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Abstract 

Urolithiasis is a complex genetic traits disease that the formation is regarded as a 

process of biomineralization.  The exact mechanism of the stone formation is still 

unclear.  However, biomolecules are proposed to play a role in the biomineralization.  

In this study, we aimed to investigate the mechanism of stone formation through 

biochemistry and molecular genetics. 

Effects of nephrocalcin, Tamm-Horsfall protein, and albumin on calcium oxalate 

crystallization were tested through crystal nucleation, crystal growth, and crystal 

aggregation which were determined by spectrophotometry.  Albumin and 

Tamm-Horsfall proteins exerted a promoting effect of nucleation in this study. 

Inhibitory effects of these proteins on crystal growth and crystal aggregation were 

found in this study.  Nephrocalcin showed an inhibitory effect on the c rystal growth 

but lost its effect when nephrocalcin was fragmented into two short peptides by the 

interaction with added ascorbic acid and copper ions in the solution. 

Being able to promote the nucleation of calcium oxalate crystal and then reduce 

the concentration of calcium and oxalate ions, Tamm-Horsfall protein and albumin 

showed an overall effect of inhibition in the calcium oxalate crystallization.  

Nephrocalcin is also an inhibitor in the crystallization of calcium oxalate.  The 

influence of ascorbic acid and copper ions in calcium oxalate stone formation should 

be further studied clinically. 

Genetic polymorphisms were used in the identification of associated genes with 

complex disease.  To our knowledge, fewer studies were done on the urolithiasis.  

Case-control studies comparing the allele frequencies of candidate genes between 

affected individuals and unaffected individuals were performed.  Vitamin D receptor 

gene (start codon and intron 8), calcitonin receptor gene (the 1377th nucleotide), p21 

gene (codon 31), osteocalcin gene, interleukin 1β gene (start codon and intorn 5), 
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interleukin 1 receptor antagonist gene (intron 2), androgen receptor gene (CAG 

repeats), and estrogen receptor gene (TA repeats) polymorphisms were tested for the 

association with urolithiasis. 

Polymerase chain reaction based restriction analyses were used for the 

association study.  The results indicated that vitamin D receptor gene, calcitonin 

receptor gene, p21 gene, interleukin 1 receptor antagonist gene, and androgen receptor 

gene (only for male patients) polymorphisms are associated with urolithiasis. The 

odds ratios for the risk of disease were 1.672, 5.634, 1.39, 6.041, and 0.328 (for low 

risk), respectively.  No statistically significant difference were found in vitamin D 

receptor gene intron 8, osteocalcin, interleukin 1β gene start codon and intorn 5, and 

androgen receptor gene (for female patients) polymorphisms. 

Although positive association does not necessarily imply carrying the genes will 

develop clinical disease, it worth to be further studied for the interaction of genes and 

some risk factors.  Documenting gene-environmental interactions may identify 

groups at highest risk for the stone formation.  In conclusion, it is helpful to 

understand the candidate genes through studies of genetic polymorphisms.  Studies 

effects of proteins on crystallizations are also helpful to understand the inhibitor roles 

of nephrocalcin, Tamm-Horsfall protein and albumin.  The approach through 

biochemistry and molecular genetics can get further information on the 

biomineralized processes of urolithiasis. 
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中文摘要 

尿路結石是複雜和遺傳的疾病，其形成的過程被稱為生物礦化，真正的機

轉雖然尚未清楚，但是生物分子可能參與其中，我們研究的目標是以生化學和分

子遺傳學的方法來探討尿路結石形成的機制。 

腎調鈣素、Tamm-Horsfall 蛋白和白蛋白對草算鈣結晶形成的作用是以成

核、晶體成長和晶體聚集的步驟分別測試的，Tamm-Horsfall 蛋白和白蛋白對晶

體成核是以促進的作用，二者在晶體成長和聚集均呈抑制作用，腎調鈣素能抑制

晶體成長，但在加入維生素 C和銅離子作用後斷成兩個胜 而失去作用。 

由於促進成核會使後續晶體成長和聚集所需的濃度減少因此無法形成大的

晶體，所以 Tamm-Horsfall蛋白和白蛋白對草酸鈣晶體的整體作用是抑制因子，

腎調鈣素也是抑制因子，維生素 C和銅離子對草酸鈣晶體的作用需要進一步臨

床上的研究來驗證。 

核酸多形性是用來尋找複雜疾病關聯基因的方法，但是目前很少有此類相

關的研究，我們以病例-控制的方法來比較正常人和結石病人基因上標記位置對

偶基因出現的頻率。維生素 D受體基因開始碼和第八插入序列、降血鈣素受體、

p21基因、破骨素基因、白血球介素 1β基因開始碼和第五插入序列、白血球介

素 1 受體拮抗基因第二插入序列雄性素受體基因和雌性素受體基因等多形性是

選用測試與尿路結石關聯性的基因。 

以聚合 鏈鎖反應為基礎的限制 分析法是用來檢測的方法，結果顯示，

維生素 D受體基因開始碼、降血鈣素受體、p21 基因、白血球介素 1 受體拮抗基

因第二插入序列和雄性素受體基因（只限男性病人）等多形性與尿路結石有相關

聯，其風險對比值分別為 1.672, 5.634, 1.39, 6.041,和 0.328（男病患低風險值）；

而維生素 D受體基因第八插入序列、破骨素基因、白血球介素 1β基因開始碼和

第五插入序列、雄性素受體基因和雌性素受體基因（女性病患）則無統計學上的

差異。 

雖然正相關並不代表此基因一定會在臨床上造成疾病，但是它可以運用於
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與危險因子交互作用的探討，計量基因與環境因子的交互作用可以算出那些因子

可能有結石的高危險性，以達到預防的目的。本研究可以幫助我們了解那些基因

適合作為與結石病的關聯性探討，也了解腎調鈣素、Tamm-Horsfall 蛋白和白蛋

白是草酸鈣晶體形成的抑制因子，因此以生化學和分子遺傳學的方法可以協助研

究尿路結石的生物礦化過程。 
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尿路結石的生物礦化機制與遺傳學探索 

第二章 緒言 

第一節 結石的流行病學 

尿路結石是自古已來就困擾人類的一種疾病，最早的具體證據是古埃及的木

乃伊身上的腎與膀胱結石[139]，直到現在此病並沒有因為文明的發展而減少，

反而有漸漸增加的趨勢。在科學昌明的時代它仍然是一個重大的疾病，每年約有

2%至 3%的盛行率，發生率約在男性為10%，女性為5% [139]，好發於三十歲至

五十歲這個年齡層，但是這幾年內年齡有逐漸下降的趨勢[12]。如果沒有積極的

預防和治療其第一年的復發率為10%，五年為35%，十年則超過50%[139]，在台

灣，也有 10%的發生率[154]。 

尿路結石是一個多因子的疾病，舉凡遺傳、感染、氣候、飲食、地理環境和

種族因素都曾經被提出與其相關性，甚至是異物移入也可能是致病的因素[87]。

在種族方面的研究發現，美洲原住民、黑人及以色列人都是相對發生率比較低的

民族，而相對之下居住於比較低溫環境的亞洲人和白種人則是發生率比較高的族

群，飲食習慣的改變只是更改了結石發生部位而已，對於發生率則沒有影響

[133]。因此種族在基因方面的差異影響結石發生或許值得進一步探討。在性別方

面，不同的原因可能是雄性激素影響結石的形成 [78,141]，或由於女性有較高的

抑制因子濃度的差異造成 [151]，這些仍有待進一步從分子生物學的方向去研

究。 

結石是多晶體的聚合物，含有大量的晶體和有機質，尿路結石最常見的成分

是草酸鈣，約佔了乾重的百分之八十[12]，這比例也比過去報告的百分之七十有

所增加。很多造成結石的代謝疾病是遺傳性的，由Resnick和McGeown等人的遺

傳學研究發現，尿路結石是多基因的缺陷而部分表現的疾病[24,95,117]，如家族

性遺傳腎小管酸中毒會合併腎結石或腎鈣化達70%以上[36]，胱胺酸結石症是一

個同源隱性遺傳的先天性代謝疾病，黃 呤結石症也是一個遺傳的疾病，原發性
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高草酸尿症所造成的結石是AGT基因突變所造成的隱性遺傳病，但是上述相關

疾病其發生率太低，可能只是人口的十萬分之一而已[146]。在人類尿路結石的病

人中，病因不明的高尿鈣症才是最常見的異常現象[12]，而草酸鈣結晶的含鈣結

石也佔最多，所以要找可能的致病因子，可能要從能影響鈣鹽的代謝及排泄的因

子開始。 

第二節、尿路結石的臨床表徵 

如果結石阻塞在尿路系統內就會使病人感受到有急性的絞痛，可能的位置有

腎輸尿管交接處、輸尿管橫越動脈的地方和輸尿管膀胱交接處。典型的結石絞痛

通常半夜或清晨發生，使得病人坐立難安，痛由後腰肋椎交角開始，沿側腹部向

下腹部延伸，腰部無法伸直，伴隨有臉色蒼白、盜汗、嘔吐或睪丸疼痛；女性則

有陰唇部位的疼痛，有時病人肉眼可發現血尿，偶而病人會有發燒的現象[16, 

144]。上述症狀實際上只發生於一半的病人，其餘的一半病人症狀並不明顯，若

不積極處理，有些病人會有阻塞性腎病變，甚至腎衰竭而須行血液透析治療。由

於有一半病人在五年內結石會復發，所以醫師會建議病人接受代謝評估，潛在的

病因有高尿鈣症、高草酸尿症、高尿酸尿症及低枸櫞酸尿症(hypocitrauria)等

[111]，雖然有這樣的分類，但是臨床上除了碎石及手術治療有較大的進展外，其

內科治療和預防工作除枸櫞酸鉀口服治療外並無很大的突破[14]，歸咎其原因可

能是目前的病因尚不很清楚，而且大部分的結石病人是屬於病因不明的族群

[15]，因此結石病因的探討仍然需要加緊努力。 

第三節、生物礦化 

生物處理難溶於水易成晶的礦物質，會以過飽和的狀態存於體液當中，因此

被生物體攝入的離子，對生物體有害的如草酸鈣，必須集中儲存[66]；如是身體

結構所必須，像骨骼或牙齒，則沉積於體內建造了龐大身軀所必要的支柱。這些

把游離的離子轉成礦物的過程，稱之為生物礦化(biomineralization)。生物礦化所

包含的礦物質如磷灰石、方解石等，從組成上看，與自然界岩石相同，但是當它

們結合在生物體內的硬組織中時，就表現出特別的生理性質和生理功能，這是因
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為生物礦物是在特定的生物條件下形成的，從而具有特別的高級結構與組裝方

式。這個過程需要在體液中創造出合適的物理化學環境以利礦化的進行[90]，所

形成的生物礦物體是生物的有機化合物與環境的無機礦物離子相互作用所產生

的複合物，因此生物礦化必須有生物體參與，生物體以高度複雜的機制，使生物

礦化以設定和限制的方式進行。 

生物礦化普遍存在於生物界，無論動物、植物、真菌或細菌均可見[66]，可

分成生物誘導礦化作用與生物控制礦化作用。生物誘導礦化大部分發生在生物與

環境之間；而生物控制礦化則侷限在某個體積內，有體內胞內型、體內胞外型和

體外胞外型[125]。生物控制形成的生物礦體含有機物質量較高，具各種氨基酸

組成，常有蛋白質參與[5,88]。雖然目前我們對於其中蛋白質真正作用尚有許多

不明之處，但根據推論，蛋白質可以是礦物中的超級結構分子、沉積過程處理蛋

白質或是控制界面能量的蛋白質[86]。透過蛋白質的種種研究，這些角色必定有

解開其謎團的一天。人類的尿路結石因為在尿液內形成，是體內的一部份，與生

物礦化的過程息息相關，蛋白質的研究是尿路結石的學問中重要的一支。 

第四節、生物系統內的草酸鈣 

在自然界中幾乎所有的生物體內中都有草酸鈣(calcium oxalate)的存在。在植

物中大部份的種子植物家族均有草酸鈣的沉積，此種亮晶晶的物質有各種不同的

作用，有的是儲存過多的鈣、有的構成外骨骼或使牛馬咀嚼起來較不可口而放棄

食入[66]。在人類和其他哺乳動物草酸鈣則主要是內源性產生和食物攝入[66]，

由於無法代謝成其他物質，所以草酸鈣會從尿液排泄，尿液中如果分泌過多則可

能沉積在腎臟形成晶體，最後造成腎衰竭。牛隻吃入含有大量草酸的藜科植物，

會因而長腎結石及引起腎衰竭，使得牛群大量死亡。在台灣的結石病人中，草酸

鈣結石佔了百分之八十的比例[12,55]，因此草酸鈣對生物和人類都會引起重大疾

病。 

在過去十五至二十年間對於草酸鈣結石的研究相當的多，相較下對於草酸根

的研究卻分散於植物學，生物化學，細胞及分子生物學，物理生物化學，微生物
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學，泌尿科學以及腎臟學等學門，因此對於草酸根在人體的代謝合成和分泌了解

就比較少。多數研究均注重在鈣，又加上草酸根的成份研究成本過高，且操作繁

複，所以目前草酸根的臨床研究是相當少的，但是草酸根究竟是否對於結石的形

成較不相干，有待更多的研究來證明。 

第五節、草酸鈣結晶形成的物理化學基礎 

草酸鈣晶體的形成是溶液中過飽和之後晶體析出的一連串過程，這個過程可

以純物理化學的理論加以分析。雖然人體內的生化途徑是相當複雜的，但任何礦

化的現象仍須符合熱力學的理論，含有兩種主要的物理化學現象：一是熱力學的

過飽和現象造成微晶體核心形成，另一個是動態的晶體成核、生長、聚集和相態

轉形速率，也就是說有賴於溶液中的過飽和現象[2,68]。這四個步驟決定晶體形

成時的相態、形狀、大小和數目，以下為晶體成形時的重要物理化學原則： 

過飽和（oversaturation） 

過飽和代表過多的自由能，亦即結晶形成所必須的熱力學的驅動力

（thermodynamic driving force），如果用 ÄG表示自由能，則過飽和的公式可以是 

ÄG=RTln(Ai/A0)， 

R是空氣常數，T指溫度，Ai或 A0代表非游離鹽在溶液中的活動產物，Ai

是指任何狀態，A0則是指平衡狀態時的活性，Ai/A0的比例是指相對的過飽和比，

在相對飽和度（relative saturation, RS）超過 1 時，溶液的狀態是過飽和的，結晶

形成顆粒的速度大於解離的速度，晶體形成才能開始，所以過飽和無疑是尿路結

石的關鍵因素。但是人類尿液中的草酸根離子和鈣離子濃度比常是過飽和的，卻

也不一定能形成尿路結石，所以過飽和本身是不能完全解釋尿路結石形成的原

因。 

結晶成核（nucleation） 

為了排除過多的自由能，過飽和溶液會把過多的鹽沉積成固相以達成平衡的

狀態，允許過飽和溶液中把液相轉成固相的初始動力學步驟叫做成核。這過程是

從溶液中的結石鹽成分轉成鬆散的晶體聚 



 13 

集開始的，如果加入新的成分或聚集物進入溶液中則此聚集會開始長大；起

初，聚集物並不會形成高度有序的內部結構，但是一旦時間足夠，內部的溶液鍵

就會被離子鍵所取代而形成規則的內部結構，聚集逐漸形成晶胚。也就是說聚集

物的內部構造受溶液的條件的影響會愈來愈少，而慢慢變成規則的結晶晶格構

造。通常，成核時由於聚合物要克服建立新介面所需的自由能梯度，有一個臨界

核心需要克服，成核的活化能由臨界核心的表面能和系統內的過飽和程度來決

定。 

結晶成長（crystal growth） 

一旦晶核已長到臨界大小而且相對飽和保持高於一，繼續加入新的結晶成分

會使總體自由能減少，此過程稱為晶體成長，其驅動力是形成新的晶格鍵合力與

晶格本身或溶液中的結晶成分溶解所需能量，兩者之間的淨差值。最後使結晶物

質嵌於晶格之上是一連串繁複的過程，如特定化(speciation)、質塊擴散(bulk 

diffusion)、介面形成(interface)及吸附(adsorption)等，單一聚合體最後到達嵌入晶

格的晶面位置[69]。 

單一聚合體附著於晶面之上以後，可以停留在其上、越過表面或因溶解而再

度離開晶面。停在其上和越過表面能階上是相同的，只有第三者才有能量閥值，

也就是說溶解這個過程需要較多的能量來打破離子與晶格間的作用力。由質塊擴

散或晶體溶液間介面或兩者綜合來決定生長的速度，會因顆粒大小而有所不同，

像草酸鈣這種難溶的鹽類介面的直徑大約在 10µm，而擴散直徑可超過 100µm，

人類尿液中的草酸鈣晶體直徑都小於 10µm[144]。因此晶體成長大部分是介面控

制的，但是復發的結石患者常常分泌大的結晶顆粒，所以擴散與介面同等重要，

擴散與介面作用是在不純的溶液中沉澱的，因此又稱為共同沉澱

(co-precipitated）。 

晶體聚集（crystal aggregation or agglomeration） 

晶體在溶液中相互粘在一起而形成大的顆粒的過程稱為聚集，這個過程在能

階上是易於進行的，而且是自然發生的。雖然聚集的速度可以受一個溶液的飽和
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狀態所影響，聚集本身是可以在任何飽和狀態下發生的，亦即過飽和、飽和與未

飽和狀態，聚集同時也是很快的步驟，可以在幾秒鍾內形成大的顆粒。離子擴散、

表面反應、溫度和酸鹼值均會影響結晶的相變(phase transformation)，即聚集的反

應。 

在溶液中聚集成顆粒同時受到聚集及分開等基本力量所交互作用管制，當兩

個顆粒間的距離非常接近時，凡德瓦力（van der Waals）大增，因此可以使顆粒

容易聚集；聚集可以進一步被粘稠的蛋白質所增強，如 Tamm-Horsfall 蛋白的自

我聚集，使晶體能如同漿糊般粘著，粘稠鍵合力的大小視所附著的生物巨分子的

特質而定，它可以大到足以克服分離的晶體間的電位[53]。一旦聚集已經成形，

它可以被固體橋接或沉澱橋接所穩定，也就是說兩個顆粒由結晶物質所連接，固

體橋可以是陷在兩顆粒間的晶體或鄰近的兩個晶格重新排列所形成。 

第六節、結晶調節因子（crystal modifiers） 

在腎小管的尿液中，結晶的形成有很大部分仰賴於溶液中的成分，尿液中的

某些成份因為像螯合劑，所以會影響溶液的過飽和程度，例如枸櫞酸和鎂離子與

草酸鈣產生了易溶的複合物[137]，相對的降低了草酸根和鈣離子飽和的程度。

這個效應不只降低了熱力學上的驅動力，也降低了結晶的動態力，任何可能阻礙

結晶的物質，不管其潛在機轉是甚麼，皆被稱為抑制因子(inhibitor)。反之，不

管是形成結石的離子或是其核心（異質相的 heterogeneous），凡是增加尿液草酸

和鈣離子過飽和的物質均可稱為促進因子(promoter)。 

如果將抑制因子和促進因子做較嚴謹的定義，在未飽和時，吸附的物質可以

影響晶體表面的物理、化學和電子特性，因此影響了生長和聚集的速度。抑制因

子阻斷了晶體表面生長位置降低了結晶的速率，而促進因子則提供了異質相的核

心、晶體生長和聚集的異物表面且不改變飽和的狀態，加快了晶體生長的速度

[16]。 

由於某些分子在結晶過程和過飽和時有不同的影響力，這些調節因子

(modifier)對晶體過飽和核心形成、晶體成長以及晶體聚集等過程或許有相反的
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個別影響力，如枸櫞酸與鈣形成複合物，狀如螯合劑降低了飽和度，並不利於結

晶形成，而且枸櫞酸在低濃度時降低結晶速度，同時它螯合了某些與蛋白質鍵合

的鈣，可以影響 Tamm-Horsfall 蛋白的功能和結構，反使蛋白質促進了晶體的形

成，所以它是草酸鈣晶體聚集的調節因子[137]。 

第七節、結晶晶體的留存 

結石形成的理論如果只用上述幾個步驟解釋是不夠的[16]。人類尿液中結晶

的分子濃度常常是過飽和的，所以不管是正常人或結石病人的尿液中都經常出現

結晶顆粒，況且尿液在腎小管內僅流動八分鐘[69]，所以上述理論實不足以完全

解釋尿路結石形成的原因。如果晶體可以在腎臟內留存（ retention），就有足夠的

時間逐漸長成較大的顆粒，形成未來腎結石的病灶。理論上，留存的定義是顆粒

的移動速度比尿流慢，使得顆粒變大無法自由穿過腎小管或者是它會粘著在腎小

管表面，如果沒有留存，則草酸鈣在很小晶體時就會被尿液沖走。固定顆粒(fixed 

particle)學說中[34]，有下列幾種固定：腎盞的糖基(glycocalyx)、細胞受傷後的細

胞膜碎片以及糖蛋白的聚集等，這些現象在實驗動物和腎結石病人的腎切片中都

可以發現，因此這個理論也廣泛被運用來做為實驗的依據，如自由基(free radicals)

的傷害造成晶體留存的實驗[86]。 

第八節、自由基在結石形成中所扮演的角色 

自由基就是任何可以自由存在的分子，含有一個或多個未配對之電子[49]。

一個分子或原子在其某個軌道上只有一個電子就是未配對電子，它們可以相互吸

引成一個磁場使得其分子變得高度反應性[48]。其未配對的電子會去搶奪細胞內

生物分子中之電子，如核酸、蛋白質、氨基酸、磷脂質、脂蛋白、醣類及結締組

織等生物分子，產生不可逆的反應，使細胞受傷。因此自由基與很多疾病都息息

相關，如老化及癌症等[49]。很多藥物的研發也針對自由基而進行，希望可以找

到能對抗自由基的藥物，來治療疾病。自由基也會使腎細胞受傷，使結晶沉積在

實驗動物內[136]。這些受傷細胞的剝落又可以促進結石的成核、吸附和結晶留

存。 
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腎小管細胞內高密度的粒線體在急性腎衰竭時其結構和功能均出現異常，同

時 xanthine 和 arachidonate的代謝非常活躍，因此超氧自由基在腎缺血—回流的

受傷狀態時扮演一個重要的角色。在實驗動物中以腎毒性藥物誘發腎炎時，從多

形核白血球及腎絲球上的 mesangial 細胞衍生而來的自由基是產生腎絲球受傷的

致病原因。糖氨類抗生素的腎毒性也是自由基所引起的[64,99]，所以自由基對腎

細細胞的傷害是明顯的。 

自由基的產生是隨時隨地的，沒有一個人可以倖免的，既然是這樣，為什麼

不是每個人都會因自由基的攻擊細胞而產生結石呢？因為人體內有很多的蛋白

質可以對抗自由基，如超氧歧化 (superoxide dismutase, SOD)、金屬蛋白

(metallothioneine)和 GST(glutathione)等[49]，這些蛋白質透過氧化和還原的反應

來清除自由基。所以人體內的蛋白質若有能力提供電子給予自由基，就有可能來

對抗自由基的傷害，但是每個人清除自由基的能力會因這些蛋白質的量與質而有

所差異[6]，因此自由基致病能力也有所不同。尿液中有很多蛋白質被提出來是

抑制因子，這些蛋白質是否也可以防止自由基的產生，進而防止結石的產生；同

時這謝蛋白質的質與量是否也有差異，使產生結石的機會也各有不同，是一個值

得探討的現象。因此自由基的一些實驗方式也可用來探討尿液中蛋白質的作用，

以增加對結石形成機制的認識。 

第九節、小結 

在進行草酸鈣結石生物礦化機制探索時，即依循上述理論來作為實驗上的基

礎。也就是說結晶成核、生長和聚集是所必須採用的觀察方法，加自由基的細胞

傷害模式，使晶體留存於腎細胞內，構成結石形成的整體理論架構。如果生物分

子可以對結晶過程有所作用的話，應該能夠影響上述幾個步驟的進行。下一章我

們將回顧一些文獻以探討可能對結石形成產生影響的因子。 
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第三章 文獻回顧 

第一節、抑制因子學說 

結石病人與正常人尿液中結石鹽飽和度並無明顯差異，這使人推測尿液中

一定還存在著某些物質，能在尿路結石形成的熱動力學過程中產生作用，這就是

尿路結石形成的抑制因子[12]。這些物質它能影響結石鹽在飽和的尿液中形成核

心、生長或聚集，以及固相轉化等一系列結晶動力學過程[29]。正常人尿液中由

於抑制因子的濃度或活力高，所以不易長結石，而病人尿中由於缺乏抑制因子，

所以容易長結石。對草酸鈣結石礦化抑制劑主要是大分子，如葡萄糖氨聚糖 

(Glycosaminoglycans, GAGS)、酸性多胜 與類 RNA物質等。此外，還有人報告

尿中氨基酸和微量元素對尿路結石的形成也有抑制作用[97]。蛋白質在生物礦化

過程中扮演著某些角色，其中以抑制因子的研究報告為最多。所以探討抑制因子

在尿液中的功用，是值得進一步進行的，希望將來可以運用於臨床治療或改善結

石病人的尿液飽和狀態，做預防的工作。 

第二節、Nephrocalcin的文獻回顧 

腎調鈣素(Nephrocalcin)是由 Nakagawa等人(1981)所純化出來的[103]，

Nephrocalcin是由近端腎小管及亨利氏環(Henele’s loop)的厚上升枝(thick 

ascending limb)所分泌的[99]。腎調鈣素分子量約 14,000，在單純溶液中是最有力

的草酸鈣晶體成長抑制因子，富含γ-carboxyglutamic acid (GLA)酸基。從草酸鈣

結石病人的尿中分離的腎調鈣素其抑制力是正常人的十分之一，且缺乏γ

-carboxyglutamic acid [105]。從 31P-NMR光譜儀的研究結果顯示，一個腎調鈣素

分子要結合四個鈣分子才會飽和[106]；從電子順磁共振上的金屬結合模式的研

究發現，腎調鈣素四個同源蛋白之一，NC-A是其中最具有抑制草酸鈣晶體成長

能力的，而 NC-C則是最弱的[102]。正常的腎調鈣素以 Lauda film balance測量

時發現它是具厭水及親水性的雙性蛋白質[104]，因此如果以親水端結合在晶體

表面，然後使厭水端面向外，則可抑制晶體繼續成長[107]。但是其氨基酸序列

仍尚未定出，Tang等人認為它是 inter-α-trypsin inhibitor 分枝 bikunin的尿中衍生
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物[134]，由於原始純化方法比較繁複，因此其研究較少人繼續參與。Coe等認為

腎調鈣素是草酸鈣結晶和結石的抑制因子[17]。因為稀有金屬與蛋白質交互作用

後會參與結晶成長的抑制作用[97]，因此我們設計了簡單的純化步驟並探討它與

稀有金屬間的交互作用。 

第三節、Tamm-Horsfall 蛋白的文獻回顧 

Tamm-Horsfall Protein (THP)是最早被發現，也是尿液中含量最多的蛋白質，

二十四小時約 20 到 200mg的分泌量約為 250 nM 到 2.5 µM [59]。THP 分子量約

78,000。THP 在厚上升枝及遠端腎小管內合成，不能抑制草酸鈣晶體成長但能抑

制晶體聚集，THP 常常自我聚集，使其高濃度時產生相反的促進結晶聚集作用

[52,128]。但是，近年來，也有人認為 THP 是結石的成核因子[147]，此說是因為

THP 是一個中性蛋白質，它在酸性的尿液中可能會聚成一團而不溶，且 THP 又

能吸附鈣離子，所以很容易成為結石生長的核心。Hallson 提出了 THP 在不同的

濃度時會有不同的功能[50]，其在結石所扮演的角色是同時為結石的抑制因子也

是促進因子，而這些說法都還未得到進一步的證實。 

THP 有 616 個氨基酸，內含 48 個胱氨酸和N-端連結糖基唾液酸[73]。唾液

酸約佔全部的 5%重量，唾液酸 (N-acetylneuraminic acid, or NANA) 是含有九個

碳原子的酸性氨基糖(5-amino-3,5-dideoxy-D-glycero- Dgalacto- nonulosonic acid), 

它是由鍵合在細胞膜上的唾液酸轉移 利用 cytidine monophosphate 

(CMP)-linked species 當受者轉換成糖蛋白或糖脂質[41]。如果改變 THP 上的醣基

會影響 THP 的功能[54,101]，唾液酸去除後的 THP 對細胞激素如白血球介素-1、

-2 和腫瘤壞死因子的結合能力會降低 [54,101]，也會使其對晶體成長和聚集的

抑制作用降低，因此唾液酸對晶體形成可能有部分抑制作用[50]。 Knorle 等人[67]

曾報告 THP 上的唾液酸對結石的形成影響很大，唾液酸會粘在遠端腎元上的糖

化腎盞可能使微晶粒附在上皮上[56]，因此唾液酸對於結石形成的影響可能存

在。所以在本研究中也探討了去除唾液酸後的 THP 在結晶形成初期的幾個步驟

中的作用。 
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第四節、人類血清白蛋白的文獻回顧 

人類血清白蛋白(Human serum albumin, HA)是尿液中含量很多的一種蛋白

質，其分子量大約有 64,000，在結石中有大量的 HA發現[27]；HA可以促進雙

水草酸鈣的核心形成[10]，但是 HA可以減低尿液中的超飽合程度，而使隨後的

成長和聚集過程延緩了，所以被推測是抑制因子[10]，然而也有報告認為它對結

晶形成沒有任何作用的[147]。血清白蛋白在血漿中有抗氧化的活性，可直接對

抗自由基或螯合了有氧化還原活性的金屬如銅或鐵，以抑制自由基的活性[48]，

所以人類血清白蛋白如分泌於尿液中會影響其作為緩衝物質的活性，成年人 HA

抗氧化活性會降低[31]，而結石又是成年之後才開始發病，因此可能對於結石的

形成有所影響，在這研究中我們以結晶形成的幾個步驟來探討 HA的角色。 

第五節、晶體-細胞間的交互作用 

由晶體留存的理論延伸而來的是腎小管受傷與草酸鈣結石形成的關係

[66]，這個機轉在人體中很難去研究，但是卻可以從細胞培養的實驗結果來印證

[123]。最常見的關聯是高草酸會使培養的腎細胞受傷，草酸根可以增加自由基

的產生使得細胞死亡[123]，草酸的效應是經由超氧自由基來傷害近端腎小管細

胞，受傷後的細胞剝落物提高晶體結合與腎小管細胞而增加了結石形成的機會，

因此抑制自由基的產生可以進一步減少結石形成的機會。 

過去幾年對於動物實驗和組織培養的研究報告發現，腎的上皮細胞會與草酸

或草酸鈣晶體交互作用[40]，細胞的反應方式各有不同，要視細胞的種類、環境

狀況、草酸濃度、有無草酸鈣晶體或其他足以影響的因素有無並存而定。有時候

晶體會從尿液排出，有時晶體會附著在上皮細胞上而，從管腔中被吞噬進入細胞

內，吞入細胞內的晶體不是被溶 體的酵素破壞或是被胞吐作用從基底側排出

去，然後和發炎細胞反應。在略高於超穩定以上的草酸鈣濃度下，會促使結晶促

進因子分泌，使晶體易於附著、成長和聚集，但是在長期的高草酸濃度下細胞會

受傷，細胞受損而暴露出磷脂絲氨酸，然後與鈣交互作用，促進結晶成核以及附

著[136]。近端腎小管上皮細胞對此傷害更敏感，傷害細胞的晶體附著方式可能
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與未受傷的細胞不同。 

受傷的細胞無論有無晶體內噬或附著，最終都會從基底膜脫落出來，剝落的

細胞囊泡漿膜適合低過飽和濃度形成的鈣類結石核心停靠，從近端腎小管來的囊

泡可以使結晶在遠端腎小管和收集小管內形成。一旦結晶形成後，其後續的過程

並不需很高的過飽和濃度就可以繼續進行，在與其他結晶、細胞分解的產物及吸

附在基底膜上聚集之後，就會留住不被尿液沖刷出去，然後浸泡在尿液中形成結

石初期的病灶[66]。 

結石形成的理論很多，從各種實驗結果看來，可能是經過一連串反應之後才

形成結石的，而草酸鈣結石很可能是由於形成晶體之後與細胞交互作用的結果。

腎上皮細胞暴露在高草酸濃度之後，使得腎細胞受傷，這是開始形成結石的步驟

之一。因此疾病的發生有賴於晶體與細胞進一步交互作用，這些複雜的互動關係

有待進一步探討。 

第六節、以基因多形性來探索複雜性疾病的文獻回顧 

單核酸多行性(Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs)是人類基因多樣性最豐

富的形式[75]，代表了人與人某個基因上單一鹼基的不同。這個基因上鹼基的不

同可以造成蛋白質上氨基酸的不同、促進子的不同、插入序列的不同、或者只是

單純鹼基的不同，是尋找常見複雜疾病基因遺傳最好的資源，可以用高精準的去

氧核糖核酸定序程式獲得大量數據，把疾病相關的基因多形性分布的數據收集

後，透過統計及公式之計算[91]，可以了解各種基因之變異所佔的可能發生機率，

結石病患或許可以用此方法深入探討其致病基因。 

單核酸多形性在人口上有特定的比例，且比傳統遺傳學上使用的微衛星重

複序列數(microsatellite)多樣性穩定[75]，不會因世代的傳遞而消失；因此它不只

代表可能的氨基酸改變而功能改變，而影響了此基因的功能，並且與環境的互動

上產生不同的反應能力。除此之外，它也可能聯鎖了某個疾病的基因，使病患容

易得病（susceptibility）。在這幾年被使用於檢測複雜性疾病，廣泛使用成基因組

上的遺傳標記（marker），以搜尋可能的疾病病因或其聯鎖基因，如骨質疏鬆症、
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癌症、尿路結石以及高血壓等病 [115]。這些病到目前為止，與單一致病因子相

關性都不高，無法以傳統的突變分析方法來檢查。 

基於上述原理，SNPs以族群遺傳學的方式提供一個新的研究方法，它需要

很多對平均分布的標記去檢驗人口中該多形性的比例。要找尋一些穩定、快速和

精確的標記並不是容易的工作，但當累積大量資料後，適合的標記就會逐步出

現。出現之後，統計工作可以幫忙分析疾病的相關基因、疾病與環境之間的互動、

藥物治療疾病時不同反應與基因多形性的關係、研發新藥，甚至可以來預測某族

群的得病機率與種族遷移的分布。 

雖然如此，以單核酸多形性的方式尋找疾病基因的連鎖關係仍然是困難

的，它並非萬靈丹，需要大量的病人群以排除誤差，要考慮基因在生殖時有重組

的現象，同時人類的基因太多了，無法一一檢測，何況疾病本身就很複雜，這些

也增加了困難度[85]。目前在結石疾病的單核酸多形性研究尚未建立，僅只有維

他命 D受體基因的研究報告而已[62]，因此尋找一組穩定且完整包含結石的相關

基因多形性是刻不容緩的工作。如果能夠大量篩檢相關的基因，才可能找出合適

的基因，將來可以運用在分子生物學上的細胞表現及臨床表現，或可幫忙找出結

石的疾病基因。 

第七節、選用的基因 

據估計人類有三萬到五萬個基因，因此要找合適的基因做為標記相當困難，

有如大海撈針，從已知的報告和推測與其有關的基因去找多形性是比較容易的方

法。以下是本研究所選用的基因與其理論基礎，共有維生素 D受體基因、破骨

素基因、降血鈣素受體基因、p21基因、白血球介素β-1 基因、白血球介素-1受

體拮抗基因、雌性素受體基因、雄性素受體基因、以及 p16基因等。 

維生素 D受體基因 

維生素 D受體基因曾經被用來做為預測停經婦女骨質密度的指標[100]，常

用的基因多形性有以 Fok I和 Bsm I來篩檢起始碼和第八插入序列的多形性 

[42,51]，從澳洲的雙胞胎婦女研究發現，第八插入序列的多形性與骨質密度有強



 22 

烈的聯鎖性[100]。然而隨後的流行病學調查卻顯示支持及反對的報告，顯現出

族群間的分布比例的差異性[33,36,60,71]。對於結石病患的研究也是出現矛盾的

現象，由 Zerwekh等人的研究並沒有發現 Bsm I 的多形性與高鈣尿的結石病人

有所關聯[120,153]，但是在非高鈣尿的結石病人的限制 可切的同源合子基因型

分布頻率比對照組少了很多[120]，顯現出與正常尿鈣的結石患者之間的關聯。

Ruggiero 等人則報告了維生素 D受體基因多形性伴隨著表現功能的的變異與乳

癌的轉移有關[119]，因此維生素 D受體基因可能不只跟結石疾病或骨質疏鬆相

關[35]，其相關性不只是限於與鈣而已。目前台灣尚無維生素 D受體基因多形性

的研究報告，而國外已有用此多形性作為尿路結石的基因標記的報告[33,71]，因

此我們以此作為台灣病人的研究基因的開始。 

降血鈣素受體基因 

降血鈣素受體(Calcitonin receptor)是七穿膜的G蛋白偶合受體[83]，對與鈣

相關的降血激素做出反應，此基因曾經被使用於預測停經後婦女骨質密度的指標

[93]。常見的多形性位置是位於第 1377 核酸上的 Alu I多形性，其中含有 C/T鹼

基的多形性，使得氨基酸密碼從脯氨酸(proline)變成白氨酸(leucine)[114]。Masi

等人研究義大利的停經後婦女的骨質密度發現，此基因的 C/T多形性與骨密度大

大有關[93]，由於此基因會調控鈣的代謝，所以我們也針對此多形性來探討與鈣

類結石病人的相關性。 

降血鈣素受體第 1377 核酸上的 Alu I多形性是位於細胞內的第四個功能領

域(domain)內[108]，由於這個受體是 G蛋白偶合的激素受體，細胞內功能領域的

任何氨基酸改變可能會影響疾病的形成。氨基酸的不同可能產生信號傳遞過程的

改變，最終會影響信號的強弱，使疾病容易形成。降血鈣素抑制成骨細胞的骨質

吸收且增加尿液鈣鹽的分泌，這些作用都透過此受體來進行[5]。降血鈣素受體

分布在腎小管上皮細胞、睪丸、破骨細胞、腦和卵巢細胞內[11,37,39,92,110]，所

進行的信號傳遞路線包括環腺 和磷脂分解 ，調控鈣和磷脂質的代謝

[131,152]。由於磷質的過氧化是結石的可能成因之一[136]，所以此基因多形性可
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能不只是透過鈣的代謝來影響結石的形成，還有可能來自於磷脂代謝的改變。 

破骨素基因（Osteocalcin） 

破骨素是維生素-k依賴型的蛋白 (也叫做骨Gla蛋白, BGP)，其基因曾被用

來作為日本婦女的骨質密度指標[25]，它有一個多形性位置是在促進子的附近，

Hind III可以作為篩檢的限制 。從第一表現序列上游 198 個核酸位置，鹼基從

C變到 T的多形性，它曾被用來作為骨質疏鬆的基因標記[25]。由於破骨素的生

化合成與骨的形成和鈣的代謝相關聯，而且受維生素 D和副甲狀腺素的調控

[82,150]，是研究骨質代謝的重要指標，目前沒此多形性與結石相關的研究報告。 

過去曾有報告破骨素與鈣類結石相關，測量血清中的破骨素濃度曾被用來

作為鈣類結石的高尿鈣症的鑑別診斷的方法[130]，Strohmaier 等人曾在臨床觀察

到用飲食限制來治療高尿鈣症的結石病人，必須是破骨素對限鈣飲食不反應的人

才有效[130]。同時破骨素也是結石間質蛋白其中之一[96,149]，發生在病理礦化

的沉積中有機間質是可以影響結石成長的[65]，因此在結石形成過程中，破骨素

的分泌與隨後崁入結石中形成間質曾被提出來是影響結晶成核、成長與聚集的因

素，或且也可能是使結石附著在腎小管的蛋白質[96]。基於上述理由，破骨素可

透過很多方式來影響結石的形成，所以被選用來測量單基因多形性的指標。 

白血球介素-1 與其相關基因 

由很多報告顯示細胞激素在尿液會出現且與結石形成有關[118,138,143]，白

血球介素-1(IL-1)是細胞激素之一，是前發炎物質，對於骨關節的炎症和破壞佔

有很重要的角色。白血球介素-1 經由刺激白血球介素-6 引發骨頭鈣解離且刺激

破骨反應[112]，因此在停經的婦女白血球介素-1 被用來作為預測骨密度的基因

標記[76]。同時在高尿鈣症的病人也發現了白血球介素-1 的 mRNA轉錄增加

[143]，顯示以白血球介素-1 來作為研究草酸鈣結石遺傳標記的可能性，但是目

前尚無此項研究報告出現。 

白血球介素-1β促進子區、第五表現序列區和受體拮抗基因(IL-1 Ra) 第二表

現的序列多形性曾被用來篩檢與婦女骨質疏鬆和類風濕性關節炎的相關性 
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[8,76]。所以我們就選用這三個常用的多形性位置以聚合 鏈反應的方法，來測

試是否可以此作為基因的標記，比較正常人和結石病人的多形性分布情形，評估

其差異性，作為風險與易感性的指標。 

P21 (WAF1/CIP1)基因 

晶體與腎小管上皮細胞交互作用後，會使晶體顆粒留存在腎臟逐漸成長，

最後形成結石，最常見的現象就是在培養細胞中給予高草酸，會使腎小管細胞受

傷[123]。高草酸使得自由基的產生增加，造成細胞死亡，然後晶體留存在腎臟

內，如同前面所述這是形成結石的理論之一[74,136]。p21 (WAF1/CIP1)可能不直

接與結石有關但卻與細胞死亡息息相關。 

p21基因所轉譯的蛋白質是分子量 21,000 的蛋白，這個蛋白質有個N端的

功能領域(domain)，可以結合及抑制 cyclin-cdk複合體，P21 (WAF1/CIP1)因此是

細胞週期素依賴激 抑制因子，可以調控細胞週期的檢查點[148]。P21 

(WAF1/CIP1)使細胞週期停在 G1 的機制是來自於 p53的影響，p21的改變可以

使細胞對於受傷後 p53 誘導的細胞週期停止和細胞程序凋亡產生改變。但是在腫

瘤細胞卻少有發生突變，而是以多形性出現 [70,81]，最常見的多形性位置是位

於表現碼第三十一，鹼基是從 AGC變成 AGA而使氨基酸從絲氨酸變成精氨酸，

其比率是 91% 比 9% [70]。因此選用的原因是其與細胞受傷後死亡的機制有關。 

雌性素受體與雄性素受體 

由於男性比女性產生結石的機會是二至三倍，性別與性激素可能對於結石有

影響。從閹割的雄性老鼠的結石誘發實驗結果發現，被閹割的雄性老鼠形成結石

的機會降低很多[78]，因此雄性可能是促進而雌性素可能是相對的抑制結石的形

成[79]。 

雄性素受體是固醇類受體的家族之一，很多的生物行為與其有關，如性別的

分化、成熟與造精子能力等[46,145]。它有三個鹼基重複的多形性 CAG，位於第

一表現碼，使得氨基酸在 N端的地方有不等長的麩氨醯氨排列(glutamine)[28]，

這個 CAG的重複長度多形性與前列腺的疾病如良性增生症與前列癌相關[46,61, 
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126]，Mitsumori 等人發現其長度越短良性前列腺增生的體積就越大[98]。目前少

有此多形性與結石相關性的研究。 

雌性素受體基因上游的鹼基 TA重複多形性曾有報告與停經後婦女鬆和前列

腺大小有關[122]，由於此受體是受雌性素調控，而且傳遞其信息，因此其功能

變異可能影響了雌性素對細胞的作用。此外，女性的結石病人比較少，所以結石

的形成在性別間的差別也與其有關。因此它也是我們選用的目標基因。 

第八節、小結 

結石是一個病因相當複雜的疾病，目前僅知其是生物礦化的一個形成過程，

但因為仍有許多未盡清楚的因子參與其形成，所以其預防工作是晦暗未明的。本

研究嘗試以生化學的方法來探討生物礦化的機制；在分子生物學方面則以基因多

形性的檢驗方式來探索幾個可能的基因相關性，以期將來提供基因檢索的參考。

找出適合的基因標記，透過細胞表現來檢測這幾個基因與細胞間的交互作用。由

於尿中的蛋白質如 nephrocalcin、THP 和血清白蛋白是很常見，所以我們從這幾

個蛋白質在結晶過程中所扮演的角色探討起，與分子生物學方向配合，期望對結

石的生物礦化機制能有更深入的了解。 
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第四章 材料與方法 

第一節、概述 

在實驗方法中我們大致分成三部份來進行，分別是：一、尿中蛋白質的純

化與結晶實驗，其中包含了結晶形成的三個步驟，並將 TH蛋白去糖基以觀察其

對結晶形成的影響；二、蛋白質細胞與自由基之間的交互作用實驗；三、基因多

形性的遺傳學探討。期望從此三個方向去探討生物分子與結石形成的關係。 

第二節、儀器設備 

本研究所使用之大型儀器設備和其廠商名稱與產地如下： 

1. 快速液相層析系統 (Fast Performance Liquid Chromatography system, 

FPLC)：Pharmacia (Uppsala, Sweden)。 

2. 層析管柱系統：Sephracryl S-200, Sephrarose 4 B, Mono Q 5/5, 均購自

Pharmacia (Uppsala, Sweden)。 

3. 蛋白質電泳系統： Bio-Rad Miniprotean II (Hercules, USA)。 

4. 尿液濃縮系統：Spectrum Stirred cell (Houston, USA)。 

5. Spectrophotometer：Beckman DU-640 (Palo Alto, USA)。 

6. 氨基酸分析儀：Beckman System 6300 (Palo Alto, USA)。 

7. 恆溫循環水槽系統： Hotech 631-D (Hotech, Taiwan)。 

8. 聚合 鏈反應機器： Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 2400 (Foster City, 

USA)。 

9. 高速離心機：Beckman Model J2-21 (Palo Alto, USA)。 

10. 離心機：Kubota 5800，Kubota 1300 (Japan)，Biofuge 12000 (Germany)。 

11. 冷凍乾燥機：Dura-Dry (FTS system, New York, USA) 

12. 瓊膠電泳系統： Cosmo Bio. Mupid-2 mini gel migration through (Japan)。 

13.核酸染色照相系統：Evergene gel analysis system (England, UK)。 

第三節、實驗試劑 

1.蛋白質電泳標記：BDH Electran (Poole, England)。 
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2.Sigma：St Louis, USA。 

3.DNA抽取試劑：Genomaker（Bloosm, Taipei）。 

4.Merck：Damstadt, Germany。 

5.電泳試劑和蛋白質定量試劑：Bio-Rad (Hercules, USA)。 

6.聚合 ：Perkin Elmer Taq polymerase (Foster City, USA)。 

7.限制 ：New England Biolabs (Beverly, USA)。 

第四節、尿液收集與濃縮方法 

我們收集沒有結石的正常成年男子尿液標本，在收集前每位提供尿液的志

願者均先以超音波掃描腎臟以排除腎結石的可能，收集時標本保持在 4°C的冰

桶中，收集桶中加入 Sodium azide (0.02% W/V) 和 5 µM phenylmethan- 

sulfonylfluorid (PMSF) 當作保存劑，尿液以試紙測試有無血尿存在，若有則不收

集。尿液標本在收集後以 0.22 µm 過濾膜過濾 (Millipore, Bedford, USA) 然後存

於零下 70°C冰箱。 

尿液標本的超過濾法：將尿液標本以 stirred cell的系統過濾成原來的十分之一

量，利用 5000-Dalton分子過濾膜以及氮氣加壓至 25cm 水柱壓來完成，其過程

均在 4℃冷房完成。 

第五節、蛋白質的液相層析 

甲、腎調鈣素 

根據中川泰等人的報告，腎調鈣素可以由透析和三道液相層析的步驟來純化

(DEAE, P -10, and S-200)，[103]本研究以 FPLC系統將它簡化成兩道步驟，簡明

的說，將濃縮的尿液標本注入 Sephacryl S-200 的管柱內（管柱容量 200 毫升），

以 0.02 M Tris pH 7.3 的緩衝液將蛋白質沖堤出來，再以Mono Q 5/5 的管柱作為

最後的純化步驟，離子交換層析的氯化鈉線性梯度是從 0 M 到 0.25 M 的 Tris 

0.02 M pH 7.3 緩衝液，本層析法是以快速液相層析系統（Pharmacia, FPLC）作

為純化的系統。層析後的沖堤液在與 0.05M EDTA, pH7.9 保持 4℃反應四天

[103]，處理後之溶液經水的透析一天且換兩次，再冷凍乾燥保存。 
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高效液相層析系統 High-performance liquid chromatography (HPLC) 

標本加入百分之十的三氟醋酸(TFA)然後離心十分鐘 （6,000 g），上輕液注

入反向的層析管柱（Waters, Bondapak TM, C-18, Milford, MA, USA），管柱先以

10 % TFA平衡，蛋白質再以 0 至 10 %的 DMSO 梯度沖堤出來。 

氨基酸分析 

標本在真空密封的試管內以 6N鹽酸分別以 110 ℃水解 24, 48 及 72 小時，

水解液溶解於檸檬酸鈉 pH 2.0 的緩衝液中，在真空中抽取硫酸並以氨基酸分析

儀分析氨基酸成分，其成分是以氨基酸在總組成所佔的比率來表示。 

乙、Tamm-Horsfall 蛋白的純化 

純化的步驟是根據 Grover 等人的報告來進行的[43]，尿液標本先加入氯化鈉

至 0.58 M 的濃度，在 4℃冷房中攪拌 48 小時，溶液再以 4℃，10,000 X g 離心

20 分鐘，上輕液倒出，沉澱物再溶於去離子蒸餾水中（deionized distilled dd 

water），此沉澱法重複兩次，溶液在 4 ℃經水的透析一天且換兩次，標本再打入

Sephrarose 4  B (2 X 100 cm column) 的液相層析管柱，然後以 0.05 M Tris-HCl pH 

7.4 沖堤出蛋白質，. 溶液經水的透析一天且換兩次，再冷凍乾燥保存於-70℃。 

丙、血清白蛋白的純化 

血清白蛋白購自於 Sigma，首先以 Sephacryl S-200 管柱和 20 mM Tris-HCl 

pH 7.3沖堤作為第一道純化步驟，然後以mono Q column並20 mM Tris-HCl NaCl, 

pH 7.3 緩衝液沖堤，血清白蛋白以 0 到 0.3 M 的 NaCl梯度經過離子交換管柱，

沖堤液收集後，在 4℃以 dd水透析一天，期間換水兩次，再冷凍乾燥保存於-70

℃。 

丁、酵素移除唾液酸的實驗 

TH蛋白(2 mg/ml)或以血清白蛋白加入等量的醋酸鈉與醋酸緩衝液(90 

mmol/L, pH5.5)內含氯化鈉(0.3 mol/L)、氯化鈣(18 mmol/L)以及 neuraminidase (7 

U/L) (Sigma, St Louis, USA)泡成水溶液，保持 37℃一天，再以水透析兩天，並在

期間更換水三次，去醣基效果以 SDS-PAGE證明。 
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第六節、蛋白質之電泳、染色與定量 

甲、蛋白質濃度的測量 

蛋白質濃度的測量方法是 Bradford氏分析法[19]，把蛋白質 800μl分別加

入試管中，每根試管再加入 200μl 的 Bio-Rad公司的染料試劑，震盪均勻，反

應五分鐘後，移至石英玻璃管中，以分光光譜儀測量 595 nm 波長的吸收值，其

數值再以已知濃度的胎牛血清蛋白質溶液做比較，以內插法算出線性迴歸的數

值。 

乙、聚丙烯醯胺膠質電泳 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) 

取 20µl的蛋白質再加入 5µl的 SDS 載負緩衝液(50mM 的 Tris-HCl pH 6.8、

100mM的 dithiothreitol、2%的 SDS、0.1%的 bromophenol blue、和 10%的甘油)，

放入沸水中 5至 10 分鐘，再低速離心一下，把此一混合物加入聚丙烯醯胺膠 (4%

的 stacking gel和 12%的 separating gel)內，再把聚丙烯醯胺膠放入 Tris-glycine 電

泳緩衝液(25mM 的 Tris-HCl、250mM 的 glycine pH 8.3、和 0.1%的 SDS)內，用

100V跑二小時。 

把跑好的膠放入 10％的醋酸溶液中固定 10-15 分鐘，再放入 10％的酒精溶

液中洗 5 分鐘，再把膠片放入新鮮混合的重鉻酸鉀溶液（1g/L）和硝酸溶液（0.2 

ml/L）的混合液中 5 分鐘，再用去離子水輕洗三次，每次 2 分鐘，共 6 分鐘，再

放入硝酸銀染色液（2g/L）中染色 20 至 30 分鐘，用 dd水輕洗 20 秒，再把膠放

入新鮮混合的碳酸鈉溶液（30g/L）和褔馬林溶液（0.5 ml/L）的混合液中，顯影

二到三次，共 5 到 20 分鐘，再放入 10％的醋酸中，使反應停止，再用去離子水

洗去 10％的醋酸。 

第七節、結晶三大步驟的實驗方法 

戊、製備草酸鈣晶種 

緩緩的加入 100 毫升的 0.25M 草酸鉀溶液至 100 毫升的 0.25M 的氯化鈣溶

液上，不停的攪拌，並維持在 85oC下，直到此溶液的 pH值降至 4.0 為止。再攪



 30 

拌 8 小時，然後靜置整夜。靜置後，把上清酸液緩緩倒掉，用去離子水洗這些晶

種，洗得此混和液的 pH 值升至 6.5。製備好之晶種用紅外線光譜檢查確定為單

水草酸鈣。 

乙、結晶成核的抑制作用 

先分別配好 100毫升 8.5mM的氯化鈣溶液（內含 200mM 的氯化鈉和 10mM

的醋酸鈉，pH 5.7 緩衝溶液）和 100 毫升 1mM 的草酸鉀溶液（內含 200mM 的

氯化鈉和 10mM 的醋酸鈉，pH 5.7 緩衝溶液），而在使用前先用 0.22µm 的

Millex-GV膜過濾，以去除會影響實驗的大分子。 

取 1ml 的 8.5mM 的氯化鈣溶液加入石英管中，在 37℃，500rpm 下均勻的

混合，再加入 1ml的 1mM的草酸鉀溶液，至終濃度為 4.25mM 的鈣離子和 0.5mM

的草酸根離子，在 OD620下，測 10 分鐘，每 20 秒測一次[51]。 

影響晶體成核活性的計算方法如下： 

算出其吸光值改變量到達 control最高吸光值的 2.5%時所需之時間。 

丙、結晶成長的抑制實驗 

將單水草酸鈣晶種取出，懸浮在 50mM 的醋酸鈉緩衝溶液中（pH 5.7），內

含 96mM的氯化鈉; 晶體濃度約 1.5 mg/ml。再把此 3 ml的晶體混合液， 加至

33ml 超穩定 (metastable)的草酸鈣溶液中 ;此溶液含有 0.833mM CaCl2 及 

0.167mM 的草酸鈉，俾使晶種的最終濃度維持在 0.125mg/ml 以上[104]。加入

1-100μM的蛋白質至 1 ml 的晶體生長反應溶液，並維持在 37oC，讓其反應 40

分鐘。反應後，讓溶液通過 0.2μm孔隙的濾膜，去掉晶體，再用 214nm 的光源

測此澄清液的吸光值，每 20 秒測一次[97]。實驗均進行三次，取平均值為統計

之用。 

晶體的成長抑制以下列方式計算 

抑制百分比(%) = Ao -Ai / Ao 

Ao 是 400 秒時對照組的吸光值變化，Ai代表加入蛋白質時的吸光值變化，
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IC50 的數值是以線性迴歸法求得，X軸是蛋白質的濃度，Y軸是抑制百分比。 

丁、結晶聚集的抑制實驗測定 

這個實驗可以測得在懸浮液中的單水草酸鈣聚集的速度，和在當有蛋白質

存在時，對單水草酸鈣的聚集速度是否有影響。將單水草酸鈣晶種取出，懸浮在

10mM 的醋酸鈉緩衝溶液中（pH 5.7），內含 90mM 的氯化鈉，晶體濃度約

0.8mg/ml，再將此一懸浮液小心的混合均勻，再放在超音波下震盪 60 分鐘，並

放在 37℃下至隔天，在要使用之時，要再一次的檢查 pH值，並再放在超音波下

震盪 30 分鐘。取出上面的懸浮液 14.5ml，再加入 0.5ml的蛋白質，以 29：1的

比例下，在 37℃，150rpm 下搖動 2 個小時，2 個小時後，再把此溶液混合均勻，

再快速的取出 2ml加入比色管中，再放入分光光度計中，在 1100rpm，37℃下，

用 OD620測至吸光值穩定經過 10 秒，再在500rpm、37℃下，用 OD620測其吸光

值至 180 秒，停止攪拌使單水草酸鈣晶體發生自發性的沉澱，用 OD620測其吸光

值至 480 秒，每 20 秒測一次[53]。 

影響晶體聚集活性的計算方法如下： 

抑制百分比 % =【(S0-St/S0)*100%】 

S0 是未加蛋白質的吸光值下降斜率，St 是有加抑制蛋白的吸光值下降

斜率。 

第八節、自由基的反應實驗（Xanthine oxidase inhibition assay） 

取出 6.084mg的 xanthine 加入 200ml的 0.1M PBS、pH 7.4 的緩衝液，慢慢

的加熱和混合，直到 xanthine 完全的溶解為止，成為 200µM的 xanthine buffer；

再取出990µl的 xanthine buffer，加入2µl的 xanthine oxidase（0.04 units），和 10µl

的蛋白質，在室溫下用 OD295測 4 分鐘，每 10 秒測一次。[13]。對照組則是以

10 µl 0.1 M PBS 來代替蛋白質。IC50 值是以線性迴歸測得，X軸是蛋白質濃度，

Y軸是酵素活性抑制的百分比。 

第九節、結石病患與正常人 DNA的收集 
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對照組是年齡超過四十歲的健康人，沒有家族結石病史、沒有結石疾病、

且目前腎臟超音波沒有腎的任何鈣化斑影存在，尿液常規檢查並無顯微血尿的存

在，結石的病人是來自於台中地區的復發型的草酸鈣結石病患，生化及尿液檢查

排除了高血鈣症、高尿酸血症及高草酸尿症的病人，如果病人在結石治療期間有

尿路感染的病徵時也排除在本研究之外，無論正常人與結石病人抽血時均徵求其

同意後施行，結石分析是用紅外線光譜儀證明是單水草酸鈣、雙水草酸鈣或二者

之混合。DNA的萃取是以 Genomaker的套件試劑來進行抽取白血球的 DNA。 

第十節、聚合 鏈反應（Polymerase chain reaction, PCR） 

本研究所進行的聚合 鏈反應均以可以程式控制熱循環溫度的 GeneAmp 

PCR 系統 2400 (Perkin Elmer)，聚合 是 0.25 units 的 AmpliTaq DNA 

polymerase (Perkin Elmer)，所採用的引子序列、限制 以及 PCR產物均以 Table 

1 詳列。 

表一、聚合 鏈反應所用的引子序列與其相關條件 

 
基因名 多形性位置 引子序列 反應產

物 
限制  酵素反

應產物 
維生素 D
受體 

第八插入序列 5’-CCG GACACAGCCTGAG CTG-3’ 
5’CAGCGGGAAGAGGTCAAGG G-3’ 

580 bp Bsm I 405 bp,  
175 bp 

維生素 D
受體 

開始密碼子 5’-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCT
CT-3’ 
5’-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCT
C-3’ 

265 bp Fok  I 169 bp, 
96 bp 

降血鈣素

受體 
第 1377核酸 5’-CTCAGTGATCACGATACTGTG-3’ 

5’-ATTCAGTGGAACCAGCGTTGG-3’ 
228 bp Alu I 120 bp, 

108 bp 

p21基因 31密碼子 5’-GTCAGAACCGGCTGGGGATG-3’ 
5’-CTCCTCCCAACTCATCCC GG-3’ 

272 bp Blp I 89 bp, 
183 bp 

破骨素 第一表現序列

198 bp 之上
游啟動子 

5’-CCGCAGCTCCCAACCACAATAAGCT-
3’ 
5’-CAATAGGGCGAGGAGT-3’ 

253 bp Hind III 232 bp, 
21 bp 

白血球介

素 Iβ 

啟動子 5’-TGGCATTGATCTGGTTCATC-3’ 
5’-GTTTAGGAATCTGGACCAGA-3’ 

304 bp Ava I 190 bp, 
114 bp 

白血球介

素 Iβ 

第五插入序列 5’-GTTGTCATCAGACTTTGACC-3’ 
5’-TTCAGTTCATATGGACCAGA-3’ 

249 bp Taq I 135 bp, 
114 bp 

白血球介

素 I受體
拮抗蛋白 

第二插入序列 5’-CTCAGCAA-CACTCCTAT-3’ 
5’-TTCAGTTCATA-TGGACCAGA-3’ 

410 bp: 
I, 240 
bp: II 

VNTR  

雄性素受

體 
第一表現序列 5’-TGCGCGAAGTGATCCAGAAC-3’; 

5’-CTTGGGGAGAACCATCCTCA-3’ 
168-23
4 bp 

CAG重
複 

 

雌性素受

體 
基因 1174bp
上游 

5’-GACGCATGATATACTTCACC-3’ 
5’-GCAGAATCAAATATCCAGATG-3’ 

160-19
8 bp 

TA 重
複 
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維生素 D受體基因第八插入序列 Bsm I 多形性 

限制 切割的位置是設計於 TGC的位置，酵素反應在 37℃三個小時，對偶

基因分別是可切的同型合子(bb)、不可切的同型合子(BB)和異型合子(Bb)。 

維生素 D受體基因開始密碼子 Fok I 多形性 

限制 切割的位置是設計於 ATG的位置，酵素反應在 37℃三個小時，對偶

基因分別是可切的同型合子(TT)、不可切的同型合子(CC)和異型合子(TC)。 

降血鈣素受體基因 Alu I多形性 

根據Masi 等的報告[93]，限制 切割的位置是第 1377 個核甘酸 T/C多形性，

聚合 鏈反應的產物為 228-bp長，切割後為 120-bp和 108-bp兩段，因此多形性

的對偶基因就有可切的(TT)同型合子、不可切的(CC)同型合子與半切的(TC)異型

合子。 

p21蛋白 

本實驗所用引子序列是根據 Li等人的報告[81]，聚合 鏈反應的產物為

272-bp長，切割後為 89-bp和 183-bp兩段，多形性的對偶基因就有可切的(CC)

同型合子、不可切的(AA)同型合子與半切的(AC)異型合子。 

白血球介素一β 

本實驗引子序列是根據 Cantagrel 等人的報告[8]，白血球介素一β啟動子

多形性是位於上游–511 的位置，聚合 鏈反應後的產物以 Ava I切割，”C”對偶

基因在電泳上會是 190-bp和 114-bp長，而“T”對偶基因則會是 304-bp長； 白血

球介素一β表現序列 5 多形性則以 Taq I來切割，“E1”等級是 135bp加 114bp長，

“E2”等級則是 249bp長；白血球介素一受體拮抗基因，第二插入序列的 86-bp前

後銜接重複變異數（variable number tandem repeat, VNTR）分成“I”等級是

410-bp、“II”等級是 240-bp、“III”等級是 500-bp、“IV”是 325bp而 595bp的長度

是“V”等級。 

破骨素基因多形性 

本實驗引子序列是根據 Dohi 等人的報告[25]，聚合 鏈反應的產物為 253 bp
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長，切割後為 232-bp和 21-bp兩段，多形性的對偶基因就有可切的(TT)同型合子、

不可切的(CC)同型合子與半切的(CT)異型合子。 

雄性素受體與雌性素受體 

雄性素受體的 CAG重複區是以聚合 鏈反應來放大的，順向引子序列的尾

端以 5-carboxyfluorescein (FAM)螢光標示，雌性素受體的(TA)n重複方法與雄性

素受體的實驗是相同的，適量的聚合 鏈反應後產物(0.75 µl)混合 1.75 µl已事先

配好的溶液（formamide: loading buffer (blue dextran, 50 mg/ml; EDTA, 25 

mM):standard=5:1:1），使用 Genescan-350 TAMRA 為分子量的參考標準

(6-carboxy-tetramethylrhodamine, red) (PE, USA)，然後在 6% denaturing 

polyacrylamide gel 進行電泳，分析是以 377 DNA Sequencer來操作，資料以

GeneScan Analysis 2.1 軟體分析其重複長度(PE, USA)。 

雄性素受體的 CAG重複區的聚合 鏈反應後產物長度從 168 bp（內含 9 個 

CAG重複與 141 bp 個側翼放大區）到 234 bp（31 個 CAG重複）。其基因型根

據其重複長度 9 到 31 分別命名，在電泳時我們以標準的長度標記作為參考。 

雌性素受體的 TA重複長度檢驗方法同上，其基因型根據其重複長度 13 到

22 分別命名。 

第十一節、核酸之電泳、限制 反應與照相 

通常以 10 µl的聚合 鏈反應產物載入 3%瓊膠中，內含 ethidium bromide

螢光劑，在電泳結束後以核酸染色照相系統拍照，並據以判別其結果。 

第十二節、電腦資料的處理 

本實驗的統計以微軟公司出品的視窗軟體和試算軟體 EXCEL來初步進行

卡方試驗運算，Student-t 試驗也是以此方法運算；卡方試驗常用於基因單核酸

多形性的分布差異檢驗，但是當卡方試驗中標本數少於 30、其中單一數值低於 1

或者是五分之一以上的數值低於五時，我們採用費雪氏精確檢驗，風險對比值

Odds ratios (OR)和 95%信賴區間 (CI)則用來測試特定基因組中多形性與疾病易
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感性的關聯性，當 p值低於 0.05時兩組之間的差異即視為有顯著性。 
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第四章、結果 

第一節、概述 

在實驗結果中亦分成三部份：一、尿中蛋白質的純化與結晶實驗，其中包

含了結晶形成的三個步驟，並將 TH蛋白去糖基後對結晶形成的影響；二、蛋白

質細胞與自由基之間的交互作用實驗；三、基因多形性的遺傳學探討。期望從此

三個方向去探討生物分子與結石形成的關係。 

第二節、蛋白質的純化 

液相層析與 SDS-PAGE 電泳 

THP 蛋白出現在沖堤波峰的高峰（圖一），THP 蛋白的 12 % SDS-PAGE

電泳和銀染色顯示是 80 kDa，而白蛋白則接近 60 kDa（圖二及圖三），顯示此

純化方法可以得到很純的蛋白質。在經過酵素去唾液酸反應後可見 THP 蛋白染

色帶為有下移的現象，約 75 kDa，白蛋白則沒有下移的現象，代表 THP 有糖基，

而白蛋白可能沒有此糖基可被切除。 

尿液中分子量較大的生物分子可以由 Sephacryl S-200 過濾層析法來去除， 

12-14 kDa的分子留存的容積是在 200-350 毫升，沖堤出的液體中出現最大的抑

制活性是在 200-300 ml，圖四是離子交換層析 0 到 250 mM NaCl的梯度的沖堤

圖。高效液相層析法是用來測試腎調鈣素(NC)的純度，它顯示波峰經與原始發現

者 Nakagawa討論確認是腎調鈣素[103]。 

第三節、蛋白質的結晶抑制實驗 

THP 蛋白與白蛋白的結晶抑制實驗 

THP 蛋白與白蛋白加速了結晶的成核反應，此種促進反應在蛋白質濃度逐

漸升高時也隨著增加，100nM 的 THP 蛋白能夠降低 Ti時間 15.4 秒（表一），白

蛋白也在 100nM 時有能力降低 Ti時間 7.4 秒，去唾液酸後的 THP 蛋白仍然可以

促進成核只是時間變慢了。在結晶成長實驗中，THP 蛋白的 IC50 是 7.27 nM，

而去醣後是 48.23nM；白蛋白則從 37.45nM 到經去唾液酸處理的 30.92 nM，可
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見白蛋白並無唾液酸的醣基，在實驗中作為一個負的對照。 

THP 蛋白對結晶的聚集實驗發現是個雙向型的表現，當濃度低於 500 nM

時，濃度升高時聚集反應受到抑制，但是濃度在 500 nM 至 1000 nM 後則逐漸失

去意志能力甚至出現促進的現象（表二），這些反應在去除唾液酸後也失去其部

分作用；白蛋白最大的抑制能力 72.73 %在 100 nM 時出現，但在增加濃度後抑

制能力即不再增加。經酵素處理後期最大抑制濃度則出現在 500 nM。 

腎調鈣素的 IC50是 284.6 nM，此結果是以線性迴歸求得，y=0.1692x+1.8367 

（表三），由 SDS-PAGE電泳結果發現，在與銅離子與維生素的交互作用中，腎

調鈣素可以被切成兩個胜 （圖五），分子量約為 8 kDa和 6 kDa，銅離子在生理

濃度時不會影響腎調鈣素的結合作用，但是在維生素 C的作用下與鈣的結合作

用可能因為蛋白質鏈斷掉而失去作用。 

第四節、自由基實驗 

黃 呤氧化 抑制實驗結果是以百分之五十抑制濃度（ IC50）來表示，在白

蛋白是 10.7 nM 而經酵素處理後的白蛋白是 11.9 nM ，THP 則顯示酵素處理後

明顯的升高濃度（降低抑制力）， IC50從 69.6 nM 到 102.0 nM（表四）。 

第五節、基因多形性的遺傳學研究 

降血鈣素受體基因多形性 

總共有 102 位病人，其中 72 位是男性，30 位是女性，均是有兩次以上草酸

鈣結石發作的病史，年齡由 23 歲至 76 歲（平均 44.6±12.01 歲），對照組則是 60

位男性及 45 位女性，年齡由 40 歲至 87 歲（平均 53.0±10.1歲），電泳結果有三

種可能現象，即酵素可切的同源合子(TT)或不可切的同源合子(CC)以及半切的異

合子(TC)（圖六），各種基因型發生的頻率將列在表四。 

對照組的不可切的同源合子(CC)佔 94.3%，5.7 %是異型合子，而可切的同

源合子(TT)則是 0.0 %，以費雪氏精確檢驗發現，降血鈣激素受體基因多形性的

分布在正常仁和病人之間是有所差別的(p<0.01)，而以男性更明顯(p<0.0001)，女

性則較不顯著(p=0.205)（表六和表七），我們發現只有病人有 TT同源合子，正



 38 

常人降血鈣激素受體第 1377 核酸 C/T多形性的對偶基因頻率是正常對照組

C:0.97 而 T:0.03，在結石病人則是 C:0.86 而 T:0.14，T型對偶基因的風險對比值

（odds ratio）是 5.634，其 95%信賴區間是 2.286至 13.885. 

破骨激素基因 Hind III多形性 

電泳結果有三種可能現象，即酵素可切的同源合子(TT)或不可切的同源合子

(CC)以及半切的異合子(TC)（圖七）。對照組的 TT同源合子的頻率是 42.9%，

TC異型合子是 45.7 %，而 CC同源合子則是 11.4 %，對偶基因 T的比率在對照

組與病人是非常接近的(42.9%比42.2%)，以卡方試驗統計發現破骨激素基因Hind 

III多形性（表八），在正常對照組與結石病人之間是沒有顯著差異的(p=0.978)，

進一步分成男性與女性組別（表九與表十），其統計上仍然沒有顯著差異，正常

對照組的 T對偶基因的頻率是:0.657 而 C是:0.343，結石病人則是 T: 0.657 而 C: 

0.343。 

p21基因 31 密碼子多形性 

分成可切的 CC同源合子和不可切的 AA同源合子以及 C/A異型合子，兩組

之間的基因型分布頻率列在表十一，以卡方試驗統計得知，p21 基因第三十一密

碼子多形性在正常對照組與結石病人之間分布是有顯著差別的(p<0.05)，對照組

的絲氨酸同源合子(CC)分布頻率是 18.6%，50.0 % 是異型合子(C/A)，而精氨酸

同源合子(AA)則是 31.9 %，精氨酸在病人組則有較低的出現頻率(16.8%)，對偶

基因在對照組的分布是 C:0.43和 A:0.57，病人組 C:51.1 和 A:48.9；因此絲氨酸

在結石的危險對比值（odds ratio, OR）是 1.39，而 95%信賴區間是=0.94~2.04，

在性別的分布上並沒有顯著的差異（表十二及十三）。 

維生素 D受體 Fok I及 Bsm I多形性 

圖八電泳圖是 Fok I反應後分成可切的 TT同源合子和不可切的 CC同源合

子以及 TC異型合子，兩組之間的基因型分布頻率列在表十四，以卡方試驗來統

計，維生素 D受體開始密碼區 Fok I 多形性在兩組的分布是有顯著差異的

(p<0.05)，CC同源合子在對照組是 23.3%，而 TT同源合子是 28.9 %，至於異型
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合子則是 47.8 %，CC同源合子在病人組是 37.0%，比對照組高很多，因此維生

素 D受體 Fok  I的多形性似乎與草酸鈣結石病人有關聯性，以對偶基因出現的頻

率統計發現：對照組的 C:0.47、T:0.53，而結石病人 C:0.60、T:0.40，C對偶基因

的風險對比值是 1.672其 95%信賴區間為 1.149 ~ 2.432。 

至於 Bsm I的多形性電泳圖顯示於圖九，分布頻率分成不可切的 BB同源合

子、可切的 bb同源合子與半切的異型合子列表於表十五。以費雪氏精確試驗檢

查維生素第八插入序列多形性，發現在兩組之間並無顯著差異(p=0.89)，基因型

的分布頻率在 BB同源合子是 86.6%、bb同源合子是 10.0%而異型合子是 3.3%，

與病人組的 88.7%、3.2%及 8.1%是很接近的，再以對偶基因頻率來看對照組是

B: 0.92、b: 0.08，而病人組是B: 0.93、b: 0.07，也很接近；B對偶基因的風險對

比值是 1.162，其 95 %信賴區間是 0.569 ~ 2.372。 

白血球介素一β基因和受體拮抗者基因多形性 

以費雪氏精確試驗統計，在白血球介素一β基因第五表現序列多形性在病人

與對照組之間並沒有統計學上的差異（表十六，p=0.403），同時白血球介素一β

基因在啟動子區域的多形性也是如此（表十七，卡方試驗，p=0.627）。 

圖十是白血球介素一受體拮抗者基因多形性的前後銜接重複變異數“I”的同

源合子，“II”的同源合子和“I/II”異型合子，本實驗並未發現“III”、 “IV” 和“V”

的對偶基因，其出現的基因型頻率列於表十八，以費雪氏檢驗發現，在正常人和

結石病人之間有顯著的差異(p<0.01)，對照組的“I”同源合子是 89.3 %，而結石病

人是 97.9 %，結石組並且沒有“II”的同源合子，對偶基因的頻率在對照組是 I: 0.94

而 II: 0.06，結石組則是 I: 0.99 而 II: 0.01，因此“I“對偶基因其風險對比值是 6.041，

其 95%信賴區間是 1.683至 21.687。 

雄性素受體基因 CAG重複多形性 

男性病人與正常人的雄性素受體基因多形性對偶基因頻率分布並沒有統計

學上的差異（圖十一， p=0.828），基因型的百分比由 10 到 31 和 42 到 43 的 CAG

重複在結石病人是： 1.0, 0, 1.9, 0, 1.9, 1.9, 0, 4.8, 3.8, 8.6, 9.5, 16.2, 8.6, 14.3, 10.5, 
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3.8, 4.8, 1.9, 1.0, 1.0, 1.0, 1.0, 1.9, 1.0；正常對照組為： 0, 0, 1.9, 0, 0, 1.9, 0, 1.9, 1.9, 

3.7, 11.1, 37.0, 11.1, 14.8, 11.1, 1.9, 1.9, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0%，兩組在男性賀爾蒙的血

清濃度並沒有差別，由圖十一可見主要的 CAG重複高峰是 21 個重複，結石病

人是 16.2%，而對照組為 37.0%，因此我們進一步分組成 21 重複與非 21 重複將

兩組作比較（表十九），發現兩組有統計學上的差異（p=0.018），男性並患有比

較低的 21 重複頻率（OR=0.328, 95% CI=0.154 ~0.701），亦即雄性素受體基因有

21 重複的男性較其他基因型不易有結石病。 

女性病人與正常人的雄性素受體基因多形性頻率分布並沒有統計學上的差

異（圖十一，p=0.157），基因型的百分比由 14 到 29 的 CAG重複在結石病人是：

0, 0, 0, 4.7, 6.3, 7.8, 21.9, 26.6, 6.3, 9.4, 4.7, 9.4, 1.6, 1.6；正常女性對照組：1.2, 0, 

2.4, 1.2, 7.1, 3.6, 10.7, 16.7, 16.7, 11.9, 9.5, 7.1, 7.1, 2.4, 1.2, 1.2%。主要的重複高峰

亦是 21 重複，結石病人是 37.5%，正常對照組是 23.8%（對偶基因頻率），分組

成 21 重複和非 21 重複比對後發現並無統計學上差異（表二十, p=0.202）。  

雌性素受體基因 TA重複多形性 

男性病患在雌性素受體基因 TA重複多形性的對偶基因頻率分布與正常對照

組是有統計學上差異的（圖十二，p=0.001），重複數的分布百分比在結石病人從

10 重複和 13 到 27 重複： 10.3, 18.4, 23.1, 17.9, 6.4, 1.7, 3.8, 3.8, 2.6, 2.6, 3.0, 3.0, 

2.1, 0.8, 0.4 , 0；正常對照組是： 0.9, 8.8, 21.9, 19.3, 14.0, 2.6, 0.9, 4.4, 2.6, 3.5, 5.3, 

3.5, 6.1, 2.6, 2.6, 0.9%。主要的 TA重複高峰是 14 重複在病人是 29.9%，而在對

照組是 35.1%，經過我們進一步分組後，兩組並沒有統計學上差異（表二十一，

p=0.491）。 

女性病患在對偶基因的頻率分布是從 13到26：8.1, 25.8, 17.7, 17.7, 1.6, 0, 6.5, 

4.8, 3.2, 9.7, 1.6, 0, 1.6, 1 .6；對照組是： 11.1, 21.1, 16.7, 16.7, 1.1, 3.3, 4.4, 2.2, 4.4, 

4.4, 5.6, 3.3, 4.4, 1.1%，兩組的分布在統計學上沒有差異（圖十二， p=0.753）。

結石病人含有 14 重複的對偶基因頻率是 41.9%，對照組則是 42.2%，分組做比

較 14 重複與非 14 重複發現並沒有統計學上差異（表二十二， p=0.980）。 
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我們將以上結果摘要列於表二十三。 
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第五章、討論 

傳統上結晶的實驗常在純化一個生物巨分子後僅做一個或兩個結晶步驟，

由於沒有統一的研究方法使得草酸鈣結晶形成的抑制實驗結果相當分歧[43]。但

是由於 THP 蛋白和白蛋白是尿液中最常見的蛋白質，每日分泌量從 20 毫克到

80 毫克[59]，而草酸鈣的尿液濃度約為 0.5 至 5µM，因此能夠降低草酸鈣離子濃

度過飽和程度的應該是此兩種蛋白質較合乎濃度需求，所以必須先探討清楚，把

所有結晶的實驗步驟完整的做完。 

TH蛋白和白蛋白在整體結果上是有抑制草酸鈣結晶形成的作用，這個作用

是透過促進成核然後抑制隨後的結晶晶體成長和聚集來進行的。Grover 等人提出

TH蛋白要在高劑量時才能有抑制作用[44]，但是我們的數據卻在 nM 的濃度即

能有抑制晶體成長和聚集的作用。TH蛋白和白蛋白能抑制晶體成長(510 nM = 

22%)，但不能抑制聚集，而 Grover等人則是以碳１４的沉澱法來做實驗，因此這

結果的不同可能是實驗設計上的造成的差異，至於晶體成核的促進作用我們的數

據是與 Cerini 和 Hallson等人相同[10,50]。 

TH蛋白是 616 個氨基酸的蛋白質，含有 48 胱氨酸及 N-端連有唾液酸的醣

基[73]，這段唾液酸在被酵素切除後使 TH蛋白的整體抑制能力下降，Hallson 也

證明了 TH蛋白若沒有唾液酸會失去抑制結晶聚集的能力[50]。本實驗顯示唾液

酸不僅有結晶聚集抑制能力而且也有抑制成長的能力，Knorle 等人也報告了唾液

酸在 TH蛋白參與結石形成有扮演一定的角色[67]，而遠端腎元的醣腎盞上若增

加了唾液酸，可能使得結石容易形成，或者使得微晶體容易附著在腎的上皮細胞

上[56]，因此唾液酸可能與結石的形成有關。 

白蛋白可以抑制晶體成長和聚集，因為白蛋白可以促進晶體成核使得後續

飽和濃度下降，所有作用總合使白蛋白是一個結晶的抑制因子[10]。然而，成年

人白蛋白有氧化和還原兩型[31]，而氧化型的抑制能力是缺乏的，因此使得白蛋

白的抑制能力有所變化，成年人若是氧化濃度比例過高可能因此降低了抑制能

力，促進了結石的形成，這一點有待將來進一步研究。 
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蛋白質影響了草酸鈣晶體的形成是可以確立了，也就是說蛋白質能參與結

晶形成的過程。但由於酸鹼值、離子強度和無機離子濃度都會影響生物巨分子與

晶體的交互作用[29]，而我們所做的礦化機制實驗是在理想狀的化學態下進行

的，對於生物礦化機制的理解必須在將來步走向模擬實際尿液的狀況來做。 

維生素 C跟結石形成的相關性已被討論很久了，但仍尚未有定論[23]。過

去曾被提出來維生素 C在肝被轉化成草酸然後以 40%的總比例從尿分泌出去

[3]，但是維生素 C在大量服用下並不需經肝的轉化就可直接分泌到尿裡面去，

因此它也可以直接干擾草酸鈣晶體的形成不必間接經過轉化[132]。而且維生素 C

在水溶液中是強的還原劑可以還原二價銅[94]，銅還原後可以使腎調鈣素斷裂，

因此斷裂的腎調鈣素失去了鈣的結合位置使得它失去了抑制草酸鈣晶體形成的

能力，這使得結石的機會增加。銅離子過多產生結石的例子有威爾遜氏病[57]，

所以除了維生素的安全劑量外，病人如果尿中有高量銅離子和原形的維生素 C，

臨床上應該小心探討結石形成的可能。蛋白質與尿中成分的交互協同作用可能是

抑制結晶形成的重要因素，結石核心中銅、鋅、和鐵的含量高過週邊的部分[77]，

顯示二價離子參與結石的可能性。因此，草酸鈣晶體的形成被腎調鈣素、TH蛋

白和白蛋白抑制的現象，可能需要進一步加以研究，尤其是與金屬離子和維生素

的交互作用，由此方向可更深入的探索結石的礦化機制。 

腎小管受傷與結石形成的關係近幾年來也被廣泛的討論[74]，這個機轉在人

體內不容易被研究，但是在細胞培養的實驗可獲得證實[142]。由我們實驗得知

白蛋白可以防止自由基所帶來的傷害，從結果中可看出白蛋白比 TH蛋白更有效

的抑制自由基的產生，白蛋白抑制黃 呤氧化 反應在 10.7 nM 時達到 50%，而

TH蛋白需要七倍的濃度才行。酵素處理後的 TH蛋白降低了抑制能力，顯示唾

液酸也有抑制能力，因此 TH蛋白的唾液酸在尿路系統內可能存在著某些功能，

雖然 TH蛋白是存在於細胞外液中，但是卻可以透過唾液酸和細胞膜交互作用，

TH蛋白可能因此能減少自由基對細胞膜的傷害。 

蛋白質在與自由基反應後可能會形成離子聚集和厭水鍵[48]，白蛋白的對抗
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自由基能力有可能是直接與其作用或螯合了氧化還原活躍的金屬離子如銅或鐵

使自由基不反應[48]，這種抗氧化能力在我們的實驗中也得到相同的結果。由於

自由基可以透過粒線體、溶 體和細胞膜的磷脂質過氧化來傷害細胞，改變了漿

膜的結構和功能，THP 蛋白透過唾液酸與腎近端腎小管的細胞膜結合形成保護

作用，所以 TP 蛋白也有抗氧化的能力。 

整體而言，蛋白質抑制草酸鈣結晶形成的作用明顯，證明人類尿路結石很

可能是屬於生物礦化的一種。目前雖然無法完全了解其機制，但是透過上述的實

驗方式，可以測試很多種蛋白質的抑制作用，我們已完成結晶形成初期的完整實

驗方法，在將來蛋白體學(Proteomics)上可以幫忙探討蛋白質的功能。 

所有疾病都有遺傳相關的因素存在[84]，但是大多數的疾病是多因子疾病，

這類疾病可能是一群基因些微的改變，並與環境因素互動所致。要找尋這些複雜

疾病的基因群必須利用基因的多形性，傳統上的基因聯鎖分析來檢驗複雜疾病會

因發病年齡較高使得取得診斷不易，或因太多基因座而受限[44]。基因多形性可

以作為遺傳標記的選擇[18]，SNPs標記符合了遺傳學研究方法的需求且方便、

快速、經濟和精確，SNPs的分析可以定出那段的基因可能與疾病連鎖[80]。尿

路結石是複雜的多因子疾病，基因和環境因子或者是二者的互動都有可能參與其

中，適合用此方法來研究。 

如果某個因子會增加疾病的風險，這個因子在病人身上出現的頻率應該要

比正常人高出很多，也就是基因型的關聯性[63]。基因多形性可提供病人產生某

個疾病的風險性、幫助病人評估疾病的預後並選擇適當的藥物來治療[115]，這

需要在大量的基因標記來檢定大數量的族群，才可以完成一個複雜疾病的檢測工

作。我們採用此策略來探討結石病人和正常人隻間基因多形性的分布頻率，但是

目前相關基因的報告很少，如何決定檢測那個基因是相當困難的工作，本實驗以

文獻報告與結石相關和推定有關的基因，做為初步的選用基因。 

維生素D受體基因多形性是第一個被報告與結石相關的基因[62]，維生素D

受體在結合配位體（ligand）後活化，可以調控破骨激素的表現[9]，因此可能與
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結石間質的形成有關[149]。然而維生素 D受體不只是被上游的維生素 D所調

控，而且也被蛋白激 A、副甲狀腺激素及生長因子調控。維生素 D受體也可

下游調控蛋白激 C[72]，維生素 D受體的功能顯現此基因與結石疾病不只限於

鈣的調控機制，而且與信號傳遞有關。用限制性核酸內切 Fok I來辨認維生素

受體 D基因開始碼區域多形性可以分辨出對照組與結石組之間單核酸多形性分

布的差別，此段多形性中不可切的 C鹼基對偶基因在結石組的比例較高，病人

如果是 CC或 CT的基因型有較高的機會得到結石，由我們的實驗發現，維生素

D受體基因的是可以作為多形性標記的。 

Zerwekh 等人也曾研究維生素D受體對偶基因在正常人與結石病人分布的

不同，但是並沒有發現突變[153]，他們把病人分成高鈣尿和正常尿鈣組在維生

素 D受體基因型間血清和尿液分布也沒有顯現差異。Zerwekh並分析了插入序列

七八之間 Bsm I多形性與結石之間的關聯，也沒有發現差別，因此結論認為腸吸

收型高尿鈣症雖然是常見的異常[111]，但可能是多源性的疾病而非單一的病因所

致[120]。由我們資料顯示維生素 D受體基因 Bsm I多型性可能不適合做為篩選

結石疾病的基因標記，結石病人和正常人的對偶基因頻率分布是非常相似。

Zerwekh和 Ruggiero等人在高尿鈣的病人研究也是相同的結果[120,153]，但是

Ruggiero 則報告在正常尿鈣的結石病人和正常人之間 b對偶基因分布反而不同，

所以把病人分成高尿鈣與正常尿鈣的分組是否合適須進一步探討。 

雖然草酸鈣結石的病人中高尿鈣症的很多而且被認為是增加尿中過飽和的

狀態使得結石形成，但是真正的高尿鈣症的病理機制仍然存疑，報告中的 CLCN5

基因或感鈣受體基因（ calcium sensing receptor）突變雖與高尿鈣有關但並不是高

尿鈣的常見病因[20,113,124]，唯一比較可能的高尿鈣症基因拼圖是腸吸收型的

高尿鈣症，位於染色體第一條的 1q23.3-q24，但是此段區域仍有四百三十萬個鹼

基長需要研究[116]，同時 80 to 90 %的高尿症並沒有任何的症狀與結石形成

[22]，對於高尿鈣症的結石病人限制鈣的攝取來預防復發，已經被證明是反效果

[21]，限鈣可能造成骨質疏鬆和草酸吸收增加使得結石更容易產生[17]，因此草
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酸鈣的結石是一個很複雜的疾病且並不能與限鈣治療完全相符合。 

尿路結石是與結晶形成息息相關的，如前所述晶體與腎小管交互作用可能

與結石形成有關，因此細胞死亡可能與結石形成有關[74,136]。雖然目前 p21並

無與結石的相關報告，但是 p21 受 p53的調控而與細胞死亡息息相關[29,44]，因

此被選為 SNPs的標記。由我們的資料顯示 p21基因第三十一密碼子多形性可能

適合做為篩選草酸鈣結石病因的基因標記，精氨酸的對偶基因在對照組分布較

多。 

Urivetzky提出以測量血清中的破骨激素濃度的方法來鑑別診斷鈣類結石病

人的高尿鈣症患者[140]，Strohmaier 等人在一個破骨激素對限鈣飲食的臨床研究

發現，對於高尿鈣的結石病人行限鈣飲食必須他的破鈣激素對限鈣飲食沒有反應

才有效[130]，同時破鈣激素曾在結石間質中被找出來是主要的蛋白質成分[96, 

149]，由於有機間質早就是被認定是在病理礦物沉積中影響結晶生長的主要物質

[65]，顯示破骨激素與鈣類結石息息相關。同時，在尿路結石形成的機制理論中

破骨激素分泌，隨後坎入結石間質之中，影響腎小管的晶體留存有關[85]。因此，

被選為遺傳標記 SNPs的研究基因，但是，我們的結果並沒有顯現破骨激素基因

Hind III多形性適合做為草酸鈣結石的遺傳標記，病人與正常人之間其基因型分

布並無統計學上的差異。 

降血鈣素受體基因Alu I多形性對偶基因在台灣族群與義大利骨質疏鬆症的

婦女之間是不同的[93]，在我們研究的對照組中並沒有白氨酸的基因型存在，但

是在病人群白氨酸卻有 0.14 的對偶基因比例，顯示出有結石疾病的易感性。由

Nakamura等人研究日本的族群發現[108]，最常見的基因型是脯氨酸的同源合子

(94/117)且只有一個白氨酸的同源合子，這個報告跟我們的數據相接近。 

我們的數據顯示降血鈣素受體基因Alu I多形性適合做為鈣類結石疾病的基

因標記來篩選其關聯性，病人若有白氨酸的對偶基因有較高的結石得病率。雖然

目前國外對於結石疾病的單核酸多形性研究集中於維生素 D受體基因[62]，其他

相關的基因亦可以做為探討的對象。降血鈣素受體基因 Alu I多形性在此受體的
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細胞內的功能領域段(intracellular domain 4)[108]，因為降血鈣素受體基因是賀爾

蒙受體與 G偶合蛋白相關，一個功能領域的輕微改變可以促使一連串反應而出

現巨大改變，所以此段多形性被考慮有可能影響了細胞內的信號傳遞路徑，因而

與某些疾病相關聯[108]。本研究顯示降血鈣素受體基因 Alu I多形性與結石疾病

是相關的。 

降血鈣素抑制破骨後的鈣回收作用，經降血鈣素受體刺激尿鈣的分泌[6]，

降血鈣素受體基因在腎小管上皮、睪丸、破骨細胞、腦及卵巢有表現

[11,37,92,110]，此外，降血鈣素受體基因 Alu I多形性位於細胞內的部分與腺

酸環化 、磷脂 C相連接，調控了鈣的分泌和磷脂質的代謝[131,152]，而增加

磷脂質的過氧化亦被提出可能與結石有關[136]，雖然這些機制仍有很多未清楚

的地方，降血鈣素受體調控的信號傳遞路徑影響結石的相關性必須考慮。 

白血球介素-1 受體拮抗基因是發炎的重要調控者，白血球介素-1 受體拮抗

基因是白血球介素-1 的自然競爭抑制因子，佔據白血球介素-1 的細胞表面受體

位置而不發動信號的傳遞[1]。白血球介素-1 受體拮抗基因的對偶基因型與很多

自體免疫的疾病有關聯性，如簇狀禿髮、全身性紅斑狼瘡和潰瘍性大腸炎等

[7,89,135]，但是在我們研究的資料內，白血球介素-1 受體拮抗基因的第二插入

序列多形性第一型對偶基因(type I)確實影響了結石病的易感性，而我們的對偶基

因分布也與法國的類風濕性關節炎病人不同[8]，不管是病人和對照組我們沒有

第三、四和五型，而結石病人中並沒有第二型，因此白血球介素-1 受體拮抗基因

與結石的關聯性可能和自體免疫疾病不同，甚至是經由一個比較複雜的方式。 

細胞激素也可能與結石有關聯，但從未有基因多形性的研究報告，我們選

用細胞激素做為候選的基因標記是因為這一群蛋白質與很多的疾病息息相關。由

本研究顯示，白血球介素-1 受體拮抗基因與結石之間有相關性。白血球介素-1

受體拮抗基因是賀爾蒙受體與 G蛋白偶合，因此這種輕微的改變可以使細胞內

有所變化，進而使疾病產生[109]，因此其與結石疾病的關聯性可能經由此途徑。

白血球介素-1 受體拮抗基因第二插入序列的多形性可以做為結石疾病的遺傳標
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記，第一型可能與結石疾病相關性較高。 

白血球介素-1 與很多的生物活性相關，如急性期的體溫增加、蛋白質的代

謝和能量的消耗等反應[32]，但是我們並沒有找到它與結石疾病的相關性。我們

的結果與 Langdahl 等人的發現是相類似的[76]，白血球介素-1 受體拮抗基因多形

性與骨質疏鬆造成的骨折有關，第一型的有較高的危險性，但是白血球介素-1 

beta基因與骨質疏鬆骨質改變或轉換均無關聯性，這也有可能是選擇多形性的位

置不洽當的緣故，或者是這個基因與結石關係較不顯著。由於白血球介素-1 基因

位於第二染色體緊連著白血球介素-1 受體拮抗基因[127]，或者基因的連鎖不平

衡(Linkage dysequilibrium)也可能是其中的原因之一。 

男性結石病患數目比女性多的原因並不很清楚，男性尿液中平均草酸濃度比

女性高曾被報告可能相關[22,141]，男性病患與性賀爾蒙關聯性較高也是可能原

因[78]，但確切原因不甚清楚。由於男性賀爾蒙的活性與雄性素受體相關，因此

雄性素受體也有可能與結石的形成有關，本研究發現男性病患與雄性素受體基因

有相關性，顯現與該假說符合。CAG重複呈某一單峰特別高的分布，而 21-CAG

重複有較低的結石比率可能說明了此多形性能影響結石形成，反映出基因可能的

作用。 

本研究顯示雄性素受體基因多形性與女性結石病患病沒有相關性，由於雄性

素受體基因是位於 X性染色體，在女性身上表現此基因可能比男性複雜，男性

只有一條基因，很容易統計出來相關性；反之，女性由於有 X染色體的隨機甲

基化表現，其細胞內的對偶基因表現很難看出來，因此其功能很難計算出是由那

條對偶基因所作用，而且女性的雄性素濃度相當低，所以女性病患看不出有相關

性。 

Yoshihara等人研究老鼠甘醇酸鹽（glycolate）轉化成草酸的代謝有性別差

異，甘醇酸鹽氧化 的活性會被睪丸酮提升[151]，同時也發現動情激素會降低

雄性老鼠甘醇酸鹽氧化 的活性。在我們的研究中也發現，男性病患在雌性素受

體基因多形性的 TA重複分布與對照組是不同的，雖然在 14 重複的單峰沒有差
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異，此多形性仍可考慮與男性結石病患是有相關性。女性病患因為有週期性的高

低性激素的變化，一般體細胞可能較男性體細胞能忍受其改變，腎臟細胞內的雌

性素受體可能因此對性腺激素的作用反應較低，這可能是女性病患沒有與此基因

多形性相關連的原因，況且女性賀爾蒙可以抑制晶體聚集，和抑制實驗老鼠

osteopontin的表現[151]，更加說明了女性病患與此基因多形性無關。 

由本研究得知結石疾病與基因多形性相關，但是我們的工作仍很初步，因

為相關的研究報告太少，所以檢測的基因仍嫌不足，相關的基因仍待繼續探索。

基因多形性可能是直接引起疾病、天擇的結果、族群採樣階層化、統計上的誤差、

或是基因的連鎖不平衡的結果[129]，因此我們將來必須謹慎的採樣病人群、收

集足夠的數量、並小心的把病人臨床診斷分型，以便分析。相關基因功能性的分

析可以幫忙釐清這些基因在疾病發生中所扮演的角色[63]，因此，在找出基因的

關聯後，應該進行此項研究以便能有深入的突破。 

由於缺乏一個可靠的預測標記，結石病人通常在症狀產生以後才被診斷出

來，因此，想要早期診斷及早期治療結石必須要有一群可靠的標記可以運用，如

此才可以改善病人的健康情形及預防疾病的發生，並減少醫療的支出和浪費。我

們期望逐次增加一些適合的遺傳標記，加上一些環境因子與基因的相關性的探

討，除了診斷外，可以找出相關的危險因子與基因互動的關係，還可以使基因體

學運用於結石這個疾病的防治工作上。 
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第六章、結論 

尿路結石是一個複雜且多因子的疾病，從我們的實驗中可以得知，生物分

子可以影響結晶的形成，這些生物分子可以透過不同的途徑去參與結石的生物礦

化的過程，它可能扮演著抑制因子的角色，也有可能是經由其他複雜的生物活性

的方式去影響結石的形成，如自由基的作用等。結晶的生物化學進展，可以應用

於將來的蛋白質體學(proteomics)，若能發現新的蛋白質參與了結晶的形成，必

然可以運用我們的方法，去探討新蛋白質在結晶形成時所扮演的角色。 

生命科學可以從不同的角度切入，如從生物化學的方向、細胞生物學以及

分子生物學的方向等，除了從生物化學的方向外，我們也嘗試從分子遺傳學的方

向去探索結石形成的機制，本實驗共探討了十一個可能的遺傳基因標記來了解與

結石的關聯性，其中維生素 D 的開始碼多形性、降血鈣素受體多形性、p21 第

31 個密碼子多形性、白血球介素-1 受體拮抗基因、雄性素受體與雌性素受體等

基因均有其關聯性。由於核酸多形性是廣泛的基因體學研究，目前所篩選的基因

仍是不足以構成連鎖，因此，將來必須篩選更多的合適基因、臨床檢測基因以確

定其關聯性、以數學運算的方式來定訂其預測結石病的準確度、描繪其可能的基

因連鎖圖，進而找出一個或多個真正是結石疾病的致病基因。若能有所發現，可

將這些基因在細胞內表現，以生物化學的方式探討其可能的作用機制，進一步深

入了解其複雜的生物作用。如此就可能研發出預防結石形成的治療藥物或方法，

以治療廣大的結石病人。 
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第七章、表格 

表一、THP 蛋白與白蛋白在自然與經酵素處理的狀態下改變 2.5%對照組光

學吸收強度所需的時間(Ti, 秒)。 

 10 nM 50 nM 100 nM 500 nM 1000 nM 

THP 

Native 

 

64.64±12.68* 

 

52.89±8.25* 

 

41.53±11.81** 

 

28.60±13.68** 

 

15.4±10.05** 

D-NANA 56.38±18.15* 53.27±7.25* 44.16±3.91* 37.98±16.89** 33.29±9.57** 

Albumin 

Native 

 

80.7±3.54 

 

37.59±4.75* 

 

37.56±15.2** 

 

29.85±3.18** 

 

7.48±1.23** 

D-NANA 71.63±20.91 42.3±2.73* 41.52±7.60* 38.2±11.87** 37.8±6.97** 

D-NANA: 經唾液酸 處理的蛋白質 

數據是以平均值 ± 標準差來表示，代表了三次實驗的結果。 

l *p<0.05， ** p<0.01 

動力學參數是誘導時間，以 ti,表示，代表從加入草酸開始至可以測量到的時間；

亦即 OD值改變 0.005 單位（最大 OD值的 2.5%），對照組 OD值是 0.00142，

時間是 83.81秒。 

 

表二、THP 蛋白和白蛋白抑制晶體聚集的百分比。 

 10 nM 50 nM 100 nM 500 nM 1000 nM 

THP  

Native 

 

63.64±11.44** 

 

81.82±5.45** 

 

81.82±8.18** 

 

72.73±11.74** 

 

-54. ±4.45** 

D-NANA 36.36±21.64** 54.55±4.55** -54.55±4.45** -54.55±4.45**  

Albumin 

Native 

 

36.36±10.50** 

 

45.45±7.42** 

 

72.73±8.70** 

 

72.73±4.55** 

 

72.73±5.25** 

D-NANA 18.18±18.74 36.36±5.25** 45.45±4.55** 72.73±8.70** 72.73±5.24** 

數據是以平均值 ± 標準差來表示，代表了三次實驗的結果。 
抑制的程度是以抑制百分比來表示。 

*p<0.05， **p<0.01 

THP 蛋白在濃度超過 500 nM 後因為自我聚集，使實驗無法再測量。 
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表三、腎調鈣素的晶體成長抑制 IC50。 

 10 nM 20 nM 50 nM 100 nM IC50 

Nakagawa’s report 16%  18% 24% *393.29 nM 

Present work 3.0% 6.0% 10.0% 18.2% **284.6 nM 

* Y= 0.0902X+14.5250，**Y=0.1692X+1.8637 

 

表四、黃 呤-黃 氧化 反應的抑制

實驗，THP 蛋白和白蛋白各以自然

狀態和經酵素處理來參與反應，數

據以抑制百分比%（平均值±標準差）
來表達，比較則以 50 %抑制濃度

(IC50)為之。 

Student-t test，*p<0.05，**p<0.01 

 

表五、降血鈣素受體基因 Alu I多形性，

 10 nM 20 nM 50 nM 100 nM IC50 

THP      

Native  7.7±2.7 7.7±24.7 15.4±5.4 79.5±8.8* 69.6 nM 

Deglycosylated -6.7±11.4 -2.2±17.6 30.7±8.6** 38.6±10.1* 102.0 nM 

Albumin 1 nM 2 nM 5 nM 10 nM  

Native 23.07±21.2 33.1±29.1 40.8±29.1 46.27±7.7 10.7 nM 

Deglycosylated -6.8±11.4 9.1±13.4 17.0±4.4* 40.31±17.0* 11.9 nM 
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各種基因型發生的頻率，統計方法是

以 Fisher’s exact test來做。 
 CC CT TT Total p-value 

對照組 99 

(94.3%) 

6 

(5.7%) 

0 

(0.0%) 

105 

(100.0%) 

0.0002 

 

結石病人 75 

(73.5%) 

25 

(24.5%) 

2 

(2.0%) 

102 

(100.0%) 

 

 

 

表六、降血鈣素受體基因 Alu I多形性，各種基因型在男性發生的頻率，統計方

法是以 Fisher’s exact test來做。 

 CC CT TT Total p-value 

對照組 60 

(100.0%) 

0 

(5.7%) 

0 

(0.0%) 

60 

(100.0%) 

0.0001 

 

結石病人 56 

(73.7%) 

18 

(23.7%) 

2 

(2.6%) 

76 

(100.0%) 

 

 

 

表七、降血鈣素受體基因 Alu I多形性，各種基因型在女性發生的頻率，統計方

法是以 Fisher’s exact test來做。 

 CC CT TT Total p-value 

對照組 39 

(86.7%) 

6 

(13.3%) 

0 

(0.0%) 

45 

(100.0%) 

0.205 

 

結石病人 19 

(73.1%) 

7 

(26.9%) 

0 

(0.0%) 

26 

(100.0%) 

 

 

 

 

表八、破骨激素基因 Hind III多形性的基
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因型分布頻率，統計是以卡方試驗計算。  
 TT TC CC Total p-value 

對照組 45 

(42.9%) 

48 

(45.7%) 

12 

(11.4%) 

105 

(100.0%) 

0.978 

結石病人 4 

(42.2%) 

48 

(47.1%) 

11 

(10.8%) 

102 

(100.0%) 
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表九、破骨激素基因 Hind III多形性基因型在女性族群的分布頻率，統計是以費

雪氏精確試驗計算。 

 TT TC CC Total p-value 

對照組 20 

(44.4%) 

22 

(48.9%) 

3 

(6.7%) 

45 

(100.0%) 

 

結石病人 13 

(50.0%) 

12 

(46.2%) 

1 

(3.8%) 

26 

(100.0%) 

0.925 

 

 

表十、破骨激素基因 Hind III多形性基因型在男性族群的分布頻率，統計是以卡

方試驗計算。 

 TT TC CC Total χ2 p-value 

對照組 25 

(41.7%) 

26 

(43.3%) 

9 

(15.0%) 

60 

(100.0%) 

  

結石病人 30 

(39.5%) 

36 

(47.4%) 

10 

(13.1%) 

76 

(100.0%) 

0.241 0.886 

 

 

表十一、p21基因第 31 密碼子多形性在正常對照組與結石病人的分布 

 CC C/A AA Total p-value 

對照組 21 

(17.6%) 

60 

(50.4%) 

38 

(31.9%) 

119 

(100.0%) 

0.03701 

 

結石病人 18 

(18.9%) 

61 

(64.2%) 

16 

(16.8%) 

95 

(100.0%) 

 

 

卡方試驗，df=2, χ2=6.59334 
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表十二、p21基因第 31 密碼子多形性在女性正常對照組與結石病人的分布 

 CC C/A AA Total p-value 

對照組 13 

(16.9%) 

40 

(51.9%) 

24 

(31.2%) 

77 

(100.0%) 

0.754 

 

結石病人 4 

(16.0%) 

15 

(60.0%) 

6 

(24.0%) 

25 

(100.0%) 

 

 

卡方試驗，df=2, χ2=0.56 

 

表十三、p21基因第 31 密碼子多形性在男性正常對照組與結石病人的分布 

 CC C/A AA Total p-value 

對照組 8 

(19.0%) 

20 

(47.6%) 

14 

(33.3%) 

42 

(100.0%) 

0.052 

 

結石病人 14 

(20.0%) 

46 

(65.7%) 

10 

(14.3%) 

70 

(100.0%) 

 

 

卡方試驗，df=2, χ2=5.92，*p<0.05 

 

 

表十四、維生素 D受體基因 Fok I多

形性在對照組與草酸鈣結石病人之間

的分布 
 CC CT TT Total p-value 

對照組 21 

(23.3%) 

43 

(47.8%) 

26 

(28.9%) 

90 

(100.0%) 

0.0321* 

 

結石病人 54 

(37.0%) 

67 

(45.9%) 

25 

(17.1%) 

146 

(100.0%) 

 

 

 

卡方試驗，χ2=6.875, df=2 
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表十五、維生素 D受體基因 Bsm I多

形在對照組與結石病人的分布 
 BB Bb bb Total p-value 

對照組 78 

(86.6%) 

9 

(10.0%) 

3 

(3.3%) 

90 

(100.0%) 

0.891 

 

結石病人 110 

(88.7%) 

10 

(8.1%) 

4 

(3.2%) 

124 

(100.0%) 

 

 

 
費雪氏精確試驗 

 

表十六、白血球介素一β基因第五表

現序列多形性在對照組與結石病

人的基因型分布 
 E1/E1 E1/E2 E2/E2 Total p-value 

對照組 102 

(97.14%) 

3 

(2.86%) 

0 

(0.0%) 

105 

(100.00%)

0.403 

 

結石病人 t 149 

(98.68%) 

2 

(1.32%) 

0 

(0.0%) 

151 

(100.00%)

 

 

 

費雪氏精確檢驗 

 

表十七、白血球介素一β基因啟動子

區域多形性在對照組與結石病人

的基因型分布 
 C/C C/T T/T Total p-value 
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Control 28 

(26.67%) 

50 

(47.62%) 

27 

(25.71%) 

105 

(100.00%)

0.627 

 

Stone patient 49 

(32.24%) 

66 

(43.42%) 

37 

(24.34%) 

152 

(100.00%)

 

 

卡方試驗，df=2, χ2=0.933. 
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表十八、白血球介素一拮抗基因多形

性在對照組與結石病人的基因型

分布 
 I I&II II Total p-value 

對照組 92 

(89.32%) 

10 

(9.70%) 

1 

(0.97%) 

103 

(100.00%)

0.005* 

 

結石病人 145 

(97.97%) 

3 

(2.02%) 

0 

(0.0%) 

148 

(100.00%)

 

 

費雪氏精確檢驗，*p<0.01。 

 

 

 

表十九、雄性素受體 CAG重複多形性在男性病患和對照組的病人數，分組

為 21 重複與非 21 重複。 

 21-repeat Non-21 repeat  Total p value 

對照組 20 

(37.0 %) 

34 

(63.0 %) 

54 

(100.0%) 

0.005* 

結石病人 17 

(16.2 %) 

88 

(83.8 %) 

105 

(100.0%) 

 

卡方試驗, χ2=8.679, 自由度=1，*p<0.05 
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表二十、雄性素受體 CAG重複多形性在女性病患和對照組的病人數，分組

為 21 重複與非 21 重複。 

 21-repeat Non-21 repeat  Total p value 

對照組 10 

(23.8 %) 

32 

(76.2 %) 

42 

(100.0%) 

0.202 

結石病人 12 

(37.5 %) 

20 

(62.5 %) 

32 

(100.0%) 

 

卡方試驗， χ2=1.629，p>0.05 

 

 

 

 

表二十一、雌雄性素受體 TA重複多形性在男性病患和對照組的病人數，分

組為 14 重複與非 14 重複。 

 14-repeat Non-14 repeat Total p value 

對照組 20 

(35.1 %) 

37 

(64.9 %) 

57 

(100.0%) 

0.491 

結石病人 35 

(29.9 %) 

82 

(70.1 %) 

117 

(100.0%) 

 

卡方試驗，χ2=0.474， p>0.05 
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表二十二、雌雄性素受體 TA重複多形性在女性病患和對照組的病人數，分

組為 14 重複與非 14 重複。 

 14-repeat Non-14 repeat  Total p value 

對照組 19 

(42.2 %) 

26 

(57.8 %) 

45 

(100.0%) 

0.980 

結石病人 13 

(41.9 %) 

18 

(58.1 %) 

31 

(100.0%) 

 

 

卡方試驗，χ2=0.000， p>0.05 

 

表二十三、基因多形性的結果摘要 

基因名 多形性位置 染色體位置 關聯性 OR 95% CI 
維生素 D受體 第八插入序列 12q12-q14 No   
維生素 D受體 開始密碼子 12q12-q14 C allele 1.67 1.15~2.43 
降血鈣素受體 第 1377 核酸 7q21.3 T allele (leucine) 5.63 2.28~13.88 
p21基因 31 密碼子 6q21.2 C allele (serine) 1.39 0.94~2.04 
破骨素 第一表現序列 198 

bp之上游啟動子 
1q25-q31 No   

白血球介素 Iβ  啟動子 2q14 No   

白血球介素 Iβ  第五插入序列 2q14 No   
白血球介素 I受
體拮抗蛋白 

第二插入序列 2q14.2 I allele 6.04 1.68~21.69 

雄性素受體 第一表現序列 Xq11-q12 M: Yes   
雌性素受體 基因 1174bp上游 6q25.1 F: No   
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附錄一、圖 

 

圖一、Sephrarose 4B層析波峰。THP 蛋白的出現在沖堤波峰的高峰，此蛋

白質是以電泳（圖二）來證實。 

 

 

圖二、THP 蛋白的 SDS-PAGE電泳和銀染顯像。M是分子量標記，1 是原

始尿液的蛋白質、2 是經第一道鹽析純化步驟的蛋白質溶液、3 是第二

道 4B 層析的蛋白質溶液、4 是經唾液酸 處理後的蛋白質溶液，染色

帶微有下移之現象。 

 



 80 

 

 

圖三、白蛋白的 SDS-PAGE電泳和銀染顯像。M是分子量標記，1 是原始

溶液的蛋白質、2 是經純化步驟後的蛋白質溶液、3 是經唾液酸 處

理後的蛋白質溶液，染色帶沒有下移之現象。 

 

 

 

圖四、腎調鈣素的高效液相離子交換層析圖。0 到 250 mM NaCl 的梯度的

沖堤，共有 ABCD四個波峰。 



 81 

 

 

圖五、腎調鈣素的 SDS-PAGE電泳圖。在與銅離子與維生素的交互

作用中，腎調鈣素可以被切成兩個胜 ，其他二價離子則無

此反應。 

 

 

圖六、降血鈣素受體基因Alu I多形性的瓊膠電泳圖。 1是可切的 120-bp及  and 108-bp，2

是不可切的 228 bp ，3是半切的異型合子，M是鹼基長度的標記，梯度為 100bp。 

 



 82 

 

 

 

圖七、破骨激素基因Hind III 多形性的電泳圖。第一行是 253 bp的不可切同源合子，第二

行是異型合子，第三行則是 232-bp 與 21-bp 的可切同源合子，M是標記，梯度為

100bp。 

 

 

 

圖八、維生素 D受體基因多形性的電泳圖。由 Fok  I所辨認的不能切的同源合子在第一條  

(196-bp and 69-bp) ，第二是異型合子，可切的同源合子染色帶在第三條(265 bp)，

M是長度標記每條 100-bp梯差。 
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圖九、維生素 D受體基因第八插入序列多形性的電泳圖。由Bsm I所辨認的有不可切的同

源合子染色帶在第一條 (580 bp)，第二是異型合子，能切的同源合子在第三條

(405-bp and 175-bp)， M是長度標記每條 100-bp梯差。 

 

圖十、白血球介素一受體拮抗者基因的 86-bp前後銜接重複變異數聚合 鏈反應結果，M

是長度梯差，1是“I”同源合子 410-bp長，2是 ”I/II”的異型合子，3是“II”的同源

合子 240-bp長。 
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圖十一、雄性素受體基因 CAG重複多形性的頻率分布圖，A.男性，B.女性。 

A 

 
 

B 
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圖十二、雌性素受體基因 TA重複多形性的頻率分布圖，A.男性，B.女性。 

A 

 

B 
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