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第一部份 (A)

甘露醇對於巴拉特誘務大白鼠肝細胞

DNA損傷保護作用之研究



縮寫表

MT: Ma姐姐itol

PQ: Paraquat 

LDH: Lactate del月Tdrogenase

AL T: Alanine aminotransferase 

AST: Aspar組te a臨inotransferase

MDA: Malondialdehyde 

UDS: Unscheduled DNA synthesis 
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中文摘要

甘露醇是萬草科接物唔槌子w 中主要成分之一會具有抗氧化

作用。本研究採用能對初代培養肝細胞產生過氧化作用的化學除

草劑巴拉)(IJ ( Paraquat ~ PQ )當作誘導劑會以誘發鼠肝細胞損傷，並

分別在肝細鮑加入巴拉利之前、後或閱時加入甘露醇處理，然後

測定肝細胞垮養基中LDH 、 AST 、 ALT 等酵素含量及肝細胞分解

物卸的A濃度作為分析指標;進一步再利用非程序土DNA修補

(UDS)的方法探討甘露醇對抗肝細胞DNA損傷的作用機制 o 由實

驗結果顯示甘露醇具有抗肝細胞毒性的活性及抗脂質過氧化的作

用;因此推論甘露醇對抗肝細胞 DNA損傷的作用機制是經由甘露

醇抑制肝細胞膜的脂質過氧化作用會另外亦可能是由於甘露醇捕

捉了巴拉羽誘發肝細胞損傷所產生的氫氧自由基 (Hydroxy radical) 

之去毒作用機制所致 o

3 



Abst闊的

Mrumit仗， one of the main constituents of Gardeniae 在uctus， has an 

antioxidant effect. The purpose of the present study is to investigate the 

effects of mannitol on paraqua• induced lipid peroxidation and DNA 

damage in rat hepatocyte. The primary hepatocyte culture was pretreated 

with mannitol prior to the administration of paraqu肘， or vlce versa, or 

simultaneously treated with manllitol and paraquat separately. The 

activities of LD討， AST and AL T were used as hepatic function markers 

and the activity of 扎在DA as the index of lipid peroxidation. To further 

elucidate the inhibitory effect of malmitol on paraqu的“induced DNA 

damage, the paraqua令induced DNA repair synthesis (UDS) in rat 

hepatocyte was studies. It was found that mannitol possessed both 

antihepatotoxic and antilipoperoxidant activities. The results suggested 

that the inhibitory mechanism of mannitol on paraquat-induced DNA 

damage was caused by the antilipoperoxidation effect of mannitol on the 

lipid of cell membrane, and the antitoxic effect in which mannitol 

scavenges the hydroxyl free radical produced by paraquat-induced 

hepatic cell damage. 

是



一、縛論

(一)、研究背景

近年來隨著醫學的進步曹詩多傅星接病已經能多有防治?但肝炎

至今仍是危害性最大的一種疾痔會在台灣慢性肝炎及肝硬化佔台

灣地盤十大死亡原因之第六位 (1) 而B型肝炎帶原率佔世界第一位

(2) 。今日醫學研究指出肝灸是由病毒、酒精、脂肪過氧化物、食

物中毒、肝毒性蔡物冊封起 (3) ，然而環顧目前醫學界，治療肝炎

仍缺乏適當藥物的治療費一般除臨床休息和補充營養的食物控制

外，雖有兔疲抑制法及抗病毒藥物如 Interferon (4) 的使用?然而

此等療法均尚在試驗階段會可是天然物中則有不少對肝炎有效的

藥物 (5) ，所以由天然物中尋求一有效治療肝炎的藥物，實為當前

刻不容緩的事 o

氧是細胞生存不可或缺的物質，但是當細胞發生不正常的代

謝過程中會卻是造成細胞死它之殺手，而許多毒性物質( Toxic 

agent) 在進入細胞中往往會造成過聾的活性氧系( Reactive oxygen 

species; ROS )的產生曹如趕氧陰離子( Superoxide anion; O2戶)會單

氧 (Singlet oxygen; 10) ，氮氧自由基( Hydroxyl radical; OH" ) ，過氧

化氫( Hydrogen peroxide; H20 2 )等會品 ROS 的產生覺如果趕過細

胞本身抗氧化能力( Cel1ular antioxidant capacity )的時候則會導敢

細胞脂質的過氧化( Lipid peroxidation ) ，以及蛋白質、 RNA 、

DNA 的損傷、突變 (6 、 7) ，為這些傷害即可能是造成癌化、心血

管疾病會甚至老化都有一定的相關性 o

甘露醇( Mannitol; Fig 1 )是耗子中主要化學成分之一會分子結

構土屬於糖蹲類( Sugar alcohol )會是一種抗氧化劑會具有抗氧1(:，

5 



的作用 (8) 。棍子( Gardeniae Fructus; Fig 2 )係萬草科( Rubiaceae ) 

植物棍子樹 (Gardenia Jasminoides Ellis) 的乾燥成熟果實及其它同

屬雄物多分布於印度支那、大陸、日本西南部、琉球、菲律賓、

台灣等地 F 海拔大約 1600公尺左右之闊葉林展。在不用年代及地，

罷有其不同之臭名:

[)JIJ 名] :木舟(本經)、越桃(別錄)、槌子(總目)、鮮支(網自)、山

去氫槌子、山黃棍、梭子、色枝、 Shan-jee-chee (香港)、

Gardenia (英)、 Fnlctus Gardeniae (9) . 

槌子始載於我觀第一部本草典籍一神農本草經之本部中品會

在天然藥物方面應用甚多?尤其在中藥方~J土如黃蓮解毒湯、萬

陳萬湯、梳子乾姜湯等會被收載的方劑多達47蝕。其性寒、味

苦、入心、肺、三焦三經?其功能為清熱瀉火、利尿、止血，效

用方面氏悶多以治熱病會心煩懊悔、黃痘、淋痛、清海、目赤熱

痛、吐血等症 (10) 0 

巴拉特 (Paraquat ，，-學名 1 ， 1'-Dimethyl斗，4'-bipyridylium )是一種

極有效而廣泛被使用之除草脅1 '常國使用不當?或誤食品造成持

多全身性毒性病銷會地聽巴拉刻的氧化作用可造成肝、腎、肺等

器官的破壞( 11) 0 巴拉刻的除草機制乃藉著于擾細胞內電子傳通

系、繞會抑制棧物葉子光合作用使 NADP不能還房、成 NADPH 會為此

時氣變成趕氧陰離子( Superoxide )會經由非飽和性脂肪酸的眾合

作用破壞含脂細胞膜會而使樹葉枯死( 12 ,13 ) 0 在動物方曲，其致

痛機制類似植物會聽耙激細胞內NADPH 的氧化，並當作電子接受

者會而取得電子會在有氧狀況下會將電子傳遞給氧形成是這氧陰離

子( O2.- ) ，巴拉材復原後再繼續艙奪電子而成為製追趕氧陰離子

G 



的催化劑;最近研究指出巴拉特致病機制與經由其加速賭質過氧

化作用( Lipid peroxidation )有關( 14,15 ) 0 其可能之反應機制如

Fig.3 。

7 



(二)、研究目的

本研究以甘露醇為實驗材料加入培養之肝細胞中?採用對肝

細胞能誘發脂質過氧化作用之化學除草劑巴拉列為誘導劑，誘發

鼠初代培養肝細胞的損傷後?以測定肝細胞培養基中多種生化佳

女u Lactate dehydrogenase ( LDH ) , Aspartate amÍnotransferase ( AST ) 

及Alanine amÍnotransferase ( AL T )之酵素含量做為肝細胞毒性的

分析指標(16) 會並分析肝細胞脂質過氧化物之分解物

Malondialdeh)啦 (MDA)的濃度(1 7) ，探討甘露醇對肝細胞之抑制

作用 o 進一步利用初代培養之肝細胞 F 觀察甘露醇對巴拉划所誘

發 DNA損傷修補之調節作用會利用 Unscheduled DNA synthesis 

( USD)的方法觀察 DNA損傷之修補作用 (18) 0 

由於甘露醇在許多研究中證實有多種的藥理藥效會對於降低

肝損傷及促進解毒能力准，被發現，聞此本實驗的目的在研究甘露

醇對於巴拉列所造成肝細胞毒性有無保護或抑制的作用，並探討

其作用機制 G

8 



二、材料與方法

(一)、化學試~J與儀器

(A) 化學試劑:

Paraquat ( 1,1' -dimethyl斗，4'-bipyridylium dichloride )、 MTT 、 TBA

( Thiobarbituric acid) 、 Collagenase 、 h在atmitol 、 [methyl-3H]

Thymidine 及肝功能生化鐘 AST 、 ALT 、 LDH 測定試劑均購自美觀

Sigma 公司. Williams E培養基、 PSN 抗生素購自美麗 Gibco公

司; Proteinase K 為德關 Merck發司產品; Aquasol-2 閃爍液為美閣

New England Nuclear 出品. Protein 測定試劑為英國 Bio-Rad 產

品 o 知胞培養所需的培養基( Medium ; Williams E ) , PBS 

( Phosphate buffer saline )會 Calf bovine serum 會的N atltibiotic 

mÌxture , Glutamine 吋宙的( Hat1ks' balanced salt solution )等購自美

閻 GIBCO/BRL 公司?其他試劑與實驗所需之 Dish 則購自 Nunc

公司 o

(B) 儀器:

UV and Visible Spectrophotometer (Hitachi ; U2000 ) 

Fluorescence spectrophotometer ( Hitachi ; F2000 ) 

Scintillation COllnter ( Aloka ; LSC-900 ) 
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(二)、實驗動物

本研究使用購自台大動物研究中心之 Wistar 品系會體重為

220-280 ~克之雄性大白鼠及體重為 18嘲25 至全克之雄性 ICR 品系小

白鼠為實驗動物 o

(五)、問an盟itol對Paraquat急性毒性試驗之影響

使用體委18鞠25 公克之雄性 ICR 品系小白鼠每組10斐，觀察由

腔:主單獨注射給予 Paraquat ~J費 50m叭愕後72小時內小白鼠中毒

死咕了情形;以及口服給予不同劑量 MannÎtol ( 0.5 凶悍， 2.5訓cg 會

10 g/kg) 2 ，J、時後會再由腹腔注射相同劑量Paraquat ( i.p. 50 m併cg)

後會 72，J、時內實驗動物存活情形 o

(四)、肝細胞之初代培養

(Primary culture 01 hepatocyte) 

初代肝細胞之培養係根據 BOlli1ey 氏等之方法( 19 )以肝臟灌

流方式取得( Two stage liver perfusion method )。以購自台大動物研

究中心之Wistar 系大白鼠(體重約 220-280舍克)給予腹腔注射

Pentobarbital ( 50 mg/ml )廳碎?劑量為大白鼠體重每100/~克給予

0.21社會蘇醉後，打開腹腔以20G血管導管穿刺府門靜脈會聽定之

後以加有 EDTA 而不含鈣、鎮離子之 HBSS ( Hanks' balanced salt 

solution) 緩街液灌流會用時剪輯穹下腔靜脈放血會再以合膠原酵豪

(Collagenase) 之 HBSS 緩偕波灌波復會取下肝臟會分離肝細胞會

依實驗需要之細胞數目培養於含有 10% 胎牛血清( Calf boVÌne 
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serum) 會 1% PSN antibiotic mixture 會 1% Glutamine 之Williams E 培養

基中 Q 軍於37 0C 會 5%C02培養箱中培養 o 於4小時之後更換培養

基會除去未貼壁之細胞?當作以下各種實驗之細胞材耕。

(五)、間TT法之細胞活性分析

(Cytotoxicity ) 

Paraquat 或 MamlÌtol 對細胞活性的影響係根據 MTT

( Microculture tetrazolium assay )比色法分析之 (20) 0 在培養且中

培餐一定費肝細胞( 5. Ox 104 cells/ dish )再加入各種不同濃度

( 2.51泊在“ 10mM) 的 Paraquat或不同濃度( 2.5的卜 251的刊的

Mannitol' 於37
0

C下分別培養4小時或叫、特後，移走培養基會肝細

胞以 PBS 洗游?換新培養基復?加入 20μ1 MTT 試液

( 5.0mg/ml) ，培養4小時會因活細胞會將MTT 還原成Fonnazan 結

晶會再以 Isopropanol 溶解之?於光波長 563nm 下測定吸光度贊由

吸光皮大小測定出活細胞的多寡比較之 o

(六)、肝細胞毒性分析

(H epatotoxicity assay) 

以肝功能診斷酵索包括Lactate dehydrogenase (LDH) "' Alanine 

aminotransferase ( AL T )及 Aspartate aminotransferase (AST) 作為肝

細胞毒性的分析指標 oLDH 去氫酵素的測定係根據Amador 氏等

記達的方法( 21 ) ，將 Paraquat ( 2.5 1帥的單獨加入培養基中處理

好知飽嘗作控制組會實驗組財分為三組:第一組為將 Mamlitol ( 5 

mM)和 Paraquat ( 2.仇的刊用時加入處理;第二組財先加入

Paraquat ( 2.5 1泊的處理肝細胞1小時後才加入Mannitol ( 5 mM ) ; 
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第三組貝司在加入 Paraquat ( 2.5 mM )前 1小特先成 Mannitol'( 5 mM ) 

加入培養基中處理肝細胞會以土各組均於 Paraquat 加入使培養小j、

時會再分取土層培養基2 1誼會於光波長340 nm下測定LDH之活

性 o 轉胺酵素 AST及ALT的測定財根據Bergmeyer氏等的方法

(22) ，按土述同樣方法分組處理之會益與 Paraquat ( 2.5 1帥的單獨

處理肝細胞控制組作比較，於先波長340nm下測定吸光度，分別

比較各組AST 和ALT 的活性會最後單位以 mμ/106 cell來表示 o 其

流程與計算方法如下:

培養 lxl06 cell / 60 mm dish 

• 4 hrs 
覽換新培養基會除去未貼壁之細胞

• 
經處理之控制經及實驗組

• 
取出 2 ml medium 

• 
與 LDH (Iml) 或 ALT 、 AST Reagel址( 1叫)在 30

0

C 下混合

• 
在波長 340nm 下以 time scan 方式scan 120 secs. 

Detennine LDH and AL T activity as follows : 

AXTVX 1000X5 

Enzyme activity (mμ /1 06 cell)= 
6.22XSVXLP 

where : 

A = per min change in absorbance at 340 nm 
TV = Toatal reaction mixture volume 
SV = Sample volume 
LP = Light path 
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(七)， MDA生成濃度之分析

(Lipid peroxidation assay) 

由於Paraquat系、繞會產生ROS' ROS在最近的研究中發現會造

成脂質過氧化?為位於細胞膜之脂質一旦被ROS攻擊而造成過氧

化時，經則改變細胞膜的流動性與通建性曹重貝f造成細胞膜的破

壞導致細胞的死亡 G

脂質i通氧化的測定方法主要是根據 Yagl 氏( 1987 ) ( 23 )所使

用的螢光測定法( Fluorometric method) .，本研究在肝細胞培養基中

單獨加入 Paraquat (2 .51訕。當作控制組會實驗組財如同第六項所

述分為三組會以同樣方法處理肝細胞。以土各組均於加入Paraquat

後培養 4小縛，更換培養基會科下肝細胞會加入 2ml 10 % 

Trichloroacetic acid 去蛋白後會離心之 o 再精確量取土清波2m1 加

入等量之 1% TBA 試劑復?利用 Thiobarbituric acid ( TBA )與脂質

通氧化之後的產物Malondialdehyde (MDA) 在高溫下反應產生一

穩定之結構會再宣於沸水浴中加熱10分鐘會冷卻後按Stacey氏等修

飾的方法 (24 )會以n-Butanol 萃取出來會並在發光光度計Ex/Em=

515 nm / 553 mn下海i定螢光強度。將各組分肘與Paraquat 控制組比

較其軒的A含量 o

而本實驗所使用之Standaτd 則是根據Bradford (1 976) ( 25 )中使

用的 1 ， 1 ，3 ，3-tetramethoxypropan (TEP )。另外蛋白質的定量則是使
用 Rio-Rad 公司所生產之Kit 以Albumin 當 Standard 測定之。最後

單位以 nmol MDNmg protein 來表示 o 其詳細的流程如下:
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培養 1 X 106 cell / 60 mm dish 

• 4 hrs 
置換新培養基會除去未貼壁細胞

• 

控制組及實驗組經處理後

以 PBS 洗二次後以 1 ml 的 Phosphate buffer ( 50mM, pH=7.0) 

將cell 到下

取0.5 ml加入3%> SDS (0.2 ml), 

0.1 N HCl (2.0 ml), 100
/0 

Phosphotungstic acid (0.3 ml) 

和 0.70/0 TBA (1 ml), (另取適當

濃度之TEP當standard)

• 

培養於 100
0

C ， 30min

• 

於冷卻後加入n-Butanol (5.0 ml) 

• 

3000 rpm 離心 10min

• 

取土層液於 Fluorescence Ex / Em 

= 515 nm / 553 run混IJ之

14 

取0.05 ml加入蛋白質定量之

Kit 2.5 ml (另取適當濃度之

Albumin當 Standard)

• 

軍於窒j革中 10 mÌn 

• 

以Spectrophotometer波長

595nm測之



(八)、 DNA損傷修補作用之輔定:

(且feasurement 01 DNA repair synthesis) 

Mannitol對Paraquat誘發DNA 損傷之修補作用係藉著氣e日)標

記的胸腺嗓吟( Tritium labeled thymidine ，日3回thymidine )在

Hydroxyurea 存在下會併入DNA中的量測定之( 18) 0 將培養之肝細

舵先以 15 1的1[ Hydroxyurea處理會同時加入各種不時濃度之

Mannitol ( 2.幻的哇， 5.01的在會 10 mM)處理1小時復會加入Paraquat

0.251站在培養4小時，再移走培養基復加入H3-thymidine ( lmci/ml) 

繼續培養l蚓、時，將細胞收年下來?軍於25 mm' 2μm 孔棍的PC

濃、紙土會以 10ml Lysing buffer ( 2 % SDS , 0.025 M EDTA , 0.5 

mg!ml thymidine 會 O.IM glycine , pHI0.0) 及0.15 mg!ml proteinase K 

緩街液沖洗 o 將讓、紙荳入含lml 0.5N HCI04之試管中?於60
0

C加熱

90分鐘後，取懸浮沒加入閃爍液Aquasol儡2 ，以Aloka LSC-90。閃爍

計數犧測其放射強度以cpmJmgDNA 表示 oDNA含量之測定係根據

Vytasek 之方法定量之 o
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其詳細流程如下:

培養 1 X 106 cell / 60 mm dish 
↓ 41汀

董換新培養基曹除去未貼壁細胞

• 
控制組及實驗組經處理後

再加入的mM Hydroxyurea 
• 1 1江

加入 Paraquat ( 0 .25mM ) 
• 4 hrs 

以 PBS wash，置換新鮮的Medium (內含1μCi/ml的[ methyl-3H ] 

Thymidine 
• 18 hrs 

以 PBS wash二次，並以 2ml PBS-t (內含 0.5mg/ml thymidine ) 
舌lJ 下 cell

• 
將Cell 放置於 25 mm, Pore size 2μm 的PC fi1ter土，以 10 ml Lysis 
bu缸er (內含 2% SDS, 0.025 M EDTA, 0.5 mg/ml Thymidine, 0.1 M 

Glycine ( pH= 1 0 )與 0.15mg/ml Proteinase K) 將Celllyse

• 
再以3 ml 不合Proteinase K 的Lysing buffer wash 

• 
小舟的將Fi1ter transfer到 Scintillation vial，並加入1 ml 0.5 N HCI04 

• 
荳於Water bath 加熱至60 oC , 90 min 

取0.2 ml以DABAmethod

(Vytas仗， 1982) 定量DNA

scintillation 
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DABA method : 

1. DABA ( 3, 5-Diaminobenzoic acid )之配嚷:
在 1 ml H20 中加入300mgDABA與50 mg charcoal ，充分混
合之後以 3000 rpm 離，心的 m111. ，並通過O.的 μm 之虹lter即

成 G

2. 步驟:

a. 取100μlDNA，在避光下加入100μlDABA

b. 荳於Waterbath 中加熱至60 Oc , 30 min. 
c. 立即寰入水中冷卻

d. 加入1.6mL lNHCl 
. e. 10000 叩m 離心 5 min. 
E 於1 hr內以Fluoresence spectrophotometer Ex / Em = 

408 nm / 508nm 測之
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五、結果

一、 Mannitol對Paraquat急性毒性試驗之影響

如表一.f，斤示會不給P訂aquat 亦不給Mannitol 正會組之10隻小白

鼠，經觀察三天結果均正常存活?晶單獨給予Paraquat (i.p.50 

mg/kg) 之控制組會三天內有 5隻小白鼠死它。實驗組中給予

Mmmitol ( 0.5 g/Kg )後再給Paraquat ( 50 mg/kg)者三天內共死-è2

隻;給予MannÍtol ( 2.5 g/kg) 後再給Paraquat ( 50 mg/kg) 者僅於第

二天有 1 隻死-è， 至於實驗組中給予較大劑量MamlÎtol ( 10 訓cg)

再給予Paraquat ( 50 mg/kg) 者會財與正常組相同會 10隻小白鼠均

正常存活下來 o 由地顯示Mannitol 對於腹腔注射適當劑量的

Paraquat f，斤誘導的毒性具有抗毒性作用( Antitoxic effect) ，並且呈

現，劑量依存性關條 o

二，可 MTT法之細胞活性分析

如表二.所示會利用MTT 法測定細胞活性峙，當加入Paraquat

濃度為 2.幻的f 時會吸光度與控制組比較為89% '顯示該濃度適合

作為如鮑毒性誘導劑的濃度;當Paraquat 濃度增為 5.01站在或 10

mM時分別降低為 86% 或 71% 曾表示對細胞毒性略增 o 至於

Mal1l1itol 則如表三.所示會當濃度為 2.5 1品卜 5.0mM 或 10 mM持

與控制組比較會吸光度沒有明顯下降會因此本研究中採用 5.0mM

濃度作為非毒性劑量。
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五、肝細胞毒性分析

如國四.f，斤示贊單獨加入Paraquat 控制組之LDH值明顯的升

高會三個實驗組經5.01站在 M削litol 培養1 ，J、時後再加入Paraquat 的

實驗組有顯著的玲1~作用 (P<0.05) 0 如闢五.f，斤示Paraquat 控制

組能使AST佳顯著升高，實驗組中Mamlitol 和Paraquat 的時處理者

或先加Ma1mitol 才給P訂aquat喝起 AST í直均呈現，顯著的降低 (P<

0.05) 0 ALT位負i如闢六所示會 Paraquat 控制組明顯升高的作用，

在詞時加入Mannitol 與Paraquat 處理者或先加入Mannitol 處理川、

特再加入 Paraquat 處理肝細胞的實驗組則均有顯著的降低作用 (P

<0.05) 0 

閥、 MDA生成濃度之分析

如國七所示會單獨以Paraquat 處理之控制主且會其肝細胞中

MDA 生成濃度急速升為會但經以同時加入Mannitol 與 Paraquat 處

理者或先加入MannÌtol 再加入Paraquat 處理會兩組實驗組肝細胞，中

扎在DA濃度呈現顯著的降低作用 (P<0.05) 0 

五、 DNA損傷修論作用之影響

Ma1mitol 對Paraquat 誘發肝細胞DNA損傷之修補作用像藉著

UDS 方法( Unscheduled DNA systhesis )來測定 o 結果如表四所

未會 Mannitol 對Paraquat ( 0.251的f) 誘發DNA損傷之修補作用在濃

度2.5mM和5.01泊在 (P<0.05 )賢以及蝕的在 (P<0.02 )下均有顯著

的抑制Paraquat 所誘發的肝細胞損傷作用。
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四、討論

本實驗韓謂對肝細胞能誘導脂質過氧化反應的除草劑巴拉划

(Paraquat) 當作誘導劑?以誘發鼠肝知飽受損，然後區分為加入

Paraquat 之前會之後或其問時加入Mam啦。1 等三種情況來比較

Matmitol 是否具有抗肝毒活性( Antihepatoxic activity )與抗脂質過

氧化作用( Anti-lipoperoxidation )會詞時比較其活性的大小;進一

步再探討 Mannitol 對抗肝細胞受損害的作用機制。

首先由動物實驗觀察經口服給予ICR品系小白鼠 Mannitol 後再

給一半至兔死曼( LDso )的 Paraquat ( I.P. 50 mg/kg) ，結果顯示曹

Mannitol 具有找急性毒性作用，且其保護作用呈現劑量依存性的

關係 o 按著由和J代培養的肝細胞測定MannÎtol 與Paraquat 對肝細胞

毒性分析指標，即LDH 、 AST 、 ALT等酵素含費生化值的影響，

結果顯示Mamlitol 亦能顯著的降低肝細胞受Paraqllat 損傷持肝細胞

滲漏的酵素含量?證明Matmitol 具有找肝細胞毒性的作用，而且

以預先經Matmitol 處理肝細鮑復會再加入Paraquat 的實驗組效果最

顯著會其次則為同時加入 Mannitol 和 Pat.aquat 處理的實驗鈕，由

此表示Mannitol 對抗肝細胞脂質傷害具有保護性的作用。至於

Matmitol 對肝細胞膜脂質的過氧化作用財從分析扎在DA生成物濃度

的結果知道?同樣是先加Matmitol 後加 P訂aquat 以及同時加

MannÌtal 和 Paraquat 兩個實驗純的效果較明顯會具有統計土的意

義會自此也證明了 Mannitol 對Paraquat 所引起的過氧化作用具有極

顯著的對抗脂質通氧化作用 o

因 Paraquat的氧化作 j哥會產生了許多起氧陰離子( Supero泣de

anion) ，此等超氧陰離子再去攻擊肝細胞膜土的脂質 ilij敢動了過

氧化作用?當細鮑膜土脂質發生了過氧化作用可令其構造發生改
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變曹細鮑膜硬化?而使知朧朧土重要的ATPase (Na+IK+) 韓素活性

發生改變( 26 )進一步細胞膜脂質過氧化作用產物MDA

( Malondi-aldehyde )又與細胞中的核酸反應而形成加成物，常會導

致細胞的突變作用( Mutagenesis )與致癌作用( Carcinogenesis )等

巖葷的投泉(27) 0 利用UDS的方法會顯示Matmitol 能抑會lParaquat

所誘發之肝細朧，損傷作用?自此可以解釋Mannitol 之所以能抑制

Paraquat 所誘發肝細胞DNA損傷的作用機制是經由Manllitol 抑制了

肝細胞膜脂質發生過氧化作用的結果實以減低Paraquat 傷害細胞

的作用。

目前已知生物性含氧自由基( Oxygen free radical )主要有參

種，即趕氧陰離子( Superoxide ion ; 02'-) ，過氧化氫( Hydrogen 

peroxide ;見。2 )與氫氧自由基( Hydroxy radical ; OH') ，當中通

氣根離子與核酸分子反應可造成多種傷痕，如DNA分子單股或雙

股之切斷及鹼基之修改;而氮氧自由基與 DNA 反應可產生斷股

( Strand cleavage )的現，學;而比等切斷的 DNA 則可受到細胞中酵

素群之修補會成以抗氧化劑來捕捉含氧自由基會以防止細胞兔於

氧化之傷害 (23 )。對於報氧陰離子曹在氧化攻擊的特異性土言，

必須有一但要件， f!p 結合的金屬離子如 Fe(III) 鈴先還原成 Fe(II)

的形態會才能與趕氧陰離子現受趕氧陰離子歧化酵素 (Superoxide

dismutase) 作用的去毒途徑所生成的H202 反應?畸形成另一種含

氧自由基 (OH") ，根據報告指出Paraquat 可將結合的 Fe(III) 還原

成 Fe(II) ( 24 )實聽尚能與日202 作用生成有害的氫氧自由基 o 從目

前的研究文獻可以確定Ma1111itol 屬於一種氮氧會由基的捕捉期

( Scavenger ) ( 25 ) ，雨已知Paraquat 的致毒機制除能產生報氧陰離

子外?亦可能經組織或細胞中 Fe(II) 的還原作用冒雨產生氮氧自由

基 o 國此 ManllÌtol 抑制Paraquat 誘發肝細胞 DNA 損傷的另一遍
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經曹可能是經由 Mannitol 捕耗了 Paraquat 辦產生的氫氧會由基之

故;關於後者的去毒作用機制?且有待更進一步的探討加以證

實。
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Table 1. Antitoxic effect of MT on PQ induced acute toxicity. 

Survival 
rate(%) 

No. of mice which 
吐ied after drug 
administration (days) 
123 

NO.ofmÎce 
treated 

Treatmenta 

100 % 
50 0/0 

80% 
90% 

100 % 

A
V

勻
J
h
t
I
A
υ
A
V

A
υ

勻
，
'
，

B
E
I
$
I
A
υ

A
υ
t
I
A
υ
A
V
A
V
 

10 
10 
10 
10 
10 

Control 
PQ 
PQ+MT(O .5g/kg) 
PQ+MT(2.5糾cg)

PQ+MT(1 0 g1kg) 

a. A11 animals received an equal dose of paraquat (PQ) (I.P. 50 
mglkg) except control group; and mmmitol (MT) were given at 
various doses prior to the administration ofPQ (2 hr). 
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Table 2. The cytotoxicity of paraquat with tetrazoIiu臨 assay.

Treatmel1ta 

COl1trol 
PQ(2.5的。

PQ(5.0mM) 
PQ(lO mM) 

% of cOl1trol absorbal1ce 

100 
89b 

86 
71 

a. The hepatocyte culture was treated with various doses of 
paraqu剖 (PQ) for 4 hrs. 

b. % of cOl1trol absorbal1ce. 
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Table 3. The cytotoxici句T of mannitol with tetrazolium assay. 

Treatmenta 

Control 
MT(2.51訕。

MT(5.0mM) 
MT(10 mM) 
MT(25 mM) 

% of control absorbance 

100 
98b 
97 
95 
91 

a. The hepatocyte culture was treated with various doses of 
mmmitol (MT) for 5 hrs. 

b. % of control absorbance. 
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Table 4. Effect of mannitol on paraquat-induced DNA damage 
in cultured hepatocytes. 

Treatmenta cpm/μgDNA % of PQ control 

Control 34÷3 
PQ(0.25mM) 96+15b 100 

PQ(O .251nM) plus: 
MT(2.卸的。 65+凹的 68 
MT(5.01站在) 61+8* 63 
MT(1仇的1) 55 7** 57 

a. Primary hepatocyte cultures were pretreated with 
hydroxyurea and various concentration of mannitol (MT) 
for 1 1在 then paraquat (PQ) 組ld [methyl-3H] thymidine (1 
μCi/mi) was added for 18 hrs. The cells were harvested 

and lysed for radioactivity counting and DNA quantition. 
DNA damage was determined by UDS and expressed as 
cpm/μ g/DNA. 

b.Mean 士 SD， values are the average of triplicate 

detennÎnations. 
c. *P<0.05, **P<O.Ol , compared wÎth PQ treated group. 
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CH20H 

HOCH 

HOCH 

HCOH 

HCOH 

CI-I20H 

Figure 1 Structure of mannitol 

27 



Fig臨時 2A 棍子之台灣市場品(原麗)
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Figure 2B 棍子之台灣市場品X 1.5在起山棍子會

棍子仁(以土為野生品)水棍子會棍子

仁(以土為栽培品)
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Figure 3 Proposed mechanism of paraquat toxicity. 
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Figure 4 Decrease in cytotoxicity (LDH release) of paraquat PQ 
(2.5 mM) in rat hepatocyte cultures by the pretreated with 
PQ for 1 hr prior to the addition of mannÎtol MT (PQ• 
MT) or by the prior addition (l hr) of MT (MT• PQ) or 

simultaneous treatm目前 with MT (MT + PQ) for 5 hr. 
*P<0.05 VS PQ treated group. t國test (mean 二tSD; n=3) 
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Figure 5 Decrease in cytotoxicity (AST release) of paraquat PQ 
(2.5 mM) in rat hepatocyte culhlres by the pretreated with 
PQ for 1 hr prior to the addition of mannitol MT (PQ• 
MT) or by the prior addition (l hr) of MT (MT• PQ) or 

simultaneous treatment with MT (MT + PQ) for 5 lu\ 
*P<0.05 VS PQ treated group. 卜test (mean土 SD; n=3) 
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Figure 6 Decrease in cytotoxicity (ALT release) of paraquat PQ 
(2.5 mM) in rat hepatocyte cultures by the pretreated with 
PQ for 1 hr prior to the addition of mannitol MT (PQ• 
MT) or by the prior addition (1 hr) of MT (MT• PQ) or 

simultaneous treatment with MT (MT +PQ) f01" 5 hr. 
*P<0.05 VS PQ treated group. 卜test (mean士 SD; n=3) 
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Figure 7 Decrease in cytotoxicity (MDA release) of paraquat PQ 
(2.5 mM) in rat hepatocyte cultures by the pretreated with 
PQ for 1 111" prior to the addition of mannitol MT (PQ• 
MT) or by the prior addition (1 hr) of MT (MT• PQ) or 

simultaneous treatment with MT (MT +PQ) for 5 111". 
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第一部份 (B)

蒼朮面同對於Tert酬B臨時I Hydroperoxide誘

發大白鼠肝細胞DNA損傷

保護作用之研究
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縮寫表

Atr: Atractylon 

ιBHP: 馳rιb的yl hydroperoxide 

自1TT: Microc扭扭酬"e Tetrazoli祖師

LDH: Lactate dehydrogenase 

ALT: Alanine aminotransferase 

MDA: Malondialdehyde 

UDS: Unscheduled DNA synthesis 

DPPH: 1 ， 1四diphenyl-2圓picrylh)甘razyl radical 
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中文摘要

蒼朮自閱( Atractylon; Atr )是蔣科( Compositae )植物‘白

朮鈔中主要成分之一，本研究探討蒼朮研對於有機遇氧化劑 te吟

butyl hydroperoxide ( t-BHP )誘發初代培養肝細胞之毒性是否具有

抑制作用及其作用之機制，並探討其對路質過氧化作用之影響。

於實驗中發現會由於蒼朮齣可以捕捉 1 ， 1-diphenyl-2-picrylh)廿azyl

I吋ical (DPPH) 晶顯示其具有找氧化的效果;更進一步的驗顯示

以 t-BHP ( 1.5mM )處理初代培養肝細胞 30 分鐘後所誘發而形成

的 Malondialdehyde ( MDA )及培養基中 Lactate dehydrogenase 

( LDH ), Alanine aminotransferase ( AL T )等酵素釋放量的增加能

被蒼朮翻 (0.01 , 0 .1 , 1.0 mglml )所抑制。而以Unscheduled DNA 

synthesis ( UDS )的方法測知蒼朮觀也可以減低由 t-BHP 所誘發的

基因毒性 o 綜合以土實驗結果顯示會蒼朮闢可能經由捕捉自由義

的能力來保護由 t-BHP P，斤引起之氧化壓力( Oxidative stress )而造

成的傷害 o
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Abs甘巍的

Atractylon, a main sesquiterpenic constituent of Atractylodes 

rhizomes, was studied for the mechanism of its inhibitory effects on the 

tert-butyl hydroperoxide 仆BHP)-induced cytotoxicity and lipid 

peroxidation in primary culture of rat hepatocytes. In the preliminary 

study, atractylon showed an effective antioxidant proper苟r tested by its 

capacity of quenching 1 ，卜diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH). 

Further investigations showed that atractylon at the concentratÍons of 

o.肘， 0.1 and 1.0 mg!ml decreased the fonnation of malondialdehyde 

(MDA) , leakage of lactate dehydrogenase (LDH) and alanine 

aminotransferase (ALT) and repair synthesis of DNA induced by 30噸

min treatment of t-BHP (1.5 mM) in primary cultured rat hepatocytes. 

Addition of atractylon also atlenuated the genotoxicity of t-BHP 

evaluated by unscheduled DNA synthesis. 

The sum of the results suggested that the protective effect of 

atractylon against oxidative stress induced by t-BHP is via its ability of 

quenching free radicals. 
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一、緒論

(一)研究背景

白朮( Atractylodes Japonicα) 係藉科( Compositae )植物的

乾燥根草 9 其性溫味甘苦入脾胃經會其功效能禱氣鍵脾?嫌i是科

水，其補益強壯作用 o 效用方面民間多用以治肝痛會肝硬化、腹

本及科尿降血糖等病狀 o 1983年Kiso 等人研究指出白求的抽出物

由體外實驗顯示具有明顯的保護肝臟功能( 1 ) ;而白朮中所舍之

主要成份，蒼朮胡( Atractylon ) (閱一)， Yamshara 等人以實驗證

明能夠抑制老鼠由 Carbon tetrachloride (CC14 )所引起的肝損傷

( 2) ;近年來亦有實驗以初代培養肝細胞證明蒼朮觀能夠抑制申

CC14 及 Galactosamine 所誘發的細胞毒性( 1 ) 0 

目前已證實 CC14 引起肝臟損傷的作用機制會是經由肝臟內

質網中代謝酵素 Cytochrome p450s 將 CC14 代謝為較高反應性的

CC1
3 
radic討會而更進一步誘發內質網中多續不飽和脂肪酸的過氧

化作用?導致肝臟簡而受損( 3 )。由於 Atractylon 結構中含有一

Furan 環的構造，自此可能會捕捉自由基而具有抗肝毒性的能力 o

但是在以 CC14 作為達成肝臟傷害的實驗模式中會造成脂質過氧化

作用有許多爭議性的結論 ( 4 ) ，而且可能與其為溶劑所造成的溶

期效應有關( 5 )。自此本研究採用另一種引起肝毒性的誘導劑:

tert-buryl hydroperoxide 仆-BHP) 來探討 Atractylon 對初代培養肝細

胞的抗奸毒性作用 o
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(二)研究目的

1982年 Bellomo 等人及 1984 年 Hill 等人的研究指出會將有

機過氧化物給予肝細胞將使細麓，內的 Reduced glutathione (~GSH) 

快速氧化?細胞脂質發生過氧化及細胞生存能力急速下玲等現象

(6 ， 7) 。醫此，本實驗採用類似的模式會以 t-BHP 作為 lnducer'

來探討蒼At朝對於t-BHP P，斤誘發的 Malondialdehyde (卸的A) 形成

的活性、 Lactate dehydrogenase (LDH) ,Alanine aminotransferase 

(ALT) 等酵素的釋放量以及 DNA 修復合成( 8 )等現拳之影響會

俾探討蒼朮閥抑制鼠肝細胞 DNA損傷之保護作用機制。
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二、材料與方法

(一)、化學試劑與儀器

(A) 化學試劑:

Aatractylon 、 MTT 、 TBA ( Thiobarbituric acid )、

Collagenase 、 t-BHP ( tert-butyl hydroperoxide )、 [methyl-3H]

ThymidiI油、 SDS 、 EDTA 、 Thymide 、 DPPH ( 1,1-diphenyl-2-

picryhydrazyl ) Glycine 及肝功能生化值Alanine transaminase 

(ALT) 、 Lacate dehydroogenase (LDH) 測定試劑均購自美聞 Sigma

發尋. Williams E 培養基、 PSN 抗生素講自美麗 Gibco 公司;

Proteinase K 為德國Merck 發司產品; Aquasol-2 閃爍波為美國New

England Nuclear 出品. Protein 測定試~I洛英國 Bio-Rad 產品 o 細

胞培養所穹的培養基( Medium ; Williams E ) , PBS ( Phosphate 

buffer saline ) , Calf bovine serum , PSN antibiotic mixtu紹，

Glutamine 會 HBSS ( Hanks' balanced salt solution )等購自美聞

GIBCOBRL公司?其總試劑與實驗所需之Dish 則購自 Nunc 發哥 o

(B) 儀器:

UV and Visible Spectrophotometer (Hitachi ; U2000 ) 

Fluorescence spectrophotometer ( Hitachi ; F2000 ) 

Scintillation counter ( Aloka ; LSC-900 ) 
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(二)、初代肝細胞之培養

( Primary culture of hepatocyte ) 

初代培養之肝細胞係根據 Bonney氏等之方法 (9 )會以肝臟

灌流( PerfusÍon )方式取得 o 本研究使用自台大動物研究中心之

Wistar 品系，體重為 220-280 公克之雄性大白鼠為實驗動物 o 在

大白鼠腹腔注射戊義巴地妥( Pentobarbital 會 50 mg / ml) 麻醉會劑

量為大白氣體愛每 100 公克給予 0.2 ml ，麻醉後?打開腹腔以

20G 血管導管穿剝府門脈會間定復以加有 EDTA 而不合錫、鎮離

子之 HBSS 緩街液灌流，同時剪斷下腔靜脈放血?再以令膠原韓

素( Collagenase )及鈣離子之緩街液灌流後會取下肝臟會分離肝細

胞，以每毫升1.5XI06 之細胞密度培養於 4ml Wílliams E培養基中

含 10% 胎牛血清及 I%PSN 抗生素，踅於 37
0

C ' 5% CO2 培養箱

中培養 o 於最初三小時史換培養基會除去未貼壁之細鮑會當作以

下細飽，分析使用 o

(三)、 MTT法之細胞活性分析

( Cytotoxicity ) 

蒼朮雷同或 t-BHP 對細胞活性的影響係根據 MTT 純色法瀾定

之內，10) 。在培養風中培接一定量肝細胞( 5.0 X 104 cells/dish )再

加入不同濃度的 t曰BHP (0.51由卜 2.0 11泌的或不同濃度的蒼朮研

(0.01 ; 0.1 ; 1.0 mglml) 會於 370C下分別培養半小時或1小時復?移

走培養基會肝細膛，以 PBS 淚洗務會換新堵養基復?加入 20μl

MTT 試液 (5.0mglml) 會培養4小時曹囡活知她會將 MTT 還原成

Fonnazan 結晶?再以 Isopropanol 溶解之?於光波長 563mn 下測

定吸光度會由吸光皮大小測定出活細朧的多寡比較之 G
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一一 --一 一句一切，可 吵吵也 • 

(四)、自由基捕捉量之瀾定

(Determination of free radical-quenching 
C咿甜ci材

本研究使用之自由基DPPH ( 1 ，l -diphenyl-I-2中icryl-hydra勾，1-

radical) 在結構土有穩定的共振，所以可以在適當的儲存下長時鶴

的保存下來 (11 ) 0 DPPH在517 mn 的波長下有獨特的吸光會隨著

DPPH濃度減少時，其O.D.值亦隨之降低 o 故本研究將蒼求闢分別

成三種不同濃度( 0.01; 0.1; 1.0 mg/ml )加入會以觀察蒼朮眠

( Atractylon )捕捉自由基之情形 o 其流程如下:

取 2.87 ml Methanol 加入到州的 10 mM DPPH

• 

加入100μlDMSO 或不用濃度

( O.肘， 0.1, 1. 0 mg / ml )之Atractylon in DMSO 

• 

寰於室J革中 30 mÍns 

• 

加入 1 ml Redistilled water與3 ml Toluene 並充分混合

• 

3000 中m離，心 10 mins 

• 

取Upper phase, 

軍於Spectrophotometer 在波長 517 mn 下測最大吸光度
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(五)、肝細胞毒性分析

(Hepatotoxicity assay) 

以肝功能診斷酵素色括 Lactate dehydrogenase ( LDH )、

Alanine aminotranferase ( AL T )作為肝細胞毒性的分析指標 oLDH

去氫酵素的測定係根據 Amador 氏等記述的方法( 12 ) ，將 t-BHP

(1.卸的的單獨加入培養基中處理肝細胞當作控制組，實驗組則分

為三組:在加入 t-BHP 1.51站在前 1 小時分別以蒼朮觀 (0.01;0.1;

1.0 mg / ml) 加入培養基中處理肝細胞會以土各組均於 t-BHP 加入

使培養半小時會再分取土層培養基21叫，於光波長340mll下測定

LDH 之活性 o 而 ALT 的測定則根據 Bergmeyer 氏等的方法

( 13 ) ，按土述同樣方法分組處理之?並與 t-BHP 1.5 mM 單獨處理

肝細胞控制組作比較，於光波長 340nm 下測定吸光度?分別比較

各組 ALT 的活性 o 最後單位以 mμ1106 cell來表示贊其流程與計算

方法如同第一部份(A)實驗方法第六項 o

(六)、 MDA生成濃度之分析

(Lipid peroxidation 的say)

路質過氧化的方法主要是根據 Yagl 氏( 1987) ( 14 )所使用

的螢光測定法( Fluorometric method )，肝細胞中路質過氧化係藉著

其分解產物Malondialdehyde 仰的A) 的濃度為指標來測定。在肝

細胞培養基中單獨加入卜閻王P 1.幻的f 當作控制組會實驗組財如同

第五項所述會以同樣方法處理肝細胞 o 以止各組均於加入 t-BHP

復培養半小時會更換培養基會封下肝細鮑會加入 2ml 10% 

Trichloroacetic acid 去蛋白復會離心之。再精確量取土清波 2ml 加

入尊貴之 1%TBA試劑復會置沸水浴中加熱 10 分鐘會冷卻使按
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Stacey 氏等修餘的方法( 15 ) ，以 n-Butanol 萃取出來，並在華先光

度計 Ex / Em = 515 nm / 553 mn 下測定螢光強度會分別與 t-BHP 控

制組比較其 MDA 含量 o 其詳細流程如同第一部份(A) ，實驗方法

第吾土項 o

(七)、 DNA損傷修補作用之測定:

( Measurement of D九'A repair synthesis) 

蒼朮閥對 t-BHP 誘發 DNA損傷之修補作用係藉著氣標記的

胸腺嗓吟( Tritium labeled thymidine 會 H3-thymidine )在 15 mM 

Hydroxyurea 存在下，併入DNA中的量測定之( 16 ) 0 將培養之肝

細胞先以 15mM Hydroxyurea 處理會同時加入各稜不用濃度之

Atractylon ( 0.01; 0.1; 1.0 mg!ml )處理 1 ，j、時後會加入 t-BHP 1.51站在

及 H3-thymidine ( 1 μCi/ml )繼續培養的小時會將細胞收集下來書

畫於 25 lllin , 2μm 孔徑的 PC 濃紙土會以 10ml Lysing buffer ( 2% 

SDS , 0.025M EDTA 曹 0.5mg!ml thymidine , O.lM glycine 曹 pH10.0)

及 O.的mg!ml proteinase K緩街液沖洗 o 將濃紙荳入含 1mlO.5N

HCI04 之試管中會於 60
0

C 加熱 90 分鐘後，取懸浮液加入閃爍液

Aquasol-2 ，以Aloka LSC-900閃爍計數儀測其放射強度以 dpmlμg

DNA 表示 oDNA含量之測定係根據Vytasek ( 1982 )之方法( 11 ), 

取懸浮液與 DABA 試劑反應主色，以 Fluorescence

Spectrophotometer 於激發波長 λ鼠的8 11m ，放射波長 λEm 508 mn 

下測定其吱聲先，強度 o
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五、結果

一、 t闇BHP及 Atractylo臨對細胞毒性之測定

利用MTT法測定肝細胞活性時，結果如表一.所禾 P 當加入

t-BHP 濃度為1.5 mM峙，吸光度與控制組比較為 91 % ，顯示該

濃度適合作為細胞毒性誘導劑的濃度 o 當t-B凹的濃度增至2.01站在

時會吸先度降低為83% '表示對細胞毒性略增 o 而 Atractylon 所使

用的三種濃度 (0.肘， 0.1 , 1.0 mg /kg ) ，與控制組比較吸光度沒有

顯著差異，因此本研究中採用1.51訕訕-BHP 及 o .01 , 0.1 , 1.0 mg!ml 

濃度的 Atractylon作為實驗土之非毒性劑量。

二、 Atractylon 自由基的捕捉能力測定

由於 DPPH 在結構土的穩定性會故可當作指標來檢測蒼求

關( Atractylon )對自由基捕捉之影響 o 如表二.所示， Atractylon 

的濃度與捕捉自由基的能力呈現劑量依存性關係， Atractylon在濃

度。 01 ， 0.1 及 1.0 mg!ml 時會對 DPPH自由基的捕捉百分比分別為

33% (P < 0.01 ), 37% (P <0.01 )及88% (P < 0.001 ) 0 

三五、 Atractylo聽對 t-BHP 誘發肝細胞毒性之影響

如閻王舟示會單獨加入1.5 mM t岳王密控制組之LDH 、 ALT

值明顯增高。三個實驗組經Atractylon (0.侃， 0.1, 1.0 mg!ml) 前處理

1 小時復?再加入1.51的1[ t-BHP 半小時處理會結果顯示可以明顯

的抑制串 t-B即所誘發的細胞毒性如 LDH(國三)、 ALT 等酵素的

釋放量 o Atractylon 的濃度與其抑制 LDH 及 ALT 的濃度呈現，劑量
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依存性關係會晶 A甘actylon於 1 mg/m1濃度下具有最大抑制效果

(LDH 58%, P<O.OOI; ALT 40%, P<0.05) 0 

四、 Atractylon 對 t-BHP 誘發脂質過氧化的影響

本實驗以 Malondialdehyde ( MDA) 濃度作為脂質過氧化之

指標 p 結果如闊四所示單獨給予1.幻的生 t-BHP 時卸的A 濃度顯著

地升高，當以 Atractylon O.悅， 0.1及 1.0 mg/ml 分別前處理一小時

後會再加入 t-BI甜，結果 MDA 的生成活性明顯地，分別降抵誨的0/0，

70 % (P<0.05) 及 44 % ( p<o. 01 ) 0 

五... Atractylon 對 DNA 修補合成的影響

以 Unscheduled DNA systhesis ( UDS )的方法來探討

Atractylon 對 DNA 修補合成的影響會同時也可作為基國毒性的指

標 o 本實驗以 t-BHP添加於大白鼠肝細胞處理三十分鐘復?再給

予Atractylon ，結泉由表三.顯示， 1.0 mg/ml Atractylon能夠顯著抑

制 t-BHP 所引起 DNA的傷害達 38 % (P<O.OOI )程度;至於另外二

種濃度之 Atractylon ( 0.01 及 0.1 mg/ml) 也同樣具有抑制效果。
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四、討論

蒼求自局( Atractylon )為白求中之主要成份，白求在中醫臨

床土常被用來作為保肝及治療肝病使用，而且在動物實驗及大白鼠

初代培養肝細胞中對 CC14 fJ斤引起的肝毒性具有抑制性的效果 G 可

是由於西元 1982 年 Poli 及 Gravella 等人研究結果指出以 CC14 作

為誘導劑時所產生的路質過氧化作用有許多差異性的結果( 4 ) ; 

並且在西元 1986 年 Berger 等人的研究指出可能由於 Haloalkanes

所具有之溶劑效應改變了細胞的完整性( 5,11) ，自此顯示以

CC14 作為肝損傷研究的實驗模式並不適宜，所以本研究以探討蒼朮

朝( Atractylon )是否作為自由基捕捉者之模式來研究蒼朮闢

( Atractylon )的抗肝毒性活性 o 晶晶元 1985年 Rush 等人( 17 )以

研究抗肝毒性藥物的實驗指出以 t-BHP 當誘導劑所誘發肝毒性為

一較好的研究模式。

本實驗利用 DPPH test 來梭驗蒼朮職捕捉自由基的能力?結

果顯示 1.0 mg!ml 蒼At鸝( Atractylon )可以捕捉 85 %的 DPPH

radicals 會表示其具有很好的抗氧化性的能力。

t-BHP 對細胞具有毒性的主要機制之一會可能是經由產生

自由基的中問產物，進而使脂質產生地氧化作用兩影響細朧的完整

性( 18,19 ) ;另外也可能與細胞分子形成一些共價鍵結而使 DNA

受損 (20) 0 本實驗在肝細胞毒性及癌質過氧化作用方面的測定顯

示贊預先以蒼朮銅處理的肝細施對於 t-BHP 所造成的肝細胞損傷

具有保護作為會色括可以降低 LDH 及 ALT 酵素釋放量及減少

恥的A 的形成 o 另外會以 UDS 的方法分析結果也顯示蒼丰富的已知

非常有效地抑制 t-閻王P 所造成的 DNA損傷?因而表示蒼求關具有

抗基囡毒性的能力 o 囡 1比本實驗結果不僅證實蒼At首詩具有找好毒
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性及技脂質過氧化的能力，兩且忠支持了蒼求翻可作為自由基捕

捉者的理論會是經由抑斜了肝細胞發生過氧化作用?因而減低了

t-BHP 所造成的細胞毒性及基閏毒性。

除此會有關心BHP 造成細胞毒性的機制是被認為與細胞解

毒過程中 Glutathione ( GSH )的消耗及Pyridine nucleotide 氧化程度

有驕 o 因此，也，可能改變了 Ca抖 homeostasis 0 本實驗也發現預先

處理蒼求關並不會增加 GSH 的含量(數據未標禾) ，表示蒼朮劑的

抗肝細胞毒性可能與 Glutathione systems 無關。

綜合以土結論會本研究證實蒼朮朝可以對抗 t-BHP 'A斤引起

的肝毒性損傷及基因傷害，其機制可能是因蒼求關可以捕捉自由

基而具有抗氧化劑的能力所產生 o 雖然之前的研究曾指出( 21 ) 

蒼朮研可能經由本身的酵素代謝系、繞而產生自由墓，但其去毒作用

之機制?仍有待更進一步的探討加以證實。
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Table 1 The cytotoxicity of 令BHP and atractylon analyzed by 
MTT assay. 

Treatmenta OD 563IIIIIb % of control absorbance 

control 0.82+0.03 100 

t-BHP (0.51訕。 0.80+0.01 98 

t團閻王P (1.0 mM) 0.76+0.02 93 

• BHP (1 .5 mM) 0.75+0.01 91 

的HP(2.0 mM) 0.68+0.03 83 

atractylon (0.01 mglml) 0.81÷0.01 99 

atractylon (0.1 mglml) 0.80+0.02 98 

atractylon (1 .0 mg/l!1D 0.79+0.02 96 

a. Hepatocyte culture were treated wÌth various doses of tert-butyl 

hydroperoxide or atractylon for 30 min or 1 知 separately.

b. Mean 士 SD， n口3.
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Tabl扭e 2 Free radica剖l-q
byDPPHt扭es悅t.

Concentrationa 

O 

OD 517nIIIb 

1.67 0.07 

0.01 mg!ml 1.12+0.14**c 

0.1 mg!ml 1.06+0 .1 3** 

1.0 mg!ml 0.20 0.03*** 

% of control absorbance 

100 

67 

63 

12 

a. Various doses of atractylon were mixed with DPPH (10mM, 30 
μ1) in methanol. The reaction mixtures were then colored by the 

addition of toluene, and read at 517 nm against a black without 

atractylon. The fraction of DPPH bleaching was calculated by 
comparing with the absorbance of the DPPH solution containing 
only DMSO (100μ1) as 00/0. 

b.Mean 士 SD， n=3 

c. **P<O.Ol , *** P<O.O肘， compared with the DMSO treated group, 
t欄test.
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Table 3 Effect of atrac句rlon on 令BHP圖induced DNA damage in 
pri描ary cultured rat hepatocytes. 

Treatmenta dpmJμgDNA 010 oft-閻王P control 

• BHP (l .O mM) 670+50b 100 

時間(1.0 r曲。 plus:

atractylon (0.01 mg!ml) 543+40*c 81 

atractylon (0.1 mg!ml) 376+39* 56 

atractylon (1.0 lIlg!ml) 255 15*** 38 

a. Primary cultured rat hepatocytes were pretreated with 
h卸1η可yd街ro侃xy卯ure翎a and various c∞oncent仕ra討咄t話i昀ons ofat甘racty抖10叩nf臼or an hour丸, 
a翱n吋dt由hen exposed tωo t-闖閉閉-忠

S句yr剖1吐the的Sl站swas a創n油al妙yzed by incuba剖ting the cells in [methyl-3H]-
thymidine (l μCilml) containing medium for 18 hours. Cells were 

har可vested and lysed for radioactivity counting. DNA repair synthesis 
was expressed as dpm/μgDNA. 

b.Mean 土 SD， n=3. 

c. * P<0.05, ***P<O.OOl , compared with the 1.5 mM t-BHP-treated 

grOl中， t-test . 
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Figure 1 Str阻cture of Atractylon. 
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Figure 3 Influence of atractylon (A訂) on thè leakages of lactate 
dehydrogenase and alanine aminotransferase in isolated rat 

hepatocytes induced by 30 min-treatment of t-BHP. 
* P<0.05; ** P<O.Ol; *** P<O.OOl; compared wÎth 1.5 mM t

BHP-treated. t-test . 
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第二部份

食用紅色七號著色料Erythrosine B對於

巴拉xtJ 誘發大白鼠肝細胞DNA損傷

促進作用之研究

63 



縮寫表

ER: Erythrosi臨eB

PQ: Paraquat 

LDH: Lactate Dehydrogenase 

AL T: Alanine Aminotransferase 

時宜DA: Malondialdehyde 
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中文摘要

食用紅色七號著色料( Erythrosine B; ER )常廣泛;當作食

物、藥物、化粒品之添加物。本研究採用能對初代培養肝細胞產

生過氧化作用的化學除草劑巴拉)('J (Paraquat; PQ )當作誘導銷會

以誘發鼠肝細胞損傷?並分別在肝細胞加入巴拉判之前或同時加

入食用紅色七號著色料處理會然後測定肝細胞培養基中LDH 、

ALT 等韓素含量及肝細胞分解物 MDA 濃度作為分析指標;進一

步利用蛋白質合成抑制作用試驗的方法探討食用紅色去了號著色斜

對肝細胞損傷後對細胞質中蛋白質合成抑制的影響。另外在In

仿tro 實驗中利用毛細電泳分析發現食用紅色占2號著色料與巴拉)(~

之向有鍵結可能產生新化合物 o 由實驗結果顯示食用紅色七號著

色斜具有增強巴拉持對肝細胞毒性的活性及脂質過氧化的作用;

另外食用紅色社號著色料同時也具有加強肝細胞損傷後蛋白質生

合成抑制作用 o 綜合以土實驗結果，推測食用紅色七號著色耕結合

巴拉划的化學作用可能是增強奸細胞膜的脂質過氧化作用會另丹

亦可能是由於食用紅色七號著色料強化了巴拉)(~誘發肝細胞損傷

所產生的氫氧自由基( Hydroxyl radical )之致毒作用機制所致。
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Abstract 

Erythrosine B (2'，4'， 5'，7'騙tetraoiodofluorescein disodium salt; FD 

and C Red No. 3), is used widely as a color additive in foods, drugs and 

cosmetics. The purpose of the present study is to investigate the effects 

of erythrosine B on paraquat-induced lipid peroxidation and the 

inhibition of protein synthesis in rat hepatocyte. The primaηT hepatocyte 

culture was pretreated with erythrosine B prior to the administration of 

paraqu剖， or treated simultaneously with both substances. The activities 

of LDH and AL T were used as hepatic function markers and the activity 

of 孔的A as the index of lipid peroxidation. The promotion effect of 

erythrosine B on paraquat -suppressed protein synthesis in rat hepatocyte 

was also elucidated. Furthennor院 we use capillary electrophoresis to 

analysis the chemical bonding relation of erythrosine B and paraquat that 

may result new compound. It was concluded that erytlrrosine B 

possesses the ability to 扭曲創lce， the paraquat-induced hepatotoxic and 

lipipoperoxidant activities. The results suggested that the promotion 

mechanism of erythrosine B on paraquat -suppressed protein synthesis 

was caused by the lipoperoxidation effect of erytlrrosine B on the lipid of 

cell membrane. On the other hand, erythrosine B may also strengthen the 

toxic effect of the free radical product induced by paraquat that, 

ultimately , caused hepatic cell damage. 
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一、緒論

(一)、研究背景

食用紅色七號著色料( Erythrosine B )通管廣泛當作食物、

藥物、化粒品之添加物，在美園、英輯、歐洲各間被允許使用，

而WHO/FAD對每日攝取建議量為 100 ppm 0 由於缺乏具有基西毒

性( Genotoxi句r) .，因此E句tlù1fosÍne 仍被認為可安全使用。

以往研究已指出紅色七號著色料在體外試驗做基因毒性的

評估時會對丘砂phimurium 立在無致突變性( 1, 2 ) ，對E. coli 息不會

造成DNA的修補現象( 3 ) 0 兩 Roger等人( 4 )實驗中以300 mglml 

medium Erythrosine B 添加於V79 Chinese hamster lung cells 中會增

加micronucleus frequen句，但是V79 cell 與Primary hepatocyte 同時

培養之下則會降低細胞Mitotic frequency 會 Hepatocyt.es 對V79細胞

中 Erythrosine B 的調節作用可能經由許多生化調節，色括

Hepatocyte 對Erytl1fosine B 染科的去毒作用 (5)ilij 造成的。

氣是細胞生存不可或缺的物質會但是當細胞發生不正常的

代謝過程中，卻是造成細胞死t之殺手，而許多毒性物質( Toxic 

agent) 在進入細胞中往往會造成過葷的活性氧系( Reactive oxygen 

species; ROS )的產生?如超氧陰離子( Superoxide ar世on; O2'.) .，單

氧 (Singlet oxygen; 10 ) .，氮氧自由基( Hydroxyl radical; OH' ) .，過氧

化氫( Hydrogen peroxide; H20 2 )等會晶ROS的產生量如果趕過細膛，

本身抗氧化能力( Cellular antioxidant capacity )的時候則會導致細胞

脂質的過氧化( Lipid peroxidation ) .，以及蛋白質、 RNA 、 DNA的

損傷、突變 (6 、 7 )會而這些傷害則可能是造成癌化、心血管疾

病害甚至老化都有一定的相關性 O
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巴拉特( Paraqu討會學名 1 ， 1 '-Dimethyl斗，4'-bipyridy1imn )是

一種極有效而廣泛被使用之除草劑?常爵使用不當?或誤會而造

成詩多全身性毒性痔銷會此理巴拉祠的氧化作用可造成肝、腎、

勝等器官的破壞 (8) 0 巴拉刻的除草機制乃籍著干擾知胞內電子

傳遞系、鈍，抑制植物葉子光合作用使NADP不能還原成NADPH 會

而此時氧變成是還氧陰離子( Superoxide) ，經由非飽和性脂肪酸的

聚合作用破壞含脂細胞膜，而使樹葉枯死( 9, 10 )。在動物方曲會

其致病機制類似植物?囡剝激細胞內NADPH 的氧化?並當作電子

接受者會而取得電子會在有氧狀況下?將電子傳遞給氧形成起氧

陰離子 (02' ) ，巴拉材復原後再繼續搶奪電子而成為製追趕氧 i會

根離子的催化劑;最近研究指出巴拉利致病機制與經由其加速路

質過氧化作用( Lipid peroxidation )有瞬( 11 , 12) 0 其可能反應機制

如 Fig.2 0 
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(二)、研究目的

本研究以食用紅色色豪老號著色科為實驗材料加入培養之

肝細胞中會轉用對肝細胞能誘發脂質過氧化作用之化學除草劑巴

拉特為誘導予幫會誘發鼠初代培養肝細胞的損傷後，以湖定府組胞

培養基中多種生化值如 Lactate dehydrogenase ( LDH )及Alanine

aminotransferase ( AL T )之酵素含量作為肝細胞毒性的分析指標

( 13 )，並分析肝細瓏，脂質過氧化物之分解物 Malondialdehyde

(MDA) 的濃度( 14 )，探討食用紅色色素七號著色科對肝細胞之抑

制作用 o 進一步利用初代培養之肝細胞，觀察食用紅色色素是工號

著色斜對巴拉划所誘發蛋白質合成抑制之調節作舟，俾探討食用紅

色色素七號著色斜對巴拉)(IJ 之作用機制 o

仇
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二、材料與方法

(一)、化學試劑與儀器

(A) 化學試劑:

Erythrosine 8 (2'尤5'，7'-tetraoiodofluorescein disodium salt; FD 

and C Red No. 3) 、 MTT 、 TBA (Thiobarbituric acid) 、 Collagenase 、

下BI王P (tert-butyl hydroperoxide) 、 [methyl-3日]-Thyl世dine 、 SDS 、

EDTA 、 Thymidine 、 DPPH (1 , 1-diphenyl-2-picryhydrazyl) 、 Glycine

及肝功能生化佳Alanine aminotral1sferase(AL T) 、 Lacate

dehydrogenase (LDH) 測定試劑均購自美國 Sigma合司; Williams E 

培養基、 PSN抗生素購自美國 Gibco合司. ProteÌl1ase K 為德觀

Merck~ 司產品; Aquasol-2 閃蝶波為美國New El1g1al1d Nuclear 血

品. ProteÍn 測定試劑為英園 Bio-Rad 產品。知鮑培養所需的培養

基( medium ; Williams E ) , PBS ( Phosphate buffer saline ) , Calf 

bo叮ne senlm , PSN antibiotic mÌxture , Glutamine 會 HBSS ( Hat述cs'

balanced salt solutiol1 )等購自美麗GIBCOBRL公司會其他試劑與實

驗所需之Dish則購自 NUl1c~ 司 o

(8) 儀器:

UV and Visible Spectrophotometer ( Hitachi; U2000 ) 

Fluorescence spectrophotometer ( Hitachi; F2000 ) 

ScÍl1tiIlation counter ( AIoka; LSC-900 ) 

Capillarγelectrophoresis analyzer (Beckman PI ACE system) 
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(二)、實驗動物

本研究使用購自台大動物研究中心之Wist缸品系?體重為

220-280~克之雄性大白鼠及體重為 18-25公克之雄性ICR品系小白

鼠為實驗動物 o

(三)、 Erythrosine B對Paraquat急性毒性試驗之影響

使用體重18個25公克之雄性ICR品系小白鼠每組10斐，觀察

由腹腔注射Paraquat (I.P. 50 mg/kg )或Erythrosine B ( I.P. 50 mg/kg) 

後72小時內白氣中毒死亡 a情形?以及注射劑量Erythrosine B ( 50 

m叭cg) 1小時後，再注射相同劑量Paraquat ( 50 m糾正g) 後，及詞時

注射Erythrosine B 與 Paraquat 最後於72小時內觀察實驗動物存活情

形 o

(四)、肝細胞之初代培養

伊'rimaηJ hepatocyte cultur，吵

初代持養之肝細胞係根據 BOlmey 氏等之方法( 15 ) ，以肝

臟灌流方式取得。本研究使用購自台大動物研究中心之 Wistar品

系，體重為220-280 公克之雄性大白鼠為實驗動物 G 在大白鼠腹腔

注射戊基巴比妥 (Pentobarbital' 50 mglml )麻醉， ~J量為大白鼠

體重每100公克給予0.21討會蘇醉復會打開腹腔以 20G血管導管穿

刺肝門脈會閻定復以加有EDTA 而不含鈞、鎮離子之 HBSS緩情浪

灌澆會同時剪斷下腔靜脈放血會再以含膠原酵牽( Collagenase )及

鈣離子之緩衝液灌流復?取下肝臟曹分離府組施，以每毫升

的XI06 之細胞密度培養於 4ml Williams E 培養基中含 10% 胎牛血

清及闊的N抗生素會荳於370C 會將 CO2培養箱中培養 G 於最初三
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小時更換培養基，除去未貼壁之細胞會當作以下細胞分析使用 o

(五)、 MTT法之細胞活性分析

(Cytotoxicity ) 

食用紅色..c號著色科或巴拉 )(IJ 對細胞活性的影響係根據

MTT化色法分析之( 16 ) 0 在培養風中培養一定量肝細胞( 5.0X104 

cells/dish) 再加入各種不同濃度 (2.5mM; 5.0mM ; 10.0mM) 的巴

拉划或不悶:濃度(0.1 ; 1.0 ; 5 mM )的食用紅色七號著色耕，於37

。C下分別培養4小時後，移走培養基會肝細胞以PBS液洗灣會換新

培養基後會加入20μlMTT 試液( 5.0 mg/ml )會培養4小時會因活

細胞會將 MTT 還原成Fonnazan 結晶會再~ Isopropanol 溶解之，

於光波長 563nm 下測定吸先，度會由吸光皮大小測定出活細胞的多

寡比較之 o

(六)、肝細胞毒性分析

(H epatotoxicity assay) 

以肝功能診斷酵素色括 Lactate dehydrogenase ( LDH )、

Alanine amÎnotranferase ( AL T )作為肝細胞毒性的分析指標。 LDH

去氮酵素的測定係根據 Amador氏等記述的方法( 17 )會將巴拉特

(5 mM)單獨加入培養基中處理肝細胞當作控制組會實驗組則分為

四組:在加入巴拉)(~ 5 mM前 1 ，J、時及同一時間兩種方式分別以食

用紅色是2號著色料 (O.l; l.0; 5.0 1的1) 加入培養基中處理肝細鮑會

以土各組均於巴拉材加入後培養五小時會再分取土層培養基 2

ml 會於光波長 340 nm下測定 LDH 之活性 o 而 ALT 的測定則根據

Bergmeyer氏等的方法( 13 ) ，按土述同樣方法分組處理之會並與巴
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拉){IJ 5 t站在單獨處理肝餌胞控制組作化較會於光波長 340nm 下測

定吸光度?分別比較各組 ALT的活性。

(七)、 MDA生成濃度之分析

(Lipid peroxidation assay) 

脂質i遵氧化的方法主要是根據 Yagl氏( 1987) ( 19 )所使用

的發光測定法( f1uorometric method )，肝細胞中脂質過氧化係藉著

其分解產物 Malondialdehyde 仰的A) 的濃度為指標來測定 o 在肝

細胞培養基中單獨加入巴拉特 5mM 當作控制組，實驗組則如同

第五項所述，以同樣方法處理肝細胞 o 以土各組均於加入巴拉)(IJ

後培養五小時會更換培養基會刮下肝細胞會加入2 ml 10 % 

Trichloroacetic acid 去蛋白後會離心之 o 再精確費取土清波 2 ml 加

入等量之1% TBA試~J後，軍沸水浴中加熱 10分鐘會冷卻後按

Stacey 氏等修飾的方法(20) ，於光波長 ExlEm=515/535 mll 下測定

發光強度會各組分別與巴拉測控制組比較其MDA含費 o

(入)、蛋白質合成抑制試驗:

長滿之細胞以 0.25% 姨蛋白勝處理下來?取少費計數其細

胞數目會以 D扎在EM 將細胞稀釋成每毫升 2X105 倡細胞 o 將 0.5毫

升細胞懸浮液加入24孔細胞培養且孔內，在 37
0

C 會 10%二氧化碳

培養器內培養 2材、時 o 俟復會在各樣品內加入 0.5 mCi之1日-Leu.

在 37 0C 會 10%二氧化碳培養器內繼續培養1小時，取出培養瓜，吸

去培養基會以生理食鹽水清洗一次會加土 4
0

C之 10% TCA ，軍於

冰箱中 15分鐘書取出會吸去 TCA 會繼以 5% TCA洗一次會加土
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100徵升 0.2 N氮氧化對會將不 i容於酸之大分子溶解?溶液取出軍

於 20毫升 Kimble閃爍計數瓶中，加土 2毫升之閃爍計數波(合4舍

克 PPO及 0.1公克 POPOI升於甲笨: Triton X-100 = 2:1之中) ，以b

閃爍計數器計數其放射量 G 以對照組(不合蛋白質者)當作 100% 會

實驗組與之相除會即可得抑制之百分比。

(九)、毛細電泳分析:

(Capillary electrophoresis analysi，砂

使用 Beckman P/ACE system 5500 毛細電泳分析儀，臥車經

75 mm" 57 cm長的毛細管微分析 o 操作諦，先以 0.2NNaOH 沖洗

毛細管約為分鐘，其次以去離子水( Milli-Q 水)洗淨管中之

NaOH" 時間設定五分鐘雪之後進行樣本的電泳分析 G

步驟一)以 0.02 M pH8.0 Phosphate buffer預洗( pre-rinse )毛細管，

時問為兩分鐘 o

步驟二)採 pressure 方式來 Inject受測樣本會時間為十秒 o 試驗樣本

員才依實驗設計監分為兩組:

A. 對照組:巴拉特 (5 nìr\的單獨加入培養基中處理肝細胞

當作對照組

B. 實驗、組:分為四組會在加入巴拉)(~幻的f前 1 ，j、時及同

一時問兩種方式分別以食用紅色--t::號著色料

(0 .1; 1.0 mM) 加入培養基中處理肝細胞

步驟三)以 0.02 M pH8.0 Phosphate buffer 為導電媒介， Separation 

時間誨。封 10分鐘會摔 Voltage 方式會電壓設定為 20

KV 會溫度定為 25 0C '於最適波長偵測樣本在特定波長下

的吸扶峰 G

?在



步驟四)以 0.2 NNaOHi'中、洗毛細管約一分鐘 9 主離子水 (Mi11i-Q水)

洗淨管中之 NaO誼會時問設定兩分鐘，之後進行下一個樣

本的分析 o 最後依光譜分析所得的觀譜計算分子開交互作

用程度的百分比會宮P Interaction (%) = (Erythrosine B shi在

peak 積分面積/單獨 Erythrosme Origill peak 積分總面

積)XI00% 0 
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五、結果

一、 ErythrosineB對Paraquat急性毒性試驗之影響

如表一所采誓不給Paraquat 亦不給Erythrosine B 正常組之

10隻小白鼠，經觀察三天結果均正常存活，而單獨給予Paraquat

(50 mg/kg) 之控制組，三天內有5隻小白氣死t

o 實驗組中給予Erythrosine B ( I.P. 50 mg/kg ) 1 小時後再給Paraquat

( I.P. 50 mg/kg )者三天內共死亡 3 隻;同時給予 Erythrosine B ( 50 

mg/kg) 及 Paraquat ( 50 mg/kg )者有7隻死亡;至於實驗組中給予

Erythrosine B ( 50 mg/地)財與正常趣和閉會 10隻小白鼠均正常存

活下泉。由此顯示Erythrosine B 對於腹腔注射適當劑量的Paraquat

所誘導的毒性具有加強毒性作用( toxic effect ) ，並且呈現劑費依存

性關係 o

二、 MTT法之細胞活性分析

如表二 Pff 示會利用 MTT法測定知瓏，活性持會當加入

Paraquat 濃度為 5.仇的4 時會吸光度與控制組比較為86% 會顯示接

濃度適合作為細胞毒性誘導劑的濃度;當Paraquat 濃度增為 10mM

時分別降紙為71% 會表示對細胞毒性略增。至於Erythrosine B 則如

表二所示，當濃度為0.1 1的卜1.01咱也或5 1泊在時與控制組比較會

吸光度沒有明顯下降雪因此本研究申訴蹄。.1 mM、1.0mM 濃度作

為蛤藥之非毒性劑量 o

三、肝細胞毒性分析

如表三所未會單獨加入Paraquat 5 1的在控制組之LDH佳明

顯的升高， 4個實驗組中經1.0 mM Erythrosine B 培養1 小時後再加
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入Paraquat 的實驗組有明顯的升高( P < 0.05 )尤其以1.幻的在

Erythrosine B 和 Paraquat 同時處理的實驗組LDH值升高最為明

顯 (P<O.OI )。另外 Paraquat 控制組亦能使 ALT佐升高會為實

驗組中以1.仇的在 Erytlrrosine B和Paraquat 詞時處理的實驗紐ALT佳

升高最為顯著 (P<O.OI ) 0 

四、 MDA生成濃度之分析

如表四所示，單獨以Paraquat (5 mM)處理之控制鈕，其肝

細胞中扎在DA生成濃度急速升高會但經以同時加入0.1 mM 、1.0 mM

Erytlrrosine B與 Paraquat 同時處理者成先加入0.1 mM 、1.0 mM 

Erytlrrosine B再加入Paraquat處理會兩個實驗組肝細胞中孔的A濃度

呈現顯著的升為作用 o 尤其以同時加入1.0 m卸1Erytlrrosine B 與

P訂aquat 處理者其肝細胞中MDA濃度呈現顯著的升高作用 (P<

0.001 ). 

五、蛋白質合成抑制作用之影響

Erythrosine B 對Paraquat 誘發肝細胞損傷毒性之作用可梅、

藉著蛋白質合成抑制方法來測定 o 結果如表五所示贊 Erytlrrosine B 

對Paraquat ( O.仇的1 )誘發蛋白質合成抑制作用在濃度。.lt的f和

1. 01的在 (P< 0.001 )下均有顯著的加強Paraquat 所誘發的肝細胞損

傷作用 o

六、毛如電泳分拆之影響

兇較Erythrosine B 單一存在( Fig. 3 )會 Paraquat 單一存在

( Fig. 4)及兩者反應復之毛細電泳分析國譜顯示此色豪可能與
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Paraquat 形成一種新的加成物(Fig. 5 )。由鈍，推測此兩種輯質混合

具有相加成之現象。以土推論可進一步由質譜儀所呈現於mJe=

1020 (Fig. 6 )所證明 o
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四、討論

本實驗摔用對肝細胞能誘導購質過氧化反應的除草劑巴拉

划 (Paraquat) 當作誘導~J 會以誘發鼠肝細胞受損會然後藍分為加

入Erythrosine B 之後或同時加入Paraquat 等二種情況來比較

E可throsine B在 Paraquat 誘發下對肝毒性活性( Hepatoxic activity) 

與脂質過氧化作用( Lipoperoxidation) 下是加強或抑制作用?詞時

比較其活性的大小;進一步再探討Paraquat在Erythrosine B存在下

對肝細胞a受損害的情形(Fíg. 7, Fig. 8) 0 

首先由動物實驗觀察經腹腔給予ICR品系小白鼠E可throsÎne

B ( I.P. 50 mglkg )後再給一半致死曼( LDso) 的 Paraquat ( I.P. 50 

mglkg) ，結果顯示， Erythrosine B 具有加強的的 toxicity 作用，且

其加強作用呈現劑量依存性的關係 o 接著由初代培養的肝細胞測

定Erythrosine B 與Paraquat 對肝細胞毒性分析指標曹l!pLDH 、 ALT

等酵素含量生化鍾的影響，結果顯禾Erythrosine B 亦能顯著的提

高肝細胞受 P訂aquat 損傷時肝細胞滲漏的醫學素含壘，證明

Erythrosine B 具有加強Paraqu針對肝細胞毒性的作用?為且以同時

加入Erythrosine B 及Paraquat 處理肝細胞後的實驗組效果最顯著會

其次則為先加入曰ythrosine B 再加入 Paraquat 處理的實驗趣?由比

表示 Erythrosine B 對肝細胞脂質傷害具有促進的作用 o 至於

Erythrosine B 對肝細胞膜脂質的過氧化作用則從分析MDA生成物

濃度的結果知道會肉模是同時加Erythrosine B 和Paraquat 的實驗組

的效果較明顯?具有統計土的意義會困地也證明了 Erythrosine B 

對Paraquat 所引起的過氧化作具有顯著 (P<O.OOl)的加強脂質過氧

化作用 o

囡 Paraquat 的氧化作用會產生了帶多超氧陰離子

( superoxide anion )會此等超氧陰離子再去攻擊肝細胞膜上的脂質
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兩敢動了過氧化作用?當知鮑膜土脂質發生了過氧化作用可令其

構造發生改變?細胞是美硬化?而使細鮑膜土重要的 ATPase

(Na+/K+ )酵素活性發生改變( 21 ) ;進一步細胞膜路質過氧化作用

產物扎在DA (Malondialdehyde )又與細胞中的核酸反應為形成加成

輪會常常導致細胞的突變作用( Mutagenesis )與致癌作用

( Carcinogenesis )等嚴重的復泉(22 )。利用蛋白質合成抑制的方

法會顯示Erythrosine B 能強化Paraquat plt誘發之肝細胞損傷作用?

因此可以解釋之Erythrosine B 所以能促進Paraquat 所誘發肝細胞擴

傷的作用機制是經由 Erythrosine B 加強了肝細胞膜脂質發生過氧

化作用的結果，以提高Paraquat 傷害細胞的作用 o

目前已知生物性含氧自由基( Oxygen free radical )主要有參

種，即趕氧陰離子( Superoxide anion; 02'- ) ，過氧化氫( Hydrogen 

peroxide; H20 2 )與氫氧自由基( Hydroxyl radical; OH' )曹當中超氧

i會離子與核酸分子反應可造成多稜傷痕會如DNA分子單般或雙殺

之切斷及鹼基之修改;而氫氣自由基與DNA反應可產生斷放

( Strand cleavage )的現象;兩此等切斷的DNA則可受到細胞中酵

素群之修補會或以抗氧化劑來捕捉含氧自由基會以防止細胞兔於

氧化之傷害( 23 ) 0 對於起氧陰離子?在氧化攻擊的特異性土言書

必須有一個要件，即結合的金屬離子如Fe(III) ~鋒先還潭、成Fe(頁)的

形態?才能與趕氧陰離子因受是這氧陰離子技化 (Superoxide

dismutase) 作用的去毒途徑所生成的H202反應?而形成另一種合

氧自由基 (OH) ，根據報告指出 Paraquat可將結合的Fe ( III )還原

成Fe( II ) ( 24 )會目flQ能與H202 作用生成有害的氫氧自由基 o 從

目前的研究文獻可以確定Paraquat的致毒機制除能產生是最氧陰離子

丹會亦可能經組織或細胞中 Fe (II) 的還原作用而產生氫氧島由

基 o 另外亦可能是由於食用紅色七號著色耕強化了巴拉){IJ 誘發肝

80 



細胞損傷所產生的氫氧自由暴( Hydroxyl radical )之致毒作用機學守

所致。
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Table 1. Enhance effects of Erythrosine B (ER) on Paraquat (PQ)
induced acute toxicity. 

Survival 
rate(%) 

No. ofmice which 
died after 也19

admÎnistration (days) 
1 2 3 

NO.ofmice 
treated 

Treatmenta 

100% 
100 0/0 

50% 
70% 
30% 

A
υ
h
υ

呵
/
蚵
句3

司
令M

A
V
A
V
-
-
n
U

司
3

A
V
A
U

勻
，h
A
V
τ
1

10 
10 
10 
10 
10 

Control 
ER 
PQ 
ER PQ 
ER+PQ 

a. A11 anÎmals received 創1 equal dose of paraquat (PQ) (I.P. 50 
mg/kg) except control group and erythrosine B (i.p. 50 mg/Kg) 
were pretreated wÍth ER for 1 hr prior to the addition of PQ 
(ER PQ) or simu1taneous treatment with ER (ER + PQ). 
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Table 2 The cytotoxicities of Erythrosine B (ER) and Paraquat 
(PQ) analyzed by MTT assay. 

Treatment OD 563IUIIC % ofcon甘01 absorbance 

control 0.87+0.02 100 

PQ (2.5 mM)a 0.77+0.03 89d 

PQ (5.0 訕。 0.75+0.02 86 

PQ (10.0 mM) 0.62 0.01 71 

ER (0.1 mM)b 0.86+0.02 99 

ER (1.0 mM) 0.85+0.01 98 

ER (5.0 且也 0.84+0.03 97 

a. The hepatocyte cultures were treated with various doses of 
paraquat (PQ) for 4 hr. 

b. The hepatocyte cultures were treated with various doses of 
erythrosille B(ER) for 1 hr. 

c. Mean 士 SD， n=3. 

d. % of control absorbance. 
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Table 3 Enhance effects of Erythrosine B (ER) on the 
leakages of lactate dehy挂rogenase (LDH) and alanine 
社ehydrogenase (AL T) in the rat primalγhepatocyte 
cultures treated with Paraquat (PQ). 

Treatmenta 

control 

PQ (5.0 mM)a 

ER (l .O mM) 

ER (0.1 'mM) 

ER (1.0 mM) PQ (幻的。

ER (0.1 mM) PQ (5 mM) 

ER (1.0 mM)+PQ (5 1的VI)

ER (0.1 mM)+PQ (5 mM) 

LDH 

(mμ /1 06 cells) 

69.5 0.8 

83.3+3 .3 

49 .1 2.5 

43.9+ 1.9 

97.8+3.2* 

81.3+0.9 

133.5+3.9** 

84 .4+0.9 

ALT 

(mμ/106 cel1s) 

87.6+0.8 

98.9+ 1.1 

83 .4+6.5 

88.7+3 .1 

126.7+6.5* 

102.8+13.7 

152.9+13.7** 

125.2+5.6* 

a. Primary hepatocyte cultures were pretreated with ER at 1 mM or 
0.1 mM concentrations for 1 hr prior to the addition of PQ (ER 
PQ ) or were pretreated simultaneouwly with PQ and ER (ER + 
PQ) for 5 hr. 

b. Mean 士 SD， values are the avera阱。f triplicate detenninations. 

* P<0.05 , **P<O.肘， compared with the PQ-treate吐 group， ιtest.
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Table 4 Enhance effects of Erythrosine B (ER) on lipi謹

peroxidation in the rat primaηT hepatocyte cultures 

induced by Paraquat (PQ). 

Treatmenta 

control 

的 (5.0 的1)a

ER (1.0 mM) 

ER (0 .1 mM) 

ER (1.0 mM) PQ (5 mM) 

ER (0.1 叫灼的 (51站在)

ER( 1.01泊在)+PQ (5 1的11)

ER (0.11站在)十PQ (5 mM) 

卸的A formationb 

(n mole/1 06 cells) 

0.63士 0.06

2.04士 0 .1 2

2.71 土 0.25

2 .1 4士0.37

10.34+0.64** 

2.36士 0.18*

16.18士 0.43***

3 .1 8士 0.22*

a. Primary hepatocyte cultures were pretreated with ER at 1 mM or 
0.1 mM concentrations for 1 hr prior to the addition of PQ (ER 

PQ ) or were pretreated simultaneouwly wÌth PQ and ER (ER + 
PQ) for 5 hr. 

b. Mean 士 SD， values are the average oftriplicate determinations. 

* P<0.05 , **P<O.肘， ***P<O.OOl , compared with the PQ-treated 

group, t-test . 
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Table 5 Enhance effects of Eηrthrosine B (ER) on protein 
synthesis in the rat prima叮T hepatocyte cultures 
扭曲Iced by Paraquat (PQ). 

Treatmenta 

control 

PQ (5.0 mM)a 

ER (1 .0 mM) 

ER (0 .1 1站在)

ER (1.0 mM) PQ (5 mM) 

ER (0 .1 1酬)的 (51站在)

ER(l.恥的1:)+PQ (5 mM) 

ER (0.1 mM)+PQ (5 mM) 

protein synthesisb 

(n mole/1 06 cells) 

3251.3+52.3 

2792.4士60.9

2903.5士 6 1. 1

2912.1士 142.2

1357.3士 64.5料*

1807.6士 54.7***

1792.9士的.9***

1868 .4 +5 1. 3*料

a. Primary hepatocyte cultures were pretreated wÎth ER 剖 1 mMor 
0.1 mM concen仕ations for 1 hr prior to the addition of PQ (ER 

PQ ) or were pretreated simultaneouwly with PQ and ER (ER十

PQ) for 5 hr. 

b.Mean 士 SD， values are the average oftriplicate detenninations. 

***P<O.OOl , compared with the PQ-treated group, t-test . 
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分子及分子費: C20H60S14N旬， 880

(Sodium salt) 

1 1 

m 

分子及分子量: C20H80S站， 836

(Free acid) 

Figure 1. Erythrosine B 
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Figure 2 Proposed mechanisms of paraquat toxicity. 
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Fig臨時 3 Paraquat 之毛如電泳分析鷗
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Figure 4 Erythrosine B 之毛細電泳分析麗
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Figure 5 Erytbrosine B 與 Paraquat 混合物之
毛，細電泳分析鷗
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Figure 7 A Microphotography of 姐ormal hepatocyte. 
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Figure 7B Microphotography of normal hepatocyte 
treated with ER and PQ. 
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