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壹、中文摘要 

口腔黏膜下纖維化症(oral submucous fibrosis；OSF)為一種口腔

癌前期病變，主要與檳榔的嚼食習慣有關。而造成口腔黏膜下纖維

化症的主要原因是細胞外基質中膠原蛋白異常的堆積及分解所導

致的。基質金屬蛋白水解酶 (matrix metalloproteinases；MMPs)及纖

維蛋白溶解系統(plasminogen activator (PA)/plasmin system)在細胞外

基質的組成及分解過程中扮演很重要的角色。可是 MMPs、t-PA 及 

PAI-1 在口腔黏膜下纖維化症致病過程中的機制卻仍不清楚。因

此，我們除了觀察上述基因在正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化的差

異性表現之外，也進一步利用檳榔素(arecoline)來探討其引發口腔黏

膜下纖維化症的致病機轉，試圖解釋由嚼食檳榔所引發之口腔黏膜下

纖維化症可能的原因。因此我們利用 gelatin zymography、western 

blotting 及 ELISA 等分析方式，發現在口腔黏膜下纖維化症的纖維

母細胞比正常頰黏膜的纖維母細胞有較高的  TIMP-1、 t-PA 及 

PAI-1的蛋白表現，而在 PAI-1 的 mRNA 轉錄層次也有顯著的上

升。我們也進一步利用檳榔素來探討其引起口腔黏膜下纖維化症的致

病機轉。由實驗結果發現，當正常頰黏膜的纖維母細胞在處理不同

濃度的檳榔素(10, 20, 40, 80 µg/ml)之後， TIMP-1、t-PA 及 PAI-1 的

蛋白表現都有顯著的上升，而 MMP-2 的蛋白表現則隨著檳榔素濃
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度的增加而有明顯的降低。另外，我們也觀察 PAI-1 promoter region 

第-675bp位置的4G/5G 基因多型性。我們利用 ASPCR 及 ASRS 的

方式證明 PAI-1 在正常頰黏膜組織中的 4G/4G : 4G/5G : 5G5/G 的

比例為 21.9% : 46.9% : 31.2 %；而在口腔黏膜下纖維化組織中的

4G/4G : 4G/5G : 5G5/G 的比例為 42.3% : 44.2% : 13.5 %，而我們進

一步用卡氏平方的統計方式發現在正常頰黏膜組織及口腔黏膜下纖

維化的組織中，其 PAI-1 的 4G/5G 基因多型性具有統計學上的意義

(P<0.05)。根據上述結果可以發現，形成口腔黏膜下纖維化症的可能

原因是由於 MMP-2 的減少及 TIMP-1 的增加，而導致細胞外基質

中膠原蛋白異常的堆積及分解。而在 PAI-1 方面，由於口腔黏膜下

纖維化症患者中 4G/4G 的比例明顯增加，可能進而導致 PAI-1 蛋

白表現的增加，而增加了口腔黏膜下纖維化症形成的機率。 
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Abstract  

Oral submucous fibrosis (OSF) is a pre-malignant fibrotic lesion of 

the mouth in areca quid chewers. It is probably a consequence of 

disturbances in the hemeostatic equilibrium between synthesis and 

degradation of extracellular matrix molecules (ECM). To date, there has 

been little research about the role of matrix metalloproteinases (MMPs) 

and plasminogen activator (PA)/plasmin system in the pathogenesis of 

OSF. In the present study, we examined the activity of TIMP-1 and PAI-1 

from cell cultured from OSF and normal buccal mucosa. OSF specimens 

were found to have higher TIMP-1 and PAI-1 expression than normal 

buccal mucosal fibroblasts (BMFs) by Western blots. To verify whether 

arecoline, a major areca nut alkaloid, could affect TIMP-1 or MMP-2 

production by human BMFs, Western blots and gelatine zymography 

were used. Arecoline was found to elevate TIMP-1 and PAI-1 expression 

at the concentration level under 20 µg/ml in a dose-dependent manner. 

From gelatin zymograms, the main gelatinolytic proteinase secreted by 

the human BMFs was MMP-2, and only minimal amounts of MMP-9 

could be detectable from zymogram. In addition, arecoline was found to 

inhibit MMP-2 secretion and production in a dose-dependent manner. In 
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this study, we also investigated the genetic analysis of PAI-1 in the 

promoter region between OSF and normal buccal mucosa. PAI-1 

genotyping with allele specific polymerase chain reaction (ASPCR) and 

allele-specific restriction enzyme site analysis (ASRS) was performed in 

the tissue of 52 OSF and 32 normal buccal mucosa. There were 

significant differences between the OSF and BMF for the frequencies of 

the 4G/4G, 4G/5G and 5G/5G genotypes (P < 0.05). In the OSF group, it 

had a hight frequency of PAI-1 (4G/4G) genotypes than those in BMF 

group (P < 0.05) Taken together, it was found that arecoline acted not 

only as an inhibitor on gelatinolytic activity of MMP-2, but also a 

stimulator for TIMP-1、t-PA and PAI-1 activity. These synergistic effects 

may contribute to the ECM components accumulation in the areca quid 

associated OSF. Furthermore, our finding also suggested that the 

distribution pattern of PAI-1 promoter were different between OSF and 

BMF tissue. PAI-1 4G allele, with a higher transcription activity, was 

more prevalent in OSF. 
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貳、縮寫檢索表 

APS : ammonium persulphate 

ASPCR : allele specific polymerase chain reaction  

ASRS : allele-specific restriction enzyme site analysis 

BMF : buccal mucosal fibroblast 

bp : base pairs 

BSA : bovine serum albumin 

CaCl2 : calcium chloride 

4CN : 4-chloro-1-napthol 

DAB : 3,3’-diaminobenzidine 

DMEM : dulbecco’s modified eagle’s medium 

ECM : extracellular matrix 

EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay 

EtBr : ethidium bromide 

FBS : fetal bovine serum 

HCl : hydrogen chloride 

H2O2 : hydrogen peroxide 

MMPs : xmatrix metalloproteinases 

mRNA : messenger RNA 

β-MSH : 2-mercaptoehanol 

NaN3 : sodium azide 

OSF : oral submucous fibrosis 

PA : plasminogen activaor 

PAI : plasminogen activator inhibitor 
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PBS  : phosphate-buffered saline 

PCR : polymerase chain reaction 

RT : reverse transcription 

SDS : sodium dodecyl sulfate 

TAE : tris-acetate-EDTA buffer 

TEMED : N, N, N’, N’, -tetramethylethylenediamine 

TIMP : tissue inhibitor of metalloproteinase 

t-PA : tissue-type plasminogen activator 

Tris : hydroxymethyl-aminomethane 

u-PA : urokinase-type plasminogen activator 
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參、緒論 

一、口腔黏膜下纖維化症的形成原因 

口腔黏膜下纖維化症(oral submucous fibrosis，簡稱OSF)是臺灣常

見的慢性口腔黏膜病變(Pillai et al., 1992)，也被視為是一種口腔癌的

前期病變。臨床上最常發生於頰黏膜，其病理特徵為慢性發炎，口腔

黏膜上皮下方結締組織中含有過量的膠原蛋白沉積，並伴隨著固有層

或深部結締組織的局部發炎反應與肌肉組織的退行性變化(Hamner et 

al., 1971；Mani, 1977；Sirsat and Pindborg, 1967)，當病人吃刺激性食

物時會有燒灼感，進而造成唾液分泌改變，並且會逐漸的造成口腔黏

膜僵硬(stiffiness)、開口及吞嚥困難(trismus and dysphagia)。由於口腔

黏膜下纖維化症的臨床症狀以口腔灼熱及刺痛感為特徵，特別在食用

辛辣或其他刺激性食物時最為明顯。因此早期曾有學者認為印度民眾

食用辛辣食物是造成口腔黏膜下纖維化症的主要原因(Pindborg and 

Sirsat, 1966)。但依流行病學研究顯示，嚼食檳榔才是造成口腔黏膜下

纖維化症的主要原因(Maher et al., 1994；Murti et al., 1995；Shah and 

Sharma, 1998)。有關其致病機轉複雜至今尚無定論，除了嚼食檳榔之

外，遺傳因子、免疫反應、病毒感染、營養缺乏與致癌因子都被認為

與口腔黏膜下纖維化症的形成有關(Mutri et al., 1995)。 

早在1976年， Sirsat 等人以 HE (hematoxylin and eosin) 染色觀
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察結締組織的變化，發現口腔黏膜下纖維化症發生的過程和結締組織

內膠原蛋白過量的堆積及分解息息相關，且將口腔黏膜下纖維化症發

生的過程分為最早期、早期、中期及晚期四個階段  (Sirsat and 

Pindborg, 1967)： 

【1】最早期 (very early stage)：結締組織中存在著纖細並且排列整齊

的膠原蛋白，而纖維母細胞呈現正常的紡錘狀。可是結締組織間的間

質會有些微水腫，而其血管徑為正常或些微擴張，有時會有充血的現

象。並且會有發炎細胞出現，且以多核性白血球及嗜伊性紅血球為主。 

【2】早期(early stage)：在這個時期的膠原蛋白會開始增厚，可是排

列仍很整齊，只有鄰接上皮結締組織處的膠原蛋白開始出現透明化。

而纖維母細胞的型態及數目仍算正常。可是血管會有較嚴重的擴張且

充血，並且會有發炎細胞出現，而大部份為單核性淋巴細胞、嗜伊性

紅血球和少數的漿細胞。 

【3】中期(moderately advanced stage)：此時期的膠原蛋白開始呈現中

等程度的玻璃樣變性，且從鄰接上皮基底膜處向深層之結締組織層開

始無形化(amorphous)。而結締組織間的間質水腫程度慢慢降低。而成

熟的纖維母細胞形狀變為梭形，形成纖維組織的反應減少，血管因這

些膠原纖維的推壓而使管徑變小甚至阻塞。並有發炎細胞浸潤，而此

時的發炎細胞大部份為淋巴細胞及漿細胞。 



 

 9

【4】晚期(advanced stage)：此時期的膠原蛋白完全透明變性，且結

締組織間的間質水腫消失。膠原蛋白透明化的地方幾乎沒有纖維母細

胞的存在。此時的血管管徑變小甚至完全阻塞。並有大量的發炎細胞

出現，而此時的發炎細胞和中期一樣主要為淋巴細胞和漿細胞。 

由以上的分期就可以清楚的發現，膠原蛋白的過度堆積及透明化

可能是造成口腔黏膜下纖維化症的主因。而截至目前為止，有許多證

據支持這個理論。Meghji 等人發現口腔黏膜下纖維化症病人的纖維

母細胞其細胞增生的速率和正常細胞比較並無明顯的增加，但合成膠

原蛋白的基本速率比正常細胞升高了約15% (Meghji et al., 1987)。而

在1995年也有學者提出相同的看法。他們發現罹患口腔黏膜下纖維化

症病人的纖維母細胞其膠原蛋白的合成速率比正常細胞高出1.5-2倍

(Kuo et al., 1995) ，而他們也發現罹患口腔黏膜下纖維化症病人的纖

維母細胞其膠原蛋白 mRNA 的轉錄能力（transcription）也比正常細

胞高。另外，Shieh 等人也發現，口腔黏膜下纖維化症組織中的膠原

蛋白酶含量約為正常者的 45 % (Shieh et al., 1992)。 Tsai 等人也發

現口腔黏膜下纖維化症病人的纖維母細胞其吞噬膠原蛋白的能力比

正常者低(Tsai et al., 1999)。而從病理組織研究顯示，口腔黏膜下纖

維化症的 type I collagen 形態雖然正常但其總量增加且形成團塊狀

(Van Wyk et al., 1990)，但是控制纖維成長的 type III procollagen 及賦
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予膠原纖維彈性之 type VI collagen 均有減少的現象(Reichart et al., 

1994)，但是從電泳分析發現口腔黏膜下纖維化症 collagen 組成與正

常口腔黏膜無差異，僅 type I collagen / type V collagen 比值有隨疾病

的嚴重程度增加而有增加的趨勢(Huang et al., 1989) 。因此，綜合上

述的發現可知，由於膠原蛋白合成增加與分解減少之故，造成膠原蛋

白含量的不平衡，進而形成纖維化。這顯示膠原蛋白及膠原蛋白酶之

間的不平衡存在可能是形成口腔黏膜下纖維化的一大主因。 

而口腔黏膜下纖維化症一直被視為是具有口腔癌前期病變的特

質，的確也有許多證據支持這個理論。在1956年 Paymaster 就發現

口腔黏膜下纖維化症與口腔癌的發生是息息相關的 (Paymaster, 

1956)。而在1972年， Pindborg 根據其觀察口腔黏膜下纖維化症的患

者與口腔癌患者的組織，發現口腔黏膜下纖維化症與口腔癌患者中有

五種類似的現象，也可以進一步的說明並解釋口腔黏膜下纖維化症與

口腔癌的關係:【1】口腔黏膜下纖維化症的患者與口腔癌患者口腔中

常可同時觀察到口腔白斑症的存在。【2】口腔黏膜下纖維化症患者

之上皮細胞與口腔癌患者一樣可同時觀察到上皮細胞的變異 (cell 

dysplasia)。【3】口腔癌的患者中也常可同時觀察到有口腔黏膜下纖

維化症的存在。【4】口腔黏膜下纖維化症患者之上皮細胞常可以同

時觀察到口腔癌的組織學變化。【5】口腔黏膜下纖維化症的患者常
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會發展成口腔癌(Pindborg, 1972)。而且， Pindborg 在1984年更進一

步認為口腔黏膜下纖維化症轉變為口腔癌的機轉可能是由於初期皮

下的發炎反應導致結締組織的破壞，在堆積過多的膠原蛋白後，使血

管變窄且變少，進而導致上皮萎縮，而使上皮組織容易受到致癌物質

的癌化作用，產生口腔癌(Pindborg et al., 1984)。另外，在流行病學的

研究方面， Murti 在印度孟買針對66個口腔黏膜下纖維化症患者做

了10 年、15 年、17 年的長期追蹤研究發現，口腔黏膜下纖維化症

轉變成口腔癌的比例分別是2.3%、4.5% 和7.6% (Mutri et al., 1995)。

而在台灣地區， Shiau 及 Kwan 在35例的口腔黏膜下纖維化症中發

現有8例(23%)伴隨著口腔癌的發生(Shiau and Kwan, 1979)。這顯示了

罹患口腔黏膜下纖維化症的時間愈長，口腔黏膜下纖維化症的惡化程

度及轉變成口腔癌的比例愈高。而一般而言，在診斷為口腔黏膜下纖

維化症後大約在3到16年間就有可能會發展成口腔癌 (Paymaster, 

1956；Pindborg et al., 1984；Murti et al., 1985)。 

口腔黏膜下纖維化症的患者較常見於印度 (Pindborg et al., 

1966)，還有台灣(Shiau and Kwan, 1979)、南非(Lemmer and Shear, 

1967)、歐洲(Simpson, 1969)等地的亞洲移民及其後裔。在印度約0.5%

的人口罹患此疾病，此疾病可發生於任何年齡，常見於 20-40歲患者

(Pindborg et al., 1984)。在台灣地區，口腔黏膜下纖維化症最常發生於
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30-50歲患者，大多數發生於男性，僅偶而發生於女性，而這和嚼食

檳榔的習慣非常有關係，可是和抽菸、飲酒、嗜食辛辣食物則較無明

顯的相關性( Shiau and Kwan, 1979；Chiang et al., 2000 )。 

在台灣地區，嚼食檳榔的人口超過二百萬，這與口腔黏膜下纖

維化症的高發生率有密切的相關性。而檳榔的組成成分中，含量最

多的就是檳榔素，其具有細胞毒性及基因毒性，會抑制細胞附著、

擴張、移動、生長且會抑制細胞間質蛋白及 DNA 合成(Jeng et al., 

1994)。而許多的研究實驗也顯示，檳榔的各種成分，是造成口腔黏

膜下纖維化症的主要致病因子。在1981年，有學者發現檳榔萃取物會

促進人類纖維母細胞的增殖，同時也會增加其膠原蛋白的合成量 

(Canniff and Harvey, 1981)。而1987年 Scutt 等人則發現檳榔萃取物會

使膠原蛋白的 peptide bone 形成交叉鍵結 (cross-link)，使膠原蛋白

的結構變得更為穩定，不容易被膠原蛋白酶分解 (Scutt et al., 1987)。

而 Scutt 等人更發現檳榔萃取物抑制膠原蛋白酶分解膠原蛋白的能

力會隨著兒茶素(catechin)、類黃酮(flavonoids)或單寧酸(Tannins)等濃

度的增加而增加 (Scutt et al., 1987)。而在1995年，Ma 等人進一步發

現口腔黏膜下纖維化症病人的纖維母細胞其 lysyl oxidase 的活性比

正常細胞約高了46%，而 lysyl oxidase 會促使膠原蛋白形成交互鍵

結，使膠原蛋白結構更穩定(Ma et al., 1995)。另外，Tsai 等人也發現



 

 13

檳榔成分中的檳榔素(arecoline)會使正常纖維母細胞吞噬膠原蛋白的

能力下降 (Tsai et al., 1999)。因此，不論從流行病學或實驗室的研究

中都可以發現，檳榔萃取物及其成分是造成口腔黏膜下纖維化症的主

要原因。 

一般而言，結締組織內膠原蛋白過量的堆積是口腔黏膜下纖維化

症的重要致病機轉。另外，從流行病學調查研究顯示，嚼食檳榔是導

致口腔黏膜下纖維化症的主要原因 (Maher et al., 1994)。而在臺灣地

區嚼食檳榔所引起口腔黏膜下纖維化症的病例相當多，因此我們利用

檳榔素來探討其引發口腔黏膜下纖維化症的致病機轉，試圖解釋由嚼

食檳榔所引發之口腔黏膜下纖維化症可能的原因及和結締組織內膠

原蛋白相關基因的機制為何？而和結締組織內膠原蛋白相關的基因

不外乎一些蛋白水解酵素，本論文即針對 matrix metalloproteinase 及 

serine proteinase 詳加探討。 

二、Matrix metalloproteinase的組成及分類 

Matrix metalloproteinases 簡稱 MMPs，為一群結構類似且含鋅

(zinc ion) 金屬離子之蛋白水解酶 (Kotra et al., 2001)。因 MMPs 的

催化作用需金屬離子加以活化，並具備催化水解細胞外基質蛋白  

(extracellular matrix proteins) 之能力，且具有特有的基因序列可加以

區別為不同的 MMPs，因而稱之為基質金屬蛋白水解酶 (Stöcker et 
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al., 1995)。 MMPs 最早是在1960年代由 Gross 和 Lapiere 在蝌蚪的

尾巴中分離出來，並指出富含膠原基質的蝌蚪尾巴，在成長為青蛙的

過程中，因為 collagenase 的作用而使蝌蚪尾巴被溶解或被重吸收

(Gross and Lapiere, 1962)。而 MMPs 在正常生理狀態下可以分解細

胞外基質蛋白與基底膜中不同的組成成份，而在生理作用上如正常的

組織重建、血管生成、胚胎發育、傷口癒合等作用及病理狀態中如癌

症侵襲轉移、組織纖維化、骨關節炎、心血管疾病、動脈硬化、中樞

神經疾病皆扮演著重要角色 (Stetler-Sevenson et al., 1993；Nagase and 

Woessner, 1999；Singer et al., 2002)。MMPs 是由結締組織的細胞以

一種潛在型或酵素原形態分泌，其活化時須內生性離子及外生性鈣離

子，皆以  zymogen 方式被分泌出來，zymogen 需藉由蛋白酶或 

organomecurials 來活化，活化型的 MMPs 會比未活化型的 MMPs 

少掉10 kDa，MMPs 活化可被組織蛋白抑制劑 (tissues inhibitor of 

metalloproteinases ; TIMPs) 抑制。在正常組織中膠原蛋白的合成與轉

換是平衡的，這意味著 MMPs 與 TIMPs 間相互調節可維持著結締

組織的完整性，若其平衡被改變可能會造成結締組織病變。而目前為

止已有 28 種不同的 MMPs 被辨識出來，且持續的在增加之中

(Handsley and Edwards, 2005)。而 MMPs 的分類相當複雜，因此我們

將已知的 MMPs 相關酵素列表於附錄一，並在附錄二中依其功能及
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結構加以區分為下列八類，將有助於我們瞭解 MMPs 序列的相互關

係( Egeblad and Werb, 2002)。 

(A) Minimal Domain MMPs：MMP-7、26 

(B) Simple Hemopexin Domain-Containing MMPs： MMP-1、3、8、

10、12、13、18、19、20、22、27 

(C) Gelatin-binding MMPs：MMP-2、9 

(D) Furin-activated Secreted MMPs：MMP-11、28 

(E) Transmembrane MMPs：MMP-14、15、16、27 

(F) GPI-linked MMPs：MMP-17、25 

(G) Vitronectin-like Insert Linker-less MMPs：MMP-21 

(H) Cysteine/Proline-Rich IL-1 Receptor-like Domain MMPs：MMP-23 

而  MMPs 的結構骨架由N端至C端主要分為幾部分：signal 

peptide domain--可指引轉譯後產物至內質網，且當 MMPs 要分泌至

細胞外時，須先切除 signal peptide 才能離開細胞。Propeptide 

domain--MMPs 活化過程中需被切除，方有活性產生。Catalytic 

domain--包含 thermolysin-type zinc-binding region，另外有結構性的鋅

離子及2-3個鈣離子來維持 MMPs 活化後的穩定性及持續性。最後為 

carboxyl-terminal domain (Kleiner and Stetler-Stevenson , 1993)。MMPs 

利用 propeptide domain 中的 cysteine 與 catalytic domain 上的鋅結
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合，使分泌至細胞體外之 MMPs 維持在未活化狀態。而 MMPs 可

分解結締組織受質及其它蛋白成分，在附錄三中，MMPs 若依其主

要催化之結締性受質成分以區別其差異性，共可分為下列五類： (A) 

collagenases：如 MMP-1、-8、-13與-18，它們為主要催化裂解結締

組織中的 collagen I、II及III。 (B) gelatinases：如 MMP-2 與-9，主

要催化裂解 gelatin 與 collagen type IV、V、VII、X等。(C) stromelysins:

如 MMP-3、-10與-11，主要催化裂解 fibronectin 與 collagen type IV

等。 (D) membrane-type MMPs (MT-MMPs)：如 MMP-14、-15、-16、

-17、-24與-25，結構皆附著位於細胞膜上，主要功能為活化 pro 

MMP-2等。(E) Others：如 MMP-7、-12、-19、-20、-23與 -26。一

般而言，不同類型的細胞會分泌不同的 MMPs，如人類臍帶靜脈內

皮細胞，主要以持續性(constitutive)的分泌 MMP-2 為主(De Lorenzo 

et al., 2000)。而活化的人類單核球或巨噬細胞，其分泌之主要形式為

誘發性(inducible) MMP-9為主(Lepidi et al., 2001)。而 MMPs 主要可

歸納出幾項特徵: (Nelson et al., 2000) 

1. 催化的機制需要 Zn2+/Ca2+位於活性中心(Woessner, 1998)。 

2. MMPs 是以 zymogen (inactive form)的方式被分泌出來。 

3. zymogen 需 要 被 一 些 外 來 的 蛋 白 水 解 酵 素 或 是 

organomercurials 所活化。 
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4. 活化態的 MMPs 因為 N 端的 propeptide domain 被切掉，所以

分子量大約會減少10kDa。 

5. MMPs 可以分解數種的細胞外基質成份。 

6. MMPs 的 活 性 可 以 被  TIMPs (tissue inhibitor of 

metalloproteinases) 所抑制。 

所有的 MMPs 皆是以未活化狀態分泌到細胞外(inactive form；

或稱pro-form)，由於 propeptide 中的 cysteine 與 catalytic domain 中

的鋅結合，使 MMPs 無法發揮作用。MMPs 之活化過程需有蛋白酶

之參與，將 cysteine 與鋅的結合打斷，再切除 propeptide，使鋅完全

外顯，即成為活化態之 MMPs (Harper et al., 1971)。1990年，美國學

者  Van Wart 及  Birkedal-Hansen 提出「cysteine switch」來解釋 

proMMPs 的活化機轉(Van et al., 1990)。此機制提出之主要根據為 

MMPs 結構內 propeptide 的 conserved PRCG【V/N】PD序列中的

single cysteine 可與酵素中的催化性鋅離子直接產生交互作用，也藉

此作用防止鋅離子與水解  peptide 所需之  H2O 結合，以維持 

proMMPs 處於不活化狀態。換句話說，對於 proMMPs 的活化， 

Cys…Zn2+ 間的斷裂是必須的。此機制又可稱為「velcro mechanism」

(Vallee et al., 1990)。而 MMPs 可由下列幾種方式活化: (附錄四) 

1. 受 plasmin 的活化(Knauper et al., 1998；Baramova et al., 1997)：
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plasminogen 由 plasminogen activators 活化成 plasmin，plasmin 參

與以 latent form 被分泌釋出的 MMPs 活化的 pathway。 

2. 受 stomelysin、elastase、kallikrein、MT-MMPs 等酵素催化: 如已

被活化的 stromelysin 會變成 superactivate MMPs，使 MMPs 的活

性比活化態的活性更高出 5-8 倍。且不同 MMPs 也參與在 MMPs

活化過程中，例如：MT1-MMP 可活化 pro-MMP-2。(Vissers et al., 

1998；Desrivieres et al., 1993；Sato et al., 1994) 

3. 受加熱處理(heat treatment)所活化(Koklitis et al., 1991) 

4. 受含汞化合物(mercurial compounds)而活化(Lazarus et al., 1972； 

Sopata et al., 1974)，如 4-aminophenylmercuric acetate (APMA) 

(Galazka et al., 1999)等 

5. 受活性氧化物  (reactive oxygens) 所活化  (Rajagopalan et al., 

1996)，如 HOCl、H2O2 (Saari et al., 1990)、ONOO- (Maeda et al., 

1998)、NO2 (Okamoto et al., 1997)或 SDS (Birkedal-Hansen et al., 1982)

等。 

MMPs 的活化與否，也與內生性組織抑制劑 (tissue inhibitor of 

metalloproteinses ; TIMPs) 生成與結合有關 (Bauer et al., 1975)。

TIMPs 以其特殊環狀構造與雙硫鍵 (位於Cys1和Cys70間)，利用非

共價鍵結與 MMPs 形成複合物，同時遮蔽了鋅，使 MMPs 無法
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執行其功能(Gomez et al., 1997)。TIMPs 為一群分子量在 20-29 kDa

之蛋白，其抑制 MMPs 比例為1：1的 stoichiometric fashion 且為可

逆反應(Gomez et al., 1997)。不同的 TIMPs 抑制不同的 MMPs 且抑

制能力也有差異 (Woessner  and Nagase, 2000)。如 TIMP-1的

C-terminal domain (loops 4~6)會與MMP-9上的 hemopexin domain 結

合形成一複合物，而 TIMP-2 的 C-terminal domain 則會優先與

MMP-2 上的 hemopexin domain 結合來調節酵素的活化與否

(Murphy and Willenbrock, 1995)，藉此來達成一平衡狀態。而當 MMPs 

與 TIMPs 的平衡一旦受到破壞，則會造成結締組織內膠原蛋白過量

的堆積，進而造成組織纖維化。 

三、Tissue inhibitor of metalloproteinase的組成及分類 

Tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs)是 MMPs 的內生性

抑制劑，它可以專一性的抑制  MMPs 的活性(Kugler, 1999)。而 

MMPs 對於 tumor invasion and metastasis 及 ECM 的破壞中扮演一

個很重要的角色 (Murphy et al., 1989)，因此 TIMPs 在抑制腫瘤的增

生及維持 ECM 的平衡方面便顯得格外重要(Gomez et al., 1997; 

Murphy et al., 1992)。截至目前為止已經有四種 TIMPs 被發現，分別

命名為 TIMP-1, -2, -3, -4 (附錄五)。從結構上分析，這四種 TIMP 有

相當多相似的地方。首先從氨基酸序列而言，TIMP-2 有40%與



 

 20

TIMP-1 一致； TIMP-3 與 TIMP-2 有30%的一致，與 TIMP-1 則

有38%的一致。最後  TIMP-4 與  TIMP-1 也有37%的一致，與 

TIMP-2 及 TIMP-3 的一致性則達到了51% (Gomez, 1997)。而在結構

上，四種 TIMP 在固定的位置都擁有12 個半胱胺酸(cysteine)，形成

六個雙硫鍵，構成蛋白質基本的結構。其次對於 MMPs 活性抑制相

當重要的胺基端也發現四種 TIMP 都有著 VIRAK 的氨基酸序列，

顯示此序列與  MMPs 的活性抑制有非常重要的關連。而我們將

TIMPs 分類敘述如下: 

1. TIMP-1: 位於 X 染色體 p 區(Xp23) (Huebner et al ., 1986)，是

TIMPs 中最早被發現的，也是被研究最清楚的。而 TIMP-1 是一

種醣蛋白(glycoprotein)，需要醣基化的過程來作蛋白質的後修飾

(post-translation)，形成具有完整功能的蛋白質。以 TIMP-1 來說，

未經過醣基化的 TIMP-1 分子量大概 20 kDa 左右，經過醣基化

後，一般的分子量是 28.5 kDa，但是有時候其分子量會分佈在30

到34 kDa 之間，就看其醣基化的程度 (Tolley, 1993)。而已知

TIMP-1 的功能有許多，例如抑制活化態的  MMPs(Woessner, 

1991)、和未活化的 MMP-9 結合(Kolkenbrock et al., 1995；Goldberg 

et al., 1992)、抑制血管新生 (Johnson et al., 1994；Takigawa et al., 

1990；Thorgeirsson et al., 1996)、抑制腫瘤的侵襲和轉移(Alvarez et 
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al., 1990；DeClerck et al., 1992；Schultz et al., 1988；Thoregerirsson 

et al., 1982)、在胚胎的形成過程中也扮演著重要的角色 (Flenniken 

et al., 1990)。 

2. TIMP-2: 位於第 17對染色體  q 區 (17q23) (DeClerck et al., 

1992b)，分子量大約為  21kDa，TIMP-2 在 1990年由  human 

melanoma cell cDNA library中所分離出來(Boone et al., 1990)。 

TIMP-2 和 TIMP-1 功能相似，尤其在抑制腫瘤的侵襲和轉移中扮

演著重要的角色，雖然 TIMP-2 和 TIMP-1 的序列有40%的相似

度，但在某些時候，因為 TIMP-2 的表達會被修飾，因此在同樣

情況下，TIMP-2 和 TIMP-1 的結果往往會有所差異 (Shapiro et al., 

1992；Stetler-Stevenson et al., 1990)。 

3. TIMP-3: 位於22染色體 q 區(22q12)(Apte et al., 1995)，分子量大約

為 21kDa，TIMP-3 是 TIMP family 中唯一存在 membrane 中

的，它會和 ECM 結合在一起(Leco et al., 1994；Stricklin et al., 

1983)。TIMP-3 功能和 TIMP-1、-2 較不相同， TIMP-3 主要功

能是和調節細胞分化及細胞週期有關，甚至可以當成細胞分化結束

時的一個指標  (Yang et al., 1992)。其中有學者指出在  HL-60 

leukemia cell 的分化過程，TIMP-3 的上升和 cell cycle 停留在 G1 

phase 有關(Wick et al., 1994)。 
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4. TIMP-4:  TIMP-4 是在1996年時，由 human heart cDNA library中

分離出來的(Greene et al., 1996)，分子量大約為22 kDa，目前對

TIMP-4 的了解尚未清楚，只大約了解 TIMP-4 可能有組織特異

性，尤其是存在人類的心臟組織 (Greene et al., 1996)。 

四、Plasminogen activator/ plasmin system 

纖維蛋白溶解系統(plasminogen activator/ plasmin system)是哺乳

動物血液中用來限制過度纖維蛋白(fibrin)形成及分解血塊的酵素系

統，另和基底膜的降解、組織纖維化及組織重組非常有關係。在 1930

年至 1950年期間，陸續發現了 18種參於此系統反應的組成物，依其

所扮演角色不同，劃分成：纖維蛋白溶解酶原(plasminogen)；纖維蛋

白溶解酶 (plasmin)；纖維蛋白溶解酶原的活化因子 (plasminogen 

activators，PAs)；纖維蛋白溶解酶原活化因子的抑制因子(plasminogen 

activators inhibitors，PAIs)及溶酶抑制因子(antiplasmin，AP) (Collen, 

1980)。plasmin是負責溶解 fibrin的酵素型式，是由 plasminogen被其

活化因子 plasminogen activators催化而成。目前已知的活化因子主要

為尿激酶型 (urokinase-type plasminogen activator，u-PA)，組織型纖

維蛋白溶酶原活化因子 (tissue-type plasminogen activator， t-PA)  

(Victor and Hinsbergh, 1988)。而具有酵素活性的 plasmin和 PAs又分

別受到抑制因子的調控，抑制 plasmin主要是 α2-antiplasmin ( Mullerti 
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and Clemmensen, 1976 )，而抑制 Pas 的是 PAI-1與 PAI-2 (Andreasen 

et al., 1990；Kruitthof, 1988；Sprengers and Kluft, 1987) (附錄六)。而

清除血塊並非纖維蛋白溶酶作用系統唯一的作用，其亦參於其它生理

功能，如組織修補、血管新生、巨噬細胞活化及腫瘤轉移等，在這些

過程中擔任蛋白水解的工作 (Saksela, 1985)。 

(一) 纖維蛋白溶解酶原 (plasminogen) 

自然型的人類 Glu-plasminogen(N 端第一個胺基酸為 glutamine)

是一種單鏈的糖蛋白，整個分子由 790個胺基酸及 24對雙硫鍵組成，

N 端前 76 個胺基酸很容易被水解而成為 Lys-plasminogen。Glu- 

plasminogen 之結構分成兩個部分：第一部份由  N 端胺基酸到

Arg-560 稱為重胜鏈，有 5 個胺基酸序列相似的三級結構，稱為

kringle，各以三個雙硫鍵連接成三個迴圈 (Novokhatny, 1984)。第二

部分，由靠 C 端胜鏈所組成，含 Val561-Asn790，又稱為輕胜鏈。

Glu-plasminogen的 kringle結構與 t-PA N端的 2個 kringle，u-PA N

端的 1個 kringle以及 prothrombin N端的 2個 kringle構造均有相似

性。此部分含有離胺酸結合部位(lysine-binding site，簡稱為 LBS)能

與許多的 ω-amino carboxylic acid結合如：L-lysine、6-amino hexanoic 

acid 及 Trqnexamic acid  (Sixtus, 1975；Isofia, 1982；Markus and 

Wissler, 1979) (附錄七)。而生理上透過此部分與 fibrin、α2-AP、
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fibronectin、thrombospondin、subendothelial matrices及內皮細胞表面

結合 ( Plow and Mile, 1990)。而原型的 plasminogen在人類、猴子及

老鼠是由肝臟合成，在人類血液中的濃度約 21 mg/dl (2.4µM)。纖維

蛋白溶解活性的調節主要依 plasminogen 與肝臟及血管內皮細胞所

含的活化因子 t-PA、u-PA 以及蛋白抑制因子如 α2-AP 和 PAIs 等因

子之間活性的表現來調控。Plasminogen 的輕胜鏈含有活化中心，序

列與許多絲胺酸蛋白酶的活化中心很相似，如凝血酶、胰蛋白酶、胰

凝乳蛋白酶、彈性酶、t-PA 及 u-PA (Strassburger et al., 1983)。而

plasminogen，它可以被 plasminogen activators 轉化成 plasmin ，以

執行裂解纖維蛋白的任務(Collen et al., 1991)。Plasmin由兩段蛋白組

成，A段具有五個相似的 kringle domain，這些結構具有 lysine-binding 

sites，而藉由這些位置和纖維蛋白及 α2-antiplasmin 作用。B段則含

有 active sites: His-602, Asp-645和 Ser-740 (Wiman, 1977)。PA刺激

plasminogen 變成  plasmin 是引起纖溶作用的重要關鍵。而 

plasmingen activator/ plasmin system 也和 MMPs 有非常密切的關

係。Plasmin 是 MMPs 的上游，因此 MMPs 的調控也和 plasmin 有

關，  MMPs 會受  plasmin 的活化 (Knauper et al., 1998)。當

plasminogen 由 plasminogen activators 活化成 plasmin 之後，plasmin

會參與以 latent form 被分泌釋出的 MMPs 活化的 pathway ，而造
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成 MMP 的活化(Lijnen, 2002) (附錄八)。  

(二) 纖維蛋白溶解酶原活化因子(Plasminogen activators，PAs) 

Plasminogen activators (PAs)為一群 serine proteinases，與

plasminogen 具有高度的專一性。故可將  plasminogen 水解成

plasmin，被活化的 plasmin 具有蛋白水解酵素的功能，可將血液凝

塊中的 fibrin 溶解，進而防止血栓的形成。內皮細胞 Pas 活性的調

解可分為幾個層次: A. 誘使新的 t-PA及 u-PA分子合成。B.  t-PA

和 u-PA與細胞接受體和基質成分的相互作用。C.  t-PA和 u-PA與

其他抑制因子的相互作用(Victor et al., 1988)。 

t-PA分子量為 70 kDa，屬於單胜鏈型，其基因位於第 8號染色

體。為 plasminogen主要活化劑 (Collen and Lijnen, 1991)，其分子結

構有一個與 fibronectin 相似的 finger domain ( Banyai et al., 1983)及

兩個與 plasminogen相似的三環構造 (kringle)，最後才是絲胺酸蛋白

酶部位。 t-PA 也會被 plasminogen 切割成以雙鍵連接的兩條胜鏈，

由內皮細胞合成及分泌。在血漿中 t-PA 的量會受到一些刺激而提

升，例如：劇烈運動、缺氧、壓力或血管閉塞等 (Prowse et al., 1984；

Markwardt and Kiocking, 1976；Dobrovolsky and Titaeva, 2002)。 

u-PA分子量為 50 kDa，其基因位於第 10號染色體，單胜鏈型的

u-PA也會被 plasminogen 切割成以雙鍵連接的兩條胜鏈(Blasi et al., 
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1987)。主要來源是由腎臟及血管的內皮細胞所分泌。 u-PA會與細胞

膜表面接受器 (u-PAR) 結合，它的蛋白質水解活性會造成細胞外基

質中所含成分的降解，因此被認定與癌細胞的侵入與轉移有關 

(Hofmann et al., 1994；Romer et al., 1996)。 

(三 )纖維蛋白溶解酶原活化因子抑制劑 (plasminogen activator 

inhibitors，PAIs) 

體內最重要的 PAI 是 PAI-1 和 PAI-2，前者由內皮細胞產生; 

後者由單核球產生。PAI-1 是 t-PA 最主要的抑制劑。許多可溶性的

物質都會調控 t-PA和 PAI-1的產生，例如: thrombin (Dichek et al., 

1989)、phorbol myristate actate  (PMA)(Levin et al., 1989)和 butyric 

acid (Kooistra et al., 1987)都會誘導 t-PA 的表現，而 thrombin 同時也

會引起 PAI-l 的高度表現(Dichek et al., 1989)。而一些細胞激素也會

對 t-PA 和 PAI-1 的表現有所影響，例如在細胞培養的系統上，IL-1

會引起 t-PA 的 mRNA 及蛋白質的表現而抑制 PAI-1 的表現，而 

TGF-β 則有相反的作用( Wilson et al., 1997；Rox et al., 1996)。在人體

內， TNF 會先引起 t-PA 的產生而後再引起 PAI-1 量的上升。而在

細胞培養時，卻引起內皮細胞 PAI-1 量的增加而抑制的 t-PA 生成

(Van Hinsebergh et al., 1990)。如上所述， t-PA 和 PAI-1 會分別由不

同刺激而引起表現量增加，因此內皮細胞內 t-PA 和 PAI-1 產生的調



 

 27

控似乎是獨立事件。另外， t-PA 和 PAI-1 之間的平衡及調控和纖維

化也有很大的關係。 纖維化的疾病發生在大部分的組織上，而且被

認為是由一些路徑所調控的，而這些路徑被認為和一些分子會參與 

collagen 的分解及形成有關。因此， PAI-1 被認為和 fibrosis 有很

大的關係，而 PAI-1 的升高也被證明和許多纖維化的疾病有關，包

括經由高血壓及 X-radiation  所引起的 glomerulosclerosis  (Fogo et 

al., 1999)，或者是由 bycarbon tetrachloride 所引起的 liver fibrosis 

(Eitzman et al., 1997；Zhang, 1999)以及由 bleomycin 所引發的肺部纖

維化 (Olman et al., 1995)。更值得注意的是在轉殖基因的老鼠中，經

由 bleomycin 所引發的肺部纖維化會有非常大量的 PAI-1 表達出

現，而在 PAI-1 缺乏的老鼠身上就看不到這個現象(Eitzman et al., 

1996)。而 Hattori 等人更利用 bleomycin 來處理 PAI-1 缺乏的老鼠

來證明 PAI-1 在纖維化疾病的重要性 (Hattori, 2000)。綜合以上一些

證據，我們更加證明了 PAI-1 的不正常存在和組織的纖維化有非常

大的相關性。另外，也有一些證據指出， PAI- 1不管在 In vivo 或

者 In vitro 中，都可以調節細胞的附著能力及轉移的能力 (Bajou, 

1998；Chapman, 1997)。根據以上的文獻，也可以發現 PAI-1 可以促

進 collagen 的分解，並且藉由刺激 collagen 的轉移來達到傷害組織

的目的。 
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五、DNA polymorphism of PAI-1 

人類以及其他物種基因組序列的完成將大幅增進我們對疾病的

認知。疾病的一個重要成因是單個或多個基因的突變，主要發生在基

因組所謂的「多型性區域」(polymorphism，即人類個體之間可能發

生差異的 DNA 序列區域)。人體中的基因發生突變，就可能讓病變

細胞以無法控制的方式增長和分裂。通過對 DNA polymorphism的研

究，我們將會對許多已知和未知的疾病的基因成因加深了解。 

而之前的研究指出:  PAI-1 被認為和纖維化有很大的關係，而 

PAI-1 的升高也被證明的和許多纖維化的疾病有關，包括經由高血壓

所引起的 glomerulosclerosis  (Fogo, 1999)及由 bleomycin  所引發

的肺部纖維化 (Olman et al., 1995) 。而目前有許多研究指出: PAI-1

的多型性和許多疾病有非常密切的相關性。無論在 colorectal cancer 

(Smolarz et al., 2001)、Ovarian cancer (Turkmen et al.,1997)、myocardia 

infarction (Fu et al., 2001)、type 2 diabetes (Nagi et al., 1997)等疾病，皆

和 PAI-1 的 polymorphism 有非常大的相關性。之前的研究皆明顯

的發現， PAI-1 的 polymorphism 大多出現 PAI-1 promoter region，

而這些位置包含 promoter 區域第 -675 base pairs 的 4G/5G 

insertion/deletion (Mansfield et al. 1999)及  A-844G polymorphism. 

(Dawson S et al. 1991)。而這些學者亦證明了當 PAI-1 第 -675bp 為
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4G/4G 的基因型時，對  PAI-1 的轉錄能力是扮演著一個增強子

(enhancer) 的作用。可是當 PAI-1 第-675bp為 5G/5G的基因型時，

對 PAI-1 gene 的 transcription 不僅只是扮演著一個增強子的角色，

亦有可能是扮演著抑制者 (suppressor)的角色。所以當 PAI-1 的基因

型為 5G/5G 時，有可能導致 PAI-1 的轉錄能力降低。相對的，當

PAI-1 的 基因型為 4G/4G 時，有可能導致 PAI-1 的轉錄能力升

高，進而促使 PAI-1 的蛋白表現量上升。因此本實驗擬於探討 PAI-1 

對於口腔黏膜下纖維化症的詳細機制為何，是否與其先天性的基因的

改變有關。 
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肆、實驗動機 

在臺灣地區，嚼食檳榔和口腔癌、口腔白斑症以及口腔黏膜下纖

維化症的發生有密切的關係。而嚼食檳榔所引起口腔黏膜下纖維化症

的病例相當多，且口腔黏膜下纖維化症一直被視為是一種口腔癌前期

病變，臨床上最常發生於頰黏膜，而造成口腔黏膜下纖維化症的主

要原因是細胞外基質中膠原蛋白異常的堆積及分解所導致的。基質

金屬蛋白水解酶 (matrix metalloproteinases；MMPs)及纖維蛋白溶解

系統(plasminogen activator (PA)/plasmin system)在細胞外基質的組成

及分解過程中扮演很重要的角色。可是 MMPs、t-PA 及 PAI-1 在口

腔黏膜下纖維化症致病過程中的詳細機制卻仍不清楚。因此本論文

希望能利用檳榔素來探討其引發口腔黏膜下纖維化的致病機轉，也希

望藉此實驗對口腔黏膜下纖維化症能有更進一步的了解。 
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伍、實驗材料與方法 
一、 實驗材料 

1. 人類正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化纖維母細胞的培養  

人類正常頰黏膜纖維母細胞及口腔黏膜下纖維化纖維母細胞來

自台中市中山醫學大學附設醫院牙科部。正常的頰黏膜纖維母細胞是

來自年輕健康且沒有嚼食檳榔習慣的患者手術檢體，而口腔黏膜下纖

維化纖維母細胞則來自有嚼食檳榔習慣且經醫師診斷為口腔黏膜下

纖維化的患者。這些組織會先利用含有抗生素 (100 units/ml 

penicillin、 100 µg/ml streptomycin and 0.25 µg/ml fungizone)的 

phosphate-buffered saline (PBS) 清洗兩次，然後馬上放置到含有 10%

胎牛血清及抗生素的 dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) 

的 60mm培養皿中，在無菌操作檯(laminar flow)下，將正常頰黏膜及

口腔黏膜下纖維化組織切碎，存放於 37℃的培養箱中培養。待細胞

長成之後，再利用 0.25% trypsin and 0.05% EDTA 反應 5分鐘，使細

胞自培養皿上游離下來，再加入含胎牛血清的 DMEM 培養液進行繼

代培養，等正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化纖維母細胞培養到第 3~6

代之後再進行實驗。而當細胞繼代培養到第 25 代之後，就不再進行

實驗。 

2. 人類正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化檢體的收集 
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在人類正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化檢體的收集可分為兩個

部份進行，第一部份是直接由患者的口腔頰黏膜組織經手術取得。而

將取得的組織研磨再萃取其 DNA，定量並置於 -70℃備用。而第二

部分是來自口腔黏膜下纖維化症的病理切片，經由二甲笨 (xylene)

去蠟再萃取其 DNA，定量並置於 -70℃備用。 

二、 化學試藥 

1. 細胞培養的試藥 

(1) dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)購自 Gibco life 

technologies, NY, USA 

(2) fetal bovine serum (FBS) 購自 Gibco life technologies, NY, 

USA 

(3) glutamine購自 Sigma chemical company, MO, USA 

(4) penicillin G 購自 Sigma chemical company, MO, USA 

(5) sodium bicarbonate (NaHCO3)購自 Sigma chemical company, 

MO, USA 

(6) streptomycin sulfate 購自 Sigma chemical company, MO, 

USA 

2. 蛋白質電泳分析的試藥    

(1) acetic acid購自 Tedia chemical company, OH, USA 
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(2) acrylamide購自 Sigma chemical company, MO, USA 

(3) ammonium persulfate (APS) 購自 Serva chemical company, 

NY, USA 

(4) calcium chloride (CaCl2) 購自 Sigma chemical company, MO, 

USA 

(5) 4-chloro-1-napthol (4CN) 購自 Sigma chemical company, 

MO, USA 

(6) coomassie brilliant blue R-250購自Merck chemical company, 

PA, USA 

(7) 3’3-diaminobenzidine (DAB) 購自 Sigma chemical company, 

MO, USA 

(8) gelatin購自 Sigma chemical company, MO,USA 

(9) glycine購自 Sigma chemical company, MO,USA 

(10) hydrogen chloride (HCl)購自Merck chemical company, PA, 

USA 

(11) hydroxymethyl-aminomethane (Tris)購自 Merck chemical 

company, PA, USA  

(12) methanol購自 Tedia chemical company, OH, USA 

(13) N,N-methylene-bis-acrylamide購自 Sigma chemical company, 

MO, USA 
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(14) sodium azide (NaN3) 購自USB chemical company, OH, USA 

(15) TEMED購自 Sigma chemical company, MO, USA 

(16) triton X-100購自Merck chemical company, PA, USA 

3. DNA電泳分析的試藥    

(1) acetic acid購自 Tdia chemical company, OH, USA 

(2) agarose 購自 Gibco life technologies, NY, USA 

(3) ethidium bromide (EtBr)購自 Sigma chemical company, MO, 

USA 

(4) ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)購自 Sigma chemical 

company, MO, USA 

(5) hydroxymethyl-Aminomethane (Tris)購自 Merck chemical 

company, PA, USA 

4. 其他實驗分析的試藥 

(1) bovine serum albumin (BSA)購自 Sigma chemical company , 

MO, USA 

(2) hydrogen peroxide (H2O2) 購自 Sigma chemical company, 

MO, USA 

(3) sodium chloride (NaCl)購自Merck chemical company, PA, 

USA 

(4) sodium citrate購自 Sigma chemical company, MO, USA 



 

 35

(5) sodium dodecyl sulfate (SDS) 購自 USB chemical company, 

OH, USA 

(6) sodium hydroxide (NaOH)購自 Sigma chemical company, 

MO, USA 

(7) sodium phosphate dibasic (Na2HPO4)購自 Merck chemical 

company, PA, USA 

(8) sodium phosphate monobasic (NaH2PO4)購自Merck chemical 

company, PA, USA 

三、 儀器設備 

1. Centrifuge：Beckman GS-6R 

2. ELISA reader：VERSA maxBO2153，Bio-Rad  

3. Horizontal gel electrophoresis apparatus：Cosmo Mupid-2 

4. Microfuge : Eppndorf 5415C 96 

5. Power supply : Model 200/2.0，Bio-Rad 

6. Shaker：TKS RS01 

7. Spectrophotometer : Beckman DU640 

8. Thermal cycler：GeneAmo PCR system 2400，Perkin Elme 

9. Vertical gel electrophoresis apparatus：OWL P-1 

10. Vortex：Genie SI-2 

11. Water bath : TKS WB201 
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四、 緩衝液及溶液 

1. 0.1% gelatin-8 % SDS-PAGE製備 

在下層膠的配置方面，我們依序加入 3 ml的 dd H2O、3 ml的 1.5M 

Tris-HCl, pH8.8緩衝溶液、4.2 ml的 30 % acrylamide- 1.2 % N, N 

methylene-bis-acrylamide、0.6 ml的 10 mg/ml ammonium persulfate、

120 µl 的 10 % SDS (在配製 10 % SDS 時需帶口罩，以避免吸入

SDS) 、0.6 ml 的 2 %  gelatin，將上述溶液混合均勻之後，再加入

10µl 的 TEMED混合均勻，倒入預先架設好的電泳用玻璃槽中到 4/5

滿的位置，再加入 dd H2O，等下層膠體凝固之後再架設上層膠。在

上層膠的配置方面，等下層膠凝固之後，將 2.7 ml的 dd H2O、1.3 ml

的 0.5M Tris-HCl、pH6.8緩衝溶液、0.7 ml的 30 % acrylamide- 1.2 % 

N,N methylene- bisacrylamide、 0.25 ml 的 10 mg/ml ammonium 

persulfate及 50µl 的 10 % SDS混合均勻之後，再加入10µl 的TEMED

混合均勻，倒入預先架設好的電泳用玻璃槽中，再插上適當的 comb，

等上層膠體凝固後，拔掉 comb，置於電泳槽中，進行電泳分析。 

2. Zymography washing buffer (2.5 % Triton X-100) 製備 

在 zymography washing buffer 的製備，我們先加入 3900 ml 

ddH2O，再緩慢加入 100 ml的 Triton X-100，混合均勻，置於 4℃冰

箱備用。 
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3. Zymography reaction buffer (40mM Tris-HCl，pH8.0、10mM 

CaCl2、0.01 %NaN3 )製備    

在 zymography washing buffer 的製備，我們先配製高濃度的溶

液(2 M Tris-HCl, pH8.0、1 M CaCl2及 1 % NaN3)，置於 4℃ 冰箱備

用。在使用時，取 1ml的 2 M Tris-HCl, pH8.0，0.5ml的 1 M CaCl2

及 0.5ml 的 1 % NaN3加水到 50 ml混合均勻備用。 

4. Staining solution  (0.25 % coomassie brilliant blue R-250)製備 

染色液的配製方面，依序加入 1.25克的 coomassie brilliant blue 

R-250及 0.5克的 amino black、227 ml的 dd H2O及 227 ml 的甲醇，

混合均勻(在混合過程中需置於冰上)，等完全溶解後再加入 46ml 的

醋酸，混合均勻，置於室溫備用。 

5. Destaining solution (20 % methanol、10 % acetic acid) 製備 

褪色液的配製方面，依序加入 200 ml 的甲醇及 100 ml 的醋

酸，再加水至 1000 ml，混合均勻，置於室溫備用。 

6. TBS buffer (pH 7.4) 製備 (2000 ml) 

TBS buffer 的配置方面，依序加入 2.66 克 Tris-base 及 18 克 

NaCl 於量筒中，再加入 2000 ml 的 dd H2O，使其粉末溶解，然後調

整利用 6N Hcl 調整 pH 值至 7.4即可。 
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7. Washing buffer製備(pH 7.4) 

Tween 20與 Triton X-100同屬於界面活性劑，具有濃稠的性質，

因此，先取適量的 2000 ml的 TBS buffer在量筒中，利用 pipetman 緩

慢的吸取 1 ml的 Tween 20，再緩慢的加進量筒中混合均勻即可。 

8. Blocking buffer配置(50 ml) 

加入 2.5g的脫脂奶粉(安佳)，再加入 50 ml的 TBS buffer 溶解

即可。 

9. 1.5% DNA gel製備(50ml) 

將 0.75克的 agarose 倒入 200 ml的錐形瓶，並加入 1 ml的 50

倍 TAE buffer ，最後再加入 49 ml dd H2O ，稍微輕輕搖晃一下，再

放置在微波爐中加熱使其溶解，大約每 25 秒鐘即拿出來搖晃使其充

分溶解，差不多 3~4次即可。最後將溶解好的 agarose 倒入製膠容器

中，在室溫中靜置約三十分鐘即可。（若有氣泡產生，可利用滅菌好

的 tip 將氣泡搓破） 

五、 實驗方法 

1. 實驗設計 

實驗設計分為兩部分:第一部分培養人類正常頰黏膜及口腔黏膜

下纖維化纖維母細胞，觀察兩者在一些纖維化相關基因蛋白表現的差

異性(如 MMP-2,  TIMP-1,  t-PA 及 PAI-1 等基因)。再利用檳榔素
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加入人類正常頰黏膜的纖維母細胞，觀察相同基因的差異性表現。第

二部分取人類正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化的組織，萃取其 

DNA ，觀察 PAI-1 的基因多型性。 

2. 定量細胞的分配及藥物處理 

將正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化纖維母細胞培養到第 3~6 代

的培養液吸出，加入 PBS ，輕輕搖動數十下沖洗，再加以吸掉。加

入 0.25% trypsin and 0.05% EDTA  5分鐘，使細胞自培養皿上游離

下來，加入含 10 % 胎牛血清的 DMEM 培養液，然後進行細胞計

數，並分盤，使每個培養皿的細胞數達到 5ｘ104的時候，培養 48hrs

再換掉培養液，再加入含 10% 胎牛血清的 DMEM 培養液及加入不

同濃度的 arecoline 培養。然後在特定時間收集 media 、 cell extracts 

及 RNA 。然後進行定量並儲存在 -20℃備用。 

3. 蛋白濃度測定 ( Bradford MM. 1976) 

蛋白質的定量是採用 Bradford protein assay ，其原理為蛋白質可

與 coomassie billiant blue G-250 形成藍色複合物，當藍色越深表示蛋

白質濃度越高。測試方法首先以一系列已知濃度的 BSA 加入五分之

一體積的 bradford protein dye ，以波長 595nm 可見光之吸光度做一

標準曲線，再以同樣的方法測得樣品之 O.D. 值，再以內差法求得樣

品蛋白之濃度。 
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4. MMPs活性分析 (gelatin zymography) (Oliver et al., 1997) 

4-1原理 

利用  zymography 的方法，先將  2% 的  gelatin 溶入 

SDS-PAGE 的凝膠片內，利用 gelatinase 對 gelatin 的活化作用，經

電泳過程及反應程序後染色，即可看出凝膠片內 gelatin 被活化的 

band ，再依其分子 量對照被活化的 band 即為  MMP-2 及 

MMP-9。 

4-2實驗步驟 

將 0.1%  gelatin-8 % SDS-PAGE 電泳膠片置於含有電泳緩衝液

的電泳槽中，取一定量的細胞培養液加入 5µl  loading buffer 均勻混

和後，注入膠片中，分別以 100V 與 140V 的電壓進行電泳分離。結

束電泳分離後，以 washing buffer 在室溫下反應 30分鐘 2次後，再

加入 reaction buffer 在 37℃ 恆溫箱中反應 12 小時，反應完之膠片

以染色液進行染色 30 分鐘，再以退色液退染，觀看結果。 

4-3計算 

利用 alpha imager 2000 數位化影像處理系統，分析電泳片上

gelatin 被活化的 band 的密度，藉此可測出各組培養液中 MMPs 

的活性。 
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5. Tissue plasminogen activator (t-PA)定量(de Witte et al., 1999) 

5-1原理 

使用購置 biopool tintElize的 t-PA kit進行分析，goat anti-tPA IgG

已  coating 在  96 well 上，將培養液加入  well 內反應後再添加 

conjugate solution ，之後用 OPD/H2O2 使之呈色，最後加入 H2SO4

終止反應。 

5-2 實驗步驟 

50 µl PET buffer加入含 goat anti-t-PA IgG 的 well 中後，再將

20 µl 的培養液及 standard 加入 well 中，室溫下使用 shaker 反應 1

小時，加入 50 µl biotin conjugate ，室溫下培養 15分鐘之後，使用 

PET buffer 清洗 4次，加入 OPD/H2O2  100 µl，室溫下 15分鐘分鐘

之後，加入 H2SO4  100 µl終止反應，以 ELISA reader 於波長 OD492nm

吸光值下，測定 t-PA 濃度。 

5-3 標準曲線之製作 

使用濃度為 0、10、20、30 ng/ml之 t-PA standard，依上述方法

測定，可得一標準曲線圖。 

5-4 計算 

細胞培養液中 t-PA 濃度之計算，由標準曲線以內插法 (y = ax+b)

代入計算，濃度表示方式為 ng/ml。 
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6. PAI-1的定量分析 (PAI-1 ELISA) (de Witte et al., 1999) 

6.1實驗步驟 

使用購置 R&D systems 的 human PAI-1Kit 進行分析，先加入

100µl的 assay diluent’s buffer ，再將 20µl 的培養液及 standard 加

入 96 well 中，於室溫下使用 shaker 反應 2 小時，使用 washing 

buffer 清洗 4次，然後加入 200 µl conjugate ，室溫下反應 2小時之

後，再使用 washing buffer 清洗 4次，最後加入 OPD/H2O2 100 µl ，

室溫下反應 30分鐘之後，加入 H2SO4 100 µl 終止反應，以 ELISA 

reader 於波長 OD450nm 吸光值下，測定 PAI-1 的濃度。 

6.2標準曲線之製作 

使用活性為 0、10、20、50、100、200 ng/ml之 PAI-1 standard，

依述上方法測定，可得一標準曲線圖。 

6.3計算 

細胞培養液中 PAI-1 濃度之計算，由標準曲線以內插法 (y = 

ax+b)代入計算，濃度表示方式為 ng/ml 。 

7. PAI-1的測定 

利用  western blotting 測定  PAI-1 的量。首先製備  12.5% 

SDS-PAGE 電泳膠片，置於電泳槽中，並加入電泳緩衝液。取 16µl 

sample (蛋白總量 20µg) ，加入  4µl loading buffer ，將  sample 
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denature  (99℃，10 min) 之後再 loading 到電泳片中，以 140伏特

進行電泳分離。大約 3小時之後，將膠拆下後進行蛋白轉移，將膠體

置入冰冷之 transfer buffer ，將預先浸濕的 NC paper 蓋在膠體上面

後裝入 transfer holder ，於 4℃下，以 100伏特進行轉漬 1 小時之

後，取出 NC paper  加入 blocking buffer ，在室溫下搖動一個小時。

然後加入一級抗體  (PAI-1) 於  TBS buffer ，在 4℃下反應 

overnight ，之後以 washing buffer (TBS+0.05% Tween 20)清洗三次，

每一次 10分鐘。接著再加入二級抗體於 TBS buffer ，於室溫作用二

個小時，之後以 washing buffer 清洗三次，每一次 10分鐘。最後加

入 25ml substrate buffer 進行呈色反應，待 NC paper 上有明顯的 

band 出現，即以水終止反應，並晾乾。 

8.細胞免疫染色 

取正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化組織以 10% 福馬林固定處

理，再以低至高濃度之酒精及以二甲苯脫水，然後以石臘固定包埋，

以 4μm 的厚度作切片，固定於玻片上，接著放入烘箱中以 37℃  

overnight 將石臘熔解，然後再以二甲苯進行脫臘，利用高至低濃度

酒精進行復水，並以 1% H2O2去除內生性過氧化酶再以 PBS buffer 

處理，使其具有滲透性。接著以胎牛血清處理而阻止一些非特異性抗

原的結合，20 分鐘後將水吸乾，然後在室溫下加入一級抗體作用一



 

 44

小時後，以 PBS wash 二次來移除未結合之抗體，接著再加入二級抗

體 (含有 biotin) 作用一小時後，以 PBS wash 二次，再加入 ABC 

solution  (含有 avidin) ，在室溫下作用 45分鐘，再以 PBS wash 二

次，接著以 substrate buffer 進行染色，大約 10分鐘後一起中止反應

再以 hematoxylin 染色（細胞核），再利用 ddH2O 洗去多餘的染色

液。最後以酒精脫水，將封片膠滴入玻片上以蓋玻片覆蓋著，在顯微

鏡下觀察褐色分布的結果。 

9.萃取 cell RNA 

取 cell 置入研磨管中，加入 1ml solution D (4M GNTC，25mM 

sodium citrate，0.5% sarcosyl，0.1M 2-mercaptoehanol) 研磨，研磨完

後把研磨液各取 0.5ml置入 1.5ml 離心管，加入 50µl Sodium acetate 

(2M，pH 4.0) ， 100µl chloroform 及 phenol  (pH 4.0)  0.5ml 混合

均勻後置於冰上靜置一分鐘，再拿起來用手均勻搖動 30 秒，重複冰

上靜置及搖動 10 分鐘，最後冰上靜置 5 分鐘後，離心 (12000g，2

分鐘)，吸取分層的上層液(RNA 及水層)到新的離心管，並加入等體

積的 chloroform-phenol 混合液混合均勻，再離心 12000g，2 分鐘，

吸上層到新的離心管，再加入等體積的 chloroform-phenol 混合液混

合均勻，重複此步驟直到分層中看不見白色蛋白質沉澱後，把水層吸

到新的離心管並加入等體積體積的 isopropanol ，混合均勻後於-20
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℃冰箱靜置保存，等要使用時再拿出離心(12000g，4℃，30 分鐘)，

倒掉上層 isopropanol 取沉澱物並加入 75% ethanol 清洗之後，將 

75% ethanol 倒掉並吸乾，加入適量的 DEPC-H2O 溶解 RNA ，並

測量其吸光值 (OD260) 換算 RNA 濃度。 

10. Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 

10-1. RT reaction： 

取 4µg 的 RNA ，加入適量的 DEPC-H2O (總體積為 33µl)，以

70℃處理 5 分鐘去除 harpin。再加入 0.25µl  (40U/µl) RNase 

inhibitor，再加入 10µl  5倍 RT buffer及 4µl  (2.5mM)  dNTP，和

1µl  (50 pmole/µl)  Oligo dT 及 1µl  (200U/µl) RTase ，在 42℃反應

1小時之後，以 99℃作用 5分鐘後保存於 4℃。 

10-2 PCR: 

接著取  5µl cDNA 加入 26µl DEPC-H2O，加入 primer-5'和

primer-3' 各 5µl ，加入 (2.5mM) dNTP  3.2µ l及 10倍 PCR buffer 

5µl 最後再加入 DNA polymerase 0.5µl (2U/µl) ，置於溫度循環機 94

℃ 1分鐘之後， annealing 溫度 1分鐘，72℃ 2分鐘，共 30個循環，

最後再以 72℃反應 20 分鐘，並於 4℃保存。而各個基因的 primers

序列如下。 
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Enzyme Primer sequence (5’→3’) Position Temp.

PAI-1 

 

 

GADPH 

 

5’-GGATCCAGCCACTGGAAAGGCAACATG-3’ 

5’-GGATTCGTGCCGGACCACAAAGAGGAA-3’ 
 
5’-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3’ 

5’-AGCCTTCTCCATGGTTGGTGAAGAC-3’ 

 

1470-1490 

1236-1216 

 
94-126 

399-375 

55℃ 

 

 

65℃ 

 

11.萃取組織 DNA 

取口腔頰黏膜纖維母細胞或病理切片組織置入研磨管，加入 1ml 

solution D (4M GNTC，25mM sodium citrate，0.5% sarcosyl，0.1M 

2-mercaptoehanol) 研磨，研磨完後把研磨液各取 0.5ml 置入 1.5ml

離心管，加入 sodium acetate  (2M，pH4.0) 50µl，chloroform  100µl

及 phenol(pH8.0) 0.5ml 混合均勻後在冰上靜置，再拿起來混合均

勻，重複冰上靜置及 mix，再放到冰上靜置 5分鐘後，離心 (12000g，

2 分鐘)，取離心管的上層(DNA 及水層)到新的離心管，並加入等體

積的 chloroform-phenol 混合液混合均勻，再離心 (12000g，2 分

鐘) ，吸上層到新的離心管，再加入等體積的 chloroform-phenol 混

合液混合均勻，重複此步驟直到分層中看不見白色蛋白質沉澱後，把

水層吸到新的離心管並加入等體積的 isopropanol，混合均勻後放到

-20℃冰箱靜置，直到要使用時再拿去離心 (12000g，4℃，30分鐘) ，

此時 DNA會形成一白色沉澱，將 isopropanol 倒掉後，以 75% ethanol 
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wash之後，將 75% ethanol 倒掉並吸乾，加入適量的 DEPC-H2O 溶

解 DNA ，測量其 260 nm 吸光值並計算 DNA 濃度。 

12. PAI-1 4G/5G polymorphism的測定 

12-1. Allele specific polymerase chain reaction (ASPCR) (Wong et al. 

2000) 

ASPCR 的測定方式如下：取 5µl DNA加入適量的 DEPC-H2O至

26µl，加入 primer-5' 和 primer-3' 各 5µl，加入 3.2µl  dNTP (2.5mM)

及 5µl 10倍 PCR buffer 最後再加入 DNA polymerase 1µl (2U/µl)，置

於溫度循環機 94℃ 1 分鐘之後， annealing 溫度 1 分鐘，72℃ 2

分鐘共 30個循環，最後再以 72℃反應 20分鐘，並於 4℃保存。而 PAI 

4G/5G  polymorphism 的  primers 序列如下。 

Primer sequence ℃/time 
(min) Cycles

Insertion 5G allele: 5'-GTCTGGACACGTGGGGG-3' 

Deletion 4G allele: 5'-GTCTGGACACGTGGGGA-3 

Control primer: 5'-AAGCTTTTACCATGG TAACCCCTGGT-3' 

Downstream primer: 5'-TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG-3' 

94℃/1 

58℃/1 

72℃/2 

 

40 

 

12-2. ASRA: allele-specific restriction enzyme site analysis: (Nauck et al. 

2000) 

此方法是利用 PCR 結束之後所夾出來之片段，再利用 Bsl-1 這

一個限制酶(restriction enzyme)只會作用在其片段上面的限制酶切點
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(-GGGGG-)。如此便可以很輕易的得到我們所要觀察的 PAI 4G/5G 

DNA polymorphism 。而 ASRA 的  primers 如下。 

rimer sequence ℃/time 
(min) Cycles Restriction 

enzyme used

PAI-1 amplification (99 bp) 

Sense: 5’-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT -3’ 

Antisense: 5’-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3’ 

94℃/1

60℃/1

72℃/2

 

40 
BslI 

55℃ 

4hr 

 

13. DNA電泳 

預先配置 1.2 %  agarose gel，取 5µl 的 PCR 產物加入 1µl 的

loading dye 充份混合後。於電壓100V，進行電泳45分鐘之後，以

1µg/ml  ethidium bromide 染色，再以 ddH2O 退染，於 UV 燈下

分析所要的位置是否有表現。 

14.統計分析 

各組實驗數據以平均值加減標準差(mean ± standard error )表

示，統計則以 SPSS軟體進行分析，各處理組之間在 P-Value值≦0.05

時才具統計上的顯著差異。 

 

 

 

 

 



 

 49

陸、結果 

一、人類正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化纖維母細胞的型態  

首先我們培養人類正常頰黏膜纖維母細胞及口腔黏膜下纖維化

纖維母細胞是來自台中市中山醫學大學附設醫院牙科部，正常的頰黏

膜纖維母細胞是來自年輕健康且沒有嚼食檳榔習慣患者手術檢體，而

口腔黏膜下纖維化纖維母細胞則來自有嚼食檳榔習慣且經醫師診斷

為口腔黏膜下纖維化的患者。在顯微鏡底下觀察，我們可以發現無論

是正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化纖維母細胞，其細胞型態都呈現細

長的紡錘狀，且外觀上並無很大的差異 ( Fig-1 )。 

二、TIMP-1 及 TIMP-2 在正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化纖維母

細胞的表現 

口腔黏膜下纖維化症發生的過程和結締組織內膠原蛋白過量的

堆積及分解息息相關，而 MMPs 及其抑制劑 TIMPs 的表現及平衡

與否在膠原蛋白的堆積或分解扮演著很重要的角色。於是我們首先觀

察正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化纖維母細胞細胞內 TIMP-1 及 

TIMP-2 的蛋白質表現是否有差異。如 Fig-2 及 Fig-3 所示，我們利

用 western blotting 來觀察兩者的差異。結果發現在口腔黏膜下纖維

化纖維母細胞中存在著較多的 TIMP-1 ，而 TIMP-2 的蛋白表現則

無明顯的差異。這意味著在口腔黏膜下纖維化的患者中， TIMP-1 的
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不正常表現可能會增加口腔黏膜下纖維化的機率。 

三、正常頰黏膜纖維母細胞在不同濃度 arecoline 處理下 TIMP-1 

的蛋白表現 

在台灣地區，口腔黏膜下纖維化症最常發生於30-50歲患者，大

多數發生於男性，僅偶而發生於女性，而從流行病學調查研究顯示，

在台灣地區，嚼食檳榔是導致口腔黏膜下纖維化症的主要原因。因此

我們利用檳榔的主要成份檳榔素(arecoline)來探討其引發口腔黏膜下

纖維化症的致病機轉，試圖解釋由嚼食檳榔所引發之口腔黏膜下纖維

化症可能的原因及和結締組織內膠原蛋白相關基因的機制為何。於是

我們利用不同濃度的 arecoline  (1, 10, 20, 40 µg/ml)，處理正常頰黏

膜纖維母細胞 24小時，收集其細胞萃取物，利用 western blotting 的

分析方式，觀察  TIMP-1 在 arecoline 處理下的蛋白表現情形。如 

Fig-4A 所示，我們發現在 arecoline處理下，細胞內的 TIMP-1 的確

有較高度的表現。而且 TIMP-1 在 10 µg/ml 的 arecoline 處理下有

最大量的蛋白表現 (Fig-4B)。 

四、正常頰黏膜纖維母細胞在不同濃度 arecoline 處理下 MMP-2 

及MMP-9 的蛋白表現 

由 Fig-4 可以發現，口腔黏膜下纖維化纖維母細胞在 arecoline

處理下，細胞內的 TIMP-1 的確有較高度的表現。而 MMP-2 、
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MMP-9 及其抑制劑 TIMP-1 和 TIMP-2 的表現及平衡與否在膠原

蛋白的堆積或分解扮演著很重要的角色。所以我們進一步觀察細胞

在不同濃度的 arecoline  (10, 20, 40, 80, 160 µg/ml) 處理下，收集其

細胞培養液，利用 gelatin zymography 的分析方式，觀察 MMP-2

及 MMP-9 在 arecoline 處理下的蛋白表現情形。由 Fig-5A 可以清

楚的看見，此細胞的培養液在 72kDa的地方有明顯的活性產生，也

就是所謂的 MMP-2 。而在 92 kDa 的地方為 MMP-9 ，由這裡可

以發現，此細胞主要分泌的 gelatinase 為 MMP-2 ，而 MMP-9 只

有些微的產生。另外，從 Fig-5B 的量化圖可以發現，在不同濃度

的 arecoline 處理下， MMP-2 的分泌會受到明顯的抑制，而且會

隨著 arecoline 濃度的增加而有更顯著的抑制。由以上的結果就可以

發現，經由 arecoline 所引發的口腔黏膜下纖維化可能是經由抑制 

MMP-2 的表現及增加  TIMP-1 的高度表達所造成的。而在 

arecoline 的處理下，纖維母細胞對於 MMP-2 及 TIMP-1 截然不同

的表現，可能在結締組織內膠原蛋白的堆積及分解上扮演著很重要

的角色。也有可能是台灣地區嚼食檳榔所導致口腔黏膜下纖維化症

的一個重要的因素。 

五、PAI-1在正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化組織的表現 

蛋白水解酶及其抑制劑在細胞外基質的形成及分解是很重要
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的，而細胞外基質的形成及分解則關係著膠原蛋白的堆積與否。因

此，除了探討如基質金屬蛋白水解酶所屬的 MMP-2 以外，我們亦

想要探討另一種絲胺酸蛋白水解酶 (serine proteinase) 及其抑制劑在

口腔黏膜下纖維化症所扮演的角色。而之前有許多文獻指出，屬於絲

胺酸蛋白水解酶抑制劑中的 PAI-1 在許多纖維化疾病中會有高度的

表達。因此我們利用免疫組織染色法 (immunohistochemistry) 觀察 

PAI-1 在正常頰黏膜組織及口腔黏膜下纖維化組織中的表現。而在觀

察 PAI-1的表現之前，我們先利用 HE  (hematoxylin and eosin) 染色

觀察正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化結締組織的變化。如 Fig-6 所

示，我們發現在正常頰黏膜組織中有較少的纖維母細胞 (Fig-6A) ，

而在口腔黏膜下纖維化的切片中，我們發現其纖維母細胞及膠原蛋白

較為緊密且不規則 (Fig-6B)。另外，在 PAI-1的表現方面，我們發現

在正常頰黏膜組織中， PAI-1 的表現較不明顯 (Fig-7A) ；而在口腔

黏膜下纖維化組織中則有非常明顯的表現，而且主要是分布在纖維母

細胞、表皮細胞及一些發炎的細胞中 (Fig-7B) 。 

六、PAI-1的 protein 及 mRNA 轉錄層次在正常頰黏膜及口腔黏膜

下纖維化纖維母細胞的表現 

當我們利用免疫組織染色法發現在口腔黏膜下纖維化組織中 

PAI-1 有較高的表現之後，我們接著觀察正常頰黏膜及口腔黏膜下纖
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維化所培養的纖維母細胞其細胞內 PAI-1 的表現為何，如 Fig-8A 

所示，我們利用 RT-PCR 的分析方式，觀察 PAI-1 mRNA  轉錄層

次在兩者之間的差異，我們可以由量化圖可以明顯發現，在口腔黏膜

纖維化的組織中所培養的纖維母細胞其 mRNA 轉錄層次有較高度

的 PAI-1 表現 (Fig-8B)。而在蛋白質層次，利用 western blotting 分

析，發現在口腔黏膜下纖維化所培養的纖維母細胞中亦存在較多的

PAI-1 (Fig-9A, B)。因此，我們發現在口腔黏膜下纖維化所培養的纖

維母細胞比正常頰黏膜所培養的纖維母細胞中 PAI-1的表現，無論是

mRNA 或 protein 層次都有較高度的表現。這意味著在口腔黏膜下纖

維化的患者中，PAI-1 的不正常表現可能會增加口腔黏膜的纖維化機

率。 

七、正常頰黏膜纖維母細胞在不同濃度 arecoline 處理下 PAI-1 的表

現 

基於嚼食檳榔是導致口腔黏膜下纖維化症的主要原因。因此我們

利用檳榔的主要成份 arecoline 來探討其引發口腔黏膜下纖維化症的

致病機轉。於是我們利用不同濃度的 arecoline (10, 20, 40, 80, 160 

µg/ml)，處理正常頰黏膜纖維母細胞 24 小時，收集其細胞萃取物及

mRNA，利用 western blotting及 RT-PCR的分析方式，觀察 PAI-1在

arecoline處理下的 protein及 mRNA層次的表現情形。如 Fig-10A所
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示，我們發現在 arecoline處理下，細胞內的 PAI-1 mRNA轉錄層次的

確有較高度的表現。而且在 80 µg/ml 的 arecoline 處理下有最大量的

表現(Fig-10B)。另外，在 PAI-1 的 protein 表現方面，利用 western 

blotting的分析方式，我們發現在不同濃度的 arecoline處理下，細胞

內 PAI-1 的蛋白表現的確有較明顯的上升。而且在 40 µg/ml 的

arecoline處理下有最高量的表現(Fig-11A, B)。 

八、t-PA 及 PAI-1 在正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化纖維母細胞的

表現 

蛋白水解酶及其抑制劑關係著膠原蛋白的堆積與否，亦關係著組

織纖維化的嚴重程度。因此，我們除了探討 PAI-1在口腔黏膜下纖維

化的表現情形之外，我們亦想探討 t-PA 的表現情形。更進一步分析

PAI-1/t-PA的 ratio，觀察造成口腔黏膜下纖維化是否與 PAI-1/t-PA的

不平衡有關。因此，我們收集 12個正常頰黏膜纖維母細胞及 26個口

腔黏膜下纖維化纖維母細胞，在繼代培養之後，收集其培養液，利用

ELISA的分析方式，觀察正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化所培養的纖

維母細胞其培養液中 t-PA及 PAI-1的表現為何。由 Table-1可以發現，

在培養 24hr 之後，12 個正常頰黏膜纖維母細胞的 t-PA 分泌量介於

21.9-41.74 ng/106 cell，其 PAI-1的分泌量介於 29.38-39.31 ng/106 cell，

而其 PAI-1/t-PA的 ratio則介於 0.81-1.58之間。另外，在 26組口腔黏
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膜下纖維化所培養的纖維母細胞其培養液中，我們發現 t-PA 分泌量

介於 27.45-118.16 ng/106 cell，其 PAI-1 的分泌量介於 45.17-94.53 

ng/106 cell，而其 PAI-1/t-PA的 ratio則介於 0.55-2.2之間 (Table-2)。

因此，我們可以發現，口腔黏膜下纖維化所培養的纖維母細胞比起正

常頰黏膜纖維母細胞，無論在 t-PA 及 PAI-1 的分泌量，或者在

PAI-1/t-PA的 ratio都有明顯的增加(Table-3)。這也代表著 PAI-1及 t-PA

的增加及其之間的不平衡分泌可能是造成口腔黏膜下纖維化的原因

之一。 

九、正常頰黏膜纖維母細胞在不同濃度 arecoline處理下 t-PA及 PAI-1

的表現 

接著我們利用檳榔的主要成份 arecoline 來觀察正常頰黏膜纖維

母細胞在 arecoline 處理下 t-PA 及 PAI-1 的表現情形。我們利用不同

濃度的 arecoline (10, 20, 40, 80 µg/ml)，處理正常頰黏膜纖維母細胞

24小時，收集其培養液，利用 ELISA的分析方式，觀察正常頰黏膜

所培養的纖維母細胞處理 arecoline 其培養液中 t-PA 及 PAI-1 的表現

為何。如 Fig-12 所示，我們發現在不同濃度的 arecoline 處理下，細

胞培養液中 t-PA及 PAI-1的蛋白表現的確有較明顯的上升。 

十、觀察正常頰黏膜纖維母細胞在不同濃度 arecoline 處理下其

PAI-1/t-PA ratio的表現 
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我們發現口腔黏膜下纖維化所培養的纖維母細胞比起正常頰黏

膜纖維母細胞，在 PAI-1/t-PA的 ratio 有明顯的增加 (Table-3)。因此

我們也觀察正常頰黏膜纖維母細胞在 arecoline 處理下 PAI-1/t-PA 的

ratio表現情形。我們利用不同濃度的 arecoline (10, 20, 40, 80 µg/ml)，

處理正常頰黏膜纖維母細胞 24小時，收集其培養液，利用 ELISA的

分析方式，觀察正常頰黏膜所培養的纖維母細胞處理 arecoline其培養

液中 PAI-1及 t-PA的含量，並計算 PAI-1/t-PA的 ratio。如 Fig-13所

示，我們發現在不同濃度的 arecoline處理下，細胞培養液中 PAI-1/t-PA

的 ratio的確有較明顯的上升。而且是隨著 arecoline濃度的增加而有

顯著的增加。 

十一、正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化組織中其 DNA 的 PAI-1 

polymorphism的表現 

之前的研究發現 PAI-1被認為和纖維化有很大的關係，而 PAI-1

的升高也被證明和許多纖維化的疾病有關。而目前有許多研究指出，

PAI-1的基因多型性(DNA polymorphism)和許多疾病有非常密切的相

關性。而在 1999年有學者發現，當 PAI-1的基因型為 4G/4G的時候，

會導致 PAI-1的轉錄能力上升，進而促使 PAI-1的蛋白表現上升。因

此，我們接著想探討在口腔黏膜下纖維化患者的組織中，其 PAI-1的

顯著上升是否和其 DNA polymorphism有關。而之前的研究皆明顯的
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發現，PAI-1的 polymorphism大多出現在 PAI-1 promoter region，而

其中又以 promoter區域第 675 base pairs的 4G/5G insertion/deletion 最

為重要。因此，我們收集了 32個正常頰黏膜組織及 52個口腔黏膜下

纖維化的組織，萃取其 DNA，觀察 PAI-1 4G/5G 的 DNA 

polymorphism。 

十二、利用 ASPCR (allele specific polymerase chain reaction)觀察

PAI-1 polymorphism的表現 

在測定 PAI-1 4G/5G polymorphism方面，我們利用了 2種不同的

方式，首先我們利用了 ASPCR的方式，設計 3組 primer，直接針對

4G或 5G作黏合。如 Fig-14所示，247bp的位置為 Positive control，

而在 139bp的位置則決定了 PAI-1的序列是 4G或 5G。如果此檢體的

基因型為 4G/5G，則利用 4G及 5G的 primer皆會在 139bp的地方有

訊號。若此檢體的基因型為 4G/4G，則只有 4G的 primer在 139bp的

地方有訊號。相對的，若此檢體的基因型為 5G/5G，則只有 5G 的 

primer 在 139bp 的地方有訊號。利用這 2 組不同的 primer 序列及 1

組作為 positive control的 primer便可以正確的偵測此檢體的基因型。 

十三、利用 ASRA (allele-specific restriction enzyme site analysis)的觀

察 PAI-1 polymorphism的表現 

另一方面，第二種方式則利用 PCR再加上 restriction enzyme的
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方法。我們利用 PCR 反應結束之後所夾出來的片段，再利用限制酶 

Bsl-1會作用在其片段上面的限制酶切點-GGGGG-，因此利用這些方

式，我們就可以很輕易的得到我們所要觀察的 PAI-1 4G/5G DNA 

polymorphism。由 Table-4可以發現，在我們收集的 32組正常頰黏膜

組織及 52 組口腔黏膜下纖維化的組織中，在正常頰黏膜組織中的

4G/4G : 4G/5G : 5G/5G的比例為 21.9% : 46.9% : 31.2 %；而在口腔黏

膜下纖維化的組織中的 4G/4G : 4G/5G : 5G/5G 的比例為 42.3% : 

44.2% : 13.5 %，而我們進一步用卡氏平方的統計方式發現在正常頰

黏膜組織及口腔黏膜下纖維化的組織中，其 PAI-1 的 4G/5G 

polymorphism是有統計學上的意義(P<0.05)。 

十四、MMPs、t-PA及 PAI-1在口腔黏膜下纖維化所扮演的角色 

 我們將上述的所有實驗結果整理並歸納，利用簡圖來說明

MMPs、t-PA及 PAI-1 在整個口腔黏膜下纖維化中所扮演的角色。在

Fig-16 中，當正常頰黏膜組織的纖維母細胞處理 arecoline 之後，我

們發現 TIMP-1、t-PA 及 PAI-1 會隨著 arecoline 濃度的增加，而有

明顯的上昇，反而在 MMP-2 的表現方面，則會隨著 arecoline 濃度

的增加而有顯著的下降。另外，我們也利用  ELISA 的分析發現 

PAI-1/t-PA 的比值也會隨著 arecoline 濃度的增加而也明顯的上昇。

因此，我們推論，在嚼食檳榔而導致口腔黏膜下纖維化症的過程中，
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可能是由於  MMP-2 的下降及  TIMP-1 的上昇，進而造成整個 

MMPs/TIMPs系統的平衡失調，促使 ECM的堆積而造成纖維化。在 

t-PA 及 PAI-1 這個系統中也是如此。此外，我們也分析了 PAI-1 中

DNA polymorphism 在口腔黏膜下纖維化症中的重要性。結果發現在

罹患口腔黏膜下纖維化症的患者中，PAI-1的 4G/4G的基因型出現的

機率比正常頰黏膜組織有明顯的提高。因此，我們推論由於口腔黏膜

下纖維化症患者中 PAI-1的 4G/4G的基因型的比例明顯增加，可能

進而導致 PAI-1 蛋白表現的增加，而增加了口腔黏膜下纖維化症形

成的機率。 
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柒、討論 

Matrix metalloproteinases (MMPs) 是一群天然的蛋白水解酵素，

其在正常生理狀態下可以分解細胞外基質與不同的基底膜組成，在正

常組織重建、血管生成、胚胎發育及病理狀態如癌症侵襲轉移、組織

纖維化皆扮演著重要角色(Stetler-Sevenson et al.,1993)。MMPs 皆以

zymogen方式被分泌出來，zymogen需藉由蛋白酶或 organomecurials

來活化，活化型MMPs會比未活化型MMPs少掉 10 kDa，MMPs的

活化可被組織蛋白抑制劑(tissues inhibitor of metalloproteinases；

TIMPs)所抑制。在正常組織中膠原蛋白的合成與轉換是平衡的，此意

味著 MMPs與 TIMPs間相互調節結締組織的完整性，若其間平衡改

變可能會造成結締組織病變。我們以組織培養法，培養人類正常頰黏

膜及口腔黏膜下纖維化纖維母細胞，我們發現這些細胞在經過一段時

間培養後，正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化纖維母細胞的增殖情形並

沒有很顯著的差異，而在加入 arecoline的刺激後也沒有明顯差異，這

些結果和之前的研究結果相同(Van et al., 1995)。由此可知纖維母細胞

的增殖作用並非造成口腔黏膜下纖維化的主要原因。而造成口腔黏膜

下纖維化的主要原因可能與細胞外基質內膠原蛋白過量的堆積及分

解有關。 



 

 61

我們進一步觀察人類正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化纖維母細

胞中 TIMPs的差異性表現。藉由 western blotting發現在口腔黏膜下

纖維化纖維母細胞中有較高的 TIMP-1 活性(Fig-2)。而在 TIMP-2 方

面，人類正常頰黏膜及口腔黏膜下纖維化纖維母細胞之間並無明顯的

差異(Fig-3)。接著利用 arecoline去處理正常頰黏膜纖維母細胞，我們

發現 arecoline可提高 TIMP-1活性(Fig-4)，另外以 gelatin zymography

發現 arecoline會抑制正常頰黏膜纖維母細胞分泌MMP-2 (Fig-5)。從

上述研究結果顯示，OSF重要致病機轉可能是因 MMPs與 TIMPs之

間轉換不平衡所致，進而造成結締組織病變。另外，arecoline藉由促

進正常頰黏膜纖維母細胞 TIMP-1 活性及抑制 MMP-2 的活性也許可

以解釋嚼食檳榔而造成口腔黏膜下纖維化的原因。 

而最近也有學者利用arecoline, arecaidine 及safrole這一些檳榔的

其它組成分，處理正常頰黏膜纖維母細胞，發現這些成分也會促進

TIMP-1的表現，而且也會使TIMP-1的mRNA轉錄層次表現增加。這

結果也更證明了TIMP-1的確參與在由檳榔所引起的口腔黏膜下纖維

化(Shieh et al., 2003)。而TIMPs 與MMPs 的平衡關係著結締組織正常

的分解及代謝，當組織中TIMP-1的濃度增加會進而抑制MMP-2的活

性，而使得細胞組織間質中的膠原蛋白堆積，這些組織間質中的膠原

蛋白堆積與許多結締組織的病變有關，例如腎臟的纖維化、肝纖維化
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病變、心臟相關疾病、肺癌及一些發炎性的關節炎等(Johnson et al., 

2002; Lindsay et al., 2002)。在肝纖維化病變中，因為TIMP-1 很容易

進入到血液中，所以肝纖維化病變的病人可以由其血漿中偵測到

TIMP-1 的增加(Murawak et al., 1993)。而在許多肺部疾病中也發現到

TIMP-1 mRNA 增加的情形(Ramos et al., 2001)。另外，TIMP-1可由

多種細胞分泌，除了正常人的尿液外，幾乎所有體液中都可以發現

TIMP-1的存在(Clark et al., 1991)。而TIMP-1的濃度也會受到一些細胞

激素的調控，例如TGF-β會促使纖維母細胞增殖，並促使纖維母細

胞的TIMP-1分泌增加(Delanian et al., 2001)；另外，TIMP-1也與許多

口腔疾病有所關聯，例如在口腔牙齦液(gingival crevicular fluid, GCF)

中，TIMP-1的濃度與牙周炎有密切的相關性(Alpagot et al., 2001)。而

在其它頭頸部的鱗狀上皮細胞癌中的腫瘤也可以發現到較高濃度

TIMP-1的存在(Birkedal-Hansen et al., 2000)。因此，本研究發現在口

腔黏膜下纖維化症的所培養的組織中有較高濃度TIMP-1蛋白，並且

在arecoline這一種檳榔成分的刺激更使得TIMP-1大量增加而且伴隨

著MMP-2活性的減少，可見TIMP-1在由檳榔所引起的口腔黏膜纖維

化病變中扮演著十分重要的角色。 

而纖維蛋白溶解系統在MMPs及TIMPs的調控也扮演著很重要的

角色，另外也與組織纖維化的過程有非常密切的關係。在MMPs的調
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控方面，MMPs會受 plasmin的活化 (Knauper et al., 1998)。當

plasminogen 由 plasminogen activators活化成 plasmin 之後，plasmin 

會參與 latent form MMPs 活化的 pathway，而造成 MMP 的活化。

因此從我們的研究結果發現，我們利用ELISA的分析發現口腔黏膜纖

維化所培養的纖維母細胞較人類正常頰黏膜有著大量的 t-PA 及 

PAI-1 表現，而且在  PAI-1/t-PA 的  ratio 也有明顯的增加 

(Table-3)。我們也發現在arecoline的處理下，可以提高正常頰黏膜纖

維母細胞t-PA及PAI-1的表達。另外，在細胞培養液中PAI-1/t-PA的ratio

的確有較明顯的上升(Fig-13)。由這些研究結果發現口腔黏膜纖維化

的重要致病機轉可能是因纖維蛋白溶解系統的不平衡表現，進而影響

到TIMP-1的上升及抑制MMP-2的活性，也因為這些和結締組織內膠

原蛋白息息相關的蛋白水解酵素及其抑制劑的不平衡調控，而造成結

締組織內膠原蛋白異常的堆積，進而造成口腔黏膜纖維化。 

另外，PAI-1被認為和fibrosis有很大的關係，而PAI-1的升高也被

證明和許多纖維化的疾病有關。更值得大家注意的是在基因轉殖的老

鼠中由bleomycin所引起的肺部纖維化會有非常大量的PAI-1表達出

現，而在缺乏PAI-1的老鼠身上就看不到這個現象(Eitzman et al., 

1996)。而Hattori等人更利用的bleomycin來處理PAI-1缺乏的老鼠來證

明PAI-1在fibrosis的重要性(Hattori, 2000)。綜合以上證據，我們更加
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證明 PAI-1 的不正常存在，和膠原蛋白的纖維化有非常大的相關

性。而這些 PAI-1 與纖維化疾病的相關性也間接的驗證了本實驗的

結果。根據以上的實驗，也可以更加證實 PAI-1 的確參與在口腔黏

膜下纖維化的致病過程中。 

此外，人類以及其他物種的基因序列的完成將大幅增進我們對

疾病的認知。疾病的一個重要成因是單個或多個基因的突變，主要發

生在基因組所謂的「多型性區域」（polymorphism，即人類個體之間

可能發生差異的 DNA序列區域）。通過對 DNA多型性的研究，我們

將會對許多已知和未知疾病的成因加深了解。而最近就有許多有關口

腔黏膜下纖維化疾病及其相關基因多型性的探討。在 1998年，Trivedy

等人發現 p53 蛋白的突變是口腔黏膜下纖維化發展成口腔疾病的一

個重要因素 (Trivedy et al., 1998)。而在2001年，Chiu等人發現TNF-　 

-308區域的變異容易導致口腔黏膜下纖維化病變(Chiu et al., 2001)。

而 Chiu 等人在 2002 年更發現了 6 個跟膠原蛋白相關的基因如

collagen 1A1、1A2、collagenase-1、TGF-beta、lysyl oxidase及 cystatin 

C都與口腔黏膜下纖維化病變有關(Chiu et al., 2002)。而 Liu等人也發

現 major histocompatibility complex class I chain-related gene A (MICA)

的 allele A6存在時，會提高罹患口腔黏膜下纖維化的危險性(Liu et al., 

2004)。另外，Shin 等人也發現 Cytotoxic T lymphocyte-associated 
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antigen-4 (CTLA-4) 的 exon 1區域第 49位置的G allele和口腔黏膜下

纖維化的形成過程有非常大的相關性 (Shin et al., 2004)。而在MMP-1

及MMP-2方面，也有學者發現MMP-1及MMP-2的基因多型性也和

口腔黏膜下纖維化的形成有關(Lin et al., 2004a, 2004b)。 另外，Chang

等人也發現 heme oxygenase-1 (HO-1)的基因多型性關係著嚼食檳榔

所引起的口腔黏膜下纖維化病變(Chang et al., 2004)。 

1995 年有學者首先指出 PAI-1 的蛋白表現和其  DNA 的

polymorphism 有很大的相關性 (Eriksson et al., 1995)。他們發現在

promoter區域第 675 base pairs若是 4G/4G時，對 PAI-1 gene的轉錄

作用是扮演著一個增強子的角色，它會導致 PAI-1的轉錄能力升高，

進而促使 PAI-1的 protein表現量上升。而目前有許多研究指出 PAI-1

的多型性和許多疾病有非常密切的相關性。無論在 colorectal cancer 

(Smolarz et al., 2001)、Ovarian cancer (Turkmen et al.,1997)、myocardia 

infarction (Fu et al., 2001)、type 2 diabetes (Nagi et al., 1997)等疾病，皆

和 PAI-1的 polymorphism有非常大的相關性。因此，當我們發現 PAI-1

的蛋白表現量在口腔黏膜下纖維化症中有非常高度的表現時，我們也

想更進一步探討 PAI-1表現量的上升是否和PAI-1的上游調控區域的

多型性有關。因此我們利用了 ASPCR 及 ASRS 的方式，探討 PAI-1 

4G/5G polymorphism在口腔黏膜下纖維化症的差異性。結果發現在口
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腔黏膜下纖維化的組織中其 4G/4G 的比例的確有明顯的增加

(Table-4)。同時我們也比較了 PAI-1 的蛋白質表現，發現 PAI-1 的蛋

白表現也有明顯的增加。這和 Eriksson 等人發現 PAI-1 基因型為

4G/4G時會有較高的 PAI-1活性相符合(Eriksson et al., 1995)。因此，

由 PAI-1的 DNA多型性及其蛋白活性的表現可以發現，PAI-1基因中

4G/4G的存在可能會促使 PAI-1蛋白的高度表現進而提高罹患口腔黏

膜下纖維化症的機率。 

最後我們利用簡圖來說明MMPs、t-PA及 PAI-1 在整個口腔黏膜

下纖維化中所扮演的角色。在 Fig-16 中，我們推論，在嚼食檳榔而

導致口腔黏膜下纖維化症的過程中，可能是由於 MMP-2 的下降及 

TIMP-1的上昇，進而造成整個 MMPs/TIMPs系統的平衡失調，促使

ECM的堆積而造成纖維化。在 t-PA 及 PAI-1這個系統中也是如此。

而在 PAI-1中 DNA polymorphism 方面，我們也發現在罹患口腔黏膜

下纖維化症的患者中，PAI-1的 4G/4G的基因型出現的機率比正常頰

黏膜組織有明顯的提高。因此，我們推論由於口腔黏膜下纖維化症患

者中 PAI-1 的 4G/4G 的基因型的比例明顯增加，可能進而導致 

PAI-1 蛋白表現的增加，而增加了口腔黏膜下纖維化症形成的機

率。所以在本篇論文實驗結果中，發現 TIMP-1及 t-PA的增加是導致

口腔黏膜下纖維化症形成的主要因素。因此也許一些臨床上 TIMP
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及 t-PA 抑制劑的使用，可以來減少口腔黏膜下纖維化症形成的可能

性。而在許多文獻也發現，在罹患口腔黏膜下纖維化症之後，許多患

者在 3到 16年間就有可能會發展成口腔癌。因此，在罹患口腔黏膜

下纖維化症之後，適時的給予一些抑制劑來降低 MMPs、t-PA 及 

PAI-1 的含量，也許是有助於降低口腔黏膜下纖維化症患者發展成口

腔癌的機率。 

從流行病學調查研究顯示估計台灣嚼食檳榔的人口數約已達

二百八十萬，口腔黏膜下纖維化症是嚼食檳榔者特有的口腔疾病之

一，也是一種口腔癌前期病變。因此我們以檳榔素對正常頰黏膜纖維

母細胞的影響為模式，提出一個可能的致病機轉，希望有助於防治因

嚼食檳榔而引發的口腔黏膜下纖維化症。 
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Table-1. Individual values with t-PA, PAI-1 and the ratio of t-PA to PAI-1 in BMF.  
 

Subject no. t-PA (ng/106 cell) PAI-1 (ng/106 cell) PAI-1/t-PA ratio 
1. 21.90 29.38 1.34 
2. 36.22 33.19 0.91 
3. 39.33 36.59 0.93 
4. 28.98 34.41 1.18 
5. 38.12 33.60 0.88 
6. 41.74 34.14 0.81 
7. 22.08 35.09 1.58 
8. 33.81 34.41 1.01 
9. 23.80 30.74 1.29 
10. 36.39 38.63 1.06 
11. 38.81 35.77 0.92 
12. 41.74 39.31 0.94 

Media 36.31 34.41 0.94 
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Table-2. Individual values with t-PA, PAI-1 and the ratio of t-PA to PAI-1 in OSF. 
 

Subject no. t-PA (ng/106 cell) PAI-1 (ng/106 cell) PAI-1/t-PA ratio 
1. 27.94 61.49 2.20 
2. 28.11 61.28 2.17 
3. 29.67 55.42 1.86 
4. 32.08 55.84 1.74 
5. 32.94 54.16 1.64 
6. 36.74 64.62 1.75 
7. 40.36 62.95 1.55 
8. 42.26 62.11 1.46 
9. 42.60 61.28 1.43 
10. 42.61 59.39 1.39 
11. 42.63 68.81 1.61 
12. 44.16 67.76 1.53 
13. 44.67 66.30 1.48 
14. 45.36 72.36 1.59 
15. 50.54 69.85 1.38 
16. 53.82 69.85 1.29 
17. 59.51 56.05 0.94 
18. 59.85 74.45 1.24 
19. 61.41 94.53 1.53 
20. 68.13 45.17 0.66 
21. 77.97 67.97 0.87 
22. 78.14 55.84 0.71 
23. 91.94 72.15 0.78 
24. 118.16 65.25 0.55 
25. 50.23 60.44 1.20 
26. 54.06 75.71 1.40 

Media 45.02   63.79 1.43 
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Table-3. The value with t-PA, PAI-1 and ratio of t-PA to PAI-1 from BMF and 
OSF.   

 
 BMF   (n=12) OSF   (n=26) 

Subjects Media Range Media Range 
t-PA 36.31 21.9-41.74   45.02 27.45-118.16 

PAI-1 34.41 29.38-39.31    63.79 45.17-94.53 
PAI-1/t-PA ratio 0.94 0.81-1.58    1.43 0.55-2.2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 102

Table-4. Comparison of PAI-1 polymorphism between OSF and BMF 
 
 BMF OSF  

 N=32 % N=52 % P-value 
PAI-1 Genotype      

4G/4G 7 21.9 % 22 42.3 % <0.05 
4G/5G 15 46.9 % 23 44.2 %  
5G/5G 10 31.2 % 7 13.5 %  

Allele frequencies      
4G 29 45.3 % 67 64.4 % <0.05 
5G 35 54.7 % 37 35.6 %  
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(A) BMF 100X                (B) BMF 400X 
 

   
(C) OSF 100X                 (D) OSF 400X 

   
 
 
Fig-1. Morphology of oral submucous fibrosis fibroblast (OSF) and normal buccal 

mucosa fibroblast (BMF). (A,C) Representative 100X magnification of BMF and 

OSF. (B,D) Representative 400X magnification of BMF and OSF.  
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Fig-2. (A) Comparison of the TIMP-1 protein expression from BMF and OSF using 

Western blot assay. OSF specimens were found to have higher TIMP-1 expression 

than BMF (B) Densitometric analysis of TIMP-1 bands obtained by Western blots 

was calculated from their protein activity. Optical density values represent the means 

of six different BMF and OSF ±standard deviations. 
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Fig-3. (A) Comparison of the TIMP-2 protein expression from BMF and OSF using 

Western blot assay. No difference in the TIMP-2 level was noted between the OSF 

and BMF. (B) Densitometric analysis of TIMP-2 bands obtained by Western blots 

was calculated from their protein activity. Optical density values represent the means 

of six different BMF and OSF ±standard deviations. 
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Fig-4. (A) Elevated TIMP-1 expression by BMF with arecoline. (B) Densitometric 

analysis of the TIMP-1 bands obtained by Western blots were calculated from their 

protein activity. Optical density values represent the means of three different BMF ±

standard deviations. 
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Fig-5. (A) Gelatin zymography of conditioned medium from BMFs treated with 

different arecoline concentrations during 24 h. The 72 kDa band correspons to 

MMP-2 and was inhibited by the addition of arecoline in a dose-response manner. (B) 

Levels of MMP-2 from conditioned medium werecalculated from their gelatinolytic 

activity, as measured by Alpha-Imager 2000. Optical density values represent the 

means of six different BMF ±standard deviations. 
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(A) 

 
(B) 

 
 
Fig-6 (A) There were few fibroblasts and collagens in normal human buccal mucosa 

and the very weak immunoreactivity of hematoxylin and eosin stain was observed in 

BMF (100X). (B) Hematoxylin and eosin stain shows strong immunoreactivity in the 

fibroblasts and collagens of the oral submucous fibrosis (100X).   
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(B) 

 

 
 
Fig-7. (A) Very faint immunoreactivity of PAI-1 was observed in normal human 

buccal mucosa and almost totally limited to the lamina propria (200X). (B) PAI-1 was 

noted subepithelially and expressed in the cytoplasm of fibroblasts, endothelial cells 

and inflammatory cells (200X). 
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Fig-8. (A) Comparison of the PAI-1 mRNA level from BMF andOSF using RT-PCR 

assay. GAPDH gene was performedin order to monitor equal RNA loading. OSF 

specimens are significantly upregulated PAI-1 mRNA expression than BMFs. (B) 

Densitometric analysis of PAI-1 bands obtained by RT-PCR were calculated from 

their mRNA level. Optical density values represent the means of six different BMF 

and OSF ±standard deviations. 
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Fig-9. Comparison of the PAI-1 protein expression from BMF and OSF using 

Western blot assay. α-Tubulin was performedin order tomonitor equal protein loading. 

OSF specimens exhibit significantly higher PAI-1 expression than BMF. (B) 

Densitometric analysis of PAI-1 bands obtained by Western blot were calculated from 

their protein activity. Optical density values represent the means of six different BMF 

and OSF ±standard deviations. 
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Fig-10. (A) Expression of PAI-1 mRNA gene in arecoline-treated human BMF by 

RT-PCR assays. M=DNA molecular size marker. (B) Densitometric analysis of the 

PAI-1 bands was calculated from their mRNA activity. Optical density values 

represent the means of three different BMF ±standard deviations.  
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Fig-11. (A) Expression of PAI-1 in arecoline-treatedhuman BMFs byWestern blot. (B) 

Densitometric analysis of the PAI-1 bands was calculated from their protein activity. 

Optical density values represent the means of three different BMF ± standard 

deviations. 
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Fig.-12. The values of t-PA and PAI-1 in arecoline-treated BMFs. ELISA assay of 

conditioned medium from BMF treated with different arecoline concentrations during 

24 h. The values represent the means of three different BMF ±standard deviations. 
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Fig-13. In the BMF treated arecoline, the linear regression analysis shows asignificant 

direct correlation between the arecolline concentration and the PAI-1/t-PA ratio. (Y = 

-97.163 +96.433 X, R2 = 0.734, p < 0.001) 
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Fig-14 PAI-1 gene polymorphism by allele specific polymerase chain reaction of four 

patients. The different genotypes were loaded in the following manner: 4G/5G, 4G/4G, 

5G/5G and 4G/5G. Abbreviation is: M, molecular weight marker. 
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Fig.15 Genotyping of the 4G/5G polymorphism by allele-specific restriction enzyme 

site analysis. The different genotypes were loaded in the following manner: 4G/5G, 

5G/5G, 4G/5G and 4G/4G. Lanes M contain a 20-bp DNA size marker.  
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Fig.16 Best-fit model of the pathological mechanisms of oral submucous fibrosis.  
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附錄一、MMPs的分類表 

 

(Egeblad and Werb, 2002) 
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附錄二、MMPs的結構圖 

 

(Egeblad and Werb, 2002 
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附錄三、MMPs依受質特異性的分類圖 

 

                                   (Westermarc and Kahari, 1999)  
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附錄四、MMPs的調節及活化圖 

 

 

                                    (Westermarc and Kahari, 1999) 
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附錄五、TIMPs的分類及分子量大小 

 

(Gomez et al., 1997) 
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附錄六、血漿中纖維蛋白溶解系統活化劑與抑制劑的角色 

 

 

                                (Victor and Hinsbergh, 1988) 
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附錄七、Plasminogen、t-PA及 u-PA之結構圖 

 

  

 

 

 

                                         (Novokhatny, 1984) 
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附錄八、纖維蛋白溶解系統活化MMPs的過程圖 

 

 
(Lijnen, 2002)  
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