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授權書
(t專碩士論文)

本授權書所授權之論文為本人在中山醫學院 醫學研究所

一一一組 85 學年度第 2 學期所撰碩士學位論文 o

論文名稱:鉛金屬或氧化鉛曝露對生物效應指標之研究
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或紙本重製發行 o

口用意 口不向意

本人具有著作財產權之論文全文資料，授予行政院國家科學委員會科學技街

資料中心，得不眼地域時間與次數以微縮、光碟重製後發行，並得享詩中心
徵縮小組製作之研究報告、獎勵代表作、博碩士論文之檔資料等位新台幣伍
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口同意 口不同意

本人具有著作財產權之論文全文資料，授予教育部指定送繳之圖書館及本人

畢業學校圖書館，為學街研究之目的以各種方法重製，或為上述目的再授權

他人以各種方法重製，不 fR時間與地域，推每人以一份為 F良 o

上述授權內容均無須訂立讓與及授權契約書 o 依本授權之發行權為非專屬性發行

權利 o 依本授權 F斥為之收錄、重製、發行及學衛研發利用均為無償 o

指導教授姓名:陳文貴

研究生簽名:搞一急安全一 學號:肌119
(親筆正榜) 可

問:氏國后一年 J一月正日

備註1.上述問意與不同意之攔位若未勾還會本人同意視同授權 o

2. 授權第二項者，請再交論文一本予承辦人員。
3. 本授權書已於民國 85年在月 10 日送請著委會修正定稿 o



簽署人須知

1.依著作權法的規定，任何單位以網路、光碟與徵縮等方式整合圈內學街資料，
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3. 授權人的權利與義務:
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中文摘要

金屬鉛的用途廣泛，許多工業製程或日常用品皆為人權所容易接

觸。自此，鉛對生物體之危害也就不容忽視。以往只有研究鉛暴露會

改變人體、實驗鼠及細胞內路質的代謝。增加脂質過氧化之程度，加

強氧化性緊迫和產生含氧自由基，取代體內必需離子及使產物變性或

反應失調，澆耗抗氧化物質，直接或間接導致病變。況且作業環境中

所暴露之毒物並非單一種，而經常是數種毒物共同暴露，鉛金屬及甲

笨有機溶劑常見於日常用品如燃料油、油漆，或工業製程，如印刷，

製模等中。為避免毒性傷害形成，應儘量減少毒性物質暴露之機會，

如何精確地評估個體的真實暴露或者建立危害指標，防止傷害進一步

擴大，即為相當重要之課題。本研究先了解人鐘內指標闊的相關性，

進而設計動物及細胞連貫性實驗模式，來建立適當的生物效應偵測指

標技街。

本研究鑑於這些參考指標極為重要，因此分為三部份來探討暴露

毒性物質時，指標問變化情形。1.鉛暴露對勞工血液中生物效應指標

影響:分別收集三家鉛暴露工廠工人靜脈血液樣品，探討其鉛金屬濃

度與脂質過氧化產物CThiobarbituric acid reactive substance 一

TBARS) 、過氧化歧化時CSuperoxide dismutase-SOD) 、喝cSe)元素

濃度及血紅素值CHemoglobin-HGB)之相關性。 2. 氯化鉛對 Wistar 雄

鼠生物效應指標之影響:觀察老鼠在長期投予低濃度鉛金屬後，對其

生理及生化反應之影響，包括一般生化饒、體重變化、血清及器官均

質液中金屬濃度及血清和器官均質液中結質過氧化產物濃度等，建立

鉛金屬之相關指標。 3. 氣化鉛單一及與甲笨復合暴露對中國倉鼠肺

臟 C V79 ) 細胞生物效應指標之影響:毒性物質為氣化鉛、甲萃，觀



察毒物悶在交互作用與生物反應下，所產生之化學中間代謝物和產物

之間是否具有複合加戒毒性或是抑制鼓應。以 Trypan blue 排出

(Trypan blue exclusion) ，計算 V79 細胞存活率 (Cell Viability 

CV%) ，及用 Alamar blue 血ethod 測定細胞代謝活性( The percent of 

Alamar blue metabolic activation AMA%) ，來檢驗土述毒性物質

對 V79 細胞之細胞毒性。

第一部份勞工血液中在血紅素平均濃度中，鉛濃度 30 至是o ug/dL 

之區間組相對蹋餘性與另一組低濃度 10 ug/l 以下比較特有顯著差異

(t-test P<O.05) 。且在較高鉛濃度 50 至 60 ug/l 區聞組與 10 ug/l 以

下低鉛濃度區間組比較時也有顯著差異Ct-test P<O.05) 。發現鉛濃度

在正常參考值 50 ug/dl 以下，紅血球的過氧化歧化時CSOD)大多分佈

在 2000 unit/g hemoglobin 。在鉛濃度 3恥的及 5。一60 ug/dl 昆問

兩組，各別與硝元素作相關性比較時均有顯著差異(t-test P<O.05) 。

第二部份 Wistar 雄鼠實驗結果顯示長期低濃度之鉛金屬暴露，對老

鼠肝腎功能有影響。同時亦因金屬本身之氧化力或其引發自由基反

應，使脂質過氧化產物有增加趨勢。最後第三部份 V79 細胞實驗中氯

化鉛之 LC 50 為 772u雄、甲萃為 3.39u班，在單一暴露下氯化鉛、甲笨

隨劑量增加雨、細胞存活率( CV先)降低與對照組相比較有明顯的差異

(t-test P<O. 05) 。細胞型態在約氣化鉛 1158u單以土及高濃度甲笨 17.1uM

對 V79 細胞脹已產生明顯有變化及空泡增加。氣化鉛及甲笨作共同暴

露峙，以獨立協同反應計算模式CIndependent Joint Action Model 

IJA)所得之值得知氣化鉛及甲笨共同暴露時具有協同毒性，而共同暴

露在氣化鉛 1158u班，甲萃1. 91uM時。另以低劑量在 25u單亞硝酸納

添入時有提高細胞存活率趨勢。

最後在本研究觀察人體血液中，鉛濃度越高峙，抗氧化喝元素、
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過氧化歧化時及血紅素值均有減少現象。而 V79 細胞綜合以上結果可

知氣化鉛及甲笨之令毒性比單一暴露毒性強，而亞喝酸納在 4.25u單

低劑量下別具有抗氧化效應，提昇細胞存活率，但在高濃度時都無法

具抗氧化效應，反而抑制細胞生長。
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Abstract 

Human can easy to touch the metal of lead which is an 

industrial product or dai ly materia l. Therefore, we can' t 

neglect it's biological effect. According to literature, lead 

can change the lipid metabolism, enhanced oxidative stress, 

produced a free radical , and replaced essential metal ion. For 

example, it causes that degeneration products, disregu1ative 

reactions, or anti toxic objects occur in biological syste血. In 

addi tion, 1 t produces damaging effects in the hemato仰etica1 ，

hematic, renal , reproductive, and gastrointestinal systems, 

and inhi bi ts the growth of organisms due to i ts effects on the 

centra1 nervous system. Particu1ar 1y, in working phase, peop1e 

were not on1y exposure to sing1e c啪pound， but a1so wi th 

chemical materials. For example, theycan easi1y contact with 

to1uene and from fue1 0口， printing dye or industria1 products 

as printing, making p1ates and so on. 

In this study, we want to know the toxic of 1ead in human, 

thus, we exp10re three parts to understand what these bio1ogical 

effecti ve marks. Part 1: The meta1 of 1ead comparison wi th the 

worker's blood of the mark of bio1ogical effect. For example, 

we use the detector of metal of biological monitor, exploring 

the correlation between the concentration of lead and the 
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products of Lipid Peroxidation (Thiobarbituric acid 

reactive substance -TBARS ), Superoxydative dismutase (SOD) , 

Se lenium (Se) and data of Hemoglobin (前的. Part 1 1: Lead 

Chloride cαnparison with the rats of the mark of biological 

effect. We directly investigate the concentration or the effect 

of toxic metal in rats. For example , we measured the body 

weight of rats, AST, ALT, GOT, GPT, Protein, and Albumin to 

evaluate the impact of toxic substance to human health. Part 

111: Lead Chloride and toluene exposure independent or combined 

comparison wi th V79 cells of the mark of biological effect . We 

studied the effect of lead and toluene exposure independent or 

combined on the Chinese hamaster lung cell (V19) . . For example , 

V79 cells were exposed to lead and toluene for observing their 

toxic biochemical interaction and biological reaction. 

現oreover， we use two methods to evaluate cytotoxicity. One is 

CV% (Cell Viability)--with Trypan blue dye to count survival 

cells. The other is A]立A%(Alamar blue metabolic activation) 

method to measure the metabolic materials of survival cells. 

In part 1 , the 30-40 ugldL of lead, the concentration of 

HGB is a significant difference(t-test, P< 0.05), In addition, 

at the 50-60 ugldL of lead it also has a significant difference 

of the concentration of HGB( t-test, P< 0.05). In normal level 50 

ug/dL of lead, we find SOD distributed about 2000 unit/g of 

HGB in erythrocyte. Furthermore, under of lead ( 90 ug/dL ) i t 

is no significant difference with the products of lipid 

5 



peroxidation. Finally, we observe that the concentration of 

lead increase, the levels of se 、 SOD 、 HGB decreased limi ted 

concentration of 1ead in human bl∞d. However, the 1 ipid 

peroxidative products are not significant obtained. Part 口，

This study use the animal model to investigate the chronic 

effect of lead exposure. The chronic exposure of lead cause 

s1 ight hepatic and renal dysfunction , whi 1e the 1 ipid 

peroxidation in serum and organ also showed increase. Finally, 

part 111 , our study indicate that lead and toluene show a 

synergistic cytotoxicity in combine treatrnent of V79 ce11. On 

the other hand, the toxic growth inhibitory effect is 

significant by addition of 10w concentration sodiurn selenite, 

but this toxic inhibition is not marketable in high 

concentration of sodium selenite. 
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縮寫

班EM 單inimum Essential Medium 

se Selenium 

Pb Lead 

V79 Chinese hamster lung cell 

PBS Dulbeccols Phosphate - Buffered Saline 

HGPRT: Hypoxanthine 一句uanlne.

Phosphoribosyltransferase 

D班SO Dimethylsulfoxide 

臥T Hypoxanthine A血inopterin Thymidine 

SOD Superoxide dismutase 

LPO Lipid peroxidation 

GSH Glutathione 

NAG N-acetylglycoase 

TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive substrate 

ROS :Reactive oxygen species 

HGB Hemoglobin 

CV Cell viability 
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壹、前言

鉛是人體非必需微量元素，鉛或其合金化物常用於工業製程中如

鉛蓄電池、焊錫、燃料添加物。另外日索用品中殺蟲劑(特酸鉛)、白

漆(矽酸鉛)、金屬表面防護漆(四氧化三鉛一俗稱鉛丹)等，用途相當廣

泛。這些鉛金屬或鉛化合物可以經由口、鼻、皮膚等途徑進入人體內

(I)長期暴露會造成血液方面病變，腸胃和神經系統失調，產生生鐘

功能障礙，抑制生化酵索合成，或引發自由基造成細胞氧化性傷害

(2.3.4 ) 
。

鉛成為胞內金屬蛋白質複合物方式，是自對細胞內部份氯基酸

有強烈結合力，和合硫基的成氯酸 CCysteins) 及楚成甘月太

CGlutathione-GSH)形成鍵結物(九對鈣離子通過胞脹通道有抑制作用

及取代了鈣對鈣離子調節素CCalmodulin)的調控功能(6) 。並且取代8…

氯基-y一飼戊竣脫水時Cõ-Aminolevulinate Dehydratase -õ-ALA-D ) 

氯基中鋒離子(7)和抑制含銅離子之過氧化吱化時CSüD) (8) ，影響細胞

內訊息傳遞。在過去研究(9) 中發現，鉛離子之致痞性，是間接利用金

屬蛋白質複合物與正在基因修補或複製過程的酵素系統交互作用，抑

制反應中所需酵素的活性。另外也可能是在細胞中經由取代鈣離子訊

息傳遞過程的角色，活化了蛋白激化時C CProtein Kinase C)誘發細

胞轉型作用 CTransformation)成本良類型細胞 ω.8) 。鉛和紫外光同存

在會產生誘發性基自突變，故鉛被認定為弱致突變崗子或協閱

(Singergistic) 致突變廚子的。本研究以三部份來整體了解人體、動

物及培養細胞受鉛暴露的影響。
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(一).鉛暴露對勞工血液中生物放廳指標影響

鉛對人鐘之靠性多屬慢性中嘉性病變，鉛滯留鐘內分佈主要在成

人骨銘內約估的先(小孩估 70%) ，其次為肝臟、腎臟、軟骨組織及血

液中，最少是中棍神經系統(10) 。鉛對生殖功能在男性別會務微減少了

精子數量，也會造成精子活動力明顯減低(1的，進而影響卵子受精過

程。對於女性別是使卵巢、輸卵管功能受損，無法製出正常成熟卵子

受精成胚(山)。另外鉛會通過胎盤進入胎兒體內，也會經由母體哺乳途

徑沉積於幼兒體內00.11) 。近年來勞委會規定暴露鉛作業場所之勞工需

每年定期健康檢查及做血中鉛濃度測定，並且衛生著嚴格規定鉛濃度

高於的限/dl( 男性)和 30悶/dl (女性)需依循通報系統告知並予以

監控。表 1 為 1977 年世界衛生組織(前IO)公佈的血中合不同鉛濃度

會造成人種不同程度傷害(泣。在文獻上曾提及鉛在血液中半表期達 36

:!: 5 天之久，且大部分在紅血球內之厚、紫質中 (Protoprophyrins) , 

鉛接上 8一氯基-y一輛戊酸脫水時(õ-ALA-D) ，進成血基質蛋白如血紅

索及細胞色素合成路徑受阻而引起貧血方面疾病0.12-14) 0 此外在鉛元

索造成氧化性緊迫(Oxidative stress)產生含氧自由基(Reactive

Oxygen Species-ROS) 00.11) ，含氧分子與體內一般分子反應後，可經

由電子傳遞作用產生繼發性自由基分子，這些分子常與氧分子反應形

成過氧自由基分子(16 的，按著仍不當時與其他分子反應，激化成兵不

定的繼發性分子，接著不斷重夜上述反應步驕產生更多自由基化合

物，攻擊細胞祺產生路質過氧化產物(TBARS)或氧化大分子如蛋白

質、核酸等，可能因此而造成胞朕變性，酵索功能改變或核酸受傷害

進而造成老化、突變或致癌現象(16-17)。

目前為了免除自毒物代謝或過氧化暴露產生含氧自由基傷害，在
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生物體內產生內自性防衛機轉酵素如過氧化氯!*CCatalase) 、過氧化

吱化的CSOD) 、穀就甘做過氧化時CGlutathione peroxidase)及抗

氧化必需微量元素如喝CSe) 等(18. 19. 20. 21. 22. 23) 。

本研究運用生物偵測技街方法，來探討體內受毒性物質暴露特產

生之代謝機轉。以人體血液為生物檢體來探討下列問題:一-鉛金屬

對體內必需微量元素描濃度影響。二﹒鉛金屬對人體血球細胞氧化性

之指標一血紅崇( Hemog1 obu1 in -HGB) 及賠質過氧化 (Lpid

peroxidation)傷害程度。三﹒鉛金屬在體內造成著氧化性緊迫

(Oxidati ve stress) ，對過氧化吱化時( SOD) 活性變化之相關性。

(二).氯化鉛對曹istar 雄鼠生物效應指標之影響

為避免茵工作曝露或環境飲食污崇尚造成過多之金屬元素累積

於人權中，自積月累後對健康形成不良之影響。應該儘量減少因工作

或工業污染造成環境中重 金屬曝露之機會，同時建立適當的偵測技

衡，如目前普遍應用於工業安合評估之作業環境測定，勞工定期健康

檢查及環保單位對一般生活環境之監測，衛生單位對食品安全衛生之

把關等。但是由於個人工作性質、生活習慣及代謝能力之差異，相同

的暴露曼可能有不同之反應。近年來，在分析儀器與技梅日益精進之

配令下，直接分析生物梭體中(例如血液、尿液、緝液、毛髮、指甲、

器官組織、唾液及呼出氣體等)之毒性物質或其代謝物之令量，籍以

評桔毒性物質健康危害之早期指標， l!p;是 r 生物偵測.JJ (Biological 

monitoring) 。或是演j暈茵吸收某些化令物而引發之生化反應特質(例

如鈴原紫質濃度相對於鉛中毒，單etallothionein 濃度相對於重金屬

毒性等)稱之為生物效應偵滾~(Biological effect moni toring y24) 。

。



這兩種偵測技街最主要的特點即在直接測量毒性污禁物及代謝物在

人體內之含章或其引發之生化反應強度，可以立即準確評估該污染物

質對健康之危害影響，更能代表生物體的真正反應，並彌捕以往僅對

外在環境作監控峙，忽略總體暴露量或個體差異之不舟，而造成毒性

效應無法確實掌握之缺，戚。

人體非必需微量元素鉛或其化合物存在於許多工業製程中，如

鉛蓄電池，焊錫，燃料添加物，殺蟲劑(硨酸鉛) ，白漆(矽酸鉛) , 

金屬表面防護漆(四氧化三鉛)等，用途十分廣泛。文獻報告(此已證實

鉛對腦、腎、肝及造血系統皆可能造成傷害。鉛的毒性起始效應被認

為是對細胞脹的破壞，而自由基反應機會j是造成脂質過氧化及磷脂質

的降解，並進一步使細胞膜失去完整性，成為器官損傷的重要因素

。

、
E
J

PO 
句
。

( 

由於鉛對人體會造成多方面之傷害且又廣泛地存在環境中，形

成臨職業暴露或環境暴露而造成傷害的可能性亦相對增加。雖然衛生

署巳針對鉛暴露勞工採取定期健康檢查方式，篩檢高血鉛值之工人，

予以監控，以降低職業危害程度。但是，鉛元素或其化合物的低限劑

量( Lowest Observed Effect Level一凶EL)尚無定論，以往認為是安

全的血鉛濃度(~至 10-20l恩IdL) 目前已有向下修正之趨勢的。同時，

在以往探討鉛或其化合物之毒性效應的研究中，大多以腹腔注射給予

較高劑量之鉛化合物 (10mg-40mgPb/Kg.Bw) ，或是用寫管飯食

(50mgPb/Kg. Bw) ，實驗期問由數天至 8 週(25， 28-29) 。這些劑量相較於成

人每天之平均攝取量(20ug-400咚Pb/Person) 皆高出許多 (3的。因此，

有必要對更低濃度之鉛化合物長期暴露之毒性效應，作更進一步之探

討。

本研究即有鑑於生物偵測技術在探討毒性物質曝露峙，是一個相
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當重要的參考指標。國而利用動物實驗模式，觀察老鼠在投予含氣化

鉛之飲水後，對其生理功能及生化反應之影響，包括一般生化值如丙

氯酸氯基轉移耳每(ALT) 、夭門冬氯酸氯基轉移時(AST) 、鹼性磷酸時

(ALP) 、白蛋白 (ALB) 、尿素氣(BUN)等肝、腎功能指標之變化，體重

增加之速率，血清中重金屬濃度之變化，血清及組織均質液中篇質過

氧化產物(詣.3叫2)與氣化鉛金屬之相互關係。

(三).氣化鉛單一及與甲萃稜合暴露對( V79 )中國倉鼠

肺臟紐胞生物效應指標之影響

近代工業蓬勃發展，致使周遭環境及人們飽受污素，成為文明產

物的受害者。有關研究職業勞工之安全衛生領域中，常見探討各種毒

性物質對生物體之危害程度與機制，但極少對數種環境毒物複合暴露

下英之間交互作用及生物加成毒性詳作分析與探討。本研究以工業製

程最常見鉛金屬及有機溶齊!甲萃，作為探討共同暴露效應之毒性物

質。並利用喝元素對重金屬毒性兵持抗效應特性(33品) ，觀察喝元素是

否同樣對環境毒物鉛及甲萃所造成之細胞傷害具有毒性結抗作用。

金屬鉛化物在自然界中可分水溶'挂(硝駿鉛 lead ni trate ，氣化

鉛 lead chloride. .等)及非水溶性(硫化鉛 lead su] f ide. .等)兩種。

非水溶性比較水溶性鉛化物之毒性較大，在 ln VIVO 內可造成免疫系

統、血液疾病腎功能及中棍和周圍神經系統的損害。在 in vitro 中

則僅需四謹以上濃度即可抑制去氧核糖核酸眾合刊 (DNA

polymerase)活性，改變核糖核酸(RNA)合成及核糖核酸聚合時(RNA

polymerases)的鍵結起始位置，降低去氧核糖核酸(DNA)合成(喲。目

前有關鉛複合物直接誘導細胞突變之機轉尚未被找到，在 DNA 序列土

1 1 



並無刻出 DNA 與鉛化物結合之鍵結物，由此可知其機轉應是間接的作

用，如擾亂 DNA 合成，或是修補或改變 DNA 相關韓素的功能(33..39峙的。

甲革對大部份非極性物質均有極佳之溶解度，國而被廣泛的使用

於油漆、塗料、油墨印刷及表面處理之工業製程中，在化學合成及製

藥工廠之中甲笨亦會被當作起始之反應物，且燃料油亦添加一定比例

之甲笨(約 15-20 % ) (叫2) 在此作業環境之勞工(如加油員、油漆

工、印刷工...等)曝露在四周所揮發的甲笨蒸氣可經由呼吸系統或皮

膚擴散吸收進入現場作業人員之體內。

甲笨曝露對人體神經系統、肝、腎具有傷害性，在急性甲笨曝露

下可能引發免疫反應造成大量免疫球蛋白堆積於腎絲球中，因而引起

急性腎炎或另引起巨核球貧血、噁心、頭暈眩、頭痛...等副作用 (43) 。

曝露在空氣中含為 10000-30000ppm 高濃度之甲萃導致自覺意識喪

失，而超過 100 PPM 時就已經影響了行為能力。在過去的研究文獻中

指出甲笨會增強神經細胞膜 Ca2+j 姐g2+- A TPase i舌性，改變接合器的結

合方式及神經傳導物之含量(69-72) 。在腦及肝臟組織中，曝露甲笨下會

射激生物體中提高 ROS (Reacti ve Oxygen SpecÌes) 的產生速率，且

同時增加脂質過氧化產物(恥的含量，並漓，耗了穀就甘ßi(GSH) 降低

其濃度， (特45.47) 顯示甲笨暴露可增加體內自由基及過氧化物產生。而

當組織或細胞鎮之路質部份，受到自由基或過氧化物攻擊時，往往會

在碳雙鍵處斷裂進而破壞組織構造，造成細胞胞祺間內液體流動不穩

定性和通道的功能喪失，進一步造成組織或細胞之傷害或壞死(11.22) 。

細胞內的細胞色素閃閃酵素單氧化時大部份存在於細胞內質網或粒

腺體土(峙的，單氧化反應之催化作用可用方程式(1)說明:

賠1 t P鈞。一02 十 NADPH tH+ • ROH t HzO tNADP+ (1) 倒

然而目前甲笨對基自致毒性及造成組織細胞致痞之證據，仍未發現
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(11)。

目前在勞工安全法規訂定作業環境中有機溶脊j不得超通一時量

平均濃度(1宵的 100PP雄。甲萃具有脂溶性及揮發特性，在人體代謝主

要路徑是利用肝中細胞色素 P450 之單氧化酵素(握的)將甲笨氧化成萃

甲醇或笨甲酪最後氧化成萃甲酸，笨甲酸之酸根再和甘氯酸結合成為

尿酸(Hippuric acid) ，最後由尿液中排出。另一途徑中，甲笨經由

芳香環氮氧化酵素(Aromatic hydroloxylase)將在笨環直接接上氫

氧基，或由體內游離之氮氧自由基(OH")直接攻擊到芳香環上，而形成

Cresol( 甲基齡或二甲基酸) ，但相對於為尿敢而言，則此類化合物僅

佑甲笨代謝中極低之比率(約 2%左右)圈 3 表甲笨在生物體內代謝途

1.;;; (51) 
1~ 

硝為人鐘之必需元素，但是如攝取過童時，亦會引起喝元素中毒

現象，當攝取劑量在 5mg/day 以上，呼吸道、腸蜀道明顯受損，而在

高濃度急性暴露令喝元素之煙霧或塵埃峙，可造成紅娘、打嘖嘖、咳

嗽，其呼吸困難、實腸功能障礙，常期暴露造成肝及腎受損等職業病

症狀。然而喝元素缺乏史，相對地會造成病理病變，如心臟方面疾病，

白內障，囊狀纖維化及老化等現象(52) ，長期攝取站在最低平日量為

0.011血g 以下則造成肝、腎損傷，大陸方面有 keshan di sease 的報告。

預防方式可口服適量之亞硝酸鋪來預防，但如服用過童時仍亦有致痞

性產生憫。

喝必需元素在人體之生理性功能，大約可分為三種:

1.為與持、鉛等毒性金屬鍵結之持抗劑。

2. 成為細胞之抗氧化鶴，與穀就甘月太及維他命 E 相輔相成。

3. 成為活性自由基的清除者，蹉瘤的預防自子(11)。

喝元素以 Selenite(是+) : NaSeÛJ 形式或另以 selena te( 6+) NaSe04 
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的型式出現在自然界中翩。喝元素在胃腸道半衰期達 245 士 19 天，

吸故後以喝甲硫酸(Seneomethionine)型式存在，最後由主是尿系統之

近曲小管分泌排出，(的國1.中列出喝元素在生物體中代謝館環路徑。

代謝動作從Selenite 的蛻化作用中有機亞硝酸銷複合物閱始，主要

代謝位置在肝和腎中 O} 划。

生物體中之代謝途徑可歸納為五個階段:

1.與穀就甘月太或其他從亞磁酸納之硫化複合物產生反應。

2. 再兩階段的化反應從 HzSe(Hydrogen selenide)還原了穀就甘月太抽

元素之硫化物，選擇性接上蛋白質或直接與金屬離子結合形成穩定

複合物。

3. 一些金屬複合物如 HgSe 等儲存在內質網系統(Reticuloendothe

licil ststem) 。

是.再經一連串之甲基化產生斥水位及揮發性的閱S

CDimethylselenide)及水溶非毒性的 TMSCTrimethyl selenonium 

ion) 。

5. 人體中磁代謝產物中 T盟S 估了鴨，由尿中排出，當 1萬Spathway 呈

飽和峙，就讓累積的閃S 釋出。

目前磁元素被歸屬於抗氧化元素之一，主要是因為本身為穀就

甘月太過氧化百每(GSH-PX) 的組成分子，與穀就甘丹式及保護細胞朕之

vitamin E 共同形成一道自由基侵害保護的牆(的，此可分解過氧化氫

反腐質過氧化物(1)並有助於生物體避免金屬毒性傷害及抗癌作用，

但真正作用機轉目前仍不清楚(3的8) 。

喝元素不僅有結抗金屬毒性效應，也真可抑制腫瘤細胞的生長，

單位趾由ew 等人(1986) (55位)研究犬之乳腺腫瘤細胞(C昕一口 , c前一

13) ，可被低濃度 O. 75ug/ml 之亞喝酸納抑制生長達 75%及 11% '而正
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常細胞卻不受影響。在不同種類之腫瘤細胞抑制生長所需銬子的亞硝

酸鋪濃度也就不同，但正當細胞並不受抑制反而有助長之蹺，象你

助。如再給予添加還原態之穀就甘n .t(GSH) ，其抑制效果會更好。對

腫瘤細胞之抑制效率程度， Selenodiliglutathione> >品dium

selenite >> Se1enocystine>> Se1enomethion 。而其抑制方式應在

於增獲分裂時，抑制增殖自子一2(IF一2)的合成，使細胞停留在細胞周

期之 S 後期至 G2 早期，抑制了 RNA 及蛋白質合成，使 DNA 合成也受

抑制憫，然而真正機轉如何發生仍未有證據證明。

另有Zongiian 等人(1996) (35-37)研究指出，亞硝酸鋪在低濃度為

10μ 單以下可助抑制人類神經膠腫瘤細胞之增蓮，使之加速進入自然

凋零 (Aptposis)階段，因 DNA i舌化的 ADP-五碳糖轉移踏在氧化過程

中，產生氧化性緊迫(Oxidative stress) ，加速耗盡 NAD/NADH 及

ATP 儲量，造成腫瘤細胞序列性死亡峙悶縮短。圈 2. 表示亞硝酸銷

元素誘導腫瘤細胞進入自然凋零(Áptposis)之過程。 Rosona1d 等人

在文獻中指出低劑量(6時/kg)亞喝酸針可擷抗銷對肺細胞毒性損

傷、降低損傷之程度，其可活化或珀酸去氫直每、乙議膽鹼眉善時鹼及

銷/針腺核甘三磷酸萬每活性，但在高劑量卻有加戒毒a性之作用。 (65-67)

與亞喝酸銷復合暴露產生之持抗效應，攏，文獻〈的)指出亞硝酸鉤可影響

鋪金屬體外排出率，且可加速被錯金屬傷害的腎加速復原。亞硝酸鋪

之持抗錯金屬之毒性，主要機制在於亞硝酸鋪所活化的穀就甘

月太(GSH)可作為整合劑，清除體內銷金屬(悶。

在數種環境毒物在交互作用生物加成反應之下，所產生之化學中

問型物及鍵結合物，對生物體造成傷害或代謝障礙 (60) 。而複合物並

非都是加成性，須依其物質之物理性質與化學性質而定;鉛與錦、鈞、

鐵同屬過渡金屬，其物性與化性相近，致毒性機轉方式亦類同
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(22.33.6川可用過渡金屬模式加以探討。與甲萃共用暴露之研究並不多，

真正影響機制並不清楚，甲笨歸列為低毒性有機溶劑，其單環芳香族

碳氫化合物會傷害細胞膜上之路質雙層，並按在嚴水端上，使嶽入細

胞膜的蛋白受損，進而抑制胞膜上多種酵素之功能，如 Lysosome

hydrolyases 等，改變胞脹的通透性及改變生理功能 (62) ，如鈣離子之

流動 (35)及降低細胞呼吸效率及增加脂質過氧化程度側，加上鉛離乎

所引發的 ROS '加強了對細胞傷害力 (62ω64) 。

本研究以 V79 細胞(Chinese hamster lung ce11 line) 中國倉鼠

肺臟、細胞株為模本，它是為穩定性高之哺乳類動物細胞誅，其高效

種植率，及自發性突變頻率在 6-TG(6-thioguanine)耐性試驗下小於

凹凸cell/CFU C的。其細胞週期為 12 小時，與中醫倉鼠卵巢細胞抹(CHO)

常被應用在短期實驗(Short-term test) 如測試細胞存活率(閱)、基

因毒性致突變能力“內9)及抗毒性物質效應(喲，可長期儲滾於液態氮

中不易喪失其活性。

Elias 等人(1986) C的研究裹用 V79 細胞作為重金屬曝露 18 小

時後見細胞存活率及基因突變如次黃嗓啥磷酸核糖甘轉移百每基因

HGPRT(Hpoxanthine quanine phosphoribosy1transes) ，都有明顯細

胞存活率降低，基因突變率增加。在基路突變中， HGP前基困屬分子

致突變過程中內源性基因系統帶有 HGPRT 韓素活性，其常用 6-TG 或

8-AZ(8-Azaquanine)的抗性作為致突變性之毒性指標，通過表現型對

6一凹的代謝抗性來篩選便可得突變抹，促使 Hypoxanthine 和

Guaninosine 的轉化，而使 purine base 回收使用，同時它也會把嗓

啥類似物如 thi。但uanoslne 磷酸化並轉換成有細胞毒性的核酸。而

沒有 HGPRTase 功能的細胞便可以抵抗這個傷害尚存活下來，圈是解

釋次黃嗓啥磷酸核糖甘轉移時基因生化代謝路徑。
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設計兩項實驗(Al組ar blue test , Trypan blue test)驗證氣

化鉛、甲笨單一方式與投合共同暴露方式對 V79 細胞存活率之影響及

亞硝酸斜對氣化鉛、甲笨毒性結抗效應程度。

車lamar blue test 

設計測定人類細胞株、動植物細胞株、細菌、徽萬(閱.70.72)所

具有之增援能力為一細胞生長之合併氧化還原指標。成長中

細胞產生之代謝產物與 Alamar blue 結合成還原狀態→顏色

由藍紫色轉變為紅色(粉紅色)。其著重反應在呼吸電子傳遞

鍵上氧化一還原狀態(圈 5)

Trypan blue test : 

觀察細胞計數存活數量，使用含有甲基藍(methyl blue)成分

來柴色，除襯托背景顏色，也能這別活細胞與死細胞，因為

甲基藍會經由死細胞膜之通道進入細胞質及核內，與 RNA 結

合禁或深藍色，而活細胞將甲基藍阻於細胞跟外，利用顯微

鏡(是OOX)下用 counting chamber 或主utocytometer (他的

計數細胞伯數。

本研究模擬勞工作業環境，以 V79 細胞為暴露對象並以氣化鉛、甲

笨、亞硝酸鋪車一暴露及氯化鉛、甲笨複合共同暴露方式驗證毒性

物質共同暴露與單一暴露對細胞之毒性效應差異及喝必需元牽對細

胞毒性之結抗效應。
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貳、實驗材料與方法

(1). 實驗材料

1. 1 儀器設備:

口
口口 名

潭、子吸收光譜儀描ODEL 5100PC 

(含石墨爐式原子化裝瓷

Zeeman 背景校正系統)

超音波自動取樣器 USS-IOO

螢光光度計 F是500

血球自動分析儀 Sysmes K-1000 

冷凍離心機 Hettich 16R 

紫外光/可見光分光光譜儀 U300

離心機制一70

製冰機

-85 oC冷凍權

4 oC冷藏櫃

無塵操作台CLASS-IOO

製水系統

無菌操作臺 CLamina Flow) 

細胞培養箱 Clncubator)

Temperature 37 0C, 

RH control 67-99% 
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廠 牌

Perkin-Elmer 

Perkin-Elmer 

Hitachi 

三采儀器公司

Universal 

Hitachi 

KUBOTA 

Sctosman 

Nuazire 

曹estinghous

Bio-Hazard 

Milipore 

的GH 咒N

NUAIRTM US A盯o FLO官



。 名口口

(Humidity) , C02 control 11. 協
顯微鏡

1f!1立式顯微鏡

恆溫水浴滑 (Water Bath) 

液態氮瓶

Hemocytometer 

生化分析儀model 7050 

1. 2消耗性材料:

口
口口 名

1.5CC尖底試管( pp質)

15CC尖底試管

5CC真空揉血管

10 CC真空採血管

真空採血管

Tissue Culture Flask (25C班)

Tissue Culture Flask (75C盼

無鐘過滾、且其

19 

廠 牌

Nikon 

Diphote 300, Nikon 

Ko伽an

LAI' LIQUID 

Reichert-Jung 

Hitachi 

廠 牌

BRAND 

CORNING 

VACCEANINER 

VACCEAN1 NER 

VACCEANINER 

TPP 

TPP 

如此悶悶



U 
U口 名 廠 牌

CSterile Vented Filter Unit 0.22u班)

細胞培養盤C24wells)

e 'D u a?L 

-ho sy --T 
A
U

尸
，U

35 x 10mm 

1. 8ml 

FALCON 

BRAND 

FALCON 3001 

單icrocentrifuge tube 1.5ml 

Nunc 

軟丹:黑白 RX-13 富士

1. 3藥品試劑

白

白口 名 廠 將

Nitric acid Ultra pure 德國丘單erk

界面活性劑Ttitonx-100 德摺E. 單erk

Nitric acid GR級 RDH公司

全標準品SR草1598 BRM Human Serum Serononm TJi :Bio-

rad 

她NSOD Kit試劑組 制NDOX公司

磷氛酸 德國E. 單erk

硫酸 德國E.Merk

TBA CThiobarbituric acid) 日本林藥
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(2). 實驗方法:

本研究鑑於這些參考指標極為重要，因此設計出以人體、實驗鼠

及垮養細胞為樣本分為三部份來整體探討暴露毒性物質峙，這些指標

間變化情形。第一部份:鉛暴露對勞工血液中生物效應指標影響。第

二部份:氣化鉛對有istar 雄鼠生物效應指標之影響。第三部份;氯化

鉛單一及與甲笨複合暴露對中茵倉鼠肺臟 C V79 )細胞生物效應指標

之影響。以下介紹詳細步驟。

(一).鉛暴露對勞工血液中生物效應指標影響

分別故集三家鉛暴露工廠工人靜脈血液樣品，探討其鉛金屬濃度

與結質過氧化產物CThiobarbituric acid reactive substance-

TBARS) 、過氧化歧化時(Superoxide dismutase-SOD) 、竭的的元素濃

度及血紅素值CHemoglobin…HGB)之相關性。

1. 1 血液樣品採集

選擇北部與中部三家鉛金屬相鶴作業工廠員工及行政人員共

15是位，其中男性 115 位，女性 39 位，年齡在 18 歲至 55 歲悶，

以低金屬污染之採血針頭，令肝素抗凝劑之真空揉血管抽取約 5 毫

升之全血樣品。為避免採血過程之污祟，所有員工均應在抽血前洗淨

雙手及手財部位。全血收集後，儘遠帶回醫院分裝檢體後，一部份樣

品由本實驗室或附設醫院血清室分析其血鉛濃度。剩餘按鐘則由本研

究室帶回車備測定其過氧化歧化時活性，結質過氧化，血紅素及磁元

素濃度。不需立即分析之檢嫂，均於分裝後冰存於一85 0C超低溫冷凍

權中係存。

1. 2 器材清洗

ÎÎ 



本研究使用於血樣分裝金屬元素偵測之實驗器且包括玻稽定最

瓶， Pipptte Tips ' 1.5cc 尖底離心管，原子吸收光譜儀用之樣品

杯皆需 1 1 稀釋磷酸溶液浸泡至少一天，取出後以二次蒸餾水浸

泡後用超音波振盪清洗，或經由 15% 禍，酸溶液熱蒸汽迫流沖洗，直

接以二次蒸餾水清洗無塵操作接內綜乾備用，其它實驗器血，則依一

般清洗流程，浸泡鹼性清潔劑後，以超音波振盪清洗，並用二次水沖

洗後，烘乾備用。

1. 3. 金厲元素分析:

金屬元素之分析工作，在鉛金屬部份由本研究室暨本校附設醫院

檢驗科血清室共同完成，喝元素則由本研究室測定。作業勞工全血檢

體送至本研究室後，輕輕搖晃混合，吸取 100 敘升之全血童入預先洗

淨之1. 5 毫升之尖底離心管中 (pp 材質) ，並加入 900 微升之稀釋液

(0.5% Tri ton何一100 溶於 0.2% 超純級硝酸水溶液) ，充份混合。使

樣品溶液中之大型分子如胞朕碎片、脂肪酸、搶類、蛋白質及核酸等

能經由界面活性劑 Triton@X-100 乳化後形成均勻分佈之溶液，另一

方晶亦可經籍由鴿，酸的金屬溶離作用，避免金屬沉積於管壁或吸附於

大分子上。

稀釋後之全血樣品，取樣前均由超音波取樣器 (Perkin-Elmer

USS-I00)充份混合後，以自動取樣器之毛吸管定量取 20 微升並添

加基質修飾劑包括 200ug 磷酸二氫氯及 20ug 硝'酸鎮溶液後，以原子

吸收光譜儀(Perkin-E1mer model 5100PC)合石墨爐式原子化裝置及

Zeeman 背景校正系統偵測鉛金屬含量。而磁元素則是取樣 20 微升

後，加入基質修飾劑含 5ug 紀金屬及 15ug 磷酸鎮溶液後以原子吸收

光譜儀測定{吟7凡原子吸收光譜儀設定石墨爐加熱程序及儀器偵測條

)i 



件只j於表 2 。至於本院的設醫院檢驗料血清室之血鉛偵測流程則是

將作業勞工全血樣品充份混合後，吸取 100 徽升之全血樣品，軍入

潔淨之樣品杯中 CPE 材質) ，並加入 900 擻升之特釋液(0. 5% Tri ton 

X-100 ' 0.33% 磷酸二氮氧，溶於 0.2% 之超純級磷酸溶液)充份混

合後，使樣品溶液分佈均勻。將稀釋後之血樣以自動取樣器吸取 20

微升，以原子吸收光譜儀CPerkin-Elmer mode1. 3110) ，含石墨爐式

裝置， D2 燈背景校正系統偵測鉛金屬含量。原子吸故光誰儀之設定

條件，亦列於表 2 。同時，為了確保兩間實驗室血鉛濃度分析數據

之品質，除了採用已知濃度之參考物質如 Seronorm1賞， Bio-Rad@ 全

血標準品驗証實驗流程外，亦挨用實驗室問樣品分析比對程序來控

制兩間研究室之分析品質，數據結呆分別列於表 3 及表哇。此外，

為驗證本研究室對血中喝元素定量之準確度，作者採用標準參考樣

品包括牛血清標準品的問 1598) 、人類冷凍乾燥血清樣準品

CSecond-Generation BR班 human serum) ，來確認、分析之品質，結果

詳列於表 5 。

1.是脂質過氧化謝定

血液混合均勻(操作過程試管均置於碎冰中處理，延緩血球昇

溫) ，取全血樣品 75 微升，豈入 15 毫升塑膠離心管中，並加入 4 毫

升 1/12 N 硫酸溶液及 0.5 毫升 10% 磷鴿酸溶液，振邊混合 5 分

鐘後，童入離心機中，以每分鐘 3000 轉速度離心 10 分鐘。離心後，

迅速將上清液倒掉，再加入 2 毫升 1/12N 硫酸溶液及 0.3 毫升

10% 磷鴿酸溶液振盪 10 分鐘。再一次離心後，倒掉上清液。試管底

部之沉澱物加入呈色劑 TBACThiobarbi turic acid)醋酸水溶液 l 毫

升及 4 毫升二次水，混合均勻後於鈞。C 水浴恆溫振邊的分鐘使呈
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色劑與路質過氧化之裂解產物為二酪(Malondialdehyde -恥的結合形

成螢光複合物(TBARS) ，符冷卻至室混，加入 3 毫升正T醇萃取比螢

光複合物。將比上層的含螢光複合物溶液以螢光光度計 (F鈞。o

Hitachi)在激發波長 515nm 發散螢光波長 555 nm '偵測螢光強度。

同時，亦以已知濃度 MDA 為耳語質過氧化產物之標車品，配製不同濃度

之檢量線標準品，俾供濃度換算(泌的。

1. 5 血色素瀾定

作業勞工全血樣品輕晃充份混合，取 0.5 毫升全血樣品童入1. 5

毫升離心試管(測定之前於低溫狀態下處理) ，用血球自動分析儀

(Sysmes K-1000 三東儀器公司)測定定量，以取樣器自動取樣 50 微

升，利用酷酸溶破紅血球後，透過光譜分析求得血色素之濃度(13.75 喲。

1. 6 過氧化歧化的含量瀾定

將某一電化工廠 60 位血鉛濃度分佈均勻之勞工靜脈全血樣品，於

採樣後靜置 30 分鐘，使血液內溫度降至室溫後置入低溫冰桶碎冰中儘

抉送回實驗室處主吏。將血樣緩和地混合均勻 9 取樣合血 0.5 毫升童入

1. 5 毫升離心試管 cpp 材質) ，童入冷凍離心機 C Freezed 

centrifugeme-Hettich. UNIVERSAL，凹的設定 4 OC 3000 轉，離心 10

分鐘後，去除上層血清，隨即時使用 3 毫升 0.9% NaCl 沖洗(去除紅

血球表面沾黏的雜質抗體等)是次，每次均用 3000 轉， 10 分鐘 4

℃離心去除上清液後，加二次水至 2.0 毫升，充份混合後童入 4 OC 

冷藏室 15 分鐘。將紅血球施膜充份破壞後，取混合液 50 微升，以

做NSOD 試劑組經由紫外光/可見光分光光譜( Hitad泣， U3000) ，測定

其過氧化吱化時(SOD)之活性，並將前述之血色素測定結果，作為濃度
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校正之依據(19. 刑1)。

1. 7 數毒草統計與分析

所有之實驗數據皆翰入電腦，屑 Sigma Plot 及 Sigma State's 

1. 0 版載 windows95 視窗版軟體作鷗形繪製及數據統計分析之工作。

(二).氯化鉛對專istar 雄鼠生物效應指標之影響:

觀察老鼠在長期投予低濃度鉛金屬後，對其生理及生化反應之影

響，包括一般生化值、鐘愛變化、血清及器官均質液中金屬濃度及血

清和器官均質液中脂質過氧化產物濃度等，建立鉛金屬之相關指標。

2. 1 器材清洗

鉛金屬元素分析所使用之器材如容量瓶、 Pipette tips 、原子

吸收光譜儀之樣品杯等，使用前均須浸泡 50% 磷酸溶液 l 天以上，

然後以二次蒸餾水於超音波洗淨器清洗或者經由 15% 碼，酸溶液加熱

迫流沖洗後，以二次蒸餾水清洗兩次，於無塵操作檯內味乾備用。

老鼠斷頭犧牲所需器材，皆預先以 1協助TA 溶液浸泡或擦拭，並

用二次蒸餾水沖洗後，烘乾備用。在實驗進行時，定時周二次蒸餾水

沖洗解剖器材，拭淨後使用。

其它實驗所使用之器材，均採購預先洗淨包裝之容器。器材使用

後，則以清潔劑浸泡，經過自來水沖洗，超音波洗淨，最後以二次去

離子水沖洗，童入烘箱乾燥備用。

2.2 動物飼養及血淚樣品雄集

分組一選取約是~ 5 過大之官istar 品系雄鼠(購自台大動物

中心)飼養於 12 小時光照， 12 小時黑暗之動物房內，溫度控制在位
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土 3
0

C '濕度範鹿為 4。第-- 60克朗，供給福壽牌粒狀飼料，隨機分為

兩大組。分別投予含氣化鉛之飲水或作為對照組之逆滲透水，分.紐情

形如下:

(i)對照組(Control)一抽取 16 隻老鼠，分為 2 小鈕，飼料採

充份供給，飲水則以逆滲透水定量給予。分別在飼養後第 90

天及 180 天斷頭犧牲。

(ii)鉛金屬起一抽取 36 隻老鼠，各以 18 隻老鼠為 90 天組及

180 天組老鼠，飼料採充份供給。飲水則依攘相關文獻資料

。0)所記載之該金屬所引發人權毒性反應之劑量 2.6 毫克

/1000 毫升時會造成酸性鉛中毒及成人每天平均自飲食中

攝入 20 微克到 400 微克的鉛金屬(恥，經體委換算後，用

逆滲透水稀釋金屬溶液定量給予 90 天或 180 天，並再細

分為高濃度、中濃度及低濃度三組各為 6 隻老鼠，各組劑

量及給藥方式列於表 1 0 

2.3 動物實驗模品收集

血液一將禁食後之老鼠，置入乙瞇缸中麻醉，以斷頭方式犧牲，

收集血液於預先洗淨之 15 毫升塑膠試管中，於 10 oC 下保存兩小

時，符血液凝集後，以冷凍離心機在每分鐘 3000 轉達下離心 10 分

鐘，取上層血清供生化值按驗，結質過氧化物濃度測定及鉛金屬元素

含量偵測等使用。

器官一解是判斷頭犧牲後之老鼠，取出其肝、腎器官冷凍係存，符

均質化後測其總蛋白質濃度及ßã質過氧化產物之變化。
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2. 是金屬元素分拼

老鼠血清樣品予以充份混合均勻後，吸取 150 微升之血清，

荳入已預先洗淨之1. 5 毫升尖底離心管中(如材質) ，並加入 150

徵升之稀釋液(0.5% Triton@ X-100 溶於 O. 訊超純級硝酸溶液) , 

充份混合後，於室溫下置放至少的分鐘，並不時振盪混合。使樣

品溶液內之大裂分子如脂肪酸、聽類、蛋白質、核戰等均能均勻分

佈(82-83) 。稀釋後之血清樣品，即可直接在添加基質修飾~1 包括磷酸二

氫胺及磷酸鎮後，以原子吸技光譜儀偵測其鉛濃度，儀器偵測條件

列於表 2 。

2.5 路質過氧化物之湖定

取混合均勻之老鼠血清樣品 30 微升，荳入 15 毫升塑膠離心

管中，立在加入 4 毫升 1/12 N 硫酸溶液及 0.5 毫升 10% 磷鴿酸溶液

振盪混合 5 分鐘後，童入離心機中，以每分鐘 3000 轉速度離心 10

分鐘。離心後，將上清波倒掉，再加入 2 毫升 1/12 N 硫酸溶液及 0.3

毫升 10% 磷鴿酸溶液，振盪混合 10 分鐘後，再次離心後，倒掉上

清液。試管底部之沉澱物加入呈色齊J TBA 睡暖水溶液 l 毫升及 4

毫升二次水，混合均勻後於 95
0

C 水浴 60 分鐘後，符冷卻至室溫，

加入 3 毫升正丁醇'萃取 TBA 與路質通氧化產物複合物

(TBARS)(鉤。將此複合物以螢光光度計在激發波長 515nm 發散發光

波長 555凹，記錄其發光強度。

首先先將冰凍之肝、腎器官寰於冰浴中解凍，分支持稱取 l 克的

肝臟或 0.5 克的腎臟，加入 3 毫升或1. 5 毫升的緩衝溶液(Tris

HCl 10甜， pH 7. 6，含 0.25班 Sucrose 及 5血握手握ercaptoethanol)以

均質機研磨組織後，直接倒入 5 毫升之塑膠試管中，置入冷凍離心

?其



機於是 Oc 每分鐘 10000 轉，離心後，取上清淡泊徵升，如前述

步驟，依序操作，禎湖兵器官均質液中脂質過氧化產物之含量。

2.6 搗蛋白質之瀾定

在老鼠器宮均質化之過程中，為避免因研磨程度土之差異而造成

實驗上的誤差，本研究將組織均質液中的總蛋白質含量予以定量，以

提供均質液濃度調整之依擾。取混合均勻之組織均質液 10 微升，加

緩衝液稀釋到 l 毫升後，將 100 微升之稀釋液倒入1. 5 毫升之尖底

離心管中，並加入1.是毫升之蛋白質呈色劑 CBCA-1 kit ;20 毫升

是% CUS04. 5IbO 加入 1000 毫升 Bicinchoninic acid solution)後，振

盪混合均勻，於 37
0

C 下玲養 30 分鐘後，符降至室溫，即以可見光

波長 562nm 偵測吸光值，並對照由不同濃度之牛血清白蛋白與呈色劑

反應所繪裂之檢量線，求其總蛋白質含量(85-86) 。

2. 7 數接統計與圖形繪製

數據統計與圖形繪裂，皆是使用 SigmaPlot@for 曹indowsn.

CJandel Scientific) 版本軟體之 t-test 及繪國功能而完成。

(五).氣化鉛單一及與甲萃接合暴露對中國倉鼠蹄臟

( V79 )細胞生物欽應指標之影響

毒性物質為氣化鉛、甲萃，觀察毒物悶在交互作用與生物反應，

所產生之化學中間代謝物和產物之問是否具有複合加戒毒性或是抑
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會j效應。

3.1 細胞解球與保存

儲存之 V79 細胞由液態氮氣中取出，迅速放入 37 0C水浴，使其

快速完全解凍後，移至無菌操作台內，將解凍之 V79 細胞移至預先準

備好之令有 37
0

C 胞且玲養液之無菌離心管中，以 800叩個離心 5 分

鐘，去上清液後，與備好之 5ml 之 37
0

C 誼EM. 培養液充分混合，培養

液移至 25 c ni之 flask 內培養，轉至 37
0

C ' 5 % C02 中垮養 18-24

小時後，換新鮮玲養液，定時用倒立顯微鏡CNikon)觀察細胞型態，

符於 flask 底層長滿單層細胞後，進行細胞分盤及冰凍係存。

3.2 細胞分盤

單層長滿細胞之 flask 抽出身、有的培養液，隨即加入磷酸緩衝溶

液CPBS)清洗二次後， CPBS 章 75 cm2f lask 7ml 、 25 個2flask 3ml) 

接著加入姨蛋白酵索TηpsinlEDTAC75 cm2f 1 ask2m 1 、 25cm2f1ask lml) 

作用 5 分鐘單離、細胞，然後加入 ME措培養液分裝到其他新的無菌 flask

內 (75 cm2f1ask 15ml ' 25 cm2flask 5ml) 。

3.3 細胞冰凍:

承續細胞分盤步騁，取細胞混合液，以細胞計數器計算細胞數目

後，咬取每毫升培養液含 lxl06 細跑/血i 到無菌離心管內於 800 rp啞

離心 5 分鐘，去除上清液，並加入令 3-5 %之間SO C Dimethyl 

sulfoxide)之 lml 培養液，混合均勻後移到 cryotube 中， cryotube 

用棉花包裹再放入密閉係力龍金內，先暫置之o OC 冷凍層符 10-15 小

時再轉移放置一85 0C 冷凍庫中 8 小時後，再移至液態氮橋中儲存。
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3. 是細胞培養

V79 細胞來自中山醫學院藥理科提供，垮養之細胞試劑，培養液

需篩選過無細菌、飯菌，胞漿體等污染才可使用，先將是基定生長之 V79

細胞種在含有恥T (l OOu推 Hypoxanthine 、 2u雄Aminopterin 及 30uM

Thymi d i ne) (3!HO. 68. 72. 87)的跑單垮養液中單層垮養 3 天，以篩選並去除

突變基臨之 V79 細胞。 3 天後洗去含有臥T 之培養液，用磷酸緩街液

。BS)洗 2 次後堵養於一般阻班垮養液中再繼續培養 3 夭。其班班垮養

液中含有 10 %胎牛血清CFBS) l. 22 % w/v 碳酸氫鍋， 2 種抗生素

CPenicillin 100ug/rn1)和 O. 03 % CL-g1utarnine) ，培養貓條件設定於

含 5 % C02 ' 37
0

C培養。實驗流程如(闋的.

3.5 統計分析

所有實驗數據翰入電腦，以 Sigrna plot 及 Sigrna state 視窗版

軟嫂，作圓形繪製及數據統計分析工作。

Student~s t-test: 分析單一暴露氯化鉛、甲笨、亞喝酸銷或複

合暴露氣化鉛添加甲笨或氣化鉛、甲笨、亞喝竣納共同暴露之各組劑

量所得數據與未暴露任何毒物之對照組數據比較差異性。

Regression Curve: 分析單一暴露氯化鉛、甲笨、亞硝酸鉤之各

該組數據依劑量增加兩呈現之負相關姓之線性曲線。

獨立協同反應計算模式Clndependent Joint Action 單odel lJA) 

所得之細胞存活率預期值與實際值比較得知氣化鉛及甲笨共同暴露時

具有協同拳，陸 PC恥之叭的tPC鈞一PCABY的. PCA)= 氯化鉛細胞死亡率

實際值。 PCB)= 甲萃細胞死亡率實際值。 PC草) > 0 則其加戒毒性。
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參、結果

(一).鉛暴露對勞工血液中生物效應指標影響

為了驗証實驗分析流程之精確性，我們將已知濃度之全血標準品

作為定量樣品，與他組實驗室進行實驗室間比對，在表三數據可以顯

現兩間實驗室偵測所得血鉛濃度用Serononnu 樣品在真實濃度之

100. 掰一 103. 慨之間，用 Lyphochek 樣品在真實濃度之 90. 做一

108. 慨之間。此外，工人全血樣品之實驗室比對結果列於表四，兩個

實驗室的分析數據比對結果之差異，兩個實驗室的分析數據差異比率

在 0.28%- 6.68% 悶，顯示進行中的分析品質都相當良好。此外，為

驗證實驗室在分析石聶元素之準確性，表 5 列出本研究室分析標準參考

物質中磁元素含暈，偵測所得濃度數值皆在真實濃度之鈞一103 %間，

表示分析數據之準確度相當高。將血紅素濃度依照不同之血鉛令董予

以分組後，顯示在血鉛濃度大於 30μrg/dL 峙，血紅素的濃度 IIp呈現

土下跳動變化之趨勢(圈 2) 。而圈 3 則是紅血球中過氧化吱化時活

性與血鉛濃度關條圈，由閩中可以明顯觀察到血鉛濃度在 20pg/dL

到 50μrg/dL 間有不穩定高低變動之酵索活性，而血鉛濃度大於

30pg/dL 以上峙，幾乎所有的酵索活性皆有偏低之分佈。待作者進一

步將血鉛依濃度高低分組後(闋的，可以更清楚地發現過氧化吱化的

之活性在血鉛濃度 20μrg/dL到 30μrg/c也問跳升，而且也有顯著差異

CP<0.05) 。此外，當血鉛濃度在的μg從L 到 70μrg/dL悶，酵素活性

別有下降之趨勢。圈五則是工人血液中路質過氧化程度與不同血鉛濃

度之變化關靜、圈，當血鉛濃度高於 20μg沿L 時，脂質過氧化程度則

略有上升之趨勢，但無統計土之意義。作者分析血樣中喝元素濃度時
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發現當血鉛濃度逐漸上升時，喝元牽濃度亦呈現不規則之變化〈圓

的，當血鉛濃度在 30-40pg;徊，筒，磁元素含量降至最低，隨後有

回升，在鉛濃度 50-60pg/dL 聞達到最高濃度，為區聞組比較持有顯

著性差異(p<0.05) 。

(二).氣化鉛對習istar 雄鼠生物安定應指標之影響

本研究還取多項有關金屬毒性的參考指標包括血清之生化值變

化，體重增加之情形，血清中的鉛全屬含量，血清或組織均質液中路

質過氧化物之變化。

表 1 列出本研究所用動物之飲水中添加氣化鉛之濃度，同時記錄

各組老鼠在實驗期間之飲水情形，數據顯示，不論有無添加氯化鉛之

飲水，幾乎在每 3 天的飲用期內皆無太多剩餘。

由各組實驗在飼養期間實驗趣之體重與對照、組之比值變化曲線

圖(國l. a, b )中，發現各組老鼠之鐘愛變化比無明顯改變 (p > 

O.05， t-test) 。總體而言鉛化合物之給予，並未造成老鼠體重增加速率

的顯著影響。周 2 為老鼠的血清之生化值與對照、組老鼠生化值之平均

值長條圈，圖形顯示大部份之生化值變化並不是很顯著。在各項生化

值偵測結果中，血清白蛋白(此B)的濃度變化(閱 2. a) ，鉛之給予，略

有使之濃度升高之趨向，並在部份實驗組有顯著增加(p<O. 01) ，顯示

對肝腎功能有些許影響。血清尿素氮(BUN)偵測結果(圈 2.b) 發現鉛

高濃度暴露組在 90 天實驗經有增加(p<O. 01) ，但在 180 天實驗組又

較對照組低(p<O. 01) ，可能有腎功能受影響之徵兆。血清中鹼性磷酸

莒每(組P)' 在鉛化合物組(國 2.c)則有先降後升之情況，但是無顯著

差異。圈 2.d 及 2.e 為兩種氯基轉移百每天門冬暖胺基轉移時 (AST)
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反丙按酸胺基轉移時(ALT)在實驗組之變化。主釘在鉛投予之老鼠

血清中多數皆有明顯之上升(p<O.0 1) ，顯示肝功能略有受損。可能有

細胞死亡或傷害。剋.T 則亦有增加，在 90 天經之高低暴露組則是較

明顯(p<0.05) 。

表 3 為全血標率品在本實驗室之分析結果，數據顯示分析桔確度

皆在 90.0%至 100.9%悶，驗證分析流程都在良好的控制條件下進行。

在血清中鉛金屬濃度變化方面，可以由表 4 明顯地觀察到供給氣化鉛

飲料組老鼠血清中鉛金屬濃度在 90 天及 180 天組之高、中濃度組皆

有明顯增加(p<O.Ol 或 0.05)但是數值差距不是很大，此外對照紋的

血清鉛含量有隨著飼養特問延長而增加。將鉛化合物組老鼠及對照組

之器官均質液另行採樣，以 10 倍稀釋之比例加入稀釋液後，沿用血

清中鉛元素之偵測條件，將均質液中鉛金屬含量予以定量，表 4 亦列

出器官均質液中鉛元素之令量，多數實驗組其器官均質液中之鉛含量

皆顯著高於對照、組(p<O. 01) ，證明鉛已被動物吸收而財存於器官內。

圈 3 為實驗動物血清中脂質過氧化物之濃度與對照組血清中濃

度，鉛暴露組大致上在初期(90 天)在低濃度組及中濃度組有較明顯引

發大暈過氧化物產生(p<O.Ol 或 O. 05) ，而在後期 (180 天)時，中濃

度組有較明顯之增加(p<O. 05) ，低濃度經反而較初期(90 天)低，而高

濃度組雖較初期增加，但是無統計土之意義。由表 5 之數據變化顯

示，氣化鉛在肝臟初期作用較緩，但在 180 天時，作用相當明顯，

使臆質過氧化物濃度在各暴露紐增加約近兩倍(p<O.Ol) 。對腎臟而言

鉛作用較不明顯，僅有在初期之高暴露組呈現有意義之增加

(p<O.Ol) 。
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〈三).氣化鉛單一及與宇萃被告暴露對中圈倉鼠草書廳

( V79 )街胞生物效應指標之影響

主、單一暴露毒性比較:

在進行細胞毒性試驗峙，首先各別建立單一毒物對細胞半致死濃

度(Median 1etha1 concentration LCso)在 LCso 濃度範圍內擇得最高

濃度及最低濃度界限。氯化鉛(PbC12)濃度 LCso 為 772u班，在 193 UM 

時稍具有細胞毒性影響(圈 8) ，但在 772耐時則明顯有細胞毒性。在

Cell viability(CV %)及 The percent of Al組ar blue metabolic 

activity in response(組A %)中，國表顯示細胞存活率明顯降低，

與未暴露任何毒物之對照組比較有顯著性差異(t-test • P<0.05 )。氣化

鉛 772u揖(圈丹 2)在細胞型態上與對照組(圖片 1)比較特 V79 細胞明

顯受抑制呈現園球狀，與正常狀態具有紡鍾狀貼壁、外園具菱角曲線

配上明顯光暈、有絲、分裂時形成圓形狀截然不閱(自)。在氣化鉛 1930 u醒

時 CV %降至 1/3 且鵬主%亦降至 1/2 '在 V79 細胞型態里其外菌光暈

變淡及型態改變(圖片 3) 。而以 Trypane b1ue exc1usion 來責成迫

歸曲線， y=一O. 05X+ 1. 2 相關餘數 r =0.91 。依氣化鉛之劑量遞增與

CV %成負相關性。

甲萃(Toluene)方面，在 1.92u盟與 3.39u單兩劑量問細胞毒性明顯

增強;其細胞存活率 CV %與細胞代謝活性組A 先中比未暴露對照、經降

低了約 1/2-2/3 倍，以 CV %責成之迴歸曲線 y = -0. 11x+1. 1 '其相

蹋餘數 r = O. 93 '依甲笨之劑量遞增與 CV%成負相關性(國 9) ，立在與

對照組比較有顯著性差異 (t-test P<0.05) 脂質過氧化產物

(Thiobarbituric Acid Reactive Substance-TBARS) 與甲笨劑量成

反比現象(廚 9-1) 。在甲萃 17. 1日班時與對照組比較有顯著性差異

。 <0.001) ;細胞型態與對照組比較顯示胞祺已被破壞，胞內容物已有
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改變且呈現垂死狀態(圈丹是 y仰2) 。

亞硝酸鋪(品dium selenite): 喝元素歸納為抗氧化元素{品船，

LC50濃度在 21. 25u盟(周刊，在低濃度亞硝酸鋪在 25u班時有助長V79 細

胞繁獲現象。隨劑量增加，細胞存活率依劑量而減少。亞磁酸納

12. 75u單以後之濃度與對照組比較具有顯著性差異(t-test P<O. 05) 。共迫

歸曲線 y = -0. 32x+6. 1 相關峰、數為 r = O. 94 。亞喝駿銷之劑量遞增

與 CV %成負招關性。

B.毒物被合共同暴露毒性之比較:

氣化鉛與甲萃稜合毒性之程度:

先前之各別建立單一毒物對 V79 細胞之 LC50 劑量。另挑選對細胞

致死率影響較輕微之甲笨次低劑量 1.92u話， V79 細胞之CV 先約 80% ' 

同時以不同濃度之氯化鉛脅j 曼 (PbCh)加入 V79 、細胞1. 2xl05cell 

/剖，結果呈現出甲笨亦可顯著加強影響各不同濃度氯化鉛(PbCh)對

細胞之毒性(國 11 、表 2) 。氯化鉛(PbCh) 在 1158 UM 持其 CV %為

76% '創立%為 73%(表 1 '以獨立協同反應模式計算(Independ Joint 

Action module ) P(M)=P(A)tP(B) - P(AB) (49) ;P(組)為預測細胞致死

率之佳， 0 (草)為實際細胞致死率之值， P(A)及 P(B)為氣化鉛、甲

笨Cl.9u單)之實際細胞致死率之值;預測共同暴露複合氣化鉛與甲萃

是否具加戒毒性，反應狀態(Interaction)= O(草)一 P(草) (的)如為

正值(+)則表氯化鉛與甲萃是具協同毒性，等於零時為加戒毒性，若

為負值(一)則否(如。在表 2 中大部份為正值C t) ，而氯化鉛 772u班

添加甲笨1. 92 UM 在細胞型態(圈丹 5)與對照組及氣化鉛 772 u盟(圈

月 2)比較起來，除胞脹已明顯被傷害，型態已非典塑紡垂狀，內舍之

笠泡增加，光暈變小且暗淡。故我們推測氣化鉛與甲笨之複合毒性對
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F 

V79 細胞細胞其有加成性的傷害作用。

c. 喝必需元索拉抗效應:

比較亞喝直是鋪 4. 25uM .a.. 8. 50uM對 CV %影響程度:

發現低濃度磁元素具有助細胞抗氧化作用及活化了抗氧化細胞

酵素如 GSH-PX 、 SOD 等之功能(諮詢♀1) ，選擇亞喝竣鋪在 25uM 、

8.50u盟兩濃度(屬悶，取相同細胞代數、細胞數、時間及流程下，

加入各種不同濃度之氯化鉛'結果呈現出氣化鉛加亞喝竣納 4.25 u站

時比對照組細胞 CV%增加1. 03 倍，在氣化鉛 386 UM 增加1. 04 倍，

但在氣化鉛 154是UM 卻降至 1/5 '而氣化鉛加亞喝酸釣 8.50u盟中與

對照組細胞 CV %比較明顯降了 2/3 '故表 3 表示亞磁酸錦 4.25u誼

之拉抗致應較好。

亞喝真是輛是.5 UM 拉拉氣化鉛是甲笨賣主處程度:

在亞磁酸鉤 4.25uM持對 CV%及 AMA%效應較好(麗 10 、表 3) 。

故在氣化鉛不同濃度裡加入自定甲笨 1.92u班以期望 4.25u撞車硝酸

鋪能發揮持抗效應，在氣化鉛 1158 UM 以下每個劑量 CV %及 AMA % 

與(屬 11)比較大部份值均有提高的現象(圖 12 、表 4) ，趕過氣化鉛

1158u單濃度時已無法對受損細胞發揮有限之持抗效應。
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肆、討論

對工作或生活環境中的毒性物質加以監控，使之能維持在安全

濃度以下，乃是維護健康之基本條件。但是，由於這些安全容許濃度

皆是對大多數人不造成危害之考慮而設定，並未包括由於個體代謝能

力之差異，整體暴露概況，生活習慣等不同所引發之雖然曝露於相同

劑量卻可能導致之不同程度反應之狀況。因此，如何能更積確地評估

個體對某些特定嘉性物質的真實暴露章，或者籍此建立危害指標，防

止傷害進一步地擴大，即為自前相當重要之課題。近年來，生物偵測

CBiological 血onitoring) 或生物效應偵測 CBiological effect 

monitoring)技街，即在前述考量下，再輔以精密儀器不斷地問發，

靈敏度不斷地提高下，而得以蓬勃發展。

研究針對環境鉛金屬暴露所可能引起之貪血及其引起的重金屬

觸化反應 CHaber-恥iss reation) 及過氧化趨動反應 CFenton

reation): 金屬 3+ +C古→金屬勻。2，金屬 2++Hz02 →金屬叫OH' tOIf產

生自由基引發鐘內過氧化程度增加等生物欽應，選擇包括血紅素，喝

元素，過氧化歧化時及鉛金屬濃度等相關效應指標來評估不同程度之

鉛濃度暴露下，所引之變化效應(1.2乳白 19.20. 21. 23) 。

可只



(一).鉛暴露對勞工血液中生物效應指標影響

表二、表三列出偵測血鉛濃度之兩間實驗室分析品質測試結

果，可以發現不論在分析技術或數據之可信度上都非常良好，而且數

據結果亦有相當之一致性。顯示血鉛偵測技街在兩間研究室已有深厚

基礎， QA/QC 系統亦達相當之水準。此外，本研究室亦定受工人血中

血紅素(圈 2) ，過氧化歧化時(閱 3，是) ，脂質過氧化(周 5)及喝元素

(圓的濃度，並比較各組與血鉛濃度之蹋餘。前人研究發現，鉛金屬

已確認在血中紅血球方面會抑制體內血基質(Heme) 的生合成，血球

容積量，紅血球總量，增加血球被氧化章(提高藹萄糖-6一磷酸去氫的

及楚氯酸過氧化時活性)造成容易貧血之現象0.13.20.78.92) 。但由圓 2 發

現，當血鉛高於 30pg/dL峙，血紅素的濃度有高低問結出現之傾向。

這種現象可能與鉛金屬抑制血基質生合成，同時亦造成體內氧化程度

增加，因而引發代償性反應有關，包括抗氧化機制、血基質合成機制

等酵索系統之高度活化(如，致使血紅素濃度在體內代償機會1 @1復修論

能力高於鉛之破壞力峙，即有顯著增加，隨後在血紅蛋白增加之四饋

抑制下，體內代償機制活性局部或全部下降，而鉛金屬卻在鐘內逐漸

累積，毒性亦逐漸增加，因而導致血紅素合成又受抑制，濃度下降。

這些推論，尚待更多的實驗數據予以釐清。

至於和體內氧化反應有關性的過氧化吱化百每'硫代巴比妥反應

複合物CTBARS)及喝元素等指標在血鉛濃度 20pg/dL 以上峙，即開

始有所變化(圓 2-6) 。顯示即使工人暴露在少量鉛濃度環境中，其血

鉛濃度僅僅略高於一般人之正常範圍 9pg/dL-15，ug/dL(23. 喲，但工人

體內之氧化緊迫COxidative stress)卻已有增加的現象。尤其是過
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氧化歧化闊的明顯跳升〈圈哇，血鉛 20，ug/dL -3 O,ug/dL y2. 12. 19. 79. 8l) , 

是否表示過氧化歧化持對血鉛濃度變化的敏威範圍在鉛 20μg沿L -

30pg;扎特待進一步實驗驗証。但已知暴露鉛金屬環境會有明顯影

響些酵素，如葡萄糖-6-磷酸去氫葛每(G-6-PD)及提氯酸過氧化時(GSH

PX) ，過氧化歧化時(SOD)，過氧化氫時(Catalase)等(削和作者實驗數

據(圈四)所顯示之符合，血鉛濃度高於 30μ~/dL '即;有使過氧化吱化

時活性低於正常範園 1800 Uni t/g Hemoglobino3.. 80 )的表現。因此，

過氧化歧化峙的活性應可成為評估鉛金屬之生物效應指標之一。

曾有報告指出 (2.12. 13 切結質過氧化程度在高濃度血鉛工人有明顯

正相關之趨勢，在本篇文章之圈 5 顯示，當血鉛高於 20μ~/dL峙，

脂質過氧化產物(TB迎S) l!p略有上升之變化但無顯著差異，或許所偵

測血球中 TBARS 僅是脂質過氧化產物之一，無法真確反應出路質過氧

化程度，須待進一步探討其含量百分比。隨著血鉛濃度增加，工人體

內之氧化緊迫程度亦隨之升高，發現石聶元素在工人血液樣品中，隨著

血鉛濃度變化而有高低起伏之趨勢。尤其在血鉛濃度開始增加峙，地

元素濃度下降，在血鉛濃度大於 40 ug/dL 峙，則闊始增加，其原因

仍需再進一步探討鉛與袖之間關緣。有論文(約)指出在動物飲食中同時

添加低濃度的喝元素 (0. 15-0. 50 PP班) ，可明顯降低鉛毒性所引發之

尿中 8一氯基酹戊酸之排泄暈倒，或緩和函飲食中加入鉛 (20 mg/kg 

diet)所抑制之腦內或珀酸去氫百每、乙蘊膽鹼葛每及 Nat /Kt ATPase 之

活性(“)。但若添加磁濃度較高 (1 時間)或遲緩 15 天供給，則會使鉛毒

性效應更為加強(94-低。比外供給高濃度描元素會對動物產生毒害效應，

若同時給予低濃度之鉛元素，則反而會有結抗的保護作用 (34.恥。而同

時給予較高濃度的鉛與喝元素，在雞肝臟內有明顯增加紫質令量，顯

示毒性更趨嚴重憫。至於人體血中鉛與磁元素濃度問相互關係，有報
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告(97)記錄在正會的血中喝元素含量( Se 163.6 uðr1Lt71.5 uglL)~失

群中，鉛(即< 82. 6 ugA.i:12. 是 uglL)與碼有負相關之關靜、( r= -0. 32 

P<0.05) 。以上結果顯示站在人體內之吸枝、排泄及代謝與鉛金屬有

著相當密切之關條'值得作更進一步來研究在高濃度的鉛暴露工人族

群中，喝元素所扮演的角色。然而作者更進一步發現血紅素、過氧化

歧化百每活性、喝元素濃度、脂質過氧化產物濃度數值分佈關餘時發現

當血鉛濃度介 50 u[?治L - 60 u[?准L 峙，四項指標有著規律之變化，

亦即當過氧化歧化畜每活性昇高峙，血紅索及喝元素濃度亦昇高

(14.19.21.96.98-99) 而脂質過氧化程度則下降(2.13.14.23) 。是否代表當血鉛濃度

超過 50 ug/dl 峙，體內代謝系統不同之反應機制，以自應高濃度鉛

所帶來之負面影響，則尚待更多研究數據來驗證之。

(二).氣化鉛對曹istar 雄鼠生物效應指標之影響

本研究還取多項有關金屬毒性的參考指標包括血清之生化值變

化，體重增加之情形，血清中的鉛金屬含量，血清或組織均質液中ßã

質過氧化物之變化，以建立鉛金屬化令物毒性暴露之相關指標，俾提

供生物檢測之參考。

表 l 列出本研究所用動物之飲水中添加氣化鉛之濃度，同時記

錄各組老鼠在實驗期間之飲水情形，數據顯示，不論有無添加氯化鉛

之飲水，幾乎在每 3 天的飲用期內皆無太多剩餘。由各組實驗在飼養

期問實驗組之體重與對照組之比值變化曲線圈(圈l. a, b )中，發現

各組老鼠之體重變化比無明顯改變(P > 0.05, t-test) 。總體而言鉛化

合物之給予，並未造成老鼠體重增加速率的顯著影響。圈 2 為老鼠的

血清之生化值與對照組老鼠生化值之平均值長條圈，園形顯示大部份
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之生化值變化並不是很顯著，應與給予之辯量皆不高所致，蛇，低濃度

而長時間之暴露，亦較符合多數之金屬毒物的危害模式一一一長時閱累

積而形成健康之慢性損害。在各項生化值偵測結果中，血清白蛋白

(ALB)的濃度變化(聞 2. a) ，鉛之給予，略有使之濃度升高之趨向，並

在部份實驗經有顯著增加(p<O. 01) ，顯示對肝腎功能有些許影響。血

清尿素氮(BUN)偵測結果(圈 2.b) 發現鉛高濃度暴露組在 90 天實驗

組有增加(p<O. 01) ，但在 180 天實驗組又較對照組低(p<O. 01) ，可能

有腎功能受影響之徵兆。血清中鹼性磷酸時(ALP) ，在鉛化合物組(圈

2.c)則有先降後升之情況，但是無顯著差異，是否對甲狀腺機能或肝

腎功能有影響，則尚待進一步證明。圈 2.d 及 2.e 為兩種氯基轉移

時 AST(天門冬酸胺基轉移時)及 ALT(丙胺酸胺基轉移富的在實驗組

之變化。 AST 在鉛投予之老鼠血清中多數皆有明顯之上升(p<O. 01) , 

顯示肝功能略有受損，可能有細胞死亡或傷害。 ALT 則亦有增加，在

90 天組之高低暴露組則是較明顯(p<0.05) ，表示肝臟有受到金屬投予

之影響(100) 。歸結前述生化值之變化而言，經由氯化鉛長期低劑量之

給予，對實驗動物之肝、腎功能略有影響，使其部份生化值略有升降。

但就體重及生化值的數據比較來說，本研究在氣化鉛投予過程中，對

老鼠的健康尚不足以構成立即而重大傷害，可協助作者進一步探討鉛

暴露之低限劑量及其毒性效應。

表 3 為全血標準品在本實驗室之分析結呆，數據顯示分析椅確

度皆在 90.0%至 100.9%悶，驗證分析流程都在良好的控制條件下進

行。在血清中鉛金屬濃度變化方面，可以由表是明顯地觀察到供給氣

化鉛飲料組老鼠血清中鉛金屬濃度在的天及 180 天組之高、中濃度

組皆有明顯增加(P<O.Ol 或 0.05)但是數值差距不是很大，此外對照

組的血清鉛含量有隨著飼養特問延長而增加，顯示在飼養環境中包括
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飼料、墊科、及笠氣等，亦含有少受之鉛化合物，被老鼠吸收後財存

於鐘內。將鉛化合物組老鼠反對照飽之器官均質液另行揉樣，以 10

倍稀釋之比例加入稀釋液後，沿用血清中鉛元素之偵測條件，將均質

液中鉛金屬含量予以定量，表是亦列出器官均質液中鉛元素之含量，

多數實驗組兵器官均質液中之鉛含暈皆顯著高於對照組(P<O. 01) ，證

明鉛已被動物吸收而財存於器官內。而血清中鉛元素濃度之所以無法

有效地代表金屬暴露量，主要原因除了鉛容易地沉積於骨梅、器官等

組織外，在血中的含章亦以在紅血球中分佈佔絕大部份，約 90% '" 

95先左右(101)。

為了能建立金屬毒性之早期生物指標或生物效應指標，研究人

員初步選擇了結質過氧化產物為研究目標。由於過渡金屬離子具有

相當強之氧化還潭、活性，同時也是自由基(Free radicals) 之可能來

源(102) ，如鋪、鈞、結、錄、鉛、銘、鍋、鐵等過渡金屬，其中以鐵

為最重要之引發自由基連鎖反應之來源。而其它金屬，如鉛金屬濃度

與鉛作業工人血中路質過氧化產物有一定的相關性(32) ，六領￡各金屬離

子本身的強氧化力(即)， Sandhir 和 Gill(25)則是將老鼠以實管餵食醋

暖鉛 50mg/Kg.Bw 八週後，發現鉛大量地累積在肝臟，同時也造成肝

臟中脂質過氧化物顯著增加。因此脂質過氧化產物應該可以評估由金

屬離子本身氧化還潭、所造成多元不飽和脂肪酸是:.~氧化現象或由金

屬離子所引發之自由基連鎖反應所產生之過氧化產物。圈 3 為實驗

動物血清中脂質過氧化物之濃度與對照組血清中濃度，說明耳語質過氧

化物是鉛慢性低劑量暴露所能引發之參考指標之一。就氣化鉛與血清

中結質過氧化物濃度變化情形來探討，鉛暴露起大致上在初期(90 天)

在低濃度組及中濃度組有較明顯引發大量過氧化物產生(P<O.Ol 或

O. 05) ，而在後期(180 天)時，中濃度經有較明顯之增加(P<0.05) , 
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低濃度組反而較初期(90 天)低，而高濃度組雖較初期增加，但是無統

計土之意義。表 5 則是實驗動物肝、腎器官之均質液所測得之路質過

氧化產物濃度與對照組之比值。同時，為了更積確校正因均質程度或

取樣之差異而造成誤差，所有數據皆以該均質法之總蛋白質濃度(約旦

86) 予以調全是後應用。由表 5 之數據變化顯示，氣化鉛在肝臟初期作

用較緩，但在 180 天時，作用相當明顯，使脂質過氧化物濃度在各

暴露組增加約近兩倍(p<O.01)。對腎臟而言鉛作用較不明顯，僅有在

初期之高暴露組呈現有意義之增加(p<O.01)。

綜合鉛暴露在實驗動物血清或器官均質液中對脂質過氧化物濃

度變化之影響，可以發現鉛雖然可以引發體內之路質過氧化物增加，

但是劑量、暴露時間與毒性效應之峙，立主無絕對之相關性。進一步探

討其原因包括(的本研究所周之鉛金屬暴露劑量低於參考文獻所用之

暴露劑量(25.2的0) ，目的雖在探討低濃度鉛暴露之生物效應指標，卻可

能使個體差異對實驗之影響比重增加。 (b)飲食或飲水中不同之鉛金

屬化合物濃度，在腸道之吸技效率亦不同，而其影響自子包括腸道酵

素活性、其他微量元素如鋒、喝、鋼等之濃度，和蛋白質之結合能力

等(30) 0 ( c)長期體內之累積量與飽權之實際暴露曼(吸技量) ，代謝效

率，排泄能力等皆有關條叫“25.30) 0 (d)許多微量元素如喝、鈴、鋼、鐘

等，皆是動物體內的抗氧化機制正常運作所必需，而不同濃度鉛之存

在則會與這些元素產生程度不同之交互作用，影響彼此的法化吸收進

而可能造成抗氧化機會j之平衡(低划。 (e)不同的值體或器官在受到外

界毒性物質之傷害時，皆會后主動修橋功能之反應。尤其是長期而且低

濃度之暴露條件下，比修橋功能之優劣與反應強弱亦會影響毒性效應

之結呆。

本研究經由動物質驗驗證'長期低毒性濃度的鉛金屬化合物暴
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露，對鐘內肝腎功能略有影響。同時，在路質過氧化方面，雖然並無

法歸納出暴露劑量、暴露時聞與毒性鼓應間絕對之相關e攏，但因鉛金

屬化合物本身之氧化力或其引發之自由基連鎖反應而有增加之趨

勢。在後續研究中，作者將與本院體檢單位合作，繼續故集金屬從業

人員之體液樣品，除了探討對脂質過氧化產物之影響，並進一步觀察

和鐘內抗氧化機制如過氧化歧化時(SOD) ，必需微量元素如喝、鈴等

之相關性。

(三) .氣化鉛單一及與甲萃複合暴露對中鸝倉鼠蹄臟

( V79 )細胞生物效應指標之影響

人類生活水平的捉弄與工業發展有著密切的互動關係，然而在多

方得以還評估下仍有著防範不周的負面影響。在近年職業安全衛生已

由早期作業環境測定推展到生物效應檢測之領域， (Iω〉並由單一毒物

偵測延展至複合毒物測定。

本篇研究是模擬作業工廠之勞工，共同暴露於鉛金屬、甲笨有

機溶劑(36-38)之環境下。況且鉛與鍋、鋼、鐵等同為過渡金屬元素，在

物性及化性相似之考量(I7. 22. 61)應用了 Ikeda 等人(1989) (I的設計研究之

模式，進行該篇實驗，來證明鉛金屬、甲萃，各以單獨暴露反共同暴

露交互作用後，產生之結合複合物、新產物或殘餘物對 V79 細胞暴露

是否會對細胞毒性造成加成或抑制。另再添加喝元素(36冊)對細胞存活

率之影響來暸解是否會持抗氣化鉛及甲笨之毒性。

鉛反甲萃用途最為廣泛，常見在日常生活用品及工廠中如塗料、

油漆、燃料油、印刷等工業製程，而磁元素則散佈於閏月土壤、水、

笠氣、食物(如穀類) (圳等。低劑受亞喝竣鉤，對細胞具有活化及抗
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氧作用，僻的4)本研究中亞石西藏納 12. 75u班以上濃度卻對細胞存活及

代謝活性有抑制影響(圈 10 、表 3) 。

鉛金屬毒性機制並非直接傷害細胞，而是鉛在生物效應中，和氧

化歧化時(SOD)與脂質過氧化產物(L即)指標反應，因此推測有超氧化

自由基( Û2'-:)與過氧化氫(HzÛ2)參與，且鉛離子也與鐵、鋼等過渡金

屬一般，以催化劑之角色參與 Fenton reaction 而產生大量 ROS

{川

Pb2+ r叫d恤u叭∞→ pb封1+ (2) 

pb l+ + û2• pb2+ + 02 2心 (3)

202- + 2H + SOD• HzOz + Oz (4) 

pb+ +匙。2 → pb2

、 OH + OH- (5) 

或

pb2

、 02 → pb3

、弘一 (6) 

202- + 2頁+ 500→ H必+ 02 (7) 

pb2、的2 → pb3

、 OH + OH “ (8) 

pb3+ + û2司→ pb2

、。2 (9) 

氧化歧化時(SOD)在(4)及(7)反應式中促使得 H202 的增加，卻茵

鉛離子之因素，加速(5)及(8)之反應，使 OH﹒自由基增多，阻礙了觸

時 (Catalase)將HzÛ2分解成品。2及 02 '進而讓 OH-自由基攻擊細胞，

破壞胞祺(別的。

鉛離子可誘發 L-glutamate 的增加，而再度產生含氧自由基，

造成氧化緊迫(oxidative stress) 且耗盡胞內穀就甘月太氯基酸

Glutathione (GSH) 及胞膜內之硫氫基群(Sulfulhydryl group

SH) ，使得增加脂質過氧化程度，並抑制了環狀腺核甘單磷酸的
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( Cyclic Adenylate cyclase CAMPase)的功能〈憫。使之在人類神經

細胞上或其他細胞導致細胞毒害作用， CV %及主盟主鬼隨氣化鉛劑量成

反比(圈 7) ，在低劑量氣化鉛 193u賞、 386u醒之短期暴露，細胞存活

率CCV %)及細胞代謝活性反應CAMA %)率並不隨劑量增加而成比例之

影響。可能原因如水溶性氯化鉛(PbClz)複合物進入細胞較慢，且加

入跑單垮養波特形成非水溶性磷酸鉛沉澱物 ， ì.海減了鉛毒性(87) 。還有

可能是活化 PKC 及鮑內酵素功能，使之存活率提高，但也有可能為細

胞受低劑量毒性，本身調節代償作用以維持細胞生理功能或是自然凋

零CApoptosis)之前兆007-108) 。

在 Lin(1 99的研究中指出 (40.87)氯化鉛(PbClz)可延遲細胞分裂使之

停留在的期，且不僅影響體內 DNA 合成，也，會抑制 DNA 、 RNA 及蛋

白質合成。在 Nirual 和Andrea(40. 87. 1ω)證實，氣化鉛並無直接激發基

國突變的毒性，但在配合 UVC 的作用具有基因輔助突變的能力，加強

了鍵鏈斷裂程度;並抑制了各種家合 ìã 4} CPo 1 ymerase) 或連接百每

(Ligase)的修補功能。

在 CarLp 等(1 989)你2)文獻中指出甲笨在 in vi tro 實驗中，雖列

為低毒性之有機溶劑但在>1000ppm 大量暴露時仍造成神經細胞不可

逆傷害。在神經細胞方面在突觸接合體上會將磷臆蘊乙醇氯

(phosphotidylethanolamine-PE) 甲基化成磷賠驢蟾鹼

(phosphatidyl choline ) ，破壞膜上路質雙層，並接在族歧入蛋白

質之斥水端，使之受損，另在其他種類細胞會抑制，多種膜上韓素，

如磷脂質 N一甲基轉移時CPhospholipid N-methyl transferase)及會

改變生理功能，如通透性、施朕變形，但它對基因括少致突變性(4卜

43.51 山。細胞存活率及細胞代謝活率和結質過氧化產物

CThiobarbituric Acid Reactive Substance-TBARS) 與甲笨劑量成
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5...比現象(圈 9， 9-1) 。本研究以 3.39uM以後劑量最為明顯，使胞內之

和綠體增加，空泡增加(lII) o 甲萃難溶解水溶液中，故步驗中需先加

入甲萃再添入1. 2X105 cells/mL細胞培養液，使 V79 細胞能充分接觸

到甲萃，比方式是否會影響細胞存活率，需要求得進一步資料來討

-'!.-þ. 
吾縛

共同暴露對生物體之影響在於暴露物質之物性及化性，在服盟

海養液中添加約 17.3ng/l 亞磁酸納采增進細胞存活率 (90) 而

Fico(1 986)及 DavidCl 988)等人實驗中證明 O. 1u~心L-0.75 ug/包L 低

濃度亞喝酸鋪有比現象(閻 10 、表 3) ，但 10 PP站以上高濃度卻具抑

制效應(3令38) 。 文獻亦指出高濃度亞硝酸熱之添加會加強氣化鉛在

Bro i 1 er ch i ckens 土的毒性，使之貧血更嚴重憫。在另 Ganther(1992)

等人研究中指出在低濃度約 80ppm 添加硨濃度約 5ppm 對腫瘤細胞有

顯著抑制作用，而在高濃度亞硝酸鋪約 O. 5-1mg Se/kg 添加入高劑量

硨 (As) 0.5-2mg As/kg 峙，卻有急性之複合毒性產生(認-;17) 。尚在

Charkabortyw (1987)等人也指出低劑量之亞喝酸銷會結抗甜酸氣化

鉛以防染色體受損 (38) ，可活化依磁性楚氛酸 (Depend-Se

Glutathione)增加其濃度，使之成為類似氣化鉛之整合劑來持抗之

(鉤。故本篇依 David(1988)試驗中{划者已還是.25品的武濃度亞硝酸納采

持抗不同濃度氯化鉛在 CV%有似乎有結抗成效，因而增加了 CV%值。

在氣化鉛與甲笨方面，鉛金屬元素為慢性毒物金屬，而甲笨也為

低毒性有機溶劑。本研究挑選低劑量之甲萃添加入不同濃度氣化鉛，

表 i 中在氯化鉛 1158uM劑量，單一氣化鉛與氣化鉛加甲笨相較之

下，則具有接合加戒毒性。就如低毒性溶劑中笨乙締(Styrene)及甲

笨(Toluene)在以低劑量共同暴露時比單一暴露在尿中更容易出現

r一楚胺基駐轉移重每 CGamma-glutamyl transpeptidase) ，葡在§糖
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(Glucose)及蛋白質尿(proteinurea)弄高現象，且為尿酸濃度也增加

“12) 。 以1. 91uM甲笨液加到不同氣化鉛濃度時，在比亞硝酸針

是.25l蟬，在氯化鉛印3u單-1158u單仍發揮了抗氧拈抗作用，與氣化鉛

加甲笨組比較仍有較高存活率，但在氣化鉛 15哇哇UM 以後之劑量可能

自氯化鉛濃度之劑量已超過耐受劑受破壞細胞內核酸及酵素功能，使

得亞地酸釣 4. 25uM 低劑量無法發揮持抗效用 (40.87) (表的。

Trypan blue 試驗與 Alamar blue 代謝活性反應試驗，兩者可

相互印證，在國 7 至圈 12 結呆近乎一致，唯要考量細胞代數，試驗

一致性及種植細胞均勻度(跡70.91)。

氯化鉛劑量越高與其 V79 細胞之細胞存活率(CV %)及細胞代謝

活性反應(Al他~ %)率成反比關餘，表示對細胞具傷害性，並與甲笨共

同暴露複合時，使用獨立協同反應模式計算CIJA) (的可知氣化鉛、

甲萃共同暴露複令其加成性毒性，影響細胞正常功能;添加低劑量亞

硝酸釣 4.5u草其結抗鉛、甲笨共同暴露複合之加成性毒性效應，但高

劑量亞地酸釣則有傷害性;欲進一步了解鉛離子對細胞直接傷害之機

轉，則須作進一層的研究加以確認。
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陸、圖表

表1. 1缸中鉛濃度與人體之反應

血中鉛濃度

(ug/dl ) 

> 10 
20-35 

30-40 

40 

40-50 
50 

50-60 
60-70 
60-70 

> 80 

人體反應

紅血球ALA 去氫酪受抑制

紅血球原紫質 (FEP) 上升

紅血球核甘一磷酸酪 (ATP ase) 
受抑制

尿中 ALA 增加

尿中 CP 增加

貧血

週邊性神經病變
貧血

輕微腦障礙

輕微腦障礙

鉛腦症

鉛腦症

影響之人群

成人與小兒
成人與小兒
成人與小兒

成人與小兒

成人
小兒

成人
成人
小兒

成人
小兒

成人

ALA = 0 -Aminolevulinic acid : CP =立 Coproporphyrin:
PEP = Free Erythrocyte 封otoporphyrin
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表 2. 原子吸收光譜儀偵測條件

Jnstrumcntal Parameters Lead Selenium 

Our Laboratory Hospital Our Laboratory 

Lamp Hollow Cathode Lamp Hol1ow Cathode Lamp Electrodeless discharge. Lamp 
Lamp Current 10 mA lO mA 210 mA 
EnergylWave Length 69/283 .3 mn 的/283 .3 run 66月 96run

Matrix modifier 200ug phosphatcl 50ug phosphate 15ug magnesium nitratcl 
20ug magncsium nitrate 5ug pa1ladium 

Spectral Band Width 。7 mn low 0.7 nm Iow 2.0 nm low 
Mode AAlBG (Zeeman) AAlBG (02 lamp ) AAlBG (Zeeman) 

Measurement Type Peak Area P開kArl臼 PeakArea 
Integration Time 5 s 5s 5 s 

Calibration Cunie Fit Linear Linear Linear 
Samp1e Volume 20ul 20uI 20ul 
Shea由 g部 Ar Ar Ar 

F urnace Program 
Ory 1 
TemperatureCC) 110 110 110 

FtarnplHold(sec) 1/20 1120 1120 
Gas Flow(mllmin) 250 250 250 

D可 2

Temperature(C) l30 130 l30 

FtarnplHold(sec) 10130 10130 10/30 
Gas Flow(mllmin) 250 250 250 

Pyrolysis 
TcmperatureCC) 800 800 1000 

FtamplHold(sec) 10/20 10120 10120 

Gas Flow(mllrnin) 250 250 250 

AtomÏze 
Tempcrature(C) 1600 1600 1900 

FtamplHold( sec) 。15 。15 。/5
Gas Flow(mllmin) O O O 

Clean Out 
Temperature(C) 2400 2400 2400 

FtamplHold( sec) 115 115 115 

Gas Flow(mllmin) 250 250 250 

Condition Fteference:Modified by Ftunning the THGA(Transersely 
Heated Graphite Atomized) Graphite Furnace: Techniques and 
Ftecommended Condition (Perkin-Elmer Corp.) 
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表 3. 全血標準參考樣品在兩間實驗室所測得鉛元素濃度 (10-Fold Dilution)l 

Values in This Work (mean 士 SD)

Sample Certified Value Our Iaboratory Hospital 
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 唔，一}也一一一

Whole Blood Il 394 397.7÷5.72 

(Serononn) (1 00.9%t 

明屯。le Blood 72 64.8+3.7 

Control (61-82)3 (90.0%) 
(Lyphochek) 2 245 235.6+8.3 

(208-282) (96.2%) 
3 554 542 .1 +1 1.4 

(471-637) (97.9%) 

I.Results in u棋，sample are 1:9 diluted with di能rent diluent. 
2.Results ofDetermination are Average from 10 Times Rep1ication. 
3.Aceeptable Range. 
4.A verrage Accuracy Comparison with Certified Values. 
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408 .4 +8.62 

(1 03.6%t 

78.2+3 .4 
(1 08.6%) 

258.6 11.5 
(1 06.5%) 

539.8+14.6 
(97 .4%) 



表 4. 工人全血樣品在兩間實驗室所測符鉛元素濃度之比對(lO-Fold Dilution)l 

Concentration of1ead in \vhole blood (mean 士 SD)

variety(% )3 

567.7 士 8.62 0.51 
461.9 士 10.1 0.28 
653.2 士的斗 2.48 

440.3 3.4 2.61 
556.6 士 16.9 1.13 
389.1 士 8 .3 l.34 
517.9 士 9.5 4.00 
72 l.6 士 14.6 6.68 

of Ratio Hospital Our labOI訕。可

564.8 士 5.72

463 .2士 7.7

637.4士 7.3

429.1 士 3.7

550.4士 1 l. 8

394.3 士 1 1. 5

498.0 士 6.6

676.4士 1 l.4

Sample No. 

12345678 

1 .Results in ug!L ,sample are 1:9 diluted with di在erent diluent. 
2.Results ofDetennination are Average from 3 Times Replication. 
3.Ratio of var巾句句佇佇f詐戶=1

determination by 0旺 laboratory I -;- (Pb concentration detenninatio的your
laboratory) X 100% 
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表 5.偵按自繭元素項目之血清標準參考品: (5品Id dilutionY 

Sample Certified Value Values in this W ork 

SRM 1598 43.6 :t 3.6 4 1.3士2.22

Bovine serum (95.0%)4 

“ Second-Generation “ 95 98.1 :f: 5.9 

BR扎在 human serum (90.9 - 100.0)3 (103%) 

. 
1.Result in ugIL , sample are 1:4 diluted with diluent. 
2.Result of determination are average from 10 times replication . 
3.Acceptable range . 
4.Average accuracy comparison with certified values. 
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在粒線體中進行之步驟

8一氯基一γ一飼戊酸脫水時
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圈1.血基質合成過程，在實線方框的反應在粒綠燈中進行，粗箭頭

標示之反應為鉛的抑制作用部位(編自 Jaworkski ， 1978) 
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國 2. 血鉛區間平均濃度與血紅素平均濃度之相對關于象圈

(a) 血鉛區間平均濃度:單位區間內( 10 ug/dL) 血鉛數
值平均濃度。

血紅素平均濃度二相同區閑之血鉛樣品中血紅素濃

度平均值。

、
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*表與血鉛 60-70 區問濃度比較有顯著差異 Ct-test

P < 0.05) 。字
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園是.血鉛區間平均濃度與過氧化歧化百每平均濃度之相對
關靜、閻

(a) 血鉛區間平均濃度二單位區間內( 10 ug/dL) 血鉛值
平均濃度。

(b) 過氧化歧4匕首每平均濃度之相同區閑之血鉛樣品中過

氧化歧化時濃度之平均值。

( c) 1. 2. 3. 4. 5 表相同數字組比較有顯著差異 Ct-test

p < 0.05) 。
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圈 5. 血鉛區間平均濃度與脂質過氧化產物值(TBARS)平均濃

度之相對關靜、圈。

血鉛數值(a) 血鉛區間平均濃度之單位區間內( 10 ug/dL) 
平均濃度 O

(b) 脂質過氧化產物值平均濃度之相同區閑之血鉛樣品

中過氧化產物濃度平均值。
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聞 6. 血鉛區間平均濃度與喝元素濃度平均濃度之相對關

俘、圈。

血鉛(a)血鉛區間平均濃度=單位區間內( 10 ug/dL) 
數值平均濃度。

(b)Æ岳元素濃度二相同區間之血鉛樣品中喝元素濃度平

均值。

(c) *表兩組比較有顯著差異(t-test P < 0.05) 。

77 



表1.老鼠於實驗期間之飲水記錄(組/3天)

組別\給水記錄 3天給水量 金屬添加量 3天平均剩餘量

(毫克/組) (毫升/組) (毫升/組)

對照組 1350 。 52+26 

鉛高濃度組(1 80天) 1000 4. 10 76+是8

鉛高濃度組( 90天) 1000 生 10 59+35 

鉛中濃度組(180天) 1000 1. 64 29+16 

鉛中濃度組( 90 夭) 1000 1. 64 31+11 

鉛低濃度組(180 天) 1000 0.82 是3+34

鉛低濃度組( 90 天) 1000 0.82 56+ 是7
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表 2. 原子吸收光譜儀偵測條件

Instrumental Pardmeters 
Lamp 
L部np Current 
Energy/Wave Length 
Matrix 酌difier

Spectral Band 曹idth

Mode 
Measurement Type 
Integration Time 

Calibration Curve Fit 
Sample Volume 
Sheath gas 

Fumace Program 
Dry 1 
Tempera tureCC ) 
Ramp/HoldCsec) 
Gas Flow(m1lmin) 

Dry 2 
TemperatureCC) 
Ramp/Hold(sec) 
Gas Flow(m1lmin) 

Pyrolysis 
Tempera tureCC ) 
Ramp/Hold(sec) 
Gas Flow(m1lmin) 

Atomize 
TemperatureCC) 
Ramp/Hold(sec) 
Gas Flow(ml lI日 in)

Clean Ou t 
Ternpera tureCC ) 
Rarnp/HoldCsec) 
Gas Flow(rnl/rnin) 

Hollow Cathode Lamp 
10 mA 

的/283.3 nm 
200ug phosphate/ 

20ug magnesium nitrate 
O. 7 nm low 

AA/BG CZeeman) 
Peak Area 

5 s 
Linear 

20ul 
Ar 

110 
1120 
250 

130 
10/30 

250 

800 
10/20 

250 

1600 
0/5 

。
2的。

115 
250 

Condition Reference:Modífied by Running the THGACTranserseIy 
Heated Graphite Atornizcd) Graphite Furnace: Techniques 
and Recornmended Condítion (Perkin-Elrner Corp.) 
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表 3. 標準參考樣品在實驗室所測得鉛元素濃度 (10個Fold Dilution)a 

Sample Certi:fied Value 
(mean 土 SD)

Whole Blood II 394 
(Seronorrn) 

Whole Blood 1 72 
Control (6卜82t

(Lyphochek) 2 245 
(208-282) 

3 554 
(471-637) 

a.單位為 ugIL。

b數據為操作 10 次之平均值。

c.可接受之數值範圈。

Values 血This Work 

397.7 士 5.7b

(100.9%)d 

64.8 士 3.7

(90.0%) 
235.6 土 8.3

(96.2%) 
542 .1 + 11.4 

(97.9%) 

d.實驗所得之平均值與標準品驗證濃度之百分比。
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表是.殼食令鉛飲水之老鼠血清、器官均質波之鉛濃度

器官均質液

豆豆別 血 ì~月生L

(μ g!L) 肝$ 腎$

(μ g/g liver) (μ g/O.5g ki也ley)

對照組 。 夭 0.3是+0.04

90 天 0.58+0.06a N.D.C 三三 O. 15)她 1. 97+0.95 f 

180天 0.8是+O. 09b
,c 0.25+O. 10e 

2.3是+2.94
g

鉛高濃度 90 天 0.88+0.14a 8.65+ 1. 27d 33.64+12.76f 

鉛高濃度 180天 0.98+O. 10b 6.02+1.6ge 15. 12+7.96g 

鉛中濃度 90 天 0.83+O. 18a 8. 12+3.69d 15.41+1 1. 34f 

鉛中濃度 180天 1. 08+O. 17c 8. 16+13. 24 8.45+ l. 78g 

鉛低濃度 90 夭 O. 72+0.28 5.83+4.07d 7.96+3.64 f 

鉛低濃度 180天 0.89+O. 15 l. 92+0.87e 5.45+3.84 

*:濃度小於偵測極限CDetection Limi t) ，以偵測極限濃度代替。偵測桂
限乃是以 10次空白值平均值之標準差采以3求得。

a, c, d, e, f ， g: 實驗組與對照組有顯著差異(p<O.OI)

b: 實驗組與對照組有差異(p<0.05)

$:稱取 1 克的肝臟或 0.5克的腎臟，加入 3 毫升或1. 5 毫升的緩衝溶

液CTris-HCllOm班， pH 7. 6，令 0.25M Sucrose 及 5的( 2-mrcaptoethanol) 
以均質機研磨組織。
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表 5. 餵食含金屬飲水及對照組之老鼠器官均質液中路質過氧化物濃度

器官\組別 對照組 低濃度組 中濃度組 高濃度組

肝臟(mg/L g Li ver )$ 

鉛 的天 13.32+1.75
a

15. 是1+2. 01 19.95+ 1. 72a 
1也 37+3.39

180 天 13. 10+1.79b 23. 79+4.17b 22.76+3. 16b 31. 04+5.68b 

腎臟(mg/L 0.5g Ki也ley) $ 

鉛 90 天 18. 70+3.49C 18.84+2. 71 21. 09+ 1. 62 2也 17+2.13
C

180 天 18.95+5.02 17.68+2.26 17.92+2.30 16.07+O. 75 

a， b， c: 實驗組與對照組有顯著差異(p<0.01)

$:稱取 l 克的肝臟或 O. 5克的腎臟，加入 3 毫升或1. 5 毫升的緩衝溶

液CTris-HCI10m賞， pH 7. 6，令 0.25班 Sucrose 及 5副 2-mrcaptoeth組01)

以均質機研磨組織。
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關1.餵食鉛金屬飲水老鼠

(a) 90 天組
每對照組體重變化比率平均值之鷗係。
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關1.餵食鉛金屬飲水老鼠

(b) 180 天組

每對照組體重變化比率平均值之鶴係。
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仁二] Control group 
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國 2. 餵食鉛金麗飲水老鼠與對照組血清生化值

(a)ALB開血清白蛋白濃度平均值之關係圓

* p<O.Ol (令test) # p<O.Ol (• test) 
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圖 2. 餵食鉛金屬飲水老鼠與對照組血清生化值

(b)BUN個血清尿素氮濃度平均值之關係詞

句<0.01 (t-test) @p<0.05 軒-test)
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仁二立 Control group 
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國 2. 餵食鉛金屬飲水老鼠與對照組血清生化值

(c)ALP-鹼性磷酸菌每濃度平均值之關係閻
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闢 2. 餵食鉛金屬飲水老鼠與對照組血清生化平均值

(d)AST圓天鬥冬氯酸氮基轉移西每濃度平均
值之關係國

*p<o.伯特test) @p<O.伯特test)
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仁二立 Control group 
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圈 2. 餵食鉛金屬飲水老鼠與對照血清生化值

(e)ALT 一丙氮酸氮基轉移商每濃度平均值之關係闊

句<0.01 軒-test) @p<O肘軒-test)
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Table I. V79 細胞單一暴露不同劑蠶氯化鉛與共同暴露氯化鉛加

甲茉(l.92uM)處理的小時對於細胞代謝活性反應百分比值
(的fA%)及細胞存活率(CVOIo)之相關性

dpb V79 cell V79 cell (add Toluene 1.9 的。

DOS 
(的。

CV(%) b AMA(%)a CV(%) b AMA(%)a 

c 100+6.0 100+4.0 100+6.0 100+4.0 O 
193 98+14 96+7.0 65+5 .4* 82+ 1.5 

386 105+3.8 98+11 60+4.4* 85+2.9 

772 46+13* 62+4.0 * 41+4.0& 61+7.9* 

1158 82+13 89+4.0 47+7.7* 61+12* 

1544 73+13 76+5 .4 45+4.0 * 68土 12*

1930 55+13 63+2.7 * 42+4.0 & 62+8.4* 

2316 37+2.0& N 28+5.0 & N 

2702 27+6.0& N 17+3.6& N 

#Toluene 。ι+0.1 & N 0.4+0 .1 & - N 
(l 7.luM) 

註 a:細胞代謝活性反應百分比值 b:細胞存活率 d:為氯化鉛之劑量
e:未暴露任何毒性物質之對照組

*.與c組比較具有顯著差異。如st p<O.05 ) 

&:與e組比較具有顯著差異(t-test p<O.Ol) 
#:暴露於甲末(1 7.1的。之對照組

N:表未測

數據均以平均值+ SD 表示之，每一劑量有肆個重複樣品

啥
B
E
A
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Table IIV79 細胞共同暴露氣化鉛加甲萃O.92uMl處理的小時下
使用獨立協同反應計算模式b 比較實際細胞致死率及
預測細胞致死率是否具有協同毒性

共同暴

露毒物

實際 預測d

細胞致死率(%) 細胞致死率仰)
乎
一
呵

交
作

氯化鉛+P

193 (叫1) 35 22 ÷ 
386 40 16 + 
772 53 34 + 
1158 55 42 + 
1544 58 56 + 
1930 59 63* <+ 
2316 78* 70* + 
2702 83* 78 * 十

註*.與對照組比較有顯著差異 (P<O.05 ) 

a:添加甲笨(1.92的。-
b: Independent Joint Action( IJA) 

P(M)-P(A)+P(B)-P(AXB) 
d: P(M)為預測細胞致死率

P(A):氯化鉛細胞致死率 ~P(B):甲萃細胞致死率

c: +表氯化鉛及甲萃其協同毒性效應.
<+表氯化鉛及甲萃不具協同毒性效應.
每一劑輩有肆個重複樣品
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Table III. V79 細胞共同暴露於亞硝酸錦科.25叫。反(8.5叫。劑量
添入氯化鉛處理 18小時對於細胞存活率(CV%)之程度

CPb V79 cellβe4.25;凶。 V79 cell (Se 8.5uM) 
DOS(uM) 

CV(%) a CV(%) a 

Ob 100+ 1.5 

193 103+5.0 

386 104+4.0 

772 89+8.0 

1158 72+9.0 

1544 68+9.0* 

1930 47+4.0* 

#Toluene 14+ 1.3& 

(l7.luM) 

註 a: Cell Viabil的r(CV%)
. b:未暴露任何毒性物質之對照組

c:為氯化鉛之劑量

*.與b組比較具有顯著差異(t也test p<O.05 ) 
&:與b組比較具有顯著差異(令test p<O.Ol) 
#:暴露於甲萃(l7.l叫。之對照組

100+ 1.5 
38+9.0* 
39+ 1.5* 
20+ 1.7& 
18+2.l& 
22+ 1.2& 
17土1.7&

14+1.3& 

數據均以平均值士 SD 表示之，每一劑量有肆個重複品
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Table IV V79 細胞共同暴露不同劑量氯化鉛與甲魚1.9峭
比較有無添加亞5萬酸銷(4.5uM)之差異Jf生

Pbd V79 cell V79 cell 

DOS(呻吟
(Toluene 1. 9 1d\1) (Se4.25叫f+Tolucne 1.9 UM) 

CV (%) a AMA(%) b CV(%)a AMA(%) b 

QC 100+6.0 100+4.0 100+6.0 100+4.0 

193 65+5 .4* 82+ 1.5 112+13 79+6.9 

386 47+7.7* 85+2.9 78+13 79+4.2 

772 60+4.4 * 61+12* 的 +5.6* 79+7.2 

1158 45+4.0* 68+12* 49+3.0* 76+8 .2 

1544 42+4.0* 62+8 .4* 41+7.0* 67+3 .3* 

1930 41+4.0* 62+8 .4* 的+3.0* 53+5.0* 

2316 28+5.0& N 21+6.0& 23+6.0& 

2702 17+3.6& N N N 

#Toluene 7.0+2.0& 5.0+0.1 & 7.0+2.0 & 5.0+0.1& 

(17 .1uM) 

計: a:細胞代謝活性反應百分比值 b:細胞存活率 d:為氯化鉛之劑量
c:未暴露任何毒性物質之對照組

*.與c組比較具有顯著差異(t-test p<O.05 ) 
&:與c組比較具有顯著差異(“白t p<O.Ol) 
#:暴露於甲萃(17.1的。之對照組

N:表未測

數據均以平均值士 SD 表示之，每一劑量有肆個重複樣品
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圈 3. 甲笨在生物體之轉型途往:
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之角色:
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f為祖悟

Half reaction E、。(MU)PH 7.0 25
0C 

Alamar blue (OX) + 2H + 2e- Alamar blue (Red) +380 (1) 
Cytochrones + e- CytochromeS(Red) +290 (2) 
MTT+2W +記， MTT -110 (3) 
FMN+2W +2e明 F~企任主 - 210 (4) 
FAD +2W +2e- 間的地 制 220 (5) 
NAD+2W +2e NADH+W - 320 (6) 
NADP + 2ft + 2e NADPH+W 國 320 (7) 

國 5 Alamar blue 反應在呼吸電子傳遞鍵上氧化一還原狀態反應方
程式。

在另一指示劑班竹 (3) 反應式，其由 FMNHz(鈞、 FADHz (5) 、

NADA(6) 、 NADPH (7) 來還尿，並非從 cytochromes 還f章，而 Alamar

blue 不僅從上述，也從 Cytochromes 來，由氧分子及 Cytochrome

oxidase (cyta3)為中間介質，還原時移走氧分子由氫原子采取代。也
可替代氧分子角色給氧化還原時利用氧分子，當為一電子受質。

Fluorescence 為 530-560nm 為 Emission 態

590nm 為 Excitation 態

Absorbance 為 570-600nm
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但施解草鞋(細胞完全解凍後飼入準備好flask內有5ml 3'tc 
• MEM培養四小時後，拿豆飼立頡徵鏡下觀察細

• 鮑貼壁的情形)。

↓約3天後用 HAT篩選出正常細胞

生長良好的細胞

• 

去培養(用TηpSln分離細胞分裝至新flask 中)

↓約3天後用 HAT篩選出正常細胞

↓細胞分麓

J 
街跑冰凍(液態氮)

(用 TηrpSlll分離細胞並調整1. 2xl05 cells/mL 

分裝至細胞培養盤(35xlO nm)或24-wells內)

• 

↓培養18小時

進行細胞毒性實驗

• 

通常都是早上分盤，下

午加藥，中間必須問隔

四個小時以上。然後第

二天再繼續做細胞毒性

的演j定。

細胞存活率 細胞代謝活性反應比值細胞型態高倍照相

(T月rpain blue test) (Alamar blue metabolic test) 

商 6. 細胞培養實驗流程:

AU AHV 
唔
，
S
A



細胞分盤(2是一曹ells ) 
• 1 mL ME前含 1. 2xl 05 cell/mL 
• 370 C 5%C02 培養 1 day 
↓後用 PBS(lml)洗兩次並更換新單間 (Iml)

添加符淚j物質(如 Pbcl ， Toluene, se 從儲存溶液稀釋配製)

• 370 C 5%C02 培養 18 小時後

↓用 PBS(lml)洗兩次
• 

添加 O.2ml Trypsin 
↓混合均勻 5 min 

添加油1 臨睡

• 
取 200ul cell 混合波

↓添加染料 Trypsin blue 50 ul 
• 

顯敏銳下計算存留細胞數目

國 7-1: Trypan blue test5炙手呈:

可
B
E
A

nu 
啥
a
E
A



細胞分盤(細胞培養盤 35xl0nm ) 
↓ l mL跑單含1. 2x105 cell/mL 

• 37 0 C 50/oC02垮養 2是小時
↓用 PBS(l mL)洗兩次並更換新啦站 (1 mL) 

添加符漁j物質(如 Pbcl ， Toluene, se 從儲存溶液稀釋配製〉

拉主立 5%C02培養 18 小時後
• ↓用 PBS(l mL)洗兩次

如胞型態照相 • 

(倒立式顯微鏡〉 加1. 5 mL區EM(令有 10%之 Alamar blue 
dye) 的Ox， 200x

↓混合均勻

• 370C 5%C02培養是小時
拿取上層液 1 血L 與二次水 l mL在石英管內

混合均勻

• 
螢光光度計 560-590nm 瀾定吸光值

國 7-2: Alamar blue test 流程:
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閻.8 、

CY79 細胞暴露氣化鉛金屬處理 18 小時後之 CY%及 AMA%之相關性。

迪歸曲線 Y之一0.05 X+ l. 19 r 之 O. 91 
a: 未暴露任何毒性物質之對照組 b: 暴露甲笨 17.1ull之對照短。

*:與 a 組比較有明顯差異Ct-test p<0.05) 

#:與 a 組比較有明顯差異 C t-test p<o.o 1)。

數據以平均值:t SD .每一劑量有肆重複樣品。
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國 .9 、

V79 細胞暴露甲笨處理 18 小時後之 CV%及服A%之相關杖。

迴歸曲線 Y之一O. 10Xt l. 23 r = 0.94 
a: 未暴露任何毒性物質之對照組添加 PBS 150 ul 
b: CV %= cell Viability %。

c: RCS% 二 The percent of Alamar blue metabolic activate 
response % 

*:與 a 鈕， $:兩組問比較有顯著差異Ct-test p<O.05) 

#:與 a 組比較有顯著差異Ct-test p<O.Ol) 。

數據以平均值+ SD .每一劑量有肆重複樣品。
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圈 .9-1 、

V79 細胞暴露甲笨處理 18 小時後產生脂質過氧化(隨DA)程度。

a: 未暴露任何毒性物質之對照組添加 PBS 150 ul 
b: ABS 非暴露甲笨班DA 之吸光值/ a 組 MDA 之吸光值 x100 。

*:與 a 組比較有顯著差異Ct-test p<O.05) 

$:為兩組數值比較有顯著差異Ct-test p<O.05) 。

數據以平均值士 SD .每一劑量有肆重複樣品。
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圈. 10 、

V79 細胞暴露亞喝駿納處理 18 小時後之 CV %值。

迫歸曲線 Y二 -0.33 X+6.09 r = O. 如

a: 未暴露任何毒性物質之對照組另添加 PBS 150 ul 。

b: 暴露甲笨 17.1ulrf之對照組。

*:與 a 組比較比較有明顯差異 Ct-test p<O , 05) 
#:與 a 組比較比較有明顯差異 Ct-test p<O.OI) 
數據以平均值士 SD 表示。每一劑量有肆重複樣品。
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圈. 11 、 V79 細胞單一暴露氣化鉛與甲笨共同暴露處理的小時後

比較其差異性。

A: PB 及 PB+ Toluene Cl.9uM) 以 CV% 比較.

B: PB 及 PB+ Toluene Cl.9uM) 以 AMA% 比較

C: CV %二 cell Viability % 
D: A旺A% =The percent of Alamar blue metabolic activate 

response % 
% 
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圈. 12 、

V79 細胞共同暴露氣化鉛及甲笨中添加亞喝屆主鍋(是 25刊)處理 18 小

後對 CV%及 1\f的之相關性。

a: 未暴露任何毒性物質之對照組添加 PBS 150 ul 
b: 暴露甲萃 17. 1 uAf之對照組。
心與 a:組比較有明顯差異(t-test p<0.05) 

#:與 a 組比較有明顯差異 Ct-test p<O.0 1)。

數據以平均值i: SD 表示.每一劑量有肆重複樣品。
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圖月 1一1.未暴露任何毒性物質之 V79 細胞(200X)

卜2. 未暴露任何毒性物質之 V79 細胞(400X)
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圖片 2. 暴露之氣化鉛 772uM V79 狗，也(的OX)
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圖片 3. 暴露之氣化鉛 1930u班 V79 細胞(400X)

.., 

國只是.暴露之甲萃 17. luM V79 細胞(是OOX)
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留片 5. 暴露之氯化鉛 1158 u話、甲萃1. 71uM V79 細胞(的OX)
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