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中 文 摘 要 ： 食品加工過程中胺類經亞硝化反應可產生亞硝胺(N-
nitrosamines)，其已被證實為食品中重要的致癌物質。目前台灣尚
未訂定食品亞硝胺的管制標準，同時國際上食品亞硝胺的檢驗方法
也進展緩慢。飲食暴露到硝酸鹽(NO3-)或亞硝酸鹽(NO2-)，進入人
體後也可與體內胺類生成亞硝胺，因此抑制亞硝胺的生成及其在體
內作用機制成為重要研究課題。總計畫成功運用LC-MS/MS建立體液
中NO2-及NO3-分析技術，作為追蹤硝酸鹽及亞硝酸鹽在體內代謝轉
化的重要工具。子計畫一藉由亞硝胺專一性單株抗體之生產來開發
酵素免疫分析法檢測食品以及香煙中的亞硝胺的含量。子計畫二建
立LC-MS/MS方法分析飲料及食物中亞硝胺，為國內第一個食品中亞
硝胺參考數據。成功分析112位健康人尿液中亞硝胺，可作為國人尿
液中亞硝胺含量的背景值參考數據。子計畫三進行NO2-及NO3-之動
物短期毒性與健康影響探討、長期毒性與健康或學習與記憶行為影
響探討、亞硝胺體外合成試驗作為抑制劑篩選模式。子計畫四利用
LC-QqQ MS 進行 DNA adductomics 分析，篩選出 N-nitrosamines
暴露所造成的關鍵 DNA adducts，有助於 N-nitrosamines 致癌機
制的深入探討。子計畫五成功定義N-nitrosodimethylamine在人類
臍靜脈?皮EA.hy926?胞主要的甲基化蛋白標的GRP75蛋白，同時首次
提出粒線體氧化傷害在N-nitrosodimethylamine致病機制上的角色
。此外，在質譜技術的支援下我們領先採用穩定同位素15N標示的亞
硝酸鹽/硝酸鹽 (15N-NO2-及15N-NO3-) 或各種亞硝胺施予小鼠，探
討亞硝酸鹽/硝酸鹽及亞硝胺在體內的轉化與排出時序。

中文關鍵詞： 亞硝胺、酵素免疫分析法、免疫層析試紙、液相層析串聯質譜儀、
連線固相萃取、硝酸鹽、亞硝酸鹽、基因損傷、DNA共價鍵結、基因
鍵結體學、蛋白質共價鍵結、蛋白體學

英 文 摘 要 ： The name N-nitrosamine is related to compounds that present
the NNO characteristic group. N-nitrosamines are formed in
food as a result of natural chemical interactions, but
mainly through food processing activity. Many volatile N-
nitrosamines are potent carcinogens, and their rapid
detection and adverse health effects assessment are of
great importance. This proposal contains five projects. In
order to characterize/quantify the nitrosamines in food, we
developed high-throughput screening assays (Project 1 and
2) for 9 common N-nitrosamines. Project 1 produced specific
monoclonal antibodies for immunoassays and developed rapid
gold nanoparticle immune chromatographic strips for N-
nitrosamines assay. Project 2 developed isotope-dilution
LC-MS/MS with automated solid-phase extraction for high-
throughput analysis of N-nitrosamines. Project 2 determined
the N-nitrosamines levels in various foods that are
frequently consumed by Taiwanese people to characterize the
N-nitrosamines distribution in food, and determined the
urinary N-nitrosamines levels of residents in Taiwan to
investigate the body‘s internal exposure level of N-
nitrosamines.



   Dietary exposure to nitrates/nitrites can react with
amines in vivo to produce N-nitrosamines. Its underlying
mechanism and the possible suppression of endogenous N-
nitrosamine formation are of interest. Project 3
investigated the formation and toxicity and of the N-
nitrosamines from precursors by treating the mice with
stable isotope labeled nitrate/nitrites (15N-NO2- or 15N-
NO3-). Possible approaches to suppress the endogenous N-
nitrosamine formation are also investigated.
N-nitrosamines are able to cause damage to cellular
constituents including DNA and proteins.  However, there is
limited information available in the literature. Project 4
adopted a novel DNA adductomics method using LC-MS/MS to
explore/characterize putative DNA adducts that induced by
different N-nitrosamine and to compare profiles of putative
DNA adducts that are formed by the external exposure to N-
nitrosamine. Project 5 investigated the mechanism of N-
nitrosamine-induced protein modification (nitration or
alkylation) in albumin, human liver cells and human blood.
Overall, the results obtained from this project may help
our government to establish an initiative/general standard
for N-nitrosamines in food and to conduct the risk
assessment of N-nitrosamine.

英文關鍵詞： N-nitrosamines, ELISA, immunochromatographic strip,
electrochemical immunosensor, LC-MS/MS, on-line SPE,
nitrite, nitrate, DNA damage, DNA adducts, DNA adductomics,
protein adducts, proteomics
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(一) 前言 

    亞硝胺 (N-nitrosamines) 為具有機官能基 N-N=O 化合物，是相當普遍及強烈毒性的致癌

物質，常存於食物、飲用水及環境中。食品加工過程中胺類經亞硝化反應可產生亞硝胺 

(N-nitrosamines) ， 其 已 被 證 實 為 食 品 中 重 要 的 致 癌 物 質 。 其 中 二 甲 基 亞 硝 胺 

(N-nitrosodimethylamine, NDMA)、甲乙基亞硝胺 (N-nitrosomethylethylamine, NMEA)、亞硝基

比咯啶 (N-nitrosopyrrolidine, NPyr)、二乙基亞硝胺 (N-nitrosodiethylamine, NDEA)、亞硝基六

氫吡啶 (N-nitrosopiperidine, NPip)、亞硝基嗎林 (N-nitrosomorpholine, NMor)、二丙基亞硝胺

(N-nitrosodi-N-propylamine, NDPA)、二丁基亞硝胺 (N-nitrosodi-N-buthylamine, NDBA)及二苯

基亞硝胺 (N-nitrosodiphenylamine, NDPhA) 等 9 種揮發性亞硝胺 (volatile N-nitrosamines) 有

強的致癌性，其中 8 種亞硝胺被國際癌症研究中心 (International Agency for Research on Cancer, 

IARC) 歸類為 Group 2，而 NDPhA 則被歸類為 Group 3。下表一為世界各國飲用水及食品亞硝

胺管制標準。目前台灣尚未訂定食品亞硝胺的管制標準，同時國際上食品亞硝胺的快速篩檢方

法也沒有進展。此外飲食暴露到硝酸鹽 (NO3
-
) 或亞硝酸鹽 (NO2

-
) ，進入人體後也可與體內

胺類生成 N-nitrosamines。因此量測人體內 (如尿液或血液) 的 N-nitrosamines，所代表的是外

在暴露及體內生成 N-nitrosamines 的總合。以非侵入性的方法 (尿液) 評估 N-nitrosamines 在體

內的劑量，對於 N-nitrosamines 的暴露及健康風險評估有很大的幫助。藉由此生物偵測工具可

逐年觀察國人體內 N-nitrosamines 濃度的改變，作為政府單位在管制食品 N-nitrosamines 或其

前驅物成效的直接證據。然而目前並無準確及快速的分析方法能同時分析尿液中 9 種

N-nitrosamines。 

 

表一、世界各國亞硝胺管制標準：以飲用水及食物為例 

飲用水 

地區/組織 規範物質 限制濃度 (μg/L) 

世界衛生組織 (WHO) NDMA 0.1 

加拿大衛生部 (Health Canada) NDMA 0.04 

美國國家環境保護局 (USEPA) NDMA 0.007 

 NDEA 0.002 

 NMEA 0.02 

食品 

地區/組織 產品種類 規範物質 限制濃度 (μg/kg) 

美國農業部 香腸、所有動物肉製品及 NDMA+NDEA 2 

總計畫 計畫主持人：趙木榮 教授 

食品中致癌性亞硝胺之快速篩檢與暴露危害評估 
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(USDA) 含肉熟食  (煙燻製品：4) 

 罐裝肉類、罐裝含肉食品 NDMA+NDEA 2 

 加熱乾燥肉品 NDMA+NDEA 2 

美國食品藥品管理 大麥麥芽 NDMA 10 

局 (USFDA) 麥芽飲料 NDMA 5 

歐洲聯盟 

(European Union, 

EU) 

罐裝肉類、罐裝含肉食品 NDMA+NDELA 

(diethanolnitrosamine) 

2 

 煙燻肉製品 NDMA+NDELA 4 

 魚肉及海洋哺乳動物肉製

品 (含乾燥產品) 

NDMA+NDELA 3 

 釀酒麥芽 NDMA+NDELA 15 

 動物油、豬油及其製品 NDMA+NDELA 2 

 啤酒 NDMA+NDELA  3 

中國 肉製品 (罐頭除外) NDMA 3 

 水產動物及其製品 (罐頭

除外) 

NDMA 4 

 

    抑制亞硝胺的生成及其在體內作用機制是近年來重要研究課題，不論是在肉類加工製品中

適量減少硝酸鹽、亞硝酸鹽用量 (各國添加規範請參考下表二)。此外添加維生素 C (減少亞硝

胺在食物中生成)，抑或飲食攝取抗氧化劑如維生素 C、E、多酚類 (減少亞硝胺在體內生成或

其代謝後傷害)，也被認為是有效措施。為能準確醭清硝酸鹽或亞硝酸鹽在體內對亞硝胺的生

成及作用機制，在質譜技術的支援下，我們將領先採用穩定同位素 15
N 標示的亞硝酸鹽/硝酸

鹽 (
15

N-NO2
-及 15

N-NO3
-
) 施予小鼠，並探討各種內生性亞硝胺的生成及提出解毒方案 (抑制

亞硝胺生成)。 

     

表二、硝酸鹽 (Nitrate) 和亞硝酸鹽 (Nitrite) 含量規範 

飲用水 

地區/組織 規範物質 限制濃度 (mg/L) 

WHO 硝酸鹽 50 

 亞硝酸鹽 3 

EU 硝酸鹽 50 

 亞硝酸鹽  0.5 

美國國家環境保護局 (USEPA) 硝酸鹽氮 (以氮計) 10 
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 亞硝酸鹽氮 (以氮計) 0.1 

台灣環境保護署 硝酸鹽氮 (以氮計) 10 

  亞硝酸鹽氮 (以氮計) 0.1 

食品 

地區/組織 產品種類 規範物質 限制濃度 (mg/kg) 

USFDA 煙燻、醃製鮪魚 亞硝酸鹽 10 

 煙燻、醃製魚類 亞硝酸鹽 200 

 醃製肉品及肉製品 亞硝酸鹽 200 

  硝酸鹽 500 

EU 未加熱的醃製、乾燥肉品 亞硝酸鹽 50 

 其他醃製、罐裝肉品 亞硝酸鹽 100 

 醃製培根 亞硝酸鹽 175 

 鵝肝、鵝肝罐頭 硝酸鹽 50 

 醃製、罐裝肉品 硝酸鹽 250 

 乳酪、乾酪及相似產品  硝酸鹽 50 

 醃製魚類 硝酸鹽 200 

台灣衛生福利部食

品藥物管理署 

鮭魚卵、鱈魚卵製品 

(生鮮魚卵不得使用) 

硝酸鹽 

亞硝酸鹽 

5 

(以 NO2
-殘留量計)  

(FDA) 肉製品及魚肉製品 

(生鮮肉、魚肉類不得使用) 

硝酸鹽 

亞硝酸鹽 

70 

(以 NO2
-殘留量計) 

日本貿易振興機構 

(Japan External Trade 

肉製品和鯨魚肉製品 硝酸鹽 

亞硝酸鹽 

70 

(以 NO2
-殘留量計) 

Organization, 

JETRO) 

魚肉香腸和魚肉火腿 亞硝酸鈉 50 

(以 NO2
-殘留量計) 

 魚卵 (鮭魚卵、鱈魚卵) 亞硝酸鈉 5 

(以 NO2
-殘留量計) 

 乾酪 硝酸鹽 200 

(牛奶中以鹽類計) 

 日本清酒 硝酸鹽 100 

(酒醪中以鹽類計) 

中國衛生部 蔬菜及醃製蔬菜 亞硝酸鹽 20 

(以 NaNO2 計) 
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    體內亞硝胺可藉由代謝或去毒排出體外，但代謝過程中也有機會將亞硝胺活化進而與

DNA 或蛋白質產生共價鍵結 (adducts)。DNA 的四種鹼基 ATCG 分子，皆可因鍵結或氧化而

造成鹼基修飾，DNA adducts 未進行修復或修復錯誤 (error-prone)，在細胞複製後將容易產生

誤鑄代碼 (miscoding) 而造成突變。經年累月的在體內累積突變基因是後續癌化的主要原因。

上述 9 種 N-nitrosamines 中，NDMA、NDEA、NMEA 及 NPyr 所造成的 DNA 鍵結損傷有較

多的研究探討。然而亞硝胺在生物體內可形成的 DNA adducts 種類眾多，至今仍不斷有大量

新的 DNA adducts 被報導出來，但都無法完整且同一時間描述基因損傷的全貌。運用新穎的

DNA adductomics 質譜研究法，將可全面評估亞硝胺所造成的 DNA 鹼基修飾。 

    相較於 DNA，亞硝胺造成蛋白質修飾的研究很少，且侷限於少數亞硝胺在血紅素及血清

白蛋白的鍵結，對於亞硝胺在細胞整體蛋白質如何造成修飾作用，又有那些特定蛋白質是亞硝

胺易形成的鍵結標的，目前依然不清楚。透過蛋白質體學技術與質譜分析帄台，將能找出亞硝

胺在人類肝細胞及血清中蛋白質的作用標的，並進一步發展成為人類亞硝胺曝露的生物標記。 

 

茲將計畫總體目標分述如下 (整體分工合作架構如下圖一所示)： 

a. 同時發展兩類型亞硝胺的快速分析方法：「酵素免疫分析法及快速奈米金免疫檢測詴紙」及

「連線固相萃取-液相層析串聯質譜儀搭配同位素稀釋法」。 

b. 以”液相層析串聯質譜儀”分析 9 種亞硝胺所得到的精準定量結果 (gold standard) 作為”酵

素免疫分析法及快速奈米金免疫檢測詴紙”的基準，以協助”酵素免疫分析法及快速奈米金

免疫檢測詴紙”的開發。 

c. 採集台灣市面上民眾常接觸各類含亞硝胺的食品，初步進行含量調查及國人的內在暴露評

估。此外將分析 100 位健康自願者尿液樣本中的亞硝胺，建立亞硝胺暴露的生物偵測參考

值。 

d. 探討亞硝胺的前驅物(亞硝酸鹽/硝酸鹽)對動物的健康效應；各式抗氧化劑在降低亞硝胺生

成的效果。 

e. 將穩定同位素 15
N標示的亞硝酸鹽/硝酸鹽 (

15
N-NO2

-及 15
N-NO3

-
) 或各種亞硝胺施予小鼠，

在各子計畫與總計劃質譜技術支援下，探討亞硝酸鹽/硝酸鹽及亞硝胺在體內的排出時序。 

f. 運用新穎 DNA adductomics 研究方法，全面評估 N-nitrosamines 所造成的 DNA 鹼基修飾。 

g. 利用 adductome map 的疊圖比對探究各種亞硝胺暴露造成 DNA 鹼基修飾的重要特徵，並詴

圖以修飾鹼基的結構鑑定結果，作為人類 N-nitrosamines 暴露及效應的指標。 

h. 探討亞硝胺在特定蛋白質、人類肝細胞及血清蛋白質造成的修飾特性及特定修飾產物。 

 

(二) 總計畫研究目的：  

(1) 負責各子計畫整合與進度推動 (參考下圖一)。 

(2) 運用連線固相萃取-液相層析串聯質譜儀 (on-line SPE LC-MS/MS) 建立體液中 15
N-NO2

-

及 15
N-NO3

-分析技術，協助子計畫三進行小鼠體液中 15
N-NO2

-及 15
N-NO3

-的精準定量。
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圖一、整體分工合作架構 
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(三) 研究方法 

(a) 材料 

 本研究所使用的化學藥劑均為分析級。穩定同位素內標準品 15
N-NaNO2 和

15
N-NaNO3 購

自 Cambridge Isotope Laboratories 公司，15
N-NaNO2 和

15
N-NaNO3 將用於質譜方法開發及子計

畫 三 餵 食 小 鼠 詴 驗 並 收 集 尿 液 。 Nitrate reductase (from Aspergillus niger) 及

2,3-diaminonaphthalene (DAN) 購自 Sigma-Aldrich 公司。 

 

(b) 15
N-NO2

-衍生化形成 15
N-NAT 

本研究衍生化方法是參考 Misko et al. (1993) 程序，並依實驗分析基質進行修飾。將含
15

N-NO2
-尿液稀釋 5倍後與DAN在 37 ℃酸性環境下反應 30分鐘，隨後加入NaOH終止反應，

其衍生化生成產物為 15
N-2,3-naphthotriazole (

15
N-NAT)，生成機制如下圖二所示。 

 

 

圖二、15
N-NAT 衍生化形成機制 

 

(c) 15
N-NO3

-經酵素轉化還原成 15
N-NO2

-再衍生化生成 15
N-NAT 

    本研究採用 nitrate reductase 將 15
N-NO3

-轉化還原成 15
N-NO2

-的程序係參考 Gilliam et al. 

(1993) 和 Verdon et al. (1995) 文獻，並依實驗分析基質進行修飾。取 15
N-NO3

-含溶液加入

phosphate buffered saline (PBS)、 flavin adenine dinucleotide (FAD)、 nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate (NADPH) 和 nitrate reductase，在室溫下培養 1 小時 (酵素轉化還原機制

如下圖三)；將混合溶液以去離子水稀釋 10 倍後與 DAN 進行衍生反應生成 15
N-NAT。 

 

 

圖三、15
N-NO3

- 經 nitrate reductase 轉化還原成 15
N-NO2

-
 

 

(d) 連線固相萃取液相層析串聯質譜儀 (on-line SPE LC-MS/MS) 

    本研究所採用的 on-line SPE LC-MS/MS 由 Agilent 1100 series 自動注射器、二套雙幫浦送

液系統 (binary pump, Agilent 1100 series) 並搭配 API 4000 QTrap 三級式四極桿串聯式質譜儀 

(triple-quadrupole LC-MS/MS, Applied Biosystems) 所組成。Trap column 為 Inertsil ODS-3 管柱 

(33 mm × 2.1 mm, 5 μm particle size)，而 analytical column 為 Inertsil ODS-3 管柱 (75 mm × 2.1 

mm, 5 μm particle size)。層析流動相及時間梯度如下表三所示。相關的分析技術成果已發表於

知名國際期刊 Free Radical Biology and Medicine (Impact factor = 5.784) [Chao et al., 2016]。 

 



7 
 

表三、15
N-NAT 分析的層析梯度與管柱切換運作流程 

Time 

(min) 

Eluent I (trap column) Eluent II (analytical column) Valve  

position 

Flow rate  

(mL/min) Solvent Ia
a
 (%) Solvent Ib

b
 (%) Solvent IIa

a
 (%) Solvent IIb

b
 (%) 

0 40 60 40 60 A 0.2 

2.0 40 60 40 60 B 0.2 

4.5 40 60 40 60 A 0.2 

6.0 0 100 40 60 A 0.2 

7.0 0 100 0 100 A 0.2 

8.0 0 100 0 100 A 0.2 

9.0 40 60 0 60 A 0.2 

10.0 40 60 40 60 A 0.2 

12.0 40 60 40 60 A 0.2 
a
 10 % (v/v) methanol containing 1 mM ammonium acetate 

b
 75 % (v/v) methanol containing 1 mM ammonium acetate 

 

(四) 結果與討論 

1. 建立 15
N-NO2

-與 DAN 衍生化物 15
N-NAT 分析技術 

    
15

N-NO2
-與 DAN 衍生化反應形成衍生化物 15

N-NAT，其分子量為 170；我們運用電灑離子

法 (electrospray ionization, ESI)，在正電模式下操作進行全質譜掃描 (full scan)，m/z 171 有最

佳的強度；接著進行子離子掃描，以 m/z 171 作為母離子，在 Q2 給予碰撞能量後，產生的子

離子訊號強度最佳為 m/z 115 (如下圖四)。在負電模式下操作時 m/z 169 有最佳的強度；接著進

行子離子掃描，以m/z 169做為母離子，經碰撞碎裂後產生的子離子訊號強度最大者為m/z 140，

但第二訊號強度斷片感度不佳 (如圖五)。表四為 15
N-NAT 在正電和負電模式下質譜參數表。 

 

 

圖四、15
N-NAT 標準品在正電模式下的子離子掃瞄圖譜 
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圖五、15
N-NAT 標準品在負電模式下的子離子掃瞄圖譜 

 

 

表四、15
N-NAT 的正電和負電模式質譜參數 

ESI mode Precursor ion, amu Product ion, amu DP
a
, V FP

b
, V CE

c
, V 

Positive 171 115 30 150 30 

Negative 169 140 -60 -200 -30 

a 錐體電壓 (declustering potential, DP) 
b 聚焦電壓 (focusing potential, FP) 
c 碰撞能量 (collision energy, CE) 

 

    圖六及圖七分別為 15
N-NAT 在正電和負電模式下的層析圖譜，15

N-NAT 的滯留時間為

8.6-9.3 分鐘。由於正電模式與負電模式在質譜分析感度無顯著差異，因此我們將同時採用的正

電模式進行定性與定量。 

 

 

圖六、15
N-NAT 標準品在正電模式下的層析圖譜 (濃度為 3.12 μM 

15
N-NO2

-
) 

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

140000

50 70 90 110 130 150 170 190

m/z, amu

114

140

169

In
te

n
si

ty
, c

p
s



9 
 

 

圖七、15
N-NAT 標準品在負電模式下的層析圖譜 (濃度為 3.12 μM 

15
N-NO2

-
) 

 

2. 尿液中 15
N-NO2

-的定量技術開發 

下圖八為 15
N-NAT 於 LC-MS/MS 中 m/z 171115 的分子碎裂模式，推測母離子[C10H7N3 + 

H]
+
 m/z 171 中性丟失 CHN3 後，獲得子離子[C9H6 + H]

+
 m/z 115。 

 

 

圖八、15
N-NAT 在 MS/MS 質譜中分子碎裂推測 

 

在一般未施予 15
N-NO2

-的動物尿液中，亞硝酸鹽主要的存在形式以 14
N-NO2

-為主，但仍有

極微量的 15
N-NO2

-自然存在 (natural abundance)，其含量相對於 14
N-NO2

-約為 0.368%；此外，

自然存在的 NO2
-經 DAN 衍生化形成 NAT，經 ESI 電灑離子化帶 H

+電荷的母離子 m/z 以 170

為主，但 NAT 中 13
C、2

H 及 15
N 也會自然存在，因此由理論計算 m/z 為 171 的母離子含量相

對於 170 約為 12.2%。但在 MS/MS 模式下監測 m/z 171115，NAT 中自然存在的 13
C、2

H 及
15

N 須位於中性丟失的 CHN3 基團，方可通過 Q3 到達偵測器。由理論計算 m/z 171115 的自

然含量相對於 m/z 170115 約為 2.2%。因此尿液中 14
N-NO2

-衍生化形成的 14
N-NAT 將影響

15
N-NO2

-衍生化形成的 15
N-NAT 的定量。 

為了精準定量小鼠尿液中 
15

N-NO2
- 或 15

N-NO3
-
 含量，本研究參考 Tsikas et al. (2010)利用

15
N-NO2

- 或 15
N-NO3

-同位素加入尿液中以定量 15
N-NO2

- 及 15
N-NO3

-
 的理論算式，並修正如

下： 

    尿液樣本未添加 15
N-NO2

-
 或 15

N-NO3
-  

(內含 14
N-NO2

-或 14
N-NO3

-
)，經衍生後產生 

15
N-NAT 及 

14
N-NAT。15

N-NAT m/z 171→115 與 
14

N-NAT m/z 170→115 的積分面積比為 

Ru (公式 1)，C[
15

N] 及 C[
14

N] 分別代表尿液中 
15

N- NO2
-
 與 14

N- NO2
-
 的濃度。 

15
N-NAT

(-CH15N14N2) 115
+H+ 

[M+H]+

170
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Ru =
𝑚/𝑧 171→115

𝑚/𝑧 170→115 
=

C[ N15 ]

C[ N14 ]
   (1)

 

尿液樣本添加已知濃度同位素內標準品 15
N-NO2

-或 15
N-NO3

-，15
N-NAT m/z 171→115 與 

14
N-NAT m/z 170→115 的積分面積比為 Rs，如公式 2a；而公式 2a 可重新排列成公式 2b。 

Rs =
𝑚/𝑧 171→115

𝑚/𝑧 170→115
=  

C[ N15 ]+C[ N15 ]IS

C[ N14 ]
  (2a) 

Rs =
C[ N15 ]

C[ N14 ]
+

C[ N15 ]IS

C[ N14 ]
            (2b) 

 由公式 1 與 2b，可推導出公式 3，而公式 3 可再重新排列成公式 4： 

Rs = Ru +
C[ N]IS

15

C[ N14 ]
   (3) 

C[ N14 ] =
C[ N]IS

15

Rs−Ru
    (4) 

結合公式 1 和公式 4 可獲得公式 5，以用來計算尿液樣本中 15
N-NO2

-或 15
N-NO3

-的濃度，

實驗構想如下圖九所示。 

C[ N15 ] = C[ N]IS ×15 Ru

Rs−Ru
   (5) 

 

 

 

圖九、尿液不添加 15
N-NO2

-
 (A)或 15

N-NO2
-
 (B)以獲得 Ru 及 Rs，推估尿液中 15

N-NO2
-含量 

 

Urine sample

(A) Measurement of [15N] nitrite (B) Quantification of [14N] nitrite

－ [15N] nitrite ＋ [15N] nitrite

Derivatization with DAN (37 ℃, 30 min)

15N-NAT, 14N-NAT 15N-NAT, 14N-NAT 

LC-MS/MS LC-MS/MS

15N-NAT ： m/z 171 → 115
14N-NAT ： m/z 170 → 115

15N-NAT ： m/z 171 → 115
14N-NAT ： m/z 170 → 115

RU = m/z 171 → 115： m/z 170 → 115 RS = m/z 171 → 115： m/z 170 → 115

15N-enrichment [14N] nitrite concentration

[15N] nitrite concentration
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3. 運用 on-line SPE LC-MS/MS 分析小鼠尿液中 15
N-NO2

-及 15
N-NO3

-衍生物 15
N-NAT 

小鼠實驗採用樂斯科生技公司購買 6 週大 ICR 品系雄性小鼠，分為控制組、15
N-NO3

-餵

食組及 15
N-NO2

-餵食組。本研究運用 on-line SPE LC-MS/MS 建立尿液中 15
N-NO2

-及 15
N-NO3

-

分析技術，並將此技術運用於小鼠尿液樣本分析。圖十為分析小鼠尿液樣本 15
N-NO2

-的定量分

析範例，利用不添加或添加 15
N-NO2

-以獲得 Ru 及 Rs 並帶入上節公式 5。當欲分析小鼠尿液
15

N-NO3
-時，需經 nitrate reductase 轉化還原成 15

N-NO2
-後再與 DAN 衍生化生成 15

N-NAT。 

 

(a) (b) 
 

  

 

圖十、餵食 15
N-NO2

-小鼠尿液在正電模式下 15
N-NAT 層析圖譜；不添加 15

N-NO2
-
 (A)或 15

N-NO2
-
 

(B)以獲得 Ru 及 Rs (推得尿液樣本中 15
N-NO2

-濃度為 21.7 μM)  

 

(1) 暴露 15
N-NO3

-或 15
N-NO2

-後 24 小時內尿液分析： 

    控制組以胃管餵食去離子水 (0.2 mL/20 g body weight)， 15
N-NO3

-餵食組及 15
N-NO2

-餵食

組分別餵食以 15
N 標定的 15

N-NO3
-
 (5 mg/20 g body weight) 和 15

N-NO2
-
 (2 mg/20 g body weight) 

水溶液後進入代謝籠，尿收集管中預先添加 0.1 mL 三合一抗生素 (Antibiotic Antimycotic 

Solution (100×), Sigma-Aldrich)並收集 24 小時內排尿。代謝籠中飲用水內含有 Amoxicillin (0.25 

mg/mL)。實驗設計如下圖所示。 

0

3000

6000

9000

12000

15000

18000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

In
te

n
s
it

y
, 

c
p
s

14N-NAT

170→115

(Positive mode)

9.14

0

8000

16000

24000

32000

40000

48000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

In
te

n
s
it

y
, 

c
p
s

Time, min

15N-NAT

171→115

(Positive mode)

9.14

0

3000

6000

9000

12000

15000

18000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

In
te

n
s
it

y
, 

c
p
s

14N-NAT

170→115

(Positive mode)

9.14

0

30000

60000

90000

120000

150000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

In
te

n
s
it

y
, 

c
p
s

15N-NAT

171→115

(Positive mode)

9.14

Time, min

Ru Rs 



12 
 

   
 

圖十一、小鼠餵食 NO3
-或 NO2

-後收集 24 小內尿液 

 

    如下圖十二，分析結果發現當小鼠施予 15
N-NO3

-
 (5 mg/20 g body weight)，其排出形式主

要以 15
N-NO3

-為主 (4.38 mg/mouse)，佔口服劑量約 62.2%；極少部分 15
N-NO3

-會還原轉化為
15

N-NO2
- 
(0.06 g/mice，約 0.001%)。而當小鼠施予 15

N-NO2
-
 (2 mg/20 g body weight)，其排出

形式仍主要以 15
N-NO3

-為主 (2.58 mg/mouse)，佔口服劑量約 69.3%，這表示 15
N-NO2

-在體內

會快速氧化生成 15
N-NO3

-；少部分 15
N-NO2

-
 會以原態 15

N-NO2
- 

(1.98 g/mice/day，約 0.07%)

經尿液排出。因此由 15
N-NO3

-及 15
N-NO2

-餵食，我們可推斷小鼠不管外在暴露 NO2
-或 NO3

-，

排入尿液的主要形式皆為 NO3
-。因此尿液中 NO3

-是評估飲食中 NO2
-及 NO3

-總和暴露較佳的生

物指標。 

 

圖十二、小鼠餵食 NO3
-或 NO2

-後尿液中 15
NO3

- 及 15
NO2

-排出量 (n=3) 

 

  



13 
 

(2) 15
N-NO3

-或 15
N-NO2

-經由尿液排出體外的縱貫性研究： 

    為了進一步得知 NO2
-及 NO3

-在不同暴露劑量下的排出時序，控制組以胃管餵食去離子水 

(0.2 mL/20 g body weight)， 15
N-NO3

-餵食組及 15
N-NO2

-餵食組分別餵食以 15
N 標定的 15

N-NO3
-
 

(5 及 1 mg per 20 g body weight) 和 15
N-NO2

-
 (2、1 及 0.1 mg per 20 g body weight) 水溶液後進

入代謝籠，尿收集管中預先添加 0.1 mL 三合一抗生素 (Antibiotic Antimycotic Solution (100×), 

Sigma-Aldrich)並收集 6, 12, 24, 48 及 72 小時內排尿。。實驗設計如下圖所示。 

 

 
 

圖十三、小鼠餵食 NO3
-或 NO2

-後收集 72 小時內不同時段尿液 

 

    如下圖十四，研究結果發現當小鼠施予 15
N-NO3

-，其排出形式主要以 15
N-NO3

-為主，並且

在 6 個小時內排出絕大部分劑量。1 mg/20 g body weight 及 5 mg/20 g body weight 的 15
N-NO3

-

施予劑量分別在 6 個小時內以 15
N-NO3

-形式排出 79.5%及 71.1%口服劑量；極少部分 15
N-NO3

-

會還原轉化為 15
N-NO2

- ，約有 0.01~0.02%主要在 6 個小時內以 15
N-NO2

-形式排出。如下圖十

五，而當小鼠施予 15
N-NO2

-，其排出形式仍主要以 15
N-NO3

-為主，且在 6 個小時內排出絕大部

分劑量。0.2 mg/20 g body weight、1 mg/20 g body weight 及 2 mg/20 g body weight 的 15
N-NO2

-

施予劑量分別在 6 個小時內以 15
N-NO3

-形式排出 57.9%、58.3%及 56.1%口服劑量；少部分
15

N-NO2
-
 (0.2~0.6%)會以原態 15

N-NO2
-在 6 個小時內經尿液排出。因此由 15

N-NO3
-及 15

N-NO2
-

餵食後的縱貫性研究，我們發現推斷小鼠不管外在暴露 NO2
-或 NO3

-，大部分在 6 個小時內排

出，其在尿液中的主要形式皆為 NO3
-。因此尿液中 NO3

-的量測所代表的是短時間內(< 6 小

時)NO2
-及 NO3

-的總暴露量。此外，尿液中 NO2
-的量測不易作為外在暴露 NO2

-的指標，因絕大

部分 NO2
-會在體內氧化成 NO3

-再排入尿液中。 
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圖十四、小鼠餵食 15
NO3

-後 72 小時內尿液中 15
NO2

-及 15
NO3

-排出量變化(n=6) 

 

 

圖十五、小鼠餵食 15
NO2

-後 72 小時內尿液中 15
NO2

-及 15
NO3

-排出量變化(n=6) 
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(六) 成果自評 

    動物外在暴露 NO2
-及 NO3

-後，量測體內 NO2
-及 NO3

-易遭受本身內生性 NO2
-及 NO3

-的干

擾問題。總計畫成功運用 on-line SPE LC-MS/MS 搭配 DAN 衍生化法建立體液中 15
N-NO2

-及
15

N-NO3
-分析技術，此方法具有高敏感度及高特異性，可以準確量測體液中的 15

N-NO2
-及

15
N-NO3

-，作為追蹤硝酸鹽及亞硝酸鹽在動物體內代謝轉化的重要工具。此分析技術提供子計

畫三餵食 15
N-NO3

-小鼠體液中 15
N-NO2

-及 15
N-NO3

-的精準定量且能排除內生性干擾問題。NO2
-

及 NO3
-的質譜量測成果部分已發表於國際重要自由基期刊 Free Radical Biology and Medicine 

(Impact factor = 5.784)及兩篇研討會論文發表在 Clinical Applications of Mass Spectrometry 

Conference, 2014, Barcelona, Spain。同時，在本研究的支持下發表蛋白質的硝化產物質譜分析

法”Simultaneous Detection of 3-Nitrotyrosine and 3-Nitro-4-hydroxyphenylacetic Acid in Human 

Urine by Online SPE LC-MS/MS and Their Association with Oxidative and Methylated DNA 

Lesions”於國際期刊 Chemical Research in Toxicology (2015)。 
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子計畫一 計畫主持人：余豐益 教授 

亞硝胺之單株抗體生產與酵素免疫分析法及快速奈米金免疫檢測詴紙之開發及應用 

 

(一)前言 

亞硝胺 （nitrosamin）是四大食品污染物之一，葉菜類、加工食品、酒和香煙中都含有亞

硝胺，而且亞硝胺也被應用於化妝品和塑膠製品的製程中，此外，食物中的亞硝酸鹽類和胺在

酸性環境中會進行胺化反應而生成亞硝胺，而食品中亞硝胺的含量也因此提高。亞硝胺已經被

世界認定為三大致癌物質之一，過去文獻中已經證實被餵食 N-nitrosodimethylamine (NDMA) 

的大鼠有肝衰竭的現象發生 (Hultin et al., 1960)，在許多文獻中已經證明亞硝胺對實驗動物具

有致癌性，而且從流行病學的統計結果中顯示食入亞硝胺的多寡與食道癌、胃癌和肝癌的發生

率成正相關係 (Eichholzer, 1998 ; Jakszyn and Gonzalez, 2006)，但是目前還沒有直接的實驗數

據指出亞硝胺在人體的致癌性，因此亞硝胺中的  N-Nitrosodimethylamine (NDMA) 及 

N-Nitrosomethylethylamine (NMEA)已被 International Agency for Research on Cancer (IARC) 分

類為 2A， 而 N-Nitrosopyrrolidine (NPyr) 被歸類為 2B 類致癌物質，而香煙中含有三種高劑

量 的 亞 硝 胺 分 別 是 ： N-Nitrosonornicotine (NNN) 、 4-(nitrosomethylamino)  

-1-(3-pytidyl)-1-butanone (NNK)和 4-(Methylnitrosamino)-1- (3-Pyridyl)-1-Butanol (NNAL)，也被

證實於癌症進程習習相關，此外過去文獻指出當嬰兒長期攝取含有過量的硝酸鹽的食物，會導

致嬰兒有呼吸急促、震抖、心律困難和窒息的風險 (1995; Sanchez-Echaniz et al., 2001)，因此

各國對亞硝胺的使用提出各項規定和限制，歐盟禁止亞硝酸鹽用於嬰兒食品，而且規定嬰兒的

塑膠製品內亞硝胺的含量不可以超過 0.05 mg/kg，在乳酪中硝酸鹽含量需要少於 50 mg/kg，

醃製肉品中不可以超過 250 mg/kg，而新鮮蔬菜 （菠菜和萵苣）中最高硝酸鹽含量不可以高

於 4,500 mg/kg;美國則規定應用於煙燻肉類及煙燻鮭魚其最終成品之硝酸鹽及亞硝

酸鹽殘留限量分別為 500 ppm 及 200 ppm，而應用於煙燻鮪魚其最終成品之亞硝

酸鹽限量為 10 ppm。我國規定硝酸鹽及亞硝酸鹽添加於肉類品及魚肉製品，用量

以 NO2 殘留量計需要在 70 ppm 以下，但生鮮肉類、魚類不得檢出。因為亞硝胺的

致癌性及其對於食品的污染，因此分析食品中亞硝胺的含量是非常重要的，目前可以利用氣相

層析儀 （Gas Chromatography, GC）、分光光度儀 （Spectrophotometry）以及液相層析串聯式

質譜儀 （Liquid chromatograph tandem mass spectrometry, LC MS/MS） 等儀器檢測食品、香菸、

化妝品和塑膠製品中亞硝胺的含量多寡，但是因為以上檢測方式的過程過於繁瑣，而且需要專

業人員的操作，因此開發一套快速且簡易操作的檢測方式是非常重要的。 
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 (二)研究目的 

 有鑑於亞硝胺對於人體有致癌風險的存在，因此本計劃希望藉由開發檢測方式，來降低社

會大眾誤食的機率，並提升農業及食品加工業對硝酸鹽類使用的憂患意識。因此，本計畫擬藉

由亞硝胺專一性單株抗體之生產來開發一快速且費用低廉的酵素免疫分析法以及便利的快速

奈米金免疫檢測詴紙來檢測食品以及香煙中的亞硝胺的含量，期望可藉由免疫快速檢測方式的

開發，協助人民免於亞硝胺食品安全的恐懼。 

 

(三)研究方法 

3.1. 製備不同的亞硝胺接合物 

    由於亞硝胺鹽類的分子量小，而且不具有抗原性，因此必須利用不同的衍生方法以增加

亞硝胺的分子量，接著與載體蛋白質接合，進而對實驗動物進行免疫，製備抗體。 

3.1.1. 利用 EDC/NHS 修飾法合成 NMU-BSA 

為了將 N-Nitroso-N-methylurea (NMU) 接合至牛血清蛋白質 （Bovine serum albumin, 

BSA）接合，於是首先取 3 mg BSA 溶於 0.6 ml 0.1 M carbonate buffer pH 9.6 中，接著加入

4.5 mg 1-Ethyl-3- [3-dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride (EDC) 及 2.25 mg 

N-hydroxysuccinimide (NHS) 溶於 DMF 溶液，室溫反應 30 分鐘後，緩慢加入 3 mg NMU 

溶於 0.3 mL DMF 中，室溫下攪拌兩小時後，於 4°C 反應 16 小時，最後以 0.01 M PBS 透

析三次，並且將蛋白質保存於 -20°C 的環境中。 

 

3.1.2. 利用高碘酸鹽 (Sodium Periodate) 法合成 NMU-HRP 

 取 3 mg 辣根過氧化氫酵素 (Horseeradish peroxidase HRP)溶於 0.6 mL d2H2O，接著加入 

0.6 mL 0.1M Sodium Periodate，在室溫反應 30 分鐘後，以 2 L 0.001 M Acetate buffer 透析三

次，接著加入 0.05 ml 0.2 M Carbonate buffer pH 9.6，接著加入 0.5 mg NMU 溶於 0.05 mL 

DMF 中，在室溫且避光環境中反應 4 小時之後，再加入 0.12 mL 的 4 mg/mL Sodium 

borohydeide，室溫反應 1 小時，最後以 2 L 的 0.01 M PBS 進行透析三次。 

 

3.1.3. 利用 EDC/NHS 修飾法合成 NMU-CA(PEG)4-BSA 

3.1.3.1 合成 NMU-CA(PEG)4 

首先取 2 mg 的 CA(PEG)4 溶於 0.4 mL 0.01 M PBS 中，接著加入 6 mg 的 EDC 和 3  

mg 的 NHS 溶解於 DMF 溶液中，在室溫下反應 30 分鐘使 CA(PEG)4 活化，接著加 

入 1 mg 的 NMU 溶於 0.2 mL 的 DMF 溶液，先在室溫中反應 2 小時，接著再移至  

4°C 中反應 16 小時。 
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3.1.3.2. 合成 NMU-CA(PEG)4-BSA 

首先取 2 mg 的 BSA 溶在 0.3 mL 0.01 M PBS 中，接著加入 3 mg 的 EDC 和 1.5 mg  

的 NHS 溶解於 DMF 溶液中，在室溫中反應 1 小時，接著加入 1.8 mL 的  

2-mercaptoethanol (最終濃度為 20 mM)，在室溫中反應 15 分鐘，接著將 

NMU-CA(PEG)4 加入上述反應中，並且先在室溫中反應 2 小時，接著再移至 4°C 中反 

應 16 小時，最後以 0.01 M PBS 透析三次，並且將蛋白質保存於 -20°C 的環境中。 

 

3.1.4. 利用 EDC/NHS 修飾法合成 NMU-BTG-NMBA 

 首先取 8 mg 的牛甲狀腺素球蛋白（thyroglobulin from bovine thyroid, BTG）溶於 0.8 mL 

的  0.1 M carbonate buffer pH 9.6 ， 接 著 加 入 1 mg 的  NMU 和  1 mg 的 

N-Nitroso-N-methyl-4-aminobutyric Acid (NMBA)分別溶於 0.2 mL 的 DMSO 溶液中，最後

加入 3 mg EDC 和 1.5 mg NHS 溶解於 DMSO 溶劑中，先在室溫中反應 2 小時，接著再

移至 4°C 中反應 16 小時，最後以 0.01 M PBS 透析三次，並且將蛋白質保存於 -20°C 的

環境中。 

 

3.1.5. 利用 EDC/NHS 修飾法合成 NMBA-HRP 

首先取 1 mg N-Nitroso-N-methyl-4-aminobutyric Acid （NMBA） 溶於 0.05 ml DMSO 溶

液中，接著加入 3 mg EDC 及 2 mg NHS 溶於 DMSO 溶液，室溫反應 30 分鐘後，緩慢加

入 3 mg HRP 溶於 0.15 mL carbonate buffer 中，室溫下攪拌兩小時後，於 4°C 反應 16 小

時，最後以 0.01 M PBS 透析三次，並且將蛋白質保存於 -20°C 的環境中。 

 

3.1.6. 利用 EDC/NHS 修飾法合成 NLP-KLH/BSA NLP(N-Nitroso-L-Proline) 

 首先取 1 mg 的 N-Nitroso-L-Proline （NLP） 溶於 0.1 mL DMF 中，接著加入 3 mg EDC

及 1.5 mg NHS 溶於 DMF 溶液，室溫反應 30 分鐘後，接著加入 2 mg 鎮眼帽貝血藍蛋白

（Keyhole-Limpet Hemocyanin, KLH）或 2 mg BSA 溶於 0.3 ml 0.1 M carbonate buffer pH 

9.6，室溫下攪拌 2 小時後，於 4°C 反應 16 小時，以 0.01 M PBS 中透析三次，並且將蛋

白質保存於 -20°C 的環境中。 

 

3.1.7. 利用 EDC/NHS 修飾法合成 NLP-HRP 

首先取 1 mg NLP 溶於 0.1 mL DMF 中，接著加入 3 mg EDC 及 1.5 mg NHS 溶於 DMF 

溶液，室溫反應 30 分鐘後，接著加入 4 mg HRP 溶於 0.3 ml 0.1 M carbonate buffer pH 9.6，

室溫下攪拌 2 小時後，於 4°C 反應 16 小時，以 0.01 M PBS 中透析三次，並且將蛋白質

保存於 -20°C 的環境中。 
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3.1.8. 利用琥珀酸酐法 (succinic anhydride) 衍生 NLP, NNA 

 為了將 NLP 和 N-Nitroso Nipecotic Acid (NNA) 中的羥基 （hydroxide group, -OH）衍生

成羧基 （carboxyl group. -COOH），以利接合至載體蛋白質上，因此，首先各取 1 mg 的 NLP 

和 NNA 溶於 50 μL 的吡啶 （pyridine），接著加入 0.5 mg 的 succinic anhydride 溶於 120 

μL pyridine 中，在室溫而且含有氮氣的環境中反應 60 小時後，利用減壓濃縮的方法將 

pyridine 移除，並且用 250μL 的 DMF 和 1,4-dioxane (比例為 1:1)混合液回溶。 

 

3.1.9. 利用 EDC/NHS 修飾法合成 NLP-SH-BSA, NNA-SH-BSA 

 首先分別取 1 mg 的 NLP-SH 或 1 mg 的 NNA-SH 溶於 0.5 mL DMF 中，接著加入 2 

mg EDC 及 1.5 mg NHS 溶於 DMF 溶液，室溫反應 2 小時後，接著分別加入 4 mg 或 3 mg 

BSA 溶於 0.8 ml 0.1 M carbonate buffer pH 9.6，室溫下攪拌 2 小時後，移至 4°C 環境中反

應 16 小時，再以 0.01 M PBS 中透析三次，並且將蛋白質保存於 -20°C 的環境中。 

 

3.1.10. 利用 EDC/NHS 修飾法合成 NNA-BSA/γ-globulin/HRP 

 取 1 mg 的 NNA溶於 0.1 mL DMF 中，接著加入 3 mg EDC及 1 mg NHS 溶於DMF 溶

液，室溫反應 30 分鐘後，接著分別加入 1 mg BSA 或 1 mg γ 求蛋白質 （γ-globulin）溶

於 0.15 ml 0.1 M carbonate buffer pH 9.6，在 4°C 環境中反應 16 小時後，再以 0.01 M PBS 

中透析三次，並且將蛋白質保存於 -20°C 的環境中。 

 

3.1.11. 利用乙二胺法（Ethylenediamine, EDA）衍生 BTG/BSA 

 為了增加毒素與載體蛋白質接合的機率，所以利用 EDA 的修飾將蛋白質上的羧基衍生成

胺基 （amide group, -NH2）。首先取 50 mg 的 BTG 或 BSA 溶於 2.5 mL 的 d2H2O 中，

接著加入 70 mg 的 EDC，並且加入 200 μL 的 10 % EDA，並將 pH 值調到 5.5，在室溫中

反應 2小時後加入 80 mg 的 EDC，在室溫中反應 16小時後，以 0.01 M PBS 中透析三次，

並且將蛋白質保存於 -20°C 的環境中。 

 

3.1.12. 利用甲醛法  （Formaldehyde）修飾法合成 NNK-EDA-BTG/BSA, NNK-HRP 和 

NNAL-EDA-BTG, NNAL-γ-globulin 

 取  1 mg 的  Nicotine-derived nitrosamine ketone (NNK) 或  1 mg 的 

4-(Methylnitrosamino)-1-(3-Pyridyl)-1-Butanol (NNAL) 溶於 1 ml 0.1 M sodium acetate buffer 

pH 4.4，接著加入 2 mg 的 EDA-BTG/BSA 或 6 mg HRP 或 8 mg 的 γ-globulin 溶於 0.1 

M sodium acetate buffer pH 4.4 中，最後加入 100 μL 的 36.5 % 的 formaldehyde，在室溫而

且避光的環境中反應 72 小時後，以 0.01 M PBS 中透析三次，並且將蛋白質保存於 -20°C

的環境中。 
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3.1.13. 利用琥珀酸酐法 (succinic anhydride) 衍生 NNAL  

為了將 NNAL 中的羥基衍生成羧基，以利接合至載體蛋白質上，因此，首先各取 0.5 mg 

的 NNAL 溶於 100 μL pyridine，接著加入 0.5 mg 的 succinic anhydride 溶於 200 μL 

pyridine 中，在室溫而且含有氮氣的環境中反應  48 小時後，利用減壓濃縮的方法將 

pyridine 移除，並且用 100μL 的 甲醇 （Methanol）回溶。 

 

3.1.14. 利用 EDC/NHS 修飾法合成 NNAL-SH-BTG/BSA/OVA/γ-globulin 

 取 1 mg 的 NNAL-SH 溶於 0.1 mL 的 DMSO 中，接著加入 2 mg EDC 和 1 mg NHS 

溶於 0.1 mL DMSO 中，在室溫反應 2 小時，最後加入 8 mg 的載體蛋白質，在室溫中反

應 16 小時後，以 0.01 M PBS 中透析三次，並且將蛋白質保存於 -20°C 的環境中。 

 

3.1.15. 利用羰基二咪唑法 （Carbonyldiimidazole, CDI）修飾法合成 NNAL-CDI-NMU 

 為了使 NNAL 與 NMU 接合進而增加分子量，因此首先取 1 mg NNAL 溶於 0.3 mL 丙

酮 （acetone），接著加入 2 mg CDI 溶於 0.3 mL Acetone，在 37°C 而且避光的環境中反應 3

小時，接著加入 1 mg NMU 溶在 0.39 mL 0.05 M carbonate buffer pH 9.6，在室溫而且含有

氮氣的環境中反應 48 小時，最後用薄層色層分析法分析衍生結果。 

 

3.1.16. 利用甲醛法 （Formaldehyde）修飾法合成 NNAL-CDI-NMU-BSA/OVA 

 取 1 mg 的 NNAL-CDI-NMU 溶於 1 mL 0.1 M Sodium acetate buffer pH 4.4，接著加入 2 

mg BSA 溶於 1 mL 0.1 M Sodium acetate buffer pH 4.4，最後加入 0.1 mL 36.5% 

formaldehyde，在室溫而且避光的環境中反應 72 小時，接著在 4°C 環境中反應 16 小時後，

以 0.01 M PBS 中透析三次，並且將蛋白質保存於 -20°C 的環境中。 

 

3.2. 檢測亞硝胺衍生結果 

 3.2.1 薄層色層分析法 

將亞硝胺的衍生後的產物包含 NLP-SH、NNA-SH 和 NNAL-SH 以減壓濃縮的方式

將有機溶劑抽乾，再以 DMSO 或甲醇回溶衍生物，接著分別將等量的亞硝胺衍生物和標

準品點在正相薄層層析片 （normal-phase thin-layer chromatography）上，接著將層析片置

於含有 10 ml 的展開液（NKP-SH 的展開液是 Dichloromethane : Methanol : Acetic acid = 

8:2:1， NNA-SH 的展開液是 Ethyl Acetate : Hexane : Acetic Acid = 5:5:0.1，NNAL-SH 的

展開液是 Dichloromethane : Methanol = 9:1）的展開槽中進行層析實驗，待溶液被牽引至

終止線時停止層析，並以 254 nm 波長的紫外光下觀察結果。 

 

3.2.3 十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳分析法 （SDS-PAGE electrophoresis assay） 

取 10 μg 的毒素-蛋白質衍生物進行 10% SDS-PAGE，其中堆積層膠體（ stacking gel
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內含有 d2H2O、5% poly-acrylamide (Acrylaminde : Bis = 29 : 1)、126 mM Tris pH 6.8、0.1% 

SDS、0.1% APS、0.1% TEMED，而分離層膠體 （separating gel）內含有 d2H2O、10% 

poly-acrylamide (Acrylaminde : Bis = 29 : 1)、375 mM Tris pH 8.8、1% SDS、1% APS、0.04% 

TEMED。以 80-120 伏特室溫下進行約 90 分鐘的電泳分析，接者將 SDS-PAGE 置入考

馬斯亮藍溶液 （Coomassie brilliant blue solution）中在室溫中染色 30 分鐘，接著利用退

染劑 （destain buffer）將 SDS-PAGE 退染至背景質變透明，即可以利用掃描的方式記錄

實驗結果。 

 

3.3. 製備亞硝胺抗體 (Immunization) 

3.3.1 免疫小鼠 

 為了產生亞硝胺專一性的單株抗體，因此每隻老鼠被接種 50 μg 的亞硝胺的載體蛋白質

（nitrosamine-conjugated carrier proteins），實驗步驟為將 100 μg 的亞硝胺的載體蛋白質溶於 

400 μL 的 0.01 M PBS，並加入等體積的費氏完全佐劑 (complete Freund’s adjuvant) 混合均

勻，分別以腹腔注射方式接種至 2 隻雌性週齡 4 週 Balb/c 品種的小鼠，兩週後再以 100 μg 

的亞硝胺的載體蛋白質溶於 400 μL 的 0.01 M PBS，以腹腔注射方式接種至小鼠腹腔中，

並以尾部採血以及離心的方式（13,000 rpm; 30 分鐘; 4 °C）獲得血清，接著利用 cdELISA 或 

ciELISA 測詴是否有亞硝胺專一性抗體的產生，而且在每週採血結束時打入與初次接種等劑

量的抗原，以加強免疫反應。 

 

3.3.2 免疫紐西蘭大白兔 

 為了使紐西蘭大白兔對亞硝胺產生專一性的多株抗體，因此將  0.5 mg 的

NNAL-γ-globulin 溶於 1000 μL 的 0.01 M PBS，並加入等體積的費氏完全佐劑 (complete 

Freund’s adjuvant) 混合均勻，並將混合物以表皮注射的方式帄均接種在兔子背部表皮，四週

後再進行增強免疫的動作，取 0.5 mg 的 NNAL-γ-globulin 溶於 1000 μL 0.01 M PBS ，並加

入等體積的費氏不完全佐劑 (incomplete Freund’s adjuvant) 混合均勻，接著以皮下注射的方

式注射在兔子的四肢皮下，第五週後即可對兔子進行耳動脈採血，並利用 ciELISA 檢測血清

中是否產生亞硝胺的專一性抗體。 

 

3.4. 非 直 接 競 爭 型 酵 素 連 結 免 疫 吸 附 分 析 法  (Competitive indirect enzyme-linked 

immunosorbent assay, ciELISA) 

 在 96 孔盤中分別加入 100 μL 不同的亞硝胺的載體蛋白質（nitrosamine conjugated carrier 

proteins）(以 0.01 M PBS 稀釋：1:1,000)，於 4 °C 環境中反應 16 小時後，以 washing buffer (0.05 

% Tween 20 in 0.01 M PBS) 洗去未反應的物質，接著加入 170 μL 的 blocking solution (0.1 % 
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BSA in 0.01 M PBS)， 置於 37 °C 環境中反應 30 分鐘後，以 washing buffer 洗去未反應的物

質，接著加入 50 μL 的亞硝胺標準品並同時加入 50 μL 亞硝胺的抗體 （以 0.01 M PBS 稀釋

成不同比例），於 37 °C 環境中反應 1 小時後，以 washing buffer 洗去未反應的物質，接著加

入 100 μL 二級抗體 （以 0.01 M PBS 稀釋：1:20,000），置於 37 °C 環境中反應 1 小時後，

以 washing buffer 洗去未反應的物質，接著加入 100 μL 的 TMB substrate，在室溫且避光的

環境中反應 30 分鐘後，加入 100 μL 1 N HCl 終止反應，最後利用 ELISA reader 測量波長 450 

nm 和 650 nm 的吸光值。 

 

3.5. 直接競爭型酵素連結免疫吸附分析法 (Competitive direct enzyme-linked immunosorbent 

assay, cdELISA) 

 首先在 96 孔盤中加入 100 μL anti mouse Fc 的抗體 （以 0.01 M PBS 稀釋: 1:2,000），於 

37 °C 環境中反應 2 小時後，以 washing buffer 洗去未反應物質，再加入 100 μL 亞硝胺的抗

體（以 0.01 M PBS 稀釋），於 37 °C 環境中反應 1 小時後，以 washing buffer 洗去未反應的

物質，接著加入 170 μL 的 blocking solution， 在 37 °C 環境中反應 30 分鐘後，以 washing 

buffer 洗去未反應的物質，接著加入 50 μL 的亞硝胺的標準品（濃度 1 ng/mL ~1,000 ng/mL），

而且同時加入 50 μl 的 亞硝胺-HRP (以 0.01 M PBS 稀釋)，於 37 °C 環境中反應 1 小時後，

以 washing buffer 洗去未反應的物質，並加入 100 μL 的 TMB substrate，在室溫且避光的環

境中反應 30 分鐘後，加入 100 μL 1 N HCl 終止反應，最後利用 ELISA reader 測量波長 450 

nm 和 650 nm 的吸光值。 

 

(四)結果與討論 

由於 NDMA 和 NMEA 的分子量小，而且不具有抗原性，加上其中無適當的官能基與載

體蛋白質接合，因此我們選擇 NDMA 的結構類似物 NMU 和 NMBA 以及 NPyr 的結構類

似物 NLP 及 NNA 作為目標物置備免疫抗原，根據過去實驗室的經驗，先前置備出六種不同

的免疫抗原，包含  NMU-BSA、NMU-KLH、NMU-γ-globulin、NMU-CA(PEG)4-BSA 及 

NMU-CA(PEG)4-γ-globulin，其中只有 NMU-BSA (1:1) 抗原可以使老鼠產生抗體，但是產生

之抗體不穩定而且競爭效果不好，因此推測 NMU 與載體蛋白質的比例尚不適合，故後續嘗

詴改變 NMU 與載體蛋白質的接合比例成 1:2 及 1:3，卻未有增加競爭效果的現象，此外我們

也嘗詴利用其他的亞硝胺類化合物 NLP、NNA 及 NMBA 製備免疫抗原，其中包含 NLP-BSA、

NLP-γ-globulin、NLP-KLH, NLP-suc-BSA （NLP-SH-BSA）、NNA-BSA、NNA-γ-globulin、

NNA-suc-BSA （NNA-SH-BSA） 和 NMU-BSA-NMBA。根據 SDS-PAGE (圖一和圖二)的結

果顯示免疫抗原 NLP-BSA、 NLP-suc-BSA 皆呈現模糊帶狀，推測因為 BSA 與 NLP 接合程

度不一致，導致蛋白質片段大小不一，因此我們認為免疫抗原應該置備成功。而
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NMU-BSA-NMB 在 SDS-PAGE 的結果中的模糊帶狀較不明顯，NNA-BSA 則以拖長帶狀出現

在分子量較高的位點，因此不確定是否接合成功，但是推測亞硝胺-載體蛋白質的結構大小有

增加的現象，因此接著進行老鼠免疫，並採集老鼠血清並利用 ELISA 檢測抗體產生的狀況，

ELISA (圖三和圖四)的結果指出，目前 NLP、NNA 接合蛋白質以及嘗詴 NMU-BSA-NMBA 結

合方式免疫老鼠之抗體測詴皆未有明顯的競爭效果出現。 

 

因為以上的免疫抗原無法使老鼠產生較穩定的抗體，因此我們推測原因可能為 NMU、

NMBA、NLP 和 NNA 的分子量太小的原因，因此接著我們嘗詴將分子量較大的亞硝胺- NNK

及 NNAL 與不同的載體蛋白質接合，並且免疫老鼠，除了利用不同結合方式直接將 NNK 或 

NNAL 接合至載體蛋白質上之外，我們也嘗詴利用 succinic anhydride 方法改變 NNAL 的官

能基以利接合至載體蛋白質上，另外我們也利用 Carbonyldiimidazole 結合法將 NNAL 以及 

NMU 接合在一起，已達到增加分子量的目的，從 TLC (圖五)的結果得知 NNAL-CDI-NMU 

的極性與原本的 NNAL 和 NMU 有差異，因此我們推測此衍生方法成功，而從 SDS-PAGE

的結果 （圖六）顯示當 NNAL-CDI-NMU 接合到載體蛋白質後，使載體蛋白質的分子量產生

改變，因此推測該次接合實驗成功。免疫實驗中，我們將 NNK-EDA-BTG、NNK-EDA-BSA、

NNAL-SH-BTG、NNAL-SH-BSA、NNAL-SH-γ-globulin、NNAL-γ-globulin、NNAL-EDA-BTG

或  NNAL-CDI-NMU-BSA 分別接種至老鼠中，從  ELISA（圖七和圖八）的結果中得知 

NNK-EDA-BTG、NNK-EDA-BSA、NNAL-γ-globulin、NNAL-EDA-BTG 皆有抗體產生，但是

競爭效果不佳而且老鼠產生抗體的品質也不穩定，因此仍然需要修改亞硝胺和載體蛋白質的比

例或結合方式，此外也可以藉由增強免疫，使老鼠穩定的產生抗體。從 ELISA （圖八）的結

果中顯示 NNAL-γ-globulin 可以使老鼠產生競爭效果比較好的抗體，因此我們將該抗原對兔

子進行免疫，但是從 ELISA 的檢測結果，我們發現兔子對於 NNAL-γ-globulin 抗原仍然沒有

抗體的產生，因此可以藉由增加兔子的免疫反應或改接種其他的抗原來改善此現象。 
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(六)成果自評 

此一亞硝胺之單株抗體生產與酵素免疫分析法及快速奈米金免疫檢測詴紙之開發及應用

計畫。本計劃目前已經利用不同的接合法製備許多亞硝胺-載體蛋白質的免疫抗原，而且也嘗

詴將亞硝胺藉由不同的衍生方法再與載體蛋白質接合，而且從實驗結果得知我們成功開發出製

備亞硝胺抗原的方法，但是抗原免疫老鼠無法獲得穩定的抗體生成，也使得融合瘤細胞無法產

生，我們也嚐詴利用兔子來生產多株抗體, 但是遇瓶頸，這也說明了為何節至目前為止仍然沒

有亞硝胺之抗體發表出來，因此未來可以嘗詴不同的亞硝胺類似物與接合比例或免疫方法，以

改善抗體不穩定和辨識效果不佳的問題，並進一步成功生產辨識亞硝胺的抗體並將酵素免疫分

析法和快速奈米金免疫檢測詴紙開發出來。 
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圖三、以直接競爭型 ELISA 測詴老鼠產生之辨識 NMU-BSA 的抗體。 
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子計畫二 計畫主持人：胡瓊文 教授 

運用連線固相萃取-液相層析串聯質譜儀開發食物中亞硝胺快速分析法及

國人暴露評估 

 

(一) 前言 

 食物中原本就自然存有微量的 N-nitrosamines，但食物中的 N-nitrosamines 主要因人為加工

而大量產生，例如啤酒、醃漬肉品、起司加工品及魚等[Tricker et al., 1991]。尤其是醃漬或加

工肉品，亞硝酸鹽  (NO2
-
) 是肉品醃漬過程中極為重要之鹽漬劑，易與肉品胺基酸形成

N-nitrosamines。N-nitrosamines 的管制只在部分國家或部分食品有管制，美國將加工肉品中總

揮發性 N-nitrosamines 限制值設為 10 µg/kg；中國則限制魚類製品中 NDMA 須低於 7g/kg。目

前台灣尚未訂定食品 N-nitrosamines 的管制標準，只有衛生署公告「嬰兒奶嘴之亞硝胺限量標

準」為 10 ppb。此外，飲用水中的 N-nitrosamines 近年來受到極大的注意，尤其是 NDMA。

一般自然界原水中幾乎不含 N-nitrosamines，但原水經由消毒後，飲用水中可發現 NDMA 顯著

升高，最高可測出 65 ng/L (美國飲用水 NDMA 標準為 10 ng/L) [Nawrocki and Andrzejewski, 

2011]。飲水在生活中不可或缺且食品製程皆會使用到飲水，飲用水中 N-nitrosamines 的暴露

貢獻也應考量。 

 雖然食物中的 N-nitrosamines 種類很多，1970 年至今有不少報導食物中 N-nitrosamines 濃

度的文獻，但常只有 NDMA、NDEA、NPyr 及 NPip 被納入分析，主要的原因是直到現在食

品 N-nitrosamines 的分析方法依然沒有進步[Crew, 2010]。目前國際上食品中的 N-nitrosamines

的分析方法以氣相層析熱能分析儀 (GC-TEA) 及氣相層析質譜儀 (GC-MS) 為主，這些分析

方法常遭遇特異性及靈敏度不足、前處理複雜及分析時間過長等問題。 

   亞硝胺的暴露來源可分為外在暴露及體內生成暴露。外在暴露除了目前已知的食物中

N-nitrosamines 外，香菸煙霧、化妝品及職業場所  (如橡膠製程 ) 等也會帶來外因性

N-nitrosamines 暴露。體中內生性 N-nitrosamines 暴露係由於人類經由食物及飲用水暴露到硝酸

鹽或亞硝酸鹽，它們進入人體後可與體內胺類作用生成 N-nitrosamines。因此量測人體內 (如

尿液或血液) 的 N-nitrosamines，所代表的是外在暴露及體內生成 N-nitrosamines 的總合。特別

是以非侵入性的方法 (尿液) 評估 N-nitrosamines 在體內的劑量，對於 N-nitrosamines 的暴露及

健康風險評估有很大的幫助。 

 

(二) 研究目的 

 本子計畫將運用”連線固相萃取-液相層析串聯質譜儀”開發食物中亞硝胺快速分析法，應

用在各式代表性食品的 N-nitrosamines 分析，研究結果將可提供相關單位作為管制標準制定的

重要參考。同時本研究也將建立一套「on-line SPE LC-MS/MS」分析系統，搭配手動固相萃取 

(off-line SPE)，以量測尿液中的亞硝胺。藉由此生物偵測工具可逐年觀察國人體內

N-nitrosamines 濃度的改變，作為政府單位在管制食品 N-nitrosamines 或其前驅物 (硝酸鹽或亞

硝酸鹽) 成效的直接證據。 
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(三) 研究方法 

(1) 建立 on-line SPE LC-MS/MS 分析食品 N-nitrosamines: 

下表為 9 種亞硝胺在 MS/MS 的最佳化偵測條件。 

 

表一、Tandem mass spectrometry parameters for the nine N-nitrosamines 
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由於 9 種亞硝胺在不同的游離源下各自的敏感度不同(如表二)。表三及表四分別為大氣壓

力化學離子化法(atmospheric pressure chemical ionisation, APCI)及電灑離子化法(electrospray 

ionization, ESI)於 on-line SPE LC 的層析條件。NDMA、NMEA、NPyr 及 NMor 在 APCI 下有

較佳的敏感度。而 NDPA、NDBA 和 NDPhA 在 ESI 下有較佳的敏感度。NDPhA 因熱不穩定

在 APCI 中易裂解難以偵測此外 NDEA 和 NPip 在兩種離子源感度差異不大，但分析中發現

NDEA 和 NPip 在 APCI 離子源下食品基質干擾嚴重，所以 NDEA 和 NPip 未來分析皆在 ESI

離子源下。圖一及圖二分別是 9 種亞硝胺標準品在 APCI 及 ESI 的游離源下的層析圖譜。 

 

表二、9 種亞硝胺在 APCI 與 ESI 離子源下偵測極限 (LOD) 比較 

Compound 
APCI ESI 

LOD (ng/mL) LOD (ng/mL) 

NDMA 0.32 6.51 

NMEA 0.27 1.36 

NPyr 0.41 1.13 

NMor 0.02 0.39 

NDEA 0.39 0.93 

NPip 0.71 0.89 

NDPA 0.29 0.17 

NDBA 0.13 0.04 

NDPhA ND 0.007 
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表三、Column-switching programming and the gradients for both online SPE cleanup and LC separation for the APCI source 

 

  

 

 Eluent I (trap column)  Eluent II(analytical column)    

Time 

(min) 

Solvent Ia,
a
 

(%) 

Solvent Ib,
b
 

(%) 

 Solvent IIa,
c
 

(%) 

Solvent IIb,
d
 

(%) 

Valve 

position 

Flow rate 

(mL/min) 

Remarks 

0 100 0  86 14 A 0.2 Injection and washing of sample 

1.8 100 0  86 14 B 0.2 Start of elution to the analytical column 

2.5 100 0  86 14 B 0.2  

6.0 80 20  12 88 B 0.2  

8.0 80 20  12 88 B 0.2  

9.0 0 100  12 88 A 0.2 End of elution; trap column cleanup and reconditioning 

11 0 100  12 88 A 0.2  

13 0 100  0 100 A 0.2  

16 0 100  0 100 A 0.2  

17 100 0  0 100 A 0.2  

20 100 0  0 100 A 0.2  

20.1 100 0  86 14 A 0.2  

22 100 0  86 14 A 0.2  

a
 5% (v/v) acetonitrile containing 0.1% (v/v) formic acid.  

b
 75% (v/v) acetonitrile containing 0.1% (v/v) formic acid.  

c
 10% (v/v) acetonitrile containing 0.1% (v/v) formic acid.  

d
 80% (v/v) acetonitrile containing 0.1% (v/v) formic acid.  
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表四、Column-switching programming and the gradients for both online SPE cleanup and LC separation for the ESI source 

 

  

 

 Eluent I (trap column)  Eluent II (analytical column)    

Time 

(min) 

Solvent Ia,
a
 

(%) 

Solvent Ib,
b
 

(%) 

 Solvent IIa,
c
 

(%) 

Solvent IIb,
d
 

(%) 

Valve 

position 

Flow rate 

(mL/min) 

Remarks 

0.0 100 0  86 14 A 0.2 Injection and washing of sample 

2.1 100 0  86 14 B 0.2 Start of elution to the analytical column 

5.0 100 0  86 14 A 0.2 End of elution, continue washing 

6.5 80 20  12 88 B 0.2 Start of elution to the analytical column 

8.0 80 20  12 88 B 0.2  

12 0 100  12 88 B 0.2  

13 0 100  0 100 A 0.2 End of elution; trap column cleanup and reconditioning 

14 0 100  0 100 A 0.2  

16 100 0  0 100 A 0.2  

20 100 0  0 100 A 0.2  

20.1 100 0  86 14 A 0.2  

22 100 0  86 14 A 0.2  

a
 5% (v/v) methanol containing 1 mM (v/v) ammonium acetate.  

b
 75% (v/v) methanol containing 1 mM (v/v) ammonium acetate.  

c
 10% (v/v) methanol containing 1 mM (v/v) ammonium acetate.  

d
 80% (v/v) methanol containing 1 mM (v/v) ammonium acetate.  
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圖一、Online SPE LC-APCI-MS/MS chromatograms of nine N-nitrosamines and their isotope internal standards from a calibration standard 
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圖二、 Online SPE LC-ESI-MS/MS chromatograms of nine N-nitrosamines and their isotope internal standards from a calibration standard
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(2)樣本前處理： 

(a)啤酒/黑麥汁/醬油樣品：啤酒/黑麥汁/醬油皆購自於一般大賣場。我們選擇 15 種品牌市售啤

酒，產地分別來自台灣、大陸、其他亞洲及歐洲國家。黑麥汁 5 種品牌產地分別來自台灣及歐

洲國家。台灣製造的市售醬油共 4 個品牌包括 2 個純釀造醬油及 2 個化學醬油。如下圖所示，

將啤酒 (或黑麥汁) 倒入燒杯中靜置於 4°C 冰箱 48 小時除氣備用。醬油無須此除氣步驟。啤

酒  (或黑麥汁 /醬油 ) 加入定量的同位素混合內標準品  (NDMA-d6, NMEA-d3, NPyr-d8, 

NDEA-d10, NPip-d10, NMor-d8, NDPA-d14, NDBA-d18, NDPhA-d6) 後進行手動固相萃取。手動固

相萃取是參考美國環保局 (Environmental Protection Agency, EPA 521) 方法。選用 coconut 

charcoal 萃取管(2g/6 mL)分別以二氯甲烷、甲醇及水予以活化後，加入啤酒 (或黑麥汁/醬油) 後，

最後以二氯甲烷沖提出，再以氮氣吹拂裝置下濃縮，以備 on-line SPE LC-MS/MS 分析。  

 

圖三、液態樣本前處理程序 

 

(b)鼠尿樣品：子計畫二為協助子計畫三「亞硝胺前驅物在動物體內反應生成、毒性機制與

解毒模式探討」，我們亦利用 on-line SPE LC-MS/MS 搭配 isotope-dilution 方法同時分析鼠

尿中 9 種亞硝胺。協助子計畫三量測小鼠被施予硝酸鹽類後，體內亞硝胺的生成情形。收

集鼠尿 6 mL，加入定量的同位素混合內標準品後進行手動固相萃取。萃取處理程序如圖一。 

 

(c)肉類及魚類製品：樣本前處理方法參考 Sannino and Bolzoni [2013] 進行修改。如下圖四

所示，樣本預儲放於-80℃，取出後在未解凍下均質化後稱取 10 g 樣本，並添加九種同位素

內標準品混和液 (NDMA-d6, NMEA-d3, NPyr-d8, NDEA-d10, NPip-d10, NMor-d8, NDPA-d14, 

NDBA-d18, NDPhA-d6)。加入 0.1 N NaOH 溶液後，以超音波震盪處理 5 分鐘，再加入甲醇

溶液，將樣本置入培養箱中搖晃混合 1 小時。萃取液以預先用甲醇清洗過的玻璃微纖維濾

紙 (Glass Fiber Filter, 1.0 µm, 47 mm, Type AE, SKC Inc.) 過濾，取 15 mL 濾液加入 5 mL 

NaCl (20 g/100 mL) 溶液充分混合，以 ChemElut column (20 mL, Agilent technologies Inc.) 進

將啤酒（或黑麥汁）倒入燒杯中靜置於 4°C 冰箱 

48 小時除氣備用。醬油無須此步驟。 

取 12 mL 樣本加入 20 µL 同位素內標準品 

 

將 12 mL 樣本通過分別以二氯甲烷 (6 mL)、甲醇 (12 mL)

及水 (18 mL) 預活化後之 coconut charcoal 萃取管柱 

以 12 mL 二氯甲烷進行沖提並收集沖提液 

以氮氣吹拂濃縮至約 0.1 mL，等候分析 
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行吸附萃取，最後使用二氯甲烷沖提待測物，沖提液經氮氣吹拂濃縮，以 on-line SPE 

LC-MS/MS 進行分析。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖四、固態樣本前處理程序 

 

(四) 結果與討論 

(1) 以 on-line SPE LC-MS/MS 搭配同位素稀釋法同時分析啤酒中 9 種亞硝胺: 由於麥芽飲品 

(如啤酒及黑麥汁) 是國人廣泛飲用的飲料而醬油是國人日常生活使用频率極高的調味品。

我們因此選擇啤酒、黑麥汁及醬油作為首要液體食品亞硝胺分析對象。初步檢驗結果發現

15 種市售品牌啤酒皆檢測出 NDMA，其濃度也最高 (0.248-0.559 ng/mL)。檢出率其次為

NDPhA (檢出率:80%; ND-0.026 ng/mL)、NPYR (檢出率:60%; ND-0.263 ng/mL) 及 NDEA 

(檢出率:53%; ND-0.396 ng/mL)。其他亞硝胺如 NMEA、NPip、NMor、NDPA 及 NDBA

則皆未檢出 (低於 LODs)。9 種亞硝胺檢測結果整理如下表五。圖五為典型的啤酒亞硝胺

on-line SPE LC-MS/MS 層析圖譜檢測出 NDMA 及 NDPhA 為例。 

 

表五、15 種市售啤酒亞硝胺含量 (ng/mL) 

Source/Sample NDMA NPyr NDEA NDPhA 

Taiwan B1 0.364 0.263 0.104 0.006 

 
B2 0.32 ND ND 0.006 

 
B3 0.344 0.094 ND 0.013 

China B4 0.484 ND 0.106 0.006 

以食物均質機將樣本切碎並均質化 

 

稱取 10 g 樣本加入 20 µL 同位素內標準品 

加入 10 mL 0.1 N NaOH，在室溫下以超音波震盪處理 5 分鐘 

再加入 20 mL 甲醇，將樣本放置培養箱中震盪萃取 60 分鐘 

 

樣本離心後以預先用甲醇 (5 mL) 清洗過的玻璃微纖維濾紙過濾 

取 15 mL 濾液加入 5 mL NaCl (20 g/100 mL) 

均勻混合後，將樣本通過 ChemElut 萃取管柱 

 

靜置吸附 20 分鐘後，以 40 mL 二氯甲烷沖提並收

集沖提液；以氮氣吹拂濃縮至 0.1 mL，等候分析 

 



38 
 

 
B5 0.403 ND 0.103 0.026 

 
B6 0.248 ND ND 0.009 

 
B7 0.419 ND 0.06 ND 

Japan B8 0.409 0.259 0.073 0.011 

 
B9 0.421 0.216 ND ND 

 B10 0.548 0.155 ND 0.014 

Korea B11 0.3 0.085 0.396 0.011 

Malaysia B12 0.507 ND 0.141 0.01 

 B13 0.448 0.23 ND 0.005 

Netherlands B14 0.467 0.162 0.042 0.022 

Belgium B15 0.559 0.195 ND ND 

ND: Not detected 

              

 

圖五、on-line SPE LC-MS/MS 檢測出啤酒含 NDMA、NDPhA 

 

(2) 以 on-line SPE LC-MS/MS 搭配同位素稀釋法同時分析黑麥汁中 9 種亞硝胺: 5 種市售黑

麥汁 9 種亞硝胺檢測結果整理如下表六。檢驗結果發現 5 種市售品牌黑麥汁皆檢測出

NDMA (0.18-0.274 ng/mL)、NDBA (0.013-0.178 ng/mL) 及 NDPhA (0.035-0.358 ng/mL)。
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其次為 NMEA 及 NPyr (檢出率:20%)。其他亞硝胺如 NDEA、NPip、NMor 及 NDPA 則皆

未檢出。圖六為典型的黑麥汁亞硝胺 on-line SPE LC-MS/MS 層析圖譜檢測出 NDMA、

NDBA 及 NDPhA。 

表六、5 種市售黑麥汁亞硝胺含量 (ng/mL) 

Source/Sample NDMA NMEA NPyr NDBA NDPhA 

Taiwan M1 0.18 ND ND 0.014 0.035 

 M2 0.226 ND ND 0.013 0.039 

 M3 0.274 ND ND 0.026 0.049 

Germany M4 0.195 ND 0.139 0.178 0.358 

Netherlands M5 0.217 0.004 ND 0.028 0.086 

ND: Not detected 

 

圖六、on-line SPE LC-MS/MS 檢測出黑麥汁含 NDMA、NDBA 及 NDPhA  
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(3) 以 on-line SPE LC-MS/MS 搭配同位素稀釋法同時分析醬油中 9種亞硝胺: 4 種市售醬油 9

種亞硝胺檢測結果整理如下表七。不論是純釀造醬油或化學醬油皆無檢測出 NDMA、NPip、

NMor 及 NDPA。但所選的市售醬油皆驗出 NDBA (0.01-0.197 ng/mL) 及 NDPhA 

(0.05-0.222 ng/mL)。圖七為典型純釀造醬油亞硝胺 on-line SPE LC-MS/MS 層析圖譜檢測

出 NDBA 及 NDPhA。 

表七、市售醬油亞硝胺含量 (ng/mL) 

Sample NMEA NPyr NDEA NDBA NDPhA 

純釀造醬油 S1 0.029 0.512 ND 0.197 0.222 

純釀造醬油 S2 ND ND 0.642 0.072 0.170 

化學醬油 S3  0.016 ND ND 0.010 0.087 

化學醬油 S4 ND 0.787 0.192 0.167 0.050 

ND: Not detected 

 

 

圖七、on-line SPE LC-MS/MS 檢測出醬油含 NDBA 及 NDPhA 

 

  



41 
 

(4) 以 on-line SPE LC-MS/MS 搭配同位素稀釋法同時分析肉類及魚類製品中 9 種亞硝胺:肉

類及魚類熟食製品隨機購自傳統市場、早餐店及超市共 22 個樣本。以圖八為例，火腿經

前處理後以 on-line SPE LC-MS/MS 可檢驗出 NDMA, NPyr, NPIP, NDPA, NDBA。如表八

所示，魚肉類中以 NDMA 及 NDBA 檢出率最高，其次為 NPyr 及 NMor，NPip、NDPA

及 NDPhA 有少數檢出，其他亞硝胺 NDEA 及 NMEA 則皆未檢出。火腿在 9 種亞硝胺的

檢出率最高，其中 NPyr 及 NPip 可能來自於辛香料的添加，例如辣椒及胡椒含有 pyrrolidine

及 piperidine 在與肉類中的亞硝酸鹽在加熱過程中反應生成 NPyr 及 NPip (Herrmann et al., 

2015)。此外我們以測詴詴紙檢測發現 22 個樣本中有 4 個樣本 nitrite 超標 (> 70 mg/kg)。 

 
圖八、火腿中 NDMA、NPyr、NPip、NDPA 及 NDBA 層析圖譜 
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表八、魚肉類製品中亞硝胺分析結果 

樣本名稱 來源 
濃度 (g/kg) 

亞硝酸鹽超標 
NDMA NPyr NMor NPip NDPA NDBA NDPhA 

香腸 1 (Sausage 1) ×國市場 0.07 ND ND ND ND 2.44 0.06 − 

香腸 2 (Sausage 2) ×國市場 ND ND ND ND ND 1.43 0.09 − 

香腸 3 (Sausage 3) ××醫學大學學生餐廳 0.19 ND ND ND ND 1.72 0.02 − 

火腿 1 (Ham 1) ×爺早餐店 1.24 1.35 ND 6.03 0.11 1.84 ND + 

火腿 2 (Ham 2) 早餐× 0.25 2.59 0.38 ND 0.15 1.79 ND + 

培根 1 (Bacon 1) ×爺早餐店 0.31 1.12 ND ND ND 5.42 ND + 

培根 2 (Bacon 2) 早餐× 0.09 3.80 0.49 ND ND 3.22 ND − 

臘腸 1 (Pepperoni 1) ×國市場 1.48 ND ND ND ND 2.06 ND − 

臘腸 2 (Pepperoni 2) ×國市場 0.59 ND ND ND ND 2.40 ND − 

熱狗 1 (Hot dog 1) ×爺早餐店 0.50 ND 0.04 ND ND 1.58 ND − 

熱狗 2 (Hot dog 2) 早餐× ND ND 0.06 ND ND 1.55 ND + 

熱狗 3 (Hot dog 3) ×家便利商店 ND 0.48 0.13 ND ND 1.25 ND − 

煙燻鮭魚 (Smoked salmon) ×青超市 0.41 ND ND ND 0.16 1.70 0.08 − 

亞硝酸鹽測詴詴紙：Medi-Test URYXXON
®  

Stick 10 

(+)：高於 TFDA 限制濃度 (70 mg/kg) 

(−)：低於 TFDA 限制濃度 (70 mg/kg) 
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表八續、魚肉類製品中亞硝胺分析結果 

樣本名稱 來源 
濃度 (g/kg) 

亞硝酸鹽超標 
NDMA NMor NPip NDPA NDBA NDPhA 

生豬肉 ×國市場 0.32 0.06 1.35 ND 1.72 0.02 − 

鯛魚排 裕×屋 0.40 ND ND ND 1.33 ND − 

烤秓刀魚 裕×屋 0.25 0.03 ND ND 1.74 ND − 

燒女子小魚 裕×屋 1.19 ND ND ND 1.50 ND − 

草魚乾 ×國市場 ND ND ND ND 3.14 ND − 

四破魚乾 裕×屋 0.17 ND ND ND 2.14 ND − 

海鰻魚乾 ×國市場 ND ND ND ND 2.56 ND − 

沙丁魚 ×國市場 0.56 0.02 ND ND 1.81 ND − 

烏魚子 漁市場 ND ND ND ND 3.47 ND − 

*亞硝酸鹽測詴詴紙：Medi-Test URYXXON®  Stick 10 

 (+)：高於 TFDA 限制濃度 (70 mg/kg) 

 (−)：低於 TFDA 限制濃度 (70 mg/kg) 

*ND: Not detected 
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(5) 以 on-line SPE LC-MS/MS 搭配同位素稀釋法同時分析人體尿液中 9 種亞硝胺: 

為了解一般國人尿液中亞硝胺濃度分布情形，我們收集健康成人共 112 人，包含吸菸者

55 人及非吸菸者 57 人。尿液樣本經手動固相萃取純化濃縮後以 on-line SPE LC-MS/MS

分析。結果如下表九所示， 9 種亞硝胺以 NDMA 及 NDPhA 檢出率最高(~100%)，其次為

NDEA、NPYR、NDBA 及 NMEA。過去研究從未量測 NDPhA，本研究首次在尿液中檢

驗出 NDPhA 且檢出率達 100%。NDPhA 在國際癌症研究署(IARC)被歸類是 goup 3 (證據

有限無法認定是致癌物)，但在 US EPA 被認定是疑似致癌物(probable human carcinogen) 

[US EPA, 1986]。本研究 NDPhA 的量測結果值得進一步追蹤。  

  9 種亞硝胺尿液帄均濃度最高的則是 NDMA (0.55-0.58 ng/mL)，其次為 NPYR (0.27-0.3 

ng/mL)、NDEA (0.12-0.14 ng/mL)。NMEA、NPIP、NDBA 及 NDPhA 帄均濃度皆小於 0.1 

ng/mL。先前研究指出菸草及香菸煙流中含有 NDMA、NMEA、NPIP 及 NPYR [Adams et 

al., 1987]，但我們研究發現吸菸者與非吸菸者尿液中 9 種亞硝胺並無顯著不同。其可能原

因是吸入的亞硝胺有高達 30%會被呼出，而其餘的亞硝胺進入體內後會快速地被代謝。只

有非常少的部分會以亞硝胺原態排入尿液[Streeter et al., 1990]。此外各品牌香菸所含的亞

硝胺含量都不同(4.1-31.1 ng/cigarette，Adams et al. 1987)也可能影響結果。本研究成果已

發在知名期刊 Journal of Hazardous Materials [Hu et al., 2016] 

 

表九、人體尿液中 9 種亞硝胺濃度 

  
Healthy subjects: smokers  

(n = 55)   

Healthy subjects: non-smokers 

(n = 57)  

  Mean ± SD Range Mean ± SD Range 

Age (yr) 36 ± 13 21-81 
 

46 ± 19 21-83 

BMI (kg/m
2
) 23.4 ± 3.5 17.8-33.8 

 
23.2 ± 3.1 17.3-30.1 

Cotinine (ng/mL) 1540 ± 1312 116-6091 
 

ND ND 

NDMA (ng/mL) 0.55 ± 0.50 ND-2.97 (54/55)
a
 

 
0.58 ± 0.39 0.06-1.9 (57/57) 

NMEA (ng/mL) 0.09 ± 0.08 ND-0.23 (9/55) 
 

0.09 ± 0.07 ND-0.18 (7/57) 

NPYR (ng/mL) 0.30 ± 0.28 ND-1.92 (44/55)  0.27 ± 0.36 ND-2.0 (26/57) 

NDEA (ng/mL) 0.12 ± 0.06 ND-0.25 (47/55) 
 

0.14 ± 0.09 ND-0.42 (42/57) 

NPIP (ng/mL) 0.02 ± 0.01 ND-0.03 (3/55)  0.03 ± 0.01 ND-0.05 (9/57) 

NMOR (ng/mL) ND ND (0/55) 
 

0.02 ± 0.00 ND-0.02 (2/57) 

NDPA (ng/mL) ND ND (0/55)  ND ND (0/57) 

NDBA (ng/mL) 0.03 ± 0.02 ND-0.06 (10/55) 
 

0.03 ± 0.02 ND-0.08 (22/57) 

NDPhA (ng/mL) 0.03 ± 0.04 0.001-0.20 (55/55)  0.04 ± 0.06 ND-0.28 (55/57) 

ND, not detectable; NM, not measured. 
a
Numbers of samples with detectable concentrations. 
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(6) 探討小鼠口服暴露亞硝胺後經尿液的排出量: 

為了探討食入暴露亞硝胺後在尿液中的排出量，我們將 ICR 品系雄性小鼠施予 10 mg/kg 

bw 的 NDMA 劑量，並收集 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 及 72 小時的尿液(下圖九)。以 on-line SPE 

LC-MS/MS分析尿液中NDMA，可發現暴露NDMA的 6小時內就完全排出體外(下圖十)。

與原始的 NDMA 餵食劑量比較，尿液中的 NDMA 排出量僅占 0.02%；亦即絕大部分

(99.98%)的 NDMA 在體內被代謝或以其他途徑排出體外。 

 

 

圖九、小鼠餵食 NDMA 後於不同時間點收集尿液(n=4) 

 

 

圖十、小鼠餵食 NDMA 後在不同時間點尿液中的 NDMA 排出量變化 

 

    接著本研究進一步將 ICR 小鼠施予各種不同的亞硝胺，以觀察尿液中的亞硝胺排出

量佔餵食劑量的比例。如下圖十所示，我們將小鼠餵食 NDMA 高低劑量、NDEA、NMor、

NMEA 及 NDPA 並於 24 小後收集尿液以 on-line SPE LC-MS/MS 分析。結果顯示餵食各

種亞硝胺後，24 小時的尿液中可測出相對應的亞硝胺，如下圖十一所示。與原始的各種
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亞硝胺餵食劑量比較，尿液中的亞硝胺排出量僅占 0.19~0.02%；亦即絕大部分(99.8%以上)

的亞硝胺在體內被代謝或以其他途徑排出體外。 

 

 

圖十、小鼠餵食各種亞硝胺後收集 24 小時尿液(n=3) 

 

 

圖十一、小鼠餵食亞硝胺 24 小時內經尿液排出亞硝胺量 

 

(7) 探討小鼠口服暴露亞硝酸鹽及二甲胺後尿液中 NDMA 的排出量: 

為了探討食入暴露 NDMA 的前驅物亞硝酸鹽及二甲胺後在尿液中的排出量，我們將 ICR

小鼠施予 100 mg/kg bw NO2
- 
+ 200 mg/kg bw DMA (或 同位素 d6-DMA)，並收集 24 小時

的尿液。以 on-line SPE LC-MS/MS 分析尿液中 NDMA (或 d6-NDMA)，可發現暴露 NO2
- 
+ 

DMA (或 d6-DMA)後，確實可在尿液中檢出增高的 NDMA(或 d6-NDMA) (下圖十二)。這

證實了食入暴露 NDMA 的前驅物亞硝酸鹽及二甲胺將會在體內生成 NDMA，並可由尿液

檢出。 

  

分組 排出率(%)

Control

NDMA(L) 0.19%

NDMA(H) 0.04%

NDEA 0.11%

NMEA 0.02%

NMOR 0.06%

NDPA 0.14%

nd nd nd nd nd nd 
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NMOR: 50 mg/kg bw

NDPA: 100 mg/kg bw
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圖十二、小鼠餵食 NO2

-加上(a) DMA 或 (b) d6-DMA 後， 

在尿液中可量測到(a) NDMA (10.4 ng) 或 (b) d6-NDMA (12.5 ng) 
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(六) 成果自評 

我們成功建立 on-line SPE LC-MS/MS 方法搭配同位素稀釋法及手動固相萃取分析各類飲

食品中亞硝胺。液體飲食品包括啤酒、黑麥汁及醬油。結果發現麥類飲料大都皆檢測出 NDMA

及 NDPhA 而醬油則檢出 NDBA 及 NDPhA。針對固體食品，我們成功建立固體食品前處理程

序並完成 22 個魚肉類樣本檢測。結果發現魚肉類可檢出 NDMA、NDBA、NPyr、NMor、NPip、

NDPA 及 NDPhA。本研究結果為國內第一個食品中亞硝胺含量的參考數據。此外我們也成功

利用 on-line SPE LC-MS/MS 方法分析小鼠尿液中的亞硝胺，與子計畫三合作探討亞硝胺或其

前驅物在動物體內反應生成機制。我們亦成功利用 on-line SPE LC-MS/MS 方法分析 112 位健

康人體尿液中的亞硝胺，研究結果可作為國人尿液中亞硝胺含量的背景值參考數據，成果已發

在知名期刊 Journal of Hazardous Materials (Impact factor = 4.836)。 
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子計畫三 計畫主持人：巖正傑 教授 

亞硝胺前驅物在動物體內反應生成、毒性機制與解毒模式之探討 

 

(一) 前言 

亞硝胺化合物常見於食品、藥物、香菸及職業暴露形成外源性來源，而其前驅物如硝酸鹽、

亞硝酸鹽以及二級胺亦是廣布於各種環境中並在體內特定環境條件下 (胃及大腸為主要區域) 

形成內生性亞硝胺而增加致癌之風險[Choi et al., 2002]。除了食物及環境來源 (外源性亞硝胺) 

外，人體內亦會合成亞硝胺，目前有證據顯示，內生性之亞硝胺為人體接觸之最大量者且飲食

型態左右了內生性亞硝胺之形式與生成量，也決定其在人體內之毒性與影響力。大腸內含有豐

富之蛋白質代謝之含氮化合物及硝化詴劑如硝酸鹽等，而腸內菌藉由亞硝酸鹽及硝酸鹽還原酶

之作用而在此消化過程中扮演重要角色[Hughes et al., 2001]，並在致癌作用機制中占有重要地

位， 因為許多亞硝基化合物 (N-nitroso compounds, NOC) 已被辨識出來 (ex. nitrosamines, 

nitrosamides, nitrosoguanidines等)，部份亞硝基化合物會在細胞內扮演烷基化詴劑攻擊DNA造

成GC→AT轉換[Bos,1989]。此外，內生性亞硝胺亦可經由口腔內菌叢將硝酸鹽還原成亞硝酸鹽

並經由消化道上端吸收進入血液循環或代謝成亞硝胺化合物[IARC,2006]。除了加工肉品外，

飲食中亞硝酸鹽亦可來自榖類製品及部分蔬菜，尤其是葉菜類[IARC,2006]。 

    流行病學及實驗數據顯示亞硝胺化合物會誘發體內自由基傷害，例如在動物肝臟誘發活性

氧化物 (ROS) 及脂質過氧化作用，造成氧化性壓力及抗氧化機制之傷害[Hassan et al.,2010]。

而其他環境毒物之暴露、不良飲食習慣、過量使用藥物等會增加肝臟之負擔，加強亞硝胺之肝

毒性[Stanca et al., 2008]。然而，亞硝酸鹽在體內除了進行亞硝化反應形成亞硝胺類化合物外，

目前亦有研究探討亞硝酸鹽或硝酸鹽對心血管疾病、血流量與血壓之影響，在哺乳類動物可以

將亞硝酸鹽行還原反應而形成 NO，對血管舒張、增加血流量及降低血壓、減少心血管疾病之

傷害等有正面之意義[Rifkind et al., 2007]，故亞硝酸鹽或硝酸鹽對健康之影響是多層面且有不

同之角色與意義，而其原因應該與暴露時間與濃度、模式不同而有差異。此外，根據 Chen 等

人(2015)的研究，C57BL/6J 小鼠在每天空腹用胃管餵食亞硝酸鹽 60mg/Kg體重或 120mg/Kg 體

重達 3 個月後，觀察其學習與記憶功能之變化。利用水迷宮詴驗模式，經過適當測詴次數(天

數)後讓小鼠建立學習-記憶行為後，發現未餵食亞硝酸鹽之小鼠完成迷宮測詴找到帄台之時間

逐次縮短，相對而言餵食亞硝酸鹽之小鼠表現較差且與劑量成相關性。此外，動物的學習與記

憶功能和腻部大腻皮質及海馬迴有重要關係，而這二個區域的軸突蛋白激酶如

p-CaMKII(calmodulin-dependent protein kinase)與神經傳遞物是是組成養分及代謝物輸送通道

的蛋白並且在緊鄰相接之各神經元間傳遞訊息及資訊交換扮演重要角色，也和學習與記憶功能

有關(Yang et al., 2105)。 
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(二) 研究目的 

飲食中之亞硝胺及亞硝胺前驅物對體內亞硝胺生成代謝及對健康 (DNA傷害及致癌風險

等) 影響之劑量與效應關係仍無法有較確切之研究數據，依據多年來對亞硝胺在人或動物體內

生成代謝之研究，仍然無法將飲食成分內容、內生性亞硝胺以及DNA傷害之形成與預防等作

清楚而徹底之探討[Holtrop et al., 2012]，而亞硝酸鹽或硝酸鹽在體內之轉換也是觀察目標之一。

此外，飲食中補充亞硝酸鹽或硝酸鹽對心血管疾病、血流量與血壓之影響，在哺乳類動物可以

將亞硝酸鹽行還原反應而形成NO，對血管舒張、增加血流量及降低血壓、減少心血管疾病之

傷害等有正面之意義[Rifkind et al., 2007]。飲食或額外補充增加之亞硝胺及亞硝胺前驅物對健

康影響之評估指標以及餵食硝酸鹽或亞硝酸鹽達300天後，觀察其學習與記憶功能之變化。。 

 

(三) 研究方法 

短期毒性與健康影響探討: 

1. 以定量未標定或15
N標定之亞硝酸鹽/硝酸鹽溶液每天用胃管餵食，建立小鼠28天亞急毒性 

(未標定) 或7天 (
15

N標定) 短期動物詴驗模式。 

2. 每週定期收集尿液樣品，測定尿液 N-nitrosamines之組成及濃度。 

3. 28天後小鼠犧牲，取器官、血液及尿液樣品，測詴肝、腎功能，病理切片，自由基與抗氧化

功能。 

本研究使用由國科會委託之樂斯科生技公司所提供之6週大ICR品系雄性小鼠，各組10-15

隻老鼠。動物實驗部份已經由中山醫學大學動物實驗委員會審核通過並准予執行。以胃管依實

驗設計每天定量餵食硝酸鹽或亞硝酸鹽，並記錄觀察詴驗動物的臨床症狀與體重與食物消耗量

之變化。28天餵食期間定期收取尿液並於結束時犧牲老鼠取得血液與器官樣品，進行各項分析

與測詴。 

4. 亞硝酸鹽或硝酸鹽對心跳速率、血壓改變之短期作用:以腹腔注射方式給予麻醉小鼠亞硝酸

鹽/硝酸鹽溶液，並連接心電圖與血壓感測器，收集心電圖(ECG)、心跳速率(HR)、收縮壓(SBP)、

帄均血壓(MBP)及舒張壓(DBP)等。 

 

長期毒性與健康或學習與記憶行為影響探討: 

1. 以定量未標定之亞硝酸鹽/硝酸鹽溶液每天餵食，建立小鼠360天慢毒性 (未標定) 動物詴驗

模式，或15
N標定之亞硝酸鹽/硝酸鹽溶液單次用胃管餵食後連續收集尿液3天以評估亞硝酸

鹽或硝酸鹽在體內之轉換。 

2. 360天慢毒性測詴: 國科會委託之樂斯科生技公司所提供之6週大ICR品系雄性小鼠，各組10

隻老鼠。動物實驗部份已經由中山醫學大學動物實驗委員會審核通過並准予執行。50隻ICR

小鼠隨機分為控制組，NO3 45mg/30gBW(1500mg/Kg BW)，NO3 22.5mg/30gBW(750mg/Kg 

BW)，NO2 2mg/30gBW(66.7mg/Kg BW)及1mg/30gBW (33.3mg/Kg BW)共5組，每組10隻，

飼料及飲水採足量供應。 

3. 研究硝酸鹽對小鼠學習及記憶行為之影響，經由飲水餵食硝酸鹽/亞硝酸鹽小鼠 300 天後，

利用 5 爪迷宮測詴其學習與記憶功能。至 360 天測詴結束後將小鼠犧牲，取器官、血液及尿

液樣品，測詴肝、腎功能，腻部組織特定蛋白質表現與病理切片。 

4. 動物學習與記憶功能評估 
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    經 300 天硝酸鹽/亞硝酸鹽餵食之小鼠，置入 5 爪迷宮中接受尋找飼料訓練。流程為訓

練前一天飼料減半供應，訓練當天將飼料置放在迷宮中特定位置，讓小鼠尋找，若經過 90

秒仍未找到，用人為引導方式讓小鼠接觸飼料，如此重複訓練 3 天後，即進行第一次正式

測詴。之後每周維持訓練一次，並在第 330 及 360 天經過一次練習後，在隔天即進行正式

測詴。 

5. 動物學習與記憶功能與腻組織中特定蛋白質表現之相關性 

    如前所述，大腻皮質及海馬迴組織中之 PCaMKⅡ及 connexin36 蛋白質和學習與記憶功

能有關。研究取餵食一年硝酸鹽/亞硝酸鹽飲水之小鼠的腻部大腻皮質及海馬迴組織，將腻

部組織加入適量的細胞溶解液 (RIPA lysis buffer: 50 mM Tri-HCl, pH 7.4, 1 % NP-40, 0.25 % 

Na-deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, l mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 g/ml 

aprotinin, 1 g/ml leupeptin, 1 g/ml pepstatin, 1 mM Na-orthovanadate, 1 mM NaF)，利用研磨

器在冰上研磨後作用 30 分鐘，再以 14000 ×g 離心 10 分鐘，收集上清液，利用 Bradford assay

進行蛋白質含量的分析。之後利用 10%的 SDS-PAGE 將蛋白質依分子量大小分開，再將

SDS-PAGE 上之蛋白質轉移至已用丙酮活化之 PVDF 膜上，先利用 blocking buffer (Visual 

Protein, Taipei, Taiwan)進行 blocking 1 小時後，再分別與 connexin 36 和 p-CaMKII (1:100, 

Santa Cruz, Dallas, TX, USA)，以及β-actin (1:8000, Novus, Littleton, CO, USA)之初級抗體，

在 4℃的環境之下培養隔夜。再將膜用 TBST (20 mM Tris-HCl, pH 7.6, 135 mM NaCl; 0.1 % 

Tween 20)清洗 3 次，繼與第二抗體 anti-rabbit IgG 或是 anti-mouse IgG (1:10000, Jackson 

Immunoresearch, West Grove, PA, USA)一起培養 1 小時，再以 TBST 清洗 3 次之後，以

enhanced chemiluminescence detection (ECL, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 偵測蛋白，並

以冷光螢光數位影像分析系統 (ImageQuant LAS 4000, GE, Pittsburgh, PA, USA)記錄與定

量。 

 

亞硝胺體外合成詴驗作為亞硝胺生成抑制劑篩選模式: 

    研究分別以 ICR 小鼠進行 28 天及 1 年之硝酸鹽餵食，在 28 天測詴中，受測小鼠不論

在飲食、體重、血液及尿液生化值及組織切片等，皆未觀察到與硝酸鹽/亞硝酸鹽直接有關

之毒性作用，而藉由尿液分析 15
N 標示之亞硝胺濃度及硝酸鹽鹽濃度變化，觀察到經口餵食

之硝酸鹽/亞硝酸鹽在體內半衰期短，大部分皆在 24 小時排出體外。另一方面，長達 1 年的

硝酸鹽/亞硝酸鹽餵食詴驗，觀察到胃部組織有產生病變，且和高劑量之硝酸鹽餵食較有關

係，亞硝酸鹽之給予，則未見到病變產生，其嚴重程度不如高劑量之硝酸鹽。此結果驗證

胃是硝酸鹽/亞硝酸鹽的重要標的器官，且和硝酸鹽在體內可轉換成亞硝酸鹽的機制可能有

關。 

    由於相關毒性作用皆屬長期且不易由日常觀察或測詴發現(如本實驗所觀察之長期餵食

的胃部病變，學習與記憶變差等)，故研究參考 Combet 等人(2007)所建立之

gastro-oesophageal-junction(GOJ)體外反應模式，模擬胃和食道的生理條件，觀察亞硝酸鹽和

二級胺在此反應系統內生成亞硝胺之作用並藉由添加不同之抑制劑探討其保護效果。 
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表一、gastro-oesophageal-junction(GOJ)體外反應模式詴劑組成 

 
 

(四) 結果與討論 

短期毒性與健康影響探討: 

(1) 劑量選擇： 

餵食動物之硝酸鹽或亞硝酸鹽劑量分別測詴 50-250 mg/kg BW，結果顯示亞硝酸鹽劑量在

250 mg/kg BW 時死亡率達 70％且皆在餵食後數小時內死亡，解剖後未發現器官損傷。150 

mg/kg BW 時在 5 天內死亡率達 28％，解剖後亦未發現器官損傷。硝酸鹽劑量在 250 mg/kg 

BW 時未有動物死亡，故 28 天餵食之亞硝酸鹽劑量為 50 及 100 mg/kg BW，而硝酸鹽劑

量為 100 及 250 mg/kg BW。 

(2) 硝酸鹽在尿液物種濃度測詴： 

A.連續餵食模式:以 15
N 標定之硝酸鈉溶液以 250 mg/kg BW 餵食小鼠 7 天，並於最後一天

開始收集尿液，結果只有在第一天之尿液中分別出現 15
N-NO3

- 
33368 ng/mg creatinine 以

及 15
N-NO2

- 
69.5 ng/mg creatinine (委託總計劃分析) 顯示硝酸鹽在體內易於轉變成其他物

質 (包括亞硝酸鹽) 且半衰期短，在餵完 24 小時後即無法由尿液中檢出 15
N 標示之硝酸鹽

或亞硝酸鹽，進一步計算 15
N 標示亞硝酸鹽莫耳濃度約佔硝酸鹽莫耳濃度之 0.38％與

Miller等人 (2012) 研究之人類攝取高硝酸鹽飲食 (1.9-6.5 mg/kg BW) 較正常飲食者 (0.5 

mg/kg BW) 24 小時內帄均血中亞硝酸鹽濃度比例增加 0.07-0.42％之趨勢相近。 

B. 15
N標定之亞硝酸鹽/硝酸鹽在體內之轉換: 以 15

N 標定之硝酸鈉或亞硝酸鈉溶液分別以

50 及 250 mg/kg BW(
15

N 標定硝酸鈉溶液)及 10、50 和 100 mg/kg BW(
15

N 標定亞硝酸鈉溶

液)單次餵食小鼠，並於給藥前一天開始收集尿液並持續定時收集 3 天內尿液(圖一)。 

短時間單次暴露流程 
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圖一、15

N 標定之亞硝酸鹽/硝酸鹽單次暴露與尿液收集流程 

 

(3) 體重與食物消耗量: 

 

圖 2 小鼠經由 28 天餵食硝酸鹽或亞硝酸鹽之體重變化 

 

圖 2 顯示小鼠經由 28 天餵食硝酸鹽或亞硝酸鹽，各組體重皆無明顯差異，食物消耗量亦

無差異 (data not shown) 顯示選擇之劑量並無明顯毒性。 

(4) 血清生化檢驗 (Clinical Chemistry) 檢驗： 

醣類的代謝、及肝與腎功能 (GOT、GPT、CHO、GLU、ALP 等) 皆以市售之分析詴劑完

成檢測 。圖 3 顯示實驗組部分指標雖然略高於控制組，但是皆無統計上之差異。 
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圖 3. 小鼠經由 28 天餵食硝酸鹽或亞硝酸鹽之血清生化值變化 

 

(5) 尿液檢驗 (Urinalysis)： 

測量尿液之量、酸鹼值與比重，並測量尿液中之 protein (蛋白質)、glucose (葡萄糖)、ketones 

(酮體) 與 occult blood (潛血反應) 等的含量。各組皆無顯著差異 (data not shown)。 

(6) 生物樣品中自由基傷害分析： 

血液及主要器官中抗氧化酵素如 SOD、GSH peroxidase、GSH reductase、Catalase 等，目

前正在進行樣品前處理與分析流程之測詴與建立。此外，在脂質過氧化產物分析，28 天

餵食硝酸鹽或亞硝酸鹽，各實驗組血液中 TBA-MDA 產物濃度皆高於控制組，顯示有自

由基或是過氧化物產生而對動物造成氧化性傷害，但未達嚴重損害 (圖 4)。 

圖 4. 小鼠經由 28 天餵食硝酸鹽或亞硝酸鹽之血液脂質過氧化產物 
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(7) 生物樣品中亞硝胺組成及濃度分析： 

   尿液亞硝胺組成及濃度分析已交由總計畫與子計畫二代為測定。總計畫與子計畫二已

完成尿液中9種亞硝胺之分析技術建立與驗證，初步已完成各組老鼠尿中亞硝胺之含量測

定。因各種亞硝胺在尿中之檢出率不同，由未檢出之NMEA，檢出率25-50%之NDBA、 NPyr、

NDPhA、NPip、NMor及NDEA，而檢出率達7成之NDPA與全部皆有檢出之NDMA之數據

整理於表1。雖然動物連續28天餵食硝酸鹽或亞硝酸鹽，並且每七天收集48小時尿液，但

因硝酸鹽與亞硝酸鹽在體內半衰期短，尿中亞硝胺之濃度亦與餵食時間長短無關，故將同

一處理之尿液樣品整合帄均其濃度，以比較之間之差異。結果顯示，就高檢出率之NDPA

與NDMA而言，在控制組中濃度較低，而餵食高劑量之硝酸鹽 (250 mg/kg BW) 就有偏高

之趨勢。 

表二、尿液中亞硝胺組成及濃度分析 

 
(8) 亞硝酸鹽或硝酸鹽對心電圖、心跳速率與血壓改變之急性作用分析: 

A. B. C. 

   

圖5、小鼠經由腹腔注射亞硝酸鹽或硝酸鹽對心電圖之影響 

控制組老鼠經麻醉後持續觀察心電圖變化(A)以及老鼠經麻醉後腹腔注射100 mg/Kg BW劑量

之亞硝酸鈉溶液(B)或250 mg/Kg BW 劑量之硝酸鈉溶液持續觀察心電圖變化 
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     由圖5可以觀察到腹腔注射100 mg/Kg BW劑量之亞硝酸鈉溶液可以在十分鐘後即影

響心電圖之波型，而且在更低劑量(50 mg/Kg BW)亦能在二十幾分鐘時產生影響。腹腔注

射250 mg/Kg BW劑量之硝酸鈉溶液則影響不明顯。 

 

A. 

 
B. 
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C. 

 
 

D. 

 
圖6、小鼠經由腹腔注射亞硝酸鹽或硝酸鹽對血壓與心跳速率之影響 

老鼠經麻醉後腹腔注射50或100 mg/Kg BW劑量之亞硝酸鈉溶液以及250 mg/Kg BW劑量之硝

酸鈉溶液持續觀察收縮壓(A)帄均血壓(B)舒張壓(C)以及心跳速率(D)之變化 

 

   由圖5可以觀察到腹腔注射100 mg/Kg BW劑量之亞硝酸鈉溶液可以在十分鐘後即影響心電

圖之波型，因此在觀察心血管參數時容易受影響以致在十五分鐘後之數據收集暫時無法具代表

性，而在初期降血壓反應較明顯，而微幅使心跳加快。腹腔注射250 mg/Kg BW劑量之硝酸鈉

溶液雖然對心電圖影響不明顯，但是由圖6可以觀察反應出其可明顯降低心跳與血壓，亞硝酸

鈉溶液50 mg/Kg BW反應較和緩。 
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長期毒性與健康或學習與記憶行為影響探討: 

(1)劑量選擇： 

360 天慢毒性測詴:餵食動物之硝酸鹽或亞硝酸鹽長期飲水劑量，在 28 天測詴基礎上與急

性詴驗中皆觀察到 NOx 體內半衰期短毒性作用不明顯。進行經口飲水供給硝酸鹽或亞硝

酸鹽水溶液評估，分別測詴 250-1500 mg/kg BW(硝酸鈉溶液)與 25-250 mg/kg BW(亞硝酸

鈉溶液)，結果顯示亞硝酸鈉溶液劑量在 75 mg/kg BW(含)以上時，動物拒絕飲用，故劑量

選擇 33.3 及 66.7 mg/kg BW，在預實驗測詴時並無外觀與行為異常。硝酸鈉飲水劑量 1500 

mg/kg BW在預實驗測詴時，動物並無外觀與行為異常，故劑量選擇750及1500 mg/kg BW，

因選擇經飲水中供給，接近日常暴露途徑且體內瞬間濃度低於單次胃管給予，故濃度可適

量調整增加。 

(2)體重與食物消耗量: 

小鼠經由長期詴驗經由飲水給予硝酸鹽或亞硝酸鹽，各組體重皆無明顯差異，食物消耗量

亦無差異 (data not shown) 顯示選擇之劑量並無明顯毒性。 

(3)尿液檢驗 (Urinalysis)： 

測量尿液之量、酸鹼值與比重，並測量尿液中之 protein (蛋白質)、glucose (葡萄糖)、ketones 

(酮體) 與 occult blood (潛血反應) 等的含量。短期詴驗各組皆無顯著差異 (data not 

shown)。 

(4)病理切片 

   長達 360 天慢毒性的硝酸鹽/亞硝酸鹽餵食詴驗，觀察到胃部組織有產生病變，包括 chief 

cell 增生與免疫細胞浸潤且和高劑量之硝酸鹽餵食較有關係，低劑量亞硝酸鹽之給予，則未

見到病變產生，此結果驗證胃是硝酸鹽重要標的器官。 

  

A  B  
 76, stomach, 40x   

C  D  
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 101, stomach, 40x   

E  F  
 98, stomach, n2, 40x   

G  H  
 51, stomach, h2, 40x   

圖 7. Histopatholgical findings of stomach in NO3 treated mice. 

No significant lesion of stomach was found in the control (A and B. 76) and NO2 2 mg/kg groups (C  

and D. 101); however, focal mucosal necrosis of the stomach was observed in the NO3 22.5 mg/kg  

group (E and F. 98), and focal mononuclear cell infiltration with chief cell hyperplasia were noted in  

the NO3 45 mg/kg group (G and H. 51). H&E stain. 40x and 400x. 

 

 

(4) 動物學習與記憶功能評估 

    經 300 天硝酸鹽/亞硝酸鹽餵食之小鼠，置入 5 爪迷宮中接受尋找飼料訓練。流程為訓

練前一天飼料減半供應，訓練當天將飼料置放在迷宮中特定位置，讓小鼠尋找，若經過 90

秒仍未找到，用人為引導方式讓小鼠接觸飼料，如此重複訓練 3 天後，即進行第一次正式

測詴之後每周維持訓練一次，並在第 330 及 360 天經過一次練習後，在隔天即進行正式測

詴。結果顯示，餵食一年硝酸鹽/亞硝酸鹽飲水之小鼠在學習與記憶表現比控制組差。 

  



 

60 
 

40

60

80

100

120

Control

NO3 45 mg/30g BW

NO3 22.5 mg/30g BW

NO2 2 mg/30g BW

NO2 1 mg/30 g BW

迷
宮
完
成
時
間
(
秒
)

300                  330                   360   

                        Day                         

圖 8. 硝酸鹽/亞硝酸鹽飲水長期餵食之小鼠於迷宮中之表現 

 

 (5)學習與記憶功能與腻組織中特定蛋白質表現之相關性 

大腻皮質及海馬迴組織中之 PCaMKⅡ及 connexin36 蛋白質和學習與記憶功能有關。研究

取餵食一年硝酸鹽/亞硝酸鹽飲水之小鼠的腻部大腻皮質及海馬迴組織測定其 p-CaMKⅡ及

connexin36 蛋白質。結果顯示，腻部大腻皮質之 p-CaMKⅡ及 connexin36 蛋白質表現較不具特

異性，而海馬迴組織中之 p-CaMKⅡ及 connexin36 蛋白質表現則與餵食一年硝酸鹽/亞硝酸鹽

飲水以及在學習與記憶表現具有一些相關性。硝酸鹽/亞硝酸鹽之給予會讓小鼠海馬迴有關學

習與記憶之蛋白質表現受到抑制，但是在硝酸鹽低劑量顯著抑制 p-CaMKⅡ之原因除了詴劑暴

露外是否有其他因素影響還需進一步探討。 

 

A. 
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B. 

 
C. 

 
圖 9. 硝酸鹽/亞硝酸鹽飲水長期餵食之小鼠海馬迴組織中之 p-CaMKⅡ及 connexin36 蛋白

質之表現 

 

亞硝胺體外合成詴驗作為亞硝胺生成抑制劑篩選模式: 

    參考 Combet 等人(2007)所建立之 gastro-oesophageal-junction(GOJ)體外反應模式，模擬胃

和食道的生理條件，觀察亞硝酸鹽和二級胺在此反應系統內生成亞硝胺之作用並藉由添加不同

之抑制劑探討其保護效果。因之前研究指出包括 VitC 等抗氧化劑可能具有抑制亞硝胺生成之

作用，研究選擇常見之抗氧化劑如 VitC, linoic acid, GSH, NAC 及 Reseveratrol 等，依照 GOJ

反應模式(亞硝酸鹽+二甲胺)測詴這些抗氧化劑在水相中抑制亞硝胺 NOMA 的作用。由圖 10

結果顯示，Reseveratrol 具有較佳的抑制水相中 NDMA 之功用，而 GSH 及 NAC 反而有增加

NDMA 生成之趨勢，此實驗結果將值得做進一步的探討其作用機制以及應用價值。 
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圖 10. 常見抗氧化劑在 GOJ 反應水相中抑制 NDMA 生成的作用評估 
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(六) 成果自評 

 計劃執行三年期間，由急性暴露到慢性暴露以及選擇體外測詴 GOJ 反應模式，皆是依據

之前觀察現象以及相關文獻搜尋對亞硝胺生成之前驅物硝酸鹽與亞硝酸鹽做更深入之探討以

及毒性反應觀察與評估等，並據以為後續研究計畫執行之重要基礎。主要成果與收穫如下： 

1. 依據文獻報告，人類暴露濃度與實驗測詴取得硝酸鹽與亞硝酸鹽之動物慢毒性測詴劑量，

在暴露期間不造成動物外觀上之健康影響，並著手在微觀之生化與生理影響與變化包括自

由基傷害之脂質過氧化與尿中亞硝胺分析等，目前正在經由飲水持續餵食中。 

2. 藉由 15
N 標示之硝酸鹽與亞硝酸鹽餵食老鼠，觀察到在尿中出現之 15

N 標示之硝酸鹽或亞

硝酸鹽比例接近參考文獻中人類補充硝酸鹽之血中濃度改變比例，目前已完成後續驗證與

評估工作。研究團隊將嘗詴追蹤硝酸鹽在體內產生不同變化或是與其他物質結合 (包括亞

硝胺型態及體內其他分子) 而非以游離狀態排出且半衰期短，研究團隊將再根據這些現象

持續追蹤 15
N 標示之硝酸鹽或亞硝酸鹽在體內之流佈。 

3. 建立亞硝酸鹽或硝酸鹽對心跳速率、血壓改變之短期作用，以腹腔注射方式給予麻醉小鼠

亞硝酸鹽/硝酸鹽溶液，並連接心電圖與血壓感測器，收集心電圖(ECG)、心跳速率(HR)、

收縮壓(SBP)、帄均血壓(MBP)及舒張壓(DBP)等，目前已完成儀器檢測技術與實地測詴，

未來將繼續應用在急性與慢性暴露評估以及後續實驗使用。 

4. 長達 360 天慢毒性的硝酸鹽/亞硝酸鹽餵食詴驗，觀察到胃部組織有產生病變，包括 chief 

cell 增生與免疫細胞浸潤且和高劑量之硝酸鹽餵食較有關係，低劑量亞硝酸鹽之給予，則

未見到病變產生，此結果驗證胃是硝酸鹽的重要標的器官。 

5. 經 300 天硝酸鹽/亞硝酸鹽餵食之小鼠，進行迷宮測詴其學習與記憶功能，結果顯示餵食

一年硝酸鹽/亞硝酸鹽飲水之小鼠在學習與記憶表現比控制組差，硝酸鹽/亞硝酸鹽飲水之

長期給予會影響學習與記憶功能。 

6. 大腻皮質及海馬迴組織中之 p-CaMKⅡ及 connexin36 蛋白質和學習與記憶功能有關。研究

結果顯示，餵食一年硝酸鹽 /亞硝酸鹽飲水之小鼠其海馬迴組織中之 p-CaMKⅡ及

connexin36 蛋白質表現受到抑制。 

7. 研究選擇常見之抗氧化劑如 VitC, linoic acid, GSH, NAC 及 Reseveratrol 等，依照 GOJ 反

應模式(亞硝酸鹽+二甲胺)測詴這些抗氧化劑在水相中抑制亞硝胺 NOMA 的作用。結果顯

示，Reseveratrol 具有較佳的抑制水相中 NDMA 之功用，而 GSH 及 NAC 反而有增加

NDMA 生成之趨勢，此實驗結果將值得做進一步的探討其作用機制以及應用價值。 
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子計畫四 計畫主持人：趙木榮 教授 

運用新穎基因鍵結體學 (DNA Adductomics) 全面評估 

亞硝胺所造成的 DNA 鹼基修飾 

 

(一) 前言 

(1) DNA 鍵結物 

N-nitrosamines 須經代謝後，方具有反應鍵結  DNA 的能力。以二甲基亞硝胺  

(N-nitrosodimethylamine, NDMA) 為例 (圖一)，其經體內代謝酵素活化水解後可生成甲基偶氮

離子 (CH3N2
+
, methanediazonium ion)，而使得 DNA 產生甲基化鍵結，如 N7-methylguanine 

(N7-MG)、N3-methyladenine (N3-MA)、O
6
-methylguanine (O

6
-MG) 及 O

4
-methylthymine (O

4
-MT) 

等，都是鹼基中的氧或氮這兩種具親電子性的原子上發生了甲基取代反應而生成的修飾鹼基，

但在 DNA 上不同位置的氧或氮原子相對的親電子性有差別，並不是在每個氧氮原子上都會

發生反應。Guanine 上的 N7、N3、O
6 與 adenine 上的 N3 有較強的反應，其中 guanine 的 

N7 位置 (N7-MG) 是最主要的烷基鍵結處，約佔 60~85%；adenine 的 N3 位置 (N3-MA)，

約佔 2~18%。  

 

 
圖一、NDMA 經代謝後造成 DNA 甲基化鍵結損傷 [modified from Jourd'heuil et al. 1997] 

 

(2) 基因鍵結體學 (DNA adductomics) 

下圖二為運用串聯質譜 (tandem mass spectrometry, tandem MS) 進行 DNA adductomics 

分析之基礎構想。亦即，將母離子經碎裂後質荷比 (m/z) 能減少 116 者 ([M + H]
 +

  [M + H 

- 116]
+
) 作為特徵，描繪出樣本中各種 DNA adducts 的修飾鍵結體地圖 (adductome map)，最

近學者們開始將這樣的概念統稱為基因鍵結體學 (DNA adductomics) [Balbo et al. 2014]。 

 

 
圖二、運用質譜進行 DNA adductomics 分析之基礎構想 

O6-methylguanine

N7-methylguanine

N3-methyladenine

O4-methylthymidine

+  N2

O6-methylguanine

N7-methylguanine

N3-methyladenine

O4-methylthymidine

+  N2
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細胞內基因損傷可被適時修復，其中鹼基移除修復 (base excision repair, BER) 與核苷酸切

除修復 (nucleotide excision repair, NER) 為主要修復路徑。BER 主要針對小修飾的鹼基進行切

除修復，其修復產物為受鍵結的鹼基 (adducted base)。NER 可將受損的核苷酸 (大小修飾基

皆可，但以大修飾基或區域性損傷為主) 進行區段切除後修復；受切除的核苷酸區段再經酵素

分解成單一受鍵結的核苷 (adducted 2’-deoxynucleosides)，可進一步排至體液，例如血液及尿

液 [Hakem 2008]。因此理論上 DNA adductomics 方法也應能運用於體液中來自 NER 修復路

徑的 adducted 2’-deoxynucleosides 分析。但意義上不同的是，我們若藉由 DNA adductomics 量

測生物細胞中 DNA adducts 的含量，其所代表的是細胞受到傷害與修復間達到帄衡的穩定量   

(steady-state level)。而若在尿液中量測 adducted 2’-deoxynucleosides 的濃度，所代表的是 DNA 

adducts 經 NER 修復路徑後的產物 [Hu et al. 2010]。尿液樣本分析具有便利、迅速、不具侵

入性及樣本體積大等優點，若能運用 DNA adductomics 技術同時間偵測尿液中所有 adducted 

2’-deoxynucleosides，將可大幅提升 DNA adductomics 的應用廣度。 

    

(二) 研究目的 

(1) 經由體外酵素活化 N-nitrosamines 以鍵結 calf thymus DNA，運用 adductome map 比對找

出 N-nitrosamines 的重要特徵 DNA adducts。 

(2) 以 N-nitrosamines 暴露人類肝細胞，運用 adductome map 比對找出 N-nitrosamines 的重

要特徵 DNA adducts。 

(3) 將 DNA adductomics 技術運用於小鼠尿液樣本分析。 

(4) 以 N-nitrosamines 直接餵食小鼠，運用 adductome map 比對找出 N-nitrosamines 的重要

特徵 DNA adducts。 

(5) 在 multiple reaction monitoring (MRM) 模式下定量分析暴露亞硝胺的小鼠肝臟與尿液中 

DNA adducts。 

(6) 嘗詴應用高解析質譜儀進行小鼠暴露 N-nitrosamines 後的 DNA adductomics 分析。 

 

(三) 研究方法 

    子四計畫所使用的藥品 S9 (from rat liver)、N-Nitroso-N-methylurea (NMU)、calf thymus 

DNA 與  nitrite (NO2
-
) 與  N-Nitrosodiethylamine (NDEA) 購 自 Sigma-Aldrich ；

N-Nitrosodimethylamine (NDMA) 購自 Tokyo Chemical Industry，dimethylamine (DMA) 購自 

Alfa Aesar，N-Nitrosomethylethylamine (NMEA) 購自 Chem Service。 

高效液相層析串聯質譜儀 (HPLC-QqQ MS) 採用 AB SCIEX 公司的 4000 QTRAP，搭配 

Angilent HPLC 1100 系統 (包含自動除氣裝置、兩台高壓雙汞幫浦與一台自動進樣器)，與連

線固相萃取 (on-line SPE) 使用之六向閥 (購自 Valco)。本實驗使用兩支層析管柱皆購自 GL 

Science，一支為 Inertsil ODS-3, 75 mm x 2.1 mm, 5 µm (用於 SPE)；另一支為 Inertsil ODS-3, 

150 mm x 2.1 mm, 5 µm (用於分離)。超效液相層析高解析質譜儀 (UPLC-HRMS) 使用為 LTQ/ 

orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific)，搭配 Waters Acquity UPLC 系統 (包含一台超高壓雙汞

幫浦與一台自動進樣器)，使用管柱為 Waters Acquity UPLC HSS T3 管柱 (150 mm x 2.1 mm, 

1.8 µm) 

本研究體外詴驗樣本來源有二：(1) 將 calf thymus DNA 分別與 NMU (不加 S9) 及 

NDMA (加 S9) 混和反應 24 小時後，加入 NaI 及 2-propanol 將 DNA 析出，經離心沉澱後，
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分別以 40% 2-propanol 及 70% ethanol 清洗回溶至 0.1 mM desferrioxamine。(2) 將 Human 

liver WRL68 cell 分成 3 組，每組細胞數目約 4  10
6，於 0、0.1 及 20 mM NDMA 下暴露

24 小時，收集後經由抗氧化程序萃取出 DNA [Chao et al, 2008]。上述 DNA 經由酵素水解後，

將 2’-deoxynucleosides 釋出分析。 

動物實驗之小鼠分別管餵不同種類的 N-nitrosoamines：(1) 低劑量 NDMA (2.5 mg/kg bw); 

(2) 高劑量 NDMA (10 mg/kg bw); (3) NDEA (50 mg/kg bw) ; (4) NMEA (20 mg/kg bw) 與 (5)

生成 NDMA 的前驅物：DMA (200 mg/kg bw) 與 NO2
- 
(100 mg/kg bw)。單一劑量餵食後收集 24 

小內尿液檢體，並將其犧牲取其肝臟檢體。詳細動物實驗設計如圖四。 

 
圖四、小鼠實驗設計 

 

取得小鼠肝臟樣本後，運用抗氧化萃取流程萃取出  DNA，再經由酵素水解將核苷 

(2’-deoxynucleosides) 釋出，以進行 DNA adductomics 分析。此外，萃取出的肝臟 DNA，取

一部分進行酸熱水解，利用 1 M HCl 水解 30 分鐘 (80℃)，以 on-line SPE LC-QqQ MS 在 

MRM 模式下定量分析修飾鹼基。而小鼠尿液樣本則直接採用同位素稀釋法 (isotope dilution) 

進行 MRM 定量分析 [Chao et al. 2007, Hu et al. 2012]，詳細樣本分析流程如下圖五。 

 

 
圖五、小鼠肝臟與尿液樣本分析流程 

目前我們已成功運用 on-line SPE LC-QqQ MS 開發具高敏感度及高選擇性的  DNA 
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adductomics 分析方法，運用資訊輸出系統將層析質譜訊號轉換成 adductome map，範例如下：

利用大範圍的質荷比掃描 (m/z 220-600) 可得到每一層析時間所有可能的 2’-deoxynucleosides 

訊號；隨著層析時間將中性丟失 (constant neutral loss, CNL) 質量 116 Da 掃描的結果轉換輸

出，作成鍵結體地圖 (adductome map)。下圖六為輸出成 adductome map 的範例；X 軸為層析

時間，Y 軸為母離子 (Q1) m/z，顏色代表訊號強度。 

 

 
圖六、將 LC-QqQ MS 分析所得層析質譜 CNL 訊號轉換成 adductome map 範例 

 

此外我們也首次嘗詴運用超效液相層析搭配高解析質譜  (UPLC-HRMS) 進行  DNA 

adductomics 的分析，全掃描質譜解析度設定為 60000，掃描範圍為 m/z 220-600。下圖七為 7 

種 2’-deoxynucleosides 標準品之層析圖譜，量測之質量 (accurate mass) 與理論精確質量 

(exact mass) 之質量誤差 (mass error) 皆小於 3 ppm。  

 

 
圖七、利用高解析質譜 (UPLC-HRMS) 分析 2’-deoxynucleosides 標準品 (200 pg on-column) 
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(四) 結果與討論 

(1) LC-QqQ MS 找尋 calf thymus DNA 經 NDMA 及 NMU 鍵結的重要特徵 

NDMA 須經動物酵素代謝才具反應性，而 NMU 屬於 N-nitrosamide 反應性強，可直接

作用 DNA。下圖八為 calf thymus DNA 分別與 NDMA (加 S9) 及 NMU (不加 S9) 反應後的 

total ion chromatography (TIC) 層析圖。 (a) 為 DNA 控制組；(b) 為暴露 NDMA 並添加動物

代謝酵素；(c) 為暴露 NMU 但不添加動物代謝酵素；由 TIC 可初步比對總訊號特徵，NDMA 

與控制組相近，但 NMU 在層析時間 5.3 及 32.4 分鐘有新訊號產生。 

 

(a) DNA 控制組 

 
(b) DNA 暴露 NDMA 

 
(c) DNA 暴露 NMU 

 
圖八、DNA 經 LC-QqQ MS 以 CNL 模式掃描丟失質量 116 Da 的 TIC 圖譜 

 

   上述 TIC 圖譜資訊可進一步提取轉換為 adductome map (未扣除 normal nucleosides 及內

標訊號)；X 軸為層析時間，Y 軸為母離子 (Q1) m/z，顏色代表訊號強度，如圖五所示。NDMA 
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與控制組 adductome map 相近，NMU 在層析時間 5.3 及 32.4 分鐘所產生的新訊號 A 及 B 

其 m/z 皆為 282，亦即分子量為 281。  

 

(a) DNA 控制組 

 
 

(b) DNA 暴露 NDMA 

 
 

(c) DNA 暴露 NMU 

 
圖九、DNA adductome map (未扣除 normal nucleosides 及內標訊號) 
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    上述圖九 adductome map 可進一步運用 AB Sciex 所提供 MarkerView™ Software，以內

標滯留時間為基準在不同層析時間區段中以進行滯留時間修正。接著將訊號積分並扣除 

normal nucleosides 及內標訊號後輸出。下圖六為經處理干擾訊號 (normal nucleosides 及內標

訊號) 並修正滯留時間及離子抑制後的 adductome map。可清楚看出 DNA 經 NDMA 暴露後

與控制組 adductome map 相似，沒有發現特徵訊號。推測本研究所添加的 S9 無法有效地將 

NDMA 代謝活化生成甲基偶氮離子使 DNA 產生甲基化鍵結。下一步將修正 S9 及 NDM A

的添加比例並分析 NDMA 在體外培養下經 S9 的代謝效率，以確立各種 N-nitrosamines 所

形成的 adductome map 特徵研究模組。此外由圖十比較，NMU 能顯著造成 A、B 重要特徵 

DNA adducts (m/z 282) ， 推 測 應 分 別 是  N7-methyl-2'-deoxyguanosine (N7-MdG) 及 

O
6
-methyl-2'-deoxyguanosine (O

6
-MdG)。 

 

(a) DNA 控制組 

 
 

(b) DNA 暴露 NDMA 
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(c) DNA 暴露 NMU 

 
圖十、DNA adductome map 訊號積分圖 

 

(2) LC-QqQ MS 找尋 Human liver cell 受 NDMA 暴露後的重要鍵結特徵 

Human liver cell 暴露 NDMA 後，經 DNA 萃取及運用 on-line SPE LC-QqQ MS 於 CNL 

模式下分析可得 TIC 質譜圖。 TIC 圖譜資訊可進一步提取轉換為 adductome map (未扣除 

normal nucleosides 及內標訊號)；X 軸為層析時間，Y 軸為母離子 (Q1) 質荷比，顏色代表訊

號強度，如圖十一所示。(a) 為 DNA 控制組；(b) 為暴露 0.1 mM NDMA；(c) 為暴露 20 mM 

NDMA；暴露 NDMA 在不同濃度下與控制組 adductome map 相近，無法看出特徵訊號。 

 

(a) Human liver cell 控制組 
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(b) 暴露 0.1 mM NDMA 

 
 

(c) 暴露 20 mM NDMA 

 
 

圖十一、Human liver cell DNA 暴露不同濃度 NDMA 的 adductome map 

 

(3) LC-QqQ MS 運用於暴露亞硝酸鹽之老鼠尿液樣本的 DNA adductomics 分析 

    下圖十二為本研究運用 DNA adductomics 技術於鼠尿分析 (由子計畫三提供)。小鼠尿液

經 on-line SPE LC-QqQ MS 分析在 CNL 模式下成功產生 adductome map。結果比對發現，

暴露亞硝酸鹽後並不會在尿液中形成顯著的特徵 DNA adducts，未來將持續改善分析敏感度，

以詴圖找出訊號較微弱的特徵 DNA adducts。 
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(a) 控制組小鼠尿液 

 
 

(b) 小鼠經暴露亞硝酸鹽後收集尿液 

 
圖十二、小鼠尿液 adductome map 比較：(a) 控制組及 (b) 暴露亞硝酸鹽 

 

(4) LC-QqQ MS 運用於暴露亞硝胺之老鼠肝臟樣本的 DNA adductomics 分析 

下圖十三為分別給予小鼠 NDMA 或生成 NDMA 的前驅物質 (DMA 與 NO2
- 混和) 之 

DNA adductome map。小鼠肝臟經研磨後進行 DNA 萃取與 on-line SPE LC-QqQ MS 分析，

最後將 TIC 層析圖提取轉換為 adductome map (未扣除 normal nucleosides 及內標訊號)。相

較於 (a) 控制組， (b) 暴露 NDMA (低劑量：2.5 mg/kg bw) 的 adductome map 上可發現分別

於 10.7 分鐘 (訊號 A) 與 28.8 分鐘 (訊號 B) 有新的訊號出現，而此兩訊號相較於 (c) 給

予較高劑量的 NDMA (高劑量：10 mg/kg bw) 時，發現強度更明顯增加，呈現有劑量反應關

係。此外，(d) 直接給予小鼠 DMA 與 NO2
-，使其於小鼠體內生成 NDMA 並代謝。相較於

控制組的 adductome map，一樣於 10.7 分鐘 (訊號 A) 與 28.9 分鐘 (訊號 B) 出現新訊號，

但強度明顯小於 NDMA 的高、低劑量組。推測可能原因是給予 DMA 與 NO2
- 後於體內生

成 NDMA 的量低，使得訊號強度相對較小。訊號 A 與 B 皆由相同的 m/z 282 [M + H]
+
 所

產生，其分子量應為 281。m/z 282 訊號相同於前述實驗中 calf thymus DNA 直接與強致甲基

化劑 MNU 的反應結果，因此推測訊號 A 為 N7-MdG 及訊號 B 為 O
6
-MdG。 
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(a) 控制組 

 
 

(b) NDMA (低劑量:2.5 mg/kg bw) 

 
 

(c) NDMA (高劑量:10 mg/kg bw) 
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(d) DMA+NO2
-
 

 
 

圖十三、小鼠暴露不同濃度 NDMA 與前驅物質 (DMA/NO2
-
) 的 adductome map 

 

圖十四為給予小鼠 NDEA 與  NMEA 後的  adductome map。(a) 控制組與  (b) 暴露 

NDEA 相比，可分別於層析時間 14.5 分鐘 (訊號 A) 與 34.3 分鐘 (訊號 B) 出現新訊號，

產生訊號之 m/z 為 296 [M + H]
+，其分子量應為 295。相似於 NDMA 的暴露，NDEA 於體

內代謝後容易造成 guanine 鹼基上 N7 與 O
6
 位置被乙基修飾取代，因此推測所觀察的訊號 

A 與  B 應 是 由  N7-ethyl-2'-deoxyguanosine (N7-EtdG) 及  O
6
-ethyl-2'-deoxyguanosine 

(O
6
-EtdG) 所產生。此外，當給予 (c) 會同時產生甲基與乙基鍵結的 NMEA 時，adductome map 

上確實發現 m/z 282 於 10.7 (訊號 A) 與 28.8 分鐘 (訊號 C) 出現新訊號，且 m/z 296 於 

14.5 (訊號 B) 與 34.3 分鐘 (訊號 D) 也有新訊號，因此推斷 NMEA 暴露後可產生 N7-MdG、

O
6
-MdG、N7-EtdG 與 O

6
-EtdG 等鍵結修飾產物。經由動物實驗搭配 DNA adductomics 分析

可全面性的找出具特徵 adducts，證實暴露 N-nitrosamines 經體內代謝後，能形成許多不同修

飾鍵結的 DNA adducts。 

 

(a) 控制組 
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(b) NDEA 

 

 

(c) NMEA 

 

圖十四、小鼠暴露 NDEA 與 NMEA 的 adductome map 

 

(5) MRM 模式下定量分析暴露亞硝胺的小鼠肝臟與尿液中 DNA adducts 

為驗證前述 DNA adductomics 分析所觀察到鹼基上的甲基化與乙基化修飾，本研究將小

鼠肝臟萃取出的 DNA 進行酸熱水解以釋放修飾鹼基，再利用 on-line SPE LC-QqQ MS 以高

靈敏與特異性的多重反應監控掃瞄模式 (Multiple reaction monitoring, MRM) 進行 N7-MG、

O
6
-MG、N3-MA 與 N7-EtG 的定量分析。 

表一結果顯示，N7-MG 可在控制組的小鼠肝臟 DNA 中微量檢出，背景值約在 0.009 

nmole/mg DNA 左右。當暴露 NDMA 的高、低劑量組時， N7-MG 顯著上升 (1.210 與 0.287 

nmole/mg DNA)；給予前驅物質 DMA 與 NO2
- 時其 N7-MG 測出量較低 (0.062 nmole/mg 

DNA)，此現象也與前述的 adductome map 結果相同。O
6
-MG 也在小鼠暴露 NDMA、NMEA 

與 DMA+NO2
-
 中量測到。NDMA 的高、低劑量組及 DMA+NO2

-
 中 O

6
-MG 與 N7-MG 的
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莫耳比分別是 1:17.6, 1:7.3 及 1:6.9，其相對比例符合文獻的報導 [Beranek. 1990]。由於 

N3-methyl-2’-deoxyadenosine (N3-MdA) 不穩定易自動去嘌呤，根據文獻報導  N3-MdA 於 

DNA (pH = 7, 39℃) 的半衰期約為 30 個小時 [Osborne MR et al. 2000]，於體內進一步形成 

N3-MA 再排出至尿液，因此組織中 N3-MA 皆低甚至無法測出。N7-EtG 可於會造成乙基化

修飾鍵結的  NDEA 與  NMEA 暴露小鼠肝臟中量測到，其含量分別為  0.052 與  0.007 

nmole/mg DNA。 

 

表一、小鼠肝臟經酸熱水解後之鹼基全定量數據 (n = 3) 

  N7-methylguanine O
6
-methylguanine N3-methyladenine N7-ethylguanine 

  (nmole/mg DNA) (nmole/mg DNA) (nmole/mg DNA) (nmole/mg DNA) 

Control 0.009 ND ND ND 

NDMA-low 0.287 0.016 0.003 ND 

NDMA-high 1.210 0.166 0.010 ND 

NDEA 0.007 ND ND 0.052 

NMEA 1.348 0.196 0.013 0.007 

DMA+NO2
-
 0.062 0.001 ND ND 

 

表二顯示小鼠尿液經 LC-QqQ MS MRM 分析結果，尿液中 DNA adducts 主要來自於體

內的修復產物。N7-MG 可在控制組小鼠尿液中測出且隨著 NDMA 的暴露劑量而上升。而尿

液中 O
6
-MG 皆無法量測到，因為體內 O

6
-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) 酵

素，可直接將 O
6
-MG 甲基移除後修復回 guanine [Christmann et al. 2012]。由於 N3-MdA 於

體內會快速轉變為 N3-MA 而排至尿液，因此小鼠尿液中的 N3-MA 與 N7-MG 有相似的趨

勢。N7-EtG 可於暴露 NDEA 與 NMEA 的小鼠尿液中測得。 

 

表二、小鼠尿液經酸熱水解後之鹼基全定量數據 

  N7-methylguanine O
6
-methylguanine N3-methyladenine N7-ethylguanine 

  (µg/g bw) (µg/g bw) (µg/g bw) (µg/g bw) 

Control 37.8 ND 0.8 ND 

NDMA-low 50.3 ND 1.1 ND 

NDMA-high 68.3 ND 1.5 ND 

NDEA - ND - 1.4 

NMEA 62.8 ND 1.0 0.1 

DMA+NO2
-
 49.7 ND 0.6 ND 

 

 

(6) 運用高解析質譜 (UPLC-HRMS) 進行老鼠肝臟的 DNA adductomics 分析 

本研究利用運用 UPLC-HRMS 嘗詴分析暴露 NDMA 後的小鼠肝臟，觀察是否有甲基化

鍵結修飾的特徵核苷出現。實驗採用 data dependent (DD)-CNL-MS
3
 掃瞄模式 (圖三)，當全掃

瞄中的離子強度大於設定值 7500 時，系統自動將此母離子 m/z 提取出來進行第一次碰撞碎

裂 (MS
2
)，利用碎裂後的子離子清單與母離子 m/z 進行比對，計算有無 116.0474 (去氧核醣) 

的質量差。若該分子有 116.0474 (去氧核醣) 的質量差，系統將自動提取該子離子 m/z 進行第
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二次碰撞碎裂 (MS
3
)。 

下圖十五為運用高解析質譜 DD-CNL-MS
3
 的分析結果，從圖譜中我們可以明顯發現有質

量差 116.0474 的波峰 (失去去氧核糖)，分別為 3.00 (peak-1) 與 12.55 分鐘 (peak-2)。Peak-1 

是由母離子 m/z 282.1196 所產生；Peak-2 則是由母離子 m/z 282.1197 所產生。利用軟體可

將所量測之 m/z [M+H]
+
 計算出化學分子式為 C11H16O4N5 (peak-1 與 2)，如下圖十六。利用

化學分子式便可利用搜尋引擎找出可能的化合物身份，從搜尋結果中篩選具核苷結構，便可推

測 peak-1 可能為 N7-MdG；而 peak-2 可能為 O
6
-MdG。 

 

 
圖十五、小鼠暴露 NDMA 的 DNA adductomcis 高解析質譜分析結果 

 

  
圖十六、藉由量測之準確質量 m/z 計算其化學分子式 
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(六) 成果自評 

N-nitrosamines 暴露對人體的健康危害，已經無庸置疑。它們在生物體內可形成的 DNA 

adducts 種類繁多，先前的研究皆由鎖定特定化合物來探討各別形成的 DNA adducts，但都無

法完整且同一時間描述  N-nitrosamines 暴露所造成的  DNA 鹼基修飾全貌。本研究利用 

LC-QqQ MS 進行 DNA adductomics 分析，能快速篩選出 N-nitrosamines 暴露所造成的關鍵 

DNA adducts，如：N7-MdG 與 O
6
-MdG 來自於 NDMA 暴露；N7-EtdG 與 O

6
-EtdG 來自於 

NDEA 的暴露。而我們嘗詴運用 UPLC-HRMS 於 adductomics，更有利於核苷的精準篩選 

(116.0474) 與未知鹼基修飾的定性。本研究的成果有助於 N-nitrosamines 致癌機制的深入探討，

對於國民健康品質的保障，將有實質上的貢獻。同時，在本研究的支持下 2016 年發表 DNA

的硝化傷害產物質譜分析法”Comprehensive analysis of the formation and stability of 

peroxynitrite derived 8-nitroguanine by LC-MS/MS: Strategy for the quantitative analysis of cellular 

8-nitroguanine.”於國際知名期刊 Free Radical Biology and Medicine (Impact factor = 5.784)；
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2014 年發表香菸特有亞硝胺造成 DNA 甲基化損傷證據”Direct analysis of tobacco-specific 

nitrosamine NNK and its metabolite NNAL in human urine by LC-MS/MS: evidence of linkage to 

methylated DNA lesions. ”於國際知名期刊 Archives of Toxicology (Impact factor = 6.637). 
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子計畫五 計畫主持人：王祖興 教授 

運用蛋白質體學評估亞硝胺所造成的蛋白質修飾 

 

(一) 前言 

多數亞硝胺具有強烈的致癌性質，廣泛的存在食物、香菸及檳榔中，以香煙中的濃度較高

[Hecht, 2014; Hoffmann et al., 1994]。食物中的亞硝胺來源主要有三大來源：(1) 含亞硝酸鹽食

物與含胺類食物混合食用形成。(2) 直接食用或曝露含亞硝胺的食物。(3) 含硝酸鹽的蔬菜或

食物，由腸胃道細菌代謝後，產生亞硝酸鹽；或蛋白質食物經腸胃細菌代謝成硝酸鹽，經由唾

液分泌，由口腔細菌分解為亞硝酸鹽，可能會在在腸胃道中合成亞硝胺。在飲食中出現的典型

亞硝胺約有 8 種，包括 NDEA、NDMA、NDPA、 NDBA、NMEA、NMor、NPip 及 NPyr，

其中最早被發現也是最常出現的為 N-亞硝基二甲胺 (NDMA)，因此 NDMA 也是研究亞硝胺毒

性及致癌性的代表性化合物。在動物實驗中，亞硝胺有強烈肝毒性會引起肝炎、肝硬化，而且

會引起口腔、食道、鼻、氣管、肺、肝及胰臟等癌症[Jakszyn & Gonzalez, 2006]。亞硝胺對核

酸及蛋白質具有強烈的修飾作用 (modification)，在 DNA、RNA 及蛋白質分子上形成烷基化內

轉體(alkylated adduct)，在 DNA 上所累積之烷基化內轉體未被清除修補，普遍被認為是亞硝胺

造成多種癌症形成的重要機制[Verna et al., 1996: Shuker & Bartsch, 1994]。 

除 DNA 修飾作用之外，亞硝胺曝露在蛋白質上所引發的烷基化修飾作用及可能之生理影

響，則較少被探討。近年來，蛋白質烷基(甲基化)在癌細胞生長、轉移及訊號傳遞途徑上均扮

演重要角色。蛋白質發生甲基化的位置通常在精胺酸 (arginine) 及離胺酸 (lysine)殘基上，蛋

白質發生甲基化將直接影響其分子穩定性及酵素活性[Egorova et al., 2010; Yang et al., 2009]，

或間接影響與蛋白質或 DNA 之交互作用 (interaction)，也可能造成蛋白質在細胞內的分佈改

變，進而調節細胞內訊息傳遞及基因之表現，例如甲基化組蛋白(histone)將造成與 DNA 鍵結

能力之改變，進而抑制或增強特定基因之表現程度[Liu et al., 2014]；修克蛋白 70 (HSP70)甲基

化後，將由細胞質為主分佈轉變為以細胞核分佈為主[Cho et al., 2012]。另外，許多的研究

報告也指出：多種腫瘤抑制蛋白也發生甲基化作用且改變其功能，它們包括 BRCA1 及 P53 蛋

白質[Guendel et al., 2010; Jansson et al., 2008]，這些數據指出：亞硝胺所導致的蛋白質烷(甲)基

化，在其所誘發的癌症及病變上可能扮演重要的角色，相當值得研究加以探討了解。 

 

(二) 研究目的 

本子計畫基本目的包括：(1)解答 NDMA 是否在肝臟及血管內皮細胞造成特定蛋白質之烷

(甲)基化作用? (2)確認 NDMA 甲基化蛋白質對其功能之影響，(3)建立解特定 NDMA 甲基化蛋

白質(生物標籤)在人類族群中分佈與實際體內 NDMA 濃度間相關性等三大議題。 

 

(三) 研究方法 

本研究計畫探討第二年，將以NDMA分別處理人類臍靜脈内皮EA.hy926细胞  (EA.hy926)

及人類正常肝臟細胞(WRL-68)，比較 NDMA 在兩種不同細胞之細胞毒性及基因毒性，以及對

細胞蛋白質甲基化圖譜(profile)之分析。細胞毒性及基因毒性分別以結晶紫染色法(crystal violet 

http://en.wikipedia.org/wiki/Lysine
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staining)及慧星分析法(comet assay)進行測量；蛋白甲基化則利用一維及二維免疫西方轉漬法結

合對抗精胺酸 (arginine)或離胺酸(lysine)抗體進行測量，特定甲基化蛋白質之身份鑑定則委託

中興大學生物科技發展中心蛋白質譜分析實驗室進行質譜定序分析確認身分。 

 

3.1 人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 及人類正常肝細胞培養 

人類臍靜脈内皮EA.hy926细胞 (EA.hy926)及人類正常肝細胞(WRL-68)，分別以DMEM(內

含有10% FBS、1% Penicillin-Streptomysin)培養液及DMEM(內含10% FBS、1% non-essential 

amino acids,1% Penicillin-Streptomycin)培養液進行培養，培養環境為內含5% CO2的恆濕37°C培

養箱中。培養基每二日更換一次，細胞生長達八成滿時進行稀釋分盤，稀釋比為5:1。 

 

3.2 細胞毒性分析 

將細胞 3 × 10
4 

cells /well 種於 24 孔盤中，置於培養箱中培養，隔天加入不同濃度的 NDMA 

(0-1-5 mM)處理 24 小時。接著去除含藥之培養基，以 PBS 清洗兩次，以 μL 70% ethanol

固定細胞 15 分鐘，去除 ethanol 後，以 μL 0.1% crystal violet 染色細胞 30 分鐘，將 24 孔

盤浸入流水中搖晃清洗多餘的染劑，並在室溫中將孔盤風乾。以 μL 0.2% Triton X-100 處

理 1 小時，將細胞穿孔並溶出染劑，最後取溶解液 100 μL 到 96 孔盤，以五合一多功能光譜儀 

(FlexStation®  3 Benchtop Multi-Mode Microplate Reader, Molecular Devices, Germany)測量波長

590 nm 處的吸光值，作為細胞數目之判斷依據。 

 

3.2 彗星分析法 

彗星分析(Comet Assay)廣泛應用於單細胞 DNA 損傷的測量。細胞經 NDMA 處理後，以

trypsin 分解方式收集細胞，並且製成細胞凝膠玻片，每片細胞玻片含約 1×10
5 個細胞。將細胞

玻片的蓋玻片小心移除，浸入細胞溶解液(2.5 M NaCl、100 mM EDTA、10 mM Tris base、200 mM 

NaOH、34.1 mM N-Lauroylsarcosine sodium salt、1% Triton X-100、10% DMSO)中，進行細胞

膜溶解 1 小時，將細胞玻片取出並以大量 RO 水清洗，排列於內含約 2 公升電泳液約(1 mM 

EDTA、300 mM NaOH，pH 13)的電泳槽中，浸泡 20 分鐘，進行 DNA 雙股解旋，然後以起始

安培數為 300 mA、電壓為 25 伏特，進行電泳 20 分鐘，電泳結束後以中和液(400 mM Tris base，

pH 7.4)沖洗膠片 3~5 次，使 DNA 雙股復原，最後以 μL μg/mL)染色細胞 DNA，

蓋上蓋玻片，置於暗盒中，隔日以螢光顯微鏡觀察，並利用 Comet assay III 軟體(Perceptive 

Instruments, UK)分析細胞 DNA 之拖曳長度百分比及亮度的積分為 Tail Moment (TM)值，作為

DNA 傷害程度的判斷。 

 

3.3 蛋白質甲基化分析 

細胞經處理後，以細胞溶解液瓦解細胞，收集總細胞溶解物(whole cell lysate)並以離心方

式去除細胞殘渣，以BSA為標準定量總細胞溶解物之蛋白質濃度，小量分裝後冷凍等待分析。

蛋白質甲基化利用抗賴氨酸(lysine)甲基化及抗精氨酸(arginine)抗體之西方轉漬方法進行測量。

蛋白質甲基化之圖譜分析則利用抗賴氨酸甲基化及抗精氨酸抗體之二維西方轉漬方法進行測

量。進一步確認特定蛋白質甲基化，將採用免疫沉澱方法，先把NDMA甲基化的蛋白質以抗賴

氨酸抗體及蛋白質G凝膠球(protein A bead)沉澱分離，經二維電泳後，再以特定蛋白質之抗體(抗
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GRP75及抗vimentin抗體)進行測量。 

 

3.4統計分析 

各組詴驗所得數據以帄均值加減標準偏差 (Mean ± SD) 方式表示；詴驗統計分析採用

Microsoft Office Excel 2010 電腻統計套裝軟體中的 Student’s t-test 進行統計分析，並以 P＜0.05

作為詴驗數據間是否達到顯著性差異之標準檢測。 

 

(四) 結果 

4.1 N-亞硝基二甲胺之細胞毒殺性及基因毒性 

人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 EA.hy926 及人類正常肝細胞 WRL-68，分別處理 0、1、5 

mM N-亞硝基二甲胺(NDMA)24 小時或 48 小時，都不會明顯造成細胞增生抑制，進而降低其

細胞數目，其活細胞比例相對於未加藥對照組均在 90%以上(圖一)。以慧星分析測量 NDMA

在EA.hy926及WRL-68細胞之基因毒性，結果卻發現NDMA處理造成極為明顯的DNA傷害，

在低濃度(< 0.01 mM)即可造成強烈的細胞核 DNA 傷害數值(Tail Moment)(圖二)，其作用敏感

性至少是細胞毒殺性的 500 倍以上，此種低細胞毒性-高遺傳毒性特色與 NDMA 已知的強烈致

癌性是相互吻合的。另外，這種作用特色在人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 及人類肝細胞均極

為相似，間接說明 NDMA 在細胞中的代謝活化機制，可能普遍性的存在不同型態細胞中，至

少在血管內皮細胞及肝細胞都明顯存在此一活化系統。先前研究報告指出 NDMA 在人類細胞

中主要是被細胞色素 P450 酵素(CYP2E1 及 CYP2A6)活化形成烷化物(Kusida et al., 2000)。在

人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 (HUVEC)中也被偵測到有恆常性表達多種細胞色素 P450 酵素，

包括 CYP1A1、CYP1A2、CYP2E1 及 CYP3A，這些酵素對循環性毒物前體的代謝命運的決定

具有重要的角色(Farin et al., 1994)。綜合上述數據對 NDMA 在人體中之代謝及毒性的轉變過程，

提供重要運作模型的解釋：NDMA 被吸收進入血流，在血管內皮細胞可進行明顯的代謝活化，

造成血管內皮細胞的損傷，運行至肝臟將再次進行代謝活化，甚至累加性(additive)造成肝細胞

損傷，最終造成肝癌的形成。肝細胞中 CYP450 酵素的表現，包括 CYP2E1及 CYP2A6都可能因

特定毒物的曝露而增加其表現量，如乙醇及尼古丁(Rahnasto-Rilla, 2012; Yongvanit et al., 2012)，

也支持我們上述所提出的解釋模型。進一步了解 CYP2E1 及 CYP2A6 在 NDMA 造成人類臍靜

脈内皮 EA.hy926 细胞 及肝細胞遺傳毒性的角色，仍需進一步詴驗來加以證明。 
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圖一、N-亞硝基二甲胺在人類血管內皮及人類正常肝細胞所造成的細胞毒殺性。人

類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 (EA.hy926)及人類正常肝細胞(WRL-68)v 細胞，分別

處理不同濃度 N-亞硝基二甲胺(N-Nitrosodimethylamine, NDMA) 24 小時，細胞毒殺

性以結晶紫染色法進行測量。將對照組之數值設為 100%。數據為三次詴驗帄均值 ± 

標準機差。 

 

 

圖二、N-亞硝基二甲胺在人類血管內皮及人類正常肝細胞所造成的遺傳毒性。人類

臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 (EA.hy926)及人類正常肝細胞(WRL-68)，分別處理不同

濃度二甲基亞硝胺(N-Nitrosodimethylamine, NDMA)24 小時，細胞遺傳毒性以慧星分

析方法進行測量。數據為三次詴驗帄均值 ± 標準機差。 

 

4.2 二甲基亞硝胺在人類內皮細胞造成之蛋白甲基化 

以不同濃度 NDMA (0、1 mM、5 mM)分別處理細胞 24 小時，以對抗非對稱型二甲基精胺

酸(asymmetrica arginine dimethylation)抗體，測量細胞內蛋白質甲基化在一維 SDS-PAGE 之圖

譜，結果發現 NDMA 處理在分子量 32 kDa 蛋白質處有明顯的甲基化訊號，而且隨 NDMA 處

理劑量升高，蛋白甲基化訊號也隨之明顯增加，NDMA 5 mM 處理組在 32 kDa 蛋白質基化訊

號強度約為不處理組的 1.8 倍(圖三)。 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

0 0.25 0.5 1 2.5 5

ce
ll 

n
u

m
b

er
 (

%
 o

f 
co

n
tr

o
l)

 

NDMA (mM) for 24 hr 

WRL68

EA.hy926

0

50

100

0

0
.0

1

0
.1 1Ta

il 
M

o
m

e
n

t 

NDMA (mM) for 24 hr 

EA.hy926

WRL68



 

85 
 

 
圖三、NDMA 在 24 小時造成人類臍靜脈內皮細胞 (EA.hy926) 細胞內非對稱型二

甲基精胺酸表現量之影響。將 EA.hy926 種於 6 cm 盤中，生長至八分滿時以 NDMA 

(1 mM 及 5 mM)分別處理細胞 24 小時，收集細胞並製備總細胞溶解物，立用西方墨

點法測量非對稱型二甲基精胺酸表現量。對照組數據設為 1，計算處理組相對於對

照組比值。數據為 5-6 次詴驗帄均值 ± 標準機差。 

 

相同的 NDMA 處理條件，以對抗對稱型二甲基精胺酸 (symmetrica arginine dimethylation) 

抗體測量細胞內蛋白質甲基化在一維 SDS-PAGE 之圖譜，結果發現 25 kDa 及 55 kDa 蛋白質之

甲基化程度明顯因 NDMA 處理濃度增加而增加 (圖四)，相對於對照組其增加程度分別 1.8 倍

及 2.1 倍。 
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圖四、二甲基亞硝胺在人類臍靜脈內皮細胞對蛋白質甲基化之影響。精胺酸表現量

之影響。(將 EA.hy926 種於 6 cm 盤中，八分滿時以 NDMA (0-5 mM) 處理細胞 24

小時。使用西方墨點法觀察非對稱型二甲基精胺酸表現量。對照組數據設為 1，計

算處理組相對於對照組比值。數據為五到六次詴驗帄均值 ± SD。) 

 

利用二維西方轉漬分析技術，進一步檢測 NDMA 處理所誘發蛋白質值甲基化作用，在未

使用對抗甲基化胺基酸抗體時，比較 NDMA 24 小時處理下，基礎蛋白質點圖譜發現：NDMA

處理並未造成蛋白質點圖譜與未處理組間之明顯差異。此結果顯示 NDMA 處理，並不會明顯

改變細胞基因表現，進而導致蛋白質表現量的改變。以抗非對稱型二甲基精胺酸抗體，測量二

維蛋白質點甲基化之圖譜，卻發現 5 mM NDMA 24 小時處理，細胞蛋白質二維電泳圖譜，在

70 kDa 附近有數個蛋白質點呈現明顯的甲基化訊號，依 pH 不同有 a (77 kDa, pH6.6)、b (72 kDa, 

pH6.7)、c (72 kDa, pH6.75)、d (70 kDa, pH6.9)、e (70 kDa, pH7.6) 等五個蛋白質點(圖五)。 

 

 

圖五、二甲基亞硝胺在人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 對蛋白質甲基化的影響。人

類血管內皮 EA.hy926 細胞以 5 mM 二甲基亞硝胺(NDMA)處理 24 小時，蛋白質甲

基化以非對稱型二甲基精胺酸抗體染色之二維西方轉漬法進行測量。 
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歸納多次二維西方轉漬法所到的甲基化蛋白質點圖譜的數據發現：NDMA 處理下，

在人類血管內皮 EA.hy926 細胞主要發生甲基化的蛋白質點，分子量集中在 70 kDa，挖取

蛋白質點進行身分鑑定，確認該蛋白質為 GRP75 (glucose-regulated protein 75)。由於蛋白

質發生甲基化的氨基酸殘基，除精氨酸之外，賴氨酸也是常發生的殘基，因此，本計畫

也利用抗賴氨酸甲基化抗體之二維西方轉漬方法，測量 NDMA 在人類臍靜脈内皮

EA.hy926 细胞 所導致的蛋白質甲基化。結果發現分子在約 70 kDa 及 42 kDa 處有明顯的

甲基化訊號(圖六)，經挖點進行質譜分析確定身份，70 kDa 蛋白質點再次確認為 GRP75

蛋白質，42 kDa 蛋白質點為波形蛋白(vimentin)。 

 

 

圖六、二甲基亞硝胺在人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 對蛋白質甲基化的影響。人

類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 以 5 mM 二甲基亞硝胺(NDMA)處理 24 小時，蛋白質

甲基化以賴氨酸甲基化抗體之二維西方轉漬法進行測量。 

 

為進一步證實 GRP75 及 vimentin 蛋白質確為 NDMA 的甲基化標的，利用賴氨酸甲

基化抗體先行將甲基化蛋白質族群分離，然後再分別以 GRP75 或 vimentin 抗體之西方

轉漬進行檢測。結果發現 5 mM NDMA 處理下，在甲基化蛋白族群中的甲基化 GRP75

蛋白質確實比無 DNMA 處理的對照組高(圖七)，此結果再次證實人類臍靜脈内皮

EA.hy926 细胞 中 GRP75 蛋白質，確實為 NDMA 導致甲基化的主要標的。GRP75 及

vimentin 甲基化後對其功能有何影響，目前的了解仍非常少，先前的研究報導基本上認

為 GRP75 是一細胞凋亡的抑制者，超量表現可以保護細胞抵抗氧化傷害(Xu et al., 2009; 

Yang et al., 2008)；最近的研究更指出 ROS 可以造成 GRP75 蛋白的磷酸化作用，而且磷

酸化態 GRP75 只分佈在細胞質，不會出現在粒線體及細胞核中(Krishna et al., 2007)，據

此猜測 GRP75 磷酸化將改變它與其他蛋白質彼此間的交互作用，減少氧化壓力所造成

的蛋白質降解代謝，增加細胞的存活。然而，GRP75 抑制細胞凋亡的功能對癌細胞的存

活及轉移也將造成潛在危機(Lee et al., 2014; Wadhwa et al., 2006)。Vimentin 在先前的研

究報導曾指出可被多種蛋白激酶作用發生磷酸化作用，這些蛋白激酶包括 Cdk1、 Rho 

kinase、PAK1 及 Aurora-B kinase，Vimentin 的磷酸化作用在細胞質分裂的過程扮演重要角色

(Sihag et al., 2007)，但至今仍無報導指出 vimentin 會發生甲基化的情形。本計畫所發現

的 GRP75 及 vimentin 甲基化是否會造成與磷酸化作用間之競爭，或影響該蛋白之細胞

分佈及其他功能仍須進一步了解。 
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圖七、二甲基亞硝胺在人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 對 GRP75 蛋白質的甲基化作用。

人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 以 5 mM 二甲基亞硝胺(NDMA)處理 24 小時，甲基化

蛋白質以賴氨酸甲基化抗體進行免疫沉澱收集，之後再以 GRP75 抗體進行西方轉漬法

測量。 

 

綜合上述結果提出 NDMA 曝露，在人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 主要發生蛋白

質甲基化的蛋白質標的為 GRP75 及 vimentin 蛋白質，而且這兩種蛋白質發生甲基化的

氨基酸殘基情形有所不同，GRP75 蛋白質甲基化同時出現在精氨酸及賴氨酸殘基，但

vimentin 的甲基化卻只出現在賴氨酸殘基上，這個現象也間接指出 NDMA 所導致的蛋

白質甲基化，可能有兩個不同的方式，一個進行精氨酸甲基化，另一個進行賴氨酸甲基

化。另一種可能是 NDMA 所導致的蛋白質甲基化作用只有一種方式，至於甲基化要發

生在精氨酸殘基還是賴氨酸殘基是由蛋白質結構來決定，NDMA 如何造成 GRP75 及

vimentin 甲基化的作用細節仍須進一步詴驗了解。除發生蛋白質甲基化之外，5 mM 

NDMA 處理同時也造成 GRP75 及 vimentin 蛋白質表現量的增加(圖八、圖九)，增加的

程度相較於無 DNMA 處理的對照組，GRP75 表現增加 24%、vimentin 表現增加 38%。 

 

 
圖八、二甲基亞硝胺對人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 葡萄糖調節蛋白 75 表現之

影響。細胞處理不同濃度二甲基亞硝胺(NDMA) 24 小時，之後收集細胞並製備總

細胞溶解液，並且以免疫西方轉漬法分析其中 GRP75 的表現量。 
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圖九、二甲基亞硝胺對人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 波形蛋白表現之影響。細

胞處理不同濃度二甲基亞硝胺(NDMA) 24 小時，5 之後收集細胞並製備總細胞溶

解液，並且以免疫西方轉漬法分析其中 vimentin 的表現量。 

 

根據本子計畫第二年所有發現，提出下列幾點重要結論：1.NDMA 在人類臍靜脈内皮

EA.hy926细胞 及人類正常肝細胞均造成明顯的核DNA傷害，但均未造成明顯的細胞毒殺性，

此特性可解釋 NDMA 的高致癌性。2.NDMA 在人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 及人類正常肝

細胞均可造成明顯遺傳毒性，而且在人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 所產生的遺傳毒性似乎比

解毒代謝活性高的肝細胞來得強烈，此現象說明 NDMA 在血管運行時，可能因代謝活化而升

高之毒性值得重視。3.NDMA 在人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞 明顯造成 GRP75 及 vimentin

蛋白的甲基化，因 GRP75 及 vimentin 在之前研究都被證實在癌症成形過程扮演重要角色，因

此了解 GRP75 及 vimentin 發生甲基化的機制，以及甲基化後對這兩個蛋白質的功能影響，將

對 NDMA 所造成的相關癌症形成提供極為重要的參考。4.除蛋白甲基化之外，NDMA 也造成

GRP75 及 vimentin 蛋白質的表現量增加，而 GRP75 及 vimentin 的表現量增加，將可能增加

DNA 已明顯受傷細胞的存活，進而發啟癌症形成的風險，這個假說值得留意並證實。 

 

4.3 人類肝細胞代謝酵素對二質甲基亞硝胺造成 ROS 產量增加的角色 

二甲基亞硝胺(N-nitrosodimethylamine, NDMA)具有強烈肝臟毒性，屬 IARC 第 2A 類致癌

物質。在老鼠模式 NDMA 造成肝纖維化，低劑量長期暴露引發肝臟腫瘤都是證據充分的，然

而 NDMA 在人類的毒性效果仍未經詴驗確定。本計畫發現 NDMA 在人類正常 WRL-68 肝細

胞，造成明顯的 ROS 產量增加現象，而且劑量依賴特性(dose-dependent manner)明顯，ROS 增

加倍數依處理濃度 0.5 mM、1 mM 及 5 mM 分別為對照組的 7.8 倍、13.3 倍及 21.2 倍(圖 10)。

之後詴驗均以 5 mM-24 小時為標準處理條件。 

為進一步了解細胞內重要藥物代謝酵素在 NDMA 造成 ROS 產量增加是否扮演角色，本研究採

用多種酵素抑制劑進行測詴，包括細胞色素 P450 酵素(CYP450)、單胺氧化酶(monoamine 

oxidase, MAO-A/MAO-B)、黃素單氧化酶(flavin-containing monooxygenase, FMO)及單胺回收

(monoamine reuptake)等抑制劑。在 NDMA 處理前 30 分鐘加入 CYP450 廣效型抑制劑
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aminobenzotriazole (ABT)，結果發現 ABT 強烈降低 NDMA 在 WRL-68 肝細胞造成的 ROS 產

量增加，在濃度 時，出現最大抑制效果達 95%(圖十一)。處理 FMO (flavin-containing 

monooxygenase)競爭型抑制劑 methimazole (MMI)，結果也發現 MMI 具有強烈抑制 NDMA 在

WRL-68 肝細胞造成的 ROS 產量增加，在濃度 2 mM 時，出現最大抑制效果達 80%(圖十二)。

處 理 MAO-A(Monoamine oxidase A) 及 MAO-B(Monoamine oxidase A) 抑 制 劑

clorgyline(CLORG)、pargyline(PARG)及 selegiline(SELEG)，結果發現 MAO-A 及 MAO-B 抑制

劑都能明顯降低 NDMA 在 WRL-68 細胞造成的 ROS 產量增加，但在抑制程度上 MAO-B 抑制

劑的比 MAO-A 抑制劑高(圖十三~十五)；另外，單獨處理 MAO-A 抑制劑 CLORG 時，也會造

成 WRL-68 細胞 ROS 的產量增加(圖十三)。處理單胺回收抑制劑 imipramine(IMI)，結果發現

IMI 也有抑制 NDMA 在 WRL-68 肝細胞造成的 ROS 產量增加，在濃度 時，出現最大抑

制效果達 82%，但因詴驗次數較少尚未達到統計顯著水準(圖十六)。由於 NDMA 在 WRL-68

肝細胞造成明顯 ROS 增加，為進一步了解此 ROS 產生與粒線體間相關性，以粒線體靶向抗氧

化劑(Mito-tempo)合併二甲基亞硝胺處理，結果發現二甲基亞硝胺在 WRL-68 肝細胞造成的

ROS 產量增加，幾乎完全被 Mito-tempo 抑制，處理濃度 時，抑制效果達 92%(圖十七)。 
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圖十、二甲基亞硝胺在人類正常肝細胞所造成的細胞內ROS增加。人類正常肝細胞(WRL-68)，

分別處理不同濃度二甲基亞硝胺(NDMA) 24 小時，以 DGHF-DA 染色法測量 ROS 產生量，利

用正立螢光顯微鏡觀察照相，再以 Image J 定量。數據為四次詴驗帄均值 ± 標準機差。 

 

 

圖十一、細胞色素 P450 酵素抑制劑對二甲基亞硝胺造成人類正常肝細胞 ROS 增加的影響。

人類正常肝細胞 (WRL-68)細胞，分別預處理不同濃度細胞色素 P450 酵素抑制劑

(1-aminobenzotriazole，ABT) 30 分鐘後，再處理 5mM 二甲基亞硝胺(NDMA) 24 小時，以

DGHF-DA 染色測量 ROS 產生量，利用正立螢光顯微鏡觀察照相，再以 Image J 定量。數據為

三次詴驗帄均值 ± 標準機差。 
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圖十二、黄素單加氧酶抑制劑對二甲基亞硝胺造成人類正常肝細胞 ROS 增加的影響。人類正

常肝細胞(WRL-68)細胞，分別預處理不同濃度黄素單加氧酶抑制劑(methimazole，MMI) 30 分

鐘後，再處理 5mM 二甲基亞硝胺(NDMA) 24 小時，以 DGHF-DA 染色法測量 ROS 產生量，

利用正立螢光顯微鏡觀察照相，再以 Image J 定量。數據為二次詴驗帄均值。 

 

 

圖十三、單胺氧化酶-A 抑制劑對二甲基亞硝胺造成人類正常肝細胞 ROS 增加的影響。人類正

常肝細胞(WRL-68)細胞，分別預處理不同濃度單胺氧化酶抑制劑(clorgyline，CLORG) 30 分鐘

後，再處理 5mM 二甲基亞硝胺(NDMA) 24 小時，以 DGHF-DA 染色法測量 ROS 產生量，利

用正立螢光顯微鏡觀察照相，再以 Image J 定量。數據為三次詴驗帄均值 ± 標準機差。 
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圖十四、單胺氧化酶-B 抑制劑對二甲基亞硝胺造成人類正常肝細胞 ROS 增加的影響。人類正

常肝細胞(WRL-68)細胞，分別預處理不同濃度單胺氧化酶-B 抑制劑(pargyline，PARG) 30 分鐘

後，再處理 5mM 二甲基亞硝胺(NDMA) 24 小時，以 DGHF-DA 染色法測量 ROS 產生量，利

用正立螢光顯微鏡觀察照相，再以 Image J 定量。數據為二次詴驗帄均值。 

 

 

圖十五、單胺氧化酶-B 抑制劑對二甲基亞硝胺造成人類正常肝細胞 ROS 增加的影響。人類正

常肝細胞(WRL-68)細胞，分別預處理不同濃度單胺氧化酶-B 抑制劑(selegiline，SELEG) 30 分

鐘後，再處理 5mM 二甲基亞硝胺(NDMA) 24 小時，以 DGHF-DA 染色法測量 ROS 產生量，

利用正立螢光顯微鏡觀察照相，再以 Image J 定量。數據為二次詴驗帄均值。 
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圖十六、單胺回收抑制劑對二甲基亞硝胺造成人類正常肝細胞 ROS 增加的影響。人類正常肝

細胞(WRL-68)細胞，分別預處理不同濃度單胺抑制劑(imipramine，IMI) 30 分鐘後，再處理 5mM

二甲基亞硝胺(NDMA) 24 小時，以 DGHF-DA 染色法測量 ROS 產生量，利用正立螢光顯微鏡

觀察照相，再以 Image J 定量。數據為二次詴驗帄均值。 
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圖十七、粒線體靶向抗氧化劑對二甲基亞硝胺造成人類正常肝細胞 ROS 增加的影響。人類正

常肝細胞(WRL-68)細胞，分別預處理不同濃度粒線體靶向抗氧化劑(Mito-tempo) 30 分鐘後，

再處理 5mM 二甲基亞硝胺(NDMA) 24 小時，以 DGHF-DA 染色法測量 ROS 產生量，利用正

立螢光顯微鏡觀察照相，再以 Image J 定量。數據為二次詴驗帄均值。 

 

4.4 小鼠模式下 NDMA 對蛋白質甲基化及解毒酵素蛋白表現之影響 

NDMA 處理人類細胞血管內皮 EA.hy926 細胞及 WRL-68 肝細胞，均可造成細胞內明顯

ROS 產生量大幅增加的氧化壓力，並且造成細胞死亡，為進一步了解 NDMA 處理對動物體內

解毒代謝及抗氧化酵素系統可能造成之改變，本計畫利用 BALB/c 小鼠進行探討。以四週齡

BALB/c 小鼠腹腔注射 NDMA，每週 3 次連續 5 週，結果發現肝臟組織蛋白總甲基化程度，在

注射濃度 10 mg/kg 組蛋白質甲基化程度相較於對照組顯著增加約 28%(圖十八)，NDMA 處理

在小鼠肝臟造成三個甲基化標的蛋白質(圖十九)。 
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除蛋白甲基化的改變之外，NDMA處理也對小鼠肝臟中多種蛋白質表現照成明顯的影響，

表現增加的蛋白質包括：(1)伴護蛋白 GRP75 (75 kDa Glucose regulated protein)、(2)MnSOD  

(Manganese-dependent superoxide dismutase)、(3)CAT (Catalase)、(4)GCLC (Glutamate–cysteine 

ligase catalytic subunit)、 (5) GCLM (Glutamate–cysteine ligase modifier subunit)、 (6)GSTp 

(Glutathione S-transferase pi)，表現下降的蛋白質包括(7)GPX1 (Glutathione peroxidase 1)、

(8)HO-1 (Heme oxygenase 1)，(9)GR (Glutathione reductase)的表現程度則不受影響(圖二十) 

 

 

圖十八、二甲基亞硝胺造成小鼠肝臟蛋白質甲基化之免疫圓點轉漬分析。四週齡小鼠經 5 mg/kg

或 10 mg/kg NDMA 注射，每週 3 次連續 5 週，於第 6 週結束詴驗，犧牲小鼠摘取肝臟製備蛋

白質溶解液，進行免疫西方轉漬分析，測量蛋白質的甲基化之程度。 
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圖十九、二甲基亞硝胺對小鼠肝臟蛋白質甲基化之影響。四週齡小鼠經 5 mg/kg 或 10 mg/kg 

NDMA 注射，每週 3 次連續 5 週，於第 6 週結束詴驗，犧牲小鼠摘取肝臟製備蛋白質溶解液，

進行免疫西方轉漬分析，測量蛋白質的甲基化圖譜。 
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圖二十、二甲基亞硝胺對小鼠肝臟伴護蛋白解毒酵素及抗氧化酵素表現的影響。四週齡小鼠經

5 mg/kg 或 10 mg/kg NDMA 注射，每週 3 次連續 5 週，於第 6 週結束詴驗，犧牲小鼠摘取肝

臟製備蛋白質溶解液，進行免疫西方轉漬分析，測量個別蛋白質的表現程度。 
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圖二十一、二甲基亞硝胺對小鼠肝臟蛋白質甲基化；伴護蛋白解毒酵素及抗氧化酵素表現的定

量分析。利用免疫西方轉漬法測量各個蛋白質的表現程度，蛋白質免疫螢光訊號以 Image J 定

量。數據為三次詴驗帄均值。(A)protein methylation, (B)GRP75/75 kDa glucose regulated protein, 

(C)MnSOD/Mn-dependent superoxide dismutase, (D)CAT/Catalase, (E)GPX1/Glutathionn 

peroxidase 1, (F)HO-1/Heme oxygenase 1, (G)GCLC/Glutamate–cysteine ligase catalytic subunit、

(H) GCLM/Glutamate–cysteine ligase modifier subunit 、 (I)GR/Glutathion reductase, (J) 

GSTp/Glutathione S-transferase pi。 

  



 

100 
 

(五)討論 

二甲基亞硝胺(NDMA)可能因食物保存醃製添加而攝入，另外飲食中胺類和亞硝酸鹽物質，

經由胃部消化液或唾液催化而自然形成，是日常生活中極易暴露的物質。亞硝胺因具有強烈的

肝臟毒性及致癌性，對健康危害的風險相當高，極需探討並研擬相關的防治之道，過往的研究

指出二甲基亞硝胺在生物體內代謝產生甲醛及過氧化氫相關之活潑分子，進而造成細胞重要分

子之氧化傷害及羰基化作用(carbonylation)，另外，某些代謝產物則具有強烈的烷基化劑活性，

例如甲基重氮烷陽離子(methyldiazonium ion)，可進一步造成DNA及蛋白質的烷基化作用

(methylation)(圖二十二)，這些改變將嚴重影響細胞的訊息傳遞，並且改變基因表現的圖譜，

久之將造成肝臟纖維化及相關癌症的形成。 

雖然 NDMA 在哺乳動物中的代謝途徑及主要產物了解的相當完整，但那些代謝酵素參與

其代謝過程至今仍無定論，過去的文獻認為細胞色素 P450 酵素 2E1 扮演重要角色(Chowdhury 

et al., 2012; Kang et al., 2007; Yamazaki et al., 1992)，某些文獻則又指出單胺氧化酶(monoamine 

oxidase/MAO)及黃素單胺氧化酶(flavin monooxygenase/FMO)也都扮演重要角色(Lake et al., 

1982; Phillips et al., 1982)。本計畫結果發現 CYP450、FMO 及 MAO 的選擇性抑制劑，都能有

效地抑制 NDMA 在 WRL-68 肝細胞造成 ROS 產生量增加，然而，根據抑制劑可能作用的重疊

性判斷，CYP450 酵素及單胺氧化酶(MAO)對 NDMA 代謝產生 ROS 的角色是同等重要的，FMO

抑制劑因同時具有強烈抑制 CYP450 的活性，角色重疊重要性較低。更有趣且重要的發現是

NDMA 誘發的 ROS 可被粒線體專一性抗氧化劑(Mito-tempo)完全抑制，這顯示 NDMA 誘發的

ROS 產量增加與粒線體的關係密切，綜合這些發現，我們提出一個新且重要可能分子機制，

解釋 NDMA 如何在肝細胞代謝活化產生 ROS(圖二十三)。NDMA 進入細胞後，可能被粒線體

外膜上之 MAO 酵素作用，或由轉移至粒線體基質內之 CYP450 2E1 酵素代謝，進而讓粒線體

內部或附近的 ROS 的產量增加，最近的研究報導指出 CYP450 2E1 在 STZ 誘發糖尿病鼠粒線

體中的表現明顯提高(Raza et a., 2004)，以及粒線體中 CYP450 2E1 產生之 ROS 在漢防己鹼造

成之粒線體功能失常扮演主要角色，都支持我們所提出的工作假說，粒線體中的 CYP450 2E1

及 MAO-A/-B 在 NDMA 誘發肝細胞 ROS 產量增加仍需進一步研究確認。 

二甲基亞硝胺除造成肝細胞ROS產量增加，以及解毒及抗氧化系統酵素的表現改變之外，

也明顯造成蛋白甲基化的增加，利用蛋白質體學分析技術，進一步發現 GRP75 是 NDMA 處理

重要的蛋白甲基化標誌，該蛋白的甲基化現象是首次被發現，該蛋白被甲基化後對其功能之影

響目前仍不清楚，GRP75 是一主要分布於粒腺體基質的蛋白質，最近的文獻指出 GRP75 在蛋

白質進出粒線體扮演重要的伴護(chaperon)功能(Liu et al., 2015; Horst et al., 1997)，該蛋白質也

是串聯內質網與粒線體並控制鈣離子恆定的主角(Szabadkai et al., 2006)。據此我們認為 GRP75

可能與 CYP450 2E1 的粒線體轉運有關，NDMA 處理透過 GRP75 協助 CYP450 2E1 進入粒線

體並代謝 NDMA，造成 ROS 產量增加，同時其代謝產物(如甲基重氮烷陽離子/methyldiazonium 

ion)也讓 GRP75 蛋白發生甲基化並降低其原有蛋白伴護的能力，進而誘發該蛋白質的表現程度

(圖二十一 A & B)，這項發現也再一次說明粒線體極可能是 NDMA 在哺乳動物細胞作用的標

的。 
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圖二十二、二甲基亞硝安在哺乳動物細胞可能之代謝途徑 (Fournier et al., 2006)。 
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圖二十三、二甲基亞硝胺透過粒線體中代謝酵素產生 ROS 造成細胞氧化傷害可能之作用機

制。 
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(五) 成果自評 

1. 利用二維西方轉漬及質譜分析技術，以及免疫沉澱技術成功定義二甲基亞硝胺 NDMA 在人

類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞主要的甲基化蛋白標的：GRP75 蛋白，這是首次且重要的發

現，進一步研究發現 GRP75 蛋白的甲基化現象，也同樣出現在人類 WRL-68 肝細胞，除此

之外，NDMA 在人類臍靜脈内皮 EA.hy926 细胞及 WRL-68 肝細胞，也都造成 GRP75 蛋白

質的表現量增加，這可能是因應 GRP7 甲基化後功能阻礙的補償(compensation)作用。雖然

GRP75 甲基化後的功能影響現階段仍不清楚，但對 NDMA 所造成之肝纖纖維化及相關癌

症可能扮演重要角色，未來對發展 NDMA 曝露之生物標籤及相關疾病之防治提供良好的研

究指引。 

2. 利用有害異物 (xenobiotic)之多元代謝酵素抑制劑，包括 cytochrome P450/CYP450、

monoamine oxidase/MAO、flavin-containing monooxidase/FMO以及粒線體選擇性抗氧化劑，

成功建立粒線體可能是 NDMA 主要的作用胞器，粒線體外膜 MAO 及基質內 CYP450(因逆

境壓力誘導轉入粒線體基質)聯合代謝 NDMA 造成細胞 ROS 產量增加，這項發現首次提出

粒線體氧化傷害在 NDMA 致病機制上的角色，也提出因逆境壓力誘導轉入粒線體基質的

CYP450，尤其是 2E1 型可能在 NDMA 的代謝致病機制上扮演重要角色，這些發現對發展

NDMA 的致病危害防治將提供新的思考方向。 
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科技部補助專題研究計畫出席國際學術會議心得報告 

                                     日期：105年 04月 13日 

 

                                 

一、參加會議經過 

    The 56th Annual Meeting of The Japanese Respiratory Society 由日本呼吸器学会舉辦，此次參與

發表的論文有 2篇，分別為Tobacco-specific nitrosamine NNK and its metabolite NNAL in patients with 

chronic obstructive pulmonary disease 及 Urinary levels of oxidative stress biomarkers in patients with 

mechanical ventilation。我們除了張貼壁報論文外，公衛系專題生廖啟軒同學及蔡依虹專任助理也

在 English Poster Discussion 各自進行 5 分鐘的專題報告並回答現場學者提問。 

 

二、與會心得 

    肺部疾病發炎可造成呼吸器官硝化壓力(nitrosative stress)升高。此次會議有不少學者討論呼吸

器官中產生 Reactive nitrogen species (RNS)造成肺部分子損傷，並且開發出各式生物偵測指標(如

3-nitrotyrosine)來監測 nitrosative stress。RNS 與體內胺類反應也可生成亞硝胺，但目前仍未有質譜

分析技術。在我們的「食品中致癌性亞硝胺之快速篩檢與暴露危害評估」研究計畫中，我們已能

成功分析尿液中的各式亞硝胺，該技術未來將嘗試朝向運用於肺積水分析，以協助探討肺部發炎

所產生致癌物。 
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三、發表論文全文或摘要 
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四、建議 

    日本呼吸器学会所舉辦的研討會不只是臨床的醫護人員會參加，基礎研究學者如分析化學、

生化及流行病學等也都能參與互動。廣納各方面的學術人才進入醫學研討會將更有利於回答各式

疾病的基礎機轉問題，值得國內舉辦醫學研討會借鏡。 

 

五、攜回資料名稱及內容 

 

六、其他 
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一、參加會議經過 

    此次參加的是在日本京都國際會館舉行的第 56 回日本呼吸器學會學術講演會 (The 56th 

Annual Meeting of The Japanese Respiratory Society)，我於 4 月 6 日抵達日本京都，並於 4 月 8 日前

往會場註冊後，於當天下午參與壁報論文展示，論文題目為 Tobacco-specific nitrosamine NNK and its 

metabolite NNAL in patients with chronic obstructive pulmonary disease，透過論文的發表與與會學者

互動。之後藉由參加會議聆聽學術演講和壁報論文的瀏覽與討論以了解相關學術研究發展的動態。 

 

二、與會心得 

    日本呼吸器學會為日本呼吸器領域最大的學術團體，其會員包含醫生、醫學中心或大學實驗

室研究員。在進行壁報論文的介紹與討論時，與會學者從不同領域對本研究提出許多寶貴的意見，

例如研究對象挑選及病患罹病程度不同對研究結果可能造成的影響。同時也對於本研究所使用之

分析方法對於臨床醫學研究之應用有相當大的興趣。 
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三、發表論文全文或摘要 

Tobacco-specific nitrosamine NNK and its metabolite NNAL in patients with chronic obstructive 

pulmonary disease 

 

Ying-Ming Shih
1
, Ciao-Han Sie

2
, Chi-Syuan Liao

3
, Chiung-Wen Hu

3
, Mu-Rong Chao

2,4*
 

 
1
Division of Chest Medicine, Department of Internal Medicine, Changhua Christian Hospital, Changhua 500, 

Taiwan 
2
Department of Occupational Safety and Health, Chung Shan Medical University, Taichung 402, Taiwan 

3
Department of Public Health, Chung Shan Medical University, Taichung 402, Taiwan 

4
Department of Occupational Medicine, Chung Shan Medical University Hospital, Taichung 402, Taiwan 

 

  Most of the patients diagnosed of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) are often associated 

with cigarette smoking. Smokers with COPD are at an increased risk of developing lung cancer. 

Tobacco-specific nitrosamines (TSNAs) are a group of carcinogens present in tobacco. In this study, we 

measured the 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK) and its urinary metabolite, 

4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL) in the urines of healthy smokers (n = 15) and 

current-smoker COPD patients (n = 34), by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. The 

preliminary results showed that under a similar exposure condition, current-smoker COPD patients had 

significantly higher urinary levels of free NNAL than healthy smokers (0.12 ng/mg creatinine vs. 0.08 

ng/mg creatinine; P = 0.018). The current-smoker COPD patients had significantly lower detoxification 

index (glucuronidated NNAL levels divided by the free NNAL levels) than healthy smokers (1.79 vs. 

2.83; P = 0.0106). These findings implied that the current-smoker COPD patients may have impaired 

metabolism or decreased ability to detoxify TSNAs. 

 

四、建議 

    藉由參加此次會議了解到其他國家學者在不同領域的研究，對於自己的研究思路有很大的拓

展，希望未來仍有機會參加，以增進自己研究的內容。建議無論是科技部或是學校對補助老師或學

生出席國際會議的推廣可以更積極。同時感謝科技部的經費補助得以參與此次會議。 
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本研究具有政策應用參考價值：□否　■是，建議提供機關衛福部食品藥物管
理署
（勾選「是」者，請列舉建議可提供施政參考之業務主管機關）
本研究具影響公共利益之重大發現：■否　□是　
說明：（以150字為限）
提供國內食品及國人體內(尿液)中亞硝胺含量的參考數據。


