
月
FF 

句悟

.1ù 研，臨
-，r崎醫院學醫山中

文

對老鼠肝中賠質過氣 f七及蛋白質

主A、
話間士頁頁

Diquat 和Paraquat 

1 i p i d liver rat on diquat 

的影響

and paraquat 

glutathionation 

of effect The 

S 申 glutathionation

士博

and protein peroxidation 

教導指

'去7
7f\ 

、
館
岫
叫
神

童
恥
糾
糾

團
組
叫
別

說
齣
僻
陷

聲
曲
棚
叫
到

韓
恥
刷
刷
油

山
滑
油E

中
巾
叫

世:王生句T

.1"1 .. 研

另一
兀

年四十八摺民華中



本論文為中山醫學院授與理學碩士學位之必備條件之一，經

中山醫學院醫學研究所碩士論文考試委員會審查合格及口試通

道 o

口試委員

私立中山醫學院院長

制

私立中國醫蕪學院副教授 沈立言博士

l 斗/'玄

-f-Lii一一

私立中山醫學院副教授

(論文指導教授)

李宗貴博士

、 \、? 這三

/?;j之女

中華民國入十四年元月十入自



誌謝

本論文承蒙指導教授李宗貴博士悉心指導，稿成復蒙多次詳加閱

改，始得Jr質利完成付梓，感謝之意，難以畜表 O 文構初成，並蒙藩松

瑞院長以及沈立宮博士指正鼓獨之處，並提供改進意見， f吏論文更臻

完整，特誌卷首，讓致衷心謝忱 o

本次論文承蒙怡鈞、琴惡、智宏、崇德協助，才提j頓利完成，於

此深誌議摯之謝意 O

實驗期間，承蒙主任的關懷，更感謝徐老師的愛護及率上老師與

助教們的關心，在此一併誌謗f 0 

最後，感謝父親及家人的支持與關心，更要感謝我的至愛…杏君

，對我的關懷與包容，顯以此微薄之成就與他們共享 O



自鋒

中文摘要. . • . • .. • • • • • • • 

英文摘要. • 

第登章序論.. . .. . .. . .. .. . . .. • . . . .. . • . .. . • . . .. . . .. • .. • . . .. . .. . .. .. • .. .. .. .. .. . .. .. .. 1 

第貳章. . .. • . . • . . . • • • . . . .. .. .. .. .. .. .. .. • . . . . . .. . • . .. .. .. . .. . . . .. .. .. . . • . . . • . 8 

一、材料. . . . . . . .. . .. .. • .. . . • • . .. . . . . • • . • . . . . . . . . • . . . • . • . . . .. • . . 8 

二、方法.. . .. . .. . . . . . . .. . . • . • • . . . . . . . . • . . .. .. • . .. .. . . .. .. . . . . .. .. . . .. • 9 

第參章實驗結果. . . . . • . .. . . • . • . • .. .. .. • . .. .. .. .. . .. . • . . . .. . . .. .. . . . . . • . . . 20 

第肆章討論. . . . . .. . . . . . .. . • .. . .. . . .. . .. . . .. . . . . .. . . . .. . .. • . . • .. . .. .. .. . .. .. . 24 

第伍章總結. • . .. . .. .. • . . .. . • .. . • • • . • • .. .. .. . . . . .. • .. • • . . . . .. . • . . • . . .. . .. • 28 

參考文獻. .. . . . . . . . . .. . . . . . . . .. . . . .. .. . . . .. .. .. . .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. . .. .. . . . .. . .. 29 

結果園表. . .. .. . .. • . . .. . .. . .. . . . . . . . .. .. .. .. . .. . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . • • . .. .. 35 

的鋒.. .. .. . .. .. .. . . .. .. .. • .. • . . • • • • • • • • .. • • . • • .. • .. .. • .. • .. • .. . • • .. • • .. • • • .. • • . 47 



摘要

為應用一可準確分析蛋白質與GSH發生mixed-disulfides

(glutathionation) 的方法於動物質驗(in vi vo) 中，來分析當老鼠處於
過氧先緊迫 (oxidative stress) 時蛋白質的變先 O 本計輩利用等電點電

~J<法 (isoelectric focusing) 可分離不同等電點蛋白質的特性，結合兔

疫西方墨點法 (Imrnuno-日ester‘n blotting) 的敏感性及專一性，提供一較

傳統方法準確立省峙的選擇 o Carbon i c anhydrase 盟 (CA 1lI)是一在雄

性老鼠肝插胞中含量高且可發生glutathionation的細胞質蛋白質，所以

在本實驗中被選為指標分子 O 過載他繁迫分別以兩種廣致性殺草劑

paraquat(PQ) 和diquat(DQ)經腹腔注射誘發 O 首先， CA III 利用闊步驟的

DEAE-trisacryl M ionexchange chrornatography純他出，其純度最少
95% 0 其次， CA III 抗血清則經白兔子來生成 O 經測試，利用此方法偵灘

CA III 的靈敏度可達20ng 0 老鼠在經PQ以20或是G時/kg 抑或DQ以85或

170mg/kg bw的劑量腹腔注射5 、 15 、的、 120 、 2的分後分別犧牲取樣

o Thiobarbituric acid-reactive substances(TBARS) 均於PQ或DQ注

射後顯著增加並呈現t i rne-dependen t response 0 血漿glutarnate

pyruvate transarninase(PGPT)活性，則分別在低劑量DQ注射後240分鐘

或窩頭!最DQ注射後的分鐘開始顯著上升 (p(0.05) ，至於接受PQ處理老鼠

，其PGPT則僅於高劑量問 (40mg/kg bw) 處理2的分鐘後，顯著較對照絡

為高 (p(O.05) 0 肝細胞內GSSG濃度則不受PQ或DQ影響 O 還原態GSH及

total GSH濃度在PQ高劑量處理2ω分鐘後顯著較對照姐為低 (p(O.05) , 

在高劑壘DQ處理組財經120分鐘後，肝摺路內還原態GSH及total GSH濃

度也顯著較低 (p(O.05) 0 CA III glutathionation在所有處理組中均無

顯著差異 O 自TBARS增加結果顯示，肉和DQ確實在肝插惚中誘發氧先傷害，

至於無法偵測到CA III glutathionation的發生，根據我們先前實驗結

果 (L 口， 1993) ，可能是由於glutathionated CA 聾發生dethiolation的

緣故，導致glutathionated CA III 在本實驗中無法偵測到有增加情形 O

關鏈詢: rats , glutathione , protein glutathionation , paraquat , 

diquat 
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S ABSTRACT s 

A newly developed method which combining isoelectric focusing 

(IEF) and immunostaining is successful in analyzing protein-GSH 

mixed disulfides formation (protein glutathionation) in rat 

hepatocytes under oxidative stress. So far , several methods are 

widely used in determining protein mixed disulfide formation , 

such as radioisotope-based method and sodium borohydride 

reduction method , but they may limit in sensitivity , specificity , 

and/or be a time consuming work. Therefore , this new method 

provides us an alternative and a power、fu1 to01 in this area. In 

the present study , we try to apply this technique to measure 

carbonic anhydrase 車 (CA m) 間'GSH mixed disulfide formation in rat 

liver by administrating PQ and DQ to induce oxidative stress. 

First1y , CA m was purified from rat liver by a two steps DEAE-

trisacy 1 說 ion-exchange chromatography and the final purity was 

at least 95趴 Then ， CA 車 antiserum was produced by immunization 

of rabbits with this purified CA 草. By this method. as 1ittle as 

20ng of CA 草 could be clearly identified. Rats were given 

intraperitoneally either prarquat at 20 or 是o mg/kg bw or diquat 

at 85 or 170 mg/kg bw and sacrifice was performed 5, 15 , 40 , 120 

and 240 min , respectively , after administration. PQ and DQ 

significantly increased the thiobarbituric acid由reactive

substances (TBARS) production and showed a time-dependent 

response. The significant effect on plasma glutamate-pyruvate 

transaminase(GPT) activity was a1so obtained and depended on time 

and dosage. GPT leakage was significantly increased (p(0.05) at 

240 min in rats dosed with 85 mg/kg bw of DQ or begining at 40 min 
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in those dosed with 170 mg/kg of DQ. However , this significant 

increase of GPT by PQ was only seen at animals treated with 40mg/kg 

bw at 2是o min. Hepatic cellular GSSG content was tended to decrease 

with PQ and DQ treatments. A significant decrease of reduced GSH and 

total GSH were observed in rats dosed with high dosage of DQ at 

120 min and dosed with high dosage of PQ after 的 min. In spite 

of the fact of increasing oxyradicals generation as indicated by 

TBARS. No detectable change of CA 草 glutathionation was observed. 

Based on the dethiolatable characteristic of S-glutathionated 

CA III (Li i and Hendich , 1993) , we , thus , propose that the 

occurrence of S-glutathionation of CA III was probably offseted by 

this reversible reaction and resulted in this protein modification 

nondetectable. 

Key words: rats , glutathione , protein mixed-disulfides , 

paraqua七， diquat. 
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第萱章序論

一、 Glutathione(GSH):

GHS是一種自三餾氮基酸研組成的小分子(γ-Glu-Cys-G1y) ，廣泛分

佈在動物、植物、微生物館胞中;在動物細胞肉，濃度更可高達O.5mM到

1 OmM (Kosower、 and Kosow肘， 1978) ，自此在細胞內是非常重要的非蛋白

質硫蠶 (non-protein thio1s);在很多細胞中， GSH經估計佔有total

non-protein sulfhydryl compounds90克以上 CDemaster、 et a1., 1984) 0 

GSH的生理功能有多種， Kosower、 and Kosower(1978) 及Meister‘(1 989)

等人報告指出， GS目的功能主要有: (一)GSH可預防過氧他物的毒性作用

，本身當作受質 (substrate) 利用GSH過氣1b酵素 (GSH perox i dase) 來移

除hydrogen peroxide或其它organic hydroperoxides;(二)GSH可與多種

外來毒物 (xenob i ot i cs) 或內生性反應物結合，透到解毒 (detox if i cat i on) 

及促進排泄 (excret i on) 的目的; (三) GHS維持細胞膜 (ce 11 membrane) 的

結構完整 (structure integrity) 及保議膜內跑器等 O

在正常或健康的知施中，其細胞內prooxidants與antioxidants間是

維持在一種平衡的磁f泉，然而當這種平衡被擾亂而傾向prooxidants峙，部

發生所謗氧先緊迫 (oxidative stress) 的現象的ies;198的;目前已知很

多他學物質均能誘使細胞產生氧他緊迫，例如paraquat 、 diquat 、

nitrofuratoin及admiramycin等 O 在細胞內，這些物質經酵索及非酵素

作用可產生多種具有很強生他活性的reactive oxygen species(ROS) , 

例如superoxideanion 、 hydrogen peroxide 、 hydroxyl radical等 O 細

胞在正常狀況下，其防衛磯制能代謝或移除這些產物，相反地，如這些

產吻過多無法順利清除而造成不可避氧他傷害 (irreversible oxidative 

damage) 時，將使姐飽受損或死亡 O 氣f七緊i車時GSH~P扮演一抗氧先頭!角

色 .GSH藉自glutathione過氧先酵素偉先來移除ROS '同時本身轉變成

glutathione disulfide(GSSG) ，被後GSSG再出GSH reductase將其還原



disulf ide (GSSG) ，然後GSSG再出GSH reductase#等其選原閏GSH(Meister ，

1989) 0 GSH在去毒作用 (detoxification)里，與過氧f七靈和有繞過氧f七物

反應式如下:

2GSH + R-O-OH • GSSG + H2 0 + ROH 

以紅血球為例 (Mi 11s , 1957) , GSH~P有維持紅血球的正常結構，並立保持血

紅蛋白的亞鐵狀態的功能 O

還原態GS自由於擁有一個硫蠶萃，所以它同時也是一個蔬氫根緩衝齊ll(

su lfhydry 1 buff er) ，主要是用來保持紅血球之半就胺酸 (cysteine) 殘暴

和其它紅血球蛋白質於還原憨 O 除此之外， GSH也可以調節細胞代謝與生

長，並保持飽飽的正常生理功能 O 甚立Stall等人於1992年報告中更指出

, T cells中的GSH濃度與H凹的感決有關 O

二、接白質 S-thiolation (Protein S'吋

當細胞處於氧f七緊迫峙，蛋白質內具有活性的硫氫基 (reactive

sulfhyduyls) 可和細胞內許多低分子最磁醇 (low mocular weight thiols) 

例如GSH 、 cysteamine及服氮酸 (cysteine) 等反應形成protein

S-thio1ation' 又可稱為mixed-disulfide exchange' 此反應為一可扭住

(revers i b 1 e) 反應，在許多報告中被認為是當描飽處於氧他緊迫峙的一種蛋

白質修飾 (modification) 作用 (Brigelius ， 1985;Ziegl肘， 1985) ，其功能為

調節街跑內酵素的活性(G i lber吃， 1982; Ziegler ， 1985) 或保譯名因腹內蛋白質

兔於氧他緊迫將所導致的破壞 (Brigel ius , 1985) 0 

在前述細胞內低分子量蔬醇筒，其中又以GSH的濃度最高，可達毫真耳濃

度 (Kosower and Kosower , 1978) ，還超過cysteamine和cysteine甚多 (Carc峙

, 1988; Demaster .1984) ，所以在論及protein 心的 iolation峙，大多認為發生

在protein sulfhydryls及GSH間是最重要的一種，因此本文討論protein

S-thio1ation峙，主要是針對此種反應，因此又稱為pr吭eirl

S叫glutathionation 0 

2 



蛋白質S-thiolation對酵素活性調節的莖要性，可以葡萄糖代諧調節

作用為例 C8rigel ius , 1985) ，當飽飽處於氧他緊過時，葡萄糖-6-磷酸脫

氫酵素 (glucorse-6咀phosphate dehydrogenase) 之活性可被mixed-

disulfide exchange所激他 (8rigelius ， 1985) ，故葡萄擴代謝將偏向磷酸

五碳髏路徑 (pentose phosphate呻pathway) ，以產生足蠢的NADPH來配合GSH

還原酵素的SH r、edutase) 作用，以保議組飽內蛋白質兔受氧他緊迫所致的

不可逆傷害 O 反之，利於糖解 (glycolysis) 的韓素t眩目磷酸果糖激素(

phosphofructokinase) (Gilber吃， 1982) 及丙觀酸激素 (pyruvate kinase) 

(van8erke1 et a1. ， 1973) 括性則被抑制 O

雖然， protein S-哺"吋-哺

， 19認85日) ，但留於其傳統分析方法並不夠靈敏且不夠專一，因此在進行這方面

研究峙，常會受到一些限制，所以本實驗室利用一種最近被設計出同時兼具

專一位且靈敏度的方法 (Lii & Hendric , 1993;Lii et a1. ， 199位，來探討

蛋白質在過氧先緊迫可能發生的修飾作用 O 其原理乃利用GSH在正常生理

pH狀況下，攜有一浮負電荷的lutamate上有一個NH~和coo- ，在glycine則

有一個COO-) 0 所以當GSH和蛋白質形成mixed-disulfides峙，將造成蛋白

質多帶一負電荷，因而改變其等電點;且是農多GSH分子與蛋白質反應，將

導致更進一步改變蛋白質的淨電荷，因此glutathionated protein與原先

末和GSH反應的蛋白質，將可被IEF所監分，而且結合不問GSH分子數目的蛋

白實將分別沈澱在不悶位置上 o 此時，如能更進一步把IEF區分後之蛋白質

，使用西方鑫點法(日estern blotting) 轉移到臨酸纖維膜上，再利用兔疫

抗体的專一位來染色，將是研究protein-GSH mixed disu1fides非常有致

的實驗方法 O

3 



三Carbon i c anhydrase JH (CA JH ) :按駿富于酵素

Carbonic anhydrase是本質是章中被選為探討protein S-thiolation 

的指標分子 o Carbon i c anhydrase於1935年出F. Vlroughton當先在肌肉組

織中發現;至目前為止，已有多種CA的異構物 (isoforms) 被分離出(

Tashian , 1987) ，其中謹有CA 1 、 E 、車的特性較被確定 oC且是鐘內負責

CO2水解 (C02 + H 20 ←→HCO已+ H+) ，達到促進血液運送及排除二氧先碳

白地的主要韓素 O 其中CA 1I存於大部份組織中，因具有最高轉換數

(turnover number)(1X1OZoiUsed所以是CA isoforms中擁有最大活性
的一種 (Tashian ， 1989) ;CA 1 主要存於紅血球中，其活性大約是CA 1I 

的16% 0 CA JH 則直到1977年才從雞和羊的骨路肌組胞中被分離出徊。lmes ，

1977) ，比後，臥車也分別於不聞組議和組胞中被確認出 (Tashian ， 1989)

，但是只有肝臟及紅肌肉 (red skeletal muscle) (type 1 fiber) 含量最

蠶富 (Holmes ， 1977) 0 Carter等人於1981年則發現老鼠肝中CA JH 濃度存有

極大的性別菱異，公老鼠肝中CA 車 (Carter et al. ， 1981) 含量可估全部

可溶性組路費蛋白質 (totle soluble cytosolic protein) 的5---侃，而

母老鼠肝中的CA ]]I其u僅有公老鼠的3---7每 (Shiel et al., 1983) ; CA 宜的

活性經估計約只有CA 1I活性的1---2寬 (Tashian ， 1989; Holmes , 1977) ，因
為如此低活性，才造成CA ]]I必需在肌肉及肝中大暈合成，但是為何肝飽

飽不去使用其高活性的CA草，而利用CA ]]I呢?是否表示CA ]]I在肝中尚有

其它角色，目前有報告指出CA質可能在維持酸鹼平衡 (acid呻base

homeostasis)上有靈要角色 (Carter ， 1987) ;除此外，對CA ]]I的生理及生

先角色，目前則尚未完全清楚 O

由於， CA ]]I在公鼠肝中大量存在與低活性的事實，加上CA ]]I又可以發

生一可道性的S-thiolation/dethiolation(Chai et al. , 1991) ，因此，

CA直是否可混在氧1b緊迫防禦系統 (oxidative stress defense system 

)中蛤演菜種角色，徑自與GSH或GSSG的合作來鴻捉ROS '進而降低這些ROS

對錯飽造成更濃重的傷害 o

是



四、 paraquat和diquat:

paraquat(1.1-dimethyl-哇， 4-bipyridi 1 ium chloride ' PO) 和diquat

(1.卜的hylene-2' 2-bipyridilium chloride' DO) 此兩種類似物，均
屬於目前仍廣泛使用于全世界的廣致性除草劑，由於曾有誤食中毒與自

殺死亡的報告 (Smi th et a 1. , 1966; Bu 11 i vant , 1976) ，才被人注意到其
對人体的毒性 O 但是，到目前為止，其毒性產生機制仍未完全被確認 O

一般認為，其氧他還原循環 (redox Cyc 1 ing) 特性是最可能的原因 O

曝露在此兩者他合物高劑量中，會對肺、肝、腎造成傷害 (Smith & 

Heal th , 1976) ，例如; PO主要對辦產生傷害(由淤其選擇性堆積) ，也可

能對肝膽產生不良後果，另一方面DO主要造成肝脅性，尤其在Vit E和磁

缺乏動物 (Burk et a1., 1980) 0 PO和DQ在細胞內經cytochrome p450代謝

峙，透過redox cycling能快速轉換一個電子與0 結合而產生superoxide

anion (Bus and Gibson , 1984) ·進而刺激脂質發生peroxidation(Bus et 
a1., 1975; Burk et a1., 1980) ，造成細胞傷害 O 除此外，其它經PQ或DO

造成的傷害，尚包括抑制。其在合戚、細胞骨路擾亂 (Li & Chou ， 1987)及降

低脂肪酸合成 (Keeling et a1..1980)等;然而，在一些研究報告中也曾

指出控PQ處理後，並未發現會增加lipid peroxidation的產生速率 O

出於GSH是獨胞內重要的抗氧他分子，因此間或DQ投與後，與GSH闊的

互動關係 9 曾引起多人興趣 O 根據Brigelius等人(1982)研究指出，經PO

處理後， PQ對GSH造成的作用有以下可能: (一)降低肝中GSH濃度; (二)增加

GSSG釋放至擔汁中; (三)增加與蛋白質形成mixed disulfides 0 然而PQ或

DQ造成的氧他緊迫是否影響protein S-thiolation '在眾多報告中並不一

致， Brigel ius等人(1982) 指出悶在利用肝灌注方式 (liver perfusion) 下

，可增加蛋白質S-thiolation發生有50%之多， Nakagawa等人(1992) 則報

告說肝細胞如果先以GSH r、eductase抑制劑BCNU(1 ， 3-bis(2-chlor、oethyl卜

卜nitrosourea) 處理，再曝露於DO下，則可以增加跑內蛋白質發生

S-thiolation '然而也有其它研究指出， DQ並不能導致蛋白質發生

5 



S-thiolation' 縫使以BC叩頭先處理，結果也一樣 (Rikan & C剖， 1992) 0 

L i i等人 (992) 曾針對PQ對CA 車 -GSH mixed disulfides的影響進行

實驗，他們利用老鼠以腹腔注射方式給予10mg/kg body weight的悶， 8小

時後，取出肝臟來分析 O 結果發現，在此間量下控制、時處理，並無CA 1II 

-GSH mixed dis~lfides增加的現象 O 他們認為可能原因有二: (1)由於內

的主要昆標器宮 (target tissue) 是蹄臟並不是肝麟，經投與後可能大都

份的PQ將賞?積辦中，因此減少肝細胞受內的影響，尤其在此低劑量投與時

O 何一實驗中，此結果與PO對肝細胞脂質過氧先物 (TBARS) 及GSSG濃度的

影響是一致的，那沒有氧他緊迫產生 o (2) 蛋白質-GSH mixed disulfides 

的形成是有可能發生，但由於它是一早期發生的反應，發生在注射後不久

，所以在經過8小時處理後，可能大部分早期形成的CA 1II吋SH mixed 

disulfides已被選原 O 據Chai等 (991) 報告指出， CA 1II -GSH mixed 

disulfides的形成是可逝的 O

鑑於先前實驗結果，本實驗因此將PO劑量提高至20或40mg/kg body 

weight '如此將和其它人研究PQ毒性時所使用劑量較為接近 (Burk et a1. 

, 1980; Keeling et a1., 1982) ，另外，自嗓器官在肝細胞的DQ也將向時

加以測試，且在注射後的不同時閱 (0 ， 5'15' 的， 1訟， 2哇。分)分析CA 匪

的變他 O
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五、 CA 11I與等電點電泳法(i soe 1 ectr i c f ocus i ng , IEF')和兔疫西方鑫點法

(l mmuno- V/es ter、 n blotting) 

近來，利用 IEF' SÌ在結合Immunoblotting已成功的被利用來偵測

glutathionated carbonic anhydrase llI (Lii and Hendrich ， 1993); 此;去

乃基於IEF'可分離不何等電點蛋白質的特性，結合Immuno- V/estern

blotting的專一位 (speicifity) 和敏感性 (sensitivity) ，並證證實此方

法較傳統還原法和銳問位素法，可吏準確進行定量和定性分析，利用此法

，僅須極低蠢的CA 11I就可被準確偵j站出 O 由於CA 1II具有二個&t氫萃，因此

其Glutathionated form計荷爾型:一為partially modified form '另一

為fully modified form '其等電點分別由選原恕的7.0改變至partially

或fully的6.4或6.1(Rukutan et a1., 1989) ，因此在IEF'下可以被明確分

離 O

由於CA 1II擁有活性的踩氫基可與GSH形成mixed disulfides '旦公鼠

肝細胞又有大量的臥車存在 O 因此，本實驗郎利用CA直為實驗對象，利用

等建點電泳法結合兔疫西方墨點法，進行探討CA 11I於老鼠接受PO或DO處理

後，是否發生蛋白質glutathionation?並進一步了解此反應之發生與GSH

狀態閑之交互關保 C



第貳章材料和方法

一、材料 (materials) : 

Paraquat ， iodoacetamideCIAM) ， benzamidine ， leupeptin 及

phenylmethylenesulfonyl fluoride(PMSF) 購買自 Sigma Chernical 

Co. 的SA); diquat dibrornide購自 Chern. Service(USA); Peroxidase 

anti-rabbit IgG kit來自 Vector Laboratories(USA); Arnpholytes購

自 Pharmacia LKB(USA); Gel Bond來自 FMC CO. (USA); NetFix購自 Serva

Biochern Inc. (USA); 1 ， 1 ， 3 ， 3-tetramethoxy-propane來自 aldrich

Chem i ca 1 Co. (USA) 0 其它所有藥品皆為試藥級 (reagent grade) 
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二、方法 (Hethods)

(一)、 Carbonic anhydrase 車 (CA nr) 的純1b

按住Sprague-Dawley老鼠肝被用為分離CA宜的來源，純f七方法{系

很據Chai等在1991年所發表，為一分兩階段的DEAE-trisacryl H 離子

交換層析法 (DEAE自trisacryl H ionexchage chromatography) 0 雖然

利用此法僅有10克左右的CAnr 可被純先出來 ， i旦出於肝中含有大量此蛋

白質，所以其產量足夠抗血濤的生產及其它用途 O

(二)、免疫血潰的生產:

300微克的純f七CA nr 先以1 : 1比例與Freund's complete adjuvant 

混合成1. 5則，分別經背部皮下注射入三隻六舟齡的雄性New Zealand白

兔，經二遍後，再以等蠢的CA nr 與Freund's incomplete 

adjuvant (1. 5ml)以 1 : 1 比例混合，進行補強注射 (booster injection) 

O 抗血清則於補強注射二週後，以每二捏一次的方式，分別從兔子耳

靜脈探黨 oC其中Anr 抗麗的力{賈 (ti ter) 利用點兔疫分析法的ot

immunoassay) 來測驗的bata & Cher池， 1988) 0 抗麓的專一位(

specificity) 則以純他CA nr 及商業生產的人類紅血球CA I及CA II 

來檢驗 O
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(三)、老鼠氧他緊迫 (oxidative stress) 的誘發及樣品準備

八週齡雄，控Sprague-Dawley老鼠也成大醫學院提供，留置一週後

，分別由腹腔注射20或是Omg/kg body weight的Paraguat以及85或170

mg/kg body weight的Diqu前，控制組則予生理食鹽水注射 O 老鼠

分別於注射後5 ， 15 ，心， 120或240分鐘，以乙瞇 (ether) 麻醉(每組4雯

，自頸靜脈(jugular vein) 取1ÍIL5ml ;肝臟則經肝門廠以在℃生理食

鹽水灌洗方式洗出血液後取出 O 血液收集於含抗凝血劑(仇te前tr、asod刮II叫叫II叫朋m n i 

EDTA扣; 1mg/r叫n叫i此1 blood) 的試管中，並於30∞O∞Or叩pm下離心1臼5分鐘，血漿將

用來分析g剖lu叭i比七amat胎e-剛"咱.酬中.闕.

出後篤上在液態氮中予以F仟r‘e臼ez扭e呻叮clam盼tpe吋dSI並冶轄碎，然後豎於-80 0C冷

凍攘中，直至分析 O 用於分析指質過氧他物 (TBARS) 或GSH/GSSG濃度

靜靜本，將取0.5g磨碎的肝臟均質於5ml 50mM potassium phosphate 

buffer(pH7.0) 中 O 分析CA 1lI -GSH mixed disulfides的樣品，則是

以0.5g磨碎的肝臟均質於10ml HEPES Buffer(pH7.4) 中，此buffer並

含有5mM ED凹， 5mM EG凹， O.lmM Phenylmethylsulfonyl Fluoride 

(PMSF) , 1mM benzamidine '4ug/ml leupeptine及50mM iodoacetamide 

(IAM) ，至於將以DTT(dithiothretol) 處理的樣品質u不含IAM 0 樣品中

蛋白質的濃度均以Lowry等報告的方法來測試(1951) 0 
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(四)、 CA][ S-thio1ation (glutathionation) 分析

0.5g肝臟加入5ml 20mM HEPES接宿液 (pH7.4) ，內含5mM EDTA 、

5mM EGAT 、 O.lmM PM缸， 1mM Benzamidine及在ug/ml 1eupeptin' 以

Teflon-glass homogenizer均質後，取出適當量分別馬上加入500mM

IAM或300mM dithiothreitol(DTT) 以10:1比例混合，前者貴暗處反應

15分鐘，後者則在30
0

C水浴30分鐘，隨後兩者於是℃下以10000xg離心

15分鐘，取出上層液，經蛋白質分析後，把等量蛋白質依Li i and 

Hendr寸 ch (992) 之方法，利用等電點霆泳法分離還原態及與GSH形成

mixed disulfides的CA][ 0 

等電點電泳法描述如下:將厚度為0.8帥的電泳膠丹(含4%

acry1amide及2%LKB ampho lytes '其中ampholyte是以5份p的自8的

ampholyte混以1份pH是由6 ampho 1 yte) ，準備在附有NetFix的GelBond

上 O 設好電壓電流後，先預跑十分鐘，再將樣品加入sample We11sr祠

，接著跑五十分鐘(電壓設定在1500V;電流及功率則依膠井大小，分

別以2.75mA/cm及1.125w/cm gel width設定) ;五十分鐘後，停止電泳

並將gel放入co1d 0.7%acetic acid溶液中，與臨酸纖維膜密合，隨

後再以0.7% acetic acid(4 0

C) 為移轉緩衝液，在100伏特廚定電壓條

件下跑100分鐘 O 隨後取下路酸纖維顱，利用anti -CA][ ant iserum及

peroxidase anti-rabbit IgG kit依兔疫染色法 (Lii et a1. , 1993) 

來顯色 O 首先以blocking buffer(norma1 goat serum) 在37
0

C下水浴

1衍，然後用buffer A(含0.15mM NaCI , O.l% Tween-20及25mM Tris) 

挽回次後，再依次分別用CA J1I抗血清、 biotinylated secondary 

antibody及avidin-peroxidase complextt37
0

C下培養1hr;每次處理

問並用buffer A;洗四次，一次5分鐘 O 最後則以含0.012 %H 0 及0.01 % 

3 ， 3叫iaminobenzidine的溶液來顯色 O 額色後每一代表不問CA ][形式

的條帶，其顏色增滅，即可利用 image analysis system來測試，並依

此計算出CA J1I於氧他緊迫時，有否形成CA][ -GSH mixed disulfides 0 
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(五)、脂質過氣先 (lipid peroxidation) 

u 原理:

利用脂質過氧f七產物malondialdehyde(即在) ，在酸性環境下，

可與二分子的iobarbituric acid(TBA) 縮合成一紅色物質，在

excitation 515nm及emission 555nm下，利用螢光光譜儀測

蠢的A的濃度 O

B 、方法: (Fraga et a 1. , 1988) 

(1) Standard: 首先將1， 1, 3, 3.國 tetramethoxypropane(珊的調配成

濃度為100u說，並取癌當量如C所述 O

(2) 樣品 :0.5g肝臟均質於5ml 50mM potassium phosphate buffer 

(pH7.0) 中，取O.lml均質液加上0.4ml 50mM potassium 

phosphate buffer‘使成0.5ml 0 

(3) (1)及 (2) 分別依次加入0.5ml 3% SDS"2.0ml O.lN HCI"0.3ml 

10% phosphotungstic acid及1ml 0.7荒山iobarbituric acid 
並混合均勻 O

(4) 在海水中30分鐘 O

(5) 冷卻後，加入5ml 1-butano萃敢MDA 0 

(6) 以3000rpm離心15分鐘，敢上層液 O

(7) 在excitation 515nm及emission 555nm~tl其濃度 O

(8) 濃度以每mg蛋白質有多少nmole MDA產生來表示 O

C 、標準曲線:利用100uM TMP來製嘴

50mM PPi(ul) 0 的。在50 475 495 497.5 的9.5

100uM TMP(ul) :500 100 50 25 5 2.5 0.5 

nmole 50 10 5 2.5 0.5 0.25 0.05 
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(六)、 GSH/GSSG分析: (Reed et a1., 1980) 
品、原理:

(1 )Perchlor、 ic acid (PCA) 的反應

先利用PCA使姆拉蛋白質沈澱，如此酸溶解的GSH及GSSG郎溶於PCA

溶液中，將PCA溶液取出即可用來分析GSH 0 PCA之所以被使用於

酸液，是由於還原態GSH在PCA溶液中較不易自行氧他成GSSG 0 

(2)Phenanthroline可將鐵去除，避兔GSH氧倍。

(3) Iodoacetic acid(IAA) 的反應:

與GSH結合後，給予GSH帶一負電荷，使其在HPLC中能比GSSG早分

離出來。

o 0 
GSH + IC也是-0日一→ GS-CH2 -ιOH + HI 

(在) fDNB的反應:

可與該氫反應，再利用UV detector、{貞觀!。

(5) 在HC03 反應:中和酸液成微鹼性
HCL04 + KHC03 →恥 C03 + KCL04 

• 

CO2 + H2 0 
8 、標海品史學悔:

(1)竊取GSH 0.0017g或GSSG O. 0036g 0 

(2) 溶於100ul 5克PCA(含2.5mM Phenanthroline) 中 O

(3) 取 (2) 溶按10ul溶於490ul 5克PCA 0 

(4) 取 (3) 溶液100ul溶於900u1 5%PCA 0 

(5) GSH與GSSG最終濃度則為50uM 0 
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C 、樣品準爾:

(1)取0.5g肝臟均質於5ml 50mM potassium phophate buffer(pH7.0) 
中 O

(2) 取的Oul肝駿均質液以1:1比例與10% PCA(含2.5mM Phenanthroline) 

混合，靜賣15-30分鐘 O

(3) 以在000-5000rpm離心3分鐘 O

(4) 故土層液 O

D方法:

(1)取standar廿或sample400ul O

(2) 加入的ul IAA(2的mg/m l) 0 

(3) 緩慢加入potassium bicarbonate直到不起泡為止 O

(在)置於暗處15分鐘後，取出加入440ul 3月PDNB (溶於100% ethanol 中)

並?長盪混合 O

(5) 泠藏至少8小時 O

(6) 取出並於5000rpm下離心3分鐘 O

(7) 取上層波並以syr i nge f i 1 terÌ益濾 O

(8) 以HPLC分析 O

1是



(七)、 Glutamate時pyruvate transamÎnase(GPT) 活性分析

(A) 、原瑋:

GPT 
2咱oxoglutarate + L-alanine <…予 L~glutamate + pyruvate 

+ LDH. ..._. 
Pyruvate + NADH + H'+(…)- lactate + 軒在DT

(B) 、方法:

(1)從老鼠頸靜脈抽取血液5剖，並i投集於含抗凝血劑 (tetrasod i um 

EDTA;lmg/ml blood) 試管中，置於室混2小時後，以3000rpm離心

15分鐘後，取出血漿。

(2) 利用GPT assay kit(Sigma Chemical CO.) 來測定。

Reagent A: 

L-alanine(1040mmole/L) 、 phosphate buffer pH7. 在(104mno 1 e/L) 

、 NADH(0.234mmole/L) 、 LDH (1560 U/L) 

Reagent B: 

2-oxoglutarate(234mnole/L) 

(3) 以d.d.H2 0作blank 0 

(4)將2.5mlreagent A ~ 0.25ml reagent B及。 .5ml plasma混合，在

25
0

C恆溫下於3是Onm測定四分鐘。

(5) 利用下列公式算出血漿中GPT活性:

GPT(U/L)=(~A/min x TV x 1000)/(6.22 x LP x SV) 

TV : total volume (m I) , SV=sample volumne (m l) 

6.22 :在 340nm 峙， NA闊的millimolar absorptivity 

Lf : 1 ight path (1 cm) 

GPT(日IL)=(~A/min x 3.25 x 1000)/(6.22 x 1.0 x 0.5) 

三 (6A/min) x 10是5
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(八)肝中 α-Tocopherol 測定

取肝臟 (0.7-1 g) 
i 加入5x 20mM potassium 

• phosphate buffer (pH=7.0) 
均質

• 
敢1. 5ml均質液

↓加入。 5叫 2間 ascorbic acid 
1ml absolute ethanol 

f辰盪混合1分鐘

• 
70

0

C下71<浴5分鐘

|加入1ml 10N KOH 
• 

振盪混合1分鐘

• 

70
0

C下水浴5分鐘 (saponification)

• 
泠郤

↓加入4鉗削m叫i 肉<an

振盪混合1分鏡

• 
4000rpm離J心5分鐘

16 



!故土層波

• 

JJnn-Hexane 3ml再一次學取

• 

4000rpm離J心5分鐘

• 
將兩次上層液混和

• 

周內i吹乾

• 

加入O. 在mlmethanol

• 

HPLC分析
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(九)、蛋白質濃度測定:以Lowry (1 951) 等報告的方法來分折

扣樣品來源:

(1)瑕。 .5g肝臟加入5m1 50mM potassium phosphate buffer(pH7.0) 

並均質 D

(2) 取30u1均質液加入等最10克 Trich10r、 ic acid (TCA) ，靜置30分

鐘。

(3) 以凹， 000rpm離心3分鐘 O

(在)捨去上層液，加入1ml 1N NaOH將沉澱蛋白質溶解 O

8 、標準曲線製儒:

(1)稽取BSA(bovine serum albumin) 使在d.d.H2 0中成1mg/m1 0 

(2) 在280nm下~~rr其吸光{壺，現假設其吸光值為0.493 0 

(3)BSA之忍之0.667
晨5先前所調配BSA溶液為實際濃度O. 在93/0.661' .0. 77mg/m 1 0 

(在)取875u1 BSA溶液加入125u1 8N NaOH使成為1N NaOH-BSA溶液，此

時BSA濃度將為0.65mg/m1 0 

(5) 最後再以濃度為0.65mg/m1的BSA溶液772.2u1加上227.8u1 的1N

NaOH溶液，使BSA最後濃度成為每m1含有0.5mg 0 

(6) 標準曲線:

1N NaOH (u1) 100 96 92 88 84 80 76 72 68 6是

BSA(ul , 0.5mg/ml) 0 4 8 12 16 20 2是 28 32 36 

BSA (Ug) 0 2 是 6 8 10 12 14 16 18 
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C 、蛋白質濃度測定:

(1) Standardf衣襟準曲線製嘴，蛋白質樣品則取適量，但最終體積則

為100u1 '知不足100ul則以1N NaOH來調整 O

(2) 加入200uld. d. H20 0 

(3) 加入100ul如下混合液 :25% Na 2C03 、 2% Na-K-tartra怡、 1% CUS04 
分別以8:1:1比例混合。

(在)室溫靜萱十分鐘。

(5) 1J日 1ml Folin reagent(Folin: 民 20=1:19.5) 0 

(6) 37 0

CJ.K浴20分鐘 O

(7) 室溫下冷卻。

(8) 用分光光譜儀， ñ~波長660nm下頭rr其吸光{直 O

(十)、統計分析:

統計分析將以analysis of variance(ANOVA) 來分析，並以
Student's 廿test來jRIS式處理問顯著差異效果 (p(0.05) 。
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第參章實驗結果

一、 CA 草抗血清靈敏度之分析:

本實驗使用不同劑量 (2.5-240ng) 的純他臥車，首先利用等電點

電泳法 (IEF) 將蛋白質分離後，再以西方還點法 (Wester‘ n blotting) 將

之轉移到臨酸纖維膜上，並利用臥車 antiserum來偵樹(崗一) 0 結

果指出僅需20闊的CA JI[便可偵測出 O

二、臥車發生glutathionation後在電泳膠月上移動型態:

不閻公glutathionated CA JI[型態，在電泳下的移動型態及位置

如圖二所示， lane1及2使用純先CA JI[ , lane 3'"'"'5則是肝臟均實液，

從圓形明顯看出CA 直在兩種不同來源下，在IEF gel上移動型態完全

一致;換富之，在20mM GSSG處理下， reduced C在車可轉變成

partially及fully 公glutathionated型態(由於glutationation導致

pI值改變) ，至於肝臟均質液如用GSSG處瑋後再以DTT還原(l ane 5) , 

則原先為partially及fully 心glutathiolated CA JI[均持失不兒，而

reduced CA JI[則恢復原狀，並與lane 3未經任何處理者完全相同 O 在

本實驗中亦觀察到以GSSG處理的純他CA JI[(l ane 2)' 在partially

S-thiolated位置上，共出現兩條bands '其中一個較淡，一個較深，

此兩種partially s-thiolated bands的出現，指出CA JI[擁有兩個有

活性的蔬氫萃，並且這兩個蔬氯基活性並不相間，其中一個硫竄基較

另一個硫氫基活性為高 (Chai et a1., 1991) 0 

20 



三、 PQ或DQ路質過氧他 (lipid peroxidation) 作用(留三) : 

在肝臟中，不論是用PQ或DQ處理，均可誘發thiobarbituric

acid-reactive substances(站在RS)增加，其中DQ處理組(屬三B) ，在

的分鐘後，路質過氧f七無論高或低劑量皆明額較對照姐為高 (p(0.05)

o PQ處理組(圖三A) ，路質過氧他則在120分鐘後才顯著增加 (p(0.05)

O 至於不[司劑量悶悶對TBARS的比較，別種在處理2的分鐘後，高劑最

PQ處理握其TB且RS生成明額較低劑量PQ姐為高 (p(0.05) 。不同劑量DQ對

TB立RS的生成員u無差異 O

在肺臟中，不論使用PQ或DQ處理(區四) ，隨贊過載他情形與其在

肝臟相似，均隨時筒增加而增加，與肝臟結果不同者，為內在肺臟所

造成的傷害較DQ為高 O

心臟方茁則與肝臟結果相似(圖五) ，郎的脂質傷害較PQ為高 O
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四、 PQ或OQ對血漿中glutamate-pyruvate transamÎnase(PGPT) 活性之

影響:

GPT leakage是肝臟受損程度的一種指標;結果指出，在高聲rr量PQ

(留六A ， 40mg/kg bw) 處理2哇。分鐘後， PGPT較對照組顯著增加 (p<O.05)

，而低劑量PQ(屬六A ， 20mg/kg bw)雖也增加PGPT的活性但並無顯著差異

;而高劑量OQ (圈六B ; 170mg/kg bw) 則在40分鐘處理後，即顯著較對照

組老鼠有較高PGPT~舌性;低劑量DQ則在240分鐘處理後，才顯著增加血漿

中GPT活性 (P<0.05) 0 

雖然PQ或OQ處璋對PGPT的活性的影響與其對TBARS的影響有相似結

果，但是，對增加GPT leaka僻的程度而吉， OQ妓果誰也較PQ為高，但

搞者之差異並不顯著，不似DQ對肝中TBARS的作用明顯較PQ為寓。

五、 PQ或DQ對Vit E濃度之影響:

DQ處理後TßARS明顯增加，立增加的程度較PQ來得顯著(醫三) ，因

此我們以接DQ注射後老鼠肝中Vit E濃度變他情形，來印證Vit E消耗

與TBARS產生的相關性 O 結果顯示，老鼠在DQ處理後，其肝中Vit E濃

度確有降低現象，而且在高劑量的處理120分鐘後(表一) • VIT E濃度

郎顯著低於對間組老鼠肝中濃度 (p<0.05) 0 
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六、 PQ或DQ對GSH狀態 (GSH status) 之影響

對肝臟而言，在低齊rr最PQ處理下(表二) , reduced GSH及總GSH濃

度並未受到瞬顯影響，而高劑量的在2的分鐘的處理後， reduced GSH 

及總GSH濃度則明顯較對照組為低 (p(0.05) ;至於DQ的作用則與肉類

似，雖不同劑量的DQ均有降低reduced GSH及總GSH濃度的現象， f8 í豎
在高劑量處理120分鐘下，才有顯著妓果 (p(0.05) 0 在GSSG濃度影響

方誼， PQ或DQ不僅沒有增加GSSG濃度反而有誠少傾向 O 至於對GSH/GSSG

t七值方面前言，除了高劑量DQ處理40分鐘有額著增加 (p(0.05) 外，其

它則與對照組相似 O

對肺臟或心臟GSH status而富， PQ或DQ處理後的影響與在其肝中

的影響是一致的， PQ或DQ可降低r‘educed GSH及總 GSH濃度，對

GSH/GSSGr七儀則無明顯作用，對GSSG濃度也有降低傾向(表三、表四)

O 

t 、 PQ或DQ對CAill S-glutathionation之影響

近來， IEF結合Immunoblotting已經成功被利用來分析初代培養肝

癌胞中臥車在過氧他緊迫時是否發生今glutathionation(Lii and 

Hendr寸鉤， 1993;Liietal. ， 1994) ，本實驗則更進一步利舟此法來偵測

老鼠在接受PQ(圈七)或DQ(屬八)處理後，肝中CAill 可否發生

S-glutathionation 0 結果指出， CAill 夜間或DQ處理前後，其位於

partially或fully S峙的 iolated位置上的濃度並未使發現有改變 O 除

此以外，我們也觀察到部份停留在partially S-thiolated band上的
蛋白質，並未能茵DTT的處理布使之完全還原為還原戀CA ill (lane 1) 0 
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第四章討論

PQ及DQ經由redox cycling產生reactive oxygen species(如:

superoxide anion ' H 0 及hydroxyl radical 等) ，進而誘發脂質過氧

佑，已被廣泛接受是造成摺胞傷害的主要機轉 (Bus & Gibson ， 198在;

Sandy et al., 1976) ，無論是車接分析老鼠呼出氣體中ethane或

pentane成份或是分析組胞中MDA或lipid hydroxy acids濃度等，均可
得到類似的結論 O

Burk等人(1980) 發現老鼠以PQ(78 umol/kg bw) 或閱(19.5 umo l/ 

kg bw) 處理後，可增加呼出氣艘中ethane及pentane的產生 (ethane及

pentane分別被認為是n-3或n啥不飽和脂肪酸過氧他產物，因此也可做

為指標) ，尤其在掰缺乏老鼠更是明顯; Smith (1 987) 在另一動物質驗中

，也證實老鼠在DQ以0.lmmole/kg(35 mg/kg) 劑量處理lh後，其ethane

及pentane生成較對照組增加有5f音之多 Smith等人(1985) 於另一動物

質驗中，以相向劑量。.1mmole/kg處理，結果老鼠肝中的脂肪過氧fb物

, lipid hydroxy acids也有大量增加 O 以上結果，均明確指出DQ或內

的確在投與老鼠後，可導致肝中脂質過氧先發生 O 此結論與本實驗結果

相符合， PQ或DQ處理後明顯可增加TBARS的生成，並且呈現time-

dependent反應(隨三) 0 雖然也有其它報告指出， DQ或PQ增加脂肪過氧

f七作用， f墓顯著發生在當動物是缺乏Vit E或Se的狀態下，或預先以BCNU

或diethyl maleate處理的動物中 (Bus & Gibson ， l泊在 Sandy et a 1. , 

1986; Rikan et al. , 1993; Cagen et a 卜， 1977) ，但不管如何， PQ及DQ

徑也redox cycling產生ROS是無庸置疑的 O 在本實驗中也明顯看出肝中

TBARS的產生， DQ均較PQ顯著(圖三) ，認此結果與DQ及PQ對GPT leakage 

的影響不謀而合， ~DDQ造成GPT leakage的程度較PQ為高，但藏者差異尚

未達到顯著放果(關六) 0 相反的，縣中TBARS產生的程度，卻是PQ高於凶

，這可龍是由於PQ在蹄組胞中的利用吸收及堆積，存有一個特殊但目前

尚未清楚的機制所致 (Suleimen & Stevens , 1987) 0 
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在前述中，我們了解悶和DQ確實混在肝姐跑誘發氧化傷害，然而它

們對GSH的影響又是如何呢?在前面我們曾提到過GS日，在肝中存在有讓莫

耳濃度之高伐。sower and Kosower , 1978) ，並且在肝中扮演藥物代謝，

解毒及維持鋁跑膜完整的車要角色;當有ROS存在峙， GSH徑自GSH

peroxidase作用氧他為GSSG的同時可將ROS還涼，而後此三位成的GSSG再

經由GSH reductase作用還原自GSH 0 因此，一般認為肝紹胞在受到PQ或

DQ作用後，姆跑內GSSG濃度應會增加。但是，在很多實驗中卻指出組跑

內GSSG濃度並未因PQ或DQ的處理而有增加的情形，根據Bus等人(1976)

及Smith等人(1976) 的實驗報告指出，老鼠肝中GSH r‘eductase活f生並不

會受到PQ~是DQ的影響，因此間或DQ誘發產生的GSSG有可能因快速受到GSH

reductase作用還原由GSH而未能在肝中堆積 O 另有一種可能是，受PQ或

DQ作用產生的GSSG從肝組胞中被排至擔汁中 (Lauter、burg et a1. ， 198在;

Smith et a1. , 1985; Smith , 1987) 0 事實上， PQ或DQ是否誘發GSSG的產

生，可自BCNU預先處理的老鼠得到證贅，如前所述BCNU是GSH reductase 

抑制劑，因此如GSSG真有增加，員自GSSG將累積在肝妞飽內而無法還原自

GSH 0 結果發現，老鼠如先以前即處理再給予悅，擔汁中GSSG濃度的確可

顯著增加 0*實驗中，我們發現使用高劑量(170mg/kg bw) DQ處理120分

鐘後，明顯降低肝街跑內GSH濃度(18.1 土 8.5 VS 在1. 0 士 8.7nmole/mg

protein) ，即可能是增加GSSG effluxiU膽汁的結果 OBrigelius等人(

1982) 利用肝灌注摸式 (paraquat-perfused rat liver)進行PQ處理，結

果亦使肝中GSH最降低，且GSSG由膽汁排出量增加，他們認為肝中GSH濃

度的減少，除了膽汁中GSSG排出增加外，改變街路還原力(例如:降低

NADPH濃度)或是刺激protein S-glutathionation形成也可能與此有關 O

在蹄臟中，不論使用DQ或PQ處理， TBARS增加的情形與其在肝臟造

成的結果相似(閱四) ，均隨時間增加而增加，與肝臟不問者，為PQ在肺

臟所造成傷害較DQ高 O 在心臟方面如與肝臟結果相似(國五) , DQ在心臟

所造成傷害較PQ高 O 對心或骯臟中GSH status前吉(表三、四) , PQ或DQ

處理後的影響與在肝臟影響是一致的， reduced GSH 、 GSSG及總GSH濃度
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有下降情形，至於對GSH/GSSGr七值無明顯作用 O

前面我們曾提及組胞內GSH濃度誠少的可能原因中，有一可能是因

為部份GSH與蛋白質發生S-glutathionation的緣故，在本實驗中，我

們觀察到高劑量DQ處理後， GSH的確有減少的情形，是否有可能是因為

形成S-glutathionated protein ? 

之前，我們曾介紹蛋白質S-glutathionation機轉是GSSG與protein

sulfhydryls groups發生mixed呻disulfide exchange所致 (ßrigel ius , 

1985) ，此一論點，乃棍攘total protein glutathionation的程度與
GSSG/GSH比僅有很強相關性 O 儘管如此， Thomas等人(1990) 華於其他發

現，隨後提出另一可能機制，囡為他們發現S-glutathionation產生時

並不一定伴隨有GSSG濃度的改變，例如當巨臨細胞 (macrophages) 利用

phorbol ester處理後，雖GSH氮他並未發生，但protein S-thiolation 
依舊可晃 (Rokutan et a 1. , 1991) 0 因此，他們認為另外一餾機制一

oxyradical-initiated process是可能的 O 在此機制下，蛋白質

sulfhydryl因受oxyradical直接攻擊而轉變成功iy1 radical '而此

th îY I radical再與GSH藍接作用，而發生S-glutathiolation 0 此外，

Lii and Hendrich(1993) 利用selenium自dificient肝細胞為實驗模式，

經t-butyl hydroperoxide或menadione處理後發現， CA 1II 

S-glutationation在Se-dificient肝細胞發生的程度比聽充足的肝街跑

來得低，在與對照姐棺較下，僅增加25克，而緬充足的肝細胞內CA 1II 

S-glutathionation則增加有90克之多 O 晒缺乏肝組跑雖然由於其GSH

peroxidase活性受到抑制，進而GSH的氧先受到抑制，但仍有部份CA 1II 

可與GSH發生反應，由此可見。xyradical-initiated 小glutathionation

是可能的 O 自以上種種結果額示，本實驗中， PQ或DQ處理後雖未能真正

觀察到GSSG濃度的增加，但由TßARS增加的結果可知oxyradical確有產生

, C在1II因此發生S-glutathionation是可期待的 O 可是結果卻顯示，在經

PQ或閱處理後， S-glutathionated CA 1II並未接增加，我們推測可能是由

於肝插飽內S-glutathionation發生的問時伴隨有dethiolation所致 O
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雖然很多報告指出無論利用動物 (Keel ing , 1982)或分離組版 (Sandy

， 1988) 或組織 (8rigelius et a1., 1982) 'PQ或DQ處理後是可誘發

protein S-thiolation '然認這{囝結果與其它報告並不是完全一致，我

們認為這可泣就是因為protein 公glut的hionation產生時，同時會白發

性發生dethiolation所致。Li i等人(1993 ， 199的曾觀察到肝組胞在經

廿butyl hydroperoxide處理3分鐘後，所誘瑟的S-glutathionated CA m 

即有dethiolation情形。因此除非公g1utathionation 能被大量誘發，

導致S-glutathionated protein無法有故被選涼，或是在PQ或DQ處程後

能恢速去{貞按US-glutathionated protein的形成，或是把自thiolation

抑制住，否則可能無法有放觀察到今glutathiontion發生。這或許可以

解釋為什麼有生報告中指出，蛋白質S-glutathiontion可在預先以BCNU

處瑋的動物或許知胞中發現，一來BCNU可抑制GSSG還原，因此會有較多

GSSG與蛋白質反應，二來BCNU可能抑制dethiolase活控制iller et a 1. 

, 1991) 0 近來· Nakagawa等人 (992) 即報告，肝飽飽經DQ處迫後，確實

可沒高CAm S 呻glutathionation '但是此反應盤子站跑事前先以BCNU處

理的才發生 G 自此PQ或DQ處環後， S由glutathionated CA m 是有可能在

初其旦發生dethiolation 0 曾經有人提出， S-glutathionted protein的

dethiolation有二種方式:一為經由mixed disulfide exchange 白發?生

產生，另一為;涅的dethiola凹的酵索反應(Thomas et a1., 1990) ，比較

此二種方式，後者比前者更有放率 (Chai et a1., 1991) ，自此，本實驗

未能償損tl出手gl utathionation有可能是由於dethiolation所致 o

至目前為止，傳統上研究蛋白質形成mixed disulfide方法寄: (1) 

還原法 (ßrigel ius et a1. .1982) ，只能就認蠢的樣品中，分析利用

sodium borohydride還原後所釋出的總低分子量研醇來判斷，但是本法

缺乏專…位 o (2) 味同位素法 (3三) (C011 ison et al. .1986) ·需有抑制
蛋白質合成的的笠處道，因此話題內實驗將受到限制 o (3) 蛋白質染色

等電點電泳法 (Coomasie blue-stained IEF gels) ;則受限於其染色劑

的敏感度。雖然本次實驗米接利用 IEF/immunoblotting有放觀察到CA m 

乎glutathionation發生，但是相信自於比方法同時兼具專一位與敏感

度，在路討蛋白質S-glutathiontion上應是一具有潛力的工具。
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第五軍 Conclusion (總結)

一、 Lipid peroxidation是肝臟受損的重要指標;在本實驗中， PO或

00處理確實可使TBARS生成增加 O

二、本實驗未能禎瀉出CA ill 發生S申glutathiolation '可能是由於PO

或DO所誘螢的S-glutathionation程度，並不是很琵蚤加上可能

同時伴隨有dethiolation所致 o

三、提供一個黨其專一位與敏感度之有妓方法--IEF/immunoblotting

'來{員;到protein S-glutathionation發生。本實驗雖未觀察到

CAill 在PO或DO處理下，發生心glutathionation' 但我們把信比

方法仍是個惜當有潛力的工具，可用來探討不同蛋白質在過氧先

賢迫時，是否發生S“glutathionation及此反應對蛋白質功泣的

影響 D
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Figure 1. The detection of different amounts of CA 田 by

IEF /immunoblorting. Different amounts of purified CA III were applied to 
IEF gels and immtilloblorting were perfonned as described in Materials 

and Methods. 
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Figure 2. Pattem of CA III S-thiolation (glutathionation) on Coomass話，
blue stained IEF gel. Protein gluta出onation and IEF were performed as 
described in Materials and Methods. In each sample, 2/lg of purified CA 
III or 80flg of total soluble protein from rat liver homogenates were 
applied to gels, respectively. Lane 1 and 2 show the position of purified 
CA III before and after incubated with 20 mM GSSG at 300 C for 30 min. 
Lane 3 to 5 show the miσration of CA III bands 泊 liver homogenates. 
Lane 3 shows the untreated homogenate. Lane 4 shows the homogenate 
treated with 20 mM GSSG at 300 C for 30 min. Lane 5 shows the 
homogenate treated wi也 GSSG followed by treatment with 30 mM DTT 
for an additional 30 min. 
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Figure 3. Thiobarbituric aci吐 reactive substances (TBARS) in rat liver 的er paraquat (PQ) or 

diquat (DQ) administartion. Samples were colIected a仆，時，帥， or 240 min 的er injection. 

See details in Materials and Methods. (A) Rats were administrated either 20mg PQlkg bw, 

-轟; or 40mg PQ/kg bw, -D.呵， respectively. (B) Rats were administered either 85mg DQlkg 

bw, 悔當-; or 170mg DQ/kg bw, -D.峙， respectively. Rats were treated with PBS only, -0-. 

Each point was average from 4 rats, except groups that treated with 85mg DQlkg for 240 min 

and 170mg DQ/kg for 120 min were from 3 rats. *Significant 社i叮erence of herbicide-treated 
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Figure 4. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) 悶 悶 lung after paraquat (PQ) or 

diquat (DQ) administa口ion. Samples were collected at 5，的， 120, or 240 min a在er injection. 

See details in Materials an益?vfethods. (A) Rats were administrated either 20mg PQlkg bw, 

間還Lj or 4OITlg PQ/}<g bw, 心-， respectively. (B) Rats were administered either 的mg DQlkg 

bw, -串-; or 170mg DQ/kg bw，白6-， respectively. Rats were treated with PBS on旬，-0-.

Each point was average from 4 悶毯， except groups that treated with 85mg DQlkg for 240 min 

and 170mg DQ/kg for 120 min were from 3 rats. *Sigr吐ficant difference of herbicide-treated 

animals vs. control animals (p<0.05). 
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Figure 5. 甘1Ìob的ituric acid reactive substances (TBARS) 也 rat 胸前 after paraquat (PQ) or 

diquat CDQ) a的inistartÏon. Sampl臼 were collected at 5, 15, 120, or 240 min a.fter injection. 

See details 出 Materials and Me也ods. (A) Rats were administrated ei也er 20mg PQlkg bw, 

.體~; or 40mg PQ/kg bw, -1::.-, respectively. (B) Rats were administered either 85mg DQlkg 

bw, -8-; or 170mg DQ從g bw，耐心， respectively. Rats were treated with PBS only, -0-. 
Each point was average from 4 自毯， except groups 也at treated with 85mg DQlkg for 240 min 

and 170mg DQ/kg for 120 min were from 3 rats. 車Significant 社ifference ofherbicide舟eated

animals vs. control an血的信<0.05).
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Figure 6. Glutamate-pyruvate (G訂') activity 也叫 pl部ma after paraquat (PQ) or diq凶tρQ)

administartion. Samples were collected at 5，泊， 120, or 240 min a註er injection. See details 

in Materials and Methods. (A) Rats were administrated either 20mg PQlkg bw，睡-; or40mg 

PQ/kg bw， -b血， respectively. (B) Rats were administered ei由前的mgDQ/kgbw，﹒轟; or 

170mg DQlkg bw, -f::.、 respectively. Rats were treated with PBS only, -0-. Each point w品

average from 4 rats, except groups that treated with 85mg DQ/kg for 240 min and 170mg 

DQlkg for 120 min were from 3 rats. One unit of GPT activity representε這 one μmole of 

NADHwas oxid泣ed perm也 per li跡。fplasma. *Si但ificant di的rence ofherbicide舟eate這

anima1s vs. control animals (p<0.05). 
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Figure 7. Westem blotting of isoelec訂ic focusing (區的 gels in detecting 
the modification of carbonic anhydrase III in paraquat-treated rats. Rats 
were ad扭扭istered in訂aperitoneally with (A) 20 or (B) 40 血g/kg ofbody 
weight for time as indicated. S-thiolation was ana1yzed as described in 
Materia1s and Methods. For each sample, 1.6f.tg of soluble protein from rat 
liver was applied to 訟 IEF gel. Di也10也reitol (DTT) was used as a 
reducing agent in designating samples. 
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Table 1. Effect of diquat at different dosage 00 hepatic vit E 
level at various ti趣e after administratiod . 
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diquat for time as indicated. See detaIls In HaterIals and Hethods. 
Oata are expressed as neans 土 stan也t吐血viation. DCl=diquat. 

bone of four rats died before conplete study. 
Cno rats survived for 240 也 1n ﹒

心OCl-treated-animals vs. PBS-treated ani臨15 at correSpondent ti帥，

p<O.05. 
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Table 2. Effect paraquat or dfqu品的 differant 也，"ge on hepat ic 
GSH ,GSSG , and GSHlGSSG ratlo at various time after 
ad泊 inistratIori矗﹒
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