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摘要 

罹患神經母細胞瘤的兒科病人，尤其是罹患 stage IVs 神經母細胞瘤者，他們有些伴隨

著非常嚴重的貧血，但卻檢測不出神經母細胞瘤已經侵犯骨髓；有時病情來勢洶洶，尤其

是腫瘤細胞中已可偵測到 N-myc 基因增幅者，診斷時腫瘤細胞可能已在腹腔四處擴散並已

侵犯大部分的肝臟。但是，某些這種病患，特別是腫瘤細胞中 N-myc 基因沒增幅者，即使

在沒有治療的狀況下卻可能有自然恢復的現象，也就是腫瘤細胞會自動消退，但原因仍待

進一步的證實與探討。可是，這些病人在其病情最嚴重的時候，骨髓內紅血球母細胞形態

上的改變顯示可能與病毒感染有關。但是關於病毒來源的研究，現有的資訊仍然十分有限，

其中最重要的是，病毒感染與引發其後天之免疫作用是否有關，更需要深層的研究。因此，

為更進一步了解罹患神經母細胞瘤之兒科病人的病毒感染及病毒蛋白表現的作用，我們這

次研究的目的在檢驗罹患神經母細胞瘤及貧血之兒科病人與微小病毒 B19 (PVB19)、

Epstein-Barr Virus (EBV)、腸病毒 71 型(EV 71)和巨細胞病毒(CMV)的關係，以及病毒蛋白表

現對這些病人的作用與臨床意義。 
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Abstract 

In pediatric patients with neuroblastoma, in particular, those with stage IVs neuroblastoma, 

sometimes the disease was combined with severe anemia. However, no tumor involvement was detected 

in the bone marrow. Although some of these patients may have N-myc gene amplification, and the 

disease could have invaded many abdominal organs, especially liver, interestingly, the disease might 

regress spontaneously in some of these patients. The medical reason of the spontaneous regression, 

nonetheless, remains to be determined. It is worth noting that morphological changes of erythroid progenitor cells in 

the bone marrow have suggested virus infection in these pediatric patients. However, the available 

information of viral origin is limited. Furthermore, it is possible that the virus infection in these patients 

could be associated with the revocation of immune responses related to the spontaneous regression of 

the tumor. In this study we will investigate the relationship of parvovirus B19 (PVB19), Epstein-Barr 

virus (EBV), enterovirus 71 (EV71) and cytomegalovirus (CMV) with neuroblastoma by PCR in 

Taiwanese pediatric patients. Moreover, we will study the effect and the clinical significance of viral 

gene expression as well as N-myc gene amplification in these patients. 
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壹、前言 

一、研究動機與研究目的 

神經母細胞瘤是一個常發生在小孩子的癌症，它是小孩子因癌症致死的一個重要因素(大

約有 15%的癌症病童是死於此種腫瘤)。依據病理學的看法，神經母細胞瘤是由神經外胚層細

胞所發展出來的一種胎兒腫瘤，這種細胞起源於神經冠和腎上腺髓質及交感神經節。一般診

斷到死亡的中位數是 22 個月，而且大部分的病例(超過 95%)是在病患 10 歲之前所發現的。不

幸地是，如果神經母細胞瘤是在病人 1 歲之後才被診斷出來，大約 75%的病人顯示出有散播

性的轉移(第 III、IV 期)，此時腫瘤具有侵犯性、化學抗藥性，而且不容易治癒。 

另一方面，罹患神經母細胞瘤的嬰兒較常出現前期的病徵(第 I、II 及 IVs 期)。在臨床上，

這些腫瘤對於化學治療較為敏感，且具有較高的治癒率。令人感興趣的是，有一些病人他們

罹患較前期的腫瘤，即使他們出現廣泛性轉移的第 IVs 期病徵卻能自發性地復原，重回健康

的狀態。但是這種自發性復原的機制現在仍然不清楚。臨床上的進程指出這種復原可能與免

疫有關。 

經由分析遺傳差異，博爾多氏等學者( Brodeur et al )發現神經母細胞瘤的抗藥性是經常和

染色體的異常有關聯的。再細一點地說，就是和同質染色區( homogenously staining region, HSR )

及雙小體( double minute chromosome, DMC )有關。這兩種現象是細胞學上的證據，證明和染色

體異常有關。後來，史瓦墨氏等學者( Schwab et al )發現這些發生遺傳變異的 DNA 序列和致癌

基因 c-myc 是同源的。令人感興趣的是，這個基因可以被放大到正常的 100 倍。而且，這個

被放大的基因常位於額外染色體 DMC 或在其他染色體的 HSR 上，替代了包含只有一個 N-myc

之 2p23-24 區域。雖然基因放大是常和疾病的發展及不良的預後有關，引起 N-myc 基因放大

的因素，仍待更深一層的研究。 

事實上，N-myc 的基因放大常和 Myc 的過度表現有關。Myc 是一個核磷酸蛋白。Myc 的

過度表現不但可以引起正常細胞的惡性轉形，N-myc 大量在老鼠的神經外胚層細胞表現時，

也容易將這種細胞轉形成神經母細胞瘤。雖然「Myc 蛋白質是如何對惡性的改變產生影響」

的詳細機制還需確認，但有一可能發生的事是，Myc 蛋白質可能和轉錄抑制者 Max 結合，而

且在不適當時期的活化促進了細胞的異常生長。令人感興趣的是，致癌基因 c-myc 也是常在

與 Epstein-Barr 病毒( EBV )有關之 Burkitt’s 淋巴瘤中被發現它有放大的現象。此種 Burkitt’s

淋巴瘤最大的特徵是，有 c-myc 基因的放大，即 c-myc 的基因轉位。轉位時最常跟第 8 對染

色體上面的免疫球蛋白重鏈或輕鏈的位置結合在一起。除此之外，與腺病毒有關的病毒

DNA，它也經常嵌插在 MYC 染色體上的位置。這種現象表示某些病毒在感染細胞後，除了

轉激活作用反應之外，或許也能跟宿主的基因群產生重組作用。但是，在神經母細胞瘤中從

來沒有病毒感染的報告。 

之後我們使用了整組的引子以聚合鏈反應來測試以下的病毒在這些病人身上是否有感

染：巨細胞病毒( cytomegalovirus, CMV )、非洲淋巴細胞瘤病毒( Epstein-Barr virus )、人類疱疹

病毒 8 ( human herpesvirus 8, HHV8 )、human T lymphotropic virus I ( HTLV-I )及微小病毒 B19 

( parvovirus B19 )。另外我們使用原位雜交，肝臟生檢體的神經母細胞瘤細胞研究它們的基因
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表現，得到了病毒和神經母細胞瘤的直接關聯。除此之外，我們研究了另外 10 個有相似病徵

的小兒科病人，以及患有嗅覺器官的神經母細胞瘤之成年病人。我們也回頭找尋先前的病例，

確認神經母細胞瘤和 PVB19 感染的相互關係。下面我們簡單敘述神經母細胞瘤到目前為止研

究的結果。 
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二、研究背景 

第一章、流行病學 

第一節、發生率 

在美國，男性(百萬分之 9.8)比女性有稍高的發生率(百萬分之 9.2)；但男嬰的發生率(百

萬分之 69.3)與女嬰的發生率(百萬分之 59.6)則有相當明顯的不同。人種方面，黑人幼童與白

人幼童的發生率也不同，但在年齡較大的白人幼童和黑人幼童其發生率則沒有什麼不同[6]。

關於流行病學研究的範圍，僅限於一些和母親有關的危險群，如藥物治療、荷爾蒙，懷孕期

間抽煙飲酒，出生時的特徵(如體重的增加)及雙親的職業等。 

第二節、危險因子 

    在較幼年時期最常出現神經母細胞瘤，這顯示在胚胎或懷孕期間之前，暴露於危險環境

會增加罹患神經母細胞瘤的機會；流行病學調查顯示胎兒暴露於利尿劑、鎮定劑、荷爾蒙、

殺蟲劑( phenyltoin )、酒精和菸草之下都會增加罹患神經母細胞瘤的危險[7-10]。 

第二章、分子病理的發生 

第一節、DNA 含量 

流式細胞儀分析神經母細胞瘤的 DNA 含量，顯示在疾病較前期的嬰兒較有可能具高倍

體 DNA 含量(DI＞1)，其對化療有較好的反應，並能全面改善治療的效果[11-14]。細胞遺傳學

上，發現嬰兒的高倍體腫瘤常有整個染色體增加及少數構造重排的現象；比較之下，具雙倍

體 DNA 含量(DI＝1)的病人及年齡較大帶有高倍體的孩童，他們的腫瘤細胞染色體經常有構造

上的重排，如易位、缺失或基因的增幅。因此，Children’s Cancer Group (CCG)和 Pediatric 

Oncology Group (POG)最近開始使用這種分級來治療 International Neuroblastoma Staging System 第

3、4 和 4s 期疾病的嬰兒。 

在不同的胎兒神經母細胞瘤中，檢驗出不同 DNA 含量的基因異常是極具價值的，且不

同的 DNA 含量可以區分出雙倍體和高倍體的腫瘤細胞 [15]。高倍體腫瘤指數範圍介於 1.07
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和 1.42 之間，有趣的是，DNA 含量和腫瘤階段(期別)的關聯是有意義的；雙倍體有很高的頻

率是處於較後期的腫瘤，而 DNA 含量顯示和治療的反應有關：有 17 個高倍體腫瘤病人他們

的腫瘤消去、病癒或部分腫瘤消去；另一方面，有 6 個雙倍體腫瘤病人，沒有任何 1 個對治

療有反應。而數個隨後的流式細胞儀研究[16-21]更證實這些發現：年幼病人體內的高倍體 DNA

含量腫瘤細胞，具有疾病前期的特徵及對臨床上的治療是有利的。然而，體內具有正常的雙

倍體細胞 DNA 含量的病人，常同時帶有不利的臨床特徵以及十分低的存活率。 

進一步將這個研究擴增至 298 個病人[22]，腫瘤 DNA 含量為雙倍體的(diploid)佔 34%，高

倍體的(hyperploid)佔 65%，低倍體的(hypoploid)佔 1%。經檢測 N-myc 基因增幅總共約 25%；

雙倍體腫瘤比高倍體腫瘤被檢測到的比率較高。在疾病的後期，高倍體與嬰兒或幼兒(超過 2

歲帶有第四期腫瘤患者的倍體數是沒有意義的，因為它本身的存活率已非常地低)長期疾病的

無疾病存活率(disease-free survival)緊密相關。用流式細胞儀分析和經由典型細胞遺傳學直接染

色體計數，都同樣能提供於神經母細胞瘤其倍體改變所扮演的角色這方面的資料。在兩個研

究[23,24]中總計包含 81 個核型顯示出非常一致的結果。這兩個研究以 3 個倍體層次區分；接

近雙倍體(near diploidy)、接近三倍體(near triploidy)以及接近四倍體(near tetraploidy)，用這種方

法發現第 1 對染色體短臂異常、雙小體(double minute chromosomes, DMC)、以及另一染色體構

造畸變同質染色區(homogenously staining regions, HSRs)更普遍出現於雙倍體和四倍體腫瘤。而

N-myc 基因的增幅經南方點漬法偵測大部分僅限於在雙倍體群腫瘤出現。 

倍體(ploid)數與年齡、期別(stage)及存活率有很強的關聯性，接近三倍體的患者具有更有

利的結果，經由結合流式細胞儀及細胞遺傳學兩者的研究結果顯示出一致性，即接近三倍體

腫瘤的病人與雙倍體或四倍體有很明顯的不同，顯示倍體是一個具有意義的預後因子。高倍

體對嬰兒來說是一個很有利的預後因子，反之，第 1 對染色體短臂缺失、第 17 對染色體長臂遺傳

物質的增加及 N-myc 基因組的增幅與不利的預後有關。 

在許多醫學中心，使用流式細胞儀來檢測是常見的，也可以使用於石蠟包埋材料來檢

測，但是這種方法需要大量的腫瘤。如果腫瘤材料較少時，可以使用針頭活體切片法(biopsy)，

以細針頭抽取並輕壓於玻片上，這種方式稱為靜態 DNA 細胞儀(static DNA cytometry)。此外，

於其他的惡性腫瘤實驗所顯示[25]，間期螢光原位雜交(interphase FISH)結合著中心粒偵測試劑

(centromeric probes)能夠獲得接近倍體層次的近似值。 



 7

第二節、N-myc 的增幅 

一般而言，N-myc 為神經母細胞瘤基因組的一種固定且穩定的特徵，但是 N-myc 基因增

幅與否，不會影響腫瘤的生長速率[26]。N-myc 的增幅，強烈的意味著神經母細胞瘤的惡性侵

犯，同時亦可被用來當做判斷神經母細胞瘤臨床試驗治療層級的一種根據。但 Bordow 等人發

現[27]高 N-myc 基因表現只能對年齡較大病童的預測有較大的幫助，並不適用於嬰兒。N-myc

基因的增幅有時和基因產物-核磷酸蛋白(Myc)的高濃度有關。N-myc 過度表現腫瘤基因的特

性，在體外藉由一 N-myc 表現載體轉殖到正常細胞後，將細胞轉形為惡性[28]，以及藉由神

經母細胞瘤能穩定的於轉殖基因老鼠中生長，和位於神經外胚層細胞中 N-myc 持續性過度的

表現[29]。然而，最根本的機制是 Myc 蛋白促成惡性腫瘤的發育。此種機制是十分清楚的，

Myc 蛋白會結合轉錄壓抑子 Max，以及導致生長促進基因的不適當活化，也就是無法抑制其

生長[30]。Myc 蛋白在腫瘤中的濃度通常很高，顯示出基因有增幅的作用，但同樣地可能在單

一的 N-myc 疾病中增加基因表現。N-myc 的表現、臨床條件以及結果的關聯，在最近的一些

文章仍有爭議[31]，使得 N-myc 基因增幅的問題尚待理解。 

第三節、染色體的增加或缺失 

由 Fong 等人[32]一個簡要明確的研究，清楚的顯示出有 62% 的腫瘤是因第 1 對染色體

短臂失去了異卵性的調控(LOH)而產生 N-myc 的增幅，而僅約 3%第 1 對染色體短臂完整的腫

瘤出現 N-myc 的增幅。最後，數個細胞遺傳學的研究[33-36]顯示，第 1 對染色體短臂缺失(delete)

具有預告走向不利後果的意義。但是，第 1 對染色體短臂缺失(delete)和其它相關的變異其預

後能力的精確，特別是 N-myc，仍具爭議性。雖然，第 1 對染色體短臂失去了異卵性的調控(LOH)

於多項存活率分析(multivariate survival analyses)中[37, 38]，已被當作是預測走向不利後果的最

有效因子。但是這些研究的結果並不一致，其主要原因可能是不同的研究使用不同的標準，

而獲得不同的結果，有些研究習慣使用無疾病存活率(event-free survival, EFS)，反之，有些研

究習慣使用整體存活率(overall survival, OS)[39]。Maris 等人以 238 個病人做為研究組群，在兩

種標準之下分析，全部病人中有 35% 顯示，具有第 1 對染色體短臂失去了異卵性的調控

(LOH)。於多項分析(multivariate analysis)時，第一對染色體短臂第 3 區第 6 染色條帶的缺失對

於 EFS 預測的減少是具有意義的，但對 OS 而言是不具意義的。這些研究幫助我們對第 1 對
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染色體短臂角色的了解，並且有利於治療其它低危險群復發的病人。研究顯示，第 1 對染色

體短臂的缺失，對高危險群病人並無預後作用(特別是 N-myc 增幅的腫瘤)。 

細胞遺傳因子異常，是普遍發現於神經母細胞瘤中被發現；這些異常包含整個染色體增

加、第 1 對染色體短臂缺失、第 17 對染色體長臂遺傳物質的增加以及 N-myc 基因組的增幅，

皆已被發現有同質染色區與雙小體的出現[40,41]。第 1 對染色體短臂的缺失是神經母細胞瘤

的細胞遺傳學上之特徵，它發生於 30~50%的原發性腫瘤。常見的缺失區域與 LOH 位於第 1

對染色體末端 1p36 位置[42]。這個 LOH 區域顯示可能有腫瘤抑制基因的存在。 

之前的研究[43]有相當多的證據顯示，在神經母細胞瘤中，第 1 對染色體短臂、第 11 對

染色體長臂、第 14 對染色體長臂有 LOH。此外，也有相當多的證據顯示，有 3 個染色體出現

LOH(＞30%)，分別是第 2 對染色體長臂(30%)、第 9 對染色體短臂(36%)及第 18 對染色體長臂

(31%)；此外，第 9 對染色體短臂 LOH 的腫瘤，顯示與後期疾病及不利的預後有關。特別是

位於第 9 對染色體短臂上的基因可能與神經母細胞瘤的侵犯有關。另外於 Kamb 等人[44]的研

究中也曾經提到在神經母細胞瘤的第 1 對染色體短臂、第 11 對染色體長臂及第 14 對染色體

長臂之外，第 2 對染色體長臂、第 9 對染色體短臂及第 18 對染色體長臂也常出現 LOH。於

Fong 及 White 等人[45]的報告中顯示第 1 對染色體短臂和第 14 對染色體長臂發生 LOH 的病

人，帶有疾病後期的特徵。第 14 對染色體的缺失和第 11 對染色體上的 LOH 有很強烈的關聯；

但和 N-myc 的增幅呈現反比關係。此外，Srivatsan 及相關的研究報告顯示第 11 對染色體長臂

的 LOH，也可能在神經母細胞瘤的轉移中扮演重要的角色。Takita 等人[46]則就臨床病理的發

現及神經母細胞瘤等位基因(allelotype)之間的關係，發現第 9 對染色體短臂 LOH 與疾病的後

期及不利的預後亦有關。 

    N-myc 未增幅的病人，其第 11 對染色體上的 LOH 明顯會減少全面存活率(OS)，因此，第

11 對染色體上的 LOH 可以幫助我們鑑定帶有不利因素的病人為何其 N-myc 沒有增幅的這個

問題。最近的研究[47]指出第 1 對染色體的 LOH 可單獨用作 EFS 的預測但不適用於 OS。而位

於第 2 對染色體第 2 區第 5 染色條帶區(2p25)的鳥胺酸去碳基酶(ornithine decarboxylase, ODC1)

基因，偶而和 N-myc 有共同增幅的現象，此種 N-myc 和 ODC1 的協同作用，顯示於神經母細

胞瘤中 N-myc 能調控 ODC1 的表現[48]。在 Plantaz 等人[49]的研究當中，第 17 對染色體遺傳

物質的異常增加即佔了 72%，其中 34%包含整個染色體的增加，有 38%只單獨出現長臂的增

加(17q21-qtr)。 
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第四節、異常染色體 

就抗藥性而言，數個使用人類細胞株的體外研究，結果顯示 DMC 和 HSRs 可當作基因增

幅的細胞學證據[50]；Schwab 等人的研究更指出，神經母細胞瘤細胞株和原發性腫瘤的增幅

基因中，在神經母細胞瘤中表現的 n-myc 與人類細胞的腫瘤基因 c-myc 有相似的(homology)序

列。由南方點漬法的結果來看，基因可增幅 130 倍；原位雜交更進一步顯示神經母細胞瘤中

的 HSRs，即為所增幅的 myc 相關序列位置，此增幅的基因因此稱作 N-myc。它的起源是第二

對染色體的短臂[51-54]。N-myc 增幅的方式對起源於神經組織的腫瘤具相對特異性，N-myc

基因的增幅從不出現於基因本身第二對染色體短臂的第二區第 3-4 染色條帶殘基位置，但可

在其它染色體或外染色體雙小體發現同質染色區，這個特性可作為一種快速的鑑別[52,55]。

在神經母細胞瘤細胞株，螢光原位雜交研究顯示，在第二對染色體短臂的第二區第 3-4 染色

條帶區，除了單一的 N-myc 基因外，還含有許多易位的 HSRs，這種異常複製的增幅模式會引

起重組產生環狀 extrachromosomal 構造；而這種併入其它染色體和原位增幅的第二期過程，導

致 HSR 的產生[56,57]。 

HSRs 於原發性腫瘤細胞比 DMC 罕見，而且不是很清楚。直到最近，仍未有報告提到 

N-myc HSRs 併入位(integration sites)的確定部位，然而，螢光原位雜交技術(FISH)目前可顯示這

種構造(integration sites)經常位於第 17 對染色體長臂部份的兩邊，此顯示第 17 對染色體長臂可

能為 N-myc 優先重組的位置[58]。在罕見例子的細胞株中，HSRs 的增幅區段顯示出包括 N-myc

和源自於其它位置序列的複雜構造，例如，LS 細胞株[59]的第 12 對染色體長臂 HSR 的 N-myc 

還包含 MDM2，或在 IMR32 細胞株[60]的第 2 對染色體短臂第 1 區第 5 染色條帶區到第 1 對

染色體短臂 HSR 的 N-myc 及包含 MEIS1 homeobox gene。 

 

第五節、發病或轉移相關基因及蛋白質 

神經元細胞生長因子( Neurotrophins ) 

神經母細胞瘤源自於神經冠的腎上腺交感神經；neurotrophins 和它的受體是神經系統發
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育的一個關鍵，它們對於神經母細胞瘤發病亦是一重要角色。Neurotrophins 家族的成員包括

神經生長因子(NGF)、brain-derived neurotrophic factor(BDNF)、neurotrophin 3(NT-3)及 neurotrophin 

4(NT-4)。 

    trk 原型致癌基因(proto-oncogen)是一種神經生長因子(nerve growth factor, NGF)的受體；於

乳突狀癌(papillary carcinoma)，經常與 ret 及 trk 兩種不同基因編碼的轉膜神經促性酪胺酸激酶

受體(transmembrane neurotrophic tyrosine kinase receptors)的重排(rearrangement)有關。此受體突變

或不正常表現時，會轉換成致癌基因。 

TrKA 的高程度表現和前期疾病相關，但和 N-myc 的增幅呈反比[61-64]。相反地，TrKB 的表

現和 N-myc 的增幅呈正相關[65]。TrKB 可促使細胞增生或存活[66]。TrKC 若在神經母細胞瘤

中表現，則與 TrKA 一樣可以使腫瘤走向有利的關係[67,68]。TrKA 和 TrKC 的高程度表現，

可在 neurotrophin 缺乏時，造成細胞凋亡(apoptosis)或在 neurotrophin 出現時，造成分化

(differentiate)。TrK 的表現可解釋神經母細胞瘤自發性復原或分化走向神經節良性腫瘤

(ganglioneuromas)的臨床觀察。 

Telomerase 端粒酶 

端粒酶是一核糖核蛋白酵素，可維持真核細胞染色體末端的完整。與大多數正常的體細

胞相較，人類的腫瘤大多表現端粒酶，端粒酶造成末端長度的穩定及細胞繼續的增生[69]。端

粒酶在大多數神經母細胞腫瘤內表現，帶有高端粒酶活性與後期疾病有很大的關聯[70-72]。

由於端粒酶普遍表現於神經母細胞腫瘤內，Hahn 等人[73]發現經由抑制端粒酶的活性可抑制

人類癌細胞的生長。端粒酶可以當作新的抗癌治療標的。 

CD 44 

CD 44 是一細胞表面醣蛋白，它包含細胞間(cell-cell)及細胞和基質(cell-matrix)的交互作

用。它們異常(aberrant)的表現和各種腫瘤的轉移及惡化有關。CD 44 的表現缺失和後期肝外的

膽管(bile duct)和膽囊(ampullary)、子宮瘤的復發和惡化及膀胱癌有關。除了後期階段疾病及

N-myc 增幅者外，大多數神經母細胞腫瘤表現高程度的 CD 44[74-76]。CD 44 的表現缺失，強

烈的與 N-myc 增幅有關，在多項分析時，它可單獨作為全面存活率(OS)的預測因子。 
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nm23 

nm23-H1 和 nm23-H2 基因編碼的蛋白質具有核苷酸雙磷酸激(nucleotide diphosphate 

kinase)的性質，並能抑制癌症的轉移。某些腫瘤例如乳癌和黑色素細胞瘤(melanoma)，nm 23

的表現減少和癌症轉移有關[77,78]，相較而言，在急性骨髓性白血病(AML)[79]及非杰金氏淋

巴瘤(non-Hodgkin’s lymphoma) [80]，nm 23-H1 的表現增加與不利的預後有關；於神經母細胞

腫瘤，nm 23-H1 的表現增加和更後期階段的疾病相關，而且它可以可單獨做為一個預後指標。

nm 23-H1 的基因組增幅但 nm23-H2 不見增幅的情形，是經由 Leone 等人[81]發現的，其頻率是

18 個後期腫瘤可發現 6 個是這樣，同時他們還確認出 nm23-H1 和 nm23-H2 皆有突變[81,82]。

但是，nm23 蛋白於神經母細胞腫瘤侵襲的確切角色仍有待進一步的證明。 

第六節、其它相關因子 

其他可能和神經母細胞瘤轉移有關的因子有基質金屬蛋白酵素(matrix metalloproteinase, 

MMP)、intergrins(這個蛋白的存在是為了維持細胞的完整性)及血管內皮生長因子(VEGF)。

MMP2 (凝膠蛋白 A, gelatinase A)和 MMP9 (gelatinase B)於原發性神經母細胞瘤中表現增加則和

較後期階段疾病有關[83]，另外，經由 Ara 等人[84]的研究顯示 tissue inhibitor of metalloproteinase 

(TIMP-2)的表現減少則和不利的預後結果有關。intergrinαVβ3 和黑色素瘤及乳癌的轉移有關

[85,86]。intergrinαVβ3 強勢地表現於未分化的神經母細胞瘤[87]，帶有抗血管生成的 intergrin

αVβ3 antagonist 經由 anti-GD2 抗體的協同作用能抑制神經母細胞瘤的生長[88]。Angiogenic 

factor VEGF 被發現存在於神經母細胞瘤細胞株及原發性腫瘤內[89,90]，帶有 anti-VEGF 抗體於

一裸鼠研究模式中(nude mice model)[91]，發現可抑制神經母細胞腫瘤。另外，於卡死 5(caspase 

5)編碼區內的單核苷酸重複引起的閱讀框位移(frameshift)突變，已在與腫瘤有相關的遺傳性不

會產生息肉的大腸癌(nonpolyposis colorectal cancer syndrome)內被發現[92]，caspase 8 基因的缺

失與不活化的點突變，亦有報告指出容易出現於人類頭頸部癌症[93]。在一神經母細胞瘤研究中

特別提到，caspase 1 如先在腫瘤中表現，則具較有利的結果，但其在後期神經母細胞瘤(stage 

3 and 4)則經常不會出現[94]。同樣地，caspase 3 的表現增加也被報告與神經母細胞瘤有

關，帶有高程度的 TrKA 表現、單一的 N-myc、疾病發生的較幼年階段、臨床病理前期(stage 1, 

2 and 4S)等，具較有利的預後特徵[95]。caspase 9 的不活化可排除神經母細胞瘤腫瘤的發生，
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caspase 的不表現可以調控潛在的腫瘤抑制，例如，於帶有 N-myc 過度表現的神經母細胞瘤中，

DNA 的甲基化使 caspase 8 無法活化[96]。 

第三章、原型腫瘤基因 c-myc, N-myc 與細胞凋亡(apoptosis)之關係 

p53 的兩個不同的重要功能是誘導細胞凋亡及阻止生長停留在 G1 期腫瘤抑制基因。bcl 2

可以對抗經由 p53 誘導的細胞凋亡，但無法推使生長越過 G1 期；然而，bcl 2 和原型腫瘤基

因 c-myc 的共同表現(coexpression)，可有效的對抗 p53 於 G1 期的生長停滯及細胞凋亡，顯示

此兩個原型腫瘤基因有協同(cooperation)的作用。另外，c-myc 也中止了(disrupt)在細胞週期的

early G1 phase 包含 D1 週期素(cyclin D1)表現的基因控制。 

兩種不同等級的 caspase，引燃者(initiators) (CASP8, CASP9, CASP10)及 effectors (CASP3)。

其中一種是經由死亡受器傳導以及經 caspase 8 及 caspase 10 控制(外在路徑)，另一種的發生是

經由粒線體細胞色素 C 的釋放以及 caspase 9 的活化(內在路徑)。 

Caspase-8 牽涉的細胞色素 C-介導的細胞死亡，可能是幫助放大死亡訊號以及確保

apoptosis 能迅速發生；我們發現在神經母細胞瘤中，編碼 caspase-8 的基因經常因甲基化而缺

失或不表現。Caspase 8 的完全不活化，幾乎發生在 stage Ⅳ的神經母細胞瘤中，反之，只有

一部份甲基化(hemimethylation)和神經母細胞瘤 stage Ⅰ-Ⅲ及 N-myc 未增幅有關。沒有 caspase 

8(caspase 8-null)的神經母細胞能夠抵抗經由死亡受器介導的細胞凋亡(apoptosis)。Caspase 8 扮

演一個腫瘤抑制基因的角色，它沒有被活化，原因完全是被染色體外的因素所抑制，而這將

提供一個神經母細胞瘤存活的優勢以及增幅它們的 N-myc。Caspase 8 的沉默不表現，是經由

基因的甲基化所致；更進一步發現，caspase 訊息路徑的另一調控者 Apaf-1 的沉默不表現，也

是經由類似的甲基化方式出現於人類黑色素腫瘤(melanoma)病人當中。因此，經由協同基因

(corresponding gene)甲基化造成調控細胞凋亡的沉默不表現，可作為腫瘤發展期間的一個可供

使用的共同機制。 

N-myc 增幅作用的影響可能顯示在 Fas 受器介導的細胞死亡(Fas receptor-mediated cell 

death)步驟，在此過程 Fas ligand 引起 Fas 受器的 oligomerization，導致 FADD (Fas receptor 

associated death domain containing protein)和 FLICE (caspase 8)的加入靠攏(recruitment)，FADD 藉

由本身的 death domain 和 Fas 受器的細胞質 death domain 相互作用，此將吸引 FLICE 經由他本

身的 death effector domain (DED)及 FADD 的 DED 而靠攏。此 FLICE/caspase 8 的 caspase 的活性
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因此被活化，導致細胞凋亡。最近的發現顯示，c-myc 基因的過度表現，是經由 FasR 路徑引

起細胞死亡。因此，我們假定 N-myc 過度表現引起細胞凋亡是用同樣的方式。FasR 路徑的任

一組成改變 [如 FADD 或 FLICE]將會抑制細胞死亡，並通常伴隨著 N-myc 的過度表現，及造

成神經母細胞瘤的增生。因此，Fas 受器路徑的改變，可作為 N-myc 增幅發生時，神經母細

胞瘤細胞存活的決定因素。 

除此之外，是否其他新因子，如 metalloproteinases inhibitors，integrin antagonists 或抑制 VEGF 

pathway 能否應用到臨床上面，則仍留待更進一步的研究。 

第四章、預後標記 

第一節、血清標記 

神經母細胞腫瘤於血清中產生很多可供測定的因子，如鐵質腸蛋白混合物(ferritin)、賂神

經元特異性的烯醇酵素(neuron-specific enolase,  NSE)、色素顆粒蛋白 A (chromagranin A)、乳糖

脫氫酶(LDH)和 ganglioside GD2。血清 ferritin 的升高(超過 142 ng/ml)和神經母細胞瘤的預後有

不利的結果，且當其結合腫瘤組織學檢查後，有很高的預後效果[97-99]。NSE 對神經母細胞

瘤的檢測雖然不具有特異性，但具有後期疾病的病人仍象徵不利的結果[100]。同樣地， 在血清

中 chromagranin A 的含量和後期疾病與不利的預後結果有關[101]。血清乳糖脫氫酶(LDH)可單獨作

為年齡和期別的預後結果預測因子[102]。然而，血清乳糖脫氫酶(LDH)可額外提供一個非從

DNA 倍體、N-myc 或組織病理學而來的危險群資訊[103]。ganglioside GD2 表現於大多數神經

母細胞腫瘤的細胞表面上，且不僅可用來確認神經母細胞腫瘤細胞亦可用來反映疾病的活性

及對治療的反應[104]。ganglioside GD2 的重要性並非利用它來當作一預後因子，而是利用它

來當作抗體治療的標的。 

 

第二節、尿液標記 

大約 90~95% 的神經母細胞瘤產生兒茶酚胺(catcholamine)，可藉偵測其尿液代謝物來篩

檢病人。其主要尿液代謝物為 HVA 和 VMA；除了可利用它來診斷神經母細胞瘤外，VMA/HVA

的比值亦為可用的預後標記，病人 VMA/HVA 的比值超過 1 時有較好的存活率[105,106]，特別
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是在一個經由 Evans 等人的研究中，帶有第三期或第四期疾病的病人其 VMA/HVA 的比值超

過 1 時，分別有 71% 和 17% 的存活率[106]。 

第五章、腫瘤相關遺傳標記 

很多的遺傳因子可被用來當作預後的解釋；這些包括嬰兒的 DNA 倍體(DNA ploidy)、

N-myc 的增幅、第 17 對染色體物質的增加、第 1 對染色體短臂的 LOH、TrkA 的高程度表現

及 CD44 等。結合這些因子可有助於確認神經母細胞瘤是傾向於復發或進行。然而，由於已

知 DNA 倍體(藉由流式細胞儀)和 N-myc 的增幅(藉由螢光原位雜交法)是有力又容易偵測的預

後因子，DNA 倍體和 N-myc 的增幅雖然僅是腫瘤標記，但也可用來將危險病人分群。第 17

對染色體長臂物質的增加、第 1 對染色體短臂的 LOH、TrkA 及 CD44 等的預後價值已經越來

越清楚。 

第六章、危險因子的多變異分析 

在一多項分析(multivariate analysis)中，並沒有單一個研究可以包含所有的變異；年齡、

疾病期別、N-myc 的增幅、腫瘤組織學檢查和嬰兒的 DNA 倍體數等，無一項在單獨作為預後

因子時，有始終一致的結果；於現今，則利用結合這些因子來將危險病人分群。 

第七章、診斷期別 

神經母細胞瘤的症候和臨床症狀，要看原發腫瘤擴展的部位而定。皮膚的損傷幾乎是嬰

兒特有的，帶藍點色彩(bluish hui)和出現 blueberry muffin”的損傷。腫瘤過度分泌兒茶酚胺

(catcholamine)，導致造成焦慮不安、心悸及高血壓。過度分泌血管活化腸蛋白(vasoactive intestinal 

polypeptide, VIP)會造成棘手的水樣化腹瀉、低鉀血症、脫水[107]，也會出現眼球胡亂活動的症狀

(Opsomyclonus)。此症狀在某些病患身上可使用腎上腺皮質激素或類固醇來改善[108,110]。 

第八章、診斷及評估 
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現今期別的診斷是依據 International Neuroblastoma Staging System (INSS)，為了有助於臨床試驗和

生物上的研究與比較，一個關於神經母細胞瘤診斷的國際一致標準分期系統於 1988 年發表[111]，並

於 1993 年修訂。此系統名為 INSS。另外對反應的標準也有一套準則--- International Neuroblastoma 

Response Criteria (INRC)。 

Neuroblastoma Pathology Committee (INPC)[112,113]的分類是依據年齡、神經母細胞瘤分化

程度的級數、細胞轉換指數(turnover index)、Schwannian stroma 發育的出現與否而定。 

第九章、分期系統 

INSS 的兩套分類系統分別由 Evans 等人[114]及 St. Jude 稍後修正的 POG 分期系統

[115](Pediatric Oncology Group Staging System)。 
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貳、研究方法與過程 

一、材料與檢體 

1.孕產婦血漿、臍帶血、病患血清 

檢體從中國醫藥學院附設醫院婦產科部收集以作為免疫酵素連接法(ELISA)偵測 Parvovirus B19 之抗

體、PVB19 基因的表現及聚合鏈鎖反應偵測 PVB 19 、EBV、EV 71 和 CMV 病毒用。 

2.腫瘤組織切片或骨髓抽取(BMA) 

A. 以作為免疫細胞化學染色偵測細胞表面標記、caspase 3 及 caspase 8 的表現及 EBV、EV 71

和 CMV 病毒蛋白抗原的檢測。 

B. 作為偵測 Parvovirus B19 感染的螢光原位雜交法試驗。 

C. 作為偵測 N-myc 基因的表現。 

二、分析方法 

1.免疫酵素連接法(ELISA) 

經純化的重組蛋白 NS1，VP1 備用，並執行以下 ELISA procedure： 

A.  將純化的抗原以 PBS ( 20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl )泡製成 1μg/ml 的濃度，然後被覆於       

96 well (for ELISA)的微量盤內，每一 well 內添加 50μl 的抗原液。    

B.  將微量盤置於 37℃的 incubator 中過夜，以除去所有之液體成份。 

C.  在室溫以甲醇固定微量盤 10 分鐘，之後將甲醇除去(以手甩乾)，再將微量盤置於空氣中

乾燥。 

D.  此被覆抗原的微量盤可開始執行免疫酵素連接法或置於-20℃中貯存。 

E.  於開始執行免疫酵素連接法前，先以 PBS 泡製 5% 山羊血清，加於微量盤內 10 分鐘，以

阻礙未結合位(block unbound sites)。 

F.   除去微量盤中之 5% 山羊血清，並以 PBS 泡製成 1% 的山羊血清作一系列的連續稀釋，之

後置於 37℃的 incubator 中 90 分鐘。 
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G.   在加入鹼性磷酸酶接合山羊抗人類抗血清前 (1：3000 in PBS with 1% goat serum)，先除去血清

及以二次水清洗微量盤 10 次，隨後置於 37℃的 incubator 中反應 90 分鐘。 

H.  在室溫 45 分鐘，觀看呈色劑的顏色變化(pNPP, 黃色)以確認陽性反應。再置於 ELISA reader

中讀取 OD405 的值。 

2.免疫細胞化學 

    使用標定有 streptavidin-biotin 的複合物(DAKO, LSAB2 System, Carpenteria, CA)，免疫表

現的研究將以一系列單株抗體，如 CD3, CD4, CD8, CD20, CD30, CD43, CD45RO, CD56, and 

CD68 (DAKO, Kyoto, Japan).檢體則使用 BMA 或石蠟切片。呈色劑為 aminoethyl carbazole 

(AEC)。每個玻片將以蘇木紫(hematoxylin)或甲基綠(methyl green)逆染(counterstain)。在顯微鏡下

觀察深紅色顆粒以確認陽性反應。免疫細胞化學也將使用檢測 caspase 3, caspase 8 和 active 

caspase 3 的表現(BD Biosciences, San Jose, CA)。病毒基因產物的檢測則使用對抗 LMP1，EA-D，

EBV BZLF-1 複製活化子(ZEBRA)，EBV 的 EBV-associated nuclear protein 2 (EBNA-2)或對微小

病毒 B19 的 VP2 capsid protein，及對 CMV 的晚期抗原(Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle upon 

Tyne, UK)等的抗體。對抗 ZEBRA 和 EA-D 的抗體將使用來偵測 EBV 的感染是否為溶解(lytic)，

使用對抗 LMP1 和 EBNA-2 的抗體來偵測 EBV 的感染是否為潛伏(latent)，及使用對抗 EV71

病毒蛋白之抗體(Bio-Life catalog number 3324)來檢測 EV71 之感染。 

3.訊息的增幅 

  聚合酶鏈鎖反應和反轉錄聚合酶鏈鎖反應的步驟，簡單的說，從血清及緩衝層(buffy-coat)

抽取DNA或RNA以進行聚合酶鏈鎖反應和反轉錄聚合酶鏈鎖反應。此反應利用標準程序經35

次循環增幅：於94℃，1分鐘，分開DNA雙股(denature)，於56℃，40秒，黏合(annealing)，於72

℃，1.2分鐘，延伸雙股(elongation)。於微小病毒B19測定中，四對引子被選用，其個別的序列

如下(此序列係依據GenBank/AF113323)： 

NS1: 5’-CAGAGGTTGTGCCATTTAAT-3’ (nts 610-629);  

NS2: 5’-TGTGCATTACACCATGTAAGCCACTGTTGTAC-3’ (nts 1420-1389);  

NS5: 5’-ACTAGTAGGTACTAAATTAGTTG-3’ (nts 830-808) 

NS6: 5’-TGCGTGGAAGTGTAGCTGTGCCTG-3’ (nts 1207-1230) 
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S1: 5’-ATAAATCCATATACTCATTGGA-3’ (nts2512-2533);  

S2: 5’-CTAAAGTATCCTGACCTTG-3’ (nts 3211-3193).  

NS 表示編碼非構造蛋白的一個區域，及 S 表示編碼 VP2 蛋白的一個區域。214 鹼基配

對(NS6-NS2)，219 鹼基配對(NS1-NS5)，700 鹼基配對(S1-S2)及 809 鹼基配對(NS1-NS2)的增幅

產物，利用 2.0% agarose-ethidium bromide gel 來解析。微小病毒 B19 增幅的 700 及 809 鹼基配

對的特定產物，更進一步以 DNA 定序儀(ABI Prism, Perkin-Elmer, Foster City, CA)確認之。於巨

細胞病毒、EBV 和腸病毒 71 型的測定，引子序列如下： 

    於 巨 細 胞 病 毒 測 定 中 ， 一 對 引 子 被 選 用 ， 其 個 別 的 序 列 如 下 ( 此 序 列 係 依 據

GenBank/X17403)： 

M1:5'-CACCACGCAGCGGCCCTTGATGTTT-3'(nts 118878-118902) 

M2:5'-CACCTGTCACCGCTGCTATATTTGC-3'(nts 119277-119253) 

巨細胞病毒增幅的400鹼基配對的特定產物，進一步以2.5% agarose-ethidium bromide gel來解

析。 

於EBV測定中，一對引子被選用，其個別的序列如下(此序列係依據GenBank/M15973)： 

AA5'-GCCAGAGGTAAGTGGACTTT-3'(nts 1400-1419) 

AZ5'-TGGAGAGGTCAGGTTACTTA-3'(nts 1640-1621) 

EBV增幅的241鹼基配對的特定產物，進一步以2.5%  

agarose-ethidium bromide gel來解析。而且以DNA定序儀(ABI  

Prism, Perkin-Elmer, Foster City, CA)確認之。 

於EV71測定中，兩對引子被選用，其個別的序列如下(此序列係依據GenBank)： 

5'-ACCTTTGTACGCCTGTT-3' 

5'-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3' 

5'-AAGCACTTCTGTTTCCC-3' 

5'-ATTCAGGGGCCGGAGGA-3' 

EV71增幅的249鹼基配對的特定產物，進一步以2.5% agarose-ethidium bromide gel來解析。而且以DNA定

序儀(ABI Prism, Perkin-Elmer, Foster City, CA)確認之。 
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4.原位雜交 

    簡單地說，從石蠟包埋組織切片取 4 µm，以二甲苯去石蠟、脫水及以不含核酸酶之蛋白

酶(Boehringer Mannheim, Germany)於室溫 15 分鐘預先消化。玻片接著以蒸餾水水洗、以 70% 乙

醇浸潤並置於空氣中乾燥。加一滴接合有標定 fluorescein isothiocyanate 對微小病毒 B19 的反

義探針 antisense probe (250 ng/ml in 50% formamide, 6× SSC, and 0.25% dry milk)於每一組織切片

上。此反義探針是經由 DNAFax Inc.(Taipei, Taiwan)合成，如下述的序列： 

αPVB19a: 5' FITC-TATCCCATTATGGGACTAATGG-3'  

αPVB19b: 5' FITC-CTAAAGTATCCTGACCTTGCCCTAAC-3'  

αPVB19c: 5' FITC-GCACCAGTGCTGGCTTCTGCAGAA-3'  

αPVB19d: 5' FITC-TTTGCCACTTTCTTTACTCATAATCTAC-3'  

αPVB19e: 5' FITC-GATTCTCCTGAACTGGTCCC-3'  

αPVB19f: 5' FITC-AGGTAAACCCCTTACTCCGTCCCACACA-3' 

雜交產物的顯現是藉由使用對 FITC 的 alkaline phosphatase-conjugated polyclonal antibody 及

NBT/BCIP 產色劑，陽性反應於顯微鏡下觀察雜交位置呈現 brownish blue 顆粒。 
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參、研究結果與討論 

一、研究結果 

微小病毒 B19 (PVB19)是一個單股的 DNA 病毒，傳統上它和水胎以及幼兒傳染性紅斑有

關(第五病)。在免疫能力正常的個體身上，PVB19 的感染不會造成臨床病理上的症狀。然而，

在免疫作用遭到抑制的個體身上，病毒的感染會導致暫時性的紅血球缺乏以及慢性紅血球細

胞系分化不良[116-118]。在先前的研究，我們懷疑帶有先天性貧血的兒科病人是因母體攜帶

微小病毒 B19，經由子宮-胎盤傳遞而使胎兒感染微小病毒 B19。因此，我們收集篩檢懷孕婦

女分別經由免疫酵素連接法或聚合鏈鎖反應測定病毒的存在及血清中對抗此病毒的抗體，

來篩檢潛伏性微小病毒 B19 的感染。四名婦女於懷孕期間被確認出有短暫性病毒血症，之後

我們非常密切地追蹤這些婦女(圖 1A-C)。神經母細胞瘤在其中一名婦女所生出的三個月大的

女嬰中意外的被診斷出來。(圖 2A-D 和 3)。並進一步以原位雜交法證實，該名罹患神經母細

胞瘤的三個月大女嬰，也有被微小病毒 B19 感染(圖 4)。 

種種的證據顯示貧血與微小病毒 B19 感染緊密相關，帶有病毒訊息的非典型紅血球母細

胞，進一步使紅血球的生成受到牽連。然而，隨著微小病毒 B19 感染後，細胞內所發生的事

件並沒有很詳盡的說明。一個由 Yagashi 等人的研究中，清楚的顯示微小病毒 B19 感染可能是

一個誘導紅血球細胞凋亡的主要因子[119]，此結果更進一步由 Sol 等人[120]於轉染之紅血球

細胞中揭示，NS1 的表現可以導致 DNA 的碎裂(片斷化)這個結果而得到支持。因為活化的

caspase 3 和病毒訊號的出現(圖 5)，目前的研究更進一步啟發不完全的細胞分裂(cytokinesis)、

細胞凋亡過程在微小病毒 B19 感染期間它如何影響紅血球細胞成熟的見解。在紅血球先驅細

胞上，激烈的細胞毒殺作用僅歷時 2 星期(圖 5)。 

    另外，我們就懷孕期間被確認出有短暫性微小病毒 B19 病毒血症的四名婦女中，追蹤到

其中一個罹患神經母細胞瘤的三個月大女嬰後，為探索兩者之間的關係，陸續檢查曾經被中

國醫藥學院附設醫院診斷為神經母細胞瘤的 15 名病患，以原位雜交法偵測其微小病毒 B19 及

NS1 基因表現，發現有 11 名為陽性(75.33%，11/15)，而 4 名反應不為陽性者，年齡皆已超過

34 歲；另外，將 4 名 N-myc 放大的病人以原位雜交偵測他們的微小病毒 B19 及 NS1 基因表現全

數為陽性(100%，4/4)(表 1)。之後，我們將罹患神經母細胞瘤的小兒科病人和他們的母親體內的 PVB19

隔離出來，確認這些 PVB19 的 NS1 區域突變(表 2)。 
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    第一對染色體短臂對神經母細胞瘤的遺傳是重要的；經由細胞株[121]和原發性腫瘤的細

胞遺傳學分析，第一對染色體一再發生缺失的高頻率已被確認，隨後的細胞遺傳學分析[122]

高頻率的缺失和第一對染色體短臂的重排直到最近，這些特徵被認為是神經母細胞瘤腫瘤基

因畸變中最常見的。因為單純的尾端缺失及不平衡重排，個體第一對染色體短臂的末端片斷

被另一染色體替換。細胞遺傳學研究顯示位於第一對染色體短臂有一範圍非常大的斷裂點，

此斷裂點從第一對染色體短臂第 2 區第 2 染色條帶(1p22)到第一對染色體短臂第 3 區第 6 染色

條帶(1p36)。第 1 對染色體短臂第 3 區第 6 染色條帶小區域極小部分缺失(interstitial deletions)

的病人，大多數年齡小於 1 歲，相對的，病人帶有第 1 對染色體短臂第 3 區第 2 染色條帶末

端缺失者，大多超過 1 歲，且經常伴隨有 N-myc 的增幅。 

鑑別第一對染色體短臂的重排及缺失是重要的，但並非特定針對神經母細胞瘤(非特異

性)，但是人類惡性腫瘤有具範圍非常大的特徵，包含固態腫瘤和血液腫瘤兩者[123,124]。隨

之而來於神經母細胞瘤中第一對染色體短臂的異常出現，確定與腫瘤未切除及轉移有關。反

之，局部和臨床較有利(溫和)的腫瘤顯示它的第一對染色體是完整無缺(無斷裂或缺失)[125]。

此外，第一對染色體短臂的缺失與不利的臨床有關，基因顯示如：N-myc 基因的增幅(圖 6A-D)。 

N-myc 基因的增幅變成許多研究的焦點。N-myc 基因的增幅於體外被確認是神經母細胞瘤

的慣常特徵。一般而言，N-myc 為神經母細胞瘤基因組的一種固定且穩定的特徵，但是 N-myc 基因

增幅與否，不會改變腫瘤的發育。N-myc 基因的增幅，究竟如何與後期疾病相關聯，顯示於 Brodeur

等人[126]的研究上。N-myc 基因的增幅，在第三期和第四期 48 例腫瘤中偵測到 24 例有這樣的現象；

但在第一期和第二期 15 例腫瘤中全數偵測不到 N-myc 基因的增福。很多個研究[127, 128]隨後確認

與此種進行性疾病的關聯，而且 N-myc 基因增幅倍數多的時候，其致命性愈高。在Seeger 等人[129]

的存活率分析，腫瘤病人有正常的N-myc 者，腫瘤在18 個月內復發者，有70% 之無疾病存活率，與其

他腫瘤病人之無疾病存活率為 30% 及 5% 者比較，顯示它們分別有 3-10 或大於 10 個的腫瘤基

因複本。N-myc 的增幅與臨床期別有不利的關聯：增幅在前期疾病(II)與治療失敗有連鎖關係，

反之，正常的 N-myc 在第三期及第四期腫瘤的腫瘤消去、病癒有關聯。N-myc 的增幅，可以強烈意

味著神經母細胞瘤的惡性侵犯，並可以建立起一種對高危險群檢測的有力臨床標記。到目前為止，

N-myc 是腫瘤基因唯一的特徵，可以被用來當做神經母細胞瘤臨床試驗治療層級的一個根據[130, 

131]。兩種優勢的技術，可以視臨床的目的而應用於常規檢測 N-myc。腫瘤 DNA 的分子分析是

藉由南方點漬法，這種技術已被廣泛的使用，而 genomic PCR 的優點是與南方點漬法需使用
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5-10 µg 的 DNA 來比較，它所需的腫瘤 DNA 僅約 100 ng 即可[132,133]。上面提到的兩種技術

都可以提供 N-myc 基因複本數的定量資訊。 

分裂間期螢光原位雜交法使用cosmid或酵母菌人工染色體(YAC)探針[134]。此結果通常

和分子分析一樣具有很高的一致性，但是螢光原位雜交法有數種優點：它只須非常微量的腫

瘤材料，因為螢光原位雜交法可以迅速地將腫瘤輕壓於玻片上，以細針頭吸取[135]及石蠟包

埋組織切片[136]，更重要的是螢光原位雜交法的結果是以單個細胞層次呈現，因此，比南方

點漬法分析更加敏感。例如，高程度的基因增幅僅出現在少數細胞，或許因為非惡性細胞存

在於腫瘤檢體內，經由分子分析時，低程度的增幅或無增幅可能導致誤判，但經由螢光原位

雜交法則能既迅速又明確地得到我們所要的結果[137](圖6A-D) 

以往的研究載明，在帶有 EB virus 及 Burkitt’s lymphoma 的病患身上，有比較高的機率

能檢測到 myc 基因的增幅[138,139]。雖然，EB virus 和人類許多良性和惡性淋巴增生的發病有

關。這些腫瘤的特徵是藉由 c-myc 腫瘤基因從正常的第八對染色體位置易位到免疫球蛋白(Ig)

的重鏈和輕鏈的區位導致 c-myc 基因的增幅。在地區性的 Burkitt’s lymphoma 中，典型的易

位區域含有參與免疫球蛋白基因的 V(D)J 區域(V(D)J joining)的重組訊息序列。在偶發性的 

Burkitt’s lymphoma 中，c-myc 基因易位到免疫球蛋白重鏈開關區[S]，此涉及開關區的重組。

而在體外，EBV 在 B 細胞內潛伏感染，它受到 V(D)J 的重組影響，並能刺激這些細胞(B cell)

增生和表現出細胞活化特徵的標記。這種現象引發出一個是否 EBV 感染可能活化開關(switch)

重組活性的問題，它可能為 c-myc 基因於偶發性 Burkitt’s lymphoma 易位的原因。EBV 可以

誘導開關(switch)重組活性，因為 EBV 基因組內竟含有一個與免疫球蛋白重鏈開關區類似的區

段，此區段屬於 BamHI W repeats，是由一個 3kb 片段富含 G 具 9-11 個前後重複的序列所組成，

且此片段很頻繁的涉及 EBV 基因組的重排[140,141]。除了基因的增幅和易位外，病毒蛋白能

夠經由和 bcl-2 或 p53 的作用將細胞凋亡路徑(apoptosis pathway)當作目標 (targeting)。事實

上，除 EBV 外，其它的病毒如人類疱疹病毒第 8 型(HHV8)，乳頭狀病毒(papillomaviruses)，

SV40，B 型肝炎病毒(hepatitis B virus)，C 型肝炎病毒(hepatitis C virus)等，也有相似的作用。比

較特殊令人感興趣的是小病毒，如 SV40，B 型肝炎病毒(hepatitis B virus)，C 型肝炎病毒(hepatitis 

C virus)等，以及有較大破壞性的病毒，如 EBV，人類疱疹病毒第 8 型(HHV8)及乳頭狀病毒

(papillomaviruses)，也有著相同的作用。值得更進一步注意的是人類微小病毒B19 之NS1 基因中的一

小段DNA，與乳頭狀病毒(papillomaviruses)解旋基因(nelicase)及細胞的ATPase 具有相同序列。(表3) 



 23

二、討論 

到目前為止關於神經母細胞瘤的病因瞭解還不是很多，在臨床和生物學的特徵方面已經

知道的有：發生於非常早期的年齡、自發性復原、N-myc 的放大、高多倍體(hyperploidy)及第

1 對染色體短臂上的 LOH 等。神經母細胞瘤的病因已引起了很大的關注[142]。 

大約有 1-2% 罹患神經母細胞瘤的病人具有家族性病史[143]。罹患家族性神經母細胞瘤

的病人經常於胎兒中就被診斷出來，並且具有多個原發性腫瘤，這顯示生殖細胞系(germline)

中任何一個細胞突變出現於一腫瘤抑制基因中的一個等位基因(one allele)
 上[144,145]。 

幼 童 合 併 帶 有 神 經 母 細 胞 瘤 及 opsoclonus-myoclonus syndrome 比 不 帶 有

opsoclonus-myoclonus syndrome 者，具有較不利的長期併發症[146]。臨床上以高劑量的靜脈注射

人類免疫球蛋白及促腎上皮質刺激荷爾蒙激素 (ACTH)，已顯示可有效降低 opsoclonus-myoclonus 

syndrome 伴隨的神經母細胞瘤[147]。神經母細胞瘤臨床上所看到的轉移現象，被認為與細胞增

生、分化及細胞凋亡之間的競爭性交互作用有關[148]。 

微小病毒B19感染與疾病 

微小病毒B19感染的疾病其表現形式已廣為人知，它們所顯示出病人的免疫學和血液學

上的變化範圍相當大。微小病毒B19感染會產生短暫血球再生性不良[149]及懷孕期間急性病毒

感染的傷害。然而，在已發表的文獻皆討論「它如何影響胎兒?」，如流產或水胎[150-152]，

並無報告強調「母體」層次，尤其是母親懷孕後期的三個月。我們的初步發現明白的指出，

在懷孕期間感染微小病毒B19的母親，也一樣會受到傷害[圖5]。現今的證據顯示，懷孕的婦

女由於紅血球生成的作用活躍，可能更容易受到微小病毒B19感染的傷害[153]，經由對病人紅

血球的傷害增加，並發展成 子癲前症(preeclampsia)、子癲症(eclampsia)、HELLP 症候群、微

血管溶血性貧血microangiopathic hemolytic anemia (MAHA)，使她們的身體狀況更加惡化。在後

期，病人常被建議以血漿交換來治療[154,155]。然而困難之處是在於如何從微小病毒B19相關

的貧血中去區分出微血管溶血性貧血是非常重要的。臨床的表現和紅血球的特徵很難區分兩

者疾病。雖然，於骨髓的網狀紅血球計數可以提供紅血球生成的資訊。選擇傳統照護或血漿

的交換仍須接受主治醫師的決定。 



 24

先前的報告描述，微小病毒 B19 感染的型式是帶有非典型的紅血球母細胞(atypical 

erythroblasts)。在某些研究裡，病人帶有嚴重貧血甚至對抗微小病毒 B19 的抗體也升高[156]。

但是，陽性的血清數據是先前暴露於微小病毒 B19 感染的結果，並不表示當時正感染病毒，

值得注意的是這些病人病毒血持續期間相當短，少於 1 週，而且我們在自願測驗者身上研究

的結果都是一致的。因此，單一的檢查並不足以能測定病毒的存在，需要以一連串檢查才能

證明病毒的存在，特別是當病人帶有惡質化的貧血(cachsia)時。因為紅血球母細胞是微小病毒

B19 攻擊的目標，檢查骨髓抹片可以提供更多疾病表現的資訊，尤其包括病毒感染，這些並

不是只用骨髓細胞的細胞學特徵就可以顯示出來的。 

然而，紅血球生成異常所表現出來的並不止如此而已。就整體而言，它可反映在全身性

臨床反應上，例如，疾病的發作(seizures)、腎功能的損害及血清中肝臟酵素濃度的升高。此外，

紅血球母細胞(normoblast)的發育障礙，病毒的檢測及細胞凋亡的活化更進一步意味宿主因素

與紅血球生成不良的過程可能糾纏紛雜。事實上，除了紅血球細胞外，病毒的存在也發現與

血小板生成作用(megakaryocytopoiesis)[157]有關。此外，Cooling 等人更進一步於腎臟、肝臟和

腸組織[158]檢測到微小病毒 B19 受體—圓球糖 (globosides, neutral glycosphingolipids)。據推測，

微小病毒 B19 感染扮演了一個重要的角色，它與高血壓，引起腎功能障礙有關。如同上文所

提到的，微小病毒 B19 基因組中病毒基因數目有限；目前，病毒基因表現的控制及宿主如何

與病毒複製的交互作用仍不清楚，而依序檢測疾病的表現形式，及病毒訊息的出現表示病毒

已經可以在這些器官中複製。   

    在病毒與人類癌症的關聯性研究當中，EBV 促成變異基因為 EBNA-5 及 LMP-1，它可能

的機轉為與 p53 或 pRB 蛋白質結合使它們失去活性，或增加 bcl-2 以抑制細胞凋亡。而巨細胞

病毒與罹患第 4 期神經母細胞瘤病患之復發有關[159]。巨細胞病毒感染會降低免疫細胞及自

然殺手細胞的活性；換句話說，巨細胞病毒是擔任一個居間策導免疫的病原角色。除此之外，

巨細胞病毒能夠調控神經母細胞的功能特性，並藉與內皮細胞的相互作用進而轉移，所以它

也被認為是導致神經母細胞瘤發展進程的可能因子[160]。至於 EV 71 除了造成口足手症

(HFMD)、腦炎及腦膜炎等疾病外，很少有報告提及它與癌症的關聯性。而微小病毒 B19 於體

外(in vitro)只會在骨髓的紅血球先驅細胞(erythroid precursors)及胎兒的肝細胞中複製，它可以導

致正常胎兒的紅斑性感染(erythema infectiosum)，又稱為 fifth disease(第五病)，它也會造成慢性

溶血性疾病(chronic hemolytic anemia)及無血球增生的危機(aplastic crisis)。 
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    對於免疫抑制的病人會產生持續性的紅血球化生不良(persistent pure RBC aplasia)，也就是

不會製造紅血球；而在懷孕婦女子宮內微小病毒 B19 的感染容易造成自發性的流產

(spontaneous abortion)。微小病毒 B19 感染除了對胎兒造成影響外，對母親一樣具有傷害，它

會造成懷孕婦女出現短暫性血紅素減少(圖 1A-C)。目前的證據顯示，可能是因為在懷孕期間，

懷孕的婦女由於紅血球生成的活性增加，可能更容易會受到微小病毒 B19 感染的傷害。我們

的研究為了追蹤這些帶有微小病毒 B19 病毒血的懷孕婦女它們所生胎兒的病毒感染情形，卻

意外地在其中一名三個月大女嬰診斷出神經母細胞瘤。而我們是以超音波、斷層攝影、核磁

共振正面攝影(Frontal MRI)(圖 2)來證實此女嬰確定罹患神經母細胞瘤，她們出現多發性

(multifocal)。經由病理組織學診斷放大 200 倍後，我們發現典型的癌巢；以及經螢光原位雜交

法偵測到 N-myc 的增幅(圖 6)。 
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肆、結論與應用 

腫瘤的發生是由環境與遺傳因素共同決定的。環境中的致癌因子只有透過改變遺傳物質

的結構或功能才能使正常細胞轉變成癌細胞。神經母細胞瘤中，小於 1 歲具有前期疾病的患

者，常有自發性復原的現象，特別是第Ⅳs 期腫瘤病患最具有自發復原的優勢[161,162]，大致

上是和遲緩型細胞凋亡(delayed apoptosis)有關[163]。另外，第 1 對染色體短臂缺失(delete)與

LOH、HSR 與 DMC 的出現和其它相關的變異具有精確預後能力，特別是 N-myc 的增幅現象，

仍然有爭議性。 

但是影響人體的外在因素，例如生活方式、飲食、環境和藥物等化學及物理致癌因子有

些並不會直接攻擊 DNA，它們本身並不是強力的致變劑。而且通常突變沒有機會能傳到下一

代的生物體中，只有屬於[生殖細胞系](germ line)的細胞，它們所產生的突變才會傳到後代。

身體其他部位的體細胞發生的突變並不會傳到後代，而且顯然體細胞突變是引發癌症的關鍵

因素。至於流行病學的研究是既缺乏統計學上強而有力的論據以證明上述這些是危險因子，

隨後的研究也還未證實。 

眾所皆知的是，細胞癌化往往需要多個原型腫瘤基因的協同作用，要經過階段式的演變

及一系列突變的累積效應，這包括腫瘤抑制基因，也可能包括至少一個腫瘤基因。通常的情

形是一個腫瘤基因啟動，加上腫瘤抑制基因失去了作用而產生癌症。所以啟動的腫瘤基因和

腫瘤抑制基因失去作用加在一起，才會產生了癌症。而物理和化學致變劑攻擊細胞基因時是

漫無目標的，全憑機會。而攻擊的重要目標基因(腫瘤基因、腫瘤抑制基因)，如原型腫瘤基因，

只佔基因組的極小部分，要打到這些目標的機會很小。 

    神經母細胞瘤的兒科患者，據推測可能先發生 N-myc 單獨或協同其它原型腫瘤基因的增

幅導致細胞轉形。另外，因為在形成受精卵時就可能已具有其中一種突變，受精卵分裂時，

突變也就傳到子細胞中，於是胚胎裡所有細胞都帶有這個突變。之後在體細胞中再以同型重

組的方法，造成 LOH，使關鍵腫瘤抑制基因失去，使得轉形細胞步向癌化的階段。 

  如上所述，流行病學中有關的化學、物理因子，因為某些因子並非是很強的致變劑，而

少數為致變劑的因子，攻擊 DNA 而造成原型腫瘤基因突變的效率也不高；再加上流行病學的

研究缺乏統計學上強而有力的論據來證明，所以排除掉此一因子後，讓我們聯想到是否和病

毒促成的變異有關。 
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在這次的研究中，偵測罹患神經母細胞瘤病人的病毒感染，除了微小病毒 B19 (PVB19)

外，並無發現 EBV、CMV 及 EV71 的感染。其中 EBV 導致之鼻咽癌或 Burkitt's 淋巴瘤等疾病

似乎具有地域性。特別是 Burkitt's 淋巴瘤於非洲地區由於居民長期飽受瘧疾及寄生蟲的侵襲，

而導致他們的免疫系統疲乏，而使得 EB 病毒有機可乘。而關於巨細胞病毒，有研究指出[164]，

它與罹患第 4 期神經母細胞瘤病患的復發有關。它可能是抑制免疫系統的因素之一；並能夠

調控神經母細胞的功能特性，並藉與內皮細胞的相互作用進而轉移，所以它也被認為是導致

神經母細胞瘤發展進程的可能因子[165]。至於微小病毒 B19 是不經意地在懷孕期間被確認出

有短暫性病毒血症的婦女中，追蹤到神經母細胞瘤存在於其中一名婦女所生出的三個月大的

女嬰體內(視結果，圖 1A-C)。並且進一步以原位雜交法證實，該名女嬰亦出現微小病毒 B19

的感染(圖 4)。另外，曾罹患神經母細胞瘤又經中國醫藥學院附設醫院追蹤的 15 名病患中(視

表 1)，經由螢光原位雜交檢測 PVB19 病毒及偵測 NS1 基因表現，竟有高達 73.33%(11/15)的病

人為陽性反應。如果排除編號 12 至 15 號病患(皆為 34 歲以上)，則陽性率達 100%，而且病人

全部集中於 10 歲以下之孩童及三歲以下之幼兒，這個數據與罹患神經母細胞瘤孩童的年齡層

是不謀而合的，所以孩童及胎兒微小病毒 B19 (PVB 19)的感染，尤其為懷孕後期三個月的感

染[因懷孕早期感染往往造成水胎(hydrops)，造成胎兒的死亡]與罹患神經母細胞瘤有相當強的

關聯性。究竟應該是神經母細胞瘤破壞免疫系統或降低免疫能力，才造成微小病毒 B19 的易

感染性；或者是微小病毒 B19 本身就是誘發神經母細胞瘤形成的要角，此機轉目前並不清楚，

在文獻上也沒有類似的報告。據推測微小病毒 B19 之致癌蛋白，可能會與人體內原有存在的

p53 及 Rb 抑癌蛋白結合，而中和其具有抑制細胞生長分化的功能；或者影響細胞內數種與調

節細胞的生長與死亡有關之重要訊息傳導路徑。微小病毒 B19 與神經母細胞瘤的緊密關係，

至少可以提供一個往後針對神經母細胞瘤與病毒感染關聯性的研究，以及提供一個有力的診

斷標記。臨床上也可以藉此標記迅速診斷出初期的病人，適時給予最合適的治療，以防止因

為病毒感染而造成腫瘤危害的加劇。 

其實，對剛懷孕的孕婦是否建議施打疫苗或適婚婦女建議施打此種病毒之疫苗，以防止

胎兒感染病毒，而造成先天性的貧血或引起神經母細胞瘤，是下一階段值得繼續研究的目標。 
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圖 1A. 帶有 preeclampsia/eclampsia 和貧血病患血紅素之波動數據表。 
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圖 1A.顯示三名病患分別於第 4、5、10 天呈現嚴重的短暫性血紅素減少症，其血紅素值分別

為 5.5 gm/dl、7.0 gm/dl 及 7.5 gm/dl。比較不尋常的是其中 1 名病人，於胎兒出生後四天

其血紅素值低到僅約 5.5 gm/dl。 
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圖1B 和C. 暫時性微小病毒B19 病毒血症出現於帶有preeclampsia/eclampsia 及貧血病人中。 

         B.  Patient 1                  C. Patient 2 

  

圖1B 和C. 顯示病患1 及病患2，利用 2.0% agarose-ethidium bromide gel 來解析，分別於3 月9 日及

3 月13 日偵測到微小病毒 B19 增幅的 809 鹼基配對(primer NS1-NS2)的特定產物。M 為

marker，P 為positive control，N 為negative control。  
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圖 2. 超音波、斷層攝影及核磁共振顯示出神經母細胞瘤 multifocal 的存在。 

 

         A. 超音波                    B. 斷層攝影 

   

       C. Frontal MRI                   D. C 的放大 

  

 

圖 2. 以超音波、斷層攝影及核磁共振顯示該名三個月大女嬰出現 multifocal 的存在。 
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圖3. 經由病理組織學診斷神經母細胞瘤的圖像 (x200) 

 

 

 

 

圖3. 經由病理組織學診斷，發現該名三個月大女嬰出現多個典型的癌巢。(上圖經放大 200 倍) 
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圖 4. 以原位雜交法呈現之微小病毒 B19 存在於神經母細胞瘤細胞中的圖像 

                                                 

    

 

圖 4. 於圖中，以原位雜交法呈現之圖像，證實該名三個月大女嬰神經母細胞瘤的細胞中，出

現微小病毒 B19 的感染。 
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圖 5. 在骨髓中，於後續不同的日期呈現微小病毒 B19 訊號的出現及活化的 caspase 3。 

微小病毒 B19/原位雜交 

 Day 2               Day 14              Day 25 

   

 Active caspase 3/IM 

   

 

圖 5. 於後續不同的日期(第 2 天、第 14 天、第 25 天)，以原位雜交法呈現微小病 

毒 B19 訊號的出現及以免疫細胞化學法偵測到活化的 caspase 3 (深紅色顆粒 

為陽性)。 
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圖 6. 罹患神經母細胞瘤的病人經由螢光原位雜交法偵測 N-myc 的 

     增幅。 

     

         A. normal                  B. N-myc amplification 

   

          C. normal       D. N-myc amplification 

     

 

 

圖 6. 罹患神經母細胞瘤的病人，經以螢光原位雜交法偵測 N-myc 的增幅 

(圖 6B 和 6D)。 
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    PVB19 virus Gene expression  

No. Age Gender Diagnosis PCR ISH NS1 VP1/2 N-myc IL-6h IL6Rαi

1 3 m F NBb +d + +f - NAg + - 

2 10 m F NB +d + +f - NA + - 

3 66 m M NB - - - - Amplified - - 

4 36 m F NB - + + - NA + - 

5 48 m F NB - - - - Amplified - + 

6 10 yra F NB NDe + + - NA + - 

7 45 m F NB ND + + - NA + - 

8 47 m F NB ND - - - NA - + 

9 32 m M NB ND + +f - Amplified + - 

10 24 m F NB - - - - NA - - 

11 27 m M NB + + + - Amplified + - 

12 43 yr M ONBc - - - - NA - - 

13 46 yr F ONB - - - - NA - - 

14 34 yr F ONB - - - - NA - - 

15 44 yr M ONB - - - - NA - - 

aPatient # 6 had spontaneous remission of neuroblastoma at age of two. B: Neuroblastoma; bNB: 

Neuroblastoma; cONB: Olfactory neuroblastoma; 
d
+: positive, and the presence of PVB19 was 

determined by PCR amplified fragments and DNA sequencing; -: negative; eND: not done; 

fRT-PCR amplified sequence had been submitted to NCBI. gNA: not amplified; hExpression of IL-6 

mRNA was detected by ISH; iIL-6Rα was detected by IHC.  

表 1： 罹患神經母細胞瘤的小兒科病人他們的一些臨床特徵 PCR, ISH 和 IHC 的結果。 
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Codon  Type of mutation in the codon Effect Frequency 

205  AAT → ATT Asn → Ile  1/5 

223  TTG → CTG Leu → Leu (silent) 5/5 

272  ACA → ACT Thr → Thr (silent) 5/5 

276  CTA → TTA Leu → Leu (silent) 5/5 

305  TTA → TTG Leu → Leu (silent) 5/5 

365  GGG → GGA Gly → Gly (silent) 5/5 

386  GCC → GCT Ala → Ala (silent) 5/5 

465  ACA → ACG Thr → Thr (silent) 5/5 

466  TGG (deletion) Trp (deletion) 5/5 

 

表 2： 將罹患神經母細胞瘤的小兒科病人和他們的母親體內的 PVB19 隔離出來，確認這些

PVB19 的 NS1 區域突變。 
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表 3、NS1 序列和 Papillomavirus 及 ATPase 的比較 

 

表 3、顯示微小病毒B19 NS1 某些DNA 序列和Papillomavirus 之解旋及ATPase 

有相同序列(紅色字部分)。 
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評 語 

 

本論文探討對兒科病人罹患神經母細胞瘤，研究其腫瘤細胞中 N-mgc 基

因，無增幅，但發現有 parvo virno B19 之存在。三位病患者，由 parvo virus 

B19 之 NSI 存在證實有該病毒之存在。及神經母細胞瘤有該病毒之存在

及 Caspuse3 之上升。並證實 NS1 有九個異變株，並發現其基因異變，引

起胺基的改變。本論文有關神經母細胞之 apopxosis，並可再分子層次探

討。 
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