
私立中山醫學院營養科學研究所碩士論文

Master Thesis雪 Graduate Institute ofNutritional Science, 
Chung-Shan 孔1edical and Dental College 

碩士論文

Master Thesis 

指導教授:劉承惡博士

Advisor : Cheng 臨 Tzu Liu, Ph. D. 

高葡萄糖濃度下補充穀氯驢胺

對于淋巴細胞之影響
The effect of glutarnine supplernentation 

on T - lyrnphocyte in high 
glucose concentration 

研究生:黃敏患

Graduate St騙豔籲儷館臨錯ui Huang 



授權書

(t專碩士論文)

本授權書所授權之論文為本人在中山醫學院學養科學研究所 87 學年度第 2 學期

取得碩士學位之論文。

論文名稱:高鵲葫糖濃度下補充穀氧蜢胺對 T-淋巴細胞之影響

口不同意

本人具有著作財產權之論文全文資料，授予行政院國家科學委員會科學技

術資料中心、國家圖書館及本人畢業學校國書館，得不限地域、時間與次

數以微縮、光碟或數位化等各種方式重製後散布發行或上載網路。

本論文為本人向經濟部智慧財產局申請專利的附件之一，請將全文資料延

後兩年後再公開。(請註明文號)

口同意 口不同意

本人具有著作財產權之論文全文資料，授予教育部指定送繳之圖書館及本

人畢業學校圖書館，為學術研究之目的以各種方法重製'或為上述目的再

授權他人以各種方法重製'不恨地域與時間，惟每人以一份為限。

土述授權內容均無須訂立讓與及授權契約書。依本授權之發行權為非專屬性發行

權利。依本授權所為之收錄、重製、發行及學術研發利用均為無償。上述同意與不同

意之欄位若未鉤遷，本人的意說舟授權。

指導教授姓名:劉承豆豆

研究生簽名 ZLμ 島
, (親筆正楷)

日期:氏國 ~j 年夕月.>!日

學號 Rg f:， 多 D7
(務必填寫)

1.本授權書於民團 85 年 4 月 10 日送請內政部著作權委員會(現為經濟部智慧財產局)

修正定稿。

2. 本黨依據教育部國家圖書館 85.4.19 台 (85)圈編字第 712 號函辦理。



簽署人須知

L 依著作輾法的規定，任何單位以網路、光碟與微縮等方式蛙合國內學街資料，均頌

先得到著作財產權人授權，請分別在兩種利用方式的同意欄內鉤選並填妥各項資料。

我鷗博碩士論文八十二學年度以前摘要資料庫及八十四學年度以後全文資料做片白

錄資料庫已上載於行政院國家科學委員會科學技術資料中心網站 www.stic.gov.tw.八

十一學年度以後摘要資料庫已上載於教育部圈家圖書館網站 www.nc1. edu.tw 0 

2. 所謂非專屬授權是指被授權人所取得的權利並非獨占性的使用權，授權人尚可將相

同的權利重稜授權給他人使用;反之即為專屬授權，如果您已簽署專屬授權書乎其

他法人或自然人，請勿簽署本授權書，著作人自後不可以主張終止本授權書，但您

仍可授權其他法人或自然人上述的行為。

3. 全國博碩士論文全文資料整合計畫的宏觀效益:

在個人方面，您的論文將可永久保存(微縮技術在理論上可保存八百年，實證已逾百

年) ，也因為您的授權，使得後進得以透過電腦網路與光碟多管道梭索，您的論文將

因而被充分利用。在圈家總體利益方面，紙本容易由影印兩造成裝訂上的傷害，圖

書館中孤本的公問陳列與外借也有破損之虞'唯有賴政府全面性的整合，借助科技

設備才能一舉完成保存與利用的全方位效益，回憶您過去尋找資料之不使經驗，學

弟與學妹確實須要您的論文與授權書。

研究生姓名:黃敏息 聯絡電話: (06) 5836098 

地址:臺南縣、善化鎮小新里 129-3 號



本論文為中山醫學院授與理學碩士學位之必備條件之一會

經中山醫學院營養科學研究所碩士論文考試委員會審查合

格及口試通過。

口試委員

彰化基督教醫院醫學研究部副研究員

私立中山醫學院營養科學研究所副教授 劉德中博士

私立中山醫學院學養科學研究所副教授 劉承慈博士

(論文指導教授)

中華民商入十入年七月



學生黃敏，惠論文題目高詩萄糖濃度下補充穀氯撞車胺對 T國淋

巴細胞之影響警其論文已經中山醫學院學養科學研究所碩

士論文考試委員會審查合格及口試通通事並由其指導教授

核閱後無誤。

指導教授:劉承慈副教授 簽名:

中華民鸝串串年 7 月



謝誌

成謝恩師差1丞豆豆博士兩年來在研究及待人處事上之指導與教

誨會使我獲益良多。文稿初成事承蒙還莖互支博士與對金史博士於

百忙之中會撥冗審閱會持正疏漏之處書使本論文史臻完善會併此衷

忱致謝。

兩年來的研究所生活會 E長謝學長盟笠、學姊全泉之指導與鼓

勵、學弟妹們之協助會以及向學們之間彼此幫忙、學習與地碼事在

此一併致上誠摯的謝意。

最後事要特別威謝父母、妹妹及弟弟在這兩年來的體諒與支持

事使我能順利完成學業 9 謹以此論文獻給我的家人、師長及好友會

一起分享這份喜悅。

黃敏惠 謹誌於

中山醫學院營養科學研究所

中華民國八十八年七月



目錄

頁次

摘要... .... ... ... .... .... .... .... ..... ... .... ... ... .... ... ... .... ... .... .... .... .... .... .... ... 適

中英文專有名詞及縮寫對照一覽表.................................... v 
壹、前言.

貳、文獻探討... .... .... .... ....‘.. .,. ... ...... ... ... '" ... '" ... ... ... ... ... ... 3 
一.T-淋巴、如胞及其對藹萄糖與穀氯蘊胺代謝作用.......... 3 

1.早淋巴細胞... '" .., ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... '" ... ... ... 3 
2.T也淋巴細胞之活化作用........................... ... ...... 6 
3. 詩為糖及毅氯瞌胺對下淋巴細胞之重要性............ 8 

二.~夷島索及其作用.. ... ..... ..... """ .. .... .. "'. .. .. ..... .一... .... ... ... ... ...... .. 的
1.姨島素......................................................... 15 
2.~夷島索接受器........................... ............... ...... 16 
3. 誦萄糖運輸系統及其調節........，........................ 20 

三.R夷島素抵抗性及相關機制...... ... ......... ...... ... ... ... '" 23 
1.換島素去敏威作用...... ... ... '" ......... .., .., '" ... ... '" 23 
2. 葡萄糖運輸裝置去敏是長作用'" ... ...... ... .,. ••• ••• ••• ••• 25 
3.六碳嘴臉代謝途徑'" '" .., ...... ... ... '" .., ... '" ... ... ... 26 

四.實驗設計原理….... ...." .... ..... .... .... .... ... ...... ...…............... 29 
五.研究目的.......................................... ......... ...... 30 

參、實驗材料.. . .. .. .. .. .. ... ..... ...... ..... .. ... .... .. ... . .. .. .... .. ... .. .. ..... .. ~.. .. .... ... " ." """ """ ". .. 到
一.化學試藥.....，...，............................................... 31 
二.儀器設備... ... ... ... .... ...….................................... 32 
三.實驗動物.............................. ,................. ......... 33 

肆、實驗方法............................................................... 34 
一.初代淋巴細胞製備...... ...... ... '" ... ... '" .., .••... .•. ... ... 34 
二.淋巴細胞之活化............... ......... ...... ...... ............ 36 
三不同葡萄糖與穀氯驢胺濃度對 ConA 活化淋巴細胞之

影響... ... ... ... .... ... ... ... ..... ... ... .... ... ... ...…... .... ... ....... 幻
四.葡萄糖運輸系統線性初速率之時間觀察... .... ...... ...... ... ... 的

五不同葡蔔糖與穀氯驢胺濃度對葡萄糖運輸系統之影響 42 
六.不同且夷島素濃度對淋巴細胞之萄萄糖運輸作用之影響 的

七.統計分析... ...... ..................... ............... ...... ...... 44 



伍、結果~ . .. .. .... ...... ...... ...... .... .. .. .. .. .. . . .... ...... ..... ..... ..... ...... ..... ...... .. . . ...... ... .. . ... ... .. .. . .. .. .. 的

一.以 ConA 當分裂原會刺激大白鼠淋巴細胞複製之最適

濃度探討... ... ... ... ... ... .... .... ... .... ... ... ... ... .... ... ... ...… 46 
平.不向葡萄糖與穀氯驢胺濃度對 ConA i舌化淋巴細胞之

影響.... ... .... ... _.. .... ... .... .... ... ... ... .... .... ... ... ..... ....….... .. 的
三葡萄糖運輸系統線性初速率之時間觀察... .,. ••• •••••. ...49 
四.不同葡萄糖與穀氯驢胺濃度對誦萄糖運輸系統之影響 49 

五.不同姨島素濃度對葡藹糖運輸系統之反應... ... ... ... ... 51 
賤、討論... ... .., '" ... ... ... '" ... ... ... ... ... ... '" ... '" ...... ... ...... ... 64 
羔、結論... ... ...... ... '" ... '" ... ... ... ... '" ... '" .., '" ... ... ... ... ... ... 73 
捌、參考文獻... '" ... '" ... ...... ... ... ... ... ... '" ... ... ... '" ... .., .... 74 

II 



摘要

在長期血糖控制不良的糖尿病及某些壓力狀態下會均

會出現高血糖的情形會且不論在糖尿病或壓力狀態下的病怠

哩普遍有高成染性併發症的問題會這可能與志者免疫功能低

下有闕，而已淋巴細胞在免疫功能中扮演重要角色。 i過去

許多研究指出會正常及壓力狀籬下會穀氯藍藍胺(glutamine)具

有免疫促進作用事但在糖尿病狀況下之作用並不清楚。故本

研究以 in vitro 研究方法警瞭解穀氯自盔按在高語詩糖濃度下

雪對巴淋巴細胞複製功能的影響。同時，鹿為在典型族島

素祿的 (target)組織/細胞會會於高血糖下出現姨島素抗性會

且過去相闋的研究報告指出書此與高血糖協同高濃度穀氯醜

胺反應之代謝產物堆積有鵲 9 故本研究之另一目的是觀察淋

巴細胞在正常及高濃度葡萄糖/穀氯昌盛胺存在下雪放島素所

謂控的葡萄糖攝取反應。實驗方法乃取大白鼠頸部淋巴結會

經密度梯度以 1.077Kg/m3 溶液離心得到淋巴細胞習以 [3日]

thymi吐lne 拼入 DNA 之速率做為複製指數會另外將淋巴細胞

經 24 hr concanavalin A 刺激後習以 silicon oil-1ayer 之方法

警來偵測胞外[H3]2社eoxyglucose 運送進胞肉之速率。結呆

顯示:淋巴細胞於高葡萄糖狀態下時事給予約 2 mM 之穀氯

瞌胺事可增加淋巴細胞之複製率，但之後隨著穀氯藍藍胺濃度

的增加會淋巴細胞複製率隨著降低。另外對於淋巴細胞藉蓊
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糖運輪象統之影響方面事給予高劑量之葡萄糖及穀氯撞車按時

事發現並不會影響淋巴細胞其葡萄糖運輪象統。而在不同且夷

島素濃度下會淋巴細胞葡藹糖的運輸作用亦不受影響。由以

上結果可知會在高血糖狀態下雪給予適量濃度的穀氯藍藍胺事

可增加淋巴細胞之複製率會進而提高免疫能力會但過高劑量

較氯驢胺的補充反而降低淋巴細胞之複製功能。的比在高血

糖狀況下會楠、充穀氯藍藍胺應注意其劑量。而由於淋巴細胞之

葡萄糖運輸速率並不受姨島素所謂控會且 GLUT-4 為目前所

知唯一受另夷島素所謂控之 GLUT isoform 曾因此淋巴細胞可

能並不表現 GLUT-4 。此外會由淋巴細胞葡葫糖運輸象統之

結果可知會高濃度之藹藹糖及穀氯驢胺造成淋巴細胞複製功

能之降低會並非由於抑制其藹萄糖運輸功能所致。
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中英文專有名詞及縮寫對照一覽表

ConA concanavalin A 刀豆素

GLUT glucose 甘ansporter 葡萄糖運輸裝置
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HBP hexosamine biosynthetic 六碳鸝胺代謝途徑

pa吐lway
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壹有前言

T-淋巴細胞在細胞免疫功能中扮演調節之重要角色。

過去許多研究指出書為達琳巴細跑複製能力事有必要保持血

清中穀氯臨胺(glutamine)濃度於生理範園 (Parry et al., 1990) 

，並且在壓力狀況下會常發現血清穀氯藍藍股濃度低下會而建

議應增加其橋充(Lacey et al.， 1990) 。目前已有多種品牌之國

產及進口強化穀氯瞌胺之營養劑於臨床上使用會並陸續有關

於臨床試驗結果之報導。然而事有關在臨床上過暈使用穀氯

醜胺可能造成之負面影響會則尚未被提出。

近來的研究報告指出會在肌肉及脂肪細胞內發現的六

碳鸝胺代謝途徑，與這些細胞姨島素抵抗性之形成霉鵝。而

來自葡萄糖代謝之 fructose吋恤phosphate 及毅氯臨胺為該途徑

之重要受質。亦即:於高血糖狀況下嘗一旦經另夷島索使得大量

藹萄糖進入細胞內亨若又同時有高暈穀氯藍藍胺加入 9 則在這

些細胞內形成高量比代謝途徑之產物。這些產物的累積會造

成細胞誦藹糖運輸系統的去敏成作用會即產生月夷島素抵抗性

(insulin resistance) 的狀態會進一步使其葡萄糖利用率下降

(Marshall et al., 1991; McClain et al., 1996) 。因此，於生理壓

力下會淋巴細胞利用葡萄糖量增加害而毅氯瞌胺在壓力下之

補充不見得需要事並且通度補充有可能影響細胞對藹萄糖利

用的情況下會高濃度穀氯普車胺有可能反而負面影響淋巴細胞



功能。

此外會本研究室曾利用動物模型觀察發現會在壓力狀

況下會雖然血液中穀氯種股濃度顯著下降雪但額外補充殼氯

驢膝，立主無法完全恢復淋巴細胞之正常功能 o 且發現壓力狀

況下，淋巴細胞對穀氯騷將之利用率下降雪轉而利用較高量

之蠶豆喜糖(張， 1997 年)。

故本研究以 in vitro 研究方法草瞭解穀氯自盔按在高第萄

糖濃度下對巴淋巴細胞複製功能的影響 T 並觀察淋巴細胞

在正常及高濃度葡萄糖/穀氯驢胺存在下會且夷島素所謂控的

詩萄糖攝取反應。
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貳可文獻探討

一.T闢琳巴知胞及其對吾吾藹糖典章是氯驢胺代謝

作用

脊椎動物之免疫系統，可保護其兔於受環境中各種

傳染性微生物侵入雪及減少病原造成傷害的防禦象統。

其中包括各式各樣可專一辨認病原體上的抗原會以及將

病房、體去除之細胞與分子。而已琳巴細胞在細胞免疫中

扮演調節中糙的角色書故本研究針對巴淋巴細胞的功能

特性加以探討。

l. T圓淋巴細胞

淋巴細胞(lymphoid cells) 由初級淋巴器官 (primary

lymphoid organs): 胸腺(thymus)和骨髓(bone marrow)所

產生。初級淋巴器官為淋巴細胞生成作用(lymphopoiesis)

的主要場所會在此事淋巴幹細胞(lymphoid stem cells)分

化為淋巴細胞會進而增殖成熟為具有功能性的細胞哩並

獲得專一性的抗原接受器會以使自後應付抗原的剝激。

接著淋巴細胞會經由血液循環會而遷移到二級淋巴器官

(secondary lymphoid organs) 。

二級淋巴器官包括其外耳其的脾臟(spleen) 、淋巴結

(lymph nodes) 會及遍佈全身但不具外耳其的淋巴組織會稱

為黏膜相關淋巴組織 (mucosal - associated lymphoid 
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tissues , MALT) 扁桃腺(tonsil)與腸道的白氏集合淋巴

結 (Pey仗 s Patches) 。二級淋巴器官可提供作用空間曾

使成熱的淋巴細胞彼此筒與附屬細胞及抗原相互作用?

並將免疫反應散播出去(Allison et al., 1987) 。

T-細胞與 B-細胞為兩種主要的淋巴細胞會其中 T酬

細胞困在胸腺中進行分化 (thymus-derived) 會故命名為

T-淋巴細胞。在不同的淋巴器官中會已細胞與 B細細胞

的比率也會有所不同:其中淋巴結含有較多的 T-細胞

會約 55-80 %脾臟含量中等，約有 40 %而白氏集

合淋巴結則含較少董事約~ 30 % (Hunt, 1987) 。由於本

實驗欲探討巳細胞的功能特性會因此選擇含量較豐富

之淋巴結作為細胞取得來源。以下針對淋巴結作概略性

介紹。

淋巴結通常住於淋巴營的匯流處書為構成身體網

路的一部分。聚集的淋巴結分佈於頸部、服下、鼠鎮都、

縱隔腔及腹腔(Tiln呵， 197 1) (國 1-1) 。保護皮膚的淋巴

結位於較表層會稱為體淋巴結(somatic nodes) 深都淋

巴結可保護呼吸道、消化道、泌尿、生殖道之黏膜表層

會稱為內臟淋巴結 (visceral nodes) 。淋巴結主要的免疫

功能為負責對抗經由淋巴系統過 j慮，來島皮膚或內表皮

(internal surface)的抗原。經由此途經過濾的抗原會導致

抗體釋放到血液循環中會並且引發局部的細胞性免疫

(cell- me吐iated immunity, CMI) (Kaufminn, 1993) 。

T 淋巴細胞具有多種的型態與功能會可區分為不

同的亞群(subpopulation) : CD 輔助型 (T -helper cell, TH) 

T 細胞可幫助 B 細胞分裂、分化及製違抗體會並可與
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闢 1-1: 大鼠淋巴結分佈筒。

Fig 1-1: Lymph node groups in the dissected adult rat. 
nodes lying dorsally are demonstrated by ref1ecting 
muscles and viscera. 
Adapted from Tilney. (1971) 
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單核吞噬細胞交互作用幫助清滅病原@毒殺型 (T

cytotoxic cell, Tc) T 細胞負責破壞被病毒或其他胞內病

房、風染的宿主細胞;以及@抑制型 (T -suppressor cell, 

Ts) T 細胞。而 T 淋巴細胞可藉由細胞一細胞闊的交互

作用會與釋放細胞激素 (cytokines)來調節免疫反應事因

此在細胞免疫反應中扮演重要的角色(Mosmann et al., 

1989) 。

2. T-淋巴細胞之活化作用

淋巴細胞在正常狀況下 9 有 90 %是處於休止狀

態。當淋巴細胞辨識到抗原呈現細胞(antigen-presenting 

ce l1s APC) 的細胞表面上會主要組織相容複合(major

histocompatibility complex, MHC)分子中的抗原性性做

事並與之結合後會即被活化(Allison et 祉， 1987) 。抗原

誘導之活化與增生亨通常發生於淋巴組織中曹而此淋巴

細胞在試管中 (in vitro)培養峙，若加入活化劑，亦可看

到活化的情形。活化劑有兩類

(1)抗原

T- 淋巴細胞在細胞膜表面具有特化的

(specia1ised)接受器 9 稱為已細胞抗厚、接受器 (T cell 

antigen receptor, TCR) 會其為雙硫鍵連結異質雙聚體

之酵蛋白質。目前已知 TCR 有兩型會F!p TCR-l (y/õ) 

與 TCR-2 (似的。 TCR 可使 T 細胞辨識各種不同的抗

原唾其與細胞表面上多性放稜合體所謂的 CD3 結合
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在一起(TCR-CD3 complex) (Clevers et al., 1988) 。兩

種型式的 TCR 在構造上很類似曾但在解剖學上的位

置則有顯著的不同:大部分的成熟胸腺淋巴細胞分

化為 TCR-2 (α/戶)會僅有少數不到 1 %的細胞表現出

TCR丹 (y/8) 會由此在二級淋巴器官及循環中會大多

數為 TCR-2 (α/告) 0 TCR-1 (y/8)細胞雖然在二級淋巴

器官及循環中含量甚夕哩然而在黏膜上皮之存量豐

富會主要功能為保護身體的黏膜表面 (Ladel et 祉，

1995) 。

TCR-2 T 細胞可再分成兩種不相重疊的細胞

群:帶有 CD4 標吉己的 T 細胞 (TH) ，其主要的功能

是輔助免疫反應哩而帶有 CD8 標記的 T 細胞 (Tc) , 

其最主要的功能則是進行毒殺作用。細胞是否具有

CD4 或 CD8 接受器 9 會限制 T 細胞與何種型式的細

胞交互作用。其中 CD4 T 細胞，可辨識第立型主要

組織相複合體分子上的特異性抗原而與之結合

(Bierer et al., 1989) 。而攜帶 CD8 標記的 Tc 細胞則

可辨認第 1 型 MHC 分子與之結合(Bjorkman et 泣，

1987) 。

當 T-淋巴細胞與抗厚、結合後會便開始分泌細胞

激素(lymphokines) (Nathan et al., 1983)以及進行細胞

複製會來調控免疫反應 (Paul et 泣， 1994) 。由於抗

房、對淋巴細胞之刺激作用會只對少部份已淋巴細胞

中具有該抗原接受器之細胞有活化作用，區比在體

外實驗之觀察中亨由單一抗房、誘發之複製反應是相

當微弱的。
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(2) 分裂原

分裂原是一群不經過專一性抗厚、辨認過程會而

車接活化淋巴細胞的分子。這在研究 T 細胞與 B 細

胞的活化十分有用。 T 淋巴細胞可被由紅菜豆所萃

取出來的植物凝集素 (phytohemagglutinin， PHA) 

(Nowell et al., 1960)以及由籠麻子所萃取出來的刀豆

索和oncanavilin A, Con A) (Moller et 仗， 197的等分裂

原所刺激(圈 1-2) 。這些分子會與 T 細胞活化有關的

表面分子會如 T 細胞接受器 CD3 結合 (Weiss et 

祉， 1984) 。在此活化過程中，輔助型細胞 (TH)會釋放

出淋巴激素- IL-2 (Smith et a1., 1980) 會立在且在細胞

表面會表現激素接受器(丘-2 receptor) (Kaye et a1., 

1984) 會此為 T 淋巴細胞複製作用所必需 (Gillis et al., 

1982) 。故有些對於觀察分裂原誘發 T 淋巴細胞複製

之研究亨是以 IL-2 與 IL刪2 receptor 之交互作用習作

為細胞複製指標(D叩per et a1., 1985) 。

由於在試管內 9 淋巴細胞對分裂原之反應很類似對

抗原刺激之反應習因此本研究以 Con A 對下淋巴細胞

之刺激為活化該細胞之方法警並以細胞複製之能力當做

其功能性之指標。

3. 葡葛糖及蒙受氯驢胺對 T闢淋巴細胞之重要性

過去研究發現 F 對於許多快速分生的細胞而言書

如 :腸上皮細胞 (enterocytes) 、網狀上皮細胞

g 



T cell 

CD3 ca 
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Va. Vß 

關 1-2: Con A 與 T-細胞接受器中的 CD3 結合事活化淋巴細胞。

Fig 1-2: Con A concomitantly Ïnteracts with the TCR/CD3 molecule 
to achieve the T cell stimulatioll. 
Adapted from Licastro et al. (1993) 
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(reticulocytes) 、血管內皮細胞 (vascular endothelial 

cells) 、腫瘤細胞(tumor cells) 、纖維母細胞(位broblasts) 、

淋巴細胞(lymphocytes) 、胸腺細胞(thymocytes) 、豆噬細

胞(macrophages)及某些垮養的細胞(cultured cells) ，其對

葡萄糖及穀氯蘊胺均有很高的利用率 (Reitzer et al., 1979; 

Brand et al., 1984; Leighton et al., 1987; Ashy et al., 1988; 

Newsholme et al., 1987, 1994) 。且比二代謝受質主要提

供細胞複製所需之能量來源以及核酸合成之前趨物質

(Newsholme et al., 1985) 。

葡藹糖經完全氧化作用事可產生大量 ATP 、二氧

化碳與水，可有效的產生能量。但在某些因氧氣供應不

足或需快速供能的生理狀況下雪則需白糖解作用

(glycolysis)產生能量。 Culvenor 等人在之前的研究報告

指出事以 Con A 活化淋巴細胞時會其葡萄糖的攝取

(uptake) 量及利用率較無活化的狀態下顯著的提高

(Culvenor and Weidemann, 1976; Brand et al., 1984) 。在

1985 年亦有學者研究指出事胸腺細胞(thymocyte)在進行

複製時習其詩詩糖的代謝較休止狀態下增加 53 倍會有

90 %的葡萄糖被利用而轉變成乳酸哩在休止狀態時則僅

有 56 % (Brand, 1985) 。

在哺乳動物體內的胺基酸池與血液中會穀氛驢胺

為含量最聾富的胺基酸會血清中生理濃度範扇約為 0.6

mmol/l (Ham and McKeehan, 1979; Hall et al., 1996) ，並

且在許多細胞生理反庭、中為必需的。包括 CD 為腎臟

氛生成作用 (ammoniagenesis)的重要基質 (Welbourne et a. , 

1986) 0 @可調節蛋白質合成 (Jepson et al., 1988; 
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Maclennan et 泣， 1987) 0 @提供氮(nitrogen)作為核苦酸

(nucleotide) 生合成之必需前趨物會如:“enoslne

triphosphate (ATP) 、 punne 、 pyrimidine 、 amlno sugar 及

其他的氯基酸(Frisell ， 1982) 0 @細胞進行稜製時之主要

燃料(Newsholme et 泣， 1985) 。特別是對於免疫細胞的

生長與功能會扮演重要的角色 (Alexander， 1993; 

Newsholme, 1996) (國 1-3) 。

Ardawi 與 Newsholme (1 983)於淋巴細胞垮養液中

添加穀氯驢胺之研究發現會在未添加葡藹糖的情況下，

穀氯驢胺之代謝產物一夭鬥冬氛酸(asparate)會隨著垮養

時間的增加而提高其濃度會且細胞中 ATP/ADP 及

ATP/AMP 比佐維持恆定狀態，顯示淋巴細胞息，利用穀

氯驢胺供能事葡萄糖並非其唯一的能量來源。並且根據

Parry闖Billings 等人(1 990)之研究發現，為達到淋巴細胞

最大複製能力，需維持血清中穀氯藍藍胺濃度於生理範雷

(約 0.6 mmo1/1) 。

由於在正常哺乳動物亨穀氯驢胺可為體內自行合

成，因此為非必需胺基酸(non岫essentia1 amino acid) 。但

在一些報告中指出雪白於在某些壓力狀態下，如敗血症

(sepsis) 、外創傷(trauma) 、嚴重燒傷 (major burn injury) 、

手街 (m句or surgery) 及嚴重急性姨臟炎 (severe acute 

pancreatitis) 的病患中雪常發現血清中穀氯驢胺濃度有

低於正常生理範麗之現象(Lacey et al., 1990; Souba et al., 

1990) ，這可能與病忠免疫功能受到抑制及併發成蕪的

發生率有關 (Burke et al., 1989) 。因此有部份研究認為雪

在壓力狀態下，會圈內生性之穀氯驢胺量不足以供免疫
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圈 1-3: 穀氯瞌胺與兔疫系統之關緣。

Fig 1-3: The utilization of glutamine in lymphocytes. 
Adapted from Brand et al. (1986) 
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系統之細胞所需會而造成免疫力低下雪因此建議應增加

補充(van der Hulst et al., 1993) 。

目前已有多種品牌之國產及進口加強穀氯驢胺營養

劑於臨床上使用會並且陸續有關於臨床試驗之報導會這

些結果整理如下

(1)在結腸手街後的病毒會供給穀氯驢胺可維持體內氮

平衡會以及改善肌肉中穀氯藍藍胺濃度 (Stehle et al., 

1989) 。

(2) 穀氯驢胺可提高燒傷病患其嗜中性球(neutrophils)對

抗細萬之功能 (bactericidal function) 會減少病患處紮

情形 (Ogle et 祉， 1994) 。

(3)在骨髓移植之病患會經靜脈管養供給穀氯瞌胺可改

善其氮平衡、減少微生物萄落之形成章降低臨床成染

的發生率，而縮短住院期 (Ziegler et a1., 1992) 。

(4)在動物實驗模式會穀氯藍藍膝的提供 3 可降低自熱休

克所引發大鼠之腸道上皮細胞死亡率哩顯示穀氯瞌胺

可維持腸道細胞生長，並在預防腸黏膜萎縮方面，扮

演係:言蔓的角色(Chow and Zhang, 1998) 。

(5)對於嚴重急性姨臟炎病患哩其給予穀氯藍藍胺雪可促進

淋巴細胞增生會降低箭發炎細胞激素 (IL揖8)的釋放會

改善病惡之免疫機能(de Beaux et al., 1998) 。
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(6) 給予多發性創傷之病患穀氯瞌胺會可降低其肺炎、

萬血症及敗血症等併發症的發生率 (Houdijk et 泣，

1998) 。

由以上可知會補充穀氯瞌按具有兔疫促進之功能會

但仍有一些未能證明其在免疫方面功能性之結果。例如:

1993 年 Xu 等人對正會動物之研究發現會給予大氣令穀

氯驢胺之元素飲食(e1ementa1 往iet) 會其細菌移位(bacteria1

translocation)之發生率為 88 %'此結果顯著高於給予標

準飲食之餵食組(13 %)。由於細菌移位作用與腸黏膜障

壁及免疫系統功能低下有關，此結果顯示會穀氯藍藍胺不

但不能預防由元素飲食所引起的免疫抑制作用會而且可

能使之惡化型國比捕充穀氯驢胺之作用仍需進一步證費

(Xu et al., 1993) 。此外，雖然有關過量精充穀氯瞌胺可

能造成細胞傷害之報告會至今尚未被提出事但有文獻指

出曾在許多蜈島素敏威性組織中 9 若有大量藹萄糖與穀

氯蘊胺同時進入細胞中，會造成六碳蜻胺代謝產物的累

積，進而影響其能量利用 (Marshall et a1. ~ 1991 )。

之前本研究室曾利用動物模型會以內毒素

(1ipopo1ysaccharide)誘發大鼠敗血痕亨來觀察壓力下會受

活化之淋巴細胞對於穀氯驢胺之需求，與正常生理狀態

下淋巴細胞對穀氯驢胺之需求有何不同，並與這些狀況

下，淋巴細胞對藹萄糖的利用率加以比較。結果發現會

雖然血液中穀氯瞌按濃度於壓力狀態下顯著下降會但額

外補充穀氯首創安並無法恢復淋巴細胞之正常功能。並發

現壓力狀態下雪淋巴細胞對穀氯藍藍膝的利用率下降會轉
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而利用較高葷的語萄糖(張， 1997 年)。因此會於生理壓力

下會淋巴細胞利用葡萄糖量增加事而殼氯蘊胺在壓力下

補充不覓得需要的情況下暫居濫加補充穀氯藍藍胺會有可

能影響細胞對於藹葫糖之利用會如此可能進一步負面影

響淋巴細胞功能。

二、月夷島索及其作用

1. Jl夷島素

展島素 (insulin) 是由姨臟中鵑氏小島 (islets of 

Langerhans) 的 ß 細胞所分泌會為一個以雙硫橋

(disulfide bridges) 達給兩串氯基酸形成的多脈脈

(polypeptide) (Brange and Langkjoer, 1993) ，是身體內

主要具有直接降低血糖功能的激素。

對於 R夷島素的分泌作用會最重要的生理調節扇

子為血漿中葡萄糖濃度。當血液中葡萄糖濃度過高時

會蘭氏小島的 β 細胞直接受葡萄糖的刺激分泌 R夷島素

事因此血糖愈高會姨島素的分泌也愈多(Jansson and 

Hel1erstro血， 1983) 。在正常狀態下會血中葡萄糖對姨

島素分泌的控制非常精確 9 因此血中葡萄糖與競島素

的濃度呈正相關性( Hedeskov, 1980 )。此外會姨島素

的分 ì~豆、亦受到其他調節廚子所影響，如:氯基酸、脂

肪酸、重肉體(ketone body)及昇糖素(glucagon) 皆會刺激

姨島素分泌會而體抑素 (somatostatin) 、腎上腺素
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( epinephrine 及 norepinephrine)等則會抑制 R夷島素的分

f倍 (Howell ， 1984; F1att et al., 1991) 。

而對於許多姨島素所作用的組織而言亨蜈島素

是一個重要的同化性激素(anabo1ic hormone) 。其在各

種組織的主要作用如下G)在脂肪組織中:可增加葡

萄糖、針離子的吸收，脂肪酸、磷酸甘油的合成及三

酸甘油站的沉積 CID 在肌肉中:可增加葡萄糖、氯基

酸、針離子及翻楚的吸收 9 肝聽及核酵體的蛋白質合

成會減少蛋白質的分解代謝@在肝臟中:可增加蛋

白質、脂肪及肝酷的合成哩減少飼體生成。另外事並

可增加細胞的生長會因此在代謝上扮演著一個非常重

要的角色(Cheatham et 泣， 1995) 。

2. 換島素接受器

月夷島素分泌後會調節上述多種代謝作用會是經

由與標的組織(target tissue)細胞耳其上的一特定購蛋白

接受器一蜈島素接受器 (insu1in receptors)相結合會而

聞始其一連串的生理作用(闊卜4) 。換島素接受器是一

個分子最約 400 kDa 的複合蛋白質 (Collier and Gorden, 

1991) 。此接受器是一個四聚體會由兩個 α (1 25 kDa)和

兩個 ß (90 kDa)酵蛋白次單位(glycoprotein subunits)所

組成事形成 α2β2 的結構(Czech，的85) 。

在大多數哺乳動物細胞中型皆可發現有放島素

接受器的表現雪並且在一些傳統上被認為是非B夷島素
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Fig 1-4: M建jor insulin responses found in various cell and 1Ïssues. 
Adapted from White and Kahn. (1993) 
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標的的細胞(non-classical targets of insulin) ，也有此接

受器的表現書包括:腦細胞 (brain cell s) 、紅血球

(erythrocytes) 、血管內皮細胞 (vascular endothe1ial 

cells) 、性腺細胞(gonadal cells) 、腎臟細胞(kidney cell) 

以及淋巴細胞(lymphocytes) 等 (Havrankova et al., 1978; 

1m et 泣， 1983; King et 泣， 1983; Saucier et 泣， 1981; 

Pitcher et al., 1995; He惜erman， 1984) 。

然而，在一些有姨島素接受器表現的組織/細胞

中，其生理作用是否受月夷島素調控會貝5 至少取決於以

下二因素:

(1) 姨島索接受器之數目 (concentration of receptors) 

在過去的研究發現不同細胞中暫且夷島索接受

器的數目有很大的差異性。例如在脂肪及肝臟細

胞中會有較多的接受器存在，約有 200多 000 個;而

每個紅血球細胞中，約只有 40 個接受器會因此對

於蜈島素的調控作用較不顯著(Caro et al., 1988; 1m 

et al., 1983) 。

(2) 姨島素接受器之次單位大小 (subunit size of 

receptors) 

之前研究發現哩在不同組織中會姨島素接受

器的大小也有所不同。當以單株抗體辨識

(recognition by monoclonal antibodies)人類及大白

鼠會不同組織中的且夷島素接受器 9 發現在不同的

組織中會換島素具有異質性(heterogeneity) (Caro et 
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al., 1988; Burant et al., 1986) 。

另夷島索接受器為一種購蛋白之大分子會其臼

及 3 次單位皆有高度糖化的現象(glycation) 。之前

研究發現 9 若無比糖化作為會則會降低姨島素之

作用。在腦細胞中會接受器之分子最較肝臟及脂

肪細胞之接受器為小事可能由於其糖化作用減少

所致會而此可能為腦細胞不受月夷島素調控之原因

( Heidenreich et al., 1983 ; Lowe et al., 1986 ) 

另外嘗嘗以單株抗體辨識來比較腦(brain)及胎

盤 (placenta)之接受器結構待會發現此兩種組織的

月夷島素接受器，主要不同在於 α"次單位(Roth et al., 

1986) 。並且在人類胎盤細胞中也發現會其姨島素

接受器結合之特性也不同於其他組織(Jonas et al., 

1986) 。

之前研究報告指出事休止狀態下的淋巴細胞

(noncytotoxic T cells)並不表現且夷島素接受器會但在經

分裂房、曹女曰 Con A , PHA 活化後會在其細胞表面則

會表現出具高親和力之姨島素接受器。且比接受器對

姨島素之親和力與許多見夷島素敏戚性組織 (insulin

sensitive tissues) ，如:肝臟 (hepatocytes) 及脂肪

伊拉ipocytes)組織的接受器類似 (Helderman and Strom, 

1977; Braciale et 祉， 1982) 。另外事許多有關月夷島素促

進淋巴細胞活化過程之研究也發現曾在以分裂房、活化

細胞 9 並有 B夷島素存在時，細胞之活化過程會因另夷島

素之存在而加強(Snow et al.多 1981) 。並且 Helderman
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於 1981 年之研究發現嘗嘗以 PHA 活化淋巴細胞會使

其在細胞膜表面有放島素接受器之表現時會會促進淋

巴細胞之能量代謝:增加細胞對錯萄糖及氯基酸的運

輸、葡萄糖及乳酸氧化作用會並使細胞更有效率的進

行複製(Helderman， 1981; Straus and Pang,l982; Snow, 

1985) 。另外事在淋巴細胞換島素接受器之相關研究方

面會 Van 等人研究指出事其接受器的兩個主要聽蛋白

次單位會分子量分別為 130， 000 及 90， 000 吐a1ton (Van et 

al., 1981) 。而活化的淋巴細胞會每個細胞約可表現

話，600 個月夷島素接受器 (Galbraith et al., 1982) 。

3. 藹藹糖運輸象統及其調節

多年來已知 9 蜈島素在清除血液中過高的菊藹

糖濃度上扮演重要的角色會而此一作用乃涉及對誦萄

糖運輸裝置(glucose transporters ， GLUT)的調節。葡萄

糖運輸裝置是一族(fami1y)相關的蛋白質，可攜帶藹萄

糖穿過細胞膜。在此運輸過程中，萬華奇糖暫時與其在

細胞膜外側之蛋白質接受器結合，立直接著被釋放至蜈

內側。

至目前為止會已分辨出七稜不同的運輸裝置

(isoforms GLUT - 1, 2, 3, 4, 5, 7) (表卜 1) ，分佈於不同

細胞。在紅血球及內皮細胞中為 GLUT-1 在肝臟細

胞中為 GLUT-2 ;在胎盤細胞中為 GLUT刁;而在肌

肉及脂肪細胞中為 GLUT-4 會此為目前所知唯一受換
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島素所調控之 GLUT isoform (Gould and Holman, 

1993) 。另外在小腸及腎臟細胞中之 Na+- glucose 

cotransporters (SGLT-l) 亦不受耳夷島素調控事可能與

小揚之吸收、腎之再吸收功能有關 (Hirayama et al., 

1996 )。

於 1965 年， Crofford 及 Renold 首先證實事姨島

素能刺激葡萄糖的運輸作用。多年來已知會在兩種主

要哺乳動物組織一肌肉及脂肪組織中 9 月夷島素可促

進其葡萄糖運輸過程曹迄今已有許多相關研究

(Simpson et al., 1986; Calderhead et 泣， 1990; Stenbit et 

泣， 1996; Olefs旬， 1999) 。在未受刺激之脂肪細胞 9 只

有少量百分比之葡萄糖運輸裝蓋在細胞膜上會而加R夷

島素至細胞則顯著增加其數目?最多可達 10 倍會且

細胞內胞器膜上之葡萄糖運輸裝笠數萬相對減少

(Cushman et al., 1980; Karnieli et al., 1981) 。由於大部

分關於R夷島素對葡詩糖運輸作用之研究會是利用脂肪

細胞及肌肉細胞進行的事故對相關機制之瞭解會目前

大多根據於此二組織方面之證據。而 Chakrabarti 等

人研究指出曾在周邊血液淋巴細胞中型有 GLUT-2 及

GLUT-3 的表現(Chakrabarti et a1., 1994) 。

月夷島素促進葡萄糖運輸之機制如下G) ~夷島索

與細胞表面特殊的接受器結合後曹會引發一連串訊息

的傳遞(Kahn， 1985) 0 ø 此訊息會促使細胞內胞器膜

上之葡萄糖運輸裝置的分子會從細胞質的分子池 (a

pool of the molecules) 中會快速移位 (translocation)

主細胞膜上 (Mehler et a1.多 1980) 0 @接著會增加細胞
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表 1-1: 蔔葫糖運輸裝置之種類及分佈麗。

Table 1-1: Tissue 出stribution of facilitative glucose transporters. 
Adapted from Krus可rnska. (1997) 



膜表面之運輸裝置數自會而促進韜萄糖進入細胞中。

這些受器分子在內噬作用 (internalization) 時被融入細

胞內哩且被再循環(recycled) (Karnie1i et al., 1981) (簡

1-5) 。

三五、月起島素誰說性及相關機制

月夷島素抵抗性(insulin resistance)是在多種病理狀態

下會發生的代謝問題 9 包括肥胖及糖尿病會並且對於

NIDDM 患者長期併發症的發生雪是一個主要的促進因子

(DeFronzo et 祉， 1982) 。另夷島素抵抗性之特徵為在血中呈

現高濃度耳夷島素會但其促進葡葛糖運輸的作用卻降低會

並且對於葡萄糖代謝的刺激作用亦發生缺損之現象。然

而另夷島素抵抗性之形成機制至今仍尚未完全暸解會許多

研究指出，可能與下列之情形有關

1. 競島素去敏是益作用

許多有關月夷島素抗性的研究指出事此狀態會造

成姨島素對葡萄糖的調節作用發生損害情形會而這些

損害可能與姨島索接受器的功能或親和力降低有關

(Olefsky et al., 1976; Wigand and Blackar吐， 1979) 。

在肥胖症病患習會維持一空腹高血月夷島素濃度

狀態 (E1ahi et al., 1982) 會但在血中單核球、脂肪細

胞、骨齊各肌及肝臟中的另夷島素接受器卻反而減少哩且
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其標的組織對農島素的敏是長度也，降低。此種衰退調節

(如wn-regulation) 即是由於蜈島素接受器內移至胞內

事而使其表函數目減少所致(Bar et al., 1979; Maegawa 

et al., 1991; Sinha et 祉， 1987) 。此種現象為在某些生

理或病理狀態如:壓力 (stress) 、肥胖症(obesity)及第

二型糖尿病 (non-insulin dependent [type II ]吐iabetes

mellitus 習NIDDM)的怠者會產生娛島素把抗性(insulin

resistance)的部分原因 (Moller et al., 1989; Cama et al., 

1990) 。

2. 轎車§糖運輸裝置去敏議作用

多年來已知書肌肉是見夷島素促進葡萬糖利用的

主要組織之一 (Randle et 祉， 1964) 事而當換島素抵抗

性發生時曹月夷島素對肌肉組織代謝的調節作用會有損

害的情形發生:肝酵合成速率降低、葡萄糖攝取減少

(Rothman et al., 1992; 1995) 。另外事在脂肪細胞之研

究中發現雪細胞內姨島索刺激葡萄糖運輸之作用有減

少的現象(Garvey et al., 1989) 。

在飲食之影響方面會 1994 年有學者研究指出會

脂肪酸(fatty acid)會抑制姨島素對葡葫糖攝取的刺激

作用事降低肝酵合成及碳水化合物之氧化事且此種抑

制作用呈現一劑量正相關性(吐ose-dependent) (Boden 

et al., 1994) 0 1996 以動物實驗模式的研究發現，當

餵食大白鼠高脂肪飲食 9 造成血漿中游離脂肪酸濃度

昇高曾在旁聽肌中會抑制糖解作用事而使換島素刺激

25 



葡萄糖攝取的作用降低(Jason et al., 1996) 

由此以上可知會姨島索抵抗性之發生會部分是

受到細胞內葡萄糖運輸裝置之調節。藹萄糖運輸裝置

去敏風作用事即被廣泛用於說明姨島素促進細胞攝取

葡詩糖的作用低下之現象。組織葡萄糖運輸系統去敏

是良作用嘴活體之主要影響在於其造成循環率統的高血

糖作用會而對原先姨島素敏成性組織/細胞而言書比

去敏威作用影響細胞的能量利用亨因而進一步影響其

功能性會例如在糖尿病病患之肌肉造成衰弱無力會或

可能對宿主免疫系統功能造成損害。

3. 六碳醋胺代謝途徑( bexosamine biosyntbetic 

pathway 會 HBP)

血糖濃度恆定性之改變哩會影響骨路肌細胞葡

萄糖運輸裝置的表現(Bourey et al.， 1990) 。關於由高血

糖造成月夷島素抵抗性的可能機制會在之前於肌肉及脂

肪細胞的研究中發現?六碳鸝胺代謝途徑(hexosamine

biosynthetic pathway, HBP)可能扮演一個重要的角色

(Marshall et al., 1991; McClain and Ctook, 1996) 。

圈 1-6 顯示會當細胞長期處於一個高血糖、高血

另夷島素的狀態時，葡萄糖會增加進入細胞的董事進而

提高轎解途徑中 fructose-ιphosphate (F -6-P)的董事當

ιιP 量過高待會會與氯基酸聚合成一個穀合物，稱

為葡萄聽按 (glucosamine) ，此聚合物會使且夷島素去敏

是良性會降低其對莓萄糖的運輸作用。另一方面亨也會

干擾其二級訊息 (secondary messenger)的傳遞哩而產生
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月夷島索抵抗性的現象。葡萄躇胺造成上述之影響事在

許多報告中皆被證實事包括對初代大鼠脂肪細胞(Chen

et a1., 1997) 、 3T3-L1 脂肪細胞(Thomson et al., 1997) 、

肌肉細胞(Robinson et al.多 1993~ Hawkins et 泣， 1997; 

Baron et al., 1995)之研究。

此高濃度藹萄糖誘發之葡藹糖運輸裝置去敏是位

作用會需要有氯基般的協同作用事其中又以穀氯驢胺

(g1utamine) 的作用最大 (Traxinget an往 Marshal1，

1989) 。此外會穀氯醜胺在細胞內與高劑量葡萄糖會經

六碳蹄胺代謝途徑產生之代謝產物的累積而導致耳夷島

素抵抗性會比代謝途徑之關鍵酵素之一為 glutamine:

fructose-6-phosphate amidotransferase 0 穀氯臨胺為此

酵素的一個受質嘗嘗以穀氯瞌胺類似物抑制該酵素活

性時哩可使細胞兔於發生由高葡萄糖所誘發之月夷島素

才底拔性。

細胞內存在之六碳螃胺代謝途徑 9 在正常狀況

下佔總前萄糖代謝的 2~3% 會其他約 97 %的詩萄糖

則經由糖解 I TCA 循環代謝。因此在正常血液葡萬

糖濃度下會經六碳醋胺代謝途徑之終產物累積量很少

?但於高血糖狀況開始時， ]，夷島素使得太愛葡葛糖進

入細胞，造成經六碳聽按代謝途徑之產物累積量相對

增加哩進一步使得細胞對且夷島素調控之敏威性低下會

以及吾吾萄糖利用率降低之後呆(Marshal1 et a1., 1991) 。
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自 Glycoprol﹒Ins
-p削eoglycans

也 Sp﹒clallzad Glycollplds 

lCMP-N-Äcetylneuraminic acid I 
- Complex Glycoprol.Ins 
- Gangllosldes 

國 1-6: 六碳臨胺代謝途徑。

Fig 1-6: Hexosamine biosynthetic pathway, HBP. 
Adapted frotn Marshall et al. (1 991) 
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四.實驗設計藤正里

本研究中對於藹萄糖運輸象統之觀察會均以葡萄

糖為受質事而以 3日標記之 2-deoxy-D鵬glucose (2幽DG)追

蹤細胞運輸葡萄糖的情形會該葡萄糖類似物利用藹萄糖

運輸裝置進入細胞中會且可被六碳聽激晦(hexokianse)

代謝為 2-deoxy-glucose-6-phosphate 並堆積於細胞內 9

比作用使得觀察者能螺利捕捉該放射性受質進入細胞內

的量(Cunningham and Cremer, 1981) 。若以放射性標記

之葡藹糖為追蹤受質事則會因其可代謝成可移出胞外之

產物，如:見。而干擾觀察結果。

於一般進行前萄糖連輸系統之活性研究時會對於

藹詩糖運輸象統之觀察會常以 3H標記之 2-deoxy-glucose

或 3-0-methylglucose 追蹤細胞運輪葡葛糖的情形。過

去有學者將由老鼠分離出之脂肪細胞習分別以 [3H]孔"

deoxyglucose 及 [14C]-3-0-methylεlucose 測試葡萄糖之運

輸速率 9 結果發現兩者在運輸速率上會並無差異存在

(Traxinger and Marshall, 1990) 事故本研究僅以 [3H]-2-

deoxyglucose 追蹤細胞運輸葡詩糖的情形。

此外為校正非專一性運輸之干擾事故本研究以 2-

deoxy-D且e月-glucose 追蹤總葡萄糖之攝取董事均將扣

除在 0.3 mM phloretin 存在下，所測得之細胞沉澱物放

射量。 Phloretin (2' , 4' ，缸， ιtrtrahydroxydihydrochalcone)
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可抑制專一性語萄糖之運輪 (specific sugar transport 

inhibitors) 哩。.3 mM 之 phloretin 可有效抑制葡萄糖運輸

系統活性(Vasianin， 1989) 。

另外事在觀察六碳醋胺受質對蓮詩糖運輸之研究

方面會主要參考過去學者在 3T3-L1 脂肪細胞之實驗設

計(Hresko et al., 1 妙的會將活化之淋巴細胞會於不同濃度

六碳曬胺受質之培養液中會添加姨島素進行預玲養會主

要目的為 R夷島素可增加細胞膜表面之葡萄糖運輸裝置，

促進藉萄糖運輸到細胞內會以利六碳酵胺之生成。將細

胞以 PBS 清洗後，再加入姨島素培養 30 分鐘會以利實

驗之觀察。

五.研究盾的

本研究主要以體外研究之模式 9 瞭解在正常及高

葡萄糖/穀氯藍藍胺濃度下雪對活化之淋巴細胞複製功能

及葡萄糖運輸象統之影響唾以及其葡萄糖運輸作用受R夷

島素調控之情形 o
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參.實驗材料

一.化學試藥;

Albumin Bovine (nitrogen content 16.0) :購島美麗 Sígma 公司

Alcohol (95 %) :購島台灣省煙酒公賣局

Antíbiotic (penicíll血: 10000 Units/ml, S甘eptomycin : 10 mg/ml) : 

購自 Biologíca1 Indus仕les

Ca1cíum Chloride Angydτous Powder (95 %) :購白日本紹和公司

Concanava1in A :購自美國 Sigma 公司

Cupríc Sulfate (98 %) :購自美國 Sigma 公司

Diagnostics :密度1.077，購自美國 Sigma 公司

D (+) - glucose :購自美國 Si伊la 公司

2- deox)心_[3時間glucose (1 mCν叫) :購車英國Amersham 公司

Fetal Bovine Serum (FBS) :購自 Hyc10ne Laboratorise, Inc 

Fo1in cioca1teu's phenol reagent :購自美國 Sigma 公司

Insulin :購自美商 Sigma 公司

L - glutamine (99 0/0) :購自美國 Si伊la 公司

Magnesium Chlori吐e (98 %):購白日本昭和公司

Phloretin :購自美國 Sí伊la 公司

Potassium Chloride (70 %) :購自美圈 Fisher 公司

Potassium Dihydrogenphosphate (99 %) :購白日本紹和公司

Potassium Hydorxide (85 %) :購島日本日召和公司
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Potassíum Sodíum Tartrate Te甘ahydrate (99.5 %) :購白日本昭和

合司

RP阻- 1640 ( without L - glutamine ) :購 tl Biølogica1 Industrise 

SiIicone fluid : Dow Coming 550 

Phthalic Acid Dinonyl Ester 購自日本昭和公司

Sodi瑚n Carbonate Decahydrate (99.5 %) :購島日本昭和公司

Sodium Ch10ride ( 99.9 % ) :購自美國 TEDIA 公哥

Sodium Hydroxide :購白日本和光公司

Sodium Phosphate Dibasic Hepthy吐rate ( 100.2 %) :購自日本紹和

公司

[ 6-H3卜 Thymidine ( 1 mCilm1 ) :購自英國Amersham 公司

Trisodium Ci世ate Dihydrate (99 %) :購自日本昭和公司

Trypan blue solution ( 0.4 % ) :購由美國 Sigma 公司

二.儀器設備:

1.無菌操作台

L缸nm缸宜。w， NUAIR Biologica1 Ssfety Cabinets 

2. 二氧化石炭恆溫器

CO2 incubator, REVCO 
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3. 冷凍離心機

Freeze cen甘ifuge， CR鈍， Hitach~ Japan 

4. 相位差顯微鏡

Phase-Con甘ast Microscope, Diophot TMD Nikon, J apan 

5. 分光光譜儀

UV - VIS Spectrophotometer, U3000, Hitach, Japan 

6. 血球計數板( Hemocytometer )，計數器 (Counter)

7. 細胞收集器

Semiautomatic Cell Harvester, Ska甘on， England 

8. 閃爍偵檢器

Liquid Scitillation Analyzer, packard 2100 TR 

9. 水浴槽

Shaker Bath BT - 150 

三.實驗動物:

自圈家斜學委員會動物中心購入 6~8 適齡 (150 ~ 200 品嘗雄

性 Wistar 大白鼠 9 飼育於標率動物室。動物飼養條件為自動空氣調

節(才臭氣率每小時 12 次)雪白動光照控制(光照/黑夜各 12 小時) ，室

溫控制於鈞。c 、相對濕度 55 %。動物餵給自來水及標準大鼠飼料(自

由取食)至動物適應環境後犧牲(體重約 200 ~ 250 g) 。
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肆.實驗方法

一.初代淋巴拿聞聽製備

(l)PBS (phosphate - buffered saline) 之製備

將下表中的成份於室溫下溶於二二次水中會溶解後以

KOH 調 pH 至 7.2 ~ 7.4會予以減齒。

本研究所使用之 PBS 組成如下:

試槃 終濃度 (g/1 ) 

NaCl 8.0 

KCl 0.2 

Na2封P04 0.24 

KH2P04 1.44 

(2) 淋巴細胞之製備

大白鼠以 CO2 犧牲後，取出頸部淋巴、緒。將取出的

淋巴結立即放入裝有無菌 PBS 的離心管中會然後用不鏽

鋼網狀研磨器將淋巴結組織撕磨碎會如此可自淋巴結釋

放出大量能存活之淋巴細胞。以濾紙將多餘脂肪及結締

組織的碎片去除，並用 PBS 將細胞洗入離心管中型均勻

混合後在 18 Oc 以 400x g 離心 10 分鐘。將沉澱下來的

細胞再懸浮於 PBS 中後，以上述條件再離心會反覆的以

同樣步驟沖洗細胞共兩次。
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將沉澱下來的細胞懸浮於 PBS 會再將所得之富含淋

巴細胞之細胞懸浮液沿著管璧會緩慢加至裝有 Ficoll -

Hypaque 密度梯度溶液(密度 1.077 kglm3)離心管中理使

該細胞懸浮液覆蓋於淋巴細胞分離液之上。將上述的離

心管以 400x g 的速度離心 15 分鐘書離心後由於比重的

不同會會在 PBS 懸浮液和密度梯度溶液之間有明顯的淋

巴細胞集中現象。

用滴管將這些集中的淋巴細胞移到另外的離心管中會

加入 PBS 使細胞懸浮後 9 再以 400x g 離心 10 分鐘會移

除上清液後會以 RPMI - 1640 沖洗沉澱在底層的淋巴細

胞會再離心的分錯後雪去除上清液會加入 1 ml RPMI -

1640 ，以滴管重複吸放數次事使細胞懸浮分散均勻會並

計算每毫升中所含細胞數目。

(3) 淋巴細胞計數之方法

將上述細胞懸浮液經適當稀釋倍數後習以 1 : 1 (v/v) 

與染色劑(trypan b1ue)均勻混合唾吸取適當量於血球計數

板上 9 置於相位差顯微鏡下觀察計數。若整個細胞被染

成藍色，則表示由於細胞棋不完整會而造成紮齊1)進入細

胞內，比代表細胞死亡。無上述情形者會員?視為存活之

細另色。

細胞總數計算方法:
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卜一 」

弘-

一

角落四大格淋巴細胞數 x 1/4 X 104 X 稀釋帶數

=每毫升細胞數

細胞存活率計算方法:

(淋巴細胞總數一細胞死亡數)/淋巴細胞總數×

100%= 細胞存活率

經上述方法所製備之淋巴細胞以 trypen blue 測定會存

活率需達的%以上。

EMFC 

T岫

二.淋巴細胞之活化

將製備出之淋巴細胞懸浮於以 RPMl -1640 為基礎之標

準培養液中，該培養液中包含終濃度 2 mM glutamine 、 10 0/0 

FBS 、 1 %抗生素(含 streptomycin 及 penicil1in) 。另外事為

活化 T 一淋巴細胞，於培養液中加入 5μg / m1 concanavalin A 

(Con A) ，根據先期試驗發現 9 此為使淋巴細胞複製率達最大

所需之最小 Con A 濃度。上述培養液於使用前以無茵通濾祺
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過濾。培養時將密度調整為 5 x 10 6 cell I ml 之細胞憨浮液

放入 75 cm2 之細胞垮養瓶中會再童入二氧化碳培養箱會於

37
0

C 會 5 % CO2 培養 24 小時備用(用於 glucose 甘組sport 之

研究)。

三.不用語詩糖與穀氯驢胺濃度對 ConA 活化淋巴

細胞之影響

本研究利用三種方法會測試不同濃度葡萄糖與穀氯驢

胺對淋巴細胞之影響。

方法一: 利用有 3H (訂扯ium)標記的社lymidine 併入細胞內

DNA 中的董事當作淋巴細胞複製的指標。每個 well

加入 0.2μCi [6 開 3H] thymi吐me 會比劑量可提供足

夠的 thymidine 滲入 DNA 亨以精確測量細胞的複製

會但卻不會引起細胞過度的放射性傷害偎night，

1987) 。

將製備出之淋巴細胞雪懸浮於培養液中，並製成

密度 2.5 x 10 6 cell I ml 之懸浮液。該培養波以

RPl\位一 1640 為基質 T 其中含有: 10 % FBS 、 1%抗

生素(含 Penicil1ine 及 S甘eptomycine)並加入促早淋

巴細胞分裂素(Con A) 5μεIml 活化 T 細胞。實驗

分為三組:第一組於培養液中不另外添加葡萄糖會

37 



但加入。至 10 mM之穀氯蘊胺仆， 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 

10 mM) ;黨二組於堵養液中另外添加 20 mM葡葛

糖，且加入 O 至 10 mM穀氯臨胺;第三組於堵養液

中另外添加 40 mM藉萄糖會以及 0 至 10 mM穀氯

驢妝。

將上述之細胞懸浮液種於 96 孔培養盤 (0.2 ml / 

well) ，並培養於二氧化碳恆溫箱中(37 OC) 。培養馮

小時後會加入[6 _ 3日]也ymidine 至培養液中，然後

繼續培養 18 小時。利用半自動細胞收集器以甲醇沖

洗，將細胞收集到玻王海纖維濾紙上會球乾後將其放

入閃爍計數瓶中曹加入 2ml 閃爍計數液。以閃爍偵

檢器檢測 1 分鐘會測定併入港、紙上之細胞內 DNA

的放射董事其放射量以 cpm 表示。

方法二: 將製備出之淋巴細胞 (2.5 x 10 6 cell / ml) ，培

養於以 RP1椏 -1640 為基質之垮養;夜會其中含有: 10 

% FBS 、 1 %抗生素(含 Penicillíne 及 Streptomycíne)

並加入促下淋巴細胞分裂素(Con A) 5μg / ml 活化

T 細胞。實驗分為四組:第一組垮養液中另外添加

20 mM之葡藹糖習但不添加穀氯瞌胺;第二組於垮

養液中另外添加 20 mM葡萄糖暫且加入 10 mM穀

氯藍藍胺;第三組及第四組於垮養液中皆不另外添加

葡萄糖會但於第四組中另外加入 10 mM穀氯驢胺。

將細胞種於 96 孔培養盤會培養於二氧化碳恆溫箱
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中的小時後 9 觀察細胞數之變化墮並檢測其蛋白質

量。由於在 RP1拉回1640 垮養液中會原來存在 10 J11M 

葡萄糖，故於額外添加葡萄糖之組別中，均已含 10

mM葡萄糖。

四.誦萄糖運輸系統線，誰初連率之時間觀察

葡萄糖之運輸速率，係以 silicone oil - layer 方法

(Pozueta et al., 1991) 會測定細胞對論萄糖攝取之初速率會於

1.5 m1離心管中測定。取方法二中所述，經過 24 小時 ConA

活化亨以及垮養後之淋巴細胞進行觀察。測定葡萄糖運輸速

率前需先製備令 silicone oil - layer 之微量離心營。製備方法

如下:每一個離心管中事先在底層加入的 μ120 %菜、糖溶

液會並於其上鋪一層 400μ1 silicone oil 混合波曾此離心管之

作用為利用比重不同，可有效將細胞及堵養液分悶。

實驗進行待會首先將細胞懸浮液及培養液會分別於 37

。C預熱 5 分鐘。實驗開始時事將已預熱之細胞懸浮液(密度為

2 x 10 7 cell /管) ，預垮養於含 25 ng / m1姨島素之 PBS (含

1 % BSA) 中會 37 oC , 30 分鐘。然後加入含 0.6μCi 之 L

a∞xy-D-e月 g1ucose (受質讀詩糖終濃度為 0.1 mM)之垮養液

會於作用時間分別為 0.5 ， 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5, 7.5, 10多 15

分鐘時結束作用之後會取出細胞懸浮液和培養液之混合液 9
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加至前述微量離心管中之 silicone oillayer 之上會接著離心 50

秒、會可使細胞沉澱豆芽、糖溶液層(離心管底部)會而垮養液仍

浮於油層上方。將離心後之1.5 m1離心管投入液態氮中會符

冷凍後將含細胞沉澱物之麓糖層剪下會置於含 0.1 N NaOH 

之試管中分解細胞。於 40C下放置隔夜以溶胞 9 然後取出部

分以閃爍計數器淇.~其中 3日放射董事另取出部分以 Lowry's 方

法定量蛋白質。細胞於不同作用時閑下會攝取受質之速率經

計算後會結果以每單位時間、每單位細胞蛋白質攝取葡萄糖

之速率表示(nmol 受質 1m血 Img. 蛋白質)。

另外事為校正因非專一性運輸裝置 (non-specific

甘anspo前的是三千投書色括:捕捉於細鮑沉澱物中之總放射量事

尚包含捕捉於細胞沉澱物闊的放射性受質會其會干擾觀察結

果事故總 2-deo月r-D-e月-glucose 之攝取最均將扣除在 0.3 mM 

ph10retin 存在下 9 所測得之如施沉澱物放射量。

(1) 龔自質濃度規!定 (Lowry et 說， 1951) : 

a. lÞ-、理

本測定靜、以 Lowry's 方法進行會利用鹼處理會使

蛋白質水解成氯基酸會而氣基酸土之-COOH可與Cu2+

作用事並藉由 Folin reagent 呈色，故可得知蛋白質濃

度。

b. 試劑配製
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Soln A : 2 % Sodium Carborate Decahydrate 

0.4 % NaOH 

0.16 % Potassium SodÍum Tar甘ate Te甘ahydrate

Soln B :是% Cupric Su1phate 

Soln C: A: B 斗。: 1 (volume) 

Soln D : Fol血一 ciocalteu's phenol reagent : 1 N NaOH 

= 1 : 1 ( volume ) 

c. 分析法

將 0.1 ml之 S缸nple 加 1ml之 SolnC 混合在 cuvette

中放置的分鐘哩再加 0.1 ml 之 Soln D 混合放置 45

分鐘後會利用分光光度計月于波長 660 nm 吸光值下哩

測定蛋白質濃度。

位.標準曲線之製作

昌己製濃度為 0， 0.25, 0.5, 0.75, 1 mg / ml 之 BSA 事

以上這方法測定。所得反應、曲線如園一。

e. 計算

欲測樣品中蛋白質含量之計算事以內插法由標準

曲線進行。

(2) 葡萄糖攝取遠率之計算方法:

利用相同濃度之受質有相同比活性而求得單位時間、

單位蛋白質之運輸，計算方法如下:

a. 取 10μl 含放射性標記之培養液會再加入 490μl
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0.1 N 之 NaOH 及閃爍計數液會以閃爍偵檢器測其

放射量( cpm) 。

b. 經由體積莫耳濃度推算出的 μl 不同葡蔔糖濃度

培養液之莫耳數。

C. 由莫耳數除以所測得之放射董即為不向藹藹糖濃度

下之比活性。

d. 由前述以 0.1 N NaOH 分解之細胞溶胞溶液中型取

出 0.5 ml 會加入閃爍計數液得放射量;另外取出 0.1

lnl 以 Lowry 法規，~得蛋白質含量。

e. 藉由 d. 測得之放射量 x c. 獲得之比活性習可推

得在不同濃度的誦萄糖存在下事其進入細胞內之莫

耳數。

E 將所得之莫耳數會除以利用 Lowry 法測得之蛋白

質量與反應之時間會即為語詩糖之運輸速率。

五.不開葡萄糖與穀氯驢胺濃度對藹藹糖運輸系統

之影響

取方法二中所述會經過 24 小時 Con A 活化會及培養之

淋巴細胞，以 PBS 清洗細胞 4 次後 9 垮養於以 RPMI - 164。

為基礎之標準堵養液中會添加 250 ng / ml 之姨島索及 1 % 

BSA 0 將實驗分為四組:第一組培養液中另外添加 20 mM 
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之葡萄糖哩但不添加穀氯驢胺;第二組於培養液中另外添加

20 mM茹藹糖 9 且加入 10 mM毅氯撞車胺;第三組及第四經

於垮養液中皆不另外添加誦萄糖會但於第四組中另外加入 10

mM穀氯瞌胺 9 在 37 oc下堵養 6 小時及 24 小峙。

細胞經上述培養後予以清洗會接著取清洗後之細胞(2

x 10 7 cel1 / ml) 分別堵養於含 O 至 250ng/ m1換島素之PBS

(含 1 % BSA) 中會 37 Oc 會 30 分鐘。然後加入 2-deo月7國D_[3月

glucose (受質葡萄糖終濃度為 0.1 m附會其作用時閑之選擇為

根據方法回中所得之結果。於結束作用之後，取出細胞懸浮

液和堵養液之混合液，利用前面所述之 silicone 0挂一 layer 及

Lowry's 方法進行觀察。細胞攝取受質之這卒經計算後會結

果以每單位時間、每單位細胞蛋白質攝取葡萄糖之速率表示

(nmol 受質 /min/mg.蛋白質)。

六.不用換島素濃度對淋巴細胞之藹藹糖運輸作

用之影響

取方法二中所述，經過 24 小時 Con A 活化，及培養之

淋巴細胞會以 PBS 清洗細胞 4 次後會垮養於以 RP孔位- 1640 

為基礎之標準培養液中會添加 250 ng / m1之姨島素及 1 % 

BSA，在 37 Oc下垮藝 6 小時。

細飽經上述垮養後予以清洗會接著取清洗後之細胞 (2
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x 10 7 cell / m1) 分別垮養於O 至 250ng/ml 姨島素之PBS(含

1 % BSA) 中， 37 oC , 30 分鐘。作用開始時會加入 2-deoxy

D-eHJ glucose (受質葡萄糖終濃度為 0.1 mM )，於結束作用

後會取出細胞懸浮液和堵養液之混合液，根據前面所述之

silicone oil - layer 及 Lowry's 方法進行觀察。細胞攝取受質

之速率經計算後會結果以每單位時間、每單位細胞蛋白質攝

取葡萄糖之速率表示 (nmol 受質/扭扭 /mg. 蛋白質)。

七.統計分析

每一數據均以 3 至 5 個測量值之平均值士標準誤差表

示。不同試驗組閑之顯著差異以 Studer說's t - test 分析之

旬<0.05) 。
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Fig.2 在le stan吐缸d curve of protein concen甘甜on.

以 Omg/ml 、 0.25 mg/m卜 0.5 mg/ml 、 0.75 mg/ml 、

1 mg/m1 濃度的 BSA 哩在波長 660nm 下測得吸光值

事以 BSA 之濃度對其吸光位作圖會求出趨勢線方程式:

y = 0.8076 x + 0.3059 (R2 = 0.995 ) 
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但.結果

一.以 Con A 當分裂原書車才激大白鼠淋巴細胞稜製

之最主道濃度探討

本研究於先期實驗會以 [3H] thymidine 併入細胞內

DNA 的量當作淋巴細胞複製率之指標，測試最適淋巴

細胞複製之 Con A 濃度。結果發現事給予不同濃度的

Con A 刺激持會淋巴細胞複製率均與不添加 Con A 之

複製率有顯著性差異。<0.05)。並且比較各個不同的 Con

A 濃度之細胞複製率會發現亦有差異性(p<0.05) ，顯示

在不同濃度之 ConA 刺激下雪會有不同的複製結果。

正常大鼠淋巴細胞於 Con A 5μg / ml (終濃度)刺

激下會垮養 48 小時，可以達到最大細胞複製率。而之

後隨著 Con A 濃度的增加會淋巴細胞複製率亦隨之下

降雪且當其濃度提升至 20μg / ml 以上時，發現細胞複

製率較無添加時為低。因此本研究皆以 ConA 5μg / ml 

濃度來活化淋巴細胞(圈一)。
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二-.不時輯錯糖與毅氯籬胺濃度對 Co盟 A 活化淋巴知

飽之影響

本研究利用三種方法來測試不同濃度萬萬糖與穀

氯驢胺對淋巴細胞之影響。首先將活化之淋巴細胞分

別培養於含有不同葡萄糖及穀氯蘊胺濃度之垮養液中

會利用 [3H]thymidine 併入細胞內 DNA 中的董 9 來觀察

不同語萄糖與穀氯瞌胺濃度對淋巴細胞複製的影響。

由於 RPMI幽 1640 培養液中，存在 10 mM 語輯糖事故於

額外添加葡萄糖之組別中會均已含 10mM 葡萄糖。

結果發現 9 添加不同濃度之穀氯驢胺 9 淋巴細胞

複製率皆顯著高於未添加穀氯蘊胺時之複製率

。<0.05) 。約在 0.5 ~ 2 mM 濃度範圈之穀氯驢胺堵養

下雪其淋巴細胞之複製率達到最大會但之後隨著穀氯

藍藍胺濃度的增加會淋巴細胞複製率會隨之下降，並且

在不同的葡萄糖濃度下(10， 30, 50 mM) ，皆發現有同樣

的現象(圖二、五、四)。而在國定的穀氯驢胺濃度下 (O~ 2, 

6, 10 mM) 習隨著培養液中葡萄糖濃度之增加哩淋巴細

胞援製率亦隨之降低。並且在不同的穀氯藍藍胺濃度下

雪皆有同樣的現象(圈五)。由以上結果可知會垮養液中

含穀氯臨按濃度 2 mM 會葡萄糖濃度 10 mM 時會為淋

巴細胞達到最大細胞複製率之培養條件。但當葡萄糖
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及穀氯蘊胺濃度皆提高時會隨著兩者濃度之增加會反

而有使淋巴細胞複製率下降之現象。

方法二為將製備之淋巴細胞分別培養於不同葡萄

糖及穀氯蘊胺濃度之堵養液中會將實驗分成四紐:第一

組為含 30 mM 誦萄糖 9 不含穀氯瞌胺;第二經為含 30

mM 輯錯糖及 10 也M 穀氯釀胺;第三組與第四組皆令 10

mM 葡藹糖 'iiñ 第四是旦另添加 10 mM 穀氯商制妥。於二

氧化碳恆溫箱培養 66 小時後 9 觀察細胞數之變化事並

檢測其蛋白質量。

由表一之結果發現雪在第三組無另外添加葡萄糖

及穀氯瞌胺之條件事在經 66 小時培養後 9 其細胞數明

顯較其他三組為低。<0.05) 。而在蛋白質量的檢測方面

墊在第二及第四組有另外添加穀氯瞌胺的條件下會細

胞蛋白質量皆顯著高於其他兩組(p<0.05) 。並且在第四

組會令 10 mM 之葡萄糖會其蛋白質量顯著高於第二組

會含 30mM 之葡萄糖。<0.05) 。

由以上結果可知書穀氯驢胺的添加會可促進淋巴細

胞之複製作用 9 但隨著所含葡藹糖濃度的增加會會使

淋巴細胞之複製率降低會此與方法一之結果相符。並

且由表一之結呆可知， [3H] thymidine 併入細胞內 DNA

中的量為淋巴細胞進行複製之結果。
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三.聶萄糖連輸系、繞線性和速率之時聞觀察

先期實驗尋求葡萄糖運輸線性初速率之反應時問

範圈。製備之淋巴細胞經 Con A 活化 24 小時後會加入

含 2個deoxy-[3H]glucose 之培養液，觀察由 0 至 15 分鐘

之各作用時間點 (0， 0.5 , 0.75 , 1, 1.5, 2, 2.5 , 3, 4, 5, 7.5 , 

10, 15 分鐘)下，葡萄糖之運輸速率。由圈六結果可知

書葡主§糖的運輸速率會隨著反應時闊的增加而增加害

顯示在這些所觀察的反應時間點，論萄糖之運輸維持

於一初速率範髓，因此本研究以下對淋巴細胞葡萄糖

連輸~統之觀察會皆以加入 2-deoxy干H]glucose 反應

7.5 分鐘會作為 glucose 之反應時悶。

四.不問誦藹糖與穀氯驢胺濃度對葡萄糖連輸系

說之影響

淋巴細胞經 ConA 活化後哩垮養於以 RPMI - 1640 

為基礎之標準培養液中告添加 250 ng / ml 之月夷島素及

1 % BSA 。並將實驗分為四紐:第一組堵發液中另外

添加 20 mM 之葡萄糖 9 但不添加 glutamine ;第二組於

垮養液中另外添加 20 mM glucose 會立加入 10 mM 
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glutamine 第三組及第四組於培養液中皆不另外添加

glucose 會但於第四組中另外加入 10 mM gl utamine 會

分別預培養 6 小時(圈七、麗八)及 24 小時(麗九、圖十)

來觀察不同濃度葡萄糖及穀氯瞌胺 9 對淋巴細胞的葡

萄糖運輸速率之影響。

關 t 之結果為總輯錯糖運輸遠率 9 未扣除經

ph10retin 抑制下之葡萄糖運輸速率會而藺入之結果則

為淨葡萄糖運輸速率會已扣除經 phloretin 抑制下之語

詩糖運輸速率。由蹋七與商八之結果發現，在第二及

第四季且，另外添加 10 mM glutamine 之條件下雪淋巴細

飽對葡請糖之i運輸速率會顯著高於第一及第三組之無

另外添加穀氯驢胺者(p<0.05) 。顯示穀氯驢胺的添加可

促進淋巴細胞的語萄糖運輸。立主由第二組 (30 mM 

glucose)及第四組(1 0 mM glucose)之結果發現會淋巴細

胞之葡萄糖運輸作用會在不同葡萄糖濃度下會並無顯

著性差異。

而麗九及商十分別為未扣除經 phloretin 抑制下之

總葡葫糖運輸速率會及己扣除經 phloretin 抑制下之淨

葡葫糖運輸速率。在商九之結果顯示警在第二及第四

組會另外添加 10 mM glutamine 之條件下會淋巴細胞對

葡萄糖之運輸速率會亦顯著高於第一及第三組之無另

外添加穀氯藍藍胺者 (p<O.05) 。而麗十之結果在扣除經
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phloretin 抑制下之淨葡藹糖運輸迷率後會四組閑之語

詩糖運輸速率會並無統計上之顯著差異會但在第二及

第四組會另外添加穀氯藍藍臉的條件下會其葡葛糖之運

輸仍有高於其他兩組之趨勢。此現象與商七、商入經

預垮養 6 小時之結呆相似。

五.不同農島素濃度對霸詩糖運輪系統之反應

淋巴細胞經活化後會在不同濃度蜈島素(0 ， 1 ， 10 ，

25, 100, 250 ng/ml)下預玲養 30 分鐘會然後加入含以 2-

deoxy干H]glucose 標記之葡萄糖的堵養液會來觀察淋巴

細胞在不同濃度之另夷島素事對葡萄糖運輸速率之反

應。由圈十一之結果可發現曹淋巴細胞在添加不同姨

島素濃度下會不論是總葡藹糖運輸速率(未扣除經

phloretin 抑制下之葡替糖運輸速率)或淨誦萄糖運輸速

率(已扣除 phloretin 抑制下之藹萄糖連輸速率)會皆與無

E夷島素存在下沒有差異。
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攝一.大白鼠淋巴細胞於不同 ConA 濃度之淋巴援製率。

Fig. 1 The proliferatíon rate oflymphocytes from rats in the 

presence of various concentration of Con A 

96 wells 培養盤，每個 well 約含 5x 10 5 個細胞數，以不同 Con

會垮養 48 小

時後 9 加入e日] thymidine 再繼續玲養 18 小時會 j員，1 3H 併入細

胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表示重覆做 5 個 wells 會

μg / ml 終濃度)A 濃度刺激紗， 2.5, 5，凹， 20, 40 

數據表示方式為平均值±標準誤差。

丸 b， c, d , e, f: 相同符號之數據闊無顯著差異(P<0.05) 。
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圖二.大白鼠琳巴細胞於 10 mM葡萄糖及不同濃度穀氯瞌胺

之淋巴細胞複製率。

Fig. 2 The proliferation rate of lymphocyte from rats in the 

presence of 10 mM glucose and various concentra世on

of g1utamine. 

96 wells 培養盤會每個 well 約含 5x 10 5 個細胞數會培養液以

RPI\必1640 為基質會其中含有 10 % FBS 、 1 %抗生素會另外

添加 O 至 10 mM glutamine (0多 0.5 ， 1, 2, 4, 6, 8, 10 mI\旬，垮養 48

小時後曹加入[3月 thymidine 再繼續培養 18 小時會測 3H 併入

細胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表示愛覆做 10 個 wells

會數據表示方式為平均值±標準誤差。

先 b， c，位， e, f: 相同符號之數據闊無顯著差異(P<0.05) 。
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團主.大白鼠淋巴細胞於 30 mM葡萄糖及不同濃度穀氯瞌胺

之淋巴細胞複製率。

Fig. 3 The proliferatíon rate of lymphocyte from rats in the 

presence of 30 mM glucose and vaτious concent宜的onof

glutamine. 

96 wel1s 垮養盤，每個 wel1約含 5x 10 5 個細胞數，培養液以

RPl\ι1640 為基質事其中含有 10 % FBS 、 1 %抗生素會另外

添加 20 mM glucose 及 O 至 10 mM glut缸血泊紗， 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 

10 mM)'培養馮小時後，加入[3H] thymi曲時再繼續堵養 18

小時，測 3H 併入細胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表示

愛護做的偈 wells 會數據表示方式為平均值士標準誤差。

先 b， c，往，e， f: 相同符號之數據闊無顯著差異。<0.05) 。
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觀四.大白鼠淋巴細胞於 50 mM葡萄糖及不同濃度穀氯驢胺

之淋巴細胞複製率。

Fig. 4 The proliferation rate of lymphocyte 企om rats in the 

presence of 50 mM glucose and various concentration of 

glutamine. 

96 wells 垮養盤，每個 well 約含 5x 10 5 個細胞數，堵養;夜以

RP1岱1640 為基質事其中含有 10 % FBS 、 1 0/0 抗生素事另外

添加的mM glucose 及 0 至 10 mM glutamine 紗， 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 

10 m1\峰會培養馮小時才支書加入[到 thymidine 再繼續垮養 18

小時，測 3日併入細胞內 DNA 之輩以 cpm 表示。每個點表示

重覆做 10 個 wells 'J數據表示方式為平均值±標準誤差。

a, b, c, d 兵， f :相同符號之數據闊無顯著差異。<0.05) 。
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圈五.大白鼠淋巴細胞於不用葡萄糖及穀氯蘊胺濃度之淋巴

細胞複製率。

Fig. 5 The proliferation rate of lymphocyte from rats in the 

presence of various concentration 'of glucose and glutamine. 

葡萄糖濃度為 10多 30， 50 mM ，穀氯自盔胺濃度為 O~ 2多 6， 10 

mM o 數據取自圖二、國三、圈四。

a, b, C :相間符號之數據間無顯著差異。<0.05) 。
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表一.不同葡萄糖及穀氯蘊胺濃度對活化淋巴細胞數目及蛋白質含量之影響。

Fig. 1 The effect of various concentra:世on of glucose and glutamine on number and 

protein content of activated lymphocytes. 

組>>11 細胞數目 (x 10 5個)/well 蚤白質心的/well

1 24 士 0.3 a 

2 8.93 士 0.498 a 44 士1.9 b 

3 6.22 主 0.312 b 25 士 0.9 a 

4 8.95 :t 0.266 a 56 士 0.5 c 

96 wel1s 培養盤，每個 wel1約含 5x 10 5 個細胞數哩堵養液以 RPMI

為基質習其中含有 10 % FBS 、 1% 抗生素。組別 1: [g1u] = 30 mM, [gln] 

=OznM; 組別 2:[g1u] = 30 mM, [gln] = 10 mM;組別 3 : [g1u] = 10 mM, 

[glnJ = 0 mM;組另IJ 4:[g1吋= 10 tnM, [gln] = 10 mM ，垮養 66 小時後

哩計算細胞數目及測妥白質量之結果。

數據表示方式為平均值±標率誤差。

每個數據表示重覆做 8 個 wells 0 

先 b， C :相同符號之數據闊無顯著差異♂<0.05) 。
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Fig. 6 The timed reaction of glucose transport. 

先期實驗尋求葡蔔糖運輸線性初速率之反應時間範圈。製備之

淋巴細胞經 ConA 活化 24 小時後會加入含 2-deoxy-[3H]g1ucose 

之垮養;夜會觀察由。至 15 分鐘之各作用時間點紗， 0.5, 0.75, 1, 

1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5, 7.5, 10多的分鐘)下事葡詩糖之運輸速率。
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圈七.不同葡萄糖(glu)與穀氯瞌胺(gln)濃度對總葡藹糖運輸

之影響。

Fig 7. The effect ofvarious concen訂ations of glucose and glutamine 

on total glucose transport. 

細胞經活化後於不同葡萄糖與穀氯驢胺濃度下垮養立斗立查，加

入含 2-deoxy-[3月g1ucose 之培養液會觀察不同濃度葡萄糖及穀

氯驢胺對葡詩糖運輸速率之反應。此為總葡萄糖運輸速率會未

扣除經 phloretin 抑制下之葡萄糖運輸速率。第一組: [gl吋 =30

mM, [gln] = 0 mM;第二是且: [glu] = 30 mM, [gln] = 10 mM;第三

組: [glu] = 10 mM, [gln] = 0 mM;第四組: [glu] = 10 mM, [gln] 

= 10n扎在。數據表示方式為平均值士標車誤羹。

a, b: 相同符號之數據闊無顯著差異(P<0.05) 。
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Fig 8. The effect of various concentrations of glucose and glutamine 

on net glucose transport. 

細胞經活化後於不同葡萄糖與穀氯驢胺濃度下玲養立斗立去，加入

含 2-deoxy于明glucose 之垮養液會觀察不同濃度葡萄糖及穀氯驢

胺對語道糖運輸速率之反應。此為淨葡萄糖運輸速率會己扣除經

phloretin 抑制下之藹萄糖運輸速率。第一組: [glu] = 30 mM, [gln] 

zO HIM ;第二組: [glu] = 30 mM, [gln] = 10 mM;第三組: [glu] = 

10 mM, [gln] 泣。mM;第四組: [glu] = 10 mM, [gln] = 10 mM。

數據表示方式為平均值士標準誤差。

a, b :相同符號之數據闊無顯著差異伊<0.05) 。
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輯九.不同葡萄糖(glu)與穀氯蘊按(gln)濃度對總葡萬糖運輸

之影響。

Fig 9. The efIect of various concentra世ons of glucose and 

glutamine on total glucose 甘甜sport.

細胞經活化後於不同葡萄糖與穀氯蘊胺濃度下培養且土豆查，

加入含 2-deoxy-[3月g1ucose 之堵養液 9 觀察不同濃度薔萄糖

及穀氯蘊胺對葡蔔糖運輸速率之反應。此為總語詩糖運輸速

率，未扣除經 ph10retin 抑制下之葡萄糖運輸速率。第一組:

[glu] = 30 m1在， [gln] = 0 mM;第二組: [glu] = 30 m1也 [gln] = 

lo mM; 第三組: [glu] 口 10 mM, [g1n] = 0 mM;第四組: [glu] 

= 10 mM, [gln] = 10 mM。

數據表示方式為平均值±標準誤差。

先 b: 相同符號之數據闊無顯著差異(P<O.05) 。
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之影響。

Fig 10. The e能ct of various concentrations of glucose and glutamine 

on net glucose transport. 

細胞經活化後於不同莓萄糖與穀氯首創安濃度下母養三生斗立查，

加入含 2-deoxy-[3月glucose 之培養液會觀察不同濃度葡萄糖

及穀氯驢胺對藹萄糖運輸速率之反應。此為淨菊萄糖運輸速

率，己扣除經 phloretin 抑制下之葡萄糖運輸速率。第一組:

[glu] = 30 mM, [gln] = 0 mM;第二是且: [glu] = 30 mM, [gln] = 

IOmM; 第三組: [glu] = 10 mM, [gln] = 0 mM;第四組: 191u] 口

10 mM, [glnJ = 10 mM。

數據表示方式為平均值±標準誤差。

各組問數據皆無顯著差異(P<0.05) 。
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不用且夷島素濃度對活化淋巴細胞之葡萄糖運輸系統圖十一.

換島素劑量反應。

Fig 11. Insulin dose respose of glucose transport system in activated 

lymphocytes. 

製f脅之淋巴細胞經ConA活化24 小時後，在不同濃度族島素(0， 1，泊，

衍， 100, 250 ng/m1)下垮養 30 分鐘後會加入含 2-deoxy干H]gIucose 之

培養液，觀察不同濃度月夷島素對葡萄糖運輸速率之反應。- ph10retin 

表示總葡萄糖運輸速率會未扣除經 ph10retin 抑制下之葡輯糖運輸速

率; + ph10retin 表示淨葡萄糖運輸速率，已扣除經 ph10retin 抑制下之

葡萄糖運輸速率。

數據表示方式為平均值土標準誤差。
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陸有討論

一..Co盟 A 濃度對大鼠淋巴細胞稜製功能之影響

由圈一之結果可知會在不同濃度的 Con A 處理下

，皆可活化淋巴細胞會刺激其進行細胞複製(p<0.05) 。

Smith 等人(1 980)指出會在分裂厚、刺激下會會促使

輔助型 T 淋巴細胞(TH)釋放出 T 細胞複製作用所必需的

淋巴激素 IL-2 。而 Weiss 等人(1 984)事利用人類已淋巴

細胞株(Jurkat)及 CD3也egative T-淋巴細胞株習以分裂

原處理會探討分裂原活化 T-淋巴細胞之機轉。結果發

現在 CD3幽negative 的淋巴細胞株，其 IL-2 的產量遠低

於 CD3 的淋巴細胞株。另外， Kaye 等人(1 984)指出會

在分裂原刺激下會 T-淋巴細胞會在細胞表面表現大量

IL-2 接受器。由以上文獻可知哩 Con A 籍由 CD3 引發

IL-2 釋放事並同時增加 L淋巴細胞表面 IL-2 接受器之

表現會而促進 T一淋巴細胞的夜製作用。

由於淋巴細胞對 Con A 之反應很類似對抗原刺激

之反應、會而開始淋巴細胞增殖作用。因此以 Con A 活

化淋巴細胞可代表外來抗房、對已細胞之刺激作用會並

且細胞複製之能力，可當作其功能性之指標。
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二-.不用薔萄糖與穀氯瞌胺濃度對 ConA 活化淋巴

細胞之影響

本研究以三種方法來觀察藹萄糖與穀氯驢胺濃度

對淋巴細胞之影響。在利用 eH] thymidine 併入細胞內

DNA 中的量會來觀察淋巴細胞複製情形會由圈二、圖

三、商四及國五之結果可知曹淋巴細胞在添加不同濃

度之穀氯驢胺後會其 [3月 thymidine 併入細胞囊相較無

添加時有顯著增加。<0.05) 0 Rohde 等人(1 996) 觀察

添加 0 到 20mM 穀氯驢胺濃度(0 ， 0.3 , 0.6, 1.0, 20 mM) 

9 對 PHA 活化之單核球(mononuclear cells)複製功能

的影響會發現在 0.3 ~ 1.0 mM 穀氯驢胺濃度下會其

eH]thymidine 併入細飽受會增加，但當濃度提高至 20

mM 時會其 [3H1thymidine 併入細胞量則與未添加穀氯

驢胺情況下會並無差異 9 比與本實驗之結果相似事

[3H1thymidine 併入量會隨穀氯藍藍胺增加而有下降趨

勢。由圈五可發現 9 未添加穀氯驢胺待會 [3H]thymidine

併入細胞囊，在 30 mM 葡萄糖濃度下雪明顯高於 10

mM 葡萄糖濃度會顯示高葡萄糖狀態會促進淋巴細胞

併入更多 [3H1thymidine 0 

而 Lorenzi 等人(1 986)利用人類內皮細胞暴露於

30 mM 藹萄糖下，發現內皮細胞[3H]thymidine 併入細
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胞作用上升會並且[3-H]thymidine 併入作用上升可能是

為了進行 DNA 修橋事而不是細胞複製作用進行所致。

為確認此是否與細胞複製有關事故又另外觀察淋巴細

胞數目及蛋白質含量。由表一之結果可知會在添加穀

氯普車胺的條件下會細胞數目及蛋白質量皆顯著高於無

添加之起別 (p<0.05) 會顯示以 [3H]thymidine 併入細胞

內 DNA 中的董事為用以進行淋巴細胞複製作用之結

果，而非 DNA {I多禱。

在穀氯驢胺與胸腺細胞(thymocyte)功能之相鷗

研究指出事以 LPS (lipopolysaccharide)活化胸腺細胞

，並添加穀氯瞌胺待發現哩當添加濃度為 0.03 mM 時

會就可促進胸腺細胞之複製(p<0.05) 會並且隨著添加濃

度的上升嘗嘗毅氯瞌胺濃度為 2 mM 峙，胸腺細胞複

製率達到最大(p<O.OOl) (Wallace and Keast~ 1992) 。此

與本實驗所得之結果相似，穀氛醜胺濃度為 2 mM 時

可達到最大細胞複製功能。

另外在 1995 年有學者比較不同細胞數、不同分

裂原及穀氯瞌胺濃度會以及不同的垮養時間會對觀察

淋巴細胞複製結呆之影響發現會不同濃度穀氯驢胺對

於刺激細胞發製情形會會受培養之細胞數、分裂原濃

度及培養時間的不同所影響。因此事所得到可促進最

大細胞複製功能之穀氯蘊胺濃度會會由培養條件的不
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同而產生些許之差異性(Szondy， 1995) 。

Rohde 等人(1 996)在其研究結果中亦發現 9 穀氯

驢胺的添加可促進 IL-2 及 IFN-γ(interferon翩 γ)之產

生 (p<0.05) 事但若添加穀氯蘊胺之前趨物 (glutamate) 會

細胞複製及 IL-2 、 IFN-γ 的產生並不受影響哩顯示淋

巴細施無法自行合成毅氯驢胺。由以上可知會已淋巴

細胞產生且-2 及 IFN-γ 需有穀氯蘊胺之添加會這或許

可以解釋在維持最佳淋巴細胞複製功能上會為何穀氛

驢胺是必需的。另外 Yaqoob an往 Calder (1997)的研究

指出會穀氯驢胺的添加會可促使 Con A 所活化的淋巴

細胞所分糙的 IL-2 增加 2.7 倍會且其表曉 IL-2 接受器

的數量亦增加(由 30 %到 45%) 。

由以上可知，適量的穀氯驢胺的確可增加 T﹒淋

巴細胞之複製功能會但過高劑量的補充反而會降低淋

巴細胞之複製功能。並且隨著葡萄糖濃度的增加哩淋

巴細胞複製率有隨之下降的趨勢。而 Traxinger 及

Marshall 等人(1 990)研究指出事在脂肪細胞中，給予高

濃度葡萄糖及穀氯瞌按時，此兩者可形成一聚合物會

稱為 glucosa臨lne 會而當此聚合物存在持會會造成月夷

島素去敏成作用會而降低對葡蔔糖的運輸，另一方面

也會抑制 R夷島素二級訊息傳遲。在正常生理狀態下 T

R夷島素經由與另夷島素接受器結合，而引發一連串訊息
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傳遞 T 進而調節多種生理功能會例如:葡萄糖運輸、

蛋白質合成及細胞生長等(圖 2-1) 。

Hresko 等人(1 998)指出事 glucosamine 可抑制姨

島素活化的訊息傳遞 9 包括:姨島素接受器的島磷酸

化、 insulin receptor substrate祖 1 (IRS-l) 磷酸化、

phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3 kinase)i舌化作用。

而引Telham 等人(1 997)在淋巴細胞中的相關研究指出

IRS 磷酸化後會導致肘-3 kinàse 、 Grb2 、 Syp 等二級訊

息傳遞途徑活化。因此事本實驗中所觀察到在高葡萄

糖與穀氯蘊胺存在下雪淋巴細胞複製作用降低會其是

否與萬萄糖及毅氯驢胺聚合成 glucosamine 會抑制 IRS

磷激化而阻斷下諸多二級訊息傳遞有關，有待進一步證

賞。並且在 glucosamine 形成途徑中 9 一關鍵韓素:

GFAT 是否存在淋巴細胞中 9 至今仍無相關文獻報告

會因此亦需做進一步觀察。

另一方面會在高濃度葡萄糖與穀氯驢胺條件下，

所造成淋巴細胞複製率下降之現象 9 是否與抑制其葡

藹糖運輸作用有關哩則在以下進行探討。
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圖 2-1: 姨島素訊息傳遞途徑。

Fig 2-1: Insulin signaling pathway. 
Adapted from Maratos-Flier et al. (1997) 
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三.不時聶萄糖與教氯驢胺濃度對葡萬糖運輸系統

之影響

由圈五之結果發現會隨著葡萄糖與穀氯蘊胺濃度

增加會淋巴細胞複製率亦隨之下降曹由於在脂肪及肌

肉細胞中的研究指出事當葡萄糖大量進入細胞時會會

經由 GFAT 作用形成葡葫糖胺會進而抑制藹藹糖的運

輸作用 (Chem et 泣， 1997; Thomson et 祉， 1997; 

Robinson et 祉， 1993) 。為了瞭解前面所觀察到蘇巳細

胞複製率的下降是否與此途徑有關事自此將淋巴細胞

經活化後事培養於不同葡萄糖及穀氯瞌胺濃度中哩觀

察其對前萄糖運輸作用之影響。

由圈七及圖入會培養時間為 6 小時之結果顯示嘗

不論是否在高葡萄糖濃度下會穀氯藍藍妝的添加會皆顯

著提高淋巴細胞對葡萄糖的運輸作用。<0.05) 。並且在

闡九及團十習垮養時間延長至 24 小時後曹亦發現有同

樣的情形。由此可知會在高濃度葡萄糖及穀氯驢胺條

件下會造成淋巴細胞複製功能之降低事並非由於抑制

其詩萄糖運輸功能所導致。
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四.不同濃度耳夷島素對輯請糖運輸象就之反應、

由屆十一之結呆發現會淋巴細胞經 Con A 活化

後曾在不同濃度姨島素紗， 1，凹，衍， 100, 250 ng/ml)培

養下雪其葡葫糖運輸速率與無添加姨島素之i運輸速率

並無差異。在 Chakrabarti 等人(1 994)以人類的周邊血

液淋巴細胞會利用 Western 及免疫沉澱法發現會未活

化的淋巴細胞可表現出 GLUT-2 及 GLUT-3 兩種葡詩

糖運輸裝童，而在經 PHA 活化後會細胞會表現出

GLUT-1 。

而在本實驗鸝十一的結果中章發現活化後的淋巴

細胞會其詩萄糖運輸象統立在不受姨島素添加的影響警

顯示在淋巴細胞中哩可能不表現 GLUT- 4 會其葡萄糖

運輸~統不受月夷島素所謂控。而之前有學者研究指出

9 在活化的下淋巴細胞中添加姨島素會可增加其對藹

萄糖利用率 (He1derman et al., 1981; Snow et al., 1985) 。

然而在本實驗中觀察到會月夷島索並無法調控淋巴細胞

之諾諾糖運輸作用曾因此事活化之弘淋巴細胞可能是

經由其他途徑來提高葡萄糖之利用率。例如:在 Curto

等人 (1990)研究中指出會姨島素可以活化淋巴細胞中

的為職盟友去氫嗨複合體 (pyruvate dehy吐rogenase

comp1ex)活性，而此投合體為丙關酸進入 Krebs 循環
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之速率限制韓素會在細胞能量代謝過程中扮演重要角

色。另外在 1995 年， Tu 等人指出事換島素也可活

化淋巴細胞中甘油醇 -3- 磷酸去氫略 (glycerol-3-

phosphate dehydrogenase)活性 9 促進甘油醇-3-磷酸產

生會而進一步合成三酸甘油路。riacylglycerol) 。由於

此兩種酵素參予葡詩糖之能量代謝作用事茵此在淋巴

細胞中 9 月夷島素增加葡萄糖之利用率會可能與R夷島素

活化此兩種酵素 9 而增加其對詩萄糖代謝作舟有關。
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蕪可結論

在高葡詩糖濃度下會給予過暈濃度的穀氯驢胺

(約 2 mM)可增加淋巴細胞複製率會但過高劑量穀氯臨

妝(> 2 mM)的補充反而降低淋巴細胞之複製功能事茵

此在高血糖狀態下雪補充穀氯驢胺庭、注意其劑量。而

由淋巴細胞藹萄糖運輸系統之觀察結果可知書在高濃

度之葡萄糖及穀氯瞌胺條件下會造成淋巴細胞複製功

能之降低 9 並非由於抑制其葡詩糖運輸功能所致 9 至

於是否因細胞產生六碳醋胺產物造成，則需進一步證

實。此外，由不同月夷島素濃度對葡萄糖連輸系統之反

應可知事淋巴細胞之葡萄糖運輸作用並不受 R夷島素所

調控。
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