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中文摘要 

   含 Glyphosate 的除草劑是世界上最常用的農藥，特別是轉基因植物。根據流

行病學研究，動物研究和體外研究，世界衛生組織國際癌症研究機構將 Glyphosate

分類為“可能對人類致癌（第 2A 組）”。一些研究表明，攝入大量 Glyphosate

除草劑的患者有心律失常，呼吸衰竭，精神惡化和發展低血壓的風險。至今並無

文獻提出 Glyphosate 對巨噬細胞引發細胞自噬及凋亡的機制探討。 

    本研究通過  MTT 測定細胞存活率，DCFH-DA 測定和 JC-1 測定，

Annexin-V/PI 測定， Caspase 測定， Sub G-1 測定， MN 測定來評估細胞內活

性氧、粒線體膜電位、細胞凋亡及壞死、 Caspase 家族、基因毒性。再通過 AO、 

Cyto-id、 Fas 測定法評估細胞內自噬和自噬溶酶體的活化情形及凋亡與自噬相關

性。最後通過西方墨點法探討潛在機制。結果顯示 Glyphosate 可以造成細胞凋亡

及促使細胞自噬反應的進行。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

關鍵字：Glyphosate，細胞凋亡，細胞自噬 

 

 



III 

 

英文摘要 

Glyhosate-containing herbicides are the most used agrochemicals in the world, 

particularly on genetically modified plants. In March 2015 the World Health 

Organization's International Agency for Research on Cancer classified Glyphosate as 

"probably carcinogenic to humans (Group 2A)" based on epidemiological studies, 

animal studies, and in vitro studies. Some studies show that patients who ingest large 

volumes of Glyhosate herbicides are at risk of arrhythmia, respiratory failure, mental 

deterioration, and developing hypotension. In order to find out whether Glyphosate 

could induce apoptosis and autophagy in RAW264.7 cells.  

The cellular viability, intracellular reactive oxygen species, mitochondrial membrane 

potential , apoptosis , caspase family and genotoxicity were assessed by MTT assay, 

DCFH-DA assay, and JC-1 assay, Annexin-V & Propidium iodide assay, Caspase 

assay, Sub G-1 assay, MN assay. Respectively, Activation of autophagosme , 

autolysosome and apoptosis interact with autophagy were assessed by Acridine 

orange assay, Cyto-ID assay, Fas assay. The potential mechanism was detected by 

western blot.. These results show that Glyhosate could induce apoptosis and 

autophagy in RAW264.7 cells. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

關鍵字：Glyhosate，Apoptosis，Autophagy 
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(一) 前言  

    Glyphosate 中文名為嘉磷塞，為一種廣效型的有機磷除草劑，屬於非選擇性

吸入傳導型莖葉處理除草劑，含有磷酸酯有機磷化合物。過去的研究中指出 

Glyphosate 能影響神經細胞的發育、粒線體膜電位破壞導致的老鼠心肌細胞凋亡

及壞死。更有研究指出 Glyphosate 對小鼠具有基因毒性。至今為止，無明確的

文獻提出 Glyphosate 對巨噬細胞引發細胞自噬及凋亡的機制。 

(二) 研究目的 

    Glyphosate 對於神經細胞的發育的影響 [1]及老鼠心肌細胞凋亡 [2]已被證

實，但細胞自噬及細胞凋亡路徑機制的研究是較少見的。在本研究將利用小鼠巨

噬細胞株 ( RAW 264.7 cells) 與不同濃度 Glyphosate (0, 4, 10, 20, 30 ppm ) 共處

理不同時間 (0.5,1, 2, 3, 6, 24 h)，進行 Glyphosate 對 RAW 264.7 cells 死亡率的

分析，以檢測 Glyphosate 是否引發細胞毒性。更進一步，將選用適當濃度與時

間的 Glyphosate 處理細胞，進行更深入導致細胞毒性相關機制的研究，包括有

(1) Glyphosate 是否引發細胞產生基因毒性；(2) Glyphosate 是否會引發細胞凋

亡；(3) Glyphosate 是否會引發超氧自由基；(4) Glyphosate 是否會破壞細胞的

粒線體完整性; (5) Glyphosate 是否會引發細胞活化 Caspase-3, -8, -9 的活性；(6) 

Glyphosate 是否會引發細胞自噬。 

(三) 文獻回顧與探討  

3-1. Glyphosate 的相關介紹  

Glyphosate ， 天 然 胺 基 酸 甘 胺 酸 的 氨 基 磷 類 似 物 ， 化 學 式 是 

N-(phosphonomethyl)glycine ，廣泛流行於市面上的有機磷族草劑。 Glyphosate 主

要是阻礙芳香胺基酸的生物合成，即苯丙胺酸、色胺酸及酪胺酸通過莽草酸途徑

的合成。對 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase 有抑制作用，該酶可以

催 化 shikimate-3-phosphate 和  phosphoenolpyruvate 、

5-enolpyruvyl-shikimate-3phosphate, ( EPSP ) 的轉化 [3]，藉由干擾這一類生物合

成的酶促反應，使莽草酸在植物體內的積累，達到抑制植物生長的效果。 

在其他學者的研究中，於神經細胞的實驗中，已有文獻指出 Glyphosate 可經由 

CaMKII 下調的作用，導致非典型 Wnt pathway 表現量下降，進而影響神經細胞

上的生長錐肌動蛋白神經細胞的發育 [1]；於經過 Glyphosate 處理過後的老鼠心

肌細胞中，可觀察到粒線體膜電位不穩定時，會釋放細胞色素 C，從而導致 Bcl-2 

蛋白的表現量會減少、Bax 蛋白表現量上升，進而導致細胞凋亡 [2]；於動物實

驗中，文獻顯示 Glyphosate 對於小鼠具有基因毒性 [4]。綜合上述，可推論 

Glyphosate 能影響神經細胞的發育、藉由粒線體膜電位變化引發老鼠心肌細胞的

凋亡作用及對於小鼠具有基因毒性。 
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3-2. 巨噬細胞 (RAW 264.7 cells)的相關介紹  

    RAW 264.7 cells 是一種小鼠的巨噬細胞，在免疫反應中扮演相當重要的角色。

活化的巨噬細胞會產生趨化、吞噬與胞葬作用，並釋放出促發炎的物質。趨化

作用 ( chemotaxis ) 即是細胞沿著可溶性物質濃度梯度增加的方向移動，主要是

由黏附分子來調控單核球經由滾動、黏附、轉移，進而移往內皮細胞的受損處。

吞噬作用 ( phagocytosis ) 能夠非專一性地吞噬多種侵入性的外來抗原，當侵入

性的病原菌與巨噬細胞直接接觸之後，就會使 RhoA 表現量大增導致胞內的細

胞骨架聚合後形成 stress fiber。進而將胞外的病原菌吞入胞內並形成吞噬小體，

並釋放出殺菌物質，如活性氧代謝物 ( reactive oxygen species, ROS ) 、活性氮

代謝物 (reactive nitrogen species, RNS) 、蛋白質酶等，最後引起侵入性的病原菌

受到破壞與死亡。而胞葬作用 ( efferocytosis ) 則是運用已吞噬病原菌之巨噬細

胞，但此時巨噬細胞並無法有效殺死或清除病原菌，則會形成凋亡性的細胞 

( apoptotic cells )。巨噬細胞是聯結第一道天然免疫防線和第二道特異性免疫防

線的關鍵性細胞，可以說巨噬細胞是開啟人類自體免疫反應的鑰匙 [5]。巨噬細

胞也是一群組成複雜 ( heterogeneous ) 的細胞，其活化牽涉到複雜的步驟，它的

作用與活化程度、本身的狀態和活化的細胞激素種類及刺激本身都有關。當細

胞被藥物誘導而導致死亡時可能影響上述之功能，故本實驗以巨噬細胞進行研

究 [6]。  

3-3. RAW 264.7 cells 死亡與 DNA 損傷反應的相關介紹  

   細胞死亡的發生有兩種不同的機制，細胞凋亡 (apoptosis) 及壞死 (necrosis)，

通常是細胞暴露在一些物理或化學傷害，而造成生理狀況急遽發生改變時出現。

壞死開始是細胞失去維持體內平衡的能力，造成水及細胞外離子流入細胞內，接

著最明顯的是細胞內的粒線體及整個細胞膨脹，之後細胞破裂，因為細胞膜破裂，

細胞質內物質包括微粒分解酶都會被釋出到細胞外的體液中，造成周圍組織嚴重

的發炎反應 [7]。  

    相反的，細胞凋亡的發生是在一個正常的生理狀況，細胞參與自己的死亡過

程，通常在生物體中為了維持正常的功能及型態，細胞凋亡的程序不斷的在進行

中。近年來，於活體外的研究中指出，許多化學製品、放射性物質照射、藥物、

活性氧等，皆會引起細胞凋亡。凋亡細胞體積減小而密度增加，接著染色體開始

凝聚於核膜周圍，此時會活化去氧核醣核酸內切酶而導致 DNA 呈現 180~200 bp 
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或其倍數的 DNA 片段，最後細胞逐漸形成不規則外型而分離成為含有部分胞器

的較小單位，稱為凋亡小體在生物體內，則可被鄰近的細胞所辨認並加以吞噬。     

細胞自噬主要是位於真核細胞中發生的降解途徑。作用於回收細胞質、在刺激條

件下產生大分子結構單元和能量，去除多餘和受損的細胞器，以適應不斷變化的

營養條件和維持細胞內環境穩定。在發育和營養刺激期間穩定能量來源並且在包

括癌症的各種疾病中起到存活或細胞殺傷的雙重作用是必要的，而胞器去除的反

應具有選擇性。  

3-4. DNA 損傷反應與 reactive oxygen species 的相關介紹  

    ROS 的過度產生，會任意的攻擊、破壞細胞結構並造成 DNA、蛋白質損傷，

引起細胞質的氧化作用和脂質的過氧化，使生物體產生衰老現象或產生疾病 [8]。

另有相關研究指出，ROS 會藉由調控 Bcl-2 家族誘使粒線體膜電位改變，繼而

活化半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 (cysteine-aspartic proteases, caspases)，造成細胞、 

DNA 病變，最終導致細胞凋亡 [9、10]。目前已知自由基對生物體造成的危害有

發炎、神經性疾病及其它相關的疾病等。ROS 包含以下數種，其中可能是化學

物質在體內氧化還原所導致的結果，包括超氧陰離子 (superoxide, O2
−
) 、氫氧自

由基 (hydroxide, OH
-
) 、 NO 及一些非自由基的氧化基 [11]。 正常生物體內都

含有微量的 ROS ，適量的 ROS 可以使生物體免於受到微生物或細菌的危害，

因此，ROS 在生物體的免疫系統中扮演著重要的角色，但相對來說，外來化學

物質可能會促使生物體內的 ROS 產生過量，當其活性高時，會破壞體內微生物、

細菌甚至是對生物體組織、細胞及 DNA 造成傷害。  

3-5. 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶路徑 (Cysteine-aspartic proteases， caspases) 的相

關介紹  

    Caspases 是一種主要存在於細胞質中的蛋白質，當死亡訊號與細胞表面上專

一受器結合時會引發細胞凋亡 [12]。由 caspases 路徑引發的細胞凋亡分為兩大

路徑：一種是經粒線體所引發的內源性路徑 (intrinsic pathway)，一種是透過死亡

受體所引發的外源性路徑 (extrinsic pathway) [13]。 在外源性路徑中，死亡受器

會與 procaspases-8 結合，使 caspases-8 活化，進而激活下游的 caspase-3 後會促

進脱氧核糖核酸酶的活化，使 DNA 受到損傷而片段化，並摧毀蛋白質，誘導細

胞凋亡 [14]。內源性路徑 ( intrinsic pathway ) 是由於粒線體膜電位產生變化所引

發的一種細胞凋亡路徑。在內源性的細胞凋亡中，粒線體主要是經由 Bcl-2 家族
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來進行調控，使細胞色素 C ( cytochrome c ) 被釋放出來 [15]。當去氧腺苷三磷

酸存在時，Cytochrome c 會與凋亡蛋白酶活化因子 1 ( apoptotic protease activating 

factor-1，Apaf-1 ) 結合形成多聚體，並與 caspases-9 結合形成凋亡小體，進而激

活 caspases-3，誘導細胞凋亡 [14]。Caspases-3 是細胞凋亡過程中非常重要的分

子，無論是外源性或內源性路徑最終都會活化 caspases-3，被活化的 caspases-3 

可以更進一步作用於其下游分子，如 DNA 修復有關蛋白，由於這些蛋白被抑制，

使細胞的生長受阻並於最終誘導細胞凋亡 [16]。  

3-6. P53 、Bcl-2 、Bax  、PARP-1 、LC3 相關介紹  

    p53 為腫瘤抑制蛋白，屬於最早發現的腫瘤抑制基因或抑癌基因之一。 p53 

蛋白能調節細胞週期和避免細胞癌變發生。凋亡相關蛋白中的 Bcl-2 家族是細胞

凋亡的關鍵調節因子，其抗凋亡( Bcl-2 )和促凋亡成員 ( Bax ) 協同作用，發

揮著細胞凋亡開關的作用。兩者在细胞凋亡中相互作用,從而调控细胞凋亡。 

PARP-1 為一種酶，主要功能為 DNA 修復，可用來觀察 Glyphosate 造成的 

DNA 損傷。 LC3 為自噬作用中調節自噬囊泡體形成的關鍵蛋白，其表現與自噬

反應高度相關。 

(四) 研究方法及步驟  

4-1-1. 細胞培養  

   巨噬細胞 RAW 264.7 於食品工業研究所購得。細胞培養於含 10 % 胎牛血清

與 1 % streptomycin 和 penicillin 之 DMEM 培養基，於 37 ℃, 5% 二氧化碳之

培養箱內培養，待細胞長滿後以 5 10
5 濃度分裝到 24 well 中，或以 5 10

5、10
6 

濃度分裝到 6 well 中，隔日進行後續的加藥詴驗分析。  

4-1-2. 藥物處理流程將 RAW 264.7 cells 培養於 24 well 或 6 well 中，加入已回

溫至室溫的 PBS 清洗細胞兩次，再加入 0.5% FBS 之 DMEM 後，在各個 well 

中分別加入 0，4，10，20，30  ppm 的 Glyphosate ，分別作用 0，0.5，1，2，

3，6，24 h 後，保留上清液於 -80℃ 冰箱，並使用 PBS 清洗細胞兩次，再加入 

1 ml PBS ，利用微量吸管反覆沖洗細胞，使其脫離培養皿。  

4-2. 細胞存活分析 (MTT assay)  

   MTT 為一種黃色染劑，它會被活細胞所吸收，然後經由粒線體中的脫氫酵素 

(succinate dehydrogenase) 還原形成藍色的 formazan ，藉由吸光值的測量來評估

藥物對細胞生長的影響，常用來當作檢測細胞存活與生長的指標。加藥前一天將 
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5 10
6
 的細胞種於 24 well 。待細胞貼壁後，移除培養液，用 PBS 沖洗兩次，

加入 0.5 % FBS 的培養液後便開始加藥，加藥時間結束後。接著去除上清液，加

入 100µl MTT ，置入培養箱 2 小時後取出，再加入 100µl Triton X-100 ，將藍

色結晶溶解，最後利用 microplate reader 以 570 nm 測吸光值，以對照組的吸光

值為 100 % ，實驗組與對照組的比值即為相對的細胞存活率 [17]。  

4-3. 細胞死亡及凋亡路徑 (Annexin-V & Propidium iodide) 測定  

   RAW264.7 cells 經藥物處理後，使用 PBS 清洗細胞兩次，再加入 1 ml PBS，

利用微量吸管反覆沖洗細胞，使其脫離培養皿，裝入 BD Flow 小管中。以 4℃、

500g 離心 5 分鐘，移除上清液，加入 100μl Annexin-V Binding Buffer，並將沉

澱打散，加入 Annexin-V 及 PI 各 1 μl，置於冰箱避光儲存 1 h，使用冰的 PBS 

清洗兩次，移除上清液後，加入 500 μl 冰的 PBS，以流式細胞儀上機測詴，並

利用 BD accouri C6 軟體分析細胞凋亡及細胞壞死的細胞數。第三象限為 

AnnexinV － PI－，定義為存活的細胞；第四象限為 Annexin V＋ PI－，定義為早期

凋亡的細胞；第一象限為 Annexin V＋ PI＋，定義為晚期凋亡的細胞；第二象限為 

Annexin V－ PI＋，定義為壞死的細胞 [18]。  

4-4. 細胞 G1 前期延長 (Sub G-1 表面抗原) 測定  

   RAW264.7 cells 經藥物處理後，使用 PBS 清洗細胞兩次，再加入 1 ml PBS，

利用微量吸管反覆沖洗細胞，使其脫離培養皿，裝入 BD Flow 小管中。以 4℃、

2000 rpm 離心 5 分鐘，移除上清液，並緩緩加入冰 75%酒精 1ml，並保存於 4℃

冰箱 30 分鐘~1 週，再以 4℃、2000 rpm 離心 5 分鐘，移除上清液，使用冰的 

PBS wash 一次，並加入冰的 PBS 500μl ，加入 RNase 10μl，置於室溫或 37℃

中 15 分鐘。以流式細胞儀上機測詴，並利用 BD accouri C6 軟體觀察細胞狀

態。  

4-5. 細胞微小核詴驗 (Micronucleus Assay；MN)  

   RAW264.7 cells 經藥物及秋水仙素處理後，使用 PBS 清洗細胞兩次，再加

入 1000ml PBS，利用微量吸管反覆沖洗細胞，使其脫離培養皿，裝入 BD Flow 

小管中。以4℃ 600g 離心5分鐘並去除上清液後，加入 300ul EMA dye solution，

並置於可見光源置於距細胞懸浮液 10-30cm 上方 30 分鐘。加入 500 ul 冰 PBS，

以 4℃ 600g 離心 5 分鐘後約留 50ul 液體於 tube 中，沿壁加入 500ul Lysis 

Solution 1 並混勻，室溫避光等待一個小時，再加入 500ul Lysis Solution 2 混勻，
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室溫下避光等待 30 分鐘。以流式細胞儀上機測詴，並利用 BD accouri C6 軟

體觀察細胞狀態。  

4-6. Reactive oxygen species (ROS) 測定  

   藥物處理結束前一個小時，加入 1.5 µl DCFH-DA  (2μM ) ，藥物處理結束後，

收下細胞。以流式細胞儀上機測詴，並利用 BD accouri C6 軟體觀察細胞狀態。  

4-7. 細胞內粒線體膜電位 (mitochondrial membrane potential) 分析  

   藥物處理時間結束前一個小時，加入 1.5 μl JC-1 (1 mg/ml) 並混合均勻。藥物

處理時間結束後，收下細胞。以流式細胞儀上機測詴，並利用 BD accouri C6 軟

體觀察細胞狀態。  

4-8. Caspases 活性測定  

RAW 264.7 cells 經藥物處理後，使用 PBS 清洗細胞兩次，再加入 1 ml PBS，

利用微量吸管反覆沖洗細胞，使其脫離培養皿，裝入 1.5 ml 離心管中，在細胞

中加入 50 μl lysis buffer，均勻攪拌後置於冰上 1~2 小時。加入 50 μl 含 1% DTT 

的 2X reaction buffer，均勻攪拌後加入 5 μl substrate，均勻攪拌後置於 37˚C 培

養箱 1 至 2 h。攪拌均勻後在黑盤 96 well 內加入每格 100 μl 的細胞懸浮液，使

用五合一機器，以激發光螢光波長 400 nm 及發射光螢光波 505 nm 讀取並分析

結果 [19]。  

4-9. Fas 表現量測定   

細胞經藥物處理後，收下細胞，加入 1 μl  Fas  (0.5 mg/ml) ，室溫靜置 30~60 分

鐘。使用 PBS 清洗細胞一次，再加入 1 ml PBS。以流式細胞儀上機測詴，並利

用 BD accouri C6 軟體觀察細胞狀態。 

4-10. Lysosome 表現量測定 

細胞經藥物處理後，收下細胞，加入含有 CYTO-ID 詴劑的樣品小管中，室溫靜

置三十分鐘至一小時後離心，使用 PBS 清洗細胞一次，再加入 1 ml PBS。以流

式細胞儀上機測詴，並利用 BD accouri C6 軟體觀察細胞狀態。  

4-11. Autophagosome 表現量測定 

藥物處理結束前一個小時，加入 1.5 µl Acridine orange  ( 1mg/ml )  ，藥物處理

結束後，收下細胞。以流式細胞儀上機測詴，並利用 BD accouri C6 軟體觀察

細胞狀態。  
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4-12. Western blot 蛋白表現量測定  

    細胞經藥物處理後，加入 RIPA buffer  (50mM Tris- HCl pH7.4，150 mM NaCl，

2mM EDTA，1% Nonidet P40，0.1% SDS)，並測定蛋白質濃度。再以 SDS-PAGE 

展開蛋白質，將蛋白質轉至 PVDF 膜以脫脂奶粉處理 1 h，取出 PVDF 膜，以 

wash buffer 清洗 3 次，加入一級抗體 (Bcl2 、Bax 、PARP-1 、LC3)，清洗 3 次，

再加入含二級抗體 (Bcl-2 、Bax 、P53 、PARP-1 、LC3)，接著使用 enhanced 

luminal reagent 進行呈色，利用迷你型冷光成像分析系統及其軟體 LANE 1DTM 

進行拍照和影像分析 。  

4-13. 統計方法  

    實驗數據皆以  Mean ± standard deviation (SD) 表示，統計以  one-way 

ANOVA 進行分析，並以 LSD-test 事後檢定比較各組差異，分析結果若 p 小於 

0.05 ，視為具有統計上的顯著意義。 

(五) 結果與討論 

5-1. 利用 MTT 的方式，進行以不同 Glyphosate 濃度 (0，4，10，20，30 ppm ) 在

不同時間加藥的方法，分析 RAW264.7 cells 暴露於 Glyphosate 的時間與濃度依

存性。 

 

圖一、在 RAW 264.7 cells 中，當 Glyphosate 處理 24 h 、6h 、3h 、2h、1h、0.5h

後，會使細胞死亡率上升。但 3h 的 Glyphosate 濃度趨勢與其他時間相對下降的

較穩定。故後續實驗優先採用 3h 。  
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圖二、在 RAW 264.7 cells 中，當 Glyphosate 處理 3 h ，其存活率的量化圖。可

推論隨著濃度提升，存活率也隨之下降。 

圖三、為 RAW 264.7 cells 接受藥物處理 3h 後的照片檔。 

5-2. 利用 Flow Cytometry 測定 Annexin-V & Propidium iodide，進行以不同 

Glyphosate 濃度 (0，4，10，20，30 ppm ) 在 3h 加藥的方式，分析 RAW 264.7 cells 

暴露於 Glyphosate 的細胞死亡情形 

 

圖四、為細胞經藥物處理後，細胞存活、早期凋亡、晚期凋亡、壞死的情形。可

從圖表推論經過藥物處理後，凋亡、壞死逐漸呈現上升的趨勢。 

5-3. 利用 Flow Cytometry 測定 Sub G-1，進行以不同 Glyphosate 濃度 (0，4，

10，20，30 ppm ) 在 3h 加藥的方式，分析 RAW 264.7 cells 暴露於 Glyphosate 的

細胞 G1 前期延長趨勢。 

 

圖五、暴露於 Glyphosate 的 RAW 264.7 cells ，明顯發現 G1 的趨勢上升。可推

論 Glyphosate 能延長細胞週期。 
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5-4. 利用 Flow Cytometry 測定 MN，進行以不同 Glyphosate 濃度 (0，4，10，

20，30 ppm ) 在 3h 加藥的方式，分析 RAW 264.7 cells 暴露於 Glyphosate 的細

胞微小核產生趨勢。 

 

圖六、暴露於 Glyphosate 的 RAW 264.7 cells ，明顯發現 MN 的趨勢上升。可推

論 Glyphosate 能引發基因毒性 

5-5. 下圖為利用 Caspases assay ，進行以不同 Glyphosate 濃度 (0，4，10，20，

30 ppm ) 在 3h 加藥方式。 

    

圖七、可從圖表推論中高濃度時，有引發的跡象。 
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5-6. 利用 Flow Cytometry 測定 Jc-1 ，進行以不同 Glyphosate 濃度 (0，4，10，

20，30 ppm ) 在 3h 加藥的方式，分析 RAW 264.7 cells 暴露於 Glyphosate 的細

胞內粒線體膜電位變化趨勢。  

 

圖八、可推論低濃度時，粒線體膜電位無明顯變化，中高濃度時，有明顯的上升

趨勢。 

5-7. 利用 Flow Cytometry 測定 ROS，進行以不同 Glyphosate 濃度 (0，4，10，

20，30 ppm ) 在 3h 加藥的方式。 

 

圖九、可從圖表推論中高濃度時，有引發的跡象。 

5-8. 利用  Flow Cytometry 測定  Acridine orange 、Cyto-ID 、Fas，觀察不同 

Glyphosate 濃度 (0，4，10，20，30 ppm ) 處理細胞 1h、 0.5h、 3h 加藥的方式，

分析細胞暴露於 Glyphosate 的細胞自噬中的 autophagosome 、 lysosome 變化趨

勢及細胞凋亡、自噬中 Fas 的變化趨勢。  
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圖十 

(1) 藍色長條為細胞經藥物處理 1h 後，autophagosome 的表現趨勢，可推論低

濃度時，無明顯變化，中高濃度時，有明顯的上升趨勢。  

(2) 橘色長條為細胞經藥物處理 0.5h 後，autolysosome 的表現趨勢，可推論 20 

ppm傷害有誘發少量 autolysosome 的可能性。  

(3) 灰色長條為細胞經藥物處理 3h 後， Fas 的表現趨勢，可推論藥物並無明

顯影響細胞 Fas 的表現。 

5-9. 利用 Western blot 測定 Bcl2 、Bax 、P53、PARP-1 、LC3 ，觀察不同 

Glyphosate 濃度 (0，4，10，20，30 ppm ) 處理細胞 1h 、 3h 加藥的方式，分

析細胞暴露於 Glyphosate 的細胞，其促凋亡、抗凋亡、凋亡、 DNA 損傷、自噬

蛋白表現情形。 

 

圖十一 

Bcl-2 

Bax 

P53 

P-P53 

Parp-1 

LC3 

B-actin 
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(1)  Bcl-2 蛋白隨著藥物濃度的上升，表現量呈現下降的趨勢； Bax 蛋白隨著

藥物濃度的上升，表現量呈現上升的趨勢。可進一步判定 Glyphosate 能通過

Bcl-2 Family 誘發細胞凋亡。 

(2)  P53 蛋白隨著藥物濃度的上升，表現量呈現下降的趨勢。P-P53 蛋白隨著藥

物濃度的上升，表現量呈現上升的趨勢。可進一步判定 Glyphosate 能通過

P53 調控細胞凋亡。 

(3)  PARP-1 蛋白隨著藥物濃度的上升，降解表現量呈現上升的趨勢，可推論

PARP-1 的活化與 Glyphosate 引發的基因毒性有相關性。 

(4)  LC3 蛋白隨著藥物濃度的上升，表現量呈現上升的趨勢。可進一步判定

Glyphosate 於短時間時，能通過活化 LC3 誘發 autophagosome 、 lysosome ，

促使細胞自噬的進行。 

從上述一系列的實驗結果，可以推論： 

   Glyphosate 於 3 小時的藥物處理時間時，可以造成 ROS 引發之氧化壓力的

損傷，並進一步造成粒線體膜電位的損傷，一系列的損傷反應表明 Glyphosate

誘發的 ROS 可通過影響 Bcl-2 家族表現，誘使粒線體膜電位改變，繼而活化半

胱氨酸天冬氨酸蛋白酶  (caspases 3.8.9)，引發 MN 及 活化 PARP-1，造成 

DNA 的損傷，影響 P53 蛋白的表現。最終導致細胞凋亡。 

 

圖十二 、為 Glyphosate 誘發細胞凋亡路徑圖。 

   Glyphosate 於 1 小時的藥物處理時間時，可通過 ROS 活化細胞自噬關鍵蛋

白 LC3 進而促使 autophagosome 及 lysosome 的產生，促使細胞自噬反應的進

行。 
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   於本篇研究中，我與指導老師多方討論後，推論 3 小時的藥物處理時間，相

較於 1 小時傷害時間，3 小時的藥物處理時間過久引發的傷害過大，導致細胞直

接走向細胞凋亡，無法準確觀察到細胞自噬的反應，故細胞自噬的實驗操作，藥

物處理時間皆採用 1 小時進行實驗操作。 

 

圖十三 、為 Glyphosate 誘發細胞自噬路徑圖。 
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