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一、中文摘要

哺乳類動物因感染引發的敗血症中，
脂多糖扮演著一個重要的角色，因為脂多
糖可以活化宿主的先天免疫反應。已知在
哺乳類免疫細胞中，脂多糖除了可以增進
發炎性的間質素表現之外，最近則是發現
它也可以促進抗發炎性的間質素十表現。
在間質素促進間質素十表現的研究上，曾
有報導指出脂多糖是透過啟動子上的 Sp1
結合位置(位在-89 到-78bp 上)來使間質素
十基因表現。而我們在這篇的研究當中更
是 發 現 ， 脂 多 糖 是透過 MAPKKK—
MAPKK— MAPK 訊 息 傳 遞 路 徑 誘 導
Raw264.7 細胞的間質素十表現。由於已知
Sp1 的蛋白質量以及其結合上間質素十啟
動子的能力，皆不因脂多糖刺激而有所增
加，因此我們推測有可能是其他的轉錄因
子透過啟動子上的 Sp1 結合點誘導間質素
十啟動子活性。在這研究結果發現，脂多
糖刺激細胞後可以觀察到 c-Jun 與 c-Fos 蛋
白質增加；此外，如果讓 Raw264.7 細胞大
量表現 c-Jun，也會同時誘導間質素十啟動
子之活性。

關鍵詞：間質素十、啟動子之調節、轉錄
因子 Sp1、轉錄因子 c-Jun、轉錄因子 c-Fos

Abstract

It is well known that lipopolysaccharide 
(LPS) plays a key role in the septic shock 
syndrome due to activation of mammalian 
innate immune system. Except activation of 
pro-inflammatory cytokines, it was recently 
found that LPS also induces expression of 
anti-inflammatory cytokine interleukin (IL) 
-10. It has been revealed that an Sp1 binding 
site residing at –89 to –78 bp was essential 
for LPS-induced IL-10 promoter. In this 

study, we found that LPS increased the 
amount of IL-10 protein through 
MAPKKK—  MAPKK—  MAPK signal 
pathway in Raw264.7 cells. According to 
Brightbill’s result (2), The amount of Sp1 on
its binding activity to IL-10 promoter was not 
increased after LPS stimulation, so we 
speculate other transcription factors might 
play a role in LPS-induced IL-10 promoter 
through this Sp1 binding site. In our 
subsequent study, LPS also induced c-Jun 
and c-Fos expression in Raw264.7. Besides, 
overexpression of c-Jun could increase IL-10 
promoter activity in Raw264.7 cells.

Keywords: interleukin-10, promoter 
regulation , transcription factor Sp1 , 
transcription factor c-Jun, 
transcription factor c-Fos

二、緣由與目的

哺乳類動物因細菌感染而引發的敗血
症中，脂多糖扮演著一個重要的角色，因
為脂多糖是細菌的一種內毒素，它可以活
化宿主的先天免疫反應。在哺乳類免疫細
胞的先天性免疫反應中，脂多糖扮演著可
活化嗜中性血球與巨噬細胞的重要角色，
連帶的也促進許多發炎性的間質素表現，
因而導致感染所引發來的發炎反應(1)。既
然有發炎反應發生，邏輯推理上，我們的
生理反應接下來應該能啟動抗發炎機制，
以防止發炎反應之持續擴大。果真，最近
幾年來發現脂多糖也可以促進抗發炎性的
間質素表現(如間質素十) (2)。目前已知間
質素十在免疫作用的調控上扮演一個很重
要的角色，因為它可以抑制巨噬細胞與 T
細胞的免疫反應，以阻止發炎性免疫反應
之再進行(3，4)。最近，在脂多糖促進間質
素十表現的研究上， Brightbill 等人利用一
系列的啟動子突變報告基因分析與電泳位
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移試驗，發現脂多糖是透過啟動子上的 Sp1
結合位置(位在-89 到-78bp 上)來使間質素
十基因表現，因此增加間質素十 mRNA 與
蛋白質的量(2)。但是利用 EMSA 的實驗分
析，卻觀察不到 Sp1 結合上間質素十啟動
子的能力有因脂多糖刺激而增加。這些現
象非常類似我以前研究上皮生長因子對十
二酯氧酵素基因誘導之機轉(5)。上皮生長
因子可以透過十二酯氧酵素啟動子上之
Sp1 結合位置，誘導十二酯氧酵素表現，
但是 Sp1 的蛋白質量以及其結合上十二酯
氧酵素啟動子的能力卻不因上皮生長因子
刺激而有所改變。當時我們尚不知如何解
釋此機轉，但陸續在這二、三年來的持續
研究中發現，上皮生長因子誘導十二酯氧
酵素基因表現(6，7)，以及 TGF-â 誘導 p21
基因表現中發現(8)：Sp1 必須與 c-Jun 結合
才能活化基因表現，而 Sp1 很可能是一個
攜帶者的角色，再靠著 Sp1 與 c-Jun 的結合
能力把 c-Jun 帶到 DNA 上而活化基因表
現。

由於 Sp1 同時在十二酯氧酵素與間質
素十之基因活化中扮演一個不可或缺色，
因此本計畫將探討兩個有趣的問題：[1]有
哪些訊息傳遞因子參與在脂多糖與 Sp1
間，誘導間質素十基因表現？[2] Sp1 因子
是否也在此誘導系統中扮演攜帶者的角
色？

三、結果與討論
  

在我的初步實驗系統建立結果發現，
脂多糖確實可以增加老鼠巨噬細胞株
Raw264.7 的間質素十 mRNA 與蛋白質的
表現：在間質素十 mRNA 的表現方面，在
脂多糖刺激細胞 1 小時後，即可以 RT-PCR
的偵測方法觀察到 mRNA 的增加，此現象
持續增加到 9 小時的時候；間質素十蛋白
質的分泌情形則是以 ELISA 方式定量，當
脂多糖刺激細胞 3 小時後，可見到間質素
十蛋白質開始增加，且一直增加持續到 9
小時。

前一兩年研究學者們逐漸確認脂多糖
刺激免疫細胞的方式，是透過細胞膜上的
TLR4 接受體(9，10)。而當 TLR4 接受體被
活化後便藉由一些特定分子把訊息傳遞下

去，這些特定分子即所謂的訊息傳遞因
子 ， 目 前 已 知 包 括 有 MAPKKK—
MAPKK— MAPK 與 NF-êB 這兩大途徑
(11，12)。其後者 NF-êB 被認為與脂多糖
間誘導人類間質素十的表現可能較無關
(13)，因此我們便直接先觀察 MAPKKK—
MAPKK— MAPK 路徑參與之可能性。欲觀
察訊息傳遞路徑的方式之一即是利用專門
的抑制劑，因此我們選用 3 種抑制劑：
PD098059 àMEK1/2 抑制劑、U0126 à也
是一種 MEK1/2 抑制劑、SB203580 à p38
抑制劑。所謂 MEK1/2 抑制劑主要是抑制
MEK1/2 的磷酸化活化，因此接下來的
ERK1/2 之磷酸化活化也連帶受到抑制；而
p38 抑制劑則是抑制 p38 的磷酸化與活
性；以上所提到的 ERK1/2 與 p38 皆歸屬
於 MAPK 這一系列之訊息傳遞分子，而
MEK1/2 與 p38 的上游 MKK3/6 則同屬於
MAPKK 這一系列。除了以上所提的
MEK1/2— ERK1/2與MKK3/6— p38這兩大
路徑外，另外還有 MKK4/7— JNK 之訊息
傳遞途徑也是屬於 MAPKK— MAPK 系
列，但到目前為止，這路徑並無專門的抑
制 劑 可 供 研究使用。 ( 圖一 ) 為利用
PD098059 來探討 MEK1/2— ERK1/2 是否
參與脂多糖誘導 Raw264.7 間質素十蛋白
質之表現：(A) PD098059 (5、10、50 ìM)
皆在脂多糖次激Raw264.7前 1小時先行加
入細胞，而它們抑制間質素十蛋白質表現
的比例分別為 47%、61%與 88%；(B) 為
PD098059 (5、10、50 ìM) 抑制 JNK、
ERK1/2 與 p38 的磷酸化活化情形。 5 ìM
與 10 ìM 的 PD098059 可以部分抑制間質
素十蛋白質之表現，但對 JNK、ERK1/2 與
p38 的活化情形改變似乎不明顯，而當
PD098059 量提高到 50 ìM 時，抑制間質素
十蛋白質之能力達最高(88%)，此時的 JNK
磷酸化活化有減弱現象，其中又以 44kD 最
明顯，但 ERK1/2 與 p38 的活化仍然沒有改
變。

若改用 U0126 (0.1、1、5 ìM)則分別
有 40%、79%與 100 %的抑制能力(對間質
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( 圖一 ) PD098059 對脂多糖誘導
Raw264.7 細胞間質素十表現之影響。三種
不同濃度之 PD098059 於脂多糖刺激
Raw264.7 細胞前先行加入細胞培養基中，
置於 37℃培養箱 1 小時後，再加入 5ìg/ml
脂多糖。(A) 脂多糖刺激 Raw264.7 細胞 6
小時後，以 ELISA 方式定量細胞培養基中
間 質 素 十 之 含 量 ； (B) 脂 多 糖 刺 激
Raw264.7 細胞 10 分鐘後，以 Western blot
方法偵測 JNK、ERK1/2 與 p38 磷酸化活化
的情況。

素十蛋白質之表現)；值得注意的是，當 5 
ìM 的 U0126 (100 %抑制力)加入時，44kD
JNK與42/44kD ERK1/2的磷酸化活化幾乎
完全被抑制，而 p38 則完全不受影響。另
一類抑制劑 SB203580 (0.1、0.5、1 ìM) 分
別有 58%、83%與 83%的抑制能力(對間質
素十蛋白質之表現)；在這樣的情況下，不
同劑量的 SB203580 有隨著劑量抑制 p38
的磷酸化活化，但 1 ìM 濃度時沒有達到
100%抑制力；相對的，SB203580 對 JNK
與 ERK1/2 則完全沒有影響。因此綜合以上
3 個不同抑制劑的結果，我們歸納出下列結
論：(1) 44kD JNK 的角色似乎對脂多糖誘
導間質素十蛋白質表現很重要。(2)當 44kD

JNK與42/44kD ERK1/2的磷酸化活化完全
被抑制時，間質素十蛋白質表現也完全被
抑制。(3)到以上兩個結論時，似乎可將 p38
完全忽略，但抑制 p38 的 SB203580 對間質
素十也有 83%的抑制力。因此 p38 也會影
響細胞間質素十之產生，所以我們推論
JNK、ERK1/2 與 p38 的下游可能有共同
點，所以當我們用任何一種抑制劑抑制了
JNK、ERK1/2 或 p38 的任一分子時，都會
影響細胞間質素十之產生。

在整理性文獻的報告中，我們已知
ERK1/2 可活化具有 SRE site 的起動子，如
c-fos 基因(11)；而 JNK 與 p38 則是皆可活
化具有 SRE site 或 AP-1 site (如 c-jun 基因)
的起動子(11)。雖然老鼠間質素十啟動子
(-122bp 到+64bp)上篩選不到 SRE site 或正
向之 AP-1 site，但或許 c-Fos 或 c-Jun 可透
過Sp1 site與Sp1蛋白質結合達到活化基因
之目的，因為最近幾年來，類似這種蛋白
質交互作用以達活化基因的報導越來越多
(7，8，14-17)，因此我們也不放棄懷疑其
他可被脂多糖誘導之轉錄因子線索。在我
們的系統中，脂多糖刺激 Raw264.7 細胞 1
小時即可觀察到 c-Jun 蛋白質增加，且增加
一直到 9 小時；如果讓 Raw264.7 細胞大量
表現 c-Jun，也會同時誘導間質素十啟動子
活性。另外，脂多糖刺激 Raw264.7 細胞也
可觀察到 c-Fos 蛋白質增加。根據我的初步
結果與相關文獻報導，我推測 c-Jun 之所以
會誘導間質素十啟動子活性，極有可能是
透過啟動子上的 Sp1 結合點，而 c-Fos 可能
也有參與性。

四、計畫成果自評

這 9 個月來的研究工作進度雖然沒有
完全達成，但從這個新的研究當中，我們
獲得了許多成長經驗。
(一) 免疫細胞之培養嚴謹度

由於我們是第一次培養免疫細胞，再
加上 Raw264.7 是屬於單核球/吞噬細胞兩
種可變化型態的細胞，這細胞對於外在環
境之刺激非常敏感，原本他是屬於單核球
細胞型態，稍受刺激即轉變成吞噬細胞型
態，由於我們的間質素十基因研究必須使
用單核球細胞型態，若變成吞噬細胞型態
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則間質素十的誘導作用會消失。而一開始
因為不熟悉細胞型態之重要性，加上我們
選擇較經濟的玻璃器具做為培養細胞之使
用，因此 Raw264.7 往往養了一陣子之後，
細胞外觀與部分生理反應都會逐漸改變。
後來與一些專家討論以及搜尋培養條件資
料，漸漸將我們的培養細胞環境改善(如改
用無菌塑膠製材等)，現在我們的 Raw264.7
已經可以很穩定的以單核球細胞型態培養
續代。
(二) 質體 DNA 抽取之嚴謹度

由於我們的實驗是以 LPS 為刺激物
質，所以對於外界任何含細菌內毒素的污
染源，皆會影響我們所要觀察的現象。而
抽取 DNA 質體的產物中，都會有細菌內毒
素的污染存在。現在有一種產品具有去除
細菌內毒素污染的試劑，因此我們實驗所
使用的 DNA 質體都最好採用這種安全性
較高之產品。
(三) 目前尚未能解決之難題：我們面臨的
一個問題是 IG122 (含間質素十啟動子-122 
bp到+64 bp之 luciferase expression plasmid )
的啟動子活性無法被 LPS 誘導增加，這點
與 Brightbill 等人 (2)的結論不同。雖然
IG122 啟動子活性無法增加，但我們卻可在
同一盤細胞測到間質素十蛋白質的增加，
如此說明 Raw264.7 細胞的活性仍舊存
在，但似乎 IG122 無法代表 LPS 誘導間質
素十的全部故事，這點也是我們目前正積
極在探討的地方。

而綜合我們所要研究的專題上，應該
可以提供以下幾個重要資訊，以供生物醫
學研究之進展與應用。
(一) 間質素十基因表現調節之重要性：

正因為間質素十扮演著減緩免疫反應
的角色，所以若將老鼠的間質素十基因剃
除，會因此加重老鼠的發炎性疾病進行(如
腸炎等)(18)。因此如果有病人的間質素十
基因表現低於正常人的話，可能就很容易
發炎過度。現在已知有許多疾病是和發炎
過度有關，包括我們台灣人也不少的肝硬
化也是其中之一。所以美國 DNAX 生技公
司已經研發生產間質素十蛋白質製劑，目
前正在進行一些人體臨床實驗(包括腸炎
之治療、C 型肝炎之治療等)。這些純化的
蛋白質製劑已經可以運用在疾病治療上

面，但間質素十基因本身的生理調節機轉
還不是非常清楚，因此我們的研究目的就
是想要更了解生物體內間質素十表現之架
構。
(二) 蛋白質與蛋白質交互作用在基因表現
調節之重要性：

現在蛋白質與蛋白質交互作用的研究
發展越來越快速，也越來越了解其重要
性，尤其在基因表現調節的影響程度更是
重要。在我們研究間質素十基因表現的故
事中，因為有單一蛋白質無法解釋的現象
存在，所以我們也積極的把蛋白質與蛋白
質交互作用的思考模式運用進來，希望能
挖掘更豐富的細胞生理知識。
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