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前言： 

視網膜內含有多層的神經細胞，組織為僅僅 0.5mm 的薄膜狀構造並排列在眼球的深

部。視網膜的發育源自於前腦胚胎的神經上皮層，因此可視為大腦的一部分。成熟視網膜

組織由 5 種視網膜神經元（retinal neurons），由外而內包含了五層細胞：感光細胞

(photoreceptor)、水平細胞(horizontal cell)、雙極細胞(bipolar cell)、無軸突細胞(amacrine 
cell)、以及神經節細胞(ganglion cell)，再加上米勒細胞（Müller cells）所構成。其中感光細

胞（photoreceptor）是眼睛最重要的部分，它們對光作出錯綜複雜的反應與其他神經元執

行第一個階段的影像處理後，神經訊息由神經節細胞(ganglion cell)彙整送入大腦做更進一

步處理以形成視覺知覺。Müller cells，又稱為 Müller stem cells 擁有修補受傷視網膜神經細

胞的能力(Fischer & Reh,2001；Reh & Fischer,2006；Vugler et al.,2007；Ohta et al.,2008)；視網膜組織一

但受傷，Müller stem cells 會被活化，表現出 GFAP 蛋白(Glial fibrillar acidic protein) (Stevens 

et al.,2003；Ooto et al.,2004；Karl et al.,2008)，為視網膜神經組織受損的指標。 
同半胱胺酸（homocysteine）是一種胺基酸，它是人體甲硫胺酸(methionine)去甲基的

產物；基因遺傳突變或營養代謝失調，會使「同半胱胺酸（homocysteine）」大量的累積在

體內，造成組織或細胞的毒性傷害 (Boldyrev AA et al.,2009; McCully KS et al.,2004)。許多臨床報

告指出「高同半胱胺酸血症」與「視覺退化疾病」的罹患率有高度的關聯性 (Wright AD et 

al.,2008)，例如：(1)白內障（cataract）( Sulochana KN et al.,2000; Presley GD et al.,1971; Shinohara T et 

al.,2006; S K Sen, et al.,2008)；(2) 水晶體異位(lens dislocation) (Cline JW et al.,1971)；(3)糖尿病視網

膜病變（diabetic retinopathy） (Coral K et al.,2009 ; Aydemir O.,2008; Brazionis L et al.,2008)；(4)糖尿

病性視網膜黃斑部水種（macular edema）(Aydin E et al.,2008)；(5)老年性黃斑部退化（age-related 
macular degeneration）(Rochtchina E et al.,2007 ; Seddon JM.,2006; Seddon JM et al.,2008)；(6)視網膜血

管阻塞（retinal vascular occlusion） (Sottilotta G et al.,2007 ; Pinna A et al.,2006; Yaghoubi GH et 

al.,2004)；(7)青光眼（glaucoma）(Clement CI et al.,2009 ; Roedl JB et al.,2008)。 
若體內缺乏維生素 B6/B12、葉酸(folate)等必要的營養素，會引起「同半胱胺酸

（homocysteine）」濃度上升；並且提高神經退化性疾病的高罹患率 (Mattson & Shea,2003；

Sachdev,2005)。過去的研究指出，在人類的視網膜組織中，「同半胱胺酸（homocysteine）」會

聚集堆積在感光細胞（photoreceptor）的突觸（synapses）和 Müller stem cells 的細胞體中 
(Davanger et al.,1994)。「同半胱胺酸（homocysteine）」的過度堆積與視網膜退化性疾病

（Degenerative Retinal Disease）的罹患率亦有高度的相關性 (Wright et al.,2008)。視覺的損失

難以恢復，通常為不可逆；一旦又繼續加深惡化，最後容易造成失明。但是，對於「同半

胱胺酸（homocysteine）」大量的堆積在視網膜組織中，是否會造成神經的傷害？是否會活

化 Müller stem cells？或會限制 Müller stem cells 的再生分化功能？目前沒有明確的研究報

告。 
 

研究目的： 

視網膜退化疾病在臨床上有逐年增加的趨勢，即使以接受了治療，視覺恢復的結果並

不理想，況且目前乃無特效藥。尋找更好的保健方法與治療方式迫在眉睫；然而，目前並

無直接的實驗證據指出「視網膜退化性病變(degenerative retinal disease)」是由「同半胱胺



酸(homocysteine)」在眼球內異常蓄積所造成。因此我們認為以下問題值得進ㄧ步的追蹤研

究：在眼球中「同半胱胺酸（homocysteine）」的蓄積；(1)是否會造成視網膜神經組織的

傷害？傷害的程度與同半胱胺酸蓄積的濃度(量) 是否有相關性。(2) Müller stem cells 的活

化(GFAP 蛋白的表現)是否與同半胱胺酸蓄積的濃度(量)有相關性？本研究主要從組織細

胞病理學觀點切入，探討「同半胱胺酸」對 Müller stem cells 的活化、增生、移動與動態分

化過程的衝擊效應，並且追蹤評估視網膜細胞再生與修補復原的程度與 Müller stem cells
的動態變化。 

 

文獻探討： 

Mouse 或 Rat 動物實驗報告指出-「同半胱胺酸（homocysteine）」會造成眼球視網膜神

經節細胞（retinal ganglion cells）的損傷、退化或死亡 (Moore et al.,2001；Martin et al.,2004；Viktorov 

et al.,2006；Lee et al.,2007)；刺激血管生長因子在視網膜的異常表現（vascular endothelial growth 
factor）(Lee et al.,2007)。尤其在體外組織培養實驗（organotypic roller cultures），指出「同半

胱胺酸」對視網膜的傷害可深入視網膜組織的外顆粒層（out nuclear layer；ONL）和內顆

粒層（ inner nuclear layer； INL） (Viktorov et al.,2006)。視網膜神經細胞突觸會表現

N-methyl-D-aspartate receptor （NMDA receptor）來維持正常視覺神經訊息迴路的傳遞 (Shen 

et al.,2006；Wang et al.,2008)；另外，「同半胱氨酸（homocysteine）」分子相似於「NMDA」分

子，兩者皆能與 Glutamate 分子做競爭性地與 NMDA receptor 結合，並會干擾下游訊息的

表現 (Ziemińska et al.,2003)。在 Müller stem cells 細胞培養實驗指出「NMDA」與「NMDA 
receptor」結合活化後會造成細胞基因表現的改變 (Chavira-Suárez et al.,2008)；因此，可能造成

子代細胞族群分化的改變。 
 
研究方法： 

實驗材料與方法： 
(1) 實驗動物：實驗動物採用8週齡之C57bL6xCBA之F1公鼠，控制組(n=20)和實驗組(n=80) 

餵予正常飼料與飲水。麻醉小鼠，控制組以眼球注射（intraocular injection）0.5μl 的「0.9
％NaCl（PH=7.0）」；控制組以眼球注射 0.5μl 的「同半胱胺酸（homocysteine）（PH=7.0）」
最後在每個眼球（體積約 25μl）內濃度分別到達 5 microM、25 microM 與 200 microM。 

(2) 組織病理分析：犧牲小鼠摘取眼球組織，浸泡於 10％中性福馬林固定液中。組織固定

後則進行脫水、石蠟包埋、切片(4~5um)並以蘇木紫-伊紅染色，比較各組別間視網膜組

織細胞病理型態之改變。 
(3) 組織免疫化學染色：組織脫蠟以檸檬酸緩衝溶液(citrate buffer)加熱 100℃活化抗原結合

部位，並且浸泡過氧化氫去除干擾，再以阻斷劑(blocking buffer)去除非特異性反應背

景，之後使用專一性抗體與抗原結合，觀察細胞上特定抗原的表現。分別以 Pax6、
Chx10、Islet1、Rhodopsin、Calbindin、GFAP 和 Chx10 作為判斷視網膜神經退化與再

生之指標，以 PCNA 標定異常增生細胞、以 TUNEL assay 判斷細胞凋亡。並在光學顯

微鏡下觀察其細胞性質定位，且利用圖像分析儀拍照進行細胞原位定量測定。 
 



結果與討論： 

 
(1) 以小鼠實驗模式，採用眼球注射

（intraocular injection）「同半胱

胺酸（homocysteine）」，最終濃

度分別給為 5 microM 、 25 
microM 與 200 microM；在第 15
天，45 天與 90 天後發現「白內

障（Cataract）病變」【Fig-1】和

嚴重的「視網膜神經退化」的產

生【Fig-2】。 
(2) 相較於對照組，注射 0.9％NaCl

小鼠眼球呈現正常外觀與組織

形態【Fig-2】；「同半胱胺酸

（homocysteine）」濃度越高，視

網膜組織退化的程度越嚴重。

Müller stem cells 的活化(GFAP
蛋白的表現 ) 與同半胱胺酸

（ homocysteine）蓄積的濃度

(量)有正相關性【Fig-2】。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



( ) 在 200μM 的同半胱胺

酸（homocysteine）處

理後第 15 天和第 90 天

的視網膜組織中，表現

Rhodopsin 但蛋白的感

光 細 胞 (photoreceptor)  
和表現 Calbindin 的水

平細胞(horizontal cell)
的數目有明顯的減少； 
細胞退化的程度比雙極

細胞 (bipolar cell)和無

軸突細胞(amacrine cell)
嚴重【Fig-3】。 
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結論與建議： 

(1) 在 200μM 的同半胱胺酸（homocysteine）處理後，經免疫染色指出表現 Rhodopsin 的
感光細胞(photoreceptor)、表現Calbindin的水平細胞(horizontal cells)、表現Chx10和 Islet1
的雙極細胞(bipolar cells)和表現 Pax-6 的無軸突細胞(amacrine cells)。結果指出在第 15
天，及可發現視網膜組織的退化；在第 90 天的組織，顯示退化的感光細胞(photoreceptor) 
和表水平細胞 (horizontal cell)層，並無明顯的修復【Fig-3】；實驗有別於 Müller stem cells
的活化 (GFAP 蛋白的表現)【Fig-2】。因此，推測同半胱胺酸（homocysteine）可能會

阻礙 Müller stem cells 的再生分化。 
(2) 我們認為延遲或減緩視覺退化疾病的發生，在於是否能有效的保持視網膜幹細胞的完

整功能，如：Müller stem cells。因此，「同半胱胺酸（homocysteine）」在複雜的視覺退

化歷程中，尤其對於 Müller stem cells 有許多關鍵性的問題需進一步釐清。本計畫能提

供明確的證據，可作為「預防」與「治療」視覺退化疾病的指導方針；對於確認「同半

胱胺酸（homocysteine）」在視覺退化過程的「傷害角色」，同時對於 Müller stem cells
的「動態分化分析」與「視覺再生工程」的未來應用提供良好的研究基礎，有助於於將

來推動-視覺保健教育、醫藥生技和幹細胞工程的開發。 
(3) 以小鼠實驗模式中，意外的發現同半胱胺酸(homocysteine)會造成白內障(cataract)有的

發生。經文獻收尋發現相關報告：在人體中，同半胱胺酸(homocysteine)的高度表現與

老年性白內障(senile cataract)的發生率有密切的關係(S K Sen, et al.,2008)。同時患有高胱胺

酸尿症 (hyperhomocystinuria)的新生兒容易有先天性白內障(congenital cataract)的病變 
(Sulochana KN et al.,2000; Presley GD et al.,1971)。然而，目前並無直接的實驗證據指出「白內



障(cataract)」的病變是由「同半胱胺酸(homocysteine)」在水晶體異常蓄積所造成。因此

我們認為此問題值得進ㄧ步的追蹤研究。 
 

計畫成果自評： 
本計劃已達成初步的目標。本計劃讓我們對於同半胱胺酸(homocysteine)在影響視網膜退化

的過程有了近一步的了解。雖然實驗室中，小鼠視網膜的退化仍然無法完全代表臨床上患

者之視網膜退化，藉著本計劃我們也對小鼠視覺退化模式與 Müller stem cells，視網膜幹細

胞再生分化的觀察分析與研究技術有了很好的磨練，並獲得了許多寶貴的經驗。並且，在

此計劃執行中有了特殊的發現：同半胱胺酸(homocysteine)亦會造成白內障(cataract)有的

發生。具有臨床意義，值得進ㄧ步的追蹤研究。 
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