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摘要

摘要

硬皮症是一種全身性白體免疫疾病，主要特徵是其繡在母細胞

會過度的分泌膠原。從過去的文獻，已知 Topo I(Topoisomerase 1 

〉抗體及抗中節抗體在硬皮症的特異性，同時也發現在硬皮症病人，

其染色體之斷裂有糊口的現象，這些結果顯示硬皮症的發生與細胞

內的抗原有密切的關係。至於這些細胞內的抗原如何進到細胞間質

或血液循環中，並進一步引發自體免疫抗憊的機轉，則尚無的可理

論或實驗能以解釋。

如果將攤在母細胞培養在固定的collagen gel內時，細胞會附

著並且仲勵令纖維之中，呈現兩極伸長的形態。再經過一些時悶，

纖維母細胞便開始將膠原纖維重整，收縮collagen gel '使gel的

厚度變簿，並使其中的細胞處於張力緊鶴的狀態。但若以外力解除

此一張力，頁。會引發一連串的反應，其中包括了一種特殊的臉包外

分泌(ectocytos i s) ，可將細胞內的物質恤金膜質科包內分泌至細胞

外。

所以，我們的實驗便利用此一模式，設計將硬皮症病人纖維母

細胞培養在 collagen gel 內在8小時，然後以外力解除細胞緊線的

張力，促使纖維母細胞進行膜泡外分泌(ectocytosis) 。經由利用低

速和超高速的離心，將此過程分泌的膜質小泡分離而收集。再經由

SDS-PAGE以及和80位自體免疫疾病及10位正常人的血清進行免疫點



摘要

舉法分析，結果顯示三種分子為硬皮症血清特別認識，其分子量及賜

姓反應頻率分別為12-14KdC19/43) , 32-34KdC31/43) ， 77一80KdC23/
43) 。其中32-34Kd經進一步研究後証實為anneXlns 。這是一種新的

發現，這些結果顯示緝胞內分子可能擔任硬皮症的病囡角色，同時

代表ectocytosis可能是呈現出自體抗原給免疫系統認識的一個新的

機轉。

rr 



摘要

ABSTRACT 

Scleroderma is a systemic autoimmune disorder characíerized 

by fibrosis and over國production of extracellular matrix components 

by some population of fibroblasts.Most of the intracellular disorders 

in sclerotic fibroblasts are still not elucidated in detail. 

Previously, we have known the roles and the specificity of 

topoisomerase 1 antibodies and anticentromere antibodies in patients 

with scleroderma.And also found an increased occurrence of 

chromosome breakages in patients with scleroderma.These results 

indicate that there are some relationships between the pathogenesis 

of scleroderma and intracellular autoantigens. 

Ectocytosis,the release of sorted cellular proteins in the of 

enriched membrane vesicles,can be triggered by relaxing the tension 

posed upon fibroblasts. 

In the present study ,we are tempted to test the possibility that if 

proteins ectocytosed from non-immune cells might be an alternative 

source of autoimmunogens. 

7,
A 
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摘要

The fibroblasts from scleroderma patients were cultured in a 

three-dimentional , histotypic matrix composed of type 1 collagen 

fibrils . Membrane vesicles released by triggerd ectocytosis were 

isolated , resolved by SDS-PAGE , and immunoblotted with sera 

from 80 autoimmune patients and 10 normal volunteers.Three major 

polypeptides 12-14Kda,32-34Kda,77-80KDa,are prominent bands on 

SDS-PAGE and immunoblots. Among which , the 32-34Kda 

polypeptide has been further identified as annexins,the lipid- , actin

binding,and calcium-dependent proteins. Our data suggest that 

e倪ctωoc叮ytωosis from non-寸mmun間ec臼el胎ls mi站ght play an impo肘rt拍aI剖E時t ro啥叫ole i岫n 

the generat位ion of autoantigens. 

rv 



第一章前言
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自體免疫疾病發生的機轉至今仍不明瞭，只了解和

環境及遺傳囡子有關一特別是主要組織相容性複體的基

因型(盟 HC genotype) 。自體免疫反應通常是持續存

在，而且會造成組織的長期損傷。目前相信T紹胞、毒

殺性 T細胞反應和不適當巨噬細胞的活化，都會造成廣

泛性的組織損傷。若有外在T細胞幫助參與時，則也會

引發傷害的抗體對抗自己抗原的反應產生。也就是說，

如果當宿主自體辨識系統崩潰，轉而產生抗體對抗宿主

本身峙，就會產生嚴重的組織損傷。 Ehrlich 曾將此

命名為一恐怖的自體毒物 (horror autotoxicus) 。

所以，一旦自我的耐受性失調或被超越，則這個、恐怖

的自體毒物 F 引發的組織損傷，就會出現( 1 )。

與自體免疫有關的疾病，有的只局限在一個範闊

之內，有的則廣泛散佈於全身各處，我們分別稱之為器

官專一住自體免疫疾病和全身性自體免疫疾癌。器官專

一性疾病常侵犯的器官，包括甲狀腺、腎上腺、胃和膜

臟。而全身牲自體免疫疾病(包括所謂的風濕性疾病) , 



第一輩前言

則常侵犯皮膚、腎臟、關節和肌肉等處( 2 )。而本篇論

文所要研究的主要對象，即是屬於全身牲自體免疫疾病

的硬皮症 (scleroderma) 。

自體抗體 Cautoantibodies) 是由於體內免疫系

統對於自身的組織細胞成分發生反應而產生的抗禮。它

常出現於種種免疫系統異常或過敏性疾病病人的血清中

，也可出現於'慢性肝病、感染、血液疾病，甚至正常人

。其產生的原因有三種: (1) 為體內的組織細胞受到外

來因素， {宛如感染、藥物或內在因素的影響而發生改變

，結果使正常的免疫反應細胞對它發生反應而產生的抗

體; (2) 為體內的免疫反應細胞本身呈現異常，對正常

的組織細胞發生免疫反應，而產生抗體; (3) 為外來抗

原(例如細菌或病毒)和體內的組織細胞真有共同抗原，

體內正常的免疫反應細胞對這些外來抗原發生免疫反應

所產生的抗體，能與體內正常的組織細胞成分發生交叉

反應所致( 3 )。

自體抗體的種類很多，視其對應抗原而異。有對

應於細胞的自體抗體;有對應於蛋白質的自體抗體;也

有對應於細胞內各種成分的自體抗體。某一種抗體可能

qL 
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同時出現於許多種疾病，而某一種疾病也可能同時產生

許多種抗髓，所以自體抗體並不一定具有一、特定性 F

O 但是，有些自體抗體在某一特殊疾病的出現率特別高

峙，這就具有代表性和診斷的價值( 3 )。目前，已知較
具代表性的自體抗體和其相闋的自體免疫疾病〔是〕有下

列幾種:

e m o r 

sd 'n ey rs u +L QM a P AU O O PU 

anti-basement 

membrane antibodies 

SLE( 全身性紅斑狼瘡) anti-dsDNA , 

anti ssDN 血，

anti Sm , 

anti … SSA/Ro(50%) , 

anti-SSB/La(15%) 

Sjogren' s syndrome- anti-SSA/Ro , 

(修格連氏徵候群) anti-SSB/La 

單 CTD( 混合型結締組織病 )-anti-RNP

Scleroderma/CREST - anti-Scl-70 , 

anti-centromere 

qd 
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Polymyositis( 多發性肌炎)- anti-P 訓，

anti-Jo-l 

據了解，自前所發現的這些自體抗原，都是人體

內相當重要的酵素(儕如 topoisomerase 1 , RNA 

polymerase) 或高度保留的分子(例如 histone ， DNA)

【如表~]。但是，是什麼原因引起自身抗憊的攻擊，

到目前為止，仍然是一個不可思議的謎題。所以，致力

找尋引發自體免疫疾病產生的原因，是科學家們所積極

努力研究的方向。

a

必
先
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• CREST is the acronym for a subset of scleroderma characterized by Calcinosis. Raynaud's phenomenon. Esophageal dysmotility. Sclerodactyly. 
and Telangiectasia. 

表一、已知構造、功能的自體抗原和出現的自體免疫疾病之關係

(摘錄自 J.Exp.Med. 1994 ,Vol.179 ,pl083-86.) 

r
可
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第二章研究背景

章第 研究背景

第一節硬皮症

S 1. 1 定義

硬皮症 (scleroderma) 是一種侵犯皮膚和多處

器官的結締組織慢性疾病，同時也是一種全身性的自體

免疫疾病。其特徵為皮膚、血管及包括胃腸道、肺臟、

心臟和腎臟等內臟器官的纖維化。該病可分為兩型，一

型稱為瀰漫性皮膚硬化症，其特徵為肢體近端和遠端、

面部及軀幹皮膚迅速形成對稱性增厚。另一型稱為局限

性皮膚硬化症，其表現為手指、四肢遠端和面部對稱性

皮膚增厚。此塑常有CREST綜合症的特徵:

[C(calainosis) 為鈣鹽沉著 R(Raynaud' s 

phenomenon) 為雷諾氏現象(是由於寒冷或精神感動

，引起肢端閱歇蒼白或組色發作、充血等反應) ; E ( 

esophageal dysmotility) 為食道吞培養困難;

S(sclerodactyly) 為指(趾)皮硬化 T(telang

iectasia) 為毛細血管擴張 1 。雖然雷諾氏現象可能

是全身性硬皮症的首要癥狀，但絕大多數僅有雷諾氏

-6一



第二章研究背景

現象的患者並不發生結締組織病( 5 )。此外，躍居、此病

的女性比男性人數多 2-3倍，通常在嚴重的數年後，國

腎疾而死亡( 6 )。

S 1. 2 病囡

其病因到目前為止仍不清楚，但是從最近病理、

免疫、分子生物等相關發表的文獻中，了解到硬皮症病

人皮膚纖維母細胞不正常的功能，可能是造成硬皮症纖

維化的主要原囡廿一 1 的。在早先的文獻報告會指出，

在體外 (in vitro) 培養時(早期的幾代) ，硬皮症皮

膚纖維母細胞會比正常人皮膚纖維母細胞產生多量的膠

原 (collagen) 口， 11) ， glycosaminoglycan(12)

fibronectin(ll) ，及 prolyl 4-hydroxylase 

(一種膠原合成時所須的酵素) ( 13) 。儘管如此，對於造

成硬皮症纖維母細胞這種不正常改變的機轉，仍然是不

明瞭的。

S 1. 3 實驗室檢查

在臨床檢驗上，通常是利用問接免疫螢光法，觀察

病人血清對抗HEP-2 cell 的情形，此項檢查稱為抗核

一7一



第二章研究背景

抗體 (antinuclear antibody , ANA) (是一肘。而

抗核抗體於硬皮症病人中出琨的比例為 30%-80% ，但當

操作及分析準確時，這比儕甚至可達 95% 以上〔是一 5) , 

其出琨的形態主要以 speckle type 為主( 5 一的。

~ 1. 在自體抗原與自體抗體

至目前為止，在硬皮症病人中被發現的自體抗體

，所對抗的自體抗原共有七撮，分別為 Scl 70 , 

Centromere ，和一些核內的物質 RNA Pol 1 , 

Fibrillarin ，叫一 Scl ， To ，及 NOR-90 等〔的。

(1)Scl-70 ，即 DNA topoisomerase 1 ，分子蠶

為 100kDa的天然蛋白質，而 70kDa是 100kDa分

解的產物。 70%的瀰漫性硬皮症病人的血清中會

有對抗此 Scl-70 的抗體出現(即 anti-Scl 一

70) 。此 anti-Scl-70 抗體對於硬皮症的特異性

相當高，因此在臨床上是作為診斷全身性硬皮症

的標記抗體( 1 是一 19) 。

OAV 



第二章研究背景

(2)CentromereC 染色體中節) ，分子量為汀， 80 • 

和 140kDa的蛋白質。此抗染色體中節抗體

Canti-centromere) ， 70-8 侃出琨在CREST

的病人中 (20-27) 。

(3)RNA Pol 1 ，位於核仁，約的的硬皮症病人有此

anti-RNA Pol 1 抗體出現 (28-29) 。

(在 )Fibrillarin ，和 U3 RNP 有闕，分子量為

34kDa的蛋白質，仰的硬皮症病人有此 anti

fibrillarin抗體出現 (30-31) 。

(5)P 單一 Scl ，由分子量 20kDa至 110kDa 中的 1 1 種蛋

白質組成。仰的硬皮症病人有此anti-P 單 -Scl

抗體出現 (32-33) 。

(6)To ，位於核仁，分子量為 40kDa ，和 7-2 及 8-2

RNA形成複合物 (34-36) 。

(7)NOR-90 ，位於核仁，其分子量為 90kDa(37) 。
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第二節 collagen gel 

S 2. 1 與單層細胞 Cmonolayer) 培養的比較

在一般體外 (in vitro) 的細胞培養和實際上體內

心 n vivo) 的細胞之生長情況是有所出入的，特別是

於體外培養細胞峙，缺乏一個胞外基質 (EC 菌，

extracellular matrix) 的環境。因此，我們的研

究便利用一個具有胞外基質 (ECM) 環境的三度空間培養

系統 (38 一的 )-type 1 collagen gel ，進行主要

的細胞培養。

S 2.2 細胞培養於gel 中的情形

從文獻中我們知道，將纖維母細胞培養在固定的

collagen gel 內時，組組會附著 (attach) 並展閱於

纖維 (fibrils) 之中，呈現繭極伸長的形態〔是 3-45)

。而經過一些時間，纖維母細胞便會將膠原纖維重聲，

並旦開始收縮 collagen gel(46) 。而 collagen

gel 的收縮則被相信是和重要的傷口癒合〔哇 8-49) 、纖

維化、疤痕收縮及結締組織發育等類似的一個過程〔是 6

-47) 0 Collagen gel 的收縮是一種活化細胞的過程

-10 
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，而其收縮的速率是和細胞的數目、 collagen 的濃度，

以及血清的濃度有關( 45 ，的心的，但是和 collagen

的合成或分解是沒有關係( 5 刊。在這個模式培養下，

纖維母細胞是生長於類似實際皮膚組織的環境中。關於

膠原纖維重整的機轉，則被認為是由於纖維母細胞在

collagen gel 中的伸展、遷移時牽引的力量所造成

〔是 7 )。

S 2.3 緊張一鬆她的模式

Cstress-relaxation) 

我們知道在正常的傷口癒合上，組織收縮時會產

生張力 (52-54) 。福張力的產生被相信是和細胞調節

有關，但是細胞是如何在組織收縮跨產生張力的力量，

仍然不很清楚。而纖維母細胞本身是一種會產生張力的

細胞，所以當纖維母細胞培養在穩定的 collagen g e 1 中

縛，能夠產生張力牽引 (54-55) 。在 199 1 年

量 ochitate et al. 發表的文章中( 5 的曾指出:將緊

張的 collagen gel 鬆她一一是唯一適合學習組織器

官調節細胞形態以及生物合成功能的一種模式。而這緊

張鬆強的結果是在沒有任何酵索和藥物的參與下，細胞

11 •. 
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形態所進行的一種快連的改變。所以，此一模式亦是

可以用來分析瞬於組織器官改變峙，細胞開始變化的

情形。同時，在 1992 年 Tomasek et al. 發表的文

章閃的也曾指出:纖維母細胞會產生張力於所附著的

collagen gel 中，但是一且將張力解除，則纖維母

細胞便會收縮而使得collagen gel 也迅速收縮，而

這識維母細胞的收縮是須要actin細胞骨架的參與。

第三節膜泡外分泌( E c t 0 c y t 0 s i Sl) 

S 3. 1 命名

在早期幾年，曾有科學家發現，當加入一些不同

的藥物到細胞外培養液峙，會造成哺乳類細胞的細胞膜

剝落、分離，但是卻不致於使細胞溶解的情形發生 (57

1 的。另外，也有的發現這細胞膜剝離的現象會主動

的發生在正常以及腫瘤的紹跑上( 61) 。而在 199 1 年

STEIN and LUZIO發表的文章( 5 竹，曾經指出:當搞

體 C9 插入睡 AC(complement membrane attack 

complexes) 之後，細胞膜剝離的現象就會隨之而發生

n
f缸
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第二章研究背景

。並且有証據顯示內生性的細胞表面蛋白質和細胞膜上

的路質也會跟隨至剝離的小泡 Cvesicles) 上一一這個

過程是不符於已知的胞泌 Cexocytosis) 以及胞噬

Cendocytosis) 的分泌方式，所以另外命名為膜泡外

分泌 Cectocytosis) ，以和前述兩者加以區分。經由

ectocytosis剝離的小泡，是一種從真核細胞表面分

泌的 right-side-out 的膜質小泡 Cvesicles) 。

3 3.2 機轉

在 1 9 9 3 年 Lee et al. 發表的文章( 6 幻，發現

到將含有纖維母細胞的 collagen gel 培贅 2-5 天後

，經過機械性的張力強放 5分鐘，會引發一種膜泡外分

泌 Cectocytosis) 的過程。這和以往我們所認知的施

泌作用 Cexocytosis) 是有所不同的。我們知道:

exocytosis是細胞將其胞內的物質分泌到跑外的一種

方式，但是這些被分泌到跑外的物質，是直接被釋放到

細胞外，並沒有受至3任何細胞膜的包窗保護。但是膜袍

外分泌 Cectocytosis) 所釋放到細胞外的物質是一種

受到細胞膜包圍保護，大約直徑為 200n 血， right-

side-out 的膜質小泡( 62 J 。

-13一
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另外， ectocytosis也可說是一種逆行的胞噬

(endocytosis) 過程。它是一種細胞膜先向外形成

budding' 然後漸漸圈繞形成一個柄狀物，最後才和

細胞膜脫離的…種分泌方式。同時，在Lee et al. 的

文章( 62) 也發現:在這張力強放後，引發的膜泡外分

泌的膜質小泡 (vesiccles) 之內含有 actin ，

annexin 口， V 1 和 β1 integrin receptors 0 

第四節硬皮症纖維母細胞與 collagen

gel 的關係

從利用三度空間的 collagen gel 培養硬皮症纖

維母細胞的一些研究報告，我們知道硬皮症纖維母細胞

的不正常，可能和此疾病的纖維化有密切的關係。硬皮

症纖維母細胞和正常人的纖維母細胞培養在collagen

gel 中峙，經由 SE 草或 TEM 的觀察，這兩者在形態上並

沒有任何的差異( 63) 。但重要的是這個 gel 培養模式

，提供了一個在單層細胞培養下所沒有，一個類似組織

的生存環境 (EC 單 )(38 一位) ，使其能夠充分表現在形態

上和生化上的特徵( 63) 。另外，我們也知道硬皮症纖維

一i是
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母細胞會較正常纖維母細胞產生大量的膠原( 64) ，而

這大量的膠原增生，很可能就是囡為硬皮症纖維母細胞

調節失常，因而引起纖維化的原因。所以，我們的研究

便利用 collagen gel '培養硬皮症纖維母細胞。

過去我們實驗室已發現 Topoisomerase 1 抗

體 (71-74) 及抗中節抗體( 66) 在硬皮症的特異性，同

時我們也發現在硬皮症病人，其染色體之斷裂有增加的

現象，這些結果顯示硬皮症的發生與細胞內的抗原有密

切的關係。叉因為知道將collagen gel 張力強放後

，會有一種膜泡外分泌 Cectocytosis) 的過程產生，

將胞內的一些物質分泌至胞外。而經由這過程分祕的物

質是否和硬皮症被引發的機轉有關，則是引發我們著手

於本研究的主要動機。

EJ -A 
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第三章材料與方法

一﹒實驗材料

培養細胞用藥品，如 D 草 E 盟、單 EM 、 FBS 、 PSN

、 Antibiotic antimyosin 、 HEPES 、 DPBSC 一)

、 Trypsin-EDTA 、 0.25%Trypsin 、 T-25 ， T-80

flasksCNunc) 、 2 是一 well plateCNunc) 購自卑

祥(代理GIBCO 、 Nunc) type 1 collagenase 

、 Leupeptin 、 Pepstatin A 、 Benzamidine 、

ascorbic acid 、 EDTA 、 AnnexinsC32.5 and 

35KDa ，主 -2699) 均購自誠心堂(代理SIG 盟 A)

Vitrogen 100 購自昇估(代理CELTRIX ) 

125I-Protein A 購自豐記 fluorescein

conjugated goat anti-human 1 訓， 1 g 盟和 IgA

購自 Behring; 蛋白質分離試劑均購自 SIG 單 A ，單 erck

，或日本和光。蛋白質電泳和轉印試藥、器具皆購自

Bio-Rad公司;超高速離心機機型為 L-8 ， Rotor為

type S 曹- 5 5 C B e c k m a n ) Densimeter 、照相和分析軟

體 -GPTools v3.0 購自常春藤。

一16
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二@實驗方法

1 .自體免疫疾病病人和正常人的血清

本實驗所使用的血清包括有 1 0 位正常人的血清及經

過臨床風濕竊專科醫師的確立診斷之具有自體免疫疾

病病人 80位的血清，包括硬皮症 (Scleroderma) 病

人 43位，紅斑性狼瘡 (SLE) 病人 18位，修格連氏徵候

群 (Sjogrem Syndrome) 病人口位，以及原發性膽

汁性肝硬化 (P 肘， Primary biliary cirrhosis) 

病人 6 位等。

2 .皮膚處理及纖維母細胞的培養

首先，將取得於硬皮症病人硬化的皮膚(約 3mm) 及

正常人的皮膚 (foreskin) 消毒乾淨〈將無茵的檢體浸

泡於 10%PSN ， 3 分鐘一→ 1%PSN ， 3 分鐘)。用解剖刀(

No:10) 將皮膚切碎成細小的片段，平均分裝至T-25

flasks 內。然後將 flasks 反面倒置(即瓶口朝下) , 

加入 5mlcDMEM medium(DME 蠶 +10%FCS+1%PSN)

，於 37 C 的 5% C02 恆溫箱中培養 24小時，然後再將

吋t
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flasks倒置田正面(即瓶口朝上)繼續培養。當纖維母

細胞長滿 (confulent) ，用 0.05%trypsin/0.53m 腫

EDTA拆細胞，依 1 : 2 比例分裝。在這個實驗當中，我們

所使用的細胞代數是從第 3代到第 6 代。

3.Collagen gel 製備( 63) 

Collagen gel 是由 4/5 的 collagen

solution和 1/5 的 fibroblast suspencion 

所組成。而 Collagen solution是由 Vitrogen 100 

( 7 叭， 0.1N NaO 頁， 10X ME 盟，和 D 單 E 臨依一定比例

所配製。其中 (Vitrogen)final=1.5mg/ml ，

(10X 盟 EM)vol=(0.1N NaOH)vol 

=1/8 所需 (Vitrogen 100)vol 

(DMEM)vol=(collagen solution)vol 一 (10x

盟 EM)vol 一 (0.1N NaoH)vol 一所需

(Vitrogen 100)vol 。

而 fibroblast suspencion的細胞數目，必須是 l

gel 中含有 l X IG 5C e llS 。最後將配製完成 collagen

solution 和 fibroblast suspencion混合均勻

-18一
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。然後加 200ul/well 至 24-Well plate' 於 37 - C 

的 5% C02恆溫箱中培養 1 小時，使Collagen gel 國

定在叫一會 e 1 1 土。此時再加入 2ml 的培養液(含 D 單 E M.+

10%FCS+l%PSN 汁。 ug/ml Vit.C) ，於 37 - C的“
C02恆溫箱中培養的小時。

ι 分離膜質小泡 (vesicles)(63J

將培養的小時，衛著於24-well plate 上的

collagen matrice用匙句張力強放 5分鐘，即可有

膜質小泡經膜泡外分泌過程被分泌出。用 DPBS( 一)清

洗 1 0 分鐘，再加入 200ul/well 0.05% trypsin / 

0.53m M. EDTA' 於 37 0 C 的 5% C02恆混箱中作用 1 0 分

鐘。接著，用 type 1 collagenase(sigma type 

1 ，是 m g / m 1 i n C a 2 + - H E P E S b u f f e r) 250ul/well 

，於 37 - C 的 5% C02恆溫箱中作用的分鐘。最後，用

FCS ， 10ul/well 中止所加入酵素的作用。接著，將

溶解後的液體收集在一起，首先經過低速離心 1000rpm

， 10 分鍾的處理，然後將離心後得到的上清液收集在一

一19
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起，加入 protease inhibitor( 包括 10u 盟 Leupeptin

, 10ug/ml Pepstasin 血， 0. 5 m 單 Benzamidine ，

5 取單 EDTA) ，再繼續利用超高遠離心機 (Beckman ， L-

80) 離心 35000rpm ， 4 -C ， 1 小時。而最後被分離出的

這些沉澱物 (pellets)一一一郎是在 ectocytosis時所釋放

的 vesicles 0 

5.SDS-PAGE 

本實驗中，分離蛋白質所用的聚丙臨膠濃度是 15%

(66-67) 。方法是將 30% acrylamide , 2% bis , 

1 蠶 Tris P 琵 8.7 ， 20% SDS , TEMED , 10% 

ammonium persulfate 和 d-H20成比例混合配

製，然後用 isobutyl alcohol 壓平並去除氣泡，

水平靜置 l 小時，此即 15%SDS-P 且 GE 0 待凝膠後，在其

上層加入 5%stacking solution(30%acrylamide 

, 2% b i s , 1 單 Tris PH 6.9 , 20% SDS ， TE 盟 ED ， lO%

ammonium persulfate和 d-H20 )，並隨即插入齒

模，水平靜置 5分鐘。凝膠後，將vesicles 和 sample

一2。一
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buffer混合均勻，加熱 1 0.0. C ， 5 分鐘。同持放入 1 0. u 1 

的低蛋白質分子量標準液， 1 0.0.伏特通電 1 . 5 小時，直

到染料跑到電泳糟電解液中， NP 完成電泳。之後，以

coomassie blue 染色 2小時，然後用 methanol/

acetic acid 脫色至透明，包覆予玻璃紙曬乾保存

即可。

6 .免疫點墨法( 1 草草 UNOBLOT)

將經由 SDS-PAGE分離的 vesicl 肘，轉印至醋酸纖

維膜上 (67-68) 。經 8 伏特/公分，是花， 1 小時轉印，

取出醋酸纖維膜，將其切都成 1 3 長條(每條寬0. . 5 公分

) ，浸泡在含 5%脫脂奶粉的 PBS溶液中搖晃 3 0.分鐘一

blocking 。然後加入正常人和病人血清 (primary

antibodi 叭， 1 : 1 0. Ox稀釋於含 5%說脂奶粉的 PBS溶

液) ，作用 1 . 5 小時，然後舟 PBS-tween清洗 1 0.分鐘三

125 
次，再加入 1 - P r 0 t e i n A ( secondary antibodies) 作用

1 小時，然後再舟 PBS-tween清洗 1 0.分鐘三次， 2 0.分鐘

二次，放在通風處風乾，整齊黏貼在濾紙上，以保鮮膜

封好，放入片夾並裝入底片，自動放射顯影，使感光於

X光片支持。 C， 2 是小時)。

一21一
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7.Preclearing experiment 

將購自於sigma 的 annexins powder (sigma 

, A-2699 , annexin 32.5 and 35kd) ，用 PBS稀釋

成 10ug/ 叭的濃度，然後取 20 叫， 40ul ， 100ul 的

annexins和硬皮症病人血清(以PBS l:lOOx稀釋)先

於 37 C作用 30分鐘。然後 1000rpm離心 5 分鐘，取上

清液再和經由 SDS 一 PAGE分離後轉印至醋酸纖維膜上的

vesicles進行免疫點墨法 (immunoblot) 分析。

8.PI 染色

將含有正常纖維母細胞的 collagen gel '於 37 C 
培養村小時，然後用匙句使其張力強放 5分鐘。之後，

用 4%PF 丘， lml/well 圈定 30 分鐘，然後用 PBS清洗， 5 

分鐘兩次。之後加入染料 P 1 '染 1 分鐘，再用 PBS清洗

, 5 分鐘兩次，最後用“一的 0清洗， 5 分鐘兩次。然後

放於載玻片上，蓋上蓋玻片，聽平、去除水分，再以指甲

油封片，保存在 4 C。然後利用螢光顯徵鏡 (ZEISS) 觀察

(即lOdamine) 。
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9 .掃描式電子顯微鏡 (SEM) 的觀察

將收集到的vesicles( 來自於 22 個 collagen

gel) 溶於 300 設 1 DPBS( 一)中，取 15ul 滴至已預先覆

有 0.1%poly-L-lysine 的圓形蓋玻片(直徑為 12mm)

上，靜置 2小時。然後用 DPBS( 一)清洗，接著用新鮮配

製的固定液( 2% glutaraldehyde，銘 PFA ， 1% tannic acid in 

O.UI 臼codylate buffer 和 0.1M sucrose ， pH7.在)閻定的分鐘，

然後用 0.1M cacodylate buffer 和 0.1M sucrose , p H 7 . 4 清

洗數次。再用 1% osmium teroxide in 0.1M cacodylate buffer 

O.1M sucrose ， pH7.4 固定的分鐘，然後用 d-H20清洗數次，

再用新鮮過濾配製的溶液 (1%出個值體甜的處理 1 5 分鐘，

然後用 d-H20清洗數次，再 1% osmium teroxide in d-H20浸潤

1 5 分鐘，然後用 d-H20清洗數次，再重復浸潤各一次(

1%thiocarbohydrazide和 1% osmiumteroxide) 

，然後用 d-H20清洗數次，接著進行脫水，各 5 分鐘(

30% , 30% , 50% , 50% , 70% , 70% , 90% , 90% , 95% , 95% 

, 100% ethanol) ，最後再以 100% ethanol ， 10 分鐘

2次。風乾'黏於載物座，利用掃描式電子顯微鏡 (SEM)

觀察。
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一.硬皮症病人和正常人纖維母細胞培養

之比較

第四章結果

將取自於硬皮症病人前臂硬化的皮膚，培養在T-25

flasks 內。經過 1 星期左右，硬皮症竊人的纖維母細胞

才開始生長。在每四天更換新的培養液下，大約經過的

天的培養，病人的細胞才佈滿整個 T-25 flask 肉。

而取自於正常人皮膚培養的纖維母細胞，則只須經過四

天左右，細胞就閱始生長。同樣的，在經由每四天更換

新的培養液下，正常人的纖維母細胞大約只須經過 7-8

天的培養，就佈攏了整個 flask 0 這兩種來自不同病人及

正常人的纖維母細胞，在形態上，可說是沒有甚麼差異

【圖 1 .丘， B ]。但是，從初級組織培養( primary 

culture) 兩者細胞生長所須的時間看來，我們發現硬

皮症病人較正常人的纖維母細胞生長所須的時間來的久

。而這原因很可能是因為硬皮症病人的皮膚已產生硬化

、識維化，而使得初級組織培養峙，細胞新生不易。
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二.細胞在Collagen Gel 內經Stress 一

Relaxation的觀察

將培養在于 25 flasks 內的硬皮症病人纖維母

細胞 E 圖 1 . B] ，培養至 3-6 代的時候，轉移培養至 3-D

collagen gel 中，於 37 -C培養的小時。此時細胞

呈伸長、雙極的形態【闢 2 .主] 0 培養的小時後，將其

張力強放 5分鐘，從外觀上即可見gel 收縮【圖 3] ，同

時細胞因為受到張力一鬆她的作用，會迅速形變，成為

精圖至自形的形態【闡 2.B] 。而也因為張力緊線的細

胞受到張力的施放，一種膜泡外分泌的過程 (ectocytosis

)發生:將細胞內的物質，包於膜質小泡 (vesicles) 內

分泌至細胞外，而這個現象在我們以外力將 collagen

gel 張力強放 5分鐘後，經 PI 染料染色後，舟 1 000倍的螢

光顯微鏡 (Rhodamine) 觀察【圖在] ，可清楚看到一些

來自細胞內的物質，被包於膜質小泡 (vesicles) 內，分

泌至細胞外。

為了進一步研究這些膜泡的成份，我們利用低速離

心 lOOOrpm' 將組胞分離，然後利用 35000rpm的超高速

離心，把在低遼離心得到的上清液再予以離心，使分離出

Fhd oh 
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經由膜泡外分泌過程 (ectocytosis)分泌的膜質小泡

(vesicles) 。

三、掃描式電子顯微鏡下的膜質小泡 Cvesicles)

將收集到的膜質小泡 (vesicles) 固定在含有poly

-L-lysine的蓋玻片上，再經過一些電顯檢體處理的步

驟，最後以掃描式電子顯微鏡 (SEM) 觀察【圓 5 】。結果

發現這些經由超高速離心得來的膜質小泡 (vesicles) , 

在 20000倍的放大下，可清楚的看見小泡表面的確是包覆

有細胞膜的成分。所以，我們相信一定有一個膜泡外分祕

的過程 (ectocytosis) ，會將細胞內的物質，包於膜質小

泡 (vesicles) 內，然後分泌至細胞外。

四 .SDS-PAGE 分析

我們將低速離心分離的硬皮症病人的纖維母細胞

(total cells) ，及超高速離心後所收集到的膜質小

泡 (vesicles) ，用 15% SDS-PAGE來分析 E 圖 6]

。結果發現來自病人和正常人纖維母細胞所分泌的膜質

小泡 (vesicles) ，在某些帶 (band) 的表現上，有著

顯著的不同。
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五.硬皮症病人血清認識膜質小泡抗原的頻率

為了了解這經由膜泡外分泌的膜質小泡，是否帶有

自髏抗原的成份，接著我們將收集到的膜質小泡 (vesicles

) ，用 15%SDS … PAGE分離，然後轉印到酷酸纖維膜 (NC

paper) 上，進行免疫點墨法分析。結果，我們很驚訝的

發現一一一一這些來自於膜泡外分泌 (ectocytosis) 的模

質小泡 (vesicles) ，居然能和硬皮症病人的血清產生反

應【國 7] 。我們總共篩撿了 43位硬皮症病人.結果發現

在分子量 77-80kd ， 32-34kd ， 12-14kd三個部分，有較

普遍性的結合。其所估的比儕分別是44%(19/ 是 3) ， 72%

(31/43) ，和 53%(23/ 是 3) 【國 8] 。由於在分子還 32-

34kd 的部分，病人血清反應的頻率佔有較高的比例，於是

我們將著眼點先放在分子量 32-3 是 kd 的區域上。

六.正常人和其他自體免疫疾病病人血清認識

膜質小泡抗原的頻率

為了了解其他自體免疫疾病病人的血清和正常人

的血清楚否對於這些膜質小泡 (vesicles) 也有反應發
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生，所以我們繼續篩檢了 1 8位紅斑佐狼瘡 (SLE) 病人，

1 3位乾燥症 (Sjogrem Syndrome) 病人，及 8位原發

性聽汁性肝硬化 (P 肘， Primary bi 1 iary cirrhosis) 病人

和 1 0 位正常人，進行西方點舉法分析 I 圖 9] 。結果我

們發現在分子量 32一位制的部分， 18位紅斑性狼瘡(

SLE) 病人當中有 3位是現陽性反應 1 3位乾燥症〈

Sjogrem Syndrome) 的病人當中有 3位呈現陽性的反

應; 6位原發性膽汁性肝硬化的病人當中有 2位呈現惕性

反應;而 1 0位正常人的血清則在分子量 32-34Kd 的部分

，並沒有任何結合的情形發生【圖 10]

七.硬皮症病人血清經Annexin處理前後的

比較

在 1992 年夏 raus et al 所發表的文章中( 69) ，曾

經指出annexins可被自體抗體所認識。文在1994年

單 isaki 發表的文章( 70) ，發現 annexin XI 亦為一種自

體抗原。在 1 993 年 Lee et al 所發表的文章( 63) 指出

正常人的纖維母細胞，當進行 ectocytosis時分泌的 vesicles

，其中含有actin ， annexin 11 和叫， a n d ß1 integrin 
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receptors 。為了了解硬皮症病人的纖維母細胞，在經由

ectocytosis過程分泌的膜質小泡 (vesicles) ，是

否也含有annexi 肘，所以，我們將買來的 annexins粉

沫 (sigma T-2699 '含有分子量 32.5KD ， 35KD兩

種) ，先用 PBS稀釋成 10ug/叫的濃度。然後取20μ1 , 

的 μ1 , 100 μ1 分別和硬皮症病人的血清〈賠 PBS以 1:100

倍稀釋)作用。然後，離心取上清液，再進行免疫點舉法

分析【國 11 ]。結果發現隨之加入的 annexins 的量增

加，則硬皮症病人的血清和膜質小泡 (vesicles) 抗原

，在分子蠶 32-34kdWî域的結合就有遞減的情形發生。

同時，我們也利用濃度測定儀 (densi tometer)iff盤這

餾 immunoblot 的 32-34kd 的區域，結果【如鷗 12] 顯

示在分子量 32-34kd區域的帶 (band) ，確實有遞減的情

形。

自以上的實驗結果，我們相信這個來自於膜泡外分

泌 (ectocytosis)的膜質小泡 (vesicles) ，含有一一一-

annexins 0 同時，我們也認為的扒 39/80) 的自體免

疫疾病病人的血清中是含有anti-annexins抗體的。
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第五章 討論

就以上實驗的結果，我們歸納為下列二點:

第一:以硬皮症路人的纖維母細胞於膜泡外分泌過程

(ectocytosis) 分泌的膜質小泡 (vesicles) 作

為抗原，和自體免疫疾病病人的血清進行免疫點舉法

分析，結果在分子量 77-80kd ， 32-34kd ， 12-14kd

有明顯的結合。

第二:其中在分子量 32-34kd的區域，經由我們的實

驗結果發現是annexl 肘，一種須要依靠鈣離子(

calcium) 才能和細胞骨架 (cytoskeleton) 及磷脂

表面物質 (phospholipid surfaces) 結合的蛋白

質。

基質小泡 (matrix vesicles) ，是一種被細胞

膜包圍 (membrane-boun 位) ，里圓形或卵圓形，自細

胞而來的微小構造。在 1967年首次被描述出現在礦質

化的組織內。之後，基質小泡叉陸續在體外( in vitro 

)及體內 (in vivo) 的實驗被證明出現在動物或人類之

正常或病態鈣化的地方刊的。除了在軟骨細胞有基質

呵呵是2一



第五章討論

小泡外，也發現當紅血球細胞膜收縮峙，在其細胞表面

會突出一些膜泡 (blebs) ，然後脫離、形成小泡( 7 日

。基質小泡的發生有: ( 1 )細胞進行芽體生成; (2) 形

成的構造被擠出; (3) 細胞退化或分解; (的次成分分

泌和胞外的組合等假說。如果用生化分析這些基質小袍

，發現含有一些醇素(例如鹼性磷酸梅、中性蛋白梅)

和 anneXlns等成分。目前我們所知的anneXlns扮演

的角色主要有胞泌的調節;膜和細胞骨架之間的連接;

和參與著膜的融合;以及血液凝固的調節等等( 73) 。

細胞除了在分泌的過程釋放小泡，另外也發現當

細胞移動時，其尖端的微絲 (microfilaments) 會從

細胞摘除，而自形成一小泡，而這和一些細胞發生的細

胞碎裂 (clasmatosis) 過程，可說是相似的行的。

從本篇研究的模式，利用富含膠原纖維的一

collagen gel 培養織維母細胞，使細胞受張力的緊

繃。之後，用外力使細胞鬆施，則此時的細胞即進行膜

泡外分泌 (ectocytosis) 。我們將張力強放的∞llagen

gel，用 PI 染色，結果看到於細胞周閱有圓形的膜質小泡

鈞一
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被染上。我們知道 PI 主要是染核酸的成分，所以這些

被染上的小泡，是從細胞而來的物質。若將分泌的小泡

Cvesicles) 收集，利用掃描式電子顯微鏡觀察，則可

清楚的看到這些小泡的表面是包覆著膜的構造，而不是

偽鶴性的結果。所以，這個膜泡外分泌過程 Cectocytosis)

，應該是可信，而且存在於細胞代謝機轉的。

硬皮症的主要特徵是皮膚的纖維化，所以在研究

的方向上，大家也就從硬化的皮膚纖維母細抱著手，進

行分析。結果可分為兩部分，一部分是認為硬化的纖維

母細胞較正常的織維母細胞含有大量的第一和第三型的

collagen;glycosaminoglycan;fibronectin 

及 p r 01 y 1 4 - hydroxylase 等成分，而使得纖維母細

胞大量生長而造成纖維化( 10) 。而另一部分是硬皮症

的纖維母細胞具有異質性表現 Cheterogeneity) ，也

就是說，選擇性的某些細胞株落會大蠶表現collagen

而非一起表琨而導致纖維化 (77-78) 。

在我們的實驗，利用硬皮症纖維母細胞進行膜泡

外分詣的膜質小泡為抗原，分別和正常人及自體免疫病
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人的血清進行免疫點墨法分析，結果發現和病人有陽性

結合的反應。尤其是 7296(31/ 是 3) 的硬皮症病人於分子

重 32-34Kd有顯著的陽性反應。於是，這使我們相信，

細胞進行膜泡外分泌 (ectocytosis) 可能亦是一種細

胞將其胞內的物質送出細胞外的一條路徑。

叉同時發現這在分子蠶 32-34Kd 的區域是 annexins ，

而這結果文和Hirata et al 行的， Goulding et 

al(80) 發現自體免疫病人血清含有anti-annexin抗

體及 1992年 Kraus et al 發表的文章( 68) 一發現在

發炎、惡性腫瘤及自體免疫疾病病人的血清中，會有

anti-annexins抗憊的出現，有著同樣的發現-

annexlns是一種自體抗原。另外，在 1994 年草 isaki

et al 忱的也發現annexin XI 亦是一種自體抗原。

所以，我們對於這annexins 自體抗原，應該更加以認

知、研究才是。之前，我們會提到 annexins的角色功

能，其中和膜的融合有相關牲。孺這和我們證明細胞進

行膜泡外分泌所分泌的膜質小泡含有annexins ，有相

呼應的結果。
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雖然對於Ectocytosis 的現象之描述報導逐漸增

多，但是對這種分泌方式的生理功能、作用機轉尚未完

全明瞭。至於分泌出來的這些vesicles 的命運，是被

再吸收抑或進入體循環，也仍然是一個難解的謎題。但

是，從我們的實驗結果發現:經由膜泡外分泌(

ectocytosis)將胞內物質分泌到胞外的機轉，可能是為何

自體抗原能被血液中的自體抗體認識而攻擊的一種途徑

了。

至目前為止，我們對於自體免疫疾病發生的機轉

還不是十分的清楚，而僅僅了解在自體免疫疾病的病人

身上，會產生一些自體抗體來攻擊一些在生頭上扮演相

當重要的角色之自體抗原，例如 :topoisomerase 1 

centromere 的一 DNA;ribonucleoprotein等

等。如今，居然得以利用 collagen gel 模示，捕捉

硬皮症病人纖維母總抱在ectocytosis過程所分泌的

物質，被同樣為硬皮症病人及其它自體免疫疾病病人的

血清所認識，不難想、像這個原本認為類似於傷口癒合的
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第五章討論

機轉，可能也參與著白體抗原被因此而呈現於細胞外的

過程。

自體免疫疾病的產生，一直是令人好奇的。如今

我們發現ectocytOsis分泌出的物質可引起自體抗體

相結合，而這和目前已發琨的自體抗跟大部存在細胞內

，但郤得以至細胞外、至血清中被抗體認識的數縛，不

免有合理的相關。所以，我們相信除了本篇發現的一…一

annexins 自體抗原外，必定還有其它自體抗原出現在此

vesicles 肉，例如本篇發現另外兩個區域，分子量為

77-80Kd和 12-14Kd 0 所以我們未來的研究方向，是

繼續進行這個實驗，尋找出一些已知或著未知，但是經

由此ectocytosis分泌的自體抗原。
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附錄

1. D 盟 E 盟 (DULBECCO' S 盟 ODIFIED EAGLE 

盟 EDIU 盟〉

per liter(with dd-H20) 

D 蠶 E 單 powder

NaHC03 

addjust the pH to 7.2 

1 PK 

3.7gfL 

steri1ized by fi1tration through a 

0.2 um fi1ter 

2. M: E 盟(草 INI 盟訂單 ESSENTIAL 攝 EDIU M:)

per 1iter(with dd-H20) 

M: E M: powder 

NaHC03 

1 PK 

2.2gfL 

addjust the pH to 7.2 

steri1ized by filtration through a 

0.2 um fi1ter 

3. Catt-Hepes buffer , pH 7.2: 

NaC1( 草曹 58. 在 4) 130m 單

Hepes( 盟有 238.3) 

Ca-acetate( 草曹 158.2) 

20m 盟

10m 草

1.52g 

0.95g 

0.32g 

Bring up to 200m1 with disti11ed 

water , adjust pH to 7.2 

Fi1ter and store at 是 C
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5. Leupeptin 

stock soln. 

working soln. 

per 1ml 

6. EDTA 

stock soln. 

working soln. 

per 1ml 

7. Benzamidine 

stock soln. 

working soln. 

per 1ml 

1mg/ml in methanol 

lμg/ml 

1μl 

1mg/ml in distilled 

water 

1μg/ml 

1μ1 

0.51 in distilled 

water , pH 8.5 

5ml 

lμ1 

0.11 in distilled 

water 

0.5m 盟

1μl 
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8 . 0 . 5 盟 phosphate buffer 

per liter 

Na2HP 。在

NaH2P04.2H20 

56.8g 

1 5 . 6 g 

adjust the pH to_7.4 

9.Phosphate buffer saline(PBS) 

per liter 

NaCl 8.16g 

Thimerosal 0.5g 

0.51 phosphate buffer 20ml 

adjust the pH to 7.2 

10. PBS-Tween 

per liter 

NaCl 8.16g 

Thimerosal 0.5g 

o . 5 盟 phosphate buffer 20ml 

adjust the pH to 7.2 

final add Tween 20 to 0.05% 

* Tween 20:Polyoxyethylene Sorbitan 

單 onolaurate
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11. 15% Running gel 

per 30ml 

30% acrylamide 15m 1 

2% N' N' -bis-methylene-acrylamide 

1.3ml 

1 盟 Tris pH 8.7 

20% SDS 

d-H20 

TE 盟 ED

10% ammonium persulfate 

12. 5 克 stacking gel 

per 20ml 

30 馬 acrylamide

11.25ml 

o . 15m 1 

2.35ml 

30μl 

105μ1 

10m 1 

2% N' N' 一 bis-methylene-acrylamide

0.87m1 

1M Tris pH 6.9 

20% SDS 

d-H20 

TE 單 ED

7.5m1 

o . 1 m 1 

1.57ml 

16. 7μl 

1 0 起 ammoniu 血 persu1fate 66.7μ1 

*TE M: ED: 

N ，間， N , N' 一 tetramethy1ethy1enediamine
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13. 20% SDS(Sodium dodecil sulfate) 

100g SDS in 500ml H20 

Heat to 68C to assist dissolution 

14. 5X Running buffer 

o . 25 單 Tris-HCl

192m 腫

。 .1%

e n .,
A 

C Vdnhu t-nu 
ρ
U
P
O
 

adjust the pH to 8.3 

15. 2X LSB(Laemmli' s Sample buffer) 

10% Glycerol 

5%β-mercaptoethanol 

3% SDS 

62.mM Tris pH 6.8 

0.05% Bromophenol blue 

16. Transfer Buffer 

25m 單 Tris-base

192m 盟 Glycine

20% Methanol 

adjust the pH to 8.1-8. 在
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17.(1)Stain solution 

單 ethanol:H20:acetic acid=5:5:1v/v 

per 100ml 

add O.lg Coomassie blue R-250 

(2)Destain solution 

單 ethanol:H20:acetic acid=5:5:1v/v 

18.Cl)Fast-stain solution 

per liter 

Coomassie blue R-250 

Perchloric acid 

d-H20 

(2)Destain solution 

5% acetic aci 吐

68一

O.4g 

35ml 

965ml 
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