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摘要 (Abstract)

硬皮症 (Systemic Sclerosis; Scleroderma ; SS的是一種全身性之

自體免疫疾病(Autoimmune disease) ，主要之特徵在於廣泛性的結締

組織纖維化(Connective tissue fibrosis)以及全身多處器官退化。其致

病之機轉目前仍不完全明瞭。一般認為有三大囡素參與:

(1)免疫系統之改變，此包括自體抗體產生及 T 細胞之激活;

(2)內皮細胞活化而導致的微血管壁損傷;

(3)活化之纖維母細胞異常增生大量的細胞問質蛋白質。

此各因素間互相作用之影響，最後終於產生纖維化。

為了瞭解硬皮症病人血清及干擾素 IFNα-2b 對纖維母細胞的影

響，本研究應用了一種新的生物監溺裝置，稱為細胞"基質問之電阻抗

感湖器 (ECIS; Electrical Cell-Substrate Impedance Sensor) ，此裝置

乃於西元 1984 年由 Dr.Giaever 和 Keese 所發明，其主要原理為讓細

胞生長在巴鍍上黃金薄膜電極的培養血上，使形成一完整之單層細胞薄

層 (Monolayer cells) ，然後供給一徽章交流電壓連續測量此閑之電阻

抗變化，經過資料計算及分析後，可定量地得知細胞閱阻抗(Rb) ，細

胞腹面與基質闊的平均高度 h 以及細胞微運動之反應變化。目前已確知

細胞之微運動與其代謝活動狀態及程度有關。

將取自硬皮症病人和正常人皮膚的纖維母細胞依一定的細胞密度

(1 X 105 cells/cm2) 培養在 ECIS 培養盟中，使用含數種不同病人血清

[個合硬皮症、系統性紅斑性狼瘡(Systemic lupus 
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erythematosus;SLE) 、修格達氏症候群(Sjogren's syndrome;SS)以及

正常人的血清]的培養基加以培養後，可利用 ECIS 系統分別測蠹其

Rb 、 h 及微運動之變化。另外本實驗亦做了 IFNα-2b 對纖維母細胞微

運動影響之研究。

本研究結果顯示:

仰硬皮症纖維母紹胞之局部微運動較諸正常之纖維母細胞活躍;

(2)硬皮症纖維母細胞具有較大之細胞問阻抗 (Rb=2.70 . crn2) ，與

較低之細胞平均高度 (h=150.7nm) ;而正常纖維母細胞之 Rb 值

則顯然較小(為0.80 . crn弓，而其 h 值則顯然較高

{為 303.75nm) ; 

(3)硬皮症病人之血清具有抑制正常纖維母細胞微運動之作用，且其抑

制效果，與供與該血清之硬皮症病人之疾病活動程度成正相關。然

此相同之血清對肉是硬皮症之纖維母細胞則無抑制作用;

(4)干擾素 IFNα-2b 之濃度為 1000 u/ml 峙，對硬皮症纖維母細胞之

微運動有抑制效果，且不影響其細胞形態;相對之下，對正常之纖

維母縮胞並不會影響其微運動與外形。

由此證知硬皮症病人之血清中含有某種抑制因子，影響到硬皮症纖

維母細胞之微運動，同時，硬皮症纖維母細胞國為一直處於被激活的狀

態，故對其本身之血清失去敏感性。而至於其具有較高的 Rb' 則可能

基因於其細胞緊密接合之故;而其真有較低之 h 值則可能與細胞活動力

旺盛，因而附著深入基質有關。至於 IFNα-2b '自其具有抑制硬皮症

纖維母細胞微運動或其代謝活動力之故，由此研究結果推測其於硬皮症
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之治療，應當有效。總之，透過 ECIS 系統，吾人對硬皮症纖維母細胞

之生物特性已有進一步之認識，此結果將有助於對硬皮疲致病機轉之瞭

解，從而尋求有效之治療途徑。
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ABSTRACT 

Systemic sclerosis (SSc) is one kind of the autoimmune 

disorders, characterized by generalized connective tissue fibrosis 

and degenerative changes in the blood vessels, skin, skeletal 

muscle, and certain internal organs, etc.. Its pathogeneis is still 

poorly understood. However, some events are supposed to be 

involved: 

(1) The immunologic changes, including the autoimmune event 

trigger and the T -cell activation; 

(2) The vascular wall lesion resulted from endothelial cell 

activation or injury; and 

。) The overproduction of the extracellular matrix proteins 

produced by activated fibroblasts. 

While each event may in reality interact with each other via 

mediations of cytokines and/or growth factors, the complex final 

fibrosis emerges. 

To investigate the influences of sera from systemic sclerosis 

patients and interferon ( IFN )α-2b on the fibroblast micromotions 

in tissue culture, we utilized a newly developed electrical 

biosensor called Electrical Cell-Substrate Impedance Sensor 

( ECIS ) to study the cell behavior changes. The ECIS was 

originally developed in 1984 by Dr. Giaever and Keese, who used 

司



alternating current signals to detect cell attachment, cell 

morphological changes and cellular micromotions by 

continuously monitoring impedance fluctuations from cultured 

cell lines on small gold film electrode. It has been reported that 

the cellular micromotions are directly reflecting the cellular 

metabolism. Furthermore, while data calculation and analysis 

were performed from the derived model , the junction resistance 

between the adjacent cells called Rb, and the height between 

basal cell surface and substratum named h were also quantified. 

Dermal fibroblasts were obtained from patients with 8Sc and 

normal controls, and cultured in medium containing fetal bovine 

serum or sera from 8Sc, systemic lupus erythematosus (SlE), 

8jogren's syndrome ( S8 ) patients or normal individuals. 

Confluent cells were exposed to IFNα-2b for 24 hours in some 

experiments. 80th the micromotions and the junctional resistance 

( Rb ) were measured with ECI8 system, whereas the change in 

cell morphology was examined by a phase-contrast microscope. 

The results reveal that : 

(1) The micromotions of 8Sc fibroblasts ( SF) were more active 

than those of normal fibroblasts ( NF ); 

(2) The Rb and h level were 2.7 0 .cm2 and 150.7 nm ; and, 0.8 

Q .cm2 and 150.7 nm for SF and NF respectively; 

5 



(3) SSc sera can inhibit the micromotions of NF but not those of 

SF; the inhibitory effect of SSc sera on fibroblast 

micromotions was positively correlated with disease activity; 

sera from SLE and SS patients have no inhibitory e何'ect on 

micromotions of SF; 

(4) IFNα-2b can inhibit the micromotions of SF but not those of 

NF at the concentration of 1000 u/ml without affecting the cell 

morphology. 

The evidences show that certain inhibitory factors might 

exist in the SSc sera, thus SF lost its sensitivity due to being 

persistently activated per se. The higher Rb level of SF is 

considered to be due to their characteristic tight cell junction; 

while the lower h level due to their capability to attach deeply into 

the substratum because of their energetic metabolic activity. 

Consequently, IFNα 值2b therapy is expected to be beneficial for 

treatment of SSc because of its capability to inhibit the cellular 

micromotions as well as metabolic activity of SF in vitro. The high 

light of using the ECIS technology has already opened a new 

approach to the study of SSc. 
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第一章自體免疫疾病

自體免疫疾病(Autoimmune diseases)個含一群

因自體免疫系統發生異常而產生之疾病，其病變可能廣泛

散布於全身各處，如皮膚、肌肉、關節、腎臟、及心臟

等，我們稱之為全身住自體免疫疾病(Multisystem

autoimmune diseases) ，說中包括類風濕性驕節炎

(Rheumatoid arthritis;RA) 、系統性紅斑性狼瘡

(Systemic lupus erythematosus;SLE) 、修格連

氏症候群(Sjogrenls syndrome;SS)以及硬皮症(5S c) 

等;有的只局限於一個器官之內，我們稱為器官專一性自

體免疫疾病(Orga • specific autoimmune 

diseases) ，其常侵犯之器官，包括甲狀線、腎上腺以及

姨臟等。而本論文則以硬皮症為研究對象。

目前有關自體免疫疾病之致病機轉仍不十分清楚。一

般相信和環境、遺傳園子與免疫系統均有關聯。在環境因

子方面，如長期暴露於含有有機溶劑之氣體中，例如

benzene 或 vinyl chloride '將有可能導致硬皮症的

發生[ 1 ]在遺傳囡子方面，如部分 5LE 或綴島素依

賴型糖尿病病人，有特定相同的主要組織相容性複體之基

因型{臨 HC genotype ) ;叉如硬皮症，有部份病例則

與染色體異常有關【 2] 而在免疫系統方面，若由於長

期的免疫反應刺激，致使自體抗原與 T 細胞和自細胞問
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的活化不斷進行，將可能產生自體抗體，這些抗體會對抗

本身擔任重要生物功能的酵素或結構蛋白質， Ehrlich 

特將之命名為恐怖的自體毒物 (Horror autotoxicus ) 

< 3] ，可見一旦自我防禦系統崩潰，廣泛性或局部性的

組織傷害就會出現【 4] 。除此之外，在發炎反應、發生時

所產生的各種 cytokines 或 9 rowth facto rs ( G F ) 

等，它們的減少或增加，也與自體免疫疾病之形成有關

[5 -7] 。近來更有學者提出 "Autogen" 的觀念，指出

它們有別於傳統的免疫反應，就如何 oncogen 導致惡

性腫瘤一般，它們的存在將直接造成自體免疫疾病。目前

發現的 autogen 有 Fas 及 oncogen bcl-2 '已知它

們參與細胞設定性死亡( Apoptosis )的過程 [8 -

9] 0 

由檢查自體免疫疾病的病人血清中可發現各種不同的

抗體[ 10] ，例如 SLE 的病人有對抗 S m ith 

antigen 、 U1-nRNP 、 SS-A/Ro 、 SS-B/La 、

double 儡 strand DNA 、 histons 、

phospholipids 、 Ku 及 proliferating cell 

nuclear antigen 等抗體;多發性肌炎或飢皮炎

( Polymyositis/dermatomyositis )的病人有對抗

transfer RNA synthetases 、 signal

recognition particle 等抗體; SS 的病人有對抗

SS-A/Ro 、 SS-B/La 、 nucleolar organizing 
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region-90 等抗體;而硬皮症的病人則有對抗

centromere 、 topoisomerase I 、 RNA

polymerases 及 fibrillarin 等抗體。有關它們的形

成，經、括來說是園為體內失衡導致免疫系統對抗本身主要

細胞成分而產生抗體，至於目前的理論則包括

( 1 )本身細胞成分異常而成為自體抗原;

(2) 免疫系統之異常而盲目自我攻擊[ 11 ]以及

(3) 分子相似論 (Molecular Mimicur肘，此為免疫

系統對付外來抗原持與自身成分發生交叉反應所致

[12] 。當這些抗體存在於病人血清中時，會與細胞表面

之抗原反應，或與抗原形成免疫複合髓，隨著血激流經全

身，而一旦它們沉積在組織器官上時，郎造成傷害

[13] 

唯除了自髓抗體之外，仍有其它之扇子參與病變。例

如血清中含有種類眾多的 cytokines 、 Iymphokines

及 growth factors (G 剖，此中包括 tumor

necrotic factor α(T N F-α) 、 interleukin-1 (IL-

1 )、 IL-4 、 IL-6 、 I L -1 0 、 interferon ﹒ γ(1 F N-γ} 、

platelet-derived growth factor (PDGF) 及

transforming growth factorβ(TG F-β) [6-

7 ， 14-15] 等等，此等免疫細胞園子除了參與淋巴球和血

管內皮細胞(Endothelial cells) 之間之交互作用外，

還可能具有細胞毒殺活性而引起血管病變，以及主導發炎

9 



組織修復之過程，其中藉著調控纖維母細胞的功能所造成

的組織纖維化，將進一步影響組織器官功能，諸如 SLE

的血管炎 (Vasculiti抖，硬皮症的系統性硬化等，可為

佐證。

在自體免疫疾病的致病過程中，組織細胞受到活化之

後產生之功能異常自亦不容忽視，例如 RA 病人關節囊中

滑膜細胞 (Synovial cells) 被激活後之增殖;自體免

疫性血管炎中血管內皮細胞受到活化後造成之管壁傷害;

或是硬皮症纖維母紹胞擁有大量增生 collagen 或閱質

(Extracellular matrix; ECM) 蛋白質的能力等，在

在顯示研究此等細胞的行為特性，將有助於對疾病的瞭

解。

誠然自體免疫疾病之成閱極為複雜，綜合生物、臨床

醫學、生化、病理、免疫、細胞、組織等之各種研究正方

興未艾，舉凡病人的臨床表現、血清及病變組織之病理或

分子層次之觀察，正利用各種方法加緊研究中，此亦為本

研究刻正努力的方向。

nHU 42
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第二章硬皮症特論( Systemic sclerosis ) 

第一節硬皮症之臨床分類

(Clinical classification of SSc) 

硬皮症 (Systemic sclerosis;SSc; 

Scleroderma) 是結締組織纖維化和全身多處器官退化

所造成的全身住自體免疫疾病，它最大的特徵為皮膚、血

管、關節、骨幣肌肉及內臟器官包括腸胃道、肺臟、心臟

和腎臟等之纖維化。其臨床診斷之主要依據為肢體近端皮

膚變硬或指(趾}皮硬化，指端點狀結痛或兩側性穌基底

部間質性纖維化等，根據其臨床特徵叉可分為兩型:一為

瀰漫性皮膚硬化症(Diffuse cutaneous 

scleroderm 的，特徵為其肢體、面部和驅幹皮膚迅速形

成對稱性增厚，立常發生合併腎臟、心臟、肺臟等疾病，

於血清中檢出 anti-topoisomerase I antibody 之

比率甚高;另一盤則為局限性皮膚硬化症(Limited

cutaneous scleroderma) ，特徵為手指、四肢遠端

及面部對稱性皮膚增厚，且常合併 CREST 症候群，其

中包括鈣鹽沉著 (C Calsinosis) 、雷諾氏現象 (R ; 

Raynaud's phenomenon) 、食道吞嘸困難問;

Esophageal dysmotility) 、指(趾}皮硬化 (5 ; 

Sclerodactyly) 以及毛細血管擴張口;

Telangiectasia) 等，血清中則常可檢出 a n t i

centromere antibody [16-17] 
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此種病例分佈於世界各地，以美國為例，每年每百萬

人中約有二十個新病例出現，女性比男性人數多 2 - 3 

倍，病人多在嚴重發病數年後，由於腎衰竭或呼吸衰竭而

死亡【 16-18] 。

第二節硬皮症之病理機轉 (Pathogenesis of SSc) 

如同其它自髏免疫疾病一樣，硬皮症的致病機轉迄今

仍未解闊，一般而言有下列三方麗的討論 [19-20]

( 1 )細胞間質異常增生:由於發炎反應、中產生之一些因子

激使纖維母細胞活化，導致其功能異常浦大量產生

collagen [21-22] 、 fibronectin [23] 

glycosaminoglycan 【 24] 及 prolyl 4-

hydroxylase [25] 等而造成纖維化;纖維母細胞

的活化於本病病理機轉上扮演極重要的角色。

(2) 內皮細胞及微加管壁損傷:由於一些兵"內皮細胞毒

性"之國子存在，如 granzyme 1 [26] 、免疫複

合體、抗體、或被激化之免疫細胞悶著， (如 T

cells 、 monocytes) ，均可能導致血管損傷。

(3 )免疫系統之改變:包括 τc e 11 s 、 8 cells 之超

高活性 (Hyperactivity) , CD +4 T cells 

血清中 IL-2 及 IL-2 接受體 (Soluble IL-2 
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receptor; sIL-2R)水平顯著升高【 20] ，以及多

種自體抗體之檢出(表一)。

表一.硬皮症之自體抗體

(Autoantibodies of systemic sclerosis). 

Anticentromere antibodies 
Antinuclear antibodies (speckled , nucleolar , others) 
Antinucleolar antibodies 

RNA polymerase I 
Fibrillarin (U3 RNA protein complex) 
Nucleolar 4-65 RNA 
U2 RNA protein complex 
Polymyositis-systemic sclerosis overlap (Pm/Scl) 

Antitopoisomerase I (formerly Scl-70) 
Anticollagen type IV (basement membrane structure) 
Antilaminin (basement membrane attachment protein) 
Antiribonucleoprotein (RNP) 
J 0-1 
SS-A (Ro) , SS-B (La) 
Ku 

摘錄自 Arthritis and allied condition 12th Edition , 

Chapter 74:1293 峭 1299. LeRoy EC , LEA&FEBIGER , 1993. 

總、括而言，由於不明原因的刺激，激發 T 細胞之免

疫反應，因而促使淋巴球衛著於內皮細胞上並釋出

granzyme 1 '微血管壁受損，導致通透性增加，以及一

些參與纖維化之 cytokines 釋出，激活纖維母細胞，致

使細胞問質異常增生，造成纖維化，而活化的細胞問質表

現再度刺激 T 細胞，如此週而復始，纖維化即愈趨嚴重

< 20] ，其可能之活化途徑嚮示如圈 1 。
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圖1. Proposed activation cycle for systemic sclerosis. 

{摘錄自Arthritis and allied condition 12th Edition, Chapter 74:1293-1299. LeRoy EC, LξA&陀BIGER， 1993.)

第三節硬皮症病人皮膚之纖維母細胞

(Dermal fibroblasts of SSC patients) 

纖維母細胞乃是由闊葉{服 esenchymal) 分化生成

之問質 (Stromal) 細胞，具有遷移 (Migration) 、趨

化性 (Chemotaxis) 、細胞耐著 (Attachments) 及合

成問質蛋白質和酵素等功能【 27] ，其於傷口癒合和組織

纖維化之過程中，均為不可或缺之角色。 Bayreuther

等人指出，纖維母細胞有七種亞型【 28] ，其中之肌纖維

母細胞(間 yofibroblasts) 據推測與硬皮症之發生有關

【 29-30] 。而於研究上，因其具有靠依附基質生長

(Anchorge-dependent growth) 及增生密度控制

(Density- dependent inhibition of 
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proliferation) 之特性，且囡同株繁殖 (Clonal

propagation) 其原有特徵形態容易改變，因此惟有早

期幾代(約 3 至 6 代}能使用於研究 [31] 。

有一些園子可能會影響纖維母細胞之趨化活性:例如

發炎細胞或血小板所釋出的 cytokines (TGF ﹒ β 、

leukotrines 、 PDGF 等) ;以及細胞間質蛋白質之吸引

(女o collagen I 、 I I 、 IV ' collagen fragments 、

fibronectin 、 fibronectin fragments 、 elastin

等}。而已活化之硬皮症纖維母細胞貝司偏好附著於某些商

質蛋白質，如fibronectin 、 laminin 、 collagen I 、

IV 等【 32] ，此些現象可能與於纖維母細胞之縮胞表

菌，對這些蛋白質的接受體(如 β1 integrin) 之表現

增加有關【 33] 。此外，已發現硬皮症皮膚之纖維母細胞

較諸正常之纖維母細胞產生更多之 collagen 、

fibronectin 等【 21-23] ，顯示其有別於正常之遺傳

表型 (Phenotype) ，前正處於一種活化狀態。另由其基

囡表現亦可看出，硬皮症纖維母細胞確能表現出更多之 α

1( 1) collagen 、 τGF ﹒ βcollage gene I 、 111 以及

fibronectin 之 messanger-RNA [20-21 34 個

38] ，經由這些基因調控，產生更多的 collagen 或生

長園子。從過去文獻也得知，血清中許多物質的含量多

寡，包括 collagen 的代謝產物、各種 GF 、
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cytokines 的濃度高低，以及免疫閱子的表現，都與硬

皮症纖維母細胞的活化息息相關。

第四節 硬皮症之治療( Treatments of SSc ) 

硬皮症因病因複雜，迄今仍為一個無法完全治癒之

疾 o 目前於臨床上之治療方針乃是針對其疾病階段、內臟

器宮受波及之程度或從可能之致病機轉上給與投藥。而其

預後之評估則基於皮膚侵犯等級評量 (Skin score 

measurements) 以及病人之主訴和醫師之客觀評估而

定【 39]

藥物治療方頭則包括針對血管疾病之血管擴張劑，如

Ca++-channel blockers 、 ACE inhibitors 等;針

對抗免疫反應之免疫抑制劑如 cyclophosphamide 、

cyclosporine-A 、 antithymocyte globulin 等;

針對抗纖維化反應之藥物，包括 D-penicillamine 、

colchicine 、 I F N-α 、 I F N-γ 、等;以及針對抗發炎

反應的皮質素類固醇 (Corticosteroids) 及非固醇抗

炎藥 (NSAIDs) 等(表二) [16 ， 40-41] 。雖然種類繁

多，惟限於缺乏大規模前瞻性之控制試驗，迄今仍無單一

之藥物或藥物之組合能提供一個滿意之頭後。因此有關硬

皮症的治療，今後仍有賴醫界及生物學家們之共同努力。
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表二. Current approaches to th~rapy for systemic sclerosis. 

Etììcacy in clinical trials 
Tn~ ，tl J11 ent tv1cchanism of action Examplcs Comments Uncontro l1ed Contrc,j lcd 
一一一一一一一
1. Vasodila lOr 

(a) Oral Calcium channel block己的: Nifedipine retard , diltiazem Response is idiocyncratic Yes 7 

AC、E inhibitors Captopril , cnalaprìl In DcSSc may hc rcnoprotectivc Yes 。
Othcrs Fish oil , vitamin E, epogam Ill 1l0CllOllS ä 巨ents wilh somc symptomatic Yes Yes 

bcnciìts 
(b) Intr且veno l1 S Pro滔tanoids Prostacyclin , PGE ßenelìt persists l1p to 4 montl詣， can be given Yes 

prophylaclically for winter-timc proteClion 
from digital l1 lceration 

2. Jml11 WIυ11l0dllIαlory 

(a) Non-selective immunosuppressives: Cyclophosphamid色， Particlllarly in lllng fibrosis Ycs No 
Chlorambucil, azathioprine Yes No 

(b) Selective immunosuppressiv叮叮 Cyclosporin-A Improves skin sclerosis (? increascs renal crisis) Yes No 
Antíthymocyte globulin Anecdotal b巴nefit Yes ? 

Plasmapheresis 
>-‘ Photopheresis Extracorporeal photoactivated 8-methylpsoralen Yes In proιress 
-l 

to inhibit activated T-cells 
Human gammaglobulin 

3. Alllifibrotic 
D-P巴nicillamine Inhibits collagen fibril cross-linking Yes 1n progress 
1nterfcron a: or y Re吐 LIces fibroblast collagen prod uction Yes ? 

Colchicin巴 Inhibits íìbroblast collagen rclcase Nojyes ? 

4. A I/ ti 呵 injlall/matory e 
Corticosteroids Prednisolone Beneficial for myostit時， arthralgia , lung disease Ycs 

Methylprednisolone 

NSAIDs For arthralgia, tendinitis, pericarditis 
Yes '" proven bencfit 
No '" proven no benefit 
? = inconclusivejconfiicling tcsults 

(摘錄自 Br J Rheumatol1995; 34: 3-7.) 



IF 制 s 是由單核球所分泌的干擾素，具有抗病毒

(Anti-viral) 、抗增殖 (Anti-proliferation) 及免疫

調節效果 (Immunomodulatory effect) ，目前應用

於治療慢性活動性肝炎 [42] 、 mutiple sclerosis 

【 43] 、 RA [44-45] 以及 discoid LE [46] 等。許

多文獻亦報告，無論在實驗室或臨床上， I F N 欄 α 對硬皮症

的改善確有療效【 41-49]
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第三章細胞m墓質問之阻抗感瀾器 (Electrical

C e 11 國 Substrate Impedance Sensor ， ECIS) 其

設計背景及其感獨特性

往昔研究細胞之行為或其形態之變化，多利用錄影、

緩時放影法 (Cinematographic time lapse 

metho圳，此方法之缺點為較費時，且其獲得之訊息多

麗亞觀之變化。迄至西元 1984年 Giaever 和 Keese

等人合作設計了一個新的生物活動監測器，方始能得微觀

之探討。其原理乃是利用交流電對細胞所產生的電阻訊號

來監測培養血上之細胞行為，此一技街稱為 r 細胞﹒基質

問之電阻抗感測法.JI (Electrical Cell-Substrate 

impedance Sensor) ，嚮稱為 ECIS 法【 50-62] 。

整個實驗設計的核心乃在於於在培養血上鍍上一層黃金薄

膜電極，然後將一定數目之細胞 (1 x 10 5 cells/cm 2 ) 

培養於其上，此時若供應一微蠶交流電壓，並連續測蠶其

阻抗變化時，即可觀察當細胞做著於培養血上或伸展時，

也於細胞本身會影響電流大小與方向，故分析其阻抗之改

變，即可定蠹士也得知細胞之形態與運動之變化。叉因阻抗

的變動極為敏感，故一旦外界之環境如溫度、酸鹼度、化

學藥物或其它生物環境扇子改變時，即可立即得知細胞形

態和運動之反應。另外根據報告，這些微電流對細胞本身
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之外形與分裂週期並無可測量得到之影響，因此 EC 15 

應是一種非侵入性之監測技術。

於此模式設計中，細飽必須以單層 (Monolayer)

生長於培養血上，荷表皮細胞、內皮細胞及纖維母細胞恰

好均具有此特性。如前所述，纖維母細胞於硬皮症的致病

機轉上佔有重要之角色，利用新發展之 ECIS 技街以感

謝硬皮症纖維母細胞之特性，應具有突破性。

至於細胞行為，其與基質問之交互作用一直有多方面

之研究。以纖維母細胞為例，其自懸浮之狀態附著到基質

上時，約需花 30 分鐘之時間，其後細胞會變扁，再伸展

開來。接著，利用細胞質內的細胞骨檔 (Cytoskeleton)

如微絲 (Microfilament抖，以每小時數微米 (Few

micrometers) 之速度向四周爬行。此種細胞之行動

(Motility) 常見發生於傷口癒合、細胞組織恆定之維

持、對抗外侵物質、或早期之胚胎發育中。

組織纖維化一般被認為是傷處過度修復之結果，因此

推論透過研究纖維母細胞的局部運動，應可獲得組織纖維

化之相關訊息。
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第四章材料與方法

(Materials and methods) 

第一節 ECIS 技術 (The ECIS technology) 

己如第三章之簡介， E C I S 於 1984 年由 Giaever

及 Keese 合作聞發以來，其裝置與模式已發展成研究細

胞微觀之生理反應與微運動中深具潛力之一種新技術

[50-62] 。於此就其有關之裝置、操作、理論與數據處

理法介紹如下。

~ 4-1-1 黃金薄膜電極之製作

(Gold electrode fabrication) 

黃金薄膜電種之製造，根據 Giaever 及 Keese 所

提出之方法【 62] ，整個系統含 5 個小培養血，每個培

養血中各鍍上一層厚 50 nm 、直徑 250 - 280 μm 

之寶形黃金薄膜電極(如圖 2) ，此電極再藉由另一個大電

極與一擴大器相連，阻抗之變化部由此線路記載至電腦

上。此外，培養血在最候製造完成之前，需以紫外線照射

12 分鐘以上，以使黃金電棍產生親水性，而能使細胞易

於附著。此電極之面積約 10- 3 cm 2 ，以如此微小之面

積，才能使細胞於其上所產生之阻抗變化呈現最大，而不

致於被培養基本身產生之阻抗所干擾影響。
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(a) 

Cross section 
in (b) 

(b) 

LARGE ELECTRODE 

WELLWAlL 

SMALL ELεCTRODE 

圈 2. Construction of the electrode system. 
(a) Alignment of cultivation wells with electrode. 
(b) Cross section of cultivation well and the 

electrode deposition. 
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~ 4-1-2 內裝擴大器及數據處理裝置

(The circuit connections) 

ECIS 之裝霞如圈 3 。它應用 4000 赫茲 (H z) 之

頻率及 1 伏特 (V) 之交流電壓，經過一百萬歐姆{ 1 關

(2 )之電阻器，以產生穩定的電流通過細胞，而於黃金薄

膜電極上產生之電位差，即使用數位化擴大器監測

(Lock-in amplifier) ，將所得之入相及出相(i n and 

out-of phase) 之電壓資料全部儲存至僧人電腦上，經

過分析處理，再將此些資料，根據需要轉換成各種電腦圖

形。電腦同時亦控制擴大器之電流輸出，並於實驗過程中

切換至不同電極記錄結果。

全套 ECIS 之設備包括 5-well gold fabricated 

plate {出 Giaever 實驗室所提供}、 digital lock-in 

amplifier (EG & G Princeton Applied 

Research Model 5301 lock-in amplifier) 、及

486 DX 圓 66 I B 綿 compatible personal computer 

等。

亦郎，於監測纖維母細胞微運動時，部將含黃金薄膜

電極之培養血，和 lock-in amplifier 與 PC 連接，

應用 1 V 、 4000 Hz 的交流電通過 1 間 Q 之電組器，以

供給穩定之電流，其裝置如圈 3及直是所示。
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三也一
SMALL GOlO 
ELECTROOE 

nSSUE CULTUR霞 MEDIUM
(ELECTROL YTE) 

LOCK-IN 
AMPL1F1ER 

PC 
DAT A ACQUISmON 
ANO PROCESSING 

LARGE GOLD 
COUNτER ElECTROOE 

圖 3. Schematic setup and block diagram of ECIS. 
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a 

b 

圈 4. 盡CI55e姆拉 (a)τhe lock-in amplifier and PC. 
(b)The 藍CI5 wells i時插C臨bator.
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~ 4-1 國 3 ECIS 感測之數學模式

(The cited model of ECIS) 

當細胞於電極上附著、伸展或移動時，因細胞膜之

故，它會阻礙電流之行進而產生阻抗變化。細胞的活動有

振幅大小，且隨時間而變，而根據 Giaever 等人的實

驗，這些阻抗變化主要基因於細胞腹面與基質問之平均高

度 h 隨著細胞活動而變動之結果。亦即，它即時反應著

細胞的"垂直運動 11 而有別於用傳統照相方法所偵測得知

之細胞 H水平運動 11 因細胞垂直運動之變化介於數個 nm

左右，肉眼無法觀察，因此吾人將之稱為細胞微運動

(Cell micromotions) ，其只能經由精密之 ECIS 技

術及電腦分析所測得;且藉由頻率掃描 (Frequency

scan) 之結果分析，倘能獲得細胞腹面與基質問之平均

距離 (h) 及相鄰細胞問連接處之平均阻抗 (Junct

i 0 n r e s i s t a n c e Rb )< 55] ，進一

步獲得細胞形態之相關訊息。

過去文獻指出，纖維母細胞並非完全平鋪地附著於基

質上【 63] ，它利用偽足抓住基質，亦郎，細胞腹苗和基

質之間存有一些距離( h )。當微量電流{約 1μam p) 

通過細胞時，系利用培養基作為電解質(以 DME臨為

例，其具有一定之電阻係數 ρ 認 540.cm)' 而電流所流

經之方向，經實驗數據與各種模型之電腦模式圖形互相配
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合調適之後，以 Two-parameter model 為最有可

能，也就是說，電流分別為穿過細胞或由細胞與基質問之

空隙穿出細胞間隙{厲的【 55]

///////X/////////// 

ELECTIlODEO\ 

，自---四月間-繭--

CELL 

v m 

司←dr→

一一不

h 

一止一

圈 5. A diagrammatic model for ECIS measurement. 
{摘錄自 Proc Natl Acad Sci USA 1991;88: 7896-7900.) 
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本研究乃是治局西元 1991 年 Giaeveer 和

Keese 所提出之模式{圈 5) ，並應用此一模式中所導出

於黃金薄膜電極上經細胞覆蓋之後所產生之骰抗變化之對

應公式( 1 卜 (2 )及( 3) ，進行電腦模擬【 55]

1 1 

Zç Zn 

式中

Zm 

Zn 2n 十 2m
一一一一一一+-------， 、

Zn+ZmγrÇ fo(γ~) / 1 1 \ 
一一一一一一 +2比、 i 一一+一- I 

2 I1 (γrç)\2n Zm! 

(1) 

叫 =rι~~ U" + ;J ~a~~" + ;m - -叫司 (2) 

叉

其中

IL \ 1/2 
αrc (ρ/h) 

C : capacitance of cell membrane 

1m (amp) : transcellular current through the cell surface 

In (amp) : total current across the cell-covered electrode 
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Rb (Q . cm2) : junction resistance betweeen adjacent cells over a 

unit cell area. 

Vm (volt) : potential inside the cell 

Vn (volt) : applied voltage across the cell 

Zc (Q . cm2) : impedance of the cell-covered electrode. 

Zm (Q . cm2) : membrane impedance of the cells. 

Zn (Q . cm2) : impedance of the cell-free electrode. 

h (nm) : mean height between basal cell surface and substratum. 

i : (-1 )1/2 

r : radius of electrode 

rc (μm) : mean cell radius. 

ρ(Q . cm) : resistivity of the cell culture medium. 

叉 10 and 11 are modified Bessel functions of the first kind of order 0 

and 1. 
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~ 4-1 闢 4 ECIS 感測數據之處理法

(Data analysis of ECIS) 

於使用固定頻率掃描記錄纖維母細胞微運動之同時，

也使用不同的頻率作頻率掃描 (Frequency scans) , 

由此可得到對應之阻抗變化，將之製成曲線園形，存於電

腦。其次，再利用上述模式的電腦程式分析，做數據裁配

(Data fitting) ，調整數個參數值，繪出電腦預測圓形以

符合實驗曲線。此中之參數包括 Rb 、 α 及細胞電容量

c 0 完成之後可得 Rb 和 α 值，再由公式 (3 ) 

α=rc{ρ Ih)1/2 ， 即可求得 h 1i霞。

另一分析法為 Fast Fourier Transform '可分析

隨機取樣和具振盪 (Oscillating) 特性的資料，由此可

得到任一持間內細胞微運動之資訊。在每次實驗中，必需

計算 5120 次之數據以繪出 Power spectra {為

Fourier coefficients 之平方}之圓形，據此所繪出

之對照曲線可更清楚地顯示出不同細胞微運動之差異

[58] 。
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第二節藥品與材料 (Reagents and materials) 

培養細胞所使用之藥品:

Dulbecco's modified Eagle mediume (DME 臨;

high glucose , with L-glutamine , 110 mg/L 

sodium pyruvate; without sodium 

bicarbonate; GIBCO) , 

Fetal bovine serum (FBS GIBCO) 

Antibiotic.;Antimyosin (prepared with 10000 

u/ml penicillin G sodium , 10000μ g/m I 

streptomycin sulfate and 25μ g/m I 

amphotericin B as Fungizone in 0.85% 

saline; GIBCO) 

PSN Antibiotic Mixture (prepared with 5 mg 

penicillin G , 5 mg streptomycin sulfate 

and 10 mg neomycin sulfate in 0.85% 

saline; GIBCO) 

0.05 0/0 Trypsin/0.53mM EDTA-4Na (In HBSS 

without Ca++ and 臨 g++;GIBCO)

0.25%τrypsin (In HBSS without Ca++ and 

制 g++;GIBCO)

Interferonα-2b (Schering Corporation , USA) 
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血清之來源:

本實驗所使用之血清包括一位正常人的血滑，以及數

位已經被診斷為具有自體免疫疾病病人之血淆。此些病人

中有一位罹唐、 5 LE '一位是 55 病人;另三位是硬皮症

病人，名字分別為 Huang 、 Tang 及 L i n '他

們都屬於瀰漫性皮膚硬化症，且根據臨床記錄觀察，以

Huang 之病情最嚴重，併發有心臟、食道、肺臟及腎臟

之侵犯; Ta n 9 次之，合{井有食道及肺臟之侵犯;而 Lin

則無合併內臟器官之疾患。

第三節儀器與器具 (Instruments)

器具包括 flask (Nunc) 、 24-well plate 

(Nunc) 、離心機(KUBOTA KN-70) 、棺位差顯微鏡

(ZE155 1003) 、恆溫培養箱( 3 7 oC , 5 % C 0 2 ; N A P C 0 -

6100) 、 Water Bath(MOOEL ， 05B 國 1000) 。

ECI5 系統(如前)。
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第四節實驗方法{臨的hods)

~ 4-4-1 皮膚來源、處理法及織維母細胞之培養

(Source of skin biopsy and culture of human fibroblasts) 

使用無菌技術將取自正常人之皮膚 (Foreskin) 以及

硬皮症病人硬化之皮膚(約 3吊 mm) ，於室溫浸泡於 10%

PS 純 3分鐘，然後移至 1 % PSN 再泡 3 分鐘消毒乾

淨，用 10號解剖刀將皮膚切碎，平均分裝至下25 flask 

內。接著將 fl as k 反面倒置，加入 5ml cDMEM 

medium (DME 如+ 10%FB5 + 1%PSN) ，培養於含

5% C02 、 37
0

C 的恆溫培養箱中，經 24 小時後將

fl a s k 小心置自正面繼續培養。當纖維母細胞長滿時

(Confluent) ，用 0.05 010 trypsin/0.53mM EDTA 

分拆細胞，並依句 :2 之 fl a s k 比例分裝。如前所述，於

本實驗中所使用之細胞為第 3 至第 6 代。

~ 4-4 輯 2 使用 ECIS 感測細胞阻抗及微運動

(Impedance and micromotion monitoring) 

使用 EC 15 惑測細胞阻抗及微運動之實驗，其一般

需要之細胞數目為每平方公分 1 x 10 5 個。將此數目之細

胞，先用含 10 0/0 FBS 之培養基使其完全穩定地閑著於

裝有黃金薄膜電極之培養血上，利用 ECIS 測量細胞但
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抗及微運動後，換成含 5 010 正常人血清的培養基繼續培

養， 24 小時後再測量一次其微運動，作為控制組，然後

再換成含 5% 病人血清的培養墓，於24小時後再湖之，

如此重覆上述步驟，每次約偵測 2-3 小時。而所有之操

作過程，細胞均持續培養在含 5% C02 、 37
0

C 的恆溫培

養箱中。細胞之種類有正常人及硬皮症病人之纖維母細

跑;而病人之血清則為硬皮症、 5LE 及 55 病人的血

清。本實驗之目的，在於利用 ECI5 技術感激硬皮症、

5LE 及 55 病人之血清對正常人或硬皮症纖維母細胞之

微運動所產生之影響。

~ 4.4 - 3 Interferon(IFNα-2b)對纖維母細胞微運動之影響

(Effects of IFNα-2b on fibroblast micromotions) 

以 4 -4-1 節之方法培養細胞，於加入 I F N α-2 b 前測

量其微運動 2 小時，其次於加入後 24 小時再測量其微

運動。在 5 個長滿細胞之 well 中，分別加入 I F N α-

2 b '所使用之濃度則分別為 0 、 100 、 1000 、 5000 及

10000 u/ml 0 實驗所用之細胞則為正常人或硬皮症之纖

維母細胞。另外，所有過程並均使用相位差顯微鏡觀察其

外形變化及生長情形。
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~ 4-4-4 數據之解析 (Data analysis) 

如前所述，經頻率掃描後，根據模式導出的公式{本

章 4 -1 -的，做電腦模擬找出適當之 Rb 、 α 及 C11麓，利

用電腦繪竄，並經由 Fast Fourier Transform 之計

算，得到 Power Spectrum 之對照曲線。
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第五章結果 (Results)

~ 5-1 硬皮症病人和正常人皮膚纖維母細胞之比較

(Comparison between normal and SSc fibroblasts) 

硬皮症病人與正常人皮膚之纖維母細胞，於形態上一

般並無任何差異{聞 6 a 、 b )。然出其初級組織培養

(Primary culture) 所需之時間觀之，前者開始生長之

持閱約需一個星期左右，於每三至四天更換新培養基之情

況下，數量增加仍極為緩慢，第一次長滿 (Confluent)

整倌下25 flask 之時間約需 40 天之久;而後者開始

生長之時間只要 4 天，其數量增加迅速，只需約一個星

期之時間即能長滿。此種起始生長不易之情形，推測應與

硬皮症病人之皮膚己產生纖維化、硬化之現象有關。

~ 5-2 細胞之如著與微運動

(Cell attachments and micromotions) 

將正常或硬皮症皮膚之纖維母細胞培獲至 3 個 6 代時，

以 1 X 10 5 /cm 2 之細胞濃度分拆至 EC 15 培養血中，啟

動 EC 15 系統。當細胞於培養基質上由懸浮狀態至附著

及伸展時，可獲得細胞對黃金薄膜電極產生電歷變化之圓

形。細胞開始培養之時間為 0 起算，當入相電位差達到

最大時，即表示細胞完全附著，正常纖維母細胞完全附著
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之時間大於 2 個小時， (闢 7a) ;而硬皮症纖維母細胞知

道常少於 2 個小時， (攝 7 b) ，品結果顯示硬皮症纖維母

細胞之微運動較諸正常之纖維母細胞明顯很多。

S 5-3 電腦模擬之資料分析

(Data analysis from cited model) 

根據 Giaever 提出之模式{圓的【 55] ，作電腦

模擬後，可獲知有關細胞形態之資訊。如前，把正常之纖

維母細胞培養在 EC 15 培養血中縛，以各種不同頻率掃

描後，得一實驗曲線，依 4斗 -4 節所述，再調擊 α 、 Rb

及 C {i竄出電腦程式給出間形，然後找出符合實驗曲線的

α 及 Rb (細胞間阻抗}值，進而由公式 α= rc (ρ 

I h ).1 12 得知細胞腹面與基質闊的平均高度 h 。一般我們從

調整 Rb 聞始，露 8 顯示當設定參數 α= 3.2 、電容 c

=2μ 引 cm 2 持 ， R b 為 0.2 、 0.5 、 1 、 3 、 5 0 . cm 2 

時，所造成之嵐形變化，當 Rb 增加時，低頻甚至之阻抗會

增加，而高頻區之阻抗會減少。圖 9 則顯式當 C=2μ FI

cm 2 、 Rb=0.80' cm 2 ，調整 α=1 、 2 、 3 、 4 、 5 時所

造成的關形變化。
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~ 5-4 細胞間隨抗 Rb 及細胞腹面與基質問之平均

高度 h (Rb and h levels) 

頻率掃描、調整參數後，針對正常之纖維母細胞，

可得園 10a 、 b 之圓形。關 10a 為標準化阻抗變化，鹽

10b 為標準化電容變化，裁配參數得細胞聞阻抗 Rb=

0.80. cm 2 、 α = 3.2 、 C=2μF/cm 2 、由估計 rc = 

2 晶 μm 及公式 α= rc (ρ Ih)1/2 (ρ=540.cm) ，可求

得細胞間與基質問之平均高度 h=303.75nm 0 至於硬皮

症病人之纖維母細胞，園刊 a 為標準化阻抗變化，圈

11b 為標準化電容變化， R b 為 2.70 . cm 2 ， α 

5.3 、 C = 1.7μF/cm 2 、估計 rc = 28μm' 求得 h 為

150.7nm 0 硬皮症之纖維母細胞顯然有較大之 Rb 及較

低之 h 髓。

~ 5..5 正常與硬皮症纖維母細胞微運動之比較

(甜icromotions of normal and SSc fibroblasts) 

欲觀察細胞之局部運動，需施予再000 Hz 、 1 V 之

交流電壓，如此可得到最大之訊號反應。置 1 2 為正常與

硬皮症纖維母細胞某一時段微蠹運動之比較。上面曲線為

硬皮症纖維母，細胞移動所造成之電壓變化，振幅改變明顯

比正常纖維母細胞{下面之曲線}移動所造成的為大，表

示硬皮症織維母細胞之微量運動，較諸正常之纖維母細胞
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大了許多。問時由其所產生之電位差高低比較，硬皮症纖

維母細胞亦大於正常，說與硬皮症纖維母細胞具有較大

Rb 之結果互相吻合。

~ 5 個 6 硬皮症病人血清對纖維母細胞之影響

{在何ects of SSc sera on fibroblast micromotions) 

為了瞭解硬皮症病人血清對纖維母細胞之影響，當使

織維母細胞培養於 ECIS 系統上詩，將含 10% FBS 之

培養基換為含 5% 正常人血清之培養基，經過至少24小

時之觀察後，發現不論是正常或病人之纖維母細胞，其形

態與微運動均不受影響。反之，當再將培養基換為含 5%

硬皮症病人血清之培養基時(病人 Huang) ，正常的纖維

母細胞其微運動明顯受到抑制，如圈 13a所示，下面之曲

線為正常之纖維母細胞在病人血清中之運動變化，電壓改

變振輔顯然變小;而由 Fast Fourier Transform 所

得之圖形 13 b '則更清楚顯示，正常的纖維母細胞於正常

入血清中之活動性(上面之曲線) ，較諸於病人血清中明顯

為大。此種抑制效果亦隨血清濃度自 5% 、 2.5% 、可%、

0.5% 呈琨劑量遞減，顯見硬皮症病人之血清內，定含某

種抑制國子之存在。反之，硬皮症的纖維母細胞於硬皮症

病人血清中之微運動，並無受到任何影響干擾。其比較如

表三。
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表玉. The effect of shift of medium on the 

fibroblast micromotions. ( * ) 
5hift of medium Micromotions 

Normal 5cleroderma 
fibroblasts fibroblasts 

DMEM+10% FB5 

DMEM+5% normal sera N.E. N.E. 

DMEM+5% 55c sera •• N.巳

DMEM+5% normal sera 

DME帥+5% 5LE sera N.E. N.E. 

DMEM+5% normal sera 

DMEM+5% 55 sera N.E. N.E. 

*悅巳: no effect; ••: activity reduced. 

~ 5 刁疾病活動性對纖維母細胞微運動之影響

(Influence of disease activity on fibroblast micromotions) 

實驗步驟向前，使用三個硬皮症病人之血清，觀察其

對纖維母細胞微運動之影響。結果顯示病情越嚴重者，其

血清對微運動之抑制越大，記錄如表囚。顯示硬皮症病人

血清對纖維母細胞微運動之抑制程度，與病人疾病之活動

性有關。
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表囚. The Inhibitory E軒的ts of Scleroderma Sera on Fibroblast 

蚓icromotions in Relation to Disease Severity ( * ) 

Patient Huang Tang Lin Normal 

Age 70 67 50 30 

Gender 制ale Female Male Male 

Skin affected Face,trunk, Face,trunk, Face,trunk None 

extremites extremies 

Involved Heart,lung, Lung.GI tract None None 

organs GI tract, 

kidney 

Micromotions +++ ++ 4• -“ 
inhibited by 

patient's sera 

* : Inhibitory effects observed from the data by the fast Fourier 

transform analysis. 
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§ι8 5LE 及 55 病人血清對纖維母細胞徵運動

之影響 (E仔:ects of 5lE and 55 patients sera on 

fibroblast micromotions) 

實驗步驟同前，觀察 SLE 及 SS 病人血清對纖維母

細胞微運動之影響。結果發現此兩種病人之血清，並無抑

制纖維母細胞微運動之能力(表三)。

!3 5 舟 子擾素 I F Nα-2 b 對纖維母細胞微運動之

影響

(Effects of IFNα-2bon fibroblast micromotions) 

將濃度分別為 G 、 100 、 1000 、 5000 、 10000

u/m I 之 I F N α-2 b 加入長有正常或硬皮症纖維母細胞之

EC IS 培養血中，測其對纖維母細胞微運動之影響，結果

記錄如表五。當其濃度為 100 u/ml 時，二者皆無影

響;而在濃度為 1000 u/ml 時，硬皮症纖維母細胞之微

運動明顯受到抑制，如圖 14a 中電壓改變振幅變小，及

圈可 4b 中 Power Spectrum 之比較曲線，均可發現

其活動性之降低。但當 I F N α-2 b 之濃度大於 5000

u 1m I 時，二者之活動性則均受到明顯抑制。於此同時，

藉由顯微鏡之觀察，在 I F N α-2b 1000 u/ml 之作用

下，二者之纖維母細胞均無形態之改變{圖 15a 、 b ;圖

16a 、 b) ;反之，當濃度為 5000 或 10000 u/ml 疇，
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細胞則有破裂、變形之情況發生{圈可 7a 、 b; 醫 18a 、

的。由此學結果可以獲知，於干擾素 I F N α-2 b 

1000u/ml 之作用下，正常纖維母細胞微運動及外形均不

受影響;而硬皮症之纖維母細胞則在其外形不受影響之狀

態下，減低了其微運動。

表五. The inhibitory effects of IFNα-2b on 

fibroblast micromotions. ( * ) 

Fibroblast 

micromotions 

IFNα-2b Normal SSc 

( u/ml ) 

100 制，巳 N.巳

1000 N.E. •• 

5000 ••• ••• 

10000 ••• ••• 

』巴巴巴圖自

*: N.E.: no effect; ••: activity reduced moderately; 

•••: activity reduced severely. 
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盟 6. Adhesion of fibroblasts on plastic substrata observed 
by phase-contrast microscope. (a)t這ormal fibroblasts;(b)SSc 
fibroblasts. (x 200). 
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a 

b 

圖嗨，時ormal 晶晶的bl鑫sts observed by phase-contrast 
microscope. (X 2色的. (a) Before addi的9 and (b) After 
tre的ing with IF輔臼耐2b 1000 口/即L
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b 

闡協. SSc fibrobl踏踏，特}器efore addi詞語囂的接

(b) After treati的9 with IF鋪位品b 1000 日/帥1.

53 



a 

b 

關17. 甜的研討問broblasts. (a) 器efore addh可誼民接
{叫 After treati的9 wi電話 IFr當 α-2b 5000 叫ml.
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a 

b 

圈嗨. SSc fibroblas鵲.但}串efore ad揖ing a諒晶

(b) After tre鑫ting with IF體臼個2b 5000 ul冊L
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第六章 討論 (Discussion)

由上面之實驗，可以摘要得以下結果:

1 硬皮症纖維母細胞之初級組織培養時摺較諸正常者為

長，而且生長緩慢，但於拆解細胞之過程中，它從懸

浮狀態至與基質問之前著時間，則比正常快速。此

外，其局部微運動亦較諸正常之纖維母細胞活躍。

2. 硬皮症纖維母細胞擁有較大之細胞問阻抗 (Rb=2.1

o . cm門，與較低之細胞平均高度(h=150.1nm) ; 

而正常纖維母細胞之 Rb 值則顯然較小為

0.80. cm 2 ，而其 h 11霞較高為 303.15nm 0 

3. 硬皮症病人之血清具有抑制正常纖維母細胞微運動

之作用，然此相同之血清對肉是硬皮症之纖維母細胞

則無抑制作用。

4. 硬皮症病人血清對正常纖維母細胞微運動之抑制效

果，與供應該血清之硬皮症病人之疾病活動程度成正

相關。

5. 5 lE 和 55 的病人血清對正常纖維母細胞之微運

動，並無抑制效果。

6. 干擾素 I F N α-2 b 於濃度為 1000 u/ml 時，對硬

皮症纖維母細胞之微運動有抑制效果，且不影響其外

形;相對之下，對正常之纖維母組胞並不影響其微運

動與外形。
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出土之結果証知，硬皮症病人與正常人之纖維母紹

施，於外形上雖無差異，但卻具有不同之生物特性。過去

的研究指出，硬皮症之纖維母細胞比正常的含有更大量之

第一和第三型的 collagen 及 fibronectin 、

glycosaminoglycan 、 prolyl 4 個 hydroxylase 等

【叭 -25 ]。亦有文獻報告，只有某些選擇性之細胞株落

才能大蠹表現 collagen '此乃困硬皮症纖維母細胞其有

其質性遺傳表型之緣故 (Heterogeneous phenotype) 

< 64-65] ，沛其此表型之纖維母細胞，可能在組織修復

之過程中，從仍為正常細胞之狀態，因受到各種

cytokines 之影響【 34-36] ，或於基因調節層次發生

變化 [38] 而被激活，因此成為活化型之纖維母細胞

[66-67] 0 Kirk TZ 等人則利用 α-smooth

muscle (sm) actin 之激定，證明此硬皮症活化型之纖

維母細胞為"肌纖維母細胞 11 (甜 yofibroblasts)

< 30] 0 Myofibroblasts 於其它疾病中亦曾被發現，

如膽道纖維化 (Biliary fibrosis) 病人之肝門纖維母細

胞 (Portal fibroblast剎那屬此型【 68] 。此外，也

於 myofibroblasts 其儷較豐富之微絲束

(Microfilament bundles) ，因此其亦具收縮結締組織

及實質器官 (Parenchymal organs) 之能力 [69] 。

而過去藉由三度空閑 collagen gel 系統之建立【 70-

71] ，亦使吾人得知纖維母細胞對基質之收縮拉力

(Retraction force) 與 α-sm actin 之存在有關
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< 72] ，因此，硬皮症纖維母細胞對 collagen gel 有

較大之拉力亦可想而知了【 73] 。於此同時， collagen 

9 e I 之收縮亦受細胞移動 (Cell migration) 之影響，

增加細胞之間之互動 (Cell-cell interaction) 可提高

此收縮力【 74] 。從本研究結果發現，硬皮症纖維母細胞

之微運動大於正常之纖維母細胞，推瀾此乃可能與

myofibroblasts 本身之細胞特性有關。目前已知細胞

之微運動與細胞之代謝患息相關 [57-58] ，但是，擁有

較明顯之局部徵運動，是否就代表具有較多之細胞間互動

呢?微運動與絕胞收縮力之闊的關係究竟為何呢?均需要

進一步之實驗驗證釐清。

過去 Giaever 等人研究 WI-38/VA13 cel 泊，其

乃正常人類肺臟纖維母細胞 WI-38 細胞株經 Monkey

cancer virus 感染之後所得之轉型 (Transformed)

細胞株。於培養血上預先加入合各種不同蛋白質之培養

基，再放入 WI-38/VA13 '結果發現以加入

fibronectin 之培養血中，細胞所產生之起始電壓增加

最快、最大，表示在此實驗中 fibronectin 為最能使細

胞附著之蛋白質{圈可 9) 【 51 、 54] ，此結果與使用其

它方法所得之情形互相吻合 [75] 。此外，為去除因各個

電極差異所造成之誤差，圖 1 9 中縱座標之館，為每館測

量之電位差除以原點(無細胞時電極之電位差}所得到的

標準化值{攏。 rmalized data) 。再者，由頻率掃描、電
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腦分析後，可得 WI-38/VA13 及 WI-38 之阻抗及電容

曲線如關 20 a 、 b [55] 。至於細胞徵運動所產生之電

壓變化曲線則如聞 21 [52] , WI-38/VA13 cells 引

起之電壓振驅變化較諮 WI-38 cells 為大，亦即前者之

局部微運動大於後者，此可能與癌細胞本身易於轉移之特

性有關。聽 21 c 也顯示經 Formalin 殺死的細胞並無

需壓之變化，可知電壓之改變的確基因於細胞運動所致。

而經過裁配參數之結果，可得 WI-38 和 W 卜 38/VA13

之 Rb 值分別為 0.35 和 1.1 {2 • cm 2 ;細胞腹麗與基

質問之平均高度 h 則分別為 113 n m 和 13.3 nm 

[55] 0 Rb 和 h 1i誼於細胞生物學上扮演之角色為何，

目前尚不清楚，據推測可能與組胞之種類、相鄰細飽問之

緊密接合程度或與細胞、基質問之附著有關。
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至於硬皮症纖維母細胞之 Rb 值較大、而 h {誼較小

於正常之纖維母紹胞，根據以上之推測，可能乃國二者分

屬不同亞型之故，而 Rb 值愈大，可能基囡於細胞間之接

觸愈趨緊密之故 h 值則可能與細胞之附著有關，硬皮症

纖維母細胞囡具有旺盛之代謝程度而較活躍之故，因而可

能能較深入地附著於基質中，所以其 h 值相對顯得較

低。由硬皮症與正常的纖維母細胞及 W卜 38 和 W卜

38/VA13 各擁有不同之 ßb 及 h 值判斷【 55] ，未來

利用 ECIS 系統，當可辨認各個細胞之形態特性，同時

也對細胞運動、細胞閑之訊息傳遞以及疾病之致病機轉，

提供一個新的研究領域。

ECIS 感測系統靈敏度極高，對外加之環境條件改

變，能立顯反應。當移去培養基中之 glucose 成分縛，

細胞引起之電壓變化轉小;當再度加入 glucose 後，電

壓振幅變大，可見細胞之徵運動與細胞之代謝息息相關

[57 祖 58] 。溫度亦會影響細胞微選動， WI-38/VA13 

於 27 0C 之環境下明顯比在 37
0

C 中安靜【 58] 。而當

pH fi誼升高或 Ca 2 + 離子濃度下降峙，則會使細胞憫之阻

抗 (Rb) 受到影響而減少[ 60] 0 另外如加入

τhrombin 至內皮細胞中，亦將導致其 Rb 變小

【 56] 。而血清中之成份如何影響纖維母細胞之徵運

動，以下將作進一步探討。
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血清中含有非常多的物質，特別從硬皮症病人之血

清中，可檢出有些國子較正常者為高，如 CD4+ 、

CD25+ 、 C D71 +、 HLA-DR la 、 IL-2 、 soluble IL-

2 receptor 、 IL-4 、 IL-6 及 TNF ﹒ α 等【 76-79]

i比些因子之升高，代表免疫反應已被激活而使得 T 淋巴

細胞處於活化狀態。自淋巴細胞的活化，則可從

Gamma globulin 、 IgG level 及血清中含有各種自體

抗體看出端倪【 80] 。此外，著名的促纖維化囡子翩翩

TGF-β ，於血清中亦有較高濃度 [81-82] 。而代表血

管壁受傷使得內皮縮胞受損或活化後釋放出的因子，則包

括 von Willebrand factor antigen [83] 

endothelin 【 84] 、 thrombomodulin [85] 、 T 個

PA [86] 、 endothelial leucocyte adhesion 

m 0 I e c. u I e 1 (E L A 臨 -1 )【 87] 、 intercellular

adhesion molecule 1 (ICA 棚 -1 )【 88] 等

。另外 β"的 romboglobulin [89] 和 platelet

factor 4 [90] 之血清濃度升高，與 PDGF 於病社皮

膚之表現增加，則顯示血小板的處於活化狀態、【 34] 。至

於纖維母細胞，由其在血清中之代謝產物含量升高，如

plllNP [91] 、 laminin PI fragments < 92]

hyãluronate [93] 及 prolyl 4-hydroxylase 

[25] 等，則可知纖維母細胞己處於活化狀態。
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已知此中有些國子對皮膚纖維化有以下之影響:

刊 )PDGF 會促進纖維母細胞之生長;

(2)TGF ﹒ β 乃為纖維母細胞之趨化性因子，其同時也

促進 collagen 和其他問質蛋白黨之大量增生

[ 94] ，不過，它卻抑制纖維母細胞之增麵

(Proliferation) 

(3)IL-1 、 IL-4 則問時具有促進纖維母細胞增殖和

collagen 增生之作用【 95] 反之，

(4) I F 姆 "γ 抑制上述三種作用【 96] ，同時其亦其抑制

細胞移動和趙化性之能力 [27] ，不過，它在硬皮症

病人血清中之濃度卻反而降低 [79]

從本實驗結果中，發現硬皮症病人的血清對正常纖維

毋細胞之微運動真有抑制作用，據以推知於此血清中，應

有某種抑制因子之存在，且由 5LE 和 55 病人之血清不

具抑制作用判斷，此抑制因子應具有專一性，為硬皮癒病

人所特有。然而，其究竟為上述所記載之血中成分之一亦

或為許多因子之加成作用，仍待進一步確認。過去文獻報

告，硬皮症之病人血清具有 Endothelial cytotoxic 

activity' 能抑制內皮細胞之遷移{悶 igration)

[97] 從硬皮症之病人血清中純化出之 I 9 G' 則具抑

制 topoisomerase I 之功能 [98] 而當 TNF 與

IL-1 或 I F N - y 同時作用在纖維母細胞時，則有抑制其增

殖之作用【 99] 不過培養於硬皮症病人血清中的纖維母
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細胞，其生長曲線卻意外的不受影響【 100] 。此外，若

出纖維母細胞表面接受體之立點觀之，硬皮症纖維母細胞

之細胞表面目前確知已有 ICAM-1 [101] 、 I L-1 接受

禮之表現 [102] ，表示 T 細胞與纖維母細胞之間之溝

通頻繁 [103] 而有 β1 、 α1 、 α3 、 α5 integrin 

的表瑰，則顯示硬皮症纖維母細胞易與 collagen 、

fibronectin 及 laminin 等閑著【 33] 。然儘管如

此，目前吾人仍只能推論抑制園子的確存在，其本質究竟

如何，仍待進一步實驗驗證。

此外，有一結果亦值得探討，即硬皮症的病人血清對

硬皮症纖維母細胞之微運動，並無抑制作用，此結果與過

去之文獻互相呼應。報告指出，相對於正常之纖維母細

施，硬皮症病人的纖維母細胞不因 TGF-β 之存在，而

增加對間質蛋白質之附著能力【 104] ，對其它三支援國子

如 POGF 、 EGF 或 cytokines 如 Oncostatin 臨

等，也豈不反應狀態 [105-106] ，此種現象顯示硬皮症

織維母細胞在本質上，經長期處於這些問子作用之環境

下，已表現出一種活化的狀態了。

如前文所述，某些代表免疫反應、內皮細胞、血小板

及纖維母細胞被激活後所釋出之扇子，據研究亦反應疾病

之活動程度【 107] ，其中以此 -2 、 sIL-2R 、 ICA 臨-

1 、臣 -selectin 及 P-selectin 等特別明顯 [108-
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111] ，其於血清中之濃度升高，反應著硬皮症病人之皮

膚侵犯程度越大、罹病時間越長、或是疾病正處於活躍之

發病時期。而從本質驗結果中得知，硬皮症病人血清對纖

維母細胞微運動之抑制程度，恰好與病人之疾病嚴重程度

成正相闕，由此觀之，病人病情越重，其抑制因子之抑制

效果越大，或是數量越多。囡此纖維母細胞微運動受血清

抑制之程度，吾人認為亦可作為疾病活動之標記

(Marker) 之一。

至於治療硬皮症方面，迄今尚無有效之根治方式，有

關這方茁藥物之研究，大部份乃是針對其可能之致病機

轉，亦即從抗結締組織之纖維化著手，干擾素 (1 F N) 乃

為其中之一。其中尤其是 I F N γ 和 I F N α ，透過其

Anti-proliferative 及 Immunomodulatory

effect 之機制，當其作用於纖維母細胞之培養縛，可以

明顯地減少細胞之增頰，降低 collagen 之生成，以及

減低 proα 刊 1) collagen mRNA 之表現 [47-48 ' 

竹 2] 。其中以 I F N γ 之效果較強，於濃度 100 u/ml 

時即有明顯作用;而 I F N α 則在濃度 1000 u/ml 時顯

出明顯效果【尋 8] 。過去文獻中藥物作用細胞之時間大部

分為 3..4 天左右，但利用 EC 15 系統則可縮短至 24 小

時內獲知藥物效果。從實驗結果中發現，經過 2是小時的

作用， 100 u/ml 之 I F Nα-2 b 並不影響硬皮症及正常

纖維母細胞之微運動;而當藥物為 1000 u/ml 之濃度
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時，則明顯抑制硬皮症纖維母細胞之微運動，正常細胞則

反之不受影響。於此同時透過相位是顯微鏡之觀察，上述

之織維母紹胞於形態上並無發生改變。然而當 I F N α-2 b 

之濃度大於 5000 u/ml 時，二者不但在微運動上受到明

顯抑制，且其形態亦發生了變形、破裂。由此可得幾點結

論:

(1 )對纖維母細胞而言， I F N α-2 b 於濃度 1000 u/ml 

以下，應屬安全劑量範閻;

(2)應用 ECIS 技術於微運動之測麓， I F N α-2 b 對纖

維母細胞之作用可提前至 24 小時得知;

(3)纖維母細胞之微運動可作為藥物作用之指標之一;

(4) 雖然 I F N α..2 b 抑制纖維母細胞徵運動之分子機制

尚不明瞭，但根據臨床及基礎之研究【訓， 47 .. 

49] ，加諾本實驗之印證，可推知 I F Nα-2 b 能夠

抑制硬皮症纖維母細胞旺盛之代謝活力，其對硬皮症

纖維化之改善，應其效果。
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第七章結論 (Conclusion)

本研究獲致幾項結論:

( 1 ) .硬皮症纖維母細胞之局部微運動及代謝活力較諸正常

之織維母細胞活躍;

(2)硬皮症織維母細胞具有較大之細胞問阻抗 (Rb=2.7

{2 • cm 刊，與較低之細胞平均高度 (h=150.7nm) ; 

而正常織維母細胞之 Rb11誼顯然較小(為 O.80.cm 仆，

沛其 h 值則顯然較高(為 303.75nm) ; 

(3)硬皮症病人之血清中具有某種抑制因子，因而能抑制

正常織維母細胞之微運動，且其抑制效果，與供與該

血清之硬皮症病人之疾病活動程度成正相關。然囡硬

皮症纖維母細胞長期處於激活狀態，故此相同之血清

對肉是硬皮症之纖維母細胞反無抑制作用;

(4)干擾素 I F N α-2 b 對硬皮症纖維母細胞之微運動及代

謝活力具抑制效果，其對硬皮症之治療應屬有效。

誠然，硬皮症之產生極為複雜。但混過對其瞭解，對

人體許多疾病的部分致病機轉卻有見微知著之效果，如肝

硬化、糖尿病腎病變、肺纖維化等，其共同特徵即為結締

組織之纖綠化【 7] ，而扮演此主要角色剝為纖維母細

胞，縱觀其增聽、基因表現、 collagen 增生以及發炎反

應中 GF 、 cytokines 之影響，實已灑蓋了纖維化成園

中之最重要部份。而於此篇論文中，吾人提出另一種研究
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技街"“ EC 時，對纖維母細胞進行細胞行為之探討，並研

究硬皮症病人血清對其微運動之影響，此所得結果，則為

另一研究領域之開端，吾人深信，藉由對纖維母細胞生物

特性之瞭解，能有助於瞭解硬皮症之致病機轉，從而尋求

可能之治療途徑。
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