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中文摘要 

子宮內膜異位是一種婦產科常見的疾病，而造成此疾病的發病過

程及機轉並不清楚。近年來有研究指出在大鼠的子宮內膜異位的模式

中，發現骨橋蛋白(osteopontin, OPN)在子宮組織內會大量表現。本論

文主旨在探討 OPN 在子宮內膜異位的形成中所扮演的角色。首先，

我們利用西方墨點法發現子宮內膜異位病患的子宮內膜組織、腹膜

液、濾泡液和巧克力囊腫體液中 OPN 會大量表現。此外，我們並以

子宮內膜 HEC-1A 細胞為細胞模式，觀察 OPN 對子宮內膜細胞的移

行、入侵和增生能力的影響。接著我們以不同劑量的 OPN 去處理細

胞，細胞產生移行及入侵，但不具有增生能力。由 OPN 引發的細胞

移行及入侵可被 αvβ3 integrin inhibitor 所減緩。另一方面，我們發現

β-estradiol 和 progesterone 會增加細胞內 OPN 表現及分泌型的 OPN

釋出，也會誘導細胞產生移行，但當 β-estradiol 和 progesterone 共同

作用時，OPN 表現及細胞移行現象則降低。接著，我們將細胞中內

生性的 OPN knockdown 後，可減緩 β-estradiol 所誘導細胞移行的現

象及 OPN 的分泌。接下來我們更進一步探討 OPN 於細胞內的訊息傳

遞路徑，當細胞經由 1μM Wortmanin (PI-3k inhibitor)前處理後，OPN

仍可引發細胞移行且 NF-κB 蛋白質表現增加，但是在 10μM 

Wortmanin (PI-3k inhibitor)前處理下，移行現象則被抑制。最後我們
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從 zymography assay 中發現 OPN 會促進細胞表現 MMP-2、MMP-9。

由上述的結果，我們推測 OPN 可被 β-estradiol 刺激而表現及分泌釋

出，可再經由 autocrine 或 paracrine 的機制，與細胞上 αvβ3 integrin

結合而促使細胞移行及侵入，其中訊息傳遞路徑可能是經由 PI-3K

路徑活化 MMP2/9 及產生 actin 重組（remodeling）。 

關鍵字：子宮內膜異位、骨橋蛋白、雌激素。 
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Abstract 

Endometriosis is a common gynecological disease. The pathology 

and etiology of endometriosis is still unclear. Recently, enhanced 

osteopontin（OPN） expression was found in the endometriotic tissue of 

rat model. We propose that OPN could promote the endometriotic cell 

migration and invasion. The differential proportion of OPN was detected 

in the endometrium from the patients with endometrial hyperplasia, 

myoma, endometriosis or adenomyosis. A significant increase of OPN 

was found in the eutopic endometrium in the women with adenomyosis. 

In this study, HEC-1A cell was used as the in vitro enodometriotic cell 

model to illustrate the effects of OPN on cell migration, invasion and 

proliferation. A dose-response and time-dependent increase of cell 

migration and cell invasion was demonstrated. But there was no 

difference in cell proliferation followed the OPN treatment. Nevertheless, 

the OPN induced cell migration and invasion was attenuated or inhibited 

by αvβ3 integrin inhibitor (anti-αvβ3 antibody). On the other hand, we also 

found β-estradiol or progesterone was found to augment OPN expression 

and secretion, and induced cell migration.  β-estradiol-induced cell 

migration was attenuat followed the silence the OPN expression by OPN 
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siRNA. In immunoflurescent staining, we observed actin remodeling in 

the-OPN treated cells. We also found a dose response activation of 

MMP-2 and MMP-9 followed OPN treatment. Finally, we found cell 

migration was attenuated by Wortmannin (PI-3k inhibitor). We suggested 

OPN-induced cell migration and invasion was mediated by the OPN-αvβ3 

interaction. The molecular signal pathway of OPN/αvβ3-mediated MMP 

activation and actin remodeling through PI-3K. 

Keywords：endometriosis, osteopontin, β-estradiol. 
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研究動機與目標 

在婦產科疾病中，子宮內膜異位症為生殖年齡婦女常見的疾病，

然而造成子宮內膜異位的原因機轉並不清楚，目前文獻指出子宮內膜

細胞和碎片會經由逆流的經血，而移行到子宮以外的地方生長(Zhang 

et al., 2006)。目前子宮內膜異位的治療方式有兩種，分別是給予荷爾

蒙藥物治療及手術治療，但仍有復發的情況發生(Farquhar, 2002)，因

此研究內膜異位形成的致病因子顯得格外重要。在2002年已經有研究

指出子宮內膜異位是一種雌激素依賴型的疾病（estrogen-dependent 

disease）(Kitawaki et al., 2002)。近年來研究以大鼠子宮內膜異位模

式，將子宮內膜異位組織移植到大鼠體內，經由免疫染色發現OPN會

大量表現於子宮內膜組織(Odagiri et al., 2007)。目前，也有文獻指出

OPN在不同腫瘤細胞及著床和胎盤生成中，有不同的角色與功能

(Johnson et al., 2003a) 。所以OPN在子宮內膜異位中，可能扮演一個

很重要的角色。 

本研究主要以子宮內膜HEC-1A細胞為細胞模式來探討OPN在子

宮內膜異位中所扮演的角色與功能及是否會經由雌激素、黃體素的刺

激，而增加OPN的表現，進而促進子宮內模細胞的移行、入侵和增生

的現象。我們更進一步的探討OPN於子宮內膜細胞中的訊息傳遞路徑

所引發一系列相關功能。 
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文獻回顧 

子宮內膜異位（endometriosis） 

一、子宮內膜異位（endometriosis） 

子宮內膜異位（endometriosis）是常見的婦產科疾病，故名思義，

也就是子宮內膜組織、子宮內膜腺上皮細胞（glandular epithelial 

cells）、及基質細胞（stroma cells）跑到子宮肌肉層（myometrium）

子宮以外的位置，例如：卵巢（俗稱巧克力囊腫）、腹膜腔、骨盆腔

等部位(Farquhar, 2002; Matarese et al., 2003)。在病理組織學上，子宮

內膜異位具有類似腫瘤(tumor-like)的特性，可生長、滲入和貼附到子

宮周圍附近的組織(Kitawaki et al., 2002)。另外，子宮內膜異位被

認 定 是 一 種 慢 性 發 炎 疾 病 ，主要的症狀有下列幾種：經痛

（dysmenorrhoea）、性交疼痛（painful intercourse）、慢性骨盆腔疼痛

（chronic pelvic pain）及不孕症（infertility）(Farquhar, 2002; Matarese 

et al., 2003; Poliness et al., 2004)。目前已有文獻指出有30-50％的不孕

症患者中患有子宮內膜異位，被推測可能是因為其所造成的骨盆腔內

輸卵管的沾粘所影響(Bhatt et al., 2006; Carter, 1994; Hughes et al., 

2007)。 

在子宮內膜異位中，除了子宮內膜組織（glandular epithelial、

stroma cells）跑到子宮以外的體腔，異位細胞生長在在子宮肌層內
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則稱為子宮肌腺症（ Adenomyosis） (Dueholm and Lundorf, 

2007)，大部份的子宮肌腺症病患也常伴隨著子宮內膜異位，

受孕也比較不容易。此外，另一種由子宮平滑肌細胞增生而成的良

性腫瘤，稱為子宮肌瘤（Myoma）。肌瘤可發生於身體中任何含

平滑肌的地方, 但在骨盆腔卻最常發生於子宮(Yoon et al., 2007)。子

宮肌瘤在婦產科中為最常見的腫瘤，也是最常見的良性腫瘤。依照

目前美國生殖醫學會(American Society for Reproductive Medicine, 

ASRM)，將子宮內膜異位分為輕微、輕度、中度、重度(Panda et al., 

1997)。 

 

二、子宮內膜異位形成的機轉 

造成子宮內膜異位的原因機轉並不清楚，目前有兩種假說，第一

種假說主要是子宮內膜組織細胞不正常的移行至子宮腔以外的地方

生長，包括卵巢、輸卵管及腹腔。此假說以1927年Sampson學說為主，

他認為子宮內膜細胞和碎片會經由逆流的經血，進而於子宮以外的地

方生長，例如：腹膜腔（peritoneal cavity），異位的子宮內膜細胞會

貼附在腹腔壁，增生後形成子宮內膜異位(Koninckx et al., 1999; 

Matarese et al., 2003; Zhang et al., 2006)。並且子宮內膜細胞和碎片經

由逆流的經血進而貼附（adhesion）及入侵（invasion）於異位組織中，
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是透過活化細胞外間質的蛋白溶解（extracellular proteolysis），所以

MMPs在子宮內膜中也扮演一個重要的角色(Braundmeier et al., 2006; 

Nothnick, 2001; Shaco-Levy et al., 2008)。第二種假說是與化生

（metaplasia）有關，有子宮內膜異位的患者，因為對性荷爾蒙有依

賴性，而導致腹膜細胞轉變成 Müllerian-type epithelium (Koninckx et 

al., 1999)，在2001及2003年也有學者提出子宮內膜異位和自體免疫或

是自然的免疫失能有關，可能是子宮內膜細胞跑到腹膜腔後，產生發

炎反應，經由樹突細胞（dendritic cells, DCs）呈現自體抗原進而誘發

自體抗體（autoantibodies）的產生，而自然殺手細胞(nature killer cells, 

NK cells) 也會降低毒殺異位的子宮內膜細胞的能力(Matarese et al., 

2003)，最後形成了自體免疫(Matarese et al., 2003; Nothnick, 2001)。 

 

三、治療方式 

近年已經有研究指出子宮內膜異位是一種雌激素依賴型的疾病

(Kitawaki et al., 2002; Olive et al., 2004)，因為子宮內膜有雌激素接受

器（esterogen receptor）和黃體素接受器（progesterone receptor），所

以這兩種荷爾蒙可以直接作用在子宮內膜及子宮內膜組織(Fujishita 

et al., 1997)。另外，子宮內膜異位的治療方式還有給予非類固醇抗發

炎藥物、口服避孕藥黃體素拮抗劑Mifepristone、Danazol、 GnRH 
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agonist（gonadotropin-releasing hormone agonist）及手術治療，但還是

會有復發的情況發生(Farquhar, 2002; Ferrero et al., 2005; Jackson and 

Telner, 2006; Olive et al., 2004)。當停經後的婦女服用雌激素替代性治

療時，易使子宮內膜異位復發(Goh and Hall, 1992)。 

 

四、子宮內膜異位與荷爾蒙關係 

    在女性的月經週期中，主要由雌激素（estrogen）和黃體素

（progesterone）來調控子宮內膜的成長。在生理週期中有兩個時期，

首先為增生期（proliferative phase），雌激素會大量增加來刺激濾泡

（follicle）生長，接著分泌期（secretory phase）會促進黃體素大量增

加，進行排卵（ovulation）(Groothuis et al., 2007; Horne and Blithe, 

2007)。早期已經有文獻指出子宮內膜有雌激素接受器（estrogen 

receptor）和黃體素接受器（progesterone receptor），所以這兩種荷爾

蒙可以直接作用在子宮內膜及子宮內膜組織(Fujishita et al., 1997)。有

學者利用免疫組織化學法發現，在子宮內膜異位病人的子宮內膜發現

雌激素接受器（estrogen receptor）會表現增加(Jones et al., 1995)，而

另外黃體素接受器（progesterone receptor）會表現降低(Attia et al., 

2000)。近年已經有研究指出子宮內膜異位是一種雌激素依賴型的疾

病(Kitawaki et al., 2002; Olive et al., 2004)，在2006年有文獻提出利用
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in vitro細胞實驗中，子宮內膜異位具有黃體素抵抗性（progesterone 

resistant）的現象，是因為黃體素接受器表現減少，黃體素無法作用，

導致雌激素也無法正常代謝(Bulun et al., 2006)。 

 

五、目前與子宮內膜異位相關研究 

於1986年時，已經有學者利用蛋白質體學的技術，針對子宮內膜

異位病人的血清及腹膜液來做比較，但無明顯的差異(Joshi et al., 

1986)。近年來已有研究從子宮內膜異位病人的組織、腹膜液，利用

二維電泳、ProteinChip array技術去尋找一些有特異性的蛋白質

(Kyama et al., 2006; Poliness et al., 2004; Zhang et al., 2006)。在2004年

已有文獻指出，在子宮內膜異位病患的血清中，發現了一些有意義目

標分子（target molecules），例如：生長因子（growth factor）、細胞激

素（cytokines）、荷爾蒙（hormone）、蛋白溶解性酵素（proteolytic 

enzeyme）、自體抗體等，但目前並無確定的特異性蛋白可做為子宮內

膜異位指標(Yang et al., 2004)。在2007年，已經有學者以大鼠子宮內

膜異位模式，將子宮內膜異位老鼠與正常老鼠的子宮組織，使用cDNA 

microarray的方式，發現Osteopontin、Lyn、Vav1、Runx1和L-selectin

在子宮內膜異位的病理過程中扮演一個重要的角色(Konno et al., 

2007)。另外，2007年Ryo Konno等人以大鼠子宮內膜異位模式，使用
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轉錄體學（Transcriptomics）技術，找出74個上游基因表現，其中他

們找到兩個分子為osteopontin(OPN)和L-selectin（SELL）與細胞貼附

及發炎有關，推測和子宮內膜異位有關，他們經由動物實驗，將人類

子宮內膜組織移植到大鼠內，經由免疫染色發現osteopontin會大量表

現於子宮內膜異位組織(Odagiri et al., 2007)。 

 

骨橋蛋白（Osteopontin）  

一、骨橋蛋白（Osteopontin）  

    骨橋蛋白（Osteopontin,簡稱OPN）在1979年Senger發現OPN是一

種會經由惡性轉移的上皮細胞所分泌的磷酸蛋白 (Senger et al., 

1979)。早期曾經被命名為secrected phosphoprotein 1（SPP1），或是

early T-lymphocyte acvtivation gene 1（Eta-1）。在1987年OPN被發現

在骨頭中是一個重要的黏液蛋白（sialoprotein），OPN在骨細胞

（osteoclasts）中會有連結到細胞外基質（cell extracellular matrix）的

功能，所以OPN的命名方式，是以osteo為骨頭（bone）的意思，pontin

為橋樑（bridge）的意思(Oldberg et al., 1986; Sodek et al., 2000; Weber, 

2001)。目前OPN被發現存在於腎臟、腦、巨噬細胞、血管平滑肌肉

細胞、許多上皮內細胞、也存在於血液、乳汁、尿液和精液(Prince et 

al., 1987; Rangaswami et al., 2006; Weber, 2001)。在一些癌症病患及自

體性免疫疾病的病患血清中，OPN濃度會具有指標性的增加，所以
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OPN也會表現於病理生理的反應中(Singhal et al., 1997)。 

二、基因結構 

OPN 屬 於 SIBLING （ small integrin-binding ligand N-linked 

glycoprotein）基因家族，成員包括bone sialoprotein（BSP）、dentin 

sialoprotein （ DSPP ） 和 matrix extracellular phosphoglycoprotein

（MEPE）(Fedarko et al., 2004)。OPN基因位於人類的第四號染色體

的 q21-q25的位置，包含 7個 exons，全長 11.1kb，其中6個 exons 

encoded，全長為954 bp (Sodek et al., 2000) （Figure 1），另外，其他

物種如老鼠、兔子、牛和豬的OPN基因序列也已經被證明了(El-Tanani 

et al., 2006)。OPN是一個單體（monomer）從氨基酸264到301的長度，

通常會經由轉譯後的修飾，包括磷酸化、醣化及酵素的切割（Figure 

2A），分子量大約在25到75 kDa之間(Johnson et al., 2003a)。OPN是

一種含有arginine–glycine–aspartate (GRGDS或RGD)的磷酸化醣蛋

白，也是一種細胞外基質（extracellular matrix , ECM），經由thrombin

切割後，可釋放出兩個與integrin結合的部位，分別為RGD序列及RSK

序列，RGD序列主要和integrin（αvβ3）結合，而靠近C端序列可與CD44 

glycoprotein結合(Rangaswami et al., 2006; Sodek et al., 2000; Wai and 

Kuo, 2008) （Figure 2B）。而調控OPN表現的區域稱為啟動區

（promoter）， 此區域有三個重要的位置，TATA box（核苷酸-27到
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-19）、inverted CCAAT box（核苷酸-52到-46）及GC box（核苷酸-100

到-93）(Wai and Kuo, 2004)。目前已發現有許多因子可以來調控OPN

的表現，例如：荷爾蒙（vitamin D3、estrogen、progesterone）、細胞

激素（interlukin 1α和β、tumor necrosis factor α）、生長因子（tumor 

growth factor β-1、fibroblast growth factor）和一些化學物質(Johnson et 

al., 2003a; Rodrigues et al., 2007; Sodek et al., 2000; Wai and Kuo, 

2008)，可以啟動OPN promoter，使OPN基因大量表現。 

 

三、骨橋蛋白的功能 

    在 生 理 及 病 理 中 ， 骨 橋 蛋 白 的 功 能 主 要 有 癌 症 形 成

（oncogenesis）、腫瘤復發（cancer progression）(Teramoto et al., 2005; 

Wu et al., 2000)、骨頭重建（bone remodeling）(Shapses et al., 2003)、

血管新生（angiogenesis）(Wu et al., 2000)、抑制細胞凋亡(Xie et al., 

2003; Zohar et al., 2004)。目前已有文獻指出OPN在不同腫瘤細胞中，

扮演不同的角色，主要有四種功能： 

（1）細胞貼附（cell attachment）(Sodek et al., 2000) 

（2）細胞轉移（cell migration）(Al-Shami et al., 2005; Desai et al., 

2007; Tuck et al., 2003) 

（3）細胞增生（cell proliferation）(Angelucci et al., 2004) 

（4）細胞侵入（cell invasion）(Chakraborty et al., 2008; Panda et al., 
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1997; Takafuji et al., 2007; Wai and Kuo, 2004)。 

 

四、骨橋蛋白訊息的調控（Mediator of OPN signaling） 

在許多細胞類型中，如平滑肌細胞、人類前列腺癌細胞、乳癌細

胞，OPN會引起細胞貼附（attachment）、移行（migration）、增生

（proliferation）及細胞外基質侵入（invasion）的作用，主要是經由

與αvβ3 結合或與CD44結合(Philip et al., 2001; Rangaswami et al., 

2006; Sodek et al., 2000)。在乳癌細胞中，OPN可透過αvβ3 integrin的

結合促進轉移、移行，另外，也會調控上皮細胞移行，造成血管新生

（angiogenesis）(Bayless et al., 2000)。在許多腫瘤細胞中主要是以

CD44與OPN結合，進而調控侵入性生長和惡性轉移（Figure 3）(Celetti 

et al., 2005)。之前已有文獻報導，當細胞的extracellular matrix 

remodeling 與 degradation 時 ， 會 促 進 細 胞 invasion 及 tumor 

progression，而這過程主要是有ECM degrading enzyme的參與，包括：

基質金屬蛋白酶 (matrix metalloprotease, MMP）、ADAM-related 

membrane protease、tissue serine protease 等，近年來已有文獻指出，

在不同細胞中，OPN會誘導MMP活性，進而促進細胞移行及入侵

(Fedarko et al., 2004; Philip et al., 2001; Wai et al., 2005)。當OPN與這

兩種integrin結合後主要可調控細胞與基質間的連結及細胞的訊息傳
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遞(Wai and Kuo, 2004)。 

 

五、骨橋蛋白在腫瘤細胞中所扮演的角色 

OPN也會過度表現在許多人類腫瘤中，例如：腸、乳房、肝臟、

前列腺、胃、卵巢和肺癌(Celetti et al., 2005; Wai and Kuo, 2004)。而

在子宮內膜癌病患中，子宮內膜組織也會大量表現出OPN (Briese et 

al., 2006)。在2008年，已有文獻証實癌症病患例如：乳癌、胃癌、肝

癌、胰臟癌等患者的血漿中，OPN會大量的表現(Wai and Kuo, 2008)。

在不同腫瘤細胞中，OPN可能經由αvβ3 integrin或CD44結合後調控不

同的訊息傳遞路徑，產生不同的影響（Figure 3）。在乳癌細胞，OPN

會與細胞上的αvβ3 integrin結合，進而經由PI-3-kinase dependant Akt 

phophorylation活化MMP路徑，促進細胞移行及轉移(Das et al., 2003; 

Philip et al., 2001)。此外，OPN也可以藉由nuclear factor inducing kinase

（NIK）dependent NF-κB 調控MMP及urokinase plasminogen activator

（uPA）的活性(Chakraborty et al., 2008; Rangaswami et al., 2004)。另

外，在人類前列腺癌細胞，OPN與αvβ3 integrin結合後經由Rho GTPase 

訊息傳遞，使細胞內的細胞骨架產生actin remodeling，活化MMP-9

後促進細胞移行(Desai et al., 2007)。但目前OPN在子宮內膜細胞中相

關的訊息傳遞路徑尚未被研究釐清。 
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    目前已經有許多文獻，使用RNA interference方法(Mocellin et al., 

2006)，製作一段雙股OPN RNA，使OPN 訊息RNA（messenger RNA, 

mRNA）無法表現，即為OPN knockdown，在不同的腫瘤癌細胞（例

如：乳癌細胞、老鼠的結腸腺癌細胞和人類頭頸癌細胞）中，OPN 

knockdown 被證實可減少腫瘤細胞的侵入、增生及抑制腫瘤形成

(Celetti et al., 2005; Shevde et al., 2006; Wai et al., 2005)。 

 

六、骨橋蛋白在生殖醫學中所扮演的角色 

研究指出，在人類子宮內膜中會大量表現αvβ3 integrin，另外在

滋養層（trophoblast）和著床前胚胎的上皮表面都會表現OPN及αvβ3 

integrin，所以與胚胎貼附至子宮內膜的上皮細胞的過程中扮演很重要

的角色(Apparao et al., 2001)。近年來，有許多文獻推測在懷孕的過程

中，OPN是一個很重要的蛋白質，因為OPN會明顯增加於豬、羊、兔、

老鼠及人類的子宮(Apparao et al., 2003; Garlow et al., 2002; Girotti 

and Zingg, 2003)。OPN可被子宮內膜腺體（endometrium glands）分泌，

分泌出來的OPN會經由酵素切割產生具生物活性的45 kD片段

(Johnson et al., 2003b)，可與胎盤的滋養外胚層（trophectoderm）結合，

所以在著床及胎盤生成中扮演一個重要的角色。他們認為OPN對子宮

周圍環境有影響，因為（1）OPN是胎兒組織營養物（histroph）化合
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物之一，在子宮與胎盤的周圍扮演貼附及訊息傳遞的角色，（2）OPN

的基因表現可藉由子宮基質（uterine stroma）當蛻膜化時對胎兒侵入

的反應，（3）胎盤及子宮有特定的免疫細胞，會調控OPN作用及細胞

激素的分泌。所以他們認為OPN在子宮和胎盤中是具有功能可被調

控，也許可以維持及完成整個懷孕過程(Johnson et al., 2003a)。 

在2006年有文獻指出， OPN會影響胎盤與母親子宮內交接處會

有組織重建（tissue remodeling），主要藉由細胞與細胞外基質的交流

（cell-ECM communication），增加細胞增生、移行、生存和細胞激素

的調控。在胚胎著床（ implantation）的過程中，OPN訊息RNA

（messenger RNA, mRNA）不只由管狀上皮細胞（luminal epithelium, 

LE）也會由腺狀上皮細胞（glandular epithelium, GE）分泌(Apparao et 

al., 2003; Apparao et al., 2001; von Wolff et al., 2001)。OPN不只會表現

於人類的子宮與胎盤間，也會表現於兔子、羊，所以推測OPN在著床

及胎盤生成中扮演一個重要的角色(White et al., 2006)。 

另外，已有文獻已指出子宮的管腔表面（luminal surface）有αvβ3 

integrin表現，進而與OPN結合，可在子宮內膜或促進胚胎（embryo）

貼附及訊息傳遞中扮演一個重要的角色(Lessey, 2002a)。除了人類，

還有文獻指出OPN也會表現在豬的子宮內膜可與胎盤的integrin結

合，可以啟動胎盤發育和訊息傳遞，所以OPN在豬（porcine）的胎盤
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生成（placetation）中扮演一個重要的角色(Garlow et al., 2002) 。 

近期，有文獻報告指出，胚胎著床時，荷爾蒙雌激素（estrogen）

會去調控OPN表現於子宮的管狀上皮細胞（luminal epithelium, LE），

可以在胎盤的滋養外胚層（conceptus trophectoderm）間當作橋樑

(White et al., 2006)。所以由以上的研究，可發現OPN在子宮內膜的表

現，不只與integrin表現有關，與荷爾蒙的刺激也有相關。 

 

六、骨橋蛋白分泌作用機轉 

    在一些細胞中（例如：黑細胞、上皮細胞、轉移的甲狀腺細胞），

已經有研究指出OPN會經由autocrine的機制來刺激下游，導致細胞侵

入(Castellone et al., 2004; Geissinger et al., 2002; Medico et al., 2001)。

目前已經文獻指出在乳癌細胞中，OPN會透過autocrine或paracrine的

機轉，來調控下游的訊息傳遞，造成血管新生（angiogenesis）和乳

癌細胞、上皮細胞移行（migration）(Chakraborty et al., 2008)。所以

OPN已被發現可經由autocrine或是paracrine的機制來促進細胞的移

行、侵入等功能。 

 

基質金屬蛋白酶（Matrix Metalloprotienase, MMP） 

    基質金屬蛋白酶（Matrix Metalloprotienase, MMP）是一種需要鋅

離子的蛋白水解酶，當MMP可以被分泌到細胞外周圍（extracellular 
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milieu），主要是被許多因子所調控，包括荷爾蒙、細胞激素和生長因

子。MMPs家族有二十多個相關蛋白水解酶組成，廣泛的分為四大類： 

Collagenase 、 gelatinase 、 stromelysins 和 membrane-type enzymes 

(table1)(Curry and Osteen, 2001; Wenzl and Heinzl, 1998)。MMP目前被

發現與胚胎發育、血管新生、骨頭生長與傷口癒合等有關，在正常情

況下，人體內MMP的表現很少，但是當在病理狀態下，MMP會去

degradation ECM，例如：關節炎和癌症。目前已經有許多研究指出

MMP的表現與腫瘤得侵入、移行有關，主要是ECM degradation所導

致。 

MMP在人類的子宮內膜的脫落重建中也扮演重要的角色，在月

經前，當雌激素與黃體素的表現量減少，子宮內膜會大量表現MMP，

會調控子宮內膜細胞的脫落及重建（remodeling）(Braundmeier et al., 

2006; Irwin et al., 1996)。MMP與月經週期也有相關，在囓齒動物中，

當雌激素週期（estrous cycle）改變時，MMP mRNA 表現會增加，主

要是MMP-2、MMP-7和MMP-11會大量表現。而黃體素則會抑制子宮

內膜中MMP mRNA 表現，但是目前機制還不清楚(Curry and Osteen, 

2001)。近期已有研究指出MMP和子宮內膜異位也有相關，在子宮內

膜異位病患的組織中發現 MMP-2 、 MMP-9 表現會大量增加

(Shaco-Levy et al., 2008)。 
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第二章 實驗材料與方法 
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藥品試劑 

廠商 藥品 

Affinity BioReagent(Golden, CO） anti-αvβ3 antibody 

Amersco(solon,OH) Agarose I 
Amersham Biosciences  Ammonium persulfate (APS) 
(Piscataway, NJ) Enhanced chemiluminescence (ECL) 
  N,N,N-tetramethylethylenediamine (TEMED) 
  Polyvinylidene difluoride membrane (PVDF) 
Ambion (Lakewood, NJ) RNaseZAP 
  Mouse anti-GAPDH antibody 
  Silencer® Pre-designed siRNA 
BD Biosciences(Bedford, MA) BD BioCoatTM MatrigelTM Invasion Chamber
  Mouse anti-NF-κB antibody 
Bio-Rad (London, UK) Ammonium persulfate(APS) 
  N,N,N-tetramethylethylenediamide(TEMED) 
  Protein assay dye reagent 
CIS Bio International  (France) RIA P4 analysis Kit 
Diagnosit Products 
Corporation(USA) RIA E2 analysis Kit 

Fluka (Buchs, CH)  40% Acrylamide/bis solution 
  (N’,N’-methylene-bis-acrylamide solution) 
Gibco (Grand island, NY) Antibiotic-antimycotic 
  Penicillin-streptomycin 
  Trypan bule 
  Trypsin-EDTA 
Invitrogen (Carisbad, CA) SeeBlue® Plus2 prestained protein standard 

1,4-dithiothreitol (DTT) 
Acetic acid, CH3COOH 
Chloroform 
Citric acid, HOC(COOH)(CHCOOH)2•H2O 
Disodium hydrogen phosphate dodecahydrate, 
Na2HPO4 

J.T.-Baker (Phillipsburg, NJ) 

EDTA 
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Glycerol 
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 
acid, HEPES 
Hydrogen chloride, HCl 
Isopropanol 
Magnesium Chloride, MgCl2 
Methanol, CH3OH 
Phosphoric acid, H3PO4 
Potassium chloride, KCl 
Sodium acetate, (NH4)2SO4 
Sodium bicarbonate, NaHCO3 
Sodium carbonate, Na2CO3 
Sodium chloride, NaCl 
Sodium hydroxide, NaOH 
Sodium tartrate 
Sucrose 

  

Tris-HCl 

Jackson ImmunoResearch Anti- mouse IgG conjugated horse radish 
peroxidase(HRP) 

(West Grove,PA)   
Life technologies (Gaithersburg, 
MD) Fetal bovine serum (FBS) 

Molecular Probes(Leiden,NL) Phalliodin(A12373) 
Promega Cell proliferation assay 
Qiagen (Hilden,Germany) QIAGEN RNeasy Mini Kit 

Santa Cruz Biotechnology Anti-rabbit IgG conjugated horse radish 
peroxidase 

(Santa Cruz, CA) Mouse monoclonal anti- actin antibody 
  Mouse monoclonal anti- OPN antibody 

Sigma (St. Louis, MO) 4',6'-diamidino-2-phenylindole 
dihydrochloride(DAPI) 

  Bovine serum albumin(BSA) 
  Dimethysulfide oxide (DMSO) 
  Ethidium bromide (EtBr) 
  Glutamic acid 
  β-estradiol 
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  Glycine 
  Glyoxylic acid 
  High glucose DMEM medium (D5648) 
  DMEM/Nutrient mixture F12 Ham(D2906) 
  Nutrient mixture F12 Ham (N3520) 
  Phenylmethylsulphonyl floride (PMSF) 
  Potassium phosphate monobasic, KH2PO4 
  Recombinant human osteopontin 
  Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
  Triton X-100 
Vector labortories( Burlingame,CA) VECTASHIELD® Mounting Medium 
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實驗方法 

一、檢體收集（Tissue collection） 

檢體收集依照台北醫學大學人體試驗委員會規定 (案號為

P950046)。本研究從台北醫學大學附設醫院收集帶有子宮肌瘤

（myoma）（n=14）、子宮肌腺症（adenomyosis）（n=9）及子宮內

膜增生（endometrium hyperplasia）（n=3）的患者正位及異位子宮內

膜組織，子宮組織檢體先用PBS 清洗，將組織上的紅血球清洗去除，

冰凍於-20℃冰箱保存。體液收集分別從患有子宮內膜異位病患的腹

膜液（peritoneal fluid）（n=5）、濾泡液（follicle fluid）（n=3）、

巧克力囊腫液（chocolate cyst fluid）（n=1）及精漿（seminal plasma）

（n=3）冰凍於-20℃冰箱保存。我們也收集經超排卵後，子宮內膜異

位患者（n=4）及正常女性的濾泡液（n=4），冰凍於-20℃冰箱保存。。 

 

二、HEC-1A 細胞培養 

本研究所用的細胞是 HEC-1A 細胞株選購自 ATCC HTB-112TM。

HEC-1A 細胞株是一種中度分化的子宮內膜細胞，需培養於 10％胚胎

牛血清（Fetal Bovine Serum, FBS）、100 unit/ml penicillin G 及 100 

mg/ml streptomycin 之 DMEM/F12 培養液，置於 5% CO2、37℃的培

養箱。 
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三、 藥物的配製 

1. osteopontin（OPN）的配製與使用濃度： 

Recombinant human osteopontin 取 50 μg 的蛋白質溶於經 0.2μm 

filte過濾的 phosphate buffer saline(PBS)包含 2.5 mg的 bovine serum 

albumin（BSA）。實驗中所使用 OPN 濃度 1.25μM （4.1 μg/ml）、

2.5μM （8.23 μg/ml）、5μM （16.45 μg/ml）及 10μM （32.9 μg/ml）。 

        2. 雌激素（β-estradiol, E2）的配製：溶於滅菌完去離子水，本實驗

使用 5nM E2、10nM E2及 50nM E2。 

3. 黃體素（Progesterone, P4）的配製：溶於滅菌完 1x PBS，本實驗

皆使用 50 nM P4、100 nM P4及 200 nM P4。 

 
四、 MTS assay 

此 實 驗 原 理 是 使 用 MTS 〔 3-(4 ，

5-dimethylthiazol-2-yl)-5(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfopheny)-2

H-tetrazolium, inner salt〕試劑，是一種新合成的 tetrazolium 化合物，

MTS 會被活細胞中的 dehydrogenase enzymes 還原，反應生成紫色的

formazan，藉由測量粒腺體 NADPH 去氫酶（NADPH dehydrogenase）

之活性，以比色的方式偵測活細胞的數量，用來觀察細胞增生（Cell 

proliferation）。將 1.5x104 個細胞培養於 96 孔盤 (96 well)中，細胞貼

附於 well 中約七、八分滿時，在分別依不同特定 OPN 濃度處理細胞
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24 小時，去除 DMEM/F12 medium，再加入已配置好的 solution（MTS 

solution 20 μl + 200 μl DMEM/F12 medium）於每一個 96 well 中，反

應 4 小時後，於 490 nm 讀取 formazan 的吸光數值。本實驗皆重複三

次。 

 

五、 Scratch wound assay 

觀察細胞接受 OPN 的刺激後是否會移行。將 1x106細胞培養於 6 

well culture dish 24 小時後，細胞貼附於培養皿上約七、八分滿時，

吸掉上清液，使用滅菌後的 pipette tip 於 well 中間劃一條線，再用 PBS

清洗 well 兩次，接著加入不含 10% FBS 和 no phenol red 的 

DMEM/F12 medium 3 ml，加入待測物（chemoattractant）如 OPN、

anti-αvβ3 integrin antibody、E2刺激，經培養不同的時間點，再到顯微

鏡下觀察細胞是否會經由待測物的刺激而產生移行。 

 

六、 Matrigel® invasion assay 

此實驗使用BD BioCoatTM MatrigelTM Invasion Chamber（BD 

Biosciences, Bedford, MA）來觀察OPN是否能使HEC-1A細胞有侵入

的能力 ( Figure 7 ) 。將5x104細胞培養於BD Falcon Cell Culture Insert

（為上層的chamber），加入不同濃度的OPN於不含10% FBS和phenol 

red free DMEM，此實驗待測藥物為OPN和anti-αvβ3 integrin，另外在
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下層BD Falcon TC Companion plate 中，加入不同濃度的藥物後，置

於5% CO2、37℃的培養箱，22小時。將上層的Cell Culture Insert取出，

置於新的BD Falcon TC Companion plate，再顯微鏡下計數於Matrigel

中間和上面的細胞，皆各數三個視野下的細胞，另外再計數舊的BD 

Falcon TC Companion plate（有invasion能力的細胞皆掉落於此plate

內）細胞數，各數三個視野下的細胞。本實驗皆重複三次。 

 

七、組織蛋白質製備（Preparation of tissue lysate） 

      將組織使用研砵磨碎，收集於1.5 ml 微量離心管(eppendorf tube) 

加入100 μl protein lysis buffer（pH 7.4  20 mM Tris-HCl, 125 mM 

NaCl, 1 mM MgCl2, 25 mM β-glycerophosphate, 100 μM PMSF, 1% 

Triton, 1μg/ml apotinin, 50mM NaF, 1mM sodium orthovanadate ），置

於冰上作用30分鐘，使組織內的細胞膜可被打破，再用sonication 均

質打破細胞，蛋白質可以完全釋出，以8500×g  4℃，離心30分鐘。

收集之上清液為蛋白質萃取液，以西方墨點法來觀察子宮組織OPN蛋

白質的表現。 

 

八、細胞蛋白質製備（Preparation of cell lysate） 

   將1x106細胞培養於10 cm培養皿24小時，細胞貼附於培養皿上約

六分滿時，吸掉上清液，以1x PBS清洗一次，加入no phenol red 、FBS 
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DMEM/F12 medium 約24小時，依不同的時間點加入10 nM E2或100 

nM P4後收集細胞。分別收集不同時間點刺激下收集的細胞，收取cell 

pellet，均勻加入100 μl protein lysis buffer，置於冰上作用30分鐘，再

用sonication 均質打破細胞，蛋白質可以完全釋出，以8500×g 4℃，

離心30分鐘，收集之上清液為蛋白質萃取液，以西方墨點法來觀察細

胞內OPN蛋白質的表現。 

 

九、培養液蛋白質製備（Preparation of conditional medium） 

將1x106細胞培養於10 cm培養皿24小時，細胞以1x PBS清洗一

次，加入no phenol red 、FBS DMEM/F12 medium 約24小時，依不同

的時間點加入10 nM E2或100 nM P4後收集細胞。將10 nM E2或100 nM 

P4 經過不同時間點刺激下，收集細胞培養液，600×g 4℃，離心10分

鐘，將細胞碎片及死細胞去除，取出上清液，利用低溫真空抽乾法濃

縮培養液中細胞所分泌的蛋白質。 

 

十、 蛋白質定量 

定量原理是利用Bradford Method經由Coomassie Brilliant Blue 

G-250 reagent 和蛋白質結合的特性。G-250與蛋白質結合後，顏色會

從紅色變為藍色，以光源595nm波長進行偵測，蛋白質濃度越高，其

吸光值會越高。Bio-Rad protein assay dye先以去離子水依1：4之比例
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稀釋五倍後，用Whatman No.1濾紙過濾後，於每一試管加入1 ml過濾

液。以0.2 mg/ml、0.4 mg/ml及0.8 mg/ml之BSA作為標準液，測量各

點吸光值後來製定吸光值與蛋白質濃度的標準曲線。在裝有過濾液之

試管加入1-3 μl的待測蛋白液，以595 nm波長測定吸光值，比對標準

液曲線計算待測物之蛋白質濃度。 

 

十一、西方墨點法 

1. SDS-PAGE gel preparation 

   Gel 分為兩層，上層為stacking gel，配置方法為3.2 ml ddH2O中，

分別加入515 μl的40% acrylamide/bis、412.5 μl的1.5M Tris-HCl

（pH6.7）、41.25 μl的10% sodium dodecyl sulfate（SDS）、41.25μl

的 10% ammonium persulfate （ APS ） 及 8.25μl N,N,N′, 

N′-tetramethylenediamine（TEMED）後，待膠體凝固。下層膠為10% 

separation gel，配方為在4.577ml dd H2O中，分別加入937.5μl的3 M 

Tris-HCl（pH8.9）、1.875 ml的40% acrylamide/bis、75 μl的10%  sodium 

dodecyl sulfate（SDS）、37.5μl的10% ammonium persulfate（APS）及

7.5 μl N,N,N′, N′-tetramethylenediamine（TEMED）後，待膠體凝固。 

2.電泳（electrophoresis） 

  將電泳膠片置於電泳槽中並填滿電泳緩衝液（running buffer），取

定量50μg的待測物蛋白質萃取液與0.35 M protein loading dye混合
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後，於95℃下加熱5分鐘作用結束後立刻置於冰上冷卻，將處理好的

蛋白質萃取液注入每一個well中，以10 % SDS-PAGE gel調整電壓至

90 voltage進行電泳分析。約三小時後即可停止電泳並進行蛋白質的

轉印。 

3.轉印（Transfer） 

    剪裁適當大小之PVDF membrane，以100% methanol潤濕後，以去

離子水洗淨浸泡備用。電泳結束後將SDS-PAGE gel由玻片上取下放

在3M paper上，再將PVDF membrane覆蓋於SDS-PAGE gel上，以油性

筆在PVDF membrane上將marker的位置標示清楚，再覆蓋一層3M 

paper，於 4 ℃低溫環境以400 mA之電流轉印100分鐘即完成。 

4.免疫轉漬（immunoblot） 

  轉印完成後，將PVDF membrane以含5%脫脂奶粉的tris buffered 

saline with Tween-20（TBST）blocking buffer作用1小時後，倒掉

blocking buffer，以1x TBST清洗三次，各十分鐘。清洗完畢後加入

primary antibody（anti-OPN antibody、anti-GAPDH antibody、anti-actin 

antibody）抗體作用兩小時後，再以1x TBST清洗三次，各十分鐘，

接著加入secondary antibody（anti-mouse IgG conjugated horse radish 

peroxidase（HRP））特異性抗體作用40分鐘後，以1x TBST清洗四次，

各十分鐘，最後以enhanced chemiluminescence（ECL）做呈色。利用
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ECL呈色的方式，在PVDF membrane上覆蓋ECL buffer作用一分鐘至

五分鐘顯影。 

 

十二、分析細胞內相關基因的表現 

 （1）RNA的抽取與純化 

      所有使用的器具均以RNaesZAP處理，以除去RNaes，再使用

QIAGEN RNeasy Mini Kit，首先將Buffer RLT與β-mercaptoethanol以

100:1混合，加入350或600 μl 混合液於已處理好之細胞培養皿中，混

合均勻後，加入同體積的70%酒精，再次均勻混合，吸取到RNeasy mini 

column中，離心8000×g 15秒後倒掉濾液。加入700μl Buffer RW1到

mini column中，離心8000×g  15秒後倒掉濾液。加入500 μl Buffer RPE

到mini column，離心8000×g  2分鐘後倒掉濾液，更換新的離心管，

再離心8500×g  1分鐘，確保未殘留試劑於column。最後換新的離心

管，在column中加入30-50 μl RNase-free water，靜置一分鐘後，離心

10000 rpm 1分鐘，所得濾液即為RNA萃取液。 

（2） 轉錄聚合酵素鏈鎖反應（Reverse transcription polymerase chain 

reaction, RT-PCR） 

以1μg RNA在50 μl反應混合液，反應混合液包括四種dNTP各200 

μM、1× Reaction Buffer（25 mM Tris-HCl, 0.1 mM MgCl2, 0.75 M KCl, 

pH 8.3）、100 mM Oligo dT、dithiothreitol（DTT）與5U MMLV Reverse 
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transcriptase，反應的溫度設定為37℃作用60分鐘。 

（3）聚合酵素鏈鎖反應（polymerase chain reaction, PCR） 

本實驗以1 μg cDNA在50 μl反應混合液，最終反應混合液包括四種

dNTP mixture 200 μM、引子各0.8 μM、1.0 U Super-them DNA 

polymerase與1倍PCR reaction buffer（0.01% gelatin, 0.1% Triton X-100, 

50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, and 10 mM Tris-HCl, pH 9.0）。反應的溫

度及時間設定為95℃變性（denaturation）5分鐘，95℃變性40秒、56℃

引子接合（annealing）40秒、72℃引子延伸（primer extension），以

Mini cycleTMPCR machine（MJ Research Watertown City, MA）進行

25或35個循環反應，而後以72 ℃引子延伸5分鐘。所用cDNA引子列

於 Table 1。 

（4）電泳（electrophoresis） 

取6 μl PCR產物，以1.2％ agarose gel、100伏特電壓下，在Mupid-2J

迷你水平電泳槽（Cosmo Bio, Tokyo, Japan），使用0.5倍TBE緩衝液

（0.1M Tris, 0.1M boric acid, 2 mM EDTA-Na2, pH8.0）進行瓊膠電

泳。再以ethidium bromide（50 μg/ml）進行5~10分鐘的染色，於紫外

光線透視燈（Viber Lourmat photo-print 008-SD, Cedex, France）下檢

視DNA的長度。 

 

十三、 Gelatin zymography 
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1. Gelatin gel preparation： 

Zymography gel分為兩層，上層為stacking gel，泡製方法與西方墨

點法相同。下層為10% separation gel，泡製方法為在10.2 ml ddH2O

中，分別加入5 ml的40% acrylamide/bis、2.5 ml的3M Tris-HCl

（pH8.9）、2 ml的10 mg/ml gelatin、200 μl的10% SDS、100 μl的10% 

ammonium persulfate（APS）及20 μl N,N,N′, N′-tetramethylenediamine

（TEMED）後，待膠凝固即完成。 

2. 實驗方法 

製備1% gelatin SDS-PAGE電泳膠片，將電泳膠片置於電泳槽中並

填滿電泳緩衝液（running buffer）。將10 μl sample( medium)，加入

10 μl 2x sample buffer(2.5ml 0.5M Tris-HCl,pH 6.8、4 ml 10% SDS、2 

ml glycerol、0.5 ml 0.1% Bromophenol blue)，靜置10分鐘。將sample

混合液loading到電泳片中，以125伏特進行電泳。約2小時後，將電泳

片拆下，加入50 ml的25% Triton X-100 denature buffer，在室溫下輕搖

30分中。倒掉denature buffer之後，加入約30 ml的developing buffer ( 50 

mM Tris-HCl、5mM CaCl2、0.2M NaCl、0.02% Brij 35)，於37℃恆溫

下反應20個小時。將反應完後的膠片，以staining solution (0.25% 

commasie blue、10% acetic acid、50% methanol)染色30分鐘，之後再

以destain solution（50 ml methanol、10 ml acetic acid、40 ml ddH2O）
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來進行退染並觀察結果。 

十四、 Small interference RNA 

  首先於 6 well中種 2x105 細胞，約5或6成滿後可進transfection。

將pre-design siRNA（Ambion）送入細胞，其siRNA序列於Table 2。

將DMEM/F12 medium吸掉後，加入1 ml OPTI-MEM，另外準備1.5 ml 

vial，將約2.5~6 μl Lipofectamine 2000 於500 μl OPTI-MEM 室溫下反

應5分鐘，再將100 pmol siRNA加入，室溫下反應25分鐘後,再加入6 

well中，經過4.5小時後進行recovery，加入1.5ml的DMEM/F12含有FBS 

medium overnight。隔日早上換置新鮮的DMEM/F12 medium 2ml於已

經transfection的 6 well中，依加藥後的24或48小時收細胞。 

 

十五、雷射共軛焦顯微鏡 

1. 雷射共軛焦顯微鏡 

本實驗使用共軛焦顯微鏡（TCS SPS AODS, Leica, Germany）來

觀察經由不同濃度OPN處理後，細胞內actin的改變及分布情形。 

2.螢光染劑 

   Phalloidin，可與細胞內的actin結合，主要是從死亡的Amanita 

phalloides蕈菇分離出來，一個稱為Phallotoxin的bicyclic peptide，再接

上綠色螢光，其激發波長（excitation）488nm與放射波長（emission）

為518nm，以藍色光源照射後發散青綠色螢光。本實驗主要是將HEC-1
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細胞經由不同濃度OPN刺激下，利用phalloidin來觀察細胞內actin的變

化。另外我們也利用DAPI染料來來標定細胞核的位置。DAPI是針對

細胞核之DNA染色，在激發波長為350nm與最大放射波長為450nm，

在紫外光濾鏡下呈現藍色。 

3. 細胞處理 

   將1x106細胞培養於 0.17mm 蓋玻片上，置於6 well培養盤附著生

長，約七、八分滿後，加入不同濃度的OPN，吸掉DMEM/F12 

medium，1X PBS清洗兩次，加入 Fix solution（4% Formaldehyde及 

0.03M sucrose）室溫1小時，1小時後吸掉Fix solution，加入Extract

（Fix solution+ 0.1% Triton x-100）室溫15分鐘，接著加入Blocking 

solution （5mg/ml BSA）1至2小時於室溫，1X PBS清洗兩次，加入

75μl 5U的phalloidin 20分鐘，此時為螢光染劑，所以要開始避光，20

分鐘後，1X PBS清洗兩次，加入1 μM DAPI約三分鐘後，1X PBS清

洗三次，即可將玻片加入少許的抗退劑 VECTASHIELD® Mounting 

Medium延緩螢光時間減退（photobleaching）的速度，維持螢光至少

在50%以上。在細胞處理好後，將抗退劑加在載玻片上，覆蓋蓋玻

片後，以雷射共軛焦顯微鏡觀察。 

 

十六、放射免疫測定法(Radioimmunoassay) 

我們收集4位正常女性與5位子宮內膜異位患者經超排卵後的濾
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泡液，利用放射免疫測定法，分別使用RIA E2 analysis Kit 和RIA P4 

analysis Kit  ，來偵測濾泡液中E2和P4的濃度。 

 

十七、統計分析 

    以Student’s paried test作分析，p < 0.05表示具有統計意義。實驗

結果以mean + standard deviation（S.D）表示。 
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第三章 實驗結果與分析 
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實驗結果與分析 

一、 子宮內膜組織中 OPN 含量 

為探討 OPN 在子宮內膜異位中所扮演的角色，首先我們收集患

有子宮內膜增生（endometrium hyperplasia）、肌瘤（myoma）、腺肌

瘤（adenomyosis）病患的正位子宮內膜組織（eutopic endometrium），

萃取組織中的蛋白質，利用西方墨點法來測定組織中 OPN，測得主

要有 50、32、25 kD 的 OPN，實驗結果如 Figure 4A 。我們以 50 kD 

OPN 作定量分析，並且以子宮內膜增生為實驗對照組，結果發現在

子宮肌腺 (adenomyosis)患者的子宮內膜組織中OPN表現量增加至對

照組的 23.6%( n=5，p <0.05）。另外，子宮肌瘤(myoma)病患的子宮

內膜組織中 OPN 表現量增加至子宮內膜增生病患的 6%（n=6）並沒

有明顯差異（Figure 4B）。 

 

二、在子宮內膜異位病患的腹膜液、濾泡液、巧克力囊腫體液及精漿

中 OPN 含量。 

我們將子宮內膜異位病患的腹膜液、濾泡液及巧克力囊腫濾泡

液，萃取蛋白質，利用西方墨點法來測的體液內 OPN 的含量。我們

進一步使用軟體分析，由 recombinant OPN 1.5μM 為標準樣本來定量

各種體液中 OPN 含量，結果顯示子宮內膜異位病患的腹膜液、濾泡
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液、巧克力囊腫液及精漿中，OPN 濃度約為 15.3μM、14.8μM、15μM

及 0.9μM（Figure 5）。我們發現在子宮內膜異位患者體液中與對照

組和其他體液如精漿作比較，OPN 會大量表現。 

 

三、OPN 對子宮內膜細胞移行能力（migration）的影響 

接下來我們想更進一步的去探討 OPN 對於子宮內膜細胞移行、

侵入、增生等能力的影響，在移行方面，利用 Scratch wound assay 方

法來觀察子宮內膜 HEC-1A 細胞移行。我們發現當 HEC-1A 細胞分別

1.25μM、2.5μM、5μM 及 10μM OPN 刺激，處理不同時間點 0 小時、

6 小時、12 小時、24 小時、48 小時，於 37℃、5% CO2 環境下，觀

察移行的能力，結果顯示隨著處理的濃度及作用時間增加而增加移行

的能力。另外，我們以 αvβ3 integrin 的抑制劑，500 ng/ml（anti-αvβ3 

antibody）進行分析，處理不同時間點 0 小時、6 小時、12 小時、24

小時、48 小時，發現 anti-αvβ3 antibody 會減緩或抑制由 OPN 引發的

細胞移行能力（Figure 6）。 

 

四、 OPN 對子宮內膜細入侵能力（invasion）的影響 

   我們使用 BD BioCoatTM MatrigelTM Invasion Chamber（BD 

Biosciences, Bedford, MA）來定量 OPN 入侵的能力。我們將細胞培

養於 BD Falcon Cell Culture Insert（為上層的 chamber）及在下層 BD 
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Falcon TC Companion plate 中分別加 1.25μM、2.5μM 、5μM 、10μM

的 OPN，置於 5% CO2、37℃的培養箱，22 小時。我們發現當細胞

於 1.25μM OPN 處理後細胞入侵能力較對照組增加 68.8％ ± 4.5％

（n=3, p<0.05）。於 2.5μM OPN、5μM OPN 及 10μM OPN 的處理發

現各組細胞入侵能力較對照組增加 71.6% ± 7.4%（n=3, p<0.05）、 

75.8% ± 7.9 %（n=3, p<0.05）及 72.5% ±2.1%（n=3, p<0.05）。另外，

當我們以 1μg/ml αvβ3 integrin 的抑制劑（anti-αvβ3 antibody）進行處

理 24 小時，發現 αvβ3 integrin 的抑制劑的添加其入侵能力會減緩，

其入侵能力較對照組增加 40.3% ± 2.1%（n=3, p<0.01）（Figure 7）。 

 

五、 OPN對cell proliferation的影響 

利用MTS assay來觀察OPN對細胞增生（proliferation）。當細胞分別

以1.25μM、2.5μM 、5μM 、10μM OPN處理24小時下，隨著OPN

濃度增加時，490nm的吸光數值並無明顯增加，所以我們發現

HEC-1A細胞並不會隨著OPN濃度增加而有明顯增生的現象（Figure 

8）。  

 

六、 雌激素對子宮內膜細胞 OPN 表達的影響。 

接下來我們更進一步探討 OPN 是否會經由雌激素和黃體素所

調控。首先我們 RT-PCR 方法來觀察，1×106 細胞經由 10 nM E2作
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用於 1 小時~24 小時後，OPN mRNA 表現增加，於 9 小時表現最大

量（Figure 9A）。接下來我們利用 Western blot 來觀察 HEC-1A 細胞

經由 10nM E2處理後，我們發現 OPN 蛋白質的表達會隨著刺激的時

間增加而表現增加，以 6 小時和 9 小時最為明顯（Figure 9 B）。進

一步定量 OPN 的含量發現於 6 小時和 9 小時處理的 OPN 增加了

54.1% ± 21.3%（n=3, p<0.05）及 65.9% ±20.4%（n=3, p<0.05） (Figure 

9C)。 

 

七、 黃體素對子宮內膜細胞 OPN 表達的影響。 

   1×106 細胞經由經由 100 nM P4處理後發現 OPN mRNA 隨著作

用時間的增加而增加，於 6 小時作用其表現最大量（Figure 10A）。

接下來於 Western blot 來觀察細胞 OPN 表達的情形。我們發現 OPN

蛋白質的表達亦會隨著刺激的時間增加而表現增加，以 24 小時最為

明顯（Figure 10 B）。 經定量分析後發現 24 小時的處理其 OPN 增

加了 100.6% ± 31%（n=3, p<0.05）（Fig 10 C）。若與 10 nM E2的作

用比較發現，100 nM P4的作用較 10 nM E2作用影響 OPN 表現量大。 

 

八、 雌激素及黃體素對子宮內膜細胞 OPN 表達的影響。 

我們進一步觀察 E2及 P4共同處理後對 OPN 的影響。HEC-1A

細胞經由 10nM E2與 100 nM P4共同作用於 1 小時、3 小時、6 小時、
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9 小時、12 小時、24 小時後，OPN mRNA 表現會隨著時間增加而

表現增加（Figure 11A）。接下來我們利用 Western blot 和定量分析

來觀察細胞內 OPN 的表達，我們發現 OPN 蛋白質的表達不會隨著

刺激的時間增加而增加蛋白表現（Figure 11B 和 11C）。 

 

九、 雌激素及黃體素對子宮內膜細胞移行能力的影響。 

前面的實驗結果顯示雌激素和黃體素可促進OPN表現，接著繼

續探討是否也會造成細胞移行。我們利用Scratch wound assay方法來

觀察HEC-1A細胞移行。當HEC-1A細胞單獨處理於50nM E2或100 

nM P4時，發現細胞於24小時及48小時具有明顯移行的能力。我們使

用αvβ3 integrin的抑制劑（Anti-αvβ3 antibody）處理則會減緩或抑制

移行能力。但是當HEC-1A細胞於10nM E2或100 nM P4共同處理時，

發現細胞不具有明顯移行的能力（Figure 12）。所以我們推測HEC-1A

細胞於50nM E2刺激下，可以增加OPN表現量經由αvβ3 integrin促使

細胞移行。此外，當我們使用不同濃度配比的E2 和P4共同處理，除

了10nM E2或100 nM P4配比外，其餘濃度細胞皆具有移行能力

（Figure 13）。 

 

九、在子宮內膜異位患者濾泡液中E2 和P4濃度。 

我們利用radioimmunoassay（RIA）kit來偵測子宮內膜異位患者
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與對照組經超排卵所取出濾泡液中E2 和P4濃度，我們將進一步將E2 

和P4濃度比例分析，經由以上的結果，發現對照組E2 和P4含量比例約

為1:10（0.805μM：9.35μM），而子宮內膜異位病患體內的E2 和P4含

量比例約為1:40（0.724μM：31.263μM），所以我們推測E2 和P4含量

比例不同會促進細胞移行，造成子宮內膜異位的形成（Figure 13）。 

 

十、OPN siRNA對細胞移行的影響。 

為進一步確認OPN在促使細胞產生移行及入侵上的角色，所以我

們進行Small interferen RNA實驗。來確認細胞內OPN的表現

konckdown後，對細胞特性的影響。將100 pmol OPN siRNA進行，

transfection至HEC-1A細胞內，利用RT-PCR(figure 15A)及Western 

blot(figure 15B)來進行確認其效率。我們發現當細胞以OPN siRNA 

transfection後，細胞內可以knockdown OPN mRNA與蛋白質的表現。  

再以 Scratch wound assay 方法來觀察 HEC-1A 細胞內的 OPN 

knockdown後細胞是否移行。如Figure 15 C 我們發現將HEC-1A細胞

的OPN knockdown後，可減緩細胞移行，但當外加入OPN 10μM後，

會增加細胞移行現象。另外，將HEC-1A細胞的OPN knockdown後，

再加入10 nM E2，我們發現細胞移行現象有減緩的趨勢（Figure 15）。 

 

十一、Secreted OPN的測定。 
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我們接下來要繼續探討E2 和P4是否會促進HEC-1A細胞產生

Secreted OPN表現。我們收集各組不同加物作用24小時後，各組別的

conditioned medium，利用西方墨點法來觀察。當細胞在以10nM E2、

100nM P4刺激24小時後，有Secreted OPN表現。經由10nM E2和100nM 

P4共同作用或是將細胞內的OPN knockdown後添加10nM E2，皆會減

緩Secreted OPN表現（Figure 16）。 

 

十二、共軛焦顯微鏡觀察細胞內 actin 分佈的情形。 

    我們接下來要更進一步來探討細胞的移行能力是否與細胞骨架

actin 位置改變有關，我們利用帶有螢光的可以辨識細胞內 actin 蛋白

的 phalloidin 作用於已處理不同 OPN 濃度的細胞，並以 DAPI 來標定

細胞中細胞核的位置，使用雷射共軛焦顯微鏡來觀察細胞內 actin 分

佈情形。結果如 Figure 17，我們發現當以 OPN 處理的細胞會有移行

的現象，且與 actin remodeling 有關。結果顯示隨著濃度增加，細胞

內的 actin 會明顯表現且會出現僞足使細胞可以移行。另外當我們加

入 αvβ3 integrin 的抑制劑（500 ng/ml），發現細胞內的 actin 的表現

及僞足的產生皆減少。 

 

十三、OPN 經由 PI-3k 訊息路徑調控細胞移行能力。 

為了進一步確認 PI-3K 訊息傳遞路徑是否參與在由 OPN 所引發
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的細胞移行的分子調控機制中，我們使用了 PI-3K inhibitor

（Wortmannin）來進行分析其分子機轉。首先，我們利用Scratch wound 

assay 方法來觀察子宮內膜 HEC-1A 細胞移行。由於 OPN 可以引發細

胞移行現象，但在 1μM Wortmannin 處理 2 小時後，仍具移行的能力。

但經由 5μM 或 10μM Wortmannin 處理 2 小時後，則發現可減緩或抑

制由 OPN 引發的細胞移行能力（Figure 18）。所以，我們推測 OPN

在與αvβ3 integrin結合後，可經由PI-3K signal pathway調控細胞移行。 

 

十四、OPN 不經由 NF-κB 訊息路徑調控細胞移行能力。 

接下來我們要確認 nuclear factor-κB（NF-κB）訊息傳遞路徑是

否參與此分子調控中。利用西方墨點法來觀察細胞內 NF-κB 的表

現。將 HEC-1A 細胞前處理 1μM、5μM 和 10μM 的 Wortmannin 2 小

時後，再添加 10 μM OPN，我們發現細胞會隨著 Wortmannin 濃度增

加 NF-κB 會隨著濃度而表現增加，另外，單獨添加 Wortmannin 時，

NF-κB 也表現增加。當單獨加入 10 μM OPN 時，NF-κB 表現減少。

（Figure 19）。我們由以上實驗結果發現 NF-κB signal pathway 並不參

與於細胞移行。 

 

十五、OPN 會促進子宮內膜細胞產生 MMP-2 和 MMP-9 活性增加。 

    在 HEC-1A 細胞使用 1.25μM、2.5μM 、5μM 、10μM OPN 處理
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24 小時後，將 conditioned medium 收集後，利用 Gelatin zymography

方法，將 10% SDS-PAGE 中加入 Gelatin substrate，當細胞分泌出

MMP-2（Gelatinase A）和 MMP-9（Gelatinase B）時，可以消化 Gelatin 

substrate，經由 coomassie blue 染色後可產生透明的 band。我們發現

HEC-1A 細胞經由 1.25μM、2.5μM 、5μM 、10μM OPN 處理 24 小

時後，皆於 conditioned medium 中具有活性的 MMP-2（68 kD）和

MMP-9（86kD）（Figure 20A）。此外，我們也利用西方墨點法來觀察

細胞內 MMP-9 的表現。我們使用 1.25μM、2.5μM 、5μM 、10μM OPN

處理 24 小時後，發現經由 2.5μM 、5μM OPN 刺激後，MMP-9 會大

量表現（Figure 20B）。 
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第四章 討論 
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討論 

近期已有研究證實在人類子宮內膜中，會特別表現 αvβ3 

integrin(Lessey, 2002a)，另外在滋養層（trophoblast）和著床前胚胎的

上皮表面都會表現 OPN 及 αvβ3 integrin，所以 OPN 胚胎貼附至子宮

內膜的上皮細胞中扮演很重要的角色(Apparao et al., 2001)。近年來，

有許多研究推測在懷孕的過程中，OPN 是一個很重要的蛋白質，因

為 OPN 會明顯增加於豬、羊、兔、老鼠及人類的子宮(Apparao et al., 

2003; Garlow et al., 2002; Girotti and Zingg, 2003)。2007 年 Ryo Konno

等人經由動物實驗（rat model），將人類子宮內膜組織移植到大鼠內，

經由免疫組織染色發現OPN會大量表現於子宮內膜異位組織(Odagiri 

et al., 2007)，此外，他們在建置的子宮內膜異位的老鼠模式中，發現

OPN mRNA 會大量表現於正位子宮內膜(Konno et al., 2007)。但是在

2002 年也有文獻提出一個論點，他們認為子宮內膜異位患者的子宮

內膜其 OPN 表現並無改變，同時 αvβ3 integrin 表現亦有降低的現象，

進而導致子宮內膜異位患者的子宮內膜失去功能及生殖能力(Lessey, 

2002b)。 

在本研究中我們首先探討在子宮內膜異位病患的子宮內膜，OPN

的表現是否有影響，我們在患有子宮內膜增生（hyperplasia）、肌瘤

（myoma）、腺肌症（adenomyosis）病患的正位子宮內膜組織（eutopic 
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endometrium），發現在腺肌症病患的子宮內膜，OPN 會增加 23.6%( p 

<0.05），遠較子宮內膜增生、肌瘤增加（figure 4）。另外，我們也在

子宮內膜異位病患的腹膜液、濾泡液及巧克力囊腫液中，發現 OPN

含量約為 50 μg/ml（15 μM），所以在實驗設計時我們選用 OPN 的濃

度(1.25~10μM)於子宮內膜異位患者體液中濃度的範圍內。另外，我

們在其他液體如精漿（seminal plasma）中 OPN 含量約為 3 μg/ml（0.9 

μM），所以我們發現在子宮內膜異位患者體液內 OPN 會大量表現

（figure 5）。目前已有文獻指出在一些癌症病患的血清中 OPN 也會大

量表現含量約 0.5~2 μg/ml(Wai and Kuo, 2008)， 所以我們發現在子宮

內膜異位病患的子宮內膜中 OPN 大量表現，可能是引起此疾病的重

要因子之一。 

在許多癌細胞中（例如：乳癌、前列腺癌、胃、卵巢、肺癌和子

宮內膜癌）OPN 會大量表現，造成腫瘤的移行、侵入、增生、貼附

(Chakraborty et al., 2006; El-Tanani et al., 2006; Rangaswami et al., 

2006; Wai and Kuo, 2004)。在前列腺癌細胞中， OPN 會促進細胞移

行、侵入及增生，但分別透過不同的機制(Angelucci et al., 2004; Desai 

et al., 2007)；在乳癌細胞的研究中，OPN 會促進細胞移行、侵入及腫

瘤增生，也都經由不同的下游訊息傳遞(Chakraborty et al., 2008; 

Rodrigues et al., 2007)。近年來有文獻指出在人類的絨毛膜癌細胞、
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老鼠的黑色素瘤細胞及大腸腺癌細胞中都被證實 OPN 的大量表現會

導致細胞移行、入侵及腫瘤增生(Wai et al., 2005)。 

目前還沒有研究指出 OPN 在子宮內膜異位中的功能為何。我們

推測在子宮內膜異位病患，子宮內膜中大量表現 OPN，可能會促進

子宮內膜細胞的移行、侵入、增生。在我們的 HEC-1A 細胞模式的實

驗結果中，發現 OPN 在子宮內膜細胞大量表現時，會促進細胞移行、

侵入但不會有增生的現象（Figure 6, 7, 8），目前也尚未有 OPN 會促

進子宮內膜增生相關的文獻。因此我們推測子宮內膜異位的病患子宮

內膜因為 OPN 過度表現所以會促進細胞跑到子宮以外的地方，造成

異位但不會有增生的現象。  

   近期已有許多文獻推測在懷孕的過程中，OPN 是一個很重要的蛋

白質，可能會被荷爾蒙所調控，因為 OPN 會明顯增加於豬、羊、兔、

老鼠及人類的子宮(Apparao et al., 2003; Garlow et al., 2002; Girotti 

and Zingg, 2003)。1997 年的文獻指出在人類的絨毛膜上皮細胞的滋

養葉外層（syncytiotrophoblast layer）會分泌黃體素，促進滋養葉內層

（cytotrophoblast layer）表現 OPN，經由 paracrine 機制，可促進這兩

種細胞的貼附及訊息傳達(Omigbodun et al., 1997)。另有研究指出在

羊的子宮內黃體素也會調控 OPN，會大量表現在子宮腺狀上皮細胞

（glandular epithelium, GE）(Johnson et al., 2000)。在雌激素與 OPN
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研究方面，有研究指出在經由卵巢切除（ovariectomized, OVX）後老

鼠的管狀上皮細胞（luminal epithelium, LE）發現雌激素會誘導 OPN 

mRNA 表現增加而當雌激素與黃體素共同作用時則相反(White et al., 

2006)。我們的實驗結果中證實 HEC-1A 細胞經由 10nM 雌激素或

100nM黃體素刺激後可以促進OPN mRNA與蛋白質表現增加（Figure 

9 和 Figure 10），但當 10nM 雌激素與 100nM 黃體素共同作用時則相

反（Figure 11）。在 Ishikawa 細胞(為一株常見的子宮內膜細胞)中，

也發現黃體素會使 OPN 表現增加，而 β3 integrin 經由表皮生長因子

來調控，但在此文獻中作者發現當 Ishikawa 細胞經由 100nM 雌激素

與 10nM 黃體素共同刺激下 OPN 蛋白表現會增加(Apparao et al., 

2001)；另外我們也發現 HEC-1A 細胞經由 50nM 雌激素刺激後可以

經由 αvβ3 integrin 促進細胞移行（Figure 12）；HEC-1A 細胞經由

100nM 黃體素刺激後可以促進細胞移行；但當 10nM 雌激素與 100nM

黃體素共同作用時則減緩（Figure 12）。從以上的實驗結果，我們推

測HEC-1A細胞會經由雌激素刺激而大量表現OPN，與細胞上的αvβ3 

integrin 結合，而產生細胞移行。但是 HEC-1A 細胞也會經由黃體素

刺激而大量表現 OPN，是否會透過 αvβ3 integrin，機轉還未清楚。當

10nM 雌激素與 100nM 黃體素共同作用時，OPN 並無明顯表現的結

果與 2001 年 Apparao et al 在 Ishikawa 細胞使用 100nM 雌激素與



 

 53

10nM 黃體素刺激下結果相反，可能是使用濃度不一樣或是不同的細

胞株所導致結果有差異。另外，在 2001 年有文獻指出雌激素可增加

OPN 表現，在 estrogen-response element（5’-GGTCANNNTGACC-3’）

上有七個 steroid factor-response element（SFRE）相似的序列在 OPN 

promoter 上，使得雌激素接受器 α（estrogen receptor α）可結合至

promoter 而增加 OPN 表現(Apparao et al., 2001)，但目前還未有

progesterone receptor 會與 OPN promoter 結合相關的報導，所以當雌

激素與黃體素共同作用時是否會產生競爭 OPN promoter 上 binding 

site 機制尚未清楚。近年已經有研究指出子宮內膜異位是一種雌激素

依賴型的疾病，體內雌激素濃度較高(Kitawaki et al., 2002; Olive et al., 

2004)，在 2006 年有文獻提出利用 in vitro 細胞實驗中，子宮內膜異

位的子宮內膜中黃體素接受器表現降低，使黃體素無法正常作用，也

導致雌激素代謝不正常(Bulun et al., 2006)。當我們分別使用不同濃度

的雌激素與黃體素共同作用 24 小時和 48 小時後，發現細胞會產生移

行，但當 10nM 雌激素與 100nM 黃體素共同作用時則減緩（Figure 

13）。正常女性濾泡液中 E2 和 P4含量比例約 1:10 （18nM：155nM），

因此我們使用 10nM 雌激素與 100nM 黃體素比例近似正常女性體內

的荷爾蒙濃度，所以不會導致 OPN 過度表現進而促使細胞移行，在

我們的研究中也發現經過超排卵後，子宮內膜異位患者濾泡液中 E2 
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和 P4含量比例約 1:40，與對照組為正常女性的濾泡液中 E2 和 P4含量

比例約 1:10（0.805μM：9.35μM），比例明顯有差異 （Figure 13），

我們推測當 10nM 雌激素與 100nM 黃體素濃度配比改變後，比例不

平衡就會促進細胞移行而誘導子宮內膜異位的疾病產生。 

    接下來，我們想要更進一步的確認 OPN 在子宮內膜異位中，是

否扮演很重要的角色，我們使用了 small interfering RNA( siRNA)的技

術，在 in vivo 實驗中，將打入老鼠體內的乳癌細胞、大腸癌細胞內

OPN knockdown 後，發現老鼠體內的腫瘤增生、移行、入侵的現象

減緩(Chakraborty et al., 2008; Philip et al., 2001; Wai et al., 2005)。在我

們的實驗結果中發現將 HEC-1A 細胞內的 OPN knockdown，發現細

胞的移行現象減緩，另外，HEC-1A 細胞內的 OPN knockdown 後加

入 OPN，細胞產生移行現象，但是當加入雌激素後，移行現象減緩

（Figure 15）。從以上的文獻與我們的研究結果顯示在 HEC-1A 細胞

中，雌激素刺激了 OPN 大量表現後會促進細胞移行，所以我們推測

造成子宮內膜異位的因素，OPN 可能是一個很重要的因子。 

近期已經文獻指出在乳癌細胞中，OPN會透過 autocrine和

paracrine 的機制，來調控下游的訊息傳遞，造成血管新生

（angiogenesis）和乳癌細胞、上皮細胞移行（migration）(Chakraborty 

et al., 2008)。在老鼠的大腸癌細胞中，OPN會透過autocrine和paracrin
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的機制，來抑制一氧化氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)，促使腫瘤

增生(Wai et al., 2006)。從我們的實驗發現，我們發現當細胞於10nM E2

或 100nM P4 刺激 24小時後， conditional medium內含有分泌型

OPN(secreted OPN)。另外，當HEC-1A細胞內的OPN knockdown後再

給予10nM E2，分泌型OPN的含量減緩，此現象於10nM E2和100nM P4

共同刺激後，分泌型OPN的表現也減緩（Figure 16）。同時在scratch 

wound assay實驗中也發現細胞於10nM E2或100nM P4刺激24小時

後，皆有移行現象（Figure 13），但當HEC-1A細胞內的OPN knockdown

後再給予10nM E2，移行現象減緩（Figure 15）。所以經由實驗的結果

我們推測OPN經由雌激素或黃體素刺激後，大量表現出分泌型OPN

後，經由autocrine或paracrine的方式來調控細胞移行。 

有關於OPN的訊息傳遞方面的文獻報告中，在前列腺癌細胞中，

OPN 透過 αvβ3 integrin 進行 Rho GTPase 訊息傳遞，導致 actin 

remodeling，促使細胞移行，另外細胞入侵能力與MMP-9活性有關

(Desai et al., 2007)。在乳癌細胞， OPN會經由PI-3-kinase dependant 

Akt phophorylation活化MMP路徑，促進細胞移行、轉移(Das et al., 

2003; Philip et al., 2001)。在2008年有文獻指出OPN可以透過nuclear 

factor-κB（NF-κB）/ activating transcription factor-4（ATF-4）路經，

藉由autocrine和paracrine機制，來引發腫瘤血管新生和入侵及移行
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(Chakraborty et al., 2008)。在我們的實驗結果中，當細胞經由不同濃

度的OPN處理於24小時後，細胞可以增加移行能力之外也會產生

Actin remodeling (polymerization)，但是當我們加入αvβ3 integrin的抑

制劑（500ng/ml）會減緩或抑制移行能力和actin remodeling（Figure 

17）。另一方面，將HEC-1A細胞在不同濃度的Wortmannin（PI-3K 

inhibitor）處理下，可減緩移行的能力（Figure 18）。但在Figure 19的

結果顯示，細胞會隨著Wortmannin（PI-3k inhibitor）濃度的增加，

NF-κB蛋白質表現增加，但在Wortmannin抑制PI-3K的作用後，我們

發現細胞內並不移行。所以我們推測OPN會透過PI-3K訊息傳遞路徑

來調控細胞移行，但是是否能透過PI-3K/NF-κB路徑調控細胞移行，

我們必須使用NF-κB inhibitor或是PI-3K inhibitor與NF-κB inhibitor共

同作用，才能更進一步的確認OPN是否也可經由PI-3K/NF-κB來調控

細胞移行。目前已有文獻指出NF-κB路徑與細胞存活（cell survival），

抑制細胞凋亡（apoptosis）有關(Denhardt et al., 2001; Wai and Kuo, 

2004)，但在子宮內膜細胞中機制尚未清楚。 

近年來已有文獻指出，在不同細胞中，OPN會誘導MMP活性，

進而促進細胞移行、侵入(Fedarko et al., 2004; Philip et al., 2001; Wai 

et al., 2005)。也有研究指出MMP和子宮內膜異位也有相關，在子宮

內膜異位病患的組織中發現MMP-2、MMP-9表現會大量增加
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(Shaco-Levy et al., 2008)。在我們的研究結果顯示，HEC-1A細胞經由

不同濃度的OPN處理後，會產生具有MMP-2、MMP-9的表現（figure 

20）。從以上的實驗結果，我們推測HEC-1A細胞可能經由PI-3K路徑，

來促進細胞內actin remodeling及活化MMP-2、MMP-9，可使細胞產生

移行能力，但是細胞入侵的能力是否是經由PI-3K路徑，機制還不清

楚。 

經由本次的論文研究主題中，我們發現 OPN 在子宮內膜異位中

扮演很重要的角色，可能是造成子宮內膜細胞的移行、入侵，一個很

重要的因子。另外，雌激素與黃體素的研究方面，雌激素與黃體素皆

會促進 OPN 表現，而子宮內膜病患體內的雌激素與黃體素濃度比例

不平衡，可能會誘導子宮內膜細胞 OPN 大量表現，經由 autocrine 或

是 paracrine 機制，進行下游 PI-3K 路徑而促進細胞移行（figure 21）。

未來，希望能利用動物模式來模擬子宮膜異位，更加以確定 OPN 於

子宮內膜異位中為一個標靶基因，對於子宮內膜異位的治療與篩檢能

有更大的幫助。 
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第六章 圖表 
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Table 1. 本研究中所使用的引子 DNA oligonucleotides 序列。 
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Table 2. 本 研 究 所 使 用 siRNA OPN single stranded RNA 

oligonucleotide。 
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Figure 1. SIBLING family 基因的染色體位置與人類骨橋蛋白的基因

結構(Rodrigues et al., 2007)。人類 OPN 基因位於染色體 4 長臂

q21-q23，屬於 SIBLING family，其基因共含 7 個 exon。 
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Figure 2.骨橋蛋白functional domain。A圖為R159~D161可與αvβ3或

αvβ5等結合，D298~S305為CD44結合區域(Wai and Kuo, 2004) 。B圖

為骨橋蛋白基本組成，包含integrin結合位置，thrombin蛋白酶切割的

位置，RGD分別為arginine-glycine-aspartate (Johnson et al., 2003a)。 
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Figure 3. 骨橋蛋白於細胞中有不同的訊息傳遞路徑。可經由與細胞

膜上的αvβ3 integrin或 CD44結合活化不同的訊息傳遞，來促進細胞

移行、腫瘤生長及轉移(Rangaswami et al., 2006) 。NIK：nuclear factor 

inducing kinase，PI-3k：phosphatidylinositol 3- kinase，  NF-κB：

nuclear-factor kappa-B，MMP：matrix metalloproteinase，uPA：urokinase 

plasminogen activator。 
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Figure 4. 子宮內膜組織中 OPN 的含量。由我們收集 25 位患有子宮

內膜、肌瘤、腺肌症的正位子宮內膜組織（eutopic endometrium），利

用西方墨點法來測定組織中 OPN 的含量，OPN 有主要的三種分子量

分別為 50、32、25 kD 的 OPN（圖 A）。以 50 kD OPN 進行定量分析，

發現在異位組織中的 OPN 有較高的表現量，C：Control（endometrium 

hyperplasia），M：myoma，A：adenomyosis。以 t-Test 統計運算 

*p<0.05。 

A 
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Figure 5.在子宮內膜異位病患的腹膜液、濾泡液及巧克力囊腫液中

OPN 定量。我們利用西方墨點法作成量化圖，使用 0.5μg/ml 

recombinant OPN 為 Control，與病患體內的腹膜液(n=5)、濾泡液(n=3)

及巧克力囊腫濾泡液中 OPN 含量作比較。此外，我們同時測定精漿

OPN 含量，用以比對。我們發現病患體內的腹膜液、濾泡液及巧克

力囊腫體液明顯有大量 OPN 表現。PF 為 peritoneal fluid, FF 為 follicle 

fluid, CF 為 chocolate cyst fluid, SP 為 seminal plasma。 



 

 75

 
  

Figure 6. OPN 對子宮內膜細胞移行能力（migration）的影響。利用

Scratch wound assay 方法來觀察子宮內膜 HEC-1A 細胞移行。我們發

現 HEC-1A 細胞的移行能力會隨著不同濃度的 OPN 刺激或處理時間

而增加。另外，我們以 500 ng/ml αvβ3 integrin 的抑制劑進行分析，

發現 anti-αvβ3 antibody 會減緩或抑制由 OPN 引發的細胞移行能力。 
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Figure 7. OPN 對子宮內膜細胞入侵能力（invasion）的影響。我們使

用 BD BioCoatTM MatrigelTM Invasion Chamber 來定量 OPN 入侵的能

力。我們發現當 HEC-1A 細胞於不同濃度的 OPN 刺激下，皆增加其

入侵的能力。另外，我們當以 1μg/ml αvβ3 integrin 的抑制劑（Anti-αvβ3 

antibody）進行處理，發現 αvβ3 integrin 的抑制劑會減緩或抑制入侵

能力。數值以 mean±SD (standard deviation), n=3。*p<0.05，

**p<0.01 。 
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Figure 8. OPN對cell proliferation的影響。利用MTS assay來測定OPN

對cell proliferation的影響。我們發現當HEC-1A細胞於不同濃度的

OPN刺激下，隨著OPN濃度增加時細胞並無明顯增生現象。數值以

mean±SD (standard deviation), n=3, C為control。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 78

 

 
 

Time (h)
C 1 3 6 9 12 24

O
P

N
/G

AP
D

H
 (%

)

0

50

100

150

200

 

Figure 9. 雌激素對子宮內膜細胞OPN表達的影響。A圖利用RT-PCR

來分析HEC-1A細胞經由10nM E2於不同作用時間處理，我們發現OPN 

mRNA的表達會隨著刺激的時間增加而表現增加，OPN RT-PCR的產

物為908bp，β-actin的產物為450bp。B圖以西方墨點法來觀察HEC-1A

細胞經由10nM E2不同時間作用後，OPN蛋白質的表達以6小時有顯著

性的增加，OPN為50kD，GAPDH為37 kD。C圖為圖B的量化圖(n=3) 

*p<0.05。 

A. 

B. 

C. 
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Figure 10. 黃體素對子宮內膜細胞OPN表達的影響。A圖利用RT-PCR

來觀察HEC-1A細胞經由100 nM P4 於不同作用時間處理，我們發現

OPN mRNA的表達會隨著作用時間的增加而增加表現。B圖以西方墨

點法來定量細胞經由100 nM P4處理後OPN表達的變化，結果發現於

24小時作用後OPN有顯著性的增加。C圖為圖B的量化圖 (n=3) 

*p<0.05。 

C. 
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Figure 11. 雌激素及黃體素對內膜細胞OPN表達的影響。A圖利用

RT-PCR來測定OPN mRNA 的含量。我們取用1×106 HEC-1A細胞經由

10nM E2與100 nM P4共同添加並作用於不同時間後，我們發現OPN 

mRNA的表達會隨著刺激的時間增加而表現增加。B圖以西方墨點法

來OPN含量，結果顯示OPN蛋白質表達未隨著作用時間的增加而增

加。C圖為圖B的量化圖。 

A. 

B. 
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Figure 12. 雌激素與黃體素對子宮內膜細胞移行能力的影響。利用

Scratch wound assay方法來觀察HEC-1A細胞移行能力。當細胞於50 

nM E2作用下，具有移行的能力。另外，我們用500ng/ml αvβ3 integrin

的抑制劑會減緩或抑制移行能力。當細胞於100nM P4刺激下，細胞的

移行能力增加。另外，經由10nM E2與100nM P4共同作用下，細胞的

移行現象減緩。 

 
 



 

 82

 

Figure 13.不同濃度的雌激素與黃體素對子宮內膜細胞移行能力的影

響。利用Scratch wound assay方法來觀察HEC-1A細胞移行。我們使用

不同配比的E2 和P4分別培養細胞至48小時。結果顯示除10nM E2 和

100nM P4共同作用後，細胞無明顯移行現象，其餘各組不同E2 /P4配

比的作用，皆使細胞產生移行。 
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Figure 14. 在子宮內膜異位患者與正常人濾泡液中E2 和P4含量比例。 

我們收集不同患有子宮內膜異位患者經超排卵後的濾泡液，並以RIA

來測定E2和P4的濃度。cotrol為對照組(正常女性)，endometriosis為子

宮內膜異位 。 
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Figure 15. OPN siRNA對細胞移行的影響。HEC-1A細胞進行OPN 

knockdown 試驗，利用RT-PCR(A圖)及Western blot(B圖)來確認細胞

內OPN表現konckdown的可信度，OPN RT-PCR的產物為908bp，β-actin 

RT-PCR的產物為450bp。C圖則利用Scratch wound assay方法來觀察

HEC-1A其細胞移行能力的影響。我們觀察於OPN knockdown細胞或

是 OPN konckdown 細胞繼續添加 10μM OPN 或 10nM E2 。 A 圖 

siRNA(1)、siRNA (2) RNA序列於Table 2。 
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Figure 16. Conditioned medium中Secreted OPN的含量。我們收集各

組不同添加物作用24小時後，各組別的conditioned medium，利用西

方墨點法來觀察是否含有分泌型OPN。當細胞在以10nM E2、100nM P4

刺激24小時後，有secreted OPN表現。經由10nM E2、100nM P4共同作

用或是細胞內的OPN knockdown後加入10nM E2，會secreted OPN表現

亦有減少的現象。 
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Figure 17. OPN 對 HEC-1A 細胞中 actin 分佈的影響。我們將細胞以

不同濃度的 OPN 作用 24 小時後，利用 Scratch wound assay 和免疫螢

光染色的方法和共軛焦顯微鏡來觀察細胞中 actin 的分佈情形。我們

使用 Phalliodin (A12373)與細胞內的 actin 結合(綠色螢光)，另外使用

DAPI（藍色螢光）來標定細胞核的位置。A 為 40 倍率下觀察，B~H

為 1000倍率下觀察。A及B為Control組，C為添加 500ng/ml anti-αvβ3 

antibody，D-G 分別為 1.25μM 、2.5μM OPN、5μM OPN 和 10 μM 

OPN，H 為 10 μM OPN+ 500ng/ml anti-αvβ3 antibody。當細胞經由不

同濃度的 OPN 處理 24 小時後，細胞具有移行能力之外也會產生 actin 

remodeling (polymerization)，但當加入 αvβ3 integrin antibody 會減緩

或抑制此現象。 
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Figure 18. Wortmannin（PI-3k inhibitor）對由 OPN 引發子宮內膜細

胞移行能力（migration）的影響。利用 Scratch wound assay 方法來觀

察子宮內膜 HEC-1A 細胞的移行能力。在 1μM Wortmannin 處理 2 小

時後，細胞仍具移行的能力。但經由 5μM 或 10μM Wortmannin 處理

2 小時後，則減緩或抑制由 OPN 引發的細胞移行能力。 
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Figure 19. Wortmannin（PI-3k inhibitor）對由 OPN 引發子宮內膜細

胞於 NF-κB 訊息傳遞路徑的影響。A 圖將細胞以不同濃度的

Wortmannin（PI-3k inhibitor）作用 2 小時後，再加入 10μM OPN，利

用西方墨點法來觀察細胞內 NF-κB 的表現。B 圖為圖 A 的量化圖

(n=2)。HEC-1A 細胞前處理 5μM 和 10μM 的 Wortmannin 2 小時，再

加入 10 μM OPN 24 小時後，細胞內的 NF-κB 蛋白質表現增加。 

A. 

B. 
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Figure 20. OPN 會促進子宮內膜細胞產生 MMP-2 和 MMP-9 活性增

加。A 圖在 5×105 HEC-1A 細胞使用不同濃度 OPN 處理 24 小時後，

將 conditioned medium 收下後，利用 Gelatin zymography 方法測定細

胞內 MMP-2 及 MMP-9，發現 HEC-1A 細胞經由不同濃度 OPN 處理

24 小時後，conditioned medium 中具有 active form MMP-2（68 kD）

和 MMP-9（86 kD）。B 圖利用西方墨點法來觀察使用不同濃度 OPN

處理 24 小時後，cell lysate 內 MMP-9 (92kD)的表現。 
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B. 
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Figure 21. OPN 於子宮內膜異位中所扮演的角色。我們推測患有子宮

內膜異位患者體內 E2或 P4會刺激子宮內膜細胞大量表現 OPN，誘導

secreted OPN表現，可能經由 autocrine或 paracrine方式使OPN與αvβ3 

integrin 結合，經由 PI-3K 路徑可以活化 MMP-2 和 MMP-9 及 actin 

remodeling，進而調控細胞移行能力。另外，OPN 也會促進細胞入侵

但無增生的能力。 

 
 


