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摘要 

 巴金森氏症 (Parkinson's disease) 為一漸進性的神經退化性疾病，其病因乃由

於患者中腦黑質中的多巴胺神經元 (dopaminergic neuron) 死亡，無法製造足夠的

多巴胺 (dopamine)，導致神經傳導出現問題，造成患者產生一些活動障礙，臨床

上之症狀包括靜止性震顫 (resting tremor)、動作遲緩 (bradykinesia)、軀幹僵硬 

(rigidity) 以及步態姿勢不穩定 (postural instability) 等；目前臨床上使用藥物治療

和手術治療雖可於發病初期緩解其症狀，然隨病程之延長其療效將弱化，終將無

法阻止病症之惡化。而近年研究指出，羊水幹細胞 (amniotic fluid stem cells, AFSCs) 

具有分化為三胚層等不同組織細胞之能力，且表現多能性幹細胞之特異性分子標

誌－Oct-4，經移植於體內後亦不會形成畸胎瘤，乃一新興且極具潛力之幹細胞來

源。因此，探討以羊水幹細胞治療巴金森氏症之可行性並釐清其治療機轉，將有

助於巴金森氏症新興療法之發展。 

 本研究使用來自於紅色螢光蛋白質轉基因豬 (DsRed transgenic pig) 的羊水幹

細胞，進行異種移植至巴金森氏症模式大鼠中，以探討羊水幹細胞應用於治療巴

金森氏症之可行性。首先，利用音蝟因子 (sonic hedgehog, SHH)、第八纖維母細胞

生長因子  (fibroblast growth factor, FGF8)、鹼性成纖維細胞生長因子  (basic 

fibroblast growth factor, bFGF) 及腦源性神經滋養因子 (brain-derived neurotrophic 

factor, BDNF) 等生長因子之添加於紅色螢光豬羊水幹細胞的培養液中以進行多巴

胺神經分化 (dopaminergic neuronal differentiation)，結果可觀察到細胞外觀之轉變，

開始出現類似神經細胞之細長形態且會表現神經細胞的特異性標誌－β-III 微管蛋

白 (β-III tubulin)；直至誘導分化第 12 天時，可在誘導分化組中發現表現多巴胺神

經元之特異性標誌－酪胺酸羥化酶 (tyrosine hydroxylase, TH) 的細胞，顯示紅色螢

光豬羊水幹細胞已被成功誘導分化成為類多巴胺神經，此結果也暗示豬來源之羊

水幹細胞應用於巴金森氏症新興療法開發之可行性。而後將紅色螢光豬羊水幹細
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胞移植至使用六-羥基多巴胺 (6-hydroxydopamine, 6-OHDA) 破壞單側內側前腦束 

(medial forebrain bundle, MFB) 之巴金森氏症疾病模式大鼠腦中，以評估羊水幹細

胞應用於巴金森氏症之治療效果。在進行六-羥基多巴胺破壞後兩週，經由免疫組

織化學染色可見破壞側之黑質紋狀體徑路 (nigrostriatal pathway) 有明顯的多巴胺

神經元缺失；續將紅色螢光豬羊水幹細胞移植至巴金森氏症模式大鼠腦中，並於

移植後兩週經由阿樸嗎啡 (apomorphine) 誘發之旋轉行為評估其治療效果。結果

顯示，接受細胞移植的組別之旋轉行為顯著地低於巴金森氏症模式大鼠控制組及

接受磷酸鹽緩衝液 (phosphate buffered saline, PBS) 注射的對照組 (p < 0.01)；而至

移植後四週，巴金森氏症模式大鼠之旋轉行為的圈數下降約 40% 且極顯著地低於

另兩個組別 (p < 0.001)。進一步觀察大鼠腦中多巴胺神經纖維之表現，結果顯示，

接受紅色螢光豬羊水幹細胞移植的組別之多巴胺神經纖維密度顯著地高於未移植

細胞的巴金森氏症模式大鼠控制組及接受 PBS 注射之對照組 (p < 0.001)。上述結

果顯示，移植紅色螢光豬羊水幹細胞可顯著地改善巴金森氏症模式大鼠之旋轉行

為缺陷並減緩其運動功能退化之進程。此外，欲釐清羊水幹細胞治療巴金森氏症

之可能機轉，利用免疫螢光染色於移植後 24 小時、48 小時、72 小時及四週，追

蹤腦組織切片中所移植進去的紅色螢光豬羊水幹細胞。結果在移植後 24 小時、48

小時和 72 小時，皆能在移植處發現許多表現紅色螢光的細胞，然此些紅色螢光豬

羊水幹細胞並未開始往神經系 (neural lineage) 進行分化；至移植後四週時，雖於

移植處所找到的表現紅色螢光的細胞大都為細胞碎屑 (cellular debris)，但仍可於週

邊找到極少存活的紅色螢光豬羊水幹細胞，且分化為表現酪胺酸羥化酶之多巴胺

神經元。 

 綜合上述，紅色螢光豬來源之羊水幹細胞可於體外適當培養環境下經誘導分

化為類多巴胺神經，若移植至體內，紅色螢光豬羊水幹細胞於移植後四週仍可存

活於大鼠紋狀體中，並分化為表現酪胺酸羥化酶之多巴胺神經元，且能顯著地改
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善巴金森氏症模式大鼠之旋轉行為缺陷。是以羊水幹細胞乃一具有潛力之幹細胞

來源應用於後續臨床上巴金森氏症細胞療法之開發。 

 

 

關鍵詞：羊水幹細胞、巴金森氏症、幹細胞療法、再生醫學、紅色螢光蛋白質轉

基因豬 
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ABSTRACT 

 Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative movement disorder 

characterized by the loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra that leads to 

dopamine level decreases in the brain. Its clinical symptoms include resting tremor, 

rigidity, bradykinesia and postural instability. However, present pharmacological and 

surgical therapies can only postpone the emergence of motor symptoms, none have been 

able to reverse the degeneration of dopaminergic neurons. Recent studies have shown 

that amniotic fluid stem cells (AFSCs) are capable of differentiating into cell types from 

all three embryonic germ layers and expressing pluripotent stem cell marker, Oct-4. 

Most importantly, AFSCs won't induce teratoma formation in vivo when applied on 

clinical transplantation. Therefore, to investigate the therapeutic potential and possible 

mechanisms of AFSCs in PD is beneficial to developing a new and more effective way 

for treating PD. 

 In this study, we used the AFSCs isolated from transgenic DsRed pigs for 

xenotransplantation in parkinsonian rats. First, we found that DsRed porcine AFSCs 

(pAFSCs) could differentiate into dopaminergic neuron-like cells in vitro. After 

induction with dopaminergic neuronal differentiation medium which was composed of 

sonic hedgehog, fibroblast growth factor 8, basic fibroblast growth factor, and 

brain-derived neurotrophic factor, the cells developed a neuronal morphology 

expressing the neuronal marker β-III tubulin. Additionally, the differentiated DsRed 

pAFSCs could express dopaminergic neuronal specific marker tyrosine hydroxylase 

(TH) 12 days after induction. These results implied the feasibility of using pAFSCs as a 

cell source for developing therapies of PD. Next, Sprague Dawley rats unilaterally 

lesioned by 6-hydroxydopamine (6-OHDA) in the medial forebrain bundle were used as 
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the parkinsonian model animal to evaluate the therapeutic effect of AFSCs in PD. After 

2 weeks of 6-OHDA lesioning, the immunoreactivity of dopaminergic neuronal 

marker-TH reduced in the nigrostriatal pathway compared with the sham lesioned 

control group. Following DsRed pAFSCs transplantation into striatum, 

apomorphine-induced rotations were significantly less than the PD model control and 

sham grafted control group that only received PBS injection 2 weeks after 

transplantation (p < 0.01). Moreover, the rotations number of the DsRed pAFSCs 

transplanted group were reduced by about 40% and showed very significantly lower 

than the other two groups 4 weeks after transplantation (p < 0.001). TH positive 

dopaminergic neurons and fibers could be observed in the graft side by 

immunohistochemistry of the brain sections and the density of ipsilateral TH positive 

fibers were significantly increased after 4 weeks following transplantation of DsRed 

pAFSCs (p < 0.001). These results suggested that transplantation of DsRed pAFSCs 

could significantly alleviate the asymmetric rotational behavior of the PD rats and 

prevent further deterioration. Furthermore, we tracked the grafted cells by 

immunofluorescence staining of the brain sections at 24, 48, 72 hours and 4 weeks after 

cell transplantation in order to figure out the possible therapeutic mechanism. We found 

that the transplanted DsRed pAFSCs stayed around the graft site in striatum but had not 

yet started to differentiate into neural lineage at 24, 48 and 72 hours after transplantation. 

Until 4 weeks after transplantation, the xenografted cells could survive and differentiate 

into dopaminergic neurons though most of the grafts become cellular debris that left in 

the graft site. 

 In conclusion, the results show that DsRed pAFSCs could differentiate into 

dopaminergic neuron-like cells in vitro under the specific culture condition, and when 

transplanted in vivo, DsRed pAFSCs could not only survive and differentiate into 
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dopaminergic neurons but also significantly promote the functional behavioral recovery 

of the PD rats 4 weeks after transplantation. Hence, AFSCs might be a promising cell 

source for clinical cell therapy development of Parkinson's disease. 

 

 

Key words: Amniotic fluid stem cells, Parkinson's disease, Stem cell-based therapy, 

Regenerative medicine, DsRed transgenic pigs 
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第一章 緒論 

 隨著現今醫療科技的發展，人類平均壽命延長，全球人口結構有高齡化之趨

勢，一些老化相關疾病的患者數量也隨之增加。其中，巴金森氏症 (Parkinson's 

disease) 為一漸進性的神經退化性疾病 (neurodegenerative disease)，其病因乃由於

患者中腦黑質中的多巴胺神經元 (dopaminergic neuron) 死亡，無法製造足夠的多

巴胺 (dopamine)，導致神經傳導出現問題，造成患者產生一些活動障礙；臨床上

之症狀包括靜止性震顫  (resting tremor)、動作遲緩  (bradykinesia)、軀幹僵硬 

(rigidity) 以及步態姿勢不穩定 (postural instability) 等。根據統計，目前全球約有

一千萬的人口患有巴金森氏症，且患病人數將會隨著世界人口結構高齡化而持續

上升。目前臨床上使用藥物治療和手術治療雖可於發病初期緩解其症狀，然隨病

程之延長其療效將弱化 (wearing off)，終將無法阻止病症之惡化，且於治療過程中

又伴隨許多嚴重之副作用，因此發展一有效的治療方式遂成為當前十分重要之研

究課題。 

 幹細胞具有自我更新 (self-renewal) 的特性與分化 (differentiation) 為多種組

織細胞之能力，常應用於各種疾病損傷之修復，因此再生醫學中以幹細胞為主的

細胞療法為當前最具有發展巴金森氏症新興療法之潛力。目前最被廣泛研究的幹

細胞種類根據其來源主要可分為胚幹細胞 (embryonic stem cells, ESCs) 與體幹細

胞 (somatic stem cells, SSCs) 兩大範疇，其中胚幹細胞相較於體幹細胞在取得來源

上更具原始性，因此分化能力也更佳；然也因為胚幹細胞取自於受精卵發育到囊

胚期的內細胞團，而使其一直有倫理道德上之爭議，且近年來有許多研究指出，

胚幹細胞經移植至活體動物內有產生畸胎瘤 (teratoma) 之疑慮，進而降低胚幹細

胞於臨床醫學上之應用性。另一方面，體幹細胞如骨髓間葉幹細胞  (bone 

marrow-derived mesenchymal stem cells, BM-MSCs) 之取得方式不具倫理道德上之

爭議，移植至體內也無畸胎瘤產生之疑慮，且研究顯示其具有免疫相容性 



 

2 

 

(immunocompatibility)，應用於同種異體甚至是異種移植時較不易引起免疫排斥反

應；雖然體幹細胞具上述之優點，然其分化潛能卻不及胚幹細胞，於臨床應用上

也將有所侷限。 

 而近年研究指出，懷孕婦女進行羊膜穿刺 (amniocentesis) 時取得之羊水中可

分離出一種異質性 (heterogeneous) 的幹細胞－羊水幹細胞 (amniotic fluid stem 

cells, AFSCs)，因其取得時間點早於來自於成體之體幹細胞，羊水幹細胞擁有更具

原始性之分化潛能，普遍認為是介於多能性幹細胞與複能性幹細胞之間的細胞群。

羊水幹細胞相較於來自成體的體幹細胞具有高度增殖性、較佳的端粒酶活性及較

長的端粒長度等，經體外培養後也具有誘導分化為三胚層等不同組織細胞之能力，

且表現多能性幹細胞之特異性分子標誌－Oct-4，更重要的是，羊水幹細胞經移植

於體內之後不會有形成畸胎瘤的問題發生，是以羊水幹細胞乃近年來於再生醫學

中一新興且極具潛力之幹細胞來源。 

 因此，本研究將以藥物誘導建立巴金森氏症大鼠疾病動物模式，再使用異種 

(xenogeneic) 豬來源之羊水幹細胞作為移植的材料，且試驗豬隻為本研究室先前產

製出之紅色螢光蛋白質基因轉殖豬，其所分離出之羊水幹細胞亦會表現紅色螢光；

藉此除了可探討以羊水幹細胞治療巴金森氏症之可行性，尚能於移植後藉由追蹤

表現紅色螢光的外來細胞以釐清其治療機轉，予往後相關研究提供一立基。 
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第二章 文獻探討 

2.1 巴金森氏症 

2.1.1 巴金森氏症簡介 

 巴金森氏症 (Parkinson's disease) 最早是在西元 1817 年由一位英國醫生－

James Parkinson 首次發表的一篇論文“An essay on the shaking palsy”中所提到的

臨床徵狀，當時他以震顫麻痹 (shaking palsy) 來統稱其於臨床上觀察到的運動行

為缺失症狀 (Parkinson, 1817)。而後有學者對死亡的巴金森氏症患者進行病理檢查，

發現其腦中的多巴胺 (dopamine)、正腎上腺素 (norepinephrine)、血清素 (serotonin) 

等神經傳遞物質 (neurotransmitters) 含量低於正常人，尤以多巴胺降低的最為顯著，

並進一步歸納出巴金森氏症是由於黑質緻密部 (substantia nigra pars compacta, 

SNpc) 投射至紋狀體 (striatum) 的多巴胺黑質紋狀體徑路 (nigrostriatal pathway) 

產生退化所導致 (Hornykiewicz, 1972; Hornykiewicz, 1975)。 

 巴金森氏症患者常有下列典型的症狀，包括靜止時不自主地顫動  (resting 

tremor)、肌肉僵直 (muscular rigidity)、行動遲緩 (bradykinesia)、發起動作時困難 

(akinesia)、軀幹和四肢呈現彎曲姿勢 (flexed posture of trunk and limbs)、喪失姿勢

反射 (loss of postural reflexes) 及凍結現象 (freezing phenomenon) 等 (Fahn, 2003)。

除了上述動作障礙相關症狀外，巴金森氏症患者也經常伴隨有非動作障礙相關之

病徵，如憂鬱症  (depression)、焦慮  (anxiety)、幻覺  (hallucinations)、失智症 

(dementia)、疲勞 (fatigue) 及睡眠障礙 (sleep disorders) 等 (Chaudhuri et al., 2006; 

Jankovic, 2008)。雖非每一位巴金森氏症患者都會出現上述所有症狀，然隨著病程

發展，症狀將逐漸加劇，進而嚴重影響到患者的生活品質，最終會導致失能 

(disability)。 
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2.1.2 巴金森氏症之成因（Etiology） 

2.1.2.1 遺傳性巴金森氏症（Familial Parkinson's disease） 

 目前巴金森氏症之成因尚未完全釐清，普遍認為有 5~10% 的巴金森氏症與遺

傳性上的基因突變或缺失有關 (Wood-Kaczmar et al., 2006)。其中染色體顯性的遺

傳缺失如目前最被廣泛研究的α-synuclein (SNCA)，為一腦中含量極為豐富之蛋白

質，存在於神經前突觸終端 (presynaptic terminal) 中，與釋放含有神經傳遞物質的

突觸囊泡 (synaptic vesicle) 有關 (Cabin et al., 2002; Larsen et al., 2006; Murphy et 

al., 2000)。研究指出，α-synuclein基因若發生錯義突變 (missense mutation)，其所

編碼的第53個殘基上之胺基酸由丙胺酸 (Alanine, Ala) 變成羥丁胺酸 (Threonine, 

Thr) (A53T) 時，將導致此蛋白質的二級結構改變，由原本的α-螺旋 (α-helix) 變為

β-摺板  (β-sheet) 而造成蛋白質錯誤摺疊，形成類澱粉蛋白結構  (amyloid-like 

structures) 之堆積，稱為路易氏體 (Lewy body) (Baba et al., 1998; Polymeropoulos et 

al., 1997)；此摺疊錯誤的蛋白質堆積於多巴胺神經元中具有細胞毒性，最終將造成

多巴胺神經元死亡，而路易氏體也是巴金森氏症患者腦中一個常見的病理特徵 

(Abou-Sleiman et al., 2006; Spatola and Wider, 2014; Spillantini et al., 1998; Stefanis, 

2012)。 

 

2.1.2.2 偶發性巴金森氏症（Sporadic Parkinson's disease） 

 另有 90~95% 的病患是屬於偶發性巴金森氏症 (Dauer and Przedborski, 2003)，

其成因複雜且牽涉諸多因子，如人種、年齡、性別、飲食與生活習慣、氧化性壓

力 (oxidative stress) 及粒線體異常 (mitochondrial dysfunction) 等都可能為巴金森

氏症之成因 (Blesa et al., 2015; Olanow and Tatton, 1999; Tan, 2013; Wirdefeldt et al., 

2011)。此外，環境中的神經毒素 (neurotoxin) 也是一隱形的危險因子；西元 1983

年 Langston 等人發現，在製造一種人工合成、效果類似嗎啡的毒品－配西汀 
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(meperidine; 1-methyl-4-phenyl-4-propionoxypiperidine, MPPP) 的過程中會有一種

雜質－MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) 產生，毒品成癮者若將

此化合物注射至體內後會表現出類似巴金森氏症之症狀 (Langston et al., 1983)。

MPTP 為一種神經毒素，可以穿過血腦障壁 (blood-brain barrier, BBB) 後，由神經

膠質細胞 (neuroglial cell) 中的單胺氧化酶-B (monoamine oxidase B, MAO-B) 轉

化為具有毒性的陽離子形態－1-甲基-4-苯基吡啶 (1-methyl-4-phenylpyridinium, 

MPP
+
)，MPP

+再由有機陽離子轉運體-3 (organic cation transporter-3, OCT3) 送出神

經膠質細胞，並透過多巴胺神經終端 (dopaminergic nerve terminal) 上之多巴胺轉

運蛋白 (dopamine avtive transporter, DAT) 進入多巴胺神經元中；MPP
+遂聚集在粒

線體，並抑制電子傳遞鏈 (electron transport chain) 中 complex I 的氧化磷酸化作用 

(oxidative phosphorylation)，使粒線體減少 ATP 的生合成且產生自由基  (free 

radicals)，自由基不斷累積造成膜內脂質過氧化 (lipid peroxidation)，最終導致多巴

胺神經元因生物能量衰竭 (bioenergetic failure) 而死亡 (Dauer and Przedborski, 

2003; Goldman, 2014; Monte et al., 2002) (圖 1)。 

 

 

(Goldman, 2014) 

圖 1. MPTP 造成多巴胺神經元死亡之機制。 

Figure 1. Mechanism of MPTP toxicity to dopaminergic neurons. 
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2.1.3 巴金森氏症之治療策略 

2.1.3.1 藥物治療 

 目前巴金森氏症最主要的治療方式為藥物治療，使用的是左多巴 (levodopa, 

L-DOPA) 這種藥物。左多巴為多巴胺之前驅物，可通過血腦障壁並藉由多巴脫羧

酶 (DOPA decarboxylase) 代謝轉為多巴胺 (圖 2A)，藉此以補充腦中多巴胺含量

的不足，達到減緩患者動作障礙相關症狀之功效。左多巴於患病初期之療效顯著，

然隨著病程之進展，則需增加劑量以維持治療效果；使用 5~10 年後，約有 60% 的

患者會出現異動症 (dyskinesia) 和藥效弱化現象 (wearing-off phenomenon) (Fahn, 

2003; Marsden and Parkes, 1977; Obese et al., 1989)，約有 40% 的患者出現精神相關

併發症  (neuropsychiatric complications) 如幻覺  (hallucinations) 和譫妄症 

(delirium)，另有約 30% 的患者會伴隨失智症 (dementia) (Fénelon et al., 2000; 

Hughes et al., 2000; Obeso et al., 2000)。 

 

2.1.3.2 手術治療 

 巴金森氏症的手術治療為「腦深層刺激術」(deep brain stimulation, DBS)，是

藉由在腦中埋入電極，透過高頻率的電脈衝抑制活動量過於旺盛的視丘下核 

(subthalamic nucleus, STN)，以達到緩解巴金森氏症的顫抖和運動困難等症狀 (圖 

2B)，其優點為可以降低對使用左多巴的依賴並間接減少服用左多巴所導致的併發

症；研究指出，腦深層刺激術可以減少至少 50% 的異動症且可以有效改善動作障

礙相關症狀 (Ø stergaard et al., 2002; Rodriguez-Oroz et al., 2005; Schüpbach et al., 

2005; Wolters, 2007)。然其缺點包含感染 (infection) 的風險、腦出血 (haemorrhage) 

和癲癇 (epilepsy) 等，且手術價格昂貴，後續還須定期追蹤和進行零件之保養，

因此需耗費大量時間和金錢 (Ashkan et al., 2004; Breit et al., 2004; Dams et al., 

2013; Ghika et al., 1998; Umemura et al., 2003)。 
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2.1.3.3 細胞移植療法 

 自西元 1980 年代開始，有部分研究將發育中之胚胎中腦組織  (fetal 

mesencephalic tissue) 移植至巴金森氏症病患的紋狀體 (striatum) 中，盼能藉此替

代缺失的多巴胺神經元。Lindvall 等人將來自懷孕期八至九週大之人類胎兒的中腦

組織移植到巴金森氏症患者腦中，結果發現其可於患者腦中存活並可顯著改善患

者軀幹僵硬 (rigidity) 和行動遲緩 (bradykinesia) 的症狀，藉由正子電腦斷層造影 

(Positron Emission Tomography, PET) 可見多巴胺重新生合成並儲存於腦中之移植

區域 (Lindvall et al., 1990)。其後也陸續有研究顯示胚胎中腦組織經移植後可存活

於巴金森氏症患者腦部並且促進多巴胺神經的再生  (Brundin et al., 2000; 

Kordower et al., 1995; Mendez et al., 2005; Neto et al., 2012)。另有研究團隊於移植後

對患者進行長期的追蹤，發現在移植之後經過 15 年和 18 年，正子電腦斷層造影

之結果顯示患者腦中的多巴胺神經重新分佈，原有的動作障礙症狀有明顯的改善，

且已不需要再服用任何治療巴金森氏症之藥物，為此療法提供一有效且可行之立

基 (Kefalopoulou et al., 2014)。惟此療法之限制乃缺乏一個穩定且大量的細胞來源，

胚胎中腦組織僅能由墮胎或流產之胎兒中取得，於此也有諸多倫理道德上之爭議，

因此如何找到一個合適、穩定且有效的細胞來源遂成為目前細胞移植療法中所面

臨到的最重要之課題。 

 

 

圖 2. 巴金森氏症之治療策略。 (A) 藥物治療－左多巴 (B) 腦深層刺激術。 

Figure 2. Therapeutic strategies of Parkinson's disease.  
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2.2 巴金森氏症動物模式 

2.2.1 六-羥基多巴胺簡介 

 六-羥基多巴胺 (6-hydroxydopamine, 6-OHDA) 是第一個藉由直接注射至大鼠

黑質 (substantia nigra) 中造成整個黑質紋狀體多巴胺系統退化進而建立巴金森氏

症動物模式的藥物  (Ungerstedt, 1968)。6-OHDA是一種對兒茶酚胺類神經元 

(catecholamine neurons) 有高度專一性的神經毒素，其結構與多巴胺相似，唯一不

同為在苯環第六號碳上多了一個羥基 (hydroxyl group) (圖 3A)。有研究指出，將

6-OHDA直接注射到大鼠中腦黑質或內側前腦束 (medial forebrain bundle, MFB)，

多巴胺神經元在12小時內開始退化，且紋狀體中多巴胺含量將在2~3天後下降 

(Faull and Laverty, 1969)；若是將6-OHDA注射到大鼠紋狀體中，其黑質多巴胺神

經元會漸進性地死亡，與對側相比，破壞側的黑質多巴胺神經元在6-OHDA注射後

兩週只剩下約59%、四週後剩下約35%、八週後剩下約23%，直到十六週後只剩下

約15%，顯示此動物模式可模擬人類巴金森氏症漸進性的多巴胺神經退化 (Sauer 

and Oertel, 1994)。此外，6-OHDA與多巴胺一樣無法直接穿過血腦障壁，因此必須

藉由立體定位手術直接注射到破壞處，若只進行單側破壞 (unilaterally lesioned)，

之後則可以藉由藥物誘導出因兩側多巴胺神經元活性不一而造成的旋轉行為，以

作為後續治療效果之評估和分析；故時至今日，單側注射6-OHDA仍然是目前最常

見也最被廣泛使用來誘導巴金森氏症動物模式的方式 (Beal, 2001; Dauer and 

Przedborski, 2003; Jackson-Lewis et al., 2012; McGonigle, 2014; Torres and Dunnett, 

2011)。 

 

2.2.2 六-羥基多巴胺誘導巴金森氏症之機制 

 6-OHDA造成多巴胺神經死亡進而誘導出巴金森氏症動物模式之機制與前述

提到的MPTP類似，皆與氧化壓力 (oxidative stress) 有關 (Adams et al., 1972; Sachs 
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and Jonsson, 1975)。簡言之，6-OHDA無法像MPTP一樣直接穿過血腦障壁，因此

必須藉由立體定位手術直接注射至試驗動物腦中欲破壞的區域，此時6-OHDA可以

直接透過多巴胺神經突觸終端上之多巴胺轉運蛋白 (dopamine avtive transporter, 

DAT) 進入多巴胺神經元中並抑制粒線體內電子傳遞鏈 (electron transport chain) 

中complex I的氧化磷酸化作用，使粒線體減少ATP之合成；此外，6-OHDA也會在

多巴胺神經元中產生活性氧化物 (reactive oxygen species, ROS) 造成脂質過氧化 

(lipoperoxidation) 和細胞骨架解體 (cytoskeletal disorganization)，最終導致多巴胺

神經元的死亡 (Blandini et al., 2008; Blum et al., 2001; Rangel-Barajas et al., 2015; 

Schober, 2004) (圖 3B)。 

 

2.2.3 阿樸嗎啡誘發之旋轉行為 

 阿樸嗎啡  (apomorphine) 是一種多巴胺受體的催動劑  (dopamine receptor 

agonist)，經注射後可以刺激多巴胺神經元突觸後的多巴胺受體  (Schultz and 

Ungerstedt, 1977; Marshall and Ungerstedt, 1977)，特別是在黑質紋狀體徑路被破壞

後，患側的多巴胺受體結合位數量增多 (Creese et al., 1977)，使巴金森氏症模式大

鼠破壞側 (ipsilateral) 的動作輸出 (motor output) 活性大於正常側 (contralateral) 

而由患側朝向對側旋轉 (Dunnett and Torres et al., 2011; Deumens et al., 2001; 

Hudson et al., 1993; Schober, 2004) (圖 4)；且阿樸嗎啡誘發之旋轉行為在黑質紋狀

體徑路上的多巴胺神經元受損達 80% 以上才會出現  (Schwarting and Huston, 

1996)，故可以此量化的旋轉行為作為治療效果之評估。 

 綜觀上述，以 6-OHDA 進行單側黑質紋狀體破壞後，再藉由阿樸嗎啡誘發之

旋轉行為篩選出巴金森氏症的模式大鼠，是應用於研究巴金森氏症相關療法之一

種理想的疾病動物模式。  
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（Rangel-Barajas et al., 2015） 

圖 3. 六-羥基多巴胺之結構與造成神經毒性之機制。 (A) 六-羥基多巴胺與多巴胺

之結構式 (B) 六-羥基多巴胺造成神經毒性之機制。 

Figure 3. The structure and neurotoxicity of 6-hydroxydopamine. (A) The structural 

formula of 6-OHDA and dopamine. (B) The neurotoxicity of 6-OHDA. 

 

 
（Dunnett and Torres et al., 2011） 

圖 4. 阿樸嗎啡誘發之旋轉行為示意圖。 (A) 阿樸嗎啡誘發旋轉行為之機制 (B) 

阿樸嗎啡誘發向健側旋轉之旋轉行為。 

Figure 4. Apomorphine-induced rotational behavior. (A) Mechanism of 

apomorphine-induced rotational behavior. (B) Apomorphine-induced contralateral 

rotation behavior.   
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2.3 幹細胞 

 幹細胞  (stem cells) 為生物體內具有自我更新  (self-renewal) 及分化潛能 

(differentiation potential) 之特殊細胞群。幹細胞自我更新的方式可分為對稱性分裂 

(symmetric cell division) 及非對稱性分裂 (asymmetric cell division)；其中對稱性分

裂為一幹細胞進行複製分裂產生二個與原細胞特性相同之幹細胞，此分裂方式可

增加同種幹細胞之數量，而非對稱性分裂除了可產生一個和原幹細胞相同之細胞

外，另可產生一個特化細胞 (specialized cell)，透過此機制，生物體可調控體內幹

細胞之數目以維持體內組織器官之修復與更新。 

 

2.3.1 幹細胞之分類 

2.3.1.1 依分化潛能分類 

 幹細胞依其分化潛能可分為五大類，包括： 

(1) 全能性幹細胞 (totipotent stem cells) 

具有分化成內胚層、中胚層和外胚層等三胚層的各種細胞種類及胎盤之潛能，

可獨自發育成為一完整個體，如受精卵。 

(2) 多能性幹細胞 (pluripotent stem cells) 

具有分化成內胚層、中胚層和外胚層等三胚層的各種細胞種類之潛能，但無

法形成胎盤，故不具有發育成為一完整個體之能力，如胚幹細胞 (embryonic 

stem cells, ESCs) 及誘導式多能性幹細胞  (induced pluripotent stem cells, 

iPS)。 

(3) 複能性幹細胞 (multipotent stem cells) 

具有分化成單一胚層三種以上細胞種類之潛能，如造血幹細胞 (hematopoietic 

stem cells, HSCs)，其可分化成紅血球 (red blood cells)、血小板 (platelets) 及

巨噬細胞 (macrophages) 等。 
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(4) 寡能性幹細胞 (oligopotent stem cells)  

具有分化成少數特定細胞種類之潛能，如淋巴幹細胞 (lymphoid stem cells)，

其可分化成 T 淋巴球 (T lymphocytes) 及 B 淋巴球 (B lymphocytes)。 

(5) 單能性幹細胞 (unipotent stem cells) 

僅具有分化成單一種細胞之潛能，如纖維母細胞 (fibroblasts)，其可分化成纖

維細胞 (fibrocytes)。 

 

2.3.1.2 依取得來源分類 

 幹細胞依其取得來源之方式可分為三大類，包括： 

(1) 胚幹細胞 (embryonic stem cells, ESCs) 

 ESCs 來自於受精卵發育至囊胚期 (blastocyst) 時之內細胞群 (inner cell 

mass)，係一多能性幹細胞。於西元 1981 年時，Evans 與其研究團隊成功分離

出小鼠胚幹細胞 (Evans and Kaufman, 1981)，而後 Thompson 等人也於 1998

年成功分離出人類胚幹細胞 (Thomson et al., 1998)。ESCs 之增殖、分化與自

我更新能力極佳，於動物實驗中已證實 ESCs 可治療巴金森氏症 (Björklund et 

al., 2002) 及第一型糖尿病 (Dor et al., 2004)；然 ESCs 的取得方式會造成胚胎

發育中止及死亡，在臨床上之應用將涉及倫理道德之爭議與法律規範等問題。

此外，由於胚幹細胞之增生及分化潛能極佳，移植入動物體內後易造成畸胎

瘤 (treatoma) 之生成 (Thomson et al., 1998)，故目前多數研究僅停留在動物實

驗之階段，未來若欲應用於人體臨床治療上，則首要條件即是尋找能穩定調

控 ESCs 增生及分化相關之機制 (Young, 2011)。 

(2) 體幹細胞 (somatic stem cells, SSCs) 

 體幹細胞又稱為成體幹細胞 (adult stem cells, ASCs) ，可分離自成體體內

的各種組織及器官中，目前分離出的 SSCs 種類眾多，包括間葉幹細胞 



 

13 

 

(mesenchymal stem cells, MSCs)、造血幹細胞 (hematopoietic stem cells, HSCs)、

神經幹細胞 (neural stem cells, NSCs) 及表皮幹細胞 (epidermal stem cells) 等 

(Crisan et al., 2008)。此些 SSCs 大量存在於動物體內，可適時地去取代失去生

理活性或是老化、受損之細胞，以確保動物體的生理機能維持於穩定之持衡

狀態 (homeostasis)。相較於 ESCs，SSCs 的取得來源較不具倫理道德上之爭

議，移植於動物體內也不會導致畸胎瘤之產生，故於臨床應用上為一極具潛

力之細胞來源。 

(3) 誘導式多潛能性幹細胞 (induced pluripotent stem cells, iPS) 

 西元 2006 年，Yamanaka 等人以帶有 Oct4、Sox2、c-Myc 和 Klf4 等四個

基因的反轉錄病毒為載體，誘導體細胞  (somatic cells) 經過再程序化 

(reprogramming) 而產製出具有與 ESCs 相似型態、自我更新能力、增殖性 

(proliferation)、端粒酶活性與分化潛能之 iPS (Takahashi and Yamanaka, 2006; 

Takahashi et al., 2007)。iPS 不僅不具 ESCs 的道德倫理規範限制，分化潛能又

較 SSCs 為佳，遂成為再生醫學研究領域中眾所矚目的新興材料來源，目前 iPS

多應用於疾病治療及病患個體對於藥物反應之測試等研究 (Robinton and 

Daley, 2012)。然 iPS 於移植治療之安全性及再程序化的發生機制尚未完全釐

清，故未來若欲廣泛運用於臨床醫學，尚需進一步深入研究 (Ratcliffe et al., 

2013)。 
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2.3.2 間葉幹細胞 

 間葉幹細胞 (mesenchymal stem cells, MSCs) 屬於複能性幹細胞，外觀為紡錘

狀  (spindle-shaped)，於體外培養時會呈現成纖維細胞群落形成單元  (colony 

forming unit-fibroblasts, CFU-F)，並具有下列幾項特性 (Dominici et al., 2006)： 

(1) 在標準培養環境下，細胞具貼附性 (plastic-adherent)。 

(2) 表現特定細胞表面分子標誌 (cell surface markers)，如CD105、CD73及CD90，

且不表現 CD45、CD34、CD14、CD19 及 HLA-DR 等標誌。 

(3) 具有三系分化 (trilineage differentiation) 的能力，可於適當培養環境下，於體

外經誘導分化為硬骨 (osteoblast)、脂肪 (adipocyte) 及軟骨 (chondrocyte) 等

細胞。  

 MSCs 來源眾多，可取自骨髓 (Kagami et al., 2011)、臍帶血 (Martin-Rendon et 

al., 2008)、臍帶內膜 (Baksh et al., 2007)、胎盤 (Fukuchi et al., 2004)、脂肪組織 

(Eirin et al., 2012)、牙髓 (dental pulp) (Huang et al., 2009) 及胎兒羊水 (amniotic 

fluid) (De Coppi et al., 2007) 等組織。於體外進行分化時，MSCs 不僅有硬骨、軟

骨及脂肪細胞等三系分化之能力，甚至能跨胚層轉分化 (transdifferentiate) 為神經

細胞、肝臟細胞、心肌細胞及胰島細胞等，故於再生醫學的研究領域中極具應用

價值與潛力。 

 在細胞表面分子標誌上，大部分 MSCs 皆會表現 CD29、CD44、CD71、CD73、

CD90、CD105、CD106、CD166 及 MHC-I 等表面分子標誌，而不表現 CD4a、CD11、

CD14、CD18、CD31、CD34、CD40、CD45、CD80 及 CD86 (Chamberlain et al., 2007)。

而 MSCs 在動物試驗上已證實能改善多種疾病，包括心肌梗塞 (Orlic et al., 2001)、

第一型糖尿病 (Lee et al., 2006)、巴金森氏症 (Herrmann and Sturm, 2014)、成骨不

全症 (osteogenesis imperfecta) (Guillot et al., 2008) 及肝纖維化 (Jung et al., 2013) 

等。  
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2.3.3 羊水幹細胞及其臨床應用潛力 

 羊水幹細胞 (amniotic fluid stem cells, AFSCs) 是從懷孕婦女於妊娠期間進行

羊膜穿刺 (amniocentesis) 時所抽取之羊水中而來，其中所分離出的細胞種類主要

有以下幾種 (Prusa and Hengstschläger, 2002)： 

(1) 上皮類型細胞 (epitheloid type cells)：此類細胞多來自於胎兒的皮膚及尿液。 

(2) 羊水類型細胞 (amniotic fluid specific type cells)：此類細胞多來自於胎膜 (fetal 

membranes) 及滋養層 (trophoblast)。 

(3) 纖維類型細胞  (fibroblastic type cells)：此類細胞多來自於纖維結締組織 

(fibrous connective tissues) 及真皮纖維母細胞 (dermal fibroblasts)。 

 由上述可知，AFSCs 為一異質性 (heterogeneous) 的細胞群，可同時表現胚幹

細胞及體幹細胞之特性，普遍認為其分化潛能介於多能性幹細胞及複能性幹細胞

之間 (De Coppi et al., 2007; Joo et al., 2012; Prusa et al., 2003)。另有研究顯示，

AFSCs 具有高度增值性、較來自於成體之體幹細胞有更佳的端粒酶活性 

(telomerase activity) 及較長之端粒  (telomere) 長度等近似於原始細胞之特性

(Guillot et al., 2007) (表 1)，亦可經由體外誘導分化成肌肉、骨骼、脂肪、神經和肝

臟等細胞 (Joerger-Messerli et al., 2015; Joo et al., 2012; Loukogeorgakis and De 

Coppi, 2015)。 

 在細胞表面分子標誌之分析顯示，AFSCs 會表現多能性幹細胞表面分子標誌

如 SSEA-1、SSEA-3、SSEA-4、TRA1-60、TRA1-81、Klf4、SOX2、c-Myc、 Nanog

及 Oct-4 等，此外也會表現間葉幹細胞之表面分子標誌如 CD29、CD44、CD73、

CD90、CD105 和 MHC-I 等；而不表現血球細胞表面分子標誌如 CD45、CD34、

CD14 及輔助刺激因子 (costimulatory molecules) 之分子標誌如 CD80、CD86 等 

(Loukogeorgakis and De Coppi, 2015; Dziadosz et al., 2016; Pozzobon et al., 2014)。 

 在移植安全性方面，AFSCs 在移植入重症聯合免疫缺陷小鼠  (severe 
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combined immunodeficiency mice; SCID mice) 後，體內無誘發畸胎瘤產生之現象 

(De Coppi et al., 2007; Moschidou et al., 2013)。目前AFSCs已成功應用於皮膚、肌

肉、神經、腎臟、肺臟、心臟、心臟瓣膜、橫膈膜 (diaphragm)、硬骨、軟骨組織

及血管新生 (angiogenesis) 等疾病修復之研究 (Joerger-Messerli et al., 2015; Joo et 

al., 2012; Loukogeorgakis and De Coppi, 2015) (表 2)。 

 綜觀上述，AFSCs 擁有諸多優點使其成為再生醫學研究領域中之新起之秀，

未來若欲應用於臨床則可於懷孕婦女進行羊膜穿刺時將檢查後剩餘之羊水經分離

培養後取得 AFSCs，並可保存於液態氮中以建立為細胞庫，則可獲得穩定且大量

的細胞來源；然目前仍需更充分的證據來確認AFSCs於移植後之安全性和有效性，

並須通過美國食品藥物管理局 (U.S. Food and Drug Administration, FDA) 之核可

以啟動臨床前之人體試驗，未來才能真正於臨床上建立一套安全且有效的羊水幹

細胞療法 (Dziadosz et al., 2016)。 
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表 1. 羊水幹細胞與胚幹細胞、誘導式多能性幹細胞及間葉幹細胞之特性比較 

Table 1. Main characteristics of different stem cell populations: ESCs, iPS, AFSCs 

and MSCs 

 

(Joo et al., 2012) 
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表 2. 羊水幹細胞應用於再生醫學領域之研究案例 

Table 2. Various applications of AFSCs to regenerative medicine 

 

(Joo et al., 2012) 
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2.3.4 羊水幹細胞於巴金森氏症之相關研究進展 

 羊水幹細胞 (amniotic fluid stem cells, AFSCs) 為近年來新興之幹細胞來源，其

分化潛能介於多能性幹細胞及複能性幹細胞之間，已被證實可分化為三胚層各式

種類的細胞，故於再生醫學領域中極具潛力與應用價值 (Joo et al., 2012)。過去研

究指出，人類AFSCs由第二孕期  (second trimester) 之懷孕婦女做羊膜穿刺 

(amniocentesis) 剩餘的廢棄羊水中分離並經初代培養後，即有表現神經系相關蛋白

質之能力，例如Nestin (神經前驅細胞標誌)、β-III tubulin (神經細胞骨架)、GFAP (星

狀細胞標誌)、GALC (寡樹突細胞標誌) 及CD133 (神經幹細胞標誌) 等 (Prusa et 

al., 2004; Tsai et al., 2006)，表示AFSCs具有神經系細胞之特性，應用於神經相關疾

病上極具潛力。另有研究證實，AFSCs可於特定培養環境下分化成類神經細胞 

(neural-like cells) (Kim et al., 2007; Orciani et al., 2008; Orciani et al., 2011; Tsai et al., 

2004; Zheng et al., 2010)，若進一步利用特定生長因子之添加則可將AFSCs分化為

具有近似神經細胞之細長軸突形態且表現中腦多巴胺神經元特異性標誌－酪胺酸

羥化酶 (tyrosine hydroxylase, TH) 之類多巴胺神經細胞 (dopaminergic neuron-like 

cells) (Kim et al., 2014; Liu et al., 2011; McLaughlin et al., 2006; Pfeiffer and 

McLaughlin, 2010)，因此可應用於巴金森氏症幹細胞療法之開發 (Rosner et al., 

2012)。 

 於體內試驗之研究結果顯示，AFSCs經移植至大鼠腦中可存活達90天且具有遷

移 (migrate) 至腦中受損區域之能力 (Cipriani et al., 2007)。另有研究指出，AFSCs

與骨髓來源之間葉幹細胞相比對於干擾素-γ (γ-interferon) 之反應較低，表示AFSCs

若移植至宿主體內較不易引起免疫排斥反應；將此AFSCs移植至巴金森氏症模式大

鼠腦中，於移植後三週之旋轉行為相較於未接受細胞移植的控制組已顯著降低，

其改善效果更可持續達十二週，且與移植前之旋轉圈數相比約下降75%；進一步追

蹤所移植的AFSCs之結果顯示，於移植後六週可於大鼠腦中找到存活的AFSCs且此
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些AFSCs已分化為表現多巴胺神經元特異性標誌－酪胺酸羥化酶  (tyrosine 

hydroxylase, TH) 及多巴胺轉運蛋白 (dopamine active transporter, DAT) 之多巴胺

神經，可見AFSCs於巴金森氏症之治療潛力 (Chang et al., 2013)。另有研究團隊將

AFSCs移植至由MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) 所誘導之巴金

森氏症模式小鼠的腦中，結果顯示，在移植後四週有接受細胞移植的小鼠在行為

測試中相較於未接受細胞移植的控制組有顯著的改善，且可於小鼠紋狀體中之移

植處附近找到移植前以螢光染劑－PKH26標定之AFSCs，經免疫染色之結果發現此

些AFSCs已分化為表現TH之多巴胺神經；進一步分析小鼠紋狀體中之腦源性神經

滋養因子 (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) 含量，巴金森氏症模式小鼠紋

狀體中之BDNF濃度顯著低於正常小鼠，而接受AFSCs移植二週後，小鼠紋狀體中

之BDNF濃度則顯著回升至近似於正常小鼠，故作者推斷AFSCs可能是透過分泌

BDNF等神經滋養因子 (neurotrophins) 來達到改善巴金森氏症模式小鼠的行為缺

失之效 (Kong et al., 2008)。 

 綜合上述，AFSCs 具有分化為類神經細胞甚至是類多巴胺神經之潛能，移植

於巴金森氏症動物模式中可有效改善動作行為上之缺失，並可能是藉由分泌神經

滋養因子來促進神經再生 (nerve regeneration) (Kim et al., 2014)，顯示 AFSCs 確實

有應用於治療巴金森氏症之潛力，然其中之治療機轉仍待進一步研究以釐清 (Yee 

et al., 2015)。 
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2.4 異種移植 

 隨著再生醫學之發展，以幹細胞療法進行疾病損傷之修復效果與潛力與日俱

增，若未來欲將幹細胞療法應用至臨床，則勢必要能建立一完整之細胞儲存庫，

然人類細胞來源之取得相對於動物細胞更為困難且法律規範上之限制極為嚴謹，

因此如何取得穩定的細胞來源遂成為一重要課題。靈長類試驗動物雖與人類基因

背景最為接近，然其於實驗室中繁殖不易且維持成本高；豬隻於生理解剖特性如

臟器大小近似於人類，數量眾多且繁殖相對容易，故為一合適之候選細胞來源，

惟異種移植可能發生免疫排斥反應將導致治療效果不彰，因此需於臨床應用前進

一步深入研究以評估其可行性。 

 從免疫學之角度而言，由於羊水幹細胞 (amniotic fluid stem cells, AFSCs) 表現

第一型主要組織相容性複合體 (major histocompatibility complex classⅠ, MHC-Ⅰ)，

但不表現第二型主要組織相容性複合體 (major histocompatibility complex class II, 

MHC-II) 及輔助刺激因子 (costimulatory molecules)，因此理論上在異體移植時不

會發生宿主免疫抑制 (immunosuppression) 之現象；另有文獻指出，經 CD117 表

面分子標誌篩選後之 AFSCs 具有調節免疫反應之作用 (Moorefield et al., 2011)。故

本試驗使用豬隻來源之羊水幹細胞 (porcine amniotic fluid stem cells, pAFSCs) 進

行異種移植至巴金森氏症模式大鼠腦中，盼能藉此瞭解 AFSCs 應用於異種移植治

療巴金森氏症之可行性。 

 



 

22 

 

第三章 試驗研究 

3.1 紅色螢光豬羊水幹細胞體外誘導分化為類多巴胺神經之

研究 

3.1.1 前言 

 幹細胞除了具自我更新的特性之外，還具有轉分化為其他胚層細胞之能力。

研究指出，包括胚幹細胞、誘導式多能性幹細胞、骨髓間葉幹細胞、臍帶血間葉

幹細胞、牙髓幹細胞及羊水幹細胞等不同來源的幹細胞，皆能在特定培養條件下

分化成類多巴胺神經 (Barzilay et al., 2008; Ko et al., 2015; Konagaya et al., 2015; 

Perrier et al., 2004; Pfeiffer et al., 2010; Wang et al., 2010)。 

 過去研究指出，音蝟因子 (sonic hedgehog, SHH) 可促使腹側前腦神經元 

(ventral forebrain neurons) 之分化 (Ericson et al., 1995)，且可於體外或體內環境調

控神經前驅細胞 (neural progenitors) 的增殖，於神經系統的發育中扮演重要之角

色 (Lai et al., 2003)。另有研究顯示，第八纖維母細胞生長因子 (fibroblast growth 

factor 8, FGF8) 於中腦多巴胺神經元之發育與分化過程中為一關鍵因子 (Hynes 

and Rosenthal et al., 1999; Mason, 2007; Ye et al., 1998)。而鹼性成纖維細胞生長因

子(basic fibroblast growth factor, bFGF) 可促進中腦神經元 (mesencephalic neurons) 

的存活與發育 (Ferrari et al., 1988)，並增加中腦多巴胺神經元對多巴胺之重吸收 

(reuptake) (Knusel et al., 1990)。另腦源性神經滋養因子 (brain-derived neurotrophic 

factor, BDNF) 被發現廣泛分布於紋狀體中的神經終端 (nerve terminals) (Altar et 

al., 1997)，除了可促進多巴胺神經元之存活及分化 (Knüsel et al., 1991)，更可於體

外培養環境下刺激由間葉幹細胞所誘導分化出之多巴胺前驅神經進一步成熟為具

功能性的成熟多巴胺神經 (Trzaska et al., 2009)。故本試驗使用 SHH、FGF8、bFGF

和 BDNF 等生長因子之添加進行體外多巴胺神經之誘導分化，以探討紅色螢光豬

來源之羊水幹細胞是否有分化成為類多巴胺神經之潛能。  
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3.1.2 材料與方法 

3.1.2.1 試驗動物飼養環境及條件 

 試驗豬隻飼養於本系專用畜舍內，每日六時與十七時飼予完全配合飼料 (統

一)，並且全天候給予乾淨自由飲水。每日五時與十六時固定清潔畜舍，並以大型

風扇維持畜舍良好之通風；另於畜舍出入口放置消毒踏墊，進出人員均需著整齊

實驗裝備，以確保畜舍之環境衛生。 

 

3.1.2.2 紅色螢光豬羊水幹細胞來源 

 本試驗所使用之紅色螢光蛋白質轉基因豬 (DsRed transgenic pigs) 乃由本研

究室利用原核胚基因顯微注射技術 (pronuclear microinjection)，於原核時期之豬胚

中注射入帶有雞 β-actin 啟動子及珊瑚紅螢光蛋白質之 cDNA 所構築而成的轉殖基

因片段，而後將胚移置入代理孕母體內，可產製出全身性表現紅螢光蛋白質之轉

基因豬，其腦、心臟、肺臟、肝臟、腎臟、腸道及肌肉等全身組織器官皆穩定表

現紅色螢光蛋白質 (Chou et al., 2014)。 

 紅色螢光蛋白質轉基因豬之羊水幹細胞已由本研究室前人成功分離及建立 

(Chou et al., 2014; Peng et al., 2014)，簡述其流程如下，將懷孕期 70 天之母豬麻醉

後經由外科手術剖開腹腔並自子宮角中抽取表現紅色螢光蛋白質胎豬羊水，羊水

經過濾及離心後，取得細胞沉澱物 (cell pellet) 並以 2×10
5
 cells/cm

2之密度進行培

養。此羊水幹細胞具形成群落單元 (colony) 及貼附 (adherent) 特性，約經過 8~10

天的初代培養及繼代後，即可得純化之紅色螢光豬羊水幹細胞。後續經流式細胞

儀 (flowcytometry) 分析其表面抗原，紅色螢光豬羊水幹細胞不表現淋巴球特有標

誌 CD4a及血小板和內皮細胞標誌的 CD31，但會表現與細胞貼附相關的標誌 CD44

和間葉幹細胞特有標誌 CD90；另於體外誘導分化實驗中證實紅色螢光豬羊水幹細

胞具有分化成硬骨、軟骨及脂肪細胞之三系分化 (trilineage differentiation) 的能力，
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且分化後仍會持續表現紅色螢光，可利於移植後之後續追蹤。上述方法建立之紅

色螢光豬羊水幹細胞保存於液態氮桶中，待試驗需要時再解凍及重新培養以進行

後續使用。 

 

3.1.2.3 紅色螢光豬羊水幹細胞培養液之配置 

 本試驗中培養紅色螢光豬羊水幹細胞之基礎培養液為 αMEM (Sigma M0894, 

USA) ，並且添加 1% 抗生素 (Pen/Strep; Gibco 1103911, USA) 以及 3.7 g/L 碳酸

氫鈉 (sodium bicarbonate, NaHCO3; Sigma S5761, USA)，配置完成後以孔徑 0.22 

μm 之濾杯 (Millipore MP010543, USA) 進行過濾，以確保培養液為無菌狀態；另

須於使用前添加 20% 的胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS; Hyclone ARH27209, 

USA) 於基礎培養液中，並保存於 4℃冰箱，待使用前再於水浴槽回溫至 37℃備

用。 

 

3.1.2.4 紅色螢光豬羊水幹細胞之體外培養及保存 

 羊水幹細胞具有貼附特性，當細胞培養增殖至滿盤 (100% confluence) 時需繼

代 (passage) 或將其冷凍保存。細胞進行繼代時，先以玻璃吸管吸除培養液後，加

入 0.25% trypsin-EDTA (Gibco 917999, USA)，並置於 37℃培養箱 5 分鐘，待化學

反應完全後，輕敲培養皿盤緣利用物理性力量使細胞懸浮，再加入等量之基礎培

養液以中止 trypsin 持續作用而傷害細胞。續以 1200 rpm 離心 5 分鐘，移除上清液

後以含有 20% 胎牛血清之培養液將細胞重新打散懸浮，並以稀釋比例為 1：3 種

於新培養皿中。若欲冷凍保存細胞，則可將離心後之細胞團塊懸浮於含 10% 二甲

基亞碸 (dimethyl sulfoxide, DMSO; Sigma RNBC1435, USA) 之胎牛血清中，放至

細胞冷凍保存管並置於保麗龍盒中於-80℃冰箱中緩慢降溫，待 24~48 小時後始可

移入液態氮桶內保存。 
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3.1.2.5 細胞計數 

 自均勻懸浮之細胞液中吸取 20 μl 之細胞液，與等量之錐藍 (trypan blue; Gibco 

15250-061, USA) 混和均勻使之染色，而後取 20 μl 染色後之細胞液注入血球計數

盤 (hemocytometer)，於顯微鏡下計算活細胞數，由於死亡之細胞會因 trypan blue

滲入而呈現藍色，而活細胞則因細胞膜完整故不會呈色，因此可計算未呈色之細

胞數再經由稀釋倍率換算後得知約略細胞總數。 

 

3.1.2.6 紅色螢光豬羊水幹細胞體外誘導分化為類多巴胺神經及其培養

液之配置 

 本試驗之基礎培養液為 DMEM (Gibco 31600-034, USA)，內含 1% 抗生素及

3.7 g/L碳酸氫鈉，配置完成後以孔徑 0.22 μm之濾杯過濾，並保存於 4℃冰箱備用。

誘導分化試驗分為兩階段，第一階段之誘導分化培養液為 10% FBS DMEM 並額外

添加 250 ng/ml SHH (R&D systems, 461-SH)、100 ng/ml FGF8 (R&D systems, 423-F8) 

及 50 ng/ml bFGF (R&D systems, 233-FB)；第二階段誘導分化培養液則以在培養神

經細胞過程中經常會使用的神經基礎培養液 (Neurobasal® Medium (1X); Gibco 

21103-049, USA)與 B-27 添加劑  (B-27® Serum-Free Supplement (50X); Gibco 

17504-044, USA) 為基底，再額外添加 250 ng/ml SHH、100 ng/ml FGF8、50 ng/ml 

bFGF 及 50 ng/ml BDNF (R&D systems, 248-BD/CF)。 

 由液態氮桶中取出先前建立好之紅色螢光豬羊水幹細胞，解凍後以 5×10
4
 

cells/cm
2 之密度重新種於細胞培養皿，待其長滿後以 0.25% trypsin-EDTA 重新懸

浮細胞，離心後之細胞團塊再以每 2×10
3
 cells/ 30 μl 20% FBS DMEM 的濃度混合

均勻，並取 30 μl此細胞液滴於細胞培養皿之上蓋為一顆細胞懸滴 (hanging drop)，

每顆 drop 間之距離約為 2 公分以避免因間隙過近而讓多顆 drop 溶在一起，另於細

胞培養皿內加入約 5~8 ml 內用之無菌 PBS，可避免細胞懸滴在培養箱培養期間乾
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掉導致其中細胞死亡，而後將載有多顆細胞懸滴之培養皿上蓋快速翻過重新蓋回

細胞培養皿，再置於細胞培養箱中。4 天之後，紅色螢光豬羊水幹細胞已藉由此懸

滴培養方式 (hanging-drop culture method) 形成細胞懸浮球體 (cell spheres)，再利

用 pipette 搭配寬口 tip 將此些 cell spheres 移至表面有特殊處理過之玻片 

(Superfrost™ Plus Microscope Slides; Fisherbrand™ 12-550-15, USA) 上並加入第一階

段誘導分化培養液開始進行類多巴胺神經之誘導分化，培養 3 天後換入第二階段

誘導分化培養液續培養 9 天，期間每 3 天更換一次培養液，並使用顯微鏡觀察細

胞外觀形態 (cell morphology) 之變化同時照相記錄 (圖 5)。 

 

 

圖 5. 紅色螢光豬羊水幹細胞誘導分化為類多巴胺神經之培養液配方與流程圖。 

Figure 5. In vitro dopaminergic neuronal differentiation medium formula and 

steps of DsRed porcine amniotic fluid stem cells. 
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3.1.2.7 細胞免疫螢光染色（Immunocytochemistry） 

(1) 移除細胞培養液後，先以 PBS (1X) 潤洗一次，再以 4% 三聚甲醛 

(paraformaldehyde; Sigma P6148, USA) 於室溫下固定 15 分鐘。 

(2) 去除 paraformaldehyde，以 PBS 潤洗三次，每次須靜置 5 分鐘。 

(3) 加入 blocking buffer－0.25% Triton X-100/PBS 及 1% BSA/PBST (bovine 

serum albumin; Sigma A7030, USA) 作用 30 分鐘，用以通透細胞膜並避免抗體

非專一性的結合。 

(4) 將一級抗體 (mouse anti-β-III tubulin, Abcam AB7751, UK; rabbit anti-tyrosine 

hydroxylase, Millipore AB152, Germany) 以稀釋倍率為 1：500 倍稀釋於

blocking buffer 中。 

(5) 加入稀釋後之一級抗體，靜置於 4℃反應隔夜。只添加二級抗體 (2
nd

 antibody 

only) 的組別，添加液中將不含一級抗體。 

(6) 將二級抗體 (donkey-anti-mouse IgG, alexa flour® 488, Invitrogen A21202, USA; 

goat-anti-rabbit IgG, alexa flour® 488, Invitrogen A11008, USA) 以稀釋倍率為 1：

300 倍稀釋於 blocking buffer 中。 

(7) 移除一級抗體後，以 PBS 潤洗一次，加入稀釋後之二級抗體，於室溫下避光

靜置 1 小時。 

(8) 移除二級抗體後，以 PBS 潤洗三次，每次須靜置 5 分鐘，而後加入以 PBS 稀

釋 1000 倍之 DAPI (Invitrogen D3571, USA)，於室溫下避光靜置 1 分鐘。 

(9) 移除 DAPI 後以 PBS 潤洗一次，再使用封片膠 (mounting medium; Abcam 

AB104135, UK) 封片後，即可於光學顯微鏡下觀察細胞是否表現螢光受質反

應。 
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3.1.3 結果與討論 

3.1.3.1 紅色螢光豬羊水幹細胞經懸滴培養方式培養後所形成之細胞懸

浮球體形態之觀察 

 過去研究指出，胚幹細胞為一具分化多能性 (pluripotent) 的幹細胞，其在體

外培養過程中一旦脫離飼養層細胞 (feeder layer) 且培養基中無添加白血病抑制因

子 (leukemia inhibitory factor, LIF) 等抑制分化因子的情況下，胚幹細胞將會自發

性走向分化路徑並形成一特殊結構－類胚體 (embryoid bodies, EBs)，此三維 (three 

dimensional, 3D) 的立體球狀結構中會有三個胚層－外胚層 (ectoderm)、中胚層 

(mesoderm) 及內胚層 (endoderm) 的細胞，是許多進行胚幹細胞體外誘導分化試

驗中經常會出現的分化手法與過程。本試驗首先將紅色螢光豬羊水幹細胞進行懸

滴培養 (hanging-drop culture)，目的即在使紅色螢光豬羊水幹細胞形成類似於 EBs

結構的細胞懸浮球體 (cell spheres, CSs)，並能自發性往三胚層初步分化，而後再

使用培養神經細胞常用的神經基礎培養液為基底，使 CSs 中的外胚層神經系細胞

可以存活下來，並藉由特定生長因子 (growth factors) 之添加進一步誘導分化出類

多巴胺神經。 

 紅色螢光豬羊水幹細胞藉由懸滴培養方式培養 4 天之後，已形成細胞懸浮球

體 (圖 6A、B)，再利用 pipette 搭配寬口 tip 將這些 CSs 移至 Superfrost™ Plus 

Microscope Slides 並加入第一階段之誘導分化培養液以進行後續體外誘導分化試

驗。紅色螢光豬羊水幹細胞的 CSs 於移至玻片後隔天，可於光學顯微鏡下觀察到

CSs 會貼附於玻片表面，並形成一個細胞群落 (colony) (圖 6C、D)。 
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圖 6. 紅色螢光豬羊水幹細胞聚集而成之細胞懸浮球體及其貼底後所形成之細胞

群落形態。 (比例尺為 100 微米) 

Figure 6. DsRed pAFSC cell spheres and the colonies formed by the spheres. (scale 

bar = 100 μm) 
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3.1.3.2 紅色螢光豬羊水幹細胞體外誘導分化為類多巴胺神經之形態學

評估 

 本試驗使用紅色螢光豬羊水幹細胞藉由懸滴培養方式所形成之細胞懸浮球體，

加入含音蝟因子 (sonic hedgehog, SHH)、第八纖維母細胞生長因子 (fibroblast 

growth factor 8, FGF8)、鹼性成纖維細胞生長因子 (basic fibroblast growth factor, 

bFGF) 與腦源性神經滋養因子 (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) 等生長因

子之誘導分化培養液，於表面經特殊處理的玻片上進行類多巴胺神經之體外誘導

分化。於分化期間藉由顯微鏡觀察細胞分化之外觀形態，首先使用第一階段誘導

分化培養液，在分化第 3 天時，可見細胞懸浮球體所形成之細胞群落 (cell colonies, 

CCs) 逐漸由群落中心向外擴張，此時換入第二階段誘導分化培養液；至分化第 6

天時，可發現無論在控制組或誘導分化組的 CCs 之間及週邊有少許類似神經細胞

的細長細胞形態出現；接著至分化第 9 天時，CCs 外圍有更加明顯之細長且似軸

突突起之細胞形態；直至分化第 12 天時，此細長的細胞形態比例有增加之趨勢，

且排列也更為延伸，而在誘導分化組的細長細胞形態有部分在兩端具有少許細小

的分支，此結果相較於控制組只有單一細長的排列有所差異 (圖 7)。然此些具細

長外觀形態之細胞是否為類神經細胞甚至是類多巴胺神經，尚需進一步檢測這些

細胞能否表現神經系相關的特異性蛋白質後，才能再次確認試驗結果。 
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圖 7. 紅色螢光豬羊水幹細胞於體外誘導分化為類多巴胺神經期間與控制組之細

胞形態學上之比較。箭號為類似神經細胞之細長、似軸突突起之細胞形態。 (比例

尺為 100 微米) 

Figure 7. Cell morphological comparison of dopaminergic neuronal differentiation 

group and control group by using DsRed pAFSCs in vitro. The arrows indicate the 

morphology of neural-like cells with thin and long axon-like processes. (scale bar = 100 

μm)  
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3.1.3.3 紅色螢光豬羊水幹細胞體外誘導分化為類多巴胺神經之神經系

相關特異性蛋白質之表現 

 本試驗使用紅色螢光豬羊水幹細胞，進行二階段式添加生長因子之體外類多

巴胺神經誘導分化，於分化期間除了觀察細胞外觀形態上的變化，也藉由細胞免

疫螢光染色法偵測分化細胞是否會表現神經系相關的特異性蛋白質。在許多研究

中，經常使用 β-III 微管蛋白 (β-III tubulin) 作為神經細胞的特異性標誌，另使用酪

胺酸羥化酶 (tyrosine hydroxylase, TH) 作為多巴胺神經元特定分泌與表現的蛋白

質，以此標誌確認是否為多巴胺神經。經細胞免疫螢光染色之試驗結果顯示，在

誘導分化第 9 天時，控制組和誘導分化組皆會表現 β-III tubulin，且在只有二級抗

體反應的對照組中沒有偵測到表現 β-III tubulin 的細胞，表示此時已有部分紅色螢

光豬羊水幹細胞分化成為類神經細胞 (圖 8)。直至誘導分化第 12 天時，可在誘導

分化組中發現表現 TH 的細胞 (圖 9)，而在控制組與只有二級抗體反應的對照組

中則無此發現，顯示紅色螢光豬羊水幹細胞已成功被誘導分化成為類多巴胺神經 

(圖 10)。 

 因此根據上述試驗結果，藉由懸滴培養方式所得之紅色螢光豬羊水幹細胞的

細胞懸浮球體，可以自發地分化成類神經細胞；而額外在培養液中添加SHH、FGF8、

bFGF和BDNF等特定生長因子可誘導紅色螢光豬羊水幹細胞進一步分化為類多巴

胺神經。綜合上述，證實在體外環境下給予適當的培養條件，紅色螢光豬羊水幹

細胞具有分化成為類多巴胺神經之潛能，可作為後續應用於異種移植治療大鼠巴

金森氏症疾病模式之細胞來源。 
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圖 8. 誘導分化第 9 天誘導分化組、控制組與第二抗體對照組之表現 β-III 微管蛋

白的細胞免疫螢光染色結果比較。箭號為一顆由紅色螢光豬羊水幹細胞所誘導分

化出之類神經細胞。 (比例尺為 100 微米) 

Figure 8. Comparison of β-III tubulin expression between the dopaminergic 

neuronal differentiation group, control group and 2
nd

 antibody (Ab) only group by 

immunocytochemistry staining 9 days after induction. The arrows indicate one 

neuron-like cell differentiated from DsRed pAFSC. (scale bar = 100 μm) 
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圖 9. 紅色螢光豬羊水幹細胞於體外經誘導分化為類多巴胺神經。 

誘導分化第 12 天時，紅色螢光豬羊水幹細胞於螢光燈源及濾片下，利用 DAPI 確

定細胞核之位置 (A)，而 DsRed pAFSCs 本身即帶有紅色螢光 (B)，另經由酪胺酸

羥化酶 (TH) 的一級抗體與綠色螢光二級抗體反應後可偵測到 TH 之表現 (C)， 

(D) 為 (A)、(B)、(C) 之疊合圖。箭號為一顆由紅色螢光豬羊水幹細胞所誘導分

化出之類多巴胺神經。 (比例尺為 100 微米) 

Figure 9. DsRed pAFSCs were capable of differentiating into dopaminergic 

neuron-like cells in vitro 12 days after induction.  

(A) Nucleuses were labled by DAPI. (B) Red fluorescent expression of DsRed pAFSCs. 

(C) The TH positive dopaminergic neuron-like cell was demonstrated by 

immunocytochemistry staining. (D) Indicate the merge image of (A), (B) and (C).  The 

arrows indicate one dopaminergic neuron-like cell differentiated from DsRed pAFSC. 

(scale bar = 100 μm) 
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圖 10. 誘導分化第 12 天誘導分化組、控制組與第二抗體對照組之表現酪胺酸羥化

酶的細胞免疫螢光染色結果比較。箭號為一顆由紅色螢光豬羊水幹細胞所誘導分

化出之類多巴胺神經。 (比例尺為 100 微米) 

Figure 10. Comparison of tyrosine hydroxylase (TH) expression between the 

dopaminergic neuronal differentiation group, control group and 2
nd

 antibody (Ab) 

only group by immunocytochemistry staining 12 days after induction. The arrows 

indicate one dopaminergic neuron-like cell differentiated from DsRed pAFSC. (scale 

bar = 100 μm) 
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3.2 紅色螢光豬羊水幹細胞應用於異種移植治療巴金森氏症

大鼠之可行性 

3.2.1 前言 

 巴金森氏症為一漸進性的神經退化性疾病，其病因乃由於患者中腦黑質中的

多巴胺神經元 (dopaminergic neuron) 死亡，無法製造足夠的神經傳遞物質－多巴

胺，導致神經傳導出現問題，造成患者產生一些動作障礙。目前臨床上使用藥物

治療和手術治療雖可於發病初期緩解其症狀，然隨病程之延長其療效將弱化，終

將無法阻止病症之惡化，且於治療過程中又伴隨許多嚴重之副作用，因此發展一

有效的治療方式遂成為當前十分重要之研究課題。 

 幹細胞具有自我更新的特性與分化為多種組織細胞之能力，常應用於各種疾

病損傷之修復，因此於再生醫學研究領域中，以幹細胞為主的細胞療法為當前最

具有發展巴金森氏症新興療法之潛力。本試驗將以藥物誘導建立巴金森氏症大鼠

疾病動物模式，再使用異種 (xenogeneic) 豬來源之羊水幹細胞作為移植的材料，

藉此探討羊水幹細胞應用於治療巴金森氏症之可行性。 

 

 

  



 

37 

 

3.2.2 材料與方法 

3.2.2.1 試驗動物來源及飼養條件 

 本試驗使用Sprague-Dawley (SD) 雄性大鼠，年齡約六至八週齡，體重約

250~300公克，購自樂斯科生物科技股份有限公司 (BioLASCO Taiwan Co., Ltd., 

Taipei, Taiwan)，飼養於國防醫學院動物中心，動物舍控制恆溫為23 ± 2°C，每日

上午七時至下午七時為固定光照週期，2~3隻分裝一籠並給予無限制的標準飼糧與

乾淨飲水，每週定期更換墊料及水瓶以維持飼養環境之整潔。試驗大鼠購入後皆

需預先安置於動物舍中一週以上，待其適應環境後始得進行試驗。試驗動物各項

操作程序皆符合實驗動物照護及使用委員會之各項規範。 

 

3.2.2.2 巴金森氏症大鼠疾病動物模式之建立 

 本試驗採用單側損害方式建立巴金森氏症大鼠疾病動物模式。首先以 6% 水

合氯醛 (chloral hydrate; Riedel-de Haën 15307, Germany) 腹腔注射將大鼠麻醉後，

以電動剃毛刀剃除其頭頂毛髮並固定於立體定位儀 (stereotaxic apparatus) 上，取

手術刀劃開顱頂正中處之皮膚並剝離骨膜使顱骨暴露。以十字縫 (bregma) 為參考

原點，向後 4.4 毫米、向右 1.2 毫米、自腦膜 (dura) 向下 7.8 毫米為破壞處 

(Strömberg et al., 1989; Weng et al., 2013) (圖 11)，以牙科鑽小心鑽開顱骨，再使用

架置於立體定位儀上之微量注射器  (microsyringe) 將 4 μl 的六-羥基多巴胺 

(6-hydroxydopamine, 6-OHDA; 5 μg/μl in 0.02% ascorbic acid; Sigma H4381, USA) 

緩慢注射入大鼠右腦之內側前腦束 (medial forebrain bundle, MFB)，注射速率為 0.5 

μl/30 sec，待注射完畢後靜置 3 分鐘使其穩定，再以 2 mm/20 sec 之速率抽出針頭 

(圖 12)。隨後將大鼠頭部傷口縫合並置於保溫燈下，待其甦醒後即可送回動物舍。 
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(Paxinos and Watson, 2007) 

圖 11. 6-OHDA 注射部位座標圖。 (注射處：bregma 向後 4.4 毫米、中線向右 1.2

毫米、腦膜向下 7.8 毫米)  

Figure 11. The coordinate graph of the lesion site. (4.4 mm posterior to bregma, 1.2 

mm lateral to the midline, and 7.8 mm below the dura) 

 

 

圖 12. 以立體定位儀標定注射 6-OHDA 之示意圖。 

Figure 12. Injection of 6-OHDA by stereotaxic apparatus.  
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3.2.2.3 阿樸嗎啡誘發之旋轉行為 

 以6-OHDA破壞大鼠單側黑質紋狀體徑路 (nigrostriatal pathway) 兩週後，於腹

腔注射 0.5 mg/kg 的阿樸嗎啡 (apomorphine; Sigma A4393, USA)，隨後以束帶固

定大鼠胸部並連接旋轉記錄器，利用自動旋轉行為記錄系統 (automated rotometer 

system; MED Associates, Inc., St. Albans, VT, USA) 記錄大鼠的旋轉圈數 (圖 13)。

總測試時間為60分鐘，其中以連續40分鐘、平均每分鐘大於4轉之大鼠即判定為單

側巴金森氏症大鼠模式 (Herrera-Marschitz and Ungerstedt, 1984; Lessner et al., 

2010)。 

 

3.2.2.4 紅色螢光豬羊水幹細胞來源 

 紅色螢光豬羊水幹細胞來源如試驗一所述。 

 

3.2.2.5 細胞移植手術分組及流程 

 本試驗使用六至八週齡、體重約 250~300 公克之 SD 大鼠，以 6-OHDA 破壞

大鼠單側黑質紋狀體徑路後，經阿樸嗎啡誘發之旋轉行為篩選出巴金森氏症模式

大鼠，並隨機分為：(1) 巴金森氏症模式大鼠控制組 (PD rat control group, n = 3)、

(2) 接受磷酸鹽緩衝液 (PBS) 注射之對照組 (Sham grafted group, n = 3)、(3) 接受

紅色螢光豬羊水幹細胞移植組 (DsRed pAFSCs transplantation group, n = 6)。 

 細胞移植手術流程基本如前述之 6-OHDA lesion 手術，惟移植處為大鼠之紋狀

體 (striatum)，其立體定位座標乃以十字縫 (bregma) 為參考原點，向後 0.5 毫米、

向右 2.5 毫米、自腦膜 (dura) 向下 4.5 毫米 (Weng et al., 2013) (圖 14)。欲移植之

細胞懸浮於 PBS 中，移植之細胞量為 3 ~ 4×10
5
 cells in 4 μl PBS (圖 15)。移植細

胞後兩週及四週時，皆進行阿樸嗎啡誘發之旋轉行為測試以評估治療效果 (圖 

16)。  
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圖 13. 以自動旋轉行為記錄系統記錄大鼠的旋轉行為圈數之示意圖。 

Figure 13. Recording apomorphine-induced rotational behavior turns by 

automated rotometer system. 

 

 

(Paxinos and Watson, 2007) 

圖 14. 細胞移植部位座標圖。 (注射處：bregma 向後 0.5 毫米、中線向右 2.5 毫米、

腦膜向下 4.5 毫米)  

Figure 14. The coordinate graph of the transplantation site. (0.5 mm posterior to 

bregma, 2.5 mm lateral to the midline, and 4.5 mm below the dura) 
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圖 15. 以立體定位儀進行細胞移植手術之示意圖。 

Figure 15. Transplantation of DsRed pAFSCs by stereotaxic apparatus. 

 

 

 

圖 16. 巴金森氏症大鼠疾病動物模式建立及細胞移植之流程圖。 

Figure 16. Flow chart of establishment of Parkinsonian rat model and cell 

transplantation.   
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3.2.2.6 免疫組織化學染色（Immunohistochemistry） 

 以 6% 水合氯醛 (chloral hydrate; 8 ml/kg) 腹腔注射將大鼠麻醉後置於灌流台

上，用鑷子夾起劍突並向左右兩側剪開皮膚與肌肉層，接著把橫膈膜剪開使心臟

露出，將灌流針頭插入左心室 (需避免刺穿) 並以蠕動幫浦將 0.9% 的生理食鹽水

經左心室始進行灌流，同時需剪開右心耳讓血液流出。灌流約與體重相當容積的

生理食鹽水，遂將灌流溶液更換為新鮮配置之 4% PFA (pH 7.2-7.4)，續灌流至大鼠

全身變硬 (約 400 ml) 即可。灌流完成後，將大鼠腦組織取出置於 4% PFA 於 4℃

浸泡固定隔夜，再換以 20% 蔗糖 (sucrose) 溶液進行脫水，待腦組織完全沉降後

置換成 30% 蔗糖溶液進行第二次脫水，待腦組織再次沉降後即可進行冷凍切片。 

 經過脫水之腦組織以冷凍包埋劑 (optimum cutting temperature, OCT; Sakura 

Finetek 4583, USA) 完全包埋後，使用冷凍切片機 (Leica CM1860 UV, Leica 

Biosystems Nussloch GmbH, Germany) 於-24℃以 30 μm 的厚度進行冠狀切片，並

選取 nigrostriatal pathway 以懸浮法 (free floating) 進行免疫組織化學染色。染色步

驟如下： 

(1) 腦組織切片置於 24 well dish 中，先以 PBS (1X) 潤洗三次，再以 0.1% 雙氧水 

(hydrogen peroxide, H2O2; Calbiochem 386790, Germany) 於室溫下反應 30分鐘

以上，以去除腦組織中之內生性過氧化酶 (peroxidase)。 

(2) 去除 0.1% H2O2，以 PBS 潤洗三次。 

(3) 加入 blocking buffer－0.5% Triton X-100/PBS 及 1% 山羊血清 (normal goat 

serum; Vector S-1000, USA) 作用 1 小時，用以通透細胞膜並阻斷非專一性的

抗體結合。 

(4) 將一級抗體 (rabbit anti-tyrosine hydroxylase; Millipore AB152, Germany) 以稀

釋倍率為 1：2000 倍稀釋於 blocking buffer 中。 

(5) 加入稀釋後之一級抗體，置於 4℃震盪反應隔夜。 
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(6) 將二級抗體 (biotinylated anti-rabbit IgG; Vector BA-1000, USA) 以稀釋倍率為

1：200 倍稀釋於 blocking buffer 中。 

(7) 移除一級抗體後，以 PBS 潤洗三次，加入稀釋後之二級抗體，於室溫下震盪

反應 1 小時。 

(8) 在二級抗體反應完成前 30 分鐘，需預先配置 ABC kit (avidin-biotin complex, 

ABC; Vector PK-6100, USA)，將配置好的ABC kit於室溫下震盪反應 30分鐘。 

(9) 移除二級抗體後，以 PBS 潤洗三次，再加入 ABC kit，於室溫下震盪反應 1

小時。 

(10) 移除 ABC kit 後，以 0.05% 二氨基聯苯胺（diaminobenzidine, DAB; Sigma 

D5637, USA）進行呈色反應 5 分鐘。 

(11) 移除 DAB 後，以 PBS 潤洗三次，將已呈色之切片撈至玻片上攤平，待乾燥

後再使用 mounting medium 封片，即可於光學顯微鏡下觀察。 

 

3.2.2.7 神經纖維密度定量 

 將免疫組織染色完成後之切片以 10X 照相後，利用光學軟體 (Image-Pro® Plus 

Version 6.0; Media Cybernetics, Inc., USA) 進行神經纖維密度之定量。取紋狀體之

切片，每間隔約 360 μm 取一片，共選取六片，圈選腦切片兩側的紋狀體區域計算

數值，以胼胝體 (corpus callosum) 作為背景值，將正常側定為 100% 並計算移植

後受損側表現的多巴胺神經纖維密度。 

 

3.2.2.8 統計分析 

 本試驗之數據使用 GraphPad Prism 軟體進行分析，以 ANOVA 及 Tukey's 

multiple comparisons test 統計法將實驗組及對照組加以比較並以平均值 ± 標準偏

差 (Mean ± SD) 方式表示，當 p < 0.05 時定義兩者具顯著差異。  
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3.2.3 結果與討論 

3.2.3.1 巴金森氏症模式大鼠之黑質紋狀體徑路中多巴胺神經之表現情

形 

 本試驗以單側損害方式建立巴金森氏症大鼠疾病動物模式，使用 6-OHDA 破

壞大鼠右側黑質紋狀體徑路 (nigrostriatal pathway) 兩週後，利用自動旋轉行為記

錄系統記錄由阿樸嗎啡 (apomorphine) 誘發之對側旋轉圈數，總測試時間為 60 分

鐘，其中以連續 40 分鐘、平均每分鐘大於 4 轉之大鼠即判定為巴金森氏症模式大

鼠。 

 經灌流犧牲後以免疫組織化學染色觀察大鼠腦中的多巴胺神經分布情形，透

過酪胺酸羥化酶 (tyrosine hydroxylase, TH) 作為多巴胺神經元之專一性標記，

6-OHDA lesioned組與只接受 0.02% ascorbic acid注射之 sham lesioned對照組相比，

確實在破壞側的 nigrostriatal pathway 有明顯的多巴胺神經元缺失 (圖 17)，證實以

6-OHDA 單側損害方式之巴金森氏症大鼠疾病動物模式已成功建立，可進一步應

用於後續細胞移植之治療效果探討。 
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圖 17. 6-OHDA lesioned 組與 sham lesioned 對照組於黑質紋狀體徑路之酪胺酸羥

化酶表現情形。 (比例尺為 1 毫米) 

Figure 17. Tyrosine hydroxylase immunoreactivity in the nigrostriatal pathway of 

6-OHDA-lesioned PD rat model and sham lesioned control group. (scale bar = 1 

mm) 
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3.2.3.2 巴金森氏症模式大鼠接受細胞移植後旋轉行為之改善 

 以 6-OHDA 破壞大鼠單側黑質紋狀體徑路所得到之巴金森氏症模式大鼠，隨

機分為巴金森氏症模式大鼠控制組 (PD rat control group)、接受磷酸鹽緩衝液 

(PBS) 注射之對照組 (Sham grafted group) 及接受紅色螢光豬羊水幹細胞移植組 

(DsRed pAFSCs transplantation group)，並進一步進行細胞移植手術以探討紅色螢光

豬羊水幹細胞於巴金森氏症大鼠模式之治療潛能。細胞移植處為大鼠右腦之紋狀

體 (striatum)，移植之細胞量為 3 ~ 4×10
5
 cells，於移植細胞後兩週及四週時，皆進

行阿樸嗎啡誘發之旋轉行為測試以評估治療效果。 

 結果顯示，巴金森氏症模式大鼠控制組和接受 PBS 注射的對照組之旋轉行為

會隨著時間增加而有上升的趨勢，而接受紅色螢光豬羊水幹細胞移植的大鼠，在

移植後兩週的旋轉圈數即顯著低於另外兩組 (p < 0.01)，到移植後四週則更加顯著 

(p < 0.001) (圖 18A)；若將移植前之旋轉圈數訂為 100%，則接受紅色螢光豬羊水

幹細胞移植的大鼠在移植後四週之旋轉圈數已降至 54.05%，即移植細胞後四週可

使巴金森氏症模式大鼠之旋轉行為的圈數下降約 40% (圖 18B)。上述結果顯示，

移植紅色螢光豬羊水幹細胞可顯著地改善巴金森氏症模式大鼠之旋轉行為缺陷，

是以羊水幹細胞乃一具有潛力之幹細胞來源，可應用於巴金森氏症新興療法之開

發。 
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圖 18. 各移植組別經阿樸嗎啡誘導的旋轉行為圈數之分析。 

Figure 18. Apomorphine-induced rotation test analysis of different experimental 

groups. (PD control group, n = 3; Sham grafted group, n = 3; DsRed pAFSCs 

transplantation group, n = 6) (**p < 0.01, ***p < 0.001) 

  



 

48 

 

3.2.3.3 細胞移植後四週巴金森氏症模式大鼠黑質紋狀體徑路中多巴胺

神經之表現情形及神經纖維密度定量 

 移植紅色螢光豬羊水幹細胞可顯著地改善巴金森氏症模式大鼠之旋轉行為缺

失，於細胞移植四週後將大鼠灌流犧牲，取腦組織做切片並以免疫組織化學染色

進一步觀察大鼠腦中表現酪胺酸羥化酶 (tyrosine hydroxylase, TH) 的多巴胺神經

之恢復情形。結果可在接受紅色螢光豬羊水幹細胞移植組別的大鼠移植側之紋狀

體中觀察到表現 TH 的多巴胺神經元，且有明顯的細胞本體與神經突起伸出 (圖 

19)。 

 而在整個黑質紋狀體徑路 (nigrostriatal pathway) 上多巴胺神經纖維之表現結

果顯示，未移植細胞的巴金森氏症模式大鼠控制組及接受 PBS 注射之對照組在破

壞側並無觀察到表現 TH 的多巴胺神經纖維，而接受紅色螢光豬羊水幹細胞移植的

組別則可在移植側觀察到大面積的多巴胺神經纖維之表現 (圖 20)。若進一步以光

學軟體定量其神經纖維密度，圈選兩側的紋狀體區域計算數值 (圖 21A、B、C)，

並將正常側訂為 100%，另以胼胝體作為背景值，經量化且統計後之結果顯示，接

受紅色螢光豬羊水幹細胞移植的組別之多巴胺神經纖維密度顯著地高於未移植細

胞的巴金森氏症模式大鼠控制組及接受 PBS 注射之對照組 (p < 0.001) (圖 21D)。 

 上述結果指出，紅色螢光豬羊水幹細胞經移植後可促使巴金森氏症模式大鼠

腦中 nigrostriatal pathway 的多巴胺神經與纖維之恢復，進而達到改善大鼠運動功

能上之缺失；然羊水幹細胞於巴金森氏症治療機轉中所扮演之角色仍需進一步實

驗以釐清。 
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圖 19. 移植紅色螢光豬羊水幹細胞四週後可於大鼠移植側的紋狀體中觀察到表現

酪胺酸羥化酶之多巴胺神經元。 (比例尺為 100 微米) 

Figure 19. Tyrosine hydroxylase (TH) positive dopaminergic neurons could be 

observed in the striatum after 4 weeks following transplantation of DsRed pAFSCs. 

(scale bar = 100 μm) 
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圖 20. 移植後四週各處理組別於黑質紋狀體徑路之酪胺酸羥化酶表現情形。 (比

例尺為 1 毫米) 

Figure 20. Tyrosine hydroxylase (TH) immunoreactivity in the nigrostriatal 

pathway of different experimental groups 4 weeks after of transplantation. (scale 

bar = 1 mm) 
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圖 21. 各處理組別於黑質紋狀體徑路中的多巴胺神經纖維密度之定量。 

Figure 21. Quantification of tyrosine hydroxylase (TH) positive neural fiber 

density of striatum in different experimental groups. (***p < 0.001) 
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3.3 紅色螢光豬羊水幹細胞移植入巴金森氏症大鼠後細胞命

運之探討 

3.3.1 前言 

 若欲真正將幹細胞療法應用於臨床治療，則除了評估其治療潛能外尚需進一

步釐清其間之治療機轉以確保細胞移植之有效性和安全性。目前在探討使用間葉

幹細胞治療巴金森氏症的可能機轉上，主要有兩大方向，第一大方向認為間葉幹

細胞會分泌一些旁分泌因子 (paracrine factors)，這些旁分泌因子可能具有抗細胞凋

亡 (antiapoptotic) 的效果，可以減緩多巴胺神經元之死亡，亦可能有促進神經再生 

(neuroregenerative) 的效果，或是能啟動患者本身的恢復機制，如神經生成 

(neurogenesis) 和血管生成 (angiogenesis)，以及可能會有免疫調節或抗發炎反應的

效果；另一個研究方向則認為，移植進體內的間葉幹細胞可能會進行分化去填補

受損處原本宿主細胞死亡後所出現之空缺，或是直接與宿主本身的即將死亡或已

受損之神經元融合，以進行修復 (Glavaski-Joksimovic and Bohn, 2013)。 

 故本試驗使用本研究室先前產製出之紅色螢光蛋白質基因轉殖豬所分離出之

羊水幹細胞，此羊水幹細胞亦會表現紅色螢光，藉此可於移植後藉由追蹤表現紅

色螢光的外來細胞以釐清羊水幹細胞應用於巴金森氏症之治療機轉。 
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3.3.2 材料與方法 

3.3.2.1 試驗動物來源及飼養條件 

 試驗動物來源及飼養條件如試驗二所述。 

 

3.3.2.2 巴金森氏症大鼠疾病動物模式之建立 

 巴金森氏症大鼠疾病動物模式之建立如試驗二所述。 

 

3.3.2.3 阿樸嗎啡誘發之旋轉行為 

 阿樸嗎啡誘發之旋轉行為如試驗二所述。 

 

3.3.2.4 紅色螢光豬羊水幹細胞來源 

 紅色螢光豬羊水幹細胞來源如試驗一所述。 

 

3.3.2.5 細胞移植手術及流程 

 細胞移植手術及流程如試驗二所述。 

 

3.3.2.6 免疫螢光染色（Immunofluorescence） 

 免疫螢光染色之灌流步驟如試驗二所述，惟冷凍切片之厚度為 5~10 μm。而染

色流程則如試驗一所述，然此腦組織於切片前已經過 4% PFA 灌流及後固定隔夜，

故可不需再進行固定之步驟，以 PBS 潤洗三次後即可進行 blocking 及後續程序。 
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3.3.3 結果與討論 

3.3.3.1 移植後 24 小時、48 小時、72 小時紅色螢光豬羊水幹細胞於巴

金森氏症大鼠紋狀體中之細胞命運 

 於試驗二時，將紅色螢光豬羊水幹細胞移植入巴金森氏症模式大鼠腦中，在

移植後四週之結果顯示，移植紅色螢光豬羊水幹細胞可顯著改善大鼠運動功能上

之缺失，且可促使巴金森氏症模式大鼠腦中黑質紋狀體徑路 (nigrostriatal pathway) 

上的多巴胺神經與纖維之恢復，然仍需進一步釐清羊水幹細胞於巴金森氏症治療

機轉中所扮演之角色以確立後續臨床上應用之可行性。本試驗旨在追蹤所移植進

去的紅色螢光豬羊水幹細胞，因其帶有紅色螢光，故試驗大鼠於犧牲後取出腦組

織製成切片後即可直接透過顯微鏡於螢光燈源激發及濾片下尋找帶有紅色螢光之

細胞。 

 結果顯示，在移植後 24 小時、48 小時和 72 小時，皆能在移植處發現許多表

現紅色螢光的細胞，此即為所移植進去的細胞，這些細胞成團狀聚集於紋狀體中

之移植處附近。欲進一步了解此些移植進去的紅色螢光豬羊水幹細胞是否有開始

分化為神經細胞或多巴胺神經，續進行免疫螢光染色，以 β-III 微管蛋白 (β-III 

tubulin) 作為神經細胞之標誌，另使用酪胺酸羥化酶 (tyrosine hydroxylase, TH) 作

為多巴胺神經之特異性標誌。結果顯示，所有移植進去的紅色螢光豬羊水幹細胞

皆未表現 β-III tubulin 及 TH (圖 22、23、24)，表示在移植後 24 小時、48 小時和

72 小時時，所移植的紅色螢光豬羊水幹細胞並未往神經系 (neural lineage) 進行分

化。 
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圖 22. 紅色螢光豬羊水幹細胞於移植後 24 小時尚不具表現 β-III 微管蛋白及酪胺

酸羥化酶之能力。 (比例尺為 100 微米) 

Figure 22. DsRed pAFSCs were not capable of expressing β-III tubulin and TH at 

24 hours after transplantation. (scale bar = 100 μm) 

 

 

 

圖 23. 紅色螢光豬羊水幹細胞於移植後 48 小時尚不具表現 β-III 微管蛋白及酪胺

酸羥化酶之能力。 (比例尺為 100 微米) 

Figure 23. DsRed pAFSCs were not capable of expressing β-III tubulin and TH at 

48 hours after transplantation. (scale bar = 100 μm) 
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圖 24. 紅色螢光豬羊水幹細胞於移植後 72 小時尚不具表現 β-III 微管蛋白及酪胺

酸羥化酶之能力。 (比例尺為 100 微米) 

Figure 24. DsRed pAFSCs were not capable of expressing β-III tubulin and TH at 

72 hours after transplantation. (scale bar = 100 μm) 
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3.3.3.2 移植後四週紅色螢光豬羊水幹細胞於巴金森氏症大鼠紋狀體中

之細胞命運 

 試驗二於細胞移植後四週犧牲並取腦組織做切片時，亦由切片中尋找帶有紅

色螢光之細胞。結果發現在移植後四週，在移植處仍能找到表現紅色螢光的細胞，

然其數量與移植後 24 小時、48 小時和 72 小時相比已大幅減少，推測外來的豬來

源羊水幹細胞於大鼠腦中可能受到免疫排斥作用而導致細胞數量於移植後四週時

已所剩無幾。進一步以免疫螢光染色進行分析，發現此時紅色螢光豬羊水幹細胞

會同時表現酪胺酸羥化酶 (tyrosine hydroxylase, TH) 二級抗體的綠色螢光，然與代

表細胞核之 DAPI 的藍色螢光作疊合圖時，即發現此些表現紅色和綠色螢光的訊號

已不如正常細胞形態，無法與呈現藍色螢光之細胞核配對，且其體積大小與細胞

核相當甚至零碎不一，故判定此為紅色螢光豬羊水幹細胞所殘留之細胞碎屑 

(cellular debris) (圖 25)。 

 雖於移植處找到之表現紅色螢光的細胞大都為細胞碎屑，但仍可於週邊找到

極少存活的紅色螢光豬羊水幹細胞，且會同時表現 TH 的綠色螢光，經影像重疊後

呈現黃色，並可與 DAPI 作疊合成為一具正常形態之細胞 (圖 26)。此結果顯示，

紅色螢光豬羊水幹細胞於移植後四週仍可存活於大鼠紋狀體中，並失去原有的幹

性，分化為表現 TH 的多巴胺神經元，也可能藉由此方式達到改善巴金森氏症模式

大鼠之行為缺陷，顯現羊水幹細胞應用於巴金森氏症之治療潛能。 
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圖 25. 於移植後四週可見紅色螢光豬羊水幹細胞之細胞碎屑殘留於移植處。 

Figure 25. The cellular debris of DsRed pAFSCs left in the graft site at 4 weeks 

after transplantation. 
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圖 26. 紅色螢光豬羊水幹細胞於移植後四週仍可存活於大鼠紋狀體中，並分化為

表現酪胺酸羥化酶之多巴胺神經元。  

於移植後四週時，大鼠紋狀體之切片於螢光燈源及濾片下，利用 DAPI 確定細胞核

之位置 (A)，而 DsRed pAFSCs 本身即帶有紅色螢光 (B)，另經由酪胺酸羥化酶 

(TH) 的一級抗體與綠色螢光二級抗體反應後可偵測到 TH 之表現 (C)，(D) 為 (A)、

(B)、(C) 之疊合圖。箭號為一顆紅色螢光豬羊水幹細胞分化出之多巴胺神經元。 

(比例尺為 50 微米) 

Figure 26. DsRed pAFSC survived and differentiated into TH positive 

dopaminergic neuron at 4 weeks after transplantation.  

(A) Nucleuses were labled by DAPI. (B) Red fluorescent expression of DsRed pAFSCs. 

(C) The DsRed pAFSC-defferentiated TH positive dopaminergic neuron was 

demonstrated by immunofluorescence. (D) Indicate the merge image of (A), (B) and (C).  

The arrows indicate one dopaminergic neuron differentiated from DsRed pAFSC. (scale 

bar = 50 μm)  
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第四章 綜合討論 

 本研究使用來自於紅色螢光蛋白質轉基因豬的羊水幹細胞，進行異種移植至

巴金森氏症模式大鼠中，以探討羊水幹細胞應用於治療巴金森氏症之可行性。首

先於體外試驗中，利用 SHH、FGF8、bFGF 及 BDNF 等生長因子添加於紅色螢光

豬羊水幹細胞的培養液中以進行多巴胺神經分化，結果在誘導分化第 9 天時可觀

察到細胞外觀之轉變，開始出現類似神經細胞之細長形態且會表現神經細胞的特

異性標誌－β-III tubulin；直至誘導分化第 12 天時，可在誘導分化組中發現表現多

巴胺神經元之特異性標誌－TH 的細胞，顯示紅色螢光豬羊水幹細胞已成功被誘導

分化成為類多巴胺神經。過去有許多在胚幹細胞分化相關的研究中，會先使胚幹

細胞形成類胚體的結構再開始進行誘導分化，藉此可成功分化出神經系細胞或類

多巴胺神經 (Bibel et al., 2004; Carpenter et al., 2001; Park et al., 2004; Zhang et al., 

2001; Zhao et al., 2006)；而本試驗先將紅色螢光豬羊水幹細胞在開始進行多巴胺神

經分化之前使用 hanging drop 的培養方法使細胞形成細胞懸浮球體之後才將培養

基更換為誘導分化液，目的即在模擬胚幹細胞的分化手法使紅色螢光豬羊水幹細

胞形成類似於類胚體結構的細胞懸浮球體，並能自發性往三胚層初步分化，而後

再使用培養神經細胞常用的神經基礎培養液為基底，使細胞懸浮球體中的外胚層

神經系細胞可以存活下來，並藉由特定生長因子之添加進一步誘導分化出類多巴

胺神經，而本試驗之結果也顯示此分化方法為可行的。 

 於體內試驗中，將紅色螢光豬羊水幹細胞移植至以 6-OHDA 誘導之巴金森氏

症模式大鼠紋狀體中，並於移植後兩週經由阿樸嗎啡 (apomorphine) 誘發之旋轉

行為評估其治療效果。結果顯示，移植紅色螢光豬羊水幹細胞可顯著地改善巴金

森氏症模式大鼠之旋轉行為缺陷並減緩其運動功能退化之進程。然至移植後四週

時，雖可於移植處找到極少存活的紅色螢光豬羊水幹細胞，且已分化為表現酪胺

酸羥化酶之多巴胺神經元，但大部分所找到的表現紅色螢光的細胞只剩下細胞碎
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屑；推測其可能原因為，雖已有許多文獻證實羊水幹細胞具有免疫調節功能，且

在本試驗中有接受異種細胞移植的大鼠於術後無出現任何異常，惟就時間長遠來

看，此些異種移植之外來細胞最終仍可能被宿主的免疫排斥反應排斥掉，不過若

要下此定論仍需要再進一步的追蹤和試驗結果去證實。 

 目前在以幹細胞療法治療巴金森氏症之修復機轉上，過去文獻可歸納出兩大

面向，其一為所移植的幹細胞在宿主體內可能會進行分化去填補受損處原本宿主

細胞死亡後所出現之空缺 (Alexanian et al., 2008; Chang et al., 2013; Dezawa et al., 

2004; Kong et al., 2008; Mezey et al., 2003; Park et al., 2012)，或是直接與宿主本身

的即將死亡或已受損之神經元融合，以進行修復 (Alvarez-Dolado et al., 2003; 

Terada et al., 2002; Vassilopoulos et al., 2003; Wang et al., 2003)；其二則為幹細胞會

分泌一些旁分泌因子 (paracrine factors)，這些旁分泌因子可能具有抗細胞凋亡的效

果，可以減緩多巴胺神經元之死亡，亦可能有促進神經再生的效果，或是能啟動

患者本身的恢復機制，如神經生成和血管生成，以及可能會有免疫調節或抗發炎

反應的效果 (Blandini et al., 2010; Bouchez et al., 2008; Chao et al., 2009; Cova et al., 

2010; Glavaski-Joksimovic and Bohn, 2013; Kim et al., 2009; Park et al., 2008; Park et 

al., 2012; Shintani et al., 2007)。而於本試驗中，在移植後四週可於移植處找到極少

存活的紅色螢光豬羊水幹細胞，且已分化為表現酪胺酸羥化酶之多巴胺神經元，

然此存活且已分化之細胞比例極少，又於免疫組織化學染色之結果中可見重新長

回的多巴胺神經纖維並非出現在移植處且不帶有紅色螢光，故推測此些重新長回

的多巴胺神經纖維應為內源性；此外，於移植後24小時、48小時及72小時皆能在

移植處找到許多所移植進去的表現紅色螢光之細胞，然此些紅色螢光豬羊水幹細

胞並未開始往神經系進行分化，於此推測紅色螢光豬羊水幹細胞可能是停留在移

植處並分泌旁分泌因子，調節受損處的微環境 (niche)，並藉此幫助內源性的多巴

胺神經纖維再生而進一步改善大鼠運動功能上之缺失。 
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 綜觀上述試驗結果，紅色螢光豬來源之羊水幹細胞可於體外適當培養環境下

經誘導分化為類多巴胺神經，若移植至體內，紅色螢光豬羊水幹細胞於移植後四

週仍可存活於大鼠紋狀體中，並分化為表現酪胺酸羥化酶之多巴胺神經元，且能

顯著地改善巴金森氏症模式大鼠之旋轉行為缺陷。然其存活並分化之細胞比例極

少，可能不足以達到治療之效，另於移植後 72 小時內紅色螢光豬羊水幹細胞尚未

往神經系細胞進行分化，故推測羊水幹細胞治療巴金森氏症模式大鼠之治療效果

可能是來自於其所分泌的旁分泌因子，藉由調節受損處之微環境促進內源性多巴

胺神經纖維之再生，然此推測仍需更進一步的研究以確認，究竟羊水幹細胞治療

巴金森氏症之治療機轉是否真如同上述，尚無法果斷言之。惟可確定的是，羊水

幹細胞乃一具有潛力之幹細胞來源，可應用於後續臨床上巴金森氏症細胞療法之

開發，盼能對飽受疾病所苦的病患有正面的幫助。 
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第五章 結論 

 本研究結果證實，紅色螢光豬羊水幹細胞於體外經由 SHH、FGF8、bFGF 及

BDNF 等生長因子之添加進行誘導分化後具有類神經細胞之外觀形態，並表現多巴

胺神經之專一性蛋白質。而後將紅色螢光豬羊水幹細胞移植至使用 6-OHDA 誘導

之巴金森氏症疾病模式大鼠紋狀體中，移植後可促使巴金森氏症模式大鼠腦中黑

質紋狀體徑路的多巴胺神經纖維之顯著恢復 (p < 0.001)，進而達到改善大鼠運動

行為上功能缺陷之效 (p < 0.001)。此外，經追蹤後之結果顯示，於移植後 24 小時、

48 小時和 72 小時，皆能在移植處發現許多表現紅色螢光的細胞，然此些紅色螢光

豬羊水幹細胞並未開始往神經系進行分化；而至移植後四週時，紅色螢光豬羊水

幹細胞仍可存活且分化為表現酪胺酸羥化酶之多巴胺神經元。 
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第六章 未來展望 

 隨著現今醫療科技之迅速進展，人類平均壽命延長，人口結構變化已是全球

性的議題，高齡人口因生理老化所引起的緩慢衰退，或因疾病所引起的快速衰退

導致各個國家對於老年人口所耗費的醫療支出費用不斷攀升。根據統計，目前全

球約有一千萬的人口患有巴金森氏症，而在美國每年就有約 63 萬人被確診患病，

估計一年就需花費約 15 億美金的醫療資源。然目前臨床上使用藥物治療和手術治

療皆非長遠之計，僅可於發病初期緩解其症狀，隨病程之延長其療效將弱化，終

將無法阻止病症之惡化，又於治療過程中會伴隨許多嚴重之副作用，因此發展一

有效的治療方式遂成為當前十分重要之研究課題。 

 以幹細胞為主之再生醫學在過去幾十年來迅速發展，且一直被認為是當前各

種疾病損傷修復的希望，於此領域中，如何在幹細胞原始性、分化能力與癌化風

險甚至是取得來源之倫理道德等議題間權衡並選擇出最合適之細胞來源乃首要面

對的問題。本研究以近年新興的具有優於一般體幹細胞分化潛能和細胞特性之羊

水幹細胞作為細胞來源，移植至巴金森氏症疾病模式大鼠腦中，結果發現羊水幹

細胞的確可以在患鼠腦中存活且能分化成多巴胺神經元並改善患鼠之運動功能缺

失，代表以羊水幹細胞治療巴金森氏症是一條可行且具有潛力之路。目前學界的

研究結果皆顯示幹細胞療法的確對大多數的疾病損傷都有正面之療效，然其中的

治療機制卻始終尚未完全掌握。迄今，全世界的科學家們仍致力於釐清幹細胞於

各種疾病損傷之修復機轉，期有朝一日能於臨床上建立一套安全、穩定、有效且

完善的幹細胞療法，進而造福全人類。 
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