
國立臺灣大學醫學院暨工學院醫學工程學研究所 

碩士論文 

Graduate Institute of Biomedical Engineering 

College of Medicine and College of Engineering 

National Taiwan University 

Master Thesis 

 

游離輻射在毛囊生長期造成的萎縮反應與早發性再生 

The effect of ionizing radiation on anagen hair follicle: 

Dystrophic response and premature regeneration 

 

程詠杰 

Weng-Kit Cheng 

 

指導教授：林頌然 博士 

Advisor: Sung-Jan Lin, M.D. & Ph.D. 

 

中華民國 106 年 7 月 

July, 2017 

doi:10.6342/NTU201703679



 

 

 i 

口試委員會審定書 

 

  

doi:10.6342/NTU201703679



 

 

 ii 

誌謝 

首先感謝指導教授林頌然醫師讓我有加入林家實驗室這個大家庭，並在這兩年

的實驗室生涯給予的支持和指導。感謝群凱擔當了我這兩年的萬能顧問，在我加入

實驗室還是個菜鳥的時候幫助我解決了很多實驗或是物品訂購的問題，也感謝文

彥在實驗及論文上的幫忙，另外舒瑜也在百忙之中抽空幫我拍玻片，真的是萬分感

謝。 

另外有一群必需謝謝的是在加入實驗室的第二年搬來永齡生醫工程館，625 休

息室的各位，每次在實驗上遇到瓶頸或是迷失時，都會用各種方法讓我醒來，也花

費時間聽我在各種事情中遇到的困難，有各位大哥大姐們的幫忙才讓我走到畢業

這一步。在永齡的雖然只待了不到一年的時間，但在我的碩士生涯卻留下最多的回

憶，各位實驗室的吃喝玩樂電影團的各位，真的陪我走過許多實驗以外的時間，一

起喝用葡萄或是麥釀出來的果汁的日子真的是非常快樂。晚上做實驗的伙伴銘新，

海恩和維宏都陪伴我不少做實驗的時光，有你們的陪伴做事情才會變得有趣，而志

龍大哥平常也一直忍受聽我們講無聊話，卻在我實驗上給予很多的意見，在這兩年

以來真的是辛苦各位了。 

doi:10.6342/NTU201703679



 

 

 iii 

中文摘要 

放射線治療是現代癌症醫學的常用的治療手法之一，利用具穿透性的游離輻

射對體內的腫瘤進行非入侵性的治療。可是這種治療手法會同時對附近的正常組

織造成傷害，從中帶來許多副作用，其中落髮為廣為人知的副作用之一，落髮為

病人帶來外觀上的影響，使他們心理上造成壓力。毛髮週期包括生長期，衰退期

及休止期，過去對小鼠注射化療藥物後對毛髮影響的研究中，根據注射的劑量會

得到萎縮性生長期及萎縮性衰退期兩個路徑，前者出現短暫修復，後者則無，可

是萎縮性衰退期會經過一短暫休止期後會提早進入下一個生長期。本研究主要分

為兩部分，一.探討高劑量游離輻射在毛囊生長期造成的傷害；二.在輻射傷害下

毛囊在生長週期的影響。實驗使用出生後 32 天的 C57BL/6 母鼠，在毛囊處於生

長期時，以 8.5Gy 銫-137 伽瑪射線照射小鼠背部，觀察毛髮掉落情形及收集背部

皮膚，以出生後 40 天，處於自然衰退期的小鼠作為對照組，以組織切片及免疫

螢光染色進行分析。實驗結果顯示，照射游離輻射後，小鼠在第 7 天毛髮完全掉

落，在組織切片下可以觀察到毛囊在第 10 天時型態接近休止期。利用γH2AX 免

疫螢光染色可以發現在照射游離輻射後 6 小時，毛囊表現嚴重的 DNA 斷裂，在

TUNEL 及 Cleaved caspase-3 的染色中可以發現在 24 小時內，毛囊出現大量細胞

凋亡，同時表現 BrdU 的細胞數目相對正常生長期有顯著減少。另一方面，毛囊

在受輻射後的 48 小時內出現同源重組(HR)及非同源性末端接合(NHEJ)來修復斷

裂的 DNA，表現的位置主要為毛囊球，在 48 小時後因傷害過大無法修復的情況

下開始萎縮，隨後進入短暫的休止期。在第二部分中，實驗採用細胞分選儀收集

對照組及輻射組休止期的不同細胞群，以即時聚合酶鏈式反應的方式觀察在休止

期中不同細胞群分析其基因表現，結果顯示在照射游離輻射後，在毛囊 inner 

bulge 的部分，抑制進入生長期的信號降低，在 bulge 及次級毛胚可以發現輻射組

的休止期比正常的休止期更具有進入生長期的條件，可是在輻射傷害導致的休止

期，細胞的信號傳遞功能可能受到干擾，所以毛囊需要一個短暫的時間進行調

整，才可以進入下一個生長週期。 

 

關鍵字：放射性治射、游離輻射、落髮、毛囊、毛囊生長週期 
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ABSTRACT 

 Radiotherapy is one of the commonly used in cancer treatment. By use of ionizing 

radiation(IR) for non-invasive treatment of tumors in the body. However, this treatment 

will also cause damage to the nearby normal tissue, resulting in many side effects. IR 

induced alopecia is one of well-known side effects, it will affect the patient’s life quality. 

Hair cycle includes growth (anagen), regression (catagen) and quiescence (telogen). 

Mice were injected with chemotherapy drugs on the impact of hair research, it will induce 

dystrophic anagen or dystrophic catagen pathway; this has not a primary recovery, and 

that will. Otherwise, dystrophic catagen has a short telogen and early entry into next hair 

cycle. In this study divides into two parts: 1.The effect of IR on anagen hair follicle. 2.The 

effect of hair cycle after IR. 

In our experiment, C57BL/6 female mice were irradiated with gamma rays (8.5Gy) 

from radioactive isotope Cs-137 on the back skin when a hair follicle in the anagen stage, 

40 days old B6 mice were used in the control group, the analysis was performed by H&E 

and immunofluorescence staining. The results showed that after irradiation of IR, the 

mice appeared alopecia at day 7 post irradiation. Histologically, the hair follicle structure 

was changed to telogen like phase after 10 days’ post irradiation. Immunofluorescence 

staining by γH2AX indicated serious DNA damage on the hair bulb at 6 hours post 

irradiation. In TUNEL and Cleaved caspase-3 staining can be found hair follicles appear 

a large number of apoptosis cells within 24 hours, the number of BrdU positive cells also 

decreased after IR treatment. On the other hand, homologous recombination (HR) and 

non-homologous terminal binding (NHEJ) repair marker Rad51 and DNAPkcs had 

occurred in the hair follicles after IR within 48 hours. Unfortunately, the repair would not 

success and hair follicles entered into dystrophic catagen. 

In part two, we will discuss why dystrophic telogen has a short resting time. We 
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sorted Inner bulge, bulge and hair germ cells from normal telogen (P49, P59) and the 

radiation group(IRd10, d17) by FACSCalibur. qPCR data suggest that radiation group 

inner bulge inhibition signal was reduced. In bulge and secondary hair germ, we found 

radiation group cells were more active than normal telogen cells, moreover, we found 

IRd10 telogen cells signaling function may be disturbed, so the hair follicles need a short 

time to revise before they enter the next hair cycle. 

 

Key words: Radiotherapy, Ionizing radiation, Hair loss, Hair follicle, Hair cycle 
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第一章 緒論 

1.1 輻射介紹 

輻射是一種以波或粒子移動的能量，若此能量強度足夠把原子游離為電子及

正離子時，稱為游離輻射(ionizing radiation)，相反，能量強度不足使原子無法游離，

則稱為非游離輻射(non-ionizing radiation)。游離輻射大致上分為 alpha 射線，beta 射

線，gamma 射線，X 射線及中子(1)。人類暴露於輻射環境的可分為兩種，首先是

從事醫療，研究或管理放射廢棄物等行業，他們所接觸到的是人造輻射，另一種就

是來自宇宙射線，氡氣等的天然輻射(2)。從九十年代到二十世紀以來游離輻射於

醫療，農業，工業及軍事等中廣泛利用，如檢測用 X 光，放射性治療，電腦斷層

攝影，滅菌，發電及考古等(3)。雖然游離輻射對人類社會發展，尤其在醫學上起重

大作用，但暴露於游離輻射也會對人體做成許多不良影響，而根據吸收劑量和接觸

時間可以分為急性(acute)及慢性(chronic)輻射中毒(4)。二次大戰原子彈爆炸或核電

廠事故中，受害者因為一次或多次全身性暴露導致急性中毒，根據單位時間內吸收

劑量的多寡會出現不同的症狀(圖 1.1)；長時間暴露於低劑量，如居住在核事故附

近的居民，X 光或輻射操作人員等可能會出現慢性中毒，雖然接觸輻射的時間長，

但由於劑量低，身體的修復機制有能力修補，所以在外觀或生理上沒有太大影響，

可是在分生層面上，他們的染色體較容易發生變異，使晚年得到癌症或帶有遺傳病

的機會增加(5)。 

 

圖 1.1 在單位時間內吸收輻射造成的副作用(4) 

  

doi:10.6342/NTU201703679



 

 

 - 2 - 

1.2 毛囊之結構與週期 

毛髮為哺乳類動物之主要特徵，是皮膚的附屬器官之一，其中具有多種功能，

包括體溫調節，緩衝外力，感官受器及社會互動等作用。毛髮是由毛囊細胞分化後

所形成之結構，為毛髮之基本單位。毛囊位於皮膚當中，跨越表皮層(epithelium)及

真皮層(dermis)，從表皮開口由上而下可以分為漏斗部(infundibulum)、狹窄部

(isthmus)及毛囊球(bulb) (圖 1.2A)。毛囊球中的基質(matrix)細胞具有快速分裂的的

特性，它們的細胞數會決定毛囊的大小與直徑(6)。 

從毛囊的橫切面來看(圖 1.2B)，由內到外可以分為髮幹(hair shaft)，內根鞘

(inner root sheath,IRS)以及外根鞘(outer root sheath,ORS)，最外層由一結締組織包覆，

稱為結締組織髮鞘(connective tissue sheath,CTS)，髮幹又可以由內而外細分為毛髓

(medulla)、毛皮質(cortex)、毛外皮(cuticle)；內根鞘由內而外可細分為 IRS cuticle、

Huxley’s layer、Henle’s layer 及 companion layer。毛囊各層結構可以利用每一層特

有的角質蛋白標定其位置。在生長期的毛囊球結構中，基質細胞會包覆著一群稱為

真皮乳突細胞(dermal papilla,DP)的纖維母細胞，在毛囊生長週期中負責早期訊息

的傳導及接收，在細胞間訊息交流上起重大作用，另外，在毛囊上半部，靠近表皮

位於外根鞘上有一鼓起的構造，這個構造為 bulge，是幹細胞所在的地方，毛囊自

身具備毛囊幹細胞，有自我更新(self-renewal)及細胞分化(differentiation)的功能，在

bulge 周圍分別可以找到皮脂腺(sebaceous gland)及豎毛肌(arrector pili muscle) (7)。 
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圖 1.2 毛囊的組織結構與各分層對應的蛋白標記(6,7) 

(A) 毛囊於皮膚下的組織結構。SG:皮脂腺(sebaceous gland); APM:豎毛肌

(arrector pili muscle); BM:基底膜(basement membrane); CTS:結締組織髮鞘

(connective-tissue sheath); ORS:外根鞘(outer root sheath); IRS:內根鞘(inner 

root sheath); HS:髮幹(hair shaft); M:基質細胞(matrix cell); DP:真皮乳突細胞

(dermal papilla cell)。 

(B) 髮幹縱切面的各分層結構與對應的蛋白標記。Me:毛髓(medulla); Co:毛皮

質(cortex); Ch:毛外皮(cuticle); Ci:內根鞘毛外皮(IRS cuticle); Hu: Huxley’s 

layer; He: Henle’s layer; Cp: companion layer。白色方框內為蛋白標記名

稱。 
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1.3 毛囊的生長週期  

毛囊的結構會隨著自身生長週期(hair cycle)而有所改變，生長週期可分為生長

期(anagen)，衰退期(catagen)，休止期(telogen)(圖 1.3)。當毛囊從休止期進入生長期

時，次級毛胚(secondary hair germ)首先活化並開始增生，增生之細胞會包覆在休止

期外露之真皮乳突細胞，隨後毛囊幹細胞(bulge stem cells)開始活化增生(8)。在生

長期過程中主要分為毛囊球形成及毛髮增生，根據生長程度可分為六期(anagen I – 

anagen VI)，上述過程為毛囊進入生長期第一及第二期的指標，在第三期中又分為

IIIa，IIIb 及 IIIc，主要為毛囊球形成，髮幹生長及往表皮方向突破，進入第六期後，

毛囊幹細胞再入進入休眠狀態，此時細胞增生的位置主要為毛囊球之基質細胞。當

毛囊從生長期轉至衰退期時，毛囊球中之基質細胞開始進入細胞凋亡，研究中常用

TUNEL 檢測來判斷細胞是否處於細胞凋亡狀態，當基質細胞在 TUNEL 檢測中，

表現陽性之細胞大於 2 顆時，此時可判斷毛囊進入衰退期第一期，衰退期又根據

不同的衰退程度為八期(catagne I – catagne VIII)，當 TUNEL 表現陽性之細胞超過

4 顆時為第三期，進入第五期後會出現 epithelial strand 之結構連接次級毛胚及真皮

乳突細胞，隨衰退程度至第七期此結構會相對變長，於衰退期第七期在真皮乳突細

胞下方會出一尾巴(trailing CTS tail)結構，進入第八期後此尾巴結構會比較長，以

及失去 epithelial strand 之結構，待毛囊完全萎縮退化後便進入休止期狀態(9)。哺

乳類動物的毛囊一生中不斷重覆進行這個生長週期，週而復始的循環，以維持身體

毛髮的恆定性(圖 1.4)。 
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圖 1.3 毛囊休止期，生長期及衰退期之結構(10) 

 

 

圖 1.4 毛囊生長週期示意圖(9) 
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1.4 游離輻射之臨床治療及副作用 

在 1895 年德國物理學家倫琴(Rontgen)發現 x 射線，隨後居禮夫婦(Pierre and 

Marie Curie)及貝克勒(Becquerel)發現放射物，為早期放射性物質研究立下基礎(11)。

利用放射技術治療早在 1900 年使用在皮膚相關疾病(12)。放射線在現代醫學中常

用於治療癌症，放射治療可分為體外及體內治療，體外治療是利用放射物蛻變所產

生的能量透過儀器，在適當距離下治療腫瘤，這種治療模式為局部治療，也就是說

治療肺癌則照射胸部，其它部位無需照射，可是照射範圍中的正常組織也會受到輻

射傷害(13)。在體內治療中，以手術放置醫療裝置於腫瘤附近，再把放射物送達治

療的部位，這種方法可以提高對腫瘤的精確度，也可以減少腫瘤附近正常組織的傷

害(14)。時至今日，放射治療的技術隨機械，光學等進步，治療儀器由過往的鈷六

十遠隔治療機逐漸改成直線加速器的治療儀器，同時配合精準的三維空間，可以減

少照射的劑量，減少對正常組織的傷害(15)。 

隨著放射治療的強度，時間及部位，身體會出現各種不同的副作用。游離輻射

會對癌細胞及附近的正常細胞造成傷害，在放射治療時會盡量限制劑量，並提高對

腫瘤精確度(15)，盡管如此，若正常細胞接收超過生理上能忍受的程度時，就會產

生對輻射的副作用，副作用的種類主要取決於照射的組織器官相關，程度則取決於

輻射的累積的劑量，例如下腹部照射較容易腹瀉，頭頸部及口腔照射會出現口乾，

味覺改變及吞嚥困難等，頭部照射則會出現落髮症狀(圖 1.5)，這個症狀也是部分

化學性治療的副作用(5,16)。據統計研究指出，落髮是病人接受化學治療後，影響

力在全部副作用中排名第二(17)，當中女性比男性更在意落髮的問題，落髮雖然沒

有影響癌症病人的健康，但在病人心理或治療期間的人際關係造成影響，病人可能

會中止治療或對整個治療行程造成延誤。癌症治療中，心理的上的變化可能是支撐

病人能否接受治療的關鍵，如果改善落髮可以增強病人的自信，相信會有助於整個

治療過程。 
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圖 1.5 放射治療後於不同身體部位早期及晚期副作用(5) 
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1.5 游離輻射對生物體的影響 

游離輻射對生物體帶來許多副作用，其中包括掉髮問題等，要探討當中原因，

我們必需知道游離輻射是如何對生物造成傷害。當游離輻射的高能量粒子穿透身

體時，體內中不同分子的化學鍵會被破壞，形成大量活性氧化物(reactive oxygen 

species, ROS)，它們會間接性對生物體遺傳因子去氧核醣核酸(deoxyribonucleic acid, 

DNA)做成傷害(18)。人體裡含有大量的水，當體內的水分子受到游離輻射時會被

電離或激發，然後產生大量 ROS，如 OH‧(hydroxyl radical)，O2
-(superoxide anion 

radical)等，這些氧化物與 DNA 進行反應(19)，另一種傷害模式是 DNA 自身接受

游離輻射後產生 DNA 單股或雙股斷裂(20)，當中最常出現的是造成 DNA 雙股螺

旋斷裂(double strand break, DSB)。不論是間接或直接傷害，DNA 在過程中必定受

到傷害。當細胞偵測到 DNA 受到傷害時，便會引發一系列的機制，首先 MRE11-

RAD50-NBS1 這三種蛋白質組成的 MRN 複合體(MRN complex)先行偵測，緊接著

將 ATM 蛋白質召集到 DNA 破損處，同時將訊息初步整合至 ATM、ATR 等蛋白

質，藉由訊息傳遞路徑之中多種蛋白質的調控，如 53BP1、MDC1、H2AX 等

(21,22,23,24)。細胞在 DNA 受到傷害時會將細胞週期停止(cell cycle arrest)，暫停

分裂等生理程序，然後開始對 DNA 進行修復。DNA 的修復會根據傷害的類型及

細胞處於不同的細胞週期而有所不同(26,27,28)，在游離輻射中出現的 DSB 會以同

源性重組(homologous recombination, HR)及非同源性末端接合(non-homologous end 

joining, NHEJ)(29,30)兩種修復模式為主，若細胞處於 S 或 G2 期時，細胞會傾向於

以 HR 的方式進行修復，HR 是以未受損的同源染色體作為模板來修復已受損的片

段，HR 比較依賴細胞週期，原因是 G1 期染色體套數為 2n，同源染色體是唯一的

修復模板，在 S 和 G2 期的細胞染色體套數為 4n，有較多的模板可以提供，修復

效率也比較高。所以身處 G1 期的細胞會藉由 NHEJ 的方式來修復，NHEJ 靠著 Ku

和 DNA-Pkcs 等修復蛋白把 DNA 的斷裂點拉近，再由 DNA 黏合酶連接斷裂處來

達到修復效果(31)。當 DNA 受損過重至無法修復時，細胞會啟動自我凋亡(apoptosis)

機制，避免錯誤堆積使細胞突變而走向癌化。 
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圖 1.6 游離輻射引發細胞 DNA 修復機制之路徑及參與的 DNA 傷害反應蛋白(5) 
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1.6 游離輻射對組織造成的傷害 

病人對放射治療產生副作用時，代表該組織內的細胞因為輻射傷害而無法進行

正常的生理活動，這些異常的細胞增加時可能會導致組織結構產生變化或喪失原

有功能(32)。細胞分裂頻率高的細胞較容易受到輻射的傷害，如腹部放射治療中，

腸壁的上皮細胞為高頻率分裂細胞，治療時對游離輻射較為敏感(33)，容易受到傷

害，當這些細胞出現大量死亡時，會影響腸道的消化及吸收等功能，最後出現腹瀉

等副作用。人類的毛囊處於生長期的時間較長，此時毛囊球內的基質細胞分裂頻率

相當高，所以這群細胞也較容易受到輻射傷害，隨後毛囊球內細胞出現大量死亡，

毛囊失去原有型態並開始萎縮，最後導致掉髮。根據過去 Ralf Paus 等人(34,35,36)

對化療藥物環磷酰胺(cyclophosphamide)所造成的落髮副作用的研究中，毛囊會根

據受到傷害的嚴重程度，會出現以下兩種修復路徑(圖 1.7):  

1. 萎縮性生長期(dystrophic anagen pathway) 

在注射低劑量的模型中，毛囊受到較低的傷害，基質細胞損失數目較少，結構上會

有輕微變化，但掉髮現象不常見，此時毛囊會在出現一個早期的修復現象(primary 

recovery)，嘗試在生長期時修復受損部分，以維持正常的生理功能，隨後毛囊會比

正常的生長週期更早進入衰退期，然後進入正常休止期。 

2. 萎縮性衰退期(dystrophic catagen pathway) 

在注射高劑量模型中，毛囊球內的基質細胞在短時間內出現大量死亡，毛囊結構出

現嚴重受損，萎縮期間會出現扭曲變形，會出現大量落髮及黑色素堆積。在這種狀

態下，毛囊無法在生長期中修復至可進行生理功能的狀態，導致持續萎縮，此時毛

囊會比萎縮性生長期更早進入衰退期及休止期。在這個模型當中，由傷害造成的休

止期會比較短，毛囊進入下一個生長期會比正常生理週期來得早。 

在這個實驗中雖以化療藥物作為傷害來源，但傷害模式以 double strand 

break(DSB)為主，因此對游離輻射模型具一定的參考價值。 
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圖 1-7 接受化學治療後的毛囊的主要傷害反應路徑(36)  
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1.7 毛囊休止期到生長期之轉換 

毛囊的生長週期中，分化與生長主要經由 Wnt/-catenin 及 bone morphogenetic 

proteins(BMP)的信息傳導及調控所控制(6,37)(圖 1.8)。BMP 屬於 tranforming growth 

factor beta (TGF-)家族，在型態和骨骼發展上扮演重要角色(38)。休止期中，真皮

層，脂肪層及毛囊自身都會影響到生長週期的(39,40,41)，過去研究發現 BMP 及

Wnt/-catenin 會形成一個循環並交錯表現的狀態，隨著這兩個交錯的信號可以把

休止期分為早期不反應休止期(refractory telogen)及晚期可反應休止期(competent 

telogen)(42)，這兩種休止期最大分別在於真皮層中 BMP 信號的高低，早期的休止

期 BMP 信號較高，這些信號來源主要為脂肪層分泌的 BMP-2，真皮層纖維細胞分

泌 BMP-4 及毛囊內 K6+inner bulge layer 表現之 BMP-6，同時毛囊內層也會表現

FGF-18(fibroblast growth factors-18)來抑制幹細胞活化，使毛囊維持在休止期狀態

(40,43,44)。許多生長因子，如 fibroblast growth factors(FGF)，platelet derived growth 

factors(PDGFs)，hepatocyte growth factors(HGFs)，vascular endothelial growth factors，

以及上述提到的 TGF，BMP 及 Wnt 等，這些信息在毛囊細胞間的傳遞對調控生長

及毛囊的週期轉換起重大作用(45,46,47,48,49)。 

當毛囊處於晚期可反應休止期時(圖 1.9)，真皮乳突細胞會分泌 TGF-，FGF7，

FGF-10，以及 noggin(BMP inhibitor)等信號來活化毛囊中的次級毛胚細胞釋放

Wnt/-catenin 信號分子，誘導毛囊幹細胞再度活化，使毛囊再次進入生長期(50)。

實際上毛囊並不是單單靠自身的信號來完全幹細胞再活化的動作，在晚期的休止

期 BMP 信號較低，再活化的信號如同海浪般傳遞到周圍的毛囊，受到影響的毛囊

又會被活化，這如同大海浪潮一波又一波的傳遞，這種現象稱為傳遞浪潮

(propagating wave)，若毛囊處於 BMP 信號高的早期休止期時，傳遞浪潮無法傳遞，

周圍的毛囊會持續處於休止期(51)。 
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圖 1.8 Wnt/-catenin 與 BMP 在毛囊不同時期抗拮示意圖(6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1.9 毛囊在休止期與生長期轉換時信息傳遞示意圖(44) 
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1.8 研究目的 

現代癌症醫學上的治療手法主要為化學性藥物治療及放射線治線，普羅大眾

對癌症治療的副作用認識大多為失去食慾，嘔吐，腹瀉，頭暈及落髮等。其中落髮

問題表面上只是外觀差別，不影響病人生理，但事實上落髮對病人心理上帶來的負

擔是我們無法想像的。化療造成的落髮一直都是醫學研究中的重大議題，已知模型

隨著藥物劑量高低會對小鼠造成不同的影響，以高劑量引起的萎縮性衰退期會對

毛囊造成重大傷害，可是過去的研究的動物模型指出，造成重大傷害後毛囊並不會

永久停止生長，而是比正常的生長週期更早進入下一輪的生長期。在本篇研究中，

藉由高劑量(8.5Gy)的銫 137 伽瑪射線對小鼠毛囊造成重大傷害後，是否能重現化

學治療中提早生長期的情況，並探討其中傷害造成的毛囊萎縮的過程，以及受傷後

毛囊休止期與正常休止期中結構，細胞與基因表現等的差異，試提出當中接受游離

輻射傷害後毛囊加速生長週期的原因。 
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第二章 實驗材料與方法 

2.1 實驗動物 

本實驗所用使用之小鼠來自國家動物中心之 4 週 C57BL/6JNral 母鼠。以肌肉

注射 20l 麻醉劑進行麻醉，麻醉藥之配製為 5ml Zoletil®(Virbac,France)加入 3.75ml

生理食鹽水(信東生技,台灣)以及 1.25ml Rompun®(Bayer,Germany)。麻醉後，使

用電剃刀將小鼠背部毛髮剃除，確定小鼠進入生長期，一般為小鼠出生後 32 天(圖

2.1-2.2)，即可進行游離輻射照射實驗。 

 

圖 2.1C57BL/6JNral 母鼠毛囊生長週期(9) 

 

 

圖 2.2 動物實驗使用的小鼠之背部皮膚與毛髮狀態示意圖 

 

2.2 小鼠游離輻射照射 

首先對動物進行麻醉，將小鼠送入銫-137 伽瑪射線輻射儀中，以背部朝下的

方式進行照射，照射時間依輻射劑量而定，每二十秒為 1Gy，本實驗輻射照射均照

射 8.5Gy。實驗對照組之小鼠無需進行輻射實驗。 
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2.3 小鼠背皮組織收集及處理 

依照實驗所需之時間點(6,12,24,48,72,96 小時及照射後第 5,7,10,14,17,21,24,26

天)對小鼠進行犠牲及取出背部皮膚。以斷頸法犠牲小鼠，以剪刀，攝子取下所需

之皮膚，取下之皮膚貼於秤量紙並浸於 4%多聚甲醛(paraformaldehyde, PFA)(Bio 

Basic Inc., Canada)水溶液中隔夜進行組織固定，固定後之組織再經由脫水，石蠟包

埋保存。以石蠟切片之方式，以 5m 厚度連續切片並貼於玻片上以進行後續染色

部分。若需進行細胞分裂之觀察，在小鼠犠牲前 1 小時，以腹腔注射 100l 的 6mg/l 

BrdU(5-bromo-2'-deoxyuridine)，1 小時後取出皮膚。 

 

圖 2.3 實驗設計示意圖 

2.4 蘇木精─伊紅(hematoxylin & eosin, H&E)染色 

把製備好的組織切片置入 65℃烘箱 20分鐘，然後放入二甲苯(Leica Biosystems, 

Germany)染缸中 5 分鐘進行石蠟溶解，再放入新的二甲苯染缸中 5 分鐘使殘蠟溶

解，依次放入 100%，100%，95%，90%，70%，50%酒精(PHARMCO-AAPER, U.S.A.)

染缸各 3 分鐘進行組織復水，最後浸於蒸餾水中 5 分鐘完成復水步驟。接著浸入

蘇木精(武藤工業, Japan)染缸中 2 分鐘進行細胞核染色，然後移到沖洗容器中置於

水槽，用自來水沖洗 5 分鐘去除多餘的蘇木精，再放入伊紅 (Leica 

Biosystems,Germany)染缸中 30 秒進行細胞質染色，依次放入 70%，95%，100%酒

精染缸中以去除多餘的伊紅及脫水，接著放入二甲苯染缸中 5 分鐘後取出風乾。

待組織風乾後，把封片膠(Assistent,Germany)滴到玻片上並蓋上蓋玻片，完成的

H&E 染色切片使用 Nikon Eclipse Ni-E 正立螢光顯微鏡進行觀察、拍照與分析。  
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2.5 免疫螢光(immunofluorescence, IF)染色 

首先製備 Citrate buffer(10mM Citric Acid,0.05% Tween 20,pH6.0)，把 1.92g 無

水檸檬酸(Bio Basic Inc., Canada)溶於 1L 二次水中，使用 2N NaOH(aq)(J.T. Baker, 

USA) 溶液調整 pH 值至 6.0，然後加入 0.5ml Tween 20(Bio Basic Inc., Canada)。然

後配製 5% bovine serum albumin(BSA)，把 0.5g BSA(Bionovas, Canada)，溶於 1x 

phosphate buffered saline (PBS)（amresco,USA）中。把製備好的組織切片置入 65℃

烘箱 20 分鐘，把 Citrate buffer 置於水浴槽並預熱至 95℃，隨後把組織切片放入二

甲苯染缸中 5 分鐘進行石蠟溶解，再放入新的二甲苯染缸中 5 分鐘使殘蠟溶解，

依次放入 100%，100%，95%，90%，70%，50%酒精及蒸餾水中進行復水，然後放

到已預熱之 Citrate buffer 中並在 95℃水浴槽中反應 25 分鐘進行抗原修復，反應結

束後至於室溫 15 分鐘然後再移到常溫水水浴 10 分鐘，接著以 1x PBS 淨洗 5 分

鐘，重複 3 次，以防水蠟圈筆(PAP pen)圈出組織所在的位置再滴上 5% BSA，把玻

片置於封閉潮濕之容器中於室溫下搖晃 1 小時進行阻擋步驟，依各種一級抗體稀

釋比例(表一)以 5% BSA 溶液稀釋抗體，把稀釋之一抗液滴上至組織上，放置於封

閉潮濕之容器中於 4℃冰箱至隔天。隔天以 1x PBS 淨洗 5 分鐘，重複 3 次，以 5% 

BSA 溶液稀釋相對應之二級抗體(表二)，於圈選之組織滴入二抗稀釋液，於室溫潮

濕之避光環境反應 1 小時，以 1x PBS 淨洗 5 分鐘，重複 3 次，用 1x PBS 以 1:1000

稀釋 DAPI(4',6-diamidino-2-phenylindole)(sigma-aldrich,USA)細胞核螢光染劑之稀

釋液，於組織上滴上 DAPI 染劑稀釋液，避光作用 10 分鐘，以 1x PBS 淨洗 3 分

鐘，重複 2 次。將染色後之組織切片放置在陰暗乾燥的地方風乾，風乾後，於組織

上滴上 Fluorescence Mounting Solution(Dako Inc., Denmark)，蓋上蓋玻片，用指甲

油密封連接處，完成組織切片的螢光染色。完成的染色切片使用 Nikon Eclipse 

Ni-E 正立螢光顯微鏡進行觀察、拍照與分析。 
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2.6 雙重免疫螢光 

首先製備 Citrate buffer，5% BSA，把製備好的組織切片置入 65℃烘箱 20 分

鐘，把 Citrate buffer 置於水浴槽並預熱至 95℃，隨後把組織切片放入二甲苯染缸

中 5 分鐘進行石蠟溶解，再放入新的二甲苯染缸中 5 分鐘使殘蠟溶解，依次放入

100%，100%，95%，90%，70%，50%酒精及蒸餾水中進行復水，然後放到已預熱

之 Citrate buffer 中並在 95℃水浴槽中反應 25 分鐘進行抗原修復，反應結束後至於

室溫 15 分鐘然後再移到常溫水水浴 10 分鐘，接著以 1x PBS 淨洗 5 分鐘，重複 3

次，以防水蠟圈筆(PAP pen)圈出組織所在的位置再滴上 5% BSA，把玻片置於封閉

潮濕之容器中於室溫下搖晃 1 小時進行阻擋步驟，依各種一級抗體稀釋比例(表一)

以 5% BSA 溶液稀釋抗體，把第一支稀釋一抗液滴上至組織上，放置於封閉潮濕

之容器中於 4℃冰箱至隔天。隔天以 1x PBS 淨洗 5 分鐘，重複 3 次，以 5% BSA

溶液稀釋第一支一級抗體相對應之二級抗體(表二)，於圈選之組織滴入二抗稀釋液，

於室溫潮濕之避光環境反應 1 小時，以 1x PBS 淨洗 5 分鐘，重複 3 次，然後以

5% BSA 溶液稀釋第二支一級抗體，把第二支稀釋一抗液滴上至組織上，放置於封

閉潮濕之容器中於 4℃冰箱至隔天。隔天以 1x PBS 淨洗 5 分鐘，重複 3 次，以 5% 

BSA 溶液稀釋第二支一級抗體相對應之二級抗體(表二)，於圈選之組織滴入二抗稀

釋液，於室溫潮濕之避光環境反應 1 小時，以 1x PBS 淨洗 5 分鐘，重複 3 次，用

1x PBS 以 1:1000 稀釋 DAPI(4',6-diamidino-2-phenylindole)細胞核螢光染劑之稀釋

液，於組織上滴上 DAPI 染劑稀釋液，避光作用 10 分鐘，以 1x PBS 淨洗 3 分鐘，

重複 2 次。將染色後之組織切片放置在陰暗乾燥的地方風乾，風乾後，於組織上滴

上 Fluorescence Mounting Solution(Dako Inc., Denmark)，蓋上蓋玻片，用指甲油密

封連接處，完成組織切片的螢光染色。完成的染色切片使用 Nikon Eclipse Ni-E

正立螢光顯微鏡進行觀察、拍照與分析。 
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表 2.1 一級抗體使用清單 

Primary antibody Host Dilution ratio Brand (catalog number) 

Cytokeratin 5 rabbit 1:200 abcam (ab52635) 

Cytokeratin 15 mouse 1:100 TemroFisher(MAI-90929) 

BrdU rat 1:200 abcam (6326) 

P-cadherin(P-cad) goat 1:200 R&D System (AF761) 

DNAPkcs rabbit 1:200 abcam (18192) 

Rad51 rabbit 1:200 abcam (133534) 

AE13 mouse 1:100 abcam (16113) 

AE15 mouse 1:100 abcam (58755) 

P-histione h2ax ser139 rabbit 1:100 cell signaling (9718s) 

Ki67 rabbit 1:200 abcam (16667 

Cleaced caspase-3 rabbit 1:100 cell signaling (9664s) 

 

表 2.2 二次抗體使用清單 

Secondary antibody  Manufacturer Catalog Host Dilution ratio 

Alexa Flour 488 Jackson Immuno Research 

715-545-151 Mouse 1:500 

712-545-153 Rabbit 1:500 

711-545-452 Rat 1:500 

705-545-003 Goat 1:500 

Cyanine Cy3 Jackson Immuno Research 

715-165-151 Mouse 1:500 

712-165-153 Rabbit 1:500 

711-165-152 Rat 1:500 

705-165-147 Goat 1:500 
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2.7 TUNEL 檢測 

TUNEL(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)檢測是用

於觀察組織內細胞或細胞群落自我凋亡狀態的檢測工具之一。本實驗之 TUNEL 檢

測使用 DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System 檢測組(Promega, U.S.A.)，首先將

製備好的組織切片置入 65℃烘箱 20 分鐘，隨後把組織切片放入二甲苯染缸中 5 分

鐘進行石蠟溶解，再放入新的二甲苯染缸中 5 分鐘使殘蠟溶解，依次放入 100%，

100%，95%，90%，70%，50%酒精，然後放入 0.85% NaCl 溶液中 5 分鐘，再浸入

1x PBS 中 5 分鐘進行淨洗，淨洗後的組織切片以防水蠟圈筆圈出組織所在範圍，

於組織上滴上 4% PFA 溶液固定 15 分鐘，以 1x PBS 淨洗 2 次，每次 5 分鐘，於組

織上滴上以檢測組合所附的 proteinase K 溶液(20g/ml)於室溫下作用 10 分鐘，以

1x PBS 淨洗 5 分鐘，於組織上滴上 4% PFA 溶液 5 分鐘進行再固定，完成後以 1x 

PBS 淨洗 5 分鐘，於組織上滴上檢測組合所附之 equilibrium buffer 於室溫下作用

10 分鐘，完成後，於避光環境下(之後步驟皆須避光)將配製好的 rTdT buffer(將檢

測組合所附之 rTdT enzyme solution、dUTP solution、equilibrium buffer 以 1:5:50 之

比例配製)滴於組織上，並以組合所附之透明塑膠蓋片蓋上使溶液均勻分布，然後

將玻片置於密閉且潮濕的容器中，再將容器放入 37oC 烘箱中反應 1 小時。反應完

成後，移除玻片上的塑膠蓋片，以稀釋後的 2x SSC 緩衝液浸洗 15 分鐘以中止反

應，接著以 1x PBS 淨洗 3 次，每次 5 分鐘，於組織上滴上 DAPI 染劑稀釋液，避

光作用 10 分鐘，以 1x PBS 淨洗 3 分鐘，重複 2 次，於組織上滴上 Fluorescence 

Mounting Solution(Dako Inc., Denmark)，蓋上蓋玻片，用指甲油密封連接處，完成

組織切片的 TUNEL 螢光染色。完成的染色切片使用 Nikon Eclipse (Ni-E)正立螢光

顯微鏡進行觀察、拍照與分析。 
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2.8 增生細胞的定量 

將免疫螢光染色的毛囊組織切片，從序列切片中以約 15m 的間隔挑選切片，挑選

的毛囊以具有完整的球狀部與 dermal papilla 結構為主。以 Ni-E 正立螢光顯微鏡拍

照存檔後，以 ImageJ 分析軟體進行增生細胞的定量。增生細胞的定義為，具有 P-

cadherin 陽性表現與 BrdU 陽性表現的細胞。控制組與實驗組的每個時間點的每隻

動物均挑選 10-15 根的毛囊。 

 

2.9 自我凋亡細胞的定量 

將免疫螢光染色的毛囊組織切片，從序列切片中以約 15m 的間隔挑選切片，挑選

的毛囊以具有完整的球狀部與 dermal papilla 結構為主。以 Ni-E 正立螢光顯微鏡拍

照存檔後，以 ImageJ 分析軟體進行自我凋亡細胞的定量。自我凋亡細胞的定義為，

具有 TUNEL 陽性表現的細胞。控制組與實驗組的每個時間點的每隻動物均挑選

10-15 根的毛囊。 
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2.10 細胞分選(cell sorting) 

首先將老鼠斷頸犠牲取下背皮浸泡於 1x PBS 備用，把背皮張開表皮朝下，利

用針頭把皮固定在保麗龍上，用手術刀把脂肪層刮除。在 10 公分培養皿中加入

15ml 0.25% Trypsin(Gibco,USA)中，然後把除去脂肪層之背皮以表皮朝上的方式轉

移至培養皿上，放入 37℃培養箱中作用 35 分鐘。取出培養皿後以手術刀從表皮層

面開始刮皮，把背皮刮至半透明狀態後，加入一倍體積之 sorting buffer(5% Fetal 

bovine serum(FBS)(Gibco,USA)in 1x PBS)然後以 pipette air 把混合液充分混均，以

中止 Trypsin 作用，把溶液加入 70m cell strainer(SPL,Korea)中，strainer 下以 50mL 

離心管收集濾液，再把濾液加入 40m cell strainer(SPL,Korea)中，以 50mL 離心管

收集細胞溶液，以 4℃低溫離心，離心後移除上清液，加入 10mL sorting buffer 進

行清洗，然後再進行低溫離心，離心後移除上清液，根據細胞 pellet，加入定量體

積 sorting buffer 回溶細胞。按照各抗體所取需要之體積，把細胞液移至不同的管子

並 進 行 標 記 ， 然 後 加 入 抗 體 :CD49f-PE(1:300,eBiosience,USA),CD34-

APC(1:100,eBiosience,USA),CD200(1:50,bio-rad,USA),Sca1-PECy7(1:100,eBiosience, 

USA)，置於冰上緩慢搖晃 25 分鐘，期間可準備 filter 管子，以 sorting buffer 洗滌

並預冷備用。25 分鐘後，在各管子上加入 1mL sorting buffer 然後進行低溫離心，

離心後移除上清液，以 1mg/mL propidium iodide(PI)以 1:200 之比例稀釋至 sorting 

buffer，再以此 buffer 回溶細胞並轉移至 filter 管子，把管子置於冰上等待上機。以

流式細胞分選儀(FACSAria III)( BD Biosciences,USA)收集所需之細胞群，收集細胞

後進行低溫離心，並以 1xPBS 洗淨，最後置於-80℃冰箱保存，細胞將進行 RNA 萃

取，RNA 放大及 qPCR 分析等。 
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2.11 即 時 定 量 聚 合 酶 連 鎖 反 應 (real-time quantitative 

polymerase chain reaction,qPCR) 

 即時定量聚合酶連鎖反應(qPCR)的基本原理主要是利用特殊螢光物質(如

SYBR Green)嵌入雙股 DNA 的特性，在進行 PCR 時，隨著循環數增加，目標產物

也會增多，因而嵌入雙股 DNA 的螢光物質也會隨之增加，此時透過螢光偵測系統

來偵測每個循環所釋放出的螢光物質量，進而推算出每個循環所產生的產物量，達

到即時與定量的目的。 

 首先把 cDNA 放置於冰上回溫，配制反應試劑: 

ddH2O 5.9l 

KAPA SYBR FAST qPCR Master 

Mix(2x)(KAPA Bio, USA) 
7.5l 

forward primer 0.3 l 

reverse primer 0.3 l 

Total 14l 

 

把混合液加入 96 孔 qPCR 盤中，再加入樣本經由 REPLl-g® WTA Single Cell 

Kit(QIAGEN, Germany)放大並以1:100稀釋之 cDNA(每個基因以三重復小孔測定)，

然後封膜及離心，放入 LigthCycler® 96 Real Time PCR system 儀器 (Roche, 

Switzerland)中進行反應。反應結束後以 LigthCycler®96 Software 及 Microsoft Excel

進行分析。 
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表格 2.3 qPCR primer sequence 

 Gene forward  reverse  

GAPDH GGGAAGCCCATCACCATCT CGGCCTCACCCCATTTG 

AXIN2  ACTGGGTCGCTTCTCTTGAA CTCCCCACCTTGAATGAAGA 

WNT3A CACCACCGTCAGCAACAGCC AGGAGCGTGTCACTGCGAAAG 

Lef1 AGCGCAGCTATCAACCAGAT CTGACCAGCCTGGATAGAGC 

BMP6 

CTGCGCACCAACCAAACTGA

A 

TTGGGGGAGGCGAACATTAGGT

A 

FGF18  

AGACGCGGGCTCGAGATGAT

GTGAGTCGGA 

GCCCTTGATCCGGACTTGACTCC

CGAAGGT 

ID1 CCTAGCTGTTCGCTGAAGGC GTAGAGCAGGACGTTCACCT 

ID2 ATGAAAGCCTTCAGTCCGGTG AGCAGACTCATCGGGTCGT 

ID3 CGACCGAGGAGCCTCTTAG GCAGGATTTCCACCTGGCTA 

ID4 

CAGTGCGATATGAACGACTG

C GACTTTCTTGTTGGGCGGGAT 

Tgfb2 TCCCGAATAAAAGCGAAGAG AAGCTTCGGGATTTATGGTG 

Tgfbr2 

AGTGATGTCATGGCCAGCGA

C CGCAGACTTCATGCGGCTTCTC 

Hes1 CTACCCCAGCCAGTGTCAAC AAGCGGGTCACCTCGTTCAT 

Hey1 

AGCGCCGACGAGACCGAATC

AATA TGGGGCAGCAGCAGAGGGTGTG 

Gli1  

ATCACCTGTTGGGGATGCTGG

A 

GGCGTGAATAGGACTTCCGACA

G 

Gli2  

GTTCCAAGGCCTACTCTCGCC

TG 

CTTGAGCAGTGGAGCACGGACA

T 
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第三章 結果 

3.1 游離輻射造成小鼠背部毛髮掉髮 

用電剃毛刀剃除週齡 4週的C57BL/6小鼠背部毛髮以確定小鼠毛髮生長週期，

當背皮呈現亮黑色時(約出生後 32 天)，以 8.5Gy 游離輻射照射小鼠背部，拍照記

錄及觀察照射後小鼠背部毛髮之變化，本實驗以未照射游離輻射之小鼠毛囊衰退

期作為對照組。實驗結果顯示(圖 3.1)，C57BL/6 小鼠在出生後約 40 天，毛囊從生

長期進入衰退期，此時背皮毛髮停止生長，背部皮膚由部位逐漸轉變為灰色，而當

毛髮週期由哀退期進入休止期時，皮膚顏色會逐漸轉為粉紅色，此時大約為出生後

的 49 天，這個休止期會持續到約出生後第 10 至 11 週，大約到第 12 週時，可以

明顯觀察到皮膚顏色由粉色逐漸變黑，代表小鼠將再進入下一個生長期。 

實驗組小鼠在照射游離輻射後至 24 小時之間，在外觀上並沒有觀察到產生變

化，在照射 3 天後，背部毛髮開始變為較稀疏和散亂，用手接觸小鼠背部時會發現

有少量毛髮掉落。照射 5 天後，可以發現小鼠出現大量落髮，落髮位置的皮膚顏色

轉變為淺灰色。照射 7 天後，所有背部毛髮完全掉落，且暫時不會重新長出新的毛

髮，在完全掉髮後皮膚仍保持淺灰色，並隨時間漸漸轉變成淺灰色至粉紅色，保持

淺灰色的原因為毛髮雖然掉落，但黑色素堆積在皮膚中，以上結果表示，毛髮週期

因受到游離輻射的傷害，會從生長期快速進入衰退期和休止期。另一方面，小鼠在

照射游離輻射後第 21 天，淺灰色的部分會慢慢並轉變為粉紅色，同時皮膚會變得

光滑，到第 26 天時，小鼠背部靠近尾巴部位的皮膚顏色轉為黑色，表示毛髮週期

已經進入下一個生長期，相比對照組仍處於休止期狀態，顯示照射 8.5Gy 游離輻射

可以導致小鼠生長期毛囊在短時間內進入休止期並造成落髮，並相對對照組提早

進入下一個生長期。 
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圖 3.1 8.5Gy 輻射劑量對小鼠毛髮生長的影響 

對照組(0Gy)與實驗組(8.5Gy)小鼠的毛髮生長情形，照射輻射後第 5 天出現掉髮，

至第 7 天後完全掉落。對照組在出生後 84 天開始進入下一個生長期，而實驗組則

在第 26 天提早開始進入生長期。 
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3.2 游離輻射造成小鼠毛生長期囊結構受損及影響生長週期 

從外觀上可以觀察到 8.5Gy 游離輻射可造成背部落髮，本實驗接下來以組織

切片及 H&E 染色法，觀察毛囊在接受 8.5Gy 輻射劑量後的結構變化。以正常毛囊

衰退期作為對照，比較輻射傷害後造成的衰退與自然衰退的差異(圖 3.2A)。在進入

正常生理衰退期後(約 P40)，毛囊球開始變萎縮，隨後 dermal papilla 結構變圓並慢

慢脫離基質細胞，不再被其包覆，到衰退期第五期時出會出現 epithelial strand 的結

構，毛囊持續衰退時就會出現 trailing CTS 的結構，此時約為第六或七期，最後進

入休止期，這個休止期將持續至出生後的 12 週，從圖 3.2A 中可以發現毛囊球重

新形成。 

在照射後 6 小時，毛囊結構並無顯著變化，12 小時後，毛囊球開始萎縮，到

24 小時毛囊萎縮情況變得較為嚴重，開始觀察到黑色素的排列受到破壞。從 48 到

72 小時後可以明顯觀察到毛囊往表皮方向退縮，開始出現類似 epithelial strand 結

構，破碎的黑色素散佈在毛囊底部，結構上與衰退期的五期相似。到 96 小時到第

7 天，毛囊出現類似 trailing CTS 的結構，與衰退期晚期較為接近，毛囊在後續退

縮的情況減慢，萎縮的情況會持續到第 10 天，此時毛囊的外觀和正常的休止期相

似，但黑色素碎片會持續存在於毛囊底部。實驗結果顯示，比較正常的衰退期和受

到游離輻射影響的毛囊，輻射傷害使毛囊在十天的過程中從生長期快速進入休止

期，並在第 10 天後保持休止期狀態至第 24 天(P56)，開始進入下一個生長週期的，

與化療藥物造成的萎縮性衰退期的生長模型相似(36)，歸納正常生長週期的時間與

此輻射傷害模型的時序進行比較(圖 3.2B)，可以得知受到游離輻射影響毛囊的休止

期持續的時間較正常休止期短，且會提早進入下一個生長期。 
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B 

 

圖 3.2 正常生理衰退期與游離輻射引起的萎縮性衰退期之毛囊 H＆E 染色及生長

時間軸 

A H&E 染色觀察正常衰退期與游離輻射引起的萎縮性衰退期之毛囊衰退情況，下

方羅馬數字為衰退期的時期狀態；bar:100m 

B 歸納兩者間生長週期的時間軸。 
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3.3 游離輻射造成小鼠毛囊細胞分化狀態的影響 

從 H&E 的組織染色中，我們發現受到游離輻射的小鼠毛囊會出現嚴重受損，

導致毛囊從生長期的狀態快速萎縮至休止期。為一步了解毛囊組織中細微結構在

輻射傷害後的變化，本實驗以毛囊微結構對應的專一性標記蛋白，利用免疫螢光染

色法，以 hair cortex cytokeratin(AE13)、trichohyalin(AE15)及 P-cadherin 標記，來觀

察這些微結構在游離輻射影響與正常衰退期的過程中的變化。AE13 表現於毛囊中

分化成毛皮質、毛外皮兩層結構中的角質細胞，用以辨別毛囊結構中接近髮幹中心

的這兩層結構；AE15 則表現於毛囊中分化成毛髓(medulla)及 IRS 中三小層(Henle’s 

layer、Huxley’s layer、IRS cuticle)的角質細胞，用以辨別毛囊結構中毛髓與 IRS 的

位置；P-cadherin 則辨認毛囊球結構中的基質細胞。實驗結果可以發現(圖 3.3-3.4)，

毛囊的微結構在受到輻射傷害後 6 小時到 12 小之間並無太太變化，到 24 小時後

可以觀察到基質細胞數目明顯減少，但仍可以觀察到 AE13 及 AE15 的結構。在 48

到 96 小時中，基質細胞持續減少，epithelial strand 同樣由表現 P-cadherin 之細胞

組成與對照組相似並往表皮方向退縮，在 48 小時可以觀察到毛囊在萎縮過程中出

現結構扭曲的狀態，在圖 3.1 的觀察中我們得知在照射 8.5Gy 輻射劑量後的 72 小

時，小鼠的毛髮容易在接觸的過程中掉落，由於在毛囊球內 dermal papilla 上方可

以發現 AE13 及 AE15 表現量明顯降低，故 AE13 及 AE15 表現減少可能是導致毛

髮容易掉落的原因，在第 5 天到第 7 天毛囊會持續退縮，此時結構會類似正常衰

退期的第七和第八期。到第 10 天，此時毛囊 P-cadherin 表現的位置大致上與正常

休止期相同。 
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圖 3.3受 8.5Gy輻射劑量之實驗組及對照組小鼠毛囊的 AE13(red)/P-cadherin(green)

雙重螢光染色圖。實驗組在輻射傷害 96hr 後，AE13 不再表現。P-cadherin 在衰退

期間及完全萎縮後表現的位置與對照組相似。P38~P40:小鼠出生後的天數，

6hr~D10:接受游離輻射後的時(天)數。Pcad: P-cadherin；bar:50m 
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圖 3.4受 8.5Gy輻射劑量之實驗組及對照組小鼠毛囊的 AE15(red)/P-cadherin(green)

雙重螢光染色圖。實驗組在輻射傷害 96hr 後，AE15 不再表現。P-cadherin 在衰退

期間及完全萎縮後表現的位置與對照組相似。P38~P40:小鼠出生後的天數，

6hr~D10:接受游離輻射後的時(天)數。Pcad: P-cadherin；bar:50m 
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3.4 游離輻射造成毛囊自我凋亡的影響 

細胞啟動凋亡機制原因大多為在正常組織需要與新生細胞間達到平衡，或是

細胞狀態不良，如胞器或 DNA 受到嚴重損害時，為了保持組織整體健康和功能性，

這些細胞就會啟動凋亡機制(52)。毛囊從生長期進入衰退期主要為毛囊細胞自然凋

亡，過去 Ralf Paus 等人利用毛囊內自我凋亡所表現的 TUNEL 陽性細胞數目作為

判斷不同階段衰退期的依據之一(9,35)。為了解游離輻射如何造成毛囊萎縮，本實

驗以 TUNEL 檢測法比較正常小鼠毛囊衰退期與受到輻射傷害後衰退時之細胞凋

亡情形。實驗結果如下圖所示(圖 3.5-3.6)，當毛囊進入正常衰退期時，毛囊球內的

基質細胞開始零星表現 TUNEL 陽性細胞，隨著進入衰退期後 TUNEL 表現慢慢增

加，到衰退期第三期時，可以觀察到 dermal papilla 外形變圓並處於毛囊末端，到

達第四期時漸漸脫離基質細胞的包覆，表現 TUNEL 之細胞主要位於 dermal papilla

附近。進入第五期後，此時出現的 epithelial strand 為 TUNEL 主要表現的地方。在

衰退期晚期 TUNEL 不再表現，在整個衰退過程中 ORS，IRS 等部位也會出現表現

TUNEL 的細胞。 

另一方面，受到游離輻射影響，毛囊在照射 6 小時後毛囊球內出現大量 TUNEL

陽性細胞，這種情況會持續至 12 小時。到 24 小後，毛囊球內 TUNEL 陽性細胞數

目減少，同時毛囊球細胞也比前 12 小時少，毛囊各個部分表現 TUNEL 的細胞數

目增加，dermal papilla 形狀開始變得較圓。在 48 小時後，毛囊球內餘下少數表現

TUNEL 的細胞，dermal papilla 開始貼近毛囊末端，72 小時後 dermal papilla 漸漸

脫離，此時會出現類似 epithelial strand 結構，該處的細胞會表現 TUNEL，到後 96

小時之間，dermal papilla 不再被基質細胞包覆，此時毛囊類似 epithelial strand 結構

仍有少量 TUNEL 表現。 
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圖 3.5 生理哀退期和 8.5Gy 輻射劑量之實驗組小鼠毛囊的 TUNEL(+)基質細胞數量

及基質細胞數目之定量圖。n = 10-15，Time(hr): 接受游離輻射後的時數，*<0.05， 

*** P<0.0001，**** P<0.0001 (實驗組與 0hr，控制組與 catagen I 比較) 
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圖 3.6 受 8.5Gy 輻射劑量之實驗組與對照組小鼠毛囊的 TUNEL/K5 染色圖 

P32~P47:小鼠出生後的天數，6hr~96hr:接受游離輻射後的時(天)數。bar:25m   
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3.5 游離輻射造成毛囊活化 Caspase-3 

為進一步了解毛囊受到傷害後凋亡的過程，以 Cleaved Caspase-3 免疫螢光染

色分析毛囊中，受傷部份所引起的凋亡信號。在 TUNEL 檢測中，是利用末端脫氧

核苷酸轉移酶(Terminal deoxynucleotidyl transferase, TdT)把 dUTP 標記在 DNA 斷

裂片段末斷來偵測細胞死亡信號，所以表現 TUNEL 陽性之細胞有可能包含處於受

傷 DNA 嚴重斷裂的信號。Caspase 在細胞凋亡過中是非常重要的媒介，它們在一

般情況下以未活化(inactive)的形式存在於細胞質，當細胞受到內源性(Intrinsic)或外

源性(Extrinsic)路徑傳遞凋亡訊息時，Caspase-3 會被活化成 Cleaved Caspase-3，引

發凋亡，所以 Cleaved Caspase-3 為細胞凋亡的過程中的重要指標之一(52,53,54)。

本實驗以正常小鼠毛囊衰退期與受到輻射傷害所引起的萎縮性衰退期，比較兩者

在萎縮過程中 Caspase-3 被活化的時間點與位置。實驗結果圖所示(圖 3.7)，當毛囊

進入生理衰退期早期時偵測不到 Cleaved Caspase-3 表現，在衰退期第四期時，

dermal papilla 開始脫離基質細胞，毛囊球內的細胞會開始表現 Cleaved Caspase-3，

隨後的衰退期出現的 epithelial strand 結構會大量表現 Cleaved Caspase-3。 

在輻射傷害的 6 小時後，毛囊球內的細胞開始表現 Cleaved Caspase-3，至 12

小時依然持續表現。Cleaved Caspase-3 在傷害 24 小時後數目開始減少，此時表現

的位置與 TUNEL 大致相同。在 48 到 72 小時後，毛囊進入衰退，毛囊末端周圍的

細胞表現少量 Cleaved Caspase-3，與正常生理衰退期的 epithelial strand 的結構相

比，輻射傷害 epithelial strand 表現 Cleaved Caspase-3 較少，到 96 小時後只偵測到

微量的信號。 
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圖 3.7 受 8.5Gy 輻射劑量之實驗組與對照組小鼠毛囊的 Cleaved Caspase-3 

P39~P45:小鼠出生後的天數，6hr~96hr:接受游離輻射後的時數。bar:25m   
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3.6 游離輻射影響毛囊生長期增生 

本實驗採用施打 BrdU 的方式檢測小鼠毛囊細胞在游離輻射影響下從生長期

進入衰退期之間細胞增生的變化情形，並以正常生理的衰退期作為對照組。BrdU

檢測法是利用結構與胸腺嘧啶(thymidine)相似的 BrdU 分子，在細胞進行複製時，

BrdU 會取代胸腺嘧啶並嵌入新合成 DNA 結構中，再以 BrdU 抗體以免疫螢光染

色的方式觀察及定量分析，這樣我們就可以判斷細胞在受到處理後是否有新的細

胞進行分裂。實驗結果如下圖所示(圖 3.8-3.9)，毛囊在受到 8.5Gy 游離輻射劑量後，

可以發現毛囊在 6 小時偵測不到表現 BrdU 的細胞，顯示此時細胞完全停止增生。

12 小時後在毛囊底部細胞開始表現 BrdU，並持續到 24 小時，但同時毛囊球大部

分已經失去大部分的細胞，在 48 小時後，BrdU 數目開始減少，並在 72 小時後毛

囊球內完全偵測不到 BrdU 的訊號。對照組方面，當毛囊處於生長期晚期時，BrdU

陽性細胞的數目與生長期相比時大幅下降，到達衰退期時，從毛囊球開始變得萎縮，

至 dermal papilla 完全不被基質細胞包覆的過程中出現皆無法偵測到 BrdU 陽性細

胞，顯示在正常的衰退期過程中，細胞是停止增生的。毛囊處於生長期時，毛囊球

會出現大量表現 BrdU 的細胞，可是游離輻射傷害後，表現數目大減，只有在 12

到 48 小時間出現，隨著步入萎縮性衰退期路徑，毛囊開始萎縮，萎縮期間毛囊球

也不會表現 BrdU。 

 

圖 3.8 受 8.5Gy 輻射劑量之實驗組與毛囊的 BrdU(+)細胞數量定量圖 

n = 10-15；Time(hr): 接受游離輻射後的時數，**** P<0.0001(實驗組與 0 小時比較) 
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圖 3.9 受 8.5Gy 輻射劑量之實驗組及對照組小鼠毛囊的 BrdU/K5 雙重螢光染色圖 

P39~P45:小鼠出生後的天數，6hr~D5: 接受游離輻射後的時(天)數；bar:25m 
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3.7 游離輻射造成毛囊細胞 DNA 受損 

為了探討游離輻射是否造成毛囊細胞的 DNA 傷害，我們利用X 免疫螢

光染色來判斷傷害的嚴重程度。當 DNA 發生雙股斷裂(double strand breaks, DSBs)

等傷害時，DNA 結構中的 H2AX 上的 Ser139 會被磷酸化(55)，得到的產物為X，

隨後X 會在斷裂位置參與 DNA 的修復工作。因此，X 常用於 DNA 受

傷的程度指標，如X 持續表現，即生物體之 DNA 持續受到傷害 56)。從染色

結果中(圖 3.10A)可以發現，X 在輻射傷害小時後，開始大量表現在毛囊球

的位置，代表毛囊此時出現大量 DSBs，DNA 受到嚴重傷害，X 信號在小

時後開始大量減少，在和小時只偵測到少量信息，在小時後已經偵測不到信

號。對照組中，毛囊衰退期過程中也會表現少量X 信號，在衰退期出現的

epithelial strand 表現最多，但相對輻射傷害組來說，毛囊球幾乎沒有 DNA 的傷害。

在 hair bulge 方面，受到游離輻射後的 6 到 12 小時會偵測到少量X 信號，並

在小時消失，TUNEL 的訊號並沒有在毛囊幹細胞被偵測到(圖 3.10B)，表示該區

細胞受到傷害後很快就會被修復。細胞分裂速度愈快，對輻射的敏感度

radiosensitivity愈高，毛囊球的基質細胞在生長期時處於快速分裂的狀態，所以基

質細胞受到輻射影響程度較大。毛囊受到這些 DNA 傷害的影響，當修復能力不足

以應付時，細胞會傾向進行凋亡來保持生物個體健康，毛囊受到重大傷害後可能會

自我凋亡提早進入休止期，藉由獨特的生長週期，待下一週期毛囊幹細胞刺激下重

新生長。 
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doi:10.6342/NTU201703679



 

 

 - 42 - 

B 

 

圖受 8.5Gy 輻射劑量之實驗組與對照組小鼠毛囊的X 染色圖。 

B.受 8.5Gy 輻射劑量之實驗組與對照組小鼠毛囊的 TUNE/K15,X/K15     

染色圖。P39~P45:小鼠出生後的天數 6hr~D5: 接受游離輻射後的時(天)數 

bar:25m 
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3.8 毛囊細胞對於 8.5Gy 游離輻射引發的 DNA 修復 

在游離輻射傷害的過程中，DNA DSB 為細胞主要傷害原因。面對 DNA DSB

的傷害，為了避免細胞死亡或突變，細胞會以同源性重組 (Homologous 

recombination, HR)及非同源性末端接合(Non-homologous end joining, NHEJ)兩種修

復模式來修補斷裂的 DNA(30,31,57)，本實驗以免疫螢光染色分別標定這兩種修復

路徑之相關蛋白，以 RAD51 標定 HR；以 DNAPKcs 標定 NHEJ。實驗結果如下圖

所示(圖 3.11- 3.12)，在 8.5Gy 這個輻射劑量下，兩種修復路徑都會表現，其中表現

最多的部分集中在毛囊球的位置。在輻射傷害後的 6 小時，Rad51 及 DNAPKcs 會

表現在 dermal papilla 附近的細胞，其中 DNAPKcs 的表現量較 RAD51 多，在 12

小時後，Rad51 的表現量與 6 小時接近，DNAPKcs 的表現量則較 6 小時少。到 24

小時後，DNAPKcs 的顆粒數目已經非常少，相反 Rad51 在餘下的毛囊球細胞幾乎

都有表現。到 48 小時後隨著毛囊萎縮，只能偵測非常微弱的信號。在這個實驗中

可以發現在高劑量的游離輻射可以同時引發 HR 及 NHEJ 的修復路徑，其中 HR 的

修復較為持續，NHEJ 則是在早期大量出現，隨細胞數目減少表現數目也大幅下降。

HR 比 NHEJ 持續的原因可能與餘下毛囊球細胞所在的週期有關，從 BrdU 的實驗

中可以得知，在 12 及 24 小時這個時間點，細胞表現 BrdU 的數目較 6 小時多，而

HR 在 S 及 G2 期時的依賴性高，細胞可能為了促進 HR 的修復而在萎縮的早期重

新進入細胞分裂。 
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圖受8.5Gy輻射劑量之實驗組與 0Gy生長期對照組小鼠毛囊的Rad51染色圖。

0hr~48hr: 接受游離輻射後的時數；bar:25m 
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圖受 8.5Gy 輻射劑量之實驗組與 0Gy 生長期對照組小鼠毛囊的 DNAPkcs 染

色圖。0hr~48hr: 接受游離輻射後的時數；bar:25m 
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3.9 游離輻射對於毛囊生長週期的影響 

在游離輻射影響下，B6 小鼠毛囊會走向萎縮性衰退期路徑並接著進入休止期

的狀態，同時這個休止期維持的時間會比正常生理的休止期短，從時間軸(圖 3.2B)

可以得知正常小鼠在出生後約 40 天毛囊進入衰退期，約 49 天進入休止期，這個

休止期會持續至在出生後的第 84 天後毛囊才會重新進入下一個生長期。另一方面，

小鼠在出生後第 32 天照射 8.5Gy 游離輻射後，毛囊萎縮至休止期，此時約為出生

後的 42 天，在照片觀察上我們就可以發現在 58 天(照射後 26 天)毛囊已經進入生

長期，表示兩者在休止期階段相差二十多天的時間。Ki67 為表現在細胞週期 G0 以

外的細胞，所以 Ki67 也常用於觀察細胞增生的實驗中。為探討毛囊提早進入生長

週期的時間，本實驗 P-cadherin 標定毛囊的次級毛胚，以 BrdU 及 Ki67 探討當中

細胞分裂的時間，確定受到輻射影響後的第 10(P42)，17(P49)，21(P53)，24(P56)及

26(P58)天時，次級毛胚是否處於分裂階段，與對照組出生後的 49，56，80 及 84 天

再為比較。實驗結果顯示(圖 3.13,3.14)，在正常週期下，出生後 49 及 56 天正處於

休止期狀態，毛囊的次級毛胚沒有表現 BrdU 及 Ki67，在處於出生後 80 天的毛囊

次級毛胚開始有表現 BrdU 及 Ki67，表示毛囊正準備從休止期轉換到生長期，在

84 天的次級毛胚開始增生並往下包覆 dermal papilla 的狀態，約為生長期第二期的

時間點，符合正常生理週期。 

在實驗組方面，在照射游離輻射後的第 10，17 及 21 天次級毛胚都沒有表現

BrdU 及 Ki67，表示毛囊還處於游離輻射所引起的休止期，到輻射處理後的第 24

天時，次級毛胚的地方開始表現 BrdU 及 Ki67，表示此時毛囊已經開始進入生長

期階段，在第 26 天時，毛囊球接近形成，毛囊已經進入生長期第三期。 
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圖受 8.5Gy 輻射劑量之實驗組與對照組小鼠毛囊的 Ki67/P-cad 染色圖。

D10~D26: 接受游離輻射後的天數, P49~P84: 小鼠出生後的天數 

P-cad 為 P-cadherin；bar:25m 
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圖受 8.5Gy 輻射劑量之實驗組與對照組小鼠毛囊的 BrdUP-cad 染色圖。

D10~D26: 接受游離輻射後的天數, P49~P84: 小鼠出生後的天數 

P-cad 為 P-cadherin；bar:25m   
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3.10 收集游離輻射造成的休止期與正常休止期之細胞群 

為進一步了解兩者休止期的狀態的差異，實驗以出生後第 49 天(P49)與第 56 

(P56)天的休止期毛囊，分別與照射游離輻射後第 10 天(P42)及第 17 天(P49)的休止

期毛囊互相比較。我們利用流式細胞儀(FACS)並利用表現在細胞膜的專一性蛋白

標誌進行分選並收集 Inner bulge，Bulge 及 Hair germ 三群細胞(圖 3.15-3.18)，以

Sca1-CD49flowCD34+分選出 inner bulge，以 Sca1-CD49f+ CD34+ CD200+分選出 bulge

以及 Sca1-CD49f+ CD34-CD200+分選出 hair germ(58,59)。再以 qPCR 的方式分析這

三選細胞群在有或無接受游離輻射的基因表現情況。透過 Brdu 及 Ki67 出現的時

間，可以得知在游離輻射傷害後的第 24 天，次級毛胚開始活化，雖然在第 21 天並

沒有出現此現象，但由於時間上較為接近，所以 21 天這個時間點不適合用在比較

休止期的細胞狀態。 

 

圖 3.15 利用細胞分選儀分選 P49 小鼠 inner bulge(P9), bulge(P7)及 hair germ(P8) 
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圖 3.16 利用細胞分選儀分選 P56 小鼠 inner bulge(P10), bulge(P8)及 hair germ(P9) 
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圖 3.17 利用細胞分選儀分選受 8.5Gy 輻射劑量後第 10 天小鼠 inner bulge(P9), 

bulge(P7)及 hair germ(P8) 
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圖 3.18 利用細胞分選儀分選受 8.5Gy 輻射劑量後第 17 天小鼠 Inner bulge(P9), 

bulge(P7)及 hair germ(P8) 
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3.11 游離輻射造成毛囊 Inner bulge 抑制信號下降 

過去研究指出毛囊在進入休止期後，K6+的 Inner bulge 細胞會表現 BMP-6 及

FGF18 的訊號來抑制毛囊幹細胞活化，使毛囊幹細胞維持不活化並使毛髮周期留

在休止期的狀態(44)。在收集的三群細胞中，Inner bulge 是毛囊自身的 BMP 來源，

為了探討毛囊自身抑制訊號的變化， 

首先要知道 Inner bulge 細胞在經過游離輻射後其抑制訊號表現量是否會有改變。 

在這個實驗中將分為兩組，組別一為進入休止期早期的 P49 和照射輻射後 10

天(IRd10)，組別二為處於休止期中期的 P56 和照射輻射後 17 天(IRd17)。在 qPCR

結果中(圖 3.19)，可以發現在輻射傷害造成的休止期前期及中期，BMP-6 的表現量

並沒有出現顯著下降；但另一個抑制來源 FGF18 的表現中，可以發現兩個組別中，

輻射造成的休止期之 FGF18的表現量較正常休止期出現顯著下降。這個結果表示，

在接受游離輻射後毛囊自身的抑制訊號表現的改變可能是毛囊提早進入下一個生

長期的原因之一。 

 

圖 3.19 休止期早期(左,P49, IRd10)和休止期中期的(右,P56,IRd17)毛囊 inner bulge

細胞抑制信號及其下游基因之 mRNA 表現；*<0.05，*** P<0.0001，**** P<0.0001 
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3.12 毛囊幹細胞在游離輻射後之基因表現 

qPCR 結果顯示(圖 3.20)，輻射造成的休止期早期及中期的 Wnt 訊號傳遞路徑

下游的 Axin2 及 Lef1 之表現量都較正常休止期有顯著上升。這個結果表示，在游

離輻射傷害後的休止期的毛囊幹細胞比正常生理的休止期更活躍；另一方面，雖然

在 inner bulge 中毛囊內的 BMP-6 表現量沒有顯著下降，但在皮膚中還有其它的

BMP 來源來抑制毛囊的生長週期(44)，所以我們測定 BMP 訊號的下游 Id 基因的

表現來判定毛囊周圍的 BMP 訊號在游離輻射後是否會改變。結果顯示(圖 3.21)，

在接受游離輻射造成的休止期前期及中期，所有的 Id基因的表現量都有顯著下降，

這個結果表示，在游離輻射傷害的過程中可能會影響皮膚內的信號傳遞來影響毛

囊的生理週期。 

 

 

圖 3.20 休止期早期(左,P49, IRd10)和休止期中期的(右,P56,IRd17)毛囊 bulge 細胞

Wnt 信號路徑下游基因之 mRNA 表現；*<0.05，*** P<0.0001，**** P<0.0001 
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圖 3.21 休止期早期(左,P49, IRd10)和休止期中期的(右,P56,IRd17)毛囊 bulge 細胞

BMP 下游基因之 mRNA 表現；*<0.05，*** P<0.0001，**** P<0.0001 
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3.13 毛囊次級毛胚細胞在游離輻射後之基因表現 

次級毛胚在休止期毛囊中位於 dermal papilla 與 bulge 之間的位置，為毛囊訊

息傳遞的工作上起重大作用。當毛囊從休止期中脫離，進入生長期初期時，次級毛

胚為生長訊號最先刺激的地方(50)，所以在探討毛囊提早生長週期時，我們需要了

解次級毛胚在經過游離輻射後有什麼變化。 

Wnt 的信息傳遞與毛囊的型態變化及調控生長相關，在毛囊生長週期中，當休

止期結束轉換到生長期時，Wnt 的訊息傳遞會增強，使毛囊幹細胞活化，促使毛髮

周期進入生長期(60)。實驗結果顯示(圖 3.22)，Wnt 訊號的下游 Axin2 的表現量在

輻射造成的休止期的前期及中期較正常生理的休止期都有顯著上升，當中接受輻

射處理後的休止期之 Wnt3a 的表現量有顯著上升。這個結果表示，在輻射處理後

的休止期之次級毛胚較正常生理週期活躍。 

 

圖 3.22 休止期早期(左,P49, IRd10)和休止期中期的(右,P56,IRd17)毛囊 hair germ 

Wnt 路徑相關基因之 mRNA 表現；*<0.05，*** P<0.0001，**** P<0.0001 
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在毛囊休止期中 BMP 為抑制毛囊進入生長期的重要訊號之一(40,41)，但由於

毛囊自身分泌 BMP 的來源只有 inner bulge，當中我們發現在 BMP6 沒有顯著下降，

可是在 bulge 中可以發現 BMP 的下游基因 Id 之表現量有顯著下降，所以毛胚也有

可能受到環境的 BMP 影響。在次級毛胚中，我們透過 Id 基因的表現量來測定毛

囊在游離輻射後外來的 BMP 是否影響到次級毛胚。實驗結果顯示(圖 3.23)， 不同

的 Id 基因在次級毛胚中表現量會有所不同，在輻射傷害的休止期前期中，Id2 表現

量並沒有顯著差異，在 Id3 中則是有顯著下降；可是在休止期中期時，Id2 的表現

量出現顯著下降，Id3 則是顯著上升。 

 

圖 3.23 休止期早期(左,P49, IRd10)和休止期中期的(右,P56,IRd17)毛囊 hair germ

細胞 BMP 下游基因之 mRNA 表現；*<0.05，*** P<0.0001，**** P<0.0001 

 
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Notch 的訊息傳遞與細胞的增生與分化有關(62,63)，這個訊息路徑也跟毛囊的

生長期早期分化相關(64)。所以我們分析了 Notch 的下游基因表現，實驗結果顯示

(圖 3.24)，Notch 的下游基因 Hey1 在輻射處理後休止期前期(IRd10)並沒有表現，

在正常休止期中期(P56)也不表現 Hey1，可是在輻射傷害造成的休止期中期(IRd17)

則表現 Hey1。另一方面，同樣是 Notch 下游基因的 Hes1，在休止期前期中，輻射

處理後的休止期 Hes1 出現顯著下降，在休止期中期時，正常的毛囊不表現 Hes1，

但在輻射處理後 Hes1 則有表現。 

 

圖 3.24 休止期早期(左,P49, IRd10)和休止期中期的(右,P56,IRd17)毛囊 hair germ

細胞 Notch 下游基因之 mRNA 表現；*<0.05，*** P<0.0001，**** P<0.0001 
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在休止期進入生長期的過程中，TGF的訊號是刺激次級毛胚活化的訊號之

一。為暸解接受輻射後會加快毛囊週期，我們分析了 TGF及其受器 TGFr

的表現量。實驗結果顯示圖，在 TGF在輻射處理的休止期前期及中期的表

現較對照組有顯著上升。在 TGFr方面，可以發現在休止期的前期，受到輻射傷

害後 TGFr表現量顯著下降，可是在休止期的中期時，輻射傷害的休止期 TGFr

相較對照組有顯著上升。

 

圖 3.25 休止期早期(左,P49, IRd10)和休止期中期的(右,P56,IRd17)毛囊 hair germ 細

胞 TGF路徑基因之 mRNA 表現；*<0.05，*** P<0.0001，**** P<0.0001 
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Sonic hedgehog(shh)是參與毛囊的胚胎發育以及在成鼠中調控毛囊生長和週期

的訊號之一(65)。為暸解接受輻射後休止期前期和中期 shh 是否有參與其中，我們

將分析其下游基因 Gli1 和 Gli2 的基因表現。實驗結果顯示(圖 3.26)，shh 下游基因

Gli1 在輻射處理後的休止期前期及中期表現量並沒有顯著差異；另一方面輻射處

理的休止期前期及中期的 Gli2 表現都出現顯著下降。 

 

圖 3.26 休止期早期(左,P49, IRd10)和休止期中期的(右,P56,IRd17)毛囊 hair germ

細胞 shh 路徑基因之 mRNA 表現；*<0.05，*** P<0.0001，**** P<0.0001 
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第四章 討論 

4.1 輻射傷害對毛囊生長週期的影響 

在過去 Ralf Paus 等人的研究中發現毛囊根據化療藥物所造成的傷害程度會

有萎縮性生長期和萎縮性衰退期兩個路徑。當傷害程度較小時，毛囊進入萎縮性生

長期路徑，以一個快速修復的臨時結構來度過傷害帶來的負擔，隨後進入衰退期再

進入休止期；傷害程度較大時，毛囊選擇萎縮性衰退期路徑，直接進入一個短暫的

休止期(36)。根據這兩個路徑可以知道，當毛囊受到一定傷害後最終都需要透過休

止期能再回復毛囊的生長週期。根據實驗結果，游離輻射對毛囊引起的毒性可以帶

來與化療藥物相似的生物效應，高劑量游離輻射可以導致毛囊受損並進入萎縮性

衰退期，毛囊在停留在休止期的時間比對照組更短，這個結果可能是毛囊提早進入

衰退期所致，假設傷害後毛囊進入休止期是為了調整自身細胞情形，那就表示萎縮

性生長期因為前期有一個臨時結構的協助，所以隨後再進入休止期調整；在萎縮性

衰退期中，毛囊在前期因修復失效，需要處於休止期調整的時間比較久，但由於提

前進入休止期，相對要調整狀態到可以進入下一個生長期的時間便會提早。 

 

4.2 游離輻射對毛囊細胞造成 DNA 傷害及凋亡 

細胞凋亡是毛囊生長週期中重要的一環，過去的研究已經有探討毛囊進入衰

退期後細胞死亡的情形及位置，並以衰退的過程中毛囊表現 TUNEL 的數目建立不

同時期的指標(66)。本篇以 TUNEL 及 Cleaved caspase 3 免疫螢光染色來標定凋亡

的細胞，比較受到游離輻射傷害與正常衰退期凋亡的情形及位置。在正常生理衰退

期中，毛囊自發性的凋亡主要集中在毛囊末端，隨凋亡數目增加毛囊開始退縮，到

後期凋亡的細胞主要集中在 epithelial strand，待該處細胞凋亡後，毛囊已接近進入

休止期。在游離輻射模型中，毛囊在受傷後萎縮的前期表現 TUNEL 及 Cleaved 

caspase 3 為毛囊球，IRS 及毛幹的位置，這些位置也是X 前期表現最多的地

方，在照射 6 小時後，毛囊球內大部分的細胞都表現X，此時細胞處於嚴重

受傷階段，部細胞也開始步入凋亡，X 的表現量隨時間減少，但相對細胞表

現 TUNEL 及 Cleaved caspase 3 表現量比X 減少的數目慢，表示毛囊已經步

入死亡階段，在 48 小時後可以發現毛囊在萎縮的過程中並不是單純的往表皮退縮，
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而是有出現結構扭曲的情形，在 72 小時後出現類似 epithelial strand 的結構，此時

凋亡的細胞主要集中在此。雖然正常衰退期與萎縮性衰退期的起因不同，但是我們

可以發現在衰退時的一些同共特微，如凋亡的部位，退縮時出現的結構或退縮的形

態等，所以毛囊本身的退縮機制可能會用於一些非自然狀況，運用原有的機制達到

可以調整的階段，再重新進行一個新的週期。 

 

4.3 游離輻射抑制毛囊細胞增生及改變次級毛胚組成 

毛囊處於生長期時照射游離輻射後，在小時可以發現毛囊球內之細胞沒有表

現 BrdU，在 12 和 24 小時中毛囊細胞有表現 BrdU，期間毛囊球內的細胞總數是

大量減少的，毛囊細胞可能需要進行 HR 的修復而不斷促進細胞分裂，但這個過程

在高劑量游離輻射傷害下無法成功，凋亡的速度大於修復的速度下，在 48 小時後

毛囊球細胞已所剩無幾，BrdU 的表現也漸漸消失，毛囊隨後開始進入萎縮性衰退

期路徑，再進入休止期。另一方面，毛囊球在游離輻射傷害後表現 K5+(ORS)的細

胞比沒有照射的毛囊多，ORS 為毛囊細胞中分化程度較低的細胞群，萎縮性衰退

期前期時，毛囊球內的細胞會在短時間大量減少，K5+的細胞可能往毛囊球方向移

動並分化，補充流失的細胞並協助細胞保持原有形態。 

在細胞分選的實驗當中，可以發現游離輻射造成的休止期與正常生理休止期

的CD49fhigh中CD34及CD200細胞分佈有所不同，前者會出現Sca1-CD49fhighCD34-

CD200low 的細胞群(圖 4.1)，在分選的結果可以發現這群細胞在輻射處理後進入休

止期的早期(IRd10)出現，在一週後的休止期中期(IRd17)中也可以發現這群細胞，

在前期到中期這段時期此細胞群並沒有消失說明這並不是游離輻射傷後出現的短

暫影響，另一方面在正常生理的休止期當中，並沒有出現此細胞群。 

Sca1-CD49fhighCD34-CD200low 這群細胞可能是處於毛囊球附近的細胞修復成

功後補充流失之基質細胞，或是在游離輻射過程中次級毛胚的基因表現受到影響

導致 CD200 的表現量下降，而這群細胞所分佈的位置與原來次級毛胚相當接近，

這群細胞可能是游離輻射傷害後組成次級毛胚的細胞群之一，這個特殊的次級毛

胚結構可能是毛囊加速生長週期的因素之一。 

  

doi:10.6342/NTU201703679



 

 

 - 63 - 

 

圖 4.1 細胞分選中 Sca1-CD49fhigh 中 CD34 及 CD200 細胞分佈圖 
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4.4 萎縮性衰退期路徑影響毛髮週期 

在實驗中，我們分選出毛囊內的三群細胞，目的是為了解它們在萎縮性衰退期

路中各自的訊號變化，從中探討那些因子在輻射傷害後會使毛囊提早進入下一個

生長期。首先討論的是 inner bulge 的部分，在過去研究指出，這群細胞會分泌 BMP6

及 FGF18 到外層，在休止期的毛囊中扮演一個抑制毛囊幹細胞活化的角色。從結

果可以發現 BMP6 的表現量在有或無游離輻射處理的休止期前期及中期皆沒有改

變，FGF18 則是在游離輻射處理後有顯著下降，這表示在毛囊自身的訊號來說

FGF18 表現受到游離輻射的影響較大，使毛囊抑制生長期的訊號減少。 

接著是 bulge 的部分，由於 inner bulge 的 FGF18 的表現量減少，所以 bulge 的

細胞理應更加活躍，在游離輻射處理後的休止期前期及中期，Wnt 的下游基因

Axin2 及 Lef1 的表現量都比正常生理的休止期高，另一方面，BMP 的下游 Id1,2,3,4

都有顯著下降，Id 基因的表現對於 BMP 的信號傳遞是非常敏感的(67,68)，但毛囊

自身的 BMP 訊號並沒有減弱，所以游離輻射可能是影響到毛囊以外的細胞導致

BMP 來源減少，Id 基因的表現量才會下降，所以在毛囊內的抑制因素減少外，環

境的抑制因素也可能減少，而毛囊自身的幹細胞也處於比對照組更活躍的狀態。 

再來是探討毛囊的是次級毛胚細胞群中各個信號的變化，在休止期和生長期的

轉換中，次級毛胚是最先受到刺激的部份，而刺激的來源主要為 Wnt, BMP, TGF, 

shh 等。在 Wnt 的訊息傳遞中可以發現休止期的次級毛胚在受到輻射傷害後的前

期及中期 Axin2 的表現量比對照組都有顯著上升，其中可能是透過 Wnt3a 來傳達，

但在實驗結果上，次級毛胚最早在受到輻射傷害後第 24 天才開始進行裂，所以在

這模型當中，細胞的活躍程度只是休止期和生長期中的一個門檻，當下游 Axin2 表

現量到達一定程度後(69)，再配合其餘的訊號活化，就可以脫離休止期而進入生長

期。 

在 TGF方面，從結果中可以得知，在輻射處理後的休止期前期IRd10TGFr

的表現量相對對照組是顯著下降的，可是在休止期中期IRd17的比較當中 TGFr

則是顯著上升，另一方面 TGF的表現量在輻射處理後都有顯著上升。過去的研

究當中發現缺乏缺乏 TGFr的小鼠，毛囊會停留在休止期，當在缺乏 TGFr的

小鼠植入 TGFbeads 後，可以發現 psmad1/5/8 的信號會堆積在毛胚部份，與

處於休止期的毛囊相似。游輻射造成的休止期可能出現類似缺乏 TGFr小鼠的情
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況，在輻射處理後休止期前期IRd10時 TGFr無法正常表現，使 TGF路徑的相

關訊息無法執行，待休止期中期IRd17時毛囊 TGFr的表現量上升，訊號可以傳

遞到細胞內。在游離輻射後第天時可以觀察到次級毛胚開始增生，當中 TGFr

的回復可能是毛囊提早進入生長週期的重要因素之一。

tch 的訊息是依靠細胞膜中 Delt, Jagged(ligand)和 Notch(receptor)的接觸來傳

遞(70)，而它也在毛囊細胞分化中也扮演相當重要的角色(71)。我們在輻射處理後

休止期前期IRd10發現 Notch 的下游基因 Hey1 和 Hes1 分別處於無表現及低表現

的狀態，說明此時 Notch 的訊號無法正常執行，相反，到休止期中期IRd17可發

現 Hey1 和 Hes1 都有表現，但正常的生理休止期中期(P56)中 Hey1 和 Hes1 都無表

現，可見 Notch 的路徑在有或無游離輻射處理的休止期表現有所差異。Notch 的訊

號無法正常執行原因可能是在 IRd10，毛囊細胞處於一個不良的狀態或細胞間的接

觸受到干擾，導致信號無法傳遞，到了 IRd17 時細胞的狀態回復。 

在 bulge 的部份中，Id 的表現都有顯著改變，可能是受到外界的 BMP 訊號影

響，為了探討組織環境中的 BMP 對毛胚的影響，我們分析了毛胚中 Id2 及 Id3 的

表現量，在結果中我們可以得知在輻射處理的休止期中期時 Id2 是顯著下降的，也

就是說組織環境中存在的 BMP 也有可能影響到次級毛胚，但同時 Id3 則是顯著上

升，Id3 的上升可能是 Notch 訊號回復後的一個負回饋，原因是 Id3 會與 TCF3 結

合(72)，會直接抑制 Notch 下游 Hes1 的表現(73)，Id3 的上升有可能是防止 Hes1 過

度表現。 

 根據以上的實驗結果，推測在游離輻射處理後的第 10 天已的狀態是有利於毛

囊進入下一個生長期(圖 4.2)，包括毛囊自身的抑制訊號 FGF18 表現量下降、組織

環境中的 BMP 可能減少及毛囊的幹細胞以及次級毛胚細胞相對處於較活化狀態

等，可能是細胞間的訊息傳遞受到阻礙而無法順利傳遞，故需要一個調整期來讓細

胞狀態回復，所以游離輻射後的 17 天更接近毛囊休止期轉換至生長期的時間點(圖

4.3)。 
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圖 4.2 輻射造成之休止期與正常生理休止期之比較 

 

圖 4.3 小鼠生長期毛囊受到游離輻射傷害後造成落髮及加快生長週期示意圖 
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第五章結論 

本篇利用 8.5Gy 銫-137 伽瑪射線照射處於生長期的 C57BL/6 母鼠，建立以游

離輻射導致毛囊引發萎縮性衰退期的路徑的動物模型，藉由此模型來探討萎縮性

衰退期對毛囊帶來的傷害及提早進入下一個生長週期的因子。 

 前半部份描述 8.5Gy 游離輻射對小鼠生長期之毛囊造成的傷害，在外觀上造

成明顯落髮，在組織上發現毛囊快速萎縮，TUNEL 及 Cleaved caspase-3 之免疫螢

光染色可以發現毛囊球細胞在接受輻射後的 24 小時內引起一個快速的凋亡，在 48

小時的免疫螢光照片可以發現毛囊球細胞已經大量流失，毛囊結構扭曲並開始往

表皮方退縮，比較對照組正常生理的衰退期可以發現，在受傷急速的衰退狀態下，

仍會出現一些共特徵，如 epithelial strand 或 tailing CTS 等結構，毛囊在快速萎縮

的過程中原有的退縮機制可能有參與其中。接著探討毛囊在接受游離輻射後造成

大量細胞凋亡的原因，在照射早期可以發現毛囊球細胞出現嚴重的DNA雙股斷裂，

毛囊細胞在受傷後增生情形明顯受到抑制，毛囊在照射後 12 及 24 小時部分細胞

有回復增生現象，可能是為了填補死亡細胞的位置促進增生。另一方面毛囊在受傷

後 48 小時內出現 DNA 修復現象，毛囊細胞透過同源重組(HR)及非同源性末端接

合(NHEJ)來修復斷裂的 DNA，但由於 8.5Gy 的輻射劑量對毛囊造成傷害大於修復

的速度，導致毛囊最後退縮，短暫維持在休止期中。 

 在後半部分，我們發現毛囊在萎縮性衰退期所停留的時間比正常停留在休止

期的時間短，實驗中採用細胞分選儀收集游離輻射處理及正常生理之休止期前期

及中期的不同細胞群，當中我們發現在游離輻射處理後的休止期 CD49fhigh中 CD34

及 CD200 的細胞群分佈有所不同，次級毛胚的組成可能已經改變。在 qPCR 的結

果中經游離輻射處理後的休止期 inner bulge 自身抑制進入生長期的信號降低。在

bulge 中發現其 Wnt 信號路徑下游基因表現量較正常生理的休止期高，而 BMP 的

下游 Id 的表現量則也較低，毛囊外的環境可能受到游離輻射影響導致 BMP 的來

源減少。在次級毛胚中可以發現經游離輻射處理後的休止期 Wnt 信號及其下游基

因的表現量有顯著上升，另一方面 TGF的表現量也有顯著上升，說明細胞的狀

態較為活躍，可是在游離輻射傷害導致的休止期，細胞的信號傳遞功能可能受到干

擾，如 Notch 和 TGFr2 等，所以毛囊需要一個短暫的時間進行調整，才可以進入

下一個生長週期。 
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