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1. 前言 
1.1. 巨噬細胞簡介  

巨噬細胞 (macrophage)，屬於骨髓的幹細胞分化而來的單核吞噬細胞譜系 (lineage) 

白血球，擁有非專一性辨認外來微生物的功能並吞噬、摧毀，及分泌促發炎物質及抗微

生物的媒介物質，在發炎反應時會持續表現，進而調節免疫反應，屬於先天性免疫反應。

因此巨噬細胞被認為是免疫防禦的第一道防線。當受到外來的微生物或病毒感染時，巨

噬細胞的防禦系統會被啟動去吞噬入侵的細菌、異物及正常細胞遭受到攻擊而裂解形成

的細胞殘骸，同時也會分泌多種的生長因子促進血管新生及促進纖維母細胞和平滑肌的

生長進而修復傷口。巨噬細胞也會藉由分泌過氧化氫 (hydrogen peroxide; H2O2) 及一氧

化氮 (nitric oxide; NO) 去毒殺入侵的微生物或腫瘤細胞。巨噬細胞是抗原呈現細胞 

(antigen-presenting cell; APC) 可呈現外來抗原給 T cell 而活化 T cell。巨噬細胞在不同細

胞及組織中有不同的表現型態，也各具有不同的功能和影響。活化後的 T cell 會分泌

interleukin 2 (IL-2) 及 interferon-γ (IFN-γ) 作用於巨噬細胞上。活化後的巨噬細胞會分泌

tumor necrosis factor α (TNF-α)、IL-1β、IL-6、IL-8 和 IL-12，這些細胞激素會促進體液

性 (humoral) 免疫反應及細胞性 (cellular) 免疫反應，所以巨噬細胞是聯結第一道先天

性免疫防線和第二道特異性免疫防線的主角 [1-4]。 

Stein et al [5] 首先提出有兩種主要的巨噬細胞活化類型：典型 (classical) 及替代型

(alternative)。典型的巨噬細胞活化是呈現 Th1-like 的型式，會加強發炎反應、細胞外基

質 (extracellular matrix; ECM) 的破壞、及細胞凋亡 (apoptosis) 形成，趨向引起慢性發

炎及組織損傷 [1-4]。此種細胞需要 IFN-γ經由 IFN-γ受器 (interferon-γ receptor; IFN-γ R) 

[6] 或細菌成份 lipopolysaccharide (LPS) 活化巨噬細胞 [7]，在內膜也會產生一些物質活

化鄰近細胞並增強滑膜的發炎反應。例如：IL-1β和 TNF-α均由滑膜的巨噬細胞產生，可

刺 激 纖 維 母 細 胞  (fibroblast) 增 生 並 且 產 生 IL-6 、 granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor (GM-CSF)、IL-8 和其它趨化因子，因而造成關節被破壞 [8]。  

替代型的活化巨噬細胞呈現 Th2-like 的型式，會強化細胞外基質的結構、細胞增生 
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(proliferation)、及血管新生 (angiogenesis)，趨向消除發炎反應及幫助修復痊癒。功能異

常的巨噬細胞常會導致一些免疫失調的疾病發生，例如:風濕性關節炎 (rheumatoid 

arthritis)、克隆氏病 (Crohn’s disease) 或敗血症 (sepsis)。 

 

1.2. HL-60 細胞活化與分化  

HL-60 細胞是從患有急性前骨髓性白血病 (acute promyelocytic leukaemia; APL) 女

性病患取得，而製成細胞株。HL-60 細胞有著前骨髓性細胞的特性，所以它可以自然的

分化為成熟的顆粒球細胞及單核球細胞，分化後的細胞，與一般成熟的細胞表現著不同

的抗原 [9]。由先前文獻指出，藉由 all-trans retinoic acid (ATRA)、dimethylsulphoxide 

(DMSO)、α1,25-dihydroxyvitamin D3 (Vit-D3)、12-O-tetradecanoyl phorbol-13-acetate (TPA) 

分化細胞會誘發 CD11b 抗原表現。藉由 Vit-D3 分化細胞，會分化成單核球細胞 

(monocytes)，則會誘發 CD14 表現。藉由 ATRA 刺激細胞，會分化成顆粒球細胞 

(granulocytes)，會誘發 CD38、CD40 表現，但會使 CD13 的表現量下降。TPA 分化成類

似巨噬細胞 (macrophage-like)，會使懸浮的 HL-60 細胞變為貼壁的細胞，且可測得 CD11b

表現。當 ATRA、DMSO 及 TPA 分化細胞後，CD71 (transferrin receptor) 表現量下降。

除了增生的巨噬細胞之外，在所有成熟的白血球細胞都會表現 CD71 [10]。經 ATRA 分

化的細胞、正常成熟的單核球細胞，及巨噬細胞皆會表現 c-fms (M-CSF 接受器)，但是

嗜中性球 (neutrophils) 並不會表現。HL-60 細胞經分化後，細胞停止生長，細胞週期 (cell 

cycle) 會停止，此時，細胞會成熟、活化。分化的形態的改變，與抗原表現的改變同時

在進行。 

 

1.2.1. 細胞激素 lnterferon-γ (IFN-γ) 

細胞激素經由活化的巨噬細胞及淋巴球所產生 [11]；在發炎反應中，促發炎細胞激

素，如：IL-1β、TNF-α和 IFN-γ，會再刺激其他細胞激素或趨化因子的產生。干擾素可

分為兩大類，分別為第一型 (type I, IFN-α 及 β) 及第二型 (type II, IFN-γ)；第一型干擾
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素主要是當細胞遭受外來病毒的感染時，所分泌之細胞激素；而第二型干擾素則是在 T 

細胞或是自然殺手細胞 (natural killer cell; NK cell) 於某些特殊情況下 (如 T 細胞接受抗

原之呈獻) 被活化，才會被分泌 [12]。 

幾乎所有細胞表面均有 IFN-γ 的受器 [13]。當 IFN-γ homodimer 與兩個 IFN-γ 接受

器結合，而 IFN-γ 接受器 subunit 上分別帶有 JAK (Janus kinase, α-chain, JAK1；β-chain, 

JAK2) 分子，會彼此活化，再進行磷酸化反應；此時 STAT1 (signal transducer and activators 

of transcription 1) 分子會與 α-chain subunits 上之結合位置結合，而被磷酸化，形成 STAT1 

homodimer (又稱為 GAF，gamma-interferon activation factor)。而位於細胞質中的 STAT1

分子，經由 transphosphorylated dimerization 之後，會位移至細胞核，STAT1 再和調控基

因上的 IFN-γ 反應區  (promoter)，如 IRF-1 (IFN-γ regulatory factor-1) 上的 GAS 

(gamma-interferon activated site) 相互結合，促使特定基因進行轉譯 [14]。 

在 1986 年時，Mosmann [15] 等人首先提出 IFN-γ 及 IL-2 主為 CD4+第一型輔助性

T 細胞 (T helper cell 1, Th1 cell) 所分泌。IFN-γ 的作用，如直接抗病毒作用、誘發呼吸

爆發 (respiratory burst) 及 iNOS 基因活化，導致 NO 之產生 [14]、影響第一型或第二型

人類白血球抗原 (human leukocyte antigen; HLA) 的表現 [14, 16]、調控白血球與內皮細

胞的交互作用  (Leukocyte-Endothelial interations)、細胞激素  (cytokine) 及趨化激素 

(chemokine) 的基因表現 [14]，與誘發細胞凋亡 (apoptosis) [17]，所以，IFN-γ 在免疫機

轉的調控上扮演著重要角色。 

 

1.2.2. 病毒感染 (RNA viral infection) 

雙股核醣核酸 (double-stranded RNA; dsRNA) 是 RNA 病毒感染時，複製過程中的

產物 [18]。雙股核醣核酸活化蛋白激酶 (dsRNA activated protein kinase; PKR) 是一種絲

胺酸/酪胺酸蛋白激酶，IFN-γ可使 PKR 表現量增加，而雙股核醣核酸、細胞激素、生長

因子和壓力訊息可活化之，且 dsRNA activated protein kinase (PKR) 可自體磷酸化 [19]。

poly inosinic-polycytidylic acid sodium salt (poly IC) 是一種由 inosinic 和 cytidylic acids 化
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學合成的 dsRNA 類似物，經常被用來模擬 dsRNA 病毒感染的情形 [20]。以 dsRNA 刺

激胰島β細胞會產生趨化因子，可能在胰島炎 (insulitis) 的形成，及β細胞的死亡扮演一

個重要的角色 [21]。以 poly IC 刺激內皮細胞 (HUVEC)，會比刺激 IL-1β產生較高量的

IL-6、oligoadenylate synthetase (OAS)、PKR、IFN-γ-inducible protein (IRF-1) 等抗病毒反

應基因 [22]。在老鼠主動脈內皮細胞用 poly IC 和 TNF-α刺激能引發黏附因子 E-selectin

及 vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) 的表現，此一改變需要 PKR 的參與 [23]。

這些基因表現主要是 dsRNA 與其接受器 toll-like receptor3 (TLR-3) 結合後，活化訊號傳

遞路徑 (例如 NF-κB) 所引起。 

toll-like receptor 在果蠅中被發現，是 toll transmembrane receptor，在先天性非特異性

免疫反應 (innate nonspecific immune response) 及訊號傳遞中扮演一個很重要的角色。人

類的 toll 屬於第一型穿膜蛋白 (type I transmembrane protein) 由 leucine-rich repeat region 

(LRR) 組成 extracellular domain 及一個同源的人類 IL-1 receptor (IL1R) 相似區域 

(toll-interleukin-1 related domain; TIR) 組成 intracellular domain (詳細請參見 Fig. 1)。在哺

乳類細胞藉由 IL1R 及經由 TLR 兩者傳遞訊號造成 NF-κB 路徑的活化。 

TLR3 mRNA 高度表現在胎盤及胰臟 [24]。但是在白血球細胞的表現受到爭議，有

文獻指出 TLR3 只表現在樹突細胞 (dendritic cells; DCs) [25, 26]，而白血球細胞及單核球

細胞皆不會表現 [26]，而有些發現則指出 TLR3 可表現在 T 細胞或 NK 細胞 [27, 28]。 

TLR3 的表現受分化及感染而改變。In vitro，人類單核球細胞 (THP-1 細胞) 經由

TPA 分化後，TLR3 表現增加。藉由自泌素 (autocrine) 如，IFN-r、IFN-β、IL-6、IL-10、

TNF-α 作用後，再曝露於葛蘭氏陽性菌 (gram-positive) 下，TLR3 mRNA 表現高過於曝

露在葛蘭氏陰性菌 (gram negative) 之下 [28]。單核球及顆粒球曝露於葛蘭氏陰性菌

下，TLR3 的表現增高 [28]。當樹突細胞被細菌感染後，TLR3 mRNA 的表現量會減少，

而對細菌反應的 TLR4 mRNA 的表現量會增加 [26]。而人類支氣管上皮細胞 (BEAS-2B

細胞) 在 poly IC 或 A 型流行性病毒 (influenza A virus) 的感染之下，TLR3 mRNA 的表

現量會大量增加 [29]。 
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TLR3 是以 homodimer 的形式去辨識雙股 RNA 病毒 (dsRNA) [30, 31]。一般而言，

TLR3 表現於細胞表面，一些報導則認為 TLR3 可能位於細胞內。有文獻指出，使用 poly 

IC 刺激腎臟細胞，TLR3 會專一性的辨識 poly IC，而與之結合，進而活化 NF-κB 路徑，

產生 IFN-α、IFN-β [32]。dsRNA 與 TLR3 結合後，會經由 RIP1 及活化的 TNF 參與整個

晚期的抗病毒免疫反應。 

Doyle et al. [33] 利用基因晶片方式，比較老鼠 B 淋巴球細胞刺激 CD40L 或 LPS 的

基因表現，鑑定出 IRF3；IRF3 是一個在 TLR 或 TLR4 刺激之下才會表現的基因。IRF3

活化的初級反應是受到 NF-κB、TLRs、Tumour necrosis factor receptors (TNFRs) 及 IRF3

路徑所共同調控的；此外，基因表現活化的二級反應是受自泌性及旁泌性的 IFN-β所調

控的。TLR3 和 TLR4 兩者皆會活化 IRF3，因此而達到抑制病毒複製的目的，啟動先天

性免疫反應去保護宿主免受病毒感染。 

Alexopoulou et al. [32] 報導指出，正常老鼠細胞經 poly IC 刺激，會活化 NF-κB 及

產生發炎性的細胞激素 IL-6、IL-12 及 TNF-α；而在 TLR3 knockout 老鼠的細胞，NF-κB

的活化及細胞激素的產量都會減弱。作者並利用 MyD88-/-細胞證明 MyD88 與 dsRNA 誘

導產生細胞激素及發炎反應有關。NF-κB 及 MAP kinases 的活化在 MyD88-/-不受影響，

所以，可能有其他路徑如 TIR-domain containing adapter protein (TIRAP� MAL) 參與整個

反應 (詳細請參見 Fig.1)。 

 

1.2.3. 細菌感染 (Bacterial infection) 

細菌系屬原核細胞 (prokaryocytes) 構造或分子比真菌、原蟲、蠕蟲更具外來性。因

此比較有機會被人體的防禦系統攻擊，宿主的溶菌酵素 (lysozyme) 可以攻擊細菌卻不傷

害宿主。 

細菌的細胞壁 (cell wall) 外有一層 peptidoglycan (PG) 的黏液多胜類 (mucopeptide) 

組 成 的 壁 ； 溶 菌 酵 素 就 是 攻 擊 位 於 此 壁 上 的 N-acetyl muramic acid 及 N-acetyl 

glucosamine 的連接。此外，革蘭氏陰性細菌在其細胞壁中的第二層細胞膜，含有脂多醣
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類 lipopolysaccharides (LPS)，也稱作內毒素 (endotoxin)。LPS 是內毒素的成份之一。當

細菌被分解而釋放大量內毒素時，會造成宿主心臟血管生理功能衰竭，最後導致敗血性

休克 (septic shock)。目前已知，內毒素可促進體內免疫細胞和非免疫細胞產生細胞激素

TNF-α、血小板致活因子 (platelet activators)、介白質 (interleukins)，及含氧自由基 

(oxygen free radical) 等媒介物，導致心血管平滑肌細胞之損傷，引起循環功能衰竭 [34]。 

到宿主會分泌 LBP (LPS binding proteins) 與 LPS 結合，再與細胞膜上的 CD14 聯結，

接著與穿膜 toll-like receptors 尤其是 TLR4 結合，經由這個 LPS-LBP-CD14 複合物會結

合 TLR4 ， 經 由 MyD88 傳 遞 訊 號 。 MyD88 的 N-terminal death domain 與 IL-1 

receptor-associated kinase (IRAK) 的 絲 胺 酸 蛋 白 激 酶 相 互 作 用 下 ； 是 自 體 磷 酸 化 

(autophosphorylation) 及和 TRAF6 形成複合物，活化 NF-κB 路徑 [35] (詳細請參見

Fig.1)；經由 NF-κB 及 MAPK 訊號去活化發炎基因的表現，當 LPS 與 LBP、CD14 的結

合受阻，磷脂質的氧化 [36] 或 IRAK 無法磷酸化時，LPS 所調控 NF-κB 的活化及細胞

激素的產生都會受影響，但對 TNF-α或 IL-1β所調控的機制卻不會造成影響。此外，LPS

注射到老鼠，形成致死性內毒素休克，而磷脂質的氧化則會抑制 LPS 引起的發炎及對老

鼠有保護性。因此，在嚴重的葛蘭氏陰性菌感染，內源性的磷脂質的氧化會形成一個負

回饋作用，使先天性免疫 (innate immune) 反應遲緩。 

Hsu et al [37] 發現由活的致病性葛蘭氏陽性菌及陰性菌需要 TLR4 及 PKR 誘導細胞

凋亡，可能的機制是致病性細菌藉由特殊的毒性因子去躲避先天性免疫系統的偵測及破

壞。經由 TRIF 及 TRIF-related adapter molecule (TRAM) 接合蛋白活化 TLR4 及 PKR 導

致 apoptosis 產生及去抑制 PKR 去增強巨噬細胞所媒介的抗菌反應。Arbour et al. [38] 發

現 TLR4 變異 (Asp299 變為 Gly，及 Thr399 變為 Ile) 使人類血球細胞對 LPS 的反應

變 的 不 靈 敏 。 也 有 報 導 指 出 ， TLR4 的 胺 基 酸 變 異 與 心 臟 動 脈 硬 化 症  (carotid 

atherosclerosis) 的疾病嚴重程度有關聯性  [39]。TLR4 可和其他 TLR 形成複合物 

(heterodimer) ， 辨 識 細 菌 pathogen associated molecular patterns (PAMPs) ( 包 括

lymphotoxin-alpha; LTA) 及辨識病毒，包括呼吸道融合病毒 (RSV)、C 型肝炎病毒 (HCV) 
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和老鼠乳癌病毒 (MMTV)。TLR4 複合物也可以辨識內源性 ligands，例如：熱休克蛋白，

fibrinogen，fibronectin，surfactant protein A (SP-A) 及 β-defensins [7, 30, 31, 40-43]。 

 

有報導指出，暴露於細菌或促發炎性細胞激素會增加 TLR4 的表現，而 IL-10 會將

此路徑阻斷 [26]。TLR4 表現在內皮細胞、B 細胞、巨噬細胞、心臟肌肉及骨髓細胞；

IFN-γ不會增強 TLR4 的表現，目前仍不清楚 TLR4 是否是持續表現而不是被誘導的 [24]。 

 

1.3. 研究目的: 

我們利用不同分化的藥物 ATRA、Vit-D3、TPA 刺激 HL-60 細胞，比較其基因表現，

包括和發炎反應相關的細胞激素 (如 IL-1β、TNF-α)、趨化因子 (IL-8、MCP-1、IP-10) 及

和細胞轉移、變形有關的基因，如 MMPs、transglutaminase-2 (TG-2)，並比較細菌感染 (以

LPS) 及病毒感染 (以 poly IC 模擬 dsRNA) 時，這些基因表現是否有所不同。 

 
 

2. 材料與方法 
2.1. 細胞培養 (Cell culture) 

人類前骨髓性白血病細胞 (Human promyelocytic leukemia, HL-60 cell) 購自財團法

人食品工業發展研究所。HL-60 細胞 (5×105 或 1.5×106 cells) 平均培養在 3 及 6 公分的

培養皿 (Corning) 上，使用的培養基為 RPMI1640 (Gibco) 另加 10% fetal bovine serum 

(FBS, Biological Industries)。細胞靜置隔夜使之穩定後，以藥物或細胞激素刺激，使用的

藥物有：1、5、10 mg/ml LPS (E. coli O128:B12, Sigma)、100 U/ml IFN-γ (Biosource)、100 

µg/ml poly IC (Sigma)。細胞刺激 6 至 24 小時，收集萃取 RNA 或 protein，分別作 reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 及 Western blot。 
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2.2. mRNA 萃取及 RT-PCR 

A. mRNA 萃取 (mRNA extraction) 

使用 Dynabeads® mRNA DIRECT Kit (DYNAL) 自培養的 HL-60 細胞 (5×105 cells) 

剌激後收集的細胞萃取 mRNA (poly (A)+ RNA)。此方法利用包覆 oligo dT 的細珠去吸附

真核細胞的 mRNA (含 poly A tail) 在收集的細胞中加入 100 µl 溶解/結合緩衝液，強力振

盪 1 分鐘後靜置在冰上 1 分鐘，接著於 14,000 rpm，離心 2 分鐘。上清液移到含有 50 µg 

Dynabeads oligo (dT)25 (約 10 µl) 的離心管中，室溫靜置 3 分鐘，使 mRNA 結合至磁珠

上。利用磁座 (Calbiochem) 將磁珠吸住，可吸掉上清液，利用此原理，以 100 µl 緩衝

液 A 洗二次，再以 100 µl 緩衝液 B 洗一次，最後，以 50 µl 洗滌緩衝液 (elution buffer) 混

合，放置在 65℃水浴槽中 2 分鐘，使 mRNA 與磁珠分開，以磁座吸住磁珠，取上清液 (含

mRNA) 至新的離心管，即為 mRNA，冷藏在-20℃。 

 
B. Reverse transcription (RT) 

每 10 µl 的總反應體積，含 3 µl 的 mRNA (約 3.75×104 個 cell) 及 7 µl 的反應溶液 (1× 

buffer (Promega), 0.5 mM of each dNTP (Viogene), 2.5 µM random hexamer primers 

(GeneMark), 2.5 U/µl RNase inhibitor (Bio Basic) 及 12.5 U/µl M-MLV reverse transcriptase 

(Promega)。放置在 37℃水浴反應 1 小時，陰性對照組使用滅菌水代替 mRNA。cDNA 冷

藏在-20℃冰箱。 

 
C. Polymerase chain reaction (PCR)  

PCR 是一種利用寡核苷酸引子放大專一 gDNA 或 cDNA 的技術。利用 (a) 高溫分

開雙股 DNA、(b) 引子連結到 DNA 模版、(c) DNA 聚合酶將 DNA 由 5，端至 3，端複製，

以重覆步驟放大 DNA 片段。使用 0.2 ml 薄壁 PCR 管 (Viogene) 在聚合酶連鎖反應熱循

環儀 (GeneAmp PCR System 2700) 反應。 配製含有 2.5 µl cDNA (約 1×104 cell) 1× PCR

反應溶液 (100 mM Tris-HCl pH9.0, 500 mM KCl, 0.1% (w/v) gelatin, 1% Triton X-100), 1.5 

mM MgCl2, 0.4 µM of primers, 0.5 U GeneTaq DNA polymerase (GeneMark)，總體積調至
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25 µl。反應條件為前熱處理 94℃、5 分鐘，接著 PCR 循環包括 94℃、45 秒，58℃、45

秒，72℃、1 分 20 秒，最後再於 72℃反應 10 分鐘；各組引子的最佳 PCR 循環數皆經過

實驗選定。每個 RT-PCR 實驗在 reverse transcription 實驗時都用滅菌水替代 mRNA 做為

陰性對照。每次實驗自細胞培養算起，重複 3-5 次。 

 
D. 洋菜膠電泳 (Agarose electrophoresis) 

使用 1x TBE 緩衝液 (89 mM Tris base, 89 mM boric acid, 2 mM EDTA) 配製 2%洋菜

膠 (Viogene)，含微量 (約 0.6 (l) 的 ethidium bromide。 將 PCR 產物與 1x loading dye 緩

衝液 (40% sucrose, 0.1 M EDTA, 0.08% (w/v) bromophenol blue) 混合好，在電壓為 50V，

使 DNA 在洋菜膠移動約 30 分鐘，利用數位影像處理系統 (AlphaImager 2200) 記錄經紫

外線燈照射的 PCR 產物，以分子量大小作為鑑別的標準。 

 

2.3. 細胞存活率的分析 (Assessment of HL-60 cell viability) 
螢光顯微鏡觀察 

分析藥物剌激對於細胞存活率的影響，HL-60 細胞 (1.5×106 個 cells) 培養在 6 公分

的培養皿中，剌激後的 HL-60 細胞利用細胞雷射截取儀 (Laser Capture Microdissection. 

LM 200) 照下細胞型態，接著使用 1x PBS 洗 3 次，然後加入 1:1 混合的 10 (g/ml propidium 

iodide (PI, Sigma) 和 20 (g/ml Hoechst 33342 (Ho 342, Sigma)，37℃、避光染色 15 分鐘，

利用正立螢光顯微鏡 (Axioskop 2. ZEISS) 並配合影像軟體 (CCD Picture Frame) 觀察

螢光分佈情形。在螢光顯微鏡下，每個樣本觀察 5 個視野 (400 倍)，以凋亡細胞佔所有

細胞百分比之方式，計算細胞凋亡的比率。 

 

2.4. 蛋白質電泳及西方墨點法 (Western blot) 
A. 蛋白質萃取 (protein extraction) 及定量 

經藥物剌激的 HL-60 細胞 (1.5×106 細胞)，收集後以 200 (l 的 lysis buffer 2% SDS, 

2.5% (-mercaptoethanol, bromophenol blue) 混合成 1x，以 95℃到 100℃乾浴器 (Major 
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Science, MD-12N-110) 煮 10 分鐘，然後迅速放於冰上 10 分鐘。 

 
B. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

SDS/PAGE 及 Commassie blue 染色法，依實驗所需配製 6~12% 下膠 (含 6~12% 

acrylamide：bis-acrylamide, (37.5:1) 混合均勻後，加入直立式膠台座中，靜置 30~60 分

鐘。待下膠凝固後，再加入 5%上膠 (含 5% acrylamide：bis-acrylamide, (37.5:1)，125 mM 

Tris，pH 6.8，0.1% SDS)。將膠 (含玻璃片) 放入含 1x running buffer (25 mM Tris, 192 mM 

glycine and 0.1% SDS, Ph 8.3) 的電泳槽中，將檢體及 marker 加入不同的孔洞中，通電先

以 70 V、25 mA 跑 30 分鐘，再以 120 V、25 mA，直到 loading dye 移到最底部，約 1 小

時 20 分鐘。結束電泳後，將膠以無菌水稍微清洗以進行轉漬。 

取出電泳完畢的膠片，浸漬於染色溶液 (含 0.2% Brilliant Blue R-250，50% methanol 

及 10% acetic acid glacial)，並輕微搖晃 40~60 分鐘，再將膠片轉置於脫色溶液 (含 10% 

methanol 及 10% acetic acid glacial)，更換脫色溶液數次直到膠片脫色完成。 

 
C. 西方點墨法 Western blot 

將適當大小的 PVDF 濾膜 (NEN life science)，泡在甲醇 (methanol, Bio Basic) 2 分

鐘，再用二次水浸洗 5 分鐘，重複浸洗 2 次後，接著與 SDS/PAGE 泡在 1x transfer buffer 

(25 mM Tris, 192 mM glycine, pH 8.3) 15 分鐘備用。SDS/PAGE 緊貼於 PVDF 濾膜，置於

轉漬器中，並使用固定電壓 100 V、250 mA、4℃中轉漬 2 小時。 

轉漬後的 PVDF 濾膜以 5% blocking buffer (5% nonfat milk in TBS-T) 室溫下作用 1

小時 30 分以上，再與不同比例的初級抗體於 4℃作用 8 小時以上。作用完後以 1x TBS-T 

(50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20) 在室溫浸洗三次，每次 10 分鐘。

接著加入稀釋 5000 倍的二級抗體 (HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (Santa Cruz) 室溫

作用 1 小時，再以 1x TBS-T 在室溫洗三次，每次 10 分鐘。之後以 1:1 混合的 ECL 冷光

試劑 (enhanced chemiluminescence, Perkin Elmer Life science) 覆蓋在 PVDF 上 10 秒鐘，

接著以保鮮膜包覆著以 X 光片 (Kodak) 進行呈像。 
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3. 結果 
3.1. HL-60 細胞的分化及基因表現 

當病源入侵時，血球細胞如顆粒球、巨噬細胞、單核球細胞，會藉由分泌細胞激素

或趨化激素對抗病源的感染，進而保護人體。因此我們想了解前骨髓性白血病細胞 

(HL-60) 經由細菌、病毒感染下所誘發和發炎反應相關，如細胞激素、趨化因子等基因

的表現。我們利用 RT-PCR 分析 HL-60 細胞經由 ATRA、Vit-D3、TPA 分化，或刺激 LPS、

dsRNA 分別模擬細菌及病毒感染後的基因表現，並以顯微鏡觀察分化前後細胞型態上的

改變。 

 
3.1.1. ATRA  

HL-60 細胞經由 ATRA 分化，以一般光學顯微鏡觀察細胞分化情形及細胞型態。

HL-60 細胞原本為懸浮、圓形球狀；當細胞經由 ATRA (1 (g/ml) 培養 24 小時後，細胞

分化成顆粒球細胞，細胞型態沒有明顯的改變，仍呈現懸浮、圓形球狀，無法以肉眼分

辨細胞是否分化完全，需要分析基因的表現來證明細胞的分化。 

HL-60 細胞經由 ATRA 分化成顆粒球細胞，可能誘發一些基因表現，當細菌感染細

胞後，我們使用 RT-PCR 方法來分析顆粒球細胞抵抗細菌感染之基因表現。使用 ATRA (1 

(g/ml) 培養 24 小時使細胞分化，再分別或共同加入 LPS (1 (g/ml)、IFN-γ (100 U/ml)，6

或 24 小時。結果顯示經由 ATRA 分化 24 小時後，即可表現 MMP-2、TG-2。在 ATRA

存在下，LPS 能引發 IL-1β、IL-8、MCP-1、COX-2、MMP-1 基因表現；而 IFN-γ單獨無

法引發基因表現，但卻能增強 LPS 的效應。特別的是，IP-10 只在 LPS、IFN-γ兩者同時

存在下才會表現 (Fig. 4A、B)。 

 
3.1.2. TPA  

HL-60 細胞經由 TPA 分化，以一般光學顯微鏡觀察細胞分化情形及細胞型態。HL-60

細胞原本為懸浮、圓形球狀；當細胞經由 30、80、160 nM TPA 分別培養 48、72 小時，

細胞分化成巨噬細胞，細胞型態改變，細胞被拉扯，呈現貼壁、紡綞狀；在 80、160 nM 
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TPA、72 小時作用下細胞分化完全 (Fig. 5A)。 

HL-60 細胞經由 TPA 分別分化成巨噬細胞，可能誘發一些基因表現，我們使用

RT-PCR 方法來分析分化成巨噬細胞之基因表現。我們使用 30、80、160 nM TPA 分別培

養 48、72 小時，細胞分化成巨噬細胞。結果顯示，分化成巨噬細胞後 IL-1β、IL-8、MCP-1、

TG-2、MMP-1、MMP-2、MMP-9 基因會表現；但是在 160 nM TPA 作用下，細胞因過

度分化，導致細胞死亡，所以 IL-1β、IL-8、MMP-9 反而表現降低 (Fig. 5B)。  

 
3.1.3. Vit-D3  

HL-60 細胞經由 Vit-D3 分別分化成單核球，可能誘發一些基因表現，我們使用

RT-PCR 方法來分析分化成單核球之基因表現。 

而經由 1、10、100 nM Vit-D3 分別作用 72、96 小時，細胞分化成單核球，細胞型

態略呈現破碎、非圓形球狀，在 10、100 nM Vit-D3、96 小時作用下細胞分化完全 (Fig. 

6A)。 

而 HL-60 細胞經由 1、10、100 nM Vit-D3 分別培養 72、96 小時，細胞分化成單核

球，結果顯示 Vit-D3 分化後 IL-1β、IL-8、COX-2、MMP-2 基因會表現；然而在 100 nM 

Vit-D3，72 小時培養下，MMP-1 會表現；MMP-9 在 96 小時才會表現；MMP-2 隨濃度

增加表現量漸減；IL-1β、IL-8 在 96 小時表現降低，MCP-1、TG-2 不表現 (Fig. 6B)。 

 

3.1.4. 細胞激素及細菌、病毒感染 

HL-60 細胞分別及共同刺激 LPS (1 µg/ml)、IFN-γ (100 U/ml)、poly IC (100 µg/ml)，

6、24 小時，以 RT-PCR 方法來分析基因表現。結果顯示，IL-1β、IL-8、MCP-1 能被 LPS

誘發表現，IFN-γ能增強 LPS 的效果；但是 IL-8、MCP-1 在單獨 LPS 及兩者共同刺激下，

mRNA 的表現量在 6 小時大量增加，但在 24 小時則減退。而 IP-10 則是由 IFN-γ誘發表

現，LPS 能增強 IFN-γ的效果，且兩者共同刺激下，mRNA 的表現量在 24 小時會比 6 小

時高 (Fig. 7A)。 
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HL-60 細胞在 poly IC 單獨作用下並無法誘導如 IL-1β、IL-8、MCP-1 等基因的表現。

當 IFN-γ刺激後 IP-10 會表現，在 poly IC 加 IFN-γ共同刺激下會加強 IP-10 的表現，所以

IP-10 是由 IFN-γ誘導，poly IC 能加強其作用 (Fig 7B)。 

由於 poly IC 刺激 HL-60 細胞無法引起基因的表現，我們懷疑 HL-60 細胞是否缺乏

dsRNA 的接受器 TLR-3，所以我們拿血管內皮細胞 (ECV 304)。實驗結果顯示，ECV 304

細胞原來就表現 TLR-3，經 poly IC 刺激之後 TLR-3 大量增加，而 HL-60 細胞則是在 poly 

IC 刺激前後，都不會表現 TLR-3 (Fig 7C)。 

 

4. 討論 
4.1. 人類前骨髓性白血病細胞 (HL-60 細胞) 的基因表現 

HL-60 細胞為血球細胞的前驅細胞，當細胞成熟並分化為顆粒球，嗜中性球、單核

球、巨噬細胞會各自發揮基功能去對抗外來病毒，細菌的感染，以及產生一些發炎性的

細胞激素或趨化因子對抗外來病原，執行免疫反應及達到保護宿主的目地。因此，我們

用 RT-PCR 分析 HL-60 細胞經 ATRA、TPA、Vit-D3 分化或模擬細菌 (LPS)、病毒 (dsRNA) 

感染，觀察基因表現。 

 

4.1.1. ATRA 對基因表現的影響 

HL-60 細胞在一般顯微鏡觀察下是圓型、亮亮的懸浮細胞，經由 ATRA 分化後，細

胞外型上沒有明顯的改變，但是，如果在分化後再加以刺激 LPS 或 IFN-γ，細胞則有

15~20%死亡現象。以 RT-PCR 分析基因表現，發現 HL-60 細胞只要經由 ATRA 分化 24

小時，MMP-2、TG-2 基因都會表現。而利用 ATRA 分化後的 HL-60 細胞再刺激 LPS 模

擬細菌感染，則會引發 IL-1β、IL-8、MCP-1、COX-2、MMP-1 基因表現，而 IFN-γ 單

純無法引發基因表現，但卻能增強 LPS 的效應，且在 24 小時 mRNA 的表現量較 6 小時

強。因此，我們推測 LPS 是經由活化 NF-κB 路徑去產生 IL-1β、IL-8、MCP-1、COX-2

這些發炎因子，而 IL-1β可能再活化 NF-κB 造成放大效果。由文獻指出，當 LPS 刺激人
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類單核球細胞 THP-1 細胞，會誘導細胞激素 IL-1、TNF-α、IL-6 及趨化因子 IL-8、MCP-1

基因表現，還會誘發 iNOS 的基因表現。另外，在細胞激素，細菌產物 (LPS、CpG DNA) 

的刺激下，會誘發 COX-2 基因表現。有文獻指出，MMP 在血管新生 (angiogenesis)、腫

瘤生長及細胞外基質 (extracellular matrix, ECM) 被破壞及改變時，都會表現。重要的

是，在急性前骨髓性白血病細胞被証實會表現 MMP-2 及 MMP-9 基因。與我們結果相同

的是 IL-1、IL-8、MCP-1、COX-2、MMP-1、MMP-2 表因會表現。但是，我們的 HL-60

細胞經 LPS 作用於顆粒球細胞並不表現 iNOS 及 TNF-α 基因，我們推測可能是細胞株不

同，所以表達的基因也不盡相同。 

 

4.1.2. TPA 對基因表現的影響 

HL-60 細胞經由不同濃度的 TPA 分化 48、72 小時後，以一般光學顯微鏡觀察細胞

分化情形及型態。HL-60 細胞分化為巨噬細胞後，外形呈現貼壁、紡綞狀。我們懷疑是

否有分化過度現象。於是利用 PI 及 Ho342 染劑染分化前後的 HL-60 細胞，發現細胞分

化前後的死亡比率都維持於 5-10%是一般細胞的正常存活率，因此，細胞處於適度活化

狀態。只有 160 nM TPA 作用下，細胞過度分化，細胞週期停止，細胞約有 60%死亡。 

在之前的研究指出，在細胞激素或病毒感染的刺激下，會使單核球細胞趨化及活化

變成巨噬細胞，引發免疫反應消除感染原，而此一趨化 (chemotaxis) 過程需要 MCP-1

的參與。此外，在動脈硬化斑形成過程中，活化的巨噬細胞會吞噬 ox-LDL 形成泡沫細

胞在本研究中，我們發現 TPA 分化為巨噬細胞後，MCP-1 會表現。 

有文獻報導，TG-2 的表現和細胞的貼附性有關，它可能參與細胞間質 (ECM) 的作

用。我們用 TPA 分化細胞造成細胞構形的改變，細胞受拉扯變為貼壁，紡綞樹枝狀且

TG-2 mRNA 表現，証明 TG-2 在細胞分化時是其中一個重要的指標。 

巨噬細胞在成熟與活化時，會分泌一些細胞激素與趨化因子，如 IL-1、TNF-α、IL-8

等，執行免疫反應的第一道防線去攻擊外來致病原，與我們結果相同的是 IL-1β、IL-8，

表現於 TPA 分化細胞成巨噬細胞之時，但不同的是 TPA 化分 HL-60 細胞成巨噬細胞卻
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測不到 TNF-α 及 iNOS 的表現，我們推測可能是此細胞株不會表現，而 RAW 264.7 細胞

是巨噬細胞的細胞株，所以會表現。 

 

4.1.3. Vit-D3 對基因表現的影響 

HL-60 細胞經由不同濃度 Vit-D3 分化 48、72 小時後，以一般光學顯微鏡觀察細胞

分化情形及型態。HL-60 細胞分化為單核球細胞後，外形呈現非圓形、棘狀。我們同樣

懷疑是否有分化過度現象。於是利用 PI 及 H0342 染劑染分化前後的 HL-60 細胞，發現

細胞分化前後的死亡比率都維持於 5-10%是細胞的正常存活率，所以細胞處於適度活化

狀態。 

在先前研究指出，Vit-D3 會與 Vit-D3 Receptor (VDR) 結合，造成下游訊息傳遞，

Vit-D3 刺激 HL-60 細胞分化以基因晶片分析，發現會活化一些基因的表現，如 ligand 結

合 cytokine 受器。細胞表面抗原、防禦力 (defense)、免疫力 (immunity)及黏著分子的功

能。在本研究中，証明 Vit-D3 將 HL-60 細胞分化為單核球細胞時，IL-1β、IL-8 會表現，

這些表現和先天性免疫力有相關性，另外 COX-2、MMP-2 也會表現，而且 MMP-9 在成

熟單核球及顆粒球會表現。且已有文獻提出在急性前骨髓性白血病 (Acute myeloid 

leukemia, AML) 細胞會表現 MMP-2 及 MMP-9，顯示了這二個基因與腫瘤生長及白血病

病程的發展很有關。  

4.1.4. 細菌及病毒感染對基因表現的影響  

之前文獻報導，HL-60 細胞經細菌產物 (LPS) 的刺激後會誘發一些基因表現，如

TNF-α、IL-1β、IL-8。我們的結果，都會誘發 IL-1β、IL-8 的表現，但是我們測不到 TNF-α

的存在，可能是因為 LPS 濃度不同；文獻使用 LPS 為 10 µg/ml。而我們用的濃度為 1 µg/ml。 

有文獻指出，HL-60 細胞經 LPS 刺激可以誘發 MCP-1 的表現，MCP-1 為單核球或

巨噬細胞的趨化因子，當外加細胞激素 IFN-γ、GM-CSF、M-CSF 等則可加強 LPS 的反

應。由於 LPS 的作用是屬於較前期的反應，所以在 6 小時刺激下，IL-1、IL-8、MCP-1
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的 mRNA 表現會大量升高，而 24 小時消退，且 IFN-γ 單獨刺激並不會影響這些基因的

表現，但卻能增強 LPS 的效果。有趣的是，IP-10 在 HL-60 細胞刺激 IFN-γ 時表現，且

poly IC 會增強 IP-10 的表現。 

先前文獻指出，leukocyte 類的細胞並不表現 TLR3，與我們結果相同的是 HL-60 細

胞並不表現 TLR3，是否 TLR3 表現在細胞分化前後會有改變，值得進一步研究。我們

以 poly IC 模擬病毒感染去刺激 HL-60 細胞，由於 HL-60 細胞乏 TLR3，poly IC 無法與

TLR3 結合傳遞下游訊息分子，所以測不到細胞激素與趨化因子的表現。 
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