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中 文 摘 要 ： 能量限制模仿劑是指某些化學或天然分子具有能量限制相仿

的作用，但不需要透過飲食限制的方式來達成。菸鹼醯胺腺

嘌呤二核苷酸(NAD+)為開發能量限制模仿劑的標的之一，它

可以藉由調控 SIRT1 的活性而能延長壽命。色胺酸、菸鹼酸

與菸鹼醯胺核苷是細胞內合成 NAD+的前趨物，它們理論上能

增加細胞內 NAD+的濃度，具有成為能量限制模仿劑的潛力，

值得進一步探討。由於色胺酸、菸鹼酸與菸鹼醯胺核苷轉化

成 NAD+分別需要 8、3及 2個酵素的催化步驟，因此，轉化

成 NAD+的能力可能不同。本研究利用人類 Hs68 纖維母細胞

作為模式，以累積性生長曲線求得細胞壽命，並以

senescence associated -galactosidase (SA- G) 活性

作為細胞衰老的生物標記，細胞內 NAD+的濃度以酸萃取結合

酵素循環呈色法測定，SIRT1 的活性則以商業化的試劑組及

偵測 P53 的乙醯化程度來測定。本計畫可以了解色胺酸、菸

鹼酸與菸鹼醯胺核苷，增加細胞內 NAD+濃度、活化 SIRT1 及

延長細胞壽命的能力，評估三者作為能力限制模仿劑的潛

力。值得一提的是，菸鹼醯胺亦為 NAD+的前趨物，但過量補

菸鹼醯胺已被證實會造成肝臟的毒性，因此，本計畫將菸鹼

醯胺摒除在外。由於目前文獻對於菸鹼醯胺核苷的研究很

少，本研究亦可作為未來研究菸鹼醯胺核苷的基礎，並且提

供 2位同學學習細胞生物的技術。 

中文關鍵詞： 能量限制模仿劑、菸鹼醯胺腺嘌呤二核苷酸、色胺酸、菸鹼

酸、菸鹼醯胺與菸鹼醯胺核苷 

英 文 摘 要 ：  

英文關鍵詞：  
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前言

能量限制模仿劑是指某些化學或天然

分子具有能量限制相仿的作用，但不需

要透過飲食限制的方式來達成。菸鹼醯

胺腺嘌呤二核苷酸(NAD+)為開發能量

限制模仿劑的標的之一，它可以藉由調

控 SIRT1 的活性而能延長壽命。色胺

酸、菸鹼酸、菸鹼醯胺與菸鹼醯胺核苷

是細胞內合成 NAD+的前趨物，它們理

論上能增加細胞內 NAD+的濃度，具有

成為能量限制模仿劑的潛力，值得進一

步探討。由於色胺酸、菸鹼酸、菸鹼醯

胺與菸鹼醯胺核苷轉化成 NAD+分別

需要 8、3、3 及 2 個酵素的催化步驟，

因此，轉化成 NAD+的能力可能不同。

本研究利用人類 Hs68 纖維母細胞作

為模式，以累積性生長曲線求得細胞壽

命，細胞內 NAD+的濃度以酸萃取結合

酵素循環呈色法測定，SIRT1 的活性則

以商業化的試劑組及偵測 P53 的乙醯

化程度來測定。以評估色胺酸、菸鹼

酸、菸鹼醯胺與菸鹼醯胺核苷前趨分子

作為能量限制模仿劑的潛力。

。

研究目的

探討色胺酸、菸鹼酸、菸鹼醯胺與菸

鹼醯胺核苷，增加細胞內 NAD+濃度、

活化 SIRT1 及延長細胞壽命的能

力，評估三者作為能力限制模仿劑的

潛力。

文獻探討

1、能量限制

能量限制(caloric restriction)是唯一在

文獻上一再重覆被驗證具有延長哺乳

類動物壽命和減少老化相關疾病發生

的飲食限制方式[Hu et al., 2011]。研究

發現能量限制可以延長包括：酵母

菌、蝙蝠、蜘蛛、圓蟲、魚類、小鼠、

大鼠、甚至是非人類的靈長類[Roth

et al. 2001; Koubova et al.2003]。能量限

制亦具有對抗代謝症候群的功能

[[Guarente 2006]]。能量限制是指減少

動物體熱量約 30%，輔以足量的維生

素和礦物質的補足，以往在廣為學者

接受之「氧化傷害-老化」學說下，一

般多認為能量限制延長壽命可能和代

謝減緩導至活性氧的降低有關。但事

實可能並非如此簡單，以

酵母菌的系統研究發現，能量限制延

長酵母的壽命反而增加酵母的呼吸，

研究發現酵母菌生長在葡萄糖限制的

培養基(0.5% glucose)，其呼吸增加為

酵母菌生長在正常培養基的 2 倍(2%
glucose)[Lin et al., 2002]。之後一連串

的研究，致使一個能量限制抗老化的

新理論形成，即所謂的 Silent
information regulatory(SIR)-媒介之基

因消音理論（SIR-mediated gene
silencing theory）[Guarente et al. 2000,
Lin et al. 2003]，在這個理論中主要牽

涉到一個長壽蛋白(在酵母稱為

SIR2；在人類為 SIRT1)，並且它的活

性可能受到 NAD+的調控。

2、 SIRT1
SIRT1 是人類細胞中 sirtuin 蛋

白的一種。sirtuins 是一群 NAD+依賴

性的去乙醯化酶(NAD+-dependent
deacetylase)的總稱，為一種高度保留

(highly conservated protein)的蛋白，從

低等的酵母菌到高等的人類都發現

sirtuins 的存在[Haigis et al., 2010;

Donmez et al., 2010; Guarente et al.
2000, Lin et al. 2003, Lin et al. 2000,
and Imai et al. 2002]。sirtuins 負責催化

蛋白的去乙醯化反應，可以調控蛋白

酵素的活性，去乙醯化反應通常會抑

制蛋白的活性。此外，sirtuin 對組蛋

白(histon)的去乙醯化和則可調控基因
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的表現，組蛋白的去乙醯化作用將抑

制基因的表現[Gurante et al. 2000]。
SIR2 即為酵母菌中的一種 sirtuin。研

究證實增加 sir2 基因的現表可以延長

酵母菌的壽命[Lin et al., 2000]，增加

sir2 基因在線蟲內表達也發現可以延

長線蟲的壽命[Tissenbaum et al.,
2001]。而能量限制則可藉由活化 SIR2
而能延長酵母的壽命。在人體中目前

被發現有七種 sirtuin 蛋白[Frye et
al.,2000]，其中SIRT1 和酵母菌的SIR2
胺基酸序列的相似度最高。愈來愈多

的證據說明，SIRT1 可能在人類中扮

演與 SIR2 相似的延長壽命角色[Hu et
al., 2011]，並且能量限制可能透過活化

SIRT1 而能延長壽命[Hu et al.,
2011]。此外，對於人類纖維母細胞來

說，亦有研究證明增加細胞 SIRT1 的

表現可以拮抗人類細胞的衰老[Huang
et al., 2008]。

3、 能增加細胞內 NAD+濃度的分子
具有作為能量限制模仿劑的潛力

能量限制模仿劑(calorie

restriction mimetic or calorie restriction
mimic；CRM)指化學分子或天然分子

具有和能量限制相同的作用，但不需

要透過飲食限制的方式[Ingram et al.,
2006; Chen et al., 2007]。目前，能量限

制模仿劑標的開發主要新方向有二，

其一是鎖定在 SIRT1 的直接活化劑，

透過 SIRT1 的活化而能達到延長壽命

的目的[Chen et al., 2007]。第二則是利

用增加細胞中 NAD+的濃度，提供

SIRT1 作為進行去乙醯化反應所需的

輔受質，進一步活化 SIRT1 的活性，

亦成為開發能量限制模仿劑的標的

[Belenky et al., 2006; Sauve et al., 2008;
Yang et al., 2011]。申請人在先前的研

究則證實一種不會被糖解反應代謝的

葡萄糖類似物 2-deoxyglucose (2-DG)

有能力藉由增加細胞內 NAD+的濃

度，進一步活化 SIRT1 活性，而能延

長人類 Hs68 細胞的壽命，故具有作為

能量限制模劑的潛力[Yang et al.,
2011]。由於 2-DG 的運用較偏向藥

品，一般對於藥品的毒性有比較深的

疑慮，因此，申請人期望尋找能更有

效率的細胞內 NAD+濃度的天然分子

或營養素，來開發抗老化的能量限制

模仿劑。目前，直接使用 NAD+直接合

成(de novo pathway)及救援合成路徑

(salvage pathway)的前趨物質，來提升

細胞內 NAD+的濃度，作為能量限制模

仿劑，來達到抗老化的作用為申請人

首選的目標。

4、 色胺酸、菸鹼酸、菸鹼醯胺及菸

鹼醯胺核苷可以轉化變成 NAD+
NAD+為活化態的維生素 B3 或

稱為菸鹼素(niacin)。菸鹼酸(nicotinic
acid; Na)和菸鹼醯胺(nicotinamide;
Nam)為維生素 B3 存在的兩種型式。

雖然兩者皆有能力經救援合成路徑轉

變成 NAD+，但研究指出菸鹼醯胺為

SIRT1 及 ADP-ribose polymerase
(PARP)等酵素的抑制劑，其抑制 SIRT1

所需的濃度約 50M[Belenky et al.,
2006]，過量補菸鹼醯胺已被證實會造

成肝臟毒性[Sauve et al., 2008]。菸鹼酸

(Na)則經過三個酵素的催化(包括：

Naprt, Nmnat 和 Nadsyn, 如圖一)可轉

變成 NAD+。菸鹼酸在臨床上主要用於

降血脂的治療，由於低劑量(30mg)的菸

鹼酸補充臨床上會產生疼痛及潮紅，

而且症狀持續約 30 分鐘，在臨床上經

常被抱怨其副作用。菸鹼醯胺核苷

(nicotinamide riboside; NR)則是新發現

之 NAD+前趨物，對微生物而言被認為

是一種維生素，目前已知存在於牛奶

中[Bogan et al., 2008]，菸鹼醯胺核苷

(NR)則需要二個酵素即 Nrk 及 Nmnat
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的催化來形成 NAD+，2013 年在美國

市面上正式有菸鹼醯胺核苷保健食品

販售。此外，色胺酸為人體的必需胺

基酸，色胺酸總共需要 8 個代謝的步

驟形成 NAD+，學者指出 60mg 的色胺

酸僅相當於 1mg 菸鹼素的作用

[Belenky et al., 2008]，因此，色胺酸轉

換成 NAD+的能力預期可能較低。

5、 人類 Hs68 細胞衰老的模式
早在 1960 年代，纖維母細胞

(fibroblast)就被發現，在體外隨著培養

的代數增加會逐漸老化，大約經過 50
代左右細胞則因完全老化而停止生

長，此種有限壽命的現象被稱為

Hayflict limit [Hayflick et. al., 1961]，此

後纖維則廣泛被運用在老化的研究上

[Yang etal., 2011]。利用纖維母細胞

(fibroblast)會衰老(senescence)時，會呈

現(1) 生長速率變慢，生長曲線趨緩(2)
細胞變大、平貼並產生許多顆粒(3)
senescence associated-β-galactosidase
(SA-βG)活性增 加，使 X-Gal 染色

變為陽性等變化，此可作為細胞老化

的標記，用以評估細胞老化的程度

[Yang et al., 2011]。此外，一些纖維母

細胞包括：WI-38, IMR-90 及 MRC-5
等已經被證實以葡萄糖限制來模擬能

量限制，並且發現能量限制可經由非

基因的調控路徑(epigenetic pathway)，
主要是經由 p16 的調控，而能延長細

胞的壽命[ Li et al., 2010 & 2011]。本計

畫以細胞 Hs68 作為衰老的細胞模

式，主要因為這株人類纖維母細胞已

商品化，容易取得。我們也曾經利用

本株細胞來評估 2-DG 作為能量限制

模仿劑的能力，並且已經發表在 SCI
期刊上[Yang et al., 2011]，而且在先前

的實驗中我們已證明 Hs68 細胞中

SA-βG 的活性，的確和細胞的年齡成

正比[Yang et. al., 2005]，顯示 SA-βG

的活性可作為理想的生物標記。利用

此 Hs68 細胞，我們也研發出新的測定

SA-βG 活性的 FDG 方法[Yang et. al.,
2004]等。

研究方法

1、細胞培養與細胞毒性試驗
人類包皮纖維母細胞 (Human foreskin
fibroblasts, Hs68)，購自國家衛生研究院

細胞庫，一般細胞培養於 DMEM(含約

0.5% glucose)，其中含有 10% (v/v)胎牛

血清（FBS），並置於含有 5% CO2 之

37℃恆溫培養箱中培養。試劑對細胞的

毒性，以 MTT 方法來測定，步驟如申

請人已發表之論文[Yang et al., 2011]。

2、細胞壽命的測定
將 Hs68 細胞培養在 10cm 的培養盤上

(1.5x105 cells per plate)。在培養基

(20mL)加入欲待測藥劑後，細胞每隔七

天次培養一次，細胞數目以細胞自動影

像計數分析儀，來計算細胞的數目和細

胞的大小。 Population doublings (PDs)
以 log2 (Nt/No)來計算，其中 Nt 代表次

培養時細胞計數的總數；No 則代表細

胞剛種到培養盤之起始數目。將同一個

處理組在每次次培養所求得之 PD 數目

累計起來，即為累積性群體倍增數，並

且作圖畫成曲線，則為累積性生長曲

線。累積性群體倍增數可作為細胞壽命

的依據。

4、西方墨點法測定細胞中 acetyl P53、
P53 及 SIRT1 表現
將細胞 pellet 加入 sample lyses buffer
( 20% SDS, 1mM PMSF)，置於冰上，

再以 sonicator將細胞震破，離心（12000,
4℃, 20 min），收集上清液，以 Bio-Rad
protein assay kit 定量蛋白質。取 40 mg
蛋白質樣品進行 SDS-PAGE 分析後，

再轉漬到 NC-membrane 上，以 5%
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non-fat block solution 進行 blocking
後，即與 first antibody (acetyl P53、P53
及 SIRT1 antibodies) over night 反應，再

與 second antibody 反應 1 小時候，以

ECL kit 冷光呈色。

5、SIRT 1 活性螢光試劑組
Human SIRT1 活性用 cyamna SIRT1
PERT-based screening assay kits 測定，

測定的步驗則參照廠商的說明書(如下)
及申請人已發表的論文[Yang et al.,
2011]。

6、NAD+濃度測定
細胞內NAD+濃度的測定的方法如申請

人投稿的論文[Yang et al., 2011]，先利

用酸萃取法將蛋白沉澱，上清液中和

後，其 NAD+的濃度再利用 an
enzymatic cycling method 來測定，並測

定蛋白濃度當作以分母，來校正細胞的

數目。簡單的說，細胞加入 500L 的
7.0% perchloric acid (ice-cold)，經過振

盪和離心(12000 g, 10min)，上清液用 3
N NaOH and 1 M phosphate buffer 來中

和。沈澱的蛋白則用適量的 1 N NaOH
回溶，然後，用商業套組測定蛋白濃

度。NAD+的濃度再利用 96-well

microplate 每孔 100L 混合液，混合液

含有 10mol Tris-HCl (pH 8.0), 0.4 

mol PES, 0.05mol MTT, 0.03 mg ADH
and 60mol ethanol with 20L cell
extracts，測定 570 nm 吸光在 10 分鐘內

增加的速率，來代表 NAD+的濃度。

結果與討論

1、 不同濃度的 Typ, NA, NAM, NR 對

細胞的毒性

(1)色胺酸細胞毒性
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(2)菸鹼酸細胞毒性
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(3) 菸鹼醯胺細胞毒性

Nicotinamide concentrations
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(4) 菸鹼醯胺核苷細胞毒性
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Nicotinamide riboside
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2、Typ, NA, NAM, NR 增加細胞內

NAD+濃度的能力

(1) 色胺酸
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(2) 菸鹼酸
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(3) 菸鹼醯胺
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(4) 菸鹼醯胺核苷

Nicotinamide riboside concentration
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3、NA, NAM, NR 對細胞壽命的影響

色胺酸因具有較強的細胞毒性且無法

增加 Hs68 細胞內的 NAD 濃度，因此，

後續評估皆摒棄色胺酸。
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4、 NA, NAM, NR 拮抗 FK866 的作用

(1) 細胞壽命

Incubation time (days)
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(2) 細胞形態

(3)拮抗 FK866 抑制 SIRT1 的作用
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(c) 菸鹼醯胺核苷
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結論

(1)本研究結果顯示菸鹼醯胺、菸鹼醯胺核苷

可以模擬葡萄糖限制，能增加人類 Hs68 細

胞中 NAD 濃度、活化 SIRT1 並延長細胞的

壽命，且有效的拮抗 FK866 的作用，顯示

菸鹼醯胺及菸鹼醯胺核苷具有作為 CRM 的

潛力。

(2)結果顯示菸鹼醯胺及菸鹼醯胺核苷增加

細胞 NAD 及延長壽命的能力皆很強，雖然

不知道機制，但菸鹼醯胺核苷似乎又比菸鹼

醯胺有更好的增加 NAD 及延長壽命的效

果。

(3) 菸鹼酸可以增加細胞內 NAD 濃度，拮抗

FK866 作用但卻無法有效延長細胞壽命，此

是否和菸鹼酸的酸性有關，或細胞存在有特

殊接受器所致，需要進一步的研究。

(4)色胺酸不會增加 Hs68 細胞中的 NAD ，

顯示 Hs68 細胞無法將色胺酸代謝成 NAD，

因此不適合用來評估色胺酸作為 CRM 的能

力。
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