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研究目的研究目的研究目的研究目的：：：：    

在1999 年Singhal 等人發表急性酒精暴露後會造成大鼠體內TGF-β濃度上

升(Singhal et al., 1999)，而在之前本實驗室的研究也發現，急性酒精暴露後會造

成小鼠血液和腹腔液的TGF-β濃度上升，導致腹腔巨噬細胞的細胞數目及免疫功

能下降。後來的研究證實細胞數目的減少是由於腹腔巨噬細胞發生細胞凋亡所引

起。因此我們懷疑，急性酒精暴露後致使老鼠腹腔巨噬細胞發生細胞凋亡可能是

誘發TGF-β濃度上升所造成。本研究我們欲進一步探究TGF-β誘導巨噬細胞發生

細胞凋亡之機制，以幫助我們釐清何種分子參與此路徑的進行，並可藉由抑制此

分子的作用降低細胞凋亡現象，促使巨噬細胞免疫功能回升。 

    

文獻探討文獻探討文獻探討文獻探討：：：：    

一一一一、、、、乙型轉形生長因子(transforming growth factor-β；TGF-β)家族 

乙型轉形生長因子(transforming growth factor-β；TGF-β)家族成員有：

TGF-β、成骨蛋白（bone morphogenetic proteins，簡稱BMPs、活化素（activins）

和相關蛋白（related proteins）。在人類細胞株中發現的TGF-β通常具有三種

isoforms：TGF-β1、β2及β3 (Bartram and Speer, 2004; Hartner et al., 2003; Rotzer et 

al., 2001) ，其中以TGF-β1最被廣泛研究。TGF-β為一多功能的細胞激素，在不

同種類的細胞中扮演調控細胞生長、分化、趨化作用、細胞週期的進行、促進細

胞凋亡和抗細胞凋亡的角色(Horowitz et al., 2004; Jang et al., 2002; Kim et al., 

2004; Massague, 2000)。 

二、巨噬細胞 

巨噬細胞是屬於由骨髓幹細胞分化而來的單核吞噬細胞譜系（lineage）白血

球，壽命長，能非專一性辨認外來微生物，並進而吞噬摧毀之，具有清除病原及

調節免疫反應的功能(Cutolo et al., 1993; Singhal et al., 1999)，為先天性免疫反

應。巨噬細胞在急性、慢性發炎反應和傷口修復方面扮演重要的角色。當受到外

來病毒或微生物感染時，巨噬細胞的防禦系統會被啟動進而吞噬入侵的細菌、被

病毒感染的細胞及正常細胞遭受攻擊而裂解形成的細胞殘骸，同時也會分泌多 

種生長因子來促進血管新生及促進平滑肌和纖維母細胞的生長進而修復傷口

(Cooper et al., 2005; Tidball, 1995)。因而，巨噬細胞被認為是免疫防禦的第一道

防線(Pixley and Stanley, 2004; Roger et al., 2001)。 

三、細胞凋亡 

細胞凋亡機制的發生主要與caspases（cysteine aspartate proteases）家族成員

有關。Caspases 是一群可在aspartate 殘基的碳端上切割其受質的分子。雖然

caspases 家族成員在序列上及對受質切割的專一性方面有個別的差異，但在其他

方面卻有三個相同之處：（A）每一個活化的caspase 是由二個相同的大次單元

（17-22 kD）及二個相同的小次單元（10-12 kD）組成α2β2 的四聚體（tetramer）；

（B）未活化的caspase 是以zymogen 的形式存在，包含NH2-terminal domain、

largesubunit（~20 kD）及small subunit（~10 kD）等三個domains；（C） 



caspase 活化的過程需caspase 在aspartate 殘基的碳端上作用 (Kaufmann and 

Hengartner, 2001; Thornberry and Lazebnik, 1998)。Caspases 依據功能上的不同可

分為兩種，一種是會活化細胞激素而與免疫相關的caspase-1、-4、-5、-11、-12 及

-14，另一種是會促進細胞凋亡反應發生的caspase-2、-3、-6、-7、-8、-9 -10 (Earnshaw 

et al., 1999)。另外，依據促進細胞凋亡的活化順序及蛋白結構上的不同，又可將 

caspases 分為兩種，分別是upstream（initiator）caspases 及 downstream（effector）

caspases。Initiator caspases 包括caspase-2、-8、-9 和-10，含有較長的 prodomain 

可辨認並活化與細胞凋亡相關的蛋白，例如：death effector domain（DED）或

caspase activation and recruitment domain（CARD）；而effector caspases 則包括

caspases-3、-6 和-7，其前驅物（zymogen）含有較短的prodomain，可被initiator 

caspases 切割而活化，活化的effector caspases 會切割細胞內與細胞凋亡相關的

受質，導致細胞發生細胞凋亡(Hengartner, 2000)。Caspases會抑制負責保護細胞

免於走向細胞凋亡路徑的蛋白表現，如caspases會切割Bcl-2 家族成員而促進細

胞發生細胞凋亡(Adams and Cory, 1998; Morita and Tilly, 1999; Tsujimoto, 

1998)。啟動caspases 活化而誘導細胞發生細胞凋亡的路徑，大致上可分為死亡

受體（death receptor；DR）及粒線體（mitochondria）這兩條路徑。 

 

研究方法研究方法研究方法研究方法：：：： 

一、 細胞培養 

RAW264.7 細胞株以含有0.03% L-glutamin 、0.22% sodium bicarbonate、100 

unit/ml penicillin/streptomycin、100 µΜ ΝΕΑΑ、100 µΜ sodium pyruvate 及10% 

FBS 之細胞培養液DMEM 培養。將細胞株置於含5% CO2 的37℃恆溫培養箱中

培養，每兩天更換新鮮的培養液，每株細胞約隔三到四天分盤培養。 

二、 西方墨點法 

將製備好的膠以1X running buffer 填滿，每個well 放入35~50µg 的樣品，先

以50 volt 跑30分鐘，再用100 volt跑90分鐘，直到樣品接近底部即可停止。在膠

快跑完的前10分鐘，準備一張大小恰當的PVDF membrane，先用甲醇漂洗（約15

秒），再換成一次水漂洗5 分鐘。將膠卸下後，同時與PVDF membrane 及二片

濾紙一起浸在轉漬緩衝溶液中，利用Bio-Rad Mini Trans-Blot Cell 通以電壓100 

volt 2小時，將膠上的蛋白以負極往正極的方式轉移到PVDF membrane 上。之後

將轉漬好的PVDF membrane 浸在含5%脫脂奶粉的1XTTBS 緩衝溶液（含50 mM 

Tris、0.2% Tween 20 和 150 mM NaCl，pH 7.5）中，於室溫下輕輕振盪90 分鐘。

再加入欲觀察之蛋白的一次抗體，於4℃振盪一夜。隔夜，將一次抗體作用完之

PVDF membrane 用含5%脫脂奶粉的1XTTBS 緩衝溶液清洗兩次，再用1XTTBS 

緩衝溶液清洗兩次，每次10 分鐘，之後以anti-mouse IgG 或anti-rabbit IgG 之二

次抗體於室溫下反應1小時。將處理完二次抗體之PVDF membrane 用含5%脫脂

奶粉的1XTTBS+緩衝溶液（含50 mM Tris、0.5% Tween 20 和300 mMNaCl，PH 

7.5）清洗兩次，再用1XTTBS+緩衝溶液清洗兩次。最後利用ECL呈色劑將經抗



體作用之蛋白影像以冷光螢光數位分析儀（FUJIFILM Image Reader Las-1000）

分析定量。 

三、 細胞凋亡偵測 

當細胞發生細胞凋亡時，會發生細胞核內DNA 斷裂，而使DNA內AT 序列

的凹槽裸露外翻。DAPI 染劑可辨認DNA裡AT序列的凹槽並與之結合，吸收光

波長為345 nm，螢光波長為455 nm，因此可藉由此方法利用螢光顯微鏡觀察細胞

凋亡的情形。首先將細胞以2 × 10
5
 個/well 種於6 well plate 中培養24小時，之後

加入2 ml 處理不同濃度的藥物，置於37℃培養24小時。時間到達之後，以1XPBS 

清洗細胞三次，加入1 ml 4% paraformaldehyde 將細胞固定30分鐘後，再以1XPBS 

清洗細胞三次，加入1 ml 的DAPI 染劑（1 µg/ml），於避光條件下作用1分鐘，

1分鐘後再以1XPBS 清洗細胞二次，即可用螢光顯微鏡觀察細胞核外觀上的變

化。凋亡細胞占所有細胞百分比計算方式是在顯微鏡下（200倍）觀察每個樣本6

個視野，求取平均值，並重複三次實驗所得之結果。 

 

結果結果結果結果：：：： 

一、不同濃度之血清和TGF-β1 對RAW264.7 細胞發生細胞凋亡之影響 

為了探究TGF-β1 如何誘導巨噬細胞發生細胞凋亡，因此我們測試了含有不

同低濃度血清的培養液，欲排除血清對TGF-β1 誘導細胞凋亡之影響。首先利用

DAPI 染色法分析不同濃度之血清在兩種不同的時間點對細胞產生的凋亡形。細

胞凋亡之分析結果如下：12.8% （serum-free 培養液培養十二小時）、14.6%

（serum-free 培養液培養二十四小時）、7.1%（含0.5%血清的培養液培養十二小

時）、11.1%（含0.5%血清的培養液培養二十四小時）、5.2%（含0.8%血清的培

養液培養十二小時）、6.7%（含0.8%血清的培養液培養二十四小時）（圖一A）。

由此結果顯示，RAW264.7 細胞在含有0.8%血清的培養液培養十二或二十四小

時下，有較低的細胞凋亡率，因此我們使用此血清濃度的培養液進行TGF-β1 刺

激細胞發生細胞凋亡之實驗。接著細胞分別處理不同濃度之TGF-β1，培養二十

四小時後，以DAPI 染色法分析細胞凋亡比率，其結果如下：6.2%（控制組）、

16.6%（實驗組：處理5 ng/ml TGF-β1）、21.9% （實驗組：處理10 ng/ml TGF-β1）、 

33.1%（實驗組：處理15 ng/ml TGF-β1）（圖一B），由此分析結果發現10 ng/ml 

的TGF-β1 比5 ng/ml 的TGF-β1 有較高的誘導細胞凋亡比率，而15 ng/ml 的

TGF-β1 對細胞而言會誘導過高的細胞凋亡率，並且此濃度的TGF-β1 在誘發細

胞凋亡的文獻中尚未被報導，因此在往後實驗中我們將使用濃度為10 ng/ml 的

TGF-β1 進行實驗。 

二、TGF-β1 誘導RAW264.7 細胞之凋亡分子、抗凋亡分子及粒線體釋放因子之

表現情形 

由之前的實驗已得知TGF-β1 會誘導RAW264.7 細胞發生細胞凋亡，而細胞

凋亡主要可分成粒線體依賴型路徑與死亡受體依賴型路徑，為了進一步了解此細

胞凋亡反應與何種路徑有關，因此我們分別對這二種路徑進行探討。首先利用西



方墨點法觀察細胞在處理TGF-β1 十二小時和二十四小時後，其與粒線體有關的

Bcl-2 家族之凋亡分子－Bad、Bax、Bak 和Bid 的表現情形。圖二結果顯示，

TGF-β1皆能誘導Bad、Bax 和Bak 分子的表現，而Bid 蛋白也有被切割的情形，

使t-Bid 蛋白表現量增加，這些分子中尤其以Bad 蛋白表現量最高。接著我們進

一步觀察TGF-β1 是否相對的能誘導或抑制RAW264.7細胞之抗凋亡分子的表

現。同樣的，我們利用西方墨點法觀察細胞中抗凋亡分子－Bcl-XL、Bcl-2 和

Mcl-1 的表現情形。圖三結果顯示，Mcl-1 蛋白的表現量有下降的情形出現，而

Bcl-2 蛋白與控制組相比則有些微增加的趨勢，雖然Bcl-2 蛋白表現有些微增

加，但與表現量較高的凋亡分子Bad 和Bax 蛋白相比較後，細胞表現仍較趨於

細胞凋亡反應。另外在粒線體釋放因子－cytochrome c 蛋白表現部分也有增加的

趨勢，但Smac/Diablo 表現量則沒有改變（圖四）。 

三、TGF-β1 誘導RAW264.7 細胞之死亡受器配子、死亡受器和死亡受器相關之

致凋亡分子之表現情形 

我們欲繼續觀察TGF-β1 是否會誘導另一條細胞凋亡路徑－死亡受體路徑

之表現。在此，我們利用西方墨點法在細胞處理TGF-β1 十二小時和二十四小時

後進行觀察。圖五實驗結果顯示，死亡受器－Fas和TNF-RI 及死亡受器配子－

Fas-L（Fas ligand）和TNF-α表現量皆沒有明顯的增加，反而Fas-L 和TNF-RI 有

下降的情形發生，因此也說明了Fas-L/Fas 和TNF-α/TNF-RI 之反應可能與

TGF-β1 所誘導的細胞凋亡反應無關。另外在死亡受器相關之致凋亡分子－Daxx 

蛋白的表現卻有明顯增加的趨勢，這可能與TGF-β1 的誘導有關。 

四、 TGF-β1 誘導RAW264.7 細胞之caspases 分子之表現情形 

細胞凋亡反應發生時會活化caspases 蛋白，於是我們接著觀察TGF-β1 是否

能誘導細胞中caspases 蛋白的活化。在利用西方墨點法觀察後發現，未活化的

caspase-3、-8 和-9 表現量皆有明顯的下降，相對的，活化態的caspase-3、-8 和

-9 表現量則有明顯的增加。另外，無論是活化或未活化的caspase-2，皆無明顯

的改變（圖六）。由以上結果得知，TGF-β1 確實會活化caspases 蛋白，而使細

胞發生細胞凋亡反應。接著我們欲進一步證實，是否阻斷caspases 也能阻斷

TGF-β1所誘導的細胞凋亡反應。首先，我們事先加入對細胞無害之不同 

caspases 抑制劑濃度（結果未列），分別為：caspase-3 抑制劑（20 µM）、caspase-8 

抑制劑（20 µM）、caspase-9 抑制劑（20 µM）和Pan caspase抑制劑（40 µM）

於細胞中作用二小時，之後再處理TGF-β1（10 ng/ml）刺激細胞二十四小時後，

以DAPI 染色法觀察細胞的凋亡程度，實驗結果如下：6.4%（控制組：處理

DMSO）、22.7%（實驗組：處理TGF-β1 10 ng/ml）、10.1%（實驗組：處理caspase-3 

抑制劑和TGF-β1）、13.1%（實驗組：處理caspase-8 抑制劑和TGF-β1、12.4%（實

驗組：處理caspase-9 抑制劑和TGF-β1）、10.6%（實驗組：處理caspase-8 抑制

劑和caspase-9 抑制劑和TGF-β1）、6.9%（實驗組：處理Pan caspase 抑制劑和

TGF-β1）（圖七）。由實驗結果得知，抑制caspases 活性能有效降低TGF-β1 所

誘導的細胞凋亡比率。 



討論討論討論討論：：：： 

誘導細胞凋亡路徑的發生大致上可區分為死亡受體依賴型和粒線體依賴型

這兩種路徑。由實驗結果發現，RAW264.7 細胞處理TGF-β1 後其Fas-L、Fas 和

TNF-RI 沒有上升的趨勢，而caspase-8 則有活化的情形出現。在Wu 等人的文章

中提及，TNF-α可活化FADD進而活化caspase-8(Wu et al., 2005)。但在本實驗結

果中卻發現TNF-α並沒有明顯增加的趨勢。此外，有些報導指出，在B 淋巴瘤細

胞（BL41Burkitt’s）中，TGF-β1 可透過p38 誘導caspase-8 和Bid 活化，促使 

cytochrome c 釋出，進而活化caspase-9 和caspase-3，且此路徑並不需要FADD 的

參與(Schrantz et al., 2001)。而p38 也可能不用透過caspase-8 而直接活化

Bid(Zhuang et al., 2000)。因此，caspase-8 的活化是否與p38 有關，或者其活化

是透過死亡受器活化adaptor proteins（如: FADD等）所導致，這得再進一步證實。

另外，Wieder 等人發表的文章中指出，caspase-3 可透過非Fas 調控的路徑而活

化 caspase-8 (Wieder et al., 2001)，這種現象在本實驗模式中可能是不存在的，因

為當單獨抑制caspase-8 或caspase-9 時其抑制細胞凋亡的效果並沒有比抑制

caspase-3 來的好，而共同抑制caspase-8 和caspase-9時其抑制效果與抑制

caspase-3 差不多，因此我們推測，caspase8 和caspase-9 有可能共同活化

caspase-3 進而導致細胞凋亡反應發生。 

 我們的實驗結果顯示，細胞在TGF-β1刺激下其細胞內的凋亡分子－Bad 和

Bax 有較高的表現量，尤其以Bad 表現量最高，而cytochrome c、caspase-9 和

caspase-3 表現量也有增加的趨勢。綜觀以上結果我們推測TGF-β1 刺激

RAW264.7細胞後會經由粒線體依賴型/非粒線體依賴型路徑共同造成細胞凋

亡。當我們以抑制劑方式抑制caspase-8 和caspase-9 的活性時，只能部分抑制

TGF-β1 誘導的細胞凋亡反應，雖然caspase-3 抑制劑的抑制效果比caspase-8 

caspase-9 抑制劑的抑制效果好，卻也仍無法完全抑制細胞凋亡反應。但當我們

使用pan caspase 抑制劑抑制大部分的caspases 蛋白活性時，同時也幾乎完全阻

斷了TGF-β1 誘導的細胞凋亡反應。因此，在TGF-β1 誘導細胞凋亡路徑中可能

有其他的caspases 分子參與作用，這些分子有可能是caspase-6、caspase-7、

caspase-10 和caspase-12 等分子。 
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計畫成果自評計畫成果自評計畫成果自評計畫成果自評：：：： 

酗酒已經是一個世界性的問題，本研究發現酒精誘導生成的乙型轉形生長

因子(TGF-β)會誘導老鼠巨噬細胞發生凋亡進而降低其免疫功能。而且巨噬細

胞又是對抗外來感染及癌症形成的第一道防線，本研究在人類健康上將可帶來

莫大的助益。而且這些研究結果，將為未來的研究提供一個重要的啟發。在藥

理學的應用上，可研發阻斷內分泌物質或細胞激素的藥物進而減少對免疫功能

的危害，進而達到預防及治療疾病的目的。 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

圖一、不同濃度之血清和TGF-β1對RAW264.7 細胞發生細胞凋亡之影響 

圖A 為細胞分別處理serum-free 培養液、含0.5%FBS 的培養液和含

0.8%FBS 的培養液，於培養12 和24 小時後以DAPI 染色法分析細胞凋亡比

率。圖B 為細胞處理不同濃度之TGF-β1：0 ng/ml、5ng/ml、10 ng/ml 和15 ng/ml，

於處理24 小時後以DAPI 染色法分析細胞凋亡百分比。圖中數據＊（p＜0.05）

或＊＊（p＜0.01）代表控制組與實驗組間具有明顯的差異。 
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圖二、TGF-β1 誘導RAW264.7 細胞之凋亡分子之表現情形 

RAW264.7 細胞處理TGF-β1（10 ng/ml）培養12 和24 小時後，以西方墨點

法偵測凋亡分子－Bad、Bax、Bak 和t-Bid 之表現。 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

圖三、TGF-β1 誘導RAW264.7 細胞之抗凋亡分子之表現情形 

RAW264.7 細胞處理TGF-β1（10 ng/ml）培養12 和24 小時後，以西方墨點

法偵測抗凋亡分子（Bcl-XL、Bcl-2、Mcl-1）之表現。 

 

 

 

 

圖四、TGF-β1 誘導RAW264.7 細胞之粒線體釋放因子之表現情形 

RAW264.7 細胞處理TGF-β1（10 ng/ml）培養12 和24 小時後，以西方墨點

法偵測粒線體釋放因子（cytochrome c 和Smac/Diablo）之表現。 

 



 

 

 

 

 

圖五、TGF-β1 誘導RAW264.7 細胞之死亡受器配子、死亡受器和死亡受器相關

之致凋亡分子之表現情形 

RAW264.7 細胞處理TGF-β1（10 ng/ml）培養12 和24 小時後，以西方墨點

法偵測死亡受器配子（Fas-L 和TNF-α）、死亡受器（Fas和TNF-RI）及死亡受

器相關之致凋亡分子（Daxx）的表現。 

 

 

 

 

 

 



 

圖六、TGF-β1 誘導RAW264.7 細胞之caspases 分子之表現情形 

RAW264.7 細胞處理TGF-β1（10 ng/ml）培養12 和24 小時後，以西方墨點

法偵測caspase-2、-3、-8 和-9 之表現。 

 

 

圖七、阻斷caspases 對TGF-β1 誘導RAW264.7 細胞發生細胞凋亡之影響 

RAW264.7 細胞事先處理caspase-3 抑制劑（20 µM）、caspase-8抑制劑（20 µM）、

caspase-9 抑制劑（20 µM）和Pan caspase 抑制劑（40 µM）作用2 小時後，再加

入TGF-β1（10 ng/ml）培養24 小時，之後利用DAPI 染色法分析細胞凋亡百分

比。圖中數據＊＊（p＜0.01）代表與控制組間具有明顯的差異。 
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