin mRNA 

level was enhanced in the absence of insulin. In addition, SJWE, mimicking the effect 

of 50% FBS, synchronized the biological clocks of adipocytes and their metabolic 

performances, as evidenced by the mRNA analysis of circadian- and metabolism- 

related genes. Finally, Leptin secretion was inhibited in the cells treated with SJWE, 

and this effect of SJWE was related to the biological clocks of cells. Taken together, 

SJWE has effects on regulating lipid metabolism, adipokine secretion, and biological 

clocks of adipocytes, and may be used for the improvement of metabolic disorders in 

human and feeding efficiency in domestic animals. 
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