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第一章  文獻探討 
 

一、各論 

(一)內皮細胞(Endothelial cell) 

西元 1661年，Malpighi從青蛙的肺臟及腸繫膜上發現了微血管的存

在，證實了 Harvey所提出的血液循環(blood circulation)理論。到了 1860

年，由於細胞染色技術的進步，Recklinghausen 發現了過去被稱為無結

構透明膚質(structureless hydline skin)的微血管，竟然是由一片片相同的

細胞所構成。之後直到 1901年，Waldeyer、Hartz才將內皮細胞界定為

血管及淋巴管腔內面存在的單層細胞，也同時開啟了對內皮細胞的起

源、功能等方面的研究熱潮（1）。 

內皮細胞是由血管母細胞(Angioblast)分化而來，是一種高度分化性

的細胞。其外形扁平不規則，細胞核隆起成半球形的小丘(Dome)，細胞

外圍有許多絲狀偽足 (Filopodia)或稱微放射狀 (Microprojections)。

Zdanaga等人於 1974年發現，將內皮細胞培養於 37-40℃的生理食鹽水

中，絲狀偽足會增長、增加；若培養於 20℃的生理食鹽水時，則長度變

短、數目減少（2）。雖然其功能至今仍不清楚，但推測與內皮細胞間訊息

傳遞有關。此外，內皮細胞含有一種特殊的蛋白質－von Willebrand 

factor，存在於細胞表面，與細胞黏著有關，由內質網合成後儲存在特有

的胞器－Weibel-Palade body內，並以 Exocytosis的方式釋放至胞外。所

以，目前多以 von Willebrand factor、Weibel-Palade body及 Filopodia等

特徵來做為內皮細胞的標示物(Marker)。 

由於內皮細胞直接與血液接觸，受血中各種物質的影響，所以目前

在血管疾病、藥物相關實驗方面，多以內皮細胞為研究對象。而人體內

分布眾多的內皮細胞中，以臍靜脈內皮細胞 (human umbrilical vein 

endothelial cell；HUVEC)最易取得，所以被廣泛運用在實驗上。內皮細

胞可在含有胎牛血清(Fetal bovin Serum；FBS)及內皮細胞生長因子

(Endothelial cell growth factor；ECGF)的M-199培養基中作繼代培養。若

除去 ECGF和之前覆蓋於底部的 Fibronectin或 Gelatin，4-6週後，便會

生成管腔般的結構。當以 Proteolytic enzyme處理後再放回富含生長因子
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環境中，此組織化(Organization)過程則會消失，取而代之的是恢復原本

單層生長的增生現象(Proliferation)。且因受血中各物質影響，易改變血

液動力學(Hemodynamic forces)，例如：血流量、血壓改變，或經由血液

輸送的各式物質如：電解質、荷爾蒙、血液活化物質(Vasoactive substance)

等，均會影響內皮細胞的狀態及結構。近年來逐漸發現內皮細胞，在許

多代謝過程及生理反應中扮演了重要的角色。包括：  

1.維持血管的通透性： 

腦部微血管中的特殊構造�血腦障壁(Blood-Brain Barrier；BBB)，由

內皮細胞與星狀細胞(Astrocyte)構成，具有特異的通透性，腦神經細胞

藉此通透性以維持衡定（3）。 

2.維持血管腔內的穩定結構： 

  正常血管腔內層的內皮細胞可藉由外來的荷爾蒙等刺激，使 Nitric 

Oxide Synthase(NOS)活化，促使 L-Arginine合成 Nitric Oxide(NO)，使血

管平滑肌中 GTP形成 cycle GMP 而使血管擴張(Vasodilatation)，維持了

管腔內面的平滑結構；當內皮細胞結構功能改變時，會加速血小板活化

作用，血栓形成加速，導致血管閉塞作用。併發如動脈粥狀硬化

(Atherosclerosis)、血管炎(Vasculitis)等疾病（4）。 

3.凝血作用的調節： 

  當血液中 Thrombin合成受阻或 Prothrombin無法被活化，使得正常凝

血發生變異，此時內皮細胞表面會提供合成 Thrombin 的模板

(Template)，促使 Thrombin 的產生而促進凝血作用的進行。 

4.刺激反應的調節： 

  內皮細胞會將所接受的訊息傳遞至下一層細胞，除了當接受者(Sensor)

也是傳遞者(Transducer)，且會分泌調節物質 Endothelin-1來修飾血管壁

構造所發生的改變，這種具血管收縮功能的物質，除了使血管收縮外，

對於腦部血管壓力的狀態及區域性的代謝血流量均具調控作用（5）。 

最近內皮細胞與免疫系統間交互作用的機轉，例如：紅斑性狼瘡

(Systemic lupus erythematosus)等的關係也陸續被提出。期望對內皮細胞

有更深入的探討，設法找出治療方向，以降低心血管疾病、惡性腫瘤等

對人類所造成的威脅。 
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(二)狗腎上皮細胞(Madin-Darby canine kidney；MDCK) 

實驗證實腎上皮細胞暴露在氧化環境下，會使體內氧化和抗氧化的

平衡系統失調和自由基的產生增加，誘導了脂質過氧化作用和細胞的死

亡（6）。由於上皮細胞具有阻礙、分泌和運輸功能，像是與細胞內交互作

用、細胞膜偏極化（7）、合成或修飾基底膜等，另在細胞死亡上和增生作

用上也扮演重要角色。 

上皮細胞易被氧化傷害，使細胞穩定性改變而導致疾病的發生。一

般上皮細胞的程式凋零(Apoptosis)和氧化壓力、細胞增生、與細胞外或

鄰近細胞的附著（8）有關。在一些組織如肺臟、腎臟和腸胃道均不斷的暴

露在內生性和外生性的 reactive oxygen species(ROS)的環境下，飲食中給

予補充抗氧化劑如維生素 C、E，可增加體內抗氧化防禦系統（9），可能

因此維持了細胞的恆定性。以腎上皮細胞來說，細胞的近端腎小管較遠

端腎小管和收集管更易受自由基的影響，給予自由基清除者 Catalase和

超氧歧化 (Superoxide dismutase；SOD)，則具保護作用（6）。 

MDCK 細胞株(Cell line)被廣泛的應用在以上皮細胞為主的實驗

上，藉由胞外間質蛋白(ECM)而具有附著作用。在 1992年（10）曾有學者

將 Laminin(胞外間質蛋白的一種)以 Laminin抗體阻斷其生成，觀察細胞

發現 MDCK 仍具延展及附著能力，由此可知狗腎上皮細胞的血漿膜表

面具有多種間質蛋白接受器(Receptor)，如：Fibronectin、Collagen、Laminin

等 Receptor存在。 

在 1994年時，Christine H等學者提出上皮細胞似乎調控著內皮細胞

的 Apoptosis （ 11），許多細胞會產生內生性因子如：糖皮質類固醇

(Glucocorticoids)、腫瘤生長因子(Tumor Necrosis Factor-α；TNF-α)等

激素，由於細胞與細胞間的交互作用可能在 Apoptosis 的調節上具有重

要的地位。當 TNF-α分泌增加時，會誘導內皮細胞的死亡（12），所以在

上皮細胞與內皮細胞間存在的關係，在於上皮細胞會分泌熱穩定性佳的

peptides類，對於TNF誘導內皮細胞的Apoptosis則具有保護性的作用。 
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(三)纖維網狀蛋白(Fibronectin) 

Fibronectin 為一醣蛋白(Glycoprotein)，在細胞移動、附著上具有重

要的功能，且參與了許多生理作用，包括：致癌基因的轉型(Oncogenic 

transformation)、凝血(Hemostasis)、溶血(Thrombosis)、吞噬(Phagocytosis)

等。在細胞間質中，則可與 Collagen、Glycoaminoglycons、Proteoglycans

和 Fibrinogen結合（13-15）。在 1948 年時，Morrison等人從人類血漿中純

化出纖維網狀蛋白，當時稱為 cold-insoluble globulin（16）。到了 70年代初

期，Hakomori等學者發現，轉型(Transformed)過的纖維母細胞(Fibroblast)

之膜蛋白中明顯的少了某種蛋白質，此種蛋白發現存在於基底膜與結締

組織中，具有固定正常細胞的位置與結構；另在動物實驗也發現，罹患

癌症的動物，此蛋白質的濃度比控制組低了許多。之後，進一步證實了

這種蛋白質就是 cold-insoluble globulin（17），後來有學者提出此在細胞黏

著(Adhesion)上扮演重要角色的蛋白，不論是存在於細胞間質的不溶型

式(Insoluble form)或是體液及細胞培養基中的可溶型式(Soluble)，均統稱

為纖維網狀蛋白(Fibronectin)（18）。 

纖維網狀蛋白的分子量為 450±25 Kd，由兩個分子量各為 220 Kd

的次單位(Subunit)，在靠近 基端(Carboxyl-terminal end)的位置以分子

內雙硫鍵(Disulfide bond)互相鍵結而成一個雙體(dimer)，存在於細胞間

質(Extracellular matrix)、胚層結構（Embryonic structure）、結締組織及大

部分的體液中，例如:羊水的血液中（19）。 

存在不同部位的纖維網狀蛋白，利用 SDS-PAGE分析後，會發現在

結構及數量上略有差異性，將血漿中由肝細胞合成的血漿型纖維網狀蛋

白及纖維母細胞合成的細胞型纖維網狀蛋白分析後，得知血漿型纖維網

狀蛋白具有較小的分子量。 

至 80年代後期，纖維網狀蛋白的 cDNA和胺基酸定序陸續地被發

現（20-21），在不同物種間具有很多的相似性(Homology)。依切割位置和多

的結構，可區分為 Type Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ三種型式，Type Ⅰ、Ⅱ出現在與

凝 血 有 關 的 蛋 白， 如 凝血 � 原(Prothrombin)、第十二因子(Factor ⅩⅡ)等
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胺基酸序列上（22）。而後 Hynes等學者的實驗發現在大白鼠肝細胞中，有

三種不同纖維網狀蛋白的 mRNA，這些不同的 mRNA 皆由同一基因轉

錄出來的，因此證實了纖維網狀蛋白的合成可經由 mRNA 的變異切割

(Alternative splicing)產生不同的纖維網狀蛋白分子。所以這意味了不同

的組織細胞可利用單一個纖維網狀蛋白的基因，利用變異切割產生不同

型態及分子量的纖維網狀蛋白。人類纖維網狀蛋白的基因在第二對染色

體上約有 50個 Exon，會發生變異切割的位置有三，即 EⅢA、EⅢB、

Ⅴ(見附圖一)。EⅢA是由纖維母細胞及其他間質細胞所產生，與細胞黏

著有很大的相關性；EⅢB 的功能目前仍不清楚；Ⅴ則推測與淋巴球的

結合有關。由上述得知，經過變異切割的作用後，纖維網狀蛋白的次單

位(Subunit)會有許多不同的結合區域(Binding domain)(見附圖二)，包

括：�細胞結合區域；�膠原蛋白結合區域；�DNA結合區域；�胺基

酸結合區域；�Heparin 結合區域等，使纖維網狀蛋白能與其他分子結

合，進而發現了許多生化特性及生理功能。以下簡單介紹各結合部位： 

�細胞結合區域：此位置的球蛋白分子量約為 120Kd，主要是由Type 

Ⅲ的型態所構成，上有一段是由三個胺基酸 Arg -Gly-Asp 組成的

Tetrapeptide 所激活，可與細胞表面上纖維網狀蛋白的接受體(Receptor)

結合。另外在變異切割的 Type Ⅴ型態上，也存在二個分子量為 65Kd

的細胞結合位置，以雙硫鍵相互鍵結，再藉由組織間隙中的黏多醣

(Mucopolysaccharide)、膠原蛋白及細胞受傷出血後的凝塊處，使細胞和

Fibronectin分子結合，緊密的將細胞與細胞間固定（23-24）。 

�膠原蛋白結合區域：此位置的球蛋白可以蛋白酵素切出，主要是

由 Type Ⅱ和少部分的 Type Ⅰ構成，分子量為 50Kd，易與各種型式的

膠原蛋白結合形成網狀結構，其中又與動物膠(Gelatin)間具有很強的親

和力。一般細胞表面並無膠原蛋白接受體 (Receptor)，但大都具有

Fibronectin接受體，因此可利用具有與 Fibronectin結合的特性，增進細

胞的附著，促使細胞的增殖與分化（25）。 

�DNA 結合區域：位於膠原蛋白結合位置之後，主要是由 TypeⅢ
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的型態構成，分子量為 30Kd。在低鹽濃度下此一部分會與 DNA 及

Heparin結合，至目前為止其生理功能仍尚未明瞭，只知道與壞死細胞的

DNA清除有關。 

�胺基酸結合區域：此位置的球蛋白分子量為 29Kd，是由 TypeⅠ

的型態所構成，富含Cystine，包含五個雙硫鍵環(Disulfide bond loop)。

可分別與 Fibrin、Heparin、Bacteria 結合，與 Fibrin binding domain結合，

促使受傷出血後的組織其細胞再生與黏著；與 Heparin binding domain結

合，因親和力較弱，所以生理功能並不明顯；另外 Bacteria binding domain

可與 Staphylococcus aureus 等結合，使細胞附著於組織中而引起感染反

應（26）。 

�Heparin結合區域：此位置的球蛋白是由 Type Ⅲ的型態構成，靠

近縮基端，與硫化程度高的黏多醣具有最好的親和力，其他像 Heparin 

sulfate、Dermatan sufate、Chondritin sulfate等硫化程度較低的黏多醣也

有良好的親和性。Fibronectin 本身有三個肝素結合位置，敏感性和結合

力都不同，在血液中細胞的接著作用上具有重要的影響力，例如：免疫

功能、血液凝固等（27-29）。 
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(四)一氧化氮(Nitric Oxide；NO) 

早在 1916年，Mitchell等學者首先發現在哺乳類動物細胞會產生含

氮氧化物。到 1980 早期，則更進一步證實哺乳類動物的細胞本身就具

有合成 NO 的能力，且經內毒素(Endotoxin)處理後會增加其生成而開始

受到重視。NO 是許多不同組織和細胞的代謝產物，在生理、病理和生

化代謝上扮演重要角色，具有調節血管張力、心肌收縮力、抑制血小板

凝集反應及吸附作用、維持內皮細胞的完整及通透性、調節血管細胞的

增生等，同時與免疫功能也有密切關係。 

NO在 生 物 體 內 的 生 合成 催化� (Nitric Oxide Synthase；NOS)，是以

L-Arginine、O2及 NADPH為原料，並在FAD、FMN及 tetrahydrobiopterin 

(BH4-biopterin)等輔因子(Cofactor)共同參與作用下，將前驅物質轉化成

NO及 L-citrulline。目前將 NOS同 功 �( isoenzyme )分為兩種型態（30）：

結構型(Constitutive；cNOS)及誘導型(Inducible；iNOS)，cNOS主要有二

種，一為存在血管內皮細胞者為 eNOS 或 NOSⅢ，另在神經細胞則為

nNOS或 NOSⅠ。誘導型一氧化氮合成 ( iNOS或 NOSⅡ)，現已知在

巨噬細胞、淋巴細胞等中發現，於正常情況下並不表現，但在細菌內毒

素如黏多醣(Lipopolysaccharide；LPS)，細胞激素(Cytokines)如腫瘤壞死

因子(Tumor Necrosis Factor-α；TNF-α)、干擾素(Interferon-γ；IFN-γ)

等刺激下可大量表現，釋放出 NO的量較 cNOS高出 1000倍。iNOS主

要是協調免疫系統反應，對癌細胞及外來細菌或病源體具毒殺作用。 

NO 是自由基氣體，具有不成對電子，活性很高。在生物體內會與

氧分子 (O2)、超氧陰離子 (O2
-
)、金屬離子作用形成有毒氧化物

peroxynitrite(ONOO
-
)、金屬亞硝基(Metalnitrosyl)等氧化還原產物（31）。由

於可溶於水或脂中，藉擴散作用可自由穿透細胞膜，為訊息傳遞的重要

物質。半衰期很短僅 2~6秒，所以血中 NO會很快轉換成安定代謝產物

亞硝酸鹽(Nitrite；NO2)和硝酸鹽(Nitrate；NO3)。因此一般評估 NO產生

量皆以測量 NO2及 NO3濃度為指標。 

有研究發現多項生理因素或物質直接會影響血管內皮細胞 NO產生
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的量，包括血管張力、剪應力(Shear stress)、氧分壓、內皮細胞變形等皆

是重要因素。而糖尿病病患長期處於高葡萄糖濃度下，則會造成內皮細

胞型態、恆定性（32）改變，導致微血管結構改變、基底膜增厚；另也有

超氧歧化 活性降低和 NO 清除者(Scavenger)能力下降的現象，且在氧

化壓力的環境下，也會使自由基的生成增加（33）。此時可藉由補充抗氧化

劑如維生素 C、維生素 E等來達到清除體內自由基的目的（34）。 
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(五)維生素 C (Vitamin C) 

維生素 C，又稱抗壞血酸(Ascorbic acid)，早在 50多年前就被發現

具有治療壞血病(Scurvy)的功能，會因光、熱、鹼、銅及鐵的存在下而

加速氧化，在酸性環境及溫度低處，氧化程度則會減緩。幾乎所有的高

等植物及部分的動物皆可自行利用葡萄糖合成維生素 C，但有少數的動

物，例如：人類、天竺鼠等。因體內缺少了 L-gulonolactone oxidase，而

無法將葡萄糖轉變成維生素Ｃ，因此必須藉由飲食中獲得，像是柑橘、

草莓、綠葉蔬菜等，皆含有高量的維生素Ｃ，而肉類、蛋、乳製品則含

量很少（35）。  

維生素 C參與了許多生理代謝途徑，包括膠原蛋白、神經傳導物、

荷爾蒙等的合成，及膽固醇轉換成膽酸的過程（36）。膠原蛋白是細胞間質

的重要成份，佔人體總蛋白質含量的 30﹪，分佈在皮膚、軟骨、牙齒及

血管上皮等組織中。而維生素C在膠原蛋白的合成上，扮演著重要的角

色。在合成的過程中，脯胺酸(Proline)和離胺酸(Lysine)經過氫化作用

(Hydroxylation) 後 ， 形 成 脯胺酸 (Hydroxyproline)和 離 胺 酸

(Hydroxylysine)，構成膠原蛋白穩定的三股螺旋結構(Triple helix)。因此

維生素 C為氫化作用中重要的輔因子(Cofactor)。 

維生素 C具有很強的還原能力，可提供二個電子給過氧化物，為一

重要的抗氧化劑(Antioxidant)，對於多元不飽和脂肪酸(Polyunsaturated 

fatty acid；PUFA)、維生素 E及維生素 A，皆具有保護作用，且可將氧

化的維生素 E和維生素 A再還原，防止脂質過氧化現象。另也具有將三

價鐵離子還原，促進其在消化道黏膜中的通透率。 

維生素 C的建議攝取量成人每天 60毫克，嬰兒 35毫克，兒童 45-50

毫克，懷孕及授乳期增加至 70-90毫克。若低於 10毫克，會有壞血病的

症狀出現；大於 1克，會出現噁心、腹瀉；大於 3克，則有腎結石、酸

鹼不平衡的情形產生。攝入體內的維生素 C，由腸胃道吸收後分布至體

內各組織，在正常情況下，腎臟會調控維生素C在體內的含量，當含量

過多時會利用尿液排出體外。 
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(六)維生素 E (Vitamin E) 

生育醇(tocopherol)為維生素 E 的一種型態，具有多種不同的異構

物，自然界存在有 8種，包括：α、β、γ、δ等，具有抗氧化及抗不

孕的特性。其抗氧化活性為α＞β＞γ＞δ，抗不孕作用則相反，彼此

間的差異性是酚類環上接的甲基(methyl group)數目與位置不同。飲食中

植物油 ex：大豆油、玉米油等皆為良好來源。 

維生素 E本身的抗氧化特性，具有降低細胞膜的氧化傷害、維持紅

血球、神經細胞、免疫細胞的完整性（35）、預防脂質過氧化，調節由脂質

氧化酵素(Lipoxygenase)及環氧化酵素(Cyclooxygenase)起始的花生四稀

酸(Arachidonic acid)代謝。在 1996年有學者提出，維生素 E在保護細胞
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型態的變化上，是因為具有延緩細胞膜蛋白質硫醇的流失，而非抑制了

tert-butyl hydroperoxide造成的脂質過氧化作用（37）。在 1997年，Jyh-Huang 

Kuo等人證實在氧化壓力情況下，會造成細胞中硫醇(thiol)流失，而影響

細胞的功能，因此，維生素 E對於在細胞硫醇方面，被認為可有效保護

防止細胞蛋白質硫醇的流失（38）。因此不論在生化或化學方面的實驗上均

證實維生素 E具有高度的抗氧化特性，可藉由細胞質中的水溶性抗氧化

劑，例如：VitC、 麩 胱 酐 �(Glutathion)將氧化的 VitE再度還原利用。 

   維生素 E是親脂性自由基的清除者(Lipophilic radical scavenging)，可

提供本身的 Phenolic hydrogen給氧自由基，而抑制氧化作用的起始（39）。

當維生素 E與脂質過氧化自由基(free radical)反應時，脂質的氫過氧化物

(Hydroperoxide；LO2 ·)會和維生素 E自由基一起生成，化學反應式為： 

E·        Fe
2+

 

LO2 ·�→ LOOH �→ LO · 

    LOOH也許會被鐵離子作用形成Alkoxyl自由基，比過氧化(Peroxyl)

自由基更易進行氧化反應，但在體內脂質的氫過氧化物會由多種過氧化

酵素快速分解。而金屬離子主要是與蛋白質螯合，所以，由金屬離子和

氫過氧化物作用而產生的自由基就相當微量了。 

    接著，維生素 E會阻止氧化鏈反應的進行，減少氫過氧化物的含量。

在脂質過氧化反應中，過氧化自由基扮演氧化鏈的攜帶者(Carrier)，因

此，維生素 E須在過氧化自由基攻擊脂質分子前將它清除。以下的二個

競爭反應取決於個別的受質(Substrate)，組織均質液中的速率常數(Kp、

Kinh)和維生素 E的濃度。 

Kp                     LH：脂質 

LO ·+ LH  �→ LOOH + L ·        EH：VitE 

Kinh                    Kp：102M-1sec-1 

LO · + EH  �→  LOOH + E ·       Kinh：106M-1sec-1 
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因此，當 [LH] / [EH] 的比例為 1000時，則表示約有 90%的過氧化自由

基會被維生素 E清除。維生素 E自由基(E ·)可藉維生素 C及硫醇所提供

的電子再還原成α-Tocopherylquinone，繼續清除自由基。另一方面，維

生素 E自由基會攻擊脂質氫過氧化物和脂質本身以奪取氫，而分別形成

過氧自由基、氫自由基，繼而再起始其他氧化反應。這樣一來，維生素

E擔任的就是促氧化劑(Prooxidant)（40）了。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(七)尿酸(Uric acid) 

1981 年有學者指出尿酸可取代或增加維生素 C 在人體內的抗氧化

能力（41），當靈長類動物體內血清尿酸濃度較高(300μmol/L)時，可以補

償低維生素 C情形下所造成抗氧化能力降低的狀況。血漿中尿酸含量在

不同個體間的範圍很廣(50~900μM)，且男性平均值高於女性，此含量

比其他非酵素性抗氧化物如：維生素 C、E、 麩 胱酐� (Glutathione)（42）

等更高。 

尿酸為單陰離子(Monoanion)結 構 ， 是 由 黃 漂 呤 氧 化還原�(Xanthine 

Oxidoreductase；XO)分解普林 (Purine)中腺漂呤 (Adenine)和鳥糞漂呤

(Guanine)所得之代謝終產物。XO 利用 NAD+作為電子接受者，將黃漂

呤 去 氫� (Xanthine Dehydrogenase；XDH)轉換成 XO型式，而把還原價

轉給氧分子。以人類和高等靈長動物而言，XO代謝 Adenine及 Guanine
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之終產物是尿酸；在大多數哺乳動物，代謝之終產物則是尿囊素

(Allantoin)及尿素(Urea)。因此一般哺乳類動物血漿中尿酸的含量約為人

類的 10%，甚至更低（43）。此差異是因為人類的尿酸氧化 (Urate Oxidase)

基因不表現，所以無法將尿酸轉換成尿囊素（44）。 

不論是維生素 C或尿酸都可作為單電子氧自由基的還原劑。曾有研

究指出，尿酸與維生素C作為抗氧化劑時，彼此間有一定程度的交互作

用，二這之間的氧化還原交替能力分別為 0.26V 及 0.015V（45），正因為

彼此相對的氧化還原互替能力，所以維生素 C 可幫助尿酸還原（46），下

面反應式表示尿酸、維生素 C清除自由基的反應： 

OH + U–→ OH–+˙U (urate oxidation) 

U + Asc → U–+˙Asc (ascorbate oxidation) 

然而在某些實驗上並不支持血漿中尿酸與心血管疾病有直接病

理、生理的相關性。甚至有報告證實，尿酸是造成動脈粥狀硬化和冠狀

動脈心臟病的一個危險因子（47）。雖然如此，尿酸的抗氧化作用仍熱絡被

討論著。在哺乳類或一般靈長類的血漿濃度與年齡成正相關。由於細胞

的老化隨時在發生，且一些疾病如：癌症、心血管病變等，部份是因氧

化作用及自由基產生所導致，所以尿酸的抗氧化功能也就越顯重要了。 
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(八)糖化終產物(Advanced Glycosylation End Products；AGEs) 

糖尿病 (Diabetic Mellitus)有胰島素 (IDDM)和非胰島素依賴型

(NIDDM)二種型式，在臺灣地區，大部分為非胰島素依賴型，約占 96.5

﹪。早期臨床生化學上發現，糖尿病病患長期的高血糖情形，可能是造

成併發症發展的主因，而引起病患死亡的主要原因皆是因併發症的產生

所致，包括了：糖尿病大、小血管病變、糖尿病神經性病變。其中大血

管病變如：粥狀動脈硬化 (Atherosclerosis)、腦中風 (Cerebrovascular 

accident)；小血管病變如：視網膜病變(Retinopathy)、腎病變(Nephropathy)

等。 

長期的血糖控制不良會促使醣類上的醛基、酮基與蛋白質的胺基進

行非酵素性的梅納反應( Nonenzymatically maillard reaction )而產生一蛋

白質，即糖化終產物。此反應的起始步驟是蛋白質胺基團上的一個α或

ε胺基酸和還原糖( Reducting Sugar )縮合成 Schiff Base，再經形成
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Amadori 及 Ketoamine ，最後經一連串的反應形成不可逆的終產物

AGEs。 

早期的實驗證實 AGEs 是由幾個結構成分所組成（48-50）：FFI、

Pyrraline、AFGP、Carboxymethyl lysine、Pentosidine，皆扮演 ligand的

角色，可與它具有專一性的接受器(Receptor)結合而改變細胞的功能。例

如：�AGEs 與巨噬細胞上的 AGEs receptor結合後會誘發 TNF、IL-1及

IGF-1 的製造，這些細胞激素則會進一步的促進不同細胞及膠原蛋白的

生長與合成。�當 AGEs 結合上內皮細胞的 AGEs receptor後會增加細胞

的氧化壓力，導致內皮細胞的滲透性、凝血活性增加。 

    AGEs 會堆積在一些生命週期長的組織蛋白，如基底膜膠原蛋白、

水晶體等的上面，進行自氧化產生自由基，造成細胞組織的傷害。在糖

尿病動物模型中可證實 AGEs 的合成與血糖濃度的高低、罹病時間的長

短呈正相關。而 AGEs的形成則會促使血管基底膜增厚及血管的閉塞。 

    蛋白質和 DNA 等一些細胞內的大分子，會因與糖類的作用而影響

了原有的生理功能。在 in vitro 的實驗中發現，AGEs 會使 DNA雙股斷

裂、鹼修飾(Base modification)及移位(Transcription)，所以 AGEs可能藉

此而影響了基因的轉譯作用(Transcription)。另外在糖尿病患者紅血球

中，糖化血色素對氧的親和力遠較正常血紅素高，可能是造成組織中氧

釋放能力較低的原因。而紅血球中 SOD(Superoxide dismutase)的糖化也

與抗氧化能力的降低有很密切的相關性。 
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(九)血管內皮生長因子(Vascular Endothelial Growth Factor；VEGF) 

   VEGF為一分泌性醣蛋白，在非還原狀態下分子量約 46kD，還原狀

態下約 23kD（51），在熱和酸的環境下很穩定，能促進由人類臍靜脈（52）、

胎兒主動脈、腎上腺皮質等分離出的血管內皮細胞之生長，在 in vivo 具

有誘發血管新生(Angiogenesis)作用（53），也是內皮細胞生長、修復和分

裂所必須。 

糖尿病病患由於長期的血糖控制不良，會有許多合併症出現，如：

視網膜病變、腎臟病變等。在 2000 年有學者指出在糖尿病所引發的視

網膜增殖性病變，有新生血管生成的情形，偵測 VEGF濃度發現的確較

正常成人有明顯上升，因此推測與 DM視網膜病變具有相關性，且罹患

時間的長短和 AGE含量均是重要影響因子（54）。在 DM性腎病發展過程

中，大鼠的腎小球環間膜細胞由於長期處於高葡萄糖下，會增加 VEGF 

mRNA表現和蛋白質量，造成新血管形成和增加內皮細胞通透率，似乎

與 PKC Kinase的反應路徑有關，由此可知 VEGF在糖尿病併發症的過

程上扮演重要的角色，可能調節了腎絲球過濾率和蛋白尿的排出（55）。 
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由於腫瘤生長和轉移需藉由血管的新生來進行，在 Gunningham 等

人的實驗中指出，VEGF家族包括(VEGF-B、VEGF-C)可結合至 tyrosine 

kinase receptor而調控了血管生成作用，且癌細胞能向上調節血管生成因

子接受器(Receptor)，因而有血管及淋巴管的生成現象（56）。Deng 等學者

則提出在喉癌發展的過程中，血管內皮生長因子和其 receptor(flt-1)則扮

演了重要的角色。給予抗 VEGF及抗 receptor之抗體，利用免疫組織染

色觀察癌細胞和內皮細胞均發現VEGF和 flt-1有表現且抑制了癌細胞生

長，證實了喉癌細胞會分泌 VEGF及有血管增生因子結合位置存在（57）。 

在今年有實驗證實（58）糖尿病母親所生下的嬰兒，可能帶有先天心

血管系統方面的障礙，進而影響了嬰兒死亡率，有趣的是這可能與某些

基因(包括 VEGF 及 VEGF receptor)突變和高葡萄糖的環境有關，且

VEGF level也可被葡萄糖濃度多寡所調控。綜合上述所知，血管內皮因

子在 Angiogenesis 和癌症的發展過程中，的確佔據了極重要的地位。
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(十)、CD-36 

CD-36 又稱 Thrombospondin receptor 或醣蛋白Ⅳ，分子量約

88-90kD，分布在血小板、人類臍靜脈內皮細胞、血管細胞等中，CD-36

在許多基質(Matrix)蛋白如：Collagen、Thrombospondin(TSP)上扮演一個

接受器的角色。TSP 具有多種生理作用（59），包括調節細胞附著、血小

板凝集、細胞增生、血管新生作用、腫瘤轉移等功能，此蛋白質和其

receptor(CD-36)間的反應調控了某些病理、生理學上的發病過程。 

有許多研究已指出糖尿病造成的纖維網狀蛋白含量增加，可能有血

管新生作用的情形發生；且在癌細胞的生長和轉移(Metastasis)，也需藉

由血管的生成來達到目的。在 94年有研究證實（60）癌細胞的細胞膜表面

確實有腫瘤細胞附著區域，例如：Thrombospondin receptor，此接受器

考慮當作一個新的腫瘤指標，它位於膜上的濃度與腫瘤細胞侵害的程度

和轉移有直接的相關性。 

曾經以 B-Cell 血管淋巴癌的實驗也發現 CD-36 可能辨認著腫瘤細

胞的擴張，比較 B-Cell 淋巴癌和正常細胞，發現 CD-36 的濃度高出好

幾倍，因此較高的CD-36表現是否間接增加癌症的轉移，需要再更進一

步的證實（61）。 

    另外，CD-36蛋白質含量上升，可能會加速了脂肪酸的運送，或者

在訊息反應上刺激酵素的催化作用，促進花生四烯酸(Arachidonic acid)

轉化至其他代謝路徑，而間接提高了停經後婦女罹患乳癌的機率（62）。 

Plasmodium falciparum附著至內皮細胞也需藉由 TSP receptor(CD- 

36)的參與，且證實了 CD-36與 Tyrosine kinase如：Fyn、Lyn和 Yes有

著密切的關聯。CD-36更影響許多體內的生理作用，但有關 CD-36方面

的研究仍嫌不足，有待再進一步的研究。 
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二、研究目的 

    本實驗欲探討高葡萄糖壓力下，對內皮細胞胞外間質蛋白、NO 含

量和細胞死亡所造成的影響，藉由添加 AGE 抗體阻斷氧化產物 AGEs

產生，觀察這些影響是否由 AGEs所引起，且抗氧化劑的添加，是否可

將上述的改變予已逆轉。 
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第二章 材料與方法 

 

一、 實驗材料 

(一) 化學試藥： 

A. 細胞培養用藥： 

 �Endothelium Basal Medium(EBM)購於 Clonetics Chemical 

company 

� Trypin購於 Sigma Chemical company 

�Medium-199、 Kanamycin sulfate、Anti-PPLO、 Penicillin 

Streptomycin 等購於 Gibcobrl Chemical company 

�Fetal Bovine Serum(FBS)購於 Biological Indus-Tries Kibbutz 

Beit Haemek Israel 

�Gelatin購於 Bio-Rad 

�NaCl、Na2HPO4、NaHPO4、EDTA購於MERCK Chemical 

company 

B.主實驗用藥： 

�D-(+)-Glucose購於 Sigma Chemical company 

�L-Ascorbic acid phosphate Magnesium Salt n-Hydrate購於日本

和光純藥工業株式會社 

�Water Dispersible Vitamin E 購自於 Pharmavite pharmaceatical 

Corp. 

�Trypan Blue等購於MERCK Chemical company 

C.總蛋白測定用藥： 

�BSA(Bovine Serum Albumin)、KNa tartrate 購於 Sigma 

Chemical company 

�NaOH、Na2CO3、CuSO4、Folin-ciocalteu's phenol regant購於

MERCK Chemical company 

B. 纖維網狀蛋白測定用藥： 
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� Human plasma Fibronectin由本實驗室自行單離 

�Rabbit Anti-Human Fibronectin Antiserum由本實驗室自行製

作並測其抗體價之效率(1:1000) 

�Goat Anti-rabbit IgG Horseradish Peroxidase Conjugated 購於

Bio-Rad 

�Phenylene diamine(OPD) 購於 Sigma Chemical company 

�HCL購於MERCK Chemical company 

�H2O2購於島久藥品株式會社 

 E.一氧化氮測定分析：  

利用 Boehringer Mannheim的 Nitrite/Nitrate Kit分析 

�Potassium phosphate buffer、NADPH、Nitrate reductase 

�呈色劑 sulfanilamide、N-（1-naphthyl）-ethlenedia 

F. LDH測定分析：  

利用 TaKaRa的 LDH Cytotoxicity Detection Kit分析 

�Diaphorase/NAD＋、Iodotetrozolium chloride（INT）、sodium 

lactate 

G. LPS(Lipopolysaccharide)： 

來自於 Salmonella typhimurium，購於 Difco laboratories, INC. 

二、 實驗方法 

(一)內皮細胞之分離與培養 

A.人類臍靜脈內皮細胞(Human umbilical vein endothelial cell;  

HUVEC)之初代培養(primary culture) 

1.材料 

�胎兒臍帶：約 10~15cm，用含有 PBS 的無菌離心管收集(<4℃) 

�沖洗緩衝液：以 Autoclave 滅菌過的 Phosphate saline buffer 

PBS；10mM Na2HPO4+0.14M NaCl+0.01M NaH2PO4，pH7.4) 

�分離緩衝液：0.05% Trypsin及 0.02% EDTA的 PBS，以 0.02 ìm 

syringe fliter過濾滅菌 
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�腎形盤、剪刀、鑷子、止血鉗二支、十六號針頭二支，以乾熱

滅菌(Autoclave) 180℃滅菌二小時 

�T-25 flask：預先以 0.1﹪gelatin coating 

�5ml 與 10ml無菌注射針筒各一支 

2.方法 

      本實驗以人類臍靜脈內皮細胞為研究對象，經由中山醫學

院附設醫院產房協助收集之新生兒臍帶，於產後 12小時內取

得並進行本實驗之研究 

�將所有材料經過 75﹪的酒精噴拭消毒後，置於無菌操作臺內 

�用鑷子取出離心管中的臍帶放於腎形盤中，以剪刀剪去止血夾

夾過或凝血部分 

�將十六號平頭針頭插入臍帶靜脈兩端，以止血鉗將兩端固定 

�以注射針筒注入約 100ml 沖洗緩衝液，沖洗靜脈內殘留之血

液，並確認臍帶之完整與相通 

�將臍帶內沖洗緩衝液倒出，視臍帶長度而定注入分離緩衝液

(Trypsin)，使靜脈呈膨脹狀態，於室溫下作用 15分鐘 

�收集靜脈內的分離緩衝液，以 1200rpm ( Himac CR15D，Hitachi)

離心 6分鐘後，去除上清液，拍散離心管底部的沉澱細胞 

�重覆�、�之步驟後，取出拍散之細胞置於 3ml內含有 10﹪FBS

的 EBM培養液中，以 T-25 flask (Flaon)盛裝，在 37℃、5﹪

CO2之環境下培養，每 3~4天更新約 1/2的培養液 

B. 人類臍靜脈內皮細胞之繼代培養(passage culture) 

1.材料 

�沖洗緩衝液：以 Autoclave滅菌過的 PBS ( pH7.4 ) 

�分離緩衝液：含 0.05﹪Trypsin及 0.02﹪EDTA的 PBS，以 0.2ìm 

syringe fliter過濾滅菌 

�T-75 flask：預先以 0.1﹪gelatin coating 

2.方法 
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�待 T-25 flask內之細胞長滿後，以沖洗緩衝液潤濕、倒出 

�注入約 3ml的 Trypsin，輕輕搖晃盒身 

�收集後，以 1200rpm離心 6分鐘，拍散離心管底部細胞 

�重覆�、�步驟，取出拍散之細胞置於 10ml內含有 10﹪FCS

的 EBM培養液中，以 T-75 flask (Flaon)盛裝，在 37℃、5﹪

CO2之環境下培養 

(二)內皮細胞之確認 

A. 型態學之確認 

1.光學顯微鏡(Photomicroscope)之觀察： 

            由於形成管腔是內皮細胞具有的特性，因此若將培養液中

EGF 移除，會使內皮細胞由原先的增殖作用轉變為組織化現

象，而在四到六週內形成管腔結構，此可於光學顯微鏡下進行

觀察。 

      2.穿透式電子顯微鏡(Transmission electron microscope；TEM)之觀

察： 

Weibel-Palade body 是內皮細胞所特有的一種微小胞器

(Organelle)，可藉由 TEM觀察得到。 

        樣本處理分析： 

        �繼代培養之內皮細胞以 Trypsin洗下，1200rpm，離心 6分鐘

後去除上清液 

�加入 2.5﹪戊二醛—磷酸緩衝液，於 4℃下固定一小時 

�以磷酸緩衝液沖洗三次，每次 10分鐘 

�加入 1﹪鋨酸—磷酸緩衝液(pH 7.4)，於 4℃下固定一小時 

�以磷酸緩衝液沖洗三次，每次 2分鐘 

�將 50、70、90、100﹪之乙醇各脫水 15分鐘 

�以環氧樹脂將樣本包埋 

�以 45~50°玻璃刀切片，樣本厚度約 60~90nm，置入銅篩上 

�以 5﹪醋酸鈾 30分鐘和檸檬酸鉛 15分鐘，在 20℃下作雙重
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染色，即可以 TEM觀察 

3.掃瞄式電子顯微鏡( Scanning electron microscope；SEM ) 觀察： 

樣本處理方式： 

�13 mm Thermanox (Nunc) 圓形膠片置於六孔培養盤底部，並

以 gelatin coating 

�將內皮細胞培養於膠片上，放置隔夜 

�以清水沖洗數次，超音波振盪作表面處理 

�清水潤洗數次後，以 1.5﹪OsO4固定 

�採臨界點乾燥法(Critical point drying；CPD)脫水處理： 

乙醇為中間液，注入液態 CO2於 CPD 樣本槽，將溫度、壓

力由 37℃、1072psi調至 42℃、1300psi，之後緩慢排出氣態

CO2，將樣本固定於樣本座上 

�利用 Sputter coater 在樣本表面覆蓋一層金膜，以 SEM觀察 

B.表面抗原之確認 

           內皮細胞中的內質網可合成一種特殊蛋白 Von Willebrand 

factor，儲存在Weibel-Palade body中，會被分泌至細胞膜上或

胞外，因此可用來做為確認內皮細胞的指標。 

1.確認方法 

�將內皮細胞培養於已滅菌且預先以 gelatin coating 的載玻片

上 

�置於 90x16mm的培養盤中，於 37℃、5﹪CO2下培養 24小

時，取出，以清水潤洗後，以 95﹪乙醇固定 30秒 

�0.01﹪PBS 清洗 3次，加入 0.1ml serum blocking solution 靜

置 10分鐘 

�倒去 serum blocking solution，加入 0.1ml以 PBS 稀釋 800倍

的 Rabbit Anti-Human Von Willbrand Factor IgG Fraction of 

Antiserum (Sigma)，靜置 40分鐘，以 PBS 沖洗 3次，每次 2

分鐘 
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�加入 0.1ml Biotinylated second antibody，靜置 10分鐘，以

PBS 沖洗 3次，每次 2分鐘 

�加入 0.1ml Enzyme conjugated，靜置 10分鐘，以 PBS沖洗

3次，每次 2分鐘 

�加入 0.1ml Substrate-chromogen mixture，5分鐘後，以蒸餾

水沖洗 

�加入 0.1ml Hematoxylin靜置 3分鐘，以自來水沖洗 

�玻片置於 PBS 中約 30秒，在以 70~90﹪乙醇各脫水 10秒，

浸入 Xlyene 10秒，滴入 0.1ml Histomount在玻片中央，覆

上蓋玻片，放入 45℃烘箱中烘 3分鐘，以光學顯微鏡觀察 

�另取一組不加 Rabbit Anti-Human Von Willbrand Factor IgG 

Fraction of Antiserum (Sigma)，改以一般兔子血清添加作為

比較組，以相同步驟處理後觀察兩組之差異性 

(三) 狗腎上皮細胞之分離與培養 

     �將狗腎上皮細胞株(Madin-Darby canine kidney；MDCK)放於

37℃水浴槽中快速解凍，輕搖冷凍管使其在 1 分鐘內全部融

化 

�放入含有 10ml DMEM(Dulbecco’s modified minimal essential)

的 75-flask中，於 37℃、5﹪CO2下培養 

 (四)內皮細胞/狗腎上皮細胞數目之計算 

�長滿 T-75 flask 之內皮細胞 /狗腎上皮細胞以 0.05﹪

Trypsin+0.02﹪EDTA/ 0.25﹪Trypsin+10mM EDTA分離緩衝

液切下 

�以 1200rpm，離心 6分鐘後，去除上清液並拍散底部沉澱細

胞 

�加入 4ml培養液充分混合均勻，取出 10μl與等量之 Trypan 

blue染劑混合 

�以 Hemacytometer計算細胞數目 
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�從 4ml培養液中取出 2x105細胞培養液，分別種入 24孔盤中

(Nunc)，使呈現 2x105細胞/well 

 (五) 維生素 C、E及尿酸(uric acid)在高葡萄糖壓力下，對於人類臍

靜脈內皮細胞/狗腎上皮細胞的影響 

A實驗組別： 

以 M-199 medium/DMEM＋10﹪FBS 後，加入不同濃度

（0、5、10、30mM）的 D-glucose 為基本培養液，再分別添

加：. 

  1.高濃度維生素 C 0.05mM。 

2.高濃度維生素 E 0.05mM。 (Vitamin E by Pharmavite 

Pharmaceutical Corp., Water Dispersible. 400IU) 

3.高濃度維生素 C 0.05mM＋高濃度維生素 E 0.05mM。 

4.尿酸（3，5，10 mg/dl）。 

B. 方法 

�將 2x105細胞平均分配至 24孔培養盤中(Nunc)，使呈現2x105

細胞/well 

�分別加入上述各實驗條件，每組樣本數為 3，在 37℃、5﹪

CO2下培養 72小時 

�移除 medium，以 PBS 清洗三次 

�加入 100μl Lysis buffer ( buffer A、PMSF、1﹪Triton-X、0.1 

﹪SDS)和 300μl PBS，靜置一分鐘，刮下細胞並收集 

�在冰浴下以超音波振盪機將細胞膜打破，之後進行總蛋白、 

纖維網狀蛋白(Fibronectin)、一氧化氮(NO)、LDH的分析  

C.內毒素(LPS)誘發 NO之實驗組別 

分別添加 LPS  0、0.5、1、2、3 μg/ml，至含有 2×105/well

細胞中，於 37℃、5﹪CO2下培養 72小時後，進行 NO及 LDH

之分析。 

(六)AGE抗體的添加 
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mouse-antihuman AGE抗體的濃度經測定後為 162.5mg/ml，稀

釋 325倍使濃度為 0.5mg/ml，之後再稀釋 103倍，使終濃度成為

0.5µg/ml 

A.實驗組別 

以 M-199 medium/DMEM＋10﹪FBS 後，加入不同濃度

（0、5、10、30mM）的 D-glucose 為基本培養液，再分別添

加：. 

1.高濃度維生素 C 0.05mM + AGE抗體 

2.高濃度維生素 E 0.05mM + AGE抗體(Vitamin E by Pharmavite 

  Pharmaceutical Corp., Water Dispersible. 400IU) 

3.高濃度維生素 C 0.05mM＋高濃度維生素 E 0.05mM + AGE抗 

體 

4.尿酸（3，5，10 mg/dl）+ AGE抗體 

B.方法 

�將 2x105細胞平均分配至 24孔培養盤中(Nunc)，使呈現2x105

細胞/well 

�分別加入上述各實驗條件，每組樣本數為 3，在 37℃、5﹪

CO2下培養 72小時 

�移除 medium，以 PBS 清洗三次 

�加入 100ìl Lysis buffer ( buffer A、PMSF、1﹪Triton-X、0.1 

﹪SDS)和 300ìl PBS，靜置一分鐘，刮下細胞並收集 

�在冰浴下以超音波振盪機將細胞膜打破，之後進行總蛋白、 

纖維網狀蛋白(Fibronectin)、一氧化氮(NO)、LDH的分析 

(七)分析方法 

A.總蛋白測定 

�取 100ìl樣本，加入 100ìl 1N NaOH並混合 

�加入 1 ml（2﹪Na2CO3、0.5﹪CuSO4、1﹪KNa tartate，2ml 

NaOH）混合後，靜置 10 分鐘 
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�加入 100ìl 1N Folin reagent混合，靜置 30 分鐘 

�以 750 nm波長測吸光 

�利用已知濃度的牛血清白蛋白(Bovine serum albumin；BSA)

作出標準曲線，定量各樣本之濃度 

B.纖維網狀蛋白(Fibronectin)濃度之測定 

Fibronectin濃度以酵素接合免疫吸附法（ELISA）測定 

�96孔盤(Nunc)中，先以 200ìl 0.1﹪gelatin coating，於 37℃下，

放置隔夜 

�去除 gelatin，以 PBS 清洗 3次 

�取 100ìl樣本注入 well中，室溫下緩慢搖晃 30 分鐘 

�去除樣本，以 PBS 清洗 3次 

�一次抗體( Rabbit anti-human fibronectin antiserum )以 PBS 稀

釋 1000倍，取 100ìl注入 well中，室溫下緩慢搖晃 30 分鐘 

�去除抗體，以 PBS 清洗 3次 

�二次抗體 ( Goat anti-rabbit IgG horseradish peroxidase 

conjugated )以 PBS 稀釋 10000倍，取 100ìl注入 well中，室

溫下緩慢搖晃 30 分 

�去除抗體，以 PBS 清洗 3次 

�取 100ìl 呈色劑( 5mg O-Phenylene diamine + 10ml citrate 

buffer + 10ìl 30﹪H2O2) 注入 well中，室溫下緩慢搖晃 30 分

鐘 

�取 50ìl終止劑( 3N HCl ) 注入 well中，以 ELISA reader在波

長 490nm下測吸光值 

C. 一氧化氮(NO)之測定 

1.Nitrite（NO2） 

�取 50ìl樣本＋27ìl二次水注入 96-well中，混勻 

�30 分鐘後以 540 nm波長測吸光（A1） 

�加入呈色劑 25ìl sulfanilamide＋ 25ìl N-（ 1-naphthyl）
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-ethlenedia，混勻並遮光 

�反應 10 分鐘後，測吸光值（A2）。將 A1和 A2帶入公式，

即 NO2之吸光值。並作出標準曲線，定量各樣本之濃度 

2.Total NO (NO2+NO3) 

�取 50ìl樣本＋25ìl NADPH＋2ìl nitrate reductase注入 96-well

中，混勻 

�30 分鐘後以 540nm波長測吸光（A1） 

�加入呈色劑 25ìl sulfanilamide＋ 25ìl N-（ 1-naphthyl）

-ethlenedia，混勻並遮光 

�反應 10 分鐘後測吸光值（A2）。將 A1和 A2帶入公式，即

Total NO之吸光值。並作出標準曲線，定量各樣本之濃度 

�將 NO2除以 total NO之吸光值計算出濃度 

D.LDH之測定 

�取 100ìl樣本至 96-well中，加入 100ìl diaphorase/NAD＋ 

、iodotetrozolium chloride（INT）和 sodium lactate的混合溶

液，混合並遮光 

�30分鐘後以波長 490 nm測吸光 

 

三、統計分析 

       實驗數據以 SAS 軟體進行分析，以平均值加減標準差(Mean±

Standard Error)表示，各處理組之間在 P-value值≦0.05時才具顯著差異。 

 

 

 

 

 

 

 



 30 

 

第三章  實驗結果 

 

一、內皮細胞 

(一)、分離與確認 

1.內皮細胞之分離 

  由本校附設醫院產房提供之嬰兒臍帶，在無菌處理下儘速以無菌操

作分離出靜脈內皮細胞。圖一(a)為內皮細胞初代培養 12 小時之情

形，圖一(b)為內皮細胞一星期後增殖之情形。 

2.內皮細胞之確認 

    初代培養之臍靜脈內皮細胞以 Trypsin-EDTA洗下，離心、分裝後，

進行繼代培養(Passage culture)，至第 4-5 代時取出部份細胞作確認工

作。於光學顯微鏡下觀察到細胞的外觀呈不規則、單核、平貼於盒底，

屬單層細胞。以不含 hEGF的培養液培養後，約一個月後可觀察到管腔

狀結構。利用電子顯微鏡可看到內皮細胞的細胞核突起呈現小丘狀，且

外圍有許多絲狀結構，為 Microprojections。內部則可看到特有的胞器─

Weibel-Palade body。除了利用上述細胞外觀、結構、生理現象等，來確

認內皮細胞外，也可利用免疫組織染色法(Immunohistological stain)確

認。在內皮細胞表面有種特殊蛋白 von Willebrand factor，會與 Rabbit 

Anti-human von Willebrand factor一次抗體結合，經二次抗體與呈色劑作

用後，出現橙紅色；若未與抗體作用則為藍紫色。 

    經由不同方法確認所分離出的為內皮細胞後，即可進行一系列的實

驗分析。 

(二)、纖維網狀蛋白 

1.不同葡萄糖濃度的添加對內皮細胞中纖維網狀蛋白的影響 

本實驗以 4種葡萄糖濃度(0、5、10、30mM)和 10﹪FBS添加於M-199

中做為培養液，分別代表控制組、模擬正常血漿葡萄糖濃度( 90mg/dl )、

糖尿病臨界點( 180mg/dl )、嚴重高血糖( 540mg/dl )。在 72小時培養後，
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分析各組總蛋白及纖維網狀蛋白含量的變化。 

結果顯示不同濃度葡萄糖的添加，對細胞內總蛋白含量無顯著差異

(圖二，p＞0.05)。為了呈現客觀的實驗結果，各組纖維網狀蛋白濃度皆

以個別總蛋白作校正，以下各結果均以纖維網狀蛋白/總蛋白的比值表

示。由圖三可知，從正常葡萄糖濃度(5mM)起，隨著葡萄糖濃度增加，

纖維網狀蛋白的含量呈現遞增狀態。 

2.維生素 C的添加對內皮細胞中纖維網狀蛋白的影響 

以 M-199+10﹪FBS 培養液分別添加 0、5、10、30mM葡萄糖，再

添加 0.05mM維生素 C於內皮細胞中，培養 72小時後分析總蛋白及纖

維網狀蛋白含量的變化。 

結果顯示維生素 C的添加，對細胞內總蛋白含量無顯著差異(圖二，

p＞0.05)。由圖三得知在正常生理葡萄糖濃度下(5mM)，纖維網狀蛋白

濃度下降；隨著葡萄糖濃度增加(10、30mM)，維生素 C 對纖維網狀蛋

白的刺激呈現遞增狀態。以纖維網狀蛋白/總蛋白的比值表示，在正常葡

萄糖濃度下，0.05mM維生素 C對內皮細胞中纖維網狀蛋白含量的影響

有顯著差異(p＜0.05)。 

3.維生素 E的添加對內皮細胞中纖維網狀蛋白的影響 

以 M-199+10﹪FBS 培養液分別添加 0、5、10、30mM葡萄糖，再

添加 0.05mM維生素 E於內皮細胞中，培養 72小時後分析總蛋白及纖

維網狀蛋白含量的變化。 

結果顯示維生素 E的添加，對細胞內總蛋白含量無顯著差異(圖二，

p＞0.05)。由圖三得知在葡萄糖濃度(5mM)情況下，纖維網狀蛋白濃度

下降；隨著葡萄糖濃度增加(10、30mM)，維生素 E 對纖維網狀蛋白的

刺激呈現遞增狀態。若與未添加維生素 E的控制組比較，在不同濃度的

葡萄糖環境下，對於內皮細胞中纖維網狀蛋白的含量並無顯著差異性(p

＞0.05) 

4.共同添加維生素 C、E對內皮細胞中纖維網狀蛋白的影響 

以 M-199+10﹪FBS 培養液分別添加 0、5、10、30mM葡萄糖，再
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添加 0.05mM維生素 C和 0.05mM維生素 E於內皮細胞中，培養 72小

時後分析總蛋白及纖維網狀蛋白含量的變化。 

結果顯示維生素 C、E的添加，對不同葡萄糖濃度下之細胞內總蛋

白含量無顯著差異(圖二，p＞0.05)。在圖三中，正常生理葡萄糖濃度下

(5mM)，纖維網狀蛋白濃度下降；隨著葡萄糖濃度增加，維生素 C、E

對纖維網狀蛋白的刺激呈現遞增狀態。而在葡萄糖濃度為 5、10、30mM

時，對內皮細胞中纖維網狀蛋白含量的影響有顯著差異。若與未添加維

生素 C、E的各組比較，對纖維網狀蛋白的合成具有抑制作用。 

5.尿酸的添加對內皮細胞中纖維網狀蛋白的影響 

以 M-199+10﹪FBS 培養液分別添加 0、5、10、30mM葡萄糖，再

分別添加不同濃度的尿酸( 3、5、10mg/dl；分別代表正常生理濃度、略

高濃度、已達痛風濃度)於內皮細胞中，培養 72小時後分析總蛋白及纖

維網狀蛋白含量的變化。 

在總蛋白濃度方面，各濃度尿酸添加於各不同葡萄糖濃度下，對細

胞的影響無顯著差異(圖二，p＞0.05)。圖四結果顯示在正常生理葡萄糖

濃度下(5mM)，任何濃度尿酸對纖維網狀蛋白的刺激均降低；隨著葡萄

糖濃度增加(10、30mM)，對纖維網狀蛋白的刺激呈現遞增狀態。若與未

添加尿酸的控制組比較，添加尿酸後纖維網狀蛋白的含量則明顯降低。

尿酸濃度在 10mg/dl時，抑制作用最明顯，呈現Dose-dependent的趨勢。 

6.添加 AGE 抗體後，對於添加了維生素 C、E之內皮細胞中纖維網

狀蛋白含量的影響 

由圖五結果得知，隨著葡萄糖濃度上升，纖維網狀蛋白產量呈遞增

趨勢。不論在任何葡萄糖濃度下，各別加入維生素 C、維生素 E與共同

加入維生素 C、E的組別，其纖維網狀蛋白含量與未添加的控制組比較，

均明顯降低，在統計上具有明顯差異性(Data not show，P＜0.05)。 

7.添加 AGE 抗體後，對於添加不同濃度尿酸之內皮細胞中纖維網狀

蛋白含量的影響 

由圖五得知，添加不同濃度的尿酸與未添加尿酸的控制組比較，內
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皮細胞中纖維網狀蛋白含量明顯降低，尤其是尿酸濃度為 10mg/dl時，

纖維網狀蛋白產量大為減少，具有統計上的差異(Data not show，p＜

0.05)。 

(三)LPS(Lipopolysaccharide) 

1.不同濃度 LPS的添加對於內皮細胞中 NO之影響 

 由於內皮細胞所釋放的 NO 非常微量，因此藉由添加 LPS 誘發內

皮細胞釋出一氧化氮，來觀察利用 NO kit是否適用於偵測內皮細胞

中一氧化氮的含量。 

 由圖六結果得知，此 kit適用於內皮細胞的 NO測定，當 LPS濃度

0.5μg/ml時，NO的釋出量達最大。隨著 LPS濃度增加，NO含量有

漸減的趨勢，與控制組比較無顯著差異(p＞0.05)。 

2.不同濃度 LPS的添加對於內皮細胞死亡之影響 

  添加 LPS於內皮細胞中觀察細胞死亡(LDH釋出量)的情形。 

 在圖六可觀察到 LPS濃度 0.5μg/ml時，LDH釋出量最大(即細胞

死亡數最多)，之後隨著 LPS 濃度增加，細胞死亡情形並無明顯差異(p

＞0.05)。 

 (四)NO 

1.不同葡萄糖濃度的添加對於內皮細胞中 NO之影響 

 以四種葡萄糖濃度(0、5、10、30mM；分別代表控制組、正常血

漿葡萄糖濃度(90mg/dl)、糖尿病臨界點(180g/dl)、嚴重高血糖(540mg/dl)) 

的M-199+10﹪FBS培養液添加於內皮細胞中，於 72小時培養後，分析

NO 含量的變化。為了使實驗結果更加客觀，所有 NO值皆除以總蛋白

量後，以 NO2/total NO之比值表示。 

圖九結果顯示在正常生理葡萄糖濃度(5mM)下，NO 的產量最高，

隨著葡萄糖濃度增加，內皮細胞中 NO的含量有下降的現象，但無明顯

差異性(p＞0.05)。 

2.添加維生素 C對內皮細胞中 NO的影響 

以 M-199+10﹪FBS 培養液分別添加 0、5、10、30mM葡萄糖，再
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添加 0.05mM維生素 C，培養 72小時後，分析內皮細胞中 NO含量的變

化。 

由圖九顯示，葡萄糖濃度(10、30mM)時，NO含量有較少的趨勢，

與控制組比較無顯著差異(p＞0.05)。若與未添加維生素 C的各組比較，

添加維生素 C後，NO的含量有下降，但仍無顯著差異(p＞0.05)。 

3.添加維生素 E對內皮細胞中 NO的影響 

以 M-199+10﹪FBS 培養液分別添加 0、5、10、30mM葡萄糖，再

添加 0.05mM維生素 E，培養 72小時後，分析內皮細胞中 NO含量的變

化。 

結果顯示，在葡萄糖濃度 5mM時，對 NO 的刺激達最高，隨著葡

萄糖濃度增加，NO的含量呈現遞減趨勢。若與未添加維生素 E之控制

組比較，添加維生素 E後，NO 含量有下降，但無明顯差異性(圖九，p

＞0.05)。 

4.維生素 C、E的共同添加對內皮細胞中 NO的影響 

以 M-199+10﹪FBS 培養液分別添加 0、5、10、30mM葡萄糖，再

添加 0.05mM維生素 C 和 0.05mM維生素 E，培養 72小時後，分析內

皮細胞中 NO含量的變化。 

圖九結果顯示，在葡萄糖濃度為 5、10、30mM 時，維生素 C、E

共同添加對內皮細胞中 NO的含量有顯著差異(p＜0.05)。若與未添加維

生素 C、E的控制組比較，NO含量有明顯降低(Data not show)。 

5.尿酸的添加對於內皮細胞中 NO的影響 

以 M-199+10﹪FBS 培養液分別添加 0、5、10、30mM葡萄糖，再

分別加入不同濃度的尿酸(3、5、10mg/dl；分別代表正常生理濃度、略

高濃度、已達痛風濃度)於內皮細胞中，培養 72小時後，分析 NO含量

的變化。 

如圖十所示，在葡萄糖濃度 5mM 時，三種不同尿酸濃度的添加，

NO 含量均有明顯差異(p＜0.05)；而於葡萄糖濃度 10mM 時，添加了

3mg/dl(正常濃度)、5mg/dl(略高濃度)之尿酸，NO 含量有明顯下降(p＜
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0.05)。若與未添加尿酸的各組比較，尿酸濃度在正常情況下(3mg/dl)，

有顯著差異(Data not show)。 

6.添加 AGE 抗體後，對於添加了維生素 C、E之內皮細胞中 NO含

量的影響 

結果顯示在不同葡萄糖濃度下添加 AGE 抗體，對 NO 含量並無明

顯差異。個別添加維生素C、維生素 E和維生素C、E共同添加的組別，

與未添加的控制組比較，NO含量有降低現象 (圖十) 。 

7. 添加 AGE 抗體後，對於添加不同濃度尿酸內皮細胞中 NO含量的

影響 

由圖十結果得知，添加不同濃度尿酸對於各不同葡萄糖濃度下，內

皮細胞中 NO含量變化無顯著差異；與未添加尿酸的控制組比較，仍無

差異性存在(p＞0.05)。 

(五)LDH 

1.不同葡萄糖濃度的添加對內皮細胞死亡的影響 

LDH(Lactate dehydrogenase)存在大部分細胞的細胞質，在細胞死亡

或細胞膜受損時，LDH會釋放至培養液中，因此可作為細胞死亡的指標。 

結果顯示：在正常生理葡萄糖濃度下(5mM)，LDH值最低，隨著葡

萄糖濃度增加，LDH有上升趨勢，即內皮細胞死亡情形增加；與對照組

比較無顯著差異(圖十一，p＞0.05)。 

2.添加維生素 C對內皮細胞死亡的影響 

在圖十一結果顯示，葡萄糖濃度 5mM 時，細胞死亡情形有顯著差

異(p＜0.05)；與未添加維生素 C的控制組比較，則有下降的現象。 

3.添加維生素 E對內皮細胞死亡的影響 

在圖十一結果顯示，在模擬糖尿病情況下(10mM)，細胞死亡情形下

降；在正常生理濃度(5mM)和嚴重高血糖(30mM)時，死亡情形則無變化。 

4.維生素 C、E的共同添加對內皮細胞死亡的影響 

在圖十一結果顯示，共同添加維生素 C、E時，在葡萄糖濃度 5mM

情況下，有明顯差異(p＜0.05)。與未添加維生素 C、E的各組比較，內
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皮細胞死亡情形有降低的現象。 

5.尿酸的添加對於內皮細胞死亡的影響 

在圖十二得知，添加不同濃度尿酸於不同葡萄糖濃度下，細胞死亡

情形皆下降，在添加尿酸 3mg/dl時，有顯著差異(p＜0.05)。與未添加尿

酸的控制組比較，死亡情況均有降低的現象。 

6.添加 AGE 抗體後，對於添加維生素 C、E內皮細胞死亡的影響 

由圖十三得知，隨著葡萄糖濃度上升，單獨添加維生素 C、E和共

同添加的組別中，其 LDH 釋出量也隨之增加。若與未添加抗氧化劑的

各組比較，在葡萄糖濃度 5mM和 30mM時，添加了抗氧化劑維生素C、

E的組別，細胞死亡的情形有降低的現象。 

7.添加 AGE 抗體後，對於添加不同濃度尿酸內皮細胞死亡的影響 

由圖十三結果得知，不同濃度尿酸(3、5、10mg/dl)添加在各葡萄糖

濃度下，並無顯著差異(p＞0.05)。若與未添加尿酸的控制組比較，葡萄

糖濃度為 30mM時，有延緩死亡的情形。 

二、狗腎上皮細胞(MDCK) 

(一)、纖維網狀蛋白 

1.不同葡萄糖濃度的添加對MDCK中纖維網狀蛋白的影響 

本實驗以 4種葡萄糖濃度(0、5、10、30mM)和 10﹪FBS添加於DMEM

中做為培養液，分別代表控制組、模擬正常血漿葡萄糖濃度( 90mg/dl )、

糖尿病臨界點( 180mg/dl )、嚴重高血糖( 540mg/dl )。在 72小時培養後，

分析各組總蛋白及纖維網狀蛋白含量的變化。 

結果顯示不同濃度葡萄糖的添加，對細胞內總蛋白含量無顯著差異

(圖十四，p＞0.05)。為了呈現客觀的實驗結果，各組纖維網狀蛋白濃度

皆以個別總蛋白作校正，以下各結果均以纖維網狀蛋白/總蛋白的比值表

示。由圖十五可知，從正常葡萄糖濃度(5mM)起，隨著葡萄糖濃度增加，

纖維網狀蛋白的含量呈現遞增狀態。 

2.維生素 C的添加對MDCK中纖維網狀蛋白的影響 

結果顯示維生素 C 的添加，對細胞內總蛋白含量無顯著差異(圖十
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四，p＞0.05)。由圖十五得知在正常生理葡萄糖濃度下(5mM)，纖維網

狀蛋白濃度下降；隨著葡萄糖濃度增加(10mM)，維生素 C 對纖維網狀

蛋白的刺激呈現遞增狀態。以纖維網狀蛋白/總蛋白的比值表示，在正常

葡萄糖濃度下，0.05mM維生素 C對MDCK中纖維網狀蛋白含量的影響

有顯著差異(p＜0.05)。 

3.維生素 E的添加對MDCK中纖維網狀蛋白的影響 

結果顯示維生素 E 的添加，對細胞內總蛋白含量無顯著差異(圖十

四，p＞0.05)。由圖十五得知在葡萄糖濃度(5mM)情況下，纖維網狀蛋

白濃度下降；隨著葡萄糖濃度增加(10、30mM)，維生素 E 對纖維網狀

蛋白的刺激呈現遞增狀態。若與未添加維生素 E的控制組比較，在不同

濃度的葡萄糖環境下，對於 MDCK 中纖維網狀蛋白的含量並無顯著差

異性(p＞0.05) 

4.共同添加維生素 C、E對MDCK中纖維網狀蛋白的影響 

結果顯示維生素 C、E的添加，對不同葡萄糖濃度下之細胞內總蛋

白含量無顯著差異(圖十四，p＞0.05)。在圖十五中，與未添加維生素C、

E的各組比較，對纖維網狀蛋白的合成具有抑制作用。 

5.尿酸的添加對MDCK中纖維網狀蛋白的影響 

在總蛋白濃度方面，各濃度尿酸添加於各不同葡萄糖濃度下，對細

胞的影響無顯著差異(圖十四，p＞0.05)。圖十六結果顯示在正常生理葡

萄糖濃度下(5mM)，任何濃度尿酸對纖維網狀蛋白的刺激均降低；隨著

葡萄糖濃度增加(10、30mM)，對纖維網狀蛋白的刺激呈現遞增狀態。若

與未添加尿酸的控制組比較，添加尿酸後纖維網狀蛋白的含量則明顯降

低(Data not show，P＜0.05)。 

6.添加 AGE 抗體後，對於添加了維生素 C、E之MDCK中纖維網狀

蛋白含量的影響 

由圖十七結果得知，隨著葡萄糖濃度上升，纖維網狀蛋白產量呈遞

增趨勢。不論在任何葡萄糖濃度下，各別加入維生素 C、維生素 E與共

同加入維生素 C、E的組別，其纖維網狀蛋白含量與未添加的控制組比
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較，均有減少的現象。 

7.添加 AGE 抗體後，對於添加不同濃度尿酸之MDCK中纖維網狀蛋

白含量的影響 

由圖十七得知，添加不同濃度的尿酸與未添加尿酸的控制組比較，

MDCK 中纖維網狀蛋白含量明顯降低，具有統計上的差異(Data not 

show，p＜0.05)。 

(二)NO 

1.不同葡萄糖濃度的添加對於MDCK中 NO之影響 

為了使實驗結果更加客觀，所有 NO 值皆除以總蛋白量後，以

NO2/total NO之比值表示。 

圖十八結果顯示在正常生理葡萄糖濃度(5mM)下，NO的產量最高，

隨著葡萄糖濃度增加，MDCK中 NO的含量有下降的現象，但無明顯差

異性(p＞0.05)。 

2.添加維生素 C對MDCK中 NO的影響 

由圖十八顯示，葡萄糖濃度(10、30mM)時，NO含量有較少的趨勢，

與控制組比較無顯著差異(p＞0.05)。若與未添加維生素 C的各組比較，

添加維生素 C後，NO的含量有下降，但仍無顯著差異(p＞0.05)。 

3.添加維生素 E對MDCK中 NO的影響 

結果顯示，在各葡萄糖濃度下，維生素 E的添加對 NO的變化不大。

若與未添加維生素 E之控制組比較，添加維生素 E後，NO含量有下降，

但無明顯差異性(圖十八，p＞0.05)。 

4.維生素 C、E的共同添加對MDCK中 NO的影響 

圖十八結果顯示，在葡萄糖濃度為 10、30mM時，維生素 C、E共

同添加對腎上皮細胞中 NO的含量有顯著差異(p＜0.05)。若與未添加維

生素 C、E的控制組比較，NO含量有明顯降低(Data not show)。 

5.尿酸的添加對於MDCK中 NO的影響 

如圖十九所示，在葡萄糖濃度(5、10、30mM)下，三種不同尿酸濃

度的添加，NO的釋出量有下降；若與未添加尿酸的各組比較，添加尿 
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酸的組別 NO含量有顯著差異(Data not show)。 

6.添加 AGE 抗體後，對於添加了維生素C、E之MDCK中 NO含量

的影響 

結果顯示在不同葡萄糖濃度下添加 AGE 抗體，對 NO 含量並無明

顯差異。個別添加維生素C、維生素 E和維生素C、E共同添加的組別，

與未添加的控制組比較，NO含量有降低現象 (圖二十) 。 

7. 添加 AGE 抗體後，對於添加不同濃度尿酸MDCK中 NO含量的

影響 

由圖二十結果得知，添加不同濃度尿酸對於各不同葡萄糖濃度下，

內皮細胞中 NO含量變化無顯著差異；與未添加尿酸的控制組比較，仍

無差異性存在(p＞0.05)。 

(三)LDH 

1.不同葡萄糖濃度的添加對MDCK死亡的影響 

LDH(Lactate dehydrogenase)存在大部分細胞的細胞質，在細胞死亡

或細胞膜受損時，LDH會釋放至培養液中，因此可作為細胞死亡的指標。 

結果顯示：在正常生理葡萄糖濃度下(5mM)，LDH值最低，隨著葡

萄糖濃度增加，LDH有上升趨勢，即內皮細胞死亡情形增加；與對照組

比較無顯著差異(圖二十一，p＞0.05)。 

2.添加維生素 C對MDCK死亡的影響 

在圖二十一結果顯示，葡萄糖濃度 5mM 時，細胞死亡情形有顯著

差異(p＜0.05)；與未添加維生素 C的控制組比較，則有下降的現象。 

3.添加維生素 E對MDCK死亡的影響 

在圖二十一結果顯示，未添加維生素 E的控制組和添加維生素 E的

組別比較，死亡情形有降低現象。 

4.維生素 C、E的共同添加對MDCK死亡的影響 

在圖二十一結果顯示，共同添加維生素 C、E 時，在葡萄糖濃度 5

和 10mM情況下，有明顯差異(p＜0.05)。與未添加維生素 C、E的各組
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比較，MDCK死亡情形有降低的現象。 

5.尿酸的添加對於MDCK死亡的影響 

在圖二十二得知，添加不同濃度尿酸於不同葡萄糖濃度下，細胞死

亡情形皆下降。與未添加尿酸的控制組比較，死亡情況均有降低的現象。 

6.添加 AGE 抗體後，對於添加維生素 C、E後MDCK死亡的影響 

由圖二十三得知，隨著葡萄糖濃度上升，單獨添加維生素 C、E和

共同添加的組別中，其 LDH 釋出量也隨之增加。若與未添加抗氧化劑

的各組比較，在葡萄糖濃度 5、10、30mM時，添加了抗氧化劑維生素

C、E的組別，細胞死亡的情形有降低的現象。 

7.添加 AGE 抗體後，對於添加不同濃度尿酸MDCK死亡的影響 

由圖二十三結果得知，不同濃度尿酸(3、5、10mg/dl)添加在各葡萄

糖濃度下，並無顯著差異(p＞0.05)。若與未添加尿酸的控制組比較，葡

萄糖濃度為 10和 30mM時，有延緩死亡的情形。 
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三、總結 

(一)內皮細胞 

1.隨著葡萄糖濃度增加，內皮細胞中纖維網狀蛋白的含量和細胞死亡

(LDH 釋出量)呈現遞增現象，但 NO含量呈現遞減的情形。 

2.各別添加 0.05mM維生素 C、E或共同添加，均會降低不同葡萄糖

濃度(0、5、10、30mM)下，纖維網狀蛋白、NO和 LDH的含量。 

3.不同濃度尿酸(3、5、10mg/dl)的添加，均使內皮細胞中纖維網狀蛋

白、NO和 LDH含量下降。 

4.添加 AGE抗體在各葡萄糖濃度下，分別加入 0.05mM維生素 C、E

和尿酸(3、5、10mg/dl)，其纖維網狀蛋白含量皆有降低的現象。 

(二)狗腎上皮細胞 

1.隨著葡萄糖濃度增加，MDCK中纖維網狀蛋白、NO和 LDH 量呈

現遞增的現象。 

2. 各別添加 0.05mM維生素 C、E或共同添加，均會降低不同葡萄糖

濃度(0、5、10、30mM)下，纖維網狀蛋白、NO和 LDH的含量。 

3. 不同濃度尿酸(3、5、10mg/dl)的添加，均使內皮細胞中纖維網狀

蛋白、NO和 LDH(細胞死亡)降低。 

4. 添加 AGE抗體在各葡萄糖濃度下，分別加入 0.05mM維生素 C、

E和尿酸(3、5、10mg/dl)，其纖維網狀蛋白、NO和 LDH含量均有降低

的趨勢。 
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圖一  (a)初帶培養12小時之人類臍靜脈內皮細胞 

 

(a)

(b
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 圖二 不同實驗條件對於人類臍靜脈內皮細胞總蛋白的影響 

 

  fig.2 The effect of glucose 、0.05mM vitamin C、E and uric    

           acid on the total protein of HUVEC 

          取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium 

199中(分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、0.05 mM維生素C 、

0.05 mM維生素E 、 3、5、10 mg/dl 尿酸) ， 培養72小時後測

定每組細胞所含總蛋白的濃度， 結果以平均值 ±標準差表示

(mean±SD ，n=3) 
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圖三  添加維生素C、E在各葡萄糖濃度下，對於內皮細胞中纖維網 

          狀蛋白的影響 

Fig.3 The effect of glucose、vitamin C、E on the fibronectin of 

  HUVEC          

 

         取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium 

199中(分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、0.05 mM維生素C、E ) ，

培養72小時後測定每組細胞所含蛋白質和纖維網狀蛋白的濃度，

結果以每毫克蛋白質中所含纖維網狀蛋白的平均值 ±標準差表

示 (mean ± SD，n=3) 

 〝＊〞 與控制組比較具有顯著差異(p＜0.05) 

 

＊ ＊ ＊ 
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圖四  添加不同濃度尿酸在各葡萄糖濃度下，對於內皮細胞中纖維網

          狀蛋白的影響 

fig.4 The effect of glucose and uric acid on the fibronectin of  

         HUVEC 

         取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium  

199中 (分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、3、5、10mg/dl 尿酸 ) ，

培養72小時後測定每組細胞所含蛋白質和纖維網狀蛋白的濃度， 結果

以每毫克蛋白質中所含纖維網狀蛋白的平均值 ±標準差表示 (mean 

± 

 SD，n=3) 

 

0
0.02

0.04
0.06
0.08
0.1

0.12
0.14

0 5 10 30
glucose(mM)

FN
/p

ro
te

in
(m

g/
m

g)

control uric acid 3 mg/dl
uric acid 5 mg/dl uric acid 10 mg/dl



 46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖五  添加維生素C、E、尿酸於各葡萄糖濃度下，加入AGE 抗體 

          對於內皮細胞中纖維網狀蛋白的影響 

Fig.5 The effect of glucose、vitamin C、E、 uric acid and AGE

         anti-body on the fibronectin of HUVEC 

         取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium  

199中(分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、3、5、10mg/dl 尿酸 和 

AGE抗體 ) ， 培養 72小時後測定每組細胞所含蛋白質和纖維網狀 

蛋白的濃度，結果以 每毫克蛋白質中所含纖維網狀蛋白的平均值 

 ±標準差表示(mean ± SD，n=3) 
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圖六   添加內毒素(LPS)，對於誘發內皮細胞NO產生的情形 

Fig.6  The effect of LPS on the nitric oxide of HUVEC 

          

取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium 199中 

 (分別添加 0、0.5、1、2、3μg/ml LPS )，培養 72小時後測定每組 

細胞培養液中NO的濃度， 結果以每毫克蛋白質中所含 total NO/NO2

的平均值 ±標準差表示 (mean ±SD，n=3) 
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圖七   內毒素(LPS)的添加，對於內皮細胞死亡的情形 

Fig.7  The effect of LPS on death of HUVEC 

           

取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium 199

中(分別添加 0、0.5、1、2、3μg/ml LPS ) ， 培養 72小時後測定每組細

胞培養液中LDH的濃度， 結果以每毫克蛋白質中所含LDH的平均值

±標準差表示 (mean ±SD，n=3) 
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圖八  添加維生素C、E於各葡萄糖濃度下，觀察內皮細胞中NO的變化

Fig.8  The effect of glucose、vitamin C、E on the nitric oxide of

 HUVEC 

取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium 199中

 (分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、0.05 mM維生素C、E ) ， 培

養72小時後測定每組細胞培養液中NO的濃度， 結果以每毫克蛋白質

中所含 total NO/NO2的平均值 ±標準差表示 (mean ±SD，n=3) 

 〝＊〞 與控制組比較具有顯著差異(p＜0.05) 
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圖九  添加不同濃度尿酸於各葡萄糖濃度下，觀察內皮細胞中NO的 

      變化 

fig.9  The effect of glucose and uric acid on the nitric oxide of  

          HUVEC 

 

取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium 199中(分別

添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、3、5、10mg/dl 尿酸 ) ， 培養72 

小時後測定每組細胞培養液中NO的濃度， 結果以每毫克蛋白質中所

含total NO/NO2的平均值 ±標準差表示 (mean ± SD，n=3) 

 〝＊〞 與控制組比較具有顯著差異(p＜0.05) 
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圖十   添加維生素C、E 、尿酸於各葡萄糖濃度下，加入AGE抗體 

           對於內皮細胞中NO的影響 

 

Fig.10 The effect of glucose、vitamin C、E、 uric acid and    

           AGE anti-body on the nitric oxide of HUVEC 

            

取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium 199 

中(分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、0.05 mM維生素C、E，3、 

5、10mg/dl 尿酸 和AGE抗體 )，培養 72小時後測定每組細胞培養 

液中NO的濃度，結果以每毫克蛋白質中所含total NO/NO2的平均值  

±標準差表示(mean ± SD，n=3) 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 5 10 30
glucose(mM)

N
O

2/
to

ta
l  

N
O

control vit C0.05mM vit E0.05mM
vit CE0.05mM uric acid 3mg/dl uric acid 5mg/dl

uric acid 10mg/dl



 52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十一  添加維生素C、E於各葡萄糖濃度下，觀察內皮細胞死亡的

              情形 

Fig.11  The effect of glucose、vitamin C、E on death of  

            HUVEC 

 
               

取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium 199 

中(分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、0.05 mM維生素C、E ) ， 培

養 72小時後測定每組細胞培養液中LDH的濃度， 結果以每毫克蛋白

質中所含LDH的平均值 ±標準差表示 (mean ±SD，n=3) 

 〝＊〞 與控制組比較具有顯著差異(p＜0.05) 
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圖十二  添加不同濃度尿酸於各葡萄糖濃度下，觀察內皮細胞死亡 

              的情形 

fig.12  The effect of glucose and uric acid on death of  

HUVEC 

              

取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium 199 

中 (分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、3、5、10mg/dl 尿酸 ) ， 培

養 72小時後測定每組細胞培養液中LDH的濃度， 結果以每毫克蛋白

質中所含LDH的平均值 ±標準差表示 (mean ± SD，n=3) 

 

 〝＊〞 與控制組比較具有顯著差異(p＜0.05) 
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圖十三  添加維生素C、E 、尿酸於各葡萄糖濃度下，加入AGE 抗

              體觀察內皮細胞死亡的情形 

 

 fig.13  The effect of glucose、vitamin C、E、 uric acid and  

            AGE antibody on death of HUVEC 

取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 medium 199 

中(分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、0.05 mM維生素C、E，3、5、

10mg/dl 尿酸 和AGE抗體)，培養 72小時後測定每組細胞培養液中 

LDH的濃度，結果以每毫克蛋白質中所含LDH的平均值 ±標準差表

示(mean ± SD，n=3) 
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 圖十四 不同實驗條件對於狗腎上皮細胞總蛋白的影響 

 

  Fig.14  The effect of glucose 、0.05mM vitamin C、E and uric  

              acid on the total protein of MDCK 

      

     取2X105的狗腎上皮細胞培養於10﹪FBS 的 DMEM中(分別添加

  0、5、10、30mM葡萄糖，0.05mM維生素C ， 0.05mM維生素E ，

  3、5、10mg/dl 尿酸) ， 培養72小時後測定每組細胞所含總蛋白的

  濃度， 結果以平均值±標準差表示(mean±SD ，n=3) 
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圖十五 添加維生素C、E在各葡萄糖濃度下，對於狗腎上皮細胞中 

             纖維網狀蛋白的影響 

Fig.15  The effect of glucose、vitamin C、E on the fibronectin  

            of MDCK 

 
              

取2X105的狗腎上皮細胞培養於10﹪FBS的DMEM中(分別添 

加0、5、10、30 mM葡萄糖、0.05 mM維生素C、E ) ， 培養72小時後

測定每組細胞所含蛋白質和纖維網狀蛋白的濃度， 結果以每毫克蛋 

白質中所含纖維網狀蛋白的平均值 ±標準差表示 (mean ±SD，n=3)
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圖十六  添加不同濃度尿酸在各葡萄糖濃度下，對於狗腎上皮細胞 

              中纖維網狀蛋白的影響 

 

 Fig.16  The effect of glucose and uric acid on the fibronectin 

of MDCK 

取2X105的狗腎上皮細胞培養於10﹪FBS 的 DMEM中(分 

別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、3、5、10mg/dl 尿酸 ) ， 培養 72

小時後測定每組細胞所含蛋白質和纖維網狀蛋白的濃度， 結果以每毫

克蛋白質中所含纖維網狀蛋白的平均值  ±標準差表示 (mean  ±
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圖十七 添加維生素C、E、尿酸於各葡萄糖濃度下，加入AGE 抗體

             對於狗腎上皮細胞中纖維網狀蛋白的影響 

fig.17  The effect of glucose、vitamin C、E、 uric acid and  

            AGE antibody on the fibronectin of MDCK 

             

取2X105的狗腎上皮細胞培養於10﹪FBS的DMEM中(分別添 

加 0、5、10、30 mM葡萄糖、3、5、10mg/dl 尿酸 和AGE抗體 ) ，

培養 72小時後測定每組細胞所含蛋白質和纖維網狀蛋白的濃度， 

 結果以 每毫克蛋白質中所含纖維網狀蛋白的平均值 ±標準差表示

(mean ± SD，n=3) 
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圖十八 添加維生素C、E於各葡萄糖濃度下，對於狗腎上皮細胞    

             中NO的影響 

Fig.18  The effect of glucose、vitamin C、E on the nitric oxide  

            of MDCK 

             

取2X105的狗腎上皮細胞培養於10﹪FBS的DMEM中 (分別添 

加 0、5、10、30 mM葡萄糖、0.05 mM維生素C、E ) ， 培養 72小 

時後測定每組細胞培養液中NO的濃度， 結果以每毫克蛋白質中所 

含 total NO/NO2的平均值 ±標準差表示 (mean ±SD，n=3) 

〝＊〞 與控制組比較具有顯著差異(p＜0.05) 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 5 10 30
glucose(mM)

N
O

2/
to

ta
l N

O

control Vit C 0.05mM
Vit E 0.05mM Vit CE 0.05mM

*
*



 60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十九 添加不同濃度尿酸在各葡萄糖濃度下，對於狗腎上皮細胞 

            中NO的影響 

Fig.19  The effect of glucose and uric acid on the nitric oxide of  

            MDCK 

 
              

取2X105的狗腎上皮細胞培養於10﹪FBS的DMEM中 

 (分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、3、5、10mg/dl 尿酸 ) ， 培

養72小時後測定每組細胞培養液中NO的濃度， 結果以每毫克蛋白質

中所含total NO/NO2的平均值 ±標準差表示 (mean ± SD，n=3) 
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圖二十 添加維生素C、E、尿酸於各葡萄糖濃度下，加入AGE 抗體 

             對於狗腎上皮細胞中NO的影響 

 

Fig.20  The effect of glucose、vitamin C、E、 uric acid and    

            AGE antibody on the nitric oxide of MDCK 

 

取2X105的狗腎上皮細胞培養於10﹪FBS的DMEM中(分別添加 0、5、

10、30 mM葡萄糖、0.05 mM維生素C、E，3、5、10mg/dl  

尿酸 和AGE抗體 )，培養 72小時後測定每組細胞培養液中NO的度，

結果以每毫克蛋白質中所含total NO/NO2的平均值 ±標準差表示 

(mean ± SD，n=3) 
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圖二十一  添加維生素C、E於各葡萄糖濃度下，觀察狗腎上皮細胞 

                  死亡的情形 

 

 Fig.21  The effect of glucose、vitamin C、E on death of  

             MDCK 

 

                  取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的

DMEM中(分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、0.05 mM維生素C、E ) ，

培養 72小時後測定每組細胞培養液中LDH的濃度， 結果以每毫克蛋

白質中所含LDH的平均值 ±標準差表示 (mean ±SD，n=3) 

 〝＊〞 與控制組比較具有顯著差異(p＜0.05) 
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圖二十二  添加不同濃度尿酸於各葡萄糖濃度下，觀察狗腎上皮細胞

                  死亡的情形 

Fig.22  The effect of glucose and uric acid on death of  

MDCK 

            

取2X105的臍帶靜脈內皮細胞培養於10﹪FBS 的 DMEM 

中 (分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、3、5、10mg/dl 尿酸 ) ， 培

養 72小時後測定每組細胞培養液中LDH的濃度， 結果以每毫克蛋白

質中所含LDH的平均值 ±標準差表示 (mean ± SD，n=3) 
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圖二十三  添加維生素C、E 、尿酸於各葡萄糖濃度下，加入AGE 抗

         體觀察內皮細胞死亡的情形 

Fig.23  The effect of glucose、vitamin C、E、 uric acid and  

             AGE antibody on death of MDCK 

 
                   

取 2 X 1 0 5的臍帶靜脈內皮細胞培養於 1 0﹪ F B S的 D M E M

中(分別添加 0、5、10、30 mM葡萄糖、0.05 mM維生素C、E，3、5、

10mg/dl 尿酸和AGE抗體)，培養 72小時後測定每組細胞培養液中

LDH的濃度，結果以每毫克蛋白質中所含LDH的平均值 ±標準差表

示(mean ± SD，n=3) 
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第四章 討論 

 

    本實驗分三部分來探討：第一部分為高濃度和正常生理葡萄糖濃度

的添加，對培養人類臍帶靜脈內皮細胞中纖維網狀蛋白、自由基和細胞

傷害的影響，且是否在抗氧化劑的存在下，具有減輕上述的情況。第二

部分以狗腎上皮細胞為研究對象，觀察高濃度和正常生理葡萄糖濃度的

環境下，其纖維網狀蛋白、NO和 LDH釋出量（細胞死亡）的影響，也

藉由添加抗氧化劑觀察是否有減輕上述的影響。第三部分是添加 AGE

抗體來觀察是否會影響到內皮細胞和 MDCK 中胞外間質蛋白、NO 和

LDH產生情形。 

    糖尿病無論是 NIDDM或 IDDM，均是因為高血糖的血管內浸漬，

造成血管內病變，使血管內皮細胞產生型態上的異常表現（63），導致了

動脈粥狀硬化、腎血管病變等疾病的產生。因此內皮細胞在糖尿病慢性

併發症的病理上佔了極重要的角色。 

    由本實驗結果發現，隨著葡萄糖濃度增加，內皮細胞中纖維網狀蛋

白呈現遞增情形。纖維網狀蛋白是胞外間質蛋白的一種，參與了細胞的

接著、延展等動作，當量增加時，會影響了內皮細胞與平滑肌細胞間的

互動，而可能產生新微血管形成的情形發生，即所謂的血管新生作用

（Angiogenesis）。曾有許多研究指出，纖維母細胞（64）、外皮細胞（65）、

腎小球環間膜細胞（66）培養在高濃度葡萄糖下會使纖維網狀蛋白含量增

加，而在本實驗中以人類臍靜脈內皮細胞和狗腎上皮細胞為研究對象，

也證實高濃度的環境下，纖維網狀蛋白的確有增生的現象。糖尿病的發

展有許多併發症發生，如：糖尿病腎病變、尿毒症等。腎臟病變通常是
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不可逆性的（即不能恢復）；內皮細胞在高血糖情況下，細胞代謝會迅

速改變以調適高濃度葡萄糖，在這一階段中，若血糖回復正常，則所造

成的改變也可回復（即可逆性）。而高葡萄糖下所活化 Protein kinase C

（PKC）系列的 Kinase（67），經由細胞外訊息傳遞增加了內皮細胞的通

透性（68）和加速非灌流的微小血管細胞流失，導致腎小球環間膜（69）

（Mesangial expansion）擴張，促使胞外間質組成份在生合成中產生定

性及定量的改變。因此本實驗結果發現，內皮細胞及狗腎上皮細胞在高

葡萄糖濃度下，皆有纖維網狀蛋白上升的現象，且狗腎上皮細胞中纖維

網狀蛋白的增生較內皮細胞快速。由此可知，在糖尿病異常的代謝型態

中，會增加基底膜生成且減低更新速率（70-71），因而向上調節（up-regulate）

胞外間質蛋白 Fibronectin 和 Collagen Ⅳ生合成增加（72），最終引起糖尿

病的血管病變。 

    長期處於高葡萄糖環境下，會伴隨著超氧陰離子和 NO產量上升的

情形（73），然而由本實驗結果發現，內皮細胞和狗腎上皮細胞在模擬正

常生理葡萄糖濃度（5mM）時，NO的產量最高；然而，隨著葡萄糖濃

度增加，NO 產量則下降。由於一氧化氮被認為是自由基中的一種，但

它卻會因產量的多寡、作用的組織器官不同，而引起許多有利有弊的生

理作用。NO 又稱為血管舒張因子，具有維持血管擴張或緊縮的作用。

曾有實驗證實，Insulin在內皮細上具有調節內皮一氧化氮合成 （eNOS）

的表現，藉由活化 PI-3激 的活性調控著血管的張力，當在糖尿病的情

況下，會抑制 PI-3激 的活性和降低 eNOS表現，導致內皮損傷和某些

疾病的發展（74）。且葡萄糖濃度增加，也使醛類還原 （Aldose reductase）

活性上升，導致 NADPH耗盡（75），NADPH為 L-arginine合成一氧化氮
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所需物質之一，也因此造成 NO產量下降。另外在糖尿病大鼠身上發現

糖尿病初期，腎臟產生的 NO有降低的情形，由於腎細胞具有一氧化氮

合成 (包括 eNOS 和 nNOS)存在，研究發現腎臟中 NO 的含量降低與

nNOS的活性減弱有關，但 eNOS的活性並無改變（76）。 

LDH的釋出量與細胞損傷有顯著相關性，在本實驗結果發現，隨著

葡萄糖濃度增加，細胞死亡的情形也隨著增加。在糖尿病病患通常有抗

氧化防禦能力低下的情形發生，曾有實驗指出在糖尿病兔子的內皮細胞

上發現抗氧化酵素 SOD及 Glutathione Peroxidase的活性明顯偏低（77）。

且超氧陰離子為訊息傳遞的媒介，刺激 TNF-α的產生（78），而誘導了內

皮細胞的死亡。在高葡萄糖濃度下，也會使細胞複製速率降低、干擾

DNA合成、細胞分裂下降，也是造成細胞死亡的原因之一。 

長期罹患糖尿病的病患，經由非酵素褐變會產生一種葡萄糖和蛋白

質的衍生產物—AGEs，會累積在生命週期較長的組織蛋白上（79）。AGEs

的生成會促使血管滲透性上升、蛋白質和脂蛋白沉降、增加 ECM和 NO

的不活化（80）。為了進一步觀察 AGE與胞外間質蛋白、一氧化氮和細胞

損傷的關係，在本實驗中以抗體的添加阻斷 AGEs 的生成，結果發現纖

維網狀蛋白含量降低且細胞死亡情形也有延緩的現象，且 NO 含量上

升。在內皮細胞等細胞膜表面具有 AGE接受器，當 AGE蛋白與接受器

結合後，刺激活性氧自由基產生，進而增加脂過氧化物Malondialdehyde

（MDA）的產量，且活化參與許多傷害基因起始的轉譯因子如：NF-κ

B，而影響細胞的訊息傳遞作用（81）。在 2000年曾有研究證實（82）在內皮

細胞中 AGEs 的生成會促進 DNA的降解（degradation）和內皮細胞的損

傷，使 eNOS的表現降低。因此 AGEs 的合成似乎與纖維網狀蛋白和 NO
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之間有著密切的關聯。 

非酵素性的抗氧化劑包括維生素 A、C、E，含硫物質如：Urate、

Glutathione、Methionine 等。在本實驗中採用水溶性的維生素 C、脂溶

性維生素 E和在抗氧化功能上仍具爭議性的尿酸作為測試對象。維生素

E（α-tocopherol）可降低高葡萄糖下腎小球環間膜細胞中，由 PKC 刺

激 TGF-β所產生的間質蛋白如：Fibronectin（83）和膠原蛋白。這與本實

驗所得到的結果一致，無論是在內皮細胞或狗腎上皮細胞，維生素 E的

添加的確降低了纖維網狀蛋白的含量（圖三、十五）。而 Gally等學者曾

指出維生素 C、 超 氧 歧 化� （Superoxide dismutase）、Catalase的補充，

均會降低 eNOS的活性，進而降低 NO釋出量。且維生素 C和維生素 E

可對抗氧化壓力下，對細胞所造成的傷害，降低脂質游離基（lipoxy 

radicals）形成（84-85）、保護粒腺體酵素的活性、降低了細胞 Apotosis 和

LDH的釋出（86），與本實驗的結果相符（圖八、十八、十一、二十二）。

而在尿酸的添加，也得到相似的結果。 

正常成年人血中尿酸值為 3~7mg/dl，當血清中尿酸達飽和濃度(大

於 7mg/dl)時，會形成尿酸鹽結晶，積存在關節、指頭末端，造成發炎

產生激烈的疼痛；除此之外，且還會沉澱在腎臟中，進一步引起炎症，

造成腎臟及輸卵管結石，另外像：惡性淋巴腫瘤、酵素異常、溶血性貧

血等疾病也容易發生。實驗以 3、5、10mg/dl分別代表正常生理濃度、

略高濃度、已達痛風（Goat）濃度，添加於 HUVEC 和 MDCK 中，發

現均有使纖維網狀蛋白和一氧化氮含量降低的現象；3、5mg/dl 的尿酸

則具有降低細胞死亡的情形。尿酸為 peroxynitrite 的清除者，在以 LPS

所誘發的大鼠身上給予每天每公斤 100mg尿酸具有與 peroxynitrite結合
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的能力，在多發性硬化症（Multiple sclerosis）的病患中，血清尿酸濃度

較正常人為低，因此痛風（高尿酸血症）的患者罹患多發性硬化症的機

率降低，可能由於尿酸具有保護作用（87）。在體液中有水溶性抗氧化劑

尿酸的存在，新生兒的臍帶血液中發現 uric acid 濃度介於 50~990 

mumol/l，隨著年齡增加有降低的趨勢。且在氧化壓力下所造成出生嬰

兒罹患慢性肺疾病（Chronic lung disease），也可藉由抗氧化劑尿酸的添

加保護呼吸道而降低罹患率（88）。尿酸在以往多是著重於新血管疾病和

痛風上，少有將之定位在抗氧化功能上，雖然其抗氧化功能類似維生素

C，但對於高葡萄糖下在內皮細胞和狗腎上皮細胞的影響仍不清楚。 

實驗證實，血管內皮生長因子(VEGF)和 CD-36對誘發 Angiogenesis

及 cancer cell的轉移有密切關係。由於高葡萄糖下所造成的胞外間質蛋

白含量增多，影響內皮細胞和平滑肌細胞間的互動而有微血管新生的情

形；在腫瘤細胞發展的過程中，亦需藉由 Angiogenesis 來獲取更多的營

養，以達到增生和轉移的目的，因此，訊息傳導(signal transduction)物質

如：VEGF、CD-36 等扮演著重要的角色。曾有實驗指出在糖尿病的高

葡萄糖環境下，會提高 VEGF 的含量，且可與 tyrosine kinase receptor

結合調控血管生成作用，且某些癌細胞能向上調節 VEGF receptor，如

此一來，VEGF與 receptor結合機會增多，可能誘導 PKC kinase活化，

而促使許多機轉的進行，進而使血管形成，幫助了癌細胞的生長及蔓

延。目前對一氧化氮與腫瘤細胞的關係仍不清楚，許多學者提出 NO會

對腫瘤細胞有刺激或抑制作用，在癌細胞中 NO 的產生並不會改變

VEGF mRNA level，但是 peroxynitrite的產生卻會增加 VEGF mRNA表

現。CD-36 在 94 年的研究指出，可考慮當做一個新的腫瘤指標，因它

位於細胞膜上的濃度與腫瘤細胞未來侵害的程度和轉移有直接的相關
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性，或許較高的 CD-36表現是否間接提昇癌症的轉移，與 VEGF一樣都

需更進一步的證實。 

在本實驗發現高葡萄糖情況下，內皮細胞和狗腎上皮細胞中給予抗

氧化劑的添加，均造成 Fibronectin、NO和 LDH釋出量（細胞死亡）降

低，尤其是維生素 C和 E共同添加時具有加乘作用，所發揮的抗氧化效

果更大。另一方面，添加了抗氧化劑後，降低了 HUVEC 及 MDCK 中

Fibronectin的含量，亦可能造成 Angiogenesis 的情形下降，這兩者之間

的相互關係則是需要再更進一步研究與探討。 
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結論 

在高葡萄糖的情況下，的確會造成內皮細胞胞外間質蛋白

Fibronectin含量增加，當加入 AGE抗體阻斷 AGEs 生成時，纖維網狀蛋

白含量有下降的現象，由此可見內皮細胞中纖維網狀蛋白的含量是受

AGEs所調控。由於血漿中纖維網狀蛋白可作為糖尿病病人內皮細胞失

調的一個指標，推測高葡萄糖下，內皮細胞的纖維網狀蛋白已因細胞受

損而被釋放至胞外。在高葡萄糖濃度的壓力下所引發的氧化傷害，造成

自由基 NO的產生和細胞死亡(LDH 釋出)，均可藉由添加維生素 C、E

或尿酸等抗氧化劑，而達到減緩的效果，除了具有保護細胞膜表面的作

用，也降低了內皮細胞損傷的情形。因此，糖尿病患者長期處於高葡萄

糖環境下，所引發的氧化傷害，會使血管細胞增生造成併發症，且可以

藉由添加抗氧化物質，來達到延緩血管基底膜增殖的效果，進而降低血

管內病變的情況。 
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