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中文摘要

嗜中性白血球在發炎組織中，由受傷產生趨化物以吸引白血

球從流動血液中穿過血管進入受傷組織，這走一個非常快速的過

程，而為研究這種特殊的運動能力或其表面黏著分子與內皮細胞

之闊的相互關係、，或整個穿透機制，各種體外模型均紛紛被建立

著，這些模型大部份是採用 micropore filter 讓內皮細胞或人類羊

祺細胞生長在這 filter 上形成一完整細胞層後再童入嗜中性白血

球以研究其特性，近年來，有人開始利用第一類型膠原蛋白基墊

這個系統來研究嗜中性白血球，但均未完全類似體內系統，故我

們針對前人所建立的第一類型膠原蛋白基墊作改進，並成功建立

了一個類似體內環境的體外模型，其優點具有: (a)為三度立體空

間，可供細胞任意移動，不受平面空間的阻礙; (b)在立體膠原蛋

白內含有纖維母細胞，則類似人體組織; (c)內皮細胞長成完整一

層細胞層則類似血管壁 (d)可在 5 小時內快速形成細胞問連接

處複合體(intercellular junctional complexs ) ，不必培養 7 天或 21

天，可大幅縮短實驗時間; (e)整個系統採用活體染色來觀察嗜中

性白血球移動的情形，可避免使用放射線來標記。

本實驗成功的建立了類似體內血管壁的體外模型，並進一步

應用它來探討牙周病患者的嗜中性白血球與正常人的嗜中性白血

球，在黏的及穿透此一人工血管壁上是否有所差異，我們初步的

結果顯示，在用趨化物品位P 處理活化嗜中性白血球之後，病人

的白血球的黏的程度較低，不超過 30% '而正常人則大於 38% ' 

另外，發現病人同時使用fMLP 刺激及 PMA 刺激後其移動的結



呆差距甚大，使用 PMA 刺激則移動百分比為 50%以上，故推測

病患本身的細胞骨架並未有任何缺失而可能是嗜中性白血球表面

趨化物品1LP 接受器有了缺陷，以致無法將訊號有效傳入細胞骨

架，使 actin 快速從 G-actin 變成 F-actin 而致使趨化性降低。

II 



ABSTRACT 

The extravasation of leukocytes is a rapid yet extremely complicated 

cellular process involving interactions between blood cells and 

vascular endothelial cells;shearing force generated by blood flow etc. 

And the molecular dissection of such a sophisticated process has had 

making leopard jump through only the latest decade .It has been 

generally accepted that a host of cell adhesion molecules and their 

corresponding ligands are held responsible for most,if not a日，of the 

interactions involved.Most of all,due to the dynamic,reactive,and 

rapidity nature,it renders studies of the process of transeendothelial 

migration relatively difficult using either in vivo or in vitro systems. 

Our purpose of this study was twofold. First, we aimed to establish an 

in vitro model system that mlmlces the in vivo conditions for 

endothelial cells growth as closely as possible. The model consists of 

both physical cues (a three-dimensional lattice of hydrated collagen 

gels )and chemical cues (live, untreated fibroblasts embedded in the 

lattice as they grow in dermis) for inducing the differentiation of 

endothelial cells isolated 企om human umbilical cord vein. 

After the fibroblast-populated,3-D co-culture system was achieved 

success臼lly， we proceeded to our second purpose,that is,to test the 

applicability of the model we developed.Neutrophils purified 企om

both normal healthy volunteers and patients of rapidly progressed 

periodontotitis were collected for conducting both adhesion and 

migration assays using the in vitro model we developed. 

扎10reover，differences in adhessiveness and through and into the 

collagen lattices were observed and compared by taking advantages 

i i i 



of the noninvasive optical sectioning and 子D reconstruction of the 

confocal microscope. In summary,we have successfully set up an in 

vitro model system mimicking the luminal surface of blood vessels by 

the formation of a confluent monolayer of endothelial cells on top of a 

pre-formed, fibroblast-populated,3-dimensional hydrated collagen 

gel. 

IV 



第一章

序論

(INTRODUCTION) 

血管內皮(vascular endothelium)是一種草層鱗狀土皮細胞，它

的 luminal (apical) 表面面對血液，而它的 abluminal (basal) 表面

面對人體的組織 (William et al., 1986) 。血管內皮細胞其重要的

功能之一是控制溶質及一些小分子通通血管壁，例如:各種養

分、荷爾蒙(hormones) 、脂蛋白質(lipoproteins) 、白血球及其它

一些分子， 這些必須先通過血管壁才可到達組織。

嗜中性白血球(polymorphonuclear leukocytes)進出血管是一

種正常的生理現像，據估計每天平均約有 109 的嗜中性白血球

細胞進出血管系統與組織間隙之間(Jeffery et al ., 1987) 。

在意外傷害、手術、拔牙或分支兔時組織的完整性受到破壞

時，此一現象更加速倍增的發生，這是由於這些受傷的組織產

生了趨化性物質，從快速流動的血液中，選擇性的吸引嗜中性

白血球吸的到血管內壁上，然後穿透管壁層進入受傷組織內，

以擔負起吞噬細菌、清除異物和細胞殘骸的任務，是以嗜中性

白血球為發炎反應中的第一道防線。



研究這些交換機制的一些簡單且與體內環境較類似的體外

祺型，仍然有限，一個理想的體外模型最好具有與體內內皮細

胞相類似的通透性，以及須分化形成 intercel1ular junctions 0 

1991 年 Von Andrian 等人提出了白血球與內皮細胞黏著的分

子模型，其可分成四個步驟，每個步驟均透過白血球與內皮細

胞之表面上的細胞黏著分子(Cell Adhesion Molecules)與其特異

性的接合物(Ligands)之間的交互作舟來完成，首先是滾動的單

核球對發炎的內皮細胞之接觸，這部分是由 selectir拈來調節，

即為白血球黏著接受器，其可分成三種其中一種即為 selectin 其

可鍵結碳水化合物， selectins 可分成 L-selectin 、 P-selectin 、

及 E-selectin 0 白血球上的 selectin 與內皮細胞上的碳水化合物

接受器作用來調節滾動的情形，接著單核球上的 integrin α付 1

(所謂的 integrin 為細胞膜上穿膜蛋白的一類其參予細胞對細胞

外問質的黏著，它是由二種穿朕 (transmembrane) 酵蛋白

(glycoprotein)次單元結構稱為 α及戶非共價性的鍵結)為內皮細

胞上的黏著分子 VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-

1 ,Deisher et al., 1991) 所吸引，之後單核球利用戶2 integrin 黏著

其 ligand(即為任何分子其鍵結在某一蛋白質上特殊的位子或其

他分子稱之為 ligand) , 而藉此在 luminal 內皮細胞表面上伸

展，這個 ligand 目前推測是 ICAM-1(intercellular adhesion 

molecules-1) ，最後當單核球伸展開來後，開始移動至11 intercellular 

junctions 浸潤(diapedesis )在內皮細胞的 intercellular junction 

(Francis et al., 1994) 。

嗜中性白血球穿過血管的內皮層，是一個非常快速的過程，顯

2 



見嗜中性白血球是一種運動能力極高的細胞，對於其白血液循

環進入細胞或組織的問質內聚集的過程，牽涉到的許多因子都

已經有詳盡的研究報告，但對於白血球的運動能力尤其是負責

決定其運動能力的胞內微絲(microfilament)系統之結構及動態變

化，在此一過程中所扮演的角色，了解仍有限。

傳統研究細胞移動的方法是採用內皮細胞垮養在覆有(coat)

蛋白質的圓形玻片上或培養且上(的圈一)、除此之外，還有纖維

凝塊，最近更有立體膠原基墊的開發及應用，這是提供細胞一

個類似體內生理的環境其可用來測試細胞浸潤纖維及膠原基質

的能力 (Brown et al.， 1982) 。

1982 年 Frederick 等人指出膠原蛋白基墊其重要的一個特徵

則為三度立體空間，細胞在基墊內比在平面空閑更不受限制，

為研究細胞移動的好模型。

1984 年 Martha 等人將羊膜由定在鐵氣龍環上，再將胎牛微

血管內皮細胞垮養在羊膜上直到其形成完整草層細胞(附圈

二) ，可利用這個模型來研究液體、微小分子、及其它細胞通通

這內皮細胞障壁的情形。

1987 年 Martha 等人採用 1984 年發展完成的體外模型來研究

嗜中性白血球通過的情形，將此1LP(10-7扎在回formyl-methionyl-

leucyl-phenylalanine)放在羊膜下層，做為一種趨化物，貝IJ 嗜中性

白血球可通過之比例為 29士12% '嗜中性白血球的移動是快速

的，在 2 分鐘時前開始黏著， 10 分鐘剝開始穿透內皮細胞。

1988 年Nicholas et al描述人類單核球細胞及內皮細胞之間的

關餘，人類濟帶靜脈內皮細胞生長在立體膠原蛋白基墊上，其
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可促進細胞間結合處(intercellular junction)的發展，這些內皮細

胞邊緣員11 可以磷酸銀紮色來染出，並可以發現單核球有近乎專

一性的黏著在這邊緣處，立移動進入內皮細胞的底部，而沒有

破壞這內皮細胞層的完整性。

1993 年 Gamble 等人描述在 PMA (phorbol myristate acetate) 

存在下，人類內皮細胞在第一型膠原蛋白上可形成網狀的微血

管構造，並發現若使用抗 α2似的抗體則內皮細胞保持圓形，

且無法在膠原蛋白土生長。

1994 年 Villaschi 等人指出在傷口修復期間纖維母細胞及內

皮細胞之間的相互作用會調節肉芽組織(granulation tissue)的形

成，故作者發展了一個將微血管與纖維母細胞共同培養在膠原

蛋白基墊上，發現纖維母細胞可促進血管新生而這新生的血管

其又可促進纖維母細胞在形態及功能上轉形為 myofibroblasts 0 

1996 年 Vemon 等人利用內皮細胞培養在第一類型的立體膠

原蛋白基墊的收縮反應，以它來觀察內皮細胞收縮與血管生成

的潛在相關性，作者發現經由內皮細胞所誘導第一類型的立體

膠原蛋白基蟄收縮的情形，可因不同的調節者而有不同的反

應，例如:bFGF (basic-fibroblast-growth-factor) ，其為著名的血

管生成調節者。

基於以上這些年來關於內皮細胞在立體膠原上的各種研究

似乎無一個體外模型是完全類似血管壁的構造，故本實驗的主

要目的便是研究出一個更類似體內環境的體外模型並運用它來

觀察嗜中性白血球的移動，我們利用第一型 (type 1 )膠原蛋白
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(collagen)與正常的纖維母細胞混合在一起培養，以形成類似體

內的結締組織之後，經 24 小時後，將人類勝帶靜脈血管內壁細

胞 (Human Umbilical Vein Endothelial Cell ' HUVEC) ，培養

在這膠原纖維聚合成的基底層上使長成一連續完整的細胞層，

再以掃描式電子顯微鏡 (SEM)及免疫螢光染色方法確定其為一

完無處可隙裂縫之細胞層(附屬三) 0 • 

本實驗成功建立的模型，其優點為 (a)三度立建立間可供細

胞移動，不受任何阻礙， (b)多元聚合後的第一型膠原蛋白，可形

成一個三度空間立體纖維基墊，而色皮來的纖維母細胞貝11均勻地

散佈生長在此一纖維基墊之內，其優點是基墊的纖維部份，除了

可提供一個基墊，供 HUVEC 的著外，亦可因其組成份子為細胞外

間質的主要成份，即第一型的膠原蛋白，可以誘發 HUVEC 之細胞

黏著分子(Cell Adhesion Molecules)的表現，並因而決定 HUVEC

的細胞極性(Polarity) 。另外的一個與人不同之處，乃是我們採用

活的未經處理過的纖維母細胞來共同培養，既未用 uv 光照射，

亦未經抗生素處理，是以可保持對外界培養環境的改變，產生

及時的反應，如分泌適當的細胞激動素(Cytokines) 。同時整個基

墊會因著纖維母細胞的運動而產生收縮及張力，則類似人體組

織， (c)內皮細胞長成完整一層細胞層，則類似血管壁， (d)內皮

細胞可在 5 小時內快速形成 intercellular junction '不必垮養 7

天或 21 天，可縮短實驗時間，保持細胞的活性，這個體外模型

的成功建立除了可研究嗜中性白血球運動能力外，亦可以研究

穿透之整個過程及某一特別步轉之活化與調控機制，及所牽涉

到之各種自子或因子與自子閑之相互作用，及自子失調所引起
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之疾病等，除此之外還可用來研究癌生物學，囡有證據顯示細

胞"細胞外問質的交互作用對癌的形成及發展具有決定性的影

響。

本實驗利用這個模型來探討白血球的運動能力，及其胞內

微絲系統(Actin- containing Microfilament System)之結構及動態

變化，在白血球穿透血管壁過程中的重要性，現今已知至少有

22 種發炎性疾病或症候群，其患者會有功能性失調的白血球，

而伴隨各主症出現的共同症狀之一則是牙馬病 (Hart et 

al.， 1994) 。

牙周病可主要可分為二種型態: (一)為牙敵炎(二)是牙周炎。

牙讀良炎(Gingivitis)是由牙菌斑 (dental p1aque) i] I 起的一種炎

性反應，牙菌斑是細菌的堆積，這些細菌可放出酵素 (enzyme)

來破壞上皮及其附近的組織，牙齒斑也是提供其它細菌生長的

環境，這些細菌亦可因其成份而引起複雜的組織病變(歐陽玲.，

中華牙周醫誌 1: 1-8, 1996) 。牙銀炎不治療，有可能會演變成有

牙周結締組織及齒槽骨破壞等的牙周炎。

牙周炎 (periodontotitis) ，是一種牙齒之支持結締組織(包括

牙周韌帶、齒槽骨、牙骨質)的病變，一般來說，牙周炎之前

會有牙銀炎，這些堆積的牙齒斑若不清除，則有可能會造成牙

銀漸與患齒剝離，而造成問除 (gaps)或囊袋(pockets) ，此時牙

銀造成紅腫且易流血， 而這些在囊袋的細菌所產生的毒素可經

不同的生物效應 (biological effect)來破壞牙齒的支持結締軟組

織及齒槽骨，這牙周炎根據發病年齡層惡化速度及病變部位之
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大小又可分為:

局部青少年型(Localized Juvenile Periodontitis ' LJP) 

局部後青少年型(Localized Postjuvenile Periodontitis ' LPJP) 

全口青少年型(Generalized Juveni1e Periodontitis ' GJP)及

全口後青少年型(Generalized Postjuvenile Periodontitis ' GPJP) 

等四種。 1989 年 Astemborski 等人指出其中病變擴及全口的牙

周病，更因其惡化速度極怯，甚至在牙菌斑或結石等誘自尚未

大量形成之前，即可造成病人糧大的痛苦及傷害，故又稱之為

快速惡化型 (Rapidly Progressive Periodontitis ' RPP) (Suzuki et 

al., 1988) 。

大多數牙周病患者的嗜中性白血球皆發生一或多種之官能

失調(dysfunction) 如趨化性(chemotaxis) 運動能力

(locomotion) ，黏著性 (adhesiveness) 及吞噬能力 (phagocytosis)

等方面，均已有許多的研究證實要比正常人的白血球遜色許多

(Charon et al., 1985; Genco et al., 1992) 。由於這些特性都是直接

影響到嗜中性白血球穿透血管內壁之能力的囡子，是以研究牙

周病怠者血液中的這些病人本身產生的功能失謂之白血球，並

以之與正常人之白血球相比較，應可增進對白血球穿透血管內

壁之機制的了解，尤其是對於微細纖維絲所扮演的角色到目前

為止仍缺乏深入的研究。多數報告指出嗜中性白血球細胞耳其上

搗蛋白 (glycoprotein) 的缺乏及其臨床症狀則包含了重復性發

炎，在成染昆缺乏膜的形成(lack of pus formation -despite 

neutrocytosis) ，漸進性的牙罵炎(progressive periodontitis) ，損害

傷口癒合的能力 (Beaty et al., 1984) , 約有百分之七十五或以
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上的牙周炎患者有嗜中性白血球趨化性不正常，其主要原因為

細胞表面之趨化因子之分子 (chemi叫tractant molecules)接受器

比正常人減少，研究較透激者為此位P(formyl司methionyl-leucyl

phenylalanine) 的接受器，即是著名的 formylmethionyl peptide 

receptor (FPR) 。這個 FPR 為穿膜的酵蛋白(glycoprotein)，其分子

量約 32腦，沒有蹄化(unglycosy lated)且可鍵結從細菌而來的

formylated hydrophobic peptides 。

嗜中性白血球受了 N-formyl -met-leu呵phe (fMLP)這種超化物

刺激後會造成細胞骨架中的 actin產生聚合作用 (polymerization)

短暫的波動及細胞在瞬問改變形狀從國形到極化現象 (Model

et al., 1996) ，即是其細胞骨無 actin 快速從單體 (monomeric)之

G-actin 轉成絲狀 (filamentous)之 F-actin 的結果之一， 表示細

胞正在作移動中 (Wallace et al., 1984;Howard et a1.， 1985) 。由

此1LP 刺激的嗜中性白血球其結果導致細胞內鈣離子濃度的增

加，但已經經由證實 G-actinIF-actin 在未經刺激的嗜中性白血球

中，其平衡狀態部份與鈣離子控制機轉相闕，然而一些參與細

胞移動的重要變化或是構造，例如 :actin 的聚合作用

(polymerization)及分佈情形，細胞脹的鴿裙 (membrane ruff1 ing) 

及細胞極化情形與這鈣離子是不相闋的 (Zaffran et al., 1993) 

有關於牙周病患者嗜中性白血球趨化性 (chemotaxis)的研究，均

停留在運用 1987 年 Martha 等人發展完成的體外模型系統，但這

並非一個類似體內的環境，不過這已是比更早前的 ZK 統要好一

些，早期的系統如前所述為在圓形玻片上覆上一層膠原蛋白，

用此來觀察嗜中性白血球的移動，但這種象統為平面空間，在
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移動及穿透上阻力甚大，現今本實驗室成功的建立一個類似體

內環境且為三度立體空闊的模型，阻力降低，又內皮細胞形成

完整的細胞層只花費 5 個小時的時間，且採用活體染色 (Zhang

et al., 1992) , tetramethylrhodamine 做活體染色，使其在螢光照

射下，能放出橘紅色螢光，這技街的優點是細胞是存活著且處

理方便不須利用放射線來得知其穿透的情形，實為以後研究嗜

中性白血球運動能力之一大進步。
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第二章

材料與方法

(MARTERIALS AND METHODS) 

壹、實驗設計及方法流程圖:

HUVEC 之繼代培養

1.健康之正常人捐血者

2 臨床鑑定為 RPP 者

抽取血液樣本

l 
將血液置於含 Histopaque

的離心管中以高迷離心，在

室溫中分離血液

人類濟帶靜脈血管內

皮細胞(HUVEC)之初
代培養

正常纖維母細胞

的培養

內墊基維纖原膠
養
/

體
垮
/

立
之
/

立
底
在
基
種
維
胞
纖
細
白

i
i

↓

m
L
蛋

附
凡
原

凹
膠
上

將
體
層

取的純淨的嗜中性白血球

經血液抹片及鏡檢以確認

f班LP ~.舌于匕

PMA ì~舌千匕

HUVEC 在基底層上形成一如血管

壁般的細胞層

以免疫螢光染色法及電子顯微

鏡的方法確定細胞為一連續完

整而無斷隙裂縫的細胞層

\ 
黏著反應分析

移動分析

共車iß焦顯微鏡觀察
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貳、實驗方法:

一、細胞的培養

(1)、濟帶內皮細胞的初代培養之建立及總代培養:

從人類濟帶靜脈分離出內皮細胞來的方法俘、根據 1973 年

Jaffe 等人發表的。

首先，新鮮的濟帶收集在 cord buffer 中 (0. 1叫 NaCl ' 

O. 00往前 KC1 '另力口 O. 001M phosphate buffer ' O. 01 目

glucose ' pH7.4) ，這新鮮的勝帶須在手街剪下後 8 小時

內處理，所收集的細胞才可以快速生長，若超過 8 小時則

細胞不易生長，平均長滿一盤 25cm2 大小的垮養瓶須二個

禮拜。

濟帶內有二條動脈及一條靜脈，靜脈口徑較大，容易分

辨，於靜脈內放入 hepes buffer 清洗數次直至11將血液及

凝塊完全洗乾淨，再將濟帶兩端用棉線紮緊放入 cord

buffer 內含有 O. 2 % collagenase(CL鈕， Worthington 

biochem 、 co ' Freeh。此， NJ) 在 37
0

C 9 分鐘，這

0.2 % co11agenase 所放入的量好、依據靜脈的長度來決

定，時間切勿超過 9 分鐘，否則易洗出其它細胞出來，之

後再將這 collagenase 懸浮液收集起來離心 1500 rpm 5 

分鐘，然後將細胞團塊再打散於 EG問(endothel ial growth 

medium ' Clonetics)培養液中，放入先前已經覆上一層
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O. 2 % ge1atin 的培養瓶在 37
0

C作用 30 分鐘 9 以 EGM 培

養液來培養在UVEC 放在 37
0

C 、含 5 % C02 及相對濕度 95%

的培養箱中， EGM 其內容添加物含有 3. Omg/m1 bovine 

brain extract ' 1 mg/m 1 hydrocortisone ' 50mg/m1 

gentamycin su1fate ' 50μgl血 1 amphoterici口， 2 % 

feta1 bovine serum 及 10悶Im1 recombinant 

humanCEndothe1ia1 Growth Factor) 。為避免污染，須在

培養箱適應生長江小時後，用含有 1 %抗生素的 HEPES

buffer 來洗，以洗去未黏附的細胞及細胞殘骸等懸浮的雜

質再放 5cc 的 EGM 來培養，等長滿整個 T-25 的主吾養血後

再以 0.25 % trypsin/1mM EDTACGibco) ，於 37
0

C 作用 1

分鐘來拆細胞，準備供下一個實驗而用。

(2) 、正常的纖維母細胞的培養:

正常的纖維母細胞的來源是來自新生兒的色皮組織，這纖

維母細胞垮養在 Du1becco's modified Eag1e's 

mediumCDM帥， GIBCO) 中其內含有 10 %胎牛血清及 1 % 

的抗生素，長滿的纖維母細胞再以 O. 25 % trypsin/lmM 

EDTA 來拆並作繼代培養。
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(3) 、立體膠厚、基墊垮養(cul tivation in 3-dimensional 

collagen lattices) 

每份基墊由 0.5 C.C 膠原基質溶液製成。

以 20 個基墊為例，所須膠原基質溶液總體積共 10 c. C 其

組成比例如下:

O. 1 N 

10 x 

D盟E班

Vitrogen 100 

NaOH 

班E班

CC 

C 

CC 

CC 

F片
U
F
h
d
-

0
，
但

O
Q
F
b
c

n
b
a
u

可
i

n
u
n
u
o
'

，
但
戶

D

細胞懸浮液 (ce11 suspension) 1 C.C 內含之細胞為纖維

母細胞(fibrob1ast)數目為 5 x 104 ce 11 sl ge 1 。

取 15 c. c 離心管。配製膠原溶液(co11agen sol ution) 時

先加入 O. 1N NaOH 、 10 x 祖師及閃帥，再加入 Vitrogen

100 '搖動離心管，使內容物先充分混合，最後加入 ce11

suspens 1 on '搖勻之後即可分裝於 2是 we11 p1ate 的每

個槽，每個基墊之體積為 500叭，母養一個晚上後即可作

下一個實驗。
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(4) 、單層 HUVEC 細胞生長在含有纖微母細胞之膠原基墊

之上的共同培養系統(co-culture of HUVEC 

monolayer on top of fibroblast-populated 

collagen gels) 

將 5 X 10 5 的 HUVEC 細胞種在前一天即準備好的立體膠厚、

纖維上約 3 個小時即可形成一完整的單層細胞，平均每個

小時用顯微鏡觀察，直到以肉眼看到完全無斷隙裂縫後再

以免疫螢光染色法及 SEM 加以確走 HUVEC 細胞是否已經長

成一連續完整的細胞層。

向王史將 5 X 10 5 的 HUVEC 種在已獲上一層 PBS 內含有 1 % 

ge1atin 的圓形蓋玻片上(coverglass) ，以作為對照組

比圓形蓋玻片的準備是先將 coverglass 經火烤無菌後放

入 24 we11 plate 內，再加入 0.5c.c 的 1 % gelatin 覆

蓋，垮養在 37 0C 、 5 % C02 30 分鐘後再將 25cm2 內已長

滿的 HUVEC 拆下來種在 coverglass 上，平均每個小時用

顯微鏡觀察，直到肉眼見無斷隙裂縫的型態後，再以免疫

螢光染色法加以確定是否為一連續完整而無縫隙的細胞

層。
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(5) 、嗜中性白血球的分離:

將 10c.c 針筒以 heparin 潤濕，再抽取正常人的血液 10c.c

及病人血液 10c.c 0 

取 15c.c 的離心管，以 Histo paque 密

度分別為1. 077 、1. 119 來將嗜中性白血球分離出來，

1. 077 可以將單核球分離出來， 1. 119 則是可將嗜中性白

血球分離出來。

首先在 15c.c 的離心管中，先放密度 1119 的 Histopaque

(Sigma)4rr泣，再放1. 077 的 Histopaque(Sigma) 4rr此，動

作須輕柔勿將這二種混合，接著加入血液 3ml 再以

3000rpm 離心 30 分鐘，可見二層白色一濁的白血球，上面

一層屬於單核球可奈之，取下面屬於嗜中性白血球的那一

層，取的時後勿將單核球與嗜中性白血球混合，取出的嗜

中性白血球再用 1 x PBS 來清洗，目的是將那些少數的紅

血球溶解，離心二次每次 10 分鐘 1500r阱，上清液丟棄，

沉澱物即為所須的嗜中性白血球。
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(6) 、嗜中性白血球的純度鑑定:

利用 Liu's stain 方法來鑑定，首先先做血液抹片，在空

氣中乾燥後再滴上 Liu's A 溶液，須完全覆上玻片 30 秒

之後，再以 Liu‘ s B 溶液覆在 Li日's A 上， 90 秒鐘後，

再以水輕輕沖洗，等乾燥後即可在光學顯微鏡下觀察。

(7)、嗜中性白血球經問LP 的活化:

嗜中性白血球取 1 x 1 06 ，加入 10-7m班 f間LP(草ichae1 et a1. ' 

1996) ，再加入 1111 的 ce11 tracker Orange CMTMR (5-

Cand-6)一(((小

ch1oromethy1)benzoy1)amino)tetramethy1rhodamine) 

10mM 稀釋 500X ' 370C 反應 10 分鐘。

(8) 、嗜中性白血球經 PMA 的活化:

嗜中性白血球取 1 x 106 ，加入 100n班 P恥，再加入 111 1

的 ce11 tracker( 向上) , 370C 反應 10 分鐘。
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♂ 

.-“. 、 兔疫螢光染色法(Irnrnunofluorescence):

(1) 、 von Willebrand factor 的兔疫螢光染色法:

將 5 X 10 5 人類濟帶靜脈內璧細胞(HUVEC)種在直徑 13mm

之麗形蓋玻片上(coverg1 ass) ，經 24 小 B守主吾養後，再以 l

x PBS 輕柔的沖洗 2 次，放入零下一切。C 的 methanol 1 

c. c. 後，在室溫下自定 5 分鐘作用，再用 1 x PBS 輕柔沖
洗 2 次按著加入 1 % BSA 於室溫下作用 30 分鐘，籍以除

去非專一性的接受器，之後使用 ant i -human von 

Wi llebrand factor 初級抗體使其於 37
0

C 下作用 1 小時，

再以 PBS 沖洗乾淨，接著放入二級抗體與螢光產色劑

Rhodamine 共價結合之 anti-mouse 免疫球蛋白作用 1 小

時 ，再用去離子水清洗即可封片以表面螢光顯微鏡觀

寂。
白"、
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(2) 、有GA 與戶-actin 的兔疫螢光染色法:

將完瑩的單層細胞先以 1 x PBS 輕輕沖洗 2 次，須十分輕

柔，否則易將 HUVEC 沖掉，再以往% paraforma1dehyde 

囡定 10 分錢。

是% paraformaldehyde 其成份如下:

16 % paraformaldehyde 為 2. 5圳，

10 x PBS 為 1ml '再加入二次去離子水至 10ml 0 

固定完後再加 1 x PBS 將 4 % paraformaldehyde 沖洗乾

淨，加入 WGA-FITCCWheat Germ Agglutinin-FITC) 約染

30一的分鐘，再以 PBS 沖洗三次每次 5 分鐘，最後以去離

子水洗再封片即可用螢光顯微鏡觀察同理將 5 X 105 的

HUVEC 種在已覆上一層 PBS 內含有 1 % gelatin 的圓形蓋

玻片土Ccoverg 1 ass) ，以作為對照組，此園形蓋玻片的

準備是先將 coverglass 經火烤無菌後放入 24 well plate 

內，再加入 0.5c.c 的 1 % gelatin 覆蓋，培養在 37
0

C 、

5 % C02 30 分鐘後再將 25cm2 內已長滿的 HUVEC 拆下來種

在 coverglass 上，平均每個小時用顯微鏡觀察，直到肉

眼見無斷隙裂縫的型態後，再以免疫螢光染色法加以確定

是否為一連續完整而無縫隙的細胞層同理將 5 X 10 5 的

HUVEC 種在己覆上一層 PBS 內含有 1 % gelatin 的醫形蓋

玻片上Ccoverg 1 ass) ，以作為對照組，比圓形蓋玻片的

準備是先將 coverglass 經火烤無菌後放入也 well plate 

內，再加入 0.5c.c 的 1 % gelatin 覆蓋，培養在 37
0

C 、
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5 % C0230 分鐘後再將 25cm2 內已長滿的 HUVEC 拆下來種在

coverg1ass 上，平均每個小時用顯微鏡觀察，直到肉眼見

無斷隙裂縫的型態後，再以免疫螢光染色法加以確定是否

為一連續完整而無縫隙的細胞層。

另外一組則是將已長成完整的單層細胞的 HUVEC 先以 PBS

輕輕沖洗 2 次，動作須輕柔勿將細胞沖掉，之後以一20
0

C

methano1 囝定 5 分鐘，再輕柔的把它沖洗掉，接著加入 1

% BSA( bovine serum a1 bumin )於室溫下作用 30 分鐘籍

以除去非專一性的接受器，之後使用 anti -mouse ß-actin 

一級抗體，使其於 37
0

C 下作用 l 小時，再以 PBS 沖洗乾

淨，二級抗體貝11使用與 Anti-mouse IgG-FITC '於 37
0

C

下作用 1 小時，最後以 PBS 沖洗、水洗、封片，置於顯微

鏡下觀察。
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(3) 、黏著反應分析:

將已經活化的嗜中性白血球置入已形成完整的細胞層

上，分別為 5 分鐘， 10 分鐘， 15 分鐘，然後以溫的 RP則

16的來清洗三次(Ki tayarna et a1 ' 1994) ，動作須輕

柔，之後將洗出的細胞取 15μl 放入細胞計數器上，在螢

光顯微鏡下計算細胞數目，其公式如下:

細胞總數一洗出的細胞數

X 100% =黏著比例

細胞總數

細胞總數是表示純化出來的嗜中性白血球經活化後在螢

光顯微鏡底下所數出來的數目

(的、移動穿入(migration) 的分析:

嗜中性白血球經黏著分析的抑的 16哇。清洗過後，再以 d

℃的 PBS 輕柔的洗三次(Ki tayarna et a1 ' 199吐) ，這個

方法可以除去黏著在內皮細胞表面上的嗜中性白血球，

但不會除去生長在膠原蛋白上的內皮細胞，最後在螢光顯

微鏡上計算所清洗出來的細胞數目，即可知移動的比率。

黏著在內皮細胞上被

細胞總數- 40C 的 PBS 洗出的數 g

細胞總數

20 
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呵，

一-圓圓融 、
電子顯微鏡處理:

(1) 、 TOTO 處理以供掃描式電子顯微鏡觀察:

首先將第一型膠原、蛋白基墊上長滿的內皮細胞固定在新

鮮的固定液體內，其成份為 2% g 1 u tara 1 dehyde '的

paraformaldehyde 及 1% tannic acid 溶在 O. 1M 

cacodylate buffer 及 O. 1M sucrose '在 37
0

C 下固定 30

分鐘，自定完後以 O. 1M cacodelate buffer 及 O. 1M 

sucurose 沖洗數次，之後將呂定好的細胞放在 O. 1M 

cacodelate buffer 及 O. 1M sucrose 其內含有 1%Osmium

tetroxide'於室溫下 l 小時，之後以去離子水沖洗三次，

再將新鮮配裂的的 thiocarbohydrazide 置入細胞內 15

分鐘，再用去離子水完全沖洗乾淨，再放入的 Osmium

tetroxide 15 分鐘，之後再用去離子水完全沖洗乾淨，再

放 1% thiocarbohydrazide 15 分鐘，再用去離子水完全

清洗乾淨，然後進入脫水的步驟，分別用 30% ， 30% , 50% , 

50% , 70% , 70%' 90% , 90% , 95% , 95% ，及 100%

的酒精采脫水，每一步驟為 5 分鐘，最後置入 100%的酒精

二次，每次 10 分鐘，然後將細胞浸入酬的及酒精以 1 : 1 

混合的液體中 5 分鐘 在浸入

闊的(hexamethyldisilazane)及海精 2: 1 混合的液體中 5

分鐘，最後完全浸入純的闊的(hexamethyedisilazane)
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中，最後將樣本取出乾燥即可置於掃描式電子顯微鏡中觀

察。
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第三章

結果

(RESULT) 

、人類踏靜脈內皮細胞們UVEC)的鑑定

首先我們須確定從人類膀帶靜脈取出的為正確的血管內皮

細胞。內皮細胞在生長初期，其形態是像鵝卵石 (Cobblestone)

般的形狀，一圈圈分別聚謀生長呈群落狀，可由相位差顯微

鏡觀察到這種形態出現，如園(lA) 。接著更進一步確定其

為內皮細胞，貝11 利用內皮細胞具有 Weibel-Palade bodies 的顆

粒性構造，其內含有一種內皮細胞所特有的蛋白質，稱 von

Willebrand Factor(vWF) 。利用抗 vWF 之初級抗麓，配合間

接式免疫螢光染色法，可將 vWF 的形狀及分佈'以特異性的

螢光顆粒標示出來，如圖(lB) 。圈(l C)乃是與圖(lB)相冉的

區域，但是用位相差顯微鏡觀察的情形。另外，在高倍鏡下

觀察兔疫螢光呈陽性反應、的顆粒，大部份是分布在環核的富

ER-Golgi 臣，另外在細胞質內，也有少數看似懸空分佈的

vWF(+)顆粒，如圖(1D) ，這些結果足以證明我們採集到的確

實是內皮細胞(HUVEC) ，但同時也證明我們用 0.2%

collagenase 來分離 HUVEC 的條件和步驟也是正確立能重複

的(reproducible)

呵呵
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二、內含纖維母細胞之立體膠房、蛋白基墊中細胞的製備

首先須確定纖維母細胞是很均勻地生長在膠原基墊中間，

而不是集中在膠原、基墊之上層或下層，自纖維母細胞在膠原

基墊上層其型態與在膠原蛋白中是一樣的為紡鍾形，如圈。

A) 。故為避免纖維母細胞生長於上層則在配製完膠原溶液持

不須先預熱 (prewarm) 5 分鐘，直接置入 24-well plate 中，則

細胞會沉降在中層或下層，在下層則細胞形態為完全伸展詞

來，與在垮養旦中的形態是完全一樣的，如果細胞走完全存

在於下層則這個膠原蛋白丟棄之。

纖維母細胞生長在普通平面空間的培養血，是完全伸展開

來的，與在立體膠原蛋白上的型態是不同的，如圈 (2B) 。

確定膠厚、蛋白基墊可使用則將內皮細胞置於其上培養，我

們在相位差顯微鏡下觀察是否有其於內皮細胞形態的細胞出

現，沒有的話則表示纖維母細胞確定存在於下層，如圈

。C) 。為確定須要多少內皮細胞才可以在缺乏促進內皮細胞

生長的蛋白質 (fibronectin)情形下快速形成細胞單層就像園

(2C)一樣，故我們進行一連串的細胞滴定測試，發現只有在

5x105 以上才可以快速形成細胞單層，數目不足，即細胞未超

過 5x 105 ，則無論培養多少天也將只能形成網狀，如麗 (2D) 。
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三、完整單層細胞的鑑定

我們為確知是否形成完整的細胞單層，若形成細胞單層無

任何當時隙裂縫，貝11 可運用它來進行嗜中性白血球的研究，此

部份的鑑定運用免疫螢光染色法及掃描式電子顯微鏡來鑑

定。

在免疫螢光染色方面則分別利用 WGA '及自-actin 來比較

細胞生長在圓形玻片上及立體膠原蛋白上形成細胞單層的情

形，我們發現若生長在圓型玻片上則形成完整的細胞單層須

要比較久的時間 ，如國 (3A)為細胞生長在圓形玻片上二天

的形態，以 WGA 來染色可見仍有裂隙存在于細胞單層之間，

圈 (3B)為細胞生長在商形玻片上二天的形態，以ß-actin 來索

、色可見細胞與細胞接遠處仍有縫隙存在，非完整的單層細

胞。但是若我們以第一類型膠原蛋白基墊上則可快速形成細

胞單層，如圈 (3C)則為細胞生長在膠原、蛋白基墊上 5 個小時

後來染色可見完整的細胞連接處(intercellular junction)。圈 (3D)

則為與圖 (3C)相對應的螢光相位差顯微鏡所觀察到的圓形無

論在螢光或相位差下的觀察均相時，故由此可見若利用平面

空問來培養內皮細胞以形成完整草層細胞，是不佳的選擇，

而最佳的選擇則是利用立體膠原蛋白基墊來培養內皮細胞以

形成完整單層細胞。

另外一部分則利用掃描式電子顯微鏡來更確定膠原蛋白上

的細胞層為完整無裂隙的，在自 (3日及(3F)上我們可見裂縫，

但其裂縫點是可接合的，表示這裂縫原來並不存在，乃是因
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為在樣本製備過程中產生的Artifact '故我們以此點來說明其

完整性，另外則是展現其完整性，無任何斷裂處，我們更加

證明這個立體膠原基墊類似血管壁的模型之完整性。
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四、嗜中性白血球的鑑定

在前面我們已經完贅建立一個類似血管表面的模型，故為

了證明我們這個系統的研究及運用價值，我們利用它來從事

嗜中性白血球移動形態的研究，目前對於嗜中性白血球趨化

性缺陷研究最多者應算是在牙罵病病人身上，故我們利用這

個建立完整的血管壁系統來初步證實其可運用性及對病人嗜

中性白血球作一初步的探討，傳統的嗜中性白血球分離方法

約須花費 2 小時，這對於研究白血球之移動情形可能會有些

誤差，且又經多次更換液體及離心，這對於研究它的一些運

動或是吞噬作用或其他一些活性可能較不佳，目前我們利用

密度 1.077 及1. 119 的二種 histopaque 來分離出嗜中性白血

球，只須經過一次離心即可獲得嗜中性白血球，為確定我們

所分離出來的嗜中性白血球其純度十分高，故在未分離前先

做血液抹片，國 (4A)為未經分離血球的步驟之血液抹片，在

光學顯微鏡下觀察，圖片上有紅血球、多核球，另外為了說

明這些紫色確實為白血球，貝11 我們放大倍數來看，可見多核且

細胞質內有均勻的顆粒，為耳;當中性白血球，而淡綠色為紅血

球，而在經過我們離心後，以 Liu's stain 來觀察是否為嗜中

性白血球，在高倍光學顯微鏡底下，我們可清楚看見多核且顆

粒均勻，為嗜中性白血球，圖 (4B) 。
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五、正常人的嗜中性白血球在品在LP 刺激下的運動能力

已知牙周病特別是快速惡化之類型，其嗜中性白血球細胞

耳其上有臥在LP 接受器的缺陷而影響其趨化(chemotaxis )能力，

故我們可利用這個特性來對於這個血管壁作一測試，視其是

否適合來研究白血球。首先我們先作正常人的反應，我們可

發現在 5 分鐘內即有黏著反應發生，且這些黏著的嗜中性白

血球幾乎全部都有穿透行為，正常人嗜中性白血球受鼠也P

刺激後，在內皮細胞上 10 分鐘時移動達最高點而在十五分鐘

時則略下降，基本上這些血球通透百分比約在 350/0以上，如

圈。A) ，而另外我們使用螢光顯微鏡來觀察其通透的情形，

因為我們將嗜中性白血球標示活體染劑，其在波長 543 nm 激

發下會發出紅色螢光，故我們可藉此來觀察活的白血球細胞

在整個通透過程中之行為，國(5B)是在內皮細胞表面，我們可

清楚看見內皮細胞的型態，另外可見較亮部分為嗜中性白血

球，但其亮度似乎較暗些，故我們調整焦距(在同一視野下)

使可以觀察到較內層，我們發現那些變暗的嗜中性白血球在

膠原基蟄的內層，其螢光的亮度變亮，表示其大部份已穿透

過內皮細胞表面，而進入內皮細胞與內皮細胞之間，另外我

們可見內皮細胞表面與內皮細胞底部螢光部份差很多，以此

來判斷嗜中性白血球是位於內皮細胞表面閱或是已穿透過細

胞層，利用這一點我們觀察 10 分鐘的移動情形，發現幾乎嗜

中性白血球均已穿透，在上層無法明顯觀察到嗜中性白血球

存在於表面的情形，且穿透過的數目相當多，在仔細觀察下
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可見其有偽足型態出現，圓(5C) ，而一些活動力強的細胞則進

入較深層我們可見其與纖維母細胞位於同一層，這一點不但

證明我們的系統為二種細胞共同培養同時亦證明我們的血管

壁模型確實適合應用在研究發炎反應中的白血球之特性，圈

(5D) ，同樣的圖 (5日亦是嗜中性白血球在內皮細胞上 10 分鐘

後的圓形，我們可見長形的為纖維母細胞其位於膠原基墊

內，而圓形有偽足出現者則為嗜中性白血球，由這一張圈我

們更加確定嗜中性白血球，在受刺激後確實可在這系統中進

行穿透，並非只是在內皮細胞底部，而在 15 分鐘後的觀察

亦向培養 10 分中的樣本一樣有大量細胞穿透，如國 (5F)及

(5G) 

另外，我們為了更精細確定嗜中性白血球通透的情形，故

採用共車1已焦顯微鏡來觀察，共車iß焦顯微鏡其優點為可作光學

性連續切面(optical section) ，切面的旋轉，及 3-D 立體圖形，

深淺度的標示及其它許多特性，因可清楚觀察每一層面型

態，無論在 X ， y ，或 Z 軸上，所以我們利用這些特性來

史進一步分析，以補普通螢光顯微鏡之不足。

我們經由共統焦顯微鏡已知由 HUVEC 所形成的整個細胞單

層厚度為 45μm 以此作為一基準點，因為我們在嗜中性白

血球內放入活體染劑，其在波長 543nm 的激發下可見紅色螢

光，故我們利用這一特性來作觀察，先前我們提出嗜中性白

血球在 5 分鐘下即有穿透的情形，但是是否整個穿透過內皮

細胞層?另外我們可利用共輒焦顯微鏡可展琨深淺度的功

能，以觀察各個嗜中性白血球運動的情形，我們可用顏色來
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區分在一清楚焦距下，嗜中性白血球仍有不同深度的穿透，

如麗 (5日)為 45μm 綠色為 22μm 紅色則為基準點，我們可

見嗜中性白血球最遠可通過內皮細胞層，如箭頭所示，接著

我們對置於內皮細胞上 10 分鐘的嗜中性白血球作一連續切

片，我們可見雖然只切至11 27μm 但可發現其亮度仍是十分

強，故其通透深度比 5 分鐘深，另外我們亦可見在一視野下，

嗜中性白血球數目遠比 5 分鐘多國 (5I) ，再則我們利用其可旋

轉的特性挨個角度來證明其穿透，我們選擇一連串切面之其

中一張來作旋轉，在旋轉 180 度後可見背面，這亦可顯示其有

穿透情形，如園 (5J) ，同樣的在同一樣本中，我們可見有些嗜

中性白血球可穿透至 95μm 的深度，我們可見圖 (5K)在

45μm凹的μm 時，在右下方有亮點產生，直到 95μm 仍可見，

故其可穿透的深度應可大於 95μm 而膠原基墊之深層內。
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六、牙周病患者的嗜中性白血球在fMLP 刺激下的運動

能力

按著我們利用牙周病快速惡化類型患者的嗜中性白血球，

因其部位P 接受器有缺陷導致趨化性能力下降，我們利用這

個血管模型來觀察其是否有趨化能力下降的情形出現故我們

先以此1LP 刺激後，再放入立體膠原蛋白基墊上，發現其黏

著及通透的百分比，確實比正常人下降許多，約 30%以下，

可見圈 (5A) ，與正常人相互比較之下確實有差異，利用這個

模型我們更證實了前人的說法，但為何這個接受器的缺陷則

會造成趨化性下降?是否因為其本身的細胞骨架即有缺陷以

致於訊號雖然傳給了 actin '但仍舊無法促使 actin 進行聚合

作用 (polymerization) ，故趨化性下降?另外一點，是否因為其

接受器無法有效傳遞訊號給某些與細胞骨架連結的穿膜蛋

白，而致細胞骨絮無法完全收到此1LP 所傳遞的訊號，故趨

化性下降?
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七、牙周病患者的嗜中性白血球在 PMA(phorbol myristate 

acetate)刺激下的運動能力

為證實前面所提及的二種可能因素，故我們採用 PMA 來刺

激前一次同一病人的嗜中性白血球， PMA 與tMLP 一樣是趨

化物，據訴人研究其向樣會影響嗜中性白血球細胞耳其上的補

體接受器 CR3 (complement receptor 3) ，我們使用 PMA 來刺

激嗜中性白血球，若趨化性仍舊低，則有可能細胞骨架本身即

有缺陷，於是我們先以 PMA 刺激十分鐘後再放入內皮細胞層

上，分別觀察 5 分鐘， 10 分鐘， 15 分鐘的移動情形，見聞

(7A)我們發現嗜中性白血球的通透百分比遠大於 50%以上

(light box) ，雖然我們的樣本數只有一個，因為這種病人太

少，但這結果與協1LP 的結果(dark box)差距十分大，我們認為

它仍有意義，因為它是同一病患的嗜中性白血球，另外我們

在螢光顯微鏡底下觀察其穿透的情形，發現其大部分停留在

內皮細胞間，較無法以螢光顯微鏡來表達，故我們採用共車Tß

焦顯微鏡來觀察，我們可見嗜中性白血球位於細胞連結處，

最亮者為嗜中性白血球，細胞較日音且大者為內皮細胞，整個

內皮細胞厚度約 45um '故我們只要看嗜中性白血球亮度約

在多少 um '即可得知其所在位置，園(7A)的結果告訴我們，

嗜中性白血球之趨化性下降可能原因是接受器缺陷而無法完

全傳遞訊號給細胞骨蔡，以致於病患者其嗜中性白血球無法

進行快速的 actin 聚合作用，又這一整個訊號傳遞過程是

位在LP 自己本身連結細胞骨架式是與細胞膜上的某一穿膜蛋
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白有相互作用，而傳遞訊號給 actin 使其進行聚合作用?前人

提及t1\1LP 與 PMA 均會影響 CR3 '所以是否因為品1LP 接受

器的缺陷而無法與 CR3 有正常的作用，故無法傳遞完整訊號

給 actin?

另外關於它的穿透穿能力我們亦採用共車Tß焦顯微鏡來觀

察，在麗(7B)我們可明顯見到嗜中性白血球位於內皮細胞與內

皮細胞之間，但是卻不見其極化的形態，故我們接著作一連

續 Z 軸切面以觀察穿透情形，在國 (7C)我們可見在 48μm 時嗜

中性白血球已呈現模糊，故其大部份應存在於內皮細胞之

間。
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第四章

討言侖

(DISCUSSION) 

本實驗有鑑於歷年來基礎醫學或是在牙科方面研究有關類似血管

體外模型的建立仍是不多，且非完全類似體內環境，故本實驗針

對前人所做的體外模型加以改善而成功的建立一個類似血管壁的

環境。這個體外系統在各方面均有重大改善，第一、在內皮細胞

培養方面，傳統的方法較易導致纖維母細胞的夾雜生長(Prudence

etal., 1993) ，不易分離，且垮養時間一長則內皮細胞即為纖維母

細胞所代，我們經一連串測試發現(a)從濟帶靜脈內取出內皮細胞

時 (Barbieri et al., 1981) , collagenase 放在靜脈管壁內的時間十

分重要，作用時間另11超過 9 分鐘，否則易將纖維母細胞或血管平

滑WL細胞一併洗出。 (b)在做繼代培養拆細胞峙，可用 trypsin 在

370 C ' 50/0 COz 環境中作用 1 分鐘後 J;!p立即停止 Trypsin 作用，

而那些纖維母細胞則是須要 2 分鐘以上。第二、則是在立體膠原

蛋白基墊內培養纖維母細胞，這與前人發展的體外系統不舟，且

史類似鐘內環境(Brown et al., 1982;Frederick et al., 1982;Martha et 

al ., 1984;Linda et al ., 1986;Martha et al ., 1987;Nicholas et al 叮

1988) 。第三、內皮細胞在形成細胞連接處(intercellular junction) 

方面，前人均為培養長時筒，才可形成完整細胞層，有報告指出

在立體膠原蛋白基墊上內皮細胞在 2 個小時可見 cadherins 出現，
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其為細胞與細胞之間黏著結合(adherens junctions)分子(Ayalon et 

al ., 1994) ，而我們的內皮細胞在 5 個小時內可形成細胞結合處

(intercellular junction) ，比 1988 年 Nicholas 等人指出內皮細胞培

養須 7 天至 10 天才可形成完瑩的細胞單層，在時閉上我們明顯加

快，在此可節省實驗時筒，立 Nicholas 等人在他們系統內有覆上

一層 fibronectin '其為細胞外間質的一種蛋白，可促進內皮細胞

生長 (Donald et 此， 1990; Hynes et al ., 1987; Ruoslahti and 

Pierschbacher et al., 1987) ，但我們系統無覆上一層 fibronectin 故

在數目上須限制在 5x 1 05 cell/ml 以上，若小於這個數目則在形態

上形成網狀無法形成完整的單層細胞，其原因可能在無覆上一層

促進內皮細胞生長的 fibronectin '雖然我們的第一型立體膠原蛋

白適合內皮細胞生長，因膠房、蛋白雖然可以與內皮細胞上α2ß1

integrin 相鍵結(Kristin et 泣， 1993) ，但卻不會促進內皮細胞的生

長，故須在數目上限制，而我們相信一旦我們能在膠原蛋白上覆

上一層 fibronectin '則形成 intercellular junctions 將會更怯速度。

第四、在分離嗜中性白血球上則是採周密度 1.077 及1. 119 的

histopaque 可快速分離出嗜中性白血球出來約 40 分鐘即可完成，

不須耗廢時問來分離出嗜中性白血球，而影響它的活動力，減少

實驗的誤差因離開體內時間很短，故其運動能力可能與在體內時

差距不大，我們用此系統來研究嗜中性白血球的運動情形，發現

我們的數值，嗜中性白血球通過數目為大於 380/0 '與 1987 Marth 

等人指出嗜中性白血球通過數目為 29士12% ，這與我們實驗結果

有差距， Martha 等人利用羊耳其作為基底層供內皮細胞生長其

上，在這部份與我們建立的系統即有差距，且在嗜中性白血球分
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離過程時間，我們耗費時間短，故運動能力應與體內相差括小，

故這亦可證明我們的模型具有極高的應用價值。第五、在整個系

統採用活體染色，是一重大突破，可避免因要研究白血球的運動

能力而採用放射線同位素來標記(Brown et al., 1982) ，且觀察方便

直接可運用螢光顯微鏡來觀察，這個模型與歷年來研究的各種體

外第一類型膠原蛋白基墊類似，但在各方面均有重大改造，可運

用它來研究各種白血球與細胞間質或各種發炎因子之間的相互作

用，另外，從許多文獻報告中指出白血球穿透血管內皮層的過程

和惡性腫瘤細胞在二次轉移(metastasis) 中，由血管浸潤出來，進

入附近組織之過程至少在形態的變化有很多相似之處例如;白血

球和癌細胞都可以把血管壁上相接壤的內皮細胞向兩側推間，以

製造出彼等穿過管壁的通路:但是有些已經穿出血管的白血球，卻

就此停留在內皮細胞與結締組織之間的基底膜 (basement

membrane)上(Lee et al., 1988)而未繼續侵入到細胞問質內。因此建

立了這個系統，或許可加以應用來增進我們對惡性腫瘤細胞的浸

潤及二次轉移的了解。

為了測試這個模型的實用性我們以趨化性缺陷的嗜中性白血球

來測試這個血管壁，所以利用品1LP 及 PMA 來處嗜中性白血球，

在此1LP 處理上;發現嗜中性白血球放在內皮細胞上 5 分鐘即有穿

透行為， 10 分鐘時數目達最高點，而 15 分鐘後數目比率略下降，

通透比率大於 38% ，在 PMA 處理上:發現的分鐘通過數目比放置

5 分鐘或 10 分鐘還多，似乎有漸增加趨勢，通透比率大於 500/0 ' 

由這二點我們推測牙周病病人其細胞骨無應正常，可能為訊號無

法傳遞給細胞骨絮以致 actÍn polymerization 無法順利進行，另外
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1988 年 Nicholas 等人提出嗜中性白血球在 2 分鐘開始黏著，在 10

分鐘內穿透內皮細胞，而我們實驗結果為 5 分鐘即有穿透行為，

可能的解釋則是我們所建立的系統較類似體內環境，另外一方面

則有可能是嗜中性白血球活性問題，因我們分離時間短暫，所以

與在體內時活動能力相似。經由以上的測試證實這個模型實用性

極高，值得應用於研究嗜中性白血球的移動型態。

最後，我們這一整個實驗過程阻礙十分多，首先第一類型膠原

蛋白基墊的建立，內皮細胞十分難取得，由醫院提供的勝帶常因

超過 8 個小時，而無法使用，再貝11 因剪濟帶過程已非無菌，故感

染率甚高，常常已長滿後卻污染了，又或者是在初代培養後的第

二天即污染，另一方面則是繆原基墊會產生收縮反應 (Vemon et 

al., 1996) ，往往在形成完整單層細胞層即收縮，第二道須克服的

難題則是牙周病患者的血液取得，無法與內皮細胞長滿一盤的時

間配合，常遇到有病人卻無內皮細胞或是有細胞卻無病人的情

況，若能克服第二道難題相信這一個系統未來發展史完全後，理

論上可應用來檢查鑑定牙周病患者。
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國 1. (A) 為在相位差顯微鏡底下的觀察，可見其型態是像石頭般分

成一小圈，一小團聚集在一起生長，這是內皮細胞生長的特殊型態。

但)為螢光宗色的聞片，用抗 von Willebrand factor 的抗體作為一級

抗嫂，二級抗體為 anti mouse-rhodamine '經波長 543 nm 的螢光激

活後，若有 von Wil1ebrand factor 則可見紅色的反應，圈上一點一點

的亮點即為 von Willebrand factor 比張國片為 von Willebrand factor 存

在於 E孔Golgi 區域。 (C) 為細胞生長在園形玻片上直到長滿，約生

長了三天，細胞數呂約 1 x 106 ，經過螢光染色後在相位差顯微鏡底下

的形態與商 (lB)為一對照。 (D)則為 von Willebrand factor 被釋放到細

胞問質或細胞膜上。
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屬 2. (A)為纖維母細胞生長在立體膠原蛋白內的形態，為一紡鍾形。

但)為纖維母細胞生長在培養血上的情形，其形狀為向兩極拉長完全

伸展開來，若纖雄母細胞況F箏在立體繆原下層貝11 型態與在培養且上

相同。 (C)為內皮細胞生長在立體膠原蛋白上的型態，可明顯見其形

狀與纖維母細胞之差異。故可在相位差顯微鏡底下快速判斷，纖維

母細胞是否存在於上層。 (D)為當細胞數目不足內皮細胞不會生長成

一完整連續的細胞單層 (monolyer) ，取向代之的是由細胞結成索狀

(cell cords) ，繼而形成細胞網(network of cells) ，一旦長成細胞網，貝IJ

網眼處始終會保持細胞的淨空(九叫d of cells) ，不會形成網狀，不會自

培養時間長而形成完整細胞層。
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麗 3. (A)為細胞生長在圓形玻片上，數目為 1 x 1 06 ，經i過二天的培養

後來染 WGA' 其可鍵結碳水化合物，我們可見仍有裂隙存在，放大

倍數為 200 倍。但)為細胞生長麗形玻片上，數目為 lxl妒，經通二

天的培養後，以免疫螢光染色來觀察，一級抗體為抗戶-actin 二級

抗體為 anti-mouse -Ig-G-FITC' 利用波長 488 nm 照射下，可見綠

色螢光，我們在圖片上仍可見許多縫隙，非完整細胞層，放大倍數

為 4001告。

(C)內皮細胞生長在第一類型膠原蛋白上的免疫螢光染色，利用 WGA

來染細胞連結處，我們可清楚看見細胞邊緣，放大倍數為 200 倍。

(D)貝d 是與(C)相互對照的相位差顯微鏡所觀察的圓形，我們可清楚看

見細胞為一完整的連續細胞層，放大倍數為 200 倍。 (E)(F)為在掃描

式電子顯微鏡(SEM)底下的圓形，是為內皮細胞生長在第一型膠原蛋

白上的情形， 我們可清楚觀察到一完整的細胞層。
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國 4.(A)為未分離前的血液抹片，淡色的為紅血球，可見圖片上含有

多核球，放大倍數為 400 倍。但)為分離後的嗜中性白血球抹片，可

見其明顯的針狀顆粗，以及多核的型態，放大倍數為 400 倍。
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醫 5.(B)為嗜中性白血球經也1LP 刺激後，置於內皮細胞上 5 分鐘的

穿透情形，這是一張在螢光顯微鏡下內皮細胞表面的嗜中性白血球

黏著的圓形，我們可見箭頭處細胞亮度漸弱，相對的在(C)則可見細

胞亮度提高許多，此表示白血球可以通透過內皮層，即嗜中性白血

球在 5 分鐘即有穿透能力。 (D)為嗜中性白血球經也1LP 刺激後，置

於內皮細胞土 10 分鐘的穿透情形，這張國是顯示嗜中性白血球大量

通透過內皮細胞層，數目遠比 5 分鐘的時候多。但)向 (D) ，我們已知

纖維母細胞存在於膠原蛋白內層，由留我們可看見嗜中性白血球與

纖維母細胞處於同一層，這更加證明嗜中性白血球穿透的能力，這

一張的立體膠原的深度比(C)更深，原始放大倍數為 100 倍，波長為

543 nm 0 (F)及(G)則是嗜中性白血球經此1LP 刺激後，置於內皮細胞

上 15 分鐘的情形，我們可見通透過的數目與 10 分鍾的情形十分類

似，但實際土通透過的數目， 10 分鐘者約比 15 分鐘多，原始放大

倍數為 100 倍，螢光波長 543nm 。
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窗 5.(H)為在同一焦距下所看到嗜中性白血球之不同深度的表現，其

為經品1LPi舌化後，置於內皮細胞上 1 0 分鐘，背景為內皮細胞，箭

頭處為嗜中性白血球進入到最深 45μm 0 
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聞 5 (1)為嗜中性白血球經品位P ì~舌化後，寰於內皮細胞上層 10 分鐘，

在 Z 軸上作連續切面，深度為 27μm 每一切面 3μm 兮，亮點為嗜中

性白血球，背景為內皮細胞。
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國 5.(J)為同一切面作旋轉，嗜中性白血球經岱v1LP 活化後，章於內

皮細胞上 10 分鐘，亮點為嗜中性白血球，背景為內皮細胞，經旋轉

後可見相對位置如箭頭指示。
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圈 5.(K)為嗜中性白血球經fMLP 活化後，置於內皮細胞上層 10 分鐘

在 Z 軸上作連續切函，深度為 95μm 每一切面為 5μm 亮點為嗜

中性白血球，背景為內皮細胞，可見在 45μm 後，右下方有亮點漸漸

出現，到的 μm 峙，亮點仍舊清晰。
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力
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圈 7.(B)為嗜中性白血球經 PMA 活化 10 分鐘後，置於內皮細胞上層

10 分鐘，可見嗜中性白血球存在於內皮細胞與內皮細胞之悶，且無

極化現像出現，最亮點為嗜中性白血球，背景為內皮細胞。
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圈 7.(C)為嗜中性白血球經 PMA 'Ì舌化 10 分鐘後，置於內皮細胞上

層 10 分鐘，在 Z 軸作連續切函，我們可見其最深應可穿透至 48μm 。
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附錄一:儀器設備

儀器設備 廠牌

1.電動電子顯示天秤 AB 104 
a 

2.PH rneter Backrnan 

3.phase contrast rnicroscope Nikon 

4. Irnrnunofluorence rnicroscope NICON/DIA PHOT 3000 

ZEISS/AXIOPHOT 

5. Incubator NAPCO/5410 

6. Larninar Flow HOLTEN/HB2448 

7. Water Bath DS LAB/DSB-1000 

BARNSTEAO/THERMOLYNE 17600 

8. Vortex SCIENTIFIC INDUSTRIES/VORTEX-

GENIZ 2 

9.centrifuge KUBOTA/2010 

DENVER INSTRUMENT/IWAKI 

10.carnera NIKON/F-601 

ZEISS/45 60 70 01 

11.shaker HYBAID/HB-白-SHK 1 

12.pipetarne GILSON 

13.pipet-aid DRUMMOND 

14. 本生燈 Burner
L白血

57 



15. 真空烘箱的ccum Oven 

16. 磁式電動攪拌器

17. 可丟棄滅茵通波、器 Nalgen Company 

18. 可丟棄滅葛注射筒過濾器

Disposible membrane filter 

100ml 

19. 共輒焦顯微鏡 CLS班一是 10

20. 掃描式電子顯微鏡 JSM-T300 
一
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附錄二:藥品及配製方法

l. D孔但M(Dulbecco's Modified Eagle Medium)Solution GIBCO

BRL per liter (with dιH20) 

DMEM powder 1PK NaHC03 3.7gIL adjust pH value to 7.2 

steri1ized by filteration through a 0.2μm filter 

2. PSA(Pen-Strep-Amphoδol.)Biologicallnbustries 

Penicillin: 1000 units/ml, Sterptomycin: 10mg/ml, Amphotericin 

B:0.025mglml 

3. FBS(Fetal bovine Serum) Biological Industries 

4.10% CDMEM 

PSA 1ml, FBS 10ml, DMEM 89ml 

5. TrysineIEDTA:GIBCO-BRL 

0.25% Trypsi泣， 1mMEDTA

6. Vitrogen 100:Collagen Corporation 

Collagen Concentration: 3.0 mg/ml 

7. MEM(Minium Essential Medium):GIBCO且BRL per liter (with 

dd-H20) 

MEM powder 1 pl豆， NaHC03 2.2g/1 a吐just the pH value to 7.2 

sterilized by filtration through a 0.2μm filter 
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8. DPBS(Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) Solution:GIBCO

BRL per liter 

DPBS powder 1pk 

9. Medium 199:GIBCO-BRL per liter Solution 

Medium 199 powder 1pk, NaHC03 3.7glL adjust pH value to 7.2 

sterilized by filteration through a 0.2μm filter 

10. RPMI Medium 1640:GIBCO品RL per liter Solution 

RPMI Medium 1640 powder 1pk, NaHC03 2.2g/L a再just the pH 

value to 7.2 sterilized by filteration through a 0.2μm filter 

11. EBM(Endothelial Cell Basal Medium) Solution: Clonetics 

12. Gelatin Solution 

Gelatin type A 2g, DPBS 100ml 

13. Hepes Buffer 

NaCl 8g, KCl 0.3g, IffiPES 2.3g, G呵Glucose 2g per 1 liter, 

pH:7.55 

14. CORD Buffer 

NaC18.26皂， KCIO.3皂， DPBS 1pk, Glucose 1.98g per liter, pH:7 .4 

15. Collagenase in CORD Buffer 

Collagenase type 2.02g, CORD Buffer 100ml, pH:7 .4 

60 



16. Wash HUVEC Buffer 

Hepes Buffer 99ml, PSA 1ml 

勻
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18. Histopaque 1119 

Sigma 

19. Frozen Medium 

FBS 10ml, Dimethylsulfoxide 10ml, D弘住M80ml

20. Transfer Buffer 

25mM Tris, 192mM Glycine 20% Methenol, pH:8.3 

21. Blocking Solution 

TBS 100ml, Tween 0.2%, BSA(Bovine Serum Albumin)-V 10/0 

22. 扎1ethenol

孔1erck

23. Alkaline phosphatase Developer Kit 

AP Development Buffer 9.8ml, Reagent A O.lml, Reagent B 

O.lml 

24. Bis/ Acrylamide Solution 

Acrylamide 30.0g/1 OOml, BIS 0.8g/ml 
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25. 0.75M Tris-Base Solution 

Tris-Base 9.08g!100ml, pH:8.8 

26. 0.5 M Tris-Base Solution 

Tris-Base 6.05g/100ml, pH:6.8 

27. 4X Sample Buffer 

Tris-Base 1.52g, SDS 4.0g, Glycerol 20ml, mercaptoethanol 

10ml, Bromophenol Blue 0.02g, DTT 3.08g dilute to a final 

volume of 200ml with deionized water, Aliquot and 企eeze

28. Coomassie Blue Stain Solution 

Methenol 5 Parts, H20 4 Parts, Acetic Acid 1 Part, Coomassie 

Brilliant Blue R final concentration 0.025% 

29. Destaining Solution 

扎1ethenol 5 Pa抗s ， H20 4 Parts, Acetic Acid 1 Part 

30. 1 % BSA Solution 

Bovine Serum Albumin Ig, PBS 100ml 

31. Fixtive Solution 

Methenol 200ml, Acetic Acid 40ml, Fixative Enchancer 

Concentrate 40ml, H20 120ml 
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32. Development Solution 

H20 35ml, Si1ver Complex 5ml, Reduction Moderator Solution 5 

ml, Image Development Accelerator Solution 50ml 

33. Stop Solution 

Acetic Acid 5ml, H20 95ml 

34. Cell Extraction Buffer 

1 % Triton-X-I00, 1% Sodium Deoxycholate in O.05M Tris 

Buffer pH:7.5 

35. 10X Elctrode Buffer 

Tris Base 30.3g, SDS 10g, Glycine 144g dilute to lX concentrate 

with dιH20 
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附錄三:免疫螢光染色的自己製方法

prlmary host Ig R/A di1ute Cat NO. 出產公司

abtibody anima1 c1ass 

Anti 一 mouse IgG1 1:500 A 5往41 slgma 

Actin ß ascites 

Anti一 rabbit IgG 1:200 F3520 slgma 

Human von 

Wi11ebran 

一d Factor 

secondary host Ig R/A di1ute Cat NO. 出產公司

abtibody anima1 c1ass 

Anti一 Goat IgG 1:80 F-4018 slgma 

mouse-

FITC 

Anti 一 Goat IgG 1:200 T-7782 slgma 

mouse-

TRITC 
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附園一:傳統方法

coverglass en往othelial ceU 
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的圖二 Martha 的體外祺型
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前圖三:建立一個較完整的血管壁模型

HUVEC 

\...、大、斗斗〉 k立

physical Cues: type 1 coHagen geland fibroblast 

Chemical Cues: Live fibroblasts 
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