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中文摘要

為探討廣東住血線蟲的致病機轉，本研究以雄性 ICR 鼠為實

驗動物，研究分實驗組與對照組，實驗組餵食廣東住血線蟲第

三期幼蟲 30 隻，感染後 1 、 2 、 3 、 4 、 5 、 6 週均以斷頭方法，

分別取其血液及腦組織，藉生化電泳分析(SDS-PAGE) 、西方墨

點。Vestern晶lot扮析腦部是否有特異性蛋白出現及藉冷凍組織

切片分析其押回54 、 MEK 、 ERK 、 iNOS 的活性表現以及用 HE

st串in 觀看其組織變化情形。

實驗結果:在實驗組與對照組比較時，實驗組師團54 、 MEK 、

ERK 、 i峙。s 和 HE stain 在第 1 、 2 遇並未有明顯表現，而 py岫

54 、 MEK 、 iNOS 和 HE Stain 在第 3 、 4 、 5 週有明顯的表現，

並且在第 6 遇時慢慢消失。在 HE stain 中其組織發炎表現現象

和包埋切片及 Western品lot 所觀察到的具一致性。

自以上結果得知廣東住血線蟲，對一些癌化訊息傳遞是有表

現而讓組織產生發炎現象。



Abstr蠱的

The purpose of this study was to investigate the 

pathogenic mechanism of Angiostrongylus cantonensis 

蝕~ male ICR mice were used as experimental animals a關

divided into experimental group an社 control group. Each 

mouse in the experimented group was fed with 30 third stage 

larvae of Angiostrongylus Cantonensis certain number of 

animals were sacritied each week after infection till the sixth 

week to collect blood and brain tissues which were further 

analyzed by SOS國PAGE and Western blot to identify the 

change in protein expression the pathogenic mechanism 

was also dissected from the analysis of py-54 、 MEK 、 ERKand

iNOS levels in frozen sections histonic changes were. 

Observed by HE. 

The result showed no significant express of stains py-54 、

MEK 、 ERK and iNOS levels in both experimental and control 

groups. First week however on the 2nd 3rd and 4th weeks the 

protein levels of these signal transductors in experimental 

mice in creased significantly, followed by a gradual decline on 

the 5th and 6 weeks. In addition, HE stain showed 

inflammatory reaction that was cousis臨的 with the results of 

Western blot and immuno cyto chemistry. 

Accor廿ing to the result described above. It indic晶te that 

過.J;.. infection induces the expression of some signal 

transd泊的。時 that night leads to the inflamation of tiss口es.
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的旨

在東南亞和太平洋島嶼一些國家，廣東住血線蟲

(Angiostrongylus cantonesis)是導致當地居民嗜酸性球腦膜

炎和嗜酸性球腦膜腦炎 (Eosinophilicmeningitis or 

meningoencepalitis)的主要病因。最早發現這種寄生蟲的是一位

中國學者陳心陶先生， 1933 年他在廣東省近郊調查玄鼠和褐鼠

的寄生蟲時，在鼠肺中發現此蟲，到了 1949 年才由 Dougherty

正式命名為廣東住血線蟲(1)。

台灣的首位病倒是在 1945年由野村(Nomura)和林(Lin)提出

一位 15 歲的日本男孩疑似腦膜炎死亡，後來在其腦脊髓液中發

現蟲體，經橫J 11 (Yokogawa)證實為廣東住血線蟲。

由於台灣地處氣候濕熱的亞熱帶及熱帶，非常適合廣東住血

線蟲中間宿主生存，前國人文喜食螺肉，常因此而感染廣東住

血線蟲症，所以廣東住血線蟲在台灣是一種極重要的人畜共通

寄生蟲(Zoonotic parasite) ，報告指出每年雨季來臨後必有許多

的人體病例。台灣至目前已有數百名的人體病例，因此廣東住

血線蟲症在台灣為一種不容忽視的寄生蟲疾病(1 ，2) 。

近年來台灣地區學者對廣東住血線蟲的研究多集中在化學

3 



治療及廣東住血線蟲在不同宿主所引起的反應，而隨著社會的

進步，台灣人民生活富裕，愈來愈注重一些引起癌症的囡子，

而本實驗的目的，便是在實驗室中以人工的方式感染小白鼠，

觀察其一些引起癌症的傳遞因子是否有所變化，或其變化週期

如何，並且察看其病理上的變化如何。

4 



第一輩分佈、生活史

一有廣東住血線蟲之分佈

廣東住血線蟲主要分佈在一條狹長的熱道帶(Tropical belt) 

上，大概是由南緯 23 度到北緯 23 度，東經 100 度到西經 150

度。為熱帶或亞熱帶，中度到豐富的降雨量。其、涵蓋的範厲從

馬達加斯加到模里西斯東部經印度、錫蘭、東南亞、中國南部、

菲律賓、澳洲北部最東可到夏威夷及大溪地，在琉球、日本、

澳洲之昆士蘭也有廣東住血線蟲之分佈。(闡 1 ) 

5 



二可中間宿主

在台灣廣東住血線蟲的中問宿主有五種軟體動物，其中有二

種陸生螺類(Achatina 起腦 and Bf百civbaena.s.幽血)、二種淡

水生螺類 (Cipang∞aludina chinensi.S and AmpuUarium 

canalicula的s)及二種插銷(Laevicavli.s 飽扭 and vi'aginulus 

pelbe的s) 。保幼宿主則包括了一種 P'Iana自.. sp. 及二種蛙類

(8.anatigrina and 8..區扭扭)。

在台灣這些廣東住血線蟲的中間宿主中最重要的應屬在

起每貧，即一般所稱的非洲E螺。 Chen 1971 年所發表對中悶宿

主的調查報告指出非洲互螺的廣東住血線蟲寄生率與其體形大

小成正比(1 ，2) 。

廣東住血線蟲(Angiostrongylus cantonesis)的生活史

中，除自然確定宿主外，還需上述一個軟體動物(mollusca)當為

中問宿主。 Chen 逾 1933 年首先在廣東的家鼠及溝鼠肺動脈及

心臟發現成蟲，文經許多學者研究報告指出台灣目前有七種野

鼠發現感染廣東住血線蟲，即皮益晶晶 cQXlOga 、旦品鵲起、拉

扭也amenorivaga 、且扭曲Jß. lnidanensi.s 、瓦血拉拉且血盡

æ且S(1 ，2) 。
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在台灣廣東住血線蟲的中間宿主為非洲巨螺(Achatina

b隘的。除非洲巨螺外，尚有許多陸螺、水螺(1語rrest脂I a甜

甜晶晶鈕車制及括蛤(組崢鑫)均可當為其中間宿主(1)。

廣東住血線蟲第一期幼蟲在中間宿主體內也因宿主的種類

不同而有不向的情形。以 AmDuilan'um canaliculalus 及

LaevicauU:aa1垃為例，在&.Qanaliculatus 體內有 52 %的第三

期幼蟲分佈在肺部， 42 %分佈在其他臟器內，少數第三期幼蟲

則分倚在足部。但在L a.也所有的幼蟲都分佈在肌肉部分。由

組織切片則可發現其分佈在肌肉附近上皮細胞處(3) 。

7 



三、廣東住血線蟲之生活史

廣東住血線蟲的生活使經實驗室感染而探知其途徑。在老鼠

糞便排出第一期幼蟲絡也軟體動物吃入或蟲體直接穿入而感

染，經二週左右，在其體內發育成為第三期幼蟲。大鼠(Rat)吃

入合第三期幼蟲的中間宿主或保幼宿主(paratenic hosts)後，蟲

體穿過腸壁，經腸系膜微血管或乳朦管移行至幼心室，經出蹄

循環至左心室，在進入體循環，而於感染後 17 小時左右可至大

腦半球(cereb悶I hemisphere)及脊髓(叩inal cord) ，向腦表面移

行且停留在蜘蛛膜下腔，約在感染後 14 天左右。隨後青年期蟲

體經擴張的大腦靜脈帶至右心及肺動脈，近一步發育至成蟲，

而感染後的天，即可在糞便中找到第一期成蟲(4) 。
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閩南病理及症狀

人類感染廣東住血線蟲後引起之臨床症狀，主要特徵為嗜伊

紅性腦炎或腦膜炎，確實診斷仍需依據腰椎穿料(Iumb串f

puncture)取得腦脊髓液中檢出青年期(young ault worm)蟲體及

偶可由檢眼鏡於眼前房檢查時發現蟲體，此外亦需參考臨床綜

合症狀如戲烈頭痛，噁心，嘔吐，發燒，嗜眠，頸部優區， Kering's 

sign' Brudzinsl嗨's sign '四肢麻痺及某些神經反射的喪失或

降低等症狀。
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五、控制及預防

寄生蟲的預防及控制應注意防止寄生蟲的繁殖及斷絕寄生

蟲傳入人或中間宿主體內之途徑，因此控制廣東住血線蟲的感

染有下列方法:

推行衛生教育:

宣傳本病的傳播途徑，讓一般民眾瞭解吃螺肉的危險性。

消滅廣東住血線蟲的中間宿主:

消滅廣東住血線蟲的中間宿主如非洲蝸牛...等。

二、 普遍檢查及治療:

如有流行產生應普遍檢查及治療患者，以減少此種寄生蟲的

感染。
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第二章師團艇、 PKC 、輔臣艇、監賤民、

捕。s 和 c..J U閥、 c..FOS 、令i單Iyc

之關係

一有時闡輯和 c..JU閥、 c-FOS 、 c蟬yc 致癌

基國之關係

py-54 分子量 120K啦，在受到外來因素(如，細菌、病毒、寄

生蟲...等等)的刺激後便使它產生磷酸化，站在磷酸化之同時有

可能使 IF件 γ 、 TNF-a 、 IL喘 1 位的活性上升，而在磷酸化活性

上升後便會使下游的一些 mitogen-activated protein kinase 

family(MAPK family)如 :MEK、 ERK、 p特JNK/SAPK 、 p38MAPK

的活性也跟著被磷酸化後上升(5) ，在這種情況之下便會促使

iNOS 的活性上升，進而促進 NO 大量的釋放(產生) ，憫。是一

種自由基，其能促使一些 proto-oncogene 如: c-JUN .. c-間yc 、

c-FOS 轉變成 oncogene (6.7) 。
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二、 PKC 和 c..JU閥、 c-FOS 司令輔興致癌

墓園之關係

在身體或組織受到一些致癌物(如:細菌、病毒、寄生蟲)的

刺激後會導致白血球的浸潤。而白血球在慢性發炎的部位會產

生過量的同。2 、。2. 一及其他自由萃，而這些活J愷氧系會導致細

胞或組織劇烈的傷害。組織傷害會將金屬離子自其在細胞中的

儲存位置釋出，而導致 OH ﹒的產生。當過量形成。2. 一時，細

胞內的遺傳物質如 D時A便會受到傷害甚至斷裂。

當氧化平衡傾向氧化狀態的一邊時，對刺激F縮跑分裂是一個

有效的指標(5) 。因此喪失了良好的氧化平衡可能導致細胞轉化為

不可控制的複製'甚至是癌症的形成 (8) ，以下就對活性氣與自

自基之致癌作用作簡單介紹:

(1) .所生成的物質，如 H202 '屬於腫瘤促進劑中的一種。

(2) .傷害生物體中的大分子(9) 。

(3) .促使癌細胞轉移(10) 。

(4) .經活化蛋白質激梅 (protein kin酷的。

(5) .活化與生長及分化相關的基因。

(6) .影響細胞內及細胞闊的交流作用。

(7) .誘導致癌基因之活化和抑癌基因之不活化。

12 



Protein kinase C (PKC)是 1977 年首先由日本學者

時ishizuka 等人，從牛的小腦所發現異於 protein kinase A 的

protein kinaseC11 ) ，此後即受到廣泛地重視與研究，因而得知 PKC

是一種鈣和磷脂依賴的蛋白激鸝(12) ，是由肌醇磷脂 (inositol

phospholipi性 7 ip)所分解而來;在穿透細胞膜的訊息傳遞系統上

扮演一個相當重要的角色(13， 14) ，此梅的活化需要細胞膜的磷路和

diacylglycerol (DAG) (15月 6) ，當細胞受到外界刺激時，外來物與

膜上相關接受器作用後，經由受體的活化可進而活化

phospholipase C(PLC) ，可將細胞膜上的肌醇磷脂 (inositol

phospholipid) 分解，產生第二訊息傳遞物 (second

messengers) : diacylglycerol (DAG)和 inositol triphosphates 

(IP3) 0 DAG 是一種與細胞內傳遞訊患有關的物質(17) ，因此當時

認為 PKC 可能與細胞內傳遞訊息、(signal transduction)的作用有

瀾，此論點經出發現血d吽友所釋放的 serotonin 可被 PKC 增強

而得到證實(18) 0 IP3 溶解於細胞質促使儲存的鈣離子釋放兩增

加細胞中的鈣離子濃度，親脂性的 DAG 則留在膜上，在此時紹

跑質內的 PKC 會移動至1細胞膜上與 DAG闡鈣、磷脂質形成複合

體(15，悟， 19) ，當 PKC 轉位至1膜上時會造成細胞內特殊蛋白質，例

如阱。/87 kDa 、 68 kDa 或 Marcks 蛋白等的磷酸化而引起訊息
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傳遞(20) 。

而當 PKC 引發了與細胞謂始進入分裂週期有密切關係的原

致癌基因(proto圈。ncogene) c不OS 、 c-JUN 的表現，所產生的

JU持不OS complex(AP-I) 便能聳動多種基因的轉譯作用

(transcription) ，而帶動整個細胞進入活耀狀態，使細胞產生增

殖(proliferation)和分化(di有erentiation )(21) 。因此 PKC 被認為有

促進細胞增殖、分化作用、基因表現和腫瘤催化作用(22) ，截至

目前我們對 PKC 的了解，尚可歸納出至少約有 12 種的異構體

(isoform的(a 、 βi 、 β11 、 γ 、 δ 、 ε 、 C 、 η 、 θ 、 κ 、 λ 與

μ)(23) ，而各種異構體在細胞內負責不同訊息的傳遞工作，也具

有不同調控的基因表現和細胞增殖的能力(24) 。而依照參與 PKC

活化所需的輔國子(cofactor)的不悶，可將異構體E軍E分為三類

(仰1咱6， 1肉川1吋氓8，之府均2訝絢5劫) :第一類為鈣離子依賴性(符Ca訢2

女如日 α 、 ßI 、 β11 稱為 cPKCS (conventional PKCs) ，第二類為

不需要鈣離子 (Ca2九independent)參與活化反應的異構體，如

δ 、 ε 、 η 、 θ 與μ' 稱為 nPKCs(novel PKCs) ，第三類為不

需要鈣離子 (Ca2+-i閥ependent)及磷脂質(diacylglycerol 或

帥的phatidyl-serine)參與活化反應的異構體，如 C 、 κ 、與 λ ，

稱為 aPKCs (atypical PKCs) 。
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在細胞訊息傳遞中， PKC 具有調節基因表現及細胞增殖等

的作用，而不同的真構體聞自於結構的不悶，其酵素特J陸、活

化方式及所表現出來的生理功能使有所不同。

而一旦 PKC 被活化，將進一步促使細胞內的許多蛋白質磷

酸化，如 histone(詞)、 EGF receptor27) 、 insulin receptor28) 、

甘甜sferrin receptor 、轉譯作用二號起始囡子(el位)、 ribosomal

protein 86..等，而引發一連串細胞內的訊息傳遞途徑。在一些

細胞外的訊息如生長思子侮的wth factors)、荷爾蒙 (hormones)

和神經傳導物質(neuro-transmi社ers) 的傳遞穿過細胞膜的反應

中， PK 扮演著一個重要的角色 (29 ， 30) 。

PKC 的結構包括有:分子量約 50 kDa 具 protein kinase 

活性區及分子最約 30-351扭扭的調節區，調節區有結合位置，

可與 DAG 、鈣、磷脂質結合。 PKC 與 Ca2+可共同增強激發

惰。2 的生成(31) ，另外， PKC 經過磷酸化的活化之後促使非活

化型的時ADPH oxi位ase 轉變成活化型的時ADPH oxidase '以

進行:
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NADPH oxi性ase

O2+ NADPH 妙。2@ 一+H++t這ADP+

SOD 
202 • 一+2H+ 抄 H202+02

而使得見。2增加。愧。2在人體被發現會造成 DNA的損傷。

在 Rochat(32.37)等的研究中顯示 H202除了如前述會被 PKC 所引

發而增加外，在 H202 增加的情況之下 ， H202 也會反過來刺激

PKC 的活性而促進訊息傳遞，另外 Rad抽)等則在

vascularsmooth muscle cell 的 model 中發現 H202會經由刺激

PKC 的活化而刺激 c-jun(protooncogene '原致癌基因的一種)

進行楠nscripti閉，而 Rad39)也在另一項研究中指出， H202 也

會經由刺激 PKC 的活化而刺激 c-fos 的表現。

就 PKC 、 H202 與 proto閣。ncogene(如 c-jun 、 c司的、 c-myc

等等)的關係而言， proto圓的cogene 是指存的令正常細胞的一

段基因，平時有其正常的生理功能，但當細胞受到外界刺激後，

會促使 proto-on∞gene(6.7)在很短的時問內被激發布大蠶表現故

叉稱為早期反應基因。基因過度活化的結果很可能會使得細胞

增生或變形，亦有可能自病毒的感染而使得某段基囡被插入、

漏失導致生成融合蛋白質，而參與癌症的形成(6.7) 。
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1987年服aki(40)在小雞白發性肉瘤細胞中分離出一種反轉錄

病毒，其中含有一段具有轉形能力的基函，命名為 v-JU時，其

蛋白產物的 c 端與酵母菌的轉錄因子 GCN4 的 D關A 結合區具

有相當高的相似性，而在正常細胞中也存在著一段相對應的 c

JU時原致癌基因，它是一個 early response gene '在遇到促細

胞分裂劑(mitogen)刺激的細胞生長時， c-JUN 就會被活化，其

基因產物為構成轉錄扇子 AP-I (Activator protein 1)的其中成

員，執行細胞內的轉錄作用(41) 。

v.平'

戶所丹分離出來的，同樣地，在人體的正常細胞中亦有相對應的 b

FOS 原致癌基因具有調節轉錶的功能(42) 0 c-FOS 墓園的表現是

細胞受刺激後早期的反應 'c平OS 基園的表現受其上游三個調

節盔的控制'If:七三個區域分別為研rATAbox~ 體~ë-FOS 基本表現

控制臣，其包含一段受 cAMP 調控的區域(CRE)與一段 GC rich 

的區域。母加強表現區，此區內含有一段對稱序列。SE '艾稱

TRE ，主要受到過氧化物、生長因子、 TPA 而表現(43.44) 。

根據以往研究推測愧。2 可能是經 PLA2 dependent 的

arachidonic acid 釋出及經由 lipoxygen晶se cytochrome 淵明

monooxygenase 系統的傳遞而使得 c-jun mR時A 的表現增加，
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在這種傳遞之筒， PKC 可能也參與其中，而在峙。2的刺激下，

c-FOS 與 c-Myc 表現增加的機轉可能也與 c-JUN 的路徑棺筒。
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三、輔監耗和 c..JU時有 c..FOS 有缸國臨yc 致灌i

基圈之關係

在身體或組織受到一些致癌物(如細菌、病毒、寄生蟲'"等

等)的刺激後會導致蛋白質之磷酸化，進而促使一連串的細胞進

入活躍狀態，使細胞產生增生 (proliferation) 和分化

(di宵'erentiation) ，如果過量的刺激便會使一些正常細胞過度增生

和分或而造成癌症。

闊的〈是 MAP kinase (mit甸的國activated protein)和 ERK

kinase (extra cellular signal嘲regulated protein kinase)之總稱

(45) , MEK 能在 T183 和 Y185 使 ERK2 產生磷酸化。

能從cytes分離出45Kda分子量的MEK'MEK能使serine 、

threonine 、 teyrosine 的 residues 產生 autophosphorylation 0 

在磷酸化的過程中，如果謂適得當能使細胞正常生長分化，

如果磷酸化過量將促使一些生長因子過度分化，進而促使一些

proto-oncogene 如 c-JUN 、 c-Myc 、 c-FOS 被激發而大量表琨

稱早期反應墓園。基因過度活化的結果很可能使得細胞增生或

變形而轉成的cogene(6.7) 。
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四、監聽漿和 c..J臨時布拉回FOS 、 φ臨興致癌

基盟之關係

ERK (extra cellular sig關國regulated protein kin酷的，分

ERK1 、 ERK2、 ERK3 、 ERK4 0 ERK1 和 ERK2在所有的組織

和細胞中都可被發現，而 ERK3和 ERK4在 cytoplasm 和 nuclei

中有少量被發現(特)。

ERK 受到 MEK作用時，使其 threonine 183 和 tyrosine 185 

的位置被磷酸化，在正常的情況下其磷酸化能使細胞產生正常

的分化，如受外來因素(如細菌、病毒、寄生蟲.，.等等)過度的刺

激而使其磷酸化過度產生，便會使細胞產生過度增生

(proliferation) 和分化 (di宵'erentiation) ，進而使一些 proto-

oncogene 如 c-JU閥、 C相yc 、 c-FOS 被激發而大量表現 proto-

oncogene 轉變成 oncogeneC6，7) 。
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五、 i關OS 和 c..JU閥、拉圖FOS 布告圈醋yc 致癌基

國之關係

時OS(nitric oxide synthetase)有二種 isoforms' 便是 iNOS

(inducib拇指OS)和 cNOS (cons甘tutive NOS) 0 iNOS 之產生在

以前就有所研究，是因被關部的phage刺激，受騙acrophage刺激

而使 INF祖 γ 和 TNF國 α 的活化上升。 TNF國 α使 iNOS 表現是

因為受到 mitogen團activated protein kinase(MAPK) family 的輪

助使 transcription factors 而產生活化， MAPK 家族包含有會

p42 MPKlERK2、會p46 c-JUN N卡i2咀terminal kinase/stress-

activated protein kinase (p46 JNK/SAPK)和會p38 MAPK 0 在最

近幾年研究當中 iNOS 之活化表現也受 TN弘αIIL回1 位刺激而產

生(47) ，但 τNF叫和 IL闡1α如果無關APK 參與，如: p38 MAPK 

之輔助便不能使 i峙。s 活化增加， TNF仿和 IL-1 a如果單一存

在也不能使 iNOS 表現，並且還要 MAPK family 之輔助。由以

上之關係，得知在外來刺激之下(如寄生蟲) ，能使一些機轉產生

變化，機轉變化之結果便促使 iNOS 的上升，而 i時OS 叉能促使

間。大量的生成或釋放，其催化捕。產生如下列步驟:
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NADPH 
L闢arginine 一一一寸Þ> N丸hydroxy國L-arginine

。2

NADPH 
一…-. citrulline+ 甜。 (Nitric oxide) 。
0 2 

NO 是一種 free 時甜甜，如果梢。過度上升會使氧化平衡頃

向氧化狀態的一邊，此現象是刺激細胞分裂的一個有效的指

標，在喪失良好氧化平衡可能導致細胞轉化為不可控制之複

製，甚至是癌症之形成。在其有可能形成癌症之過程中，便會

活化和增強相關 proto圓的cogene 如 c-JU時、 C闢帥"、 c-FOS 轉

變成 oncogene(6，7) 。
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六、關Fl籃蟬輯和 c...J U閥、 c-FOS 、位臨臨yc 致癌

基圈之關係

NF κ 品便是 Nuclear factorκ-bin益m皂， NF κ 品在 cytosol

中經 nuclear 控anslocation cignal們LS)轉至 nuclear' NF κ 品最

初發現於 lymphoi社 protein，而結合於GGGACTTCC 之 sequence

上頭時，便能促進 Igκ 基因之提升隅。

NF κ-B-activating 是可能被會 cytokines 如甘..rF-a(tumor

necrosis factor- a )、 IL-2(interleukin-2) 。會 Mitogens 如 PDGF

(platelet-derived grow晶晶的or) 。昏昏 Bacteria 如 Shigella flexneri 0 

體)Vm路如 Hepatitis B virus(HBV) Human T cellleukemia virus-

l(HTLV-l) 。 會 Physical stress 女口 UV light 。 會 Oxidative s甘ess

如 Hydrogen peroxide。會 Chemical agents 如 okadaic acid 以上

等等之因素所刺激而使 NF κ 岳之活性上升。

在 NF κ 品活性上升以後，其能和體 Cytokines and growth 

factors 如 IL-IB(interleu屆研lB) 。 會Immunoreceptor 如 T cell 

receptor B chain 。會 Acute phase proteins 如 complement factor 

B 、 complement 晶ctor C4 。會 Viruses 如 Human

immunodeficiency virus I(I-宜V-I) 和 Human immuno往eficiency

virus II(自九九 II) 。 會 Transcription factor and regulators 如 b
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Myc 、 IKB- 由、 IRF-1 (Interferon regulatory factor 1) 和 IRF-

2(Interferon regulatory factor II)' 形成 NF κ 品-responslve '進

而使這些 gene 之活位上升。

在外來之因素如:細菌、病毒或寄生蟲之入侵，可造成磷酸

化活性上升，免疫機轉產生變化，使一些 cytokines 都能提升，

如此一來 NFκ 品便能上升，而 NFκ 品文能和一些 proto

oncogene 如 c-Myc 相結合，而使其 proto-oncogene 之活性上

升，便有可能轉變成 oncogene.
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第三章研究動機

廣東住血線蟲在台灣地區是一種葉要的人畜共通寄生蟲

病。廣東住血線蟲病是由廣東住血線蟲寄生在腦部所造成的寄

生蟲病，其能引起鸝烈頭痛、噁心、嘔吐、發燒、嗜自民、頸部

僵直、四肢麻痺、{并生腦膜炎和腦膜腦炎。由於過去研究廣東

住血線蟲大都以組織病理學的技術來研究其致病機轉，有鑑於

此本篇研究是以各種生化技術評估廣東住血線蟲感染或無感染

在小白鼠腦部組織之蛋白變化現象和其磷酸化情形如 py54 、

MEK 、 ERK 、 iNOS 和致癌基因 c-JUN 、 c-FOS 、 c-Myc 蛋白的

表現是否有差異來評估感染廣東住血線蟲和一些癌化現象是否

有相關性，以探討廣東住血線蟲的致病機轉。
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進行分析探討感染廣東住血線蟲和不感染廣東住血線蟲其磷

酸化和蛋白之變化

免疫組織
化學染色

研究架構

廣東住血線蟲的致病機轉

• 
以第三期幼蟲感染雄性 ICR 小白鼠

• 
體內(in vivo)試驗

• 

-
l
v體

病

品

生化學

HE stain 西方墨點法

PKC 
py國54

MEK 
ERK 
iNOS 
c、JU時
c-FOS 
c-Myc 
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第四章材料與方法

一、材料

(一)、動物試驗

1.第三期幼蟲收集:

感染之第三期幼蟲取自台灣台中非洲蝸牛，將蝸牛之內臟以

均質機攪碎，以 1 : 30 比例加入人工胃蛋白消化液，放入磁性

攪拌子在37
0

C恆溫箱以攪拌機攪拌，2小時後取出用紗布過濾，

過濾液以 1 : 1 生理食鹽水稀釋，靜置 30 分鐘，以後每隔 30 分

鐘倒掉一半上清液，再加滿生理食鹽水，重複此步驟直到上清

液清澈為止(約 3 小時) ，再用滴管吸取沉澱物，再於解剖顯微鏡

下收集第三期幼蟲。

人工胃蛋白消化液之配製:

7 mg Pepsin (1 :2500, Sigma) 

8ml HCI 

加二次水稀釋至 1000ml
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2.動物感染

感染組路鼠，於感染前 12 小時禁食空腹，每隻老鼠以口餵

管餵食 30 隻第三期廣東住血線蟲之幼蟲，對照組則不作感染。

3.實驗動物分組

使用 42 隻 ICR 雄性小白鼠作實驗，共分(A)對照組(8)感染

組。而感染組叉分A 、 B 、 C 、 D 、巨、 F 六組，每組各 6隻 ICR

雄性小白鼠，分別感染後逐週斷頭取其腦組織和血液。
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二可方法

(一)、生化評析

1腦組織萃取

將正常組、感染組的斷頭，取出其腦組織，分別霞入相當於

其重量五倍體積比例之均質液肉，在冰浴中切碎腦組織，用均

質機上下研磨至完全均質。

* 均質液:

。.242g Tris岫HCI ， pH7.4(20mM) 

67.24mg EDTA (2mM) 

19m9 EGτA (O.5mM) 

IOml Glycerol( 1 o (w/v)% ) 

11.29g Sucrose(O.33M) 

349μi β-mercaptoethanol(50mM) 

34.8mg PMSF(2m師)

2.5mg Leupeptin(25μ g/ml) 

加甜甜lIed water 至 100ml

P臨SF 、 Leupeptin 為酵素抑制劑，以防止所要抽取之蛋白

質被韓素所分解。
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2 蛋白質濃度測定

其原理為利用蛋白質可與 Coomassie brill借口t blue G國話。

形成藍色複合物，當藍色愈深表示蛋白質含量愈高。測試的方

法如下:

取 10μi 之腦組織萃取液，加入所購質的蛋白質定量試劑

組(protein assay dye ， Bio-Rad)200叭，補蒸餾水至 1肘，於室

溫下反應的分鐘後，在波長 595nm 條件下偵溺吸光{霞，

以臨的in serum albumin(BSA)為標準液以換算各萃取液的

蛋白質濃度。再取已定量的的μg 蛋白質萃取液，加入等體積

的 protein loading b甘為卜於 100
0

C Ori回Bath 機器加熱 5 分鐘

使蛋白質變性，迅速蠶回冰上 5 分鐘，再經 microcentrifuge 低

速離心後，關令冰上，等待 loading 0 

* protein loading buffer : 

1ml 0.5M TriφHcI， pH 6.8 

1.6 ml Glycerol( 1 o (w/v) % ) 

1.6ml 10%SOS 

O.4 ml β-merc晶pto思thanol

0.4 ml 0.5% bromophenol blue(in water) 

3.0ml Oistilled water 
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3 蛋白質電泳:

SDS國PAGE 電泳分析方法，主要是參照 Laemmli 在 1970

所建立的模式，濃縮用的上層膠濃度為 4%>，而分離屑的下層膠

濃度為 10% '利用 16x20 cm 大小的電泳槽(PROTEAN @n xi 

slab cell ' Bio-Rad)進行蛋白質分析;其詳細做法是將電泳玻片

洗淨，烘乾'擦乾後，用厚度為 0.75mm 的 spacer 為間隔裝好

電泳片，製備 10%的下層 separating 9說，混合均勻後迅速倒入

電泳片中，直到液面距離 well 約 1.5cm 處為止，加入去離子水

覆蓋液菌，待膠體凝聞後，將上層的水吸掉;在開始製備 4.00/0的

上層 stacking 9剖，混合均勻後倒入電泳片中，將電泳齒梳插入

電泳片中，若有氣泡，則上下移動齒梳，使氣泡離開 stacking

gel ，待上層膠凝閻後，拔掉齒梳，以電泳緩衝液清洗 well 數次，

準備 loading sample 0 

取經定量等步驟處理的蛋白質樣本，用毛細管 tips 小心加到

每個 well 內，將 protein standard marker(Bio-Ra的亦加入其中

一個 well 內。用塑膠滴管取一倍的 SDS 電泳緩衝液 (electrode

bu悔。小心地將每儕 well 填滿，己避免樣本被激出，將上下電

泳槽各加入一倍的電泳緩衝液至電導線被蓋過為止。

將電源供應器與電泳槽相連，打開電源。開始時以 15mA 的
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電流跑 stacking 9剖，直到色帶跑至 stacking gel 與 separating

gel 的交界處，調整電流為 30mA，當色帶跑至底線時，才停止

電泳。

電泳完畢後，將膠體取出，切除上層的 stacking 9剖，將下

層 separating gel 以 coomassie blue 染色，再以脫色液脫色。

呵。% separating gel : 

12.5 ml Acrylamide/bis (30%/0.8%) 

24.25 ml distilled water 

12.5 ml 1.5關 T討$國HCI ， pH=8.8 

500μi 10%808 

250μi 10% ammonium persulfate 

25μi TEMEO 
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會 4.0% separating gel: 

1.3ml acrylamide/bis (30%10.8%) 

6.1 ml distilled water 

2.5ml 0.5MT討s-HCI ， pH=6.8 

100μ! 100/0 SOS 

50μi 100/0 ammonium persulfate 

10μi TEMEO 

會 5x electrode running bu宵er:

15.0 9 Tris base(25m師)

72 9 glycine (192mM) 

5g SOS (0.1% ) 

加 distilled Water至叩OOml (pH=8.3) 

* 。.1 % coomassie blue 

1.0 9 

100 ml 

400ml 

coomassie blue G闡250

acetic acid 

關ethanol

加哥istilled water至叩∞咐，待 coomassie bl惜溶解後，

過濾之
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會

脫色波

75 ml acetic acid 

100 ml Methanol 

加 distille往 water 至 1000ml
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4 西方墨點吸潰法分析 PKC 的轉位作用

大白鼠腦組織經解剖取出後，將腦組織置入 1.8 ml 均質液

bu有er A 中，在冰浴中切碎腦組織，用均質機上下研磨約 20

下，將此均質液在 4
0

C下，以 100， 000 9 的轉速離心 1 小時，

離心後所得的上清液先賞?存岫70
0

C冰箱，此即為細胞質萃取液

(Cytosolic fractions) 。

下層沉澱物則加入 bu仟'er B 1耐，用振盪器震盪數次，接著

冰浴 1 小時，期間每隔 5 分鐘震盪一次，之後再加入 bu宵erA2.0

ml 使 Triton X-100 的濃度為 0.1 0;() ，然後再以 100， 000g 的轉

速，在 4
0

C下，離心 1 小時，所得的上清液部份即為細胞膜萃取

液(memnbrane or pa仕iculate fraction) ，亦貝宇存於國700

C冰箱

中。

上述萃取所得之樣本仍有各種細胞質或細胞膜的酵素，以及

其他內在干擾物質，為使 PKC 之純度提高，以利活性測定，我

們採用 DEAE-cellulose chromatography 來純化。

純化的方法是先製備 cellulose column '以 1 公克之

DEA巳cellulose 與 4ml 之 20m關 Tris四H訟， pH7.5 '混合，通

入塞以玻璃棉 6xlOOmm 之玻璃管柱中，再以 O.75ml 組織緩衝

液 (tissue bu有er，沖洗三次。然?起這入樣木，以 0.75ml 組織緩
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衝液再次沖洗四次和 0.5ml 含 120mM KCI 之組織緩衝液沖洗一

次，最後再一次遁入 1ml 含有 120m師 KCI 之組織緩衝液並收集

之，此液即含有較高純度之 PKC 。

取經蛋白定量 50μg 腦組織萃取液，加入等體積的 protein

loading bu宵er 混合均句，經前處理後， loading 至 10% 的

SDS-PAGE ，電泳完畢後，將膠體及 Whatman 3 MM 濾紙浸

入冰冷的 elec甘otransfer buffer 1 0 分鐘，將膠體平鋪在一張浸

溼的 Whatman 3 MM 濾紙上，然後再將預先浸溼的硝化纖維

紙(nitrocellulose paper ' 45 nr口， Amersham)覆蓋在上面，再蓋

上一張浸溼的 3MM 濾紙，用玻璃棒趕走其間的氣泡，然後裝

入 transfer holder 內，再霞入事先裝滿 electrotransfer buffer 

的 electrotransfer tank (Hoefer TE 50X) ，以 4
0

C ' 100 mA進行

電泳膠轉移。

電轉移過夜後，將硝化纖維紙取出浸入含有 3 (w/v) %胎牛

血清的 PBST 緩衝液(即 blocking bu攏。內，在室溫下搖動

2 小時，將硝化纖維紙空白處覆葦上蛋白後，加入 primary

antibody' 即 PKC antibody (50μg 購自 Transd日ction Lab.的

PKC a antibody' 溶於合 3%胎牛血清的 PBST 緩衝液) ，於

室溫下與硝化纖維紙作用 3.5 小時，再以 PBST 緩衝液清洗三
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次，每次 10 分鐘;與 pnmary ar捶胸句作用後的硝化纖維紙

再進一步與 secondary antibody (NP alkaline phosphatase 

co吋ugated goat anti-mouse IgG ' Promega) ，約 0.2μ g/ml

溶於含 1%胎牛血清的 PBSτ緩衝液，於室溫下與硝化纖維紙作

用 1 小峙。

再以 PBST 緩衝液清洗三次，每次 10 分鐘，最後將硝化纖

維紙加入受質緩衝液(內含有 1:1 混和的 ECL substra峙，慢慢蓋

上塑膠膜以形成一層水膜以進行反應，約一分鐘後再擠乾膠套

中多餘的受質，將膠套置放於 Casse加中，以 X國ray film 顯影

即可，一般而言，壓片 3-6 分鐘即可顯影。)
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* bu宵'er A : 

0242g 

67.24 mg 

10ml 

11.29 9 

349μi 

34.8 mg 

2.5mg 

Tris-HC1 ,pH 7.4 ( 20 m師)

EDTA (2mM) 

glycerol (10%) 

sucrose (0.33M) 

ß -mercaptoethenol (50m師)

PMSF(2mM) 

Leupeptin (25μ g/ml) 

加 distilled water 至 100 ml (pH=7.4) 

會bu仟'erB

。.242g Tris團HCI ， pH7.4(20mM) 

67.24 mg EDTA(2mM) 

10 ml glycerol (10%) 

11.29 9 sucrose (0.33師)

0.3ml Triton X-100 (3%) 

349μi ß.叩ercaptoethenol ( 50 Mm ) 

34.8 mg P師SF (2mM) 

2.5mg Leupeptin (25μ gl惘。

2日 distilled water 至 100 ml (pH=7.4) 
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* 10 % separating gel : 

16β5 ml acrylamide/bis (30%舟.8%)

20.1 ml distilled water 

12.5 ml 1.5M Tris輛HCI ， pH=8.8

500μi 10% SOS 

250μi 10% ammonium persulfate 

25μi TEMEO 

*blocking buffer: 

1.5ml 胎牛血清(Foetal Bovine 

0.605 9 

0.45 9 

0.05ml 

Serum) 

Tri-HCI (IOmM) 

NaCI(lOOmM) 

Tween-20(O.1 0Io) 

加 distilled water 至 50ml(pH=7.5)
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5 西方墨點吸潰法分析 C間JUN 、 c-FOS 、 c-制yc 、

py54 、關臣K 、 ERK 、 iNOS 致癌基因蛋白表現

將解剖後所得的大自鼠腦組織個別竄入相當於其重量比五

倍體積比例之均質液恥宵:er A 內，在冰浴中切碎腦組織，用均

質機上下研磨約 20 下，將此均質液霞於冷凍離心機中，在 4
0

C

下，以 600g 轉速離心 10 分鐘，離心後所得的下層沈澱物即為

細胞核(nucleus)萃取物。取細胞核萃取物經蛋白定量 50μg 腦

組織萃取液，加入等體積的 protein loading bu宵er 混合均勻，經

前處理後， loading 至 10%的 SDS-PAGE ，電泳完畢後，再以 4

OC ' 100mA 進行電泳膠轉移(參考前述蛋白電泳、電轉移方法)。

電轉移過夜後，將硝化纖維紙取出浸入含有 3010胎牛血清的

PBST 緩衝液 (ØP blocking bu宵的內，在室溫下搖動 2 小時，

將硝化纖維紙空白處覆蓋上蛋白後，在分別於硝化纖維紙加入

c-JUN 、 c-FOS 、 c-Myc 、 py54 、 MEK 、 ERK 、 iNOS 七種 primary

antibodies (購自 CALBIOCHEM antibo旬，溶於含 3% 胎牛血

清的 PBST 緩衝液) ，於室混下與硝化纖維紙作用 3.5 小時，再

以 PBST 緩衝液清洗三次，每次 10 分鐘。與阿mary antibody 

作用後的硝化纖維紙再進一步與 secon話ary antibo句(即令

JU~吐為 alkaline phosphatase conjugated goat anti圍mouse
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IgG ' Promega; c-FOS 為 aU嗨line phosphatase conjugated 

goat anti祖rabbit IgG ' Promeg誼; c-Myc 為 alkaline phosphates 

conjugated anti輛mouse IgG ' Promega; py54 為 alkaline

phosphatase conjugated goat anti回mouse IgG ' promega; 關EK

為 alkaline phosphatase ∞njugated goat anti闢rabbit IgG ' 

Promega; ERK 為 alkaline phosphates conjugated goat anti且

mouse IgG ' Promega; iNOS 為 alkaline phosphates 

conjugated goat 串nti-mouse IgG ' Promega) ，約 0.2 g/ml 溶於

含 1 %胎牛血清的 P8ST 緩衝液，於室溫下與硝化纖維紙作

用 1 小時。

再以 PBST 緩衝液清洗三次，每次 10 分鐘，最後將硝化纖

維紙浸入受質緩衝液(內含有 1:1 混和的 ECL substrate) ，慢慢

蓋上塑膠膜以形成一層水膜以進行反應，約一分鐘後再擠乾膠

套中多餘的受質，將膠套置放於 Casse加中，以 X-ray film 顯

影即可，一般而言，壓片 3品分鐘即可顯影。
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(二)、腦組織病理變化觀察

1 、病理切片

將腦組織，製成病理切片，以觀察發炎(in背ammation) ，浸

潤(infiltration)之情形;其切片製作過程如下:

(1 )圈定。ix甜甜}

將腦組織保存於中性篇為林 (10%neut問I bu宵ere廿 formalin)

固定 24 小時以上，將組織切成 O.馳而，霞於包埋盒中，然後

於連續的水流中沖洗 2 小時，以除去福為林，避免影響切片的

製作。

(2)脫水俏的ydr的峙的

將己去除福馬林的組織取出，用吸水紙吸取多餘的水份，然

後進行下列的脫水步驟:

1)70% 酒精 部分鐘

2)80% 酒精 部分鐘

3)的% 酒精 部分鐘

4)950/0 酒精(1) 部分鐘

5)95% 酒精明) 部分鐘

6)100% 酒精(1) 部分鐘

7)1∞%酒精(11) 部分鐘
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(3)灣清(討會晶ri闊的

將已完全脫水的組織，浸置於二甲笨 (xylene)中，直到組織

浸至透明。因為酒精與石蠟(para賄n)不互溶，所以必須完全以

二甲笨取代組織內的酒精成份，才不至於影響浸潤過程。步驟

如下:

1)二甲萃的

2)二甲笨(l 1)

6 分鐘

5 分鐘

(4)浸潤(i甜甜Itr晶晶。的

由於二甲茉與石蠟可以互溶'故先以二甲丟在澄清後，才能使

浸潤過程得以完全，浸潤的目的是為了使石蠟能完全進入組織

內。步驟如下:

1)二甲笨:石蠟(1:1 )的℃ 部分鐘

2)石蠟(I)

3)石蠟(l 1)

的石蠟(l1I)

55
0

C 

55
0C 

55
0

C 
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(5)包埋{會臨鵲騙i闊的

將己浸潤完成的組織置於模子中央，然後於模子中加入融化

的石蠟以覆蓋組織，接著將包埋臺置於模子上，再加少許石蠟

使組織圈定於包埋臺。然後寵於部℃游告，使石蠟結晶較細，

待石蠟凝閱後，除去模子，即完成包哩。

(的連續切片靜甜甜鶴說io吋

將包埋鑫圈定於連續切片機上，調整刀片角度及距離，先以

20μm 粗切至所要觀察的組織面，然後調整為 5μm 切出連續

切片，取下所切出的連續切片，置於 38
0

C的水中，使其完全伸

展，再將切片置於沾附有蛋白與甘油比例為 1:1 的玻片中央，然

後霞於 38
0

C的乾燥台上烘乾。
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(7)染色{甜甜的

以紫蘇木伊紅(hematoxylin國eosin)染色法， H&在 stain 方式

如下:
1)之甲萃的 8分鐘

2)二甲笨(11) 5 分鐘

3)100%酒精 (1) 5 分鐘

4)100%酒精明) 3 分鐘

5)95%酒精 6 分鐘

6)的%酒精 6 分鐘

7)沖水 部分鐘

8)以紫蘇木溶液染色 10 分鐘

的以酸性酒精辨色至核清楚為止

10)沖水 30 分鐘

11)以伊紅 Y溶液染色 5 分鐘

12)70%酒精 30 秒

13)的%酒精 30 秒

14)的%酒精 30 秒

15)100%酒精(1) 6 分鐘

16)100%酒精(11) 3 分鐘

17)之申笨(1) 6 分鐘

18)之申笨。1) 5 分鐘

(的封蓋{酷如臨時

將封片膠滴於己染色的組織切片上，以峙。慢優蓋上蓋玻片

以避兔氣泡產生 9 待封片膠凝盟後即完成封片。
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2 、免疫組織化學染色觀察 PKC 、 py21 、關EK 、

ERK 、 iNOS 、 c-JUN 、 c-FOS 、 C祖師yc 致癌

基因蛋白表現

(1 ).將包埋在蠟中的組織切片置入己預熱至 56
0

C的烘箱中脫

蠟。

(2).將己加熱的切片依照顧序移至純約二甲萃，絕對酒精， 95%

酒精中各五分鐘。

(3).將切片以二次水沖洗十分鐘。

(4)將切片移至 Tris bu宵er(O.的阱， pH7.8;NaCI 0.15師再加入

1 ml Triton X-1001l000ml)中五分鐘。

(5).將 citrite bu宵er 以微波爐加熱至沸騰。

(6).將已脫蠟完全的切片移至煮沸中的 citrite bu宵前，再繼續加

熱五分鐘。

(7).待玻片自動降溫至室溫。

(8).將玻片取出後以二次水沖洗。

。)用 τris bu宵er 沖洗五分鐘。

(10)用 3%的愧。2沖洗五至十分鐘。

(11 ).將玻片取出後以二次水沖洗。

(12)用 T貼胸宵er 沖洗五分鐘。
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(13).在玻片上加入第一次抗體反應 20 至 40 分鐘。

(14).將玻片取出後以二次水沖洗。

(15)用 τrts-Ð崢智沖洗五分鐘。

(16).在玻片上加入第二次抗體反應 30 分鐘。

(17).將玻片取出後以二次水沖洗。

(18)用 Tris bu仔er 沖洗五分鐘。

(19).在玻片上加入 Biotin ligand 反應部分鐘。

(20).將玻片取出後以二次水沖洗。

(21 ).用 Tris bu宵er 沖洗五分鐘。

(ρ22勾)

(ρ23叮).以二次水清洗五分鐘。

(24).加入 Hematoxylin 以染背景，但染色的時悶不能超過一分

鐘。

(25).以二次水清洗五分鐘。

(26).將己染色的玻片置於 95%的酒精。

(27).將玻片霞於絕對酒精鐘玉分鐘以脫水。

(28)將玻片漓上 xylene 。

(29)用封片膠來封片。
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第五章實驗結果

一、西方墨點吸讀法偵瀾 PKC 、時臨囂再有

臨E既有監聽氏、 i欄。$可 c-JU輔、 c臨FOS 、告國

輯yc 有關Fκ 晶的表現

對照組與感染廣東住血線蟲的 ICR 雄性小白鼠之腦部組織

萃取物，利用西方墨點分析法(Western blot)測定 PKC、帥-54 、

MEK 、 ERK 、加08 、 c-JUN 、 c-F08 、 c-Myc 、 NFκ 告蛋白

表現，其結果對照組和感染組 PKC 蛋白表現並無差異(圓 2) , 

而在 py岫54 蛋白則於感染第一、二週無明顯差異，但於感染後

第三、四、五週則有明顯差異，在第六週其差異叉明顯縮小(圖

3) 。而在 MEK蛋白則感染組和對照組其蛋白表現並無明顯差異

(圈 4) 。而在 ERK 蛋白則於感染第一、二週無明顯差異，但於

感染後第三、四遇則有些微差異，在第五、六週其差異叉明顯

加大(麗的。在 NF κ 品蛋白則於感染第一、二週有明顯差異，

而在於感染後第三、四、五遇則有明顯差異，在第六週其差異

叉明顯縮小(闋的。而在 i時08 蛋白則於感染第一、二過無明顯

差異，但於感染後第三、四、五遇則有明顯差異，在第六週其

差異叉明顯縮小(圖 7) 。而在 c-Myc 蛋白則於感染第一、二週無

明顯差異，但於感染後第三、四、五週則有明顯差異，在第六
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週其差異叉明顯縮小(麗的。而在 c-JUN 蛋白則於感染第一、二

遮無明顯差異，但於感染後第三、四、五週則有明顯差異，在

第六過其差異文明顯縮小(闋的。而在 c-FOS 蛋白則於感染第一

週無明顯差異，但於感染後第二、三、四、五、六週則有明顯

差異(區 10) 。
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二、腦部組織病理切片築色觀察

對照組與感染廣東住血線蟲組的腦部組織病理切片染色觀

察之比較。對照組可見微蠢的 PMN 發炎細胞(關 11) ，而在感染

紐中，於感染後第 1 、 2 遇的小白鼠腦部組之中，其 P臨N 有部

份增加，而在感染組中(圖 12) ，於感染後第 3 、 4 週的小白鼠腦部

組之中，有明顯的 PMN 增加現象(圖 13) 。於感染後第 5，6 週的

小白鼠腦部組之中， PMN 增加現象慢慢地減少(園 14) 。
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三可免疫 化學染色觀察

廣東住血線蟲感染 ICR 雄性小白鼠利用免疫組織化學染色

法(Immuno-histo chemistry stain) ，染色觀察感染組和對照組之

腦部組織 PKC 、 py閻部、師EK 、 ERK 、 iN08 、 c-JU賄、 C平08 、

c-Myc 蛋白的表現，兩組在不同週數 PKC 方面無差異(圖 15) , 

而在 c-Myc 、 MEK 、 ERK 、 i呵。s 則在第三、四週有明顯差異(園

泣，17， 18) , py-訟，c-JUN 、 c-F08 在兩組中無明顯差異(區

16,23,24). 
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第六章討論

廣東住血線蟲是廣泛存在東南亞各國，包括印度、錫蘭、中

國南部、菲律賓、澳洲北部，最東可到夏威夷及大溪地，琉球、

日本、澳洲之昆士蘭也有不少廣東住血線蟲。同時也是台灣一

種還要的公共衛生上的寄生蟲。由於台灣人們為了滿足口腹之

也慾而喜歡吃蝸牛肉。而廣東住血線蟲便可能由此感染到人體。

人體感染此蟲後引起之臨床症狀主要特徵為嗜伊紅性腦炎或腦

膜炎，其確實診斷需以腰椎穿刺取得腦脊髓液(C8F) ，檢出青年

期(young ault worm)蟲體，此外亦需參考臨床綜合症狀如劇烈

頭痛、 H惡心、嘔吐、發燒、嗜眠、頸部僅直、四肢麻痺及某些

神經反射的喪失或降低.....等。

由組織病理學切片 HE stain 觀察可發現感染組在腦部組織

中有增加許多發炎細胞如(PMN)的浸潤和嗜伊紅性白血球增

加。在 1980 年， Yoshim日ra 發現天竺鼠(非適宜宿主)在感染廣

東住血線蟲後其嗜酸性球的數目有明顯上升。而在 1988 年，

8ugaya(49)發現廣東住血線蟲感染非適宜宿主，其嗜酸性球也有

大蠱的增加。

自免疫組織化學染色觀察 PKC 、 py閻部、 MEK 、 ERK 、 i時08 、
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c-JU純、 c-FOS 、 c-Myc 蛋白表現，在此實驗中 PKC 於對照組

與感染組並無差異，而 py-21 僅有些微差異，而 c-J日N 、 p

FOS 、 c-Myc 則有輕微之差異。由此 stain 得知在 ICR 雄性小白

鼠感染廣東住血線蟲並不會引起 PKC 的上升，而經由 receptor

tyrosine kinase 的訊息路徑，而使 MEK 、 ERK上升。並且在感

染後第一、之遇，對照紐與感染組並無明顯差異，而再感染後

第三、四過 MEK 、 ERK 、 iNOS 則有相當明顯差異，而在感染

後第五、六週叉有漸漸下降而使對照組與感染組形成不明顯差

異。由此 stain 結果得知磷酸化所影響的蛋白上升是在第三、四

週達到高峰。在此 stain 中得知，在第一、二週有可能因其受廣

東住血線蟲感染，其磷酸化之蛋白並未完全表現，困在病理切

片中發現，其發炎現象，嗜酸性白血球在第三、回過表現量最

多。

而發炎現象，便表示一些免疫機轉有變化，免疫機轉產生

變化便能刺激蛋白磷酸化產生，而在三、自週 Stain 結果和病理

切片相吻合，在第五、六週文漸漸下降，有可能: (1)東住血線

蟲部份死亡或移行(1) 0 (2)可能廣東住血線蟲餵食量太少，如果

持續餵食廣東住血籐蟲，可能在第五、六過其蛋白磷酸化還一

直表現。
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由西方墨點吸潰法偵測 PKC 的表現，觀察其和致癌基因

c-JUN 、 c-FOS 、 c-Myc 是否有相關性。 PKC 是程和 cyc1ic

nucleotide 無闋的多功能酵素，有一般的情況下是以不活化的形

式出現主令細胞的 Cytosol '一般常細胞受到適常的刺激時，則

會變成 membrane品。u闊的消化形式，許多研究發現顯示

PKC 與 metastatic potential 有聽;就 PKC 的表現最而言，當外

來物，如病毒、細菌或寄生蟲感染持與細胞膜正相關接受早早作

用後導致特異性之 Phospho-lipase C (PLC) 玄，水解

Phosphotidyl拍osito峙，5-biphosphate (PIP2) 產牛 inositol

phosphate (IP3)及 diacylglycerol (DAG) , IP3 溶解於細胞質以

促進儲存的鈣離子釋放出來而增加細胞中鈣離子濃度，親脂J性

的 DAG 則留在頓正，此時細胞質內的 PKC 會變成

membrane-bound 的活性化形成而移動到細胞膜正形成複伶

體。當 PKC 轉位到糢去時會造成細胞內特定之蛋白質磷酸化而

引發細胞內訊息傳遞的現象。

在原致癌基因方面，當 PKC 因受外界刺激而引發其表現

後，可伴隨激發 c-FOS 5' 端特定序列區域的表現，如 TRE 及

TPA response elemer說，進而促使c-FOS 的表現量增加，且 PKC

也可使 c-J甘甜蛋白的 c-磷酸化而使 c-JU闊的表現量增加，進而
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促使以 FOS-JUN 的複合體存在，在促使多種基因，如 c-Myc

的轉譯作用(transcription)而帶動細胞進入活躍狀態使細胞進行

增殖(proliferation)和細胞分化 di宵erentiation);這些氧化態的基

因如 c-J口時及 c-FOS 在受到刺激後，便會開始進行轉錄

(Transcription)的工作，並開始兩者相互的結合並相互的活化，

此時便會結合到 AP司 binding site 上。然而在許多基因的

promoter 上都具有一段的能與 AP-1 結合的序列，許多的基因

使藉此機制開始生成大量的蛋白。這些結果告訴我們活化 P

JUN 、 c-FOS 而問接促使 PKC 的活化，進一步的促使組織的發

炎反應增加。

根據 Dang 等在 1994 年所作的研究(50) ，從人類的白血球中

抽出 PKC 之後，再以各種不同的 PKC isoform 抗體去做免疫呈

色反應。結果發現有三種 isoform 包括 G 、 3及 C在組織尚未受

到藥物刺激便可以在 cyt峙。i 中很明顯的發現，而在受到了

phorbol est僻的刺激之後，會使這三種 isoform 從原本的不活

化狀態的 cytosol 轉位到活化態的闊前icular 中。這些已經被活

化的 PKC isoform 會促使其他的蛋白接上磷酸，包括促使 PKC

部長Da 的受質活化。

另一方面這些活化裂的 PKC 也會促使一些轉錄茵子如 P
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FOS 、 c-JUN 或其他的 proto啊。ncogene 的表現。

由於這一連串訊息傳遞而促使這些蛋白活化的結果會使

相ADPH oxi指se 被活化而開始進行其氧化的功能。

當 NADPH oxidase 被活化再加上 catalase 的作用，便能促

使組織內時屯的表現量增加。在本次的實驗中我們所使用的

western blot 的方式來觀察組織中的 PKC 是否有被活化的現

象，所使用的抗體也是利用 α 國，form 。我們可以看到 PKC 的r

form 的表現量增加。

而惰。2在體內的作用方面，有許多的學者研究指出，當細

胞內的情。2含量變高時，可能會促使這些活性氧系經由下列的

這些途徑使 c-FOS 及 c-JUN 的表現暈增加:

使 DAC 的表現蠶增多而刺激 PKC ，經由活化 PKC 這個訊

息傳遞路徑的不斷刺激與磷酸化而進一步使 c-JUN 及 c-FOS 等

的原致癌基因活化。

H202會刺激 PLA2的活性上升而使 arachidonic acid 的產

量增加，進而刺激 PKC 的活性，再促使 c-JU持及 C平OS 增加。

H202 也會刺激 phase I 的解毒系統，使 monooxygenase闇

Cytochrome p450 system 活化，這個過程也可能刺激 c-JU閥的
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表現。

由此實驗發現， PKC 並無上升的現象，而 c-JUN .. c耕yc 、

c-FOS 則在第三、四、五週有明顯的上升表現。因此可發現本

實驗造成 c-JU甜、 c-Myc 、 c-FOS 等致癌因子上升是另有其他因

素所造成，並不是走 PKC 的路徑。

經由西方還點吸潰法偵測 py-54 、 MEK 、 ERK 、的表現觀察

其和致癌因子 c-扣甜、 c-Myc 、 c-FOS 是具有相關性的，囡

receptor tyrosine kinase 是會經由外來因素如病毒、細菌、寄生

蟲而上升。所以此實驗室要探討經廣東住血線蟲感染其磷酸化

是否提升，進而一連串的活化其下游的分化(生長)激素促使一些

proto-oncogene 如 c-JUN 、 c-Myc 、 c-FOS 過度活化，而轉變

成的cogene 的一連串機轉。

經實驗的結果在感染品的台感染後第一、二週和對照章且並無明

顯差異。但感染後第三、四、五遇和對照組就有明顯上升。而

於第六遇叉漸漸拉近其差距。由此實驗得知感染廣東住血線蟲

可促使磷酸化，進而活化一連串的分化激素，更可能使一些致

癌因子活化上升，而轉變成癌化現象。

經由西方墨點吸潰法偵浪ITpy岫54 和 iNOS 的表現是否具有相

關性，由上面討論得隻小白鼠經感染廣東住血線蟲後其磷酸化
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於第三、四、五遇有明顯的上升，而 iNOS 也可經病毒、細菌的

感染而上升，所以便利用感染寄生蟲(廣東住血線蟲)，測其肘。s一

是否上升，經實驗其結果所表現的與 py占4 的表現相當一致。

由此結果可推測小白鼠經感染廣東住血線蟲後，其磷酸化也可

能刺激 iNOS 的上升，而使峙。↑'進而使一些致癌囡子

(proto抽oncogene)如 c-JUN 、 C閣制yc 、 c-FOS 更加活化而轉變成

oncogene 0 

綜合以上的各種實驗結果，得知 ICR 雄性小白鼠經感染廣東

住血線蟲後，其可走磷酸化的路徑，使 MEK 、 ERK 、 iNOS 活

性上升，進一步使 c-JUN 、 c-FOS 、 c-Myc 的活性上升，但是並

不走 PKC 造條訊息傳遞路徑。
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brai盟 tissue was e革cised a誼通 partially pur說ied protein 0 

The py..S4 expression were 晶晶晶lysed by 明Testern blot ' 
ß-actin as internal sta盟daJ:畸 o
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brain tissue was excised 韌的 pa時ia盟ypur晶ed protein 0 

The MElι1 expression were analysed by 明Testern
blot ，話-acti盟 asi盟ter聽說1 sta超過ard 0 
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國 5 ER豆豆-2 e革Fessio扭 扭 A月rgiostrongyl師

Cantonensis一站起的ed 0 Angios身'ongyl路 Canto丹ensis

worI盟 werei盟gested ICl史觀ice for i盟晶晶ted tiI盟e o 品質ice

bra扭頭ss盟會有as excised a盟 pa說蛤盟yp程說誼ed protein 0 

TheER豆豆-2 expressio盟 were 晶聽說了sed by 明Testern blot ' 
ß..ac說盟的蝠甜甜al sta盟齡婦。
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園 6 NF κ 品 e主pressio聽論 Angiostro摺!gylus

Cantonensis-infected . 0 .i仰gÎostrongy御 自持的甜的sis

wor臨 were ingested ICR 1扭扭e for 論述icated ti臨e o 島生ice

brain tiss祖ewas e蓋cise轟轟轟d 晶宮誼a誼ypur揖ed protei誼。

The NFκ 輛B e蓋presslo盟 were 晶n品lysed by 明Testern

blot ' ß.咱
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圖 8: c-間yc 就會的sio盟蝠 i知~giostro月~gyll的

Cantone揖sis-i誼fected 0 Angiostrongyl粥 Cantonensis

wor誼1 were ingested IC豆豆 mice fo宮 indic的e錯話盟e o 間ice

brain tiss阻e 宵晶se革cise轟轟盟誼會器官話揖盟yp誼F誼扭過 protei目。

The c品質yc e革pressio盟寄vere 晶蠶alysed by 稿Tester盟說ot ' 
ß-acti且 as inter晶晶1 st晶蠶豆i晶宮星星 o
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國 9 <:-JlJ1有 e革pressio蠶臨 Angiostrongyh的

Cantonensis-infected 0 Angiostrongyh的 Canto丹ensis

明Tor臨 were ÎI且gested 1<:衰草蠶ice for 騙過icated 誼臨e o 真宜ice

bI就盟主iss臨ewas e主cised a蠶蠱 p誨的i晶lly 社琵ed protein 0 

The c-JUN e主EBFessioEE 研討會晶聽聽lyse豆豆 by 明Tester盟 blot 賣

自嘲actin as inter盟al st晶聽過晶F墟。
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圖畫自 c-FOS e玄preSSIO聽蝠 Angiostrongylus

Cantonensis-infected 0 Angios的ngylt的 Cantonensis

wor臨 werei盟geste過 IC豆豆臨ice for i聽過icated 說盟e o 品質ice

brain tiss盟拉瑪Tas e瓦cis金星星都直接豆豆啦啦a盟yp體實誼會謹 proteh宜。

The c-FOS e主pression were 揖誼通lysed by 稿'ester聽說ot ' 
品訴說盟 as 扭甜甜al sta草草dard 。
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闊曰:盟stopathologic組 e路臨iE姆說。聽 of uni盟fected

Angiostrongyl那 Cαntone丹sis 臨ice br晶in sec說on obtained 
fro臨 showed 盟。 雖蠶am!觀品話。盟.往直&虹 st晶i觀;直2臨時)
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闢 曰 : 臨stop晶晶ological e臨mi臨的ion of 
Angiostrongyl師 Cantone.揖sis i盟fected 醋的 brai盟

section obtained fro臨緝e Înfected mice showed 
扭扭a臨臨atio盟.但&E stain";直立昏昏) ; A晶晶的ed 1 weeks ; 
B. infected 2 weeks 
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圓的: 聽istopathologic晶1 eXaI自ination of 
Angiostro丹~gyl師 Cantone丹sis i聽起的關 闊的 brain 
section ob騙蝠e誼 會。臨臨e infected mice showed 
i扭扭晶瞌睡錯。歸祖&E stam;夏200); A.infecte過 3 明reeks ;莓，

扭fected 4 萬veeks
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啥 r'

國 直是: 聽stop的hological e蓋aminatio且 of 
Angiostrongyl那 C鏘的nensis 鵲起的ed 臨ice brain 
section obtained from the infected mice showed 
i晶晶臨臨韻。臨.但&E stai血紅200) ; A扭fected 5 weel的;
說值fecte過 6 wee.ks 

72 



麗的: 革瞌睡扭扭OcytOC臨睡ìcaI e臨睡雖說髓。腫。聽 the PKC 
e革pressio盟蝠A踐giostro揖'gJJL甜sCa甜one路'sÎs i觀fected 盟ice

brai聽 sectio盟 obtai盟ed fi時臨蝠fected 組d co盟trol 臨ice

軍~ere subJected to 扭扭扭盟0個cytoc臨睡甜甜甜品盟扭緝。聽
for PKC e蓋，pl哲ssio盟酪詛囂醋。臨se ployc晶體晶la瞌睡body 晶S

pri臨ary 輯錯body a盟d bioti鹽 peroXÌI通ase dic臨睡時

syste盟(晶體0).;' A..co盟ÍI喵;單@蝠fecte謹 3wee臨
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i\ 

圈話: 矗瞌睡瞌睡ocytoche臨ical exa臨瞌睡。聾。盟 the PY'闢

21 expressio盟蝠 i知'giostrongyl師 Ca.路鯽ensis i帥的ed

臨ice br撞騙 sec誼G盟 obtai聽ed tì臨睡蝠臨的ed 轟盟d co睡鈕'01

臨ice were s盟bjected 重o i盟鸝扭扭o-cytoc臨睡ical

e革晶臨扭a髓。睡 for py-21 e蓋pressio聽 驢車i盟軍 醋。臨se

ployclo聽al 龜盟蜢body 晶s prm盟ary a盟tibody 轟盟d bio說聽

pe臨近轟轟se 輪軸驅車 syste臨隕嚀。).;車，章。臨時說蝠蠱的關

3wee臨
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窩里7 : 直臨臨睡髓。cytoche血ical exa.蟬扭atìo誼。聽 the

路EK-l expressio聾， 扭 i錦'gÌostrol輩都，1，臨街甜'One，路'sÎs

i盟臨的ed 盟ice b時蝠 sec說。臨 ob臨詛led 脅。盟 infected a噓噓

co盟trol 臨ice were s誼bjected to 瞌睡瞌睡o-cytoche盟ical

e革鼻祖ination for 關El直是 expressìo瞌 睡S祖g 睡。盟se

ployclonal 晶盟tibody 轟s， pri盟啦?晶晶蜢body 轟蠶蠱 bio說盟

會eroxi碰撞se 飽飽驅車 syste體(誼會0).; A.翩翩起B.i蠶fecte聶

3wee臨
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圈 18: 直臨鸝扭盟.ocytoche臨ical e扭扭扭atio盟 ontheERK-l

expressio睡蝠 Angiostro驛'gYli晶宮 C臟的路e路sis 插臨的甜甜ce

brain sec髓。聽 obtained from i盟海的ed 晶髓d co盟艙'01 臨ice

were subjected 臨睡臨U盟o-cy鶴鳴e臨ical e革晶臨扭掘。聽

for ERK國1 expressio盟酪驢車醋。聽se ployclo盟組組tibo過y

as pr臨的r a盟tibody a盟d bioti盟 peroxidase dic騙自盡

syste盟(誼會姆.; A.co盟甜01;直至.扭fec重ed3 腎ee臨
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國 19: I:臨臨扭扭ocytoc矗e臨ìcal ex晶臨ina誼。醋。ntheER盟

會xpri啪啪臨蝠 i如!giostrongyl自'S Ca，揖tOl甜揖sis'i腫誨的關臨ice

brai盟 sectio聽 obtamed 脅。臨蝠fected and co聽甜甜臨ice

were s祖bjec錯過電o i臨睡詛蝕。國cytoc區e臨ical exa臨i轟轟錯。聽

for ER盟 expressio噩扭動車醋。臨se ployclonal 組蜢body

矗s p時臨aηT a晶晶body a噩噩 bioti盟 peroXÎI血姆拉ic鶴說盟g

syste臨(誼會會).; A.co盟tEOI; 直撞fected3wee臨
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圖 20: 1鸝扭扭盟ocy重oc臨睡ical exa臨站atio蝕。盟章he iNOS

expressio盟 i臨 Angiostron.都，1，師 Ca甜甜甜甜'sis 扭fecte磕碰ice

brai聽 sec錯。盟 obtai盟ed fro臨蝠起cted and co臨甜說臨ice

were 臨時ecte挂電'0 i臨臨瞌睡o-cytoche驅ical e臨睡扭揖錯。盟

for iNOS e革pressio誼盟si睡莒髓。祖se ployclonal a聽話悔過y 晶S

pri臨晶宮y 組tibody 轟盟d 晶晶晶 EEeFOEi過ase dic臨話時

syste盟(誼會0)..; A.co瞳甜。1; B.i盟fected3 有lVee臨
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圖 21: 1酪瞌睡盟ocytocbe臨ical exa睡臨睡。醋。盟說le NF" 
輛車 expression i盟 A昂tgjostro掃!6Yl臨街昂的歸ensis i盟fected

臨ice br揖扭 sec錯。聽 obt:甜盟ed fro臨蝠fected 晶聽d co扭曲喵

臨ice were subJected to i臨睡瞌誼。國cytoc鷗臨ic晶i

exa臨蝠atio盟 for 間F" 品組:presslon 盟si聽g 1誼ouse

ploycIo盟aI 轟盟tibody as pri臨ary a聽說body a睡過晶晶晶

per帶頭dase dicta話時 systel臨 (草200).; A.缸。聽甜01;

B..Î血臨的ed3 weeks, 
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圖 22 : 撞騙臨睡ocytoche睡caJ. e革a臨扭a話。聽。睡晶e c國

關yc e睡時ss10臨蝠 Angiostn細語Jl師 Cα歸自'JI昭雄sis 鵲起的關

盟lÌce brai盟 sec話。聽 obtained fro臨 i且fecte轟轟蠶d co盟trol

盟ice were s輯bjected 臨 睡輔臣盟。闢cytoc臨睡ic晶i

e蓋起觀蝠矗錯。臨 for c-躍yc e革pressio蠶 盟si血奮 醋。臨se

ploycIo盟al a盟tibody as p甜盟ary 組tibody a睡d bio話盟

pero革idase dic細如g syste盟(主蹲點;A品。聽誼。I;B.i聽臨的ed

3 weeks 
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國 23: 1臨臨睡觀ocytoc臨睡ical exa臨蝠atio睡 。聽 the c
JUNe蓋pressio輯:扭且身:giostro路tgyl師 Canto，揖ensis i聽起的組

臨ice br:蝠觀 sec髓。髓。btamed 甜。盟 i臨海cted a聽dco臨甜甜

觀ice we軍海 軍臨時ected 重o i臨瞌睡觀o-cytoche臨ical

e芷晶臨扭醋。聽 for c品朋 e啤草棚io聽 聽si噩噩臨ouse

ployclo聽al a聽話body as prb盟ary 轟聽話body a聽d bio誼鹽

pero草idase 疆的轟蜢睡g syste盟(草200).; A..co聽甜甜晶晶朧的e星星

3 明ree蛤
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多

圖 24 :瞌睡蠅。cytoche盟ical e臨臨扭騙。醋< OD the c國

FOS expressio別扭且時~iostro路都，[，酪 Canto雄師sis in臨的<ed

E臨ice b時i盟軍ec錯。雖 obtained fro臨蝠fected a臨d co盟甜。1

臨ice vvere subjecte是重o i臨睡U腫。國cytoc矗e盟ic晶l

exa臨扭ati<o聽 for c-FOS e:革pressio盟誼sing 醋。盟se

ployclo聽al 晶體tibody 轟s pri聽臨時F 通盟誼body a盟d bioti聽

peroxid轟se 啦啦啦g syste臨抖輔~..; A.co盟甘'01;

B..Î蠶豆語說<ed3vvee臨
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