
‧
國

立
政 治

大

學
‧

N
a

t io
na l  Chengch i  U

niv

ers
i t

y

 

 

國立政治大學神經科學研究所 

碩士論文  

 

 

BMP4 於神經肌肉系統生理功能之探討 

 

The physiological functions of BMP4 in the 

neuromuscular system 

 

 

 

 

研究生：周慧茹撰 

 指導教授：王培育 博士 

 

 

 

中 華 民 國 101年 1 月 12 日 



‧
國

立
政 治

大

學
‧

N
a

t io
na l  Chengch i  U

niv

ers
i t

y

 

I 
 

謝誌 

 

終於到了寫謝誌的時刻，內心感到無比的歡喜，在這將近三年的時間裡學到

了很多東西，也認識了一群好人。我覺得自己很幸運，可以待在氣氛如此融洽的

實驗室裡學習，和實驗室的夥伴們一起做實驗、一起打籃球、一起成長，回想碩

一時實驗室剛成立的那段時光，心裡更是充滿了感謝。我要非常感謝我的指導教

授王培育老師，不論是在學業或是生活上，他的建議總是給了我很大的幫助，能

夠順利地拿到我的碩士學位，真的很感謝王老師的幫忙。也謝謝我的口試委員周

韻家教授以及廖瑞銘所長，感謝他們願意抽空參與我的論文口試並且給我建議，

讓我順利地畢業。感謝所上趙知章老師以及賴桂珍老師的實驗室，在實驗技術及

儀器上的幫忙。還有人美心更美的于立恩小公主，真的很感謝于大正妹這段時間

的照顧，給予我許多的鼓勵跟關懷。謝謝蘇阿三一直以來的支持與陪伴，大學四

年加上研究所兩年的情誼真的非常珍貴。謝謝祐陞兄、小喬、曉怡以及蘇品諺，

同為神科所第三屆我真的很開心能夠認識你們，想起一起上課考試的日子還有點

懷念。我還要感謝政文大學長，不管在實驗上及生活上都給予我極大的幫助，也

讓我認識了廣論以及師父。謝謝在我寫論文時一直鼓勵我的林歐弟、阿函以及帥

氣的志鵬老師。也謝謝高醫的曾昭能老師，在大學時期引領我認識神經科學的奧

妙，鼓勵我進修研究所。還要感謝實驗室的學弟妹們以及怡菁小秘書，希望大家

能夠一切順利。感謝在實驗上犧牲的小鼠們，讓我能夠完成我的實驗。最最重要

的，我要感謝我的家人，沒有他們的支持與鼓勵，就沒有今天的我。 

 

 

 

 

 

 

 

 



‧
國

立
政 治

大

學
‧

N
a

t io
na l  Chengch i  U

niv

ers
i t

y

 

II 
 

 

中文摘要 

骨形成蛋白 (bone morphogenetic proteins, BMPs) 屬於 TGF家族的成員，

過去的研究指出 BMPs 對神經系統的發育及維持非常的重要，並且會參與調控

突觸的形成。然而，在哺乳類動物的研究中，BMPs 在神經肌肉系統中所調控的

生理功能仍未完全了解。本實驗室初步的研究資料顯示 BMPs 的 type II 受體 

(bone morphogenetic protein type II receptor, BMPRII) 會表現在神經與肌肉接

合處 (neuromuscular junction, NMJ) ，而從本論文中的免疫染色實驗結果觀察

到骨形成蛋白-4 (BMP4) 會表現在肌肉及許旺細胞上，且 BMP4 與乙醯膽鹼受

體 (acetylcholine receptors, AChRs) 有 colocalization 的現象。由 double nerve 

ligations 的實驗觀察到 BMP4 會堆積在打結處的兩端，顯示 BMP4 可能是由肌

肉或許旺細胞分泌後送進運動神經元之軸突內運輸，其方向為雙向性運輸，而利

用 Q-PCR mRNA 定量實驗發現 BMP4 mRNA 在 double-ligated 之坐骨神經中

表現量下降，但在肌肉中表現量則顯著增加。 

由上述實驗顯示肌肉細胞為 BMP4 主要來源之ㄧ，利用 NG108-15 神經細胞

及 C2C12 肌肉細胞培養，我們發現 BMP4 mRNA 在 C2C12 肌小管上有高度表

現，相反地在分化後的 NG108-15 神經細胞上表現量極少，而 BMP4 的 mRNA

及 protein 在 C2C12 肌肉上的表現量則受到神經衍生蛋白 Agrin 的調控。此外我

們亦發現來自於肌肉的 BMP4 則會保護分化後的 NG108-15 神經細胞對抗

Glutamate 所誘導的細胞死亡反應。綜合這些結果，我們認為 BMP4 主要來自於

運動神經元之周邊的肌肉及許旺細胞，其可能會參與調控運動神經元的存活機

制。 

 

關鍵字：骨形成蛋白-4、神經肌肉系統、興奮性毒殺作用 
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Abstract 

 

Bone morphogenetic proteins (BMPs), members of the TGF superfamily, 

have been shown to play important roles in the development of nervous 

system including neuronal survival and synaptogenesis. However, the 

physiological functions of BMP signaling at the mammalian neuromuscular 

system are not well understood. Our preliminary data showed that proteins of 

the type II bone morphogenetic receptors (BMPRII) were specifically 

expressed in nerve terminals at neuromuscular junctions. In this study, we 

found that proteins of bone morphogenetic protein-4 (BMP4) were detected at 

Schwann cells and colocalized with postsynaptic acetylcholine receptors 

(AChRs) in skeletal muscle fibers. In double-ligated nerves, BMP4 proteins 

were accumulated at the proximal and distal portions of the axons, suggesting 

that Schwann cell- and muscle fiber-derived BMP4 proteins were 

anterogradely and retrogradely transported by motor neurons. Additionally, 

BMP4 mRNA was significantly up-regulated in the muscle but down-regulated 

in ligated sciatic nerves.  

The physiological functions of BMP4 in the neuromuscular system were 

further examined in vitro. We found that mRNA of BMP4 was highly expressed 

in differentiated C2C12 muscle cells, but it was barely detectable in NG108-5 

neurons. The expression of BMP4 mRNA and protein in C2C12 muscle cells 

were upregulated when the motor neuron-derived factor, agrin, was presented 

in the culture. Moreover, muscle-derived BMP4 could protect NG108-5 

neurons from glutamate-induced excitotoxicity. These results together suggest 

that BMP4 is a peripheral-derived factor that may regulate the survival of motor 

neurons. 

 

 

 

Key words: BMP4, neuromuscular junction, excitotoxicity 
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第一章  緒論 

第一節、 脊髓運動神經元 (spinal motor neuron) 的發育過程 

運動神經元主要可分為兩個族群：上位運動神經元 (upper motor neuron) 

以及下位運動神經元 (lower motor neuron)。上位運動神經元位於大腦運動皮

質 (motor cortex) ，此神經元的突觸會直接或間接地與下位運動神經元做連結，

上位神經元又被稱為 premotor neuron，負責往下傳遞大腦給予的動作指令。

下位運動神經元又可分為自主運動神經元 (autonomic motor neuron) 以及體

運動神經元 (somatic motor neuron)，在脊髓中的自主運動神經元又稱為神經

節前神經元 (autonomic preganglionic neuron)，其可透過調控節後神經元 

(post ganglionic neuron) 的活性，進而影響腺體、血管或平滑肌等器官組織。

而體運動神經元則是分布在脊髓的 anterior horn 以及 cranial nerve nuclei 中，

並且會支配骨骼肌。體運動神經元又可分為 alpha motor neuron (-MN)以及

gamma motor neuron (-MN)，-MN 會神經支配梭外肌纖維  (extrafusal 

muscle fiber)，控制個體運動能力 (locomotor activity)，-MN 則會控制 muscle 

spindles 的收縮，muscle spindles 的功能為提供中樞神經系統  (central 

nervous system, CNS) 本體感覺相關資訊。體運動神經元的細胞本體 (cell 

body) 和軸突 (axon)、與神經-肌肉的接合處 (neuromuscular junction, NMJ) 

以及梭外肌纖維  (extrafusal muscle fiber) 合稱為運動單位  (motor unit) 

(Kilpatrick and Soilu-Hanninen, 1999)。 

 

一、 脊髓運動神經元早期的發育 

脊髓 (spinal cord) 是由神經管 (neural tube) 經 dorsal 及 ventral衍生性因

子調控發育而成的。在囓齒類動物實驗中發現，胚胎時期第 12 天 (E12) 時

neural tube 中 ventral 區域的 multipotential progenitors 會開始分化形成脊髓

處之運動神經元(Jessell, 2000)。在組織移植以及抗體抑制的實驗中發現，
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notochord 及 floor plate 會分泌 Sonic hedgehog (Shh)，其能誘導 ventral 區域

運動神經元以及 floor plate 區細胞的分化(Marti et al., 1995; Ericson et al., 

1996)，另外，floor plate 亦會分泌 bone morphogenetic proteins (BMPs) 來

調控 dorsal 區域細胞的形成(Liem et al., 1995; Liem et al., 1997)，過去的研究

中發現，在 Shh 以及 BMP receptor 缺失的老鼠中，會缺乏運動神經元和 dorsal

區域的 commissural neuron (Chiang et al., 1996; Wine-Lee et al., 2004)。在

脊髓的發育過程中，Shh 及 BMPs 對於細胞分化的調控似乎是有拮抗作用，由

Shh 所調控而分化的 ventral 區細胞，其分化能力可以被高濃度的 BMPs 所抑

制(Arkell and Beddington, 1997; Liem et al., 2000)，相反地，Shh 可以抑制經

BMPs 所調控的 dorsal 區細胞形成作用(Liem et al., 1995)，Shh 的功能隨著濃

度梯度分布而有所不同，例如，低濃度的 Shh 能夠誘導運動神經元的形成，而

在高濃度 Shh 環境中則可以誘導 floor plate 細胞分化(Roelink et al., 1995)。

因此，由 notochord 及 floor plate 所分泌的 Shh 因其濃度分布不同可以決定細

胞分化的種類並且影響脊髓 ventral 區域的發育。 

 

二、 脊髓運動神經元的構造 

當運動神經元進行有絲分裂後便會遷移到脊髓 ventral 部分的其他區域，並

且形成截然不同的 motor column，包含 medial motor column (MMC) 以及

lateral motor colum (LCM)。MMC 在整個脊髓中延伸且可分為 medial 及 lateral

兩個部分，其區域之功能為神經支配 dorsal 及 ventral 處的中軸肌群 (axial 

musculature) 。而 LMC 只會表現在支配臂神經叢 (brachial plexus) 及腰神經

叢 (lumbar plexus) 的脊髓區域，其又可分為 medial 及 lateral 兩個部分，神經

支配 ventral 及 dorsal 區域的肢軀肌肉。 
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第二節、 Neuromuscular junction (NMJ) 的形成 

一、 NMJ 之形成 

Neuromuscular junction (NMJ) 是運動神經元與肌肉纖維之間特化的突觸，

運動神經末梢會分化形成前突觸高度活化區域 (presynaptic active zone) ，具

有許多突觸小泡  (synaptic vesicle) 並且能夠釋放神經傳導物質 

(neurotransmitter) 至突觸間隙中，神經傳導物質會與後突觸膜上高度聚集的神

經傳導物質之受體結合，引起下游機制的活化控制肌肉的收縮。 NMJ 的發育

過程可以分為五個階段： (1) 神經末梢未到達肌肉纖維之前，乙醯膽鹼受體 

(acetylcholine receptors, AChRs) 會廣泛地分布在肌肉纖維的中央區域，其稱

為 prepatterning。 (2) 神經末梢到達肌肉纖維後，調控後突觸膜上 AChRs 更

加聚集在神經與肌肉連結的區域，限制 AChRs 分布在中央運動終板帶 (central 

motor endplate band)。 (3) 運動神經之軸突 (axon) 會分枝連結到肌肉纖維的

特化區域。 (4) 運動神經末梢之前突觸區域開始特化。 (5) 維持後突觸膜上與

神經連結之 AChRs 的穩定(An et al., 2010)。 

NMJ 的形成需要運動神經元、肌肉纖維以及神經膠細胞三者之間的相互合

作才得以完成，運動神經元所釋放的訊息傳遞因子會直接經由活化肌肉上的受

體或是間接地刺激神經膠細胞上的受體，以達到調控後突觸端的分化及穩定。

例如：在老鼠的研究上發現，肌肉去極化 (depolarization) 會抑制 AChR 次單

位基因的轉錄並且增加 AChR 的分解 (Salpeter et al., 1986)，此外，在缺乏製

造 乙 醯 膽 鹼  (acetylcholine, ACh) 的 膽 鹼 乙 醯 轉 移 酶  (coline 

acetyltransferase, ChAT) 的老鼠中觀察到 AChR 聚集的更多更快 (Misgeld 

et al., 2002; Brandon et al., 2003)。所以，由運動神經元所釋放的 ACh 對後突

觸膜上之 AChRs 會有負調控的影響(An et al., 2010)。這個由 ACh 引起的負調

控反應影響了整個肌肉纖維，但是 AChRs 卻能高度地聚集在 NMJ 的位置，顯

示運動神經元亦會釋放出正向的訊息傳遞因子用以調控後突觸膜上 AChRs 聚
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集，抵抗 ACh 的負調控反應，其中最為人所知的正向因子為 Agrin。 

 

二、 Agrin/Lrp4/MuSK/rapsyn 訊息傳遞路徑 

運動神經元會釋放出正向因子用以抵抗 ACh 對 AChR 聚集的負調控反應，

一般認為是透過 Agrin/Lrp4/MuSK 訊息傳遞路徑。1987 年，McMahan 與其學

生在 Torpedo electric organ  中發現了與 AChR 聚集活性相關的糖蛋白 

(glycoprotein) ，且命名為 Agrin  (Nitkin et al., 1987)。Agrin 是由運動神經元

所製造，沿著軸突運送至神經末梢前突觸之區域且釋放至突觸間隙，誘導後突

觸端的分化以及 AChR 在後突觸膜上聚集(Ruegg et al., 1992)。而在 Agrin-/-

老鼠中發現個體在胚胎時期就已經死亡，且沒有 NMJ 形成，AChR 會廣泛地分

布在肌肉纖維上，沒有高度聚集表現(Gautam et al., 1996)。 

肌肉纖維與許旺細胞亦會分泌 Agrin isoform，但其缺少 exon 32 及 exon 33 

轉錄之 C 端區域 (carboxy-terminal site)(Ruggiu et al., 2009)，由 exon 32 或 

exon 33 轉錄的 C 端位置在雞的研究上稱為 B 位置 (B site)，而在哺乳類動物

的研究中稱為 Z 位置 (Z site) (Ruegg and Bixby, 1998)，只有運動神經元分泌

的 Agrin 具有 B/Z 區域，而且誘導 Muscle specific kinase receptor 在後突觸膜

上聚集的程度，與其他細胞所分泌之 Agrin 相較為千倍以上(Gesemann et al., 

1995)。Nova是調控Z + form Agrin splicing的重要因子，nova1-/-/nova2-/- double 

knockout (Nova DKO)的老鼠出生後會癱瘓且在 NMJ 中缺乏 AChR 聚集，而近

期研究指出，在 Nova DKO 的老鼠中將 Z + form Agrin 送進運動神經元中將會

使 AChR 在後突觸膜上聚集(Ruggiu et al., 2009)，可見由運動神經元所分泌之

Z + form Agrin 對 NMJ 的形成相當的重要。 

Muscle specific kinase receptor (MuSK) 最早被發現在含有許多突觸的 

Torpedo electric organ 中有大量表現(Jennings et al., 1993)，並且與 NMJ 中的

AChR 有 co-localiztion 的情形(Valenzuela et al., 1995)。在 MuSK-/-老鼠中發
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現運動神經元所釋放之 Agrin 無法誘導後突觸膜上 AChR 的聚集，可以了解

Agrin 的功能需透過 MuSK 得以完成(Glass et al., 1996b)，另外，近期的研究

發現，當 Agrin 基因發生突變時，過度表現 (overexpression)  MuSK 亦會促

進 NMJ 形成並且使 Agrin 突變之個體存活，也發現了 MuSK 會影響前突觸神

經末梢的分支 (branching) 及神經支配 (innervation) 的分布範圍(Kim and 

Burden, 2008)。 

在 NMJ 形成過程中，Agrin 與 MuSK 皆是不可或缺的，雖然由上述內容知

道 Agrin 的功能需要 MuSK 的存在，但是這兩個 protein 並不會直接結合作用

(Glass et al., 1996a)。根據研究發現，在早期發育時期 lrp4 ( low density 

lipoprotein receptor-related protein 4 ) 的缺失會造成 NMJ 發育不完全，甚至

會有死胎的情況，而且突觸的分化情況與 MuSK 突變時類似(Weatherbee et al., 

2006)，而 lrp4屬於低密度脂蛋白受體 ( low density lipoprotein receptor, LDLR ) 

家族中的一員。經由研究發現，在給予 Agrin 的情況下，lrp4 的存在對於 MuSK

的磷酸化相當重要並且會跟 MuSK 聚集在一起形成 complex，在 LDLR 家族中

只有 lrp4 具有此功能，所以 lrp4 對 MuSK 的磷酸化具有專一性，且 lrp4 與來

自運動神經元所釋放的 Agrin 之間具有高度的結合能力(Kim et al., 2008)。另外

亦發現 lrp4會專一地表現在myotube中且聚集在NMJ處(Zhang et al., 2008)，

顯示了 lrp4 為 Agrin 的 coreceptor，參與 Agrin 活化 MuSK 的過程。換言之，

lrp4 會與神經元所釋放的 Agrin 結合，並且跟 MuSK 聚集在一起，使得 MuSK

被活化後可以磷酸化下游的機制，最後讓突觸蛋白 rapsyn 幫助乙醯膽鹼受體的

聚集。 

突觸蛋白 rapsyn 的分子量大約 43 kDa，分布在後突觸膜上常常與 AChR 聚

集在一起，而在 rapsyn 缺失的情況下 AChR 沒有聚集的情況。根據研究發現，

AChR 的次單位 (subunit) 具有可以被磷酸化的位置，而且當 AChR 的磷酸化

受阻時，AChR 沒有聚集的現象。經由研究發現，AChR 平常就會跟少量的
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rapsyn 聚在一起，但在 AChR 的 -subunit  Y390 位置被磷酸化之後，與

AChR 聚在一起的突觸蛋白 rapsyn 數量會增加，而 rapsyn 之間會互相吸引，

幫助許多乙醯膽鹼受體在後突觸膜上排列聚集形成巨大的 complex(Borges et 

al., 2008)，讓 NMJ 的發育得以完全。 

 

三、 TGF/BMP 訊息傳遞路徑與 NMJ 的之間的關係 

TGF家族是蛋白質中最多的一群，其中包含 TGF、bone morphogenetic 

proteins (BMPs)以及 activins，這些蛋白質皆會透過刺激其 type I 及 type II 受

體來調控下游機制(Wu et al., 2010)。近期在以 Xenopus 為模型的研究發現，

由許旺細胞所分泌的 TGF1 能夠誘導運動神經元內 Agrin 表現量增加，間接地

促進 NMJ 的形成(Feng and Ko, 2008)，在過去許多以果蠅為模型的研究上發

現，BMP 訊息傳遞路徑會參與調控 NMJ 的形成，當果蠅體內的 BMP homolog 

Glass bottom boat (Gbb) 、 type I recpetors Thickveins(Tkv) 與

Saxophone(Sax)、type II receptor Wishful thinking(Wit)以及其下游 Smad 

homolog Mad 的基因發生突變時，皆會導致 NMJ 發生缺失。例如，當果蠅體

內 type II BMP receptor ( BMPRII) homolog Wit 發生突變時，NMJ 的大小及功

能會顯著地降低，然而利用基因工程操作專一性地將 Wit 送進 Wit 突變的果蠅

體內運動神經元中則可部分恢復 NMJ 的形態及功能(Aberle et al., 2002; 

Marques et al., 2002)，而當 Gbb 發生突變時，利用基因工程方法將 Gbb 專一

地表現在肌肉上可以恢復 NMJ 的缺失，此外，當運動神經元軸突中的逆向運

輸蛋白 Glued (dynactin homolog) 被抑制時會破壞運動神經元內 BMP 訊息傳

遞路徑(McCabe et al., 2003)。另外，過去的研究已證實運動神經元的 trio 會促

進 NMJ 處前突觸的生長，而當果蠅體內 Gbb 及 Mad 發生突變時會降低運動神

經元中 Rac/GEF/Trio 的表現，相反地在運動神經元中過度表現 

(overexpression) 活化態的 Tkv 及 Sax 時則會增加 trio 的轉錄作用(Ball et al., 
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2010)，這些觀察提供了一些證據支持肌肉所分泌的 Gbb 是一種 retrograde 

signal 能夠調控運動神經元軸突末梢突觸的生長且影響 NMJ 的形成。 

 

第三節、 運動神經元的發育與周邊系統之間的關係 

在神經新生 (neurogenesis) 時期，神經元會先過度增生而之後有一部分的

神經元會被消除。以老鼠腰椎處脊髓 (lumbar spinal cord)中的 lateral motor 

column 為例，在老鼠胚胎時期第 13 天 (E13) 約有 4000 到 5000 個運動神經

元，但當老鼠出生之後只有不到 50%的運動神經元存活下來(Oppenheim et al., 

2001)。這樣大量細胞死亡的現象在神經系統發育的過程中相當常見，有研究指

出，運動神經元這樣自然發生細胞死亡是由於周邊系統的影響(Hamburger, 

1958)。例如，在雞胚胎中摘除掉 limb buds 之後會導致運動神經元及感覺神經

元大量死亡，相反地，將額外的 limb buds 移植進雞胚胎中則可發現這些神經

元將會大量增生。 

 

第四節、 Peripheral-derived neurotrophic factor 

1960 年，Montalcini 及 Cohen 等人發現了 nerve growth factor (NGF)，證

實了 Hamburger 於 1958 年由實驗結果所提出的看法，在神經元發育的過程中

會發生計畫性的細胞死亡  (programmed cell death, PCD) 又稱細胞凋亡 

(apoptosis) ，這些神經元需要來自目標組織細胞 (例如肌肉) 所分泌的訊號因

子才得以生存。而 Puves 於 1988 年提出了 neurotrophic hypothesis，透過計

算健康的神經元與死亡的神經元可了解到，細胞凋亡的時期在特定的神經細胞

族群中增加 neurotrophic factors (NTFs) 或是移除 NTFs，對於神經元的存活

影響很大，NTFs 可以促進神經細胞的存活(Gould and Enomoto, 2009)。NTFs

的來源及種類非常多，例如： 
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一、 muscle-derived signal 

由缺乏 limb buds 的動物實驗中可以發現在神經元細胞發生計畫性細胞死亡

的過程中，肌肉可以調控運動神經元的存活。曾有研究分析 wingless 基因發生

突變的雞胚胎，發現脊髓中 lateral motor column 區域的運動神經元存活數目與

wing bud muscle 的數量成比例(Lanser and Fallon, 1987)，亦有研究發現當老

鼠的肌肉發育缺失時，會導致90%的運動神經元死亡(Oppenheim et al., 1993)。

然而，當 limb muscle 數量趨近為零時仍有存活的運動神經元，顯示除了肌肉

之外還有其他組織細胞會影響運動神經元的生存。 

二、 Schwann cell-derived signal 

由上述的內容可知肌肉對運動神經元的生存非常的重要，但也有研究發現許

旺細胞 (Schwann cell) 在運動神經元的存活上亦扮演了重要的角色。ErbB3

為 neuregulin receptor，ErbB3 null mutant 的老鼠無法生成許旺細胞，實驗發

現與正常老鼠相較，運動神經元的數目在E18時減少了約79% (Riethmacher et 

al., 1997)，顯示許旺細胞跟肌肉一樣都對運動神經元的生存相當重要。在過去

研究中發現，發育中的許旺細胞會製造多種的neurotrophic factor，例如glial cell 

line-derived neurotrophic factor (GDNF) 以及 TGF等。所以，ErbB3 null 

mutant 的老鼠因為不能生成許旺細胞而無法提供給運動神經元需要的 NTFs。 

 

第五節、 BMP superfamily 

骨形成蛋白 (bone morphogenetic proteins, BMPs) 最早被發現其可以誘導

細胞分化形成骨頭，故命名為骨形成蛋白(Wozney et al., 1988)。BMPs 是 TGF 

superfamily 中最為龐大的一群蛋白質，至今已發現超過 20 種 BMPs。就如同

TGF family 中其他成員，BMPs 的受體為 type I 以及 type II 受體共同組成的

複合體。Type II 受體具有與 ligand 結合的專一特性，而 type I 受體決定下游訊

息傳遞路徑的活化。目前已知 type II 受體有五種而 type I 受體有七種 (Shi and 
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Massague, 2003)，五種 type ll 受體包含 TGF type II receptor (TRII)、BMP 

type II receptor (BMPRII)、Mullerian inhibiting substance type II receptor 

(MISRII) 以及 activin type II receptor (ActRIIA 及 ActIIB)，而 type I 受體則包

括 activin receptor-like linase (ALK)-1 到 ALK-7 共七種。其中，BMPs 會與

BMPRII、ActRIIA 及 ActIIB 三種 type II 受體結合，並且與 ALK-2、ALK-3 及

ALK-6 三種 type I 受體結合(Labeur et al., 2010)。 

如附錄一顯示，BMPs 以 homodimer 或是 heterodimer 的形式與 type II 受

體結合後會跟 type I 受體形成複合體，type II 受體會磷酸化 type I 受體的 GS 

domain (Wrana et al., 1994)，接著活化的 type I 受體會磷酸化下游 

receptor-regulated Smad (R-Smad) 的C端 Ser-Ser-X-Ser (SSXS) motif中的

serines，R-Smad 包括 Smad 1、Smad 2、Smad 3、Smad 5 以及 Smad 8 

(Kretzschmar and Massague, 1998)。活化的 R-Smad 會與 Smad 4 (亦稱為

Co-Smad) 結合形成 R-Smad/Co-Smad 複合體，並且進入細胞核內調控目標

基因的轉錄作用(Chen et al., 1997)。除了經由 Smad 傳遞訊息之外，BMPs 亦

會經由其他途徑傳遞訊息，曾有研究指出 BMPs 能夠調控 p38、MAPK、ERK、

NFkB及 PI3K等 intracellular mediators引起下游機制反應(Sieber et al., 2009; 

Bragdon et al., 2011)，另外，BMPRII 的 cytoplasmic tail 透過 LIM kinase 1 

(LIMK1) 及 c-Jun N-terminal kinase (JNK)，其會影響調控細胞骨架動態的因

子(Foletta et al., 2003; Podkowa et al., 2010)。 

 

一、 BMP4 

BMP4 最早被發現在皮膚或肌肉中表現可以誘導異位性 (ectopic) 骨頭及軟

骨的形成(Wozney et al., 1988)，由 408 個胺基酸 (amino acid, aa) 所組成之

prepropeptide，其中包含 N 端 19 個胺基酸的訊息序列 (signal sequence)、

273 個胺基酸的 prodomain 以及 C 端 116 個胺基酸的 mature peptide，
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prodomain 及 mature peptide 皆具有兩個 N-linked glycosylation site，而

mature peptide內含有七個cystein(Wozney et al., 1988; Sieber et al., 2009)。

所以，就如同其他 TGF superfamily 成員，BMP4 一開始被產生出來時作為較

大的 precursor，經由 protease 作用後形成 mature dimer form，接著釋放到

細胞間質 (extracellular matrix) 中(Suzuki et al., 1993)，其七個 cystein 可以

讓 BMPs 之間產生共價雙硫鍵 (covalent disulfide bond)，使 BMPs 聚合成

homodimer 或 heterodimer 以形成具有活性的訊號傳遞因子(Nohe et al., 

2004)。 

 

二、 BMP4 之受體 

曾有研究指出，BMPRII 具有不同的 variant。Long form BMPRII 由 1038 個

胺基酸所組成，其 kinase domain 後面接著富含 serine/threonine residues 的

較長 C 端，而 short form BMPRII 則是缺少 C 端並且在多數細胞中較為稀少

(Beppu et al., 1997)。BMPRII 表現在許多不同的組織上，例如骨骼肌、心臟以

及大腦等，也會表現在 cultured cell lines 中，像是 ROB-C26 osteoprogenitor 

cells、lung epithelial cells 以及 COS cell。BMPRII 與 BMP4 的結合能力只有

在缺乏 type I receptor 會變得微弱，type I receptor 的存在可以促進 BMPRII

與 BMP4 之間的結合能力 (Kawabata et al., 1998)。在哺乳類動物中，BMPs

會結合的 type I receptor有兩種，分別為 BMP type IA (亦稱為ALK-3) 及 BMP 

type IB (又稱為 ALK-6)，此兩種 type I receptor 的結構非常相似並且其 kinase 

domain 有 85% 胺基酸序列是一樣的。BMP type IA 及 type IB 分別與 BMPs

之間的結合能力不盡相同，但此兩種 receptor 與 BMP4 的結合能力是相似的

(Kawabata et al., 1998)。BMP4 亦會與 ALK-2 及 ActRIIA 結合(Bragdon et al., 

2011)。 

 



‧
國

立
政 治

大

學
‧

N
a

t io
na l  Chengch i  U

niv

ers
i t

y

 

11 
 

三、 BMP4 之生理功能 

BMP4 與 BMP2 的胺基酸序列有 83% 是一樣的，他們是 BMPs 中最常被研

究的成員(Labeur et al., 2010)，BMP4 及 BMP2 皆具有誘導骨頭與軟骨形成的

能力，且在早期胚胎發育時期扮演重要的角色。當老鼠體內BMP4基因缺失時，

使得 extraembryonic mesoderm 及 posterior/ventral mesoderm 無法形成，胚

胎會在 E6.5 至 E9 之間死亡(Winnier et al., 1995)。BMP4 的生理功能相當地

多元複雜且重要，由過去的研究發現其亦會參與去髓鞘化 (demyelination) 與

軸突再生 (axon regeneration) 的過程，當 spinal cord lesion 時，BMP4 表現

量會增加且促進星狀膠細胞 (astrocyte) 的活化，進而形成 glial scar 阻礙軸

突再生的功能(Fuller et al., 2007)，而近期亦有研究觀察到在 spinal cord injury 

的動物模型中在背根神經節 (dorsal root ganglion, DRG) 加強 BMP4 訊息傳

遞機制可以促進軸突再生 (axon regeneration) 的能力(Parikh et al., 2011)。

BMP4 亦會調控細胞的死亡與存活，曾有文獻指出在基因轉殖鼠的皮膚中過度

表現 (overexpression) BMP4 時，會降低神經支配的程度而誘導細胞凋亡反應，

造成背根感覺神經元的數目顯著性減少(Guha et al., 2004)，另外亦有研究發現

BMP4 能夠促進耳蝸內的螺旋神經節  (spiral gangalion) 之單極神經元 

(monopolar neuron) 以及沒有 neurite 的神經元之存活(Whitlon et al., 2007)。

BMP4 亦具有神經保護的功能，曾有文獻指出 BMP4 與 ciliary neurotrophic 

factor (CNTF) 皆可保護視網膜中的無長突神經細胞 (amacrine neuron) 以及

雙極神經細胞 (bipolar neuron) 抵抗NMDA所誘導的興奮性毒殺作用(Fischer 

et al., 2004)。 

 

第六節、 興奮性毒殺作用與運動神經元疾病 

麩氨酸 (glutamate) 是中樞神經系統中主要的興奮性神經傳導物質，在神經

傳遞訊息時期，前突觸末梢因去極化反應而將 glutamate 釋放至突觸間隙中，
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活化後突觸膜上的 glutamate 受體引起下游反應。在後突觸端的 glutamate 受

體是離子通道型受體 (ionotropic receptor)，依據其對不同試藥之作用可分為 

N-methyl-D-aspartate(NMDA)受體、-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxaz 

-ole-propionate (AMPA)受體以及 kainate 受體(Heath and Shaw, 2002)。興奮

性反應的終止主要是透過星狀膠細胞  (astrocyte) 膜上的麩氨酸轉運蛋白 

(glutamate transporter) 將突觸間隙中 94%的 glutamate 送進星狀膠細胞內，

經由星狀膠細胞內 glutamine synthetase 作用將其轉變成 glutamine 後送到星

狀膠細胞外，神經細胞會回收 glutamine 再合成 glutamate 利用(Laake et al., 

1995; Tanaka et al., 1997)。過多的 glutamate 將會造成其 NMDA 受體過度活

化，引起大量Ca2+流進細胞內，細胞質內過多的Ca2+會進入粒線體中(Peng and 

Greenamyre, 1998)，影響粒線體膜上抗細胞凋亡蛋白 (antiapoptotic protain) 

Bcl-2 與促細胞凋亡蛋白 (proapoptotic protein) Bax 之比例進而引起細胞死亡

(Schelman et al., 2004a)，此外，Ca2+亦會活化 MEK / ERK 訊息路徑促使細胞

膜上 AMPA receptor 大量增加，促使細胞內環境更為興奮性，造成細胞死亡 

(Zhu et al., 2002)，此興奮性毒殺作用與中樞系統的疾病有關，包括缺血性損

傷 (ischemia)、血流再灌注損傷 (reperfusion injury) 以及神經退化性疾病如肌

萎縮性側索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis, ALS)(Weiss, 2011)。 

ALS 的病理特徵為運動皮質、腦幹以及脊髓中的運動神經元死亡，ALS 病人

的隨意肌會逐漸衰弱，而當呼吸肌衰弱時會使個體無法呼吸(Caroscio et al., 

1987)。ALS 的致病機制相當地複雜，其中曾有文獻指出興奮性毒殺作用與 ALS

疾病有關，在 ALS 病人的腦脊髓液中發現 glutamate 的含量是正常人的 3 倍以

上(Rothstein et al., 1990)，從 ALS 病人身上取得的腦脊髓液在細胞實驗中會造

成運動神經元死亡及退化(Rothstein et al., 1992; Rothstein et al., 1995)，

Riluzole 目前是治療 ALS 疾病較有效的藥劑，其可以抵抗 glutamate 所誘導的

興奮性毒殺作用，延緩 ALS 病人運動神經元的退化(Bensimon et al., 1994)。 
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第七節、 本論文之研究目的 

許多研究指出 BMP 的訊息傳遞對果蠅體內 NMJ 發育相當重要，retrograde 

BMP 會調控前突觸運動神經元的突觸生長、聚集及穩定，當果蠅體內的 Gbb 及

其受體發生突變時，會導致 NMJ 受到破壞，降低神經傳導物質的釋放及突觸

的大小。然而，在哺乳類 NMJ 的研究上，一般多為探討 Agrin/MuSK 之訊息傳

遞路徑，但在過去的研究中指出 BMP 在脊髓損傷時會有所反應並且參與軸突

再生的過程，顯示了 BMP 在神經元及周邊系統之間扮演重要的角色。但是，

目前關於 BMP 在哺乳類 NMJ 的研究還未完全了解，而從本實驗室初步的實驗

結果發現，BMP 之受體 BMPRII 會表現在 NMJ 處，顯示 BMP 的訊息傳遞可

能也參與運動神經元與肌肉之間的調控機制，故我們將進一步探討 BMP 在

neuromuscular system 中的表現情形，本論文內容主要針對 BMP4 作探討。 
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第二章  實驗材料與研究方法 

第一節、 細胞株之培養 

一、細胞株之種類及來源 

本論文使用兩種細胞株來進行實驗，包括：(1) C2C12 細胞 (肌肉母細胞株) 

培養於含有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, sigma)、20% fetal 

bovine serum (FBS, Biological industries)、1x penicillin/streptomycin (sigma, 

內含 100 U/ml penicillin 以及 100 µg/ml streptomycin)的生長培養液。 (2) 

NG108-15 細胞 (小鼠神經細胞瘤與大鼠神經膠細胞瘤之融合細胞) 培養於含

有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,  sigma)、10% fetal bovine 

serum (FBS, Biological industries)、1x HAT solution (invitrogen, 內含 100 µM 

hypoxanthine 、 1µM aminopterin 及 0.4 µM thymidine) 、 1x 

penicillin/streptomycin (sigma, 內含 100 U/ml penicillin 以及  100 µg/ml 

streptomycin) 的生長培養液。此兩種細胞皆來自國家衛生研究院細胞庫/食品

工業發展研究所生資中心。細胞均以 37℃，5% CO2 之生長環境於培養箱 

(SANYO MCO-20AIC) 中進行培養，每 2 天更換一次培養液維持細胞健康，若

細胞數目生長過多，則進行分盤，以保持足夠細胞進行實驗。 

 

二、細胞培養 

本論文使用兩種細胞：C2C12 及 NG108-15，細胞皆以直徑 10 公分的圓形

培養皿進行母盤繼代培養，然而依照實驗所需分別有不同的培養方式。而在細

胞培養過程中，為了增加細胞貼附在培養皿底部的能力，會將配置好的聚離胺

酸 (Poly-L-lysin) 加至實驗所需的培養盤中，置於培養箱 1 小時進行被覆 

(coating)。其配置方法為將 5mg Poly-L-lysin (Sigma) 加入 50 ml 滅過菌的

ddH2O 完全溶解均勻，並以 0.22 μm 的 filter 過濾後置於 4℃冰箱保存。 

(一) C2C12 細胞 
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種細胞前，先將無菌無塵操作台 (Laminar flow working station) 打開抽風約

15 分鐘，並將 0.05% Trypsin-EDTA (GIBCO)、 1X 杜氏磷酸緩衝液 

(Dulbecco's Phosphate Buffered Saline, DPBS ) 以及配製好的C2C12細胞生

長培養液自冰箱 4℃中取出，進行 37℃水浴回溫後，以 75%酒精噴灑瓶身、瓶

口相接處以及雙手再拿進操作台，並在操作台中以酒精燈燃燒瓶口相接處再次

進行滅菌處理。細胞母盤自培養箱中取出，移除舊培養液後先以 10 ml不含Ca2+、

Mg2+等離子的 DPBS 沖洗細胞一次，將洗過細胞的 DPBS 吸掉，在培養皿中

加入 2 ml Trypsin-EDTA 後置於培養箱 37℃溫度下作用。由於 Trypsin 為胰蛋

白酵素，其作用可分解細胞與培養皿間的附著蛋白，而 EDTA 為蜇合劑，其作

用為去除 Ca2+、Mg2+等離子，故 Trypsin 與 EDTA 共同作用，可使附著在培

養皿底部的細胞懸浮在液體中。置於培養箱約 2 ~ 3 分鐘後取出，由於

Trypsin-EDTA 作用時間過長會破壞細胞，故取出細胞後加入 3 ml 的細胞生長

培養液至培養皿中混勻以抑制 Trypsin-EDTA 的活性。接著將混勻的細胞液吸

至 15 ml 離心管中，用 500 g 轉速離心 5 分鐘後清除上清液，再加入 1 ml 細

胞生長培養液均勻打散細胞，取 5 µl 細胞液進行稀釋，並加入與稀釋後細胞液

同等體積的染色劑 Trypan-Blue 混勻，進行細胞計數，取 10 µl 稀釋液至細胞

計數盤上，蓋上蓋玻片使細胞液均勻分佈，接著在顯微鏡下隨機取樣細胞計數

盤九宮格中的 5 格，因細胞計數盤上有兩個九宮格，故總共取樣 10 格求出平

均值。再以平均值 *104 (九宮格每一格的體積 ) *培養液稀釋倍數 * 2 

(Trypan-Blue 同體積稀釋)，回推離心管中細胞液所含的所有細胞數，依照實

驗需求分別種植細胞數 2 x 104 /well 到 6 孔盤的培養盤中或 8 x104/well 到含

有聚離胺酸 (Poly-L-lysin ) coating 過之蓋玻片 (直徑 15mm) 的 6 孔盤中培養，

細胞生長至約 80%空間時換至含有 2% horse serum 的 fusion medium中培養

五至六天，誘導 C2C12 肌肉母細胞株融合成成熟的肌小管 (myotube) 後以進

行藥物處理，並於 37℃，5% CO2之培養箱中培養。 
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(二) NG108-15 細胞 

細胞培養過程基本操作如同上述。NG108-15 細胞培養在被覆好的直徑 10

公分圓形培養盤中，當細胞生長約至 80%空間時，在培養液中加入 1 mM 

dibutyryl cAMP (sigma) 培養四天，誘導 NG108-15 細胞株分化成神經，此期

間由於細胞代謝速率變快，故需每天更換生長培養液以維持足夠的養分。將分

化成神經的NG108-15細胞依實驗需求種植 4 x105至直徑3.5公分圓形培養盤

中以進行藥物處理，並於 37℃，5% CO2之生長環境下培養。 

 

三、藥物處理 

本論文使用兩種細胞：C2C12 及 NG108-15，故依照實驗需求分別使用不同

的藥物處理。 

(一) C2C12 細胞 

多篇文獻皆利用在 C2C12 肌小管 (C2C12 myotube) 中加入運動神經衍生

性蛋白 Agrin，誘導乙醯膽鹼受體 (acetylcholine receptor, AChR) 聚集現象，

模擬 NMJ 以達到研究目標(Ferayorni et al., 2004; Lin et al., 2005)。我們將訂

購的 Recombinant Rat Agrin (R&D)溶解至無菌的 DPBS 中，以 100 µg/ml 濃

度分裝成小體積保存至-80℃，再依實驗所需以未含血清的 DMEM 將高濃度藥

劑稀釋成 2 ng/ml、10 ng/ml 以及 50 ng/ml，加入已培養五天成熟之 C2C12 肌

小管培養盤中處理 16 小時後，進行 RNA 萃取或是細胞染色實驗。 

(二) NG108-15 細胞 

為了探討 BMP4 對神經細胞的保護作用，我們利 Glutamate/glycine 溶液對

神經細胞產生興奮性毒殺作用( excitotxity )，Glutamate 與 glycine 共同作用活

化 NMDA 受體，讓 Ca2+、Na+及 K+等離子流進細胞內(Oza et al., 2008)。我們

以未含血清的 DMEM 配製濃度為 50 µm glutamate 及 50 µm glycine 的

Glutamate/glycine 混合液，此溶液需實驗當天新鮮配製。接著我們從細胞培養
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箱中取出前一天種好細胞數的培養盤，用微量吸管  (pipette) 將舊培養液

(conditioned medium, CM) 吸至 15ml 離心管後以 500 g 轉速離心 5 分鐘後吸

取上清液至 50ml 離心管中，並保存於 4℃。細胞則以 DPBS 沖洗一次後，更

換 medium 為 Glutamate/glycine 混合液或 DMEM 培養，分別加入 2 ng/ml、

10 ng/ml 以及 50 ng/ml 不同濃度的 BMP4 (R&D)，處理 16 小時或是 24 小時

後計數細胞存活數目。 

 

第二節、 實驗動物 

本論文所使用之實驗動物為 C57BL6 小鼠，購自於國家實驗動物中心。年齡

約八週至十週大成鼠，動物房之室內溫度維持在 22±1℃，晝夜循環燈控設定為

12/12 小時，早上八點至下午八點為白晝，實驗期間給予充足的飼料與飲水。 

 

第三節、 Nerve ligation 

本實驗以 isoflurane 氣體麻醉小鼠，將氣體麻醉機 (Matrx™ VIP 3000 

Calibrated Vaporizer, Midmark Corp.) 的氧氣進氣量流速調整為 0.4 L/min，

isoflurane 氣體濃度調整至 3%之後，先將成鼠放入氣麻機管線連接的盒子中予

以麻醉，迷昏後的成鼠戴上氣麻機管線連接的面罩以便手術過程中持續麻醉。

剔除成鼠後肢右大腿處的皮毛，劃開股二頭肌 (biceps femoris) 的前緣讓坐骨

神經 (sciatic nerve) 顯露出來，並小心地將坐骨神經與其他組織分開，之後利

用黑絲線(2-0)在坐骨神經上打兩個結，兩結之間距離約 1-2 mm，須注意不可

拉斷坐骨神經，最後將切口用手術線縫合。手術完 18-20 小時之後，利用二氧

化碳犧牲手術後的老鼠取出坐骨神經  (sciatic nerve) 、肌肉組織 (soleus 

musle)以及腰椎部分的脊髓組織 (lumbar spinal cord) 以進行 RNA 萃取或是

組織染色實驗。沒有做手術的左後肢則作為 control 組。 
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第四節、 Muscle denervation 

本實驗過程亦用 Isoflurane 氣體麻醉機 (Matrx™ VIP 3000 Calibrated 

Vaporizer, Midmark Corp.) 持續麻醉成鼠。剔除成鼠後肢右大腿處的皮毛，劃

開股二頭肌 (biceps femoris) 的前緣讓坐骨神經 (sciatic nerve) 顯露出來，並

小心地將坐骨神經與其他組織分開，將坐骨神經剪斷 1~2 公分長度後縫合傷口

(Okada et al., 2006; Macpherson et al., 2011)，於手術七天後以二氧化碳犧牲

手術後的老鼠取出肌肉組織 (soleus musle) 以進行組織染色實驗。沒有剪斷坐

骨神經的左後肢即為 control 組別。 

 

第五節、 免疫染色法 (immunostaining) 

一、 免疫組織染色法 (immunohistochemistry) 

(一) 組織包埋與切片 

小鼠依實驗所需取下各個部位組織之後，將組織置於盛裝一些冷凍包埋劑 

(OCT Compound) 的自製鋁箔紙盒內擺正，再加入冷凍包埋劑覆蓋住組織，而

後用鑷子夾住鋁箔紙盒與在液態氮環境下成固體狀的 2-Methylbutane 接觸，在

低溫環境中冷凍包埋劑會逐漸硬化形成固態將組織良好包覆，包埋好的組織塊

保存於-80℃冰櫃中。組織切片時，利用冷凍切片機 ( Leica, 3050S ) 以縱切或

是橫切的方式切出 10 µm 組織切片，將其貼附在 Poly-L-lysin 被覆好的玻璃載

玻片 (Thermo, SCIENTIFIC, 25x75x1 mm) 上，靜置一段時間讓組織切片水氣

晾乾後，即可進行組織染色。 

(二) 組織染色 

利用強力膠可貼附在玻璃及易撕除的特性，在組織玻片上畫出強力膠圈圍住

組織，在強力膠圍住的組織區域內加入 4%或 1% 固定液 (paraformaldehyde, 

PFA)，將其置於 4℃冰箱中反應 30 分鐘後取出，移除掉固定液，用 0.1M 

Glycine/0.01M Phosphate Buffered Saline (PBS) 洗兩次各 5 分鐘，接著使用
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0.01M PBS 洗兩次，每次 5 分鐘，之後移除廢液，加入 Donkey serum (1: 30, 

abcam) 在室溫下進行 blocking 作用，減少抗體非專一性的結合，反應 20 分

鐘後移除，而後加入初級抗體置於 4℃冰箱中反應 overnight。初級抗體包含

Rabbit polyclonal to BMP4 ( 1 µg/ml, abcam)、anti-human BMPRII antibody 

(15 µg/ml, R&D)、anti-neurofilament200 IgG (1 µg/ml, sigma)、以及 rabbit 

polyclonal to S100 beta (1:100, abcam)等。 Donkey serum 以 0.01M PBS 稀

釋，初級抗體則以 0.01% Bovine serum albumin (BSA) / 0.2% Tween20 / 

0.01M PBS溶液稀釋成所需濃度，兩者溶液在使用前須經過10000 rpm 轉速，

離心 2 分鐘。第二天移除初級抗體之後，先以 0.1% Tween20 / 0.01M PBS 洗

六次各 2 分鐘，洗去殘留的初級抗體，移除清洗液之後加入二級抗體反應 1 小

時，二級抗體包含 biotinylated donkey anti-rabbit IgG (1:200, amersham) 及

biotinylated donkey anti-goat IgG (1:100, abcam)。接著用 0.5% Tween20 / 

0.01M PBS 洗三次各 5 分鐘，洗去多餘的二級抗體後以 0.01M PBS 清洗 1 分

鐘，而後利用 0.3% H2O2/methanol混合液反應10分鐘去除內生性 peroxidase，

過程中需注意避免 0.3% H2O2/methanol混合液揮發掉，反應完後立即以 0.01M 

PBS清洗三次各 1分鐘，移除掉清洗液後加入 strepavidin-biotinylated-HRP 溶

液反應 1 小時將訊息放大，反應完後以 0.01M PBS 清洗三次各 2 分鐘，再以

0.1M acetate buffer (pH= 5.2) 清 洗 3 分 鐘 ， 而 後 使 用 

3-Amino-9-ethyl-carbazole (AEC)呈色劑反應約 12 分鐘，當有適量紅色呈色時

立即移除呈色劑並以 ddH2O 清洗終止呈色反應，接著拭去玻片上多餘水分，滴

一些 90% glycerol / 10% PBS 配製而成的封片液 (mounting medium)並蓋上

蓋玻片，最後塗上指甲油完成封片。玻片完成後利用顯微鏡 (Zeiss, Imager D2) 

觀察，同時利用 CCD 相機 (AxioCam ICc3) 拍照存檔。 
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二、 Whole mount soleus muscle 及免疫螢光染色法 

將做過 muscle denervation 實驗之成鼠用二氧化碳犧牲後取下 soleus 

muscle 置於解剖盤上拉直用針固定，之後利用 2%固定液在 4℃冰箱中反應 1

小時，反應完後立即以 0.1M Glycine/0.01M PBS 清洗兩次各 5 分鐘，再以

0.01M PBS rinse 一次，而後於解剖顯微鏡下解剖組織，去除掉除了肌肉以外

的組織並用鑷子將肌肉撕成條狀，放入chicken serum中在室溫下進行blocking

作用，反應 20 分鐘後移除，而後加入初級抗體置於 4℃冰箱中反應 overnight。

初級抗體包含 Rabbit polyclonal to BMP4 ( 4 µg/ml, abcam) 及 Rabbit 

monoclonal to synaptophysin (1:100, abcam)。第二天移除初級抗體後以

0.01M PBS 清洗三次，每次 20 分鐘，而後加入二級抗體 Alexa Fluor 488 

chicken anti-rabbit IgG (1:250, invitrogen) 以 及

Tetramethylrhodamine--bungarotoxin (100nM, Molecular probes) 於室溫下

反應 2 小時，再以 0.1M PBS 清洗三次各 20 分鐘，最後將條狀的肌肉組織置

於載玻片上以封片液及指甲油完成封片。螢光染色完成之玻片需避光，並且立

即使用螢光顯微鏡 (Delta Vision imaging system, Applied precision) 觀察並

且拍照存檔。 

 

三、 C2C12 肌小管之免疫螢光染色及定量分析 

(一) 細胞螢光染色法 

培養在 6 孔盤中之蓋玻片 (直徑 15mm) 上已五天的成熟 C2C12 肌小管，

經 Agrin (10 ng/ml) 或 DMEM 處理 16 小時之後從培養箱取出，移除培養皿中

的 medium 後以 DPBS rinse 兩次，接著加入 1% 固定液在 4℃冰箱中反應 30

分鐘，反應完後立即以 0.1M Glycine / 0.01M PBS 清洗兩次各 5 分鐘，再以

0.01M PBS 洗兩次，每次 5 分鐘，而後加入 chicken serum 在 4℃冰箱中進行

blocking反應 20分鐘，反應完後移除 chicken serum，接著加入初級抗體Rabbit 
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polyclonal to BMP4 ( 0.5 µg/ml, abcam)置於 4℃冰箱中處理 overnight，第二

天先以 0.1% Tween20 / 0.01M PBS 洗六次各 2 分鐘後，加入二級抗體 Alexa 

Fluor 488 chicken anti-rabbit IgG (1:1000, invitrogen) 以 及

Tetramethylrhodamine--bungarotoxin (100nM, Molecular probes) 置於 4℃

冰箱中反應 overnight，第三天實驗先以 0.5% Tween20 / 0.01M PBS 洗三次各

5 分鐘，洗去多餘的二級抗體後以 0.01M PBS 清洗兩次各 5 分鐘，最後用鑷子

將 6 孔盤中之蓋玻片取出，細胞面朝下放在載玻片上以封片液及指甲油完成封

片後立即用螢光顯微鏡 (Delta Vision imaging system, Applied precision) 觀

察並拍照存檔。 

(二) 螢光定量 

在螢光顯微鏡 (Delta Vision imaging system, Applied precision) 下以 60X 

物鏡觀察，在每一片染色後的玻片上隨機取樣20條以上之成熟C2C12肌小管，

並且立即拍照存檔。照片則以 image j 1.44c (http://imagej.nih.gov/ij/) 軟體分

析，由於 Intensity = area x mean (平均像素)，故以 image j 1.44c 軟體分析照

片可得知每條肌小管單位面積下綠色螢光像素值，而在每張照片中隨機取樣 3

處背景最黑的地方做平均為背景值。肌小管單位面積下綠色螢光像素值減去背

景值即為單位面積下綠光螢光強度。綠色螢光為BMP4染色，故可定量BMP4。 

 

第六節、 即時定量聚合酶連鎖反應 (quantitative real-time polymerase chain 

reaction, Q-PCR) 

一、RNA 之萃取 

(一) 細胞之 RNA 萃取 

從培養箱中取出預萃取 RNA 之細胞盤，移除培養液後先以 0.01M PBS 清

洗兩次，接著使用 RNeasy Mini Kit  (Qiagen, cat No.74104) 套組萃取 RNA，

萃取出來的 RNA 最後以 RNase-free water 回溶，並取出 1 ul 以 Nanodrop 
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(NanoDrop 2000, UV-Vis Spectrophotormeter) (Thermo, SCIENTIFIC) 測量

樣本 RNA 的濃度，其 OD 260/280 的比值須在 1.8 以上，保存於-80℃冰箱。 

(二) 動物組織之 RNA 萃取 

從做過 nerve ligation 實驗的老鼠身上取得之坐骨神經 (sciatic nerve) 、肌

肉組織 (soleus musle)以及腰椎部分的脊髓組織 (lumbar spinal cord) 樣本自

-80℃冰箱中取出放置於盛裝碎冰的保麗龍盒中，待稍融解之後即進行 RNA 之

萃取。本實驗中使用RNeasy®  Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen, cat No. 74704) 

套組，萃取出來的RNA最後以RNase-free water回溶，並取出1 µl以Nanodrop 

2000 (Thermo, SCIENTIFIC) 測量樣本 RNA 的濃度，其 OD 260/280 的比值

須在 1.8 以上，保存於-80℃冰箱。 

 

二、互補鏈 DNA 反轉錄反應 

(一) DNase treatment 

本實驗使用 DNase treatment kit (Ambion, AM1906)，在萃取出來之 RNA 樣

本要轉成 cDNA 之前，先進行 DNase treatment 去除樣本裡可能存在之

genomic DNA，以確保 RNA 之純度。從-80℃冰箱中取出 RNA 樣本放置於碎

冰上，待融解後取出 0.5~5 µg RNA 至 0.2 ml PCR 反應管中，加入 1 µl DNase 

I buffer 及 1µl rDNase I 後，再加 RNase free H2O 將體積補至 10 μl，混合均

勻後放入 PCR machine (Bio rad, MJ Mini Thermal cycler) 中，在 37℃環境下

反應 20 分鐘，反應完後取出樣本加入 2 µl DNase inactivation reagent，在室

溫下靜置 2 分鐘，終止 DNase 酵素作用，接著以 10000 g 轉速離心 2 分鐘後

抽取 8 µl 反應完成的 RNA 至新的 PCR 反應管中，進行反轉錄反應。 

(二) First strand cDNA synthesis 

將經 DNase 處理過後的 RNA 取 8 µl 至新的 PCR 反應管中，加入 1 μl 

Oligo(dT)15 Primer 及 1 μl 10 mM dNTP Mix，並加入 RNase free H2O 將體積
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補至 13 µl，混合均勻後放入 PCR machine (Bio rad, MJ Mini Thermal cycler) 

中，在 65℃環境下反應 5 分鐘。在進行反應的同時，將事先從-20℃冰箱中取

出退冰之反轉錄作用所需之緩衝液及相關試劑，依實驗所需配製成 Master mix。

當 RNA 變性反應結束後，稍微 spin 一下樣本後立即放置碎冰上 1 分鐘以上，

接著加入 7 µl Master mix，混合均勻後再放入 PCR machine (Bio rad, MJ Mini 

Thermal cycler) 中，在 50℃環境下進行反轉錄作用 1 小時，最後再以 70℃加

熱 15 分鐘終止反應，反轉錄反應完成後之 cDNA 保存於-20℃冰箱。本實驗使

用 SuperScript™ III Reverse Transcriptase ( invitrogen )，Master mix : 4  μl 

5X First Strand Buffer, 1 μl 100 mM DTT, 1 µL RNase Out (40U/µl), 1 μl 

SuperScript™ III RT (200 units/μl)。 

 

三、即時定量聚合酶連鎖反應 

將反轉錄反應完的 cDNA 樣本，利用 SYBR Green 螢光染劑 (Fermentas, 

#K0222) 進行測定，此螢光物質可以嵌入雙股 DNA (dsDNA) 的小凹槽

( minor-groove ) 中，當 PCR 的產物越多時，嵌入 dsDNA 的螢光物質就越多，

經由儀器偵測到的螢光值再回推即可算出原始基因的表現量。實驗中使用的引

子 (primer) 如下：GAPDH-F: 5’- TAC ATG GCC TCC AAG GAG TAA GAA-3’, 

GAPDH-R: 5’- GGA TGG AAA TTG TGA GGG AGA TG -3’, BMP4-F: 5’- GTG 

AGG AGT TTC CAT CAC GAA GA -3’, BMP4-R: 5’- GTG AGG AGT TTC CAT 

CAC GAA GA -3’, BMPRII-F: 5’- ATT CTC TGG ATC TTT CAG CCA CAA -3’ 

以及 BMPRII-R: 5’- ATG GAG TTT TCA CAC GTC TCT TGA T -3’。首先把轉

好之 cDNA 樣本、2X SYBR Green Master mix、forward 及 reverse 引子自-20

℃冰箱中取出放置碎冰中解凍。將解凍後的 cDNA樣本稀釋後濃度為 2.5 ng/µl，

在 PCR 反應管中依序加入 10 µl 2X SYBR Green Master mix、0.6 µl forward 

primer、0.6 µl reverse primer、3.8 µl RNase free H2O 以及 5 µl 稀釋後的 



‧
國

立
政 治

大

學
‧

N
a

t io
na l  Chengch i  U

niv

ers
i t

y

 

24 
 

cDNA 樣本，最後體積為 20 µl，混合均勻後 spin 一下，之後放入 7300 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems) 中進行分析。PCR 反應條件為: 

50℃ 2 mins，95℃ 10 mins，95℃ 15 sec，60℃ 1 min 共 40 cycles。反應

完成之後，由儀器所附之軟體可得到測定的 Ct 值，將其帶入公式算出目標基因

與 GAPDH 的相對值，而後進行統計分析。其公式為：CtGENE - CtGAPDH =Δ Ct。 

 

第七節、 細胞存活率分析：Trypane blue 染劑排除法 

本實驗利用 Trypane blue 染劑排除法 ( Trypane blue exclusion )，其原理

為 Trypane blue 染劑會直接進入死細胞中而呈藍色，活細胞的細胞膜完整且具

有選擇性通透性，染劑無法滲入細胞所以不會呈色。從細胞培養箱中取出經藥

物處理的細胞，先用 DPBS 清洗兩次，洗去殘留培養液後每盤加入 750 µl 0.5 

% Trypane blue，接著用裁剪成適當大小的石蠟膜 (paraffin) 將培養盤的蓋子

封好，避免移動過程中打翻濺出液體，於培養盤底部會畫十字將培養盤分為四

個區域，而後在倒立顯微鏡 (Zeiss observer A1) 下以 10 x 物鏡觀察，並於每

個區域中隨機取樣 5 個地方拍照，故每盤細胞總共拍攝 20 張照片，存檔之照

片則利用 image j 1.44c 軟體計數活細胞數目。 

 

第八節、 統計分析 

分析實驗結果數據利用 Excel 軟體進行分析。本論文中的實驗主要是在比

較單一實驗組與單一對照組之間的差異，故利用 Student’s t-test 統計方式來

進行分析。統計分析結果顯著差異表示方式：*, # 表示 p<0.05，**, ## 表示 

p<0.01，***, ### 表示 p<0.001。 
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第三章  實驗結果 

第一節、 type II BMP receptor 的表現位置 

首先，我們取下成鼠的 lumbar spinal cord，其 ventral 處為運動神經元分布

的區域，利用 BMPRII 之專一性抗體觀察 BMPRII 之表現情形，發現 BMPRII 

protein 會表現在運動神經元上 (圖一 A,B)，結果與文獻一致 (Wang et al., 

2007a)。為了瞭解 BMPRII 在運動神經元上所參與的機制，我們亦取下成鼠之

坐骨神經 (sciatic nerve) 觀察 BMPRII 之表現，實驗發現 BMPRII 也會分布在

坐骨神經上，由坐骨神經之縱切圖可觀察到 BMPRII 染色呈現長條狀 (圖一

C,D)，且從坐骨神經之橫切圖發現 BMPRII 染色呈現點狀 (圖一 E)，此型態與

利用 neurofiament的專一性抗體在橫切坐骨神經上標定軸突 (axon) 之染色型

態一致，故可得知 BMPRII 分布在坐骨神經之軸突內。本實驗室先前研究亦顯

示，BMPRII 表現在 NMJ 上(附錄二)(Wang, 2006)。 
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圖一、BMPRII 在運動神經元 (motor neuron) 及坐骨神經 (sciatic nerve) 上

的表現。利用 BMPRII 抗體之專一性，最後以 AEC 呈色，觀察 BMPRII 在運動

神經元與坐骨神經上的表現情形。(A) 為 lumbar spinal cord 切片，可觀察到運

動神經元聚集的 ventral 區域有專一性紅色呈色，即為 BMPRII。(B) 為圖(A)白

色虛線框框內之區域放大圖，箭頭所指為運動神經元具有專一性紅色呈色，由此

可知 BMPRII 在運動神經元上表現。(C) 為坐骨神經之縱切圖，可觀察到 BMPRII

之專一性染色。(D) 為圖(C)之區域放大圖，箭頭所指為 BMPRII 專一性紅色染

色，呈長條狀。(E) 為坐骨神經之橫切圖，可觀察到 BMPRII 之分布呈點狀。圖

(A)及圖(C)之比例尺為 200 µm，其餘之比例尺為 50 µm。 
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第二節、 BMP4 參與調控運動神經元與肌肉之間的機制 

BMPRII 表現在肌纖維的 NMJ 處，表示運動神經元可能是需要接受來自肌肉

所分泌的 BMP protein 以維持正常功能。由於 C2C12 肌肉母細胞株與

NG108-15 神經細胞是經常使用於研究運動神經元及肌肉之間作用機轉的 in 

vitro model (Ling et al., 2005)，故為了瞭解哪些 BMPRII ligand 參與運動神經

元及肌肉之間的機制，我們利用 NG108-15 神經細胞(圖二 A) 以及 C2C12 肌

肉母細胞株養成成熟的肌小管(圖二B) 觀察BMPRII ligand之表現。其中BMP4 

mRNA 在肌小管上有高度表現，相反地在神經細胞上的表現量極少(圖二 C)。

另外，根據本實驗室之前的資料顯示，利用雷射顯微擷取儀(laser capture 

microdissection, LCM) 取得運動神經元組織後觀察 BMP4 mRNA 表現量，發

現與在 NG108-15 神經細胞上表現情形一致，BMP4 mRNA 在神經細胞中表現

量極少(Wang, 2006)。所以，BMP4 mRNA 在肌小管及神經細胞表現量上的差

異，提高了肌肉所分泌的 BMP4 參與運動神經元及肌肉之間作用機轉的可能

性。 

為了瞭解肌肉所分泌的 BMP4 是否參與調控運動神經元及肌肉之間的作用

機制，我們首先利用免疫組織染色法發現肌肉會表現 BMP4 (圖三)，接著利用

與 rhodamine--bungarotoxin 的 double staining 實驗顯示 BMP4 聚集在肌肉

的 NMJ 處(圖三 C-E)。我們想要了解 BMP4 聚集在 NMJ 處的現象與運動神經

元及肌肉之間的關係，故進一步利用 muscle denervation 實驗觀察 NMJ 處

BMP4 的表現情形，過去曾有文獻指出，當老鼠的坐骨神經被切除七天後軸突

末梢之 presynaptic synaptophysin protein 會消失(Okada et al., 2006)，首先我

們確認了 muscle denervation 實驗的可行性 (圖四 A-F)，而後從 muscle 

denervation實驗中我們觀察到BMP4聚集在NMJ處的現象消失了(圖四G-I )，

此結果顯示肌肉的 BMP4 在 NMJ 中穩定表現需要來自運動神經元所分泌的訊

號因子。 
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根據文獻研究顯示，Agrin 在 NMJ 發育過程時會被運動神經元所分泌，並

且誘導後突觸端乙醯膽鹼受體(acetylcholine receptor, AChR)聚集以形成穩定

的 NMJ (Reist et al., 1992)，故 Agrin 是廣泛研究於運動神經元與肌肉間作用

的調控因子。所以，我們更進一步探討 Agrin 是否會調控 BMP4 在 NMJ 處的

表現量及分布位置。首先，利用不同濃度的 Agrin 處理成熟的 C2C12 肌小管後

觀察 BMP4 mRNA 表現情形，結果顯示隨著 Agrin 濃度的增加，C2C12 肌小

管中 BMP4 mRNA 的表現量亦跟著增加 (圖五 A )，另外，我們也同時分析了

Agrin 對於 BMPRII 的調控情形，結果顯示 Agrin 不影響肌小管中 BMPRII 之

mRNA 表現量 (圖五 B)。而在 BMP4 protein 表現方面，實驗顯示相較於缺少

Agrin 處理的組別，加了 Agrin 處理的 C2C12 肌小管其 BMP4 抗體染色的螢光

強度有顯著上升，顯示 Agrin 可以促進 BMP4 蛋白質的表現(圖六)。然而，從

實驗中可知 Agrin 調控肌肉中 BMP4 mRNA 及 protein 的表現量，但卻不能誘

導 BMP4聚集在NMJ處(圖六 A-F)，由上述實驗顯示，我們先前所觀察到 BMP4

聚集在 NMJ 處的現象可能需要來自運動神經元其他的訊號因子所調控。 
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圖二、分化後的 NG108-15 細胞及 C2C12 肌小管中 BMP4 的 mRNA 表現量。

(A) 為培養四天之誘導分化的 NG108-15 細胞，神經細胞具有延長的 neurite。(B) 

為培養五天之成熟 C2C12 肌小管，細胞融合形成長條狀。(C) 為分化後的

NG108-15 細胞及 C2C12 肌小管中 BMP4 的 mRNA 表現量比較，發現 BMP4 

的mRNA在C2C12 肌小管上表現量較多；n=3。實驗數值以mean±SEM 表示。 
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圖三、BMP4 表現在 muscle fiber 及 neuromuscular junction 處。利用 BMP4

之專一性抗體，觀察 BMP4 在肌肉組織中的表現情形。 (A)為 soleus muscle

之橫切圖，利用為 AEC呈色，可見 BMP4之專一性染色分布在肌肉束外圍組織，

並且部分區域具有較深色染色，如箭頭所示。 (B)為 non-immune rabbit IgG 處

理之 control 組。(C-E)從正常成鼠身上取得 soleus muscle 做 whole mount 免疫

螢光染色實驗，觀察 BMP4 與 neuromuscular junction 之間的分布位置。(C)利

用 rhodamine--bungarotoxin 標定乙醯膽鹼受體 (AChR)，代表 neuromuscular 

junction 區域，為紅色螢光。(D)利用 BMP4 抗體與 Alexa Fluor 488 chicken 

anti-rabbit IgG 標定 BMP4，為綠色螢光。(E) 為圖 C 及圖 D 之疊合圖，大部分

呈現黃色，顯示 BMP4 表現在 neuromuscular junction 處。圖 A 及圖 B 之比例

尺為 50 µm，圖 C 至圖 E 之比例尺則為 15 µm。 
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圖四、Muscle denervation 後 BMP4 在 neuromuscular junction 處的表現。

將成鼠的坐骨神經摘除七天之後，取下成鼠之 soleus muscl 且利用 whole mount

免疫螢光染色法，觀察 BMP4 在 neuromuscular junction 處的分布情況。(A-C)

為正常組別之老鼠 soleus muscle，(A)利用 rhodamine--bungarotoxin 標定乙

醯膽鹼受體(AChRs)，代表 neuromuscular junction 區域，為紅色螢光。(B)利用

synaptophysin 抗體與 Alexa Fluor 488 chicken anti-rabbit IgG 標定

synaptophysin，synaptophysin 為突觸小泡 (synaptic vesicle) 上之蛋白質，分

布在穩定的軸突末梢處，為綠色螢光。(C)為圖 A 及圖 B 之疊合圖呈現黃色，顯

示正常成鼠之 neuromuscular junction 表現穩定。(D-F)為 muscle denervation

組別之老鼠 soleus muscle，可觀察到將成鼠之坐骨神經摘除後，(D)後突觸端乙

醯膽鹼受體之紅色螢光不受影響，但圖(E)中 synaptophysin 之綠色螢光消失， 

neuromuscular junction 處軸突末梢已受到破壞。(F) 為圖 D 及圖 E 之疊合圖，

沒有黃色呈色，顯示摘除坐骨神經七天後，neuromuscular junction 遭受破壞而

不穩定。(G-I)為 muscle denervation 組別之老鼠 soleus muscle，(D)後突觸端

乙醯膽鹼受體之紅色螢光不受影響，(E)利用 BMP4 之抗體與 Alexa Fluor 488 

chicken anti-rabbit IgG 標定 BMP4 的表現。(F)為圖 D 及圖 E 之疊合圖，沒有

黃色呈色，顯示軸突末梢遭受破壞後，BMP4 的表現消失了。比例尺皆為 15 µm。 
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圖五、神經性衍生蛋白 Agrin 調控 C2C12 肌小管中 BMP4 的 mRNA 表現量，

但不影響 BMPRII mRNA表現量。(A)培養五天之成熟 C2C12 肌小管，以 2 ng/ml、

10 ng/ml 及 50 ng/ml 三種濃度之 Agrin 處理 16 小時後萃取 total RNA，再以

real-time PCR 分析三種不同濃度刺激下 BMP4 的 mRNA 表現量，可觀察到給

予的 Agrin 濃度越高，BMP4 之 mRNA 表現量會跟著增加，在 10 ng/ml 及 50 

ng/ml 的濃度下達到顯著；n=6。(B) 培養五天之成熟 C2C12 肌小管，同樣以 2 

ng/ml、10 ng/ml 及 50 ng/ml 三種濃度之 Agrin 處理 16 小時後萃取 total RNA，

最後以 real-time PCR分析BMPRII的mRNA表現量，發現給予不同濃度的Agrin 

刺激，BMPRII 之 mRNA 表現量沒有顯著差異；n=6。實驗數值以 mean±SEM

表示，統計結果以 Student’s  t-test 統計方法計算；* 代表 p < 0.05。 
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圖六、神經性衍生蛋白Agrin調控C2C12 肌小管中BMP4 的 protein表現量，

但不影響 BMP4的表現位置。(A-C)在蓋玻片上培養五天之C2C12成熟肌小管，

經 10 ng/ml Agrin 處理 16 小時後以 1% paraformaldehyde 固定細胞，接著以

rhodamine--bungarotoxin 、BMP4 抗體及 Alexa Fluor 488 chicken anti-rabbit 

IgG 做免疫螢光染色實驗。 (A)利用 rhodamine--bungarotoxin 標定乙醯膽鹼受

體 (AChR)，箭頭所指為乙醯膽鹼受體聚集處，即紅色螢光。(B) 綠色螢光即為

BMP4 染色處，可觀察到 BMP4 分布在 C2C12 肌小管中。(C) 為圖 A 及圖 B 之

疊合圖，沒有黃色呈色，顯示 Agrin 會調控乙醯膽鹼受體之聚集，但不影響 BMP4

的分布位置。(D-F) 則為未經 Agrin 處理之對照組。(D) 沒有乙醯膽鹼受體聚集

之現象，無紅色螢光。(E) 綠色螢光為 BMP4，分布在 C2C12 肌小管中，其綠
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色螢光強度較圖 B 弱。(F) 為圖 D 及圖 E 之疊合圖。(D)利用 image J 軟體分析

Agrin 處理組與對照組之綠色螢光強度，各組分析至少 60 條以上肌小管，取得

數值後比較兩組 BMP4 抗體染色的螢光強度。結果顯示經 Agrin 處理之組別，綠

色螢光強度較高，代表相較於對照組，BMP4的 protein表現量有顯著增加；n=3。

實驗數值以 mean±SEM 表示，統計結果以 Student’s  t-test 統計方法計算；** 

代表 p < 0.01。 
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第三節、 BMP4 亦是由 Schwann cell 所產生並且會於運動神經元中運輸 

為了更加了解 BMP4 在運動神經元與肌肉之間作用機制中所扮演的角色，我

們亦利用免疫組織染色法觀察BMP4在坐骨神經( sciatic nerve)上表現的情況，

由坐骨神經縱切的染色圖可知 BMP4 會有高度表現(圖七 A)，而在坐骨神經橫

切的染色圖中發現 BMP4 的分布型態呈現半同心圓狀(圖七 B,D)，此型態與坐

骨神經橫切的 Schwann cell 染色圖(圖七 C,E)表現一致，故 Schwann cell 亦會

產生 BMP4。 

假設肌肉纖維與 Schwann cell 皆是經由產生 BMP4 以達到調控運動神經的

功能，BMP4 應該會在軸突( axon )中被運送，就如同其他神經滋養因子 (Jiang 

et al., 2000a; Russell et al., 2000; Wang et al., 2007a)。所以我們進一步地做

nerve ligation 實驗，在老鼠的坐骨神經上打兩個結，經過 18-20 小時後取下坐

骨神經組織觀察 BMP4 的表現型態及運輸方向。坐骨神經縱切染色圖發現

BMP4 會堆積在打結處兩端(圖八 A-D)，顯示 BMP4 的運送方式為雙向運輸，

而在靠近神經末端的遠端處 (distal)堆積的 BMP4 可能是來自於肌肉或

Schwann cell 所分泌(圖八 D)。另外，由坐骨神經橫切的染色圖發現 BMP4 在

Schwann cell 中的表現程度下降並且型態出現點狀(圖八 E)，而此型態與軸突

染色型態一致(圖八 F)，故當坐骨神經受傷時，由肌肉或 Schwann cell 所分泌

的 BMP4 會被運送進運動神經之軸突內。 
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圖七、BMP4 在坐骨神經 (sciatic nerve) 上的表現。(A) 坐骨神經之縱切圖，

利用 BMP4 之專一性抗體以 AEC 呈色，可觀察 BMP4 在坐骨神經上有表現。(B)

坐骨神經之橫切圖，箭頭所指為 BMP4 聚集處，顯示 BMP4 的分布呈半同心圓

形。 (C)坐骨神經之橫切圖，利用 S-100 beta 之抗體標定 Schwann cell，箭頭

所指為 Schwann cell，呈圓形或半圓形。(D)為圖 B 之區域放大圖。(E)為圖 C

之區域放大圖。圖 A 之比例尺為 200 µm，圖 B 至圖 E 之比例尺為 50 µm。 
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圖八、Nerve ligation後BMP4 在坐骨神經 (sciatic nerve) 上的表現。將 nerve 

ligation後18-20小時之成鼠犧牲，取出坐骨神經後包埋以組織切片及利用BMP4

之專一性抗體，以 AEC 呈色觀察 BMP4 的表現情形。(A) nerve ligation 後坐骨

神經之縱切圖，圖中 ”p”代表近端處 (proximal)，靠近運動神經元，而 “d”則代

表遠端處 (distal)，靠近軸突末梢，由圖中可觀察到 BMP4 在打結處兩端皆有堆

積的現象，而在兩個結的中間沒有 BMP4 之染色。(B) 為圖(A)近端處之區域放

大圖。(C) 為圖(A)打結之中間區域放大圖。(D) 為圖(A)遠端處之區域放大圖。

(E) nerve ligation 後坐骨神經之橫切圖，箭頭所指為 BMP4 之染色，大部分呈

點狀。(F) 為正常成鼠之坐骨神經橫切圖，利用 neurofilament 之專一性抗體標

定軸突 (axon)，其分布情形如箭頭所指呈點狀。圖 A 之比例尺為 200 µm，圖 B

至圖 F 之比例尺皆為 50 µm。 
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第四節、 軸突損傷會影響周邊組織中 BMP4 的表現 

在許多文獻研究中發現，當神經受到損傷時周邊系統的衍生因子表現型態會

跟著改變(Ishii, 1989; Friedman et al., 1992; Sendtner et al., 1992; Jiang et al., 

2000a)，然而，為了提升在 nerve ligation 實驗中靠近神經末端的遠端處(distal)

堆積的 BMP4 是來自於肌肉或 Schwann cell 所分泌的可能性，我們利用 nerve 

ligation 實驗進一步分析在坐骨神經受損情況下，肌肉組織、坐骨神經組織以及

腰椎處脊髓組織中 BMP4 mRNA 表現量。結果顯示當軸突受損時肌肉組織中

BMP4 mRNA 表現量會顯著增加，在坐骨神經組織中 BMP4 mRNA 表現量則

會下降，而在腰椎處脊髓組織中則是沒有差異(圖九)，故可知軸突損傷時會影

響周邊系統 BMP4 的表現，使肌肉組織產生更多的 BMP4。 
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圖九、Nerve ligation 後 BMP4 在肌肉組織、坐骨神經以及 lumbar spinal cord

中的 mRNA 表現量。將 nerve ligation 後 18-20 小時之成鼠犧牲，取出 soleus 

muscle (n=5)、坐骨神經(n=5)以及 lumbar spinal cord (n=4) 後萃取 total RNA，

再以 real-time PCR 分析 BMP4 之 mRNA 表現量。同一隻老鼠中未做 nerve 

ligation 之另一側後肢取得的組織即為對照組。結果顯示，相較於對照組，nerve 

ligation 後肌肉組織內的 BMP4 mRNA 表現量顯著增加，在坐骨神經中 BMP4 

mRNA 表現量則顯著下降，而在 lumbar spinal cord 中 BMP4 mRNA 表現量則

無顯著差異。實驗數值以 mean±SEM 表示，統計結果以 Student’s  t-test 統計

方法計算；** 代表 p < 0.01，*** 代表 p < 0.001。 
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第五節、 BMP4 可能參與調控運動神經的存活 

BMP4 由周邊系統之許旺細胞以及肌肉組織所分泌並且在運動神經之軸突

內有運輸的表現。上述實驗讓我們提出一個假設，周邊系統所分泌的 BMP4 對

於運動神經之功能可能是作為存活因子。根據文獻顯示分化後的 NG108-15 細

胞上會表現具有功能的  NMDA receptor (Schelman et al., 2004b)，故

Glutamate/glycine誘導之興奮性毒殺作用能使分化成神經之NG108-15細胞死

亡 (Oza et al., 2008)，因此，我們以此為模型探討 BMP4 對神經細胞死亡之保

護作用。我們將 50 µM Glutamate/glycine 加入細胞處理 16 小時，此期間稱為

興奮性毒殺時期 (excitotoxciity)，而後以 trypane blue 染色法計數細胞 (圖十

A)。首先，我們探討不同濃度之 BMP4 與神經細胞死亡之間的關係，BMP4 分

別以 2 ng/ml、10 ng/ml 及 50 ng/ml 三種濃度與 Glutamate/glycine 同時處理，

結果顯示，相較於 DMEM 之對照組，單獨以 Glutamate/glycine 處理之組別細

胞存活率顯著下降，証實 Glutamate/glycine 的確能夠毒殺分化後之 NG108-15

細胞。然而，同時以 Glutamate/glycine 及 BMP4 處理之組別，BMP4 皆能保

護 NG108-15 細胞免於毒殺死亡 (圖十 C)。另外，我們亦探討單獨處理不同濃

度之 BMP4 對 NG108-15 細胞之存活率的影響，結果顯示在 2 ng/ml、10 ng/ml

及 50 ng/ml 之濃度下，BMP4 本身不會影響細胞的存活率 (圖十 B)。之後的實

驗皆以 10 ng/ml BMP4 作探討，從圖十一中可觀察單獨以 Glutamate/glycine

處理之組別細胞密度較低，同時以 10 ng/ml BMP4 處理之組別則增高細胞密

度。 

先前文獻證實 Glutamate/glycine 的興奮性會造成延遲性的細胞死亡(Choi, 

1987)，因此我們以 Glutamate/glycine 處理細胞 16 小時（此期間稱為興奮性

毒殺時期， excitotoxicity)，之後再將培養液更換為 condition medium 處理 8

小時 （此8小時期間為恢復時期，recovery），我們分別在不同時期加入BMP4，

最後以 Trypane blue 染色法計數細胞數目(圖十二 A)。結果顯示，單獨在興奮
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性毒殺時期加入 BMP4 處理，與在興奮性毒殺時期以及恢復時期皆以 BMP4

處理皆能保護 NG108-15 神經細胞。 
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圖十、已分化 NG108-15 細胞經 Glutamate/glycine 及不同濃度之 BMP4 同時

處理 16 小時的細胞存活表現。 (A)圖示已分化四天之 NG108-15 細胞經

Glutamate/glycine (Glu/gly) 處理 16 小時後，以 Trypane blue 染色法計數細胞

數目之步驟。(B) 分化後的 NG108-15 細胞，以 2 ng/ml、10 ng/ml 及 50 ng/ml

三種濃度之 BMP4 處理 16小時後分析細胞存活率，與對照組無顯著差異。(C) 分

化後的 NG108-15 細胞，經 Glutamate/glycine (Glu/gly) 與以 2 ng/ml、10 ng/ml

及 50 ng/ml 三種濃度之 BMP4 同時處理 16 小時後分析細胞存活率，相較於

DMEM 對照組，Glu/gly 處理之組別細胞存活率顯著下降。而相較於 Glu/gly 組，

以不同濃度的 BMP4 與 Glu/gly 同時處理之組別細胞存活率皆顯著增加。而相較

於 DMEM 對照組，在處理 Glu/gly 亦同時加入 2 ng/ml 、 10 ng/ml 及 50 ng/ml 

BMP4 的組別中，細胞存活率沒有顯著差異；n=3-4。實驗數值以 mean±SEM

表示，統計結果以 Student’s  t-test 統計方法計算；相較於 DMEM 對照組，*** 

代表 p < 0.001；相較於 Glu/gly 組，# 代表 p <0.05，### 代表 p < 0.001。 
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圖十一、已分化 NG108-15 細胞經 Glutamate/glycine 及 BMP4 (10ng/ml )同

時處理 16 小時候的細胞。(A)已分化 NG108-15 細胞經 DMEM 處理 16 小時後

之細胞圖。(B) 已分化 NG108-15 細胞經 Glutamate/glycine (Glu/gly) 處理 16

小時後之細胞圖，其細胞密度較圖A為低。(C) 已分化NG108-15細胞經10 ng/ml 

BMP4 處理 16 小時後之細胞圖。(D) 已分化 NG108-15 細胞經 Glu/gly 及 10 

ng/ml BMP4 同時處理 16 小時後之細胞圖，其細胞密度較圖 B 為高。 
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圖十二、BMP4 保護已分化 NG108-15 細胞對抗 Glutamate 誘導之興奮性毒殺

作用。(A)圖示已分化四天之 NG108-15 細胞經 Glutamate/glycine (Glu/gly) 處

理 16 小時，此 16 小時期間稱為興奮性毒殺時期 (excitotoxicity) ，之後將培養

液更換為condition medium處理8小時，此8小時期間為恢復 (recovery) 時期，

加入 BMP4 處理的時間點分別為只在興奮性毒殺時期加入 BMP4 處理(n=5)，或

是在興奮性毒殺時期以及恢復時期皆以 BMP4 處理(n=6)，最後以 Trypane blue

染色法計數細胞數目之步驟。(B)單獨在興奮性毒殺時期加入 BMP4 處理，與在

興奮性毒殺時期以及恢復時期皆以 BMP4 處理皆能保護 NG108-15 神經細胞。

實驗數值以 mean±SEM 表示，統計結果以 Student’s  t-test 統計方法計算；相

較於對照組(n=11)，* 代表 p <0.05，*** 代表 p < 0.001；相較於 Glu/gly 組(n=11)，

### 代表 p < 0.001。 
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第四章  討論 

本論文研究的主旨在於探討神經肌肉系統中 BMP4 的生理功能，而神經肌肉

系統中的細胞種類主要包括運動神經元、肌肉及許旺細胞等，運動神經元之軸突

末端會與肌肉纖維形成NMJ，許旺細胞則是包覆在神經元之軸突外圍形成髓鞘，

其三者之間的關係相當密切。  

由本實驗室初步的資料顯示 BMPRII 受體表現在 NMJ 處(附錄二)，而從本論

文的免疫染色實驗觀察到 BMPRII 亦會表現在運動神經元及坐骨神經之軸突內

(圖一)，BMP4 則是在許旺細胞(圖七)及肌肉上有表現，並且會表現在 NMJ 處(圖

三)，顯示 BMP4 可能參與在運動神經元與周邊組織細胞之間的作用機制。過去

已有文獻探討 BMP 與神經肌肉系統之間的關係，在以果蠅為模型的研究上已證

實 BMPRII homolog 發生突變時會使果蠅致命，而將 BMPRII homolog 送進內

生性 BMPRII homolog 突變果蠅之運動神經元中則可使果蠅生存，並且部分恢復

NMJ 中突觸 (synapse) 的型態及功能(Marques et al., 2002)，另外，在哺乳類

動物的研究中發現當神經受到損傷時，運動神經元中的 BMP2 mRNA 表現量會

增加(Wang et al., 2007b)。 

過去曾有多篇研究利用 nerve ligation 實驗方法，觀察內生性蛋白質在軸突

內的運輸情形，用以證明其蛋白質對神經元而言是否具有生理功能。在過去研究

中來自許旺細胞及肌肉的Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)已被

證實為運動神經元的 neurotrophic factor 之一，而在 nerve ligation 實驗發現其

會堆積在打結點近端處位置，顯示其在神經軸突內有順向運輸的現象(Russell et 

al., 2000)，亦有研究利用 nerve ligation 實驗方法觀察到 BMP6 會堆積在打結點

遠端處的位置，顯示其在軸突內有逆向運輸的情形，且由許旺細胞產生的 BMP6

亦被證實能夠促進運動神經元的存活(Wang et al., 2007a)。另外，在 TGF-beta 2

的研究上發現，許旺細胞以及肌肉皆會表現 TGF-beta 2，而在 nerve ligation 實

驗中觀察到 TGF-beta 2 在打結處的兩端皆有堆積的現象，顯示其在運動神經元
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之軸突內具有雙向運輸的特性(Jiang et al., 2000b)，亦有研究指出在神經撕裂傷

的老鼠身上每天給予 TGF-beta 2 處理，4 週後觀察發現 TGF-beta 2 能夠降低運

動神經元死亡的數目(Jiang et al., 2000a)。而本論文中觀察到 BMP4 會堆積在打

結處的兩端，其運輸方向有順向運輸及逆向運輸(圖八)，其運輸方向與先前研究

發現的 TGF-beta 2 一致(Jiang et al., 2000b)，由這些結果顯示，BMP4 或許與

TGF-beta 2 具有相似生理功能。綜合上述，我們認為周邊肌肉組織及許旺細胞

可能藉由多種因子影響運動神經元各種不同的生理功能。 

Muscle-derived factor 對於運動神經元的發育及至成熟穩定非常的重要，曾

有研究發現肌肉發育缺失的老鼠，其 90%的運動神經元會死亡(Oppenheim et al., 

1993)，亦有文獻指出在大鼠的肌肉中移植進過度表現 neurotrophin-4 (NT-4) 的

細胞後，會大量增加運動神經末梢的分支 (branching)數目，顯示由肌肉所分泌

的 NT-4 可以調控運動神經元對肌肉的神經支配 (innervation) 程度，然而肌肉

所產生的 NT-4 亦受到運動神經元之調控，當神經訊號傳導路徑受到抑制而導致

肌肉無法去極化時，肌肉所產生的 NT-4 mRNA 表現量會下降 (Funakoshi et al., 

1995)。從本論文之實驗中可觀察到，在正常情況下 BMP4 會表現在 NMJ，有趣

的是，當神經摘除七天後，BMP4 的染色消失了(圖四)，也就是說由肌肉所分泌

的 BMP4 受到運動神經元的調控。我們發現了 Agrin 會調控肌肉的 BMP4 mRNA

及 protein 的表現量，但是不會調控 BMP4 聚集在 NMJ 上，所以，我們推測除

了 Agrin 之外，運動神經元可能會分泌其他的訊號因子，調控肌肉內部機制或是

透過其他細胞(如許旺細胞)直接或間接地影響肌肉上 BMP4 的表現及位置，因

此，未來可進一步確認調控 BMP4 聚集在 NMJ 處的訊號因子為何。另外，由

nerve ligation 實驗，我們發現逆向運輸之 BMP4 堆積在遠端處，且神經損傷後

肌肉中的 BMP4 mRNA 表現量會增加(圖九)，提高了逆向運輸的 BMP4 是由肌

肉產生的可能性，而近期研究觀察到 spinal cord injury 的動物模型中於背根神

經節 (dorsal root ganglion, DRG) 加強 BMP4 訊息傳遞機制可以促進軸突再
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生 (axon regeneration) (Parikh et al., 2011)，且在中樞神經系統損傷後發生去

髓鞘化 (demyelination) 過程中，短時間內給予外源性 (exogenous) BMP4 處

理可以在促進寡突膠前驅細胞 (oligodendrocyte progenitor cells , OPCs)、星狀

膠神經細胞 (astrocyte)以及為神經膠細胞 (microglial) 增生(Sabo et al., 2011)，

故本論文實驗中所觀察到由肌肉產生之 BMP4，可能會參與軸突修復 (repair) 

過程。 

過去的研究發現在 homozygous erbB3 mutant 的胚胎中則因缺乏許旺細

胞而導致 79%運動神經元死亡 (Riethmacher et al., 1997)， 顯示許旺細胞產生

的神經滋養因子對於運動神經元的存活也很重要。由免疫染色實驗觀察到正常狀

態下，BMPRII protein 會表現在神經軸突內(圖一)，BMP4 的 protein 則集中表

現在坐骨神經之許旺細胞上(圖七)，且坐骨神經上能夠偵測到 BMP4 mRNA 表

現(圖九)，顯示在正常狀態下，許旺細胞可能會產生 BMP4 並且參與許旺細胞與

運動神經元之間的機制作用。在正常的情況下，許旺細胞會分泌多種

neurotrophic factor 以維持與運動神經元之間環境的穩定，曾有文獻指出，出生

後的個體之許旺細胞才會表現 CNTF (Sendtner et al., 1992)，且外源性 

(exogenous) CNTF 可以促進神經損傷後運動神經元的存活(Sendtner et al., 

1990)，然而在神經損傷後的坐骨神經上觀察到內生性 CNTF mRNA 表現量下降，

而由本論文的 nerve ligation 實驗，我們觀察到坐骨神經之 BMP4 mRNA 表現量

有下降的情形(圖九)，另外，由免疫染色實驗我們觀察到 nerve ligation 後的坐

骨神經上 BMP4 則集中在神經軸突內(圖八)。根據上述內容，我們可以知道許旺

細胞在正常的狀態下會產生 BMP4，故 BMP4 是一種 Schwann cell-derived 

factor，用以維持神經肌肉系統之環境的穩定，而當神經軸突受到損傷時，許旺

細胞所產生的 BMP4 將會被運送進軸突內，參與許旺細胞及運動神經元之間的

機制作用。 

過去有研究指出，BMP4 與 CNTF 皆可保護視網膜神經細胞抵抗 NMDA 所
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誘導的興奮性毒殺作用(Fischer et al., 2004)，而在許多研究上已證實興奮性毒

殺作用與運動神經元疾病 ALS 有關，曾有文獻指出 glutamate 所誘導的興奮性

毒殺作用會立刻改變細胞型態，緊接者在後期會造成細胞大量死亡(Choi, 1987)，

由本論文之實驗發現，BMP4 可以保護 NG108-15 神經細胞對抗由 glutamate 引

起的毒殺反應。過去曾有研究發現，在卵巢組織培養系統中，加入 BMP4 中和

性抗體抑制掉卵巢內部 BMP4 訊息傳遞路徑，將會促進細胞凋亡反應，然而以

BMP4 處理卵巢組織後則可觀察到其 transforming growth factor-alpha (TGF) 

mRNA 表現量下降，顯示 BMP4 為卵巢細胞的 survival factor，其可以透過調控

growth factor 而維持組織細胞的穩定(Nilsson and Skinner, 2003)，故 BMP4 也

許可以藉由調控 NG108-15 神經細胞內部 growth factor 的表現而達到神經保護

之效果。另外，曾有文獻指出 glutamate 誘導的興奮性毒殺作用會透過活化 MEK 

/ ERK 訊息路徑促使細胞膜上 AMPA receptor 大量增加，細胞內環境更為興奮

性後引起細胞死亡 (Zhu et al., 2002)，而過去的研究發現 BMP4 在胚胎幹細胞 

(embryonic stem cells, ES cells) 內會藉由抑制 ERK/p38 MAPK 訊息路徑達到

細胞自我更新 (self-renewal)，且 p38 MAPK 的抑制劑之功能與處理 BMP4 的

效果相同(Qi et al., 2004)，另外，在大腦缺血性損傷 (cerebral ischemia) 的動

物模型中則發現 p38 MAPK 的抑制劑會降低 glutamate 誘導之細胞死亡反應

(Barone et al., 2001)，所以，BMP4 也許會透過抑制 glutamate 所活化的訊息路

徑以達到保護神經細胞的功能。因此，我們未來可進一步確認 BMP4 保護

NG108-15 神經細胞對抗興奮性毒殺反應的作用機制為何。 

而在本論文中觀察到單獨在興奮性毒殺時期給予 BMP4 處理，或是在興奮性

毒殺時期與恢復時期皆給予 BMP4 處理皆有神經保護的效果(圖十二)，所以，

BMP4 也許可以應用在運動神經元疾病的治療上。然而本篇論文並未探討 BMP4

是否可以預防神經細胞不受興奮性毒殺的傷害，故未來可做進一步探討 BMP4

是否能夠預防運動神經元病變的發生。 
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第五章  結論 

在本篇論文中以各種不同技術初步證實 BMP4 於神經肌肉系統中具有生理

功能，在正常狀態下，許旺細胞與肌肉皆會產生 BMP4，而由肌肉產生的 BMP4

亦會表現在 NMJ 處，且其 mRNA 及 protein 之表現量皆會受到神經衍生性蛋

白 Agrin 的調控。另外，由 nerve ligation 實驗中發現 BMP4 在神經軸突內有雙

向運輸的現象，當神經受損時，周邊的肌肉組織及神經軸突上的許旺細胞之

BMP4 mRNA 表現量皆受到影響。 

此外，我們亦觀察到 BMP4 能夠保護 NG108-15 神經細胞對抗 Glutamate

誘導的興奮性毒殺作用，且在興奮性毒殺時期以及恢復時期皆以 BMP4 處理對

神經細胞的保護效果最好。由本論文之實驗結果推論：BMP4 是運動神經元的

peripheral-derived factor 之一，在神經肌肉系統中具有生理功能，而當神經受

損時，其可能會參與調控運動神經元的存活，故 BMP4 未來也許可以應用在臨

床醫療上，發展成治療運動神經元疾病的方法。 
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附錄一、BMPs 訊息傳遞路徑，詳細路徑請見內文，圖片截自(Henríquez et al., 

2011)。 
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附錄二、BMPRII 表現在 NMJ 處。(A)為 EDL muscle 橫切圖，利用 BMPRII 抗

體之專一性，最後以 AEC 呈色，觀察 BMPRII 在 EDL muscle 上的表現。箭頭

所指為 BMPRII 聚集處，可觀察到 BMPRII 分布在肌肉束表面特定區域，呈半月

形。(B)為 IgG 抗體之對照組。(C-F)為同一片肌肉組織切片，(C) 以相位差顯微

鏡觀察之肌肉組織，可見肌肉束之輪廓。 (D) 利用 BMPRII 抗體之專一性及接

有綠色螢光之二抗標定 BMPRII 分布位置，箭頭所指綠光聚集處即為 BMPRII。

(E) 利用 rhodamine--bungarotoxin 標定乙醯膽鹼受體  (AChR)，代表

neuromuscular junction 區域，為紅色螢光如箭頭所示。(F)為圖 D 及圖 E 之疊

合圖，如箭頭所指黃色區域，表示 BMPRII 表現在 NMJ 處。圖中 ”m” 代表肌肉

纖維。圖 A 及圖 B 之比例尺為 100 µm，圖 D 至圖 F 之比例尺為 50 µm。(Wang, 

2006) 


