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記得剛要前來考中山醫學院醫學研究所，深怕台中不熟，半夜就

從高雄開車至台中，翻過總圈，找遍路標，終於來到中山的校門口，

打閱車窗在車內睡到天亮，也被蚊子一直叮到天亮。考取之後，問學

第一堂課下諜，與第一名考上的郭艾J支持學，兩個人站在校門口東張

西笠，不知如何能夠回家。後來我留一輛車在台中，要是剛好遇到郭，

使送郭去車站坐車，因為有一種祂;學的情誼在。

按著我逐漸將工作、生活轉移至台中。在第一學期上諜，我都坐

在第一、第二排，做筆記又錄音，學分又修最多，同學都驚訝地說:

「那有人這種用功法，你這樣不是就把學分修克等畢業嗎? J 其實我

只是盡量努力罷了!一直到發嘉哲院長的一堂課，告訴大家一 γ 有些

事要趁年輕時趕快去做，再過一、二十年，就算有埋怨怨做，也可能

問為種種考量而作罷。 J 原本心中即想對分子生物技術有進一步的

瞭解，因為蔡校長的一番鼓勵，我更下定決心要懇請蔡教授指導我，

沒想到蔡教授一口就答應，使得我心中一直非常成激。

自此開始了我的實驗室生涯。因為必須爭取實驗進行的時間，晚

上經常得在車內睡覺。鬧鐘一響，就到樓土實驗玄;等待的時候，就

回車內睡。幾經折騰，才慢慢有了結果。在中港院區的舊實驗室，晚

上我常會遇到侯健隆同學，他常主動指導我，使我避免一些無謂的嘗

試，同時預防了一些潛在的身體危險，非常的威謝!其他如曾博修、

范廷佳、傅患玲等同學，在研究期筒，亦提供了相當寶貴的意見，在

此一併致謝!

在第一階段實驗過程中，我受到台中榮總新陳代謝斜徐山靜醫師

的許多幫忙，提供我不下 50 "-' 60 位 IDDM 病人血清。此外，亦仰賴

健保門診中心檢驗料陳賜安先生，徐醫師新陳代謝斜檢驗室助理檢驗



帥，以及台中崇總整型外科彭人楚總醫師及家醫科魏士杰總醫師兩位

同學的協助。我還記得彭人楚這位壯得像條小牛的外科超人，在星期

六半夜值班闖一晚的外科急診刀後，清晨五點要我呼叫他，好配合榮

總 IDDM 俱樂部小朋友的抽血大篩選，他一人在清晨拍了 20 ""' 30 位，

然後一次送至我手上。令我十分成動並覺得歉疚。

當蔡教授指導我把論文受點放在第二階段時，舊的實驗室也開始

搬到建設當中的大慶分院。我的轎車在搬完了實驗室器材後，也大修

了一次。在第二階段的實驗中，我的父母徐松男、徐李秀雲也都加入

幫忙的行列，別人是依靠同學、老師、男女朋友的協助，而我這從早

期就一直經營造出口貿易及紡織業的父母，竟跟我從高雄主IJ 中山醫學

院的實驗室裡幫忙，他們看我反覆的操作，總在旁幫忙提藥水、拿試

管。我想，或許父親連「西方墨點法」都已偷偷學成了。這之詞，百

黨也提供了我許多意見並且幫了許多忙。他們賜給我若干睡眠的時

筒，我很互支謝。

曾經在一次請教李宣佑教授時，他建議我從計畫性實驗中求結

果，讓我看清一些實驗上的逃惘，我在此要致上謝意。最後我要再度

是長謝蔡嘉哲教授，提供了我這麼多的機會及指導，我常有聽蔡教授一

席言，勝讀數年書的成受。我了解在實驗室的領域捏，有的人一味急

功求結果，有的人則混混日子過生活;而在蔡教授的指導下，不僅釐

清我對分子生物的看法，乃至於對人生態度的滋養，皆有正面的幫

助。蔡教授的指導及耐心提攜是促使我完成此篇論文，居功厥偉者。

在此，向所有愛護我、提攜我及給予我幫助的人，致上深深的謝意。

徐聖罐護誌於
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摘要

自體免疫疾病 CAutoimmune disease) 是因自身免疫系

統出現問題，導致自體抗體CAutoantibody) 的產生，比自

體抗體不僅攻擊體內器官或組織，同時也導致疾病的形

成。病人血清於間接免疫螢光反應、中呈現自uclear dot 型

態，稱為 nuclear domain側的凹，也稱為 POD 或 Kr bodies 。

此類型螢光包含數個蛋白質，其中間L 蛋白質是一不正常

表現於 promyelocytic leukemia cells 之細胞成長抑制蛋

白質。

本篇實驗中，我們周內L 蛋白質，來與多種自體免疫

疾病病人的血清共計 122 位相互反應，發現共有 10 位與內L

蛋白呈陽性反應。其中房、發性膽汁性肝硬化CPBC)有 2 位，

混合性結締組織病(草CTD)有 1 位，全身性硬化，注(SSc)有 l

位，全身性紅斑狼，清CSLE)有 2 位，修格蘭症候群CSS)有 l

位，雷諾氏症候群CRP)有 1 位，不明原因關節炎有 l 位，

資料不可考的 nuclear dot 陽性患者中有 l 位。這 10 位與

內L 蛋白反應呈陽性的病人血清，在免疫螢光黛色法下，抗

核抗體並不皆是呈現J， nuclear dot 的螢光型態。其它 112

位各種自體免疫疾病病人事則沒有與內L 呈現陽性反應、之

情形。

1 



ABSTRACT 

The pathogenesis of autoimmune disease is due to 

some dysfunction in immune system and appearance of 

abnormal autoantibodies. Any kind of abnormal auto

antibodies may attack specific or multiple organs and 

tissues; it results in disease formation. The serum 

of patients appears nuclear dot pattern in immuno

fluorescence examination. We also say nuclear dot to 

be POD or Kr bodies. There are many kinds of protein 

in the nuclear dot. One of them is P祖L.1t is a kind 

of inhibi tory protein in cell growth of promyelocytic 

leukemia cells. 

1n our experiment, we check anti-P單L antibody in 

many kinds of autoimmune diseases. Anti-P躍L

antibodies, detected in 10 of 122 patients, included 

in 2 primary biliary cirrhosis, 1 mixed connective 

tissue disease, 1 systemic sclerosis, 2 systemic 

lupus erythematous, 1 Sjogren' s syndrome, 1 arthri tis 

of unknown cause and 1 positive nuclear dot.The 10 

patients of posi ti ve response were not all nuclear dot 

pattern in immunofluorescent staining examination. 

2 



此
息

革 前

免疫系統的主要功能在於保護生物體來對抗環境中各

種有害物質，包括過敏原、毒物、微生物、寄生蟲等的侵

襲。大多數脊椎動物，能有效地製造高效價抗異物抗體。生

物體在演化中被高度保存下來的細胞成份，也能成為自體

抗原 (Autoantigen) 而產生相當效償的自體抗體 (Autoan

tibody) 。這些在生理狀態下所產生的自體抗體稱為自然性

抗體 (Natural antibodies) ，若是造成致病機轉的自體抗

體財形成合體兔疫疾病(Autoimmune disease) (1) 。

至今之研究發現，會被自體抗體所認識的自體抗原，

皆是在細胞內扮演著重要角色的酵素或其他分子，如

Topoisomerase 1 、 Ribosomal nucleoprotein(RNP) 、 tRNA

histidyl synthetase(Jo-l) 、 Histone 、 Proliferating

cell nuclear antigen (PCNA) 、 double-stranded DNA 等，

所以自體抗體的研究和分子生物學的發展有密切關聯性。

自體免疫疾病之成自雄為複雜，綜合多方面的科學方法，

進而從病人臨床表現、血清及分子層次之研究，是一件非

常有意義的工作。

3 



自體免疫疾病包含一群白白體免疫系統異常而產生之

疾病，其病變可能廣泛散佈於全身各處，我們稱之為全身

性自體免疫疾病(隨ultisystem autoimmune diseases) 。有

的只局限於一個器官之內，我們稱為器官專一性自體免疫

疾病 (ürgan specific autoimmune diseases) 。

全身性自體免疫疾病包括全身性紅斑狼瘡CSystemic

lupus erythematosus; SLE) 、修格蘭症候群的jogren's

syndrome; SS) 、類風濕性關節炎CRheumatoid arthritis; 

RA)及硬皮痕CSystemic sclerosis; SSc)等疾病。器官專

一性自體免疫疾病常侵犯的自標器官，包括影響甲狀腺的

葛里夫茲病 CGraves' disease)及赫許其得病 CHashimoto's

thyroidi tis) ，影響腎上腺的有自體兔疫性腎上腺炎

CAutoimmune adrenalitis) 及史密得症候群 CSchmidt

syndrome) ，影響姨臟的則有姨島索依賴型糖尿病 Clnsulin

dependent diabetes mellitus; IDD班)等 o

我們如果檢查自體免疫疾病的病人.mz.清，可發現各種

不同的抗禮。 例如全身性紅斑狼榜的病人有對抗 Smith

antigen 、 UI-RNP 、 SS-A/Ro 、 SS-B/La 、 Double-strand

DNA 、 Histone 、 Phospholipids 、 Ku 及 Proliferating

cell nuclear antigen 等抗體;多發性肌炎或肌皮炎

4 



CPolymyositis/Dermatomyositis)的病人有對抗 Transfer

RNA synthetases CAnti - Jo-l) , Signal recogni tion 

particle 等抗體;休葛連氏症的S)的病人有對抗 SS-A/Ro 、

SS-B/坊、 Nucleolar organizing region-90 等抗體;而

硬皮注CSSc)的病人則有對抗Centromere 、 Topoisomerase

i 、副A Polymerases 及 Fibrillarin 等抗體。

自前有關自體免疫疾病之致病機轉，一般相信和環境

遺傳因子與免疫系統均有關聯，但詳細機轉仍未完全被了

解 o 自體兔疫疾病形成目前的理論包括兔疫系統之異常而

盲目自我次擊;本身細胞成分異常而成為自體抗原;以及分

子相似論(阻olecular 誼imicury) 。分子相似論乃指兔疫象

統對付外來抗原時，與自身成份發生交叉反應所致。當這些

抗體存在於病人血清中，會與細胞表面的抗原反應，或形

成免疫複合體，隨著血流流經全身。一旦這些兔疫複令體

沉積在組織器官上，就會造成傷害。

自體免疫疾病常出現種種兔疫系統異會或過敏性疾病

病人的血清中，也可出現，於慢性肝病、成染、血液疾病、

甚至於正常人。在環境園子方面，如長期暴露於含有有機

溶劑 BENZENE 或 VINYL CHLORIDE 之氣艘中，將可能導致

硬皮症之發生。在遺傳因子方面，有部分全身性紅斑狼瘡

5 



或R夷島素依賴型糖尿病病人，有特定相同的主要組織相容

性複體之基因型(關C genotype); 而硬皮症的部分病例則與

染色體異常有關。而在免疫系統方面，若由於長期的兔疫

反應刺激，致使自體抗房、與 T 細胞和 B 細胞闊的活化不斷

進行，將可能產生自體抗體。

除了自體抗體外，仍有其他因子會參與病變。例如血

清中 Cytokines， Ly姐phokines 及 Growth Factors (GF) 。

其中包括 Tumor necrotic factor y (T附一γ) 、 Interleu

kin-l (IL-l) 、 IL一是 、 IL-6 、 IL-IO 、 Interferon-y 

(IFN-y )、 Platelet-derived growth factor (PDGF) 及

transforming growth factor ß (TGF一的等 b 這些免疫細

胞扇子除了參與淋巴球和血管內皮細胞閑之交互作用外，

還可能具有細胞毒殺活性而引起血管病變，以及主導發炎

組織修復之過程.例如全身性紅斑狼發之血管炎及硬皮症

的系統性硬化，可為佐證(2) 。近來也有學者提出 "Autogen"

的觀念，指出其有別於傳統的免疫反應。就如同 oncogen

有 Fas 及 oncogen bcl-2 '並且知道它們參與細胞設定性

死亡(Apoptosis)的過程 (3) 。

現今最普遍檢驗自體抗體的方法，是利用間接免疫螢

光染色法 (Indirect immunofluorescent staining) 。我
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們把抗核抗體標上螢光物質，然後再和細胞核內的抗潭、結

合，觀察螢光物質在細胞核內的分布情形，就可以大約推

測抗體結合到那一種細胞核內抗尿。例如 Centromere

pattern 表示抗體結合在染色艘中節， Nucleolar pattern 

表示抗體結合到核仁 (4) , Homogenous pattern 表示抗體

結合到 hi stone (4) , Peripheral pattern (Rim pattern) 

表示抗體結合在 double-stranded DNA 上(在)， Fine 

speckle pattern 表示抗體結合在 extractable nuclear 

antigen 上，這些抗原有很多種，如 Sm 、 RNP 、 SS-A/Ro 、

SS-B/La 等 (4) 。本篇論文所使用的 Promyelocytic

leukemia (內心抗核抗尿，若把標上螢光物質的抗核抗體

與其結合，在問接免疫螢光染色法下將呈現較特殊的

nuclear dot pattern (6) 。

Nuclear dot 抗原乃細胞核在細胞問期有 4 到 12 個 dot

型態，其與細胞核暴質密切相闕，並j主與 DNA 相鍵結(7) 0 

有兩種 Epstein-Barr virus 的蛋白與兩種已在人體血清中

被確認的主要 nuclear dots(NDs) ，有高度同源性會這可能

意謂 EBV 涉及與的有闋的自體免疫抗體的產生(7) 。目前

有許多關於 antinuclear antibodies 為 nuclear dot 的研

究;如一病例報告發現，一位志未分化結締組織疾病

(Undifferentiated connective tissue disease) 患者，有
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高價的 ANA，細胞核在免疫螢光染色下，出現 nuclear dot 

的型態(8) 。另外在潭、發性膽汁性肝硬化(Primary biliary 

cirrhosis; PBC)的患者其 ANA 也有些是呈現 nuclear dot 

的型態 (9-15); 而在皮肌炎CDermatomyositis)患者之 ANA

也曾報告有獨特 dot 之型態 (16) 。

Promyelocytic leukemia 蛋白簡稱為 P吼，也是種自

體抗原，可在若干房、發性膽汁性肝硬化及少數其他的自體

免疫疾病患者身上被發現。問L 蛋白涉及 acute

promyelocytic leukemia 在黛色體第 15 對及第 17 對的轉

位(98-99) ，其在螢光免疫染色下，呈現 nuclear dot 的顆

粒型態 (14， 18) 。時L 也是一腫瘤抑制蛋白 (Tumor

suppressor protein) ，或稱生長抑制蛋白 (Growth

suppressor protein) ，其基因位於第十五對索色體上

(19) 0 PML 蛋白色令多種轉錄因子，如 interleukin-2 受

體的調節者(Rpt-l) 、重組活化基函產物(RAG-l) 等 (20) ; 

同時 P肌也是一種能采住 DNA 的蛋白質，其有使染色體改

變的效果，所以被認為是一種 oncoprotein (21) 。問L 因

為是種 nuclear dot 側的蛋白質，所以又稱 nuc1 ear bod i es 

(NBs)(13) 。在兔疫螢光染色法下，可見抗核抗體呈現

nuclear dot pattern 的螢光型態。
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P悅之標記型在正常細胞是包括 5 至lJ 10 個散佈球形核

體，稱為 PODs (P聞L oncogen i c doma i ns) ，然而 APL 患者

之白血球細胞則是較小、更多的點形核體，這種情形則不

為其他的瘤性 (neoplastic) 疾病所見到 (22) 。問L 核體

也是發炎作照與細胞增殖的標靶 O 曾經有研究用兔疫組織

化學法來比較正常細胞、發炎細胞及腫瘤細胞對問L 表達

的情形，發現內皮細胞 (endothelial cells) 、豆噬細胞

(macrophages) 比其他細胞令高葷的內L 蛋白;若與正常

組織比較，發炎組織一尤其是腫瘤組織其間L 蛋白的含量

更高，並且有顯著單核細胞(mononuclear cells)浸潤現

象。 (24)

若用令磷酪胺酸專一單抹抗體 (phosphotyrosion

specific monoclonal antibody) ，則可知時L 為一磷蛋白

(phosphorprotein) (25) 。為了研究間L 蛋白的表達，是否

與細胞週期有關，用鼻咽(喉)瘤細胞 HeLa cell 來分析不

同細胞週期的免疫螢光染色情形，並且舟共統焦顯微鏡

(confocal microscopy)來了解 PML 表達的情形。結果發

現， P班L 蛋白的表達，在 S 、的、服期很少;而在介於細

胞分裂與 DNA 複製闊的 Gl 期則顯著增多 (25) 。

問L 正常上是核內多蛋白複合體之組成。有研究指出
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P描L 結構包令 Zn+2 結合領域的位置稱為 RING finger '而這

是由於蛋白質與蛋白質交互作用所形成之結果(26) 。呵L

的 RING finger 是富含 cysteine/histidine 的群集區域，

其為能采住核酸的一種核蛋白 (23) 。另外也有研究顯示拓

蹟異構酵素 II (topoisomerase II)之裂解位置與內L 基因

之 breakpoint clusters 密切相關 (27) ，立在且指出其與 DNA

之接觸位於罩在核內基質，這些現象關條著遺傳重新組合

而可能造成異常的轉錄。

P草L 也是種轉譯(transcription)調節蛋白，共同集合

成散狀核體，扮演自體免疫、腫瘤生成、以及病毒與宿主

闊的相互反應等角色。 P班L 基國屬於干擾素(IFN)受激基因

(ISGs) 的生長族，它會受轉譯崗子 ISGF3 的影響而向上調

控。問L 的 mRNA 最及蛋白量都會受 IFNs 作用而有所影響

。8) 。另外有研究指出問L在干擾素 interferon-y 作用之

下，會誘導單核球及豆噬細胞的活動。

P也是一種 70-kD 的蛋白質，這罵西方基點法可得知

(5) 。我們如果把 P吼的 cDNA 插入 glutathione-S

transferase (GST) 基因融合載麓，置入特殊的 E. col i. 

菌中，再經過垮養與誘導的程序，就可以表達出 GST一問L

融合蛋白 (5) 。有研究指出 P吭一1 cDNA 包含 2155 個核甘
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酸，而 P吼一l 蛋命則包含 560 個氛基酸(20) 。用電腦輔助

來分析問L 蛋白的氣基酸序列，顯示出有 4 個主要的結構

區域，這包括富含 prol ine 的 N 端、富含 cysteine 的區域、

富含 α-helix 區、富含 serine 的 C 端 (20) 0 prol ine 痘域

有一部份與轉錄的活化有關，而另有部份參與磷酸化;

cysteine 監域包含 Rpt-I 及 RAG-l 'α …hel ix r&也與磷酸

化(phosphorylation)有關。這些區域可能在 oncogenesls

上，有其扮演之角色(23) 。另外也有研究提到內L 蛋白則

包令 641 個氣基酸(32) 。

11 



第二，主義 材料與方法

實驗藥品、儀器與材料:

1. GST-P誼L ~Sma (pGEX 3X) in BL 21 (DE3) pLysS E. 

col i. straín 0 

2.Glutathione agarose beads 

3. Factor Xa cleavage buffer (切關 Tris-HCL 會

pH7.5 ; 150mM NaCl ; 1mM CaC12) 0 

4. Glutathione elution buffer ( 10m躍 Glutathíone ' 

50m詞 Tris-Hcl pH=8.0) 

5. 單RX microplate reader 購自 Dynatech laboratories 

由本祥公司代理。

方法

抽取病人全血，立在取得病人血清 o 本實驗我們用 122

位病人來做篩撿，其中原發性膽汁性肝硬化 (PBC) 有 9

位世混合性結締組織病(閱CTD) 有 l 位，全身性硬化症的Sc)

有 7 位，全身性紅斑狼療 (SLE) 有 37 位，修格蘭症候群

(SS) 有 18 位，雷諾氏症候群(即)有 6 位，不明原因鵑
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節炎有 4 位，資料不可考的 nuclear dot 陽性患者 3 位，

多發性肌炎(閱)有 6 位，多發性肌炎合併肌皮炎(月十師)

存 3 位，另夷島素依賴型糖尿病( IDD間)病人有 11 位，成

溼性關節炎( RA )有 11 位，胎兒有先天性心臟病的孕婦

有 l 位，腎病症候群有 l 位，類肉瘤症有 1 位，血管炎症

候群有 3 位。

一.免疫螢光染色法( immunofluorescent staining ) 

將血清以 phosphate buffered sal ine (PBS) 稀釋

的倍，取 50ul 稀釋後的血清加入已附著上 Human laryngea 1 

carcinoma cell (HEP-2 cell )的載玻片上，於潮溼箱中

宣混反應的分錄。之後先以 PBS 沖洗，再將其浸入 PBS 溶

液中 10 分鐘。取出後以擦手紙吸乾細胞，面以外的 PBS '加

入一滴標識抗體 (Fluorescein isothiocyanate 

conjugated secondary antibody; FITC) ，再置入湖混箱

中反應的分鐘。按著以 PBS 沖洗後，再將其放入令 }-2 滴

even blue 之間S 溶液中，輕輕搖晃 10 分鐘後，用 mounting

oil 封丹立在以發光顯微鏡在 1000 倍下觀察 o

二.純化問L

首先取 GST-PML ð. Sma (pGEX 3X) in BL 21 (DE3) 

pLysS E. coli. strain 單一菌落加 10c.c 之液狀玲養暴，
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並加入 10 ul Ampici 11 in ( 50 時Iml ) 液，再將垮養基

置於 37 0C 的玲養箱至第二天。第二天再把垮養基內液體倒

入 1000 訓之間中，立在加 1000ul Ampicillin ( 1000x 

dilute) ，笠於 37
0

C 的培養箱內用機器搖晃 2~3 小時至

O. D. 值為 0.3~0.5 。接下來先取 l 叫菌液於 eppendorf 中

(尚未用 IPTG 誘導) ，爾後將 O. 5mM IPTG 加入剩餘諂液，

且用機器以 250 rpm 搖動 2 小時。

在沉澱首體前，先取 lc.c 已誘導之菌液於 eppendorf

中，喝後在 5000rpm 、是℃、 15 分鐘狀況下，用機器沉澱

其餘暈菌液 o 接著將菌液沉澱懸浮於 10 臨1 PBS 中，並在

室溫下加 200ul Lysozyme (50mg/ml) ，用機發搖 30 分

鐘。在同樣 30 分鍾的時間內，用 50ml 的就 NaCl i'中洗

column '以便去除非特異性物質並清潔 beads (約用掉

3恥的ml 3盟 NaCl 即可)。接著，勿讓 column 乾掉，最後

須留至 2c.c 刻度，並加入藥品:服gCl2 150ul( 1 前)、

DNase 60ul( 1 mg/ml )、 Aprotinin 100ul ( protease 

inhibi tor 2. 2 mg prot./ml )、 p誼SF 5ul (0.0174 

g/ml ) 可 Triton-X-l00 200ul 豆菌液沉澱 PBS 懸浮

液， T ri ton-X-l 00 會破損細胞脹，然後用超音波振盪器振

燙至懸浮液變成清澈(約 30 分鐘)。為後在 9000rp阻，哇

。c ' 10 分鍾的條件下離心，再將上清液加入加1 EDTA 
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( O. 5班) ，並經過1. 2uM mi 1 ipore '然後再將那 10c.c

之液體倒入至 column 中，並且在室溫下用機器搖晃 20 分

多童 。

將搖晃完辜的 10C.C 菌液，先取出 100ul 於 eppendorf

中，並加入 100ul 稀釋是倍的 sample buffer '其餘收集

於 50c.c 之試管後通 column 0 然後用 PBS 清洗 beads 直到

通 column 後的液體在 280 nm 下 o. D. 值為 0.003 。

加入 3 ml Glutathione elution buffer (10mM Gluta

thione; 切關 Tris-HCl pH 8. 0) 並旋轉 column 內之 beads

30 分鐘以瀉出 GST-PML 。再加入 F actor Xa 10叭，並且

在 22-25
0

C 的環境中用機器搖晃 2-16 小時，以便將 GST 與

P明L 切悶。按著將液體倒入 column 中，同時在室溫下用機

器搖晃 15 分鐘。混合搖動一下，將其吸至 15c.c 的試管中，

在 2000rpm 下用機器離心 5 分鐘。將上清液收至 15c.c 的

試管中(同時也先取 100ul 土清液並加入 25ul 稀釋是倍的

sample buffer) ，接著跑 SDS-PAGE 。

三.蛋白質濃度定量

利用胎牛血清白蛋白做為標準液蛋白( 1. 4mg/dl )分

別以 lul 、 5ul 、 10ul 、 30ul 、 50ul 及 100ul i昆以 PBS
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799ul 、 795ul 、 790日 i 、 770ul 、 750ul 及 700ul '爾後

再分別各加入 200ul 之染劑( dye )。將此按標準液分別

測光密度( O. D. )值。同時也將 GST-P耽及 GST 檢體測其

O. D. 值，再用過歸方程式 ( y=atbx) ，以 B泌的量為 x

佳， O. D. 值為 y 值。先算出 b 佳，接而代換出 a 值，再求

出 GS于﹒ι內L 及 GST 之濃度。

將求得的 GST一問L 及 GST 之濃度，以一定比例混以

PBS '使每 100ul 之溶液中，有 lug 之 GST一月L 及 GST '以

便在 ELISA 步驟峙，盤內加入一定量的 GST-PML 及 GST 0 

四.聚丙蜍驢氯板膠電泳法 CSDS-PAGE)

首先，組合電泳用兵。而分離蛋白質所用的聚丙蟻繆濃

度為 12. 協會將 acrylamide 、 bis-acrylamide 、 Tris PH 

8. 7 、 SDS 、 TE幫助、 ammonium persulfate 及 d…H20 以一

定比例混合，並除去水溶液氣泡，即成 12.5% SDS-PAGE 。

在其上層則倒入凹的 acrylamide stacking gel '並立馬

上放 Co的。十五分鐘後，取出 comb '再加 running buffer 

互電泳槽中，然後準備 sample '並煮沸 3 分鐘 o 同時加入

sample 及低蛋白質分子量標準液，並通電 80 伏特讓其進入

分離凝膠層，再調整電壓為 1益。伏特，繼續電泳直到顏料

跑到電泳槽電解液中，即告完成。
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五.轉印 C TRANSFER ) 

經由 12.5 % SDS… PAGE gel 電泳分離的時L 蛋白質，

我們再將其轉印到普普酸纖維藤 CNitrocellulose paper; 

NC paper) 上。其間過程乃先在轉印設備內倒入電解液，

並將 SDS-PAGE PML gel 及醋駿纖維蜈夾在一起，再將其置

於轉印設備電解槽內，在是 c 、 0.23 安培下，通電 l 小時，

即可轉印完成。

六.西方墨點法CWESTERN BLOTTING) 

將 12.5 % SDS-PAGE PML gel '轉印至醋酸纖維藤 (NC

paper) 後，先泡製以 PBS 為溶劑的就脫脂奶粉液，將醋酸

纖維蜈泡在其中 30 分鐘，再將 NC paper 挑起並分割成寬

0.5 公分的長條，置放在 parafilm 上，再與患者血清(以 5

%脫脂奶粉稀釋 50 倍)反應1. 5 小時自以 PBS-TWEEN 洗 10

分鐘，三次。將 NC paper 放在 parafilm 上，加入第二次

抗體( ALP conjugated goat anti-human Ig 以 5%脫

脂奶粉稀釋 2500 倍)反應 1 小時。以 PBS-TWEEN 洗 10 分

鐘，三次;以反 30 分鐘，一次。將 NC paper 挑起加入 15ml

substrate buffer 以及的ul BCIP (30mg/ml) ，的ul 悶T

(30mg/距1) 使其呈色，草色完畢後加入蒸餾水沖洗以終止

其反應。
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七.酵素免疫分析法( ELISA ) 

將 GST-PML 及 GST 溶在 phosphate buffered saline 

( PBS )內成 lug/lOOul 的濃度。將其 GST-PML 及 GST 溶

液分別依序加入 microtiter plate 的小格子中，每個小格

子加入的量為 lOOul 0 放入 4 Oc 冰箱至隔夭。

第二天，將 microtiter plate 裹小格子之溶液全力甩

乾，再將每個小格子加入 Gelatin post-coating 200ul 。

放入在℃冰箱內至隔夭。

第三夭，將削crotiter plate 的每個小格子用蒸餾水

洗三次，再泡製 5mg/血: “lute Ig serum C5mg/訓之 BGG

diluent 500ul+serum 2.5ul) 。為後每個小格子加入 200ul

的泡製液，並放入 37
0

C之控溫垮養箱的分鐘。按著甩乾

血icrotiter plate 內小格子之溶液，並用蒸餾水洗三次。

每個小格子再加入 "anti-Ig dilulent 20ml + 

peroxidase-coating anti-Ig 20ul"混合液 200ul '然後

第二度將 microtiter plate 放入 37
0

C控溫垮養箱的分

鐘。當取出 microtiter plate 將小格子中溶液甩乾後，此

次用蒸餾水洗小格子六次。洗完後將每個小格子加入 200ul

由 "ABTs lml 十阻cllvaine's buffer (pH4. 6) 9ml + 1% H202 

O.05ml" 所泡成的受質溶液，並將 microtiter plate 加以
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搖晃至出現綠色，用血RX microplate reader 績一次 O. D. 

值，至 O. D. 值約1. 2- 1. 5 時再讀一次，至一個半小時以後

再績。. D. 值一次。
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第三案 給呆

我們用 rabbit anti-GST一月L 血清來做西方墨點法反

應，可以發現約在 70 kD 的位置，出現一條藍紫色的 band (圈

1) 。同樣在圈 14 裳，個案 27 是 rabbit anti-P批自體抗

艘，個案 28 是 nuclear dot 陽性的控制組個案，我們也可

以發現約在 70 帥的位置，皆出現一條藍紫色的 band (圈

2) 。

在純化問L 抗尿的過程中，我們用 SDS-PAGE 來分析各

種不同的樣本。閻 15 裹在邊第一行是低分子葷的標誌樣

本，第二行是未經過誘導的樣本，第三行是已經過誘導的

樣本，第四行走過 column 兩次的樣本，第五、六、七行是

P班L 樣本，第八、九、十行是 GST 樣本。由此閻可見 GST 約

在 27 卸的位置出現一條藍紫色的 band (圖 3) 。

同樣在圖 16 裳，也是用 SDS-PAGE 來表示純化時L 蛋

白峙，各不同階段 PML 的純化結果。上閻左邊第一行是低

分子量的標誌樣本，第二行是未經過誘導的樣本，第三行

是已經過誘導的樣本，第四行走過 column 兩次的樣本，後

面其他行則是 GST 樣本。下鷗在邊第一行也是低分子量的

標誌樣本，第二行是已經過誘導的樣本，後面其他，行則是
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GST 樣本。由上國第二行及下閻第三、四行可見叫L 約在 70

kD 的位置可出琨一條明顯的藍紫色 band (聞 4) 。

在這 122 位自體免疫疾病病人中取其血清，並且用西

方墨點法或酵素免疫分析法來與 P阻蛋白相反應，總共有

10 位與內L 蛋白呈陽性反應、(表一) ，佔 8. 2 %。這 10 位

皆是女性，年齡從 36 歲到 53 歲，平均年齡為 44.6 歲。其

中房、發性膽汁性肝硬化 (PBC) 9 位中有 2 位與內L 蛋白反

應呈陽性，在受檢測的潭、發性膽汁性肝硬化患者中佑 22 % ; 

混合性結締組織病(單位D) 的 l 位與 PML 蛋會反應呈陽

性，在受檢測的混合性結締組織病患者中佔 100 % ;全身性

硬化症 (SSc) 7 位中有 1 位與 P肌蛋白反應呈陽性，在受

檢測的全身性硬化症患者中佔 14. 3% ;全身性紅斑狼瘡

的LE) 37 位中有 2 位與內L 蛋白反應呈陽性，在受檢測的

全身性紅斑狼瘡病患者中佔 5.4% ;修格蘭症候群 (SS) 18 

位中有 1 位與 PML 蛋白反應呈陽性，在受檢測的修格蘭症

候群患者中佔 5.5 % ;雷諾氏症候群 (RP) 6 位中有 1 位與

P肌蛋白反應呈陽性，在受檢測的雷諾氏症候群病患者中佔

16. 7 % ;不明原因關節炎 4 位中有 l 位與 P肌蛋命反應呈

陽性，在受檢瀾的不明原因關節炎病患者中佔 25 % ;其他 3

位資料不可考的 nuclear dot 陽性志者中有 1 位與內L 蛋

白反應呈陽性，佔 33.3 %。其他種類的自體兔疫疾病病人
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與內L 蛋白反應貝11 呈陰性，這包括 6 位多發性肌炎(閱) , 

3 位多發性肌炎令併賊，皮炎(阱。站)， 11 位R夷島素依賴型

糖尿病人， 12 位風溼性關節炎 (RA) , 1 位胎兒有先天性

心臟病的孕婦， 1 位腎病症候群， 1 位類肉瘤症以及 3 位

血管炎症候群的患者(表一)。在本篇實驗中， 10 位用西

方鑫點法或酵素免疫分析法與內L 蛋台呈陽性反應的患者

血清，總共有 5位在免疫螢光染色法，抗核抗體呈現nuclear

dot 的螢光型態(圓的。

原發性膽汁性肝硬化 CPBC) 患者血清中有 2 位與 PML

蛋白反應呈陽性的病人，其中有 1 位是 53 歲女性，抗核抗

體陽性 CANA 160X 十， cytop 1 asma) ，抗和腺體抗體陽性

Cmitochondria 10X t) ，抗 centromere 抗體陽性 CI0Xt) 0 

臨床上，患者有慢性肝炎及肝硬化的表徵外，也有明顯的

全身性搔癢'目前用 urso 1# tid 及 reducdyn 1# tid 治

療。另外的 1 位原發性膽汁性肝硬化病人是 36 歲女性 F 抗

核抗體陽性CANA 1280X 十， nuclear dot) 。臨床上也有明

顯的全身性搔癢'目前用 urso 1# tid 及 B-complex l# tid 

治療。這 2 住房、發性膽汁，性肝硬化 CPBC) 患者血清，在西

方墨點法或酵素兔疫分析法下與內L 蛋白反應呈陽性的病

人，只有 1 位在免疫螢光染色法，抗核抗體呈現 nuclear dot 

型態，佔 50% C表二)。
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唯一的 l 位混合性結締組織病(晒CTD) 患者h清與內L

蛋白反應、呈陽性，是位在1 歲女性，其抗核抗體陽性(ANA

1280X 十， speckled) ，抗 Ku 抗體陽性，抗 SS-A 抗體陽性。

患者有多發性瓶，炎及硬皮症的情形，同時出現雷諾氏現

象，目前用 prednisolone 1# qd 及 D-penici llamine 1# qd 

治療。這唯一的 1 位混合性結締組織病明白的患者血清，

在西方墨點法或酵素兔疫分析法下與 PML 蛋白反應呈陽性

的病人，其血清在兔疫螢光染色法，抗核抗體並沒有呈現

nuclear dot 型態(表二)。

全身性硬化症的Sc)患者血清中有 1 位與 P也蛋白反應

呈陽性的病人，是 39 歲女性，抗核抗體陽性(ANA 640X + , 
speckled) 會抗 RNP 抗體陽性(16X 十， di ffusion) ，抗 ENA

抗體陽性，患者有出現雷諾氏現象的表徵。這 1 位全身性

硬化症患者血清，在西方墨點法或酵素兔疫分析法下與內L

蛋白反應呈陽性的病人，在免疫螢光染色法下，抗核抗體

並沒有呈現 nuclear dot 型態，佑。% (表二)。

全身性紅斑狼瘡(SLE)患者血清中有 2 位與 PML 蛋白反

應呈陽性的病人，其中有 1 位是在2 歲女性，抗核抗體陽性

(ANA 160X +, nuclear dot) ，抗 centromere 抗體陽性
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(1280X +) ，有習慣性流產的病史，但是抗 cardiolipin 抗

體陰性。另外的 1 位全身性紅斑狼，瘡病人是 38 歲女性，抗

核抗體陽性(ANA 320X 十， nuclear dot) 。患者有明顯的臉

頰紅斑及白血球缺乏的情形，同時也出現雷諾氏現象，目

前用 Hopalet (100) 1# qd 及 plaquenil (200) 1# bid 治

療。這 2 位全身性紅斑狼療患者血清，在西方墨點法或酵

索兔疫分析法下與呵L 蛋白反應呈陽性的病人，在免疫螢

光染色法下，抗核抗體皆呈現 nuclear dot 型態，佔 100% (表

修格蘭症候群 (SS) 患者血清中有 1 位與內L 蛋白反

應呈陽性的病人，是一位女性，其抗 SS-B 陽性。這 1 位修

格蘭症候群患者血?膏，在西方墨點法或酵索兔疫分析法下

與 PML 蛋白反應呈陽性的病人，在兔疫螢光染色法下雪抗

核抗體並沒有呈現 nuclear dot 型態，估。% (表二)。

雷諾氏症候群(RP)患者血清中有 l 位與 PML 蛋白反應、

呈陽性的病人，是 43 歲女性，抗核抗體陽性 (ANA 十) ，呈

斑點狀，其抗核內核糖核蛋白抗體陽性(anti -RNP 16X +) 0 

這 1 位雷諾氏症候群患者Jn.清雪在西方墨點法或酵索免疫

分析法下與內L 蛋白反應呈陽性的病人，在免疫螢光染色

法下，抗核抗體並沒有呈現 nuclear dot 型態，佔 0% (表
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不明原因關節炎患者血清中有 1 位與內L 蛋命反應呈

陽性的病人，是 52 歲女性，抗核抗體陽性 (ANA 6的十，

nuclear dot) ，有 B 型肝炎及 C 型肝炎的病史，目前用

plaquenil (200) 1# bid 治療。這 l 位不明原因關節炎患

者血清，在西方墨點法或酵素免疫分析法下與內L 蛋白反

應呈陽，性的病人，在兔疫螢光染色法下，抗核抗體呈現

nuclear dot 型態，佔 100% (表二)。

資料不可考的 nuclear dot 陽性患者血清中有 1 位與

P肌蛋白反應呈陽性的病人，也是一位女性。這 1 位資料不

可考的 nuc1ear dot 患者血清雪在西方墨點法或酵索免疫

分析法下與內L 蛋白反應呈陽性的病人，在免疫螢光染色

法下，抗核抗體呈現J nuc 1 ear dot 型態，佔 100% (表二)。
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29.1 

20.9 Kd 

圈1.用 rabbit anti-GST-P吐血清來與 P她做西方墨

點法反應，可以發現，約在 70 帥的位置，出現一

條藍紫色的 band 0 
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圈 2. 個案 27 是 rabbit anti-問L 自體抗麓，個案

28 是 nuclear dot 陽性的控制組個案，可以

發現約在 70 帥的位置，皆出現一條藍紫色

的 band 0 
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圈 3. 左邊第一行是低分子量的標誌樣本，第二行是

未經過誘導的樣本，第三行是已經過誘導的樣

本，第四行走過 column 兩次的樣本，第五、

六、七行是問L 樣本，第八、九、十行是 GST

樣本。由此詞可見 GST 約在 27 Kd 的位置出現

一條藍紫色的 band 0 
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屬企用 SDS-PAGE 來表示時L 的純化結果 o 上麗左

邊第二行是未經通誘導的樣本，第三行是已經

過誘導的樣本，第四行走過 column 兩次的樣

本 D 下圈左邊第二行是已經過誘導的樣本。由

上圈第三、四行及下崗第二行可見聞L 約在 70

帥的位置可出現一條明顯的藍紫色 band 0 
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國 5. 用免疫螢光柴色法，抗核抗體呈現 nuclear dot 

的螢光型態。
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表1.病人血清與內L 蛋白反應情形

疾 PBC 抽CTD SSc SLE SS RP Arthritis Nuclear dot 

Cunclassi Cunknown 

病 一fied) cause) 

主動

9 ? 37 18 6 4 3 

數

陽

2 2 

'性

百

分
22% 100括 14.3% 5.4% 5.6% 16. 7自 25% 33.3% 

比

疾 P班/D胡 IDD班 RA Woman with NS Sarcoidosis Vasculitic 

病 CHD fetus syndrome 

總

9 11 11 3 

數

揚

。 。 O 。 G 。 。
性

31 



表 2. 陽性病人血清在免疫螢光染色下反應情形

疾 PBC 聞CTD SSc SLE SS RP Arthritis Nuclear dot 

Cunclassi Cunknown 

病 -fied) cause) 

總

2 2 

!寞之

陽

G G 2 。 。
，性

百

1\'] .... 50% 。% 。% 100% 。% 。% 100% 100% 

!;c 
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主事四豆豆 討論

目前在世界上對內L 與自體兔疫疾病相闋的研究立在不

多，日本學者 Higuchi 等人曾發現在 anti-neutrophil

antibody 陽性合併有銅缺乏及中性白血球缺乏的患者身

上， promyelocytic leukemia cells 與患者血清的結合有

增加的情形。

德閱漢盤大學 Sternsdorf 等人 1995 年曾發表在核蛋

白 (nucleoprotein) Spl00 陽性的 primary biliary 

cirrhosis (PBC) 病患及其他自體免疫疾病病患，大部份

也都呈現核蛋白內L 陽性的情形。所以作者認為由上述發

現可知， P盟L 與 Spl00 類似，在 PBC 和其他的自體免疫疾

病上，都扮演著白體抗原 (autoantigen)的功能(14) 。但是

上述結果在活體外，則不直接存有此關像。

P吼並且呈現出 nuclear body (NB) 這種超結構顆粒

的訊，號(1) 0 Korioth 等學者曾提到像這樣病人血清於免疫

螢光反應下所呈現的 nuclear dot 型態，被稱為 NDI0 或 POD

或 Kr bodies '此結構里包含了一些蛋白質，目前已知的

除了 P吼及 Spl00 外，還有 NDP 52 等。它們可能與病毒成

染及干擾素的治療反應有閱 (1 、 7 、 18 、 29-31) 。
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以往免疫螢光反應中呈現 n日clear dot 型態的自體抗

嫂，甚至 anti-P吼的自體抗體主要在 PBC (primary bi 1 iary 

cirrhosis) 病人中發現(32 ， 33) 。至於 Connect i ve T i ssue 

Disease CCTD) , Systemic Lupus Erythematosus (SLE) , 

Sjogren's Syndrome (SS) , Rheumatic Arthritis (RA) , 

Sarcoidosis '以 Chronic liver disease 則少有 nuclear

dot 型態的自體抗體，至於是否為 anti-PML 之自體抗艘，

仍鮮有文獻做詳細完整之介紹。

至目前為止，內L 與各種不同的自體免疫疾病閑之關

餘，所知立在不多。在 PBC 患者上，傳統是以存在 anti

mitochondrial antibody 為其特徵 o 如今是否 anti-P吼

antibody 也是扮演 PBC 致病園子，令人好奇!顯然在一些

研究中， PML 是有著白體抗尿的角色。在自體免疫疾病的

研究，甚至臨床應用上，月L 、 Spl00 或 NDP52 這些 nuclear

dot pattern 的核蛋白將會出現很多的發揮的機會。

本實驗 GST-悶悶L ßSma 是 PML 蛋白 C 端的部分截取片

斷，它包令 446 個按基酸，在表達上它比完整的 GST-P吼

蛋白容易的多。在經驗中 GST-P版LßSma 基因融合載體在 BL

21 (DE3) pLysS E. coli. Strain 中長得較好。在純化
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P阻L 蛋白的過程中，雖然有經過 SDS-PAGE 及 Western

blotting 確定是內L 蛋白，可惜暈並不多，不足以大量地

使用 Western blotting 來篩選各種自體免疫患者的血清。

為了篩檢更多自體免疫患者的血清，我們採用酵素兔疫分

析法 (ELISA) ，將 microplate 悶著土 GS于P肌來與血清反

應。同時為了在往後純化問L 蛋白的過程及進一步的實驗

須耍，我們採用將 GST-P間L ð. Sma (pGEX 3x) 融合蛋白舟肌

肉注射的方式注射入兔子體內，如此便可以得到多量的

an t i -GST - PML ð. Sma 抗血清。

在酵素免疫分析法實驗當中，用單RX microplate 

reader 讀 O. D. 佳時，走遲到在短時問內，陽性控制組患者血

清反應過度強烈的問如果我們將 ELISA 第一天的步驟裹，將

加入的 GST-P吼及 GST 溶液之濃度再降低，將可減少因陽

性控制絃患者血清反應過度強烈所造成的誤差及資料上的

損失。

本研究中 9 位原發性膽汁性肝硬化 (PBC)的患者中，

有 2 位 (22 %)忠者的血清與內L 蛋白反應呈陽性 o 原發性

膽汁性肝硬化是種慢性自體兔疫性肝病，其特徵在於肝內

膽管的破壞及門脈的發炎與結疤。在有徵狀的患者中， 90% 

為女性，年齡一般 35 至三 60 歲，最早出現的徵狀一般是搔
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癢，經過數月至數年，隨後發生黃疫，最終發生肝細胞衰

竭與門脈高血壓的徵象。在當規篩選試驗中，血清鹼性磷

酸酵素昇高到正常的 2 至 5 倍，測其抗和腺體抗體陽性可

支持診斷。先前有文獻提到於原發性膽汁性肝硬化患者身

上檢測出抗 alpha-enolase 抗體(17) 、抗 70 kD heat shock 

protein 抗體。在)、抗 pyruvate dehydrogenase (PDH) 抗

體(35-38) 、抗 Sm 抗體(35) 、抗 10-1 抗體(35) 、抗 collagen

抗體(35) 、抗 myeloperoxidase (愴的抗體(35) 、抗 ANA

抗體(39) 、抗凹的romere 抗體(益。一42) 、抗 52 Kd Ro 抗體

(43) 、抗 smooth-muscle 抗體 (43) 、抗 transfer

ribonucleic acid (tRNA) 抗體(是4) 、抗 dihydrolipoamide

dehydrogenase 抗體(在5) 、抗 nuclear lamin C 抗體(38) 、

抗 nuclear envelop-associated protein 抗體(46)等，至

於1學、發性膽汁性肝硬化患者身上可檢瀾出抗內L 自體抗體

的報告目前還沒有，本篇研究是目前第一篇在原發性膽汁

性肝硬化患者身上可檢測出抗問L 自體抗體的報告 o

唯一的 1 位混合性結締組織病(隨CTD) 患者(100 %) , 

其血清與 PML 蛋白反應呈陽性。混合性結締組織病是一種

具有類似於系統性紅斑狼，瘡、硬皮症、多發性肌炎和類風

溼關節炎的混合性臨床表現為特徵'血中常有高滴度的抗

核內核瞭核蛋白 (nuclear ribonucleoprotein; nRNP)抗體

36 



的臨床綜合徵。發病年齡平均 37 歲，女性佑 80% 。典型臨

床特徵包括雷諾現象、多發性關節炎、手部腫脹或指(追上)

硬化病、食道功能障礙、肺部病變和近端肌肉無力炎徵性

肌病。半數以上的患者常有高滴度類風濕因子，也常有瀰

散性 γ 高球蛋白血徵。先前有文獻捉到於混合性結締組織

病患者身上檢測出抗 U small nuclear ribonucleoprotein 

抗體(訂)、抗 ribosomal protein L7 抗體(是8) 、抗 RA 33 

抗體(在9) 、抗 TNF receptor 抗體(50) 、抗 nuclear matrix 

抗體(51) 、抗 56K 抗體(52) 、抗 phospholipid抗體(53) 等，

至於混合性結締組織病患者身上可檢測出抗內L 色體抗鍾

的報告目前還沒有，本篇研究是 g 前第一篇在混合性結締

組織病志者身上可檢測出抗 P妞，自體抗體的報告。

7 位全身性硬化症( SSc )患者中，有 l 位(14 %)患者

的血清與內L 蛋白反應呈陽性。全身性硬化症特徵為皮膚、

血管及內臟器官的纖維化，女性發病率約為男性的三倍，

約 95%患者抗核抗體陽性，同時也約 95%患者有雷諾氏現

象。患者常有眼或口腔乾燥，有報告唇組織活檢 anti-SS-

A (Ro) 及 anti-SS-B (La) 抗體陽性與乾燥症。S) 拘一

致 (54-56) 。有相當數量患者有甲狀腺功能減退的情形，

並且伴有高滴度的抗甲狀腺抗禮。對此病具有高度特異性

的抗核抗體為抗局部異構媒 I 抗體 (Scl-70) 、抗核仁抗體
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和抗染色聽著絲點抗體。先前有文獻提到於全身性硬化症

患者身上檢測出抗 Fc gamma R 抗體(29 ' 57-59) 、抗

fibrillarin 抗體 (30 ' 60-61) 、抗 DNA topoisomerase 

I 抗體(31 ' 60 ' 62-65) 、抗即A polymerase 1 ' rr ' 
單抗體(60 '眩， 63 '的一67) 、抗 centromeric proteins 

抗體(60 '的， 68-71) 、抗 upstrea臨 binding factor 抗

體(60) 、抗 kinetochore 抗體(63) 、抗 calpastatin 抗體

(72) 、抗 IL-6 抗體 (73) 、抗 TNF receptor 抗體(74) 、抗

IL-8 抗體(75) 、抗 Wa 抗體(76一77) 、抗帥一Scl 抗體(78) 、

抗 PPlase 抗體(79) 、抗 Th ribonucleoprotein 抗體(80) 、

抗 PCNA 抗體(81) 、抗 reticulin 抗體(82) 、抗的50 抗體

(83) 、抗 mitochondria 抗體(84 ' 85) 、抗 eukaryotic

ribosomal protein L7 抗體(86) 、抗 Th/To 抗體(87)等，

至於全身性硬化症患者身上可檢測出抗 P肌自體抗體的報

告 g 前還沒有，本篇研究是目前第一篇在全身性硬化症忠

者身上可檢測出抗時L 自體抗體的報告 o

37 位全身性紅斑狼瘡(SLE) 患者身上，有 2 位(5%)患

者的血清可檢測出 P也抗蟻。全身性紅斑狼，瘡由於病理性

自身抗體和免疫複合物的沉積，使其組織和細胞受到損

害。的%的病例為女性，尤常見於育齡婦女。美國風濕、協會

診斷標準包括血淚系統，神經系統及腎臟病變的臨床表現，
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和實驗室檢查陽性外，還要有 ANA 陽性及狼發細胞，抗

ds-DNA 抗體、抗 Sm 抗體、 VDRL 假陽性四項其中一項陽性，

才足夠診斷 c 一般上，抗核抗體的檢出率為 95% '抗 DNA 抗

體的檢出率為 70% '抗 Sm 抗體的檢出率為 30% '抗 RNP 抗

體的檢出率為是0% '抗 Ro (SSA) 抗麓的檢出率為 30% '抗

La (SSB) 抗體的檢出率為 10% '抗組蛋白抗體的檢出率為

70% '抗心瓶，磷臨抗麓的檢出率為 50% 。先前有文獻提到於

全身性紅斑狼d瘡志者身土檢測出抗 Ul-nuclear ribonu一

cleoprotein 抗體(87) 、抗 ribosomal ribonucleoprotein 

抗體 (87) 、抗 proliferating cell nuclear antigen 抗

體 (87) 、抗 Ku 抗體 (87) 、抗 Ki/SL 抗體 (87) 、抗

centromere 抗體(88) 、抗 56K/annexin XI 抗體(89) 、抗

rheumatoid factor 抗體(90)等，至於全身性紅誕狼瘡患者

身上可檢測出抗問L 島體抗鍾的報告目前還沒有，本篇研

究是目前第一篇在全身性紅斑狼瘡息者身上可檢測出抗

時L 自體抗體的報告 o

18 位修格蘭症候群(SS)患者中，有 i 位(5.6%)患者的

血清可檢測出 P吼抗體。修格懿症候群特徵為外分泌腺進

行性破壞而引起黏旗和結膜的乾燥，其可獨立發生，也可

伴發於其他自體免疫疾病。主要發生在 30 萃的歲，以土的

女性，可累及任何器官，但以唾液線和淚腺病變最明顯。
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當出現乾燥性角朕結耳其炎、口腔乾燥及唾液腺單核細胞浸

潤三聯徵峙，即可診斷。先前有文獻提到於修格懿症候群

患者身上檢測出抗 transcription factor (TF) 抗體(6) 、

抗 Fc gamma receptor 抗體(59 ' 91) 、抗 SS-A 抗體(35) 、

抗 SS-B 抗體 (35) 、抗 RNP 抗體 (35) 、抗 nucleolar

organlzlng region-90 抗體 (87) 、抗 p80-coilin 抗體

(87) 、抗 centromere 抗體 (88) 、抗 56K/annexin XI 抗體

(89) 、抗 SP3-1 抗體 (92) 、抗 rheumatoid factor 抗體

(90) 、抗 ANA 抗體 (93) 等，至於修格蘭症候群患者身上

可檢漏出抗問L fi1 體抗體的報告目前還沒有，本篇研究是

目前第一篇在修格讀症候群患者身上可撿瀾出抗時L 自體

抗體的報告。

6 位雷諾現象你的患者中，有 1 位(16. 7 紛患者的血清

可檢測出 P吼抗嫂。雷諾現象乃手指、足扇上小動脈陣發性

血管收縮，有時鼻尖和耳委史，受累。冷斜激、情緒激動或

精神創傷可誘發 o 局部皮膚蒼白或發結，隨後皮膚轉媛發

紅。蒼白或紫給常伴有拉(趾)發冷和麻木，而發紅常伴有

疼痛和應剝裁。全身性硬化症及混合性結締組織病，皆可

能有合併雷諾現象的情形。先前有文獻提到於雷諾現象你的

患者身上檢測出抗的抗體(86) 、抗 centriole 抗體(94) 、

抗 human nuclear protein 抗體(95) 、抗 centromere 抗
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體(88)等，至於雷諾現象患者身上可檢測出抗 P脫自體抗

體的報告目前還沒有，本篇研究是目前第一篇在雷諾現象

患者身上可檢測出抗 PML 自體抗體的報告。

4 位不明原因關節炎患者中，有 1 位(25 %)患者的血

清與內L 蛋白反應呈陽性。先前有文獻提到於不明原因關

節炎患者身上檢測出抗 double…stranded DNA 抗體 (96-

97) ，至於不明原因關節炎患者身上可明確檢測出有抗問L

自體抗體的報告自前還沒有，本篇研究是目前第一篇在不

明原因關節炎患者身上可檢測出抗間L 自體抗體的報告。

其他 3 位資料不可考的 nuclear dot 陽性患者中，有 1

位患者的血清與內L蛋白反應呈陽性，另外 1 位 nuclear dot 

陽性患者，可能存在的是非抗內L 蛋白的 nuclear dot 型

自體抗體。

曾經有文獻提到在內L 過度表達時，呈現 speckled

nuclear patterh 的螢光型態(5) 。如果將 retinoic acid 

用於 acute promyelocytic leukemia (APL) 細胞，可覓

到 PML 的螢光型態由 nucléar dot pattern 改變成 speckled

nuclear pattern 的螢光型態(5) 。在本篇實驗中， 2 位原

發性膽;十性肝硬化患者血清，在西方墨點法下與內L 蛋白
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反應呈陽性的病人，只有 l 位在兔疫螢光染色法，抗核抗

體呈現 nuclear dot 的螢光型態，佔 50% 0 2 位全身性紅斑

狼瘡患者血清，在西方墨點法下與內L 蛋白反應呈陽性的

病人，在免疫螢光染色法下，抗核抗體皆呈現 nuclear dot 

的螢光型態，佔 100% 0 1 位不明原因關節炎患者血清，在

西方墨點法下與內L 蛋白反應呈陽性的病人，在免疫螢光

染色法下，抗核抗體呈現 nuclear dot 的螢光型態，佔

100% 0 這 1 位資料不可考的 nuclear dot 患者血清，在西

方墨點法下與內L 蛋白反應呈陽性的病人，在免疫螢光染

色法下，抗核抗體呈現 nuclear dot 的螢光型態，佔 10阱。

2 位原發性蟾汁性肝硬化患者血清，在西方墨點法下與

P肌蛋白反應、呈陽性的病人，另外 1 位的抗核抗嫂，則是呈

現 cytop1asma 螢光盤態。 l 位混合性結締組織病 (MCTD)

患者血清，在西方墨點法下與 P姐d 蛋白反應呈陽性的病人，

其血清在免疫螢光染色法，抗核抗體呈現 speckled nuclear 

pattern 的螢光型態。 1 位全身性硬化症患者血清，在西方

墨點法下與內L 蛋白反應、呈陽性的病人，在兔疫螢光染色

法下，抗核抗體也是呈現 speckled nuclear pattern 的螢

光型態 o 1 位修格蘭症候群患者血清，在西方墨點法下與

P躍L 蛋白反應呈陽性的病人，在免疫螢光染色法下，抗核抗

體並沒有呈現 nuclear dot 的螢光型態。 I 位雷諾氏症候
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群患者血清，在西方墨點法下與內L 蛋白反應呈陽性的病

人，在兔疫螢光染色法下，抗核抗體也是呈現 speckled

nuclear pattern 的螢光型態。在本篇實驗中， 10 位用西

方墨點法或酵素免疫分析法與內L 蛋白呈陽性反應的患者

血清，總共有 5 位抗核抗體呈現 nuclear dot 的螢光型態，

佔 50 %。

總括而言，從我們這篇的研究中可以發現，自體兔疫

疾病患者的血清與內L 蛋白反應呈陽性者，在本研究計有

潭、發性膽汁性肝硬化CPBC) 、混合性結締組織病(班CrD) 、全

身性硬化症。Sc) 、全身性紅斑狼瘡CSLE) 、修格蘭症候群

CSS) 、雷諾氏症候群CRP) 、不明原因關節炎等七種以上的

自體免疫疾病。在研究中， 10 位用西方墨點法或酵素免疫

分析法與問L 蛋白呈陽性反應的患者血清，在兔疫螢光染

色法下，抗核抗體以呈現 nuclear dot pattern 的螢光型

態最多，但也有以 speck1 ed nuc 1 ear pa ttern及 cytoplasma

pattern 的螢光型態呈現。所以我們認為，抗 P她自體抗體

可存於多種的自體免疫疾病，而且在兔疫螢光染色法下，

抗核抗體除了以 nuclear dot pattern 的螢光型態呈現，

可能在不同的階段中，抗核抗體也會出現不同的螢光型

態，至於其所扮演的機轉仍有符更進一步的研究。
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