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壹、中文摘要

1 ，6-DNP 是一種具有基因毒性和致癌性的鴻基多環芳香煜 9 廣泛

存在於空氣懸浮微粒中會主要來島柴油車和汽機車之排放廢氣 o 已知

l后-DNP 對細菌、哺乳類細胞都具非常強的致突變性?在動物實驗方

面，也可促使老鼠的肺臟、肝臟或其他器官的腫瘤發生。過去本研究

室在分析台灣地麗四個主要都會區一台北、新竹、台中和高雄會均發

現空氣懸浮微粒中主要的致突變化合物可能是 DN恥，同時也證明高

雄縣茄是鄉之廢五金回收昆燃燒廢電纜會產生高量的 1 ，6-DNP 和1.8-

DNP' 是該地區空氣中主要的空氣污染物。另外，燃燒塑膠廢棄物和

保麗龍等人工合成物也會產生高量的1.6-DNP 和1.8-DNP' 因此推測

露天燃燒垃圾等廢棄物可能是造成 DNPs 含量較其他國家高 100個 1000

倍的原因之一。因此本研究以 32P-postlabel泊g 方法，探討 1 ，6-DNP在

人類肺細胞上形成 DNA 鍵結物的能力和在動物肺細胞有何不同?同

時亦欲了解 1 ，6個DNP 在 HPRTjCHO-K1 的致突變分析上，所引發約突

變株的 HPRT 基囡有何基囡突變的特異性 (mu肘Ita吋討O∞na剖1 s叩pe臼Cl站f缸ïcit句y) , 

擬由以土實驗了解1.6-細自-祖.拉

角色 o

在 1 ，6-DNP 引起 DNA 鍵結物的實驗，本研究共使用了七種人類

肺細胞株和兩種動物細胞株，各以 34.2μM 1 ，6-DNP 處理細胞 24 小

時，並以 32P-postlabel扭g 的方法，分析各種細胞所產生之 1 ，6自DNP

DNA 鍵結物和標準品 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物 dG-C品ANP 之圖譜(

profile) 是否相似，同時也比較其形成章。初步結果顯示， 1 ，6mDNP

在人類肺細胞抹上所形成的主要 DNA 鍵結物，與我們製備之小牛胸



腺 DNA 所形成的 dG-C8-ANP 標準品，在 TLC 片上的移動位置明顯

不同，而 1 ，6-DNP 在動物細胞株土所形成的主要 DNA 鍵結物?則與

標準品 dG-C8-ANP 具有相似的移動位置，同時也發現 1 ，6-DNP 在九

株實驗細胞林中會對 MRC-5 正常JJrfi細胞抹會形成最高量的 DNA 鍵

結物，其次是倉鼠肺細胞 V丙和另一種人類正常肺細胞 WI-38 '而

CaLu-l 、 CLI-0 、 CLI-2 和 CL刁等四種人類肺癌細胞株，在本實驗

所用的 1 ，6-DNP 最高濃度下並沒有偵測到任何 1 ，6個DNP-DNA 鍵結物

的含章，其他五種細胞株貝IJ各形成二到三個 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物。

另外， 1 ，6-DNP 在 HPRT/CHO-Kl 所造成的基因突變特異性上，

發現 1 ，6-DNP 所引起的 23 個獨立突變株有 18 個是單一鹼基更換突

變( single base substitution mutation ) , 4 個是剪輯錯誤突變( splice 

site mutation) ，還有 2 個是缺失突變( deletion mutation )。進一步分

析的個鹼基更換突變的突變形式，發現有 72% ( 13 / 18 )是屬於換

異突變( transversion ) ，其中又以 A:T → C:G 和 G:C → C:G 鹼

基更換突變為主要的突變形式，各佔 28% ( 5 / 18 )。而 2 個缺失突

變，都是移除一個 C 鹼暴，且都發生於 C 鹼基的重覆序列 o 另外 4

個突變株所造成的剪輯錯誤大多發生於 exon 4 上，其頻率高達 75%

(3/4) 。由以上分析結呆得知， 1 ，6-DNP 所造成之 HPRT 基因的突變

特異性，以驗基更換突變為主?估了 75% ( 18/24 ) ，而其中又以 A:

T → C:G 以及 G:C → C:G 的換異突變為主要的突變形式。若分

析單一鹼基更換突變發生的位置時，發現有 78 % ( 14/ 18 )是發生在

HPRT 基囚的 exon 5 到 exon 8 之筒，而因剪輯作用( splicing process 

)錯誤發生的突變有 75% ( 3/4 )是發生在 exon 4 。

由以上兩個實驗結果可初步了解 1 ，6-DNP 會在人類正常肺細胞

J抹上，尤其是 MRC-5 細胞上形成一個和已知 L6-DNP-DNA 鍵結物
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吐G-C8-ANP 不同的未知 DNA 鍵結物。另又知 1 ，6-DNP 所引起之哺

乳類細胞的基因突變主要是 A:T → C:G 以及 G:C • C:G 兩種鹼

基更換突變，這結果和過去學者所傲的也有不同。成許本研究結果能

在 1 ，ιDNP 與人類肺癌關偉、上提供一些訊息 o
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貳、文獻綜論

刊、

一、百Ij 言

過去十幾年來，台灣地區工商業發達、經濟發展迅速，造成人

口集中都會區，致使汽機車大幅成長，郊區又工廠林立，這使得台灣

地區空氣品質急速惡化。根據衛生著統計資料顯示，自民國七十一年

以來惡性腫為已成為台灣地區十大死亡原因之首位，其中又以肺處死

亡率增加的幅度最為顯著。目前流行病學之研究己能證實空氣污染和

權患肺癌是有些相關性。例如在污染的環境中，肺癌發生率確實有明

顯增加的趨勢，而推測空氣懸浮微拉中所發現，的致癌物可能是造成肺

癌的主要元凶( Camow and Mei仗， 1973; Menck et al., 1974 )。最近

Tokiwa 等人( 1993 )曾報告在肺癌病人的肺組織中找到 1-NP， B[a]P 

和 1 ，3-DNP 等三種主要致突變物。但這些報告都沒有直接的證據能夠

證實空氣污染物會引起人類肺癌。空氣污染物的來源相當夜雜，但主

要污染源是來自汽機車等引擎所排放出來的廢氣，而工廠排放的廢氣

以及人為燃燒挂圾廢棄物產生的懸浮微粒也是台灣地區空氣污染的重

要來源( Lee et al吋 1994a) 。有關這些污染物之分析、基因毒性、致

癌性的研究已相當的多，其中主要的基因毒物大多屬於多環芳香煜(

polycyclic aromatic hydrocarbons , P AHs )和$Jf基多環芳香經( nitro-

polycyclic aromatic hydrocarbons , nitro-PAHs ) ( Gamer et 泣， 1986; 

Gallagher et al., 1990; Jones et al., 1993; Tokiwa et 泣， 1986 )兩大類，

由於本實驗所研究的化合物為 1 ，6-dinitropyrene ( 1,6-DNP ) ，是屬於

鴻基多環芳香煜類化合物，因此以下僅就硝基多環芳香經之發生、來

源、分佈及其基因毒性分述於后。
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二、空氣污染物中主要的基自毒物一鴻基多環芳香經

( Nitro-polycyclic aromatic hydrocarbons, NitI恥PAHs)

(一)來源與分佈

硝基多環芳香經是一群廣泛存在於環境中的污染物，為多環芳

香經經硝化作用加上一倍或多伯楠，基取代基而生成。 Fu 等人( 1990 ) 

指出在大氣環境中，捕，基多環芳香經可藉由下列兩種道程而生成: (1) 

大氣中的自然反應:多環芳香經會與 NO 在大氣環境中，藉由光能量生

成自由暴，而進行椅化反應產生桶，基多環芳香煜。 (2) 各種燃料燃燒

不完全E守所產生的 N02+離子會與多環芳香經進行親電子性的楠，化作

用而生成鴻基多環芳香燈。

鴻基多環芳香煜的分佈非常廣?包括有柴油車、汽機車、飛機

等排放的廢氣( Tokiwa et al., 1986; Robbat et al., 1986 ) ，淡化石油氣

、氣體燃料的燃燒不完全( Kinouchi et 祉， 1988; IARC 1989 )、影印機

碳粉夾( Lofroth et 泣， 1980 )、甚至家庭用的瓦斯加熱器、煤炭的灰

燼、燒烤雞肉的熱油以及茶葉中( Li et al., 1982; Dennis et al., 1984; 

Ohnishi et 祉， 1985 )都可發現楠，基多環芳香短的存在。
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(二)代謝活化

雖然有些端基多環芳香煌，倒去。 1-nitropyrene ( 1-NP )和 6個

nitrochrysene ( 6-NC ) ，在的世紀後期就已被合成出來，但興起研究

鴻基多環芳香煜類的代謝及生物活性，卻始於 1970 年 (Fu et 泣， 1990

; IARC, 1994 )。最早Ames ( 1975 )發現在不需外加活化酵素的情形

下，許多鴻基多環芳香經對沙門氏桿菌具有致突變性。其致突變性的

表現可能是藉由鴻基取代基的還原作用或環氧化作用?所形成的代謝

活化物鍵結上 DNA 而造成基囡突變( Chou et al. , 1985; De1clos et 祉，

1988 )。現在已知有兩類鴻基還原酵素( nitroreductase )可催化一個和

兩個電子的轉移，而代謝活化峙，基多環芳香經:一類是轉移單一電子

的典型硝基還原酵索( classica1 nitroreductase )例如 xanthine oxidase 

'所生成的代謝物之致突變性較低，例如 1-NP , 1,3-dinitropyrene ( 

1,3-DNP );另一類是轉移雙電子的硝基還原酵素，例如 NAD(P)H-

quinone oxidoreductase '當楠，基多環芳香經被還原之後，會按著進行

酪化反應而產生乙酪化衍生物，其所生成的代謝物之致突變性就很

強，例如 1 ，6-dinitropyrene ( 1,6-DNP ) , 1,8-dinitropyrene ( 1,8-DNP ) 

的代謝活化即是以此還厚、酵素進行( Rosenkranz et al., 1986 )。

Shimada ( 1990 )指出硝基還原作用所轉移之電子數會影響硝基多環芳

香煌的致突變能力，例如 NADPH-P450 reductase 是一種轉移草電子的

還原酵素，會使 1 ，6-DNP 和 1 ，8-DNP 的直接致突變力減低，但對 1 ，3個

DNP 的致突變性卻沒有影響。由此可知三種不同其構物的雙鴻基多環

芳香控， 1 ，6- 與 1 ，8-DNP ，耳其 1 ，3-DNP 是具有不同代謝活化路徑的。
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雖然在大氣環境中 1-NP 的含量較 DNPs 為多，但 DNPs 卻是

硝基多環芳香竣類中會最具基因毒性的致突變或致癌化合物。由過去

的研究顯示贊 DNPs 所表混的致突變性，約佔柴油 ~I 擎廢氣在細菌的

直接致突變性之 10-50% 、各種加熱詩之心-75% 、空氣樣品之 1-18%

( Busby et al., 1994 )。而過去本研究室在分析台灣地星四個主要都會

最一台北、新竹、合中和高雄?均發現空氣懸浮微粒中主要的致突變

化合物可能是 DNPs ( Chou and Lee, 1990; Lee et al., 1994a, b ) ，同時

也證明高雄縣茄是鄉之廢五金回收區燃燒廢電纜，會產生高量的 1 ，6翩

DNP 和 1 ，8-DNP' 是該地區空氣中主要的空氣污染物。另外，燃燒塑

膠廢棄物和保麗龍等人工合成物也會產生高葷的 1 ，6-DNP 和 1 ，8個DNP

9 因此推測露天燃燒垃圾等廢棄物，可能是造成 DNPs 含量較其他國

家高 100間的00 倍的可能原因之一( Lee et al. , 1995a )。由以上的討論

可知， 1 ，6-DNP 無論在致突變力和含量上，均顯示它可能是台灣地區

空氣中主要的基因毒物。為了解 1后-DNP 在台灣地區空氣污染之重要

性，該將其他國家研究空氣懸浮微拉中 1 ，6-DNP 的含量整理於 Table

l 中做一比較。

(三) 1 ，6-雙楠，基多環芳香經( 1,6-Dinitropyrene, 1,6-DNP ) 

1 ，6-DNP 是由多環芳香經 pyrene 與空氣中的氮氧自由基 (OH.

)或氮氧化合物( NOx) 進行光氧化反應而生成( Lewtas et al., 1990 ) 

，整個代謝活化路徑，主要是經由選原酵索與乙頭發化酵素來完成。詳
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見 Fig. 1 ( Neft et al., 1993 )。目前已知參與 1 ，6-DNP 代謝活化之還原

酵素主要存在於肝臟微拉體中，包括還原型之 cytochrome P-450 和

NAD(P)H愉cytochrome P-450 還原酵素。在肝細胞之細胞質層中有

a1dehyde oxidase, xanthine oxidase 和 DT diaphorase 等單電子還原酵素

( Djuric et al., 1989 ) ，至於進行乙騷化作用的 N-Acety 1transferase 主

要也是存在於細胞質層中( Djuric et al., 1985 )。最近研究結果又發現

肝臟細胞質層之還原酵素 NAD(P)H-quinone oxidoreductase 也能將

1 ，6-DNP 進行雙電子還原作用 (Hajos et 泣， 1991 )。還原後的 N-

hydroxy -1-amino-6-nitropyrene 可直接攻擊 DNA' 或再被乙綠化成 N

acetoxy-1-amino-6-nitropyrene '進而質子化為共有正電荷的 nitrenium

ion' 此不穩定的賀子化中間物會直接攻擊 DNA 之烏糞喙吟驗基 C8

的位置，所形成的 DNA 鍵結物已被鑑定為 N-( deoxyguanosine-8-y 1)-1-

amino-6-的tropyrene (dG-C8-ANP) ( Neft et 祉， 1993 ) ，這種 DNA 鍵

結物與 1 ，6-DNP 的基因毒性表現有密切的相關性( Be1and et al., 1993 

1. 1 后-DNP 在房、核細胞的致突變性

1 ，6-DNP 對原核生物沙門氏桿菌( Salmonella typhimurium ) 

TA98 萬株會產生非常強的致突變性，由於 TA98 具有 nitroreductase

與 N-acety 1transferase 兩種代謝活化 1 ，6-DNP 的酵素活性，能將 1 ，Gm

DNP 還原成 N-hydroxy-1-amino-6-nitropy詢問，再乙昌盛化成為 N-
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acetoxy-1-amino-6-nitropyrene '此會對 TA98 菌株產生非常強的致突

變性會可達 174，842 rev./nmol ( Rosenkranz et 祉， 1985 ) ，但在缺乏

nitroreductase 表現的 TA98NR 菌株和缺乏 N-acetyltransferase 表現的

TA98/1，8-DNP6 菌株中， 1 ，6-DNP 就不會表現其致突變性 (Table 2) 

。而在有兩倍扎acetyltransferase 酵索活性表現的菌株 YG1024 '其1] 其

致突變性的表現可達到 4780，000 rev./nmol ( Watanabe et 祉， 1990 )。

最近發展出的 NM3oo9 菌株?會表現現J 1臼3 倍的 N.闖帽.郝-

倍 n剖1討it甘ror，拘ed伽ucta筋se 兩種酵素活性， Oda et al. ( 1993 )利用高敏感的

umu 測試系統以 NM3oo9 萬株分析1.6-DNP 的致突變性的表現，結果

發現 1 ，6-DNP 僅需 0.04 ng/ml 即具有致突變性的表現。這些結果都顯

示乙蘊化作用對於1.6-DNP 在原核生物的致突變能力具有相當重要的

影響。另外，以沙門氏桿菌 TM677 萬株進行 8-azaguanine resistance 

正突變分析法來研究1.6-DNP 的致突變性，也發現 1 nmol 的1.6-

DNP 可產生 32xlo6 個突變株，為自發性突變頻率的 2.3 倍( Busby 

et 泣， 1994 )。可見1，6-DNP 對原核生物確實具有非常強的致突變性。

2. 1，6個DNP 在真核細胞的基因毒性

許多研究顯示 1 ，6-DNP 在不同的真核細胞有不同的基囚毒性

表現。這可能是由於各種哺乳類細胞對 1 ，6-DNP 的代謝活化能力不同

所致。例如在人類及老鼠的肝細胞都會代謝活化 1 ，6-DNP 成為暴民毒

物，而引起肝細胞產生非程序性 DNA 合成 (unscheduled DNA 
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synthesis, UDS ) ( Butterworth et al., 1983) ，但在人類肝癌細胞

HepG2 中，則民缺乏適當的 arylhydroxy lamine-O-esterificase 來活化

1 ，6-DNP' 而無法顯現出基閱毒性( Silvers et al., 1994 )。同樣的會在

人類纖維母細胞林 HSBP , 1 ，6-DNP 僅會引起拯低的染色體損傷(

clastogenicity ) ，但在中圈倉鼠肺細胞抹CHL cells '僅需 0.03μM 的

1 ，6-DNP 就能造成 CHL 細胞 55% 的染色體撕裂( Matsuoka et al., 

1991 ) ( Table 3 ) 0 1 ，6-DNP 對中國倉鼠卵巢細胞( Chinese hamster 

ovary cells, CHO cells )和 HSBP 細胞一樣，僅能引起弱基因毒性，但

在外加大白鼠肝臟酵索系統的的情形下，就能代謝活化 1 ，6個DNP 引

起較控制紅高 2-3 倍的姐妹染色體交換頻率( sister chromatid 

exchange, SCE ); Edgar et al. ( 1985 )發現 1 ，6-DNP 在沒有的存在

下，亦可引起 CHO 細胞 HPRT 基因的突變。雖然在沙門氏桿菌 1 ，6-

DNP 的致突變性，主要決定於是否有乙昌盛化作用，但在 CHO 細胞卻

決定於楠，基還原作用是否進行，這可能是因為 CHO 細胞沒有

acetyltransferase 的活性表現，所致 (Fifer et al., 1986) 。另外，在中國

倉鼠肺細胞 V79 細胞上， 1 ，6-DNP 會引起微核仁分裂( micronuc版)

，但在缺乏 N-acety ltransferase 的突變種 V79 細胞別無比現象。故推

測 V79 具有使 1后-DNP 代謝成 N-acetylating 1-amino-6-nitropyrene 的

能力( Roscher et al., 1992; Wiebel et 泣， 1992 )。在其他造成染色體損

傷的基因毒性分析上， 1 ，6-DNP 還具有使 V79 細胞染色體斷裂及紡錐

體紊亂( spindle disturbances )等毒性反應會但其能力則較 1-NP 為低

，這或許是 V79 細胞會使 1 ，6-DNP 進行較強的雙電子還原作用，而

使其代謝產物較無法和氧分子進行 redox cycle 所致( Saito et al., 1984; 

Bauchinger et al., 1988 )。在人類 B 淋巴細胞 MCL-5 cells 中，由於有

完整的 cytochrome P-450 酵素活性，因此經 1 ，6-DNP 處理後，發現會
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造成拯高的胸腺核甘活動酵素( thymidine kinase )基因突變卒，且其

突變率高於其他雙楠，基多環芳香煜與單鴻基多環芳香煜 (Busby et al門

1994 )。

3. 動物之致癌性實驗

1 ，6-DNP 不只對真核細胞具有基因毒性，在動物實驗上，它還

具有致癌性，將這些相關資料整理於 Table 4 中會可以很清楚的知道

?若將 6.3 Jlmol ( 1.8 mg ) 1 ，ιDNP 由肩府部位注射於剛出生的雌性

CD 大白鼠，會使所有的實驗老鼠在注射部位長出惡性纖維組織細胞

瘤( malignant fibrous histocytomas ) ( Imaida et 泣， 1995 )。若以 16

μ，mo11 ，6喃DNP 以口服方式，直接給予斷奶的雌性 CD 大白鼠，結果在

肝臟、腎臟、腦下腺、甲狀腺等腺體皆可發現腫瘤的生成(Imaida et 

al., 1991 ); 13 mg 1 ，6-DNP 以氣管滴入的方式，給予雌性 Syrian 黃金

倉鼠，貝IJ會使 95%的實驗動物產生肺腺痕 (1、'akayama et al., 1985 ) , 

另外，僅給予 0.15 mg 低熱葷的 1 ，6且DNP' 也會引起 82% 的老鼠發生

上皮，注肺癌( Maeda et al., 1986) 0 Iizasa 等人( 1993 )在人類氣管上

皮細胞株 BEAS-泊處理 1 ，6-DNP 後，先將此處理過的細胞，植入沒

有氣管上皮細胞的 F344 老鼠之氣管上培養一段時間，再將此細胞經

腹腔注射入裸鼠體內，結果 40% 裸鼠的氣管上皮細胞會長出侵入性腺

癌( invasive adenocarcinomas )。若將雌性 SD 大白鼠腹腔注射 32μg

1 ，6-DNP' 發現在動物的肝臟、乳腺、膀疏、白血球等器官組織和知
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施，會形成 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物，同時也發現 1后-DNP 會造成 SD

大白鼠之 DNA 發生氧化性傷害( Djuric et 泣， 1993) 0 Iwagawa et 泣，

( 1989 )以不同劑量的 1 ，6-DNP 和 B[a]P 直接注射於 F344 老鼠的肺

部，來比較這兩種化合物的致癌性?結果顯示兩種化合物對腫擋的生

成，皆有濃度效應的關係，且 1 ，6-DNP 引起肺癌的能力較 B[a]P 強過

三倍之多，同時也發現. 1 ，6-DNP 所引起的肺癌，多屬於未分化型的贅

生性腫瘤( neoplasms) ，而 B[a]P 則為完全分化的上皮性肺痕。最近

Smith 等人( 1994, 1995 )利用相同的技街，將不同劑量的 1 ，6-DNP 直

接注射於 F344 老鼠的府部，結果發現在肺臟，與其他器官組織，例如

肝臟、腎臟和白血球細胞等，都有 dG-C8-ANP 鍵結物的產生，而肺

1裁之 DNA 鍵結物含量，還較肝臟高了 10 倍之多。在實驗動物的肺腫

瘤生成數和 DNA 鍵結物的產生章，都隨著 1 ，6-DNP 濃度的增加而有

濃度效應的關係，另外，脾臟 T 淋巴細胞的突變率也會升高。由以上

的結果顯示， 1 ，6-DNP 在動物致癌的實驗中，可能是一種會引起肺腫

瘤發生頻率較其他器官組織為強的肺癌致癌物。

三、 真核細胞的基因毒性與次黃嗓吟烏糞嗓吟轉磷酸核啼基酵素基

閱 (hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase gene, HPRT 

gene) 突變之分析

致突變物或致錢物會造成 DNA 不同形式的損傷，例如鹼基改

變( base substitution )、單股或雙股斷裂( single-strand DNA or double 
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備strand DNA break )、鹼基缺失( deletion )、處長基插入( inse而on) 及

股連接( crosslink ) ，若這些基因損傷沒有被正確的修補，就會引起基

因突變或造成細胞死亡。利用哺乳類細胞來探討細胞是否會因致癌物

的作用品具有癌化之傾向，通常可利用兩種生物分析法來許估。(1)

分析染色體之損傷( DNA damage, clastogenici句)。已有報告指出致癌

物的暴露量與 DNA 鍵結物的形成有正相磁性，同時也發現，與腫瘤的

發生亦有關係( Beland et al., 1993 ) 0 (2) 分析基因突變( gene mutation 

)的形式與頻率。基因毒性的傷害可歸因於核酸序列上遺傳訊息的改

變，一個致癌物造成 DNA 序列改變之種類與分佈，可能與它痕化的

特性有路( Lambert et al., 1994 )。因此在分析某種環境毒物，是否會

引起細胞突變或癌化，可藉由上述兩種生物分析法進行評估，始能獲

得較完整的基因毒性之訊息。

自 1977 年以後 ， hprt 基崗位( loci )的基因突變生物檢定法即

被廣泛應用在致突變性的分析( O'Neill et 鈍， 1977 ) 0 hprt 基因屬於分

子致突變過程中的內源性基因系統( endogenous molecular mutagenesis 

system) ，具有 HPRT 酵素的活性，為一種合成嗓吟核甘酸的捷徑酵素

( Salvage enzyme ) ，這個酵素在生化代謝路徑所扮演的角色，是可促

使次黃嗓吟核甘酸( hypoxanthine )和烏糞嗓吟核甘酸進行磷酸核糖化

反應( phosphoribosy lation ) ，而形成 IMP 和 GMP' 但它同時也必具有

將噁吟近似物，例如 6-thioguanine ( 6闖TG) 磷蔽核糖化的能力而代謝

成具有細胞毒性的核蔽，因此若沒有 HPRTase 酵素活性的細胞，便不

會有這種傷害而存活下來。故透過細胞表現型對 6-TG 的代謝抗性來

篩選，便可得到 HPRT 基臨的突變株 9 再將這些突變株細胞的 HPRT
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基因之 cDNA合成出來，直接做 DNA 序列的分析，即可了解基因毒

物在 HPRT 基因所造成的突變之種類與分佈位置 (Yang et al., 1989 

)。該將近幾年來，多環芳香經類及中基化劑等致突變劑利用 HPRT 基

因作為標的分子，所造成的鹼基更換突變之特異性整理於 Table 5-6 

中。
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參、研究動機

過去本研究室一直從事台灣地區空氣懸浮微輯中主要致突變

物的研究，在分析台灣地區四館主要都會區一台北、新竹、合中和高

雄，均發現空氣懸浮微拉中會主要的致突變化合物可能是 DNPs ( 

Chou and Lee, 1990; Lee et al., 1994a，的。本研究室也發現燃燒廢電

纜、塑膠保麗龍等人工合成物，會產生大量的1.6-DNP 和1.8-DNP'

因此推測露夭燃燒垃圾等廢棄物，可能是台灣地區空氣中 DNPs 含量

較其他國家高 100-1∞0 倍的可能原因之一( Lee et al., 1995a ) 0 最近

本研究室初步結果顯示圈人在廚房大火炒肉所生成的油煙中，也含有

1,6-DNP (Lee and Yang, unpublished data) 。由以上的結果，無論在致

突變力和含量上會均顯示 1.6-DNP 可能是台灣地區空氣中重要的基民

毒物，因此為了了解1.6-DNP 與台灣地區氏眾發生肺癌上可能扮演的

角色，本實驗~r欲探討1.6-DNP 在人類肺細胞上，形成 DNA 鍵結物

的能力和在動物肺細胞有何不同?同時亦欲了解 1 ，6-DNP 在 HPRTj

CHO-K1 的致突變分析上，所生成的突變株之 HPRT 基因有何基因突

變的特異性?這些初步結果或許可用來評估 1 ，6-DNP 在台灣地區民眾

肺瘡的發生，是否扮演重要的角色。
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肆、材料與方法

一、化學藥品和材料

1,6-Dinitropyrene ( 1,6-DNP ), xanthine oxidase Grade III, catalase, 

hypoxan出ine， micrococcal endonuc1ease ( MN ), potato apyrase ( P A ), 

bic恆e solution, ammonium formate ( AF), Giemsa 染料， L-glutamine, 

6-thiogu扭扭e ( 6-TG ), ethidium bromide, mineral oil ( light ), 

dithiothreitol ( DTT )由美國 Si伊la 化學藥品公司為符。

Tetrabutylammonium chloride ( TBAC )由瑞士 Fluka 化學藥廠購得。

Sodium dodecyl sulfate ( SDS ), isoamyl alcohol, sodium acetate, 

ammonium sulfate, EDT A, formic acid 由 Riedei-de Haen 公司購得。

Calf thymus DNA, proteinase K, RNase A, Tris base, Tris-HCl, 4吐NTPs，

4ddNTPs, 7-deaza-dGTP, HAT medium, primer ( dT ) 15, RNase Tl , 

spleen phosphodiesterase ( SPD )由德國 Boehrirger Mannheim 公司購

得。 {α_35S] dATP, [于32P] dATP 由英國 Amersham 公司購得 o T4 

----pol戶忱。tiàe-k臨s~-seque臨時kid美旦旦iQ_-L些丘金三1躊空了 一

McCoys' 5A 、 DMEM 、 B弘恆、 F12 、 RPMI-1640 等 medium， fetal 

bovine serum ( FBS ), trypsin, penicill妞， streptomycin, 123 bp ladder 

marker 購自 Gibco 公司。 Methanol， ethanol, dimethylsulfoxide ( DMSO 

), acrylamide, bis-acrylamide, xylene cyanole FF, bromophenol blue, 

deionized formamide , urea 及配製緩街液之化學試劑皆購自德國 Merck

公司。 Ribonuc1ease inhibitor ( rRNasin ), Moloney murine leukemia 

virus reverse transcriptase ( MMuL V RTase ), DNA purification system, 
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Taq polymerase 購自 Promega 公司。 PCR 之 primer， DNA 定序之

primer 購自台灣 Cashmere 公司。 X個ray film 購自美國 Kodak 公司。

Nonidet P-的 (NP-40) 購島日本 Wako 公司。剖nmonl間n persulfate ( 

APS ), tetrame血ylethylenedi翻閱 (TEMED)， agarose 購自美喝 Bio

Rad 公司。細胞培養且購自丹麥 Nunc 公司。

二、細胞株的來源

h在RC-5 細胞由台北榮民總醫院醫學研究部都宗榮博士提供， V79 

細胞由中山醫學院藥理科所提供， CL1-0 、 CLl-2 、 CL刁細胞由中央

研究院生物醫學研究所楊浮池醫師所提供， CHO-Kl 細胞由中央研究

院生物醫學研究所李德章博士所提供， WI-38 、 A-427 、 CaLu-l 細胞

購自美國 American Type Cu1ture Collection ( ATCC )公司。該將所使

用封之細胞株之特性整理於 Table 7 中。

三、細胞解凍與保存

儲存之細胞由液態氣中取出，立刻放入 370C 水浴，使其快速解

凍，將解凍的細胞移至含有 370C 培養液的離心管中，以 800 rpm 離
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心 5 分鐘，除去上清液後，以完全培養液均勻混合之，然後移到的O

mm 的培養旦中，放入 370C 的 5% C02 的培養箱中培育。欲保存之細

胞用技蛋白酵素( TrypsinÆDT A, T旭)處理，以單離細胞，再取部

份完全均勻的細胞懸浮液，以細胞島動計數器計算細胞數目會並取 1

x 106 倍細胞到無菌離心管中以 800 rpm 離心 5 分錢?除去上清液並

以含有 10% dimethylsulfoxide (DMSO) 之 1ml 完全培養液混合均勻

後移到 cry。如be 中會放於 -800C 冰棍中靜還二二小時後，再移至液態氮

禍中儲存。

四、細胞培養

CHO-去Kl 牙和口 Ca札Lu-卜桐閉閉吐-

MRC-δ5 和 V7河9 細胞培養於 DME~勘h卸M在f 培養液， CLI-0 、 CLl♂細胞則用

RPMI-1640 培養液培養， CL-3 細胞培養於孔12 培養液會 WI-38 細胞

培養於 BME 培養液， A-427 細胞則培養於 MEM 培養液中，以上各

種不祠的培養液中均含有 10% 胎牛血清 (FBS) 、1.22% w/v 碳酸氫

銷、兩種抗生素( penicillin 100 units/ml, streptomycin 100μg/ml) 和

0.03% L-glutamine 。細胞在含有 5% C02 之 370C 培養箱中培養。
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五、 1 ，6-DNP 在不同細胞中形成 DNA 鍵結物之比較研究

(一) 1,6-DNP DNA 鍵結物標準品的製備

首先利用 Speed Vac 濃縮機( Speed Vac Plus SC 210A, Savant) 

將 1 mg 的 calf thymus DNA 乾燥，再以 500 抖的 50mMKH2P04

溶解之，然後加入的 μhypoxanthine ( 50 mg/ml )、 10 抖.1 catalase ( 1 

mg/ml )和 25μ.1 1 ，6-DNP ( 1 mg/ml) ，最後加入 0.1 unit xanthine 

oxidase 後，於 370C水浴中培育 3 小時，之後再加入相同劑量的

hypoxanthine 和 xanthine oxidase 繼續培育 18 小時。反應終止後，以

phenol j chloroform 萃取出反應後之 DNA' 其詳細步驟如下:以等體

積 phenol : chloroform : isoamyl alcohol ( 25 : 24 汀， vjvjv )混合液混

合均勻後，以 12，0∞ rpm 的速度離心的分鐘，取上清液後，再重

覆此步驟兩次，以完全去除蛋白。再加入等體積 chloroform : isoamy 1 

alcohol ( 24 : 1, vjv )混合液萃取，混合均勻 5 分鐘後，以 12，∞o

rpm 的速度離心 5 分鐘，以去除 phenol 。最後取上清液加入 1/10 倍

體積的 3 M sodium acetate 及 2 倍體積 100% 的冰乙醇混合均勻，靜

置於 -200C 的冰箱中 2 小時。以悶，000 rpm 離心 20 分鐘，收集

DNA 沈澱物，再以 75% 乙醇洗去殘留的鹽類兩次，離心所得之

DNA 沈澱物，以減菌水於 370C 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 T 其 A260 j A280 之比值應

在1.8 左右，若小於1.8 則表示蛋白質含量太高，若大於1.8 則表示

RNA 含量太多，則需要 RNase A 和 RNase Tl 處理 1 小時以水解多
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餘的 RNA 0 DNA 的濃度以下列的公式計算 DNA( 阿/μ1) = A260 

x 50 x 稀釋倍數。

(二) 1 ，6-DNP 在不同細胞棒的處理

加藥前一天將 1 X 106 的細胞培湊在 loomm 培養旦中，在 370C

培養箱中培養 18 小時後，以磷酸緩街液( 1 x PBS) 洗去培養液，再

換入新鮮培養液後，即加入不同濃度的 1 ，6-DNP' 並直入 C02培養箱

中培育 24 小時，之後以 1 xPBS 重複洗兩次會以除去含 1 ，6-DNP 之

培發液會然後以放蛋白酵素單離細胞，將此細胞懸浮液以 800 rpm 離

心的分鐘以收集細胞?再用 1 xPBS 重放洗兩次之後，將細胞移至

eppendorf 中，以 3 ，50。中m 離心 10 分鐘，除去上清液，立即加入

500μ1 含有 25 mMEDTA，的o mM NaCl, 0.1 % SDS, 10 mM Tris 和 1

mg/ml proteinase K 的 digestion buffer '然後於鈞。C 反應 18 小時。反

應終止後以 phenol/chloroform 萃取 DNA' 步驟向前。

(三) DNA 鍵結物之分析

DNA 鍵結物之分析是以 32p-postlabeling 方法進行( Gupta et al., 
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1982, 1985; Roy et al., 1989; Lee et al., 1994b )。整個流程如 Fig.2 所

示。首先取的時 DNA 加入含有 5μg micrococcal endonuclease 和 5

μg spleen phosphodiesterase 之 succinate buffer 中，於 370C 水浴中培

育 4 小時，使 DNA 水解成 deoxyribonucleotide 3'-monophosphate 0 用

1-butanol 萃取 DNA 鍵結物以增強鍵結物的含量?加入的mM

tetrabutylammonium chloride 和 100 mM ammonium formate ( pH 3.5 

) ，並以等體積的 1-butanol 萃取兩次，收集上層液( 1-butanol 層) , 

按著以 Speed Vac 減壓濃縮至乾後，加入的抖的無菌水;容之。然後

再加入含有 5 units 之 T4 polynucleotide kinase 和 1 ~丘之 10μCi [于

32p]-dATP 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 片上多利用下列移動和展鵲: D1: 0.65 M sodium 

phosph的 (pH 6.0 ); D3: 3.6 M lithium formate, 8.5 M urea (pH 3.5 ); 

D4: 1.2 M lithium chloride, 0.5 M Tris-HCl, 8.0 M urea ( pH 8.0 ); D5: 

0.9 M sodium phosphate ( pH 6.8 )。展開後將 TLC 片放入 X 光底片增

強片夾中，以 X 光底片顯影。另外，稀釋 DNA 水解溶液並以 [γ:..32p

]-dATP 標記所有核甘酸，然後利用的mM ammonium sulfate ( pH 

5.27 )展開。定量時刻依照 X 光底片上的位置剪下 DNA 鍵結物與所

有核甘酸 ， ì.容於閃爍計數液中以 BeckmanL-的OOSc凶illation Counter 

測定其放射性強度。並以下71J公式計算 DNA 鍵結物之相對含量:

Relative adduct labeling ( RAL ) = cpm in adducts / cpm in total 

nucleotides / dilution factor 。
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六、 1后-DNP 在中路倉鼠卵巢細胞( Chinese hamster ovary-Kl cells, 

CHO-Kl cells )之 HPRTgene 突變之分析

(一)細胞毒性分析

細胞毒性分析的原理會主要是將待淚1]化合物處理細胞後，視細胞

存活所形成細胞聚落之數目，以測定比化合物對細胞的傷害程度( Lee 

et al., 1989 )。本實驗是以中國倉鼠卵巢細胞( Ch扭ese hamster overy 

cell, CHO-K1 cells )來進行，先將1 X 105 倍細胞種在含有 HAT (100 

JlM hypoxanthine, 2μM aminopter妞，及 30 抖M thymidine) 的完全培養

液中培養三天，以減低原先存在的 HPRT 功能缺失的細胞數目 o 三天

後洗去含有 HAT 的培養液，換成一般的完全培養液，再繼續培養三

天 o 加藥前一天在 l00mm 培養旦中，種 1 X 106 個細胞，培巷的小

時後，以磷酸緩街液 ( 1 x PBS) 洗去培養液，再換入新鮮培養液後，

即加入不同濃度的 1.6-DNP' 並置入培養箱中處理 5 小時。然後以 l

xPBS 重複洗兩次，以除去含 1 ，6-DNP 之培養液，防止 1 ，ιDNP 繼續

與細胞作用。細胞立即以放蛋白酵素 (T可伊拉 /EDTA) 處理，以車

離細胞，將此細胞懸浮液以自動細胞計數器計算其中之細胞數目?並

取 1 x 106 個細胞種主IJ新的 100mm 的培養旦中，做突變細胞株的篩

選。另外，再取一部份用連續稀釋法，將細胞稀釋成 100 cells / ml 的

濃度，在三個 60mm 培養旦中，各種 200 個細胞後，將培養且移到

5% C02 之 370C 培養箱中靜置培養七天，做細胞存活率分析。整個實
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驗流程去。 Fig.3 所示。七天後取出細胞以 95% 酒精回定，再以 10%

Giemsa 染劑染色，以自動聚落計數器計算細胞聚落的數目，結果如下

表示: Relative cell survival ( % ) = number of colony of sample I numer 

of colony of control x 100% 0 (Lee et al., 1989 ) 

(二)細胞突變性之分析及突變株的選擇

上述經 1 ，6-DNP 處理過的 1 x 106 個細胞持續培養的天，期間做

三次次培養 ( subculture ) ，每次次培養後，再重新將草離的 1 x 106 個

細胞種在新的 100mm 培裘且內，使突變細胞株能充分表現。最後才

將 1 x 106 個細胞均勻分種在十個 100mm 培養旦中( 1 x 105 cells I 

plate) ，並以含有 11 悔 Iml 的 6-thioguanine ( 6-TG )的培姜液培育七

天會如 Fig.3 所示。同時每個的 mm 培養瓜，種 200 個細胞在完全

培養液培育七天，做種植效率( plating efficiency )之測定。七天後把

每一處理經之培養且拿到燈光上方?用筆選定勢 6-TG 有抗性的突變

株?再如前所述，用 1 xPBS 沖洗一次，利用吸管吸去細胞聚落周聞

之 PBS' 以 5 ul 的 T/E直接點在細胞群落上，在顯微鏡下觀察，當細

胞變圓亮時，以 tip 直接吸取種入 24 wells 的培養且中培養，待細胞

長滿後再依上述 1 x PBS 、 T/E的方式處理突變細胞，把它轉移至 6

wells 的培養旦中繼續培揍，待細胞又長滿時，將這些突變細胞一部份

於 -800C 冰權中保存起來，一部份以連續稀釋方式，取 5∞個細胞做

下一個實驗。
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(三)自mRNA利用反轉錄酵索( Reverse Transcriptase, RTase )直接

合成第一般 cDNA

每一突變株取 500 個細胞重複三次，分別還於 0.5 ml Eppendorf 

個be 中，在 40C 以泣，000 rpm 離心的分鐘。用 yellow tip ( RN ase“ 

free) 吸去上清波後 9 其中 2 支細胞冷凍於 -800C 冷凍權中借用，剩

下的一支，則將細胞懸浮在 5 抖的第一股 cDNA 合成溶液中，其中含

有 5 x RT buffer, 50 mM DTT，各 0.5mM 的 4 dNTPs, 0.1 Jlglul BSA, 

的 nglf.d oligo-(dT) 15 primer, 1 U/，μ.1 RNase inhibitor, 2 UlμlMMuLV 

RTase 及 2.5 % NP-的。此反應溶液在 370C 下反應 45 分鐘 o NP-的

可使細胞膜破裂並在 MMuLVRTase 、 oligo-(dT) 的 pr加er 作用下與

mRNA 合成第一股 cDNA ( Yang et al., 1989 )。整個流程如 Fig.4 所

íF O 

(四)聚合酵索鏈反應 (polymerase chain reaction, PCR) 

直接將上述合成好的第一股 cDNA 當做聚合酵素鏈反應的模版，

並配製內含 Taq 緩街液， 1 ng/凶手!子(間， P2 )，各 O.4 mM 的 4dNT恥，

2.75 mM MgC12 及 0.04 U/μ1 Taq 聚合酵素的水溶液會進行 PCR 反

應。在反應前，水溶液上要覆蓋一層礦物油以防止反應溫度升高時水

溶液的蒸發。將 cDNA-mRNA 混合反應液以 950C 加熱五分鐘後，就
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重稜三十次的下列步驟:先 950C 處理一分鐘使 DNA 雙放分間，以

550C 處理一分鐘使 pnmer 與 DNA 模版黏令，再以 720C 處理一分鐘

使核麗的支製。如此循環反應三十次結束後，再以 720C 反應的分鐘。

取此次反應稜製好之十分之一量的 cDNA' 加入第二種合 2nd primers 

(時， P4) 的反應液中，以上述相同的方法，進行第二次的聚合酵素鏈

反應，以進一步提高 cDNA 的生成量及其特異性。反應完成後，再取

竣製好的 cDNA 產物十分之一量?以1.2 %凝膠( agarose )在 100 伏

特的電壓下，進行電泳分析，完成後，凝膠片以 0.5時月 ethidium

bromide 染色 (Yang et al., 1989 )來觀察反應產物的分子量大小及合

成量的多寡。將第二次聚合反應產物( 45μ1 )以 promega kit 純化，

並溶於滅齒的去離子水中，以做為核酸定序之用 o 聚合酵素鏈反應所

用之兩對引子的鹼基序列，如 Fig.5 所示。

(五) DNA 直接定序

為了避免干擾 DNA 定序的進行，所以要先將合成好的 cDNA 純

化，以去除 PCR 反應後剩餘的引子及 4dNTP 0 將 100 至 200ng 複製

好的雙股 cDNA 分別加入四條核酸定序引子( Sequencing primer, S1 , 

訟，幻， S4) ， 如 Fig.5 所示。並在加入 Annealing mixture (含

Sequencing buffer, 0.5% NP-40 )後，放入沸水中加熱五分鐘，使雙股

DNA模版解鏈成單股 DNA' 再快速移入 -200C 冰箱中作用八分鐘，

使 ~J 子與單股 DNA 黏合，八分鐘後從冰箱取出樣品離心 20 秒，即加
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入 sequence buffer mixture (內含 5 x sequence buffer, 20 mM DIT, 1:10 

labeling buffer, 0.6 U sequenase， α 關[35S]-dATP )室溫下作用 5 分鐘闊

始進行 DNA 序列的分析會之後將此反應溶液分裝至 4 個分別含 2.5

Jl1370C 的往ideoxy NTPs (ddNTPs) (G: 150μM4吐NTPs， 15μM 

ddGTP; C: 150 JlM 4dNT鈍，的 μM ddCTP; A: 150 JlM 4dNT鳥， 10 JlM 

ddA TP; T: 150μM 4dNTPs, 10 JlM ddTTP) 的 0.5 ml Eppendorf tube 

中。在 370C 進行 5 分鐘反應後，即加入 3.6 抖的中止反應溶液(內

含 95% formamide , 0.15% xylene cyanole FF, 0.15% bromophenol blue 

及 0.37 % EDTA) 以停止反應繼續進行。之後完成反應之產物再以

的。C 加熱 3 分鐘並立即冰浴，即將樣品加到 6% acryl位nide-

bisacrylamidenM urea 凝膠中，以 70 瓦輸出功率電泳 2.5小時。凝膠

在 800C 抽真空乾燥( gel dryer, Model 538 Bio-R尉， USA) 後，放入 X

光底片增強片夾中，以 X 光底片顯影。
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伍、結果

一、 比較 1后-DNP 在不同細胞株中形成之 DNA 鍵結物

(一)小牛胸腺( calf thymus) DNA 之 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物之合

成

1后-DNP 在 xan註lÌne oxidase 和 cata1ase 活化酵索存在下，與裸

露的小牛胸腺 DNA 反應、 21 小時後所得到之 DNA 鍵結物，以 32p_

postlabeling 的方法在 TLC 片展的，發琨主要的 DNA 鍵結物( Fig. 

12-D spot 1 )在 TLC 片上移動的位置?與過去已發現之 1 ，6-DNP-

DNA 鍵結物所移動的位置相似 (Neft et a1刊 1993 )。這個 DNA 鍵結

物已用質譜鑑定為 N-( deoxyguanos扭-8-yl)-1-amino四6-nitropyrene (鉤，

C8-ANP) ，它是攻擊在 deoxyguanosin 的 C8 位置，也是目前唯一被

確定的 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物( Beland et al., 1990 )。另外在原點附近

還有另一個 1 ，6-DNP 的 DNA 鍵結物，其含量就遠低於 spot 1 的

dG“C8-ANP' 其化學構造至今尚未被確定。

(二)比較人類各種細胞株之 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物之形成能力
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比較 1 ，6-DNP 在人類細胞株上形成 DNA 鍵結物的能力，以了解

1 ，6-DNP 在人類細胞株上之墓園毒性。首先要了解 1后-DNP 在何種濃

度和作用時悶，是造成 DNA 鍵結物的最適當實驗條件，因此先選擇

h在RC-5 、 WI-38 和 A-427 等三種細胞株來做初步實驗?結果發現三種

細胞株形成 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物的能力，都是在本實驗的最高濃度

34.2 抖M 1 ，6-DNP 和處理 24 小時時產生最多的鍵結物含量。同時也發

蹺，三株細胞所形成之鍵結物的含章，會隨著處理 1，6-DNP 的濃度或作

用時闊的增加而有濃度和時間效應的關係( Fig. 6-10 )。

因此我們依據前面濃度與時間效應的結果，以下實驗都取 34.2

μM 1 ，6-DNP 和作用 24 小時的實驗最佳條件來進行，比較不同細胞中

生成 1后-DNP 鍵結物的種類和產生能力有何不同?

本實驗使用了七種人類肺細胞株，色括有 MRC-5 、 WI-38 、 A咀

427 、 CaLu-1 、 CL1-0 、 CLl-2 以及 CL-3 '以 34.2μM 1 ，6-DNP 處理

各種細胞 24 小時後，以 32p-postlabeling 的方法，分析其 DNA 中所

產生之 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物和 dG-C品ANP 的已知 1 ，6-DNP-DNA

鍵結物有何不同?同時也分析其形成章。結果如 Table 8 所示，在 A-

427 、 CaLu-1 、 CL1舟、 CLl-2 和 CL-3 等五種人類肺癌細胞株中，僅

有 A-427 細胞株會生成三個 DNA 鍵結物會但共產生童基低，總愛僅

有 2.56 adducts/l08 nucleotides '其中一個 DNA 鍵結物( spot 1 ) ，與

已知之 1 ，6-DNP 鍵結物 dG-C8-ANP 在 TLC 片上具有相似的移動位

置，另一個 DNA 鍵結物( spot 2 )則與 dG-C8-ANP 明顯不同，是 A-

427 細胞的主要DNA 鍵結物。而其他四種肺瘡細胞株並沒有偵測到任

何 DNA 鍵結物產生。另外， 1.6-DNP 在兩種正常人類肺細胞林 MRC-

5 及 WI-38 細胞上，與 A-427 細胞一樣，不但會形成與 dG-C8-ANP

在 TLC 片具有相似移動位置的 spot 1 '還會形成另一個含量較 spot 1 
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還高 2-3 倍的主要 DNA 鍵結物( spot 2 ) ，此點移動的位置與 1 ，6-

DNP-DNA 鍵結物標準品 dG-C8-ANP 的位置完全不同。經定量後比較

這些細胞株在處理 1 ，6-DNP 後，所生成之 1 ，6-DNP 鍵結物總量，結果

以 MRCδ 的 DNA 鍵結物合受最高?為 26.37 adducts/108 nucleotides 

會其次為 WI-38 細胞株有 8.72 adducts/108 nucleotides 。比較三種會形

成 1 ，6-DNP 鍵結物之肺細胞林( MRC-5, WI-38 和 A-427 ) 之悶形成

DNA 鍵結物的能力相差了 3.0-10.3倍之多。

(三)動物細胞林形成 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物之能力

本實驗選用了兩種動物細胞抹，分別為中國倉鼠肺 (V79 )細胞

與卵巢 (CHO-K1 )細胞，同樣以 34.2μM 1 ，6-DNP 處理細胞 24 小時

，結果在中國倉鼠肺細胞上可發現，三種 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物，而中

國倉鼠卵巢細胞僅能生成兩種 DNA 鍵結物。兩種細胞林所形成的主

要 DNA 鍵結物，與我們製備之小牛胸腺 DNA 所生成的 dG-C8-ANP

標準品，在TLC 片上具有相似的移動位置。 V79 細胞也有 spot 2 DNA 

鍵結物的形成，經定量後發現 spot 2 DNA 鍵結物的含量較 spot 1 低

了1.3 倍，且 V79 的 DNA 鍵結物總量較 CHO-K1 高，為 15.52

adduct levels/108 nucleotides '其形成章是所有實驗細胞株中僅次於

MRC-5 的細胞株。 (Table 8, Fig. 11-12) 
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二、 1 ，6-DNP 在 CHO-K1 細胞之 HPRT 基因所造成突變特異性之研究

(一)細胞毒性之分析

以細胞形成來落( colony )的能力來分析 1 ，6-DNP 對中國倉鼠卵

巢細胞( CHO-K1 cel1s )的細胞毒性。經 0.17-17.1時在的 1 ，6-DNP

處理五小時後會取 200 個細胞種於 60mm 的培養旦中，經七天後，

計算其形成細胞聚落的數目，發現 1 ，6-DNP 的四個處理濃度對 CHO

K1 細胞有 88.0-94.0% 的細胞存活率，這表示在低於 17.1 帥恆的濃

度下， 1 ，6-DNP 對 CHO-K1 細胞僅有經弱的細胞毒性反應 (Table 9 

(二)致突變率之分析

1后-DNP 以 0.17-17.1μM 的濃度處理 CHO-K1 細胞做 HPRT 暴

四致突變的分析，結果如 Table 10 所示，四個處理濃度都會產生對 6個

TG 具有抗性的突變株，本實驗前後做過四次獨立實驗共獲得 90 個突

變株，所造成的突變率介於 2.7間 14.0 x 10-6 之間，但此突變率並沒有

隨著 1 ，6-DNP 濃度的增加而有濃度效應的關僻、。
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(三)突變誅之 RT-PCR 分析

經由 1 ，6-DNP 處理的突變株稱為 DNP 突變株( DNP-mutants ) , 

而未經 1 ，6-DNP 處理卻對 6-TG 有抗性的突變株則稱為自發性突變株

( spontaneous mutants )。我們將四次獨立實驗所獲得的 90 個突變株各

取 500 個突變細胞，利用反轉錄酵崇及 RT-PCR 方法，將所有突變細

胞株的 HPRTcDNA大量合成出來。 Fig. 13 即顯示一些代表性的突變

株，經 RT-PCR 所放大合成出來之HPRTcDNA 之電泳分析結果。這

些 HPRTcDNA 在凝膠片所移動的位置和正常的野生株細胞(.\E.控制

妞， Lane 2) 相似會若比對分子量標記，發現這些突變誅之 HPRT

cDNA 也都位於 band 5 ( MW 615 )與 band 6 ( MW 738 )之間。但是

DNP-19 ( Lane 9 )和 DNP-20 (Lane 10) 突變株在凝膠上所移動的位

置卻明顯的比正控制組低的多?這結果顯示 DNP間的與 DNP網20 突變

株的 HPRTcDNA 可能有大段缺失突變( deletion) 發生。

(四)突變株 HPRT 基因之 DNA 定序

將所有突變株之 HPRTcDNA 純化後，利用四條 end-Iabel恆g

pnmer 以直接定序法( modified Sanger dideoxynucleotide procedure ) 
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分四次將 HPRT 墓園的九個 exon 完全定序，然後將所得之 HPRT 基

因 DNA 序列與正常之序列 (Konecki et 祉， 1982; 附錄二)做一比較

，即可得知各突變株 HPRTcDNA 序娟的突變位置。在所有收集封的

90 個突變細胞株中會至今共篩選了 52 個突變株完成 DNA 序列分析

o 結果發現，其中 24 個突變林是完合獨立的，其中還包括一個自發性

的突變。我們將這 23 個完全獨立的突變林發生突變的位置、種類、

附近的 DNA 序列以及因誤意突變所造成的胺基酸改變等相關數據，

整理於 Tab1e 11 中。結采發現 1 ，6-DNP 所引起的 23 個突變株有 18

個是單一鹼基更換突變( sing1e base substitution mutation) , 4 個是剪

輯錯誤突變( splice site mutation ) ，還有 2 個是缺失突變( de1etion 

mutation) 0 18 個鹼基更換突變，分別為 T:A → G:C(4 個)， G: C 

• C: G (3 個)， A: T → G:C(2 個)， G: C → T:A(2 個) , T : A 

→ C:G(2 個)， C: G → G:C(2 個)， G: C • A: T (1 個) , A : T 

• C: G (1 個) , T : A• A: T ( 1 個)等。一株自然發生的突變株，

所造成的突變是在第 211 個鹼基上，發生 G:C → C:G 的換異突變

( transversion mutation )。分析所有的鹼基更換突變發生的位置峙，發

現，有 78 % ( 14/ 18 )是發生在 HPRT 基目的 exon 5 到 exon 8 之間，

而因剪輯作用( sp1icing process )錯誤發生的突變有 75% ( 3/4 )是發

生在 exon4 。另外，我們比較發生鹼基更換突變附近的 DNA 序列，

發現攻擊在烏糞嗓吟鹼基上的鹼基更換突變，其 5' 端都會有個月句腺啥

可是，但若攻擊在胸腺咯受鹼基上的，貝Ij發現附近大部分都有重覆胸腺

咯壞的現象( Tandem repeat sequence )。發生鹼基更換突變後所造成

之誤意突變中，大多是將Leu 改變為其他按基薇，其次是 G1y 和 Ser

D 在缺失突變方面， DNP-23 和 DNP-24 突變株所產生之缺失突變，
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是在一有連續 C 鹼基的 DNA 序列造成一個鹼基缺失的結構移位突變

( -1 frameshift mutation )。

我們進一步分析1.6個DNP 所引起的 18 個鹼基更換突變的突變形

式，發現有 72% ( 13/18 )是屬於換異突變( transversion ) ，其中又以

A:T → C:G 和 G:C → C:G 為最多，各佔 28% (5/18) 0 其他 5

個突變株是發生轉變突變( transition )會其中 A:T → G:C 就估了 4

個 (80% )。在 23 個突變株中有兩林發生了另一種點突變一缺失突變

?都是丟掉一個 C' 也都發生於 C 的重復序列。除了以上的點突變外

，在本實驗中也找到 4 偶突變株發生剪輯錯誤突變，其所造成的剪輯

錯誤大多發生於 exon4 上，其頻率高達 75% ( 3/4 )。由以上分析得

知書 1 ，6-DNP 所造成之 HPRT 基因的突變特異性會以鹼基更換突變為

最主要，估了 78% ( 18/23 ) ，而其中又以 A:T → C:G 以及 G:C

→ C:G 的換異突變為主要的突變形式( Table 12 ) 0 Fig. 的"的為一

些突變的代表圈。
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陸、討論

已知 1 ，6-DNP 的代謝活化路經費主要是經由還原酵索與乙昌盛化

酵素來進行。位於肝臟細胞質層之還原酵索 NAD(P)H-quinone

oxidoreductase 對 1 ，6-DNP 會進行雙電子還原作用( Hajos et al., 1991 ) 

?而生成 N-hydroxy仕-amino-6-nitropyrene 活化代謝物，此可直接攻

擊 DNA 會或繼續被乙瞳化成 N-acetoxy翩 1-amino-6-nitropy時間，再沒

擊 DNA 之烏糞嗓吟鹼基 C8 的位置?此代謝物所形成的 DNA 鍵結物

已被鑑定為 N-(deoxyguanos旭-8-yl)↓am拙。-6-nitropyrene ( dG-C8編

ANP ) ( Neft et al., 1993 ) ，這種 DNA 鍵結物已證明與 1 ，6-DNP 的基

茵毒性表現有密切的相關性( Beland et al吋 1993 )。本實驗首先分析

1 ，6-DNP 在人類肺細胞上形成 DNA 鍵結物的能力和在動物肺細胞有

何不同?我們初步結果顯示贊 1 ，6-DNP 在人類肺細胞株上會生成新的

未知 DNA 鍵結物，同時也發現 1 ，6-DNP 在九株細胞中，對 MRC-5

正常肺細胞株會生成最高葷的 DNA 鍵結物 o 分析三種人類肺細胞中

的 1 ，后6-♂圖.圖ο'

鍵結物，我們推測 l!p 1 ，6-DNP 經代謝活化後攻擊上 DNA 烏糞嗓吟鹼

基 C8 位置的 dGζ8-ANP 之外，還有一個特別的 spot 2 DNA 鍵結物

，它對 MRCδ 、 WI-38 以及 A-427 細胞來說是主要的 1 ，6咀DNP-DNA

鍵結物，在 P缸片上的移動位置與往G-C8-ANP 明顯不同( Fig. 12 ) , 

且比 DNA 鍵結物在這三種人類肺細胞中的含章，分別佔其總量的

58% 、 59% 以及的% (Table 8 )。這表示 1 ，6“DNP 在人類肺細胞的主

要 DNA 鍵結物和過去的發現是不同的 o Nonnan ( 1989 )曾利用 1 ，8w
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DNP 處理兔子氣管上皮細胞，探討此細胞形成何種 1 ，8-DNP-DNA 鍵

結物?結呆除了發現主要 DNA 鍵結物 dG-C8-ANP 形成之外，還有

一個約佔 DNA 鍵結物總量 5% 的第二種 DNA 鍵結物的形成，此點

與 1 ，8-DNP 的還原代謝物 1 ，8-NON02 單獨處理 poly ( dA.dT )時在

TLC 片上具有相闊的移動位置?與我們未知第二點的位置也相似(

Fig. 20 )。因此推測 1 ，6-DNP 對 MRCδ 、 WI-38 以及 A-427 細胞，可

能主要是攻擊在 A:T 鹼基對上，但這項推測仍需進一步的以液相層

析質譜儀確定。 MRC-5 是在本實驗所用之細胞株中產生 1 ，6咀DNP-

DNA 鍵結物含量最高的，表示1.6-DNP 在 MRC-5 細胞中，攻擊

DNA 的能力較其他細胞株來的強，同時也發現 MRC-5 所形成之鍵結

物的含章，會隨著處理1.6-DNP 的濃度或作用時闊的增加，而有濃度

和時問效應的關係( Fig. 6-7 )。這與 Smith et al. ( 1995 )的動物實驗

結果相似，他以缸子的。阿 1 ，6-DNP 處理 F344 老鼠，結果所造成的

肺腫瘤生成數和 DNA 鍵結物產量，都會隨著1.6-DNP 濃度的增加，

而有濃度效應的關係。在作用時問方面會1.6-DNP 在 MRC-5 細胞的

DNA 鍵結物含章，會隨著作用時間的增加而有兩段 (biphasic) 線性

增加的現家( Fig. 8 ) ，在處理時問 8-16 小時的 DNA 鍵結物產生的愛

兩倍於其他作用時間，這可能是由於 8 小時前1.6個DNP 主要進行代謝

活化作用?到了 16 小時之後，貝1] 自代謝活化作用已漸趨飽和(

metabolic saturation ) ，解毒作用和 DNA 修補作用也達到穩定程度，

而使 DNA 鍵結物產量漸趨於平緩。

比較 MRC-5 、 WI-38 以及 A-427 這三種人類蜻細胞株均生成之
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1.6-DNP 鍵結物總量時，發現這三株細胞的1.6-DNP-DNA 鍵結物的

產生能力竟相差了 3.0-10.3倍之多。已知 A-427 為JJ;fi腺癌細胞?

闊的和 WI-38 細胞貝扮別為男性與女性的正常肺細胞會我們的實

驗結果顯示 1 ，6-DNP 攻擊正常肺細胞的能力似乎比攻擊肺癌細胞來的

強 o 在實驗過程中?我們觀察 MRC-5 、 WI-38 以及 A-427 這三種人類

肺細胞株的生長途率會發現若三種細胞均種 2 x 106 的細胞數在100

mm 培養旦中培養，三夭後 A-427 細胞株會完全長滿(約 1 X 107 cells 

/100 mm) ，而另兩種細胞株僅長至七成左右，因此推測，也許是因為

肺癌細胞林的增生速度較正常細胞快，使所萃取到的 DNA 總量多，

而相對稀釋掉了 DNA 鍵結物的含章，結果造成 A-427 細胞株形成

DNA 鍵結物的量較低。 Bond et al. ( 1990 )發現同樣是屬於肺組織，

但不同的細胞型態其所形成 DNA 鍵結物的含量就會有所不同，也許

是因為具有不用代謝活化能力所致。 Bond 將動物放在暴露箱中，以自

然吸入的方式投子老鼠柴油引擎廢氣，來比較整個肺組織細胞形成

DNA 鍵結物的含量有否不悶，結果發現以肺組織的第二型肺泡細胞(

alveolar type II )形成的 DNA 鍵結物含量較其他類細胞為多。本實驗

所使用之 h在RC-5 細胞是由 14 過大的男嬰所分離培養出來的，而 WI-

38 細胞則衍生自 3 個月大的女性胚胎，雖然這兩種細胞林皆為正常肺

細胞 9 但也許因為細胞分化的程度不再或性別差異 9 以致代謝能力有

所不同，而造成 MRC-5 的 DNA 鍵結物含量較 WI-38 細胞為高，但

這些都需要進一步研究分析。

MRC-5 細胞的主要 1后-DNP-DNA 鍵結物位置( spot 2 )與已知
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標準品 dG-C8-ANP 位置( spot 1 )有所不同，另兩種動物細胞 V79 與

CHO-K1 世 1 ，6個DNP 所造成的主要 DNA 鍵結物皆為 dG-C品ANP 會 V79

細胞也有 spot 2 的生成，經定量後發現 spot 2 的含量較 spot 1 低了1.3

倍 9 但鍵結物總生成章是所有實驗細胞株中僅次於 MRC-5 細胞的。

V79 和 CHO-Kl 細胞分別為中國倉鼠的特細胞和卵巢細胞會已知1.6“

DNP 對 CHO-Kl 細胞僅能引起低的基函毒性( Edgar et al., 1985 ); 

Smith et al. ( 1995 )將不用劑雯的 1 ，6-DNP 直接注射於 F344 老鼠的肺

部書結果發現在肺臟與肝、腎等其他譯官組織，都有吐G-C8-ANP 鍵

結物的產生，但肺臟之 DNA 鍵結物含量較其飽器官，例如較肝臟高

了 10 倍之多 Lechner ( 1982 )發現在正常狀態的細胞培養下，人類細

胞生長的細胞過期較動物細胞為慢。這些似乎都暗示了人類與動物細

胞對同一種致癌物的代謝活化能力可能不同。因此，細胞週翔和代謝

活化能力都會造成不同細胞有不同之 DNA 鍵結物生成章。又 1 ，6-

DNP 可能是一種會引起肺腫瘤發生頻率較其他器官組織為強的肺瘋致

癌物( Smith et al., 1995 ) ，本實驗發現 1 ，6-DNP 對人類肺細胞 MRC-

5 能生成最高葷的 DNA 鍵結物，而在動物肺細胞 V79 的 DNA 鍵結

物也較卵巢細胞 CHO-Kl 高了三倍之多。這些結果都顯示1.6-DNP

對肺臟組織細胞所造成的 DNA 傷害可能較其他組織細胞為強。

由以上分析得知， 1 ，ιDNP 在人類JJïli細胞所生成的鍵結物種類和

含量與動物細胞有顯著的不同，在人類肺細胞中 1 ，6-DNP 的主要

DNA 鍵結物為一種可能是攻擊在 A:T 鹼基的一種未知 DNA 鍵結物

，而不是 dG-C8-ANP 的 DNA 鍵結物。細胞中不同 DNA 鍵結物的形
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成，除了細胞本身的代謝活化能力、代謝路徑會影響之外，不同細胞

對於 1 ，6-DNP 所造成損傷之敏感性成修補能力亦可能使所生成之

DNA 鍵結物不同，這些都有待進一步的探討 D

1 ，6-DNP 在 HPRT/CHO-K1 的致突變分析上所生成的突變林之

HPRT 基因有何基因突變的特異性?由我們的研究結果發現 1后-DNP

所造成的基因突變特異性是以 A:T → C:G 以及 G:C → C:G 鹼基

更換突變為主要的突變形式( Table 12) ，這與過去的多數多環芳香煜

和楠，基多環芳香煌，例如 B[a]P， 1-NP 等的主要突變形式 G:C • T: 

A 不同( Yang et al., 1991; Newton et 泣， 1992 )。更有趣的是?本實驗

的結果也和以 shuttle vector 方法分析 1ιDNP 的主要突變形式 G:C

→ T:A 不同( Boldt et al., 1991 )。

雖然 1 ，6-DNP 對 CHO 細胞僅能引起較弱的基因毒性，但在沒有

的存在下，亦可引起 CHO 細胞 HPRT 基闋的突變( Edgar et 祉， 1985

)。西比我們以 1 ，6-DNP 處理 CHO-K1 細胞來探討 1 ，6-DNP 引起之

HPRT 基茵 cDNA 突變之特異性。結果在 23 株已做 DNA 序列分析且

完全獨立的突變細胞中，鹼基更換突變估了 78% ( 18 /23 ) ，其中換

異突變就佔了 72% ( 13 / 18 )且以 A:T → C:G 以及 G:C • C:G 

為主要的鹼基更換突變，此結果與其他 PAH 類如 BPDE 和 1-

nitrosopyrene ( 1-NOP ) ，對 V丙和 CHO也K1 細胞之 HPRT 基困所造

成之鹼基更換突變有相當大的差異，這些結果整理於 Table 5 '由此

“ 38 個



表可知 Wei et al. ( 1994 )以 V79 細胞分別處理不向劑量的(+)個

BPDE' 結果顯示所有的鹼基更換突變中都以 G:C→T:A 的換異突

變為主( 42-72% ) 0 Yang et al. ( 1991 )以 BPDE 處理人類纖維母細胞

所得到的突變株中 G:C→T:A 的換其突變也估了 60% 。為樣是

CHO-K1 細胞加入 1-NOP 作用，也是以 G:C→T:A 的換其突變為主

( 54% ) 0 1 ，6個DNP 所造成的 18 個鹼基更換突變中有 8 個 (44% )與 G

:C 鹼基對有關，但其中僅有兩個是 G:C→T:A 的突變。 Watanabe

和 Ohta ( 1993 )認為 G:C→T:A 換異突變可能是引起原致癌基因(

protooncogene) c-H-ras 以及抑痕基囡 p53 去活化的主要原目， Tahira 

et al. ( 1986 )的實驗有上述相似的結果，他發現 l品DNP 會引起 F344

大白鼠的纖維肉瘤組織中之致癌基因 c-ki-ras 在 codon 12 的位置發生

G:C→T:A 的換異突變，此結果已在人類肺癌組織中之同一基因中

被發現( Nakano et al., 1984; Vannl詣， 1984 )。另一方面，同屬於 P址1

類化合物的 6ι-n叫n剖1吋it甘roωso倪ch加rysene '在 CHO-去.

變有近 8紛0% 和 A:T 鹼基對有關，而 G:C→T:A 僅佔 6% '此點與

我們的實驗結果有部份相似。至於發生點突變的機轉，可能和其形成

之鍵結物有某些關係，當 BPDE 攻擊 DNA 產生 N7-dG.品.

個鍵結物常會發生 G:C→T:A 的鹼基更換突變，原因可能和 Strauss

( 1991 )所提之 "A ru缸，有關，也就是 DNA 聚合酵素在損傷的 dG 之

對側較易併入 dA 。過去的研究顯示， BPDE 和 DNA 形成鍵結峙，

有 95% 攻擊在烏糞嗓吟上( Osbome et al., 1981; Straub et 泣， 1977 ) , 

這結果與 Yang et al. ( 1991 )由 BPDE 產生之 G : C pair 驗基更換突變

中佔 94% 的結果是一致的。而 6個nitrosochrysene 與 DNA 形成之鍵結

物中，則有 73% 是 N-( deoxyguanosin-8-yl)-6-aminoc卸ysene ( dG-C8-
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AC)， 6% 是 5-(deoxyguanosin-N2-yl)-6-aminochrysene ( dG-N2_AC ), 20 

%才是 N-(deoxy恆的妞-8-yl)咀ιam血。chrysene (棍-C品AC) ，但結果卻

顯示在 A : T pair ( 78% )上發生的突變比 G : C pair 上發生的頻率高

了 3 倍之多 o Manjanatha et al. ( 1993 )推測由 6-nitrosochrysene 引起

之鹼基突變，儘管有 79% 的鍵結物發生在烏糞嗓吟上，但 DNA 序列

改變的最終結果卻有 78% 發生在 A : T pair 上，其可能的原自有二:

(1) 6-nitrosochrysene 發生在 G : C pair 土之突變較易被修補移除， (2) 

dG-C8-AC 或 dG-N丸AC 鍵結物在 DNA 聚合酵索行聚合作用時，立主不

會對其 "fidelity" 造成太大的影響，困而較不易產生錯誤，反而是發生

鍵結物頻率最低之缸-C8-AC 對基自造成的傷害最為明顯。 1 ，6翱DNP

所造成的另一種主要突變形式是 G:C→C:G 之鹼基更換突變，這個

鹼基更換突變在 Cole and Skopek ( 1994 )所整理的人類體內、體外實

驗之 HPRT 基因的自然突變株序列中從未被發現，過?若由 Manjanatha

et al. ( 1993 )所提的觀點來看，除了符合烏糞嗓吟是 1，6-DNP 易攻擊

的目標分子外，經 1 ，6-DNP 所產生之 G:C→C:G 之鹼基更換突變可

能不那麼容易被細胞內 DNA 修補系統移玲，而使得此種鹼基更換突

變頻率增加，本實驗結采也顯示 1 ，6-DNP 在 CHO 細胞形成 dG-C品

adduct 的機率為 61% ( 3.04 spot 1 adduct levels / 5 total adduct levels ) 

，但只有 45% 的鹼基突變發生在 G : C pair 上，而形成 dI-C8-adduct 

的機率，在我們所使用的分析方法上無法偵測到的情況下卻有 55% 的

鹼基突變發生在 A : T pair 上。 Boldt et al. ( 1991 )也發現發生突變最

多的區域，卻不是 DNA 鍵結物產生最多的區成，表示基因突變的表

現不僅和 DNA 鍵結物的多寡有關，同時也與細胞的修補 (DNA

repair )能力有關。以上可能是 1 ，6-DNP 造成 HPRT 基因 A:T • C: 
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G 以及 G:C→C:G 之鹼基更換突變特異性的厚、自之一。

將鹼基更換突變與 Table 13 中所91J之致癌基間發生之突變做一比

較實可發現 G:C→C:G 之突變分別與肺腺癌之 K-ras ( Robert et al., 

1991 )和 Zymbal's gland 腫瘤之 H-ras (Takahashi, 1993 )活化有關 o

若與 Table 14 中所列之抑癌基因 p53 的鹼基更換突變做一比較，則可

發現 G:C→C:G 的改變與人類小細胞型肺癌( small celllung cancer 

)、非小細胞型肺癌( non-small celllung cancer )、乳癌、螃肢，癌、卵

巢癌之發生有闕，而 A:T→C:G 的改變也與人類小細胞型肺癌(

small celllung cancer )、乳癌、淋巴癌、卵巢痞之發生有關。 Negishi

和 Weidong ( 1992 )曾指出受到強光照射之單股 phage M13 mp2 之

DNA 會明顯產生 G:C→C:G 之鹼基更換突變。他們認為鄰近於烏糞

嗓吟之胸腺咯吱如 -CTGG- 易受光照而產生突變?進而影響到旁邊之

鳥糞嗓吟產生鹼基更換突變。此點與我們在實驗所獲知的在發生鹼基

更換突變位置附近的 DNA 序列，發現，攻擊在烏糞嗓吟鹼基上的鹼基

更換突變，其 5' 端都會有個胸腺略、壞的結果似乎相符。

1后-DNP 引起的突變中有 17% 與剪輯錯誤突變有關。這結果與

Manjanatha et al. ( 1993 )以 6-nitrosochrysene 處理 CHO-K1 細胞造成

17% 的剪輯錯誤是相似的，另一個例子也是以 CHO-K1 細胞來進行，

處理 1-ni甘osopyrene 後造成 57% 發生剪輯錯誤突變( Newton et al., 

1992 ) ，而人類纖維母細胞處理 BPDE 則完全沒有發生剪輯錯誤突變(
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Yang et al., 1991 ) 0 本實驗結果顯示 1 ，6-DNP 所造成之 exon 缺失的突

變中， 1后-DNP 引起之缺失有 75% 位於 exon 4 '為 l-nitrosopyrene 所

造成缺失突變 88% 發生於 exon5 以前，但 6-nitrosochrysene 所引起

之缺失則有 60% 分佈在 exon 6-8 之詞?因此 1 ，6-DNP 所造成之剪輯

錯誤突變還是與其他的楠，基多環芳香經有些不用。至於造成剪輯錯誤

突變的可能原囡可能是在扭tron 的 3' 或 5' 端的 splicing site 發生了鹼

基替換，導致剪輯機制發生錯誤( Vrieling et al., 1989 ) 0 Yang et al. ( 

1991 )利用去氧核糖核酸一聚合酵素鏈反應法來證實人類表皮纖維母

細胞經 MNNG 誘發的突變林中，所有剪輯錯誤突變都是由於鹼基更

換突變所造成的，大部分造成 exon 缺失的鹼基更換突變都是發生在

donor 或 acceptor 的 5' 端或 3' 端的位置。此外， Anderson et al. ( 

1992 )利用 BPDE 處理人類 T 細胞所產生之 HPRT 突變株中，發生剪

輯錯誤之突變細胞 DNA 序列之分析也有相似的結果。

Boldt et al. ( 1991 )曾以 shuttle vector 的方法探討 1 ，6-DNP 對

supF gene 的突變特異性，他以帶有 tyrosine amber suppressor tRNA 基

因 (supF gene) 的 shutt1e vector PS 189 處理 1 ，6也DNP 後?再送進人類

腎細胞 293 '結果顯示 1 ，6-DNP 主要是造成 G:C →T:A 的換異突

變，同時在一連續五個烏糞嗓吟的 DNA 序列引起- 1 結構移位突變，

這個結果與我們使用 ιTG 的分析法來探討1，6-DNP 在 CHO-Kl 細胞

HPRT 基因上造成之 DNA 序列改變有些差異。 Lamber et al. ( 1990, 

1991 )發現 1 ，8-DNP 對大腸桿菌所引起的突變是 G:C 一一~C: G 鹼基更

換突變，而在沒有 DNA 修補能力的大腸桿萬中，所生成的突變卻是
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輛 1 結構移位突變。最近本實驗室也以 CHO cells 的 HPRTase 基因做為

標的，研究食物致癌物 2-個帥-3-methylimidazo[4 ，5升quinoline ( IQ ) 

的突變特異性會結果發現 IQ 主要會造成 G:C → C:G 的鹼基更換突

變和剪輯錯誤突變 (Lee and Sh面， 1995b ) ，而 Endo et al. ( 1994 )以

shuttle vector 的方法研究 IQ 的一種活化代謝物 N-hydroxy-IQ 的突變

特異性會發現主要是引起 G:C 一丹、 :A 的轉換突變，其次才是 G:C

→A:T 和 G:C →C:G 鹼基更換突變。 Table 16 是將 shuttle vector 

和 HPRT/CHO assay 兩種系統分析同一種致癌物的致突變性做一概略

蟄理會可發現同樣的致癌物?在不同的分析系統或細胞株，其基因毒

性的表現，還是有些不悶，自而所引起之基囡突變特異性也有所差異 o

由 1 ，6個DNP 引起 CHO-K1 細胞之 HPRT 基因突變特異性的結果

顯示 'A: T → C:G 的主要突變形式，確實有別於目前之環境污染物

在哺乳類細胞上所造成之基因毒性。而 G:C → C:G 之鹼基更換突

變相信和致癌基因之活化、抑癌基因之去活化有闕，雖然 1 ，6-DNP 的

突變特異性已在 shuttle vector 中得到一些結呆，但直接分析 1 ，6-DNP

所誘發之哺乳類細胞的突變林的突變形式，可能使我們更清楚了解

1.6-DNP 在哺乳類細胞基因突變的特異性。
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Table 1. The amounts of 1 ，6-dinitropyrene 扭 atmospheric particulates from different 
countrles. 

Sample so旺ce Conc活ntration

Particulate 

extract ( mg I kg ) 

Tokyo, Japan 0.0047-0.105 

Taipei, Taiwan 0.20 

Taichung, Taiwan 1.02 
Kaoshiung, Taiwan 
Chierding, Taiwan 
Bennuda ( remote ) 

Summer 0.0081 
Winter 0.0083 

Delaware, USA (rural) 
Summer 0.0049 

Warren, MI, USA ( suburban ) 
Winter <0.006 
Summer 0.0046 

Detroit, MI,USA (urban) 0.0036 
Summer 

River Rouge，弘位，USA
(indus住ial ) 
Summer 0.046 

Dearborn, MI, USA 
(indus甘ial ) 
Summer 0.041 

Southeast, MI, USA 
Summer 0.31 

Santiago, Chile 
(urban ) 0.20 
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A卸losphere

(pg/m3 ) 

0 .33-8.74 

1-20 
270-4900 

0.15 
0.12 

0.12 

0.15 
0.30 
0.48 

4.44 

7.50 

0.026 

Reference 

Tanabe et al. 
(1986) 
Chou and Lee 
(1990) 
Lee et al. (1991) 
Leeet 品. (1994a) 
Lee et al. (1994b) 
Gibson (1986) 

Gibson (1986) 

Gibson (1986) 

Gibson (1986) 

Gibson (1986) 

Gibson (1986) 

Siak et al.(1985) 

Tokiwa et al. 
(1983) 



Table 2. 甘le Mutagenicity of 1后-DNP 血 the strains of Salmonellα 
typhimurium . 

Tested strains Revertants / nmol 

TA98 174,842 

TAI00 21 ,616 

TA98NR 95 ,931 

TA98月，8-DNP6 32,670 

TA1537 22,392 

TA1538 11 ,928 

Tokiwaet 祉， 1981 , 1984; Rosenkranz et al., 1980; 

Mermelstein et al. , 1981; Pederson et 泣，的8 1.
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Table 3. 官le mutagenicity and chromosome damages of 1,6-DNP 加

culture mammalian cells. 

Dose Celllines Mutants or Genotoxic type 

〈 μM) chromosome damages 

0.7 CHoa 17 Mutants/106 survivors 

1.0 crn) 210 Diphtheria toxin-resistant 

mutants/106 survivors 

0.03 CHLC 55% Chromosomal aberration 

0.4 RL4d 64% Chromatid aberration 

0.4 RL4d 10% Chromosomal aberration 

5-20 hepatocytese Single-strand DNA breaks 

15 V79f 17% Single-strand DNA break.s 

aChinese hamster ovary cells. Li et al., 1983 

bChinese hamster lung fibroblast. Nakayasu et al.,1982 

CChinese hamster lung fibroblast. Matsuoka et al. , 1991 

dRat epithelial RL4. Danford et al., 1982 

eprimary mouse hepatocytes. Moller et al., 1985 

fChinese hamster V79 cells. S位to et al., 1984 
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Table 4. 甘le tumorigenicity of 1,6-DNP in various strains of animals treated by different 

route. 

Strain of animal Route* Total Dose Incidence of Histological features Ref. 

( mg ) tumors ( % ) 

MaleF3441 S.C. 4 100 Sarcoma Ohga垣 et

DuC甘 rat a1., 1985 

MaleBALBI S.c. 2 50 Malignant fibrous Tokiwaet 

c mouse histiocytoma a1., 1984 

Female newbom S.c. 1.8 100 Malignant fibrous lmaida et al., 

CDrat histi∞ytoma 1995 

MaleF3441 Lung 0.15 82 Squamous cell Ohnishi et 

DuCrj rat carcinoma ( 75% ) al., 1985 

and undifferentiated 

caτdnoma (7%) 

Female weanling 1. p. 4.7 64 Malignant fibrous King et al., 

CDrat histiocytoma 1988 

Female Syrian 1.i. 13 95 Lung Takayamaet 

golden hamster adenocarcinoma al., 1985 

*S.c.= Subcutaneous; I.p.= Intraperitoneal; l .i.= lntratracheal instillation 
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Table 5. Surnmary of the base substitution mutations in HPRT induced by v剖10US

polycyc1ic aromatic hydrocarbons and their active me臨bolite.

Chemicals Cell 曲les Mutation Frequency (%) 

句rpes

1,6-DNP CHO-K1 A一~C 28 

G• c 28 

A一~G 22 

G一今T 11 
A一步T 6 

G• A 6 

6-NOC CHO-K1 A一~T 56 
A一~G 22 
G一吾A 11 
G一~T 6 

6-AC CHO-K1 G一~T 71 

G一~C 18 

G• A 6 
A一告T 6 

l-NOP T -lymphocyte, G~ A 41 

human G一~T 32 

G• c 9 

A一~T 9 

A• G 4.5 

A• G 4.5 

1-NOP CHO-K1 G一~T 54 
G一今A 38 
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Reference 

present work 

Mar討antha et al. , 1993 

Delc10s et al., 1993 

McGregor et al. , 1994 

Newton et al. , 1992 



Table 5. (Continued) 

(+)-BPDE V79 

low dose G一步T

A一~C

G一~C

G一~A

A一今G

A一~T

high dose G一~T

G• c 
G一今A

A一令T

A一~C

BPDE fibroblast, G一~T

human G一~A

CPP MCL-5 G一~T

A一今T

G• A 

A一學G

G• c 

1 ，后6-DNP: 1 ，滔6-Di扭ni叮opyrene

6.ι-NC:活6

6ι-AC:治6-a必.必ami扭no∞ch泄1宜rysene

1-NOP: 1-Ni甘osopyrene

BPDE : Benzo[a]pyrene diolepoxide 

CPP: Cyclopenta[cd]pyrene 

Weiet 泣， 1994

42 

25 

14 

8 

7 

4 

72 

20 

5 

2 

60 Yang et al. , 1991 

19 

30 Keohavong et al., 1995 

30 

20 

10 

10 
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Table 6. Summary of the base substitution mutations in HPRT induced by 

alkylating agents. 

Chemica1 Celllines Mutation Frequency (%) 

ENU T在ymphocy峙， A→T

rat spleen A• G 

G~A 

A…~C 

G一~T

EMS T-lymphocy妞， G一~A

rat spleen A一步T

A一~G

HOENU T句mphocy缸， A→T

rat spleen G• A 

A一~C

A一~G

MMS RJKO G• A 

hamster A一今G

fibroblast A一~C

ENU : N-ethyl-N-nitrosourea 

EMS : Ethylmethanesulfonate 

HOENU: N-(2咱hydroxye血yl)“N-nitrosourea

MMS : Methanesulfonate 
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47 

27 

17 

7 

3 

79 

16 

5 

53 

21 

16 

11 

89 

10 

2 

Reference 

Jansen et 祉， 1995 

Jansen et 泣， 1995

Jansen et 泣， 1995 

Klungland et a1., 1995 



Table 7. Characteristics of celllines used in this study. 

Cell Lines Sex Countries p53 status Morphology Characteristi cs 
or Species 

b扭支C-5 male English normal fibroblast幽1ike diploid normal lung cells 

WI-38 female Caucasian normal fibroblast-1ike diploid normal lung cells 

A-427 rnale Caucasian normal epi由elial-like lung adenocarcicoma 

CaLu-l male Caucasian defect epithe1ial-like l凹19 epidermoid 
carcinoma grade III 
metastasis 10 pleura 

CL-3 Chinese normal epithelial-1ike lung adenocarcinoma 

CLI-0 位ünese mutant epithe1ial-like lung adenocarcinoma 

CLl-2 αnnese mutant epithelial-like lung adenocarcinoma 

V79 male α血ese normal fibroblast-1ike lung 

hamster 

CHO-Kl female αlinese normal epithelial-like ovary 

hamster 
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Table 8. 甘leDNA酬adduct levels of 1后-DNP in mammalian cells tested in 
this study. 

DNA adduct levels / 108 nucleotides 

Cell type 1 2 3 total 

品1RC-5 5.26 15.26 5.85 26.37 

WI-38 1.87 5.18 1.67 8.72 

A四427 0.56 1.02 0.98 2.56 

V79 6.08 4.63 4.81 15.52 

CHO-K1 3.04 ND 1.96 5.00 

CaLu-1 ND ND ND ND 

CL-3 ND ND ND ND 

CL1-0 ND ND ND ND 

CL1-2 ND ND ND ND 

甘le nine kinds of celllines were separately treated with 34.2μM 1 ，已-DNP

for 24h and then the DNA was extracted for the detect DNA adduct 

levels. 

ND : not detected. 
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Table 9. The cytotoxicity of 1后-DNP in CHO-K1 cells. 

Concentration (μM) 

。
0.17 

1.71 

3.42 

17.10 

Colony number 

217 士 39

191 土 48

202 士 30

198 士 29

204 士 30

Survival ( % )* 

100.0 

88.0 

93 .1 

91.2 

94.0 

τ'he cytotoxicity data are averaged from four independent experiments 
for each dose and the colony number values are mean :t SD. 

*Relative cell survival (%)=(the number of survival colonies 扭曲e

present of 1,6-DNP)j(the number of survival colonies in the absence 

of 1,6-DNP)xl00. 
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Table 10. The mutagenicity of 1,6-DNP in CHO-K1 cells. 

Concentration 

(μM) 

6-Thioguanine-resistant 

cells j 106 plated cells 

Mutant frequency* 

(% ) 

o 
0.17 

1.71 

3.42 

17.10 

今
I
N
I
A

后
V
H

、
M
K
U

司
3

弓
，
心
勻
，
中

0.9 

14.0 

2.7 

11.2 

12.9 

它le mutagenicity data are averaged from four independent experiments 

for each dose. 

*Mutant frequency (%)= (the number of mutant colonies)j(the cells of 
plating efficiency) x 100. 
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Table 11. Kinds and locations of mutations observed in the coding region of the hprt 

gene in mutants derived from 1,6 DNP-treated Chinese Hamster Ovary K1 cells. 

Surroundinga 

sequence 
Type of 
muta包on

Exon Position Mutant 

lle 一~Leu

Leu …•Le u 
Gly 一-3>Gly

Leu • Ser 

Leu • Ser 
Gly • Lys 
Leu 一-3>Val

Ser 一~Ala

Ser 一~Ala

Ser •A1 a 
Pro •Ar g 

Leu • Trp 
Leu • Gln 
Lys 一~Arg

Lys 一~Arg

T中→Ser

Trp 一~Ser

Gly …-3>Trp 

GTGATTATG 
AGACTGAAG 
GGTGGGGAT 
GTCTTGATT 
GTCTTGATT 
GTTGAGGAC 
CTGCTTTCC 
CTTTCCCTG 
CTTTCCCTG 
CTTTCCCTG 
AACCCCAAA 
AGCTTGCTG 
TTGCTGGTG 
GTGAAAAGG 
GTGAAAAGG 
TGTTGGATA 
TGTTGGATA 
ACTGGGAAA 

A:T 一步 C:G

G:C 一~T:A

G:C • C:G 
T:A 一-3> C:G 

T:A • C:G 
G:C 一~ A:T 

C:G • G:C 
T:A 一扭 G:C

T:A 一~ G:C 
T:A 一學 G:C

C:G 一~ G:C 
T:A 一-3> G:C 
T:A 一~ A:T 
A:T 一爭 G:C

A:T 一~ G:C 
G:C • C:G 
G:C • C:G 
G:C 一扭扭A

勻
，M

司
3
A

且
可
ζ
J
ζ
J
ζ
J
r
o
r
o
f
o
r
o
ζ
U

句
I

句
I

句
I

句
I
O
O
O
O
A
Y

Base substitution 
( 18 mutants ) 

DNP-1 124 
DNP-2b 306 
DNP-3 357 
DNP-4 392 

DNP-5 392 
DNP-6 400 
DNP-7 439 
DNP-8 442 
DNP-9 442 
DNP- lO 442 
DNP-ll 464 
DNP-12b 488 
DNP-13 491 
DNP-14 497 
DNP-15 497 
DNP-16 568 
DNP-17 568 
DNP-18 634 

dele能 107bp
delete 66 bp 
delete 66 bp 
delete 66 bp 

呵
，h
A
吋
A

且
可A
峙

Splice site mutation 
(4 mutants ) 

DNP-19 28-134 
DNP-20 319-384 
DNP-21 319-384 
DNP-22 319啥384

AACCCCAAA 
GCCCTTGAC 

6 
8 

Deletion 
(2 mutants) 

DNP-23 465 
DNP-24 577 

a 油1Ìs refers to 出e sequence of the coding strand (一non耐anscribed strand ). 
b This mutant contained two types of base-substitution mu阻tion. 明le latter was 

a silent mutation. 
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Table 12. Summary of mutations observed in the coding region of the 
hprt gene in mutants derived from 1 ，6個DNP treated CHO
K1 cells. 

Types of mutation No. of mutations % 

Base substitution 18 78 

Transversion 13 57 
A:1、→C:G 5 22 
G:C • C:G 5 22 
G:C • T:A 2 9 
A:T • T:A 1 4 

Transition 5 22 
A:T • G:C 4 17 
G:C • A:T 4 

Splice也site mutation 4 17 

Deletion 2 9 
Total 23 * 

* Total percentage is not given because the categories of mutations 
overlap and so the sum of the percentages is not 100%. 
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Table 13. 甘le base subsitution mutations occurring at oncogenes in various cancers. 

cancer 

Gas釘ic adenoma 

Adenoc缸'CÌnoma

HBa 

Lung 

adenocarcinoma 

Hamster lung 

tumor 

Glastic 

adenocarcinornab 

Zyrnbal gland 

turnorsC 

aHB: hepatoblastoma. 

oncogene 

K-ras 

K-rlω 

N-ras 

K-ras 

K-ras 

N-ras 

H-ras 

mutatlon 

G一今T

G→T， G一~A

A~T 

G一令T， G一+c

G~A 

G一-+A， A一~G

G一步T

G一今T， G一-+c

G一~A， A一~T

bGas虹ic adenocarcinoma: Glu神P-2 induced tumor. 

CZymbal's gland turnors: IQ induced tumor. 
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reference 

Toshirnasa et al., 1991 

Hsu et al., 1993 

Robert et al., 1991 

Victor et al. , 1993 

Ishikawa et al., 1987 

Takahashi, 1993 



Table 14. Nature of p53 gene base substÏtution occurring in various cancers. 

臼此叮 To怯 Mutations at G:C Transition Mutation al A:T Referτocc 

I ocati on mUlat- atCpG 

1005 • A:T •T: A •C: G •T: A • G:C •C: G 

Lung:SCLC= 13 6(46)* 2(15) 2(15) 4(3 1) 1(8) 。(0) 2(15) (a.b.e.v) 

oon-SCLC可 30 6(20) 17(訂)+ 4{13) 3(10) 2仍 1(3) 。(O) (a.b.c凡q.v)

Breast 31 13(40) 7(23) 6(20) 4{13) 0(0) 3(10) 2(6) (b.g .n.o.p) 

Colon 39 31 (79}+ 0(0) 1(3) 26(6η+ 1(3) 6(15) 0(0) (bιkJ) 

Esophagus 37 16(43) 9(24) 0(0) 7(19) 5(14) 4(11) 3(8) (s.t.w ,y) 

Liver 19 3(16) 14(74}+ 1(5) 。(0)+ 。(O) 1(5) 0(0) (j.血.z)

BI.ac泊位 15 7(4η 2(13) 3(20) . 5(33) 伐。) 2(13) .' 1(7) 的)

Ovary 11 4(36) 1(9) 3(訂) 0(0) 。(0) 1(9) 2(18) (0) 

Saα"Oma 12 8(66) 2(1η 2(1η 7(53) 0(0) 。(0) 凹的 (b,hJ.q.r.x) 

Brain 20 15(75) 1(5) 1(5) 9(45) 。(0) 3(15) 。(0) (b斗的

All solid lUmor 227 1仿(4S) 55(24) 23(10) 65(29) 9(4) 21(9) 10(4) 

Lymphomas 53 30(5乃 2(4)+ 2(4) 話(4η÷ 3(1的 10(19) 6(11) (f.u) 

組dle叫æmias

AlI tumors '280 139(50) 57(20) 詣。) 90(32) 12(4) 31 (1 1) 16(6) 

*Numbers in parenthes叮叮e percenlage of mUlations 可CLC: small ceIl lung cancer. 

+ The dífferer臼 between 也is value 祖d corresponding number for all other solid tumors grouped together is 

51伊iflunkx2.p 〈 0401)
在T品已ahashi et 31. (1985) b:Nigro et al. (1989) c:Baker et al. (1990) d:Chiba et 31. (1990) 

e: Lehman et 31..Cancer Res. f:Gai也00 el al.. PNAS g:Prosser el 31. (1990) 

h:Mulligan el 31. (1990) 

k:M31k:i n el 31. (1990) 

i:Menon et al.. ibid. p.5435. j:Bressac et 31. (1991) 

1: B此er et al. (1989) m:M山茲通mi and Seki ya、 person31 communîcation 

n: Bartek et 31. (1 990) 0: Prosser. personal commurucation. p:Theillet , person31 communîcation 

q: Vogelstein. unpublished data. r:Lane. personal commurucation. s: Bennent et 31. 叩publisbed

data. cCbang. personal commurucation. u: Chcog et al. (1990) v:Mlnna. personal 

commuruca lJ OQ wCasson Cl al. (1 991) x Romano ct al. (1 990) y: HollcslClll ct al 叭叭)0)

z Hsu et al (I 99 1 ) It MashiY3J.lla ct al. ibid 

吋
汽J

?l 



Table 15. Types of gene mutations derived from 1,6-DNP-treated 
CHO-K1 and 293 Cells. 

Number of mutation 

Types of mutation 
1 ，6個DNP (%)a 
CHOK1 

1后-DNP (%)b 
293 

Base substitution 
Transversion 

G:C • T:A 2 52 
G:C • C:G 5 10 

A:T • C:G 5 。
A:1、→T:A 1 

Transition 
G:C • A:T 15 
A:1、→G:C 4 2 

Total 18 ( 75 ) 81 ( 79 ) 

Insertion 。 2(2) 

Deletion 2(8) 19 ( 19 ) 

Splicing error 4 ( 17 ) O 

、
R
J
P

唔
Z
A

AY QJ •• 
I 

VJ A
U
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Table 16. Comparison of the kinds of mutation occurred in supF during replica位on
of carcinogen-treated plasmid in human cells and hprt gene wi也
6-TG assay. 

Shuttle vector HPRT 
Chemical Mutation 可pes

vd hlv n1/ 
間
%

吋
A
J
S

‘
、

vaa 官
A

戶
U
M

v 
n .'E 

嘻•• 

A 

nu 
戶
U
V

v 

C vd e n e-J mA% 
國
L
V
J
'
‘
、

RIA F e n -
唱
團
A

••• 

A 

nu 
戶
U
V

C 

1,6-DNP base substitutions 293a 74 CHO-K1b 75 
splicing error 。 17 
de1etions 19 8 
insertions 2 G 

IQ base substitutions GM0637C 93 CHO-K1d 57 
splicing error 。 52 
deletions 7 4 
msertIons 。 。

1-NOP base substitutions 293e 85 CHO-K1 f 62 
splicing error 。 57 
dele註ons 10 5 
insertIons 5 10 
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Table 16. (continued) 

BPDE base substitutions 293g 
splicing error 

deletions 

msertions 

MNNG base substitutions 2931 

splicing error 

deletions 

msertions 

X-ray base substitutions CHok 
splicing error 

deletions 

msertlons 

a present work 

C Lee et al. ( 1995b ) 

e Yang et al. ( 1988) 

g Yang et al. ( 1987) 

1 Stary et al. ( 1992 ) 

k Skandalis et al. ( 1992 ) 

70 diploidh 

O hum位1

24 fibroblasts 

6 

75 SL68J 
16 

6 

3 

67 CHOl 

。
19 

14 

b Boldt et al. ( 1991 ) 

d Endo et al. ( 1994) 

f Newton et al. ( 1992 ) 

h Yang et al. ( 1991 ) 

J Lukash et al. ( 1991 ) 

1 Fuscoe et al. ( 1992 ) 

- 76 -

93 

。
7 

。

81 
13 

3 

3 

。
63 

10 

2 



VI VII 

咖間心目一唔.... 

H 

N 一一。一一Ac

OHA 

GOAc 

02H- V 02N 
IV 

Fig. 1 Proposed mechanism for metabolic pathways of 1,6-dinitropyrene 

to DNA-binding species. 1,6-dinitropyrene ( 1 ) undergoes sequential 

reduction to l-nitroso-6-nitropyrene ( II ) and N-hydroxy值 l-amino毛m

nitropyrene (四 ).τbe N-hydroxy intermediate can react directly with 

DNA or undergo further activation by O-acetylation to N-acetoxy-l-amino-

6個nitropyrene ( IV ). Reaction of the N-hydroxy or N-acetoxy in蛇口nediates

with DNA yields N-(deoxyguanosin-8-yl)-1-amino-6-nitropyrene ( V ).The 

N -hydroxy intermediate can also be further reduced to l-amino咕"

nitropyrene ( VI ) and acetylated to l-acetylamino-6-nitropyrene ( VII ). 
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Cells ( 2 x 106 / 10 cm dish ) treated with 34.2 J.1M 1 后-DNP
incubated at 370 C for 24 h 

• 
DNA was isolated by phenol extraction / enzyme digestion 

• 
5 J.1g micrococcal endonuclease, 5 J.1g spleen phosphodiesterase an往
10 J.1g DNA incubated at 370 C for 4 h 

• 
l-Butanol extraction ( 100 mM ammonium formate, pH 3.5 
組d 10 mM tetrabutyl ammonium chloride ) 

• 
32P-postlabeling ( 5 units T4 polynucleotide kinase and 
10μCi [r..32P]-dATP ) 

Development by PEI -cellulose TLC plate 

mobile phase: 
D 1 : 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 chloride : 8.0 M urea : 0.5 M Tris-HCl, pH 8.0 
D5 : 0.9 M sodium phosphate, pH 6.8 

• 

RAL= cpm 扭 adducts / cpm in total nucleotides / diluted factor 

Fig.2 甘le protocol of 32p圓postlabeling for 1,6-DNP-DNA adduct 
analysis. 
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-6 days 

-3 days 

o days 

CHO-Kl cells (1 xl05 cells/lO cm dish) cultured 血
McCoy's 5A medium pretreat wÎth HAT (100μM 
hypoxanthine, 2 J.1M aminoputerin, 30μM 

thymidine) to remove the preexisting hprf cells 
• 

Remove HAT-containing McCoy's 5A medium 
• 

Plate cells (1 x 106 cells/l0 cm dish) in McCoy' 5A 
medium 

• 
1 days 1,6-DNP treatment at 370 C for 5 h 

/\冶

4 days Replate cells Replate cells (200 cells/ 

(1 xl06 cells/l0 cm dish) 6 cm dish) for cytotoxicity 
•( 8 days ) 

6 days Replate cells 

(1 x 106 cells/l0 cm dish) 
• 

8 days Replate cells 
(1 x 106 cells/l0 cm dish) 

• 

10 days Replate cells (l x 105 cells/l0 cm dish 
x 10 plates) in 6-TG containing 
McCoy's 5A medium & Colony formation 

• 
17 days Pick up mutants & Stain colony 

• 
RT-PCR & Sequencing analysis 

Fig.3 官le HPRT mutation assay protocol in CHO-Kl cells. 
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500 mutant cells in 0.5 ml tube l oligodTMMU叫se

NP-40, rRNas詣， DTT etc. 

370 C incubation for 1 hour | 芯糊陶叫叫q廿仰似P仰抖01仰l
primer 1 / 2, buffer etc. 

1st PCR, 30 cycles. 950 C(l '), 550 C(1 '), 720 C(1 ') 

5 111 of the 1st PCR product 

Taq polymerase, 4dNTPs, 

primer 3 / 4, buffer etc. 

2nd PCR, 30 cycles. 950 C(1 '), 550 C(1 '), 720 C(1') 

cDNA purification, then 

dissolve in 45 抖1 ddH20 

Direct sequencing ana1ysis 

Fig.4 The RT-PCR protocol for HPRT cDNA. 
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5' 

HPRTcDNA 

一令 一今ATG 一+每一

P1 P3 S2 Sl 

PCR primers: 

一-)抄

S3 

一→ TAA待一等一

S4 P4 P2 

P1 : _68CTCGGCGCCTCCTCTGCGGG_49 

的: 721GGTAA甘廿ACTGGGAACAT702
P3 : _44CTCCTCACACCGCTCTTCGC_25 

P4 : 693CTCCTCGTGTT1、GCAGATTC674

DNA sequendng primers: 

Sl : 283TGGGAATGGATCT271 

S2: 182ACATTGTGGCCCT194 

S3 : 349A TTGGTGGGGATG361 

S4 : 497AAAGGACCTCTCG509 

3' 

Fig. 5 Sequence 組d location of primers used in PCR 缸npl証ication

and DNA sequencing of the coding region on the HPRT gene 

/CHO. 甘le sequence is shown to be the direction from 5' to 3\ 
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Fig. 6 Dose responses for 1,6-DNP-DNA adducts formation treated 

with different concentrations of 1 后-DNP in MRC-5 cells. 
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A 8 

1 2 

c D 

1 1 2 2 

Fig.7 32平P-po的stlabeling analysis of 1 ，后6-DNP-心.

MRC-5 cellline exposed to different concentrations of 1 ，后6-DNP. 它le

DNA adducts were enriched with 1 個butanol and then were 

chromatographied on PEI-cellulose plates. 官le chromatographic 

origin is at the lower left comer of the films. Films were exposed at 

-800 C for 3 days. (A) 34.2μM 1,6-DNP, (B) 17.1μM 1,6-DNP, (C) 

6.8 J.lM 1,6-DNP, and (D) 1.71μM 1 ，6個DNP.
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Fig. 8 The DNA adduct levels of 1,6-DNP in MRCδcells treated 
with 34.2μMl后-DNP for different times. 
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圖 Adduct 1 
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Fig.9 官le DNA adduct levels of 1,6-DNP in WI-38 cells treated with 

34.2μM 1,6-DNP for different times. 
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Fig. 10 訂單 DNA adduct levels of 1,6-DNP in A-427 cells treated 

with 34.2μM 1,6-DNP for different times. 
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Cell Lines 

Fig. 11 前le DNA adduct levels of 1,6-DNP in different celllines 

treated with 34.2μM 1,6-DNP for 24h. 
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;, 

A B 車

1 2 
1 重

B 事當

Fig. 12 32P-postlabeling analysis of 1 ，已-DNP-DNA adducts formed 

in different celllines exposed to 34.2μM 1 ，6-DNP. 官le DNA adducts 

were enriched with 1-butanol and then were chromatographied on 

PEI-cellulose plates. 甘le chromatographic origin is at the lower left 

corner of the films. Films were exposed at -80oC for 1 day (D), 3 days 

(A and E), and 4 days (B , C, and F). MRC-5 (A), WI-38 (B), A齡427

(C), 1,6-DNP-DNA adducts in calf thymus DNA ( suspected to be 

DNA standard modified with N-(deoxyguanos函-8-yl)“ 1.都nino-6-

nitropyrene ) (D) , V79 (E) , and CHO-Kl (F). 
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8 

Fig. 13 Agarose gel electrophoresis of polymerase chain reaction 

products amplified from the hprt protein-coding region of 1,6-DNP

induced mutants. Lane1 , 13: 123 MW marker; Land 2: Positive 

control; Land 12: Negative control; Land 3: DNP-1; Land 4: DNP-

16; Land 5: DNP-14; Land 6: DNP-18; Land 7: DNP-13; Land 8: 

DNP-6; Land 9: DNP-19; Land 10: DNP-20; Land 11: DNP-23. 
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E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 

l一一 szl 一一l……一立一i一一一一
•••?•••• Î Î Î Î 

• Î Î Î 

Fig. 14 The distribution of basepair substitutions (•), deletions ( \l ) 

and putative splicing error region (一一一一) in the coding 

region of the hprt cDNA in 1 ，6-DNP知
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Normal 

G C A T 

Mutant 

G C A T 

)鐵鱗發發

線鱗鱗

〈翎個T/C

Fig. 15 PCR sequence analysis of base substitution mutation 
(T:A• C : G ) in the hprt protein-coding region of 
wild type cells and DNP-4 mutants. 
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Normal 

GCAT 

導鱗鱗

囉蟬蟬聯

Mutant 

G C AT 

發鱗鱗

場鱗鱗鱗

灣聯轉讓參

鱗鱗鱗

發鱗鱗

鑽機黨黨

戀戀轉變
鱗鱗鱗鸝

<… G/C

Fig. 16 PCR sequence analysis of base substitution mutation 
(G:C→C:G) 泊 the hprt protein-coding region of 
wild type cells and DNP-16 mutants. 
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Normal Mutant 

G C AT 

Fig. 17 PCR sequence analysis of the putative splicing error 扭曲e

hprt protein-coding region of wild type cells and DNP-19 

mutants. 
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Normal Mutant 

GCAT G C AT 

exon 5 

exon 3 鵬鹼 輸棋靜

輔驅擲重每 親麟輔留言

蟬聯緩緩鬱

Fig. 18 PCR sequence analysis of the putative splicing error in the 

hprt protein翎coding region of wild type cells and DNP-20 

mutants. 
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Normal 

GCA 

場維總彎彎~

續鸝嚼蠟發

悶utant

GCA 

<-- c 

Fig. 19 PCR sequence analysis of deletion in the hprt protein-coding 

region of wild type cells and DNP-23 mutants. 
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a 
b d k 

.~ .... .. 
~.....\ 
1 , ..... 

Fig.20 甘le major ad吐uct ( spot a ) as the major nucleoside adduct in 

calf thymus DNA has previously been identified as l-N-(2'-

deoxyguanosin-8-yl)-amino-8-nitropyrene. A minor adduct ( spot b ), 

which accounts for 5% of the total DNA binding in tracheal cells , 
migrated to the same position on the TLC plate as a major adduct seen 

following treatment of poly ( dA.dT ) with 1,8-NON02 under 

reducing conditions. The identity of spot "d" is not known. 
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玖、英文摘要

1 ，6翩dinitropyrene ( 1,6-DNP ) is widely distributed in the 

environment, being diesel exhaust, airbome particles, and 扭曲or

pollutants. It is strongly mutagenic to bacteria and mammalian cells. 

Moreover, 1,6-DNP has been reported to induce sarcomas at the site of 

injection when injecte往 s.c. into rats and mice. As 1,6-DNP is present in 

the atmosphere, the respiratory tract, especially the lungs, is considered to 

be the most important target organ. Our previous studies indicated 出at

1,6-DNP is the major mutagenic compound in the airbome particulate 

samples from Taipei City, Kaoshiung City, and the waste metal retrieval 

area at Chierding Village 旭 Kaoshiung County. 官le amount of 1,6-DNP 

was 100-1000 folds higher than that of Cities in the United States and 

Japan. Thus , 1,6-DNP may be one of the risk factors , other than cigarette 

smoke, of the high incidence of lung cancer in Taiwan.Recent旬， the DNA 

ad也lCtS and mutation at the hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-

transferase gene ( hprt ) are currently of great 扭terest because mutations 

at this locus are being used as a biomarker of human mutagen exposure. 

The 32P-postlabeling method and Chinese hamster ovary cells / HPRT 

mutation assay was used for the quantitation of DNA adducts and the 

selection of the mutants induced by 1,6-DNP. The hprt cDNAs of the 

mutants were synthesized by RT-PCR and the products were directly 

sequenced by the dideoxynucleotide chain termination method. In the 

present study, nine experiment cel1 lines ( two human normal lung cell 

lines: MRCδ 
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CL1-0 and CL1-2; two animal celllines: V79 and CHO-K1 ) were 

exposed with 1,6-DNP for 24 hrs to compare the DNA adduct forming 

ability using 32P-postlabeling assay.τhe highest 1 后-DNP adduct levels 

were observed 姐 MRC-5 cells following by V79 and MI-38 cells. 甘le

CL-3, CLI-0 and CL1-2 were not detectable 1 ，6-DNP-DNA-adduct.四e

major 1,6-DNP-DNA-adduct of V79 and CHO-K1 cells were similar to 

that of standard adduct of N-(deoxyguanosin-8-yl)孔-ammo峙，

的tropyrene. However，由e major 1 ，6-DNP國DNA adduct formed in human 

lung cells MRC-5 , WI-38 and A-427 cells were different from the 

standard 1,6-DNP-DNA adduct. In addition, 1,6-DNP c組 induce gene 

mutations at the hprt locus of CHO酬K1 cells. The preliminary data 

showed twenty-three primary mutations induced by 1,6-DNP were found 

出at eighteen ( 78%, 18/23 ) were point mutations, four ( 17%, 4/23 ) 

were splicing error mutations, and two ( 9%, 6/23 ) were deletion 

mutations. 官le majority of point mutations ( 56%，的1/18 ) occurred at 

A:T base pair and 血e splicing error mutations ( 75%, 3/4 ) occurred at 

exon 4. The -1 frameshifts mutations located in a unique run of three to 

four Cs in the gene. 甘le result reveals a specificity for the induction of 

mutation in the hprt gene of CHO-K1 cell by 1,6-DNP. 
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的錄、一

The cDNA sequence of CHO hprt gene 

一90 TrAα了ICACC ærrrcrmr a:::C:rCG:支支氾 CIC<了J:CI:G::G G:立了rrc叮叮

-40 g工亡的以前r CI敢把工αr 位"NrX主且C α剖'I哎沼IC 控股氾拉文立

11 G::1正丈丈丈C陷 位工白J:G.Z{[T 凶IGAm紅G ÞN..文立玄r:TA 'I也α了區位叮

61 Trl泣Tr刃TI\ TIt氾巫眩CA CTA'IGICGAG GA'I吱吱恥A AG3IGITrt史

m 'IC(了血紅包jA GI\?J叮E泣。:;ÞD位站前IGA.. AAGACr:IG:.'C CGAGA1GICA 

161 s工GAA缸瓦主叮 ClllN.支艾文:AT CACA'I'IGIG::; α玄立它的ror OCIGAAα玄站

2ll G立了草也M在E τCrr:rCr.rG\ α去白了ro:芷江I TACATrAAAG CAt..了工GMTAG

261 AA在2心工白白 AGA.TI:記眩'IC α到IGACIGI' AGATI'I'TI虹C N..豆吐白'(N:{且

311 a::TACIGrAA rrG.Zfl:C缸瓦凹的芷江泊位叫AAAGITAT. GI'IGIG立:;AT

361 G虹CIC'ICAA叮J:TAACJ:'Q:;~ TIGATIGrIG Þ:G:!N:.控rAAT

也正 'IGACACIillI'沾沾CAA.TG2 AAACTCJ:ær TIαTI的IC 且GJrJrACA

461 Aα艾文革必AT m工1J1\AOOIT a主Aa::T.IG:了 rrm.rGAAM.G GAlα主CTCGA

511 A怔怔，的主叮 立即支支r:AGlA. C叮叮I'T<玄且 TI'IGA泊T.IC CA.GACAAGIT 

56工 TGrIGrIG:主1. ~刃rIG AcrA~ GmC立'ICA.æ GA'ITIGA.A.1C 

61工 ATATI'IGIGr CA'ITAGIG且AA~Gα-:AAATA.CAA. AG立:T.M.GAT

66工 GAGAGIτCAA GrI巴巴AτCIG C且AACN.T:AC GAGK丈:CA'IT CA'IGr工。立三A

711 GrA且ATrAC C巴拉艾:ATICI' AJ哎TCID三AG α::xrcro了rr AGI:ACAlα::;rr 

76工 它TIG::1\'IGAA C白'ICTAAGlA. 叮叮尬的:?r TTITI'A..TI'IT TA.GÞAAτGIC 

81工 AGITG了ru三A TICITAAA叮 TTITATrID三 AC"mτ'CAr:;:r:， TIC氾Aτ'AGAT

86工 τGJ:CtrrI'AC CI'IGI也r:rA AAGrAANJ.Cr CITAAATI'AC CA.crATI'AAA 

911 且ATG:::TGAC玉立 TIGIA笠cror M CAAACJ:[IT 包AACN.玄且G 立亞也MTAGr

961 Tr叮t且MτG GTI旺TITAAT TITI型E匹亞T 'ID玄正直AA!主\ AÞD.三IGIGA.T

工011 'IGAATATIGI' TAATrATAα Aα::'ATGIGIT 'I且缸瓦:AGIG 'I(訕。2ACIC

106工 A臼TTCA'IGI' CA.GJAAα:::AT crMGÞAGIT TIG::::'I亡到GIG GA民I'AAACAT

1111 A'IGITITA立C AGIGI'IC玄:cr ATATITK丈:C ACI'IU?rATIC TITCAGIGAC 

1161τCA'TIGICAA CAGITCC.TIT AÞXIC史AÞA.T AMTICrAAA. AA'I'J'IJ-\α-:AC 

工211 T 

- 99 -



的錄、二

τne coding region of CHO hprt gene 

3 6 9 12 15 18 2工 2在 27 30 33 36 39 42 45 48 5工

A'IG G:G Aαα艾滋J: α::.c ÞG::. GIC GIG< A'IT N.封GA.T GA.T GAA. α":::A CD2官在B

Met Ala rrbr Arg ser pro ser Val< Val 工le ser Asp Asp Glu 耽D Gly 屯rr

54 57 60 63 66 69 72 75 78 81 8是 87 90 93 96 99 102 

G且C Cr.A GAT TrA TIT wr ATI' α了rMTαC 岱臼 G工C GAG GA.T TIG GAA. 'A:M.三

Asp 1βu Asp Iβu Phe c:ys工le Pro Asn< His 'lYr Val Glu Asp Leu Glu Lys 

工05 108 1工1 1工4 117 120 123 126 129 l32 口5 138 14工 14在 147 150 153 

GIG Trr ATI' α了r AAT G:主\ GIG ATI' ATG GAC Aæ Acr GAA. Þ:Qll.. CIT G:艾了 α?，A.

Val Phe 工le Pro His Gly Val n追隨t Asp Arg 吐rr Glu Arg 1足u Ala Arg 

156 159 162 工65 168 171 174 177 180 183 186 189 192 195 198 201 204 

GAT GIC A'IG AAA. GAG A'IG G?A cr:r. CAT c甜C ATI' GIG G:文 CIC wr GIG CIG 

AspVê泣的3t Lys Glu J)每t Gly Gly His His 工le Val Ala Leu Cys Va工Leu

207 2工o 213 216 219 222 225 228 231 23在 237 2哇。 243 246 249 252 255 

þ.þ[; cn::; cr:r. TAT AAA. TIC TI'r G:了r GAC CIG CIG GAT TAC þ1.工T AAA. a::A. CIG 

Lys Gly Gly 吐rr Lys Phe Phe Ala Asp Leu Leu Asp可rr 工le Lys Ala IβU 

258 261 26在 267 270 273 276 279 282 285 288 291 294 297 300 303 306 

MT AGA AAT AGr GAT AGA 'TIX: ATI' CCC .rOG Acr GrA (阻 TIT A'IC AGA CIG 

Asn Arg Asn ser Asp Arg ser 工工e Pro 胎仁 τhr Va工Asp Phe 工工eA均Leu

309 312 315 318 321 324 327 330 333 336 339 342 345 348 351 354 357 

MG AG:三'TI\C 'IGr MT GAT CAG 'ICA ACA crr; GAC A'TI\ AAA GIT A'IG TIG '[(氾

I研 Ser τyr Cys Asn Asp Gln ser 世芷 Gly Asp工工e Lys Va工工le Gly G工y

AU AV 
句
s
i



360 363 366 369 372 375 378 381 384 387 390 393 396 399 402 405 408 

GAT GA.T CIC rrCA ACr Tffi. ACr G?A AÞD MT GIC TIG ATr GIT GA.G GAC ATA 

Asp Asp Leu Ser 吐rrI創世rr Gly Lys Asn Val Iβu 工le Val Glu Asp工le

411 在14 417 420 423 426 429 432 435 438 在41 在44 4是7 在50 453 456 是59

ATr GA.C ÞCr的r AAA ACA 紅GαA ÞCr αG CITταCIG GIC Þ:N; α)3啞巴

工le Asp Thr Gly Lys 甘rr~位t Gln 吐rrI組1 Leu ser Iβu Val Lys Arg屯tr

是62 465 468 471 47往往77 480 483 486 489 是92 495 498 501 504 507 510 

lAAC 0立了AM. "pf.τG GIT ÞN:; GIT a主卸去 TIG CIG GIG AAA Aα:;~α三'ICI' α?A

Asn Pro Lys ~坐t Val Lys Val Ala ser 1晶1 Leu Va工 Lys A均世rr Ser Arg 

513 5工6 519 522 525 528 531 53是 537 5哇。 543 546 549 552 555 558 561 

AGI' GITα~ TAT Affiα三A GA.C TIT GIT a::A. TIT GAA. ATr α-:A GAC AAG TIT 

Ser Val Gly 屯rr Arg Pro Asp Phe Val Gly Phe Glu 工le Pro 且sp Lys Phe 

56在 567 570 573 576 579 582 585 588 591 594 597 600 603 606 609 612 

GIT GIT Q?,A TAT G叉 CIT GAC 岱叮ÞKr GA.G TAC TIC Aæ GAT TIG AAT CAT 

Val Va工 Gly 可rr Ala Leu Asp叮叮Asn Glu 可rr Phe Arg Asp Leu Asn His 

6工5 618 621 624 627 630 633 636 639 642 645 648 651 654 657 

ATr rmr GIC ATr AGI' GAA. Acr cm ÞM G:C AAA TAC AAA G立了1M

工工e Cys Va工工le Ser Glu 'Ibr Gly Lys Ala Lys rryr Lys Ala 

-EEA AV --


