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(一) 摘要 

     

    台灣近年來逐漸邁入高齡化社會，失智人口大量增加，路易氏體失智症（dementia 

with Lewy bodies, DLB）在失智症中佔了相當可觀的比例，其病理特徵為路易氏體的

堆疊導致神經退化死亡。研究顯示 EPX除了可以促進紅血球增生，也可以提升神經

新生的功能，此功能在新生兒、腦部創傷、帕金森氏症等都已經被證實有效，但是臨

床上尚無運用 EPX治療 DLB之報告。本研究測量 EPX在 DLB大鼠腦部神經新生之

效果，利用免疫組織化學染色標定海馬迴齒狀回（dentate gyrus）內含溴化去氧尿苷

（bromodeoxyuridine, BrdU）之新生神經細胞，以測量其神經新生之功能。結果顯示，

DLB動物模型的新生神經細胞數顯著低於控制組，而經過 EPX治療後，神經細胞數

顯著高於 DLB動物模型。本研究結果推論 EPX 可能有利於治療 DLB。 

 

(二) 研究背景 

世界衛生組織（World Health Organization, WHO）與國際阿茲罕默症協

會 （Alzheimer’s Disease International）於 2012年共同發布 Dementia: a public health 

priority。文章中指出 2010 年失智人口達到 3,560萬，並以每年 770萬人數增長，凸顯

全球失智疾病的嚴重性與急迫性。 

    常見的失智症如阿茲罕默症、帕金森氏症以及路易氏體失智症（dementia with 

Lewy bodies, DLB），在臨床上只能以藥物減緩症狀卻不能根治。其中 DLB為一種僅

次於阿茲罕默症的常見神經退化性失智症，因其腦組織中出現路易氏體的堆積，造成

細胞死亡，使病患產生認知功能障礙、運動功能障礙及精神症狀，最後導致繼發性死

亡。路易氏體主要蛋白質為 α-synuclein 以及 β 類澱粉蛋白（amyloid β protein, Aβ）。

α-synuclein 是一種由 140 個胺基酸所組成的可彎曲單鍊蛋白，且不具二級性結構，此

種蛋白在氧化壓力增加下，會使正常狀態下的 α-helix 轉變為 β-sheet，進而在腦組織

中產生堆積；Aβ 會抑制神經細胞內碳鍊端特定位置磷酸化而使 α-synuclein 加速堆積

[1]，引發神經細胞的凋亡機制[2, 3]，造成神經退化性疾病。 

    

EPX 具有促進造血作用、抗氧化、抗發炎的作用，許多文獻已指出 EPX 可以增

進神經新生之功能[1, 4-7]，並且可以改善腦部創傷或神經疾病。其中 EPX 的神經新

生作用已經在新生兒神經祖細胞[8]以及帕金森氏症的動物模型上得到了證實[7]。另外

也有文獻指出 EPX 可以促進癲癇與精神分裂症的神經新生功用，也可以改善後者的

認知功能[4, 6]。許多非造血細胞，包括腦組織，也具有 EPX 的受體，因此即使 EPX

為一種醣蛋白，依然可以藉由腦部微血管的受器進入神經系統，因此透過周邊注射

EPX，可以對腦部組織產生效用。但是目前尚無文獻報導 EPX 對 DLB之效果。因此

本研究欲探討 EPX 對於 DLB的神經新生之效果。本研究檢測 EPX 對 DLB大鼠之海

馬迴的齒狀回（dentate gyrus, DG）腦區之神經新生功能[7, 9]。神經新生的過程需要

合成 DNA，研究上可藉由溴化去氧尿苷（bromodeoxyuridine, BrdU）標定新生成的細

胞，可以呈現新生成的神經細胞[10, 11]。 

    先前的文獻顯示，由癸酸南諾龍（nandrolone decanoate）誘發大鼠的腦部損傷後，

給予大鼠 EPX 治療，腦部損傷組 CA1區域神經密度顯著低於控制組，而經過 EPX 治

療後的腦部損傷組神經密度獲得明顯改善[12]。給予皮質創傷之大鼠經 EPX 治療後，

大鼠 CA1區的神經密度比沒有接受治療的疾病組明顯增高[13]。此外，EPX 可促使健

康老鼠的神經新生功能[8]。 

    本研究使用中山醫學大學附設醫院院內合作計畫中（編號 CSH - 2015 - C - 005）

DLB大鼠做為模型。在該研究中給予大鼠腦室施打 α-synuclein 載體，並於前額葉皮



質施打 Aβ，使其過分表現 α-synuclein，並且與 Aβ 作用以增加路易氏體堆積，藉此建

立 DLB動物模型，再以腹腔注射的方式給予 EPX（250 IU/kg）治療持續 35 天。透過

分析神經新生細胞數檢測 EPX 應用在 DLB的動物模型上之效果。 

 

(三) 研究方法及步驟 

 

動物： 

    本研究使用中山醫學大學附設醫院院內專題研究計畫（編號CSH - 2015 - C - 005）

中所建立的DLB動物模型之腦組織。在該研究中，以12周齡的Wistar公鼠進行實驗。

利用立體定位手術在大鼠的腦室（座標：AP: -0.8 mm; ML: ± 1.6 mm; DV: -3.6 mm; 

from Bregma）注入α-synuclein載體（1 μg in 10 μl），並且在兩側前額葉皮質（座標：

AP: +1.6 mm; ML: ± 2.0 mm; DV: -2.0 mm; from Bregma），注入Aβ 2.5 μl（2 μg/μl, 5μg 

each side）。而後對其進行EPX（250 IU/kg）投藥35天。此研究將大鼠分為四組（表

一），並於犧牲前一天投以BrdU（150 mg/kg, i.p.），而後於隔天進行犧牲，摘取大腦。 

 

（表一） 

 
腦室注射 前額葉皮質注射 腹腔注射 ( 35天 ) 

控制組 saline saline saline 

疾病組 α-synuclein saline saline 

加重疾病組 α-synuclein Aβ saline 

治療組 α-synuclein Aβ EPX 

冷凍切片： 

 

    腦組織以 4%聚甲醛磷酸鹽水溶液固定，以常規的方法進行 30微米的冠狀冷凍切

片，並挑片收集 DG區域的組織切片，分別進行染色。 

 

免疫組織化學染色與神經新生分析： 

 

    以 0.005M 的三羥甲基氨基甲烷（Tris-buffer）在室溫下以每次 5 min進行共三次

的 wash，再以 4%的聚甲醛水溶液進行 20 min的後固定，再以 0.005M 的 Tris-buffer

兩次 PBS 一次進行各 5 min 的 wash。再以 0.5%Triton-X 100於室溫下浸潤 15 min，將

細胞膜打破。再依第二次的方式進行 wash 後，加入 2N的氯化鈉浸潤 30 min，使 DNA

變性。再次 wash 後，加入阻斷液 200微升浸潤 1 h，將細胞膜打洞減低表面張力，同

時溶解 Fc 受體，減少非特異性結合。加入 BrdU的一級抗體（monoclonal mouse IgG 

anti-BrdU）4微升並在 4℃下孵育 18 h。孵育完成後，再次 wash 洗掉抗體，在室溫下

接上二級抗體（horse anti-mouse IgG） 孵育 1 h。wash 後加入 streptavidin 的 horseradish

過氧化酶（HRP）在 37℃下孵育 30 min，再次 wash 後加入 3,3-diaminobenzidine 

tetrachloride (Sigma)放置室溫下反映 10 min，之後利用酒精與二甲苯使切片脫水後，

用阿拉伯膠進行封片。 

    組織切片透過附有高解析度照影機（Optronics, 美國）的共軛焦顯微鏡（Zeiss LSM 

510 META, 美國），與影像分析系統Image-Pro Plus 6.0（Media Cybernetics, 美國）對

DG進行細胞計數與定量，分析此區域新生神經細胞數。 

 

統計分析： 

    新生神經細胞以 one-way ANOVA分析後進行 LSD事後比較。 

 



實驗流程： 

 

七月 八月 九月 十月 十一月 十二月 一月 二月 

閱讀文獻 
 

閱讀文獻 
 

閱讀文獻 撰寫報告書 

組織處理 
 

組織處理 
 

 
數據分析 判讀數據 

 
數據分析 判讀數據 

 
 

研究經費： 

 

編碼 
器材/藥品

性質 
器材/藥品名稱 數量 單位 單價 總金額 

1 
消耗性 

藥品 
goat anti-mouse IgG 1 罐 5,000 5,000 

2 
消耗性 

藥品 

donkey anti-rabbit 

IgG 
1 罐 5,000 5,000 

3 
消耗性 

藥品 
mouse IgG anti-BrdU 1 罐 15,000 15,000 

4 
消耗性 

藥品 
rabbit anti-DCX 1 罐 15,000 15,000 

5 
消耗性 

藥品 
EPXetin beta 1 盒 7,000 7,000 

6 其他(使用貴儀支出、廢棄物處理支出) 1,000 

共計 
     

48,000 

 

(四) 結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
圖一：EPX在 DLB 動物模型的海馬迴齒狀回促進神經新生效用。 (A-D) 在冠狀切面的新生的神經細胞被 BrdU標記。放大倍

率 200x，插圖為高倍率（1000x）的帶有 BrdU的神經細胞。 (E) 示意圖中的矩形表示在海馬迴齒狀回計量 BrdU神經細胞數的

A-D的區域。 (F) 定量結果。圖顯示平均值±標準誤差，***p <0.001，與 Sham+saline組比較，###p <0.001，與 α-synuclein+Aβ+saline

組表比較。 

 

在齒狀回上的 BrdU陽性細胞代表新生的神經細胞（圖一）。計數各組齒狀回上

新生神經細胞數，並利用立體計數推估其齒狀回上所有新生神經細胞數，再透過單一

變異數分析（one-way ANOVA）後以 LSD事後分析處理、分析各組數據，其結果顯

示新生神經細胞數在各組間有顯著差異（F（3, 15 =14.866, P =0.001）。疾病組（圖 B）

以及加重疾病組（圖 C）（P =0.001）的新生神經細胞數顯著低於控制組（圖 A），



然而加重疾病組經過 EPX（250 IU/kg/ day）的治療 35天後（圖 D）則顯著高於加重

疾病組（P =0.001）。 

 

(五) 討論 

在海馬迴中 CA1、CA3與齒狀回皆與工作記憶與認知功能有關[14]，其中有神經

新生功能的齒狀回[15]同時也與空間學習有關[16]。齒狀回會將軸突投射到CA3區域，

參與認知功能[17]，並且參與 DLB的病理性失智[18]。這現象與我們近期研究符合，

先前的研究顯示在物件辨識測試中，經過同樣處理的加重疾病組大鼠無法辨識相異兩

物件，但投予 EPX 的治療後，其物件辨識能力與控制組相當；在本實驗中，加重疾

病組大鼠的齒狀回中的神經新生細胞數量顯著低於正常組，但經過 EPX 治療後得到

改善。 

加強神經新生可能有利於治療神經退化性疾病。在成人腦的齒狀回與側腦下室中，

神經新生可以分化前趨細胞產生新的神經細胞。本實驗發現，在 α-synuclein 以及 β 類

澱粉蛋白誘導的 DLB 大鼠模型上，齒狀回中新生神經細胞數較正常大鼠少，此結果

與先前文獻報導一致，在人類 DLB患者齒狀回新生神經細胞低於正常人[19]，經過

EPX 治療後可以改善齒狀回內的神經新生。 
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