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英文摘要。 

關鍵字：Alzheimer’s disease (AD); amyloid β peptide (Aβ); cerebral amyloid angiopathy, 

(CAA); cerebral endothelial cells (CECs); apoptosis; Apoptosis Signal-Regulating 

Kinase1(ASK1)。 

The amyloid β peptide (Aβ) has been linked to both neuronal and vascular degeneration in 

Alzheimer’s disease (AD). Amyloid deposition in cerebral vessels (cerebral amyloid angiopathy, 

CAA) is also a major cause of hemorrhagic and ischemic stroke in the elderly with or without AD. 

Recent studies have found that cerebral endothelial cells (CECs) exposed to Aβ die with features 

suggestive of apoptosis. However, the molecular mechanism through which Aβ exerts its 

apoptotic effect remains to be elucidated. Here, we investigated the molecular mechanisms 

underlying Aβ-induced cell death in cerebral endothelial cells.  

Using MTT assay, we show here that Aβ decreased cell viability in a dose-dependent manner. 

Selective p38 MAPK inhibitor, SB203580, and JNK inhibitor SP600125 blocked Aβ-induced cell 

cycle accumulation on the sub-G1 phase as determined by flowcytometry. This indicated that 

activation of p38 MAPK and JNK might be critical in Aβ-induced cell death. Moreover, 

Aβ treatment significantly resulted in the activation of p38 mitogen-activated protein kinase 

(MAPK), c-Jun N-terminal kinase (JNK) in apoptosing cells. An important role for apoptosis 

signal-regulating kinase 1 (ASK1) in Aβ apoptotic effect was also demonstrated by ASK1 kinase 

activity assay using MBP as substrate. We showed the ASK1 kinase activity was transient 

increased upon Aβ treatment and then declined to basal level after 1 hour. The increased ASK1 

activity was correlated with the decrease of Akt activity which play an inhibitory role in ASK1 

regulation. In the other hand, p53 might lay downstream of ASK1 signaling pathway since cells 

transfected with dominant-negative ASK1 (dn-ASK1) significantly diminished Aβ-induced p53 

phosphorylation at Ser15 and Aβ-increased p53 protein level. We also found that the 

upregulation of p53-target gene, Bax was suppressed by dn-ASK1 in Aβ-treated cells.   

However, activation of ASK1 has been reported might occur upstream of p38MAPK signaling 

pathway leading to cell apoptosis. Taken together, these findings suggest that Aβ might induce 

cell apoptosis through ASK1/p38MAPK/p53/Bax signaling cascade.  

    



 

中文摘要。 

關鍵字：阿茲海默式症(Alzheimer’s disease, AD); 樣澱粉β 胜肽(amyloid β peptide, Aβ); 

腦血管樣澱粉病變 (cerebral amyloid angiopathy, CAA); 腦內皮細胞 (cerebral 

endothelial cells, CECs); 細 胞 凋 亡 (apoptosis); Apoptosis Signal-Regulating 

Kinase1(ASK1)。 

樣澱粉β 胜肽 (amyloid β peptide) 與阿兹海默症的神經及血管退化具有相當的

關連性。樣澱粉沈積在腦部血管稱為腦血管樣澱粉病變 (cerebral amyloid angiopathy, 

CAA)，而無論是否為阿兹海默症的病患，腦血管樣澱粉病變皆是老年人出血性中風

及缺血性中風的重要原因之一。最近的研究發現，樣澱粉β 會誘導腦血管內皮細胞

產生細胞凋亡，然而其作用機制則尚未研究清楚。因此我們將探討樣澱粉引發腦內

皮細胞凋亡的機制。希望此計劃的完成可進一步瞭解樣澱粉β 調控腦內皮細胞凋亡

的機轉，並且發展出治療樣澱粉β 誘發腦血管疾病的治療方針。 

利用MTT測分析，我們發現樣澱粉β 會濃度依賴性的降低腦內皮細胞的細胞存活

率。而進一步利用流式細胞儀分析發現選擇性的p38MAPK和JNK抑制劑， SB203580

及SP600125可以抑制樣澱粉β所引起的腦部內皮細胞凋亡。這結果指出澱粉β可能是

透過活化p38 MAPK和JNK而使得腦部內皮細胞進行細胞凋亡。再者，樣澱粉β會顯

著增加p38MAPK和JNK的活性。利用MBP當作受質，我們發現樣澱粉β可以在短時

間內增加apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1)的活性而後回復到基礎値(basal 

level)，相對地，可負向調控ASK1的蛋白激酶Akt的活性在樣澱粉刺激下而降低，這

意味著樣澱粉β可能透過抑制Akt而活化ASK1使得腦部細胞凋亡。再者，當細胞轉殖

不活化態的dominant-negative ASK1 (dn-ASK1)會顯著的阻斷樣澱粉β所增加p53在胺

基酸殘基ser15位置的磷酸化以及增加p53蛋白的安定性。在p53所調控的基因中，我

們發現樣澱粉β會增加bax表現，而這增加的現象會被dn-ASK1所抑制。已有報導指

出ASK1可以透過p38訊息傳遞路徑促使細胞凋亡，因此在本年度的研究中我們推測

樣澱粉β可能是透過活化ASK1/p38MAPK/p53/Bax訊息傳遞路徑而引起細胞凋亡。  

 

 

 



報告內容[前言及文獻探討、研究目的、研究方法、結果與討論(含結論與建議)] 
前言及文獻探討 
細胞凋亡(apoptosis)的機制 

細胞凋亡在多細胞有機體的發育過程及維持組織恆定上是一個相當重要的調控機制，例如中樞

神經正常的發育中，減數分裂後的細胞(postmitotic cell)數目及突觸的接合必須在時間及空間上嚴格
的控制，才會有正確的細胞數量來構成中樞神經系統(Nijhawan et al., 2000)。當細胞凋亡機轉失去
平衡則會導致許多疾病的發生，其中包括神經退化性疾病、癌症及中風等(Arends et al., 1991；

Thompson et al., 1995)。和細胞壞死相比較，當細胞進行凋亡時並不會引起發炎反應，且凋亡的細

胞可以經由巨噬細胞的辨認進行非發炎性的吞噬作用(Kerr et al., 1972; Taylor et al., 2003 )。細胞凋
亡又稱做程序性的細胞死亡，其特徵有細胞質縮小且有細胞小體的出現、細胞核濃染、DNA 階梯
斷片的產生以及細胞膜上磷脂質的再分佈即 Phosphotidylserine外翻至細胞膜外等現象(Fadok et al., 
1992; Jacobson et al., 1997; Nagata et al., 1997)。這些型態的變化主要是進行細胞自然淍亡時，因活
化 caspase (cysteine aspartate-specific protease)而進一步切割細胞內的受質所致。細胞凋亡進行與否
則取決於細胞所接受外來的訊息而影響生存或死亡間的平衡所調控(Musci et al., 1997)。 

在哺乳類的細胞中，將死亡訊息由細胞膜傳達至細胞內可以經由許多不同的路徑，大致可分

為兩種不同的訊息傳遞路徑來造成細胞的凋亡，一種是由細胞表面的死亡受體所引起的路徑(death 
receptor-mediated pathway)﹔另一種則是由粒腺體所媒介的死亡路徑 (mitochondria-mediated 
pathway)。 
1. 受體媒介的路徑： 

經由受體導致細胞自然淍亡的現象最常見的是 TNF受體家族，其中包括 Fas。Fas是一種已知
的死亡受體，當其活化會促進細胞進行細胞淍亡。當 Fas受體與其接合子(ligand)結合後，會變成活
化的狀態，並引起 FADD及 procaspase 8的聚合，使得 procaspase 8 經過自我催化後，變成具有活
性的 caspase 8，再進一步活化 caspase 3 及 Bid，最後造成細胞的死亡(Ashkenazi et al., 1998；

Budihardjo et al., 1999)。 
2. 粒線體媒介的路徑： 
粒線體媒介的路徑又分為 caspase-dependent及 caspase-independent的訊息傳遞路徑﹕ 

(1) Caspase-dependent的訊息傳遞路徑： 
Cytochrome c 原本是存在於粒腺體內外膜之間(intermembrane space)，為電子傳遞鏈的成份之

一。當細胞進行凋亡時，因粒腺體膜電位的喪失會造成粒腺體的膨脹、損害及通透性增加，此時

cytochrome c會被釋放至細胞質中，並做為活化 caspase 9的輔助因子(Hu et al., 1999)。而釋放到細
胞質的 cytochome c會與 dATP一起結合到 Apaf-1上，並轉變為巨分子的 caspase活化複合物，這個
複合物會吸引 pro-caspase 9形成 apoptosome (Newmeyer et al., 2003; Tsujimoto et al., 2003)，而
apoptosome活化產生的 caspase 9會繼續活化 caspase 3及 7，之後再一步活化 caspase 2，6，8及 10 
(Acehan et al., 2002 ; Slee et al., 1999；Zou et al.,1999)。在細胞淍亡時，粒線體除了釋放出 cytochrome 
之外，也會釋放出 Smac/DIABLO (second mitochondrial activator of caspase)來促使 caspase的活化。
在細胞處於存活狀態下，IAP (inhibitor of apoptosis proteins)會藉由 BIR (baculovirus inhibitor repeat) 
domain與具有活性的 caspase 3，7，9 結合，並且抑制它們的活性。一旦細胞釋放出 Smac/DIABLO
時，它會利用碳端的 AVPI胺基酸序列，與 IAP的 BIR domain結合，而與 caspase競爭 BIR domain，
因此可以阻礙 IAP抑制 caspase活化的功能，所以可以確保 apoptosis的進行(Du et al., 2000；Verhagen 
et al., 2000；Huang et al., 2001)。 
(2) Caspase-independent的訊息傳遞路徑： 

apoptosome活化的 caspase 3會經由蛋白降解作用而使得細胞凋亡特徵出現。caspase 3也會經
由活化核酸分解酶來使得細胞 DNA 斷裂成特定大小(Ha et al., 2003; Tibbetts et al., 2003)。但是



caspase並不是細胞凋亡的唯一媒介分子，serine蛋白分解酶也被認為參與細胞死亡反應中，只是其

與活化 caspase的相關性仍有正反兩面不同的論點(Stefanis et al., 1997; Gray et al., 2001)。此外，也

有報告指出粒線體膜間存有 AIF (apoptosis-inducing factor)蛋白質參與細胞凋亡的過程(Susin et al., 
1999；Joza et al., 2001)。例如在 Rat-1纖維細胞投與 staurosporine，發現 AIF會由由細胞質轉位到
細胞核中，而誘導細胞的死亡。在膠瘤細胞給予廣效性 caspase的抑制劑 z-VAD-fmk，雖然 caspase 
的活性被抑制，但並無法抑制細胞凋亡的作用，而給予 AIF的抗體，則會抑制細胞淍亡的作用(Braun 
et al., 2001)。由此可見，在 caspase沒有被活化的情況下，單獨活化 AIF也可能會導致細胞的死亡，
即走 caspase-independent的路徑。 

 
Apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1)與 apoptosis 

ASK1是 mitogen-activated protein (MAP) kinase kinase kinase家族成員之一(Ichijo et al., 1997)。
它可活化 SEK1/JNK訊號傳遞路徑(Ichijo et al., 1997；Hoeflich et al., 1999；Kanamoto et al., 2000；

Tobiume et al., 2001)。在發炎細胞激素及許多種壓力(例如：serum或 trophic factor的去除，TNF-α，
reactive oxygen species (ROS)，microtuble interfering agent，genotoxic stress及 FasL)皆會造成 ASK1
的活化(Ichijo et al., 1997；Chang et al, 1998；Gotoh et al., 1998)。在許多種細胞過度表現持續活化的

ASK1，則會促使細胞走向死亡，而給予 dominant negative ASK1，則會明顯下降 TNF-α，Fas及氧
化壓力 (oxidative stress) 所造成的細胞死亡(Chang et al., 1998；Gotoh et al., 1998；Hoeflich et al., 
1999；Takeda et al., 2000；Morita et al., 2001)。更進一步發現在 ASK+/+ MEF cell 中可以看到
endoplasmic reticulum (ER) stress所誘發的 JNK活化及細胞的死亡，但在 ASK-/-MEF cell則失去此一
現象，進一步導致細胞死亡(Nishitoh et al., 2002)。顯示，ASK1/JNK/AP-1在細胞的死亡扮演重要的
角色。最近也發現 Akt可以負向調控 ASK1的活性，使得細胞得以存活下去。例如在 293細胞中，
持續活化態的 Akt可以抑制 H2O2所誘導 ASK1的活性而抑制細胞的死亡。同時亦發現 L293細胞在
去除血清的狀態下，內生性 ASK1活性增加，而如果給予 IGF-1使得 PI3K-Akt pathway活化的情況
下，則會在 serine 83 上將 ASK1 磷酸化，進而抑制 ASK1的活性，使得細胞存活下來(Kim et al., 
2001)。因此，在本計劃中，老鼠腦內皮細胞給予樣澱粉(amyloid)是否會抑制 Akt的活性，使得 ASK1
活性增加並進一步誘導細胞的死亡，這也是我們研究的重點之一。 
Bcl-2家族與細胞凋亡 

細胞在自然凋亡的過程中，有許多的死亡蛋白基因會表現出來，其中包括 Bcl-2 家族。Bcl-2
家族成員都具有一到四個 Bcl-2 homology (BH) domain (分別為 BH 1-4)。Bcl-2家族可利用碳端的
transmembrane tail將 Bcl-2固定在細胞內膜上，其中也包括粒線體外膜 (Krajewski et al., 1993)。Bcl-2
家族依功能及結構主要區分成三大類，第一類是具有對抗細胞死亡的成員(anti-apoptotic member)，
包括 Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1 及 Bfl-1/A1。第二類是具有導致細胞死亡的成員(pro-apoptotic 
member)，包括 Bax、Bak 及 Bok。第三類則是只具有 BH3 domai 的死亡蛋白成員(pro-apoptotic 
BH3-only protein)，其中包括 Bad, Bid, Bim, Bik, Blk, Hrk及 Noxa (Adams et al., 1998)。Bcl-2家族的
成員具有和同族成員相互拮抗的能力，即當細胞受到刺激的時候，具有導致細胞死亡的成員例如: 
Bims會轉移至粒線體外膜上與抗細胞死亡成員的 Bcl-2 (例如 Bcl-2、BclXL及 Bax) 結合，使粒線體
釋放出 cytochrome c、Smac、AIF及 endonuclease G (endo G)，接著活化下游的死亡路徑，而導致細
胞的死亡(Van et al., 2002)。 
樣澱粉(amyloid)與腦血管疾病 
年齡的增長是影響腦血管病變的重要因子，許多研究證據顯示，腦部血管的功能會隨著老化的

過程而逐漸降低，其中樣澱粉大量堆積則是造成腦血管功能退化的主要原因。樣澱粉 (amyloid) 的
沉積除了在老年人的大腦中可以發現外，也會出現在阿滋海默症 (Alzheimer’s disease) 病人大腦特
有的老人斑及微血管當中。目前的報告，指出沉積在大腦實質及阿滋海默症病人腦中老人斑的樣澱



粉是一種較小段的胜肽稱為様澱粉β (amyloid β, Aβ)，其主要是由樣澱粉前驅蛋白(amyloid precursor 
protein，APP) 分解而成的碳端片段 (Glenner et al., 1984)。到目前為止 Aβ最主要有兩個片段分別為

Aβ1-40及 Aβ1-42。Aβ1-40主要存在於腦脊髓液當中，而 Aβ1-42則為阿滋海默症老年斑中沉積的主要成

份 (Younkin et al., 1995)。最近也有報告指出阿滋海默症病人腦中 Aβ大量的沉積主要是位於第 21
對染色體上控制 APP的基因產生突變(Neve et al., 2000)。突變態的 APP會刺激內質網上的分泌酵素

(secretase) 活化，因而導致 Aβ大量分泌，特別是 Aβ1-42，而它可進一步促進本身或別種異構態胜肽

Aβ1-40的糾結沉澱，進而引發神經的退化 (Scheuner et al., 1996, Wisniewski et al., 1997)。在阿滋海默
症病人腦中老人斑主要具有兩種幫助樣澱粉β糾結的因子，分別為 acetylcholinesterase 及 perlecan 
(Alvarez et al., 1998)。當 Aβ在神經細胞外受到此兩種酵素作用而糾結，此糾結後的 Aβ可以和不同
的受體結合，其中包含 scavenger及 RAGE受體。有報告指出 scavenger及 RAGE受體主要存在於
神經膠細胞，一旦和 Aβ結合後可釋放出過氧化物而造成毒殺細胞的作用 (Liu et al., 1997)。此外，
Aβ本身也可直接結合在神經細胞的細胞膜上，導致膜上形成離子孔洞，使 Aβ更易進入細胞內而產
生神經細胞自然凋亡(Drouet et al., 2000)。 
Aβ與神經細胞的死亡 
目前 Aβ造成神經細胞死亡的分子機制研究的比較多，且比較清楚，其中包括增加細胞內鈣離子

的濃度、一氧化氮及過氧化物的製造、細胞膜脂質的過度氧化及細胞骨架的改變，這些情況皆可造

成細胞的死亡(Drouet et al., 2000)。例如在初級培養的神經細胞中，Aβ會導致神經細胞自然凋亡，
其中包括活化引發細胞凋亡的蛋白，如 Bax、c-fos、c-jun、p53、Fas等(Estus et al., 1997, Parodis et al., 
1996)。在大鼠神經元細胞，Aβ會經由活化 caspase 3造成細胞凋亡 (Marin et al., 2000)﹔而在小白
鼠端腦部位的神經元細胞，Aβ則會活化 Bax的路徑來造成細胞的凋亡 (Selznick et al., 2000)。由此
得知 Aβ可經由不同的路徑導致神經細胞的凋亡， 
Aβ與腦內皮細胞(cerebral endothelial cells﹔CECs) 

Aβ已經被公認是阿滋海默症致病原中最重要的神經毒性因子，而在最近的研究也發現 Aβ對於
血管內皮細胞同樣具有傷害性(Thomas et al., 1996)，其中包含了腦部的血管內皮細胞 (CECs) 

(Preston et al., 1998)。在衆多種的 Aβ當中，其中以 Aβ1-40具有較大的傷害性，然而 Aβ25-35為 Aβ中
疏水性的一段，同樣也會聚集而形成神經纖維糾纏來破壞腦部血管的內皮細胞(Yanker et al., 1990；
Harkany et al., 2000)。但是 Aβ造成大腦內皮細胞毒性詳細的分子作用機制到目前還不清楚，目前有
文獻指出 Aβ所產生的細胞毒性與過氧化物的形成、抑制一氧化氮的產生及破壞細胞內鈣離子恆定
有關 (Tomas et al., 1996；Sutton et al., 1997； Suo et al., 1997)。而在我們之前的研究報告中，老鼠

大腦血管內皮細胞及牛的大腦血管內皮細胞中，發現 Aβ25-35及 Aβ1-40會分別誘導這兩種細胞走向自

然凋亡，其原因主要是經由增加氧化自由基的產生及活化 caspase 3、8及經由活化 AP-1來增加 Bcl-2
家族中 Bim的大量表現(Xu et al., 2001; Yin et al., 2002)。而 Bim會進一步轉移至粒腺體的細胞膜上
造成細胞膜的損毀，進而使 Smac這個自然凋亡調控因子釋放，導致大腦內皮細胞的死亡 (Yin et al., 
2002)。我們都知道存在於大腦微血管的內皮細胞，主要扮演著維持大腦血流恆定的角色，另外它
還可形成一道血腦障壁 (blood-brain-barrier; BBB)來阻隔異物進入大腦 (Gobbel et al., 1994)。但是當
大腦內皮細胞因缺血性損傷而產生自然凋亡後，會導致血腦障壁的崩解，此結果會使大腦缺血性損

傷更加的嚴重(Zhang et al., 2000)。如此，Aβ可經由造成血腦障壁內皮細胞的死亡，而入侵沈積在
大腦中，對大腦進行更深層的傷害。因此，在阿滋海默症病人的大腦中會常常見到血腦障壁功能的

退化，但 Aβ是如何造成大腦內皮細胞的死亡，其詳細的的分子機制的確值得詳細探討。最近有報
告指出，PI3K/Akt在內皮細胞的存活扮演著舉足輕重的角色。於是在本研究計畫中，我們將深入探
討 Aβ是否經由影響 PI3K/Akt的路徑來誘導大腦血管內皮細胞的凋亡。 
研究目的 
在我們之前的研究顯示，在老鼠腦血管內皮細胞及牛的大腦血管內皮細胞中，發現 Aβ25-35 及



Aβ1-40會增加氧化自由基的產生及活化 caspase 3、8，且經由活化 AP-1來增加 Bcl-2家族中 Bim的
大量表現，使粒腺體細胞釋放出 Smac，導致大腦內皮細胞的死亡 (Xu et al., 2001; Yin et al., 2002)。

而在我們的初步的數據中也發現 Aβ可以抑制 Akt的活性，且 PI3K 抑制劑 wortmannin也會誘導老
鼠腦內皮細胞的死亡，顯示 Akt 在腦皮細胞中確實扮演著存活因子的角色，但是 Aβ抑制 Akt 的活
性之後，會活化何種下游的死亡傳遞路徑則需要更進一步的釐清。因此我們將探討樣澱粉經由抑制

Akt的作用，使 ASK1的活性增加，並進而促進腦內皮細胞凋亡的分子機制。 
研究方法 

1. 細胞培養: 小鼠腦內皮細胞株使其生長在 DMEM含有 10% 的胎牛血清的培養液中，並將其
置於 37oC含 5% CO2之培養箱中，每兩天換一次新鮮的生長培養液，等到細胞長滿後即可進行細胞

次培養與實驗。2. 流式細胞儀分析: 測定細胞週期。3. MTT 測定: 測定細胞存活率。4. 西方點墨
法: 測定 Akt-p、GAPDH、p38-p、JNK-p及 Bax蛋白的變化。5. 免疫沈澱法及蛋白激酶活性測定: 測

定 ASK1 的活性。6. dn-ASK1 轉染實驗 7. 統計方法: 所有實驗數據皆以平均值±標準差(mean ± 

S.E.M)表示，並以 Analysis of Variance (ANOVA)配合 Dunnet’s test分析比較各組間是否有顯著差異。
p < 0.05視為有統計上的意義。 
結果 
樣澱粉β降低腦內皮細胞存活率 

首先我們以不同濃度的樣澱粉β (10-50 µM) 刺激腦內皮細胞 48小時後，觀察腦內皮細胞存活
率。發現腦內皮細胞存活率會隨著樣澱粉β劑量增高而降低 (Fig. 1)。而同時給予wortmannin (100 nM)
會使得腦內皮細胞存活率更進一步降低(Fig. 1)。 

     Fig.1 

 
樣澱粉β引起腦內皮細胞凋亡 
我們更進一步利用流式細胞儀分析樣澱粉β所引起的腦內皮細胞凋亡，發現腦內皮細胞在樣澱粉β
刺激下會增加細胞在細胞週期 sub-G1的數目也就是引起細胞凋亡 (Fig. 2)。接著我們將探討是否樣

澱粉β誘導腦內皮細胞凋亡經由 p38MAP 或是 JNK 而來。將細胞以 p38MAP 或是 JNK 抑制劑，
SB203580及 SP600125前處理 30分鐘，再以樣澱粉β(20 µM)刺激 48小時，發現這些抑制劑皆可抑
制澱粉β誘導腦內皮細胞凋亡(Fig. 2)，由此可見，樣澱粉β可能經由 p38MAPK 及 JNK 來誘導腦內
皮細胞凋亡。 

 



   Fig.2 
 
樣澱粉β引發 JNK及 p38MAPK磷酸化 

由前面實驗證實了樣澱粉β誘導腦內皮細胞凋亡可能經由 p38MAPK及 JNK的調控。接下來我
們將觀察樣澱粉β是否可活化 p38MAPK及 JNK。細胞給予樣澱粉β刺激不同時間(0-120 min)刺激，
觀察到 p38MAPK 及 JNK 磷酸化的程度在兩小時達到最大(Fig.3)，顯示樣澱粉β可活化 p38MAPK
及 JNK。 

 Fig. 3 

樣澱粉β 增加 ASK1激酶的活性及抑制 Akt的磷酸化 
有學者指出抑制 Akt的活性會進一步使下游 ASK1磷酸化減少而活化 ASK1。接著我們將進一

步探討 ASK1是否會因樣澱粉β的刺激而活化，我們首先利用特異性磷酸化 Akt抗體及 ASK1激酶

活性分析的方法來偵測 Akt及 ASK1活化的情形。將腦內皮細胞給予樣澱粉β刺激不同的時間(0-120
分鐘)，發現 Akt磷酸化的程度會隨著處理樣澱粉β的時間增加而減少(Fig. 4A)。此外，由蛋白激酶

活性測定結果可知樣澱粉β會使 ASK1激酶的活性增加(Fig. 4B)。顯示樣澱粉β可能透過抑制 Akt活
性而活化其下游的 ASK1激酶。 

 



 
樣澱粉β增加 p53的磷酸化及安定性 

之前研究發現 p53在胺基酸殘基 ser15的位置會被 p38MAPK磷酸化並增加其安定性，我們之

前的結果顯示樣澱粉β可以活化 p38MAPK，接著我們將測試樣澱粉β是否可以增加 p53的磷酸化。

腦內皮細胞給予樣澱粉β(20 µΜ)刺激不同的時間(0-120分鐘)，發現 p53 的磷酸化隨著樣澱粉β刺激
的時間增加而增加，在一小時後回復到基礎値(Fig.5)。 

接著我們將測定 Bax的表現，已有報導指出 Bax的表現會受 p53所調控，我們發現樣澱粉β會

明顯誘導 Bax的表現(Fig 6)。綜合以上的結果發現樣澱粉β可能經由活化 p53來進一步促進 Bax的
表現使得腦內皮細胞凋亡。 

      
 

樣澱粉β經由活化 ASK1來調控 p53的磷酸化及 Bax的表現 
 我們進一步探討樣澱粉β活化 p53及 Bax是否經由活化 ASK1而來。腦內皮 
細胞轉殖不活化態的 ASK1(dn-ASK1)後，再加入樣澱粉β刺激不同時間，發現樣澱粉β誘導 p53 的
活性會被 dn-ASK1所抑制(Fig. 7)。此外，dn-ASK1也會抑制樣澱粉β誘導 Bax的表現(Fig. 8)。 

 

                       
討論(含結論與建議) 
綜合以上的實驗證明顯示，在腦內皮細胞中，樣澱粉β可能經由抑制 Akt，進而活化

ASK1/p38MAPK/p53 的訊息傳遞路徑，增加 Bax 的表現，進一步誘導腦內皮細胞凋。一旦腦內皮
細胞凋亡將會使得血腦障蔽破壞產生更大的腦部傷害。如此，希望能够透過本計劃的研究，能够更

清楚了解樣澱粉β對於構成血腦障蔽的腦內皮細胞的細胞凋亡作用機轉，提供作為往後發展治療樣
澱粉病變引起腦部傷害的參考。 
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