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第一章  前言 
 

現代工業快速的發展，人類生活水準的提昇，許多有害的化學物

質，漸漸地出現於人類的生活環境中，包括廢氣物和廢水的排放、核

輻射污染、以及防腐劑和農藥的使用等等，不但污染了人類賴以生存

的環境，更造成臭氧層的破洞，使紫外光直接曝曬，而增加罹患皮膚

癌的機會。而人類賴以生存的食物，也存在許多對人類有害的化學物

質，包括食物的添加物和防腐劑（醃漬食品的亞硝基化合物nitroso 
compound）、以及發霉的食物（發霉的花生、稻米和玉米所產生的

黃麴毒素alfa-toxin）和碳烤食物等，更造成人類罹患癌症的機會，不

斷提高。其他環境中的許多化學物質，也直接或間接危害到人類。 
癌症就是惡性腫瘤，自古以來一直威脅著人類，尤其是近數十年

來工業快速的發展，造成生活環境的嚴重污染，有害物質的增多，導

致整個世界和台灣，癌症都一直是十大死亡原因的前一、二名。雖然

最近十年來科技的發展迅速，對癌症的治療卻仍未找出理想的方法。

癌症雖然從各種不同的器官產生，但是各種不同的癌細胞均有它們共

同的特徵，就是失去正常細胞的功能，以不正常的比例快速增殖，卻

失去了細胞分化的能力。癌細胞更會分泌一種酵素，破壞鄰近正常組

織之基底膜層構造（破壞第四型膠原纖維），而突破限制，造成聚集，

最後形成轉移。所以，如果能先了解癌細胞的一般共同特性，也許能

發展出對抗癌細胞的方法或發現有效的藥物，為癌症找到治療的契

機。 
癌症的發生可分為三種階段，第一為起始期（initation）：導致

DNA產生突變；第二為促癌期（promotion）：造成細胞加速分裂；

及第三為進行期（progression）：腫瘤的形成1-3。而癌症的發病，與

人類的遺傳、微生物的感染、及生活環境中之危險因素，均具有密切

的相關性。癌症只有少數得以早期發現，靠手術完全切除或加上化學

療法，得以倖存。因此開發對正常細胞較無毒性的抗癌藥物（包括天

然物、天然抽取物），單純或輔助根除癌細胞，仍是現代醫療中相當

重要的任務，例如：太平洋紫杉醇：汰癌勝paclitaxel（taxol®）就是

其中的一例。 
早在 1970 年代之前，肢體骨癌的治療只有截肢且預後悲慘；一

半的病人死於診斷後一年之內，2 年的存活率也只有 25％左右，活超

過 5 年的更少於 20％ 4 ；這是由於治療時多已有顯微轉移

（micrometastasis），所以腫瘤很快再復發造成病人死亡；近 20 年來，

幸運地有效的輔助化學療法，使骨癌的預後顯著改善；如今 2/3 的骨

癌病人，可以預期達到長期的存活（long-term survival）5,6，但仍舊

無法完全控制。又血癌自從 1960 年代化學療法大進步之後，很多致



 

 2 

命的都可被治癒；不幸地仍然有很高的比例治療無效而死亡，許多要

如何適當去治療的方法尚待解決 7,8。 
當人類暴露到化學致癌物中的芳香胺類化合物 2-aminofluorene 

（AF）時，此化合物先由乙醯轉移酶（N-acetyltransferase，NAT）的

乙醯化 9,10，再由其他的酵素（如：cytochrome P450 和 sulfotransferase）
進一步的代謝，形成活性強的致癌物質，最後會與細胞內的大分子

DNA 結合，形成 DNA 鍵結衍生物（DNA adduct），當細胞複製 DNA
時，即可能導致基因突變，最後引發癌症 11-14；而個體可依乙醯化的

快慢，而將人類區分為快的乙醯轉移者（rapid acetylator）和慢的乙

醯轉移者（slow acetylator）15,16。在人類流行病學研究依據統計顯示：

人經由職業暴露到化學致癌物（AF）後，快乙醯轉移的個體則易得

大腸直腸癌 17-19，而慢乙醯轉移的個體較易得膀胱癌 20-25，而文獻也

報導改變肝中 NAT 的活性與其他器官的病變有直接相關連 15，例如

乳癌和膀胱癌 26,27；也有文獻報導當肝中 NAT 的活性上升時，將令暴

露到芳香胺類化學致癌物的個體，更容易引發癌症 28。因此降低此酵

素的活性，也就是減少芳香胺類化學致癌物的乙醯化，是否可相對地

減少癌症的發生是目前許多學者有興趣的探討方向 29。目前已發表很

多篇有關這方面的研究 13,25,30-39，也有一些 paclitaxel 引起人類骨癌細

胞株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）的細胞週期停止和細胞凋亡

的研究 40-43。但是有關 paclitaxel 對人類的骨癌細胞和血癌細胞之 NAT
的影響及生長的抑制和調節細胞週期相關基因的表現，目前很少有文

獻報導。 
paclitaxel（taxol®）是一種紫杉（taxane）的成分，它可穩定細胞

內的微小管（microtubules），造成分裂停止；因此目前被廣泛使用

於卵巢癌、子宮癌、乳癌、肺癌、頭頸癌、膀胱癌、黑色瘤、Kaposi
氏肉瘤及愛滋病；但是卻有脊髓抑制作用，造成粒性細胞過少症

（granulocytopenia）、血小板減少症（thrombocytopenia）及貧血 44-48

因此，本一系列的研究將探討 paclitaxel 引起人類骨癌細胞株（U-2 
OS）和血癌細胞株（HL-60）的 NAT 體外和體內活性影響及生長抑

制和調節細胞週期相關基因表現。 
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第二章  總論 
 
第一節 化學致癌物（chemical carcinogen）致癌過程 
 
一、 引起癌症的因子 
 

癌症就是惡性腫瘤，雖起源於各種不同的組織或器官，但有其共

同的特徵：(1).失去正常細胞的功能；(2).異常增殖；(3).侵犯局部周

圍組織；(4).轉移。而癌細胞在體內的產生，乃因正常細胞的 DNA 構

造受寄生蟲、微生物、細菌、致癌病毒（oncogenic virus）、毒素、輻

射線（radiation）或化學致癌物（chemical carcinogen）等的影響而發

生變化或受到損傷所引起的。致癌病毒方面，如 B 型肝炎病毒（HBV）

與肝癌有關。又如人類乳突狀病毒（HPV）會引起女性子宮頸癌，增

加 pseudo-oncogenes 轉變成致癌基因（oncogenes）的機會。輻射線方

面，如廣島、長崎的核爆倖存者，其白血病等癌症的發生率甚高，可

知輻射線會增加癌症的發生率。至於化學致癌物方面，有(1).芳香胺

類（aromatic amines）；(2).煤煙中含多環芳香族碳氫化物（polycyclic 
aromatic hydrocarbons）；(3).染料中的胺基偶氮類（aminoazo dyes）及

亞硝基化合物（nitroso compounds）；(4).精練石油過程產生之烷基化

劑（alkylating agents）；(5).有機化合物（organic compounds）；(6).無
機化合物（inorganic compounds）；(7).自然產物（natural products）。 
 
二、 化學致癌物 
 

大部分會致癌的化學物質都具有親電性，很容易與細胞內富含電

子的 DNA 結合，造成 DNA 扭曲變形，甚至形成 DNA 鍵結衍生物

（DNA adduct），DNA 損傷不斷地增加，無法修復成正常而累積時，

就會產生 DNA 突變，引起癌症的產生 9，最後使正常細胞成為癌細

胞。所以會引起癌症的化學物，就稱為化學致癌物。 
 
三、 N-乙醯轉移酶（N-acetyltransferase，NAT） 
 

N-乙醯轉移酶（N-acetyltransferase，NAT）廣泛地存在於平常食

用的蔬菜和水果49、微生物中的黴菌（白色念珠菌）50、沙門氏菌51、

寄生蟲52、兩棲類的青蛙及魚類的吳郭魚53,54，也存在於許多不同種哺

乳類類動物的各種組織：包括豬、兔子、天竺鼠、小鼠、大鼠、人類

的各種組織中30,55-59；人類消化系統中的大腸桿菌和幽門螺旋桿菌
56-58；以及人類膀胱癌細胞株和大腸癌細胞株中63。 

在人類體內的NAT之分子量為34KDa，基本作用是代謝乙醯化外
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來的藥物及化合物，以及內生性的生化合成和去活性的功能64，也使

化學致癌物質代謝的第一道關卡。接著再由體內其他酵素（如：

cytochrome P450、glutathione S-transferase）進一步代謝成具有活性之

致癌物而導致標的器官組織癌症的產生65-67。而且目前已有許多研究

報告指出，NAT和芳香胺類化合物的致癌性有極大相關性。如果NAT
活性提高，同時又接觸芳香胺類化合物及抽煙，則會大大增加罹患癌

症產生的機率10,25,66-70。 

 
控制人類NAT的基因位在第8對染色體的8p22上，包含NAT1、

NAT2和假基因NATP Locus的genotypes10,71。此外，依NAT對藥物

（dapsone、isoniazid、sulfamethazine）和caffeine乙醯化的速度又可分

為快速乙醯者及慢速乙醯者15。而其活性快慢分別72，主要取決於NAT2
對受質的催化速率73-75，AF是NAT1和NAT2的共同受質；而PABA則是

的NAT1受質。NAT1在許多組織中均有，包括肝臟、膀胱及大腸，主

要功能是參與NAT和O-acetylyransferase的活性，與快速乙醯化有關。

NAT2的活性在肝臟及小腸組織中，與慢速乙醯化有關。另外，因為

AF才是致癌物受質，而PABA為非致癌物。因而本論文研究大部份採

用AF作為受質。同時也進一步了解致癌物AF和非致癌物PABA被

NAT乙醯化的量是否不同。結果顯示芳香胺類致癌物AF和非致癌物
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PABA被NAT乙醯化的量並沒有明顯的不同，因NAT對含有amino、
hydroxyl及sulfhydroxyl group化合物的作用為非選擇性的乙醯化，將

這些外來物質代謝以去活性。 
 
 
四、 NAT 與癌症的關係 
 

動物所接觸的化學致癌物，大部分本身活性低，不易與細胞內的

DNA 結合，需經酵素代謝後，才變成親電性強的活性化學致癌物，

再與 DNA 結合，形成 DNA 鍵結衍生物。當 DNA 複製時，導致基因

突變，再經過癌症發生的三個時期，第一為起始期：導致 DNA 產生

突變，癌初始細胞（initiated cells）的產生；第二為促癌期：造成細

胞加速分裂，形成癌前期細胞；及第三為進行期：腫瘤的形成，引發

癌症的產生 9。其過程如下： 
生活環境 

 ↓ 
致癌物質 

                             ↓細胞內酵素代謝或活化 
活性強的代謝物或中間代謝物產生 

                             ↓再進一步由其他酵素活化 
最終活性強的致癌物質（ultimate carcinogen） 

                             ↓與 DNA、RNA 形成共價結合 
                          遺傳物質 
                      結合↓    ↑修補 

形成 DNA 鍵結衍生物 
                             ↓複製和修補發生錯誤 

遺傳物質順序排列錯誤 
                       ↓起始期（initation）約 1-2 天 

DNA 突變 
 ↓ 

癌初始細胞（initiated cells）的產生，細胞繼續惡化及分裂 
                          ↓促癌期（promotion）約 10 年 

癌前期細胞（pre-neoplastic cells） 

                            ↓進行期（progression）約 1-2 年 

癌症 
 

化學致癌物的致癌過程 1-3,76 
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NAT 在體內的的主要作用，除了能代謝外來的藥物及化合物外，

另有內生性的生化合成及去活性作用，NAT 是利用乙醯輔酶（Aacetyl 
CoA）上的乙醯基，將乙醯基轉移至受質（AF）的 NH2（amino）、
hydroxyl、sulfhydroxyl 基上： 

AcCoA + NAT ←→ CoA + Ac-NAT 

Ac-NAT + Amine ←→ Acetyl-amine + NAT 
 

即 AF 必須先在動物體內受 NAT 的乙醯化後，接著再由細胞內

的其他酵素的如 cytochrome P450、sulfotransferase 等進一步的代謝，

變成最終活性強的代謝產物―終極致癌物，與標的器官細胞內的

DNA 之 guanine 結合，形成 DNA 鍵結衍生物，最後造成標的器官的

致癌化 11-13。其過程如下： 

 
 

化學致癌物質中的 AF 常在肝臟、乳房上皮細胞、膀胱、胎盤和

白 血 球 中 被 發 現 11 ， 其 代 謝 產 物 （ metabolite ） 已 知 有 ：

2-acetylaminofluorene（AAF）、 2-formylaminofluorene（FAF）、

N-hydroxy-2-aminofluorene77 、 Nitroso-2-aminofluorene 、

2-nitrofluorene78等，其乙醯化代謝物 AAF 之產生是藉胞質液（cytosol）
所含之 NAT79把由乙醯輔酶 A 之乙醯基轉移到 AF 之 N-基上，而形

成 AAF80，再進一步與細胞內 DNA 相結合而形成 DNA 鍵結衍生物
81，導致細胞複製 DNA 時引起錯誤而致細胞突變，進而引起癌症。

AAF 與 DNA 鍵結衍生物誘導突變，其部位在哺乳動物細胞主要在

N-(deoxyguanosine-C8-yl)-2-AF(dG-C8-AF) 和

N-(deoxyguanosin-C8-yl)-2AAF(dG-C8-AAF)82。研究証實，AAF 誘導

肝細胞突變 83 再致癌作用（Hepatocarcinogenesis）能被 NaNO2 增強
84；叉如餵 AAF 予大鼠，其肝細胞中 apoptosis 現象增加 85。另外，
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當 AF 給予兔子口服，N-formyl 鍵結衍生物從尿中可被分離出和被鑑

定。由此可知在哺乳動物中，芳香胺（如 AF）之 in vivo 代謝作用。

有 N-acetylation 和 N-formylation 兩種反應，即 AF 利用肝之

formamidase 把 N-formyl-L-Kynaurenine 之 formyl 基經 N-formylated
轉移予 AF 而形成 2-formylaminofluorene（FAF）86。 

 
化學致癌物的致癌過程中 AF 被 NAT 的 N-乙醯化後再藉由其他酵素

的活化 
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前已述及 AF 轉變成 AAF，需靠 NAT。在人類，依 NAT 之乙醯

化活性的速度，可將個體分為快的乙醯轉移者（NAT2）和慢的乙醯

轉移者（NAT1）15,16，由流行病學統計顯示，人經暴露到化學致癌物

（AF）後，快乙醯轉移的個體，則易得大腸直腸癌 17-19，但最近資料

示出結腸癌和 NAT1、NAT2 均有關 87。另外 NAT2 和膀胱癌有關，

而最近又証實，NAT1 和膀胱癌形成也有關係 20-25。又人類乳癌，也

和快或慢乙醯轉移者均有關 26，故 NAT 在人類各種癌症之形成佔有

很重要之地位。有文獻報導，如提高肝中 NAT 的活性，將令暴露到

芳香胺類化學致癌物質的個體，更易引發癌症 28，因此 NAT 受到外

來藥物之抑制，將使此些致癌物質轉變為代謝物（如 AAF）減少，

是否可相對地減少癌症的生成，為今日研究者追求之目標；降低此酵

素的活性，也就是減少芳香胺類化學致癌物的乙醯化，是否可相對地

減少癌症的發生，也是目前許多學者有興趣的探討方向；其中包括一

些研究發現 paclitaxel 影響人類肺癌細胞的 NAT 基因表現 88，造成人

類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）的細胞週期停止和

細胞凋亡的研究 40-43，而 paclitaxel 也被發現對人類乳癌、胃癌、肝癌

細胞株抗化學致癌的特性，這些都只侷限在體外試驗（in vitro）。目

前並沒有明確報告有關 paclitaxel 能否影響人類的骨癌細胞和血癌細

胞之 NAT 的影響及生長的抑制和調節細胞週期相關基因的表現。換

句話說，paclitaxel 對大自鼠 in vivo 對 AF 的乙醯化、形成 DNA 鍵結

衍生物及代謝的影響，更未有文獻報導。 
 
第二節 細胞週期（cell cycle） 
 

細胞生長至特定階段時，就開始細胞分裂。細胞分裂後產生的新

細胞，持續生長增大至該特定階段後，又平均地分裂成兩個遺傳性狀

相同之子細胞。此種生長分裂週期，稱為細胞週期。細胞週期為細胞

增殖的一種極為複雜之生物學現象．主要包括細胞生長、DNA 複製

與細胞分裂三個組成部分。細胞週期可分為四個時期，各時期依其生

化代謝特徵的不同，而共同組成一個細胞週期。在 G1 期中發生之生

化反應，包括在早期合成所有種類之 RNA、結構蛋白質與酵素蛋白

質等，在 G1 後期，則為合成與 DNA 複製有關之酵素。在 S 期時，

主要進行 DNA 及相關組蛋白（histone）之合成。而 G2 期時，則主

要為有絲分裂做準備，此時停止合成 DNA，繼續進行 RNA 及非組蛋

白之合成，組成紡錘體之微管蛋白質及細胞膜結構之蛋白質。在 M
期時，細胞內染色體凝聚後分開，移向細胞兩端，形成兩個完整之細

胞核，最後進行細胞分裂，結束 M 期。 
然而，在 G1 期，哺乳動物除了進入 S 期外，部分細胞可能離開
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細胞週期，進入靜止期，稱為 G0 期。另外，還有一些細胞朝向細胞

分化之方向發展，使細胞之功能愈趨專一。真核細胞有一定的細胞週

期，而該細胞的週期變化，將會影響細胞 DNA 之生成，細胞增生與

生長滯留（growth arrest）或細胞凋亡等現象。當此等調控機制失去

控制，細胞可能發生不正常之生長調節，未成熟就分裂與生理代謝，

而導致癌症之發生 89。在正常情況下哺乳動物體內大部分之細胞處於

非增殖狀態之休止期（G0 期），而只有在特定之生長因子之刺激下

才進入 G1 期，因此細胞週期之長短乃決定於 G0 期之長短。此等生

長因子透過與細胞表面特定之受體（receptor）結合後，引發細胞內

特定之訊息傳遞路徑，而開始激活細胞週期素（cyclin）與細胞週期

素依賴激酶（cyclin dependent kinase, Cdks）基因之表現而形成具有激

酶活性之複合物，進而活化 S 期基因之表現，使細胞進入增殖週期。

所有真核細胞之細胞週期調控乃包括一連串 Cdks 之活化―去活化作

用，其中需要多種蛋白質進行磷酸化―去磷酸化之調節作用 90。在

Cdks 之活化過程中，Cdks 需先與週期素結合形成無活性之成熟促進

因子（maturation promotion factor, MPF）複合體再經特定之 Cdks 進
行磷酸化―去磷酸化作用使 MPF 複合體活化或去活化作用以決定細

胞是否進入下一個週期。因此，正常細胞週期之進行與週期素之累積

與分解，Cdks 之活化與否及 Cdks 抑制物（Cdk inhibitor）之存在與

否有密切之關係。目前已發現哺乳動物細胞中之週期素包括週期素

A、B、C、D、E、F 及 H 等，而依據它們在細胞週期中調控階段之

不同分別歸入 G1 與 M 期週期素;已發現之 Cdks 包括 Cdc2（Cdk1）、
Cdk2、Cdk3、Cdk4、Cdk5、Cdk6 與 Cdk7 （Cdk activating kinase, 
CAK），而它們分別對哺乳動物細胞 G1/S 期和 G2/M 期的過渡進行

調控如下圖所示 91-93： 
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Basic principle of the cell cycle. In different cell cycle phases various 
CDK/cyclin complexes exist and phosphorylate cellular substrates. The 
phosphorylation of RB by G1 CDK/cyclin complexes leads to the 
inactivation of RB with subsequent release of E2F family transcription 
factors required for transactivation of S phase genes. The activity of the 
CDK/cyclin complexes depends on several activating and inhibitory 
phosphorylations regulated by several associated phosphatases (such as 
CDC25A/C) and kinases (such as WEE1). The two CDK inhibitor 
families, which bind to several CDK/cyclin complexes with different 
affinities, are potent negative regulators, particularly in G1/S. 
 
第三節 細胞死亡 
 

外來化學致癌物質在細胞中代謝成活性更強的致癌物後，會與

DNA結合而可能造成細胞死亡。細胞死亡過程可分為兩種形式： 
 
一、細胞壞死（necrosis） 

 
又稱為意外性死亡（accidental cell death）。因為細胞受到某些外

界因素，如局部缺血、物理、化學或生物性因素等干擾或損傷，中斷

了細胞正常代謝活動，而透過細胞內粒線體的感應器執行細胞死亡現

象，使細胞急速性死亡。細胞壞死多因中毒、缺氧使粒線體功能低下，

造成細胞膜上的鈉鉀幫浦功能障礙，導致膜通透性升高，細胞水腫，

外形變得不規則。內質網高度擴張及染色質不規則移位現象，粒線體

持續膨脹後破裂，接著細胞核腫脹，溶酶體膜崩解破裂，釋出酶類使

細胞溶解，細胞內容物流出而細胞死亡。細胞壞死，通常會伴隨發炎

反應的發生。 
 
二、細胞凋亡（apoptosis） 
 

又稱為程式性細胞死亡（programmed cell death）。根據Kerr、
Wyllie及Currie所描述：為一種由基因控制，維持細胞內環境穩定的

自主而有序的死亡。它與細胞壞死不同，細胞凋亡不是一種被動的過

程，而是一種主動的過程；它涉及一系列基因的啟動、表達以及調控

等作用，並非病理條件下自體損傷的現象，而是為了更好適應生存環

境而主動採取的一種死亡過程。細胞凋亡的突出變化是內源性核酸內

切酶（endogenous endonuclease）催化的細胞染色體DNA在核小體間

的斷裂，形成大約180-200 bp整數倍的染色體DNA片段，即染色體 
DNA的片斷化（DNA fragmentation）。發生細胞凋亡的細胞，細胞



 

 11 

膜發生皺縮（shrinkage）、凹陷，染色質變得緻密（condensation），

最後斷裂成碎片；繼而細胞膜將細胞質分割包圍，並包圍了細胞質的

斷片，形成了多個膜結構完整的泡狀小體，就稱為凋亡小體（apoptotic 
body）。細胞在發生凋亡過程中細胞質濃縮，細胞骨架蛋白被蛋白酶

破壞。但粒線體、溶酶體等主要胞器的結構和功能則常維持到凋亡的

晚期，內質網在早期還有合成蛋白質的功能，後來擴張成泡狀，與細

胞膜接觸融合，形成胞質氣泡。細胞膜則始終保持完整，細胞內容物

無溢出，因此不引起發炎反應。 
所以，細胞凋亡是一種極特殊的、自然的細胞製造過程，主要由

多種遺傳基因在導控，如pro-apoptotic gene：p53、Bax、Bad、Bak，
anti-apoptotic gene：Bcl-2、Bcl-xL、Bcl-w等，細胞會按照自身設定

的程序進行，直到細胞被吞噬，目的在保持細胞和組織的恆定。細胞

凋亡具有4個重要外在特徵：（1）細胞質皺縮，（2）染色體濃縮，（3）
DNA片斷化，（4）凋亡小體的產生。它的特性是細胞膜不會破裂，

細胞內容物不會流出，因此不會有發炎反應的產生。在細胞凋亡過程

中，細胞內雙股DNA會內切酶（caspase）切斷，先形成約300 bp大小，

再進一步裂解為約185 bp的核小體，最後形成凋亡小體，被吞噬細胞

吞噬清除。而細胞凋亡在動物發育上有許多重要的功能，如形態改

變、去掉不需要構造、控制細胞數目、去除不正常或使去功能或是有

害的細胞以及產生分化細胞等。在偵測細胞死亡的實驗分析方法，包

括：（1）電泳分離技術：對凋亡細胞DNA的提取後，利用電泳分離

技術，可以觀察到DNA ladders梯狀圖譜，可了解DNA裂解程度。（2）
Annexin V：細胞凋亡過程中，細胞膜內的phosphatidylserine （PS）
會 移 位 到 細 胞 膜 外 ， Annexin V 是 一 種 Ca+2 dependent 
phospholipid-binding protein，對PS有高度親和力。因此，可利用接有

螢光的Annexin V偵測細胞凋亡存在與否。 
 
三、細胞凋亡與腫瘤的發生及生長 
 
  細胞有增殖、分化及凋亡三方面的特性。在維持正常組織的生長平

衡過程中，細胞增殖、分化與凋亡三者相互協調，共同調節，而其中

細胞凋亡對細胞衰亡與更新、保持細胞數目的恆定方面起著重要的作

用。長期以來學者著重於腫瘤增殖活性和分化特徵方面的研究，並由

於實驗方法和手段限制，腫瘤細胞死亡方面的研究則相對薄弱。然而

越來越多的資料顯示，細胞凋亡與腫瘤有著密切關係。應該說，腫瘤

不僅是增殖和分化異常的疾病，同時也是凋亡異常的疾病。目前腫瘤

細胞凋亡研究已成為大家普遍關注在生命科學領域中的焦點。 
    細胞凋亡特性的改變影響腫瘤的發生，同樣也影響腫瘤的生長；
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腫瘤組織除了具有增殖活性之外，還同時存在細胞凋亡。因此細胞凋

亡同樣是腫瘤生長的重要影響因素。對於具有同等增殖能力的腫瘤而

言，細胞凋亡率減少，將使腫瘤細胞淨生長率提高，預後更差。 
 
第四節 太平洋紫杉醇：汰癌勝（paclitaxel：taxol®） 
 

太平洋紫杉醇：汰癌勝（paclitaxel：taxol®）是一種紫杉（taxane）
的成分，它可穩定細胞內的微小管（microtubules），造成分裂停止；

因此目前被廣泛使用於卵巢癌、子宮癌、乳癌、肺癌、頭頸癌、膀胱

癌、黑色瘤、Kaposi 氏肉瘤及愛滋病；但是卻有脊髓抑制作用，造成

粒 性 細 胞 過 少 症 （ granulocytopenia ） 、 血 小 板 減 少 症

（thrombocytopenia）及貧血 44-48。目前已發表很多篇有關癌細胞中

NAT活性及一些藥物的研究 13,25,30-39和 paclitaxel對人類肝癌細胞株的

作用，初步結果顯示 paclitaxel 對人類肝癌細胞有影響，而且在動物

模式研究上抗化學致癌的特性。另外，也有一些 paclitaxel 引起人類

血癌細胞株的細胞週期停止和細胞凋亡的研究。 

 
         Paclitaxel 的構造 

 
綜合上面其他學者的研究，可以看出目前並沒有明確報告有關

paclitaxel 能否影響人類的骨癌細胞和血癌細胞 NAT 的基因表現和活

性以及DNA-AF鍵結衍生物的形成所造成的影響。除了一些 paclitaxel
引起人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）的細胞週期

停止和細胞凋亡的研究之外，也很少 paclitaxel 對人類的骨癌細胞和

血癌細胞的生長抑制和調節細胞週期相關基因的表現。因此，我們提

出此一系列的研究，擬探討 paclitaxel 對以 AF 為受質之 NAT 活性和

NAT 的基因表現以及 DNA-AF 鍵結衍生物的形成所造成的之影響，

進行生物體外 in vitro 試驗，進一步了解其作用機轉。並了解 paclitaxel
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對人類的骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）生長的抑制

和調節細胞週期相關基因的表現。也探討 paclitaxel在 Sprague-Dawley
大白鼠對 AF 的 N-基乙醯化及形成 DNA 鍵結衍生物的體內 in vivo 試

驗，是否影響 AF 代謝，並進一步了解其作用機轉。 
 

Brief History of Paclitaxel Development 

YEAR DEVELOPMENT 

Early 1960s Samples of Taxus brevifolia were collected from old 
growth forests in the Pacific Northwest. Preliminary 
screening of extract demonstrated activity. 

1969-1971 The active component, paclitaxel, was isolated and the 
structure described. 

1977 Accepted for clinical development by the NCI Division 
of Cancer Treatment. 

1979 Unique mechanism of cytotoxicity was described. 

1983 Phase I clinical trials began. 

1985 Trials were suspended due to high incidence of 
hypersensitivity. They were resumed with infusional 
schedules and premedications. 

1988-1989 Activity in refractory ovarian cancer demonstrated. 

1991 Activity in metastatic breast cancer demonstrated. 

1992 New Drug Application (NDA) filed with Food and 
Drug Administration. Paclitaxel approved for refractory 
ovarian cancer. 

1993 Additional indication for refractory breast cancer 
approved. 3-hour infusion approved by PDA. 

1994 Broad Phase II and III trials continue. 
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第三章  材料與方法 
 

第一節 實驗儀器和試劑材料 
 
一、 實驗儀器 

1. 高效液相層析儀（high performance liquid chromatography, 
HPLC）〔Beckman〕  Bischoff C18 reversed phase column 
（Spherisorb 4.6 × 250 mm）（pump 168 and detector 126） 
測定NAT活性的條件： 
A. 均以 1.2 ml/min 之流速，檢測 NAT 活性。 
B. 以 2-AF為受質之 solvent system為 20 mM KH2PO4（pH 4.5）/CH3CN

（53：47），其 wave length 用 280 nm，其 retention time：AAF 為

6.5 min；AF 為 9.0 min。 
C. 以 PABA 為受質 solvent system 為 50 mM acetic 

acid/CH3CN（86：14），其wave length用266 nm，其 retention 
time：PABA 為 8.0 min；N-Ac-PABA 為 11.0 min。 

D. 各產物之定量法，以其 elution peak 之區域積分與標準的

AF 和 AAF 及 PABA 和 N-Ac-PABA 量之比較。 
2. 流式細胞計數儀（flow cytometry：FACS）〔Becton Dickinson〕 
3. Gene Amp PCR 2400〔Perkin Elmer〕 
4. RP 18 column 〔Bischoff〕 
5. 高速離心機〔Hettich EBA 12R〕 
6. 冷凍乾燥離心機〔Labconco〕 
7. 倒立式位像差顯微鏡〔Nikon Ellipse TE300〕 
8. 無菌操作台 
9. DNA 電泳槽〔Mupid-2〕 
10. 直立式 DNA 電泳槽〔Gibco/BRL〕 
11. Water bath（恆溫槽） 
12. 細胞培養箱（CO2 incubator）（Revco 3000 TVBA） 
13. Polytrone（PT 3000）：組織勻質機 

 
二、 試劑材料 

1. 化學試劑（Chemicals and Reagents）： 
A. Paclitaxel：Taxol®      〔Bristol Caribbean, IncNJ, USA〕 
B. Acetonitrile, dimethyl sulfoxide （DMSO）, bovine serum 

albumin （BSA）, ethanol, methanol, urea, ethylacetate, 
KH2PO4, KCl, NaCl, Na2HPO4 

〔Merck Co, Darmstadt, Germany〕 
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C. 2-Aminofluorene （AF）, N-acetyl-2-aminofluorene （AAF）, 
p-aminobenzoic acid （PABA）, N-acetyl-p-aminobenzoic 
acid （ N-Ac-PABA ） , ethylenediaminetetraacetic acid 
（EDTA） , flavone, apigenin, propidium iodide（PI） , 
ethidium bromide, sodium azide, trypan blue, Trition-X 100, 
mineral oil, TEMED, Sigmacoat, ammoninum persulfate, 
ileupeptin, Tris, acetylcarnitine, dithiothreitol （DTT）, fetal 
bovine serum （ FBS ） , phenylmethylsulfonylfluoride 
（PMSF）, micrococcal endonuclease, spleen exonuclease, 
acetyl-coenzyme A, carnitine acetyltransferase 

〔Sigma Chemical Co., St. Louis, MO〕 
D. RPMI 1640 tissue culture medium and 

penicillin-streptomycin   〔Gibco BRL, Grand Island, NY〕 
E. RNase A                            〔CLONTECH〕 
F. Rneasy Mini Kit                           〔Qiagen〕 
G. G-NOME DNA Kit                    〔Bio101, Inc〕 
H. Complete Freund’s adjuvant and incomplete Freund’s 

adjuvant PCR Kit, trypsin          〔Gibco Laboratories〕 
I. 1-OH-AAF, 3-OH-AAH, 5-OH-AAF, 7-OH-AAF, 

8-OH-AAF, 9-OH-AAF 
〔NCI Chemical Carcinogen Repository, USA〕 

2. Working Lysing Buffer Solution（冰上操作） 
Working solution 〔pH 7.5，4℃，Tris HCl 20 mM，1 mM Dithio 
threitol（DTT），1 mM ethylenediaminetetraacetic acid （EDTA）〕 
20 ml；加 50μM phenylmethylsulfonylfluoride （PMSF）20μ
l；加 10μM leupeptin 20μl。後兩者可維持酵素的活性。 

3. Acetyl CoA recycling mixture 
A. RCM：50 mM Tris HCl（pH 7.5）；0.2 mM EDTA；2 mM DTT；

15 mM acetylcarnitine。 
B. Acetyl CoA recycling mixture：RCM＋2U/ml carnitine 

acetyltransferase，加預定濃度之 AF 或 PABA。 
4. 培養基：RPMI 1640 medium，fetal bovine serum（FBS），

antibiotics（penicillin 及 streptomycin），amino acid（L-glutamine）
（購自 Gibco Laboratories，Grand Island，NY）。 

5. 人類骨癌細胞株（osteogenic sarcoma cell line，U-2 OS）及血

癌細胞株（human leukemia cell line，HL-60），皆為貼附性之

細胞株，由台灣新竹食品工業研究所提供。這些細胞培養於

75 cm2的 tissue culture flask，內含 RPMI 1640 培養基，10%胎

牛血清及 2%penicillin（10,000 U/ml）及 streptomycin（10 
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mg/ml）。 
 
三、 實驗動物 

約180-200 gm重之Sprague-Dawley大白鼠，由國科會提供。

實驗期間SD大白鼠置於12小時亮、12小時暗的動物室籠中。 
 

四、 本實驗所用的SD大白鼠特殊器官或標本及其數目標示 
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如圖所示，將特殊器官如：肝臟（31）、腎臟（72）、胃、

大腸（68）、膀胱（46）和自心臟（85、86、87、88）取得之血

液及白血球（淋巴球、單核球）等標本，作有關NAT活性在生物

體外及動物體內試驗。上述的器官及標本，又加上自代謝籠中取

得之尿和糞便等標本，再做進一步分析AF在這些器官或標本之

分佈情形。 
 
第二節 實驗方法 
 
    本研究將實驗分為三大部分，第一部分是分別檢測 paclitaxel 抑
制人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）之 NAT 的活

性和基因的表現以及 DNA-AF 鍵結衍生物的形成所造成的影響。第

二部分是利用流式細胞計數儀分別分析 paclitaxel 引起人類骨癌細胞

株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）的細胞凋亡是經由 caspase-3
的活化。第三部分則是 paclitaxel 在 Sprague-Dawley 大白鼠中影響 AF 
N-乙醯化和 DNA-AF 鍵結衍生物形成的量以及各個組織中影響化學

致癌物 AF 的分佈和代謝。 

人類骨癌細胞株（U-2 OS）、血癌細胞株（HL-60）分別放入 75cm2

培養瓶，5% CO2，內含 PRMI 1640 培養基＋10％胎牛血清＋2％
penicillin-streptomycin (l0,000U/ml penicillin & 10mg/ml streptomycin)  
 
一、 分別檢測paclitaxel抑制人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞

株（HL-60）之NAT的活性和基因的表現以及DNA-AF鍵結衍生

物的形成所造成的影響。 
 
1、分別檢測 paclitaxel 對人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株

（HL-60）中 NAT 活性及蛋白質和 DNA 鍵結衍生物的影響 
 
   分別各取 5×107cells 放入 24 well plate 中，再置於 37℃、5％CO2

培養箱 24 小時 
↓ 

分別加入不同濃度的 paclitaxel (以不加者為對照組) 
同時也分別加入不同濃度的 AF 或 PABA 

↓ 
經過不同時間的培養後，再離心收集上層液 

↓ 
利用 ethylacetate/methanol(95:5)萃取 

↓ 
放入冷凍乾燥機約一小時 
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乾燥後再加入 200μl methanol 混和均勻 
↓ 

取 20μl 打入高效液相層析儀 HPLC 
分析乙醣化的 AAF 及未乙醯化的受質 AF 的量 

分析乙醣化的 N-Ac-PABA 及未乙醯化的受質 PABA 的量 
  利用 Bradford（1976）方法或利用抗體抗原以流式細胞計數儀分析

測出其蛋白質，並與對照組作比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
測出 DNA 鍵結衍生物 

↓ 
預期可得兩種實驗結果： 
a﹒不同濃度的 paclitaxel 對 NAT 活性及蛋白質和 DNA 鍵結衍生

物的影響 
    → Dose dependent effects 

b﹒不同培養時間的 paclitaxel 對 NAT 活性及蛋白質和 DNA 鍵結

衍生物的影響 
    → Time course effects 
 
2、分別檢測 paclitaxel 對人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株

（HL-60）中 NAT1 mRNA 表現的影響 
 
   分別各取 5×107cells 放入 24 well plate 中，再置於 37℃、5％CO2

培養箱 24 小時 
↓ 

   分別加入不同濃度的 paclitaxel (以不加者為對照組)培養 24 小時 
↓ 

利用 Qiagen RNeasy Mini Kit 萃取全部的 RNA 
↓ 

反轉錄酶聚合酶連鎖反應 

primers: B-MDIEA-NAT1,                
5'-CACCCGGATCCGGGATCATGGACATTGAAGC-3' 

nt 435-454, GenBank accession number X17059 
VPKHGD-X-NAT1 

5'-GGTCCTCGAGTCAATCACCATGTTTGGGCAC-3' 
nt 1295-1278, GenBank accession number X17059 
FP1-NAT2, 5'-CTAGTTCCTGGTTGCTGGCC-3' 
nt 79-98, GenBank accession number NM-000015 

RP1-NAT2, 5'-TAACGTGAGGGTAGAGAGGA-3' 
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nt 1073-1054, GenBank accession number NM-000015 
Act b1, 5'-GCTCGTCGTCGACAACGGCTC-3' 

nt 94-114, GenBank accession number NM-001101 
Act2 b2, 5'-CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC-3' 

nt 446-422, GenBank accession number NM-001101 
↓ 

NAT1 mRNA 的表現 
↓ 

預期可得實驗結果： 
    不同濃度的 paclitaxel 對 NAT1 mRNA 表現的影響 
    → Dose dependent effects 
 
二、 利用流式細胞計數儀分別分析 paclitaxel 引起人類骨癌細胞株

（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）的細胞凋亡是經由 caspase-3
的活化。 

 

1、檢測 paclitaxel 對人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）
是否有細胞毒性(cytotoxicity)的作用 

 
分別各取 5×107cells 放入 24 well plate 中 

於 37℃、5％CO2培養箱 24 小時 
↓ 

分別加入不同濃度的 paclitaxel (以不加者為對照組) 
↓ 

經過不同時間培養後，離心收集癌細胞 
↓ 

利用 trypan blue 染色，以顯微鏡檢測活的和死的癌細胞 
(活細胞透明無色，死細胞呈淡藍色 

因 trypan blue 會進入死細胞) 
↓ 

分別在顯微鏡下，以 400 倍放大 
利用細胞計數皿計算死及活的細胞數目 

以不加藥者為實驗對照組 
↓ 

最後利用“活的細胞／原有的細胞數＝％ viable cell” 
計算％ viable cell 

↓ 
然後再利用不同濃度及不同培養時問的數據 

統計計算及分析 
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↓ 
預期的結果將可得到： 

   a﹒不同濃度的 paclitaxel 所引起的細胞毒性 
   → Dose dependent effects 
   b，不同培養時間的 paclitaxel 所引起的細胞毒性 
  → Time course effects 
 
2、檢測 paclitaxel 對人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）
細胞核破壞(chromosomal damage)和細胞形態(morphology)的影響 

 
分別各取 5×107cells 放入 24 well plate 中 
再置於 37℃、5％CO2培養箱 24 小時 

↓ 
分別加入不同濃度的 paclitaxel (以不加者為對照組) 

↓ 
經過不同時間的培養後，收集癌細胞(離心) 

↓ 
利用 Gimesa stain 染色細胞核 

直接由顯微鏡檢查照相細胞形態 
↓ 

經由顯微鏡鏡檢照相，檢查癌細胞染色體破壞 
和細胞形態影響的情形 

↓ 
與對照組作比較 

↓ 
預期可得兩種實驗結果： 

   a．不同濃度的 paclitaxel 對染色體和形態的破壞 
   → Dose dependent effects 
   b．不同培養時間的 paclitaxel 對染色體和形態的破壞 
   → Time course effects 
 
3、檢測 paclitaxel 對人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）
細胞週期(cell cycle)的影響 

 
分別各取 5×107cells 放入 24 well plate 中 
再移入 37℃、5％CO2培養箱 24 小時                           

↓ 
分別加入不同濃度的 paclitaxel(以不加藥者為對照組) 
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↓ 
經過不同時間的培養後，收集癌細胞(離心) 

↓ 
利用 propidium iodine 染色 30 分鐘 

↓ 
放入流式細胞計數儀分析細胞週期 DNA 的變化 
可得 G0/Gl, G2, S & M phase DNA 含量的變化 

↓ 
以電腦分析 DNA S phase 的百分比 

↓ 
可得知 paclitaxel 是否會影響細胞週期及 DNA 含量的變化 

並與對照組作比較 
↓ 

預期可得兩種實驗結果： 
   a﹒不同濃度的 paclitaxel 對細胞週期 DNA 量的影響 
   → Dose dependent effects 
   b﹒不同培養時間的 paclitaxel 對細胞週期 DNA 量的影響 
   → Time course effects 
 
4、檢測 paclitaxel 對人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）

caspase-3 影響的情形 
 

分別各取 5×107cells 放入 6 well plate 中 
再移入 37℃、5％CO2培養箱 24 小時 

↓ 
分別加入不同濃度的 paclitaxel (以不加者為對照組) 

↓ 
加入與不加入 caspase-3 的抑制劑 z-VAD-FMK 
經過不同時問的培養後，離心收集癌細胞 

↓ 
利用西方點墨試驗檢測 caspase-3 的活性 

利用流式細胞計數儀檢測細胞凋亡的百分比 
↓ 

預期兩種實驗結果可得： 
   a﹒不同濃度的 paclitaxel 所引起的 caspase-3 活性和細胞凋亡 
   → Dose dependent effects 
   b﹒不同培養時間的 paclitaxel 所引起的 caspase-3 活性和細胞凋亡 
   → Time course effects 
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三、 Paclitaxel 在 Sprague-Dawley 大白鼠中影響 AF N-乙醯化和

DNA-AF 鍵結衍生物形成的量以及各個組織中影響化學致癌物

AF 的分佈和代謝。 
 

約 12 周大、180-200 g 的 SD 大白鼠 12 隻，分為二組．每組 6 隻 
↓ 

     第一組灌以 DMSO/1cc/隻．第二組灌以 paclitaxel（50 mg/ml）
/1cc/隻，經 48 hrs 全部再給予 AF 

↓ 
rat 放回代謝籠，收集 52 hrs urine and stool；同時收集每隻大白鼠 
5、10、15、30、60、90、120、150 和 300 分鐘的鎖骨下靜脈血 

↓ 
再殺死大白鼠且分別取 Blood, Bladder, Liver, Lung, Colon 

 
1、檢測 paclitaxel 在 in vivo 對 AF 的 N-基乙醯化之影響 
 
 (1)Urine: 

urine 2 ml＋4 ml 萃取液(ethylacetate：methanol = 95：5) 
↓ 

vortex l-2 min，靜置 20 分後，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 50μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作測定 
分析乙醯化的 AAF 及未乙醯化的受質的量 

利用 Bradford（1976）方法測出其蛋白質，並與對照組比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
 
(2)Stool: 

取 1 gm 搗碎＋4 ml 萃取液 
↓ 

vortex 1-2 min，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 eppendorf，乾燥 
↓ 
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加 100μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作測定 
分析乙醯化的 AAF 及未乙醯化的受質的量 

利用 Bradford（1976）方法測出其蛋白質，並與對照組比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
 
(3)Blood(鎖骨下靜脈血): 

取 1 ml Blood＋2 ml 萃取液 
↓ 

vortex 1-2 min，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 100μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作測定 
分析乙醯化的 AAF 及未乙醯化的受質的量 

利用 Bradford（1976）方法測出其蛋白質，並與對照組比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
 
(4)Liver: 

取 2 gm Liver＋4 ml 萃取液＋2 ml Lysing buffer 
↓ 

polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 75μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作測定 
分析乙醯化的 AAF 及未乙醯化的受質的量 

利用 Bradford（1976）方法測出其蛋白質，並與對照組比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
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(5)Lung: 
取 2 gm Lung＋4 ml 萃取液＋2 ml Lysing buffer 

↓ 
polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 

↓ 
取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 

↓ 
加 75μl methanol 

↓ 
取 20μl 打入 HPLC 作測定 

分析乙醯化的 AAF 及未乙醯化的受質的量 
利用 Bradford（1976）方法測出其蛋白質，並與對照組比較 

↓ 
決定 NAT 酵素活性的影響 

 
(6)Colon: 

取一段 Colon＋4 ml 萃取液＋2 ml Lysing buffer 
↓ 

polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 75μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作測定 
分析乙醯化的 AAF 及未乙醯化的受質的量 

利用 Bradford（1976）方法測出其蛋白質，並與對照組比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
 
(7)Bladder: 

取 1 個 Bladder＋2 ml 萃取液＋1 ml Lysing buffer 
↓ 

polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 50μl methanol 
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↓ 
取 20μl 打入 HPLC 作測定 

分析乙醯化的 AAF 及未乙醯化的受質的量 
利用 Bradford（1976）方法測出其蛋白質，並與對照組比較 

↓ 
決定 NAT 酵素活性的影響 

↓ 
預期可得實驗結果： 

a. 不同器官和代謝物及血中的 paclitaxel 對 NAT 活性的影響 
→ Organ dependent effects 

     b.不同時間血中的 paclitaxel 對 NAT 活性的影響 
     → Time course effects 
 
2、檢測 paclitaxel 在 in vivo 對 AF 形成的 DNA 鍵結衍生物之影響 
(1)Blood: 

取 1 ml Blood＋2 ml 萃取液 
↓ 

vortex 1-2 min，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 100μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作 DNA 鍵結衍生物的測定 
 
(2)Liver: 

取 2 gm Liver＋4 ml 萃取液＋2 ml Lysing buffer 
↓ 

polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 75μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作 DNA 鍵結衍生物的測定 
 
(3)Lung: 

取 2 gm Lung＋4 ml 萃取液＋2 ml Lysing buffer 
↓ 
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polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 75μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作 DNA 鍵結衍生物的測定 
 
(4)Bladder: 

取 1 個 Bladder＋2 ml 萃取液＋1 ml Lysing buffer 
↓ 

polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 50μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作 DNA 鍵結衍生物的測定 
 
(5)Colon: 

取一段 Colon＋4 ml 萃取液＋2 ml Lysing buffer 
↓ 

polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 75μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作 DNA 鍵結衍生物的測定 
↓ 

預期可得實驗結果： 
不同器官的 paclitaxel 在 in vivo 形成 AF 的 DNA 鍵結衍生物之影響

→ Organ dependent effects 
 
3、檢測 paclitaxel 對人類血癌細胞 in vitro intact cell 中 NAT 對 AF 代

謝影響 
 

 人類血癌細胞株(Human leukemia cell HL-60)放入 75cm2培養瓶    
內含 RPMI1640 培養基＋15%胎牛血清(Fetal bovine serum)＋
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2%penicillin-streptomycin(10,000U/ml penicillin, 10mg/ml 
streptomycin) 

↓ 
培養於 37℃ 5% CO2培養箱 

血癌細胞大量增生 
↓ 

各取 5×105 cells 放入 24 well plate 中，37℃ 5% CO2培養箱 24 hrs 
↓ 

各加入不同濃度的 2-AF 
↓ 

  分別加入不同濃度(3.2M, 0.32M, 0.032mM 3.2mM, 0.32mM, 
0.032mM)的 paclitaxel(以不加者為對照組) 

↓ 
經過不同時間(6hrs, 12hrs, 18hrs, 24hrs)的培養 

↓ 
吸取培養液，ethylacetate/methanol(95:5)萃取 

↓ 
混合均勻，待分層，吸取上清液至 eppendorf tube 

↓ 
放入冷凍濃縮離心機、離心、乾燥 

↓ 
各 eppendorf tube 加入 50μl methanol 

↓ 
取 20μl 溶液注入高效液相層析儀(HPLC) 

分析乙醯化的 AAF 及未乙醯化的受質的量，並與對照組比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
↓ 

預期可得實驗結果： 
   a. 不同濃度的 paclitaxel 對 NAT 活性的影響 
   → Dose dependent effects 
   b. 不同培養時間的 paclitaxel 對 NAT 活性的影響 
   → Time course effects 
 
4、檢測 paclitaxel 在 in vivo 對 AF 代謝及其代謝物之影響 
 

約 180 g 的 SD 大白鼠 24 隻，分為四組．每組 6 隻 
↓ 
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    第一組灌以 DMSO/1cc．第二組灌以 AF 60 mM/kg/1cc/隻．第三

二組灌以 paclitaxel+AF 60 mM/1cc/隻．第四組於 24 hrs 前先灌

paclitaxel，經 24 hrs 全部再給予 AF 60 mM 
↓ 

rat 放回代謝籠，收集 2 hrs urine and stool 
取 Blood, Bladder, Liver, Colon, Kidneys, Stomach 

 
(1)Urine: 

urine 2 ml＋4 ml 萃取液(Ethylacetate：methanol = 95：5) 
↓ 

vortex l-2 min，靜置 20 分後，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 50μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作測定 
      分析乙醯化的 AAF 和它的代謝產物及未乙醯化的受質的量 

並與對照組比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
 
(2)Stool: 

取 1 gm 搗碎＋4 ml 萃取液 
↓ 

vortex 1-2 min，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 100μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作測定 
      分析乙醯化的 AAF 和它的代謝產物及未乙醯化的受質的量 

並與對照組比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
 
(3)Blood: 

取 1 ml Blood＋2 ml 萃取液 
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↓ 
vortex 1-2 min，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 

↓ 
取上清液放入 eppendorf，乾燥 

↓ 
加 100μl methanol 

↓ 
取 20μl 打入 HPLC 作測定 

      分析乙醯化的 AAF 和它的代謝產物及未乙醯化的受質的量 
並與對照組比較 

↓ 
決定 NAT 酵素活性的影響 

 
(4)Liver: 

取 2 gm Liver＋4 ml 萃取液＋2 ml Lysing buffer 
↓ 

polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 75μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作測定 
      分析乙醯化的 AAF 和它的代謝產物及未乙醯化的受質的量 

並與對照組比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
 
(5)Kidney: 

取 1 個 Kidney＋4 ml 萃取液＋2 ml Lysing buffer 
↓ 

polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 75μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作測定 
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      分析乙醯化的 AAF 和它的代謝產物及未乙醯化的受質的量 
並與對照組比較 

↓ 
決定 NAT 酵素活性的影響 

 
(6)Bladder: 

取 1 個 Bladder＋2 ml 萃取液＋1 ml Lysing buffer 
↓ 

polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 50μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作測定 
      分析乙醯化的 AAF 和它的代謝產物及未乙醯化的受質的量 

並與對照組比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
 
(7)Colon: 

取一段 Colon＋4 ml 萃取液＋2 ml Lysing buffer 
↓ 

polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
↓ 

取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 
↓ 

加 75μl methanol 
↓ 

取 20μl 打入 HPLC 作測定 
      分析乙醯化的 AAF 和它的代謝產物及未乙醯化的受質的量 

並與對照組比較 
↓ 

決定 NAT 酵素活性的影響 
 
(8)Stomach: 

取 1 個 Stomach(約 1.5 gm)＋4 ml 萃取液＋2 ml Lysing buffer 
↓ 

polytron 打碎，靜置 20 min，離心 3000 rpm 4℃，8-10 min 
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↓ 
取上清液放入 2 個 eppendorf，乾燥 

↓ 
加 75μl methanol 

↓ 
取 20μl 打入 HPLC 作測定 

      分析乙醯化的 AAF 和它的代謝產物及未乙醯化的受質的量 
並與對照組比較 

↓ 
決定 NAT 酵素活性的影響 

↓ 
預期可得實驗結果： 
不同器官的 paclitaxel 在 in vivo 對 AF 代謝及其代謝物之影響 
→ Organ dependent effects 
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第四章  結果 
 
第一節 以反轉錄酶聚合酶連鎖反應及流式細胞計數儀分析

paclitaxel抑制人類骨癌細胞株（U-2 OS）之NAT的活性和打

因的表現 
 
一、 不同濃度的 paclitaxel 對 U-2 OS 細胞株的細胞液中 NAT 的活性

之影響結果 
 

表 1 顯示細胞液中的 NAT 活性隨著 paclitaxel 濃度的增加

而降低。 
 
二、 50μM paclitaxel 對 U-2 OS 細胞株中不同濃度的 AF 和 PABA

的乙醯化之影響結果 
 

NAT 的活性是將 AF 和 PABA（15, 30, 60, 100μM）乙醯

化，其偵測結果在圖 1A。在 50μM paclitaxel 時，乙醯化的

AF 和 PABA 被降低。 
 
三、 Pclitaxel 對完整 U-2 OS 細胞株中 AAF 和 N-Ac-PABA 的產生之

影響結果 
 

圖 1B 顯示 paclitaxel 確實降低 AAF 和 N-Ac-PABA 的產

生。 
 
四、 在 U-2 OS 細胞株中 paclitaxel 對 NAT 的動力常數之影響結果 
 

在有或無50μM paclitaxel，特別濃度的AF和PABA（0.373, 
0.435, 0.543, 0.745, 1.102, 2.205 mM）被用來決定和計算 U-2 
OS 細胞的 NAT 動力常數。paclitaxel 對 U-2 OS 細胞中 Km 和

Vmax 值的影響結果，在表 2 和圖 2。明顯的，在檢測的完整

U-2 OS 細胞中 NAT 的 Km 和 Vmax 值皆被 paclitaxel 所降低。 
 
五、 在 U-2 OS 細胞株中 paclitaxel 對 NAT 蛋白的影響結果 
 

NAT 蛋白是以 NAT 的抗體，來形成抗原-抗體複合物來偵

測。而這 NAT-抗體複合物的百分比，是以流式細胞計數儀來

計測。數據顯示 U-2 OS 細胞中 paclitaxel 則明顯降低 NAT-抗
體複合物的百分比（圖 3）。 
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六、 在U-2 OS細胞株中 paclitaxel對NAT mRNA的表現之影響結果 
 

NAT1 mRNA 的表現受 paclitaxel 的影響，而且呈現跟劑

量相關。圖 4 顯示 NAT1 mRNA 的表現，隨著 paclitaxel 的增

加（低劑量 0.01-5μM 時，例外）而降低，但在這個實驗中偵

測不到 NAT2。結果顯示 paclitaxel 能降低 U-2 OS 細胞株中

NAT1 mRNA 的表現，而且呈現跟劑量相關。 
 
第二節  Paclitaxel對人類血癌細胞株（HL-60）之NAT的基因表現和

活性以及DNA-AF鍵結衍生物的形成所造成的影響 
 
一、 不同濃度的 paclitaxel 對 HL-60 細胞株的完整細胞之影響結果 
 

在完整 HL-60 細胞的實驗中，AF 和 PABA 被加到細胞培

養中而被吸收進入細胞。AF 和 PABA 在細胞內被乙醯化為

AAF 和 N-Ac-PABA，而被排出細胞外。而這些在細胞培養液

中，未被乙醯化的 AF 和 PABA 以及乙醯化的 AAF 和

N-Ac-PABA，可以 HPLC 來偵測。表 3 顯示完整 HL-60 細胞

中的 AAF 和 N-Ac-PABA 隨著 paclitaxel 濃度的增加而降低。 
 
二、 paclitaxel 對在 HL-60 細胞株的完整細胞中 paclitaxel 對 NAT 的

時間過程之影響結果 
 

圖 5 顯示培養時間越長，AAF 的產生越多。對 HL-60 細

胞株而言，5μM paclitaxel 的存在，大約降低 AAF 34-52%的

量 
 
三、 在 HL-60 細胞株中 5μM paclitaxel 對 NAT 的動力常數之影響

結果 
 

在有或無 paclitaxel，特別濃度的 AF（0.087, 0.174, 0.348, 
0.696, 1.392 mM）被用來決定和計算 HL-60 細胞液中的 NAT
動力常數。明顯的，在檢測的 HL-60 細胞液中 NAT 的 Km 和

Vmax 值，都被 paclitaxel 所降低（表 4 和圖 6）。 
 
四、 Pclitaxel 在 HL-60 細胞株中對 DNA-AF 鍵結衍生物之影響結果 
 

研究顯示在所有檢測 AF 的劑量中（30 和 90μM），
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paclitaxel 降低 DNA-AF 鍵結衍生物的產生（圖 7）。 
 
五、 在 HL-60 細胞株中 paclitaxel 對 NAT mRNA 表現的劑量相關之    

影響結果 
 

NAT1 mRNA 的表現，受不同濃度 paclitaxel 的影響，似

乎呈現跟劑量相關（圖 8）。圖 8 顯示 NAT1 mRNA 的表現，

隨著 paclitaxel 的降低而增加，但在這個實驗中偵測不到

NAT2。然而，反轉錄酶聚合酶連鎖反應並非是一種定量的分

析。所以，確實增加的量無法確定。結果只能說，paclitaxel
能影響 HL-60 細胞株中 NAT1 mRNA 的表現。 
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Table 1. Effects of paclitaxel on N-acetylation of AF in cytosols of human U-2 OS 
cells. 

Paclitaxel Acetylated substrates (nmol/min/mg protein) 

treatment (µM) AAF N-Ac-PABA 

Control 3.01 ± 0.22 2.20 ± 0.18 
0.01 3.06 ± 0.19 2.22 ± 0.16 
0.1 3.14 ± 0.24 2.26 ± 0.17 
1 2.80 ± 0.18 2.01 ± 0.14 
5 2.56 ± 0.12 1.70 ± 0.12 a,b,c 
10 2.19 ± 0.15 a,b,c,d 1.51 ± 0.11 a,b,c,d 
25 1.87 ± 0.10 a,b,c,d,e 1.32 ± 0.09 a,b,c,d 
50 1.04 ± 0.09 a,b,c,d,e,f,g 0.87 ± 0.06 a,b,c,d,e,f 
F value 55.094* 41.927* 

Note. Values are mean ± SD of AF N-acetylation (nmol/min/mg protein); n = 6. 
Anova analysis with Scheffe posteriori comparison was used. *p < 0.001. 
a Significantly different, p < 0.05, when compared to control. 
b Significantly different, p < 0.05, when compared to 0.01 µM. 
c Significantly different, p < 0.05, when compared to 0.1 µM. 
d Significantly different, p < 0.05, when compared to 1 µM. 
e Significantly different, p < 0.05, when compared to 5 µM. 
f Significantly different, p < 0.05, when compared to 10 µM. 
g Significantly different, p < 0.05, when compared to 25 µM. 
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Table 2. Kinetic data for acetylation of AF and PABA in human U-2 OS cells. 
 AF  PABA  

 Km (mM) Vmax (nmol/min/mg protein) Km (mM) Vmax (nmol/min/mg protein)

Control  2.50 ± 0.71  14.08 ± 2.25 4.54 ± 0.62 3.84 ± 0.62 

Paclitaxel a1.78 ± 0.43 a10.12 ± 1.04 b2.71 ± 0.46 b1.88 ± 0.24 

Values are mean ± SD. n = 3. 
The acetyl CoA and paclitaxel concentrations were 0.5 mM and 50 µM, and the 
kinetic constants were calculated from the modified HYPER program of Cleland 
(1967). 
a 50 µM paclitaxel and control differ with p < 0.05. 
b 50 µM paclitaxel and control differ with p < 0.01. 
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Table 3. Effects of paclitaxel on N-acetyltransferase activity in human HL-60 intact 
cells. 
 
Paclitaxel       AAF                  N-Ac-PABA 
 
Control       6.09±0.67            5.87±0.60 
0.01μM         4.87±0.54            4.56±0.46a 
0.1μM         3.35±0.42a,b          3.04±0.31a,b 
1μM          2.89±0.35a,b          2.16±0.19a,b 
5μM             2.28±0.27a,b          1.74±0.15a,b,c 
10μM           1.83±0.16a,b,c         1.40±0.12a,b,c 
25μM          1.37±0.12a,b,c,d        0.90±0.09a,b,c,d 
50μM          0.38±0.06a,b,c,d,e,f      0.24±0.06a,b,c,d,e,f 
 
F value            72.605*                 116.026* 
                              
Note. Values are mean±SD of activity (nmol/106 cells); n = 6. 
Anova analysis with Scheffe posteriori comparison was used. *p < 0.001.  
a Significantly different, at p level of 0.05, when compared to control. 
b Significantly different, at p level of 0.05, when compared to 0.01μM. 
c Significantly different, at p level of 0.05, when compared to 0.1μM. 
d Significantly different, at p level of 0.05, when compared to 1μM. 
e Significantly different, at p level of 0.05, when compared to 5μM. 
f Significantly different, at p level of 0.05, when compared to 10μM. 
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Table 4. Kinetic data for acetylation of substrates with or without 
paclitaxel cotreatment in human leukemia HL-60 cells. 
 

             AF                                   PABA                            

             Km (mM) Vmax (nmol/min/mg protein)     Km (mM) Vmax (nmol/min/mg protein) 

 

Control       5.26±0.42  33.38±5.29          2.70±0.32   16.17±2.89 

Paclitaxel     2.70±0.18 a   16.67±3.12,b          2.22±0.21   12.50±1.06,b 

                              

Note. Values are mean±S.D. n = 3. The Acetyl CoA and paclitaxel concentrations were o.1 mM and 5μ

M, and the kinetic constants were calculated from the modified HYPER Program of Cleland (1967). 
a differs between 50μM paclitaxel and control. P<0.05 
b differs between 50μM paclitaxel and control. P<0.05 
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Figure 1. Effects of paclitaxel and incubation time on AAF and N-Ac-PABA 
production from various concentrations of AF and PABA by human osteogenic 
sarcoma cells (U-2 OS). U-2 OS cells were incubated with AF and PABA at various 
concentrations (panel A) with 50 µM paclitaxel co-treatment for the 6, 12, 18, 24, and 
48 hrs (panel B). AAF and N-Ac-PABA were measured by HPLC assay as described 
in "Materials and Methods". Each point represents the mean of triplicate assays of 
three incubations of cells. * mean differs between paclitaxel and control. p < 0.05. 
 
 

Fig. 1A 

Fig. 1B 
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Figure 2. Lineweaver-Burk double reciprocal plot of the NAT activity in human 
osteogenic sarcoma cells cotreated with paclitaxel. U-2 OS cells mixtures containing 
0.087, 0.174, 0.384, 0.696. and 1.392 mM AF (panel A) and PABA (panel B) with or 
without paclitaxel cotreatment were used for NAT activity determination. NAT 
activities were determined as described in "Materials and Methods". Lineweaver-Burk 
double reciprocal plots were measured by using linear regression analysis of 
reciprocal substrate concentrations plotted against reciprocal initial velocities. 
 

Fig. 2A 

Fig. 2B 
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Figure 3. Effects of paclitaxel treatment on NAT expression in human osteogenic 
sarcoma cancer cell lines (U-2 OS). U-2 OS cancer cells (1×106/ml) were treated with 
25 µM paclitaxel for 24 hours followed by evaluation of NAT expression. NAT 
expression is estimated by flow cytometry. Data were acquired and analyzed using 
flow cytometry. A detailed description is in Materials and Methods. A: colo 205; B: 
colo 320 DM; C: colo 320 HSR. 
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Figure 4. Dose-dependent effect of paclitaxel on expression of NAT mRNA in human 
osteogenic sarcoma cells (U-2 OS). The cells were incubated with various 
concentrations of paclitaxel for 24 hrs. The cells were collected to extract total RNA. 
The extracted RNA was subjected to RT-PCR analysis using specific primers for NAT 
and β-actin, and then PCR-amplified cDNA derived from mRNA were applied to 
agarose gel-electrophoresis (panel A). The mRNA levels of NAT andβ-actin on the 
gel-electrophoresis were quantified by densitometric analysis of Gel-photograph and 
expressed as NAT/β-actin ratio (panel B). 
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Figure 5. Effects of paclitaxel and incubation time on N-acetyl-2-aminofluorene 
(AAF) production in intact human leukemia HL-60 intact cells. Human leukemia 
HL-60 cells were incubated with 2-aminofluorene (AF) or p-aminobenzoic acid 
(PABA) at 22.5µM with or without paclitaxel (5 µM) co-treatment for the times 
shown (6, 12, 18 and 24 h). AF and AAF (Panel 5A), PABA and N-Ac-PABA (Panel 
5B) were measured by HPLC assay. Each point represents the mean of triplicate 
assays. Values are mean ± S.D. (n=3). *Differ between 5 µM paclitaxel and control, p 
< 0.05. 

Fig. 5B 

Fig. 5A 
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Figure 6. Lineweaver-Burk double reciprocal plot of NAT in human leukemia HL-60 
cells co-treatment with or without 5 µM paclitaxel. About 5 × 105 cells/ml containing 
0.044, 0.088, 0.163, 0.303 and 0.709 mM AF were incubated for 18 h incubation. 
Then the amounts of AF and AAF (Panel 6A), PABA and N-Ac-PABA (Panel 6B) 
were determined as described in Materials and methods. Lineweaver-Burk double 
reciprocal plots were measured by using linear regression analysis of reciprocal 
substrate concentrations plotted against reciprocal initial velocities. 
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Fig. 6A 
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Figure 7. Effects of paclitaxel on DNA-AF adduct formation by intact human 
leukemia HL-60 cells. Following the 18 h incubation of human leukemia HL-60 cells 
with AF (30 and 90 µM) in the presence of paclitaxel (5 µM), cells were harvested 
and DNA was prepared, hydrolyzed to nucleotides, adducted nucleotides were 
extracted into butanol and analyzed by HPLC. Values are means ± SD of six separate 
preparations. *Differ between 5 µM paclitaxel and control, p < 0.05. 
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Figure 8. Dose-dependent effect of paclitaxel on the expression of NAT mRNA in 
human leukemia HL-60 cells. The cells were incubated with various concentrations of 
paclitaxel for 18 h. The cells were collected to extract RNA. The extracted RNA was 
subjected to RT-PCR analysis using specific primers for NAT and β-actin, and then 
PCR-amplified cDNA derived from mRNA were applied to agarose 
gel-electrophoresis (A). The mRNA levels of NAT and β-actin on the 
gel-electrophoresis were quantified by densitometric analysis of gel-photograph and 
expressed as NAT/β-actin ratio (B). *Differ between 0.01 µM paclitaxel and control, 
p < 0.05. *Differ between 0.1 µM paclitaxel and control, p < 0.05. *Differ between 1 
µM paclitaxel and control, p < 0.05. 
 
 
 

Fig. 8B 

Fig. 8A 
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第三節   利用流式細胞計數儀分析paclitaxel引起人類骨癌細胞株

（U-2 OS）的細胞凋亡是經由caspase-3的活化。 
 
一、檢測paclitaxel對人類骨癌細胞株（U-2 OS）細胞增生及細胞形態

的影響 
 

我們發現給于paclitaxel不同濃度培養之後，隨著藥物濃度的

增加，U-2 OS細胞增生的抑制越明顯（如圖9）。因此，paclitaxel
確實對人類骨癌細胞的增生方面有很明顯的抑制。而且當

paclitaxel（5、25、50 µM）濃度增加，U-2 OS細胞的細胞膜漸漸

的脹大，而且懸浮在細胞培養液的細胞也增加，同時可清楚看見

細胞碎片，細胞膜不像控制組的細胞膜平滑有立體感。 
 
二、檢測paclitaxel對人類骨癌細胞株（U-2 OS）細胞週期的影響 
 

培養至12-24小時，paclitaxel明顯使U-2 OS細胞週期停止在

G2/M期，隨著時間的增加，停止於G2/M期細胞漸增，G0/G1和S
期的細胞漸漸減少（如圖10）。 

 
三、檢測 paclitaxel 對人類骨癌細胞株（U-2 OS）細胞凋亡的影響 
 

由圖 11 發現 25 µM paclitaxel 處理過的 U-2 OS 細胞，明顯

比對照組發生細胞凋亡。而且 paclitaxel 的濃度越高，發生的凋

亡的百分比越高。處理的時間越久，發生凋亡的百分比也越高（如

圖 12 和圖 13）。 
 
四、檢測 paclitaxel 對人類骨癌細胞株（U-2 OS）caspase-3 的影響 
         

由西方點墨試驗發現在 U-2 OS 細胞中，caspase-3 隨著

paclitaxel 的濃度增加而增加（如圖 14）。 
 
五、檢測加入z-VAD-FMK與否，paclitaxel對人類骨癌細胞株（U-2 OS）

細胞凋亡的影響 
 

我們知道 z-VAD-FMK 是 caspase-3 的抑制劑，加入

z-VAD-FMK比不加入z-VAD-FMK明顯減低caspase-3的活性（如

圖 15），也看到降低 paclitaxel 引起 U-2 OS 的細胞凋亡（如圖

16）。 
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第四節  利用流式細胞計數儀分析 paclitaxel 引起人類血癌細胞株

（HL-60）的細胞凋亡是經由 caspase-3 的活化。 
 
一、檢測paclitaxel對人類血癌細胞株（HL-60）細胞增生及細胞形態

的影響 
 

我們發現給于paclitaxel不同濃度培養之後，隨著藥物濃度的

增加，而HL-60細胞增生的抑制越明顯（如圖17）。因此，paclitaxel
確實對HL-60細胞的增生方面有很明顯的抑制。而且當paclitaxel
（5、25、50 µM）濃度增加，HL-60細胞的細胞膜漸漸的脹大而

且懸浮在細胞培養液的細胞也增加，同時可清楚看見細胞碎片，

細胞膜不像控制組的細胞膜平滑有立體感。 
 
二、檢測paclitaxel對人類血癌細胞株（HL-60）細胞週期的影響 
 

培養至12-24小時，paclitaxel明顯使HL-60細胞週期停止在

G2/M期，隨著時間的增加，停止於G2/M期細胞漸增，G0/G1和S
期的細胞漸漸減少（如圖18）。 

 
三、檢測 paclitaxel 對人類血癌細胞株（HL-60）細胞凋亡的影響 
 

由圖 19 發現 25 µM paclitaxel 處理過的 HL-60 細胞，明顯比

對照組發生細胞凋亡。而且 paclitaxel 的濃度越高，發生的凋亡

的百分比越高。處理的時間越久，發生凋亡的百分比也越高（如

圖 20 和圖 21）。 
 
四、檢測 paclitaxel 對人類血癌細胞株（HL-60）caspase-3 的影響 
 

由西方點墨試驗發現在 HL-60 細胞中，caspase-3 隨著

paclitaxel 的濃度增加而增加（如圖 22）。 
 
五、檢測加入 z-VAD-FMK 與否，paclitaxel 對人類血癌細胞株（HL-60）

細胞凋亡的影響 
 

我們知道 z-VAD-FMK 是 caspase-3 的抑制劑，加入

z-VAD-FMK比不加入z-VAD-FMK明顯減低caspase-3的活性（如

圖 23），也看到降低 paclitaxel 引起的 HL-60 細胞凋亡（如圖 24）。 
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              Control                            5μM 

   
               0.5μM                            25μM 

   
                1μM                           50μM 
Figure 9. The morphology of human osteogenic sarcoma (U-2 OS) cells after 
exposure to the different doses of paclitaxel for 48 hrs then were examined and 
photographed by phase microscope (200×). Control, 0.5μM, 1μM, 5μM, 25μM, 
and 50μM. 
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Figure 10. Effect of paclitaxel on the DNA content of U-2 OS cells. Cells were 
exposure to 25μM paclitaxel for the indicated time, washed and then harvested. The 
cells were fixed and stained with propidium iodide and the DNA content was 
analyzed by flow cytometry (FACS). The cell number percentage in each phase 
(G0/G1, S, and G2/M) of the cell cycle was calculated and expressed. 
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A: Control 

 

B: 25μM paclitaxel 

 

Figure 11. The U-2 OS cells (panel A) were treated with 25μM paclitaxel (panel B) 
for 48 hrs, washed and then harvested. The cells were fixed and stained with 
propidium iodide and the DNA content was analyzed by flow cytometry (FACS). 
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Figure 12. Dose-dependent cell death of U-2 OS cells induced by paclitaxel. The cells 
were treated with 0.5, 1, 5, 25, and 50μM paclitaxel. The results are expressed as 
mean ± SD of 6 determinations. 
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Figure 13. Time-dependent cell death of U-2 OS cells induced by paclitaxel. The cells 
were treated with 25μM paclitaxel then were examined at different time (12, 24, 48, 
and 72 hrs). The results are expressed as mean ± SD of 6 determinations. 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 54 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 
Figure 14. Western blot analysis of caspase-3 in 0.5, 1, 5, 25, and 50μM paclitaxel 
treated U-2 OS cells for 48 hrs. Dose-dependent increase of caspase-3 activation is 
evident. 
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Figure 15. Time-dependent inhibition of paclitaxel induced caspase-3 activation by 
z-VAD-FMK. The U-2 OS cells were treated with 25μM paclitaxel and 25μM 
paclitaxel with z-VAD-FMK then were examined at different time (12, 24, 48, and 72 
hrs). The results are expressed as mean ± SD of 6 determinations. 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 56 

 
 
 
 
 
 
 

Time (hr)

0 20 40 60 80

A
po

pt
os

is
 (%

)

0

10

20

30

40

50

60
U2 + 25 µM paclitaxel
U2 + 25 µM paclitaxel + z-VAD-FMK

 
Figure 16. Time-dependent inhibition of paclitaxel induced apoptosis by z-VAD-FMK. 
The U-2 OS cells were treated with 25μM paclitaxel and 25μM paclitaxel with 
z-VAD-FMK then were examined at different time (12, 24, 48, and 72 hrs). The 
results are expressed as mean ± SD of 6 determinations. 
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Figure 17. The morphology of human leukemia (HL-60) cells after exposure to the 
different doses of paclitaxel for 48 hrs then were examined and photographed by 
phase microscope (200×). Control, 0.5μM, 1μM, 5μM, 25μM, and 50μM. 
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Figure 18. Effect of paclitaxel on the DNA content of HL-60 cells. Cells were 
exposure to 25μM paclitaxel for the indicated time, washed and then harvested. The 
cells were fixed and stained with propidium iodide and the DNA content was 
analyzed by flow cytometry (FACS). The cell number percentage in each phase 
(G0/G1, S, and G2/M) of the cell cycle was calculated and expressed. 
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Figure 19. The HL-60 cells (panel A) were treated with 25μM paclitaxel (panel B) 
for 48 hrs, washed and then harvested. The cells were fixed and stained with 
propidium iodide and the DNA content was analyzed by flow cytometry (FACS). 
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Figure 20. Dose-dependent cell death of HL-60 cells induced by paclitaxel. The cells 
were treated with 0.5, 1, 5, 25, and 50μM paclitaxel. The results are expressed as 
mean ± SD of 6 determinations. 
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Figure 21. Time-dependent cell death of HL-60 cells induced by paclitaxel. The cells 
were treated with 25μM paclitaxel then were examined at different time (12, 24, 48, 
and 72 hrs). The results are expressed as mean ± SD of 6 determinations. 
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Figure 22. Western blot analysis of caspase-3 in 1, 5, 25, and 50μM paclitaxel treated 
HL-60 cells for 48 hrs. Dose-dependent increase of caspase-3 activation is evident. 
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Figure 23. Time-dependent inhibition of paclitaxel induced caspase-3 activation by 
z-VAD-FMK. The HL-60 cells were treated with 25μM paclitaxel and 25μM 
paclitaxel with z-VAD-FMK then were examined at different time (12, 24, 48, and 72 
hrs). The results are expressed as mean ± SD of 6 determinations. 
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Figure 24. Time-dependent inhibition of paclitaxel induced apoptosis by z-VAD-FMK. 
The HL-60 cells were treated with 25μM paclitaxel and 25μM paclitaxel with 
z-VAD-FMK then were examined at different time (12, 24, 48, and 72 hrs). The 
results are expressed as mean ± SD of 6 determinations. 
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第五節  Paclitaxel 在 Sprague-Dawley 大白鼠中對 AF N-乙醯化和

DNA-AF 鍵結衍生物形成的量所造成的影響 
 
<體外試驗> 
一、 Paclitaxel對SD大白鼠血液、肝臟、肺臟、膀胱和大腸之NAT活

性的影響結果 
 

以HPLC來偵測paclitaxel對SD大白鼠血液、肝臟、肺臟、膀

胱和大腸體外試驗之AAF產生（NAT活性）的可能影響結果（表

5）。實驗數據顯示在所有檢測的組織細胞液中，增加paclitaxel
伴隨著NAT的降低。 

 
二、 Paclitaxel對SD大白鼠血液、肝臟、肺臟、膀胱和大腸之    

Michaelis-Menten參數值的影響結果 
 

SD大白鼠的血液、肝臟、肺臟、膀胱和大腸之NAT的

Michaelis-Menten參數值，在有或無paclitaxel的處理，其影響結

果在表6。肝臟顯示最大的活性，而血液則顯示最小活性。Vmax
的值是肝臟〉大腸〉肺臟〉膀胱〉血液。Km的值在肝臟和其他

檢測組織顯示不同。paclitaxel明顯降低五個檢測組織的Vmax
值，但除了血液，它則不會影響Km值（表6）。 

 
三、 Paclitaxel對SD大白鼠白血球之AAF製造的影響結果 
 

以HPLC來偵測正常SD大白鼠的白血球，在不同濃度的AF
和有或無250μM paclitaxel共同處理24小時後的AF和AAF，結果

在圖25。在所有檢測的AF濃度，AAF的產生被paclitaxel所降低。 
 
四、 Paclitaxel對SD大白鼠白血球之AF-DNA鍵結衍生物的影響結果 
 

SD大白鼠白血球經過24小時的培養，其AF-DNA鍵結衍生

物，有被paclitaxel所降低（表7）。 
 
<體內試驗> 
五、 Paclitaxel在SD大白鼠體內經由乙醯化對AF清除的影響結果 
 

圖26顯示被paclitaxel處理過的，降低AF乙醯化之情形和

paclitaxel的劑量有關。Paclitaxel在1 mg/kg時，不會影響AF的乙

醯化速率，但10 mg/kg則明顯降低41%，而且濃度持續增加，仍
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然產生相似的效果。因此，10 mg/kg被用來作為下面實驗的依據。 
 
六、 SD大白鼠經由paclitaxel前處理之血中AF濃度的探討 
 

在有或無50 mg/kg paclitaxel的前處理，經由靜脈給于50 
mg/kg AF 48小時後，其血漿中AF的濃度在圖27。AF和paclitaxel
處理的實驗組中，時間越長，血漿中AF的濃度越低。而血漿中

AAF的濃度在圖28。paclitaxel前處理的實驗組中，AAF的濃度明

顯的比對照組的低。數據顯示AF和paclitaxel處理的時間越久，

血漿中AAF的濃度的越低。 
 
七、 SD大白鼠經由paclitaxel前處理之AF乙醯化的情形 
 

對照組和paclitaxel前處理的實驗組之AF的藥理動力學的參

數值在表8。尿中AAF的復原，在paclitaxel前處理的實驗組中降

低44.9%（p < 0.05）。相反的，尿中AF的復原卻沒有明顯的差

異。而大便中AAF的復原，在paclitaxel前處理的是實驗組中降低

36.5%（p < 0.05）。相反的，大便中AF的復原卻沒有明顯的差

異。AF和AAF在對照組及paclitaxel前處理的實驗組中，腎清除

率並沒有顯示明顯差異。但是AF變AAF的代謝清除率，在

paclitaxel前處理的實驗組比對照組降低36%（p < 0.05）。 
 
八、 體內AF-DNA鍵結衍生物經由paclitaxel處理之影響結果 
 

給于50 mg/kg AF 24小時後，不論有或無paclitaxel的處理，

在SD大白鼠的白血球、肝臟、肺臟、膀胱和大腸組織中，測得

的AF-DNA鍵結衍生物在圖29。數據顯示AF-DNA鍵結衍生物的

量，在肝臟比在肺臟高，在肺臟比在膀胱高，在膀胱比在大腸高，

在大腸比在白血球高。隨著時間增加，AF-DNA鍵結衍生物在白

血球和肝臟降低；但是在肺臟，膀胱和大腸則表現相反。paclitaxel
處理的實驗組比對照組，則明顯降低AF-DNA鍵結衍生物。 

 
第六節  口服給予 Paclitaxel 在 Sprague-Dawley 大白鼠的各個組織中

影響化學致癌物 AF 的分佈和代謝 
 
一、 在 SD 大白鼠中 paclitaxel 對 AF 代謝的可能影響 
 

在只給于 AF（對照組）、AF 和 paclitaxel 同時給于、paclitaxel
前處理 24 小時後再給于 AF 三組中，各個 AF 和它的代謝物的濃
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度，分別在表 9-16。其個別 HPLC 的圖，在圖 30。三組中不同

組織的 AF 和它的代謝物全部濃度，在圖 31。 
 
二、 在 SD 大白鼠的膀胱中 paclitaxel 對 AF 代謝的可能影響 
 

表 9 和圖 30 顯示 SD 大白鼠的膀胱中三組的 AF 代謝物。 
 
三、 在 SD 大白鼠的血液中 paclitaxel 對 AF 代謝的可能影響 
 

表 10 和圖 30 顯示 SD 大白鼠的血液中三組的 AF 代謝物。 
 
四、 在 SD 大白鼠的大腸中對 AF 代謝的可能影響 
 

表 11 和圖 30 顯示 SD 大白鼠的大腸中三組的 AF 代謝物。 
 
五、 在 SD 大白鼠的腎臟中 paclitaxel 對 AF 代謝的可能影響 
 

表 12 和圖 30 顯示 SD 大白鼠的腎臟中三組的 AF 代謝物。 
 
六、 在 SD 大白鼠的肝臟中 paclitaxel 對 AF 代謝的可能影響 
 

表 13 和圖 30 顯示 SD 大白鼠的肝臟中三組的 AF 代謝物。 
 
七、 在 SD 大白鼠的胃中 paclitaxel 對 AF 代謝的可能影響 
 

表 14 和圖 30 顯示 SD 大白鼠的胃中三組的 AF 代謝物。 
 
八、 在 SD 大白鼠的尿中 paclitaxel 對 AF 代謝的可能影響 
 

表 15 和圖 30 顯示 SD 大白鼠的尿中三組的 AF 代謝物。 
 
九、 在 SD 大白鼠的大便中 paclitaxel 對 AF 代謝的可能影響 
 

表 16 和圖 30 顯示 SD 大白鼠的大便中三組的 AF 代謝物。 
 
十、 在 SD 大白鼠中 paclitaxel 對整個 AF 代謝物的影響 
 

圖 31 顯示在 SD 大白鼠所有檢測組織中，AF 和它的代謝物

之總量。 
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Table 5. Effects of paclitaxel on N-acetyltransferase activity In Vitro. 

Paclitaxel   AAF   

treatment Blood Liver Lung Bladder Colon 

Control 0.34 ± 0.08 1.52 ± 0.34 0.79 ± 0.24 0.54 ± 0.11 0.86 ± 0.28 
001 µM 0.30 ± 0.08 1.49 ± 0.36 0.75 ± 0.26 0.51 ± 0.12 0.82 ± 0.29 
010 µM 0.26 ± 0.09 1.40 ± 0.31 0.64 ± 0.20 0.45 ± 0.09 0.74 ± 0.22 
050 µM 0.20 ± 0.06 1.26 ± 0.24 0.50 ± 0.16 0.36 ± 0.08 0.60 ± 0.14 
100 µM 0.15 ± 0.07 1.02 ± 0.16 0.34 ± 0.10 0.21 ± 0.06a,b 0.47 ± 0.10 
250 µM 0.09 ± 0.06a 0.40 ± 0.09a,b,c,d 0.16 ± 0.06a,b 0.11 ± 0.04a,b,c 0.29 ± 0.08 
500 µM 0.04 ± 0.04a,b 0.12 ± 0.06a,b,c,d,e 0.07 ± 0.04a,b 0.06 ± 0.04a,b,c,d 0.10 ± 0.04 a,b,c

F value   7.419*   14.977**   8.213*   16.607** 6.816* 

Note. Value are mean ± SD of activity (nmol/min/mg protein); n = 6. 
Anova analysis with Scheffe posteriori comparison was used. 
* p < 0.01, ** p < 0.001. 
a Significantly different, at p < 0.05, when compared to control. 
b Significantly different, at p < 0.05, when compared to 1 µM. 
c Significantly different, at p < 0.05, when compared to 10 µM. 
d Significantly different, at p < 0.05, when compared to 50 µM. 
e Significantly different, at p < 0.05, when compared to 100 µM. 
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Table 6. Michaelis-Menten parameters for NAT activity in various organs from 
control and paclitaxel treated rats. 

Organ Treatment Km (µM) Vmax (nmol/min/mg protein)

Blood Saline 
paclitaxel 

425 ± 51 
404 ± 46 

       0.94 ± 0.18 
       0.86 ± 0.14 

Liver Saline 
paclitaxel 

184 ± 30 
189 ± 32 

      14.76 ± 2.10 

       6.47 ± 1.24* 
Lung Saline 

paclitaxel 
274 ± 44 
279 ± 46 

       2.52 ± 0.48 
       1.61 ± 0.27* 

Bladder Saline 
paclitaxel 

395 ± 48 
399 ± 51 

       1.30 ± 0.21 
       0.64 ± 0.14* 

Colon Saline 
paclitaxel 

345 ± 29 
326 ± 34 

       4.56 ± 0.57 
       2.18 ± 0.24* 

Note. Values are mean ± SD; n = 6. The kinetic constants were calaulated from the 
modified HYPER program of Cleland (1976). Student’s test was used. 
* Significantly different, at p < 0.05, when compared to control. 
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Table 7. Effects of paclitaxel on DNA adduct levels in rat leukocytes. 

DNA adduct formation (pmol adduct/mg DNA)  
Treatment 30 µM AF                  60 µM AF 

Control 1.26 ± 0.31 2.09 ± 0.41   

Paclitaxel 0.39 ± 0.09* 0.71 ± 0.14* 

Note. Values are mean ± SD of 6 separate preparations (isolation of leukocytes, 
incubation with 30–60 µM AF, cotreatment (or not) with 100 µM paclitaxel, DNA 
preparation, post-labeling, and HPLC analysis). 
* Significantly different, at p < 0.05, when compared to control. 
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Table 8. Effects of paclitaxel pretreatment on the disposition of 2-aminofluorene in 
rats. 

Pharmacokinetic parameter Control 
(n = 6) 

Paclitaxel 
(n = 6) 

CLs (ml/min/kg) 115 ± 32 108 ± 24 
t1/2 (min) 52.6 ± 7.7 46.4 ± 6.9 
Vss (liters/kg) 4.94 ± 2.6 4.86 ± 2.8 
Urinary recovery (% of dose)   
  2-aminofluorene 33.4 ± 7.5 34.8 ± 8.1 
  N-acetyl-2-aminofluorene 12.9 ± 2.6  7.1 ± 1.6a 

Fecal recovery (% of dose)   
  2-aminofluorene 45.2 ± 8.1 44.8 ± 7.6 
  N-acetyl-2-aminofluorene 18.9 ± 3.4  11.4 ± 1.4b 

CLr (AF) (ml/min/kg)   82.6 ± 25.3  85.4 ± 17.4 
CLr (AAF) (ml/min/kg) 30.4 ± 8.6 27.5 ± 4.9 
CLm (ml/min/kg) 15.9 ± 3.2  10.1 ± 2.2c 

Note. Paclitaxel (25 mg/kg) was administered as a single dose 24 h prior to 
2-aminofluorene (50 mg/kg) administration. Data are expressed as mean ± SD. CLs: 
systemic clearance; t1/2: half-life; Vss: steady-state volume of distribution; CLr (AF): 
renal clearance of 2-aminofluorene; CLr (AAF): renal clearance of 
N-acetyl-aminofluorene; CLm: metabolic clearance of 2-aminofluorene to 
N-acetyl-2-aminofluorene. (Stevenson and Knowlton, 1989). 
a,b,c Differs significantly between 25 mM paclitaxel and control; at p < 0.05. 
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Figure 25. Effects of paclitaxel on the clearance of N-acetylate-2-aminofluorene from 
rats’ leukocytes. Leukocytes were incubated as described for 24 h at the 
concentrations of AF co-treatment with and without 100 µM paclitaxel. AAF was 
measured by HPLC assay. Each time point represents the mean of triplicate assays of 
3 incubations of cells. Data are expressed as mean ± SD, n = 6. 
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Figure 26. Effects of paclitaxel on the clearance of 2-aminofluorene via acetylation in 
rats. Animals were treated with 0-100 mg/kg paclitaxel for 48 hrs then sacrificed for 
experiments as described in Materials and Methods. Data are expressed as mean ± SD, 
n = 6. 
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Figure 27. Mean plasma 2-aminofluorene concentration versus time profile in 
paclitaxel pretreated (n = 6) and control (n = 6) animals. The data were obtained as 
described in Materials and Methods. Values are mean ± SD. 
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Figure 28. Mean plasma N-acetyl-2-aminofluorene concentration versus time profile 
in paclitaxel pretreated (n = 6) and control (n = 6) animals. The data were obtained as 
described in Materials and Methods. Values are mean ± SD. 
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Figure 29. DNA adduct levels in leukocytes, liver, lung, colon, and bladder of SD rats 
3 to 24 hr after i.p. dose of AF (50 mg/kg). Six rats were used for each time point 
experiments. Panel A represents leukocytes, panel B represents liver, panel C 
represents lung, panel D represents bladder, and panel E represents colon. Values are 
mean ± SD. *p < 0.01. 
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Table 9. Distribution of AF metabolites in bladder from male SD rats (μM/ml). 

AF 
metabolites 
Treatments 

 
1-OH-AAF 

 
3-OH-AAF 

 
5-OH-AAF 

 
7-OH-AAF 

 
8-OH-AAF 

 
9-OH-AAF 

 
AAF 

 
AF 

Control (AF only)  0.019 ± 0.012  0.026 ± 0.010  0.036 ± 0.012  0.138 ± 0.026 0.076 ± 0.018 0.200 ± 0.042  0.039 ± 0.010  0.042 ± 0.012 

Paclitaxel 24 hr + AF *0.010 ± 0.004  0.032 ± 0.010  0.050 ± 0.011  0.142 ± 0.030 0.070 ± 0.020 N.D.  0.012 ± 0.006  0.026 ± 0.011 

Paclitaxel + AF *0.008 ± 0.001 *0.039 ± 0.010 *0.057 ± 0.010 *0.259 ± 0.019 0.069 ± 0.014 N.D. *0.008 ± 0.001 *0.020 ± 0.010 

Values are mean ± SE. n = 6. N.D.: not detectable. Rates were administrated with AF similarly with or without paclitaxel or after treated with paclitaxel for 24 hrs then 

treated AF for 24 hrs. Then the bladder tissues were determined for AF and AF metabolites. Data were analyzed by an unpaired student’s t-test. *Difference between AF 

treated (control) and paclitaxel treated for 24 hrs then AF treated group or paclitaxel and AF treated at the same time. p < 0.05. 
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Table 10. Distribution of AF metabolites in blood from male SD rats (μM/ml). 

AF metabolites
Treatments 

 
1-OH-AAF 

 
3-OH-AAF 

 
5-OH-AAF 

 
7-OH-AAF 

 
8-OH-AAF 

 
9-OH-AAF 

 
AAF 

 
AF 

Control (AF only)  0.09 ± 0.04 0.29 ± 0.06  0.20 ± 0.036  1.69 ± 0.17  0.21 ± 0.046 1.049 ± 0.074  0.189 ± 0.010  0.050 ± 0.011 

Paclitaxel 24 hr + AF *0.16 ± 0.03 0.20 ± 0.05 *0.12 ± 0.020  1.74 ± 0.14  0.17 ± 0.032 *0.54 ± 0.042 *0.310 ± 0.090 *0.022 ± 0.008 

Paclitaxel + AF  0.10 ± 0.04  0.19 ± 0.044  0.14 ± 0.004 *2.45 ± 0.20 *0.34 ± 0.052  0.72 ± 0.060  0.260 ± 0.094  0.038 ± 0.010 

Values are mean ± SE. n = 6. Rates were administrated with AF similarly with or without paclitaxel or after treated with paclitaxel for 24 hrs then treated AF for 24 hrs. 

Then the blood was determined for AF and AF metabolites. Data were analyzed by an unpaired student’s t-test. *Difference between AF treated (control) and paclitaxel 

treated for 24 hrs then AF treated group or paclitaxel and AF treated at the same time. p < 0.05. 
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Table 11. Distribution of AF metabolites in colon from male SD rats (μM/ml). 

AF metabolites
Treatments 

 
1-OH-AAF 

 
3-OH-AAF 

 
5-OH-AAF 

 
7-OH-AAF 

 
8-OH-AAF 

 
9-OH-AAF 

 
AAF 

 
AF 

Control (AF only) N.D.  0.028 ± 0.01 0.037 ± 0.01  0.54 ± 0.09 0.069 ± 0.02  0.20 ± 0.02  0.05 ± 0.02 0.043 ± 0.01 

Paclitaxel 24 hr + AF N.D.  0.037 ± 0.01 0.046 ± 0.02 *0.30 ± 0.10 0.094 ± 0.03 *0.36 ± 0.06 *0.020 ± 0.01 0.032 ± 0.06 

Paclitaxel + AF N.D. *0.074 ± 0.02 0.075 ± 0.09  0.49 ± 0.06 0.096 ± 0.04 *0.52 ± 0.07 *0.018 ± 0.01 0.057 ± 0.04 

Values are mean ± SE. n = 6. N.D.: not detectable. Rates were administrated with AF similarly with or without paclitaxel or after treated with paclitaxel for 24 hrs then 

treated AF for 24 hrs. Then the colon tissues were determined for AF and AF metabolites. Data were analyzed by an unpaired student’s t-test. *Difference between AF 

treated (control) and paclitaxel treated for 24 hrs then AF treated group or paclitaxel and AF treated at the same time. p < 0.05. 
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Table 12. Distribution of AF metabolites in kidney from male SD rats (μM/ml). 

AF metabolites 
Treatments 

 
1-OH-AAF 

 
3-OH-AAF 

 
5-OH-AAF 

 
7-OH-AAF 

 
8-OH-AAF 

 
9-OH-AAF 

 
AAF 

 
AF 

Control (AF only) 0.014 ± 0.006  0.044 ± 0.020  3.49 ± 0.98  0.81 ± 0.16  0.049 ± 0.016 0.89 ± 0.12  0.32 ± 0.09 0.070 ± 0.020 

Paclitaxel 24 hr + AF 0.012 ± 0.007 *0.006 ± 0.000 *0.69 ± 0.17 *0.40 ± 0.14  0.044 ± 0.014 0.80 ± 0.11 *0.46 ± 0.08 0.067 ± 0.024 

Paclitaxel + AF 0.012 ± 0.005  0.054 ± 0.022 *0.54 ± 0.10  0.86 ± 0.19 *0.071 ± 0.016 1.06 ± 0.20  0.37 ± 0.06 0.049 ± 0.022 

Values are mean ± SE. n = 6. Rates were administrated with AF similarly with or without paclitaxel or after treated with paclitaxel for 24 hrs then treated AF for 24 hrs. 

Then the kidney tissues were determined for AF and AF metabolites. Data were analyzed by an unpaired student’s t-test. *Difference between AF treated (control) and 

paclitaxel treated for 24 hrs then AF treated group or paclitaxel and AF treated at the same time. p < 0.05. 
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Table 13. Distribution of AF metabolites in liver from male SD rats (μM/ml). 

AF metabolites
Treatments 

 
1-OH-AAF 

 
3-OH-AAF 

 
5-OH-AAF 

 
7-OH-AAF 

 
8-OH-AAF 

 
9-OH-AAF 

 
AAF 

 
AF 

Control (AF only) N.D.  3.46 ± 0.36  8.14 ± 0.96   19.54 ± 2.79  3.96 ± 0.87  24.57 ± 3.46 0.51 ± 0.09 1.07 ± 0.28 

Paclitaxel 24 hr + AF N.D.  4.58 ± 0.29 *6.02 ± 0.49  *26.44 ± 1.09 *1.42 ± 0.56  21.53 ± 2.07 1.07 ± 0.19 1.94 ± 0.30 

Paclitaxel + AF N.D. *5.94 ± 0.47 *14.8 ± 1.67 **46.32 ± 5.17 *8.14 ± 1.04 *48.93 ± 5.76 1.20 ± 0.27 1.64 ± 0.22 

Values are mean ± SE. n = 6. N.D.: not detectable. Rates were administrated with AF similarly with or without paclitaxel or after treated with paclitaxel for 24 hrs then 

treated AF for 24 hrs. Then the liver tissues were determined for AF and AF metabolites. Data were analyzed by an unpaired student’s t-test. *Difference between AF 

treated (control) and paclitaxel treated for 24 hrs then AF treated group or paclitaxel and AF treated at the same time. p < 0.05. 
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Table 14. Distribution of AF metabolites in stomach from male SD rats (μM/ml). 

AF metabolites
Treatments 

 
1-OH-AAF 

 
3-OH-AAF

 
5-OH-AAF 

 
7-OH-AAF 

 
8-OH-AAF 

 
9-OH-AAF 

 
AAF 

 
AF 

Control (AF only) N.D. N.D.  0.048 ± 0.02  0.19 ± 0.06  0.044 ± 0.02 0.78 ± 0.04  0.01 ± 0.01 0.034 ± 0.011 

Paclitaxel 24 hr + AF N.D. N.D. *0.011 ± 0.01 *0.04 ± 0.02  N.D. N.D. N.D. 0.020 ± 0.009 

Paclitaxel + AF N.D. N.D.  0.020 ± 0.01  0.21 ± 0.07 *0.071 ± 0.016 0.12 ± 0.04  0.01 ± 0.01 0.020 ± 0.010 

Values are mean ± SE. n = 6. N.D.: not detectable. Rates were administrated with AF similarly with or without paclitaxel or after treated with paclitaxel for 24 hrs then 

treated AF for 24 hrs. Then the stomach tissues were determined for AF and AF metabolites. Data were analyzed by an unpaired student’s t-test. *Difference between 

AF treated (control) and paclitaxel treated for 24 hrs then AF treated group or paclitaxel and AF treated at the same time. p < 0.05. 
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Table 15. Distribution of AF metabolites in urine from male SD rats (μM/ml). 

AF metabolites
Treatments 

 
1-OH-AAF 

 
3-OH-AAF 

 
5-OH-AAF 

 
7-OH-AAF 

 
8-OH-AAF 

 
9-OH-AAF 

 
AAF 

 
AF 

Control (AF only) 0.04 ± 0.028  1.04 ± 0.21  2.94 ± 0.49 12.44 ± 1.84  15.04 ± 1.09  34.76 ± 3.12  1.48 ± 0.27 0.24 ± 0.04 

Paclitaxel 24 hr + AF N.D. *1.57 ± 0.18 *8.09 ± 1.67 13.97 ± 1.40 *10.43 ± 0.48 *41.20 ± 2.79 *3.69 ± 0.37 *0.54 ± 0.05 

Paclitaxel + AF 0.08 ± 0.04  0.64 ± 0.19  2.57 ± 0.54 11.45 ± 1.07  14.94 ± 2.07  26.54 ± 3.01  2.06 ± 0.27  0.27 ± 0.04 

Values are mean ± SE. n = 6. N.D.: not detectable. Rates were administrated with AF similarly with or without paclitaxel or after treated with paclitaxel for 24 hrs then 

treated AF for 24 hrs. Then the urine was determined for AF and AF metabolites. Data were analyzed by an unpaired student’s t-test. *Difference between AF treated 

(control) and paclitaxel treated for 24 hrs then AF treated group or paclitaxel and AF treated at the same time. p < 0.05. 
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Table 16. Distribution of AF metabolites in stool from male SD rats (μM/ml). 

AF metabolites
Treatments 

 
1-OH-AAF 

 
3-OH-AAF 

 
5-OH-AAF 

 
7-OH-AAF 

 
8-OH-AAF 

 
9-OH-AAF 

 
AAF 

 
AF 

Control (AF only)  2.40 ± 0.66 13.54 ± 4.04  30.64 ± 4.44 42.84 ± 7.27   80.09 ± 8.74   96.57 ± 11.04 1.29 ± 0.44  57.45 ± 5.94 

Paclitaxel 24 hr + AF *3.94 ± 0.40 15.12 ± 2.76 *44.57 ± 2.92 *79.69 ± 10.43 *142.57 ± 9.44 *171.79 ± 16.44 1.84 ± 0.53 *84.54 ± 4.07 

Paclitaxel + AF  3.04 ± 0.51 18.54 ± 2.49  36.54 ± 3.41 39.41 ± 5.17   84.00 ± 7.44  90.09 ± 8.94 1.40 ± 0.09  63.64 ± 7.44 

Values are mean ± SE. n = 6. Rates were administrated with AF similarly with or without paclitaxel or after treated with paclitaxel for 24 hrs then treated AF for 24 hrs. 

Then the stool was determined for AF and AF metabolites. Data were analyzed by an unpaired student’s t-test. *Difference between AF treated (control) and paclitaxel 

treated for 24 hrs then AF treated group or paclitaxel and AF treated at the same time. p < 0.05. 
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Figure 30. Effects of paclitaxel on AF and its metabolites in rat urine, stomach, colon, 
stool, blood, liver, kidneys and bladder. Rats received AF only, paclitaxel pretreated 
for 24 hour then treated with AF for 24 hour later, and paclitaxel and AF at the same 
time, the samples (urine, stomach, colon, stool, blood, liver, kidneys and bladder) 
from rats were collected. After extract and centrifugal procedure, AF and its 
metabolites were measured by HPLC assay as described in "Materials and Methods". 
All specimens were run in triplicate. The entire peak of AF and its metabolites of each 
profile were shown. 
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Figure 31. Effects of paclitaxel on N-acetylation of AF by different tissues of SD rats. 
Oral treatment of AF with or without 60 mM paclitaxel for 24 hour. Collected samples, 
extracted with ethyl acetate with methanol (95:5%), centrifugated, and dried vacuum 
down under speed. Then dissolved in methanol and assayed by HPLC. Different 
between AF treated and AF with paclitaxel pretreated/AF and paclitaxel cotreated in 
the same group. * p < 0.05. 
 
 
 
 
 
 
 



 

 89 

第五章 討論 
 

本論文除了研究paclitaxel對人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細

胞株（HL-60）的活性、基因表現和AF-DNA鍵結衍生物的形成，所

造成之影響。也利用流式細胞計數儀分別分析paclitaxel引起人類骨癌

細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）的細胞凋亡，是否經由

caspase-3的活化。再探討paclitaxel在SD大白鼠中，影響AF的N-乙醯

化和DNA-AF鍵結衍生物形成的量，以及各個組織中影響化學致癌物

AF的分佈和代謝。 
NAT已正式與芳香胺類化合物的致癌作用有相關性11-14，當個體

暴露到含化學致癌物，如芳香胺類化合物的環境下，若個體NAT的活

性升高，則個體罹患癌症的機會也會增加28。而當個體肝內NAT活性

改變，與個體中不同癌症的發生率亦有直接關聯15，目前已報告的有

乳癌94和膀胱癌等59。我們知道NAT之活性被抑制，即可減少芳香胺

類的乙醯化，也就是減少DNA鍵結衍生物之形成，因而相對的突變的

機率也減少。因此，化學致癌物和DNA鍵結衍生物是決定該化學致癌

物能否引起癌症重要因素之一。目前，對於降低NAT能否降低癌症產

生，也是許多學者研究的主要課題之一，而paclitaxel則顯示具有減少

芳香胺類的乙醯化和DNA鍵結衍生物的藥效。 
藥物或化學物質抑制酵素的功能效應有三種情形：（1）改變Km

而不改變Vmax，稱為競爭性抑制劑（competitive inhibitor）；（2）
改變Vmax而不改變Km，稱為非競爭性抑制劑（noncompetitive 
inhibitor）；（3）同時改變Km和Vmax，稱為無競爭性抑制劑

（uncompetitive inhibitor）。本研究結果顯示，人類骨癌細胞株（U-2 
OS）和血癌細胞株（HL-60）及正常SD大白鼠之血液、肝臟、肺臟、

膀胱及大腸之細胞質液之NAT的Km和Vmax值，均被paclitaxel最終濃

度50µM有意義地抑制，此抑制屬非競爭性之抑制。也可說是paclitaxel
可改變NAT的Km和Vmax值。 

大部分的抗癌藥通常是抑制細胞週期中的S期，因S期是DNA的

複製期（合成期）；而降低S期的比率，就能抑制癌細胞株複製的能

力。本研究paclitaxel對人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株

（HL-60）的細胞週期之抑制結果顯示：paclitaxel引起人類骨癌細胞

株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）的細胞週期都停止在G2/M期，

這和其他學者的研究報告一致36-39。又我們也發現，paclitaxel皆引起

人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株（HL-60）的細胞凋亡，且

和時間與劑量呈現相關；同時進一步發現，加入caspase-3的抑制劑

z-VAD-FMK，paclitaxel引起人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞

株（HL-60）的細胞凋亡和caspase-3的活性，比不加入的顯著降低。
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由此可知，paclitaxel會引起人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株

（HL-60）的細胞週期停止在G2/M期以及細胞凋亡，而這其中經過

caspase-3的活化。至於這其中整個過程的因果關係和詳細機轉，則需

要更進一步的研究與探討。是否仍有其它的內切酶及酵素涉入其中，

仍是一大課題。多少基因和蛋白參與其中的訊息傳導。更是未來努力

的方向。 
觀察餵食paclitaxel有或無的SD大白鼠體，對於餵食AF，經SD大

白鼠體內NAT作用後，檢測尿中、糞中及體內各個特定組織中之AAF
量。以及paclitaxel對SD大白鼠NAT之乙醯化及AF和其代謝物在體內

特定組織之分佈情形。結果顯示paclitaxel對正常SD大白鼠之血液、肝

臟、肺臟、膀胱、大腸及單核白血球NAT之活性皆會降低，而且也會

影響SD大白鼠的血液、肝臟、肺臟、膀胱、大腸等各個組織中及排

泄物之化學致癌物AF的分佈和其代謝物。數據也顯示，paclitaxel降低

AF-DNA鍵結衍生物的形成；AF-DNA鍵結衍生物的量，在肝臟比在

肺臟高，在肺臟比在膀胱高，在膀胱比在大腸高，在大腸比在白血球

高。隨著時間增加，AF-DNA鍵結衍生物在白血球和肝臟降低；但是

在肺臟，膀胱和大腸則表現相反。paclitaxel處理的實驗組比對照組，

則明顯降低AF-DNA鍵結衍生物。 
SD大白鼠的血液、肺臟、膀胱、大腸和肝臟含有NAT95，肝臟更

是主要解毒和代謝中心，所以一般討論芳香胺類化合物代謝情形，主

要著重於肝臟。而血液能運送已被肝臟代謝的致癌物到其他的標的和

非標的器官96，使該乙醯化的AF 易與標的器官內的DNA結合而形成

DNA鍵結衍生物，進而使器官產生病變。另一方面，血液也能將致癌

物質的代謝物經由人體的循環系統而轉移到排泄系統，最後再將特定

的代謝物質帶出體外。 
關於生物體外試驗，肝臟所含的NAT活性較強，較容易檢測，是

最早被研究的器官，其次為尿液和糞便代謝物13。但其他研究報告指

出，在小老鼠肝臟以外的組織有著比肝臟更高的乙醯化能力，尤其是

淋巴結，主要是因為淋巴結的組織內部含有大量的白血球細胞，相對

的含有較多量的NAT。所以，在生物體外的檢測人類骨癌細胞株（U-2 
OS）、血癌細胞株（HL-60）及正常SD大白鼠的肝臟、肺臟、膀胱、

大腸和白血球的NAT，証明paclitaxel確實能抑制這些組織中的NAT
活性。而NAT含量減少時，AAF的含量也減少，相對的形成DNA鍵

結衍生物的機會也減少，因而形成癌症的機率也減少。使個體暴露於

化學致癌物的環境時，不能減少NAT的量，但減少NAT的活性，就能

降低產生最終致癌物的危險。但是，paclitaxel是否有防癌的功效、劑

量要用多少、多久及要怎麼用等等，都需要進一步的實驗和探討。 
關於生物體內試驗，當化學致癌物經由灌食進入SD大白鼠的消
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化系統到達體內後，會經體內循環系統（血液），將其未代謝及已代

謝的致癌物質帶到排泄和泌尿系統，攜出體外和帶入特定的標的器

官，進而使特定器官產生病變。當藥物進入人體內時，會干擾化學致

癌物在體內的代謝分佈54。目前已證實有些藥物可影響NAT的活性，

因此本一系列實驗最後即是研究，paclitaxel對生物體內AF的代謝影

響。此實驗的實驗動物為SD大白鼠，由胃直接灌食致癌物及paclitaxel
觀測結果。 

動物的排泄物及臟器中存在著許多已代謝及未代謝的產物97，若

這些產物本身為有害物質或經體內的化學反應而成為有害物質，若沒

有隨著人體排泄系統排出體外，或本身器官的代謝功能不好，導致此

器官累積有害的代謝或未代謝產物因而產生癌症98。目前已知藥物或

致癌物進入生物體內可能經由以下幾點因素來影響及在動物體內所

引起的病變：（1）該藥物或致癌物如何被代謝及如何分佈和排出體

外等之動力學。（2）排出的路線和殘留在體內的數量。（3）與DNA
的結合能力及DNA修補能力之大小。（4）與目標致癌基因結合的能

力。（5）影響細胞內特定的酵素活性。 
芳香胺類化合物AF的代謝產物首先為乙醯化的AAF，早期的報

告指出兔子的肺及肝中堆積太多的AF和AAF，會使這兩種器官上的

DNA產生改變99。若就複雜的生物體內系統而言，將AF的代謝產物

AAF去乙醯化（deacetylation）後，對人體產生的傷害，小於其它的

代謝產物15,100-102。AF的代謝產物除了AAF外，其他代謝產物被証實

的尚有、1-OH-AAF、1-OH-AAF、3-OH-AAF、5-OH-AAF、7-OH-AAF、
8-OH-AAF、9-OH-AAF，這些代謝物並非需要全部累積才會使某些

器官產生病變，單獨的AF代謝產物經人體代謝後的7-OH-AAF，被証

實會導致神經病變103，而人體肝細胞中AF與其他代謝產物代謝後的

產量與大鼠非常相似104。所以，本研究採取SD大白鼠為實驗動物，

進一步來對照生物體外試驗人類骨癌細胞株（U-2 OS）和血癌細胞株

（HL-60）的實驗。實驗的結果顯示paclitaxel有抑制及減少AF在SD
大白鼠體內代謝的情形，當然是否能抑制該特定器官癌症的產生，仍

需進一步做體內試驗的探討。 
本研究結果顯示，如果paclitaxel給藥24小時後再灌食AF，再經24

小時後後，則膀胱、血液、腎臟、胃、大腸、肝臟等組織之AAF及其

總代謝產物顯示有意義地減少；若paclitaxel與AF同時灌食24小時後，

其尿液及糞便的AAF及其代謝產物，也皆有意義地減少；其機轉為

paclitaxel抑制了NAT活性，故代謝產物的產生有意義地減少。同時，

paclitaxel增加尿和大便中AF代謝物的排泄；而尿和大便中最主要的排

泄代謝物是9-OH-AAF。肝臟是最主要的代謝中心，而在肝臟中最主

要的殘留代謝物也是9-OH-AAF。從實驗的HPLC的結果得知，在SD
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大白鼠的尿液、糞便排泄物中所含的代謝產物為最多，其次為具解

毒、代謝功能的肝臟，再其次為具排泄功能的腎臟，然後才是具流動

性的血液，最後是胃、大腸及膀胱中所含的代謝產物之分佈。由於許

多致癌物的致癌或病變的原因是代謝產物造成的，故代謝產物由大小

便排出越多越好，在器官和組織蓄積含量越少越好。 
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第六章  結論 
 

N-乙醯化被認為是芳香胺類（arylamine）代謝的第一步，而這是

被一種所謂的芳香胺類 NAT 所完成。NAT 是利用乙醯輔酶 A，來當

乙醯基的供應者。人類流行病學的研究顯示，NAT 的活性和膀胱癌

及大腸直腸癌的發生率有相關性。而 paclitaxel 曾經被研究顯示具有

抗腫瘤和抗癌的活性。利用高效液相層析儀（high performance liquid 
chromatography, HPLC）來檢測乙醯化的 AF 和 PABA 以及未乙醯化

的 AF 和 PABA，反轉錄酶聚合酶連鎖反應及流式細胞計數儀分析，

結果發現 paclitaxel 在人類骨癌細胞株（U-2 OS）中，抑制 NAT 的活

性、基因的表現和 AF-DNA 鍵結衍生物的形成，而且呈現跟劑量相

關。同時也顯示 paclitaxel，明顯降低人類骨癌細胞株（U-2 OS）中

的 Km 和 Vmax 值，是故 paclitaxel 對 NAT 是一種無競爭性的抑制者。

另外，我們也發現 paclitaxel 在人類血癌細胞株（HL-60）中，抑制

NAT 的活性、基因的表現和 AF-DNA 鍵結衍生物的形成，而且呈現

跟劑量相關。同時，paclitaxel 明顯降低人類血癌細胞株（HL-60）中

的 Km 和 Vmax 值。所以，paclitaxel 對 NAT 是一種無競爭性的抑制

者。本篇報告是第一個描述 paclitaxel 影響人類血癌細胞株（HL-60）
中 NAT 的活性、基因的表現和 AF-DNA 鍵結衍生物的形成。 

Paclitaxel 是一種從太平洋紫杉樹皮分離出來的成分，被我們發

現在人類骨癌細胞株（U-2 OS）具有抑制 NAT 活性和基因表現及鍵

結衍生物的合成。目前為止，只有一篇文獻告有關 paclitaxel 對人類

骨癌細胞株（U-2 OS）具有抑制細胞生長和細胞週期停止在 G2/M
期。我們知道細胞凋亡的起始，牽涉很多重要的調節蛋白。為了更進

一步了解 paclitaxel 對人類骨癌細胞株（U-2 OS）之細胞週期的影響

及細胞凋亡，我們利用西方點墨試驗和流式細胞計數儀來分析。我們

發現：（1）paclitaxel 引起人類骨癌細胞株（U-2 OS）的細胞週期停

止在 G2/M 期；（2）paclitaxel 引起人類骨癌細胞株（U-2 OS）的細胞

凋亡，且和時間與劑量呈現相關；（3）加入 caspase-3 的抑制劑

z-VAD-FMK，paclitaxel 引起人類骨癌細胞株（U-2 OS）的細胞凋亡

和 caspase-3 的活性，比不加入的顯著降低。由此可知，paclitaxel 會
引起人類骨癌細胞株（U-2 OS）的細胞週期停止在 G2/M 期以及細胞

凋亡，而這其中經過 caspase-3 的活化。又 Paclitaxel 也被發現在人類

血癌細胞株（HL-60）具有抑制細胞生長和細胞週期停止在 G2/M 期。

我們也利用流式細胞計數儀來分析發現：（1）paclitaxel 確實引起人類

血癌細胞株（HL-60）的細胞週期停止在 G2/M 期；（2）paclitaxel 確
實引起人類血癌細胞株（HL-60）的細胞凋亡，且和時間與劑量呈現

相關；（3）加入 caspase-3 的抑制劑 z-VAD-FMK，paclitaxel 引起人類
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血癌細胞株（HL-60）的細胞凋亡和 caspase-3 的活性，比不加入的顯

著降低。由此可知，paclitaxel 也會引起人類血癌細胞株（HL-60）的

細胞週期停止在 G2/M 期以及細胞凋亡，而這其中也經過 caspase-3
的活化。 

另外，為了探討paclitaxel在SD大白鼠體內AF的N-乙醯化情形和

AF-DNA鍵結衍生物的分佈狀況。利用體內實驗，SD大白鼠先給于

paclitaxel（50 mg/kg）處理48小時後，再給于AF（50 mg/kg），發現

在尿及大便中分別減少28%和43%的AAF復原，也就是減少22%從AF
到AAF的代謝清除率。paclitaxel不會影響NAT在血液，肝臟，肺臟，

大腸和膀胱活性的Michaelis-Menten參數值。同樣的，AF在各個測試

組織中的Km值不被paclitaxel所影響。然而，肝臟之NAT活性，在被

paclitaxel處理過後的Vmax值有明顯降低。接受AF的SD大白鼠，不管

有沒有paclitaxel之前處理，檢測標的組織中（如：肝臟、大腸和膀胱），

以及非標的組織中（如：肝臟和循環中的白血球）之AF-DNA鍵結衍

生物，發現被paclitaxel前處理過的，在各個組織中的AF-DNA鍵結衍

生物都被降低。這是我們首先發現paclitaxel在SD大白鼠，會影響AF
的分佈和N-乙醯化以及DNA鍵結衍生物的體內試驗。 

同時我們也在SD大白鼠體內檢測paclitaxel是否會影響化學致癌

物 AF 的分佈和代謝。以高效液相層析儀（high performance liquid 
chromatography, HPLC）偵測 AF、乙醯化的 AF 和 AF 代謝物。只給

于 AF（對照組）、AF 和 paclitaxel 同時給于、paclitaxel 前處理 24 小

時後再給于與 AF 三組，經過 24 小時，尿、大便和組織，如：肝臟、

腎臟、胃、大腸、膀胱和血液，被收集來分析 AF 和它的代謝物。比

較對照組，paclitaxel 增加尿和大便中 AF 代謝物的排泄。而尿和大便

中最主要的排泄代謝物是 9-OH-AAF。肝臟是最主要的代謝中心，而

在肝臟中最主要的殘留代謝物也是 9-OH-AAF。 
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