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前言 
HLA-B27 已被認為與僵直性脊椎炎

AS 高度的關聯性，HLA-B27 的結構是由

一條重鏈 (heavy chain, HC) 與β2 微球蛋

白 (β2-microglobulin, β2m) 共價鍵結組合

而成。近幾年一些研究指出 HLA-B27 的

重鏈 heavy chains 會形成異常的特徵，包

括錯誤構型 [Colbert, 2004]。此 HLA-B27 
H chains 異常構型主要是在內質網錯誤

摺疊造成，由於 β2m 延遲結合上重鏈，

導致新的重鏈再合成，此高分子量雙硫鍵 

鍵結的 HLA-B27 複合體包括有重鏈雙體 
(homodimers) 或是寡體 (oligomers)。已有

研究指出此 HLA-B27 錯誤摺疊的構型與

內質網伴護蛋白 BiP/Grp78 的增加具有相

關 性 ， 並 在 從 HLA-B27/human 
β2-microglobulin- 轉 殖 基 因 大 鼠 
(transgenic rats) 分 離 出 的 巨 噬 細 胞 
(macrophages) 中發現有內質網壓力 (ER 
stress) 產生以及未折疊蛋白反應 (UPR) 
活化的現象 [Tran et al., 2004; Turner et al., 
2005]。[圖一]
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    圖一. 正常及錯誤構型 HLA-B27 與 ER stress 與產生自體免疫疾病僵直性脊椎炎之可能機制。 
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目前的研究發現 HLA-B27 重鏈異常

的合成或錯誤摺疊，會影響到： A. 可能

會增加 BiP 的表現並啟動 UPR 反應，導致

NF-κB (nuclear factor-κB) 的活化趨向發

炎反應， B. HLA-B27 的錯誤構型堆積可

能參與了與 HLA-B27 相關的疾病致病機

轉，C. HLA-B27 不正常的型態特別在關

節處及發炎的組織部位，主要會與

HLA-B27 限制的 CD4+ T 淋巴細胞 
(CD4+T cells) 或自然殺手細胞  (natural 
killer cells, NK cells) 反應，而與 CD8+ T
淋巴細胞 (CD8+ T cells) 的反應並沒有這

麼 強 烈  [Reveille and Arnett, 2005; 
Dangoria et al., 2002]。 再加上近幾年研究

指出，依據細胞種類的不同對於 HLA-B27
錯誤摺疊構型會有不同的敏感性，從轉殖

基因鼠分離出的巨噬細胞其 HLA-B27 與

UPR 活化有相關並會造成錯誤摺疊的重

鏈堆積，但是在 HLA-B27 轉殖老鼠分離

出的脾臟細胞其 UPR 標的基因只表現微

量而且也只有極微的 HLA-B27 會高度表

現 [Turner et al., 2007]。 
    在僵直性脊椎炎的臨床特徵中除了典

型的脊椎僵硬以及薦腸關節被侵犯外，其

他器官如週邊脊椎與接骨點  (entheses) 
也會遭受侵犯，近幾年有報告指出發炎反

應會漸進性地造成鈣化 (ossification) 可

能參與了 AS 的致病機制，Dr. El 等學者在

西元 1999 年發現 AS 患者骨質疏鬆 
(osteoporosis) 的症狀是很常見並且在 AS
發病的早期便可觀察得到，再者這些患者

如果其身體質量值  (Body Mass Index, 
BMI) 低下以及脂肪含量也低的情況下會

使得其骨質疏鬆的病症更為加劇，會有骨

質疏鬆成因一般認為是由於骨骼溶蝕作用

增加而骨骼生成作用減低所導致，間接反

應出這些患者其蝕骨細胞的量或是活性遠

大於造骨細胞 [Sarikaya et al., 2007] 而且

在 AS 疾病接骨點的發炎反應會分泌出一

些促發炎反應細胞激素，像是 TNF-α，
interleukin-1 (IL-1) 和 interleukin-6 
(IL-6)，這些激素皆可能會導致骨骼代謝失

調而發展成為骨質疏鬆 [El et al., 2004]。
我 們 先 前 的 研 究 發 現 去 莢 膜 K. 
pneumoniae 刺激 CA46 B 淋巴母細胞後會

造成內質網壓力及細胞凋亡[圖二]。 
 
研究目的 
 

我們於此計畫中想進一步了解 K. 
pneumoniae 是否普遍對免疫細胞與腸道

細胞刺激可造成內質網壓力及細胞凋亡? 
對於蝕骨細胞是否也有同樣的現象? 

A.                            
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圖二. 不同去莢膜或熱殺菌後的 K. pneumoniae 菌株 (CG43, 
1112, U9451, CG43-101, AS2208) 誘導 CA46 B 淋巴母細胞產

生凋亡的程度。CA46 B 淋巴母細胞分別與去莢膜或是熱殺菌

後的菌株共同培養後，收集細胞，藉由染上 propidum iodide 利
用流式細胞儀分析去偵測凋亡細胞的百分比數，(A) 去莢膜 K. 
pneumoniae 處理細胞後的流式細胞儀分析圖，數值表示凋亡細

胞的百分比數；(B) 凋亡細胞百分比數的量化圖。
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四、結果與討論 
 

U937 單核球細胞給予去莢膜 K. 
pneumoniae 刺激會引發內質網壓力和細

胞凋亡 [圖三]。另一方面，Jurkat T 淋巴

母細胞同樣也發現隨菌數及時間的增加可

引發細胞產生內質網壓力和細胞凋亡 [圖
四]。但同樣經由去莢膜 K. pneumoniae 處

理後，在不同類型細胞株其內質網壓力相

關蛋白質的表現量會有所不同:  U937 單

核球細胞主要是 BiP 蛋白質表現量較顯

著，而在 Jurkat T 淋巴母細胞則主要在

Calreticulin 的表現量增加較為顯著。去莢

膜 K. pneumoniae 並不會造成會表現

HLA-B27的SW48腸上皮細胞引發內質網

壓力，另一株腸上皮細胞 Caco-2 同樣不會

造成內質網壓力[圖五]。    
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圖三. 去莢膜 K. pneumoniae CG43菌株引發 U937單核球細胞產

生內質網壓力及細胞凋亡。U937 單核球細胞與去莢膜 K. 
pneumoniae 處理 24 及 48 小時後，(A) 細胞染上 propidum iodide 
後利用流式細胞儀去偵測凋亡細胞的百分比數 (上)，利用西方

墨點法去觀察蛋白質 BiP/Grp78，和 Calreticulin 的表現，以β-actin
表現量當作對照比較 (下)； (B) U937 單核球細胞依指定與不同

菌數的去莢膜 K. pneumoniae 處理後，同樣利用西方墨點法去觀

察蛋白質 BiP/Grp78 和 Calreticulin 的表現，以β-actin 表現量當作

對照比較。Tunicamycin，誘導內質網壓力藥物。 

綜合以上這些結果，去莢膜 K. 
pneumoniae 特別是會造成免疫細胞產生

內質網壓力和細胞凋亡，在實驗中發現具

HLA-B27 基因的 CA46 B 淋巴母細胞，

U937單核球細胞以及 Jurkat T淋巴母細胞

這些免疫細胞受刺激後會啟動內質網壓

力。 
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圖四. 去莢膜 K. pneumoniae CG43 菌株引發 Jurkat T 淋巴母

細胞產生內質網壓力及細胞凋亡。Jurkat T 淋巴母細胞與指定

菌數的去莢膜 K. pneumoniae 處理 24 及 48 小時後，(A)細胞染

上 propidum iodide 後利用流式細胞儀去偵測凋亡細胞的百分

比數； (B)利用西方墨點法去觀察蛋白質 BiP/Grp78 和

Calreticulin 的表現，以 β-actin 表現量當作對照比較。

Tunicamycin，誘導內質網壓力藥物。 
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圖五. 去莢膜 K. pneumoniae CG43 菌株並不會引發腸上皮細

胞 SW48 和 Caco-2 細胞株產生內質網壓力。(A) SW48 腸上

皮細胞和  (B) Caco-2 腸上皮細胞與指定菌數的去莢膜 K. 
pneumoniae 處理 24 及 48 小時後，收集細胞，利用西方墨點法

去觀察蛋白質 BiP/Grp78 和 Calreticulin 的表現，以β-actin 表現

量當作對照比較。Tunicamycin，誘導內質網壓力藥物。 
 

   由 我 們 的 結 果 得 知 ， 去 莢 膜 K. 
pneumoniae 會引發 CA46 B 淋巴母細胞產

生內質網壓力，我們接著觀察其下游路徑

是否也會活化。當內質網壓力發生時，BiP
會從三個穿膜蛋白 (PERK, ATF6, IRE-1) 
游離出來去幫助摺疊蛋白質，導致這三個

穿膜蛋白開始活化而啟動下游路徑，其中

IRE-1 可能會活化 MAPK 路徑， 則 p38,
和 JNK 及 ERK 會磷酸化。從結果發現不
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論在哪一個時間點，細胞在受到去莢膜 K. 
pneumoniae 刺激後都會活化 p38；而至於

ERK 在細胞受刺激後到了 48 小時發現到

活化的現象會有菌數依存性減少的情形 
[ 圖 六 ] 。 此 發 現 顯 示 了 去 莢 膜 K. 
pneumoniae 引發 CA46 B 淋巴母細胞誘導

內質網壓力後，接下來會活化下游導致

p38 活化以及 ERK 減少活化，可能導致細

胞繼續走向下游啟動發炎反應或走向細胞

凋亡。 
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圖六. 去莢膜 K. pneumoniae CG43 菌株誘導 CA46 B 淋巴母

細胞活化 p38 以及不活化 ERK 的表現。CA46 B 淋巴母細胞

依照所指定菌數的去莢膜 K. pneumoniae 處理 24 及 48 小時後，

收集培養後的細胞，利用西方墨點法去觀察蛋白質 ERK， 
Phospho-ERK， p38 和 Phospho-p38 的表現，各自以β-actin 表

現量當作對照比較；Tunicamycin, 內質網壓力誘導藥物。 
 
 
我們於是進一步觀察可抑制內質網壓

力引發之凋亡的新藥 salubrinal 是否可以

去抑制細胞凋亡的程度。實驗結果發現到

salubrinal 確實有低幅度的抑制受去莢膜

K. pneumoniae 刺激後所引發的細胞凋亡

程度，在 salubrinal 濃度為 25 µM 時提供

的保護細胞作用較為顯著，至於蛋白表現

的部份，不管是受到細菌刺激還是

tunicamycin藥物處理其細胞內的 BiP 蛋白

表現都有增加。而在 CA46 B 淋巴母細胞

P-eIF-2α蛋白質表現部分，觀察到: (1) 在
細胞受到細菌刺激後的 P-eIF-2α表現量比

對照組的表現來得小，可能促成細胞無法

減少蛋白質的持續堆積導致走向死亡之

途；(2) 在 salubrinal 濃度為 100 µM 時處

理後的確會增加細胞的 P-eIF-2α表現量；

(3) 在都有受到去莢膜K. pneumoniae刺激

下，salubrinal 濃度為 25 及 50 µM 時其

P-eIF-2α表現量會有些微比沒給予藥物的

細胞來的高，但是在 75 及 100 µM 時細胞

其 P-eIF-2α表現量以及抗凋亡的程度都並

不明顯 [圖七] 。也許是因為高濃度的

salubrinal 會具有些微的毒性而可能無法

抵禦在高菌量細菌處理下產生嚴重的細胞

凋亡程度。  
在我們的研究中已發現去莢膜 K. 

pneumoniae 會引發 U937 單核球細胞產生

內質網壓力以及細胞凋亡，但是 U937 細

胞株並不具有 HLA-B27 的基因，因此將

pGL4.14-HLA-B27 promoter vector 這個載

體轉染進去到 U937 單核球細胞，經由

TESS 去分析這段 HLA-B27 啟動子所可能

含有的轉錄因子，發現主要有 NF-κB,，
Sp1，c/EBP， IRF-1，和 EBP-1 等等。首

先 先 將 這 pGL4.14-HLA-B27 promoter 
vector 利用電穿孔方式送進去 U937 單核

球細胞裡表現後，再給予去莢膜 K. 
pneumoniae 的刺激 (菌數與細胞數比分別

為 1, 3, 10 bact./cell) 或 tunicamycin (10 
µg/ml) 處理 16 個小時後，結果發現到在

有細菌的刺激下 HLA-B27 promoter 會被

活化，但在給予 tunicamycin 的處理並無此

現象，而其冷光增強的程度在給予菌數為

10 bact./cell 時相對於對照組來說高於將

近 2.7 倍 [圖八]。 
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圖七 . Salubrinal 可以提供保護作用對抗受到去莢膜 K. 
pneumoniae 刺激 CA46 B 淋巴母細胞所造成的細胞死亡。

CA46 B 淋巴母細胞依照所指定菌數的去莢膜 K. pneumoniae處
理和/或所指定的 salubrinal 和 tunicamycin 的劑量作用 24 小時

後，收集培養後的細胞，細胞染上 propidum iodide 後利用流式

細胞儀去偵測凋亡細胞的百分比數(上)；利用西方墨點法去觀

察蛋白質 BiP/Grp78，eIF-2α和 P-eIF-2α的表現，以β-actin 表現

量當作對照比較(下)。Tunicamycin, 內質網壓力誘導藥物；

Salubrinal, 內質網壓力抑制藥物。 
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圖八. 已轉染 pGL4.14-HLA-B27 promoter vector 的 U937 單

核球細胞在受到去莢膜 K. pneumoniae CG43 菌株刺激後會活

化 HLA-B27 的啟動子。(A) pGL4.14-HLA-B27 promoter vector
的結構；(B) HLA-B27 promoter 的序列；(C)利用電穿孔方法共

同轉染 pGL4.14-HLA-B27 promoter vector 和 pCMVβ vector 到
U937 單核球細胞後 6 個小時，給予去莢膜 K. pneumoniae 或

tunicamycin 再處理 16 個小時後，待細胞裂解後收集上清液去

偵測冷光的強度，以 pCMVβ vector 當做對照比較，以沒經過

任何處理的細胞冷光表現當做對照，依此定量訂出在不同菌數

刺激下其冷光表現的各自倍數。 
 

許多研究指出支持單核球細胞作為抗

原呈獻細胞將外來胜肽呈獻給免疫細胞 T
淋巴細胞執行其功能，通常會活化輔助性

T 細胞 [Boyle et al., 2001]。近幾年發現除

了需要 CD4 T cell 的協助外，要產生 T 細

胞依賴性抗原專一性抗體尚需要活化B淋

巴細胞的 TLRs。此外，記憶性 B 淋巴細

胞的訊號對於終生血清記憶 (serological 
memory) 扮 演 重 要 角 色 [Pasare and 
Medzhitov, 2005; Bernasconi et al., 2002]。
另一方面，B 淋巴細胞在一些自體免疫疾

病中像是類風濕性關節炎  (rheumatoid 
arthritis) 和 多 發 性 硬 化 症  (multiple 
sclerosis) 以 及 紅 斑 性 狼 瘡  (systemic 
lupus erythematosus) 等當作一個標記細

胞 [Edwards and Cambridge, 2006]，且在 B

淋巴細胞上的 TLRs 也許可幫助去辨識外

來微生物抗原，並會誘導或/和共同刺激 B
淋巴細胞繼續分化，種類轉換和分化成分

泌性抗體細胞 [Peng, 2005] 由這些文獻

加上我們實驗結果提供一項假設，當去莢

膜K. pneumoniae刺激CA46 B淋巴母細胞

後，B 淋巴細胞當作一個 reservoir 將抗原

呈獻給 T 淋巴細胞，且當外在感染源持續

存在時B淋巴細胞與 T淋巴細胞彼此間會

不斷的有交互作用，B 淋巴細胞呈獻抗原

給 T 淋巴細胞；而 T 淋巴細胞則幫助 B 淋

巴細胞活化，當感染源持續存在時這樣的

循環會不斷的進行，進而進一步活化下游

MAPK路徑或產生內質網壓力造成發炎反

應。我們發現受到細菌刺激後細胞會活化

p38 [圖六]，可能是經由 BiP 高度調節後而

活化 p38，這樣的情形可以藉由活化 PERK
使得細胞生長暫時停止而抵抗細胞凋亡來

保護細胞，雖然有此條保護路徑，但 p38
還 是 有 可 能 誘 導 細 胞 走 向 凋 亡 
[Ranganathan et al., 2006]。另外當細胞受

到去莢膜 K. pneumoniae 刺激 24 小時後，

其 MAPK 蛋白 ERK 的表現量是增加的表

示細胞有受到保護可抵抗細胞凋亡，但是

到了 48 小時候 ERK 表現量開始減少，顯

示了細胞無法再經由 ERK 來調控自己避

免走向凋亡 [Urano et al., 2000]。 至於另

一個內質網壓力的感受器 PERK 活化路

徑部分，於我們的實驗中發現細胞受到去

莢膜K. pneumoniae刺激後其 eIF2α蛋白質

的磷酸化程度是減少的 [圖七]，因此推想

細胞無法再避免過多的蛋白質堆積在內質

網，可能導致細胞走向凋亡。由於實驗中

發現 MAPK 蛋白質 p38 被活化 [圖六]，
顯示上游的內質網壓力感受器 IRE1 可能

是被活化的，因此 IRE1 可能會招集

proapoptotic BAX 和 BAK 與 IRE1 直接結

合而作用 [Hetz et al., 2006]，而導致細胞

走向凋亡。 

在近期一篇文獻發現在具有 HLA-B27
基因的淋巴細胞中會藉由內質網壓力感受

器ATF6而剪切XBP-1mRNA [Lemin et al., 
2007]，至於在我們的實驗中，CA46 B 淋

巴 母 細 胞 不 管 有 無 受 到 去 莢 膜 K. 
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pneumoniae 刺激其 XBP-1 mRNA 剪切的

情形並無差異 [data not shown]。推測細胞

經由細菌刺激後並不會調控 XBP-1 
mRNA而讓細胞多產生伴護蛋白質保護細

胞去維持內質網的衡定。 
綜合以上闡述，我們推測去莢膜 K. 

pneumoniae CG43 菌株引發 CA46 B 淋巴

母細胞產生內質網壓力並伴隨著的調控是

趨向於凋亡路徑的。   
圖八顯示去莢膜 K. pneumoniae 會增

強 HLA-B27 promoter 的表現。文獻發現

NF-κB 和 IRF-1 受到 TLRs 而活化，其中

IRF-1 會經由 MyD88 在 TLR 依賴性基因

誘導路徑中而活化，進而產生第一型

interferon；而 NF-κB 會受到 TLRs 活化而

增強發炎性細胞激素的產生，另外的轉錄

因子 Sp1 會受到 p38 所活化而誘導出

IL-10 的表現，從這些猜測去莢膜 K. 
pneumoniae 會經由 TLRs 路徑去活化

HLA-B27 基因而導致發炎反應。至於是何

基因是最與 K. pneumoniae 相關並且真正

參與了僵直性脊椎炎的致病機轉，是值得

深入探討的方向。去莢膜 K. pneumoniae
是否是經由 TLR 走向 NF-κB 等路徑而活

化 HLA-B27 基因的表現，以及往下游繼

續活化造成後續的發炎反應可再做進一步

研究。 

 
五、結論 
 

去莢膜 K. pneumoniae CG43 菌株會

誘導免疫細胞高度調節 BiP 和 Calreticulin
而啟動內質網壓力，這免疫細胞包括有

CA46 B 淋巴母細胞和 Jurkat T 淋巴母細

胞以及 U937 單核球細胞，先前結果顯示

具有 HLA-B27 基因的 CA46 B 淋巴母細

胞受到去莢膜 K. pneumoniae 刺激後會有

HLA-B27 雙體產生以及 Caspase12、p38
活化與 ERK 不活化的現象。另外將

HLA-B27 promoter 載體轉染送進 U937 單

核球細胞後，給予去莢膜 K. pneumoniae
刺激會增強 HLA-B27 promoter 的強度。綜

合結果，我們假設 K. pneumoniae 可能可

以導致免疫系統辨認自體抗原及調節細胞

激素之表現，進而造成慢性發炎反應。 
 
六、計畫成果自評 
 

過去對於造成免疫疾病的發生，細菌

等微生物所扮演的角色多是提供模擬自體

抗原而誘導自體免疫疾病的發生。我們的

研究中發現，K. pneumoniae 可誘導免疫細

胞產生 ER stress 並進一步影響 HLA-B27
的表現。此現象將可做為除分子模擬學說

之外，另一種誘導僵直性脊椎炎的重要機

制。 
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