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前言 
血管新生作用(angiogenesis)

是指在胚胎發育過程中及在一些

正常或病理的狀況下出已建立的

微血管長出微血管芽的新生血管

過程(1,4)。血管新生作用受到許

多 生 長 因 子 如 a/bFGFs、

TGF-α/β、EGF的調控(5)。在正常
的生理作用下，如傷口癒合、生

殖過程，血管新生作用都是必要

的細胞生理作用(10)。然而許多

的疾病，如腫瘤形成，也同樣有

血管新生作用發生。腫瘤的生長

必須不斷的誘發新微血管網的形

成，以維持腫瘤的生長，並且得

以進入循環系統以轉移至身體其

他部份的組織(7)。 

血管新生作用的進行，是血

管壁內皮細胞受到生長因子的刺

激活化後，分泌酵素使基底膜

(Basement membrane)分解，內皮

細胞得以侵入細胞外基質中，進

行遷移、增殖、與分化；重新組

成具有管腔的構造，最後形成新

的微血管網。 

血管新生作用開始時，先脫

離基底膜而進入細胞外基質中

(2)。細胞在外基質中的移動及再

重組是需要沿著基底膜爬行，並

且在移動的過程中需要蛋白質分

解酵素來分解基底膜以除去內皮

細胞問的障礙(14)。許多文獻研

究指出細胞外基質的組成對於血

管新生作用時的內皮細胞有極重

要得影響(2)。外基質中的成份如

膠原蛋白(Collagen)、海帶氨酸

(Laminin)、 纖 維 黏 連 蛋 白

(Fibronectin)等，可促使內皮細

胞附著外基質表面而誘發血管新

生作用的進行(8)。而外基質中的

含水分子，胺基多醣類，與內皮

細胞進行交互作用而促使內皮細

胞型態改變(14)。在血管芽的形

成過程中，細胞外基質中不同結

構及組成是由於內皮細胞分泌酵

素分解原來存在的基底膜，並合

成 新 的 類 醣 蛋 白

(Glycoprotein)、蛋白多醣類

(Proteoglycan)及膠原蛋白，組成

新微血管之細胞外基質。因此內

皮細胞對於在血管形成中環繞在

自己周圍的細胞外基質成份扮演

著調控的角色。而在內皮細胞周

圍的細胞外基質的改變，也是調

控不同時期新微血管的形成、組

織結構改變，以及內皮細胞在移

動、增生時，其型態特徵及功能、

行為的重要調控因素(1,6)。 

透明質酸為包覆在更新、重

組、及復原的組織中分裂與移動

細胞的細胞外基質主要成份。透

明質酸可能對於細胞附著、移

動、及連接佔有相當重要的角

色。正常胚胎發育過程中，透明

質酸對於胚胎血管位置的分布有

決定性的影響，而透明質酸對於

細胞的作用可能來自 1.親水的特

性 2﹒細胞表面的交互作用

(3,11,15)。透明質酸同時也影響



表皮細胞(Epidermal Cell)的分

化(Differentiation)，減低透明

質酸的濃度可能減緩表皮細胞的

更生，並加速老化過程(12)。傷

口復原過程中，通常會伴隨著血

管新生作用的發生。而在傷口真

皮層有膠原蛋白沉澱時，在其中

發現有豐富的透明質酸存在。而

由離體的實驗得知，纖維母細胞

可因生長因子刺激而分泌透明質

酸。但在正常組織中和發炎傷口

的結締組織中，透明質酸卻有著

濃度和分子大小不同之差異。 

在傷口復原時，傷口組織中

的生長因子和不同的細胞外基質

將共同誘導新血管的生成及癒傷

組織的建立，進而加速了傷口的

復原。另外由離體的實驗報告指

出，透明質酸可直接誘導或抑制

血管新生作用，且在內皮細胞表

面發現了透明質酸的特殊接受器

(CD44H) (13)，且已知透明質酸對

內皮細胞的分裂及遷移、以及其

血管新生作用可能有一定之效

應。 

硫酸軟骨素亦為細胞外基質

中主要成份之一，常與透明質酸

結合。目前有關於硫酸軟骨素的

報告多偏向於神經突觸生長方向

之調控，對於血管新生作用之報

告極少。而在一些離體的實驗報

告中指出，硫酸軟骨素對於血管

新生作用並無促進或是抑制的作

用。 

由文獻的回顧得知，胺基多

醣類為脊椎動物中重要的結構物

質，主要是形成皮膚與結締組織

連接的細胞外基質。硫酸軟骨素

與透明質酸屬聚多醣類具有儲存

酵素的功能(9)。細胞外基質的蛋

白質、生長因子、酵素與細胞，

都具有與胺基多醣鏈結的位置所

以胺基多醣與生長因子、酵素及

細胞表面的結合有關，國內外有

關胺基多醣與血管新生作用的機

制，目前所知很少，卻具有研究

的價值，如硫酸軟骨素或透明質

酸是否在腫瘤調控血管新生作用

中扮演重要角色。因此我們的實

驗將以活體模式觀察硫酸軟骨素

與透明質酸在血管新生作用中對

內皮細胞的效應。 

 

實驗材料與方法 
下面方法為一次實驗所需步

驟，共處理十五隻大白鼠。 

石蠟切片包理法 

消毒器具 

將解剖刀、鑷子、解剖剪、

止血鉗、持針器及開創器等解剖

器材以鐵盤裝盛，用錫箔包覆鐵

盤，再以鐵盤置於高溫高壓滅菌

釜中，密封後以 121℃的高溫及

1.lKg/cm2的高壓進行消毒殺菌

十五分鐘，待溫度降至室溫時取

出。縫合用角釘與棉線則浸於70%

的酒精中消毒備用。 

製作海綿圓片 

將整塊 5mm厚的聚乙烯海綿

片(Polyester Sponge)剪成30個

直徑 l.l cm的圓形海綿片。以

autoclave消毒 30個圓形海綿

片，10個一組分為三組處理，分

別浸於生理食鹽水(PBS)，及濃度

為(3mg/ml)硫酸軟骨素與透明質

酸中。 



移植手術 

取30隻13個月齡的雄性S.D.

大白鼠，標定為三種處理，一為

對照組、兩為實驗組，分別稱其

重量，以(lml/kg)的比例劑量抽取

適量的Pentobarbitol，對大白鼠

施予腹腔注射，將其麻醉。待麻

醉生效後，先以70%的酒精擦拭老

鼠背部欲剃除背毛的部份，再小

心仔細地將背毛予以剃除。將老

鼠固定後，置於無菌操作台上進

行手術，以70%酒精塗抹裸露的鼠

背後，用解剖刀割開 1公分長的

傷口，把止血鉗伸入傷口內將皮

下組織層分離。用鑷子挾取圓形

海綿片，吸去多餘的液體後植入

老鼠的皮下，一隻老鼠植入同一

處理的兩塊圓形海綿片，一塊置

於傷口前端的皮下，另一塊則置

於傷口後端的皮下。對照組的老

鼠植入含 PBS的圓形海綿片；而

實驗組的老鼠則分別植入含有硫

酸軟骨素與透明質酸的圓形海綿

片。將海綿植入之後，用持針器

持角針縫合傷口，縫合後於傷口

處以優碘擦拭消毒，避免發炎感

染。手術後將老鼠腹部向下，四

肢平伸置於鋪有墊料的籠內，待

其麻醉退了以後，給予老鼠正常

照料。14天後再次進行手術，取

出海綿。  

配置固定液  

取 3%Formaldehyde加上 PBS

製成固定液，置於冰箱中備用。 

取出海綿  

14天後再次將老鼠麻醉，以

解剖刀把上次的傷口劃開，取出

圓形海綿組織塊置於固定液中過

夜，以徹底固定組織，取出海綿

片的老鼠過量麻醉致死。隔天取

出海綿組織塊，將每一塊海綿平

均切成四塊扇形組織塊，再以PBS

浸洗海綿組織塊 3次，每次十五

分鐘，去除固定液。 

石蠟包埋  

加入酒精進行脫水，每隔 30

分鐘換藥一次，酒精濃度依序為

50%、70%、80%、90%、95%到100%。

接下來每隔十五分鐘，依次以下

列三種比例(3:1、1:1、1:3)之酒

精、二甲苯(xylene)混合液進行換

藥，再置換成 l00%的二甲苯。接

著將裝有海綿組織塊的小瓶子放

入約63°C的烘箱中，每隔4小時，
依次以下列兩種比例(1:1、1:3)

之二甲苯、石蠟(Paraffin)混合液

進行換藥，再置換成 100%的石

蠟，之後靜置於烘箱中。兩個禮

拜後取出海綿組織塊，以石蠟包

埋製成組織蠟塊。 

切片染色 

把組織蠟塊固定於切片機

上，切成7µm的切片，以50°C的
溫水展片後，平置於塗有蛋白膠

的載玻片上風乾，平均每片載玻

片上有l0片切片，每個組織蠟塊

切滿 5片載玻片。切片完成後，

將載玻片放入 100%的二甲苯脫石

蠟，接下來每隔 5分鐘依序置換

下列不同濃度(100%、95%、90%、

80%、70%、50%)的酒精，然後用

Hematoxylin染色5分鐘，取出後

用蒸餾水浸泡 5分鐘洗去多餘的

染劑，接著放入 Eosin中染色

20~30秒，取出後再用蒸餾水浸泡

5分鐘洗去多餘的染劑。再次進行



脫水。最後將載玻片放入 100%的

二甲苯中 2次，每次 5分鐘，結

束後用封片膠封片，再將玻片放

置於通風處，靜待封片膠乾。 

照相計數 

將玻片置於顯微鏡下以 400

倍觀察，並且在癒傷組織的部份

三次隨機照相，沖洗成4x6相片，

然後以油性筆圈畫血管。計數

時，使用方格透明膠片覆蓋相

片，先計算整張相片所佔面積格

數，計算血管部份所佔面積，以

求出血管所佔的比值。接著利用

附有相機的解剖顯微倒掉PBS，對

整個切片照相，計算癒傷組織在

整個切片中所佔的比例。再將先

前求出的血管所佔比值乘上癒傷

組織所佔的比值，得到整個切片

的血管密度。 

放射線注射法 

配製放射劑 

取 20λ125I放射劑之 Stock 
Solution測其放射強度，將放射

強度稀釋至每 20λ放射強度為
4x106。CPM(Count Per Minute)。 
125I股靜脈注射 

18天後將老鼠再次麻醉，將

老鼠腹面朝上，四肢以膠帶固

定，以酒精消毒老鼠後大腿內

側，以手術刀晝開約1cm的傷口，

挑出股靜脈用尼龍繩分別在注射

點的上下端打結，千端綁緊，上

端放鬆以便 125I進入循環系統。將
125I緩緩注入老鼠體內，注射劑量

為每一百克注射 0.05ml，再將上

端尼龍繩綁緊，以防止放射劑回

流;靜置30min後取出海綿。 

取出海綿 

以解剖刀把上次移植手術的

傷口割開，取出圓形海綿組織塊

將每一塊海綿平均切成二塊扇形

組織塊，置於固定液中，徹底固

定組織，取出海綿片的老鼠注入

過量麻醉劑致死。將海綿置於加

瑪計數器中讀取放射強度。 

統計方法 

把從每一切片中獲得的三個

數據相加，取其平均值作基本數

值。取得所有數值後，計算出各

處理組的平均值、標準偏差與自

由度。以 ANOVA進行測試，判斷

是否接受假說。 

 

結果 

實驗結果，在石蠟切片方

面:Figure 1a,b分別為 HA與 CS

處理之海綿於 400倍下所得的相

片，由圖中可以看血管在癒傷組

織的分佈，紅色為紅血球、暗紫

色為纖維母細胞。而Figure 1c,d

則是將 HA及 CS處理之海綿石蠟

切片在解剖顯微鏡下 2.5倍的相

片，圖中海綿外圍的部份便是癒

傷組織。另外為由Figure2得知，

CS和HA處理過的海綿，其血管所

佔癒傷組織面積的比例在統計上

顯著高於對照組，顯示 CS和 HA

會增加癒傷組織中血管的密度;

在Figure3中以CS和HA處理過的

海綿其癒傷組織面積佔整片海綿

面積的比例，在統計上顯著高於

對照組，由此得知 CS和 HA會增

加整塊海綿中癒傷組織的體積;

由前兩個面積比例之數據相乘而

得海綿片中所含血管之密度經統

計分析後得知(Figure 4)，經過



CS和HA處理後確實會增加整塊海

綿中血管的密度，因此我們結

論:CS和HA會促進血管新生的作

用。 

在放射線注射方面:植入海

綿 18天經 CS處理過的海綿其放

射強度和對照組沒有顯著差異;

而HA處理過的海綿其放射強度顯

著高於對照組(Fig.5)。由此可知

在 18天的處理下 HA對血管新生

作用有明顯的促進效果。以此與

石蠟切片結果作比較可發現在不

同天數處理，CS、HA對於血管新

生作用有不同的效果，因此我們

必須探討CS、HA對於血管新生作

用是否具有時效性。 

為再造一步了解 CS和 HA在

整個血管新生過程中影響的程度

與時間的相關性，我們以 125I放射

線注射的方法來進行實驗。將含

有 CS和 HA的海綿植入老鼠體內

分別於 7、14、21天之後取出海

綿做放射線注射測定。該結果顯

示:CS和HA處理過的海綿14天的

血管新生作用效果最好;而 21天

處理之後取出的海綿其放射強度

明顯下降(Fig.5)。對於21天HA

和CS處理的海綿其放射強度下降

的原因推測認為是海綿中血管密

度下降，造成之原因是血管退

縮，因為生物體在利用能量上都

希望能作最有效的利用，在癒傷

組織形成之初須要大量血管提供

大量能量以供修補之需，而癒傷

完全之後，已結束修補的工作，

也就不需要大量的血管存在，故

血管退化以減少不必要的能量浪

費。另外也有可能是因為癒傷完

全後，已不需大量血流以提供能

量，但是其血管密度沒變，血管

不退縮，而是由微血管上的括約

肌(Precapillary Sphincters)藉

自動關閉來減少血量所造成的結

果。 

為了確定哪一個是造成21天

處理之海綿放射強度下降之原

因，進一步對21天處理之後取出

的海綿進行石蠟切片觀察，並照

相計數，與14天處理之海綿石蠟

切片結果做比較(Fig.6)。該結果

顯示:經 14天處理之後的海綿，

其血管密度顯著高於21天處理之

海綿。故 21天處理之後的海綿放

射強度下降之因，在於海綿中血

管密度下降，也就是血管退縮造

成的結果。 

 

討論 

結果顯示出HA具促進血管新

生的作用，在機制上推測是由於

內皮細胞上 CD44 receptor和 HA

之間的交互關係所造成的結果。

在其他文獻中有證實短鏈HA具有

促進血管新生的作用，而長鏈 HA

不具促進之作用，和我們所得的

結果不同，推測原因在於他們處

理長鏈 HA的時間並未長達 14天

之久，而我們的實驗時間有 7天

及長達14天的處理，在結果中可

明顯的看出 7天處理的海綿在各

組間並無明顯的差異，而實驗時

間長達14天以HA和CS處理的海

綿其放射強度顯著高於對照組，

故推測在這期間，一些內皮細

胞、纖維母細胞分泌 HA分解酵

素，隨著時間將HA逐漸分解成短



鏈，進而達到促進血管新生的目

的。故可確定的是組織在癒傷時

需要血管新生，而血管新生的促

進最初必須有出HA的分泌幫助內

皮細胞的移動、分裂。另外CS同

樣具有促進血管新生作用。 

而在14天處理之後的18、21

天處理，不管是放射線注射測定

或石蠟切片計數，海綿血管密度

不再增加，推測是 HA和 CS被代

謝掉，不再有促進血管新生的作

用，而血管密度除了不再增加外

有逐漸下降，血管退縮現象，且

各組處理間無顯著差異，故推測

不管任何處理，只要癒傷完全

了，血管密度就會回復到正常生

理狀況下的密度，以減少不必要

的能量浪費。而HA、CS和PBS不

同處理的結果，只是造成促進血

管新生作用的程度不同。 

另外本實驗室曾以離體(in 

vitro)細胞培養實驗找出CS和HA

在3mg/ml的濃度下血管新生的作

用最佳，但此濃度遠遠超過於活

體的生理濃度為避免會對血管新

生產生負迴饋作用，因此我們將

劑量減半來測其對血管新生程度

的影響。結果顯示3mg/ml的劑量

對血管新生並不會造成負迴饋。

因而以此濃度進行實驗。 
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Fig.1a 經 HA處理過 14㆝的海綿其癒傷組織㆗血管分布的情形其㆗ V為血管、

S為海綿纖維、箭頭所指為紅血球(400×) 

 
Fig.1b 經 CS處理過 14㆝的海綿其癒傷組織㆗血管分布的情形其㆗ V為血管、S

為海綿纖維、箭頭所指為紅血球(400×) 



 

 

Fig.1c 經 HA處理過 14㆝的海綿其癒傷組織面積佔整片海綿面積的比例，海綿
外圍顏色較深者為癒傷組織(2.5×) 

 

Fig.1c 經 CS處理過 14㆝的海綿其癒傷組織面積佔整片海綿面積的比例，海綿
外圍顏色較深者為癒傷組織(2.5×) 
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Fig.2 Volume density of blood vessels in granular tissue after 14 days
treatment. Con:Control, CS:Chondroitin sulfate (3mg/ml), HA:Hyaluronic acid

(3mg/ml). ＃Mean±S.E. (sponge number=8-10), **P<0.01, ***P<0.001

Fig.3 Volume density of granular tissue in polyester sponge after 14 days
treatment. Con:Control, CS:Chondroitin sulfate (3mg/ml), HA:Hyaluronic acid

(3mg/ml). ＃Mean±S.E. (sponge number=8-10), *P<0.05,

＃

**

**
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Fig.4 Volume density of blood vessels in polyester sponge after 14 days
treatment. Con:Control, CS:Chondroitin sulfate (3mg/ml), HA:Hyaluronic acid

(3mg/ml). ＃Mean±S.E. (sponge number=8-10), **P<0.01, ***P<0.001

Fig.5 Radioactivity of 125I-acetyl tyrosine in polyester sponge after 7,14,18,21
days treatment. The 125I-acetyl tyrosine was injected into fewur vein and
circulated for 30 min. Con:Control, CS:Chondroitin sulfate (3mg/ml),

HA:Hyaluronic acid (3mg/ml). ＃Mean±S.E. (sponge number=6-10), *P<0.05
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Fig.6 Volume density of blood vessels in polyester sponge after 14,21 days
treatment. Con:Control, CS:Chondroitin sulfate (3mg/ml), HA:Hyaluronic acid

(3mg/ml). ＃Mean±S.E. (sponge number=8-10), *P<0.05, **P<0.01


