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縮寫表(第→部份)

AFBl Aflatoxin Bl 

BCT Beta-carotene β-carotene 

CCT Crocetin 

LCP Lycopene 

PE Plating efficiency 

RPE Relative plating efficiency 
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黃翅毒案 (Aflatoxin-Bl) 對 C3HI0Tl/2纖維母細胞株

的毒性及 DNA傷害可被三種類胡蘿蔔衍生物 (Carotenoid

derivatives-Crocetin , Lycopene及 β 一 carotene) 所抑
制，而且被抑制的程度隨此三種衍生物的劑量升高而升

官
問
本研究方法中，我們利用在有老鼠肝細胞微粒體活

他系統存在下，分別加入 0.5μg/ml AFBl及不同濃度的

Carotenoid derivatives處理一天或連續一星期後，以

C3 日 10Tl/2飽飽株的種權效率 (Plating efficiency )作
為細胞毒性指標，則發現 Carotenoid derivatives能抑

制 AFBl降低 C3 日 10Tl/2 細胞株的種種效率 O 另外，以

alkaline elution的方法檢測，發現這三種 Carotenoid

derivatives能減少困 AFBl所引起的 DNA傷害之作用 O

這些結果顯示 Carotenoid derivatives有抑制 AFBl

對 C3 日 10Tl/2之細胞毒性及 DNA damage ，其抑制 AFBl毒性

的作用，可使與維生素 A 之機轉不筒，而是經出 Caro-

tenoid derivatives f曾1JODNA被 AFB 1攻擊後的修補系統

(repair system) 或誠少 DNA damage ，致使 DNA 的合成

增加而減少 AFB 1產生的細胞毒性 O

一 2 一



Inhibition of Carotenoid Derivatives 
on Aflatoxin B1巾lduced DNA Damage and 

Cytotoxicity in Cultured C3HI0Tl/2 Cells 
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Cytotoxicity and DNA damage of aflatoxin Bl 
(AFB1) on C3 日 10Tl/2 embryo cells was supressed by 

3 carotenoid derivatives. Using the alkaline elu … 

tion method , we found that the DNA damage of AFB 尸
treated cells was inhibited by crocetin (CCT) ， Ly 向

copene (LCP). and beta-carotene (BCT). 

The decrease in the cellular DNA damage in 可

duced by AFBl was dependent on the dose of caro­

tenoid derivatives. In the studies to investigate 
the inhibition of AFB γCytotoxicity. we observed 
that the plating efficiency of C3 日 10Tl/2 cells in 
S 可 9 activation system was suppressed effectively 

with carotenoid derivatives and those compounds 
also can suppress the inhibition of DNA synthesis 
, we suggest that the inhibitory effect of carote­

noid derivatives on the AFBI-Cytotoxicity in C3 

HI0Tl/2 cells might be due to the cells defense 
rnechanisms that reduced the DNA damage or enhanced 
DNA repair system. 

一 3 一



緒 論

、
M
A棚

，
圓
心

，

h
v
h呵
M
f

國帥..... 

許多研究顯示維生素 A及其衍生物 (Retinoids) 有抑制

癌他的產生，而胡蘿蔔素 (β 呵 carotene) 也被設實能抑制由

7 ， 12 自 dimethyl 一 benz(a)anthrance誘導老鼠產生之腺腰瘤
，及緊外線所引起之皮膚癌 O 而且白流行病學上之調資提

出，攝食較多胡耀蔔素之地富產生之癌症之機率較低，雖

然 Retinoids 及 β-carotene之抗癌研究很多， 但對於黃

貓毒素 Bl1引起之意性及致癒作用影響如何，則尚未詳加

探討 O 因此本研究乃利用老鼠纖維母細胞株 (C3H10T1/2

cell line) 作為體外實驗環境，分別探討各種具有維生素

A活性及不具維生素 A活性之類胡蘿蔔素衍生物 (Carotenoid

derivativesβ-carotene ， Lycopene ， Crocetin等)對黃
翅毒素 B1誘導產生之細胞毒性及 DNA傷害有何放應，並藉此

瞭解類胡蘿葡素衍生物之作用機轉 O
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20世紀初期維生素 A被發現能夠用來預防夜盲症(

night blindness)<j\ 之後，許多學者在植物中找到各

種維生素 A原 (provitamin A-carotenoids) 結構之物質 O

存在自然界中 Vitamin A的主要型式有 retina1 (the a1 一

- 4 一



M
h
f
J
V
'

，
、

d e h y d e C 20H 280 f X = 0) , r e t i n 0 1 ( H - X 一 0日)及 retinal
esters 等， All-trans-Retinol 為維生素 A中最為活他的型

式 (Fig.l) ，在高等生物中扮演許多生物功蜓，與細胞生長

視覺粘液分泌及上皮細胞分他等有關 O 維生素 A 原

最主要存在的型式為 β 一carotene (Fig.l) ，及其它可以

代謝轉換為 retinol或無法轉換為 retinol 之各種衍生物(

總稱為 Carotenoids)o β-carotene 帶有多不飽和碳氫鍵

( x 刊) ，人體中主要在腸道(少部份在肝臟)可被 dioxy 向

genase氧他而形成 2 rnloe的維生素 A retino l. 就在
β-carotene及維生素 A retinol 的結構被確定之後 (2) (3) 

，便相繼的有學者探討維生素 A與實驗動物及人類之闊的

作用關係 O

一些研究指出，當餵食含有 natural retinoids ( 

如 retinol esters , retinoic acid) 等之維生素 A予動物

之後，可以抑制上皮細胞癌 (epithelial cancer) ，膀脫瘤

，肺癌，胃腸道腫瘤及口腔粘膜癌症 (oral rnucosa cancer 
)之擴展(刊)。另有流行病學調查指出，血清中較低的

維生素血債及飲食中 β 叮arotenet聶取不足可能與癌症發

生率呈現某種程度的相關性 (9.10)。而在動物質驗研究

結果顯示， β-carotene可以抑制自 7 , 12 可 dirnethylbenz

(a)anthrance(DMBA) 所誘發引起的唾液跟瘤 (ll)並且

對紫外線所引發的皮膚癌也有抑制的作用(12); Norrnan 

J.Ternple 等人實驗餵食 inbred Swiss Webster (rCR) 
rnlnce 添加有 β 一 carotene 之飼料 (20rng/Kg diet) , 

則誕降低自 1 ， 2-dirnethylhydrazine (DMH) 所誘導產

生直腸癌之惡化及發生比率 而且添加 β 一 carotene

之劑量 (20rng/Kg diet) 相當於營養添加劑量範圍之內

相當於 150-300g carrot/3 ， OOOKcal) ，因此這項結論

可接適用於人類之營養狀況 (13)而也更証實 Peto等

人於 1981 年提出 β-carotene可以降低某些癌症發生率
之說( 1 ，1)。

一 5 一



在許多蔬果之中存有多類的 Carotenoids ，其

中有其有維生素 A活性或少蠢甚至不具維生素 A活性之

衍生物，上雄所提及之 β 一carotene 為具有維生素 A

活性之 Carotenoid 其抗癌作用被學者相繼研究，但

作用機轉則尚未明瞭， Lycopene(Fig.l) 為 Carotenoids
中不具維生素 A活性之一類， Petayev 等曾証實它能抑

制自由萃產生之鏈鎖反應而減少癌他之作用{的)。在槍

子果實( Gardenia jasminoides )中一主要成份 Cro 可

cetin (Fig.l) ，亦屬於 Carotenoids 之衍生物，多被
用來作為糖果甜食冰點或飲料中之色素添加料，過

去的研究顯示 Crocetin 能夠抑制受病毒感染所引起之

雞腫瘤產生(16) 並且能抑制癌細胞在老鼠體內的增生作

用(17.18) 及抑制化學致癌物質所誘導產生的致肝癌作用

O 

"開融a‘

黃趣毒素 (Aflatoxin Bd 的致應作用….... \ 

黃貓毒素 (Aflatoxin B1; AFBl) 在各種動物

質驗中均被証明為一種很強的致癌物質 (20) 白流行病

學上的研究調查結果顯示黃貓毒素與人類肝癌有關

(21) 可能是造成亞洲地區和非洲地區居民肝癌發生率

偏高的主因之一 O

一 6 一



Swenson 等入(約為探討 AFBl經過代謝之後產

物的型式，乃將可標示的 AFBl 注入老鼠體內，而在

肝細胞中可以找到與 DNA. rRNA 共償結合的 AFBl

之後再將核酸與 AFBI 的共價結合物以酸 71<解而得到

8 ，心dihydrodiol ， Lin 氏等人發現在活體外 DNA 以

guanine 與 AFBl 結合，可得到 guanlne 一 AFB 1 之共
償物{仰，若將活體外或活體內之 DNA-AFBl 共償吻

(DNA 呵 AFBl adduct) 共借物在各種不開條件下以酸水

解，則可產生四種不同產物 (Fig.2)o 而自多項實驗結

果証明 AFBl 主要的致癌機轉乃是需先經肝臟酵素乎已

統代詩i 為 AFBl巾， 9-epoxi缸，而成為親核性代謝物

( electrophilic metabolite )再攻擊 DNA 而形成

形成共償加成物 (DNA adduct) ，此 AFBI-DNA adduct 
被認為是形成癌他的起始原因 (24) 。

近年來有研究指出的弘的致癌作用可能與致

癌基因(如 ras ， myc gene) 的活他或抑癌基因(如

p53) 去活他有闊的-28) 其作用可能來自 AFBl 所造成

之 DNA 損傷，導致鹼基配對錯誤 O

一 7 一



四、研究目的

存在於天然物之中的 Retinoids及 β-carotene

具有抗癌作用的研究已相繼的被証實但針對 Carote­

noid衍生物是否接抑制黃翹毒素引起的毒性及致癌性

則較少被學者研究 由於台灣地區氣候潮濕屬於黃麵

毒案易污染之地區與肝癌發生率有極大之相關性側

，問此若能發掰一些天然物來抑制黃麵毒素之致癌作用

實屬單要 O

雖然許多研究顯示 Retinoi釘在抗癌他及抗癌

細胞之作舟讓大於 Carotenoid衍生物 但值得蠶視的

是 Retinoids 具有很大的肝毒性及副作用 (30); 在許多

動物質驗中均顯示 Carotenoid衍生物有較低的毒性作

用 (3 1. 32) 因此這些天然存在的 Carotenoid衍生物在抑制

癌忱的角色應更為重要 O

本研究以活聽外環境 (in vitro )比較具有維生

素 A 活性的 β-carotene(BCT) ，及不具維生素 A 活性

的 Lycopene(LCP); Crocetin(CCT) 分別探討對黃麵毒

案誘導產生之細胞毒性及 DNA損害是否有抑制作用，並

探討這三類天然物中存在的物質對抑制黃翅毒案毒性的

作用機轉 O
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材料與方法

他學試劑

Aflatoxin Bl (AFB1) 購白話oravek Biochemicals 
(City of Brea ， CA.USA);β-carotene(BCT) ， Lycopene 

(LCP) 均購自 Sigma公司 Minimal Essential Medium 
(MEM) 購自 Gibco Company; methyl 可 3日 -thymidine 購

自 New England Nuclear (specific activity 6.7Cil 

n mole); Scintillation liquid 購自 Sigma 公司 O

呵呵- 、 AFBl 及 Carotenoid derivatives之製備

將 AFBI及 Carotenoid derivatives (BCT ， CCT ，及
LCP) 分別溶於 DMSO中，濃度分別為 AFBl(2mg/ml) ;Car 一

otenoid derivatives(哇。 0 ， 40 ，是， 0 .哇 ， 0.04 mg/ml ), 
均放置於 OOC 財存，使用時刻則取出再以 MEM培養基稀

釋 100倍，各取 100μi放入培養血中，使 AFB

中之最終濃度為 0.5μiν1m叫1 M附EM恥; C印ar川、刀otωenoω01汁d d仇er叫1 V刊a 一

tives為 100 ，凹， 1 ， 0.1 ， 0.01μ I/ml MEM ( LCP為
2.5 , 1.0 , 0.1μ l/ml MEM) ， DMSO最終濃度為 0.025%

一 OJ 



--、
細胞培養

C3H10T1/2細胞株來自於 C3H mice embryo cell 分
離培養而成的正常纖維母細跑 (33) 本實驗所用之 C3H10

T1/2 cell 均在 8-15代之悶，培義於 Eagle MEM中(內含

10% 胎牛血漪， 100 1 日 Im1 penci11in及 100μ 1/m1

streptomycin) ，培養條件在 37
0

C 及 5% C02之 {a 混箱中 O

欲取用此細胞峙，以 Trypsin-EDTA處理為密度均勻之懸

浮液 O

四、細胞毒性分析

(1 ) 將培養在 75cm 2角瓶 (Nunc ， Denmark) 中之 C3 日 10

T1/2 cell line 以 trypsin 可 EDTA處理為密度均勻之

懸浮液後，以 MEM培養基調整細胞密度為 500 ce11s1 

m 1 ME時，取 o . 5 m 1 ( ~p 2 5 0 c e 1 1 s )放入 petr、 i dish 
中培養 24小時後，取以稀釋好之 Carotenoid deri-

vat i ves ( BCT , CCT及 LCP ) 100μi 加入， (另外以
0.025% DMSO當控制組) ，一起培養 24小時之後移去

原有之培養基，換入新的培養萃，繼續培養 7天 O

之後移去培養基，以甲醇:酪酸 (3 汀 ， v/v) 闊定

細胞(處理凹， ) ，移去聞定液，待乾以 G i emsa (5% ) 
染色(處理鉤，以上) 0 待琮乾之後，計算直徑大於

0.05cm的 colonies數目 O

一 10 一



C3H10T1/2 cell所受毒性大小之計算方式如下:
以 DMSO總之種植放率 (plating efficiency , PE) 為
100 ，則以藥物處理後之相對種植效率( Relative 
plating efficiency; RPE) 為:

PE of compound treated 
%RPE= 一一一一一一一…一一一一- x 100% 

PE of DMSO control 
若 RPE愈小，則表示 C3 日 10T1/2 cell 受到此藥物之毒
性愈大 O

(2) 由上述結果，選擇 Carotenoid derivatives 對
C3H10T1/2細胞非毒性劑蠢，同時加入 AFBl (0.5μ! 
1m 1) ，於存在與不存在老鼠肝細胞微粒體酵素活他系

統 (S巾的tivation system) 之下分別測定 RPE f.直 O

(3) 另外，以上述問劑量之 Carotenoid derivatives 
與 AFB1同時加入 250 cells/dish 中， 2是小時之後移去
培養墓，再加入 Carotenoid derivatives 培養 7天，
計算各 Carotenoid derivatives 長期作用下 C3H10

T1/2 cell 之 RPE值 O

(在) S-9活 f七系統之製備 (3 是}

以已知致突變物多氯聯笨混合物 Aroclor 1254以

500mg/Kg注入 Sprague-Dawley品系梭位老鼠體內，五
天後將老鼠肝臟取出以鐵弗龍均質器均勻他後在

9 , 000 xg離心 10分鐘，取其上層液，儲存於一80
0

C 泳箱
O 使用時以輔助國子配成 10%混合液，包括 :S-9 1m !, 
Mgcl2-Kcl salts 0.2ml , 1M Glucose-6-phosphate 
0.05ml , O.lM NADP 0.4ml , 0.2M phosphate buffer 
(pH 7.4)5ml 及二次 71< 3 . 35m 1 每個試驗取 250μ! 加

入 O
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五、 DNA damage分析

(1 )細胞處理

C3H10T1/2 cell 於 25cm 2角瓶中培養 ， 24小時後
加入 0.2μC i m e t h y 1 - 3H 一 Thymidine培養 μ小時後，
移去 3 日 -Thymidine ，再加入新的 MEM培養墓， 24小

時後加入上述濃度之 Carotenoid derivatives 及
AFBl (0.5μ 1/ml) ， 培養在一6 小時，以 Trypsin­
EDTA收集細胞，於 200 rpm下離心 10分鐘，倒去上
清液，加入 1m1 PBS再均勻先，置於一70

0

C 至少 48小
時 O

(2) DNA damage之分析方法

種種 2 X 10 5 cells/flask 24 小時之後，加入 0.2
μC i 3H - t h y m i d i n e 24 小時，再加入 AFBl 及 carote 一
noid derivatives 處理 2是小時， DNA damage 之分析
方法依據 Kohn等人 (35)所修飾之 alkaline e1ution 
method ，方法如下述:將 polyvinyl chloride fi 卜
ter 裝在 syringe filter holder 上，下接 per i­
staltic pump (0.5ml/min) ，先以 1 m 1 PBS ?闊濕
holder ，再加入 2 ml PBS及 6 ml lysing solution 
(含 2M NaC1. 0.02M EDTA ，及 0.2% triton X-100 
pH8.2) 後，將細胞慢慢滴入，符 Syrlnge內溶液流完

後，加入 5 m 11m時 EDTA pH7.8 ，被完後再加入 13.5
m1 Elution Solution(含 0.02M TEAH , 0.02M EDTA. 
pH12.2) 後開始牧集總量，以 0.5 ml/min之速率收集 O

取全暈 1.5m1 加入 13.5ml Scintillation liquid 
(每 1000ml to1uene 含 30% triton X-100. O. 在%
φop及 0.01% popop) 測 Single strand DNA. 以
Aloka LSC-900閃爍計數儀，測得 cpml壺，所得之結
果均為三次重覆之平均值 O
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將 membrane 自然乾燥後，剪成小塊狀盛裝在瓶內

先吸取 5 C.c. Elution Solution (含 0.02M TEAH 
, 0.02M EDTA , pH12.2) 振露 1分鐘後吸到另一瓶，

再加 5ml Elution Solution振盪 1分鐘，吸到瓶內共

10 C.c. ，最後取 1 c. c. 的最加入 2 c.c. Elution 
Solution. 再加入 13.5ml Scintillation liquid-
33258測 cmp值 O

計算 Elution ratio之公式如下:

(Eluted cmp) X 9 
Elution Ratio立一一一一一…一…一一一一一一- X 100% 

Eluted cmpx 9+residue cmpx 30 

六、 C3H10T1/2細胞 DNA生合成影響之分析

取巳稀釋好之紹飽 (2 X 10 5 cells/ml) O.lml ，放入

microtiter plate (96 wells , Nunc.) 中培養 24小時後

，將預先溶於 DMSO 之 Carotenoid derivatives調配成每

ml 含 0.02μg ， 0.2μg ， 2.0 μg後，各取 100μl 及 0.5μg

Iml 之 AFBl 10 μi 放入每個 well 中， f.吏最終濃度為 AFBl

0.48μg/m l. Carotenoid derivativesO.01 , 0.1 , 1.0 
μ gl則， DMSO 0.25% 及 10μi 之 S-9 fraction共 0.2c.c.

及 !a b i e 3日 -Thymidine ，處理 6小時，以 Bellco harves­

ter 收集細胞于 Bellco glass filter strip 上，加入
Scintillation liqUid 3.5c.c. 後分別測 cpmf畫 O
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結果

由於高濃度的 Carotenoid derivatives本身也可能

對細胞造成毒性，因此利用各種不同濃度來處理 C3H10

T1/2細胞，顯示濃度在 1.0 μg/ml 以下之 Carotenoid

derivatives對 C3H10T1/2細胞不會造成毒性 (Table1) ，

因此選擇 1 . 0 μg/ml以下之 Carotenoid derivatives來研

究對 AFBl毒性之影響 O

在沒有活 f七系統 (S 一 9 activation system) 下， O. 5 
μg/ml 之 AFBl叢生細胞毒性很小 (Table 2) ，但若以 S-g

活他作用下細胞之 plating efficiency(PE; 種植教率值)

降為 2%(Tabl 3) ，顯見 AFBl須經過代謝活他才對細胞產

生毒性作用 O 若間將以不間之 Carotenoid derivatives 
在各種濃度同時處理一天或一週後，其 PE值顯著增加，

其中以 Crocetin(CCT) 效果最好。而連續處理一連者，

降低 AFBl毒性除 CCT外，其它 (BCT. LCP) 均比處理 24
小時的效果顯著 (Table 3) 0 自以上結果顯示除 BCT在

0.01μg/ml 之濃度外，其他兩種 (C口， LCP) 在各種不同

之濃度均可降低 AFBl對 C3 日 10T1/2細胞之毒性 O

AFBl代謝活 1b 後會對細胞 DNA產生損害作用，受損害

的 DNA在鹼性處理下會斷裂成單鏈的 DNA ，此單鏈的 DNA容

易穿透濾膜而被沖洗出來 (Elution) ，利用此方法我們研

究 Carotenoiod derivatives (0.01μg/叫一 1.0 μg / m 1 ) 
在降低 AFBl對細胞 DNA產生傷害之能力 O 結果顯示 C3H10
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T1/2細胞 DNA在 S-g活他系統下被 AFBl傷害達 76% (無 S-g

活也下為 42%) ，細胞若同時經 Car、 otenoiod deriva 叫

“ ves及 AFBl在括他系統下處理 2是小時，則 DNA傷害皮滅

少，即被 Eluted的 DNA減少，尤其在有 S-9活他下作用更

顯著，其濃度在 O. 1 μg/ml-1.0 μg/划，與 AFBl總比較

p值均小於 0.001 一 0.005 ，而 Crocetin(CCT) 在無 S寸活純

系統下也有相同作用 (Table 4) 0 因此 Carotenoiod

derivatives可能有抑制 AFBl攻擊 DNA的能力或是增加 DNA

之修補作用 O

利用標示的 Th y m i d i ne eH -t h y m i d i n e) 為 DNA合成的

材料，從 3H - t h y m i d i n e按入 (incorporation)D峭的多寡
可預知 DNA合成的增加與減少，當 AFBl在有 S-g或無 S-g 位吉

他作用下，其 3H 一 thymidine缺入的量比正常組少，表示

DNA的合成受阻 CTable 5) ，若增加 Carotenoid deriva­
tives在 10.0 μg/ml 時則乍一thymidine按入 DNA的量增加，

此結果顯示 Carotenoid derivatives可以減少 AFBl抑制
DNA合成之作用 O

並出結果發現其維生素 A活性之 β 一 carotene (BCT) 
抑制 AFBl毒性之作用較小，而不具維生素 A活性之 Lycopene

(LCP) 及 Crocetin(CCT) 其活性較大 O

E1J -i 



討論

綜合以上結果顯示 AFBl(O.l μg/m 1) 在 S寸活 1b 京統

下與細胞 DNA共價結合，造成對 C3HI0Tl/2細胞 DNA產生傷

害而造成細胞毒性在 3種 Carotenoid derivatives (BCT , 

LCP , CCT) 存在下，均能減少 DNA受損程度，而減少 AFBl

產生之細胞毒性 o 而不具維生素 A活性之 LCP及 CCT均比其

維生素 A活性之 BCT有較強之抑制作用，顯示過去認為 Car。可

tenoid derivatives的抗癌作用係因能轉他為維生素ι
而有相似於維生素 A之作用{扎 37)似乎不是主要的抑癌作

用 O

雖然許多研究顯示 Retinoids在抗癌他及抗瘤細胞之

作用均遠大於 Carotenoid derivatives 但值得重視的
是 Retinoids 具有很大的肝毒性及到作用棚，而在許多

動物質驗研究中均顯示 Carotenoid derivatives的低毒
性作用，因此這些天然物存在的物質在抑制癌他角色應

更重要 O

AFBl代謝活 1b 為 AFBl巾， 9-epoxied後與 DNA共償結
合，雖然沒有車接的證據顯示此種共價結合與 DNA受損之

程度平行(因為大部份受損之 DNA會被修補) ，但在 i n v i vo 

及 in vitro 的試驗中顯示 N-hydroxy-2-acetylamino 申

fluorene 與 DNA共價結合後會造成 DNA受損的程度是平

行的(如，在我們的研究中也顯示以 AFBl處理 C3 日 10Tl/2

細胞，造成 DNA受損(以 Alkaline elution測定) ，此種受
損而未修補的 DNA可能無法複製因此我們發現處理的B1

後，也浩成 C3HI0Tl/2細胞 DNA的合成減少因而造成 AFBl

的知跑毒性 O 在以 Carotenoid der、 ivatives 添加處理
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的實驗組則顯示 AFBl引起的 DNA受損程度降低，增加了

DNA的合成，因而減低了細胞的毒性 O

綜合上論， BCT ， CCT及 LCP波三種 Carotenoid de-
rivatives均能抑制 AFBl 在 S 一 9活 f七系統下引起的細胞

毒性，其抑制細胞毒性之機制為這學 Carotenoid deri 叫

vatives減少 AFBl引起的 DNA傷害(或增加 DNA修精作用)

，使 C3 日 lOTl/2細胞 DNA合成增加，進而抑制 AFBl引起之

細胞毒性 O

可
/
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甘心人./CHrOH

All-trans Retinol 

β-Carotene (BCT) 

、、
、~、::，./、~有

LYcopene (LCP) 

Crocetin R = H (CCT) 

Fig.l The structures of AI 卜trans可retinol ， β-caroter時， Lycopene , 
and Crocetin. 
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Table.l Effects of carotenoid derivatives on Cytotoxicity in 
cultured C3HI0T1/2 cells. 

Treatment~:: Dose (μ g/ml) Plating efficiency 克 RPE~::月:

Normal 29 土 3叫:32

DMSO 

BCT 

0.025第

1.0 

10.0 

100.0 

0.1 

1.。

10.0 

1.0 

10.0 

100.0 

28 土 3

31 土 5

3 土 1 b

O 土 Ob

26 土 6

21 土 3 a

24 土 6

24 土 9

27 土 2

6 土 Ob

A
υ
F
h
J
M

可

i
A
U
V
F
D
o
o
m
h
u
q
u
n
M
U
A
U

A
υ
T
i

可

i
n
u
d

吋
f
o
o
o
o
n
M
U

4
l
4

句
I
L

LCP 

小i
nb pgv 

、"句、 Cells were seeded at 250 cells/dish and treated with 
indicated concentration of carotenoid derivatives in 
DMSO for 1 week. 

Colonies of treatment 
‘f，、﹒'
'，'、'.'、 克 of relative plating efficiency =一 一一 X100克

Colonies of DMSO control 
、f，、，f，、f，
"、'‘、'，'、 mean 土 SD ， values are the averages of triplicate determinations. 

a p<0.05; b p<O.OOl; compared with DMSO contro l. 
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Table.2 Inhibitory effects of carotenoid derivatives on Cytotoxicity 
induced by AFBl in cultured C3H10T1/2 cells without S-9 
activation system. 

TreatmenÞ:: 

Normal 
DMSO 
AFB 1 
AFB 1 plus: 
BCT 

PI P--U IL 

小
i

nu p-
.. M 

Dose(μg/ml) Plating efficiency 克RPE~::月:

O 2是土81咚ZC 98 
0.025克 25土4 100 
0.5 2是土4 8在

0.01 21土4 85 
0.1 21 土4 85 
1.0 24+2 96 
0.001 27+1 110 
0.01 20土。 81 
0.1 28土5 11是

0.01 27土2 111 
0.1 29土 1 116 
1.0 24土6 99 

Cells were seeded at 300 cells/dish and treated with 0.5μg/ml AFB 1 
and various concentration of carotenoid derivatives for 2是 hrs.
See Table 1. 

:: Mean 土 SD ， vlaues are the averages of tr寸plicate determinations. 

、.'，
'‘、
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Table 3. Inhibitory effects of continuous or discontinuous exposure of carotenoid derivatives 
on Cytotoxicity induced by AFB 1 in cultured C3H10T1/2 cells with S-9 activation 
system. 

Carotenoid derivatives(2是 hr) Carotenoid derivatives(lwk) 

co1onies 駕RPE co1onies 統PE
Dose (μg/m1) TreatmenV:: 

Normal 0 19 土 1以 119 19 土 1 119 
DMSO 0.025括 16 土 7 100 16 土 7 100 
AFB 1 0.5 0 土120主 1 2 
AFB 1 plus: 
BCT 月

t
s
q
〈
u
n
〈

u
n
M
U
q汽
u
n
u
u
n
J』
呵
，a
q
《
M

Q
υ
4
4
7

，

q
u
n
o
n
O
F
D
n
b
o
o
 

6 土 4
7 土 3 a

12 土 3
6 士在
10 土 1
11 土 3
8 土 2 b

11 土 1 C

13 土 4 b

AUQUAqnooonuuqdnLoo 

可
i
A

性
。

J
n
o
n
O

司
f
o
o

O 土 O
2 土 1
7 土 2 a

1 土 1
6 土 OC

12 土 3 b

10 土 2 b

12 土 1 C

I是土 2
C

0.01 
0.1 
1. 0 
0.001 
0.01 
0.1 
0.01 
0.1 
1. 0 

LCP 

CCT 

?心
←」

:: Ce 11 s were seeded at 250 ce 11 s/ d i sh and treated w i th AFB1 and caroteno i d der i vat i ves f or 
24hr in DMSO(0.025克) with activation system, then removed AFBl .In continuous experiments , 
carotenoid derivatives were added to cu1ture and keep for one week. 

:;ο:: Mean 土 SD ， n=3. 
a p<O. 02; b p<O. 01; C p<O. 001 ; compared with AFB 1-treated group. 



Protection of carotenoid derivatives on AFB1-induced single 
strand DNA breaks in cultured C3H10T1/2 cells. 

Table.4 

% of DNA可eluted水平
Dose(μg/rnD TreatrnenV:: 

-(S-9) +(S呵9)

Norrnal 0 6 土 1 10 土 2
DMSO 0.025克 12 土 2 15 土 3
AFB , 0.5 42 土 4 76 土 8
AFB î plus : 
BCT bcacbee 

n
o
n
o
a
A
L

只
υ
7
2
7
，
只
u
n
o

可
1

晶

土
土
士
土
土
+
一
+
一
土
土

q
u
?
t
n
L
F
h
u
n
o
-
-
4
1
4
7
，
外
，
乙

P
D
a
-
q
u
n
O
F
h
u
d
二

h
d
A
q
令
叫

cc 

只
d
q
u
?
g
F
D

只
υ
4
乏
。

η
J
h
A可

土
土
土
土
土
+
-
t
T
一
+
一
士

兵
U
A
υ

令
叫
司
i
A

生

A
H
V
A
U
A
U
G
.
U

4
4

是

4
4
4
5
3
1

0.01 
0.1 
1. 0 
0.001 
0.01 
0.1 
0.01 
0.1 
1.。

Di 
門
心

1 
..... u 

CCT 
卜、2
卜、2

-i一-cali--豆豆豆 s已函而-2><10'一示IT-YFIiik一“五-a-GF:一T辰一而EIib已lled
by adding 0.2μCi 斗l-thyrnidine for 24hr and non-radioactive 
rnediurn incubated for an additional 2是hr then exposed to caro-
tenoid derivatives and AFB , for 24 hr. DNA darnage assay by 
alkaine elution rnethod. 而

100% 
eluted DNA 

itic 兒 of DNA darnage eluted ratio =一一一一…一一一一一…一 x
eluted DNA + residues DNA 

cornpared with AFB1-treated a p(0.005; b p( 0.02; C p( 0.01; 
group. 
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Table 5. Increased effects of carotenoid derivatives on DNA synthesis by treatment 
of AFB1 in cultured C3日10T1/2 ce 11. 

without S-9 with S-9 
Treatment::~ Dose (μg/m}) 一一一一一一千一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

cpm 克 of AFB 1 cpm 克 of AFB 1 

Normal2是09士1322981土251
DMSO 0.025 克 2367土 155 2842 ::f: 201 
AFB 1 0.5 1888土 123 100 2318土 367 100 
AFBip1us: 

1823土 236 2368土 489BCT 0.01 96 102 
0.1 2115土 107 112 2493土290 107 
1. 0 2139土 83 a 113 2678土 127 116 

LCP 0.001 1907土 314C 101 2367土 128 102 
0.1 2080土 185 110 2782土 511 119 
1. 0 2102土 302 111 2838土344 123 

CCT 0.01 2193土 339 116 2246土 326 97 
0.1 2129士 198 113 2615土 510 112 
1. 0 2是34土 41 b 129 2678士 176 116 

4 
Ce 11s were seeded 2 x 10' ce 11s/we 11 f or 24 hr then 0.5μg/m1 of AFBl' 0.01 , 0.1 , 
1. 0 μg/ml of carotenoid derivatives , 0.01μCi ~ t卜thymidine and S-9 with or without 
were added to the culture and incubated for an additional 6 hr. DNA synthesis is 
estimated by ~H-thymidine incorporation as described in materia1s and methods. 
Values are the averages of triplicate determinations. 

a p(0.05: b p(O.Ol; c p(O.OOl; compared with AFB 1-treated group. 
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(AC) 5GP 

AFBl 

AST 

ALT 

CDNB 

GSH 

GST 

γ-GMNA 

γ 一GTase

H & E. 

OPT 

T.Bil i. 

縮寫表(第二部份)

Penta-acetyl geniposide 

Aflatoxin Bl 

Alanine aminotransferase (GPT) 

Aspar、ate aminotransferase (GOT) 

卜Chloro-2 ， 3-dinitrobenzene

Glutathione 

Glutathione S-transferase 

Gamma-glutamyl acid一吐血methoxy-β-naphthlamide

Gamma-glutamyl transpeptidase(γ 一GTase;γ-GT;GGT)

Hematoxylin and eosin 

。一phthadialdehyde

Total Bilirubin 
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第二部份

成乙睡去經帽子甘對黃麵毒案致鼠ijf路之作用的影響

摘要

戊乙臨去經棍子甘( Penta可acetyl geniposide; (AC)sGP )對黃
翹毒素( Aflatoxin Bl;AFBl )引起老鼠急性肝毒性有促進之作用;
而對AFBl引起老鼠慢性致癌作用則有抑制之趨向 O

(AC) sGP預先以歸管餵食三天或三小時在以腹腔注射AFBl (2mg/ 
Kg body 叫eight)，則發現 (AC) s仰的添加會加強自AFBl所引起老鼠肝

毒性之強度，血清中Aspar、ate aminotransferase (AST) , Alanine 
aminotransferase (ALT) ， γ-glutamyl transpeptidase (γ-GT) 
及ALP之活性均較AFBl單獨處理緒明顯上升表示老鼠肝臟受到傷害

前釋放這些酵索至血清中 O 而肝臟中Glutathione(GSH) 之含量均國

預先處理 (AC) sGP三小時或三天而降低;預先處理 (AC) sGP三天則造成

Glutathione-S叫transferase 之活性下降，顯示以 (AC) sGP之處頭對
於AFBl造成之急性肝毒性並沒有抑制現象反而有增強之妓應。

而以 (AC) 5GP預先處理三天，再同時處手里AFBl (每星期5次，共8

星期)之後，則發琨由AFBl所引起老鼠肝臟中 γ-GTase larger foci 
可被抑制為 γ 一GTase smaller foci 表示老鼠受AFBl長期注射處理
之後在 liver carcinoma promotion 階段可被 (AC) sGP所抑制。
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Penta-acetyl geniposide ( (AC)5GP) has potention effect on 
the acute rat liver carcinogenesis呵 induced by AFBl ;but it can 
supress the rat liver chronic carcinogenesis自 induced by AFBl. 

After gastric intubation for (AC)5GP either 3 days of 3hr , 
the rats were i.p. administration for AFBl , 2是hr later the sa 由

crificed rats were found liver Cytotoxicity increasing extensi 向

vely than the AFBl control group. And the serum enzymes:Alanine 
aminotransferase(ALT) , Aspar、ate aminotransferase(AST) ， γ-gluta­

myl transpeptidase(γ-GTase) activities were remarkably increa­
sing. Either the groups pretreating(AC)5GP 3 days or 3hr then 
i.p. AFB1 , the Glutathione (GSH) concentrations in the livers 
were reduced , and the Glutathione-S-transferase activity were 
not increased to enhance the detoxicaction pathway. It means 
that pretreating (AC)5GP 3 days or 3hr cannot supress the acute 
liver toxicity-induced by AFBl , but enhance the toxicity. 

On the chronic i.p. administration of AFB1 8 weeks(5 days/ 
week) , (AC)sGP pretreating 3 days then gastric intubation for 8 
weeks(5 days/week) can supress the formation of γ-GTase larger 
foci induced by AFB l. (AC)5GP seems to supress liver carcino­
genesis on the liver carcinoma promotion stage-induced by AFBl. 
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總論

棍子 (Gardenia jasminoids Ellis) 為茜草科 (R ub i 一
aceal) 植物 (Fig.l) ，在中國屬於中品藥，漢方中如棍子

先湯(槍子、乾完) ，爾陳萬湯(棍子、茵陳、大黃)、黃
蓮解毒湯(棍子、黃簾、黃琴、黃柏)皆含有棍子，臨床

上有消炎、解熱、利尿等療效，民間廣為使用，因此在

生藥上佔有相當車要之地位 O 插子中主要成份有黃啊類

棍子素 (Garden i n) ，藏紅花素 (Crocin) ，藏紅花酸(

Crocetin) ，棍子甘 (Garderoside) ，去經棍子甘 (Geni­
poside) , 0一甘露醇 (D-mannitol) 等。過去有研究指出

Crocin對 AFBl及 dimethylnitrosamine誘導之肝損傷具有
保護作用(I)另一成份去經棍子甘 (Geniposide) 為一種

iridoidglycosi 缸，其有利膽作用，及保肝作用 (2.3) 。

而自棍子乾燦果實之甲醇粗萃取液經過乙臨反應，

再進行簡易分離步驟即可得到大量戌乙臨去經棍子甘(

P e n t a - a c e t y 1 g e n i p 0 s i d e; ( A C ) sG P之新紀合物，在過
去研究顯示 (AC) sG P 對於 AFB 1引起 C3HI0Tl/2細胞之毒性
有抑制作用(是而且對於腫賠細胞 C6 Glioma cell line 
有抑制生長之作用 (5) 因此本研究乃以 (AC) 5G P 作為材

料以探討對黃趣毒素引起老鼠之肝毒性有何影響 O 實驗

分析 AFBl引起急性肝毒性及慢性肝毒性兩大部份，為由

血清肝功能酵素之測定，肝臟中 GSH含量及 GST活性之測

定，並配合組織泠凍切并 γ-GTase focÌ 之鑑定等方面來
加以探討對肝癌他之影響 O
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、戊乙臨去經棍子甘之製備及來認

棍子甘 (Geniposide) 為棍子果實中一主要成份，其

藥理方面研究設明棍子甘具有刺激膽汁分泌，具有利膽

的作用的-10)。同時亦有報告指出棍子甘 (240 mg/kg) 或棍

子粗學取物 (1.5 g/kg) 連續處理 S.D. rat 三天後，肝

臟中 α 一 naphthol glucuronosyltransferase及 Gluta 凹
的 ione S-transferase 之活性顯著增加 (11)但對 phase

1 enzyme如 arylhydrocar力 ohydrorylase則不受影響 O

華於 Geniposide之藥理上保肝之作用，而且自棍子

果實中純他 Geniposide過程中可得到大蠶之 Acetylgeni 但

poside ，因此我們自棍子中萃取出 Penta-acetyl geni 向

posi 缸，其製備過程需先將果實中指質去除，之後再以

Butanol 及 H20來萃取、分層，取得 Butanol層後進行乙
酪先，最後以 Ethanol 再結晶，則可以得到配體體上接上

五個 acetyl group 之 Penta-acetyl geniposideo 製備流

程及 P e n t a - a c e t y 1 g e n i p 0 s i d e (( A C) 5G P) 結構見 Fig.2

O 
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呵呵4 、 戊乙臨去灣棍子甘相關之抑癌研究

本研究室曾以前述之方法自棍子果實中所得之 Pen­

t a - a c e t y 1 g e n i p 0 s i d e ( ( A C ) sG P )對 AFB1引起 C3HI0
T.1 /2纖維母細胞之毒性有抑制作用(圳;而且對 C6 Gliorna 
ce 11 腫瘤細胞的生長有抑制之現象 (5}; 另外，將 C6 Gliorna 
cell transplant至老鼠皮膚之 turnor生長也可以被
(AC) 5G P所抑制 (12 )。

L 、黃麵毒素之致癌研究

AFB IS更自 phase I enzyrne (cytochrorne P的 o rno 呵

nooxygenase) 代謝之後形成 Aflatoxin B1吟， 9 一 oxide ，

如果與 DNA或 RNA上 Guanine 7N 位置結合則形成 DNA

adduct 而傷害正常之細胞，或此 AFBl舟， 9-oxide會與

alburnin上之 lysine residue 結合而影響正常細胞蛋白

質之結構 (13) 。 L i n 氏等人 (4)發現在活躍外 DNA以 Guanine

與 AFBl結合而可得到 guan i ne 一 AFBl之共償物，若將活體外

或活體內之 DNA-AFBl共{寶物在各種不同條件下以酸水解

則可產生四種不同產物，而 AFBl峙， 9-oxide即為主要攻

擊 DNA而形成致癌姓之主要形式也為 AFBl之終極致癌物
(5) 

O 

四、去除資翹素素毒性之途徑及相驕酵素

AFBl之終極致癌物 AFBl舟， 9-oxide與 DNA. 或 RNA ，

甚至 protein結合之後則對細胞造成傷害或致癌;除了與
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這些尼分子結合之路徑外， AFBI-8.9 一 oxide可能被非酵

索性質之水解方式而形成 AFBl-8 ， 9 一 oxide(此物質仍具有

毒性 )(IU);AFBl巾， 9-oxide 如果與 glutathione(GSH)

conjugati 侃，經由 glutathione S-transferase的作用

則可代謝為 8 ， 9-dihydro-8-(S-glutathionyl) 一 9 … hydro­

xyaflatoxin產物而被排除於膽汁中(17.18)0 (Fig.3) 

Glutathione S-transferases(GSTs) 為一群 lS0 …

zymes ，廣泛存在於肝臟，能夠催 fb g 1 u t a t h i 0 n (G S H )與
親核物質結合，而使此親核性物質易於排出體外 (19) 。

許多抗氧他劑印刷， BHT , Oltipraz) 即誕使老鼠肝臟中

GSTs活性增加而抑制 AFBl終極代謝物之產生 (20) 。

五、 Gamma-glutamyl transpeptidase ('l -GTase) 及
γ-GTase foci 之表現

1 .γ-GTase之功能及出現時期

Gamma-glutamyl transpeptidase 廿一GTase;GGT) 之
酵素命名為 (EC 2.3.2.2) 能催他 γ-glutamyl group 轉

移至其他 peptide 或 L-amino acid上，而後形成新的

γ----g i U t a my lp e p t i des (21}O 自 histochemical 及 bio-

chemical 方法可以發現 γ-GTase 在老鼠也生時期 (feta l)

的 liver parenchyma中大輩出現，而在正常的老鼠
肝中則幾乎不出現{缸"仙。

2.γ-GTase異常表現時期

Fiala等人証明，經由一些 hepatocarcinogen之作用

可 induce mice 及 rat 肝臟中 GTase 之活性，而且在 p閃一
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cancer時期或 carclnorna時期均會發生 (25 仙。因此 γ-GTase

可被用來作為組織是否接生 hepatocellular carcinorna 
之早期評估指標{扑29) 並可作為細胞培養時是否變形

(transforrnation) 之評估{廿叫 O

3. Histochernistry 上 γ-GTase foci 出現之意義

根據 Mbowa MR. 等人 (1975) 研究發現將 AFB150μg/

O.lrnlDMSO以 gastric intubation 方式給予日 istar rat 
(1 星期 2次)四星期之後，在 histochernistry觀察發現在肝

臟 hyperplastic foci位置之細胞有很強的 γ 吋Tase ac­
t i v i ty(3公約。其他學者研究以多種致癌物質如 B (a) 扎扎

12 可 MBA等之 polycyclic arornatic hydrocarbons ，或扑

Buty 卜N-nitrosourea 之扑nitroso cornpounds等均會使
肝細胞中出現很多數侶的 γtT pos i t i ve foe i (37) 。而在

liver cell 中強烈出現這種 γ 一 GTase foci 的位置即顯示

受到致癌物質之毒性的表現 O

4.γ-GTase foci 的抑制

Thornas W. 等人 (1987 ， 1992) 以臨床上用來作為抗

霍亂及抗氧他所添加的藥物 1 ， 2-dithiole-3-thione 研

究發現此藥物可以 induce出維持 GSH pools 的 enzyrnes

(如 NAD(P)H quinoin reductase; epoxide hydrase; 
glutathione S-transferase 等) ;而且可以降低肝細胞

被 AFBl誘導產生之 γ-GTase foci 的數居及大小(此如 O 因此

有學者想自 chernopreventor之藥物中找尋是否具有抑制

γ-GTase positive foci 之效用，以抑制癌症早期之擴

展 O
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本實驗利用天然物棍子 (Gardenia jasminoids Ellis 
)之果實粗翠取物乙醒他所得之戊乙館去經棍子甘 (AC) 5G P 
以身管方式預先短期處理老鼠 之後再以腹腔注射方法處

理 AFBl於老鼠，結以探討這三鼠在受到 AFBl急性肝毒性作悔

之下， (AC) 5G P對此毒性之影響 O

由於棍子中許多主要成份，如 Crocetin ， Crocin及
Geniposide均被證實可以抑制因 AFBl所引起之肝毒性，問

此本研乃以活體Ci n vivo) 方式探討 (AC) 5G P 對 AFBl之影

響，並檢測老鼠之肝臟功能酵索及 Glutathione 之含量及

Glutathione S-transferase 活性變他 O
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材料與方法

1 .動物來源

Wistar strain 雄性大白鼠(蟬華約 15令 18肉體重)

購自台大醫院動物中心 以 Purina Lab Chow 為飼料，蒸

餾水不限制飲用，隨意分組方式，每組別 6 斐，均需秤重

以備藥物處理 O

2. ib 學試劑

AFB ， GS 詩， HP03 , EDTA , OPT (。由 Phthadialdehyde) ，

Tris ， Sucrose ， GSH ， CDNB(l 也 Chlor 。一 2 ， 3-dinitrobenzene)
均購自 Sigma 美國公可。肝功能分析試齊a 購自德鶴說erck

公苟， Penta-acetyl geniposide((AC)5GP) 為本實驗
室自棍子禮物果實中抽取製備而得 (40) 。

3. 動物處理

(1) 戊乙館去經棍子甘前處理 3 小時部分

戌乙臨去經棍子甘( (A C ) 5G P) 及 AFBl均溶解於少

量 DMSO ，再以二次 71<稀釋， DMSO 最終濃度為此， AFBl 濃度

為 2mg/kg Body Weig 悅， (A C) 5G P 濃度為 (2mg/kg ， 5mg/Kg
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及 10mg/kg B. 日 .)0 DMSO及 AFBl 給予方式為腹腔注射( i . p . 
) , (AC) sG P為周管餵食方式 O 實驗老鼠共分 t 組，處理方式

如下: Group 1 為 normal 不作任何處理方式 Group II 老

鼠於第是小時 i.p. DMSO(2的 O. 03ml; Group m 於第是小時

iJ . AFBl (2mg/kg B. W.) O. 03m 1; Group N 周管餵食
(A C) sG P ( 10m g / k g B. W .) 27小時後犧牲 Group V 以

( A C ) sG P ( 2 m g / k g B. 日. )房管餵食， 3小將後( ~D 第是小時)

i. p.AFBl(2mg/kg B.W.) GroupVI 房管餵食 (AC) sG P 

(5mg/Kg B.W) ，策 4小時 i.p. AFBl(2mg/Kg B.W) ，所有老鼠
在腹腔注射 DMSO或 AFBl 24小時之後同時犧牲 o (處理旅程

Fig.4)0 

(2) 戌乙臨去經棍子甘前處理 3天部分

(AC) sG P 及 AFB 1均溶於少量 DMSO 在以二次水稀

釋， DMSO最終濃度為 2%0 老鼠共分六組，處理如下 :Group 1 
為 Normal ，不作任何前處理; Group II 於第 3天 i.p.DMSO(2 克)

Group 現於第 3天 i. p. AFBl (2mg/Kg B. W); Group N 
於第 1 、 2 、 3 天分別以房管餵食 (AC) sG P (10m g / K g B. W) ; 

Group V 於第 1 、 2 、 3 天房管餵食 (AC) sG P之後，於第三

天 i.p.AFBl(2mg/Kg B. 日) ;GroupVI 於第 1 、 2 、 3 天分別以
身管餵食(A C ) sG P ( 10m g / K g B . W) ，並在第 3天問時 1 • P • 

AFBl(2mg/Kg B.W) ，所有老鼠在第拉夫犧牲(處煜流程見 C

Fig.5)0 

4. 分析項目

所有老鼠以斷頭方式犧牲取得血液分離血清之後分

析肝功能診斷酵索另一方面取肝臟分析 GSH含量及 GST酵索

活性 O
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( 1 )肝毒性分析

以肝功能診斷酵素包括 Aspartate aminotransfer­
ase(AST) , Alanine aminotransferase (ALT) , ALP , 

γ-Glutamyl transpeptidase(GGT) 作為急性肝毒性之分
析指標 O

(2) 肝臟 GSH含量之定最

檢測方法參考 Hissin等人之方法 (41)稱取肝臟 180mg ，

加入 O. 67m 1 25% HP03及 2.53ml phosphate-EDTA buffer 
均質器均質後，於 100 ， 000 xg 要力離心 30分鐘 (4

0

C) ，取

得懸浮液稀釋 10倍後，取 100μ1 OPT反應 15 分鐘( Room 
Temp. )需避光，之後以 Hitachi Fluoresence Spectropho­
tometer (F2000) 於激發波長 λex 350nm ，放射波長 λem

420nm 測其吸光 o (流程請見 Fig.6)

(3) 肝臟 GST活性之測定

GST(Glutathione S-transferase) 活性之測定像根
據 Habig等人之方法{仙，取肝臟 0.8g加入 3.2 m 1 Tr i s 叫

Sucrose buffer (pH7.5) 以均質器均質後於 105 ， 000 Xg 
還力下離心 30分鐘 (4

0

C )取得懸浮液 20μl 加入 1.5ml 之

2mM CDNB混合均勻後(以 CDNB作為 GST之受質) ，於 340nm波

長下檢測。一 1 min , 1 一 2min 之間 GST每分鐘反應之濃度;
另外取同樣量之懸浮液 (20μ 1)，先稀釋 50倍之後，取 1ml
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稀釋液加入 Protein-Assay Reagent( Bio-Rad Comp.) 
4ml 反應 15分鐘以 280nm波長檢測鼓白質之含量 o GST 活

性之表示法則以 n mole/min/mg protein) 表示 o (流程

請見 Fig.7)o

- 41 一



結果

經白血清中肝損傷指標酵案如 Alanine aminotrans 可

ferase (ALT) , Asparate aminotransferase (AST) ， γm 

glutamyl transpeptidase ('Y -GT) 及 ALP之測量，發現

當以單一劑量之 AFBl 2mg/Kg 腹腔注射處理 Wistar

品多長大自鼠 2在小時後 血清中肝功能酵索指標急遞升高

(Table1 , Table4) ，顯示肝臟機能受到傷害而將肝中酵素釋

放至血清中，造成血清中 ALT ， AST ， ALP及 γ-GT含最急遞升

高 O 而以戊乙瞌棍子甘( (AC) sG P) 不論預先處理 3小時或

3天之老鼠，則血清中 ALT ， AST ，及 ALP被黃麵毒素誘發肝毒

性所造成之升高毒性更為顯著 (Table 1 , Table 4 )，尤
其是 (AC) sG P預先處理 3小時紹，添加高劑量之 (AC) sG P 
(10mg/Kg) 組則更為顯著 (p(O.OOl) (Table 1) 。而在溶劑

控制組 (DMSO) 及 (AC) sG P高劑量單獨控制組均沒有影響，
顯示所選擇之劑量對老鼠不具肝毒性 O

進一步分析肝臟中 (AC) sG P對 AFBl影響之酵素作用

，以 10mg/Kg 之 (AC) sG P不論預先處理 3小時 (Table 2.) 或

3天 (Table 5.) 均造成鼠肝 GS旺的下降，但隨著 (AC) sG P劑
景之升高而升高;以 (AC) sG P高劑量 (10mk/Kg) 單獨處理

組則沒有差異 O 而同時以 (AC) sG P前處理 3小時對肝中 GST

之活性沒有影響之 (Table 3) ，而前三天高劑最 (AC) sG P 
(10mg/kg) 處理則造成肝中 GST活性降低之趨向 (Table 6) 
，顯示以 (AC) sG P處理之老鼠對於 AFBl造成之肝毒性並沒

有抑制現象反而有增強之效應 O
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綜合以上結果顯示預先處理 3小時或 3天之 (AC) sG P 
對於 AFBl誘發急性肝損傷可徒有促進之教應，且對 AFBl

解毒之 phase H enzyme有下降之趨向，但 (AC) sG P本身對
於肝臟並沒有毒↑生產生 o
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討論

本研究將老鼠預先予 3小時或 3天前局管餵食戊乙

臨他去經棍子甘( (A C) sG P) 再注射 AFBl，則沒有降低黃

費醫毒素所造成之肝毒性反而有促進肝毒性之現象 o 問

此以 (AC) 5G P餵食及注射 AFBl予老鼠後，血清中 ALT ， AST ，

ALP活性明顯上升 O 當以單一劑量的 AFB 1 處理老鼠後，

會使肝臟中 GSH代償性增加許多研究也証實包括 AFBl之

多種致癌物質能促進肝中 GSH含量上升{刊 o 但本實驗

結果發現，以 (AC) sG P處理時 GSH有些微下降，可能本身

對 GSH有消耗作用這結果可能與棍子中一主要成份 m

Geniposide本身會消耗 GSH 之作用相閱(哇4) 0 {旦預先

局管餵食 (AC) 5G P再注射 AFB 1後 GSH含量雖然比單獨注

射 AFBl組為低，但隨 (AC) sG P 之劑量升高而 GSH含量升高

，表示肝臟並沒有繼續消耗 GSH含量 (Table 2. , Table5) 
的於 AFBl主要的解毒作用是藉由 GST之作用與 GSH結合

，因此在預先處理 (AC) sG P高劑量再注射 AFB 1後間為 GST

活性降低，故無法促進 AFBl的代謝物與 GSH結合來減低

AFBl對肝臟之毒性，所以肝中之 GSH會隨 (AC) sG P劑章之
升高而有升高之趨向 O

由於 (AC) sG P結構中在配臘體位置帶有五個乙臨

摹 (acetyl grOup) ，因此在經過代謝後可能提供許多

acetyl group. 而由體內 Coenzyme A之結合加速脂肪酸

之合成 (Fig.8) ;另外， AFB I的代謝產物除了會被 GST催

他而與 GSH共{質結合 (Conjugation) 排出體外，也會與艙

內蛋白質如 albumin等之 Lysine residue結合而影響體
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內蛋白質之功能 (45) 並且蛋白質之合成路徑也被抑制

(46) 的此更加使艙內脂肪酸堆積在肝臟之機率變大，

最後造成肝臟之急性中毒現象 O 推測此現象可接與酒

榜因經 Aldehyde dehydrogenase 代謝後提供 Acetyl

group而使 Fatty acid堆積造成急性肝中毒原因相間 O

但本研究未作病理組織方面觀察故需進一步探討以

確實驗解 (AC) 5G P經過代謝後之產物及其他作用 O 根據

以前研究結果 (AC) 5G P對 AFBl一 induced hepatocyte 
的 DNA damage (by UDS method) 有抑制之作用，為什

麼在 in vivo ，與 in vitro 之結果相異，有待進一步

深入的探討 G 目前我們已知 (Ac) 5G P對於活他 AFBl為

AFBl寸， 9-epoxide之 Cyt P 可 450 1H A(以 erythromycin

呵呵 demethylase為 marker 仰，在8)) 沒有影響(未發表之數

據) 0 
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研究目的

本實驗向上一章部份以 (AC) 5G P跨管餵食老鼠，及腹

腔注射 AFB 1，但為長期處躍八週之後再正常飼養至四十邏，

探討 (AC) 5G P對 AFBl引起慢性致癌性之影響 O

本章研究方向有檢測肝臟功能酵素;肝臟中 Gluta-

thione含量， Glutathione S-transferase活性變他情形;

並配合肝組織切丹 H.E. stain方法觀察細胞之變先及以

泠凍切丹偵測肝細胞中 γ 寸Tase Foci 的表現程度，藉此

瞭解插子果實中 (AC) 5G P成份在老鼠活艘中長期作用後是
否對 AFBl之致癌性有抑制之作用 O
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材料與方法

1 .動物來源

時 istar R. Strain 雄性大白鼠(體還約 150-180g)

購自台大醫院動物中心以 Purina Lab Chow 為飼料，蒸

餾水不限制飲用，隨樣分組方式每組分為 6隻，均需稱軍

以備藥物處聽 O

2. 他學試劑

所需之試劑均如時 AFBl急性損傷實驗部份所述;另

外 γ-GMNA (γ-glutamyl acid-4-methoxy-β-Naphthl 可

amind) 購自 Bachem.Cal ifornia Comp. ;glycylglycine 
購自 fluka公司 ;Fast Blue BB salt購自 Sigma公司;

aqueous mounting medium 購自 Polyscince Comp. 

3. 動物處瑰

AFBl及 (AC) sG P先以少量 D惱。溶解，再以二次 7.1<稀釋

， DMSO最終濃度為此， AFB 1為 2mg/Kg Body Weig悅， (A C) sG P 
為 lmg/Kg ，及 2mg/Kgo 實驗分為六紹， Group 1 為正常紹，

不作任何處理; Group II 為 DMSO處理妞，第一週至第八過期

間每週五次腹腔注射 ;Group 直為 AFBl處理妞，方式向 Group

1I ;GroupN 為 (A C ) sG P (2 m g I K g )房管餵食組，身管處理 3 天

後再連續處理八週 (5次/週) ;Group V 以 (AC) 5G P (1 m g I K g ) 
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身管餵食 3天後，何時胃管 (AC) sG P及腹腔注射 AFB ， (2mg/Kg) 

(每週 5次，連續 8週) ;GroupVI 處理方式向上組，但 (AC) sG P 
以高劑量 2mg/Kgo 第九週開始所有老鼠均恢復為正常處理

，不作任何藥物處理，第刮過全部斷頭犧牲 o (流程兒 Fig.9)

是.分析項目

所有老鼠斷頭犧牲後取得血液分離血清部份檢測肝功

能診斷酵素;肝臟部份一部份分析 GSH含量及 GST酵素活性，

另一部份取右葉約 lcm x lcm block浸於 Co 1 d Acetone 1JO 乾
冰之中急速泠凍後儲存於一80 0C 冰箱中(可放置 2-3個月韓素

活性不變) ，以備作泠凍切并檢測 γ 一GTase foci ，第三部份肝

臟取得約 2cm x 2cm 以褔馬林圈定，以備作 H.E.stain ，觀察

肝臟組織變他 O

(1 )肝毒性分析

血液離心 (2 ， 000 勻， 000rpm;15min.) 取得之處游部份

檢測 ALT ， AST ， ALP ， γ 叮叮及 Total Bilirubino 

(2) 肝臟 GSH含羞及 GST活性之測定

分析方法如第一輩材料與方法中分析項目之 (2) , (3) 
部份 O

(3) Hematoxylin and Eosin stains (日 .E stain) 

自老鼠肝臟切取約 lcm x lc 泊，以 15%formaldehyde
solution 固定組織後，以蠟包埋其後步聽如下:
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。脫蠟後，以蘇紫木 (Hematoxy 1 i n) 溶液染 2-15分鐘，
(時間可長可短，視蘇木紫溶液之不同而各異) 0 

@以水浸洗 O

@以 0.5克鹽酸溶液行分辨染色色度，約卜5秒 O

@浸入氮 71< (71< 1000ml 中滴入濃氯 71< 2滴)至組織呈現
藍色約需數秒 o

@於流水中沖洗至少需 15分鐘 O

@染以 0.5克伊紅 Y溶液數秒至 2分鐘 O

@依次通過 80克， 90 克， 95%溺精 O

@移入 100克酒精，二申笨- 100% (1:1) ，二甲笨由

木餾油 (4:1) ，二甲笨( I ) ，二甲笨( 1I )各半分鐘 O

@以二甲著使之透明 O

@封蓋 O

(4)γ-GTase foci 檢測方法

檢測方法根據 1969年 Alexander等 (49)之方法 O 取出

預先急速冷凍之肝組織，於冷凍切伺機中 o鼠度控制刮目25 0C)

切取 8μm 之 section ，每一隻 liver切約 4-5 sect i ons , mount 
於 albumin 一 coating 之玻丹上，待梢乾之後滴上新鮮配置之

γ-GMNA Solution(~Psubstrate solution ，內含受質 γm

GMNA , Tris-buffer ， Sline ， γ-glutamyl group之接受者，

及 Fast Blue BBN salt等(配法見 Fig.10) 於室溫下反應

15分鐘後，聾於 0.85 克 Saline solution染缸中浸洗 2分鐘，

再移至 O.lM CuS。在之染缸中 2分鐘(使呈色穩定) ，再於

0.85 克 Saline solution 中浸洗 2分鐘最後於蒸餾水中浸

洗 2分鐘 O 符乾後以 Aqueous mount medium滴上蓋以蓋玻

丹，於顯微鏡下分別以 40x ， 10仇，及泌的觀察，並以顯微尺

標 (O.Olmm為一單位)量取 γ-GTase focio 所有切丹均照
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相來計算，每一組老鼠均觀察 100rnrn 2以上之切月，記錄 O.lrnrn

一 O.2rnrn ， O.3-0.4rnrn 平均直徑之 γ 一 GTase foci 數百 O 每一

組切丹均另外以不含 γ-G附A受質之 substrate solution 
依相間方式染切月以作對照另外部份切并作完以上染色

後繼續以 hernatoxilin作 counter stain以觀察細胞核之
位置 O

細胞中 γ-GTase可催他 GMNA轉移 γ-glutarnyl group 

至 Glycylglycine而與 Cu離子形成穩定之紅色皇位物質 O

(Fig.ll) 
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結果

(一)肝功能酵索及 GSH含量 .GST活性測定結果

經出血清中肝功提指標酵索 ALT ， AST ， ALP ， Total Bi 一

lirubin ，及 γ-GT之檢測發現 AFBl (2rng/Kg) 連續注射八週

(Group IV) 之組並沒有變他產生，但單獨處理 (Ac) 5G P 

組 (Group 重)及 (Ac) 5G P高劑最與 AFBl河時處理組 (Group

VI) 有差異 (Table 7) ，但此差異是在停止 AFBl及 (AC) 5G P 
處理之後 32趨所測定故此差異現象並不能表示是由欒物

處理所直接造成的 O 而肝中 GSH含量之測定結果顯示所有

組別均與正常組無義與 (Table 8)0 GST 酵素活性方面，

AFB 1及 (AC) 5G P 單獨處理組脊上升的差異， f8 AF B 1與 (AC)5的

同時處理組與 AFBl組無顯著差異 (Table 9)0 

(二)病理組鐵 H.E stain 結果

組織切丹經白白 .E stain結果發現 :DMSO注射對照組

(Fig.12) 及(A C) 5G P (F i g . 1 3 )單獨處理組之肝組織細胞均為
正常狀態;而以 AFBl注射八過組即發現有 eosinophilic

cell foci(Fig.1 哇， 15) ， (其中有一隻老鼠以肉眼可見到

nodule之病變) .顯示肝細跑在 AFBl八過處理之下出現 pre­

n e 0 p 1 a s t i c f 0 c i ; (A C) sG P (不論低劑量或高劑量)與 AFB 1 同

時處理組均發現有膽管擴張增生現象 (Fig. 凹， 17) ，表示組
織發生阻塞而致使膽管位置發生擴張 O

勻
，
1
4

「
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〈三) γ-GTase foci 檢定結果

以 GMNA為受質所染的泠凍切只結果發現，在 Normal

(Group 1 ) (Fig.19) .DMSO(Group 1I) (Fig.20) 及 (AC) 5G P 
單獨處理組 (Group 班) (Fig.21) 僅有少量 γ 一 GTase pos 卜
tive之細胞表現 前出現位置如同其它研究結果所示

γ 叫 GTase在正常成年老鼠肝臟中多在 portal tract位置
(50 , 51) 

O 

以 AFBl處理組則很明顯的於顯微鏡下觀察出強烈的

γ 寸Tase紅色里色且形成大臨域之 γ-GTase foci (Fig. 
22 );出現位覽則不限於 bile duct portal tract ，在肝跑

跑 (hepatocyte) 中也強烈出現，顯示此區域之細胞對 AFBl

之毒性有所反應而提高 γ-GTase之表現，故形成 γ-GTase

foci (Fig.23) 。以 (AC) 5G P與 AFBl同時處理組 (Group V , VI ) 
也可觀察到 γ-GTase foci 之表現 (Fig.24)o

所有切丹利用顯微鏡照相觀察再以 O.Olmm為單位之

顯微尺標 tb 對之後，計算 smaller foci (0.lmm-0.29mm直徑)

，及 larger foci(0.3mm-0.49mm直徑)之數目，每一組切丹均
至少觀察 IOOmm2，計算每 cd中 γ 寸Tase positive foci 之
數目( Table 10) ，結果發現 Group 工， 1I , IH 均無 γ 一 GTase

foci 出現 ;GroupIV , V ，明三組之 Total foci No./cm 2相近

，但 GroupIV (AFBl組)之 larger foci No./cm 2比率佔 82. 阱

，而 G r 0 u p V (A F B 1 + (A C) 5G P 1 m g I K g) , G r 0 u P VI (A F B 1 + (A C ) 5G P 
2mg/Kg) 分別為 50克及 53. 侃，顯示出加入 (AC) 5G P之後對 AFB 1 

所引起之 largerγ-GTase foci 有抑制作用 O

- 52 向



討論

血清中肝損傷指標酵素如 ALT.AST.ALP及 Total Bili 自

rubin.γ-GT活性之測量發現所有處理級別均與 Normal 組

別差異不犬，可能肝臟在經過 AFBl致癌物質的處理 8週停止

後，再經過 32週之正常飼養而有修補之能力;而部份有升高

之項目為許多 chronic feeding之下可裝產生之琨象，並不

為 (AC) 5G P之室接作用 O

自組織切丹 H.E stain 觀察可發現 AFBl 的注射給予，

可能經由代謝活先後產生對肝縮胞產生 initation ，使肝細

胞出現 initiated hepatocyte foci (50)(Fig. 刊. 15) ，如果
再繼續受到 AFBl ultimate product 之刺激則可產生肉眼

可辨識的 hepatocyte nodules (至少 2-3 mm in diame-
ter) 之組織變他(本實驗中有一隻 AFBl處瑋之老鼠肝臟有此

發現。在 (AC) 5G P與 AFBl同時處理之兩組老鼠均發現有 b i 1 e 

duct 擴大增生現象 o

自 γ-GTase foci 之觀察發現正常組及 DMSO及 (AC)s

GP單獨處理組之老鼠肝臟中 γ-GTase之表現位章可能在膽

管位置 而且極為少最此結果符合許多研究所示:正常

fetus老鼠之表現在 jejunal vil 口 pancreatic acini , 

bile ducts , seminal vesicles , proximal convoluted 
tubules 等之上皮細胞，而在 lymphocytes ， reti 間， Cho­

roid plexus中也存在 (51); 但在成年之後則降為極低，而

經過 AFBl處理後之老鼠出現強烈 γ-GTase之表現，而且在

某些{g域的細胞表現出 γ-GTase foci 之出現可作為細胞

受到 carcinogen toxin 而產生反抗的表現 O 有研究指出
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hepatocyte受到 AFBl的誘導之後會在 Oval cell 位覽嘉生
增生而且 γ-GTase表現強烈而有 hyperplastic nodule的
出現(31)。這種在者鼠嬰兒時期肝臟中大議表現的酵素本

來在成年期應極少量，但在受到多種致癌物(包括 AFBl及

其它)的刺激作用之後反而太最表現而形成 γ-GTase

foci 或 γ 一 GTase nodules 由此可以預測此 foci 之出

現與 liver carcinoma之前期發展有關 (5的7) 。

當以 (AC) 5G P與 AFBl[OJ時處理之後產生之 γ-GTase

foci 數目及大小與 AFBl組比較 (Table 10) ，發現 (AC) 5G P 
(lmg/Kg ， 2mg/Kg) 並沒有減少 AFBl所產生之 γ-GTase

foci 總數目，但是 larger foci 數自則由 AFBl組之 82.6%降

為 50克及 53. 侃，顯示 (AC) 5G P可能在 AFBl所引起 carc 卜

noma 之 promotion階段 (initiated hepatocytes至 init 卜

的ed hepatocyte nodules之階段) (Fig.25 , 26) 0 有學者
以 1 ， 2-dithio 卜3-thiones等藥物作用，發現可以降低

AFBl所引起之 preneoplastic γ-GTase foci 之數目及
體積，而使 AFBl致癌的形成減緩(如。因此本篇結果發琨

長期 (AC) 5G P的局管處理可能使 AFBl所誘導產生之 larger

γ-GTase foci減低為較小之 f oc i ，表示 (AC) 5G P的處瑋
可使肝細胞受到 AFB 1損傷的部位減輕而且 AFB 1的致癌

形成在較為 later stage時受到 (AC) 5G P抑制 O
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F i g . 1 棍子之臺灣市場品 x 1.5 

左起山棍子﹒;。這子仁(以上為野生品) ; 

水棍子﹒棍子仁(以上為栽培品)
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山棍子乾燥果實搗碎

• 

以 Ether 浸滾， 去自信質

• 

以 Butanol/ 日 20 進行 partition
• 

取 Butanol 層進行 acetylation
• 

以 Ethnol recrystallization 
• 

所得結品乾燥即為 (AC) 5GP 

5 
『4
J

H FU nu 

ouC 

O 

CEI3.coiHZ 

f
O
「
/

2 
O 

OR 

R=戶"D-2， 3 ， 4， 6把t時acetyl-glucose

Fig.2 白山棍子果實萃取 (AC) 5G P 之流程及
(AC) sG P 之結構 O
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Fig.3 Pathways involved in the metabolic activation 
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I 

E 
DMSO 

車

(AC) 5GP AFBl 

N 

(AC) 5GP 

V 

VI 
(AC) 5GP AFBl 

w t 
AFBl 

, hr 
3 24 

Fig.4Diagramlllat ic representat ion of experimental animal 
6treat irlg.Group I :Norma i diet ;Group E :DMSO (0.2紛

i p.admin istrat ion ;GroupE:AFBI(2illg/kg)i .p.; 
Gμμ;λ;弘upIV: (仙A蛇約C) sGωP(仇lOmg/
V:刊(ikbCω)sG討叭P叭(2徊mg/Kg蚓gω) g. i. 3h甘r before AFBl(2mg/Kg) i.p . 
;Groliot/1:(AC)5GP(5IIig/kg)g .i.3hr before AFBli .p.; 
GrotiDV{!:(AC)5GP(loing/ik)g .i.3hr before AFB1I .p.. 
All aniI叫s were sacrificed at 24hr after AFB11.p.. 
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工

E 

DMSO 

車

AFBI 

N 

(AC) sGP (AC) sGP 

V 
ff 

(AC) sGP (AC)sGP (AC) sGP+ (AFB) 1 

VI 
•• 

(AC)sGP (AC)sGP (AC) sGP+ (AFB) 1 

iDay 
G 1 2 3 是

Fig.5 Diagrarnrnatic representation of experirnental anirnal 
treat ing. Group 1 : Norrna 1 d iet; Group 1I: DMSO (0.2克)
i.p. adrninistration; Group][: AFB1(2rng/Kg)i.p.; 
GroupIV: (AC)sGP (10rng/Kg) gastric intubation at 1仗，
2nd and 3rd day; Group V: (AC) sGP (5rng/Kg) g. i. at 
lst.2nd and 3rd day. then i.p. AFBl at 3rd day 
GroupVI: (AC)sGP (10rng/Kg) g.i. at lst.2nd and 3rd 
day .then i.p. AFBl at 3rd day. All anirnals were 
sacrificed one day after the AFBl i.p. adrninistra­
tion. 
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liver Tissue 180mg. adding O.67ml 25% HP03 
and 2.5ml phosphate-EDTA 

• 

HomogenÎze , centrifuge at 4
0

C ,49 ,000rpm 
(100.000xg)for 30min 

• 

Take 0.5ml supernatant .addingι5ml 
phosphate-EDTA for dilution 10times 

• 

Take 100μ1 diluted supernatant sol' 口，
adding 1.8ml phosphate-EDTA buffer 
and 100μ1 OPT solution 

• 

Incubate at Room Temp. for 15 min 
(must be isolated from light) 

• 

Determine fluorescence at 420nm 
excitation at 350nm 

Fig.6 Protocol for determing the cytosol GSH concentration 
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0.8g liver adding 3.2ml Tris-Sucrose buffer、 (pH7.5)

• 

Homogenize. centrifuge at 4
0C, 50 ,200rpm 

(105.000xg)for 30min. 

• 

•• 

Take 20μ1 supernatant 
adding 1.5ml 2mM GSH 

1. 5ml 2mM CDNB pa 
ρ
L
V
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• 
• 

• 
• 

Mix , then determine the 
absorbance changes at 
340nm 

Take 1ml diluted supernatant 
solution , then adding Bio申Rad
Protein Assay Dye 4ml 

• 

(scan for 0-lmin ，卜2min) Mix. then deter、mine the 
absorbance at 280nm 

Fig.7 Protocol for deter、ming the cytosol GST activities 
and the concentrations of cytosol proteins. 
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@+~也況etylCoA

@@ 

NADPH 

NADP+ 
7 一
約 ~q妙

鴿@回

{叫ì-0>-@叫川命令Hy 戶-OH-buty削 ACD

@ 

@d側@ 側叩叫叫O叫州V圳川|
4 N可ADPH

NADP+ 

(01 

一=> &A~Ò，}-@-@{CH;)(CH川吟 butyryl (butanoyl) 
ACD 

Fig.8 Fatty acid biosynthesis from acetyl 一 CoA.
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1 Normal 

II DMSO 

l[ AFB, 

IV (AC)SGP 

2mg/Kg 

Er~.....~................'.， t.'.'.'.'...'.'.'.',..',......1 f 』....刊

F .-.J6r cl____ .Ø".____~ 

vVì~/ / / / /.//1 
h"'///////-'1 
E X.' .1 .., l' .,. :1' l' .1 .JI 

V AFB 1 +起這茲芷若

(AC)S G P 1 mg/Kg 

VI AFB 1 + ~多話可i

(ACKGP2mg/kg 

O 

~、
\ 

8 40 week 

Fig.9 Diagramrnatic representation of experimental animal treating. 
Group 1 : Norma 1 Group; Group 1[ : DMSO (0.2的 i.p. administration 
(信芸芸[3) for 8 wks(5 days/wk); Group llI: AFBl(2mg/Kg) i.p. 
(E三三]) for 8 wks(5 days/wk); GroupDJ: pretreatment (AC)~P 
(2mg/Kg) (~ )for 3 days , then gastric intubation for 
success i ve 8 wks; Group V: pretament (AC) ~P Omg/Kg) ( ~ ) 
for 3 days , then g. 卜的C) sGP and i. P. AFBl for successive 
8 wks at the same time; Group V1: preatment (AC) sGP(2 mg/Kg) 
for 3 days , then g. i. (AC) sGP and i.p. AFBl for successive 8 
wks at the same time. All animals were sacrificed 32 wks 
after the last AFBl i.p. administration. 
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Substrate Sol 'n for γ 自Glutamyl transpeptidase 
(γ 呻Glutamyl-4-methoxy呻2-naphthylamide;γ 叫GMNA Sol 'n) 

(1) γ-GMNA (2.5 mg/ml) 
(2) Tris-buffer (0.M , pH7.4) 

1. Oml 
5.0m1 

14.0ml 
10.0mg 
10.0mg 

(3) Saline (0.85%) 
(在) Glycylglycine 
(5) Fast Blue BBN salt 

Tota1 20.0ml 

p.s. Stock GMNA So1 'n 25mg GNNA dissolved in 
0.5ml DMSO and 0.5ml lN NaOH , then adding 
9 m1 dist.HzO , this agent is stable for 
3 days at 4

0

C , but the substrate So l' n 
must be freshly prepared. 

Fig.l0 Substrate solution for γ 一Glutamy1 transpeptidase 
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Cu Salt 

∞'NH2， 
.c，)l 臼H

O 

,? CH, 
/'\/\、

n NHl 

\/\J\NH co(CHtklHCOOM 

1. γ-GTase .... 
2. Fast Blue BBN 

(GMNA) 

UH 
U閃

UH N 
F
』

M
H

巴
，

Nun 
M
H
F
、

向
川
、J、

"
，
l
C

也

-TLVLJ 
咽唱團，

Fig.llγ-Glutarny卜4-rnethoxy-2可naphthylarnide (GMNA) was 
transferred the γ-Glutarnylgroup by γ 自 Glutarnyl

transpeptidase (γ 一GTase) to glycylglycine , then 
coupled prornptly with the diazoniurn salt ( Fast 
Blue BBN) to forrn a red-orange insoluble azo dye 
which was then cheleated with cupric ion to yield 
an evenrnore insolube intense red dye. ( Cheleation 
with C~ ion increased the affinity of the 
pÎgrnentfor tissue protein.) 
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Fig.12 Rat liver examined at 40 weeks. After 8 weeks DMSO 
i.p. administration(5 days/week) , then removed from 
the i.p. administration for 32 weeks (Group IT). 
H & E. xl00. 

Fig.13 Rat liver examined at 是o weeks. After 8 weeks (AC)5GP 
(2mg.Kg) gastric intubation (5 days/week) , then removed 
from the gastr ic intubat ion for 32 weeks (Group 1lI). 
日& E. xl00. 
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Fig.14 Clear cell foci and eosinophilic cell foci (arrows) 
in rat livers killed at 是o weeks. Rats were treated 
with AFBl i.p. adrninistration for 8 weeks (5 days/ 
week) , and then rernoved frorn AFBl i.p . for 32 week 
(Group IV). 日& E. x 100. 

Fig.15 The sarne section as Fig.14 H & E. x200. 
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Fig.16 Bile duct disla七 ion in rat livers (arrows) treated 
with (AC)sGP (1 mg/Kg) gastrÎc intubation and AFBli.p. 
月 dminis七ra七 ion fro 8 weeks(5 days/week) and 七hen
Feiiioved fromtt叫reating for 32~ weeks (Group V1). 
H & E. x是00.

Fig.17 Bile duct dislation in rat livers (arros) wtreated P 
with (AC)sG(2 mg/Kg) gastric in七uba七 ion and AFBl 
i.p. administration for 8 weeks(5 days/week) and then 
removed from the 七reating for 32 weeks (Group V1). 
H & E. x400. 
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Fig.18 Normal rat liver (GroupI). 8μm liver section 
was incubated with substrate s01 'n non'γγγγ閉閉咽叮.闖帽.

G叫M除附{仔咐NA. xl00. 
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Fig.20 

Fig.21 

γ-GTase activi 七y in DMSO i.p. adrninistration liver 
(Group II). Weak γ-GTase ac七 ivity (arrows) was seen 
in hepatocytes or bile duct areas. xl00. 

γ-GTase activity in (AC)5GP gastric intubaionl iver 
(Group llI). Weakγ 呵GTase ac七 ivity was seen in he叫
patocytes or bile ducts areas. xl00. 
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Fig.22 Larger γ 寸Tase focus in periportally was located 
(arrow) in AFBl i.p. administ內tion (Grouprv) he呵
patocytes. xl00. 

F 峙 .23 Strong γ 一GTase activity was seen in Grouprv hepa-
七ocytes. x200. 
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Fig.24 Small.erγ-GTase focus (arrow) in Group \l (AFBl 
administration and (AC)sGP gastric intubation 
treated at the same periods). xl00. 
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Fig.25 Possible mechanism of (AC)~P on inhibitory effect of AFBl-induced 
hepatocarcinogenesis. 
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Fig.26 Possible effect of (AC)5GP on AFB1-induced 
hepatocarcinogenesis. 
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Table 1. Effects of (AC)sGP on the hepatic function markers in AFBl-induced hepaitc 
damage. 

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

Group Treatment ALT(即!L) AST (EU!L) ALP (EU /L) r-GT(EU/d 
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一…一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一--申自串

I Normal 是0.8 土 8.9 191. 2 土 32.8 170.0 土往往 .6 1. 0 士1. 0

E DMSO(0.2%) 37.6 士 5. 在 183.0 土 48.4 175.6 士 51. 4 0.6 士 0.5

E AFB 1 (2mg/Kg) 249.5 土 96.2持 623.0 土 221.9持 203.4 土 76.9 3.3 土 0.9持

N (AC) 5GP (lOmg/Kg) 36.0 土 3.6 172.7 + 22.0 160.3 士 27.2 1. 0 土 0.6

V AFB 1 +(AC)sGP(2mg/Kg) 288.7 土 119.8 655.5 士 135.1 222.2 土 36.7 3.5 士 2.3

VI AFB 1 + (AC) 5GP (5mg/Kg) 203.0 土 103.6 437.3 士 198.0 288.3 土 100.2 2.8 士1. 2

W AFB1 +(AC)sGP(10mg/Kg) 3813.0 土 593.6月c 5251.1 士 954. 9::~ 315.7 士 34.0::: 、 4.0 土1. 5

Experimental rats were pretreated with (AC)5GP by gastric intubation for 3 hr 
before the administration of AFB1. All rats were killed 24hr after the i.p. 
administration of AFBl for the deter‘mination of serum ALT ,AST ,ALP and γ-GT 
activities. Values are means 土 S. D. , n=6. 

持 p<0.005 ， compared with the DMSO control group. 

~ p<0.005 , compared with the AFBrtreated group. 



Table 2. Effects of (AC)5GP on the levels of GSH in AFBl-induced 
hepatic damage. 

Group Treatment GSH (μg/g liver) 

I Normal 1993.1 土 240.8

五 DMSO (2%) 2051. 1 + 266. 7 

E AFBl (2 mg/Kg) 3050.7 土 483.5糊

N (AC) 5GP (lOmg/Kg) 1739.7 + 275.6 

V AFBl + (AC) 5GP (2mg/Kg) 2369.5 土 515. 7::~ 

VI AFBl + (AC) 5GP (5mg/Kg) 2779.4 土 655.8::~

W AFBl + (AC) 5GP (lOmg/Kg) 2807.6 士 572.9

Exiperimental rats were pretreated with (AC)5GP by gastric 
intubtion 3hr before the i .p. administration of AFBl. All 
rats were killed 2公lr after the i.p. administration of 
AFBl. The livers were removed and then homogenized for the 
determination of cytosol GSH levels. Values are means 土
S.D • n=6. 

持 p(0.05 ， compared with the DMSO control group. 

~~ p(0.05. compared with the AFBl-treated group. 
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Table 3. Effects of (AC)5GP on the activities of GST in AFBl-induced 
hepatic damage. 

Group Treatment GST (nmol/min mg prot.) 

I Normal 118.7 + 26.7 

E DMSO (2克) 108.在士 15.5

E AFBl (2mg/Kg) 112.6 士 34.0

N (AC) 5GP (10mg/Kg) 93.2 士 15.6

V AFBl + (AC) 5GP (2mg/Kg) 102.0 士 10.8

W AFBl + (AC) 5GP (5mg/Kg) 101. 1 土 9.8

W AFBl + (AC)5GP (10mg/Kg) 109.9 + 4.3 

Experimental rats were pretreated with (AC)sGP by gastric intuba抽
泣on for 3 hr before the administration of AFBl. All rats were 
killed 24hr after the i.p. administration of AFBl and the livers 
were minced and homogenized for the determination of enzyme act 卜
vities. Values are means 土 S. D. ,n=6. 
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Table 是. Effects of (AC)5GP on the hepatic function markers in AFBl 由 induced hepatic damage. 

GouP Treatment 

、、J
α3 

I
E

單

N
V

Normal 

DMSO (2%) 

AFB 1 (2mg/Kg) 

(AC) sGP (10mg/Kg) 

AFBl + (AC) sGp. (5mg/Kg) 

ALT (即1 1) ALP (EU/I) γ-GT(EU/L) AST (即1 1)

40.8 士 8.9 191. 2 土 32.8 170.0土4ι6 1. 0 士1. 0

37.6 + 5.4 183.0 土 48.4 175.6土 51.在 0.6 土 0.5

2在9.5 土 96.2許許 623.0 士 221.9許許 2是7.0土72.3U 3.3 土 0.9側

1. 0 土 0.642.0 土 6.7

245.0 土 118.1

159.3 土 47.8

732.0 土 266.5

142.2土26.7

273.7土82.9 1. 4 士 1.lit;2

VI AFBJ + (AC) 5OP' (10mg/Kg) 472.0 土 99.9糾 941. 0 土 228. 6::' 266. 3士70.6 3.0 土1. 2

Experimental rats were pretreated with (AC)sGP by gastric intubation for 3 days. All rats 
were killed 24hr after the i.p. administration of AFBJ for the determination of serum 
ALT , AST , ALP and γ-GT activities. Values are means 土 S.D. ， n=6. 

科 p(O.05 , 許許 p(O.005 , compared with the DMSO control group. 

~ p(O.05 , ** p(0.01 , compared with the AFBl -treated group. 



Table 5. Effects of (AC) sGP on the levels of GSH in AFBl 一 induced
hepatic damage. 

Group Treatment GSH (μg/g 1 iver) 

I Normal 1993.1 土 240.8

E DMSO (0.2克) 2051.1 土 266.7

直 AFBl (2mg/Kg) 3050.7 土 483.5許許

N “C) sGP' (10mg/Kg) 1739.7 土 275.6持

V AFBl + (AC) sGP (5mg/Kg) 2758.1 土 492.0字

VI AFBl + (AC) sGp. (10mg/Kg) 2849.5 + 212.9 

Exiperiment rats were pretreated .with (AC) sGP by gastric 
intubtion for 3 days. AIl rats were killed 24hr after 
the i.p administration of AFBl . The livers were removed 
and then homogenized for the determination of cytosol 
GSH levels. Values are means 士 S.D , n=6. 

許 p(0.05 ，拉拉 p(0.005 , compared with the DMSO control group. 

~ p < 0.05 , cornpared with AFBl-treated group. 
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Table 6. Effects of (AC)5GP on the activities of GST in AFBl­
induced hepatic damage. 

Group Treatment GST(n mole/min mg prot.) 

I Normal 118.7 + 26.7 

E DMSO (2駕) 108. 在土 15.5

E AFBl (2mg/Kg) 112.6 + 34.0 

N 的C)5GP (10mg/Kg) 93.2 士 15.6

V AFBl + (AC) sGP (5mg/Kg) 105.9 士 16.3

VI AFBl + (AC) sGP (10mg/Kg) 85.0 士 5.61:

Experimental rats were pretreated with (AC) sGP by gastric intu­
bation for 3 days. Allrats were killed 24hr after the i.p. 
administration of AFBl and the livers were minced and homogenized 
for the determination of enzyme activities. Values are means 土 S.D.
，泊之6.

~ p < 0.01 , compared with the AFBl 呵treated group. 
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Table 7. Effects of (AC)sGP on hepatic function markers in AFBl 寸ncuced hepatic damage. 

Group Treatment ALT(EU/L) AST (EU/L) ALP (即/L) T. B i 1 i. (mg/ d 1) γ-GT(EU/L) 

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

I Normal 62.7土 8.8 241.0土 34.9 119.6 土 21. 7 0.33土 0.05 O 

E DMSO(0.2%) 56.0土 1 1. 8 2是6.7 土 46.0 127.0士 19.1 0.38土 0.09 O 

E AFBl (2mg/Kg) 56.7+ 7.0 232.3土 45.7 112.9土 19.1 0.33+0.05 O 

N (AC) sGP 2mg/Kg 63.0土 10.8 358.3土 42.3# 176.3土 30.9# O. 在土。 O 

V AFBl + (AC) sGP 1mg/Kg 54.0 士 15.6 385.5 土 120.9 134.7 土 45.6 0.33土 0.06 O 

VI AFBl + (AC) sGP 2mg/Kg 69.6 土 12.9平 229. 在土 31. 3 165.2 土 23.6月:本 0.32土 O. 。在 O 

Experimental rats were pretreated with (AC)sGP by gastric intubation for 3 days , then successive 
gastric intubation of (AC)sGP and i.p. administration of AFBl at the wame periods for 8 weeks 
(5 days/week). Animals were sacrificed for hepatic function markers analysis 32 weeks after 
removal of rats from (AC)sGP and AFBl treatment. 

許 p<0.005 ， compared with the DMSO control group. 
:: p<0.05 ，本*p<0.005 ， compared with the AFBl 可treated group. 



Table 8. Effects of (AC)5GP on the levels of GSH in AFBl 可 induced
hepatic damage. 

Group Treatment GSHμg/g liver 

工 Normal 2012. 在 土 342.9

E DMSO (2克) 23是9.0 土 360.1

E AFBl (2 mg/Kg) 23是9.8 土 234.6

N (AC) 5GP (1mg/Kg) 2311.1 土 249.5

V AFBl + '(AC) 5GP (1mg/Kg) 21是2.8 土 481. 6

VI AFBl + (AC) 5GP (2mg/Kg) 2293.5 土 378.2

Experimental rats were pretreated with (此C)5GP' by gastric 
intubation for 3 days , then successive gastric intubation of 
(AC)5GP and i. P. administration of AFBl at the same periods for 

8 weeks(5 days/week). Animals were sacrificed for cytosol GSH 
levels anaylsis 32 weeks after removal of rats from (AC)5GP 
and AFBl treatment. 
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Table 9. Effects of (AC )sGP on the activities of GST in 
AFBl-induced hepatic damage. 

Group Treatment GST (n mol/min/mg prot.) 

I Normal 173.3 土 25.7

E DMSO (2%) 217.0 土 49.0

班 AFBl (2mg/Kg) 234.3 士 24.1#

N (AC) 5GP (2mg/Kg) 253.9 土 26.0許

V AFBl + (AC) 5GP Omg/Kg) 21 1. 9 土 16. 在

VI AFBl + (AC) 5GP (2mg/Kg) 233.7 土 10.6

Exper imental rats were pretreated wi th (AC) 5GP' by gastr ic 
intubation for 3 days , then successive gastric intubation of 
(AC)5GP andi.p. administration of AFBl at the same periods for 

8 weeks(5 days/week). Animals were sacrificed for cytosol GST 
activity analysis 32 weeks after removal of rats from (AC)5GP 
and AFBl treatment. 

許 p(0.005 ， compared with the DMSO control group. 
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Table 10. Effects of (AC)sGP on AFBl-inducedγ-glutamyl transpeptidase 
positive foci in rat livers. 

Group Treatment Foci No .l cm2 scetion 

smaller foci No.* larger foci No.** 

I Normal O O 

E DMSO (0.2克) O O 

車 AFBl (2mg/Kg) 1. 9 (17.4%) 9.02 (82.6克)

N (AC) sGP (2mg/Kg) O O 

V AFBl + (AC) sGP 1mg/Kg 6.5 (50克) 6.5 (50克)

VI AFBl + (AC) sGP 2mg/Kg 5.19 (46.2克) 6.05 (53.8克)

smaller foci 0.10mm 可 0.29mm in average diameter. 
larger foci 0.30mm - 0.49mm in average diameter. 

Rats were treated as described in Fig.9. 

Total Foci No. 
/cm2section 

O 

O 

10.92 

O 

13.00 

11.24 
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