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壹、中文摘要

自民國七十一年以來，癌症一直是台灣地區的第一大死亡原

因?其中肺癌的死亡率在女性及男性分別佔癌症死亡率的首位及第二

位。令人驚訝的是，台灣地麗女性吸菸人口僅有百分之三左右，但是

肺癌的死亡率卻高居第一位。近年來本實驗室分析台灣地區環境中之

空氣污染物發現，空氣懸浮微粒中多環芳香炫 (polycyclic aromatic 

hydrocarbons) 的含量較其他國家為高。因此，本實驗利用 3亭"

postlabeling 的方法分析六十三位台灣地屋肺癌病人經外科手術所獲

取之正常肺組織中的芳香族化合物所形成之 DNA 鍵結物 (aromatic

DNA adduct) 的含量，並且與其他國家肺癌病人的 DNA 鍵結物之含

量做一比較，以瞭解空氣污染物和肺癌病患肺組織中 DNA 鍵結物含

量之相關性。分析的結果顯示，六十五位台灣地區肺癌患者之 DNA

鍵結物的含量最高可達 165.92 adducts / 108 nucleotides '含量最低者

僅 2.8 adducts / 108 nucleotides '所有肺癌怠者之 DNA 鍵結物的平均

含量為 53.11 士 38.98 adducts / 108 nucleotides '比先前所發表之其他

國家的肺癌怠者之 DNA 鍵結物的含量高了 5 ，..， 16 倍。同時也發現，吸

菸的數量對吸菸之肺癌病患締組織中 DNA 鍵結物的含量並無影響

o 此外，我們分析所有的十四位不吸菸女性肺癌患者之肺組織中

DNA 鍵結物的平均含量為所有四十九位男性的 DNA 鍵結物平均含

量的1.5 倍，更有趣的是，若僅將所有八位男性不吸菸肺癌患者之

DNA 鍵結物乎均含量與女性肺痞病患的 DNA 鍵結物含量比較，貝1]

發現兩者之間的差異就更為顯著 (p = 0剝4) 。思此推測香菸在台灣地

區肺癌病患肺組織中 DNA 鍵結物的形成量上可能不是重要的問子，



1的台灣地區可能有特殊的環境污染物，例如:空氣污染物、烹調時產

生的油燈或是點燃拜香所產生的煙霧等環境問子或許與台灣地區肺癌

怠者肺組織中有高量的 DNA 鍵結物含量有些關係。

B[a]P 是已知的致癌物，過去的研究結果顯示 B[a]P 會在人類肺

組織中形成 DNA 鍵結物。本實驗以 B[a]P 處理六種人類肺細胞株，

以探討不同來源之神細胞株對 B[a]P 形成 DNA 鍵結物的感受性有何

不同?然後才進一步分析其可能機轉。結果發現六種人類肺細胞株常

於 B[a]P 的感受性差異很大，其中以由台灣肺腺癌病患所分離之 CL-

3 細胞產生 B[a]P-DNA 鍵結物的能力(1105.2 adducts / 108 nucleotides 

〉明顯高於其他五種細胞株 (0""' 2.6 adducts /108 nucleotides) 。為了確

定其 DNA 鍵結物的種類，我們利用高效率色層分析儀 (high

performance liquid chromatography, HPLC) 將 CL-3 細胞中之 B[a]P

DNA 鍵結物加以分析，結采與標準品 BPDE-N2 dG 在回十六分鐘處

有相同的滯留時間，西此推測 CL-3 細胞中所形成之主要的 B[a]P-

DNA 鍵結物可能是 BPDE且他 dG 。至於為何細胞株之間形成 DNA 鍵

結物的能力會有如此大的差異，我們進一步探討細胞過期、細胞增生

以及 cytochrome P450 IA1 的表現對 CL-3 及 A-427 這兩種肺腺癌細

胞株中 B[a]P-DNA 鍵結物形成之影響。結果發現當 CL-3 細胞以

B[a]P 處理之後細胞過期呈明顯的休止狀態，若以 cytochrome P450 

IA1 的誘導對 ß-naphthoflavone 前處理 CL-3 細胞後， B[a]P-DNA 鍵

結物的形成量較未加誘導劑的控制組增加 226% '而這些現象在 A愉

427 細胞中都未出現。由以上的結果推測 CL-3 及 A-427 這兩種肺腺

癌細胞株中 B[a]P-DNA 鍵結物形成能力會不舟，可能主要是由於

cytochrome P450 IA1 的表現不同而造成的。

此外，我們也研究雌性激素(17ß-estradiol) 封於 CL-3 細胞之
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DNA 鍵結物形成章之影響，結果發現當 CL-3 細胞以雌性激素和

B[a]P 共同處理時，所產生的 B[a]P翩DNA 鍵結物含章，較單獨處理

B[a]P B幸明顯增高，這個結果似乎可以用來解釋女性對於化學致癌物

的敏感性高，而使其即使沒有吸菸?在肺組織中生成的 DNA 鍵結物

之含量還是高於男性的原西之一。

綜合以上的研究結果，成許能有助於了解環境污染物與雌性激

素在台灣地區肺為發生上的重要性會尤其是女性肺主義的發生 o
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貳、 文獻綜論

一、肺癌之流行病學的研究

根據衛生署統計資料顯示，自民關七十一年以來，惡性腫瘤一

直是圈內十大死亡原因之首位(衛生署、生命統計， 1984-1992) 。而

15% 至 20% 痕症死亡人數是由肺癌所造成的。 1955 年台灣地昆男性

與女性中，每十美人口中分別有 2后7 人和1.25 人是因罹患肺癌而導

致死亡的，然而， 1991年台灣男女性肺癌死亡率已經升高為每十萬人

中有 25 .42 人及 10.85 人 (Yang et al., 1984; Department of Heal血，

R.O.C. , 1993) ，在這不到四十年的時間中，肺癌的死亡率已經增加了

十倍之多，而這樣的增加速度是所有惡性腫瘤中最為顯著的 o 在惡性

腫瘤的死亡率中，女性以肺癌為第一大致死原因，而男性為第二位，

僅次於肝癌會而肝癌在每十萬人的死亡率僅較肺癌高不到一人

(Department of Health, R.O.C. , 1993) ，因此台灣地區肺癌致病原因之

研究是當前必須積極推動的研究主題之一。

至今引起肺癌發生的最重要環境問子仍是吸菸，在美國 85% 的

肺癌死亡、 30-40% 的心臟疾病死亡以及所有癌症死亡人數之 30-

40% 都是由香菸所造成 (U.S. Depa的nent of Health 組dH田nan

Services, 1982; Loeb et al., 1984; IARC, 1986) 。它所引起的肺癌即使

經過治療，其五年的存活率亦僅有 10% 。然而，台灣地區女性肺癌

，辜者絕大多數都沒有吸菸(僅 3% 吸毒冬) ，可是肺癌死亡率竟達到每

十萬人有十一人，而台灣地區男性的吸菸人口高達 60% '但其肺癌

死亡率僅較女性高一倍 (Depa的nent of Health, R.O.C. , 1993) 。這顯台
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灣地區女性罹患肺癌而死亡的危險率較其他歐美先進國家為高。而流

行病學調查也提出 9 中國女性吸菸人口比率比其他種族女性低，但是

肺癌發生率卻依然逐年增高 (Deng and Gao, 1985) 。另一方晶，組織

病理學的分析發現，中國女性罹患腺腫瘤 (adenocarcinoma) 的比率也較

其他型態的肺癌為高 (MacLennan et al., 1977; Kung et al., 1984; Gao 

et al., 1987) ，而肺腺癌的發生與香菸較無關偉、 (Lubin and Blot, 1984; 

Zheng and Gao, 1986) 。因此推測除了香菸之外可能還有其他環境由

于與中國女性之高肺癌發生率有關。。

有關引起肺癌之污染源的研究除了香菸之外，至今已知肺癌的

發生和生活習性、飲食習慣、居住環境、職業曝露(occupational 

exposure) 等因子也都有密切的關係。近幾年來有學者對於一些潛在

的環境危險因子，例如二手菸 (Koo et al., 1985; Chen et al., 1990) 、

點燃拜香及蚊香所產生的煙霧 (MacLennan et al., 1977; Chen et 泣，

1990; Ger et al., 1993) 與家庭中烹調E守所產生的油煙 (Decoufle et al., 

1978) 等空氣污染物與肺癌之間的關係進行研究。

雖然有些研究發現二手菸可能會提高肺癌發生，但是到目前為

止，二手菸與中國婦女罹患肺癌之間的關係仍然具有拉大的爭議性。

有學者研究香港婦女罹患肺癌與其丈夫為吸菸者之間的相關性，結采

發蹺，二手菸並不會增加罹患肺癌的危險性 (Koo et al., 1985) 。在中國

大陸上海地區的研究報告也有相悶的結果 (Gao et al., 1987) 。但是

Chen et al. (1990) 調查分析台北地區民眾生活環境中的二手菸與肺癌

的發生可能有相關性。以上報告研究二手菸與肺癌的關係會有相反的

結果，可能與評估二手菸之曝露標準不同有閱 (Ger et al., 1993) 0 

炒菜油燈對中函婦女可能是較特殊的環境污染物。流行病學調

查結果顯示，中國大陸地區室內空氣污染物與女性罹患肺癌率有很
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大的關係 (Liu et 泣， 1991 ， 1993) ，特別是廚房產生的空氣污染物。過

去的研究顯示會烹調所產生的油煙與鼻咽癌和肺癌的發生有相關性

(Decoufle et al., 1978) 。而本研究室也發現中式快炒肉類食品時，所

生成的油煙中含有大量的 benzo[a]pyrene (B[a]P), dinitropyrene (DNP) 

以及 2-amÎno-3 ,8-dimethy limidazo阱，5-f]qu恆的aline (MeIQx) (Lee and 

Yang , unpublished data) ，而過去的結果已知 B[a]P， DNP 與 MeIQx 在

動物實驗上會引起肺癌 (Dogra et 祉， 1985; Ohgaki et al. , 1985; Kato et 

al., 1988, 1989) 。因此本實驗室的發現似乎可以印證過去有關油燈會

引起肺癌的流行病學的研究結果。

在台灣地區由於傳統文化背景、宗教活動等菌素的影響，大數

家庭都有點香祭祖和祭神的習慣，其所生成的煙霧懸浮微拉可能是家

庭中重要的室內污染源之一。在中國大陸南部之調查結果發現拜香與

鼻煙癌可能有關 (Dobson， 1924) ，但是香港與廣州等地的報告卻發現

兩者之間並無關係 (Yu et al., 1986, 1988) 。就拜香與肺癌的關係而

言， MacLennan et al. (1977) 發現室內點燃拜香會增加肺癌發生率。

而且在性別上自點燃拜香而推患肺癌的危險明顯不同，在女性方面會

增加肺癌罹患率，但是男性卻降低的er et al., 1993) 。而其他報告卻

顯示點燃拜香與肺腺癌發生呈負相關性，而且兩者並無關偉、 (Chen et 

a1., 1990; Ger et al., 1993) 。這可能由於曝露多種空氣污染源而無法正

確桔計其曝露暈、或曝露拜香的時間不再及受到其他飲食、吸菸、其

他空氣污染物等環境因子干擾而造成不同的結果 o 另外，本研究室最

近也發現室內點燃拜香所生成之煙懸浮微拉的基因毒性並不低於香

菸，因此拜香成許也是造成台灣婦女權患肺痞機率較高的特殊環境污

染物之一 (Chen and Lee, 1996) 。

除此之外，家庭中點燃蚊香與肺鱗狀上皮癌及肺腺瘡的發展也
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有相關性，尤其是在夜晚睡眠時間仍然點著蚊香入睡者與肺癌的發生

之間有更明顯的相關性 (Chen et al., 1990) 。

雖然眾所皆知引起肺癌的最主要原民是吸菸會而吸菸也是造成

所有癌症死亡的百分之三十到四十 (Loeb et al., 1984) 。但是美國近二

十年來，吸菸人口由百分之五十降到百分之三十，四十五歲以下的族

群肺癌死亡率確實有降低的趨勢，而五十歲以上的人其IJ 沒有降低反而

有增高的現象 (Devesa et al., 1989) 。同樣的在日本吸菸人口也在逐年

降4忌，可是肺癌的罹患率卻逐年大幅增加，即使戒菸者仍然還會罹忠

肺癌，因此除了吸菸鹿子之外，可能還有其他的環境因子參與

(Sobue et al., 1991) ，特別是來自環境中的空氣污染物。

Doll (1 976) 發現住在市區的居民罹患肺癌的機率為居住在鄉村

的兩倍，這可能與工業及商業活動頻繁，會產生較多的空氣污染物使

得都會區的居氏發生肺癌機率大增。因此空氣懸浮微拉中的基西毒

物?可能與肺癌發生率是有些相關性的。

由於台灣女性吸菸的比率較男性低得多，可是肺癌的死亡率卻

沒有相對的較低，反而有全世界最低的男女性肺瘋死亡比 (2.5:1 ，

Ch凹， et al., 1990) ，這些蹺，象都值得我們去探討為何不吸菸的女性會

有如此高的肺癌死亡率?是否台灣女性曝露了何種特殊的環境囡

子，而造成女性罹怠肺癌的機會增高。已有流行病學的數據顯示中國

婦女罹息肺臟疾病除了二手菸之外，荷爾蒙因子與烹調所生成之油煙

可能有些相關性 (Gao et al., 1987) 。因此本實驗擬比較男女台灣肺痕

惠者的肺組織中， DNA 鍵結物的含量有何不同?來初步了解環境污

染物和女性很患肺癌的相關性。
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二、空氣污染物

(一)多環芳香經 (polycyclic aromatic hydrocarbons , P AHs) 

多環芳香經是一種廣泛分佈於環境中的污染物，它的種類相當

多，通常是經由有機物不完全燃燒所產生的。其來源包括香菸煙霧

懸浮微拉、汽車、運輸貨車、飛機、機車及割草機引擎所排放的廢

氣 (Venier et al., 1985; Masclet et al., 1986) ，發電廠石化燃料以及焚

化爐中廢棄物的高溫燃燒，以及家庭用的瓦斯加熱器、煤油加熱發

等燃燒也會產生多環芳香煌，另外鎔煉廠、鑄造工廠以及電鍍工廠

等所排放之污染物(扭扭ardous Substances Data Bank, 1988; Lee et 鈍，

1994 a,b) ，也都是空氣中多環芳香經之主要來源。除此之外?每日進

食的食物，如餅乾、燒烤牛肉 (Lioy et al., 1988, 1990; Rothman et 泣，

1990) 和食用油加熱所生成的油煙中也都含有多環芳香經 (Li et al., 

1994) 。

一般空氣中多環芳香煌的合受約有 80% 是來自於石化燃料的燃

燒，而機動車排放物中之多環芳香炫'以美國而言?約佔舍年排放

總量的 36% (Bjorseth 組d Ramdahl, 1985) 。通常多環芳香經會透過呼

吸道、食道和皮膚進入人體，以美國人為例，每日從空氣中得到

。.207 悶的多環芳香煜?從水中獲得 0.027 時，食物中攝取到 0.16 -

1.6 陶 (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 1990) ，如

果人們再多拍一根菸則所獲得的多環芳香經可達到 0.248 悶。因此

人類曝露於多環芳香煌的機會是相當多的。

多環芳香煜在生物體內會經由微拉體單氧化酵素系統
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(monooxygenase) 或前列腺素 H 合成酵素( prostaglandin H synthase) 

代議活化成 epoxide '然後再經水合作用轉變為 diols 型的活化中時

產物 (Sims et al., 1974) ，此中間產物具有攻擊 DNA 的能力可與

DNA 共價結合形成 DNA 鍵結物，造成基民突變而引起癌症發生

(Dipple et al., 1987) 。

由於多環芳香煌的種類繁多，且經過代謝活化之後會產生不用

程度的致突變性和致痞性，例如: benzo[a]anthracene (B[a]A), 

chryseI嗨， benzo[a]pyrene (B[a]P), dibenzo恤，h]pyrene (DB[a,h]P), 

dibenz[a，h]扭曲racene (DB[a，h]A) 等是具有間接致突變性的多環芳香

娃，而 phen扭曲紀的， benzo[e]pyrene (B[e]P), naphthalene 和 fluorene

等不具有致突變性 (McCann et al., 1975; Pahlman and Pelkon凹， 1987; 

Mersch-Sundermann et al., 1992) 。但是多環芳香經於不用生物分析系

統表現的基因毒性也不盡相同，如 anthracene 在 TA98， TA100 和

TA1538 三種菌株中都不具有致突變性，但是在 TA97 菌株卻會表現

出致突變性 (Sakai et al., 1985) 。

有關多環芳香經致癌性的研究方面，已知 B[a]P 是一種典型的

強致癌物，除此之外， DB[a，h]P 和 DB[a，h]A 也具有非常強的致癌性

(Richard et al., 1990) 。為了證實多環芳香煌的致癌性，將多環芳香經

塗抹在老鼠的皮膚上，以觀察動物是否會發生腫瘤，結采顯示有些

多環芳香煜會例如 B[a]A， B[a]P 和 DB恤，h]A 都會引起動物的皮膚產

生腫瘤 (Verschueren， 1983; IARC, 1983) 。它們的基因毒性和致癌性

已整理於 Table 1 中。有些多環芳香經如 B[e]P， dibenz恤，c]anthracene 

(DB恤，c]A) 只能表現較弱的致癌性伊拉加an et al., 1988) 0 Hughes et 

al.(l 993) 以1.0μmol 的 benzo[g丸i]perylene (B[g丸刊的處理雄性小白

鼠，結果發現 B[g丸。p 會與 DNA 結合形成鍵結物，因此認、為

“ 9 個



B峙，h，i]P 可能是一種弱的腫瘤起始劑 (tumor initiator) 0 另外，有些多

環芳香經不具致癌性如 fluore咐， fluoranther暉， naphthalene, anthracene, 

phenanthrene 等，但是有些多環芳香煜如 acenophthlene， pyrene 和

coronene 等的致痞性目前尚不明瞭，仍待進一步研究。

至於證實會引起人類癌症的研究中，除了香菸外，最重要的可

能是中國大陸雲南及貴州地區婦女罹患肺痞與燃燒濕煤有闋的研究

(Mumford et al., 1987; Chuang et al., 1992) ，他們以高效率液態層析

儀 (high performance liquid chromatography, HPLC) 純化分析燃燒煤

球產生的煙塵之主要致突變罷中含有高量的 B[a]A 巷口 Chryse帥，因此

推測這些多環芳香經可能是引起中國婦女罹患肺癌之原函。

(二) B[吋P

1.來源、分佈及含量

曾有學者估計美國每年產生的 B[a]P 高達 900 輛 1300 公噸，其

中有 37 - 38% 是發電廠在製造能量時產生的， 42 - 46% 是由廢棄物

燃燒所生成的， 15 - 19% 是在文調食物過程中產生，至於剩下的卜

1.5 %才是來自汽、機車排放的廢氣 (Dipple， 1983) 0 B[a]P 實際上在

環境中的含量分佈為:空氣含有卜 100 ng/m3 、河川水含有 10 - 100 

ng凡、一般的飲用水含有 0.1 - 23 ng凡、土壤中的含量則高於 2000

μg/kg ，為食品中的蔬菜、海產生物、燒烤的肉類內之 B[a]P 含量大

約為卜 25μg/kg (Dipple, 1990) 。而有的學者發現每日從食物攝取到

的 B[a]P 含量約達到 30 仆，600 ng (Buckley et al., 1992) 。
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2. 代謝活化和解毒路徑

有關 B[a]P 的代謝活化和解毒路徑已有相當多的研究(Jeffreyet

al., 1976, 1977; Plakunov et a上， 1987; Cavalieri and Rogan, 1991 , 1992; 

Flowers-GeaIγet al., 1995) 0 B[a]P 有許多代謝路徑，其中主要是經由

cytochrome P450 IAl 酵索系統代謝活化先生成(-)-trans-7 ，品

dihydroxy-7 ,8-dihydrobenzo[a]pyrene '然後再繼續氧化形成 anti-7品

dihydroxy-9,10-epoxy-7 ,8,9, 1 O-tetrahydrobenzo [a]pyrene (BPDE) 最終

代謝物，它會直接攻擊 DNA' 因此具有致突變性、致癌性和致腫瘤

性。而代謝物主要攻擊 DNA 的 dG 之 N2 位置(Jeffrey et al., 1976, 

1977) 。另一個主要代謝路徑是單電子氧化 B[a]P ，而產生 radical

cation '它就會攻擊 DNA 的 deoxyguanosine 之 N7 按基的位置，而形

成 DNA 鍵結物 (Cavalieri and Rog妞， 1992) 。至於在動物體中不同器

官組織代謝 B[a]P 的能力有何不同? Weyand and Bevan (1 986) 的實

驗結果顯示，將 B[a]P 直接噴入老鼠氣管內，五分鐘之後，無論在老

鼠的肝臟或是肺臟中都可以測到較高濃度 Quinone 類的 B[a]P 代謝

物，例如: B[a]P-l ,6-quinone, B[a]P刁，6-qu姐one 及 B[a]P-6，12-quinone

o 而且肺臟中 B[a]P 的代謝速率也比肝臟較為快速。而 B[a]P 的解毒

作用主要是經由 glutathione S-transferase (GST) ，此酵素有許多成

員，例如 alpha， mu, theta 以及抖，而其中在細胞內參與 B[a]P 的解毒

作用則以 GSTpi 為主 (Swedmark et al., 1992) 。為此型 GST 會與

B[a]P 的最終代謝物 BPDE 進行結合反應 (conjugation reaction) ，而抑

制其致突變性和致癌性。在人類細胞株和動物細胞的 GSTpi 基因表

現就有很大的不舟，同時在不同的人類細胞之間可能也有些差異

(Romert et al., 1989; Moscow et al., 1989; Castro et al., 1990; Lee et al., 
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1994) 。

3. 生物活性

B[a]P 的致突變性和致癌性是多環芳香煜中研究最清楚的，已知

除了對沙r， 氏桿萬會表現致突變性外，對 E. coli 也會引起基因毒

性 o 將人類白血球細胞以 100μMB[a]P 處理，在夕「加酵索活化下，

可產生1.3 adducts / 108 nucleotides (Roggeband et al., 1993) ，相同的

Gupta et al., (1 988) 以如何 B[a]P 處理會就會生成 2.6 - 48.0 adducts 

/108 nucleotides '其中都具有相同的 BPDE-dG 鍵結物。

在實驗動物上， B[a]P 會引起小老鼠的皮膚癌、胃癌、胃腫瘤

及白血病 (Culp and Beland, 1994) 。將倉鼠和大白鼠之氣管分離後曝

露於 B[a]P 中或以氣管插管法處理倉鼠?結果發現形成的 DNA 鍵結

物主要都是 dG-(+)-BPDE (Wolterbeek et al. , 1993; Roggeband et 祉，

1994) 。以焦煤爐排放物處理老鼠 24 小時，會在肺臟及心臟測到

B[a]P 的鍵結物，含量分別為 16.3及 12.9 adducts /109 nucleotides ' 

此外，牛皮癖病患每天以含有 10 mg B[a]P 的瀝青治療，在其白血球

中，可測到 7.7 adducts /108 nucleotides 0 Harris et al. (1991) 也發現

B[a]P 會造成 ras 原致癌基因 (protooncogene) 之第 12 密碼 (codon) 發

生 G • T transversion 0 Cherpillod and Amstad (1 995) 的研究結果顯

示 B[a]P 會造成 p53 抑揚基由之第 248 及 249 密碼發生 G → T

transversion 。這些結果都證實 B[a]P 確實會引起人類和動物的基因發

生突變，甚至可能引起人類癌症。
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(三) DNA 鍵結物

Miller (1951)就提出多環芳香經會鍵結到老鼠皮膚的蛋白分子

上。 Brookes 和 Lawley (1 964) 證明致癌性之代謝活化物會與皮膚的

DNA 形成 DNA 鍵結物。至此以後， PAHs-DNA 鍵結物在人類各器

官都被偵測到，例如肺臟、支氣管、皮膚、技臟、口腔黏膜、子宮

頸和乳房等 (Dunn et al., 1986; Phillips et al., 1988,1990a,b; Everson et 

al., 1986; Manchester et a1., 1988; Seidman et al., 1988; Schoket et 祉，

1990) 。最近在體外和體內實驗中，學者利用敏感性較高的 3中，

post1abeling 之方法，分析人體曝露在香菸、煤炭和冶煉金屬過程所

產生的污染物、引擎廢氣和都會區其他來源之空氣污染物等形成的

DNA 鍵結物，結果顯示香菸在實驗動物 (Randerath E. et al., 1986, 

1989) 和人體內 (Randerath K. et al., 1986; Everson et a1., 1986; Bond 

et 祉， 1989; Gamer et al., 1990) 會形成許多 nonpolar / aromatic DNA 

鍵結物。 van Schooten et al., (1 990) 發現肺瘡病人的正常肺組織含有

社G-BPDE-DNA 鍵結物，含量介於 2 - 42 adducts / 109 nucleotides 之

間， Izzotti et al. (1 991) 分析吸菸者之支氣管洗出液內的巨噬細胞

(macrophage) 中是否存在 DNA 鍵結物，結果也發現了 BPDE-DNA

鍵結物，這表示香菸中的多環芳香煌成份會在肺組織中形成 DNA 鍵

結物，可能因而引起肺癌。其他如鑄鐵、建築、鋁工廠的作業工人的

白血球中都曾分析到 PAHs-DNA adducts 的存在。

有些報告指出曝露於各種不用污染源之污染物後，體內棒的細

胞，例如:肺臟內 DNA 鍵結物之含量比非標的細胞，例如:淋巴球

來得高，同時也發現 DNA 鍵結物的形成章與其基因毒性的強度有關

(Lewtas et al., 1993) 0 Perera et al., (1 992) 比較分析居住在波蘭環境污
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染嚴重的工業區和鄉村地區的人們之白血球細胞，發現工業區居氏的

白血球中 B[a]P-DNA 鍵結物之含量、姐妹染色分體交換頻率、染色

體變異頻率和 ras 致癌基因發生過度表現(overexpression) 的機率等

皆明顯的比污染較低的地區高，但卻發現環境中致癌物之濃度與白血

球內 DNA 鍵結物之含量沒有線性的關係，這可能有其他污染物造成

DNA 的傷害或白血球細胞不適宜做為環境污染曝露之標的細胞，以

及致癌物彼此之間交互作用影響所致 (Hemminki et al., 1990; Hughes 

et al., 1993; Heussen et al., 1994) 。

蹺，在已知致癌物會在 DNA 上形成 DNA 鍵結物，這可能是引起

基因突變，進而引發癌症發生的重要分子機轉。因此環境污染物是

否能引起致癌的機制，由標的組織內的 DNA 鍵結物和所引起的主要

基因突變，可用來了解環境污染物和癌症的路係。

(四)空氣污染物與肺癌發生之可能關係

1.動物實驗

在實驗動物上，有些多環芳香經具有很強的致癌性。若將倉鼠

和大白鼠之氣管分離後曝露於 B[a]P 中或以氣管插管處理倉鼠，結果

發現形成的 DNA 鍵結物主要都是 dG闖(+)-BPDE (Wolterbeek et 泣，

1993; Roggeband et al., 1994) 0 Hughes et 祉， (1993) 以煤焦油 (coal

tar) 處理雄性 Parkes 稜小白鼠後，發現，可引起小白鼠的腫瘤發生，

同時與處理人工合成且已知含量之多環芳香梭所形成的鍵結物作一比

較，也發現了體內產生 B[g丸i]P 、 B[a]P 、 B[b]F 、 B[k]F 、 B [j]F 等的
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DNAi是結才勿 o 

為了證實多環芳香經的致癌性，將多環芳香煜塗抹在考鼠的皮

膚上會以觀察動物是否會發生腫瘤，結果顯示有些多環芳香投書例如

B[a]A, B[a]P 和 DB[a，h]A 都會引起動物的皮膚上長出腫瘤。最近也發

現 dibenzo[a,l ]pyrene (D B [a，l]的是一種很強的致癌物，在 1 ， 0.25 

μmol/gland 濃度，就會誘發小老鼠皮膚及乳腺的發生腫瘤，較 7， 12-

dimethy lbenz[ a]組thracene (DMBA) 及 B[a]P 的致為性還要強

(Higginbo由剝n et al. , 1993) 。

2. 職業曝露

流行病學的研究顯示由於職業而曝露於特定污染源的人，肺癌

發生率亦較一般人高。例如已知會引起人類肺癌的相關職業有:曝

露於柴油引擎廢氣之鐵路工人 (Howe et al., 1983; Garshick et al吋

1988) ，與坤、鐵、鎳、鋼、銘、鋒煉礦廠、石棉礦廠、電池工廠和

煉鋼廠等相關職業之工人 (Simonato et al. , 1988) 。其中鎳鎔煉廠的工

人，每 418 個人就有兩個人發生肺癌 (Karjalainen et al., 1992) 0 另

外也發現可能會造成肺癌發生的工作有銘製品、油漆、印刷、橡膠

業、洗衣業等。有學者發現在罹忠鱗狀細胞癌 (Squamous 臼挂

carcinoma) 的肺腫瘤組織中有高濃度的鋒金屬存在 (Adachi et 鈍，

1991) ，這顯示鋒鎔煉廠的作業工人，在工作時曾污染到金屬成分而

發生肺癌。 Clonfero et al. (1995) 從操作煤炭鍋鐵工人的尿液中也發

現具有致突變性的多環芳香煜之代謝物。而且從冶煉工廠、金屬鑄

造工廠和電鍍工廠排放出的廢氣中，也發現致突變物與致癌物的存在

(Venier et al., 1985; Masclet et al., 1986) 。
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此外，新加坡學者發現華人廚師罹患肺癌的機率較高 (Lawet

al., 1976) 0 Dubrow et al. (1 984) 和 Coggon et al. (1 986) 息發現廚師

罹患呼吸道癌症的機率也較其他癌症的機會高。流行病學調查研究

結果發現，烹調自守所產生的油煙會引起鼻咽癌、口腔癌、膀就癌和肺

癌 (Coggon and Wield, 1993) 。而廚房烹調油煙污染物主要是來自燒

烤及油煎肉類食品的flomos et al., 1989; Lofroth et al., 1991) 。當烹

調肉類時，溫度達到 2∞Oc 前的 6 分鐘，油煙會隨著蒸汽蒸發至空

氣中 (Husgafvel-Puriainen et al., 1986; Berg et al., 1990) ，所生成的油

燈懸浮微拉是有致突變性的。

中國大陸地區室內空氣污染物與女性推患肺癌率有些關係 (Liu

et al., 1991 ,1993) ，特別是廚房產生的空氣污染物，燃燒煙煤 (smoky

coal) 所生成的懸浮微拉較燃燒木炭較易引起吸菸女性罹忠肺痞，尤

其是肺腺癌，它所產生的室內空氣的 B[a]P 含量平均高達 627μg/m3

及 46μg/m3 ，若婦女在廚房烹調的時間愈久，則罹患肺癌的機率即

愈高，同時也發現去廚房改善通風設備後，會明顯降低權患肺痕的危

險率 o

以上這些研究結采都推測環境中的基因毒物可能是引起肺癌的

主要致癌因子，因此了解這些環境致癌物的來源、含量及其致癌機

制都是研究肺痞發生的重要工作。

五、不同性別對致瘡物的生物反應

過去許多學者以不同的致癌物做動物致癌性研究，有時會發現

不同性別在不同寫宮會有不同的致癌性反應 (Guo et al., 1990; Zu and 
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Schut, 1991) 。有的學者認為是不同性別之器官中有不同程度的代謝

酵索及活性 (Zu and SChl說， 1991) 。由此代謝活化產生最終代謝活化

物的能力不舟，而造成致癌性不同。但有的學者則發現性激素對致

癌物引起 DNA 的傷害有不同的影響。例對僅會引起雌性老鼠發生肝

癌的致癌物- ß-b1ocker DL-1-(2-nitro-3-methy1-phenoxy)刁耐性"

but句y1ami扭noφ且-pro叩pan-喝♂.2-嘲d晒.糊啥-01 (DL-幅.闢忍-‘

注雄章性激素 testosterone 一星期'貝IJ 此致痕物所引起的 DNA 傷害會完

全消除。相反的，若將雄鼠進行華丸摘除手術後，再給予雌性激素

17ß-的tradio1 '則 DL-ZAMI13的所造成的肝臟 DNA 傷害程度與雌

鼠相似 (Ragnotti et al., 1987) 。由此可知性別不同所造成之生物反應

不舟，和性激素不同有關，其作用機轉可能是性激素會調控微粒體混

合功能氧化酵素 (microsoma1 mixed function oxidase system) 的活性，

而改變致癌物的代謝活化。 Han 和 Liehr (1 994) 發現長期皮下注射給

予雄性 Syrian 倉鼠雌性激素會引起腎臟癌，這是由於雌性激素和其

衍生物間會進行 redox cycling 造成 DNA 單股斷裂 (sing1e-strand

breaks) 之傷害。同樣的 estrogen 刺激造成 VP-16 誘發 DNA 斷裂之

現象也被發現於人類乳癌細胞中 (Epstein et al., 1988) 。至於致癌物在

雌雄性動物體中產生之 DNA 鍵結物是否不同? Levy 和 Weber

(1992) 以乞aminofluorene 處理詣-23 週後，發現雄性老鼠之膀肢，

DNA adducts 較雌性老鼠高很多?可能由於雄鼠腎臟代謝 2-AF 的 N國

acety 1transferase 活性較雌鼠高兩倍，同時也發現雄性激素會促進環

胺類致癌物在腎臟中的代謝活化。 Randerath et al.(1 989) 發現未經致

癌物處理的雌老鼠肝臟中非磁性之未知 DNA 鍵結物- 1 compounds 

遠較雄鼠為高。 1 compounds 的來源可能不是環境污染物，而是內在

機轉過程中所生成的。這種 DNA 的傷害也會干擾 DNA 的複製?同
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時可能在自然或化學致癌和衰老上扮演一定的角色。由以上的討論可

知許多致癌物在不用性別的動物會有不同的生物反應。因此引起癌症

發生的分子機轉中除了應探討環境致癌物所造成之傷害外，還須注意

到生物體之內生性的性激素對環境污染物的生物活性表現之影響。
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參、研究動機

多環芳香煜是一種廣泛存於空氣中的環境污染物，由過去的研

究顯示，香菸、煤炭和冶煉金屬過程所產生的污染物以及引擎廢氣和

都會區中其他來源之空氣污染物，會在實驗動物及人體內形成許多芳

香族 DNA 鍵結物 (aromatic DNA adducts) (Randerath K. et 泣，

1986.1989: Everson et al.. 1986: Bond et al.. 1989: Gamer et al. 

1990) 。目前已知致癌物成其代謝物與 DNA 產生 DNA 鍵結物是化學

致癌的起始步驟 (Singer and Grunberger, 1983) ，因此在致癌過程

中，分析標的組織內的 DNA 鍵結物的種類和含章，將有助於瞭解污

染物與腫瘤發生之相關性。

由於台灣女性吸菸的比率 (3%) 較男性低得多 (Department of 

Health, R.O.C. , 1993) ，可是肺癌的死亡率卻沒有相對的較低，這些現

象都值得我們去探討為何不吸菸女性的肺癌死亡率，卻沒有較吸菸男

性和對減低許多?換言之，台灣地區女性之肺癌死亡率比較其他西方

圓家高的多 (Chen et al., 1990) 。這是否與台灣女性曝露特殊的環境由

于 9 成是有內在因子?例如雌性激素，促使女性推患肺癌的機會增

高。有許多流行病學的數據顯示中函婦女a罹患肺癌除了與二手菸有關

之外，體內激素與烹調所生成之油煙可能也有些相關性的ao et al., 

1987) 0 因此本實驗擬比較男女台灣肺痕患者的肺組織中 'DNA 鍵結

物的含量有何不同?吸菸對 DNA 鍵結物形成之影響以及雌性激素對

B[a]P 在人類肺細胞細胞株形成 DNA 鍵結物的影響，來初步了解環

境污染物和女性罹患肺癌的相關性。
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肆、材料與方法

第一部份

一、化學藥品與材料

多環芳香經 Polycyclic aromatic hydrocarbons (P AHs) 標準品由美

關 Supelco 公司講得。 1 ，6咀Dinitropyrenes (1,6-DNP), micrococcal 

endonuclease (MN), potato apyrase (P A) , bicine solution, ammonium 

formate (AF)，由美國 Sigma 化學藥品公司購得。 Sodium sulfate 

anhydrous, sodium hydrogen sulfide monohydrate, tetrabutylammonium 

chloride (TBAC) 由瑞士Fluka 化學藥廠購得。 Sodium dodecy 1 sulfate 

(SDS), isoamyl alcohol, sodium acetate, ammonium sulfate，由日本

Wako公司購得。 Phenol 由美國 Amresco 公司購得。 Formic acid 由

Riedei-de Haen 公司購得。 Calf thymus DNA, proteinase K, nucleas 肘，

RNase A, RNase Tl , spleen phosphodiesterase (SPD), EDTA, 

Tris[hydroxymethyl]aminomethane (Tris), Tris-hydrochlorid (扭扭扭CI)

由德盛 Boehrirger Mannheim 公司購得。 T4 polynucleotide kinase 由

美國 Bio-Labs 公司購得。 [r _32P]-ATP 由英路Amersham

International Plc. 公司購得 o X-ray film 購自美函 Kodak 公司 o PEI

cellulose TLC plate 由德齒 Macherey-Nagel 公司購得。其它實驗藥品

和有機溶劑均屬分析級和光譜級，大多購自德國 E. Merck 約品化學

公司及台灣皓峰公司。
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二、肺癌病忘之正常組織檢體來源

的位肺癌病怠之正常肺組織是由台中榮總胸膛外科所提供 o 所

有組織都是經由外科手術取下位於腫瘤過邊的組織，並經過病理梭

驗確定為正常之肺組織。當組織取下後被迅速保存於 -800C 冰箱中，

以保持組織的新鮮。

三、肺組織 DNA 之萃取

將適當大小的肺組織剪下置於 eppendorf 管內，加入 500 抖含有

25 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0.5% SDS 和 10 mM Tris 的 digestion

buffer' 然後於液態氮中迅速冷凍，再放入的。C 的溫水中快速回

浪，重複此步驟三至五次，使外國的結締組織變施，再加入 5μl

proteinase K (10 mg/ml) 在 560C 培育數小時。以等體積 phenol:

chlorofonn : isoamyl alcohol (25 : 24 : 1, v/v/v) 混合液萃取，經;昆和

均勻後，以口，000 中m 的速度離心的分鐘，取上清液後，再重覆做

同樣動作二次，以完全去除蛋白。再加入等體積 chloroform : isoamyl 

alcohol (24 : 1, v /v) 混合液萃取，經混和均勻 5 分鐘後，以口，∞G

rpm 的速度離，心 5 分鐘，以去除 phenol 0 取上清液加入1/10 體積的

3 M sodium acetate 及 2 倍體積 100% cold ethanol 混和均勻，靜置於 m

200C 的冰箱中 2 小時。以 5，000 rpm 離心 5 分鐘，收集 DNA 沈澱

物，再以 70% cold ethanol 洗去殘留的盤類兩次，離心留下 DNA 沈

澱物，以減萬水於 560C 溶解 2 小時。最後以紫外線光譜儀測定

DNA 在 260nm 和 280nm 的吸光值，其 A260 / A280 之比值應在
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1. 8 左玄，若小於1.8 貝IJ表示蛋白質含量太高，若大於1.8 則表示

RNA 含章太多 9 頁IJ 需要 RNase A 和 RNase T1 處理以水解多餘的

RNA 0 DNA 的濃度以下列的公式計算: DNA (j.!g/ml) = A260 x 50 x 

稀釋倍數 o

四、 32p-postlabeling 分析法 (Gupta et al.,1982; Gup妞， 1985; Roy et 泣，

1989; Geneste et al., 1991) 

(一)以 PAH-DNA 鍵結物之移動相分析 Aromatic/hydrophobic DNA 

鍵結物

首先取 2μgDNA 加入至含有 0.75 unit micrococcal endonuclease 

和 7.75 時 spleen phosphodiesterase 之 succ姐ate buffer中，於 370C水

浴中培育 4 小時，使 DNA 水解成 deoxyribonucleotides 3'-

monophosphate 0 以 nuclease P1 方式進行 DNA adduct enrichment 會

則加入 6μg nuclease 間， sodium acetate, ZnS04 於 370C 水浴中培育

l 小時。然後加入含有 5 units 之 T4 polynucleotide kinase 和 1μ1 之

10μCi [ r _32到自ATP 的混合液，於 370C水浴中培育 1 小時以進行

postlabeling 反應，最後將此放射性標記過的 DNA 鍵結物點在 PEI

cellulose TLC plate 上，利用下列移動相反闊: Dl- 2.4 M sodium 

phosphate (pH 6.0); D3- 3.6 M lithium fom油缸， 8.5 M urea (pH 3.5); 

D4- 0.8 M lithium chloride, 0.5 M Tris base, 8.0 M urea (pH 8.0) 。展闊

後的 TLC 片先以 counter 測定其放射性強度後放入 X 光片夾中，以

TLC 片子上的放射性強度決定置於 -800C 冰櫃中穩定顯影的時間，
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曝光後 'X 光片上會顯出 DNA 鍵結物之位置。另外，稀釋 DNA 水

解溶液立在以[ r _32P]孔TP 標記所有核甘酸 (total nucleotides) ，然後利

用的mM ammonium sulfate (pH 5.27) 展閉會確定所有核甘酸之位

置。定量時則依照 X 光底片上的相對位置，將 PEI plate 土的 DNA

鍵結物與所有核甘酸剪下，還於 Mini poly-Q vial 內，再加入閃爍計

數液，以 Beckrnan L-6500 Scintillation Counter 測定其放射性強度。

以下列公式計算 DNA 鍵結物之相對含量:

Relative adduct labeling (RAL) = cpm 垣 adducts / cpm 如 total

nucleotides / dilution factor 。

(二)以 Nitro-PAH 鍵結物之移動相分析 1-NP 及 DNP 之 DNA 鍵

結物

首先 10μgDNA 加入至含有 1.5 units micrococcal endonuclease 

和 15.5μg spleen phosphodiesterase 之 succ曲的 buffer 中 9 於 370C水

浴中培育 4 小時，使 DNA 水解成 deoxyribonucleotides 3'-

monophosphate 0 加入 10 mM tetrabutylammonium chloride 和 100mM

ammonium formate (pH 3.5) ，以等體積的 1-butanol 萃取兩次，收集

上層液(1-butanol 層) ，按著以 Speed Vac 減壓濃縮後，溶於 18 抖的

無萬水中，然後進行 postlabeling 的步驟。利用下列移動相展開:

D1- 0.65 M sodium phosphate (pH 6.0); D3- 3.6 M lithium formate, 8.5 

M urea (pH 3.5); D4- 1.2 M lithium chlori缸， 0.5 M Tris base, 8.0 M 

urea (pH 8.0); D5- 0.9 M sodium phosphate (pH 6.8) 。顯影與定量的步

驟同上節所述。
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第二部分

一、材料典詩品

F-12 medium, RPMI-1640 medium , McCoy's 5A medium, BME 

medium, DMEM medium, fetal bovine serum (FBS), penicillin, 

streptomycin, sodium pyruva缸， non-essential amino acids (NEAA), 

tryps姐均由美國 Gibco BRL 公司賄得。細胞培姜且由丹麥 Nunc 公

司購得。 Methylene blue, 17沛8ι-e郎st甘rad祉iol， bovine serum albumin (份BSA)，, 
6.圖圖圖叩a

由美閻 S位19ma 公司購得。 Pηy吋吼rid出m即1昀e 由美圓 Al站dr討ich 公司購得。

Acrylamide, boric acid, sodium phosphate, methanol 由德國五. Merck 

公司購得。 Antibody， AEC chromophores 由美國 Calbiochem 公司購

得。 Nitrocellulose paper 由美國 Schleicher & Schuell 公司購得 o

Ammonium persulfate (APS), tetramethyle thylenediamine (TEMED) 由

Bio Rad 公司購得。其他為品與第一部份相同 o

二、人類肺細胞株之來源

台灣肺腺癌細胞株 CL-3 及 CL1-0. CLl-2 是由台大醫院內科楊

浮池醫師分離培養出來，並由其提供本研究室使用。人類正常締細胞

株 MRC-5 由台北榮總醫學研究部所贈與。人類肺鱗狀上皮癌細胞株

Calu-1 以及美國肺腺癌細胞株 A-427 則由美國American type culture 

collection (A TCC) 購得。
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三、細胞培養

CL-3 , CLl峙， CLI-2 及 Calu-l 細胞分別以含有 10% fetal bovine 

serum (FBS), 0.22 % sodium bicarbonate, 0.03% L-glutamine 和 0.03%

penicillin/streptomycin (100 U/ml) 之 F-12 ， RPMI-1640 及 McCoy's

5A medium 培餐。扎1RC-5 細胞及 A-427 細胞其Ij分別培養於含有 1

mM sodium pyruvate 及 100μM non-essential amino acids (NEAA) 之

DMEM 和 basal medium eagle (BME) medium 中(其餘配方同上)。將

細胞置於 5% C02 的 370C 恆溫培養箱內培養。

四、細胞毒性分析(Cytotoxici句1 test) 

本實驗是依照 Freshney (1 992) 之方法進行。其步驟如下:在每

一個 60mm 培養旦中種 1 x 106 的肺細胞隔夜培養後，以含有不同濃季

度之 B[a]P 的新鮮細胞培養液處理，每種濃度各處理三個 60mm 培

養血， 24 小時後，將含有 B[a]P 之培養液移除 9 並以磷酸緩街溶液

(phosphate buffer sal泊e， PBS) 沖洗二次，以除去殘留的 B[a]P 0 加入

2ml 甲醇函定細胞的分鐘，以 2 ml borate buffer 洗過兩次後會用 2

ml methylene blue 染色 10 分鐘，再以 borate buffer 沖洗數次會將多

餘的 methylene blue 完全洗淨，再將此培養且留置室溫下乾燥 2-3 小

時後，加入 2mlO.l MHCl 置於迴旋式震盪器上緩緩搖動的分鐘，

以溶出染料，取比溶出液在 660nm 下讀出其吸光值，以此數值和負

控制組比較，計算出其相對細胞毒性。
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五、細胞株 DNA 之萃取

經過處理的肺細胞以 standard phenol 方法萃取 DNAo 首先以

phenol 變性蛋白，然後再以 chlorofonn 去除水層殘餘的 phenol 0 最

後以 100% cold ethanol 和 3 M sodium acetate 沈澱 DNA(步驟局第一

部份第三節)。

六、 B[a]P心NA 鍵結物之分析

經過處理的肺細胞取 2μgDNA 以 32P-postlabeling 方法分析

B[a]P-DNA 鍵結物，步驟同第一部份第四節。

七、高效率液態層析儀分析 B[a]P-DNA 鍵結物 (high perfonnance 

liquid chromatography, HPLC) 

利用前述的方法將 DNA 以酵素水解為單一核甘酸後以[ r _32P]_ 

ATP 標記 DNA 鍵結物會然後利用。.65 M sodium phosphate (pH 6.0) 

展開，將正常的核甘酸移除。將展開後的 TLC 片子上原點位置的

PEI 刮下還於1.5 ml 的 eppendorf 管內?加入 500 Jl14.0 M 

pyridinium fonnate (pH 4.5) 以 vortex mixer 激烈震盪以萃取防著於

PEI 上的 DNA 鍵結物，然後以 12000 rpm 的速度離心的分鐘，取

上;青液，接著以 Speed Vac 減壓濃縮後溶於 500 mM NaH2P04 (pH 

2.5) 中。以 Waters 600 E 之 HPLC 分析其中的 BPDE-DNA 鍵結物。
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HPLC 分析的條件大致如 Robertson (1986) 所述。所周之管柱為

Merck RP-18 column (particle size 5 抖朧， 250 x 4.6 mm i.d.) ，流速為 l

ml/min '以 A = NaH2P04 / H3P04 (500 mM, pH 2.5) 和 B = methanol 

為移動拍，以 linear gradient 的方式分離?分析時間為 90 分鐘。收

集每分鍾的沖出液，加入閃爍計數液以 Beckman L-6500 Scintillation 

Counter 測定其放射性強度。

八、細胞週期分析 (Cell cycle assay) 

將 lx106 細胞種於 100mm 培養旦中隔夜培養後，以含有不同濃

度之 B[a]P 的新鮮細胞培養液處理 24 小時後，將含有 B[a]P 之培姜

液移玲，並以 PBS 沖洗二次，以除去錢留的 B[a]P ，防止 B[a]P 與細

胞繼續作用。然後將此經過化學物處理過的細胞取 2 X 105 細胞種至

新的十個 60mm 培養且中，之後每隔一日收穫兩盤計數其細胞數

島，以 log phase 計算出該細胞的細胞數增處兩倍的時間的oubl旭g

time) ，這即是該細胞一個細胞週期所需的時間。

九、細胞增生試驗 (Cell proliferation assay) 

取適當數量細胞種於 60mm 培養旦中，隔夜培養後，同樣處理

不同濃度之 B[a]P ，之後每隔一天換一次含有 B[a]P 的新鮮培養液繼

續培養，直至第七天，將細胞收穫 (harvested) ，以血球計數器計算細

胞數目 (Chaloupka et al., 1992) 。
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十、蛋白定量分析

肝臟微粒體酵素 (microsome) 及細胞均質液中蛋白質之含量採用

Lowry (1 951) 所述的方法測定，原理與方法簡述如下:利用 alkaline

copper-phenol 試劑和 tyrosine/tryptophan 反應形成藍黑色複合物，以

720nm 波長測定其吸光值，並以蛋白質標準品 bovine serum albumin 

(BSA) 所測得的標準曲線來計算樣品中蛋白質的濃度。利用 0.5 M 

NaOH 稀釋 BSA 標準品及欲測之樣品，製備成 1 ml 之蛋白-NaOH 溶

液會再分別加入 Lowry 試劑靜置於室溫下 10 分鐘，然後加入 0.5 m1 

phenol reagent 立刻混和均勻，於室溫下靜置 30 分鐘，使之反應呈

色。在測其吸光值前，須再混和均勻，然後以紫外線光譜儀在 720

m 光波下測定其吸光位，並將蛋白標準品測得之吸光值畫成標準曲

線?利用此綠計算出樣品中蛋白質的相對濃度。

十一、西方墨點轉潰法 (Westem blotting analysis) 

取細胞均質液加入等體積的 loading buffer 混合均勻， l000C 加

熱 5 分鐘使蛋白變性，然後取的 μl 放入含有 SDS 的 10 % 

acrylamide gel 以進行蛋白電泳 (protein electrophoresis) 。電泳完畢

後，將硝化纖維紙 (nitrocellulose paper) 蓋在以 Tris buffer 浸;愛的波、

紙上會然後再將膠體平鋪於上面，再蓋上以含有的 mM6個ammo-n-

hexanoic acid 的 Tris buffer 浸溼的濾、紙，以玻棒趕走其悶的氣泡，然

後放入 Semi-Dry 內以進行蛋白轉移 (transfer) 。

蛋白轉移結束後，將硝化纖維紙取出浸入 5% 牛奶中，先在室溫
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下緩慢搖動 2 小時，然後在 40C 中繼續作用 18 小時。隔日，將牛奶

倒掉後會加入含有Anti-CYP IA1 組tibody 的 5% 牛奶，在室溫下搖

動 2 小時，然後以含有 o.的% tween 泌的 PBS 清洗 6 次，每次 10

分鐘。以純水將端化纖維紙稍微沖洗，再進一步與以 peroxidase 結合

的 secondary antibody 作用 2 小時，再重複沖洗步，專家，最後，將主色

?為加入進行主色反應，待色帶 (band) 出現後，終止反應，再用蒸餾

水清洗之。
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伍、結采與討論

第一部分

一、吸菸對肺癌病患肺組織中之 DNA 鍵結物形成之影響

為了探討吸菸對於台灣地區肺癌病人肺組織中 DNA 鍵結物形成

之影響?本實驗由臺中榮總胸膛外科提供經由外科手術所得之 63 位

肺癌病人的正常肺組織，利用 pheno1 萃取肺組織之 DNA' 再以 32p_

postlabeling 的方法偵測芳香族化合物所生成之 DNA 鍵結物

(aromatic/hydrophobic DNA adducts) 的含量。在 32P-postlabe1血g 分析

的過程中，利用 nuc1ease P1 酵素水解 DNA 的方式來增強樣品中

DNA 鍵結物的含量。 Tab1e 2 顯示的位肺癌病患正常肺組織中 DNA

鍵結物的含章，並列出病患的年齡、性別、吸菸暈、肺癌的組織學

分類及腫瘤的分期等基本資料。在 63 位病患中有 41 位吸菸者，都

是男性 9 年齡最長者為 83 歲，最年輕者為 43 歲，平均年齡為 66.76

+ 7 .46 歲。所有肺癌病患中每日吸菸支數最多的是 50 支 (2.5 包) , 

最少的每日僅抽 5 支，有 78% 的病悉每日至少抽 20 支以上的香菸

(平均吸菸支數為 20.99 士 9.17) 。菸齡最長為 60 年，而終身吸菸童男i

介於 1 ，800 包到的，600 包香菸之間，其平均吸菸量為 14，200 + 8,500 

色。在的位肺癌病患中不吸菸者共有 22 位，平均年齡為 59.32 + 

10.86 成 (Table 3) 。

將吸菸與不吸菸之肺癌病悉肺組織的 DNA 鍵結物之 PEI 色層分

析國譜做一比較，發現吸菸者並沒有任何特異的 DNA 鍵結物麗譜
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(profiles) 出現，然而過去有學者發現吸菸者肺組織 DNA 鍵結物之色

層分析圈譜會有兩個帶狀區域圈譜 (diagonal radioactivity zone, DRZ 

) ，且此 DRZ 的 DNA 鍵結物之含章會隨著吸菸的總量增加而增多

(Randerath et al., 1989; Geneste et al., 1991) ，但本實驗發現台灣地區

肺癌病患肺組織的 DNA 鍵結物之圓譜呈多點狀居多，最多者出現 7

個國點 (Fig. 9A) ，最少者只有兩伯國點 (Fig. 9B) ，但都沒有發現類

似 DRZ 的圖譜，這可能是本實驗在進行色層分析時，所使用的移動

和 (mobile phase) 含有較高濃度的尿素?增強溶液中正電子的數目，

而使帶有負電子的一些移動較慢的芳香族 DNA 鍵結物較易分聞所

致。

若將吸菸者與不吸菸者之 DNA 鍵結物的含量做一分析，發現台

灣地最不吸菸之肺痞病患的 DNA 鍵結物平均含量 (54.94 土 44.58

adducts /108 nuc1eotides) 較吸菸者 (5 1.66 士 36.24 adducts /108 

nuc1eotides) 稍高，但兩者之間沒有統計學上的差異 (p = 0.814) 0 若

僅比較吸菸及不吸菸男性 DNA 鍵結物平均含量時，卻發現不吸菸男

性的 DNA 鍵結物之含量 (29.82 士 13.13 adducts /108 nuc1eotides, n = 

8) 比吸菸者 (5 1.66 士 36.24 adducts /108 nuc1eotides, n = 41) 低的多，
但可能由於不吸菸和吸菸男性肺癌病患之樣品數差異太大或個體問差

異，而造成兩者悶在統計上仍然是沒有意義的 (p = 0.172) 。

為了瞭解吸菸量和肺組織中 DNA 鍵結物形成量土的關係 9 我們

將病患的每日吸菸愛與 DNA 鍵結物的含量做一比較，令人驚訝的發

現是，每日吸菸的數童對 DNA 鍵結物的形成章並無影響 (Fig. 1, p = 

0.21) ，為了避免影響吸菸葷的重要性，在這個分析中我們並末將不

吸菸者一併計算。此外，為了瞭解吸菸病，色的菸齡及終身吸菸的總量

是否會影響吸菸病，色之 DNA 鍵結物形成量，因此分析了終身吸菸總
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數暈、吸菸年數和 DNA 鍵結物形成多寡之間的相關性，但此二者與

DNA 鍵結物形成堂之問仍然沒有任何的相關性 (Fig. 2, P = 0.18 和

Fig. 3, p = 0.88) 。由以上的結果顯示，吸菸在台灣地區肺癌病患肺組
織中形成之 DNA 鍵結物的含量上，可能不是重要的影響自子 o

Tab1e 4 是將台灣地區吸菸病患終身吸菸總數量與過去許多學者

(Phillips et al., 1988; Geneste et al., 1991; A1exandrov et al., 1992; 

Ryberg et al., 1994) 所分析不同盟家肺癌患者的吸菸總量做一統計比

析，結果發現台灣地區肺癌患者與其他各國肺癌病忘的吸菸量沒有差

異 (p = 0.19) 會然而台灣地區吸菸的肺癌病，色肺組織中 DNA 鍵結物

的含章，竟然比其他地區的病忠高出 5 -10 倍。這結采暗示台灣地

區肺癌病患可能曝露較多的吸菸以外之環境污染物，而造成台灣肺癌

病患的 DNA 鍵結物含量較其他國家為高。另外，本實驗室先前對台

灣本地及美國品牌的香菸進行分析，發現台灣的香菸萃取物對沙門氏

桿菌造成的基因突變的形式 (Mutationa1 type) 與美國香菸並不相同，

台灣香菸萃取物主要是對 TA98 萬林產生致突變性，而美國香菸則是

對 TA100 菌株產生較強的致突變性 (Chen and Lee, 1996) ，已知引起

TA 98 菌種發生突變的致突變物應屬結構移位 (Frameshift) 致突變

物， TA100 菌種主要是測試鹼基互換 (Base subs泣如tion) 致突變物。

至於台灣和美函香菸所含致突變物的基因突變形式不同與肺組織中

DNA 鍵結物的差異是否有相關性，是值得進一步探討的研究課題 o

過去有許多學者針對肺癌病患所作的研究結果顯示吸菸患者肺

組織中 DNA 鍵結物的含量比不吸菸患者高 (R扭曲跑出 et 泣， 1989; 

Cuzick et al., 1990; Geneste et al., 1991; Ryberg et al., 1994) ，白這個結

果他們認為吸菸對肺臟中 DNA 鍵結物的形成扮演了重要的角色。

Phillips et al. (1988) 首先提出 DNA 鍵結物的含量和病人每日吸菸的
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支數及終身吸菸的總量有線性濃度效應關係，同時 Randerath et a1. 

(1 989) 也提出相同的論點，因此香菸和肺癌病患肺組織中 DNA 鍵結

物的形成似乎有密不可分的關係。然而最近幾年許多報告卻顯示

DNA 鍵結物的含章與每日吸菸的支數之間並沒有相關性 (van

Schooten et a1., 1990; Geneste et al. , 1991; Ryberg et al., 1994) ，而且

DNA 鍵結物的含量與吸菸的時問竟至反比的關係 (Ryberg et 泣，

1994) ，亦即吸菸愈久之肺癌病患肺組織中 DNA 鍵結物的含量刻反

而愈少 o 本實驗結果亦顯示台灣地區吸菸和不吸菸肺癌病忠之筒，

DNA 鍵結物的含量沒有差異 (p = 0.814) ，而且吸菸的數章和 DNA

鍵結物的含量也無相關性，這些結果似乎顯示吸菸在台灣地區肺藏發

生的重要性，可能沒有其他環境或內在因子來得重要。

本實驗的的位吸菸肺癌患者中，有 56% 的患者每日有 20 支的

吸菸量，但是其 DNA 鍵結物的含量有 5 倍的差異。 Ryberg et al. 

(1 994) 對吸菸的肺癌忠者所做的分析顯示，每日吸菸量在 15 至 20

支的病患之肺組織中 DNA 鍵結物含量的差異卻高達 25 f去，作者推

測造成 DNA 鍵結物形成量差異如此大的原囡可能與各病患之解毒能

力不同有關。最近也有許多研究顯示，個體之商對於致癌物的代謝和

解毒能力不同，會影響個體問產生不同程度的 DNA 傷害 (Harris et 

al., 1989) 0 Ryberg 的實驗結果可用來解釋雖然有許多的環境因子會

影響 DNA 鍵結物的形成，但是，個體之問遺傳因子的差異也是不可

忽略的重要因素 (Alexandrov et al., 1992; Shield et 泣， 1993; Grinberg

Funes et a1., 1994) 。因此即使是環境致癌物的曝露章相間，但是所形

成的 DNA 鍵結物含量可能會有很大的差異。然而分析台灣地區每日

吸 20 支菸的泊位肺癌病患之正常肺組織中 DNA 鍵結物的含量雖然

有差異，但僅有五倍的差異，這個結果似乎暗示著台灣地區肺癌病，色
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正常肺組織中 DNA 鍵結物生成量與遺傳因子之闊的相關性，似乎不

是那麼的重要。

二、台灣地區男、女性肺癌病患肺組織中之 DNA 鍵結物含章及色層

分析圓譜之比較

為了探討台灣男、女性肺癌病忠肺組織中之 DNA 鍵結物含量及

色層分析圈譜有何差異?本實驗所分析的位台灣肺瘋病忠的正常肺

組織中之 DNA 鍵結物的含量，其中男性有 49 位，女性有 14 位，平

均年齡分別為 65.96 士 7.97 歲及 57.86 :t 1 1.54 裁。男性僅 8 位為不

吸菸者，女性皆為不吸菸者 (Table 5) 。

首先，在 DNA 鍵結物含量的分析上，發現台灣女性肺癌病患將

組織中 DNA 鍵結物的平均含量為 70.65 土 49.4 1 adducts /108 

nucleotides '而男性是 48.10 士 34.44 adducts /108 nucleotides '女性

DNA 鍵結物之平均受約是男性的1.5 錯 (Fig.4) ，但由統計學上分析

的結果顯示，男、女性肺癌病患肺組織中 DNA 鍵結物的平均含量並

沒有差異 (p = 0.098) 。若將吸菸的因子排除，男性不吸菸患者肺組織
中的平均 DNA 鍵結物之含量為 29.82 士 13.13 adducts /108 nucleotides 

'與女性肺癌病怠 DNA 鍵結物的平均含量具有明顯的差異 (p = 

0.014) 。

Table 6 是將全部的位無論吸菸與否之台灣肺癌病忠 DNA 鍵結

物的含量與過去許多學者 (Phillips et 泣， 1988; Cuzick et al., 1990; van 

Schooten et al., 1990; Geneste et al., 1991; Alexandrov et al., 1992; 

Shield et al., 1993; Ryberg et al., 1994) 分析不同國家肺癌患者肺組織
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中 DNA 鍵結物的含量做一比較，結果發現台灣肺癌病患 DNA 鍵結

物含量較其他困家高 5 - 16 倍。這個結果似乎又一次暗示台灣地區可

能存在一些特殊的環境因子或其他內在西子而使得台灣肺癌患者肺組

之中具有高含量之 DNA 鍵結物。

R yberg et al. (1 994) 的分析結果顯示，只有在吸菸的女性肺癌患

者中 DNA 鍵結物的含量才會比男性高。若再將吸菸暈做一校正，其IJ

更突顯出吸菸女性肺癌的 DNA 鍵結物的含量較男性為高。因此

Ryberg 認為女性對於香菸中基因毒物的敏感性較男性為高，才會造

成吸菸女性的 DNA 鍵結物比男性多。 Ryberg 又發現不吸菸的女性

DNA 鍵結物的平均含量(1.70 士 0.80 adducts /108 nucleotides) 還是較

男性不吸菸者為低 (2.72 土 1.23 adducts/l08 nucleotides) 。但是本實驗

所分析的 14 位女性肺癌患者皆為不吸菸者， DNA 鍵結物的平均含量

卻比 Ryberg 所分析的不吸菸女性高出 42 倍會比吸菸女性也高約 5.2

倍。這都顯示台灣女性肺癌病患肺組織中 DNA 鍵結物的含量比其他

國家為高，這結果可能暗示園內女性可能曝霧一些特殊的環境污染

物。若進一步僅比較台灣不吸菸的男、女性月2甘為病患肺組織中 DNA

鍵結物的含量時，發現女性肺癌患者的 DNA 鍵結物的含量更明顯的

比男性為高 (Table 5) ，這可能與女性對環境致癌物的敏感性較高有

關 (Ryberg et al., 1994) 。另外一些流行病學報告結果顯示中國婦女

比其他國家婦女有較高的肺癌發生率可能和曝露一些特殊的環境囡

子，例如二手菸、燃燒煤炭、烹調食物所生成之油煒、燃燒拜香等有

關 (Gao et al., 1987; Ger et al. , 1993) 0 Scherer et al.(l 992) 分析二手菸

的墓的毒性，將二手菸分為揮發性物質與懸浮微粒兩大類，結果發現

存在於揮發態內的物質才是進入人體的主要部份，但是真正具有基茵

毒性的物質卻是存在於懸浮微位中，故推測僅有少量的基因毒物能由
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二手菸提供，因此他們認為二手菸並不是引起肺癌的主要污染物。

Takagi et al.(1 995) 發現香港女性肺癌患者 p53 基因發生突變的比例

比自本女性低，僅有 20% 的突變卒，而且有 43% 的 p53 基自突變鸝

譜屬於單一鹼基刪除 (single-base deletion) 突變。這個特異的 p53 墓

的突變圓譜在日本或是其他國家很少發現，因而推論可能是由於存在

著一些特別的環境函子，才會造成香港女性肺癌患者之 p53 基因突

變有)jlJ於其他國家。而本實驗室最近發現台灣地區肺癌病患 p53 基

因發生突變的頻率低於 10% '而且是屬於單一或多鹼基刪除突變

(Lee et 泣， unpublished data) 。由以上的結采都顯示台灣地區環境中，

很可能存在著一些特殊來源的環境污染物，使得肺癌怠者肺組織中的

DNA 鍵結物的含量較其他國家為高。也可能是台灣地區肺癌病患對

環境致癌物的代謝、解毒的能力和其他國家有所不同所致。這些推測

都有待進一步的研究。不過由本實驗的初步數據已顯示台灣女性可能

曝露一些有其於其他國家的特殊環境污染物，以及對於環境污染物的

敏感性確實較男性為高。因此環境污染物與台灣女性高肺癌發生率之

間應該是有些關係的。

在男、女性肺癌病患肺組織中 DNA 鍵結物之 PEI 色層分析圈譜

的比較上，發現無論是男性或是女性其圈譜中間下方都有一個放射性

較強的區域，學體而言.!ÌÉ無明顯的差異。但是在 13 位男性及 5 位女

性的觀譜上，都出現了一個特殊的 DNA 鍵結物 (adduct 1, Fig.l0) , 

將此 DNA 鍵結物與本實驗室所有的標準品比對其移動位置?發現這

個特異的 DNA 鍵結物和 B[g丸i]P， B[a]P, Chrysene, B[b]FA, B[a]A等

多環芳香經所造成的 DNA 鍵結物 (Fig. 11) 移動的位置不同。此外，

由它的位置較偏國譜的左上方，可知此 DNA 鍵結物的拯性應較

B[g丸i]P， B[a背， Chrysene 的 DNA 鍵結物極性強。
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Phillips et al.(1988) 分析肺癌病患正常肺組織中 DNA 鍵結物的

圖譜，發現吸菸者的 DNA 鍵結物之色層分析商譜的左上方有一個特

殊的 DNA 鍵結物，與點燃香菸所得到的煙霧懸浮微拉在老鼠肺臟的

DNA 鍵結物園譜所出現的特殊的 DNA 鍵結物相似 (Randerath et 泣，

1988) ，因而推測此 DNA 鍵結物為香菸中的基因毒物所造成的。而

此 DNA 鍵結物與本實驗中的 adduct 1 位置也很相似，但是本實驗在

不吸菸的女性肺癌病患的 DNA 鍵結物崗譜上也發現 adduct 1 的存

在，因此推測此特異的鍵結物並不單純是由香菸中的致瘡物可以造成

的。至於是由何種基因毒物造成的 DNA 鍵結物則有待進一步分析 o

將 63 位病患之 DNA 鍵結物的色層分析圈譜與 BPDE-dG 鍵結

物的國譜做一比對，結果發現僅有的位病患 DNA 鍵結物的色層分

析國譜與 BPDE-dG 鍵結物相對位置幾乎一致，其含量介於 1.66 ，..，

19.97 adducts /1 08 nucleotides 之悶 (Table 7) 。其他肺癌忠者有 18 位

的圈譜與 BPDE-dG 鍵結物有部份位置重疊，因此可推測肺癌病患的

DNA 鍵結物有部份來自 BPDE-dG 鍵結物 (Fig. 12) 。但是這結果僅

能顯示這些肺癌病患的肺組織中可能有 BPDE-dG 鍵結物存在會仍須

進一步利用特異性較高的兔疫分析法(包l1llunological assay) (van 

Schooten et al., 1990) 定量以及利用液相層析質譜儀 (LC-MS) 確定是

否是 BPDE-dG 鍵結物。

V組 Schooten et al.(1 990) 發現在肺痞病患的正常肺組織中含有

BPDE-dG 鍵結物，其含量1ì'-於 2 - 42 adducts / 109 nucleotides 之悶 o

Alexandrov et al.(1992) 分析的位肺癌病患，結果在 11 位病患的肺

組織中偵測封 BPDE-dG 鍵結物，但是 BPDE-dG 鍵結物的含章與吸

菸量之問並無相關性。此外 Tokiwa et al.(1 993) 分析肺癌病人肺組織

中 B[a]P 令量，結果發現，日本人肺組織中 B[a]P 的平均含量為 180.2 士
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103.7 pg / g ，而中國大陸地區不吸菸的肺癌婦女肺組織中 B[a]P 的平

均含量竟高達 608.7 土 477 .1 pg / g 會他們推測可能由於中國人燃燒煤

球所造成 B[a]P 之污染較日本人為高所致。白這些研究報告顯示，肺

癌的發生確實與環境污染物之曝露量有相當程度的關係。

由於本實驗所分析的 63 位病患多為中部地區的民眾，而目前本

實驗室以高效率液態層析儀 (high performance liquid chromatography, 

HPLC) 分析全年度七個採樣點每過收集來的所有台中地區空氣懸浮

微拉中十種常見的多環芳香經 (PAHs) 的含章，結果發現其中以

B[g丸。p 的含量最多，其次為 B[b]FA 巷口 B[a]P 0 目前已知 B[b]FA，

B[a]P 都是致癌物質 (Grimmer et al., 1983) ，而 B[g，h，i]P 為一弱的腫

瘤起始劑 (Tumor initiator) (Hughes et al., 1993) ，且這三者在小白鼠

體內皆會產生 DNA 鍵結物 (Randerath et al. , 1986; Hughes et 泣，

1993) 0 Table 8 是將合中地區空氣懸浮微粒分析結果與台北、高雄兩

個都會盔和日本、阿根廷兩國的空氣懸浮微粒中的 PAHs 含量做一比

較，可明顯獲知合中空氣樣品中的 B[g丸i]P， B[b]FA, B[a]P 含量較日

本和阿根廷高出許多(Lee and Ch凹， unpublished data) 。雖然我們無法

得知的位肺癌病患過去生活的台灣中部地區空氣污染狀況，但由最

近本研究室的研究結果推測本實驗所分析的 63 位肺癌病人肺組織內

產生 DNA 鍵結物的含量較其他國家為高會或許與台灣地昆空氣污染

較嚴重有關。

三、月事處的組織學分類 (Tumor type) 及腫瘤分期 (Tumor stage) 與

DNA 鍵結物含量之相關性
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我們分析了 DNA 鍵結物的含量與肺癌的分類 (tumor type) 是否

有相關性。將 63 位病患依照肺癌的組織學分類分為鱗狀上皮細胞癌

(Squamous cell carcinoma) 、腺癌 (Adenocarcinoma) 、大細胞癌 (Large

cell carcinoma) 、小細胞癌 (Small cell carcinoma) 及腺鱗狀上皮細胞

癌 (Adenosquamous cell carcinoma) 五大類。由於大細胞癌、小細胞

癌及腺鱗狀上皮細胞癌這三類肺癌病患分別只有 2 位， 1 位和 4 位，

在整個分析的 63 位肺癌病患中僅佔小部份，因此在進行腫瘤分類與

DNA 鍵結物含量的統計時，使分析鱗狀上皮細胞痞與腺癌兩類 o 本

實驗所分析的 63 位肺癌病患中，有 31 位為鱗狀上皮細胞錢，其中

男性有 29 位， DNA 鍵結物的平均含量為 51.的土 37.88 adducts / 108 

nucleotides '而腺癌病怠共有 25 位， DNA 鍵結物的平均含量為

62.71 士 4 1.37 adducts / 108 nucleotides 。在鱗狀上皮細胞癌和腺瘋患

者之問 DNA 鍵結物含量並沒有差異 (p = 0.349) ，由此結果得知，肺

悉的組織學分類與 DNA 鍵結物含量之間可能沒有相關性 o

此外，我們更進一步的分析腫瘤分期 (tumor stage) 與 DNA 鍵結

物含量之間的相關性。臨床上，依照對肺癌的判斷及決定治療的方法

將肺癌分為四期，本實驗所分析的位病患中，第一期有 29 位?其

DNA 鍵結物的平均含量為 64.94 土 45.61 adducts / 108 nucleotides '第

二期有 11 位，第三期 20 位，第四期 3 位， DNA 鍵結物的平均含量

分別為 46.51 士 26.40， 40.04 士 32.4 1 和 50.11 土 23.03 adducts / 108 

nucleotides (Fig. 5) 。由分析的結果顯示，腫瘤分期為第一期的肺癌患

者肺組織中 DNA 鍵結物的含量雖然較第二期及第三期患者之 DNA

鍵結物的含量高，但在統計上卻沒有明顯的差異。泣。.355 ， P = 
0.059) 。而第四期的肺癌病悉的 DNA 鍵結物平均含量較第二、三期

肺癌病，色為高，可能是由於第四期肺癌患者樣本數較少(僅有三位)
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有關 o

van Schooten et al.(1 990) 分析問一個肺癌病患腫瘤組織及非腫瘤

組織內的 DNA 鍵結物含量，發現肺腫瘤組織內所偵測到的 DNA 鍵

結物含量比非腫瘤組織中低了許多。在本實驗中所偵測的雖然是腫瘤

組織周圍的正常組織，但是由本實驗的結果可知肺癌的腫瘤分期並不

會影響肺癌病患正常肺組織中的 DNA 鍵結物的含量。

四、不同年齡之病患及 DNA 鍵結物含量之統計分析

為了瞭解不同年齡之病怠 DNA 鍵結物含量有何差異，因此我們

將台灣地區的位肺癌病悉的年齡與肺組織中 DNA 鍵結物含量之間

做一統計分析。在所分析的 63 位病患中最年輕者為 37 歲，年紀最

長者為 83 歲，平均年齡為 64.16 主 9.4 1 歲，肺組織中 DNA 鍵結物

的平均含量為 53 .1 1 :t 38.98 adducts / 108 nuc1eotides 。比較肺癌病患

年齡與肺組織中 DNA 鍵結物的含量，結果發現兩者之間沒有任何相

關性 (Fig. 6, r =0) 。此外我們將 63 位肺癌病患依照年齡分為三大

組，其中 60 歲以下的病怠有 14 位，他們的平均年齡為 49.36 土 6.38

歲，丹寧組織中 DNA 鍵結物的平均含量為 52.97 士 6.38 adducts / 108 

nuc1eotides 。而 60 至 69歲的痴患人數最多，有 33 位佔全部病患人數

的 52% '平均年齡為 65.85 士 2.39 歲。 70歲以上有時位，平均年齡

為 65.85 + 2.39 歲。發現年紀最大的這一組病患的 DNA 鍵結物含量

較其他兩組病忠稍高，然而在統計上與 60 蔬以下的病患。= 0.752) 

及 60 至 69 歲的病忠 (p = 0.737) 之闊的 DNA 鍵結物含量都沒有統

計上的差異。
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Shields et al. (1 993) 的研究結果顯示，肺癌病患肺組織中 DNA

鍵結物的含量與年齡之間完全沒有相關性，這個結果與我們的分析結

果是一致的。因此推測年齡對肺癌病患肺組織中的 DNA 鍵結物的形

成章是沒有關係的。由此結果，我們更相信在比較男、女性肺癌患者

的 DNA 鍵結物的含量不舟，不會是因分析的樣本中男、女性年齡闊

的差異所導致。

五、肺癌病患肺組織中 Nitro-PAH DNA 鍵結物之偵測

由於本研究室發現台灣地區空氣懸浮微拉中含有較其他囡家為

多的 1-NP 和 DNPs (Lee et al., 1994; 1995) ，由此也想探討台灣地區

肺癌病患肺組織中是否有鴻基多環芳香經之 DNA 鍵結物 (Nitro-PAH

DNA adducts) 的存在。本實驗利用 32P-postlabeling 的方法偵測肺癌

病患肺組織中楠，基多環芳香物所形成的 DNA 鍵結物。在分析的過程

中，以 1-butanol 萃取 DNA 鍵結物的方式，來增強樣品中 Nitro-PAH

DNA 鍵結物的含量，以區別 nuclease 凹的酵素水解方式增強芳香族

DNA 鍵結物的分析法。我們在男女性肺瘋病患中各取八個具有較高

芳香族 DNA 鍵結物的樣品進行分析，結果如 Fig. 13 所示，在 PEI

色層分析閻譜上，都沒有發現任何類似 DNPs 或是 1-NP 所形成的

DNA 鍵結物。

端，基多環芳香煜 (Nitro平AHs) 是環境中另一類主要的空氣污染

物。目前已知四稜硝基多環芳香經 1~NP， 1,3-DNP, 1 ，6-DNP 以及

1 ，品DNP 會在老鼠的乳腺、膀統、腎臟、肝臟、肺臟等器官形成

DNA 鍵結物的'Ju的 et a1., 1988; Norman et al., 1990) ，且在動物質，驗
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上也證實會誘發肉瘤、腫瘤、肺癌及鱗狀細胞癌等的形成 (Ohgki et 

al., 1985; Tokiwa et 泣， 1986; Wislocki et al., 1986) 。最近本研究室發

現炒肉油煙的主要致突變物可能是 1 ，6-DNP 及 1 ，8-DNP' 油煙中所

含 DNPs 的含量約為於台灣都會空氣中的 81 ，000倍 (Lee and Yang, 

unpublished data; Chou and 1肘， 1990) 。新加坡學者發現華人廚師罹患

肺癌的機率較其他職業的人高 (Law et al., 1976) , Dubrow et al. 

(1 984) 和 Coggon et al. (1 986) 發現廚師，誰患呼吸道癌症的機會也較其

他癌症高。這些都暗示廚房之工作環境中，可能有特殊的環境污染

物 o 而且本研究室發現J 1 ，6-DNP 在人類正常肺細胞 MRCδ 形成

DNA 鍵結物的能力較其他細胞株為強 (Tang and Lee, unpublished 

data) 。雖然本實驗並沒有在這十六位肺癌病患的肺組織中找到硝基多

環芳香短的 DNA 鍵結物，但鴻基多環芳香經在台灣地區肺癌發生的

角色仍有待進一步的研究。
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第二部分

一、比較不同人類肺細胞株中形成 B[a]P輛DNA 鍵結物之能力及其與

細胞週期、細胞增生和細胞色素 P450IAl 的相關性分析

(一)不同人類肺細胞株中形成 B[a]P-DNA 鍵結物之含量

為了瞭解多環芳香經類在肺細胞中形成 DNA 鍵結物的能力 9 本

實驗以典型的多環芳香煜- benzo[a]pyrene (B[a]P) 處理細胞，以

32P-postlabeling 方法偵測細胞中 B[a]P-DNA 鍵結物的含量。首先利

用 methylene blue 染色的方式 (Freshney et al., 1992) ，分析 B[a]P 由

0.4 μM 至 20μM 之濃度處理細胞二十四小時之後，對各種肺細胞之

細胞毒性，結果顯示各種肺細胞經過 B[a]P 處理二十四小時後存活率

均在 88% 以上，因此 B[a]P 在此濃度範園之內對不同的肺細胞幾乎

沒有細胞毒性反應(數據未列出)。然後以此濃度範園作 B[a]P-DNA

鍵結物的分析，結果如 Table 10 所示，在六種不同的肺細胞中，由

台灣肺腺癌病患肺組織所分離出來的 CL-3 細胞的 B[a]P-DNA 鍵結物

形成章竟高達 1105.15 adducts / 108 nuc1eotides '而另夕外卡四種肺癌細另施色

抹的形成暈僅為 0.2 -- 2.6 add曲uc嗨t脂s/八10伊8 nuc1eotides 0 CL-也刁3 細胞所造成

的 B[扭a]P-品.

所造成之 B[扭a]P值DNA 鍵結物的 42站5.... 5，∞o 倍之多。此夕外r '人類正常

肺細另胞色 MRC-δ5 無論是在何種濃度的 B[扭凶a吋]P 存在下，都無法形成足以

讓我們能夠偵測到的 DNA 鍵結物含量。

在 DNA 鍵結物圈譜 (profiles) 分析方面，將所有細胞所形成之
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B[a]P-DNA i定結物的 PEI 色層分析屬譜與標牟品 BPDE-N2dG (此標

準品由美國國家毒理學研究中心生化系符必成博士提供〉互相比對位

置，發現肺細胞中所形成之 B[a]P-DNA 鍵結物的移動位置與標準品

非常近似 (Fig. 14) 。此外我們將 CL-3 細胞所形成之 DNA 鍵結物自

PEI plate 上萃取下來並利用 HPLC 分析，結果發現在四十六分鐘時

出現了一個兵有高放射性強度的物質，此滯留時閱 (retention time) 與

BPDE-N2dG 標準品的滯留時問是相闊的 (Fig. 7) ，因此在本實驗所

使用的 CL-3 肺癌細胞中形成之 DNA 鍵結物可能是 BPDE-N2dG 。

由先前的研究已知， B[a]P 主要是經由 cytochrome P450 IA1 酵

素系統代謝活化形成 anti喝7 ,8-dihydroxy-9 ,1 0-epoxy-7 ,8,9,1 0-

tetrahydro- benzo[a]pyrene (BPDE) 最終代謝物，是主要攻擊 DNA 的

d由eo侃xy沌guanosl扭ne 的 N2 位置形成 BPDE-偏抖

1吵97沌6， 1977) 。由台灣肺腺癌病患肺組織所分離出來的細胞 CL-3 ，

CL1峙， CLl-2 以及由美國 ATCC 所購得之肺腺瘋細胞 A-427 與肺鱗

狀上皮細胞 Calu-1 均具有活化 B凶P 並形成 BPDE-N2 dG 鍵結物之

能力，但有相當大的差異。

本實驗中所使用的五種肺癌細胞株形成 BPDE-N2 dG 鍵結物的

能力有明顯之差異。為了瞭解不同細胞株形成 DNA 鍵結物含量不同

的原因，除了細胞代謝活化 B[a]P 的能力，可能影響 DNA 鍵結物的

形成量之外 (Liu et al刊 1993) 。細胞經過 B[a]P 處理後，是否會改變

細胞株的細胞週期或細胞增生的速度，也都可能影響 DNA 鍵結物的

形成章 (Roggeband et al., 1994) 。因此以下實驗將探討 CL-3， CL1-0, 

A-427 及 Calu且 1 細胞之 BPDE-N2 dG 鍵結物的形成能力為何不同。
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(二) B[a]P 封細胞過期 (Cell cycle) 之影響

為了瞭解肺癌細胞受到 B[a]P 處理後是否細胞週期因而改變， ，而

影響 DNA 鍵結物的形成章。於是我們將細胞以 B[a]P 處理二十四小

時之後，進行細胞過期的分析，結果如 Fig.8 所示， CL1-0, A-427 

及 Calu“ 1 三種細胞，無論是以 10μM 或是以 0.4 μM 的 B[a]P 處理，

細胞仍然維持正常的生長速度，細胞過期不受到影響。想是 CL-3 細

胞曝露在 B[a]P 二十四小時後，即使在低濃度的處理狀態下，細胞的

生長也幾乎完全呈休止狀態。

本實驗中 CL1-0 與 Calu-1 均已知是 p53 基因突變的細胞株

(Yang et al., 1994; Reiss et al., 1992) 。由過去的研究得知， p53 基因負

責調控細胞週期，當細胞受到損傷時，細胞週期就會停留在 G1/S

期進行修補工作，這稱為 G1 期細胞週期休止的1 phase arrest) 

(Levine et al., 1991; Lane et al., 1992) 。而 Ramet et al.(1995) 的研究結

果顯示會當細胞以 B[a]P 處理時，如果細胞仍然可以不斷的進行複

製，那麼合成出來的 DNA 將增多，而使得 DNA 鍵結物之含章被稀

釋掉。由於 CL1-。與 Calu-1 細胞的 p53 基因發生突變，使得 DNA

即使遭受化學物質的攻擊，細胞過期也不會停止，於是細胞就會不斷

的進行分裂與複製。這可能是 CL1-0 與 Calu-1 細胞的 DNA 鍵結物

生成章非常少的原因之一。而 CL-3 細胞的 p53 基因沒有發生突變，

可以執行正常的功能，因此當大量的 DNA 鍵結物產生時， DNA 受

到嚴重的損傷，細胞週期因而停止而進行 DNA 修補作用。至於 A-

427 細胞 p53 基因也沒有發生突變 (Le加nan et al., 1991) ，但是以

B[a]P 處理後，細胞過期卻仍然不斷的進行，白此以下的實驗僅探討

台灣肺腺癌細胞 CL-3 與美國肺腺癌細胞 A-427 對於 B[a]P 之敏感性
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不同的可能原因。

(三) B[a]P 對細胞增生的影響

由於 A-427 與 CL-3 細胞之 p53 基因皆沒有發生突變，但是

B[a]P 處理二十四小時後，細胞所產生的反應卻完全不舟，因此推測

可能是 B[a]P 在短時悶內，無法對 A-427 細胞產生傷害，於是進行、細

胞增生的實驗。本實驗以 B[a]P 連續處理細胞七天會再計算活細胞的

數É1 0 結果如 Table 11 和 12 所示，經過 0.4 μM B[a]P 或是 10μM

B[a]P 長時間處理的 CL-3 細胞其存活率僅為控制組細胞的 13.04% 與

10.41 %。然而 A-427 細胞經過 B[a]P 連續處理七天之後，細胞數目

不但沒有減少，反而增加為控制組細胞數目的 13 1.79% 與

13 1.84% 。

Bjelogrlic et aL (1 994) 以 B[a]P 處理老鼠的皮膚，結果發現在

B[a]P 處理後的十二至四十八小時都可以明顯的偵測到 B[a]P-DNA 鍵

結物的形成以及 p53 妥白的表現，而且 p53 蛋白的表現與 B[a]P-

DNA 鍵結物的含量呈正比蹋係，這個結果似乎暗示若在 B[a]P 所誘

發之老鼠皮膚的 DNA 損傷中， p53 蛋白的增加使得細胞週期待以停

留在 G1 期進行修補 DNA 的工作。 Ramet et aL (1995) 在各種不同的

癌細胞株之中觀察 B[a]P-DNA 鍵結物與 p53 蛋白表現之闊的關係會

結果發現在兩種能夠形成 BPD巳DNA 鍵結物的細胞林之中， BPDE

DNA 鍵結物先形成到某含量後， p53 蛋白才會表現出來，換言之，

細胞先有 DNA 損傷， p53 基因才會表現 o Wolterbeek et aL (1995) 將

B[a]P 直接噴入倉鼠 (hamster) 的氣管內，結果在倉鼠的氣管上皮細胞
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中發現 B[a]P咀DNA 鍵結物的形成，而且 DNA 鍵結物的形成量與細

胞增生及 p53 蛋白的表現三者之間有相關性會他推測 B[a]P 在倉鼠氣

管上皮中所誘發的細胞增生，可能與 B[a]P 造成 p53 基因發生突變，

導致異常的 p53 蛋白表現而失去控制細胞週期的功能有關。西比我

們推測 A-427 細胞經過 B[a]P 處理，會有細胞增生的現象，可能和

明Tolterbeek 的解釋相似。

(四) Cytochrome P450 IA1 之誘導劑 BNF 和抑制劑 ANF 對肺細胞

形成 B[a]P-DNA 鍵結物之影響

另夕外「我們也探討 CL嘲刁3 細胞形成 BPDE

A-42幻7 細胞為強，是否與細胞本身對於的 B[a]P 代謝活化能力有關。

囡比以不同濃度之 cytochrome P450 IA1. (CYP IA1) 的專一抑制劑 ι

naphthoflavone (ANF) 與誘導劑 ß-naphthoflavone (BNF) 處理 CL-3 和

A-427 細胞，以觀察 DNA 鍵結物形成章是否有改變?以初步了解

CL刁細胞之 CYPIA1 是否參與 B[a]P 的代謝活化以及 B[a]P-DNA

鍵結物的形成。首先以抑制劑 ANF 處理 CL刁細胞，當加入 1μM

ANF 時會即能抑制 64.63% 的 DNA 鍵結物的形成，當濃度增高的

倍至 10μM 時，其抑制性會增至 8 1.44% (Table 13 , Fig. 15) 。另一方

面，將 CL-3 與 A-427 細胞加入誘導齊~ BNF 做前處理之後再給予

B[a]P ，結果如 Table 14 顯示贊 CL-3 細胞以不同濃度的 BNF 處理

後，由於 CYPIA1 的活性被誘發，因此 DNA 鍵結物的形成章也隨

之增加，其中 1 JlM BNF 誘發 DNA 鍵結物的形成最為明顯，形成量

為 2025.72 adducts / 108 nuc1eotides '約為單獨給予 B[a]P 處理的
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226% (Fig. 15) 。然而 A-427 細胞以 1μMBNF 處理後， DNA 鍵結物

的形成量為1.39 adducts / 108 nucleotides 與單獨給予 B[a]P 所形成之

DNA 鍵結物的含量 1.15 adducts / 108 nucleotides 之間並沒有明顯的

差異 (Table 時， Fig. 15) ，由以上的兩個實驗均顯示 CYP IA1 基因確

實會參與 B[a]P 的代謝活化和 DNA 鍵結物的形成。而 CL-3 細胞的

CYPIA1 基因的表現顯然較 A-427 細胞為明顯。

有學者的研究報告指出?在人類肺臟組織中 CYPIA1 是代謝活

化 B[a]P 成為具有攻擊 DNA 能力的 BPDE 之最主要的酵素 (Shimada

et al., 1989; Guengerich et al. , 1992) 0 Quan et al. (1994) 在人類纖維母

細胞中發現， BPDE 的前驅物 benzo[a ]pyrene咀trans-7 ，8-dihydrodiol

(BPD) 所造成的細胞毒性與基因毒性都和細胞內 CYPIA1 表現的程

度有關，而且在缺乏修補系統的細胞中這種相關性比在修補系統完整

的細胞中更為明顯，因此多環芳香經所造成的癌化過程中， CYP IA1 

的酵素活性被誘發是造成細胞痞化的重要危俊因子。 McLemore et al. 

(1 989) 以 B[a]P 處理十五種人類非小細胞肺癌細胞株 (human non-

small celllung carcinoma celllines) ，結果在九種細胞株中偵測持

CYPIA1 mRNA 的表現，而且 CYPIA1 mRNA 的表現與 CYPIA1

酵素活性有相關性。由本實驗得知，當 B[a]P 進入 CL-3 細胞後

cytochrome P450 IA1 的酵索活性迅速的被誘發，於是產生高量的

BPDE-N2 dG 鍵結物。相反的， A-427 細胞由於代謝活化 B[a]P 的酵

素表現，較差，因此 BPD巳N2dG 鍵結物的形成量也明顯的低了許

多 o 因此我們初步推測 CL-3 與 A-427 細胞中的 CYPIA1 酵素的表

現明顯不筒，因此造成 DNA 鍵結物的形成量會有不同。我們進一步

以西方墨點轉潰法，分析 CL刁細胞在不同濃度的 BNF 下， CYP 

IA1 蛋白的含量，初步結果顯示 CL-3 細胞在 0.1 - 10μMBNF 存在
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下，都能偵測封 CYPIA1 蛋白，且其含量有隨著 BNF 的濃度的增加

而增多 (Fig. 16 ) ，但經過 B[a]P 處理的 CL-3 細胞的 CYP IA1 蛋白

的含量是否有增加以及 CL-3 細胞 CYPIA1 mRNA 的表現J '我們將

儘速做進一步的分析。

二、雌性激素在 CL-刁3 肺癌細月胞色中對 B[扭a]P.心.

本實驗第一部份已發現女性對環境污染物的化學感受性較男性

為強，因此本實驗擬以 B[a]P 較敏感的 CL-3 細胞來探討雌性激素

(17ß-estradiol) 是否在化學感受性上扮演某種角色。因此我們在雌性

激素(17ß-estradiol) 存在下，分析 B[a]P 對 CL-3 肺癌細胞上形成

DNA 鍵結物的能力是否會改變。本實驗選擇女性體內之正常生理濃

度。.3 ng/ml 和 0.15 ng/別的雌性激素和 B[a]P 同時處理 CL-3 細胞。

結果顯示當單獨給予1.0μM B[a]P 處理二十四小時後的 CL-3 細胞

中，偵測到 396.24 adducts I 108 nucleotides 的 B[a]P -DNA 鍵結物形

成，但若給予 B[a]P 的同時也給予 0.15 ng/ml 和 0.30 月Iml 的雌性激

素峙，細胞中 B[a]P-DNA 鍵結物的含量會增加為 632.99 adducts I 108 

nucleotides 與 774.84 adducts I 108 nucleotides '其含量分別是單獨處

理 B[a]P 時所形成之 DNA 鍵結物含量的 160% 與 196% (Table 詣，

Fig. 17) 。

過去有學者將 B[a]P 直接塗抹於 Swiss 種的母鼠或是公鼠的皮膚

上，處理一段時間之後，發現母鼠皮膚上 DNA 鍵結物的形成章較公

鼠高 (Baer-Dubowska and Alexandrov, 1981; Alex組drov et al., 1983; 

Rojas et al., 1986) 0 Huggins et al., (1961) 將 DMBA 餵食 Sprague-
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Dawley 稜的母鼠，結果發現年紀較小的母鼠發生乳癌的機率較出生

大於一百天的母鼠高實而這個現象被解釋為可能與母鼠年紀增長或是

荷爾蒙分泌的改變，造成母鼠乳腺對於 DMBA 的敏感性不再有關

(Sinha and Dao, 1980) 。由本實驗的結果可知，在 CL-3 細胞中 B[a]P

原本即可以產生不小的 DNA 損傷，當雌性激素存在時，細胞所產生

的 DNA 損傷會更增強，這個結果似乎暗示著雌性激素與女性肺組織

中 DNA 鍵結物的形成量上有一些關聯。其中的機轉如何，仍有待進

一步的研究。

玉、結論

在第一部份的實驗中，我們分析了六十三位台灣地區肺癌患者

正常肺組織中 DNA 鍵結物的含章，結果發現台灣的肺癌病患吸菸的

數量上與其他國家之間並沒有明顯的差異，但是台灣地區肺癌病患肺

組織中 DNA 鍵結物的含章，卻比其他國家高了 5 -16 倍，這似乎暗

示著台灣的環境污染的程度可能較其他國家嚴重，或是台灣地區的民

眾可能曝露某些特異的環境污染物以及國人的遺傳性或其他內在因子

和其他國家不同所致。此外?也發現不吸菸的女性病患肺組織中的

DNA 鍵結物的乎均含量與吸菸的男性病患之 DNA 鍵結物含量沒有

明顯差異。由此推測香菸對於台灣地區肺癌患者正常肺組織中 DNA

鍵結物的形成章，並不是一個重要的因素。由以上的兩個結果會使我

們相信台灣地區環境中的污染物，可能是台灣肺癌忠者肺組織中

DNA 鍵結物的主要提供者，至於其他的內在西子或許也是重要的影

響因素。
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另外，我們發現雌性激素在台灣肺腺癌細胞 CL-3 中，會促進

BPDE-N2 dG 鍵結物的形成，這個發現將有助於日後了解雌性激素對

環境污染物在肺癌細胞上造成基因毒性的可能毒理機轉，並以此為基

礎，進一步探討複雜的環境污染物 B[a]P 在女性肺癌發生上的角色。

因此，本實驗的研究結果初步了解台灣不吸菸的女性肺癌悉者

肺組織中鍵結物含量比不吸菸的男性高，除了本身對污染物質的敏感

性較高之外，雌性激素可能也是一個重要的影響函子。
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朵、國表

Table 1.布e Genotoxicity and carcinogenici句r of sorne P AHs 音equently found 泊

airborne particulates sarnples. 

PAHs Carcinogenici句 Genotoxici可

Ant 
Fluo 
Pyr - ? +n Arnes , . 

+UDS 
+SCE 

B[吋A + +Arnes 

+UDS 
+SCE 

Chr +w + Arnes 
十 SCE

+CA 
B[b]FA + +Arnes 

+SOS 

B[a]P ++++ + Arnes 

+UDS 
十 SCE

+CA 
+DA 

DB恤，h]A ++ + Arnes 
+ E. coli 

+ DNA darnage 
+CA 

B[g,h.i]P ? +Arnes 

+SOS 

Ames = Salmonella typhimurium revertion assay, CA = chrornosorna1 abberrantio肘， DA

=DNAadduc俗， SCE = sister chrornatid exchange, UDS = unscheduled DNA synthesis, 
SOS = SOS chrornotest, ? = inadequate/inconclusive, +w = weak carcinogenici旬，++=

middle, ++++ = very strong. 
Data cornpiled frorn Verschueren, K吋 1983; IARC, 1983. 
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Table 2. Characteristics of study subjects and p缸ameter analysed 扭曲is study. 

Patient Sex Age Smoking habits Tumor DNA adductsC 

No. Cig./ day Tota1 packsa Typeb Stage / 108nucleotides 

(x 104) 

F 55 。 。 LC IIIa 1 1.95 士 0.13

2 F 37 。 。 SQ 72.58 土 7.03

3 F 70 。 。 SQ 11.63 :t 0.26 

4 F 50 。 。 A 162.69 :t 2.80 

5 F 55 。 。 A 57.00 :t 2.72 

6 F 56 。 。 A 32.90 :t 2.60 

7 F 65 。 。 A I 51.70 :t 2.95 

8 F 66 。 。 A I 53.56 土 4.74

9 F 73 。 。 A 128.93 土 4.43

10 F 73 。 。 A I 165.92 :t 8.65 

11 F 41 。 。 A IIIa 64.46 士 6.92

12 F 60 O 。 A IIIa 59.18 :t 3.59 

13 F 64 。 。 A IIIa 82.01 士 8.11

14 F 45 。 。 A&SQ IV 34.61 土 2.74

15 M 77 。 。 SQ 43.70 土 2.06

16 M 66 。 。 SQ II 35.24 士 3.93

17 M 64 。 。 A 42.15 :t 2.07 

18 M 66 。 。 A I 33.00 士 3.07

19 M 45 。 。 A IIIa 10.53 :t 0.71 

20 孔f 53 。 。 A IV 39.15 士 3.37

21 M 66 。 。 A&SQ IIIa 22.65 :t 0.98 
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Table 2. (continued) 

22 M 58 。 。 A&SQ Illa 12.14 :t 0.96 

23 孔4 64 10 0.18 SQ 16.14 :t 1.43 

24 M 72 20 1. 10 SQ 79.67 土 4.55

25 M 43 20 0.37 SQ I 11 .46 :t 0.97 

26 孔f 68 50 4.56 SQ I 122.65 士 5.30

27 M 71 20 0.37 SQ 82.85 :t 3.03 

28 孔4 72 30 2.19 SQ I 105.65 :t 8.03 

29 扎f 68 50 3.65 SQ 47.42 士 3.11

30 M 69 20 1.46 SQ 52.77 士 3.09

31 M 53 20 0.73 SQ 122.66 :t 7.23 

32 孔f 69 20 1.10 SQ I 120.76 :t 2.40 

33 孔4 65 20 1.10 SQ I 3 1. 18 士 0.80

34 M 73 20 1.46 SQ I 13 .46 士 0.79

35 M 62 20 1.46 SQ II 14.97 土 0.95

36 M 68 20 1.46 SQ II 60.44 土 4.64

37 扎在 66 20 1.46 SQ II 74.27 士 3.75

38 M 74 5-10 0.77 SQ II 28.27 土 4.10

39 M 47 20-40 1.64 SQ II 72.40 土 4.50

40 M 72 20 1.83 SQ II 50.63 士1. 16

41 M 74 20 1.46 SQ II 32.24 士1.25

42 M 69 30 2.19 SQ IIIa 7.72 :t 0.98 

43 M 71 20幅40 2.74 SQ Hla 7.72 土 0.36

44 扎在 64 30 1.64 SQ IIIa 12.34 土 0.70

45 M 69 10 ? SQ Illa 80.01 士 6.81

46 M 66 20 1. 10 SQ IIIa 114.43 :t 6.71 

47 M 69 20 1.83 SQ IIIa 1O.70 :t 0.83 
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Table 2. (continued) 

48 扎在 67 10 0.73 SQ IIIa 17 .44 士 3.00

49 M 66 20 1.83 SQ IIIb 43.21 土 0.90

50 M 64 20 1.10 A I 33.68 士1.74

51 孔f 72 2。“40 2.19 A I 100.37 1: 5.79 

52 M 66 20 1.46 A I 39.58 土 5.76

53 M 53 20 0.37 A I 37.00 士1.90

54 弘f 83 10 0.73 A 10.10 土 0.61

55 弘f 80 10 0.91 A II 48.89 土 6.06

56 M 62 20 1.46 A II 89.88 土 4.76

57 M 68 13 1.22 A IIIa 22.08 士1.81

58 孔f 66 10 0.82 A IIIa 89.99 1: 1.62 

59 M 67 20 1.46 A IIIa 44.99 士1.84

60 M 71 20 1.83 A IIIa 54.96 土 2.07

61 扎在 68 10 0.91 A&SQ IIIa 32.26 士 2.64

62 M 65 20-40 0.55 A&LC II 4.42 士 0.93

63 孔4 61 20 1.46 SC IV 76.57 1: 5.02 

a (Number of cigarettes smoked per day x years of smoking) x 365 / 20. 

b LC, large cel1 carcinoma; SQ, squarnous cell carcinoma; A, adenocarcinoma; SCC. 

sma11 cell carcinoma. 

c Va1ues are means 土 SD.
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Table 3. Comparison of 32P-postlabeling assay result and questionaire data in smokers 

and non-smokers. 

P缸'ameters Smokers Non-smokers 

Number 41 22 

Age 

Mean 66.76 :t 7.46 59.32 士 10.86

Range 43 - 83 37 -77 

To臨1 Packsa 

Meanb 1.42 :t 0.85 

Rangeb 0.18 - 4.56 

Cigarettes / day 

Mean 20.99 土 9.17

Range 5 由 50

DNAadducts 

Mean 土 SDC 51.66 :t 36.24 54.94 土 44.85

Rangé 4.42 - 122.66 10.53 - 165.92 

a Total packs x 104 

b (Number of cigarettes smoked per dey x years of smoking) x 365 / 20 

C Adducts / 108 nucleotides 
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Table 4. Comparison of pack years and total aromatic DNA adduct levels in nonnallung 

tissue of smoker 企om various countries. 

No.of Pack years DNA adducts Reference 

Patients / 108 nucleotides 

17 38.63 ::!: 18.63 11.12 ::!: 7.53 Phillips et al. (1 988) 

21 50.78 ::!: 21.76a 4.65 ::!: 6.50 Geneste et al. (1991) 

13 50.08 ::!: 25.87b 5.60::!: 3.46 Alexandrov et al. (1992) 

38 42.00 ::!: 20.20 9.75 士 7.86 Ryberg et al. (1994) 

40 39.69 士 22.74c 50.96 主 36.42 研esent study 

No significant differences between a and c (p = 0.08) or b and c (p = 0.19). 

Values are means 土 SD.
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Table 5. Comparison of 32P-postlabeling assay resu1t and questionaire data in male an往

female. 

Parameter Males 

DNA adductsa 

Smokers 51.66 士 36.24b(N = 41) 

Non-smokers 29.82 士 13.13 (N = 8) 

To個1 48.1O:!: 34.44 (N = 49) 

Age 

Smokers 66.76 士 7 .46

Non-smokers 6 1. 88 士 9.73

To個1 65.96 士 7.97

Tumortypé 

A 15 

SQ 29 

A&SQ 3 

LC 

SCC 

a Adducts / 108 nucleotides 

b Values are means 士 SD.

Females p value 

70.65 土 49.4 1 (N = 14) 0.014 

70.65 :!: 49.41 (N = 14) 0.098 

57.86 士 1 1.54 0 .442 

57.86 士 1 1.54 0.029 

10 

2 

。

C A, adenocarcinoma; SQ, squamous cell carcinoma; LC, large cell c缸C扭oma; SCC, 

small cell carcinoma. 
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Table 6. Prevalence of total aromatic DNA adduct levels in nonnallung tissue analyzed 

by the nuclease Pl enhanced 32P-post1abeling assay. 

NO.of DNA adducts / 108 nucleotides Reference 

patIents Range Mean 士 S.D

29 1.5 - 34.3 9.21 ::!: 7.53 Phillips et al. (1 988) 

19 0.1 - 23.0 9.30 士 6.50 Cuzick et a1. (1990) 

20 1.9 - 34.3 11 .30::!: 8.46 van Schooten et a1.(1990) 

23 。.2 - 13.4 4.63::!: 3.34 Geneste et a1. (1991) 

13 1.3 - 13.4 5.60 土 3.46 Alexandrov et al. (1992) 

38 ND - 38.0 3.35::!: 8.90 Shield et a1. (1 993) 

63 8.74 土 6.34 Ryberg et a1. (1994) 

63 4 .4 - 165.9 53.11 士 38.98 Present study 
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Table 7. The levels of tota1 DNA adducts and BPDE-DNA in nonnallung tissue from 

some lung cancer patients which have a similar BPDE-DNA adduct on PEI plate. 

Patient 

no. 

4 

6 

13 

14 

16 

23 

24 

32 

35 

39 

42 

44 

50 

52 

63 

Tota1 DNA adducts 

1108 nucleotides 

162.69 

32.90 

82.01 

34.61 

35.24 

16.14 

79.67 

120.76 

14.97 

72 .4 

7.72 

12.34 

33.68 

39.58 

76.57 
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BPDE spot 

/108 nucleotides 

15.40 

10.11 

15.40 

19.97 

14.17 

2.24 

9.04 

6.85 

2.37 

10.8 

1.66 

3.42 

4.57 

9.78 

14.35 



Table 8. 前le occurrence of polycyclic aromatic hydrocarbons in 剖r particles from various cities. 

Sourcea Anth Fluo Pyr B[a]A Chr B[b]FA B[a]P DB缸，h]A B[g丸i]P Reference 

Argen自1a 0.5 1. 1 4.9 1.7 0.9 2.3 Catoggio et al. (1989) 

Japan 5.3 29.2 Benner et al.(1989) 

。。 Taipei 3.4 5.1 13.8 6.4 18.6 Wang et 叫. (1988) 伽偏心

Kaoshungb 13.0 4.3 4 1.0 6.0 323.0 117 .4 Leeet 叫.(1994)

Taichung ND ND 1.4 3.4 3.5 47.1 34.0 0.9 172.2 Lee et a1.(unpublished) 

a : ng / m3, b: ng /100 m3, - : not ana1yzed, ND : not detected. 



Table 9. Generallinear regression model for DNA adduct levels. 

Parameter Number R valuea Pvalue 

(Wilcoxon rank test) 

Age 63 。 1.00a 

Sex 63 0.098 

Smoking 63 0.814 

Cigl day 41 0.200 0.21a 

years 40 0.025 0.88a 

Total packs 40 0.216 0.18a 

( X 104 packs) 

Tumor 句'Pe 56 0.349 

Tumorstage 63 > 0.05 

a Linear regression analysis. 
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Table 10. Comparison ofB[a]P-DNA adduct levels in different human lung celll泊的

exposed to various concentration B[a]P for 24 hrs. 

Cells B[a]P 

ÙlM) 

DNA adduct levels 

/ 108 nuc1eotides 

MRC-5 勻
J
M
A
u
n
u

-
i

勻
，
缸

悶
悶
悶

Cah上1 弓
，H
A
υ
A
U
-
-
弓
，
申

2.57 

1.92 

1.68 

A-427 勻
，M
A
U
n
u

1
i

弓
，
中

0.63 

0.36 

0.51 

CLI-0 弓
，
中
A
U
A
υ

12 
ND 

0.21 

0.27 

CLI-2 勻
，h
A
υ
n
υ

12 悶
悶
的

CL-3 勻
L
A
V
A
V

勻
i

弓
，M

944.27 

367.63 

1105.15 
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τable 11 明le effect of B[a]P on 出e cell proliferation of CL-31ung adenocarcinoma 

cells. 

B[a]P 

(μM) 

。
0.4 

10.0 

Cell no.(x105) 

10.66 士 0.32b

1.39 :t 0.07 

1. 11 :t 0.04 

PCa 

(%) 

13.04 

10.41 

a PC(%), percent of control = (the cell numbers in the presence of B[吋P) / (the cell 

numbers 扭曲e presence ofDMSO) x 100. 

b Values are means 土 SD.

5μ1 DMSO / m1 of medium for the solvent con缸。1.
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Table 12. The effect of B[a]P on the cell proliferation of A-427 lung adenocarcinoma 

cells. 

B[a]P 

(μM) 

。
0.4 

10.0 

Cell no.(x105) 

20.57 士1.32b

27.11 :t 0.71 

27.12 土 4.49

PCa 

(%) 

131.79 

13 1.84 

a PC(%), percent of control = (自e cell numbers in the presence of B [a ]P) / (the cell 

numbers 抽出e presence of DMSO ) x 100. 

b Values are means 土 SD.

5μ1 DMSO / ml of medium for the solvent control. 

- 85 -



Table 13 官le B[a]P-DNA adduct levels in CL-31ung adenocarcinoma cells exposed to 

B[a]P with or without cytochrome P450 IAl specific inhibitor ð-naphthoflavone 

(ANF). 

ANF 

(μM) 

。
1.0 

10.0 

DNA adduct levels 

/ 108 nucleotides 

916.07 

324.00 

170.03 

Percent 

inhibition (%) 

64.63 

81.44 

Cells were treated with ANF for 24 hrs. after which the medium were removed and 

replace位 with medium containing 2.5μM B[a]P for an additional 24 hrs. 
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Table 14 油le B[a]P-DNA adduct levels in CL-31ung adenocarcinoma cells exposed to 

B[a]P with or without cytochrome P450 IAl speci缸c inducer ß-naphthoflavone (BNF). 

BNF 

(μ孔1)

。
0.01 

0.1 

1.0 

10.。

DNA adduct levels 

/108 nucleo世des

894.46 

1180.05 

1914.38 

2025.72 

1359.67 

Percent 

of control (%) 

132 

214 

226 

152 

Cells were treated with BNF for 24 hrs, after which the medium were removed and 

replace吐with medium containing 2.5 μM B[a]P for an additional24 hrs. 
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Table 15 甘le B[a]P-DNA adduct levels in A-4271ung adenocarcinoma cells exposed to 

B[a]P with or without cytochrome P450 IAl spec芷ïc inducer ß-naphthoflavone (BNF). 

BNF 

(μM) 

。
1.0 

10.0 

DNA adduct levels 

/ 108 nucleotides 

1.01 

1.39 

1.15 

Percent 

of control (%) 

138 

114 

Cells were treated wi出 BNF for 24 hrs. after which the medium were removed and 

replaced with medium containing 10μM B[a]P for an additional 36 hrs. 
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Table 16 The B[a]P-DNA adduct levels in CL-31ung adenocarcinoma cells exposed to 

B[a]P with or without 17ß-estradiol. 

(ng!ml) 

DNA adduct levels 

/108nuc1eotides 

PC (%)b B[a]P 

(μM) 

17ß-estradiola 

0.4 。
0.15 

0.3 

47.21 

101.78 

49.37 

216 

105 

n
υ
 

旬
g
A 。

0.15 

0.3 

396.24 

632.99 

774.84 

160 

196 

2.5 。
0.15 

0.3 

700.63 

758.11 

783.12 

108 

112 

5.0 。
0.15 

0.30 

590.30 

609.61 

709.91 

103 

120 

a Cells were treated wÎth B[a]P and 17ß-estradiol for 24hr. 

b PC(%), percent of control = (the DNA adduct levels in the presence ofB[a]P and 17ß

estradiol) / (the DNA adduct levels in the presence of B[a]P alone) x 100 
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DNA adducts forrned in cultured human lung adenocarcinoma cell CL-3. 
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Fig. 8 Effect ofB[a]P on the cell cycle ofvarious human lung carcinoma cell1ines. (A) 

CL-3 cells, (B) A-427 cel1s, (c) CLI-0 cel1s, and (D) Calu-l cells. 
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Fig. 9 Autoradiographic profiles of DNA adducts 扭 nonnallung tissue surgical resected 

from lung cancer patients. (A) # Sample 況，但) # Sample 18. 
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Fig. lO Autoradiographies of DNA adducts 油 nonnallung tissue from lung cancer 

patients as determined by 32P-postlabeling. Adduct 1 was a faster migrating adduct 

which was found 扭的 male and 5 female lung cancer patients. 
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Fig. 11 Representative autoradiograms of DNA adducts in calf thymus DNA exposed to 

(A) B[a]P, (B) B[g丸i]P， (C) B[a]A, (D) Chrysene, and (E) B[b]FA. 
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Fig.12 Autoradiographies of DNA adducts 扭 nonnallung tissue from lung cancer 

patients as determined by 32P-postlabel垣g. (A) Lung sample containing a spot co

chromatographed with the m吋or BPDE-DNA adduct, (B) B[a]P-DNA adduct. 
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Fig. 13 Autoradiographies of nitro-P AH D NA adducts in nonna1 1ung tissue from lung 

cancer patients as de紀rmined by 3旬-post1abeling. The 1-butanol extractants were 

chromatographied on PEI-cel1ulose plates. Films were exposed 缸- 800 C for4 位ays. (A) 

# Sample 4 (fema1e), (B) # Sample 24 (male), (C) 1,6-DNP-DNA adducts in calf 

thymus DNA, (D) 1 闖NP-DNA adducts in calfthymus DNA. 
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Fig. 14 32P-post1abeling analysis ofB凶手DNA adducts fonned in different human 

lung celllines exposed to 10μMB[a]P. 前le nuclease P1 for enrichment the DNA 

adducts and adducts were chromatographied on PEI-cellu1ose plates. The 

chromatographic origin is at the lower left corner of the fùms. Films were exposed at -

800 C for 4 days (A-E) or 6 hrs (F-G). (A) MRC咀5 nonnallung cells, (B) CLl-21ung 

adenocarcinoma cells, (C) CL1-0 lung adenocarcinoma cells, (D) A-427 lung 

adenocarcinoma cells，但) Call卜 1 lung epidennoid carcinoma cells, (F) CL-3 lung 

adenocarcinoma cells, (G) standard BPDE-N2 dG, and (H) Solvent control. 
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Fig. 15 32p中ostlabeling autoradiograms of B [吋P-DNA adducts in the presence and absence of ANF or BNF. The films of CL-3 

cells (A) and A-427 cells (B) were exposed at - 800 C for 7 hrs and 4 days , respectively. Cells were treated with B [a]p and ANF or 

BNF. (a) B[a]P alone, (b) B[a]P+BNF, (c) B[a]P+ANF, and (d) Solvent control. 
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Fig. 16 Expressions of the cytochrome P450 IA1 protein induced by BNF in CL-3 cells. 

Lane 1, Aroclor 1254 induced rat liver S9 fractÏon (S9); Lane 2, rat microsome CYP 

IA1; Lane 3, 10μM BNF; Lane 4 , 1μM BNF; Lane 5, 0.1μM BNF; Lane 6, 0.01μM 

BNF; Lane 7, Solvent control (DMSO). Molecular marker are indicated on the Ieft. 
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D E 

Fig. 17 32P-post1abeling autoradiograms of B[a]P-DNA adducts 誼 CL-3 cells after the 

treatment ofB[a]P (1.0 11M) with and without 17ß-estradiol. (A) B[a]P alone, (B) 0.64 

nM 1詔"的tradiol alone, (C) B[a]P + 0.15 ng!ml17ß-estradiol, (D) B[a]P + 0.30 ng的1

17ß-es甘adiol ， and (E) Solvent control. 
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捌、英文摘要

Lung cancer is the leading and second cause of cancer death 

among women and men in Taiwan, respectively. The high mortality rate 

of lung cancer of women is particularly surprising because few 

Taiwanese women smoke cigarettes (3 %). Our previous studies showed 

that some polycyc1ic aromatic hydrocarbons (P AHs) are abundant in 

airbone particulates in Taiwan. To compare DNA adduct levels 姐 lung

tissues from lung cancer patients among Taiwan and other countries, the 

DNA adduct levels in the normallung tissues surgically resected from 

sixty-three Taiwanese lung cancer patients were evaluated by 32p瞞

postlabeling method. 百le DNA adduct levels were varied from 2.8 to 

165.92 adducts / 108 nuc1eotides. The average level was 53.11 土 38.98

adducts / 108 nuc1eotides to be higher than 也at found by others. The 

DNA adduct levels were not correlation with their amounts of cigarettte 

smoking. Surprise旬， the adduct levels of female lung cancers (all of 

non-smokers , n = 14) were significantly higher than non-smoker's male 

(n =8, p = 0.014). Therefore, we suggest that certain particular 

environmental pollutants, such as oil smokes from cooking and incense 

smoke, other than cigarette smoke may be responsible for the higher 

adduct levels of Taiwanese lung cancer patients, especially for non

smoker's women. 

Benzo[a]pyrene (B[a]P) is a well know carcinogen which has 

been found to form DNA adducts in hum訟 lung tissue. To reveal their 
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chemical susceptibility to B[a]P, six human lung celllines were 

separately treated with 2-20 JlM B[a]P for 24 hours and the DNA adduct 

levels were determined by 32P-postlabeling. Very different susceptibility 

to B[a]P among the six celllines were observed. Remarkably higher 

B[a]P-DNA adduct levels were shown 垣 CL-3 from Taiwanese lung 

adenocarcinoma patient (1 105.2 adducts / 108 nucleotides) compared to 

the other five celllines (0 - 2.6 adducts / 108 nucleotides). To 

characterize the B[a]P-DNA adduct formed in CL-3 cells, the radioactive 

zone corresponding to the standard BPDE-N2 dG adduct were eluted 

fromP間-cellulose plates. 甘le elutants were further analyzed by high 

performance liquid chromatography. B[a]P-DNA adducts from CL-3 

cells were detected with a retention time of 46 min whcih was 

corresponde益的 the retention time of standard BPDE-N2 dG. The result 

suggest that BPDE-N2 dG may be the major DNA adduct found in CL刁

cells. Moreover, we attempt to understand the roles of the cell cycle, cell 

prolifration and expression of cytochrome P450 IA1 involving in the 

formation of B[a]P-DNA adducts between CL刁 and A-427 celllines. 

The cell cycle arrest was only observed CL-3 after the treatment with 

B[a]P. In addition, the levels of BPDE-DNA adduct 泊 CL-3 cells were 

remarkablly increased (226%) by the addition of cytochrome P450 IA1 

specific inducer BNF. However, the above two appearances did not be 

found in A-427 cells. 世lese results indicate that the different BPDE

DNA adduct levels between CL-3 and A-427 cells may be caused by 

different capability of metabolism activation mediating through 

cytochrome P450 IA1. Furthermore, we also investigate the infIuence of 
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17ß個estradiol on the fonnation of B[a]P-DNA adducts in CL-3 cells. 官le

fonnation of BPDE-DNA adducts in the CL-3 cells significantly 

increased by the addition of 17ß-estradiol.甘lis may explain the reason 

why the chemical susceptibility of female was higher than that of male. 

Overall,the result from this study may be helpful to elucidate the 

possible significance of environmental pollutants and endogenous 

honnone on the lung carcinogenesis in Taiwanese women. 
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