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中文摘要 
先前已有報導指出酒精具有抑制免疫反應的作用，因而顯著增加

人類對於感染疾病及癌症的發生率。酒精在免疫系統的慢性影響已被

廣泛的研究，但卻少有研究在急性酒精曝露的影響上，而且急性飲酒

的習慣比慢性酒精中毒者更為普遍。對急性酒精中毒或是慢性酒精中

毒者來說，酒精會損害先天性及後天性免疫反應，其中自然殺手細胞

是人類先天性免疫系統中最重要的作用細胞。本研究以 B6C3F1 母鼠

為實驗動物， 32 %（6.0 g/kg）的酒精劑量為實驗劑量，測試在急性酒

精曝露下，對脾臟自然殺手細胞數目的影響。結果發現酒精會脾臟誘

導自然殺手細胞的凋亡因而造成自然殺手細胞數目的降低，並不是因

為酒精誘導分泌的糖皮質素所造成自然殺手細胞的重新分配於各組織

中。因為各組織中的自然殺手細胞數都顯著地降低。另外也使用 RU486

（糖皮質素的拮抗劑）來探討糖皮質素在誘導脾臟自然殺手細胞發生

細胞凋亡所扮演的角色，結果顯示 RU486並不能完全抑制酒精所誘導

之自然殺手細胞發生細胞凋亡。是故應有其他的機理涉及酒精誘導脾

臟自然殺手細胞發生細胞凋亡。另有實驗評估 caspase-3、Bax及 Bcl-2

在酒精誘導脾臟之自然殺手細胞發生細胞凋亡所扮演的 caspase-3的活

性，然而 Bax及 Bcl-2的角色。研究結果顯示酒精會活化蛋白表現量則

不受酒精影響。 



英文摘要 Abstract 

 Previous studies have shown that mouse splenic natural killer (NK) 

cell activity is decreased after a single dose of ethanol (EtOH) by gavage.  

Also, the percentage of splenic NK cells is decreased in EtOH-treated mice.  

This study focused on the fate of the missing splenic NK cells.  EtOH can 

produce a stress response characterized by activation of the 

hypothalamic-pituitary-adrenal axis.  Glucocorticoids are known to alter 

lymphocyte trafficking, and it is possible that NK cell numbers in the blood 

or sites other than the spleen may increase following EtOH administration.  

However, the results showed that EtOH not only decreased splenic NK 

cells but also decreased NK cells derived from peripheral blood, bone 

marrow and peritoneal cavity.  These results suggest that the decreased 

splenic NK cells in EtOH-treated mice are not caused by migration of 

splenic NK cells to the other sites tested here.  The missing splenic NK 

cells probably die from glucocorticid-induced apoptosis as a result of an 

EtOH-induced stress response.  Administration of RU 486 (glucocorticoid 

antagonist) partially prevented the apoptosis of splenic NK cells induced by 

EtOH.  Also, RU 486 only partially blocked the caspase-3 activity of 

splenic NK cells activated by EtOH.  However, Bcl-2 and Bax protein 

expression in splenic NK cells were not significantly altered by EtOH.  



Collectively, a single dose of EtOH can globally decrease NK cell 

population.  The decreased splenic NK cells can be explained by 

apoptosis induced by EtOH.  The glucocorticoids play a role in the 

apoptotic splenic NK cells induced by EtOH.  Finally, these results 

suggest that EtOH-induced apoptosis of splenic NK cells is regulated by 

caspase-3 activity but not by Bcl-2 and Bax activity. 

   



第一章 緒論 

 

第一節 酒精（Ethanol） 

酒精（Ethanol）會降低大腦的抑制能力和判斷力（附表一），令

飲者高估自己的能力，導致危險駕駛及其他不智之舉。當血液中酒精

濃度達 30 mg/100 ml，發生交通意外事故的機會大為增加（1）。酒醉

即急性酒精中毒，而酒的濃度、飲用的份量、是否空腹飲用、飲者體

重及本身肝臟的功能，都能決定酒精對身體的影響（2）。當血中的酒

精濃度逐漸升高時，腦神經系統的各種機能也隨之受到抑制而降低，

使得視覺、痛覺、味覺、嗅覺的感覺漸漸麻痺，若甚而影響到運動機

能失調，出現走路顛簸的現象時，即已進入急性酒精中毒的狀態了。

再者急性酒精中毒時，最嚴重時會因腦幹機能的抑制導致呼吸系統麻

痺而死亡（3）。 

在過去的研究顯示酒精具有抑制免疫反應的作用，進而顯著增加

人類感染疾病及罹患癌症的機會（4-5）。也有一些學者發現，酒精會

幫助癌細胞的生長或是癌症的發展（progression）（6-7）。另外有強

烈證據支持飲用酒精的人會增加罹患乳癌、結腸癌、肺癌及前列腺癌

的機率（8-12）。在上述研究中，有許多可能的因素例如：抽煙、飲食⋯⋯



等等仍值得被考慮，雖然飲食、風土民情及社會狀態都會影響飲酒比

率，但是不可否認的酒精在抑制免疫系統、增加人類感染疾病及罹患

癌症上扮演關鍵性的角色（13）。 

許多報告指出，慢性酒精中毒者會增加疾病的發生率，例如：呼

吸道感染、肺炎、肺結核、腦膜炎、肝炎及癌症（4, 6）。以動物模式

研究發現慢性酒精中毒不僅會降低淋巴球數目及抑制淋巴球增生也會

抑制免疫系統的功能，包括抗體反應、自然殺手細胞活性及巨噬細胞

的功能（14-17），這可能造成酒精濫用者免疫系統的缺失進而較容易

感染疾病及遭受致癌因子攻擊。雖然在動物模式中並沒有直接的證據

證實酒精與癌症的發生有關，但確實有證據指出在致癌過程中酒精扮

演一個啟始因子（initiator）的角色（6）。另外，酒精濫用是初期肝癌

發展的一個重要因子（17）。 

雖然酒精對免疫系統所造成的慢性傷害已被廣泛的研究，但關於

急性酒精在免疫系統的影響卻少有研究。然而急性飲酒的習慣比慢性

酒精中毒者更為普遍，而且在青少年中急性飲酒是個嚴重的問題

（18）。美國地區在 1993 年約有一百五十萬的人因酒精的影響而發生

了車禍（19），而其中有 37％的人其血液中酒精的含量高於 0.2％（20）。

另外約有 44％的美國大學生有急性酒精中毒的經歷，而有 19％是經常



喝酒的成癮者（21）。這結果指出美國人容易因大量飲酒而造成較高

的血液酒精含量，然而大部分的人並非是慢性酒精成癮者。國人交際

應酬時常以喝酒來助興，八十七年行政院衛生署檢疫總所疫情資訊指

出台灣地區成年男性喝酒的普遍率達 29％（22），同樣地，約有 15％

的男性已在青春期即已建立了大量飲酒的習慣（23）。遺憾的是國內

無尚一份報告指出急性酒精中毒者的百分，但根據交通部統計處的 88

年 1-9月台閩地區「酒後(醉)駕車」交通事故分析報告中發現其實國內

大量飲酒者的人口比率相當高（24）。因此，本論文將針對急性酒精

中毒對免疫系統的影響作初步的研究。 

 

第二節 自然殺手細胞（natural killer cells, NK cells） 

自然殺手細胞（natural killer cells, NK cells）是人類先天性免疫系

統中相當重要的作用細胞，並可調控後天性免疫反應。人類的自然殺

手細胞屬於單核球細胞的次群，將其定義為 CD3﹣、TcR﹣、CD16＋和

CD56＋，不具吸附性，也不具吞噬性的大型顆粒淋巴球（25-26）並能

夠以不需要組織相容性抗原（major histocompatibility complex, MHC）

配合的方式來殺死腫瘤細胞及病毒感染細胞（25, 27）。這種毒殺作用

不需要以抗原刺激和輔助細胞幫忙的前處理方式來誘發毒殺能力



（28），而此特性使自然殺手細胞能在致病原引起專一性反應前，即

能有效做為宿主抵抗外來病原的入侵（26-27）。因此，自然殺手細胞

被認為是宿主對抗病毒的第一道防線（27, 29）。 

雖然自然殺手細胞在免疫系統中的確切角色尚未明顯，但是已有

證據證實自然殺手細胞參與對抗腫瘤成長的免疫反應並執行監督職

責、摧毀及防止惡性細胞的壯大及擴散、調節 B 細胞的增殖反應及免

疫球蛋白的生成、骨髓移植的排斥反應和保護宿主免於微生物及病毒

的感染（30-32）。學者們認為自然殺手細胞為原始性的毒殺性細胞用

來保護宿主抵抗病原的侵害（33）。雖然有些 T 細胞和其它的白血球

亦能以不需要組織相容性抗原配合的方式來進行毒殺作用（34）。但

是在周邊血液系統裡，進行毒殺作用的細胞主要不是 T細胞及 B細胞

而是自然殺手細胞（35）。在人類周邊血液系統中，自然殺手細胞約

佔 10-15%（35）。儘管自然殺手細胞的數量不多，但是自然殺手細胞

對宿主防禦病毒的感染特別重要（36）。 

雖然抗原專一性免疫反應的毒殺性 T 細胞對清除病毒感染的細胞

相當重要，但相對地，毒殺性 T 細胞對先前從未遭遇過的病原，誘發

其毒殺作用的時間與自然殺手細胞相比是相當緩慢的（37）。因此在

病毒引起抗原專一性免疫反應的初期，自然殺手細胞的角色是相當重



要的，例如：在自然殺手細胞缺乏的病人，的確很容易罹患及復發

varicella、cytomegalovirus和 herpes virus所導致的疾病 （36-37）。自

然殺手細胞除了會主動毒殺標的細胞（target cells）外，也參與了體液

性免疫反應，而且當外來抗原誘發產生抗原專一性免疫反應，自然殺

手細胞還是持續地對宿主的防禦能力做出貢獻。由於自然殺手細胞上

具有抗體的受器（CD16-FcγRⅢ）（38-39），因此自然殺手細胞可以

進行抗體依賴性毒殺作用（antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, 

ADCC），而將已結合上抗體的標的細胞殺死。藉此自然殺手細胞可與

體液性免疫系統共同合作來消除病原體或是外來物。因此自然殺手細

胞除了在早期的宿主防禦系統中扮演重要角色外，在抗體的合成以

後，對宿主防禦系統的貢獻依然持續（40）。 

 

第三節 急性酒精對自然殺手細胞的影響 

對急性酒精中毒者或是慢性酒精中毒者來說，酒精會損害細胞性

（cellular）及體液性（humoral）免疫反應（6）。自然殺手細胞在對抗

腫瘤細胞、病毒及細菌上扮演重要的角色（41）。在體外試驗（in vitro）

的結果發現，酒精濃度對自然殺手細胞活性的影響不一，雖然在低濃

度下（≦0.5％, w/v），酒精會增加自然殺手細胞的活性（42-44），但



在高濃度下（0.8-10%, w/v），酒精反而會抑制自然殺手細胞的活性

（45-47）。然而，有些研究指出，酒精在極低的濃度下（0.08-0.5%, 

w/v），會抑制自然殺手細胞的活性（48- 49）。若以酒精代謝物

（acetaldehyde and acetate）進行體外測試自然殺手細胞活性，結果發

現這些酒精代謝物在正常生理濃度下不會抑制自然殺手細胞的活性

（50）。若以 B6C3F1老鼠進行急性酒精體內試驗（ in vivo），發現酒

精在單一劑量下（32%，5.0-7.0 g/kg）會抑制 50%老鼠脾臟的自然殺手

細胞活性（16），然而酒精在此老鼠血中濃度下只可直接抑制大約 15%

的自然殺手細胞活性（50）。以上結果顯示可能另有其它機制造成酒

精抑制自然殺手細胞的活性例如：神經內分泌激素（neuroendocrine 

hormone）。Wu and Pruett以注射拮抗劑的方式，證實了在飲用酒精的

老鼠身上糖皮質素（ glucocorticoiods）及兒茶酚胺（catecholamines）會

抑制自然殺手細胞的活性（51）。 

已知緊迫反應（stress response）會降低自然殺手細胞的活性，而

緊迫反應的特性是誘導糖皮質素的產生（52）。另有報導指出，在人

類或是囓齒動物身上，急性酒精中毒會誘導產生神經內分泌緊迫反應

（neuroendocrine stress response）（53-54），而且酒精也會活化

hypothalamic-pituitary-adrenal（HPA）axis 增加血液中糖皮質素及兒茶



酚胺的含量（54-55），此情形在 B6C3F1老鼠體內會進一步誘導胸腺

細胞發生細胞凋亡（apoptosis）（53）。然而，尚未有研究指出酒精會

誘導自然殺手細胞發生細胞凋亡。 

 

第四節 糖皮質素與細胞凋亡（apoptosis） 

許多的研究指出糖皮質素（glucocorticoids）會誘導淋巴組織或細

胞走向細胞凋亡（apoptosis）（53, 56）。糖皮質素誘導細胞凋亡可藉

由兩條不同的路徑。當增生的胸線細胞以糖皮質素處理後，可啟動活

化細胞凋亡的訊號啟動，包含細胞週期的改變；糖皮質素也會誘導未

增生胸線細胞走向細胞凋亡，且增生的胸線細胞與未增生胸線細胞兩

者活化細胞凋亡訊號路徑有部分是相同的（57）。糖皮質素藉由與糖

皮質素受器（glucocorticoid receptor, GR）結合引發訊號傳遞，糖皮質

素受器是要與糖皮質素結合才能活化的特殊轉錄因子（transcription 

factor, Zn finger type）（58-59）。糖皮質素受器傳遞細胞凋亡訊號可

經由基因的活化轉錄（transactivation）（60-61）、抑制基因表現（62）

或是兩種路徑皆有。糖皮質素所調節的基因其中之一是 c-myc（63-65），

在淋巴細胞株中或是白血球細胞株中，糖皮質素會抑制調控

（downregulate）c-myc而引發細胞凋亡（62-63）。例如：在人類白血



球細胞株 CEM-C7 中 c-myc 持續表現會防止糖皮質素誘導的細胞凋亡

及 antisense c-myc 會引發細胞凋亡（62）。糖皮質素的拮抗劑 RU-486

可阻止糖皮質素誘導的細胞死亡，這阻止的情況與增加 c-myc mRNA

的量有關（63）。 

另一個令人關心的機轉是抵抗由糖皮質素誘導的細胞凋亡。在白

血病細胞（leukemia cells）表現缺失功能的糖皮質素受器（66-69）或

是沒有表現糖皮質素受器功能（70），能抵抗糖皮質素誘導的細胞凋

亡，所以糖皮質素受器的功能存在是必須的。抵抗糖皮質素誘導細胞

凋亡的下游調控機轉尚未被清楚的定義出來，因為關於其訊號傳遞

（ signaling cascade）所知有限。其中訊號傳遞引人注意是關於

anti-apoptotic protein 的過表現，例如：Bcl-2，已被證實能抑制糖皮質

素誘導的細胞凋亡（71-74）。Bcl-2能與 proapoptosis蛋白結合例如：

Bax、Bcl-xs 及 Bad 進而保護細胞免於走向細胞凋亡，其中 Bcl-2/Bax

的比率居一個很重要的角色（75-76），糖皮質素誘導的細胞凋亡會增

加 Bax/Bcl-2的比率（77）。當 Bcl-2的量很高時，Bcl-2 homodimers 及

Bcl-2/Bax heterdimers佔優勢，細胞會存活。而當 Bcl-2的量太低或是

Bax的量太高，則 Bax homodimers佔優勢，而導致細胞走向細胞凋亡

（77）。 



研究指出在 T 細胞內糖皮質素的訊號傳遞會活化 caspase-3，而走

向細胞凋亡（78-79）。在細胞凋亡中 caspase-3扮演一個關鍵性的角色，

caspase-3 能切除一些重要的蛋白例如：poly (ADP-ribose) polymerase

（PARP）進而造成細胞凋亡（80）。Kunitaro等人發現 C57BL/6老鼠

投予糖皮質素會造成胸腺細胞及脾臟細胞增加走向細胞凋亡的比率及

增加 caspase-3的活性（81）。 

 

 

第五節 急性酒精中毒的老鼠模式 

在囓齒動物模式中，過去為了研究酒精對神經性內分泌或是行為

的影響，一般都以採用腹膜注射的方式。然而，有證據指出酒精會造

成某些物質釋放於胃內，因而影響免疫反應（82）。因此，從事免疫

試驗分析上使用另一種適當方式將酒精送入胃組織內是必要的。所以

本實驗使用小鋼管以口服的方式將酒精送入老鼠胃中。而且，這種方

式比以腹膜注射的方式更接近人類飲用酒精的方式。急性酒精的動物

模式由 Han 等人於 1993 年建立，是以 32％的酒精單一劑量餵食老鼠

（53）。另外，酒精濃度的選用是重要的，因為 50％或是更高的濃度

會引起胃及十二指腸的發炎現象及壞死（53），這情形會干擾測試的



免疫反應。 

雖然在此動物模式中，血中的酒精濃度會比人類酒精中毒者還要

高，然而在在考量不同物種體內相同生理反應時，除血液中實際的酒

精濃度外，不同的物種對酒精的吸收代謝率及物種對酒精的酒精的反

應敏感度等因素亦需加以考量，例如：在老鼠身上要產生鎮定及致死

的血液酒精含量是人類的兩倍（83-84），其次是老鼠代謝酒精的能力

是人類的 2-3 倍，所以人類的酒精累積吸收量較老鼠為高（84-85）。

再者，酒精的使用劑量像其他藥物一樣，應要考慮不同物種間差異，

因此，以身體全身的表面積來決定劑量會比以身體的重量較合適

（86）。雖然，在劑量使用上人類與老鼠之間有 12倍的修正因子（87），

但這似乎不能應用在酒精上面，在人類與老鼠只需小幅修正即可達到

相同影響（84-86）。 

 

第六節 動物品種 

在本實驗中所使用的 B6C3F1 品系的老鼠是由美國國家毒理學會

（National Toxicology Program, U.S.）選定做為免疫毒理實驗的實驗動

物品種。此品系的老鼠提供許多抵抗感染或是癌症研究的免疫相關資

料。B6C3F1老鼠是由 C57BL/6 母鼠與 C3H公鼠交配所產生的第一子



代，而且親代中 C57BL/6品系已被廣泛使用於酒精的研究上。 



第七節 研究動機 

    在先前的研究中已指出在急性酒精曝露的情況下會造成老鼠脾

臟自然殺手細胞的數目及活性下降。因此本研究欲探討脾臟之自然

細胞殺手數目下降的原因？是否酒精會活化 hypothalamic- 

pituitary-adrenal（HPA）axis而增加血液中糖皮質素含量，而糖皮質

素又會影響自然殺手細胞在體內各區的分佈情形，所以造成脾臟的

自然殺手細胞從脾臟轉移到其他組織中？或是因為糖皮質素會誘導

脾臟自然殺手細胞發生細胞凋亡，因此導致脾臟之自然殺手細胞的

細胞數下降？本研究以糖皮質素的拮抗劑（ antagonist）RU486來抑

制糖皮質素與其受器結合，探討酒精誘導之糖皮質素是否會誘導脾

臟自然殺手細胞發生細胞凋亡。若糖皮質素會誘導脾臟自然殺手細

胞發生細胞凋亡，本研究將探討何種路線將被活化而導致自然殺手

細胞發生細胞凋亡。  



第二章  實驗方法  

 

第一節  實驗動物  

本實驗動物來字於國科會動物中心所提供的 C57BL/6 母鼠與

C3H公鼠，於中山醫學院動物中心之 SPF（specific-pathogen free）

的環境下交配所產生的後代稱之為 B6C3F1。本實驗所用之老鼠均為

母鼠，且週齡約 8∼10 週，體重約 20g~24g，飼養於濕度及溫度控

制的房間，光照與黑暗各為 12小時週期，飲水及飼料（Labdiet）均

不加以限制。  

 

第二節  自然殺手細胞的製備  

一、脾臟細胞 

取出老鼠脾臟，放在 3 ml的 RPMI 1640（Gibco）培養液內，

利用載玻片的粗糙面將脾臟磨碎，離心 5分鐘後（轉速為 2000 rpm）

去除上清液，以 RPMI 1640培養液清洗兩次，。取 20μ l的細胞液

加至含有 10 ml azide free balanced electrolyte solution（ISOTONⅡ）

的小瓶中，同時加入三滴 RBC lysis buffer（J＆S Medical Associates, 

Inc.）以 Coulter counter（model Z1）計算細胞數，將脾臟細胞調整



成 1Í107 cells/ml培養在 RPMI 1640和 10% fetal bovine serum（FBS）

（Gibco）內。  

二、骨髓細胞 

從股骨取出骨髓細胞，取出骨頭，去除上面的皮膚和肌肉。切

除骨頭的一端將骨髓露出，使用 23號針頭將含有 FBS 的 RPMI 1640

培養液中注射入骨髓，將骨髓細胞沖出，離心 5分鐘後（轉速為 2000 

rpm）去除上清液。計算細胞數，將骨髓細胞調整成 1Í107 cells/ml

培養在含有 FBS 的 RPMI 1640。  

三、周邊血液細胞 

先用 forane（Abbott）麻醉劑將老鼠麻醉，用含有 heparin 的抗

凝固管收集血液以毛細管插入眼窩叢中取血。將血液加入

Histopaque-1077（Sigma），離心 30 分鐘轉速為 400xg。離心後用

吸管抽出中間層含有周邊血液白血球，用 1ÍPBS 清洗三次計算細

胞數，將周邊血液白血球調整成 1Í107 cells/ml培養在 RPMI 1640

和 10% FBS 中。  

四、腹腔細胞 

 使用 21號針頭將 10 ml 1ÍPBS 注射入老鼠腹腔，輕拍腹腔約

30秒，再使用 21號針頭將腹水吸出，離心 5分鐘後（轉速為 2000 



rpm）去除上清液。計算細胞數，將腹腔細胞調整成 1Í107 cells/ml

培養在 RPMI 1640和 10% FBS 中。  

第三節  自然殺手細胞之純化  

    脾臟細胞利用磁性 column（Stem cell）純化後，可得到純度＞

90%的自然殺手細胞（如附圖一）。將 1Í108脾臟細胞，加入 10μ

l 雞尾酒抗體（cocktail antibody）混和均勻，在 4℃下作用 15分鐘，

用含有 FBS 的培養液洗去未與細胞結合的抗體。之後再加入 100μ l 

anti-biotin tetrameric抗體附合物混和均勻，在 4℃下作用 15分鐘。

接著加入 60μ l magnetic colloid 混和均勻，在 4℃下作用 15分鐘。

最後將此混合液通過帶有磁性的 column 以收集自然殺手細胞。  

  

第四節 自然殺手細胞活性之分析（NK cell activity assay） 

取 1Í107個 YAC-1 細胞加至 0.6 ml的 0.9% NaCl，同時加入

500μCi的 Na51CrO4（NEN）標定，經過 90分鐘 37℃的培養（每隔

15 分鐘震盪 YAC-1 細胞）。然後用 Hanks’ balanced salt solution

（HBSS）（Simga）清洗三次，洗淨未標定的 51Cr。將製備好的脾

臟細胞與 YAC-1 細胞依 100:1、50:1及 25:1的比率加入 96孔圓底

盤，每個 well 加入 100μ l 的 YAC-1 cells 與老鼠脾臟細胞混合培

− SPExp



養。經過 37℃培養箱含 5％ CO2培養四個小時後，離心後取 100μ

l上清液以γ-counter（PACKARD, COBRAⅡ  AUTO -GAMMA）測

放射線強度。在經過以下公式換算後便可得知自然殺手細胞的活性： 

NK cell cytotoxic activity specific release = 

Exp：表示實驗組的 cpm 值  

SP：自發性鉻的釋放量，定義為 100μ l YAC-1 細胞單獨與 100μ l

培養液培養四個小時後，離心後上清液所釋放出的 cpm 值。  

Max：最大鉻釋放量，定義為 100μ l YAC-1細胞單獨與 100μ l 2N 

HCl培養四個小時後，離心後上清液所釋放出的 cpm 值。  

以 Bryant等人發表的計算方式計算 100:1、50:1及 25:1的平均

數值（88，equation 10），數值是代表每 107作用細胞（effector cells）

的毒殺能力。其中 100:1的自然殺手細胞毒殺百分比的值約在 15%

∼30%之間，與 Luster 等人用相同性別與品系做的結果相似（89）。 

 

第五節  流式細胞儀（Flow cytometry）分析自然殺手細胞

數目  

將製備好的效應細胞稀釋成 1Í106 cells/100μ l 於 flow 

cytometry buffer （ PBS 含 0.1% bovine serum albumin 和 0.1% 



sodium azide, pH 7.4 ），加入 96孔圓底盤內。使用接合 phycoerythrin

的單株抗體 PK136（Pharmingen）標示自然殺手細胞。細胞與抗體

在 4℃下作用 30分鐘。使用 1ÍPBS 緩衝溶液 （0.8 % NaCl, 0.002% 

KCl, 0.14% Na2HPO4, 0.02% KH2PO4, pH 7.4）離心洗去未標定的抗

體，加入 ammonium chloride lysis buffer（8.26% NH4Cl, 1% NaHCO3, 

0.06% EDTA, pH 7.0）去除紅血球，用 200μ l 1 % paraformaldehyde 

solution（Simga）固定，再用 1ÍPBS 緩衝溶液清洗。將細胞懸浮於

200 μ l 的 flow cytometry buffer 中 。 以 流 式 細 胞 分 析 儀

（Bencton-Dickinson）分析每個樣品。  

 

第六節 Annexin V分析細胞凋亡  

將要分析的脾臟細胞先加入 ammonium chloride lysis buffer去

除紅血球。再稀釋成 1Í106 cells/100μ l 於 flow cytometry buffer，

加入 96 孔圓底盤內。之後加入 fluorescein-isothiocyanate-labeled 

Annexin V（Kamiya Biochemical）在 4℃反應 15分鐘。對照組則不

加入 fluorescein- isothiocyanate-labeled Annexin V。離心清洗後，用

200μ l 1 % paraformaldehyde solution 固定，離心清洗後，將細胞懸

浮於 200μ l 的 flow cytometry buffer 中。以流式細胞分析儀



（Bencton-Dickinson）分析每個樣品。  

 

第七節 7-amino-actinomycin D（7-AAD）分析細胞凋亡  

此方法是參照 Ingrid 等人於 1994 年發表的方法，7-AAD 依其

染色特性可用來區分活細胞、死細胞及凋亡細胞（90，附圖二）。

將脾臟細胞稀釋於 100μ l flow cytometry buffer 含有 1Í106 cells，加

入 96 孔 圓 底 盤 內 。 之 後 加 入 phycoerythrin-labeled PK136

（Pharmingen）在 4℃反應 20 分鐘，離心清洗之後加入 20μg/ml 

7-AAD（Simga）在避光下 4℃反應 15分鐘。對照組則不加入 7-AAD。

用 200μ l  1 % paraformaldehyde solution固定，再用 1ÍPBS 緩衝

溶液清洗未標定上的 7-AAD。最後將細胞懸浮於 200μ l 的 flow 

cytometry buffer 中。以流式細胞分析儀（Bencton-Dickinson）分析

每個樣品。  

 

第八節  蛋白質樣品製備及定量分析  

一、蛋白質樣品製備 

脾臟之自然殺手細胞經純化後調成 1Í107 cells/ml。加入 100μ

l cell lysis buffer（BioVision）置於冰上 20分鐘，離心 4分鐘轉速為



11000g，取上清液做蛋白質濃度測定。  

二、蛋白質定量分析  

本實驗使用 Bio-Rad 試劑做蛋白質濃度測試。首先以 1：4之比

例混合 Bio-Rad reagent和水成為 Bio-Rad working reagent，並取待測

物 5μ l與標準品 bovine serum albumin（BSA）2.5μg、5μg、10μ

g、15μg、20μg與已經稀釋的 1ml Bio-Rad working reagent混合均

勻後，以分光光度儀（HITACHI U1500）於波長 595nm測吸光值, 再

與標準品  bovine serum albumin（BSA）比較以求得待測物之蛋白質

濃度（μg/μ l）。  

第九節  西方墨點法（Western Blot）  

一、SDS PAGE 的製備 

本實驗選用 Bio-Rad 之器材製備 SDS PAGE，其步驟如下：首

先製備 15%的下膠，依序加入二次水 2.65ml、1.5M Tris pH 8.8 

2.5ml、40% acrylamide-bis acrylamide（Bio-Rad）3.75ml、10% SDS 

0.1ml、1% ammonium persulfate（APS）（Bio-Rad）1ml、TEMED 

（Bio-Rad）30μ l混合均勻後，然後緩緩加入 1.5 mm厚度的直立式

電泳槽膠台座中，加到約佔膠台四分之三高度時，加無水酒精壓平

下膠並靜置 30~40分鐘後，再開始製備 3%的上膠，依序加入二次水  



3.675ml、0.5M Tris pH 6.8 1.5ml、40% acrylamide-bis acrylamide 

0.45ml、10% SDS 0.06ml、1% ammonium persulfate（APS）0.3ml、

TEMED 15μ l升混合均勻後，緩緩加入直立式電泳槽膠台座中，然

後將梳狀膠片（comb）放入，待凝固後小心取出梳狀膠片，所留下

的凹槽可做為樣品加入之用。  

二、SDS PAGE 之電泳操作及轉漬（transfer blot） 

將製備好的膠，先用 1ÍTris-glycine running buffer（Bio-Rad）

填滿，再將每個 well放入 20μg的樣品，先用 140 volt跑 10分鐘，

再用 120 volt跑 80分鐘，直到樣品接近底部即可停止。在膠快跑完

的前 10分鐘，準備一張大小恰當的 PVDF membrane（NEN），先

用甲醇漂洗（約 15 秒），再換成清水振盪 5 分鐘。將膠卸下後，

同時與 PVDF membrane及六片濾紙一起浸在 transfer 緩衝溶液中，

震盪 5分鐘。利用半乾式轉漬法通以電流 110 mA 60 分鐘，將膠上

的蛋白轉移到 PVDF membrane上。將轉漬好的 PVDF membrane浸

在含 5%脫脂奶粉的 1Ítween-tris buffered saline（TTBS）緩衝溶液

（50 mM Tris, 0.2 % Tween 20, 150 mM NaCl, PH 7.5）中，振盪 60

分 鐘 。 在 blocking 的溶液中加入 histidine （ 0.1μ g/30 ml 

TTBS-milk），以避免 nonspecific band產生。再加入可辨識欲觀察



之蛋白的一次抗體 anti-mouse Bax（200 倍稀釋）或是 anti-mouse 

Bcl-2（200 倍稀釋）或是 anti-mouseβ-actin（5000 倍稀釋），於 4

℃作用一夜。將處理完一次抗體之 PVDF membrane用含 5%脫脂奶

粉的 1ÍTTBS 緩衝溶液清洗兩次，再用 1ÍTTBS 緩衝溶液清洗兩

次，接著在室溫下用 anti-mouse IgG之二次抗體反應 1小時。將處

理完二次抗體之 PVDF membrane用含 5%脫脂奶粉的 1ÍTTBS+緩衝

溶液（50 mM Tris, 0.5 % Tween 20, 300 mM NaCl, PH 7.5）清洗兩

次，再用不含脫脂奶粉 1ÍTTBS+緩衝溶液清洗兩次。最後用 1ÍPBS

緩衝溶液（0.8 % NaCl, 0.002 % KCl, 0.14 % Na2HPO4, 0.02 % 

KH2PO4）稍微洗一下，即可利用 E.C.L.呈色劑（NEN NEL104），

將經過抗體作用之蛋白影像呈現在 X-光底片（ Kodak Science 

Imaging Film）上。之後使用 Alpha lmager 2000定量分析蛋白質的

表現量。  

 

第十節  Caspase-3/CPP32 活性分析  

Caspase-3的活性分析係使用 caspase-3/cpp32 colorimetric assay 

kit（BioVision）。脾臟之自然殺手細胞經純化後，將細胞溶解取出

50μg蛋白質稀釋到 50μ l的 cell lysis buffer中放入 96孔圓底盤中，



加入 50μ l的 2Íreaction buffer，在避光的情形下再加入 5μ l的 4mM 

DEVD-pNA後，在 37℃下，反應 2小時。使用微孔盤讀值機（Bio-Red, 

model-550）在 405 nm 波長讀取吸光值。  

 
第十一節  結果分析  

    本實驗所獲得的實驗數據均以 ANOVA分析法分析控制組平均

值與處理組平均值的差異性。若只比較兩組的差異性則使用

Student’s t test 加以分析。若比較兩組以上的差異則使用 Dunnett’s 

test。P 值小於 0.05則表示統計上有意義。  



第三章  實驗結果  

 

第一節 急性酒精對老鼠脾臟細胞數目的影響  

    根據 Wu等人於 1994年發表的論文指出，老鼠在 32%（6.0 g/kg）

的酒精劑量下處以十二小時，對老鼠的脾臟自然殺手細胞活性抑制

最大（16）。因此以 32%（6.0 g/kg）的酒精劑量為實驗劑量，以每

組五隻老鼠分控制組（餵食水）及實驗組（餵食酒精）分三個時間

點（三小時、六小時及十二小時）共四組進行實驗，探討酒精對脾

臟細胞的細胞數影響。  

實驗結果顯示控制組及實驗組的細胞數分別是 7.72Î107（控制

組，十二小時）、6.86Î107（三小時）、5.87Î107（六小時）及 5.18Î107

（十二小時）（圖一）。結果以實驗組與控制組比較，發現脾臟細

胞的細胞數有明顯的下降，分別下降了 11%（三小時）、23%（六

小時）及 37%（十二小時），依時間而言，以十二小時下降的最多。

因此酒精會減少脾臟細胞數，以餵食酒精十二小時後減少最多。  



第二節  急性酒精對老鼠脾臟細胞發生細胞凋亡的影響  

圖一的結果顯示酒精可降低脾臟細胞數目，本實驗將探討酒精

是否會誘導致脾臟細胞發生細胞凋亡，而造成脾臟細胞數目減少？

因此以 32%（6.0 g/kg）的酒精劑量為實驗劑量，以每組五隻老鼠分

控制組（餵食水）及實驗組（餵食酒精）分三個時間點（三小時、

六小時及十二小時）共四組進行實驗。餵食後犧牲老鼠取出脾臟，

以 Annexin V分析法，分析脾臟細胞發生細胞凋亡的百分比。  

結果顯示控制組及實驗組的細胞凋亡的百分比分別是 1.94%

（控制組，十二小時）、4.70%（三小時）、5.74%（六小時）及 2.62%

（十二小時）（圖二）。以控制組為基準，三小時發生細胞凋亡的

百分比是控制組的二點四二倍，而六小時發生細胞凋亡的百分比是

控制組的二點九六倍，但十二小時發生細胞凋亡的百分比是僅是控

制組的一點三五倍。以餵食酒精後六小時發生細胞凋亡的百分比最

高。  

 

 

 

 



 

第三節  急性酒精對各組織中自然殺手細胞數目及活性的影

響  

過去文獻指出酒精會活化 hypothalamic-pituitary-adrenal（HPA） 

axis增加血液中糖皮質素及兒茶酚胺的含量（54-55），而糖皮質素

曾被報導會影響淋巴細胞在體內各組織的分佈情形（89）。所以接

下來的實驗以 32%（6.0 g/kg）的酒精劑量為實驗劑量，以每組五隻

老鼠分控制組（餵食水）及實驗組（餵食酒精）在餵食十二小時後

犧牲老鼠，取出脾臟細胞、腹腔細胞、週邊血液細胞及骨髓細胞，

以 PK136單株抗體標定自然殺手細胞，以流式細胞儀計算自然殺手

細胞的百分比，此結果將可探討酒精是否會全面性的降低各組織中

自然殺手細胞的數目，還是自然殺手細胞會由脾臟細胞轉移到其他

的組織中。  

結果發現老鼠餵食酒精十二小時後，各組織中自然殺手細胞的

百分比很明顯下降（表一），分別下降了 22%（脾臟）、13%（周

邊血液系統）、21%（骨髓）及 40%（腹腔），而且與控制組（餵

食水）相比在統計上均具有顯著的意義。因此酒精會減少各組織中

自然殺手細胞的百分比。  



已知酒精會抑制老鼠脾臟之自然殺手細胞活性（16），因此本

實驗將探討各組織中自然殺手細胞的活性是否也像脾臟的自然殺手

細胞一樣會受抑制。本實驗以 YAC-1 細胞為標的細胞進行自然殺

手細胞毒殺活性試驗。以 32%（6.0 g/kg）的酒精劑量為實驗劑量，

以每組五隻老鼠分控制組（餵食水）及實驗組（餵食酒精）在十二

小時後犧牲老鼠，取出脾臟細胞、腹腔細胞、週邊血液細胞及骨髓

細胞，測試自然殺手細胞的毒殺能力。  

結果顯示老鼠餵食酒精十二小時後，各組織中自然殺手細胞的

毒殺能力很明顯下降（表二），分別下降成控制組的 55%（脾臟）、

53%（周邊血液系統）、74%（骨髓）及 50%（腹腔），而且與控

制組（餵食水）相較在統計上均具有顯著的意義。所以酒精不但會

減少各組織中自然殺手細胞的百分比，也會抑制各組織中自然殺手

細胞的毒殺能力。  

 

 



第四節  急性酒精對老鼠脾臟自然殺手細胞發生細胞凋亡的

影響  

   圖一和圖二的結果顯示酒精會導致脾臟細胞數目的下降的原因

之一是誘導脾臟細胞發生細胞凋亡，表一的結果也指出酒精會減少

各組織中自然殺手細胞的百分比。先前的研究顯示酒精誘發之糖皮

質素會誘導胸腺細胞發生細胞凋亡（apoptosis）（54）。這種情形

是否也會發生在自然殺手細胞上呢？如以糖皮質素的拮抗劑

（antagonist）RU486 來抑制糖皮質素與其受器結合，如果 RU486

能抑制酒精誘導的細胞走向細胞凋亡，那麼就可證實酒精促使自然

殺手細胞走向細胞凋亡是藉由誘發糖皮質素所引起的。本實驗之

RU486 需在餵食酒精前一個小時先餵食，先行與糖皮質素受器結

合，進而抑制糖皮質素的作用。以 32%（6.0 g/kg）的酒精劑量為實

驗劑量，六小時為時間點（圖二顯示此時間點細胞發生凋亡的百分

比最高），分四組每組共五隻老鼠。第一組為控制組老鼠餵食水，

第二組老鼠餵食 RU486（200 mg/kg，在過去文獻中指出使用這劑量

能完全抑制糖皮質素的影響（51）），第三組老鼠餵食酒精，第四

組老鼠餵食 RU486及餵食酒精。餵食六小時後犧牲老鼠，取出脾臟

細胞。以 PK136 單株抗體標定自然殺手細胞後，再以 7-AAD 分析



法，分析脾臟之自然殺手細胞發生細胞凋亡的百分比。  

結果顯示控制組及實驗組的自然殺手細胞發生細胞凋亡的百分

比分別是 0.048%（控制組）、0.052%（RU486組）、0.122%（酒精

組）及 0.086%（RU486和酒精組）（圖三）。以控制組為基準，RU486

組增加了零點零八倍，幾乎與控制組相近，因此 RU 486 本身並不

會增加誘導自然殺手細胞發生細胞凋亡；酒精組增加了一點五四

倍，RU486和酒精組增加了零點七九倍。  

由圖三的結果得知， RU486 和酒精組之自然殺手細胞發生細

胞凋亡比酒精組下降了百分之三十。顯示 RU486並不能完全抑制酒

精所誘導的自然殺手細胞發生凋亡，所以酒精誘導的細胞凋亡，並

不只有誘發糖皮質素這條路徑所產生，應該還有其他的路徑也會造

成酒精誘導自然殺手細胞走向細胞凋亡。 

因 7-AAD的染色特性，本實驗亦可分析酒精對自然殺手細胞發

生壞死的百分比。結果顯示控制組及實驗組的自然殺手細胞壞死的

百分比分別是 0.066%（控制組）、0.058%（RU486 組）、0.128%

（酒精組）及 0.09%（RU486 和酒精組）（圖四）。以控制組為基

準，RU486組下降為控制組的零點八八倍，幾乎與控制組相近，因

此 RU 486 本身並不會增加誘導自然殺手細胞發生壞死性細胞死



亡；酒精組增加成控制組的一點九四倍，RU486和酒精組增加成控

制組的一點三六倍。如比較有無給予 RU486 的酒精兩組，  RU486

和酒精組比酒精組發生細胞壞死百分比下降了百分之三十。顯示

RU486並不能完全抑制酒精所誘導的自然殺手細胞發生壞死。圖三

與圖四之結果相似，因酒精可誘導自然殺手細胞發生細胞凋亡，這

些細胞最終都走向壞死性死亡之路。  

 



第五節  Caspase-3 在急性酒精誘導脾臟自然殺手細胞發生

細胞凋亡之角色  

   先前的實驗發現，在急性酒精的刺激下，會誘導脾臟之自然殺手

細胞發生細胞凋亡。在細胞凋亡中 caspase-3 扮演一個關鍵性的角

色， caspase-3 能切除一些重要的蛋白例如： poly (ADP-ribose) 

polymerase（PARP）進而造成細胞凋亡（83）。所以接下來的實驗

要證明在急性酒精曝露下所誘導自然殺手細胞的細胞凋亡是否會活

化 caspase-3？以 32%（6.0 g/kg）的酒精劑量為實驗劑量，以每組三

隻老鼠分控制組（餵食水）及實驗組（餵食酒精）分三個時間點（三

小時、六小時及十二小時）及皮下注射 25 mg/kg dexamethasone（人

工合成的糖皮質素，在過去的文獻中指出在這劑量下會誘導細胞發

生細胞凋亡（91））共五組進行實驗。犧牲老鼠，純化脾臟的自然

殺手細胞， 利用 caspase-3/cpp32 colorimetric assay kit（BioVision），

測試 caspase-3的活性表現。  

    結果發現 caspase-3的活性表現分別是 0.131（控制組，十二小

時）、0.193（三小時）、0.244（六小時）、0.2574（十二小時）及

0.47420（dexamethasone，十二小時）（圖五）。將實驗組與控制組

相互比較發現，caspase-3的活性依次上升為控制組的一點四七倍（三



小時）、一點七一倍（六小時）及一點九六倍（十二小時），caspase-3

的活性有隨著時間增加而上升，其中又以餵食酒精十二小時後

caspase-3活性上升最多將近為控制組的兩倍。  

    先前之實驗證實酒精會誘導脾臟的自然殺手細胞發生細胞凋

亡，有部分路徑是藉由刺激活化 hypothalamic-pituitary-adrenal

（HPA）axis 分泌糖皮質素所引起的（圖三）。所以接著進行的實

驗，將探討是否 RU486 可抑制酒精所活化之 caspase-3 活性？本實

驗以 32%（6.0 g/kg）的酒精劑量為實驗劑量，十二小時為時間點（圖

五顯示此時間點 caspase-3的活性最高），分四組每組共三隻老鼠。

第一組為控制組老鼠餵食水，第二組老鼠口服給予 200mg/kg 之

RU486，第三組老鼠餵食酒精，第四組老鼠餵食 RU486 及酒精。

RU486 需在餵食酒精前一個小時先餵食，先行與糖皮質素受器結

合，才能進而抑制糖皮質素的作用。犧牲老鼠，純化脾臟的自然殺

手細胞後，利用 caspase-3/cpp32 colorimetric assay kit，測試 caspase-3

的活性表現。  

    結果發現 caspase-3的活性表現分別是 0.1378 （控制組）、0.153

（RU486組）、0.1952（RU486和酒精組）、0.263（酒精組）（圖

六）。將實驗組與控制組相互比較發現，caspase-3的活性依次上升



為控制組的一點一一倍（RU486組）、一點四二倍（RU486和酒精

組）及一點九一倍（酒精組）。結果顯示 RU486並不會增加 caspase-3

的活性，如比較 RU486 和酒精組與酒精組之 caspase-3 的活性，發

現 RU486和酒精組較酒精組下降了百分之二十六，然而並沒有完全

抑制 caspase-3的活性。本實驗結果與圖三的結果相似，酒精所誘導

的自然殺手細胞發生凋亡，並不只有誘發糖皮質素這條路徑所產生。 

     

 



第六節 Bax 在急性酒精誘導脾臟自然殺手細胞發生細胞凋

亡之角色  

   先前的實驗發現酒精誘導的自然殺手細胞發生凋亡會活化

caspase-3（圖五）。本實驗將探討是否 Bax 涉及自然殺手細胞之凋

亡。本實驗以 32%（6.0 g/kg）的酒精劑量為實驗劑量，以每組三隻

老鼠分控制組（餵食水）及實驗組（餵食酒精）分三個時間點（三

小時、六小時及十二小時）及皮下注射 25 mg/kg dexamethasone（人

工合成的糖皮質素，會誘導細胞走向細胞凋亡）共五組進行實驗。

犧牲老鼠，純化脾臟的自然殺手細胞後，取出自然殺手細胞內的蛋

白質，以西方點墨法偵測 Bax蛋白質的表現量在 X光底片上，以β

-actin 蛋白表現量當控制組（圖七）。  

圖七之蛋白質表現經量化後其 Bax/β-actin 的比率平均值分別

是 1.57（控制組，十二小時）、1.89（三小時）、2.01（六小時）、

1.67（十二小時）、2.99（dexamethasone，十二小時）（圖八）。

結果發現給予酒精三小時後其 Bax/β-actin 的比值僅上升為控制組

的一點二倍，六小時組上升為一點二八倍，十二小時組上升為一點

零六倍。在統計上只有 dexamethasone 組上升一點九倍具有意義，

其他在統計上無意義。所以在急性酒精曝露下，自然殺手細胞之 Bax



蛋白質的表現量無顯著上升。  



 

第七節  Bcl-2 在急性酒精誘導脾臟自然殺手細胞發生細胞

凋亡之角色  

本實驗將探討酒精誘導的自然殺手細胞發生凋亡是否會抑制

Bcl-2？本實驗以 32%（6.0 g/kg）的酒精劑量為實驗劑量，以每組三

隻老鼠分控制組（餵食水）及實驗組（餵食酒精）分三個時間點（三

小時、六小時及十二小時）及注射 25 mg/kg dexamethasone（人工合

成的糖皮質素，會誘導細胞發生細胞凋亡）共五組進行實驗。犧牲

老鼠，純化脾臟的自然殺手細胞取出蛋白質，以西方點墨法偵測 Bax

蛋白質的表現量在 X 光底片上，用β-actin 蛋白質表現量當控制組

（圖九）。  

圖九之蛋白質表現經量化其 Bcl-2/β-actin的比率平均值分別是

0.57（控制組，十二小時）、 0.56（三小時）、0.66（六小時）、0.52

（十二小時）、 1.12（dexamethasone，十二小時）（圖十）。Bcl-2/

β-actin的比值在控制組與酒精組比較均無統計上之明顯差別。只有

dexamethansone 組具有意義。所以在急性酒精曝露下，並不會改變

脾臟自然殺手細胞內的 Bcl-2蛋白質的表現量。  

 



第四章  討論  
    綜合以上實驗結果，發現老鼠在急性酒精暴露下，會減少脾臟

細胞及脾臟之自然殺手細胞的細胞數（圖一、表一）。其原因並非

是酒精誘導分泌的糖皮質素導致在各組織中的淋巴細胞重新分配

（92），因為在實驗中可觀察到在各組織中的自然殺手細胞的細胞

數都有下降的趨勢（表一）。過去的文獻也指出老鼠在急性酒精暴

露下會抑制脾臟自然殺手細胞的活性（16），本研究也觀察各組織

中自然殺手細胞的活性，結果發現各組織中的自然殺手細胞活性如

同細胞數一樣也呈現下降的趨勢（表二）。所以在急性酒精暴露下，

老鼠體內各組織的自然殺手細胞的細胞數及活性皆會下降。  

酒精已被證實在體外試驗會誘導胸腺細胞、脾臟 T 細胞及 B細

胞發生細胞凋亡（93-94），也確認在體內試驗下酒精會藉由不同的

方式誘導細胞發生細胞凋亡（ 95-96）。本實驗之脾臟細胞數的減少

是否因為脾臟細胞發生細胞凋亡所造成的，研究結果發現隨時間的

增加，脾臟細胞發生細胞凋亡的百分比也相對的增加（圖二）。然

而老鼠給予酒精十二小時後，脾臟細胞發生細胞凋亡的百分比並沒

有增加，可能的原因是在給予酒精十二小時後可能有許多的脾臟細

胞都走向細胞凋亡的後期，而被吞噬細胞所移除，此時已無較多的

凋亡細胞可被 Annexin V偵測到。  



報導指出酒精會增加糖皮質素在血液中的含量（54-55），而糖

皮質素也被確認會誘導淋巴球發生細胞凋亡（ 53, 56）。本研究利用

RU486（糖皮質素受器的拮抗劑）來證實急性酒精中毒老鼠血液中

的糖皮質素會誘導脾臟自然殺手細胞發生細胞凋亡。假如 RU486能

完全抑制酒精誘導的自然殺手細胞發生細胞凋亡，就可證實酒精所

誘導的細胞凋亡是藉由增加血液中糖皮質素的濃度。但實驗發現

RU486僅能抑制部分的細胞凋亡（圖三），並不能完全抑制酒精所

誘導的細胞凋亡。此結果顯示酒精可能會藉由其他的路徑誘導自然

殺手細胞發生細胞凋亡。在過去的文獻中曾報導酒精會誘導嗜中性

球（neutrophil）發生細胞凋亡乃藉由一氧化氮（NO）所引起（ 95）。

另外也有文獻指出酒精促使巨噬細胞（macrophage）發生細胞凋亡

是藉由 TGF-β的作用（96）。在慢性酒精中毒的情況下，會增加

TNF-α濃度進而影響唾腺細胞發生細胞凋亡（97），在急性飲用酒

精或是慢性酒精中毒情況下，也會增加肝細胞表現 TNF-α（98）。

還有在急性酒精中毒下，也會增加細胞內的氧化緊迫（oxidative 

stress）促使肝細胞進行細胞凋亡（99）。因此，酒精誘導的自然殺

手細胞發生細胞凋亡，並非完全依賴糖皮質素這一條路徑。  

已有文獻指出在體外試驗酒精本身會直接誘導胸腺細胞、脾臟



T 細胞及 B細胞發生細胞凋亡（93-94）。然而要觀察到此種結果，

需要培養 12-17 小時以上才能得到。在本實驗中脾臟細胞發生細胞

凋亡的時間為給予酒精後 3-6 小時，發生凋亡之脾臟細胞在酒精給

予十二小時後已無法偵測到。綜合以上兩點，或許可推論酒精本身

無法快速誘導細胞發生凋亡，這更能支持急性酒精中毒所誘導的自

然殺手細胞發生細胞凋亡是糖皮質素或是其他的內分泌激素所引起

的。另有研究指出飲用酒精後會增加體內某些內分泌激素的濃度例

如：鴉片（opioids）、兒茶酚胺（catecholamines）等等（100, 54-55）。

過去有文獻指出在老鼠體內兒茶酚胺會藉由淋巴球發生細胞凋亡來

調控淋巴球的功能（ 101），而在氧化緊迫下會增加鴨片的分泌，進

而誘導淋巴球細胞發生凋亡（ 102）。另外是否還有些內分泌激素也

會影響細胞進行細胞凋亡，還需要進一步探討。  

曾有文獻報導指出在體內試驗情況下，酒精本身會誘導肝細胞

增加表現 caspase-3 mRNA（103）。在本實驗中發現酒精誘導脾臟

自然殺手細胞發生細胞凋亡，其 caspase-3的活性會被活化（圖五）。

此結果與先前的研究相似，在 T 細胞內糖皮質素的訊號傳遞會活化

caspase-3，而造成 T細胞的凋亡（78-79）。另外給予健康老鼠糖皮

質素，發現會增加胸線細胞及脾臟細胞 caspase-3的活性（81）。本



研究使用 RU486（糖皮質素受器的拮抗劑）來探討酒精所誘發的

caspase-3 的活性是否完全由糖皮質素所引起，實驗結果發現給予

RU486和酒精組能使 caspase-3的活性部分下降（圖六），所以 RU486

只抑制部分的 caspase-3 活性，並不能完全抑制 caspase-3 的活性。

本結果顯示酒精可能會媒介其他內分泌激素而誘導 caspase-3 活

性。另有文獻指出糖皮質素可誘導淋巴細胞發生細胞凋亡，其淋巴

球之 caspase-3 活性並沒有被活化，然而 caspase-6 之活性反增加

（104）。所以可能酒精所誘導的自然殺手細胞發生細胞凋亡，會活

化 caspase-6，但在本實驗中並沒有就此做深入的探討。  

一般而言，細胞發生凋亡時會活化 Bax，抑制 Bcl-2 的表現。

Bcl-2 能與 proapoptosis 蛋白結合例如：Bax、Bcl-xs 及 Bad 進而保

護細胞免於走向細胞凋亡（75-76），當 Bcl-2的表現量高時細胞會

存活。當 Bcl-2 的表現量太低或是 Bax 的表現量太高，則導致細胞

發生細胞凋亡。在本實驗中發現 Bax蛋白表現量在酒精組與控制組

相比均無統計上的意義，其可能的原因在於酒精會活化其他的

proapoptosis 蛋白例如：Bcl-xs及 Bad（105-106），或是調控會引發

細胞凋亡的基因或蛋白例如：c-myc及 cyclin D（57）。這還需做進

一步的探討，以瞭解酒精誘導自然殺手細胞發生細胞凋亡的活化路



徑。  

已有報導指出糖皮質素誘導的細胞凋亡會增加 Bax/Bcl-2 的比

率（77）。也有文獻指出 dexamethasone 誘導的 T 細胞凋亡會表現

低量的 Bcl-2（107）。然而在本研究中發現 dexamethasone 誘導的

自然殺手細胞發生凋亡會有 Bcl-2 過表現的情形，另有研究發現在

放射線照射或是糖皮質素處理後 B 細胞發生細胞凋亡，會有 Bcl-2

過表現的現象（108）。Phong等人則指出在胸腺內 Bcl-2 的表現並

不能保護細胞不走向細胞凋亡之路（ 109）。也有文獻指出在過表現

Bcl-2 的細胞株中，dexamethasone 誘導的細胞凋亡可能是藉由抑制

蛋白質的合成（110）。又酒精會刺激 prolactin的分泌（100），而

prolactin 曾被報導會增加調控（upregluate）Bcl-2的表現（111）。

另外本實驗中，並沒有試驗另一個 Bcl-2家族，如：Bcl-xL的狀態，

因有文獻報導 Bcl-xL在控制細胞是否走向細胞凋亡上扮演重要的角

色（112-113）。  

本研究發現酒精會降低體內各組織中的自然殺手細胞數目，其

降低的原因在於酒精會造成自然殺手細胞發生細胞凋亡。另外也使

用 RU486來探討糖皮質素在酒精誘導自然殺手細胞發生細胞凋亡過

程中所扮演的角色，結果顯示 RU486並不能完全抑制酒精所導致的



自然殺手細胞的凋亡現象。酒精應可誘發其他的機制誘導脾臟自然

殺手細胞發生細胞凋亡。本研究也評估 caspase-3、Bax 及 Bcl-2 在

酒精誘導脾臟之自然殺手細胞發生細胞凋亡時所扮演的角色。結果

顯示酒精會活化 caspase-3的活性，然而 Bax及 Bcl-2的蛋白表現量

則不受酒精影響。  
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表一、酒精對各組織中自然殺手細胞數目的影響 

% Spleen Peripheral blood Bone marrow 
Peritioneal 

cavity 

Vehicle   4.48±0.12   7.85±0.11   2.14±0.05   2.08±0.13 

EtOH   3.49±0.15＊＊   6.80±0.14＊   1.69±0.07＊＊   1.23±0.03＊＊ 

 

老鼠給予單一劑量（32%, 6 g/kg）的酒精（EtOH），在十二小時後

犧牲老鼠，取出脾臟細胞、腹腔細胞、週邊血液細胞及骨髓細胞以

PK136 單株抗體標定自然殺手細胞，再以流式細胞儀計算自然殺手

細胞的百分比。結果發現與控制組（Vehicle）相較處理酒精的老鼠

之自然殺手細胞在各組織中的百分比均有下降。“ * ” 表示 P< 0.05，

“ ** ”表示 P< 0.01。 

 

 



 

 

表二、酒精對各組織中自然殺手細胞活性的影響 

% Spleen Peripheral blood Bone marrow 
Peritioneal 

cavity 

Vehicle   27.96±0.94   27.12±0.50   7.79±0.705   6.34±0.67 

EtOH   15.29±0.79＊＊   14.29±1.20＊＊   5.80±0.93＊   3.20±0.40＊＊ 

 

老鼠給予單一劑量（32%, 6 g/kg）的酒精（EtOH），在十二小時後

犧牲老鼠，取出脾臟細胞、腹腔細胞、週邊血液細胞及骨髓細胞以

YAC-1 細胞評估自然殺手細胞的毒殺能力。以 Bryant 等人發表的

計算方式計算 100:1、50:1及 25:1的平均數值（ 88，equation 10），

每個數值（lytic unit/107 cells）代表每 107個作用細胞毒殺的能力。

結果發現與控制組（Vechile）相較處理酒精的老鼠在各組織中的毒

殺能力均有下降。“ * ”表示 P< 0.05，“ ** ” 表示 P< 0.01。 



 
 

 

圖一、酒精在不同時間下對脾臟細胞數目的影響 

老鼠給予單一劑量（32%, 6 g/kg）的酒精（EtOH），在三小

時、六小時及十二小時後犧牲老鼠，取出脾臟細胞，以 Coulter 

counter（model Z1）計算細胞數。結果發現酒精處理三小時、

六小時及十二小時與控制組（Vehicle）相比脾臟細胞數有明

顯下降。“ * ” 表示 P< 0.05，“ ** ”表示 P< 0.01 
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圖二、酒精在不同時間下對脾臟細胞發生細胞凋亡的影響 

老鼠給予單一劑量（32%, 6 g/kg）的酒精（EtOH），在三小

時、六小時及十二小時後犧牲老鼠，取出脾臟細胞以 Annexin 

V 分析脾臟細胞發生細胞凋亡的百分比。結果發現酒精處理

三小時及六小時與控制組（Vehicle）相比脾臟細胞發生細胞

凋亡的百分比有明顯上升。  “ ** ”表示 P< 0.01。 
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圖三、酒精對脾臟自然殺手細胞發生細胞凋亡的影響 

老鼠給予單一劑量（ 32%, 6g/kg）的酒精 （EtOH），在六小

時後犧牲老鼠，取出脾臟細胞以 PK136單株抗體標定自然殺

手細胞再以 7-AAD 分析自然殺手細胞發生細胞凋亡的百分

比。結果發現酒精組與控制組（Vehicle）比較具有顯著的意

義。  “ ** ”表示 P< 0.01。 
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圖四、酒精對脾臟自然殺手細胞發生壞死的影響 

老鼠給予單一劑量（32%, 6 g/kg）的酒精（EtOH），在六小

時後犧牲老鼠，取出脾臟細胞以 PK136單株抗體標定自然殺

手細胞再以 7-AAD 分析自然殺手細胞發生壞死性死亡的百

分比。結果發現酒精組與控制組（Vehicle）比較具有顯著的

意義。“ * ” 表示 P< 0.05。 
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圖五、酒精對自然殺手細胞之 caspase-3 活性的影響 

老鼠給予單一劑量（32%, 6 g/kg）的酒精（EtOH），在三小

時、六小時及十二小時後犧牲老鼠，純化出脾臟的自然殺手

細胞，測試 caspase-3活性。結果發現酒精處理十二小時與控

制組（Vehicle）相比 caspase-3 活性有上升。然而老鼠給予

dexamethasone（DEX）十二小時後其 caspase-3 的活性有顯

著上升。“ * ” 表示 P< 0.05，“ ** ”表示  P< 0.01。  
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圖六、RU486對酒精誘發脾臟自然殺手細胞之 caspase-3活

性的影響 

老鼠給予單一劑量（32%, 6 g/kg）的酒精（EtOH），在十二

小時後犧牲老鼠，純化出脾臟自然殺手細胞，測試 caspase-3

活性。酒精組與控制組（Vehicle）比較發現具有顯著的意義。

“ ** ”表示 P< 0.01。 
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圖七、酒精對脾臟自然殺手細胞內 Bax蛋白表現的影響 

老鼠給予單一劑量（32%, 6 g/kg）的酒精（EtOH），在三

小時、六小時及十二小時後犧牲老鼠，純化出脾臟的自然殺

手細胞，以西方點墨法偵測 Bax 蛋白的表現量在 X 光底片

上，用β-actin 蛋白表現量當控制組。另有一組老鼠注射 25 

mg/kg dexamethasone（DEX）十二小時，當作活化 Bax蛋白

的陽性對照組。  

 

 

β-actin → 

Bax    → 

 

 Vehicle-12hr EtOH-3hr EtOH-6hr EtOH-12hr DEX-12hr 



 

 

圖八、圖七之 Bax蛋白經量化後的結果 

將同組三隻老鼠的 Bax/β-actin 的比值平均，做成統計直方

圖，只有 dexamethasone（DEX）與控制組（Vehicle）相較

在統計上有意義，其他組則無意義。“ * ” 表示 P< 0.05。  
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圖九、酒精對脾臟自然殺手細胞內 Bcl-2蛋白表現的影響 

老鼠給予單一劑量（32%, 6 g/kg）的酒精（EtOH），在三

小時、六小時及十二小時後犧牲老鼠，純化出脾臟的自然殺

手細胞，以西方點墨法偵測 Bcl-2x 蛋白的表現量在 X 光底

片上，用β-actin蛋白表現量當控制組。DEX-12hr 表示老鼠

注射 25 mg/kg的  dexamethasone（DEX）達十二小時之久。 

 

β-actin → 

Bcl-2 → 

第二章 

 Vehicle-12hr EtOH-3hr EtOH-6hr EtOH-12hr DEX-12hr 



 

 

 

圖十、圖九之 Bcl-2 蛋白經量化後的結果 

將同組三隻老鼠的 Bcl-2/β-actin 的比值平均，做成統計直方

圖，只有 dexamethasone（DEX）與控制組（Vehicle）相較

在統計上有意義，其他組則無意義。“ * ” 表示 P< 0.05。  
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附表一、急性酒精中毒對神經系統的影響 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

附圖一、脾臟之自然殺手細胞經磁性 column 純化後的百分

比。 

 



附圖二、以 7-AAD 分析脾臟自然殺手細胞發生細胞凋亡及

細胞壞死的百分比 

上圖為dot plot 
R2:發生細胞壞死的脾臟細胞 
R3:發生細胞凋亡的脾臟細胞 
R4:發生細胞壞死的自然殺手細胞 
R5:發生細胞凋亡的自然殺手細胞 
下圖為 contour plot 

 


