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中文摘要

本研究為了探討中華肝吸品致病機轉，以囊幼(Metacercaria)$. 染

於大白鼠後，採用血液學、生化學、病理學、分子生物學等方法，在

成染後不同時間 (30 、的、 50 、 60週)來探討其致病機轉。實驗結果:1.

在血液學方面的評估白血球數目 (White Blood Cell)和絕對嗜伊紅性

白血球數目 (Eosinophils) 在各不同時間實驗是旦和對照組相互比較有

顯著的上升(p<O. 05) 0 2. 生化學臨床檢驗評估 :ALP 、 AST 、 ALT 、 LDH 、

Bilirubin等項目在的過前，實驗組和對照組相互比較，沒有顯著差

異，但40週以後貝1J ;有顯著差異。 3. 肝臟萃取液及血清的SDS-PAGE沒有

發現特別的蛋白pattern 0 4. Western blotting可兌到細胞質及細胞朕

之PKC在實驗組有顯著表現 o 5. Immunohistochemical staining顯示威

染以後實驗組的擔管c- fos有顯著的表現，但c-Jun 、 c-myc並無沒有

顯著的表現。趴在病理切片方面，可見到膽管有明顯的發炎反應

(Lymphocytes及Eosinophi ls浸潤)、月唐:十鬱積、肝膽管肥大、原纖維

化增加及腺瘤樣增生現象出現。依研究結果我們推測中華肝吸蟲致病

原自可能與PKC translocation及c-fos活化有闕，惟詳細機轉有待進一

步探討 O

VI 



Abstract 

In this study, we have investigated the pathogenesis of the C. 
sinensis in 明7istar rats. Several clinical diagnostic criteria have been 
applied to evaluate the clinical manifestation as well as the underlying 
mechanism for the disease development, including the hematologic祉，
biochemical, pathological and molecular biological examinations of the 
infected rats at the different time periods of infections. Significantly 
increased in both white ceU counts ,and especially the absolute 
eosinophil counts (p<O.05) were found among the infected rats than 
those of controJs. Biochemistry studies of ALP, AST, AL T, LDH and 
Bilirubin dispJay significant differences in those infected rats only after 
forty weeks of infections. No specific protein band patterns were 
observed by SDS個PAGE analysis of the liver extracts an吐 seral proteins 
between sick and normal rats. However, obvious expressions of both 
cytoplasmic and membranous PKCs were detected by 明7estern blotting 
analysis. lmmunohistochemical stainings of gaII ducts from infected 
rats have demonstrated an increased expression of c-fos, however 
significant expression of c-jun and c-myc has not been defined. 
Evident inflammatory, stasis gaIIbladder, gaII duct enlargement as well 
as other pathologic changes were noticed by histological examinations 
of the infected gall ducts. Although this study has provided some 
evidences,especially the PKC-translocation and c-fos activation, to 
elucidate the causal relationship between the C. sinensis infection and 
the tumorigenesis, however, the underIying mechanism stiII needs to be 
further clarified. 
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一、概論

第一章前言

第一節

中華肝吸蟲 C10刀orchis 5i刀的SlS 是一種寄生於人及多種哺乳類動

物，貓、狗、緒等動物的肝、膽管組織的吸蟲，其所造成的寄生蟲病變

稱為中華肝吸蟲症 (c1onorchiasis) 。此蟲為去 j弩最重要的人畜共通寄

生蟲(Zoonotic parasite) 之一(1， 2) 。

西元 187在年， Macconnel 氏在印度加爾各答做屍體解剖時發現一名

中國 20 歲年輕木匠的膽管內有一種未曾報告的寄生蟲存在 (3)，次年

Cobbol 也持現比蟲，正命名為中華肝吸蟲 C1onorchis si刀切sis(4) 。

西元 1910 年，小林氏(5)證明此蟲第二中問宿主為淡水魚類的鯉魚

料， 1917 年武藤氏史證明一種淡水螺 β1 的ljínia striatu1us var 

jzpmious 為本蟲之第一中間宿主(6)，幼蟲之發育由 Nagarn 氏於 1925

年及 Faust. Khao. 二氏於 1927 年 (7)，先後研究本蟲之生活史，後來經

國人徐錫濤等人於 1936 至 1940 年完成了成染實驗(6) 。

中華肝吸蟲廣泛流行於大陸、日本、越南、韓國、香港、去;彎。尤

其廣東、福建、壹灣等省居民常被成染 (6) 。臺灣地區人體成染的情形

始見於 1915 年的oi(8) 的報告 o 1969 年 Cross(9) 的報告史指出中華

肝吸蟲在臺灣廣泛的流行 O 並且估計本省約有1. 5%的人成染此種寄生

蟲。此蟲臺灣常見於屏東縣、的部份客家村落.高雄縣的旗山、美 j晨，苗

栗縣、獅潭鄉、大湖、及卓蘭，南投縣、之國姓鄉、埔里鎮、魚池鄉，而後

有學者報告指出上述台灣流行地區之成染率約為 9. 28 至 59 %不等

(6 , 10-12) 0 



-、形態、生活史:

中華肝吸蟲成蟲，背腹扁平，半透明，柔軟，呈樹葉狀，前端略窄，

後端鈍圈，體長約 1 0~25 mm (的園一)，前端口吸盤略大於攻吸盤，內部

構造隱約可見，為雌雄同艘，成蟲寄生於人及哺乳動物的膽管，膽囊及

肝內膽管，蟲卵受月詹汁染色成金黃色，似燈泡形狀，有小蓋，蓋兩旁可

見尖峰樣小突起，後端鈍園，有小結節樣突狀，稱為小二庇，卵大小為

27~35x12~20 u間，卵內含毛呦，從蟲卵發育為成蟲須經過二個中間宿主，

第一中間宿主為淡水螺、，在我國已被證實有六屬八種( 13)，在台灣主

要為滿卅派螺 CParaforssarulus) 為主，約有 1-4 %帶有尾動幼蟲，其他

尚有色由川螺、 (Se!/lisulcospira 1 ibθIrti刀a) ， 顆粒洗螺( Thiara 

graniJ;θTa) (6)，第二中問宿主為淡水魚類，在我函已被證實有 12 料 39

屬的種 (13)，在台灣較常見且成染率較高的淡水魚有克氏鱗魚

(Hemicul ter knθri)( 的圈二)及羅漢魚 (Psθudorasbora parva) ， 草

魚 (Cte刀op力aryngodo刀 idellus) ，鯽魚 (Carrasius auratus) ，雜種

吳郭魚( Ti的戶a 力rybrjd)及鯉魚 (14)，前二者成染率幾乎 100 %(15) , 

人體被~染的原因及途徑主要是食用未經煮熟的淡水魚類，魚肉內

中華肝吸蟲之囊狀幼蟲Cmetacercaria)經由消化道進入宿主，而後寄

生於宿主的膽道及肝內膽管中，約在食用一個月後宿主即可排出蟲卵，

成蟲壽命可長達 15~20 年，其蟲卵經宿主排出後，被第一中問宿主淡水

螺、吃下後，可在其腸道孵化成纖毛自幼蟲 miracidium 在螺體內發育成胞

狀幼蟲 sporocyst ，雷氏幼蟲 redia flj)毛動幼蟲 cercarla 才自螺體排

出於水中，尾動幼蟲遇有機會侵入第二中間一淡水魚體，即可在魚體內

發育成囊狀幼蟲，寄生在魚體的肌肉內及魚鱗下，等待被下一個宿主

攝食(人，狗，貓，豬等等)形成其生活史之循環(的自三)。

2 



三乙、流行(地理分佈) : 

中華肝吸蟲廣泛流行於遠東的日本、韓國、越南、香港、中國、台

灣，大陸約有 23 省有不同程度的流行，唯人體成染大都集中於廣東、

廣西、及台灣，台灣以高雄美濃(10 )、南投日月潭(1， 11) 、苗果等

地區最為嚴重 (1 ， 12). 居民可高達 50 %以上 (10，日， 12)是台灣主要的

流行地區，日本據報導(16)也曾有高達 67 %的高成染地區，而韓國在

Ahnseny 河四周的居民則有 5.8~54.8 %不等的成染率 (17) 。近 30 年

來台灣的公共衛生雖然有明顯的改善，許多寄生蟲的成染已不復兒，

可是在某些流行地區仍然有高的中華肝吸蟲成染率，會的口顏、陳等人

(18)在屏東縣、內埔鄉竹囝村、竹回鄉豆頁崙村、麟;各鄉新回村調查中華

肝吸蟲成染率仍然達 10.2 %至11 21. 8 %不等，鄭、李等人(19) 南投縣、

國姓鄉、苗果將、獅潭鄉也有相近的成染率 9. 28 至 2 1. 29 %。
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四、病理及症狀

成染中華肝吸蟲引起的病理變化主要是因蟲體在肝內膽管移動所

造成的機械性傷害及毒素所形成 O 蟲體將膽管阻塞所造成的阻塞性黃

疫，再加上宿主本身的修補與發炎反應及蟲體成份代謝物的釋放，成蟲

或蟲卵所分泌的毒素及蟲屁腐敗後有毒物質的釋放等共同造成組織病

變

病變程度視寄生蟲數之量及寄生時間長短及宿主之抵抗力而異，少

數寄生，局部變化頗少或不引起症狀，反覆~染會使病變加劇 O 成染中

華肝吸蟲所引起的病變，早期及輕微成染者大體上症狀不明顯或很輕

微，中度成染患者有胃腸不過、水腫、肝脾且重大等症狀，併生膽結石膽

管炎肉芽腫、腺瘤、阻塞性黃膽等症狀，嚴重風染可能發生在被寄生

之膽管、月于管內粘棋上皮細胞己脫落和增生、管壁擴張、月巴厚而發生

膽管炎及月詹管周閏炎，月于小葉圓型細胞浸潤及結締組織增生，又因蟲

體校塞使膽汁瘀積，膽汁輸出管擴張、膽毛細管破壞，肝實質細胞壞

死、黃痘、肝細胞變性萎縮，有的患者晚期併發膽囊炎、膽管炎、肝

硬化、膽管癌、原、發性肝癌 (20-24) 0 
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五、發麗時

l.蟲卵檢查:中華肝吸蟲診斷主要由糞便中檢查出蟲卵做為

確診依據。

從糞便中檢查出蟲卵是確認中華肝吸蟲~染的可靠方法。但本蟲

蟲卵小容易滿撿，因此其檢出率與所用的方法和次數有密切關餘，目

前在蟲卵檢查方面有下列幾種: (1) 糞便直接塗抹法(2)集卵法，一般

使用的方法有:乙瞇蟻路法、水洗沉澱法、氮氧化納法化法，其中以

乙瞇蟻昌盛法檢出率最高。這些蟲卵數目的計算大多以每公克糞便所含

蟲卵數目 (EPG egg per gram feces)作為判斷標準，雖然 EPG 數目

無法完全反應出中華肝吸蟲成染的真實情形，但多少能反應出宿主受

到中華肝吸蟲成染的強度。

2 、免疫診斷:

兔疫法可用來作為臨床輔助診斷和疫區流行病學調查，其方法包

括:補體結合實驗、皮內試驗、問接血凝試驗、問接螢光抗體試驗和

晦聯免疫吸的試驗(ELISA) ，其中以 ELISA 最好，具有敏成性和特異性

強的優點。近年來，陸續有許多學者將 ELISA 法應用在中華肝吸蟲症

的診斷上。顏、陳等人 (25 ， 26) 曾經利用 ELISA 法檢視患者，發現 ELISA

的敏&x.性可以由 98.3%到 95.5%不等，同時其專一性貝IJ 可以達到 84 % 

到 99 %之間，其他學者所做報告也有相似結果(25 ， 27-30) 。自此 ELISA

法在中華肝吸蟲症的診斷是值得一般檢驗室採府的中華肝吸蟲檢查方

法 O
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六、治療

有許多蔡物曾經被用來治療中華肝吸蟲如 Praziquante1 (31-

35 ， 36) 、 A1bendazoleC35 ， 36) 、 Hetachloroparaxylol (31) 、

Heto1C6 ， 35 ， 37) 、 Milbemvcin oxime(38) 、 VD-99-]1(39) 。其中

Praziquante1(31-36)為最常用及有效的治療蔡其劑量以 25 mg/kg tid 

連續兩天， 效果最好，治癒率高達 90 %以上(31) 0 
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t 、控制及預防

寄生蟲的預防及控制應注重防止寄生蟲的繁殖及斷絕寄生蟲傳入

人或家畜身體內之途徑，因而控制中華肝吸蟲的成染有下列六種方

法:

1.推行衛生教育:宣傳本病的傳播途徑，讓一般氏眾瞭解吃

生魚片的危險及餐具使用後須徹底洗淨或用熱水燙過，以

防止囊幼污染 O

2. 不吃生的或半熟的魚肉:中華肝吸蟲的囊幼很怕高溫，在

60~70 Oc 中只活 6 秒鐘(6) ，因此淡水魚必須煮熟 (40) ，亦

可將魚肉冷凍至一10 Oc 5 天或以 10 %食鹽水浸泡而將囊幼

殺死 O

3. 糞便清毒:禁止用糞便餵魚，且將糞便做清毒或改善財存

及處理的方法 O

4. 普遍檢查及治療:在流行地區普通檢查糞便及治療患者;

人體及保蟲宿主均應同時治療，以減少此種寄生蟲的成染

源。此步驟在流;或成染;床上具有重要意義。

5. 不用生魚餵狗、貓、或豬等動物。

6. 其他:用 0.15 kgy 的 C060 Gamma irradiation 照射 (41) , 

魚肉中的囊幼可被放射線殺死，是一種良好的食物消毒及

保存方法。
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第二節中華肝吸蟲症與癌的相關性報告:

過去不認為中華肝吸蟲對人體有嚴重的危害性，直到 1930 年代國內外

學者才加以重視，並發現嚴重病變，例如:

1937 年梁氏 1955 年秦氏(1 3)都陸續發現中華肝吸蟲可併發房、發

性肝癌及與膽管癌有關 O

1956 日ou Pc. (在 2)報告:在香港解剖 200 例房、發性肝痞發現 30

例由中華肝吸蟲所引起，因中華肝吸蟲成染引起二級小

膽管上皮細胞增生，然後癌病變主要為腺癌;其認為香港

的原發性肝癌至少有 15 %象由中華肝吸蟲成染所引起。

從此才廣泛的引起人們對中華肝吸蟲的重視。

1963 丘褔禧等人(43)報告有中華肝吸蟲~染的病例併有原發

性肝癌者為 0.35 % '而無成染中華肝吸蟲的各種病例伴

有肝癌者僅有 O. 05 %。

1972 Belamaric J. 等人(的)從 1961 "， 1966 年五年間 213 個

autopsy 診斷為 HCC(hepatocellular cacinoma) 的 Case 19 

例的肝內膽管區的 adenocarcinoma 觀察到有 1/3 左右的

人有中華肝吸蟲的蟲卵化石 O

1977 Kim(13)在韓國觀察 28在例.肝癌患者由中華肝吸蟲成染

引起的佔叫.6 %。

1981 郭美負等人(45)觀察中華肝吸蟲成染家兔後的膽道微細

構造後提出中華肝吸蟲引起原發性膽管性肝癌是值得注

意的。

1981 Flanell(46)認為后素和支筆吸蟲病(C. sÍ刀切sÍs) 是引起

人體膽管癌的病原學主要因素。

1982 朱師自每報導(47) 中華肝吸蟲與膽管疾病有關者最主要為

膽管上皮癌 (37. 5 %)、肝細胞癌 (16.6 %)、各型肝硬化
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(16.3%) 、膽結石及膽囊膽管炎(9.38 %)。

1985 肖錫呂報導(13)原發性肝癌與非原發性肝癌患者糞便中 C

Sl刀切SlS 的蟲卵檢查陽性率前者為 35.0 %(21/60) ， 後者

為 15.2 % ' P<0.05 二者有顯著差異。

1989 Kim Y. 1.報導(48) 中華肝吸蟲成染後引起膽管癌的

病王里變化。

1991 Fernando V. 等人報導(49) 中華肝吸蟲成染後引起膽管痞

Cho1oangiocarcinoma 的病例報告。

199吐 Huang SC. (50) 等人:中華肝吸蟲成染後引起膽囊癌的
病例報告。

從以上的報告，可以說明中華肝吸蟲成染與原發性肝膽癌的確有密

不可分的關條 O
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第三節 PKC 與 c-fos 、 C… jliI1 、 c一聽yc

Protein Kinase C(PKC)走一種鈣與磷脂依賴的蛋白激酵素，於 1977

年首先由 Nishzuka 發現(51) ，以後即受到廣泛的重視及史進一步的研

究，後來史發現 PKC 由肌醇磷脂( inosi -tol phosphol ipid )分解而

來，在穿透細胞脹的訊息傳遞乏足統上扮演相當重要的角色(52) ;當外

來物與膜上相關接受器作用後導致特異性的 phospholipase C (PLC) 

去水解 phosphotidy-linositol 斗， 5-biphosphate (PIP2)產生

inosi tol phosphate (IP3)及 diacylglycerol (DAG) , IP3 溶解於細

胞質促使儲存的鈣離子釋放而增加細胞中鈣濃度，就結性的 DAG 則留

在膜上，此時細胞質內的 PKC 會移動到細胞膜上與 DAG 、鈣、磷脂質

形成複合體(53-55) ，當 PKC 轉位到膜上時會造成細胞內的許多蛋白質

磷酸化女口 histone(56) ， EGF recepter(57) , insulin 

recepter(58) , transferrin recepter(59)，轉譯作用 2 號起始自子

(eIF2)(60) , ribosomal protein S6(61) 等等，引起一連串細胞內訊

息傳遞。

原致癌基因 (proto-oncogene)是指存在于正常細胞的一段基因，平

時有正常的生理功能，但當外界有某種刺激時(和村口:病毒、霉菌、寄

生蟲)可激發其大量表現，基茵通度活化的結果使細胞變形或增生、癌

1t 0 

當 PKC 引發了細胞開始進入分裂週期有密切關餘的 proto-oncogene

C-jun 、 C-fos 的表現，所產生的 jun-fos complex CAP-l) 便能促進

多種基囚的 transcription (62) 而使細胞增殖(proliferation)和細

胞分化的ifferentiation)(63) 因此 PKC 被認為有促進細胞增殖、分

化、基因表現和腫瘤催化作用。

fos 、 Jun 、 myc 為 tyrosin kinase dependent 的核內 onc-ogene ' 

AU 



其上講 oncogene 經細胞質的多重活化步驟後，使 transcription

factor phosphorylation 而促進 fos 、 Jun 、 myc 等核內 oncogene

的表達，進而 gene transcr i pt i on 而使癌蛋白質合成，其可引起細胞

變形、增生及細胞癌化 O
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第四節研究目的:

根據很多臨床病例報告顯示中華肝吸蟲大量及長時間的成染會引起

肝臟與膽管方面的癌症，但臨床醫師及學者們多從病理學來觀察我

們想、從大白鼠~染中華肝吸蟲的模式，籍血液學、生化學、病理學、

分子生物學等多方面的觀察及比較來研究成染中華肝吸蟲後不同時間

大白鼠的肝臟病理變化及探討中華肝吸蟲的致病機轉 O
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第二章 材料與方法

囊幼收集:

從日月潭買回的新鮮克氏鱗魚，以清水洗淨後，用菜刀則成小

塊，以均質機攪碎，以 1 30 之比例加入人工育蛋白消化液，放入磁

性攪拌子在 370C 恆溫箱以攪拌機攪拌， 2 小時後取出用紗布過濾，過

濾、 j夜以 1 1 生理食鹽水稀釋，靜置 30 分鐘，以後每隔 30 分鐘倒掉

一半上清液，再加滿生理食鹽水，重複比步驟直到上清液清徹為止(約

3 小時) ，再用滴管吸取沉澱物，在解剖顯微鏡下收集囊幼。

人工實蛋白清化波之配製:

7 gm Pepsine 

8 ml HCl 

加二次水稀釋至 1000 ml 

實驗動物分組:

購自國科會動物飼養中心之四適齡 Wistar strain 雌性大白鼠，
依成染週數、 30 、 40 、 50 、 60 通，分實驗組與對照組各 3 隻。

動物品義祟:

實驗組於成染前 12 小時禁食，每隻老鼠以口餵管餵食 300 隻

中華肝吸蟲囊幼。

成染成效評估:

~染後第六迢，收集老鼠糞便以福，馬林一乙瞇濃縮法

(formalin-ether concentration)計算每公克糞便中蟲卵數目。
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血液常規評估:

使用 sysmex@ NE-8000 型全自動化儀器測定血液中 WBC 、 RBC 、 Hb 、

Hct 、 P1t 、 Neut 、 Lym 及 Eos 等多項血液常規評估。

測定潭、理:

這是一部全自動血液分析儀，血球及血小板的計算是根據懸浮在

稀釋液中之顆粒間各有其不同的電氣特性而予以偵測;在 1月TBC 偵測器

中，其分析是應用普通的直流阻抗偵測法及高頻電抗偵測法，並搭配

使用定量浮球式計量管 O 而 Eos 及 Baso 貝 11 各有其獨立之偵測器，亦

採用主流阻抗偵測法及浮球式計量計 o RBC 、 Hct 及 P1t 採用流體動

力集中式直流阻抗偵測法分析。

測定步轉:

1 、將裝有 who1e b100d 之真空採血管，編號。

2 、按照編號先後次序安插入 rackC檢體無)上。

3 、 才安 Samp1er No ~建 。

d 、將 Samp1er rack 擺放在 rack poo1 之右邊就定位。

5 、按 Start 鍵，貝11 儀器便開始自動站lX 、 Aspirate

、 Di1ute 、 Ana1yze 、 Report 0 
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血液生化佳評倍:

Synchron CX一?是一種可誰隨意選擇檢驗項目的全自動化儀器，應用

其檢驗 T. Bi 1 、 ALP 、 AST 、 ALT 及 LDH 等項目。

測定潭、理:

T. Bi 1 

ALP 

ALT 

Total bilirubin 加 diazo dye 試劑反應，會產生紅色

的 azobilirubin 產物，在波長 530 nm 比色，即可知道

total-bilirub凹的濃度。

利用 P-nitrophenyl phosphate 加}的及適當條件下

( Na侃 , pH 10.3 和兩價鎮離子存在)ALP 可促使其產

生 P-nitrophenol 和 phosphate ，在波長 405 nm 測手

nitrophenol 的濃度變化，即可測出 ALP 的活性。

利舟 L-扭扭戶-且仕-】-

Pyruvate扎L 牙和口 G1 utamate. 再利用 Pyruvate 在『的條件下會

使 NADH 轉變為 NAD' 及產生 Lactate，在波長 340 nm 測定

NADH 減少的量，即可知 ALT 的活性。

AST 

利用 Aspatate 加 α-Ketoglutarate 在 AST 存在時可產生

Oxaloacetate 和 Glutamate. Oxaloacetate 在 H
1 的環境

下會使 NADH 轉變為 NAD+ 及產生 Malate，在波長 340 nm 測
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LDH 

定 NADH 減少的量，即可知 AST 的活性 O

利用 Pvruvate 在汀存在下，可使的ADH 轉變為 NAD '及產生

L-Lactate ，在波長 340 nm 測定 NADH 減少的量，即可知

LDH 的 j舌性。

操作步驕:

1.將 CRT 上之 Power on 以後，再問 Printer 及去離子水的

Pump 。

2. 當上述步驟的閉關順利打開時，儀器會自動展開 Boot up 

步驟，把管道內的氣泡及殘留液(水)完全排除 O

3. Loading Reagent 0 

4. 儀器以校正液做校正，校正值皆在可接受範茵即可再做

三種 Control(high 、 low 、 normal) , Control 值皆

在可接受範囡即可進行檢體分析。

5. 將欲分析的檢體放入 Sector 的 cup 中， Sector 放入儀器

就定位後，即可從主螢慕的 Fl 中輸入檢體所放的 Sector 號

碼及 cup 號碼和所要檢測的項目。

6. 輸入完後按 Start 鍵即可進行檢體分析。
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肝臟組織革取:

分別取實驗組與陰性對照組之大白鼠斷頭、放血犧牲之，迅速取出

新鮮肝臟組織約 2 gm '儘量切碎，組織與均質液以 1 5 的比例在均

質機下研磨(以上步驟多在冰浴中實行)

1. Tissue Homogenizated solution 1 5 混合

2. Liver tissue 研磨後，使用;令J泉離心機離心 O

3. 600 Xg，離心 10 min(2 times) 。沉澱物:細胞核

4. 取上;青液， 15000 Xg ，離心 5 min (2 times) 0 沉澱

物 :粒線體

5. 取上清液， 105000 Xg ，離心 60 min 。

上清液:細胞質 沉澱物:微粒體

大白鼠斷頭、放血犧牲之，迅速取出肝臟，致於冰水浴

中，以均質液 1 5 比例，加入均質機研磨，

;兄淚史才勿

(細胞核)

;兄 j晨~4勿

(粒線體)

;元;殿物

(微粒體)

600 Xg 醫生心 10 min 0 
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上清液

15000 Xg 
離心 5 min 

上清液

105000 Xg 
離心 60 min 

上清液

(細胞質)
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O. 282 gm 

67. 24 mg 

10 ml 
3是 9 口 i

100 m1 

pH 7. 在 (20 m說)

(2 mM) 

蛋白質定量分析:

取適當稀釋(1 : 5)後之肝臟組織萃取液 50 ul 加入 Bio-Rad@ protein 

assay dye 2. 5 ml '室溫反應 10 min 後在 Hitagi 3210 型比色計 595 nm 

吸光度下測蛋白。以 bovine serum albumin 為標準液，分別測定細胞核、

粒線體、微粒體及細胞質之蛋白質濃度。
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電泳分析 SDS-PAGE(6的

卜 使用 Bio-Rad 公司 protein@ II xi cell 之電泳槽做蛋白質電泳

分析。

2 、蛋白質電泳的方法:

將電泳坡璃片洗淨擦乾，利用約 O. 75 mm space 為問隔，

裝好電泳片，泡製 12 %SDS-PAGE 之 separating ge1 '加

入 12 ul TEMED 混合均勻後迅速倒入電泳片中，直到液晶

到達箭頭指標處為止，加入去離子水覆蓋液面，等待膠體

凝固後，將上層去離子水倒掉，再製備 5 %SDS-PAGE 

stacking gel '加入 6 ul TEMED 後混合均勻迅速倒入電

泳片中，並立即將電泳齒梳插入 stacking gel 中，並避

免氣泡產生，待膠體凝固後，拔掉齒梳再用去離子水清洗

數次 well '準備 loading sample 0 

3 、取 20 pl 的 10 口的蛋白質樣本加 80 叫 (1 : 4) 的 sample

buffer '以 100 Oc 煮沸 5 min 後，取 20 p 1 1 oad i ng 至

每個 well

是、將上下電泳槽加入 running buffer 後蓋上蓋子，開始以 15

mA 的電流通電彷 mln '使色帶跑至 stacking gel 與 sep

areting gel 交接處，調整電流為 30帥，當色帶跑至底線時

才停止電泳(通電時間約是 hrs) 。

5 、電泳完畢後將膠體取出以 Coomassie blue R-250 染色 30

mln 及用 methanol-acetic acid 混合液脫色三次每次 30 min 

。
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Separating gel(12 略 SDS 回PAGE)之配製:

dÆ20 
30 % acrylamide mix 
1.5 M Tris (pH8.8) 
10 % SDS 
10 % Ammonium persulfate 
TEMED 

5% stacking gel 之配製:
d2 日20

30 % acrylamide mix 
1.0 M Tris (pH6.8) 
10 % SDS 
10 % Ammonium persulfate 
TEMED 

Sample buffer 之配製:

d2 H20 
1.0 M Tris (pH 6.8) 

9.9 ml 
12 ml 
7.5 ml 
0.3 ml 
0.3 ml 

12 ul 

4.1 ml 
1 ml 

0.75 ml 
60 pl 
60 pl 
6 口 i

可
i
B
S
A

mi 
m 

OAU 

八
U

介
、
J

-ss--A 

glycerol 0.8 ml 
10 %SDS 1 .6 ml 
ß-mercaptoethanol 0.4 ml 
0.05 % bromophenol blue 0.4 ml 

5 X Electrode (running )buffer 之亂製:

Tris base 25 mM 15.0 gm 
glycine 192 mM 
SDS 0.1 % 
d2 日20 d i 1 t 0 

72 gm 
5 gm 

1000 ml 
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Stain solution (0.1 略 Coomassie blue)之配製:

Coomassie blue G 伽 250

Methanol 
AcetÏc acid 
d2 日20

Destain solu位on 之配製:

Methanol 
Acetic acid 
d2 H20 

1 gm 
400 ml 
100 ml 
500 ml 

400 ml 
100 ml 
500 ml 
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肝膽組織病理切丹:

從老鼠取出之肝臟及膽管立刻固定於 10 %i品，馬林，以石蠟包埋，

切片 5 um '使用 Hematoxylin-Eosin 進行染色、封片、觀察 O

Immunocytochemistry stain 
Cfor c一 jun c-fos and c.一

1.製作 5 UIl1厚度之組織石蠟玻)~ 0 

2 石蠟玻片;容蠟: 50-55 Oc ' 40-50 min 0 

3 脫蠟 :Xylene 10 min '二次。

4. Hydrate:100 % Alcohol(Alc) 5 日11 口， 100 % Alc. 5 mi 口， 95

% alc. 5 miD , 85 % Alc. 5 min , 75 % Alc. 5 min 0 

5. Running tap water 30 sec 0 

6 耐高溫玻璃缸內裝入約 1/2 至 3/2 滿的 citrate buffer 

(含 O. 1 %NP 40) 。

7 放入微波爐，以低中火力加熱 5 min '使其微滾有些許冒

?包 O

8 將脫蠟後組織片放入上個步驟 buffer 內，以低中火力加熱

4",5 min 

9 重覆步驟 8 '操作品在 times 0 

10. 將整缸取出，放置室溫 30 min 0 

11 將玻片取出，放入 PBS buffer 浸泡 5 min 。

12 加 primary Ab(anti c-fos 、 anti c一 jun and anti c一myc)

, over night in 4 Oc 0 

13. PBS washing 5 min 0 

14. Link Ab ( Second-Ab -biotine ) , 37 Oc 20 min 0 
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15. PBS washing 5 min 。

16. strepavidin-horseradish peroxidase 37 Oc 20 min 0 

17. PBS washing 5 min 0 

18. DAB 10m i n 0 

19. Rinsing wi th running tap water 30 sec 0 

20. Counter stained' Hematoxylin 1 min 0 

2 1. Rinsing with running tap water 20 min 0 

22. 95 % A 1 c. 1 m i n ' 1 00 % A 1 c 1 m i n ' 1 00 % A 1 c 1 m i n 0 

23. Xylene 90 sec. 'Xylene 90 sec. 

24. mountíng 0 
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曹estern blot (餌， 65 ) 
(for PKC c-fos c-j扭扭 C一盟yc ) 

l 取新鮮肝臟 O. 5 gm 加 buffer A solution(Tris 20 訓， pH 7.5 

2mM EDTA , 0.5 mM EGTA ， 0.3 說 sucrose ， 2m阻 PMSF ) 2. 5 

m1 

2 均質機 1000 rpm 均質 20 下。

3 取均質後之均質液離心 50 K rpm 、是Oc 、 1 hr 5 min 0 

4 上清液(sup. )存于一70 OC(cytoso1) 。

5. pel1et 加 buffer B solution( 即合 0.3 % TritonX-100 之

bu f f er A ) 1 m 1 0 磨散、弄均勻。

6 放入ì7}<.. 中 1 hr '每隔 5 min 取出 mlX 一次。

7 加 buffer A solution 1.8 m1 

8 再離心， 50 K rpm 、 4 Oc 、 1 hr 5 min 。

9 取上清液(sup. )存于一70 OC(membrane) 

10 剩下的戶口的丟棄。

11 分別取 membrane 及 cytosol '測蛋白濃度，跑 SDS-PAGE 0 

12 電泳完畢後，將膠艘浸入冰冷的 E1ectrotransfer

buffer[25 mM Tris-HCl(pH 8.3) , 0.192 M glycine ' 

20 %(v/v) methano1 ]約 5-10 min 0 

13 將膠體平鋪在兩張浸濕的 Whatrnan 3M 5，虎、紙上，然後再將預

先浸濕、 0.45μm 孔徑的硝化纖維吾氏Cnitrocel1ulose paper 

)蓋在膠體上面，依次再覆蓋兩張浸濕的 3M iJ.昌、紙，益以玻璃

棒小心趕走其電極板闊的氣泡，然後裝入 Transfer holder 

內，再荳於 Electrotransfer tank(Hoefer )以 4 Oc ' 100mA 

(0. 38 rnA/ cm2 ) 進行電轉移。

14 電轉移過夜後，將硝化纖維紙取出浸入含 3%(w/v)FBS 之 TBST

緩街液[10 rnM Tris-HCL (pH 8.0) , 150 rnM NaCl ' 0.05% 
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Tween-20 J ' 在室溫搖動 1 hr 0 

15. 以 TBST 緩街液清洗兩次，每次 10 min 0 

16 加 50 ug 抗 PKC 抗體(如ti -PKC IgG '購自 GIBCO BRL)於 20 ml 

合 1 %(w/v)FBS 的 TBST '然後與硝化纖維紙在室溫下作用在

hrs 之後以 TBST 緩街液清洗兩次，每次 10 min 0 

17 與 primary antibody 作用後的磷化纖維紙，再進一步與加有

20 ug Secondary antibody (alkaline phosphatase一

conjugated anti -rabbi t I斜，購自 Promega) ，合 1 % Cw/v) 

FBS 之 TBST 緩衝液 20 r叫，於在室溫下作用]址， TBST 緩衝

液清洗兩次，每次 10 min 0 

18 最後將磷化纖維紙浸入 20 ml 的受質溶液CSubstrate Buffer) 

(即 20 ml 受質緩街液(100 mM Tris-Hcl ' pH 9.5 ' 100 m班

NaCl ' 5 mM MgCl2 )力口上 7 峙的 NBTCNitrobluetetrazolium)

及 5 峙的 5-Bromo-4-chlor-3-indolylphosphate(BCIP)] 進

行呈色反應，約 5-10 min 後可用去離子水終止呈色反應並清

洗之。

25 



第五章結果

另于屬是外表:

老鼠成染中華肝吸蟲後，其肝臟外表光滑與一般的肝臟外表

並無太大的差別，肝外膽管且重大，自外面隱約可見到中華肝吸

蟲存在其中(園一) ，其餘肝膽組織外表並無明顯病娃產生。

血液常規評估:

成染中華肝吸蟲後實驗組與對照組 WBC 數值的比較，實驗組

WBC 數值一直呈現較高的佳，其中以 50 、 60 週的數值比較高，

但仍未達到顯著差異 (P>0.05)(Table 1 )。成染中華肝吸蟲後

實驗組與對照組 Eos 數值的比較，實驗組顯著高於對照組

(P<0.05) (Table 2) 0 其它血液常規值 Hb 、 Hct 、 Plt 、 Seg

Lym 0 實驗組與對照組比較，統計上未出現顯著差異。

肝臟功能的生化佳評估:

ALP 、 AST 、 ALT 、 LDH 四項生化值實驗組與對照組沒有顯

著差異 (P>0.05) ，但 ALP 、 AST 、 ALT 三項在成染 50 、 60wks

後實驗組顯著高於對照組(Table 3-6) 。

肝臟及血清的 SD孤s-闖閉-帽…-

在 S幼DS令一P叫AG臼E 方面，實驗組與對照組比較血清、細胞核、細胞

質、微粒體、粒腺嫂，五項的 SDS-PAGE 實驗組並沒有發現特別

的蛋白 pattern 出現(國二、圈三、屆四)。僅有呈現零星的非

特異性蛋白。

肝臟的病理黛色觀察:
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成染中華肝吸蟲 30 過後在膽管發現有發炎細胞浸潤、膽道

上皮細胞增殖多層、纖維細胞增生(圓五的 O fa 染中華肝吸蟲

40 遇後在膽管發現有發炎細胞浸潤、淋巴細胞增多、嗜伊紅性

球增加、膽道上皮細胞問隙擴大(國五 B) 。成染中華肝吸蟲 50

週後在膽管持現有發炎細胞浸潤、淋巴細胞增多、膽道上皮細

胞問隙擴大、原纖維增加及膽管上皮細胞腺瘤樣增生(國五 C) 。

~染中華肝吸蟲 60 週後在膽管發現有發炎細胞浸潤、房、纖維增

加、月詹管上皮細胞腺瘤樣增生(圓五 D) 。

免疫組織化學染色法結果:

中華肝吸蟲成染後肝臟及月詹管使用免疫組織化學染色法

(Immunohistochemistry stain )染色，發現 30 、在O 週Jffi、致

癌基因 c-fos 在膽管有輕微表達， 50 、 60 週有中度表達(圓

六) , c- jun 、 c-myc 並沒有明顯表達(固七、圈八) 0 

西方墨點分析法測定:

PKC 的蛋白量，由西方墨點分析法測定，顯示從 30wks 起在

cytosolic 與 membrane 實驗是旦的蛋白量皆有明顯表現(圈

九)。

c-fos 的蛋白量，由西方墨點分析法測定，顯示從 30wks 起

實驗組的蛋白量比對照組，有較明顯的表現(圓十) 0 

c-Jun 的蛋白量表現，由西方墨點分析法測定，屬形顯示實驗

組與對照組比較，並未出現較明顯的變化(聞十一)。

C一myc 的蛋白量表現，由由西方墨點分析法測定，圓形顯示實

驗組與對照組比較，有少量的表達但兩者比較並未出現明

顯的變化(圓十二)。
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第四章討論

由前人的研究得知(66-69) ;中華肝吸蟲成染，可因其長期

生活於肝內膽管中，致使被寄生之部位產生長期性的物理刺激

(經常吸的於膽道內壁上皮細胞及經常移位，使細胞產生脫落與

再生)及化學性刺激(蟲體的代謝=廢物，成蟲或蟲、卵所分泌的毒

素或蟲屍腐敗所釋放的有毒物質，促使蟾道內皮細胞過度增生)，

蟲體多者甚至可堆積成堆，造成膽道阻塞，在阻塞上端會有膽管

擴張，膽汁:帶積，使病情惡化成為多發性月刊農腫 O 由於膽管細胞

增生及發炎，細胞浸潤的結果，使得膽管纖維組織增生，女口再合

併細菌~染，加上肝吸蟲本身致癌物質的釋放，即可逐步演變成

膽管上皮癌，周邊細膽管癌或原發性肝癌。此致病過程的病理變

化，即為本篇實驗項目所欲加以探討的主題。

是k 染 C. sinensis 後，從 30 過起可看到白血球及絕對嗜伊

拉工性白血球和對照組相比較呈現持續性顯著的差異。血清生化

值 AST 、 ALT 、 ALP 呈現稍微增加，但是 50-60 週有顯著差異，

推測是長期刺激所導致， C. sinensis確實可對動物體造成發炎

反應。

臨床上所見到 C. sinensis ~染引起的膽管位客大部份是因

蟲體停留處造成阻塞，而引起病變，如再加上細菌成染(大腸桿

菌)易形成二次成染，進而導致阻塞性黃疫及急慢性膽管炎

(70-71)，嚴重者併發膽結石 (72) 腫瘤 (73)，膽管癌 (7是一78)

本實驗嚴重的病變主要發生在肝內膽管及次級蟾管，包括發炎

細胞浸潤、嗜伊紅性白血球增加、膽管增生、膽管肥大、輕微

纖維化、原纖維增加、膽管上皮細胞腺瘤樣增生及 proto

oncogene c-fos 在膽管的表現; 因此判斷有適逢膽管癌的傾
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向 O

當外來物(告狀曰:病毒、霉菌、寄生蟲)與膜上相關接受器作

用後導致特異性的 phospholipase C CPLC) 去水解

phosphotidylinositol 一哇， 5-biphophate CPIP2)產生 inositol

phospha te (1 P，3)及 diacylglycerol (DAG) , IP3 溶解於細胞質

促使儲存的鈣離子釋放出來而增加細胞中鈣濃度，車見脂性的 DAG

則留在膜上，此時細胞質內的 protein kinase C(PKC) 會移動到

細胞膜上與 DAG 、鈣、磷脂質形成複合體 C 53) ，當 PKC 轉位至11

膜上時會造成細胞內特殊蛋白質磷酸化而引起細胞內訊，息傳

遞 PKC 受到刺激後可激發 c-fos 5'9品特定序列區域的表現(女口

TRE TPA response element)進而促使 c-fos 增加( 79 )且

pkc 也可使 c-Jun 蛋白 c一端磷酸化而使 c-J凹的量增加，進而

促使以 fos/ jun 的複合體存在，再促動多種基固的轉譯作用

Ctranscription) 而帶動細胞進入活躍狀態使細胞增殖

(proliferation)和細胞分化(differentiation) (63)及促癌瘤

作用 (62-63) 0 因此 PKC 在細胞內的活性過高時會導致細胞生長

失調，並且提高形成轉形細胞 (Transformed cell) 的可能性

(80-81) ; 但一旦肝癌形成後 PKC 的活性會被負調解而下降

(82) ;本實驗由於受中華肝吸蟲~染時問與成染嚴重度的影

響，雖未能見至IJ c-myc 有量的差異性表達、與 c-J凹的不同表

現及形成真正的癌瘤細胞(只見到 PKC 量的增加與 fos 的表

現) ，但在多步驟的致痞機轉中由 PKC 量的增加與 fos 的表現

而提高致癌機轉的可能性，是值得進一步探討的。

實驗結果我們推測中華肝吸蟲可能經由誘導 PKC 的活化，再

活化細胞的 protooncogone 的 c-fos 表現;其詳細機轉有待進

一步探討 O
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綜合本篇研究，我們提出一個因中華肝吸蟲成染而導致癌

症的假設:

C. sinensis infected rat tissues 

30 

activate mitogenic signal 
pathway(?) 

PKCt 
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Table 1 Comparison of 乳TBCs between nonnal and 
C.sinensis infected Rats 

Control Infected 
wks ( 1 OJ /口 1) (l 03/u1) 

30 7696+1797日 8880+1387 
40 6089+1180 6137+909 
50 8963+1588 9740+1217 
60 7600+919 8072+1338 

a: lnean 士sd;nz3
*: p<0.05;compared with control 
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Table 2 COI11parison of Eosinophils between controIs and 
C.sinensis infected Rats 
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360+153* 
453+146* 
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a: Mean 士 sd ，n=3

*: p<0.05; compared wÍth control 
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Table 3 Alkaline phosphatase activity cornparison between 
controls and C. sinensis infected rats 

Control 
wks (U/L) 
30 349 士 12a

40 197 + 85 
50 311 土 40

60 307 + 118 

a: Mean 士 sd要 n=3

Infected 
(U/L) 

309 士 13

236 + 79 
563 士 138*

637 士 130*

*: p<0.05 ; compared with control 
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Table 4 Aspartate aminotrasferase activity cOlnparison 
between controls and C. sinensis infected rats 

Control Infected 
wks (U/L) (U/L) 
30 101+6a 43+55 
40 98+4 100+11 
50 60+5 79+6 
60 89+10 125+33 * 

a: Mean +叫， nz3;

*: p<0.05; compared with control 
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Table 5 Alanine aminotrasferase activity cOlnparison 
between controls and C. sinensis infected rats 

Control Infected 
wks (U/L) (U/L) 

30 45 士 7a 44+2 
40 46 土 4 64 :t 3 
50 36 :t 5 50 :t 6* 
60 42 :t 9 142 土 48*

a: 恥1ean 士 sd ，11:3;

*: p<0.05 ; cOlnpared with control 
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Table 6 Lactate Dehydrogenase activity comparison 
between controls and C. sinensis infected rats 

Control lnfected 
wks (U/L) (U/L) 

30 2223 士96a
2412 士783

40 2209 :t94 1851 :t226 
50 1807 :t118 2254 :t294* 
60 1656 士372 1798 土542

a: Mean :t sd ,n=3 
*: p<0.05 ; compared with control 
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國一 成染中華肝吸蟲閃過後大白鼠解剖時發現膽管
腫大(譯頭所指)。
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囝二 老鼠成染中華肝吸蟲後血清電泳圓形

lane 1-3 , 60 wks; lane 是一 6 ， 50 wks; lane 7-9 ，在O

wks; lane 10-12, 30 wks; lane 13-14, Control; 
lane 15 , markers 。
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圈三 老鼠成染中華肝吸蟲後肝細胞核蛋白質電泳園形

lane 1-3 , 60wks; lane 是一6 ， 50wks; lane 7-9 , 是Owks;

lane 10-12 , 30wks; lane 13 , control; lane 14 

markers 0 
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囝四 老鼠成染中華肝吸蟲後肝細胞質蛋白質電泳圓形

lane 1, markers 1ane 2, contro1; 1ane 3-5 , 30wks; 

1 ane 6-8 , 40wks; 1 ane 9-1 1, 50 wks ; 1 ane 12-1 哇， 60wks 0 
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國五 成染中華肝吸蟲後肝、膽組織的病攻變化。 A. 箭頭指

處顯示成染 30 週後在膽管發現有發炎細胞浸潤、膽道上皮細

胞增殖多層、纖維細胞增生。 B. 箭頭指處顯示~染的過後

在膽管發現有發炎細胞浸潤、淋巴細胞增多、嗜伊紅性球增

加、膽道上皮細胞間隙擴大。 C. 箭頭指處顯示威染 50 週後在

膽管發現有發炎細胞浸潤、淋巴細胞增多、膽道上皮細胞間隙

擴大、原纖維增加及膽管上皮細胞腺瘤樣增生。 D. 箭頭指處

顯示威染的過後在膽管發現有發炎細胞浸潤、原纖維增加、

膽管上皮細胞腺瘤樣增生。 H-E stain 0 X 400 。
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圈六 c-fosCimmunocytochemistry stain)在大白鼠~染中

華肝吸蟲後肝臟及膽管的表達。圖 A. ~染後 30 適;圈

B. 成染後的遮;單 C. ~染後閃過;國 D. 成染後 60

迪。的ox 0 
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國七 c一 jun(immunocytochemistry stain)在大白鼠成染中華

肝吸蟲後肝臟及膽管的表達。 圓 A. J，氫染後 30 遇;閻

B. J，式染後哇。過;區 c. !z.\染後 50 週;盟 D. 成染後的
適。的ox
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竄入 c-myc(immunocytochemistry stain)在大白鼠成染中華

肝吸蟲後肝臟及膽管的表達。 題 A. 成染後 30 週;國

B. 在長染後在0 迫; 周 C. Æ\染後閃過;圈 D. 在長染後 60

遇。是oox 0 
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鷗九 戚吋空中華肝吸蟲後對肝膽細胞內附仙吋叫
白賞的影響 O laneL controi;iane2 , 6, 3O wks: 
lane 3, 7, 4Owits ;Lane 4, 8, 5O wits;Lane 5,9, 
60 wks; lane 10 , mark 0 
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聞十 J氫染中華肝吸蟲後對肝膽細胞 c-fos(western blot ) 
蛋白質的影響。 lane 1, mark lane 2 , 30 wks 
lane 3 ，是o wks lane 哇， 50 wks Lane 5, 60 wks; 
Lane 6 , control 0 
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圖十一 成染中華肝吸蟲後對肝膽細胞 c-junCwestern blot ) 
蛋白質的影響。 lane 1 , mark lane 2 , control 
lane 3 , 30 wks lane 4 , 40 wks ; Lane 5 , 50 wks ; 
Lane 6 , 60 wks 。
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試。

圈 十二 J戚氫染中華肝吸蟲後對肝月膽唐細胞 c-“一叫-巴也

蛋白質的影響。 lane 1 , mark lane 2 , control 
lane 3, 30 wks lane 4, 40 wks Lane 5 , 50 wks; 
Lane 6 , 60 wks 0 
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附園一中華肝吸蟲成蟲

(摘自 Wallace: Tropical Medicine and Parasi tology 3nd 

1989) 
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附圖二中華肝吸蟲的第二中間宿主丸氏鱗魚
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附圈三 中華肝吸蟲生活丈
Blirton JB.lilimaflParasitology , 199G) 
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