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摘要

流行病學調查顯示同半胱胺酸 (Hcy)是心血管疾病、神經缺陷相關疾病、慢

性腎病和免疫相關疾病的危險因子之一。目前，Hcy造成疾病的原因可能是血管

內皮細胞損傷、DNA斷裂、抑制 DNA合成，基因表現的調控和影響發炎反應等。

這些主要的傷害作用被認為與 Hcy在體內產生活性氧(ROS)有關，然而此假說仍

被質疑，因為許多細胞試驗發現，Hcy 要達到產生 ROS 並造成細胞傷害的濃度

需高達 1~10 mM；近來，也有些大型研究發現 Hcy與高同半胱胺酸血症、心血

管疾病以及中風之間無明顯相關性。事實上，越來越多的證據證明 Hcy 生合成

的前驅物 S-腺核苷同半胱胺酸(SAH)與 Hcy相關疾病也呈現明顯相關性。然而，
SAH 是否在人體中扮演重要角色及其可能的作用機制，目前尚不清楚。有研究

指出 SAH造成細胞損傷可能與免疫反應相關。因此，本計畫將釐清 SAH是否會

刺激免疫反應，造成發炎現象，而使細胞損傷。我們發現 SAH 會促進 BALB/C

小鼠 RAW264.7巨噬細胞模式探討細胞處於 lipopolysaccharide (LPS)誘發發炎情

況下 nitric oxide 生合成與合成酶(iNOS)的蛋白質表現增加。SAH確實能刺激免

疫反應，造成發炎現象，未來可進一步探討其機制並提供可能造成心血管疾病之

一個新可能機制。

前言

有文獻報告指出體內 SAH 累積時，會抑制細胞內的許多甲基轉移酶，包括

DNA methyltransferase (16), protein methyltransferase (17), and catechol

O-methyltransferase (18)。已有許多研究指出 SAH與 DNA低甲基化有顯著相關

性(19-21)。正常人血漿、淋巴球中 SAH 增加時，DNA methylation 會顯著增加
(19)。Fu等人(20)指出：Hcy會造成內皮細胞傷害，是因 SAH使得內皮細胞凋亡，

且可能是透過對蛋白質和基因的低甲基化。在中風老鼠的腎臟中也發現，由於

SAH的累積，而造成甲基化的能力顯著降低 (21)。SAH除了與甲基化相關之外，

另一有研究指出 SAH 能造成 yeast 生長毒性，而非 Hcy(22)。而且 Yang 等人在
2003年發表在 Nutr. Cancer的研究顯示: SAH可能是藉由抑制細胞 DNA repair能

力，進而促進 H2O2對細胞的 DNA 傷害(23)。文獻報導中認為 SAH 造成細胞的

毒性可能是(a) 抑制了 DNA、RNA、脂質和蛋白質的甲基化(24)；(b) 基因活化

的調控者(25)；(c) 細胞分化和免疫反應(26)。Dayal 等人(27)結果顯示小鼠之血
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管內皮功能受損，顯著地與肝及腦中 SAH 增加及 SAM/SAH 比例下降相關。甚

至我們發現許多研究認為 Hcy 造成疾病之原因可能是 kinase、phosphatase 訊息

傳遞途徑的活化、基因表現的調控 (28)、caspase、poly-ADP-ribose polymerase

(PARP)之抑制劑(29)、免疫細胞的刺激(29)，都伴隨著 SAH上升。同時我們亦發

現極少研究針對 SAH對 NO及 NO合成酶的影響做探討。

基於上述，SAH對於細胞的傷害及作用機制上仍有許多問題等待釐清，包括
SAH是否會影響免疫細胞，降低NO(Nitric oxide)形成，造成血管損傷。實際上，

已有一些臨床試驗顯示心血管疾病和阿茲海莫症病人中血漿中 SAH濃度顯著地

增加，其靈敏度比Hcy高(30，31)。在共同申請人過去的研究經驗中，亦發現細

胞中SAH的改變是較Hcy靈敏的。因此，為更進一步了解SAH在發炎反應的生理

壓力下所扮演的角色，本計畫擬利用BALB/C小鼠RAW264.7巨噬細胞模式探討
SAH處於lipopolysaccharide (LPS)誘發發炎情況下(可模擬人體處於發炎情形下，
SAH對人體的影響)， SAH對細胞的NO生合成、合成酶(iNOS)的影響。我們期

望對SAH產生的影響機制能有更透徹的瞭解，以及提供可能造成心血管疾病之一

個新可能機制。

材料與方法

1.1. 細胞培養及處理
    RAW264.7 細胞以含 10%FBS 之 DMEM 培養基，放置於 37℃含有 5﹪CO2

培養箱中培養至 8分滿後，先加入 1 g/ml LPS (誘發巨噬細胞產生發炎反應之

致發炎物質)培養 3 hrs (32)，之後以 PBS清洗兩次後，再加入 0.1~10 M SAH

培養 12~48 hrs，同樣收集細胞及培養基，保存於-80oC冰箱中，以進行下列各項

分析。

1.2. 細胞存活率分析（MTT viability assay）(33，34)

為瞭解 SAH或是 LPS在此培養條件下是否造成細胞死亡或是生長抑制，我

們 進 行 細 胞 存 活 率 分 析 。 MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenol

tetrazolium bromide]為 tetrazolium salt，經細胞內粒腺體去氫酶（dehydrogenase）

的分解，由透明無色產生藍色 formazan晶體。將細胞置於 24孔的微量平盤，每

孔有 1 ml之新鮮的培養液及約 104 cells，培養隔夜後，經過不同的處理再進行細

胞存活力之測定。在測定前，先將 MTT以未含有 FBS的 DMEM 培養液稀釋成
0.2 mg/ml，將 1 ml之MTT稀釋液加入每孔細胞中，於 37℃下培養 1小時，於

倒立顯微鏡下可觀察到細胞內藍色結晶的生成。將 24 孔的微量平盤倒蓋，移去

培養液，再以 1 ml之 DMSO加以溶解，搖晃 5分鐘直到看不到晶體後，在 492 nm

讀取其吸光值。

1.3. NO assay (35)
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各樣品取 100 l medium 至 96 孔盤中，加入 l00 l Griess reagent

(1%sulfanilamide and 0.1﹪naphthylenediamine in 5%phosphoric acid)，反應呈色，

避光反應約 15 分鐘後，以 ELISA reader (FLUOstar OPTIMA, BMG

Labtechnologies GmbH, Germany) 測定吸光波長 570 nm的 OD值，同時以 sodium

nitrite作為標準品、做標準曲線，計算樣品 NO濃度。

1.4. iNOS蛋白質表現分析(36)

西方轉漬法分析（Western blot analysis）: 將細胞 pellet 加入 sample lyses

buffer ( 20% SDS, 1mM PMSF)，置於冰上，再以 sonicator將細胞震破，離心（12000,

4℃, 20 min），收集上清液，以 Bio-Rad protein assay kit 定量蛋白質。取 40 g 蛋

白質樣品進行 SDS-PAGE 分析後，再轉漬到 NC-membrane 上，以 5% non-fat

block solution 進行 blocking 後，即與 first antibody over night 反應，再與 second

antibody反應 1小時候，以 ECL kit 冷光呈色。

結果與討論

1. 細胞存活率分析

在 RAW264.7 cells中，5~20 M SAH皆顯著的抑制了細胞存活率 (抑制率可

達 64%)；而且這個作用具有劑量效應；且隨著培養時間增加，抑制效果亦顯著

增加(Fig. 1)。而溶劑組(0.2% DMSO)並不會改變細胞的存活率 (Data not shown)。

另外，以 Hcy處理 CL.2與 BV-2細胞後，我們發現 5 mM Hcy能顯著的抑制細

胞存活率(抑制率可達 36%)，且具有時間效應；但 1 mM和 2 mM Hcy則無明顯

的改變(Fig. 2)。

2. NO含量分析與 iNOS的表現量

在 RAW264.7 cells中，5~20 M SAH皆顯著的促進了細胞 NO產生(增加可

達 31%)；而且這個作用具有劑量效應 (Fig. 3)。且亦能促進 iNOS的表現量(Fig.4)。

我們認為 SAH 對於細胞的傷害及作用機制上仍有許多問題等待釐清，包括
SAH是否會影響免疫細胞，降低 NO(Nitric oxide)形成，造成血管損傷。實際上，

已有一些臨床試驗顯示心血管疾病和阿茲海莫症病人中血漿中 SAH 濃度顯著地

增加，其靈敏度比 Hcy高。過去的研究經驗中，我們亦發現細胞中 SAH的改變

是較 Hcy靈敏的。為此，了解 SAH在發炎反應的生理壓力下所扮演的角色，是

相當重要的。本計畫利用 BALB/C小鼠 RAW264.7巨噬細胞模式探討 SAH處於
lipopolysaccharide (LPS)誘發發炎情況下(可模擬人體處於發炎情形下，SAH對人

體的影響)， SAH 對細胞的 NO 生合成、合成酶(iNOS)的影響。我們的結果發

現 SAH確實能刺激免疫反應，造成發炎現象。未來期望對 SAH產生的影響機制

能有更透徹的瞭解，以及提供可能造成心血管疾病之一個新可能機制。
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Figure 1. Effect of SAH on cells viability in RAW264.7 cells were treated with

different concentrate of SAH for 24 h~72 h. Cell viability was determined by MTT

and expressed as a percentage of viable cells in the total number of cells counted. The

figure shows means ± SD (n  5) for each treatment.

s-adenosylhomocysteine (M)

cell viability (%
) 0

20

40

60

80

100

120

24 hrs
48 hrs
72 hrs

5 10 20

*
*

*

#

*#

*#



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

6

Figure 2. Effect of Hcy on cells viability in RAW264.7 cells were treated with

different concentrate of Hcy for 24 h~72 h. Cell viability was determined by MTT

and expressed as a percentage of viable cells in the total number of cells counted.

The figure shows means ± SD (n  5) for each treatment.
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Figure 3. SAH影響LPS刺激細胞產生一氧化氮
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Figure 4. SAH影響LPS刺激細胞產生一氧化氮合成酶
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