目的

自WHI於2001年發表更年期婦女使用女性賀爾蒙及黃體素會導致乳癌及心血管疾病罹患率後，更年期婦女使用賀爾蒙補充療法的比例大幅降低，但是她們仍然十分關心停經後快速老化的問題，所以更年期替代療法成為很熱門的研究主題。職李新揚自臨床醫學研究所博士班畢業後即決定朝這方向努力，研究目標設定在各種更年期替代藥物對皮膚的影響，因此決定前往美國Johns Hopkins醫學院，跟隨皮膚研究專家Pierre Coulombe教授學習研究的模式，研究主題為lamin在皮膚老化扮演的角色。

最近有研究顯示早衰症(progeria)是由於lamin A基因突變造成(Eriksson, Brown et al., 2003;Sandre-Giovannoli, Bernard et al., 2003) 。早衰症是一種罕見的疾病，患者出生時和一般新生兒無異，一直到一歲時才出現生長遲滯及指甲異常等病徵，此後病患會出現皮膚縐紋快速增多之老化現象，同時發生毛髮脫落甚至禿頭，早衰症病人的平均年齡為13歲，死因多為動脈硬化(Ackerman and Gilbert-Barness, 2002)。Lamin是第五型intermediate filament(Goldman, Gruenbaum et al., 2002)，分怖於細胞核內膜(inner nuclear membrane)及細胞核漿(nucleoplasm)；目前將lamin分為A型及B型兩大類：A型lamin包括lamin A、lamin C、lamin A(10及lamin C2 (這四種蛋白質來自同一種lamin A基因轉錄之mRNA，經四種不同alternative splicing再轉譯產生)，B型lamin包括lamin B1、lamin B2、lamin B3 (lamin B1由lamin B1基因產生，lamin B2、lamin B3由lamin B2基因轉錄之mRNA經不同alternative splicing再轉譯而產生)。A型lamin在已分化的細胞才會表現，B型lamin則是細胞存活所必須。Lamin基因突變會造成許多不同疾病(Mounkes, Kozlov et al., 2003a)，如肌肉萎縮症(Emery-Dreifuss muscular dystrophy)、神經病變(Charcot-Marie-Tooth disease)、脂肪病變(familial partial dystrophy)等，最近則發現早衰症的病因也是lamin A基因單點突變，而將小鼠的lamin A基因改變一個核苷酸也會造成如早衰症之各種病徵(Mounkes, Kozlov et al., 2003b)。


早衰症病患的皮膚老化現象非常顯著，病理切片顯示有角質增加(hyperkeratosis) 、真皮層變薄、及皮下脂肪萎縮等病徵，其中真皮層變薄是造成早衰症病患皺紋大增之主因(Ackerman and Gilbert-Barness, 2002)。在生理性老化(chronological aging)的過程中，也有真皮層變薄引起皺紋增多的現象(Fisher, Kang et al., 2002)，在此老化過程中是否有lamin減少的情形，目前並不清楚。本研究將探討真皮成纖維細胞(dermal fibroblasts)於體外培養的老化過程中，是否有lamin含量減少的現象，以判斷lamin是否在皮膚老化扮演重要的角色。
過程

職在Pierre Coulombe教授的指導下，首先建立小鼠真皮成纖維細胞的培養模式，並確定隨著體外繼代培養代數的增加中是否出現老化的特徵；接著研究在體外老化的過程中細胞增生能力、膠原蛋白分泌及蛋白分解酵素含量是否改變。然後分析隨著細胞的老化，lamin的表現量是否有減少的現象；最後以small interfering RNA(siRNA) for lamin A/C處理年輕的細胞來降低細胞lamin A/C的表現量，檢視年輕細胞是否提早出現老化之特徵。
(一)研究材料與方法

動物與真皮成纖維細胞培養


八週齡以上野生型129-SVJ雌鼠與雄鼠交配後，生下之新生小鼠二到四天時予以斷頭並將身體依序用優碘及70%酒精浸泡消毒，然後將全身之皮膚用剪刀及鑷子分離下來，再將此皮膚組織浸泡於0.25% trypsin (真皮層朝下)，置於4℃過夜後即易於將真皮層與表皮層分開；接著將真皮組織減碎，置於0.35% collagenase於37℃作用一小時，再以無菌紗布過濾殘渣，最後將細胞以300 g離心下來，培養於DMEM （Dulbecco’s modified Eagle’s medium）加上10% 胎牛血清，培養狀態為37℃及5% CO2，每三天以trypsin-EDTA溶液將細胞取下繼代培養一次，如此培養之細胞在第三代後真皮成纖維細胞的純度可達99%以上。然後在第三到第十代之間收集細胞進行實驗，真皮成纖維細胞在第十代之後停止增生。

細胞老化標記senescence-associated (-galactosidase (SA-(-GAL)活性之偵測
將不同代真皮成纖維細胞培養於蓋玻片上48小時後，以PBS清洗一次後，以3% formaldehyde於室溫固定5分鐘，再以PBS清洗三次，然後加入X-gal （1mg/ml, pH 6.0），於37℃反應24小時，經PBS清洗三次後，加入Hoechst DNA染劑（稀釋比例均為1：4000），以標示細胞核位置，經PBS再度清洗三次後，將蓋玻片標本以mounting medium置於載玻片上，再用指甲油封片後於螢光顯微鏡下觀察及照相。
細胞增生能力測試

將真皮成纖維細胞以3 ( 104/100 (l/well種入96孔盤，分別於細胞培養2、24及48小時加入0.5 mg/ml MTT，於37℃及5% CO2反應4小時後，再加入10% SDS/0.04 N HCl置於37℃過夜以溶解MTT-formazan(呈藍色)，最後測定570 nm之吸光值。細胞培養2小時之MTT讀值代表原始種入細胞數目，以細胞培養24小時之MTT讀值除以細胞培養2小時之MTT讀值即代表細胞於24小時之增生倍數，以細胞培養48小時之MTT讀值除以細胞培養2小時之MTT讀值即代表細胞於48小時之增生倍數。
膠原蛋白濃度測定

採用Sircol方式，將真皮成纖維細胞以3 ( 104/100 (l/well種入96孔盤，培養24小時後，收集上清液測定膠原蛋白濃度。測量原理為利用紅色染劑Sirius red會和膠原蛋白的[Gly-X-Y]n結構連結，首先將Sirius red加入收集之上清液後，於室溫搖晃反應30分鐘使Sirius red和上清液中膠原蛋白結合，再以10,000 (g離心10分鐘，將未結合之Sirius red倒掉，再以鹼性溶液將離心之pellet溶解，最後測定540 nm之吸光值以確定膠原蛋白濃度。 

凝膠蛋白分解活性(gelatinolytic activity)測定

採用zymography方式，首先將不同代真皮成纖維細胞，用溶解緩衝液(60 mM Tris, pH 6.8, 10% glycerol, and 2% SDS)溶解細胞，萃取出之蛋白質經定量後，每個標本取含5 (g蛋白質溶液置於含有1 mg/ml gelatin之7.5% SDS-polyacrylamide凝膠進行電泳以分離蛋白質，接著將凝膠浸泡於2.5% Triton X-100並搖晃一小時，然後將凝膠置於緩衝液(50 mM Tris, pH 7.5, 10 mM CaCl2 and 50 mM NaCl

)於37℃反應過夜；最後以Coomassie blue染凝膠，在凝膠蛋白分解酵素部位會形成透明之分解帶。
細胞凋亡(apoptosis)之偵測

採用TUNEL方式，將培養於蓋玻片之細胞以以甲醇（methanol）於-20℃固定6分鐘，再以PBS清洗三次，加入TdT （terminal deoxyribonucleotide transferase）酵素及FITC螢光標示的核苷酸，於37℃反應一小時後，以PBS清洗三次，再加入Hoechst DNA染劑（稀釋比例均為1：4000），以標示細胞核位置，經PBS再度清洗三次後，將蓋玻片標本以mounting medium置於載玻片上，再用指甲油封片後於螢光顯微鏡下觀察及照相。
流式細胞儀


為比較細胞大小，將不同代真皮成纖維細胞以trypsin/EDTA自培養皿分離並加入新鮮培養液後，以流式細胞儀分析細胞大小。在細胞週期分析方面，將不同代真皮成纖維細胞取下後以70%乙醇於4℃固定30分鐘後，以50 (g/ml propidium iodide於室溫染DNA一小時後，以流式細胞儀測螢光強度以分析細胞週期。
西方墨漬法

將不同代真皮成纖維細胞，用溶解緩衝液(60 mM Tris, pH 6.8, 10% glycerol, and 2% SDS)溶解細胞，萃取出之蛋白質經定量後，每個標本取含10 (g蛋白質溶液置於8% SDS-polyacrylamide凝膠進行電泳以分離蛋白質，再將分離好的蛋白質轉移至PVDF膜，接著將PVDF膜浸泡於含5%脫脂奶粉之TBST （25 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 0.1% (v/v) Tween 20）一小時以減少非特異性接合，然後將PVDF膜與一級抗體（primary antibody）於4℃反應過夜，一級抗體包含lamin A/C（由Nilabh Chaudhary教授贈送，稀釋比例1：1000）、lamin B1（由Nilabh Chaudhary教授贈送，稀釋比例1：1000）、proliferating cell nuclear antigen （PCNA，Santa Cruz Biotechnology, Santa Crutz, CA, USA，稀釋比例1：1000）、vimentin（4240，稀釋比例1：1000）及actin（Sigma Chemicals Co., St Louis, MO, USA，稀釋比例1：4000）。PVDF膜與一級抗體反應時間結束後以TBST清洗，再與二級抗體（secondary antibody；lamin A/C、lamin B1與vimentin採用goat anti-rabbit抗體，PCNA與actin採用goat anti-mouse抗體；稀釋比例均為1：2000）於室溫下作用60分鐘。經TBST再次清洗後，PVDF膜上的抗原-抗體複合體採用化學冷光顯影方式來偵測分析。

細胞免疫螢光染色


第四及第八代真皮成纖維細胞培養於蓋玻片上48小時後，以PBS清洗一次後，以甲醇於-20℃固定6分鐘，再以PBS清洗三次，置於4℃冰箱保存。進行免疫螢光染色時，先將細胞標本以5% 正常羊血清（normal goat serum）於室溫處理30分鐘以減少非特異性接合，再和一級抗體於室溫作用45分鐘，一級抗體包含lamin A/C、lamin B1（稀釋比例均為1：1000）。細胞標本與一級抗體反應時間結束後以PBS清洗三次，再與二級抗體於室溫反應45分鐘（採用FITC-conjugated goat anti-rabbit抗體，稀釋比例均為1：200）；與二級抗體反應的同時加入Hoechst DNA染劑（稀釋比例均為1：4000），以標示細胞核位置。經PBS再度清洗三次後，將蓋玻片標本以mounting medium置於載玻片上，再用指甲油封片後於螢光顯微鏡下觀察及照相。
以siRNA降低lamin A/C表現量
將第三代真皮成纖維細胞種於6孔盤，培養過夜後，將含有lamin A/C siRNA及transfection reagent溶液加入細胞培養中，另外一組加入不作用之siRNA及transfection reagent以作為對照，於37℃及5% CO2培養48小時後，收集細胞進行西方墨漬法及細胞增生能力測試。
(二)研究結果

真皮組織內除了真皮成纖維細胞外還有毛髮濾泡（hair follicle）的角質細胞（keratinocytes），所以在培養第一、二代時還有少數角質細胞；由於成纖維細胞的生長優勢，角質細胞逐漸減少，到第三代後真皮成纖維細胞的純度可達99%以上（以vimentin免疫染色確定），因此我們從第三代開始做進一步研究。真皮成纖維細胞培養在第八代後增生能力降低，到第十代後停止增生。為確定此體外持續繼代培養模式是否細胞的老化，我們檢視一種常用的老化標記，即senescence-associated (-galactosidase（SA-(-Gal）activity。我們發現，年輕的細胞（第三到第五代）沒有SA-(-Gal的表現；年老的細胞（第八到第十代）則會有顯著較高比例表現SA-(-Gal活性（圖一），這顯示此體外持續繼代培養模式可做為細胞老化之研究。

在細胞增生能力方面，年老的細胞（例如第八代）顯著比年輕的細胞（例如第四代）減少許多（圖二）。此外，我們發現年老的細胞有變大的現象（圖三）；而細胞週期分析發現年老細胞的S (synthetic) phase比例顯著降低，其細胞大多停滯於G0/G1 phase（圖四）。在體外持續繼代培養造成的老化過程中，並未出現細胞凋亡增加的現象（圖五）。在膠原蛋白分泌能力及蛋白分解酵素含量方面，年老的細胞和年輕的細胞並未有顯著的差異（圖六、七）。

接著我們檢視在體外培養造成的老化過程中，真皮成纖維細胞的lamin表現量是否有變化。西方墨漬法的實驗結果顯示（圖八），隨著真皮成纖維細胞繼代培養的代數增加，細胞lamin A/C（分子量分別為74及65 kDa）的含量略為減少；Lamin B1（分子量為67 kDa）的表現則隨著細胞在體外老化的過程，有更顯著下降的現象。代表細胞增生能力之PCNA的表現，也隨著細胞的老化有非常顯著的下降；代表細胞分化程度之vimentin則隨著細胞代數的增加有顯著的上升。在細胞免疫螢光染色方面，正如預期lamin A/C及lamin B1表現於細胞核膜及核漿（圖九，請對照Hoechst DNA染色），我們發現第四代真皮成纖維細胞的lamin A/C及lamin B1染色很強；相對之下，第八代細胞lamin A/C及lamin B1染色減弱很多。此外，第八代細胞發生細胞核變形的比例有增加的現象。

最後我們以lamin A/C siRNA處理年輕的細胞來降低細胞lamin A/C的表現量，檢視年輕細胞是否出現細胞增生能力降低的現象。我們發現以lamin A/C siRNA處理第三代細胞大約可降低20-30% lamin A/C的表現，而此等細胞之增生能力顯著比用control siRNA處理之對照組細胞降低（圖十）。
心得
職在Johns Hopkins一年的進修相當充實，已學得皮膚研究常用模式，回國後應能應用於更年期替代療法預防皮膚老化之研究，茲將一年來的研究心得敘述如下。隨著年齡的增長，最顯著的皮膚老化現象是真皮層變薄(Fisher, Kang, Varani, Bata-Csorgo, Wan, Datta, and Voorhees, 2002)，其原因可能為真皮成纖維細胞增生能力降低、製造膠原蛋白（collagen）能力降低、或膠原蛋白分解酶分泌增加。最近有研究顯示早衰症是由於lamin A基因突變所造成，動物實驗也發現將lamin A基因引入單點突變，可導致小鼠發生如早衰症的疾病，其真皮層也顯著變薄(Mounkes, Kozlov, Hernandez, Sullivan, and Stewart, 2003b)。這使我們聯想到在生理性老化的過程中，是否有真皮成纖維細胞lamin表現降低的現象，於是我們於體外培養小鼠真皮成纖維細胞，以繼代培養的次數增加來模仿生理性老化。我們發現，經體外持續繼代培養後，晚期真皮成纖維細胞的老化標記SA-(-Gal有顯著增加的現象，所以此一模式可做為細胞老化之研究。隨著真皮成纖維細胞在體外的老化，細胞增殖能力降低，PCNA的表現也顯著降低，而細胞多停滯於G0/G1 phase；但是膠原蛋白分泌能力及蛋白分解酵素含量則無顯著變化。西方墨漬法及細胞免疫螢光染色顯示，隨著繼代培養代數的增加，真皮成纖維細胞lamin A/C及lamin B1的表現有顯著的減少；此一lamin含量減少的現象並不是由細胞凋亡所造成，因為TUNEL陽性細胞並未在晚期細胞有增加的情形。使用lamin A/C siRNA來降低年輕細胞的lamin A/C含量，可使細胞出現增殖能力降低的現象。因此在真皮成纖維細胞老化的過程中lamin含量有減少的現象，進而導致細胞增生能力降低，這可能是生理性老化過程中真皮層變薄及皺紋增加的原因之一。
在細胞核中lamin A/C、lamin B1、emerin、LAP2(、chromatin等數十種分子或結構結合在一起，不僅組成細胞核膜的骨架，同時也形成一功能作用體來調控基因表現、訊息傳導、及細胞增生等(Mounkes and Stewart, 2004;Zastrow, Vlcek et al., 2004)，未來我們須要進一步探討這些lamin associated proteins在真皮成纖維細胞老化扮演的角色。此外我們也須要進行lamin B1 siRNA處理年輕細胞的研究，並進一步檢視這些lamin表現量降低的細胞是否提早出現SA-(-Gal老化標記增加的現象。
在Johns Hopkins有許多優良傳統值得我們學習，首先是他們的合作精神，透過合作關係他們經常從別的學習得到珍貴的轉基因鼠及抗體，如此可避免時間與資源的浪費。此外他們定期的研討會老師及學生的參與感很好，對於報告內容提出許多有建設性的建議，對於進一步深入研究助益甚大。他們對科學求真的態度更值得我們學習，不急於將初步研究結果發表在文獻，而是多方面求證並做相當深入的探討才發表，這種重質不重量的精神值得我們學習。
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建議
(1) 於教研部多設置公共儀器中心，增加公共儀器設備，以增加使用率及避免各實驗室重覆購買相同儀器。
(2) 論文獎勵辦法應加強論文品質提昇，以雜誌影響係數及領域排名為基準，訂出四到五級獎勵標準；現行辦法各等級獎勵差距太小，建議擴大獎勵差距，以鼓勵同仁投稿優良雜誌。
(3) 進修期限一年稍嫌不足，建議增加一年六個月或兩年期的選項，讓有心從事較深入研究的同仁能有所選擇，無後顧之憂。
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圖一、以SA-(-Gal活性偵測細胞老化現象，P4及P9分別代表第四及第九代細胞；Hoechst染色的目的是顯示細胞核的位置，其視野與SA-(-Gal相同。
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圖二、以MTT測定真皮成纖維細胞增生能力，P4及P8代表第四及第八代細胞（n = 3）。
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圖三、以流式細胞儀測定真皮成纖維細胞大小，P3及P9代表第三及第九代細胞。
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圖四、以流式細胞儀測定真皮成纖維細胞週期，P3及P9分別代表第三及第九代細胞。
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圖五、以TUNEL偵測細胞凋亡現象，P4及P8代表第四及第八代細胞，UV代表第四代細胞經紫外線UVB處理；Hoechst染色的目的是顯示細胞核的位置。
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圖六、以Sircol collagen assay測定真皮成纖維細胞膠原蛋白分泌能力，P4及P8代表第四及第八代細胞（n = 3）。
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圖七、以Zymography測定真皮成纖維細胞gelatin分解酵素含量，P4及P8代表第四及第八代細胞，凝膠經Coomassie blue染色所呈現之透明分解帶分子量約66 kDa，為MMP-2。
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圖八、以西方墨漬法偵測真皮成纖維細胞在體外培養的老化過程中，lamin A/C、lamin B1、PCNA、及vimentin含量的變化。P4、P6及P8代表第四、六及八代細胞，Actin是作為蛋白質加入多寡之參考。
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圖九、以細胞免疫螢光染色觀察真皮成纖維細胞lamin A/C及lamin B1的分怖，及在體外培養的老化過程中lamin A/C及lamin B1表現量的變化。（A）lamin A/C染色；（B）lamin B1染色。P4及P8代表第四及八代細胞，Hoechst染色的目的是顯示細胞核的位置。
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圖十、以lamin A/C siRNA處理年輕的真皮成纖維細胞（第三代）來降低細胞lamin A/C的表現量（A）以西方墨漬法檢視lamin A/C siRNA降低細胞lamin A/C表現量的效果，「No Tx」代表細胞未經siRNA處理，「Control siRNA」代表細胞經不產生作用之siRNA處理，「Lamin A/C siRNA」代表細胞經lamin A/C siRNA處理；（B）以MTT測試細胞增生能力，「*」代表和「Control siRNA」組比較P < 0.05（n = 4）。
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