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摘  要 

研究目的  探討不同原因導致之肝硬化合併門脈高壓，肝臟組織產生

之細胞激素會有何種異同。 

研究背景 肝硬化是一種廣泛性的纖維化及再生性結節的病理變

化，在臨床上的表徵包括肝功能衰竭和門脈高壓，而衍��的併發症則

包括肝腦病變、腹水及自發性細菌性腹膜炎、肝腎症候群、肝肺症候

群及靜脈曲張出血等。肝臟纖維化是肝硬化的前軀性病理變化，它涉

及好幾種類型的細胞、生長因子及細胞激素等。細胞激素中如甲型腫

瘤壞死因子 (TNF-α) 、乙型變形生長因子(TGF-β) 、丙型干擾素

(INF-γ) 及間白質-10 (IL-10) 等皆可能扮演了重要的角色。 

研究方法 雄性Sparague-Dawley大白鼠以隨機分組分別接受門靜脈

結紮（PVL組，n = 12）、總膽管結紮（BDL組，n = 14）及「假裝手

術」（sham組，n = 16）。PVL組在術後二週及其餘在術後六週取出肝

臟組織並貯存於−70°C。抽取肝臟組織之 RNA 後以即時聚合�J連鎖

反應分析肝臟組織的TNF-α、TGF-β、IFN-γ及 IL-10等細胞素激mRNA

的含量，並以 actin mRNA為肝臟組織 RNA含量的對照。 

研究結果 三組大白鼠（PVL 組、BDL 組及 sham 組）肝臟組織之

actin mRNA以即時聚合�J連鎖反應檢測所需之週期數依次為 24.32 ± 

1.17、24.78 ± 0.96及 25.29 ± 0.81；TNF-α mRNA所需之週期數依次

為 30.31 ± 1.34、29.40 ± 1.95及 31.61 ± 1.38；TGF-β mRNA所需之週

期數依次為 24.00 ± 1.49、23.48 ± 1.36及 23.95 ± 0.94；IFN-γ mRNA

所需之週期數依次為 35.93 ± 0.95、37.16 ± 0.78及 37.51 ± 0.86；以上

各種 mRNA的含量在三組之間並無統計學上的差異。惟 IL-10 mRNA

所需之週期數依次為 23.61 ± 1.28、30.01 ± 1.35及 24.47 ± 1.72，其中
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BDL組 IL-10表現量有意義地低於其他兩組（p＜0.05）。 

結    論 本研究的結果顯示，BDL大白鼠與 PVL大白鼠肝臟組織

TNF-a的基因表現在 PVL及 BDL大白鼠雖有上升，但未達統計學上

的顯著差異；而 TGF-ß及 IFN-?的基因表現亦未如預期的增加。至於

IL-10的基因表現在 BDL大白鼠則是顯著地下降，其中涉及之機制及

在臨床上之意義仍有待進一步之探討。 
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Abstract 

Aims   To evaluate the discrepancy of cytokine gene expression 

between animal models with different mechanism of portal hypertension. 

Background Liver cirrhosis is a disease entity characterized by diffuse 

fibrosis and nodule formation. The clinical manifestations of cirrhosis can 

be divided into two categories: hepatic failure and portal hypertension. 

The complications of liver cirrhosis include hepatic encephalopathy, 

ascites and spontaneous bacterial peritonitis, hepatorenal syndrome, 

hepatopulmonary syndrome and variceal bleeding. Hepatic fibrosis is a 

complex process that involves in several cell types, growth factors and 

cytokines. It has been reported that tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), 

transforming growth factor-beta (TGF-β), interferon-gamma (IFN-γ) and 

interleukin (IL)-10 may play important roles in the development and 

progression of liver cirrhosis.  

Methods Male Sparague-Dawley rats were randomly divided into 

three groups to receive portal vein ligation (PVL group，n = 12), bile duct 

ligation (BDL group, n = 14) or sham operation (sham group, n = 16). 

Liver tissue of the rats were obtained 2 weeks after PVL or 6 weeks after 

BDL or sham operation and stored at −70°C. After the RNA was 

extracted, mRNA of TNF-α, TGF-β, IFN-γ and IL-10 were detected by 

real time-polymerase chain reaction (PCR). Actin mRNA in liver tissue 

was used as control.  

Results The numbers of PCR cycles needed to detect the actin mRNA 

in the three groups (PVL group, BDL group and sham group) were 24.32 

± 1.17, 24.78 ± 0.96, and 25.29 ± 0.81, respectively (p > 0.05); those 

needed to detect the TNF-α mRNA were 30.31 ± 1.34, 29.40 ± 1.95, and 

31.61 ± 1.38, respectively (p > 0.05); those needed to detect the TGF-β 
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mRNA were 24.00 ± 1.49, 23.48 ± 1.36, and 23.95 ± 0.94, respectively (p 

> 0.05); and those needed to detect the IFN-γ mRNA were 35.93 ± 0.95, 

37.16 ± 0.78, and 37.51 ± 0.86 respectively (p > 0.05). The number of 

PCR cycles needed to detect the IL-10 mRNA in the BDL group (30.01 ± 

1.35) was significantly greater than those of the PVL group (23.61 ± 1.28) 

and of the sham group (24.47 ± 1.72) (p < 0.05). 

Conclusions The TNF-α gene expression in BDL rats and PVL rats 

tended to be increased, however, it was not significantly different from 

the control group. Both the TGF-ß and IFN-? gene expressions were not 

increased as our expectation. In contrast, the gene expression of IL-10 in 

BDL group was markedly decreased as compared with the PVL group 

and the sham group. Further investigation is necessary for evaluation of 

the mechanism of this particular finding.  
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第一章 前 言 

第一節 研究緣起 

一、台灣地區肝硬化之流行病學 

台灣是 B型肝炎的盛行區，成年人口中約百分之十五到二十為

慢性 B型肝炎帶原者，估計約有三百萬人口〔1,2〕。此外，C型肝炎

在台灣地區亦相當常見，在都會區盛行率約一般人口的百分之一到二

〔3–5〕。南部偏遠及沿海地區盛行率超過百分之十，而且有 C 型肝

炎村的存在〔6,7〕。統計中國醫藥學院附設醫院從八十九年一月至九

十一年六月，肝癌確診病例 123例，其中 B型肝炎佔 56.1%，C型肝

炎佔 28.5%，B型肝炎合併 C型肝炎者為 3.3%〔8〕。依據衛生署 91

年統計慢性肝炎及肝硬化佔我國十大死因第六位，死亡人數共 4795

人。肝硬化併發門脈高壓及其併發症的研究始終是國內肝病醫學主要

的研究課題。 

 

二、肝硬化之臨床表徵 

肝硬化可依據其致病原因、型態及病程的不同而作分類；致病

原因大致可分（1）藥物及毒物、（2）感染:包含 B型肝炎及 C型肝炎、

（3）自體免疫、（4）代謝疾病、（5）膽道阻塞、（6）心血管疾病、（7）

其它少見的原因。其型態的分類可分為小節結性肝硬化、大節結性肝

硬化及混合型肝硬化〔9–12〕。小節結性肝硬化其定義為肝臟內呈現

的結節全部或大部份小於三毫米，大部份發生於慢性酒精性肝炎者，

其他包含鐵色素沉著病，及膽道阻塞。大節結性肝硬化，結節的直徑

大部份大於三毫米，常發現於慢性病毒性肝炎及自體免疫性肝炎。混

合型肝硬化，為小節結與大節結比例大致一樣〔13〕。 



11 

臨床上肝硬化可分代償性肝硬化及非代償性肝硬化。肝硬化的

症狀是漸進性的進行，早期及後期的症狀沒有一定的界線。肝硬化患

者在臨床上常見的症狀包括倦怠、體弱、厭食、腹脹、噁心、搔癢、

缺乏耐性和性功能衰退等。在身體檢查可發現黃疸、蜘蛛斑（spider 

angioma）、掌紅斑（palmar erythema）、白指甲、舌紅而平滑、男乳

女性化（gynecomastia）、皮膚抓痕、出血點及紫斑等。此外，還可發

現肝臟腫大或萎縮、脾臟腫大、腹部表淺靜脈怒張、腹腔積水、水腫、

吐血、血便、茶色尿、灰白糞便，以及神經精神症狀等﹝14﹞。 

除上述臨床表徵外，肝硬化伴隨之併發症包括：肝腦病變（hepatic 

encephalopathy）、腹水、自發性細菌性腹膜炎（spontaneous bacterial 

peritonitis），肝腎症候群（ hepatorenal syndrome）、肝肺症候群

（hepatopulmonary syndrome）及胃食道靜脈曲張出血等，常是造

成肝硬化患者死亡的原因。 

 

三、肝硬化之致病機制 

肝硬化在病理學上主要包括兩個瀰漫性的變化：（1）纖維化、（2）

再生結節形成。這種病理學上的變化若持續惡化，將會導致兩個結

果：（1）肝功能衰竭、（2）門脈高壓（portal hypertension）。 

其中肝功能衰竭的機制是較容易理解：在肝臟受到長期的損

傷，肝細胞再生的速度比不上損耗的速度，加上瀰漫性纖維化阻礙再

生的過程，引致具有功能的肝細胞日益減少。當肝細胞數量減少至不

足以維持正常新陳代謝時，便出現肝功能衰竭的情況。如白蛋白製造

不足引起低白蛋白血症（hypoalbuminemia）而導致腹水產生和水腫；

膽紅素（bilirubin）來不及代謝而堆積體內引致黃疸；來自腸道的神

經性毒素無法排除而造成肝腦病變。但在近年的研究發現，肝硬化的
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各項併發症並不是單純由肝功能衰竭所引起，而是全都涉及門脈高壓

﹝15﹞。 

門脈高壓之形成，在傳統之觀念上認為主要是由於肝臟發生瀰

漫性的纖維化及再生結節造成組織架構受到扭曲，因而阻塞門脈系統

的血流，繼而導致門脈壓力上升。由於壓力的傳遞，引起下列各種效

應：（1） 脾臟長期充血而逐漸腫大並功能亢進，白血球和血小板降

低；（2）產生側枝循環（collateral circulations），包括可引起致命性出

血的胃食道靜脈曲張；（3）門脈及腸繫靜脈血流之流體靜壓

（hydrostatic pressure）增加而使腹水的產生；（4）發生門脈全身分

流（portal-systemic shunting）而導致肝腦病變。 

雖然上述有關門脈高壓之病理生理學變化在肝硬化的發病原理

（pathogenesis）仍然扮演重要的角色，但近十餘年的研究顯示，其

由涉及的機制除了肇因於結構上的改變之外，還涉及一個功能性之血

管活性機制造成肝臟血流阻力的上升。有人認為肝竇狀隙（hepatic 

sinusoids）的直徑係由β-2接受器（receptor）所控制﹝16,17﹞；門靜

脈和上腸繫靜脈（superior mesenteric vein）則對可以造成血管收縮的

S2-serotoninergic agonists 特別敏感﹝18﹞。而實驗證明，肝內血管的

阻力可藉由不同的血管擴張劑（vasodilators），如 nitroprusside、

papaverine 及 isoproterenol等，予以降低﹝19﹞。因此，肝竇狀隙及

小靜脈周圍之肌纖維母細胞（myofibroblasts）的收縮張力（contractile 

tone）與門脈高壓應有關聯，而正麻黃鹼（norepinephrine）、substance 

P、凝血?（thrombin）、第 II型血管收縮素（angiotensin II）及內皮

素（endothelins, ET）等物質皆可影響此等細胞的收縮張力﹝20,21﹞。 

內皮素同時具有 autocrine 及 paracrine 的特性，其接受器有兩

種：（1）ETA：主要在平滑肌細胞上，受刺激後產生血管收縮的效應。
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（2）ETB：可存在於幾種不同類型的細胞，各具不同的效應。如在

血管內皮細胞上的 ETB受到刺激，便會釋出一氧化氮（nitric oxide, 

NO）而引起血管擴張；相反地，若血管平滑肌細胞或肌纖維母細胞

之 ETB 被刺激，則會如 ETA 受到刺激一般，直接引起血管收縮

﹝22﹞。門脈高壓患者因內皮素同時作用於兩種接受器而引致血管收

縮﹝23﹞。而肝硬化病患不但 ETA及 ETB都會增加，內皮素的分泌

也由於受到變形生長因子（transforming growth factor, TGF）及腫瘤壞

死因子（tumor necrosis factor, TNF）等細胞激素（cytokines）的刺激

而增加而致病人血漿的內皮素濃度上升﹝24–26﹞。然而，內皮素在

門脈高壓的發病原理中是否扮演某些角色，仍有待商榷﹝27﹞。 

近年來 NO在門脈高壓的發病原理佔有非常重要的地位。NO是

藉由 NO合成�J（synthase，簡稱 NOS）催化 arginine成為 citrulline

而產生。NOS可分為兩型：（1）基本型 NOS（constitutive NOS, cNOS）：

這是一種依賴 calcium-calmodulin 的合成�J，負責合成生理所需之基

本量的 NO，以調節血管的張力。這類型的 NOS 主要位於神經原細

胞（稱為 NOS I、neuronal NOS或 nNOS）及血管內皮細胞（稱為 NOS 

III、endothelial NOS或 ecNOS）。（2）誘發型 NOS（inducible NOS, 

iNOS）：這是一種不依賴 calcium-calmodulin 的合成�J﹝28﹞，它是

在巨噬細胞等受到內素素（endotoxins）、干擾素-γ（interferon-gamma, 

IFN-γ）、TNF-α及其他細胞激素的作用而產生。而 cNOS也會受到缺

氧、細胞激素及可增加胞質內鈣離子的因子所調節。NO的半衰期甚

短（只有 20 至 30 秒），它能自由地擴散通過胞膜來活化 guanylate 

cyclase生產 cGMP，繼而引起平滑肌的舒張。 

由於 NO 可令血管平滑肌鬆弛而具有減緩肝內血管阻力的功

能，故對肝臟（特別是硬化的肝臟）是具有保護作用的。而硬化的肝
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臟其 NO在局部的生產受阻，而導致肝內血管收縮的代償機制發生障

礙。而 NO 的減少乃源自血管內皮細胞的 ecNOS 活性降低

﹝29–31﹞。由於肝內血管收縮的因子（如 ET）及血管舒張的因子（如

NO）之間的平衡狀態發生改變，因而導致肝內血管阻力增加。 

雖然肝硬化患者肝內血管阻力增加，但自內臟血管流入肝臟的

血液流量卻反增不減﹝32–34﹞。因此，有學者認為內臟血流增加才

是門脈高壓的主要致病機制，此一學說被稱為「門脈高壓之往前流動

原理」（forward flow theory of portal hypertension）。在正常的肝臟，內

臟血管必須增加四至八倍オ可能讓門脈壓力上升﹝35﹞，但若在肝內

血管阻力稍升時，門靜脈血流的增加便可引致門脈壓力也跟著上升。

而長期的門靜脈血流增加可能會損及竇狀隙內皮細胞，造成阻力更

大。 

而內臟血流增加的原因是由於內臟、脾臟、腸繫及小動脈等處

血管之阻力降低的結果，這種情況也在高血流動力循環症候群

（hyperdynamic circulatory syndrome）扮演一定的角色。此一症候群

的特色為心輸出率增加而全身血管阻力降低﹝36﹞，其發病原理則是

涉及神經性、生物激素性及局部性的機制﹝37﹞。肝硬化患者腹水形

成的機制被稱為「周邊動脈擴張原理」（peripheral arterial vasodilatation 

theory）﹝38﹞，是述說在發生門脈高壓時，患者的周邊動脈會擴張

而導致中央血容積不足，除血管收縮系統被活化之外，腎臟會啟動留

鈉留水的機制，最後便造成過多的水分留在體內。又因體內水分過

多，在患者平躺時可造成心臟之 preload增加，再配合 afterload的下

降，心臟輸出率因而增加。 

涉及肝硬化周邊動脈擴張的可能物質包括：升血糖素

（glucagon）、前列腺素（prostaglandins，如 prostacyclin）、組織胺
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（histamine）、腸道血管活性胜（intestinal vasoactive peptide, VIP）、

substance P、cholecystokinin、雌性激素（estrogens）、氨、內毒素、

adenosine、膽酸、NO、α-calcitonon gene-related peptide、adrenomedullin

及血管內皮生長因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）等

﹝39–48﹞（表 1）。其中以升血糖素、VEGF、前列腺素及 NO 等研

究得比較詳細。 

肝硬化患者血中的升血糖素濃度會上升，患者的全身性血管擴

張有 25至 40%的部分是因升血糖素濃度上升所致，其主要作用為減

緩血管對內生性血管收縮物質（endogenous vasoconstrictors）的反應

﹝49﹞。臨床上使用生長激素釋放抑制因子（somatostatin）或其類似

物 octreotide來治療門脈高壓造成之胃食道靜脈曲張出血，部分作

用機制就是透過抑減升血糖素而達成﹝50﹞。 

Prostacyclin （prostaglandin I2，PGI2）是一種由血管內皮細胞分

泌的內生性血管收縮物質，在肝硬化時產量也有增加﹝51﹞，而動物

實驗也顯示腸繫血管組織的第一型環氧化�J（cyclo-oxygenase，COX）

表現增加﹝52﹞。如以 indomethacin 抑制 PGI2的產生可改善高血流

動力循環、減少內臟血流及降低門脈壓力﹝52–54﹞。 

近年 NO 在肝硬化患者內臟血管擴張的角色已受到研究者的重

視。門脈高壓的肝硬化患者內臟血管之 cNOS及 iNOS均上升而導致

NO的產生增加﹝43﹞。因此，NO在肝硬化患者的全身循環中上升，

但在肝內循環中卻是下降。研究顯示，肝硬化合併腹水的老鼠長期給

予 NO抑制劑會將其高血流動力循環狀況完全更正過來﹝55﹞，但卻

不會改變門脈壓力﹝56﹞。這是由於抑 NO合成不但減少內臟動脈的

血流，同時更增加肝內門靜脈的阻力，兩者相互抵消所致。因此，

NOS 抑制劑似乎不宜用作治療門脈高壓之併發症。而另一方面，雖
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然 NO在肝硬化內臟血管擴張扮演重要的角色，但由於血流動力的變

化乃涉及多種血管活性因子，當使用葯物抑制其中之一時，其他會發

生代償作用而抵消其作用﹝57﹞。 

這些物質之中，如升血糖素、adenosine 或甚至 NO，其作用機

制亦有涉及降低血管對兒茶酚胺（catecholamines）及第 II 型血管收

縮素引發之血管收縮作用﹝42,47,58,59﹞。 

肝硬化患者本身會呈現自主神經的缺陷而循環系統對壓力的改

變反應不全。因此，周邊血管擴張涉及的機制除了因有許多令血管擴

張的物質存在之外，血管對血管收縮劑的低反應度（hyporeactivity）

也可能是原因之一。而低反應度很可能與接受器親和性的改變、接受

器的往下調節（down-regulation）或不同的後接受器（post-receptor）

路徑缺損有關。 

 

四、細胞激素的生物學角色﹝60–62﹞ 

人類的細胞激素目前已知超過 200種，是一群具有 autocrine或

paracrine 作用而效力極�的小型蛋白（約 8至 80kDa），參與免疫系

統各項功能（包括發炎、對抗病毒感染、特定 T淋巴球及 B淋巴球

細胞系的增生及分化的調節）中的細胞外訊號傳遞網絡。由於各種細

胞激素是在免疫學、病毒學及血液學等不同的研究領域中被發現，因

而有不同的名稱，如介白質（interleukins, IL）、干擾素、TNF、生長

因子（growth factors）、菌落剌激因子（colony stimulating factors, CSF）

及化學素（chemokines）等。由於同一種細胞激素可作用於不同的細

胞並發揮不同的功能（如 TNF-α可促進白血球的黏著及移動、調節巨

噬細胞的活化及免疫反應、調節造血及淋巴球的發展），而好幾種細

胞激素會具有相同的功能（如 IL-1與 TNF-α有許多共同的功能），再
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加上它們很少單獨地產生及單獨地作用，故對於細胞激素的研究及釐

清各種細胞激素的生物學角色並不容易。 

而在人類或動物體內，細胞激素網絡的調控是經由下列途徑：

（1）個別細胞激素的產生是短暫而受到嚴密的調控；（2）細胞激素

之間有相互協同或拮抗作同；（3）細胞激素可促進或抑制其他細胞激

素的產生；（4）細胞激素調節自身或其他細胞激素接受器的基因表

現；（5）接受器的拮抗劑可與特定的接受器結合而不傳遞訊號；（6）

細胞激素接受器的細胞外結構（extracellular domains）會脫落並與可

溶的細胞激素分子結合。 

就發炎性細胞激素網絡而言，它是由促效劑（agonists）及拮抗

劑（antagonists）兩類型的細胞激素所調控。如 TNF-α、IL-1β及 IL-6

具有促進發炎的功能，而 IL-4、IL-10、IL-11及 TGF-β則是在細胞激

素網絡擔任往下調節的重要角色。 

 

五、細胞激素在肝硬化（門脈高壓）致病機制之可能角色 

細胞激素在肝硬化致病機制的角色可分為兩個層面： 

（一）在肝臟受損及纖維化過程扮演的角色：  

肝臟纖維化是肝硬化的前軀性病理變化，是一多重功能性步

驟。它涉及好幾種類型的細胞、細胞激素及生長因子，在涉及的細胞

中以肝臟星狀細胞（hepatic stellate cells, HSC）扮演最重要的角色，

此種細胞無論是在正常或病態的肝臟都是細胞外基質成分（matrix 

components）的主要生產者。但其他細胞（如 Kupffer細胞）提供必

要的訊號來維繫體內平衡（homeostasis）及發起或持續癒合過程所需

之連串狀況。 

在正常肝臟中，Kupffer細胞可產生某些因子來防止增生及膠原
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（collagen）的合成﹝63–65﹞。但在肝臟受到損傷時，Kupffer 細胞

會產生細胞激素及生長因子以誘發 HSCs及肝細胞增生，而對發炎細

胞及 HSCs具有趨化性，並更具吞噬效能，但移除內毒素的能力卻受

損。因此，肝臟受損時患者血中細胞激素如 TNF-α、IL-6、IL-1及抑

制瘤素M（oncostatin M, OSM）等皆會上升﹝66﹞。此外，被活化之

Kupffer 細胞亦會產生具纖維生成性之細胞激素 TGF-β1﹝64,65﹞，

繼而活化 HSCs﹝67﹞及增加α1(I) 膠原之 mRNA﹝68−70﹞。 

在正常的肝臟，HSC 位於 Disse 空隙及內皮細胞下緣。它們呈

星狀般伸出突起相互及與肝細胞連接，亦有可能與內皮細胞相連。在

肝臟受損時，HSC 被活化，細胞增生而變大，其內之樹脂狀小滴

（retinoid droplets）消失而粗內質網增加，並表現平滑肌特有的α-肌

動蛋白（α-actin）﹝71﹞，此時。HSC的活化除與 Kupffer細胞分泌

TGF-β1 有關之外，涉及之細胞激素還包括血小板生長因子（platelet 

derived growth factor, PDGF）、纖維組織母細胞生長因子（fibroblast 

growth factor）、IL-1、表皮生長因子（epidermal growth factor）及 TNF-α

等﹝72﹞。這些細胞激素除了來自 Kupffer細胞之外，也可由 HSC產

生而呈現 autocrine之特色﹝65﹞。被活化的 HSC﹝此時已轉變成肌

纖維母細胞（myofibroblast）﹞具有平滑肌細胞可以收縮的特色，並

可產生 ET-1而令平滑肌收縮。因此，HSC除了是造成纖維化的主要

細胞外，在血流調整上也擔任角色。 

 

（二）在門脈高壓扮演的角色： 

肝臟能清除血流中細胞激素以限制其對全身造成影響，但在肝

功能衰竭或發生門脈全身分流而致細胞激素的廓清受阻，使肝硬化患

者的免疫反應產生變化。而另一方面，來自腸道的內毒素也無法正常
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地清除，繼而激發單核球及巨噬細胞產生細胞激素﹝73﹞。這些細胞

激素除了可引起患者出現發燒和噁心及抑制肝細胞再生之外，如前所

述，更活化肝外循環系統中之 NOS而產生 NO，導致周邊血管擴張，

繼而進入門脈高壓的惡性循環。 

因此，細胞激素在肝硬化及門脈高壓的致病機制中扮演非常重

要的角色。 

 

第二節 研究目的 

一、研究假設 

不同原因導致之肝硬化，雖然最後都可程現出肝功能衰竭、門

脈高壓以及各種併發症，到了末期甚至在病理學上的變化也趨於一

致。但由於原發傷害的機制不同，便會出現不同的續發性傷害

（secondary injuries）及代償（compensation），其中局部產生的細胞

激素可能扮演不同的角色。 

 

二、研究目的 

探討不同原因導致之門脈高壓，肝臟內部產生之細胞激素會有

何種異同。進而對細胞激素在肝硬化及門脈高壓的致病機制有更多的

了解。 
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第二章 文獻探討 

第一節 定 義 

一、肝硬化  

肝硬化是一個由病理學定義的臨床狀況，可由不同原因引起，

主要的病理學變化是由肝實質不可逆之慢性傷害導致廣泛的纖維化

及再生結節形成。在臨床上的表徵包括肝功能衰竭和門脈高壓，併發

症包括肝腦病變、腹水及自發性細菌性腹膜炎、肝腎症候群、肝肺症

候群及靜脈曲張出血等﹝74﹞。 

 

二、門脈高壓 

肝門靜脈的壓力上升至超過正常範圍（6–10 mmHg）或肝門靜

脈與肝靜脈壓力間的梯度（gradient）超過 5 mmHg。但通常在此梯度

達 10–12 mmHg以上時才會出現相關的臨床狀況，最嚴重的莫過於胃

食道靜脈曲張出血﹝15﹞。 

 

三、細胞激素 

細胞激素是一群具有 autocrine或 paracrine作用而效力極�的小

型蛋白，參與免疫系統各項功能中的細胞外訊號傳遞網絡。它們有不

同的名稱，如介白質、干擾素、腫瘤壞死因子、生長因子、菌落剌激

因子及化學素等。同一種細胞激素可作用於不同的細胞並發揮不同的

功能（如 TNF-α可促進白血球的黏著及移動、調節巨噬細胞的活化及

免疫反應、調節造血及淋巴球的發展），而好幾種細胞激素又會具有

相同的功能（如 IL-1與 TNF-α有許多共同的功能）；此外，它們很少

單獨地產生及單獨地作用，故細胞激素的作乃藉由多種細胞激素相互

連結形成之訊號傳遞網絡來發生﹝60﹞。 
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第二節 門脈高壓動物模式 

肝硬化及門脈高壓之血流動力學變化可充分地在動物模式中呈

現出來﹝ 34,40,75,76﹞。常用的動物模式可分為肝外門脈高壓

（extrahepatic portal hypertension）及肝內門脈高壓（intrahepatic portal 

hypertension）合併肝臟受損。前者以門靜脈結紮（portal vein ligation, 

PVL）而後者以膽管結紮（bile duct ligation, BDL）為代表。 

一、門靜脈結紮模式 

動物在接受部分門脈結紮後會出現門脈阻力上升、門脈壓力上

升及門靜脈血流減少﹝77−79﹞、全身血管阻力及平均動脈壓力卻會

下降﹝34,78−81﹞，而心臟輸出、內臟血流也增加﹝34,78−82﹞。此

外，由於門脈血流受阻，在門靜脈結紮後的大白鼠會呈現上腸繫動脈

血管收縮的現象﹝81﹞，而血中 TNF-α濃度上升﹝78﹞，但血漿內毒

素濃度與接受偽手術者相近﹝80﹞。至於肺內並無顯著的血管擴張或

換氣異常﹝83﹞。 

 

二、膽管結紮模式 

動物在接受膽管結紮後會出現門脈壓力上升，平均動脈壓較低，

全身及腎臟血管阻力減少，腎臟血流增加，並出現門脈全身血液分流

（ portosystemic shunting）﹝ 84–88﹞，而心臟輸出亦會增加

﹝86,88﹞；但內臟血流不會如接受部分門脈結紮動物般明顯增加，

其中門脈血流減少而肝動脈血流增加﹝82﹞。膽管結紮模式另一個不

同的變化是發生近似肝肺症候群的換氣異常及呈現肺內血管擴張

﹝83﹞。此外，在對體內血量變化的反應也較遲鈍﹝85,87﹞。 

 

第三節 本研究相關之細胞激素 

一、甲型腫瘤壞死因子 
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TNF-α曾被稱為惡病質素（cachectin）、巨噬細胞細胞毒素

（macrophage cytotoxin）、壞死素（necrosin）、細胞毒素（cytotoxin）、

出血因子（hemorrhagic factor）、巨噬細胞細胞毒性因子（macrophage 

cotytoxic factor）及分化誘發因子等。 

TNF-α的來源包括被活化的單核球和巨噬細胞、B淋巴球、T淋

巴球及纖維母細胞等。它除了是發炎反應及免疫功能上一種強效的

paracrine及內分泌介體已外，亦參與調節許多類型的細胞的生長和分

化，它選擇性地對於許多發生變形的細胞具有細胞毒性，其中許多作

用是與其他的細胞激素共同作用而連結成細胞激素網絡﹝89−91﹞。 

TNF 有兩類型的接受器，第一型接受器（CD120a）之 Mr 為

55,000，第二型接受器（CD120b）之 Mr為 75,000。TNF接受器分佈

甚廣，除了紅血球及在休止狀態中的 T淋巴球外，其他所有細胞幾手

都有 TNF 接受器。第一型 p55接受器可在大多數的細胞上發現，第

二型 p75 接受器則只限於造血細胞上。這兩種接受器皆與 TNF-α及

TNF-β（又稱為淋巴毒素，lymphotoxin）結合，同時亦屬於 TNFR超

家族（superfamily）的成員，在細胞外的結構具有四個 Cys-rich 

repeats。人類的可溶性 p55和 p75接受器可存在於癌症病人的血清和

尿液中，由於是來自接受器的細胞外結構，具有與 TNF接合的能力，

因而可抑制 TNF 的作用﹝92﹞。 

 

二、乙型變形生長因子  

人類之 TGF-β1 也稱為分化抑制因子（ differentiation 

inhibiting factor）、軟骨誘導因子（cartilage inducing factor），

而人類 TGF-β2則亦被稱為神經膠母細胞瘤衍生 T 細胞壓抑性

因子（ glioblastoma-derived T cell suppressor factor）。  
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TGFβ是一種涉及功能極廣的細胞激素，它��與組織再造、

傷口癒合、發育及造血等﹝93﹞，而其中最主要的作用是抑制

細胞生長。 TGFβ包含三種相關的二聚體（ dimeric）蛋白

TGF-β1、 2 及 3，三者同屬一個超家族。TGF-β的來源甚廣，

其中血小板含有 TGF-β1及β2；而大多數有核細胞及許多腫瘤細胞均

會表現 TGF-β1、β2及β3或三者之間的組合﹝94﹞。 

TGF-β接受器可分為三型﹝ 95﹞。第一型：高親和力，Mr 

55,000﹝ 94,96﹞；第ニ型：Mr 80,000﹝ 97﹞；第三型：低親和

力，Mr 250,000 – 350,0009﹝ 98,99﹞。這些接受器分佈在許多

不同的細胞，它們與三種 TGF-β結合的情況分別為第一型：β1 

= β2 > β3；第二型：β1 > β2 >β3；第三型：β1 = β2 = β3。  

 

三、丙型干擾素 

亦名為免疫干擾素、第二型干擾素、T細胞干擾素、巨噬細胞活

化因子（macrophage-activating factor, MAF）等。 

IFN-γ的來源是 CD8+及 CD4+ T淋巴球和 NK細胞，它所涉及的

功能甚多，包括作用於 T淋巴球、B淋巴球、巨噬細胞、NK細胞及

其他如內皮細胞和纖維母細胞等之活化、生長和分化﹝100﹞。它並

促進抗原呈現細胞（antigen-presenting cells）的 MHC表現。此外，

除了可加� IFN-α/β的抗病毒及抗腫瘤效應之外，它本身還具有微弱

抗病毒及抗增生活性﹝101−103﹞。 

除紅血球外，人體所有細胞都有 IFN-γ的接受器﹝104﹞，它是

第ニ型細胞激素接受器的一員，同類者還包括 IFN-α/β接受器、IL-10

接受器及組織因子等﹝105−107﹞。此接受器是一個由對 IFN-γ具有高

度親和力的結合鏈（CDw119）及訊號傳遞所需的次級副蛋白所構成
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的複合體﹝103,108﹞。與 IFN-γ結合的次單位被稱為 IFN-γR α鏈，它

是一穿透胞膜的醣蛋白，在細胞內的結構含有高量的 serine 和

threonine。  

 

四、間白質-10 

又稱為細胞激素合成抑制因子（cytokine synthesis inhibitory 

factor, CSIF）。 

IL-10是由 CD4+ T淋巴球的 Th0及 Th2細胞所分泌的一種對酸

不能耐受的細胞激素。它會抑制 Th1 T細胞、被活化的單核球及 NK

細胞等所激發的細胞激素合成﹝109−111﹞。它亦會刺激或加強 B細

胞、胸腺細胞（ thymocytes）及肥胖細胞（mast cells）的增生

﹝109,110,112﹞，並與 TGF-β合作刺激 B細胞產生 IgA。 

IL-10 接受器是屬於與 IFN-γ接受器同類的第ニ型細胞激素接受

器﹝105−107﹞，分佈在 B淋巴球、胸腺細胞、肥胖細胞及巨噬細胞

等。傳送的訊號是 Jak1和 Tyk2的活化、STAT1a和 STAT3的加燐氧

基作用（phosphorylation）。 
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第三章 研究架構與研究設計 

第一節 研究設計 

以確立之門脈高壓動物模式來探討不同原因導致之肝硬化合併

門脈高壓，肝臟內部產生之細胞激素會有何種異同。進而對細胞激素

在肝硬化及門脈高壓的致病機制有更多的了解。 

 

第二節 研究架構 

一、手術方法使雄性 Sparague-Dawley大白鼠產生不同型式之門脈高

壓。 

二、取出其肝臟組織並貯存於−70°C。 

三、抽取肝臟組織之 RNA。 

四、以即時（real-time）聚合�J連鎖反應（polymerase chain reaction，

PCR）分釋肝臟組織多種細胞激素（包括 TNF-α、TGF-β、IFN-γ

及 IL-10等）mRNA的含量。 

 

第三節 研究假說 

不同原因導致之肝硬化，雖然最後都可程現出肝功能衰竭、門

脈高壓以及各種併發症，到了末期甚至在病理學上的變化也趨於一

致。但由於原發傷害的機制不同，便會出現不同的續發性傷害

（secondary injuries）及代償（compensation），其中局部產生的細胞

激素可能扮演不同的角色。 
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第四章 研究材料及統計方法 

第一節 門脈高壓動物模式 

本研究採用之動物模式有兩種：（一）以門靜脈結紮造成肝外門

脈高壓動物模式及（ニ）以膽管結紮造成肝內門脈高壓動物模式。所

有動物實驗過程皆按照美國生理學學會之實驗動物照顧及使用指引

原則來進行。 

一、門靜脈結紮造成肝外門脈高壓動物模式（第一組） 

雄性 Sprague-Dawley大白鼠在接受手術時之體重為 400–450公

克。大白鼠置於 24°C的環境中，亮暗週期各 12小時，在實驗前均可

自由進食及飲水。門靜脈結紮之方法如下：以 ketamine HCl 輔以乙

醚將大白鼠麻醉，在無菌狀況下於腹壁縱向切開。將大網膜和部分腸

道輕輕撥出腹腔之外，並以和暖之 lactated Ringer溶液濕潤的紗布保

持潮濕。在分離出肝動脈及總膽管之後，將門靜脈曝露出來。以一磨

鈍之 20號針頭平行地貼近肝門靜脈，再以 3-O絲線於靠近靜脈分枝

上處將門靜脈及針頭一起結紮，然後將針頭取出，使門靜脈稍作擴張

起來。最後將腹部臟器置回腹腔，以縫線及金屬夾將腹壁各層縫合起

來，再以抗生素藥膏塗抹傷口，靜待動物慢慢恢復意識後再置回籠中

﹝114﹞。在手術後 2週所有大白鼠皆產生門脈高壓及側枝循環，此

時再度剖腹切下一葉肝臟，並立即置入液態氮中，貯存在−70°C直至

抽取其中之 RNA。 

 

二、以膽管結紮造成肝內門脈高壓動物模式（第二組） 

雄性 Sprague-Dawley大白鼠在接受手術時之體重為 300–350公

克。大白鼠置於 24°C的環境中，亮暗週期各 12小時，在實驗前均可

自由進食及飲水。膽管結紮之方法如下：以 ketamine HCl 輔以乙醚
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將大白鼠麻醉，在腹壁縱向切開，以上述方法將大網膜和部分腸道輕

輕撥出腹腔之外，然後分離出總膽管，以 4-O絲線沿總膽管上下兩處

予以結紮。上方結紮位置為靠近肝內膽管分枝處，下方結紮位置為靠

近胰管與總膽管交接處；然後從中切下約 10 mm長的總膽管（115），

再以上述方式縫合及上處理傷口，靜待動物慢慢恢復意識後再置回籠

中。為防止動物發生凝血機能缺失，在術後每週皆予肌肉注射 50 

µg/kg之維生素 K1。在手術後 6週再度剖腹切下一葉肝臟，並立即置

入液態氮中，貯存在−70°C直至抽取其中之 RNA。 

 

三、對照組（第三組） 

雄性 Sprague-Dawley大白鼠在接受「假裝手術」（sham operation）

時之體重為 300–350公克。大白鼠置於 24°C的環境中，亮暗週期各

12 小時，在實驗前均可自由進食及飲水。手術方式除了不進行總膽

管結紮及切斷外，其餘處理過程如以膽管結紮造成肝內門脈高壓動物

模式。術後不予維生素 K1，在手術後 6週再度剖腹切下一葉肝臟，

並立即置入液態氮中，貯存在−70°C直至抽取其中之 RNA。 

 

第二節 肝臟組織 RNA的萃取 

一、RNA的萃取 

本實驗抽取 RNA之主要試劑為 PRotch Technology公司生產的

RezolTM C＆ T (PRotch Technology)試劑。其原理修正自 Acid 

Guandinium Thiocyanate- phenol-chloroform快速萃取 RNA的方法。

將裝有肝臟組織的 eppendorf 封上 parafilm，置於裝有工業用乙醇和

乾冰的容器內反應 20-30分鐘後，取出組織於研缽磨碎，再加入 2 ml 

RezolTM C＆T (PRotch Technology)試劑。將組織 lysate 轉置於圓底離

心管中，室溫下靜置 5分鐘，加 0.4 ml chloroform (Merck)，劇烈搖晃
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約 15秒，再於室溫下靜置 2分鐘。然後再在 4°C中 12000 x g轉速離

心 15分鐘，取出上清液至新的圓底離心管中，加等容積的 isopropanol 

（Merck）混合均勻，室溫下靜置 10分鐘後 4°C中 12000 x g轉速離

心 10分鐘，將離心後上清液倒掉，加 1 ml之 75％ 乙醇，輕微地以

vortex混合然後，在 4°C以 12000 x g轉速離心 5分鐘。倒掉上清液

後，將 RNA乾燥後，溶於 100 µl 滅菌二次水，分裝成 30 µl、30 µl、

20 µ l、10 µl、10 µl，存於 -70°C冰箱中直至進行反轉錄聚合�J連鎖

反應（reverse transcription-PCR, RT-PCR）。 

 

二、吸光值 (OD值) 之測量 

為測定萃取標本中 RNA之含量，將溶於滅菌二次水的 RNA混

合後，在 65°C乾浴 5分鐘，然後置於冰上，再次 mix後取出 1 µl並

加 99 µl 之滅菌二次水於新的 eppendorf中。另取 100 µl滅菌二次水

當blank，利用Backmen spectrophotometer DU 650測量。以波長260 nm

測量 RNA的吸光值及波長 280 nm測量蛋白質的吸光值，若 RNA的

吸光值與蛋白質的吸光值之比值在 1.8至 2.0之間，則符合實驗所需。 

 

三、Agarose電泳 

為測定萃取物中 RNA之純度，將 RNA萃取液電泳跑膠。首先

將跑膠的模板、齒模、tank 以 AbSolveTM (伯森生物科技) 擦拭過；

取 1 g的 Agarose，加入 100 ml的 1X TAE buffer (10X TAE: 400 mM 

Tris-acetate，20 mM EDAT)，加熱溶解，在膠凝固前加入適量 ethedium 

bromide 後倒入模板中並放入齒模，待其冷卻凝固後即可使用。將 1%

的膠放入電泳槽中，加入 1X TAE buffer，以 100伏特電壓進行電泳

30分鐘之後觀察是否有DNA之雜質及RNA的存在以符合實驗所需。 
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第三節 即時聚合�J連鎖反應（Real-Time PCR） 

由於在研究期間實驗室的設施經過調整，本研究前半部之即時

聚合�J連鎖反應係採用 Taqman方法 (TNF-α、TNF-β及 IL-10的檢

測)來進行，後半部之即時聚合�J連鎖反應係採用 Sybr Green I dye方

法。 

一、Taqman方法 

取組織 RNA 4 µg，加入 25 µl之 Master mix reagent (Applied 

Biosystems，TaqMan One-step RT-PCR Master Mix Reagents) 、2.5 µl 

之 20X Target Primer/Probe，1.25 µl 之 40X MultiScribe and RNase 

Inhibitor Mix (Applied Biosystems)，最後加滅菌二次水補體積到 50 

µl，之後交由 ABI Prism 5700機器執行已經設定好的程式 (48°C 30

分鐘；95°C 10分鐘；95°C 15秒；60°C 1分鐘；40 cycles)，進行 PCR 

反應。 

 

二、Sybr Green I dye方法 

取組織 RNA 2 µg，加入 25 µl 之 2X Master mix reagent (Applied 

Biosystems，SYBR Green PCR Master Mix) 、1 µl之 RNase Inhibitor 

(2000 U，20 unit/ml) 、2.5µl 之 random hexamers (50 mM，5 nmoles)， 

再加入 5µl之 1 mM的 Forward及 Reverse primers及 0.25 µl之 40X 

Multiple transcriptase （ Applied Biosystems ， TaqMan Reverse 

Transcription Reagent），最後加二次水補體積到 50 µl，之後交由 ABI 

Prism 5700機器執行已經設定好的程式，進行 PCR 反應。 

 

三、使用之引子 (primers) 如表一所列。 
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第四節 數據與統計 

本研究之數據（標的 mRNA以即時聚合�J連鎖反應檢測所需之

週期數）係以平均值 ± 標準差（mean ± standard deviation, SD）來表

示。組別間的差異係以變異數分析（analysis of variance，ANOVA）

計算，若 P值< 0.05即視為有意義之差別。 
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表一、本研究即時聚合�J連鎖反應所採用之引子 

 

項 目   引子序列 

 
Actin Sense   GGT CAG GTC ATC ACT ATC GGC A 
 Anti-sense   ACC CAG GAA GGA AGG CTG GA 

IFN-γ Sense   CGC GTC TTG GTT TTG CAG CT 
 Anti-sense   GGC TTT CAA TGA GTG TGC CTT G 

TNF-a Sense TAC TGA ATC TCG GGG TGA TTG GTC C 
 Anti-sense CAG CCT TGT CCC TTG AAG AGA ACC 

TGF-ß Sense CTT CAG CTC CAC AGA GAA GAA CTG C 
 Anti-sense CAC GAT CAT GTT GGA CAA CTG CTC C 

IL-10 Sense GAC TTT AAG GGT TAC TTG GGT TGC 
 Anti-sense CAC TGC CTT GCT CTT ATT TTC ACA 
 
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第五章 研究結果 

第一節 大白鼠之術後狀況 

本研究採用之雄性Sprague-Dawley大白鼠有 12隻接受門靜脈結

紮（PVL組）、14隻接受總膽管結紮（BDL組），及 16隻接受假裝手

術（Sham 組）。在取出肝臟組織時全皆存活；PVL 大白鼠在取出肝

臟組織時均呈現明顯之側枝循環；BDL 大白鼠在取出肝臟組織時除

呈現側枝循環外，肝臟已有硬化的變化。 

 

第二節 聚合�J連鎖反應檢測結果 

三組大白鼠（PVL組、BDL組及 sham組）肝臟組織之 actin mRNA

以即時聚合�J連鎖反應檢測所需之週期數依次為 24.32 ± 1.17、24.78 

± 0.96及 25.29 ± 0.81；TNF-α mRNA所需之週期數依次為 30.31 ± 

1.34、29.40 ± 1.95及 31.61 ± 1.38；TGF-β mRNA所需之週期數依次

為 24.00 ± 1.49、23.48 ± 1.36及 23.95 ± 0.94；IFN-γ mRNA所需之週

期數依次為 35.93 ± 0.95、37.16 ± 0.78及 37.51 ± 0.86；IL-10 mRNA

所需之週期數依次為 23.61 ± 1.28、30.01 ± 1.35及 24.47 ± 1.72（表二）。 

如表三所示，Sham組的 TNF-a 表現量為 1，PVL 組之 TNF-a

表現量為 1.26倍；BDL組的 TNF-a表現量為 3.25倍；三組之間的差

異並未達統計意義。 

如表四所示，Sham組的 TGF-β表現量為 1，PVL組之 TGF-β表

現量為 0.5倍；BDL組的 TGF-β表現量為 0.97倍；三組之間的差異

並未達統計意義。 

如表五所示，Sham組的 IFN-γ表現量為 1，PVL組之 IFN-γ表現

量為 1.53倍；BDL組的 IFN-γ表現量為 0.89倍；三組之間的差異並
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未達統計意義。 

如表六所示，Sham組的 IL-10表現量為 1，PVL組之 IL-10表

現量為 0.93倍；BDL組的 IL-10表現量為 0.02倍；第二組的 IL-10

表現量有意義地低於其他兩組（P < 0.05）。 
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表二、不同模式門脈高壓動物肝臟組織細胞激素 mRNA以即時聚合�J連鎖反應檢測所需之週期數 

 

組別 Actin TNF-α TGF-β IFN-γ IL-10 

 

PVL (n=12) 24.32 ± 1.17 30.31 ± 1.34 24.00 ± 1.49 35.93 ± 0.95 23.61 ± 1.28 

BDL (n=14) 24.78 ± 0.96 29.40 ± 1.95 23.48 ± 1.36 37.16 ± 0.78 30.01 ± 1.35 

Sham (n=16) 25.29 ± 0.81 31.61 ± 1.38 23.95 ± 0.94 37.51 ± 0.86 24.47 ± 1.72 

 

TNF-α =甲型腫瘤壞死因子（tumor necrosis factor）；TGF-β = 乙型變形生長因子（transforming growth factor-β）；IFN-γ =

丙型干擾素（gamma interferon）；IL-10 = 間白質-10（interleukin-10）；Sham = 接受假裝手術之大白鼠； 

PVL = 接受門靜脈結紮之大白鼠；BDL = 接受總膽管結紮之大白鼠 



35 

表三、不同模式門脈高壓動物肝臟組織以即時聚合�J連鎖反應檢測 TNF-α mRNA所需之週期數 

 

 Actin 之 TNF-α之 Actin 與 TNF-α 各組∆Ct與 與 Sham組 Ct 
組別 Ct Ct Ct之差（∆Ct） Sham組∆Ct之差 之比例 

 

PVL (n=12) 24.32 ± 1.17 30.31 ± 1.34 5.99 ± 2.05 -0.33 ± 2.05 1.26 

BDL (n=14) 24.78 ± 0.96 29.40 ± 1.95 4.62 ± 2.51 -1.70 ± 2.51 3.25 

Sham (n=16) 25.29 ± 0.81  31.61 ± 1.38 6.32 ± 1.85  0.00 ± 1.85 1.00 

 

TNF-α =甲型腫瘤壞死因子（tumor necrosis factor）；Ct = 平均週期閥值（cycle of threshold）；Sham =  

接受假裝手術之大白鼠；PVL = 接受門靜脈結紮之大白鼠；BDL = 接受總膽管結紮之大白鼠 
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表四、不同模式門脈高壓動物肝臟組織以即時聚合�J連鎖反應檢測 TGF-β mRNA所需之週期數 

 

 Actin 之 TGF-β之 Actin 與 TGF-β 各組∆Ct與 與 Sham組 Ct 
組別 Ct Ct Ct之差（∆Ct） Sham組∆Ct之差 之比例 

 

PVL (n=12) 24.32 ± 1.17 24.00 ± 1.49 -0.32 ± 2.19 1.02 ± 2.19 0.50 

BDL (n=14) 24.78 ± 0.96 23.48 ± 1.36 -1.30 ± 1.92 0.04 ± 0.92 0.97 

Sham (n=16) 25.29 ± 0.81 23.95 ± 0.94 -1.34 ± 1.43 0.00 ± 1.43 1.00 

 

TGF-β = 乙型變形生長因子（transformating growth factor-β）；Ct = 平均週期閥值（cycle of threshold）； 

Sham = 接受假裝手術之大白鼠；PVL = 接受門靜脈結紮之大白鼠；BDL = 接受總膽管結紮之大白鼠 
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表五、不同模式門脈高壓動物肝臟組織以即時聚合�J連鎖反應檢測 IFN-γ mRNA所需之週期數 

 

 Actin 之 IFN-γ之 Actin 與 IFN-γ 各組∆Ct與 與 Sham組 Ct 
組別 Ct Ct Ct之差（∆Ct） Sham組∆Ct之差 之比例 

 

PVL (n=12) 24.32 ± 1.17 35.93 ± 0.95 11.61 ± 1.74 -0.61 ± 1.74 1.53 

BDL (n=14) 24.78 ± 0.96 37.16 ± 0.78 12.38 ± 1.43  0.16 ± 1.43 0.89 

Sham (n=16) 25.29 ± 0.81 37.51 ± 0.86 12.22 ± 1.36  0.00 ± 1.36 1.00 

 

IFN-γ =丙型干擾素（gamma interferon）；Ct = 平均週期閥值（cycle of threshold）；Sham = 接受假裝手術 

之大白鼠；PVL = 接受門靜脈結紮之大白鼠；BDL = 接受總膽管結紮之大白鼠 
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表六、不同模式門脈高壓動物肝臟組織以即時聚合�J連鎖反應檢測 IL-10 mRNA所需之週期數 

 

 Actin 之 IL-10之 Actin 與 IL-10 各組∆Ct與 與 Sham組 Ct 
組別 Ct Ct Ct之差（∆Ct） Sham組∆Ct之差 之比例 

 

PVL (n=12) 24.32 ± 1.17 23.61 ± 1.28 -0.71 ± 2.00 0.11 ± 2.00 0.93 

BDL (n=14) 24.78 ± 0.96 30.01 ± 1.35  5.23 ± 1.91 6.05 ± 1.91 0.02 

Sham (n=16) 25.29 ± 0.81 24.47 ± 1.72 -0.82 ± 2.20 0.00 ± 2.20 1.00 

 

IL-10 = 間白質-10（interleukin-10）；Ct = 平均週期閥值（cycle of threshold）；Sham = 接受假裝手術 

之大白鼠；PVL = 接受門靜脈結紮之大白鼠；BDL = 接受總膽管結紮之大白鼠 
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第六章 討 論 

第一節 結果討論 

本研究所採用兩種不同的門脈高壓動物模式除了引起門脈高壓

的機制不同之外，BDL大白鼠比 PVL大白鼠多了因膽管阻塞導致肝

臟受損及纖維化的過程，在細胞激素的變化應更為繁複雜。然而，由

於動物體內過百種的細胞激素乃互相作用而形成繁複的網絡，不同細

胞也在交互影響的情況下釋放不同的細胞激素。單從血中細胞激素的

濃度無法了解局部器官系統在其中的角色，更徨論探討細胞激素在某

種病症所涉及的機制。故本研究以動物肝臟組織為材料，去檢視這兩

種不同的門脈高壓動物模式的細胞激素基因表現，進而有助於明瞭其

在門脈高壓可能涉及之致病機制。 

無論是肝硬化實驗動物﹝78﹞或病人﹝116,117﹞血清 TNF-α均

會上升，且上升之程度與肝硬化的嚴重度相關﹝118﹞。血清 TNF-α

上升的原因一般認為是與患者血中內毒素增加有關﹝73﹞，但 TNF-α

上升對肝硬化之高血流動力循環所扮演的角色仍有爭議，支持與反對

者各有論調﹝119,120﹞。由於肝硬化患者血中 TNF-α的來源主要是

來自周邊血液單核球（peripheral blood mononuclear cells, PBMCs），

並造成全身性的血流動力學變化。在肝臟之內的單核球（包括 Kupffer

細胞）是否也受到血中內毒素增加的影響，繼而增加在肝內的

TNF-α，至今仍未有定論。本研究以 real time PCR檢測以 PVL及 BDL

大白鼠肝臟組織 TNF-α之 mRNA，顯示兩者之表現相近；雖然此二

組之 TNF-α表現傾向高於接受假裝手術之大白鼠（分別為 1.26倍及

3.24倍），但並未達到顯著差異。表示肝硬化病患 TNF-α濃度上升及

引發的影響（包括刺激 iNOS產生 NO）主要是發生在全身循環中；
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而在肝臟之內 TNF-α濃度上升並不明顯，故無助於增加肝臟中 NO的

生產。 

TGF-β是一種涉及功能極廣的細胞激素，在肝臟中它具有

活化 HSCs﹝67﹞及增加α1(I) 膠原之 mRNA﹝68−70﹞，參與肝臟纖

維化的重要機制。在肝硬化的患者中，其血漿 TGF-β濃度較常人為高

﹝118,121,122﹞；研究亦發現這些病患及接受膽管結紮的動物的肝臟

組織內之 TGF-β亦稍有增加﹝123,124﹞。本研究顯示 BDL大白鼠肝

臟組織 TGF-β mRNA含量與 Sham大白鼠者相近（0.97 vs. 1），而

PVL 大白鼠則反而偏低（是 Sham大白鼠的 0.5倍），惟其間之差異

並未達統計學意義。Napoli 等人﹝124﹞係在大白鼠接受膽管結紮

後 2天至 3週取出肝臟檢查 TGF-β mRNA而發現明顯上升；我們

則是在大白鼠接受膽管結紮後六週才取出肝臟（此的肝硬化及門脈

高壓皆已形成），此時並無 TGF-β mRNA上升的蹟象。涉及之原因

仍有待探討，目前的推論假設是大白鼠的肝臟在術後三至六週啟動了

代償的機制，致使 TGF-β的基因表現沒有繼續增加。因此，未來

將要在多個時段加作連串的檢測，並繼續探索其中之機制。  

跟上述兩種細胞激素一樣， IFN-γ具有多項生理功能，包括

可促進巨噬細胞產生 NO以導致內臟血管擴張﹝ 125﹞，而肝硬

化患者血清 IFN-γ亦高於常人﹝126﹞。本研究結果顯示，接受

門靜脈結紮的大白鼠 IFN-γ之基因表現最高，而接受膽管結紮的大

白鼠則與接受假裝手術之大白鼠具有相同之 IFN-γ基因表現，惟三

組間之差異尚未達統計意義。  

在本研究中最重要的發現是 BDL大白鼠 IL-10的基因表現遠低

於其他兩組（PVL大白鼠的 IL-10 mRNA是 Sham大白鼠的 0.93倍；

BDL大白鼠的 IL-10 mRNA則只有 Sham大白鼠的 0.02倍，p < 0.05）。
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研究顯示，IL-10具有保護肝臟受損的功能﹝127,128﹞，而內生性或

外來的皮質類固醇可促進 IL-10釋出而可減輕肝臟在急性毒物傷害所

引發的損傷﹝129–132﹞。在肝臟受損而 HSCs 被活化的初期 IL-10

的產生便會增加，若此一反應失效即會令組織之纖維化惡化

﹝133,134﹞。 

Lee等人﹝135﹞在大白鼠接受 BDL之後 1至 10週檢查其血中

IL-10 濃度，顯示血中 IL-10 在前兩週明顯地上升，但在第四週以後

則降至比對照組第 1、2週時的濃度更低。可惜此群研究者並沒有做

好對照（每一時段只以一隻大白鼠為對照），也沒有對此現象作任何

詮釋！至於在肝硬化患者或動物模式肝臟 IL-10基因表現的情況卻罕

有報告。本研究之BDL大白鼠是在術後第六週取出肝臟，其肝臟 IL-10

之基因表現與 Lee等人的報告似乎相符。然而，血中 IL-10的來源並

非以肝臟為主；因此，肝臟 IL-10 之基因表現下降並不是血中 IL-10

下降的主要原因。至於為何 BDL 大白鼠在術後第六週時肝臟 IL-10

之基因表現下降至 Sham大白鼠的 0.02倍，目前仍未有明確的機制。

但從 Lee等人的報告﹝135﹞中獲悉，大白鼠在接受BDL手術後 IL-10

先是猛然上升，這可能是為要抗衡 TNF-α等細胞激素在肝臟受損早期

所導致的續發性傷害；但其後這種防護機制因某些原因瓦解，IL-10

基因表現不足不單是在肝臟，而是發生在全身而致血中 IL-10顯著下

降。可能由於這個原因，使 BDL大白鼠肝臟受損的情況失去制衡而

很快便步入肝硬化的階段。 

 

第二節 其他相關性討論 

一、實驗技巧及方法之心得 

以一個臨床醫師，經十餘年後再踏入分子生物及分子生物實驗
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領域，使自己的視野更加開闊，比較不會排斥接受期刊中有關分生及

分生實驗的文章。雖然至目前為止對於分生實驗的部份依然自信不

足，但至少在耳熟能詳的 PCR 能親身進一步的了解。 

傳統上RT-PCR的原理乃是利用RNA反轉錄成DNA，再由DNA

為模板進行聚合? 鏈鎖反應。在完成 PCR 後必須再將標本「跑膠」

後，再作半定量或定量的分析。而本實驗使用的即時反轉錄聚合? 鏈

鎖反應則有以下的好處： 

1. 可較準確地測定核酸的量。 

2. 聚合? 鏈鎖反應的放大過程可以追蹤偵測而不是只測定反應後的

終產物。 

3. 偵測的標的物可以是去氧核醣核酸，也可以是核醣核酸。 

4. 節省時間（少於二小時）。 

5. 有大的動態偵測範圍。 

6. 封閉的試管。 

7. 不用電泳。 

8. 不用後聚合? 鏈鎖反應的處理過程。 

而本研究採用了兩種偵測聚合? 鏈鎖反應的方法：（1）SYBR 

Green I Dye的方法：乃是利用 SYBR Green I Dye結合雙股 DNA的小

溝（minor groove）而產生螢光反應。（2）TaqMan Probes的方法：乃

是利用一段帶有報告者（reporter）及冷? 者（quencher）的特殊探針

（probe）與雙股 DNA結合，當再放大一雙股 DNA時可產生螢光反

應。兩種方法的優缺點如下： 

1. SYBR Green I Dye的方法： 

a. 較便宜可省下探針的發費 

b. 理想的篩檢工具 
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c. 必須要作聚合? 鏈鎖反應解離曲線 

d. 無法同一試管做多個基因分析 

e. 微量的檢體易產生錯誤的訊號 

2. TaqMan Probes 的方法： 

a. 專一性高。 

b. 使用不同報告者即可同時偵測多個基因。 

c. 螢光值可直接代表聚合? 鏈鎖反應增加量。 

d. 不可逆式的訊號累積。 

e. 價錢較貴。 

 

二、在學習過程中獲得的啟示 

在此次的學習過程中，由於閱讀諸多參考文獻資料，使吾人更能

深入了解各種細胞激素及 NO在肝硬化及門脈高壓所扮演的角色，因

此能更明瞭肝硬化的生理及病理機轉。也因此獲取有關各種細胞激素

及其拮抗劑應用於臨床治療上的可能性，比如 TNF-α及 IL-12可能

作為病毒性肝炎的治療藥物。TNF-α及 IFN-γ也有潛力作為抗肝癌

的實驗藥物。在往後的研究領域上，希望可應用於 C型肝炎及酒精

性肝炎的基礎研究上，使臨床的工作與基礎研究能有進一步的結合。 

今後對於肝臟分子生物學的領域，也因分子生物學及分子生物實驗的

進一步了解，應有更深刻的啟發。 

 

第三節 研究限制 

一、動物模式 

本研究所採用的動物模式PVL及 BDL大白鼠，都是經確認的

門脈高壓模式。雖然如此，動物與人體的狀況終究不完全相同，故從
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動物實驗中觀察到的現象，不一定會發生在病人身上。如 BDL大白

鼠在術後第四週開始血中 IL-10 濃度下降﹝135﹞，但膽管阻塞的病

患血中 IL-10濃度的變化則從未有人報告。在文獻上僅有對原發性膽

汁性肝硬化患者的研究，但結果卻大為分歧﹝136,137﹞。因此，在

動物實驗得到的資訊和啟示，必須在病人身上予以印證，才能得到有

用的結果。 

 

二、檢測基因表現的方法 

本研究係以 real time PCR測定動物肝臟組織的 mRNA來研判其

肝臟組織對不同細胞激素的基因表現。雖然本研究團隊對 real time 

PCR的操作技巧已甚能掌握，在嚴謹的控制下結果之可信度甚高。但

如能加作免疫組織化學染色則更佳，因為只做 real time PCR無法充

分獲知哪一種細胞激素由何種細胞分泌。如果能有免疫組織染色法，

來獲知分泌細胞激素的真正位置與細胞種類將使實驗更加完備。 
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第七章 結論與建議 

第一節 結 論 

本研究的結果顯示，BDL大白鼠與 PVL大白鼠肝臟組織 TNF-a

的基因表現稍有上升趨勢，但未達統計學上的顯著差異；而 TGF-ß

及 IFN-? 的基因表現亦未如預期的增加。至於 IL-10 的基因表現在

BDL 大白鼠則是顯著地下降，其中涉及之機制及在臨床上之意義仍

有待進一步之探討。 

 
第二節 建 議 

在未來之研究將朝三個方向進行改善：（1）在不同時間檢測實

驗動物肝臟組織細胞激素的基因表現；（2）加作免疫組織化學染色之

研究；（3）加作血漿細胞激素濃度的測定。 
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