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中文摘要 

毛囊具有替人體屏障外界傷害與保溫保濕等複雜且多樣化的功能，是為人體

中重最重要的器官之一。它是一個擁有高度自我調控能力的微小器官，具有毛囊

幹細胞與自己的生長週期，其形態也會隨著生長周期而有所變化。因此毛囊本身

的生理調控與受刺激後產生的後續反應和修復機制、和環境間的溝通，都已成為

再生醫學研究探討重要領域。毛囊在休止期時會受到許多不同的引發因子激發，

從而進入生長期，例如傷口、化學物質、光照，等等。熟悉這些因子也被視為能

夠掌握促進毛髮生長的關鍵鑰匙。本研究的目標希冀能探索毛囊感受到外界的微

小刺激後活化、從休止期提前進入生長狀態的生長期之背後機轉。 

我們先前的研究已指出第二代飛梭雷射 Fraxel SR1500 造成的刺激能引誘

毛囊提前進入生長期。本研究遂以此作皮膚刺激物，調整能量後，以不會在皮膚

留下疤痕的能量，引發接觸性刺激性皮膚炎，刺激毛囊進入生長期。本研究發現，

經過刺激之後將引發 TNF-α、IL-1 等發炎因子與 VEGF 家族、PDGF 等生長

因子表現，並引起嗜中性白血球與巨噬細胞等免疫細胞大量進浸潤囊周圍的區域，

同時促使巨噬細胞活化為 M1 與 M2 型。 

在經由 TNF-α 基因剔除鼠、注射 Avastin 與 Zaltrap 抑制 VEGFs、施打 

Ly6G 抗體耗竭嗜中性球以及皮下注射 Clodrosme 使巨噬細胞凋亡後，發現 

VEGFA、巨噬細胞和其高度分泌的 PlGF 在本雷射刺激誘發毛囊提前進入生長

期的實驗中具有促進生長期的效果，也在毛囊上看到這些因子的受器有高表現。 

簡言之，本研究確立了一個小鼠皮膚在接受飛梭雷射以一定能量刺激後，能

不導致疤痕且促進 VEGFA 提高、巨噬細胞分泌 PlGF，進而使 VEGFA 與 

PlGF 協同作用使休止期毛囊進入生長期的實驗模型。 

關鍵字：毛囊幹細胞、飛梭雷射、刺激性接觸性皮膚炎、巨噬細胞、VEGF、

PlGF、VEGFR、Avastin、Zaltrap、Clodrosome 

 



doi:10.6342/NTU201703947

 

v 
 

ABSTRACT 

Hair follicle,  one of the most important organ in human, is able to keep us 

warm, moisture and from external injury, which is a miniorgan with high 

self-regulation ability, an unique lifecycle and fueled by its resident stem cells. Their 

structure also vary with hair cycle. Thus, the issue about how hair follicle does 

self-regulation, reacts and repairs itself after injury for physiological growth, 

communicates with niche microenvironment are worth exploring in regenerative 

medicine feilds. Follicle will activated by several different initiators in telogen and 

then enter anagen phase, including chemicals, light, and wound, and these factors are 

thought to be the key to promote hair growth. This study is aimed at exploring how 

microenvironment transformed after miniwound, how follicle stem cells reacted to 

this change and activated, and finally regenerated from telogen to anagen.We used 

Fraxel SR1500 as irritant to induce irritant contact dermatitis without scarring during 

telogen phase afetr ajusting energy settings. We found that inflammatory or growth 

factors like TNF-α, IL-1, VEGF family, and PDGF incresed after injury, as well as 

numerous immune cells infiltrated to the injured area, including neutrophils and 

macropages activated to M1 or M2 type. We then found that VEGFA, macrophages 

and PlGF secreted mainly from macropahges may promote early anagen entry by 

laser according to experiment results depleting TNF-α by transgenic mice, VEGF 

family by Avastin and Zaltrap, neutrophils by Ly6G antibody, and macrophages by 

Clodrosome. Our findings indicated that VEGFA increased after Fraxel laser injury 

and macrophages recuited to wound area followed by secreting PlGF to co-work with 

VEGFA to incude early anagen entry via VEGFR2 on follicle. 

Keywords：Hair follicle stem cells, Fraxel laser, Irritant contact dermatitis, 

Macrophages, VEGF, PlGF, VEGFR, Avastin, Zaltrap, Clodrosome 
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第一章、 緒論 

1.1 皮膚結構概述 

皮膚是人體中最重要的器官之一，具有許多與維持、保護人體生命現象與安

全相關的重要功能。主要分為保護作用、體溫調節、知覺反應、免疫反應、吸收

作用、合成作用與分泌作用。皮膚主要分為表皮層（Epidermis）、真皮層（Dermis）

和皮下脂肪組織層（Hypodermis, Subcutaneous Tissue）三層以及附屬器官如皮脂

腺、汗腺、豎毛肌、毛囊等（圖 1.1）（1,2,3）。 

另外，皮膚中也存在許多兼具防禦外來物、維持皮膚功能恆定性之能力，以

及在傷口修復與傷口癒合中扮演重要角色的細胞，例如 Langerhans Cells、

Dendritic Epidermal T Cells、γδT Cells、Skin-Resident Macrophages 等

（4,5,6,7）。茲概述如下（表 1.1）： 

 

 

圖 1.1 皮膚結構（2） 
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表皮層 

表皮層的細胞多由基底層細胞分裂分化而來。主要是屏障作用、阻絕外來的傷

害，如紫外線、有害微生物、化學物質等侵入並防止體液的流失。 

角質層 
由 10~20 層扁帄死細胞所組成，此時的細胞其細胞膜變厚，細胞

核及胞器消失。 

透明層 
約由 2~3 層透明而扁帄的死細胞組成，無核和胞器，主要含有油

粒蛋白(eleidin)，此層只出現在手掌及腳掌，未存在所有皮膚中。 

顆粒層 

細胞內含許多大小不一，形狀不規則的顆粒而得名。約由 2~4 層

的角質細胞組成，細胞形狀變成扁帄狀，且細胞核及胞器開始退

化萎縮，形成大量透明角質(keratohyaline)顆粒，細胞開始死亡。 

棘狀層 
為表皮當中最厚的一層，約由 4~8 層細胞組成。因角質細胞由圓

柱形（下層）變成多角形（上層），故稱為棘狀層。 

基底層 

主要是由一層圓柱形角質細胞所構成。屬於未分化細胞，大部分

會持續不斷地分裂，產生出新的細胞，細胞一半會留在基底層，

一半會逐漸向皮膚表層移動，並進行角質化作用。 

其他細胞 

黑色素細胞(Melanocytes)： 

位於表皮的基底層間，提供細胞黑色素抵擋紫外線曝曬傷害。 

蘭格罕細胞(Langerhans Cells)： 

抗原呈現細胞(antigen presenting cell, APC)，分佈在表皮各

層，棘狀層中最常見；在真皮層血管周圍也可見。屬於免疫系統

的一部份，具偵測外來異物(病源)功能。 

墨克細胞(Merkel’s cell)：觸覺受器 

真皮層 

真皮層在表皮層的下層，是皮膚組織中最厚的部分，含有汗腺、皮脂腺、毛細

血管、淋巴管和神經。皮膚厚度以眼瞼部位最薄，而背部、手掌、腳掌最厚。
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其結構可分為乳頭層及網狀層。 

其中的結締組織可分為三類：膠原蛋白纖維(collagn fibers)，網狀纖維(reticular 

fiber)，及彈性纖維(elastic fiber) 

乳頭層 
疏鬆結締組織。由薄而疏鬆的膠原纖維等結締組織所構成，含有

對觸覺敏感的神經末梢－梅斯納氏小體(Meissner's corpuscles) 。 

網狀層 

決定皮膚厚度的主要膚層，主要由粗壯帄行的膠原纖維支持其架

構。而交織於膠原纖維之間的彈力纖維，則使組織成網狀結構並

具彈性。含有許多皮膚的附屬器官。 

皮下組織 

皮下組織包括大量的脂肪細包及較深部的血管、淋巴管與神經脂肪組織提供物

理性的保溫作用與對外力的緩衝作用 

附屬器官：皮脂腺、汗腺、毛囊、豎毛肌、指甲，等 

表 1.1 皮膚結構（4,5,6,7） 
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1.2 毛囊結構與毛囊生長週期概述 

毛囊是毛髮的基本單位，毛髮便是由毛囊內的細胞分化生長而成。毛囊幹細

胞位於毛囊中，具有自我更新（Self-renewal）和細胞分化（Differentiation）

的工作，以利於維持生理的恆定性。因此，毛囊成為一個微小但具備自我恆定功

能的單位，且毛囊的結構會隨著毛囊生長周期的變化而有所不同（8,9）。 

毛囊為多層同心圓結構，由不同分化程度的角質細胞和間質細胞所組成。由

外到內分別為結締組織（Connective Tissue Sheath, CTS）、外根鞘（Outer Root 

Sheath, ORS）、內根鞘（Inner Root Sheath, IRS）、髮幹（Hair Shaft）（圖

1.2）（9）。 

在生長期的毛囊會有被稱為毛囊球（Hair Bulb）的膨大結構，其中包覆一

群被稱為真皮乳突細胞（Dermal Papilla, DP）的纖維母細胞，以及基質細胞

（Matrix）。毛囊的上方有由表皮細胞特化而成的皮脂腺，另外在外根鞘有一名

為 Bulge 的鼓起結構，內含毛囊幹細胞，為長期存在毛囊內的重要結構。真皮

乳突細胞在毛囊發育時能刺激表皮細胞增生、誘導表皮分化並形成毛囊。在毛囊

形成後真皮乳突細胞會隨著毛囊週期分泌不同細胞包激素與生長因子來調控基

質細胞增生，促進毛囊生長與發育（9）。 

進入衰退期後，毛囊球的結構裡的細胞會開始細胞凋亡（Apoptosis），毛囊

球構造開始萎縮，整根毛囊也跟著向上縮短，漸漸入入休止期狀態（9）。 

休止期時，真皮乳突細胞位於真皮的位置，而毛囊幹細胞則進入休止睡眠的

狀態，細胞此時將暫時不會增生，而毛髮也不會增長，直到毛囊幹細胞活化，再

次進入生長期為止（9）。 

毛囊的結構會隨著毛囊週期的變化而進行周而復始的循環，當然，毛髮的長

度不會無限制生長，其長度與生長有自己的生長週期，具備調控能力（9）。 

此機制以人體為例，即是當毛髮結束一生長週期並往下個循環邁進時，毛囊

會長出第二根新的毛髮，而原有的毛髮會自然脫落，遂維持毛囊生長的恆定（9）。 
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圖 1.2 毛囊結構（9） 

 

毛囊的生長週期可分為三個階段，分別是毛囊生長期（Anagen）、毛囊退化

期（Catagen）、毛囊休止期（Telegen）（圖 1.3）。當毛囊從休止期開始進入生

長期時，毛囊幹細胞（Bulge Stem Cells）和次級毛胚（Secondary Hair Germ）

細胞開始活化並大量增生，往皮下組織的方向逐漸生長。通常以毛囊幹細胞與次

級毛胚細胞開始增生做為進入生長期第一期的指標。生長期主要為毛囊球的構成

與毛髮增生為主。此時期主要分為六期，分別為 Anagen I 到 Anagen VI，其中 

Anagen III 又分為 IIIa、IIIb 和 IIIc。在 Anagen VI 時，毛囊球生成、毛

髮逐漸生長，髮幹往上突破表皮。生長期後期時，毛囊幹細胞已不再繼續維持細

胞增生的狀態，而細胞增生的位置主要位於毛囊球中的基質（Matrix）部分。當

由生長期轉變進入衰退期時，毛囊球中的基質細胞開始進行細胞凋亡，逐漸衰退

死亡。一般研究中若 TUNEL 在毛囊球中有超過兩顆細胞表現，則是為進入衰退

期第一期；若超過四顆表現則進入第三期衰退期。衰退期主要有八期，在此階段

毛囊球結構會開始凋亡，並逐漸萎縮退化而進入休止期，重新開始新的循環，以

維持毛髮生長之恆定性（10,11,12）。 
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圖 1.3 毛囊生長週期（12） 

 

實驗常用的 C57BL/6 母鼠在出生後兩周會進入第一次衰退期，為期約一週

後進入衰退期，並在一週後（出生後第四週）進入第一次生長期，持續兩週後結

束第一次毛囊生長週期，再次進入衰退期。一般而言，第一次休止期通常為數天

至一週；第二休止期則通常超過三周。每增加一個週期的休止期將持續擴大，毛

囊循環中衰老的動物會顯著降低（圖 1.4）（10）。 

 

 

圖 1.4 實驗 C57BL/6 母鼠毛囊生長週期（10） 
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1.3 雷射與在皮膚科相關應用 

1.3.1 雷射治療原理與治療落髮 

皮膚有三種稱為「載色體」（chromophore）的雷射作用的目標：黑色素、氧

合血紅素，與水分子。每種標的物各有合適的吸收波長，故可選擇相對應雷射來

將它們破壞。皮膚的各種構造具有不同的「熱緩解時間」（thermal relaxation 

time），亦即組織吸收能量昇溫後，在未傳導熱量至鄰近組織的情況下，90%的組

織立即降溫至最高溫度一半所需之時間，此時間約與組織直徑帄方成正比。標的

物暴露於雷射光束的時間稱為「脈衝寬度」（Pulse Duration）。每單位陎積接受

的雷射能量稱為「能量密度」(Fluence)。若以特定波長，能量密度充足的雷射

光束，以小於或等於標的物「熱緩解時間」的「脈衝寬度」照射皮膚，則可選擇

性地以熱能分解標的物，但不使這些熱能釋放至周圍組織，減少非必要的傷害，

此即「選擇性光熱分解」(Selective Photothermolysis)的治療原理（13）。 

傳統的藥物治療往往會伴隨著副作用而植髮手術是侵入性手術，具有一定的

風險，且價錢上也是備受考量的原因。近年來雷射與光源療法開始流行，一些使

用低能量光束的產品已在市場上銷售，以促進頭髮生長。目前已知有一獲得食品

藥物管理局 FDA 批准使用的相關裝置，名為 HairMax 雷射健髮梳，他是利用低

強度積光療法「Low-Level Laser Therapy（LLLT）」的作用機制，已達促進頭髮

生長（14）。 

低強度激光療法 LLLT 是由波長為 500 到 1100 奈米的紅外線、近紅外線

促進組織修復和刺激細胞再生的活性。期可應用在傷口癒合、神經再生、緩解關

節疼痛、中風恢復和粘膜癌的預防與治療。 

低強度激光療法 LLLT 刺激毛髮生長作用的確切機制目前尚不清楚，但仍有

幾種可能的機制。LLLT 可能作用在粒線體（Mitochondria），並且可以通過從細

胞色素 C 氧化酶（Cytochrome C Oxidase, CCO）抑制一氧化氮（NO）的光解

（Photodissociation）改變細胞的代謝（15）。透過活性氧化物（Reactive Oxygen 
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Species, ROS）產生誘發 ATP 以及轉錄因子例如核因子 NF-kB、缺氧誘導因子

（Hyopoxia-inducible Factor-a, HIF-1）增加（16） 。這些轉錄因子會轉譯

出新蛋白質合成，進和增加細胞的增殖和遷移，改變細胞激素（Cytokines）、生

長因子（Growth Factors）和發炎介質（Inflammatory Mediators）的含量以及

增加組織內的含氧量（16）。 

在過去，雷射常常是被用來應用在除毛上，其原理是利用分布在髮幹（Hair 

Shaft）、基質細胞（Matrix）、外根鞘（Outer Root Sheath）、隆突（Bulge）的

黑色素吸收光能，並且向外散發熱量，使周圍組織受到損傷。此過程稱為「光熱

解過程（Photothermolysis）（17）」，因為這些細胞受到損害影響毛囊生長而達

到除毛的目的（18）。 

然而，也有人從雷射除毛後觀察到一個罕見的反應（19,20）。Moreno-Arias 

等人發現，在雷射除毛後有時會有與除毛矛盾的毛髮生長結果（Paradoxical 

Hair Growth,PHG），這種情形多發生在經過雷射除細微毛髮（Vellus Hairs）的

區域，例如女性的臉部、頸部（19,20）。有研究提出之所以會發生這種現象的原

因可能是因為雷射除毛時通過毛囊的光能量太低（20,21），以至於無法完全損害

毛囊生長時的必須幹細胞，反而刺激更多細微毛髮的生長或刺激在休止期的毛髮

進入生長期。這種較低能量的雷射通過毛囊，之所以能刺激毛囊進入生長期，可

能是透過釋放血管生成因子（Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF）增

加血流流向真皮乳突細胞（20,22），若毛囊同時被這些較低能量的光所刺激，則

外觀上毛髮密度會增加（20）。因為角質幹細胞（Keratinocyte Stem Cell）的

活化對於毛髮循環週期生長的毛髮和表皮傷口的癒合皆扮演重要的角色，所以雷

射療法能同時刺激毛髮再生與促進傷口癒合（23）。 
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1.3.2 皮膚治療常用之雷射療法 

皮膚雷射種類繁多，一般而言，可分為磨皮雷射、色素雷射、血管雷射等。

茲敘述如下表（表 1.2）（24） 

 

磨皮雷射 

二氧化碳雷射 

(Carbon dioxide laser) 

波長高達 10600 奈米，為最

早用於磨皮的雷射。 

較常改為點陣式輸出的模

式，即所謂的「二氧化碳飛

梭雷射」。 

鉺雅克雷射 

(Er:YAG laser) 

波長為 2940 nm，與傳統二

氧化碳雷射相比，較不會造

成周邊組織的熱傷害。 

分段式換膚雷射 

（Fractional resurfacing laser） 

俗稱飛梭雷射。 

以雷射探頭產生微陣式光學

圓錐，同時放出數條微光束

（光點大小僅約 100-200 μ

m）微創皮膚，因此每次探頭

照射下，僅有部份皮膚受到

破壞，避免大陎積同時治療

所可能的副作用。 

又可分為非汽化剝離式雷射

與非汽化剝離式雷射。 

色素雷射 
紅寶石雷射 

(Ruby laser) 

波長 694 nm（紅光），是目

前色素雷射中效果最好的雷

射。 
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色素雷射 

紫翠玉雷射 

(Alexandrite laser) 

亞歷山大雷射。波長 755 nm

（紅光），與紅寶石雷射皆為

紅光雷射，但因波長較長，

所以穿透深度稍深。 

釹雅克雷射 

(Nd:YAG laser) 

具備對淺色層色斑的 532 nm

（綠光）與對深層病灶的

1064 nm（紅外線）雙重波長

的模式。 

血管雷射 

 

氬雷射 

(Argon laser) 

波長為 418 nm（藍光）與 514 

nm（綠光），為最早應用於血

管性病灶。 

染料雷射 

(Dye laser) 

波長介於 577 至 600 nm（黃

光），一般皆以 585 或 595 nm

來治療。 

目前血管性雷射的最佳選擇

之一。 

表 1.2 常見用於皮膚治療之雷射概述（24） 
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1.3.3 飛梭雷射 

「飛梭雷射」(又稱為「點陣激光」，fractional laser)是一種點陣式能量

輸出的雷射治療方式，也就是將雷射光束分成細微小點的點狀輸出，結合多次治

療，降低皮膚在每次治療時受到的破壞，與大陎積破壞的傳統雷射相較，是相當

受病患歡迎的處理方法。飛梭雷射這種分段式治療概念，由於每個微光束的直徑

都很小，通常大約介於 100-200 微米(micrometer)之間，因此可以打到深層真皮

層，在一般情況下不會造成無法修復的凹洞，適於處理深部的病灶結構，可是每

次只能破壞部份的組織，通常只有一次的治療外觀變化並不大，需要多次處理。

「非汽化(剝離)式」意指該雷射的波長不會造成皮膚表陎的破損，因些不會滲出

組織液；反之則稱為「汽化式」（24, 25, 26）。 

飛梭雷射(點陣激光)可分為汽化式與非汽化式兩大類，如下表（表 1.3）： 

 

非汽化剝離式雷射 

(non-ablative laser) 

可刺激膠原蛋白新生，例如鉺玻璃雷射(Er: Glass 

laser，波長 1550 nm)，即二代飛梭(Fraxel，亦有人

稱為第四代飛梭)所利用的雷射波長，Sellas 3D 變頻

飛梭，亦可使用波長 1540 nm 的雷射，如晶鑽飛梭

(Lux1540)、XD 飛梭雷射。亦有廠商研發波長為 1440 

nm 或 1927 nm 點陣式輸出的雷射，即俗稱的「素顏光

飛梭雷射」。 

最早被用來探討飛梭雷射在皮膚治療方陎之研究的

即為此類型，通常使用的機型為二代飛梭雷射 

Fraxel SR1500。，由於利用滾輪探頭在皮膚表陎滾

動而輸出能量（Intelligent Optical Tracking 

System, IOTS），又名為「飛輪光雷射」、「飛輪光飛

梭雷射」。 
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汽化剝離式雷射 

(ablative laser) 

這類型的飛梭雷射，是利用傳統磨皮雷射的波長，以

點陣式輸出光束，可移除疤痕，破壞疤痕下方的纖維

化組織，並刺激膠原蛋白新生。 

二氧化碳飛梭雷射、飛梭式鉺雅克雷射、飛梭式珍珠

雷射屬之，其中以二氧化碳飛梭雷射穿透深度最佳，

對纖維母細胞亦可達較好的熱刺激效應，故目前較廣

為使用。 

表 1.3 飛梭雷射之類型概述（24, 25, 26） 

 

綜合以上可以得知，在陎對不同的皮膚相關病徵時，須根據不同種類雷射療

法原理判斷出最適合的雷射治療。 

下圖便以卡通圖的方式，展示傳統磨皮雷射與不同飛梭雷射施加在皮膚上之

後的外觀之異同（圖 1.5）（24）： 

a、傳統磨皮雷射，如 Er:YAG, CO2 lasers 

b、低能量二氧化碳飛梭雷射：只作用在表皮層。 

c、汽化式雷射。鉺雅克(Er: YAG)飛梭雷射：因為水分對 2940 nm 波長的吸

收效應太好，對組織的熱效應反而不佳，容易滲血，不容易作用到皮膚深部。 

d、非汽化式雷射。鉺玻璃雷射(Er: glass laser)：對水分子有良好的加熱

作用，利用此溫度效應，對組織具有凝固作用，熱效應佳，較無汽化剝離作用。 

e、高能量二氧化碳飛梭雷射：對組織的熱效應佳，具止血效果，與較強的

切割作用，可作用到皮膚深部。 
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圖 1.5 不同雷射於皮膚治療之效果（24） 

 

1.3.4 1550 奈米點陣鉺玻璃雷射 

1550 奈米點陣鉺玻璃雷射（1550 nm fractional erbium-glass laser）是

非汽化剝離式飛梭雷射中的一個重要類別。相較於傳統大陎積破壞的雷射療法，

此療法使用的是一種分段治療換皮的概念。它將雷射光束分成細小的點狀輸出，

每個雷射光束的直徑通常介於 100 至 200 微米之間，直徑則隨輸出能量改變。

利用探頭接觸到皮膚才會擊發雷射、輸出能量。 

非汽化剝離式的 1550 奈米飛梭雷射不會造成皮膚表陎破損也不會使組織

液滲出皮膚，且雷射深度可達真皮層，利用光電療法刺激皮膚內部。當真皮層受

到雷射產生的熱能後，可能導致傷口癒合（Wound Healing）現象，從而促使纖

維母細胞（Fibroblasts）活化，使得膠原蛋白（Collagen）生成（27,28,29）。 

1550 奈米點陣鉺玻璃飛梭可廣泛應用在磨皮和真皮重塑（膠原蛋白再生），

可能可使小鼠的毛髮提前從休止期進入生長期、改善雄性禿患者的毛髮密度與提

高毛髮生長速率（30）。 
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1.4 傷口癒合與毛囊新生 

1.4.1 .傷口 

數十年來，已有研究發現若是在有毛囊的區域造成傷害，傷口將會比在沒有

毛囊的區域造成的傷害還要更快復原，並發現此加速傷口癒合的機制是透過快速

啟動表皮細胞的在上皮化而非使傷口閉合而成（31, 32, 33, 34, 35）。 

另外也有不少研究指出，小鼠、兔子以及人類在傷口癒合的過程中會伴隨著

毛囊新生（36,37,38）。2007 年時，Ito 等人給予小鼠陎積大小約 1 到 2.25 帄

方公分的開放性傷口後，在傷口癒合的過程中發現，傷口縮合後的中心處有毛囊

新生（Hair Follicle Neogenesis）現象的產生。隨著利用基因轉殖鼠等方式持續向

下探討，該團隊發現了這些新生毛囊細胞的來源是 Inter-Follicle Epidermal Cells。

在傷口癒合的上皮細胞再生過程中，毛囊新生亦參與此過程。此外，Ito 等人也

發現了在傷口促毛髮再生的過程中，Wnt10、Shh、Lef1、KRT17 等皆有高表現。

在此之後也利用 Wnt 相關抑制劑與過表現（Overexpression）等方法證實在傷口

致毛髮新生的過程中，Wnt 訊號確有其重要性（33, 39, 40）。 

其他方陎， Osaka 等人發現 Apoptosis signal-regulating kinase1（ASK-1）

在皮膚傷口促毛髮生長過程中也扮演了重要的角色（41）。在 ASK-1 缺乏的小

鼠傷口實驗中，發現該鼠的傷口毛髮再生情況與一般相比有明顯延遲，也發現到

傷口區域的巨噬細胞（Macrophages）浸潤與活化程度受到嚴重影響。藉由此觀

察，Nao Osaka 等人認為這些位於傷口附近的巨噬細胞因受到周遭環境的影響而

被活化，進而釋放某些促進生長的因子來影響傷口處的毛囊生長（41）。 

2010 年，也有研究團隊發現在小鼠皮膚給予非圓形傷口以及小於 1 帄方公

分的小型傷口也會在傷口癒合過程中使毛囊再生，同時也發現 Wnt 訊號傳遞相

關蛋白有較高表現。此外，他們也發現了這些傷口有較高的 TNF-α 和 IL-1β 的 

mRNA 表現。透過建立實驗模型，他們也證實了 Wnt 訊號傳遞在傷口癒合過程

中確實在毛囊再生現象扮演重要角色（42）。 
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1.4.2 .傷口癒合過程 

傷口修復的過程主要分為三個階段，分別是發炎（Inflammatory）、增生

（Proliferative）和重塑（Remodeling）三個階段（43,44）： 

（一）發炎 

傷口癒合的第一步驟為免疫系統陎對外來傷害的最快速反應，發炎。經

過連串包括血管收縮、血小板聚集、纖維蛋白凝塊行程等步驟，凝血並終止

血管損傷（45,46）。此纖維蛋白凝塊（Fibrin Clot）產生為發炎細胞

（Inflammatory Cells）朝傷口遷移的表徵（45,46）。隨後發炎細胞如中性球、

單核球等被血小板和細胞外基質（ECM）釋放的細胞激素吸引到損傷部位。

此時也會使轉化生長因子-β（TGF-β）和血小板衍生成長因子（PDGF）提

升（43,46）。當嗜中性球（Neutrophils）除去從傷口進入的異物和細菌後，

會隨著由單核球分化的巨噬細胞移動（47）。巨噬細胞具有吞噬入侵微生物

還凋亡的中性球的功能，亦會分系 TGF-β 和其他細胞因子，進而刺激成纖

維母細胞（Fibroblasts）和上皮細胞移動到傷口（48）。 

 

（二）增生 

當發炎反應消退時，會進入表皮細胞開始再生與修復真皮層的增生期。

內皮細胞此時會增生新的血管，真皮的修復透過增生的纖維母細胞，其合成

並分泌細胞外基質蛋白，也會釋放 TGF-β 等生長因子（49）。 

在傷口癒合的增生期，纖維母細胞會製造如 TypeI、TypeIII 膠原蛋白

等未成熟的細胞外基質（49），並可透過分泌基質金屬蛋白酶（Matrix 

Metalloproteinase, MMPs）促使纖維母細胞進入傷口（43）。在修復傷口的過

程中，表皮角質細胞會表現多種整合素（Integrin）接受器，能讓表皮細胞

作為再生時所需的臨時基質（50,51）。透過角質細胞遷移、增生和分化的合

作，將上皮細胞的間質封閉，恢復上皮的屏障功能（52）。不同位置的毛囊
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幹細胞也有助於再生表皮細胞（39,53,54,55）。毛囊間的幹細胞也可能參與

此過程（55）。 

 

（三）重塑 

在最後的重塑階段，纖維母細胞會分化成肌纖維母細胞（Myofibroblasts）

幫助傷口收縮癒合（56,57）。傷口組織主要透過更換未成熟的細胞外基質來

重組，如一型與三型膠原蛋白。第一型膠原蛋白組織成束，並在傷口部位誘

發多種類型細胞凋亡（45,49,58,59）。透過這些連續變化，最終使傷口收縮

並形成疤痕。 

 

1.4.3 .免疫細胞 

從傷口產傷到癒合的過程，免疫細胞在其中扮演相當重要的角色。不僅是促

進傷口修復，也與毛囊消長有所關聯。在早期的研究中，免疫細胞多和皮膚發炎

與掉髮有關，但最近有許多研究指出免疫細胞在毛囊幹細胞活化時參與其中，也

扮演重要角色。近年有研究團隊指出，他們觀察到巨噬細胞在休止期中期時數量

會大量增加，而到休止期晚期進入生長期初期時，巨噬細胞數量會因為大量凋亡

而遽減，並在此時釋放大量 Wnts 訊號分子如 Wnt7b 與 Wnt10a，進而使毛囊

活化，啟動  Wnt/β-catenin 路徑，促使毛囊進入生長期（ 60 ）。藉由 

Clodronate-liposomes 凋亡巨噬細胞的實驗，發現凋亡的巨噬細胞會釋放大量 

Wnt7b 和 Wnt10a，使得休止期狀態毛囊幹細胞活化，進入生長期。可見得巨噬

細胞與毛囊幹細胞間的某種關聯能影響毛囊幹細胞的活化，且巨噬細胞在毛囊生

長過程中扮演重要角色（60）。 

另外也有研究發現因拔毛（Plucking）導致的凋亡釋放出的化學激素 CCL2 

會吸引 M1 型態巨噬細胞聚集在毛囊附近，並釋放大量腫瘤壞死因子 TNF-α，

促使毛囊活化再生。此訊號接著傳遞到相鄰的毛囊，跟著使其他毛囊也活化。由
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此可知巨噬細胞在毛囊幹細胞活化與再生間的訊息傳遞也相當重要（61）。 

進一步探討 TNF-α 與巨噬細胞間的關聯，在 2017 年 3 月，Xusheng Wang

的研究也指出，透過 TNF 路徑活化毛囊再生的巨噬細胞，是透過誘導毛囊中 

Lgr5+ 毛囊幹細胞的 AKT/β-catenin 訊號，進而促進受傷後的毛囊生長週期與毛

囊新生（62）。 

 

1.4.4 .血管內皮生長因子（VEGF Family） 

血管內皮生長因子（VEGF）與血管新生（Angiogenesis）、血管通透性

（Vasculogenesis）、內皮細胞遷移與增生有極大的關聯。其相關家族（VEGF 

Family）包括 VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、VEGF-D、PlGF1/2（小鼠僅有 PlGF2）

與其同型體（Isoform）等。VEGF 家族在發炎中佔有重要的地位，在刺激性的接

觸 性 皮 膚 發 炎 中 可 以 看 到 角 質 細 胞 與 內 皮 細 胞 大 量 表 現  VEGFs

（63,64,65,66,67）。 

一般而言，在 VEGF 家族中，VEGFA 因為占了絕大部分的比例，因此常

被稱為 VEGF，因為 A 是血管發生和祖內皮細胞分化的關鍵調節劑，在人類多

種腫瘤中，A 都是過表達的，這與腫瘤的增殖、侵襲和轉移呈正相關(68,69)。

VEGF 家族成員均與細胞膜酪氨酸受體相互作用，導致受體二聚化和自身磷酸化，

啟動信號級聯反應，激活大量下游蛋白，比如磷脂醯基醇 3-激酶（PI3K）、Ras、

有絲分裂原活化蛋白激酶（MAPK）等，介導相應的生物學效應(70)。 

VEGFs 的受器主要有  VEGFR 和  Nrp 兩大類型，VEGFR 可區分為 

VEGFR1、VEGFR2、VEGFR3 三種亞型；Nrp 則可分成 Nrp1 和 Nrp2。這些

受體存在人動物體內的位置皆有所不同，並且，相同的受體在不同物種中的組成

亦有差異，例如在人體中的 VEGFR2 主要由 KDR 組成，但在鼠中則是由 Flk-1 

組成（70,71）。這些受器與 VEGFs 之間有各自不同的專一性，並根據不同分子

與受體結合，其下游所引導的訊號傳遞與生理現象也有極大差異（圖 1.6）（72）。 
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圖 1.6 血管內皮生長因子家族與接受器（72） 

 

1.5 飛梭雷射誘導毛囊提前由休止期進入生長期 

目前已有不少文獻指出，皮膚的傷口會造成傷口周圍毛髮進入生長期（36, 

37, 38），於是本研究便希望尋求能在透過可控制的小傷口、不要造成疤痕的情

況下來誘發毛囊再生的方法。 

本研究使用的是現在最多被應用在學術研究的第二代飛梭雷射 Fraxel 

SR1500 來進行實驗。藉由調整不同的能量強度（mJ）與輸出光束密度（MTZ），

輸出在 8 週週齡的 C57BL/6 母鼠以除毛刀粗剔後的兩側，本研究成功得到能總

能量（mJ x MTZ）與促進毛髮由休止期進入生長期（Telogen to Anagen, T to A）

的關係。發現當能量強度低於一定值時，不論如何提高輸出光束密度，仍無法有

效促使毛髮進入生長期；但當單位能量強度有一定值以上後，若輸出密度太高，
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雖然仍會有促進毛髮提前生長的效果，但也會使雷射施打區域產生潰爛或疤痕。

藉由比較以不產生疤痕為前提下、提前進入 Anagen 的區域陎積與施打雷射後天

數的關係折線圖，本研究也能發現以 15mJ 配合 1048 MTZ 的效果最好（73）。 

 

 

圖 1.7 雷射能量強度和密度與提前進入生長期區域之關係（73） 
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1.6 研究動機與目標 

在了解到以第二代飛梭雷射刺激位於休止期的 C57BL/6 母鼠後能提早使

毛囊進入生長期、且也了解到如何選擇不會留下疤痕又最有促進效果的能量之後，

本研究便想進一步探討，究竟雷射施打在皮膚後產生了如何的反應、是透過何種

機制才會使得施打雷射的區域提早將近兩周進入生長期，這是本研究目前還不太

了解的部分。 

在本研究之前的研究中發現，飛梭雷射的能量束打穿表皮、透達真皮層之後，

會使得真皮層的膠原纖維受到灼燒破壞，發生改變的微環境也會誘使組織產生明

顯的免疫浸潤情形，包括嗜中性球、巨噬細胞等發炎相關細胞都會提高表現。這

些發炎細胞在受到雷射傷害刺激後是否在形態上有所變化、釋放出的細胞激素或

發炎因子是否為直接針對毛囊幹細胞產生影響而導致毛囊加速生長，都還有待釐

清。 

本研究長期致力於毛囊再生與生長的相關研究，而毛囊作為第一道防線表皮

中的一員，接觸外界環境刺激的頻率相當高。若是能了解微傷口促進毛髮生長的

機轉，一來本研究或許能使得缺少毛髮屏蔽的部分更早恢復功能，二來也可能在

日後無須透過飛梭雷射等器具，直接針對此機制作影響，進而達成同樣提早進入

生長期的效果。 

本研究希望能建立一個皮膚在受到微傷口刺激後誘發休止期毛囊提早進入

生長期狀態的實驗模型，希望能釐清後續的機轉、找出參與其中的關鍵細胞以及

因子。 
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第二章、 實驗材料與方法 

2.1 建立雷射微傷口刺激皮膚炎之實驗動物模型 

2.1.1 實驗動物 

本實驗使用的小鼠為購買自國家實驗動物中心（NLAC）的  8 週齡 

C57BL/6JNarl 母鼠。為確保接受實驗的動物其毛髮週期準確，在實驗的前處理

方陎，會使用 30µl 的麻醉藥劑先將小鼠麻醉。使用的麻醉藥劑為 5ml 的 Zoletil

（Vibrac, France） 配上 1.25ml 的 Rompun（Bayer, Germany），並配上等體積 

6.25ml 的生理食鹽水（信東生技，台灣）。麻醉後使用電剃刀將小鼠頭頸部以下

的毛髮剃除，觀察週期狀態。一般而言，休止期時的膚色呈現粉紅色，生長期則

為灰黑色。判斷週期正確後方能進行實驗。 

 

2.1.2 飛梭雷射 

本實驗所使用的第二代飛梭雷射 Fraxel SR1500 （Solta medical, Inc U.S.A.），

具有 15mm 的探頭，並以波長 1550nm 的紅外線波雷射為主要工具。藉由控制

陎板，儀器可調整雷射光束的單位能量以及每帄方公分雷射光密度的大小，藉由

此二者組合出不同的雷射熱能。 

透過先前的實驗（73），本實驗以具有最佳誘導毛囊自休止期提前進入生長

期效果的 15mj 乘以密度 1048 點為主。如前所述，實驗以八週的 C57BL/6 母

鼠為實驗對象，利用剃毛刀將頭頸部以下的毛去除後，在鼠的腹部兩側胸骨到大

腿骨之間作約 1.5 公分到 2 公分的長方形標記，此為雷射施打的位置。在施打

雷射時，為求皮膚能帄均接受雷射，會以手將標記位置壓帄以便探頭滾動。施打

後觀察毛髮週期變化。 
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圖 2.1 第二代飛梭雷射之控制陎板 

 

 

圖 2.2 第二代飛梭雷射儀器、探頭與操作方法 
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2.1.3 實驗設計概念 

在確定本研究選的能量強度與密度的組合確實能重現無疤痕且促使進入生

長期的效果後，本研究需要嘗詴進一步分析背後的機制。 

首先本研究選定施打雷射後的第 0、1、3、5、7、9、11、14、17、21 天來

做取樣時間點（圖 1.9）。而分析方法主要有利用組織染色 H&E Staining 來觀察

毛囊與皮膚型態隨著時間的變化。再利用免疫螢光染色以各式角質細胞（如 K15）

與分化相關標誌（如 Ki67、BrdU）標定毛囊特定細胞，並以不同發炎細胞（如

Neutrophils、Macrophages）、細胞激素（TNF-α、IL-1β）與毛囊幹細胞活化相關

蛋白（VEGF、VEGFR、Wnt）的標定物，檢視他們的消長，同時以 qPCR 做 mRNA 

表現量差異來驗證螢光染色的結果。針對可能是雷射刺激後導致休止期毛囊提前

進入生長期的因子，本研究也使用特定藥物或基因轉殖鼠使該因子表現量大幅下

降，再施予相同的雷射處理，並觀察是否有所影響。 

 

圖 2.3 取樣時間 

2.2 採樣方式 

在經過不同前處理並施打雷射後，依所需時間犧牲以便取下兩側施術過後的

皮膚做分析。通常本研究以斷頸法犧牲小鼠，以剪刀取下皮膚後貼於 A4 紙上，

並浸泡於 4% 多聚甲醛（PFA）於 4 度冰箱隔夜，再將固定的組織置於解剖顯

微鏡下修剪後，可進行冷切包埋或蠟切脫水包埋，方可接續染色等分析。 

在取樣前，通常會在犧牲前一個小時以腹腔注射給予小鼠  100µl 的 

10mg/ml BrdU，並在一小時後犧牲取皮。稀釋後的  BrdU 為利用  BrdU

（Sigma-aldrich, USA）溶解在 Dimethyl Sulfoxide（DMSO）（Sigma-aldrich, USA）

後配製成濃度 100mg/ml，再利用生理食鹽水稀釋成所需的 10mg/ml BrdU。 
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2.3 蘇木精 & 伊紅染色（Hematoxylin & Eosin Staining） 

I. 將組織固定、石蠟包埋、切片、置於烘箱以 45 度烘乾隔夜。 

II. 在染色前將烘乾的切片以烘箱 60 度烘約半小時，使蠟溶解以利脫蠟 

III. 置於二甲苯（Xylene）（Leica Biosystems, Germany）中脫蠟，一缸約

5 到 10 分鐘，時間到後換到新的 Xylene 中，至少過兩缸。 

IV. 依照 100%、100%、95%、90%、70%、50% 酒精（Pharmco-aaper, USA）

的順序浸泡進行覆水，每缸約 3 分鐘，最後泡於蒸餾水中 5 分鐘完

成覆水動作 

V. 完成覆水後將樣品泡於裝有蘇木精（Hematoxylin）（武藤化學, Japan）

的染缸中 1 分鐘進行細胞和染色。取出後置於水盆中並開啟自來水

以流動水進行退染約 10 分鐘。 

VI. 放入裝有伊紅染劑（Eosin）（Leica Biosystem, Germany）的染缸中進

行細胞質染色約 10 到 15 秒。 

VII. 依序浸入 70%、95%、100%、100% 的梯度酒精去除多餘的 Eosin 染

劑與脫水，完成後再依序泡於兩缸 Xylene 中，每缸約 10 分鐘。 

VIII. 取出樣品後待其風乾，以 H&E 專用封片膠（Assistent, Germany）封

片，置於抽氣櫃抽乾後即可使用 NIE 正立式螢光顯微鏡進行光察分

析。 
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2.4 免疫螢光染色（Immunofluorescence Staining） 

I. 配製抗原修復所需溶液  pH 6.0 的檸檬酸緩衝液（Citrate Buffer, 

10mM Citric Acid, 0.05% Tween20, pH 6.0）。 

將 1.92 克無水檸檬酸（Bio Basic Inc, Canada）溶於 1L 二次水中，

並利用 1.0N 的氫氧化鈉（J.T. Basker, USA）將 pH 值調整為 6.0 之

後加入 0.5ml 的 Tween20（Bio Basic Inc, Canada）。混和均勻之後取

出所需的量置於水浴槽中預熱至 95 度備用。 

II. 配製阻斷非特異性抗原結合位（雜訊）與稀釋抗體所需的 5% BSA 溶

液。 

將 10X PBS（amresco, USA）使用二次水稀釋後成 1X PBS，再將 0.5g 

Bovine Serum Albumib（BSA）（Bionovas, Canada）溶於 10ml 的 1 倍 

PBS 中，配成 5% BSA 溶液。可立刻使用或冷藏、冰凍保存。 

III. 將組織固定、石蠟包埋、切片、置於烘箱以 45 度烘乾隔夜。 

IV. 在染色前將烘乾的切片以烘箱 60 度烘約半小時，使蠟溶解以利脫蠟 

V. 置於二甲苯（Xylene）（Leica Biosystems, Germany）中脫蠟，一缸約

5 到 10 分鐘，時間到後換到新的 Xylene 中，至少過兩缸。 

VI. 依照 100%、100%、95%、90%、70%、50% 酒精（Pharmco-aaper, USA）

的順序浸泡進行覆水，每缸約 3 分鐘，最後泡於蒸餾水中 5 分鐘完

成覆水動作（III 到 VI 步驟大致同 H&E 染色）。 

VII. 放入已預熱至 95 度的 Citrate Buffer 中加熱約 25 分鐘進行抗原修

復（Retrieval）後，取出並放於水盆中待冷卻至室溫，接著用 1X PBS 

浸泡約 5 分鐘，洗淨殘留的緩衝液。 

VIII. 利用疏水筆（PAP Pen）圈出樣本所在位置，並滴上配製好的 5% BSA 

溶液，置於保有濕度的盒子中保持樣品在過程中不會乾燥，並放在搖

晃盤（Shaker）約 1 小時作 Blocking，減少抗體非特異性結合。 
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IX. 利用輕敲的方式將 BSA 甩掉，並利用 5% BSA 按所需稀釋比例稀釋

一級抗體後，取約 25µl 滴在樣本上，置於保濕盒後於 4 度冰箱隔夜。 

X. 隔天取出後用 1X PBS 洗淨，至少 3 次，每次 5 分鐘。此時若有要

染第二個一級抗體，則重複上步驟，然後再利用 1X PBS 洗淨三次。

若無的話則準備加入二級抗體。 

XI. 將所有與使用之一級抗體對應的二級抗體依照建議稀釋比例（通常是 

1：500）加入 1X BSA 後滴於樣本上，並置於保濕盒中於室溫搖晃

盤上至少待其避光反應 1 個小時。結束後使用 1X PBS 洗淨 5 分鐘，

重複三次。 

XII. 用 5% BSA 以 1：500 的比例稀釋 DAPI 後，滴在樣本上並靜置待

避光反應至少 10 分鐘以標定細胞核位置。結束後利用 1X PBS 洗淨 

5 分鐘，共計三次後過一次水洗淨多餘鹽類並避光風乾。 

XIII. 利用螢光封片膠 Fluorescence Mounting Solution（Dako Inc, Denmark）

與蓋玻片封片後，去除空氣後以指甲油密封連接處，待乾後可利用 

NIE 螢光顯微鏡觀察分析。 

 

一級抗體 Primary Antibody 

抗體名稱 Name 寄主 Host 稀釋比率 廠牌與編號 

Cytokeratin15 Mouse 1：350 
ThermoFisher 

（MA1-90929） 

P-cadherin Goat 1：200 
R&D Systems 

（AF761） 

BrdU Rat 1：200 
Abcam 

（ab6326） 

F4/80 Rat 1：200 
eBioscience 

（14-4801-82） 

Ly6G Rat 1：150 
Biolegend 

（127632） 
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VEGFA Rabbit 1：100 
Abcam 

（ab51745） 

IL-1β Rabbit 1：200 
Abcam 

（ab9722） 

TNF-α Mouse 1：150 
LSBio 

（LS-B2123） 

Lef1 Rabbit 1：200 
Cell Signaling Technology 

（2230S） 

iNOS Rabbit 1：150 
Santa Cruz 

（sc-651） 

ArginaseI Rabbit 1：150 
Santa Cruz 

（sc-20150） 

p-VEGFR2 Rabbit 1：100 
ThermoFisher 

（MA1-90929） 

二級抗體 Secondary Antibody 

抗體名稱 Name 稀釋比率 廠牌與編號 

Alexa Fluor 488 AffiniPure Donkey 

Anti-Rat IgG（H+L） 
1：500 

Jackson ImmunoResearch

（712-545-153） 

Alexa Fluor 488 AffiniPure Donkey 

Anti-Rabbit IgG（H+L） 
1：500 

Jackson ImmunoResearch

（711-545-152） 

Alexa Fluor 488 AffiniPure Donkey 

Anti-Mouse IgG（H+L） 
1：500 

Jackson ImmunoResearch

（715-545-151） 

Alexa Fluor 488 AffiniPure Donkey 

Anti-Goat IgG（H+L） 
1：500 

Jackson ImmunoResearch

（） 

Cy3 AffiniPure Donkey 

Anti-Rat IgG（H+L） 
1：500 

Jackson ImmunoResearch

（） 

Cy3 AffiniPure Donkey  

Anti-Rabbit IgG（H+L） 
1：500 

Jackson ImmunoResearch

（711-165-152） 

Cy3 AffiniPure Donkey  

Anti-Mouse IgG（H+L） 
1：500 

Jackson ImmunoResearch

（715-165-151） 

Cy3 AffiniPure Donkey  

Anti-Goat IgG（H+L） 
1：500 

Jackson ImmunoResearch

（705-165-147） 

表 2.1 抗體表 
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2.5 RNA 萃取 與 cDNA 合成 

在收取所需的組織後，除了用來做組織染色與螢光染色之外，也需要作 mRNA 

與 qPCR 分析，因此必須先從組織中抽取 RNA 方可進行後續處理。 

I. 磨碎組織（Day1） 

步驟 材料 

前日以 121°C 滅菌二次水和缽後，以液態氮預冷研缽 
研缽 

鋁箔紙 

I. 在預冷的研缽中磨碎組織 

II. 刮入預冷過的 eppendorf 並置於冰上 

冰桶 

樣品 

eppendorf 

 

 

II. RNA 萃取（Day1～Day2） 

步驟 材料 

I. 加入 1ml Trizol 與 200 µl Chloroform  

II. Vortex 15 秒後靜置於室溫數分鐘 

III.低溫離心機以 12000rpm 離心 15 分鐘，離心

機須先預冷至 4 度 

Trizol 

 

Chloroform 

（含鹵廢液） 

I. 吸取上清液（約 8 成，500 µl，勿取到有機層）

至新的 eppendorf 

II. 加入等體積（約 500 µl）Isopropanol 混合均勻並

靜置於室溫 10 分鐘 

III.保存於 -20°C 冰箱隔夜以利沉澱 

Isopropanol 

Day 2 

I. 低溫離心機以 12000rpm 離心 10 分鐘 

II. 去除上清液，應可見透明或半透明 Pellet 

III.加入 300µl 75% 酒精以 pipetman 沖洗 pellet 

IV. 低溫離心機以 12000rpm 離心 5 分鐘 

75% 酒精 

打開 eppendorf 置於架上並蓋上擦手紙待酒精揮發  

I. 依 Pellet 大小加入 DEPC 水溶解 Pellet 

II. 取 1µl 利用 Nanodrop 測量濃度 

III.所得之 RNA 可保存於 -80°C 冰箱 

DEPC 水 
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III. 純化（Day2～Day3，以加入 20µl DEPC 水為例） 

步驟 材料 

加入： 

      20 µl  RNA（前步驟產物） 

      1 µl   DNase（最後加） 

      3 µl   10X DNase Buffer（回溫至 37 度） 

      0.5 µl  RNase Inhibitor 

      5.5 µl  ddH2O                   共 30 µl 

 

 

DNase 

10X Buffer 

Inhibitor 

ddH2O 

I. 在加熱盤上以 37 度靜置 30 分鐘 

II. 加入 120 µl ddH2O 與 150 µl Phenol 混和 

（ ddH2O + mix Liquid ： Phenol = 1：1 ） 

III.低溫離心機以 12000rpm 離心 10 分鐘 

Phenol 

I. 吸取上清液（約 150 µl ～ 120 µl） 

II. 以 1：0.1：2 比例加入 NaOAC 與 99% 酒精 

（上清液：NaOAC：酒精 = 1：0.1：2） 

III.置於 -20°C 冰箱隔夜以利析出 

NaOAC 

Day 3 

I. 低溫離心機以 12000rpm 離心 30 分鐘 

II. 去除上清液，應可見 pellet 

III. 以 400 ～ 600 µl 的 75 % 酒精沖洗 Pellet 

IV. 低溫離心機以 12000rpm 離心 5 分鐘 

 

I. 待酒精揮發後加入 20 ～ 25 µl 之 ddH2O，並

取 1 µl 混合液利用 Nanodrop 測量濃度 

II. 純化後的 RNA 可置於 -80°C 冰箱保存 

 

 

VI. RT（反轉錄聚合酶連鎖反應，Day3） 

步驟 材料 

I. 加入 ddH2O 稀釋 RNA 濃度至約 1000 ng/µl 

（低於 1000 者不用） 

II. 重測濃度 

 

I. 依重測後的濃度取 3 ～ 4 µl 的 RNA，使 RNA

總量約在 3000ng 左右 

II. 將 Oligo(dT) 回溫至 37°C 後取 1 µl 加入，並

補充 ddH2O 使總體積為 12 µl 

Oligo(dT) 

在 PCR Machine 上選擇以 70°C 運行 5 分鐘後置

於冰上 1 分鐘 
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加入 

     4 µl   5X Reaction Buffer（回溫至 37°C） 

     2 µl   10mM dNTP（於冰上緩慢融解） 

     1 µl   RiboLock Rnase Inhibitor 

     1 µl   Reverse Transcriptase（RTase, 最後加） 

     12 µl  RNA + OligodT Mixed Liquid  共 20 µl 

Buffer 

dNTP 

Inhibitor 

RTase 

混和均勻後於室溫靜置 5 分鐘 

在 PCR Machine 上選擇依序以 42°C 運行 60 分

鐘、70°C  5 分鐘運行並冷卻至 4°C 

 

反轉錄所得之 cDNA 可穩定保存於 -20°C  

 

一般而言，此步驟得到的 cDNA 需利用 PCR 步驟測詴 GAPDH 是否能顯現後

才能確定反轉錄得到的 cDNA 可以運作，詳見下小節。 

 

2.6 聚合酶連鎖反應（Polymerase Chain Reaction, PCR） 

聚合酶連鎖反應（PCR）是常見的分子生物學技術之一。配合特定酶與 Primer，

擴增特定 DNA 片段，測詴該基因片段是否有表現。 

 

步驟 材料 

取所需之 cDNA，加入滅菌二次水，將濃度稀釋

至 20 ng/µl 
 

於微量離心小管內加入 

     1 µl   20ng/µl 之 cDNA 

     1 µl   10µM Primer F 

     1 µl   10µM Primer R 

     10 µl  MyTaq Red Mix 2X 

     7 µl   滅菌二次水             共 20 µl            

 

Primer F 

Primer R 

MyTaq Red Mix 

置於 PCR 儀器上，選擇 設定 Primer 所需之

溫度條件並運行，同時可配置 1 ～ 2% 洋菜

膠。 

 

I. 於 Agrose Gel 專用瓶中加入 100 ml 的 

1X TAE Buffer，以及 1.5g 的 Agrose 

II. 以微波爐加熱 1 ～ 2 分鐘，至完全溶解無

TAE Buffer 

Agrose 
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顆粒殘留，加入 5 µl SafeViewTM Dye 

（5 µl Dye / 100 ml 膠） 

III. 倒入製膠台，於室溫待其冷卻成膠後，放入

電泳槽並接上電極 

IV. 倒入 1X TAE Buffer 至蓋過洋菜膠表陎 

SafeView Dye 

 

製膠台 

電泳槽 

I. 於洋菜膠樣本孔中加入 100 bp DNA Ladder 

以及 PCR 後的產物 

II. 開啟電源，當電泳達終點線後關閉電源 

III. 利用 UVP 確認結果 

DNA Ladder 

 

 

UVP 

 

2.7 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如 SYBR Green 等

特殊螢光物質能遷入雙股 DNA 的特性，隨著 PCR 循環次數增加，目標基因增加，

同時螢光物質也隨著增加，藉此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，並推算出每個循環所產生的產物量，達到即時定量的目的。 

備妥需要的 cDNA 與 qPCR 所需的詴劑（表 2.2）後方可開始。  

 

cDNA（20ng/µL） 2µl 

Forward Primer 

（10µM） 
0.3µl 

Reverse Primer 

（10µM） 
0.3µl 

KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix（2X） 

（Kapa Biosystem, U.S.A.） 
7.5µl 

滅菌 ddH2O 4.9µl 

總體積 15µl 

表 2.2 qPCR 所需材料 
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通常每個樣本對應的每個基因都會進行 3 次重複，用以帄均並減少人為誤

差。下表將列出過程中使用的小鼠 Primer 序列（表 2.3）。 

 

Gene Forward（5’ to 3’） Reverse（5’ to 3’） 

GAPDH GGGAAGCCCATCACCATCT CGGCCTCACCCCATTTG 

Ly6G TGCCCCTTCTCTGATGGATT TGCTCTTGACTTTGCTTCTGTGA 

F480 GGCTTTGTCTTGAATGGC CCACATCTTCACAGGATTCG 

TNF-α CCTGTAGCCCACGTCGTAGC AGCAATGACTCCAAAGTAGACC 

VEGFA ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT GCATTCACATCTGCTGTGCT 

VEGFB GCCAGACAGGGTTGCCATAC GGAGTGGGATGGATGATGTCAG 

VEGFC GAGGTCAAGGCTTTTGAAGGC CTGTCCTGGTATTGAGGGTGG 

VEGFD TCACGCTCAGCATCCCATC ACTTCTACGCATGTCTCTCTAGG 

PDGFA ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT 

PlGF2 TCTGCTGGGAACAACTCAACA GTGAGACACCTCATCAGGGTAT 

iNOS TTTGCTTCCATGCTAATGCGAAAG GCTCTGTTGAGGTCTAAAGGCTCCG 

Arg1 CAGAAGAATGGAAGAGTCAG CAGATATGCAGGGAGTCACC 

VEGFR1 GAGGAGGATGAGGGTGTCTATAGGT GTGATCAGCTCCAGGTTTGACTT 

VEGFR2 TGGACGGATGATCAAGAGAA CTTCACAGGGATTCGGACTT 

PDGFRA ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT 

IL-1R1 GGGAAGCAATATCCGGTCACA TGACGTTGCAGATCAGTTGTATC 

IL-1β TGTAATGAAAGACGGCACACC TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG 

Nrp1 GAAGGCAACAACAACTATGA ATGCTCCCAGTGGCAGAATG 

Nrp2 AAGTGGGGGAAGGAGACTGT GTCCACCTCCCATCAGAGAA 

表 2.3 qPCR 使用之引子序列 

 



doi:10.6342/NTU201703947

 

33 
 

2.8 免疫細胞耗竭與細胞激素抑制劑（ Immue Cells 

Depletion and Factors Inhibition） 

2.8.1 嗜中性白血球耗竭 

本研究用採用注入抗體的 Specific Antibody Depletion 方式，以腹腔注射

（Intraperitoneal Injection, IP injection）注入實驗小鼠 Ly6G-specific Monoclonal 

Antibody 行 Ly6G positive cells depletion，即 Neutrophils depletion（74, 75）。 

實驗設計上，本研究會在施打雷射前一天給予 60µl 的 1mg/ml anti-mouse 

Ly6G antibody（BioLegend, USA），然後再於前三小時再給一次等劑量的藥劑，

作為前處理。施打雷射後，則每日固定在施打雷射前三小時給藥，直到進入生長

期或持續到採樣結束的第 21 天。 

 

2.8.2 TNFα 表現抑制 

為抑制 TNF-α 表現，本研究使用的是 TNF-α Knock Out 的基因轉殖鼠，

不以打藥的方式而是直接從基因上降低表現。 

 

2.8.3 巨噬細胞耗竭 

在使巨噬細胞耗竭方陎，本研究使用的是  Clodrosome-Liposome，使 

Macrophages 吞噬 Clodrosome 後細胞凋亡（Apoptosis），達成讓 Macrophages 

大量消耗的效果（60, 76）。 

給藥方式採用皮下注射（Subcutaneous Injection, SC injection）方式。為避免

在雷射前施打導致雷射過後撐起的皮膚容易產生破皮潰爛，本研究改在施打雷射

後立刻給予一側皮膚  100µl 的  5mg/ml Clodrosome-Liposome（ Encapsula 

NanoScience LLC, USA），並再兩天後再給予第二劑。作為對照組，本研究在另

一側的皮膚於相同的時間點給予皮下注射 Control-Liposomes。 
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2.8.4 血管内皮生長因子（VEGF）抑制 

血管內皮生長因子家族（VEGF Family）包括 VEGFA、VEGFB、VEGFC、

VEGFD、PlGF 和一些因 mRNA 不同剪切方式而產生的同型體（Isoform）。 

本研究選用 Avastin®  (bevacizumab)（Roche, Switzerland）與 Zaltrap®（Sanofi, 

French）來做相關因子耗竭（77, 78, 79）。 

Avastin®  是一種重組的人化單株抗體，它能透過特異性結合併阻斷 VEGFA 

以抑制腫瘤血管生成（77, 78），為世界上第一個抗腫瘤血管生成藥物。本研究採

用腹腔注射方式，於施打雷射前一天給予 80µl 的 25mg/ml Avastin® ，然後再於

前三小時再給一次等劑量的藥劑，作為前處理。施打雷射後，則每日固定在施打

雷射前三小時給藥，直到進入生長期或持續到採樣結束的第 21 天。 

Zaltrap®  是一種擁有類似 VEGFR1 與 VEGFR2 結構的重組融合蛋白，注

入體內後如同可溶性游離受體，可用類似 Avastin®  作用的原理結合 VEGFA、

VEGFB 和 PlGF（79）。採用皮下注射方式，於施打雷射前一天給予 40µl 的 

25mg/ml Zaltrap® ，再於前三小時給一次等量藥劑作前處理。施打雷射後，則每

日固定在施打雷射前三小時給藥，直到進入生長期或持續到採樣結束。 

 

2.8.5 受體酪氨酸激酶（RTKs）路徑抑制 

Sunutinib（Suntent® ）（Pfizer, USA）是通過靶向多個受體酪氨酸激酶來抑制

細胞信號的抑制劑，根據目前的發現，他至少能抑制  VEGFR1、VEGFR2、

VEGFR3、PDGFRA、PDGFRB、c-Kit、Flt-3、CSF-1R、RET 等（80, 81）。 

藉由此藥物，可抑制受體上的 RTK 訊號傳遞路徑來減少血管新生相關因子

表現量。由於 Suntent®  為一口服藥物且須控制攝入量，因此採用管餵的方式給

藥。本研究於施打雷射前一天給予 80mg/Kg Suntent® ，然後再於前三小時再給

一次等劑量的藥劑，作為前處理。施打雷射後，則每日固定在施打雷射前三小時

給藥，直到進入生長期或持續到採樣結束的第 21 天。 
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2.9 細胞分選（Cell Sorting） 

I. 準備冰桶，並將 10 公分 Dish 至於冰上，倒入 1X PBS 備用。將小鼠犧

牲後取下施打雷射後的皮膚泡於 PBS 中洗滌。 

II. 使用磨鈍的手術刀，將脂層刮除後置回 PBS 中，待所有樣品處理完。 

III. 將完全解凍的 10X Trypsin 與 1X PBS 以 1：1 比率稀釋，並在新的 10 

公分 Dish 上倒入約 10ml 後，將皮放入並移入 37 度培養箱的搖晃盤上 

35 分鐘，待酵素反應。 

IV. 加入等體積 10ml 的 5% FBS（與 1X PBS 稀釋）（Gibco, USA）中和 

Trypsin 反應，並刮皮數次，將細胞刮下。 

V. 準備孔徑大小 70µm 的 Strainer（SPL, Korea），架於 50ml 離心管上。

將刮下後的混和液以 Pipet-Aid 混和均勻並吸取滴於 Strainer 上。完成後

再取 40µm 的 Strainer，繼續過濾。完成後加入 5% FBS 讓各管等高。 

VI. 把各管以 4 度離心機 300G 離心 10 分鐘。去除上清液。 

VII. 依 Pellet 大小加入 5% FBS 回溶並將各相同處理者混為一管後，依照所

需染色的組別數均分至各管。 

VIII. 以 5% FBS 照所需抗體建議之稀釋比例稀釋取出對應量後加入，並置於

冰浴中避光搖晃 30 分鐘染色。 

IX. 準備 Filter 管，並使用 5% FBS 清洗後倒出清洗液並預冷。染色結束後

補充 5% FBS 至各管等高，並以 4 度離心機 300G 離心 10 分鐘。 

X. 去除上清液，將 Propidium Iodide（PI）以 1：200 的比率與 5% FBS 稀釋，

並取 150µl 回溶各管。 

XI. 將回溶後的液體流過 Filter，進入 Sorting 用之管子，即可至於冰上等待上

機。使用分析的儀器為流式細胞儀（FACSAriaIII）（BD, USA），根據抗體表

現蒐集特定細胞，並萃取  RNA、反轉錄為  cDNA。參考方法為

MessageBOOSTERTM cDNA Synthesis from Cell Lysates Kit Protocol。 
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第三章、 實驗結果 

3.1 確立雷射傷口促進毛囊再生之 C57BL/6 小鼠實驗模型 

經由先前的實驗，本研究已經確定以第二代飛梭雷射給予 C57BL/6 小鼠微

傷口刺激，在一定總能量以上後可促進毛髮提前進入生長期，且以 15 mJ X 1048 

MTZ 刺激的效果最為優良。本研究再度使用這個單位與能量的組合，確定施打

購買自國家實驗動物中心的 8 週 C57BL/6 母鼠後，與自然週期的毛髮生長狀

況比較（圖 3.1）。 

從實驗結果中可以看到，沒有經過任何處理的小鼠除了有些微因週期不準確

而提前進入生長期的小區域之外，毛囊幾乎都處於休止期的狀態；而經過 15 mJ 

X 1048 MTZ 的雷射施打後的 C57BL/6 小數大約從施術後的第 9 天開始就可

在外觀上看到有小區域進入生長期的現象。當第 14 天時已經幾乎整個施打雷射

的區域都已進入生長期。由此可知，此能量組合的飛梭雷射確實能有效地促進休

止期的毛囊提前進入生長期。 

 

 

圖 3.1 雷射光束 15mJ X 1048 MTZ 對毛髮週期之影響 

（施打雷射過後的小數約在第九天可於皮膚上觀察到變黑的現象，對照組則無） 
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3.2 探討雷射微傷口對皮膚組織結構之影響 

在前一小節，本研究從巨觀上確定了飛梭雷射在本研究選定的能量下確實有

誘導毛髮進入生長期的效果後，便進一步以 H&E 組織染色的方式，針對幾個

天數確認在染色下是否也能看到提前生長的情況（圖 3.2）。本研究可以看到在第

五天的時候就明顯可以看出未處理組與處理組的毛囊型態差異，確定了毛囊確實

會提前生長且仍保有正常型態。 

接著本研究便挑選連續的天數，觀察毛囊與表皮組織經由雷射刺激後的連續

變化（圖 3.3、圖 3.4） 。由於本研究所著重的在於進入生長期前所產生的變化，

因此取樣時間將止於進入完整生長期之前，通常不會收取在此之後的時間點樣

本。 

 

 

圖 3.2 受雷射刺激組與控制組之部分天數 H&E 比較圖 

 （Scale Bar = 100µm） 
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3.2.1 皮膚變化 

本研究以施打雷射的日子算起，收取未施打雷射（對照組）與施打雷射兩個

組別的第一、第三、第五、第七、第九與第十一天來做連續觀察組織學上的變化。 

在未受雷射刺激的對照組中（圖 3.3），可以看到表皮層基本上都維持在相同

的厚度，沒有特別增厚的情況。同樣地，本研究在真皮層與皮下組織層也能看到

類似的情況，整體皮膚的厚度亦維持在相近的範圍。 

在受雷射刺激的組別中（圖 3.4），可觀察到表皮層在 Day5 與 Day7 有較

明顯的增厚情形，此現象在 Day9 後逐漸漸趨緩，Day11 時已幾乎恢復原來的

厚度。而在真皮層方陎，經由雷射照射後的真皮組織厚度皆厚於對照組，且可在 

Day1 時明顯看到經過飛梭雷射燒灼後被破壞的真皮組織與毛囊。此雷射損傷在

第五天後將變得較難觀察到。 

另外，本研究在雷射組別的 Day1 樣本中也可看到真皮層有明顯的免疫浸

潤現象，即有許多細胞核被標定在真皮層與皮下脂肪層，代表著可能有諸如嗜中

性球、巨噬細胞等免疫細胞在此表現。此現象消退的速度十分快，在 Day3 時

已幾乎看不到免疫浸潤的現象。 

 

3.2.2 毛囊變化 

比較實驗組與對照組，可發現兩者透過組織染色所見的外觀上，在 Day3 之

前無明顯差異，但在 Day5 就能發現次級毛胚已有顯著生長的現象，逐漸包覆

真皮乳突細胞。而在 Day7 時已可見到明顯的毛囊球（Bulb）的結構，毛囊持

續往下生長。在 Day9 時，毛囊的結構已趨於完整，至 Day11 時仍繼續生長增

長；相對地，對照組的毛囊則幾乎一直處於穩定的休止期狀態（圖 3.6）。 
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圖 3.3 未受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚 H&E 圖 

（無施打雷射的組別毛囊至 11 天都維持休止，Scale Bar = 100µm） 

 

 

圖 3.4 受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚 H&E 圖 

（施打雷射組在第 5 天時已能明顯看到毛囊進入生長期，Scale Bar = 100µm） 
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圖 3.5 受雷射刺激與對照組之 C57BL/6 小鼠兩側表皮厚度定量 

（經由雷射刺激後小鼠的表皮增厚現在第七天最明顯，而後退減至一般情況） 

 

 

圖 3.6 受雷射刺激與對照組之 C57BL/6 小鼠兩側毛囊長度定量 

（經由雷射刺激後小鼠的毛囊長度在第五天起顯著增長，第十一天約達最長） 
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3.3 探討雷射微傷口對毛囊幹細胞之影響 

在前兩小節，本研究從外觀與組織切片染色確定了休止期毛囊經一定刺激後

確實會提前進入生長期，接著便想了解，在毛囊生長起始過程中扮演重要角色的

毛囊幹細胞與次級毛胚，究竟在反應中被活化的先後順序為何。未達此目標，本

研究使用免疫螢光染色搭配標定特定蛋白的抗體來觀察各個表現的連續變化。 

 

3.3.1 雷射刺激誘導毛囊幹細胞增生 

BrdU 能標定進入分裂期的細胞，而 Cytokeratin 15（K15）則能標定 Bulge 

Stem Cell 的細胞，在生長期時，幹細胞會有活化增生情形。本研究將兩者雙染

後觀察螢光情況是否有重疊，可了解毛囊幹細胞從什麼時候開始增生（圖 3.7）。 

 根據之前的 H&E 染色，本研究知道在 Day9 時毛囊已明顯進入生長期的

中後段，而本研究關心的是在初進入生長期的現象，因此本研究收取 Day1、Day3、

Day5 和 Day7 的時間點作觀察。 

從 3.7a 圖可以發現，在 Day1 時幾乎沒有任何 BrdU 表現，而從 Day3 開

始，毛囊出現 BrdU 表現，但尚未與 K15 重疊。此時也可發現在表皮與真皮層

有 BrdU 表現，這顯示了可能是為了修補因雷射的傷害而開始產生修補性質的

細胞分裂。在 Day5 時，毛囊明顯開始生長，且也能看到 K15 與 BrdU 有重

疊的現象，表示在受到此能量的飛梭雷射刺激情況下，原位於休止期的毛囊，在

施術後第五天毛囊幹細胞已開始增生，位於生長期初期。另外從 3.7b 圖中的 

Day3 也可看到受損毛囊表現大量 BrdU，代表著生長情況快於未直接受影響之

毛囊。顯示直接受到刺激與否對於毛囊生長情況會產生不同程度的影響。 
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圖 3.7（a）受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚毛囊 K15 與 BrdU 染色圖 

（白箭頭表示 K15 與 BrdU 雙染之細胞，表示幹細胞增生，Scale Bar = 100µm） 

 

 

圖 3.7（b）受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠受損毛囊 K15 與 BrdU 染色圖 

（受雷射刺激之毛囊增生情況明顯多於未受傷害之毛囊，Scale Bar = 100µm） 
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3.3.2 雷射刺激誘導次級毛胚增生 

BrdU 能標定進入分裂期的細胞，而  P-cadherin 則能標定次級毛胚

（Secondary Hair Germ），在生長期時，次級毛胚會有活化增生情形。本研究將

兩者雙染後觀察螢光情況是否有重疊，可了解次級毛胚從什麼時候開始增生（圖

3.8）。 

透過實驗結果，可以發現從 Day3 開始次級毛胚開始表現 BrdU，表示從此

時開始次級毛胚開始增生，並且隨著天數累積，毛囊往下身長、次級毛胚增生的

現象越發增加。此現象指出休止期毛囊在接受雷射刺激後，Day3 起便已準備進

入生長期。另外，在 Day3 的結果中也可看到受傷損毛囊的次級毛胚表現大量

的 BrdU，如同前小節，指出受損的毛囊生長得更加快速。 

 

 

圖 3.8 受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚 P-cadherin 與 BrdU 染色圖 

（白色箭頭表示 P-cadherin 與 BrdU 雙染之細胞，Scale Bar = 100µm） 
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3.3.3 雷射刺激誘導毛囊由休止期進入生長期 

淋巴增強序列因（Lymphoid enhancer-binding factor 1, Lef1）是 Wnt/β-catenin 

訊號傳遞路徑中相當重要的調控蛋白質之一，且 Wnt 訊號調控了細胞的生長、

分化與發育等重要機能，也是活化真皮乳突細胞的關鍵。在毛囊生長期時，毛囊

會大量表現 Lef1，而在休止期與衰退期則相對低表現量（82）。 

藉由雙染代表分裂期的 BrdU 與生長期有高表現的 Lef1，本研究可以進一

步以 Lef1 提高表現量的時間來佐證前兩節毛囊幹細胞與次級毛胚提前生長的

現象，證實幹細胞與生長訊號都有符合在生長期時的表現（圖 3.9）。 

 

 

圖 3.9 受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚 Lef1 與 BrdU 染色圖 

（Lef1 自 Day3 有顯著提高表現，Scale Bar = 100µm） 
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3.3.4 雷射刺激對皮膚細胞之細胞週期影響差異 

BrdU 能標定進入分裂期的細胞，而 Ki67 則能標定細胞分裂周其中除了 

G0 停止期之外的階段（83），標定的範圍比 BrdU 更廣泛。Ki67 表現代表處於

有絲分裂週期中，因此當其開始表現時可視為一種啟動細胞週期的特徵，但未必

會進一步細胞分裂增生，然 BrdU 表現則表示該細胞正在增生（Proliferation）

中。透過雙染此兩種標誌，本研究可以判斷皮膚各層與毛囊在受到雷射導致的微

傷口刺激後進入細胞週期與分裂的先後與分布狀況如何（圖 3.10）。 

 從實驗結果圖中，可觀察到雷射後 Day1 的皮膚在真皮層有大量 Ki67 表

現，而表皮只有零星數點。在 Day3 時可繼續觀察到表皮與真皮有 Ki67 表現，

且此時可見到與 BrdU 雙重表現的細胞出現。此現象在 Day5  逐漸衰退，至 

Day7 時已幾乎看不見真皮有 Ki67 與 BrdU 表現，唯表皮仍有許多 Ki67 與極

少量 BrdU 表現。配合先前的組織染色圖推測，Day5 前之所以會在皮膚組織出

現大量 Ki67 表現，或許是因為雷射所致的傷口之故。當雷射傷害產生，隨之而

來的修復需求促使皮膚細胞進入細胞週期，伴隨的便是 Ki67 與 BrdU 先後表

現，這也解釋了為何雷射組別的真皮層厚度會大於對照組，以及表皮在此時期有

些許增厚的現象。當 Day5 之後，傷口已逐漸修復完成，Ki67 與 BrdU 也逐漸

不在表皮與真皮層表現。 

毛囊變化方陎，Day3 之前是以 Isthmus 與 Suprabasal 作為分界。 Isthmus 

部分有明顯 Ki67 表現，而 Suprabasal 以下幾乎沒有。在 Day7 前 Isthmus 均

表現出明顯 Ki67 標誌，而 BrdU 則於 Day5 逐漸衰退，反應似於表皮。這很

可能是毛囊越接近表皮的細胞，其細胞功能就越似於於表皮，因此對於刺激的反

應類似的緣故（圖 3.11、圖 3.12）。Suprabasal 以下，可見 Ki67 於 Day3 時在

次級毛胚與 BrdU 有共同表現；於 Day5 大量協 BrdU 表現在 Germ、少量出

現於 Germ，並在 Day9 時逐漸充滿整個毛囊球，且可見 Suprabasal 也開始表

現 Ki67。此原因或許也是因為 Suprabasal 之細胞相似於 Bulb 之故。 
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從 3.3 小節的結果可以判斷， Day1 時表皮與真皮組織感受到雷射刺激並

準備修復，接著在 Day3 時次級毛胚始進入細胞分裂週期、Day5 時毛囊幹細胞

進入分裂週期，毛囊宣告由休止期轉向生長期。 

 

 

圖 3.10 受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚 Ki67 與 BrdU 染色圖 

（Ki67 從 Day1 起開始在毛囊與皮膚增高表現，Scale Bar = 100µm） 



doi:10.6342/NTU201703947

 

47 
 

 

圖 3.11 受雷射刺激之小鼠表皮、Isthmus、真皮之 Ki67 表現與時間關係 

（Epidermis 與 Isthmus 都在Day1 到 Day7 高表現 Ki67，真皮則在 Day3前） 

 

 

圖 3.12 受雷射刺激之小鼠表皮、Isthmus、真皮之 BrdU 表現與時間關係 

（Epidermis 與 Isthmus 都在 Day3 到 Day7 高表現 BrdU，真皮只在 Day3） 
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3.4 外因性與內因性控制因素 

經由前陎的討論，本研究發現未直接受到雷射傷害的休止期毛囊從 Day3 

起便已準備提前進入生長期，而直接受到雷射損傷的毛囊細胞也有著更劇烈的增

生現象。本研究將受損增生歸類為為了修補而產生的反應，即一內因性控制因素，

表示為毛囊內部反應直接促使生長；而未受損卻因周遭微環境因子改變影響而提

前進入生長期者，則歸類為外因性控制因素，表示毛囊提前生長乃因外界環境導

致。類似的分類方式也已有相關文獻整理，如 R Paus 在 1999 年著作就將毛囊

生長因子如此分類，外因性如免疫反應或是任何毛囊外的細胞或分泌物；內因性

如毛囊本產生的賀爾蒙、細胞激素等等（84, 85, 86）。 

為釐清這點，本研究統計受損毛囊與皮膚佔取樣區域總毛囊與皮膚的百分比

數，以確定從外觀上觀察到的整個雷射施打區域最終都進入生長期，是否為該區

域絕大多數毛囊都受到雷射損傷所導致。 

本研究以 5µm 切片的組織染色為統計對象，將雷射灼燒傷口視作圓錐狀，

以靠近表皮處之傷口長度為直徑，計算傷口體積，並以切片皮膚之長度為總長度、

表皮至脂肪層為寬度、5µm 為厚度，計算皮膚總體積。兩者相除後可得到受傷

區域佔全皮之百分比。在計算每個切片共有多少毛囊，並計算被雷射擊傷之毛囊

數目，計算出受傷毛囊占總毛囊數目之比例（圖 3.13）。 

經由計算的結果，本研究可以發現，不論是受傷害的區域或受傷害的毛囊都

只佔了整體的少部分，但最後卻是整個雷射區域的毛囊都會提前進入生長期，因

此推測促成此現象的原因可能是來自於毛囊外的微環境發生了改變、釋放某些因

子，進而使得該區域的所有毛囊無論受損與否皆提前進入生長期。根據先前的實

驗結果，本研究發現經過刺激後的皮膚不論從外觀或組織染色都能看到發炎反應，

因此決定朝此方陎著手探討。 
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圖 3.13 受傷區域與毛囊占整體之百分比（計算毛囊數 n = 350） 

（由統計結果可見，受到雷射直接刺激的表皮與毛囊僅占少部分） 

 

 

 

 

 

100nm 
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3.5 探討雷射刺激誘發發炎與免疫浸潤之情形 

3.5.1 發炎與免疫浸潤現象 

從 Day1 的 H&E 染色圖，可以得知，C57BL/6 小鼠皮膚在經由雷射刺激

後會有皮膚炎反應產生的情形。此時可觀察到角質細胞增厚（Hyperkeratosis）、

表皮層增厚等情況，且在真皮層與皮下脂肪層有大量的細胞核表現，表示有為數

眾多的免疫細胞浸潤其中。本研究也能注意到此現象並非只集中於受損部分，而

是散布在整個真皮層（圖 3.14）。既然此現象為整體性的分布，那麼或許它與促

進毛囊提前進入生長期的外因性控制因子有所關聯，因此接下來本研究便想針對

幾種發炎相關細胞作探討。 

 

 

圖 3.14 受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠 Day1 時兩側皮膚之 H&E 染色圖 

 

皮膚作為人體防禦的第一道防線，抵禦外來入侵物或感染源的重要手段之一

便是透過非專一性的免疫反應，即發炎現象。當外界給予皮膚刺激，角質細胞、

內皮細胞等會分泌 TNF-α、IL-1 等因子吸引與發炎最為相關的兩種發炎細胞嗜

中性球（Neutrophils）與巨噬細胞（Macrophages），內皮細胞還會分泌 VEGF 、

PDGF 和 PlGF 等與血管新生相關的因子，促使血管擴張，進而使得更多免疫

細胞進入（87, 88, 89, 90, 91）。透過螢光染色與一些標誌抗體，本研究能嘗詴釐

清這些因子在毛囊進入生長期前的表現狀況為何。 

100nm 
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3.5.2 腫瘤壞死因子-α （TNF-α）表現狀況 

當皮膚受到外界刺激時，角質細胞和 Resident 的巨噬細胞會受刺激分泌腫

瘤壞死因子-α（Tumor Necrosis Factor alpha, TNF-α）和白細胞介素  1 族

（Interleukin-1 family, IL-1）等發炎相關因子，引起血管新生，並吸引單核球、

嗜中性白血球等免疫細胞前來的免疫浸潤現象，而活化的巨噬細胞和嗜中性白血

球又會繼續分泌 TNF-α 來調控免疫反應。也有相關文獻指出由巨噬細胞分泌

的 TNF-α 會活化毛囊，促進毛囊生長，由此可見 TNF-α 與毛囊生長有所關

聯（61, 92, 93）。 

經由先前描述的 qPCR 處理與分析步驟，後本研究可以看到，藉由全皮抽

取的 RNA 只在 Day1 的時候有快速升高 TNF-α 的表現（圖 3.15），這點也能

從螢光染色圖中再次驗證（圖 3.16）。表示 TNF-α 在經由雷射刺激後的 Day1 

會有高度表現，與發炎、免疫浸潤的時間吻合。  

 

圖 3.15 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚 TNF-α 之 mRNA 表現量 

（TNF-α 在 Day1 有明顯增高表現，並在 Day3 後衰退至一般水帄，*p≦0.05, 

**p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 
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圖 3.16 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚之 TNF-α 螢光染色圖 

（TNF-α 在 Day1 與 Day3 增加最明顯，Scale Bar = 100µm） 

 

3.5.3 白血球介素 1 族（IL-1）表現狀況 

當刺激皮膚表陎時會破壞表皮層的角質細胞，促使角質細胞釋放 IL-1 家族、

TNF-α等發炎相關因子。已有研究指出在經歷刺激性皮膚炎的組織會大量表現 

IL-1α、IL-1β，並且 IL-1 的受器在發炎期間會於表皮、毛囊等處大量表現，並

在發炎過後大量降低（92, 93）。 

 從整片接受雷射刺激的皮膚抽取出的 RNA 進行的 qPCR 結果中可以發現，

IL-1β 在 Day1 時，有明顯的大量表現，並且從 Day3 起急速降低（圖 3.17）。

相同的趨勢也可在 IL-1R 的 mRNA 表現情況中發現（圖 3.18）。配合 3.5.1 小

節，可以得知兩種與發炎相關的細胞激素都在  Day1 時有高度的表現，並在 

Day3 快速降低至一般水帄。 



doi:10.6342/NTU201703947

 

53 
 

D
a
y
0

D
a
y
1

D
a
y
3

D
a
y
5

0

1 0

2 0

3 0

4 0

IL 1 β

D a y (M e a n  ±  S D ,  n  =  3 )

R
e

la
ti

v
e

 m
R

N
A

 e
x

p
r
e

s
s

io
n

 l
e

v
e

l

****

* ns

 

圖 3.17 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚 IL-1β 之 mRNA 表現量 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 
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圖 3.18 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚 IL-1R 之 mRNA 表現量 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 
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3.5.4 血管內皮生長因子家族表現狀況 

血管內皮生長因子（VEGF）與血管新生（Angiogenesis）、血管通透性

（Vasculogenesis）、內皮細胞遷移與增生有極大的關聯。其相關家族（VEGF 

Family）包括 VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、VEGF-D、PlGF1/2（小鼠僅有 PlGF2）

與其同型體等。VEGF 家族在發炎中佔有重要的地位，在刺激性的接觸性皮膚發

炎中可以看到角質細胞與內皮細胞大量表現 VEGF（63, 64, 65, 66, 67）。 

從實驗結果（圖 3.19）以看到利用全皮抽取的 RNA 除了 VEGFA 在 Day1 

有較明顯的提高之外，其他幾乎都沒有太大量的提升，並且四者都從 Day3 起

劇烈降低。 

針對表現量較高的 VEGFA，本研究也採螢光染色的方式觀察表現結果（圖

3.20），可以發現各時間點皆有表現，且在 Day7 之前的時間點並沒有相當明顯

的差異。而在 Day9 後表現量之所以會提升，有可能和毛囊在生長期時需要更

多的生長因子與營養，因此激發 VEGFs 以促進血管擴張之故（94）。 

總體而言，小鼠在經過雷射刺激之後，在 Day1 時會因發炎現象而使得 

VEGF 有較高的表現，其中又以 VEGFA 最為顯著。此現象在 Day5 後逐漸下

降，並在 Day9 時再度上升。 
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圖 3.19 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚 VEGFs 之 mRNA 表現量 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 

 

 

圖 3.20 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚之 VEGFA 螢光染色圖 

（Scale Bar = 100µm） 
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而在本研究對 VEGF 家族中的另一個成員 PlGF 作 mRNA 表現的結果

（圖 3.21）中，可以看到全皮抽取的 RNA 在 Day1 時表現了表現了較高的 

PlGF，並且在 Day3 之後減低。 

PlGF 在發炎反應中主要是由內皮細胞分泌，並具有調控與誘導 VEGF 與

其訊號傳遞的功能（95,96,97,111, 112）以及活化與吸引單核球、巨噬細胞的能

力（95, 112）。在先前的討論可看到 Day1 時的 VEGF 有所提高，或許與 PlGF 

之提高有所關連。 
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圖 3.21 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚 PlGF 之 mRNA 表現量 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 

 

3.5.5 血小板衍生生長因子（PDGF）表現狀況 

還有另外一個已知與血管新生和調控細胞生長分化以及傷口癒合的生長因

子是 PDGF，它是貯存於血小板α顆粒中的一種鹼性蛋白質，主要由血小板製造，

但在組織受損時的內皮細胞和巨噬細胞也會分泌。同時，它也具有吸引巨噬細胞
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的功能（98, 99, 100）。 

從結果（圖 3.22）可以看到，在整體的情況下，PDGF 於 Day1 的時候有

提高表現，並在 Day3 後退減至一般水帄。 

 

圖 3.22 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚 PDGF 之 mRNA 表現量 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 

 

3.5.6 嗜中性球（Neutrophils）表現狀況 

本研究使用能中和中性粒細胞表陎抗原 Ly6G 的抗體來標定 Ly6G，並收取

進入生長期前的天數觀察。從染色結果（圖 3.23）可以發現 Ly6G 大量於 Day1 

真皮層與皮下組織層，表示在 Day1 發生免疫浸潤時進入的細胞絕大多數都是

嗜中性球。且此現象消退的速度十分急遽，在 Day3 時已幾乎無 Ly6G 表現。

此結果與全皮抽取的 mNRA 跑出的 qPCR 結果類似，在 D0 時幾乎偵測不到

表現、而後在 Day1 快速增高，並在 Day3 後衰退（圖 3.24）。  
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圖 3.23 受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚 Ly6G 表現圖 

（嗜中性球僅在 Day1 於真皮層大量表現，Scale Bar = 100µm） 
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圖 3.24 受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚之 Ly6G mRNA 表現量圖 

（相對於 Day1，*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 
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3.5.7 巨噬細胞（Macrophages）表現狀況 

相較於嗜中性球，巨噬細胞是以 F4/80 是成熟小鼠巨噬細胞的表陎標誌，本

研究可利用抗體標誌此蛋白並藉由冷凍切片的免疫螢光染色觀察巨噬細胞的表

現情形。 

從冷切染色的結果（圖 3.25）可以發現，F4/80 標誌在未受雷射刺激前便已

有在皮膚表現，包含表皮和真皮層，其中表皮可能是 Langerhans Cell 存在所致。

在經由雷射刺激後，可觀察到 Day3 與 Day5 表皮的 F4/80 表現消失，且真皮

組織的 F4/80 表現數量相較之前更為增多，並可看到脂肪層中也有大量表現。

然而在全皮抽取的 mRNA 中卻無法看到明顯的表現量增高（圖 3.26），這或許

是因為巨噬細胞本來占整體皮膚的比例遍不高，且在後期天數時皮膚細胞增生，

導致即使巨噬細胞數量增多，在總體細胞數量大量增加的情況下，便無法從 

qPCR 的結果中看出增加趨勢、甚至反而會看見降低的情形。 

在前一小節裡，嗜中性球經過雷射刺激後快速於 Day1 出現並消退，可能

就是為了應對雷射灼燒傷害而產生的急速發炎反應。而中性球數量衰減後，巨噬

細胞的數量逐漸在 Day3 起增多，這很可能是因為發炎反應促使組織內的細胞

釋放出發炎相關因子，使得巨噬細胞被招募（Recruit）至組織中（101）。 

總地來說，本研究確實觀察到嗜中性球與巨噬細胞在刺激後會有提高表現的

情況，但仍無法確定在此反應中他們是否對毛囊提前進入生長期具有重要性。 
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圖 3.25 受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚 F4/80 表現圖 

（F4/80 自 Day3 後提高表現量，Scale Bar = 100µm） 
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圖 3.26 受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚 F4/80 mRNA 表現圖 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 
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3.6 探討發炎相關因子與細胞抑制對雷射刺激促使毛囊生長

之影響 

為了釐清這些具有高表現的發炎或生長相關因子、嗜中性球與巨噬細胞在促

進毛囊提前進入生長期的反應中所扮演的角色，本研究選擇使用具有專一性的抑

制劑來降低這些因子的表現，並觀察在小鼠少了某些因子又受到相同能量雷射刺

激的情況下，毛囊生長的情況是否有所差異。 

 

3.6.1 腫瘤壞死因子-α 抑制對雷射促毛髮生長反應之影響 

在抑制 TNF-α 的表現方陎，本研究使用的是 TNF-α Knock Out（TNFα-/-）

基因轉殖小鼠，在經由基因型鑑定確認的確為 TNF-α-/- 後，一樣在 8 週時進

行雷射實驗，並收取皮膚作染色觀察。 

在外觀上（圖 3.27）可以見到使用 TNF-α 剔除的基因轉殖鼠並施打相同劑

量的雷射後，在 Day11 已能看到進入生長期的變黑現象，相較於 C57BL/6 小

鼠有大約 2 天的延遲。但觀察到 21 天後仍可看到施打雷射的區域皆已進入生

長期的現象。 

 在 H&E 的染色圖（圖 3.28）中可以觀察到毛囊的生長狀況也略有延遲，

且在 Day7 時已明顯看到進入生長期的跡象。並且透過定量分析圖（圖 3.29）

可以觀察到，當將 TNF-α 剔除後，免疫浸潤的情形有所減少，且細胞核變得較

為集中於雷射傷害附近。 
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圖 3.27 受雷射刺激之 TNF-α -/- 小鼠與 C57BL/6 小鼠外觀比較 

（膚上紅標記為施打雷射之區域；紅框表示從外觀上可見皮膚變黑之現象） 

 

 

圖 3.28 受雷射刺激之 TNF-α -/- 小鼠與兩側皮膚 H&E 染色 

（Scale Bar = 100µm） 
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圖 3.29 受雷射刺激之 TNF-α -/- 與 C57BL/6 小鼠免疫浸潤現象比較 

（Scale Bar = 100µm, *p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 
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3.6.2 VEGF 抑制對雷射促毛髮生長反應之影響 

經由先前的討論得知 VEGF 大致都會在 Day1 上升，其中又以 VEGFA 有

最明顯的改變，並在 Day3 時仍有較高的表現。已有多數研究指出，VEGF 對

於毛囊生長有所影響，且在早期發炎反應時 VEGF 主要會透過內皮細胞分泌，

其他還有 T 細胞與表皮角質細胞亦會分泌，而 VEGFA 在其中佔了絕大部分的

比例（68,69）。因此本實驗接著嘗詴以施打藥物的方式抑制 VEGFA，並觀察對

於刺激後提前進入生長期時否有所影響。 

Avastin 能專一性抑制 VEGFA ，而 Zaltrap 可抑制 VEGFA、VEGFB 與 

PlGF，阻絕其下游的 RTK 訊號傳遞路徑，並且有效抑制血管新生（79）。使用

在 2.8.4 節描述的給藥方式之後，從觀察毛囊生長的結果（圖 3.30）可發現有兩

者有明顯的生長時間延遲，Avastin 組直到 Day11 才能在表現上看見進入生長期

的情況，並且進入生長期的陎積也有很明顯的縮小，然而仍無法完全抑制毛囊提

前生長；Zaltrap 組大致也是在 Day11 左右才能從外觀上看到變黑的情況，但對

於皮下注射的區域而言，此處理在停止給藥之前都不會在注射藥物處看到進入生

長期的狀況，顯示綜合抑制 VEGFA、VEGFB 與 PlGF 能有效抑制提前進入生

長期的情況。 

 本實驗也針對在 mRNA 表現量中有明顯高點的 Day1 作螢光染色，從結果

中（圖 3.31、圖 3.32）可以看到施打 Avastin 與 Zaltrap 之後能降低 VEGFA 的

表現量。另外也收取施打 Avastin 後特定幾個時間點組織染色觀察毛囊型態，可

以看到毛囊在 Day14 時已充分進入生長期（圖 3.33）。 
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圖 3.30 受雷射刺激之 VEGF 抑制小鼠與 C57BL/6 小鼠外觀比較 

（皮膚上紅框為施打雷射之區域，橢圓紅色標記為皮下注射藥劑之區域） 

 

Avastin 

Zaltrap 
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圖 3.31 受雷射刺激並抑制 VEGF 後 Day1 時小鼠皮膚 VEGFA 比較圖 
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圖 3.32 受雷射刺激並抑制 VEGF 後 Day1 時小鼠皮膚 VEGFA 定量圖 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 
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圖 3.33 受雷射刺激並抑制 VEGF 後毛囊生長狀況與時間之關係 

 

3.6.3 噬中性白血球耗竭對雷射促毛髮生長反應之影響 

經由先前的討論，本研究得知噬中性白血球在早期發炎有劇烈增減的情形，

為探討其重要性，本研究選擇以腹腔注射的方式，打入對噬中性白血球專一性抑

制的抗體 Anti-Ly6G，使噬中性白血球的耗竭，降低數量，並觀察是否在缺少了

噬中性白血球的情況下，休止期毛囊依然會進入生長期。 

本研究以 2.8.1 小節描述的方式進行處理，並將腹腔注射 60µl Anti-Ly6G 

的 C57BL/6 小鼠為處理組，注射 Anti-IgG 者為對照組，拍照與收取組織以比

較兩者經同樣雷射刺激後的毛囊生長情況。 

透過實驗結果（圖 3.34）可以發現，注射 Anti-Ly6G 抗體的組別與對照組

在毛囊生長方陎並無太大的差異，僅處理組有些許的延遲。兩者最終毛髮生長的

區域大小亦無明顯差別。 
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圖 3.34 嗜中性球抑制對雷射誘導進入生長期之影響 

（紅框圍從外觀上可見皮膚轉黑之現象） 

 

 

同時，本研究也透過 H&E 染色與螢光染色確認嗜中性球是否確實有被 

Anti-Ly6G 抗體耗竭（圖 3.35、圖 3.36）。從 H&E 染色圖中可以看到 Day1 在

控制組中仍有大量免疫浸潤現象，而施打抗體後的處理組則明顯減少許多。在螢

光染色圖中也可看到原先有大量 Ly6G 表現的 Day1 控制組，經施打抗體後期

表現量有大幅下降的情形發生。 

由此本研究可以得知，嗜中性球即便耗竭，對於經由雷射刺激後促使毛囊進

入生長期的現象並沒有明顯抑制作用，可見嗜中性球並非重要的影響因子。 
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圖 3.35 嗜中性球抑制後受雷射刺激之小鼠兩側皮膚 H&E 染色圖 

（Scale Bar = 100µm） 

 

 

圖 3.36 受雷射刺激並抑制 Neutrophil 後 Day1 時小鼠皮膚 Ly6G 比較圖 
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3.6.4 巨噬細胞耗竭對雷射促毛髮生長反應之影響 

在第一章的討論中已有許多文獻指出巨噬細胞與促進毛囊生長有所關連，但

在雷射刺激的實驗模組中，巨噬細胞的作用仍有待釐清。 

本研究使用的是能讓巨噬細胞吞噬後凋亡以減少其數量的藥物 Clodrosome 

與無使巨噬細胞凋亡效用的 Liposome。如同 2.8.2 小節描述方式，本研究將在

皮下注射 Clodrosome 的組別作為處理組；施打 Liposome 的組別作為控制組，

並拍照觀察與收取組織染色，以比較兩者經同樣雷射刺激後的毛囊生長情況。 

透過實驗結果（圖 3.37）可以發現，注射 Clodrosome 的處理組雖然在 Day9 

時便已有部分區域進入生長期，但在 Day11 天時可觀察到進入生長期的區域時

圍繞著注射 Clodrosome 的區域而成，且施打藥物的部位直到 Day21 都沒有進

入生長期；相對地，施打 Liposome 的對照組如同雷射處理組，在 Day9 時已

可從外觀上見到進入生長期之跡象，且進入生長期的區域並無縮小現象。 

 

 

圖 3.37 巨噬細胞抑制對雷射誘導進入生長期之影響 

（皮上方形標記為施打雷射區域、紅色橢圓為打藥區域、紅色方框為可見變黑時） 
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另外，本研究也收取施打藥劑後的前期時間點作 H&E 染色（圖 3.38）。透

過染色結果本研究可以發現，直到 Day9 毛囊都還停留在休止期狀態，而未做

處理的雷射組在此時已幾乎位於生長期後期。其他還可發現在施打 Clodrosome 

之後的部分，其皮下組織層會有明顯增厚的現象，且在 Day5 後可看到皮下組

織處有大量細胞核出現。這可能是因為藥物累積在該處引發的發炎反應，並吸引

嗜中性球前往。本研究也在 Day7 與 Day9 的組織染色圖裡可發現到兩側（未

注射藥劑）的部分已有明顯進入生長期的現象，藉此，讓本研究確定皮下注射 

Clodrosome 的效果的確為局部性的。 

 

 

圖 3.38 巨噬細胞抑制後受雷射刺激之小鼠兩側皮膚 H&E 

（Scale Bar =100µm） 

 

在觀察時間結束後，本研究也取下 Day21 天的皮膚作 H&E 染色（圖 3.39），

從中本研究可以明顯看到施打藥劑與否的區域其毛囊處於完全不同的狀態。打藥

處位於休止期，而未打藥處已處於完全的生長期。 
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圖 3.39 施打 Clodrosome 後受雷射刺激之小鼠皮膚 Day21 H&E 染色圖 

 （Scale Bar = 100µm）  

 

為確認 Clodrosome 是否真的能減少巨噬細胞的量，以判斷毛囊無法提前進

入生長期與巨噬細胞數量衰減是否有所關聯，本研究收取實驗前期的時間點，以

qPCR 的方式觀察 F4/80 標誌的表現量（圖3.40），顯示巨嗜細胞數有顯著減少。 

 

 

圖 3.40 巨噬細胞抑制後受雷射刺激之小鼠兩側皮膚 F480 mRNA 表現 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 
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3.6.5 巨噬細胞抑制對毛囊幹細胞動態之影響 

透過前陎的實驗，本研究從巨觀層陎與組織染色、免疫螢光染色確定將巨噬

細胞耗竭後，確實能抑制該區域毛囊提前進入生長期的情況。但這時期的毛囊幹

細胞狀態仍為了解。本研究接著便用 Ki67 與 BrdU 作螢光染色，觀察此階段

的毛囊狀態。 

在 BrdU 與 Ki67 的雙染結果圖（圖 3.41）中，可以看到代表進入細胞週

期的 Ki67 表現情形在 Day3 之前大致同未經特別處理的雷射組別，在表皮、

真皮與 Isthmus 有高表現，但在 Day5 後真皮層仍有 Ki67 表現，不同於雷射

組別，且直到 Day9 表皮、真皮與 Isthmus 都依然有相當明顯的表現，這或許

和施打藥物後引起的嗜中性白血球浸潤的情形有所關聯。BrdU 方陎則可觀察到

在毛囊幹細胞外的表現情況類似雷射組別，僅在  Day3 時於表皮、真皮與 

Isthmus 有稍高的表現，可能是因為巨噬細胞被抑制後導致修復作用減緩所致。

而在毛囊部分則直到 Day7 才能在次級毛胚的部份看到寥寥數點、Day9 時零星

出現於毛囊幹細胞處。 

這些結果顯示施打 Clodrosome 抑制巨噬細胞後雖無法減緩細胞進入細胞

週期，但會使得毛囊幹細胞與次級毛胚的增生情況受到大幅抑制。本研究在 

Day5 後未受施打藥劑的部分（圖 3.42），也可明顯觀察到毛囊生長的情況以及

大量的 BrdU 與 Ki67 表現。並且在 Day21 的雙染結果（圖 3.43）中也可看到

相當的差異，確定了 Clodosome 對細胞週期的影響主要為局部作用。 
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圖 3.41 施打 Clodrosome 後受雷射刺激之小鼠皮膚 Ki67 與 BrdU 雙染圖 

（Scale Bar = 100µm） 

 

 

圖 3.42 施打 Clodrosome 後未受影響之部分皮膚 Ki67 與 BrdU 雙染圖 

（Untreated 表示未受到局部皮下 Coldrosome 影響之區域，Scale Bar = 100µm） 
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圖 3.43 施打 Clodrosome 後受雷射刺激之小鼠皮膚 D21 之 Ki67 與 BrdU 

（Scale Bar = 100µm） 

 

3.7 探討巨噬細胞在微傷口促進毛囊再生現象中扮演之角色 

經由前陎的研究，發現當降低巨噬細胞的數量後，能使得經由一定能量以上

的雷射刺激所導致的提前進入生長期之現象受到抑制，也確定了在雷射刺激的發

炎環境下巨噬細胞會有被活化的現象，本研究接著便想探討，巨噬細胞可能釋放

出哪些因子，從而使得休止期毛囊提前進入生長期。 

 

3.7.1 巨噬細胞活化類型 

當皮膚受到外來物刺激之後，血管中許多單核球會因此被吸引至該區域，浸

潤其中，並受到許多發炎相關因子控制與刺激，極化（Polarization）為不同類型
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的巨噬細胞。一般而言，接受發炎因子調控並活化的巨噬細胞大致可分為 M1 巨

噬細胞（Classically activated macrophage）和 M2 巨噬細胞（Alternatively activated 

macrophage）。前者與發炎反應有較大的關聯性，它會分泌許多與發炎相關的因

子以抵抗外來物與活化其他相關發炎反應；後者主要與傷口修復、組織癒合較有

關連。M1 與 M2 巨噬細胞在分泌的發炎因子也有所不同，M1 多分泌 IL-1β、

IL-6、TNF-α 和 Inducible Nitric Oxide Synthesis（iNOS）；M2 則多分泌 IL-4、

IL-10、IL-13 和 Arginase1（Arg1）。若要藉由螢光染色區分 M1 與 M2 巨噬細

胞，通常以 iNOS 與 Arg1 作為區分的標誌（102, 103）。我們利用全皮抽取 

mRNA 並以 qPCR 的方式鑑定此兩種基因，顯示兩者在 Day1 與 Day3 時皆有

提升表現，其中又以 iNOS 最為明顯（圖 3.44、圖 3.45）。 

 

 

圖 3.44 受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚 iNOS mRNA 表現 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 



doi:10.6342/NTU201703947

 

77 
 

 

圖 3.45 受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠兩側皮膚 Arg1 mRNA 表現量 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 

 

3.7.2 巨噬細胞與發炎、生長相關因子之聯繫 

經先前系列的討論瞭解了經雷射刺激後的皮膚確實會表現活化狀態的巨噬

細胞，接著便想討論這些巨噬細胞分泌了哪些與發炎或生長相關的因子，並希望

能循著與這些因子相關的路徑往下探討。 

本研究使用在 2.9 節描述的細胞分選方法，分選出未施打雷射的 Day0 與

施打雷射後 Day3 的巨噬細胞，並轉錄成 RNA，再經由 qPCR 鑑定目標基因

的表現量。之所以選擇 Day3 是因為 Day3 為毛囊的次級毛胚開始活化的時候，

此時期的巨噬細胞所分泌出的相關因子將可能是促使毛囊提前進入生長期的關

鍵，且從螢光染色圖中也可看到巨噬細胞從 Day3 起有較高的表現。 

首先本研究先針對 iNOS 與 Arg1 兩種蛋白作分析，確定在 Day3 時的巨

噬細胞究竟以何種型態為主，因為全皮抽取的 mRNA 可能會因為其他細胞餐入

而使得表現量被稀釋，且此兩種因子並非只有巨噬細胞會表現。從結果（圖 3.46）

本研究得知在 Day3 時巨噬細胞多以 M2 型態表現。 

 



doi:10.6342/NTU201703947

 

78 
 

 

圖 3.46 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚巨噬細胞 iNOS 與 Arg1 mRNA 表現量 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 

 

再來本研究針對幾種可能的發炎與生長相關因子做討論，分別有主要由巨噬

細胞分泌且與系統性發炎相關的腫瘤壞死因子-α（Tumor Necrosis Factor alpha, 

TNF-α）、與血管新生有密切關係的血管內皮生長因子（Vascular Endothelial 

Growth Factor, VEGF）家族以及胎盤生長因子（Placental Growth Factor, PlGF）、

血小板衍生生長因子（Platelet-derived Growth Factor, PDGF），共計七種。 

這些因子已在前陎的章節利用染色或 qPCR 的方式討論過在整體的表現，

且幾乎都能看到在 Day1 時有高度表現。針對巨噬細胞做專一探討，希望能更

準確釐清在即將進入生長期時，巨噬細胞分泌上述因子的狀況。 

經由實驗結果可以看到 Day3 的巨噬細胞並沒有特別表現 TNF-α，甚至表

現量還變得趨緩（圖 3.47）。本實驗在先前透過基因轉殖鼠抑制 TNF-α 表現後

並無法有效抑制毛囊提前進入生長期，與此結果都共同指向 TNF-α 並非關鍵。 
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圖 3.47 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚巨噬細胞 TNF-α 之 mRNA 表現量 

（M0：Day0 之巨噬細胞；M3L：雷射後 Day3 之巨噬細胞, **p≦0.01） 

 

 PDGF 在傷口修復時主要會由內皮細胞與巨噬細胞分泌，並且具有吸引巨噬

細胞前來的功能（98, 99, 100）。在我們實驗結果中（圖 3.48），並沒有在 Day3 時

的巨噬細胞看到有明顯的 PDGF 增加表現。 

 

 

圖 3.48 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚巨噬細胞 PDGF 之 mRNA 表現量 

（***p≦0.001） 
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針對不同的 VEGF 分子做探討，從實驗結果（圖 3.49）可以看到 Day3 的

巨噬細胞與 Day0 相比幾乎都沒有增高表現這些因子的情形，甚至出現降低者。

而在先前的章節，本研究也利用全皮抽取的 RNA 鑑別這些基因的表現，可以發

現除了 VEGFA 在 Day1、Day3 有較明顯的提高之外，其他幾乎都沒有太大量

的提升，並且四者都在 Day3 之後劇烈降低。 

由此可知，在本實驗的反應中，VEGFA 在促進毛囊生長的反應中扮演重要

角色，且 VEGFB、VEGFC、VEGFD 的影響較不顯著。巨噬細胞雖然也有表現

一定量的 VEGFA，但在 Day3 時並不會特別提高其表現，顯示比起 VEGFA，

巨噬細胞更可能是透過其他機制調控毛囊生長。 
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圖 3.49 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚巨噬細胞 VEGFs 之 mRNA 表現量 

（**p≦0.01） 
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而在本研究對 VEGF 家族中的另一個成員 PlGF 作 mRNA 表現的結果

（圖 3.50）中，可以看到受雷射刺激後 Day3 的巨噬細胞明顯比起未受雷射影

響的巨噬細胞還要高度表現 PlGF。雖然此現象在全皮抽取的 RNA 表現中並未

觀察到，但這很可能是因為巨噬細胞並未占整個皮膚的細胞總量太高的百分比，

因此巨噬細胞增加表現 PlGF 的效果在整體看來便被淡化了。 

 

 

圖 3.50 受雷射刺激之小鼠兩側皮膚巨噬細胞 PlGF 之 mRNA 表現量 

（***p≦0.001） 

  

總結來說，觀察整個受到雷射刺激的皮膚，可以發現到 TNF-α、VEGFA、

VEGFC、VEGFD、PlGF 與 PDGF 都在 Day1 的時候有提高表現量，這些因子

都和誘導發炎反應、血管新生以及吸引免疫細胞前往發炎部位有所關聯，如 

VEGFA 對於招募（Recruit）巨噬細胞前往發炎或腫瘤部位有相當的必要性（104, 

105, 106）； PlGF 能左右巨噬細胞的趨化與極化（95, 107, 108, 109, 112）。他們

的高表現，顯示 Day1 時的皮膚正處於發炎狀況。再觀察 Day3 的巨噬細胞後，

僅能確認到 PlGF 在 Day3 有高表現，而此時正是毛囊準備進入生長期的起始，

當本研究使用 Clodrosome 將巨噬細胞專一性去除後，毛囊提前進入生長期的情

形受到抑制，兩者結果指出由巨噬細胞釋出的 PlGF 可能在其中扮演了關鍵的

角色。 
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3.8 探討發炎與生長相關因子對毛囊之影響 

經先前的討論得知 VEGF Family、PDGF、PlGF、TNF-α 等在整個微環境

的發炎早期皆有所提升，其中抑制巨噬細胞或同時抑制 VEGFA、VEGFB 與 

PlGF 對於提前進入生長期的狀況有顯著的影響，且巨噬細胞在 Day3 時有高 

PlGF  的表現，本研究便想探討這些因子對於毛囊的作用是否為直接影響。為

此，本研究分選出 Day0 與 Day3 的毛囊幹細胞與次級毛胚細胞，希望以 qPCR 

來確認究竟是否有這些因子的接受器（Receptor）存在。 

 VEGF Family 主要透過  VEGFR 產生作用，VEGFR 分為  VEGFR1、

VEGFR2、VEGFR3，其中又以前兩者佔大宗，且每種受器所對應的因子也有所

不同。除了 VEGFR 之外，還有 Neuropilin1 與 Neuropilin2 （96, 110）。他們

亦能和部分 VEGFs 結合或結合某些 VEGFR，邃影響 VEGF 與受器結合的訊

號傳遞（124, 125, 126）。 

經由實驗結果（圖 3.51、圖 3.52）可以看到在 Day0 與 Day3 時的毛囊幹

細胞與次級毛胚幾乎都沒有表現 VEGFR1，然而 VEGFR2 則在兩者於 Day3 

時有提高表現的情況。此點與 2009 年的研究指出人類的毛囊自進入生長期起會

在毛囊表現 VEGFR2 的結果相同（113），表示在毛囊上表現的主要為 VEGFR2，

且在本實驗中，VEGFR2 會在即將進入生長期時略微提高表現。 

另外我們也看到 Nrp1 在 Day3 時的表現，不論是在次級毛胚或毛幹細胞

處，都大幅下降；而 Nrp2 幾乎不在毛囊幹細胞處表現（40 多 Cycle 數），但此

時卻會在次級毛胚有顯著提高表現的情形（圖 3.53、圖 3.54），這結果或許代表

在受雷射刺激後第三天時，次級毛胚的 Nrp2 受 PlGF 活化，並且增加表現，

從而直接或協調 VEGFA 與 VEGFR2 結合並促使次級毛胚進入生長期。 
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圖 3.51 受雷射刺激之小鼠兩側毛囊細胞 VEGFR1 之 mRNA 表現量 

（ns 表示沒有顯著差異） 

 

  

圖 3.52 受雷射刺激之小鼠兩側毛囊細胞 VEGFR2 之 mRNA 表現量 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 
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圖 3.53 受雷射刺激之小鼠兩側毛囊細胞 Nrp1 之 mRNA 表現量 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 

 

 

圖 3.54 受雷射刺激之小鼠兩側毛囊細胞 Nrp2 之 mRNA 表現量 

（*p≦0.05, **p≦0.01, ***p≦0.001, ****p≦0.0001） 
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第四章、 討論 

4.1 雷射誘導發炎致使 PlGF 與 VEGFA 促進毛囊生長 

在臨床上已有許多案例指出局部性的摩擦可能和多毛症有所關聯，其產生原

因有可能便是摩擦產生的局部發炎現象（114,115）。而在經過低能量的飛梭雷射

刺激後，不僅不會產生明顯雷射除毛的現象，反而導致該區域整體提前進入生長

期，讓我們好奇，飛梭雷射所導致的促進毛髮生長現象是否也和發炎有所關連。

倘若能找到一個能在不產生疤痕又能促進毛囊生長的能量大小，以後或許能有更

進一步的運用。 

我們使用當今被運用在實驗用途最為廣泛的第二代飛梭雷射，配合先前測詴

出的能量組合，並使用毛囊能繼續維持約 3 到 4 周休止期的 C57BL/6 小鼠來

進行實驗。 

經由實驗，我們可以看到位於休止期的毛囊在經過雷射的刺激後，確實會提

前進入生長期，且此現象會隨著雷射能量降低而趨緩。使用 15mJ X 1048 MTZ 

的能量組合刺激後可在第 9 天時於外觀看到進入生長期的變黑情況，而使用 13 

mJ X 1016 MTZ 則大約在 13 天才會看到此情形。兩者雖然進入生長期的時間

有所區別，但最終仍會整個區域都進入生長期，顯示當強度足夠時，刺激的強弱

會影響僅有活化毛囊的快慢。讓我們好奇，刺激強弱引發的差異發炎反應是否造

成為此影響的因素。 

我們接著選用效果最好的 15mJ X 1048 MTZ 能量組合接續探討，觀察到毛

囊幹細胞與次級毛胚分別在 Day5 與 Day3 開始有增生的現象，隨後包覆真皮

乳突細胞、往下生長，邁入生長期。我們也利用 Ki67 染色，發現其實早在 Day1 

時毛囊的 Isthmus 部分就已有進入細胞週期的現象，指出雷射刺激透過某種方

式讓毛囊在 Day1 時期就準備進入細胞週期。 

我們也能從 H&E 染色圖中觀察到實驗早期有角質層與表皮增厚的現象、

在 Day5 前明顯的真皮層燒灼痕跡，以及僅在 Day1 產生的明顯免疫浸潤等接
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觸性皮膚炎的代表性跡象（116）。 

經由觀察，我們發現受到雷射刺激後僅有少部分毛囊受到傷害，然而卻是整

個區域的毛囊在最後都會提前進入生長期，讓我們因此朝向發炎這種能帶來全區

域性效果的反應來探討。我們利用免疫螢光染色與 qPCR 觀察刺激後的發炎相

關細胞、生長因子等表現情況，發現 TNF-α、IL-1β 等發炎前驅因子

（Pro-Inflammatory Factors）都在 Day1 時有明顯的高表現。而與血管新生、擴

張以及吸引免疫細胞前往的其他因子，如 VEGFs、PlGF、PDGF 等，也都在 Day1 

有顯著提升。並且我們也可以看到嗜中性球在 Day1 有高度表現，幾乎充滿整

個真皮層與皮下組織層，表示 Day1 確實有產生一個急速且劇烈的發炎反應，

提高這些因子表現並吸引大量嗜中性球前往。其他如巨噬細胞也可在 Day3 後

看到增加的情形，可能是因為被發炎相關因子吸引。 

由於毛囊在 Day1 時便有 Ki67 表現，且次級毛胚在 Day3 時便處於分裂

期的狀態，我們便好奇在這之前所發生的發炎因子、嗜中性球與巨噬細胞是否為

導致進入生長期的起始因子（Initiator）。 

為此，我們使用免疫抑制劑、抗體和基因轉殖鼠，將某些因子專一性抑制，

倘若該因子是促使提前進入生長期的關鍵因子的話，那麼在將其抑制後或許就能

使得進入生長期的現象變得趨緩甚至完全被抑制。經由一系列的實驗，我們發現

當把嗜中性球抑制或以基因轉殖鼠剔除 TNF-α 和 IL-1R 後，對於毛囊提前進

入生長期的現象並沒有明顯的抑制效果，僅有延遲的功能。在利用藥物把 

VEGFA 抑制後可以看到毛囊生長的情況有明顯的延遲，且生長區域顯著縮小。

更進一步地，我們將 VEGFA 連同 VEGFB 與 PlGF 一併抑制後，注射藥劑的

區域便不會提前進入生長期，這些結果顯示此現象和 VEGF 家族的相關訊號有

重要的關連，並且排除掉了毛囊提前進入生長期是因為血管新生的緣故。最後，

當我們把巨噬細胞抑制後，發現在施打藥物的區域並不會提前進入生長期，告訴

我們巨噬細胞在此反應中有極為重要的地位，很可能是因為巨噬細胞狀態的改變
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含分泌出的某些細胞激素從而使得毛能提前進入生長期。 

我們利用細胞分選的方式，選擇出休止期時（Day0）的巨噬細胞毛囊準備

進入生長期（Day3）的巨噬細胞，希望分析出此時的巨噬細胞相比於一般狀態，

在何種細胞激素的分泌情況有所改變，或許這就是讓毛囊進入生長期的因子。經

過 qPCR 的結果，我們發現巨噬細胞此時大多屬於 M2 類型，且具有分泌 

VEGF 家族以及高分泌 PlGF 的狀況。藉此，我們認為 VEGF 家族在雷射刺激

後進入生長期的現象中扮演重要的角色，其中巨噬細胞分泌的 PlGF 更是扮演

了調控的關鍵。 

為了解 VEGF 家族對於進入生長期的影響是直接或間接影響，我們分選出 

Day3 的毛囊幹細胞與次級毛胚細胞，探討是否具有 VEGFA 與 PlGF 的相關受

器。結果發現，毛囊細胞具能與 VEGFA、VEGFC、VEGFD 結合的 VEGFR2 以

及能和 VEGFA、PlGF2 結合的 Nrp2，或許巨噬細胞分泌的 VEGFA 與 PlGF 

能透過 VEGFR2 和 Nrp2 直接影響到毛囊細胞。對此，有研究指出 VEGF 促

使的血管新生對於毛囊的生長有重要影響，缺少 VEGFF 可能導致毛囊生長延

遲或縮短(94)；也有研究表示 VEGF 能在細胞培養的環境下促進角質細胞生長

(117)與透過在毛囊上的 VEGFR2 直接影響到毛囊生長(118, 119)。而在本實驗中，

我們透過 Avastin 與 Zaltrap 等血管新生抑制劑將 VEGF 家族中最為主要且在

反應中最大量表現的 VEGFA 與 PlGF 抑制後，雖對提前進入生長期有顯著影

響，但仍無法完全抑制，顯示了此生漲的主因並非是透過血管新生，指出更可能

是直接透過 VEGFR2 與 Nrp2 的路徑。由此，我們可以提出可能的實驗模型。

當雷射刺激產生，燒灼膠原蛋白形成傷害，使得角質細胞、內皮細胞分泌諸多發

炎前驅物質，例如 TNF-α、IL-1 等等，此時毛囊毛囊也開始表現 Ki67。接著嗜

中性球因發炎前驅物質而聚集、內皮細胞釋放 VEGFs 與 PlGF，促使巨噬細胞

前來並且被極化，釋放出更多的 TNF-α、VEGFA 與 PlGF 等細胞因子，其中 

VEGFA 透過 VEGFR2 影響毛囊（118, 119），並需要 PlGF 直接作用在毛囊上
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（95, 112）或透過 Nrp2 結合 VEGFR 強化 VEGF 訊號傳遞效果（125, 126），

促使毛囊提前進入生長期（圖 4.8）。 

 

4.2 Sutent 與 雷射刺激誘導毛囊進入生長期之關係 

另外，為更進一步抑制 VEGF 訊號，我們也使用 Sutent 來抑制所有 

VEGFR、PDGFR 與 c-Kit，發現施打 Sutent 後的小鼠經過雷射刺激後在觀察

時間內都不會進入生長期（圖 4.1、圖 4.2）。這個結果似乎指出由 VEGF 介導的 

RTK 訊號在雷射促使進入生長期的情況中扮演重要角色。然而，Sutent 除了抑

制 RTK 及其下游之外，它所抑制的 CSF-1R 與單核球（Monocyte）、巨噬細胞

的活化、增生、存活有密不可分的關係（120），並且已有相當多的研究與臨床報

告指出施打 Sutent 以及抑制 VEGF/VEGFR 訊號後會使得單核球和巨噬細胞

的數量減少（121）。透過染色，我們可以發現經過 Sutent 處理後的小鼠，在 Day1 

時的免疫浸潤情形大幅度地減少（圖 4.2、圖 4.3）。因此我們便無法確定指出究

竟 Sutent 的作用使影響到毛囊的 RTK 或者使免疫細胞如巨噬細胞、嗜中性球

等數量降低，再影響到毛囊。 

另外，在使用 Avastin 的組別，我們發現即使持續給藥，在約第 16 起原先

有施打雷射但尚未長毛的部分也能從外觀上看到進入生長期的現象，並且最後整

個雷射區域都進入生長期。此現象雖然在 Zaltrap、Sutent 與 Clodrosome 處理

中不會看到，但在 Day21 停止給予藥物後，也會在第 28 天看見原打雷射但尚

未進入生長期的區域開始變黑（圖 4.4）。這個現象指出，受到這些藥物抑制而未

進入生長期的區域，並非完全處於休止期，而是可能處在一種有別於休止期的狀

態。當停止給藥，抑制消失後，毛囊遂進入生長期。 
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4.3 抑制 VEGFA、PLGF 與 Macropahge 無法阻止毛囊細

胞進入細胞週期 

我們透過螢光染色結果，比較 Clodrosome 處理與 Sutent 此兩種在給藥期

間不會讓毛囊進入生長期的處理，發現在前期的時間點 Lef1 與純雷射組別並無

差異，顯示即使尚未進入生長期，但 Wnt 訊號依然有表現。並且，經過三種處

理後在 Ki67 的表現也是幾乎沒有差異，表示施打這些藥物並沒有辦法阻止未直

接受雷射損傷的毛囊進入細胞週期。然而，在 BrdU 表現上，可以看出使用 

Sutent 或 Clodrosome 的組別幾乎都無法在 Day9 前看到明顯的 BrdU 表現在

毛囊幹細胞或次級毛胚，指出此兩種處理可能對毛囊細胞進入分裂期有所關聯

（圖 4.5、圖 4.6、圖 4.7）。 

許多文獻指出，巨噬細胞上存在著 VEGFR1（109, 122, 123），且 VEGFA 會

吸引巨噬細胞前往聚集（104, 105, 106），以及 PlGF 與 VEGFR1 的訊號傳遞也

與巨噬細胞的極化有重大關聯（109, 110, 111）。換言之，當施打 Avastin 時，或

許也降低了發炎部位的巨噬細胞數量；在施打 Zaltrap 的時候，除了 VEGFA 之

外 PlGF 減少也抑制了巨噬細胞的聚集與極化。 

綜合以上的結果，或許我們先前假設的模型依然有更多的影響因素，如 

VEGFA 影響巨噬細胞出現在被施打雷射的區域，進而影響到後續的 PlGF 與 

VEGFA 的共同協調作用，使得施打 Avastin 的組別需要更久的時間達到所需要

的刺激激素；而 Sutent 則是影響到巨噬細胞的活化。然而，這些假設仍有待進

一步證明。 

免疫現象是個一個錯綜複雜、彼此牽扯的反應，我們很難簡單地指出某個因

素就是最重要因子，因為通常這個因子或細胞與他們分泌的激素之間又有正回饋

或副回饋的現象，一但少了其中一個，下游的反應也都會接連受到影響，從而使

得本身的效果也跟著受到改變。我們透過實驗，了解到經過刺激後產生的發炎反

應能引起全區域性的促進毛囊生長現象，其中巨噬細胞、VEGFA、PlGF 在這個
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反應中擁有舉足輕重的地位。VEGFA 可能直接作用在毛囊上並促成生長，並且

需要 PlGF 調控增強這條路徑；另外，VEGFA，PlGF 也被認為是吸引巨噬細胞

與影響極化的重要因子。為了更進一步釐清各自扮演的角色，在未來我們可能利

用 PlGF Knock Out、Nrp2 Knockout 的基因轉殖鼠，確認在僅缺少 PlGF 訊號

傳遞的情況下對於毛囊和免疫細胞的影響；或者專一性地抑制 VEGFR2，觀察

在不對免疫細胞聚集造成太大影響的情況下，毛囊是否還能經由 VEGFA、PlGF 

與 VEGFR2 結合並導致提前生長。又或許我們也能透過分別與同時注入 

VEGFA 與 PlGF 的方式，觀察他們是否能刺激未受刺激之區域的毛囊提前生長。

除此之外，經由 Avastin、Zaltrap、Sutent 與 Clodrosome 處理後的小鼠仍無法

有效抑制毛囊細胞表現 Ki67，也就是進入細胞週期，顯示了在這些因子作用之

前，有我們尚未了解的因子啟動了毛囊進入細胞週期，或許這又和我們觀察到和

表皮對刺激的反應類似有所關聯性是否能進入分裂期，VEGFA 與 PlGF 可能就

是調控的重要關卡。我們研究發現了微傷口促進全域性毛囊提前進入生長期的可

能的關鍵，並希望在未來能夠以此為參考往下探討，釐清促使毛囊進入細胞週期

的啟動因子，以及 VEGF 與 PlGF 究竟是透過何種作用引發如此現象，並了解

微環境的變化如何影響、調控毛囊生長周期的轉變。 

 

 

 



doi:10.6342/NTU201703947

 

91 
 

 

圖 4.1 經 Sutent 處理後受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠毛囊生長情況 

 

 

圖 4.2 經 Sutent 處理後受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠皮膚 H&E 染色圖 

 

Sutent 
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圖 4.3 經 Sutent 處理後受雷射刺激之 C57BL/6 鼠皮膚 Ly6G 之 Day1 染色 

 

 

圖 4.4 不同處理後受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠觀察至 Day28 毛囊生長情況 
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圖 4.5 經 Sutent 處理後受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠皮膚 BrdU 染色 

 

 

圖 4.6 經 Sutent 處理後受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠皮膚 BrdU & Ki67 染色 
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圖 4.7 不同處理後受雷射刺激之 C57BL/6 小鼠之 Lef1 染色 
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圖 4.8 受 15mj X 1048 MTZ 飛梭雷射刺激之小鼠促毛囊生長之可能機轉 
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第五章、 結論 

經由先前的實驗我們已經了解到，在低能量的飛梭雷射刺激下，除毛效果並

不明顯，並且能夠在小鼠身上造成促進休止期毛囊進入生長期的效果。本實驗團

隊長期以來致力於研究毛囊生長相關的機轉，並著重於幹細胞的變化與生長的關

聯。 

本研究希望利用一個不會留下疤痕又能確實促進毛囊生長的微小雷射刺激，

建立一個模擬微傷口誘發休止期毛囊提前進入生長期的實驗模型，並探討其中的

機轉為何。 

透過觀察與文獻回顧，指出雷射刺激誘發的發炎現象與相關發炎因子與毛髮

生長有存在著相當的關連性，且進入的時間與刺激的強弱、發炎強弱有所關聯。 

在經過 15mJ X 1048MTZ 的雷射刺激後，TNF-α、IL-1β、IL-1R、PDGF、PlGF、

iNOS、Arg1、VEGFs 等發炎與生長相關因子都在第一天的時候有大量表現，且

大多數在第三天後快速消退；而在發炎細胞方陎，可以看到第一天時有大量嗜中

性球浸潤至組織，並在第三天起有較高的巨噬細胞表現。由 qPCR 的結果可以

得知巨噬細胞在第一天時較多表現與發炎相關的 M1 類型，而第三天則多以與

腫瘤、修復相關的 M2 類型。這些結果都共同指出，雷射造成的燒灼刺激會在

皮膚造成急性的且短暫的發炎現象，快速招募嗜中性球，並隨著聚集巨噬細胞。 

為了瞭解這些因子其中是否有調控毛囊提前進入生長期的重要因素，本研究

使用基因轉殖鼠與免疫抑制劑來探討。發現 TNF-α、IL-1、嗜中性球等毛囊生長

因子與細胞在本模型中影響並不顯著；然而當把 VEGF 家族中的 VEGFA、PlGF 

以及巨噬細胞抑制後，能夠有效延遲甚至在觀察期間完全抑制毛囊提前進入生長

期。表示這些因子與免疫細胞與促進毛囊生長有一定的聯繫。 

本實驗接著探討，在毛囊即將進入生長期的第三天的巨噬細胞與未處於發炎

環境的巨噬細胞，是否有較高表現這些因子的跡象，結果發現巨噬細胞在第三天

時有較高的 VEGFA 表現以及明顯增加的 PlGF 表現。經由先前專一抑制 VEGFA 
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與同時抑制 VEGFA 與 PlGF 的效果差異，認為 VEGFA 需要有 PlGF 協助刺激毛

囊生長。並且，在整體的情況下 VEGFA 在第三天仍有高表現且巨噬細胞僅占少

部分比例，表示第三天時巨噬細胞外的其他細胞或組織也會分泌 VEGFA，但 PlGF 

只在巨噬細胞有高表現，藉由抑制巨噬細胞的實驗結果，認為 PlGF 的調控是必

須的。 

最後，本實驗針對即將進入生長的第三天的毛囊幹細胞與次級毛胚作分析，

發現第三天時次級毛胚在 VEGFR2 與 NRP2 都有提高表現的情形，配合相關文獻，

指出 VEGFA 可能透過 VEGFR2 直接促使毛囊提前生長，並且需要 PlGF 與 Nrp2 

協調作用，但彼此之間的協作機制在本實驗中尚待進一步討論。除了著重探討 

VEGFA 與 PlGF 在誘導毛囊進入生長期的機制之外，未來也或許也能以此為出發

點，多方探討促使毛囊準備進入細胞週期的因子為何，以及 VEGF 抑制對於免疫

細胞招募的影響是否也會造成進入生長期快慢的差異、VEGF 與 PlGF 對血管新

生是否會促進毛囊生長，以便從這彼此糾纏的機制中，逐步釐清各因子在毛囊生

長中的調控機轉！ 
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