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縮寫檢索表  

 
DMSO     dimethyl sulfoxide 
 
EDTA     ethylenediaminetetraacetic acid 
 
ECM     extracellular matrix 
 
EGF     epidermal growth factor 
 
Erk      extracellular signal-related kinase 
 
FAK     focal adhesion kinase 
 
FBS     fetal bovine serum 
 
IGF-IR     insulin-like growth factor receptor 
 
IR      insulin receptor 
 
IRS      insulin receptor substrate 
 
JNK     c-jun N-terminal kinase 
 
MAPK     mitogen-activated protein kinase 
 
PBS     phosphate buffered saline 
 
PI3K     phosphatidylinositol 3 kinase 
 
PKB     protein kinase B 
 
PKC     protein kinase C 
 
PTP     protein tyrosine phosphatase 
 
      



第一章  緒論  

一、細胞外基質（Extracellular Matrix）  

生物體細胞的發育及正常生理機能的運作仰賴細胞與其所處環

境中的分子的交互作用（1，2）。負責調節功能的分子主要包括了生

長及分化因子與細胞外基質的構成分子等。細胞外基質是由各種大分

子的醣蛋白及蛋白多醣所組成，其構成分子有膠原蛋白（collagen）、

蛋白多醣（proteoglycan）、構造性的醣蛋白（structural glycoprotein）

及彈性蛋白（elastin）等（3~8）。目前已有十九種膠原蛋白的亞型被

發現，而所有的膠原蛋白皆有共同的生物性和化學性特徵（3~9）。蛋

白多醣是由一個核心蛋白質（core protein）與一個或多個用共價鍵和

核心蛋白質結合的醣氨多糖（glycosaminoglycan，GAG）側鏈所組成

的（10）。構造性的醣蛋白則有：纖維黏連蛋白（fibronectin）、海帶

氨酸（ laminin）、 entactin/nidogen、 tenascin、 thrombospondin 及

SPARC/osteonectin 等分子（11~14）。 

 基底膜（basement membrane，又稱為基板：basal lamina）是細

胞外基質的一種，主要是由 laminin、 collagen IV、 nidogen 及

proteoglycan所組成的層狀構造（ 15）。體內直接與基底膜接觸的細胞

有上皮細胞、內皮細胞、肝細胞與肌肉細胞等。基底膜的作用在提供

機械性的支撐力、作為細胞移動的附著層（substratum），並且是大分



子進出的屏障。後者的重要性對腎臟的生理機能上尤其明顯：腎小球

微血管中的血液是通過與腎小管之間的基底膜來進行過濾作用的，而

長期的罹患糖尿病會使得基底膜不正常的增厚，最後導致腎衰竭

（16）。除此之外，基底膜亦調控組織的發育及細胞生理反應。將軟

骨細胞或乳腺上皮細胞周圍的細胞外基質作酵素性分解後，細胞合成

及分泌的功能就會大大地降低；如果將細胞外基質構成物質添加回培

養盤中，細胞將可回復其原來分化的狀態，及製造細胞產物的能力

（17）。由於細胞外基質本身特殊的結構，而使其具有支撐、黏附及

細胞屏障等物理性作用。除此之外，細胞外基質也會藉由誘發細胞骨

架重組以及活化一系列訊息傳遞路徑而影響細胞增殖、分化、移動與

存活。 

 

二、Integrin及相關的訊息傳遞  

    Integrin 是細胞與細胞外基質蛋白質結合最主要的接受體，同時

它在脊椎動物細胞與細胞之間的黏附作用上也扮演了重要的角色。除

了調節細胞的黏附， integrin 亦穿過細胞膜而與細胞骨架有所聯繫及

誘發許多細胞內的訊息傳遞路徑（18）。Integrin 與其配子（ligand）

的作用對於生物的發育過程、免疫反應、白血球的運送及癌症的產生

等皆扮演了關鍵的角色。除此之外， integrin 亦作為研發抗血栓與抗

發炎藥物的對象（19）。 



Integrin 是由一個α次單元體及一個β次單元體所構成的異雙元穿

膜接受體（ heterodimeric transmembrane receptor）。目前在哺乳動物身

上已知有十七個α次單元體及八個β次單元體，而這些次單元體會雙

聚合成二十二個不同的接受體（20，21）。Integrin除了與細胞外基質

結合外，某些 integrin 也可以與可溶性的配子像是血纖維蛋白原

（fibrinogen）或是細胞膜上的黏附分子（ICAMs）結合（21）。 

    配子和 integrin結合會促進 focal adhesion的形成，導致許多構造

性蛋白質或是訊息傳遞蛋白質聚集在此處。構造性蛋白質包括了細胞

骨架蛋白質 actin、α-actinin、talin、tensin、paxillin及 vinculin；而訊

息傳遞分子則有 focal adhesion kinase（FAK）、c-Src、PKC 與

integrin-linked kinase（ILK）等（22~24）。 

   FAK之分子量為 125 KDa，其構造可分為中央的激? 區域（kinase 

domain）及其兩側的 N端與 C 端區域。在 C 端有一 focal adhesion 

targeting（F.A.T.）的序列，它的作用在調節 FAK移往 focal contact。

除此以外，F.A.T. 區域還包含了與 paxillin及 talin結合的位點。p130cas

和 Graf (GAP for Rho Associated with Focal adhesion kinase) 也會結合

到 FAK 的 C 端，這是透過它們的 SH3 區域與 C 端上富含脯氨酸

（proline）序列的作用所造成（25）。 Integrin 與其配子的結合造成

FAK在 Y397 的位置自我磷酸化，進而促使 Src及 Fyn結合到 FAK



上，導致 paxillin、tensin、p130cas及 FAK 等分子的磷酸化。酪氨酸

磷酸化的 FAK可與多種訊息分子結合：Grb2/SOS結合到 Y925，而

phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）和 Src 結合到 Y397，因而活化

多重的訊息傳遞路徑（26，27）。 

    由剔除 FAK基因小鼠（knock-out mice）的研究，吾人對於 FAK

的生物性功能有了更多的瞭解。從基因剔除小鼠取出的胚胎纖維原細

胞（embryonic fibroblast），可以形成許多小的 focal contacts，但卻無

法大規模地形成 focal adhesion，且其細胞的移動較正常細胞差（28）。

反觀 FAK過度表達（overexpression）的細胞，其細胞移動增加。因

此，FAK的主要功能之一在於調控細胞移動（29）。 

 

三、乳腺上皮細胞  

    乳腺的發育開始於胚胎時期的外胚層，而乳腺上皮細胞與細胞外

基質的交流也從此開始。包圍在乳腺周圍的間質（stroma）由兩種組

成物構成：一是基底膜及纖維母細胞狀所組成的間質，另外則是從乳

腺脂肪細胞產生的間質（30）。然而，乳腺的發育大部份是發生在出

生後。在不同種的生物當中，新生兒的乳腺上皮細胞都是集中在乳頭

的部分，一直到青春期之前（反芻動物屬之）或是在整個青春期階段

（囓齒動物及人類屬之）才開始因卵巢荷爾蒙的刺激或是生長荷爾蒙

的作用而進入生長期（ 31）。雌雄兩性在青春期（puberty）開始之前，



乳腺的構造是相似的，使二者產生差異的原因是荷爾蒙的分泌：雄性

的睪固酮（testosterone）作用在間質細胞，抑制乳腺的繼續生長；雌

性的雌激素（estrogen）亦作用在間質細胞，促進乳腺的繼續生長，

使得脂肪堆積，造成尺寸變大。在這個時期，乳腺的管狀上皮組織會

迅速地增殖，使其呈分枝狀並延伸到乳腺脂肪墊（mammary fat pad，

MFP）周圍的支持組織，形成一個管狀的網絡。在不同種的生物中，

這些構造的發育是有相當的差異：小鼠的乳腺是由簡單的、延伸的腺

管組成；而在反芻動物和人類則是以較為複雜的二岐分枝

（dichotomously）生長。這些物種的生長差異是由於 MPF 的細胞組

成的不同：小鼠的 MPF是由白脂肪細胞及一些淋巴狀的物質構成；

而反芻動物和人類的 MPF則是以散佈在結締組織中的脂肪堆積所組

成的（32）。因此，乳腺發育的過程是乳腺上皮細胞與其周圍間質複

雜的交互作用所調節的。對發育成熟的個體而言，乳腺的構造是動態

的，隨著年齡、生理週期和生殖的狀況而有改變，但可分為四個時期：

未交配期（virgin）、懷孕期（pregnancy）、泌乳期（lactation）和衰退

期（involution）（33）。乳腺在懷孕期間是細胞增殖最多且速度最快的

階段，這是因為受到雌激素、黃體素、生長激素釋放抑制因子、泌乳

激素及腎上腺皮質酮等荷爾蒙調控的影響。其中，雌激素作用在乳腺

的管狀構造，黃體素則是促進腺體泡狀的發育。在妊娠的首三個月



（first trimester），末端的腺管會以樹枝狀的形態生長並延長，幹細胞

會分化成上皮細胞。在妊娠的次三個月，末端的腺芽會分化成腺泡。

腺泡有兩層細胞，分別是管腔細胞（ luminal cell）和基部（basal cell）

細胞。在妊娠的末三個月，腺泡成熟，分泌的速率加快。到了分娩時，

血液中的雌激素、黃體素均大幅下降。這時候，乳腺的功能就仰賴腦

下腺分泌的泌乳激素來調控，分泌性細胞被激活製造大量的乳汁，導

致腺泡澎大。在哺乳結束後，泌乳期也停止。上皮細胞的數目減少，

腺泡和腺管都回復成休眠狀態。此狀態會一直維持到下一次懷孕才被

激活起來（33）。乳腺的功能可以藉著初代乳腺上皮細胞在體外的培

養而重建。初代乳腺上皮細胞是取自於懷孕中期的小鼠，並將其培養

在從 Engelbreth-Holm-Swarm（EHS)腫瘤取出一種類似基底膜的基質

（Matrigel）上。在此環境下，乳腺上皮細胞會生長成與體內相似的

泡狀結構（34）。除此之外，當細胞以泌乳激素、胰島素及氫皮質酮

刺激時，則可產生乳蛋白如β-casein（35）。相反地，若將細胞培養在

collagen I 或是一般的塑膠培養盤上，則無細胞分化及存活的現象，

儘管在培養期間加入所有催乳的激素（ lactogenic hormones）。因此，

藉著初代乳腺上皮細胞在體外的培養來重建乳腺的功能至少需要兩

種類型的訊號，一是荷爾蒙或生長因子；另外則是基底膜；而這兩者

間的交互作用（cross-talk）被認為是達成細胞最終生理反應的要因



（36）。實驗證明，泌乳激素在乳腺細胞中的訊息傳遞是需要細胞與

基底膜的接觸，這主要是透過 laminin與α6β1 integrin的作用。胰島素

的訊息傳遞也具此種特性，然而並非任何生長因子在乳腺細胞的訊息

傳遞都需要基底膜。例如：干擾素的訊息傳遞完全不受細胞外基質的

影響（37）；而表皮生長因子（epidermal growth factor，EGF）則與泌

乳激素和胰島素相反，培養在一般塑膠培養盤或 collagen I上的細胞

對表皮生長因子刺激所誘發的訊息傳遞要強過於培養在基底膜上的

細胞。因此，乳腺上皮細胞提供了一種絕佳的實驗模式來研究細胞外

基質與生長因子所誘發訊息傳遞路徑之間的交互作用。 

 

四、胰島素訊息傳遞網絡  

胰島素是目前已知最有效的同化激素，由胰臟的β細胞所分泌。

它可以促進碳水化合物、脂肪及蛋白質的合成與貯存，並且抑制其降

解，更能將它們釋放回血液循環系統。除此之外，胰島素還可以影響

細胞的增殖、存活與基因的表達等。第一型類胰島素生長因子

（ insulin-like growth factor-I, IGF-I）又稱為促生長因子 C

（somatomedin C），在肝臟及其他的組織中被合成。IGF-I的分泌受

到出生後的生長荷爾蒙及營養的狀態所調節，對於骨骼及軟骨的生長

十分重要（38）。 

胰島素受體（insulin receptor，IR）與第一型類胰島素生長因子



受體（insulin-like growth factor-I receptor，IGF-IR）同屬於具有內在

（intrinsic）酪氨酸激? （tyrosine kinase）活性的受體。此二者在構

造上相近且都是由兩個胞外（extracellular）的α次單元體（α subunit）

與兩個穿膜（transmembrane）的β次單元體（β subunit）以雙硫鍵

（disulfide bond）鍵結所構成（39~41）。當配子與受體的α次單元體

結合之後，會造成其在構形上的改變，繼而刺激β次單元體內在的酪

氨酸激? 活性，導致β次單元體在多個位置的自我磷酸化

（autophosphorylation）（39，42~45）。IR和 IGF-IR的酪氨酸自我磷

酸化的位置非常相近，例如：在 IR的激? 水解區域（kinase catalytic 

domain）有三個酪氨酸殘基（tyrosine residue）被磷酸化，分別是

Y1146、Y1150及 Y1151；在 IGF-IR的相同區域則是 Y1131、Y1135

與 Y1136。而位於 IR的近膜區域（juxtamembrane domain）有 Y960

被磷酸化；IGF-IR的相同區域則有 Y950。IR的 COOH端包含兩個

自我磷酸化的位置，Y1316和 Y1322；而 IGF-IR僅有 Y1316一個自

我磷酸化的位置。COOH端的 tyrosine所扮演的角色尚不清楚，但推

測可能與胰島素和 IGF-I 兩者之間的訊息傳遞路徑有所不同有關

（39，46）。目前已有大量的證據顯示 IR及 IGF-IR的酪氨酸激? 活

性與自我磷酸化對於他們的生物活性與作用極為重要（39，41）。 

    目前已知的 IR 激? 的受質有胰島素受體受質（insulin receptor 



substrate，IRS）：IRS-1、IRS-2、IRS-3與 IRS-4； Src-homology-collagen

（Shc）；growth factor receptor bound-2（Grb2）associated binder-1

（Gab1）和 p62dok等（圖一)（47~53）。IRS分子會與 PI3K、SHP-2

及小的承接分子（adaptor molecule），如 Nck、Grb2連結。受胰島素

刺激而活化的 PI3K 與葡萄糖的運輸、接受體的內吞（endocytosis）

及胞飲作用（pinocytosis）、基因的表達和細胞的? 殖有關（54~58）。

PI3K 將細胞膜上的肌甘酸（ inositides）磷酸化之後，會導致

phosphoinositide-dependent kinase（PDK）的活化，而 PDKs又會去刺

激多種的絲氨酸 /蘇氨酸激? （serine-threonine kinases），包括了

p70S6k、Akt（或 PKB）及兩個 PKC isoform，PKCξ和 PKCλ（59~63）。

此外，PI3K也會與 p21ras、Rac和 Rab4等 GTP-binding proteins結合

並刺激他們的活性。p21ras、Rac和 Rab4與細胞生長、調控肌動蛋白

（actin）的結構及細胞內泡囊的運送有關（58，64~66）。 

    Shc有三種，其分子量各為 46 KDa、52 KDa及 66 KDa。他們皆

由 NH2端的 PTB domain，中段與膠原蛋白（collagen）的α1 chain相

似且富含甘氨酸（glycine）/脯氨酸（proline）的區域，以及 COOH

端的 SH2 domain 所組成。被酪氨酸磷酸化的 Shc 分子會與 Grb2結

合，而 Grb2又和 guanine nucleotide exchange factor，SOS作持續性

（constitutively）的連接（67，68）。當 Grb2/SOS 複合體結合到 Ras



時，會誘發 Ras分子中 GDP、GTP的交換。被激活的 GTP-Ras再刺

激 Raf分子並與其結合，之後再將 MEK磷酸化，最後刺激 Erk的活

性（69~71）。Erk的活化與細胞的增殖、移動與存活等生理現象有關，

且可促進基因的表現。 

Gab1的分子量為 77 KDa，僅有 PH domain而無 PTB domain。

當以 Gab1 作 SDS-PAGE 電泳分析時可以看到其分子量出現在 115 

KDa與 120 KDa之間，這種現象被認為是因為 Gab1有極高的絲氨酸

/蘇氨酸磷酸化（serine/threonine phosphorylation）所致（52）。p62dok

以 SDS-PAGE電泳分析時其分子量為 62 KDa，它可以被許多酪氨酸

激? 磷酸化，但是對於p62dok如何調控 IR所產生的作用仍然不是很

清楚（53）。 

細胞表面除了 IR或 IGF-IR以同型四聚合體（homoteramer）存

在外，尚可以發現到有雜合受體（hybrid receptor）的存在，他們是由

一個 IR 的α及β次單元體的半複合體（hemicomplex）與 IGF-IR 的α

及β次單元體的半複合體所構成的（72~74）。曾有報告指出，這些雜

合受體與 IGF-IR較相像，因為這些受體對於 IGF-I的親和力與 IGF-IR

相似，而與胰島素結合則較弱（74，75）。 

 

五、細胞外基質調控胰島素訊息傳遞與實驗目的  

 對乳腺上皮細胞而言，合成乳蛋白為其在懷孕後期及哺乳期最主



要的功能。而刺激乳蛋白的合成需要至少兩種訊號；一是來自激素，

包括了泌乳激素、胰島素和氫皮質酮，另一種則是細胞與基底膜的接

觸，若缺少其中一種，乳蛋白的合成則大幅降低（76，77）。同樣地，

乳腺上皮細胞的存活需要胰島素與基底膜。若以其他的基質如膠原蛋

白取代基底膜或將細胞培養在一般的塑膠培養盤上，細胞則會死亡

（78）。因此，乳腺上皮細胞需要同時有基底膜和恰當的生長因子來

推動其功能，而其中一種可能的機轉是基底膜所誘發的訊息會影響生

長因子的訊息傳遞（2，79）。 

以胰島素而言，IR 的酪氨酸磷酸化並不受細胞外基質的影響；

但是受體下游的訊息傳遞，如 IRS-1的酪氨酸磷酸化及其與 PI3K的

結合、Akt 的活化則需要細胞與基底膜的接觸（圖二)（2）。我們推

測有下列三種可能性可以解釋為什麼在缺乏基底膜時，胰島素在乳腺

上皮細胞的訊息傳遞會被阻斷在 IR（圖三）：第一、酪氨酸去磷酸?

（protein tyrosine phosphatase，PTP）的表現量及活性升高，進而抑

制 IRS-1的酪氨酸磷酸化；第二、一些抑制分子（ inhibitory molecule）

的存在阻斷 IRS-1結合到 IR上，因此 IRS不能被磷酸化；第三、IRS-1

在細胞內的位置（location）改變，所以無法接近 IR。 

在本篇論文中，我們將進一步探討胰島素在乳腺上皮細胞內的

訊息傳遞，尤其是受體近端的訊息路徑。我們檢測（一）細胞骨架的



完整、細胞膜上的 lipid rafts對胰島素訊息傳遞的影響；（二）一些化

學藥品（aspirin、 PGJ2、 wortmannin）是否可提高 IRS-1的酪氨酸

磷酸化；（三）細胞內酪氨酸去磷酸? 的表現量。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



第二章  實驗材料及方法  

一、實驗試劑  

    F12 medium、 fetuin、 insulin、hydrocortisone、prolactin、EGF

（epidermal growth factor）、HEPES（sodium salt）、Brilliant blue 

R-250、β-hydroxyl propyl cyclodextrin 及 anti-actin 抗體購自於 Sigma

公司；DMEM( Dulbecco’s Modified Eagle Medium )/F12 medium和

trypsin 購自於 Gibco 公司；collagenase A 購自於 Roche 公司；

cytochalacin D、 colchicine、 ganglioside GD1a、 ganglioside GM3、

tyrphostin AG1024 及 genistein 購自於 Alexis 公司；okadaic acid 和

wortmannin購自於 Calbiochem公司；protein A-sepharose beads購自

於 Zymed公司；anti-IGF-IR 和 anti-IR抗體購自於 Santa Cruz公司；

anti-IRS-1 和 anti-phosphotyrosine 抗體購自於 UBI 公司；matrigel、

anti-PI3-K、anti-SHP-2、anti-LAR、anti-PTP1B與 anti-RPTPα抗體購

自於 Becton Dickinson公司；細胞株 NMuMG與 NMU購自於食工所

生物資源保存及研究中心。 

 

二、懷孕小鼠的配種方法        

本實驗是採取懷孕第十五天至第十八天的 ICR 系小鼠乳腺上皮

細胞作為材料。懷孕的小鼠係使用購自於國科會動物中心的雄鼠與雌

鼠在本校自行配種所得。其方法如下：將雄鼠與雌鼠（約為六週齡）



飼育在本校動物中心，待四週後再進行配種，配種時間共需四天。第

一天下午將雄鼠與雌鼠共置一籠（通常一籠中放置五隻雌鼠及二隻雄

鼠），第二天上午將其分開，當日下午再把雄鼠與雌鼠共置一籠。以

後按下午將雌雄合置，上午將雌雄分開的步驟再進行兩天，至第五天

上午把雌雄分開後，配種程序即完成。配種後的小鼠在本校動物中飼

育至實驗進行為止。配種前後的飼育條件為溫度維持在 25±1℃，濕

度保持在 55±5％，且光照（7:00~19:00）與黑暗的週期各為十二小時，

其飼料及飲水均不加限制。 

 

三、乳腺上皮細胞的製備       

將懷孕第十五天至第十八天的小鼠以二氧化碳（CO2）氣體犧

牲，取出其乳腺，剁碎後置於 collagenase mix 中，在 37℃的震盪培

養箱中劇烈搖晃一小時，再以 300 r.p.m.的速度離心一分鐘。離心後

所得的沉澱物為未消化完全的組織，將其與 collagenase mix混合，再

繼續作用三十分鐘；而上清液則以 800 r.p.m.離心三分鐘。這次離心

所得到的沉澱物多為乳腺腺泡，加入 F12 培養液置冰上備用。待第

二次的消化作用完成後，以 800 r.p.m.離心三分鐘，再將兩次離心所

得的細胞合併，加入 F12 培養液，清洗三次。最後，將細胞與含 10

％  Fetal Bovine Serum (FBS) 、 5 µg/ml insulin 、 1 µg/ml 

hydrocortisone、5 ng/ml EGF、100 µg/ml streptomycin、100 U/ml 



penicillin、250 ng/ml amphotericin B 及 50 µg/ml gentamicin的 F12培

養液混合，加到盤底塗有 Matrigel或僅為塑膠的培養盤中，兩天後更

換培養液。 

四、細胞株的培養  

（一）細胞來源 

 NMuMG 細胞株係來自成年的 NAMRU 系雌性小鼠之乳腺組

織；NMU細胞株則來自年齡約為 50天的 Sprague-Dawley系雌性大

鼠的乳腺的腺瘤（adenocarcinoma），二者細胞株皆為貼附的上皮細

胞。NMuMG細胞株與 NMU細胞株均購自於食工所生物資源保存及

研究中心。兩株細胞株皆以含有 10% FBS ， 1 mM soduim pyruvate 

solution ， 0.1 mM non-essential amino acid solution ， 2 mM 

L-glutamine，100 U/ml penicillin 和 100 µg/ml streptomycin的 DMEM

培養，NMuMG細胞株還需另加 10 µg/ml胰島素，每二至三天更換一

次新的培養液。 

（二）細胞繼代培養 

當細胞長到幾近全滿時，將培養液吸掉，以 1X PBS（含 137 mM 

NaCl , 2.7 mM KCl , 10 mM Na2HPO4 , 1.8 mM KH2PO4）沖洗二次，

再加入 1X trypsin (含 0.25% trypsin，1 mM EDTA)進行消化作用。待

細胞和培養盤完全分離後，加入含有血清的培養液終止 trypsin 的反



應，將細胞打散，再以一比六的稀釋倍數將細胞分到新的細胞培養盤

繼續培養。 

（三）冷凍細胞 

當細胞長到幾近全滿時，將培養盤中的培養液吸掉，以 1X PBS

沖洗二次，加入 trypsin作用。消化後的細胞，以轉速 1200 r.p.m.離

心八分鐘，吸掉上清液，加入少量 freezing medium （含 30% FBS , 10% 

DMSO）進行細胞計數。而後將 1.5x107/ vial的細胞加入冷凍小管，

放入-70ºC 的冰箱中二十四小時，再轉置於液態氮桶內儲存。 

（四）解凍細胞 

   將細胞由液態氮中取出後，放在 37℃的水浴中回溫。而後與含10% 

FBS的培養液混合加入 10公分的培養盤中，放入 37℃的細胞培養箱

中進行細胞培養。六至八小時後觀察細胞貼附的情形以及存活的狀

況，若大多數細胞已貼附，則更換新的細胞培養液。 

     

五、製備細胞溶胞產物（cell lysates）  

實驗前一天，以 F12 培養液清洗細胞兩次，再加入含 1µg/ml 

hydrocortisone 的 DMEM/F12 培養液，並依實驗的目的作適當的刺

激。刺激後將培養盤中的培養液吸取，以 PBS 沖洗兩次，加入 lysis 

buffer（50 mM Tris、pH 7.4，150 mM NaCl，2 mM EDTA，1 mM 

Na3VO4， 10 mM NaF， 10 µg/ml aprotinin， 10 µg/ml leupetin， 1 mM 



phenylmethylsufonyl fluoride， 1％ Nonidet P-40或 Triton X-100），再

以塑膠刮杓刮取細胞。將細胞與 lysis buffer的混合液置於 1.5 ml的離

心管，在 4℃下混合作用一至二小時，接著以 14000 r.p.m.的速度離心

十五分鐘，所得上清液即為細胞溶胞產物。取出部分的細胞溶胞產物

與 SDS sample buffer（15 mM Tris，pH 6.8，10％ glycerol，0.5％ SDS，

180 mM  β-mercaptoethanol，0.02％ bromophenol blue）混合，於 100

℃的乾浴器中加熱五至十分鐘；其餘的細胞溶胞產物則貯藏在-80℃

冰箱。 

 
六、SDS-PAGE電泳（SDS-PAGE Electrophoresis）及  

Commassie Blue 染色法  

    依實驗所需配製 6~12％的下膠（含 6~12％  acrylamide : 

bisacrylamide（29 : 1），375 mM Tris，pH 8.8，0.1％ SDS）。將上述

試劑與 10％ ammonium persulfate、TEMED 混合均勻後，加入直立

式膠台座中，靜置三十至六十分鐘。待下膠凝固後，再加入 5％上膠

（含 5％ acrylamide : bisacrylamide（29 : 1），125 mM Tris，pH 6.8，

0.1％ SDS）並將梳狀塑膠薄片（comb）置入，待其凝固後取出，所

形成的凹槽可供樣本注入之用。下膠凝固之後便可將樣本注入凹槽。

電泳時採固定電流，每片膠約須 15~20 mA。 

取出電泳完畢的膠片後，浸漬於染色溶液（含 0.2％的 Brilliant 

blue R-250，50％的 methanol及 10％的 acetic acid glacial），並輕微搖



晃四十至六十分鐘，再將膠片轉置於脫色溶液(含 10％的 methanol及

10％的 acetic acid glacial)中，更換脫色溶液數次直到 band 出現。 

 

七、西方墨點法（Western Blot）  

    依實驗所需配製 6~12％ SDS-聚丙烯醯氨板膠，以固定電流進行

電泳，待 dye front跑至膠底部即可停止。在電泳停止前，先裁剪尺寸

大小與膠片相仿的 PVDF membrane，將其以 methanol浸漬一至二分

鐘，而後用二次水浸洗五分鐘，重覆浸洗兩次後再將 PVDF membrane

浸漬於轉漬緩衝液（含 25 mM Tris-HCl、192 mM Glycine 及 20％ 

methanol）中備用。將電泳完畢的膠片，緊貼於 PVDF membrane，置

於轉漬器中，並使用固定電壓 100 伏特轉漬兩小時。轉漬完畢的

PVDF membrane以含 5％脫脂奶粉的 TBST（50 mM Tris-Hcl、pH 7.4，

150 mM NaCl及 0.1％ Tween-20）浸泡，在室溫下震盪作用一小時，

再與初級抗體作用。在室溫下，作用時間為兩小時；在 4℃則須隔夜

（overnight）。作用完後以 TBST 浸洗三次，每次十分鐘。接著將

membrane 和二級抗體置於室溫作用一小時，同樣再以 TBST浸洗三

十分鐘。最後用 ECL組裝試劑使蛋白質呈像在 X光片上。 

 

八、免疫沉澱法（Immunoprecipitation）  

細胞依實驗所需做適當的刺激並收取細胞溶胞產物。將等量的細



胞溶胞產物加入 1~2 µg的抗體及 50 µl protein A-sepharose beads，在

4℃下作用六至八小時，而後快速離心十五秒，將 sepharose beads沉

澱下來，抽掉上清液，加入 lysis buffer清洗 beads三至四次。最後一

次清洗後，加入 2X sample buffer，在 100℃乾浴器中加熱十分鐘，

取其上清液此即為免疫沉澱的樣品。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



第三章  實驗結果  

當胰島素與受體結合後，受體的自我磷酸化會促使 IRS結合到受

體上，並且將 IRS磷酸化，進而激活下游的訊息傳遞分子，最終達到

調控細胞生理的功用。細胞除了有 IR、IGF-IR 單獨存在外，尚發現

有雜合受體，亦即各由一個 IR與一個 IGF-IR的α及β次單元體的半複

合體所形成的受體。我們從以往的實驗結果得知，乳腺上皮細胞中部

分的 IR與 IGF-IR也會形成雜合受體，且胰島素的刺激可誘發 IRS-1

結合到 IR/IGF-IR。 

 

一、IR酪氨酸激? 活性對於IRS-1結合到受體上的影響  

以往的實驗結果顯示，在胰島素的刺激下，IRS-1、IR和 IGF-IR

會被共同沉澱出來（2)。因為 IRS-1結合到 IR主要是藉由 IRS-1的

PTB domain 和 IR 上磷酸化的酪氨酸殘基（phosphorylated tyrosine 

residue）之間的交互作用，所以為了進一步驗證上述的結果，我們檢

測 IR酪氨酸激? 抑制劑tyrphostin AG1024對 IRS-1結合到受體上的

影響。將細胞培養在基底膜上，加入 0~30 µM tyrphostin AG1024作

用一小時，再以 100 nM胰島素刺激十五分鐘。收集的溶胞產物（cell 

lysates）以 IGF-IR、IR及 IRS-1抗體作免疫沉澱，再以西方墨點法檢

測其酪氨酸磷酸化及與其他訊息傳遞分子結合的情形。 

如同我們所預計， tyrphostin AG1024會抑制 IR的酪氨酸磷酸化

（圖四，A）。而胰島素所誘發的 IRS-1酪氨酸磷酸化以及其與 PI3K



之間的結合也因此而降低（圖四，B）。此外，IRS-1和 IGF-IR 的共

同沉澱也因為使用 tyrphostin AG1024的處理而被抑制（圖四，C）。

因此，我們確定在胰島素的刺激下，IRS-1會與 IGF-IR結合。由於使

用的胰島素濃度應不會和 IGF-IR產生 cross-reaction的情形，所以推

測 IRS-1是結合到 IR/IGF-IR雜合受體上。 

 

二、細胞骨架的完整性對胰島素訊息傳遞的影響  

細胞骨架（cytoskeleton）不僅與細胞的構形有關，它也控制了許

多細胞生理反應，例如增殖、移動及胞內腺泡的運輸等。除此之外，

細胞骨架亦可作為訊息傳遞分子的支架（80)。因此我們探討細胞骨

架的整體性對於胰島素訊號傳遞的影響。在此實驗， actin 和

microtubule的聚合分別以 cytochalasin D和秋水仙素（ colchicines）抑

制。將 5µg/ml cytochalasin D和秋水仙素加入培養在基底膜的乳腺細

胞，經過一個晚上的作用後，再以 100 nM的胰島素刺激，最後收集

溶胞產物進行免疫沉澱及西方墨點法的分析。結果顯示，破壞細胞骨

架會抑制胰島素訊息傳遞，包括了 IR、IRS-1酪氨酸磷酸化以及 IRS-1

結合到 IGF-IR的情形（圖五）。因此，細胞骨架的完整性對於胰島素

的訊息傳遞是非常重要的。 

     

三、Lipid raft在 IRS-1與受體結合的過程中所扮演的角色  

訊息傳遞分子的分室化（compartmentalization）使得各分子間的



交互作用提高，因此影響了訊息的傳播（81)。在細胞膜上有兩種不

同的 lipid rafts，分別是富含膽固醇和 caveolin的 caveolae以及含有豐

富的 ganglioside GM3的 glycosphinigolipid signaling domain（82)。曾

有報告指出多種生長因子接受體和訊息傳遞分子位於 lipid raft，而且

其訊號的傳遞會受其本身所在位置的影響（81，82)。因此，我們想

探討在乳腺上皮細胞中，lipid raft對胰島素訊息傳遞的重要性。首先

針對的是 caveolae，我們以 ß-hydroxypropyl cyclodextrin 耗盡膽固醇，

使得 caveolae 被破壞。將培養於基底膜上的細胞預先以 0~10 µM 

ß-hydroxypropyl cyclodextrin 作用一小時，再加入胰島素來刺激，然

後將溶胞產物進行免疫沉澱分析。結果如圖六所示，ß-hydroxypropyl 

cyclodextrin對 IRS-1酪氨酸磷酸化以及 IRS-1與 IGF-IR的結合並無

明顯的影響。由此，我們推測在乳腺上皮細胞中，胰島素的訊息傳遞

可能不是發生在 caveolae。 

其次討論到的是 glycosphinigolipid signaling domain對於胰島素

訊息傳遞的影響。原本我們要用抑制 ganglioside 合成的藥物

（ D-1-threo-1-phenyl-2-hexadecanoylamino-3-pyrrolidino-1-propanolo-

HCl，PPPP）破壞 glycosphinigolipid signaling domain，但市面上現已

停產，因此我們以外加 ganglioside 作為替代的方式，來檢測

glycosphinigolipid signaling domain 在胰島素訊息傳遞中所扮演的角

色為何。將培養在基底膜或塑膠盤上的細胞預先以 50 µM 的

ganglioside GD1a或 GM3作用一至兩天，再加入 100 nM胰島素刺激十



五分鐘，然後收集溶胞產物進行免疫沉澱分析。實驗結果顯示

ganglioside GD1a和 GM3對胰島素訊息傳遞並無明顯的影響（圖七、

八）。 

 

四、阿斯匹靈和 15-deoxy-△12,14-prostaglandin J2(15d-PGJ2)對於胰島 

素誘發的 IRS-1的酪氨酸磷酸化的影響  

我們實驗主要的目的之一便是要探討並闡明細胞外基質如何影

響胰島素的訊息傳遞。除了在緒論中所提及的一些可能的機轉之外，

我們也從第二型糖尿病所產生的”胰島素抗性”（insulin resistance）這

個觀點著手，因為當乳腺細胞不與基底膜接觸而產生胰島素訊息傳遞

失調的情形與第二型糖尿病的胰島素抗性有些類似。曾有報告指出，

阿斯匹靈可以藉著抑制 IKKβ來減輕因肥胖或飲食所造成的胰島素抗

性（83，84)。另外，15d-PGJ2能藉由修飾 p50而抑制 NF-κΒ活性（85，

86）。因此，我們檢測阿斯匹靈和 15d-PGJ2是否可以使培養在塑膠盤

上的乳腺細胞回復 IRS-1酪氨酸磷酸化。將培養在基底膜或塑膠盤上

的細胞預先以阿斯匹靈或 15d-PGJ2作用兩小時，再加入 100 nM胰島

素刺激十五分鐘，然後以免疫沉澱法與西方墨點法分析 IRS-1酪氨酸

磷酸化的程度。如同圖九所示，不論細胞是培養在塑膠盤或基底膜上

都對上述藥物的處理沒有反應。另外，報導中指出因 calyculin (去磷

酸? 抑制劑) 所造成 IRS-1酪氨酸磷酸化下降的情形也可用阿斯匹靈

處理而得以舒緩，所以我們也執行了類似的實驗（83，84）。細胞先



以阿斯匹靈處理一小時，再加入 okadaic acid繼續作用一小時，最後

加入胰島素刺激十五分鐘。結果顯示阿斯匹靈仍舊毫無作用（圖九，

C）。因此，我們推測脂肪、肝臟以及肌肉細胞所產生的胰島素抗性

的機轉應該和乳腺上皮細胞的不同。 

 

五、Wortmannin對於胰島素訊息傳遞的影響  

曾有文獻記載 IRS-1 的絲氨酸/蘇氨酸磷酸化（serine/threonine 

phosphorylation）對於其自身酪氨酸磷酸化產生抑制作用，可能的原

因是當 IRS-1 產生絲氨酸磷酸化時，它在細胞內的位置會由近膜的

membrane compartment轉到細胞質中，因此無法與 IR接合，導致訊

息中斷；或是它與酪氨酸去磷酸? 太接近而被去磷酸化（87~90)。與

IRS-1絲氨酸/蘇氨酸磷酸化有關的激? 包括有PKC、Erk、PI3K及 JNK

等（91~93)。因此，我們想知道是否抑制了這些激? 就可以使培養在

塑膠盤上的乳腺細胞回復 IRS-1酪氨酸磷酸化。 

我們曾使用 PKC與 Erk的抑制劑，結果是無效的。由於市面上

並無 JNK的抑制劑，我們則使用可以活化 JNK的藥劑 anisomycin，

結果仍是沒有反應（實驗數據沒有標示出來）。最後我們以 PI3K的抑

制劑 wortmannin 來處理，並觀察它對於胰島素訊息傳遞的影響。將

培養在基底膜或塑膠盤上的細胞預先以 10 µM wortmannin作用一小

時，再加入胰島素刺激十五分鐘，然後以免疫沉澱法與西方墨點法分

析胰島素訊息傳遞。對培養在塑膠盤上的細胞而言，此種處理提高



IRS-1酪氨酸磷酸化及其與 PI3K的結合，同時 IRS-1與 IGF-IR的結

合也大幅提升（圖十）。後者的反應尤其明顯（圖十，C）。然而 IR

酪氨酸磷酸化卻不受影響。不過，有一分子量為 160 KDa且被磷酸化

的蛋白質和 IR被共同免疫沉澱出來。根據其分子量，我們推測此蛋

白質就是 IRS-1（圖十，A）。除了 IRS-1與 IGF-IR的結合有提高的

情形之外，wortmannin 對培養在基底膜的細胞並無顯著影響（圖十

一）。 

 

六、酪氨酸去磷酸? 在乳腺上皮細胞中的表現 

細胞內蛋白質酪氨酸磷酸化的程度受到酪氨酸激? 以及酪氨酸

去磷酸? （protein tyrosine phosphatase，PTP）的調控。由以往的結

果顯示，vanadate可恢復培養在塑膠盤上的細胞其 IRS-1酪氨酸磷酸

化的情形，表示抑制細胞胰島素訊息傳遞的機轉可能是經由 PTP 的

作用（121)。由文獻記載得知，數種酪氨酸去磷酸? 會抑制胰島素的

訊息傳遞。這些去磷酸? 包括了PTP1B、LAR、SHP-2及 RPTPa 等

（94，95）。因此，我們以西方墨點法檢測 PTP1B、LAR、SHP-2及

RPTPa 在以基底膜或塑膠作為附著層的乳腺細胞中的表現情形。實驗

的結果顯示 PTP1B、SHP-2與 RPTPa 的表現似乎不受附著層的影響，

然而 LAR的表現則因細胞與基底膜接觸而提高（圖十二）。這個結果

並無法解釋為何當細胞培養在塑膠盤時，胰島素的訊息傳遞的程度較

低。 



七、檢測胰島素在乳腺細胞株所誘發的訊息傳遞  

初代乳腺上皮細胞固然最能反映乳腺細胞在體內的生理狀況，然

而其取得的成本高且僅能做數代繼代培養。除此之外，尚有不易轉染

（transfection）的難題。因此我們尋找與初代細胞具相同表現型的乳

腺細胞株，也就是在這些細胞中胰島素訊息傳遞會受細胞外基質調

節。 

我們檢測了兩株乳腺細胞株對於胰島素的刺激所誘發的訊息傳

遞。NMuMG為取自正常小鼠的乳腺細胞；NMU則是取自大鼠的乳

腺腺瘤細胞。將此二種細胞株培養在基底膜或塑膠盤中，並以 100nM

胰島素刺激十五分鐘，再觀察 IRS-1酪氨酸磷酸化的情形（圖十三）。

我們發現當 NMuMG 細胞株培養在基底膜時，會形成泡狀的結構；

而 NMU細胞株只形成細胞叢的形態。然而，NMuMG細胞株不論是

培養在塑膠盤或基底膜上，其 IRS-1 的酪氨酸磷酸化的程度並無差

異；而 NMU細胞株則需與基底膜接觸才能產生較高量的 IRS-1磷酸

化。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



第四章  討論  

胰島素的訊息是否可由接受體一直傳遞下去而產生生理反應端

視在此過程中，訊息分子是否正確地被依序活化所致。胰島素與 IR

結合後，造成受體的自我磷酸化，接著吸引 IRS-1與 IR接合並被酪

氨酸磷酸化，下游的分子繼之被依序活化，使得訊號被正確地傳遞。 

在乳腺上皮細胞，胰島素的訊息傳遞會受細胞外基質影響，而調

節點正位在 IRS-1（2）。除了乳腺上皮細胞之外，其他細胞如 Rat-1、

NIH3T3、CHO及初代脂肪細胞也有類似的情形，但影響胰島素的訊

息傳遞的基質為 fibronectin 或 vitronectin，且調節位點在 IR

（96~100）。根據報導，細胞外基質影響胰島素的訊息傳遞是藉由

integrin及其下游的訊息分子。在 Rat-1及 NIH3T3細胞株，胰島素的

刺激會促進 IR、IRS-1與αvβ3 integrin的結合，進而提高 IR和 IRS-1

酪氨酸磷酸化（96，97）。即使在沒有胰島素的刺激的狀況下，活化

的 pp125FAK也曾被證實可以促使 IRS-1磷酸化（101）。此外，pp125FAK

和 Src 的共同作用可以回復細胞因懸浮而降低的胰島素的訊息傳遞

（100）。乳腺上皮細胞主要是表現α2β1、α3β1、α6β1 integrin，但是並

無 IRS-1與β1 integrin 結合的情形（102）。然而，最近一篇報導指出

在眼球的水晶體中，α6 integrin透過與 IGF-IR的結合活化 Erk而促進

水晶體的發育（103）。所以接下來我們將檢視受體或 IRS-1與α integrin



結合的可能性。就目前所有的結果來看，pp125FAK和 Src調節乳腺上

皮細胞內胰島素訊息傳遞的可能性不大，因為當細胞不與基底膜接觸

時，pp125FAK和 Src的酪氨酸磷酸化反而比較高，且 Src的抑制劑 PP1

對胰島素訊息傳遞的影響不大。 

以訊息傳遞的角度來看，我們推測有下列三種可能性可以解釋為

什麼在缺乏基底膜時，胰島素在乳腺上皮細胞的訊息傳遞會被阻斷在

胰島素受體：第一、PTP的表現量及活性升高，進而抑制 IRS-1的酪

氨酸磷酸化；第二、一些抑制分子（inhibitory molecule）的存在阻斷

IRS-1結合到胰島素接受體上，因此 IRS不能被磷酸化；第三、IRS-1

在細胞內的位置（location）改變，無法接近胰島素接受體。就 PTP

而言，曾被證實抑制胰島素訊息傳遞的有 PTP1B、LAR、SHP-1 及

RPTPα等（94，95）。這些 PTP主要是作用在 IR，進而影響下游的訊

息傳遞。目前所知作用在 IRS-1 上的 PTP 只有 SHP-2 和 PTP1B 

（104）。不過，SHP-2的結合反而活化 Erk路徑，因此是正向調節胰

島素訊息傳遞。我們觀察 LAR、RPTPα、SHP-2及 PTP1B在乳腺上

皮細胞的表現情形，發現不論是以基底膜或塑膠作為附著層 PTP1B、

SHP-2與 RPTPα的表現量並沒有差異。然而這並不表示這些 PTP沒

有參與乳腺細胞內調節胰島素訊息傳遞的機轉，檢測 PTP 與接受體

或 IRS-1結合的情形將是我們接下來的工作。比較令人驚訝的是 LAR



的結果。培養在基底膜的細胞其 LAR的表現量較高。LAR是穿膜型

的 PTP，曾被證實是 laminin的受體（105）。多數 PTP在懷孕或哺乳

時期的乳腺中的表現量是下降的，但 LAR卻維持不變（106）。另外，

LAR-/-的老鼠會有乳腺發育不全及功能失調的情形（107）。因此在乳

腺中，LAR應與負向調節胰島素訊息傳遞無關。 

 IR/IGF-IR和 IRS-1在細胞內的位置（localization）並不相同；

IR/IGF-IR位在細胞膜上，而 IRS-1在近膜的 membrane compartment

（87，88）。當他們的位置改變時，會使得二者的距離拉遠，訊息傳

遞因而中斷。像是當 IRS-1產生絲氨酸磷酸化時，它在細胞內的位置

則由近膜的 membrane compartment轉到細胞質中，因此無法與 IR接

合，導致訊息中斷（89，90）。目前已知能造成 IRS-1 絲氨酸磷酸化

的藥品或因子有 PMA、okadaic acid、TNF-α、PDGF、及胰島素的持

續刺激，這些主要是藉由 PKC、JNK、Erk或 PI3K的作用（91~93）。

我們懷疑當乳腺細胞培養在塑膠盤上所產生胰島素訊息傳遞失調的

情形也是經由上述的機轉，因此嚐試用各種絲氨酸/蘇氨酸激脢抑制

劑處理細胞，並檢測胰島素訊息傳遞是否可因此而回復。大多數的抑

制劑僅能造成 IRS-1 mobility的改變卻無法提高 IRS-1的酪氨酸磷酸

化。然而，PI3K 抑制劑 wortmannin 可以大幅提高 IRS-1 接合到

IR/IGF-IR 的程度，以及 IRS-1的酪氨酸磷酸化。此種效果又以培養



在塑膠盤上的細胞較顯著。我們也使用了另一個 PI3K 抑制劑

LY294002，所得結果與 wortmannin相同。 

 PI3K 是胰島素訊息傳遞下游的一個分子。活化 PI3K 可促進代

謝反應、細胞存活等作用；然而長時間的胰島素刺激會造成 PI3K持

久性的活化，導致 IRS-1 絲氨酸磷酸化提高，最後 IRS-1 經由 26S 

proteosome 降解（108，109）。這是胰島素訊息傳遞負回饋的一種機

轉。所以，抑制 PI3K可以拮抗此種負回饋作用，使訊息傳遞持續進

行。在我們的實驗中，胰島素的作用時間僅有十五分鐘。在此情況下，

抑制 PI3K仍能提高 IRS-1接合到 IR/IGF-IR的程度以及 IRS-1的酪氨

酸磷酸化，表示細胞與附著層（substratum)的接觸誘發 PI3K的活性。

我們過去的實驗證實，細胞在未受胰島素刺激時，仍有少量的 Akt

被活化；且培養在塑膠盤或 collagen I上的細胞，其 Akt活化的程度

比培養在基底膜上的細胞高（110）。所以，缺乏基底膜時乳腺細胞對

胰島素所產生的抗性，有可能是經由 PI3K引發 IRS-1絲氨酸磷酸化

所造成。 

 第二型糖尿病病人的特徵是對胰島素產生抗性（ insulin 

resistance)。然而，造成此抗性的機轉仍未完全釐清，可能的原因是

病人體內 TNF-α提高，使得 IRS-1產生絲氨酸磷酸化（111）。除此之

外，細胞內 ganglioside GM3 synthase的活性也會因此上升，進而抑制



IR及 IRS-1的酪氨酸磷酸化（112）。最近的文獻指出，阿斯匹靈或水

楊酸（salicylate）可以減輕因肥胖、高脂飲食及 TNF-α所引發的胰島

素抗性。另外，因 calyculin （去磷酸? 抑制劑)所造成 IRS-1酪氨酸

磷酸化下降的情形也可因此而舒緩。這主要是因為阿斯匹靈抑制

IKKβ的緣故（83，84）。15d-PGJ2是 PPARγ的配子，而活化 PPARγ

的路徑可以提高脂肪細胞的分化及減低癌細胞癌化的情形（113，

114）。此外，15d-PGJ2也可抑制 NF-κB的 DNA-binding能力，以及

改善胰島素抗性（85，86）。乳腺細胞因不與基底膜接觸而產生胰島

素訊息傳遞失調的情形與第二型糖尿病的胰島素抗性有些類似，所以

我們檢測阿斯匹靈、15d-PGJ2以及 GM3對胰島素訊息傳遞的影響。

結果顯示這些處理都沒有作用，因此我們推測脂肪、肝臟以及肌肉細

胞所產生胰島素抗性的機轉，似乎和乳腺上皮細胞不同。 

訊息傳遞的分室化（compartmentalization）會造成局部分子的聚

集，增加分子之間的交互作用（ 81）。這種情形可能發生在細胞各處，

例如在支架蛋白（scaffold proteins）或細胞膜上。細胞膜上主要有兩

種 lipid rafts；分別是 caveolae和 glycosphinigolipid signaling domain。

Caveolae富含膽固醇及caveolin；而 glycosphinigolipid signaling domain

則含有豐富的 ganglioside GM3（82）。許多接受體及近膜的訊息分子

位於這些區域，因而調節訊息傳遞。我們以藥物清除膽固醇或外加



ganglioside GD1a和 GM3來檢測這兩種 lipid rafts對乳腺上皮細胞胰島

素訊息傳遞的重要性，結果顯示這兩種處理方式都不會影響訊息傳

遞。因此，我們推測在乳腺上皮細胞中，胰島素的訊息傳遞不是發生

在 lipid rafts。這個結果並不意外，因為根據文獻，caveloae內的蛋白

不易以 Triton X-100萃取出來，而我們卻能以此取得大多數的 IR和

IRS-1，所以進一步確定上述的推論。Caveolae 對胰島素訊息傳遞的

影響亦是眾說紛紜；有些報導證實 IR位於 caveolae且這種分布有助

於訊息傳遞，但也有完全相反的發現（115~118）。這可能是因為所使

用的細胞不同的緣故。而 ganglioside對細胞及訊息傳遞的影響以 EGF

的研究較多。GD1a 促進人類真皮纖維母細胞的生長，其作用機轉在

於刺激 Src激? 活性及提高EGFR的自我磷酸化（ 119）；GM3則是抑

制 EGFR的自我磷酸化和細胞生長（120）。如前段所述，GM3抑制胰

島素訊息傳遞，可能也是藉由提高 IRS-1 產生絲氨酸磷酸化的路徑

（112）。 
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