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中文摘要 

過去有研究指出腫瘤壞死因子-alpha（tumor necrosis factor-alpha；

TNF-α）與帕金森氏症有關，然而，TNF-α對於神經細胞是保護或

是傷害的作用及其機制仍是不明的。本實驗欲探討TNF-α在帕金森

氏症疾病中所扮演的角色，因此，我們以1-methyl-4-phenyl-pyridinium

（MPP
+ 
ions；MPP

+
）單獨處理及MPP

+
 合併TNF-α作用於PC-12細

胞上，作為研究模式。PC-12細胞給予不同濃度的MPP
+
（600，300，

150，75或0μM）或是合併TNF-α（15或30 ng/ml）處理，至24小

時後，再以MTT Assay分析存活率。MTT Assay結果顯示MPP
+ 
處理

可以引發細胞死亡，且死亡率隨著劑量增加而提昇。且MPP
+ 
合併

TNF-α處理，可以引發更高的細胞死亡率。在細胞形態上，我們也

看到了相似的結果。另外，以DAPI染色的結果證明，此一細胞死亡

現象屬細胞凋亡。我們進一步探討此一細胞凋亡現象可能之機制，從

西方墨點法的結果得知，MPP
+ 
處理可以引發caspase-3活化及JNK磷

酸化，而且當MPP
+ 
合併TNF-α處理時可以引發更多的caspase-3活

化及JNK磷酸化。但是磷酸化c-Jun（p-c-Jun）的表現量並未有增加

的趨勢。我們進一步以kinase assay偵測磷酸化JNK的活性，結果發

現MPP
+ 

合併TNF-α處理引起JNK活性上升。接著，為了探討caspase-3

及JNK是否為MPP
+
合併TNF-α處理導致細胞死亡的主要因子，我
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們使用caspase-3及JNK專一性抑制劑評估細胞凋亡的情形。由TUNEL

實驗結果證實，抑制caspase-3可以有效緩解MPP
+ 
合併TNF-α處理

導致的細胞死亡；然而抑制JNK只能輕微緩解MPP
+ 
合併TNF-α處

理導致的細胞死亡。 

從以上實驗結果得知，MPP
+
 會經由活化caspase-3而誘導細胞凋

亡，而TNF-α加劇MPP
+  
之毒性和提昇caspase-3活性有關。而且此

一神經毒素引起可經由活化而導致細胞凋亡。MPP
+ 

合併TNF-α處理

也能增加JNK磷酸化，但此一JNK的磷酸化的功能並不全然與細胞

凋亡有關，而其詳細功能仍待進一步的實驗調查。 
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英文摘要 

Recent studies indicate tumor necrosis factor-alpha（TNF-α）is 

associated with Parkinson's disease（PD）.  However whether TNF-α plays 

a neuron protective or neuron destructive role remains to be elucidated.  In 

addition, the mechanism is still not clear.  To determine the role of TNF-α 

in PD, we studied neurotoxic effect on dopaminergic neurons（PC-12 cells）

induced by 1-methyl-4-phenyl-pyridinium（MPP
+ 
 ions；MPP

+
）in the 

presence or absence of TNF-α.  PC-12 cells were either treated with MPP
+
 

alone（600, 300, 150, 75 and 0μM） or in combination with TNF-α（15 or 

30 ng/ml） for 24 hours and then assayed for cell viability.  MTT Assay 

showed MPP
+
 treatment increased cell death in a dose-dependent manner.  

However, death rates were statistically higher in MPP
+ 
 plus TNF-α groups 

than those treated with either MPP
+

 or TNF-α only.  Morphologically, we 

also observed similar trends.  In addition, results from DAPI staining 

indicated the cell death was apoptotic.  We further investigated possible 

signal molecules involved.  Data from western blot analysis showed that 

caspase-3 and JNK activation increased when treated with MPP
+ 
 alone; and 

the increases were even higher in MPP
+ 
 plus TNF-α treated cells.  

However, the amount of phosphorylated c-Jun was not elevated in all treated 
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groups.  We then detected the activation of JNK.  Data from kinase assay 

showed JNK activity increased clearly in MPP
+ 
 plus TNF-α treatment cells.  

We later used Z-VAD （a caspase inhibitor） and a JNK inhibitor 

（SP600125） to determine whether blockade of caspase-3 and JNK 

activation can inhibit apoptosis.  Data from TUNEL assay demonstrated 

caspase inhibition prevented the cell death efficiently. However, JNK 

inhibition only slightly prevented the cell death slightly. 

Our data suggest that MPP
+ 
caused cell apoptosis through caspase-3 

activation, and the enhanced toxicity induced by the addition of TNF-α is 

aiso related to caspase-3 activation.  In addition, JNK activation was 

involved in the intricate signaling pathways.  Nevertheless, JNK activation 

may partially involved in the induction of apoptosis.  Further investigation 

will be needed to elucidate the role of JNK activation in this apoptosis.  
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壹、前言 

帕金森氏症 (Parkinson，s disease；PD) 

帕金森氏症的名稱由來，是源自於一位名為詹姆士‧帕金森

(James. Parkinson) 的英國醫生，在西元1817年首度描述了這個病症，

後人便將他當時所發表的「震顫麻痺」（the shaking palsy）稱作帕金

森氏症。該病好發率主要集中於中高年齡族群。在台灣，年紀四十歲

以上人口，帕金森氏症的盛行率為每十萬人中有358人，而疾病發生

率為每十萬人中有28.7人。 

偶發性帕金森氏症（sporadic PD）佔所有帕金森氏症病人的90% 

以上，這種家族性的PD被懷疑可能與基因突變有關，例如: 

α- synuclein 及parkin；自發性帕金森氏症（idiopathic PD）通常發生

於55歲以上的年齡族群，病程可持續10-20年，且目前自發性帕金森

氏症的病因仍屬不明（Gao et al., 2002）。 

帕金森氏症病人之臨床症狀表現通常是合併出現的運動問題，諸

如:動作遲緩（bradykinesia）、靜止時震顫（resting tremor）或震顫

（tremor）、肌肉僵硬 （Fahn and Sulzer, 2004）、以及運動不能 

（Akinesia）（Guyton and Hall, 2002）。臨床上患者並非每個症狀都會

出現，但通常只要出現兩個以上之症狀，並且其中包含動作遲緩或是

靜止時震顫之一時，即可被診斷為帕金森氏症。帕金森氏症患者通常
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最先會出現的症狀是「靜止時震顫」，但有些時候亦有可能是從「動

作遲緩」症狀開始；但是也有部份病人可能不會有震顫的症狀發生

(Fahn and Sulzer, 2004)。 

帕金森氏症是一種常見的基底核神經病變。基底核是指位於每一

個大腦半球內的灰質體集合（Snell, 2003），擁有許多運動控制的功

能（Guyton and Hall, 2002）。帕金森氏症的病因主要是在腦內黑質緻

密區（substantia nigra）處的多巴胺神經元（dopaminergic neuron）發生

漸行性退化，而導致在紋狀體（striatum）的多巴胺（dopamine）減少

（Schmidt and Ferger, 2001；Guyton and Hall, 2002）。研究中發現，帕

金森氏症病人腦黑質中多巴胺神經元比同年紀者減少了60~86 %並且

被核（putamen）區的多巴胺神經纖維末梢亦減少了90~99%（Gao et al., 

2002）。 

雖然目前引發帕金森氏症的原因仍然不明，但是一般認為可能與

週遭生活環境有關，例如：水質不良或是暴露在具有農藥或殺蟲劑存

在的環境下等等，都可能是引起自發性帕金森氏症的危險因子 （Gao 

et al., 2002）。目前亦有許多證據顯示，氧化壓力增加、自由基傷害

及神經膠樣變性（Gliosis）、慢性炎症反應、基因缺損及細胞粒線體

功能喪失等，都與黑質細胞的死亡以及帕金森氏症有關（McGeer and 

McGeer, 2004；Sriram et al., 2002）。 
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依據研究發現，帕金森氏症病人腦黑質區域中的微小膠細胞

（microglia）被活化，且分泌的TNF-α、干擾素-gamma（interferon-γ）

及淋巴素-1 beta（interleukin-1β）都有增加現象。這些被誘發的細胞

激素 （cytokine），可以誘導iNOS （inducible nitric oxide synthase）增

加，接著釋放NO（nitric oxide），使帕金森氏症病人腦部的氧化壓力

增加，導致細胞死亡（Rousselet et al., 2002）。MPTP引發多巴胺神經

元的死亡率在TNF-α基因缺損的剔除小鼠（knout out mice）中減少了

65%（Ferger et al., 2004）。亦有研究顯示，水楊酸類的抗炎症藥物可

以緩解 MPP
+ 
引發的細胞死亡（Sairam et al., 2003）；但是部份學者卻

認為NSAIDs（non-steroid anti-inflammatory drugs）藥物，例如：

indomethacin、ibuprofen、ketoprofen與diclofenac 將會使MPP
+
 引起的細

胞死亡率增加（Morioka et al., 2004）。這些研究結果顯示炎症反應在

PD中扮的角色仍未明確。 

 

腫瘤壞死因子-alpha（Tumor necrosis factor-alpha；TNF-α） 

TNF-α是一種多重功能的細胞激素，會誘發許多細胞內的反應。

TNF-α在正常腦組織的含量是很低的（Soeda et al., 2001），但在發炎

時或免疫反應被激發時，就會被誘發增加。在臨床上發現一些炎症疾

病，例如：類風濕關節炎（rheumatoid arthritis；RA）、炎症性腸症候
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群（inflammatory bowel syndrome）會誘發細胞激素的增加（McGeer and 

McGeer, 2004）。在中樞神經系統，細胞激素可以促使炎症反應發生，

並且直接對細胞產生毒性反應而使細胞傾向死亡（Rousselet et al., 

2002）或是藉由ROS（reactive oxygen species）的生成，使細胞粒線體

功能喪失進而導致細胞死亡（Sriram et al., 2002）。另外，細胞激素也

可能藉由抑制免疫反應並且促使細胞生長（Rousselet et al., 2002）。 

上述這些與免疫相關的機制與許多中樞神經疾病如：多發性硬化

症（multiple sclerosis）、後天免疫不全症候群併發痴呆症候群

（AIDS-dementia complex）、阿茲海默氏症（Alzheimer
，
s disease）及

帕金森氏症等有關（Ferger et al., 2004）。 

有研究證實，予以毒素（Sriram et al., 2002；Rousselet et al., 2002）、

缺氧、低血糖刺激、損傷（injury）（Rousselet et al., 2002）或是中風

（stroke）後（Sriram et al., 2002），TNF-α會被誘發且對神經細胞產

生毒性，然而在β-amyloid毒性刺激及癲癇（epilepsy）研究中卻發現

TNF-α具有神經保護的作用（Ferger et al., 2004）。 

在帕金森氏症的研究中發現，MPTP引發多巴胺神經元的死亡在

TNF-α基因缺損的實驗鼠中減少了65%（Ferger et al., 2004）；但是在

其它的研究中卻發現TNF-α基因缺損的剔除小鼠對於MPTP引發多巴

胺神經元的死亡並無影響（Rousselet et al., 2002）。因此，TNF-α在
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神經細胞凋亡過程中雖然有著重要的影響（Soeda et al., 2001），但是 

TNF-α對於神經細胞是保護或是促使死亡的角色仍然不甚清楚

（Ferger et al., 2004）。 

 

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine（MPTP） 

MPTP是一種存在海洛因（heroin）內的化學成分（Chun et al., 

2001）。最初是在1979-1982年間被發現，當時在美國加利福尼亞州

（California）一群使用非法藥物的年輕人出現了類似帕金森氏症的症

狀：動作遲緩、肌肉的僵直、靜止時震顫，而這些症狀可被治療帕金

森氏症的藥物所緩解（Eberhardt and Schulz, 2003），之後發現這些海

洛因當中含有2.9% MPTP成分（Nicotra and Parvez, 2000）。 

MPTP毒素會使得腦黑質內的多巴胺神經元喪失及紋狀體

（striatum）內的多巴胺含量減少。在人類、非人類靈長類動物及老鼠

的研究中發現，MPTP可引發帕金森氏症（Eberhardt and Schulz, 2003）。

因此，目前MPTP被廣泛利用於誘發帕金森氏症的動物模式，藉以研

究此病。 

MPTP屬於一種脂溶性物質（Prezedborski and Vila, 2003），本身對

腦部並沒有毒性（Schmidt and Ferger, 2001），但是MPTP會快速通過

腦血管障壁（blood-brain barrier；BBB），接著會被神經膠細胞中的單
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胺氧化酶B（momoamine oxidase B；MAOB）代謝成MPDP
+

（1-methyl-4-phenyl-1,2,3-dihydropyridinium）；之後可能是經由自我氧化

作用而形成MPP
+
（1-methyl-4-phenypyridinium），MPP

+  
即是一個具活

性的毒素。（Prezedborski and Vila, 2003）。具毒性的MPP
+ 
自神經膠細

胞內藉由單胺運輸器（monoamine transporter）被釋放至細胞外（Russ et 

al., 1996），然後再經由多巴胺運輸器（dopamine transporter；DAT）進

入多巴胺神經元（Schmidt and Ferger, 2001）。如圖A所示： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（圖A：MPP+
 
的代謝路徑；摘錄自Prezedborski and Vila, 2003）。 

MPP+ 

MPP+ 

MPP+ 
Dopamine neuron 

DAT

Glial cells 
MPTP        MPDP+

 
MPP+

 

 (MAO-B) 

Blood Brain Barrier
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MPTP毒性 

MPTP或MPP
+ 
在動物實驗及各種不同的神經細胞株的研究已被

證實可導致如： primary cortical neuron （Sun and Chang., 2003）、

SH-SY5Y、MN9D（Nicotra and Parvez, 2002）、PC-12（Park et al., 2003）

等細胞死亡。MPP
+  
一旦進入細胞內之後除了與vesicular monoamine 

transporter （VMAT）結合，而進入vesicle，或是破壞粒線體中電子傳

遞鏈的complex I而傷害神經細胞之外，也可能藉由改變細胞內酵素

（enzyme）的功能而影響細胞存活（Prezedborski and Vila, 2003）。如16

頁圖B所示。 

目前研究也已證實，MPP
+  
導致的細胞死亡確實與許多細胞內訊

息傳遞有關，例如：Bcl-2、Bax、p53 （Nicotra and Parvez, 2002；Eberhardt 

and Schulz, 2003）、JNK （Hunot et al., 2004）、NF-κB （Cassarino et al., 

2000）及caspases （Viswanath et al., 2001）等。其作用如第17頁圖C所

示。 

 

JNK（c-Jun N-terminal kinases） 

JNK、ERK和p38合稱MAPK（mitogen-activated protein kinase）。其

中，JNK是一種SAPK（stress-activated protein kinase）（Johnson and Lapadat, 

2002），並包含了三種類型：JNK1、JNK2及JNK3（Waetzig and Herdegen, 
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2004）。 

 

 

 

 

 

 

 

 +

 Mitochondria  

MPP+ 

DAT 

MPP+ Synaptic vesicle

MPP+ 

Enzymes 

 VMAT 

（圖B：MPP+ 進入細胞後對細胞產生的影響；摘錄自Prez

 

JNK家族會被許多刺激所活化，例如：紫外線

神經毒素及TNF-α（Tournier et al., 2；Chunt 

2003）。當JNK被活化後即可繼續活化其下游的受質

c-Jun（Johnson, Lapadat et al., 2）、Elk1、ATF2（

1998）、Bim及Bcl-2家族（Okuno et al）。 

JNK目前被許多學者認為與控制細胞的死亡或

證明，抑制JNK活性可以增加化學治療藥物抑制腫

（Johnson and Lapadat, 2002）。有其他研究證明紫外
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PP+ 影響的蛋白質酵素路徑；摘錄自Eberhardt and Schulz, 2003）。 

JNK參與，並且JNK基因缺損的小鼠（JNK-deficient mice）可

引發的細胞凋亡較具抗性，與其細胞內cytochrome-c 釋放及

ase-3活化都明顯被抑制有關（Tournier et al., 2000）。另外在腦

血時也會刺激JNK活化，而使其直接與BimL結合，致使BimL

並引發下游Bax活化而使神經細胞凋亡（Okuno et al., 2004）；

進一步證明在缺血-缺氧引發的神經死亡過程中以JNK3的活

的一個因子之一（Kuan et al., 2003）。 
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在帕金森氏症的研究中發現MPTP可以使腦黑質系統的JNK 

kinase（MKK4） 的表現量增加5倍，並使JNK的磷酸化增加2.5倍

（Nicotra and Parvez, 2002）。以JNK基因缺損剔除小鼠進行帕金森氏

症研究中發現，剔除JNK基因不但可以減少MPTP引發的神經死亡，

而且使得MPTP導致的多巴胺減少現象改善了39﹪（正常實驗鼠：減

少94﹪、JNK基因缺損剔除鼠：減少55﹪）（Hunot et al., 2004）。並

且，此神經毒素使JNK活化而導致的神經死亡可能與caspase-1及

caspase-3活化有關（Chun et al., 2001）。 

 

PC-12細胞株 

PC-12細胞株是大白鼠腎上腺髓質嗜鉻腫瘤細胞（rat adrenal 

medulla pheochromocytoma）所選出來的細胞株。PC-12細胞株經過神經

生長因子（nerve growth factor；NGF）刺激後會分化成類似交感神經

細胞的特性（Green et al., 1976）並具有分泌、儲存、合成及再吸收多

巴胺能力，所以，PC-12可視為一種多巴胺神經元，且具有多巴胺轉

運器，因此常被用來進行MPP
+ 
的毒性研究（Nicotra and Parvez, 2000；

Morioka et al., 2004）。 
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貳、研究目地 

帕金森氏病、中風及阿滋海默氏症併列為老年人三大疾病，影響

國人健康甚大，雖然此病沒有立即性的生命危險，但是對於日常生活

中所造成的困擾及不便卻是常見且嚴重的。目前醫學研究上對於此疾

病亦付出頗大心力，希望能找出病因來預防，或是尋找治療的方針來

降低此病對人類的威脅。許多學者的研究發現，免疫反應對於此病有

相當的關聯性。在帕金森氏症病人死後的腦組織中發現，患者腦部的

TNF-α含量較同年齡非患者的腦組織TNF-α含量來得高，甚至其他

研究者發現TNF-α基因缺損的老鼠似乎可以影響MPP
+
/MPTP對神經

細胞產生的傷害。但是，縱使有許多實驗及研究結果證實TNF-α與

帕金森氏症的神經胞死亡有關，卻缺乏證據顯示TNF-α在帕金森氏

症影響神經細胞死亡中所扮演的角色及機制為何。所以，在此我們以

MPP
+ 
引發PC-12細胞毒性作為一帕金森氏症的實驗模式，並且加入

TNF-α來探討以下幾點： 

1、TNF-α是否會增加或緩解MPP
+  
對細胞產生的毒性？ 

2、探討TNF-α與MPP
+  
導致的細胞死亡是否經由細胞凋亡？ 

3、TNF-α與MPP
+  
的暴露引發的細胞內訊息傳遞分子為何？ 
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參、實驗材料與方法 

（壹）實驗材料 

一、實驗藥品 

1、methyl-4-phenyl-pyridinium (Cat No：D-048 )：購自Sigma。 

2、Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) (Cat No：T5944 ):購自Sigma。 

3、Cytochrome-c antibody (Cat No：6598A)：購自Pharmingen。 

4、Poly rabbit anti-caspase-3 (Cat No：556425 ) : 購自Cell Signaling。 

5、SAPK/JNK assay kit (Cat No：9810) :購自 Cell Signaling。 

6、10 x TG-SDS buffer (Cat No：0783-2L): 購自Amresco。 

7、10 x TG buffer (Cat No：0307-2L): 購自Amresco。 

8、其他一般藥品購自 Bio-Rad、Biochemika、Fluka、GlBCO、Jackson、

MERCK及R＆D SYSTEMS 等公司。 

 

(貳)細胞實驗 

細胞來源：PC-12 cell line購自食品工業發展研究所，細胞株編號

為60048。 

一、細胞培養 

細胞培養於 10㎝培養皿內，使用 RPMI 1640 medium培養（內

含10﹪fetal bovine serum、5﹪hourse serum及penicillin-streptomycin），
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細胞置於 5% CO2，90%相對溼度的 37℃培養箱內。當細胞約 9分滿

時再做繼代培養。 

二、繼代培養 

當細胞成長至約9分滿時，收集細胞於離心管內在4℃環境下以

700 rpm離心 1分鐘；抽掉上清液後，再行加入 3 ml培養液，以 23

號針頭上下抽吸打散細胞，最後將細胞分配到10 ㎝培養皿加入10 ml

新鮮培養液培養。 

三、細胞蛋白質抽取 

所需試劑：lysis buffer 50 ml成分如下： 

150 mM的Tris（pH＝7.9）                                16.6 ml 

NaCl                                                  0.44 g 

100 mＭ EGTA                                         0.5 ml 

Na3Vo4                                                0.009 g 

1%的NP-40                                            0.5 ml 

Sodium deoxychlate                                       0.13 g 

二次水                                               33.4 ml 

1 tablets proteinase inhibitor 

細胞培養於6孔培養盤內，以藥物處理至特定時間後，收集其培

養液後，再以PBS沖洗並收集之，之後以2500 rpm、4℃下離心5分

 21



鐘，倒掉上清液；離心後沉澱的細胞（cell pellet）放置於 -80℃冰箱

至隔天，取出回溫後加入20μl的lysis buffer並以超音波震盪15秒x 4

次，最後細胞以 15000 rpm、4℃條件離心 30分鐘。收取上清液並置

於 -80℃環境下保存。 

四、加藥（MPP
+
 及TNF-α處理方式如下）： 

MPP
+
 溶液需於每次加藥前再配置。將 MPP

+  
秤好所需重量後依

據所需濃度溶解於培養液。TNF-α（100 ng/ml）則依照所需之濃度分

別加入培養皿中培養至特定時間。若需合併TNF-α與MPP
+  
處理時，

則依所需濃度均勻混合兩種藥物後，再加入於細胞培養皿中培養至特

定時間。 

五、MTT試驗－（MTT Assay） 

將PC-12細胞培養至96孔盤內，每個孔盤約有1×10
4
個PC-12細

胞。再經藥物處理至特定時間後，各加入100μl MTT (0.5 mg/ml) 後

放置於培養箱內4小時，之後加入100μl 10% SDS以溶解藍紫色的

formazan，再放回培養箱內放置至隔天。最後用ELISA reader以570 nm

波長讀取其吸光值。細胞存活率＝（實驗組O.D ÷ 對照組O.D）× 

100﹪。計算結果均以One-Way ANOVA分析，再以LSD test 比較特定

組別（selected groups）之間存活率之差異。當p值小於0.05時則判定為

有意義之差異。 
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六、4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) Staining 

經藥物處理過後的細胞取出上清液，以 PBS清洗，再以 4% 

paraformadehyde固定30分鐘，以PBS 清洗完成後，加入DAPI染劑，

於室溫避光環境下反應30分鐘再以PBS清洗。封片後以雷射掃描共

軛焦顯微鏡（laser scanning confocal microscopy）觀察細胞核是否斷裂

為小核（apoptotic nuclei）以判別細胞凋亡。 

七、TUNEL staining 

TUNEL staining 使用購自Calbiochem的TdT-FragEL� DNA 

Fragmentation Detection Kit（Cat. No.：QIA33）。內含藥品如下： 

1、Proteinase K : 2 mg/ml proteinase K in 10 mM Tris, pH 8。 

2、5X TdT equilibration buffer 1 M sodium cacodylate, 0.15 M Tris,  

1.5 mg/ml BSA, 3.75 mM CoCl2, pH 6.6。 

3、TdT labeling reaction mix : a mixture of labeled and unlabeled 

deoxynucleotides at a ratio optimized for DNA fragment end labeling with 

TdT。 

4、TdT enzyme: terminal deoxynucleotidyl transferase。 

5、Stop buffer : 0.5 M EDTA, pH 8。 

6、Blocking buffer : 4% BSA in PBS。 

7、50X conjugate : Peroxidase streptavidin conjugate 50-fold concentrated 
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solution。 

8、DAB tablets : 3,3
，
Diaminobenzidine (0.7 mg/tablet)。 

9、H2O2/urea tablets : H2O2/urea (1.6 mg/tablet)。 

10、Methyl green counterstain 0.3% methyl green。 

11、TBS : 50 mM Tris（pH=7.6）內含0.9％ NaCl。 

本實驗每個樣本使用5×10
4
顆細胞，將細胞養在1.8平方公分的蓋

玻片上，蓋玻片先以poly-lysine處理後，並以紫外線燈滅菌後使用。

細胞分別給予下列處理：30 ng/ml TNF-α、300μM MPP
+ 
、30 ng/ml 

TNF-α合併300μM MPP
+ 
、10μM SP600125前處理15分鐘再給予30 

ng/ml TNF-α合併
 
300μM MPP

+ 
及100μM Z-VAD前處理30分鐘後再

給予30 ng/ml TNF-α合併300μM MPP
+ 
。以上各組細胞經藥物處理24

小時後，以PBS清洗再以4% paraformadehyde固定，之後蓋玻片以TBS

浸泡15分鐘，再以20μg/ml proteinase K作用10分鐘，然後經TBS清洗

後，再將細胞玻片浸在3% H2O2  5分鐘，再以TBS清洗玻片，並將細胞

浸泡在1倍的TdT Equilibration Buffer 20分鐘後，以TBS清洗後，再加入

60μl的TdT Labeling Reaction Mixture，小心蓋覆parafilm在樣本上，在

37℃環境下靜置反應90分鐘。反應後以TBS清洗細胞，每個細胞玻片

再加入100μl的stop solution，並靜置5分鐘。以TBS清洗後，再加入 

100μl的blocking buffer且靜置10分鐘，之後以拭鏡紙將蓋玻片附近的
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blocking buffer吸乾，加入1倍的conjugate，在潮濕的環境下靜置30分

鐘。經TBS清洗後，玻片以1倍的DAB溶液（1 tablet/1ml 自來水）染

色細胞10分鐘。清洗後，再以methyl green作為對比染色。染色完畢的

細胞玻片以100﹪酒精及xylene浸漬後以Histomount將蓋玻片做封片處

理。將封片完成的玻片在400倍顯微鏡觀察計數細胞凋亡比例。各個

藥物處理組分別以隨機方式至少計數200~300顆以上細胞。細胞死亡

率計算如下：death ratio（﹪）＝TUNEL positive cells ÷ total cells ×  

100﹪。計數結果均以One-Way ANOVA分析，再以LSD test 比較特定

組別（selected groups）之間存活率之差異。當p值小於0.05時則判定為

有意義之差異。 

八、蛋白質定量 

以 BSA （bovine serum albumin）配置不同標準溶液（BSA 

standard），其濃度如下：0.05 mg/ml；0.1 mg/ml；0.2 mg/ml；0.4 mg/ml

及 0.6 mg/ml。將細胞蛋白質抽取液做適當稀釋 (6孔培養盤約 10到

15倍稀釋、10 cm培養盤約70倍稀釋)。各取BSA standard及細胞蛋

白質抽取液 5μl加入 96孔盤內（各做二重複），最後加入 195μl蛋

白質定量染劑 (Bio-Rad protein assay Dye Reagent Concentrate；Cat No. 

500-0006)，反應10分鐘後使用ELISA reader偵測BSA standard及蛋白

質樣本在570 nm波長下之吸光值。再將BSA standard之吸光值及濃度
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之關係做出一標準曲線（standard curve）後，以standard curve推算出

各別細胞蛋白質樣本濃度。 

九、西方轉漬法（Western Blot） 

SDS PAGE電泳試劑成分如下： 

（1）10﹪Separating Gel 5.0225 ml 成分如下： 

1.5 mM Tris-HCl （pH＝8.8）                          1.25 ml 

30﹪Acrylamide＆0.8﹪Bis-acrylamid                   1.67 ml 

10﹪SDS                                          0.05 ml 

10﹪ammonium persulfate                             0.05 ml 

TEMED                                        0.002.5 ml 

二次水                                             2 ml   

（2）Stacking Gel成分如下： 

1 M Tris-HCl （pH＝6.8）                           0.1875 ml 

30﹪Acrylamide＆0.8﹪Bis-acrylamid                   0.25 ml 

10﹪SDS                                         0.015 ml 

10﹪ammonium persulfate                            0.015 ml 

TEMED                                         0.0015 ml 

二次水                                           1.01 ml 

（3）4倍 sample buffer 5 ml成分如下： 
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1 M的Tris-HCl （pH＝6.8）                           1.25 ml 

SDS                                                0.4 g 

bromophemol blue                                   0.001 g 

Glycerol                                           1.5 ml 

DTT                                            0.38575 g 

二次水                                           2.25 ml 

Western Blot 西方轉漬法試劑如下 

（1）10 mM PBS 1000 ml成分如下： 

0.5 MPB                                            20 ml 

NaCl                                                9 g 

二次水                                            980 ml 

（2）PBST：PBS內含0.05﹪Tween-20。 

（3）Blocking buffer：PBST內含5﹪脫脂奶粉。 

收集的蛋白質樣本以 SDS-PAGE 分離 (120V，1.5 hr) 後再將膠

片上的蛋白質轉漬至PVDF轉漬膜上。轉漬完畢的PVDF用PBST洗

3分鐘 × 3次後再用blocking buffer在室溫下震盪1小時，之後再用

PBST洗3分鐘 × 3次。加入一級抗體 （primary antibody）後置於 

4℃冰箱震盪至隔天。將一級抗體去除後，用PBST洗 3分鐘 × 3次

再加入二級抗體 （secondary antibody） 在室溫下震盪 1小時，再用
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PBS 洗5分鐘 × 6次。之後把轉漬膜放到ECL溶液中反應1分鐘。

再將轉漬膜取出，以 X光底片進行壓片，所得底片結果以數位相機

照相，並以電腦軟體（KODAK 1D3.6）分析量化。 

十、JNK活性分析（JNK activity assay） 

SAPK/JNK assay kit （Cat No：9810） :購自 Cell Signaling。內含

溶液成份如下： 

1、 Phospho-c-Jun (Ser63) Antibody 100 μl (10 Western mini-blots)。 

2、 Kinase Buffer (10X)（Cat No：9802）15 ml。 

3、 Cell Lysis Buffer (10X)（Cat No：9803）15 ml。 

4、 ATP (10 mM)（Cat No：9804）50μl。 

5、 c-Jun Fusion Protein Beads （Cat No：9811） 800μl。 

6、 Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody（cat No：7074）50μl。 

細胞以藥物處理至特定時間後，收集培養液。並再以 PBS收下

細胞後，以2500 rpm、4℃環境下離心5分鐘，離心後倒掉上清液，

以PBS清洗2次，加入500μl cell lysis buffer，並存放冰上5分鐘，

把細胞以超音波震盪後再以微量離心機在16000 rpm、4℃環境下離心

10分鐘，取上清液，並定量蛋白質。 

取200μg蛋白質加20μl c-Jun fusion protein beads，混合均勻，置

於4℃至隔天。以為量離心機16000 rpm、4℃條件下離心30秒。倒掉
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上清液，並以SAPK/JNK assay kit 中的cell lysis buffer 及kinase buffer

各清洗兩次、每次清洗之間需以 16000 rpm、4℃條件離心 30秒。最

後加入45μl kinase buffer （內含0.2 mM ATP），並置於30℃水浴槽內

30分鐘。加入15μl 4倍的sample buffer  (內含200 mM DTT)，震盪

後離心30秒。之後將樣本在95℃中煮4分鐘，取20μl跑SDS PAGE。 

十一、統計分析 

所有結果以Mean ± S.D. （平均值 ± 標準誤） 來表示，並採用

One-Way ANOVA統計法分析，再以LSD比較特定組別（selected 

groups）之間的差異性，當p值小於0.05時則判定為有意義之差異。
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肆、結果 

實驗一、評估MPP
+ 
、TNF-α或MPP

+  

合併TNF-α對PC-12的作用 

細胞凋亡的過程在形態學上具有一些特徵，例如：細胞萎縮、細

胞質濃縮、染色質凝聚並黏附在核膜形成隆起和出現凋亡小體；細胞

內的粒線體、高爾基體沒有腫脹現象；在相當長一段時間內，核膜保

持完整。這些細胞形態上的改變均可利用相位差顯微鏡（phase contrast 

microscope）的技術來觀察。 

圖一實驗使用未分化的PC-12細胞，並分別予以150μM MPP
+
、

30 ng/ml TNF-α及150μM MPP
+ 
合併30 ng/ml TNF-α，經處理24小

時後，細胞以400倍相位差顯微鏡觀察細胞形態上改變。 

由圖一實驗結果發現未經藥物處理組別（對照組）中部分PC-12

細胞可觀察到神經軸生長（圖A白色箭號所指處），當單獨給予

TNF-α30 ng/ml 24小時後，細胞在形態上與對照組比較沒有明顯差

異，且細胞仍然具有神經軸生長能力（圖B）。但是當給予 

150μM MPP
+ 
處理後，細胞開始出現細胞凋亡的特徵，例如：皺縮

（shrinkage）、神經軸退化（neurite retraction）等（圖C黑色箭號所指

處）。而且當合併加入30 ng/ml TNF-α處理時，細胞死亡的現象更是

明顯（圖D）。 

為探討不同時間點MPP
+  

與TNF-α藥物處理對細胞形態的影
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響。圖二實驗中分別給予細胞300μM MPP
+ 
、30 ng/ml TNF-α或 

150μM MPP
+  

合併30 ng/ml TNF-α處理至不同時間點（1、2、6、12

及24小時）。圖二實驗結果發現對照組在1小時（C1；圖A）及24

小時（C24；圖C）細胞外觀成圓形、完整且部分細胞有神經軸的生

長表現（圖A及圖C白色箭號所指處）。當單獨處理30 ng/ml TNF-α

時細胞在各個時間點（TNF-α處理1小時，T1，圖B；TNF-α處理

24小時，T24，圖D）其形態上與對照組比較沒有明顯差異。但是當

予以300μM MPP
+  處理6小時後（M6，圖I），細胞開始出現皺縮、

貼附性差或是漂浮的細胞碎片。且此死亡現象隨著處理時間增加而更

明顯。但是，當300μM MPP
+  合併加入30 ng/ml TNF-α處理時，細

胞自2小時即開始出現上述特徵（TM2，圖H），且此現象隨著時間

增加而增加。 

由圖一、圖二中的結果顯示，在時間點上不但TNF-α與MPP
+

合併處理會引起較多細胞死亡，且細胞死亡現象隨著處理時間增加而

增加。 

 

實驗二、評估MPP
+ 
、TNF-α或MPP

+  

合併TNF-α處理對PC-12的存

活率（cell viability）影響 

 為更進一步證實MPP
+  

合併TNF-α同時處理能引起細胞死亡，在
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此使用MTT Assay來評估細胞存活率。MTT Assay被廣泛應用於細胞

存活率的檢測。MTT（3-(4,5dimethyl- thiazol- 2-yl) - 2,5-dip-he- 

nyltetrazolium bro- mide）是一種水溶性且黃色的物質，可以被粒線體

內的脫氫酶 （dehydrogenase）還原生成結晶狀的藍紫色產formazan。

Formazan以10% SDS溶解後，可利用enzyme-link immunosorbent assay

（ELISA）reader在波長570 nm下測其吸光值並分析之。因為只有活

細胞的粒線體內才有脫氫酶，能將MTT還原成結晶狀的藍紫色物，

故所測得的吸光值與細胞存活率成正比。因此若吸光值愈大，則表示

細胞存活率愈高。所以我們可利用吸光值評估細胞存活率。 

本實驗使用未分化的PC-12細胞來進行下列實驗，細胞培養在96

孔盤中且分為不同藥物處理組別：（1）. 600μM MPP
+
；（2）. 300μM 

MPP
+
；（3）. 150μM MPP

+ 
；（4）. 75μM MPP

+
；（5）. 30 ng/ml  

TNF-α合併600μM MPP
+ 
；
 
（6）. 30ng/ml TNF-α合併300μM MPP

+ 
；

（7）. 30 ng/ml TNF-α合併150μM MPP
+
；（8）. 30 ng/ml TNF-α合併

75μM MPP
+ 
；
 
（9）. 15 ng/ml TNF-α合併600μM MPP

+ 
；（10）

 
. 15 

ng/ml TNF-α合併300μM MPP
+ 
；（11）. 15 ng/ml TNF-α合併150μM 

MPP
+ 
；（12）. 15 ng/ml TNF-α合併75μM MPP

+ 
；
 
（13）. 30 ng/ml  

TNF-α；（14）. 15 ng/ml TNF-α；（15）. control。以上各組細胞經處

理24小時後細胞以MTT Assay評估細胞存活率。 
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圖三的實驗結果顯示，當分別給予TNF-α 0、15或30 ng/ml時，

並不影響細胞存活率（0 ng/ml TNF-α，100% ± 0.31；15 ng/ml 

TNF-α，95.12% ± 2.96；30 ng/ml TNF-α，99.75% ± 4.48）。但是MPP
+
 

處理的細胞中，當濃度愈高時細胞的存活率就越低（75μM MPP
+
，

93.09% ± 4.37；600μM MPP
+
，73.98% ± 2.33）。而且當合併加入

TNF-α15或30 ng/ml時，細胞存活率更是明顯下降。例如：當細胞

給予75μM MPP
+
處理24小時後，細胞存活率與對照組相較是沒有差

異的（75μM MPP+，93.09% ± 4.37；對照組，100﹪± 0.31） 但是，

當75μM MPP+ 合併TNF-α不論是15 ng/ml或是30 ng/ml，細胞存活

率與分別與單一藥物處理組相較則呈現有統計意義的下降（圖三）。

而且二樣藥物合併處理所引發之細胞死亡率傾向大於此二種藥物分

別處理時引發的死亡率的總合。表示MPP+ 對細胞的毒性因TNF-α的

存在而增加。 

本實驗結果係以mean ± S.D.來表示，以對照組當作100﹪後以

One-Way ANOVA分析其差異性，當p值小於0.05時則判定為有統計

意義之差異（每次實驗3重複，n =3）。 

 

實驗三、利用DAPI （4',6-diamidino-2-phenylindole）染色觀察藥物處

理是否引起細胞凋亡 
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4，6-聯脒-2-苯基吲哚（4',6-diamidino-2-phenylindole ；DAPI）是

常用的DNA特異性染料之一。它是一種半通透性染料，用於常規固定

細胞的染色。DAPI主要結合在DNA的A-T鹼基區，以螢光顯微鏡或共

軛焦顯微鏡用紫外光激發即可見明亮的藍色螢光。DAPI 染色是以細

胞核的形態改變作為評估細胞凋亡的指標。細胞凋亡時的特徵為細胞

核濃縮（condensation）、DNA斷裂 (DNA fragmentation) 及細胞皺縮

（shrinkage），若是有此現象可以做為細胞凋亡指標 （Schapira, 1999；

Kim et al., 2003）。 

在前面實驗結果顯示MPP
+ 
或MPP

+ 
合併TNF-α處理可引發

PC-12細胞死亡。並有文獻顯示MPP
+  
處理會引發細胞凋亡（Nicotra 

and Parvez, 2003） 。在此我們欲進一步探討MPP
+  
及MPP

+  
合併

TNF-α處理引起的細胞死亡是否屬於細胞凋亡。之前實驗結果（圖

一）顯示150μM MPP
+  
或150μM MPP

+  
合併30 ng/ml TNF-α處理

即可明顯引發PC-12細胞死亡。因此，本實驗將PC-12細胞培養在

1.8平方公分的蓋玻片上，並分別給予150μM MPP
+
、30 ng/ml 

TNF-α、150μM MPP
+  
合併30 ng/ml TNF-α處理24小時後，以DAPI

染細胞核後並以雷射掃描共軛焦顯微鏡（laser scanning confocal 

microscopy）觀察細胞凋亡的情形。 

實驗結果在圖四中發現在對照組或是30 ng/mlTNF-α處理的細
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胞，細胞核完整、沒有核濃縮或裂解（apoptotic nuclei）的情形。在

MPP
+  

處理的細胞，細胞出現凋亡的特徵，例如：細胞核斷裂及核

濃縮。而TNF-α合併MPP
+  
處理後，細胞核斷裂或是濃縮的情形相

對增加。可知，本實驗中藥物處理可引發細胞凋亡。 

 

實驗四、以西方墨點法分析藥物處理引發PC-12細胞死亡的相關蛋白

質表現。 

在MPTP的帕金森氏症的實驗模式中發現MPTP處理導致的細胞

死亡可能與凋亡的路徑有關，其相關蛋白質有cytochrome-c及caspase-3

（Fahn and Sulzer., 2004）。另外也有其他學者發現1 mM的MPP
+ 
處理72

小時可引發SH-SY5Y細胞凋亡，且導致caspase-3的活化及JNK磷酸化

（Chen et al., 2003），另外，在其他神經細胞株例如：MN9D，也發現

100μM的MPP
+ 
處理12小時也可引發細胞死亡，且可藉由抑制caspases

來緩解細胞死亡的比例（Choi et al., 1999）。在PC-12細胞也有研究發

現經由MPP
+ 
處理後可降低細胞存活率，且引起caspase-3的活化（Park 

et al., 2003；Sheng et al., 2002；Viswanath et al., 2001；Chuenkova et al., 

2003）。除此之外，MPP
+ 
或MPTP也被證實會引起JNK磷酸化 （Hunot 

et al., 2004；Eberhardt and Schulz, 2003；Nicotra and Parvez, 2003），且有

學者認為MPP
+ 
處理導致的神經細胞死亡可能經由JNK路徑而誘發
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caspase-3活化而致（Chun et al., 2001）。因此本實驗旨在探討MPP
+ 
或

MPP
+ 
合併TNF-α處理導致的PC-12細胞凋亡是否也與JNK及caspase-3

的路徑有關。 

實驗中將PC-12細胞培養在6孔盤培養皿內，每孔盤約有7×10
5
個細

胞，並分別給予300μM MPP
+ 
、30 ng/ml TNF-α、300μM MPP

+  
合併 

30 ng/ml TNF-α處理至特定時間後，分別收取細胞蛋白質，再以西方

墨點法分析caspase-3、JNK及cytochrome-c 等相關路徑的蛋白質表現量

及JNK的活性分析。 

我們先測試MPP
+ 
是否能引發cytochrome-c 釋放，結果發現MPP+ 

不論是150或是300μM在處理4小時後即可引起cytochrome-c 釋放，且

具有時間相依性的特徵（圖五）。Viswanath等人曾證實MPP
+  
處理引起

cytochrome-c 釋放之後，將導致caspase的活化（Viswanath et al., 2001）。

因此，我們便進一步探討MPP
+  
及MPP

+  
合併TNF-α處理導致的細胞

死亡是否會經由caspase的活化。在caspase家族中，caspase-3屬於細胞

凋亡的執行者（executioner），而且被認為是在帕金森氏症中導致神經

退化的主要因子（Viswanath et al., 2001）。實驗結果如圖六所見，MPP
+

處理的確可引起caspase-3的活化，然而MPP
+  
合併TNF-α處理所導致

活化的caspase-3的表現量均高於單獨給予MPP
+  
處理的組別。有文獻

指出在MPP
+ 
處理後導致的神經細胞死亡機制與JNK活化caspase-3有
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關（Chun et al., 2001）。接著，我們欲探知MPP
+  
合併TNF-α處理引起

的JNK磷酸化是否與此一凋亡現象有關？由四次實驗結果中觀察到

不同時間點的TNF-α或MPP
+
 單獨處理時，與對照組相較並不誘發

JNK磷酸化。但是，在TNF-α合併MPP
+
 處理1小時後，則可觀察到磷

酸化的JNK表現量增加（TM1），而此現象在2、6、12及24小時均可觀

察到（TM2、TM6、TM12及TM24）。然而，JNK磷酸化一旦被誘發後，

其表現量並不因為處理時間的增長而增加。 

為進一步證實JNK的磷酸化後是否經由改變細胞內的c-Jun的活

性來影響細胞的存活，我們以西方墨點法，在實驗結果中（圖八）發

現不論是單獨給予MPP
+ 
、TNF-α處理或是MPP

+  
合併TNF-α處理

時，c-Jun的磷酸化卻不見增加（n=4）。由圖七及圖八的實驗結果顯示，

或許圖七中觀察到的JNK的磷酸化並不是作用於改變細胞內的c-Jun

的活性。為進一步確認圖七所看到的結果，我們接著以kinase assay的

方式來探討給予MPP
+  
合併TNF-α處理後JNK活性的改變。結果如圖

九所見，MPP
+  
合併TNF-α處理時引發了JNK活性的增加，這與圖七

JNK磷酸化的結果相符。由圖七圖、八及圖九的實驗中，我們推測MPP
+ 

合併TNF-α處理時可增加JNK的磷酸化及其活性，但此一活化的JNK

並非直接促使c-Jun的磷酸化，而是可能作用於其他下游的受質

（substrates）。 
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實驗五、評估JNK的活化與caspase-3 的活化在MPP
+
 合併TNF-α引

發細胞凋亡之角色。 

經由以上實驗得知TNF-α合併MPP
+ 
處理導致細胞死亡且引發

了caspase-3、JNK磷酸化及JNK活性增加。因此本實驗使用SP600125

（JNK抑制劑） 及Z-VAD （caspase抑制劑）來觀察抑制JNK及

caspase-3是否能緩解TNF-α合併MPP
+  
處理導致的細胞死亡。圖十

實驗結果發現MPP
+ 
（圖D）或是300μM MPP

+  
合併30 ng/ml TNF-α

處理（圖E）可導致PC-12細胞產生如：皺縮、神經軸退化且細胞呈

現懸浮或是貼附性差等現象。然而當細胞給予100μM Z-VAD前處理

30分鐘後，再給予300μM MPP
+  
合併30 ng/ml TNF-α，細胞死亡的

現象可以明顯的被緩解 （圖G），但是對於300μM MPP
+  
合併30 ng/ml 

TNF-α造成細胞懸浮或是貼附性差（poor adhesion）的情形卻無法改

善（圖G）。當細胞給予10μM SP600125前處理15分鐘後再給予

300μM MPP
+  
合併30 ng/ml TNF-α處理，細胞死亡的現象則無明顯

改善，細胞仍然出現皺縮、神經軸退化、懸浮或是貼附性差（poor 

adhesion）等特徵（圖F）。實驗結果證明抑制caspase可以減少300μM 

MPP
+  
合併30 ng/ml TNF-α處理後引發的細胞死亡，但是抑制JNK對

於300μM MPP
+  
合併30 ng/ml TNF-α處理而引發的細胞死亡則無明

顯的改善。 
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我們接著採用TUNEL assay來進一步確認圖十一得到的結果。細

胞凋亡中染色體DNA會形成斷裂，DNA雙鏈斷裂或只要一條鏈斷裂並

出現出現缺口而產生的一系列DNA的3
，
-OH末端，3'-OH末端可在去氧

核糖核苷酸末端轉移酶（TdT）的作用下，將去氧核糖核苷酸和螢光

素、過氧化物酶、鹼性磷酸化酶或生物素形成的衍生物標記到DNA

的3'-OH末端，從而可進行凋亡細胞的檢測，這類方法一般稱為去氧

核糖核苷酸末端轉移酶介導的缺口末端標記法（TUNEL）。由於正常

的或正在增殖的細胞幾乎沒有DNA的斷裂，因而沒有3'-OH形成，很

少能夠被染色。TUNEL檢測法，能對完整的單個凋亡細胞核或凋亡小

體進行染色，並能準確地反應細胞凋亡典型的形態特徵，即使極少量

的凋亡细胞亦能被檢測出。 

圖十一中，細胞以藥物處理至24小時後以TUNEL染色法分析細

胞凋亡情形。自實驗結果顯示給予300μM MPP
+  
單獨處理（圖C）

或是30 ng/ml TNF-α合併300μM MPP
+  
處理（圖D）可導致PC-12

細胞凋亡。然而當細胞給予Z-VAD（100μM）前處理30分鐘後再給

予30 ng/ml TNF-α合併300μM MPP
+  
處理（圖F），細胞凋亡的比例

可以明顯的被緩解。圖十二則為此實驗量化結果。此實驗結果與圖十

相互應，證明抑制caspase可以有效緩解30 ng/ml TNF-α合併300μM 

MPP
+  
處理而引發的細胞凋亡及形態上的改變，表示caspase在 
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TNF-α合併MPP
+
 處理產生的細胞死亡作用機制上扮演重要色。 

TNF-α合併MPP
+
 可導致PC-12細胞凋亡，然而，當細胞給予SP600125

（10μM）前處理15分鐘後再給予30 ng/ml TNF-α合併300μM 

MPP
+  
，細胞死亡的現象雖有輕微緩解（TM：11.4% ± 1.8；SP + TM：

9.01% ± 0.5），但其效果不若抑制caspase作用有效 （TM：11.4% ± 

1.8；Z-VAD + TM：4.11% ± 0.7）。實驗結果表示抑制JNK的活性對

於30 ng/ml TNF-α合併300μM MPP
+  
引發的細胞凋亡只有輕微抑制

的作用。
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伍、討論 

本研究主要探討在帕金森氏症的神經細胞退化過程中，免疫反應

對於神經細胞是否有保護作用或是會加促神經細胞的死亡。並探討細

胞因這些傷害（cytotoxicity）所引發的死亡機制為何。過去已有許多

研究發現TNF-α或是干擾素-gamma（interferon-γ）及淋巴素-1 beta

（interleukin-1β）等免疫反應與神經細胞死亡或是帕金森氏症有關

（Rousselet et al., 2002；Ferger et al., 2004）。因此本論文使用MPP
+ 
引

發PC-12細胞的死亡，並加入TNF-α，作為實驗模式，來研究帕金

森氏症與TNF-α的關係。 

本實驗分別以MTT Assay、DAPI及TUNEL觀察細胞存活率、細

胞形態以及細胞凋亡情形，並以西方墨點法分析細胞死亡的相關蛋白

質表現。MTT Assay與細胞形態上觀察到MPP
+ 
的處理在PC-12上可

引起細胞凋亡，且TNF-α的存在可以加劇MPP
+ 
的細胞毒性。由細胞

形態上的分析發現，TNF-α合併MPP
+ 
處理2小時後即可觀察到細胞

凋亡的現象，然而MPP
+  
處理在6小時後才能看到細胞有凋亡的情

形。這結果表示在MPP
+ 
引發PC-12細胞的死亡過程中TNF-α會加速

神經細胞的死亡。過去已有研究指出TNF-α在神經細胞凋亡過程中

雖有著重要的影響（Soeda et al., 2001）另外，也有學者提出TNF-α基

因缺損的剔除鼠可以減少MPTP引發多巴胺神經元的死亡（Ferger et 
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al., 2004）。這與本實驗觀察到的結果一致認為MPP
+ 
或是MPTP引發

的神經毒素中TNF-α的存在會促使神經細胞的死亡。 

目前熟知MPP
+ 
可藉由改變細胞內酵素（enzyme）的功能而影響

細胞存活（Prezedborski and Vila, 2003），有研究者認為其中JNK為一重

要影響因子（Hunot et al., 2004）。在本論文中，我們以西方點墨法也

同樣觀察到MPP
+ 
或MPP

+ 
合併TNF-α的處理可以引發JNK磷酸化及

caspase-3活化的現象，且MPP
+ 
合併TNF-α時其JNK磷酸化現象較MPP

+

單獨處理時明顯。之前有文獻顯示，JNK磷酸化後可以促使c-Jun磷酸

化，c-Jun磷酸化與細胞的死亡有關（Li et al., 2004），因此，本實驗接

著探討JNK磷酸化是否會引起c-Jun磷酸化，我們同樣以西方點墨法去

偵測c-Jun的磷酸化。實驗結果發現c-Jun的磷酸化並不因為藥物處理而

增加。由實驗結果推測MPP
+ 
合併TNF-α能引發JNK磷酸化，但是在

此，磷酸化的JNK並未去影響其下游的受質：c-Jun。雖然這可能與一

般JNK磷酸化的作用不相符合，但是亦有學者認為JNK的受質除了

c-Jun外尚有Elk1、ATF2（Sugden and Clerk, 1998）、Bim及Bcl-2家族

（Okuno et al., 2004）。其中c-Jun、Elk1及ATF2被認為與細胞轉錄

（transcription）有關，而c-Jun除了和細胞轉錄有關外，也同樣和Bim

及Bcl-2家族被認為與細胞凋亡及存活有關（Sugden and Clerk, 1998；

Okuno et al., 2004； Waetzig and Herdegen., 2004；Chang and Karin., 
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2001）。有研究發現在腦部局部缺血時也會刺激JNK活化而促使中樞神

經細胞死亡，但是卻同樣未引起c-Jun的磷酸化，而是經由BimL去促

使Bax影響粒線體功能而導致凋亡（Okuno et al., 2004）。 

接著，我們進一步證明JNK或caspase-3在MPP
+ 
或MPP

+ 
合併 

TNF-α處理引起細胞的死亡是否有直接關係。於是，實驗中使用了

JNK及caspase抑制劑，並從細胞形態評估細胞凋亡的情形，從細胞形

態結果發現MPP
+ 
合併TNF-α處理會導致細胞死亡、神經軸萎縮或是

使細胞無法貼附、呈現漂浮的狀態。當給予caspase抑制劑後可以有效

的抑制MPP
+ 
合併TNF-α處理導致細胞死亡，但是對於MPP

+ 
合併 

TNF-α處理引起細胞漂浮的狀態卻無法明顯改善。然而在給予JNK抑

制劑處理的細胞組別，在西方墨點法雖顯示SP600125能有效減少JNK

磷酸化（data not shown）。但是從細胞形態上來看，卻無法有效緩解

細胞凋亡。於是實驗中進一步以TUNEL方式評估細胞凋亡的比例，從

TUNEL的結果中發現caspase抑制劑可以顯著減少細胞的死亡（圖十

二）。而JNK抑制劑只能輕微緩解MPP
+ 
合併TNF-α引發的細胞凋亡。

這個實驗結果證明抑制caspase時可以有效的緩解細胞的死亡；但是抑

制JNK只能輕微的減少細胞死亡，表示MPP
+ 
合併TNF-α處理導致細

胞死亡主要是與caspase-3的路徑有關（caspase-dependent）。 

目前熟知的細胞凋亡路徑中，caspase-3是其中一個重要的細胞死
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亡訊息。然而，caspase-3可以經由被許多蛋白質直接或是間接活化例

如：caspase-9（Viswanath et al.,2001）、caspase-8與10（Budihardjo et 

al.,1999）、JNK（Chun et al.,2001）等。在本論文中發現MPP
+ 
合併 

TNF-α會導致細胞的死亡，且引起了JNK及caspase-3的活化，然而

在此實驗顯示JNK活化似乎與caspase-3活化的凋亡路徑沒有相關

聯。因此，在後續實驗裡將探討其他可能活化caspase-3的細胞訊息，

例如： caspase-9及caspase-8。如此才能確認MPP
+ 
合併TNF-α導致

的細胞死亡，是否其他的細胞訊息來活化caspase-3而產生細胞的死亡

訊息。
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圖一、TNF-α合併MPP
+ 處理可加重MPP

+ 

的毒性。  PC-12細胞培

養後分別予下列藥物處理：圖A：對照組（C）；圖B：30 ng/ml TNF-α

（T）；圖C：150μM MPP
+  

（M）；圖D：150μM MPP
+  

合併30 ng/ml 

TNF-α（TM），經處理24小時後，在400倍視野下以相位差顯微鏡

觀察細胞形態上改變。圖A對照組中白色箭頭所指處為神經軸。當

單獨給予TNF-α時細胞在形態上與對照組比較沒有明顯差異，白色

箭號所指處為神經軸（圖B）。而MPP
+  
處理後，細胞開始出現皺縮、

神經軸退化之現象（圖C）。當MPP
+ 

合併加入30 ng/ml TNF-α處理

時，細胞死亡的現象更是明顯 （圖D黑色箭號所指處）。白色箭號

所指處為神經軸、黑色箭號所指處為貼附性差、死亡、皺縮的細胞或

是漂浮的細胞碎片（scale bar＝10μM）。
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圖二、不同處理時間點引發細胞形態改變。  培養的PC-12細胞給予

各種不同藥物（300μM MPP
+ 
，30 ng/ml TNF-α或300μM MPP

+  
合

併30 ng/ml TNF-α）及不同時間點（1，2，6，12及24小時）處理後

以400倍相位差顯微鏡觀察細胞形態上改變。右圖中圖A：對照組處

理1小時（C1）；圖B：TNF-α處理1小時（T1）；圖C：對照組處

理24小時（C24）；圖D：TNF-α處理24小時（T24）；圖E：MPP
+  

處

理1小時（M1）；圖F：TNF-α合併MPP
+  
處理1小時（TM1）；圖G：

MPP
+  

處理2小時（M2）；圖H：TNF-α合併MPP
+  

處理2小時（TM2）；

圖I：MPP
+  

處理6小時（M6）；圖J：TNF-α合併MPP
+  

處理6小時

（TM6）；圖K：MPP
+  

處理12小時（M12）；圖L：TNF-α合併MPP
+

處理12小時（TM12）；圖M：MPP
+  

處理24小時（M24）；圖N：TNF-α

合併MPP
+  

處理24小時（TM24）。白色箭號所指處為神經軸、黑色

箭號所指處為貼附性差、死亡、皺縮的細胞或是漂浮的細胞碎片（scale 

bar＝10μM）。 
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圖三、TNF-α可加劇MPP
+
 引發的細胞死亡。  上圖顯示是以MTT 

Assay來評估不同濃度的藥物處理24小時後對細胞存活率的影響。每

組數據均以對照組作為100﹪後在以One-Way ANOVA分析，並以LSD 

test 比較特定組別（selected groups）之間存活率之差異。所有數據均

以mean ± S.D.來表示。當p值小於0.05時則判定為有統計意義之差

異（每次實驗3重複，n =3）。*：control vs. MPP
+
，p < 0.05；#：MPP

+

合併TNF-α vs. 同濃度MPP
+
 單獨處理，p < 0.05；&：MPP

+ 
合併

TNF-α vs. 同濃度TNF-α單獨處理，p < 0.05。 
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圖四、MPP
+
 及TNF-α合併MPP

+
 處理引發細胞凋亡。  細胞分別給

予以下藥物處理：圖A：對照組（C）；圖B：30 ng/ml TNF-α（T）；

圖C：150μM MPP
+  

（M）；圖D：150μM MPP
+  

合併30 ng/ml  

TNF-α（TM），經處理24小時後，以DAPI染色並在雷射掃描共軛

焦顯微鏡（laser scanning confocal microscopy）觀察細胞凋亡的結果。

在對照組（圖 A）及 TNF-α 處理（圖 B）的細胞，細胞核完整、沒

有核濃縮的情形。在 MPP
+  

處理後（圖 C），細胞出現凋亡的特徵，

例如：細胞核斷裂及核濃縮。而在MPP
+
 及TNF-α合併MPP

+ 
處理的

細胞 （圖D），其細胞核斷裂或是濃縮的情況更是明顯。箭號所指處

為斷裂或是濃縮的細胞核。
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cytochrome-c

β-actin
 

 

圖五、MPP
+  
處理可引發cytochrome-c的釋放。  上圖係以西方墨點

法偵測MPP
+ 
處理後cytochrome-c的表現量。實驗結果顯示150μM 

MPP
+  
可引發cytochrome-c的釋放，且8小時cytochrome-c的表現量多

於4小時的表現量。在300μM MPP
+  
處理也看見同樣的趨勢。顯示

MPP
+  
的處理可引發cytochrome-c的釋放，此一現象與Viswanath等人

的實驗結果一致（Viswanath et al., 2001）。M300＝300μM MPP
+ 
；M150

＝150μM MPP
+ 
；4H＝藥物處理4小時；8H＝藥物處理8小時。 
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β-actin

C            T1     T2       T24       M2         M6     M12    M24    TM2   TM6    TM12  TM24

32 kD

17 kD

Caspase-3 (cleaved form)

Caspase-3

 

圖六、MPP
+ 
及MPP

+ 
合併TNF-α處理可導致caspase-3活化。  PC-12

細胞分別給予藥物處理（30 ng/ml TNF-α、300μM MPP
+  
或是給予 

30 ng/ml TNF-α合併300μM MPP
+ 
或對照組）至特定時間點後，收取

細胞蛋白質，以西方墨點法偵測caspase-3的表現量。圖中cleaved 

caspase-3（17kD）代表活化的caspase-3。實驗顯示TNF-α單獨處理的

細胞並未引起caspase-3活化。而MPP
+ 
處理的細胞在6小時後，活化的

caspase-3表現量即增加（M6），但此一增加的現象與處理時間的增長

並無明顯關係（M12及M24）。而在TNF-α加MPP
+
（TM）處理組別，

活化的caspase-3表現量高於MPP
+ 
單獨處理組別。但是，TM組的cleaved 

caspase-3的表現量也並未隨著處理時間增加而增加（n＝3）。C：對照

組處理24小時；T1：TNF-α處理1小時；T2：TNF-α處理2小時；T24：

TNF-α處理24小時；M2：MPP
+ 
處理2小時；M6：MPP

+ 
處理6小時；

M12：MPP
+ 
處理12小時；M24：MPP

+ 
處理24小時；TM2：TNF-α合

併MPP
+ 
處理2小時；TM6：TNF-α合併MPP

+ 
處理6小時；TM12：TNF-α

合併MPP
+ 
處理12小時；TM24：TNF-α合併MPP

+ 
處理24小時。
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C      T1     T24     M1    M2    M6   M12  M24     TM1    TM2  TM6   TM12  TM24

JNK

p-JNK

β-actin

 

圖七、MPP
+ 
及MPP

+ 
合併TNF-α處理可導致JNK磷酸化。  PC-12細胞

分別給予不同藥物處理（30 ng/ml TNF-α、300μM MPP
+  
或是給予 

30 ng/ml TNF-α合併300μM MPP
+  
或對照組）至不同時間點（1、2、

6、12、24小時） 後收取細胞蛋白質，並且以西方墨點法偵測JNK

及磷酸化JNK（p-JNK）的表現量。圖中顯示4次實驗中的一次結果，

JNK、p-JNK與β-actin的表現量。由實驗結果顯示，JNK磷酸化的表

現量，在TNF-α合併MPP
+ 
處理組別（TM1、TM2、TM6、TM12及

TM24）有增加傾向（n＝4）。C：對照組處理24小時；T1：TNF-α處

理1小時；T24：TNF-α處理24小時；M1：MPP
+ 
處理1小時；M2：

MPP
+ 
處理2小時；M6：MPP

+ 
處理6小時；M12：MPP

+ 
處理12小時；

M24：MPP
+ 
處理24小時；TM1：TNF-α合併MPP

+ 
處理1小時；TM2：

TNF-α合併MPP
+ 
處理2小時；TM6：TNF-α合併MPP

+ 
處理6小時；

TM12：TNF-α合併MPP
+ 
處理12小時；TM24：TNF-α合併MPP

+ 
處

理24小時。箭號所指處為JNK或p-JNK所在之分子量（54kD及

46kD）。
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P-C-Jun

β-actin

C       T24       M1      M2      M6     M12    M24   TM1  TM2  TM6   TM12  TM24

 

 

圖八、MPP
+ 

及MPP
+
 合併TNF-α處理並不導致c-Jun 磷酸化 （p-c-Jun）

的增加。  培養的PC-12細胞分別給予不同藥物處理（30 ng/ml 

TNF-α、300μM MPP
+  
或是給予30 ng/ml TNF-α合併300μM MPP

+  
或

對照組）至不同時間點（1、2、6、12、24小時）後收取細胞蛋白質，

並且以西方墨點法偵測p-c-Jun的表現量。上圖為四次實驗的結果之

一，結果顯示p-c-Jun表現量並不因為各組藥物處理而增加（n=4）。C：

對照組處理24小時；T24：TNF-α處理24小時；M1：MPP
+ 
處理1小時；

M2：MPP
+ 
處理2小時；M6：MPP

+ 
處理6小時；M12：MPP

+ 
處理12小

時；M24：MPP
+ 
處理24小時；TM1：TNF-α合併MPP

+ 
處理1小時；TM2：

TNF-α合併MPP
+ 
處理2小時；TM6：TNF-α合併MPP

+ 
處理6小時；

TM12：TNF-α合併MPP
+ 
處理12小時；TM24：TNF-α合併MPP

+ 
處理

24小時。 
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C        T       M   TM

p-c-Jun

 

 

圖九、MPP
+ 
合併TNF-α處理可增加JNK活性。  培養的PC-12細胞

分別給予不同藥物處理 （30 ng/ml TNF-α、300μM MPP
+  
或是給予

30 ng/ml TNF-α合併300μM MPP
+  
或對照組）至24小時後收取細胞

蛋白質，並以自Cell Signal購得之Kinase Assay Kit分析p-c-Jun表現

量用以評估JNK的活性。此圖為四次實驗的結果之一。結果顯示

p-c-Jun表現量在MPP
+
 合併TNF-α處理的細胞有增加的趨勢（n=4）。

顯示JNK活性因藥物合併處理而上升。C：對照組處理24小時；T：

TNF-α處理24小時；M：MPP
+ 
處理24小時；TM：TNF-α合併MPP

+ 

處理24小時。 
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圖十、抑制caspase活化可阻止MPP
+ 
及MPP

+ 
合併TNF-α導致的PC-12

細胞形態改變。  PC-12細胞分別以下列敘述給藥處理：右圖中圖A：

control（control）；圖B：DMSO （DMSO）；圖C：30 ng/ml TNF-α（T）；

圖D：300μM MPP
+
（M）；圖E：30 ng/ml TNF-α合併300μM MPP

+  

（TM）；圖F：先給予10μM SP600125處理15分鐘再給予30 ng/ml 

TNF-α合併300μM MPP
+ 
（SP+TM）；圖G：先給予100μM Z-VAD

處理30分鐘再給予30 ng/ml TNF-α合併300μM MPP
+ 

（Z-VAD+TM）。以上各組別細胞經不同藥物處理24小時後，細胞以

相位差顯微鏡在400倍視野下觀察形態上改變。由圖中可見，SP600125

並不能有效改善TNF-α合併MPP
+ 

處理引發的細胞死亡，而Z-VAD

卻有改善的效果（n＝3）。箭號所指處為死亡的細胞（scale bar＝ 

10μm）。
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A                               B                              C      

D                                  E                                         F

DMSO                                      T                                  M

TM SP600125 + TM                                           Z-VAD + TM

 

 

圖十一、抑制caspase可緩解MPP
+ 
合併TNF-α引發的細胞凋亡。 

PC-12細胞給予不同藥物處理，並分為以下組別：上圖中圖A：DMSO；

圖B： 30 ng/ml TNF-α（T）；圖C：300μM MPP
+ （M）；圖D：30 ng/ml 

TNF-α合併300μM MPP
+ （TM）；圖E：先給予10μM SP600125處

理15分鐘再給予30 ng/ml TNF-α合併300μM MPP
+
（SP + TM）；圖

F：先給予100μM Z-VAD處理30分鐘再給予30 ng/ml TNF-α合併

300μM MPP
+  

（Z-VAD + TM）。以上各組別細胞經不同藥物處理24

小時後細胞以TUNEL染色並在微鏡下放大400倍觀察細胞凋亡情形 

（n＝3）。由圖C及D可看出凋亡細胞的數目比例明顯增加（箭號所

指處），然而當加入SP600125時（圖E）細胞凋亡的比例只有輕微緩

解的現象，而加入Z-VAD時（圖F）細胞凋亡的情形則明顯的被抑

制了（n=3）。箭號所指處為凋亡之細胞（scale bar＝10μm）。
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圖A 

Groups D T M TM 
SP 

+TM 
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+TM 

death ratio 

% 

3.65  

± 0.3 
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± 0.8  
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11.40  
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± 0.7 
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圖十二、TUNEL Assay 結果量化圖表。  圖

據，每次實驗，每個藥物處理樣本均以隨機

以上細胞（n＝3）。下圖中的圖A係將圖十一

化，實驗結果均以mean ± S.D.表示，圖B則

graph） 。*：p < 0.05；NS：non sig。
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十二為圖十一量化的數

方式至少計數200~300顆

TUNEL染色的結果量

為圖A的長條圖 （bar 

nificant 


	NaCl                                                  0.44 g
	Glycerol                                           1.5 ml

