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摘要摘要摘要摘要    

 

細胞療法(cell-based therapies)具有潛力成為治療神經血管疾病的關鍵方式。率先使用人類腦

神經幹細胞經顱移植慢性腦中風病人的計畫，在英國進行第二期臨床試驗(ClinicalTrials.gov 

Identifier: NCT01151124)。傳遞神經訊號的神經元，必須在神經血管單元 (the neurovascular 

unit) 內發揮功能，而研究神經系細胞和血管內皮細胞之間的交互作用，將有助提昇神經幹細

胞的療效。本研究的基本目標是創新共同培養人腦神經幹細胞和腦微血管內皮細胞的技術，

從而研究神經幹細胞分化和血管內皮細胞形態發生的關聯，進一步探討各類細胞於共同培養

時，分泌的生長因子及其受體以及相關基因表現的變化，證明源自不同部位的神經幹細胞之

血管新生的效力有差異，乃受到細胞間直接接觸與非直接接觸等因子調控，作為重建腦神經

血管組織之基礎原理。 
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本文本文本文本文 

 

「「「「目的目的目的目的」」」」 

 

  腦血管疾病造成神經功能傷害是國人嚴重的健康損失，腦中風是台灣人口的第三大死亡

原因（註一），在先進國家例如美國是第四大死因(註二)，而中風患者失能與殘障更是加重社

會醫療的負擔，例如每年在美國的中風患者之疾病和醫療成本高達 360 億美元(註二)。其中

缺血性腦中風(ischemic stroke)患者的比例約為 87%，而現今主要的有效療法是針對急性腦

梗塞的血栓溶解治療，卻因為治療時機短暫，必須於中風發生後的三小時內施打(註三)，多

數腦梗塞患者不符合條件，無法及時接受治療將血栓溶解，因而留下神經功能損害的後遺症。 

  對於陳舊性腦中風(chronic stroke)患者，幹細胞移植腦部手術是治療腦血管疾病的研究

重點之一。人類腦神經幹細胞(neural stem cell)移植治療腦中風患者，在英國已經進入第二

期臨床研究(PISCES study; Pilot Investigation of Stem Cells in Stroke; ClinicalTrials.gov 

Identifier: NCT01151124) (註四)，這是根據動物實驗移植神經幹細胞株 CTXOE03 注射入陳

舊性腦梗塞的大腦中，組織切片顯示神經幹細胞有效分化成神經系細胞，與神經功能評估的

結果有關，而注射位置，與梗塞病灶的距離為其影響因子(註五)。神經幹細胞株 CTXOE03

也應用於周邊動脈阻塞的動物實驗，初步結果顯示移植幹細胞的療效與其血管新生

(angiogenesis)作用有關(註六)。因此，比較源自不同區域的人腦神經幹細胞促使血管新生效

力的差異，可以選擇更佳的神經幹細胞來源，以提昇細胞移植治療腦中風及相關血管疾病患

者的效果。 
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「「「「過程過程過程過程」」」」 

 

  人類胚胎腦組織曾應用於腦神經疾病的治療，例如巴金森氏症(Parkinson’s disease)患

者的胚胎組織腦移植治療(註七)，但是胚胎組織的取得有相關法令的限制，且病患的治療效

果未必顯著，也可能出現合併症。近年來，細胞療法和相關細胞株的研發，包括神經幹細胞

的研究，不斷地提昇細胞移植在神經疾病的治療，也包括腦血管疾病。過去曾有臨床研究將

人類神經細胞株移植入陳舊性腦中風的病人腦部，但主要的預後評估項目，包括肢體的肌肉

力量，並沒有顯著進步(註八)。 

  神經幹細胞的特性, 包括自我新生(self-renewal)和分化成為所有神經系各類細胞，例如

神經元(neuron)、星狀細胞(astrocyte)和寡樹突細胞(oligodendrocyte)。因此，神經幹細胞的

腦移植治療，產生的功用不僅是分化成神經元，也可能包括支持神經元功能相關的神經系細

胞，以及神經幹細胞對於神經元的直接作用。 

  然而，移植入腦部的神經幹細胞，受到周遭環境的細胞和胞外基質等影響，未必適當分

化而產生理想的療效。由於負責傳遞神經訊號的神經元，必須在神經血管單元  (the 

neurovascular unit) 內發揮功能，這些神經系細胞受到血管內皮細胞的調控，並和血管內皮

細胞交互作用。人類腦神經幹細胞的分化，也受到血管內皮細胞的影響，因此，研究神經系

細胞和血管內皮細胞之間的交互作用，將有助提昇神經幹細胞於神經血管疾病的療效。 

  神經幹細胞株 CTXOE03 取自於第 12 週大的人類胚胎之大腦皮層(註九)，進行臨床應

用之前，除了動物實驗的證明，細胞株本身也經過分析改良，達到優良製造規範 GMP 的品

質管理(註十)，以符合未來大規模臨床研究和治療病人所需。CTXOE03 細胞株的特點包括

c-mycERTAM基因轉殖的技術，細胞在具有 4-hydroxytamoxifen 成分的細胞培養液中，由於

4-hydroxytamoxifen 與修改後的雌激素受體(estrogen receptor)結合，進而活化基因 myc，

使神經幹細胞進行複製和自我新生，而不進行分化，而當 CTXOE03 細胞株移植進入腦內，

沒有 4-hydroxytamoxifen 存在時，則開始分化為神經系細胞，包括神經元、星狀細胞和寡樹

突細胞。這項技術的目的在於掌控神經幹細胞的自我新生和有效分化，減少移植細胞失控不

斷增生而癌化的危險性。 

  然而，腦部神經元的代謝和功能，除了各種神經系細胞的運作，還有賴血管內皮細胞的

功能，例如血腦屏障(the blood-brain barrier)的維持和運作(註十一)，以構成真正的腦功能單

元──神經血管單元 (註十二)。因此，腦中風患者神經功能的進步，是基於神經血管單元內

的神經元在合適的腦部微小環境(microenvironment)中作用。若以細胞移植治療重建腦組

織，著眼的重心應該不僅是神經系細胞，還要包括功能密切相關的血管系細胞，例如血管內

皮細胞。研究神經血管單元內各類細胞之間的交互作用，探討神經幹細胞如何有效分化成功

能良好的神經系細胞，將有助於神經幹細胞應用於腦中風的細胞療法。 

  本論文專題採用人類腦微血管內皮細胞株 (hCMEC/D3)與人類腦神經幹細胞株

STROC05 和 CTXOE03，創新共同培養細胞的方式，觀察神經血管組織的生成，特別是神

經幹細胞促使血管新生的作用(圖一)。神經幹細胞株 STROC05 源自 12 週大的人類胚胎腦

組織，與 CTXOE03 細胞株皆為英國 ReNeuron 公司所研發，採取同樣的 c-mycERTAM 基因

轉殖技術，STROC05 細胞株已應用於神經幹細胞腦移植治療舞蹈症(Huntington’s disease)

的動物實驗(註十三)。這種新式的細胞培養，可分析神經血管組織生成的構造(圖二、三)，

以及神經系和血管系細胞之間的交互作用，包括各種生長因子，及細胞的基因調控(註十四)。 
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圖一圖一圖一圖一    共同培養血管內皮細胞和神經幹細胞共同培養血管內皮細胞和神經幹細胞共同培養血管內皮細胞和神經幹細胞共同培養血管內皮細胞和神經幹細胞的的的的各種各種各種各種方式方式方式方式。。。。(A) 培養單一種類細胞和共同培養

D3 人類腦微血管內皮細胞(hCMEC)以及 STROC05 或 CTXOE03 人類腦神經幹細胞(hNSC)

的示意圖。(B) 1. 人類腦微血管內皮細胞(表現 CD31 抗原) 於覆蓋有膠原蛋白的表面生長形

成單層細胞，並不會形成類微血管構造(capillary-like structures; CLS)。2. 採用 transwell 共

同培養，兩類細胞分別在上下兩室以膜相隔而無直接接觸，血管內皮細胞於下室生長，形成

單層細胞，並不形成類微血管構造。3. 將微血管內皮細胞和神經幹細胞混合後，同時播植

進行培養，不會形成顯著的類微血管構造。4. 將血管內皮細胞播植於生長分化 7 天的神經

幹細胞之上，7 天後，不會形成類微血管構造。5. 惟有將神經幹細胞播植於生長分化 7 天的

血管內皮細胞層之上，7 天後會形成類微血管構造，這些血管內皮細胞表現 CD31 抗原，相

對地，神經幹細胞和星狀細胞則表現 GFAP。Diamidino-2-phenylindole (DAPI) 將細胞核染

為藍色。比例尺，200 µm。 
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圖圖圖圖二二二二    量測評估血管內皮細胞的形態變化量測評估血管內皮細胞的形態變化量測評估血管內皮細胞的形態變化量測評估血管內皮細胞的形態變化。。。。(A) 細胞培養生成神經血管組織的構造，包括表

現 CD31 抗原的血管內皮細胞所形成的類微血管構造，而在其間表現 GFAP 抗原的細胞則源

自神經幹細胞。(B) 測量分枝點之間的類微血管構造的長度，以量化評估形成類微血管構造

的效率。(C) 有時可發現單層血管內皮細胞之間存有類似微血管的管腔。藍色的 DAPI 為細

胞核染劑。比例尺，50 µm。 
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圖圖圖圖三三三三    類類類類微血管構造微血管構造微血管構造微血管構造的立體結構的立體結構的立體結構的立體結構。。。。 (A) 採用共軛焦顯微鏡(confocal microscope)觀察人類腦

微血管內皮細胞(表現標定為紅色的 CD31 抗原)和神經幹細胞(表現標定為綠色的 GFAP 抗原)

形成的類微血管立體結構。(B) 在細胞共同培養物的底層，神經幹細胞分佈於單一細胞層，

血管細胞也分佈於此細胞層，並於其上形成類微血管構造。(C) 有些神經幹細胞具有星狀細

胞的表現型和形態，伸出終足(endfeet) (黃色箭頭標示)圍繞著類血管構造。藍色的 DAPI 為

細胞核染劑。比例尺，100 µm。 
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  藉由共同培養人類腦微血管內皮細胞和神經幹細胞，並量測類微血管構造生成的效率，

本研究證明必須以適當的細胞數目比例，共同培養這兩類細胞，才能有效生成神經血管組

織，若要達成最多的類微血管構造，CTXOE03 神經幹細胞所需要的數目是 STROC05 神經

幹細胞株的四倍(圖四)。 

 

 

圖四圖四圖四圖四    共同培養血管內皮細胞和神經幹細胞形成類微血管構造的效率共同培養血管內皮細胞和神經幹細胞形成類微血管構造的效率共同培養血管內皮細胞和神經幹細胞形成類微血管構造的效率共同培養血管內皮細胞和神經幹細胞形成類微血管構造的效率。。。。 類血管構造的形成，

取決於神經幹細胞和血管內皮細胞數目的比例。(A) 要形成總長度最長的類微血管構造，共

同培養兩類細胞之初的 D3 血管內皮細胞約有 400,000 個，分別需要 25,000 和 100,000 個

STROC05 和  CTXOE03 神經幹細胞進行共同培養，因此，共同培養兩類細胞之初，

STROC05 and CTXOE03 神經幹細胞和血管內皮細胞數目的比例，分別為 1 比 16，及 1 比

4。(B) 若要與固定數目 40,000 個 STROC05 或 CTXOE03 神經幹細胞共同培養，而形成總

長度最長的類微血管構造，共同培養兩類細胞之初的血管內皮細胞層，分別需要有 664,000

和 172,000 個 D3 細胞，而最初播植的細胞數目則分別為 80,000 和 20,000 個 D3 血管內皮

細胞，因此，共同培養兩類細胞之初，STROC05 and CTXOE03 神經幹細胞和血管內皮細胞

數目的比例，分別為 1 比 16.6，及 1 比 4.3。 

 

  這項創新的細胞培養技術，採用高純度的膠原蛋白作為單一培養基質，避免了傳統培養

血管內皮細胞進行血管生成分析時採用的混合物 Matrigel 基質所產生的變異性。採用這項技

術共同培養神經幹細胞和微血管內皮細胞，不需添加血清於細胞培養液，進一步減少變異

性，能準確分析細胞製造的各種生長因子(圖五)。 

 

  因此，本博士專題進一步評估已開始進行臨床應用的人腦神經幹細胞株 CTXOE03 促使

血管新生的效力，與 STROC05 細胞株比較，探討其中各種生長因子對於神經血管單元內各

類細胞的影響(註十四)。本研究計畫，將評估神經幹細胞和微血管內皮細胞之間的交互作用

(圖六、七、八)，以選擇最合適的神經幹細胞來源，將有助於神經幹細胞應用於腦血管疾病

的移植治療。 
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圖五圖五圖五圖五    培養單一種類細胞及培養單一種類細胞及培養單一種類細胞及培養單一種類細胞及共同共同共同共同培養血管內皮細胞和神經幹細胞所分泌之各種生長因子培養血管內皮細胞和神經幹細胞所分泌之各種生長因子培養血管內皮細胞和神經幹細胞所分泌之各種生長因子培養血管內皮細胞和神經幹細胞所分泌之各種生長因子。。。。以 

酵素結合免疫吸附法 (Enzyme-linked immunosobent assay, ELISA)進行測量，共同培養血

管內皮細胞和 CTXOE03 神經幹細胞(D3/CTXOE03)時，生長因子 vascular endothelial 

growth factor A (VEGFA)和 angiopoietin-2 (ANG-2)的濃度高於共同培養血管內皮細胞和

STRO05 神 經 幹 細 胞 (D3/ STRO05) 。 相 反 地 ， platelet-derived growth factor-BB 

(PDGF-BB)、PDGF-AB 和 ANG-1 在 D3/ STRO05 共同培養中的濃度高於 D3/CTXOE03 共

同培養。另外，basic fibroblastic growth factor (bFGF)在 D3/CTXOE03 共同培養中的濃度很

低或測不出，明顯低於 bFGF 在 D3/ STRO05 共同培養中的濃度。 
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圖六圖六圖六圖六    非直接接觸之生長因子非直接接觸之生長因子非直接接觸之生長因子非直接接觸之生長因子 PDGF 影響神經幹細胞促使血管生成之效力影響神經幹細胞促使血管生成之效力影響神經幹細胞促使血管生成之效力影響神經幹細胞促使血管生成之效力。。。。以酵素結合免疫

吸附法(ELISA)測量生長因子 PDGF-BB 和 PDGF-AB，在 D3/CTXOE03 共同培養中甚低或

測不到，明顯低於 D3/STROC05 共同培養。因素之一，是 CTXOE03 神經幹細胞在共同培

養中表現基因 PDGFB 的程度，低於在共同培養中的 STROC05 神經幹細胞。儘管 PDGFA

於共同培養中 CTXOE03 和 STROC05 兩種神經幹細胞內的表現程度沒有明顯差異，功能性

生長因子 PDGF-AB 仍需要足夠的 PDGFB 與 PDGFA 進行結合(dimerization)。以即時聚合

酶連鎖反應(rt-PCR)測量，PDGFB 的受體 PDGFR-β 其基因 PDGFRb 的表現程度，在共同

培養中的 CTXOE03 神經幹細胞內，也低於共同培養中的 STROC05 神經幹細胞。因此，綜

合而言，與 STROC05 神經幹細胞比較，在 CTXOE03 神經幹細胞促使血管生成的過程中，

生長因子 PDGF 的影響力較小。 
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圖七圖七圖七圖七    直接接觸之因子直接接觸之因子直接接觸之因子直接接觸之因子 RGD 胞外基質與其受胞外基質與其受胞外基質與其受胞外基質與其受質質質質 αvβ3 影響神經幹細胞促使血管生成之效力影響神經幹細胞促使血管生成之效力影響神經幹細胞促使血管生成之效力影響神經幹細胞促使血管生成之效力。。。。

(A) 以免疫螢光染色法(immunocytochemistry)，測量 vitronectin 和 fibronectin 等具有 RGD

序列蛋白的胞外基質(extracellular matrix, ECM)之受質 integrin αvβ3 的表現程度，發現在

D3/STROC05 共同培養中的神經系細胞內，其表現程度甚低，明顯低於 D3/CTXOE03 共同

培養中的神經系細胞。(B) 受質 integrin β3 的基因 ITGb3，在 D3/STROC05 共同培養中的

神經系細胞內，其表現程度也明顯低於 D3/CTXOE03 共同培養中的神經系細胞。因此，綜合

而言，與 CTXOE03 神經幹細胞比較，在 STROC05 神經幹細胞促使血管生成的過程中，具

有 RGD 序列蛋白的胞外基質與其受質 αvβ3 的影響力較小。 
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圖八圖八圖八圖八    血管內皮細胞和壁細胞血管內皮細胞和壁細胞血管內皮細胞和壁細胞血管內皮細胞和壁細胞(mural cell)的交互作用的交互作用的交互作用的交互作用。。。。首次成功地共同培養血管內皮細胞和

神經幹細胞，並探討血管生成之不同階段，其間非直接接觸和直接接觸因子為來源不同的神

經幹細胞時所採用和依賴的程度不同，我們首次參考血管內皮細胞和壁細胞的交互作用，解

讀其中的分子機轉。儘管在血管生成初期所需要的VEGFA/VEGFR2和ANG2/TIE分子訊號傳

遞路徑(molecular signaling pathway)，在D3/CTXOE03共同培養中的神經系細胞內，其表現

程度高於D3/STROC05共同培養中的神經系細胞，但是，在D3/CTXOE03共同培養中幾乎測

不到PDGFB或ANG1，明顯低於D3/STROC05共同培養，因此，顯著缺少血管生成後期需要

的PDGFB/PDGFRβ和ANG1/TIE2分子訊號，使得CTXOE03神經幹細胞促使血管生成的效率

低於STROC05神經幹細胞(註十五)。 

 

 

 

�

�

�

�



第 14 頁，共 16 頁 

「「「「心得及建議心得及建議心得及建議心得及建議事項事項事項事項」」」」    

    

1. 細胞療法(cell-based therapies)已成為治療受損或病變器官及組織的關鍵治療方式。具有

高度複雜性的神經系統，依然是有待突破的治療領域，例如，目前僅有少數的臨床試驗應用

細胞療法進行腦中風病人的腦組織重建。中樞神經系統功能的恢復，端賴神經元在腦部合適

的環境裡，正常地發揮傳遞神經訊號的功能。幹細胞具有分化成多種細胞的潛力，可增進細

胞療法的效果，因而成為新的細胞材料作為腦組織重建之用；神經幹細胞可分化成神經系細

胞，包括神經元、星狀細胞和寡樹突細胞，這些細胞協同作用，可能增進神經功能的恢復。 

 

2. 本論文專題採用創新的技術共同培養人類腦微血管內皮細胞和神經幹細胞，成功地分析腦

微血管形成的各個階段，源自不同部位的神經幹細胞著重利用不同的細胞間非直接接觸和直

接接觸因子。這些細胞培養的研究發現，可提供臨床治療決定選擇神經幹細胞的種類，以及

移植的細胞數目、位置和時機，將有助提昇神經幹細胞於神經血管疾病的療效，以重建腦神

經血管組織。 

 

3. 進行本實驗研究，個人歷經英國倫敦大學和美國匹茲堡大學相關機構的訓練和學習，收穫

豐富，期待以相關材料和技術，於國內持續發展，以精進腦神經幹細胞與腦微血管內皮細胞

於腦組織重建之應用，幫助治療腦神經血管受損之病患。 

 

4. 建議幹細胞療法將可以做為治療腦中風病患的新選擇，需要在醫院及學院研究室進行更進

一步的細胞培養和動物實驗等基礎醫學研究，以提供更明確的證據支持臨床醫師選擇病患並

展開治療。 

 

 

 

 

 

 

「「「「附錄附錄附錄附錄」」」」 
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