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中文摘要

Matrix metalloproteæ弓es(MMPs) 是一群細胞外基質

(Extracellu1ar ma甘ixECM)分解酵素，在傷口癒合及發炎狀態
下雪能分解組織悶隙結締組織(interstitial connective tissue) 
和基底膜(basement membrane) 0 

MMPs 在廣東住血線蟲感染 9 造成腦部傷害的機轉並不

清楚 O 是否與 MMPs 有關?我們對 MMPs 在此過程的所扮

演角色感興趣?因此會利用 Subs仕ate gelatine zymography 技
街，來測定廣東住血線蟲感染老鼠，腦部組織中 gelat曲的C

蛋白晦的活性 O

本研究中實我們發現在廣東住血線蟲感染 ICR s甘a曲的

老鼠腦部，有一明膠(gelat血e)分解活性的蛋白鷗產生，此蛋

白梅分子量約為 94kDa' 依據其分子量及蛋白鵝抑制劑反應
特性，確認此蛋白質每屬於 gel誰也ase(可pe IV collagenase) ，歸
類於 MMPs 家族。

72kDa 蛋白鵝?出現於所有檢體，包括未被感染的老鼠，

94kDa 蛋白時只出現於廣東住血線蟲感染老鼠腦部 o 94kDa 
蛋白梅活性是一種鈣離子(Ca"料)依賴性 9 在 pH ~直 ι8 時具

最大活性，在 1 ， 10個phen組出rol血c 存在下雪其活性受到抑

制，此蛋白酵素元會被有機汞類(APMA)及農蛋白時(的rps姐)

切斷並活化 O 用特異性 MMP-9 抗血清做免疫墨點

(immunoblot)測定?在 94kDa 有一陽性帶(band)產生，因此?

確認此 94kDa 蛋白略是 gelatin的eB (MMP圓的。

在廣東住血線蟲感染腦部，中樞神經系統(CNS)內神經

膠細胞 (gli母或發炎浸潤細胞，所產生的膠蛋白時

間gelatinase B) ，可能和其他神經發炎性疾病相同，此酵索
與血國腦障礙(Blood岫Bra血 barrier(BBB))的損傷及神經髓草穹的

破壞的病理機制有關。這是我們更進一步的探討的方向 O

關鍵字:廣東住血線蟲， Gelat血ase-B ，版MP輛9 ， CNS 



Abstract 

Ma甘ix meta11oproteinru穹的(MMPs) are a group of 
extracell世缸 ma仕ix (ECM) degrading en勾啞詣， responsible for 
the degradation of interstitia1 connective tissue and basement 
membrane, during wound hea1ing and in other 扭扭扭扭natory

states. 

百le mechanism to brain inj口旬， li說le is known about the 
ECM-degrading MMPs that in Angiostrongylus cantonensis 

infection. Thus, it w的 of interest to determine MMPs 血 the

Angiostrongylus cantonensis infected mice brains tissue, we 
use substrate gelatine 勾咽ography to detected brain tissue 
homogensate express of a gelatinase( GLase) activity. 

In this study, we demonstrated 也e presence of 
gelat血olytic activity in the brain of Angiostrongylus 

cantonensis infected ICR strain mice. This prote的e M.W. 
about 94kDa, We identified this gelatinolytic activity as 
gelatin部e(type IV co11agen的e)， belonging to family of the 
ma出x meta110proteinru穹的(MMPs)， based on the molecular 
weight and the inhibition by prote部em趾bitors.

The 72 kDa form was present in a11 sa血ples， even in those 
derived 企om non infection mice. whereas the 94 kDa form 
was present only in samples 企om mice infected with 
Angiostrongylus cantonensis. The 94主Da GLase activi句 was

Ca村 dependent， showed maxima1 activity in the pH 6品，也err

activity was inhibited in the presence of 1 ， 10咀phenanthroline，

and their proenzymes were cleaved and activated after 
incubation with organomercurial compounds (APMA) and 
甘ypsin. When immunoblots were performed using specific 

“ 



antisera against the 94主Da gelatinase B (MMP珊的 with brain 

tissue homogensate, a 94去Da immunopositive band was 
observed. Thus, it indicated that the 94-kDa GLase is 
gelatinase B(MM恥的.

Gelat也ase production within the CNS by glia or 

infiltrating inflammatory cells may constitute an important 

pathogenic mechanism for bo也 the di蛇口ption of the blood­
brain barrier and 也e des廿日的ion of myelin，部 observed in 

several neuroinflammatory disorders. 宜的 wo祖1往 be the 

direction for further research. 

Key word : Angi Osf1.ongylus cantonensis , Gelatinase B , 
MMP-9 , CNS 
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縮寫表

A.C. : Angiostrongylus cantonensis 

APMA : 4啥臨inophe盟yl mercuric acetate 

BSA : Bovine ser祖誼1 alb祖min

DMSO : Di臨ethyls祖Ifoxide

EAE : Experimental autoim臨祖臨e encephalomyelitis 

EDT A : Ethylene diamine tetraacetic acid 
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E/SAg 

Ll 

L3 

M1\生P

MS 

PAGE 

PBS 

PMSF 

SDS 
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: Excretory/secretory a盟tigen

:第一期幼蟲

:第三期幼蟲

: Matrix metalloproteinase 

: Multiple sclerosis 

: Polyacrylamide gel electrophoresis 

: Phosphate b祖ffered saline 

: Phenylmethylsulfonyl 扭扭oride

: Sodium dodecyl sulfate 

TEMED : Tetra臨的hyl ethylenedia臨ine
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研究動機

本省位於熱帶及亞熱帶地區?氣候溫暖潮濕 9 適合各種

寄生蟲的生長 O 近年來，由於醫療的進步 9 農業社會的轉

型，人民生活水準的提高，環境衛生的改善 9 及政府機關

致力於寄生蟲病的防治，寄生蟲病的流行率與嚴重性已比

從前大為降低，過去一般常見的，如蚵蟲、鉤蟲、鞭蟲等費

已不多見，如建疾除境外移入並例外，甚至達到根除的境

界 O

但代之而起的，卻有不少人畜共通的寄生蟲，如狗、貓

絢蟲 (Toxocara spp) 、廣東住血線蟲 (Angiostrongy/us

cantonensis) ， 或自然界的自由生活阿米巴原蟲 9 或在閱外

感染的增尾絲蟲(Onchocerca vo/vu/us) 、羅阿羅絲蟲(Loa

/oa) 、血吸蟲(Schistosoma spp)等 9 或因外勞引進的，如菲律

賓毛線蟲 (Capillaria phill伊'Pinesis) 、廣節裂頭條蟲

(D伊hyllobothrium /atum) 、旋毛蟲(Trichinella spiralis)等，或

困惑染 AIDS 等免疫不全病人的伺機性感染，如肺胞子蟲

(Pneutnocystis carinii) 、隱花子蟲(Crypto毫poridium spp.) 、司

形蟲(Toxop/asma spp.)等，都是近幾年來?特別受到注意的

寄生蟲 O

廣東住血線蟲(Angiostrongy/us cantonensis)主要分佈於

東南亞和南太平洋一帶，台灣整個島嶼幾乎都有此寄生蟲

的存在實每年都有困飲食不當而感染廣東住血線蟲病例報

告出現，大部分發生於南部和東部山地部落等，尤以屏東

縣最多，因吃蝸牛肉或保蟲宿主(paratenic host)而感染，主

要侵犯人類中樞神經系統(CNS) ，引起嗜伊紅性腦膜炎

( eosinophilic meningitis)或嗜伊紅性腦膜腦炎(eosinophilic 
meningoencephalitis) ，因而對人類性命造成嚴重威脅 O 引起

的病理組織變化特徵走，腦脊髓液(CSF)及末梢血液的嗜伊

Vl 



紅性白血球 (Eosinophils)增加，腦部嗜伊紅性白血球

(Eosinophils) 、及淋巴球浸油等發炎反應，血腦緯壁(BBB)

破壞，神經細胞脫髓鞘(demyelination)及小腦(cerebellar)浦金

氏細胞。ur封封ge cells)喪失、損傷、空泡化等 O 常見臨床症

狀有頭痛、噁心、嘔吐、嗜睡及發燒等 9 有時會出現頸部

強宜、視覺障礙及昏迷等神經症狀 O 但目前為止，相關文

獻所知廣東住血線蟲感染?造成腦部傷害的病理機轉包

括:1.幼蟲移行的機械性損傷 9 引起所謂的隧道、局部出血 O

2.急性發炎反應，造成大量發炎細胞、 PMN， Macrophage, 

Eosinophil 侵入腦部，造成腦部的傷害?甚至引起肉芽股反

應(gr組uloma) 0 3.過敏性免疫反應，由於蟲體分泌的抗原或

代謝物引起的免疫反應 9 甚至由 IgE 所促使的過敏性免疫反

應。4.Eosinoph益的酸性細胞毒性蛋白，包括 EPO， EDN, ECP, 

MBP 等實有報告指出這些成分能殺死蟲體 O 但是這些機轉

都無法解釋造成其組織病理變化如: Purkinie cell 喪失，脫

髓鞘 (demyelination) ，空泡化 Vaculization， Gitter cell 形

成，BBB 破壞等 9 引起腦部傷害及神經細胞損傷的原因，而

這些病理變化都與細胞外基質的破壞或蛋白質成份的分解

有關。因為這些病理變化都與蛋白成分的分解有關，所以

我們推測與蛋白喜每的產生有關。

為此本研究希望藉助對現代寄生蟲學的認識?應用生化

學技術?在活體內 (in vivo)模式，利用 Subs仕ate gelatine 

zymography 及 SDS闡PAGE 技街，分析蛋白梅酵素活性的產

生 O 來探討受到廣東住血線蟲感染後腦部組織是否有特殊

蛋白或蛋白分解酵素的產生?參與破壞腦部結締組織及神

經細胞 9 而造成神經症狀 O 進而探討確立廣東住血線蟲引

起神經細胞損傷的機制，及可能的控制方法，以提昇廣東

住血線蟲病的診斷、治療和預防方法。
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研究架構
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第一章 緒言

廣東住血線蟲是一種寄生在大白鼠(Rat)肺動脈和螺類

的線蟲(1) ，可經意外感染於人類?屬於人畜共通寄生蟲

(zoonotic parasites) 中的一種 (1) .是引起嗜伊紅性腦膜炎

( eosinophilic 融e盟ingitis)<2-5) 與嗜伊紅性騷膜腦炎

(eosinophilic meningoe盟cephalitis)(6-8)的主要原因?其分佈區

域主要位於熱帶與亞熱帶地區，從南緯 23 度到北緯 23 度，

從東經 100 度到西經 150 度?其氣候溫暖潮濕多雨，涵蓋

範閩西從象牙海岸、埃及、馬達加斯加、模里西斯、經印

度、錫蘭到東南亞地區，包括泰函、高棉、馬來西亞及印

尼等關會中國南部、蘇門答臘、婆羅州、菲律賓、台灣和

澳洲北部，東達太平洋島嶼，大溪地、夏威夷等，在日本、

琉球，都有報告指出這種線蟲是流行性嗜伊紅性腦膜炎的

致病原因之一 O 人類常常自食用被這種線蟲所感染的螺類

而致病。廣東住血線蟲感染症的歷史實主要是在 1933 年 9

揀心陶先生在廣東鼠的肺動脈和心臟內首先發現有此類線

蟲之寄生(9);1937 年日本人 Mats班noto(lO)首先在台灣花蓮之

野鼠中首次報告有廣東住血線蟲的感染，並以為是鼠肺的

寄生蟲;而又於 1945 年 'Nomura， S 和 Lin p.H(12)報告第一

個感染人類的廣東住血線蟲的病例，一個 15 歲小男孩，最

初以為得到氣喘?卻始終治療無效，一直到 1944 年 10 月

該忠者突然出現嚴重症狀，隨即死亡，並在其脊髓液中抽

出 5 隻該類線蟲 O 但是真正為此線蟲正名卻是在 1946 年雪

白 E.C.Dougher句f 正式將其命名為廣東住血緣蟲

(Angiostrongylus cantonensis)<13) 0 1968 年 Yii C.y.(3η等人報

告第一個感染到人肺的廣東住血線蟲症?可見此蟲很少侵

犯人肺 O

老鼠為其終宿主 9 截至目前為止在台灣有?稜鼠類被發

現為此蟲自然終宿主(19丸29-32 ) ，分別是刺鼠(Rattus coxinga 

coxinga) 、白腹鼠(R. losea) 、褐鼠(R. norvegicus) 、家鼠(R.



rattus subsp) "'鬼鼠(Bandicota indica nemorivaga) 、蘭嶼黑鼠
(R. rattus mindanensis) 、澎湖黑鼠(R. rattus rufescens)等 O 由

實驗室動物感染模式瞭解?廣東住血線蟲的生活史(15 ， 16) ，比

過程中需要一些軟體動物當作中問宿主?包括陸生螺類:

有非洲大蝸牛(Achatina 戶lica)(l月1)與薄殼蝸牛(Bra砂baena

simìlaris)(l 7) ， 水生螺類:有四螺 (C伊angopaludina

chinensis i23)、小壺腹螺(Ampullarium canaliculatus) (24)與國寶
螺 (Pomacea canaliculata) (25) 及兩種結喻:大型結瑜

(Laevicaulis alte) (22) 、小型結瑜(Vaginulus plebeius) (1 8)等;此
外，亦有多種動物被當作為保蟲宿主，包括蛙類(22) 、滿蟲

類(J>1(t[l2Uri2trL)(18) 、淡水蟹與淡水蝦(26，妨?也有報告指出第三

期幼蟲會隨著中間宿主所分泌的黏液而附著在蔬菜、水果(1)

或水中 (28) 。在台灣地區，這些中問宿主至少包括六稜以上

的水生或陸生蝸牛和結瑜(22) ，但非洲大蝸牛(17-20)被認為典

人類致為最有關 O 它登陸台灣的歷史也頗有趣:最早在 1932

年元月，一日本人叫 Shimojo 的，從新加坡引進了 20 隻非
洲大蝸牛?但皆因當時冬季寒冷而全部死亡 O 笠年 4 月，

這位先生再引進了 12 隻蝸牛到台北，這次則培養成功而開

始繁殖。 1967 年學者開始調查台灣非洲大蝸牛受廣東住血

線蟲感染的程度贊台東屏采取樣檢查結果是 32%及 28% --, 

分別於 1967 年 Cross雪J. H. 及 1971 年 Chen E. R. 已有報

告 01977 年 OtsuruM 企窮的調查則為 26%非洲大蝸牛受廣

東住血線蟲第三期幼蟲感染，自此感染率相當高 O 其後費

1979 年 9 福壽螺被人偷偷的帶進台灣，也很快的氾濫成災，

最初只引起農業單位的注意與憂心其危害農作物至劇?未

料高雄醫學院於 1984 年在二項廣東住血線蟲幼蟲對福壽螺

的感染實驗中證實此種螺具有新的感染危害能力 O 周年屏

束，美濃地區四個食用福壽螺而引起嗜伊紅性腦膜炎的集

體羅病事件更證實這種軟體動物與腦膜炎闊的相磁性會也

告訴我們這是個不容忽視的問題 O

廣東住血線蟲的生活史(的園一) :成蟲寄生於鼠類(rat)
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肺動脈?每一雌蟲每天約可產卵一千五百倒，這些蟲卵在

鼠肺孵出第一期幼蟲(L1) ，移行至氣管會下可品經胃腸會隨鼠

使排出 O 可鑽進中間宿主螺類、蝸牛、結瑜 1 及淡水蝦、

蟹等。廣東住血線蟲由老鼠至中間宿主，長成第三期幼蟲

時會便可感染人 O 線蟲在螺體內的分佈會隨隨著螺體種類

之不同而異 9 在福壽螺 9 其幼蟲主要分佈在頭足會而在非

洲大蝸牛其幼蟲主要分佈在內臟中，但一般來說實 L1 幼蟲

進入中間宿主以後會先進入肌肉內?第 7-9 天經第一次脫皮

(L2) ，第 12個 16 天第兩次脫皮變成第三期幼蟲(L3) ，即成為
傳染性幼蟲 O 其在軟體動物宿主中停留一段相當長的時

間，可能終其壽命 O 在中間宿主 Biomphalaria glabrata 體

內，廣東住血線蟲的第三期幼蟲可在感染後 12 個月仍然倖

存 o (I)當傳染性幼蟲(L3)被適當宿主大白鼠(rat)食入後， 1國

2 天移行云之腦，經兩次脫皮長成年輕成蟲(Young ad也lt

worms) ，再穿入擴張的大腦靜脈內，到達游動脈(約需 26咀29

天) , 2 週後開始產卵 9 完成此線蟲之自然生活史(15，16，34) 0 大

白鼠(r&t)對此線蟲來說是適當宿主，不至於造成老鼠死亡

。3) 0 (II)當非適當宿主人(28) 、老鼠(mice) 、天竺鼠(Guinea pig) 

吃了這些帶有傳染性幼蟲的中間宿主後?幼蟲穿過胃腸壁

而進入靜脈或腹部淋巴管內，回到右心?經過肺循環進入

左心，再由體循環進入內臟器官，在感染後 1-2 天(17 小時)

幼蟲會集中到中樞神經，尤其大腦的前方，並在腦部移行

時進行第三次脫皮，而後移行到終點蜘蛛膜下腔(34) ，進行

第四次脫皮，形成第五期幼蟲(L5)或年輕的成蟲;因為人類

並非此線蟲之適當宿主，由此蟲體無法在人體完成發育甚

至成熟產卵 O 它的潛伏期一般少於 2 過，最快走 3 天?甚

至也有 1 天後出現症狀的可能 O 雖然其幼蟲也是由胃壁、

淋巴管、右心室、肺動脈而後到達腦部、脊髓、肺部和眼

睛，但蟲體在此長到某一程度之後?就在 CSF 內到處流竄

一直到死?其蟲體死後屁體若跑封腦部血管內則常因而造

成投塞，而且死亡的蟲體會引起明顯的炎症反應，使得腦
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脊髓液和末稍血液的嗜伊紅白血球增加(39) ，而臨床的表徵

主要自蟲體的數目和所在部位不同而異 9 主要包括頸部僵

硬、凱耳尼格氏表徵(Kemigs sign)陽性、瞳孔不對等、視乳

頭水腫、發燒、頭痛 (45) 、嘔法、嗜睡、昏迷等等?尤其成

蟲在腦部和眼部(40-42)的移行往往會造成組織的破壞和其他

反應，失明是主要之後遺症之一 O 因此會有些學者並不贊

同使用驅蟲藥，因多數蟲體死亡可能誘發嚴重的炎症反

應?故藥物治療的結果仍在研究階段 O

廣東住血線蟲的成熟 9 一定要經過神經組織，老鼠的或

人的均可 O 而人並不是它的確定宿主(defmite host) ，它利用

人的神經組織，由第三腰椎→第四腰椎→第五腰雄，也可

以再到肺部去，不過常在第五腰椎就死了，不到肺部 O 目

前已知的報告中，由解剖證明到肺部的不過 3 個 O 由於~

蟲和神經組織的淵源頗深 9 所以病人多有感覺異常、肌肉

竊、背疼等神經、肌肉方面的徵候，這是因為它由腸胃道

進入後?會到肌肉 9 再循二途經感染人體:一是血行實二

是由為聞神經溯源而上，到脊髓造成蜘蛛膜炎直至腦部 9

所以它在神經系統方面的病變是多樣的、廣泛的 O 不單是

腦膜炎;腦各處、脊髓、腦幹、周聞神經等均可受犯。在

自民委員型(ocular type)方面 9 最常見的是單側眼房(eye chamber) 

中找到蟲體，也可在美入視網膜靜脈，引起視網膜靜脈梭寥，

也可引起視神經炎;除此亦有只以單側動眼神經或顏面神

經麻痺來表現的病例 O

廣東住血緣蟲症

一、致病源

廣東住血線蟲是一種寄生在鼠神和螺類的線蟲 9 為一種

白色蟲體?外表光滑雪年經成蟲約 O.弘1.2c妞，合成蟲1.6-

2.0 公分，♀成蟲 2.0-3.3公分 9 老鼠(r說)為其夭然中宿主?

其成蟲主要寄生在老鼠的肺動脈裹(34) ，在此交配後產卵 O
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卵經肺動脈循環進入肺臟 9 而後在肺微血管造成血在全阻

塞，並在此孵化成第一期幼蟲 9 這些幼蟲穿出呼吸道，向

上經由氣管移行到咽喉，經由吞鳴動作而進入食道與胃腸

內，其最後經鼠體所排出的大使含第一期幼蟲雪而進入土

壤內，這些幼蟲若正巧有蝸牛或蛤瑜爬過去?射蟲體鑽入

螺體內實或被蝸牛、持瑜、淡水蝦等中間宿主吃下後 9 即

在其體內發育成第三期幼蟲，當人類或老鼠吃了這些具傳

染性的中間宿主後 9 幼蟲即移行至腦部實經兩次脫皮發育

成第四和第五期幼蟲 9 於人類其幼蟲停留在腦部而終其壽

命，於老鼠(rat)體內則可完成生活史 O

人類為廣東住血線蟲的非適當宿主，當幼蟲侵入人體

後，在人體內很少發育為正常成蟲(14) ，但其幼蟲會沿著神

經徑路侵犯人類中樞神經系統(38) ，造成臨床上會見的嗜伊

紅性腦膜炎(eosinophilic 臨eningi郵)。實驗室檢查，以腦脊

髓液中出現，嗜伊紅性白血球為其特徵(1，8) 0 但仍需與其他寄

生蟲感染，如豬肉囊蟲、棘口線蟲、吸蟲等，及某些非寄

生蟲原因如隱球菌、病毒、腫瘤、藥物反應等做鑑別診斷 O

而在泰國、台灣東南部、大溪地、印度、大陸、澳洲等地?

此種嗜伊紅性腦膜炎(3，5)則以廣東住血線蟲感染較為常見 O

此蟲的蟲體在活著的時候不會有明顯的嗜伊紅白血球

增加之反應;死去的蟲體，才會招來一堆的嗜伊紅白血球 9

當初次感染時蟲體在腦內鑽動形成坑道?如果是新的隧道

(Track) ，嗜伊紅白血球反應並不強?有「蟲死J 處才明顯 O

在 1980 年左右. ，此種腦膜炎曾在夏威夷等太平洋群島

等處造成流行 O 美圈人稱它為良性嗜伊紅白血球性腦膜炎

(benign eosinophilic me的ng設is) ，但此病到了台灣、泰國、詩

盟等處，就一點也不那麼「良性」了。這是因為前者都由

小蝸牛、污染的蔬菜等得到感染會是屬於少量的曹長期性

的感染;後者則多是大量的感染 9 像非洲大蝸牛 O 此病的

嚴重程度和感染的量有關 O
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二、流行病學

廣東住血線蟲主要發現於台灣、泰國、大溪地、印尼、

中國大陸、澳洲、夏威夷及太平洋一些島嶼中 O 在台灣的%

病人為 15 歲以下小孩 9 病例數以屏泉縣最多?其次為高雄

縣、台東縣和花蓮縣實每年的六月至十月為流行季節會這

和雨季詩中問宿主活動較頻繁有關(25) 。

據 Yii CY(31)等自 1944 年至 1978 年的統計，大部分患

者嗜伊紅腦膜炎或腦膜腦炎的病例，均屬於小孩?以 15 歲

以下居多，其中 66%為 O 至 9 歲的孩童，男女性別無差異 O

這與泰國的報告不同贊他們的患者則多為 20 至 39 歲之成

年人 O

此病在本省的流行賢以東、南部為多，在這二地的居民

以皮膚試驗來看感染的狀況會東、南部各有 50%及 36%為

陽性反應 O 而北、中、南、東部分別以証尬試驗調查的結

果，各為 20.1% 、 17% 、 28%及 36% ，仍是以東、南部居多。

由此可見感染j比症的比率甚高，而診斷出來的卻很少會輕

微的病例，常被當成上呼吸道感染 O 另外 9 也有把日本腦

炎的病人，包括已證實的，未確定的、或證實不是的，找

來做廣東住血線蟲症的 lHA 試驗?陽性率如下: 1972 年是

48.7% ， 1973 年是 40.6% ， 1974 年是 33 .30/0 ， 1975 年是 100% 0 

依此推想，可能不少日本腦炎的病例，實際上是感染此病，

引起嗜伊紅性腦膜腦炎，而被誤診的 O 當此線蟲活生生的

鑽入腦部時?會引起嚴重的組織破壞習而當它死後則會引

起厲害的炎症反應。

五、傳染途徑

至於傳染途徑多問吃下被感染之軟體動物或被汙染蔬

果(1)而羅病 O病人通常是吃下具感染性中問宿主或保蟲宿主

而致病，若水果、蔬菜或飲水中含第三期幼蟲，亦可能造
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成感染 O 台灣的病人感染來源主要是非洲大蝸牛、結埔等

中間宿主?此外蝦、蟹、青蛙等亦可為保蟲宿主 O

四、臨床症狀

廣東住血線蟲具有趨神經特質雪當它被人吞食後隨即移

行至神經組織或眼球內，其潛伏期由 2 至 35 天不等，小孩

的潛伏期較短，平均是 12圓的天雪大人平均是 16.7 天 O 症

狀則以暫時性腦膜炎和腦膜腦炎為主，由於蟲體在人類腦

部移行?臨床上以額部、枕部或雙籲倒之難耐性頭痛最常

見;約佔 90攝99% ;且頭痛在腰椎穿刺後將迅速緩解，其它

較常見症狀有頸部僵硬、咳嗽、嘔吐、煩躁不安、倦怠、

嗜睡等，同時會伴隨陽性 Kemlg 氏徵和 Brudzinski 氏徵 9

深部肌股反射異常及四肢無力或麻痺，嚴重者會昏迷甚至

死亡 O 此外病人大多以輕度發燒表現，體溫很少超過攝氏

三十八度 O 另外由於蟲體移行所造成的機械性傷害?亦可

造成第二、六、七對腦神經損傷，導致內斜視、顏面神經

麻痺和複視等現象。少數病人尚會引起神經根脊髓炎，導

致軀幹和下肢疼痛及感覺異常。由於人類體內蟲體短期內

將於神經組織中死亡，故若無重複感染在急性期過後將自

然痊癒，而少見有後遺症 O

1976 年 Yii Cy(35)等一篇包括 114 嗜伊紅腦膜炎或腦膜

腦炎病例對有關併發症狀的報告如下:頭痛(86%) ，噁心/

嘔吐(83%)，嗜睡(82%)，發燒(80%)，便秘(76%)，不過(71%) , 

厭食(64%扣咳嗽(54%) 實頸部僵硬(40%) ，腹痛(34%折感覺

異常(28%) ，四肢無力(17%) ，肌肉徵弱(13%) ，複視(10%) , 

打噴噯(10%) ，昏迷(10%) ，全身疫學(3%) 。

五、診斷

診斷上主要依據臨床症狀，流行病學及腦脊髓液檢查等

三大特徵，最後並經血清學陽性反應而確定診斷。
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廣東住血線蟲症在台灣南部較多，南部醫師對這個病的

診斷也較有心得 9 脊髓穿刺後作診斷，可有 20%的成功率，

抽出的 CSF ，應在黑暗背景下觀察?可見有棉花絲狀物 O

臨床診斷上凡具有典型症狀和腦膜炎表徵，有可能被感

染之病史(居住在流行地區，或曾食用中間宿主或保蟲宿主

者) ，及腦脊髓液中有高比率嗜伊紅性白血球等三要索者，

均應高度懷疑為廣東住血線蟲腦膜炎 O 腦脊髓液檢查顏色

清澈或輕度混濁雪白血球常介於 150 至 2000 cells/ul 之悶，

95%患者其嗜伊紅白血球超過的%'且一般均介於 20%至

70%之間 O 蛋白質濃度升高，講萄糖濃度則正常或輕微降

低 O 過邊血液檢查白血球總數及嗜伊紅性白血球均會些微

上升，但與臨床症狀的嚴重度或腦脊髓液之嗜伊紅性白血

球數無正相關性 O 電腦斷層掃描與核磁共振掃描並無法提

供特異性的診斷訊息 O 最確切的診斷是從腦脊髓液中找到

蟲體，唯周要在腦脊髓液中尋獲幼蟲蟲體極為不易，故最

後尚須依賴、血清學試驗酵素免疫分析法(ELISA)以輔助診

斷 O

六、鑑>>J診斷

臨床上廣東住血線蟲症特別應與豬肉囊蟲症、棘口線蟲

症鑑別診斷 O 其中豬肉囊蟲病會極少侵犯大腦實質會而主

要以表現高腦壓症狀為主 O 棘口線蟲則好發於東南亞地

區，尤其是泰國?症狀則以神經根疼痛?脊髓腦炎併四肢

麻痺為主，且常遠有極嚴重之後遺症，腦脊髓液為稻草色?

廣東住血線蟲血清學檢驗呈陰性反應 O 其它會造成腦脊髓

液之嗜伊紅性白血球過多者，尚有如豬肉旋毛蟲症 9 貓犬

蚵蟲症，結核性腦炎，但其腦脊髓液之嗜伊紅性白血球大

多小於 10% 0 

舟、治療
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七、治療

廣東住血線蟲引起的嗜伊紅性腦膜炎會目前尚無有效的

治療方法，主要仍採取支持性療法 O 只能針對病人現有的

臨床症狀加以舒緩?重複做腰椎穿刺放出蟲體，以免蟲體

阻塞腦脊髓液循環造成水腦症，以及腦壓升高。若腦壓升

高時鬧過久，病人呈昏迷狀態，還是會有生命危險 O 治療

上則以症狀治療及支持性療法為主，其中類囡醇可降低腦

壓及減輕人體對蟲體的致敏反應，類固醇的使用 (45) ，存有

爭議，尚無定論 O 因為廣東住血線蟲為一良性自限性的疾

病，很少引起患者死亡，故有些人認為不使用類固醇藥物，

大多數病人亦會自行復原，更何況類固醇藥物會產生許多

不良的副作用，間不建議使用 O 但類問醇可改善腦部急性

的發炎反應(45) 0 對於思者臨床症狀的舒解?神經病變得改

善，後遺症的減輕或許有幫忙。藥物(如 Glycerol、 Mannitol) , 

重複抽取腦脊髓液?或腦窒腹膜引流街則能有效解除高腦

壓症狀 O 其它視症狀給予解熱劑或鎮痛劑 O 若懷疑有細菌

感染之現象 9 可絡予抗生素治療 O 至於驅蟲藥如

Albendazole , Levamisole 和 Flubendazole 在小白鼠的實驗發

琨有很好的療效，在人體之治療方面高醫黃高彬教授 87 臨

床病例研究發現實使用 Levamisole 5mglkgl-day 或Albendazole

10mglkglday 連續治療 21 天?預後良好?因此建議廣東住

血線蟲感染引起之嗜伊紅性腦膜炎應以積極的、有效的驅

蟲藥物配合支持性的治療為宜 O

八、預防措施

預防上別首重於滅鼠，確實清洗蔬果?勿生食其傳染性

的蝸牛、螺、蝦、蟹及其它中閱或保蟲宿主 O 通常煮沸達

兩分鐘以上，或冷凍至攝氏零下十五度達二十四小時以

上，即可殺死廣東住血線蟲 O 至於住院病人則無需特別的

隔離或警戒措施 O
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九、致病機轉

從人體及動物病理切片的觀察得知?廣東住血線蟲症造

成腦部傷害的病理機轉(附圈 2)主要可能有五項:

(一)蟲體本身對人體腦部直接產生機械性的破壞 O

(二)蟲體釋放出對人體有害的抗原或代謝性產物 O

(三)蟲體在人體腦部形成肉芽組織般的腫塊，破壞腦部結

構 O

(四)引發腦部車管週邊組織的炎性反應，使得發炎細胞得以

大量侵入腦部，造成腦部的傷害 O

(五)Eosinophil 的鹼性細胞毒性蛋白雪包括 EPO， EDN, ECP, 
MBP 等，有報告指出這些成分能殺死寄生蟲體，同時

造成組織傷害 O

雖然上述為廣東住血線蟲症可能的致病原因會但是主要

的病理機轉並不清楚雪因此本研究主要是利用老鼠(mice)感

染廣東住血線蟲後，是否有特殊蛋白產生?而破壞腦部結

締組織及神經細胞，自此利用 Substrate Gelatine Zymography 
及 SDS國PAGE 技街，分析蛋白鵝酵素活性的產生。期史進

一步探討與疾病的相關性。
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細胞外基質 [Extracellular 酷的ri寬(ECM)]

細胞外基質(ECM)成份的重要性不只是組織結構的支

撐者?同時會影響許多的生物活性，包括細胞生長及分化、

細胞吸的(cell adhesion) 、遊走(migration)和組織型態(tissue

morphogenesis)的重要調節者(62) 。

細胞外基質(ECM)藉由細胞的接觸、 mitogenesis 的調節

和細胞的分化決定組織的架構實並且扮演對大分子的選擇

性濾、膜之角色 O 正常情況下它不會讓大分子蛋白質或者細

胞通過?然而在組織重整或侵犯過程?包括發炎、傷口修

補、血管生成或腫瘤形成時?財組織細胞、發炎細胞、免

疫細胞或腫瘤細胞等會產生蛋白酵素，分解破壞細胞外基

質(ECM)而允許細胞的移動 O

細胞外基質 (Extracellu1缸 ma出ces) 包括: (一)基底膜

(Basement membranes)( 二)組織間隙結締組織(Interstitial

connevtive tissue) 

(一)基底膜(Base甜甜t membra誼es)

上皮組織與結締組織交接處的一層結構構造，稱之為基

底膜 O 主要是由基底板(basall姐姐a) 、基質、網狀纖維三層

所組成的 O

基底膜的主要成份: (1) type國IV Collagen :為基底膜的主
要成份會用來形成網狀結構並且是細胞接觸的蛋白雪會和

hepar組 su1fate proteoglyc租、 fibronectin 有交互作用 O

(2)L磁n扭曲、 (3)heparan sulfate 、(4 )Chondroitin sulfate 、

(5)Entactin 0 
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(二)組織時雕結締組織扭扭terstitial co盟nevtive tiss臨吋

是由細胞 fibroblasts 、 osteoblasts 、 chondrocytes 和

macrophages 所構成的，其可分成幾種類型:鍵(tendons) 、

骨 (bone) 、筋膜(fasciae) 、鬆的基質(loose s甘oma) 、韌帶

(ligaments) 0 其廣泛分佈在身體的膠原纖維和 glycoprotein 、

proteoglycan 、 hyaluronic acid ground substance 所形成的總狀
組織中 9 主要是做為支撐作用 O

細胞基質分解蛋白酵素(Matrix岫degradi目g protei盟ase) : 

細胞外基質的主要成分是 collagen' 屬於纖維蛋白?為

哺乳類動物體內最多葷的蛋白質，與此分解相闊的酵素包

含有 (l)ma出x metalloproteases(MMPs) 如Interstitial

collagenase, Type IV collagenase (gelat血ase A, B) (MMP-2, 
MMP闡9)， Stromelysin 等。 (2)甜的le proteinase '如 Plasminogen

activators, 包括 urokinase-句pe PA(u-PA)及 Tissue圈可pe PA(t­
PA)兩種 o (3)Cathepsins 0 (4)Proteoglycanase 0 (5)其他:如

Elastase 0 細胞外基質的分解是一連串複雜蛋白酵素的作

用，而分解不同型 collagen' 所需要的蛋白酵素也不同而且

有可能需要二種以上 O
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蛋白酵素(Proteases)

張白撐素(protease)是一種蛋白股鏈分解酵素(52) 雪主要分

為外姓自每(exopepti益的es)及內腔略(endopeptidase)兩大類，其

中內姓梅(endopeptidase )主要包括 1.Serine protease , 
2. Cysteine protease(也也Lproteinase)' 3.Asp缸tyl protease(ιd 

protein的e) , 4.Metalloproteinase 四類 O

Exopeptidases Endopeptidases 

Aminopeptidase Serine proteases 
Dìpeptidyl岫peptidases Cysteine proteases 
Tripeptidyl國pepti吐ases Aspartic proteases 

Carboxypeptidases MetaUo國proteases

Pep世dyl-dipeptidases

Dipeptidases 
Omega peptidases 

MMPs (Matrix Metalloproteinases) : 

MMPs 一種合鈴(Zn2+)的金屬酵素(闊別loenzyme) (67) ，能

夠分解細胞外基質(ECM)的蛋白成分。參與各種正常生理過

程或病理過程(咐表團3) ， MM站在正常生理過程具重要的功

能，其參與傷口癒合(wound heal血gi57扎62) 、組織重建

( remodelling)糾紛、排卵(ovulation) 、胚胎著床 (blastocyst

implantat的n) 、骨幣成長 (bone growth) 、血管新生

(組giogenesisi58)等賢相對的 MMPs 在各種疾病的過程也有

其病理上角色?如腫瘤細脆的侵襲(也vasion)及轉移

(metastasis i53-58) 、類風濕性關節炎(rheumatoid arthritis) 、牙

周病(periodont討 disease) 、動脈硬化(a也erosclerosis)(47)等 O
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MMPs 也被證明參與中樞神經系統(CNS)疾病(46) ，如多

發性硬化症 (multiple sclerosis) , A1zheimer's disease 及

ma1ignant glioma 0 同時 MMPs 忠被探討其可能促進 CNS 疾

病的復原 O

MMPs 家族目前為止已知至少有 18 個成員(的表闢1)。它

們共同具有 propeptide domain 及 N輔ten血nus doma血絨的囡"

2 ) ，另外分別附加 fibronectin -like repeats , transmembrane 

domains 及 C-terminus hemope泊卦，like domains 0 MMPs 依其

結構及受質特異性主要包括<D collagenase , <ID gelatinase , @ 

甜omelys血， @membrane國typeMMP(MT圖MMP) 四個次家族

( subfamilies )(的表團1) 0 

每一種 MMP 都有不同的受質特異性(46.4η? 例如:

interstitia1 collagen的e (MM弘1) 能分解可pe 1, II, III 

collagens ; S甘omelys血 1 仙也。闡3)是一種廣泛受質特異性的

酵素，能分解可peill 及 IV collagens, proteoglyc妞， fibronectin 

及加ninin; 72 kDa 及 92 kDa gelatinase(M孔fpm2，弘動1p圓的能分

解句peIV 及 V collagens , fibronectin 實加n扭曲、 gelatins 0 已

有報告指出，在許多病理狀態下如:腫瘤轉移(如mor

metastasis i53-58)和類風濕性關節炎(即leumatoid 缸血的)會不

正常的大量表現 O 然而其正常控制下的表現，是一些正常

生理過程所必須的如:路胎發育(embryogenesis) 實組織重建

(tissue remodelling) ，傷口癒合(wound hea1ingi61 ,62) 0 
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MMPs 家族有幾項特鐵(62):

l.MMPs 是以非活化型(Inactive為rmogen，proe但ymes)方

式被分泌出來實需要經過活化作用才具有蛋白分解活性 02.

其催化活性機制需要 Zn2+/Ca2+位於其催化位 (catalytic

site) 0 3.Z)位logen 能被其他蛋白將或有機汞

( organomercurials)(如 APMA)活化 04.活化作用使其 N闢端被

切掉一部份，而少掉約 lO kD的分子量 o 5.恥1MPs 酵素能分

解一種以上的細胞外基質(ECM)成份 o 6.MMPs 的活性可以

被 TIMP(tissue inhibitor of metalloproteinase)所抑制 o 7. 因含

有 Zn2+及活性需有 Ca2+存在所以會被金屬贅合劑(chelating

agent)如 EDTA 所抑制 o 8.MMPs 成員闊的胺基酸序列相似

性很高 O

MMPs 生理活性調控方式主要有三餾層次:

一、基因轉錄(gene transcription)。二、酵素元活化(proe也yme

activation) 0 三、組織蛋白酵素抑制劑(Tissue inhibitors of 

meta11oproteinases (TIMPs)) 0 

一、轉錄層次的調控(Tra目scriptional reg啞的峙的

卜轉錄調控(Trarrscriptional regulation) : 

@正調節作用:弘岱1Ps 的基因並非 constitutively

expressed' 但可以受到一些生物活化劑如賀爾蒙(hormone) 、

生長因子 (grovvth factors) 、 proto-oncogenes 、也白缸n血atory

cytokines 、 tumor promoters 、 phorbol esters 、細胞與細胞外基

質(ECM)或細胞與細胞間交互作用 (cell國cell interaction)的正

調節。@負調節作用:這些正向的調節可以被其它的生物性

關聯的作用者如類囡醇(steroids)及 TGFβ 所抑制 O
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大部分這些刺激誘導←fos 及 c-jun protooncogene 產生，

這些產物形成同質及異質性雙體(homo-,heterodimeric form) 

的轉錄因子(transcription factors) activator prote血岫 l(AP-l)。此

A手1 因子結合到基因促進子(promoters)或增強子(e世lancers)

的特異 DNA 序列(稱為 AP-l binding sites,phorbol ester 

response elements or TREs) 上空而促使基因轉錄作用 O

MMP岫9 雪給omelysins , collagenases 的促進子(promoters)土

含有 AP-l 序列，而 MMP圍2 則不具有 AP-l 的結合位(46) 。

二、酵素活性的調節(Reg啞的io甜甜1etallo proteases 

activity) : 

MMPs 最初是以非活化型的月rmogens 形式產生，其催化

位 (catalytic doma血)含有鈴離子(Zn抖)與 pro-peptide 區的

cysteine 結合，活化因子破壞 cysteine圍zinc interaction (cysteine 

switch mechanism) 而暴露出催化位實產生部分活化的中問產

物，再經由自體催化作用(autocatalysis )切除 propeptide 區域實

而形成完全活化態的酵素(60) 。

內生性活化因子(endogeno臨s activator) : 

包括@、 PlasminlPlasm血ogen 活化系統:包括 uro垣nase固守pe

PA(u團PA)及 Tissue-type PA(t國PA)兩種 0 (2)、其他酵素的活化

作用:社yps血型 plasm妞， kalliktein, cathepsin B, s甘omelysin 0 

@、細胞表面相關活化國子/接受器(activator/receptor)系統:

gelatin的eA司IMP2 receptor for gelatinase B 0 
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五、酵素活性抑制作用 (Inhibitio甜甜可r甜le activity) : 

(I)Plasm品。gen(PA)活性抑制劑:包括@加PA 抑制劑?

antithrombin II卜 αl-prote血ase inhibitor 、 α2-macroglobulin 0 

@t-PA 抑制齊!實 α2-antiplasm姐、 α1團組tit丹rps血、 αL

macroglobulin 0 @serine proteinase 抑制劑(serpin)家族成員實

protease nexin 1 (PN闢 1) 、 PA inhibitor type I(PAI-l) 、 PA

inhibitor type 2(P AI-2) 0 

(2)MMPs 抑制劑(血hibitor) :色括@α2-macroglobulin 0 

@β 卜anticollagenase 0 @serum C-reactive protein 0 

@TIMP(Tissue inhibitors of metalloproteinase) 0 @Chelating 
agents (EDTA) 0 

活化後的 MMPs 會與 TIMPs 以 1:1 比例形成複合物(51) , 

酵素活性因而受到抑制 'TIM點也會與非活化型 pro吟nzyme

forin 形成 complex(pro帽MMP國9fT品在P-l ，pro岫MMP個2fTIMP-

2，pro-MM弘2/TIMP國3) 。目前已知有四種 T品1p具許多共同

特性但有不同的活性(46)(附表闡2) 。

MMPs 在生理 pH 值下雪它們能將結構蛋白成份如

collagen 、 proteoglycan 、 fibronectin 和加n扭扭等分解，而這

些成份是維持結締組織完整性所必需 O

正常生理狀態下M1在Ps 受到嚴謹控制，許多研究指出在

許多發炎反應(57)及惡性腫瘤(58)等疾病時 MMP 會過量產生

及活化是其病理特徵 O欲維持細胞外基質(ECM)的正常生理

功能，蛋白酵索和蛋白酵素抑制劑的平衡是非常重要的。

若要減少細胞的"轉移"或"侵犯"可以從幾方面著手(1)降低

相關蛋白酵素基圓的表現。 (2)提高內生性蛋白酵素抑制娟

的表現J 0 (3)攝取自然或合成之蛋白呂學素抑制劑 O
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第二章 研究材料與方法

一、廣東住血線蟲第三五期幼蟲(L3)之說集

由田野撿拾非洲大蝸牛雪將非洲大蝸牛外殼破碎 9

取其組織，剎碎 9 再用組織均質器絞碎之後以 1 : 30 比

例加入人工胃蛋白酵素消化液，以磁性攪拌子於 37
0

C

之恆溫箱中型均勻攪拌消化 2 小時之後?以雙層紗布泛、

去雜質，加入生理食鹽水稀釋並靜置。每問隔 30 分鐘

倒去約一半的上清液 9 再加入生理時鐘水稀釋靜置?重

複至完全清澈為止 O 以漓管吸取下層之沈澱物，置於玻

璃朧中，置於解剖顯微鏡下，觀察並吸取 L3 幼蟲，每

30 隻 L3 幼蟲為一單位實置於玻璃盟中 O

*人工胃蛋白酵素消化液:

8ml 日Cl

7 gm Pepsin (1 : 2500, Sigma) 
加 distilled water 至 1000 ml 

二、實驗動物

ICR(Institute for Cancer Research)品系小鼠(Mice) , 
購自國科會動物中心?為之適齡雄性小鼠 O 感染前至少

飼養於動物房一遇，並維持在 12 小時亮及 12 小時暗的

動物飼養中心 O

三五、動物感染
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對照組與實驗組之小白鼠(ICRs仕ain)'在感染前 12

小時均給予禁水、禁食;除陰性對照組外，每隻小白鼠

以口胃管分別灌入 30 隻第三期幼蟲(L3) 會於感染後 12

小時再恢復其供水、供食 O

閥、腦部說織均實(Brai聽說ssue preparat峙的

所有的操作都在 40C下完成 O 在感染後 14 天?將小

白鼠經斷頭、取腦、秤童，每 100 mg 組織以 1 ml PBS 

研磨雪於;水浴中用均質機上下研磨約的下?將此均質

液倒入離心管，於冷凍離心機以 6，000g 轉速 4
0

C下離心

30 分錢?分離出上清液(Cytosol)部分，沈澱物(Pellet)部

分實再以 0.25%(v/v)Triton X酬的。混合萃取?於冷凍離

心機以 14，OOOg 轉速 40C下離心 30 分鐘，分離出上清液

(Triton ex甘act)部分， Cytosol 及 Triton ex甘act 部分皆時

存於闡700C冷凍櫃中 O

五、蛋白質濃度瀾定(Pro能in assay) 

蛋白質的定量採用 Bio國Rad Protein Assay 方法?其原

理為蛋白質可與 coom的sie brilliant blue G帽鈞。形成藍色
複合物會所以藍色越深表示蛋白質量愈高 O 方法1.製作

BSA 的 Standardcurve: 以一系列已知濃度的 BSA ，加

五分之一體積的 Bio國Rad dye，對波長 505血n 可見光之

吸光度作一標準曲線 O 再以同樣的方法測得樣品之 OD

值後，根據標準曲線求得蛋白質濃度 O

六、 SDS-PAGE 電泳

@Reagents and Gel Preparation for SDS國PAGE Slab Gels 

步驟:
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卜 Assembling the Glass plate Sandwiches 
虹、膠體的配製法(Gel Preparation) 

A) Separating Gel 
B) StackiIlgÇJel 

。 .1% Gelatin SDS國PAGE Separating Gel Stacking Gel 

%T 單位 8% 10% 12% 8% 10% 12% 3% 4% 

dH20 ml 12.3 10.3 8.3 14.{) 12.0 10.0 6.5 6.1 

I .5M Tris,pH8.8 ml 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 

0.5MT討s，pH6.8 ml 2.5 2.5 

30% ml 8.0 10.0 12.0 8.0 10.0 12.0 0.98 1.3 

Acryamidelbis 

10%SDS ml 0.3 。3 0.3 0 .3 0.3 0.3 0.1 0.1 

10%APS ml 0.5 0.5 0.5 。 .3 0.3 0.3 0.1 0 .1 

2%Gelatin ml 1.5 1.5 1.5 

商品包D 叫 15 15 15 15 15 15 10 10 

Toral Volume ml 30 30 30 30 30 30 10 10 

12%For 10岫 100 K Daltons 7.5% For 4弘250 K Daltons 
※注意事項

的婦臨胺(Acryl甜甜e)在聚合之前，毒性接鼠，且能直接侵入皮層，

使用時必須戴手套 O 汙染的玻璁器血，也必須徹底洗淨 o

配膠法:

I.Prepare the separating gel monomer solution • by 
combining all reagents(除Ammonium persulfate(APS)及

TEMED外).
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2.Degas for ~三 15 minutes at room temperature. 
3.加 APS&TEMED →mlX.

4.Pour the solution to 誼le Sandwiches. 
(pour the solution smoo也ly to prevent it 金om mixing with 

air). 

5.Immediately overlay solution with water. 
6.Allow the gel to polymerize for 45 min -1 ho前.
Note:若不立即電泳反'1在上面加入約5ml of 1:4 diluted 

stock solution B 避免脫水
7.Prepare the stacking gel monomer solution.( 同上)

8.在1入stacking gel 之前，先用濾紙吸乾Sep缸at血g gel表面

的水份-

9.放入Comb →Allow the gel to polymerize 30-45 minutes. 

10.移去 Comb →Rinse 也e wells with distilled water. 
11. Sample loaded • gels run. 

111 、 Loading the Samples 

Sample buffer 必須含有時%Sucrose or glycerol 讓

Sample下沉.

※2X Sample buffer(prepared fresh each week and stored at 
40C) 

Distil1ed water 4.1 ml 

0.5M Tris國Hcl， pH 6.8 2.5 控註

Glycerol 2.0ml (ρ20%) 

SDS O.ι4gm(仟4%)

β咀'

0.5%(w/v) bromophe阻no叫1 blue 0.4血i

To叫tal 1ωOml 

Sa扭mple . Sa缸mpleb口t缸fe叮r (1 : 1) 

1V 、 Prepare electrode bu缸er
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配置約2000ml的electrode buffer • 350ml for upper bu証br

chamber 會剩餘放入lower bu能r chamber 盡量避免產生

氣泡 O

V 、 Running the Gel 

set voltage : 150V 、 60 扭曲 O

VI 、 Fixation & Staining 

染色液(Sta扭扭g solution): 30min to 1 h 

0.1 %Coomassie Blue R250 (0.25%) 

的% Methanol (40國50%)

10% Acetic acid 

VII 、 Destaining

脫色液:

7.5% Acetic acid，的%Me也anol

VIII 、膠體保存液:

7.5今~ acetic acid 

IX 、縮膠

70%Methanol, O.8%Glycerine 

X 、封膠

gel drying between sheets of cellophane(玻為紙)
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是2 、 Gelatin圍substrate Zy咽。graphy(82-8月

本法利用內舍。.1%gelat血的 SDS polyacryl組lide 為

蛋台酵素作用基質 9 當具有 ge拋出lase 的蛋白酵素經過

適當的活化後，會將其電泳移動後 9 所在位置的 gel前扭

分解，如此經過 coom的sie blue 染色後 9 蛋白酵素所在

位置 9 因不具有 gelat血無法被染色 9 而主透明之

gel混血o1tic band' 藉此可判斷蛋白酵素的存在與其相對

分子最 O

卜 GelatinδDS.咽polyacrylamide gel 之製備

本實驗所周板膠的濃度為 8% 雪其組成如下:

Separating gel Stacking gel 

1.5扎在 T討s-HCl， pH8.8 2.5ml 。

0.5扎在 Tris酬HCl， pH6.8 O 0.65ml 

30%acrylamide-0.8%bis-acryl扭扭de 2.7ml 0.35ml 

Ammo血um persulfate( 1 Omg/ml) 0.5ml 0.18 

lO%SDS 100.0ul 25.0ul 

Gelatin(2% ) 0.5ml 。

dH20 3.7ml 1.35ml 

TE1在ED 10.0ul 6.。自1
一

Gelatine-SD品polyacryl組lide 板膠之配製方法如同一般之

SDS國polyacrylamide 板膠，不同處為 separatung gel 內含 0.1%

之 gelatin 0 

11 、 Loading the Samples 
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同 SDS-PAGE ，但 S缸nple bu的r 不能合還原劑， Sample 
與 Sample buffer 混合後不能加熱，會影響蛋白質

(gelat血ase)的 refolding 0 

III 、 0.1%Gelatin SDS國PAGE 電泳後 gel 之處理:

取下膠片 (gel) ，加入 100ml Wash血g bu能r(2.5%

Triton X -100 血 dH20)在安混下輕微搖動 30 分鐘後，換

新 100ml Wash血g bu能r 再洗一次 O 倒掉 Wash血g

bu自bh 膠片以 dH20 washing ，再加入 200ml Reaction 

bu旺er ( 40 mM Tris團HCL，pH 7.8, 10 mM CaCh, 
0.01 %NaN3) ，於 370C恆溫水浴中 9 搖動 12 小時以上實

反應後取出膠片以 0.25% Coomru弓sie Blue R250 染色液染
色一小時，再用 20%MeOH， 10%Acetic acid 脫色 O

八、 Determinatio臨。fpH optimum 

取 30μ1 Sample loading 至 O.I%Gelat血闢8%SDS.. 

PAGE(Bio國Ra往 M血ιProtean II) ，進行電泳分析: 150 

v 、 60 m妞，經過電泳後的凝膠，每個 Lane 切成小片

後加入 50ml 合 2.5%Triton X間的0 的 Was趾ng b曰:能r 在

室溫下洗 30min ，在換一次 Washingbu的r 洗 30m鈕，

將每條凝膠分別放入各種不同 pH 值的 Reaction

bu能r(內含 10 mM CaCh)中?在 370C下反應的小時以

上，反應後之凝膠雪再染色和脫色?方法向前述 O

九、 EDTA 對酵素活性之影響

方法與 gelatin圍Zymography 相同，然反應溶液中加入
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0.5位自在的 EDTAo

十、蛋白鵲拚輔齋j對酵素活性的影響(Effect of 

inbibitor on activity) 

方法與 gelati扭曲，Zymography 相同?然反應溶液中加入各

種不同之蛋白酵素抑制劑 9 立在使其最終濃度為:

EDTA : 10~ 
Leupeptin : 10uglml 
PMSF : 2~ 
Phenan由rol血 :5~

十一、 Activation by APMA and Tη'psin 

a 、以 APMA 活化 Proen勾啞le : 

*APMA 溶解在 O.lMNaO日，再以 2M Tris國Hcl 調發至

pH 7.5 0 

25μ1 檢體(25μg) 加入 0.5~APMA ，混合後在 37

。C下反應一小時，↓加入 30Jll 2X loading bu能r( 不合

令MSH 或其它 reducing agents) ，取 30J.ll 進行電泳方法

同 Gelatin國substrate 月啞的graphy 分析 O

忌、以 Tηrpsm 活化 Proe師"的:

25μl 檢體(25μg) 加入 5μ15mglml Tηps血溶液，混

合後在 37
0

C下反應 10 分鐘，加入到μ1 2X loading buffer 
(不舍今MSH 或其它 reducing agents) ，取 30J.ll 進行電泳

方法同 Gelatin團subs甘ate 勾恆的graphy 分析 O
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十二、 MMP冷的純化

利用 affmi勾r chromatography 來純化此蛋白嗨?將均

質液通過 Red agarose ，在利用 gelatin-Sephaτose affmity 

chromatography 來純化此蛋白鵝 O

十五、抗發炎藥物對蛋白鵲產生的影響

以廣東住血線蟲感染小白鼠(1CR strain) ，於飲用水

內分別加入抗發炎藥(Aspirin(O.8mgl即1)

prednisolone( 0 .2mglml))等。經過雨過後小白鼠經斷頭、

取腦、均質?取其均質液進行 Gelat扭曲subs甘ate

勾咽ography 分析，觀察其蛋白鵑產生之情形 O

十四、蛋白轉產生的時闊曲線(Ti臨e course) 

以廣東住血線蟲感染小白鼠(ICRs仕ain) ，經 3 天、 1

週、 2 迪、 3 迪、 4 週寸週、 6 週 O 分別將小白鼠斷頭、

取腦、均質?取其均質液進行 Gelatin國subs甘ate

zymography 分析 9 觀察其蛋白鶴產生之情形。
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第三章實驗結果

一、廣東住血線蟲感染者鼠(ICR strai的腦部均質液中

gelatinase 的表現

以廣東住血線蟲感染小白鼠後 12 天會利用 ge1atin咽

subs甘ate 月租ography 電泳分析感染組(也fection)老鼠?與

未受感染老鼠(con缸。1 組)腦部均質液?結果顯示有三條

具蛋白酵素活性的電泳帶產生?分子量分別是約 230 、

94 、 72 kD會 72kD band 不論在感染組或 Contr01 組都

有出現活性，而，....，230 kD band 也在感染組或 Con甘01 組

的 Triton-ex甘acts 部分都有出現活性，然而 94 kD b組往

則特異性的只有出現於感染組。而在廣東住血線蟲感染

之適當宿主大白鼠(rat)則無任何蛋白將 gelatinase 活性

的表現) 0 (Fig國 1)

二、 EDTA 對蚤白鵝 gelati盟ase 活性的影響

為了確定前面 ge1甜甜分解酵素活性電泳帶(band)是

特異性的由 ge1atinase 所產生的會因此在月啞的graphy

後，在反應液(reaction buffer)內加入 10mM的 EDTA 型

發現不論感染組或 Con甘01 組?所有的 b缸ld 都消失了，

因此可以確認前面之反應是特異性由於蛋白鵝活性所

產生的，同時瞭解這些 ge1atin的e 需要二價陽離子作為

cofactor , f!r 此 ge1前血ase 是一種鈣(Ca村)離子依賴性 O

(Fig圓2)
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之五、 721之細品Da gelati臨ase Optimal pH 值得潛~

為了史進一步瞭解 72 及 94-kDa 蛋白酵素

gelatinase 的性質實在何種 pH 值下會有最大的活性值?

因此利用各種不同 pH 值的緩街液做為反應溶液。結果

得知， 72 、 94主Da gelat血ase 的活性出現在 pH 令10 之

間，且以 pH6品活性最大 o (Fig闡3)

四、蛋白鵝抑制劑抑制 72 、 94品Da gelati臨ase 活性的

分析

藉由各種蛋白嵩每抑制劑的抑制效果，可以了解

72 、 94kDa gelatinase 是屬於那一類的蛋白鶴 O

Leupeptin 是一種 Cysteine proteases 的抑制劑?當加

入 10μg 至反應波(reaction bu能r)後， gelat姐ase 活性並

不會受到影響，因此知道此 gelatinase 並不屬於 Cysteine

類蛋白鵲 o (Fig..4) 

PMSF，是一種 se自le protease 抑制劑，當加 2血M

PMSF 至反應液{reaction b臨的。後?並不影響 72kDa 及

94kDa 的酵素活性?因此知道此蛋白鵲並不屬於 se討的

類蛋白鵑 o (Fig-5) 

1.10-Phenan也rol血是一種 Metalloprotease 抑制劑，

當加 5mM 1. 10國Phenan伽01血至反應液(reaction ，bu能。

後， gelatinase 活性完全受到抑制，故其為

metalloprotein的e 0 (Fig醋的
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五可以 Trypsi盟及 APMA 對 proMMPg會i甜甜閥se 的活

化作用

因 meta11oprote扭ase 是以 proenzyme form 型式產

生書需要經過其它酵素的切割或自體催化(autocata1ysis ) 

作用才具有活性，前面 pr昀O

乃囡在勾咀1昀ogra呻ph卸y 電泳i過邊程被 SDS 所活化，為確認

此pr昀o-M恥M呼P 能被其f他色酵素或有機化合物切除pro叩pe句pt討id由e 

domain 後能產生活化型的 MMP' 因此我們將腦均質液

周知g/ml 控yps血處理的分後9再跑勾咀lography 電泳，

發現四條新的 gelatinase 電泳帶，分別是約 85kDa(94kDa

之活化型) , 63kDa(72kDa 之活化型)及另外兩千余IJ、分子

量的電泳帶 o (Fig-7) 

用 APMA 處理後例如a 及 72kDa' 分別被切割成

約 85kDa 及 63kDa 的活化型實但與甘ypsm 處理的差別

是並無兩條小分子量的電泳帶 o (Fig圓的

六、 MMP 蛋白酵素的稿Testern imm祖noblot 測定

由前面之 gelat血分解活性，分子量，酵素活性的

抑制劑抑制效果型態實及的'Psm 、 APMA 切割產生活

化型酵素等特性?可以判斷此特異性的 94kDa

gelatinase 是屬於 meta11oprote血ase 類的 MMP-90 但這

些都是問接證明?因此我們用Anti占世巨組斟酌1P-9 做

Westem immunoblot 來確認?結果發現在 94kDa 有一條

band 產生實因此可以確認此廣東住血線蟲感染後產生
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的特異性 94kDa gelatinase 是 MMP-9 0 (Fig圓的

七 、 SDS 闡"闡早-趟宇.

我們將均質液同自時幸跑 SDS闢平PAGE 電泳 9 結果並無

特殊電泳帶(band)的產生 o (Fig國的)

八、服MP母的純化

利用 affmity chromatography 來純化此 MM札9 ，將

均質液通過 Red agarose 後，再利用 gelatin-Sepharose

a描血ty chromatography 來純化 MMP-9 ，結果僅抓到約

的回50kDa 的片段實無法純化出完整的 MMP團9 o (Fig闡 11)

(Fig帽 12)

九、 MMP-9 產生的時間轉緣何i臨e co祖rs的

結果如 Table-l' 扎心1P-9 在第二週閱始產生持續至

第三週'第四週後則無法測得品晶。回到Gelatinase B)的

活性;當第一次感染後一過再追加感染一次時會

Gelatinase B 的酵素活性可以持續到第四週 o

十、抗發炎藥物對蛋白鵲產生的影響

在小白鼠(mice)飲用水內，分別加入 Aspirin

(O.8mglml) 、 Prednisolone(O.2mglml)等抗發炎藥物，二

週後仍然有 Gelatinase B 的活性產生?因此判斷抗發炎

藥物並不影響 MMP-9 的產生 o (Table-l) 
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第四章討論

由 Fig圍 1 在感染組與對照組比較得知曹感染缸多出現，一

條 94kDa band gelatinru切實因為小白鼠(mice)與人類都是廣東

住血線蟲的非適當宿主，其病理變化與人類相似 O 因此我

們同時分析廣東住血線蟲的適當宿主大白鼠(rat) ，受感染後

是否也有相同的情形?結果不管 c'On甘01 組(1ane8成a感染組

(1組e 9)並無任何蛋白鵝活性產生，由 Fig圖2 , EDTA 抑制

gelat血ase 活性?得知此 gelat扭ase 是一種鈣(Ca村)離子依賴

性，由 Fig-4，5，6 ，得知 PMSF(se吋le pr'Otease 血hibitor) 、

Leupeptin (~ysteine pr'Otease inhibitor)並不影響酵素活，注實而

chelating agent : EDTA 及 Phena扭曲rol血 (me脂lloproteinase

詛hibit'Or)完全抑制酵素活性?萬此確認比如kDa gelat也ase

是屬於 Me惱。pr'Ote血ase 家族 F 由 Fig國7.8 ，瞭解此 94kDa

的 pro~在P 可以被甘yps血及 APMA 切割產生活化型的

弘鎖在p，由 Fig-9' Western品l'Ot確認此 94kD晶晶1p是 gelat迦ase

B(MMP-的 O

我們嘗試用 a茄nity chr'Omatography 來純化比弘晶。命，

結果僅抹到約的團50kDa 的片段，無法純化出完整的誌岱f佇P團

9弘雪喝此此e只好暫時放棄O另外我們將均質液同時跑 SDS.團平.團

電泳(仔但Fi挖g嘲-1昀0)ν，並無發現琨』特別 j差是異產生?可能是 zymograp卸

的敏感度能偵測到 ng/ml 甚至 pg/m1阱，而 SDS團PAGE 只能

禎封封μ，g/ml ，因此無法表現出來。

由 Table，帽 1 結果得知 MMP國9 的產生?從第二週閱始持續

至第三遇，第四通以後則無法測得 MMP-9 之活性。
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類固醇類藥物(Steroid)是一種抗發炎藥物 9 經由抑制磷

脂酵素(Phospholipase)活性，而抑制前列線索(Prostacycl in) 

合成(椅闊 _9)(1 58， 159) ，前列線素是引起發炎反應的主要物

質，是由組織細胞膜所衍生的長鏈不飽和脂肪酸(附屬闡7) 0 

在磷脂酵素 (Phospholipase) 的作用下雪花生回涕酸

(arachidonic acid) 自細胞膜釋出，經過一系列的酵素作用，

而轉化成為各種前列腺素及相關化合物 O 非類固醇抗發炎

藥(NSAIDs)的主要藥理作用是止痛、解熱、抗發炎，詳細的

作用機轉目前仍不明確實較為大家所接受的作用機轉是抑

制環氧化酵素 (Cyclooxygenase) 活性，減少前列腺素

(Prostagl組d血s)的生合成有關 O 至於發炎反應過程中?其它

非前列腺素物質所扮演的角色及重要性目前仍不十分清楚

我們懷疑 MMP圖9 是因腦部發炎過程(123， 131-136)(附國d 、

6) ，經由 Cytokine 的作用 (135) ，促使腦部實質細胞或發炎細

胞所產生的，以促使發炎細胞、 Eosinophil 、 Macrophage 等

往發炎部位聚集 O 因此分別以Asp社也(屬 NSAIDs) 及

Prednisolone 餵食小白鼠(mice) ，抑制發炎反應?看是否能同

時抑制 MMP-9 的產生 O 結果 MMP闢9 酵素活性並不因抗發

炎藥的作用品被抑制，已知Aspirin 是以不可逆的方式抑制

環氧化酵素?其作用時向與重新合成環氧化酵素的速率有

關 O 所有的 NSAIDs 都會抑制環氧化酵素，但是個別藥物抑

制環氧化酵素程度並不相同(158)，並且也無研究顯示 NSAIDs

抑制環氧化酵素的程度與其抗發炎效果之相關性(159) 。

NSAIDs 的抗發炎作用被認為是由於對 COX-2 的抑制作用

而來?再者， COX-2 在發炎反應的過程中僅扮演部分的角

色(咐閻蟬的 o Pug血J.(110) 曾經使用 Endotox血及
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Proint1ammatory mediator 刺激人類 Neutrophil 能促使分泌

Gelatinase B ，並使用 lbuprofen(Cyclooxygenase 血趾bitor)處理

並不影響 Gelatin能e B 的產生 O 由於Asp出n(NSAIDs)及

Prednisolone接無法抑制M恥1p闡9 酵素活性，因此推測 MMP-9

的產生與前列腺素(Prostaglandins)的生成無關 O

MMP是一種合鈴離子的酵素，以酵素元型態(proenzyme)

產生會在組織內可經由自體催化溶解(autocatalytica11yi60) , 

或其他酵素分解而活化會每種 MMP 都具有基質(substrate)

特異性，能分解多種結締組織成份， collagens, lam扭曲F

fibronectin，及 proteoglycans 等，因此在組織重建{62)及血管

新生 (58) 過程扮演重要角色 O 其活性受到 TIMP(tissue 

inhibitors of metalloproteinase)(50，51)及血清蛋白的抑制?因此

在正常生理狀態下受到嚴謹控制 O

廣東住血線蟲是{種寄生於大白鼠兮的肺動脈的線蟲

(nematode) ，人類、小白鼠(mice)等非適當宿主會感染後主

要是侵犯腦部，而且不能完成其生活史實因此無法發育為

成蟲，引起的病理變化特徵走，腦脊髓液(CSF)及末梢，血液

的嗜伊紅性白血球(Eos血op垣15)增加(38，39) ，腦部嗜伊紅性白

血球(巨。他的phils) 、及淋巴球浸潤等發炎反應?血腦障壁

(BBB) 破壞 9 神經細胞脫髓鞘(demyelination) 及小腦

( cerebellar)i者金氏細胞(purkinje cells)喪失(38) 、損傷、有空泡

等?臨床症狀主要包括實 Gordon phenomenon 、頸部僵硬、

瞳孔不對等、發燒、頭痛、嘔吐、昏睡、智能障礙、運動

失調(ataxia) 、麻痺(p紅a1ysis) 、缺乏定向感和說話不連貫等

中樞神經系統之病害(35，95) 0 

血腦障壁(BBB)是由腦血管內皮細胞及週囡由 as仕ocyte
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細胞質包聞所行成的實腦血管與一般血管不同處，它的內

皮細胞之間的連結特別緊?造成 tight junction ，限制物質通

過，具有重大的生理保護作用?當腦部自發炎或病變時血

腦障壁(BBB)就會被破壞(105 ， 119) ，而使血管滲透性增加 O

中樞神經系統的髓鞘主要存在大腦白質實是由

oligodendrocyte 的細胞質一層層的閩繞著神經軸突(neuronal

axon)所造成的一種膜(membrance) ， MBP(myelin b的ic protein) 

是神經髓鞘的主要成分(96月106) ，也是中樞神經系統(CNS)主

要結構蛋白成分之一 O

許多神經系統發炎性疾病，如:多發性硬化症(multiple

sclerosis(MS) i92)及實驗自體免疫腦脊髓膜炎(Experimental

Autoimmune Encephalomyelitis (EAEi94)) (常被用來當作研

究 MS 的實驗模式)等?其病理學特徵是血腦障壁(BBB)受損

(123) ，發炎細胞、Macrophage 等浸入中樞神經系統(CNS)(125) , 

及神經細胞脫髓鞘(demyelination) 0 之前許多報告指出

protease 參與多發性硬化症。fsi121)或 EAE(122)的病理過程實

包括發炎細胞聚集(124， 131) 、血腦障壁(BBB)破壞(50凡119， 120) , 

神經細胞的髓鞘成份 MBP(97-99)的分解?造成神經細胞脫髓

鞘(demyelination)(95-100，1O月25) 。

因此推論(Fig闢 13): 當人類吃入合廣東住血線蟲第三期幼

蟲(L3)的中間宿主，感染後 1-2 天 L3 幼蟲即進入腦部，在

4-6 天經蛻皮形成第四期幼蟲，約 7-9 天再蛻皮形成第五期

幼蟲，最後幼蟲會移行至腦的表面和蜘蛛膜下股(34) 0 這段

期間幼蟲在腦部移動引起機械性傷害，及蛻皮或分泌出的

巨/S 產物，刺激使腦內細胞， Microglia雪Astrocyte，

Oligodendrocyte, T -lymphocyte, M部t cell 等活化，分泌細胞激
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素 (cytok曲的i65，95) 及其它媒介質(血ediator) 或趨化物質

(chemok血的)(1側，109) ，進入血液循環會促使白血球增加(主要

是Eos血ophil)實這些發炎細胞(姐姐ammatory cel1)、 eosinophi卜

lymphocyte 等欲移動至發炎部位或受傷組織實必須先通過血

腦障壁(BBB) ，才能進入腦部實茵比這些細胞經由 Cell-Cell

接觸(114)促使分泌蛋白時(75，90)來幫助分解 BBB 結構?打開血

腦障壁(BBBi1l9， 120) ，讓發炎細胞， eos血op趾1 等進入，因此

MMP-9 之作用可能在廣東住血線蟲感染後， E/S 抗原促使

免疫反應，這些發炎細胞(曲直甜甜natoηr celli77月100) 、

eos扭ophil(38，39，帥，81) 、 lymphocyte(79，116) 、 Neu甘ophil(ll0, 123) 、

Macrophage(1l5， 132)等在通過血腦障壁(BBB)H守所分泌出來實

並造成血路障壁(BBB)的損傷，也可能經由 T國Lymphocyte

促使血管內皮細胞(Endothelial cell)分泌(111 ， 125)使血腦障壁

(BBB)滲透性增加?造成腦水腫及腦壓升高的主要原函

同樣情形當發炎細胞通過 BBB 後，欲移動到病變部位

過程，必須經過腦部的結締組織，因此也必需由發炎S吋色

分泌蛋白略 gelat血ase B(MM恥的或國發炎反應產生的一連

串免疫反應產生的細胞激素(cyto起nei65;好，108，109月5， 142)等誘導

腦部的常駐細胞分泌品品fP-9 會分解周園結締組織蛋白以幫

助細胞的移動，正常時期產生的量不大會而且正常的負調

控機轉會馬上產生蛋白鶴抑制劑，使品品1P-9 失去活性會當

大量細胞移動或聚集時會其產生的蛋白梅 ge姐姐ase

B(品品1P-9)量大會而且負調控機轉異常會因此扎晶。-9 除了

分解周圍的結締組織蛋白之外，同時也分解了神經細胞的

髓鞘蛋白扎岱p(97-100) ，而被分解的 MBP 蛋白成分會再引起

一系列的免疫反應或自體免疫(66成142) ，而造成神經細胞的
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破壞(Fig-14) ，因此在感染後期才會有各種的神經症狀。這

些作用機轉在類似症狀的神經性脫髓鞘、發炎疾病?如同

多發性硬化症(mu說iple sclerúsis(MS))及實驗晶體免疫腦脊

髓膜炎(Experiment過 Autoimmune Eu.cephalomye腦網AE))

都已有報告獲得證實(95-10的 O 至於廣東住血線蟲引起的神經

性病變機轉，是否與這些發炎性神經病變機轉相同?孔品1p抄

在此所扮演的角色 9 及重要性為何，有待我們進一步探討。

Stuve 0.(71)1996 年報告會用Interferon beta國lb 會位台療

Activated T lymphocyte 侵入腦部造成 Oligodendrocytes 的損

傷，而減少脫髓鞘反應(demyelination) 0 

Shankav前組 U.T.(l44)1997 年報告經由 PKC 訊息傳導路

徑，調控 PGHS品為促使 PG訟的行成，而調控 MMPs 的產

生，而造成氣喘 (as由ma)病人的發炎反應?並使用

Indomethac血(NSAIDs)抑制 PGHS-2 降低 PGE2 的形成實而

抑制 Monocyte 產生品位。SO

Zhang y.(151)等運用白血球分泌之蛋白鷗抑制劑(SLPI)

(一種 Se討ne protease 血hibitor)能抑制 PGH2、 PGE2 、海岱1Ps

的產生，而達到抗發炎作用。因此我們也許能嘗試運用

Interferon beta-泊、Indome也acin(NSAIDs) 、Protease inhibitor 

等來治療發炎性疾病如:氣喘?風濕性鶴節炎、多發性硬

化症(MS)及廣東住血線蟲感染引起之神經系統發炎性疾

病 O

目前尚有許多未明瞭的地方，需要我們去證實，在廣東

住血線蟲感染後 F蛋白鵲 gelat姐ase(弘晶。"的如何產生?由何

種細胞產生?其調控機轉為何?作用為何?是否與血腦障

壁(BBB)的損傷會神經細胞的脫髓鞘(demyelination) ，小腦的



浦金氏細胞(purkinje cells)喪失這些病理變化有關?尚待我

們下一步的確認 O
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第五章圖表與團表說明
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zymography as described i誼 Methods.
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Fig 5. Inhibition of Mr 94 kD type 1v collagenase on 
gelatin zymography of various brain extracts 
with 2 臨MPMSF.

M : Human whole blood MMPs Marker(87) 
C : Cytosol T : Triton ex佐act
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Control Inf Control Inf 

Fig6. Inhibition of Mr 94 kD type IV coHagenase 0臨
gelatin zymography of various brain extracts 
with 5 mM Phena盟thr討論.

M :Hum個 whöle blood MMPs Marker(87) 
C : CytosoI T : Triton extract 
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Control Infection 

Trypsin 
M CCTT CC TT 

-Fig, 7. Samples were pretreated witb 5nglml Trypsin to 
activate metalloproteinases. 

M : Human whole blood IV協作s Marker() 
C : Cytosol T : Triton ex仕act

+ : sample pre甘eated with 5ng/ml Trypsin 
一:助的rpsm
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Control Jnfection 

Fig團8 、 Samples were treated with 1 臨品質 APMA to activate 
metalloproteinases.The gelatinolytic bands at ---94 
and 72 kD 0 (solid arrowheads) shifted to low~r 
molecular weight species(open arrowheads) i盟

samples pretreated with APMA(+). 

M : Human whole blood MMPs Marker(87) 
C : Cytosol T : Triton extract 
+ : sample pre甘eated with lmM APMA 
一: not pretreated with lmM APtvι生
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Contro) Infection 

Fig 9. Immunoblotting with a盟tibody to h誼翻an 92 kD 
gelatinase (MMP9) demonstrated the presence 
of this enzyme 0盟ly i姐姐酷的ion mice brain 
samples. 

M : Human whole blood MMPs Marker(87) 
C : Cytosol T : Triton ex甘act
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一~一一一一一一~一一…

詩句 3D 1明f 2明f 3輛f 4W 5W 

亂也1P9 (一) (一) (+) (十) (一) (一)

Worm (+++ ) (+++) (士)
(++) L4 (+) L4 ND 

recovery L3 L3 L5(die) 

Inhibited by B直MP9 MMP9 
ND ND ND ND 

Aspirin (一) (+) 

Inhibited by M MP9 品的生p9

ND ND ND ND 
prednisolone (一) (十)

3D : after infection 3 day 

2W : after infection 2 weeks 

4W : after infection4 weeks 

1 W : after infection 1 week 

3W : after infectÎon 3 weeks 

5W : after infection 5 weeks 

6W : after infection 6 weeks 

B2W : after infection 1 week challenge 泊fection 1 week 

B4W : after infection 1 week challenge infection 3 week 

ND : No detected 

Aspirin: O.8mg/ml (60mglkg/day) 

Prednisolone : O.2mg/ml 

6W 

(一)

ND 

ND 

ND 

Table 1. Angiostrongyl阻s ca盟tone誼sis infected mice brain 
悶悶P-9 ~time course 
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Fig間13 MMP..9 在廣東住血線蟲感染之角色推論
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附錄

附閻明1 :廣東住血線蟲生活史

CARRIERS 

111 

Inf切tive Ia!v詞. whicllarø 
恥"蜘dby御風m明teto
如切積lIndr田clI yol崎adUIt­
hood in four糊故a.Th側 they
"洶隨teto 甘晒 pulmonary årt信自
缸1<1 after two mc:閥柚抽.
胸何 laving 句9$

‘‘
az--ae 

、

U 

句恥地咐， in胸
M海und討糟帆風mg
仿冒t﹒胸ge la!va.e

arø expeled with 曾祖國
f姆"章。fthe rat 

、 ~ 

街st-s凶ge跡V詞而fecta
mo恥蛇an int制制iatahost

u吋 r阻h糊 inf叫得{揖lird'
獄age 前 about 制\/O W明ks

這蠶竅

、‘趴伊st悄
i 耽心mAU- PF 慨t -Brain 
LY否可ÞiÞ )---:' 

!咱mmJ;

Redl通酬的mAJ問ta. J.E.: Para級es of Man and An蚓螂 in Ha糊ii tKargct.攝制紛明i

73 



階圈圍2

廣東住血線蟲之致病機轉:
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的圈3
廣東住血線蟲感染促使嗜酸性白血球(Eosinophil)增加之免疫機轉﹒
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的國A

問MPs 的結構:

Collagenas峙

Gelatina研措

甜甜nely論151-3

andme恆llOeIaStaSe

Matrilysin 

MT-關MPs

Pro問世油 N﹒糊m恥JS

問枷可 扭扭妙齡糊糊知

6幅nn恥喝

Membrane 
domain 

筒，就 M呵咖糊糊廠當鯽當øltJ蛤m哺喔宙間祖蚵甜甜甜總甜仰w官孟加終掛糊糊PtOJ嘲蹄，可妞，岫
about80or袖"缸甜甜甜iø a:棚mn 10 01 MMI's. An In帽韌Jt qsfie棚"啪Ie 釘蜘戶苟啤融f<< dan關句。rtes 紛

的ezinc伽 (Zn) 01伽個組扭曲t翩翩 andbbc旬 is甜愉y. 1he C.都神甜甜甜""，祖師 Jn aII MMPJ txctpt 
w鴨海城 hasa純抑的fddl糊糊甸y制枷僧呻帥。f伽t悶nap棚御，均~ C. and外師瞬間由鵬u瞬間F

neded by a Wer ，可胸前岫伊的atiul酬hα敘伊明esand知穹的呵ltrMMH.

76 



附表間1

MMPs 種類.
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的表♂

TIMPs 種類﹒
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的表J

MMPs 正常生理及病理上之功用.
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的國品

腦部發炎反應後各種媒介質(Mediator)的產生
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附圖阻7

前列腺素的合成
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聞刁且前列腺素合戚與 NSAIDs 的作用

( ~主) PLAz:phospholipase Az; LT:leukotriene; PG: prostaglandin; TX:thromboxane. 
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附屬$

COX咀1 與 COX-2 於前列腺素合成的角色

Physiological stimulus 

TXA2 
platelets 

COX-l 
Constitutive 

PGE2 
kidney 

PG12 
endothelium 

stomach mucosa 

Inflammatory stimulus 

Macrophages/Other cells 

Proteases 

COX 申 2

Induced 

PG2 
Other 

inflammatory 
mediators 

Inflammation 

問 8. COX-l 與 COX-2 於前列腺素合成的角色

(註) PLA2:phospholipase A2; L T:leukotriene; PG: prostaglandin; TX:thromboxane. 
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附厲 -9

類問醇(GI阻cocorticoids)與非類自轉類藥物(NSAIDs)抑制發

炎反應之機轉
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