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中文擒吾吾

穀氯驢按是人體合成蛋白質所需的一種接基酸，其可

由體內自行合成，為一非必需胺基酸，是肌肉及血液中含

量最豐富的胺基酸。然而，在某些病理狀況下;例如:手

術、敗血、成染峙，血液中穀氯臨胺的含量會降低，有學

者指出，血漿中穀氯臨胺濃度降低可能影響正常的淋巴細

胞功能，其造成單核細胞複製率降低，可能與該宿主免疫

力低下易受威染有關。另外，先前有多位學者研究顯示，

穀氯驢胺具有免疫促進作用。故本研究針會二種類型之免

疫失調作用(1)敗血症 (2) 自體免疫疾病，觀察給予穀氯

驢胺之影響。

本研究分為三部分，一.動物實驗部分，觀察穀氯驢

胺餵食(200mg/day/200g B. W.)對 LPS 誘發大白鼠 (Wistar)

敗血其攝食暈、體重、脾重百分比、血漿中穀氯昌盛胺濃度

及以 Con A 當刺激原時對 T-淋巴細胞複製率之影響。二.

臨床實驗部分，觀察健康正常人自體免疫病人(全身性紅

斑狼瘡、類風濕性關節炎)其血中穀氯驢胺濃度、淋巴細

胞數目、以 ConA 當科激原時培養基中含有不同濃度之穀

氯驢按 (0-2 mM;終濃度)對其淋巴細胞複製率之影響，以及

自體免疫疾病治療藥物對淋巴細胞複製率之影響。三.強

化穀氯蘊胺營養配方中穀氯昌盛胺存於不同時間及溫度下

之安定性分析。

工立



實驗結果顯示穀氯酪胺餵食對敗血症大白鼠其攝食

暈、體重、脾重百分比及血漿中穀氯驢胺無顯著影響，但

可顯著增加淋巴細胞複製率。而自體免疫病人其血中穀氯

驢按濃度及淋巴細胞數比正常人有偏低現象，且對穀氯驢

按有較大之敏威性，然而自體免疫病人治療藥物並不影響

此類病人對穀氯藍藍胺之敏威性。另外，隨著儲存時間增加

會降低營養配方中穀氯驢胺之安定性，且以 4 oc 優於室溫

儲存。

由以上結呆，可建議敗血病人於正常飲食下，可額外

補充穀氯驢且安。但由尚不知前者受穀氯驢胺調控之主要細

胞型式 (cell type)為 CD4+或 CD8+ ，故無法確知穀氯臨胺對

自體免疫病人之影響為正面或負面，此有待進一步證實。

另外，建議當使用強化穀氯驢胺之營養配方時，亦需注意

其新鮮度，以期達到較好之功效。

工V



Abs甘act

Glutamine is a nonessential amino acid for protein synthesis. It 

can be synthesized in the bo吐y， and is most aboundant amino acid in 

muscle and blood. However, under some pathological conditions , e.g. 

surgery 、 sepsis or infection , glutamine content in the blood will 

decrease. Some authors indicated that decrease of serum glutamine 

may inf1uence normal lymphocyte function and thus cause decrease 

of monocyte proliferation rate. Furthermore , several authors 

suggested that glutamine can enhance immune function. Therefore , 

in this study the inf1uence of glutamine supplementation on sepsis 

and autoimmune disease were investigated. 

The present study was divided into three parts. In the first part , 

the effect of extra glutamine intake on food intake 、 body weight 、

relative spleen weight and plasma glutamine concentration of LPS -

induced septic rats were observed. T lymphocyte proliferation rate 

stimulated by Con A was also studied. In the second part , the plasma 

glutamine concentration 、 lymphocyte number and T lymphocyte 

proliferation rate stimulated by Con A in the normal human an吐

autoimmune disease patients were observed. The effect of drugs for 

autoimmune disease on lymphocyte proliferation rate was also 

studied. In the third part , anal妙ys討is of the stability of commercial 

g斟lt叫ltamÎ泊ne-闖吋閉叫

were carried out. 
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The results show that glutamine feeding had no significant 

influence on food intake 、 relative spleen weight and plasma 

glutamine concentration , but significantly increase lymphocyte 

proliferation rate. Plasma glutamine concentration and lymphocytes 

number of autoÎmmune 社isease patients were lower than normal 

subjects. Patients of autoimmune disease were more sensitive to 

glutamine , and medical treatment did not influence the sensitivity. 

Furthermore , stability of glutamine in nutritional formula decreased 

as storage time increased , and storage at 4 oc is better than that at 

room temperature. 

We suggest that the supplementation of glutamine to septic 

patients can be helpful. However , whether CD4 + or CD8+ 

lymphocytes are regulated by glutamine is remaines unknown , thus 

the significance of glutamine on autoimmune patients are need to be 

clarified. Besides , fresh nutritional formula should be used to get 

better effects. 
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中英文專有名詞及縮寫對照一一覽表

autOlmmune 自體免疫

chloroquine 氯委1m

concanavalin A 刀豆素 (Con A) 

endotoxemia 內毒素血症

enteral nutrition 腸道營養 (EN) 

glucocorticoid 糖皮酪醇

glutamine 穀氯蘊胺

gl utamine-enriched 強化殼氯臨胺

helper T -cell 輔助型 T 細胞 (TH) 

m vItro 體外~統

m VIVO 鐘內系統

interferon 干擾素 (IFN) 

interleukin 細胞問白索 (IL) 

lipopolysaccharide 脂多聽體 (LPS) 

methotrexate 胺基甲基葉駿 (MTX) 

mItogen 分裂原

phytohaemagglutinin 植物凝植索 (PHA) 

rheumatoid arthritis 類風?是性關節炎 (RA) 

suppressor T -cell 抑制型 T 細胞 (Ts) 

system lupus erγthematosus 全身性紅斑狼瘡 (SLE) 

total parenter叫 nutrition 完全靜脈營養 (TPN) 

turmor necrosis factor 腫瘤壞死因子 (有.JF)

tritium thymidine 鼠標記胸腺。密口定 [3H] thymidine 
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壺、前首:

穀氯昌盔胺是血液中含量最豐富的胺基酸，其為一種非

忽 必需按基酸，主要內生性求源、為骨駱肌、肺臟、脂肪組織、

肝臟等，先前有多位學者之研究顯示，此胺基酸具有免疫

促進作用。在體外系統(in vÎtro)下，其可促進正常淋巴細

胞對分裂原 (mitogen)刺激所產生的複製反應。然而在某些

生理狀況下，例如;手術、敗血、成染時，血液中穀氯瞌

胺的含量會降低，有學者提出，這類情況下可能影響正常

的淋巴細胞功能。目前已有強化穀氯驢胺之商品，許多文

獻指出給予這些患者之 TPN 中添加穀氯蘊胺，可減緩其血

液及肌肉中穀氯瞌胺池降低之現象?減少成染發生率且有

助於病情之恢復。

類風濕性關節炎 (RA)是最早被發現的自體免疫疾病之

一，導自於免疫作舟失調;患者 T-淋巴細胞數目及功能通

常低於正常人，而 B-淋巴細胞功能常增加。且全身性紅斑

狼瘡(SLE)病人亦常發現 B圓細胞過度活化，自發性產生過

多的自體抗體。在以一些患有 SLE 之病人及動物為模式的

研究中發現，以 Phytohaemagglutinin(PHA)刺激其免疫細胞

時發現其下細胞產生 Interleukinω2 (IL-2)之能力均明顯降

低。另外，也有文獻指出，以 Concanavalin-A (Con A)刺激

來自正常 RA 或 SLE 之病人的過邊淋巴細胞並未發現 IL-2

產量或細胞複製能力受到疾病狀態的影響，但在來自 RA

患者之細胞發現其 IL-2 receptor 之表現低於來自正常人的



細胞。另有學者發現以 PHA 刺激 RA 病人之 T關淋巴細胞其

複製能力明顯低於正常細胞。所以，雖然在自體免疫疾病

的治療上，一般使用免疫抑制劑藥物，例如;

Methotrexate 、 Chloroquine 等，但亦有人主張利用促進免

疫作用的藥物，例如 Isopronosine 、 Levamisole 來治療

患者，根據文獻報告，此類治療亦有不錯效果。但以藥物

治療疾病時常產生一些負作用如;頭痛、下，漏、肝、腎障

害等，且可能增加成染發生率。而穀氯瞌胺是一種具有免

疫促進作用的天然營養索 9 在體內系統 (in vivo)研究中發

現其可促進 IL-2 之釋出，然而其與自體免疫病人的淋巴細

胞之作用的相關性，目前尚未有人提出報告。因此本研究

目的之一是要觀察在體外系統給予穀氯蘊胺對自體免疫

病人淋巴細胞之影響，以做為未來建議使用於此類患者之

參考。
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學

貳、文獻探討:

一、章是義驅趕書 (Glutamine) 

穀氯瞌胺 (glutamine)是人體合成蛋白質所需的一

種按基賤，其由碳 (4 1. 09%) 、氫 (6.9%) 、氧 (32.84%) 、

氮 (19.17%)所組合而成，分子量為 146.時，是身體血液

及胺基酸池中含量最豐富的胺基酸，它除了可由飲食中

蛋白質經由腸道吸收提供外生性來源外，身體也可由許

多胺基酸例如:丙胺酸、結胺酸、白胺竣等經轉胺作用

( transamination)將氯基轉給α“蚵戊二酸(α-ketoglutarate)

形成委主胺酸(glutamate) ;另外，由其他胺基駿經轉且安或

脫胺作用(deamination)產生的氣 (ammonium ions ' NH4 

+) ，經殼氯驢按合成梅 (glutamine synthetase)作用，可

與委主胺敢結合形成穀氯瞌胺，提供內生性來源。穀氯昌盛

胺可藉由穀氯驢胺晦(glutaminase)作用，將 ò- 胺基變

成海基放出氛，而本身變成楚胺酸(園一) ，比過程主要

發生在腎及肝中。

幾乎所有組織皆可合成穀氯蘊膝，主要合成器官為

骨梅肌、肺臟、脂肪組織及肝臟，主要消耗穀氯驢胺的

器官有腸道、肝、腎、兔疫系統。
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、巍巍瞌睡在生理，生化上扮演的角色

由於 glutamine 有 2 個易移動的氮基，即位-ammlno

nitrogen 及 ð-amide nitrogen '所以其為組織間氮的主

要攜帶者 (Marliss et al ,1971) ，且在不同組織有各種不同

功能，包括: (1)腎臟氛的產生，可調控局部的 pH 值

(Golden et a l., 1982) 0 (2)可在肝臟為蹄質新生的重要受質

(Kimura et a l., 1988)' 刺激肝糖合成 (Rennie et a l., 1994) 0 (3) 可

調控肌肉蛋白質的生合成(Jepson et a l., 1988) ，這些調控

作用可能是籍由促進 Growth Hormone (GH)分泌所致

(Welbo盯ine et a l., 1995) 0 (4) 其可提供氮 (nitrogen)及碳

( carbon)原子合成噪口令。密甘定，比二者是細胞 DNA 及

RNA 合成所必須，因此為所有細胞核酸、蛋白質、聽

胺生合成的前趨物 (Krebs et a l., 1980) 0 (5) 可抑制脂肪酸

的氧化 (Malaisse et a l., 1980) ，抑制脂質分解 (Cersosimo et 

吼， 1986 ， Dechelotte et a l., 1991) ，及促進 glutathione 生合成

(Hong et a l., 1992) 0 (6) 其為腸道黏騏 (Wi的n叫ler and 

Spaeth ， 1980) 及其他快速分化細胞、像是纖維母細胞

(fi bro blasts )(Zei lke et a l., 1978) ，血管內皮細胞 (vascular

endothelial cells )(Leighton et a卜， 1987) 、淋巴細胞

(lymphocyte )(NewshoI帥，Crabtree ， and Arda叭， 1985) 、及至噬

細胞 (macrophage )(Newsholme et 此， 1987)之主要能量來

源。
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三乙、動物及人類血液中載氯驅趕安濃度:

在正常的循環狀況下穀氯驢胺的產生及釋放會達

到淨平衡，民此血液中會維持一衡定量，人類血漿中

濃度大約 600μM 佔循環中全部游離按基酸葷的

20% '在人類的骨絡服，中，游離穀氯驢胺的濃度約

20mM' 其佔全部游離胺基駿池中的 60%以上 (Bergstrom

et a l., 1974) ，其在肌肉及血漿中之含量示於園一。動物

血漿中其濃度大約 lmM (Parry-Billings. ， 1991) 。

四、外生性難氯驢居安對於維持生理需求之銘、要性

5路需與非必需旦實基麗皇之定義

必需胺基酸(essential amino acid)及非必需胺氯基

酸(nonessential amino acid)之定義是，凡合成蛋白質所

需之胺基酸中，身體無法自行合成，需由外界(食物)

補充者為必需;而身體可自行製造足夠量者為非必

禱。由於穀氯臨按可由體內自行合成，因此被歸類為

非必需胺基酸。然而，近年來有學者指出在某些生理、

病理狀況下，人體所合成的穀氯驢胺不足，以致於其

在血液中之濃度下降，而成為條件必需按基酸

“conditionally essential amino acid (Lacey et a l.， 1990)"這

些變化將於下文中討論。
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本時!!.車里狀態下血液量是氯驢廳也是L 變化:

有報告指出在很多不同代謝疾病狀況下，例如:

手術、受傷、成染時腸胃道、免疫細胞、發炎組織及

腎臟會明顯增加穀氯驢胺的清耗，因此會快速動用骨

骷肌儲存的穀氯瞌胺'同時增加肺中穀氧驢按的合成

以用來支持肝臟聽質新生、蛋白質合成及其他組織所

需，自此雖然肌肉和肺大量增加穀氯驢胺的釋放，但

循環中、及細胞池中穀氯瞌按濃度仍會快速下降，且

降低的程度比其他氯基酸還大。受傷及敗血病人其肌

肉中穀氯蘊胺降低約 50%(Askanazi et a l., 1980 , Roth et al "' 

1982) ，燒傷病患血中穀氯瞌胺濃度最多可降至正常人

的 20 %(Parry-Bi Il ings et a l., 1990) 。另外，有文獻指出長期

過度運動者其血漿中此量亦會明顯下降，且早核細胞

(mononuclear)複製率減少 (Rohde et a l., 1996) 。因此可知穀

氛圍在胺內生性合成的囊，可能不足夠提供給對穀氯驢

胺需求增加的組織。並且 Parry-Billings 等人(1 990)提

出自血漿中穀氯瞌胺濃度降低所造成之單核細胞複製

率降低可能與該宿主免疫力低下易受威染有闕，因而

建議在此情況下若能加以補充穀氯驢胺可能可改善宿

主之免疫能力。

大部分臨床使用之營養配方中，通常不特別添加

穀氯昌盛胺'其原因包括: (1)認為它是非必需氯基酸

所以不添加。 (2) 它和其它的胺基酸比較，相當不穩

定，且放寰的時閱 (shelf life)短，在室溫下會被分解
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產生大量 pyroglutamate 及 ammonla 之毒性物質 (Lowe

et a l., 1990) ，自此常被排除使用。 (3).關於添加穀氯臨

胺對人類之安全性方面的報告不足。故一般只有在口

服(oral)及腸道 (tube - feeding)營養配方中，含有少量

來自蛋白質或部分水解蛋白質的穀氯瞌胺，約佔總胺

基酸的 4-10%(Smith et a l.， 1990) 。

In vitro 巍氯瞳尾聲輩子代輔之影響眉毛益處:

1984 年 Smith 等人垮養肌肉細胞結果顯示，穀氛

瞌胺可以刺激蛋白質合成，直接抑制蛋白質的降解

(degradation) ，且亦有學者指出，老鼠骨聲各瓶，中蛋白

質的合成速率和細胞內穀氯昌盛胺的濃度有正相闕，因

此，支持了穀氯驢胺可能和調控肌肉蛋白轉達

(turnover)有關 (Maclennan et a l., 1987) 。此外，穀氯瞌胺

是淋巴細胞複製所需的營養素，在正常培養基中提昇

其濃度，則穀氯驢胺在淋巴細胞的代謝速率也會增加

(Ardawi et a l.， 1988) 當垮養基中穀氯釀胺濃度降低時

會明顯的減低淋巴細胞的複製速率 (Newsholme et 

al 咽， 1990) 。

In vivo 數義瞳接對代謝之影響是益處:

穀氯昌盛胺是蛋白質的結構單位，而蛋白質是構成

細胞要素之一，因此有很多學者研究當給予強化穀氯

瞌胺的飲食(Glutamine 峭 enriched)視其對免疫功能之
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影響，最早此研究主要觀察於動物，主要焦點是以腸

道當一個免疫器官，乃困腸胃道是人體抵抗外來物的

第一道防線之一，可抵抗細懿入侵或毒素物質進到循

環系統中。例如 1987 年 Hwang 等人指出，以老鼠

為動物實驗模式，添加穀氯驢胺到 TPN 溶液中，可減

少由於完全靜脈注射營養所造成的黏膜萎縮現象，且

可增加黏且其重量、絨毛高度、 DNA 含暈 (O'Dwyer et 祉，

1989) ，減少腸內細菌發生轉移 (translocation)(Burke et al., 

1989) ，促進小腸切除後腸黏耳其的增生 (hyper側

plasia)(Klimberg et al., 1990) ，增加小腸腺窩細胞複製進

而促進小腸受到放射性傷害時黏脹的復原 (Souba et 此，

1990) 。另外，亦有實驗證實，穀氯瞌胺是宿主仿禦機

制及傷口癒合所必須 (Cadwe lI et 訓， 1989) 。例如:

glutamine 是 lymphocyte 、 macrophage 主要能量來源

(Newsholme et al., 1985 , Newsholme et al., 1987) ，其為免疫防

禦細胞，且 glutamine 可促進蛋白質生合成(Jepson et 

al., 1988) ，而蛋白質是傷口癒合所必須 (Patten et 

a l.， 1995) 。且動物實驗發現，給予外生性穀氯瞌胺可避

免或逆轉由於手術後造成血漿及組織中穀氯蘊胺濃

度的下降(Smith et al., 1990) ，及可減少由於 TPN 易導致

肝硬化 (hepatic steatosis) 的現象 (Li et a l.， 1990) 。並且

TPN 中供給穀氯驢胺可減低受大腸桿茁 (Esherichia

coli)J.&\染之大白鼠死亡發生率(Inoue et al., 1993) 。在人體

研究方面， TPN 中供給穀氯驢胺可節省肌肉中的穀

氯蘊胺，及促進氮平衡，抵清白於手術或創傷所造成
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的肌肉細胞中穀氯蘊胺濃度及骨酪肌蛋白質合成降

低的現象 (Hammarqvist et a l., 1989 , Stehle et a l.， 1989) 。另外

也有報告指出其可促進骨髓移植病人之氮平衡，減少

成染發生率，縮短住院期 (Ziegler et a l., 1992) ，及避免由

於 TPN 所造成小腸通透性(permeability)增加、絨毛高

度的減少，而保護黏膜結構(van der Hulst et a l., 1993) 。且，

1994 年 O'Riordain 等人指出，大腸切除手術病人，

TPN 中供給穀氯藍藍按可增加 T輔 cell DNA 合成。由此

結果我們可以得知，穀氯昌在胺可能也是一個促進淋巴

細胞功能的方法之一。

五、教義蘊接對免疫失輔之影響

自由前面所述得知穀氯驢胺對免疫功能之影

響，故本研究針對二種類型之免疫失調作用(1)敗

血症 (2) 自體免疫疾病，觀察給予穀氯昌盛胺之影

響。

敗血甚至:

(一)敗血症的威國

具有致病性的各種不同細菌均可成為敗血症的

病原菌，縱使致病力較弱的細菌在人體抵抗力降低

或大量進入時也可造成敗血症。常見的致病菌有革

蘭氏陰性菌(例如:大腸桿菌、沙 r， 氏菌等)、革蘭氏

陽性菌(例如:金黃色葡萄球菌、踢球菌等)、產氣桿

菌、鏈球菌等(戴自英， 1992) 。另外，徽菌、真菌、寄生

蟲亦會導致敗血症發生 (Bone et a l., 1992) 。
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(..=.. )已知數氯驢車聲對民主血矗立二影響

以敗血症的動物模型，觀察在正常飲食之外額外

餵食穀氯磁胺對其淋巴細胞功能及血液穀氯驢胺濃

度變化之影響，其相關之文獻探討敘述如下:

內毒素 (Endotoxin) 是造成敗血的主要原眉之

一，它是革蘭氏陰性菌細胞壁外脂雙層上的結多聽體

(lipopolysaccharide) 的衍生物，它會與耳其上受器結

合，經由細胞激素及荷爾蒙調控改變造成身體生理代

謝改變，而導致敗血症的發生。

1.細胞激素調控;

外來物質入侵會引發至噬細胞分泌細胞激素，例

如;腫瘤壞死因子 (tumor necrosis factorα; TNF-a) 、

細胞問白素(inter1 eukin-2 ; IL-2) 、 IL-l '而快速執行

保護效果。如 TN孔α 可增加巨噬細胞黏著於血管內

皮細胞上。因而使更多的細胞進到發炎部位，並且增

加豆噬細胞及嗜中性白血球殺滅微生物的能力。另

外，也可促使自然殺手細胞釋出干擾素y (interferon 騙

y ; IFN-y)進一步增進巨噬細胞殺萬能力。然而敗血

症發生時所釋放出來的細菌產物會過度刺激細胞激

素產生，而更加增進促凝血晦原激晦(thromboplastin)

及血小板活化自子 (platelet - acti vating factor)分泌，

造成血液循環細胞附著及血小板凝集血纖維沉積
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(platelet aggregation fibrÌn deposition) ，導致彌漫性血

管內凝結 (disseminated intravascular coagulation )而改

變血管通透性，造成血壓改變(五聖予等人.， 1996 )。另

外， TNF 、 IFN-y 亦會促使組織合成毒性物質，例

如;肝臟庫氏細胞(kupffer cell)分泌一氧化氮(NO) , 

造成血管舒張，血壓下降 (Palmer et 祉， 1987 ， Nakaki et 

a l., 1990) ，送到各組織器官的血暈、氧氣、養分等供應

減少，造成多重器官的衰竭 (multiple organ 

failue ;MOF) 。

另外，有學者指出，由靜脈 TNF-α 灌 j覓到小鼠體

內則造成明顯的負氮平衡(Michie et a l., 1989) ，且 TNF-α

會抑制結蛋白脂肪晦 (lipoprotein lipase)酵素活性而

增加循環中的 TG' 以及對 R夷島素產生抗性 (resistance)

而導致高血糖，這些都是敗血的特徵(Lang .， 1995) 。而

這些細胞激素也會直接或間接毒害腎、肺等，改變其

代謝造成多重器官衰竭。其中肺之損害及肌肉蛋白質

降解及腸吸收降低可能會導致血中穀氯驢胺之濃度

下降(Michie ， 1996) 。

2. 持輔黨代謝改變;

敗血會潛在的刺激神經內分泌 (neuroendocrine)

及交成神經系統 (sympathetic nervous system)的活化

(Baue et a l., 1984) ，囡此會增加腎上腺素 (epinephrine) 、

副腎上腺素 (norepinephrine) 、可體松(cortisol) 、腎上

腺皮質刺激素 (adrenocorticotropic hormone 
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ACTH) 、生長荷爾蒙 (growth hormone) 及昇酵素

(glucagon)的分泌 (Michie ， 1996) 。

3. 兢血期間代謝鵲草色變且是其實體內報說瞳按最i 冊是

影響;

感染期間宿主抵抗細菌成祟及修護受傷害組織

須要法耗大量能量，.因此會快速動用脂肪'碳水化

合物及加速蛋白質分解，提供能量來源。

(1) 碳水化合物 ft謝;

中度或重度成染時葡萄糖產生增加 150-200% 因

此血糖會增加 (Wolfe et a l., 1986) ，在嚴重敗血峙，內臟

血流量會減少，造成組織缺氧，導致器官衰竭。由

於肝功能受損，因而降低葡萄糖產生，造成低血糖，

且組織行無氧酵解(glycolysis)作用增加，因此血中乳

酸量會增加 (Cerra ， 1987) 。

(2) 蛋晶質代謝;

敗血期間，由於組織器官衰竭，造成蛋白質合

成減少。且組織處於異化狀態下，蛋白質降解

(breakdown)增加，每天氮流失可能高達到克， 因

而造成負氮平衡。且尿素合成及尿中磷酸肌酸、尿

酸、氛之排泄量增加。
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另外，血中白蛋白、轉鐵蛋白 (transferrin) 降低，

急性期蛋白質 (acute-phase protein)如 c-反應蛋白

(c-reacti ve protein) 、纖維蛋白原 (fibrinogen) 、血紅

素結合素 (haptoglobin)的合成會增加 (Michie ， 1996) 。

穀氯驢 R安是身體血漿及骨路肌中含量最豐富的

胺基酸，它是組織間氮轉達(transport)主要來源，當

嚴重威染時常會造成酸中毒 (acidosis) ，為了平衡比

現象，因此腎臟會大量攝取血中穀氯瞌胺'利用其

提供的氛 (NH4+) ，中合過多的氫離子 (hydroεen

ions) ，由於穀氯瞌胺大量降解，這可能也是加速敗

血病人氮流失的另一個原因 (Michie ， 1996) 。

(3) 脂肪代謝;

由於敗血期間血糖降低能量產生不足，為減少

蛋白質流失，因而動用脂肪當能量來源，加速脂質

分解，所以循環中三酸甘油脂 (triglyceride ;TG )濃度

增力口 (Michie ， 1996) 。

有報告指出，在敗血時肌肉中 glutamine

synthetase 活性顯著增加，肌肉中穀氯蘊胺含量有下

降現象，且敗血早期其血中穀氯瞌胺濃度有增加現

象 (Austgen et a l.， 1992) 。此穀氯瞌胺釋放增加可能為供

給對穀氯昌盛胺需求增加的組織如免疫細胞，因而可
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能有助於免疫作用。

有學者研究證實，在敗血及內毒素血症

( endotoxemia)期間，由於降低了黏耳其 glutaminase

specific activity 及減少轉運穀氯驢胺的刷狀緣轉運

者 (brush 翩 border transports)數目，使吸收下降，因而

造成穀氯驢胺從血液攝取量減少 (Souba et a l., 1990 , 

Salloum et a I.， 1991) 。由於敗血會促進肌肉蛋白質降解，

抑制蛋白質合成 (Hasselgren et a I., 1986, Hall-A時eras et 

a l., 1991) ，且敗血期間肝臟、腎臟及淋巴細胞會增進

對穀氯驢胺的攝取、利用和代謝(Ardawi et aI 叮 1991) ，因

此血中毅氯瞌胺池含量下降(Roth et a l., 1982) ，而這可

能會導致免疫功能降低。有文獻指出，以分裂原刺

激培養敗血症病人之過邊淋巴細胞發現其

Interleukine -2 (IL-2)濃度及 T“淋巴細胞量降低，同

時淋巴細胞之複製能力化下降 (Wood et a l., 1984, 

Nishijima et a l.， 1986) 。另外，亦有學者指出，以分裂原

刺激垮養敗血症大白鼠之脾臟細胞，其 IL-2 濃度及

脾臟細胞的複製能力亦會下降 (Gough et a l.， 1988) 。然

而，有文獻指出穀氯驢胺可促進 IL-2 產生 (Calder et 

a l., 1992) 0 1994 年 Chen 等人研究顯示，若辦患有內

毒素血症之老鼠由靜脈注射提供穀氯昌盛胺'可促進

其腸道代謝，降低黏膜萎縮的程度，且有助於障壁

功能的維持。穀氯昌在胺餵食之作用可能受劑量及餵

食時間長短之影響，有研究指出 TPN 方式給予穀氯

驢胺不如經口(enteràl上N)給予，而在相關 EN 實驗中
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穀氯驢胺大多加於飲水中，以致無法確實定量其作

用，所以本研究採用餵灌方式觀察穀氯磁胺對 LPS

誘發敗血症大白鼠其免疫功能之影響。

晶體免疫鎮痛:

(一)島體免費藍鎮痛及其成國

個體在正常情況下，免疫系統最基本的功能是

辨識自身的組織和識別異體，不會對自己產生抗

體， ~p 對自身的組織有耐受性，通常僅在外來物質

侵入身體時，才會形成抗禮。正常人體血清中可存

在多種自身抗原的抗體(生理性抗體) ，但這些抗

體量極低，不足以破壞自身成分，但可以清除衰老

退變的自身組織，此種現象稱為自體免疫

(autoimmunity) ，而當這種反應強度太大導致嚴重組

織損傷，表現臨床症狀時，則稱之為自體免疫疾病

(autoÎmmune disease) 。

自體免疫疾病常出現於很多免疫系統異常或過

敏性疾病病人，也可出現於慢性肝病、是長染、血液

疾病、甚至正常人。常見的自體免疫疾病可分，器

官尋一性免疫疾病 (organ-specific autoimmune 

disease) 及全身性自體免疫疾病 (multisystem

autoimmune disease) 。器官專一性疾病只侷限於某

個部位，常侵犯的自標器官包括甲狀腺、腎上腺、
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胃及月夷臟(盧孟佑.， 1992) 。而全身性的疾病則廣泛散佈

於全身各處，包括類風濕性關節炎 (rheumatoid

arthritis RA) 、全身性紅斑狼瘡 (system lupus 

erythematosus SLE) 、及硬皮症 (systemic

sc1 erosis S Sc)等疾病，其常會侵犯皮膚、心、肝、

腎關節、肌肉及淋巴結等(潘昭雄.， 1988) 。

致病原因至目前為止尚不清楚，可能相闋的因

素有1.遺傳因素:有研究指出 SLE 患者的家屬，

比一般群眾的罹患率高出約 100-200 倍(林明

泉， 1993)' 2. 環境因素:外來抗原(細菌、病毒)

紫外線會使 SLE 更加惡化。 3. 荷爾蒙因素:在人類

和老鼠，女性比男性容易得 SLE(潘昭雄.， 1988) ，且有

報告顯示，抑制型小細胞 (suppressor T -cell Ts) 的

缺失在女性比男性有較大的自體免疫疾病發生率，

然而對於小孩和年老者男女病人比率則較不懸殊

(Deviere et al. , 1987) 0 4. 體內免疫反應細胞異常，對正

常的組織細胞發生免疫反應，而產生自體抗體。

RA 是最早被發現的自體兔疫疾病之一，導因於

免疫調節作用失調，有學者觀察 RA 病人其 Ts 功能

時，發現以 Concanavalin A(Con A)刺激峙， Ts 產量

減少且功能缺失 (Sakane et a l.， 1982) 。對於有節結

(nodules)產生的病人，與沒有節結產生之病人比較，

前者抑制型細胞之抑制作用明顯減少 (Patel et 
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訓， 1982) 。並且， RA 病人其周邊淋巴血液中口"細胞

有降低現象，而關節滑液中則無發現 (Veys et 

al .， 1983) 。然而，一般在發炎的關節部位可發現經活

化的 CD4+ T-細胞浸潤( WillÌams et al .， 1996) 。

人類和老鼠的 SLE 病人，免疫反應異常皆有一個

特徵，即是 B- 細胞過度活化 (hyperactivity) ，製造過

多的自體抗體 (Cass et al .， 1968) 。其與細胞內的核抗原

作用形成免疫複合物，並且由著補嫂，然後附著在

血液循環或自著在組織上，如:皮膚、滑脹、漿棋、

肺臟、心臟、腎臟等造成傷害(潘昭雄.， 1988) 。

在 in vitro 實驗中發現， SLE 患者其週邊血液淋

巴細胞與正常人比較，其會白發性的產生更多的免

疫球蛋白 (immunoglobulin)且會增加細胞的複製作用

(Ginsberg et al ., 1979 , JasÌn et al .， 1975) 。對於易罹患紅斑

狼瘡疾病的小鼠，造成其自體免疫疾病時一般特徵

會發現其有 IL-2 缺乏現象，且以 PHA 刺激 SLE 、

RA 病人的過邊血液單核細胞 (peripheral blood 

mononuclear cells) ，則明顯減少 IL-2 產生 (Talal et 

al .， 1983) 。另外，在分離患有狼療自體免疫疾病小鼠

的脾臟細胞及 SLE 病人之週邊血液單核細胞以 PHA

刺激時，發現其小細胞產生 IL-2 之能力均明顯降

低 9 由於 T“細胞生長主要受到此-2 之調控，因此認
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為此時 IL-2 可能無法當作 T-細胞生長因子之功能

(Santoro et a l., 1984 )(Huang et a l., 1988) 0 1986 年 van den 

Akker 等人研究發現忠有 SLE 的小鼠，其 T細細胞功

能有降低現象。亦有文獻指出，以 Con A 刺激來自

正常、 RA 、或 SLE 病人的過邊血液淋巴細胞峙，並

未發現 IL-2 產量或細胞複製能力受到疾病狀態的影

響，但在來自 RA 患者之細胞發現其 IL-2 接受器之

表現低於正常細胞 (Stolzenburg et al .， 1988) 。臨床上 SLE

病人其血中 gamma 、 delta T-細胞量較正常人高，且

主要分泌 IL峙的 T司細胞亞群 CD4+ 、 CD29+在血液中

量會增加，而且峙的過度產生會造成此類自體免疫

病人 B 細胞過度活化，增加抗體合成 (al-Janadi and 

Raziuddin , 1993)。有研究顯示人類和老鼠的 SLE 都有 T

細胞功能降低的現象， SLE 病人 T-細胞免疫反應之

所以降低有部分原因是血液中 T-細胞數目減少的原

故，而且以 Ts 和細胞表面有 IgG 接受器的 T-細胞減

少的比其他 T-細胞多。鹿為 Ts-細胞數目減少，所以

SLE 病人淋巴細胞抑制 B翱細胞合成 DNA抗體的能力

就降低了，因此 SLE 病人才會有那麼多的 DNA 抗體

產生(潘昭雄.， 1988) 0 

自此一般認為 SLE 患者， B-細胞免疫增強現象

可能是 B欄細胞內部異常，吞噬細胞處理抗原的過程

異常，輔助型下細胞 (helper T “ cell)活性增強或 Ts

功能降低所致(潘昭雄.， 1988) 。
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由於自體免疫病人常發生細胞性及體液性兔疫

異常現象，因此臨床上常發現此類病人有成染現

象，如 SLE 病人常發生替狀泡疹(Herpes zoster)病

毒成奈之現象，而 RA 病人亦常受此病毒及非洲淋巴

細胞瘤病毒 (Epstein 峭 Barr Virus) 之成染 (Kahl et 

a l., 1994 ; van der Veen et a1., 1994 ; Newkirk et a l.， 1995) 。且有

文獻指出，以 Corticosteroid 及免疫抑制藥物治療 SLE

患者(Iliopoulos and Tsokos ., 1996) ，或 MTX 治療 RA 患者

有很高的成染發生率 (van der Veen et a l., 1994) 。而成染往

往是加速自體免疫病人死亡率的重要因素之一，且

有報告拍，有 32%的 SLE 病人是因成染而導致死亡

(Abl卜 Shakra et a l., 1995) 。

自體兔疫像一種免疫不良的疾病，可能因為病人

體中的 T-淋巴細胞無法發揮抑制外來侵犯的功能，

或是由於長期的成染所致，由此，應用增進免疫能

力來改善病人症狀的觀念隨即向生。例如;

Levamisole 是一種具有促進兔疫功能的藥物，有文獻

指出其用於治療 SLE 病人亦有不錯效果 (Gordon et 

a l., 1977) 0 Isoprinosine (IPS)是一種抗病毒藥劑，在體

外實驗中發現其有免疫調控作用，可促進正常人淋

巴細胞對分裂素潭、 Con A 的反應 (Morin et a l., 1979) 。而

小鼠淋巴細胞以 IPS 處理，其可籍由增加 suppressor

cell 活性，有免疫調控效應 (Renoux et a l., 1979) 。且有研

究指出， IPS 明顯增加 SLE 病人其淋巴細胞對 Con

A 、 PHA 的反應，在 RA 患者也有些微增加。且 SLE

20 



病人淋巴細胞和 IPS 堵養，顯著增加 IL-2 產生，顯

示其在自體免疫疾病上有免疫調控作用，且對 SLE

有潛在的治療價值 (Nakamura et a 卜， 1983) 。然而，由前述

可知穀氯驢胺亦有免疫促進作用，因此本研究將以

in vitro 觀察其對此類病人淋巴細胞複製之影響。

(.::.. )輾氯驢厲聲輩子晶體免疫鎮痛可能是L影響

有報告指出 RA 病人有肌肉蛋白質流失及負氮平

衡之情形 (Rall et a l., 1996) ，雨如前所述，肌肉蛋白質下

降會降低血液中穀氯驢胺之濃度 (Hammarqvist et 剖， 1989 , 

Stehle et a l., 1989) ，而此可能為影響免疫作用的原因之

一。然而，至目前為止尚未有相關研究觀察在這類病

人血中穀氯昌在胺濃度及穀氯昌盛胺在此類病人之兔疫

能力上所扮演之角色，故本研究將觀察之。

六、滋有標當己也放射 a攏 thymidine 併入街跑觀察淋巴

細胞功能是，模型及其原理:

1.琳巴細胞;

淋巴細胞由中央或原發性淋巴器官(胸腺與骨髓)

產生，其中有些淋巴細胞包含經由血液循環而移轉至

續發性淋巴組織 (secondary lymphocyte tissue )*0 ;脾

臟、淋巴結、扁桃腺及黏騏結合之淋巴組織。整個淋

巴組織約佔總體重的 2010 '成人平均有 10 12 個淋巴細

胞。

21 



2. 淋巴細胞之祖輩1機會1 : 

抗房、會被免疫系統的細胞，例如:單核細胞

(monocytes)及五噬細胞 (macrophage)經由非專一性

受器或和免疫細胞上 Fc 受器結合的抗體形成免疫複

合物而吞噬攝入的抗原，經過修飾後，將分解的抗

原是生版片斷送回到免疫細胞表面，此即是抗潭、呈獻

細胞 (antigen -presenting cells ;APC) ，與主組織相容

性複合基島 (major histocompatibility complex ; MHC) 

結合。 T 細胞表面有接受器 (T cell receptor ; TCR)會

和 APC 表面的抗原 /MHC 複合物結合，籍由特殊 T

細胞抗潭、受器認知，將抗潭、呈獻給 T 細胞，導致淋

巴激素(lymphokine)的釋放及 T 細胞的增生(圖二)。

3. 分裂原 (mitogen)活化 T 細胞;

淋巴細胞可受到分裂原(細胞增蘊誘導物)的刺激

而活化 o 分裂原凝集素(lectin)是碳水化合物聯結蛋

白質所形成，主要來自各種細菌及植物。例如 :ConA

及植物凝集素 (phytohaemagglutinin ;PHA) ，可和特殊

細胞表面的接受器結合，刺激人類及鼠類的 T 細胞。

Con A 是由琵麻子所萃取出來，俗稱刀豆素，

是一種促細胞分裂素，會刺激淋巴細胞複裂，作用

機制可能是這些分子與 T-細胞活化有瞬之表面分

子，如 T-細胞受器 CD3 結合(圈三)，在刺激過程中，
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正常細胞之輔助型 T 細胞 (TH )會釋出淋巴激素。例

如 IL - 2 '它是 T 細胞的增殖扇子及活化劑，同時

細胞表面本身會表現 IL 翱 2 receptor 此 ligan - receptor 

之結合為細胞複製作用所必須，其可引起基麗的轉

譯 (transcription) ，使細胞表面的 transferrin receptor 

表現而結合 transferrin 。在 in vitro 實驗，結養基中，

通常是以胎牛血清 (fetal calf serum) 來提供

transferrin 。此會造成基因的 transcription '使得在

細胞循環(cell cycle)過程中進一步進入 DNA 合成的

F皆手交。

淋巴細胞在正常狀況下是相當靜止的代謝狀

態，循環中淋巴細胞有 90% 是處於休息狀態下

“ resting cell" ，在免疫刺激下為了促進細胞分化、分

泌抗體、細胞激素 (cytokines) 等，由於比過程需要核

酸及蛋白質的合成，因而促進了淋巴細胞代謝速

率。有報告指出，以 PHA 及 ConA 刺激小鼠 (Ardawi et 

訓， 1983)及人 (Parry et a I.， 1990)時，穀氯酪按的濃度對淋

巴細胞的複製很重要，當培養基中添加 0.05 mM 穀

氯驢按時，人之淋巴細胞複製率比添加 0.6mM 者約

降低 50% 。且有學者研究指出，當以 Con A 刺激淋

巴細胞複製時，細胞內穀氯酪按的利用 (Ardawi et a 卜，

1988)及穀氯瞌胺轉移進入淋巴細胞 (Schroeder et a l., 1990) 

比二者皆會增加，超過休止狀態。 1990 年

Newsholme 等人，實驗發現，當垮養基中穀氯驢胺
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濃度降低時會明顯減低淋巴細胞的複製速率。

以 Con A 刺激淋巴細胞的增殖和抗原刺激淋巴

細胞的結果很類似，值此本研究以 Con A 刺激淋巴

細胞增撞來觀察穀氯瞌胺對免疫功能的影響。
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圖二、淋巴細胞的複製機制

Fig. 2 The molecular interaction between variable regions of the TCRα 

and ß chains and the antigenic ligand exposed in Jinkage with the 

MHC molecules on the surface of the antigen presenting 

cell(take from Licastro et al ., 1993) 
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屬三、分裂厚、活化 T 細胞

Fig. 3 Con A concomitantly interacts with the TCR/CD3 molecule to 

achieve the T cell stimulation (take from Licastro et a l., 1993) 
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韓紅、實驗材料:

化學試藥

1. Antibiotic (Penici1in : 10000 Units/ml , Streptomycin : 10 mg/ml) : 

購自 Biological Industries 

2 . Alcohol: 95%，購自台灣省煙酒公貪局

3. Albumine bovine : >96%，購自美國 Sigma 公司

4 . Calcium Chloride Anhydrous Powder :紹和一紋， 95%，購自自

本昭和公司

5 . Chloroquine: 購自美國 Sigma 公司

6 . Concanavalin A :購自美國 Sigma 公司 (L-7647)

7. Diagnostics: 密度 1.077 購自美國 Sigma 公司

8. Economical Bîodegradable counting cocktail :Reasearch Products 

temational C。中﹒

9. Fetal Bovine Serum :購自 Hyclone Laboratories , Inc 

10. Glycerol : ACS 紋， 99.9%，購自美國 Sigma 公司

11 . Heparin Sodium ( 5000 Units/ml ) :購自中閻化學製藥股份有

限公司

12. Hydrocortisone -Water Solution: 購自美圈 Sigma 公司

13. Isotonic sodium chloride solution :0.9%，信東化學工業股份有

限公司

14. a-Ketoglutarate :購自德國 Boehringer Mannheim 公司
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15 . Lipopolysaccharide :購自美函 Sigma 公司

16. L-Glutamine : 99%，購自美國 Sigma 公司

1 7 . Magnesium Chloride :試藥特紋， 98%，購自日本昭和公司

18. Methanol :景明化學工業股份有限公哥

19 . Methotrexate (Amethopterin): >98%，購自美麗 Sigma 公司

20. NADH : 98%，購自德國 Boehringer Mannheim 公司

21 . Perchloric Acid (70%): 試藥特紋，日本和光公司

22. Potassium Chloride : ACS 紋，購自美國 Fisher 公司

23. Potassium Dihydrogenphosphate: 試蔡特紋， 99%，購自日本昭

和公司

24. Potassium Hydroxide :昭和一級， 85%，購白日本昭和公司

25. RPMI-1640 (without L-glutamine): 購自 Biologic況1 Industries 

26. Sodium Phosphate Dibasic Hepthydrate : ACS 紋， 100.2%，購自

美商 TEDIA 公司

27 . Sodium Chloride : ACS 紋， 99.9%，購自美國 TEDIA 公司

28. Sodium Hydroxide :試藥特紋， 96%，日本和光公司

29. Triethanolamine : GC 紋， >97%，購自美麗 Fluka 公奇

30. Trypan blue solution (0 .4%) :購自美國 Sigma 公哥

31. [6-H3
] Thymidine ( 1 mCi/ml) :購自英國 Amersham 公司

32. Universalindicator: 購自英國 BDH
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一-圓圓圓-. 酵素名稱

Glutamate dehy街ogenase (120 U/mg ,at 25 Oc ): EC 1.4. 1.3 

L- Asparaginase (80 U/mg ,at 25 oc ): EC 3.5.1.1 

以上二者均購自德國 Boehringer Mannheim 公司

三.儀器設備

1 .無菌才桑作台( Laminar flow ): NUAIR Biological Safety Cabinets 

2. 二氧化碳恆溫器 (Co2 incubator ) : REVCO 

3. 冷凍離心機 (Freeze centrifuge) :CR泣， Hitachi, J apan 

4. 相位差顯微鏡 (Phase- Contrast Microscope ):Diophot TMD 

NiKon , J apan 

5. 分光光譜儀 (UV-VIS Spectrophotometer):U-3000, Hitach, Japan 

6. 血球計數板 (Hemocytometer) ，計數器 (Counter)

7. Semiautomatic Cell Harvester 12 CH:Skatron , England 

8. 閃爍偵檢器(Liquid Scitillation Analyzer) :Packard 2100 TR 

四.實驗動物:

由國家科學委員會動物中心提供 8個 10 適齡 (200-

220的雄性 Wistar 大白鼠，動物飼義條件為自動空氣調

節，自動光照控制(1 2 小時白畫， 12 小時黑夜)，室溫 25

oc '相對濕度 55%，空氣調節每小時 12 次之動物房中。

動物給予自由進食福壽牌實驗動物試飼料及飲水。
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肆、實驗方法:

一@祺敗血症動物模型觀察豔氯瞌胺之作用:

(一).且( LPS 鵲哥哥大晦氣敗血瘟

內毒素(lipopolysaccharide from salmonella typ

himurium 5mg/Kg BW) ，溶於 1 毫升無菌生理食盤水

(0.9%) ，注射到大白鼠腹腔中，禁食 24 小時，但給予

自由飲水，犧牲動物的方式是以二氧化碳使其窒息死

亡，然後立即剖腹，以含抗凝血劑(100抖， 5000 units 

/ ml)的注射針筒抽取 7 ,...., 8 ml 下腔靜脈的血液，其中

4ml 全血做淋巴細胞複製情況之觀察，剩餘血液樣品

則以 2500 rpm 離心 10 分鐘製得血漿上清液。

(.=. ).來自敗血痛大自鼠之淋巴細胞之培毒品條件之

觀察:

囡 Szondy (1 995) 曾經提出不同 Con A 濃度、

glutamine 濃度、細胞數、及培養時間會影響觀察結

果，故本研究首先對於不同實驗條件進行觀察。

將淋巴細胞以不同時問及不同細胞數培養於不

同 glutamine 濃度下，觀察淋巴細胞之複製情形。
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1 .血濃擺品:誰黨和製備

以真空抗凝血管 (heparinized)抽取大白鼠之血液

約 7 - 8 毫升，其中 4ml 全血用來製備淋巴細胞，作細

胞複製率之觀察，剩餘血液則製備成血漿，分析其

glutamine 濃度及加入週邊淋巴細胞培義液中觀察自體

血漿 (autologus plasma)對細胞複製率之影響。

2 .現邊淋巴輛車色搜製車之觀察:

(1) 主運邊淋巴細胞之製備

將來自大白鼠之全血樣品 4ml 以 3.5 ml PBS 稀

釋。 PBS ( Phosphate國buffered saline )之組成及

製備方法如下:

稱取 Sodium Chloride (NaCl) 8 g , Calcium Chloride 

(CaCh) 0.1 g Sodium Phosphate Dibasic Hepthydrate 

(Na2HP04) 0.2 g , Potassium Dihydrogenphosphate (KH2P04) 

。.2 g , Potassium Chloride (KCl) 0.2 g , Magnesium 

Chloride(MgCh) 0.1 g ，將其溶於 1 升的二次蒸餾水中，校

正 PH 在 7.2 至 7.4之間。

將稀釋後之血液，延管壁緩慢加到預先裝有

7.5ml 的密度梯度溶液(Diagnostics '密度1.077 kg 

1m 3 ) 中，在 400xg 、 18 oc 下離心的分鐘，此時淋巴

細胞位於 PBS 與密度梯度溶液之界面中。罵:高管吸
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取淋巴細胞層，以 PBS buffer 沖洗細胞後，再以

的Oxg 、 18 oc 離心 10 分鐘，移除上層液，而沉降

在底層的淋巴細胞，以 RPMI-1640 (without glu

tamine) 沖洗，離心 10 分鐘，除去上層液後，加入

1ml RPMI曲峙的，以滴管小心愛複吸放數次，使細

胞懸浮分散均勻，並計算每毫升中所含細胞數目。

(2) 淋巴細胞對數之方法:

將上述細胞懸浮液稀釋 100 倍後，以 1:I(v/v)與

染色劑 (trypan blue)對半稀釋。混合均勻後，吸取適

當暈於血球計數板上，置於相位差顯微鏡下觀察計

算，若整個細胞被染成籃色表示細胞膜不完整造成

染劑進入細胞內，而此代表細胞死亡，若只有細胞

外圍染成籃色表示細胞存活。

細胞存活率計算方法:

(存活+死亡細胞數) x 2 x 10 4 X 100 =每毫升細胞總數

存活率0/0 =(淋巴細胞總數一死亡細胞數)/淋巴細胞總

數 x 100% 

以此方法計算使本實驗細胞製備均有這 95 %之存活率

(3) 淋巴如聽培替之方法:

將已製備好的淋巴細胞接種於 96-wells 的培養

盤中，使每個 well 含有 2 .4 xl0 5 、 3.6 X 10 5 、 4.8 x 

10 5 個細胞數，且每個 well 加入 antibiotics( 1 00 units; 
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終濃度)， autologous plasma (10%;終濃度 )glutamine

(0 、 0.1 、 0.5 、 2 mM; 終濃度)及 concanavalin

A(Con A)10μg/ml(終濃度) , (glutamine 、 Con A 此

二者使用前新鮮製備，以 RPMI -1640 without 

glutamine 配製，並且以無菌過濾、朕 0.2μm 過濾、) , 

最後以 RPMI-1640 定量至每個 well 總體積為

200抖，樣品在不同條件重複做 4 個 wells '之後將

培養盤放入 37 oc , 5%二氧化碳恆溫培養箱中，培

養 12 、 24 、 36 、 48 、 60 或 72 小時。

(的琳巴細胞蘊製串的測量

利用有 3H (tritium) label 的 thymidine 併入胞內

DNA 中的暈，當作淋巴細胞複製的指標。每個 well

加入 20Ml (l 0 MCi Iml) [6- 3 H]thymidine 此劑量可提供

足夠的 thymidine 滲入 DNA '以精確測量細胞的複

製，但卻不會引起細胞過度的放射性傷害 (Knight

1987) 。

加入含有放射性 thymidine 再繼、續培養 18 小時後，

利用半自動細胞收集器以甲醇沖洗將其收集到玻璃

纖維港、紙上，睬乾後，將其放入閃爍計數瓶中加入

2ml 閃爍計數液，以閃爍偵檢器測 1 分鐘，放射量

以 cpm 表示。計算 3H- thymidine 併入胞內 DNA 的

主望~
里 υ
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3. 血集中 glutamine 濃度之瀾定:

(1) 血漿屯製備 3會主告:

血液以 2500rpm 離心 10 分鐘 (18 Oc ) ，上清液即

為血漿，將其儲存於"的 Oc '於 1 個月內進行分析。

(2) 血漿去龔自化(deproteinization)之方措:

將上述血漿解凍後，取 0.25 ml 與 0.25 ml 之

10%過氣酸(perchloric acid ; PCA)於振盪機上混合均

勻，離心 2 分鐘 (10000xg)後，取上層清液 0.25 ml 至

裝有 10μi 酸鹼指示劑之新管中，再加入 0.5 M 

triethanolamine / 2 M KO丘，振盪均勻，將酸中和，

使樣品達中性(pH=7; 淡綠色) ，再以 10000xg 離心 2

分鐘，上清液則符測其 glutamine 濃度。上述之製備

過程須置於冰上。

(3) 血壤中 gl u: tamine 濃度之分析方法:

Glutamine 濃度的測量是以經修改之 Wind

mueller 與 Spaeth (1 976)等人之方法。

Asparagine 以 KH2P04 ( 80mM;pH 6.6) ，於 4
0

C

冰箱中透析 24 小時，每隔 12 小時更換一次透析

液。
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A. 分析原理如下

NADH. NAD 

(a) a-Ketoglutarate + NH3 
\九~ Glutamate 

glutamate dehydrogenase 

Asparaginase 

(b) Glutamine 書砂 NH3 -1一 Glutamate

以 asparaglnase 與 glutamate dehydrogenase 所催

化之反應偶合，使來自 glutamine 之分解產物 NH3 進

一步與心ketoglutarate 反應，致使 NADH 氧化為

NAD' 均可於波長 340 nm 測得吸光值之變化，比一

定量與 [glu tamine]成正相闕，但困樣品中含有高量之

NH3 '故在進行反應 (b)前，先以反應 (a)移除非來自

glutamine 之 NH3 。反應付)於波長 340 nm 下測得之吸

光值為@。反應 (b) 同樣於此波長可測得其吸光值為

@'將@一@則可得 glutamine 濃度。

B. 分析溶讓先組成眉之分析步輯:

在 1 ml 吸光槽 (cuvette) 中加入終濃度為 75mM 之

KH2P04 (pH8.0) 、 50% glycerol 、 17.34 mM NADH 、

10% albumin bovine (SBA) 、 400 mM a翱ketoglutara

te 、 H20 、及 25μ1 glutamate dehydrogenase '並加

入通量待分析之溶液樣品，或水(當控制組) ，或

glutamine 標準品，混合均勻，於室溫下靜豈知分鐘
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後，以分光光度計 U-300。在波長 340 nm 下測吸光

值，此讀值為@。之後，各吸光槽中再分別加入的μi

asparaglnase 置於室溫下 90 分鐘測其吸光值

(Abs) ，此讀值為@。

[的註]: l.KH2P04 ( pH8.0):可於 4
0

C 下保存一個星期。

:2.BSA 及 glycerol:均為穩定酵素分析之功用。

c. Glutami n. e 濃度之計算:

Abs (î)- Abs @= Abs @ 

[(血液樣品 Abs @一控制組 Abs @) X 標準品濃度)

+(標準品 Abs @一控制組 Abs @)X 2 X (鹼液毫升

數+ 250) + 250 = Glutamine concentration (μM) 

(五). Glutami n. e 報會對 LPS 賣會發大白鼠敗血還皇之最多

響:

首先將動物分成二組:

第一組:給予穀氯驢胺'並注射內毒素，以(Gln+' LPS+)表示

第二組:不給穀氯驢胺，立在注射內毒素 ，以(Gln-' LPS+)表示

將穀氯瞌胺溶液(對照組)或水(控制組) ，籍由食駕

管直接灌餵穀氯驢胺 (200mg/day/200g B.W.) , 溶於 2

ml 水，持續 7 夭。並且在第 7 天時，同時將內毒素

(l ipopolysaccharide from salmonella typhimurium 5mg/ 

Kg BW) ，溶於 1 毫升無菌生理食鹽水 (0.9%) ，注射到
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大白鼠腹腔中，禁食 24 小時，但給予自由飲水，犧牲

動物的方式是以二氧化碳使其窒息死亡，然後立即剖

腹，以合抗凝血劑(1 00抖， 5000units/ml heparine)的注

射針筒抽取 7 - 8 ml 下腔靜脈的血液，其中 4 ml 全血

做淋巴細胞複製情況之觀察，剩餘血液樣品則以 2500

rpm 離心 10 分鐘製得血漿上清液。

1. 琳巴街跑嚷嚷車之觀察:

週邊淋巴細胞培養之方法

血液淋巴細胞製備方法如前所述，將已製備好的

淋巴細胞接種於 96 - wells 的垮養盤中，使每個 well

含有 3.6 X 10 5 個細胞數，且每館 well 加入 antibiotics

(1 00 units;終濃度)， autologous plasma (10% ;終濃度)

glutamine (0 、 0.5 、 0.75 、 2 mM;終濃度)及 Con A 

10μg/ml (終濃度) , (glutamine 、 Con A 比二者使用前

新鮮製備，以 RPMI -1640 without glutamine 配裂，立在

且以無蓋過濾、朕 0.2μm 過濾、) ，最後以 RPMI-1640 定

量至每倡 well 總體積為 200抖，樣品在不同條件重複

做 4 個 wells '之後將培養盤放入 37
0

C ' 5%二氧化碳

恆溫培養箱中，垮養 36 、 60 小時。淋巴細胞複製率

的測量則與前述之方法相同。

2 .血漿中 glutamine 濃度之分析:

將上述製得之血漿，以前述分析血漿中 gluta

mlne 之分析方法進行。
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4 

-闖闖闡 • &..t晶體免費皇族痛痴人觀察數氯驢聽之作用 . . 
〈一) .實驗對象:

1.中山醫學院附設醫院自體免疫病人

(1)全身性紅斑狼瘡(SLE)

第物治療 Plaquenil (400 mg/day) 、 Imuran

(Azathioprine) (1 00 mg/day) 、 Prednisolone (5- 的

mg/day) 

年齡 18 輛66 歲，平均 32 歲

人數:男 3 '女 20

(2) 風濕性關節炎 (RA) : 

藥物治療 Methotrexate(15 mg/l week) 、 Plaquenil

(400 mg/day) 、 Prednisolone (5-15 mg/day) 

年齡 20闢 70 歲，平均 41 炭

人數:男 7 人，女 18 人

2. 健康正常人:

(4). 

年齡 23 個34 歲，平均 27 歲

人數 13 人

血液車是品收集和製備

以真空抗凝血管 (heparinized)抽取自體免疫病人

及正常人之血液 10 毫升，並於 2 小時內進行實驗，

其中 4ml 全血用來製備淋巴細胞，作細胞複製率之
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觀察，剩餘血液則製備成血漿，分析其 glutamine 濃

度及加入週邊淋巴細胞培養液中觀察自體血漿

(autologus plasma)對細胞複製率之影響。

{附言主] :取血時間為早餐後至午餐前，並於抽血後 2

小時內進行實驗分析。

(之五).血集中 glutamine 濃度之觀!定:

血漿製備及分析其 glutamine 濃度之方法與動物

實驗之方法相同。

(四). i連連淋巴細胞稜製車之觀察:

1.遇邊淋巴細胞之製備及淋巴細胞計數之方法向前

面動物實驗所述。

2. 淋巴細胞垮養之方法:

將已製備好的淋巴細胞接種於 96 - wells 的培

養盤中，使每個 well 含有 3 x 10 5 個細胞數，且每

個 well 加入 antibiotics (100 units; 終濃度) , 

autologous plasma (10% ;終濃度)， glutamine (0 、

0.15 、 0.3 、 0.5 、 0.7 、1. 0 、 2..0'mM 終濃度)

及 Con A ( 0 、 1 、 10 、 100μg/ml 終濃度) , 

(glutamine ' Con A 比二者使用前新鮮製備，以

RPMI -1640 without glutamine 配製，並且以無茵通

濾、膜。.2μm 過濾) ，最後以 RPMI自 1640 定量至每個

well 總體積為 200μ1 '樣品在不同條件重複做 4 個
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wells 雪之後將培養盤放入 37 Oc ' 5%二氧化碳恆溫

堵養箱中，培養 48 小時。淋巴細胞複製率的測量則

與前述動物實驗之方法相同。

(五).晶體免疫痛人治療聽輯對淋巴細胞蘊製車影響之

觀察:

其淋巴細胞複製率之測定方法用上，但垮養基

中額外加入 methotrexate(MTX)(0 、 0.01 、 0.1 、 l

mM;將濃度)、 chloroquine(O 、 6.3 、 63 、 630 nM; 

終濃度)、 hydrocortisone(O 、 0.5 、 5 、 10mM;終濃

度)進行觀察。

MTX 劑量是參考 Bacci 等人(1 996)報告，指出

給予病人 8-12 g/m2MTX '其血中 MTX 之濃度約

700-1000 m J.1mo l/l 0 

chloroquine 劑量是參考 Tett 等人( 1989)報告，

指出給予口服 155 mg hydroxychloroquine 其血中此

藥濃度的為 1 1. 7ng/ml 。

prednisolone 與 hydrocortisone 皆為自醇類藥

物，因此以 hydrocortisone 代替使用，由於 glucoc

orticoid 為其類似物，所以 hydrocortison 使用劑量是

參考 R 等人(1 995)報告 9 其指出給予 glucocorticoid

0.06-0.15mg/Kg/day 其血漿中濃度約 5-10nM 0 
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五.強1h gluta臨ine 瞥尋毒品盾已2于中 glutamine 之安定性命

輯:

稱取樣品(某品牌之含穀氯驢胺的特殊元素狀營養

品) 0.806 g 5:容於 8ml 之生理食鹽水或二次蒸餾水中，

以液、紙過濾'取濾、液分析其 glutamine 濃度。

分析溶液之組成及製備方法與前述 glutamine 分

析相同，但在第一次分析時須先加入的μi 稀釋 100

倍透析過之 asparaginase (透析方法向前述) ，因配方

中含有蛋白質水解產物 asparaglne 比方式可排除

其干擾。同樣靜置的分鐘後，測其吸光值Q)，再加

入的μi 未稀釋有透析過之 asparaglnase '靜宜 90 分

鐘，測其吸光值(ID，而 glutamine 濃度之計算方法向

前述。

四.統計分析

統計分析是以 one way analysis of variance (ANOV A) 

來分析，數值做 4 重複 (n=4) ，取其平均值正負標準差

(Mean 士 Standard Deviation) 加以表示，並以 Duncan's

test 來測試處理組間的顯著差異 (P<0.05) 0 
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值、結果

一 路~ Con A 會會製攝制連起大會鼠淋巴餌胞蘊擺尾最主矗濃

度是L輾討:

本研究以 e日]thymidine 併入胞內 DNA 的受當作淋巴

細胞複製之指標時，發現正常大白鼠過邊淋巴細胞於

Con A 10μg/ml(符濃度)刺激下，培養 48 小時，其複製率

達到最大(國四)。此結果與 Szondy(1 995)研究以 Con A 

刺激大白鼠頸部淋巴結之淋巴細胞，觀察其對淋巴細胞

複製率之影響時所周之 Con A 濃度一樣。因此在本實驗

中以敗血症動物模式，探討不同 glutamine 濃度、細胞

數、不同垮養時間對淋巴細胞複製之影響時，所給予刺

激劑 Con A 之濃度皆以 10μg/ml(終濃度)來做觀察。

以 LPS 論發大自鼠敗血後冒不同淋巴細胞數、不同

培養特閥混 glutarnine 濃度對琳巴細胞稜囊車之影

響:

1.不用培養時間、不用 glutamine 濃度之影響:

實驗結果發現，以 LPS 誘發大白鼠敗血後，當垮養

盤中每個 well 約合 2 .4 X 10 5 個淋巴細胞數時，於不同垮

養特閱(如聞五所示 ) ，加入 CH] thymidine 然後在再培養

18 小時，測其 thymidine 併入胞內 DNA 之章，發現在第

60 小時，當培養基中含 0.1 、 0.5 、 2 mM 之 glutamine

濃度，比不合 glutamine 者有較高的林巴細胞複製率，其
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中又以含有 2 mM glutamine 最大。且當每個 well 約含 3.6

X 10 5 及 4.8 X 10 5 之細胞數時，其結果亦有相似現象

(圓六、國七)。

2.不聞組胞數、不時 glutamine 濃度之影響:

由結果可發現，垮養 48 小時後，每個 well 約令 4.8

X 10 5 餌淋巴細胞數者比含 2.4 X 10 5 、 3.6 X 10 5 個細

胞數有較高的複製率，且在添加 0.5 mM glutamine 時達

最大(圈八)。而培養 72 小時亦與培養 48 小時的結呆有

相似的趨式(圖十)。當淋巴細胞培養 60 小時，測其

thymidine 併入 DNA 之章，發現隨著培養基中 glutamine

濃度增加，貝11 淋巴細胞複製率亦隨之增加，且在 3 種不

同細胞數垮養下皆有相同現象，並且當每個 well 令 4.8

x 10 5 與 2 .4 X 10 5 個細胞數比較，其顯著增加淋巴細胞

複製率，但與 3.6 X 10 5 個細胞數比較則無顯著差異(國

九)。

五 . Glutamine 飯食對 LPS 誘發敗血症大白鼠其攝會暈、

體重、脾重百分比眉之血集中 glutamine 濃度之影響:

實驗結果顯示大白鼠在正常飲食額外殼食

glutamine(200 mg/day/200 g B. W.)一星期與沒有額外餵

食 glutamine 者(以水灌餵) ，以 LPS 誘發使其敗血後，其

食物攝取暈、體重變化、脾重百分比及血漿中 glutamine

濃度變化(示於表一) ，兩組闊無統計上顯著差異

(p>0.05) 。
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四. Glutamine 報會對 LPS 嚼哥哥買主血轟大會鼠琳巴但是色蘊

製尋豈是平影響:

餵食 glutamine 一星期後以 LPS 誘發使其敗血，取

其週邊淋巴細胞觀察其對淋巴細胞複製率之影響，發現

當培養基中添加不同濃度之 glutamine (0.1 、 0.5

0.75 、 2 mM;終濃度)培養 36 小時後，其 thymidine 併入

胞內 DNA 之量，以添加 0.5 mM glutamine 時複製率顯著

增加 (p<0.05) 。而沒有餵食 glutamine 者，發現在培養基

中添加各個不同濃度之 glutamine 其複製率並無顯著差

異 (p>0.05) (圈十一)。另外，有實灌 glutamine 者雖在任

何 glutamine 濃度下均高於無實灌者，但無顯著差異。

當淋巴細胞垮養 60 小時後再觀察其複製率時，同

樣餵食 glutamine 組，當垮養基中添加 0.5 mM glutamine 

則顯著增加其複製率 (p<0.05) ，並且顯著大於無餵食

gluta血lne 組 (p<0.05) 。而無餵食 glutamine 組則於培義基

中添加 0.75 mM glutamine 時顯著增加其複製率 (p<0.05)

(國十二)。

五. J..X 人類自體免疫痴人觀察 glutamine 對淋巴細胞搜製

S拉克已作用:

1.且會人眉之晶體免疫痴人血壤中 glutamine 之比較:

研究結果顯示， SLE 及 RA 病人其血漿中 glutamine

濃度與正常人比較有偏低現象。正常入血中 glutamine
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濃度平均約 545μM (n=13; 因數字接近或重複所以無法

直接由圈中看出人數)， SLE(n=2月病人中有 9 位其血

中 glutamine 降至正常人的 80% '其中有 3 人降至

50% 0 RA(n=25)病人中有 13 位其血中 glutamine 降至

正常人的 80% '其中有 l 人降至 50% (國十三)。

2. 晶體免疫痴人典正常人淋巴細胞數建立觀察:

正常人抽泣的每毫升血液中所舍是本巴細胞數目約為

5.6 X 10 6 個細胞數 ， SLE 病人柏=11)約為 4.1 x 1 肘，

RA 病人柏=19)約為 4.92 X 10 6 個細胞數。此結果顯示

SLE 及 RA 病人血中淋巴細胞數目比正常人有下降趨勢

(圓十四)。

3. 以 Con A 刺歡淋巴細胞稜製觀察其最適條件探討:

先期試驗結果發現，當培養淋巴細胞之垮養基中添

加不同 Con A 濃度刺激淋巴細胞時，以 20 至 200

μg/ml(終濃度)有較好的複製效率 (data no show) 0 由此再

進一步以濃度 10 、 100 、 200μg/ml 觀察其複製'情況，

結果在 Con A 濃度為 100μg/ml (終濃度)時對人類淋巴

細胞複製達最大的刺激作用，因此本研究對人類臨床觀

察中刺激淋巴細胞複裂所使用 Con A 濃度皆採用 100

μg/ml(終濃度) (圈十五)。

4. 搏轟轟中添加胎牛血清、胎牛血清如找車是血脅j

(heparine)及晶體血漿對淋巴細胞搜製之影響:
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主吾養基中添加自體血漿其淋巴細胞複製率顯著高於

胎牛血清及胎牛血清加抗凝血劑 (p<0.05) 。且抗 J疑血劑

的添加並不影響淋巴細胞複製率(圈十六)。

5. Glutamine 對晶體免疫痴人淋巴細胞蘊單車之影響:

垮養 SLE 及 RA 病人過邊淋巴細胞之垮養基中添加

glutamine 由 o mM 增加互之 0.3 mM 峙，其 CH] thym

idine 併入胞內 DNA 之增加倍率與正常人比較有偏高之

趨勢(圈十七)。

六.晶體免疫痕病﹒治療購物對正常淋巴如胞稜製車之影

響:

自本實驗之病人均有使用某些治療藥物，為瞭解圈

十七之結果是否西藥物引起，故進行如下觀察。由於

無法購得與治療這些病人相同之藥物，因此有的藥物

以有相似效用之藥品代替。

1. Methotrexate(MTX) 對淋巴細胞稜製車之影響:

結果顯示在第一位健康受試者之淋巴細胞之垮養基

中添加 0.01 、 0.1 、 1 mM MTX 顯著的促進淋巴細胞複

製 (p<0.05) 。而不闊的 MTX 濃度對淋巴細胞複製無顯著

差異 (p>0.05)( 國十八)向樣在第二位健康受試者亦有一

樣的結果(圈十九)。

2. Chloroquine 對琳巴輯脆讓製車之影響:

結果顯示在第一位健康受試者之淋巴細胞之垮養
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基中添加 6.3 、 63 nM(終濃度 )chloroqui肘，比不添加

者顯著的促進淋巴細胞的複製 (p<0.05) ，而當添加 630

nM chloroquine 則與不添加者無顯著差異 (p>0.05)( 圈二

十)。在第二位健康受試者之淋巴細胞的複製實驗中發

現在培養基添加 0.3 、 0.5 mM glutamine 時有增加細胞

複製率之趨勢但無統計上顯著差異 (p>0.05) ，當

chloroquine 添加於不含有 glutamine 或含有 1 mM 

glutamine 之培養基中則 chloroquine 顯著促進淋巴細胞

複製 (p<0.05) (圈二十一)。

3. Hydrocortisone 對淋巴細胞搜製車之影響:

實驗結果顯示，添加 10 nM Hydrocortisone 有顯著

抑制淋巴細胞複製 (p<0.05) ，而 0.5 ' 5 nM 則無顯著差

異 (p>0.05)( 圖二十二)。

4. 晶體免疫病人給療費專輯輩子正常淋巴細胞於 o mM 及

0.3 mM 或 0.5 臨M glutamine 存在持對搜製反應之影

響:

主告養基中添加三種不同濃度之不同藥物與不添加

者，當 glutamine 濃度由 o mM 增加至 0.3mM 或 0.5 mM 

峙，其 [3H]thymidine 併入胞內 DNA 之增加倍率無很大

差異(表二)。

者.強化 gluta臨Ine 營養品配方中 glutamine 之安定性分析:

以生理食鹽水或水配製之 glutamine 溶液放置室溫
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下隨時間增加 glutamine 濃度亦隨之降低，而儲存於 4
0

C

下 24 小時其降低程度較存於室溫 24 小時少，但放置 4

。C 下 48 、 96 小時則測得之 glutamine 濃度高於 24 小

時，且儲存 48 小時甚至高於新鮮配製時之濃度(表
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圓四、垮養大白鼠週邊淋巴細胞，於不同 Con A 濃
度刺激下，其 CH] thymidine 併入胞內 DNA 之章。

Fig. 4 Incorporation of [3H] thymidine into the DNA of 
Con A-stimulated lymphocytes of rats at different 
concentration of glutamine of muscle. 

96 wells 培養盤，每個 well 約含 5 X 10 5 個細胞
數，以不同 ConA 濃度刺激(5 、 10 、 20 、 50 、 100

μg/ml 終濃度) ，培養 48 小時後，加入 [3H] thymidine 
再繼續培眷 18 小時，測 3巨併入胞內 DNA 之量以 cpm

表示。每個點表示重複做 4 個 wells' 取其平均值主標

準差。
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國五、以 LPS 誘發大白鼠敗血後，培養盤中每個 well

約合 2 .4 X 10 5 個淋巴細胞以 ConA 刺激，培養於不同

glutamine 濃度，及各個不同時間下，其 [3日] thymidine 
併入胞內 DNA 之量。

Fig. 5 Incorporation of [3 H] thymidine into the DNA 
of Con A騙 stimulated lymphocytes from LPS-Índuced 
septic rats at 吐ifferent concentration of glutamine of 
culture 

96 wells 培養盤，每個 well 約含 2 .4 X 10 5 個細胞
數，以 Con A 10 J.lg/ml( 終濃度)刺激下，在不同

glutamine 濃度下:仇 OmM; 固， O. 1 mM ; .A. , 0.5 mM 
X , 2mM .(終濃度) ，於不同培養時間，加入 [3H]

thymidine 再繼續垮養 18 小時，科 3H 併入胞內 DNA

之量以 cpm 表示。每個點表示重複做 4 個 wells

其平均值±標準差。

，取

50 



7000 

/E。，白“J 、4 

6000 

50∞ 

-+- OmM Gln 
一﹒- 0.1 mM Gln 
…• 0.5 mM Gln 
一笑一 2.0 mM Gln 

πt口5 >53 、

4000 

3000 

2000 

1000 

。
O 12 24 36 48 

Time in culture prior to addition of 

[H3]Thymidine (hours) 

60 72 

國六、以 LPS 誘發大白鼠敗血後，垮養盤中每個 well 約

含 3.6 X 10 5 個淋巴細胞以 Con A 刺激，主告養於在不同

glutamine 濃度，不同時間下，其 [3H] thymidine 併入胞
內 DNA 之量。

Fig. 6 Incorporation of [3H] thymidine into the DNA of 
Con A翩 stimulated lymphocytes from LPS 個 induced

septic rats at 吐ifferent concentration of glutamine of 
culture. 

96 wells 培養盤，每偶 well 約合 3.6 X 10 5 個細
胞數，以 ConA 刺激，在不同 glutamine 濃度下 :φ'

。 mM 間， 0.1 mM ; Á , 0.5 mM ; x , 2mM .(終濃度) , 
分別於不同培養時間( 12 、 24 、 36 、 48 、 60 、

72 )後，加入 [3H] thymidine 再繼續垮養 18 小時，測
3H 併入胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表示重複

做 4 個 wells '取其平均值士標準差。
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屆七、以 LPS 誘發大白鼠敗血後，垮養盤中每個

well 約含 4.8xl0 5 個淋巴細胞以 ConA 刺激，垮養
於不同 glutamine 濃度，各個不同時間下，其 CH]

thymidine 併入胞內 DNA 之量。

Fig. 7 Incorporation of CH]thymidine into the DNA 
of Con A-stimulated lymphocytes from LPS-induced 
septic rats at different concentration of glutamine of 
culture. 

96 wells 垮養盤，每個 well 約合 4.8 X 10 5 個
細胞數，以 Con A 10 J..l g/ml(終濃度)刺激下，在不

同 glutamine 濃度下: φ ， 0 mM 詞， 0.1 mM A.. , 
。 .5 mM x , 2mM .(終濃度) ，於不同培養詩詞，
加入 CH] thymidine 再繼續堵養 18 小時，測 3H 併
入胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表示重複做

4 個 wells '取其平均值士標準差。
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園八、以 LPS 誘發大白鼠敗血後，其淋巴細胞以 Con A 刺

激，在不同 glutamine 濃度，不同細胞數目下垮養 48 小時，

其 eH] thymidine 併入鮑內 DNA 之量。

Fig.8 Incorporation of eH] thymidine into the DNA of Con 

A-stimulated lymphocytes from LPS-induced septic at 

different concentration of glutamine at various cell number of 

culture for 48 hr. 

96 wells 垮養盤，每個 well 約合: • , 2 .4 x 10叮囑， 3.6 

x 10 5 
; A., 4.8 X 10 5 個細胞數，以 ConA 刺激下，在不同

glutamine 濃度 o 、。1 、 0.5 、 2 mM .(終濃度) ，培養

48 小時後，加入 eH] thymidine 再繼續培養 18 小時，測 3H
併入胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表示重複做 4 倡

wells '取其平均值±標準差。
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聞九、以 LPS 誘發大白鼠敗血後，其淋巴細胞以 ConA 刺激，

在不同 glutamine 濃度，不同細胞數目下垮養 60 小時，其 eH]

thymidine 併入胞內 DNA 之量。

Fig.9 Incorporation of [3H] thymidine into the DNA of Con 

A-stimulated lymphocytes from LPS-induced septic at different 

concentration of glutamine at various cell number of culture for 

60 hr. 

96 wells 培養盤，每個 well 約令:司帳， 2 .4 x 叩門 i暉， 3.6

X 105 
; .1.. , 4.8 X 10 5 個細胞數，以 ConA 斜激下，在不時

glutamine 濃度 o 、 0.1 、 0.5 、 2 mM .(終濃度) ，培養

60 小時後，加入 eH] thymidine 再繼續培養 18 小時，測 3H

併入胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表示重複做 4 個

wells '取其平均值士標準差。

丸"“b" 表示不同細胞數組別問其顯著差異 (p<0.05) 。
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圈十、以 LPS 誘發大白鼠敗血後，其淋巴細胞以 Con A 刺

激，在不同 glutamine 濃度，不同細胞數目下培養 72 小時，

其 [3 H] thymidine 併入胞內 DNA 之量。

Fig. 10 incorporation of eH] thymidine into the DNA of Con 

A-stimulated lymphocytes from LPS-induced septic at 

different concentration of glutamine at various cell number 

of culture for 72 hr. 

96 wells 培養盤，每個 well 約合: • , 2 .4 X 10 5 醋 ， 3.6

x 10 5 
Â , 4.8 x 10 5 個細胞數，以 Con A 剝激下，在不向

glutamine 濃度 o 、 0.1 、 0.5 、 2 mM.(終濃度) ，培養 72

小時後，加入 eH] thymidine 再繼續堵養 18 小時，測 3巨併入

胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表示重複做 4 個 wells ' 

取其平均值±標準差。
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表一.楚胺瞌胺餵食對 LPS 誘發敗血症大白鼠其攝食暈、體重、脾重百分比

及血漿中提胺瞌胺濃度之影響:

Table 1. Effect of extra glutamine intake on food intake 、 body weight 、 relative

spleen weight and plasma glutamine concentration of LP品induced sepsis 

rat. 

N 0 feeding glutamine Feeding glutamine 

Food intake (的 20.9 士1.49 a 19.5 :!: 0.6 a 

Bo桂yweight (的 47.2 士 7.0 a 43.5 :!: 3.6 a 

R S W 0.40 :!: 0.07 a 0.423 士 0.05 a 

Glutamine (μM) 861. 1 士 74.6 a 816.2 士 74.6 a 

R S W (relative spleen weight=spleen weight / body weight x 100%) 

數值上方之符號 a 表示組闊無顯著差異(p>0.05)
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圈十一、 Glutamine 餵食對 LPS 誘發敗血症大白鼠之淋巴細

胞以 ConA 刺激，於不向 glutamine i濃度下垮養 36 小時，其

eH] thymidine 併入胞內 DNA 之量。

Fig.l1 Incorporation of eH] thymidine into the DNA of Con 

A-stimulated lymphocyte from LPS-induced rats 

concentration of glutamine for 36 hr. Rats were previously fed 

with or without extra amount of glutamine in addition to their 

at different 

normal die t. 

96 wells 培養盤中，每個 well 約含 3.6 X 10 5 個淋巴細胞
以 ConA 刺激，在不向 glutamine 濃度下 (0.1 、 0.5 、 0.75 、

2 mM 終濃度)母養 36 小時後，加入 eH] thymidine 再繼續

培養 18 小時，測 3H 併入鮑內 DNA 之量以 cpm 表示。+，餵

食 glutamine ﹒，無餵食 glutamine 。每個點表示重複做 4 個

wells ，取其平均值±標準差 o

圖上方之"*"表示餵食 glutamine 紐內培養基中含濃度之

glutamine 達顯著差異 (p<0.05) 。

圈上方之符號 a 表示餵食 glutamine 無餵食組間未達顯著差異

(p>0.05) 。
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圖十二、 Glutamine 餵食對 LPS 誘發敗血症大鼠之淋巴細胞

以 Con A 剩激，於不同 glutamine 濃度下，培養 60 小時，其

e日] thymidine 併入胞內 DNA 之量。

Fig.12 Incorporation of [3 H] thymidine into the DNA of Con 

A幽 stimulated lymphocyte from LPS-induced rats 

concentration of glutamine for 60 hr. Rats were previously fed 

with or without extra amount of glutamine in a吐dition to their 

at different 

normal die t. 

96 wells 培養盤中，每但 well 約含 3.6 X 10 5 個淋巴細胞
以 ConA 科激，在不同 glutamine 濃度下( 01 、 0.5 、 0.75 、

2 mM ;終濃度)培養 60 小時後，加入 eH] thymidine 再繼

續培養 18 小時，測 3H 併入胞內 DNA 之量以 cpm 表示。 φ ，

餵食 glutamine 圓，無餵食 glutamine 0 每個點表示重複矗立 4

個 wells '取其平均值士標準差。

國上方之符號不同徊，的表示餵食 glutamine 組內培養基中舍不同濃

度之 glutamine 達顯著差異 (p<O.05) 。

國上方之"軒，表示餵食 glutamine 與不餵食組聞達顯著差異 (p<O.05) 。
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圈十三、正常人及系統性紅斑狼瘡 (SLE) 、類風濕性關節炎

(RA)病人，其血漿中 glutamine 之濃度 (μM) 。

SLE Normal 
O 

The concentration of glutamine in plasm為 ofnormal ' Fig. 13 

SLE or RA patients 

正常人(normal ; n=13) 、系統性紅斑狼搶(SLE ; n口23) 、類

風濕性關節炎病 (RA ; n=25) 。
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圈十四、正常人及系統性紅斑狼，瘡、類風濕性關節炎

病人，其每毫升血液中所含淋巴細胞數目 。

Fig.14 The number of lymphocyte in plasma of normal 
SLE or RA patients 

正常人(normal ; n=6) 、系統性紅斑狼瘡(SLE;

n=ll) 、類風濕性關節炎病 (RA; n=19) 。
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屆十五、正常人週邊淋巴細胞以不同 Con A 濃度刺激，其

[3 H] thymidine 併入胞內 DNA 之量。

200 

Fig 15. The amount of eH] thymidine incorporation into the 

DNA of Con A-stimulate往 normal lymphocytes at 往ifferent

concentration glutamine. 

96 wells 培養盤，每個 well 約合 3 x 10 5 個細胞數，以

不同濃度 Con A(10 、 100 、 200μg/ml;終濃度)刺激，培養

特小時後，加入 eH] thymidine 再繼續培養 18 小時，測 3巨

併入胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表示重複做 4 個

wells '取其平均值±標準差。
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國十六、培養正常人週邊淋巴細胞，主吾養基中添加胎牛血清、胎

牛血清加抗;提血劑及自體血漿，在不同 glutamine 濃度下，以 Con

A 刺激，其 [3H] thymidine 併入絕內 DNA 之量。

Fig 16. Incorporation of eH] thymidine into the DNA of Con A

stimulated lymphocytes of normal rats at different concentration of 
glutamine with FCS FCS+heparine and autologus plasma of 

culture. 

96 wells J告養盤，每個 well 約合 3 x 10 5 個細胞數，加入:

司秒，胎牛血清 (FCS) ; I醋，胎牛血清加抗凝血劑 (FCS+Heparine) ; 

或Â.，自體血漿 (autologus plasma)終濃度 10% '不同 glutamine

濃度 (0 、 0.1 、 0.3 、 0.5 、1. 0 、 2.0 mM; 終濃度) ，以 ConA

(1 00μg/ml; 終濃度)刺激，培養 48 小時後，加入 eH] thymidine 

再繼續垮養 18 小時，測 3H 併入胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每

個點表示愛複做 4 個 wells '取其平均值士標準差。

圖上方*表示組別聞達到顯著差異 (P<0.05)
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園十七、培養正常人及系統性紅斑狼癒、類風濤、性關節炎病

人週邊淋巴細胞之路養基中，添加的 glutarnine 由 OmM 增加

至 0.3 mM 時，其 eH] thymidine 併入胞內 DNA 之增加倍率。

Fig. 17 The ratio of incoporafion of eH]thyrnidine into the 
DNA of Con A-stimulated lyrnphocytes of norrnal 、 SLE and 

RA patient at the concentrations of glutarnine increasing frorn 

OrnM to 0.3mM in the culture. 

wells 培養盤，每個 well 約合 3 x 10 5 個細胞數，以

Con A(l 00μg/rnl)刺激，培養 48 小時後，加入e日] thyrnidine 

再繼續玲養 18 小時，測 3日併入胞內 DNA 之量以 cprn 表示。

每個點表示重複做 4 個 wells '取其平均值土標準差。
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國十八、第一位正常人過邊淋巴細胞以體外 (in vitro)方式添

加 methotrexa侃，其 eH] thymidine 併入鮑內 DNA 之量。

Fig. 18 Effect of methotrexate on the incorporation of eH] 
thymidine into the DNA of normal human lymphocytes. 

96 wells 培養盤，每館 well 約含 3 X 10 5 個細胞數，以

Con A (1 00μg/ml; 終濃度)刺激，分別加入不同濃度之

methotrexateφ ， 0 mM 輯， 0.01 mM Å , 0.1 mM ; X , 1. 0 

mM .(終濃度)舍不同 glutamine 濃度 (0 、 0.5 、 lmM) ，培養

48 小時後，加入eH] thymidine 再繼續培養 18 小時，測 3日

併入 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表示重複做 4 個 wells ' 

取其平均值士標準差。

圖上方之符號不同徊，的表示添加與不添加 MTX 相比較具有

顯著差異 (p<0.05) 0 
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商十九、第二位正常人週邊淋巴細胞以體外 (in vitro) 方式

添加 methotrexa峙，其 [3Hl thγmidine 併入胞內 DNA 之

量。

Fig.19 Effect of methotrexate on the incorporation of 
[3Hl thγmidine into the DNA of normal human I γmpho輛
cytes. 

96 wells 玲養盤，每個 well 約含 3 x 10 5 倍細胞數，

以 Con A (100μg/ml;終濃度)刺激，分別加入不同濃度之

methotrexateφ ， 0 mM .,0.01 mM Â., 0.1 mM 
X , 1. 0 mM .(終濃度) ，不同 glutamine 濃度 (0 、 0.3

0.5 、 1 mM) ，培養 48 小時後，加入 [3Hl thγmidine 再繼

續培養 18 小時，測 3H í芽入胞內 DNA 之量以 cpm 表示。

每個點表示重複做 4 個 wel峙，取其平均值士標準差。

圖上方之符號不同俑，的表示添加與不添加 MTX 相比較具

有顯著差異 (p < 0.05) 。
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續二十、第一位正常人週邊淋巴細胞以體外 (i n vitro) 方式

添加 chloroquine 其 [3Hl thγmidine 併入胞內 DNA 之
憂。

Fig. 20 Effect of chloroquine on the incorporation of 
[3H] thγmidine into the DNA of normal human Iγmpho
C γtes. 

96 wells 培養盤，每個 well 約含 3 x 10 5 個細胞數，

以 Con A (100μg/ml;終濃度)刺激，分別加入不同濃度之

chloroquine ., 0 nM 盟， 6.3 nM ; Ä , 63 nM ; x , 630 
nM .(終濃度) ，不同 glutamine 濃度 (O 、 0.5 、 1 mM)培養

48 小時後，加入 [3Hl thγmidine 再繼續培養 18 小時，湖

3H 併入胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表示重複做 4

倡 wel峙，取其平均值士標準差。

圖上方之符號不同俑， b) 表示添加與不添加 chloroquine 扭

比較具有顯著差異 (p < 0.05) 。
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國二十一、第二位正常人過邊淋巴細胞以體外 (in vitro) 方

式添加 chloroquine '其 [3HJ thγmidine 併入胞內 DNA 之
量。

Fig.21 Effect of chloroqui l1 e on the incorporation of 
[3Hl thγmidine into the DNA of normal human Iympho
cγtes. 

96 wells 培養盤，每個 well 約含 3 x 10 5 個細胞

數，以 Con A (100μg/ml;終濃度}刺激，分別加入不向濃
度之 chloroquineφ ， 0 nM 盟， 6.3 nM A , 63 nM 
X , 630 nM .(終濃度) ，不同 glutamine 濃度 (0 、 0.3 、

0.5 、 1 mM)培養 48 小時後，加入 [3Hl thγmidine 再繼續

培養 18 小時，測 3H 併入胞內 DNA 之量以 cpm 表示。每

個點表示重複做 4 個 wel峙，取其平均佳士標準差。

圖上方之符號不同俑， b)表示添加與不添加 chloroquine 相

比較具有顯著差異 (p < 0.05) 。
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圖二十二、正常人週邊淋巴細胞以體外(in vitro) 方式添加

hγdrocortisone in vitro '其 [3Hl thγmidine 併入胞內 DNA
之量 o

Fig.22 Effect of hγdrocortisone on the incorporati
on of [3Hl thγmidine into the DNA of normal human 旬，
mphocytes. 

96 wells 垮養盤，每倡 well 約合 3 x 10 5 個細胞

數，以 Con A (100μg/ml 終濃度)刺激，分別加入不同濃

度之 hy社 rocortisone 司.， 0 nM 醋， 0.5 nM ., 5 nM 
X , 10 nM .(終濃度) ，不同 glutamine 濃度 (0 、 0.5

1 mM) ，垮養 48 小時後，加入 [3Hl thγmidine 在再繼續培

養 18 小時，測 3H 併入 DNA 之量以 cpm 表示。每個點表

示重複做 4 個 wells '取其平均值±標準差。

圈上方之符號不同俑， b) 表示添加與不添加

hydrocortisone 相比較具有顯著差異 (p < 0.05) 。
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表二、自體免疫病人治療藥物對正常淋巴細胞於 OmM 及 O.3mM或 0.5 mM glutamine 存在時複製反應之影響.
表中數據代表 glutamine 由 OmM 增加至 0.3mM或 0.5mM 時; CH] thymidine 併入細胞內 DNA 之增加倍卒

Table 2 The effect of drugs for autoimmune disease on normallymphocyte response to glutamine . 
The response are expressed as the ratio of thymidine incorporation into the cell at 0 mM to 出at at 0 .3 or 0.5 mM. 

Methotrexate (mM) Chloroquine (nM) Hydrocortison (的。

。 0.01 0.1 O 6.3 63 630 。 0.5 5 
AU --

•• 
A 

Ratio 1.16 1.31 1.24 1.29 2.16 2.04 2.25 1.85 1.92 1.87 1.39 1.74 

Ratio:平均來自 1 至 2 飽受試者;每一個受試者之淋巴細胞培養於 96well 培養盤，每個 well 約合 3 X 105 個細胞數，

重複做 411國 wells 取其平均值土標準差.

σ3 
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表三、加強 glutamine 之營養配方在不同溶劑及混度儲存下之安定性.

Table3. Stability of commercial formula which contained glutamine in different solvent and stored in different 
temperature. 

Room temp. 是 oc

Solvent Fresh 

6hrs 24hrs 24hrs 48hrs 96hrs 

Saline 7729.1 士 96.6 7498.8 士 168.7 6404.8 土帶5.40 6809.3 士 105.9 8176.9 土 44.唾 7648.4士 113.8

Water 7619.7 土 62.0 7520.6 土 117.6 6023.3 :t 139.2 6678.6 士是0.60 8049.9 :t 54.0 7是87.0 土 95.60

表中數據單位為μM

囡某品牌之含 glutamine 的特殊元素狀營義品，建議食用方式為，將 76 g 之該學養品溶於 250 ml 水中。而本實驗

分析是稱取樣品 0.86 g~:容於 8ml 之生理食鹽水或二次蒸餾水中依上述建議濃度稀釋四倍，因此營養品所含建議

glutamine 濃度乃須將上述數值乘以 4 倍。
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陸、討論:

本研究發現來自 LPS 誘發敗血症之大白鼠之淋巴細胞

複裂率，在不同培養時間、細胞數、 glutamine 濃度(圖五、

六、七、八、九、十)之趨勢，均與 Szondy( 1995)對來自正

常大白鼠頸部淋巴結之觀察結果類似:在正常大白鼠淋巴細

胞， [3聞自ymidilne 併入胞內 DNA '會隨著培養時間增長

而增加，達齡最大量然後再下降，且 glutamine 促進

[3H]thymidine 併入 DNA 之程度，會受到培養時間、細胞、

或刺激劑 (mitogen)濃度之影響;以 10 Jlg/ml Con A 刺激峙，

培養基中 glutamine 濃度為 0.3mM 時，在拘小時其複製率

達最大，當 j農渡增加至 2mM 則於“小時達最大複製率。而

培養時間與 glutamine 濃度對 [3H]thymidine 併入胞內 DNA 之

影響， Szondy(1 995)認為由於培養基中細胞分化的數目受

到 IL-2 產生的控制，其詞始會進入複製階段，然後細胞中

止複製，最後細胞死亡，而當複製反應、達最大時表示進入細

胞循環中的最終細胞數，當其下降時表示細胞已進入休止狀

態。而淋巴細胞進入細胞循環也決定於 glutamine 的濃度，

其影響可能是由於它是嗓。令、疇 2定生合成之前趨物，而此為

DNA 合成所必須。

有研究指出 glutamine 提供氮源促進 DNA 、 RNA 合成，

其達最大反應速率一半所須濃度約為 20μM' 而要使 DNA

合成速率達最大，所須的 glutamine 濃度約須大於 200μM( 比

Km 值大 10 倍 )(Szondy &Newsholme 1989) ，而 Szondy( 1995) 

實驗也發現 eH]thymidine 併入胞內 DNA 所須最適 glutamine
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濃度 (300阱。與其相似。 Szondy 觀察正常細胞與本實驗觀

察敗血細胞不同處在於， Szondy 在 0.3 mM glutamine 所觀

察最大細胞複製率和 2 mM 時觀察到之最大複製無顯著差

異。然而本實驗的敗血細胞在 2 mMεlutamine 存在下其最

大反應 2-3 倍於 0.5mM glutamine 存在下之最大複製率(圈

五、六、七)。在正常人血中 glutamine 濃度約。.5 mM '而

敗血病人其血中量會降低。根據 Szondy 與本實驗結果可推

論對正常宿主而言，提高血液中 glutamine 濃度達 2 mM 應

不影響，然而對敗血病宿主提供由 0.5 至 2mM 之 glutamine

時可促進其淋巴細胞複製，增加免疫能力。

本研究發現 LPS 誘發大白鼠敗血時，細胞複製達巔峰

之時問比 Szon句在正常大白鼠頸部淋巴細胞之發現有延遲

現象(圈十一、圈十二)。這顯示可能 LPS 造成細胞特性或血

漿之變化，民而導致細胞對外來免疫刺激(immune challenge) 

之反應會有所延遲，因為 Con A 可代表(模擬)外來抗原對

T -cell 之活化刺激作用。根據 Akagawa 等人(1 995)動物實驗

發現，注射白色念珠菌 (candida al bicans) 或革蘭氏陰性菌

後，再以 Esherichia coli (E.coli 病原菌)成染大白鼠，可導

致動物死亡，若根據本研究之結果可推論， E. Coli 導致敗

血大白鼠死亡之作用可能與敗血大鼠之淋巴細胞在成染持

反應延遲有關。若欲證明此假設可用同樣劑量之五 co1i觀

察其是否對正常鼠有致死作用。

本研究發現不同培養條件(時筒、 glutamine 濃度、細胞
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數)對細胞複製達 peak 之反應有所不同。例如，當培養基中

含有 2 .4xl0 5 個細胞數時複製率以含有 2mM glutamine 於培

養 60 小時達最大，依序為 0.5 、 0.1 、 o mM '然而當培養

至 72 小時，含有 2mM glutamine 者其複製率急速下降，而

含 0.5 mM 者亦有下降趨勢，然而含 0.1mM glutamine 及不

合者，培養至 72 小時其複製率仍有上升趨勢(國五)。但是 9

當每個 well 約合 3.6xl0 5 細胞數時，含有 0.5mM glutamine 者

其複製率與含 0.1mM 及不令者有相同增加趨勢(圈六)。且當

含 4.8x10 5 個細胞數時其更為增加(圈七)。另外當垮養 60 小

時，則 4.8x10 5 與 3.6x10 5 個細胞數對複製率無顯著差異(圖

九 ) ，而培養的或 72 小時則顯著大於 3.6x10 5 及 2 .4x10 5 個

細胞數(圖八、閻十)。由本實驗結果可知，選擇適當的研究

條件對於觀察 glutamine 的作用有很大的影響，這可由本研

究之另一結果，以 glutamine 餵食之大白鼠其淋巴細胞在培

養 36 小時及 60 小時之差異進一步證實(圈十一、國十二)。

實驗發現以 LPS 誘發 rat 敗血，雖然在畏食 glutamine 沒

有增加血中 glutamine 濃度會但其細胞複製比不餵食者，有

增加現象，且此結果無受飲食因素之影響(表一)。而比原因

可能和血漿取樣時閱有關。

In vito 發現以 mitogen 刺激鼠類及人類淋巴細胞峙，

低濃度的 glutamine 會降低其複製率。例如:

Ardawi & Newsholine (1 983) 以 Con A 刺激大鼠腸繫膜

(mesenteric)淋巴細胞，當培養基中無 glutamine 時細胞複製

非常低，添加 1 J!M 其複製率約增加 4 倍，而在 0.3mM 時達
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最大。此外， Szondy (1 989) 以 PHA 刺激大鼠淋巴細胞，當

培養基中加入 0.01 mM glutamine 其複製率最低，當隨著濃

度由 O.OlmM 增加到 1 mM 貝11 複製率也顯著增加，當添加

0.3mM 則在垮養 48 小時達到最大，給予 lmM 則在 60 小時

有最大複製率。在人類研究方面， Parr)μbillings (1 990)等人

以 Con A 刺激其周邊淋巴細胞，當垮養基中含有 0.5mM

glutamine 峙，其複製達到最大，然而當 glutamine 濃度低於

0.5mM B守則會降低複製率。另外， Rohde 等人(1 995)培養正

常健康人血液單核細胞 (mononuclear) ，以 PHA 刺激時發現

以令有 0.3mM 的 glutamine 對淋巴細胞的複製達到最大反

應。而本實驗亦發現，當細胞培義於 autologous plasma 系

統以 Con A 刺激淋巴細胞，則其最大的複製反應是在 0.3-

0.35mM '此結果與前者結果一致 o

由實驗結果發現，自體免疫病人其血漿中 glutamine 與

正常人比較有下降趨勢(圈十三) ，然而當玲養基中所合之

glutamine 由。增加至 0.3 mM 峙，雖然 SLE 病人(n=23) 中有

3 人血中 glutamine 濃度低於 300μM 、 RA 病人(n=2月中有 l

人，然而當加入 10%血漿於培養基時其濃度與正常人只有些

微減少，但其 [3H]thymidine 併入淋巴細胞增加的倍率高於正

常人(圈十七) ，顯示其對 glutamine 的刺激有較大的反應，

但不知此增加的為 CD4+或 CD8+ ，乃需利用 flow cytometry 

方法進一步分析探討。

因為本實驗所觀察之自體免疫病人有服用各種藥物，為

瞭解自體免疫病人淋巴細胞對 glutamine 料激的敏威性增加
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是細胞本身變異或因病人服用藥物所影響，因此觀察本研究

拉血之自體免疫病人所使馬定，治療藥物對複製率之影響。結

果發現藥物對其影響不大(表二)。

另外實驗中發現免疫抑制暴物 methotrexate(MTX) 、

chloroquine 有促進細胞複製率之現象。

MTX 其化學結構近似葉酸，為一種葉酸拈抗劑，會抑

制二氫葉酸還原嗨，且對胸甘酸合成梅也有微弱的抑制作

用，使 DNA 無法合成，而有調控免疫反應，因此被用來當

作免疫抑制劑使用，其作用最初用於治療腫瘤，另外，亦用

於改善自體免疫問題(Goodman Gilman et a l., 1992) 。

Rosenthal 等人(1 987)將約 20g 小鼠由腹脹注射 MTX

( 1 ~9 mg/Kg) ，以 LPS 及 PHA 刺激其脾臟淋巴細胞(2xl0 6 ) , 

發現其會顯著的抑制細胞複製'且 in vitro 中以 pokweed 刺

激人類淋巴細胞時 MTX 也會顯著降低免疫球蛋白的產生

(O'Meara et al 叮 1985) 。然而本實驗發現 MTX 有促進淋巴細胞複

製現象(圈十八、圖十九) ，而此不同結果可能因使用刺激餅

不同、藥物劑童不同、細胞數不同或其他因素導致。

Hydroxychloroquine(Plaquenil) ;其作用與 Chloroquine

極為類似。 Chloroquine 是一種抗癢疾藥物，對紅血球內寄

生的瘡原蟲很有效，是一種抑制症狀的藥物，有學者指出

Chloroquine 會使嗜中性白血球的移動及嗜伊紅性白血球的

化學吸引素 (chemotaxis) 受到抑制，且 Macrophage 及 T

lymphocytes 對 mitogen 的反應減弱，以及一些依賴補體的抗
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房、抗體反應也受損 (Goodman Gilman et a l., 1992) ，另一可能是因

拈抗 prostaglandin E2 產生 (Goodwin et a l., 1978) 。因而有抗發炎

作用(anti-inflammatory) 及免疫抑制效應

(immunosuppressive) 。

Landewe 等人(1995) ，以自C03 MoAb 刺激 RA 病人滑液

(synovial)組織的 T 細胞發現，垮養基中含有 Chloroquine

10-100( J.lM) 會抑制 T 細胞的複製。而本研究結呆發現

chloroquine 會促進周邊淋巴細胞的複製現象(閻二十、二十

一) ，並且有文獻指出以 PHA 刺激正常人淋巴細胞，發現當

垮養基中添加 0.02μM Chloroquine 時顯著刺激細胞複製，然

而當給更高量濃度時，則比藥會抑制淋巴細胞複製 (Ruzicka et 

a l.， 1980) 。且 Schof 等人(1 993)指出，以 PHA 刺激正常人淋巴

細胞，給予 0.022-0.2μM Chloroquine 對複製率沒有影響，

當高濃度時(22μM)則有抑制現象，因此推測對複製率之影

響可能與劑量有關。另外對於患有牛皮褲病人淋巴細胞培養

液含有 2.2-0.022μM 峙，則促進淋巴複製率可達三倍，而同

樣高濃度之 Chloroquine 則亦會抑制淋巴細胞複製 o

Goodwin( 1978)認為此可能原因是牛皮癖病人周邊血液 Ts

細胞之敏是良性不同所致。然而此須史進一步分析其 CD4+與

CD8+ 之量來作確定，另可能是因 Chloroquilne 持抗

prostaglandin E2 產生，而此仍淋巴細胞 transfomation 抑制

者 (Goodwin 1978) 。
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Hydrocortisone 為 glucocorticoid 有很多研究指出

gl ucocorticoid 有抑制免疫及抗發炎作用，而此可能和其減

少很多 interleukin 基因表現有關。例如，其會抑制人類 T cell 

生長因子 r-interferon messenger RNA (Arya et a l., 1984) 及淋巴

細胞且-4(Wu et a l., 1991) 的產生，且本實驗中同樣也發現

hydrocortisone 有降低淋巴細胞複製率之現象(圖二十二)。

加強 glutamine 之營養配方在不同溶劑及溫度儲存下其

安定性試驗結果發現，隨著儲存時間增加其濃度有下降現

象，此與 Lowe 等人(1 990)觀察結果相同，故建議一般使用

配成飲料時最好新鮮製備。在本研究中，當配製成溶液之營

養劑儲存 48 小時後，所測得之 glutamine 濃度反而增加(表

三) ，其原因可能是因此產品為含有蛋白水解物如水解玉米

澱粉、水解黃豆蛋白、乳清蛋白濃縮物、乳清蛋白水解物等，

於儲存期中分解而釋出 glutamine 所致。或因細菌污染，分

解產生大量 ammonla 而實驗 (a) 步驟中加入 glutamate

dehydrogenase 以移除 NH3 之干擾的量不足，以致仍有過多

NH3 存於分析系統中所致。
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蕪、結論:

敗血會導致血中穀氯驢按濃度下降，穀氯驢胺餵食雖

未增加血中此胺基酸濃度，但可顯著增加淋巴細胞複製率，

如此可促進宿主抵抗成鋒的能力，所以可建議敗血病人於

正常飲食下，可額外捕充穀氯昌鑫胺。而在島體免疫病人其

血中穀氯驢胺亦有下降現象，且對來自自體免疫宿主之淋

巴細胞調控不同於對正常宿主之淋巴細胞。但由均不知前

者受穀氯驢胺調控之主要細胞型式 (cell type) 為 CD4+ 或

CD8+ ，故無法確知穀氯昌鑫胺對自體免疫病人之影響為正面

或負面，此有待進一步證實。另外，建議當使用強化穀氯

驢胺之管暴配方時，亦需注意其新鮮度，以期達到較好之

功效。
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