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一. 中文摘要 

副甲狀腺素（parathyroid hormone）抑制近端腎小管對磷、鈉、重碳酸

根的再吸收，近端腎小管經由鈉氫交換器再吸收鈉及重碳酸根，而近端腎小

管腔側膜鈉氫交換器為NHE-3，負鼠腎（OKP）細胞是腎小管細胞，可表現

NHE-3。目前已知有多種因子可調節NHE-3，如酸可增加NHE-3活性、NHE-3 

mRNA表達及NHE-3蛋白質表現量。在腎小管細胞急性給予副甲狀腺素可抑制

蛋白質激脢A及C而抑制NHE-3。本計畫的研究目的是探討慢性給予副甲狀

腺素對腎小管NHE-3活性、NHE-3蛋白質量的調節。 

我們的方法是以負鼠腎（OKP）細胞為研究模式。細胞內pH測定利用螢

光物質BCECF在不同pH值下，其螢光強度不同，而以光譜螢光儀來測定，鈉

氫交換器活性的測定乃給予細胞酸負荷後，再加鈉後看其pH恢復速率而求

得。以各種濃度之副甲狀腺素慢性給予後觀察對腎小管鈉氫交換器活性的作

用。此外，亦以西方轉漬法來看副甲狀腺素對腎小管細胞NHE-3蛋白質表現

量的調節。 

結果發現在OKP細胞給予副甲狀腺素後其鈉氫交換器活性並無顯著變

化。同樣地，在OKP細胞給予副甲狀腺素後其NHE3蛋白質表現量也無顯著變

化。由此推論副甲狀腺素的作用主要在鈣、磷，而對鈉及酸的調節可能較無

作用。 

 

關鍵詞：副甲狀腺素、腎小管、鈉氫交換器 

 

   Abstract 

    Parathyroid hormone（PTH）decreases phosphate, sodium and 

bicarbonate reabsorption by the proximal tubule. Proximal tubule 

transcellular NaCl and NaHCO3 reabsorption is mediated by an apical 

membrane Na/H exchanger,（NHE-3）and a basolateral Na/HCO3（NBC-1）.OKP 

cells, a cell line of renal proximal tubule, express NHE-3 . The 

regulating factors of NHE-3 are multiple. Acid incubation increases 

NHE-3 activity, NHE-3 mRNA abundance, NHE-3 protein abundance. PTH 

acutely inhibits NHE-3 in OKP cells via a dual signaling cascade 

involving protein kinase A and C. The purpose of this project is to 

study the chronic effect of PTH on NHE-3 activity, NHE-3 protein 

abundance. 

       We used OKP cell as the experiment model. Continuous measurement 

of intracellular pH was accomplished in cells using pH-sensitive dye 

BCECF. Na/H exchanger activity was assayed as the initial rate of 

Na-dependent pHi recovery from an acid load. We checked chronic effect 

of PTH in different concentration on Na/H exchange activity in renal 



tubular cell. We checked the effect of PTH on NHE-3 protein abundance 

in OKP cell. 

    The results showed that there was no significant change of NHE-3 

activity or NHE-3 protein abundance by PTH in OKP cells. We think the 

major effect of PTH is for Ca & P, not for Na & acid. 
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二. 緣由與目的 

近端腎小管再吸收70-90﹪濾過的重碳酸鈉及50﹪濾過的氯化鈉。近端

腎小管腔側膜氫離子分泌70﹪經由鈉氫交換器（Na/H exchanger, NHE），而

另外30﹪經由H-ATPase【1,2】。近端腎小管在吸收氯化鈉中，40-70﹪經由

細胞旁途徑，而30-60﹪經由細胞的再吸收【3,4】。腎小管腔側膜氯化鈉再

吸收全賴鈉氫交換器及氯鹼交換器【4,5】。近端腎小管基底外側膜則有重碳

酸鈉共同運送器（Na/HCO3 cotransporter, NBC）將重碳酸鈉運出【2,6,7】。

鈉氫交換器（NHE）有NHE-1, NHE-2, NHE-3, NHE-4, NHE-5五種同功型【8,9】，

而近端腎小管腔側膜鈉氫交換器為NHE-3【10】。 

副甲狀腺素的主要作用是將鈣從骨頭釋放出來以及促進磷從腎臟排泄。

從此之外，副甲狀腺素可抑制近端腎小管對重碳酸根的再吸收【11】，在分離

灌注兔子腎小管給予副甲狀腺素可減少腎小管對重碳酸鈉的再吸收【12】。在

腎小管細胞培養模式，急性給予副甲狀腺素可抑制腎鈉氫交換器活性，及造

成重碳酸鈉再吸收的減少【13】。其訊息傳遞機制是經由副甲狀腺受器增加

cAMP以及增加PKC【14】。除此之外，NHE3磷酸化的改變以及胞飲作用

（endocytosis）的調節亦為其機制【15,16】。 

以細胞培養方式來研究近端腎小管運送可避免一些腎絲球血行動力學的

干擾，亦是一個很好的研究方式。負鼠腎（OK）細胞是近端腎小管細胞，且

只具有腔側膜上鈉氫交換器活性【17】，OKP細胞是OK的分株，可表現NHE-3

【18】，因此是研究NHE-3調節很好的模式。 

以上所討論的主要是急性的作用，而NHE-3的急性調節，一般經由蛋白

質激脢的改變【19】。對NHE-3的急性調節，目前已知甲型交感神經興奮劑、

血管張力素、內皮素可刺激NHE-3，而副甲狀腺素及多巴胺可抑制NHE-3

【13,20-22】。慢性的作用應更符合實際生理狀況。NHE-3的慢性調節，一般

是經由NHE-3 mRNA 及NHE-3蛋白質表現量的改變【18,23,24】。一般而言，

鈉氫交換器活性的調節，慢性及急性常不一樣，甚至作用相反。cAMP 急性抑

制而慢性刺激腎小管細胞鈉氫交換器【25】。內皮素急性刺激而慢性抑制腎小

管細胞鈉氫交換器【21,24】。胰島素慢性增加腎小管細胞鈉氫交換器活性，

而急性則無作用【26】。 

本研究的目的乃探討在近端腎小管（OKP）細胞慢性給予副甲狀腺素對

NHE-3的作用及其所經的訊息傳遞機制。 



 

三. 材料與方法 

       本計畫以負鼠腎（OKP）細胞為研究模式，因為負鼠腎細胞為近端腎

小管細胞，且表現NHE-3。細胞內pH測定利用螢光物質BCECF在不同pH值

下，其螢光強度不同來測定。鈉氫交換器活性的測定乃給與細胞酸負荷後，

再加鈉後看其pH恢復速率而求得。NHE-3蛋白質表現量，以常用的西方轉漬

法（Western blot）測之，其NHE-3抗體由國外取得。以下就細胞培養，鈉

氫交換器活性測定，西方轉漬法等分段細述。 

細胞培養  

由 Dr. Alpern 的實驗室取得負鼠腎細胞(OKP cells)，使用含高葡萄糖

(450mg/dL)，10%胎牛血清(fetal bovine serum)，100U/ml penicillin，

100mg/ml streptomycin的Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)

培養液，置於37
oC，含5% CO2之潮化空氣的培養櫃培孵。細胞的繼代遷植

(passage)按一般方法實行之。要作實驗時，細胞在低葡萄糖培養液長滿後換

成不含胎牛血清培養液24小時再作實驗。 

細胞內pH值和鈉氫交換器活性的測定 

細胞內 pH 的測定是利用一種對 pH 敏感的色素 2‘,7‘-bis 

(2-carboxyethyl)-5,6-carboxyfluorescein (BCECF) ， 細 胞 長 在 玻 片

(coverslip)加入10mM BCECF-AM (acetoxymethyl ester) 37oC 下，35分。

玻 片 清 洗 後 ， 放 在 cuvette ， 再 置 入 電 腦 控 制 光 譜 螢 光 儀 

(spectrofluorometer) (SLM 8000 C，Rochester，NY)。激發波長用500 nm

及450 nm，放出波長用530 nm，以500 nm/450 nm螢光強度比值來估計細胞

內pH值。此ratio的校正是利用nigericin technique，由pH 6.2到pH 7.6

得到一條線性反應。 

鈉氫交換器活性測定，乃利用細胞給予酸負荷後，其鈉依賴性 pH 恢復

的速率來評估。含鈉溶液成份為Na 130, K 5.0, Ca 1.1, Mg 1.5, Cl 140.2, 

Hepes (N-2-hydroxyethylpiperazine-N‘-2-ethanesulfonic acid) 30 mM。

在 不 含 鈉 的 溶 液 ， 以 choline 來 取 代 Na。 所 有 溶 液 以

N-methyl-D-glucammonium hydroxide調pH至7.4。細胞首先置於含鈉溶液，

並測其基底pH值，然後換成13 mM nigericin不含鈉的溶液4分，使pH值

降至6.4-6.6。移去nigericin ，再加入含1%透析過的牛血清蛋白的不含鈉

溶液2分，再換成不含鈉溶液30秒。再換成含鈉溶液，由於鈉氫交換器活性

的關係，pH 值會回升，由圖形畫一條切線而算出鈉依賴性 pHi 變化速率

(dpHi/dt)。所有實驗，對照組和實驗組使用同一代的細胞，並在同一天測定

鈉氫交換器活性。 



所用副甲狀腺素濃度為10-10M、10-9M、10-8M、10-7M等。測慢性作用時，加

入的時間為24小時。 

 

西方轉漬法(Western Blotting) 

      細胞於培養皿長滿後，換成不含血清之培養液48小時，用PBS清洗3次，

以RIPA緩衝液(內含NaCl 150mM，Tris HCl [pH7.4] 50 mM， EDTA 2.5mM，

EGTA 5 mM，b-glycerophosphate 50 mM，NaF 50 mM， Na orthovanadate 1 

mM，phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF] 1 mM，dithiothreitol 0.5mM，

Triton X-100 1%， Na deoxycholate 1%，SDS 0.1%， pepstatin 2 mg/ml，

leupeptin 5 mg/ml，aprotinin 5 mg/ml) 將細胞刮下，置於4oC 45分，以

10,000 g離心15分，取上清液以RIPA緩衝液稀釋為3 mg protein/ml 

(Bradford，1976)。再以2X SDS loading buffer (內含 5mM Tris HCl 

[pH6.8]，1% SDS，10% glycerol，1% 2-mercaptoethanol)稀釋，以7.5%膠

作SDS-PAGE(polyacrylamide gel electrophoresis)。再將膠所含的蛋白質

用electrotransfer於4oC轉移至nitrocellulose膜。先用內含5%脫脂奶粉

及0.05% Tween 20的PBS來blocking 膜1 小時。再來以同樣溶液加入

1µg ml/ 兔子anti-OKP-NHE-3多株抗體和膜作用1小時。再用含0.1% Tween 
20 的PBS清洗膜15分1次，5分2次。再以含1/5000稀釋horseradish 

peroxidase-labeled sheep anti-rabbit IgG，5%脫脂奶粉，0.05% Tween 20 

的PBS與膜作用一小時。再依前述的方法清洗之。然後再作enhanced 

chemiluminescence (ECL)，所用的ECL kit為Amersham出品。各種操作時，

所用副甲狀腺素濃度、時間，參見測定鈉氫交換器活性部份。 

 

四. 結果與討論 

在OKP細胞給予副甲狀腺素24小時後，其鈉氫交換器活性（以對照組當

100﹪來比較）分別為10-10M94﹪，10-9M108﹪，10-8M100﹪，10-7M104﹪，經統

計分析後發現和對照組皆無顯著差異。 

在OKP細胞給予副甲狀腺素6小時後，測定其NHE3蛋白質表現量，結果

發現10-11M，10-10M，10-9M，10-8M，10-7M和對照組皆無顯著差異。在OKP細胞

給予10-8M副甲狀腺素後，測其NHE3蛋白質表現量，結果發現不論3小時，6

小時，12小時，24小時皆和對照組無明顯差異。 

副甲狀腺素除了調節鈣、磷外，亦可調節腎對重碳酸鈉的排泄。副甲狀

腺機能亢進的病人可產生某些程度的代謝性酸中毒。腎衰竭病人常見副甲狀

腺機能亢進，其目的在維持鈣磷平衡，但PTH過高，可能有其他作用，包括

對鈉及酸排泄的影響。由我們的實驗結果發現在OKP細胞，慢性給予副甲狀

腺素對鈉氫交換器活性及NHE3蛋白質的表現並無影響，由此推知副甲狀腺素

對鈣、磷的作用較明顯，對鈉及酸的調節可能較無作用。 
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