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1. INTRODUCTION 

1.1. 動脈硬化症 

目前已有很多文獻報導自體免疫疾病如類風濕性關節炎病人容易產生心血管方面疾病，且

併發心血管疾病是造成類風濕性關節炎病人死亡的主要原因 [1, 2]。血管壁的發炎反應會吸引

單核球到細胞激素濃度高的部位，對細胞碎片、脂質進行吞噬作用造成血管壁改變，這種改變

容易加速動脈硬化的產生。 自體免疫疾病病人併發心血管疾病並無法用傳統的心血管危險因子

（如：高血壓、高脂血症、糖尿病和抽煙）來解釋，雖然其機制還沒完全被解開，但內皮細胞

經自體抗原 (autoantigen) 活化似乎是其中的一個原因。因為內皮細胞活化造成內皮細胞損壞，

可以想像慢性的內皮細胞損壞（自體免疫疾病的病人也有此現象）是心血管疾病發生率增高的

原因 [3]。 

1.1.1. 血管壁的發炎反應及動脈粥樣硬化的病程 

動脈粥樣硬化 (atherosclerosis) 是一種脂質與發炎細胞的聚積並伴隨著平滑肌細胞(smooth 

muscle cell, SMC) 增生與細胞外間質液分泌 (extracellular matrix secretion) 所引起的細胞內膜

纖維變性 (intimal fibrosis)，這是動脈硬化斑生長的主要現象。這些異常的區域顯示出血管內細

胞的完整性被破壞，而使細胞外的低密度脂蛋白 (LDL) 聚集在這些區域，這些內皮細胞的異

常可能是很多心血管疾病的誘因。 

在動脈粥樣硬化發展的過程中，有幾個步驟會發生：(1). 血管局部損傷，會釋放出趨化因

子吸引血球細胞進行受損細胞的清除，以及血管生長因子以進行修補，細胞外的低密度脂蛋白

此時會由損壞的內膜進入細胞內。(2). 單核細胞 (monocytes) 會向內皮的表面黏著並藉趨化因

子 (chemokines) 及黏附蛋白 (adhesion molecules) 進入內膜，單核細胞因細胞激素而改變形態

成巨噬細胞 (macrophages) 。(3). 接著在病灶處活化的巨噬細胞會釋放出自由基如 NO、H2O2，

這些化學分子會造成低密度脂蛋白過氧化 (lipid peroxidation) 轉變成氧化型低密度脂蛋白 

(oxidized LDL, ox-LDL)，這種受到氧化的 LDL 不再被 LDL 接受體所辨識。反而與巨噬細胞上

的接受器 (scavenger receptors) CD36 有極高的親合力。巨噬細胞因吞噬 ox-LDL 變成泡沫細胞 

(foam cell)，是粥樣硬化過程中在電子顯微鏡下可見最早可辨識的病灶。大量的脂質持續的聚集

在泡沫細胞，最後使細胞破裂，結果大量的細胞外脂質取代了正常的細胞與間質，而形成一個

明顯的以脂質為核心，外環包圍著死亡巨噬細胞的粥瘤 (atheroma) 病灶。 
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1.1.2. 細胞激素及趨化因子在動脈硬化症的角色 

細胞激素是一群小的蛋白質 (約 25 kDa)，可由體內不同細胞所釋放，與一些刺激反應有

關，可透過接受器而活化。IL-1β、TNF-α、IFN-γ 是主要的促發炎細胞激素。IL-1β及 TNF-α 為

多功能的細胞激素，可由內皮細胞、平滑肌細胞及巨噬細胞產生；且與刺激其它細胞激素產生

有關 [4]。在急性冠狀動脈症，白血球與血小板黏附增加在血液中，可能造成梗塞，而白血球

結合至活化的血小板可產生 IL-1β、 IL-8 和 MCP-1；這些發現認為白血球與血小板黏附可能導

致急性的發炎反應 [5]。 

趨化因子屬於細胞激素的一種 (約 8-12 kDa)，能吸引免疫細胞到免疫反應部位。趨化因子

在人體的免疫防禦和調節、血管生成、愛滋病病毒 (HIV) 感染等方面發揮重要作用。發炎反應

的趨化因子表現在許多細胞，主要可趨化作用細胞 (effector cells) 至發炎反應處，如：顆粒球 

(granulocytes)、單核球 (monocytes)、自然殺手細胞 (NK cells) 等。而趨化因子會與其接受器作

用，協同細胞移動 [6]。趨化因子在動脈硬化的角色逐漸被重視。單核球的移動是形成動脈硬

化最早的指標；而單核球移動到血管壁主要是由趨化因子所調控，特別是單核球趨化因子，如 

MCP-1 [7]。MCP-1 可由內皮細胞、平滑肌細胞和單核球產生，可趨化單核球移動通過內皮障壁 

[8]。MCP-1 在動脈硬化的主要角色，已由一些研究所證實，在 apolipoprotein E (apoE) 剔除的

老鼠中，再剔除 MCP-1 之 receptor CC chemokine receptor (CCR2)，可抑制巨噬細胞累積在內

皮，明顯減少動脈硬化  [9]。此外趨化因子如 IL-8，MCP-1 也和發炎造成的新血管生成 

(angiogenesis)有關，相反的，IP-10/CXCL10 則是屬於抗發炎及抗血管新生 [10-18]。MCP-1/CCL2

可趨化單核球、T 淋巴細胞、NK 細胞和嗜鹼性球 [19]。其它趨化因子像 Fractalkine/CX3CL1

可趨化單核球及淋巴球且可作為細胞的黏附因子 [19,20]。  

1.1.3. 雙股核醣核酸 

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，會

造成感染細胞凋亡 [21]。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 可使雙股核醣核酸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 PKR 可自體磷酸化 [22]。 

Poly IC 是一種由 inosinic 和 cytidylic acids 化學合成的 dsRNA 類似物，經常被用來模擬

dsRNA 病毒感染的情形 [23]。在一些文獻中，dsRNA 可經由產生趨化因子引起胰島炎，並結

合局部的細胞激素造成 β-cell 死亡 [24]。以 dsRNA 刺激內皮細胞 (HUVEC)，可比 IL-1β產生

較高量的 IL-6、OAS、PKR、IRF-1 等抗病毒基因 [25]。在老鼠主動脈內皮細胞用 poly IC 和

TNF-α 刺激所產生 E-selectin 的過程中，是需要 PKR 的參與 [26] 且可使 VCAM-1 表現量增加 
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[27]，因此猜測 PKR 也與白血球的吸附作用有關。 

1.2. 血管內皮細胞基因表現對動脈硬化的影響 

在血管發炎反應過程中，經由一連串的調控，趨化血球至發炎反應處。在 TNF-α 與 IL-1β 

剌激的內皮細胞會表現吸附因子，如：ICAM-1；另外也會剌激鄰近的細胞產生趨化因子，以

趨化血球 [28]。現已發現有許多與血球吸附及趨化有關的基因，(1). 細胞激素：IL-1, IL-6, IL-8, 

TNF-α, MCP-1, RANTES。(2). 黏附因子：E-selectin, ICAM-1, VCAM-1。(3). 免疫調控：MHC-I, 

MHC-II, IRF-1。(4). 其它：iNOS, COX-2, MnSOD, MMP-2, MMP-9 [29]。 

 

1.3. 研究目的 

動脈硬化是由發炎免疫反應所引起，其中免疫細胞所分泌的細胞激素造成血管內皮細胞產

生變化是重要成因之一；因此，我們利用血管內皮細胞株 (ECV304)，以不同的發炎細胞激素

及模擬病毒感染等刺激，研究其和發炎反應有關之基因表現，並找出可能參與基因調控的訊號

傳遞路徑。  

 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. ECV 細胞培養 (Cell culture) 

人類血管內皮細胞細胞株 (human vascular endothelial cells, ECV304)平均培養在 6 公分的培

養皿上，使用的培養基為 M199 (Gibco, Cat. 31100-035) 另加 10 % fetal bovine serum (FBS, Gibco, 

Cat. 10270-106)。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：50 U/ml 

IL-1β (PeproTech)、100 U/ml TNF-α (Biosource)、100 U/ml IFN-γ (Biosource)、100 µg/ml poly（IC） 

(Sigma) 及訊息傳遞路徑 NF-κB 抑制劑： 100µM PDTC (Sigma)，25µM MG-132 (Calbiochem)；

MAPK 抑制劑：p38 inhibitor 10µM SB203580 (Calbiochem)，ERK inhibitor 100µM PD98069 

(Calbiochem)。細胞刺激 6 至 24 小時，收集細胞萃取 RNA 及作 RT-PCR。 

2.2. RNA 萃取及 RT-PCR 

使用 Dynabeads  mRNA DIRECT Kit 萃取細胞之 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)，細胞以 lysis buffer 破碎後加入 oligo dT

的細珠，利用磁座 (Calbiochem, Cat. 69964-3) 將磁珠吸住，以 100 µl 緩衝液洗二次，再於 65

℃水浴槽中 2 分鐘，使 mRNA 與磁珠分開，取上清液 (含 mRNA)冷藏在-20℃。每 10 µl 的總
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反應體積，含 3 µl 的 mRNA 及 7µl 的反應溶液 (Promega), 0.5 mM of each dNTP, 2.5 µM random 

hexamer primers, 2.5 U/µl RNase inhibitor， 12.5 U/µl M-MLV reverse transcriptase (Promega)，陰

性對照組使用滅菌水代替 mRNA。在 37℃反應 1 小時。PCR 使用 0.2ml 薄壁管在聚合酶連鎖反

應熱循環儀 (GeneAmp PCR System 2700) 反應。加 2.5µl cDNA 的 PCR 反應溶液，總體積為

25µl。反應條件為 94℃、5 分鐘，接著 94℃、45 秒，58℃、45 秒，72℃、1 分 20 秒，各組引

子的最佳 PCR 循環數皆經過實驗選定，最後一個循環再於 72℃反應 10 分鐘。每個 RT-PCR 實

驗在逆轉錄實驗時都用滅菌水替代 mRNA 做為陰性對照組。每次實驗自細胞培養基算起，重複

3-5 次。 

2.3. 以基因晶片分析病毒感染對 ECV304 基因表現之影響 

約 107 ECV304 細胞經 100 µg/ml poly(IC) 培養 6 h 之後（對照組不加），經 total RNA 萃取，

分別標記紅及綠色之螢光， 於基因晶片（Agilent Whole Genome Oligonucleotide Microarray 40K）

競爭雜合，再以高靈敏度之紅(635 nm)、綠(532 nm) 螢光偵測，比較每組檢體間之基因表現之

差異。  

 

3. RESULTS 

3.1. 比較細胞激素及 poly IC 對 ECV 304 基因表現之影響 

促發炎反應細胞素可能可以誘發 MCP-1 基因表現，我們使用 RT-PCR 方法來觀察基因表現

的變化，以 IL-1β (50U/ml) + IFN-γ (100U/ml) + TNF-α (100U/ml) 刺激內皮細胞 6 及 24h，嚐試

找出最佳 PCR 循環數以偵測細胞激素及對基因表現的影響，6 及 24h 對照組無 MCP-1 表現，

經 3 種 cytokines 刺激 6 小時即可偵測到 MCP-1 mRNA 上升且在 24h 持續增強 (Fig 1)。 

接著分別用不同的細胞激素，IL-1β (50U/ml)、IFN-γ (100U/ml)、TNF-α (100U/ml) 個別或

合併刺激內皮細胞，刺激 6 小時後以 RT-PCR 測基因表現，與對照組比較後，發現只有 IL-1β 能

使 MCP-1 mRNA 表現，IFN-γ、TNF-α 單獨刺激則不能使 MCP-1 表現，但 IFN-γ 可增強 IL-1β 

的刺激作用。GAPDH 為對照組 (Fig 2)。 

使用 poly IC 模擬病毒感染，並與 IL-1β、IFN-γ 刺激所表現的基因做比較。使用 IL-1β 

(50U/ml)、IFN-γ (100U/ml)、PIC (100 µg/ml) 刺激細胞 6 小時後以 RT-PCR 測基因表現。發現

Fractalkine、MCP-1 可同時被 IL-1β、IFN-γ、PIC 所刺激表現，PKR、IP-10 則可由 IFN-γ及 PIC

所刺激表現，而 IL-8、MnSOD 可被 IL-1β及 PIC 所刺激表現 (Fig 3)。 
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3.2. NFκB 及 MAPK 訊號訊號傳遞路徑之研究 

NFκB 路徑之研究﹕使用 NF-κB 的抑制劑，PDTC (100 µM) 和 MG-132 (25 µM) 提前培養

細胞 1 個小時，之後再以 IL-1β (50U/ml)、IFN-γ (100U/ml)、PIC (100 µg/ml) 刺激細胞 6 小時後

以 RT-PCR 檢測基因表現。發現由 poly IC 所誘發的 MnSOD、MCP-1、Fractalkine 和 PKR 是經

由 NF-κB 路徑表現 (Fig 4)。探討其他基因表現是否藉由 MAPK 路徑，實驗中使用 p38 及 MAPK

抑制劑，PD98059 (為 MEK1/2 抑制劑，抑制 ERK1/2 路徑) (100 µM)、SB203580 (抑制 p38 MAPK

路徑) (10 µM) 提前培養細胞 1 個小時，之後再以 IL-1β (50U/ml)、IFN-γ (100U/ml)、PIC (100 

µg/ml) 刺激細胞 6 小時後以 RT-PCR 測基因表現。發現由 IL-1β 及 poly IC 誘發的 MCP-1 

mRNA 不僅經由 NF-κB 路徑，也經由 p38 MAPK 路徑；另外經由 p38 MAPK 路徑的基因還有

由 IL-1β 及 poly IC 刺激所產生的 IL-8 (Fig 5)。 

3.3. 以基因晶片分析病毒感染對 ECV304 基因表現之影響 

以基因晶片分析病毒感染對 ECV304 基因表現之影響, 結果顯示 ECV304 細胞經 100 µg/ml 

poly(IC) 培養 6 h 之後，部分的基因表現有上升（超過 2 倍）的現象﹕ 

� 和 MHC-I 相關﹕MHC-1 heavy chain A, B, C, E, F, G 等；β2m，TAP (Transporter of Ag 

Processing)，TAP binding protein 

� cytokine 或 chemokines﹕IP-10，Fractalkine，GRO-α, β, γ，RANTES，MIP-3α等 

� 黏附分子（Adhesion molecules）或與血管新生（angiogenesis）相關﹕ICAM，integrin，

syndecan，trypsin-like serine protease，endothelial celll protease inhibitor，metastasis-related 

proteins: MMP inhibitors，tight junction proteins 等 

� 和 Apoptosis, defense 相關﹕Bcl-2 related pro-apoptotic，MnSOD，metallothionein proteins，

TNF-α and TNFR associated proteins 等 

� 和訊號傳遞路徑（signal transduction）或基因轉錄（transcription factors）有關﹕jun，NFκB，

IκB，STAT1，IRF-1，IRF-7，PKR，Guanylate-binding proteins (GBP)，IFN-induced RAR 

corepressor 等 

� 抗病毒反應 Antiviral response and RNA editing﹕RNA adenosine deaminase，2-5 oligoadenylae 

synthase (OAS) 等 
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Ctrl 3 cytokines＊ Ctrl 3 cytokines＊

24 h6 h

Cycles 16 19 2216 19 2216 19 2216 19 22

GAPDH

Ctrl 3 cytokines＊ Ctrl 3 cytokines＊

24 h6 h

Cycles 23 2623 2623 2623 26
MCP-1

 
 
Fig. 1 使用 RT-PCR 方法來觀察基因表現的變化，以 IL-1β (50U/ml) + IFN-γ (100U/ml) + TNF-α (100U/ml) 
刺激內皮細胞 6 及 24h，嚐試找出最佳 PCR 循環數以偵測細胞激素及對基因表現的影響，Ctrl 為對照組

cytokines 刺激 6 小時即可偵測到 MCP-1 mRNA 上升且在 24h 持續增強， GADPH 作為檢測 mRNA 的量 
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Fig. 2 分別用不同的細胞激素，IL-1β (50U/ml)、IFN-γ (100U/ml)、TNF-α (100U/ml) 個別或合併刺激內

皮細胞，刺激 6 小時後以 RT-PCR 測 MCP-1 基因表現，Ctrl 為對照組， GADPH 作為檢測 mRNA 的量。 
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Fig. 3 比較細胞激素，IL-1β (50U/ml)、IFN-γ (100U/ml)、及 poly（IC） (100 µg/ml) 個別或合併刺激內

皮細胞，刺激 6 小時後以 RT-PCR 測不同基因表現，Ctrl 為對照組， GADPH 作為檢測 mRNA 的量。 
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Fig. 4 NFκB 路徑之研究﹕使用 NF-κB 的抑制劑，PDTC (100 µM) 和 MG-132 (25 µM) 提前培

養細胞 1 個小時，之後再以 IL-1β (50U/ml)、IFN-γ (100U/ml)、PIC (100 µg/ml) 刺激細胞 6 小時

後以 RT-PCR 檢測基因表現。
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IL-8

Ctrl IL-1β

PD98059 (100 µM)
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IL-1β

SB203580 (10 µM)
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Fig. 5 MAPK 路徑之探討， PD98059 (為 MEK1/2 抑制劑，抑制 ERK1/2 路徑) (100 µM)、SB203580 
(抑制 p38 MAPK 路徑) (10 µM) 提前培養細胞 1 個小時，之後再以 IL-1β (50U/ml)、IFN-γ 
(100U/ml)、PIC (100 µg/ml) 刺激 ECV 細胞 6 小時後以 RT-PCR 測基因表現。 
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4. DISCUSSION 

內皮細胞損壞是形成動脈硬化的首要條件，而已知許多的細胞激素或趨化因子會造成內皮

損壞，一些報導發現，當細胞激素增加時，可剌激內皮細胞產生發炎相關的細胞激素或趨化因

子，如：IFN-γ 刺激人類臍帶靜脈細胞 (HUVEC) 會產生很強的 RANTES mRNA；另外的研究，

以細胞激素刺激肺部微管內皮細胞會表現 IL-8 和 MCP-1 的 mRNA (詳見[30])。 

因此我們使用促發炎反應細胞激素 (IL-1β、TNF-α、IFN-γ)，刺激內皮細胞 (ECV304)，當

三種細胞激素同時刺激內皮細胞時，在 6 小時即可使 MCP-1 的基因開始表現 (Fig 1)，24 小時

可更強。由此推測內皮細胞在發炎的時候，會表現 MCP-1。而單核球的趨化及活化變成巨噬細

胞都需靠 MCP-1，巨噬細胞會吞噬 ox-LDL 形成泡沫細胞，是引起動脈硬化的主要原因 [31, 

32]，因此，我們認為在細胞激素或病毒感染的刺激之下，內皮細胞 (ECV304) 所表現的 MCP-1

或其它動脈硬化相關的基因，會促進動脈硬化形成。 

個別用不同細胞激素刺激內皮細胞 6 小時，發現只有 IL-1β可誘發 MCP-1 基因表現，其它

二個細胞激素則不行 (Fig 2)，且 IFN-γ 可增強 IL-1β 的效果，使 MCP-1 表現更強。表示內皮

細胞在發炎反應時，主要是被 IL-1β 所誘發產生 MCP-1 基因。已有文獻指出 IL-1β刺激 islet β 細

胞可誘發 MCP-1 mRNA 表現並分泌蛋白質至培養基中，但 IFN-γ 和 TNF-α 無法誘發 MCP-1 

mRNA 表現也無法增強 IL-1β 的效應 [33]。這與我們的結果相符合，而且我們的結果中，IFN-γ 

會增強 IL-1β 的效應。這現象在 islet β 細胞是沒有看到的，可能是細胞株不同，對細胞激素刺

激反應的路徑也不同所造成。 

病毒感染也是疾病造成的主要原因，有報導指出，病毒感染也會使 MCP-1 表現量上升 

[34]，所以我們使用 poly IC，一種模擬病毒感染的藥物刺激細胞，看是否與 IL-1β 刺激所表現

的基因一樣，在 IL-1β、IFN-γ、poly IC 各別或協同刺激 6 小時後，發現 fractalkine、MCP-1 可

同時被 IL-1β、IFN-γ、PIC 所刺激表現，PKR、IP-10 則可由 IFN-γ、PIC 所刺激表現，而 IL-8、

MnSOD 可被 IL-1β、poly IC 所刺激表現 (Fig 3)。由此可知，不論在發炎反應或病毒感染時，

均有一些基因被誘發，目的是為了清除發炎反應，但若產生過量可能會造成細胞損壞或病變。 

了解有那些基因表現後，我們想知道它們經由的路徑是如何，最近的研究證實 MCP-1 的表

現是經由 NF-κB，也有文獻指出在人類的動脈硬化部位偵測到 NF-κB 活化的現象 [35]，所以我

們利用 NF-κB 抑制劑，看是否能抑制住基因的表現；發現 MnSOD、MCP-1、Fractalkine 和 PKR

是經由 NF-κB 路徑調控 (Fig 4)。抑制劑對 poly IC 和 IL-1β 的效果是一樣的，猜測 poly IC 和 

IL-1β 有共同的 NF-κB 路徑。另外有文獻發現，IL-1β 也可能經 MAPK 路徑調控基因表現，已

發現促發炎細胞激素可活化 MAPK 路徑，引發基因的表現，已知的 MAPK 路徑有 ERK1/2, 

JNK/SAPK, p38，ERK 和 p38 路徑分別可被 PD98059 及 SB203580 所阻斷，當使用 MAPK 路
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徑的抑制劑，由 poly IC 所誘發的 MCP-1 及 IL-8 的確被 MAPK 路徑 (ERK1/2 及 p38) 所調控 (Fig 

5)，可由此推測出當病毒感染時，所引起 MCP-1 mRNA 表現的路徑可透過 NF-κB 及 MAPK。

由以上結果，可知發炎反應和病毒感染可引起 MCP-1 或其它趨化因子的基因表現，而 MCP-1

經由刺激表現的路徑可經由 NF-κB 和 MAPK。猜測這些經由刺激產生的趨化因子和細胞激素，

可能影響內皮細胞，進而造成動脈硬化的產生。 

細胞激素與病毒感染可分別引起血管內皮細胞多和發炎或抗病毒反應基因的表現，這些基

因的表現需要訊號傳遞路徑的活化及轉錄因子的參與，IL-1β，IFN-γ及 dsRNA 分別有共同的路

徑，我們已經以基因晶片可血管細胞做一系列關於發炎反應所表現的基因篩檢，將來繼續對基

因的功能做進一步分析這些分子在動脈硬化及血管新生的角色。同時我們也在進行 dsRNA 對巨

噬細胞活化的影響。 
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