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Abstract

    Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of proteolytic enzymes that can degrade 
all the components of the extracellular matrix when they are activated. T-cells, macrophages, 
eosinophils, and neutrophils all produce and secrete MMPs with cell-specific patterns and 
functional roles in the mediation of immunity and inflammation. The present study examined 
the expression and activation of MMPs in meningoencephalitis induced by the nematode 
Angiostrongylus cantonensis. The brain homogenate of the A. c. infected mice was subjected 
to examine by gelatin zymography. We find a protease band with estimated molecular weights 
of  94 kDa gradually increased to reach plateau at 14 days post-infection, when A. c. larvae 
migrated to brain and induced serious meningoencephalitis. However, this protease 
disappeared at 35 days post-infection, when infected mice recovered from 
meningoencephalitis. This protease is also absent in normal mice brain. In an attempt to 
characterize this protease, we employed protease inhibitor studies to identify it as matrix 
metalloproteinases. In addition, this protease was identified immunologically as MMP-9 by 
Western blot analysis. Immunohistochemical studies in infected mice brain demonstrated that 
the infiltrating macrophages in the meninges were the major immuno-reactive cells for 
MMP-9. The MMP-9 also deposited upon the basement membrane of blood vessels in the 
meninges. Our results suggest that parasitic meningoencephalitis could induce MMP-9 
producing in infiltrated macrophages. The possible roles of the MMP-9 in the pathogenesis of 
meningoencephalitis induced by A. c. need to be further investigated.

摘要

    Matrix metalloproteinases (MMPs)是一類可分解細胞外結締纖維的蛋白酵素，此類酵
素由細胞先以酵素原型式製造並分泌至細胞外，經由它種蛋白酵素作用後才可活化；在
免疫及發炎反應中，T 細胞、巨嗜細胞、嗜酸性白血球、及嗜中性白血球皆會製造特定
的 MMPs 以協助這些免疫細胞完成其特定生理功能。在本研究中，我們想要觀察在廣東
住血線蟲感染所引發的腦膜炎中，是否也有特定的 MMPs 參與發炎反應；我們以 gelatin 
zymography 來分析感染鼠腦的均質液，結果發現一個分子量約為 94 kDa 的蛋白分解酵
素出現在感染廣東住血線蟲後十四天的小鼠腦中，此時蟲體已移行至腦部引發腦膜炎；
然而在小鼠感三十五天後，此蛋白分解酵素逐漸消失，此時蟲體已死亡而小鼠也漸恢復
健康，而在健康小鼠腦中也無此蛋白分解酵素存在。為了進一步分析此蛋白分解酵素，
我們首先以各類蛋白分解酵素抑制劑來分析其為何種型式的酵素，結果證實其確為
MMPs，接著進一步以特定 MMPs 的抗體藉由 Western blot 法分析此 MMPs，結果證實
其為 MMP-9。接著為了了解此 MMP-9 由何種細胞所製造及分泌,我們利用 MMP-9 的抗
體藉由免疫組織染色法分析感染的鼠腦組織，結果發現 MMP-9 主要出現在浸潤魚腦膜
下的巨噬細胞中，此外腦膜血管壁上也堆積了許多 MMP-9，由此可知廣東住血線蟲感



3

染所引發的腦膜炎可刺激巨噬細胞製造分泌 MMP-9，至於此 MMP-9 在其致病機轉上所
扮演的角色，則有待進一步分析。

計劃緣由與目的

廣東住血線蟲是一種寄生在大白鼠(Rat)肺動脈的線蟲，可經意外感染於人類，屬於人畜
共通寄生蟲(zoonotic parasites)中的一種（1），主要分佈於東南亞和南太平洋一帶，台灣整
個島嶼幾乎都有此寄生蟲的存在，每年都有因飲食不當而感染廣東住血線蟲病例報告出
現，大部分發生於南部和東部山地部落等，尤以屏東縣最多（2）。此寄生蟲病因吃蝸牛肉
而感染，主要侵犯人類中樞神經系統 (CNS)，是引起嗜伊紅性腦膜炎 (eosinophilic 
meningitis)或嗜伊紅性腦膜腦炎(eosinophilic meningoencephalitis)的主要原因（3-5），更是對
人類性命造成嚴重威脅。引起的病理變化特徵是，腦脊髓液(CSF)及末梢血液的嗜伊紅
性白血球(Eosinophils)增加，腦部嗜伊紅性白血球(Eosinophils)、及淋巴球浸潤等發炎反
應，血腦障壁(BBB)破壞，神經細胞脫髓鞘(demyelination)及小腦(cerebellar)浦金氏細胞
(purkinje cells)喪失、損傷、有空泡等（6）。常見症狀有頭痛、噁心、嘔吐、嗜睡及發燒等，
有時會出現頸部強直、視覺障礙及昏迷等神經症狀（7）。對此寄生蟲感染疾病的診斷上,
傳統物理診斷很困難且準確度不高,目前以偵測病患血中特定抗體或抗原的免疫診斷法
較可行(8,9),但其專一性與特異性仍偏低,有待改進。而在治療上目前多使用 Albendazole
來殺死蟲體(10),但病患求診時往往已感染此寄生蟲兩週以上,蟲體已進入腦部,此時單純
用 Albendazole 來殺死蟲體,死亡的蟲體屍體仍會造成腦部病變,所以此療法療效有限,仍
有待改進。

目前為止，相關文獻對於其引起腦部傷害及神經細胞損傷，脫隨鞘(demyelination) 
等主要的致病機轉尚不清楚。而這些病理變化都與細胞外基質的破壞或蛋白質成份的分
解有關,而細胞外基質的破壞或蛋白質成份的分解,則須靠蛋白分解酵素的作用來達成;
蛋白分解酵素是指可分解 peptide bonds 的酵素,其可出現在小到病毒大至人類的物種中,
若以其作用部位的化學基來分類可將其分為四大類蛋白分解酵素,分別是-serine, metallo, 
thiol 及 aspartyl;蛋白分解酵素可催化許多重要的生物反應,包括荷爾蒙原的代謝過程,血
液凝結與血纖分解,蛋白代謝,免疫反應,及組織復原,因此不難想像蛋白分解酵素在寄生
蟲感染疾病中,可扮演很重要的角色,如協助寄生蟲侵入宿主組織(11-15),消化宿主蛋白(16),
分解黏附在蟲體表面的免疫球蛋白及補體等,以躲避宿主免疫系統攻擊(17,18),及防止血液
凝結(19),所以這類蛋白分解酵素方面的研究,對於瞭解寄生蟲感染症的致病機轉上,意義
重大,本研究就是針對廣東住血線蟲感染是否也有這類蛋白分解酵素的參與作分析,進而
了解蛋白分解酵素對寄生蟲感染症的致病過程中所扮演的角色,若真能發現某些重要的
酵素,進一步便能研發特定的蛋白分解酵素抑制劑,或許對治療上也有幫助。

結果與討論

我們首先以 gelatin 作受質利用 zymography 分析感染廣東住血線蟲兩週後的小鼠
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腦部均質液,結果發現一個分子量約為 94Kda 的蛋白分解酵素,但是在正常老鼠之腦中並
無此一酵素,而且其濃度與感染蟲數成正比,感染六十隻廣東住血線蟲的鼠腦中此酵素濃
度高於只感染三十隻廣東住血線蟲的兩倍以上,我們進一步分析此蛋白分解酵素是在感
染約幾週才出現的.結果發現在感染一週後,此酵素便已出現.此結果與蟲體移行至腦部的
時間一致,兩週時出現最高值,一直維持至四週,等五週後才降低,此時腦中蟲體多已死亡,
且腦膜發炎反應也漸趨緩 ,由於此酵素出現的時間與蟲體移行至腦部及腦膜發炎程度之
間似乎有很好之關聯性.為進一步了解此蛋白酵素為何種,我們以各種不同的蛋白酵素抑
制劑來測試其是否可以抑制此 94Kda 的蛋白酵素, .結果發現 PMSF﹑aprotinin﹑leupeptin
皆無法抑制其活性,只有EDTA可抑制其活性,其他如加上其可分解gelatin, 由此可推測其
可能為 matrix-metalloproteinase 的成員之一; matrix-metalloproteinase 為一種可分解結締
組織的蛋白分解酵素家族, 可分為許多種型式.為進一步分析此94Kda的蛋白分解酵素為
何種,我們以其分子量推測其可能為 MMP9.故取感染小鼠腦部的均質液,利用 MMP-9 之
抗體,以 Western blot 分析.結果證實其的確為 MMP-9. 為進一步釐清此 MMP-9 是由蟲體
製造抑或是由老鼠製造.我們收集鼠腦中的蟲體均質化後,以 zymography 分析,結果並未
發現此MMP-9之出現. 由此可知此MMP-9是因感染A.C.的小鼠腦部細胞所製造.既然已
知 MMP-9 為小鼠製造,那到底是何種細胞所製造的呢?為進一步了解此一問題,我們利用
MMP-9 之抗體,以免疫組織染色法分析感染 A.C.之腦組織,結果發現此 MMP-9 主要由浸
潤於腦膜下之巨噬細胞所製造,此外腦血管壁上也有許多此 MMP-9 的堆積,故推測此蛋
白酵素可能會分解血管壁加速發炎細胞之移行進入腦中,同時也造成腦膜下膜出血的病
變 ,至於其真正的功能是否是如此 ,我們進一步以 matrix-metalloproteinas 的抑制劑
N-acetylcystein 投與廣東住血線蟲感染的小鼠,觀察此藥物是否可因抑制 MMP-9 進而減
緩腦膜炎的病變,結果發現此藥並無療效,推測應是此要屬水溶性,無法穿過血腦障壁,故
無法發揮應有藥效,進來陸續有一些專一性極高的 matrix-metalloproteinase 的抑制劑被發
表,且是脂溶性的,如 GM6001,未來應可再用這類藥物來分析 MMP-9 是否真的在廣東住
血線蟲感染症的致病過程中扮演很重要的角色。

計劃成果自評

本研究的確發現感染廣東住血線蟲的小鼠腦中出現 MMP-9,此酵素在正常腦中並
不存在,進一步分析發現此酵素乃是小鼠腦中的發炎細胞所分泌,如此的發現證實廣東住
血線蟲感染所引發的腦部病變的確與 MMP-9 有關,與計劃預期相符,進一步以酵素抑制
劑來治療此感染症的研究中,受限於經費不足,只能先以較差的藥物 N-acetylcysteine 來試
驗,結果並不成功,計劃在下年度再以專一性極高的 matrix-metalloproteinase 的抑制劑
GM6001來測試,應可了解此MMP-9再感染過程中所變演的角色為何,此研究對於廣東住
血線蟲感染的治病積轉及治療方法上提供了另一條路徑。
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