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中文摘要 

 
腦中風又稱為腦缺血，是國人常見疾病之一。目前已有缺血性腦中風動物模式，本論文

藉由缺血性腦中風動物模式探討腦缺血再灌流時，大鼠腦缺血後其體重、行為、梗塞面積、

組織病理、發炎因子及細胞凋亡訊號之變化，並且探討於腦缺血再灌流動物實驗模式下，

透過不同的時間，了解腦損傷後其細胞凋亡的原因和機制。實驗結果顯示：腦缺血再灌流

後大鼠體重、活動能力及肌肉協調性明顯降低且於第 1 天大腦梗塞面積高達 35%以上。組

織病理檢測發現大腦皮質部神經元細胞細胞核有萎縮之細胞凋亡特徵、神經纖維絲明顯減

少，大腦內部調控發炎及保護大腦細胞之星狀神經膠細胞有活化、増生現象。發炎時，嗜

中性白血球、巨噬細胞、B 細胞浸潤的情形也分別出現在腦缺血再灌流後前、中後期，並

偵測到發炎介質 COX-2 的表現。細胞凋亡路徑分析方面，透過 TUNEL 染色法確認大腦皮

質、海馬迴、紋狀體部位細胞凋亡之陽性反應。進一步探討腦缺血後細胞凋亡路徑調控機

制，結果顯示，外源性細胞凋亡路徑相關的 TNF-α receptor 1、Fas、TNF-α以及 FADD 表

現增加，其下游媒介分子 Bid 的表現也有增加的情形。另一方面也分析出抗細胞凋亡蛋白

FLIP 的表現上升。於內源性細胞凋亡路徑分析發現，腦缺血後會降低抗細胞凋亡蛋白 Bcl-2

及 Bcl-xL 的表現，增加細胞凋亡蛋白 Bax、PUMA 及 Bad 的表現。腦缺血後 p53 轉錄因子

表現增加參與細胞凋亡。於細胞凋亡中，半胱胺酸蛋白激酶非依賴性細胞凋亡因子 AIF 於

腦缺血後亦可自催化後表現。然而，酵素活性分析半胱胺酸蛋白激酶 Caspase 3、Caspase 8

及 Caspase 9 均有活化的現象。這些結果顯示，腦缺血再灌流傷害後可透過半胱胺酸蛋白激

酶非依賴性及半胱胺酸蛋白激酶依賴性的外源性和內源性細胞凋亡路徑，參與細胞凋亡的

進行。 
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Abstract 

 
Stroke, also known as cerebral ischemia, is one common disease of humans. In studying the 

pathophysiological alterations of stroke, an animal model of transient focal cerebral ischemia in 

rat was established. Through this animal model of stroke, we were interested to investigate 

potential post-ischemic brain alterations, particular in the regulation of post-ischemic apoptosis. 

Global examination found that ischemia/reperfusion caused a significant loss in body weight and 

deficits in neurobehavior and motor coordination. Ischemia/reperfusion insult caused brain 

infarction. Histological examination revealed a remarkable atrophy of neuronal nuclei, cell 

apoptosis, neurofilament loss, and microglia and astrocyte activation. To further elicit the 

inflammatory response, the activation of resident microglia, the infiltration of neutrophils, 

macrophages, and B lymphcytes, and the expression of pro-inflammatory mediator 

cyclooxygenase-2 were detected in ischemic brain tissues. Using TUNEL staining to detect 

apoptosis-related chromosome breakage, a significant TUNEL-positive signal was detected in 

cerebral cortex, hippocampus, and striatum after cerebral ischemia/reperfusion. An elevation of 

protein expression in extrinsic apoptosis pathway-associated molecules such as TNF-α receptor 1, 

Fas, TNF-α, FADD, and Bid was detected by western blot after cerebral ischemia/reperfusion. 

Intriguingly, cerebral ischemia/reperfusion also increased the expression of FLIP, a natural 

antagonist against extrinsic apoptosis. Regarding the intrinsic apoptosis pathway, cerebral 

ischemia/reperfusion decreased anti-apoptotic Bcl-2 and Bcl-xL expression but increased 

pro-apoptotic Bad, PUMA, and Bax expression. The apparent expression of p53, a transcription 

factor critical to apoptosis induction, was detected in ischemic tissues. In addition to 

caspase-dependent apoptotic cascades, the expression of caspase-independent apoptotic molecule 

AIF was elevated after cerebral ischemia/reperfusion. Enzymatic measurement further showed 

the activation of caspase-3, caspase-8, and caspase-9 after cerebral ischemia/reperfusion. These 

findings suggest that cerebral ischemia/reperfusion triggers caspase-independent and 

caspase-dependent apoptotic cascades leading to post-ischemic apoptosis. 
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文獻回顧 

 
壹、 腦缺血(brain ischemia)介紹 

腦缺血，俗稱為腦中風(stroke)是國人常見的疾病之一，其致死率頗高，根據衛生署統計，

台灣地區的十大死亡原因惡性腫瘤位居第一，腦中風位居第二，佔全部死亡人數的百分之

十八左右(行政院衛生署網站)。而腦中風主要因腦血管阻塞、破裂所導致突發或陣發性之大

腦局部或全面性神經功能失調，進而造成神經系統受損及感覺減退、語言遲緩、運動障礙、

記憶衰退、行為改變等臨床症狀。 

 
一、 分類及其成因 

人類組織器官及大腦養分、糖分、氧氣主要是由血液攜帶運送及供應來維持體內細胞生

理代謝和細胞內部離子平衡。大腦血液主要是由兩側內頸動脈和椎動脈所供應，ㄧ旦動脈

因栓塞、梗塞或其他因素造成血液停止供應，大腦內儲存之養分、糖分及氧氣在瞬間大量

減少，使細胞因能量不足進而受損死亡，則會影響大腦功能。在腦血管疾病因臨床上症狀、

病因、病理等表現差異，可分為二大類出血性(hemorrhagic)及缺血性(ischemic)腦血管疾病

兩大類(如表1)，俗稱出血性(hemorrhagic stroke)及缺血性腦中風(ischemic stroke)。 

1. 出血性腦中風 

出血性腦中風或稱自發性腦缺血，死亡率及致殘率為所有中風類型最高。由於腦部血

管的外膜與中膜不發達，若病人有高血壓合併動脈硬化時，腦血管就容易破裂出血。出血

可使該部位發生缺血性壞死；同時出血的血塊可壓迫鄰近腦組織，使機能障礙的範圍擴大。

另外，出血量過大時，會使腦壓增加，使得腦部的血液循環不暢，產生種種神經症狀，嚴

重時會造成昏迷或死亡。 

2. 缺血性腦中風 

缺血性之腦中風患者主要因血管壁阻塞、血塊或異物栓塞造成血液無法流通，造成腦組

織氧氣及能量不足，腦組織因而變性壞死，又稱為腦梗塞。而缺血性中風根據形成的原因

又分為腦栓塞(brain embolism)及腦血栓(brain thrombosis)。腦栓塞的成因，主要是因供應血

流來源的心臟及周邊血管中形成血液的凝塊或是感染而造成的增生物，在血管中隨著血液

流動而到達腦部阻塞血管，形成栓塞。腦血栓為腦中風最常發生的原因。最常見的病因是

腦動脈粥樣硬化，腦動脈炎、結締組織疾病，先天血管畸形、血壓降低和血液凝固性增高

等。當處於睡眠、失水、心力衰竭、心律失常、紅血球增多等狀態下，引起血壓下降、血
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流緩慢、血液黏稠度增加或血凝集功能異常等，而導致血栓形成。 

(行政院衛生署) 

 
二、 治療方式 

針對目前主要的治療方式分為兩大類，分別為： 

1. 血栓溶解治療 

這種治療方式主要是利用血栓溶解劑-recombinant tissue plasminogen activator (rt-PA)快

速的溶解阻斷腦部血流血栓，就能減少因缺血所引起的腦部傷害程度，使得病患的症狀在

很短的時間改善甚至於消失。但根據研究報告指出，對於急性缺血性腦中風的病患，必須

在「黃金時期」的 3 個小時內經由靜脈給予血栓溶解劑 rt-PA 的治療(Dyker and Lee, 1996)，

於治療時效上有非常嚴格的限制，其在治療效果上也有一定難易之度。而其他傳統的藥物，

如抗凝血劑、血小板抑制劑，主要僅防止血栓繼續擴大，並無法將以形成的血栓溶解，治

療效果更劣於血栓溶解劑 rt-PA。 

2. 神經保護 

使用神經元保護劑其目標是在於腦中風發生後的缺血(ischemia)/再灌流期(reperfusion)

來保護神經細胞，減少細胞的損傷及死亡。雖然實驗研究的結果令人期待，但在人體實驗

下，效果卻不佳(Fisher and Tatlisumak, 2005)。大部分神經傳導物質有關的藥物都被證實無

效，或者有嚴重的副作用，如 NMDA 阻斷劑、glycine 阻斷劑和 glutamate 阻斷劑都會產生

表 1 腦血管疾病之分類 

1.缺血性中風（Ischemic Stroke) 

(1)血栓栓塞性腦梗塞(thromboembolic infraction)，為大血管栓塞。 

(2)腔隙性腦梗塞(lacunar infarction)，為微血管栓塞。 

(3)心因性腦梗塞(cardiogenic brain infarction) 

2.出血性中風（Hemorrhagic Stroke) 

(1)腦出血(brain hemorrhage) 

(2)蜘蛛網膜下腔出血(subarachnoid hemorrhage) 

(3)動靜脈畸形引起顱內出血(intracranial hemorrhage from an arteriovenous 

malformation) 
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副作用。但許多學者仍以保護神經元為目標，找尋更多的療程，來達到保護、治療又不具

副作用的方法。 

 
三、 腦缺血後之病理變化腦組織內部的改變 

1.  腦組織內部的改變 

一般來說，腦組織各部位以皮質部(cortex)對缺氧最為敏感。腦部發生缺血時，大部分的

組織及細胞並不會立即死亡，而是漸進性的透過一連串的組織發炎、離子失衡、氧化壓力、

自由基的釋放以及血腦障壁的破壞，導致細胞不可逆的變性和死亡，又稱為神經細胞延遲

性死亡(Kirino, 2000)。然而，腦部的損傷範圍或是中風區域的大小與缺血的時間長短有關。

中風剛開始的過程中，腦部損傷主要是在阻塞血管的血流供應區域周邊開始形成，稱為梗

塞核心區(infarct core)。在核心區域周邊腦組織為缺血半月區(ischemic penumbra)因其他尚

未阻塞的血管提供代償性的血液灌注而暫無損傷的形成，但因核心區域的影響，逐漸失去

功能。若是缺血無法在短時間內得到舒緩，核心周邊區域則會轉變成為梗塞核心區域(Smith, 

2004)。腦缺血過後，因經由不同的方式治療或者是血流壓力造成的血液再灌流，其灌流的

時間長短也會造成第二波細胞不可逆的傷害，甚至大量的細胞死亡，而死亡的方式主要以

細胞壞死(necrosis)和細胞凋亡(apotosis)為主。恢復血流一段時間後，自體免疫機制及體內

調解會慢慢穩定平衡。在腦中風患者中，也發現患者在一段時間後行為能力及語言能力有

漸漸改善的情形。又因後期細胞死亡的程度慢慢減低，已梗塞的區域，大多嚴重毀損，已

無法修補，所以腦中風患者還是會留下後遺症，較一般人來的遲緩，往往都是大腦重要調

控區中，細胞大量死亡的原因。 

2.  細胞型態改變 

中樞神經系統的細胞包括神經元細胞(neuron)及神經膠細胞　而神經膠細胞包括星狀神

經膠細胞(astrocyte)、寡樹突細胞(oligodendroglia)及具有巨噬細胞特性的微神經膠細胞

(microglia)。又因神經元細胞代謝功能旺盛，所以當腦血管的血管、栓塞或是因損傷造成腦

血管血液的供應受阻，都會造成神經元細胞及組織缺氧而導致急性的細胞病變。隨著後續

離子通道的通透性改變、炎症反應的發生或是生化代謝的異常等等，亦會造成神經膠細胞

的活化及啟動修復的功能。以下分別是神經元細胞及神經膠細胞於腦缺血後型態上的改變： 

(1) 神經元細胞 
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神經元細胞就是神經元，是構成神經系統功能的基本單位。從外型上來看神經元細胞的

種類繁多，但神經元細胞的基本構造皆包括細胞本體、軸突和樹突。細胞本體是神經元細

胞膨大的部分，內含有細胞核，細胞質內有胞器可維持細胞的生長代謝，是神經元細胞的

協調中心。在腦缺血再灌流後大多數的神經元細胞型態上會呈現皺縮(shrunken)和多角形的

改變。而神經元細胞中特殊的尼氏體(nissle substance)消失、細胞核濃縮、核仁不明顯。另

外，腦缺血再灌流後已死亡的神經元細胞會透過免疫系統，在損傷周圍聚集許多的巨噬細

胞，進行吞噬作用，稱為神經吞噬現象(neuronophagia)。 

(2) 寡樹突細胞 

寡樹突細胞主要跟中樞系統之髓鞘(myelin)形成及再生有關。因寡樹突細胞對傷害抵抗

性較強，常在腦缺血梗塞的病灶中發現寡樹突細胞會有增生現象，並聚集在變性的神經元

細胞周圍，又稱為衛星現象(satellitosis)。長時間腦缺血梗塞的病灶中，受到傷害的寡樹突

細胞則會產生細胞凋亡，而未受到傷害的寡樹突細胞則會增生並聚集在梗塞區域周邊，進

行組織修復(Mandai et al., 1997)。 

(3) 微神經膠細胞 

微神經膠細胞具有與巨噬細胞相似的特性及染色的特徵。正常的中樞神經系統中，微神

經膠細胞是以未被活化的狀態存在，又稱為休眠的微神經膠細胞(resting microglia)，其型態

上，細胞體為波浪狀，分支突起則為放射狀(Rock et al.,2004)。當腦缺血時，微神經膠細胞

外型會發生改變，縮回分支突起，呈現阿米巴狀(ameboid state)圓形之外觀，然後移動至腦

缺血梗塞的病灶中，進行吞噬作用以清除外來有害物質(Kreutzberg, 1996)。 

(4) 星狀神經膠細胞 

星狀神經膠細胞含有許多突起，與微血管形成血腦障壁(blood-brain barrier)，提供中樞

神經系統穩定不受干擾之環境，並負責中樞系統之物質運輸與支持功能。在神經損傷的情

況下，星狀神經膠細胞會被活化，進行再生且大量增殖，稱為肥胖型星狀神經膠細胞

(gemistocytic astrocyte)。腦缺血的組織中，急性的缺氧下，會造成梗塞核心區域星狀神經膠

細胞腫脹、變性、死亡，細胞突起斷裂、萎縮及破裂(Nedelcu et al., 1999)。在腦缺血再灌

流後第二天，可發現梗塞區域中心星狀神經膠細胞消失。梗塞區域周邊，聚集許多已活化

之星狀神經膠細胞。其活化型態為細胞變大，細胞質形成細小顆粒狀，突觸變得更長、更

多且更粗(Anderson et al., 2003)。另外，許多文獻指出，星狀神經膠細胞對於腦缺血後神經

元細胞具有保護及調節離子恆定、調控細胞外麩胺酸濃度的功能(Trendelenburg and Dirnagl, 
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2005)並釋放促進神經再生的生長因子(Song et al., 2002)。相對地，星狀神經膠細胞對於中

樞神經再生亦有負面的影響。當星狀神經膠細胞與寡樹突細胞、微神經膠細胞連同交纏在

一起的纖維突觸，出現在梗塞區域周圍時，會形成結構緻密的膠質疤(glial scar)將梗塞區域

包覆(Silver and Miller, 2004)。膠質疤能隔絕受傷組織、修補破損的腦血管障壁，降低發炎

反應擴大波及周圍部位的神經，這樣的保護方式阻止了受傷神經纖維的延伸，阻斷中樞神

經系統內在的修護功能(Ransom, 2003)，使梗塞區域的神經無法再生(Anderson et al., 

2003)。此外，中樞神經系統受損引起發炎反應時，星狀神經膠細胞也會受到刺激，加速一

氧化氮生成，而一氧化氮會與超氧化物反應，形成有毒物質，傷害神經元細胞，亦可能造

成神經元細胞死亡(Maiken et al., 2008)。 

3. 腦缺血後之生化反應 

(1) 細胞能量不足 

大腦組織對於氧氣和葡萄糖消耗需求量非常高，整個腦組織幾乎全部都依靠氧化磷酸化

來產生能量。當腦缺血的情況下，血液供應量下降，造成腦組織攝取氧氣和葡萄糖缺乏，

導致能量 ATP 不足。在低氧環境下，為了產生能量腦組織會以無氧呼吸的方式代謝葡萄糖，

此過程釋放大量的乳酸造成環境酸化，使得許多細胞有酸中毒現象(acidosis)。又因環境的

酸化，會讓腦組織自由基增加，引起第二波的傷害。另外，腦缺血後不久，依賴能量之離

子幫浦故障，細胞膜通透性增加，導致離子之濃度梯度下降(Pisani et al., 2004)。許多維持

體內平衡重要之離子，包括鉀離子(potassium)、鈉離子(sodium)、鈣離子(calcium)、氯離子

(chloride)等，在細胞內外都會不斷增加離子的流動率，並且有堆積的現象。例如：鉀離子

與鈉、氯離子在細胞內外相互調節轉送運輸一些碳氫鹽類之物質，對於生理代謝是非常重

要的。而腦缺血後，腦部組織的損傷，細胞基本架構開始崩解，細胞膜通透力增加，加上

代謝的失衡，很快的鉀離子大量堆積在細胞外，此時鈉、氯離子被蓄積在細胞內，導致組

織水分含量增加、細胞腫脹(Hossmann et al., 1976)；當腦缺血時鈣離子濃度不斷增加，往往

會引起細胞不可逆的傷害，如粒線體功能失調及細胞膜被破壞。此外，受到鈉離子和游離

脂肪酸的刺激，粒線體和內質網都會因 ATP 的缺乏釋放出鈣離子。當細胞內有大量的鈣離

子存在時，會活化細胞膜磷脂質水解酶水解磷脂質 A 和 C，伴隨游離脂肪酸的釋放，影響

大腦結構及功能性，如花生四烯酸(arachidonic acid)。然而腦缺血後這些反應都不斷惡性循

環，鈣離子的增加帶給腦部的細胞傷害非常嚴重，甚至會導致梗塞面積擴大，促使細胞凋

亡，導致細胞死亡數目增加。 
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(2) 興奮性毒性物質的釋放 

腦組織能量缺乏後，因神經元細胞膜電位消失而去極化(Dirnagl et al., 1999)，使一些興

奮性傳遞物質，特別是麩胺酸(glutamate)，由神經元細胞的突觸釋放到胞外堆積，連帶引起

大量鈣離子進入細胞。由上述的情況，重複的循環，有更多的鈣離子釋放激活讓許多酵素

的活化，而神經元細胞一直處於去極化狀態，使得麩胺酸大量增加，更易造成細胞的死亡。

於腦缺血所引起興奮性傳遞物質-麩胺酸，在腦細胞過度刺激下，麩氨酸受體也會被活化，

以致離子幫浦異常及水分子湧入細胞內，造成細胞水腫。一連串的效應可以引起興奮毒性

導致神經元細胞死亡和其他細胞活化，如星狀神經膠細胞、寡樹突膠細胞、微神經膠細胞

被激活其興奮性胺基酸和白血球會遷移啟動的炎症反應，增加局部腦血流量，引起星狀神

經膠細胞、寡樹突細胞以及神經元細胞和微神經膠細胞的損傷(Alvarez et al., 2007)。雖然星

狀神經膠細胞上的麩胺酸運輸體在中樞神經系統扮演回收者的角色，回收細胞外過多的麩

氨酸，以維持細胞間麩氨酸濃度恆定。然而當星狀神經膠細胞上的麩胺酸運輸體功能失調

時，很可能會造成過量的麩胺酸累積在細胞間而引起細胞過激毒性而導致神經元細胞死亡。 

(3) 自由基的釋放 

當體內發生氧化反應時都會伴隨自由基的產生，相對地體內也會有一些自由基清除能力

的酵素產生來維持正常的生理平衡。許多研究證明，許多實驗和臨床研究在所有的中風損

傷的模式下，證明氧化壓力的提升。自由基參與中風引起的腦損傷，包括超氧陰離子自由

基，羥自由基和一氧化氮等等(Loh et al.,  2006)。自由基是造成急性腦缺血引發腦組織損

傷的重要介質(Love, 1999)。這些自由基的產生主要是因粒線體能量代謝障礙、xanthine 

oxidase 形成增加、花生四烯酸代謝活性增強等等。這些後果造成脂質的氧化、電子傳遞鏈

訊號異常、蛋白質變性，造成細胞損傷。輕微的會使細胞凋亡，嚴重之下，則會造成細胞

大量壞死。而自由基也可透過 NADPH 氧化酶系統的下激活微神經膠細胞的產生和周邊血

液之白血球的浸潤，影響不同的途徑後擴大傷害(Chang et al., 2007)。 

(4) 血腦障壁(blood-brain barrier ; BBB)改變 

血腦障壁是腦組織一個完整性且能夠來保護神經細胞的屏障。此構造是由內皮細胞

(endothelial cell)、血管周邊巨噬細胞、基底層(basal lamina)、周細胞(pericyte)、星狀神經膠

細胞所組成。在正常情形下，內皮細胞表面能夠抑制白血球的黏附、血球凝集、血栓形成。

而有研究提出在腦缺血兩小後，内皮細胞膜會開始溶解(Hamann et al., 1995)以及迅速增加

血腦障壁的通透性(Ginsberg et al., 1996)。於早期血液再灌注發現可暫時減輕血腦障壁的改
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變，但在血栓治療後可能會加劇血管內皮的損傷(Starkman et al., 2007)，當血管內皮損傷

後，微血管破裂，其他組成份的瓦解，會造成細胞間隙孔洞變大，大量體液增加進入腦組

織中形成水腫(Juhler et al., 1985)，使得顱內壓進而升高。破壞了腦部原有的保護屏障時，

會引起大量的發炎介質，吸引血液中的免疫細胞聚集，擴大炎症反應。 

(5) 腦缺血後之炎症反應 

在腦缺血再灌流後，發炎細胞、黏附因子、轉錄調節因子傳送出來的分子訊號，往往造

成劇烈的炎症反應(Danton et al., 2003)。於發炎的過程中，體內的免疫系統被啟動，吸引大

量的免疫細胞聚集浸潤腦缺血區域，導致腦組織的傷害更嚴重，如一些微血管的阻塞、血

腦障壁被破壞。在腦缺血再灌流後參與發炎反應的細胞種類很多，如星狀神經膠細胞能夠

分泌發炎因子細胞激素(cytokines)和一氧化氮合成酶(nitric oxide synthase；NOS) (Yamagami 

et al., 1999)；而微神經膠細胞在大腦扮演巨噬細胞的角色，具有吞噬的功能，能清除有毒

性物質及壞死細胞(Morioka et al., 1993)。 

另一方面跟免疫系統調節相關的細胞，包括淋巴球(lymphocytes)、嗜中性白血球、單核

球/巨噬細胞(monocytes/macrophages)。在急性的炎症反應時，淋巴球的數量並不會增加，

而是在復原期、亞急性和慢性炎症，數量才會有增加的情形。而淋巴球依功能性可區分為

B 淋巴細胞(B cell)和 T 淋巴細胞(T cell)。成熟的 B 淋巴細胞分化成漿細胞會產生及釋放免

疫球蛋白及特異性抗體。特異性抗體可直接和病原體的毒素結合中和，並附著在病原體上，

使巨噬細胞更易於吞噬及清除病原體；T 淋巴細胞主要負責人體遲發型過敏反應的產生，

如異物移植之排斥，移植體對宿主之排斥，抵抗細胞內病原體的感染及對抗癌症細胞等。

據文獻指出，當腦缺血再灌流後第四天，T 淋巴細胞因調節而活化，造成胸腺、脾臟內的

淋巴球凋亡，使得胸腺及脾臟有萎縮的現象( Offner et al., 2006)。 

此外，在免疫調節中，多形核白血球又可分為嗜中性、嗜酸性及嗜鹼性白血球。其中以

嗜中性白血球為人體防禦系統中的第一線細胞，能有效的吞噬並殺死大部分侵入人體之細

胞外病原體。而在腦缺血再灌流相關的研究指出，於腦缺血再灌流後早期腦部嗜中性白血

球的數目會大幅提升，且吸引更多其他的白血球至缺血區域(Buck et al., 2001)。然而於腦缺

血再灌流後中後期，可以發現大量的單核球及遷移至腦組織梗塞部位，慢慢轉化似巨噬細

胞的功能及其活性，以吞噬及殺菌的方式，來對抗感染物質(Grau et al., 2001)。 

(6) 腦缺血/再灌注之傷害（ischemic/reperfusion injury） 
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腦缺血/再灌流傷害可以迅速恢復血液，減少梗塞範圍。但是血液的再灌注後果能加劇

腦損傷。此時白血球於再灌流傷害中扮演很重要的角色，引起內皮細胞損傷及微血管阻塞，

破壞了血腦障壁並且釋放細胞激素來擴大發炎反應(Pan et al., 2007)。另一方面，血小板和

白血球於再灌流時會進行協同作用，導致損害情況越嚴重時，可能會造成微血管循環系統

產生不再流動現象（no-reflow phenomenon）而使組織壞死。另外，過程中釋放出各種生化

介質都有可能導致血管痙攣和加劇氧化反應和激發發炎之反應(Zeller et al., 2005)，使得損

傷更嚴重。 

 
貳、 腦缺血/再灌流動物實驗模式 

缺血性腦中風在於臨床的研究、治療非常重要，又因每年患者的百分比不斷增加，因此

刺激了許多學者開始建立及開發多種腦缺血相關之實驗動物模式。而局部性缺血常見的包

括永久性(permanent)或短暫性(transient)腦缺血模式。然而腦缺血模式已有許多種類動物被

應用及建立，但多數是利用大鼠(rat)。由於大鼠價格較便宜、取得容易、操作便利，加上

在研究中，對於大鼠的神經調節系統、生理解剖上最清楚及與人類相似性較大(Tamura et al., 

1981)，所以大鼠常被用來模擬人類腦缺血之動物模型。 

在廣泛的中風患者中，發現最常發生阻塞之血管為中大腦動脈(middle cerebral artery, 

MCA) (Karpiak et al., 1989)，屬於局部性的腦中風現象。在早期，已有研究學者建立中大腦

結紮(middle cerebral artery occlusion, MCAO)實驗模式來引發大鼠局部性缺血(Robinson et 

al, 1975)，其中大腦結紮之技術主要將大鼠開腦後，電燒中大腦動脈阻斷血液的流通，此方

式較具侵襲性且血液不會再灌流回腦組織中(Tamura et al., 1981)。然而，因為此方式容易造

成大鼠腦部嚴重的傷害，造成死亡機率增加，而且與人類缺血性腦中風有所不同，例如人

類發生缺血性腦中風時，可發生血液再循環的頻率是非常高的(Ringelstein et al., 1992)。經

過多年不斷的建立與改良後，目前多數採 Zea Longa 等人所修飾過的線栓(suture)法，它主

要是利用一條尼龍線並製作前端突起，將通往中央大腦動脈分支堵塞，經由一段時間後，

讓血液得以再灌流，來完成腦缺血/再灌流動物實驗模型(Longa et al., 1989)。 

 
參、 腦缺血之細胞死亡 

腦缺血再灌流後的損傷會引起細胞壞死及細胞暴發性的死亡、細胞膜崩解和細胞毒性所

造成的水腫、內部胞器的瓦解(Martin et al., 1998)。細胞死亡的方式主要遵循缺血程度、細
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胞成熟、細胞內游離鈣離子的濃度、細胞環境變化(Choi et al., 1995)，來啟動各種讓細胞死

亡的機制。而腦缺血再灌流後細胞死亡的方式最常見的有兩種，包含細胞壞死和細胞凋亡： 

 
一、 腦缺血後之細胞壞死 

細胞壞死是受到化學因素，如強酸、強鹼、有毒物質；物理因素，如熱、輻射；生物因

素，如病原體。種種的環境因素傷害，引起細胞死亡的現象。於細胞壞死初期，細胞內的

粒線體和內質網腫脹、崩解，蛋白質顆粒增多，核發生濃縮或斷裂。隨著細胞質內蛋白變

性以及嗜鹼性核蛋白的降解，細胞質內成酸性，環境之 pH 值下降，使得細胞膜通透性發

生改變。水分子大量湧入，讓細胞內的含水量變高，促使細胞膨脹後破裂，導致細胞結構

完全消失，最後細胞膜和胞器破裂，DNA 降解，細胞內容物流出，引起溶體(lysosome)釋

放出各種分解酵素和細胞激素及對細胞有毒性等物質，讓週遭組織受傷引起發炎反應。在

腦缺血後，細胞壞死主要發生在梗塞核心區域(Dirnagl et al., 1999)。對於腦部具有強烈的破

壞性，可以讓細胞死亡情形擴大。 

 
二、 腦缺血後之細胞凋亡 

生物在胚胎發育、免疫調節及維持體內環境恆定裡，必須藉由自殺性的方式來移除多餘

或功能不全的細胞。此機制受到遺傳基因的調控，故又稱程式性死亡(programmed cell 

death)。在惡劣的環境，如過冷、過熱、化學藥物、紫外線、缺氧等都有可能使細胞受到傷

害，經由程式性的引發細胞凋亡，具有保護生物個體，避免細胞調節脫離正常軌道。當細

胞凋亡一旦發生，在典型的特徵下我們可以發現胞膜起泡(membrane blebbing)、DNA 斷裂

(DNA fragmentation)、染色體濃縮(chromatin condensation)、細胞皺縮(cell shrinkage)、細胞

架構崩解(cellular component degradation)之情形，因此也成為實驗中偵測細胞凋亡的標記之

一。最後，凋亡的細胞可保持完整細胞膜，避免週遭組織的發炎和傷害，稱之為凋亡小體

(apoptotic bodies)。而這些凋亡小體很快會被週遭的吞噬細胞(phagocytes)排除及其他細胞的

吸收。在腦缺血再灌流後，可發現在腦梗塞與正常腦組織三分之一交界處細胞正進行凋亡

(Smith, 2004)。過一段時間後，細胞凋亡的情形會隨著時間慢慢緩和下來，直到腦缺血壓力

消失為止(Abe, 1999)。因細胞凋亡是腦缺血再灌流後神經元細胞死亡的重要方式之一，又

因梗塞半月區的細胞未死亡，但功能受損，呈可逆可修復的情形，若腦缺血再灌流後傷害

程度越大，則梗塞範圍就會擴大，細胞凋亡數目也因此增加，稱為不可逆的傷害。所以目
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前許多研究希望藉由藥物或控制血液再灌流的方式，幫助梗塞半月區之細胞恢復功能，減

少梗塞範圍為目標(Zhao et al., 2006)。 

 
肆、 腦缺血再灌流後之細胞凋亡機制 

在腦缺血再灌流後，所引發的細胞凋亡，其發生之過程可能循多種途徑，如獨立的進行

或是不同途徑之間相互的影響等(Liou et al., 2003)。而目前的研究調查當中，由大鼠之中央

大腦動脈梗塞動物模式下，模擬局部性腦缺血，發現在大腦梗塞核心區域及梗塞半月區內

部的細胞凋亡是分成兩個途徑所調節的，以半胱胺酸蛋白酶(cysteinyl aspartate protease, 

caspase)做區分，包括半胱胺酸蛋白酶依賴性途徑(caspase-dependent pathway)及半胱胺酸蛋

白酶非依賴性途徑(caspase-independent)。 

 
一、 半胱胺酸蛋白酶依賴性調節途徑 

半胱胺酸蛋白酶被激發活化後，會開始展開一連串的半胱胺酸蛋白酶活化水解，導致細

胞結構慢慢被瓦解，使得細胞死亡；相對的，半胱胺酸蛋白酶非依賴性調節，主要是由某

些關鍵蛋白質的轉移，引起細胞內外，其他分子的相呼應，進而促使細胞凋亡。另外，半

胱胺酸蛋白酶又可細分成兩個族群，一為介白素轉化蛋白家族，包括 caspase-1, -4, -5, -11, 

-12, -14，作用時可伴隨著細胞激素的釋放，引發炎症反應。二為直接促使細胞凋亡之半胱

胺酸蛋白酶。依調控時間分配，分為起始型半胱胺酸蛋白酶(initiator caspase)，如 caspase-2, 

-8, -9, -10 和效應型半胱胺酸蛋白酶(effector caspase)，如 caspase-3, -6, -7。在細胞凋亡的早

期，因起始型半胱胺酸蛋白酶的 prodomain 結構較長，可以與細胞膜上的死亡區域(death 

domain, DD)相互作用及傳遞死亡訊息到下游的蛋白質，藉由引發半胱胺酸蛋白酶水解，刺

激及促進細胞凋亡(Earnshaw et al., 1999)；相反地，效應型半胱胺酸蛋白酶的 prodomain 結

構較短，這群半胱胺酸蛋白酶可直接分解下游蛋白質及其他受質，快速帶領細胞凋亡。因

為這些蛋白質和受質被分解，會造成細胞骨架，如微管蛋白、神經纖維絲(neurofilament)以

及 DNA 複製蛋白，如二磷酸腺苷核糖多聚酶(PARP)也連帶受損。而半胱胺酸蛋白酶依賴

性調節之途徑又分為外源性(extrinsic)及內源性(intrinsic)。介紹如下： 

1. 外源性途徑(extrinsic pathway) 

主要以細胞膜表面的細胞死亡受體(death receptor)接續傳遞細胞凋亡的訊息以及重要調

節點為 caspase 8 的活化，所引發一連串之效應。而在腦缺血情況下，最常見的細胞膜上的
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死亡受體主要為腫瘤壞死因子（tumour necrosis factor, TNF）家族所調控，其中以 Fas/ CD95

及 TNF receptor-1 (TNF-R1)為主。其途徑調控機制如下： 

 

(1) Fas/CD95 signal： 

當細胞凋亡時，Fas/CD95 受體與配體(ligand)發生偶合，形成三聚體（trimer），此過程

使得受體在細胞膜下的死亡區域(death domains, DD)也聚合在一起。之後，吸引下游的接受

蛋白(adaptor proteins)，例如：細胞內的 Fas-associated death domain (FADD)，結合成誘發死

亡訊息複合體(death-inducing signaling complex, DISC)。另外，FADD 具有一個死亡效應區

(death effector domain, DED)，死亡效應區可使細胞內的 pro-caspase 8 結合到 CD95-FADD

的複合體上，當 pro-caspase 8 聚集在一起後，它們便會自行互相切割，形成活化態(Salvesen 

and Dixit, 1999)。活化的 caspase 8 隨後快速且大量活化下游 caspase，引起細胞內分子 Bid

被切割，稱之 tBid。而 tBid 會轉移到粒線體外膜上，造成粒線體內的細胞色素 c (cytochrome 

c)被釋放(Luo et al., 1998)。此外，有文獻指出活化的 caspase 8 也可直接切割並活化

pro-caspase 3 (Scaffidi et al., 1998)，進一步引起細胞凋亡。 

 

(2) TNF-R1 singnal： 

TNF-α是由 T-cell 所製造，在身體受到感染的時候可以活化巨噬細胞，引發一連串的發

炎或免疫反應。然而在細胞凋亡中，TNF-α的作用機制大致上和 Fas/CD95 signal 差不多，

但是在受體上的死亡區域有所不同。細胞外的 TNF-α與 TNF-R1 連接後，先接合和細胞內

TNFR 連結死亡區（TNFR-associated death domain, TRADD）結合，再利用 TRADD 和 FADD

連接，活化 pro-caspase 8。細胞死亡的訊息透過這些死亡受體的傳導，最終都會激發和裂

解下游的 caspase -3, -6, -7，使走向細胞凋亡(圖一)。 
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圖一、外源性細胞凋亡途徑 

 

另外，在細胞凋亡發生的過程中，據文獻指出某些分子則是有利於細胞的生存，例如抗

細胞凋亡之蛋白分子 -細胞類轉化酶抑制蛋白 (cellular FLICE like inhibitory protein, 

c-FLIP)。在於 Fas/CD95 signal 之細胞凋亡傳導路徑，c-FLIP 可抑制 Fas/CD95 死亡訊號的

傳遞，作用方式為結合 pro-caspase 8，干擾切割，使得接下來一連串的 caspases 都無法被活

化，停止細胞凋亡(Bertin et al. 1997)。 
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2. 內源性途徑(intrinsic pathway) 

此途徑細胞凋亡並不依賴受體，且本身就具有能力並足夠來執行細胞死亡。而發生地點

通常以粒線體為中心。此途徑分別受到粒線體和細胞核內部轉錄因子 p53 的調控。其說明

如下： 

 

(1) 粒線體調控之途徑(Mitochondrial regulation pathway) 

經由粒線體之途徑啟動半胱胺酸蛋白酶的活化，主要由 Bcl-2 家族蛋白主導(Gross et al., 

1999)。而 Bcl-2 家族蛋白可細分成三個族群，第一家族為抗細胞凋亡之蛋白分子

(anti-apoptotic protein)所構成，包括 Bcl-2、Bcl-xL；第二、三家族為細胞凋亡蛋白原

(pro-apototic protein)，包括 Bax、Bid、Bad、Noxa、PUMA 等。其調控模式與受體類似，

當細胞內分子 Bid 被切割後成為 tBid，tBid 轉移到粒線體上，使粒線體內的細胞色素 c 被

釋放，同時，Bax 也會引起細胞色素 c 釋放於細胞質中(Luo et al., 1998)。而被釋放的細胞

色素 c 可以與 Apaf-1 蛋白及 pro-caspase 9 連接，最後引起三者進行寡聚合作用

(oligomerization)集合成具輪狀結構之凋亡體(apoptosome)，活化 caspase 9 (Acehan, 2002)，

引發下游效應型的半胱氨酸蛋白酶，例如 caspase-3, -6, -7 被活化，造成細胞死亡(Slee, 

1999)。相較之下，於 Bcl-2 家族蛋白中，Bcl-2、Bcl-xL 也扮演了很重要的角色，主要功能

是維持平衡和保護細胞，在缺血性腦損傷小鼠研究中，發現過度表達 Bcl-2 可以減少神經

元細胞凋亡(Kitagawa et al., 1998)，抑制大腦海馬迴 CA1 區神經元細胞的凋亡(Wang et al., 

1999)。而在永久性的大腦動脈梗塞之動物實驗中發現 Bcl-2 的過度表達，但卻發現 Bcl-xL

表現減少(Wiessner et al., 1999)。由此得知，Bcl-2 和 Bcl-xL，對於細胞凋亡具有一定的敏感

性，但是會受到大腦損傷的模式不同或者是缺血時間、程度，都會有所影響。此外，這些

抗細胞凋亡的蛋白，在組織或細胞損傷時會過量表現，但若損傷太嚴重，Bcl-2 和 Bcl-xL

則無能抵抗，最後細胞還是會走向凋亡的劣況。 

 

(2) p53 轉錄因子調節細胞凋亡 

p53 為腫瘤抑制基因蛋白，當致癌基因活化、缺氧和 DNA 損傷都會激發 p53 轉錄因子

使 cell cycle 停止反應和引起細胞凋亡。而 p53 也可刺激包括 Bax、Puma、Noxa、Apaf-1、

Fas 等因子的表現(Vousden, 2002)或是抑制抗細胞凋亡因子，如 Bcl-2、Bcl-xL、survivin 的
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表現。據目前文獻指出 p53 調節之細胞凋亡途徑下，p53 可轉移至粒線體與 Bcl-xL 作用，

引發粒線體過度滲透及刺激細胞色素 c 釋放(Mihara, 2003)。而在細胞凋亡調節中，亦可增

加 Bax、Bid、Puma 的表現(Jeffers et al., 2003)。而 p53 除了在癌症的研究被重視外，於神

經衰退疾病中，如缺血性腦損傷，也發現在體外(in vitro)與體內(in vivo)的模式下，顯示有

增加且對於神經元細胞有損害性(Morrison et al., 2003)(圖二)。 

 

  

圖二、內源性細胞凋亡途徑之粒線體和轉錄因子相關調節 

 
二、 半胱胺酸蛋白酶非依賴性途徑(caspase-independent) 

細胞凋亡廣大路徑的調控下，有一群分子是不需要依賴半胱胺酸蛋白酶的活化，自行可

發起凋亡訊息，快速而且造成大規模的傷害，如細胞凋亡誘導因子(apoptosis inducing factor, 

AIF)。細胞凋亡誘導因子位於粒線體膜間隙中的一種氧化還原酶，具有很強的促凋亡活性，

在胚胎早期分化過程中具有重要作用。在死亡信號或細胞受迫的刺激下，粒線體通透性轉

變孔開放，釋放出細胞凋亡誘導因子及細胞色素 c 至細胞質中，而細胞凋亡誘導因子途徑

特殊，它可進入細胞核內，引起染色體的濃縮和 DNA 大規模斷裂(Susin et al., 1999)。 
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伍、 實驗目的 

腦中風是國人常見且在臨床上極為重視的疾病之一，目前仍缺乏有效的治療方法。當腦

中風後腦組織傷害中，最嚴重的傷害變化位於梗塞核心區，透過一連串的組織發炎、離子

失衡、氧化壓力、自由基的釋放以及血腦障壁的破壞，導致神經細胞延遲性死亡，使得細

胞變性和壞死。腦中風後梗塞核心區內的神經元細胞壞死已無法修補，為不可逆性傷害。

但是核心區域周邊腦組織-缺血半月區，即正常腦組織及壞死腦組織交界的進行性神經元細

胞凋亡卻是可以挽救的。因此希望能藉由腦中風傷害後的組織病理及細胞變化特性分析，

從中找尋並發展更多的治療策略及改善方式。本研究的目的主要藉由腦缺血/再灌流的腦中

風動物實驗模式，探討腦損傷後細胞凋亡的原因和機制，期望深入了解腦中風細胞凋亡的

機制後，能提供藥物治療或神經保護的思考模式及治療標的，來降低腦梗塞範圍，防止病

灶擴大，進而改善腦中風所導致的神經損傷。 
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材料與方法 

壹、 材料 

一、 試藥 

藥品名 廠商 
2,3,5-Triphenyl-2H-tetrazolium chloride, 98% Alfa Aesar 
AERRANE (isoflurane) Daxter 
Chloral hydrate Riedel-dehaen 
Eosin Y solution Sigma 
Gill’s Hematoxylin solution Merck 
Paraformaldehyde Merck 
Proteinase inhibitor Sigma 
Tetramethylbenzidine R＆D systems 
T-PER Tissue Protein Extraction Reagent Thermo 
In situ cell death detection kit Roche 
二、 抗體 

抗體名稱 廠商 
AIF Santa Cruz 
Bcl-2 Santa Cruz 
Bcl-xL Santa Cruz 
Bad Santa Cruz 
Bax Santa Cruz 
Bid Santa Cruz 
B cell Santa Cruz 
CD68 BD Pharmingen 
COX-2 Cayman 
Fas Santa Cruz 
FADD Santa Cruz 
FLIP S/L Santa Cruz 
GFAP BD Transduction 
NeuN Millpore 
NF-L Santa Cruz 
NF-M Zymed 
PUMA eBiosicience 
TNF-R1 Santa Cruz 
TNF-α Peprotech 
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貳、 實驗方法 

 

一、 實驗動物 

本實驗所使用的實驗動物為購自台灣樂斯科生技公司Sprague-Dawlay rat並自行繁殖之

大鼠。飼養於動物籠中並維持22±2℃，60-80%之相對濕度的環境中。其光照週期為12小時，

通風良好，並給予足量的飼料及飲水。 

二、 腦缺血/再灌流(ischemia/reperfusion)之動物模型 

使用成年雄性250-300 g之Sprague-Dawlay品系之大鼠，以2% Isoflorane氣體麻醉劑進行麻

醉。剪開大鼠頸部腹正中線，用直鑷剝開肌肉層，露出左右兩側總頸動脈，沿著右側總頸

動脈找出內頸動脈及外頸動脈位置，先將外頸動脈中段剪斷並以自製之4-0 Nylon suture末

端突起縫線，長度約25 mm，由外頸動脈中段切口經內頸動脈放入至18.5-19.5 mm 達到中

央大腦動脈之位置，同時將兩側總頸動脈結紮，進行大鼠腦部缺血60分鐘。於60分鐘後，

用動脈夾固定內頸動脈，抽出Nylon suture，將外頸動脈中段切口結紮，鬆開動脈夾及兩側

總頸動脈，使其血液得以再回流至腦部。 

 
 
圖甲、大鼠腦缺血/再灌流手術 
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圖乙、動物實驗之處理程序 
 
三、 動物行為評估 

以Open Field行為測試(Katsumata et al., 2006)。將大鼠放置於自製行為箱長0.6 m寬0.6 m

高0.3 m之空間中，並模擬夜間之形式，關閉燈光，將周圍用方塊巾遮閉起來，利用camera

紀錄其行為20分鐘。利用分析軟體(Ethro Vison 3.1)分析大鼠腦缺血前後之肌肉協調性

(Locomotor activity)，此測試包括大鼠總移動距離(Total moving distance)、平均速率(Means of 

velocity)、瞬間最大移動距離(Maximum distance moved)、總旋轉角度(Total of turning angle)

及運動時間佔所有觀測時間之百分比(Total moving duration)。 

 

四、 組織處理 

注射過量之麻醉藥(520-600 mg/kg Chloral hydrate, IP)使老鼠安樂死，並待其四肢反射消

失後沿著劍突將兩側腹腔及橫隔膜剪開，隨後平行剪開兩側胸骨露出心臟。插入 perfusion 

needle (18-G hypodermi needle)經大鼠左心室進入升主動脈 7-8 mm，以止血鉗固定鈍針尾端

後，剪開右心房。準備 4℃生理食鹽水利用蠕動幫浦帶動灌流並至流出之液體為澄清透明

為止。 

 

五、 梗塞區域評估 

大鼠犧牲後，取出腦組織並以大鼠專用切腦器 (Slicer)切片。之後浸泡於 2 % 

2,3,5-Triphenyl-2H-tetrazolium chloride (TTC)，於37℃下作用30分鐘。再以影像分析系統軟

體(Image Pro-Plus 6.0)計算其中風梗塞區域。當大鼠大腦切片經TTC作用時，梗塞部位呈白

色，正常組織呈桃紅色，紀錄其正反面梗塞面積及總面積，先將正反面梗塞面積加總後再

除以總面積之方法，計算出大腦梗塞部位佔整個腦部之百分比。 
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六、 組織病理學染色 

1、 石臘切片前處理 

大鼠注射過量麻醉藥後，先以 4℃生理食鹽水利用蠕動幫浦帶動灌流至液體為澄清，在

置換 4% Paraformaldehyate/ 0.1 M Phoshate buffer (PB buffer)使組織固定，取出腦組織用

Slicer 切片。將腦組織切片浸泡於 4% PB buffer，24 小時後，依序進行脫水、包埋、切片之

步驟。 

2、 H&E 染色步驟 

石臘切片溶劑二甲苯(Xylene)分別放入 65℃ 烘箱進行 15 分鐘預熱，預熱完後將石臘切

片浸泡 65℃，Xylene 作用 5 分鐘，然後再置換於 25℃ Xylene，5 分鐘，進行脫臘。用以

100%、95% 的連續酒精分別各浸泡 3 分鐘，2 次，進行復水。再以流水清洗 1 分鐘，以

Hematoxylin 染色 3 分鐘後用流水清洗 30 秒。接著以 95% 酒精浸泡 30 秒，用 Eosin 染色 3

分鐘後用流水清洗 30 秒。之後再以 95%酒精浸泡 1 分鐘，2 次。之後用 100%酒精浸泡 30

秒鐘，2 次，進行脫水。再浸泡 Xylene 3 分鐘，2 次。其後以阿拉伯膠進行封片用正立光學

顯微鏡(Carl Zeiss-JENAMED2)鏡檢並觀察其組織病理學。 

 

七、 免疫螢光染色 

1、 冷凍切片前處理 

大鼠注射過量麻醉藥後，先以4℃生理食鹽水利用蠕動幫浦帶動灌流至液體為澄清，再置

換4 % PB buffer灌流至肢體完全僵硬，取出腦組織並以Slicer切片。接著將腦組織切片浸泡

於4℃之4% PB buffer，4小時。再以4℃之30% sucrose/0.1M Phoshate buffer，靜置24小時(至

少16小時，待腦組織沉降到底部；過程中需更換新鮮30% sucrose/0.1 M PB)，進行脫水。當

脫水完全後將腦組織移至自製鋁箔盒加入Optimal Cutting Temperature (OCT)浸泡，靜置24

小時。再用液態氮快速冷凍約30秒(勿使組織塊完全冷凍，僅2/3部分即可，避免組織塊碎

裂)，之後於-70℃保存，放入冷凍切片機(LEICA CM 3050S)降溫至-20℃約2小時，再調整冷

凍操作室溫度(CT): -20℃，標本夾頭溫度(OT) : -18℃條件下進行切片，切片厚度約10 μm。 

2、 染色步驟 

(1) 一般染色 

將冷凍切片放置室溫風乾2小時後，用以PBS-T (含0.5% Tween 20)清洗 5 分鐘，2次。利
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用PAP pen將組織圈選起來，之後加入0.5% TritonX-100作用10分鐘。再用PBS-T清洗5分鐘，

2次。洗淨後加入5% BSA blocking30分鐘，之後加入一級抗體，放置4℃作用24小時，然後

用PBS-T清洗5分鐘，3次。接著加入含有FITC標記之二級抗體，避光進行1小時之反應。用

以PBS-T清洗5分鐘，2次。其後加入Hoechst 33342避光進行3分鐘之反應，用PBS-T清洗5

分鐘，2次。最後用冷凍切片專用封片膠進行封片，利用螢光顯微鏡(Nikon ECLIPSE 

TE2000-U)鏡檢並觀察。 

(2) TUNEL染色 

將冷凍切片放置室溫風乾 2 小時後，用以 PBS 清洗 5 分鐘，3 次。利用 PAP pen 將組織

圈選起來，之後加入 20 μg Proteinase K/10 mM Tris/HCl，作用 30 分鐘。作用完直接倒掉加

入 Permeabilisation solution (含 0.1%檸檬酸鹽、0.1%Triton X-100/50 ml ddH2O)反應 8 分鐘，

再用 PBS-T 清洗 5 分鐘，3 次。洗淨後加入 5%脫脂奶粉 blocking 30 分鐘，以 PBS 清洗 2

分鐘，1 次。之後加入 50μl TUNEL reaction buffer 及 50μl Label solution 放置於 60℃烘箱

中反應 60 分鐘。反應後以 PBS 清洗 5 分鐘，3 次。加入 DAPI 染劑，進行染色 10 分鐘，

再以 PBS 清洗 5 分鐘，3 次。最後用冷凍切片專用封片膠進行封片，利用螢光顯微鏡(Nikon 

ECLIPSE TE2000-U)鏡檢並觀察。 

 

八、 西方轉漬法分析蛋白質表現量 

1、 組織前處理 

大腦組織加入適量的 Tissue Protein Extraction Reagent (T-PER) 及 Proteinase 、

Serine-Threonine、Tyrosine phosphatase 之 inhibitor，之後置於冰上用小剪剪碎，再用搗棒搗

至均勻。待組織無顆粒後，將蛋白萃取液靜置冰上反應 30~60 分鐘。反應完後，利用超音

波震盪 2 次，隨後靜置 30 分鐘，達到完全萃取。再來用 12000 rpm 之轉速於 4℃下進行離

心10分鐘。隨後取出上清液，以相同條件再離心1次。而萃取好之蛋白液用以Bio-Red Protein 

Assay 方法定量，先將蛋白萃取液適當稀釋後，取 1μl 加入 799μl ddH2O 及 200μl Proteion dye

充分混合，以 595 nm 吸光下，偵測 OD 值，隨後再將 OD 值換算成實際濃度。 

2、 SDS-PAGE 分離不同蛋白質及其表現 

取 50~150μg 之蛋白萃取液，用不同濃度之 SDS-PAGE 進行電泳加以分離。隨後將膠體

上之蛋白質轉漬 PVDF 膜上，而 PVDF 膜用以 5%脫脂奶粉 blocking 30 分鐘，再加入一級

抗體作用 2 小時，後以 PBS-T 清洗 5 分鐘，3 次。充分清洗後，加入含有 Horseradish 
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peroxidase(HRP)標記之二級抗體，作用 1 小時，再以 PBS-T 清洗 5 分鐘，3 次。之後加入

Enhanced Chemiluminescent Substrate(ECL)之反應基質，進行壓片。 
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結果 

 
腦缺血再灌流前後大鼠體重的變化 

在正常情況下，大鼠隨著飼養的天數增加，體重會逐漸的上升。為了探討腦缺血再灌流

傷害是否影響動物體重變化，腦缺血再灌流動物將在不同時間紀錄稱重。結果顯示：control

組和 sham 組動物隨著時間的增加體重逐漸的上升，在各個時間點比較下均有明顯的差異，

且趨勢相同。在腦缺血再灌流後第 1 天，大鼠體重明顯下降至原先的 90.3±1.5%；腦缺血再

灌流後第 3 天大鼠體重為 98.3±2.5%；腦缺血再灌流後第 7 天大鼠體重回升至 102.7%，腦

缺血後第 14 天體重則上升至 116±4.4%，趨近於 control 組和 sham 組(圖三)。結果說明，腦

缺血再灌流傷害後，大鼠體重均有下降的情形，但經由一段時間後，體重可慢慢回升。 

 

評估腦缺血再灌流後梗塞面積 

為了觀測腦缺血再灌流後大腦組織損傷的情形，腦缺血再灌流動物將在不同時間分離大

腦組織，經由腦模將大腦切片，藉由 TTC 染色評估大腦梗塞面積。在腦缺血再灌流後，大

腦無受損區為正常側，均呈現紅色染色情況(圖四 a)。於大腦受損區為梗塞側，顯示於腦缺

血再灌流後第 1 天大腦皮質部及紋狀體都有明顯白色之梗塞現象，與其他時間比較後，腦

缺血後第 1 天有最大的梗塞範圍及受損面積，估算高達 39.5±9.4%。圖中顯示腦缺血再灌流

後第 3 天發現白色梗塞範圍為 35.1±9.2%。然而腦缺血再灌流後第 7 天梗塞面積下降為

26.2±10.3%。腦缺血再灌流後第 14 天其梗塞面積降低為 7.3±1.5% (圖四 b)。由結果得知，

在腦缺血再灌流傷害後，各個組別中大腦組織均有梗塞之現象。 

 

腦缺血再灌流前後的行為變化 

當大鼠腦部受損後神經細胞缺損嚴重，會造成許多機能失調，如語言障礙、四肢協調性

降低等。實驗藉由 Open Field 方法分析大鼠行為活動力、瞬間移動能力及腦部受損後向對

側偏轉的程度，來初步評估大鼠腦損傷程度。 

1. 大鼠活動能力 

1-1 總移動距離 

腦缺血再灌流後第 1 天及第 3 天，大鼠活動能力低於對照於 control 組和 sham 組，分別

為 3176.9 和 3957.6 cm。在腦缺血再灌流後第 7 天，大鼠活動能力增加，甚至在腦缺血再
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灌流後第 14 天活動能力較 control 組和 sham 組高(圖五 a)。 

1-2 瞬間最大移動距離 

Control 組和 sham 組比較下，顯示 control 組瞬間移動的能力較 sham 組高，但無明顯的

差異。而腦缺血再灌流後第 1 天、第 3 天、第 7 天、第 14 天，顯示出大鼠瞬間移動的能力

皆明顯下降，移動的能力較 control 組和 sham 組差(圖五 b)。 

1-3 平均速率 

Control 組和 sham 組平均速率達 3.53±0.1 cm/s 及 3.33±0.3 cm/s，腦缺血再灌流後第 1 天，

大鼠平均每秒移動的距離顯著低於 control 組和 sham 組，為 2.6±0.3 cm/s。腦缺血再灌流

後第 3 天大鼠平均速率增加。隨著天數增加大鼠的平均速率亦增加(圖五 c)。 

1-4 運動時間佔所有觀測時間百分比 

Control 組和 sham 組測試運動時間達 50 %左右。腦缺血再灌流後第 1 天及第 3 天，大

鼠的運動時間顯著低於 control 組和 sham 組，分別為 47.6±3.5 和 49.5±4.%。然而腦缺血再

灌流後第 7 天大鼠運動時間增加，腦缺血再灌流後第 14 天時運動時間較 control 組和 sham

組高(圖五 d)。 

2. 大鼠行動過程中其旋轉的程度 

大鼠在腦缺血後，於受損部位的對側立即會出現前肢萎縮、向對側旋轉之表徵。腦缺血

再灌流後於第 1 天表現最為明顯，其總旋轉的角度大於 control 組和 sham 組。而在腦缺血

再灌流後第 7 天及第 14 天後大鼠旋轉角度也有增加的現象(圖五 e)。在行為分析的結果顯

示，大鼠在腦缺血再灌流傷害後，其活動能力均有下降的情形以及旋轉的角度異常的增加。 

 

腦缺血後組織病理學之變化 

在腦缺血時，因腦部的缺氧狀態，造成大多數的神經元細胞型態上會呈現皺縮和多角形

的改變。為了觀測腦缺血再灌流後大腦皮質部、海馬迴與紋狀體神經元細胞的型態改變，

腦缺血再灌流動物將在不同時間分離大腦組織，收取石臘切片，藉由 H&E 染色觀察細胞型

態上的變化。在腦缺血再灌流後可發現大腦正常側神經元細胞，型態呈圓形，細胞核清晰

可見，屬於腦部型態最大的細胞。於腦缺血再灌流後第 1 天大腦皮質部與紋狀體梗塞側神

經細胞嚴重變形且多數神經膠細胞已萎縮(圖六 a)，隨著天數的增加，大腦皮質部與紋狀體

梗塞側腦組織呈現空腔型態，許多細胞已死亡。然而在腦缺血再灌流後大腦海馬迴梗塞側

於型態上變化幅度較腦皮質部與紋狀體梗塞側小，其在腦缺血再灌流後第 3 天及第 7 天大



 26

腦海馬迴梗塞側 CA1、CA2、CA3、DG 之結構中，發現神經元細胞有部份萎縮及呈現多角

形態(圖六 b~c)。結果顯示，腦缺血再灌流傷害後可造成大腦皮質部、海馬迴與紋狀體組織

細胞的損傷。 

 

腦缺血再灌流傷害後星狀神經膠細胞及免疫細胞之變化 

在神經損傷的情況下，星狀神經膠細胞會被活化，進行再生且大量增殖(Nedelcu et al., 

1999)以及發炎反應後免疫細胞的浸潤。為了觀測腦缺血再灌流後大腦皮質部、海馬迴與紋

狀體星狀神經膠細胞的活化及大腦皮質部與紋狀體內部免疫細胞之變化，腦缺血再灌流動

物將在不同時間分離大腦組織，收取冷凍切片，藉由免疫螢光染色法，分別利用 GFAP、

Neutrophil、CD68、CD19 抗體觀察星狀神經膠細胞、嗜中性白血球、巨噬細胞及 B 細胞分

布的情形。於圖中可見，腦缺血再灌流後大腦皮質部、海馬迴及紋狀體正常側星狀神經膠

細胞，型態呈現短突觸，細胞核及細胞構體小。相對的，在腦缺血再灌流後第 1 天大腦皮

質部、海馬迴及紋狀體梗塞側星狀神經膠細胞明顯的消失，隨著腦缺血天數的增加可發現

大腦皮質部梗塞交界處和海馬迴及紋狀體區域星狀神經膠細胞變得腫脹、突觸變長變粗且

細胞變大變多，呈現出活化増生的現象(圖七 a~c)。 

由於腦缺血再灌流後，腦組織會有發炎反應的產生，因而造成免疫細胞的浸潤，如嗜中

性白血球及巨噬細胞。在腦缺血再灌流後大腦皮質部與紋狀體正常側在各個組別並無觀察

到嗜中性白血球。但於腦缺血再灌流後大腦皮質部與紋狀體梗塞側第 1 天與第 3 天觀察到

有嗜中性白血球浸潤的現象，且於腦缺血再灌流後第 7 天及第 14 天，嗜中性白血球數目明

顯降低(圖八)。然後於腦缺血再灌流後第 3 天才發現有巨噬細胞的浸潤，且在腦缺血再灌流

後第 14 天巨噬細胞數目最多(圖九)。另一方面，因 B 細胞在免疫反應扮演重要之角色，可

調控體液與細胞性免疫防護，所以藉由腦缺血再灌流的動物模式下觀測其腦組織中的變

化。在腦缺血再灌流後第 1 天大腦皮質部與紋狀體梗塞側已有發現 B 細胞出現在腦組織。

然而在腦缺血再灌流後第 3 天及第 7 天大腦皮質部梗塞側可觀察到 B 細胞的數目有逐漸增

多的現象，而大腦紋狀體則是在腦缺血再灌流後第 7 天及第 14 天 B 細胞的數目較多(圖十)。

於結果中得知，腦缺血再灌流傷害後於大腦皮質部、海馬迴與紋狀體均有觀測到星狀神經

膠細胞於腦組織間活化表現的情形以及免疫細胞的浸潤。 

 

腦缺血再灌流後利用 TUNEL 染色觀察細胞凋亡情形 
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當細胞凋亡發生時，特定酵素會將 DNA 切成片段，造成細胞死亡。利用含螢光標記

terminal transferase 去辨認被切割的缺口確認及觀察細胞凋亡的發生。腦缺血再灌流動物將

在不同時間分離大腦組織，收取冷凍切片，藉由 TUNEL 染色法觀測腦組織細胞凋亡的情

形。圖中顯示，於腦缺血再灌流後大腦皮質部、海馬迴與紋狀體梗塞側均有細胞凋亡的現

象。於大腦皮質部梗塞側發現腦缺血後第 7 天有多數的細胞凋亡，且於腦缺血再灌流後第

14 天時細胞凋亡數目最多。而大腦海馬迴與紋狀體梗塞側的結果和大腦皮質部相同，隨著

腦缺血再灌流後的天數增加，呈現 TUNEL 之陽性反應細胞數目越來越多(圖十一 a~c)。結

果顯示，腦缺血再灌流傷害後於大腦皮質部、海馬迴與紋狀體都有觀測到細胞凋亡的情形。 

 

腦缺血再灌流後偵測大腦皮質部 NeuN、GFAP、NF-L 與 NF-M 的表現 

腦組織中分佈許多的神經元細胞、星狀神經膠細胞及神經纖維絲。為了觀測腦缺血再灌

流後大腦皮質部梗塞側神經細胞受損情形、星狀神經膠細胞的活化以及細胞架構的崩解，

腦缺血再灌流動物將在不同時間分離大腦皮質組織，萃取蛋白質，藉由西方轉漬法量以及

分別用 NeuN、GFAP 抗體偵測其神經元細胞、星狀神經膠細胞和利用 NF-L、NF-M 抗體分

析神經纖維絲不同 isoform 的蛋白質表現。結果顯示，在腦缺血再灌流後大腦皮質部正常側

神經元細胞表現無明顯變化。但於大腦皮質部梗塞側，隨著天數增加，神經元細胞的表現

顯著性降低。另外，在腦缺血再灌流後第 3 天發現大腦皮質部梗塞側星狀神經膠細胞表現

有增加的情形，且於腦缺血再灌流後第 14 天表現量最高。另一方面，於腦缺血再灌流後大

腦皮質部正常側中，神經纖維絲不同 isoform 的蛋白質表現維持正常之表現各組別間無差

異。然而腦缺血再灌流後第 1 天大腦皮質部梗塞側發現，神經纖維絲 S form 和 L form 蛋白

質表現均顯著降低，依據時間的增加亦相同之情況，且具有顯著性的差異(圖十二)。結果指

出，腦缺血再灌流傷害後會影響神經元細胞、星狀神經膠細胞及神經纖維絲 S form 和 L form

等蛋白質表現。 

 

腦缺血後發炎相關因子 COX-2 的蛋白質表現 

COX-2 為誘導型環氧酵素，當 COX-2 大量表現時會催化前列腺素 PGE2 的產生，引起

嚴重的發炎反應。實驗中，以 COX-2 的表現為腦缺血再灌流後發炎程度的指標。腦缺血再

灌流動物將在不同時間分離大腦皮質組織，萃取蛋白質，藉由西方轉漬法量利用 COX-2 專

一性抗體偵測其表現的表現。結果發現腦缺血再灌流後大腦皮質部正常側與梗塞側均有測
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出 COX-2 表現上升，其量化後大腦皮質部正常側於腦缺血後變化幅度不大，且無增加的趨

勢。在對比下結果顯示，大腦皮質部梗塞側於腦缺血後第 1 天大幅的增加，直到第 3 天仍

有較大腦皮質部正常側高的趨勢。但腦缺血再灌流後第7天及第14天COX-2表現量降低(圖

十三)。結果可知，腦缺血再灌流傷害後會增加 COX-2 的表現。。 

 

腦缺血再灌流傷害後分析細胞凋亡相關因子的表現 

在腦缺血後，所引發的細胞凋亡，其發生之過程可能循多種途徑，如獨立的進行或是不

同途徑之間相互的影響等(Liou et al., 2003)。由大鼠之中央大腦動脈梗塞動物模式下，模擬

局部性腦缺血，分析大腦皮質部梗塞側細胞凋亡情形，並探討由半胱氨酸蛋白酶依賴性及

半胱氨酸蛋白酶非依賴性兩個途徑之調節。藉由偵測途徑中所參與之分子的蛋白質表現，

探討這些分子對於大腦缺血後所造成的影響。 

 

1-1 外源性細胞凋亡相關因子之表現 

外源性細胞凋亡主要是死亡受體傳遞細胞凋亡的訊息，與配體、接受器結合半胱胺酸蛋

白激酶的活化，促使細胞凋亡。為探討外源性細胞凋亡因子是否會影響腦缺血再灌流所誘

發的細胞凋亡，腦缺血再灌流動物將在不同時間分離大腦皮質組織，萃取蛋白質，藉由西

方轉漬法量 TNF-α receptor 1、Fas、TNF-α、FADD、Bid 等蛋白質表現。在腦缺血再灌

流傷害後，結果顯示大腦皮質部正常側，TNF-α與 Fas 於各個組別之分析下無明顯的變化。

但在腦缺血再灌流後大腦皮質部梗塞側發現隨著時間的增加 TNF-α receptor 1、Fas 以及

TNF-α表現量均有顯著性的差異。另外，於 FADD 的分析中，於腦缺血再灌流後第 1 天大

腦皮質部梗塞側有增加的趨勢，且與其他組別比較有較高的表現量。相對的，於腦缺血再

灌流後大腦皮質部梗塞側 Bid 表現在各個組別也具有顯著性的差異(圖十四 a~d)。其結果表

示，腦缺血再灌流傷害後可發現 TNF-α receptor 1、Fas、TNF-α、FADD、Bid 等外源性

細胞凋亡相關因子表現的情形。 

 

1-2 抗細胞凋亡蛋白之表現 

於細胞凋亡發生過程中，某些分子則是有利於細胞的生存，如抗細胞凋亡之蛋白分子

FLIP。為了解 FLIP 是否會影響腦缺血再灌流所誘發的細胞凋亡，腦缺血再灌流動物將在不

同時間分離大腦皮質組織，萃取蛋白質，藉由西方轉漬法量測 FLIP-S 與 FLIP-L 之不同
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isoform 蛋白質表現。在結果中發現，在腦缺血再灌流後大腦皮質部正常側變化程度不大。

然而腦缺血再灌流後第 1 天和第 3 天，大腦皮質部梗塞側可發現 FLIP-S 及 FLIP-L 表現量

均有顯著性增加。但於腦缺血再灌流後第 7 天與第 14 天大腦皮質部梗塞側與正常測之間差

異並不顯著(圖十五 a~b)。結果顯示，腦缺血再灌流傷害後可發現 FLIP-S 及 FLIP-L 表現。 

 

1-3 內源性細胞凋亡相關因子的表現 

此途徑細胞凋亡不受死亡受體調控，其本身就具有能力並足夠來執行細胞死亡。為探討

內源性細胞凋亡相關因子是否參與腦缺血再灌流所誘發的細胞凋亡，腦缺血再灌流動物將

在不同時間分離大腦皮質組織，萃取蛋白質，藉由西方轉漬法量測內源性細胞凋亡相關因

子 Bcl-2、Bcl-xL、Bad、Bax 等蛋白質表現。在分析中顯示抗細胞凋亡因子 Bcl-2、Bcl-xL

在腦缺血再灌流後大腦皮質部正常側表現無明顯變化，但在腦缺血再灌流後第 3 天可發現

大腦皮質部梗塞側 Bcl-2 表現量明顯降低。而 Bcl-xL 的部分，發現腦缺血再灌流第 1 天大

腦皮質部梗塞側表現量增加，但於腦缺血再灌流後第 3 天、第 7 天、第 14 天對照大腦皮質

部正常側下並無明顯差異。此外，在細胞凋亡因子 Bad、Bax 方面，可發現腦缺血再灌流

後大腦皮質部正常側 Bad、Bax 差異性不大，相對於腦缺血再灌流後大腦皮質部梗塞側在

各個組別表現量皆有上升的趨勢(圖十六)。由結果可知，腦缺血再灌流傷害後可促進抗細胞

凋亡因子 Bcl-2、Bcl-xL 以及細胞凋亡因子 Bad、Bax 的表現。 

 

1-4 轉錄因子調控之表現 

當致癌基因活化、缺氧和 DNA 損傷都會激發 p53 轉錄因子使 cell cycle 停止和引起細胞

凋亡。為探討 p53 是否參與腦缺血再灌流所誘發的細胞凋亡及影響下游分子 PUMA 的表

現，腦缺血再灌流動物將在不同時間分離大腦皮質組織，萃取蛋白質，藉由西方轉漬法量

測 p53 及 PUMA 表現情形。當大鼠經腦缺血再灌流傷害後，不同組別動物大腦皮質部梗塞

側 p53 表現量增加，且在腦缺血再灌流後第 1 天大腦正常側與梗塞側差異性最大。在於腦

缺血後第 3 天有下降的情況但表現仍較於大腦皮質部正常側高。另一方面， PUMA 在腦缺

血再灌流後於各個組別大腦皮質部正常側表現量並不明顯。但在腦缺血再灌流後可發現大

腦皮質部梗塞側 PUMA 的表現量會隨著腦缺血再灌流後時間的增加，有顯著性上升的情

形。而在腦缺血再灌流後第 14 天則無明顯變化(圖十七)。由結果顯示，腦缺血再灌流傷害

後細胞凋亡之轉錄因子的調控 p53 和 PUMA 皆有所表現。 
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1-5 細胞凋亡誘導因子 AIF 的蛋白質表現 

細胞凋亡廣大路徑的調控下，有一群分子是不需要依賴半胱胺酸蛋白酶的活化，自行可

發起凋亡訊息，快速而且造成大規模的傷害，如細胞凋亡誘導因子( apoptosis inducing factor, 

AIF )。為探討 AIF 是否參與腦缺血再灌流所誘發的細胞凋亡，腦缺血再灌流動物將在不同

時間分離大腦皮質組織，萃取蛋白質，藉由西方轉漬法量測 AIF 表現情形。當大鼠經腦缺

血再灌流傷害後，不同組別動物大腦皮質部正常側 AIF 表現量沒有明顯變化。然而大腦皮

質部梗塞側可發現 AIF 表現量皆有增加的現象，並且在腦缺血再灌流後第 3 天與第 14 天

AIF 上升趨勢差異最大(圖十八)。由此可知，在腦缺血再灌流傷害後會增加 AIF 蛋白質表現。 

 

腦缺血再灌流傷害後大腦皮質部 Caspase 3、Caspase 8 及 Caspase 9 的活性分析 

Caspase 為半胱胺酸蛋白激酶，在細胞凋亡路徑中 Caspase 3、Caspase 8 及 Caspase 9

扮演調控之重要角色。為了探討 Caspase 3、Caspase 8 及 Caspase 9 是否參與腦缺血再灌流

所誘發的細胞凋亡，腦缺血再灌流動物將在不同時間分離大腦皮質組織，萃取蛋白質，藉

由免疫螢光法量測 Caspase 3、Caspase 8 及 Caspase 9 的活化情況。在結果中，腦缺血再灌

流傷害後第 1 天，大腦皮質部梗塞側 Caspase 3 活化情況明顯上升。於腦缺血再灌流後第 7

天表現最高。在腦缺血再灌流後第 14 天，Caspase 3 則呈現下降趨勢。另外，Caspase 8 與

Caspase 9 的活化表現中，顯示腦缺血再灌流後第 1 天，大腦皮質部梗塞側明顯的上升，且

為最高峰，但隨著處理的時間拉長，Caspase 8 與 Caspase 9 的活化表現有降低的情況(圖十

九)。在數據中顯示，腦缺血再灌流傷害後，可發現 Caspase 3、Caspase 8 及 Caspase 9 等半

胱胺酸蛋白激酶的活化表現。 
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討論 

 
腦缺血俗稱為腦中風(stroke)是國人常見的疾病之一，本論文利用大鼠模擬缺血性腦損

傷，探討腦缺血後大鼠大腦內部細胞型態改變及細胞凋亡的情形。在動物實驗中，將體重

之觀測視為一個基礎的指標，藉由體重的變化推測動物生理代謝及組織損傷的情形。腦缺

血再灌流後，正常大鼠隨著飼養天數增加及適應度提升下，可有正常的飲食、生理代謝且

具有活力及精神。僅麻醉和切開頸部無腦缺血處理之假手術組，體重增加的情況較正常大

鼠慢，顯示出僅麻醉和切開頸部仍會影響大鼠對於環境的適應性，可能需要一段時間修復，

才可像正常大鼠一樣，有較大的體重變化。而腦缺血後第 1 天體重急速下降(圖三)。在實驗

過程中也發現，大鼠於腦缺血後第 1 天體重下降程度似乎與梗塞面積有正相關。尤其當大

鼠體重下降為原體重百分之五時手術成功率非常的高。據文獻指出，腦中風之患者以體重

下降程度作為中風之預後評估，當體重下降的程度越大，代表患者在預後的狀況不佳

(Jonsson et al., 2008)。雖然有此依據，但腦缺血後體重急速下降的原因尚未明瞭，此現象推

測可能是因手術過程造成大鼠極度的疼痛以及不舒服影響大鼠腦缺血後的體重。 

大鼠在術後藉由 TTC 染色評估大腦梗塞面積情形。其原理為正常細胞呼吸作用下，粒

線體內膜氧化酵素可與 TTC 染劑作用，經還原形成脂溶性紅色 formazan。另外，觀察組織

細胞死亡程度時，除了 TTC 染色外，同時會利用 H&E 染色組織病理學觀察，透過組織外

部及內部細胞型態，觀測腦缺血再灌流後，腦組織損傷的情況。在腦缺血再灌流的處理下，

正常的腦組織呈現出鮮豔的紅色；受損的腦組織呈現出白色，代表組織內的細胞已受到破

壞，粒線體無完整的膜和氧化系統，導致呼吸作用無法正常運作，故 TTC 染劑無法反應

(Altman, 1976)。於大鼠在腦缺血再灌流後第 1 天，大腦皮質部及紋狀體都有明顯梗塞的現

象，經由估算後其梗塞面積最大，隨著腦缺血再灌流後的時間增加，梗塞面積逐漸縮小，

類似損傷後腦組織漸漸回復之現象(圖四)。對照於 H&E 染色，發現在大腦皮質部及紋狀體

神經元細胞有變性萎縮的情況，隨著腦缺血再灌流後的時間增加，病灶區因液化性壞死嚴

重，大量巨噬細胞浸潤，吞噬受損及死亡之細胞，造成腦組織呈現多處空腔現象(圖六)。於

實驗中發現 TTC 染色與 H&E 染色內部細胞型態表現不同，據文獻指出，在腦部損傷後巨

噬細胞的浸潤時，會將完整的粒線體聚集腦部受損區域，導致 TTC 染色結果有粉紅色類似

組織修復情形(Liszczak et al., 1984)。實際上，腦缺血再灌流後第 1 天內部細胞型態已經發

生變化，其腦缺血再灌流後的時間增加組織受損更嚴重。 
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腦缺血再灌流後因腦組織神經元細胞的嚴重缺損，導致動物的活動能力下降。利用 Open 

Field 測試大鼠的行為表現，探討大鼠在腦缺血再灌流後是否因為腦組織某區域內神經元細

胞的死亡程度，行為表現上有所變化。研究指出，腦缺血再灌流後動物的活動能力降低、

四肢協調性不佳、並有偏單向旋轉的情形。實驗結果顯示，腦缺血再灌流後第 1 天、第 3

天大鼠移動能力以及運動時間均有降低的現象，但隨著時間的增加，大鼠行動能力有明顯

的回升(圖五)。以上結果得知，行為的改善並未與組織病理相同，可能因大鼠功能性的代償

或復原作用，造成行為恢復的現象(DeVries et al., 2001)。然而大鼠在旋轉角度的測試中，

發現長時間的修復期，旋轉角度越來越明顯，可能是大腦某區域的神經元細胞死亡嚴重，

導致大鼠在行為中有所異常，且不是短期之內可以進行修復的。 

在腦缺血再灌流後，為偵測大腦發炎的程度，利用免疫螢光分析法觀察組織病理切片嗜

中性白血球、巨噬細胞、B 細胞浸潤的情形，並以量測發炎因子 COX-2 的蛋白質表現。從

結果中顯示，嗜中性白血球會在腦缺血再灌流後前期出現(圖八)；巨噬細胞、B 細胞會在腦

缺血再灌流後中後期出現(圖九、圖十)。於發炎反應時，嗜中性白血球為免疫防禦系統中的

第一線細胞，能有效的快速到達損傷區抑制外源性感染物質的侵入並吸引更多其他的白血

球至缺血區域(Buck et al., 2001)。然而於腦缺血再灌流後中後期，可以發現大量的單核球及

遷移至腦組織梗塞部位，慢慢轉化似巨噬細胞的功能及活性，以吞噬及殺菌的方式，來對

抗感染物質(Grau et al., 2001)。相對的在 COX-2 的表現，則是在腦缺血再灌流後第 1 天、

第 3 天明顯的增加(圖十三)。有文獻指出，常態下 COX-2 表現極少量，透過發炎反應刺激，

於 2-4 小時後可發現 COX-2 大量表現，並催化前列腺素 PGE2 的產生，可引起更嚴重的發

炎反應(Reddy et al., 1997)。 

另一方面，腦組織中，分佈許多的神經細胞、星狀神經膠細胞及神經纖維絲。於腦缺血

再灌流後可觀察到大腦皮質部梗塞側，隨著腦缺血再灌流後的天數增加，神經元細胞表現

明顯降低，顯示多數神經元細胞已死亡(Benveniste, 1991)。而探討細胞架構損傷以大腦中的

神經纖維絲為主，神經纖維絲為神經元細胞的骨架蛋白，扮演維持神經元細胞架構之角色

(Morris and Lasek, 1982;Hoffman et al., 1984)。當腦缺血再灌流後，神經纖維絲不同之構體

NF-L 及 NF-M，跟神經元細胞相同都有被破壞的情形。文獻指出，腦組織受到迫害時，神

經纖維絲亦會被活化的蛋白酶分解，以致神經元細胞架構的崩解 (Hayes et al., 

1995;Posmantur et al.,1994 ) (圖十二)。除了神經元細胞的損傷，星狀神經膠細胞在腦缺血再

灌流後大腦梗塞側中心區域也有死亡的現象，但在於梗塞側的周邊，有許多的星狀神經膠
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細胞大量聚集，且型體變粗大，突觸變長，型態呈現活化之狀態(圖七)。雖然有研究指出，

星狀神經膠細胞對於腦缺血後神經元細胞具有保護及調節離子恆定、調控細胞外麩胺酸濃

度的功能(Trendelenburg and Dirnagl, 2005)並釋放促進神經再生的生長因子(Song et al., 

2002)。但在腦缺血再灌流後，神經元細胞損傷並無減輕的現象，這可能因星狀神經膠細胞

的大量増生所形成的膠質疤有關，當膠質疤形成後可阻斷中樞神經系統內在的修護功能

(Ransom, 2003)，使梗塞區域的神經無法再生(Anderson et al., 2003)，才會無法挽救腦缺血

損傷後所造成神經元細胞的死亡。 

當腦缺血再灌流後，大腦皮質部梗塞側中心區損傷最嚴重，多數神經元細胞因而死亡。

於細胞壞死的組織，已無法修補，為不可逆性傷害。因此，希望挽救在梗塞中心區周邊腦

組織，即正常腦組織及壞死腦組織交界正在進行細胞凋亡神經元細胞，於腦缺血/再灌流動

物實驗模式下，探討腦損傷後其細胞凋亡的原因和機制。細胞凋亡一旦發生，在典型的特

徵下可以發現 DNA 斷裂的情形，實驗過程中以 TUNEL 染色法標的細胞凋亡之情形，結果

發現腦缺血再灌流後大腦皮質部、海馬迴與紋狀體，許多細胞都具陽性反應(圖十一)。然而

於腦缺血損傷中後期細胞凋亡數目最多，且可以看見細胞核凝聚和凋亡小體的產生。證明

腦缺血再灌流的處理下，腦組織中確實有細胞凋亡的現象。而細胞凋亡可受到半胱胺酸蛋

白激酶外源性及內源性路徑及其他因子的調節，首先，在外源性因子調控的路徑中，主要

以細胞膜表面的細胞死亡受體 TNF-α receptor 1、Fas 與配體結合，如 TNF-α receptor 與

TNF-α。接續傳遞細胞凋亡的訊息並與 FADD 形成 DISC 複合體，誘發 caspase 8 的活化，

使下游 Bid 被切割，以 tBid 形式轉移至粒線禮，促進細胞色素 c 的釋放(Luo et al., 1998)以

及 caspase 3 的活化(Scaffidi et al., 1998)，導致細胞凋亡。結果顯示，在腦缺血再灌流傷害

後，大腦皮質部梗塞側發現，隨著處理時間的增加 TNF-α receptor 1、Fas 以及 TNF-α表現

量均有顯著性的上升。另外，於 FADD 的分析中，於腦缺血再灌流後第 1 天大腦皮質部梗

塞側有增加的趨勢最大。相對的，Bid 表現在各個組別也具有顯著性的差異(圖十四)。於目

前已有許多研究及數據證實，腫瘤壞死因子家族死亡受體與腦損傷有密切的關係(Albensi 

and Mattson, 2000)。在腦缺血後，亦可發現細胞凋亡 TNF-α/TNF-α、FasL/Fas 的表現

(Martin-Villalba et al., 1999)。而 FADD 死亡區域與 caspase 8 的活化有關聯，在腦缺血在灌

流後的損傷，FADD 可激活並增加 caspase 8 的表現。(Benchoua et al., 2001; Morita-Fujimura 

et al., 2001)。當 caspase 8 活化後，使 Bid 被切割轉移至粒線體外膜，引起細胞的凋亡。所

以在某些研究中 Bid 被認為是腦缺血後引發神經元細胞死亡的關鍵因素(Xiao-Ming Yin et 
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al., 2002)。此外，近來的文獻指出，於新生兒缺血窒息腦損傷中發現 FLIP 因子為抗細胞凋

亡之重要調解者(Mark et al.2008)，在 Fas/CD95 signal 之細胞凋亡傳導路徑，FLIP 可抑制

Fas/CD95 死亡訊號的傳遞，作用方式為結合 pro-caspase 8，干擾切割，使得接下來一連串

的 caspases 都無法被活化，停止細胞凋亡(Bertin et al. 1997)，確定的是 FLIP-S 可以以競爭

的方式阻擋 caspase 8 與 FADD 的連結，但 FLIP-L 是否具有抑制或促進細胞凋亡的能力，

仍在模糊地帶。在結果中顯示，腦缺血再灌流後第 1 天和第 3 天，大腦皮質部梗塞側可發

現 FLIP-S 及 FLIP-L 表現量均有顯著性增加(圖十五)。因目前對於腦缺血再灌流後 FLIP 表

現並沒有被證實，所以推測在腦損傷的情況下，FLIP 在死亡受體所調節的凋亡路徑中，亦

會增加表現，扮演細胞生與死的平衡者。另外，內源性途徑(intrinsic pathway)也是細胞凋亡

重要之調控路徑，此途徑細胞凋亡並不依賴受體，且本身就具有能力並足夠來執行細胞死

亡。發生地點通常以粒線體為中心，且分別受到粒線體和細胞核內部轉錄因子 p53 的調控。

於粒線體之途徑啟動半胱酸蛋白酶的活化，主要由 Bcl-2 家族蛋白主導(Gross et al., 1999)。

Bcl-2 是從濾泡性淋巴細胞瘤中分離出來的一種癌基因。它和 Bcl-xL 都可阻斷細胞凋亡而

促進細胞的存活。而 Bax、Bad 與 Bcl-2、Bcl-xL 功能相反，為誘導細胞凋亡。然而 Bcl-2

和 Bax 的表達强度決定細胞生死，Bax 過度表現時則促進細胞凋亡，若 Bcl-2、Bcl-xL 表現

強於 Bax、Bad 則促進細胞生存。在結果中，抗細胞凋亡因子 Bcl-xL 的部分，在腦缺血再

灌流第 1 天其表現量有增加的趨勢。但腦缺血再灌流後第 3 天 Bcl-2、Bcl-xL 表現皆明顯降

低。然而細胞凋亡因子 Bax、Bad 於腦缺血再灌流後第 1 天、第 3 天表現量顯著性的增加，

為缺血期間中表現量最高，於腦缺血再灌流後第 7 天、第 14 天，仍有明顯的表現(圖十六)。

顯示腦缺血再灌流後，Bax、Bad 的表現高於 Bcl-2、Bcl-xL，雖然 Bcl-xL 試圖表現，但仍

不敵 Bax、Bad 的過度表現。目前已有研究提出，Bad 可結合 Bcl-2、Bcl-xL 阻擋其作用，

且當細胞接收到生長因子的訊息時，會轉移至粒線體外膜促使細胞凋亡(Chen L et al., 

2005)。另外，Bax 也可與 Bcl-2 結合抑制其作用(Marsden VS et al., 2003)。在 Bcl-2 家族中，

PUMA 之凋亡因子也參與其中，它位於 p53 轉錄因子的下游。p53 與 PUMA 的調控主要會

引起 DNA 的損傷(Villunger A et al., 2003)。在結果中，腦缺血再灌流後 p53 與 PUMA 隨著

天數增加，表現量也提升，呈現相對的關係(圖十七)。代表著腦缺血再灌流後，細胞核內部

受到迫害時轉錄因子也會發起作用引起細胞凋亡。另一方面，細胞凋亡路徑中，自行可發

起凋亡訊息，快速而且造成大規模的傷害，如細胞凋亡誘導因子(apoptosis inducing factor, 

AIF)。於腦缺血再灌流後發現 AIF 表現量皆有增加的現象(圖十八)。當細胞凋亡發生時，
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AIF 的表現會讓細胞膜外翻暴露於細胞外、細胞核濃縮、大規模 DNA 斷裂以及促使粒線體

釋放細胞色素 c 至細胞質，引發更嚴重的細胞凋亡(Ferri et al., 2000;Susin et al., 1999)。 

細胞凋亡廣大路徑的調控下，許多分子的表現亦會影響細胞的存活，然而在結果中顯

示，促進細胞凋亡的因子皆有顯著的表現，以致於再腦缺血再灌流後神經元細胞及其他的

細胞大量死亡的原因之一。在細胞凋亡之時，在半胱胺酸蛋白激酶的部分有三個重要的調

控者，包含 caspase 3、caspase 8、caspase 9。三者在細胞凋亡調控中，分別扮演不同的角色，

caspase 3 為引起細胞凋亡的最終者，接受許多路徑所傳遞下來的死亡訊息；caspase 8 為引

起細胞凋亡的起始者，接受外源性途徑之死亡受體的死亡訊息；caspase 9 為引起細胞凋亡

的影響者，接受粒線體途徑所釋放的細胞色素 c，與 Apaf-1 蛋白形成凋亡小體(Acehan, 

2002)。在結果發現，caspase 8、caspase 9 的活化表現皆在腦缺血再灌流後第 1 天，有明顯

增加的情況。隨後在腦缺血在灌流後第 1 天、第 7 天、第 14 天則顯著下降(圖十九)。在 James 

J 實驗顯示，確實發現在腦缺血再灌流後，caspase 8 於第 1 天為高峰期，在後期時 caspase 8

的表現皆下降(James J et al., 1999)，與結果相符。caspase 9 的活化目前推測與凋亡小體

(Acehan, 2002)有關，其不同時間的表現仍不清楚。在 caspase 3 結果中，活化情況明顯上升。

於腦缺血再灌流後第 7 天表現最高。在腦缺血再灌流後第 14 天，Caspase 3 則呈現下降趨

勢。再對照 James J 實驗顯示於腦缺血再灌流第 1 天為高峰期，在後期時 caspase 3 的表現

皆下降。結果不同推測可能因老鼠品系的不同、手術引起大腦損傷的程度有所不同，造成

的差異。 
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結論 

 
腦中風又稱為腦缺血，是國人常見疾病之一。當腦缺血/再灌流時，炎症細胞及自由基

的釋放漸進性刺激造成腦部大規模的傷害，導致神經元細胞延遲性死亡，細胞變性和壞死，

大腦功能區的機能喪失。目前得知腦中風後，神經元細胞壞死之組織，已梗塞的區域，大

多嚴重毀損，，為不可逆性傷害。因此於腦缺血/再灌流動物實驗模式下，透過了解腦損傷

後其細胞凋亡的原因和機制，希望拯救在核心區域周邊腦組織-缺血半月區，即正常腦組織

及壞死腦組織交界正在進行細胞凋亡神經元細胞。在實驗中，藉由此動物模式觀測大腦缺

血再灌流後後其體重、行為、梗塞面積、組織病理、發炎因子及細胞凋亡訊號之變化情形。

結果發現，腦缺血/血液再灌流後第 1 天其體重下降 5%、活動能力及肌肉協調性明顯降低

且大腦梗塞面積高達 35%以上，於第 3~14 天修復期則有明顯回升及恢復之情形。利用組織

病理切片中得知大腦皮質部神經細胞細胞核有萎縮之細胞凋亡特徵、神經纖維絲明顯減

少，大腦內部調控發炎及保護大腦細胞之星狀神經膠細胞隨著缺血後的天數增加，活化和

増生現象亦增加。在發炎反應探討中，嗜中性白血球、巨噬細胞、B 細胞浸潤的情形也分

別出現在腦缺血再灌流後前、中後期。其發炎因子 COX-2 則在缺血後 1~3 天表現量上升，

於 7~14 天則轉為下降。 

為了進一步了解大腦缺血後細胞凋亡路徑，初步以 TUNEL 染色法於大腦損傷區域大腦

皮質、海馬迴、紋狀體部位，發現腦缺血/再灌流後隨著天數增加，細胞凋亡數目也增加。

然而腦缺血後細胞凋亡路徑調控因子的分析下，外源性路徑之 TNF-α receptor 1、Fas、TNF-α

以及 FADD 明顯的增加，且下游的 Bid 表現也有上升的情形。此時細胞內部的 FLIP 抗細

胞凋亡蛋白也有所表現，試圖讓細胞生存。於內源性路徑中，Bax、Bad 細胞凋亡因子與

Bcl-2、Bcl-xL 抗細胞凋亡因子，以 Bax、Bad 表現佔優勢，其 Bcl-2、Bcl-xL 不敵細胞凋亡

因子的表現，最終還是會促使大量的細胞凋亡。於轉錄因子之調控下，也發現 p53 與 PUMA

隨著天數增加，表現量也提升，且呈現相對的關係。另一方面，AIF 自行誘發凋亡訊息，

造成腦組織大規模的傷害。最後，於細胞內部發現 Caspase 3、Caspase 8、Caspase 9 亦有上

升的趨勢。結果雖無法完全將所有的機制透徹分析，未來需進一步探討分子之間的調控及

訊息傳遞的完整性，才能有機會藉由此動物模式及細胞凋亡之機轉，應用於藥物、保健食

品的測試，進一步作為臨床上治療的標的。 
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圖表 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
圖三、大鼠腦缺血再灌流前後各個組別的體重變化。 
 

大鼠腦缺血後在不同時間讓血液恢復灌流分別在 day1、day3、day7、day14 給予稱

重。以 pre-ischemia 作為對照估算各個組別體重變化之百分比。數據以 mean ± SEM 值表示。

control 即無手術處理組；sham 僅麻醉及皮肉縫合組；ischemia 腦缺血再灌流手術組。* 表
示 P＜0.05，** 表示 P＜0.01，control 與腦缺血再灌流後各個組別的比較。# 表示 P＜0.05，
## 表示 P＜0.01，sham 與腦缺血再灌流後各個組別的比較。+ 表示 P＜0.05，++ 表示 P＜
0.01，pre-ischemia 與腦缺血再灌流後比較(n=5)。 
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圖四 (a) 

 
圖四 (b) 

 
 

 

 

 

圖四、評估腦缺血再灌流後梗塞面積。 
 

大鼠腦缺血後在不同時間讓血液恢復灌流分別在 day1、day3、day7、day14 給予犧

牲，收取大鼠腦組織，以 TTC 染色方法估算梗塞面積之百分比。白色為梗塞區域，紅色為

正常組織。數據以 mean ± SEM 值表示。#表示 P＜0.05，##表示 P＜0.01，sham 與腦缺血

再灌流後各個時間點之比較 (n=6)。 
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圖五 (a) 

 
 

 

 

 

 

圖五 (b) 
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圖五 (c) 

 
 

 

 

 

 

圖五 (d) 
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圖五 (e) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖五、腦缺血再灌流前後行為變化。 

 

大鼠腦缺血在不同時間血液再灌流後，於犧牲前，以 open field 方法觀測大鼠行為的

變化。其行為觀測包括大鼠總移動距離(Total distance moved) (圖三-a)。瞬間最大移動距離

(Maximum distance moved) (圖三-b)。平均速率(Means of velocity) (圖三-c)。總旋轉角度(Total 
turn angle) (圖三-d)。運動時間佔所有觀測時間之百分比(Total moving duration) (圖三-e)。數

據以 mean ± SD 值表示。# 表示 P＜0.05，## 表示 P＜0.01，control 與腦缺血再灌流後各

組別的比較。*表示 P＜0.05，** 表示 P＜0.01，sham 與腦缺血再灌流後各組別的比較(n=3)。 
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圖六 (a) 
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圖六 (b) 
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圖六 (c) 

 
 

 

圖六、腦缺血後皮質部、海馬迴與紋狀體之組織病理學變化。 

 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下觀測其腦缺血後大腦皮質部、海馬迴與紋狀

體組織病理學變化。大鼠腦缺血後於在不同時間血液再灌流下給犧牲，以 HE 染色觀察腦

組織不同區域之病理學變化。箭號代表正常的神經細胞。*代表細胞已萎縮之現象。Scale 
bar=15 μm。(n=3) 

* 

*



 45

圖七 (a) 
 

   

   

   

   
 
 
 
 
 

Contralateral Ipsilateral Cortex

day1 

day3 

day7 

day14 
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圖七 (b) 

   

   

   

   
 
 
 
 
 

Contralateral Ipsilateral Hippocampus

day1 

day3 

day7 

day14 
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圖七 (c) 

  

  

  

  
圖七、腦缺血再灌流後星狀神經膠細胞活化情形。 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取腦組織冷凍切片，以免疫螢光

染色，利用 GFAP 抗體觀察大腦皮質部、海馬迴與紋狀體星狀神經膠細胞的活化情形。藍

色為細胞核，綠色為星狀神經膠細胞。箭號代表活化的星狀神經膠細胞。Scale bar=100 μm。

(n=3) 

Contralateral Ipsilateral Striatum

day1 

day3 

day7 

day14 
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圖八、偵測腦缺血再灌流後嗜中性白血球的變化。 
 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取腦組織冷凍切片，以免疫螢

光染色，利用 Neutrophil 抗體觀察大腦皮質部與紋狀體嗜中性白血球的變化。綠色為嗜中

性白血球 Scale bar = 100 μm。(n=3) 

Contralateral Contralateral Ipsilateral Ipsilateral 

Cortex Striatum 

day1 

day3 

day7 

day14 
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圖九、偵測腦缺血再灌流後巨噬細胞的變化。 
 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取腦組織冷凍切片，以免疫螢

光染色，利用 CD68 抗體觀察大腦皮質部與紋狀體巨噬細胞的變化。綠色為巨噬細胞。Scale 
bar = 100 μm。(n=3) 

Contralateral Contralateral Ipsilateral Ipsilateral 
Cortex Striatum 

day1 

day3 

day7 

day14 
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圖十、偵測腦缺血再灌流後 B 細胞的變化。 
 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取腦組織冷凍切片，以免疫螢

光染色，觀察大腦皮質部與紋狀體 B 細胞的變化。綠色為 B 細胞。Scale bar = 100 μm。(n=3) 

Contralateral Contralateral Ipsilateral Ipsilateral 
Cortex Striatum 

day1 

day3 

day7 

day14 
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圖十一 (a) 
 
 

  
 

  
 

  
 

  
 

 

Contralateral Ipsilateral Cortex
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day14 
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圖十一 (b) 
 
 

  
 

  
 

  
 

  

Contralateral Ipsilateral 
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圖十一 (c) 

  
 

  
 

  
 

  
圖十一、觀測大鼠腦缺血再灌流後細胞凋亡的情形。 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取腦組織冷凍切片，利用 TUNEL
染色，觀察大腦皮質部、海馬迴與紋狀體細胞凋亡之變化。綠色為凋亡之細胞。Scale bar = 
50 μm。(n=3) 

Contralateral Ipsilateral Striatum

day1 

day3 

day7 

day14 
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圖十二、腦缺血再灌流後大腦皮質部 NeuN、GFAP、NF-L 與 NF-M 的表現。 
 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取大腦皮質組織，萃取蛋白質

利用西方轉漬法分析 NeuN、GFAP、NF-L 與 NF-M 的表現。其 C 代表正常側 (contralateral)；
I 代表梗塞側( ipsilateral)。測量時β-actin 為 Internal control，並以腦缺血再灌流後第 1 天數

值為 1 作為各個組別的對照。數據以 mean ± SEM 值表示。# 表示 P＜0.05，## 表示 P＜0.01，
腦缺血再灌流後第 1 天 contralateral 與各個時間點的 ipsilateral 的比較。* 表示 P＜0.05，** 
表示 P＜0.01，腦缺血再灌流後後各個時間點 contralateral 與 ipsilateral 的比較 (n=6)。 
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圖十三、分析腦缺血再灌流後大腦皮質部發炎相關因子 COX-2 之表現。 

 
大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取大腦皮質組織，萃取蛋白質，

利用西方轉漬法分析 COX-2 的蛋白質表現，其 C 代表正常側(contralateral)；I 代表梗塞側 
( ipsilateral )。測量時β-actin 為 Internal control，並以腦缺血再灌流後第 1 天數值為 1 作為

各個組別的對照。數據以 mean ± SEM 值表示。# 表示 P＜0.05，## 表示 P＜0.01，腦缺血

再灌流後第 1 天 contralateral 與各個時間點的 ipsilateral 的比較。* 表示 P＜0.05，** 表示

P＜0.01，腦缺血再灌流後各個時間點 contralateral 與 ipsilateral 的比較 (n=6)。 
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圖十四 (a) 

 
 

 

 
 

 
 



 57

 

圖十四 (b) 

 
 

 
圖十四 (c) 
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圖十四 (d) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖十四、腦缺血再灌流後外源性細胞凋亡相關因子之表現。 

 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取大腦皮質組織，萃取蛋白質，

利用西方轉漬法分析外源性細胞凋亡相關因子 TNF-α receptor、Fas、TNF-α、FADD、Bid
的蛋白質表現，其 C 代表正常側(contralateral)；I 代表梗塞側(ipsilateral)。測量時β-actin 為

Internal control，並以腦缺血再灌流後第 1 天數值為 1 作為各個組別的對照。數據以 mean ± 
SEM 值表示。# 表示 P＜0.05，## 表示 P＜0.01，腦缺血再灌流後第 1 天 contralateral 與各

個時間點的 ipsilateral 的比較。* 表示 P＜0.05，** 表示 P＜0.01，腦缺血再灌流後各個時

間點 contralateral 與 ipsilateral 的比較 (n=6)。 
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圖十五 (a) 

 
 

 
圖十五(b) 

 
 

 
 
 
 
圖十五、腦缺血再灌流後抗細胞凋亡蛋白之表現。 

 

大鼠腦缺血再灌流後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取大腦皮質組織，利用

西方轉漬法分析 FLIP-S 與 FLIP-L 的表現，其 C 代表正常側 (contralateral)；I 代表梗塞側

(ipsilateral)。測量時β-actin 為 Internal control，並以腦缺血再灌流後第 1 天數值為 1 作為各

個組別的對照。數據以 mean ± SEM 值表示。# 表示 P＜0.05，## 表示 P＜0.01，腦缺血再

灌流後第 1 天 contralateral 與各個時間點的 ipsilateral 的比較。* 表示 P＜0.05，** 表示 P
＜0.01，腦缺血再灌流後各個時間點 contralateral 與 ipsilateral 的比較 (n=6)。 
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圖十六、腦缺血再灌流後內源性細胞凋亡相關因子的表現。 
 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取大腦皮質組織，萃取蛋白質，

利用西方轉漬法分析內源性細胞凋亡相關因子 Bcl-2、Bcl-xL、Bad、Bax 的表現，其 C 代

表正常側(contralateral)；I 代表梗塞側(ipsilateral)。測量時β-actin 為 Internal control，並以

腦缺血再灌流後第 1 天數值為 1 作為各個組別的對照。數據以 mean ± SEM 值表示。# 表
示 P＜0.05，## 表示 P＜0.01，腦缺血再灌流後第 1 天 contralateral 與各個時間點的 ipsilateral
的比較。* 表示 P＜0.05，** 表示 P＜0.01，腦缺血再灌流後各個時間點 contralateral 與
ipsilateral 的比較 (n=6)。 
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圖十七、腦缺血再灌流後轉錄因子調控之表現。 
 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取大腦皮質組織，萃取蛋白質

利用西方轉漬法分析轉錄因子調控相關之 p53 與 PUMA 表現，其 C 代表正常側

(contralateral)；I 代表梗塞側(ipsilateral)。測量時β-actin 為 Internal control，並以腦缺血再

灌流後第 1 天數值為 1 作為各個組別的對照。數據以 mean ± SEM 值表示。# 表示 P＜0.05，
## 表示 P＜0.01，腦缺血再灌流後第 1 天 contralateral 與各個時間點的 ipsilateral 的比較。* 
表示 P＜0.05，** 表示 P＜0.01，腦缺血再灌流後各個時間點 contralateral 與 ipsilateral 的比

較 (n=6)。 
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圖十八、腦缺血再灌流後細胞凋亡誘導因子 AIF 的蛋白質表現。 
 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取大腦皮質組織，萃取蛋白質，

利用西方轉漬法分析 AIF 的蛋白質表現，其 C 代表正常側(contralateral)；I 代表梗塞側 
(ipsilateral)。測量時β-actin 為 Internal control，並以腦缺血再灌流後第 1 天數值為 1 作為各

個組別的對照。數據以 mean ± SEM 值表示。# 表示 P＜0.05，## 表示 P＜0.01，腦缺血再

灌流後第 1 天 contralateral 與各個時間點的 ipsilateral 的比較。* 表示 P＜0.05，** 表示 P
＜0.01，腦缺血再灌流後各個時間點 contralateral 與 ipsilateral 的比較 (n=6)。 
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圖十九、腦缺血再灌流後 Caspase 3、Caspase 8 及 Caspase 9 的活性分析。 

 

大鼠腦缺血後在不同時間血液再灌流下給予犧牲，收取大腦皮質組織，萃取蛋白質，

利用免疫螢光法分析 Caspase 3、Caspase 8 及 Caspase 9 的活性。數據以 mean ± SEM 值表

示。# 表示 P＜0.05，## 表示 P＜0.01，腦缺血再灌流後第 1 天 contralateral 與各個時間點

的 ipsilateral 的比較。* 表示 P＜0.05，** 表示 P＜0.01，腦缺血再灌流後各個時間點

contralateral 與 ipsilateral 的比較 (n=6)。 
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