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中文摘要

糖尿病(DM)併發症是DM患者普遍存在的問題，在之前有學者指出 DM

會造成免疫功能失調及體內糖化終產物(AGEs)的堆積，比現象立在與 DM 併

發症有關。 L-arginine 在人體雖為一種非必需絞基酸，但在許多的研究報

告中指出 L-arginine 可以刺激生長激素及月夷島素等荷爵蒙的分泌且可以促

進免疫功能的提升及阻礙 AGEs 的生成。故本研究目的主要針對 L-arginine

補充後對於正常大鼠及 streptozotocin(STZ)誘發糖尿病大鼠免疫功能的影響

及是否因此可以減少 AGEs 的生成加以探討。

實驗方面方面，本研究分為二大部分: (1)活體實驗，以雄性 Wistar rat 

靜脈注射 STZ(100mg/kg body wt. ， i.v.)誘發糖尿病大鼠，觀察 STZ 對大鼠對

免疫功能的影響及補充 L-arginine (2%)是否可正常化困 STZ 所造成之免疫

功能的改變。 (2)體外實驗， bovine serum albumin (BSA)與前萄糖 (glucose)

在添加或不添加 L-arginine 及 glycine 的情況下垮養 14 天所產生的糖化產

物，以 NBT 測量培養液中 AGEs 的生成章，並觀察此糖化母養產物對於

脾臟淋巴細胞複製及脾臟自然殺手細胞的毒殺作用的影響。

實驗結果顯示，動物實驗中，在以 ConA 刺激下， STZ 大鼠淋巴細胞

增殖較正常大鼠低， 8 週 L-arginine (2%)的補充則可以促進正會大鼠及 STZ

大鼠的淋巴細胞增蘊，但在長期 16 適的補充卻沒有促進的作用;另外 'STZ

立在不影響 NK 的活性，但 L-arginine (2%)捕充則可增加 NK 的活性。在體



外實驗方面，在堵養糖化垮養產物時添加或不添加 L-arginine 不影響 AGEs

的生成;在細胞培養的實驗中添加不同的糖化垮養產物到細胞峰養液中，

發現糖化產物會抑制免疫細胞的功能且在玲養糖化產物中添加 L-arginine

並無法改善比現象。

由以上的結果可知， AGEs 是造成 DM 免疫功能低下的原因之一，但

在堵養糖化產物中添加 L-arginine 並不能抑制 AGEs 的生成;因此在動物

實驗中補充 L-arginine 促進免疫功能可能是經由 L-arginine 的其他作用機

制所致。長期 L-arginine 的補充未見有促進的效用，原因需再進一步的研

究探討。

關鍵字:糖尿病，糖化終產物，淋巴細胞，自然殺手細胞， L-arginine 
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金、前言

糖尿病(DM)是一種慢性長期的血糖過高症，患者分布佈遍佈全世界，

並有逐漸增多的趨勢，在已開發國家及台灣地均排名十大死亡主要原因之

多11 (行政院衛生茗， 1997) 。導致患者死亡的主要原因是慢性併發症，包括血管病變、

腫瘤及~染;後二者與免疫能力低下的關靜、密切(Sakamoto叫 1994) 。這顯示需要

更多有關 DM 之研究以預防及延緩患者發展出慢性併發症。

目前已有一些關於 DM 併發症發生的機制被提出，其中之一與長期高

血糖所引起的非酵索性蛋白糖化反應(Maillard reaction)產生糖化終產物

( AGEs)有闕，因長期高血糖的狀態下，血糖會與體內的蛋白發生糖化作用，

進而影響其生理功能(BrownJee et al. 1980) 0 1992 年 Makita 等人利用 AGE 抗體測

得 DM 患者體內中 AGEs 的含量是一般正常人的 2~3 倍，在 1996 年 Niwa

等人利用抗體偵測亦測得在血紅素及很-microglobulin (ß2m)上有 AGEs 的

形成，且 DM 的 AGEs 含量高於正常人，而組織中 AGEs 的堆積和 DM 的

併發症，如:糖尿病腎臟病、糖尿病白內障、粥狀動脈硬化、Alzheimer disease 

等疾病的發展也呈正相關。

此外，過去學者的研究中發現， Aminoguanidine(AG)會降低 AGEs 的

形成立目前也使用在臨床上，但 AG 具有副作用，如導致肝功能異常，暫

時性的血紅素下降或輕微的實炎發生(Ledl and S忱愉悅的90) 。也有文獻中指出，

L-arginine 具有與 AG 相類似結構，因此也可以阻礙 AGEs 的形成，在體外
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的研究中的確證實 L-arginine 可以降低 a1bumin 糖化作用 (Servetnick et aI. 1996) 0 L

argmme 走一種半必需胺基酸，已知在許多動物模型 'L嘲argmme 均顯示抗

腫瘤及促進免疫的功能，且 L-arginine 有促進月夷島素分泌的功能。此抗腫

瘤的作用，可能與 L-arginine 促進與抗腫瘤有闊的免疫調節作用有闕，如:

大白鼠桶充 L-arginine 發現其抗腫瘤作用與促進其脾臟細胞對於 ConA 誘

發的細胞增殖及 IL孔的生成有關(Reynolds et al. 1987) 。

DM 雖已知會造成兔疫功能失調，但目前在此方面的研究報告並不多

見，在 1978 年 Eliashiv 等的報告中指出，非月夷島素依賴型糖尿病患者的淋

巴細胞在植物性血球凝集素(phytohaemagglutinin ; PHA)刺激下之反應及成

熟的 T 淋巴細胞比例均低於無糖尿病之控料組 o Negishi 等學者(1987)的研

究報告中也指出，第 1 及第 2 型糖尿病患者周邊血液中的自然殺手細胞的

毒殺能力均低於正常人。

因此本研究的目的在觀察正常大鼠及 STZ 大鼠免疫細胞功能的差異及

給予 L偏argml闊的捕充是否有促進免疫功能的作用;再進一步的體外實驗

中，在 BSA 與詩萄糖培養糖化產物模式中觀察 AGEs 的生成是否受到 L-

argmme 的影響，同時也觀察在細胞母養中添加不同的培養糖化產物是否

改變脾臟淋巴細胞的複製力及 NK 的毒殺力。
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貳‘文獻探討

一、槍尿病定義2屯兵分類

糖尿病(diabetes mellitus ; DM)是一種慢性新陳代謝異常的疾病，姨臟戶

細胞受到自體免疫或病毒的破壞導致月夷島素分泌不足，或是另夷島素作用有

缺陷或月夷島素作用細胞上的接受器有所損壞均是致病的原因，病人在臨床

上最重要的症狀為血中葡葫糖濃度過高，且有多吃、多喝、多尿(所謂三多

的症狀)、口乾、疲倦及體重減輕等症狀。

新修正的糖尿病分類是依據病因為導向，不以治療為導向。所以最常

見的月夷島素依賴型糖尿病(insulin dependent diabetes mellitus ; IDDM)及非月夷

島素依賴型糖尿病(noninsulin dependent diabetes mellitus ; NIDDM) ，分別

改稱為第 1 型及第 2 型糖尿病，最新的分類標準如下。

ADA 1997 年版糖尿病分類標準

一、 第 1 型糖尿病:可分為自體免疫型及不明原因型

二、 第 2 型糖尿病:月夷島素抗性及相對月夷島素不足所造成，病人不

必依賴月夷島素也可以生存，但此三世 DM 仍有許多病因不明。

一、 其他類型:包括有姨臟戶細胞基因缺陷導致功能不全;另夷島素

作用的基因缺陷;外分泌性蜈臟疾病;內分ì'其、異常;

藥物或化學藥品引起;成染症等原因。

(American Diabetes Association, 1997) 

由於 DM 長期影響正常代謝，且血糖控制不良之患者往往合併發生其

他併發症，造成死亡率增加及生活品質降低，故有需要進一步的研究 DM

的致病機轉及預防與治療之方法，以降低DM 的罹患率及死亡率。

5 



二、糖尿病之併發症與流行為學

在台灣地區 DM 患者總數約在 30-40 萬人左右，其中第 2 型糖尿病(;J卡

月夷島素依賴型; NIDDM) 占所有糖尿病患者人口 96.5% '第 1 型糖尿病(月夷

島素依賴型 IDDM)僅占所有糖尿病患者人口 3.5%(台大裁采祿，1996) 。在台灣

DM 已連續多年排名在十大死目的第五位(行政院衛生署，1998) ，並且患者的人數仍

日益增加，顯示對於糖尿病的控制及延緩其併發症的發展仍有符改善。 DM

之併發症除了急性的飼酸血症及非桐酸性高滲透壓症外，會見於 DM 慢性

併發症如下:

(1)視網膜病變 :DM 患者眼睛失明的機會要比一般人高出 25 倍之多;

在發病 20 年， IDDM 約有 90% ， NIDDM 約有 25.8%會發生視網耳其病變(郭清

縛，1998) 。

(2)腎病變:最先出現的臨床表現是蛋白尿，隨後肌酸甜逐漸升高，最

後演變成尿毒症， IDDM 約有 30~40%及 NIDDM 約 10%會形成尿毒症，

在臺灣 DM 為目前血液透析原因的第二位，在美留為第一位(USRDS， 1991 ， 1992) 。

IDDM 的死亡原因中腎病變占 55%(M訂kS， 1977 ; J。你 Di枷臨 C制的。

(3)血管疾病:血管病變的發生主要原因是高血糖、高血壓及血脂異常

等問素，常見的有冠狀動脈心臟病、且還中成及周邊血管阻塞。在血管疾病

方面， IDDM 主要死園為微血管病變， NIDDM 貝'1 主要為心臟血管疾病與

腦血管疾病(M耐，1977; J的linDiab的S Canter) 。

(4)神經病變:與 DM 的型別無關，在台灣地區 DM 發病初期約有 7.5%

會有神經病變，發病至 25 年可達 50%(草rì青縛， 1998) 。在美圓明尼蘇達州的調查

顯示 DM 患者神經病變的罹患率高達 60%仰仗，1993) 。

(5)成熱:皮膚之霉懿成染、陰道、泌尿道的成熱及足部的成玲等(陳獨

群，1997) ，以足部成染的問題最為嚴重，由於病人有神經病變、血管阻塞及傷
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口不易癒合等問題，使足部易發生潰揚、壞症、甚至需要截肢。 Z良據台大

醫院調查 1982~1991 年悶，在該院接受下放截肢手術中 DM 占 37.2%且住

院時間較一般人長(增加 14%) ，此外，在臺灣目 DM 足部成染死亡率為向

年齡層人口死亡率的 5.95%(郭清縛， 1998) 。

造成 DM 慢性併發症的原因推測有(個群 1997;郭清輝 1998)

(1)高血糖:血糖過高1.可能和組織蛋白及其他分子發生糖化作用產

生不可逆的糖化終產物(advanced glycation end products ; AGEs)造成糖化蛋

白質以及糖化核酸的堆積; 2. polyol 路徑引起的 sorbitol 增加，肌醇減少;

3. 改變體內氧化遺潭、狀態; 4. 增加基底耳其及基質如 fibronectin， type IV 

collagen 之合成。

(2)高血壓 :DM 患者發生高血壓的機會約為非糖尿病患者的 2 倍，第

1 型糖尿病發生高血壓已知是由於腎功能變差所引起;第 2 型糖尿病也有

可能因為腎病變造成高血壓。高血壓對於視網膜病變、腎臟病、動脈硬化

均有不良的影響;尤其對腎病變的影響最大。

(3)血脂異常:部分 DM 患者有原發性的血脂異常，包括三駿甘油路濃

度增加，高密度結蛋白膽由醇降低，非臨化之脂肪竣增加等，均為血管病

變的重要因素與腎病變也有關途。

(4)其他:如肥胖，在 1998 年 Sowers 的報告指出肥胖與糖尿病關條密

切;在國內的研究報告也有相同的結果(潑文泊等，1998) 。

然而在最近的調查報告指出，從 1981 到 1990 年間，日本 DM 死亡原

因中除心血管病變為第一位，由此長久以來對於DM併發症及防治的研究，

均將焦點放在心血管疾病的研究上，然而惡性腫瘤及成染分別為 DM 死目

的第二位及第三位(Skamoto叫 1994) ，顯示可能與 DM 造成的免疫功能低下有密

切關餘，然而至目前為止，有關 DM 的免疫功能方面的研究卻不多，故本

研究將針對 DM 兔疫系統功能之影響進行探討。



玉、糖尿病與免疫

在糖尿病與兔疫方面，將分為二大部分加以討論:

(1)免疫象就在 DM發展上所抄演的角色

過去有關 DM 之免疫學研究大多集中在免疫異常在 DM 病理學上的觀

察，特別是有關 IDDM 方面，目前已知與自體免疫有關。在死亡患者的月夷

島中利用 "superantigens" 1負測即可發現 T-細胞的存在且與 IDDM 的病程發

展有關(Trucco et a!.I 995) ，在 1998 年 Szelachowska 等學者的報告中 'DM 患者 Th2

所分泌的 cytokine (IL-4, IL-1 0)顯著的減少，而 Thl 的 INF-y及 IL-2 分泌則

正常，顯示 Th2 活性低下應與 DM 有關。 CD23 是多功能型的 cytoki肘，

在 B-淋巴細胞的表面具有 CD幻的抗尿，最近的研究報告中指出，利用 flow

cytometry偵測 CD20+(B-淋巴細胞)手口 CD20+CD23+淋巴細胞次族群(subsets)

及利用酵素免疫法測量血清中可溶性 CD23(sCD23+) ，發現在 IDDM 的高

危險群患者周邊血中 sCD23 濃度及 CD20+CD23+淋巴細胞的比率低於正

常人，且周邊血中 sCD23 的濃度明顯高於蜈臟嚴重損壞的 IDDM 患者，

因此推測比現象與 DM 的發展有相關(Kretowski叫.1999). 。雖然有學者提出造成

的DM 患者月夷島。細胞壞死的可能潭、因是受到 NK 細胞毒殺所致(Hosszufalusi 叫-

1993) ，但在 1993 年 Ellerman 等人以 BB/W 大鼠或糖尿病傾向大鼠(diabetes

prone rat)之自發性自體免疫 IDDM 模型下，雖利馬單株抗體(3.2 .3

monoclonal antibady)抑制 NK 活性，但仍發現 DM 之發展，故提出了 NK

細胞活性並非致病原因。

(2)DM 對免疫功能的影響

目前為止雖僅有有限的研究報告提出長期 DM 會對免疫細胞功能造成

抑制作用，如無成染 IDDM 患者的淋巴細胞在植物性血球凝集素

(phytohaemagglutinin ; PHA)刺激下之反應及成熟的 T 淋巴細胞比例均低於



無糖尿病之控制組似的iV， 1978) ，而且由前述流行病學調查報告中所發現 DM

患者因腫瘤或是長染的死亡率偏高，均顯示與 DM 免疫功能異常有關。

1987 年 Negishi 等學者研究報告中指出，第 1 及第 2 型 DM 患者周邊

血液中的自然殺手細胞的毒殺能力均低於正常人。近年來 TSl月J 1ll0 等人(1 996)

的研究報告中也指出，慢性蜈臟炎所導致的糖尿病患者其周邊血液中與自

然殺手細胞(natural killer cell;NK)毒殺活性相似的 CD3+CD56+T 細胞的比

例亦顯著低於正常人 o Hussain 等人(1 987)指出， IDDM 患者 NK 細胞數低

於正常人，但 NK 的毒殺活性在 DM 初期卻高於正常人，但在長期 DM (1 5

年病史)患者的 NK 毒殺活性則與正常人沒有差異。近年來也有學者指出

(Field , 1995) ，由 DM 傾向的大鼠(diabetes-prone rat; bbdp rat)頸部淋巴結及

脾臟所取出的免疫細胞，會有較高的 S叩plen叫1吋lC cy只to叫to侃xicit句y (lysis of尸尸5引ICαr-桐帽閻-闢.闡但

YAC-l cell鷗S吟) ，而且對語詩糖和 glutamine 也有較高的代謝率及較低的分裂

反應eH伽thymidine uptake) 。

DM 患者常有傷口癒合不良的情形，由而使成染更加嚴重，而傷口癒

令不住的情形則可能與免疫功能低下有闕，比如已知巨噬細胞在傷口癒合

的過程中即可提供調節傷口癒令所需的 ILAJL-6，叮叮m位等 cytokines(Diel叩lan et 

al. 1996;Ford叫 1989) 這些 cytokines 可促進纖維母細胞的累積並因而能促進癒合

之傷口的斷裂強度及傷口組織之發展悍的bia-Brandt 啦1.1 991) 。而 DM 可能使傷口

部位與豆噬細胞有關之 cytokines 之產生及相闋的訊息傳遞發生變化而導致

傷口癒合不易 (Doxey et a1. 1998) 。

由於目前為止大部分的研究均將焦點放在自體免疫與 IDDM 病程發展

的相關性上，而在瞭解及改善 DM 之高腫瘤及成柴死亡率之免疫學方面相

闊的研究報告卻不多見，因此引起本研究觀察淋巴細胞及自然殺手細胞活

性的興趣，比二種細胞在宿主免疫功能將於下文中詳細說明。
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四、體內糖化蛋白終是物堆積與疾病發展的關條:

酷類上的路基和的基會和蛋白質的胺基進行非酵素性的反應，也就是"

梅納反應 (Maillard reaction)" 0 DM 患者若長期血糖控制不良而處於高血糖

狀態下亦會造成詩萄糖與血液或組織間甚至細胞內之蛋白質形成 advanced

glycation end products(AGEs) 。在 DM 動物棋型中可証實合成 AGEs 與高血

糖症的程度和時間的長短呈正相閱(SelI叫 1992) 。當 AGEs 堆積發生於血管壁

時將會影響各種組織或器官的營養作用，進而影響到多種生理功能，如腎

功能失調(Brownl試 1985;Mo叫， 1 986;Servetnick, 1996) 。呂前尚不完全清楚胞內或胞外的糖

化作用的機制及其後續對於蛋白質修飾作用的影響，但已主知口梅納反應應、白的台起

始步

然後再經安排形成 Amadωon 產物或 ke也etωoam叫n叫1吋me泊e' 最後則形成不可逆的產物

AGEs 0 (國一)

Makita 等人(1992)當利用 AGE 抗體的兔疫偵測法測得 DM 患者體內

中 AGEs 的含量是一般正常人的 2~3 倍，在血紅素及ß2-microglobulin (戶2m)

亦可測得 AGEs 的形成且 DM 患者的含量更是高於正常人(Makita et a1.1 992凡此i et 

a1.l992;Niwa et a1.l 996) 。組織中 AGEs 的堆積和 DM 的併發症也有密切的關餘，去口:

糖尿病腎臟病、糖尿病白內障及粥狀動脈硬化，其原因為 AGEs 刺激

cytokines 和生長因子(grovvth factor)的釋放 ;AGEs 造成基底朕不正常增厚、

細胞外基質增生、促進血管內皮細胞的增生及改變血管通透性所致仰泳Îta et al 

1992; A耐 et al. 1992) 0 1994 年 Mark 等人，以 pyrraline 和 pentosidi凹的抗體偵測

發現 Alzheimer disease 發展與 AGEs 的堆積成正相關。最近的報告中亦指

出，第 2 型 DM 在血糖控制不良的情況下， IgG 可被 AGE 所修飾而且比

IgG-AGE 與自體免疫疾病之類風濕性關結炎有閱(Newkirk叫 1998) 。
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園一 Advanced glycation end products(AGEs)的形成(取自 Smith et al. 1994) 
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五、糖化持產物對免疫細胞的影響

DM 併發症被提出最普遍的共用原因之一就是長期血糖控制不良所引

起的 AGEs 及其衍生物的堆積(VI闊的叫 1994) ，但有關 AGEs 對於 DM 免疫細

胞功能的影響報告尚不多見。

目前已知在許多細胞上有 AGEs 的接受器，包括淋巴細胞、巨噬細胞

及腦細胞等(lmani叫.1993; Radoffet aL 1990;Vlassara恥L 1985) 。在正常的狀態下，淋巴細胞

及豆噬細胞的 AGEs 接受器可被 AGEs 所誘發;被活化巨噬細胞可對 AGEs

相關的衍生物進行吞噬並將其分解清除(DobrianetaL 1996;Vlassaraetal. 1985) ，並同時促

進 lymphokir峙， interleukin-l (IL-l)及 TNF吼的分泌、(Dobrian et aL 1996; lmani et aL 1993; 

Vlassara et aJ. 1989) 0 1998 年 Weiss 等人研究報告中曾指出， AGEs 經由增加血液

中 IL-6 及的openn 而活化 DM 患者體內單核細胞(monocyte)手口巨噬細胞，

且比活化與 DM 腎病變的發展有關。至於 AGEs 對於淋巴細胞及 NK 細胞

活性的影響尚未見到相關報告。

六、減少糖化終產物的方法

AGEs 既然是造成 DM 併發症普遍發生的原因，囡此若能降低 AGEs

的生成及堆積應有助於減少 DM 併發症的發生率。目前已知體內 AGEs 的

排除主要靠排泄及分解等過程如下所述:

在沒有腎病變的 DM 患者只要有良好的血糖控制便可以減少內生性

AGEs 的生成量，但在有糖尿病腎病變的患者就沒有明顯的效果，自為 AGEs

主要是經由腎臟排除，所以在腎病變的患者，血清中 AGEs 將會增加但尿

液中的含量貝骨則Ij 會減少(恨你Ko吋吋11ns郎叫sl汰k勾cy叭ye叫.1昀99川7η) 。另外，活化的巨噬細胞也可對 AGEs

相關的衍生物進行吞噬並將其分解清除(VI卸的 et aL 1985; Dobrian et aL 1996) 。
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Ami泊nog伊uam泊di扭ne叫(AG)可以有效的抑告制IJ血糖戶所丹造成的蛋白質與蛋白質及

蛋白質與脂質問的交聯作爵其戶所丹造成的傷害(ιL吋 a削n吋dS仙ch削忱lei叫i

阻礙 amadωon‘~l 產物進一步與蛋白質土的α伽-NH2 基圈進行反應產生糖化終產

物(AGEs) ，如 AG 可以阻礙 3-deoxyglucosone(3心G)與蛋白質上的α-NH2 基

圓形成 AGEs(圖二) (Brownlee 創1.I 986) 。

雖然美囡及歐洲的臨床研究中發現， AG 可有效的抑帝制11 由 amadωor吋i 產

物與 3弘伺心DG 進行交聯作用(伽Le出LedI吋吋dI 叫 ScI忱i

能異常，暫時性的血紅素下降或輕微的胃炎。已知 L-arginine 的結構與 AG

非常相似(圈三) ，在 Maillard reaction 進行中 L“argmme 的添加將可經由

guanidinium 基團與糖化中間產物 amadori 的衍生物進行轉位

(rearrangement) ，行成不具活性的 substituted amadori 產物，而減少 3-DG

與 amadori 悶的交互作用並降低 AGEs 的產生(屆四) (Servetnick et aI. 1 996) 0 1996 年

Servetnick 即指出，人體血清白蛋白(HAS ; 1 OOmg/ml)與前藹糖(200mM)的

混合液中若加入 L-arginine (200mM) ，經 2 過 37
0

C 的培養可減少 70%AGEs

的生成，但添加 AG 貝'1 只降低 30% '因此添加 L-arginine 降 AGEs 的生成

效果較 AG 為佳。除此之外， L-arginine 尚具有其他的生理功能，茲分述如

下。
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七、精驗真是及其生理~化功能

除在上文中捉到精胺酸可減少聽類土路基與間基和蛋白質的胺基進行

非酵素性的反應產生 AGEs 外， L-arginine 尚有其他生理功能，茲說明如下:

L-arginine 是一種半必需胺基酸(semi-or condition-amino acid) ，屬於陽

性離子胺基眩，其生理功能為: (1)在成長中的動物及疾病狀態下為必需胺

基眩，參與細胞及組織蛋白的合成(Ro咒 1984) 0 (2)合成膠原蛋白所必需的胺基

酸，有助傷口的癒合(Albí間， 1988) 0 (3)參與尿素循環(urea cycle)並為 creatinine ' 

polyamine 等分子的前驅物。 (4)NO 的前驅物質， L-arginine 可經由

argininelNO p前hway 產生 NO' NO 的生成可促使血管平滑肌舒張，減低

血壓、血流及血小板的凝集(Gíugliano et al. 1997) 0 NOS 的活性與 L-arginine 的攝取

及代謝有閱( do Carmo et aLl 998) 0 (5)在免疫功能方面， L-arginine 可增加胸腺及胸

腺淋巴細胞數目 (Ba叫 et aLl 980) 0 Reynolds 等人(1988)的研究中指出，補充 L

arginine( 1 % )後，有助於 cytotoxic T -lymphocyte development 及 poly IC-

inducible NK 活性，且活化的了淋巴細胞上具有活性的 interleukin-2 receptor 

表現也增加。 (6)在抗腫瘤方面，補充 L-arginine 可促進脾臟細胞對於

Concanavalin A (Con A)所誘發的有絲分裂反應及 interleukin-2 產生 (Reyn呦 et

a1. 1987) ; L-arginine 透過增加豆噬細胞之噬菌作用達到對腫瘤生長及轉移之

抑制作用你chíbana叫.1985) 0 (7)L-arginine 可以刺激蜈臟。細胞分泌月夷島素(Gi略líano

。) 
呵
，
，
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由於 L-arginine 有促進免疫功能及月夷島素的分泌的作用，因此本研究

中在 DM 大鼠的飲水中添加 L-argini間，觀察是否可以改善 DM 所造成的

免疫功能失謂的現象。
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入、淋巴細胞及之功能及其活化

(1) 淋巴細胞:

淋巴系統由淋巴球、上皮、及基質細胞(stromal cells)所組成，可分為

獨立的包囊器官，或5為 j旻性淋巴組織的聚集。淋巴器官含有處在不同的發

育階段的淋巴球，故可分為房、發性(中樞淋巴上皮)器官及繼發性(周邊淋巴

器官)。原發性器官是製造淋巴作用(lymphopoiesis)的場所，包括胸腺及骨

髓，在此淋巴幹細胞(lymphoid stem cell)分化為淋巴細胞進而增殖成熟為具

有功能的作用細胞。繼發性淋巴器官則包括有淋巴結、脾臟及黏朕相關組

織，它們具有淋巴球互相閱、淋巴球與抗原間交互作用所需的環境，並可

將所產生的反應經由豆噬細胞、抗厚、呈現細胞以及成熟的 T 細胞及 B 細胞

擴散出去。其中有些由原發性器官所產生的淋巴球可經由血液循環運輸封

繼發性淋巴器官中。在成人體內平均有 10 12 個淋巴細胞，整個淋巴組織約

占總體重的 2% 0 (玉堂予等，.1996)

(2) 以分裂原(mitogen)活化 T 細胞

淋巴細胞可受到分裂原(細胞增娃誘導物)的刺激而活化，分裂原凝集

素(lectin)是由碳水化合物聯結蛋白質所形成，主要來自各種細品和植物。

17~*O : Concanavalin A (Con A)及 phytohaemagglutinin(PHA) ，即可和特殊

細胞表面的接受器結合，進而刺激活化 T 細胞。

ConA 走由崑麻子所萃取出來，俗稱刀豆素，是一種促進細胞分裂素，

會刺激淋巴複裂，作用機制可能是 ConA 與 T 細胞活化有關之表面分子，

如 T-細胞受器 CD3 結合，在刺激的過程中正常細胞之輔助型 T-細胞(Th)

會釋出淋巴激素，例如: IL-2 、 T-細胞增殖因子及活化劑等，同時細胞表

面本身會表現 IL-2 receptor '此 ligan-receptor 之結合為細胞複製所必須，



可引起基目的轉譯(transc中iption) ，使細胞表面的 transferrin receptor 表現，

進而結合 transfe汀ln 0 在體外實驗，垮養基中通常是以胎牛血清(fetal calf 

serum; FCS)來提供 transferrin '藉此造成基茵的 transcription '使得在細胞

過期(cell cycle)過程中進一步進入 DNA 的合成階段(Lí叫阿1993) 。

淋巴細胞在正常的狀況下是處於休止狀態，循環中淋巴細胞有 90%是

處於休止狀態下"resting cell" ，當 T-細胞被活化後，會產生 lymphokin郎，

女曰: IL-2 '並在 T-細胞的表面表現出 IL-2 接受器(IL-2R) ，當 IL-2 與 IL-2R

結合後將誘發一連串對細胞增鐘及調控免疫活性的蛋白質的表現(Ne你叫“

Cossman, 1983; Heikkila and Shwab, 1987) 0 T 細胞活化會進一步釋放 IL-6 活化 B 細胞並在

肝臟中刺激急性蛋白的製造(玉堂予， 1996) 。

CD3 標記為 T 細胞所特有，而 ConA 會刺激活化具有 CD3 接受器的

細胞，的比在本研究中選擇以 ConA 來作為刺激活化的分裂房、。

九、精胺暖與淋巴細胞

有關精胺酸(arginine)對淋巴細胞的研究中發現，淋巴細胞本身立在不會

合成 argmme ' argmme 主要是來自血液並靠特定運輸系統進入跑內(B帆1992) 。

Arginine 對於淋巴細胞走必需的，因 argmme 對於淋巴的重要性除了合成

蛋白質外，也為合成 polyamines 的受質， argmme 可經由 omithine 轉變為

polyamine' 而 polyamine 的生合成可促進淋巴細胞的複製增殖，因此如

polyamine 的合成受到抑制，表示即可抑制淋巴細胞的複製也將受到抑制

(Tab肘， 1984)。在體外的研究中即發現，在較高濃度的 argmme 下，分裂原(mitogen)

刺激的淋巴細胞複製能力有明顯的提升，並產生較多的 IL-2 及較多的 IL-2R

表現(To悶，et al. 1993) 。至三於在活體內的研究中也發現，獲得 arginine(1% )補充的

動物其淋巴細胞複製能力優於未獲得 argmme 補充者(B的ul， 1986) 。



除動物模式外，人體實驗也發現，給與 argmme 的補充確實可使淋巴

細胞在體外以分裂原刺激下，會有較多的 IL-2 產生及 IL-2R 的表現，並有

較佳的複製能力 (Reynold et a1. 1987) 。

十、當然殺手細胞

自然殺手細胞(Natural killer cell ; NK)是大顆粒性淋巴球(large granular 

lymphocytes)為第三族群細胞(Third population cell ; TPCs) ，源、自於骨髓，

可在血液中及脾臟中發現，但在淋巴結、骨髓、且每腺和將管中的 NK 細胞

活化的則很少。以其分化而論，與 T 細胞最接近，但不表現 T 細胞接受體

(T cell receptor) 0 NK 細胞走人類先天免疫系統中重要的作用細胞，且可調

控後天免疫反應。 NK 細胞能殺死某些腫瘤細胞，病毒成染的細胞，和正

常異種胚緣細胞(normal allogeneic blast cell)並可分泌細胞激素，如 GM-

CSF(Granulocyte,marcophage-colon stimulating factor) , Tumor necrosis 

factor-α(TN巳α)及 Interferon-y (INF-y)等。

NK 細胞在生物學上所扮演的角色仍未確定。許多的證據顯示它們參

與移植的排斥作用、防止腫瘤的轉移及骨髓的移植排斥。 NK 細胞在抗腫

瘤作用上可能是"第一線的防禦" ，在適應性免疫反應生成之前就對腫瘤的

核心發動攻擊。周邊血液中 NK 細胞活性隨著腫瘤的發展漸減，其他方面

的免疫系統也是如此。

NK 細胞進行毒殺作用的機制，對目標細胞的毒性損害可分為三種機

制:一，在鈣離子存在下，當 NK 細胞與標的細胞接觸後，活化的 NK 細

胞內細胞質顆粒會釋放出顆粒素-A(Gran勾rme-A)和穿孔素(perforin) 。

perforin 在有 Ca抖的存在下會進行 en勾rmic polymerization '在目標細胞上



形成 perforin channel 而將目標細胞毒殺。但此毒殺的途徑需細胞曝露在高

濃度的 IL-2 時才會表現出來。二、活化的 NK 細胞也可在與標的細胞接觸

後釋出某些細胞激素，去曰 Lymphotoxin-α，甘'ÌF-α和 INF勻，經由目標細

胞的受器來觸發(trigger) 目標細胞，進而改變調節它的蛋白質合成並造成細

胞毒性傷害。三、NK 細胞可利用其表面蛋白分子，如 Fas 配體(Fas ligand) , 

與具有 Fas 分子標的細胞接觸後直接造成標的細胞進行計劃性細胞死亡

(Programmed cell death )(Roitt et a1. 1996) 。

NK 透過細胞溶解作用而抑制腫，瘤細胞的生長，在體內為抗腫瘤的主

要成員之一，由於 DM 患者因腫瘤死亡的比例偏高(Skamo叫 al. 1994) ，因此引起

探討在 DM 狀況下 NK 毒殺活性是否改變的興趣。本研究將選用 NK 可辨

識的淋巴腫瘤細胞(YAC-l)來進行 NK 毒殺活性測定。在之前學者的報告

中也指出給予口服 argmme 後可以增加 NK 的活性(Puke et a1. 1991) ，同時本研究

也將觀察在飲水中伶予 argmme 補充下是否對正常大鼠及 STZ 誘發糖尿病

大鼠 NK 活性有不同。

十一、動物棋型

目前常應用在研究的DM的動物模型中，可分為二大類: 1)誘發型，

利用化學藥劑(alloxan和streptozotcin; STZ)或病毒等來誘發DM ' alloxan和

STZ兩種藥物皆為不可逆性的蜈臟戶細胞毒性齊'1 (Mordes et a1.l985) ; 2) 白發型，先

天遺傳基因缺陷所致，如BB rats及NODmice等，他們在不同年齡上的DM

發展或症狀上或兔疫及基目的表現上均與人體相似(Ch伽 1998) 。至於在本研究

中所選用的則是以STZ誘發大鼠為實驗模型。有關STZ的作用機制， STZ會

選擇性造成對於姨臟 ß-cell不可逆的損害，其作用方式可能有: (1)造成姨

臟令cell DNA的損害， (2)產生大量自由基(命的 radical) , (3)傷害姨臟 βcell

21 



的細胞朕(國五)。因此注射STZ後，將使得放臟 ß-cell 1l- ì~;l; insulin的功能受

到損害及蜈臟。“cell的死亡。 1996年Saini等人的研究報告中指出，細胞垮

養下，高劑量STZ (30mM)會造成βcell以necrOSlS的方式死亡，但在低劑量

(15mM)時，細胞死亡則以apoptotic方式進行。此外，當以單一高劑量誘發

動物DM時，由於此致病機制不涉及自體免疫反應(S叫“ a1.l 996) ，因此STZ誘

發DM的動物模型所引起的相關併發症庭、直接與長期血糖偏高或月夷島素缺

乏有關。
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參、實驗設計

已知長期糖尿病患相較於正常人會有兔疫功能失調(仰忍羽削i拉i郤叫hi仿叭V刊巴叫 1叩97瑚8幻)及體內

糖化蛋白終產物(Ad伽va叩nc臼ed gly戶ca叫tio∞n end prodωuc仗t組S叮;AGEs吋)堆積增力加E口叮1(仰M在a出呦U凶t怯a

al.l叩9如則9但幼2) ，而才有胺竣(arginine)具有提升免疫功能(Barul 圳1.1980)並降低 AGEs 的生成

(Brownl叫t a1.l 986) 。本研究將分為二大部分: (1)活體實驗中，將先探討 STZ 誘

發糖尿病大鼠下對免疫功能的影響，而補充 argmme 是否可正常化 STZ 所

造成之兔疫功能的改變。 (2)體外實驗中，其11 以 bovine Serum Albumin(BSA) 

與詩萄糖混合溶液中添加或不添加 argmme 及 glycine 的情況下培養所產生

的糖化產物，探討此糖化產物對於脾臟淋巴細胞複製及脾臟自然殺手細胞

的毒殺作用的影響。
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一、實驗材料

(1)化學試藥:

肆、實驗材料與方法

Glycine(99.9%) :購自美國 Sigma 公司

D(+)-Glucose :購自美國 Sigma 公司

PotassÍum Hydroxide(85%) :購白日本昭和公司

Magnesium Chloride(98%) :購白日本昭和公司

Sodium Carbonate(99.5%) :購自日本紹和公司

Potassium Dihydrogenphosphate(99%) :購自日本昭和公司

Sodium Phosphate Dibasic Hepthydrate(lOO.2) :購白日本招手口公司

Potassium Phosphate Dibasic (99.5%) :購自美囡 TEDIA 公司

Sodium Chloride (99.9%) :購自美閻 TEDIA 公司

Potassium Chloride (70%) :購自美國 Fisher 公司

Hydrochloric aci社 (35-370/0) :購白日本和光公司

Sodium bicarbonate :購自日本和光公司

Folin ciocalteu's phenol reagent 購自美國 Pharmacia Biotech 公司

Alcohol (95%) :購自臺灣省菸酒公賣局

Bovine Serum Albumin 購自美國 Sigma 公司

Concanavalin A (1 5%) :購自美國 Sigma 公司

Trypan Blue Solution (0.4%) :購自美麗 Sigma 公司

Fetal Bovine Serum (FBS) :購自美國 Gibco Laboratory 

DNase 1 :購自美國 Pharmacia Biotech 公司

NBT(Nitro Blue Tetrazolium) :購自英函 Melford Laboratories Ltd. 

STZ(streptozotocin) :購自美商 Sigma 公司
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Arginine :購自美國 Sigma 公司

Methanol: 購色素明化學工業股份有限公司

Antibiotic(Penicilin: 10000 units/m卜 Streptomycin: 10mg/ml) : 購自美國 Sigma

公司

[6-3H] Thymidine(lmCi/ml) :購自英囡 Amersham 公司

PRMI 1640 購自購自美麗 Gibco Laboratory 

生理食鹽水注射液:購自信東化學工業股份有限公司

尿糖檢測試紙:購自 Bayer

26 



(2)儀器設備:

1.無首 J桑作台 (Laminar f1ow) : NUAIR Biological Safety Cabinets 

2. 二氧化碳恆溫培養箱: REVCO 

3. 冷凍離心機 (Freeze centrifuge) : Hitachi CR2 1 

4. 光學顯微鏡 (Microscope) : Nikon YH-2 

5. 分光光度計 (UV-VIS Spectrophotometer) : Hitachi U刁000

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

7. Semiautomatic Cell Harvester 12Ch : Skatron 

8. 閃煉偵測器 (Liquid Scitillation Analyzer) : Packard 2100TR 

9. 代詩時已: Tecniplast 

(3)實驗動物:

活體實驗方面，由國家科學委員會動物中心提供品10 適齡雄性 Wistar

大白鼠。動物飼養條件為自動光照控制(12 小時白晝、 12 小時黑夜)、室內

溫度控制於 25
0

C 、相對濕度 55% 、動物自由進食及飲水。

體外實驗方面，則以國家科學委員會動物中心提供的品10 適齡雄性

Sprague咀Dawely 大白鼠為對象。
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二、實驗方法

(1) 活體實駿:

(a)糖尿病動物棋型之建立

根據 Junod 等人(1969)建立糖尿病動物模型的方法加以修改，

streptozotocin(1 00mg/ml)溶於生理食鹽水中，由大白鼠尾部靜脈注射入大

白鼠體內，注射後第三天將大白鼠放置代謝籠中並收集尿液、量測食量、

飲水及秤量體重，並以尿糖檢測試紙測試尿糖反應，判定是否成功誘發糖

尿病，隨後將成功誘發之老鼠分為給予一般飲水組、 2% arginine 組及 2%

glycine 組。至於控制組則以生理食鹽水替代 STZ 注射，同時也將大鼠分

為一般飲水組、 2% arginine 組及 2% glycine 組。

每遇將老鼠分別置於代謝籠中觀察並收集尿液，離心後取上清液至微

量離心管中存於“20
0

C下，為後再進行分析。大鼠將在注射後第 8 週及 16

退犧牲。

主:以下以 STZ 誘發糖尿病大鼠簡稱 STZ 大鼠

(b)血清及血漿製備

大白鼠以 CO2 窒息犧牲後剪閱腹部，由門靜脈抽取血液，將取得的血

液一部份加入抗凝血劑以製備血漿;另一部份則不添加抗凝血齊IJ 以製備血

清。血液以 4
0

C 、 2500中m 、 10 分鐘離心，將血球分離取其上清液。不加

抗凝血劑取得者者為血清;加抗凝血齊IJ取得者為血漿。血漿存於-20
0

C 下，

再進行分析。血清用於淋巴細胞垮養。
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(c)PBS(phosphate-buffer saline)製備

PBS 的組成成份:

主式藥

NaCI 

KCI 

Na2HP04 

KH2P04 

CaCI 

MgC12 

終濃度(g危)

8 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

將上列的化學物質於室溫下溶於二次水中，以 KOH 溶液調整 pH 至

7.2~7.4後經由 Whatman No1 濾、紙過濾、五血清瓶中，再經殺菌金(121
0

C 、1. 5

大氣壓)中滅菌後放入 4
0

C冰箱中儲存。

(d)淋巴球之製備

以 CO2將大白鼠窒息犧牲後取出其頸部淋巴結，將附著在淋巴結表面

的脂肪去除後隨即放入裝有 PBS 的離心管中，在無菌操作台中將淋巴結取

出荳於金屬鐵網上立在將淋巴結磨碎同時以 PBS 沖洗豆離心管，隨後將取得

的細胞溶液以濾、紙過濾、去除未剃除乾淨的脂肪及結締組織至 15 ml 離心管

中，以 18
0

C 、 400xg 離心 10 分鐘。將離心下來的細胞以 RPMI1640 懸浮，

將細胞懸浮液滴入裝有淋巴球分離液( Folin ciocalteu's phenol reagent 密度

1.077 )的離心管中(細胞懸浮液:淋巴球分離液=1 : 2) ，於 18
0

C下以 400xg

離心的分鐘。由於比重的不同在淋巴球分離液與 RPMI1640 中會有明顯

的淋巴細胞聚集的區域，以玻王禹滴管將細胞取出放入另一新的離心管中並

加入 RPMI1640 沖洗細胞，均勻混合後以 18
0

C 、 400xg 、 10 分鍾的條件

離心。最後將細胞懸浮在 RPMI1640 中。將上述的細胞懸浮液取出一部份
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經過適當的稀釋倍數後，與 trypan blue 1: 1 (v/v)加以柴色來計算細胞數目及

細胞存活率，在研究中細胞的存活率平均在 95%以上，並調整細胞密度至

實驗進行自守所需的濃度。

(e)淋巴細胞竣製率之湖蠶

當細胞複製時會將 thymidine 併入細胞的 DNA 中，因此利用以有放射

性 3H 標定的 thymidine 作為淋巴細胞複裂的指標。依據Knight (1987)加以

修改之方法行之，每個 well 加入 20Jl l(1 0μCi/ml)[ 3間-thymidine '比劑量可

以提供足夠的 thymidine 以供細胞複製時所需，但此劑量的放射性對細胞

不會造成傷害。

將大白鼠以 CO2 窒息犧牲，取大白鼠的頸部淋巴結製備淋巴細胞，淋

巴細胞以每毫升 5xl05 個細胞玲養在 96 well 中，玲養液中含有 RPMI1640 、

10% 自體血清、 1 % antibiotic 及不同濃度 ConA(O， 1 ,2.5 ,7.5 , 1 0，衍，50μg/ml) 。

48 小時後加入[3H]-thymidi肘，再培養 18 小時後，加入甲醇沖洗後利用

Semiautomatic Cell Harvester 將淋巴細胞收察到玻璃纖維濾紙上，將港、紙放

入閃煉計數瓶中加入 2ml 閃煉計數液後以閃爍偵測器測 1 分鐘，放射量以

cpm 表示。以放射童讀值 cpm 作為淋巴細胞複製率的評估。

仰自然毒殺細胞之製備

將大白鼠以 CO2 窒息犧牲取其脾臟，在含有 PBS 的玲養且中以鴿子將

脾臟撕碎並以濾、紙過濾、至離心管中， j慮、去脂肪及結締組織，以 180C 、 400xg

離心 10 分鐘。將離心下來的細胞以 RPMI1640 懸浮，將細胞懸浮液滴加

入裝有淋巴球分離液(Folin ciocalteu's phenol reagent 密度 1.077 )的離心管

中(細胞懸浮液:淋巴球分離液=1 : 2)' 18
0

C 、 400xg 。由於比重的不同
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所致在淋巴球分離液與 RPMI1640 中會有明顯的細胞聚集的旦成，以玻王品

;商管將細胞取出放入另一離心管中並加入 RPMI1640 沖洗細胞，均勻混合

後以 18
0

C 、 400 xg 、 10 分鐘的條件離心。最後以含有 10% FBS 、 1 % antibiotic 

的 RPMI1640 玲養液將細胞懸浮並加至玲養血(collagen coated) 中，放入 37

OC培養箱中玲養，因黏著性細胞會黏著在培養血上以此方式去除黏著性細

胞。培美 45 分鐘後由主告養且中將細胞母養液取出，以 18
0

C 、 400 x皂、 10 分

鐘的條件離心，除去上清液，加入 lml 的無語水均勻混合的秒以漲破紅

血球，隨即加入等體積 2 倍濃度的 PBS 使細胞懸浮液回復成正常 PBS 濃

度，再加入大量的 PBS 將細胞完全懸浮起來，以 18
U

C 、的Oxg 、 10 分鍾

的條件離心，除去上清液並將細胞懸浮在 RPMI1640 中，以相同條件離心，

除去上清液並將細胞懸浮在含 I%BSA 的 RPMI1640(分析玲養液)中。將

細胞懸浮液取出一部份經過適當的稀釋倍數後，與 trypan blue 1: 1 (v/v)加以

染色來計算細胞數目及細胞存活率，在研究中細胞的存活率平均在 95%以

上，並調整細胞密度至實驗進行時所需的濃度。

(g)祿的細胞 YAC-1(murine lymphoma, TIB 160)預培養

當細胞在進行複製時會將 thymidine 併入細胞 DNA 中，依據Knight

(1987)加以修改之方法行。 [3H]-thymidine (5抖。Iml)比劑量可以提供足夠的

thymidine 以供細胞複製日守所需，但此劑量的放射性對細胞不會造成傷害。

在進行自然毒殺作用前 48 小時將 YAC-l 由f1ask 取出，以 18
0

C 、 400

xg 、 5 分鐘離心，去除上清液，加入 lml 細胞玲養液(含 10%FBS 及 1%

antibiotic 的 RPMI1640)將細胞懸浮起來，取出 10/l l 的細胞懸浮液經 PBS

適當稀釋後再取 20μ 與 trypan blue 1:I(v/v)加以染色來計算細胞數目。最

後將細胞密度以培養液稀釋至每 ml 含 5xl05 個細胞，加入培養且中置於 37

℃堵養箱中培養，24 小時後加入據有放射性3H標定的 thymidine (5μCi/ml) , 



繼續放入培養箱中垮養。再經 24 小時的培養後將細胞由堵揍血中取至 15ml

離心管中，以上述的方法離心並計算細胞數。 YAC-l 以含 I%BSA 的 RPMI

1640(分析垮養液)稀釋至 4xl05 倡細胞Iml 進行實驗。

(h) 自然毒殺細胞(Natural killer cell;NK)毒殺作用之別定

根據 Whiteside 等人(1990)的實驗方法加以修改，將脾臟非黏著性單

核細胞以分析玲養液(含 I%BSA 的 RPMI1640)調整五每毫升 4xl07 個細

胞，取 100μi加至 96 well 平底培養盤中， YAC-l 與NK細胞的比率為 100:1 、

50:1 、 25:1 、 12.5汀，立在以僅有 YAC-l 細胞及 YAC-l 加 3MHCl 二組分別

代表 YAC-l 自然死亡的放射量及 YAC-l 的總釋放射羹。 NK 細胞與 YAC

i 加入 96 well 平底培養盤中混合，立在以 300rpm 、 3 分鐘的條件離心後放入

37
0

C 的培養箱中進行反應 4 小時。反應完畢後以 500rpm 、 5 分鐘的條件離

心，取上層玲養液 100μ1 至閃;練計數瓶中，加入 2ml 的閃爍計數液均勻混

合，利用閃煉偵測器偵測 1 分鐘，放射量以 cpm 表示。

嘉殺百分比計算:

a : NK cell 與 YAC-l 混合堵養所測得的放射量

b : YAC-l 自然死亡的放射量

c : YAC-l 與 3MHCl 表 YAC仕的總放射量

毒殺%=[(a-b) I (c-b)]xl00% 
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(2)體外實驗:

(a)糖化蛋白之測量

根據 Chu玲等人(1988)的實驗方法加以修改，在不同濃度的 NBT(Nitro

Blue Tetrazolium, o.衍， 0.5 及 0.75mM)下， BSA(50mg/ml)與 glucose( 600mg/ dl) 

經 7 天的母養，發現當 NBT 濃度為 0.5mM 時可以得到較佳的反應條件，

因此在後績的實驗中 NBT 均採用 0.5mM 的濃度進行。

1) carbonate buffer :含 75mM sodium carbonate 及 25mM sodium bicarbonate 

pH10.35 。

2)NBT(Nitro Blue Tetrazolium) solution : 0.5mM NBT(溶於 carbonate

buffer 中)。

3)取糖化蛋白培養液樣品 10卅五比色槽中加入 90μ1 carbonate buffer 及 1ml

0.5mM NBT 溶液，均勻混合後放置於 37
0

C 的培養箱中進行反應。

4) 10 分鐘後，以分光光度儀測得波長 530nm 的吸光值為 A1 '再放回堵養

箱中進行反應， 20 分鐘後再以相同波長測得第二次吸光值為 A2 。

5)計算 ßA=(A2-A1)110

ßA 來表示蛋白糖化的程度。

(b)糖化蛋白之製備

1)培養時間

根據 Shamsi 等人(1998)的實驗方法加以修改，先後將 BSA(50mg/ml)

與 glucose(1000mM) 溶於 PBS 中，再以 0.22μm 濾朕無茵通濾、五培養血中

以透氣膠帶密封後置於 37
0

C 的無菌玲養箱中垮揍，分別在第 0 、 14 及 21

天時將堵養液收集，置於-20
0

C冰箱中儲存。待回後以 NBT 來分析樣品中



糖化蛋白的含量。

2)不同濃度 argmme 和 glycine 培養下對糖化蛋白生成之影響

午d些\BSA(mg/ml) Glucose(mM) Arginine(mM) Glycine(mM) 

Control 50 1000 。 O 
Arginine( 高) 50 1000 500 。
Arginine( 中) 50 1000 100 。
Arginine(低) 50 1000 50 。
Glycine( 高) 50 1000 。 500 

Glycine( 中) 50 1000 。 100 

Glycine( 1氏) 50 1000 O 50 

將上列的接劑溶於 PBS 中，再以 0.22μm ì)在朕無茵通港、至 dish 中以透

氣膠帶密封後置於 3rc 的無菌母養箱中培養。培養至 14 天後收集培養液

並置於-20
0

C 。

的糖化蛋白對自然毒殺細胞毒殺作用的影響

由老鼠的脾臟中將自然毒殺細胞分離出來，將自然毒殺細胞以分析

垮養液含(1% BSA 的 RPMI 1640)調整至每毫升 4xl07個細胞，取 100μi 加

互之 96 well 平底垮養盤中 'NK 細胞與 YAC-l 的比率為 12.5:1 ， 25:1 ， 50:1 及

100:1 進行實驗，再別加入 20μ1 先前收集的不同濃度 argmme 、 glycine 和

glucose 與 BSA 反應下的培養液至 96 well 中。同時也以僅有力。入 YAC-l

細胞及 YAC“ 1 加 3MHCl 二組分別代表 YAC-l 自然死亡的放射童及 YAC

l 的總釋放射量。 NK 細胞與 YAC“ 1 加至'1 96 well 平底玲養盤，以 300rpm 、

3 分鐘的條件離心，放入 37
0

C 的培養箱中反應 4 小時。反應完畢後以

50。中m 、 5 分鍾的條件離心，取上層垮養液 100μi 至閃煉計數瓶中，加入

2ml 的閃爍計數液均勻混合，利用閃爍偵測器偵測 1 分鐘，放射量以 cpm

表示。
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毒殺百分比計算:

a : NK cell 與 YAC-l 混合母養所測得的放射量

b : YAC-l 自然死亡的放射量

c : YAC-l 與 3MHCl 表 YAC-l 的總放射量

毒殺%=[(a-b) / (c-b)]xl00% 

(往)轉化蛋白對脾臟琳巴細胞稜製的影響

將大白鼠以 CO2 窒息犧牲，取大白鼠的脾臟製備淋巴細胞，方法如前

所述。淋巴細胞以每毫升 5xl05 個細胞堵養在 96 well 中(含有 RP~位 1640 、

10% FBS 、 1 % antibiotic 及不同濃度 ConA 紗， 1 ，2.5 ，5 ， 25μg/ml)) ，再另11 力。

入以不同濃度 argmme 、 glycine 和 glucose 與 BSA 的培養液 20卅五 96 well 

中。 48 小時後加入CH]-thymidine 再繼續堵養 18 小時，加入甲醇沖洗後利

用 Semiautomatic Cell Harvester 將淋巴細胞收集到玻璃纖維濾紙上，將濾、

紙放入閃爍計數瓶中加入 2ml 閃爍計數液後以閃爍偵測器測 l 分鐘，放射

量以 cpm 表示。以放射量讓值 cpm 作為淋巴細胞複製率的評估。

(3)統計分析:

各組分析所得數據以平均值加減一個正負標準差(mean士SD)表示，統

計則以 one-way analysis variance(ANOVA)(SPSS)進行分析，並以 Duncan's

test 進行平均值間顯著差異分析(p<0.05) 。
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但、結果

一、活體實驗

(1)以 Streptozotocin(STZ)誘發放島索依賴型糖尿病(IDDM)大白鼠之

動物棋型之建立

雄性 Wistar rat (250:t30g) 經由靜脈注射 Streptozotocin

(STZ)(1 00mg/kg body weight)誘發月夷島素依賴型糖尿病(IDDM) ，控制

組則注射相同劑量之載體(生理食鹽水)。已有學者指出，經由靜脈注

射 STZ 後的第三天可以測得高血糖及高尿糖反應(必叫unod 叫 1969) 本實驗

的確也，是在第三天所測得高尿糖 (data not show) 。在體重方面， STZ 

注射後 8 過及 16 通體重明顯低於控制組(p<O.05) (圖 1-A) ;注射 STZ8

週及 16 遇後血糖及尿糖也都顯著高於控制組(p<O.05) (圈 1-B ;閻卜

C) 。

本研究後續探討 argmme 效應時也因此均以此動物模型進行，實

驗期中分別給予一般飲水及在飲水中捕充 2%glycine 或 2% arginine 。

(2) Arginine 對正曹大白鼠及 STZ 誘發放島索依賴型糖尿病大白鼠淋

巴系統的影響

文獻曾指出在糖尿病狀態下會有免疫功能低下的情形，因此忠者

的成染率也高於一般正常人;由於 argmme 可以提昇免疫功能，去曰:

增加絢腺及胸腺淋巴細胞數目 (B削i叫.1980) 、 cytotoxic T句mphocyte

development 、活化的 T 淋巴細胞上具有活性的 interleukin-2 receptor 

表現增加、促進淋巴細胞的活化(R馴olds et a1.l 988) 。由此在本實驗中，於 STZ
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大鼠及正常大鼠的飲水中補充 2% arginine 並以補充 2% glycine 為對照

組，觀察在 8 週及 16 週淋巴系統所受到的影響。

(的淋巴結靈童及琳巴細胞數

8 過處理後淋巴結重量及淋巴細胞數目如表一所示。正常大鼠的

淋巴結重在各處理系且間沒有顯著的差異; STZ 大鼠在各處理組問也沒

有顯著的差異，但 STZ 大鼠未處理或以 glycine 處理，其淋巴結均小

於正常大鼠(p<O.05) ，而 STZ 大鼠給予 argmme 補充組則與正常大鼠

間沒有顯著差異;但在淋巴細胞數方面， argmme 作用則僅發現在正

常大鼠， argmme 補充組淋巴細胞數目明顯著高於一般飲水組及 glycine

組，至於 argmme 在 STZ 大鼠各處理組問貝11 沒有差異，且 STZ 大鼠各

組及正常大鼠各組間沒有顯著差異，但 STZ 大鼠各處理組均有較低於

正常大的趨勢。淋巴結重與體重比，在各處理問均沒有顯著差異。在

單位淋巴結重之淋巴細胞數方面，正常大鼠各處理組問沒有顯著的差

異，但 argmme 補充有較高的趨勢; STZ 大鼠在各處理組問也沒有顯

著的差異。

由以上的結果可知，正常大鼠經過 8 週 2% arginine 的補充，有提

升淋巴細胞數及單位重淋巴結組織中淋巴細胞數目的效應;但在 STZ

大鼠中，雖然補充 2% arginine 也有增加淋巴結葷的趨勢，但並不影響

在淋巴細胞數目。

至於 16 適處理後，淋巴結重量及淋巴細胞數目如表二所示。在

淋巴結重方面，正常大鼠補充 argmme 有增進淋結重的趨勢，時補充

glycine 則有降低的趨勢，立 argmme 與 glycine 二組間有顯著差異

(p<O.05) ; STZ 處建均導致大鼠淋巴結重低於正常大鼠，但各處理組

闊並沒有顯著差異。淋巴細胞數方面，正常大鼠中， argmme 雖有降
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低細胞數目但與一般飲水組並沒有顯著差異，至於 glycine 則顯著降

低正常大鼠之淋巴細胞數(p<0.05) ; STZ 大鼠淋巴細胞數顯著低於正

常大鼠，此外，若以 argmme 或 glyçine 處理，其淋巴細胞數也有降低

的趨勢，其中以 glycine 之影響較大。淋巴結重與體重比，正常大鼠

給予一般飲水或給予 argmme 二組問沒有顯著差異，但 argmme 補充

組則顯著高於 glycine 處理組。 STZ 大鼠之淋巴結重與體重比與正常

大鼠沒有顯著的差異且不論給予 argmme 或 glycir峙的補充均不影響此

結果。單位淋巴結重之淋巴細胞數方面， argmme 及 glycine 補充均有

降低的趨勢，且其中 glycine 之作用有統計上的意義， STZ 大鼠與正

常大鼠相比有較低的趨勢。

由以上的結果可知，正常大鼠補充 2% arginine 有增加淋巴結重的

趨勢，但此結果可能與體重之增加有闕，但在單位淋巴結重之淋巴細

胞數反而是降低;但在 STZ 大鼠中， argmme 似乎不能改變進淋巴、結

重、淋巴細胞數、淋巴結重與體重的比值及單位淋巴結重之淋巴細胞

數，反而 glycine 的補充可能會有更不利的影響。餵食 16 週的結果與

8 遁的結果相較下，顯見長期餵食 argmme 會有不利的影響。

(b)淋巴細胞稜製

正常大鼠在飲水中分別給予 2% glycine 或 2% arginine 8 週後，在

不同濃度的 ConA 剝激下淋巴細胞複製能力均有明顯高於給予一般飲

水組(p<0.05) ，且在 5 Jlg/ml Con A 刺激下， 2% arginine 補充組淋巴細

胞複裂能力明顯高於 2% glycine 組(p<0.05) (圖 2-1) 0 STZ 大鼠淋巴細

胞複製能力方面， STZ 大鼠給予一般飲水組在 ConA 濃度為 7.5 、 10

及 25μg!ml 的刺激下，明顯低於正常大鼠給予一般飲水組(p<0.05)(扇

2-2) 。在 ConA 濃度為 5 、 7.5 、 10 及 25μg!ml 的刺激作用下， STZ 
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大鼠在飲水中給予 20/0 arginine 的補充，其淋巴細胞的複製顯著高於以

STZ 大鼠給予一般飲水及 2% glycine 補充二組(p<O.05)(圖 2-2) 。

正常大鼠在候食 16 週後，給予一般飲水組的淋巴細胞複製能力

反而明顯高於 argmme 及 glycine 捕充組(p<O.05) (圈子1)。但在 STZ

大鼠中，一般飲水組在 1~5μglml Con A 的刺激下，淋巴複製率均明顯

低於正常大鼠給予一般飲水組(p<O.05)(圖 3-2) ;至於飲水中補充

argmme 或 glycine '在 ConA 濃度為 1 ，2.5 及 5μg/ml 的刺激下，淋巴

複裂均高於給予一般飲水組(p<O.05)(圈子2) ，且與正常大鼠給予一般

飲水沒有明顯的差異。

比較 8 遇與 16 適的實驗結果，顯示在正掌大鼠中，補充 2% arginine 

8 迫其淋巴複製有明顯的提升，但在補充 2% arginine 16 過後其淋巴複

製卻明顯的降低;給予一般飲水的情況下， STZ 大鼠的淋巴複製在 8

遇有顯著低於正掌大鼠。另外，在 STZ 大鼠的飲水中補充 2% arginine 

則可改善其淋巴複製力。

(3) Arginine 或 glycine 對正常大白鼠反 STZ 誘發月夷島索依賴型糖尿病

大白鼠脾臟非黏著性單核細胞的影響

在免疫~統中只有自然殺手細胞可快速的嘉殺不正常的細胞，如

腫瘤細胞，因此自然殺手細胞的毒殺作用可能是一個重要的抗腫瘤的

機幸骷制Ù(仰w叫圳;1伽i

a訓1.1叩9螂喇8肥絢8的) ，也對腫瘤生長及轉移有抑制作用 (T.叫iba枷n咱1祕肘叫a“et a訓1.1吵9兇鄉蚓8的昀5仿)。因此本實驗中，

也觀察在 STZ 大鼠及正常大鼠的飲水中禍充 2% arginine 或 2% glycine 

8 週及 16 過後，對脾臟非黏著性單核細胞及其毒殺作舟的影響。
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(a)脾臟暈暈、脾臟非黏著性單核細胞數

經 8 週處理脾臟重量、脾臟非黏著性單核細胞數之結果示於表三。

正掌大鼠的脾臟重在各處理組間沒有顯著的差異; STZ 大鼠在各處理

組間也沒有顯著的差異，但正常大鼠脾臟受於 STZ 大鼠各處理組

(p<O.05) ，而且 STZ 大鼠若給予 argmme 補充後脾臟重與正常大鼠尚

沒有顯著差異;在脾臟非黏著性單核細胞數方面，正常大鼠不論給予

argmme 或 glycine 禍充均可使脾臟非黏著性單核細胞數高於一般飲水

組(p<O.05) ; STZ 大鼠給予一般飲水組其脾臟非黏著性單核細胞數顯

著高於正常大鼠，但當 argmme 或 glycine 補充後，細胞數目反而較一

般飲水組低(p<O.05) ，且與正常大鼠的一般飲水紐相似。在脾臟與體

重比，各組間沒有顯著的差異。單位脾臟重之非黏著性單核細胞數，

正常大鼠不論給予 argmme 或 glycine 補充，比比值均高於給予一般飲

水(p<O.05) ; STZ 大鼠的一般飲水組其單位將臟重之非黏著性單核細

胞數顯著高於正常大鼠，但在給予補充 argmme 或 glycine .:.二組比比值

顯著降低且比值與正常大鼠相似。

經 16 過處主里脾臟重量、脾臟非黏著性單核細胞數之結果示於表

三在脾臟重方面，正常大鼠或 STZ 大鼠各處理組問沒有顯著差異，在

正常大鼠各組均高於 STZ 大鼠(p<O.05) 。脾臟非黏著性草核細胞數，

正常大鼠給予 argmme 補充顯著低於給予 glycine 組(p<O.05) ，且與一

般飲水組相比， argmme 捕充組有降低的趨勢但無顯著差異; STZ 大

鼠各處理經間沒有顯著差異;且與正常大鼠相比， STZ 大鼠有降低的

趨勢。在脾臟愛與體重百分比，各處理系且問沒有顯著差異。單位脾臟

重之非黏著性單核細胞數，正常大鼠不論給予 argmme 或 glycine 捕充

均各與給予一般飲水組時沒有顯著差異; STZ 大鼠各處理組問亦沒有

顯著差異;給予一般飲水時，正常大鼠與 STZ 大鼠問沒有顯著差異。



由以上的結果可知，在 8 適及時適的飼養， STZ 誘發糖尿病大

鼠的脾臟重均顯著低於正常大鼠，在脾臟非黏著性單核細胞及單位脾

臟童中非黏著性單核細胞數方面，在 8 週正常大鼠一般飲水組的細胞

數均低於 STZ 大鼠，但在 16 適時卻沒有顯著差異。在正常大鼠及 STZ

大鼠的飲水中補充 2% arginine 8 通後，均使細胞數顯著高於一般飲水

組，但在 16 適的餵食後，此效應消失不見。至於在細胞數、脾臟童

及單位組織中細胞數方面， argmme 補充後也有相似的結果。

(b)脾臟自然殺手細胞毒殺作用

處理 8 週後，當正常大鼠給予 2% arginine 補充持其脾臟自然殺手

細胞的毒殺能力在自然殺手細胞與目標細胞比為 100:1 時顯著高於一

般飲水紐(p<0.05) (圖 4-1); STZ 大鼠與正常大鼠給予一般飲水組悶

在統計土沒有顯著的差異(國 4-2) ，若在 STZ 大鼠飲水中給予 2%

argmme 補充，其自然殺手細胞的毒殺能力在自然殺手細胞與目標細

胞比為 100:1 時也顯著高於一般飲水組及 2% glycine 組(p<0.05) ，且高

於正常大鼠給予一般飲水(p<0.05)(聞 4-2) 0 STZ 大鼠飲水中補充 2%

glycine '其自然殺手細胞的宰殺能力明顯低於一般飲水組及正常大鼠

。<0.05)(圈 4-2) 。

相似的結果也可在處理 16 週後的分析中得到，正常大鼠若給予 2%

argmme 補充，將臟自然殺手細胞的毒殺能力在自然殺手細胞與目標

細胞比為 100:1 顯著高於給予一般飲水組(p<0.05) (圈弘1) 。正常大鼠

與 STZ 大鼠如給予一般飲水，其脾臟自然殺手細胞的毒殺作用並沒有

差異; STZ 大鼠飲水中補充 2% arginine 組其自然殺手細胞的毒殺能力

也顯著高於一般飲水組及 2% glycine 組，且高於給予一般飲水的正常

大鼠(p<0.05)(圈子2) 。
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在正常大鼠或 STZ 大鼠的飲水中添加 2% arginine 假食 8 適及 16

適，自然殺手細胞的毒殺能力均顯著高於給予一般飲水組;但正常大

鼠或 STZ 大鼠給予一般飲水問沒有顯著差異。
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二、體外實驗

(1) 糖化終產物之培養

將 BSA(50mg/ml)與 glucose(1 OOOmM)混合溶於無菌之 PBS 中，

以 0.22μm 的無茵通;虎、膜過濾，置於 37
0

C 5%C02 垮養箱中培養 O 、 14

及 21 夭。以 NBT 的方法測量均養液中糖化終產物生成的量。在培養

14 天後，在玲養液中 AGEs 的生成量顯著高於未培養過培養液中 AGEs

的量，且 AGEs 的生成量隨時間的增加而增加(自 6) 。這與過去學者

Shamsi 等人(1 998)利用免疫法測得在垮養第 14 天 AGEs 的生成明顯高

於未垮養者之結果一致，因此往後的實驗進行的糖化終產物(AGEs)均

是培養 14 天所得。

(2) 添加 argmme 或 glycine 對糖化將產物生成的影響

控制組為 BSA(50mg/ml)與 glucose(1 OOOmM) ，實驗組中分別再添

加不同濃度的 arginine(500mM 、 100mM 及 10mM)或相同濃度之 glycine

作為對照組。在培養 14 天後以 NBT 測量，在各組問並沒有差異(data not 

show) 。

(3) 糖化垮養產物對於脾臟T 琳巳細胞棧製之影響

犧牲老鼠取其脾臟製備細胞，在 96 well 玲養盤中每 well 分別添

加 10%不同的糖化垮養物，此部份分為在糖化培養物培養中分別添加

高濃度及低濃度的 argmme 或 glycine 0 觀察在糖化垮養物玲養中添加

argmme 的垮養產物對於脾臟淋巴複製的影響。
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(a)高濃度: (自弘1)

BSA 與 glucose 共同培養特添加高濃度 arginine (500mM、 100mM 、

50mM)或不加;添加相同濃度 glycine 為對照組。並在培養細胞時以

不同濃度的 Con A (0 、 1 、 2.5 、 5 、 7.5 、 10 、 25 及 50μg/ml)刺激。在

不同濃度的 ConA 刺激下，未添加糖化玲養產物(10%) ，脾臟淋巴複

製均顯著高於其他各組(p<0.05) ，顯示添加糖化產物時明顯抑制脾臟

淋巴複製;而在培養糖化產物時，不論有無添加 argmme 或 glycine ' 

均無法改善比現象。

(b)低濃度: (圈 7-2)

主吾養 BSA 加 glucose 8寄添加低濃度 arginine(5mM 、 1mM 及

0.5mM) ; glycine 以添加相同濃度為對照組，分別添加 100/0糖化垮養

產物至 96 well 中，立在在垮養細胞時以不同濃度的 Con A (0 、 1 、 2.5 、

5 、 7.5 及 25μg/ml)刺激。並在培養細胞時以不同濃度的 ConA 濃度

刺激作用下，未添加糖化培養產物，脾臟淋巴複製均顯著高於其他各

組(p<0.05) 。不同濃度的 argmme 玲養糖化產物的添加，在 ConA 濃

度 2.5 或句glml 刺激作用時，主告養糖化產物時添加 argmme 濃度為

1mM' 脾臟淋巴細胞複製力顯著高於添加濃度為 5mM 及 0.1mM' 而

添加 arglme 濃度為 5mM及 0.1mM 二組問沒有顯著差異(p<0.05) 。不

同濃度的 glycine 培養糖化產物的添加，在 ConA(1 、 5 及 25μ1Iml)的

刺激作用時，培養糖化終產物時添加 glycine 濃度為 5mM' 脾臟淋巴

細胞複製力顯著高於添加 glycine 濃度為 1mM 及 0.1mM(p<0.05) ;在

ConA 濃度為 2.5μglml 的作用刺激下添加 glycine 濃度為 0.5mM 其複

製力低於添加 glycine 濃度為 5mM 及 1mM 時(p<0.05) 。在 ConA 濃

度為 1 ，5 及 25抖g/ml 時，主告養中添加 glycine 5mM淋巴複製力高於未



添加 argmme 或 glycine 的糖化培養物 AGE-BSA 組(p<0.05) ;而在 Con

A 濃度為 2.5 及句g/ml 時，添加 argmme 濃度為 5mM及 0.5mM 時其

淋巴複製力低於 AGE-BSA 組(p<0.05) 。

(4)培養槍化產物對於自然殺手如胞毒殺作用之影響

犧牲老鼠，取脾臟製備細胞，以脾臟非黏著性單核細胞與目標細

胞(YAC-1)細胞數比為 12.5:1 、 25:1 、 50:1 及 100:1 進行自然殺手細胞令JK)

毒殺的實驗。進行毒殺作用時，在 96 well 培養盤中每 well 中再添加

10%的糖化玲養產物，進行反應四小時。添加不同的糖化堵養產物在

不同的脾臟非黏著性細胞與目標細胞(YAC-1)比例毒殺作用均明顯低

於未添加糖化垮養產物。<0.05)(國 8-1 ;圖 8-2) 。

在培養液中添加糖化培養產物會抑制脾臟淋巴細胞複製及自然殺

手細胞的存殺作用;而在糖化玲養產物的培養中添加不同濃度的

argmme 或 glycine 不影響以 NBT 定量之 AG巳BSA 的結果，且亦不影

響 AGE-BSA 堵養產物對脾臟淋巴細胞複製及自然殺手細胞活性之抑

制作用也有相同的結果。
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表 1 STZ 誘發糖尿病大白鼠及正常大白鼠給予假食不同的飲水二個月，頸部淋巴結重、淋巴細胞數、頸部淋巴結

重與體重比、淋巴細胞數與淋巴結重比

處 王j史 淋巴結重(g) 淋巴細胞數(x107) 淋巴結重/體重(%) 淋巴細胞數(x107)/ 淋巴結重
(g) 

Control+一般飲水 0.188士0.043b 3 . 90::t2.13 ab 0.0462::tO.0 118 19.7::t6.8 ab 

n=6 
Control+glycine 0.186土0.074b 4.83土3.57 ab 0.0452土0.0173 22.5 ::t11.8 a b 

n=6 
Control+arginine 0 .1 87士0.060b 5.50士2.81 b 0.0474士0.0172 29 .2::t7.4 a 

n=8 
STZ+- -Æ支告文7]( 0.111士0.034a 2.81土2.4 1 ab 0.0354土0.0098 22 .1::t11.6 a b 

n=7 
STZ+glycine 0.114土0.028a 2.06::t1.39 a 。.0387士0.0090 16.5::t9.7 b 

n=7 
STZ +arginine 0.142::tO.052ab 2.74土2 .1 7 的 0.0487::tO.0207 17 .6::t6.9 b 

n=10 

資料以 One-way ANOVA 分析，並以 Duncan' test 分析紐間是否有顯著差異並以 a力，C 表示。 (p<0.05)
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表 2 STZ 誘發糖尿病大白鼠及正常大白鼠給予飯食不同的欽水四個月，頸部淋巴結重、淋巴細胞數、頸部淋巴結重

與體重比、淋巴細胞數與淋巴結重比

處 正史 淋巴結重(g) 淋巴細且包妻支(x107) 淋巴結重/體重(%) 淋巴細胞數(x107)/ 淋巴結
重(g)

Contro廿一般飲水 0.147::t:O.0 18 a b 2.83士1. 12 a 0.0328::t:O.0057 的 19.0::t:6.53 a 

n=4 
Control+glycine 0.117士0.041 bc 0.94土0.31 bc 0.0255 ::t:O.0069 a 8.26士2.04 bc 

n=6 
Control+arginine 0.186士0.029 a 1.92::t:O.92 a b 0.0375士0.0051 b 9.95土3 .40 a bc 

n=4 
STZ+一般飲水 0.102士0.026 bc 1.42士1. 15 bc 0.0344::t:O.0052 ab 12.86士 10.34 ab 

n=5 
STZ+glycine 0.094士0.007 c 0.28土0.16 c 0.0323士0.0040 ab 2.926士1.57 c

n=3 
STZ+arginine 0.093士0.035 c 1. 05 ::t:O. 82 bc 0.0318::t:O.0062 的 10.20士6.04 abc 

n=6 

資料以 One-way ANOVA 分析，並以 Duncan' test 分析組問是否有顯著差異並以 a，b，c 表示。 (p<0.05)
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表 3 STZ 誘發糖尿病大白鼠及正常大白鼠給予餵食不同的飲水二個月，脾臟重、脾臟非黏著性單核細胞數、脾臟

重與體重比、脾臟非黏著性單核細胞數與脾重比

處 王Æ. 脾臟重(g) 脾臟非黏著性單核細胞 脾臟/體重(%) 脾臟非黏著性單核細胞數

數(x107) (x107)/ 脾臟重(g)

Control+- :Á.支在文 7](. 0.978土0.078 ac 3 .44士1. 19 a 0.239iO.02 3.50士 1.26 a 

n=6 
Control+glycine 1. 119士0.296 a 9 .40土7.54 b 0.268iO.06 8.19土6.42 b

n=6 
Control+arginine 1.022iO.083 a 1 1. 5土3.96 b 0.258iO.02 11.26土3.78 b 

n=8 
STZ+一般飲水 0.781iO.065 b 7.86i2.95 b 0.251iO.04 10.23土3.80 b 

n=7 
STZ-• glycine 0.735iO.130 b 3.14土2.73 a 0.252iO.04 3.91i2.68 a 

n=7 
S TZ +arginine 0.819iO.165 bc 3.29i1.40 a 0.275士0.04 4.02士 1.56 a 

n=10 

資料以 One編wayANOVA 分析，並以 Duncan' test 分析組間是否有顯著差異並以 a，b，c 表示。 (p<0.05)
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表 4STZ 誘發糖尿病大白鼠及正常大白鼠給予不同的飲水四個月，脾臟重、脾臟非黏著性單核細胞數、脾臟重/體

章、脾臟非黏著性單核細胞數/脾重

處 主1: 脾臟重(g) 脾臟非黏著性單核細胞 脾臟/體重(%) 脾臟非黏著性單核細胞數

委主(x107) (x107)/脾臟重(g)

Control+一般飲水 0.900:t0.l00 a 5.58士2.57 a b 0.201士0.03 6.28士3 .1 5 ab 

n=6 
Control+glycine 0.900土0.08 a 7.11 士1.60 a 0.201士0.03 7.90士1.52 b

n=6 
Control+arginine 0.975士0 .1 79 a 3 .46士 1.90 b 0 .1 96士0.03 3.43:t1.29 a 

n=8 
STZ+一般飲水 0.627:t0.1 22 b 4.08士 1.21 b 0.2 17士0.06 6.67土2.08 b 

n=7 
STZ+glycine 0.657士0 .1 0 b 3.58士1.03 b 0.221 :t0.02 5 .40士0.87 a b 

n=7 
STZ +arginine 0.678:t0.224 b 4 .46士1.51 b 0.234:t0.05 6.75:t2.56 b 

n=lO 

資料以 One福wayANOVA 分析，並以 Duncan' test 分析組間是否有顯著差異並以 8沁
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以 STZ 誘發糖尿病鼠棋型，觀察其體重、血糖及尿糖的變化。國 l

Wistar 雄性大白鼠注射 STZ(100mg/kg body wt)誘發糖尿病大白鼠，控制
組則注射載體。 CC :控制組; DC : STZ 誘發糖尿病;。口:二個月;輯:四

個月。 Mean士SD ， n斗。但)表示與二個月的控制組有顯著差異(p<O.05) ; (b)表
示與四個月的控制組有顯著差異(p<O.05) 。
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2-1 正常大白鼠分別給予不同的飲水二個月對於淋巴複製的影響。島

正常大白鼠分別給予一般飲水或合 2%arginine 、 2%glycine 的飲水二個

月。取頸部淋巴結，純化後分植到 96 well 玲養盤中，每 well 含有 5x105 個

細胞，並給予不同濃度的 Con A (0 ， 1 ， 2.5 ， 5 ，7.5 ， 10 ，25 及到 μg1ml; 終濃度)
刺激。培養 48 小時後添加e四-thymidine '再繼續培養 18 小時，測[3H]_

thymidine 併入細胞 DNA 的量，以 cpm 表示。+:一般飲水;輯:捕充 2%

argmme; 真:補充 2%glycine 0 Mean土SD' n=3 0 (*)與 control 給予一般飲

水有顯著差異(p<0.05) ; (#)2%arginine 與 2%glycine 組有顯著差異。<0.05) 。
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昆 2個2 STZ 誘發糖尿病大白鼠分別給予不同的飲水二個月對於淋巴複製的

丟失3盤 。
'JV 日

STZ 誘發糖尿病大白鼠分別給予一般飲水、 2%arginine 及 2%glycine

二個月。取頸部淋巴結，純化後分植到 96 well 母養盤中，每 well 含有 5xl05

個細胞，給予不同濃度的 Con A (0 ， 1 ，2.5 ， 5 ，7.5，悶，25 及到 μg/ml; :終濃度)
刺激。培養馮小時後添加e肉-thymidine '再繼續培養 18 小時，測[3H]_

thymidine 併入細胞 DNA 的量，以 cpm 表示。 Mean土SD ' n斗。(#)與 STZ

給予一般飲水組有顯著差異(p<0.05) 0 (*)control 給予一般飲水組與 STZ 給

予一般飲水組有顯著差異。<0.05) 。
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國 3-1 正常大白鼠分別給予不同的飲水四個月對於淋巴複裂的影響。

正常大白鼠分別給予一般飲水、 2%arginine 及 2%glycine 四個月。取

頸部淋巴結，純化後分植到 96 well 土垮告養盤中，每 well 含有 5紅x105 個細胞，

給予不同;濃農度的 ConA(仰0，λ1 ，2.5 ， 5 ， 7.5 ， 1ω0 ，2衍5 及 5叩0μg/ml仁;終j濃農度)沛車剎t扮濤激支。培
養 4鴿8 ，1小、目時寄後添力加口 e註司]-t刊t由hym圳id副m即e' 再繼續土垮吾養 l閃8 ，1小、自時寄 , ì，測貝典則H3H問問1可斗l閻吋-闢闢帽巴

入細胞 DNA 的最以 cpm 表示。 Mean::tSD ' n~ 3 0 (*)與 control 給予一般飲

水組有顯著差異(p<0.05) 。
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圈 3-2 以 STZ 誘發糖尿病大白鼠分別給予不同的飲水四個月對於淋巴複

裂的影響。

STZ 誘發糖尿病大白鼠分別給予一般飲水、 2%arginine 及 2%glycine

四個月。取頸部淋巴結，純化後分植到 96well 堵養盤中，每 well 含有 5xl05

個細胞，給予不同濃度的 Con A 紗， 1 ，2.5 ， 5 ，7.5 ， 10 ，25 及到 μg/ml; 終濃度)
刺激。培養 48 小時後添加[3日]-thymidi帥，再繼續垮養 18 小時，測e司"

thymidine 併入胞內 DNA 的量以 cpm 表示。 Mean土SD ' n=3 0 (*)與 STZ

給予一般飲水組有顯著差異。<0.05) 。
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國 4-1 正常大白鼠分別給予不同的飲水二個月對於自然殺手細胞(NK)毒

殺作用的影響。

正常大白鼠分別給予一般飲水、 2%arginine 及 2%glycine 二個月。在 96

well 培養盤中，自然殺手細胞們K)與目標細胞(YAC咀 1)以 12.5: ，25:1 ， 50:1 及

100:1 的比例混合，置於 37
0

C 5%C02培養箱中培養四小時，取培養上清
液，測放射量。計算毒殺百分比 o Mean士SD ' n=5 0 (*)與給予一般飲水有

顯著差異(p<0.05) 。
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囝牛2 以 STZ 誘發糖尿病大白鼠分別給予不同的飲水二個月對於自然殺

子細胞(NK)毒殺作用的影響。

以 STZ 誘發糖尿病大白鼠分別給予一般飲水、 2%arginine 及 2%glycine

二個月。在 96 well 母養盤中，自然殺手細胞(NK)與目標細胞(YAC瞞 1)以

12.5: ，25 汀，50:1 及 100:1 的比例混合，置於 37
0

C 5%C02培養箱中培養四小
時，取垮養上清液，測放身于量。計算毒殺百分比。 Mean士SD' n斗。(*)與
給予一般飲水有顯著差異(p<0.05) ; (的與 STZ 誘發糖尿病大白鼠給予一般

飲水有顯著差異(p<0.05) 。
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園子l 正常大白鼠分別給予不同的飲水四個月對於自然殺手細胞(NK)毒

殺作用的影響。

正常大白鼠分別給予一般飲水、 2%arginine 及 2%glycine 四個月。在 96

well 培養盤中，自然殺手細胞們K)與目標細胞(YAC-1)以 12.5: ，25: 1 ,50: 1 及

100: 1 的比例混合，置於 3rc 5%C02垮養箱中培養四小時，取培養土清
液，測放射量。計算毒殺百分比。 Mean土SD' n斗。(*)與給予一般飲水有

顯著差異(p<0.05) 。
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圈 5-2 以 STZ 誘發糖尿病大白鼠分別給予不同的飲水四個丹對於自然殺

手細胞(NK)毒殺作用的影響。

以 STZ 誘發糖尿病大白鼠分別給予一般飲水、 2%arginine 及 2%glycine

四個月。在 96 well 培養盤中，自然殺手細胞(NK)與目標細胞(YAC-1)以

12.丘，25 汀，50: 1 及 100:1 的比例混合，置於 37
0

C 5%C02 培養箱中垮養四小
時，取主告養上清液，測放射量。計算幸殺百分比 o Mean:!:SD ' n=3 0 (*)與

給予一般飲水有顯著差異(p<0.05) 。
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國 6 不同的垮養時問糖化終產物(AGEs)生成量的變化

BSA(50mg/ml)與 glucose( 1 OOOmM)溶於 PBS 中，置於 37
0

C 5%C02 

的母養箱中玲養，培秦時間為 O 、 14 及 21 夭。以 NBT(0.5mM)~貝11糖化終產

物(AGEs)生成量。(*)表與第 O 天有顯著差異(p<0.05) 。

59 



35仗)()

5糊
口

已 25000
O 

bmo 
ü 
口

諒的∞o
v白

里 10∞o
...r:::: 

周知∞

O 

O 

串

* 

* 

1 2.5 5 25 
Con A conc.(ug/ml) 

竄下l 添加不同的糖化產物(高濃度)對於脾臟淋巴細胞複製之影

響。

在 96 well 盤中，每 well 含有 5xl05 個細胞，分別添加 20Jl l 經由 argmme

或 glycine 以不同濃度(500mM，1 OOmM 及 10mM)與 BSA(50mg/ml)及

glucose( 1 OOOmM)在 37
0

C 5%C02垮養箱中培養 14 天的糖化終產物。

A 1 ,arginine( 5 OOmM); A2,arginine(1 00mM); A3 ,arginine(1 OmM); 
G1是lycine(500mM); G2,glycine(1 00mM); G3 ,glycine(1 0mM); AGE-
BSA，BSA(50mg/ml)十在lucose(1 OOOmM); control，未添加糖化終產物。以不同
濃度的 ConA 紗， 1 ，2.5 ，5 ，25μg/ml)刺激。堵養 48 小時，加入[3H]-thymidine
再繼續玲養 18 小時，測[3呵-thymidine 併入跑內 DNA 的量以 cpm 表示。

Mean土SD ' n=6 0 (*)表與 AGE-BSA 有顯著差異(p< 0.05) 。
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自 7♂添加不同的糖化終產物(低濃度)對於脾臟淋巴細胞複製之影響。

在 96 well 盤中，每well 含有 5xl05個細胞，分別添加 20111 經由 argmme

以不同濃度(Al :5mM, A2: lmM及 A3:0.1mM)或 glycine 以不同濃度(Gl:5mM，

G2:1mM 及 G3:0.1mM)與 BSA(50mg/ml)及 glucose(1000mM)在 37
0

C 5%C02 

培養箱中培養 14 天的糖化終產物， AGE-BSA : BSA(50mg/ml)與
glucose( 1 OOOmM) , control :不添加任何糖化產物。以不同濃度的 ConA

(0， 1 ，2.5 ，5 ，25 時Iml)刺激。培養馮小時，加入[3H]也出ymidine 再繼續玲養 18

小時， ~M eH]-thymidine 併入胞內 DNA 的量以 cpm 表示。 Mean土SD' n=6 。

(*)表與 AG巳BSA 有顯著差異(p< 0.05) 。
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圖 8-1 添加不同的糖化產物(高濃度)對於自然殺手細胞(NK cell)毒殺作用

之影響。

在 96 well 盤中脾臟非黏著性單核細胞與目標細胞的比率分別為

100汀，50: 1 ,25: 1 及 12.5:1 進行毒殺作用，分別添加 20Jl l 經由 argmme 或

glycine 以不同濃度(5OOmM, 1 OOmM 及 10mM)與 BSA(50mg/ml)及

glucose( 1 OOOmM)在 37
0

C 5%C02培養箱中垮眷 14 天之槍化產物。

。:A1 ,arginine( 5 OOmM);鹽:A2 ，arginine(1 00mM);.Â.:A3 ,arginine( lrr訕。O:Gl ，g
lycine(500mM);口:G2，glycine(1 OOmM);L:. :G3 ,glycine(l OmM); 0 :AGE-
BSA，BSA(50mg/ml)+glucose(1000mM);自control，未添加糖化終產物。在 37

OC 5%C02垮養箱中進行毒殺反應四 /J、時，取培養上清液測放射量，計算

毒殺百分比。 Mean::tSD ' n=9 0 (*) :與 AGE-BSA 有顯著差異(p<0.05) 。
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國 8-2 添加不同的糖化產物(低濃度)對於自然殺手細胞(NK cell)毒殺作用

之影響。

在 96 well 盤中脾臟非黏著性單核細胞與目標細胞的比率分別為

100:1 ，50:1 ，25:1 及 12.5:1 進行嘉殺作用，分別添加 20μl 經由 argmme 或

glycine 以不同濃度(5mM， lmM及 O.lmM)與 BSA(50mg/ml)及

glucose(1000mM)在 3rc 5%C02 培養箱中培養 14 天的糖化產物。

。:A1 ,arginine( 5mM);輯:A2 ，arginine(lmM);Â:A3 ，arginine(0.lmM);

<>:G 1 ,glycine( 5mM);口:G2，glycine(lmM);6:G3 ，glycine(0.lmM);O:AGι
BSA,BSA( 50mg/ml)+glucose( 1 OOOmM);.:control，未添加糖化產物。在 37

0

C

5%C02玲養箱中進行毒殺反應四小時，取玲養上清液測放射章，計算毒殺
百分比 o Mean:!::SD ' n=9 0 (*) :與 AGE岳SA 有顯著差異。<0.05) 。
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附屬一、正常大白鼠及 STZ 誘發糖尿病大鼠給予不同的飲水餃食二個月對

於淋巴複裂的影響。

此圖根據聞 2-1 及扇 2-2 經分別除以 ConA 濃度為 0μglml 時[3H]_

thymidine 併入 DNA 的量(cpm) ，縱軸以 ConA 濃度為 0μglml 時為 1 '其
複製增加的倍數表示;橫軸以 Con Albase 表示。
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附圖二、正常大白鼠及 STZ 誘發糖尿病大鼠給予不同的飲水餃食四個月對

於淋巴複製的影響。

此簡根據圈 3-1 及自 3-2 經分別除以 ConA 濃度為 0μg1ml 日寄eH]-

thymidine 併入 DNA 的量(cpm) ，縱軸以 ConA 濃度為 0μg/m18守為 1 '其
複製增加的倍數表示;橫軸以 Con A/base 表示。
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陸、討論

一、 STZ 誘發糖尿病大鼠免疫功能之影響

在之前的許多文獻中指出，糖尿病患者有易成染(Skamoto et al. 1994)及免疫細

胞功能低下的情形似的hiv叫 1978} ，同時患者亦出現體內糖化終產物堆積(Makita et 

al. I992;Araki et al. 1992;Niwa叫 1996) 。在本研究以 STZ 誘發糖尿病大鼠分別觀察 8 週

及 16 迫其對免疫功能之影響。

在實驗的結果， STZ(1 00mg/kg body 啊， i.v.)誘發 DM 大鼠給予一般飲

水其淋巴結童及淋巴細胞數在 8 週及 16 通均低於正常大鼠的趨勢，但在

單位重淋巴結中含淋巴細胞數卻沒有顯著差異。在淋巴複製方面， STZ 大

鼠在 8 通有顯著低於正常大鼠，在 16 適時，在統計上沒有顯著的差異但

有較低的趨勢。此結果可部份反應出在 DM 狀態下會造成免疫功能降低，

與文獻中指出在 DM 狀態下會有兔疫功能低下的結果一致(凹的iv et aI.l 978) 。

在注射 STZ 後不論 8 迫或 16 適，其淋巴細胞在 ConA 刺激下之夜製

功能均小於正常大鼠，顯示長期高血糖對免疫系統之抑制作用有關。高血

糖本身對於淋巴細胞的影響，有學者提出，高糖狀況下會增加細胞 DNA

tumover i迷皂度增加(伽扎M岫4伽a酹叫c

進行 in vitro 的研究觀察中發現， AGE-忠SA 力加口入細跑土垮吾養J液夜中確實能強烈

的抑幸制~淋已細跑複製。

在 8 週及 16 適的飼養， STZ 大鼠其脾臟重均顯著低於正常大鼠，但

此變化與體重變化呈相關性，故非脾臟發生特異性變化的結果。而在脾臟

非黏著性單核細胞及單位脾臟重戶牙含非黏著性單核細胞數發琨， STZ 注射
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後 8 週後大鼠的細胞數高於正常大鼠，但在 16 適時卻沒有顯著差異。此

結果與淋巴結淋巴細胞數的結果不符，有必要在未來的研究中進一步探討

比二兔疫器官中次族群細胞和ell subsets)之差異性方能進一步的瞭解原因。

Gupta 等人(1 986)的研究中指出，在初診斷出的 IDDM 患者通邊血液中的

NK 細胞數及活性均低於正常人，但 Hussain 等人(1996)的研究中發現，在

患有月夷島素依賴~糖尿病(IDDM)患者血清中含有較高葷的 IL-2，IFN-y，IL-2

及 TNF-位，且有文獻指出這可能與 AGEs 的刺激有閱(Weiss叫 1998) ，經由這

些激素的刺激可活化自然殺手細胞及增加其增楚。

本研究的結果，在注射 STZ 後 8 適及 16 適時觀察自然殺手細胞的毒

殺作用發現， STZ 大鼠與正常大鼠悶在統計上沒有顯著差異，與 Hussain

等人(1987)的研究報告中指出， IDDM 的患者 NK 的毒殺活性在 DM 初期

高於正常人及 Shliakhovenko 等人(1991)研究報告中指出，在 IDDM 患者周

邊血封K(CD56)的毒殺作用明顯低於正常人，的結呆並不一致，但與長期

DM哎(1的5 年病史)患者的 NK 毒殺活性卻與正常入沒有顯著差異(仙跤Huss翎sain

結呆相似，故 DM 對 NK 毒殺活性之影響至少與其發病時間的長短有關。

但在本研究體外的實驗中發現，在垮養液中添加 AGE-BSA 明顯抑制 NK

的活性，可證實 DM 下 NK 活性的降低與 AGEs 有關。

二、糖股暖對正常大鼠反STZ 大鼠免疫功能的影響

在本研究及過去的研究均發現，在 DM 狀態下會有免疫功能低下。而

argmme 具有促進免疫功能的作用，在之前的報告中被證實， L-arginine 的

補充可以提升免疫功能，如:補充 argmme 可以增加胸腺及胸腺淋巴細胞

數目 (B削l叫 1980) 。也有報告指出，在人體實驗，給予口服 L-arginine(3Og/ day)3 

到 14 天後，淋巴細胞複製力有明顯的增加(Burbul et a1.l981) ，在目前臨床上在燒

燙傷及重病患者的商業配方飲食中已有添加 argmme 以增加患者的免疫



力。此外，在 DM 之免疫功能低下亦可能部分與 AGEs 的堆積有關，而

argmme 可抑制 AGEs 的生成(Ledl and Schleicher, 1 990) 。故本研究亦探討正掌大鼠及

STZ 大鼠給予 argmme 補充後對其免疫功能之影響有何異同。

而由本研究之結呆顯示精胺蔽之補充在正常大鼠及 STZ 大鼠免疫功能

之影響至少可來自於對淋巴細胞及 NK 細胞活性二方面:

(1)淋巴細胞

本研究發現，在正常大鼠飲水中補充 2% arginine 8 週後淋巴細胞數、

單位重淋巴結淋巴細胞數及淋巴細胞複製有增加的趨勢，但在 16 遁的餵

食後只有淋巴結重的增加，在細胞數及淋巴細胞複製方面卻有減少的趨

勢。 STZ 大鼠在飲水中補充 2% arginine 8 適可增加淋巴結重約 30% '但淋

巴細胞數及單位重淋巴結中含淋巴細胞數沒有顯著差異;在 16 適時，淋

巴結重、淋巴細胞數及單位重淋巴結中含淋巴細胞數間沒有顯著差異。但

在 STZ 大白鼠給予 2% arginine 餵食 8 週及 16 週後，取淋巴結淋巴細胞在

體外給予 ConA 的刺激下其複製力均有顯著的高於 STZ 給予一般飲水組

在給予 L-arginine 補充為何可增加免疫刺激反應，其機制尚不清楚，

在先前學者的報告中提出， L-arginine 促進免疫作用並非由 L-arginine 直接

作荒而是間接的經由持為蒙的作用 (Torre et a1.l 993) 。在老鼠給予 L-arginine 可刺

激 hypophyseal-pituitary axis 分泌持為蒙(Ba削 et a1.l986) ，經由補充 L-arginine

後造成荷爾蒙改變程度會因不同的生理狀態而不同 (Saito叫 1987;0卻成 a1.l 988) 。

由本研究結果發現，在正常大鼠給予 2% arginine 漏充 8 遇有促進淋巴

細胞功能但在 16 週卻無促進的作用，推測可能的原因:(1)在長期的 argmme

刺激下體內可能已產生對 argmme 及 argmme 所誘發的荷爾蒙產生適應; (2) 

長期的 argmme 刺激可能會對細胞有毒殺作用，雖無這方面的其他證據，
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但在體外之研究發現，在培養液中添加高濃度的 arginine (25mM)會對受

phytohemaglutinin-A (PHA ; 5μg Iml)刺激之淋巴細胞增殖有抑制之作用

(Weibke et a1. 1997) 。

根據過去的報告 L-ωar挖gml吋1吐H肘1旭e 在正常狀況下有促進兔疫功能的作用夕外←(伽B趴Bu吶1

叫 i凹削側9兇蚓8釗1η) ，其在 DM 的狀況下亦可能透過阻礙AGEs 的生成因而減少體內 AGEs

的堆積，進而影響免疫系統之細胞，但在本研究體外實驗的結果顯示，在

BSA 與前萄糖培養糖化產物中添加 argmme 不能改變培養液以 NBT 所定

量 AGEs 的含量，因此，在 DM 下補充 2% arginine 造成淋巴細胞功能提升

可能是經由其他機制所致，需再進一步的探討。

在 ConA 濃度 5時Iml 時， STZ 大鼠給予 2% glycine 補充 8 週及的過

均可促進淋巴複製力，但在正常大鼠則只有在補充 8 適時有促進的作用，

16 週時便沒有比作用，而其增加的幅度比給予 2% arginine 小，因此，可

能因為補充蛋白質的攝取以強補在糖尿病下的營養狀態不良而非 glycine

特異性的作用。

(2)脾纖非黏著性單核細胞

本研究發現，在正常大鼠的飲水中補充 2% arginine 8 週後可增加脾臟

非黏著性草核細胞數，但在 16 適的餵食後則與一般飲水組且在顯著差異;

在注射 STZ 後會增加脾臟非黏著性單核細胞數而給予 2% arginine 8 週後

其顯著低於給予一般飲水組且與正常大鼠相似，但在閃過的餵食後則與

一般飲水組無顯著差異。在 8 適時，正常大鼠給予 2% arginine 補充所增加

將臟非黏著性單核細胞數與 STZ 所造成細胞數的增加，在免疫功能上的意

義有待進一步的釐清。 STZ 大鼠給予 2% arginine 補充 8 遇時，脾臟非黏著

性單核細胞數趨近正常，而且在給予 2% glycine 捕充也有相同的結果，顯
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示可能與增加氮的攝取有關而非特異性的現象。

本研究發現，不論正常大鼠或 STZ 大鼠在飲水中添加 2% arginine 餵

食 8 週及 16 退，自然殺手細胞的毒殺作用均有顯著增加。Brittenden 等人(1 994)

的報告指出，給予正常人 L-arginine(30g/day)餵食 3 天，在血清中可測得有

較高量的 cytokines且“ 1 ß，IL-2 ， interferon-y及甘缸"α ，且自然殺手細胞的毒

殺能力會提升，但機制不明。 Xiao 等人(1 995)的研究中發現，在培養液中

添加 L-arginine 可提升自然殺手細胞的毒殺作用並在玲養液中測出有較高

量的 NO 生成，而在添加 NG-monomethyl-L-arginine(L-NMMA)後抑制 NO

的生成也抑制了自然殺手細胞對目標細胞的毒殺作用， Orucevic 等人(1996)在

體內及體外的研究中發現，以 IL-2 的處理增加自然殺手細胞的毒殺作用持

有較多的 NO 產生，當給予 L-NMMA 後便減少的由 IL-2 所誘發的毒殺作

用及 NO 的生成量，推論由 IL-2 所誘發增加的毒殺作用可能也是經由 NO

的生成所致。 Ogawa 等人(1 998)的研究也有相同的發現。這此機制可用以解

釋本研究所發現的在 STZ 大鼠給予 L-arginine 的補充促進自然殺手細胞對

目標細胞的專殺作用。

五、糖化符產物

在 BSA 與語詩糖共同培養 14 天後產生的玲養糖化產物，經與 NBT

反應定量分拆糖化終產物，發現不論是否有添加 argmme 或 glycine 其結果

問沒有顯著的差異，這與 Servetnick 等人(1996)利用螢光測定時發現在培

養中添加 argmme 時其糖化終產物的生成會減少，及 Shamsi 等人(1998)利

用抗體"抗原免疫法來偵測糖化終產物的生成，發現 L-arginine 可快速的與

糖化中問產物 methylglyoxal(MG)進行反應產生糖化終產物的結果不一致。

由此可知，不同的研究所採用之糖化產物定量分析法不同得到的結果會有

所差異，而本研究所採周之以 NBT 氧化遺厚、反應定量 AG郎，測試有無添



加 argmme 或 glycine 問均沒有顯著差，推測可能與 NBT 氧化遺房、反應對

AGEs 無專一性有關。
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柴、結論:

根據活體實驗的研究發現以 STZ 誘發 DM8 過及 16 週後，將使淋巴

細胞功能降低但並不影響脾臟自然殺手細胞的活性，至於體外實驗的結果

顯示 DM 所造成的淋巴細胞功能降低至少部分是受到 AGEs 形成所影響。

在活體實驗方面，給予 argmme 補充可以增加淋巴細胞功能及脾臟自然殺

手細胞的活性，但此效應受到 argmme 餵食時間長短的影響，特別是在淋

巴細胞功能， 8 適的飯食可增加淋巴細胞功能，但 16 適的餵食反而會降低。

Arginine 促進 DM 大鼠免疫功能可能並非透過抑制 AGEs 之形成，白為: (1) 

在活體的研究中給予 argmme補充不能顯著降低NBT所定量之血液AEGs;

(2)體外的研究中，在 BSA 與詩萄糖垮養液中加入 argmme 並不會影響垮養

液中 AGEs 的生成，且無法提升淋巴細胞及 NK 細胞的功能。因此 argmme

提升 STZ 大鼠免疫功能可能是經由改善 AGEs 形成以外的機制所致。
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