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摘要

研究目的，在探討高濃度葡萄糖與抗氧化劑的維生素 C 、 E 的添加，對於

垮養的內皮細胞胞外問質(ECM)蛋白質，其纖維網狀蛋白 Fibronectin(FN)濃度的

影響，並且觀察細胞內總蛋白含量的變化，進一步觀察 TG孔 β與 AGE 是否會

影響到 Fibronectin 的生合成。實驗方法:將 l05/well 細胞玲養於 24 孔 well 的 plate

中，並且分別添加 M-199+10%FCS ' M-199+10%FCS+30mM葡詩糖(高生理濃

度) , M-199+10%FCS吋mM 葡萄糖(正常生理濃度)中，維生素 C(O.OlmM'

O.05mM) ，維生素 E(O.OlmM' O.05mM)各別與共同添加並且又添加 TGF-β 與

AGE 抗體(O.5ug/ml) ，土吾養 72 小時之後以 PBS 清洗三次，利用 Lysis buffer 使細

胞懸浮，超音波振盪破壞細胞，分析細胞內總蛋白含量及以 Enzyme-Linked 

Immunosorbance Assay(ELISA)現1 Fibronectin(FN)的濃度。實驗結呆顯示:高濃度

葡萄糖(30mM)添加比較與正常濃度葡葫糖(5mM)的添加，不管在 5%或 lO%FCS

添加於 M~199 玲養液中，的確可使內皮細胞內 Fibronectin 濃度明顯的上升，而

總蛋白的含量並無明顯改變，然而各別添加維生素 C 或 E(O.OlmM)的確可使存

在高濃度葡萄糖的細胞內 Fibronectin 濃度明顯下降，但當各別添加維生素 C 或

E(O.05mM)時，並無明顯改變高的 Fibronectin 生成量，而維生素 C 與 E 共同添

加時二者有加乘作用皆明顯降低 Fibronectin 生成量，另外 TGF-β 與 AGE 抗體

的確可抑制誘發 Fibronectin 生成。由以上結果得知內皮細胞存在高濃度葡萄糖

環境下，可使 ECM 中 Fibronectin 生合成增加，並且隨著添加適當一定量的抗氧

化劑維生素 C 、 E 可抑制高氧化壓力之下 TGF-ß 誘發或氛基糖化產物一 AGE

(advanced glycation end product)生成所造成的 Fibronectin 增加，進而影響內皮細

胞血管腔表面平滑程度，防止血管內纖維增生的進行，預防引起糖尿病血管病

變(diabetic angiopathy)發生。



Abstract 

In this study is to explore the influence of adding high concentrated glucose and 

antioxidant C 、 E to Fibronectin(FN) a ECM protein and Quantitative changed of total 

cellular protein. Furtherrnore to examine the relationship of TGF-ß and AGE to 

biosynthesis of FN in culture study. 

Methodology of experiment: 105 /well cells were incubated in 24 well plate. Each well 

contains M仆99+10%FCS. M-199+1O%FCS+30mM glucose (high physiological 

conc.) M棚199+1 0%FCS+5mM glucose (norrnal physiological conc.) vitamin C 

(O.OlmM. 、 0.05mM) and vitamin E(O.OlmM 、 0.05mM) were added individually and 

in combination plus, included TGF品 and AGE antibody (0.5ug/ml) incubation were 

washed three times after 72hours, cell suspensions was obtained with lysis buffer. Cell 

lysis under Ultrasonic vibration. ELISA deterrninate quantitative Analysis of total 

cellular protein and FN concentration. The results of experiment shows that indeed 

the FN was significantly increase in high glucose concentration compare to normal 

glucose concentration Either 5%0r1 O%FCS were present in the culture medium. 

Although the total quantitative of protein did not change, but adding vitamin C or E 

respective can cause significantly decrease of cellular FN concentration under the 

situation of high glucose concentration. In Addition providing vitamin C or E 

(0.05mM) respective were not significantly change the FN biosynthesis but add both 

vitamin C and E together shows additive e旺ect on decrease fibronection biosynthesis 

within high glucose concentration. Furtherrnore TGF-ß and AGE antibody can indeed 

reduce the Fibronectin biosynthesis. 

For the data of results, we know that under the high glucose concentration can 

increase Fibronectin biosynthesis. Together with certain amount of antioxidant 

vitamin C and E can suppress the high oxidant pressures of TGF品 induction or AGE

production which cause increase fibronectin concentration production. And lead to 

a在ect the smoothness of ECM endothelium cell surface, decrease progression of 

cellularization of blood vessel eventually prevent the occurrence of diabetic 

angiopathy. 

!í 



第3黨總

安、各論

一、 內皮細胞(Endothelial cell) 

(一)內皮細胞(Endothelial cell) 

是一種單層細胞存在血管及淋巴管腔的內面，西元 1860 年 Rechling

hausen 藉著細胞染色技術的進步發現過去被稱為無結構透明膚質

(Structureless hydline skin)的微血管，原來是由一片片相同的細胞所構

成，直到 1吵90叭1 年 'wa叫ld岱eye仗r-丑a訓r討tz 才將內皮細胞界定命名同 B時寄也問后敢支了

對內皮細胞的起游源、，功能等方面的研究熱潮 i 。

西元 1931 年 Shibuya將大動脈(Aorta)的內皮細胞單離並且成功地堵

養於體外，進行觀察和研究 2發現內皮細胞外形扁平，不規則細胞核隆

起形成半球頂狀(dome) ，細胞外園形成許多絲狀偽足(filopodia) ，此構

造也稱微放射狀(microprojections) 。在西元 1974 Zdanage 發現，這些絲、

狀偽足構造會隨環境的不同而改變形態，如內皮細胞存在 3rC~400C 的

生理食鹽水的環境中絲狀偽足的數目會增加變長，若存在 2
0

C 的環境中

長度變短，數目減少 M 據研究推測可能與內皮細胞問迅息相互傳遞有

關，然而其真正的功能尚未清楚明瞭。

內皮細胞是由血管母細胞(Angioblast)分化而來，是一種高度分化的

細胞，在細胞內存有一種特殊蛋白稱為 Von Willebrand factor 由內質網



(Endoplasmic reticulum)合成，儲存在 Weibe卜palade body 內，並籍由

exocytosis 的方式釋放至胞外 5 是屬於一種細胞表面的聽蛋白負責細胞

黏著的功能。在實際上多以 Von willebrand factor' weibel-palade body 及

自opodia 的特徵作為辨識內皮細胞的標示物(Marker) 。

由於內皮細胞直接與血液接觸，受血中各種物質的影響，因而改變

血液動力學(hemodynamic forces)如:血流量或壓力變化時，首先使影響

到內皮細胞，此外經由血液運輸的倍何物質如荷爾蒙，血液活化物質

(Vasoactive substance)及血清電解質等，均可影響到內皮細胞的狀態及

構造 6 ，正因為如此血液疾病，藥物代謝的實驗多是以內皮細胞為研究

對象，而人體內鱗靜脈內皮細胞(human umbrilical vein endothelial cell ' 

HUVEC)是最易取得，故被廣範地運用在實驗上，並且內皮細胞內含有

內皮細胞生長因子(endothelial cell growth factor ' ECGF)與胎牛血清

(fetal calf serum ' FCS)的 Medium-199 垮養基中作繼代培揍，然而

HUVEC 的增生作用主要是取決生長刺激環境(growth也timulating

environment)的條件而定 7 ，也就是 Fibronectin 覆蓋 coating 於底部之

HUVEC 移到去除 ECGF 及 coating Fibronectin 的條件下垮養，大約 4-6

週 HUVEC 使生成管腔般結構，此時再以 Proteolytic enzyme 處理，並

放回富含 ECGF 及 Fibronectin 的環境中，原先組織化(organization)的情

形便消失，細胞逐漸恢復回原本單層生長的增殖現象(proliferation) 。

2 



(二)內皮細胞的生理功能

1.維持血管的通透性:

腦部微血管中具有一特殊構造m血腦!擎壁(Blood-Brain Barrier: BBB) 

由內皮細胞與星狀細胞(Astrocyte)構成，具有特異的通透性，腦神經細

胞藉此通透性以維持恆定 s

2. 凝血作用調節 9.

prothrombin( active )"'/1 fibrinogen (cross-linked) 

thrombin synthesis VY fibrin monomer( soluble) 丘之二>fibrin gel c今fibrin

當血液中 thrombin 合成受阻或 prothrombin 無法被活化，使得正常凝血

發生變異詩，內皮細胞的表面(surface)會提供合成 thrombin 的模板

(template) ，促使 thrombin 的產生促進凝血作用的進行 6 。

3. 維持血管腔內的穩定結構內

在正常血管腔內層的內皮細胞可藉由外來的荷爾蒙等因子刺激

NOS 活化成(Nitric oxide synthase active)促使 L-arginine -. NO(Nitric 

oxide)釋出 NO 進入血管平滑肌肉促使 GTP -+cyclic G闖進而使血管

擴張(Vasodilatation)維持管腔內面平滑結構，當內皮細胞結構功能改變

endothelial~dysfunction~platelet activation • Thrombosis vascular 

acclusion 便會使血小板活化作用，加速血桂形成，導致血管閉塞作用 II

併發如動脈粥狀硬化(Atherosclerosis) ，血管炎(Vasculitis)等疾病 12 。
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4. 刺激反應的調節:

內皮細胞會將所接受的訊息迅速傳進至下一層細胞，除了當接受者

(sensor)也是傳遞者(transducer)6 並且內皮細胞也可產生調節物質以修飾

並避免血管壁構造發生改變如會分泌 endothelin-l 13 這種具血管收縮功

能的物質產生，此物質除了使血管收縮外，對於腦部血管壓力的狀態及

區域性的代謝血流量均具調控作用。

Endothelial cell • endothelin-l • Basement membrane smooth 

Muscle • Vasoconstriction 0 
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(三)高濃度葡萄糖對內皮細胞的影響

在許多臨床報導提出，糖尿病患長期存在高濃度誦萄糖情況之下，

導致微小血管結構受損，基底祺增厚(thickness)“這些都是異常環境之下

導致的不正常代謝所致。在 1980 、 1986 年有許多學者提出的-17 尿病忠

高濃度葡萄糖是主要且個別地會增加毛細血管病茵的危險因子，主要致

病機制是改變血管內皮細胞的恆定(homeostasis)1 8 *口 Lo叮re叩nZl 等人提至到llß麟齊

靜脈內皮細胞土垮吾養於高 j濃農度 (ο20m扎M仿)的葡萄糖之下減低細胞複製

(仰rep抖li記ca前tiωon吋)速度並且發現在 00伽-01 的細胞遇期(扣cell cycle p戶ha的S凹叫e吋)會干擾

DNA 生令成 19 囡而嗎顯增加 S-phase 細胞週期。產生較低的分裂才拈屆數幼

進而促使細胞死亡(扣ce祕lld由ea前th均)。

另外高濃度誦莓糖會活1t protein kinase C(PKC)系列的 kinases 22 經

由細胞外迅息傳遞 (intracellular signaling) 增加內皮細胞通過性

(permeability)23 加速其毛細非灌流的微小血管細胞流失 24 導致腎小球環

問耳其 25 (mesangial expansion)擴張，促使胞外間質組成份在生合成中產生

定性及定量的改變，如糖尿病異常的代謝型態中會增加基底膜生合成，

並且減低更新(Tumover)悶。
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因而向上調節 (up-regulate)胞外問質成份表現。導致胞外間質的

Fibronectin 及 collagen IV 生合成增加 29胞外基底祺增淳，伴隨誘發 tissue

plasminogen activator(tPA)合成及釋放，另外，也會增加 plasminogen

activator inhibitor-I(PAI-I)mRNA levels 表現。促使 tPA 及 PAI-I 功能失

調，影響纖維蛋白分解的(fibrinolysis) plasmin 產生 30 造成內皮細胞

fibrinolytic activity 機制改變 31 另外長期存在高濃度的葡萄糖之下細胞

型態也會產生異常 3叩最終引起糖尿病的血管病變 (diabetic

angiopathy) 。
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二.纖維網狀蛋白 (Fibronectin)

(一)纖維網狀蛋白 (Fibronectin)

西元 1948 年 Morrison 等人從人類血液中純化出此種蛋白，當時稱

它為"Cold-insoluble globulin"3\之後 1970 年初 Hakomori 等學者，在研

究纖維母細胞(包broblast)祺之表面蛋白時，發現在基底膜與結締組織

中，存在許多纖維狀的蛋白質，這些蛋白質可固定正常細胞的位置與結

構，然而在經轉型過(transformed)的纖維母細胞膜外無比蛋白質存在，

Mosesson 等人在 1975 年發現此種蛋白質的分子量為 450士 25凶，主要由

2 個分子量各為 220制的次單位(Subunit)在靠近竣基端 (C訂bonxy

termined end)以分子內雙硫鍵(disulfide band)相互鍵結成雙體(dimer)見

附園一。同時也有學者此出此蛋白在細胞間質的不可溶型式(in soluble) 

或體液及細胞垮養基中的可溶型式 soluble 35品'均通稱之為 Fibronectin

(纖維網狀蛋白)而 Fibronectin 在血液中是由肝細胞所合成 37 ，羊水中則

由羊祺細胞合成 3帥，因此不同細胞所產生之 Fibronectin 在結構上也有

差異，如 1979 年 Yamada 及 Kenned 二位學者利用 SDS-PAGE 比對細胞

型與血漿型 Fibronectin 發現，細胞型 Fibronectin 有較大分子量 40 。

然而西元 1988 年 'Hynes 等人也發表在老鼠肝細胞中發現了三種不

同 Fibronectin 的 mRAN 。這三種 mRAN 都由同一基自轉錄而來，可確

定 Fibronectin 的合成是經由mRAN 的變異切割(Alternative splicing)產
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生不同的 Fibronectin41 人類 Fibronectin 的基因於第二對染色體上約有 5。

但 Exon 而會發生 Altemative splicing 的位置有三， ~r EIIIA. EIIIB. V 36, 

其中 EIIIA 是纖維母細胞及其它問質細胞所產生，與細胞黏著有很大的

相關性 ;V 則存在某些 Fibronectin 分子上，據推測可能與淋巴球的結

合有關 41 ，另 EIIIB 功能目前尚未清楚。

然而依照其切對位置及 polypeptides 的結構可區分 type 1 . II. III . 

見附圖二 42 type I. II.會出現在與凝血有關的蛋白，如第十二因子(Factor

XII) 凝血時原(Prothrombin)等胺基酸序列上 43 纖維網狀蛋白是由單基

因經不同的變異切割而形成兩個單體(subunit)每個 subunit 可分成許多

不同的結合區域(Binding domain) 

其中包括:0膠原蛋白結合位置@氯基酸結合位置@DNA 結合位置@細

胞結合位置與@肝素結合位置 44 。以下使依結合位置來說明生化及生理

功能。

@膠原蛋白結合位置:

主要是由 type II及少部份TypeI 的型態所構成 45 的球蛋白其分子量

為 50kd.PI 值為 4.1-5 .3 '它容易與各種型式的膠原蛋白結合形成一種巨

型的網狀結構，其中又與變性膠原蛋白(Gelatin)之悶，具有相當強的親

和力，因此大都利用此一特性將 Fibronectin 加以分離 46 ，由於一般細胞

表面並無膠原蛋白的接受體(receptor) ，卻大都有 Fibronectin 的接受體，
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因此可利用 Fibronectin 間接結合在組織聞除上，使細胞因著於一定位

置，促使細胞增殖分化的。

Fibronectin 的接受體(Integrin) : 

西元 1981 年 Kauden 純化出 Fi bronectin 的接受體 Integrin '一個具有

140kd 的聽蛋白，隔年 Neff在 Chiken embryom myoblaet 發現此種蛋白

為可穿透過細胞祺的雙體蛋白具有 α 、戶兩個次單位的雙體 46 向構造中

α-chain 的氛基端具有很大的 extracel1ular domain '幾基端則只有 27刁5

個氛基酸的 cyto plasmic domain '同時具有一重鏈及一輕鏈(heavy and 

light chain)(αIIb ， αV)及一金屬結合部位(Metal binding site) , Integrin 使

籍由這三個部位來避免蛋白質水解作用 (proteolysis)的發生。而 ß-chain

的 cytoplasmic domain 有 45 個氯基酸，位於氯基酸的 extracellular domain 

則具有四個 cystine rich domain 0 

Integrin 對於 Fibronectin 而言並不是單一特異性的接受體，它是屬

於一種家族性的接受體，到目前為止至少被發現有十二種不同的複合體

(由三種不同的戶單位與三種不同 α 單位組合而成)因此就的戶1 比型而

言，除 Fibronectin 外也會與 Laminin 及膠原蛋白等結合;而 αIIblIIIaß3

也會特異結合 Fibronectin 及 fibrinogen47-49 0 

Fibronectin 靠著 Integrin 而能與其它 Fibronectin 分子及一些細胞問

質的酪蛋白。膠原蛋白相互結合，因此由以上的敘述可知道 Integrin 這
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個細胞表面接受體對於細胞闊的接令，閉著與生長等作用均有著重要的

影響力。

氛基酸結合位置

此結合位置上的球蛋白分子量為 29凶， PI 值為 8.2-8.6 主要是以

Type 1 的型態所構成 46 ，富含 Cystine，其氛基酸的序列包含五個雙硫鍵

環(Disulfide band loop) 。所包含的區域有 Fibrin binding domain 會與

Fibrin 結合，使血液凝集與 Fibronectin 結合助於組織受傷出血後的細胞

黏著與再生。另外 Bacteria binding domain 可與 Staphylococcus aureus 

等結合，使細胞回著於組織中而引起成染反應必然而 Heparin binding 

domain 因親和力弱，生理功能並不顯著，而 Glutamine resudu祉，可活

化 X VIIa transglutaminase '使得 Fibronectin 易與膠原蛋白或菌體交互

鍵結 46 。

DNA 結合位置:

此球蛋白其分子差約為 30凶，主要是由 Type III 的型態構成，在低

濃度之下可與 DNA 及 Heparin 結合，此結合位置可能與壞死細胞中

DNA 的清除有關 36 ，但至目前為止親和性及生理功能尚未清楚明暸。

細胞結合位置

一個具有 120kd 的球蛋白，主要由 type 凹的型態構成，早期發現

此球蛋白可以促進細胞的閑著(attachment) ，其活性是由一分子量
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12凶，及三個氛基酸所組成的 Tetrapepitde (arg-gly-ser:RGDS)所激活 50

假若利用單株抗體將此 Tetrapepitde 遮蔽，會發覺細胞黏著作用會減

弱，因此便可證明此結合位置即為與細胞表面接合之 Fibronectin 結合

f立置。

另外，會發生變異切割的 TypeV 型態上，也存在二個兵的kd 分子

量的細胞結合位置，兩者是以雙硫鍵互相鍵結，會使細胞回著在一些會

與 Fibronectin 結合的分子，如膠原蛋白，黏多糖(mucopoly saccharide) 

及細胞受傷出血後的血桂凝塊處，藉由細胞與 Fibronectin 的結合，緊

密地將細胞與細胞間隙間定的

肝素結合位置:

在此結合位置的球蛋白主要是由 Type III 的型態構成，其位置靠近

幾基端，在與膠房、蛋白細胞結合位置相較之下，此結合位置與硫化程度

較高的黏多聽具有最好的親和力，同時也與其它種硫化程度較低的黏多

聽如 Heparan sulfate. Dermatan sulfate. Chondritin sulfate 也有良好的親

和力。Fibronectin本身有三個 Henarin 結合位置，分別對於Divalent cation 

有不同的親和性及敏成性，因此在血液細胞的接著作用上扮演相當重要

的角色，如血液凝固過程及免疫反應 4州。
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Fibronectin 為由與膠厚、蛋白，黏多蹄蛋白等其良好親和性及親和

力，使細胞與細胞外開質之間的自著力增加，因而直接影響著細胞的增

建及分化，見附屬四 46，51 0 

(二)纖維網狀蛋白對糖尿病疾病探討:

高濃度(30mM)葡萄之下，會誘發增加 Fibronectin 的 mRNA levels ' 

以及 Fibronectin咽specific integrin receptorα5ßl 表現 32 ，以及同類蛋白質

integrin subunit 的及 Fibronectin 、 laminine 和 collagen 的的抖多專一

(polyspecific)的 receptor 成份表現增加，當 Fibronectin 的接受體 Integrins

過度表現會促使改變血管內皮細胞與它的基底膜的交互作用，增加細胞

與問質黏著 (adhesion) ，並且影響細胞移走 (migration) 和複製

(replication) ，造成糖尿病微小血管閉塞(occlusion)及再次血管內皮細胞

修補(reendothelialization)過程的危險因素。

另外有學者 33提出糖尿會增加視網膜血管中 Fibronectin 的量，並且

在它的 ED-A segment 改變切割模式之外會正調節它的表現 o 增加

Fibronectin 生合成和沉澱，改變細胞與問質作用。與視網膜病變有著

機能的重要關像。
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三乙、 維生素 C

維生素 C(ascorbic acid)在西元 1920 年， Drummond 在動物

模式的實驗中發現維生素 C 為抗壞血病的因子 52之後 1928 年，

Szent欄Gyorgyi 從牛的腎上腺皮質(adrenal cortex)中分離出一種具

強還厚、力的結晶物質 53 ，之後 King 及 Waugh 從檸檬中也分離出

相同的物質，並進一步的發現到這種結晶物對天竺鼠的壞血病

具有治療的功效 54 。維生素 C 參與了許多生理代謝的途徑，包

括膠厚、蛋白 (collagen)的生合成，膠原蛋白在人體的總蛋白質含

章中約佔 30% '分布於皮膚、牙齒、軟骨及血管上皮組織。在

生合成中捕胺酸(proline) 與離胺酸(lysine) 必須胺基化

(hydro勾rlation) 成激化捕按酸(hydroxyproline) 及激化離胺酸

(hydroxylysine)來形成膠房、蛋白穩定的三股螺旋(triple helix)結

構，而維生素 C 扮演教化過程重要的輔園子(cofactor)55品維持或

構成組織間隙中的重要成份。
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具有強的還原力的維生素 C 亦是一種重要抗氧化齊11 (anti

oxidant)提供一個電子給一些過氧化物如多元不飽和脂肪駿

(polyunsaturated fatty acid)或氧化的維生素 E 及 A 的氧化不穩定

產物，將自己形成還原態來保護維生素 A 、 E 防止脂質過氧化現

象，並可使三償的織離子還原成複合物，促進鐵在清化道黏朕通

透率 57 ，增加吸收作用並且可幫助鐵從血液循環的運鐵蛋白

(transferrin) 中釋放出來，維生素 C 也參與其他經化反應的生理功

能去曰:色胺酸(tryptophan)轉化為促進神經傳導及血管收縮的予

經色胺酸 (serotonin) ，酪胺酸 (tyrosine) 轉化成新腎上腺素

(norepinephrine) ，膽固醇(Cholesterol)轉化為乳化脂肪所需的膽酸

bile acid 等 5帥，其他功能尚有黏多暗蛋白合成 (mucopoly

saccharides) ，腎上腺(adrenal gland)的合成抗發炎類因醇(anti

inflammatory steroide)的作用 60 等。

維生素 C 在大部分動物兔於壞血病的動物模式中發現人類

(human) ，靈長類(primats)天竺鼠及魚類、鳥類，體內無法自行合

成，原因是這些生物不能自體內缺乏將藹莓糖(glucose)轉化成維

生素 C 的一種酵素 C-gulonolactone oxidase61
-
63 ，因此這些不能自

行合成維生素 C 的生物，均必須籍由其他外在食物攝取來避免

壞血病發生仰4 。
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維生素 C 的口服建議攝取量，成人每天 60 毫克，嬰兒 35

毫克，兒童的-50 毫丸，若低於 10 毫克，會出現壞血病的症狀。

一般維生素 C 攝入後由腸胃道吸收後分布於體內各組織中，一

般血漿中維生素 C 的濃度若低於每毫升 0.1 毫克貝11 表示缺乏，若

高於 0.6 毫克則顯示組織已達飽和，並且腎臟可調控維生素 C 由

尿液中排出。雖然我們已經知道維生素 C 在人體內的重要功能，

然而對於人類內皮細胞直接作用，影響訊息傳遞仍有許多盲點尚

待釐清，並且在抗瘤的-68 及免疫功能作用，正值目前從事基礎研

究工作人員正著手在努力研究的方向。
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四. 維生素 E:

維生素 E (tocopherol)存在自然界中有多種不向的異構物如:

α 、 β 、 γ 、 δ 、彼此間之差異是於盼類環(Phenol ring)上接的

甲基(methyl group)數目與位置，其抗氧化性活性是α>β>γ>δ

69 除此以外還有一些含有臨類的維生素 E ( a -tocopherol esters)如

α-tocopherol succinate(TS) 、 α-tocopherol phosphate 、 α"

tocopherol nicotinate 及常用來做食物與飼料添加的 α 刊ocopherol

acetate(TA)等也多是屬於酪類的維生素 E 0 不論是何種型態的酪

類維生素 E 大多擁有相似的生物力價(BioavailabilityYO 也就是說

含有路類的維生素 E 對於脂質過氧化都可以有效的抑制，另外在

高的氧化緊迫之下，也會造成細胞中硫醇(thiol) 流失，影響細胞

功能，而維生素 E 對於細胞硫醇方面，貝

胞蛋白質石硫友醇的流失在 Kuo et al 1997 ' Wang et al 1996 等人也提

到，維生素 E 在保護細胞~態變化 71-72 上並不是自為抑制了 T

BuooH 所造成的脂質過氧化，而是延緩了細胞耳其蛋白質硫酵的流

失加4並保護細胞膜上肌動蛋白的氧化傷害。在許多實驗中，維

生素 E 在細胞內的儲存能力被認為受到脂質含章，脂質氧化情形

及受到氧化攻擊的機會多寡所影響，另外在體內實驗中，維生素

E 的儲存量被認為有一定的聞值(thresholdYS ，其濃度大約也以 1
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個維生素分子比 50弘 1000 個磷脂質分子(Phospho1ipids)左右的比

例為極限，另外 Evarts 1974 也提到細胞腰上 1 個維生素 E 分子

可以對抗 1200 個多元不飽和脂肪酸分子，其它本身有效的抗脂

質氧化作用原因在細胞內存在有維生素 E 再生系統(regeneration)

所致，可將被氧化後的維生素 E 再生，目前被認為可還原氧化維

生素 E 的方式有透過@維生素 C 76 @GSH 77-78~其它還原、劑如

NADH 或 NADPH7州@雙電子維生素 E 氧化還原循環(two

electron α-tocopherol redox cycle )81-82 方式，進而阻斷氧化緊迫所

造成的脂質過氧化連鎖反應，提供電子與其它活性氧分子反應，

保護細胞氧化傷害，增加細胞存活率 8陶。是一種具抗氧化及清

除自由基能力的維生素 86 。
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(一) 維生素 C 與 E 對細胞外悶質的影響

膠原蛋白(collagen)是細胞外間質的成分之一，可維持組

織間餘的穩定結構，而維生素 C 貝11 輔助蜻胺昌童基(prolyl)與離胺

撞車基(lysyl)與經基時(hydroxylases)形成經基化作用，產生社欣基

的捕胺酸及離胺酸，刺激膠原蛋白基因 (type 1 collagen)表現，增

加膠原、基因轉錄(transcripti on)活性別8 0 Brenner 學者提到維生素

C 在 O.2mM 之下會刺激胞外開質成分的膠原蛋白生成，伴隨

TBARS 產物及教基化合物(carbonyl)和路基類化合物(malondial

dehyde) 產生，引起的路質過氧化作用 89 ，並進一步發現這些路

基類化合物如 Acetaldeyde 走來自不飽和脂肪酸的過氧化作用產

物，主要是環境中還原當量增加而生成，它是一種轉活化蛋白質

(transacti veation)會改變與膠厚、蛋白基目的鍵結作用，增加膠房、生

合成，而這些路基類化合物在體內實驗動物模式中發現存在心血

管病;性(atherosclerotic lesiones)或高血脂症之的兔子中 90 。另外維

生素C所誘發的 Acetaldehycle也會改變細胞問質成分Fibronectin

生合成速率，影響 Fibronectin gene91 表現，這些都促使細胞會引

發不正常的功能表現，而維生素 E 走路質過氧化作用的抑制者

2 ，它可抑制 TBARS 產物的形成及路基類化合物的產物，相對

的也可抑制維生素 C 過度誘發膠原蛋白的生合成 h 近年來心血
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管的動JìJf\.粥狀硬化或高血脂引起的組織受損及失調性的纖維蛋

白過度生成(fibrogenesis) 皆與脂質的過氧化作用有相互關餘，主

要是籍由結質過氧化作用的產物來誘發細胞外悶質成分生成，引

起不正常機制反應。

五、 Transforming growth factolφ(TGF爭)

TGF-ß 是一種多功能姓吠，在哺乳動物中發現有五種類似物

如 :TG扎扎、 TG扎扎、 TG扎扎、 TGF-ßI.2、 TG扎扎 3 '對方于細胞生

長、分化、黏著、移動等反應有顯著的影響，西元 1979 年 Delarco

實驗指出， TGF-ß 存在於新生一轉型細胞( neoplastically

transformed cells )並稱為肉腫生長因子 94 (sarcomo growth factor) 

而 Childs 學者在實驗中測定出血清中小板含豐富之 TGF-ß鈣，進

一步說明其可能在組織修復扮演重要角色。TG扎戶為一重要誘發

因子 h在細胞外問質(ECM) 中對 collagen fibronectin 及細胞祺上

的 integrins 具有重要表現，在 DNA 合成反應上，細胞受 TGFφ

刺激與 EGF 、 insulin 、 palteled-derived growth factor(PDGF)作用

不舟，研究顯示 TGFφ 在有絲分裂作用上的角色是間接的影響

內生性生長因子而發生，主要是 TGF-ß 會誘發細胞中訊息傳遞，

刺激 PDGF 及其他生長因子表現，促使 c-fos 、 c-myc mRNA 增

19 



力口，引發有絲分裂 97 0 TGF-ß 之生理作用進行都需要接到細胞耳其

上接受器 h 才具有活化作用，許多細胞皆具有 TGF-ß 專一性的

接受器，研究證實 TGF-ß typeII 之接受器在調節抗生長之機

制， type 1 之接受器在調節細胞外問質反應，改變細胞外環境來

影響細胞生理反應叫 1986 年 Ignotz 和 Massagul 研究證實 TGF-ß

可誘發為血管中內皮細胞 fibronectin 和 collagen 之合成及釋放，

同時 TGF乎在調節細胞外開質的互相關條上扮演重要角色，會

引起 plasminogen activator inhibitor (PAI-I) 含量，及 urokinase

plasminogen activator (uPA) 活性增加，此外在酵素方面減少

collagenases 和 transinlstromelysis 之合成 100 減少問質構成物的分

解相對伴隨蛋白分解抑制晦的表現增加，因此在受傷傷口部位，

TGF-ß 促進形成囊胞組織，增加胞外問質蛋白的產生，進行血管

新生作用。
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六、 Advanced glycation end products (AGES) 

Advanced glycation end products( AGES)是蛋白質胺基商 (Amino

group) 與還原糖 (Reducing Sugar) 在長期存在之下，產生的非

酵索性梅納反應( non-enzymatically )的產物，主要是梅納反應

早期可逆性的 shiff~金基 (base) 與 Amadori 產物，以穩定的共價

鍵結形成的結構，具有黃棕色素( yellow-brown color) 及自體免

疫螢光和蛋白質交鏈鍵結的特色( cross-links) ，早期證實 AGE

是由幾個結構成分組成仙。50FFI @pyrraline 4ÐAFGP 

Ocarboxymethyllysine~pentosidi凹，這些結構成分扮演 ligand 的

角色，可與它具有專一性的接受器(receptors)進行結合作用，然

而目前末清楚是何種結構成分扮演專一性 ligand 來與 Receptor

產生結合作用。在 1989 年 Takata 等多位學者實驗證實 AGE 產

物可藉由存在內皮細胞中的 Scavengen 的接受器 10州9進行血管滲

透性及細胞表面凝固作用的調節。
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另外 1991 年 Manikkan 等多位學者也捉到，在老鼠孔也W264.7

肝臟細胞株及內皮細胞發現具有分子量 90KD 及 60KD 位置的

monocytes 和 macrophage 也會與 AGE 產物上的 ligands 進行專一

性鍵結 110 ，當作 Scavengon 的接受器，當 AGE 產物與專一性的

Receptor 鍵結，可能伴隨蛋白質的細胞激素( cytokinse )和生長

因子如 PDGP 的分泌 III ，引起一系列的訊息傳遞如內皮細胞中使

表面凝血因子的活性及滲透性增加，或腎小球環問脹的細胞外問

質蛋白質的生合成 112 ，引起細胞功能的過度表現造成異常的血管

增生。近幾年來，有被證實組織中 AGE 產物的累積是隨年紀及

提高血液葡藹糖濃度而逐漸增加，因此 AGE 可能產物可能在糖

尿病的併發症及老化過程所被引發。
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貳、總結

一種慢性長期的血糖過高症一糖尿病，在近年來以在聞發中國家中排名第十

大主要死亡原因之列，最近指出糖尿病及其導致併發症發展機制是糖尿病狀態

特產生的氧化壓力造成，由於糖尿病其血漿中維生素 C 、 E 濃度均較低，並且糖

化血色素(HbA1C)與清除自由基活性有顯著負相關因此反應抗氧化活性降低，氧

化作用增加進一步造成 DNA 傷害，因此如何給予抗氧化物補充來改善氧化傷

害，並且糖尿病心血管併發症發現主要是細胞與細胞閱或細胞外問質組成份改

變所致，然而是藉由那些機制誘發促使組成份改變，皆有待本實驗進一步分析

探討。
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研究目的

探討高濃度葡萄糖與抗氧化劑的維生素 C 、 E 添加對於堵養內皮細胞外悶

質蛋白質纖維網狀蛋白濃度影響，並且進一步觀察是否是籍由 TGF~ß 或 AGE

產物的影響其 Fibronectin 生成量。
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黨 驗輔鱗與海爐

實驗材料

(一).化學試藥:

A. 細胞垮養用藥:

會 Trypsin 、 Bovine Serum Albumin(BSA)購自美圓 Sigma Chemical 

company 0 

~ Nacl 、 Na2HP04 、 NaHP04 ' EDTA 、等購自德函 MERCK Chemical 

company 。

~ Endothelium Basal medium(EBM) 購白 Clonetics Chemical 

company 

o Medium-199 、 Kanamycin sulfate 、Anti-PPLO 、 Penicillin

Streptomycin 等購自 GIBCOBRL Chemical company 0 

@ Fetal Calf Serum(FCS)購自 Biological Indus-Tries Kibbutz Beit 

Haemek Israel 。

@ Gelatin 購自方今 Bio-Rad
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B. 一般分析用藥:

會戊二搭一磷酸、檸檬酸鉛、乙醇、等購自德國 MERCK Chemical 

company 0 

@鐵酸一磷酸、醋酸錫、氧化鐵、等購自 Strem 。

@環氧樹脂購自於 Epon812 0 

o Rabbit 、Anti-Human von Willbrand Factor 、 IgG F actor of Antiserum 

等購自美國 Sigma Chemical company 0 

~ Serum Blocking Solution 等購自方令 HISTOSTAIN-SP kit Zymed 

Labo- ratories Inc 0 

C. 主實驗添加用藥:

o Glucose 、 D-(+)“Glucose 購自美國 Sigma Chemical company 0 

~ L-Ascorbic Acid phosphate Magnesium Salt n-Hydrate 購白日本和

光純藥工業株式會社。

~ Water Dispersible Vitamin E 購自美國 Pharmavite pharmaceatical 

Corp 。

母 TGFφ抗體來自蔣思激老師提供。
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D.~貝11 定細胞數目用藥:

晦 Trypan Blue 、 NaoH 、等購:自方于去意國 MERCK Chemical company 。

@ Sodium Acetate(Phosphatase substrate)購自美國 Sigma Chemical 

company 0 

E. 總蛋白測定用藥:

o PMSF 、 BSA(Bovine serum Albumin) 、 KNa tartrate 、等購自美國

Sigma Chemical company 。

@ TritonX咀 100 、 NaoH 、 Na2C03 、 Folin-ciocalteu's phenol regent 、

CuS04 '購自於德國 MERCK Chemical company 。

EÐ SDS 購自於 Bio-Rad 0 

F.纖維網狀蛋白測定用藥:

會 Human plasma Fibronectin 由本實驗室自行單離。

會 Rabbit Anti-Human Fibronectin Antiserum 由本實驗室自行純化 o

EÐ Goat Anti-rabbit IgG Horseradish Peroxidase Conjugated 購自於 Bio-

Rad 0 

遺書 Phenylene diamine (OPD) 、購自美國 Sigma Chemical company 0 

會 Methanol 、 HCL 、購自於德函 MERCK Chemical company 0 
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@ H202 購自島久藥品株市式會社 O

(二).實驗細胞:

由中山醫學院的設醫院大慶、中港分院產房提供的新生兒濟帶，

再經本實驗處理垮養的臉靜脈內皮細胞(Umbri1ical cord endothelium 

cell) 0 

二.儀器設備:

1.無菌操作檯(Laminar f1ow): Nikon ' Diaphot 300 。

2. 二氧化碳恆溫器(C02 incubator): Nuaire us Auto f1ow CO2 Water-

jacketor 。

3. 超高溫滅菌登(Auto cleave): Chin Ku Factory AS-600 。

4. 為在心才幾: Himac CR15D ' Hitachi 0 

5. 超音波振盪器: BRANSON ' 8200 。

6. 細胞用超音波振盪器: Dis-rupter ' KONTES(American Opticol) 。

7. 分光光度機: Spectrophometer 7800 Micor Ultrasonic cell 0 

8. 穿透式電子顯微鏡 TEM: JEM-1200E ' JEDL 。

9. 掃描式電子顯微鏡 SEM: JSM-T3000 ' FEDL 。

10.倒立式顯微鏡:HITACHI himac CR-的D 。

11.96 手心well Immune reader: 芝960 ' Meiertach 0 
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12.Immuno wash : Bio-Rad 0 

13.tIemacytometer 

14.96-well Immuno plate ' 24-well plate ' Flash(T-25 ' T-75) , 6個well

plate ' 13mm Thermanox 國形膠片購自於 Nunc 。

15.Centrifuge Tube(15m卜 50ml)購自於 Falcon 。

16.SI-IAKER 

17.Syringe fi 1ter(O.22um)購自於 Lida Pro-X 。

18.Petri dish: AlphI-IAPLUS 。

19.eppendroftube 

20.CPD 標準槽: Samdri-780A BRANSON-8200 。

二二.實驗方法

(一).內皮細胞之分離培養(Endothelial cell isolation culture): 

A. 內皮細胞之分離.112-114 本實驗是以人類內皮細胞為研究對象，由於

實驗需收集大量之內皮細胞就人類而言，以人類騰帶靜脈內皮細

胞是最易取得且可大量收集的細胞來源，因此透過本校附設醫院

產房協助代為收集剛出生新生兒的新鮮濟帶，存在於低溫(<4
0

C)

狀態下，在 12 小時之內 115 提供本實驗進行。
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一、材料

1.新生兒騎帶:約十五~二十公分長，用含有 PBS 的無菌離心管收集

(<4
0

C) 。

2.沖洗緩街液:滅菌處理過的 PBS buffer PH:7.4。

3.分離緩銜液:經 0.22um syringe filter i過濾滅齒的 Trypsine

buffer(0.05%Trypsin +0.02%EDTA) 。

4. 腎形盤、剪刀、鴿子、止血鉗二支、十六號針頭二支、分別皆以

乾熱滅菌(Auto clave-180
0

()處理二小時，呈無菌狀態。

5.Petri dish 一個。

6.無菌注射針篤: 10ml 與 5ml 各一支(每組)。

二.分離方法

會將所有材料經酒精噴拭後進入無菌操作檯內(打開瓶口蓋均勻過

火消毒)。

@用鴿子取出在離心管中的臉帶放於腎形盤中。

@剪刀剪去止血夾過或凝血部份

盡量將減茵的號針頭插入勝帶靜脈兩端，立在以止血鉗將兩端自定。

會取無菌 5ml 針筒2蓋住一端 16 號針頭上，另一端針頭貝11 用 10 號無

菌針頭內含沖洗緩銜液 PBS buffer' 注入濟帶封閉血管內，呈;彭脹
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狀態，用來沖洗靜脈內殘留血液，並且確認鱗嘻有無破損及兩端

靜脈走否相通。

@同樣方式取一定量子力(祝勝帶長度而定)分離緩街液(Tηrpsm

buffer)注入血管中，呈澎脹狀態，反應 15 分鐘，重覆 2 田。

@之後收集靜脈中溶液於 15ml 離心管中， 120。中m 離心 6 分鐘，去

上清液以指尖彈散沉澱底部之細胞，重覆 2 田。

B: 內皮細胞之培養

本實驗主要是採用繼代玲養之細胞作為實驗樣式，主要原因是實驗

所需細胞數量大，且內皮細胞很脆弱增殖初期變異性較大，由此使用繼

代垮養至第四代的細胞，使得較穩定且數量足夠才進行本實驗。

一.材料

1. 0.1 % getation(0.1 % gelation ' 0.82%Nacl 溶於 PBS buffer):過法滅葛

0.22um filter 。

2. coating gelatin 於 Flask 中 25ml Flaskl5ml 或 75ml Flaskl10ml 0 

3. 10ml 無菌針頭一枝。

4. 0.22um syringe filter 一個。

5. EBM 培養液， 10%-20% FCS(Fetal calf serum) 。



二J吾養方法

體將含有細胞 10ml 的離心管中加入含有 10% FCS 的 EBM 玲養液

3ml(25ml Flask/3δml ' 75ml Flask/7-10ml)混合均勻。

@加入於已預先用 0.1% gelatin coating 過的 25ml Flask 中。

@置於 37
0

( , 5%C02 的垮義箱中進行玲養，每 3-4 天更換土吾泰液。

(二).內皮細胞之確認(Endothelial cell identification )1l6 

由於內皮細胞本身很脆弱，且在處理過程環境因子改變甚大，又必

需避免差異過大造成實驗誤差，因此對正常內皮細胞而言"確認"就顯得

更加重要，因此使用免疫組織染色法，光學，電子顯微鏡觀察，以便了

解內皮細胞狀況，作更進一步的認識。可區分 A. 型態學的確認 B.表面

抗原、的確認:

A. 型態學的確認

1.光學顯微鏡(Photomicro scope) 之觀察:

內皮細胞具有形成管腔的特性，因此若將垮養液中 hEGF 去除會使內

皮細胞由原先的增殖作用轉變為組織化的現象，而在四至'1 六週內內皮

細胞使生成管腔結構，此結構可藉白光學微鏡觀察。
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2. 穿透式顯微鏡(Transmission Electron Microscope)-TEM: 

Weibel♂alade body 是一種內皮細胞特有的微小胞器(organell)必需

藉由 TEM 才能觀察得到。

樣本處理如下:

@用 Trypsin-EDTA 分離緩衝液將內皮細胞洗下。

@ 1200中m' 6 分鐘離心去除上清液。

@加入 2.5% 戊二駱一磷酸緩街液(4
0

C)固定一小時。

o PBS 沖洗緩衝液，洗游三次(10 分鐘/次)。

o 1% 織酸一磷酸緩衝液 PH7.4( <4
0

C)固定一小時。

(3 PBS 沖洗竣衝液，洗游三次(10 分鐘/次)。

Ö 50 、 70 、 90 、 100% 之乙醇各脫水 15 分鐘。

@環氧樹脂將樣本包埋。

@衍，鉤。玻王為切片，樣本厚度 60-90nm' 置入銅篩上。

@ <20
o

C 以 5% 醋酸錦 30 分鐘及檸檬酸鉛 15 分鐘，雙重染色，便可

以以 TEM 觀察樣本。

33 



3. 掃瞄式電子顯微鏡 SEM(Scanning Electron Microscope)之觀察。

樣本處理如下:

o 13mm Thermanox 圓形膠片置於 6 孔垮養盤底部 Gelatin coating 0 

@內皮細胞玲養在膠片，隔夜。

@清水沖洗數次，超音波振盪作表面處理。

@清水漓洗數次後以 1.5%Os04 固定。

@採臨界點乾燥方式脫水處理:

一乙醇為中間液，注入液態二氧化碳於 CPD 標準槽，將溫度、壓力

由 37
0

C 、 1072psi 調至 42
0

C 、 1300psi' 緩慢排出液態、二氧化碳(1OOpsi/min) 

後將樣本回定於樣本座上。

@再經 sputter coater 於樣本表面覆蓋一層金薄膜再以 SEM 觀察。

B 表面抗原之確認

1.原理:利用存在 Weibel Palade body 中，且由內皮細胞內質網合成的特

殊蛋白 Von Willebrand factor '被分泌至胞朕或細胞外，來作為

確認內皮細胞的指標。
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2.確認方法:

a. 內皮細胞培養於滅菌且已 Coating gelatin 之載玻片上。

b. 載玻片置在 90x16mm 的培養盤中 37
0

C 5% CO2 24hr 。

c. 取出以清水潤洗，以 95%乙醇回定 30 秒。

d. 0.01% PBS 清洗 3 次置保鮮金中。

e. 加 0.1% ml Serum Blocking solution 靜置 10 分鐘

五去除 Serum Blocking solution 0 

g. 加入 O.l ml 事先以 PBS 稀釋 800x 的 Rabbit Anti-Human Von 

Willbrand Factor IgG Fraction of Antiserum 靜置的分鐘。

h. PBS 沖洗 3 次 ， 2 分鐘/次。

1. 加入 0.1ml Enzyme conjugated 靜置 10 分鐘。

j. PBS 清洗 3 次， 2 分鐘/次。

k.加入 0.1ml Enzyme conjugated 靜置 10 分鐘。

1. 0.1ml Hematoxylin 靜置 3 分鐘再以自來水沖洗。

m. 玻片置於 PBS 中 30 秒，以 70~90%乙酸各脫水 10 秒。

也浸. Xlyene 10 手少。

o. 於玻片中央滴入 0.1ml Histomount '覆上蓋玻片 o

p. 烘箱中 45
0

C 烘 3 分鐘。

q. 光學顯微鏡觀察玻片 O

司

j) 



r. 另一組不加 Rabbit Anti-Human Von Willbrand Factor IgG Factor 

Antiserum 改 Rabbit 血清添加作比較組。

s. 觀察兩組差異性。

(三)內皮細胞數目之計算:1l7T刁5 Flask 長滿之內皮細胞以 0.05% Trypsin 

+0.2%EDTA 的分離 Buffer 將之切下。

@再以 1200g 離心 6 分鐘，去上清液並拍散底層之沉澱細胞。

@加入 5ml 堵養液充份混合均勻後取出 10ml 與等量之 Trypan Blue 染

劑混合進行染色。

@以 Hemacytometer 計算細胞數目。

@從 5ml 細胞垮養液中取出 2xl05 或 lxl05 細胞的垮養液，分別種入

24 孔培養盤中，呈現 2xl05/well 或 lxl05/well 細胞。

(四)高生理濃度葡詩糖與正常生理濃度語詩糖添加:

自己製 30mM 的(高生理濃度)前萄糖添加於令 10% FCS 的 M199 培養

液中。並且也配製 5mM(正常生理濃度)葡萄糖於含 10% FCS 的 M199

培養液。
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A.樣本分組:

(一) 10% FCS+M-199 組。

(二)10% FCS+M-199+30mM Glucose 組。

(三) 100/0 FCS+M-199+5mM Glucose 組。

B. 方 j去:

@將 105/well 之內皮細胞種於 24 孔培養盤中， 370C ' 5% CO2 條件

之下玲養 72 小時之後。

@將再各別添加三組的 M向 199 垮養液於 24 孔培養盤中 '37
0

C' 5% 

CO2培養 72恥，各組樣本數為 3 '之後並進行分析實驗。

(五)維生素 C 與 E 的各別添加及共同添加:

配置維生素 C(O.OlmM ' 0.05mM)添加於 100/0 FCS 的培養液中，及

維生素 E(O.OlmM ' 0.05mM)添加於 10% FCS 的培養液中。

A. 樣本分組:

(一) 1 0% FCS+M-199+維生素 C(O.OlmM' 0.05mM)組。

(二)10% FCS+M-199+維生素 E(O.OlmM' 0.05mM)組。

(三) 10%FCS+M-199+ 維生素 C(O.OlmM ' 0.05mM) 十維生素 E

(O.OlmM' 0.05mM)組。
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(四)10% FCS+M-199+30mM(5mM) Glucose+維生素 C(O.OlmM' 0.05mM) 

是旦 。

(五)10% FCS+M-199+30mM(5mM )Glucose +維生素 E (O.OlmM ' 

0.05mM)組。

(六)100/0 FCS+M-199+30mM(5mM )Glucose+ 維生素 C (O.OlmM ' 

0.05mM)+維生素 E (O.OlmM ' 0.05mM)組。

B. 方法:

@將 105/well 之內皮細胞與預先泡好的六組 M-199 垮養液共同添加

於 24 孔垮養盤中，垮養 37
0

C ' 5% CO2 條件 ， 72hr 各組樣本數為

3 '之後進行分析實驗。

(六)TG早 β抗體的添加:

TGF-ß抗體每管濃度 20ug/ml' 將稀釋 40 倍使得濃度為 0.5uglml ' 

(ED=0.5ug/ml) ， 並且經過過濾、之後再進行本實驗添加。

A. 樣本分組:

(一) 1 0%FCS+MI99+ 30mMGlucose (5mM) 

(二) 1 0%FCS+MI99+ 30mMGlucose+ TGFφ (0.5ug/ml) 

(三) 1 0%FCS+MI99+ 30mMGlucose+ 維生素 C (0.05mM)+TGF-ß 

(0.5ug/m l) 
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B.方法:

@將以稀釋且過j慮的 TGF-β 抗體取 25ul 添加入經分組的培養液

中，並共同添加於 2吐孔垮養盤中，垮養 3rc , 5% CO2 條件 ， 72hr 

各組樣本數為 3 '之後進行分析實驗。

(七)AGE 抗體的添加:

取 mouse-antihuman AGE 抗體濃度經測定後為 162.5mg/ml '將稀釋

325 倍使得濃度為 0.5mg/剖，之後再稀釋 103 倍使濃度為 0.5ug/ml 。

A. 樣本分組:

(一) 1 0%FCS+M199+ 30mMGlucose+ AGE 抗體(0.5ug/ml) 。

(二) 1 0%FCS+M199+ 30mMGlucose+ 維生素 C (0.05mM)+AGE 抗體

(0.5ug/ml) 

B. 方法:

將以稀釋且過濾的 AGE 抗體添加入分組的堵養液中，並共

同添加於 24 孔垮養盤中 37
0

C ' 5% CO2 條件 ， 72 小時各組樣本

數為 3 '之後進行分析實驗。
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(八)細胞分析之前處理:

@內皮細胞經培養於 24 孔垮養盤中，先以 PBS 清洗 3 次之後。

@加入 1 OOullysis buffer(Buffer A、PMSF 、 1% Triton X咀 100 、 O.l%SDS)

靜置 1 分半鐘，之後分組且收集於試管中。

@添加 PBS buffer 並用刮約輕輕將細胞舌11下，連續三次並將細胞連

同 Buffer 一起收集於試管中。

@在;水浴狀態下以超音波振碎器將細胞朕打破，以便進行一系列分

析實驗。

(九)纖維網狀蛋白濃度之測定自酵素免疫按合吸的法(ELISA)118

1.厚、理:

利用抗原與帶有某種酵素的抗體作用後，再加上酵素作用之受質，

會引起特異的化學反應，籍由受質與經酵素作用後產生的顏色變化很容

易觀察其作用，稱為 ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)法，

此法更加方便且敏戚。
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2. 方法:

A. 標準檢量線之繪製:

@以本實驗室自行單離的 Human plasma Fibronectin 濃度 0.637ug/dl

為標準曲線的樣本。

@標準檢量線濃度稀釋(假設三重覆配置):

Human plasma Fibronectin (ul) PBS buffer(ul) 最終體積(ul)

第一支試管 627 + 10 十 637 

第二支試管 900 + 100 + 1000 

第三文試管 360 + 40 + 400 

第四支試管 360 ÷ 40 ÷ 400 

第五支試管 360 -• 40 十 400 

@將第二支試管取 100ml 添加於 96 孔分析盤的第二排、第三排、五

排(三重覆)。

母第一支試管則取 100ml 添加分析盤的第四排(三重覆)。

會第三支試管則取 100ml 添加分析盤的第六排(三重覆)。
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@第四支試管則取 100ml 添加分析盤的第七排(三重覆)。

@第五文試管則取 100ml 添加分析盤的第八排(三重覆)。

@利用分析盤中第四五六七八排個別的三重覆，不同稀釋濃度來作

為標準檢量線(Standard Curve) 。

@再以 96 孔 ELISA reader 在波長的9nm 之下測量吸光值並將所求

得數值取均值繪製成標準檢量線。

B.各組樣本之、纖維網狀蛋白濃度測定:

A. 將 200ul 含有 0.1 % Gelatin 的 PBS 分別注入材質為 Polystyrene 之

96 孔分分析盤中(Immuno plate) 

B. 分析盤置於 37
0

C 垮養箱(Incubator)隔‘夜，使 Gelatin 按著於盤孔

中。

C. 以 10ml\在 PBS 'PH 7.4 '清洗三次。

D. 樣本先前處理並且與 10mMPBS 等倍稀釋，之後取 100ml 添加入

分析盤中:緩慢振盪 30 分鐘。

且以 10mM PBS 'PH 7.4 '清洗三次。
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F. 取 100ml 經 1000 倍稀釋的 Goat Anti-human fibronectin 

Antiserum( 1 ' Ab)添加入分析盤中，緩慢振盪 30 分鐘。

G. 以 10mM PBS 'PH 7.4 '清洗三次。

H. 取 100ml 經 1000 倍稀釋的 Goat Anti- rabbit IgG Horseradish 

peroxidase co吋ugated( 2 ' Ab)添加入孔中，緩慢振盪 30 分鐘。

1.以 10mM PBS 'PH 7.4 '清洗三次。

J. 取 100ml 呈色劑(OPD)添加入分析盤中遮光 30 分鐘。呈色劑:A 劑

-5月 O-Phenylene diamine 加 dd H20 0 (遮光) B 劑 -1 0u130%

H202 。

K. 取 50u13NHCL 中止其呈色反應。

L 以 ELISA Immuno reader 在 490nM之下測其吸光值。

M. 利用標準檢暈線求得的趨勢線代入公式將各組所求之數值取平均

值計算成所要的濃度。

(十)總蛋白質濃度測定 119

1.原理:

利用鹼處理，使蛋白質水解成氛基酸，而氛基酸土之-COOH 可與

Cu2+作用，並藉 Folin reagent 加以呈色，故可得知蛋白質的濃渡 O
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2. 方法:

A. 標準曲線製備

@利用牛血清白蛋白 (bovine serum albumin-BSA)作為標準曲線 0-

800g/ml '為適當範閏並加入 ddH20 '使最終濃度約為 lmg/ml 。

@標準曲線之濃度配製~

(Omg/ml) (l Omg/ml) (20mg/ml) (40mg/ml) (60mg/ml) 

BSA(ul) 。 10 20 40 60 

ddH20(ul) 100 90 80 60 40 

最終體積(ul) 100 100 100 100 100 

@將五枝已配製的標準曲線濃度各別添加 100ul NaOH(lN) Vortex 0 

@另外再各別添加 1 ml Reagent ' Reagent 包括 2% Na2C03 '\ 0.5% 

CuS04 、 1 % KN a Tartate 、 2mllNNaOH 混合均勻，每枝濃度皆在

25
0

C 之下，反應 10 分鐘。

@之後各別添加 lN 100ul Folin reagent 呈色，作用反應 30 分鐘。

@利用分光光度計以波長 750nM 之下測定吸光，以作為細胞中總蛋

白含量的標準曲線(Standare Curve) 。
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B.各組樣本之總蛋白濃度測定方法:

@樣本先前處理之後取 100ul 加入 1N NaOH 100ul 並混合。

@再加入化學混合劑 1ml (2% Na2C03 、 0.5% CuS04 、 1% KNa 

Tartate 、 2m11NNaOH 混合均勻) ，室溫靜置 10 分鐘。

@之後各別添加 1 N 100ul F olin reagent 呈色，作用反應 30 分鐘。

@利用分光光度計以波長 750nM 之下測定吸光，並以標準曲線定量

各組樣本之總蛋白含量。

(十一)統計分析

資料分析靜、使用 SPSS 軟體中 one-way T …test 來分析，各處理組間

顯著差異統計結果必須在其 P-value 值小於或等於 0.05(P 三五 0.05)時才具

差異效果，文章中所提及之數值均以平均值加減標準差 Means土SD 表

河亡。
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黨轟轟實驗結聽

壹、 內皮細胞之分離與確認

一、內皮細胞之分離

踏靜脈內皮細胞是由本校附設醫院所提供的踏帶，在無菌處理下，

於短時問內送抵實驗室無萬分離操作， (前述分離過程) ，所得初代

垮義(primary culture)的內皮細胞如圖(一)所見，國(二)為一星期後

細胞增殖情形。

二、內皮細胞之確認

初代玲養之濟靜脈內皮細胞以 Trypsin-EDTA 洗下之後，離心並分

裝(subculture) ，進行繼代堵養(passage culture) 。繼代主吾養至第四代

後取部份細胞進行細胞確認、工作。於光學顯微鏡中所觀察到內皮細

胞其外觀上呈不規則，且為單核球、平貼於底部，屬單層細胞，如

國(三)。但將垮養液改以不合 hEGF 垮養液時，約一個月後便可觀

察到如國(四)所示之管腔結構 O 另外內皮細胞的細胞核凸起呈現小

丘狀，可利用掃描式電子顯微鏡(SEM)觀察到細胞外圍有許多特殊

絲、狀結構-microprojections '如圈(五)所示。
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以穿透式電子顯微鏡(TEM)可觀察到細胞特有的胞器 Weibel

Palade body ，如國(六)。除上述利用細胞外觀、結構及生理現象來

確認內皮細胞外，也可利用免疫組織染色(immunohistological stain) 

法進行細胞確認。此法主要利用存在內皮細胞表面的一種特殊蛋白

質-Von Wi1lebrand factor '進行抗厚、與抗體結合染色法。結果如圖

(七)本身的 von Willebrand factor 會與 Rabbit anti-human von 

Willebrand factor antibody 結合，經二二次抗體與呈色劑添加，形成

橙紅色反應。若未與抗體產生作用則內皮細胞呈現藍紫色，如圖(八)

經由上述檢測可確定本實驗所分離的細胞是勝帶靜脈細胞。

貳、 高濃度訪萄糖與正常濃度萄萄糖分別添加對內皮細胞

的影響

一、細胞生長情形與數目之變化

由於本實驗初步進行高濃度(30mM)葡萄糖及正常濃度。mM) 葡萄

糖添加時，利用。M-199+ 1的 FCS 及æM-199+5% FCS 堵養液個別添

加去觀察細胞生長情形與數目變化。
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。 M-199 一← 5% FCS 垮養液組:分別添加(30mM)高濃度葡萄糖及正常濃

度葡萄糖(5mM)垮養 72hrs(3days)之下由顯微鏡觀察細胞存在高濃度葡

萄糖時細胞型態外觀略有些差異，原因可能是細胞存在高張的詩萄糖溶

液中，並且垮養液提供的營養生長因子不足夠提供細胞抵禦惡劣環境，

造成細胞毛細管通透性改變，導致細胞型態異常。另外細胞數目觀察不

管是存在高或正常生理濃度的葡詩糖堵養下，與細胞母養於 10% FCS 

比較皆有明顯減少的情形。

@M-199+ 10% FCS 培養液組:分別添加(30mM)高濃度葡萄糖堵養於

72hrs(3days)之下，由顯微鏡觀察細胞型態外觀與對照組(5mM)正常濃

度葡萄糖添加，並無明顯差異改變，可能原因是 1的 FCS 添加的培養

液，可足夠提供維持細胞短期存在高濃度葡萄糖之下侵害的影響，另外

細胞數目觀察大致與正常濃度葡萄糖添加的細胞相同，並無差異性。

由以上結果，本實驗利用 M-199+ 1的 FCS 當做基礎堵養液進一步

觀察細胞在此不同環境所產生的變化，並進一步探討其中的傳遞機制。
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二、細胞中總蛋白量的變化

兩組不同的垮養液，進行添加不同濃度訪萄糖溶液測定總蛋白，結

果見表一、表二、國九、閻十。

M-199+ 10% FCS-組:

進行高濃度與正常濃度葡萄糖添加，測定總蛋白在三組中並無顯著

差異性其濃度約在 0.08~0.09mg/ml 的濃度之閱(p>0.05)見表一、圈九。

M咀199+5% FCS 組:發現當添加 30mM 葡萄糖垮養 3 天(72hrs)時，細

胞的總蛋白量明顯的降低比較與合 10%FCS 之下正常濃度葡萄糖添加

的細胞。然而其本身不同生理濃度存在並無顯著差異，原因是彼此各組

問濃度非常低所造成。見表二、商十。

三、細胞中纖維網狀蛋白(Fibronectin)之變化

正常生理濃度誦萄糖及高生理濃度葡萄糖添加於 M-199+ 10% FCS 

的垮養液中觀察細胞中 Fibronectin 濃度變化如表三、國十一發現內皮

細胞存在高生理濃度葡萄糖況之下與正常生理葡萄糖存在之下

Fibronectin 有明顯上升情形。
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其 Fibronectin 濃度為 0.108375 :t0.045247uglml 較控制組 M-199+ 10% 

FCS(0.077617:t 0.03263 uglml) 及對照組合 5mM 葡萄糖的添加

(0.075869:t 0.033461 ug/ml)在統計學上有顯著的差異性(P<0.05) 。另外

又觀察細胞存於 M-199+ 10% FCS 及 M-199+5% FCS 玲養液中個別添

加高濃度及正常生理濃度的葡萄糖測定其 Fibronectin 變化情形，見聞

十二。結果顯示在 M-199+ 10% FCS 組中，添加 30mM 的葡萄糖與對

照組比較可促使 Fibronectin 明顯的上升，在統計學上具有明顯的差異

(p<0.05)但 M-199+5% FCS 組，本身由於細胞型態及總蛋白數目皆明

顯改變或降低，可發現相對在 Fibronectin 功能上的表現也會受影響，

較無 M-199+ 10% FCS 組在統計學上具有顯著的差異存在(p < 0.05)' 因

此不採用進行本實驗進一步分析的方法。

四、細胞中纖維網狀蛋白/總蛋白比值之變化(Fibronectin/Total protein 

ratio) 

之前結果雖已知高生理及正常生理濃度語詩糖之添加 Fibronectin

的差異結果，但若是要直接得到細胞中 Fibronectin 的變化情形，數據

需在除以各組之總蛋白量作為校正，如此所得之比值將更具準確度。
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各組添加藹萄糖在 M-199+ 10% FCS 堵義液中培養 72hrs 之下，由於各

組之細胞內總蛋白維持一定值，而高濃度(30mM)葡萄糖其 Fibronectin

明顯上升，由此 Fibronectinl了。tal protein ratio 比值也為顯著上升的趨勢

與其他組在統計上有顯著差異。

參、維生素 C 的添加對培養之內皮細胞的影響

一、細胞生長情形及數目的變化

利用 M-199+ 10% FCS 培養液，分別添加高濃度及正常濃度訪詩

糖，並且再添加維生素 C( O.OlmM 、 0.05mM)濃度在 72hrs 垮養下，細

胞生長情形與對照組或控制組相似，無任何污染情形發生。

二、細胞中總蛋白(Total Protein)的變化

維生素 C (0.01 或 0.05mM)的添加於不同生理濃度的葡葫糖與對照

組(無任何語詩糖的添加的維生素 C 存在情形之下) ，其各組細胞中總蛋

白含量維持一定，之間並無太大差異，結果見國十三。
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三、細胞中纖維網狀蛋白 (Fibronectin) 的變化

當個別添加維生素 C(O.OlmM)於高生理濃度葡萄糖之下與高濃度

不添加維生素 C(O.OlmM)的細胞比較明顯的降低 Fibronectin 濃度

(0.0698ug/ml→0.04894ug/ml)在統計上具有顯著差異性(p < 0.05) ，並且

與正常生理濃度添加 0.01mM 維生素 C 組比較(0.04894ug/ml ' 

0.03573ug/ml) ，並無顯著差異性。>0.05)存在，見聞十四。另外，當添

加維生素 C( 0.05mM)在高生理濃度的前萄糖之下，比較與僅添加高濃

度訪萄糖下 Fibronectin 濃度並無明顯下降(0.07528ug/ml) ，但是與正常

生理的葡萄糖添加維生素 C (0.05mM)比較之問仍有明顯差異性(p<

0.05)存在，見圖十五。然而不加任何詩萄糖下的維生素 C( 0.01 及

0.05mM)添加，兩者對 Fibronectin 濃度影響在統計學上仍有顯著差異，

結果見圈十六。

四、細胞中纖維網狀蛋白/總蛋白之比值(FibronectinlTotal protein ratio) 

將維生素 C( 0.01 、 0.05mM)的添加在高生理及正常生理存在之下細

胞的 FibronectinlTotal protein 變化情形如圖十七。
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O.OlmM 維生素 C 添加於高生理濃度葡詩糖下細胞的 FibronectinJTotal

protein 的變化明顯的下降。< 0.05) ，但 0.05mM 維生素 C 的添加時細

胞 FibronectinJTotal protein 的 ratio 並無降低現象與原來高生理濃度葡萄

糖下的細胞表現相同，並無差異性存在。

肆、維生素 E 的添加對培養之內皮細胞的影響

一、細胞生長情形及數目之變化

維生素 E( 0.01 、 0.05mM)濃度的個別添加於不同生理濃度的葡詩糖

之下培養 72hrs '細胞生長與數目變化並無太大的差異，也無任何污染

情形。

二、細胞中總量蛋白之變化

當添加維生素 E (0.01 、 0.05mM) ，在高濃度與正常濃度 72hrs 培養

之下，其細胞總蛋白含量之間，並無太大的差異結果見聞十八。

三、細胞中纖維網狀蛋白(Fibronectin)的變化

維生素 E (0.01 、 0.05mM)館另11 添加於高濃度及正常生理濃度或無添

加任何葡葫糖下其細胞 Fibronectin 濃度變化情形如圈十九、二十、-二

十一。
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維生素 E (O.OlmM)添加組:當添加於 30mM 高生理濃度比較與僅含高

生理濃度的葡萄糖下，會明顯使 Fibronectin 的濃度下降 Fibronectin 從

0.066657ug/ml 變為 0.045342ug/剖，並且與正常生理濃度的葡萄糖添加

維生素 E 的影響並無太大差異存在。

維生素 E(0.05mM)添加組:當添加於 30mM 濃度的葡葫糖之下並無太

大明顯使 Fibronectin 濃度下降，與 5mM 葡萄糖時添加兩者之問仍有明

顯差異。<0.05) 。另外，僅單一添加維生素 E (0.01 或 0.05mM 濃度)二

者比較仍有顯著差異性(p<0.05) ，見聞二十一。

四、細胞中纖維網狀蛋白/總蛋白量之比值(Fibronectin/Total protein 

ratio) 

維生素 E (0.01 、 0.05mM)添加於不同濃度的葡葫糖下，對細胞

Fibronectin/Total protein ratio 變化情形如圖二十二。
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維生素 E(O.OlmM)添加:細胞於高濃度訪萄糖添加維生素 E 其細胞中

FibronectinJTotal protein ratio 會下降，但與正常生理濃度葡萄糖添加仍

具差異性(P<0.05) 。

維生素 E(0.05mM)添加:高濃度藹萄糖(30mM)添加之下，其細胞中

FibronectinJTotal protein ratio 有與僅令高濃度葡萄糖存在的細胞比較

FibronectinJTotal protein ratio 些許下降，但與正常濃度訪詩糖添加維生

素 E 比較仍具顯著差異性(P<0.05) 。

伍、維生素 C 與 E 的共同添加對垮養內皮細胞的影響

一、細胞生長情形及數目之變化:維生素 C(O.Ol 、 0.05mM)與維生素

E(O.Ol 、 0.05mM)共同添加於不同生理濃度的葡葫糖之下培養

72hrs '細胞生長並無任何污染情形。

二、細胞中總蛋白的變化:維生素 C(O.Ol 、 0.05mM)與 E (0.01 、 0.05mM)

的個別與共同添加，在不同生理濃度的葡萄糖垮養之下其細胞中總

蛋白含量彼此之間並無顯著差異(p> 0.05)見窗二十四。
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三、細胞中纖維網狀蛋白(Fi bron ectin)的變化:不同濃度的維生素 C 與

維生素 E 添加於正常及高生理濃度的葡萄糖之下變化情形，見聞

十

維生素 C O.OlmM+維生素 EO.OlmM組:在高濃度(30mM)藹萄糖存在

之下，與對照組及控制組(正常生理濃度)比較其細胞中 Fibronectin 濃度

有降低，之間其顯著差異(p<O.05) 。

維生素 C O.OlmM+ 維生素 E O.05mM組:細胞在(30mM)高生理濃度的

葡詩糖之下，細胞中 Fibronectin 明顯降低(p<O.05) ，與對照紐及控制組

間有差異性存在。

陸、 TGF國 3抗體及 AGE 抗體添加垮養內皮細胞的影響

一、細胞生長情形及數目變化

本實驗添加經由過濾、且稀釋的 TGF-ß 及 AGE antibody 其濃度為

ED50=O.5ug/ml' 添加於高及正常生理濃度的詩萄糖及高濃度訪葫

糖並添加維生素 C O.05mM中，觀察 72 小時，細胞生長情形與對

照組並魚太太差異，且無污染情形 O
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二、細胞中總蛋白之變化:

當添加 AGE 及 TG早 β抗體在高濃度葡萄糖及合 0.05mM 維生素 C

存在之下細胞中總蛋白之問並無顯著差異存在(p> 0.05)見聞二十

，且由 <

/、-

三、細胞中纖維網狀蛋白之變化:

TGF-β抗體添加組:當添加於高濃度的葡萄糖的細胞存在之下，發

現細胞中 Fibronectin 濃度明顯下降與對照、組有顯著差異性(P<

0.05) ，另外添加於高濃度葡萄糖及 0.05mM 維生素 C 細胞的存在之

下，觀察細胞中 Fibronectin 濃度也明顯的下降，與對照組有顯著差

異性如圖二十五。

AGE 抗體添加組:當添加 AGE 抗體於高濃度的語詩糖細胞存在之

下發現也使細胞中 Fibronectin 顯著下降，並且在高濃度語詩糖及

0.05mM 維生素 C 存在細胞環境中，也見比現象與對照組有顯著差

異(p<0.05) 如囡二十五。
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菜、總結

在此實驗之初期進行細胞的收集堵養，由於內皮細胞本身是非常

脆弱與嬌嫩，來自新生兒與母親之闊的一小段濟帶，初期細胞經

分離時，環境改變使得本身會產生較多功能上的變異性，因此，

本實驗將分離初的內皮細胞垮養至第四代，才進行主實驗的分

析，初期細胞培養經過增生、複製之後分離，使之繼代垮養其中

不可抗拒因素的實驗步驟及鱗帶不新鮮和手部的污染等，再加上

實驗的樣本數大，因此本實驗所收集之膀帶的 300-400 條左右，

在垮養時細胞經電子顯微鏡等其他方法確認後，才可進行主實驗

的分析，因此細胞型態及功能上都是健康正常的內皮細胞。

結果方面:

一、高濃度的前蜀糖添加在細胞中的確可使細胞中的

Fibronectin 生成量增加，但不會使細胞數百及總蛋白量受到

戰盤。
、7 日
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二、添加維生素 C 及 E (0.01 、 0.05mM)於高濃度的前萄糖環境之

下的確可使細胞中 Fibronectin 的生成量明顯降低，尤其是二

者共同添加，促使加乘作用，降低細胞 Fibronectin 的生成章。

三、細胞存在高生理濃度葡請糖及高氧化壓力之下的確會誘發

TGF-β 的表現及 AGE 的產生，促使細胞功能表現的

Fibronectin 生成量增加，影響細胞增生及複製等的異常現

象。
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車髓

本實驗主要分三部分進行探討:第一部份是探討高濃度的葡

萄糖添加對玲養之內皮細胞中 Fibronectin 濃度的影響。第二部分

是添加抗氧化劑維生素 C 與 E' 對於垮養內皮細胞中 Fibronectin

生成量的影響，第三部分是添加 TGF-ß 及 AGE 抗體觀察是否會

影響到培養內皮細胞中 Fibronectin 的濃度。

本實驗主要動機是 Mara Lorenzi 等學者 19於 1986 年發表指

出糖尿病長期的高濃度葡萄糖暴露而導致的血糖併發症，主要是

使血管內皮細胞產生型態上的異常表現，然而其中會促使內皮細

胞功能表現異常的成分及機制並未進一步探討，並且文中作者發

現長期暴露在高濃度的葡詩糖之下增加 DNA 的損害造成內皮細

胞的毒性，其中造成此結果誘發的機制也尚未說明，而具有抗氧

化劑的維生素 C 及 E' 是否可促使高氧化壓力之下，捕捉自由基

降低內皮細胞異常的功能表現。因此本實驗嘗試以不同生理濃度

的葡萄糖添加於內皮細胞中，觀察存在細胞外間質，扮演細胞黏

著增生及複製等重要功能表現的 Fibronectin 濃度變化，是否是一

重要調控者的變化，同時添加對於 Fibronectin 生合成上有極密切

關餘的抗 TGιS抗血清及長期處於高濃度葡萄糖狀態下所產生

的 AGE 化合物之抗血清並一併觀察是否會抑制細胞外問質
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Fibronectin 的濃度，另外也進一步進行添加抗氧化劑使氧化壓力

降低，是否會改變 Fibronectin 生成情形。而降低細胞功能的過度

表現，兔於血管的併發症產生，由實驗結果得知國十一、十二、

表三、分別添加高濃度的葡萄糖及正常濃度葡萄糖對內皮細胞中

Fibronectin 濃度的影響的確有不同的表現。當高濃度之下，會誘

發內皮細胞中 Fibronectin 生成量增加而導致細胞外問質異常的

增生作用。 1993 年 Nidimura， F-f 等多位學者提到鱗靜脈內皮細

胞存於高濃度訪萄糖下會誘發增加 Fibronectin mRNA 表現，促

使用類蛋白質 Integrin 及 Fibronectin 過度表現引起內皮細胞基底

耳其增厚改變細胞功能型態，促使微小管的過度增生造成血管併發

症的產生，然而究竟是何者因素造成 Fibronectin 濃度的改變而引

起細胞功能受損，近年來廣受被討論認為對細胞外兼具有重要調

節作用的 TGF-ß(Transforming growth factor-ß) ，在整個實驗中扮

演的角色?由上述推論本實驗利用 TGF-ß 抗體添加主要作用是觀

察抑制 TGFφ 作用是否會改變 Fibronectin 生成量，本實驗由圖

二十六發現了GF-ß 抗體添加的確使高濃度詩萄糖存在下的

Fibronectin 明顯降低，由此結果可觀察當高氧化壓力，TGFE戶的確

會被誘發促使細胞外悶質 Fibronectin 濃度的增加，在 1987 年

Nimmer 等多位學者提到在壓力反應之下 Glucocorticoids 會間接
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誘發細胞外問質 Fibronectin 生合成 121 ，如早期傷口癒合過程中誘

發 Fibronectin 生成。另外 TGFφ 也扮演細胞外問質調控的角色

悶，然而在纖維母細胞的中 TGF-ß 籍由 Fibronectin 促進者的序

列(Promotor sequences)與 Fibronectin 的三個顯著接受器鍵結。來

調控 Fibronectin 生成量，然而真正誘發的機制尚未清楚 124 0 另外

也提到路基類化合物的形成也會誘發 Fibronectin 生成量增加，並

且當 TGF-ß 添加更可強化 Acetaldehyde 對 Fibronectin 的生成促

進作用的另外國二十六顯示添加 AGE-抗體也會促使

Fibronectin 在高濃度葡萄糖之下生成量有所改變，更可證明垮養

內皮細胞存在高糖化濃度葡萄糖中的確會促使糖按基化反應的

發生， 1991 年 Zenji 等多位學者發表糖尿病在動脈及血液循環

中會有快速的使糖化 AGE 蓄積 l泌的情形，此 AGE 產物會與它專

一性的接受器結合促使一系列訊息傳遞反應，如 AGEs 一

receptors - cytokine - growth factor 的 Cascade 反應 112促使組織再

次重建，以及過度增生作用導致異常反應 o Kirstein. 等多位學者

也提到在腎小球環問祺細胞發現 AGEs 會增加 Fibronectin 產生

作用和 Collage type IV mRNA 與 Peptide 的生合成 127 主要機制是

AGE 產物的接受器 monocytes 與 macrophages 與 AGEs 結合引發

如 TNF叫、 IL-l' PDGF 和 IGF-l 等生長因子的表現，使 Fibronectin
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等生長因子的表現，使 Fibronectin 生合成增加 127-129 ，但當添加

抗體去對抗 AGEs 的 receptor 可即可抑制 Fibronectin 的生成量。

白鹿十六、二十一可知當細胞存在高濃度詩萄糖之下，添

加抗氧化劑維生素 C 與 E' 的確會抑制高氧化壓力所誘發

Fibronectin 的生合成。當添加維生素 C 在 O.OlmM 時會抑制高

氧化環境中 Fibronectin 的生成量，而添加至 O.05mM於體外培

養的內皮細胞其細胞中 Fibronectin 生成量並無明顯降低的情

形，國十四、十五、十九、二十、相對維生素 E 添加也是如此，

當抗氧作用的維生素 E 或 C 、高劑量添加反而變成促氧化作用

提高氧化壓力環境。 Mario 等學者 130 提到維生素 C 給予 O.2mM

在人類纖維母細胞中發現產生油路過氧化作用產生路類化合物

引發膠原蛋白 mRNA 表現及 Fibronectin 生成量增加，另外添

加適當抗氧化劑維生素 C 與 E 做為氧化壓力下自由基的清除

者，則可抑制過氧化作用產生 O

由圖二十三、二十四、共同添加可觀察本實驗共同添加

會使抗氧化劑產生加乘反應，抑制 Fibronectin 的生成其主要機

制是維生素 E 先提供一個電子給不穩定的分子使自己產生游離

狀態，進而利用再生形態來自維生素 C 電子將游離轉成 α 白

了。copherol 形態，來抑制囡氧化壓力下所產生的 Fr芯e radical 促
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使 ECM protein 合成增加的情形。

t臼~:I士.
、、V立.i: 、、、E二， • 

因此本實驗的一系列分析可知糖尿病患造成微小血管增生

受損主要是高氧環境一些誘發生長因子(TGF-β ， AGEs)促使細

且包外問質的組成份改變，增加細胞與細胞問交互作用產生異常

的黏著、增生、移動、等功能，造成血管腔表面受損伴隨心血

管併發症發生，然而給予適當抗氧化劑的維生素 C 、 E 之下，

是有助於預防心血管的併發症產生，但若過度的給予貝11相反地

形成助氧化效果，更加速高濃度葡萄糖之下的內皮細胞功能受

損。

未來可進一步再探討內皮細胞存在異常環境下除 TGF-ß

外，其他誘發因子女口 TNF-a ' PDGF ' IGF-I '等刺激作用的影

蟹。
目
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Cytosol 

7 
Plasma 
membrane 

/ 
Collageo of 
extracellular matrix 

?甘宙之三、 Fibronectin輿Collagen，Proteoglycan及Integrin的交互作用，將
細尺之固定於組織鬧踩上之棋史 G
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68 



圈一、初代玲養 12 小時之內皮細胞
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聞二二、初代培養 7 天之內皮細胞
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國三、內皮細胞為單核球細胞，以平貼於培養金底部生長。

(400X) 
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閻四、內皮細胞形成之管腔狀結構。(是OOx)
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園五、內皮細胞表面有許多 Microprojections '胞核呈小凸

起狀。 (SEM)
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圖六、內皮細胞之 Weibel palade body(箭頭處)。但EM)

74 



關七、內皮細胞表面 Von Willebran桂 factor 之免疫染色 F 踢

性反應
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圈八、內皮細胞表面 Von Willebran挂 factor 之免疫染色，陰

性反應
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0.05 
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The Concentration of Total protein in endothelial ceIls after 72hrs 
cultured 

M-199+10兮兮FCS M-199+10%FCS+5mMGlucose 1\ι199+ 10%FCS+30mMGlucose 

圈九添加不同生理濃度的葡萄糖在 10% FCS 添加的培養液中

培養 72 小時各組內皮細胞總蛋白質濃度之變化。

取 105 內皮細胞各別玲養於含 10%FCS 的 medium199 中添加

Glucose(5mM,30mM) ，培養 72 小時後測定細胞所含蛋白質的濃度，結果以平均

值土4票準誤差表示(mean土SD ' n=3) 。

“*"與對照組比較具有顯著差異(P < 0.05) 0 
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The Concentration of Total protein in endothelial cells after 
72hrs cultured 

*P<O.05 

M圖199+5%FCS M-199+5%FCS吋mMGlucose M-199+5%FCS+30mMGlucose 

圈十添加不同生理濃度的葡萄糖在 50loFCS 添加的培養液中

垮養 72 小時各組內皮細胞總蛋白質濃度之變化。

取 105 內皮細胞各別培養於令 5%FCS 的 medium199 中添加

Glucose(5mM,30mM) ，培養 72 小時後測定細胞所含蛋白質的濃度，結果以平

均值土標準誤差表示(mean土SD ' n=3) 。

“*"與對照組比較具有顯著差異(P< 0.05) 。
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The Concentration of Fibronetin in endothelial cells after 72hrs 
cuIture往

。2

*P<O.05 * 

0.05 

0.15 

SM 
a 

。
M-199+10%FCS M-199+10%FCS+5mMGlucose M-199+10%FCS+30mMGlucose 

圈十一添加不同生玉皇濃度的葡詩糖在 10%FCS 添加的培養液中培

養 72 小時各組內皮細胞纖維網狀蛋白之變化。

取 105 內皮細胞各別垮養於含 10%FCS 的 medium199 中添加

Glucose(5mM,30mM) ，垮養 72 小時後測定細胞所含纖維網狀蛋白的濃度，結果

以平均值士標準誤差表示(mean土SD ' n=3) 。

“*"與對照組比較具有顯著差異(P< 0.05) 0 
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The Concentration of Fibronectin in endothelial cellls after 72hrs 
cultured 

0.2 * 
*P<O.05 

0.05 

0.15 

SGI 
g 

。

孔ι199+10%FCS

5mM Glucose 

M-的9+10%FCS M-199+5%FCS M-199+5%FCS 

30mMGlucose 5mMGlucose 30mMGlucose 

國十二添加不同生理濃度的葡萄糖在不同 FCS 添加的培養液中培

養 72 小時各組內皮細胞纖維網狀蛋白濃度之變化。

取 105 內皮細胞各別垮養於令 10%FCS 及 5%FCS 的 medium199 中添加

Glucose(5mM,30mM) ，士告養 72 小時後測定細胞所令纖維網狀蛋白的濃度，結

果以平均值土標準誤差表示(mean土SD ' n=3) 。

“〉卡"與對照組比較具有顯著差異(P < 0.05) 。
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The Concentration of Total protein in endothelial cells 72hrs 
cultured 

0.12 

0.1 

0.08 
圓圓

5 峭
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0.04 

0.02 

。
5mMGlu 

30mMGlu 十

VitCO.Ol 

VitCO.05 

*P<0.05 

+ 十

+ 
+
一
+

+ 
+ 

十 + 十

圖十三添加不同生理濃度的葡萄糖及維生素 C 培養 72 小時後各組內

皮細胞所舍總蛋白質濃度之變化。

取 105 的內皮細胞各別培養於含 10%FCS 的 medium199 中添加

Glucose(5mM,30mM) ，維生素 E(O.O1 mM, O. 05mM)玲養 72 小時後測定細胞所含

蛋白質的濃度，結果以平均值士標準誤差表示(mean士 SD ' n=3) 。

“*"與對照組比較具有顯著差異(p<0.05)

“尸，表示有添加。

“"表示無添加。
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The Concentration of Fibronectin in endothelial cells after 72hrs 

cultured 

0.12 * 
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AO av 

M咽199

5 mMGlucose 

M-199 扎1-199 M-199 

30mMGlucose 5mMGlu+vitCO.01mM 30mMGlu+vitCO.01mM 

國十四添加不同生理濃度的葡萄糖及 O.OlmM 維生素 C 培養

72 小時後各組內皮細胞所含纖維網狀蛋白濃度之變化。

取 105 白色內皮細胞各別培養於含 10%FCS 的 medium199 添加

Glucose(5mM,30mM) ，維生素 C(O.OlmM)玲養 72 小時後測定細胞所令纖維網狀

蛋白的濃度，結果以平均值土標準誤差表示(mean士SD ' n=3) 

“*"與對照組比較具有顯著差異(P < 0.05) 。
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The concentration of Fibronectin in endothelial ceIls after 72hrs 

cultured 

* *P<o.os *1 

扎ι199 M-199 M“ 199 M幽 199

5 mMGlucose 30mMGlucose 5mMGlu+vitCO.05mM 30mMGlu+vitCO.05mM 

國十五添加不同生理濃度的葡萄糖及 o.的mM 維生素 C 培養 72 小時

後各組內皮細胞所含纖維網狀蛋白濃度之變化。

取 105 的內皮細胞各別培養於含 10%FCS 的 medium199 添加

Glucose(5mM,30mM) ，維生素 C(0.05mM)垮養 72 小時後測定細胞所含纖維網狀

蛋白的濃度，結果以平均值叫票準誤差表示(mean士SD ' n=3) 

“*"與對照組比較具有顯著差異(P<0.05) 。
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The Concentration of Fibronectin in endothelaiI ceHs after 72hrs 
cultured 
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國十六添加不同生理濃度的葡萄糖及維生素 C 培養 72 小時後各緯內

皮細胞所令纖維網狀蛋白濃度之變化。

取 105 的細胞各別添加垮養於含 10%FCS 的 medium199 中添加

Glucose(5mM,30mM) ，維生素 C(0.01mM，0.05mM)玲養 72 小時後測定細胞所含

纖維網狀蛋白的濃度，結果以平均值士標準誤差表示(mean:l.:SD ' n=3) 。

“*"與對照組比較具有顯著差異(p< 0.05) 。

“卡，表示有添加。

已J表示無添加。
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The Concentration of Fibronectin and Total protein ratio in endothelial 
cells after 72hrs cuItured 
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圈十七添加不同生理濃度的詩萄糖及維生素 C 垮養 72 小時後各組內

皮細胞所含纖維網狀蛋白/總蛋白質含量比值之影響。

取 105 的內皮細胞各別垮養於令 100loFCS 的 medium199 中添加

Glucose(5mM,30mM) ，維生素 C(0.01m，0.05mM)培養 72 小時後測定細胞所令纖

維網狀蛋白/總蛋白質含量的比佳，結果以平均值士標準誤差表示(mean士 SD'

n=3) 0 

“*"與對照組比較具有顯著差異(p<0.05)

“十"表示有添加 o

毛一"表示無添加。
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The Concentration of Total prtoein in endothelial ceHs after 
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國十八添加不同生理濃度的葡萄糖及維生素 E 培養 72 小時後各組內

皮細胞所令總蛋白質濃度之變化。

取 105 的內皮細胞各另'1垮養於令 10%FCS 的 medium199 中添加

Glucose(5mM,30mM) ，維生素 E(0.01mM，0.05mM)玲養 72 小時後測定細胞

所含蛋白質的濃度，結呆以平均值士標準誤差表示(mean士 SD ' n=3) 。

“*"與對照組比較具有顯著差異。 <0.05)

“十"表示有添加 o

‘一刊表示無添加。
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The Concentration of Fibronectin in endothelial ceHs after 
72hrs cultured 
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M-199 M-199 M-199 

30mMGlu 5mMGlu+VitEO.OlmM 30mMGlu+VitEO.OlmM 

崗十九添加不同生理濃度的詩萄糖及 O.OlmM 維生素 E 培養 72 小時

後各組內皮細胞戶牙含纖維網狀蛋白濃度之變化。

取 105 的內皮細胞各別埠養於令 10%FCS 的 medium199 添加

Glucose(5mM,30mM) ，維生素 E(O.OlmM)堵養 72 小時後測定細胞所含纖維網狀

蛋白的濃度，結果以平均值吋票準誤差表示(mean士SD ' n=3) 

“〉卡"與對照組比較具有顯著差異(P <0.05) 。
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The Concentration of Fibronectin in endothelial ceHs after 
72hrs culture往

M-199 
5mMGlu 

M-199 
30mMGlu 

M-199 M-199 
5mMGlu+ VitEO.05mM 30mMGlu+ VitEO.05mM 

圖二十添加不同生理濃度的葡萄糖及 O.的mM 維生素 E 垮養 72 小時

後各組內皮細胞所含纖維網狀蛋白濃度之變化。

取 105 的內皮細胞各另'1 堵養於含 10%FCS 的 medium199 添加

Glucose(5mM,30mM) ，維生素 E(0.05mM)培養 72 小時後測定細胞所含纖維網狀

蛋白的濃度，結果以平均值士標準誤差表示(mean土SD ' n=3) 

“*"與對照組比較具有顯著差異(P < 0.05) 0 
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The Concentration of Fibronectin in endothelial cells 
after 72hrs cultured 
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囡二十一添加不同生理濃度的葡萄糖及維生素 E垮養 72 小時後各組

內皮細胞所含纖維網狀蛋白濃度之變化。

取 105 的細胞各別添加堵養於令 10%FCS 的 medium199 中添加

Glucose(5mM,30mM) ，維生素 E(O.O1 mM, O. 05mM)垮養 72 小時後測定細胞所含

纖維網狀蛋白的濃度，結果以平均值士標準誤差表示(mean土SD ' n=3) 。

“*"與對照組比較具有顯著差異(p < 0.05) 0 

“+"表示有添加。

已一刊表示無添加。
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The Concentrration of Fibronectin and Total protein ratio in 
endothelial cells after 72 hrs cultured 
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圖二十二添加不同生理濃度的詩萄糖及維生素 E 培義 72 小時後各組

內皮細胞所令纖維網狀蛋白/總蛋白質令量之比值影響

取 105 的內皮細胞各別培養於含 10%FCS 的 medium199 中添加

Glucose(5mM,30mM) ，維生素 E 玲養 72 小時後所得纖維網狀蛋白/總蛋白質含

量的比佳，結果以平均值士標準誤差表示(mean士 SD ' n=3) 。

“*刊與對照組比較具有顯著差異(p< 0.05) 

“+刊表示有添加 O

‘一"表示無添加。
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The Concentration of Fibronectin in endothelial cells aftrer 
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圖二十三在不同生理濃度的葡萄糖中，共同添加維生素 C 與維生素

E(O.Ol' O.的mM)培養 72 小時後各組內皮細胞所舍總蛋白質濃度之變

化。

取 105 內皮細胞各另IJ培養於含高生理濃度(30mM)及正常生理濃度(5mM)的

前萄糖中，共同添加維生素 C(0.01mM，0.05mM)及維生素 E(O.O lmM,0.05mM) , 

培養 72 小時後測定細胞所含蛋白質的濃度。結果以平均值材票準誤差表示(mean

主 SD ' n=3) 。

“*"與對照組比較具有顯著差異性(p<0.05) 。

“十"表示有添加。

“一"表示無添加。
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The Concentration of Total protein in endothelial cells after 
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圖二十四在不同生理濃度的詩萄糖中，共同添加維生素 C 與維生素

E(O.Ol' O.的mM)玲養 72 小時後各組內皮細胞所舍總蛋白質濃度之變

化。

取 105 內皮細胞各另'1垮養於含高生理濃度(30mM)及正常生理濃度(5mM)的

前萄糖中，共同添加維生素 C(0.01mM，0.05mM)及維生素 E(0.01mM，0.05mM) , 

士吾養 72 小時後測定細胞所含蛋白質的濃度。結果以平均值士標準誤差表示(mean

士 SD ' n=3) 。

“*"與對照組比較具有顯著差異性。< 0.05) 。

“十"表示有添加。

“一"表示無添加。
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The Concentration of Fibronectin in endothelial ceHs after 
72hrs cultured 
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屬二十五 TG孔β抗體與 AGE 抗體，添加於不同生理濃度葡萄糖存

在之下，培養 72 小時各組內皮細胞所含纖維網狀蛋白質濃

度之變化。

取 105 的內皮細胞各別培養於 TG孔 β抗體與 AGE 抗體存在的不同生理濃度

葡萄糖之下，垮養 72 小時後測定細胞所合纖維網狀蛋白質濃度。結果以平均值

士標準誤差表示(mean士 SD ' n=3) 。

“*"與對照組比較具有顯著差異性(p < 0.05) 。

“+"表示有添加。

4一"表示無添加。
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The Concentraton of Total protein in endothelial ceHs after 
72hrs cuItured 
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圖二十六 TGF團 β 抗體與 AGE 抗艘，添加於不同生理濃度葡萄糖

存在之下，垮養 72 小時各組內皮細胞所令總蛋白質濃度

之變化。

取 105 的內皮細胞各另11垮養於 TGF-β 抗體與 AGE 抗體存在的不同生理濃度

語詩糖之下，母養 72 小時後測定細胞所含蛋白質濃度。結果以平均值士標準誤

差表示(mean士 SD ' n=3) 。

“〉卡"與對照組比較具有顯著差異性。 <0.05) 。

“十"表示有添加。

4一"表示無添加 O
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車間目 Total Protein (mg/ml) 
Average 士 SD

0.0970土0.0527a

時宜-199+10年毛 FCS 0.0701土0.0104a

0.1126士0.0050a

0.0726:1::0.01 1Oa 

0.0750土0.0180a

M-199+10%FCS+5mMGlucose) 0.0733土0.0702a

0 .1 180:1::0.0131 a 

0.0890土0.0055a

0.085 l:!:0.0170a 

0.0740土0.0100a

M-199+10兮兮FCS+30mMGlucose) 0.0963士0.0101 a

0.0816土0.0200a

“a": 代表各組之間與對照組闊並無顯著差異

表一、不同生理濃度之葡詩糖添加於 100/oFCS 堵養液中，路養 72

小符其內皮細胞中總蛋白質含量之變化。
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御自 Total Protein (mg/ml) 
Average 士 SD

0.0390::i:O.0066a 

M-199+5%FCS 0.0373士0.0066a

0.0320土0.0064a

0.0300::i:O.0072a 

0.0393土.0.004r

M-199+5%FCS+5mMGlucose 0.0346土0.0041 a 

0.0360::i:O.0061 a 

0.0306土0.0045a

0.0173士0.0020a

0.0240土0.011 P 

M-199+5%FCS+30mMGlucose 0.0270土0.0065a

0.0230土0.0056a

'----且一一

“a": 代表各組之間與對照組問並無顯著差異

表二、不同生理濃度之藹萄糖添加於 5%FCS 培眷液中，培養 72

小時其內皮細胞中總蛋白質令量之變化。
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組別 Fibronectin (ug/ml) 
Average 土 SD

0.0993土0.0144a

M-199+10%FCS 0.0556土0.0107a

0.0443士0.0118a

0.1114立的.0456a

0.0883土0.0114a

M-199+ 1O%FCS+5mMGIucose 0.0413土0.0157a

0.0569土0.0157a

0 .l 165土0.0285a

0.1220土0.0081 b

0.0605土0.0269b

M-199+ 10%FCS+30mMGlucose 0.0856土0.0171 b 

0.1647士0.1036b

毛毛a":與對照絕無顯著差異

“b":.與對照組具顯著差異

表三、不同生理濃度之葡萄糖添加於 10%FCS 培養液中，垮養 72

小時其內皮細胞中纖維網狀蛋白含量之變化。
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