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緒 言

哺乳類動物之一氧化氮 (nitric oxide; NO)合成
主要是利用精胺酸 (L-arginine) 在一氧化氮合成酵
素 (nitric oxide synthase; NOS)的催化下，將 L-argi-
nine分解成 L-瓜胺酸 (L-citrulline) 和 NO [20]。有
許多的研究結果指出，L-arginine、O2 及還原態

鹼醯胺腺嘌呤二核酸磷酸 (nicotinamide adenine
dinucleatide phosphate; NADPH)為 NO合成過程中
的輔助基質，而血基質 (heme) 和四氫生喋呤 (tet-

rahydrobiopterin;BH4) 則是合成過程中的輔助因子
[20]。Marletta等 [20] 指出 L-arginine會轉化成 L-
citrulline和 NO，而後 NO再迅速轉變成穩定的亞
硝酸鹽 (NO2 )和硝酸鹽 (NO3 )。另外，在 NO的
合成過程中，Nw - hydroxy-L-arginine為其反應的中
間產物 [20]，但有時反應會生成 L-arginine的同體
異 構 物 如：N-amino-L-arginine、N-hydroxy-L-argi-
nine、L-methyl-ester及 N-monomethyl-L-arginine (L-
NMA) [16,35]。Stuehr等 [33] 則指出 L-arginine的
同體異構物會與 L-arginine相互競爭以減少 NO的
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摘要 本研究之目的在於探討一氧化氮 (nitric oxide; NO)、細胞激素與脂多醣體 (lipopolysacharide; LPS)對吳郭魚

頭腎巨噬細胞免疫功能之影響，並嘗試以流式細胞儀 (flow cytometer)來分析 NO對頭腎巨噬細胞的影響。實驗結果

發現頭腎巨噬細胞如分別以干擾素- (interferon- ; IFN- )和LPS、腫瘤necrosis因子- (tumor necrosis factor- ; TNF-

) 及 LPS與 IFN- 作用 24小時後，均能誘發頭腎巨噬細胞發生 apoptosis，同時發現 IFN- 亦可誘發頭腎巨噬細胞

發生 necrosis。然而，當添加低濃度的 NO donors時，結果發現會抑制經 IFN- 與 LPS作用過之頭腎巨噬細胞發生

apoptosis，同時亦發現介白素-4 (interleukin-4; IL-4)和介白素-10 (interleukin-10; IL-10)均會抑制頭腎巨噬細胞發生

apoptosis。另外，實驗結果顯示頭腎巨噬細胞經高濃度之 NO donors 誘導 24小時後，頭腎巨噬細胞會發生 apop-

tosis，並且其發生之比例會隨著 NO donors的濃度的提高而增加。[鄭清福、洪紹文、林育興、劉邦成、陳明輝、涂
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產生，此可能為細胞本身的自我回饋調控機制之

一。

在血管內皮細胞方面，NO的主要作用為造成
血管擴張而達到調節血壓的功能 [25]，同時亦具有
控制血小板凝集與心臟收縮的功能 [24]。在中樞神
經系統方面，NO之主要作用與神經傳遞和酵素釋
放有關，此包含有神經訊息的傳導、下視丘內分泌

的產生、維持神經功能的正常及記憶的形成 [23]。
NO在周邊神經系統方面之作用，主要是調節數種
血管擴張素，同時具有調節呼吸、胃腸道及泌尿生

殖道的功能，並與胃腸的蠕動、膀胱尿道擴約肌的

控制及陰莖的勃起有關 [37]。此外，亦有研究報告
指出，NO極可能與腎上腺素、胰島素及消化道的
酵素分泌有關 [31]。在吞噬細胞和數種上皮細胞方
面之作用，NO主要之功能為殺死細胞內和細胞外
之微生物 [19]。有文獻指出，哺乳類動物之 CD4+

T cell 所分泌的 IFN- ，可增加吞噬細胞對病原的
吞噬能力，同時可誘導產生NO，進而達到殺菌的
功能 [4]。此種殺作用之機制，主要是 NO與標
的細胞之 DNA結合，再進一步抑制 DNA或蛋白
質的合成，或是與酵素上含鐵的碳水化合物結合，

進而抑制標的細胞的粒腺體呼吸作用 (mitochondr-
ial respiration)、電位的傳遞及 DNA 還原酵素

[18]，以達殺死病原的目的。綜合上述之研究結
果，可發現NO在非特異性免疫防衛功能上扮演著
一個非常重要的角色 [32]。
然而，當體內產生過多的NO時對宿主細胞亦

會造成傷害。過量的NO可導致神經發生病變，可
能與自發性的柏金森氏症有關 [3]。同時另有其他
之研究報告指出，NO 和 O2 會形成過氧亞硝基陰

離子 (peroxynitrite; ONOO )，其可能與細胞之 ap-
optosis和 necrosis有關 [3,14,15]。因此，如能有效
地抑制 NO 的產生，則宿主細胞發生 apoptosis 的
比例則有顯著性地降低。

昔日的研究結果報告認為，IL-1、IL-2、
IL-3、IL-4、IL-6、CSF-M 及 G/M-CSF 等細胞激
素和 IFN- 與巨噬細胞共同作用後，彼此間並不具
有加乘之效果使巨噬細胞之NO產量增加。然而，

Hauschildt 等 [13] 卻指出不僅 lipopolysaccharide
(LPS) 可刺激巨噬細胞產生 NO，同時經 IFN- 誘
導後的巨噬細胞，如再與 LPS、IL-1 、IL-2 或
TNF- 的作用，則可促使巨噬細胞產生更大量的

NO [7]。所以，不同細胞激素對巨噬細胞產生 NO
的影響是具有加乘作用。因此，細胞激素和 LPS
對巨噬細胞產生 NO 和發生 apoptosis 的機制上，
扮演著相當重要的角色。

綜合以上研究結果，發現NO、LPS及細胞激
素可影響哺乳動物巨噬細胞的免疫功能。因此，本

研究目的在於探討添加外源性NO、LPS及細胞激
素對吳郭魚頭腎來源之巨噬細胞免疫功能調控機

制。

材料與方法

實驗動物 篩選體重約 600至 700克的吳郭魚 (ti-
lapia) (Oreochromis Niloticus×Oreochromis Mossa-

mbicus) 馴養於水量 6 噸之魚池中，水溫為 25 ±
2℃，pH值為 8.2，24小時持續打氣。水源為經紫
外燈過濾消之地下水並採流水式養殖，水流量為

20 L/min。每日餵飼 2次市售吳郭魚浮水飼料 (福
壽，台中，台灣 )，餵飼量為魚隻體重的 1%。

頭腎巨噬細胞之分離與純化 以 1：3,000之be-
nzocaine (Sigma, Louis, MO, USA)將吳郭魚麻醉，
再以無菌操作技術將其頭腎取出置於 RPMI-1640
medium ( 含有 100 U/mL penicillin、100 g/mL
streptomycin及 10 U/mL heparin) (Sigma)中培養。
將取出之頭腎磨碎後靜置 1分鐘，將上清液加入不
同濃度 (30%-40%-50%) 的 Percoll (Sigma) 梯度溶
液中，於 4℃離心 30 分鐘 (800×g)。再將位於
40%-50%介面層中之細胞取出，以RPMI-1640 me-
dium進行清洗，而後使用添加 10%胎牛血清 (fetal
bovine serum; FBS)的 RPMI-1640 medium (含有 5
mM sodium pyruvate、2 mM L-glutamine、50 U/
mL penicillin、50 g/mL streptomycin及 50 M 2-
mercaptoethanol (2-ME) )於 25℃培養以供後續實驗
之使用。

NO donors、LPS 及細胞激素 3-morpholinos-
ydnonimine HCl (SIN-1)和 S-nitroso-N-acetyl-peni-
cillamine (SNAP) ( 購自 Cayman Chemical, MI,
USA)；LPS (Escherichia coli serotype 026:B6)、re-
combinant mouse IFN- 、recombinant murine TNF-
、recombinant murine IL-1 、recombinant mouse

IL-2、recombinant mouse IFN- / 、recombinant
mouse IL-4及 recombinant mouse IL-10 (皆購自Sig-
ma)。

免疫刺激物對頭腎巨噬細胞誘發 apoptosis之
影響 本研究方法係參考 Stolen等 [34]和 Stadler
等 [33] 之方法並稍加改良後施行。分別以 100 U/
mL IFN- 、10 g/mL LPS、25 ng/mL TNF- 或 100
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U/mL IFN- + 10 g/mL LPS與頭腎巨噬細胞 (1×
106 cells/mL)共同培養 24小時後，再以 50 L (5 g/
mL) FITC-Annexin-V和 5 L (5 g/mL) propidium
iodide (PI)進行雙重螢光染色，最後以流式細胞儀
(FACS Calibar flow cytometer, Becton Dicknson)和
CellQuest 軟體進行檢測和分析。另一方面，先以
25 ng/mL TNF- 或 10 g/mL LPS + 100 U/mL IFN-
與頭腎巨噬細胞共同培養 24小時後，再將巨噬
細胞 (1×106 cells/mL) 分別與低濃度 (50、100、
150、200、250及 300 M) 和高濃度 (200、400、
600、800 及 1,000 M) 之 NO donors (SIN-1 和
SNAP) 作用 24 小時，而後再進行上述相同之染
色、檢測及分析等步驟。此外，以 10 g/mL LPS
+ 100 U/mL IFN- 或 25 ng/mL TNF- 先誘導過之
吞噬細胞且之後不添加SIN-1和SNAP刺激為對照
組 (Fig. 2)，染色、檢測及分析等方法如同上述。

細胞激素和 LPS對頭腎巨噬細胞 NO產生的
影響 本研究之實施方法係參考和稍加修改 Sta-
dler等 [33]和 Cenci等 [5]之方法。將頭腎巨噬細
胞 (1×106 cells/mL) 分別添加等量之不同濃度的

LPS或細胞激素，於 25℃共同培養 24小時，再以
NO 測定儀 (Duo．18，World Precision) 測定細胞
之NO產生量。另一方面，將頭腎巨噬細胞分成 3
組：A組為為本實驗之對照組，首先將頭腎巨噬細
胞 (1×106 cells/mL)各與 IFN- 或 IFN- + IL-4或
IFN- + IL-10於 25℃培養 20小時；B組為將頭腎
巨噬細胞 (1×106 cells/mL)先與 IFN- 於 25℃培養
18小時後再與 IL-4 或 IL-10培養 4小時；C組為
將頭腎巨噬細胞 (1×106 cells/mL) 先與 IFN- 於
25℃培養 4 小時後再與 IL-4 或 IL-10 培養 18 小
時。頭腎巨噬細胞 NO 產生量之檢測方法如同上

述。另一實驗則將頭腎巨噬細胞 (1×106 cells/mL)
分別先以不同濃度 IFN- (1、10或 100 U/mL)刺激
24小時後再與 IL-4和/或 IL-10於 25℃共同培養 24
小時，之後檢測頭腎巨噬細胞NO產生量。單獨以

不同濃度 IFN- 刺激頭腎巨噬細胞後所產生的 NO
量為本實驗之對照組。

統計分析 實驗中所之結果以Student’s t-test進行
分析，當 P< 0.05即代表有顯著性差異。

結 果

LPS 和細胞激素對吳郭魚頭腎巨噬細胞誘發
apoptosis之影響 由誘發頭腎巨噬細胞發生 ap-

optosis 之影響結果發現，巨噬細胞分別與 100 U/
mL IFN- 及 10 g/mL LPS、25 ng/mL TNF- 及
100 U/mL IFN- 作用 24小時後，巨噬細胞發生ap-
optosis 的比例均有顯著性地增加。尤以同時與
IFN- 和 LPS 作用時最高 (45.6%)，TNF- 次之
(42.8%)，IFN- 再次之 (19.8%)。然而，僅單獨添
加 LPS時，巨噬細胞發生 apoptosis之比例與對照
組相較下，則發現二者並沒有顯著性之差異 (Fig.
1)。故由實驗之結果顯示添加 IFN- 和TNF- 會誘
導巨噬細胞發生apoptosis，並且當 IFN- 與LPS同
時共同作用之下，對誘導巨噬細胞發生 apoptosis
具有加乘作用。

外源性 NO對頭腎巨噬細胞的影響 由低濃度

的外源性 NO對經 TNF- 和 IFN- 及 LPS分別誘
導過之頭腎巨噬細胞影響結果顯示，50、100、
150、200及 250 M NO donors (SIN-1和SNAP)均
會降低經 TNF- 和 IFN- 及 LPS誘導過之吞噬細
胞發生 apoptosis之比例。尤以 250 M SNAP抑制
細胞發生 apoptosis之效果最佳 (Fig. 2A-B)。有趣
的是，我們發現 300 M NO donors反而會增加細
胞發生 apoptosis的比例 (Fig. 2A-B)。因此，我們
由實驗結果發現，低濃度的NO donors能降低經細
胞激素和 LPS誘發過之吞噬細胞發生 apoptosis的
比例。相反地，高濃度之NO donors則反而使巨噬
細胞發生 apoptosis的比例增加。
由高濃度的外源性 NO 對經 IFN- 及 LPS 誘

導過之頭腎巨噬細胞的影響結果顯示，400、
600、800及 1000 M NO donors (SIN-1和 SNAP)
均會增加經 IFN- ＋ LPS 誘導過的巨噬細胞發生

The percentage of apoptosis of tilapia head kid-
ney-derived macrophage (1×106 cells/mL) treated with
10 g/mL LPS, 100 U/mL IFN- , and 25 ng/mL TNF- at
25℃ for 24 h.
*Significant difference between the stimulated group and
the control group ( < 0.05).
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apoptosis。尤以 1,000 M NO donors增加細胞發生
apoptosis的比例最高 (Fig. 2C)。故由實驗結果，我
們發現高濃度的NO donors不但無法有效地抑制巨
噬細胞發生apoptosis，反而會使細胞發生apoptosis
的比例增加。

細胞激素和 LPS對頭腎巨噬細胞產生 NO的
影 響 細 胞 激 素 (IFN- 、IFN- / 、TNF- 、
IL-1 、IL-2、IL-4及 IL-10) 和 LPS分別對巨噬細
胞 (1×106 cells/mL) 產生 NO 的影響結果顯示，
IFN- 、TNF- 、IL-1 、IL-2及 IFN- / 均顯著性
地提升巨噬細胞的NO產量，尤以TNF- 最高 (Fig.
3)，並且當 IFN- 和 LPS同時作用下，細胞之 NO
產生量較僅單獨 IFN- 作用有顯著性地增加 (Table
1)，由此可推測 IFN- 與LPS合併使用時更能增加
細胞之 NO 產量。同時，我們發現只要 10 U/mL
IFN- 即可使細胞之 NO 產生量有顯著性地增加

(Table 1)。相反地，發現 IL-4、LPS及 IL-10無法
顯著性地增加巨噬細胞產生NO (Fig. 3)。綜合實驗
結果，我們發現 IFN- 、TNF- 、IL-1 、IL-2 及
IFN- / 能顯著性地增加吳郭魚之頭腎巨噬細胞之
NO合成量。

IL-4和 IL-10抑制頭腎巨噬細胞NO的產生
IFN- 、IL-4及 IL-10對吳郭魚頭腎巨噬細胞之NO
產生量之影響結果顯示，等量之 IFN- 分別 IL-4

和 IL-10共同作用後，均可明顯地降低頭腎巨噬細
胞之NO產生量 (Fig. 4)。同時，發現先以 IFN- 先
行誘導巨噬細胞 18小時後，再分別 IL-4和 IL-10
作用 4小時後，巨噬細胞的NO產生量均有顯著性

地降低 (Fig. 4)。但如將巨噬細胞先以 IFN- 作用 4
小時後，再分別以 IL-4和 IL-10作用 18小時後，
結果和上述相同 (Fig. 4)。因此，我們推論 IL-4和
IL-10會抑制經 IFN- 所誘發過的巨噬細胞 NO的
合成，並且需要經較長的時間作用才抑制NO的產
生。另外，由 IL-4 和 L-10 協同作用研究結果顯
示，頭腎巨噬細胞同時與 IFN- 、IL-4和 IL-10作
用後，其NO的產生量較單獨作用組別有顯著性地

The amount of NO of tilapia head kidney-derived macrophages (1×106 cells/mL) treated with LPS or cytokines.
(*) < 0.05.

The amount of NO produced from tilapia head
kidney-derived macrophages (1×106 cells/mL) stimu-
lated with IFN- and/or LPS.

Stimulants NO ( M/mL)

IFN- LPS

－ － 0.52 ± 0.02

10 U/mL － 3.11 ± 0.29*

100 U/mL － 10.29 ± 0.35*

1,000 U/mL － 17.46 ± 0.41*

－ 10 g/mL 0.75 ± 0.12

100 U/mL 10 g/mL 15.23 ± 0.35*

*Significant difference between the stimulated group and the con-
trol group (P < 0.05).
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下降 (Fig. 5)。由此，顯示 IL-4和 IL-10具有協同
加乘之作用，可以顯著地抑制巨噬細胞的NO產生
量。

IFN- / 抑制頭腎巨噬細胞 NO 的產生 由

IFN- / 抑制吞噬細胞 NO 產生量之實驗結果發

現，經 IFN- 和 LPS誘導過之吞噬細胞與 IFN- /
作用 20小時後，吞噬細胞之 NO的產生量有顯著

The effects of IFN- , IL-4, and/or IL-10 on NO production in tilapia head kidney-derived macrophages (1×106 cells/
mL). A group was treated with IFN- , IFN- +IL-4 or IFN- +IL-10 for 20 h. B group was pretreated with IFN- for 18 h and
followed incubation with IL-4 or IL-10 for 4 h. C group was pretreated with IFN- for 4 h and followed incubation of IL-4 or
IL-10 for 18 h. (*) < 0.05.

The amount of NO of the IFN- -pretreated head kidney-derived macrophages (1×106 cells/mL) treated with IL-4
and/or IL-10.
*Significant difference between 10 U/mL or 100 U/mL IFN- -stimulated groups and the 1 U/mL IFN- -stimulated group (
< 0.05).
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性地被抑制 (Table 2)。

IL-4、IL10及 IFN- / 抑制頭腎巨噬細胞發
生apoptosis 由我們之研究結果顯示，巨噬細胞

先以 100 U/mL IFN- 誘導作用 20小時後，會使巨
噬細胞發生apoptosis (50.2%)和necrosis (19.2%)之
比例有顯著性地增加 (Fig. 6A)。然而，再分別與
IFN- + IL-4、IFN- + IL-10及 IFN- + IL-4 + IL-10
作用 20小時後，結果發現巨噬細胞發生 apoptosis
和 necrosis的比例較僅單獨以 IFN- 作用組別有顯
著性地降低，尤以 IL-4 + IL-10降低細胞發生 ap-
optosis和 necrosis的的比例最多 (Fig. 6A)。由另外
相似實驗結果發現，IFN- / 亦能降低巨噬細胞發
生 apoptosis 和 necrosis 的的比例，並且其效果與
IL-4和 IL10相類似 (Fig. 6B)。

討 論

魚類有關細胞激素在免疫反應的調控機制仍未

十分瞭解，直至目前為止，僅有少數細胞激素如

IL-2 [10]、IFN- -like分子 [11]、IL-1 [36]及 TNF-
like分子 [12]被證實存在。所以，魚類在有關於細
胞激素對免疫調控之研究上面臨許多困難。為了進

一步明白細胞激素對吳郭魚頭腎巨噬細胞免疫反應

調控之機制，本研究嘗試以老鼠來源的 IFN- 、
IFN- / 、TNF- 、IL-4、IL-10、IL-1 及 IL-2等細
胞激素進行相關之研究，意外地發現，老鼠來源之

細胞激素可被應用於吳郭魚巨噬細胞免疫調控之研

究。

由於水生動物目前尚缺乏市售細胞表面標示之

抗體，故 Chilmonczyk和Monge [6]曾嘗試以流式

細胞儀 (flow cytometer) 來分析虹鱒的非特異性細
胞殺作用機制、細胞吞噬活性、氧化爆起作用

(oxidative burst)及自然殺手細胞 (natural killer cell)
的殺作用，結果指出流式細胞儀是一種快速、方

便又可靠的分析魚類非特異性免疫研究之方法。因

此，本研究則嘗試先以 percoll 進行吳郭魚頭腎巨
噬細胞的純化分離後，再結合流式細胞儀來分析頭

腎巨噬細胞的族群與比例，結果發現此方法能有效

地純化吳郭魚之頭腎巨噬細胞，並且其純度可高達

87.30%。因此，我們建議使用流式細胞儀併輔以
其他細胞形態學的觀察，確實可以有效地確認魚類

頭腎巨噬細胞之種類。

Sarih等 [30]指出老鼠腹膜來源的巨噬細胞經
由 LPS 刺激活化後，會誘發產生 NO 進而導致巨
噬細胞發生 apoptosis。Messmer等 [22]曾以 RAW
264.7細胞 (老鼠巨噬細胞株 )與 LPS和 IFN- 作
用後，發現細胞會產生大量的NO而導致細胞發生
apoptosis。Bergmann等 [2] 亦指出添加 NO donor
方式給予大量的NO，會造成老鼠之巨噬細胞發生
apoptosis，並且其死亡率與 NO donor的濃度成正
比。Xie等 [38]發現murine L929 transformed fibro-
blast 經由 IFN- 作用後，巨噬細胞會產生大量的

NO進而導致細胞發生 apoptosis。同樣地，本研究
結果發現吳郭魚之頭腎巨噬細胞分別以 IFN- 、
TNF- 及 LPS作用 24小時後，會顯著性地增加巨
噬細胞發生 apoptosis 的比例。並且，當 IFN- 與
LPS合併作用時，尚具有加乘之效果，其機制可能
是藉由 NO引發 apoptosis。

Ikebe等 [14] 曾指出低劑量的 peroxynitrite具
有提升麩胱 (glutathione; GSH) 之作用，進而
以抑制細胞發生 apoptosis，如再同時添加低劑量

的 LPS 和 IFN- 確實可以抑制老鼠之巨噬細胞發
生 apoptosis。但是，如添加高劑量的 NO donor
時，細胞則會進行不依賴性cGMP (cGMP-indepen-
dent) 反應路徑，進而促使細胞發生 apoptosis。因
此，細胞產生 NO 的量與發生 apoptosis 的比例有
密切之相關性 [8,17,29]。本研究結果證實，低濃度
的SNAP和SIN-1會降低細胞激素誘發吳郭魚頭腎
巨噬細胞發生 apoptosis 的比例；然而，高濃度的
SNAP 和 SIN-1反而會增加細胞發生 apoptosis 而
死亡，NO的抑制和促進吳郭魚頭腎巨噬細胞發生
apoptosis 的啟動和 NO 濃度有著密切關係。

Kuzushima等 [17] 指出，細胞激素 (TNF- , IL-1
及 IFN- ) 可誘發老鼠骨髓母細胞 (mouse osteobl-
astic cells) 發生 apoptosis，其主要機制乃藉
p38MAP-kinase-dependent iNOS system 來進行調

The amount of NO produced from tilapia head
kidney-derived macrophages (1×106 cells/mL) stimu-
lated with LPS, IFN- / , and/or IFN- .

Stimulants NO
( M/mL)IFN- IFN- / LPS

－ － － 0.52 ± 0.02

－ － 10 g/mL 1.54 ± 0.12

100 U/mL － － 12.29 ± 0.41*

100 U/mL － 10 g/mL 15.13 ± 0.42*

－ 100 U/mL － 2.52 ± 0.02

100 U/mL 100 U/mL 10 g/mL 2.54 ± 0.12

*Significant difference between the stimulated group and the con-
trol group (P < 0.05).
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A

B

The apotosis and necrosis effects of the IL-4, IL-10 and/or IFN- / on the IFN- -stimulated tilapia head kidney ma-
crophages. (A) The IFN- -stimulated tilapia head kidney macrophages were treated with IL-4 and/or IL-10. (B) The IFN- -
stimulated tilapia head kidney macrophages were treated with IFN- / and/or LPS.
*Significant difference between the stimulated group and the control group ( < 0.05).
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控。至於，本實驗之 apoptosis 調控機制則需要未
來再作更進一步之研究和探討。

Stadler等 [33] 曾以人類之關節軟骨細胞分別
與LPS和 IL-1作用，結果發現LPS和 IL-1會誘發
軟骨細胞產生 NO。Cox等 [7] 指出老鼠的巨噬細
胞與 IFN- 作用後，亦會產生大量的 NO。如再與
其他細胞激素 (IL-1 、IL-2 及 TNF- ) 合併使用
時，則會使細胞產生更大量的 NO。甚至，Cenci
等 [4] 指出 IL-2和 IFN- 可促進巨噬細胞吞噬病
原。然而，Rojas等 [26]發現 IL-4、IL-10、mono-
cyte chemotactic protein-1及 TGF 會抑制細胞 NO
之合成量。所以，Th1來源之細胞激素 ( 如 IFN-
、TNF- 、IL-1 及 IL-2)可以增進巨噬細胞之NO
產量，進而促進細胞對病原之殺作用 [27]。然
而，Th2來源之細胞激素 ( 如 IL-4和 IL-10) 則會
抑制巨噬細胞之NO產生量，進而降低細胞之殺菌

能力 [8,9,28]。本研究結果顯示，吳郭魚頭腎巨噬
細胞分別與 IFN- 、TNF- 、IL-1 及 IL-2作用後，
證實可以增加細胞 NO 的產生量，尤以 IFN- 和
TNF- 的誘發能力最強。同時，我們亦證實 IL-4
和 IL-10會抑制吳郭魚之頭腎巨噬細胞NO的產生
量，如頭腎巨噬細胞與 IL-4和 IL-10同時作用後，
會具有加乘抑制細胞產生NO之作用。由本研究結
果，我們發現吳郭魚頭腎巨噬細胞分別與 IFN- 和
TNF- 作用後，會造成巨噬細胞發生 apoptosis。
但是，IL-4、IL-10及 IFN- / 作用後，則會抑制
細胞發生apoptosis。Ameredes等 [1]指出，IL-4和
IL-10會抑制NO synthase的活性，進而抑制NO的
產生，並證實 IL-4和 IL-10和NO的產量有著密切

關係。至於，此調控機制則需要再作更進一步之研

究。

由於NO通常與細胞發生 apoptosis和 necrosis
有密切之相關性，但其真正機制尚不明瞭，期望本

研究結果能提供未來在特異性免疫功能不全和自發

或誘發性的自由基傷害方面之機制和治療研究之參

考。
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ABSTRACT The aims of this investigation were to study the effects of nitric oxide donors, cy-

tokines, and lipopolysaccharide (LPS) on the non-specific immune responses of the tilapia (

) head kidney-derived macrophages by using flow cytometry. Our results showed that ti-

lapia head kidney-derived macrophages treated with IFN- , TNF- , and IFN- plus LPS for 24 h ex-

hibited a very high percentage of apoptotic cells. At the same time, IFN- also induced apoptosis in

tilapia head kidney-derived macrophages. However, low doses of nitric oxide donors were able to in-

hibit apoptosis in the cells. The percentage of apoptosis of the tilapia macrophages decreased with

addition of IL-4 and IL-10. On the other hand, tilapia head kidney-derived macrophages treated with

high doses of nitric oxide donors for 24 h expressed a very high percentage of apoptosis. Simu-

ltaneously, the effect seemed to be dose-dependent. [Cheng CF, Hung SW, Lin YH, Liu PC, Chen MH,
Tu CY, Chang CH, Chiou SH, * Wang WS. The effects of nitric oxide donors, cytokines, and lipopolysacha-
ride on apoptosis of the tilapia head kidney-derived macrophages. Taiwan Vet J 37 (3): 169-179, 2011. * Cor-
responding author TEL: 886-4-22840894-508, FAX: 04-22862073, E-mail: wswang@dragon.nchu.edu.tw]


