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摘   要 

 

心血管疾病是主要十大死因之一。經皮介入性治療(俗稱心導管手術治療)

已被接受為主要冠狀動脈疾病的治療，但術後再狹窄仍然是重要的研究議

題。經皮介入性治療術術後影響再狹窄的反應包括急性發炎細胞侵潤、平滑

肌增生凋亡、移行及血管內皮再生。如塗藥性支架等在病灶局部給予藥物處

理的方式，為目前研究解決再狹窄的方向。因咖啡酸苯乙酯(蜂膠主要活性成

分)曾被報導有抗發炎、抗增生與抗癌的效用，故在我們研究中以高血脂兔子

骼動脈損傷實驗模型，分析評估血管內局部注射咖啡酸苯乙酯對受損血管內

膜增生的效果。以冠狀動脈平滑肌細胞培養，評估咖啡酸苯乙酯抑制增生與

抑制移行的效果及其可能機轉。更進一步模擬經皮介入性治療狀況，在冠狀

動脈平滑肌細胞培養加入咖啡酸苯乙酯處理時，同時加入血小板生長因子，

觀察冠狀動脈平滑肌細胞反應的改變及評估其可能機轉。實驗結果顯示咖啡

酸苯乙酯能緩解受氣球損傷的兔子動脈內膜增生。與局部注射生食鹽水組

(98.3 ± 0.41%)相比，局部注射咖啡酸苯乙酯組的兔子動脈內膜增生顯著下降

到 55.0 ± 0.12%。不論是否添加血小板生長因子，咖啡酸苯乙酯有顯著抑制

冠狀動脈血管平滑肌細胞增生與移行現象。流式細胞儀檢查呈現咖啡酸苯乙

酯增加動脈血管平滑肌細胞積聚在 S 期。咖啡酸苯乙酯也會抑制 cyclin A、

cyclin E、CDK2 和 PCNA 的表現，而且下調磷酸活化 AKT1、MEK 1/2、ERK 
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1/2 信號分子。但單以咖啡酸苯乙酯未能引發冠狀動脈血管平滑肌細胞凋亡。

在添加血小板生長因子後，以 sub-G1 細胞的存在、去氧核糖核酸斷裂分析、

TUNEL 檢測與細胞粒線體內 cytochrome c 釋出等檢驗確定有細胞凋亡現

象。咖啡酸苯乙酯引發細胞凋亡是藉由線粒體凋亡路徑。整個行動伴隨活化

細胞內 caspase-3 與 caspase-9， Bcl-2 下調和 Bax 上調。但 caspase 8 並沒被

咖啡酸苯乙酯活化。表示 Fas 或其配體 FasL 未涉及咖啡酸苯乙酯引發的凋亡

過程。由本研究結果推知，臨床上咖啡酸苯乙酯可在治療冠狀動脈時做為減

少血管再狹窄的輔助治療。未來應進一步在動物實驗探討咖啡酸苯乙酯對動

脈平滑肌細胞的功效。 
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Abstract 

 

The percutaneous coronary intervention is the major therapeutic strategy for 

the coronary artery disease.  However, restenosis after percutaneous coronary 

intervention still challenges both vascular biologist and interventional cardiologist. 

The major events after percutaneous coronary intervention include infiltration of 

leukocytes, the proliferation and migration of smooth muscle cells, apoptosis of 

smooth muscle cells, and re-endothelialization.  Local delivery of therapeutic 

agents, such as drug eluting stent, is one of the tools to decrease restenosis.  

Caffeic acid phenethyl ester (CAPE), the active component of propolis, has 

several biological properties, such as antioxidation, anti-inflammation, anti- 

proliferation, and anti-neoplasia.  In this study, we investigated the effects of 

caffeic acid phenethyl ester in vitro on the human coronary smooth muscle cells 

and in vivo with the rabbit iliac injury model using a local delivery system.  The 

in vivo study, the effects of perivascular infused caffeic acid phenethyl ester on 

the neointimal hyperplasia of rabbits after balloon injury was analyzed.  The 

results demonstrated that caffeic acid phenethyl ester was able to regress the 

intima thickening of the iliac artery in rabbits after balloon injury.  The intima 
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thickening decreased significantly to 55.0 ± 0.12 % in the group after local caffeic 

acid phenethyl ester infusion compared to the group after saline infusion (98.3 ± 

0.41 %).  The effects of caffeic acid phenethyl ester on the proliferation and 

migration were evaluated in the cultured arterial smooth muscle cells with or 

without platelet-derived growth factor (PDGF) stimulation.  The results showed 

that caffeic acid phenethyl ester displayed a strong inhibitory effect on the growth 

and migration.  Western blotting demonstrated that caffeic acid phenethyl ester 

inhibited activation of AKT, MEK, and ERK signaling molecules.  Flow 

cytometry analysis showed that the cells accumulated in the S phase but no 

apoptosis was observed after caffeic acid phenethyl ester treatment.  However, 

after the stimulation with platelet-derived growth factor, the cells accumulated at 

the sub-G1 phase and cell apoptosis was observed.  Caffeic acid phenethyl ester 

triggered the release of cytochrome c from mitochondria to cytosol, up-regulated 

pro-apoptotic gene, Bax, and down-regulated anti-apoptotic gene, Bcl-2.  

Up-regulations of caspase-9 and caspase-3 indicated that caffeic acid phenethyl 

ester precipitated mitochondrion-dependent apoptotic signaling pathway.  This 

study provides the information that, in the clinical implications, caffeic acid 

phenethyl ester might be used as an adjuvant therapy to decrease the neoinitimal 

thickening of the artery after percutaneous coronary intervention. Further 
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evaluation of in vivo efficiency of caffeic acid phenethyl ester on vascular smooth 

muscle cells in animal injury models should be investigated. 
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一、前言 

I. 動脈粥瘤硬化的病理機轉與治療 

動脈粥狀硬化(atherosclerosis)，又稱動脈硬化血管疾病(arteriosclerotic 

vascular disease)，是動脈血管壁發炎反應造成的症候群。主要因血管內壁累

積過多的低密度脂蛋白(low-density lipoproteins)引起發炎反應，促使巨噬白

血球(macrophage)積聚後膽固醇等油脂物質堆積，高密度脂蛋白(high-density 

lipoproteins)又未能及時移除這些油脂物質。血管內壁被膽固醇等油脂物質堆

積增厚，形成脂斑(atheromatous plaque)造成血管腔狹窄進而使得組織器官血

流灌注不足( Libby, et al., 2002)。因影響器官不同引起多種疾病，其中冠狀動

脈疾病、腦血管疾病及周邊動脈血管疾病是目前直接或間接造成人類死亡前

十大死因之一。 

動脈粥狀硬化自十幾歲開始形成，到四十餘歲都可能沒有症狀 (附圖

一)。最終病變呈現分兩大類：第一類形成脂斑，可能隨時間脂斑慢慢增厚造

成血管內腔狹窄，血管內腔狹窄到一定程度會影響病灶後面血流量不足，使

得組織器官血流灌注不足而引發症狀。也可能因脂斑不穩定破裂，引發急性

血栓，加速血管腔狹窄，造成像心肌梗塞或腦中風等急性致命性重症(Dzau, et 

al., 2002)。假如梗塞影響組織不大，未造成臨床症狀，病患未必會求診治療。

但在反覆脂斑破裂與修復惡性循環下，血管狹窄速度比一般穩定脂斑快，所
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以在相對較低年齡層即有缺血性症狀徵象(Maseri & Fuster, 2003)。第二類則

為血管瘤(aneurysm)，當動脈粥狀硬化病變影響到血管中膜(tunica media)時血

管內腔反而異常擴張，形成動脈瘤。後者相對罕見，約佔動脈硬化血管疾病

4.9%。在臨床風險因子與五年存活率分析，與第一類沒有顯著差別(Swaye, et 

al., 1983)。所以臨床上治療研究探討以第一類動脈硬化血管疾病為主，也就

是治療或預防血管狹窄與改善組織器官血流灌注。本論文研究範圍以心臟血

管疾病，即冠狀動脈疾病，為臨床考量對象所設定的研究。 

在冠狀動脈疾病治療，首先強調非藥物性治療的風險因素控制，包括戒

煙、健康飲食習慣與規律有氧運動。進而藥物治療，包括阿斯匹林(aspirin)、

冠狀動脈血管擴張劑與風險疾病控制(抗高血壓藥物、血糖控制藥物與

HMG-CoA 還原酶抑制劑等降血脂藥物)( The Allhat Officers And Coordinators 

For The Allhat Collaborative Research Group, 2002; Strandberg, et al., 1997; 

Nissen, et al., 2006; Downs, et al., 1998; Sever, et al., 2005)。若症狀無法適當控

制或非侵入性檢查呈現心肌缺氧徵象，則應進一步侵入性治療，改善心肌缺

氧，以避免急性致命發作或慢性缺血性心肌病變造成心衰竭。目前認定有效

侵入性治療包括經皮冠狀動脈介入性治療(percutaneous coronary 

intervention，舊稱經皮冠狀動脈整型術 percutaneous coronary angioplasty)與冠

狀動脈繞道手術(coronary artery bypass surgery)。在本體治療與輔助治療同時

都持續快速研發進步下，兩種治療策略在長期存活率上沒有顯著差異。但經



 17

皮冠狀動脈介入性治療在術後照護、併發症、住院日數與術後恢復時間等優

勢下，經皮冠狀動脈介入性治療在治療冠狀動脈疾病比重逐年增加。 

 

II. 經皮冠狀動脈介入性治療後血管再狹窄 

經皮冠狀動脈介入性治療雖提供比外科冠狀動脈繞道手術更簡單與讓

患者更能接受的治療。但六個月內高達 30%至 60%的再狹窄(restenosis)率，

一直困擾介入性心血管治療的醫師。所謂再狹窄即為原已擴張開的血管內腔

再度狹窄，進而再度影響病灶之後血流供應。定義上，血管內徑減少 50%以

上即需要進一步再執行經皮冠狀動脈介入性治療(Hamid, 2007)。隨介入性治

療器材進步，在治療技術上已不僅將血管內脂斑擴張、擠壓或磨除。更希望

病灶處施予治療後能減緩、甚至沒有再狹窄的發生。  

經皮冠狀動脈介入性治療是經由週邊動脈(橈動脈或股動脈)置入血管

鞘管，做為導線與導管進出管道。在 X 光透視導引下，將特別設計的冠狀動

脈導管心端開口安置到欲治療病灶冠狀動脈的開口。經由冠狀動脈導管，將

導線送入欲治療病灶冠狀動脈。待導線過病灶後，將球囊導管的球囊送到病

灶定位，進行擴張治療。將狹窄病灶擴張的機制有三：擠壓、撕裂與外推脂

斑。相對於病灶擴張機制，局部病灶血管被處理後，也有造成再狹窄的機轉：

急性期，由動脈中膜平滑肌細胞與彈性纖維回縮(recoil)。血管修復重塑
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(remodeling)過程中，血管壁皺縮使得血管再縮窄。亞急期，血管修復過程中

中膜平滑肌細胞增生、移行到內皮下層並促使細胞外間質(extra-cellular 

matrix)增加，造成血管新生內膜增生(neo-intimal hyperplasia)，使得血管再狹

窄(附圖二)。再狹窄所造成的新生內膜(neointima)病灶與原生血管粥瘤不同，

前者主要由平滑肌細胞及細胞外基質(matrix)組成（附圖三 A）；而後者主由

脂肪構成（附圖三 B）。1993 年血管內支架的發明，支架的強力支撐解決了

急性期血管回縮的問題。但支架層仍是外來物，會刺激血管修復期的免疫反

應，造成新生內膜增生，使得再狹窄的問題無明顯改善。所以要解決新生內

膜增生的問題，須從抑制血管內壁損傷後平滑肌細胞的增生及移行來解決。

經皮冠狀動脈介入性治療球囊導管氣球擴張血管內壁，造成血管內壁損傷，

隨即引起血小板黏附與聚集，啟動發炎反應。發炎細胞開始浸潤與活化，釋

出生長激素(特別是血小板衍生生長因子 platelet-derived growth factor，PDGF)

與 cytokines，造成血管中膜平滑肌細胞增生與刺激細胞產生細胞外基質。於

第二天開始，這些增生的平滑肌細胞開始往血管內皮移行。部分未移行的平

滑肌細胞進行自然凋亡(apoptosis)。第四天開始，移行到血管內皮的平滑肌

細進一步增生，同時內皮細胞也開始修復血管內皮。在一般狀況下於第十四

天完成內皮修復(附圖四、附圖五) (Ferns & Avades, 2000; Liu, et al., 1989; 

Angelini, et al., 2002) 。在人類，該高峰期發生於經皮冠狀動脈介入性治療前

三十天(附表一)。 
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    由上述經皮冠狀動脈介入性治療，血管內壁損傷後血管修復血管細胞變

化得知：主要影響再狹窄的病理變化在急性期白血球侵潤(acute leukocyte 

infiltration)、平滑肌細胞增生(proliferation)、平滑肌細胞自然凋亡(apoptosis)、

平滑肌細胞移行(migration)與內皮修補完整(re-endothelialization)。也就是說

若能抑制急性期白血球侵潤、減少平滑肌細胞增生、促使過度增生的平滑肌

細胞自然凋亡、抑制平滑肌細胞移行與加速內皮修補完整，即可能減少再狹

窄。過去曾將增生的平滑肌細胞視為異常增生的腫瘤細胞治療，從而發展出

放射近距離治療(radiation brachytherapy)。近年來，更有局部注射導管與塗藥

性支架(drug-eluting stent)的研發(Lau & Sigwart, 1995; Fattori & Piva, 2003)，

目前上市塗藥性支架所負載藥物以 Sirolimus 類與 Paclitaxel 兩類有抗癌與免

疫調節功能的藥劑為主(Stone, et al. , 2007)。但目前塗藥性支架仍為未臻完善

(Jeremias & Kirtane, 2008)，所以尋求適當可運用於塗藥性支架之藥物或輔助

治療為目前熱門的研究方向。 

 

III. 咖啡酸苯乙酯(Caffeic Acid Phenyl Ester, CAPE)的生理功能 

蜂膠是蜜蜂從特定植物的樹芽和樹皮(主要是針葉樹)，所採集樹脂狀物

質，再和蜂蠟及花粉混合而成。蜜蜂將蜂膠用來修補固定蜂巢，並將蜂膠當

作增強蜂群免疫力的物質來抵抗外來病源。蜂膠活性成份約 10%，其中咖啡

酸苯乙酯(caffeic acid phenyl ester, CAPE) 於 1988 年首次發表為蜂膠的主要
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活性成分(Grunberger, et al., 1998)。咖啡酸苯乙酯是咖啡酸(Caffeic acid)的延

生物，結構與黃酮(flavonoids)相近。分子式為 C17H16O4，分子量為 284 g/mol。

(附圖六)。 

咖啡酸苯乙酯曾有報導對腫瘤細胞，如大腸直腸腫瘤、白血病、大腸癌

肝臟轉移與神經膠質瘤(Wang, et al., 2005; Kuo, et al., 2006a, 2006b; Li, et al., 

2005; Jaganathan & Mandal, 2009; Borrelli, et al., 2002a; Nagaoka, et al., 2003; 

Chung, et al., 2004) ，有效抑制增生能力。咖啡酸苯乙酯抗氧化的活性在不

同活體外生理系統也被證實(Maffia, et al., 2002; Maga & Hubscher , 2003)。 

咖啡酸苯乙酯能抑制 cyclooxygenase 與 nuclear transcription factor kappa-B 

(NF-κB)活性(Moreno, et al., 2007; Nakatania, et al., 2003; Roy, et al., 2002; 

Orban, et al., 2000 )，這是咖啡酸苯乙酯抗發炎(Roy, et al., 2002 ; Moreno, et al., 

2007; Borrelli, et al., 2002b; Mirzoeva, et al., 1996; Orban, et al., 2000)與在不同

癌細胞株引發自然凋亡(Shuchman, 2006; Sudina, et al., 1993)的重要機制。因

咖啡酸苯乙酯這些效用與前述減少再狹窄機轉相近，故可能可以為運用於塗

藥性支架的藥物或輔助治療。 

 

IV. 血管損傷後再狹窄的動物實驗模組 

口服咖啡酸苯乙酯曾報導在自發性高血壓大鼠動物模組可抑制平滑肌

細胞增生(Li, et al., 2005)。但在大鼠動物實驗發現口服高劑量咖啡酸會引發
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胃乳頭狀瘤(stomach papillomas)，在同一試驗中也發現只有在高劑量咖啡酸

時才能顯著性地抑制大腸腫瘤的生長。可是即使在膳食低濃度下，酚類化合

物也有造成胃腺癌的加成或協同性致癌效應( Hirose, et al., 1998)。之後研究

認為可能是大鼠腸道內細菌改變咖啡酸的代謝物形成所造成( Peppercorn & 

Goldman, 1972; Gonthier, et al., 2003) 。所以在臨床應用要避免此潛在副作

用，則須考慮以像塗藥性支架血管內局部投與的方式。相對在動物實驗上，

欲使實驗較單純化及可行性考慮，則利用局部投與系統(local delivery 

device)。近年來滲入性血管整型球囊導管( infiltrator angioplasty balloon 

catheter)的發明，可以在傳統血管整型術氣球擴張後將藥劑直接注射到血管

壁(Barath, et al., 1997; Takahashi, et al., 2007) 。 

 

V. 血小板生長因子 (platelet-derived growth factor, PDGF) 

在細胞培養下與實際經皮冠狀動脈介入性治療的環境仍有差距。在

再狹窄發生過程中，促使血管平滑肌細胞再進入細胞週期快速增生、移

行、同時增加抗細胞凋亡的能力可能來自聚集的血小板與發炎細胞釋出

的生長因子與細胞因子(cytokines)。在這些促使血管平滑肌細胞快速增

生、移行的生長因子中，又以 BB 型血小板生長因子擁有最強使細胞分

裂及引起發炎反應的能力(Bornfeldt, et al., 1995)。血小板生長因子能活化

多個信號傳遞路徑，包括 mitogen-activated protein kinases (MAPKs) 路徑 
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及 phosphatidylinositol 3-kinase/ serine-threonine protein kinase Akt (又名

protein kinase B)(PI3k/AKT)路徑(Cospedal, et al., 1999)。在動物實驗也報

導過增加血小板衍生生長因子會致使新生內皮增厚(neointimal thickening) 

(Jawien, et al., 1992)。為模擬實際經皮冠狀動脈介入性治療後，血管因血

流營養改善但加劇出現發炎反應的環境，我們除了評估單純咖啡酸苯乙

酯對血管平滑肌細胞的影響外，也檢視咖啡酸苯乙酯在同時培養基中添

加血小板生長因子後對血管平滑肌細胞的影響及可能機制改變。 
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二、研究目的 

本研究將測試咖啡酸苯乙酯是否具有抑制人類冠狀動脈平滑肌細胞增生

和移行的效果，並進一步的探討其作用機制。藉以評估咖啡酸苯乙酯未來是

否可運用於塗藥性支架或其輔助治療，來降低經皮冠狀動脈介入性治療後所

引起的血管再狹窄發生率。 
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三、實驗方法 

I. 血管損傷後再狹窄的動物實驗模組 

A.  滲入性血管整型球囊導管 - Infiltrator® 

於本研究，我們所使用的局部投與系統滲入性血管整型球囊導管是

Infiltrator® ( Boston Scientific Corporation, Boston, MA, U.S.A.)( Liu, 2004; 

Yang, 2003) (附圖七)。Infiltrator®結構上可分為兩部分：傳統血管擴張用球囊

與藥劑輸送系統InjectorStrip®。在Infiltrator®近操作端有兩個注射口，一為注

射治療藥劑用，一為調節水劑控制遠端病灶區球囊撐開與回收。在Infiltrator

遠(貼近病灶區)端，除一般用來擴張脂斑病灶15毫米長的球囊上縱向有三條

長約10.7毫米聚氨脂材質的InjectorStrip®，是注射藥劑的特殊設計。在

InjectorStrip®上有一排0.25毫米高的鎳製圓椎狀注射孔(InjectorPort®)， 注射

孔內有管腔連到InjectorStrip®內輸液腔道，可連到近端操作部分注射治療藥

劑用的注射口。導管為單軌式導管，共有三個管腔：第一個管腔讓導線穿過，

導管球囊可沿著導線到血管內欲治療病灶部位。第二個管腔讓治療藥劑由近

操作端注射口送到注射孔。第三個管腔讓水劑由近操作端調控注射口到遠端

球囊內，可將球囊撐開讓InjectorPort®貼到血管壁，順利把藥劑送到血管壁

內，然後收回球囊。導管直徑為4.2 French，長132公分。 
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B. 骼動脈損傷動物實驗模組與局部藥劑注射 

本研究使用動物是自畜養場購買的新紐西蘭雄白兔，體重3.0~3.5公斤。

先接受2%高膽固醇飼料飼養八週。於第九週依是否有血管內壁損傷與局部注

射藥劑分成四組，接受實驗處置：兔子經由耳靜脈注射Ketamine (40 mg/kg)

與xylocaine ( 5 mg/kg)麻醉，由右腹股溝處分離出股動脈後，以18 G針頭穿刺

股動脈，將0.018-inch 導線引入股動脈並送入主動脈。沿著導線將3.0mm×20 

mm球囊導管推進距離股動脈穿刺口6公分處(球囊約略位於腹主動脈分叉為

骼動脈部位)，再將球囊撐開至8 bars壓力，後往股動脈穿刺口回拉造成骼動

脈內壁損傷，如此往返三次。局部注射藥劑組在經球囊導管造成骼動脈內壁

損傷後，再置入Infiltrator®。Infiltrator®沿著導線推進離股動脈穿刺口6公分

處，將球囊撐開到6 bars的壓力，讓注射孔貼附到血管內壁，然後以0.013 

ml/sec速度緩慢將0.4 ml生理食鹽水或0.4 ml 100 μM 咖啡酸苯乙酯注射到骼

動脈內壁。注射完畢後，將Infiltrator®回拉1 cm，再重覆上述注射步驟三次。

而後移除Infiltrator®並將股動脈結紮後，用4號絲線將傷口縫合。所有兔子於

接受處置三週後犧牲，取出骼動脈進行組織切片染色並分析與量化數據。 

  

C. 組織切片染色與量化分析  

取下的骼動脈標本先以 phosphate buffered saline (PBS)調製的 4% 

paraformaldehyde 固定兩小時。依序脫水並以石蠟包埋，自近心端到遠心端
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每隔 120 µm 切成 6 µm 厚的橫切面。將 50 到 60 個切面做蘇木精與曙紅染色

(haematoxylin and eosin staining)，在低倍光學顯微鏡下觀察病變區域並每一

切片攝取 3 至 5 張相片後，以影像分析系統 (Image Gauge, Fuji Film, Tokyo, 

Japan) 做定量分析。狹窄程度計算公式如下: 

狹窄程度(%)= 

 (彈力層內面積–血管內腔面積)/( 中膜內面積–血管內腔面積) × 100%  

   

II. 咖啡酸苯乙酯對血管平滑肌細胞的體外實驗 

 利用人類冠狀動脈平滑肌細胞(human coronary artery smooth muscle 

cells, HCSMCs；PromoCell GmbH, Heidelberg, Germany)培養，檢視咖啡酸苯

乙酯對細胞的影響及探討可能機轉。 

 

A. 細胞培養 

人類冠狀動脈平滑肌細胞以Medium 199 (GIBCO, New York, U.S.A.)加

10%牛胎血清(fetal bovine serum)與penicillin-streptomycin (50 U/ml, Sigma, St. 

Louis, MO)在含5% CO2 培養器內37 °C下培養，每兩天換一次培養基，實驗

中所用的細胞代數為第3代至第9代。 
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B. 細胞增生試驗 

人類冠狀動脈平滑肌細胞分播到6孔塑膠培養皿中培養，每孔分播最初

濃度為1×105細胞/ml。待細胞在培養皿中培養至60-70%滿，以phosphate buffer 

saline清洗兩次後，再於培養基中添加設定濃度的實驗藥劑處理後分別培養。

於預定時段將細胞以trypan blue染色後，於倒立顯微鏡下計數。數據以六次

實驗、三重複所得平均值± SD呈現。 

 

C. 細胞移行試驗：細胞培養層劃缝痕癒合試驗 

人類冠狀動脈平滑肌細胞以1x 105細胞/ml的濃度分播到6-cm培養皿

中，培養至長滿。在投以咖啡酸苯乙酯前4小時，添加4 μM cytosine 

β-Darabinofuranoside (Ara-C, Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.)防止平滑肌細胞增

生影響細胞移行評量。然後平滑肌細胞以phosphate buffer saline清洗兩次，再

於培養基中添加設定濃度的實驗藥劑。而後以吸量管尖端在培養皿中的細胞

層劃井字形縫，縫寬約400 μm，選取並標示五個觀察區，於不同時間點，以

位相差顯微鏡觀察細胞移行與照相。進而計算移行細胞數，取得平均數做統

計分析。所有試驗都是至少六次實驗、三重複。 

 

D. 流式細胞分析儀細胞週期試驗 

細胞濃度調整到1×105細胞/ml後，在含設定濃度的咖啡酸苯乙酯的培養
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基中培養。於預定時段以胰蛋白酶處理後，取得細胞懸浮液離心。再將細胞

沉澱以phosphate buffer saline清洗後，以70%乙醇固定置於4°C下隔夜。第二

天以phosphate buffer saline清洗後，放在40 μg/ml propidium iodide ((Molecular 

Probes, Eugene, Oregon, U.S.A.) 與100 μg/ml DNase-free RNase A混合液中，

於37°C暗室內靜置一小時。再用高速流式細胞分析儀(Partec GmbH, Münster, 

Germany)分析DNA成份。以Cell-FIT軟體(Becton Dickinson Instruments)分析

細胞在細胞週期各階段所占的百分比。本實驗至少三重覆。 

 

E. 對細胞信號傳遞的影響:西方點墨法分析 

以西方點墨法分析探討咖啡酸苯乙酯對人類冠狀動脈平滑肌細胞訊號

傳遞的影響。50 μg蛋白以12% SDS-PAGE分離後，電轉到聚偏氟乙烯膜

(polyvinylidene fluoride membrane)。用小鼠抗人類增殖細胞核抗體

(proliferating-cell nuclear antibody, PCNA) (1:5000, v/v)、小鼠抗人類cyclin E、

小鼠抗人類CDK2 (1:1000, v/v)、小鼠抗人類cyclin A (1:1000, v/v)、白兔抗人

類AKT1 (1:1000, v/v)、白兔抗人類磷酸化AKT1(1:1000, v/v)、白兔抗人類

ERK1/2 (1:1000, v/v)、小鼠抗人類磷酸化ERK1/2(1:1000, v/v)，小鼠抗人類

MEK1/2 (1:1000, v/v)、白兔抗人類磷酸化MEK1/2 (1:1000, v/v) (Abcam, MA, 

U.S.A.)等抗體，再加上結合horseradish peroxidase(HRP)的山羊抗白兔IgG (1: 

5000, v/v) (Zymed, South San Francisco, CA, U.S.A.)或山羊抗小鼠 IgG 
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(1:5000, v/v) (Zymed, South San Francisco, CA, U.S.A.)探測墨點。經含0.5% 

Tween-20的PBS清洗後，過氧化酶(peroxidase)活性以強化的化合光

(chemiluminescence) (PerkinElmer Life Science, Boston, MA, U.S.A.)檢測。為

求內部比對，在同一片膜上也以測 β-actin (1:10000, v/v)的單株抗體 (Sigma, 

St. Louis, MO, U.S.A.)檢測。反應帶強度以影像量化系統(Fuji, Tokyo, Japan)

分析。 

 

F. 細胞凋亡檢測:去氧核糖核酸斷裂分析(DNA fragmentation analysis) 

人類冠狀動脈平滑肌細胞在含設定濃度的咖啡酸苯乙酯的培養基中培

養。於預定時段以胰蛋白酶處理後，取得細胞懸浮液離心。再將細胞沉澱以

phosphate buffer saline 成為細胞懸浮液後，加入 proteinase K 溶液與 binding 

solution (Tissue & Cell Genomic kit, GeneMark, Taiwan)使細胞溶解。70℃水浴

10 分鐘。加入乙醇充分混合後高速離心 1 分鐘。將沉澱再加 binding solution

離心 1 分鐘後以 phosphate buffer saline 清洗。以 Elution solution 洗提去氧核

糖核酸。將去氧核糖核酸在含 0.1 μg/mL 溴化乙錠 (ethidium bromide)的 1.8% 

瓊脂糖凝膠 (agarose gel)中跑電泳分離。 

 

G. 細胞凋亡檢測:末端去氧核苷酸轉移酶介導生物素末端缺痕標記法

(Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated [dUTP] biotin nick-end 
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labeling (TUNEL) staining)  

將平滑肌細胞培養在六孔培養皿裡的蓋玻片上。培養液中添加設定濃度

的咖啡酸苯乙酯培養。於預定時段將細胞置於冰上( 4℃)，以冷 0.3% Triton-X- 

100 -PBS 洗三遍後，在室溫下用 2% paraformadehyde 固定 30 分鐘。固定完

成後，再以冷 0.3% Triton-X-100-PBS 洗三遍。在 37 °C 濕潤暗室裡將上述帶

細胞的蓋玻片置入 TUNEL 反應混合劑中培養 60 分鐘，然後以冷 0.3% Triton- 

X-100-PBS 洗三遍。最後以 4’, 6’ diamidino-2-phynylindole (DAPI)染色後，在

共聚焦顯微鏡(LSM 510 confocal microscope, Zeiss, Germany)下檢視。在 400

倍下，每一蓋玻片上隨機取六區計算染上 TUNEL 的細胞(TUNEL-positive 

cells )與總細胞數，並進一步計算染上 TUNEL 細胞所占百分比分析。 

 

H. 細胞凋亡檢測:血管平滑肌細胞細胞質與粒線體內 cytochrome c 分析  

平滑肌細胞經咖啡酸苯乙酯處理 48 小時後離心再收集，再以 1x Cytosol 

Extraction Buffer (BioVision, Mountain View, CA, U.S.A. )加入 Protease 

Inhibitor Cocktail Kit (Thermo, Rockford, IL, U.S.A.) 4℃下處理 10 分鐘，均化

後在 4℃下以 700× g離心 10分鐘移除沉澱。懸浮液再於 4℃下以 10,000x g 離

心 30 分鐘，分離細胞溶質(懸浮液)與粒線體(沉澱物)。最後粒線體沉澱物再

以含 Protease Inhibitor Cocktail Kit (Thermo, Rockford, IL, U.S.A.)的

Mitochondrial Extraction Buffer Mix (BioVision, Mountain View, CA, U.S.A.)處
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理後，漩渦式搖混 10 秒成粒線體懸浮液，保存於負 80°C 準備進一步分析。

以 prohibitin 做為粒線體標記及以免疫點墨法驗證細胞溶質與粒線體分層的

純度。自每一抽取物取 50 μg 蛋白以西方點墨法量化分析 cytochrome c。以

測光密度儀檢測細胞溶質中與全部 cytochrome c 的含量比 。 

 

I.  對caspase cascade的影響:西方點墨法分析 

以西方點墨法分析探討對平滑肌細胞細胞凋亡訊號傳遞的影響。50 μg

蛋白以12% SDS-PAGE分離後，電轉到聚偏氟乙烯膜。用小鼠抗人類caspase-8 

(1:1000, v/v)、白兔抗人類caspase-9、白兔抗人類caspase-3 (Cell Signaling 

Technology, Boston, USA)等抗體，再加上結合HRP的山羊抗白兔IgG (1: 5000, 

v/v) (Zymed, South San Francisco, CA, U.S.A.) 或結合HRP山羊抗小鼠IgG 

(1:5000, v/v) (Zymed, South San Francisco, CA, U.S.A.) 探測墨點。經含0.5% 

Tween-20的PBS清洗後，過氧化酶(peroxidase)活性用強化的化合光 (Perkin 

Elmer Life Science, Boston, MA, U.S.A.)檢測。為求內部比對，在同一片膜上

也以測β-actin (1:10000, v/v)的單株抗體 (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.)檢測。 

反應帶強度以影像量化系統(Fuji, Tokyo, Japan)分析。 
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四、實驗結果 

I. 動物實驗: 

A.  咖啡酸苯乙酯減少球囊損傷兔子骼動脈內皮增厚 

在服用高膽固醇飲食但未接受球囊損傷的兔子骼動脈，可觀察到內皮有

增生現象 (圖一A)。服用高膽固醇飼料的兔子骼動脈接受球囊損傷，血管壁

內皮增厚現象更明顯 (圖一B)，而經由Infiltrator®局部注射生理食鹽水的兔子

骼動脈血管壁內皮增厚最為嚴重(圖一C)。 但是經由Infiltrator®局部注射咖啡

酸苯乙酯組的兔子骼動脈血管壁，內皮增厚顯著減少(圖一D)。前述各組血管

壁內皮增厚百分比分別依序為48.2 ± 2.89%, 70.0 ±1.29%, 98.3 ± 0.41%及55.0 

± 0.12% (圖二)。 

 

II. 咖啡酸苯乙酯對血管平滑肌細胞的體外實驗 

A.  30μM咖啡酸苯乙酯抑制血管平滑肌細胞增生 

以trypan blue測定法顯示咖啡酸苯乙酯對細胞生長有抑制效果(圖三)。經

24小時培養，對照組細胞數增加約2.5倍；而細胞經咖啡酸苯乙酯處理後，細

胞生長抑制隨咖啡酸苯乙酯濃度增加而增加。在高劑量(90 μM)咖啡酸苯乙酯

處理24小時，呈現細胞毒性。而在30 μM咖啡酸苯乙酯處理6到24小時後，細

胞數目沒有下降，顯示在30μM劑量下咖啡酸苯乙酯為細胞增生抑制。故我

們以30 μM的劑量評估咖啡酸苯乙酯對細胞移行與探討機制的實驗。   
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B. 咖啡酸苯乙酯抑制血管平滑肌細胞移行 

以細胞培養層劃缝痕癒合試驗評估咖啡酸苯乙酯對人類冠狀動脈平滑

肌細胞移行影響。在不同時間點照相分析細胞在劃開缝間移行狀況。數據顯

示沒有咖啡酸苯乙酯處理的細胞移行數量在6小時之後顯著增加；但經30 μM

咖啡酸苯乙酯處理的細胞移行被抑制狀況，隨時間增加而增加 (圖四、圖五)。 

 

C. 咖啡酸苯乙酯使血管平滑肌細胞停滯在細胞週期 S phase 

以30 μM咖啡酸苯乙酯處理人類冠狀動脈平滑肌細胞12、24、48和72

小時，評估咖啡酸苯乙酯對細胞週期的影響。以流式細胞分選儀分析經處理

的細胞，在細胞週期各階段分佈狀況。分析結果顯示，經咖啡酸苯乙酯處理

48和72小時後，在S phase的細胞百分比顯著增加，而在G2/M phase與G0/G1 

phase的細胞顯著下降 (圖六、圖七)，顯示咖啡酸苯乙酯將細胞停滯在細胞

週期S phase。 

 

D. 單獨使用咖啡酸苯乙酯無法促使血管平滑肌細胞凋亡 

為評估單獨使用咖啡酸苯乙酯是否能造成動脈血管平滑肌細胞凋亡，我

們以去氧核糖核酸斷裂化驗與末端去氧核苷酸轉移酶介導生物素末端缺痕

標記法(TUNEL)測定檢測動脈血管平滑肌細胞凋亡程度。經與不同濃度(0、 

3、10、30、90 μM)的咖啡酸苯乙酯培養 12 與 24 小時。沒有去氧核糖核酸
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斷裂現象(圖八)。咖啡酸苯乙酯處理組也沒有染上 TUNEL 的細胞(圖九)。在

兩項檢測中，單獨使用咖啡酸苯乙酯處理都沒測到細胞凋亡現象。 

 

E. 咖啡酸苯乙酯減少細胞週期基因PCNA、Cyclin E、CDK2和Cyclin A的表

現 

為瞭解咖啡酸苯乙酯對細胞週期相關基因的影響，我們以西方點墨法測

定PCNA (PCNA是G1 phase晚期細胞增生的標誌)、Cyclin E、CDK2和Cyclin A

的表現。我們發現在咖啡酸苯乙酯處理12至72小時，PCNA表現量下降，同

時與未經咖啡酸苯乙酯處理的對照組相比，CDK2、Cyclin E與Cyclin A表現

量顯著下降(圖十)。各蛋白表現量化結果如圖十一。 

 

F. 咖啡酸苯乙酯減少信號傳遞路徑分子AKT、 MEK與ERK的磷酸化 

為研究咖啡酸苯乙酯對人類冠狀動脈細胞造成變化所涉及的相關信號

傳遞分子，我們檢測細胞中磷酸化AKT1、MEK1/2與ERK1/2的表現量。結果

發現咖啡酸苯乙酯處理後細胞中磷酸化的AKT1、MEK1/2與ERK1/2量減少，

顯示咖啡酸苯乙酯抑制人類冠狀動脈細胞增生與移行可能與減少AKT及

MEK信號傳遞調控分子有關 (圖十二)。各檢測蛋白及其磷酸活化量化結果如

圖十三所示。 

 

G. 同時添加BB型血小板生長因子咖啡酸苯乙酯仍能抑制血管平滑肌細胞增

生 
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添加 BB 型血小板生長因子後，以 trypan blue 測定法測量咖啡酸苯乙酯

對人類冠狀動脈平滑肌細胞增生的改變。結果發現：添加血小板生長因子

BB 型(12.5 ng/ml、25 ng/ml、50 ng/ml、100 ng/ml)但未給咖啡酸苯乙酯的血

管平滑肌細胞，分別培養 6、12 、24、 48 小時，細胞數隨血小板生長因子

BB 型劑量或培養時間增加而增加(圖十四)。但添加 25 ng/ml PDGF-BB 下，

咖啡酸苯乙酯仍能抑制平滑肌細胞的增生(圖十五)。  

 

H. 同時添加BB型血小板生長因子咖啡酸苯乙酯仍能抑制血管平滑肌細胞移

行 

添加 BB 型血小板生長因子後，同樣以細胞培養層劃缝痕癒合試驗評估

咖啡酸苯乙酯對血管平滑肌細胞移行影響。結果顯示沒有咖啡酸苯乙酯處理

的細胞移行細胞數量在 12 小時之後有顯著增加。但同時添加 BB 型血小板生

長因子，在 10、30、90 μM 咖啡酸苯乙酯處理組，血管平滑肌細胞移行仍

明顯的被抑制 (圖十六、圖十七). 

 

I. 同時添加 BB 型血小板生長因子與咖啡酸苯乙酯的冠狀動脈平滑肌細胞有

凋亡現象 

為確定咖啡酸苯乙酯在添加 BB 型血小板生長因子後的血管平滑肌細胞

是否有凋亡現象，我們以流式細胞分選儀與去氧核糖核酸斷裂化驗檢測。流

式細胞分選儀結果顯示，在添加 BB 型血小板生長因子後，瀕臨凋亡的 sub-G1 
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phase 細胞(pro-apoptotic cells)經 30 與 90 μM 咖啡酸苯乙酯處理 72 小時後聚

集顯著增加(圖十八)。去氧核糖核酸斷裂化驗檢測也發現有去氧核糖核酸斷

裂存在(圖十九)。由上述結果支持咖啡酸苯乙酯在 BB 型血小板生長因子共

同培養下，血管平滑肌細胞有凋亡現象。TUNEL 試驗也顯示細胞凋亡現象:

在未添加咖啡酸苯乙酯或低劑量(10 μM)咖啡酸苯乙酯處理組，極少有染上

TUNEL 細胞；而經 30 μM 與 90 μM 咖啡酸苯乙酯處理組染上 TUNEL 細胞

百分比顯著增加，分別為 42 ±3 %與 64 ± 2% (圖二十)。 

 

J. 同時添加 BB 型血小板生長因子咖啡酸苯乙脂也減少信號傳遞路徑分子

AKT、 MEK 與 ERK 的磷酸化 

為探討咖啡酸苯乙酯，在添加BB型血小板生長因子後，在影響人類冠狀

動脈平滑肌細胞增生與移行所涉及的信號傳遞路徑是否改變，我們也檢測細

胞中AKT1、MEK1/2與ERK1/2磷酸化的表現量。結果發現在不同劑量的咖啡

酸苯乙酯處理24、48與72小時後，細胞中AKT1、MEK1/2與ERK1/2磷酸化仍

顯著減少。所以在BB型血小板生長因子共同處理下，咖啡酸苯乙酯抑制人類

冠狀動脈平滑肌細胞增生與移行仍與AKT及MEK信號傳遞路徑調控有關 

(圖二十一)。各蛋白及其磷酸活化量化平均結果如圖二十二所示。 

  

K. 同時添加 BB 型血小板生長因子與咖啡酸苯乙酯的冠狀動脈平滑肌細胞

粒線體內 cytochrome c 的釋出增加 
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粒線體內 cytochrome c 的釋出被報導是細胞凋亡的起始徵象(Liu, et al., 

1996)與啟動 effector caspases 有關(Scorrano, 2009)。為探討同時添加 BB 型血

小板生長因子與咖啡酸苯乙酯的冠狀動脈平滑肌細胞凋亡機制，我們檢測

cytochrome c 在細胞粒線體內與細胞溶質區的分佈情形。免疫點墨分析顯現

隨咖啡酸苯乙酯劑量增加，細胞溶質 cytochrome c由大約 25%增加到 90% (圖

二十三、圖二十四)。本結果支持同時添加 BB 型血小板生長因子與咖啡酸苯

乙酯的冠狀動脈平滑肌細胞 cytochrome c 由粒線體釋出增加。  

 

L. 同時添加 BB 型血小板生長因子與咖啡酸苯乙酯活化冠狀動脈平滑肌細

胞抗凋亡分子 Bad 受抑制而促凋亡分子 Bax 與 caspases 被活化 

平滑肌細胞粒腺體外膜的完整主要由Bcl-2家族蛋白調控(Adams & Cory, 

2007; Green & Kroemer, 2004; Saelens, et al., 2004)，故進一步探討同時添加

BB型血小板生長因子與咖啡酸苯乙酯是否影響冠狀動脈平滑肌細胞裡Bcl-2

家族蛋白在粒腺體膜上的變化。免疫點墨分析結果顯示與未接受咖啡酸苯乙

酯處理對照組相比，在添加 BB 型血小板生長因子後經 10、30 與 90 μM 咖

啡酸苯乙酯處理 48 小時，冠狀動脈平滑肌細胞促凋亡分子 Bax 表現顯著上

升，而抗凋亡分子 Bad 明顯下降(圖二十五)。此外 Caspase-9 與 Caspase-3 量

顯著增加，但 caspase 8 表現量不變。各蛋白表現之量化結果如圖二十六所示。 

五、討論 
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經皮冠狀動脈介入性治療是目前認定為冠狀動脈疾病標準治療方法。為

解決術後再狹窄的問題，由早期發明了血管內支架解決機械式問題。但因支

架本身持續對血管壁的應力問題，加重經皮冠狀動脈介入性治療執行時引發

的發炎修復機制導致血管內膜增生造成再狹窄的問題。塗藥性支架即以支架

為載體，將抑制血管新生內膜增生的適當藥劑送到血管內病灶區。但在研究

尋找適當藥劑時，若以支架為載體，一方面無適當廠商配合無法執行，另一

方面支架本身會影響血管新生內膜增生，無法適切評估所給予藥劑效果。所

以不考慮以支架為載體。在既往研究血管介入性治療術後再狹窄的動物模

式，有以口服方式給予藥劑。但因口服吸收與代謝變異影響，造成動物實驗

使用藥劑的劑量過高，不符合實際臨床應用。所以本研究動物實驗部分採取

直接於處理部位局部注射的注射系統，提供精準有效的藥量來評估藥效。常

用血管動物實驗模組有三種：小鼠頸動脈、兔子頸動脈與骼動脈以及猪冠狀

動脈。有類似研究就是以小鼠頸動脈為研究標的，但小鼠頸動脈平滑肌層只

有單層，對氣球損傷反應較緩，易造成低估病灶內膜增生程度，與臨床差距

較大，加上沒有那麼小口徑的局部注射系統，所以不予考慮。猪雖然在結構

上最相近於人類臨床，但在成本考量下不予採用。故在與臨床近似且可應用

後述局部注射系統考量下，以兔子骼動脈氣球損傷為動物實驗模式。在本研

究所採用的局部注射系統為 Infiltrator® (Boston Scientific Corporation, Boston, 

MA, U.S.A.)。局部注射系統依注入系統設計有三大類(Yang, 2003)，另兩類
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以擴散為原理如 Dispatch® balloon (Scimed Inc)與 Crescendo® balloon ( Cordis 

Corp)。在本實驗室已證實 Infiltrator®是一個有效的局部注射系統，能夠以較

小劑量且避免全身性毒性或不良效應。因兼具血管擴張與局部注射效果，在

沒造成血管內膜增厚、損傷與血栓形成下，將欲局部投予藥劑送到血管壁 (附

圖八)。在咖啡酸苯乙酯對血管損傷後再狹窄的動物實驗中，為模擬心血管患

者病況，兔子經高膽固醇飼料餵食後成為血管粥瘤高危險群，再以氣球擴張

損傷血管內皮。所以在服用高膽固醇飲食但未接受球囊損傷的兔子骼動脈，

可觀察到血管內膜有血管粥瘤形成現象 (圖一 A)。服用高膽固醇飼料的兔子

骼動脈接受球囊損傷，血管壁內膜增厚則為新生內膜增生造成 (圖一 B)。而

經局部注射生理食鹽水的兔子骼動脈血管壁內膜增厚最為嚴重(圖一 C)，是

因為除機械性氣球擴張損傷後，局部注射生理食鹽水加重刺激發炎修復反

應。同樣機械性氣球擴張損傷與局部注射藥劑，局部注射咖啡酸苯乙酯的兔

子骼動脈血管壁，在咖啡酸苯乙酯抑制發炎與細胞增生等作用下，內膜增厚

顯著減少。與單純只有餵食高膽固醇飼料對照組的兔子相當(圖一 D)。在動

物實驗，確定咖啡酸苯乙酯可以減少受損血管內膜增厚造成狹窄。但因初期

實驗設計未周全，未儲留適當檢體就組織化學分析提供進一步研究咖啡酸苯

乙酯減少受損血管內膜增厚是直接造成組織細胞壞死或是細胞凋亡等機

制。但因 Infiltrator®已停產而其它可取得的局部注射系統只能短暫增加注入

區血管內藥劑濃度，未能於血管組織維持治療濃度，所以我們以體外細胞培
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養試驗探討咖啡酸苯乙酯對人類冠狀動脈平滑肌細胞的影響與可能機制。 

之前咖啡酸苯乙酯被證明具有抑制增生、抗氧化、抗發炎與引發細胞

凋亡等作用多是在癌細胞細胞株作的的研究。在像本研究所用的人類冠狀動

脈平滑肌細胞這類原生細胞培養的作用仍不清楚。在本研究中，不論是否添

加BB型血小板生長因子，咖啡酸苯乙酯都能有效地抑制人類冠狀動脈平滑肌

細胞的增生與移行。但我們觀察到欲達到相當增生或移行抑制效果，有添加

BB型血小板生長因子的組別所需咖啡酸苯乙酯的劑量(10 μM) (圖十三、圖十

五)比沒添加BB型血小板生長因子的組別所需咖啡酸苯乙酯的劑量(30 μM) 

(圖三、圖五)低。然而沒添加BB型血小板生長因子的組別，咖啡酸苯乙酯抑

制平滑肌細胞增生不是原先預期的因為細胞凋亡增加(圖七、圖八)。為了進

一步探討咖啡酸苯乙酯對人類冠狀動脈平滑肌細胞抗增生與抑制移行的機

制，進行流式細胞儀分析。該分析結果為沒添加BB型血小板生長因子的組

別，咖啡酸苯乙酯抑制平滑肌細胞增生主要是在細胞週期S期的平滑肌細胞

積聚增加。相對在我們研究中，以30 μM咖啡酸苯乙酯處理平滑肌細胞24小

時後尚未有明顯影響，先前Kuo et al.在C6膠質瘤細胞的實驗，在濃度 25 μM

和50 μM的咖啡酸苯乙酯培養24小時後，C6膠質瘤細胞阻滯在G0/G1期（Kuo, 

et al., 2006a）。所以在我們實驗中發現，在相對高劑量的咖啡酸苯乙酯會造成

平滑肌細胞被阻滯細胞週期G/S期，進而呈現冠狀動脈平滑肌細胞增生被抑

制。 
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雖然在細胞培養時，經咖啡酸苯乙酯處理6小時即有細胞生長抑制的情

形，但在流式細胞儀檢測則須咖啡酸苯乙酯處理48小時才有明顯細胞週期阻

滯呈現。這時間差的原因是，本研究中開始時的細胞分散在細胞週期內不同

期段，需要咖啡酸苯乙酯處理時間積累才呈現在S期的細胞積聚。一些其他

研究也顯示須經處理24至48小時後，才有細胞週期分布改變發生。曾嘗試以

無血清或低血清的培養基達到細胞同步，但可能因增加培養環境壓力，反加

重細胞壞死死亡。而且與臨床狀況血管阻塞舒解後，病灶區血流與營養狀況

不符，所以未採用無血清或低血清的培養基培養方式。 

西方點墨法顯現咖啡酸苯乙酯不僅抑制cyclin A、cyclin E、CDK2和

PCNA的表現，而且下調磷酸活化AKT1、MEK 1/2、ERK 1/2信號分子。ERK 

1/2曾被證實為血管平滑肌細胞從收縮表現型(contractile phenotype)轉變為合

成表現型( synthetic phenotype)過程中佔有重要的作用( Roy, et al., 2002 )。

MEK與ERK則為調控細胞增生和細胞移行的重要的信號分子。此外，PI3K

的下游AKT是控制細胞存活生長因子的重要分子。平滑肌細胞的增生和移行

增加是造成新內膜增生的關鍵。目前的研究呈現咖啡酸苯乙酯大幅下調 

AKT 1，MEK1 / 2和ERK1 / 2磷酸活化，進而可能抑制血管平滑肌細胞增生

和移行。 

從西方墨點法的數據，經咖啡酸苯乙酯處理後減少的磷酸化蛋白量遠多

於總蛋白減少的量。我們推測，下降的磷酸化信號蛋白並不完全來自減少的
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總蛋白，但這個問題仍需要進一步研究。下調平滑肌細胞凋亡曾被報導是血

管內膜病變的關鍵因素 ( Wang, et al., 2007 )。但是，在我們僅給予咖啡酸苯

乙酯處理的細胞培養研究發現，即使給90 μM咖啡酸苯乙酯仍沒有動脈平滑

肌細胞凋亡現象。然而先前在人類白血病HL-60細胞株和大腸腫瘤SW480細

胞株細胞培養研究，咖啡酸苯乙酯能誘導細胞凋亡( Wang, et al.,2005 )。所以

咖啡酸苯乙酯在抑制培養細胞生長機轉可能會隨細胞類型而有所不同。但也

可能細胞株細胞增生能力較人類冠狀動脈平滑肌細胞強，況且與實際臨床經

皮冠狀動脈氣球擴張術後局部環境相比，在僅給予咖啡酸苯乙酯處理的細胞

培養研究缺乏血管損傷後受損內皮細胞、巨噬細胞和血小板所釋放能促進平

滑肌細胞增殖和遷移各種生長因子，特別是血小板生長因子。血小板生長因

子能影響細胞增生與定向移行、激活多種訊號路徑、促進細胞存活，並抑制

內在細胞凋亡路徑( Bonni, et al., 1999 )。所以在本研究最後部分，我們模擬

經皮冠狀動脈氣球擴張術後環境:添加血小板生長因子的人類冠狀動脈平滑

肌細胞培養中，評估咖啡酸苯乙酯對平滑肌細胞的生長、移行和凋亡的影響。 

BB 型血小板生長因子刺激人類冠狀動脈平滑肌細胞被認為與 PI3K/ 

Akt 路徑和細胞外信號調節激酶（ERK）信號傳遞路徑上調有關( Li & 

Brooks, 1999)。去磷酸化的 ERK / MAPK 信號分子誘發細胞凋亡。在添

加 BB 型血小板生長因子的研究中，我們發現咖啡酸苯乙酯有效抑制平

滑肌細胞的增生與移行。同時，磷酸活化的 MEK 和磷酸活化的 ERK 隨
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咖啡酸苯乙酯處理的時間或劑量相關線性地下降。 

動脈平滑肌細胞通常停留在細胞週期 G0 期，保持在休眠非增殖的

狀態。在血管經氣球損傷後，它們重新進入細胞週期，進而可檢測到 cyclin 

A、cyclin E、CDK2 和增殖細胞核抗原（PCNA）蛋白的表現，以及 CDK2

激酶活性(Walker, et al.,1986)。經在添加 BB 型血小板生長因子後，除了

在僅給予咖啡酸苯乙酯處理有下降的 cyclin A、cyclin E、CDK2 和 PCNA

之外，cyclin D1、cyclin B1、CDK4 和 Cdk1 也下降(附圖九)。所以在添

加 BB 型血小板生長因子後，咖啡酸苯乙酯對人類冠狀動脈平滑肌細胞

抗增生與抑制移行的機制有可能改變。因此進一步執行流式細胞儀分析

評估，結果在 BB 型血小板生長因子與咖啡酸苯乙酯共同處理後，有細

胞凋亡指標 sub G1 期細胞聚集。針對細胞凋亡檢測的去氧核糖核酸斷裂

分析及 TUNNEL 檢測也觀察同樣細胞凋亡的陽性反應 (圖十九、圖二

十)。在第二部分的研究發現，動脈平滑肌細胞沒有 BB 型血小板生長因

子共同處理下，咖啡酸苯乙酯使平滑肌細胞阻滯在細胞週期 S 期，沒有

細胞凋亡的現象。先前也有研究報導，細胞來自受損血管平滑肌細胞和

未受損動脈在細胞培養中有不同的生長特性( Walker, et al., 1986 )。Kim et 

al 在纖維原始細胞(NRK)細胞株研究發現，在人體平常血小板生長因子

濃度 50 ng/ml 下，當有細胞週期進行停滯時(特別是在 G1/S 期)，血小板

生長因子會啟動細胞凋亡機制( Kim, et al., 1995 )。因此雖然血小板生長
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因子可促進動脈平滑肌細胞，但咖啡酸苯乙酯將動脈平滑肌細胞停滯在

S 期，反而助長血小板生長因子會啟動細胞凋亡機制。可能藉由抑制蛋

白激酶信號轉導，進而啟動 caspase 路徑，更有效地抑制細胞增生、移行

與誘發細胞凋亡。 

已知血小板生長因子能啟動細胞信號傳遞分子刺激細胞增生，並抑制

bcl-2 和 Bim 之間的相互作用，進而 bcl-2 和 Bax 蛋白抑制細胞凋亡( Harada, 

et al., 2004 )。在我們針對動脈平滑肌細胞在添加血小板生長因子後細胞凋亡

增加的研究，發現平滑肌細胞在添加血小板生長因子後，咖啡酸苯乙酯經由

依賴粒線體凋亡路徑( mitochondria- dependent apoptotic pathway )引發細胞凋

亡。整個行動伴隨活化細胞內 caspase-3 與 caspase-9，下調 Bcl-2 和上調 Bax。

但 caspase 8 並沒被活化。也就是說，咖啡酸苯乙酯造成動脈平滑肌細胞凋亡

沒有涉及死亡接受器 Fas 或它的配體 FasL。之前在人類白血病 HL-60 細胞株

和小鼠表皮細胞株 C1 41 細胞研究，咖啡酸苯乙酯分別在 6 μg/ml 和 20 μg/ml

即可引發細胞凋亡( Chen, et al., 2001; Nomura, et al., 2001 )。與先前在單以咖

啡酸苯乙酯停滯平滑肌細胞細胞週期類似狀況，相對於癌細胞株細胞，原生

人類冠狀動脈平滑肌細胞需要較高劑量的咖啡酸苯乙酯讓平滑肌細胞細胞

週期停在 G1/S 期後，才能讓添加的血小板生長因子啟動細胞凋亡機制。 
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六、結論 

    在我們研究中，咖啡酸苯乙酯確定能減少高血脂兔子骼動脈經氣球損傷

後動脈內膜的增生。雖然沒有直接證據，但由細胞培養試驗，氣球損傷後動

脈內膜增生的漸少可能與抑制冠狀動脈血管平滑肌細胞增生與移行。其中可

能機轉來自抑制 cyclin A、cyclin E、CDK2 和 PCNA 的表現，並下調磷酸活

化 AKT1、MEK 1/2、ERK 1/2 信號分子。但單以咖啡酸苯乙酯只能抑制平滑

肌細胞的細胞週期進行，將血管平滑肌細胞積聚在 S 期，因細胞培養環境限

制，終至細胞壞死(necrosis)，而不是後續發炎反應較少的細胞凋亡。在模擬

經皮冠狀動脈介入治療環境添加血小板生長因子後，動脈血管平滑肌細胞的

細胞週期停滯在 sub-G1 期，讓血小板生長因子啟動經由線粒體凋亡路徑引

發的細胞凋亡。雖然相對其它腫瘤細胞株，咖啡酸苯乙酯在人類冠狀動脈平

滑肌細胞須要更高劑量。但臨床上，咖啡酸苯乙酯應可作為經皮冠狀動脈介

入治療後防止再狹窄的輔助治療。因在一般健康民眾體內沒有足量生長因子

存在下，咖啡酸苯乙酯無法促成後續發炎反應較少的細胞凋亡現象，所以不

建議在健康民眾做為保健食品服用。至於是否在有不穩定粥瘤(vulnerable 

plaque)高危險族群患者的確切效果，則需進一步有適當局部注射系統與動物

模組進行研究。  
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圖一、咖啡酸苯乙酯減少球囊損傷兔子骼動脈內皮增厚。十二隻3.0~3.5

公斤重新紐西蘭白兔分成四組，接受八週2%高膽固醇飼料飼養後，第一

組(A)未接受球囊損傷骼動脈內壁、第二組(B)接受球囊損傷骼動脈內壁、

第三組(C)接受球囊損傷骼動脈內壁且經Infiltrator®局部注射生理食鹽

水、第四組(D)接受球囊損傷骼動脈內壁且經Infiltrator®局部注射咖啡酸

苯乙脂。兔子經由耳靜脈注射ketamine (40 mg/kg)與xylocaine (5 mg/kg)麻

醉，由右腹股溝處分離出股動脈後，以18 G針頭穿刺股動脈，將0.018-inch 

導線引入股動脈並送入主動脈。沿著導線將3.0×20 mm球囊導管推進離股

動脈穿刺口6公分處(即球囊位在主動脈分叉的骼動脈部位)，再將球囊撐

開至8 bars壓力後回拉近股動脈穿刺口造成骼動脈內壁損傷，如此往返三

次。第三組與第四組在球囊導管造成骼動脈內壁損傷後，Infiltrator® 沿
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著導線推進離股動脈穿刺口6公分處，將球囊撐開到6 bars的壓力，讓注射

孔貼附到血管內壁，然後將0.4 ml生理食鹽水(第三組)或0.4 ml 100 μM 

CAPE(第四組)以0.013 ml/sec速度緩慢注入到骼動脈內壁。注射完畢後，

將Infiltrator®回拉1 cm，再重覆上述注射步驟三次。而後移除Infiltrator®

並將股動脈結紮後，用4號絲線將傷口縫合。所有兔子於處置三週後犧牲，

取出骼動脈進行組織切片染色並分析與量化數據。兔子骼動脈橫切面

圖:(A)未接受球囊損傷兔子、(B)僅接受球囊損傷兔子、(C)接受球囊損傷

與局部注射生理食鹽水兔子、與(D)接受球囊損傷(BC)與局部注射咖啡酸

苯乙脂(CAPE)兔子。服用高膽固醇飼料但未接受球囊損傷的兔子骼動

脈，可觀察到有部分內皮增生(A)；經球囊損傷，血管壁內皮增生更明顯

(B)；接受球囊損傷與局部注射生理食鹽水(NS)後，有嚴重血管壁內皮增

生(C)； 但經局部注射咖啡酸苯乙脂組的兔子骼動脈血管壁內皮增厚顯著

減少(D)。 L: lumen, I: intima, M: media, A: adventatia, Bar: 400 μm. 
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圖二、 兔子骼動脈橫切面量化分析四組血管壁內皮層增厚面積百分比

分別為48.0 ± 2.89%, 70.0 ± 1.29%, 98.3 ± 0.41%與55.0 ± 0.12 %。

**p<0.01, ***p<0.001.  
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圖三、咖啡酸苯乙脂抑制人類冠狀動脈平滑肌細胞(HCSMCs )增生。人

類冠狀動脈平滑肌細胞分播在6孔塑膠培養皿中培養，每孔分播最始密

度為1×105細胞。待細胞在培養皿中培養至60-70%滿，以phosphate buffer 

saline清洗兩次後，再於培養基中添加不同濃度(0, 3, 10, 30, 90 μM) 的咖

啡酸苯乙酯分別培養0, 6, 12,與24小時。然後細胞以trypan blue 染色後於

倒立顯微鏡下計數。數據以六次實驗三重複所得平均值± SD呈現。以 

trypan blue測定法計算存活細胞數目。數據表示為三次實驗平均值±標準

差。*p<0.05, **p<0.01 (與未加藥對照組比較)。 
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圖四、 咖啡酸苯乙脂抑制人類冠狀動脈平滑肌細胞移行。人類冠狀動

脈平滑肌細胞以1x 105細胞/ml的密度分播到培養皿中至長滿。在投以咖

啡酸苯乙酯前4小時，添加4 μM cytosine β-Darabinofuranoside (Ara-C) 以

防止平滑肌細胞增生。平滑肌細胞以PBS清洗兩次，再於培養基中添加

不同濃度(0、3 、10 、30 、90 μM) 的咖啡酸苯乙酯，分別培養0、 6、

12與24小時。而後以吸量管尖端在培養皿中的細胞層劃井字形縫，縫寬

約400 μm，選取並標示五個觀察區於6、12和24小時以位相差顯微鏡觀

察細胞移行與照相，在沒有咖啡酸苯乙脂處理下，平滑肌細胞在6小時

之後移行細胞數量顯著增加。細胞移行在咖啡酸苯乙脂處理6到24小時

後受到顯著抑制。所有試驗都是至少六次實驗三重複。 
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圖五、 咖啡酸苯乙脂抑制血管平滑肌細胞移行。以細胞培養層劃缝痕癒

合試驗評估移行影響。在30 μM咖啡酸苯乙脂處理6、12、和24小時後評

量平滑肌細胞移行狀況。量化數據顯示在沒有咖啡酸苯乙脂處理下，平

滑肌細胞在6小時之後移行細胞數量顯著增加。細胞移行在咖啡酸苯乙脂

處理6到24小時後受到顯著抑制。*p<0.05, **p<0.01 (與未加藥對照組比

較)。 
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圖六、咖啡酸苯乙酯使人類冠狀動脈平滑肌細胞停滯在細胞週期S期。細

胞濃度調整到1×105細胞/ml 然後給予30 μg/ml咖啡酸苯乙酯培養24、48

與72小時。細胞經胰蛋白酶處理後，取細胞懸浮液離心。將沉澱的細胞

以PBS清洗，以70%乙醇固定後置於4 °C下隔夜。再以PBS清洗後置放在

40 μg/ml propidium iodide與100 μg/ml DNase-free RNase A中在37°C暗室

內靜置一小時。再用高速流式細胞分析儀分析去氧核糖核酸成份成份。

結果顯示經咖啡酸苯乙脂處理48和72小時後，在S phase的細胞增加，G1

與G2 phase的細胞下降。本實驗至少三重覆。  
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圖七、咖啡酸苯乙酯使人類冠狀動脈平滑肌細胞停滯在細胞週期S期。以

Cell-FIT軟體(Becton Dickinson Instruments)分析細胞在細胞週期各階段所

佔百分比。數據顯示咖啡酸苯乙脂抑制細胞週期進行，使細胞停滯在S 

期。 *p<0.05, ***p<0.001 (與未加藥對照組比較)。 
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圖八、去氧核糖核酸斷裂檢驗顯示單獨使用咖啡酸苯乙酯無法促使人類

冠狀動脈平滑肌細胞凋亡。人類冠狀動脈平滑肌細胞與不同濃度(0、 3、

10、30、90 μM)的咖啡酸苯乙酯培養 12、24 小時。細胞收集後以 PBS 清

洗，接著以 Tissue & Cell Genomic kit (GeneMark, Taiwan)按廠商使用手冊

方法操作分析。斷裂的去氧核糖核酸在含 0.1 μg/mL 溴化乙錠 (ethidium 

bromide)的 1.8% 瓊脂糖凝膠中跑電泳分離。沒有發現有去氧核糖核酸斷

裂現象。 
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圖九、TUNEL 試驗顯示單獨使用咖啡酸苯乙酯無法促使人類冠狀動脈

平滑肌細胞凋亡。將平滑肌細胞培養在六孔培養皿裡的蓋玻片上。培養

液中添加 0、50 μM 的咖啡酸苯乙酯培養 12、24 小時。然後將細胞置於

冰上(4℃)，以冷 0.3% Triton-X-100-PBS 洗三遍後，在室溫下用 2% 

paraformadehyde 固定 30 分鐘。再以冷 0.3% Triton-X-100-PBS 洗三遍。

在 37 °C 濕潤暗室裡將上述帶細胞的蓋玻片置入 TUNEL 反應混合劑中

培養 60 分鐘。之後以冷 0.3% Triton-X-100-PBS 洗三遍。最後以 4’, 6’ 

diamidino- 2-phynylindole (DAPI)染色後，在共聚焦顯微鏡下檢視。在 400

倍下每一蓋玻片上隨機取六區計算染上 TUNEL 細胞與總細胞數。咖啡

酸苯乙酯處理組沒有發現染上 TUNEL 的細胞。 
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圖十、咖啡酸苯乙酯減少細胞週期基因PCNA、Cyclin E、CDK2和Cyclin 

A的表現。30 μM咖啡酸苯乙脂處理12至72小時後，PCNA、Cyclin E、 

CDK2與Cyclin A表現下降。  
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圖十一、咖啡酸苯乙酯減少細胞週期基因PCNA、Cyclin E、CDK2和

Cyclin A的表現。30 μM咖啡酸苯乙脂處理12至72小時後各蛋白表現量化

結果。PCNA、Cyclin E、 CDK2與Cyclin A表現下降。*p<0.05 (與未加

藥對照組比較)。 

 



58 
 

 

圖十二、咖啡酸苯乙酯減少信號傳遞路徑分子AKT、 MEK與ERK的磷酸

化。以西方點墨法分析探討咖啡酸苯乙酯對人類冠狀動脈平滑肌細胞訊

號傳遞的影響，50 μg蛋白以12% SDS-PAGE分離後，電轉到聚偏氟乙烯

膜。用小鼠抗人類增殖細胞核抗體( PCNA) (1:5000, v/v)、小鼠抗人類

cyclin E、小鼠抗人類CDK2 (1:1000, v/v)、小鼠抗人類cyclin A (1:1000, 

v/v)、白兔抗人類AKT1 (1:1000, v/v) 、白兔抗人類磷酸化AKT1(1:1000, 

v/v)、白兔抗人類ERK1/2 (1:1000, v/v)、小鼠抗人類磷酸化ERK1/2 (1:1000, 

v/v), 小鼠抗人類MEK1/2 (1:1000, v/v)、白兔抗人類磷酸化MEK1/2 

(1:1000, v/v) (Abcam, MA, U.S.A.)等抗體，再加上結合horseradish 

peroxidase(HRP)的山羊抗白兔IgG (1: 5000, v/v) (Zymed, South San 

Francisco, CA, U.S.A.) 或山羊抗小鼠 IgG (1:5000, v/v) (Zymed, South San 
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Francisco, CA, U.S.A.) 探測墨點。經含0.5% Tween-20的PBS清洗後，過

氧化酶(peroxidase)活性以強化的化合光(chemiluminescence) (PerkinElmer 

Life Science, Boston, MA, U.S.A.)評量。為求內部比對，在同一片膜上也

以測β-actin (1:10000, v/v)的單株抗體 (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) 檢

測。 反應帶強度以影像量化系統(Fuji, Tokyo, Japan)分析。以30 μM咖啡

酸苯乙脂處理後，細胞的AKT1、MEK1/2與ERK1/2總量與磷酸化表現量

下降。 

 

圖十三、咖啡酸苯乙脂抑制AKT1、MEK1/2與ERK1/2磷酸化表現。各檢

測蛋白量化結果。*p<0.05, **p<0.01 (與未加藥對照組比較)。 
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圖十四、BB型血小板生長因子(PDGF-BB)誘發人類冠狀動脈平滑肌細胞

增生。細胞分別以12.5 ng/ml、25 ng/ml、50 ng/ml、100 ng/ml PDGF-BB

處理培養6、12 、24、 48小時，存活細則以trypan blue測定法檢定計算。

BB型血小板生長因子有隨劑量增加，誘發人類冠狀動脈平滑肌細胞增

生。數據表示為三次實驗平均值± 標準差。*p<0.05 (與PDGF-BB對照組

比較)。 
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圖十五、同時添加BB型血小板生長因子，咖啡酸苯乙酯仍能抑制血管平

滑肌細胞增生。人類冠狀動脈平滑肌細胞分播在6孔塑膠培養，每孔密度

為1×105細胞。處理咖啡酸苯乙酯前，先讓細胞在培養基中長至60-70%

滿，以PBS清洗兩次，先決定適當PDGF-BB濃度(25 ng/ml)後，加入血小

板生長因子促進細胞增生。在加入PDGF-BB後隨即於血漿培養基分別添

加0、3、10、30、90 μM的咖啡酸苯乙酯分別培養0、6、12與24小時。

存活細胞以trypan blue測定法檢定計算。數據以六次實驗三重複所得平均

值± 標準差。*p<0.05, **p<0.01(與未加藥對照組比較)。 
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圖十六、同時添加BB型血小板生長因子，咖啡酸苯乙酯仍能抑制血

管平滑肌細胞移行。以細胞培養層劃缝痕癒合試驗評量細胞移行能

力。以1x 105 細胞/ml的濃度分播到培養皿到單層長滿。在投與咖啡

酸苯乙酯前4小時，添加Ara-C到最終濃度4 μM 防止平滑肌細胞增

生。平滑肌細胞以PBS洗兩次，加入25 ng/ml 血小板生長因子後隨即

分別添加0、3、10、30、90 μM咖啡酸苯乙酯分別培養0、6、12、24、

48、72小時。然後用吸量管尖端在培養皿單層細胞層劃井字形縫，縫

寬約400 μm。選取並標示五個觀察區於不同時間點，以位相差顯微鏡

觀察細胞移行與照相。計算移行細胞數並登錄計算平均。試驗結果由

至少六次實驗三重複之平均。 
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圖十七、同時添加BB型血小板生長因子，咖啡酸苯乙酯仍能抑制血

管平滑肌細胞移行。量化資料顯示經10 μM以上劑量的咖啡酸苯乙脂

處理細胞移行能力顯著被抑制。*p<0.05, **p<0.01(與對照組比較*)。

 



64 
 

 

圖十八、同時添加BB型血小板生長因子與咖啡酸苯乙酯的冠狀動脈平滑

肌細胞有凋亡現象。細胞濃度調整到1×105 cells/ml 然後給予25 ng/ml 

PDGF-BB與0、3、10、30、90μM咖啡酸苯乙酯培養48與72小時。細胞

經胰蛋白酶處理後，取細胞懸浮液離心。將細胞沉澱以PBS洗後用70%

乙醇固定後置於4°C下隔夜。再以PBS清洗後放在40 μg/ml propidium 

iodide與100 μg/ml DNase-free RNase A在37°C暗室內靜置一小時。再用

高速流式細胞分選儀分析DNA成分。經30或90 μM咖啡酸苯乙脂處理72 

小時後有sub-G1高峰。本實驗共進行六重覆。 
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圖十九、去氧核糖核酸斷裂化驗顯示同時添加 BB 型血小板生長因子與

咖啡酸苯乙酯的冠狀動脈平滑肌細胞有凋亡現象。平滑肌細胞給予 25 

ng/ml PDGF-BB 與 0, 3, 10,30, 90 μM 咖啡酸苯乙酯培養 72 小時。細胞

收集後以 PBS 清洗，接著以 Tissue & Cell Genomic kit (GeneMark, 

Taiwan)分析。斷裂的去氧核糖核酸在含 0.1 μg/mL 溴化乙錠 1.8% 瓊脂

糖凝膠 (agarose gel)中跑電泳分離。經 30 或 90 μM 咖啡酸苯乙脂處理

72 小時後也發現去氧核糖核酸斷裂情形，顯示細胞凋亡存在。 
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圖二十、TUNEL 試驗確定同時添加 BB 型血小板生長因子與咖啡酸苯乙

酯的冠狀動脈平滑肌細胞有凋亡現象。將平滑肌細胞培養在六孔培養皿

裡的蓋玻片上。培養液中添加 25 ng/ml PDGF-BB 及分別為 0、10、30、

90 μM的咖啡酸苯乙酯培養72小時。然後將細胞置於冰上(4℃)，以冷0.3% 

Triton-X-100-PBS 洗三遍後，在室溫下用 2% paraformadehyde 固定 30 分

鐘。固定完成後，再以冷 0.3% Triton-X-100-PBS 洗三遍。在 37 °C 濕潤
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暗室裡將上述帶細胞的蓋玻片置入 TUNEL 反應混合劑中培養 60 分鐘。

之後以冷 0.3% Triton-X-100-PBS 洗三遍。最後以 4’, 6’ diamidino- 2- 

phynylindole (DAPI)染色後，在共聚焦顯微鏡(LSM 510 confocal 

microscope, Zeiss, Germany)下檢視。在 400 倍下每一蓋玻片上隨機取六區

計算染上 TUNEL 細胞與總細胞數，並進一步計算染上 TUNEL 細胞所占

百分比分析。在未添加咖啡酸苯乙酯(a)或低劑量(10 μM)咖啡酸苯乙酯(b)

處理組，極少有染上 TUNEL 細胞。而經 30 μM(c)與 90 μM(d)咖啡酸苯乙

酯處理組染上 TUNEL 細胞百分比顯著增加。 
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圖二十一、同時添加 BB 型血小板生長因子，咖啡酸苯乙脂也減少信號傳

遞路徑分子 AKT、 MEK 與 ERK 的磷酸化。以西方點墨法分析咖啡酸苯

乙酯經添加血小板生長因子後對平滑肌細胞訊號傳遞的影響，50 μg 蛋白

以 12% SDS-PAGE 分離後，電轉到聚偏氟乙烯膜。用白兔抗人類 AKT1 

(1:1000, v/v)、白兔抗人類磷酸化 AKT1(1:1000, v/v)、白兔抗人類 ERK1/2 

(1:1000, v/v)、小鼠抗人類 MEK1/2 (1:1000, v/v) (Abcam, MA, U.S.A.)等抗

體，再加上結合 HRP 的山羊抗白兔 IgG (1: 5000, v/v) (Zymed, South San 

Francisco, CA, U.S.A.) 或結合 HRP 山羊抗小鼠 IgG (1:5000, v/v) (Zymed, 

South San Francisco, CA, U.S.A.) 探測墨點。經含 0.5% Tween-20 的 PBS 清

洗後，過氧化酶(peroxidase)活性用強化的化合光(chemiluminescence) 
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(PerkinElmer Life Science, Boston, MA, U.S.A.)評量。為求內部比對，在同

一片膜上也以測 β-actin (1:10000, v/v)的單株抗體 (Sigma, St. Louis, MO, 

U.S.A.) 檢測。 反應帶強度以影像量化系統(Fuji, Tokyo, Japan)分析。 

結果發現在不同劑量的咖啡酸苯乙脂處理 24、48 與 72 小時後細胞中磷酸

化 AKT1、MEK1/2 與 ERK1/2 量減少。 

 

圖二十二、同時添加 BB 型血小板生長因子，咖啡酸苯乙脂也減少信號傳

遞路徑分子 AKT、 MEK 與 ERK 的磷酸化。各蛋白及其磷酸化蛋白量化

平均結果。*p<0.05, **p<0.01(與對照組比較)。 
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圖二十三、同時添加 BB 型血小板生長因子與咖啡酸苯乙酯的冠狀動脈平

滑肌細胞粒線體內 cytochrome c 的釋出增加。平滑肌細胞經咖啡酸苯乙酯

處理 48 小時後離心收集。以 1x Cytosol Extraction Buffer 加入 Protease 

Inhibitor Cocktail Kit 4℃下 10 分鐘，均化後在 4℃下以 700× g 離心 10 分

鐘移除沉澱。懸浮液再於 4℃下以 10,000× g 離心 30 分鐘以分離細胞溶

質(懸浮液)與粒線體(沉澱物)。最後粒線體沉澱物再以含 Protease Inhibitor 

Cocktail Kit 的 Mitochondrial Extraction Buffer Mix 處理後，漩渦式搖混 10

秒成粒線體懸浮液，保存於-80°C 中待分析。自每一抽取物取 50 μg 蛋白

以西方點墨法量化分析 cytochrome c。以測光密度儀檢測細胞溶質中與全

部 cytochrome c 的含量比 。免疫點墨資料顯示咖啡酸苯乙脂增加細胞溶

質 cytochrome c 量，而粒線體內 cytochrome c 量減少。粒線體與細胞溶質

蛋白萃取純度以粒線體標誌 prohibitin 確定。  
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圖二十四、同時添加 BB 型血小板生長因子與咖啡酸苯乙酯的冠狀動脈

平滑肌細胞粒線體內 cytochrome c 的釋出增加。量化分析顯示隨咖啡酸

苯乙脂劑量增加 cytochrome c 由大約 25%增加到 90%。 
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圖二十五、同時添加 BB 型血小板生長因子與咖啡酸苯乙酯活化冠狀

動脈平滑肌細胞抗凋亡分子 Bad 受抑制而促凋亡分子 Bax 與 caspases

被活化。50 μg 蛋白以 12% SDS-PAGE 分離後，電轉到聚偏氟乙烯

膜。用小鼠抗人類 caspase-8 (1:1000, v/v)、白兔抗人類 caspase-9、白

兔抗人類 caspase-3 等抗體，再加上結合 HRP 的山羊抗白兔 IgG (1: 

5000, v/v)或結合 HRP 山羊抗小鼠 IgG (1:5000, v/v)探測墨點。經含

0.5% Tween-20 的 PBS 清洗後，過氧化酶活性用強化的化合光評量。

反應帶強度以影像量化系統(Fuji, Tokyo, Japan)分析。咖啡酸苯乙脂對

Bcl-2 家族蛋白抗凋亡作用與 caspase 活化影響的免疫點墨分析。 
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圖二十六、同時添加 BB 型血小板生長因子與咖啡酸苯乙酯活化冠

狀動脈平滑肌細胞抗凋亡分子 Bad 受抑制而促凋亡分子 Bax 與

caspases 被活化。與未接受咖啡酸苯乙脂處理對照組相比，經 10、

30 與 90 μM 咖啡酸苯乙脂處理 48 小時後抗凋亡分子 Bad 表現下降

而促凋亡分子 Bax 表現上升。經 10、30 與 90 μM 咖啡酸苯乙脂處

理 48 小時後，細胞 cleaved caspase-9 與 cleaved caspase-3 量顯著增

加。但 caspase 8 量不變。*p<0.05, **p<0.01(與對照組比較)。 
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八、附圖: 

附圖一、動脈粥狀硬化內皮功能異常發展階段(摘錄自 en.wikipedia)
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附圖二、經皮冠狀動脈介入性治療再狹窄的機制 
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附圖三、再狹窄新生內膜與原生血管粥瘤組織病理比較 A.再狹窄

新生內膜(Neointima)大部分是平滑肌細胞與細胞外基質. B.原生

血管粥瘤(Plaque)大部分由脂肪組成如膽固醇、油脂等。 

(取自 Boston Scientific Corp taxustraining.com web site) 
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附圖四、經皮冠狀動脈介入性治療血管內壁損傷後，血管細胞層面血管

修復變化時程。 

修改自 GAA Fern and TY Avade, 2000
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附圖五、再狹窄的機轉: 

血管內壁受氣球損傷後，除了血小板立即釋出血小板生長因子

(platelet-derived growth factor，PDGF)，受損血管內皮、平滑肌細胞與

巨噬細胞也釋出PDGF或類似PDGF的分子。PDGF能使細胞進入細胞

週期。血小板與血漿提供細胞完成細胞週期的成份，也可能有其他促

使細胞分裂的因子。這些生長因子是主要刺激平滑肌細胞增生。若有

足夠活化的平滑肌細胞移行增生來增加內皮層平滑肌細胞的量與產

生細胞外間質，進而行成再狹窄病灶。除外，若血管內血流不正常降

低切應力(shear stress)，則不僅增加內皮增生，同時引起血管壁結構變

化減少血管內徑。 endo:內皮細胞(endothelial cells); IEL:內彈力層
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( internal elastic lamina); IGF:類胰島素生長因子(insulin-like growth 

factor); EGF:表皮生長因子( epidermal growth factor); MDGF: 巨噬細

胞生長因子(Macrophage-derived growth factor) 

Liu et al., Circulation Vol 79, No 6, June 1989
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附圖六、咖啡酸苯乙酯(caffeic acid phenyl ester, CAPE)化學式 
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附圖七. Infiltrator®導管運送系統. (A)本裝置包括兩部分:傳統血管擴張

整型球囊與藥劑輸送系統. (B) Infiltrator®近端包括兩個注射口 一為注

射藥劑用一為控制球囊撐開與回收. (C) Infiltrator®遠端包括一個 15 毫

米長帶有三條注射藥劑 InjectorStrips®的球囊。在 InjectorStrips®這聚氨

脂成分條狀結構上有 0.25 毫米高的鎳製圓椎狀注射孔 InjectorPort® (D)

內接於輸液輸送腔沿附於 InjectorStrip® 
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九、附表: 

 0-2 天 2-4 天 4-10 天 10-14 天 2-4 週

血小板凝集      

發炎細胞      

平滑肌細胞增生      

平滑肌細胞移行      

細胞外間質      

內皮修復      

附表一、人類經皮冠狀動脈介入性治療血管內壁損傷後，血管細胞層

面血管修復變化時程。再狹窄發生在六個月內，然而決定性的因素

在前三十天內產生  
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