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摘要： 

Caveolin-1為燒杯狀膜小囊 caveolae的主體蛋白，與細胞膽固醇

的代謝和運出及動物動脈硬化有密切的關係。我們使用食物誘發粥瘤

形成的白兔作為實驗模式，以免疫螢光及西方點墨法探討 caveolin-1

在內皮細胞的表現與分佈，使用白兔多源抗體製造合成型 Elisa檢

驗，來偵測白兔血液 caveolin-1濃度，使用 caveolin-1蛋白注射高血

酯白兔，觀察是否可以影響粥瘤之形成。結果顯示紐西蘭白兔在餵食

膽固醇飼料後，粥瘤在第五至六週出現而至第八週更加增厚，利用免

疫螢光染色及西方點墨法可以觀察到動脈血管內皮細胞的 cveolin-1

在初期有逐漸增加的趨勢，在第五週粥瘤病變將開始出現時到達最

高，而當持續餵食膽固醇飼料至第八週，粥瘤持續增厚，caveolin-1

之表現則顯著降低。平滑肌在前五週增生較少，但是在第八至十二週

則顯著增加。由於 caveolin-1可由內皮細胞排出至血液中，因此我們

嘗試把 caveolin-1血中濃度當成一個初期動脈硬化的指標，利用

ELISA test測量白兔血液中 caveolin-1濃度，觀察是否能在粥狀硬化

的初期，即內皮細胞功能異常時，就可以偵測出在血液中之變化。我

們測量 6-8隻動脈硬化白兔血液中，我們發現餵食高膽固醇飼料後，

caveolin-1濃度立即上昇，第二週達到 14.2±3.79 ng/ml，至第四至五

週到達最高 62.4±16.12 ng/ml，在第六週後內皮-中層增厚開始，內皮
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細胞 caveolin-1表現減少，血中濃度亦隨之減少，而在第八週顯著下

降 8.5±1.90 ng/ml，餵食一般飼料白兔血中 caveolin-1濃度變化不大，

平均為 2.7±0.71 ng/ml (0.0-11.8 ng/ml)；由此初步結果顯示，caveolin-1

血中濃度變化是與內皮細胞上 caveolin-1表現一致，我們可能可以藉

由 caveolin-1血中濃度得知動脈血管粥狀硬化的程度。在觀察到此一

現象後，我們利用合成之AP-Caveolin-1蛋白，當白兔血液中caveolin-1

濃度下降，內皮-中層開始增厚時，將 AP-Caveolin-1經由靜脈注入動

物體內，初步結果顯示 AP-Caveolin-1可以降低粥瘤的形成。這些結

果將可提供在臨床提早診斷與治療動脈硬化患者的重要參考。
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Abstract： 

Caveolin-1, the major component of “flask-shaped” indentations of 

cell membrane ”caveolae”, is present in several cell types known to play 

a role in the development of atherosclerosis. In this study, we established 

an experimental hypercholesterolemic rabbit model to analyze the 

distribution and expression of caveolin-1 in the arterial walls. Using 

rabbit polyclonal antibodies with specificity for caveolin-1, we developed 

a direct sandwich immunoassay for the determination of caveolin-1 in 

rabbit serum. We also investigated whether in vivo delivery of caveolin-1 

peptide could affect the development of atherosclerotic plaque. The fatty 

streak started to appear at 5-6 weeks and became more severe after 8 

weeks of high cholesterol treatment. Immunohistochemical results 

indicated that the staining intensity of caveolin-1 reached a high level in 

the arterial intima at 5 weeks and decreased to a very low level at 8 weeks 

after high-cholesterol-diet treatment.  Western blot analysis showed that 

in rabbits fed a high-cholesterol diet for 5 weeks, the expression of 

caveolin-1 reached its highest level then decreased from 8 to 12 weeks. 

The proliferation of smooth muscle cells decreased to the lowest level at 

5 weeks and then increased at 8 and 12 weeks. Caveolin-1 levels were 

measured in the sera of 6-8 rabbits at different intervals after high- 

cholesterol diet treatment. In rabbits fed a high-cholesterol diet for 2 

weeks, the mean serum level was 14.2±3.79 ng/ml. This value increased 

to the highest level (62.4±16.12 ng/ml) at 4-5 weeks and then decreased 

to 8.5±1.90 ng/ml at 6 weeks. Median caveolin-1 level in the controls was 

2.7±0.71 ng/ml (range, 0.0-11.8 ng/ml). These results indicated that the 

serum caveolin-1 level closely related to the severity of atherosclerosis 

and might be used as a biomarker in detecting the early atherosclerosis. In 

order to investigate whether in vivo administration of caveolin-1 could 
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regress the plaque formation, the chimeric peptide, antennapedia 

(AP)-caveolin-1 peptide, was used for intra-venous injection in the 

hypercholesterolemic rabbits after cholesterol-diet treatment. The 

preliminary data indicated that the AP-Caveolin-1 could reduce the 

formation of atherogenic plaques. These results provide the important 

information for the early detection and clinical treatment of 

atherosclerosis. 
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1. 前言 

動脈血管粥狀硬化（atherosclerosis）會引起血管的狹窄及阻塞，

進而造成腦中風、心肌梗塞及週邊血管疾病；這三大類的疾病，又常

合併發生於同一位患者身上，動脈硬化造成的死亡率約佔人類總死亡

率的 40％，約與癌症造成的死亡率相當。在過去的 20年間心血管疾

病的治療有很大的進步；在藥物方面，不同種類的降血脂藥物與降血

壓藥物不斷推出，在侵入性治療方面，由於心導管檢查與氣球擴張術

的快速發展、血管支架及塗藥支架的進步、溶血栓及抗血小板藥物的

上市，心臟科醫師雖然已經成功的把急性心肌梗塞患者的死亡率降低

70%，但是對於動脈硬化所造成的慢性心肌缺氧及心絞痛患者長期存

活幫助不大。因此有些心臟科學者提出，在未來如果醫師想要再降低

動脈硬化患者之死亡率，需要有新的治療方向。  

 

1.1. 動脈粥狀的產生 

動脈血管粥狀硬化是一種慢性發炎性反應(Lusis, 2000； 

Christopher and Joseph, 2001； Libby, 2002)，動脈硬化的發生主要是

血管內皮細胞受到損傷及功能失常，致使血管內皮的通透性改變，使

低密度脂蛋白膽固醇（LDL-C）進入內皮細胞內的下層，因 LDL-C

離開血液後便無抗氧化物質的保護，又經局部的氧化自由基及酵素作
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用，產生氧化低密度脂蛋白膽固醇(ox-LDL-C)。而 ox-LDL-C會刺激

內皮細胞產生化學趨性物質，如 monocyte chemotactic protein-1 

(MCP-1)，吸引血液中的單核球（monocyte）及淋巴球進入內皮細胞

下層。在此單核球吞噬這些具有細胞毒性及發炎性的 oxLDL轉成巨

噬細胞(macrophage），產生局部發炎反應，並分泌細胞激素(cytokines)

如 interlukin-1、interlukin-6、干擾素-γ (interferon-γ)，腫瘤壞死因

子(tumor necrotic factor, TNF)，進而激發內皮細胞上的黏著分子

(adhesion molecules)的產生 (Lusis et al., 2004, Armstrong et al. , 

2006)。這些黏著分子（vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1）

會吸引更多的單核球進入內皮下層，此作用形成惡性循環，反覆? 噬

oxLDL的巨噬細胞，終至變成泡沫細胞（foam cell）沉積在內皮層

(intima layer)。而中皮層(medial layer)內的平滑肌細胞受上述細胞所分

泌的生長因子所影響而開始分裂並移至內皮層，形成泡沫細胞。巨噬

細胞與平滑肌細胞形成的泡沫細胞再加上結締組織增生與修補，造成

早期的動脈硬化斑塊(fatty streak），若硬化斑塊繼續惡化，則形成動

脈粥瘤。 (Glass and Witztum, 2001； Libby, 2002；Hansson, 2005)    

 

1.2. 膽固醇在細胞內的代謝機制 

 人體內膽固醇的來源有二種方式；一是由食物攝取(外生性來源) 
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，另一是靠細胞合成(內生性來源)。 

1.2.1. 外生性來源 

  每日飲食所攝食的脂肪，經由腸胃道消化吸收而形成乳糜微粒

(chylomicrons) ，這些脂蛋白顆粒較大且含有豐富三酸甘油脂，經

由淋巴系統進入血液循環運送；脂蛋白脂肪?(lipoprotein lipase, 

LPL)存在於肌肉及脂肪組織，在這些部位的 LPL可水解乳糜微粒所

含的三酸甘油脂，而三酸甘油脂被分解為游離型脂肪酸(free fatty 

acid)及甘油(glycerol)，游離型脂肪酸可以提供給肌肉細胞當作能量

來運用，亦可在脂肪組織以三酸甘油脂的方式來貯存；然後乳糜微

粒變成乳糜微粒殘留物(chylomicron remnant)，乳糜微粒殘留物在水

解過程中會喪失 apo CII，並且獲取 apo E，apo E可和肝臟脂蛋白感

受器相結合，將膽固醇運送給肝細胞作為膽汁酸的生成及極低密度

脂蛋白膽固醇(very low density lipoprotein- cholesterol, VLDL-C)的

製造。(Kruit et al., 2006； Sutherland et al., 2007； Bravo and 

Napolitano, 2007) 

1.2.2. 內生性來源 

  VLDL是運輸內生性甘油三酯的主要形式，在肝細胞中可利用膽固

醇及三酸甘油酯，在加上 apo B-100、E以及磷脂即形成 VLDL，其

中膽固醇大部份是由 chylomicron remnant所運送過來，而三酸甘油脂

是由血液循環中游離脂肪取得或者是由葡萄糖轉化為游離脂肪酸所
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取得。VLDL進入血液循環後，VLDL的甘油三酯在 LPL作用下，其

表面的 apo C、磷脂及膽固醇向 HDL轉移而逐步水解，同時 HDL的

膽固醇酯也會轉移到 VLDL。VLDL本身顆粒逐漸變小，密度逐漸增

加，apo B100及 E的含量相對增加，轉變為中間密度脂蛋白

（intermediate density lipoprotein, IDL）。IDL中膽固醇及甘油三酯含

量大致相等，載脂蛋白則主要是 apo B-100及-E，部分 IDL為肝細胞

攝取代謝；未被肝細胞攝取的 IDL進一步水解，最後只剩下膽固醇

酯，同時其表面的脂蛋白剩下 apo B-100，轉變為低密度脂蛋白(low 

density lipoprotein, LDL)。每個 LDL顆粒外層附著一個輔脂蛋白 apo 

B-100，可和全身細胞上的 LDL receptor結合，以提供它們所需的膽

固醇，這些膽固醇為製造細胞膜的成份、腎上腺荷爾蒙、維他命 D

的前驅物；LDL可經由其接受器返回肝臟，做為肝臟膽酸的生成或

再合成為脂蛋白，再度回到血液中，而 receptor的多寡可決定血中LDL

的清除率(Hachem and Mooradian, 2006；Singh et al., 2007)。 

1.2.3. 細胞內膽固醇合成  

葡萄糖、脂肪酸及某些氨基酸代謝後產生的 acetyl-CoA是膽固醇

合成的原料，膽固醇合成有近 30步反應，另外還需要 ATP供能和

NADPH供氫，其中 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase 

(HMG-CoA reductase)是膽固醇合成的限速?。 
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1.2.4. 激素的調節  

  高血糖素(glucagon)可藉 cAMP影響蛋白激?，加速還原? HMG-

CoA reductase磷酸化失去活性，因而抑制此? 減少膽固醇合成；胰

島素(insulin)能促進? 的去磷酸化作用，使? 活性增加，則有利於膽

固醇合成，胰島素也能誘導 HMG-CoA還原? 的合成，從而增加膽固

醇合成(Boyle, 2007)。甲狀腺素亦可促進該? 的合成，使膽固醇合成

增多，但同時又促進膽固醇轉變為膽汁經由腸道排出，增加膽固醇的

代謝，而且排出作用大於合成，故當患者甲狀腺機能亢進時，血清膽

固醇含量反而下降(Duntas, 2002)。 

1.2.5. 細胞內膽固醇代謝作用的調控 

在體內低密度脂蛋白膽固醇(LDL-cholesterol)濃度高時，細胞靠 LDL 

receptor來攝取它所需要的膽固醇，而細胞內自己合成膽固醇的能力

被壓制到最低程度。當血液中膽固醇減少時，細胞表面的 LDL receptor

以及細胞內自己合成膽固醇的能力都相對地增加，而膽固醇的貯存的

活力也減少，因為沒有過剩的膽固醇可以貯存。在遺傳性家族高膽固

醇血症(familial hypercholesterolemia)患者體內因基因突變而嚴重缺乏

LDL受體，因此 LDL攜帶的膽固醇不能被攝取，從血液中清除，故

血中膽固醇濃度過高，這些膽固醇則沉積在動脈內皮下被巨噬細胞吞
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噬中，引起動脈粥狀硬化及狹窄。 

血液中膽固醇量過高，會引起動脈粥瘤硬化，但膽固醇也是構成

細胞膜很重要的成份，在哺乳動物細胞有大於85%游離膽固醇是位在

細胞膜上，只有其中的5%是在外層直接與組織液相接觸，而剩下的

80%則位於細胞膜的雙磷脂內層，可協助細胞膜的穩定，膽固醇對於

膜上的接受器、轉運蛋白及? 皆有調節功用(Schroeder, 1991)。而在

細胞內的胞器上游離膽固醇的含量很少，佔總膽固醇含量15%，只有

在高爾基氐體的遠端將要分出囊泡處，其遊離膽固醇量細胞膜相近

(Orci, 1981)。 

細胞中的膽固醇以膽固醇酯的形式儲存，此外過多的膽固醇可經

由擴散或由一種稱為膜囊(caveolae) 的結構攜帶至細胞膜上，並由高

密度脂蛋白帶回至肝臟中代謝，稱為膽固醇逆運送(reverse cholesterol 

transport)(Fielding and Fielding, 1997； Gratton et al., 2004)。Caveolae

首先在1953年由電子顯微鏡觀察到(Palade, 1953)，但對其功能直到最

近才有進一步的瞭解。 

 

 

1.3. Caveolae 與 caveolin-1的基因與蛋白特性 

   George Palade在 1953年以電子顯微鏡首次觀察到在膽囊表皮細

胞及血管內皮細胞上有一些小的燒柸狀凹陷，直徑約 70-120nm 
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(Palade, 1953)。1955年 Yamada把這些凹陷構造命名為 caveolae，意

思是指它們類似細胞膜上的小穴(Yamada, 1955)。與 clathrin-coated 

pits不同處是 caveolae外圍沒有一層電子密度較高的外膜，且 caveolae

不溶於清潔劑（detergent-resistant）。Caveolae上含有比週圍細胞膜更

多的膽固醇、glycosphingolipid、sphingomyelin。此外 caveolae中亦聚

集了許多訊號傳遞分子、接受器、protein kinase C、G protein及 receptor 

tyrosine kinase等分子 (Smart et al., 1999； Fielding and Fielding, 

2001a； Parton, 2003)。 

Caveolin-1為 caveolae主體蛋白，含有 178個胺基酸，其 N端與

C端皆朝向細胞質內(附圖一、二)，位於中間的第 102到 134個氨基

酸殘基則為疏水性，而形成髮夾結構(hairpin structure)插入膜內(Couet 

et al., 1997)。每一個 caveolin-1蛋白的 N端第 61-101的胺基酸可彼此

互相結合，形成一個同源寡聚體(homo-oligomers）(Schlegel and 

Lisanti., 2000) ，而第 81-101個胺基酸則與 G-protein相結合，第

102-134個胺基酸則形成髮夾構造，插入細胞膜的內面，而在第 133，

143與 156處則有 palmitoylation (Dietzen et al., 1995)。這些寡聚體又

可與膜上的膽固醇相結合，形成一個穩定的結構(Murata et al., 1995)。 

Caveolin-2缺少與 caveolin-1相似的 N端，但此二種 caveolin會

形成穩定的異源寡聚體，多存在於血管內皮細胞、平滑肌細胞、脂肪
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細胞和巨噬細胞中(Das et al., 1999)。Caveolin-3是 caveolin家族中最

小的分子，只存在橫紋肌與平滑肌細胞中。研究發現如果在第 81-101

個胺基酸間有 3個 codons缺損，則會造成 caveolin-3無法接合在細胞

膜上，而造成 limb-girdle muscular dystrophy (Minetti et al., 1998)。

Caveolin-1與 caveolin-3的單體（monomers）可各自形成許多同源寡

聚體；而 caveolin-2能形成單體或同源雙體（homo-dimer）的形式。

Caveolin-1與 caveolin-2則可形成高分子量的異源寡聚體(hetero- 

dimer)，而並存於 caveolae中(附圖三)。 

    Caveolin-1基因位於人類染色體 7q31.1，含有 3個 exons。在哺

乳動物細胞內的 caveolin-1又可依 N端的不同分成α與β型

(caveolin-1α與 caveolin-1β)，主要區別是因為在 DNA轉錄成 mRNA

時來自不同的起點 (alternation initiation site)( Kogo and Fujimoto., 

2000)，Caveolin-1α為 24kDa，有 178個胺基酸所組成，Caveolin-1

β為 21kDa，有 147個胺基酸所組成(Fujimoto et al., 2000)。  

Caveolae與caveolin-1在訊號傳遞中扮演主要角色，此外亦有研究

報導caveolin-1在細胞膽固醇的運送及排出所佔的角色(Fielding and 

Fielding, 2001b)。Caveolae常見於內皮、肌肉及脂肪細胞，在肝細胞

及腸細胞則少見，在血液中的單核球、淋巴球、轉型癌化中的細胞及

癌細胞則沒有caveolae。Caveolae除了主體蛋白caveolin-1，也有一些
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輔助結構蛋白如flotillins及cavatelins。 Caveolin-1與-2並存於caveolae

上，由16-18個caveolin-1分子形成一個單位聚集在caveolae上。

Caveolae對特定物質可形成小泡，把物質攝入細胞內(Shin, 2000)。如

果用caveolin DNA來轉殖細胞，則膜上caveolae的量增加，顯示

caveolin對於caveolae的形成是必要條件。Caveolae上有dynamin，是一

種大型的GTPase可以協助caveolae攝入胞外物質進入胞內形成小泡。

在1995年caveolin-1被發現與游離膽固醇以1mole/mole互相緊密結

合，並被認為與細胞內膽固醇運送與排出有關(Smart et al., 1996)。 

 

1.4. Caveolin-1與 eNOS的功能 

  Caveolin-1會與內皮細胞一氧化氮合成?（endothelial nitric oxide 

synthase, eNOS）相結合，而抑制 eNOS產生一氧化氮（nitric oxide, NO）

（Garcia-Cardena et al., 1996）。如果提高細胞內 Ca2+/calmodulin濃

度，可使 eNOS與 caveolin-1分離而與 Ca2+/calmodulin相結合而使其

活化，而後將 L-arginine轉變為 NO。如細胞中膽固醇濃度增加，則

caveolin-1濃度增加，與 eNOS結合增加而 NO含量降低(Feron et al., 

1999)。NO除了可使血管平滑肌舒張外，也會抑制粥瘤的形成。一方

面 NO會抑制血管附著因子（vascular cell adhesion molecular-1, 

VCAM-1）的表現，另一方面也會抑制血管平滑肌的增生(Thyberg, 
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2003; Frank and Lisanti, 2004）。在 caveolin-1剔除老鼠，eNOS表現會

增加，使血管血管舒張功能加強，通透性增加，表示 caveolin-1在細

胞 NO調節中扮演重要角色(Frank et al., 2003)。 

 

1.5. Caveolin-1 與機械力量的傳導（Mechanotransduction） 

剪力（shear stress）是血液在血管中流動時，對內皮細胞產生的

一個水平方向的力量，目前認為機械性的剪力，可以經由 caveolae內

的蛋白及受體轉換，而影響細胞內分子訊號的傳遞(Rizzo et al., 

2003；Yu et al., 2006)。一般狀況下培養的內皮細胞，caveolae含量較

少，如果對細胞施以剪力，則 caveolae含量增加，在剪力下培養的內

皮細胞有較多的蛋白被磷酸化，而這些蛋白大部分位於 caveolae中

(Park et al., 2000； Sun et al., 2002)；如果把肺部的內皮細胞置於流動

的培養液中施以剪力，則位於 caveolae內的 eNOS活性會增加，剪力

也會增加 caveolae內 tyrosine的磷酸化及 mitogen-activated protein 

kinase（MAPK）的活化(Rizzo et al., 1998)。除了剪力外，垂直於內皮

細胞的力，如應力（stress）、形變力（strain）也可能是藉由 caveolae

內的蛋白作訊號傳遞，而來調節血管的功能(Volonte et al., 2001)。 

 

1.6. Caveolin-1與訊號傳遞 

  Caveolin蛋白的 N與 C端皆朝向細胞質，除了 C端與膽固醇相
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結合外，另外可和多種受體或蛋白相結合，來調控這些蛋白與其下游

的分子，其中包括 tyrosine kinase receptors、non-receptor tyrosine kinase

與 G-protein。Caveolin可以調控許多膜上的訊號蛋白，它可抑制

G-protein，Src family kinase，NO synthase，epidermal growth factor 

receptor及 protein kinase C等。這些抑制作用是在 caveolin的 N端，

靠近細胞上的 Scaffolding domain發生的(Müller and Frick, 1999； 

Smart et al., 1999)。Caveolin-1具有抑制細胞轉型(transformation)或癌

化的作用，在人類乳癌細胞株中，有 26個基因的 mRNA會被抑制，

而 caveolin-1正是其中之一。在致癌基因（如 r-abl與 Ha-ras）被活化

的轉型細胞株中，caveolin-1的 mRNA及蛋白會減少，且 caveolae亦

無法形成(Song et al., 1996； Krajewska and Maslowska, 2004)。 

 

1.7. Caveolin-1與細胞內膽固醇的平衡  

 細胞膜上的 caveolae有豐富膽固醇，且與 caveolin以 1：1相結

合，如果使用藥物除去膽固醇，則 caveolin也不存在而 caveolae亦跟

著消失 (Fielding and Fielding, 1995)。當細胞內游離膽固醇過多時可

利用 Acyl Co-A：cholesterol acyltransterase（ACAT）轉成膽固醇酯

（cholesterol ester, CE）儲存；當細胞在缺少膽固醇的環境下，膽固

醇酯利用 cholesterol esterase來轉回成游離膽固醇。而過多的游離膽
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固醇則會抑制位在 ER上的一群核蛋白（sterol regulatory element 

binding protein, SREBP）的活性(Wang et al., 1993)。若 SREBP被抑

制，則不會被 cystein protease切割而形成活化的 SREBP，進而不會

進入細胞核內活化一些可以提升胞內游離膽固醇形成的基因，如 LDL

受體蛋白與 HMG-CoA reductase等基因(Bengoechea-Alonso and 

Ericsson, 2007)。在另一方面，過多的游離膽固醇則會促使核內

caveolin-1基因被活化，使 caveolin-1 mRNA濃度上升，產生較多的

caveolin-1蛋白(Fielding and Fielding, 1997)，進而協助細胞將多餘的

膽固醇藉 caveolin-1與 cyclophilin A 、cyclophilin 40 和熱休克蛋白

56(HSP56)形膽固醇轉運複合體，由高爾基體運送到細胞膜上(Smart 

et al., 1996)。在 caveolae中的膽固醇可能由 caveolin-1或 ABCA1轉交

給膜上的 pre-β-HDL，由 HDL將膽固醇帶回肝臟，重新利用或排出

體外(Smart et al., 1996；Frank et al., 2006； Truong et al., 2006)；利用

這些調控，可使細胞在胞外 LDL增加或減少 10倍的情況下，仍可維

持胞內遊離膽固醇在 5%以內的變化。 

 

1.8. 動脈粥瘤的生物指標分子 

    目前的研究報告中指出動脈粥瘤硬化之發炎生物指標分子

(inflammatory biomarker)( Downing et al., 2001；Armstrong et al., 

2006；Libby et al., 2002) ，有高敏感C反應蛋白（high sensitivity 
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C-reactive protein, hs-CRP）(Ridker et al., 2000)、粥瘤巨噬細胞分泌之

IL-1、IL-6等分子(Willerson and Ridker, 2004；Vasan, 2006)。Hs-CRP

可以誘導內皮細胞表達ICAM-1、VCAM-1和E-selectin，並啟動外源

性的凝血過程(Myers et al., 2004)。Hs-CRP是目前發現的最重要的粥

樣硬化炎性標記物；此外斑塊中的巨噬細胞可產生大量的水解?，尤

其是基質金屬蛋白?（matrix metalloproteinases，MMPs）。 MMPs是

一組含Zn2+並能降解細胞外基質的蛋白?，在穩定斑塊變為不穩定過

程中十分重要(Sundström and Vasan, 2006; Johnson, 2007)。而soluble 

CD40 ligand (sCD40L)為一種穿越細胞膜的表面蛋白，與表現在B 細

胞、巨噬細胞、內皮細胞以及平滑肌細胞的CD40交互作用後，可以

誘導發炎反應，造成動脈粥狀硬化斑的破裂，引起血管栓塞。

Hs-CRP、sCD40L及MMPs皆為oxLDL進入內皮細胞下層後，引起一

連串發炎反應後的產物，但均屬於粥瘤硬化過程中較晚期的指標分子

(Ridker et al., 2004)，而早期粥瘤形成的指標分子則極少探討 (Lin et 

al., 2006；Schwencke et al., 2005 )。 

 

1.9 AP-Cav1蛋白及其應用  

Antennapedia(AP)是果蠅體內的一種同源蛋白，其C末端有排列

60個氨基酸排列成三個α螺旋，被稱為同源結構域(homeodomain, 

AntpHD)，其中第三個α螺旋(氨基酸43∼58，RQPKIWFPNRRKPWKK)
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含有16個胺基酸，這段胜?鏈被發現可自由的出入細胞膜，是一段不

用細胞膜上受體(receptor)也不需通道(channel)即可以直接進入細胞

內之胜? 鏈，不論在4 ℃或37 ℃的環境中均可正常進行，因此被稱

為蛋白質轉導結構(protein translation domain, PTD)，或細胞穿膜?

(cell penetrating peptide, CPP)(Derossi et al., 1996)，利用它為運輸載

體，以蛋白合成或化學耦合方法，可以攜帶30-50個胺基酸進入細胞

(Derossi et al., 1998)。Caveolin-1之scaffolding domain (第81-100，

DGIWKASFTTFTVTKYWFYR)共20個胺基酸，利用這段胜? 鏈與

eNOs相結合，有抑制發炎反應之功能(Garcia-Cardena et al., 1997)，以

靜脈注射合成的AP-Cav-1(共36個胺基酸，RQPKIWFPNRRKPWKK- 

DGIWKASFTTFTVTKYWFYR-(OH))，發現可以抑制小鼠耳部由焦油

所引起的局部發炎反應 (Bucci et al., 2000)；以藥物引起肺動脈高血

壓的老鼠動物模式中，給予靜脈注射AP-Cav-1，可以抑制肺動脈血管

平滑肌增生及肺動脈高壓的產生 (Jasmin et al., 2006)，故我們嘗試以

AP-Cav-1靜脈注射觀察可能對粥瘤造成的影響。 

 

1.10. 論文研究方向 

在體外細胞培養的研究中，已發現 caveolin-1與細胞膽固醇的運

送有密切的關係，但是在體內血管的研究方面目前仍沒有定論，因此

本論文的主要研究目的是 (一)以高膽固醇飼料誘發粥瘤形成的紐西
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蘭白兔作為實驗模式，利用免疫螢光及西方點墨法探討 caveolin-1在

粥瘤形成的過程中，在內皮細胞的分佈及表現；(二)由於 caveolin-1

可由內皮細胞排出至血液中，我們在餵食高膽固醇飼料後不同時間，

以 ELISA方法測試白兔血清中 caveolin-1濃度，觀察是否能在粥狀硬

化的初期，即內皮細胞結構開始異常及粥瘤形成時，偵測 caveolin-1

在血中之濃度變化。此外我們分析接受心導管檢查患者之血液，比較

冠狀動脈硬化患者與正常人血液中 caveolin-1 濃度，評估 caveolin-1

是否可以作為診斷早期動脈粥瘤硬化之指標(Tahir et al., 2003)；(三)

在白兔組織及血液中 caveolin-1開始減少而粥瘤出現時，給予靜脈注

射外生性的 AP-Cav-1蛋白，觀察是否可減少或抑制粥瘤的發生。我

們由動脈硬化的基礎醫學研究，希望從分子生物學角度出發，來找出

新的解決方案，這些研究成果，希望可提供在臨床提早診斷與治療動

脈硬化患者的重要參考。 

 

2. 材料與方法 

2.1. 動物動脈粥瘤的引發 

我們使用紐西蘭大白兔做為引發動脈硬化的動物模式，共使用

80隻雄性紐西蘭大白兔（New Zealand white rabbit）， 重量在 3.5至 4

公斤之間，飼養於台中榮總動物中心，且保持日夜各十二小時，溫度
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為攝氏二十二度，及恆定的溼度。其中 40隻餵食一般的兔子飼料(福

壽公司 台中，台灣)；另一組 40隻則餵食正常飼料加 2％膽固醇，共

餵食十二周，所有實驗步驟皆經由台中榮總動物實驗委員會審查通

過。在餵食第二週後，每週一次，由兔子耳部靜脈抽血，每次 1.5 CC，

血液標本收集在 Eppendorf試管，以 5000x g離心 10分鐘，總膽固

醇、高密度脂蛋白膽固醇及低密度脂蛋白膽固醇的濃度分別使用

LDL-Cholesterin (Spellilng)和 Cholesterin套組(Merck KgaA; Darmstadt, 

Germany)方法測量。 

 

2.2. 組織化學染色法 

    餵食十二周後，白兔以ketamin (40毫克/公斤)及xylazine(5毫克/

公斤)肌肉注射，在犧牲之後取下主動脈弓，胸主動脈和冠狀動脈，

以分級酒精脫水及以二甲苯(xylene)浸潤後包埋在石蠟中，將組織塊

切成5微米(µm)薄片，將石蠟包埋之切片浸入二甲苯四次，每次5分

鐘，進行脫蠟，再以不同的酒精濃度100%、100%、95%、75%、50%

濃度酒精順序進行序列入水(hydration)，每次各3分鐘，最後以二次去

離子水清洗切片4 次，每次5分鐘，完成後將標本以hematoxylin & 

eosin、免疫組織化學染色及TUNEL染色。 

 

2.3. 免疫組織化學染色法 
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切片脫蠟與系列入水步驟同於組織化學染色，之後切片標本以清

水沖洗10分鐘後加入10 mM citric acid緩沖液(pH 6.0)，在微波爐中以

800瓦加熱15分鐘，使抗原再現，切片先以non-immune血清作用，以

除去非專一性的反應，而後於室溫下以PBS沖洗切片4次，先與初級

抗體rabbit anti-human caveolin-1 antibody [1:200 (v/v); Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA]及mouse anti-human- actin antibody 

[1:200 (v/v); Lab Vision Corp., Fremont, CA] 在37℃作用1小時，接著

加入biotinylated goat anti-rabbit IgG或 biotinylated goat anti-mouse 

IgG；完成作用後，標本以PBS沖洗3次，再以H2O2-DAB與

streptavidin-peroxidase (Zymed Laboratory; South San Francisco, CA)共

同作用，再以hematoxylin染色、脫水、風乾後封片，使用光學顯微

鏡拍照(Nikon Microphot-FXA, Tokyo, Japan)。 免疫染色的專一性，

以省略一級抗體的切片作為對照組。 

 

2.4. Apoptosis 細胞凋亡的測定 

  脫蠟與系列水合步驟後的5微米厚之組織切片以PBS沖洗，再以

proteinase K 20 µg/ml在37 0C下培養15分鐘，使DNA暴露容易染色，

對照組先將切片暴露於5 µg/ml DNase I 37℃ 60分鐘，之後依

TUNEL(Promega , DeadEndTM  Colorimetric TUNEL System)染色； 
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加equilibration buffer 於組織切片上，在室溫下作用10分鐘，以PBS

清洗切片5分鐘。將配好的TdT reaction 混和液滴於切片，於37℃作

用60分鐘後，以二次去離子水稀釋10倍的SSC (sodium chloride and 

sodium citrate)溶液滴於切片上，在室溫下靜置15分鐘，終止TdT 

enzyme 的反應；陽性對照組是把標本放在5 µg/ml DNase I中，以370C

作用60分鐘，以TUNEL染色後，再以DAPI(1µg/ml)複染，在室溫下

作用20分鐘。完成後以Nikon Eclipse E400螢光顯微鏡觀察。 

 

2.5. 蛋白質萃取 

胸主動脈使用PBS清洗後放入溶解液(lysis buffer)中均質化，(10 

mM Tris–HCl, pH 7.4, 1 mM benzamidine,150 mM NaCl, 0.5 mM 

EDTA, 10 mg/ml phenyl methane sulfonyl fluoride)，在40 C靜置一夜，

隔日在超音波震碎機下震碎細胞，之後在40 C下使用離心機在900 xg

離心10分鐘，取上清液利用BCA protein assay kit (Pierce; Rockford, IL),

測量蛋白濃度，並存於-20℃以備用。   

 

2.6. 西方點墨法分析   

取一小塊胸主動脈切碎後，加入lysis buffer (10 mM Tris-HCL,150 

mM NaCl, 1 mM benzamidine, 0.5 mM EDTA, 1 mM PMSF)溶解細

胞，並以超音波粉碎器處理30 秒4 次，將細胞打碎，最後在800 g
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下離心10分鐘除去雜質，收取上清液。將含有20μg 細胞蛋白質的

萃取液注入不連續式12 % SDS-PAGE 電泳膠中先以50 伏特電壓

進行蛋白質壓縮(stacking)，待樣品通過stacking gel 後接著以70 伏

特電壓繼續在12 %膠中將蛋白質分離。進行約1.5 個小時後取下

SDS-PAGE電泳膠平放在半乾濕轉漬器(Bio-Rad, USA)，將SDS- 

PAGE電泳膠上的蛋白質，以20 伏特的電壓進行30 分鐘將蛋白質

轉移至PVDF 膜上。取出PVDF 膜放入5 % 脫脂奶粉中，在室溫

下反應1小時，阻斷非專一性抗體部位。接著以TBS-0.05% Tween 20 

緩衝溶液清洗2 次、每次10 分鐘，然後加入兔子抗人類caveolin-1 

抗體(rabbit anti-human caveolin-1 antibody, 1:10,000 v/v; Santa Cruz 

Biotechnology)或mouise anti-rat proliferating cellular nuclear antigen 

(PCNA) antibody(1:10,000 v/v; upstate, Charlottesville, VA)作用一小

時，再與山羊抗兔子的IgG與HRP接合體(HRP-conjugated goat anti- 

rabbit IgG 1:15,000 v/v; Zymed Laboratories)或山羊抗小鼠IgG與

HRP(HRP-conjugated goat anti-mouse IgG 1:15,000 (v/v))接合體，於室

溫下反應1小時，再經TBS-0.5% Tween- 20緩衝溶液清洗3 次，每

次10分鐘後，以chemiluminescence 冷光試劑顯色，並在冷光影像

感應系統(Fuji, Japan)下照相。  

 

2.7. 亞硝酸鹽產物的測量  
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  由於直接測量NO值較為困難，因此我們以測量NO代謝後的產物

亞硝酸鹽(NO2
-)濃度，作為測量NO的含量，取5x10毫米的胸主動脈樣

本使用Griess reaction來測量亞硝酸鹽濃度(Uemura et al. 2000)，先把

樣本置於37℃的Hanks’buffered saline solution (HBSS; Hyclone, Logan, 

UT)中2小時，再使用Griess 試劑測量亞硝酸鹽，並以colorimetric 分

析系統分析濃度。 

 

2.8. 血清caveolin-1 的分析 

使用白兔caveolin-1多株抗體以三明治型ELISA (sandwich ELISA)

檢測血清中caveolin-1的濃度，捕獲抗體(capture antibody)是使用合成

的白兔抗人類抗caveolin-1抗體(Transduction Lab)，而偵測抗體

(detection antibody)是使用HRP結合白兔抗人類抗caveolin-1抗體

(Santa Cruz Biotechnology)，二種抗體皆為偵測N-端20個胺基酸的

caveolin-1胜?鏈；首先在96孔之多孔盤中加入50 µl 捕獲抗體

(0.0625ug/well in coating buffer)，在40C下靜置一夜，加入含3% w/v 

BSA Phosphate-buffered saline-0.05% tween 20(PBST)  與抗體作用

後，以PBST清洗3次，標準曲線之建立是取合成的human 

caveolin-1(N-20)依序以10% FBS之PBST稀釋由0至30 ng/ml加入孔盤

中，而待測樣本以100ul/well加入孔盤中，每個樣本重複三次，在室

溫下靜置1.5小時後，以200 µl PBST清洗4次，加入100 µl(1:200)的
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HRP-conjugated caveolin-1 (Santa Cruz Biotechnology)，在室溫下靜置

1.5小時，後用200 µl PBST清洗2次，最後加入100 µl OPD 

reagent(ZYMED Laboratories)，避光1小時後，用495nm波長之分析儀

分析吸收之波長。先建立由caveolin-1(N-20)濃度由0至30 ng/ml之OD

值對應標準曲線，使用3次方多項式回歸，求出曲線之多項方程式(公

式為：Y=aX3+bX2+cX+d，Y為濃度，a、b、c、d為回歸係數，X為

O.D.值)，進而推算出樣本caveolin-1之濃度。 

 

2.9. AP-Cav-1 的動物實驗  

  9隻紐西蘭雄性白兔，每隻約 3.0-3.5公斤，餵食 2%高膽固醇飼料

5週，使用商業合成(Gu-Yuan Biotech Services Corp., TW)之

AP(RQPKIWFPNRRKPWKK)及 AP-Cav-1(RQPKIWFPNRRKPWKK- 

DGIWKASFTTFTVTKYWFYR-(OH))作靜脈注射。實驗之白兔分成 3

組，實驗組 3隻白兔，在第七週開始，每隔二日由耳部靜脈注射

AP-Cav-1 (1mg/Kg)，共注射 2週；對照組 3隻白兔，每隔二日由耳

部靜脈注射 AP(1mg/Kg)，正常控制組 3隻白兔，隔二日由耳部靜脈

注射生理食鹽水 (1cc/Kg)，共注射 2週；實驗期間每週測量體重及抽

血檢查血液中膽固醇及 caveolin-1濃度。在第 9週犧牲白兔，取下主

動脈弓和胸主動脈做蘇丹四號染色。 
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3. 結果 

3.1. Caveolin-1在高血脂白兔動脈血管內皮細胞的分佈及表現      

3.1.1. 白兔體重與血清膽固醇濃度之變化 

  餵食一般飼料白兔血清中膽固醇濃度自第一週開始餵食至第12週

實驗結束，皆維持在30±5 mg/dL，而餵食高膽固醇飼料白兔，血清中

膽固醇濃度在第一週結束時即有明顯上升180±5 mg/dL，此後隨餵食

週數增加而持續上升，在第六週到達最高1250±5 mg/dL，並維持此一

血清濃度直到第12週。(圖一) 

 

3.1.2. Caveolin-1在動脈壁的分佈 

餵食高膽固醇飼料白兔的胸主動脈，在第5週出現小斑塊，當餵食

至第7週時，動脈粥狀硬化條紋可在冠狀動脈、主動脈弓、胸主動脈

及頸動脈觀察到，持續餵食8至12週時，可見到大而凸起的斑塊，在

顯微鏡下可見內含泡沫細胞、單核球細胞及平滑肌細胞。 

 

3.1.3. Caveolin-1免疫組織染色 

在餵食正常和高膽固醇飼料白兔至第5週時，使用免疫組織染色可

發現caveolin-1主要存在動脈內皮細胞(圖二 A,B,C)，只有少量的

caveolin-1是存在於平滑肌細胞；在主動脈與冠狀動脈血管內皮細

胞，餵食高膽固醇白兔的caveolin-1染色強度增加(圖二 B,C)，高於餵
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食正常飼料白兔(圖二 A)。當粥瘤開始形成時，caveolin-1的染色強度

減少(圖三 A,B)，在斑塊內也可見到許多內含α-actin的平滑肌細胞(圖

三 B)，caveolin-1的染色強度在粥瘤處較鄰近正常血管內皮的

caveolin-1的染色強度為低(圖三 C)；圖三 D為不染一級抗體的對照

組。餵食至第12週時在H&E染色可見到粥瘤增生，內含大量的泡沫細

胞及彈性纖維(圖四 A)，在高倍顯微鏡下可以看到明顯泡沫細胞及細

胞外基質(圖四 B)，亦有許多內含α-actin的平滑肌細胞(圖四 C)，圖

四 D為對照組；在餵高膽固醇飼料8週後，使用TUNEL染色只有極少

數粥瘤細胞呈現陽性反應(圖五 A)，大部分粥瘤細胞只有在經過

DNase處理過後才成陽性反應(圖五 B)，表示大部分粥瘤細胞並沒有

進行細胞凋零(apoptosis)，細胞核亦清晰可見(圖五 C,D)。使用西方

的點墨分析法顯示，在對照組白兔動脈壁caveolin-1表現隨著時間逐

漸增加 (圖六 A)；在高膽固醇飼料白兔動脈壁caveolin-1在第5週達最

高，然在第8到12週逐漸減少(圖六 B,C)，PCNA染色主要觀察平滑肌

細胞增生的情形，在高膽固醇飼料白兔，當動脈壁caveolin-1在前5週

增加時，PCNA濃度減少，然後在第8到12週caveolin-1 減少時，PCNA

濃度則逐漸增加(圖六 B,D)。 

 

3.1.4. 動脈壁的亞硝酸鹽的變化 
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在開始餵食第2週時，餵食高膽固醇飼料組與一般飼料組白兔，動

脈壁內亞硝酸鹽濃度沒有明顯差別；在第5週實驗組的亞硝酸鹽濃度

降低，與對照組有顯著差異(p<0.05)；餵食至第8週，實驗組白兔亞硝

酸鹽濃度持續減少，與對照組仍有顯著差異(p<0.05)(圖七)。 

 

3.2. 評估血清中 caveolin-1濃度可否作為動脈粥瘤硬化的生物指標分

子 

3.2.1. 在粥瘤硬化初期，白兔血清中 caveolin-1之變化 

白兔在餵食一般飼料時，在整個實驗過程中，血清中 caveolin-1

濃度極低(0∼11ng/md)(圖八)，實驗組在開始餵食高膽固醇飼料後，自

第一週至第十二週血液中膽固醇濃度為 180至 1250 mg/dL，第一週

caveolin-1濃度為 3.0 ± 2.11 ng/ml，在第二週 caveolin-1濃度開始上升

至 14.2 ± 3.79 ng/ml，在餵食第四至五週，粥瘤開始出現，而 caveolin-1

濃度上升至 62.44 ± 16.12 ng/ml，在第六週時開始下降到 8.5 ± 1.90 

ng/ml，而粥瘤此時增厚更加明顯，此後 caveolin-1濃度維持降低趨勢 

(圖八 A,B)。 

     

3.2.2  冠狀動脈硬化患者與正常人血清中 caveolin-1之變化 

我們初步收集了 6位正常人與 15位在台中榮總心臟血管中心接受

心導管檢查之患者血液，使用 ELISA測量血清 caveolin-1濃度，並與
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心導管檢查報告及血液中膽固醇濃度做比較，正常人血清中

caveolin-1濃度平均介於 1.07 ng/ml至 2.42 ng/ml之間(表一)，而患者

caveolin-1值成二極化分布，最低為 0.0 ng/ml，最高為 166.67 ng/ml(表

二)。  

    
 

3.3  AP-Cav-1注射對粥瘤形成的影響 

3.3.1 以靜脈注射 AP-Caveolin-1蛋白對白兔動脈粥瘤之影響 

   紐西蘭大白兔餵食高膽固醇7週之後，給予生理食鹽水、AP、

AP-Caveolin-1每週注射三次(3 mg/次)，注射2週，而後將動物犧牲，

取下主動脈做蘇丹四號染色。生理食鹽水注射組的血管粥瘤區域佔總

面積的43.6％；給予AP注射組。故血管粥瘤區域佔總面積的56.7％，

而經過AP-Caveolin-1注射組的血管則降低為25.6％；初步結果顯示經

AP-Caveolin-1靜脈注射的白兔動脈粥瘤的數量及面積均有減少的趨

勢(圖九A、B)，而生理食鹽水注射組與AP注射組有明顯的粥瘤形成。

(P＜0.2, n=2-3) 

 

4. 討論 

(一)Caveolin-1在高膽固醇白兔動脈內皮細胞所扮演的角色 

   我們使用食物誘發粥瘤形成的白兔作為實驗模式，以免疫螢光及

西方點墨法探討caveolin-1在內皮細胞的表現與分佈，結果顯示紐西
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蘭白兔在餵食膽固醇飼料後，粥瘤(fatty streak)在第五至六週形成而至

第八週斑塊(plaque)增厚，利用免疫螢光染色及西方點墨法可以觀察

到動脈血管內皮細胞的caveolin-1在初期有逐漸增加的趨勢，在第五

週粥瘤病變開始出現時到達最高峰，而當持續餵食膽固醇飼料至第八

週，粥瘤持續增厚，caveolin-1之表現則顯著降低。平滑肌的增生在

第八至十二週則顯著增加。 

在體外細胞培養研究中已經顯示，在內皮細胞內膽固醇過高時，

可促使細胞caveolin-1表現增加(Fielding and Fielding, 2001b；Chao et 

al., 2003, 2005；Lin et al., 2007)，而使膽固醇排出增加；對細胞而言

是一個保護機制，可避免膽固醇過度在細胞內堆積，而另一方面游離

膽固醇氧化後的產物之一oxysterols則對caveolin-1mRNA有抑制作

用，進而減少膽固醇運輸至細胞表層及排出(Fielding and Fielding, 

1997)。從動物實驗結果中，我們推論在動脈血管粥狀硬化初期，血

液中膽固醇昇高時，促使細胞內caveolin-1表現增加，進而增加膽固

醇排出，但膽固醇持續增加時，caveolin-1的合成反而被抑制，其機

制有待進一步探討。在粥瘤形成過程中所產生之過氧化物reactive 

oxygen species (ROS)會影響eNOS之磷酸化，導致內皮細胞機能失

調。eNOS可以調節血管擴張、防止血小板黏著及抑制平滑肌增生，

caveolin-1可與eNOS相結合，而抑制其活性，有負向調節作用(Razani 
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et al., 2001)，本實驗結果發現在動脈粥狀硬化初期，caveolin-1與eNOS

表現皆降低，NO表現降低可能是因為過氧化陰離子(superoxide anion 

O2
-)之抑制作用(Piech et al., 2002)。     

Caveolin-1在平滑肌的表現方面，由於caveolin-1在內皮細胞比在平

滑肌細胞中多(Frank and Lisanti, 2004)，我們的組織免疫染色顯示

caveolin-1主要表現在內皮細胞，因此我們認為在西方點墨法分析

中，caveolin-1的增加主要來自內皮細胞；caveolin-1表現增加，可以

抑制血管平滑肌增生(Peterson et al., 2003；Schwencke et al. , 2005)；而

在caveolin-1基因剔除小鼠，可以發現到血管平滑肌的增生(Hassan et 

al., 2004;2006)。在本研究中，我們證明在餵食高膽固醇飼料引起之白

兔動脈粥狀硬化初期，caveolin-1表現增加，血管平滑肌的增生能力

下降，但餵食晚期caveolin-1降低時，平滑肌增生增加。由以上結果

我們認為調控caveolin-1的表現，可影響粥瘤的形成。 

 

(二)評估 caveolin-1做為動脈粥狀硬化指標(biomarker)之可行性 

  心臟內科醫師要檢查患者是否有冠狀動脈硬化，傳統上要靠運動

心電圖、核子醫學及電腦斷層檢查。但是這些檢查都是在動脈粥狀硬

化到相當嚴重的程度，造成血管狹窄甚至下游的心肌缺氧，才能檢查

出來，醫師是否能有更有效的工具，可以在動脈硬化的早期，甚至內

皮細胞有變化時就可發現問題，而達到早期預防的效果已引起了人們
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很大的興趣。測量動脈血管粥狀硬化發炎性標記物是很好的方法，粥

狀硬化是一種慢性發炎性反應，主要是血管內皮細胞受到損傷及功能

失常，致使血管內皮的屏障和通透性改變，使低密度脂蛋白膽固醇

（LDL-C）進入內皮細胞內的量增加，局部的氧化自由基及酵素作

用，產生氧化低密度脂蛋白膽固醇(ox-LDL-C) (Lusis, 2000； Lusis et 

al. 2004)。此變性的 ox-LDL-C，會刺激產生化學趨性物質，如 

monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)，吸引血液中的單核球進入內

皮細胞下層。在此單核球轉成巨噬細胞吞噬這些具有細胞毒性及發炎

性的 oxLDL，產生局部發炎反應，而分泌細胞激素(cytokines)如 

interlukin-1、interlukin-6、干擾素-γ (interferon-γ)，腫瘤壞死因子

(TNF)，進而激發內皮細胞上的黏著分子(vascular cell adhesion 

molecules, VCAM-1) (Armstrong et al. , 2006)，而吸引更多的單核球聚

集在內皮細胞上，而進入內皮層，hs-CRP是全身炎症反應的敏感標

誌物，是粥瘤中巨噬細胞分泌的 IL-1、IL-6，刺激肝臟產生。這些發

炎反應過程中所放出生物標記物，可在血液中被偵測到，hs-CRP是

目前發現最重要的粥樣硬化炎性標記物。不穩定型心絞痛患者血清

hs-CRP水準明顯高於穩定型心絞痛患者，且不穩定性心絞痛、急性

心肌梗塞患者血清中的 hs-CRP >3.0 mg/L時表示預後不良。CRP作

? 標記物之一，已證實是心血管疾病顯著的危險因素。(Ridker et al. , 
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2000,2004； Willerson and Ridker, 2004； Myers et al., 2004) 

目前他人研究報告中動脈硬化之發炎生物標記物例如 CD40 

ligand、hs-CRP及 MMPs皆是在 oxLDL進入內皮細胞下層，引起一

連串發炎反應後的產物，屬於動脈硬化的過程中較晚期的指標(Ridker, 

2007, Revkin et al., 2007)，而且這些生物標記物在人體受到細菌感染

發炎，或有免疫風濕疾病時也會上升，因此用於診斷動脈硬化的敏感

度與特異度皆偏低。 

我們的研究中發現，當白兔血液中膽固醇濃度開始上升後，動脈

血管內皮上的 caveolin-1表現即開始增加，而當內皮下層逐漸增厚，

粥狀硬化出現及平滑肌開始增生時，caveolin-1之表現量減少。

Caveolin-1蛋白可自內皮細胞膜上脫離進入血液中而使用ELISA方法

測得。在前人的實驗中，正常人血液濃度為 0.324 ng/ml，良性前列腺

肥大(benign prostate hypertrophy, BPH)之患者為 0.172 ng/ml，在前列

腺癌的患者為 0.463 ng/ml，因此 caveolin-1是比傳統的前列腺腫瘤指

數 PSA更能分辨前列腺癌與單純之肥大(Tahir et al., 2003)。由我們的

研究結果，在粥瘤開始出現時，血清中的 caveolin-1明顯上升，因此

caveolin-1似乎應該較其他的 biomarker更能在早期測出動脈粥瘤硬

化。在以 ELISA檢驗餵食高膽固醇白兔血漿中 caveolin-1濃度的研究

中，我們發現 caveolin-1在餵食正常飼料的對照組在 11 ng/ml，而餵
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食高膽固醇飼料至第二週時，血清中 caveolin-1濃度逐漸上升，此時

白兔動脈內皮細胞粥瘤尚未形成，而當餵食至第四至五週時，血清中

caveolin-1濃度上升至 62.4 ± 16.12 ng/ml，組織中 caveolin-1表現亦顯

著增加(圖二、六, Lin et al. 2006)，但粥瘤剛要開始形成，由該結果顯

示 caveolin-1在血中濃度與組織中表現濃度是一致的；換言之，我們

可以利用抽血得知 caveolin-1在血清中的濃度後，來推測組織中

caveolin-1的表現程度，進而由該結果，可推測粥瘤生長的情形。我

們認為 caveolin-1也許可以當成一個動脈硬化的生物指標，與血液中

膽固醇濃度及其他發炎生物指標，如 hs-CRP、ICAM-1、MMPs共同

做為粥狀硬化的指標分子，但需要更多的實驗結果來支持這項假說。 

   在接受心導管檢查之患者血清中，caveolin-1濃度介於 0ng/ml至

166.67 ng/ml之間，而正常人的測量結果caveolin-1血漿濃度為

1.73±0.60 (1.07∼2.42) ng/ml，如果以人1.73 ng/ml為切點(cut-off 

point)，假設血中濃度低於此一設定值之患者，即為嚴重動脈粥狀硬

化，在與心導管檢查報告相比對後，可以知道敏感性(sensitivity)為

78%，而特異性(specificity)為67%；但是與血液中膽固醇濃度之比較，

由於人數過少，且受到大部分患者服用降血脂藥物之影響，目前無法

比對。因此要進一步證實caveolin-1做為動脈粥狀硬化生物指標的可

行性，在通過台中榮總人體試驗委員會(IRB)審核，並經由接受心導
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管檢查患者同意後，預計以一年時間收集300位患者及正常人之血

液，測量血中caveolin-1及其他生物指標(如hs-CRP、ICAM-1、MMPs)

濃度，進一步證明caveolin-1與其他生物指標的差異性，並與患者血

中膽固醇濃度及心導管檢查報告做比對，評估caveolin-1做為生物指

標的可行性。 

 
 

(三) 以高膽固醇脂血症白兔做為動物模式，使用體外注射 caveolin-1

對動脈硬化的影響。。 

在臨床上，治療高膽固醇患者之降血脂藥物主要目標是 :減少膽

固醇之製造、加速膽固醇之排除、加速血中脂蛋白之分解及抑制脂蛋

白之合成，而促進週邊血管內皮細胞排出膽固醇是新的方向。有科

學家利用不需受體即可穿透血管內皮細胞的Antennapedia (AP)蛋

白，結合抑制eNOS之caveolin-1 scaffolding domain，以人工合成

AP-Caveolin-1，以靜脈注射後可以抑制血管內皮eNOS之活性，減少

內皮細胞通透性，進而抑制小鼠耳部之發炎反應(Bucci et al., 2000)；

在使用藥物引起之肺動脈高壓小鼠，使用AP-Caveolin-1蛋白靜脈注射

後，可以抑制肺動脈血管平滑肌的增生，有效降低肺動脈高壓(Jasmin 

et al., 2006)。依據本實驗，由於caveolin-1可抑制動脈血管平滑肌增

生，及促進內皮細胞排出膽固醇的特性；在粥瘤形成後caveolin-1在
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血液中的濃度開始降低時，我們嘗試使用AP-Caveolin-1蛋白以靜脈注

射方式入白兔體內，觀察是否可以抑制粥瘤產生。在白兔餵食高膽固

醇至第7週時，即血液中caveolin-1濃度下降而粥瘤將產生的初期，經

由耳部靜脈將人工合成之AP蛋白(16個胺基酸)與caveolin-1之

scaffolding domain (20個胺基酸)合成一段AP-Caveolin-1蛋白，打入白

兔體內，連續二週隔日打藥，給藥結束後一週取下主動脈分析，初步

統計結果顯示各組的粥瘤所佔面積比列為生理食鹽水注射組：43.6

％、AP注射組：56.7％、AP-Caveolin-1注射組：25.6％。 (P＜0.2，

n=2-3)，初步結果顯示經AP-Caveolin-1注射的白兔其粥瘤確有減少的

趨勢，雖然實驗動物的隻數仍需要再增加，以得到更具說服力的分析

結果，但目前與3隻對照組與3隻注射生理食鹽水相比較，經

AP-Caveolin-1注射的2隻白兔，確定較前二者之粥瘤有明顯降低的趨

勢。
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圖一  餵食一般及高膽固醇飼料白兔血漿中膽固醇量。數值表示為平

均值±標準差，數目為 20至 40隻。 
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圖二 餵食一般飼料 (A)及高膽固醇飼料(B,C)五週後，caveolin-1在動

脈血管分佈，(A,B)為主動脈弓，(C)為冠狀動脈；Caveolin-1主要表

現在內皮細胞(A,B箭號)，少數在平滑肌細胞(B箭頭)，(D)為未染一

級抗體之對照組。L：管腔，線段：10奈米。 
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圖三  餵食高膽固醇飼料十二週後，在冠狀動脈(A)及動脈弓(B)的粥

瘤處，caveolin-1表現減少(箭號)；染色強度減少主要是在粥瘤處(C)

箭頭，而正常內皮細胞表現較深(箭號)，(D)正常對照組。L：管腔，

線段：5奈米。 
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圖四  餵食高膽固醇飼料十二週後，粥瘤在胸主動脈內皮層(A)，內

含泡沫細胞及彈性纖維；在高倍下(B)可見到大量泡沫細胞(箭頭)及細

胞外基質蛋白(箭號)；(C)粥瘤內有含α-actin正反應之平滑肌細胞(箭

號)；(D)為未染第一抗體之對照組；(A,B)為 H&E染色；L：管腔，線

段：10奈米。 
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圖五  TUNEL與 DAPI染色；在主動脈內皮層(A)粥瘤只有極少數有

TUNEL染色的細胞，經過 DNase處理後可見到 TUNEL染色細胞

(B)，DAPI染色可見到細胞核(C,D)。線段：5奈米。 
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圖六  餵食一般及高膽固醇飼料二至十二週後，caveolin-1在胸主動

脈的表現量；在餵食一般飼料組，caveolin-1表現量逐漸增加，至第

十二週達最高(A,C)；在餵食高膽固醇飼料組，caveolin-1表現量在第

五週達最高，之後在第八至十二週逐漸下降(B,C)；proliferating cell 

nuclear antigen (PCNA)在餵食高膽固醇飼料組，第五週下降至最低，

之後在第八至十二週逐漸上升(B,D)。 
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圖七  餵食一般及高膽固醇飼料第二至八週後，胸主動脈之亞硝酸鹽

(nitrite production)濃度；在第5週餵食高膽固醇飼料組亞硝酸鹽濃度逐

漸下降，與對照組有顯著差異(p<0.05)；餵食至第8週，實驗組白兔亞

硝酸鹽濃度持續減少，與對照組仍有顯著差異(p<0.05)。平均值±標準

差，*p<0.05。 



 59 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖八(A)標準曲線圖：在不同 caveolin-1濃度下所對應的 OD值。(B) 

餵食高膽固醇飼料白兔，血清 caveolin-1濃度與粥瘤形成；第一週

caveolin-1濃度為 3.0 ± 2.11 ng/ml，餵食至第四至五週 caveolin-1濃度

上升至 62.44 ± 16.12 ng/ml，此時粥瘤開始出現，在第六週時 caveolin-1

濃度下降到 8.51 ± 1.90 ng/ml，而粥瘤此時增厚更加明顯。對照組濃

度介於 0∼11 ng/ml之間。 
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(A) NS     (B) AP   (C) AP-Caveolin-1  (D) 粥瘤所佔面積比  

 

圖九 AP-Caveolin-1 對粥瘤的影響。(A)紐西蘭大白兔餵食高膽固醇

7週之後給予生理食鹽水(NS) (A)，AP (B)，及 AP-Caveolin-1(C)注射，

每週注射 3次(3 mg/次)持續注射兩週。粥瘤為紅色部位，經過 NS或

AP注射的血管粥瘤區域佔總面積的 50％及 80.9％，而經過

AP-Caveolin-1注射的血管則降低為 13.7％。(D)初步統計結果顯示各

組的粥瘤所佔面積比列為 NS注射組：43.6％，AP注射組：56.7％，

AP-Caveolin-1注射組：25.6％。P＜0.2(NS vs AP-Caveolin-1；AP vs 

AP-Caveolin-1)，n=2-3。斑塊以 Sudan IV 染成紅色。 

 
Serum caveolin-1 concentration of normal persons 

Number Chol HDL TG Cav-1 (ng/ml) 

normal 1    1.311 

normal 2 203  123 1.071 

normal 3 212  89 2.419 

normal 4    2.327 

normal 5 168  63 1.546 

表一  5位正常人，血清 caveolin-1濃度。 
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Plasma Caveolin-1 Concentration of Patients 

Number Chol HDL TG Coronary artery Cav-1 (ng/ml) 

patient 1 98 16 237 CAD-III left main, AMI 0.000  

patient 2 291 85 74 CAD-1, AMI 0.082  

patient 3 172 45 76 CAD-I 0.180  

patient 4       CHF, seve re MR 0.205  

patient 5 186 LDL:132 60 CAD-II left main 0.217  

patient 6 114 35 63 CAD-III,  0.565  

patient 7 128 30 75 CAD-II ,LAD rifice  0.870  

patient 8 147 40 121 CAD-II 0.954  

patient 9       normal 1.520  

patient 10 176 LDL:113 118 CAD-I, left main  2.365  

patient 11 50 14 33 normal 3.278  

patient 12 286 LDL:207 259 CAD-II left main 27.500  

patient 13 191 33 104 normal 55.833  

patient 14       normal,dilated cardiomyopathy 157.949  

patient 15 180 44   CAD-II 166.667  

 

表二  15位在接受心導管檢查之患者，血清 caveolin-1濃度，與心導

管檢查報告及血液中膽固醇濃度做比較。 

 
 
 
 
 
 
 
                                     

                                   
http://home.student.uva.nl/reinier.deadelharttoorop/artherio/caveolea.htm 

(附圖一) 
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(附圖二) 
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Hnasko, R., Lisanti,MP.(2003) 

(附圖三) 
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