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摘要 
 

甲苯在人體內會代謝成 p-cresol。試管

及細胞實驗指出 p-cresol 經由酵素氧化，

會形成活性 p-cresol quinone methide 
(PCQM)，此活性物質會和 DNA 反應形成

鍵結物。本研究目的為開發以高效能液相

層析儀來偵測 PCQM-DNA 鍵結物，並探

討甲苯暴露工人周邊血液白血球是否有

PCQM-DNA 鍵結物之形成。並以 8-OHdG
來評估甲苯暴露工人DNA氧化傷害情形。 

本研究自行合成 PCQM 溶液，分別以

分光光度計和 GC/ MS 測定，結果顯示

PCQM 溶液分別在 333 nm 及 371 nm 有最

大吸光值，主要片段離子之荷質比(m/z)為
213.9、198.8。在合成 PCQM- DNA 鍵結

物方面，將活化之 PCQM 溶液加入 DNA
標準品進行反應，再以酵素分解成核苷

酸，層析方法初步以 HPLC/UV 進行分

析，其層析管柱為 SUPELCOIL LC-18 
(25cm × 4.6 mm I.D., 5μm)，移動相為 30 
mM 磷酸二氫鉀(pH=7.5，溶液內含 10 mM
之 tetrabutyl ammonium hydrogen sulfate)
與 methanol，其體積比 91.7：8.3，流速為

0.7 ml/min。研究結果顯示 PCQM-DNA 鍵

結物之層析圖，分別在 6.4 min、24.9 min，
比 DNA 標準品之層析圖，多出兩個波峰。

在 6.4 min 之波峰，其波長在 272 nm 有最

大吸收值；在 24.9 min 之波峰，其波長在

260 nm 最大吸收值，此兩 PCQM-DNA 鍵

結物之化學結構，須先進行純化分離，再

以 NMR 進行判定。 
本研究共收集 64 名研究對象。暴露組

為 15 名造船廠噴漆工人，以 3M 3500 型

有機蒸氣監測器進行甲苯個人暴露採樣，

並收集工人上、下班之尿液。對照組為 19
名造船廠噴砂工人、30 名辦公室人員，並

收集噴砂工人上、下班及辦公室人員下班

之尿液。 
空氣採樣分析結果顯示，造船廠噴漆

工人甲苯、乙苯及二甲苯之暴露濃度分別

為 2.0 ± 1.23 ppm (mean ± SE)、47.6 ± 
13.9 、23.2 ± 5.69 ppm。噴漆工人工作後

的 8-OhdG 濃度為 28.99 ± 6.52 μg/g cr.，分

別高於噴砂工人(9.14±2.05 μg/g creatinine; 
p = 0.01)及辦公室人員(8.35±0.84 μg/g 
creatinine; p = 0.007)。在調整年齡、抽菸

及喝酒等變項後，噴漆工人工作後之

8-OhdG，仍明顯高於噴砂工人及辦公室人

員(p<0.001；p<0.001)。 
    在尿中代謝物方面，8-OhdG 與

mandelic acid 呈現邊緣性相關(p=0.06)。在

調整 hippuric acid、methyl hippuric acid 變

項後，尿中 8-OhdG與乙苯代謝物 mandelic 
acid 有顯著的相關(p=0.043)。 
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本研究說明暴露油漆有機溶劑

toluene, ethylbenzene, xylene 之噴漆工

人，其 DNA 氧化性傷害情形明顯高於其

他職業族群。未來將繼續探討暴露, 
ethylbenzene 造成尿中 8-OHdG 增加之機

制。 
 
 
 
關鍵詞：甲苯、p-cresol、p-cresol quinone  
methide、DNA 鍵結物、尿中 8-OHdG、

噴漆工人 
 

Abstract 
 

The purpose of the study is to 
determine DNA adducts for workers 
exposed to toluene by HPLC. Urinary 
8-OHdG was used as biomarker of oxidative 
DNA damage.  

The PCQM was recorded the UV 
spectra and identified by GC/MS. The DNA 
standard solution was reacted with PCQM to 
form DNA adducts. The DNA adducts were 
hydrolyzed to deoxyribonucleoside 3’- 
monophosphates and then analyzed by 
HPLC/UV.   

Results showed the mean toluene 
exposure was 33.6 ± 3.84ppm, with a range 
of 0.94~81.5 ppm. The UV spectrum of the 
PCQM was shifted having absorption 
maxima at 333 and 371 nm. The major 
fragment ions of PCQM were 213.9 and 
198.8 m/z. In the chromatography of DNA 
reacted with PCQM, two peaks of DNA 
adducts at 6.4 and 24.9 min were found. The 
peak at 6.4 min had absorption maxima at 
272 nm. The peak at 24.9 min had 
absorption maxima at 260 nm. 

Fifteen spray painters exposed to 
solvents, together with two non- exposed 
groups, namely 19 sandblasting workers and 
30 office staffs were selected as the subjects. 
Toluene in the air was collected by using 3M 
model 3500 organic vapor monitors. Urine 
was collected after work shift.  

Results showed the post-workshift 
concentration of urinary 8-OHdG was 
higher among spray painters (29.0±6.52 
μg/g creatinine) than sandblasting workers 
(9.14±2.05 μg/g creatinine; p = 0.01) and 
office staffs (8.35±0.84 μg/g creatinine; p = 
0.007). After adjusting for urinary methyl 
hippuric acid (MHA), a significant 
correlation was found between urinary MA 
and 8-OHdG levels (p = 0.043). 

This study suggests that urinary 
8-OHdG levels displayed greater DNA 
damage in spray painters compared to other 
unexposed groups and their rest samples. 
Moreover, occupational exposure to 
ethylbenzene increased oxidative DNA 
injury. 
 
 
Keywords: toluene, p-cresol, p-cresol 
quinone methide, DNA adducts, urinary 
8-OHdG, spray painter 

 
前言 

 
過去甲苯、二甲苯、乙苯及苯廣泛使

用於製造業、化學工廠，用來當作溶劑、

染料、油漆、黏著劑和合成用之中間物質

【1,2】。研究指出暴露在苯環境下之工

人，罹患急性髓質白血病的危險性會增加

【3】，目前已經很少用。另外，有些研究

指出暴露在甲苯環境，也會增加罹患癌症

的風險【4-7】。這些物質經由呼吸道進入

人體後，會在肝臟代謝，目前已知在苯的

代謝過程中，會有反應性中間產物的形

成，並且能和 DNA 或蛋白質結合【8-11】。
在動物及人類的研究，這些物質之 DNA
鍵結物亦被當作暴露的生物指標之ㄧ

【12-16】。 
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甲苯與苯的物理化學性質相近，其中

苯的毒性是由其代謝物扮演重要角色。苯

主要在肝臟代謝，會形成 ring-hydroxylated
和 ring-opened 的化合物【17】，其代謝物

對於骨髓具有毒性【18】。目前這些代謝物

已發現有些會和 DNA 鍵結，此外，quinone
類的代謝物則會經由還原產生 reactive 
oxygen species (ROS)，引起 DNA 氧化性

傷害【18】。動物實驗指出，苯暴露會造成

白血球中 8-OHDG 增加【19-20】。去毒酵

素 NQO﹝NAD(P) H: quinine oxido- 
reductase﹞利用電子還原可將 quinone 轉

換成具較少毒性之化合物，避免苯誘導產

生的氧化壓力【21】。此外，苯在人體代謝

成環氧化物後，會和 glutathione 結合，形

成 phenylmercarcapturic acid 分泌至尿中

【22-24】。 
人體暴露於環境有毒物質後，DNA 可

能遭受過氧化氫、氫氧自由基等 ROS 的攻

擊。DNA 如果產生損害，體內之內切脢及

糖化脢會進行修補，釋出切除的去氧核甘

酸，經水解後分泌至尿中，其產物

8-hydroxy -2’- deoxyquanosine (8-OHDG)
常被用來當作 DNA 氧化傷害指標。Loft
等人從事苯暴露和 DNA 氧化性傷害之研

究，發現苯之生物指標 s-phenylmercapturic 
acid (S-PMA)和白血球中測得之 8-OHDG
有顯著相關(Rs=0.39) 【25】。 

甲苯在人體有70-90%會經由CYP2E1 
及 CYP2B 酵素作用，轉換成 benzyl 
alcohol，benzyl alcohol 進一步轉換成

benzaldehyde 及 benzoic acid，最後代謝為

hippuric acid，經由尿液排泄。另有 1%的

甲苯經由 CYP1A2/1 酵素轉換成 o-cresol
或 p-cresol，接著會和 sulfate、glucuronide、
glutathione 或 cysteine 結合，經由尿液排

泄【26】，此路徑受到 GST 酵素之調控。

Thompson 等人指出 p-cresol 比 o,m-cresol

更具肝毒性，因為它會形成反應性中間產

物【27】。Angerer 等人(2003)指出 toluene
之氧化物與 glutathione 結合，形成

toluymercapturic acid 之可能路徑，並在 33
位甲苯暴露工人尿中測到 S-p-toluy- 
mercapturic acid，不過含量很低【28】。 

Lodon 等人指出 p-cresol 經酵素氧化

後會形成 PCQM【29】。Bodell 等人進行

試管實驗，結果指出 p-cresol 會與 liver 
microsomes、horseradish peroxidase 或
MnO2 作用，形成中間產物 PCQM，PCQM
會和 DNA 反應，形成 PCQM-DNA 鍵結

物【30】。最近，Bodell 等人在細胞模型實

驗，證實 PCQM 是造成 p-cresol 加入人類

白血病細胞(HL-60)，形成 DNA 鍵結物之

反應性中間產物，而且PCQM形成之DNA
鍵結物，可用來當作評估甲苯暴露之生物

指標【31】。 
    除了甲苯之外，乙苯和二甲苯也是目

前工廠廣泛使用之溶劑。甲苯在人體主要

代謝物為 hippuric acid。乙苯在人體主要代

謝物為最後產生 mandelic acid 和

phenylglyoxylic acid 排出體外，但

phenylglyoxylic acid 量很少。二甲苯大部

份以甲基苯甲酸代謝，且立刻與 glycine
結合，以甲基馬尿酸排出體外。 

最近，美國政府職業安全衛生師協會

(ACGIH)將甲苯的八小時日時量平均容許

濃度，從 100 ppm 降低為 50 ppm。目前對

於人體暴露甲苯，周邊血液白血球是否會

形成 PCQM- DNA 鍵結物，國內外尚無任

何相關研究，本研究目的為探討暴露甲苯

之工人，周邊血液白血球是否有 PCQM- 
DNA 鍵結物之形成。此外，DNA 鍵結物

和 DNA 氧化損害有關，故評估暴露甲苯

工人，DNA 氧化傷害情形，也是本研究目

標之ㄧ。 
 

研究目的 
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1. 開發以高效能液相層析法偵測 p-cresol 

quinone methide DNA 鍵結物。 
 
2. 探討 PCQM 與 DNA 可能鍵結之核鹼

基部位。 
 
3. 調查噴漆工人進行作業時，有機溶劑暴

露濃度情形。 
 
4. 評估暴露與非暴露甲苯工人，尿中

8-OHDG 濃度之差異。 
 
5. 探討尿中 hippuric acid、mandelic acid

及methyl hippuric acid與8-OHDG間之

相關性。 
 

材料與方法 
  
(一)試藥 
p-cresol, calf thymus DNA, microccocal 
nuclease, spleen phosphodiesterase, Adenine 
(A), Guanine (G), thymine (T), cytosine (C), 
uracil (U)購自 Sigma Chemical Co. (St. 
Louis, MO)。其它化學藥品均是分析用之

最高級。 

(二) p-cresol quinone methide(PCQM)活性   

物質之合成 
根據 Bodell 等人發表之方法【32, 33】製

備 p-cresol quinone methide。將 8mg 
p-cresol 溶在 1mL 的 acentonitrile，加熱至

60℃。Ag(I)O 加入溶液中 100%反應，充

分攪拌 10 分鐘。將溶液過濾後，置於分光

光度計下記錄波長。此外，將溶液注入

GC/MS 進行分析。  
 
(三) DNA 鍵結物 
將 PCQM (大約 2 mg)加入 2mL 含有 1mg 
DNA 的磷酸二氫鉀溶液(10mM, PH 7.4)，
在 37℃培養 2小時，隨後進行萃取和沈澱。 
 
(四)萃取 DNA 

    將上述（三）之溶液，加入等量的

chloroform:isoamylalcohol (24:1)緩慢搖晃

五分鐘，放入離心機中以每分鐘 12000
轉，離心 20 分鐘，吸取上層溶液到另一試

管，重複此步驟五次。萃取後之溶液加入

4 M 醋酸鈉 0.3 mL，再加入 6.6 mL 冰的絕

對酒精，放到-80℃冰箱中 30 分鐘取出，

再以每分鐘 12000 轉，離心 15 分鐘後，倒

掉上層溶液，再加入 75%的酒精 0.5 mL，
以每分鐘 12000 轉，離心 5 分鐘後，等待

自然乾燥後，加入 60 μL 去離子水溶解

DNA。 
 
(五) DNA 濃度及純度測定 
   確認 DNA 完全溶解於水中後，取適當 
量之 DNA 溶液到石英管中與水稀釋ㄧ定 
倍數。再以紫外光分光光度分析儀測定， 
測定吸光度及濃度。其中 260nm/280nm 
吸光度比值須介於 1.6 至 2.0 之間。測定 
後之 DNA 保存在-20℃冰箱，直到分析時 
才取出。 
 
(六) PCQM-DNA 鍵結物之分析 

本實驗是參考 Reddy and Randerath 發

表之方法【34】，並加以修改，以高效能液

相層析儀進行初步分析，實驗步驟如下： 
自 DNA 鍵結物中，取 10 μg 的 DNA

溶液到 1.5 mL 的試管中【35-37】，加入 260 
μL 混合溶液（50 μg micrococcal nuclease、
20μg spleen phosphodiesterase、 20 mM 
sodium succinate、10mM CaCl2），調整 PH
值至 6.0 後，於 37℃水浴下作用 3 小時，

使 DNA 消解為核甘酸。 
取 40 μL 注入 HPLC (Lachrom Elite, 

Hitachi )，層析管柱為，SUPELCOIL LC-18 
(25cm × 4.6 mm I.D., 5μm)，移動相為 30 
mM 磷酸二氫鉀(pH=7.5，溶液內含 10 mM
之 tetrabutyl ammonium hydrogen sulfate)
與 methanol，其體積比 91.7：8.3，流速為

0.7 ml/min，使用之偵測器為 diode array 
(model L- 2455, Hitachi)，波長為 254 nm。 
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(七)核鹼基鍵結物 
將 PCQM (大約 2 mg)分別加入含有 1mg A, 
T, C, G, U 之 2mL 磷酸二氫鉀溶液(10mM, 
PH 7.4)，在 37℃培養 2 小時。 
 
(八)核鹼基標準品及其鍵結物之分析 
分別取 10 μL A, T, C, G, U 之標準品及步

驟(七)合成之核鹼基鍵結物，注入 HPLC 
(Lachrom Elite, Hitachi )進行分析，層析條

件與 DNA 鍵結物分析方法相同。 
 
(九) 研究對象 
    研究對象分為暴露組與對照組。暴露

組為 15 名造船塗裝廠之噴漆工人，其作業

會接觸大量有機溶劑。對照組分為兩組，

對照組 A 為 19 名造船塗裝廠之噴砂工

人，對照組 B 為 30 名設計處之辦公室人

員。 
 
(十)個人空氣採樣 
    噴漆工人於上班前佩帶 3M 3500型被

動式採樣器於衣領上，中午休息時不取

下，至下班時再取下密封，並記錄採樣時

間、ID 後帶回實驗室於一星期內完成分

析。每日每人採樣時間至少六小時。 
 
(十一)尿液樣本 
暴露組之尿液於休假後(休息 35 天後，第

一天上班前之尿液)、上班前、下班後收

集。噴砂工人之尿液為上、下班收集，辦

公室人員之尿液為下班後收集。尿液樣本

每次至少收集 20 ㏄以上，於工作現場收

集後，置入低溫保存箱，隨即當日送回實

驗室-20℃冰箱中保存備驗。 
 
(十二) 空氣樣本中有機溶劑之分析方法 

將 2 ml 二硫化碳注入被動式採樣器 
進行萃取，適當地搖動 30 分鐘，再將其萃 
取液倒入 2 mL 玻璃小瓶，以自動注射器 
取 1μL 到 GC/FIDI (HP 5870; Hewlett- 
Packard, Wilmington, DE, USA))進行分析。 
氣相層析管柱為 DB-WAX (30 m × 0.53 

mm I.D., 1.0 μm)，氣相層析儀分析條件為

注射口溫度 220℃，偵測器溫度 230℃，加

溫爐起始溫度為 50℃，以 25 /min℃ 之速

率升溫至 230℃，維持 1 分鐘，總共分析

時間為 23 分鐘。攜帶氣體為氮氣，流速為

1.72ml/min。 
 
(十三)尿液樣本中 creatinine、hippuric 
acid、mandelic acid 及 methyl hippuric acid
之分析方法 

尿液樣本以每分鐘 3000 轉離心 15 分

鐘，取 10μL 上清液以 water/methanol (1:1)
稀釋 100 倍。取 10 μL 注入 HPLC (Waters 
2695 Separation Module, Waters, Milford, 
MA, USA )，層析管柱為，Gemini™ C18 
(4.6×250 mm, 5µm; Phenomenex, CA)，移

動相為 20 mM 磷酸二氫鉀(pH=3.0)與
acetonitrile，其體積比 85:15，流速為 0.8 
ml/min，使用之偵測器為 UV (Waters 2478 
Dual λ Absorbance)，波長為 225 nm。 

 

(十四)8-OHDG 之測定方法 

使用 BIOXYTECH 8-OHDG-EIA Kit 
(OXIS Health Products, Inc.)進行尿中

8-OHDG 之測定，此 Kit 為競爭性酵素免

疫分析，其方法步驟如下：1.先取 50μL 尿

液或標準溶液加到 plate 上的 well，再取

50μL 的 primary antibody 加入 well，搖晃

plate 使混合均勻，培養在 37  1℃ 小時。2.
加入 250μL 的 washing buffer 進行清洗，

倒出洗液，將 plate 反轉在乾淨的紙巾上拍

打，去除可能殘留的洗液，重覆此清洗步

驟 2 次。3.取 100μL 的 secondary antibody
加入 well，搖晃 plate 使混合均勻，培養在

37  1℃ 小時。重複上述清洗步驟。4.每個

well 加入 100μL 的 chromogen，在室溫黑

暗中培養 15 分鐘。5.加入 100μL 的 stop 
solution，3 分鐘後放入 microtiter plate 
reader 進行判讀，波長設為 450 nm。每個
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樣本、標準溶液及 blank 重複測量 3 次，

標準溶液濃度範圍為 0.5~200 ng/mL。 
 
(十五)QA/QC 
   除 8-OHDG 之品質管制作 blank、標準

溶液及樣本，重複測量 3 次外(測定吸光

值之 C.V.不可大於 20%)外，本研究其

他每項之實驗進行均依照實驗室相關的

QA/QC 程序，包括 blank、標準曲線或

標準品、回收率、精確度、精密度進行

必要性之工作。 
 
(十六)問卷 
   由於工人生活習慣可能影響 8-OHDG
之尿中濃度，故用問卷來輔助研究。問卷

內容包括年齡、性別等基本資料，抽煙、

喝酒、碳烤食物等飲食習慣，以及交通方

式、居住環境等非職業暴露來源。 
 
(十七)統計分析 
    所有實驗數據及問卷調查資料均以

Microsoft Excel 2000 版 進行建檔與整

理，以統計軟體 SAS8.1 進行統計分析。

研究對象基本資料、尿液中 hippuric acid、
mandelic acid、methylhippuric acid 及

8-OHDG 之濃度，以描述性統計表示。以

student t test 比較暴露組及對照組其

8-OHDG 濃度，在探討 hippuric acid、
mandelic acid、methylhippuric acid 多個變

項與尿液 8-OHDG 代謝量的關係，是以複

回歸來分析。 
 

結果 
 
(一) PCQM 吸收波長之測定 
    分別將 p-cresol 和 PCQM 置於分光光

度計中，p-cresol 在 296 nm 有最大吸光

值；PCQM 在 333 nm 及 371 nm 有最大吸

光值。將 p-cresol 和 PCQM 注入 GC/MS，
可得 p-cresol 主要及次要片段離子之荷質

比為 107.9、76.8 (圖一)，PCQM 之主要及

次要片段離子之荷質比為 213.9、198.8 (圖
二)。GC/MS 之 NIST 資料庫並無 PCQM
的比對資料，須進一步以 NMR 判讀，才

能推測其化學結構。 
 
(二) DNA 濃度及純度的測定 
    將 DNA 標準品與 PCQM 反應，形成

PCQM-DNA 鍵結物，經萃取純化後之溶

液，取 1 μL 以去離子水稀釋 100 倍，置於

石英管中，再以分光光度分析計測定 260 
nm/ 280nm 吸光度。結果顯示波長 260 nm
之吸光度為 0.8861，280 nm 之吸光度為

0.4886。260 nm/280 nm 吸光度之比值為

1.8137。代入 DNA 濃度計算公式，可得

DNA 濃度為 4.435 μg/mL，體積為 56 μL。 
 
(三) DNA 核甘酸之測定 
    將正常 DNA 與 PCQM-DNA 鍵結

物，經酵素水解後之產物，各取 40 μL 注

入 HPLC/ UV 分析。在比對 blank、DNA
標準品及 PCQM-DNA 鍵結物之層析圖

後，發現 DNA 鍵結物之層析圖，分別在

6.4、24.9 min，比對 DNA 標準品之層析

圖，多出兩個波峰(圖 3-圖 7)。在 6.4 min
之波峰，其最大吸收波長為 272 nm，在

24.9 min 之波峰，其最大吸收波長為 260 
nm。此兩波峰可能為合成之 PCQM-DNA
鍵結物。 
 
(四) 核鹼基標準品及其鍵結物之測定 
   圖 8-17 為 A, T, C, G, U 標準品及分別

與 PCQM 反應溶液之層析圖。其中 C, G, U 
(圖 11, 13, 17)在加入 PCQM 後，其層析圖

分別有新的波峰出現，表示可能有鍵結物

的產生。 
 
(五) 研究對象基本資料 
    Table1 為研究對象之基本資料。噴漆

工人、噴砂工人及辦公室人員平均年齡分

別為 39.6±8.34 歲(mean±SD)、37.6±11.0
歲及 47.0 ± 5.38 歲。噴漆、噴砂工人有抽

煙及喝酒之比率高於辦公室人員。在工作

年資方面，噴漆工人、噴砂工人及辦公室

人員分別平均工作 5.91±2.90 年、8.45 ± 
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9.96 年及 20.5±7.83 年。 
 
(六) 個人空氣採樣 

空氣採樣分析結果顯示，造船噴漆工

人暴露之有機溶劑以乙苯及二甲苯為主，

其次為甲苯。甲苯平均個人暴露濃度為 2.0 
± 1.23 ppm (mean ± SE)，範圍從 0.02 
ppm~16.6 ppm。乙苯平均個人暴露濃度為

47.6 ± 13.9 ppm，範圍從 5.05 ppm~202.8 
ppm。二甲苯平均個人暴露濃度為 23.2 ± 
5.69 ppm，範圍從 4.84 ppm ~88.3 ppm。 
 
(七) 噴漆工人尿液中 hippuric acid(HA)、
mandelic acid(MA)及 methyl hippuric 
acid(MHA)濃度 
    尿液樣本之 MA 的平均濃度為 89.3 
mg/g creatinine，工作後的平均濃度為

116.9 mg/g creatinine，變化值為 27.6 mg/g 
creatinine (p=0.468)。MHA 的平均濃度為

55 mg/g creatinine，工作後的平均濃度為

105 mg/g creatinine，變化值為 50.1 mg/g 
creatinine (p=0.044)。工作前 HA 的平均濃

度為 924.7 mg/g creatinine，工作後的平均

濃度為 827.3 mg/g creatinine，變化值為

-97.4 mg/g creatinine(p=0.036)。 
 
(八)暴露組與對照組尿中 8-OhdG 濃度之

比較 
噴漆工人工作前尿液中 8-OhdG 的平均濃

度為 19.29 ± 2.89 μg/g cr.，工作後的平均

濃度為 28.99 ± 6.52 μg/g cr.。噴砂工人工

作前尿液中 8-OhdG 的平均濃度為

8.59±0.77 μg/g cr.，工作後的平均濃度為

9.14±2.05 μg/g cr.。辦公室人員工作後

8-OhdG 的平均濃度為 8.35±0.84 μg/g cr.。
噴漆工人工作後的 8-OhdG 濃度，分別高

於噴砂工人及辦公室人員工作後之

8-OhdG 濃度(p=0.01；p=0.007) (Table 2)。 
在調整年齡、抽菸及喝酒等變項後，噴漆

工人工作後的 8-OhdG 濃度，均明顯高於

噴砂工人及辦公室人員工作後之 8-OhdG
濃度(p<0.001；p<0.001)。噴砂工人工作後

之 8-OhdG 濃度也明顯高於辦公室人員 
(p=0.016)(Table 3)。 
 

(九) 尿液中 8-OhdG 與 hippuric acid、
mandelic acid 及 methyl hippuric acid 之相

關 
尿中 8-OhdG 與 mandelic acid 呈現邊緣性

相關(p=0.06)，與 hippuric acid、methyl 
hippuric acid 則未有統計相關(p=0.563, 
p=0.338)。在調整 hippuric acid、methyl 
hippuric acid 變項後，尿中 8-OhdG 與

mandelic acid 有顯性相關(p=0.043)，與

hippuric acid、methyl hippuric acid 則無相

關。 
 

討論 
 

    本研究嘗試發展以 HPLC/MS/MS 技

術來偵測甲苯 PCQM-DNA 鍵結物，初步

使用 HPLC/UV 偵測器，尋找適合分析

dAMP、dCMP、dGMP、dTMP 等去氧核

苷酸之層析管柱及條件，最後選定之分析

方法為使用 SUPELCOIL LC-18 (25cm × 
4.6 mm I.D., 5μm)管柱，移動相為 30 mM
磷酸二氫鉀(pH=7.5，溶液內含 10 mM 之

tetrabutyl ammonium hydrogen sulfate)與
methanol，其體積比 91.7：8.3，流速為 0.7 
mL/min，波長為 254 nm，可分離 DNA 水

解後產生之核苷酸。此外，以此方法分析

DNA 與 PCQM 反應水解後之溶液，與

DNA 標準品水解之層析圖比較，可以確定

PCQM 會和 DNA 形成至少兩種鍵結物(圖
6, 圖 7)。 
    為了探討 PCQM 活性物質與 DNA 鍵

結之位置，以 A、T、C、G、U 核鹼基標

準品和 PCQM 反應，結果指出 PCQM 會

和 C、G、U 鍵結，在層析圖上分別有新

的波峰產生，A、T 鹼基部分則不會有鍵

結反應。 
    欲發展以 HPLC/MSMS 進行 DNA 鍵

結物之定性定量分析，必須先合成 PCQM- 
DNA 鍵結物，然後以純化分離、冷凍乾襙

之方法，製備 PCQM- DNA 鍵結物之標準

品。由於本實驗 PCQM-DNA 鍵結物、核

鹼基鍵結物波峰出現之時間，均接近其他

波峰，因此無法有效將 PCQM-DNA 鍵結

物、核鹼基純化分離，以合成標準品。 
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試管實驗指出，將 p-cresol 加入人類

肝細胞微粒體，在 glutathione 存在的情況

下，會形成三種 PCQM 與 glutathione 之鍵

結物【38】。因此，當人體產生 PCQM 活

性物質時，glutathione 可能會和 PCQM 結

合，保護 DNA 避免受到 PCQM 之攻擊。

測定人體尿液中是否有 PCQM 與

glutathione 形成之鍵結物，為本研究未來

努力之方向。 
近年來，8-OHdG 被用來當作 DNA 受

到氧化傷害的指標。8-OHdG 除了與年

齡、抽菸、喝酒等變項有關外，工作量也

可能會影響 8-OhdG 之濃度，因此本研究

對照組，分為噴砂工人與辦公室人員兩

組。噴砂工人之工作量與噴漆工人相同，

但作業時未接觸有機溶劑，因此以噴砂工

人當作對照組，可用來去除工作量對

8-OHdG 可能之影響。 
研究結果顯示在控制年齡、抽菸、喝

酒變項後，噴漆工人工作後尿中 8-OHdG
的濃度明顯高於噴砂工人、辦公室人員下

班後的尿液，平均分別高出 3.2 及 3.5 倍。

說明作業暴露油漆有機溶劑之 toluene, 
ethylbenzene, xylene，DNA 會受到較多的

氧化性傷害。 
在尿中代謝物與 8-OHdG 相關方面，

研究發現乙苯尿中代謝物 MA 與 8-OHdG
有統計上的相關。最近有研究指出，乙苯

經過陽光照射後，會產生 ethylbenzene- 
hydroperoxide，ethylbenzenehydroperoxide
會產生 peroxide and H2O2，會增加 8-OHdG
的濃度【39】。乙苯目前被 IARC 歸類為有

可能對人類有致癌性(Group 2B)，本研究

可作為有關乙苯致癌性之參考資料。 
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圖 1  本研究 p-cresol 之 GC/MS 層析圖及質譜碎片離子 

p-cresol 
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圖 2  本研究合成的 PCQM 之 GC/MS 層析圖及質譜碎片離子 
 
 
 
 
 
 
 
 

PCQM 
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圖 3. 本研究 DNA 空白樣本(含外切脢及內切脢酵素)之 HPLC 層析圖 
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圖 4. 本研究測定 DNA 標準品之 HPLC 層析圖 
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圖 5. 本研究測定 PCQM-DNA 鍵結物之 HPLC 層析圖，↓可能為 PCQM-DNA 之鍵結   
     物 
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圖 6. DNA 標準品(上)與 PCQM-DNA 鍵結物(下)之 HPLC 層析圖比較(6.4 min) 
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圖 7. DNA 標準品(上)與 PCQM-DNA 鍵結物(下)之 HPLC 層析圖比較(24.9 min) 
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圖 8. 本研究測定 Adenine 標準品之 HPLC 層析圖 
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圖 9. 本研究測定 PCQM 與 Adenine 反應溶液之 HPLC 層析圖 
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圖 10. 本研究測定 Cytosine 標準品之 HPLC 層析圖 
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圖 11. 本研究測定 PCQM 與 Cytosine 反應溶液之 HPLC 層析圖，↓可能為 PCQM-   
      Cytosine 之鍵結物 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 23

 
圖 12. 本研究測定 Guanine 標準品之 HPLC 層析圖 
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圖 13. 本研究測定 PCQM 與 Guanine 反應溶液之 HPLC 層析圖，↓可能為 PCQM-   
      Guanine 之鍵結物 
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圖 14. 本研究測定 Thymine 標準品之 HPLC 層析圖 
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圖 15. 本研究測定 PCQM 與 Thymine 反應溶液之 HPLC 層析圖 
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圖 16. 本研究測定 Uracil 標準品之 HPLC 層析圖 
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圖 17. 本研究測定 PCQM 與 Uracil 反應溶液之 HPLC 層析圖，↓可能為 PCQM-   
     Uracil 之鍵結物 
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Table 1 Characteristics of the study population 
 

Characteristics 
 

Spray painter 
(exposed group) 

n=15 

 
Sandblasting worker
(unexposed group A) 

n=19 

p* between 
sandblasting worker 

and spray painter 

Office staff 
(unexposed group B)

n=30 

 
p* between office staff 

and spray painter 
 

P* between 
sandblasting worker 

and office staff 

       
Education  

senior high 15 (100%) 18 (94.7%) 1.000 2 (6.70%) <0.001 <0.001 
   university 0 1 (5.3%)  28 (93.3)   
       

Smoking 11 (73.3) 12 (63.2) 1.000 3 (10.0) <0.001 <0.001 
       
Drinking 10 (66.7) 15 (78.9) 0.832 1 (3.3) <0.001 <0.001 
       
Age (yr)  39.6 ± 8.34 a 37.6 ± 11.0 0.559 47.0 ± 5.38 0.005 0.002 
Work experience 
(yr) 5.91 ± 2.90 8.45 ± 9.96 0.303 20.5 ± 7.83 <0.001 <0.001 
       
a mean±SD 
* Chi-square test    
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Table 2 Comparison of urinary 8-OHdG between the exposed and reference groups 
 
 Spray painter (exposed group) 

n=15 
Sandblasting worker (unexposed group A) 

n=19  
 Office staff (unexposed group B) 

n=30 
 Pre-workshift    Post-workshift Pre-workshift     Post-workshift  Post-workshift 

     
8-OHdG  
(μg/g cr.) 

19.29 ± 2.89 a 28.99 ± 6.52 ¶, § 8.59±0.77 9.14±2.05 8.35±0.84 

      
a mean±SE 

¶ Comparison of the post-workshift 8-OHdG level between spray painter and sandblasting worker, p = 0.010, student t test 
§ Comparison of the post-workshift 8-OHdG level between spray painter and office staff, p = 0.007, student t test 
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Table 3 Simple linear regression of 8-OHdG by group and a general linear regression 
with potential confounders as covariates (n=69) 
 

 Increase in 8-OHdG 
 Unadjusted  Adjusted 
 B 95% CI B 95% CI 
Model (1)     
Group     
Spray painter vs. office 
staff  

20.647 12.33 to 28.96 32.126 21.101 to 43.151

Sandblasting worker 
vs. office staff 

0.792 -6.919 to 8.503 12.830 2.699 to 22.961 

Age  0.152 -0.28 to 0.584 0.358 -0.04 to 0.756 
Drink -0.311 -8.447 to 7.825 -10.408 -18.942 to -1.874
Smoke 1.473 -6.359 to 9.305 -3.534 -12.242 to 5.174
     
     
Model (2)     
Group     
Spray painter vs. 
sandblasting worker  

19.588 10.772 to 28.938 19.296 10.795 to 27.797

Office staff vs. 
sandblasting worker  

-0.792 -8.503 to 6.919 -12.830 -22.961 to -2.699

Age  0.152 -0.279 to 0.583 0.358 -0.034 to 0.756 
Drink -0.311 -8.447 to 7.825 -10.408 -1.874 to -18.942
Smoke 1.473 -6.359 to 9.305 -3.534 -12.242 to 5.174 
     

 


