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四、研究計畫成果 

(一)摘要 

關鍵詞: 斑馬魚、反轉錄聚合酶鏈鎖反應、阿爾新藍染色法、茜素紅染色法、鈣黃綠素染

色法 

治療骨疾病的藥物有些是小分子抑制劑，作用於破骨細胞形成的信號路徑關鍵性角色

上，透過拮抗作用而抑制蝕骨細胞的形成與活化，避免骨質流失。所以尋找有效的藥物成

分積極地作用於促進骨質形成，或另一面消極的減緩骨質吸收，兩者都具有疾病治療的應

用價值。本研究為建立骨質疾病治療用藥的斑馬魚藥物檢測平台，以不同藥物劑量刺激斑

馬魚胚胎，觀察影響發育型態的變化效果，並採用in vitro方式以RT-PCR之半定量分析法評

估藥物對斑馬魚胚胎骨頭發育相關基因表現量的影響，另一方面也以雙重染色法觀察藥物

造成幼魚骨骼發育的影響，包括軟骨的阿爾新藍染色法與硬骨的茜素紅染色法等，此外也

以綠螢光的鈣黃綠素染色法進一步評估藥物對於幼魚活體骨骼的鈣質影響。評估植物藥活

性成分作用於胚胎成骨與蝕骨發育之影響。證明相關藥物是否兼具有抑制蝕骨細胞分化作

用，潛在應用於骨質疏鬆症及骨骼疾病治療的可行性，以作為開發治療藥物之參考。 

Certain of small molecule inhibitors that used for the bone related disease treatment have 

been proven their key roles involving in the osteoclast synthesis pathway; particularly they 

exhibit abilities to inhibit the osteoclastogenesis and activation of osteoclast through antagonist 

so as to prevent the bone loss. Hence, looking the effective drugs to enhance the bone synthesis 

in one hand and decreasing the bone reabsorbing at the other hand, both can prove the value for 

the treatment of osteoporosis. In this study, different active component form Chinese herbs 

medicine, such as the Sesamol will be in vivo evaluated directly by the zebrafish embryonic 

development so as to find out 1) if the active component can act on the osteoclasts via the action 

of the osteoblast differentiation pathway; or 2) the active component can directly act on the 

maturing and the differentiation of the osteoclasts. By using the RT-PCR and LC50 to determine 

the dose effect and the optimal time line for the treatment of the active component will 

preliminary applied so as to evaluate the effectiveness come from the osteoblast and osteoclasts 

pathways. To the end, this study will elucidate the potential of the Chinese herbs medicine as the 

drug in the treatment of the osteoporosis. 
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(二)研究背景 

治療骨疾病的藥物有些是小分子抑制劑，作用於破骨細胞形成的信號路徑關鍵性角色

上，透過拮抗作用而抑制蝕骨細胞的形成與活化，避免骨質流失。所以尋找有效的藥物成

分積極地作用於促進骨質形成，或另一面消極的減緩骨質吸收，兩者都具有疾病治療的應

用價值。成骨細胞分化和骨形成時，骨形態發生蛋白（BMP）扮演重要的角色。因此，能

夠激活骨形態發生蛋白的組成會是發展抗骨質疏鬆藥物的良好目標。目前治療骨質疏鬆的

藥物包括 bisphosphonates、calcitonin、estrogen、vitamin D anglogues 和 ipriflavone 等。這

些藥劑最主要是將蝕骨細胞抗骨吸收的功能予以抑制，進而延緩骨質流失(Schelonka et al, 

2001)，但是對於增加或恢復骨密度的影響是有限的，仍然需要積極發展促進骨質形成的藥

物。 

傳統製藥公司在開發早期多用體外實驗來判斷化合物的活性和選擇性，體外實驗只能

反映某一方面，一個通過體外測試的化合物常因選擇性或生物可用度不好而前工盡棄。現

代藥物檢測已發展出利用斑馬魚胚胎作為鑑定選擇化合物作用的一個有效工具。例如

Dorsomorphin 一種骨形態發生蛋白 I 型受體(BMP type I receptors)的小分子抑製劑，抑制

BMP 信號的效果比對其他轉化生長因子 TGF-b、激活素的配體優先(Hao et al, 2010)，被用

在研究治療性的骨重塑修飾、異位性骨化症 heterotopic ossification (在軟組織內有異常生成

的骨組織)、和鐵質的恒定(Hong et al, 2009a; Hong, 2009)。 

植物天然物的類黃酮（flavonoids）廣泛存在各種植物中，作為植物的色素及防禦成

份。許多的 flavonids，包括木質素異(daidzein)、金雀異黃酮(genistein)、豆黃素異黃酮

(biochanin A)、槲皮素 (quercet in)、黃豆素異黃酮(glycitein)和山奈酚(kaempferol)，都曾被

證實可以誘導成骨細胞的分化(Yoshida et al, 2001; Jia et al, 2003; Notoya et al, 2004; 

Prouillet et al, 2004; Lee et al, 2005; Morris et al, 2006)，這些研究顯示多攝取水果和蔬菜，

對於預防骨質疏鬆症是有幫助。此外，成骨細胞的 BMP-2 可使維生素 D 受體的表達水平

上調，而 1α,25 -二羥維生素D(3) [1,25(OH)(2)D(3)]藉由成骨細胞的BMP-2使細胞核因子 κB

受體活化因子配體 RANKL 表達水平上調，調節老鼠的破骨細胞分化形成(Tachi et al, 

2010)。本研究發展治療骨質疾病藥物的体外與活體研究分析平台，證明植物藥活性成分應

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hong%20CC%22%5BAuthor%5D
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用於骨質疏鬆症及骨骼疾病治療的可行性。針對相關藥物對斑馬魚胚胎發育的分子機制進

行評估。 

(三) 研究成果 

in vitro 方式評估中草藥對斑馬魚胚胎發育的分子機制 

一、 不同藥物劑量濃度、不同時間長度等刺激由斑馬魚胚胎發育外觀進行觀察 

收集雄魚和雌魚體外受精方式產下的受精卵於4hpf添加芝麻活性成分sesamol藥物。以

0～50uM不同劑量濃度、不同時間長度等刺激。藥物作用時間為受精後12、24、30、48 hpf

和孵化後1～5 dph。以28℃恆溫培養。先由斑馬魚胚胎發育外觀進行觀察，確認不同劑量

處理下各藥物處理組發生畸形與否及特徵(圖一)。型態觀察發現低劑量藥物及佐劑組

(DMSO) 與未處理組一樣，對胚胎發育並無明顯的影響。但是高劑量組 (50uM) 則明顯造

成背腹體軸發育的異常，在24hpf的胚胎尾部發育有扭曲現象。甚至在魚苗孵化後(53hpf)

累積致死率會增高至80% (圖二)。中劑量組(25uM)對胚胎發育有輕微的影響，部份影響一

些幼魚心臟的發育，輕度影響魚體尾部型態的發育；而低劑量組(5uM)效果與未處理組相

同。 
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二、 RT-PCR半定量法偵測藥物刺激胚胎蝕骨細胞分化作用相關基因表現量。 

從 NCBI 基因庫與 ZFIN 網站收尋成骨細胞基因(如表一) : collagen、OCN、BMP2b、

BMP4、β-catenin；蝕骨細胞相關基因如 TRAP、CTSK、NFATc1，另以 β-actin 基因做為內

部對照組，設計各基因 PCR 反應的引子。分別收集斑馬魚胚胎的 total RNA，進行反轉錄

合成 cDNA 後再進行 PCR 分析。偵測各基因的 PCR 黏結溫度及反應產物(如表二)。RT-PCR

進行基因表現檢測發現蝕骨相關基因 CTSK 表現點在 24hpf 即可偵測，由 30hpf 開始隨著

藥劑劑量增加 CTSK 和 TRAP 基因表現量亦增加(圖三)。同樣偵測 sesamol 對於成骨相關

基因 BMP 的表現量之影響，發現藥物對於 24hpf 胚胎的 BMP4 抑制作用比對 BMP2b 強(圖

四)，隨著藥物劑量的提高會造成 24～48hpf 胚胎的 BMP2b 表現量被抑制。而且受 BMP

路徑調控的下游相關指標基因 OCN 及 Col 1 的表現量亦隨著藥物劑量增加而下調。 
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三、斑馬魚幼魚軟骨與硬骨的阿爾新藍(Alcian Blue Staining)及茜素紅雙染色法

(Alizarin Red Staining) (Walker & Kimmel, 2007)。 

將孵化的幼魚骨骼染色，可以和對照組比較骨骼發育的差異性(圖五)，軟骨被染成藍

綠色，包括篩板(ethmoid plate, EP)、骨小梁(trabeculae, TR)、米克爾氏軟骨(Meckel’s Cartilag, 

MC)、方腭(顎)骨(palatoquadrate, PQ)、角舌軟骨(ceratohyal cartilage, CHC)、舌頷軟骨

(hyosymplectic cartilage, HMC)；與硬骨部位可被染成紅色包括副蝶骨(parasphenoid, PS)、

後頭骨(occipitals, OC)、脊索(notochord, NC)、顎骨(maxilla, Max)、齒骨(dentary, Den)、內

翼骨(entopterygoid, EN)、鰓條骨(branchiostegal rays, BRs)、鰓蓋骨(opercle, OP)、舌頷骨

(hyomandibular bone, HMB)、角舌骨(ceratohyal bone, CHB)、角鰓骨(ceratobranchial, CB)。

結果中、高劑量組雖然造成發育異常，但是發育初期形成的脊椎在 7dpf 皆可發育，因此可

以繼續追蹤藥物長期作用對脊椎骨骼的影響。 

 

斑馬魚 larvae 放入 24-wells plate 加入 0.5 ml ddH2O 清洗兩次，再加入 0.5 ml 4% 

paraformaldehyde/PBS 室溫下輕輕搖晃，固定 2 小時。加入 50% EtOH 浸泡 10 分鐘，

換成 0.5 ml Alcian Blue／Alizarin Red Staining Solution (3 ml 0.02% Alcian Blue Working 

Solution & 0.03 ml 0.5% Alizarin Red Solution was mixed just prior to staining)室溫下輕輕

搖晃，染 6 小時。加入 0.5 ml ddH2O 清洗一次，加入 0.5 ml 1.5% H2O2／1% KOH 浸泡

10分鐘；加入0.5 ml 20% glycerol／0.25% KOH室溫下輕輕搖晃15分鐘；換成0.5 ml 50% 

glycerol／0.25% KOH 室溫下輕輕搖晃 1 小時，顯微鏡下拍照記錄。樣本換成於微量離心

管中並加入 1 ml 50% glycerol／0.1% KOH，在 4℃冰箱保存。 

四、幼魚的鈣黃綠素染色法(Larval Calcien Staining)評估藥物對於活體骨骼鈣質的影

響 (Javidan & Schilling, 2004)，此染色法可以與茜素紅染色結果比對，驗證藥物影響硬骨

形成的效果(圖六)。 

研究成果顯示芝麻的活性成分 Sesamol 對於斑馬魚骨骼的發育有抑制效果，我們確實

可以利用斑馬魚作為體外檢測模式，建立骨骼用藥的篩選平台。在受精卵發育過程細胞先

經過快速增生後再進入細胞分化的作用，胚胎發育過程複，包括胚層形成、遷移及器官的

形成，複雜而多樣的細胞及組織彼此交互作用，因此藥物對於生物體的影響效果無法靠著

單純的細胞株研究而完全的一探究竟。我們以斑馬魚模式生物的骨質形成機制之相關基
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因、骨骼成長型態與藥物劑量效應的關連性，檢測藥物對骨質作用的正負效果，此研究可

以進一步應用於篩選藥物的可利用性。 

 
斑馬魚 larvae 放入 24-wells plate 加入 0.5 ml ddH2O 清洗兩次，加入 0.5ml 0.2% 

Calcien Working Solution pH7.5 避光，室溫下浸泡染 10 分鐘；換加 0.5ml ddH2O 清洗

四次；加入 0.5ml ddH2O 靜置浸泡 10 分鐘，於螢光顯微鏡下(Olympus IX71/ Olympus 

U-CAMDS)拍照記錄。 
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