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壹、牛文搞耍

流行病學調查研究結采顯示烹調所產生的油煙會引起肺癌會尤其

是在中國女性肺痞發生上，可能扮演重要的角色，但一直沒有直接訊據

指出油煙中何種致痞物與肺癌發生有關。本研究藉著分析油煙萃取物中

主要致突變物以及對台灣肺腺癌 CL-3 細胞造成DNA 鍵結物的鑑定，並

探討油煙是否會造成氧化性傷害等三方面的研究，來提出油煙對中函女

性肺癌發生的毒理學土之一些可能證據。經 HPLC 、 Ames test 、 32p_

postlabeling 、 LC-MS 一系列分析發現煎魚油煜 (FOSC) 中含有直接致突

變物“1 ，ιDNP 、 nitro-naphthol '與間接致突變物-P必1s 0 而煎-11*260 g 

的魚， 5 分鐘內可產生 4.7 ng 1,6-DNP ，為台灣空氣中 1 ，6-DNP 含量的五

倍。由致突變性分析顯示 FOSC 的致突變性以間接致突變性為主'Ji引

起結構移位突變的化合物較引起鹼基更換突變的化合物多。 FOSC 中主要

PAHs 成份為 9 種PAl缸， 1 mgFOSC 中約含有 1413 時的PAHs' 含章最

多為 B[b]FA(319ng) ， 佔總含量 22.68% 為 B[α]P 含量的1.72 倍，換算成

煎每條魚 (260 g) 所產生 PAHs 的量為 134.35 悶。為了瞭解 FOSC 中

PAHs 和肺癌發生的可能相關性 9 茵比利用 3旬-postlabeling 方法進行

PAH-DNA 鍵結物之分析，結果發現 9 種相同濃度的 PAHs 皆會與小牛胸

腺 DNA 形成強弱不等的鍵結物，其中以 B[α]P 強度最強，且與 FOSC 所

形成主要DNA 鍵結物位置最相近。進一步處理 CL-3 細胞 24 小時，結

果顯示 B[a]P在 CL-3 細胞會產生最強的 DNA 鍵結物會其次為 B[b ]FA 。

其他 7 種P結h 形成DNA 鍵結物的能力均遠低於前兩者會甚至不會形成

DNA 鍵結物。 FOSC 在 CL-3 細胞上會形成一個昆域的DNA 鍵結物，
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其中主要是由一個 DNA 鍵結物所構成，佔總鍵結物強度之 70% 0 

FOSC 造成 CL-3 細胞PAH-DNA 鍵結物具有線性濃度關係(P < 0.05) 。比

對 PEI 層析圈譜時，發現B[a]P 與 B[b ]FA 所形成 DNA 鍵結物的位置皆

與FOSC 相似。因此進一步將 B[b ]FA 和 B[a]P 以及FOSC 在 CL-3 細胞

中形成之DNA 鍵結物分別以 HPLC 分析，並以 β-RAM 偵測器同步偵測

，結果發現FOSC 在 CL-3 細胞中主要形成DNA 鍵結物的 PAH 為 B[α]P

'其所形成之鍵結物經LC-MS 緯定，發現與標準品 BPDE-N2-dG 一致。

另外，雌性激素(17β-estradiol)均能呈劑量關偉、地促進FOSC 在細胞中

產生PAH-DNA 鍵結物。因此女性對油煙造成之DNA 傷害的敏感度可能

較男性為高。

為了了解油燈是否會誘發內生性的 DNA 傷害，本研究分析

FOSC 對 xanthine oxidase 活性之影響，結果發現具有顯著的線性濃度效

應關係 (P<O.Ol) oO.5mgFOSC 對此酵素活性較控制組增加 246 倍，因此

推波'jFOSC 可能會藉增加 xanthine oxidase 的活性而使細胞內生成游離基

。另由 TBAassay 發現FOSC 存在時，會誘使CL-3 細胞發生脂質過氧化

作用而產生MDA 且具有線性濃度關係 (P < 0.01) ，進而造成DNA 氧化

性傷害，產生 MDA 鍵結物，可由 32p - postlabe1ing 分析方法偵測到。結

果發現處理 0.5 - 24 小時在細胞中皆有 MDA-DNA 鍵結物之生成?而處

理 2 小時即達到最高產量 (15.8 adducts/ 108 NT) ，而 PAHs-DNA 鍵結

物在前 10 小時之內皆維持低形成量 (4 -8 個 /10 8 NT) '10 小時之後才逐

漸增加'的小時達到最高量 57.14 個/ 10 8 NT 0 以 LC-MS 質譜儀鑑定

MDA-DNA 在建結物，為 MDA-1-N 2-dG 。另外利用 ECD 與uv 雙偵測器

連接 HPLC 分析在銅離子存在下處理不同濃度 (0.05 - 2.0 mg) FOSC 的小
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牛胸腺DNA 是否會生成品OH-dG '結果發現皆有偵測到 8-0H-dG 且主

線性濃度效應關僻、 (P < 0.05) 。經 LC-MS 質譜偵測 FOSC 所處理 CL-3 細

胞以及小牛胸腺DNA' 結果皆有 8-0H-dG 產生，證實煎魚油煙萃取物

會促使肺腺癌 CL-3 細胞產生 8-0H-dG 之氧化性傷害。進一步以自由主主

清除劑 (ascorbate + DTT) 分別和FOSC 共同處理 CL-3 細胞，結果發現

不同濃度的清除期對FOSC 以及B[αp 所造成的鍵結物，皆有明顯的抑

制作用。同時分析PAH-DNA 鍵結物與自由基之生成的關係，結果顯示

在 0.05 mg jlJ 2 mgFOSC 在小牛胸腺DNA 所造成的 PAH-DNA 鍵結物

與所生成的 8-0H-dG 令量，不但兩者分別具有線性濃度效應關係，且兩

者之悶在統計上亦有顯著性相關 (P < 0.05) 。以細胞兔疫染色方法

(immunocytostaining) 進行分析FOSC 對CL-3 細胞中 p53 蛋白表現的影

響，發現 p53 蛋白的表現隨 FOSC濃度的增加而有逐漸減少的現象會同時

在0.01 -l.Omg FOSC 處理的細胞中， p53 蛋白的表現皆會隨處理的時悶

增加而有減少的趨勢。

綜合以上的研究結果，發現煎魚油煙萃取物中主要直接致突變物

為1，6-DNP ，的tronaphthol '而問接致突變物有 9 種 PAHs 被發現實其中

含量最多為 B[ b]FA ' 攻擊 DNA 能力最強為 B[a]p 。並進一步證實FOSC

在 CL-3 細胞中會造成DNA 傷害，可能來自兩方面，一方面為 FOSC 中

所含的 PAHs 基因毒物形成DNA 鍵結物主要以 B[a]p 所形成的 BPDE

N2-dG 為最主要且會因雌性激素存在而增強其鍵結物含量，另一方面為

誘發細胞產生內生性的DNA 傷害，而造成MDA 心NA 鍵結物和品OH

dG 的形成。這些結果將有助於瞭解烹調油煙在台灣女性肺癌發生上的重

要性。
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貳、文獻綜論

一、珀玄

根據衛生署統計顯示，民國七十一年以來，惡性腫瘤一直高居

台灣地區十大死因之首，其中又以肺癌的死亡率增加最為明顯，尤其

是女性。由於在台灣的女性抽煙的比例較男性低的多，可是肺癌的發

生率卻沒有相對的較低。顯然台灣女性有另外重要的致痞閻子。癌症

的發生至今已知和生活習性、飲食習慣、居住環境、職業類別等因子

都有密切的關係。流行病學的研究結果顯示空氣污染較嚴重的地辰，

居民癌症發生的機率均較高。而當空氣污染物的暴露量減少時，肺癌

的發生亦有降低的趨勢( Rylander, 1990; Folinsb凹， 1992; Lewtas ,1993 

)。因此研究肺癌發生率與環境污染物的相關性，是近年來研究肺癌的

重要課題之一。除了抽煙之外，女性經常暴露的環境污染源被懷疑可

能是誘導肺癌發生的起始因子。多數中國女性整天多半的時前都待在

室內做家事或活動，所以不得不重視室內污染源對女性肺癌的影響。

已知室內空氣污染源，包括家庭中所使用的燃料?烹調時所產生的神

煙，點燃蚊香、拜香所生成的煙霧，均是重要污染來源，而烹調準備

三餐是每天都得做的事，且又以女性居多。且由過去的流行病學調委

結果顯示，烹調油煙與罹怠呼吸道疾病有些關係 (Coggon et 仗， 1986 ) 

，~證實餐廳廚房的油煙確實具有致突變性( Teschke et al. , 1989) , 

但毒理學上的證據仍顯不足，仍須進一步探討。因此?推測烹調油煙

與台灣地區女性罹患肺癌之間可能有密切關係。

- 4 -



二、均炫與胏蔽之 i喝倦的旅行為學訟掠

近年來，室內空氣污染物封人體的影響愈來愈受到重視。因為

大部分的人，每日 70 %的時間都待在室內，家庭主婦更是長達 82 -

90% 的時間( Kinouchi , et al., 1988) 。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為有很大關聯 (L呵，Q. et 試，

1993;L凹， et al. , 1991) ，特別是廚房產生的空氣污染物 (L間，Q. et al叮

1993) 。烹調所產生的油煙會引起鼻咽癌、口腔癌、膀統癌、肺癌、胃

痞和前列腺癌( Cole et 瓜， 1972; Hederson et 此， 1978; Dickson, 1981; 

Hargraves andPariza, 1984; Hansson , etal. , 1993; Shirai, etal. , 1997 ) 0 

新加坡學者發現華人廚師罹患肺癌的機率較高 (Law et al., 1976 )。

Dubrow et al. (1 984) 和 Coggon et al (1 986) 也發現廚師罹患呼吸道癌

症的機率也較其他癌症的機會高 o Teschkeetal. ，(1 989) 和 Tuchsenand

Nordholm(1986) 也指出廚師及麵包烘培師罹患肺癌的危險機率較高。

Gao et al. , (1 987) 史提出中國女性抽煙比例很低僅有 1 1.8% '但是罹患

肺癌的機率竟高達 19.3% '且大部分的肺癌是屬於腺腫瘤?而這種癌

症和抽煙較沒有關係( Gao et al叮 1986) 。在美國的中國女性罹患的肺癌

也大多為腺腫瘤 (39.3%) ，其他非華人的肺癌屬於這類的腺腫瘤罹患

機率僅有 17.4% (Green andBrop旬， 1982) 。流行病學也發現，荷爾象

西子與烹調所生成之油煙對女性肺癌可能有些相關性(Gao et al. , 1987 

)。若婦女在廚房烹調的時間愈久，則罹患肺癌的機率念高，同時也發

現若廚房改善通風設備後，會明顯降低罹患肺癌的危險率 (L凹，Q. et 

al. , 1993 )。因此由以上流行病學研究結呆顯示，烹調與中國女性肺癌
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的發生可能有關。

J乙、玄誠 C4J 3:'愛的求提、

肉類經油煎會產生梅納反應或非酵素的化學反應而生成主褐色

之梅納反應物 (Maillard reaction product) ，並使得蛋白凝結。當表面

的溫度升高時，濕度就會相對地降低，國化學及物理變化而使薄層的

表面脂肪形成外皮 (crust) (Hallstrom andSkjoldebrand 1983) 。隨著溫

度從 100 oc 持續增加時，表皮不斷脫水，在加上化學反應，外層會

形成多孔的絕緣層一般，使原本在外皮下的水蒸氣往內跑，但因蛋白

加熱而破壞結構並皺縮時，水分及內汁就會往外流出，高熱下形成蒸

汽而揮發為油煙，隨著外皮孔徑增大與溫度的上升，更加速水分的流

失，油煙也會迅速地增加 (Hallstrom andSkjoldebrand 1983 )。此外，

烹調時的燃料(如煤炭、煤球、瓦斯)不完全燃燒?會產生多環芳香

經類致癌物( Wu-Williams et al., 1990 )。

由、玄誠地煌的生物毒性

Berg et al. , (1 988) 首先報告以不同溫度乾烤瘦豬肉所生成的煙

具有致突變性。 Teschk:e et al. (1 989) 以空氣採樣器收集四個餐廳內的

空氣樣品做Amestest 基因毒性測定，結果發現四個樣品對 TA98 菌株

都有直接致突變性，其中兩個樣品對 TA100 菌株也有直接致突變反
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應。他們也進一步以 GC-MS 分析空氣樣品中的致癌物，結果顯示所

分析到的化合物中都沒有已知的致癌物。Qu et al. (1 992) 報告未精製

的菜仔油加熱生成的油煙對TA98 有致突變性，同時也會引起V79 細

月色的姊妹染色分體交換頻率增高和血球的微核數增多。他們認為這可

能是中國女性罹患肺癌機率較高的原問之一。而本實驗室之前研究史

發現油煙萃取物在 SOS chromotest 和 SCE/CHO assay 上都具有基困毒

性( Lee and Yang unpub1ished data) 。因此我們可以肯定炒肉油煙中含

有對原核細胞和真核細胞都具有基因毒性的遺傳毒物。但是以上的研

究至今都沒有找出油煙中可能引發肺癌的主要致突變物或直接証據 o

豆、 :2; 誠地煌的污祟物稚類

(一)多緣芳香炫( polycyc1ic aromatic hydrocarbons, P AHs ) 

J. 求提、與台、佈

大陸學者 Li，S.G. et al. (1 994) 報告指出蔬菜油和沙拉油加熱到

265 士 5 oc 時所生成的油煙中含有高葷的 benzo[α]pyrene(B[α]P) 和

dibenzo[ a,h ]-anthracene (DB[吼叫A) ，蔬菜油和沙拉油分別含有 B[α]P:

0.463 和 0.341μg勻 ， DB[a,h ]A: 5.736 和 3.725μg旬，後者 (DB[α，h]A)

的濃度是前者 (B[a]P) 的 5.7-22.8 倍。同時他們也分析炸油豆腐店、炸

麻花店和炸油條店的空氣樣品中的多環芳香搓，結果顯示亦含有相當

高量的 B[a]P 和 DB[ a,h ]A ， 因此他們推測這兩種已知的致癌物可能是
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造成廚師和中國婦女權患肺癌的起始因子。除了烹調油煙之外， PAHs 

亦可由許多物質產生。通常是有機物不完全燃燒所致，其來源包括:

發電廠石化燃料、焚化爐中廢棄物的高溫燃燒、家庭用的瓦斯加熱

器、煤油加熱器、電鍍工廠、鑄造工廠、及熔煉工廠等所排出的污染

4勿 (Hazardous SubstancesData Bank, 1988;Lee, et al. , 1994 b ,d, )。另

外，香菸煙霧懸浮微位，汽機車、運輸貨車、飛機及割草引擎所排放

的廢氣 (Venieret 此， 1985; Masclet et 仗， 1986 ) ，也都是空氣中 PAHs

的主要來源。中國大陸肺癌死亡率最高的雲南、貴州地區，其肺癌死

亡率為全大陸平均的五倍( Mumford et a l., 1995) ，被認為與烹調所使

用溼煤或木材來燃燒有關， Mumford et 此，以 HPLC 分析燃燒煤球的煙

霧，發現含有高量的 B[α]A 和 chrysene (Mumfoldet al. , 1987;Chung et 

α1. ， 1992 )。最近他們又以 GC/MS 分析該地區烹調時，室內空氣中

PAHs 的含章，發現至少有十種超過 1μg/m 3 air '依序為

phenanthrene , FA , pyrene , chrysene , B[a]A, benzoFA, B[ghi]P, 1-

meth)句henanthrene， B[a]P, anthracene 等，並進一步分析當地居氏尿中

PAHs和 hydroxyPAHs 的含章，發現皆較控制組居民(昆明居民、筆

裔美商人)尿中 PAHs 和 hydroxyPAHs 的含量多?但只有弘OH-B[αF

具有統計意義 (ranking test, P<0.05 ) ( Mumford et 仗， 1995 )。

2. 物化性與生成械制

大多數的 PAHs 皆具有較高熔點及沸點，熔點大都高於 100

。c ，在常溫下是以囡態存在。以 PAHs 的結構而言，由於只含C 、 H
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原子，亦無官能暴，再加上為環狀結構，自此極性和溶解度皆不高 O

PAHs的分子構造為平面狀，又具高度的 electron delocation 特性，絕

大多數的 PAHs 均帶有很強的螢光放射光譜，可作為螢光偵測辨認。

PAHs 中分子量小於230 g/mole 者，屬於半揮發性物質，在一般大氣

溫度範閣下，是以氣目相並存於大氣環境中，其氣相單純以蒸氣型態

存在，而因相四大氣中之懸浮微位提供一良好的表面積，所以會吸附

在微粒表面上。

PAHs 由於種類眾多(理論上有數千種 PAHs 被合成，但實際上

環境中只有數十種之PAHs 較重要而為學者們研究的對象) ，故彼此

間也有差異性存在。整體而言， PAHs 的反應性不高，本身為原污染源

(primary pollutant) ，在環境中被認為是較穩定的污染物。雖然 PAHs

的反應性不高，但仍會與大氣中其他強反應物作用，如 N02 、 03 、自

由基等作用或被紫外線解離，參與光化學反應，形成二次污染物(

second pollutant )。

PAHs 的形成乃是還原狀態下燃燒煜基物質的結果，目前被接

受的形成機制為氣相中自由基反應所造成。主要機制有二:

(1)聚合反應 (pyrosynthesis )為低分子量有機物經過聚合作用(

polyacetylene )所造成，國有劇烈放熱反應會故可提供足夠能量來解離

端邊分子國( terminal groups )和自由價電子( free valence) ，來產生

穩定的 PAHs 0 

(2) 熱解反應 (pyrolysis ) :乃高分子有機物經裂解後產生的萃基(

phenyl radical )、丁二鴻基( butadienyl radical )和末了二鴻基( phenyl

butadienyl radical )反應生成 phenanthrene 、 benzo[α]pyrene 與

fluoranthene 。綜合來說在火焰中形成 PAHs 的機制並非唯一性。在飽
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和氣態( richgas )火焰中以聚合反應為主。而煤和油滴火焰中，熱解

反應貝IJ佔優勢。

3. 訟法作府的故剃

多環芳香經在生物體內首先會經由微粒體單氧化酵素系統(

monooxygenase) 或前列腺素H 合成酵素 (prostaglandinH s)叫hase) 代

謝活化成epoxide '然後會再水解轉變為 diols 型的活化中間產物雪此

中間產物可與DNA 共價結合形成DNA 鍵結物，造成基因突變而引起

癌症發生( Dipple et al. , 1987) 。現在已知致癌物會在 DNA 上形成

DNA 鍵結物，而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

的關係。以 B[a]P 為例， B[αp 有許多代謝路徑，其中主要是經由

cytochrome P450 IA1 酵素系統代謝活化先生成(-)-trans-7 ,8-dihydroxy-

7 ,8-dihydrobenzo[a ]pyre肘，然後再繼續氧化形成最終代謝物 anti-

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

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(Jeffreyet 瓜， 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 胺暴的位置，而形成 DNA 鍵結物

(Cava1ieri and .Roga口， 1992) 。而且肺臟中 B[α]P 的代謝速率也比肝職較

為快速。至於B[a]p 的解毒作用主要是經由 g1utathione S-transferase 
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(GST) ，此酵素有許多成員，例如 alpha， mu , theta 以及抖，而其中在

hamster 細胞內參與B[α]P 的解毒作用則以 GST pi 為主 (Swedmark et 

仗， 1992 )。而此型 GST 會與 B[α]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同，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叮 1989; Castro et 

此， 1990;L伐，S ，J. et 瓜， 1994) 0 Miller (1 951) 就提出多環芳香煜會鍵結

到老鼠皮膚的蛋白分子上。 Brookes 和 Lawley (1964) 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組織都被偵測到 9 例如肺臟、文氣管、皮膚、技

臟、口腔黏膜、子宮頸和乳房組織等( Dunn and Stich. , 1986; Phillips et 

al. , 1988 ,1990a,b; Eversoneta l., 1986; Manchester etal. , 1988;Seidman 

et al. , 1988; Schoket et al. , 1990) 0 Harris et al. (1991) 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 (1995) 的研究結果顯示 B[a]P 會造成

p53 抑癌基因之第 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細胞的暴自發生突變，甚至可能

引起人類癌症。

4. 其他生物品仿

由於多環芳香煌的種類繁多，其基因毒性表現也不盡相同，例

如 B[ 叫人 chrysene , B [α]P， DB[α，h ]P, DB[α，h]A 等具有致突變性，且多
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數屬於間接致突變物。而有些多環芳香炫則不具有致突變性，例如

phenanthrene, B[e ]P, naphthalene 和 fluorene 等( McCann et al. , 1975; 

Pahlman and Pelkon凹， 1987; Mersch-Sundermannetal. , 1992 )。但是有

些多環芳香經則隨著Ames test 上使用的萬種不舟，而表現出不同的致

突變性，如 anthracene 在 TA98. TAI00 和 TA1538 菌種中不具有致突

變性，但是在 TA97 則表現出致突變性 (Sakaietal. ， 1985) 0 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，已知除了對沙門氏

桿菌會表現致突變性外，對E. coli 也會引起基西毒性。將人類白血球

細胞以 100μMB[α]P 處理，在夕卡加酵素活化下，可產生 1.3 adducts / 

108 nuc1eotides (Roggeband etal., 1993) ，同中美主也Gupta et a l., (1 988) 以

30μg B[a]P 處理，就會生成 2.6 -48.0 adducts /1 08nuc1eotides '其中都

具有相同的 BPDE-dG 鍵結物。在實驗動物上， B[α]P 會引起小老鼠的

皮層癌、胃癌、胃腫瘤及白血病 (Culp andBeland, 1994) 0 Wolterbeek 

等( 1993 )以導管直接將B[a]p 灌入倉鼠的氣管中，結果發現倉鼠氣

管會形成B[αp 的主要DNA 鍵結物的-(+)“BPDE (Wolterbeek et al 門

1993; Roggeband et al. , 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 ad如此s /1 09

nuc1eotides ( Hughes et al., 1993) 。此外，牛皮癖病患每天以含有 10

mg B [a]P 的涯青治療，在其白血球中 9 可測到 7.7 adducts /10 8 

nuc1eotides 0 van Schooten 等 (1990 )發現在肺癌病患的正常肺組織中

含有 dG-BPDE-DNA 鍵結物。除了 B[α]P 外，有些多環芳香煜具有很

強的致瘋性如DB[α'的A 和 DB[a，h ]P( Richard et al. , 1990) 0 B恤，h， i ]P 

會與DNA 形成多種DNA 鍵結物，而且在體內和體外實驗中 B[ g,h, i]p 

存於多種多環芳香煌的混合物中也會造成DNA 鍵結物的形成，因此
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B妞， h ， i] P 可被認、為是一種基因毒物，其致痞性值得再深入研究(

Hughes andPhil1ips. , 1993 ) 0 Hughes et al. , (l 993) 以煤焦油 (coal tar ) 

處理雄性Parkes 種小白鼠後，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炫所形成的鍵結物作一比較，也

發現了體內產生 B怯， h， i]P 、 B[a]P 、 B[b]FA 、 B[k]FA 、 B [j ]FA 等的

DNA 鍵結物。為了更證實多環芳香煌的致瘋性，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?例如B[α]A， B[αF 和 DB[α，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 (DB[a，月的是一種很強的致癌物，在

1- 0.25 I-Lmol/gland 濃度，就會誘發小老鼠皮膚及乳腺發生腫瘤，較

7, 12-dimethylbenz[a ]-anthracene (DMBA) 及 B[α]P 的致癌性還要強

(Higginbotham et al., 1993) 。

(二)鴻基多草草芳香經( Nitro-polycyclic aromatic 

hydrocarbons, Nitro-P AHs ) 

/.求孫、與台、佈

硝基多環芳香經是由多環芳香經經過楠，化作用( nitration )加上

一個或多個硝基取代基而生成的，現已知的硝化機轉有二(一)在

大氣條件下，當 N02 或 N20S 存在時多環芳香經會經由光化學反應與

氮氧自由基(﹒ OH) 反應 (Zielinska eta l., 1990) (二)在燃燒過程形

成N02+(nitrinium) 會與親電子性的多環芳香短發生硝化作用而形成
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。楠，基多環芳香煌的分佈非常廣，包括有抽菸、都市空氣之懸浮微拉

、柴油車、汽機車、飛機等排放的廢氣( Beland et al. ,1985; Tokiwa et 

al. , 1986; Robbat et al. , 1986; Lewtas et al. , 1990 ) ，液化石油氣、氣體

燃料的燃燒不完全 (Kinouchi etal. , 1988; IARC 1989) 、影印機碳粉夾

(Lofroth et al. , 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 (Lietal. ， 1982; Dennis etal. , 1984;Ohnishietal 

叮 1985 )都可發現硝基多環芳香煜的存在。而過去本研究室在分析台

灣地區四個主要都會區一台北、新竹、台中和高雄，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 , 1994b ， d)' 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-D間P 和 1 ， 8-Dl寸P ，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處龍等人工合成物也會產生高葷的

1 ，6-DNP 和 1 ，心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 100-1000 倍的可能原因之一 (Leeetal. ， 1995

之. {弋謝活化

大部份的楠，基多環芳香經對細菌和哺乳動物細胞都具有致突變

性?其致突變性可能是藉由鴻基取代基的還原作用或環氧化作用後，

形成的活化代謝物鍵結上DNA 而造成 (αlOU et al. , 1985; Delcolos et 

瓜， 1988 )。當硝基多環芳香煜被逮原之後，會按著進行簡化反應而產

生乙昌盛化衍生物，其所生成的代謝物之致突變性就很強，例如 1 ， 6個
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dinitropyrene ( 1 ，ιDNP) , 1 ,8-dinitropyrene ( 1 ，品DNP) 的代謝活化即

是以此還原酵素進行( Rosenkranz et 瓜， 1986 )。

3. 生物品性

1950 年首先報告楠，基多環芳香經會誘發腫瘤形成。目前已知許

多硝基多環芳香授對細蔥具有致突變性(Beland et al., 1985) ，如沙門氏桿

菌 TA98， YG1024 菌種。對哺乳類細胞 V79， CHO, HepG2, CHL, HSBP, 

MCL-5 cells 具有致突變性及基因毒性 (Roscher et aL , 1992; Wiebel et 

al., 1992; Edgaret al. 1985; Silverset al., 1994; Matsuokaet al 叮 1991 ; 

Busbyetal. , 1994) 。在動物實驗上，以 1 ，ιDNP 為例，發現具有致癌

性。若將 6.3 J.Lmol (1.8 mg) 1 ， 6.由DNP 由為肘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是性纖維組織細

胞瘤( malignant fibrous histocytomas ) (lmaida et 紙， 1995 ) 0 若以 16

μmo11 ，6-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( lmaida et 

al. , 1991) 0 13 mg 1 ，6-DNP 以氣管漓入的方式，給予雌性 Syrian 黃金

倉鼠，則會使95% 的實驗動物產生肺腺癌 (Takayama et 此， 1985 ) ，另

外，僅給予0.15mg 低劑愛的 1 ，6-DNP ，也會引起 82% 的 Syrian 黃金

倉鼠發生上炭，誰肺痞 (Maeda et a l., 1986) 0 Iizasa 等人 (1993) 在人類

氣管上皮細胞株BEAS-2B 處理 1 ，ιDNP 後，先將此處理過的細胞會

植入沒有氣管土皮細胞的 F344 老鼠之氣管上培養一段時悶，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
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入性腺癌( invasive adenocarcinomas) 。若將雌性SD 大白鼠腹腔注射

32均 1 ，6-DNP ，發現在動物的肝臟、乳腺、膀航、白血球等器官組織

和細胞，會形成 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物，同時也發現 1 ，6-DNP 會造成

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

仗， (1989 )以不同劑量的 1 ，6-DNP 和 B[α]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瘤的

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

過三倍之多，同時也發現 L6-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 貝1] 為完全分化的上皮性肺緝。最近

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

接注射於F344 老鼠的肺部，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

臟之DNA 鍵結物含章，還較肝臟高了 10 倍之多。在實驗動物的肺腫

瘤生成數和DNA 鍵結物的產生量，都隨著 L6-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)其緣胺類 (Heterocyclic amines,HAs) 

/.永源、與七、佈

在 1980 年 Kasai 等首先發現以一般烹調方式燒烤沙丁魚會產生
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2-amino-3-methylimidazo[4，5升quinoline (IQ) ，後來許多學者也在其它

食物中發現 IQ 0 例如罐頭中濃縮牛肉汁( Aeschbacher et al. , 1989) 、煙

濕乾鯉魚( Kik:ugawa etal. , 1986 )、煎蛋 ( Groseetal. , 1986) 、豬肉汁(

Leeet 仗， 1994f )等。除此之外，從烹調食物的煙霧懸浮微粒萃取物中

也偵測到 IQ 的存在 (Wakabayashi etal. , 1992) 。許多研究陸續偵測出

在經過烹調的肉類及魚類食品中，例如炸牛排、豬排、炭燒牛排、炸

雞腿、烤絡魚、煎魚等，都被證實含有各種不同的異環胺類致突變物

( Felton and Knize, 1994 )。本研究室 Lee 和 Tsai (1 991a) 在台灣普遍食

用的紅燒鰻罐頭中發現有MeIQx 與7 ，8個DiMeIQx 。同時也發現長時間

煮沸豬肉汁中，含有 IQ ， MeIQ 與 MeIQx(Lee etal. , 1994f) 。

J agerstad et al 刊( 1 983 , 1991 )指出有許多異環胺類 (Heterocyclic amines , 

HAs) 的化合物，是由梅納反應而形成其中 IQ 可能是經由 pyrazlnes

或 pyridines 等典型的梅納反應物和接類進行結合反應 (Conjugation)

而形成的。 pyridine 和 pyrazlne 是由螃類與胺基酸經過 Strecker 裂解

而形成的 Amadori 類化合物，而臨類亦可能是按基駿經 Strecker 裂解

反應而形成，至於IQ 化合物imidazole 的部份則可能是由航，酸轉化成

肌酸軒而來的。 Tsuda 等人(1985) 依照其環按類化合物對亞硝化反應

後其致突變性變化的情形，將其區分為兩大類，第一類為非 IQ 強化

合物，其環外按基可被亞研酸化反應為經基而降低其致突變性。例如

色胺酸熱解產物 3-amino-I-methylδ- H-pyrido[ 4，子的indole (Trp-P-2) , 

楚胺酸熱解產物 2-amino-dipyrido [1 ,2-a: 3' ,2'“d]imidazole (Glu-P枷2) ，

笨丙按酸熱解產物 2-amino-5-phenylpyridine (Phe-P-1) 及大豆球蛋白的

熱解產物 2-amino-9- 接pyrido口，子的indole (AαC) 。第二類為 IQ 型

化合物，其環外胺基不會的亞硝酸化而失去致突變性，例如 IQ ， 2-
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amino-3 , 4-dimethyl-imidazo[ 4 ， 5個月quinoline (MeIQ) , 2-amino-3 , 7 , 8-

trimethylimidazo[ 4,5- j]quinoxaline (7 ,8-DiMeIQx) ，以及 Nukaya 等

(1994) 在牛肉萃取物中發現一個新致突變物 2-amino仆， 7 ， 9 ，

trimethylimidazo[ 4,5- g] quinoxaline (7 , 9-DiMeIgQx) 。上述這兩類異環

胺類均具致突變性，其中 IQ 是IQ 型異環胺類最具致癌性之化合物(

Layton et α1. ， 1995) 。

之. {弋謝活{巳

間的代謝就是主要經由內質網上的細胞色素 P-450 (Cytochrome 

P-450) 加氧酵素系統進行經基化，而生成具有致突變性的代謝活化物

2-hydroxyamino“3個methylimidazo[4，5于]quinoline ( N-OH-IQ) ( Kato, 

1986; Yamazoe et al. , 1989; Shimada et α 1. ， 1989 ) 0 Yamazoe et 試，

(1983) 首先發現以 Aroclor 1254 誘發的大白鼠肝臟微位體酵素，會活

化IQ 成為 N-OH-IQ ，這個代謝物已被證實會直接攻擊DNA 而形成

IQ-DNA ~定結物 (Takamura et al. , 1981; Snyderwine et al. , 1988 )。另

有學者利用 DNA 重組技術將各種 Cytochrome P-450 的基因植入細

胞，來研究這些基因是否參與IQ 的代謝活化，結果證實細胞色素1

4501A2 為代謝活化闊的主要酵索系統(Aoyama etal. , 1989 )。後來

又發現P-450 1A1 也會參與IQ 的代謝活化作用，但是其活化能力只有

P-450 1A2 的二十五分之一 (McManus et al. ， 的 89 )。膀就含有

Prostaglandin H synthase (PHS) 酵素，是一種花生油酸依賴性過氧化酵

素 (Arachidonic acid-dependent peroxidase) ，會將 IQ 過氧化 (Wild and 
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Degen, 1987) ，而所生成的代謝物能與蛋白質及DNA 鍵結( Nemoto 

and Takayama, 1984 )。除了膀統之外，人類的大腸、攝護腺及肺臟亦

發現含有此種酵素( Flammang e t 瓜， 1989 )。此外，的也如同其他真

環胺類化合物可以在細胞質層中直接被N， O- 乙昌盛基轉移酵素 (N ， O

acety 1 transferase )進行N啼乙昌盛化作用 (N-acetylation) 形成 N咀acetyl

IQ ，而較不具有致突變性 (Brunborg et al. , 1988) 。細菌內的 0-

acety 1 transferase 可進一步指化 N-OH-IQ 成為 2-acetoxyamino-3-

methylimidazo [4 ， 5升quinoline (N-acetoxy“IQ) 。在大白鼠及人類組織之

細胞質層中含有乙睡基 CoA 依賴性 N， O-乙睡基轉移酵素 (acetyl CoA

dependentN, O-acety1transferase) ，也可進一步代謝 N-OH-IQ 形成了'4-

acetoxy-IQ (Flammang etal. ,1988; Yamazoeetal. , 1989 )而質子化為親

電性物質( Electrophilic species) ，更容易和DNA 反應形成鍵結物(

Snyderwine et 瓜， 1988) 。此外也有 PAPS也pendent sulfotransferase 會

將N-OH-IQ 活化成為 2-sulfonylamino刁也methylimidazo [4 ， 5-:月quinoline

( IQ-r、~-sulfate ) ，可以表現出更強的致突變性。

3. 生物毒，怯

由 Ames test 發現 IQ 是一種 ~I 起結構移位突變的間接致突變物(

Indirect frameshift mutagen ) 0 IQ 類化合物在已植入的cZ 基囚的 E

coli 中所引起之致突變性表現，也都是造成結構移位突變( Watanabe 

and Oh峙， 1993 ) 0 除了對原核生物具有基因毒性之外， IQ 也會誘發真

核細胞產生基因突變，但其表現的基因毒性能力就比在 Amestest 中弱
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的多。 Endo eta l. ,( 1994 )以 shuttle vector 的方法分析 supFtRNA 基

因上 IQ 的突變特異性，發現會引起 G:C → T:A 的轉換突變(

transversion mutation ) ，其次造成 G:C → A:T 和 G:C → C:G 鹼

基更換突變( base substitution mutation )。本研究室 Lee 和 Shin

(1 995) 分析 IQ 在 CHO-K1 細胞之次黃嗓吟烏糞噁吟轉磷酸核糖基酵

素(HPRTase) 基因上造成的突變特異性，貝Ij發現除了發生缺失突變(

deletion mutation) 外，也造成烏糞嗓吟一月色。密吭鹼基對(GCbase pair) 

上的 G→ A 和 G→ C 鹼基更換突變。 Tachino et al. ，(1 995) 也指出 IQ

能誘發大白鼠 ras 基因之突變，主要是造成其 ras 基因之 codon 12 和

的發生 GGT→ GAT 和 GGC →GCC 突變，而引發腫瘤的形成。在

動物體內實驗中，的能誘發實驗動物產生各種器官組織發生腫瘤。例

如 IQ 會誘發大白鼠之肝臟、腸道、淋巴腺 (zymbal gland) 、陰蒂腺

(clitoral gland) 、耳道、乳腺及皮膚產生腫瘤 (Makino et a l., 1992) ，同

樣也會引起小白鼠的肝臟、胃、肺臟形成腫瘤( Tanaka et al. , 1985; 

Sugimura et al. ,1988; Esumi et al., 1989; Sugimura et al. , 1990) 。

Adamson etal. , (1 990) 又發現IQ 可誘發高等哺乳類猴子之肝臟細胞形

成惡性腫瘤。由此可知 'IQ 雖然是一種很強的細菌致突變物，但是對

哺乳類細胞而言卻是一種弱基因毒物?然而對於實驗動物而言，卻又

是一種能引起多種器官組織發生腫瘤的廣泛性致為物( pan-carcinogen 

)。最近幾年，發現在烹調魚肉和其他肉類過程中有好幾種的 HCAs 和

其裂解產物產生，不僅對 S. typhimurium. 有很強之致突變性(

Sugimuraand Sato 1983; Wakabayashi, et al., 1992; Felton and Kni詣，

1991) ，對官齒科動物亦有致癌性 (Wakabayashi， et al. , 1992) 0 PhIP 會

使母鼠 (F344) 發生乳腺癌而使公鼠 (F344) 罹患直腸癌( Ito , et 成，
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1991) ，在其他品種 (Sprague Dawley) 的老鼠實驗亦被證實會使

PhIP 引發乳腺癌 (Ghosh祉 ， e t al. , 1994) 和產腸為且有葷的正向關係

(Hasegawa,etaI1993) 0 1997 年 Shirai 等學者發現 PhIP 也會引起前列

腺癌達 66.67 %(n=27) ( Shirai et 此， 1997 )。
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參、研究動才氣

台灣地區男性有 60% 為抽菸者，而女性僅佔 3% '可是男性肺

癌的發生率僅較女性高出一倍(中華民國台灣地屋公共衛生，衛生署， 1993 

)。造成這個結果的可能原因有: (1)女性有重要且非香菸之環境污染

源， (2) 女性對環境污染物之敏感性較男性強， (3) 女性特殊的生理狀態造

成其對環境污物所引起之內生性 DNA 傷害較男性強。顯然除了抽菸以

外?台灣女性有另外重要的致癌扇子。 Gao et al. (1 987) 提出中國女性抽

菸比例很低僅有 1 1.8% '但是罹患肺痕的比率竟高達 19.3% '且大部分

是屬於肺腺癌( adenocarcinoma) ，在美國的華人女性罹忠的肺痞也大多

為腺腫瘤 (39.3%) ，其他非華人的肺癌屬於這類的腺腫瘤罹患機率僅有

17 .4% (Green andBrophy, 1982 ) ，而此類型癌症和抽煙較無關係 (Gao et 

al. ,1986 ) 。雖然抽菸是肺癌發生的重要因子(Zanidze andPeto ,1986) ，但

在流行病學調查研究上發現，除了香菸以外中國女性肺癌有更重要的致癌

因子 (Koo and Ho 1990 )。許多學者也在肺癌病患的神組織中分析到

PAH-DNAadducts (Schooten et 仗， 1990; Weton andBowman, 1991 )。本

實驗室之前的研究也發現六十五位台灣地區肺瘋病患經外科手術所獲取的

肺組織中 PAHs-DNA 鍵結物之含量女性肺為病怠並不低於男性，結果顯

示其 PAH-DNA adducts 較國外的報告的數值為高，且推測女性肺癌病忠

中 PAHs-DNA 鍵結物的來源可能有特殊環境污染物或是女性對環境污染

物的敏感性較高( Lee and Chen unpublished data 1996 )。

Liu,Q. et al. , (1 993) 以中國廣州 316 個肺癌病人作為研究對笨，
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發現除了香菸以外書廚房污染源亦為肺癌之發生崗子，尤其是長期接觸烹

調油煌的女性。流行病學調查顯示烹調所產生的油煙會引起鼻咽癌、口腔

癌、膀成癌和肺癌 (Cole etal. , 1972; Hederson etal. , 1978; Dickson, 1981; 

Hargraves and Pari品， 1984) 。新加坡學者發現華人廚師，誰患肺癌的機率較

高 (Law etal. , 1976) 0 Dubrow etal. (1 984) 和 Coggon et al (1 986) 報告廚

師罹患呼吸道癌症的機率較其他癌症的機會高。這些結果都顯示烹調生成

的油煙中可能有致突變物或致癌物，而引起呼吸道菇症。因此推測中國女

性肺癌之發生可能與烹調以及性荷爾蒙有很大的關係。廚房的室內空氣污

染源已知至少有兩類，一類與烹調時用的爐具燃料有闕，例如煤炭、煤

球、瓦斯不完全燃燒會產生多環芳香經類致癌物 (Wl卜Williams et al ., 

1990) 。另一類為烹調時產生的油煙， Teschk:e et al. (1 989) 以空氣採樣器

收集四個餐廳內的空氣樣品做Ames test 基因毒性測定，結果發現四個樣

品對TA98 菌株都有直接致突變性會其中兩個樣品對TA100 菌株也有直

接致突變反應。本實驗之前的研究也發現油煙萃取物在 SOS chromotest 

和 SCE /CHO assay 上都具有基因毒性。因此炒肉油煙中含有對厚、核細胞

和真核細胞都具有基因毒性的遺傳毒物。 Qu et al. (1992) 報告未精製的菜

仔油加熱生成的油煙對TA98 有致突變性，同時也會引起 V79 細胞的姊

抹染色分體交換頻率增高和紅血球的微核數增多。他們沒有分析造成基自

毒性的化學成分。 Li，S.G. etal. (1 994) 報告蔬菜油和沙拉油加熱到 265 土

5 0 C H守所生成的油煙中含有高量的 benzo[α]pyrene (B[叫的和

dibe忱。[ a, h ]anthrecene (D B [ a,h ]A) ，蔬菜油和沙拉油分別含有 B[α]P: 0.463 

和 0.341μg佑， DB[ a,h]A: 5.736 和 3.725μg恕，後者的濃度是前者的 5.下

- 23 -



22.8 倍。同時他們也分析炸油豆腐店、炸麻花店和炸油條店之空氣樣品

中的多環芳香搓，結果顯示亦含有相當高量的 B[a]P 和 DB[α， h恤，因此他

們認為這兩種已知的致癌物可能是造成廚師和中國婦女罹患肺癌的起始自

子。但究竟油煙中哪些才是主要的肺癌致癌成份，一直沒有直接證據發

現。烹調所產生的油煙對中國女性肺痞之發生可能扮演重要的角色，除了

注意油煙本身所引起的鍵結物之外，還需要了解油煙是否會誘發女性內生

性的傷害。最近學者漸漸重視生物體內自行發生的脂質通氧化作用，而生

成的﹒ü2或﹒ OH 等游離基對DNA 的傷害，會生成氧化性的鹼基，例如

g.品-酬-品-

物。或產生脂質過氧化終產物 malond刮la叫ldehyde (MDA) 而與

d白eo仿xy戶m恥1比叫cleo叫ti泊deωS 形成MDA咀DNA 鍵結物，它會引起G →T 突變。所生

成的 MDA-DNA 鍵結物與各OHdG 的含量是有相關的 (Chaudhary et al吋

1994) 。同時，已知多王震芳香經類化合物在金屬離子存在下會生成﹒ü2酬(

Sullivan, 1985; Lilienblum et 泣， 1985) ，會引起脂質過氧化作用的產生

MDA 進而增加內生性DNA 的傷害。 Hart et al. ，(1993) 史發現當肺痕發生

時， Cu2+有堆積至IJ 肺組織中的現象，如此是否會在肺的高氧狀態下?促進

脂質過氧化作用的速卒，產生更多的 MDADNA 鍵結物造成 DNA 傷害。

因此找出油煙中的主要致突變物及其對細胞所造成的 DNA 傷害外?還需

注意到生物體之內生性的DNA 傷害。對女性肺癌的研究，為當務之急的

課-題。
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肆、材料與方法

一、材料與化學藥品

白絡魚四條(購自台中大賈家)。豬肉(台中氏鬧市場) F12 

medium, BMEmedium, fetal bovin serum (FBS ), penicillin , streptomycin, 

trypsin, non-essential amino acid (NEAA )，由美國 Gibco BRL 公司購得 o

細胞培養且由丹麥Nunc 公司購得。 Aroclor 1254 由美國 Chem Service 

公司購得 o dinitropyrene isomers (DNPs ), 1 ,6-dinitropyrene (1,6-DNP) , 

catalase , potato apyrase ( P A ), bicine solution , ammonium formate , L

glutamine , nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ( NADP )， 17 戶"

estradiol , bovine serum albumin (BSA) , glucose-6-phosphate ( G-ιP ), 

micrococcal endonuclease ( MN), dithiothreit址 (DTT ), xanthine oxidase, 

1,1,3,4-tetra-ethoxypropane ( TEP ), ß -mercaptoethanol, potato apyrase , 

chrysene， pyrene， benzo[α]pyrene， dibenz[a， h]anthracene，各OHdG， butylated 

hydroxy-toluene (BHT ), thiobarbituric acid ( TBA ), trichloroacetic acid ( 

TCA) 由美國 Sigma 化學藥品公司購得。 {γ-32P]dATP， [methyl-3H]釘TP

由英國 Amersham International Plc. 購得。 xan出的由英商 Lancaster 公司

購得。 T4 polynucleotide kinase 由美國 New-England Bio-Labs 公司購得 o

phenol 由美國 Amresco 公司購得。 EDTA， 4-dNTPs , proteinase K, calf 

thymus DNA , spleen phosphodiesterase ( SPD), tris[hydroxymethyl]

缸咀nome出ane (Tris) , Tris-hydrochloride(Tris-HCI) , nuclease P1 由德國

B oehringer-Mannheim 公司購得 o PEI-cellulose TLC plate 由德國

Macherey-N agel 公司購得。十六種多環芳香經標準品則由美函 Supelco 公
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司貝詩才寺。 fluoranthene ， benzo[ b]-fluoranthene , anthracene , 

benzo[g,h, i ]perylene 由美國 Aldrich 化學藥品公司購得。 benz[a ]anthracene, 

1-nitro-naphthol 購白日本東京化成工業株氏會社。 formicac泊， isoamyl 

akohol, sodium acetate , ammonium sulfate 由 Riedei-de Haen 公司購得 o

sodium sulfateanhydrous , sodium hydrogen sulfide monohydrate , 

tetrabutylammonium chloride ( TBAC) 由瑞士 Fluka 化學藥廠購得 o p53 

antibody , DAB ,antibody diluent, link antibody , strepavidin-hoorseradish 

peroxidase 由丹麥 DAKO 公司購得 o ammonium solution, H 202 由日本

Wako 公司購得。 X-ray film 由美國 Kodak公司購得。其他藥品，則購自

德圈巨. Merck 化學藥品公司，而有機溶劑購自台灣皓峰公司。

二、第 1色和炒豬肉 C4J 1;.愛的製{益與是商品物之萃取

取四條白結魚共重的42 丸，每次以 15 ml 沙拉油煎一條魚 9 豬

肉共約 3500 丸，每次以 10 ml 沙拉油炒 200 丸，其所生成之油煙先用排

油煙機過濾油脂，然後在排氣口處裝設空氣採樣器採得樣品，同時詳細記

錄調理時的溫度和時間( Table 1) ，烹調方式儘量和一般家庭相似。而

採樣過的玻璃纖微濾紙剪成一公分見方的小塊泡在 200 ml 丙鬧中，以振

盪器振盪一小時，然後再以Whatman N o. 1 濾紙過濾得丙蚓萃取液?以上

述方法重覆三次，將所有的丙眠萃取液集中起來，再加入無水硫酸納脫

水、過濾，此萃取液再經減壓濃縮，其殘留物為煎魚油煙懸浮微拉兩關萃

取物，溶於一定量之有機溶劑中，以此為樣品做致突變性的測試與鑑定，

流程如 Fig. 1. 所示。
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J乙、孫品乏統化

/ . Baker-l0 管拉多已化 PAHs

煎魚和炒豬肉所得之油煙粗萃取物以 BAKER-10 SPE (Solid 

Phase Extraction) system 純化，所使用的管柱為 octadecyl(C 18) 管拉。將

10 mg 油煙之丙賊萃取物以氣氣吹乾，先;容於3.5 ml isopropanol 再溶入

20ml H20 以備通入管柱用。購得之Baker-10 管拉先以 6 ml methanol 濕

潤後，再以 9 mlisopropanol/H 20 ( 15/85 , v/v )將管柱活化，並使溶劑保

持在管柱間相物的土方，然後注入樣品直至所有溶液通過管柱，然後再以

幫浦抽五分鐘，直至管柱完全乾為止。按著以 6ml 甲醇沖堤出結合在管

柱上的物質，此沖堤液以氣氣吹乾後，溶於 1 ml 甲醇中儲存於-20 0C 冰

箱中備用，比萃取物即稱為油煙粒萃取物之 Baker-10 多環芳香經純化物

(FOSC-B 或 POSC-B) 。將所得到的 methanol 沖堤物保存於-200C 冰箱

中，以備做化學物之分析和致突變性之測定。

2. 半製{益型 HPLC 與台、材級 HPLC 統化色、精 Nitro也PAHs

煎魚所得之油煙萃取物先以半製備型高效層析儀管柱 Spheris-

ORS S10 ODS2 column ' i中堤液為 methanol-MCIlvaine's buffer ( 80:20, v/v, 

Ifl 5.0 ) ，流速為 2.5 ml/min 。以 UV detector289 nm 偵測之。純化所得

之每分鐘收集起來，以 TA98 測定其致突變性，以得知其主要致突變區
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分，然後在將此具有致突變性的初步純化物，以分析級之高效液態層析儀

管柱再純化，即 Merck 50983 RP-18 column '沖堤液為 methanol

MCIlvaine's buffer ( 65:35 , v肉， pH5.0) ，流速為 1. 0 ml/min 。以 uv

detector 289 nm 偵測之。其每分鐘的流出液收集起來，以 Ames test 分析

其致突變性，所得之純化物做LC-MS (VG plate form II )的分析會以確

定其質量，其移動相為 methanol/water = 501凹， 0.:可% ammonia '流速為

0.1 ml/min 。

四、辭職微粒體韓素( S9 fraction )之製筠

肝臟微拉體酵素( S9 fraction )製備之方法如 Maron and Ames 

(1983) 所述。選取體重約 180-200 公丸之 Sprague Dawley 雄鼠?將;容於

玉米油之Aroc1or 1254 '劑量為 500μg/kg/2.5 ml 注射入腹腔以誘發其酵

素活性，五天後以斷頭方式犧牲老鼠。在此期間無限制供應飲水和飼料，

直到犧牲老鼠前24 小時，才將飼料移鬧。在無菌狀態下將肝臟取出，利

用 0.154 MKCl 緩衝溶液清洗肝臟數次，以除去血紅素，避免抑制

cytochrome P450 酵素的活性。然後加入三倍體積的緩衝溶液，以均質機

將肝臟組織磨碎，經 9000 g , 40C 離心 10 分鐘後 9 所得之上層液即為

S9 。

豆、弘突變 ;r生之測定
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樣品之致突變性測定是依照 Maron and Ames (1 983) 的標牟平板

混合測試法 (plate incorporation test )進行。其主要步驟如下所述:首先

將不同濃度之樣品(溶於0.1 ml DMSO) 加到含有 2 ml top agar 之試管

中，再加入 0.1 ml 隔夜培養之TA98 或 TA100 菌液，然後加入或不加入

0.5 m14% S9 混合液，以試管振盪器( V otex mixer )混合均勻後，迅速倒

入含bottomagar 之培養且上搖勻，待top agar 凝固後，立即將培養且移

入 3TC 的恆溫箱中。經48 小時培育後取出 ，以菌落計數器計數反突變

菌落數。每次實驗均包括負控制組和以卜的tropyrene ( l-NP )和

benzo凶pyrene (B [a]P )做為標準致突變物之正控制組。所有數據都是以

三次重覆( triplicate )所計算的平均值士標準差表示。

品、 、 PAHs z HPLC 七、才有

經過 Baker-l0 C18 column 純化之有致突變活性之樣品( FOSC-

B , POSC-B) ，經過濾膜( 0.2 Jlm, Gelman, USA )過濾後 9 直接注射入高

效能液態層析儀 (HPLC) ( model D-6000, Hitad泣， Tokyo, Japan) ，其分析

條件為:使用 Spherisorb S5 PAH column ( 5 抖m ， 4.6 mm i.d. x 150 mm 

) ，沖堤液以 isocratic 方式沖堤，移動相為 acetonitrile : water ( 85 : 15, v/v 

) ，流速為1.5 ml/min '螢光偵測器波長為 exicitation 306 nm ' emmision 

398nm '分析時間共 30 分鐘。利用 PAHs 標準品所得的標準曲線會計算

出樣品中十種多環芳香煜之含量。
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J仁、 PAHs i.. GC 定悅色、材

經過 Baker“ 10 管柱純化之油煙萃取物之多環芳香經純化物(

FOSC白B , POSC-B ) ，以氣相層析儀分析其中的多環芳香煌成份，其分析

步驟主要依照 Strandell 等人(1 994)的方法。本實驗以 Varian GC (Star 

3400 )氣相層析儀，分析條件為 J &W DB-5 毛細管柱( capillary 

column, 0.32 mm i.d. X 30 m )、偵測器為 flame ionization detector 、

carner gas 為氯氣( He )、流速為 1.8ml/min 、管柱溫度初始溫度 180 0C

維持 2 分鐘後，以每分鐘 5 0C 上升至 260 0C 維持 1 分鐘，再以每分鐘

0.5 0C 上升至 265 0C 維持 l 分鐘，最後以每分鐘 3 0C 上升至 3100C 維持

10 分鐘、偵測器溫度為 3300C 、注射器為 3200C 0 

、告:警將是率最 CL-3 狗吃之培接

受灣肺腺痞 CL-3 細胞是台大醫院楊浮池醫師殖株培接成功之人

類肺癌細胞株，而本研究所欲使用之 CL-3 即由楊醫師處獲得。以令有

10%fetal bovine serum (FBS , Gibco) , 0.03%penicillinJstreptomycin (100 

U/ml) , 5.5 % bicarbonate 之 F-12 medium (Gibco) 培養於 100% 溼度， 5%

C02 的 370C incubator 中， CL-3 細胞在形態學上屬於epithelial-like cell 0 

另外，在 nick translation assay 實驗中所選用的細胞株為WI-38 細胞，其

以 BME 培養液培養之， WI-38 細胞為正常之女性肺細胞株，購自美國

American Type Culture Collection ( A TCC )公司，在形態學上屬於

fibroblast-like cell 。

“ 30 -



九、細胞齡球與係存

儲存之細胞由液態氮中取出，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 100 mm 的

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

白酵素( Trypsin/EDT A , T /巨)處理，以單離細胞，再取部份完全均勻的

細胞懸浮液，以細胞自動計數器計算細胞數目，並取 1 X 10 6 個細胞至Ij 無

菌離心管中以 800 rpm 離心 5 分鐘，除去上清液並以含有 10%

dimethylsulfoxide (DMSO )之 1 ml 完全培養液混合均勻後移到 cryotube

中，放於 -800C 冰櫃中靜置二小時後，再移至液態氮搞中儲存。

十、 DNA 的萃取與統化

經過 24 小時處理的人類肺腺癌 CL-3 細胞以 standard phenol 

(Maniatis et al. , 1982 )方法萃取DNA 0 首先將細胞島培養且收下來後還

於 1 .5 ml eppendorf 管內，加入 500μl 含有 25 mM EDT A , 100 mM N aCl , 

0.5% SDS 和 10 mM Tris 的 digestion buffer '以及 5 Jll proteinase K ( 10 

mg/ml )在 560C 培育數小時。以等體積 phenol : chloroform: isoamyl 

a1cohol ( 25 : 24 : 1, v/v/v )混合液萃取，經;昆和持勻後，以 12，000 rpm 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 a1cohol (24 : 1, v/v )混合液萃
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取，經;昆和均勻 5 分鐘後，以 12 ，000 rpm 的速度離心 5 分鐘，以去除

phenol 。取上清液加入 1/1 0 體積的 3 M sodium acetate 及 2 倍體積 100%

cold ethanol 混和均勻，靜置於- 200C 的冰箱中 2 小時。以 12 ， 000 rpm 的

速度離心 10 分鐘，收集DNA 沈澱物，再以 70% coldethanol ~先去殘留的

鹽類兩次，離心留下 DNA 沈澱物，最後 DNA 以 Speed Vac 濃縮機(

S avant Instrume肘， Inc. , Hickville, NY )濃縮至乾，以減菌水於的oC 溶解

。最後以紫外線光譜儀測定DNA 在 260 nm 和 280 nm 的吸光值，其

A260/ 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 T1 處理以

水解多餘的 RNA 0 DNA 的濃度以下列的公式計算 :DNA (已tg/ml) = 

A260 x 50 x 稀釋倍數/ 1000 0 

十一、扒手 32p咀postlabeling 才法令、材 DNA 鍵結扮 (Gupta et al. 

,1982 ; 1985; Roy et al., 1989; Reddy et al.1990; Geneste et al., 1991; 

Lee et αl. ， 1994e) 

(一) PAHs-DNA 鍵結扮 i 七、材

/. In vitro PAH世DNA 鍵結扮 i 令成

將 4% S9 mix 、小牛胸腺 DNA' 分別加入各種 PAH50μM' 混合

均勻後，於3TC 水浴中培育 3 小時，反應終止後以進行DNA 萃取與定

量(如上述)
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之.范玄之 Cïh *受萃取物處短小牛胸腺 DNA

同上會將 4% S9 mix 、小牛胸腺 DNA' 加入各種油煙萃取物，

混合均勻後，於3TC 水浴中培育 3 小時，反應終止後以進行DNA 萃取

與定量(如上述)

3. 茄克色油炫萃取詢處紹 CL-3 狗吃

在 10 cm 培養且中種入 1x106 的 CL3 細胞，將溶於 50μlDMSO

的油煙萃取物加入培養旦中，經過 24 小時後將細胞刮下，加入20 位1 10 

%SDS ， 4μ1 proteinase K ( 1 mg/ml )和 376μ1 digestion buffer '於56 0 C

下反應 18 小時後萃取 DNA' 步驟如上所述。

l/-. DNA 鍵結才~ t 七、材

上述萃取、純化出來的 DNA 利用 32p-postlabeling 方法以 PAH-

DNA 鍵結物之移動相分析aromatic/hydrophobic D N A 鍵結物。本實驗步

驟主要依據Reddy et al. (1990) 的方法進行。首先取2μgDNA 加入至含

有 0.75 unit micrococcal endonuclease(MN) 和 7.75μg spleen 

phosphodiesterase (SPD) 之 succinate buffer 中，於 370C 水浴中培育是小

時，使DNA 水解成 deoxyribonucleotides 3 t - monophosphate 0 以 nuclease
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Pl (NPl) 方式進行 DNA adduct enrichment '其IJ 加入 6μg NP 1, sodium 

acetate 以及ZnS04 於 370C 水j谷中培育 1 小時。然後加入含有 5 units 之

T 4 polynucleotide kinase 和 l J.Ù之 10 !lCi [r _32P]_ATP 的混合液，於

370C 水浴中培育 1 小時以進行postlabe1ing 反應，最後將此放射性標記過

的 DNA 鍵結物反應液點在 PEI-cellulose TLC plate 上，利用三種移動

相，三個方向展開?每次展開後 TLC plate 都要經過剪除濾紙、洗片和自家

乾的步驟。三種移動相分別為: Dl-2 .4 Msodium phosphate (pH6.0);D3-

3.6M lithiumformate, 8.5 Murea(pH 3.5);D4- 0.8 Mlithium chloride, 0.5 

M Tris base, 8.0 M urea (pH 8.0) 。展問後的 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還於 ω

800C 冰櫃中穩定顯影的時間，曝光後 'X 光片上會顯出 DNA 鍵結物之位

置。另外，稀釋 DNA 水解溶液並以[ r _32P]-ATP 標記所有核甘段 (total

nuc1eotides) ，然後利用 40 mMammonium sulfate(pH 5.27) 展開，確定所

有核甘酸之位置。定量時只IJ依照 X 光底片上的相對位置，將 PEI plate 上

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 Beckman 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:

Re1ative adduct labeling (RAL) = cpm in adducts / cpm in total 

nuc1eotides / dilution factor 0 

(二) Nitro-PAHs-DNA 鍵給物 i 七、精

/ . in vitro dinitropyrene-DNA 鍵錯物掠準品之令成
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首先利用 Speed Vac 濃縮機 (Speed Vac Plus SC 210A, Savant) 將 l

mg 的 calf thymus DNA 乾燥，再以 500μ1 的 50 血MKH2P04 溶解之，然

後加入 10μ1 hypoxanthine (50 mg/ml) 、 10μ1 catalase (1 mg/ml) 和 25μI

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 / chloroform 萃取出反應後之

DNA 並定量(方法如上述)

之.第三色站去受萃取物處 3室，}. J十月句腺 DNA

分別將 FOSC 以及經半製備純化的油煙濃縮液處理小牛胸腺 DNA

，利用 DNP-DNA 鍵結物合成的方法進行處理(參考上述)

3. 泛泛 Cìh *受萃取詢處援 CL-3 狗吃

步驟如上所述。

!./-.DNA 鍵結才~ t 色、材

首先 10μgDNA 加入至含有 1.5 units MN 和 15.5μgSPD 之
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succinate buffer 中，於 370C 水j谷中培育 4 小時會使DNA 水解成 deoxy

ribonucleotides 3' - monophosphate 0 加入 10 mM tetrabutylammonium 

chloride (TBAC) 和 100 mMammonium formate (pH3.5) ，用 1-butanol 萃

取DNA 鍵結物以增強鍵結物的含量;以等體積的 1-butanol 萃取兩次會

收集上層液(1月butanol 層) ，按著以 SpeedV削減壓濃縮後，溶於 18 抖的

無茵水中，然後進行 postlabeling 的步驟，最後將此放射性標記過的

DNA 鍵結物反應液點在 PEI-cellulose TLC 片上，利用下列移動相展問:

D1- 0.65 Msodium phosphate (pH 6.0); D3- 3.6 M lithiumformate , 8.5 M 

urea (pH 3.5); D牛1.2 Mlithium chloride, 0.5M Tris base, 8.0M urea (pH 

8.0); D5- 0.9 M sodium phosphate (pH 6.8) 。顯影與定葷的步驟向上所述 O

(三) malondialdehyde(MDA)-DNA 鍵結街去 32P-postlabeling 色、

才有 (Vaca et al., 1992) 

/. MDA目DNA 鍵給物之令 J九

參考 Vaca et al. , (1 992) 的方法進行 MDA“DNA 鍵結物標準品的合

成。將 2.2 g (0.01 mol) 1 ， 1 ， 3 ， 3 ，-tetraethoxypropane(TEP)(95%) 溶於 100

m10.1 MHCL(O.lM TEP) 中 pH 值為 4.5 '在 400C 水浴中培育 40 分鐘後

，分別與 guanosine， adenosine, cytidine 以及小牛胸腺DNA2.5mmol 並加

入K扭扭04(0.1 mol; 13.6gin 1000ml) ，總體積為 1000ml '在 37 0C 水浴

中培育 10 天後，在 400C 中濃縮至 100 ml '加入 600 ml acetonitrile 並靜
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置於40C 冰箱中 overnight '將沈澱物過濾、掉並以 95% acetonitrile 沖洗之

，然後濃縮至 50ml 並靜置於40C 冰箱中 overnight '過濾、後以 polyamide

50 mm X30 cm 管柱(沖堤液:水)純化，將沖提液收集並濃縮至 50 ml 

後以 RP18 10 mm X250 mm 管柱(沖堤液: 5 % acetonitrile) 配以 UV

(254, 330, 365-460 nm)以及 MS(ES+) ，進行分析確定。

之. 弟;魚色 L均步去娃受萃再取又扮處 3紹笠 CL-儡儡儡儡儡刁

步驟如上所述。

3 . DNA j;是給物之七、精

上述經過油煙處理之人類肺癌細胞株 CL-3 的 DNA 經萃取純化及

定量後，取5 抖g DNA 加入 7 抖的酵素混合物其中含有MN (7.5 U) 和

SPD (7.75 J.Lg) 和 100mMsodiumsuccinatepH6.0 '混合均勻後在 37 0C 水

浴中培育 14 小時，經離心除去懸浮物，含有 MDA-DNA adducts 的上清

液以濃縮機弄乾後再溶於蒸餾水中。取5μlDNA 弄乾後，加入 1 抖的

NP1 (1.25μg)， 2.4抖的 0.25 M sodium acetate, pH 5.0 和l.4 抖的 0.3mM

ZnC1 2 '在 370C 下培育一小時，完成水解DNA 的過程。然後閱始進行

phosphory lation 反應，取 1μlDNA 樣品和 1 抖的混合反應物，其中包括

有 1.2 pmol 的 [y_32P]ATP， 1.2U T4polynucleotide kinase,40 mM bicine

NaOH, pH 9.6, 20mM MgC12 , 2 mM spermidine 和 20 mM dithiothreitol 0 

以上混合液先離心 10 秒鐘後，移至 37 0C 水浴中培育一小時會加入 20
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mU 的 apyrase 和 10mMbicine-NaOH， pH9.6 後，再繼續培育三十分鐘 O

此混合物 (2μ1) 即點至 10 x 10 cm 的 PEI TLC plate 上，進行 two

dimensional 色層分析，第一個方向的移動相是 3.5 M ammonium formate , 

pH 3.5，然後將 TLC plate 放入水浴中清洗兩次各七分鐘，等到完全乾了以

後，再進行第二方向的色層分析，其移動相為在 10mM NaH2P04 , pH7.5 

中含有 0.5 M ammonium sulfate 。然後再以水洗過等乾了之後，以 Kodak

XAR-5 底片進行 autoradiography 0 顯影與定葷的步驟同上所述。

十二帽、 HPLC 七、材誰先治縫在 CL-3 狗吃所持;成 PAH-DNA

鍵結物

利用前述的方法將 DNA 以酵素水解為單一核甘酸後以 [ r _32封閉

ATP 棵古己 DNA 鍵結物，然後利用 0.65 M sodiumphosphate (pH 6.0) 反

間，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

置於1.5ml 的 eppendorf 管內，加入 500μ14.0 M pyridiniumformate (pH 

4.5) 以 vortex mixer 激烈震盪以萃取蹄著於 PEI 上的 DNA 鍵結物，然後

以 12000 rpm 的速度離心 10 分鐘，取上清液，按著以 Speed Vac 減壓濃

縮後溶於 500 mM N aH2P04 (pH 2.5) 中。以 Waters 600 E 之 HPLC 分析其

中的 BPDE-DNA 鍵結物。 HPLC 分析的條件大致如 Robertson (1986) 所

述。所用之管柱為 Merck RP -18 column (particle size 5μm， 250 x 4.6 mm 

i.d.) ，流速為 1 ml/min '以 A= NaH2P041 H3P04 (500 mM , pH 2.5) 和 B

= methanol 為移動相，以 linear gradient 的方式分離，分析時間為 90 分

鐘。收集每分鐘的沖出液，加入閃爍計數液以 Beckman L-6500 
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Scintillation Counter 測定其放射性強度。欲定性其中的 DNA adduct 所以

利用單獨的已知毒物例如 B[α背， B[b]FA， 在 CL-3 cell 所造成的 DNA

adduct 做為標準物。分離出來的尖峰直接用 radioactivity detector 監視 o

以上實驗步驟主要依照 Hughes et al. (1 993) 的方法。

十 J乙、 LC-MS 鎮定誰先油罐局正成鍵結扮

/.銘定在 CL-3 所持;1丸之主委 PAH-DNA 鍵結物

將 0.5 mg FOSC 處理 CL-3 細胞 24 小時後的 DNA 進行 nuclease

Pl 與 alkaline phosphotase 水解，並以 0.2 抖m 濾、膜過濾、此樣品以進行 LC

l'Æ之分析，其流動相為: H20/acetone= 1/1 ' 0.1 % formic acid 流速為

10μl/min 0 以 LC-MS ( VGplatform II, Fison )的 Mass Lynx data system 

分析。

之.鎮定在 CL-3 所升;1丸之 MDA-DNA 鍵結物

步驟如上所述。

十甸、 TBA 方法測定 MDA i..生 J技

分析 MDA 生成的方法主要參考 Wil1s (1987) 、 Biaglow (1997) 的
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步驟進行。其原理是細胞脂質過氧化時以及 deoxyribose degradatiolI 

生之 MDA 會與 thiobarbituric acid (TBA) 形成粉紅色之產物，在 OD532

nm 可偵測到。

/. 小 J十月句是泉 DNAi 處紹

其步驟為以不同濃度的 FOSC 處理 250 做小牛胸腺 DNA' 在 l

m1 的反應液中包含 100μMCu 2+ 、 25 mMKH2P04 分別在 S9 mix. 存在與

不存在下， 100
0

C 水浴震盪( 180 rpm) 培育 1 小時後，分右份口入 25μ120

n泓恆的 buty1ated hydroxy-to1uene ( BHT )、 1m10.7% 的 TBA 以及 1 m1 

2.8% 的 trichloroacetic acid ( TCA )。充分混合後 9 在 37
0

C 水浴中煮沸 10

分鐘後置於冰上。取 2 m1 以 10000g 離心 10 分鐘後，取上清液測

A532nm 0 

之.處按 CL-3 狗吃

培養於 10 cm dish 中的 CL-3 細胞以 TE 處理下來，取 500μ1PBS

中含有 1 X10 6 細胞移封的 xl00mm 的 glass culture tube 中加入 100μM

Cu2+ 、 25mM KH2P04 與不同濃度FOSC 作用，使反應體積為 1 m1 ' 100 

oC 水浴震盪( 180 rpm )培育 1 小時後，分.41] il口入 BHT 、 TBA 以及 TCA

(步驟向上) ，最後測 A532nm 。

- 40 -



十五、 Xanthine oxidase ~毒性 i 七、材

由於 xanthine oxidase 是細胞內生成游離暴的主要酵素之一，若欲

了解經過油煙處理的肺細胞是否生成游離基活性?必須先分析此酵素的活

性是否有改變。此酵素的分析是依照 Noro et al. (1 983) 的方法進行。每次

分析之混合物中含有 0.5 ml 的不同濃度之炒肉油煒、 1 .45 ml 的 1115 M 

phosphate buffer (pH 7.5) 和 0.05 ml 的酵素溶液(0.08 U/ml , Sigma) 。此泛

應是由加入 1 m 1 的 0.15 mM xanthine 到反應液中開始，整個

xanthine/xanthine oxidase 反應生成 ura悅，可以 290 nm UV 

spectrophotometer 測定其吸光值。

十 f、、 8-0H-deoxyguanosine Z 七、材

/.處短小斗胸腺 DNA

以 200μg 小牛胸腺 DNA 和不同濃度的 FOSC 與 B[a]P 在 50 伸直

Cu2十以及的 mlx. 存在下，作用 2 小時( Toyokuni and Sagripanti 1996 )進

行 DNA 萃取(步驟如上)。

2. 處援 CL-3 狗吃

以不同濃度的 FOSC 在 50μM Cu2+ 存在下，處理 CL-3 細胞。~
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24 hrs 後，進行 DNA 萃取(步驟如上)。

3 . ECD/UV HPLC z 七、材

上述經 FOSC 處理過的小牛胸腺 DNA 或 CL-3 細胞 DNA' 經

nucleaseP1 以及 alkaline phosphatase 水解後，經過 0.2 抖m syringe filter 通

波、後，注射入 C-18 column 以 electrochemical detector (ECD) 偵測之。其

移動相為 50 mM phosphate buffer solution (KH 2P04 ), pH 5.5 中含有 10%

的 methanol (Richter et αl.， 1988) 。

。. LC-MS z 七、材

上述經 FOSC 處理的 DNA 經 nuclease Pl 以及 alkaline phosphatase 

水解後(同上)進行LC-MS 偵測，流動相為H20 / acetone = 1月，流速為
10μl/min (同上)。

十 J仁、細胞 p53 妥旬 i 兔技 j各色兮的 (Immunocytostaining)

將 CL-3 細胞種在 24 個 wells dish 中，每個 well 為 lxl05 細胞，

24 小時候，以不同濃度B[a]p 、 B[b]FA 、 FOSC 處理( 4，時，24 )小時會洗

去medium '以 PBS buffer 沖洗三次;以 _20
0

C 的 methanol 固定 1min

後，以 PBS buffer 沖洗三次;加入足夠蓋滿所有細胞的 3% 施。2 '在室

溫下反應的分鐘，以阻斷細胞本身內源性的過氧化酵素，避兔干擾結果
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的宇IJ 讀 O 以 PBS buffer 沖洗三次，加 80μ1 diluted p53 primary antibo句，

於 37
0

C 中反應 90 分鐘，以 PBS buffer 沖洗三次;加上足夠援萃的

linking antibody 於 37
0

C 中反應 20 分鐘，以 PBS buffer 沖洗三次;加上

strepavidin-hoorseradish peroxidase 於 37
0

C 中反應 20 分鐘，以 PBS buffer 

沖洗三次;加DAB chromogen solution (DAKO com.) 覆蓋即可，於室混

下反應 10 分鐘後，以 PBS buffer 沖洗三次;以 Hematoxylin 進行

counter-staining 30 秒，以清水沖洗後，以 100% alcohol 覆蓋並風乾。

4卜，、、 DNA 單放射家 i 氧化性筠客七、材

DNA 單股斷裂之氧化性傷害分析主要依照 Martine et al. (1991) 的

nick translation assay 步驟進行。將處理不同濃度FOSC 的 WI-38 細胞，

TE 處理下來後，以 Hemacytometer 測細胞數目，取200μlPBS 中含有 5

X 105 細胞於eppendorf 中，還於冰上，以 1000 rpm 1.5 min 將細胞離下

後，倒拌上清液，加入 50 J.LMdATP, 50 J.LMdCTP, 50 J.LMdGTP, 3μCilml 

d[methyl-3H]-thymidine,40u/mlDNApolymerase 1 , 50 J.Lg/mlBSA, 10mM 

ß-mercaptoethanol, 1x polymerase 1 buffer '使反應總體積為 100 阱，在室

溫中反應 40 分鐘後，將 100μ1 的反應液加到港、紙上並以 2%

pyrophosphate 沖洗以終止DNApolymerase 1 的反應，再以 5%TCA (含

有 1 % pyrophosphate) 沖洗後，以 ether 快速沖一下，風乾後，以 Liquid

scintillation counter (Beckman Instrument, USA) 測定濾、紙上的放射性強

度，並以下列公式表示 DNA 斷裂的程度: [Sample - Y( 不加

polymerase 1 的空白組)] -;- [X( 有加 polymerase 1 的空白組)一 Y] 0 
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十九、自治基對 DNA 鍵結胸后成的學;需之七、材

主要參考 Randerath et al. , (1 992) 的方法，利用不同濃度 (5 - 200 

mM)的 ascorbate 和 100 mM DTT 作為島由基清除劑分別與 0.5 mg 

FOSC 以及 0.2μM B[aJP 在 37 oc 中進行前處理 l 小時後，處理 CL-3 細

胞 24 小時後，進行 PAHs心
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f豆、結系與討論

一、 失~-內防線之 4交接與萃取

f一〉比較豬肉與玄之內油炫憨;零散拉合委和其晶晶內萃

取物

為了分析油煙中主要基因毒物與致突變物，本實驗以一般家庭烹

調方式進行油煙之收集與分析。首先在生鮮超市(台中大買家)與傳統

市場分別購得白結魚( white-pomfret) 四條(共約 1 公斤) ，與旦脊豬

肉( 3.5 公斤) ，在不銬鋼鍋內以大豆沙拉油分別烹調之。為了減少變函

，烹調過程中不添加任何調味料。所生成的油煙以高量空氣採集器分別

收集( 1 m 3/min )於玻璃纖維濾紙上，再以丙飼有機溶劑萃取之。過程

之記錄與結果整理於Table 1 和 2 中;每條白結魚以的 ml 沙拉油煎 5 分

鐘，每次煎一條，共煎四次。豬肉絲以 10 ml 沙拉油快炒 2 分鐘書每次

炒 200 丸，共炒 18 次。烹調過程溫度之變化皆控制一致，當溫度達 180

。C 時開始烹調，肉下鍋後溫度會下降至 150 oc '然後會逐漸升高約達
250 oc '最後熄火前溫度為 180 oc 。萃取前所收集到的煎魚油煙與炒豬

肉油煙之懸浮微粒分別為 450 mg/m3 與 1264 mg/m3 ，換算成每分鐘每克

肉所產生的油煙懸浮微粒，分別為 2 1. 6μg/g meatlmin 與 10.0μg/g

meatlmin 。經丙酌萃取後，所得萃取物分別為 382mg/m3 與 1115mg/m 3 

，相當於 18.3μg/g meat/min 與 8.8μg/g meatlmin 0 由此結果可知 9 以一

般家庭烹調方式，相同重量下每分鐘煎魚所產生的油煙懸浮微粒比炒豬
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內多 2.2 倍。本研究室過去曾利用四種不同的肉類(魚肉、街肉、牛肉

、雞肉) ，以三種不同的食用油(沙拉油、葵花油、豬油)分三次炒，

所得的十二種油煙中以豬油炒魚肉所生成的油煙最多、其次為沙拉油炒

魚肉 (Yang et al., unpublish data) ，而家庭中主要食用油為沙拉油 9 因此本

實驗選用沙拉油進行烹調。

斗、 L命去受萃再久才每守主委直接弘突變物之色、村與銘定

為了確定烹調所生成之油煌的基因毒物，我們將所收集到的油煙

懸浮微拉之丙飼萃取物，經由一系列的純化分析確定油煙中主要直接致

突變性和問接致突變性的化合物( Fig. 1 )。

C 一)直接組突變，防七、物

為了瞭解油煙萃取物是否具有直接攻擊 DNA 的能力，我們先以

Amestest 對 TA98 菌種，在不添加哺乳類肝臟活化酵素之下會分析其直

接致突變性，結果發現煎魚油煙粗萃取物每0.5 mg 可誘發82 個反突變

菌落數，為控制組之 4.8 倍的致突變性、每 1.0mg 可誘發 102 個反突變

菌落數，為控制組之 6 倍的致突變性( Fig.2 )。而妙、豬肉油煙粗萃取物

每 0.5 mg 可誘發42 個反突變菌落數，為控制組之2.5 倍的致突變性、

每 1.0 mg可誘發 44 個反突變菌落數，為按制是且之 2.6 倍的致突變性。若

換算成每克肉所產生的油煙之反突變菌落數，發現每丸魚肉所產生的油
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煙具有控制組 3.5 倍的致突變性，而每克豬肉所產生的油燈具有控制組

2.4倍的致突變性。比較兩種油煙粗萃取物在 TA98 菌種之直接致突變性

，具有統計土之顯著性差異，其 P < 0.05 (Fig. 2 )。即煎魚油煙懸浮微

粒之丙閉萃取物比炒豬肉的油煙懸浮微粒之直接致突變性還高。此差異

可能是魚所接觸鍋面的表面積比豬肉大，且魚肉內的水分較多也較易將

參與形成致突變物之前驅物，例如糖類、胺基酸等生物有機成份溶出。

因此肉類中的水分，對於油煌的致突變物有一定程度的影響 (Berg et al ., 

1990) 。

f 二)均炫萃否又指守主委直接弘突變物之多已化

J. 半製 f看 12 管才iiHPLC 統化

為了確定油燈中的主要直接致突變物，將產生懸浮微位較多及直

接致突變性較強的煎魚油煙粗萃取物 (FOSC) ，先經半製備高效液態層

析( semi-preparative HPLC )的純化。首先將已過 0.2μM 之港、膜的

FOSC 經半製備型管柱 (Spheris-ORS S10 ODS2) 分離與純化，其流動相

條件為 methanol/MCI buffer = 80/鉤，流速為 2.5ml/m妞，將每分鐘所收

集之沖堤液進行TA98 菌種之直接致突變性分析，發現主要致突變性發

生在滯留時向 22 分鐘 (retention time , Rt 22) ，具有 549 個反致突變菌落

數剛好和標立學品 1 ，6-dinitropyrene (1，6-DNP) 出現的位置一致( Fig3 )。

再以光二極體掃描分析此尖峰之uv 光譜( Fig.4) ;發現此尖峰樣品在
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289.3nm 有一主要的吸收波峰，和 1 ，6-DNP 標準品的主要吸收光譜一致

，亦在 289.3 nm 有一吸收波峰。為了大量收集主要直接致突變物，我們

連續注射20 次，每次 1 峙的 FOSC' 分三區收集將其沖堤液分成三個

區域收集之;第 I 區為 0-19 分鐘，第 II 屋為 20- 27 分鐘，第 III 區為

28 - 70 分鐘。所收集之;中堤液經減壓濃縮後，取各區之1/20 的章，相當

於輝、注射 1 mgFOSC 的愛，進行TA98 之直接致突變性分析。發現，玉昆

皆有致突變性;第 I 區具有控制組4 倍的致突變性，第 n 昆具有 1276

倍的致突變性，第 III 昆具有 8 倍的致突變性，令人驚訝的是第 n 琵竟

占總致突變性的 99% ( Table 3 )。

之. 1 ，6-DNP-DNA 鍵結扮 i 七、材

為了確定油煙中確實含有直接致突變物 1 ，6-DNP ，分別將 1 ，6

-DNP 標準品、 lmg 的 FOSC 以及上述經 HPLC 分析純化的第 II 區沖堤

液，取相當原注射 0.5 mg FOSC 的量，以分析nitropyrene-DNA 關duct

的 32 P-postlabeling 方法，在 xanthine oxidase 和 catalase 活化眉宇素存在下

與裸露的小牛胸腺DNA 反應 21 小時後所形成之DNA 鍵結物，在 PEI

片上展開結果發現 1 ，6-DNP 標準品與小牛胸腺DNA 所形成五個的 DNA

鍵結物( Fig.5-A; Spot 1-Spot 5 )。其中最主要的是 Spot 4 '和已被證實

之 N-(deoxyguanosine-8-yl)-1舟mino-6-nitropyrene (dG-C心ANP) 的移動位

置相似 (Fig. 5) ，攻擊在 deoxyguanosine 的 C8 位置( Beland et α l. ， 

1990;1993) ，也是目前唯一化學構造被確定的 1 ，6-DNP-DNA鍵結物 O
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而 HPLC 純化的第 II 區濃縮液與小牛胸腺 DNA 所形成的鍵結物( Fig.5-

C) 亦可發現和 1 ，6-DNP 標準品所形成的 DNA 鍵結物有類似位置的五個

點，比五點中又以 Spot 4 為最主要。在 Fig.5位中可清楚地發現未經純

化之FOSC' 在 xanthine oxidase 和 catalase 酵素活化下與裸露的小牛胸

腺DNA 所形成的鍵結物，會在 P缸片上形成兩條對角線的帶狀區域(

DRZ1 和 DRZ2) ，但很難辨識出有 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物的形成。若以

FOSC 處理肺腺癌 CL-3 細胞，所形成的DNA 鍵結物在 P缸片上的層析

閻譜( Fig.5品)發現有一條DRZ' 並在此區域中有一主要的DNA 鍵結

物 (Spot 6) ，在此PEI 片子中也未發現j 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物形成 O 由

於 FOSC 無論與小牛胸腺DNA (Fig.5-B) 或肺腺癌 CL-3 細胞 (Fig.5-E

)作用，皆可發現比重要的 Spot 6 '因此 Spot 6 可能是FOSC 中重要基

因毒物所形成的。本實驗室先前的研究 1 ，6-DNP ，在不同人類肺細胞株

上形成DNA 鍵結能力之比較分析，結呆發現 1 ，6-DNP 對MRC-5 正常肺

細胞中朱會形成最高葷的 DNA 鍵結物，其次為 WI-38 (正常肺細胞株

) ，而 Calu-1 、 CL1-0 、 CL1-2 、 CL-3 等四種人類肺癌細胞株?沒偵測

到任何 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物，顯示 1 ，6-DNP 攻擊正常肺細胞的能力似

乎比攻擊肺癌細胞的能力更強 (Tang and Lee, 1996 unpublished data) 。

3. 1 ，6-DNP-DNA 鍵給物 i 質諾 (LC-MS spect叫銘定

為了進一步確定油煙中確實含有 1 ，6-DNP' 且會與 DNA 形成

鍵結物，如上述分別將 1 ，6-DNP 標準品與 1 mg 的 FOSC 會在 xanthine
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oxidase 和 cata1ase 活化酵素存在下與裸露的小牛胸腺DNA 反應 21 小時

後所形成之鍵結物。取50μgDNA 以 nucleaseP 1 與 a1ka1ine phosphatase 

水解後，以 0.2μm 濾膜過波、，進行 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物的質譜鑑定(

Fig. 6) 。其流動相為: H20/ acetone = 1月， 0.1 % formic acid 流速為 10

Jlllmin 0 由於 1 ，ιDNP 攻擊 deoxyguanosine C8 的位置，而形成 N

( deoxyguanosine舟-y1)四 1-amino-6-nitropyrene(dG-C8-ANP) 鍵結物，其質

量為 525m/乞，結果發現在標準品 1 ，6-DNP 合成的 1 ，6-DNP-DNA 鍵結物

與油煙 FOSC 合成的 DNA 鍵結物中，皆有發現 525 mlz 。若 dG 土的

deoxyribose 斷裂後?形成 N-(guanine-8-y1)-1-amino-6-nitropyrene 鍵結

物，其質章為 410 m/z '若被一個鈍離子接上的話，則為 432 m/z '分別

在 Fig.6-A 與 Fig.ιB 中偵倒到。證實煎魚油煙中確實含有 1 ，6-DNP9 且

會與小牛胸腺 DNA 形成 N-(deoxyguanosine耐心y1)-1-amino峙，

nitropyrene(dG-C8-ANP) 鍵結物。本研究室過去將魚肉絲以快炒方式所

產生的油煙在 Salmonella typhimurium YG 102再也證實有 1 ，6-DNP-DNA

adducts 的產生，且其強度較本實驗所得結呆還高 (Yang and Lee , 

unpub1isheddata) 0 Smith et al. ( 1995 )將不同劑量的 1 ，6-DNP 直接注射

於F344 老鼠的體內，結果發現在肺臟與肝、腎等器官組織，都有 dG

C品ANP 鍵結物的產生，且以肺臟中最多，較肝臟中高了 10 倍之多。顯

示 1 ，后6-DNP 對肺臟組織細月胞包戶所身造成約 DNA 傷害可能較其他細胞為強(

Smith et αι1.叮， 1994吭; 1995 )ν。過去亦有學者報告指出將 0.1臼5 mg 1 ，后6-品凶

接注射到 F344 老鼠體內，會造成鱗狀細胞癌( Ma的ed臼a et αal.， 19兜86刮)。的

mg 1 ，6-DNP 直接灌入倉鼠氣管內，則會引起肺腺癌( Takayama et 

al ,1985 )。因此 1 ，6-DNP 可能是一種會引起肺腫瘤發生頻率較其他譯官
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組織為強的肺致為物( Smith et al. , 1995) 。為了了解其致癌的分子機轉

, Boldet 叫，(1 991)以 shuttle vector pS 189 含有 tyrosine amber suppressor 

甜可A (sup F) 基因處理過 1 ，6-DNP 後再送進人類 293 細胞，研究 1 ，ι

DNP 對 sup F 基目的突變特異性，結果顯示會引起G=C →T:A 鹼基

更換突變( bass-substitution mutation) ，同時也會在五個噁吟的 DNA 序

列引起d 結構移位突變( frameshift mutation )。而 1 ，6-DNP 也會造成

HPRT 墓園的突變，且其特異性以鹼基更換突變為主，佔了 75 % '其中

又以 A:T→ C:G 以及 G:C→ C:G 的換異突變( transversion 

mutation)為主要的突變形式。

4. 色、村級管才i Z HPLC 統化

將所收集之第 II 昆濃縮液以分析級管柱 (Merck RP-18 )進行第

二次的 HPLC 純化，流動相條件為 methanol/MClbuffer=65/35 '流達為

1.0 mllmin '同樣以 TA98 菌種進行Ames test 以偵測每分鐘沖堤液的直

接致突變性，結果發現在第 5 分鐘之區分，出現最強之直接致突變性，

相當於每10μgFOSC 中有 2512 個反致突變菌落數?即有 126 倍控制紐

約致突變性 (Fig. 7 )。由於其滯留時間較前，因此推測此主要直接致突

變物屬於高校性的化合物。

在第 55 分鐘區分(標準品 1 ，6-DNP的滯留時間)沒有偵測到致

突變性，若提高 FOSC 的量進行 Ames test '且改變沖提液比例為

methanol/ MCI buffer = 75/話，則在第 23 分鐘區分(標準品 1 ，6-DNP 的
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滯留時悶)可偵測到致突變性，相當於每500μgFOSC 中有 69 個反致突

變萬落數( data not shown ) ，因此 FOSC 中 1 ，6-DNP 之含量可由 1 ， 6-

DNP 標準品與沙門氏桿菌 TA98 菌種之直接反致突變菌落數的標準曲線

(Fig. 8 )來換算;結果每mgFOSC 中 1 ，6-DNP 之可能含量為 0.05 月，

相當於煎一條重 260 g 的魚，在五分鐘內可產生4.7ng 的 1 ，6-DNP 會比

量為台灣地區空氣懸浮微拉中 1 ，6-DNP 的三倍量 (Leeetal.， 1995) 。而

本實驗室過去在炒魚肉油煙中亦發現有非常高量的 1 ，6-DNP ，其含量為

10.39μg/m 3 相當炒一條重 260 g 的魚，在五分鐘內可產生 30μg 的1，6-

D NP ( Yang and Lee unpublished data) ，此量為台灣地區空氣懸浮微拉中

1 ，6-DNP 約 17857 倍量 (Lee etal. , 1995 )。與本實驗的差異，可能因烹

調過程的差異使然;在本實驗中以煎的烹調方式，處理整條魚，且鑫受

符合一般家庭烹調方式，溫度為( 150 - 250 oC) 0 Berg et al. (1 988) 發現

所生成的油煙之致突變物種類，和烹調溫度有闕，隨著溫度升高，油煙

內間接致突變性有增加的趨勢。過去本實驗室分析台灣地區四個都會區

空氣中，主要致突變化合物可能是DNPs ( Chou and Lee, 1990 ; Lee et 

al., 1994b,d ) ，並發現露天燃燒垃圾等廢棄物，會產生 1 ，6-DNP 和 1 ， 8-

DNP 0 因此推測露天燃燒垃圾等廢棄物可能是造成DNPs 含章，較其他

國家高 100-1000 倍的可能原因之一 (Lee et al. , 1995a )。 本研究發現，煎

魚油煙中含有較室外更多的 DNPs 含章，可見在台灣空氣中，無論室外

、室內的空氣中都含有高量的 1 ，6-DNP 會因此了解 1 ，6-DNP 在台灣居氏

引起肺癌的角色，是值得研究探討的重要課題。

FOSC 經半製備型管柱之 HPLC 純化後，致突變性明顯的增加至

少 200 倍以上 (Table 3 )。而將其主要致突變區 (Fraction n) 進行第二
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次 HPLC 純化後，主要致突變性又增加 10 倍 (Fig 7 )。顯然的，在

FOSC 可能同時存在著一些可抑制直接致突變性的物質，經HPLC 純化

後被分離，而顯出直接致突變物真正致突變性。混合型之污染物中的多

環芳香手里之間會發生交互作用( interactive effect) ，使得實際對生物體

的影響和單獨一個化合物所得的結果有相當大的差異。本研究室最近即

發現多環芳香經會改變 1-NP 的代謝活化路徑，而抑制 1-NP 的致突變

性( Lee and Cherng,1994 ) 0 而另一原因可能與Smimada (1 990) 指出硝

基還原作用所轉移之電子數，會影響楠，基多環芳香握的致突變能力有關

，以 1 ，6-DNP 與 1 ，8-DNP 為例，轉移單電子的還原酵素會使 1 ，6-DNP 與

1 ，8-DNP 直接致突變能力降低。而在 FOSC 的氧化性傷害分析中，發現

FOSC 對 xanthine oxidase (屬於轉移單一電子的硝基還原酵素)的活性

具有正向濃度線性關係 (Fig.23 )。因此混合狀態之FOSC 的直接致突變

性遠低於經過 HPLC 純化的活性區分。

!;. uv 吸故尤括台、材

利用光二極體偵測器掃描比第二次 HPLC 分析之第 5 分鐘的 uv

spectrum '發現其在 256.5 nm 有一最主要的吸收波峰(Fig.9) ，由此吸

收光譜顯示此未知致突變物可能具有萃環結構。

6. 紅外線吸收尤諾( infrared spec甘ophotometry， IR )與管諾(
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,. ÆI;~ ~ LC-MS spectra) 丈加足

為了了解此未知化合物具有那些官能基及主要致突變物為何?將

大量收集第二次 HPLC之 4~6 分鍾的沖堤液，以進行IR ( Perkin 扭曲er

Model-883 )與 LC-MS ( Fison V G platform II )之鑑定分析。在 IR 之圈譜

鑑定是由靜宜大學理學院院長林孝道教授研究室協助分析鑑定 (Fig.10)

，此 IR 結果須配合LC-MS 的分析結采 (Fig.11 )。初步證實 FOSC 中主

要直接致突變物具有萃環( 1576.87 cm ~1 )、盼( 1373.38 cm-1 ,1344.31 

啪-1 )、 C=C 雙鍵( 1635.01 cm -1 )、“OH( 3422.98 啪 -1 ， 2922.07 cm -1 , 

1712.53 cm -1 , 1373.38 cm-1, 1118.21 c妞-1 )、 -N02( 1635 .01 cm-1 , 1373.38 

cm-1, 1344.31 cm-1 ) 等官能基的吸收波峰。

在 LC-MS 鑑定方面， FOSC 中主要直接致突變物純化區分以

LC-MS (VG platform II , Fison )的 Mass Lynx data system 分析，其流動

相為: MeOH居世0=1/1 含有 0.5 % amonia '流速為 0.1 ml/min '結果發現

其主要質量為 191 m/z (Fig.11) ，推測其為含有一個 nitrite groúp 與

hyd(oxy group 的 nitro-naphthol 。若其 nitrite group 斷裂的話，則其質章

為 143 m此，結果在質圈上確實有 143 mlz 。若其hy世oxy group 被一個

鉤離子接上的話，則分子量為 213 mlz 、若被兩個納離子接上的話，則質

量變為 2幻35 m1z 。結采在層析麗上皆可發現213 與 235m/挖Z 。證實此物質

可能為 Ni泣tr叩o-na叩pht出ho叫1 。而自前確定的 n位1吐itr昀O詛-na協apht由ho叫l 為 1-且-Ni址tr昀o.樹擱m♂.削-“輔♂.2 -

naphtho叫1 ( 1卜-Nitro-2.叫.輔

hyd缸roxynaphthalene )。因此推測此物質可能為 1-Nitro-2-naphthol 0 為了

進一步證實我們的推測，因此將此物質與 1-Nitro-2-naphthol 標準品(分
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子量為 189 )作 LC-MS 之比對分析( Fig .35 )。由於 1-Nitro-2-naphthol

在 ES+ 的條件下(以流動相為 acetone/H20 = 111 含有 0.1 % formic 

acid '流速為 10μl/min) 所偵測到為 m I z = 190( 在 ES- 所偵測 m Iz 

為 191 )。若脫落一個氧原子，貝IJ m/z= 174' 結果發現在所純化的

FOSC 樣品有 1-Nitro-2-naphthol 質譜。

因此除了 1 ，6-DNP 以外，我們首先在煎魚油煙中也發現另一種

直接致突物- 1-Nitro-2-naphthol 0 而此化合物在油煙中對 TA98 直接致

突變性至少有 250 個反突變菌落數/悔。

Suzuki et al. (1 988) 發現燃燒不完全所產生之 2-naphthol '在

含有 nitrite 的水溶液中，會產生 7 種主要光化產物，其中含有 1-Nitro-

2-naphthol '並推測其形成路徑如 Fig.36 所示:在光化反應下會弘

naphthol 會形成帶自由基的 naphthoxy radical '而和 nitrite 自由基形成 1-

Nitro-2-naphth仗，並且會在有氧存在下，形成未知的強致突變物( Suzuki 

J. et al. , 1988 a,b.) 0 1-Nitro-2-naphthol 對人類肺細胞是否具有致突變能

力或也會誘發細胞發生氧化性傷害，將進一步進行細胞毒性分析、 DNA

鍵結物及氧化性傷害的分析。

1 ，后6-DNP 與 1-剎

P必f起s) ，過去學者認為 I叫1泣itr昀o-PAHs 的高致突變性表現，主要是經由還原

酵素與乙西磁臺化酵素來完成(Nef缸t et αal.， 1993) ， 所形成的代謝活化物鍵結

上DNA 而造成基因突變 (Cαho∞u et α拭1. , 1985 ; Delc10s et αlι.叮， 1988 )。現在

巳知有兩類硝基還月房原于京、酵索(付nl加t甘ro叫re吋duωctase) 可催化一個和兩個電子的轉移

，而代謝活化的tro-PAHs '一類是轉移單一電子的典型硝基還原酵素(

c1assical nitroreductase ) ，例如 xanthine oxi吐ase '所生成的代謝物之致突
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變性較低，如 1-NP 、 1 ，3-DNP 0 另一類是轉移雙電子的均基還原酵索，

例如 NAD(伊P)肝H-q開.

會接著進行酪化反應而產生乙呂睡臺化衍生物，其所生成的代謝物之致突變

性就很強， 1f村口 1 ，6-DNP 、 1 ，8-DNP 的代謝活化即是以此還房、酵素進行(

Rosenkranzetal. , 1986) 。目前已知參與 1 ，6-DNP 代謝活化之還原酵素，

主要存在於肝臟微粒體中，包括還原型之 cytochrome P-的0 和

NAD(P)H-cytochrome P-450 還原酵素。在肝細胞之細胞質中有 aldehyde

oxidase, xanthine oxidase 和 DT diaphorase 等單電子還原酵素( Djuric et 

aL , 1989) 。至於進行乙昌盛化作用的，主要也是存在於細胞質中( Djuric 

et 仗， 1985) 0 Hajosetal. , (1 991) 進一步發現肝臟細胞質之還原酵素

N AD(P)H -quinone oxidoreductase 也能將 1 ，6-DNP 進行雙電子還原作用，

還原後的 N-hydroxy-l.也nino-6-nitropyrene 可直接攻擊DNA' 或再被乙

昌睡臺化成 N且h勾yd釘rox勾y“ 1-哺輛叫nlno昀0-6ι-I咄1吐it缸ro叩py尹re阻ne 可直接攻擊，或再被乙酪化成

N-a缸ce叫toX)叫.輛叫-叫

lon '此不穩定的質子化中間物會直接攻擊 deoxyguanosine C8 位置，所

形成的鍵結物已被鑑定為 N-(deoxyguanosine-8-yl)-1-amino-6-nitropyrene

(dG-C8-ANP ) (Neft et 瓜， 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 (Beland et 試， 1993 )。

而代謝 nitro♂AHs 的酵素系統在進行 redox cyc1ing :ì通程中，是

否也會對細胞造成氧化性傷害為進一步研究的課題之一。

J乙、均燈萃月久物守主要間接弘突變物之鎮定
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f 一) FOSC 在沙門氏祥茵 TA98 與 TA100i 弘突變位台、

才有

為了了解油煙之間接致突變性，同樣利用 Ames test 方法在肝臟酵

素的混合液存在下，分別以沙門氏桿菌 TA98 與 TA100 兩種菌種進行

FOSC 之間接致突變性分析 (Table 4) 。結采發現.FOSC 從 0.1 mg 主Ij 1.5 

mg 皆對TA98 與 TA100 兩種菌種具有間接致突變性。而且在 TA仰上

具有線性濃度效應關係 (P<0.05) ，在 TA100 菌種則無線性濃度效應關係

。若與直接致突變性 (-S9) 比較，無論在 TA98 (P<0.025) 或 TA100

(P<0.025 )皆有非常顯著的差異。從0.1mg 到1.5mg ，無論那一個濃度

的油煜 FOSC' 對 TA98 或 TA100 的間接致突變性都比直接致突變性強

，例如 0.5 mg 的油煙FOSC' 對TA98 具有控制組4.8 倍的直接致突變

性，控制組 14.4倍的問接致突變性，以及對TA100 具有控制組1.7 倍

的直接致突變性，控制組6.7 倍的間接致突變性;顯示在油煙中存有直

接與間接致突變物 9 且間接致突變物對攻擊DNA 的能力比直接致突變

物強。因此FOSC 的致突變性以悶接致突變性為主( Table 4 ) ，因此推

測油煙中引起致突變性的化合物，可能主要是必須經由酵素代謝活化後

，才能表現出致突變性的 PAHs 化合物。同時比較 FOSC 在 TA98 與

TAIOO 兩種菌種之致突變性的差異( Table4 ) ，發現無論是直接致突變

性 (-S9 ， P<0.01) 或閱接致突變性( +S9 , P<0.05) 皆有非常顯著的差異(

Table 4) ，從 0.1 mg 到1. 5 mg ，無論那一個濃度的 FOSC '對TA鏘的

致突變性都比 TA100 強，而 TA98 代表 fram-shift ' TA100 代表base-
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pair substitution 。由此可知油煙中含有引起結構移位突變( frame-shift 

mutation) 和鹼基更換突變 (base-pair substitution )的化合物，但引起結

構移位突變的能力較引起鹼基史換突變的能力強。

FOSC 中所含直接致突變似乎不會造成鹼基對更換突變 (τA100)

而只會造成結構移位突變 (TA98) (Table 4)' 同時發現其悶接致突變物

造成結構移位突變約為鹼基對更換突變的三倍( Table 4 )。而 Wang et 

瓜， (1 997) 分析台灣地昆肺癌 p53 基因 exon 4-日的突變輿筒，發現在 G

:C 自己對或有重複序列處發生 1-12 坤的缺失突變，推測造成此缺失突變

羊肉旻菸以外的環境問子有關。因此從本實驗的 Table 4 初步分析判斷，

似乎可對此研究，提出一些線索。除此以外書在油:煙PAH隔DNA 鍵結物

分析鑑定發現，主要為 BPDE-N2_dG鍵結物( Fig. 22 )。過去研究發現

BPDE 和 DNA 形成鍵結物有95% 攻擊在 guanosme 上( Osbome et al 

., 1981; St凹的 et al. , 1977) , BPDE 所產生的突變，主要為 G:C • T 

: A (transversion )為主 (Yang eta l., 1991; Wei etal., 1994 ) ，但分析油

煙的致突變物，至少含有 nitro-PAHs ' PAHs 和 HAs (異環按類)三類化

合物，都能引起結構移位突變( framshift mutation) ，似乎有些相關

但仍須進一步的研究。

f二)均炫萃再去物守多緣芳香女皇之銘定

為了了解油燈中有那些主要的多環芳香經化合物?其含量各為

何?因此進行以下的的研究。
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1. 油燈萃取物守多多在芳香女皇之鈍化

本試驗先以 Baker-10 管拉進行因相萃取( solid phase extraction ) 

純化出油煙丙關萃取物中的多環芳香經類化合物，必須先找到純化出多

環芳香煜的最佳條件，因此首先以九種多環芳香煌的標準品通過Baker -

凹，以不同的有機溶劑和條件沖出多環芳香經類化合物，然後再以

HPLC 分析其含章，以計算出各種多環芳香煌的回收率，結呆如 Table 5 

所示，多環芳香煜化合物回收率最高的是 pyrene 有 97.6% '其次是

fluoranthene(FA) , B[α]P ， anthracene(Anth), B[ g， h，i]P， B[ α]A ， DB[α.h]A， 

B[b]FA 你們的回收率介於 92 .4 -82.1% 之間，而回收率最低的是

chrysene 僅有 78.96% 。九種多環芳香煌的標準品之平均回收率為 88.83

%。

之. 他燈萃取物，宇多多農芳香坡之承材/香村{義 (GC) ~毛 ;r生

七、材

經 Baker-10 管柱所純化出來的 FOSC (FOSC-B) 與 POSC (POSC

B) 中之多環芳香煜類化合物 (PAHs) ，注射入氣相層析儀中做定性分析

，並與 PAHs 標準品做一比對。結果發現~ FOSC-B 與 POSC-B 中之

PAHs 中都含有 Anth ， FA , pyrene，闊的A， chrysene , B[b]FA, B[a]P, 

B[g,h, i]P 等八種多環芳香煜化合物，其滯留時間分別為 8.22 ， 13.的，

“ 59 -



13.90, 19.缸， 19.斜， 27. 時， 30.12 和 4 1.55 分鐘 (Fig. 12) 0 而在 POSC品

中偵測至IJ DB[ a， h抖，為 FOSC 中所未偵測到的，其滯留時間為 39.95 分

鐘。同時在 FOSC-B 與 POSC-B 中也都偵測到約十九種其他未知的尖峰

，這都有待進一步的 GC-MS 定性分析，以確定其為何類化合物。

3. C命去受萃取物守多緣芳香經 i HPLC 定量七、材

為了確定油煙中 PAHs 的成分是否與氣相厝析儀分析的結果相符

，以及確定其中 PAHs 成分之含量，因此將經Baker-10 管柱所純化出

來的 FOSC-B 與 POSC-B 中之PAHs 純化物注射入HPLC 中分析，和十

種PAHs 混合標準品做一比對，發現FOSC-B 中含有 Anth， FA, pyrene , 

B[α]A， chrysene , B[b]FA， B[k]FA， B[ αp 和 B[g，h， i]p 等九種 PAHs(Fig.

13) , POSC-B 中含有 Anth， FA , pyrene， B[α]A， chrysene, B [b ]F A, B [ k]F A, 

B[a]P， DB[ α'的A 和B峙， h， i]P 等十種P必1:s (Fig.14 ) ，和 GC 分析的結呆

一致。為了確定其實際含章，茵此將HPLC 分析所得之各種多環芳香煌

的含量，以 PAHs 標準品之回收率來校正，而得到油煙中最主要七種

PAHs 之實際含量 (Table 6, 7 )。結果發現 1mg 的 FOSC 中約含有

1412.62 ng 的 PAHs '其含量最多為到b ]F A ( 3 19. 18 ng ) ，最少為

B[k]FA ( 69.48 ng) ，換算成煎每條魚所產生 PAHs 的含量最多為

B[b]FA(30.473 μg) ，最少為 B[k]FA(6.634 μg) 。總共約 134.354 抖g 的

PAHs (Table 6) ，其中含量最多的 B[b]FA 佔總量22.68% 為 B[a]P 含章

的1.72 倍。而 1 mg 的 POSC 中約含有 82.的時的PAHs '其含量最多
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為 pyrene (39.96 ng) ，最少為凹的FA( l.Olng) ，換算成每炒 100 克肉

所產生PAHs 之含量最多為 pyrene ( 1.273μg) ，最少為 B[k]FA (0.032 

向) ，總共約 2.575 悶的 PAHs (Table 7) ，其中含量最多的 pyrene 倍總

量高達 49.44% 為 B[αp 含量的 6.43 倍。兩種油煙之主要七種 PAHs 的

成分雖然一致，但其各成分的比例卻有所差異，將兩種油煙之主要七稜

PAHs含量百分比整理於Fig. 15 中，更可清楚地比較出兩者的差異。比

較兩種油煙萃取物中各種多環芳香煌的含量時 (Fig.16) ，發現FOSC 萃

取物中主種主要PAHs 的合章，在統計學上，都非常顯著性的較POSC

萃取物中的多環芳香炫含量為高( pyrene;P<0.025 , other PAHs; P<0.001 ) 

。瑞典學者 Lofroth et al., (1 99 1) 證實烹調各類肉類食品所生成的煙霧

中，具有不同程度的致突變性。 Berg et al. (1990) 發現所生成的油煙之致

突變物，和烹調時間有正相關性，也就是說烹調愈久，生成的致突變物

含量愈多。且所生成的油煙之致突變物種類，和烹調溫度有關，隨著混

度升高，油煙內問接致突變性有增加的趨勢( Berg , et al. ,1988 ) 。以上

原因，或許可用來說明，為何在 PAHs含量上， FOSC 比 POSC 含量為多

( Fig. 16 )。

油煙中所測到的 PAHs' 在 Ames test 以及 SOS chromotest 中，除

了 Anth 以外，皆已被證明具有基因毒性 (Mc Cannet此， 1975; Pahlman 

and Pelkn凹， 1987; Richard and Woo , 1990; Mersch-Sundermann et al 叮

1992 )。另外，有些多環芳香煜不具致癌性如 fluorene ， fluoranthene , 

naphthalene , anthracene , phenanthrene 等，但是有些多環芳香炫如

此enophthle肘， pyrene 和 coronene 等的致癌性目前尚不明瞭'仍待進一

步研究。
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大陸學者 Li，S.G. et 仗， (1994) 報告指出蔬菜油和沙拉油分別加熱

到 205 士 5 0C B守所造成的油煙含有高量的 B[a]P 和 DB[ a，h抖，在蔬菜油

實驗組所測的 B[a]P 為 0.463μg勻， DB[α'的A 為 5.763μg佑，在沙拉油實

驗組所測的問 α]P 為 0.341 向勻 ， DB[a， h]A 為 3.765 向/g 0 同時他們也分

析炸油豆腐店、炸麻花店和炸油條店的空氣樣品店中的多環芳香程實結

果顯示亦含有相當高量的 B[a]p 和 DB[a，h}屯，因此他們認為這兩種已知

的致癌物可能是造成廚師和中國婦女，誰患肺悉的起始因子。和本實驗中

相同的是皆含有高量的 B [a]P ， 但不同的是在 FOSC 中並無偵測到

DB[ a，h抖，只有在 POSC 中才發現很微量的DB[a，h 抖，此外我們本質，驗

中也發現在 FOSC 中除了 B[a]p外還有其他至少 8 種的 PAHs 存在( Fig. 

13) ，其中以 B[b]FA 的含量居冠。而 POSC 中測到以 pyrene 含量最多

，佔總 PAl曳的一半，而 pyrene 會與空氣進行光氧化反應而生成 1 ， 6-

DNP (Lewt肘 ， et α l.， 1990 )。因此FOSC 中含有 1 ，6-DNP 可能和高溫烹

調狀態下，油煙之 pyrene 與環境中的 NO 產生反應而形成。

在間接致突變物的分析方面，除了 PAHs 以外，本研究室最近亦

在 FOSC 中發現含有異環胺類中的 MeIQx '推算每分鐘煎每克魚會產生

。.25 ng 的 MeIQx (Yang et al. , 1997 )。若以 5 分鐘內煎一條白紹魚所產

生的 1 ，6-DNP , MeIQx 及5 種 PAH 的總量做一比較，發現在 FOSC 的

P必缸中，含量最多的 B[b]FA 為 FOSC 中 1 ，6-DNP 含量的 6500 倍，

MeIQx 的 94 倍。而FOSC 所含PAHs 中對DNA 攻擊能力最強的 B(a]p

含量也比另兩種高很多;為 1 ，6-DNP 含量的 3800 倍， MeIQx 含量的 55

倍， FOSC 中存在著含量如此高的 PAHs' 不得不重視其對人類造成的影

響，特別在肺癌發生上。
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由、 FOSC 在月中腺法細胞 CL-3 所造成主委 DNA 鍵結抬

亡銘定

f一〉付海-postlabeling 才法令才有 DNA 鍵結扮

由於 FOSC 中主要 PAHs 的含量，較 POSC 萃取物中的 PAHs 含

章高很多，因此以 FOSC 進行以下的研究。為了耍了解油煙之主要致突

變性與形成 DNA 鍵結物能力是否相關，以 32P-postlabeling 分析 PAHs

DNAi定結物。

/. 地去受萃再去物與小牛胸籐 DNA 局正成乏鍵結飽含材

首先以 1 mg 的 FOSC 和小牛胸腺 DNA 在的混合液代謝活化下，

作用 3 小時，分析其所形成之 DNA 鍵結物，並分別以九種 50 JlM 的

PAHs和 FOSC 中 PAHs 比例相同之混合PAHs 標準品處理與小牛胸腺

DNA' 以比較其聞所形成之DNA 鍵結物的差異 (Fig.17 )。由 PEI 片上

展開的 DNA 鍵結物層析圈譜，發現九種相同濃度的多環芳香經皆會與

小牛胸腺DNA 形成強弱不等的鍵結物，各PAHs 所形成之DNA 鍵結物

在 PEI 片子上均有不同的移動位置 (Fig.17-C~K )。而 FOSC 與小牛胸腺

DNA 所形成的鍵結物在 P缸片上展開後，會出現DRZ '並在此區域中
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會形成三個主要鍵結物 (Spot 1-3 ) ，其中 Spot1 和 Spot2 在層折關譜中

強度最強。在 FOSC-B 形成的 DNA 鍵結物之PEI 片層析閩中( Fig.17品

) , Spot 1 和 Spot 2 強度更為明顯。將油煙形成的DNA 鍵結物分別與九

種合成的 PAH-DNA 鍵結物以及和煎魚油煙中 PAHs 比例相同之混合

PAHs 合成的PAHs-DNA 鍵結物比較，發現FOSC 與小牛胸腺DNA 所

形成的鍵結物，在 PEI 片上的 Spot 1 'Spot 2 和 B[a]P 所形成的鍵結物

之位置相近 (Fig.17-G) ，而與其他PAHs 標準品所形成之DNA 鍵結物

位置不同( Fig. 17-E , F，巨， 1) ，因此推測油煙形成的 DNA 鍵結物以

B[a]p為最主要。我們將所有樣品的 DNA 鍵結物總含量整理於 Table 8 

中;發現相同濃度下不同種類PAH 合成的鍵結物總含量上有很大的差異

，九種PAHs 中以 B[αP 所生成之DNA 鍵結物含量最高，可達 3882.8

餌，其次 B[α掉也有 3583.04 個，其他依序為 mixed PAHs ( 1981.16 ), 

chrysene ( 1298.38) , B[b]FA (504.46) , DB[ a,h]A (407 .41 ), B怯， h， i]P ( 

77.10 ), pyrene ( 18.29 ), FA ( 12.30) ，最低者為Anth (5.52 ) ，在統計

上都有非常顯著的差異 (Fig.18; P<0.001) ，有趣的是九種PAHs 混合所

形成之 DNA 鍵結物表現中等的強度，這表示 PAHs 化合物問可能發生交

互作用所致。

2. FOSC 在 CL-3 細胞所辰 1丸之錢給物色、物

FOSC 對肺腺痞 CL-3 細胞所形成之 DNA 鍵結物，是否與上述處

理小牛胸腺DNA 相似?我們取不同濃度( 0.05-1.0 mg )之FOSC-B 處
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理CL-3 細胞24 小時後，進行PAHs-DNA 鍵結物之 32P-postl的eling 分

析，結果在 PEI 層析圖上發現有一主要鍵結物形成，且隨著濃度的增加

比點有越來越強之趨勢，當 FOSC 濃度在 0.5mg 以上，層析圖上會形成

一明顯的 DRZ '而此主要的鍵結物則位於此 DRZ 中。量化結采發現

0.05 mg - 1.0 mg 之 FOSC-B 在 CL-3 細胞中會形成4.31 - 89.7 adducts 

/10 8 NT '且具有線性濃度效應關係( Fig. 19) ，其中此主要的鍵結物在

1 mg FOSC-B 處理 CL-3 細胞產生 66.61 adductsl10 8 NT '約佔總鍵結物

強度之70% 。若與未經Baker-10 純化之FOSC 比較，在層析圖上亦有一

DRZ 和一主要的鍵結物所形成的點( Fig.20-A) ，但在受化結果卻發現

FOSC 在細胞中產生鍵結物的含章，明顯地較FOSC明B 為低 (P<O.OOl ) 

，僅有 FOSC-B 的 30-35% '而其主要鍵結物的含量差距更明顯，只有

FOSC-B 的 26-28% ( Table 9 )。因此推測在 FOSC 中可能存有抑制 PAH

DNA 鍵結物形成之圈子。

為了確定 FOSC 在 CL-3 細胞中主要鍵結物為何?分別將在FOSC

中找到的九種PAHs 標準品，各以 2μM 處理 CL-3 細胞24 小時後，分

析其 DNA 鍵結物之形成能力。結采發現九種 PAHs 中只有 B[b]FA，

B[a]P, B[α]A 以及 DB[a， h]A 會在 CL3 細胞中形成DNA 鍵結物，而比對

其層析商譜時發現 B[b]FA 與 B[α]P 所生成 DNA 鍵結物的位置，皆與

FOSC 或FOSC-B 相似 (Fig.20) , Table 10 結果顯示 B[a]P 為九種PAHs

在 CL-3 細胞中所形成之DNA 鍵結物含量最高者( 81. 97 adductsll 08 NT 

ν 其次為 B[b]FA (29.76 adductsll08Nf) ，兩者相差約三倍。但FOSC

中 PAHs 含量最多者為 B[b]FA(Table6) ，因此初步推測 FOSC 在 CL-3

細胞中之主要鍵結物，可能以 B[α]P 或 B[b]FA 所形成之鍵結物為最主要
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?或者兩者之間有一定比例同時存在，我們進一步以 HPLC 純化其中之

DNA 鍵結物，並以 LC-MS 鑑定之。

另外將 B[a]P 在小牛胸腺與在細胞所形成之鍵結物標準品做一比

較 (Fig. 20) ，發現在 PEI 層析閩中只有在 CL-3 所形成的主要鍵結物與

在小牛胸腺DNA 中所形成鍵結物相同，而其餘在小牛胸腺所形成的鍵

結物，在 CL-3 細胞上皆無被偵測到，顯示在細胞中代謝的酵素系統與

老鼠肝臟系統的表現有所不同。

C 二) DNA 鍵給物 i HPLC 統化

CL-3 中 FOSC 所形成之主要鍵結物在 PEI 層析圈譜與 B[α]P喃

DNA 鍵結物以及B[b]FA-DNA 鍵結物位置相似，因此進一步分別將此三

者鍵結物自 PEI 上萃取下來，進行鍵結物之HPLC 分析，以 ß-RAM 偵

測器同步偵測，同時與 B[a]P 與B[b]FA 標玄學品的 DNA 鍵結物比對，結

果發現 B[α]P-DNA 鍵結物在 48 分鐘出現一主要尖峰 (Fig.21-B ) , 

B[b]FA-DNA 鍵結物在 28 分鐘以及50 分鐘各出現一主要尖峰 (Fig.21-A

) , FOSC-B 所形成之DNA 鍵結物亦在48 分鐘出現一主要尖峰 (Fig.21-

C) ，與B[a]P-DNA 標準鍵結物的滯留時間相同 9 若將 B[α]P 處理 CL-3

細胞之 2 1lgDNA 與FOSC 處理之 8 1lgDNA 混合，在 PEI 片子展開所

得之萃取液，注射入HPLC 管柱分析，結呆在 48 分鐘位置，用樣有一

主要之尖峰出現 (Fig. 21-D) ，因此推測 CL-3 細胞中 FOSC 所形成之最

主要鍵結物可能為 B[a]P-DNA 鍵結物，而除了 48 分鐘位置有一主要之

“ 66 -



尖峰以外，在 30 - 45 分鐘之間有一些未知之小尖峰出現。為了確定是

否含有 B[b]FA-DNA 鍵結物此外我們由進一步提高 HPLC 偵測 DNA 鍵

結物的量，並將每一分鐘之沖提液收下後以閃爍計數器偵測之，發現

FOSC 在 CL-3 細胞中，主要鍵結物除了 BPDE

B[防b]FA屯所形成的鍵結物，由所偵測的 HPLC 位置與鍵結物放射性強度推

算FOSC 在 CL-3 細胞中產生 B[a]P 與B[b]FA 之鍵結物的比例，結果為

1.8 比 1 (data not shown ) ，為了確定比鍵結物的比例是否正確，利用標

準品 B[α]P 與 B[b]FA 分別在 CL-3 細胞中所形成鍵結物的強度分別為

25000 與 8100 DPM/nmole 來換算FOSC 中 B[αF 與 B[ b]FA 兩者的含量

與相對比例，是否和 Table 6 中 HPLC 定量結果一致;結果為 1 mg 

FOSC 中含有 0.306 nmole ( 77.112 ng )的 B[a]P 以及 0.532 nmol ( 

134.064 ng )的 B[b]FA ' 其相對比例為 1 比1.7 '比比例與 Table 6 一致

，但B[α]P 與 B[b]FA 含量卻只有Table 6 中 HPLC 定量結呆的40% '推

測可能為 FOSC 中化合物為混合狀態，之闊的交互作用使 B[α]P 與

B[b]FA 對DNA 鍵結能力比單獨處理時還低。由於本實驗室過去研究發

現B[ a]p在 CL-3 細胞中之主要DNA 鍵結物之PEI 色層分析圈譜以及

HPLC 分析結果皆與標準品BPDE-N 2-dG (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)相似 (Lee and Chen. , unpublishe往 data，

1996) 。因此推測FOSC 在 CL-3 細胞中之主要鍵結物為 BPDE-N2_dG 。

為進一步確定其存在，我們以 LC-MS 之確定比 DNA 鍵結物的質譜。

(.;乙) ~.~ LC-MS 銘定 DNA 鍵結物
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將 0.5 mg FOSC 處理 CL-3 細胞 24 小時後的 DNA 進行 nuclease

Pl 與 alkaline phosphotase 水解，並以 0.2βm 波、膜過濾此樣品以進行

LC-MS 之分析，其流動相為: H20/acetone= 1/1 ' 0.1 % formic acid 流速

為 10μ1/min 0 以但 3]-BPDE-N 2-dG 為標準品，其質量為 585 mlz 。而無

H3 標示之 BPDE刁吋 2-dG 之質量為 582 m佑，若 dG 之去氧核糖(

deoxyribose) 脫落，只剩 BPDE-N 2_guanine '其IL其質量為 466m侃，以上

質量尖峰在 FOSC 處理CL-3 細胞中皆被發現 (Fig. 22) ，證實FOSC 在

人類肺腺癌 CL-3 細胞中的主要 DNA 鍵結物為 BPDE-N2-dG 0 

若攻擊在 dA 上，推算 BPDE-dA ' m/z=567 '若 dA 的 deoxy-

ribose 脫落，只剩 BPDE-dA 時 ， mlz 為 451 '結果在 FOSC 處理 CL-3

細胞的 LC-MS 質譜上，也有發現567 m/z 與 451 血紅，因此推測可能在

FOSC 處理的 CL-3 細胞中，可能也有 BPDE-dA 鍵結物存在。此外409

m/z 推測可能為 nitro-naphthol-N2-dG 0 

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

B[α]P 是一種典型的強致癌物，除了對沙門氏桿菌會表現致突變性外，對

E. coli 也會引起基因毒性。將人類白血球細胞以 100μM B[a]p 處理，

在外加酵素活化下，可產生1.3 adducts / 108 NT (Roggeband et 仗， 1993

) ，同樣地 Gupta et al. , ( 1988 )以 3。但g B[αp 處理，就會生成 2.6 -

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

B[α]P 有許多代謝路徑，其中主要是經由 cytochrome P450 IAl 酵

素系統代謝活化先生成(- )-trans-7 ,8-dihydroxy-7 ， 8-dihydrobenzo[α]

pyrene '然後再繼續氧化形成 anti-7 ,8-dihydroxy-9 , 1 0-epoxy-7 ， 8 ， 9 ，帥"
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tetrahydrobenzo[α]-pyrene( BPDE) 最終代謝物，它會直接攻擊DNA'

因此具有致突變性和致癌性。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 胺基的

位置，而形成 DNA 鍵結物( Cavalieri and Rogan, 1992 )。

在動物實驗上， B[α]P 會引起小老鼠的皮層癌、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[α]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

是位G-(+)-BPDE (Wolterbeek et瓜， 1993; Roggeband et al ., 1994 )。以焦

煤爐排放物處理老鼠 24 小時，會在肺臟及心臟i貝1] 到 B[α]P 的鍵結物，含

量分別為 16.3 及 12.9 adducts /1 09 NT '此外，牛皮將病忠每天以含有的

mg B[a]P 的瀝青治療，在其白血球中，可測到 7.7 adducts /1 0 8 NT 0 

Harris et al. (1 991) 也發現 B[a]P 會造成 ras 原致品基因 (protooncogene ) 

之第 12 密碼 (codon) 發生 G • T transversion 0 M部s et al. (1 993) 史利

用A/J mice 進行 B[αF 對肺癌生成的動物實驗，結果在 B[a]p 所形成腫

瀉的組織中發現 B[α]P 的 DNA 鍵結物以及 Ki-ras oncogene 的突變。

Cherpillod and Amsta吐 (1995) 的研究結采顯示 B[a]P 會造成 p53 抑癌基因

之第 248 及 249 密碼發生G • T transversion 0 最近， Denissenko, et al ., 

(1996) 也發現BPDE 會攻擊 p53 gene 上 dG 的位置，而形成鍵結物，以

exon 上 condons157 ， 248 和 273 三個 hot spots 之 dG 的機率最高。這是每

結果都證實 B[α]p會引起人類和動物細胞的基因發生突變，甚至可能引

起肺癌。

除此之外， DB[α， h]P 和 DB[a，h]A 也具有非常強的致癌性(Richard
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et al., 1990) 。為了證實多環芳香短的致癌性，將多環芳香經塗抹在老鼠

的皮膺上，以觀察動物是否會發生腫瘤，結果顯示有些多環芳香煌，例

如 B[α]A ， B[α]P 和 DB[a， h]A 都會引起動物的皮膚產生腫為( Verschueren, 

1983 ; IARC, 1983 )。有些多環芳香煜如 B[e]P， DB[a， c]A 只能表現較弱的

致癌性 (Pahlman et 瓜， 1987) 0 Hughes et al .(1 993) 以 1.0 I-lmol 的

B[g,h,i ]P 處理雄性小白鼠，結果發現 B[ g， h，i]P 會與 DNA 結合形成鍵結

物，因此認為 B[g，h， i]P 可能是一種弱的腫瘤起始劑( tumor initiator )。

Mumford et al. , (1987)以及 Chuang et al., (1 992) 研究中圓大陸雲

南及貴州地區婦女權患肺癌的原函，發現與燃燒濕煤有關;他們以

HPLC 純化分析燃燒煤球產生的煙塵之主要致突變臣中含有高量的B[α]A

和 chryse肘，因此推測這些多環芳香煜可能是引起中國婦女罹患肺癌之

原函。

此外，也必須特別注意煎魚油煙中含量最多的 PAH' B[b]FA 

B[b]FA 已被認為為一致癌物質( Habs. et al. , 1980 ) ，為另一個重要的腫

瘤起始劑( tumor initiator) (La V 0泊 ， et 仗， 1982; Weyand. et 此， 1990) 

，除了本實驗以外，也有報告指出在燒烤的食物油煙中亦可偵測到

B[b ]FA ( IARC , 1983 ) , B[b ]FA 和 B[α]P 一樣皆有 bay-region 以提供

cytochrome P-450 1 family 代謝活化成 dihydrodiol epoxide '具有攻擊

DNA 的能力( Roggebandet al. , 1993) 。而 B[ b]FA 在老鼠肺中主要形成

的鍵結物已被證實為 trans-9 ， 1 O-dihydroxy-anti -11 , 12-epoxyδ-hydroxy-

9,10,11 , 12-tetra-hydro-B [ b ]F-deoxyquanosine ( Ross, e t al. , 1992; Mass, e t 

此， 1996) ，其在 PEI-plate 的層析圈譜中所形成的位置，與本實驗中

B[b]FA 在台灣腺肺癌 CL-3 細胞中所形成鍵結物的位置相似，因此推測
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煎魚油煙之萃取液在台灣肺腺癌細胞所形成第二主要鍵結物可能為

trans-9 , 1 0-dihydroxy-anti-11 , 12-epoxy-5-hydroxyω9 ， 10， 11 ， 12-tetra-hy吐ro-

B[b]F-dG 0 

在動物實驗上 ， B[b]FA 會引起小老鼠的皮膚腫瘤、肝腫瘤、

肺表皮癌以及肺腺腫瘤等( Geddie, et 此， 1987; LaVo弱， et al. , 1982; 

1987; 明Teyand, et al., 1990; Deutsch, et al 叮 1983; Mass , etal., 1996) 。

Weyand, et al. , (1 993) 在老鼠皮膚偵測到 B[b]FA-DNA 鍵結物。 Ross， et 

aL, (1 992) 餵食老鼠B[ b]FA ' 除了可偵測到 B[ b]FA 鍵結物的形成會亦

有發現染色體交換現象。最近 Mass， et al. , (1 996) ，以 A/Jmice 進行

B[b]FA 之肺腫瘤形成的動物實驗，發現給予B[b]FA ' 8 個月後，會引發

明顯的肺腺腫瘤 (Lung adenomas) ，形成的數目與B[b]FA 草綠性濃度關

係。而B[b]FA-DNA 鍵結物在注射後第 5 天達到最高量，並進一步發現，

86 %的腫瘤中，在 Ki-ras codon 12 發生突變，且以 G→T transversion 

為最主要 (66 %)。

豆、雌性激素在將是象嘉狗吃 CL-3 r于對治權而成 DNA 鍵

給物的學;響

本實驗室過去研究發現在台灣女性不吸菸肺癌病患的肺組織中，

DNA 鍵結物的含量較台灣男性不吸菸肺癌病忠高( Lee and Chen 1996. , 

unpublished data) 。可能與女性對環境致癌物的敏感性較高有關 (Ryberg
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et al. , 1994 )。囡此本實，驗想了解在雌性激素( 17 ß-estradiol )存在之下，

油煙萃取物對肺腺癌 CL-3 細胞形成鍵結物的能力是否有影響?由於雌

性激素在女性體內會隨著不同生理期而有不同濃度表現;濾泡期為 0.01

-0.09ng/ml '中期為 0.1 - 0.5 ng/ml '黃體期為 O.的 -0.24 ng/ml 。因此

選擇此三個時期濃度之中悶值( O.的， O. 芯， 0.3ng/ml ) ，作為處理 CL刁

細胞之濃度。結果如 Table 11 所示，雌性激素對 1 mgFOSC 在細胞中注

生P必-Is 鍵結物具有促進作用，且隨雌性激素濃度( 0.05 - 0.3ng/ml )增

加，促進作用愈明顯 (129.61 -240.33% )。而雌性素對2 抖M B[b]FA 亦

有促進作用 (126.27 - 160.67%) ，但較不明顯。而對2μM B[α]P 在細胞

中產生鍵結物之促進作用只發生在 0.05 與 0.15ng/ml 兩個濃度，但在高

濃度( 0.3 ng/ml )卻有抑制作用( Table 11 )。因此在本實驗發現雌性激

素在肺腺癌 CL-3 細胞中，對油煙所形成 PAHs 鍵結物具有促進作用?較

B[a]P 或 B[b]FA 處理者影響還要顯著( Table 11 )。

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

同性別在不同器官會有不同的致癌性反應 (Guo et a l., 1990; Zu and 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 Schut, 1991 )。因此代謝活化產生最終代謝活化物的能力不悶

，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。例如僅會引起雌性老鼠發生肝痞的致痞物一品

blockerDL-1-( 2-的tro-3-methyl-phenoxy)-3-tert-butylamino-propan-2-o1 ( 

DL-ZAMI 1305 ) ，若將雌鼠除去卵巢或注射雄性激素 testosterone 一星期

，則比致癌物所引起的 DNA 傷害會完全消除。相反的，若將雄鼠進行

學丸摘除手術後，再給予雌性激素 17ß-estradiol '則 DL名
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造成的肝臟DNA 傷害程度與雌鼠相似 (Ragnotti etal. , 1987 )。由此可

知性別不同所造成之生物反應不同，和性激素不同有闕，其作用機轉可

能是性激素會調控微拉體混合功能氧化酵素(microsomal mixed function 

oxidase system )的活性，而改變致癌物的代謝活化 oHan 和 Liehr (1994) 

發現長期皮下注射給予雄性 Syrian 倉鼠雌性激素會引起腎臟菇，這是由

於雌性激素和其衍生物閉會進行 redox cycling 造成 DNA 單股斷裂(

single-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叮 1988 )。

若將 B[a]P 直接塗抹於母鼠或公鼠的皮膚上，處理一段時開後，

發現母鼠皮膚上 DNA 鍵結物的形成量較公鼠高( Baer-Dubowska and 

Alexandrov, 1981; Alexandrov etal. , 1983; Rojasetal. , 1986 )。綜合本實

驗結果與過去之研究，顯示中式調理食品所形成之油煙在女性肺癌發生

上的可能扮演重要的角色。

品、、 FOSC 對將是車接 CL-3 狗吃去內生性基 i到鴿客

本實驗室之前研究發現，肺組織中的多環芳香經( polycyclic 

aromatic hydrocarbons, P AHs )之DNA 鍵結物，在女性肺痕病患的含量

並不低於男性，但是所有的女性病患都沒有抽菸，而男性病忘卻絕大多

數均有抽菸。因此可推測女性肺癌病患肺組織中 PAHs-DNA 鍵結物的來

源可能有特殊的環境污染物，或是女性對環境污染物的敏感性較高。最

近有學者報告女性肺癌病人對每色香菸所引起的 aromatic/ hydrophobic 
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DNAadducts 的含量遠較男性病人為高，也就是說女性對香菸所造成的

DNA 損傷之敏感度較男性為強( Ryberg et 01. , 1994 )。而臺灣地區女性

又大多不抽煙，因此除了要注意台灣女性的特殊環境污染源一油煙本身

所引起的 DNA 鍵結物之外，還須要了解油燈是否會誘發內生性的DNA

傷害。因此以肺腺癌 CL-3 細胞進行油煙萃取物之內生性基因傷害的研

，台《
穴A U 

f 一 ) c舍去受萃取物對 xanthine oxidase 活性的手;需

由於 xanthine oxidase 是細胞內生成游離基的主要酵素，若欲了

解經過油煙處理的神細胞是否會生成游離基，由此酵素活性的分析可推

知是否有改變。因此以不同濃度之FOSC (0 - 0.5 mg )處理時會利用

xanthine 作為受質測 xanthine oxidase 酵索作用下終產物( urate) 之 290

nm 吸光值變化，而分析FOSC 對xanthine oxidase 酵素活性的影響，結

果發現 FOSC 對此酵素活性具有明顯的線性濃度效應關係(且L主主;

P<O.Ol ) , 0.01 mg 到 0.5mg 之FOSC 對xanthine oxidase 活性較控制組

增加 7 到 246 倍。因此推測油煙可能會藉增加 xanthine oxidase 的活性，

而使細胞內生成游離基，而提高氧化性壓力( oxidative stress )。

xanthine oxidase 活性的增加，不但會使 hypoxanthine 氧化成

xan出me '最後氧化成 urate 的能力增強，同時 xanthine oxidase 也會氧化

其他物質，如 acetaldehyde ' nitro-PAH 類，皆會使細胞內發生 redox

cycling 而產生ROS 0 0.5 mg FOSC 對 xanthine oxidase 的活性增加到 246
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倍，推測可能因 FOSC 中含有 nitro-PAH 所造成。

f 二) FOSC Z TBA 七、材

由於過氧化作用發生時，所產生之 malondialdehyde (MDA) 會與

thiobarbituric acid(TBA) 形成粉紅色化合物，可由紫外線光譜儀 532 nm 

波長吸光值定量。為了瞭解FOSC 是否會造成過氧化反應，乃進行TBA

分析。首先將H202， FOSC, FOSC-B , B[ a]P， 割的FA， FA 和 Mixed PAHs 

等各種樣品分別以不同濃度與小牛胸腺 DNA 於 37 0C 作用一小時後會進

行 TBA assay ，其中 Mixed PAHs 為 B[b]FA， pyrene , FA, B怯， h， i]P 和

B[a]p等依FOSC 之 PAHs 含量比例混合 (Table6) ，相當於0.5 -10.0 

mg 的 FOSC 含量。分析結呆如 Table 12 所示，只有H202 (P<0.05) , 

FOSC (P<0.01) 與 FOSC-B (P<0.02) 具有統計上線性濃度效應關偉、會而

B[α]P ， B[b]FA， FA 和 MixedPAHs 等 PAHs 標準品皆無線性濃度效應關係

。將不同濃度的H202 與 0.2 mM ascorbate 同時處理小牛胸腺DNA 會結

果 0.5mM - 10.0 mM H202 所造成之過氧化的 A532 佳，較控制組增加約

9.7-20.9 倍。當在 S9 酵素系統存在時， 0.05mg- 1.0mgFOSC 之A532

的值較控制組高 2.3 倍 -5.4倍，若無S9 酵素系統存在時， O.的 mg -

1.0 mg FOSC 之 A532 的值增加約 2.1 倍- 10.8 倍。特別值得注意的是

，當FOSC 的濃度只有 0.05 或 0.1 mg 時， S9 混合液無論存在與否，其

A532 值增加之倍數皆很接近 (2.1 -2.4倍) ，但在 0.5 與1.0mg 時，無

的混合液共同處理之FOSC 所增加之倍數( 6.2- 10.8 )顯然比的混合

液共同處理之FOSC 的 A532 值所增加之倍數(3.3-5.4)還大。為了比

- 75 -



較Cu2+ 對 MDA 生成的影響，產生MDA 能力在不添加 100μM CU2+ 之

FOSC 組較添加 Cu2+ 組稍微減弱 12% (Table 12-1 )。在的酵索系統存

在時， 0.05 - 1.0 mg FOSC-B 之A532 值增加1.9-3.9 倍，顯然較FOSC

的 A532 值所增加之能力低。而 B[α]P， B[b]FA, FA，等各種 PA站在 0.1

- 100μM 濃度，所產生之A532 值均在 2.2 倍左右，而 Mixed PAHs 則

維持在1.5 倍附近( Table 12-2 )。

為了了解 FOSC 是否在人類肺腺癌 CL-3 細胞中，也會形成過氧化

反應，我們同樣以 TBA 方法分析。結果FOSC 具有線性濃度效應關係(

1.3 ~ 6.7 倍- ) ( Table 13 )。

ROS 中活性最強的氫氧自由基(﹒ OH) 會造成 DNA 的

deoxyribose 發生 degradation 而生成MDA' 因此可用 TBA assay 來偵測

氫氧自由基產生的程度 (Biaglow ， etal. , 1997 )。由 Table 12 的結采顯示

FOSC 在酵素活化過程中可能會產生氫氧自由基，且有線性濃度效應關

係 (p < 0.01) ，而 B[α]P ， B[b]FA 以及MixedPAHs 無論濃度高低，其值都

只有控制紐約 2 倍，因此推測 PAH 在酵素活化過程中，不會產生活性強

的氮氧自由基而可能產生活性較弱的自由基，如qumone 類的 PAH 代謝

物。由於脂質為細胞膜及月色器膜中重要的結構成分，當細胞中有 ROS 產

生時，會造成脂質過氧化反應(lipid peroxidation ) ，可偵測此反應的初期

產物， LHPs (Wang 組d Liehr, 1995 a,b )與終產物MDA ( Wong et al., 

1987; Lepageetal. , 1991 )的產生，並加以定量以評估氧化性傷害的程度

。因此同時利用兩個MDA 生成機制不同的系統進行 TBAassay ，不僅確

定 FOSC 會促使細胞發生脂質過氧化而產生 MDA' 亦顯示 FOSC 活化通

程中有氫氧自由基的生成，且皆有線性濃度效應關係。
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(.;乙) FOSC ~是 1氮均生性 MDA 鍵給物乏研究

由以上實驗結果確定 FOSC 會促使細胞發生過氧化反應而產生

MDA' 且MDA 生成的量和FOSC 呈線性濃度效應關係 (Table 13) ，但

FOSC 誘發細胞產生的脂質過氧化產物 MDA' 是否會造成內生性的

DNA 傷害?因此進行 MDA-DNA 鍵結物的研究分析。

1. MDA-DNA 鍵結物才草率品之令或與台、材

為了製備 MDA-DNA 鍵結物，我們分別以 dGTP 、 dATP 、

dCTP 和小牛胸腺DNA 與 1 ， 1 ， 3 ， 3-tetraethoxypropane (TEP )進行反應，

其反應條件依照過去所述 (Vaca. et al. , 1992) 。為了確定此鍵結物在

PEI 片上層析圓的位置會因此與未處理的 dGTP 、dATP 、 dCTP 以及小

牛胸腺DNA 一起進行32P-postlabeling 分拆。結果如 Fig.24 所示，所合

成的 MDA-dGTP 鍵結物位於PEI 麗譜的右上方，而且其他三組(

dATP 、 dCTP 以及小牛胸腺 DNA) 合成 MDA-DNA 鍵結物位置皆與

Vaca. et al. (1 995) 所發表的MDA“DNA 鍵結物之PEI 層析圈譜中的位置

相似。 MDA-DNA 鍵結物之定量結果，顯示三種游離nucleotides 和小牛

胸腺 DNA 中，以 dGTP 所合成的 MDA-dGTP 鍵結物最高( 866.52 

adducts/108 NT) (Table 14) 。因此三種 nucleotides 以 dGTP 最易形成

MDA 鍵結物，與過去一些學者的發現一致( Basu, et 此， 1988; Vacaet 
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al., 1992; 1995; Chaudhary, et al. , 1994; 1996 )。

2. 狗吃牛 MDA-DNA 鍵給物之七、才有

為了確定 FOSC 所誘發 CL-3 細胞產生的脂質過氧化產物 MDA

是否會造成細胞內生性的DNA 傷害，以 0.5 mgFOSC 在 0.1 mMCu 2+ 

存在下，分別處理 CL-3 細胞 0.5 - 24 小時，以 32 P-post1abeling 分析

MDA-DNA 鍵結物是否生成?同時以 10mM H202 處理細胞 1 小時以及

MDA-dG 標準品作為正控制組。結果在PEI 之層析圈譜上 0.5 -24 小時

皆有發現和標準品 MDA-dGTP 相似位置之鍵結物 (Fig.25) 。定量分析的

結果如Table 的所示，當處理 0.5 小時之FOSC 會產生 8.08 adducts/1 08 

NT 之 MDA-DNA 鍵結物，而處理 2 小時，即達到最高產量( 15.8 

adducts/l08 NT) ，之後即使處理到 24 小時，也都維持在同樣 MDA

DNA 鍵結物之形成量。

3. t' 品 LC-MS 鎮定 MDA-DNA 鍵給物

為了確定 FOSC 在 CL刁細胞產生的 MDA-DNA 鍵結物之質受會

將 0.5 mgFOSC 處理CL-3 細胞所得之DNA 進行nuc1easeP1 與的kaline

phosphotase 水解，並以 0.2μm 濾、膜過濾此樣品以進行MDA-D間A 鍵結

物之LC-MS 之分析鑑定，其流動相為: H20/acetone = 111 '流速為 10
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μ]1m助。並以合成之MDA-dG 作為標準品;由於不帶磷吾友根之MDA獅L

N2-dG 質量為 301 mJ完，若去氧核糖 (deoxyribose )自 dG 上脫落後習成

為 187 m/z 之MDA-1-N2-gua闊的，結果在處理過FOSC 之 CL-3 細胞中

確實在 LC-MS 質譜上發現這兩種質量的尖峰( Fig.26 ) ，因此證實處理

FOSC 的 CL-3 細胞，確實會發生脂質過氧化反應產生MDA' 進而攻擊

細胞DNA' 形成MDA-I-N2-dG 鍵結物。其形成章和 FOSC 的處理濃度

，主線性濃度效應關偉、，因此， FOSC 會引發人類肺癌細胞產生內告性

的 DNA 傷害。

脂質過氧化之終產物 -MDA' 本身是一種致突變物或致癌物，在

體外會與deoxynucleosides 產生多種鍵結物，在 pH 中性時所產生之主要

鍵結物是 M1 G-deoxyribose (Marnett et 此， 1986 ) ，它會引起 G→T

transversion 突變。在健康的人類肝組織中發現有MDA-DNA 鍵結物，

其平均含量為 9 adductsl1 07 Nf '相當於一個細胞中有 5400 個鍵結物。

這項發現提出一有利証據說明健康的人體內會繼續不斷的進行脂質過氧

化，而產生內生性的DNA 傷害。同時已知多環芳香經類化合物在金屬

離子存在下會生成. 02- (Sul1ivan, 1985; Lilienblum et a l., 1985) ，引起

脂質過氧化作用而產生MDA' 進而增加內生性DNA 的傷害。 Vaca et 

al., (1 995) 以 3句“postlabeling 方法偵測正常人總白血球以及女性乳房組

織中 MDA-DNA 的鍵結物，發現前者平均為 2.6 adducts/l 0 7 NT '後者為

3.0 adducts l1 0 7 NT 。由以上研究結果顯示人體內可能一直有 redox

cycling 在進行，而使組織中存在一定的MDA 量。與Chaudhary ( 1994 ) 

在肝組織中所偵測的量比較，顯示在肝組織中 MDA-DNA 的鍵結物比在

血球以及乳房組織中高，可能與組織接受外來物的含章，而進行代謝活
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化所產生的自由基有闕，同時因肺組織時常暴露外來物質，如油煒、香

煒、汽機車排放物等，因此更容易誘發 redox cycling 而產生自由基 F 造

成脂質過氧化產生 MDA 去攻擊 DNA 形成 MDA-DNA 的鍵結物

Benamiraet a l., (1 995) 利用 M13DNA 與MDA 形成鍵結物轉移入E. coli 

中，造成 16% 移位突變 (framshift mutation )與 76% 鹼基更換突變(

base-pair substitution) ，而鹼基更換突變中 43% 為 transversion '以G→T

為主， 57% 為 transition '以 C→T'A→G 為最主要。因此，由以上的結

果得知油煙所誘發的 DNA 氧化性傷害，可對肺癌的形成提供一些線索

。

f 四) FOSC i造成單股 DNA 針眾和 8-0H-dG 支持;成七、材

當體內因 redox cycling 而生成 reactive oxygen radical ( ROS ) ，常

會造成 DNA 氧化性傷害。 ROS 可能直接攻擊 DNA 之雙股螺旋結構，而

造成DNA 單股或雙股斷裂(single叫rand or double-strand break) 傷害，

也可能藉由活化某些DNA 分解酵素，使DNA 產生斷裂(Cantoni et al 叮

1989) oROS 也會直接修飾DNA 上的鹼基 (base modification )而產生各

種不同之氧化型鹼基，其中最常見的 8-hydroxy-deoxyguanosine ( 8-0H

dG) ，已成為 DNA 氧化性傷害之指標化合物 (Mamett and Bucham, 1993 

)。為了瞭解油煙造成DNA 氧化性傷害，我們也以DNA 單股斷裂傷害

與 8-0H dG 生成來評估 FOSC 所造成之氧化性傷害程度。
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/. FOSC 對狗吃 i DNA 單股針眾的色、粉( Nick translation 

assay) 

由初步實驗的結果顯示，正常肺細胞株 WI-38 對 nick translation 

分析的敏感性遠較 CL-3 細胞為高( data not shown ) ，因此有關 FOSC

對細胞之DNA 單股斷裂的分析，以 WI-38 細胞進行 nick translation 分

析。不同濃度之 FOSC 處理正常肺細胞林 WI-錯，培養 2 小時後，以

nick translation assay 偵測 DNA 單股斷裂傷害。結果發現 FOSC 對 WI-38

細胞會造成DNA 單股斷裂傷害，當 0.1 mg FOSC 處理正常肺細胞 2 小

時， DNA 單股斷裂傷害程度為控制組的 1 .4倍， 1.0mgFOSC 處理時，

為控制組的 2.3 倍且具有線性濃度效應關係( Fig. 27 ; P< 0.05 )。

2.. 8-0HdG 弄iy救亡色、才有

( /) ECD/UV HPLC -t偵測

在 8-0HdG 偵測方面，同時連結 ECD 與 uv 兩種偵測器進行

HPLC 分析。首先以不同濃度 8-0HdG 標準品進行標準曲線測定與建立

( Fig.28 ) ，並以小牛胸腺DNA 與 1 mM ascorbate 和 50 ~M Cu 2+ 以及

250 mM phosphate buffer 所合成的各OHdG 作為分析與校正之標準品;

8-0HdG 在 19.5 分鐘被 ECD 偵測到，而 dC 、的、 dT 、 dA 分別在 7 、
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14 、 16.5 、 27.5 分鐘處被uv 偵測器偵測到。進一步分別以 ascorbate 、

B[α]P 以及FOSC 之各種不同濃度 (Table 16) ，與 200μg IJ、牛胸腺DNA

作用 2 小時，將水解後之DNA 進行8-0H dG 分析，將樣品中測得之心

OH-dG 之波峰面積，代入標準曲線後所得實際進行偵測之樣品的 8-0H

dG 量後，進一步以小牛胸腺DNA 在 uv 偵測器中所測得四個鹼暴的面

積來校正，而得-fmole/~g DNA 的量。結果發現不同濃度之FOSC 皆有

偵測到 8-0H dG '且具有線性濃度效應關係( Table 16; P<0.05 ) ;在

Cu2+ 、的混合物存在下雪 0.05 mg-2.0mg FOSC 會產生 379.5 -1059.8 

fmole/~gDNA 。而 B[a]P 亦有偵測到品OH dG '但沒有線性濃度效應關

係， 1μM - 500 ~M 皆低於 40 fmole/μg DNA ( Table 16 )。

f之) 8-0H dG 1.. LC-MS 定性七、精

為了確定 FOSC 的確會造成細胞 DNA 氧化性傷害而產生品OH

dG '因此以 0.5 mg FOSC 處理 CL-3 細胞24 小時以及上述處理小牛胸

腺 DNA 之樣品會將萃取下來的 DNA 進行 nuclease P 1 與 alkaline

phosphotase 水解，並以 0.2μm 濾、膜過濾:ll:t樣品?以進行LC-MS 之定性

分析，其流動相為: H20/acetone = 111 '流速為 10 ~l/min 。並以合成之

8-0H dG 作為標準品;由於不讓磷酸根之心OHdG 質量為 284 m1z ' 若

去氧核糖( deoxyribose )自 dG 上脫落後，成為質量 165 m/z 之品OH

guanine '結果於FOSC 所處理之小牛胸腺DNA 以及 CL-3 細胞上曾在

LC 
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萃取物會促使肺腺為 CL-3 細胞發生 DNA 氧化性傷害，而產生 8-0H

dG 。

Table 泊中 ascorbate 與二償金屬離子反應會生成氫氧自由基(

Halliwell, et 仗， 1987;Biaglom， etal. , 1997 ) ，而造成品OH-dG 的生成。

綜合Table 16 和 Table 12 的結果更確定FOSC 所形成的自由基以氫氧自

由基為最主要。 DNA 的傷害在癌症生成的各個時期都有發生，而任何致

癌物都有可能會修飾DNA ( Halliwall, et 此， 1987 ) ，而內生性或外生性

各種機制生成的含氧自由基會修飾細胞中的組成成分，包括 DNA 、

nucleoprotein ( Halliwall, et a l., 1991) ，其中以氮氧自由基(﹒ OH) 為最

主要，可以直接地與DNA 結合、反應，而產生毒性作用( Gille , et al 叮

1996 )包括base modification ' sugars modification ' strand break 以及

DNA-protein cross-links 等( Halliwall, et al. , 1991; VonSonntag, 1987; 

Oleini仗， 1987; Dizdaroglu, 1992 )。而活性極低的H202 與﹒ 02- 等物質

，對DNA 具有根低的活性甚至不具活性，但在過渡金屬離子存在會可

諸由、h、 Ha:油，be叮r

控重要生理功能的基因發生氧化性傷害，可能造成不同層次的影響?其

重要性遠超過其分子之過氧化作用。其作用型態為: (1) 直接修飾 DNA

上的鹼基，使得DN A polymerase 判讀上產生錯誤 (misreading) 0 (2) 作

用在其他的轉錄因子上，使轉錄工作受到影響。 (3) 作用在某些負責調控

基因表現或修補基因的酵素上，而間接造成DNA 的傷害。自由基所造

成DNA 氧化性傷害，除了以 MDA-DNA 鍵結物作為指標外，最廣泛地

以忌OH dG 作為被測試與研究的對象(Shen etal. , 1989; 1995) 0 Jaruga, 

etal.,( 1992;1994) 偵測人類肺癌組織和其周圍無腫瘤組織中的修飾鹼基
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以及S0 D 'catalase 和 glutathione peroxidase 活性，其中有 12 種修僻鹼

基被偵測到，並發現腫瘤組織中有 DNA 傷害的增加和抗氧化酵素活性

降低的組合( Jaruga, et al. , 1994 )。因此在癌症發生上，自由基所扮演

直接或間接的角色，都值得特別注意。Ichinose et al. , (1997) 以柴油廢氣

懸浮拉進行小白鼠動物實驗，發現 8-0日 dG 的生成量與腫瘤的發生率主

正相關性，而 FOSC 會引發活性強的氮氧自由基產生，而 i造成 MDA

DNA 鍵結物與鹼基修飾的產生，對肺為發生的影響或許與PAHs 所形成

的 bulky-adduct 同時扮演著 initiator 的角色外，自由基也扮演著

promoter 的角色。

(.i三) FOSC}皇宮氧{巳仿喝害與 PAH-DNA 鍵錯物之物 i現恰

由以上之研究，證實 FOSC 在 CL-3 細胞中，會造成 DNA 傷害

可能來自兩個方面:一方面為會因 FOSC 中所含的 PAHs 基因毒物形成

DNA鍵結物，主要以 B[a]P 所造成的 BPDE-N2_dG 鍵結物為最主要，另

一方面同時會誘發細胞發生內生性的DNA 傷害，而造成MDA-DNA 鍵

結物與各OHdG 的生成。為了進一步了解FOSC 在 CL-3 細胞中形成此

兩種不同的 DNA 傷害是否相闕，而進行以下的實驗。

J. 自由基清除劑( radical scavenger ) a部sc∞or拘ba敝t紀e 與 PAH.拈拈1莘姜-心.

多結告 才扮每 i 升;幻y成技 i閥羽 {象
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自由基的產生在 PAH-DNA 鍵結物的形成過程中，是否扮演了全要

的角色?因此參照 Randerath et.al. , (1 992) 的方法利用不同濃度 (5 - 200 

mM) 的 ascorbate 和 100 mM DTT 做為自由基清除劑分別與 0.5 mg 

FOSC 以及 0.2μMB[α]P 共同處理 CL刁細胞 24 小時後，進行 PAH

DNA 鍵結物的 32P-postlabeling 分析?結果不同濃度的 ascorbate 對 FOSC

以及 B[α]P 所造成的鍵結物，皆有明顯的抑制作用( Table 17 ) ;對

FOSC 所造成的 PAH-DNA 鍵結物，抑制 80% 以上，而對B[α]P 所造成

的鍵結物，抑制約 98% 。另外，值得注意的是以 10mM H202 分別和

FOSC 以及B[αF 共同處理 CL-3 細胞 24 小時後，對 CL-3 細胞產生細

胞毒性，大約有一半的細胞死亡(經由光學顯微鏡的觀察) ，自此對

FOSC 以及B[a]P 所造成的鍵結物形成之抑制作用，可能是經由細胞毒性

所致 (Table 17 )。

2. 自品基與 DNA 鍵給物之 i噶{象

為了進一步了解 FOSC 產生 PAHs-DNA 鍵結物是否與自由基之生

成有所關達 9 因此在的混合液存在，同時添加50μMCu卦，以不用濃

度( 0.05 -2.0 mg )之FOSC 與 200 抖g 小牛胸腺DNA 作用 2 小時後，

分別進行PAHs-DNA 鍵結物的 32P-postlabeling 分析和各OHdG 生成之

分析，結果如 Fig.30 顯示在 0.05 mg 到 2 mg 之FOSC 所造成的 PAHs

DNA 鍵結物與所生成的 8-0H dG 的章，不但兩者分別具有濃度效應關
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f系，且兩者之間，在統計上亦有顯著性相關( r= 0.8604; P<0.05 )。

3. MDA-DNA 鍵結物與 PAHs叫

為了瞭解 FOSC 使 CL-3 細胞中產生 PAHs-DNA 鍵結物與發生內

生性傷害而產生的 MDA回DNA 鍵結物，此兩種之閱有何相關?困此以

0.5 mgFOSC 分別處理 CL-3 細胞 0.5 - 24 小時後，分別進行 MDA-DNA

鍵結物與PAHs-DNA 鍵結物的分析 (Fig. 31) ，結果發現MDA-DNA 鍵

結物，在 2 小時即達到最高量( 15.75 個/l 08NT) ，之後一直維持在此

DNA鍵結物含量。而 PAHs-DNA 鍵結物在前 10 小時之內，皆維持在低

生成章( 4 - 8 adducts/108NT) ，但到了 10 小時即開始逐漸增加，直到

16 小時達到最高量 57.14 adducts/1 08 NT(Fig. 31) 。由此結采顯示FOSC

所造成之DNA 之氧化性傷害較油煙中之基函毒物所造之DNA 傷害為迅

速。這可能是代謝活化油煙中 PAHs 成份的基因表現可能要靠氧化性傷

害之細胞訊號啟動。其闊的真正機轉，仍須進一步釐清。

Randerath,et al. , (1 992) 以 ascorbate 和 DTT 作為自由基清除劑會

共同與香煙萃取液一起處理DNA 以探討自由基對PAH-DNA 鍵結物形

成所扮演的角色。和本實驗得到相同結果:皆對PAH-DNA 鍵結物的形

成有抑制作用 (Table 17 )。因此推測自由基對油煙中 PAH-DNA 鍵結物

的形成，可能也扮演重要的輔助角色。可由下列三點解釋( 1 ) PAHs 

在酵素代謝活化過程中會進行redox cycling 反應而產生自由基，直接攻

擊DNA 而產生鍵結物。( 1日在DNA 上提供一個 radical site 使 PAHs
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代謝物可以更穩定與DNA 結合。 (III) 使 PAHs 代謝物成為易與DNA

反應的親電性物質( Randerath,et al., 1992 )。因此隨著 FOSC 濃度增加，

8-0日 dG 和 PAH-DNA 鍵結物都會成相關性地增加 (Fig.30) 0 Pa此， et 

al. ,(1996) ，最近發現經由 Ah 接受器所誘發cytochrome P450 1A1( CYP 

1A1) 的產生與DNA 氧化性傷害有正相關。他們利用 2，3几8-tetrachloro

dibenzo-p-dioxin ( TCD D )和 indolo(3 ， 2-b)carbazole (ICZ) 誘使

Hepa1c1c7 細胞中 CYP 1A1 酵素的表現而造成培養液中品OH guanine 

的增加(為 8-0HdG 被修補後的產物)。當加入 CYP1A1 的抑制劑時發

現8-0H guanine 明顯的下降。已知肺腺癌 CL-3 細胞中，主要代謝活化

PAHs 的酵素為 CYP1A1 '囡此Fig. 30 之結果推測 FOSC 中所合PAHs

可被細胞中 CYP1A1 所代謝，同時造成 PAH個DNA 鍵結物的生成以及

DNA 氧化性傷害的產生，而且所生成的 MDA-dG 鍵結物之含量和 DNA

受封氧化游離基傷害所生成 8個OHdG 的含量是有相關性的( Chaudhary, 

et al. , 1994) ，因此由 Fig.31 的結果亦可說明在前的個小時之內對細胞

主要之傷害為 FOSC 所誘發的氧化性傷害，包括各OH 的以及MDA個

DNA 鍵結物的生成，而 10 小時之後PAH-DNA 鍵結物的量逐漸增加，

而氧化性 DNA 傷害仍一直存在。 Weitzm缸， et al. , (1985) ，在體外實，驗中

利用 B[a]P 誘導基因突變後加入活化的中性球 (neutrophile) 或是xanthine

OXl也峙，使之產生大量 ROS 之後，可以發現轉形細胞數目的增加，而推

測氧化性傷害在癌化的促進期亦扮演一個重要的角色。

( /"、) FOSC 對胏路法 CL-3 細胞守 p53 妥旬表現的學;響
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過去的研究發現 p53 蛋白與細胞生長的調控有關。 DNA受到傷害會

使p53 蛋白表現增加( Kastan et 瓜， 1991 )而引起一些參與調控細胞生

長之基因活化，使得細胞過期停止於G 1 checkpoint '而無法進入 S 期進

行DNA 的夜製( Dutta etal. ,1993 ) ，使細胞有足夠的時間來修補受傷的

DNA' 或使細胞走向凋亡( apoptosis )之途( Wu and Levine 1994 )。若

p53 基因發生突變 9 不但無法發揮其正常抑癌功能，反而對細胞之癌化

扮演重要的角色書過去研究指出人類許多癌症都與p53 gene 突變有密切

關係，且提供癌症病原學上分子病理的指標 (Harris 1993) 。因此為了探

究FOSC 對CL-3 細胞中 p53 蛋白表現的影響賢以細胞兔疫染色方法(

immunocytostaining )進行本實驗。首先分別以不同濃度之間α骨、

B[b]FA 、 FOSC 與FOSC-B 處理CL-3 細胞 24 小時，結呆在免疫染色分

析上p53 蛋白表現的情形如 Fig.32 與 Fig.33 所示，並以 200 個細胞中

，所偵測到的 p53 蛋白免疫染色之百分比，作為 p53 表現之定量指標，

結果發現控制組中 p53 蛋白的表現約 60.5 % '而隨著 B[a]p 與 B[b]FA

濃度的增加( 0.1 - 10μ，M) ，在兔疫染色分析上，偵淚Ijp53 的表現有逐

漸減少的現象 (B[α]P 為 97.5 -22.0 % 'B[b]FA 為 44.5 -0.0 %) ，尤其

在高濃度 (10 抖M) 時，幾乎完全偵測不到，而在FOSC 與FOSC-B 中(

0.01 - 1 mg) 亦得相同的結果( FOSC 為 22.5 - 1.0 % 'FOSC-B 為 45.5

- 10 % ) ( Fig. 18 )。另一方面，同時以不同濃度 (0.01 - 1.0 mg) FOSC 

分別處理 CL-3 細胞4 、 16 、 24 小時，結呆在免疫染色分析上 p53 蛋白

表現的情形如 Fig.34 所示，定量結采發現在 O.01- 1.0mgFOSC 處理的

細胞中 p53 蛋白的表現皆會隨著處理時間的增加而有減少之趨勢( Table 
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19) ，且 FOSC 處理濃度愈高，此趨勢愈明顯，如 1.0 mg FOSC 處理 4

小時， p53 蛋白表現 33 % '處理 24 小時， p53 蛋白表現1.0 %。

Ames, et 瓜， (1993) 指出在正常狀況下每人每天細胞中受到氧

化性攻擊的數目約有的，000 cells/day ，而這些傷害通常都會被修補系統(

repau s)叫em) 修復並移除。但若是外來因素使得 RC浩大量增加時可能

修補不及而造成 DNA 傷害，因此氧化性傷害在癌症發生之啟動階段(

initator )扮演一個重要之角色( Halliwell and Aruoma , 1991) ，當 ROS

攻擊而造成鹼基修飾( base modification )時會例如會使得DNA 產生 G

→T 之改變以及A → C 突變，而造成GC 配對變成TA 配對( Chenget 

aL, 1992 )。在 ras 的活化中 (Bos 1988 )以及p53 皆有 G →T 的突變，

也導致肺癌及肝癌的發生 (Takahashi， et 瓜， 1989; Hsu. et al. , 1991 )。此

外，蛋白質分子亦是活性氧化物可能攻擊目標的被氧化分子，很可能因

為構形改變 (conformation change) 而易被分解;或者難以被分解而在體

內堆積。而蛋白酵索被自由基攻擊，往往會造成較嚴重的影響。一旦受

到活性氧化物之攻擊，酵素結合部位或活性作用部位之構形可能因此改

變，而使其正常代謝功能受到影響;另一方面 9 若受損的是修椅酵素則

不僅細胞本身受到傷害會間接的促進了遺傳毒性的產生 (Stadtm側， 1992

)。因此推測 Tab1e 21 以及 Tab1e 22 中， FOSC 對p53 表現的影響，可

能是因(1) FOSC 對細胞的毒性使然。 (2) p53 基因之 promotor site 被

FOSC 中 PAH 結合或發生 DNA 氧化性傷害而抑制 p幻的表現。 (3)

FOSC 造成 p53 蛋白結構改變，而使 p53 蛋白易被 degradation 0 (4) 

BPDE 與 DNA 形成鍵結物後，會造成 DNA 的構形發生改變，而影響

DNA 與 sp1 蛋白的結合 (MacLec述， etal.， 1995) ，而 sp1 與 BPDE-DNA
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鍵結物結合可能破壞基因調節，被認為與 spl 和其他蛋白之間交互作用

有關，而 p53 被 degradation 後更使細胞內的 DNA 傷害無法被修補習

Treiber ,etal. ，(1 994) 進一步認為藉著 spl 在 BPDE-adduct 的結合，可能

因此妨礙了 DNA 修補機制對鍵結物之辨識，而造成 adduct lifetime 的延

伸。

綜合以上的研究發現油煙中對細胞 DNA 的傷害一方面來自油煙

本身致癌物的代謝活化而與DNA 結合，另一方面也會因氧化性傷害形

成MDA 鍵結物與鹼基氧化修飾，而且兩方面是互相影響甚至加強傷害

之嚴重性與持久性會可能扮演者致癌過程中 initiator 與 promoter 的角

色。且會因女性荷鈍家之影響而造成更大之傷害 9 這些發現對油煙在女

性肺為發生之重要性提出更直接的可能證據。

“夕。“



、挨 參考文獻
Adamson,R.H., Thorgeirsson,U.P. , Snyderwine,E.G. , Thorgeirsson,S.S. , Reeves ,J. , 

Delgard,D.W. , Takayama,S. and Sugimura.T. (1 990) Carcinogenicity of 2個amino-
3-methylimidazo[4，5升quinoline (IQ) in nonhuman primates : induction of tumors 
in three macaques. J. Cancer Res. , 81, 10-24. 

Aeschbacher,H.U. and Ruch,E. (1989) Effect ofheterocyclic amines and beef extract on 
chromosome aberrations and sister chromatid exchanges in cultured human 
lymphocytes. Cαrcinogenesis. ， 10, 429-433. 

Alexandrov,K. , Roj蹈，M. ， Genes峙，0. ， Castegnaro,M. , Camus,AM., Petruzzelli，丘，
Giuntimi,C. and Bartsch,J. (1 992) An improved fluorometric assay for dosimetry 
ofbenz。但]pyrene diol-epoxide-DNA adducts in smokers lung: comparison with 
total bulky adducts an吐 aryl hydrocarbon hydroxylase activity. Cαncer Res. , 52, 
6248-6253. 

Alexandrov,K., R吋as，M. ， Bourgeois,Y. and Chouroulinkov,I. (1983) The persistence of 
benzo[a]pyrene diol-epoxide deoxyguanosine adduct in mouse skin and its 
disappearance in rat skin. Carcinogenesis, 4, 1655 -1657. 

Am帥，B.N. ， Sins,P. and Grover,P.L. (1 972) Epoxides of carcinogenic polycyclic 
hydrocarbons are frame-shift mutagens. Science, 176, 47 -49. 

Ames,B.N. , Shigenaga,M.K. and Hagen,T.M. (1993) Oxidants. antioxidants , and 
degenerative diseases of aging. Proc. Natl. Acad. Sci. USA , 90, 7915-7922. 

Am妞，鼠， LaVo妞，E.J. and Hecht,S.S. (1 982) Identification ofmetabolites ofbenzo[b]
fluouanthene. Cαrcinogenesis， 3， 171-174. 

Aoyama,T. , Gonzalez,F. and Gelbo妞，H.V. (1989) Mutagen activation by cDNA
expressed P1450, P3450, and P450a. Mol. Carcinogenesis, 1, 253-359. 

Baer-Dubowska,W. and Alexandrov,K.(1981) The binding ofbenzo凶-pyrene to mouse 
and rat skin DNA. Cancer Lett. , 13, 47-52. 

Basu,A.K. , 0、H缸a，S.M. ， Valladier,P. , Stone,K. , Mols,O. and Mame鈍，L.J. (1988) 
Identification of adducts formed by reaction of guanine nucleosi由s with 
malondialdehyde and structurally related aldehydes.Chem.Res. Toxicol. , 1, 53崢59.

Beland,F.A., and Poirier,M.C. (1993) Significance of DNA adduct studies in animal 
models for cancer molecular dosimetry and risk assessment. Environ. H ealth 
Perspect. , 99: 5-10. 

Beland,F.A., and Kadlubar,F.F. (1990) Metabolic activation and DNA adducts of 
aromatic amines an nitroaromatic hydrocarbons. In: cooper, C.S. , Grover, P.L. 
(eds), Handbook of Experimental Pharmacology, Vol. 94/1. Springer-Verlag, Heideberg, 
pp. 26 

- 91 -



93-99. 

Berg，I.， Overv汰，E. and Gustafsson,J .A. (1990) Effect of cooking time on mutagen 
formation in smoke, crust and pan residue from panbroile吐 pork. F ood Chem. 
Toxiclo. , 28 , 421-426. 

Berg,I. , Overv祉，E. Nord,C.E. , and Gustafsson,J.A. (1 988) 恥1utagenic activity in 
smoking formed during broling ofpork at 200, 250 and 300

o
C,Mutat. Res. , 207, 

199-204. 

Biaglow ，J.且， Manevich,Y. , Fatih,U. and Held,K.D. (1 997) Quantitation of hydroxyl 
radicals pro世ced by radiation and copper-linked oxidation of ascorbate by 2-deoxy翱
d-ribose method. Free Radical Biology & Medicine. , 22, 112弘 1138.

Bjelogrlic,N .1\志， Makinen，1\役， Stenback,F. and Vahakang帥，K. (1994) Benzo[α]pyrene-
7，8-diolθ， 10-epoxide-DNA adducts and increased p53 protein in mouse skin. 
Carcinogenesis, 15, 771-774. 

Boffet妞，P. ， Randal1，且， Harris,E. and Wynder,E.L. (1990) Case control study on 
occupational exposure to diesel exhaust and lung cancer risk. Am. J. Indust. Med. , 
17, 577-59 1. 

Bold,J., M泊，M. ， Wang，C.悅， Wang，T.仁， Smith,B.A. , Beland,F.A., Maher,V.M. , and 
McCorkick, J.J. (1991) Kinds of mutation found when a shuttle vector containing 
adducts of 1,6-dinitropyrene replicates in human cells. Carcinogenesis, 12 .119-
126. 

Bo1ton,J.L., Wu,H.M. and Hu,L.Q. (1996) Mechanism of isomerization of 4-propyl-。咖
quinone to its tautomeric p-quinone methide. Chem. Res. Toxicol. , 9, 109-113. 

Bos,J. (1988) The ras gene family and human carcinogenesis. Mutat. Res. , 195, 255-
27 1. 

Brown,J.P., Pagano,M. (1 997) Mechanism of p53 degradation. Biochimicα et Biophysica 
Acta, 1332, 01-06. 

Brunbo嗨，G. ， Holme,J.A. , Alexander止， Becher,G and Hongslo,J.K. (1 988) Genotoxic 
activi句， of the N-acetylated metabolites of the mutagen 2-arnino-3,4-dimethyl-
irnidazo[ 4，5:月quinoline (MeIQ) and 2勵arnino-3-methylirnidazo扭，5:月quinoline (IQ). 
Mut，αgenesis， 3, 303-309. 

Busby ，W.且， Smith，旺， Bishop,W.W. and Thi旬，W.G. (1994) Mutagenicity of mono
and dinitropyrenes in the S，αlmonella 砂phimurium TM677 forw缸d mutation assay. 
Mutat. Res. , 322, 221-232. 

Canto祉，0. ， Sestili,P. and Cattabe祉，民(1989) Calcium chelator Quin 2 prevents 
hydrogen-peroxide-induced DNA breakage and cytotoxicity.Eur. J. Biochem. , 2, 209值
212. 

Castro,V.M. , Soderstrom,M. , Carlberg,I. , Widersten,M. , Platz,A. and Mannervik,B. 
(1 990) Difference among human tumor celllines in expression of glutathione 
transferases an吐 other glutathione-1inked enzymes. Carcinogensis, 11, 15 

- 92 -



dibenzo[α， 1] pyrene digydrodiols in mouse skin and rat mammary gland. 
Carcinogenesis , 12, 1939-1944. 

Cerutti ,P.A. (1 985) Prooxidant states and tumor promotion. Science , 227, 375個377.

Chaloupka,K. , Harper,N. , Krishnan,V. , Santostefano,M. , Rodriguez,L.V. and Safe,S. 
(1993) Synergistic activity of polynuc1ear aromatic hy街oxycarbon mixtures as 缸yl
hydrocarbon ( Ah ) receptor agonists. Chem. Biol. Int. , 89, 141-158. 

Chang,S.K., Chang ,K.T. , Fang,Y.F. , L妞，C.F. ， Hs呦，H.C. ， Shen,S.H. and Wei，Y且
(1988) 恥1utagenicity and polycyclic aromatic hydrocarbons analysis of airbome 
particulate matter. Proc. N，αtl. Sci. Counc. B. ROC, 12, 129個 139.

Chaudhary,A.K., Nokubo,M. , Reddy ,G.R. , Yeola,S.N. , Morrow,J.D. , Blair,I.A. and 
Marne哎，L.J. (1 994) Detection of endogenous malondialdehyde -deoxyguanosine 
adducts in human liver. Science , 265: 1580-1582. 

Chaudha旬，A.K.， Reddy ,G.R., Blair,I.A. and Mamett,.L.J. (1996) Characterization of an 
N6-oxopropenyl-2'-deoxyadenosine adduct in malondialdehy齡-modified DNA 
using liquid chromatoraphy /elcetrospray ionization tandem mass spectrometry. 
Carcinogens缸， 17. 1167-1170. 

Chen,CC. and Lee,H. (1996) Genotoxicity and DNA adduct formation of incense smoke 
condensates: Comparison with environmental tobacco smoke condensates. Mut，αtion 
Res. , 367, 105-114. 

Chen,C.J. , WU,H.Y. , Chuar嚕，Y.仁， Chang,A.S. , Luh,K.T. , Chao且鼠， Ch凹，K.Y憊，
Chen,S.G. , L缸，G.M. ， Huang,H 
characteristics and multiple r討is此k factors of lung c翎an臨ce位r i扭n Taiwan. Anticancer Res. , 
10, 971-976. 

Chen,P.S. , Shieh,H.H. and Gaw,J.M. (1980) Determination of polycyclic aromatic 
hydrocarbons in airbome particulates at various sites in Taipei city by GC爪哇S and 
c1ass capillary GC. Proc. Natl. Sci. Counc. B. ROC, 4, 280-284. 

Cheng ，K.C叮 Cahill ，D.S. ， Kasai ,H., Nishimura,S. and Loeb，L.A.(1 992) 各Hydroxy
伊闊的i肘， an abundant form of oxidative DNA damage, cause G• TandA• c 
substitutions. J. Biol. Chem. , 267, 166-172. 

Cherpillod,P. and Amstad,P.A. (1995) Benzo[α]pyrene-induce吐 mutagenesis of p53 hot
spot codons 248 and 249 in human hepatocytes. Mol. Carcinogenesis, 13, 1的5-20.

Choωu 
Taiwan. Proc. Natl. Sci. Counc. B. ROC, 14, 142-150. 

Chou,M.W. , Heflich,R.H. and 恥，P.P. (1985) Multiple metabolicpathways for the 
mutagenic activation nitrobenzo[a]pyrene.Carcinogenisis, 6, 1235-1238. 

Chuang,J.c., Wise,S.A., Cao,S. and Mumford,J.L. (1992) Chemi 

- 93 -



43: 332-338. 

Cole,P,R Hoover and GH Friedel1 (1972) Occupation and cancer of the lower urinary 
tract. Cancer, 29: 1250-1260. 

Croft，丘， Gilbert,B.C. and Whitwood,A.C. (1992) An E. S. R. investigation of the 
reaction interrnediate generated in the reaction between Fe扑 and H202 in aqueous 
solution. Free Rad. Res. Commun. , 17, 21-39. 

Culp,S.J. and Beland,F.A. (1994) Cornparison ofDNA adduct forrnation in rnice fed coal 
tar or benzo[α]pyrene. Cαrcinogenesis， 15, 247-252. 

Delclos,K.B. , EI-Bayourny ，K.，諒的旬，S. S. , Walker,R.P. and Kadlub缸，F.F. (1 988) 
Metabolisrn of the carcinogen [3H]6-nitrochrysene in the preweanling rnouse: 
identification of 6-個ninochrysenel ，2-dihydrodiol as the probable proxirnate 
carcinogenic rnetabolite. Carcinogenesis, 9, 1875-1884. 

Denissenko,M.F., Pao,A., Tang,M.S. , Pfeifer,G.P. (1 996) Preferential forrnation of 
benzo[a]pyrene adducts at lung cancer rnutational hotspots in p53. Science, 274, 
430-432. 

Dennis,M.J. , Massey,R.c., McWeeny,D.J., and Knowles,M.E. (1 984) Estirnation of 
nitropolycyclic arornatic hydrocarbons in foods. Food Additives Contaminants, 1, 
29. 

Departrnent of Health, Executive Yuan, Republic of China. (1993) Public Health in Taiwan 
Area, Republic of China. 

Deutsch Wenzel,R.P. , Bru帥，況， Grirnrner，丘， Dettbam,G. and Misfeld, J. (1 983) 
Experirnental studies in rat lungs on the carcinogenicity and dose-response 
relationships of eight frequent1y occurring environmental polycyc1ic arornatic 
hydrocarbons. J. NIαtl Cancer Inst. , 71, 539-544. 

Dipple.A. , Pigo哎，M.A.， Ag訂wal，S.K.， Yagi,H. , Sayer,J.M. and Jerina,D.M. (1 987) 
。ptically active benzo[c]phenanthrene diol epoxides bind extensively to adenine in 
DNA. Nature , 327, 535-536. 

Dickson, RI (1981) Nasopharyngeal carcinorna: An evaluation of209 patients. 
Laryngoscope, XCl., 333-354. 

Djuric,Z.(1993) Forrnation ofDNA adducts and oxidative DNA darnage in rats treated with 
1,6-dinitropyrene. Cancer Lett. , 71, 51-56. 

Djuric, Z.( 1989) Metabolisrn and DNA binding of nitropyrene. In:Reviews in Biochemical 
Toxicology, Hodgson E , Bend JR and Philopt RM (eds.), 10,1-40 

Djuric,Z. , Fifer,E.K., Yarnazoe,Y. and Beland,F.A. (1988) DNA binding by 1-
nitropyrene and 1,6-dinitropyrene in vivo and in vitro: effects of nitroreduct品e
induction. Cαrcinogenesis， 9, 357-364. 

Djuric,Z., Fifer,E.K. , and Beland,F.A. (1985) Ace句1 coenzyrne A-dependent binding of 
carcinogenic and rnutagen 

- 94 -



Dubrow ,R and DH Wegman (1984) Cancer and occupation in Massachusetts: A death 
certificate study. Am J Int Med. , 6: 207-230. 

Dunn,B.P. and Stich,H.F.(1 986) 32P-postlabeling analysis of aromatic DNA adducts in 
human oral mucosal cells, Carcinogenesis， 日， 11-15.

Dutta,A., Ruppert,J.M. , Aster,J.c. and Winchester,E.C. (1 993), Inhibition of DNA 
replication factor RPA by p53. NIαture， 365, 79“ 82. 

Edgar,D.H. , an吐 Brooker，P.C. (1 985) Induction of 6-thioguanine resistance, chromosome 
aberrations and SCE by dinitropyrenes in Chinese hamster ovary cells in vitro. 
Mutat. Res. , 158, 209-215. 

Endo,H. , Sch肘，H.A.J. ， and Snyderwine,E.G. (1 994) Mutagenic specificity of 2-amino-
3-methylimidazo[4， 5升quinoline and 2-amino-l-methyl-6-pheny1imidazo[4， 5， b]咖
pyridine in the sup F shuttle vector system.Cancer Res. , 54, 3754-3751. 

Epstein,R.J., Smith,P.J. , Watson,J.V. and Bleehen ，"l'ιM. (1 988) Characterization of VP-
16酬-induced DNA c1eavage in oestrogen-stimulated human breast cancer cells. Br. J. 
Cancer, 57: 445-450. 

Esumi,H. , Ohgaki,H., Kohzen，且， Takayama,S. and Sugimura, T. (1 989) Introduction of 
lymphoma in CDF1 mice by the food mutag凹， 2-amino-1暐methyl回6-phenylimidazo
[4,5-b]pyridine. Jpn.J. Cancer Res. , 80, 1176間 1178.

Everson，R.旦， Randerath且， Santella,R.M., Cefalo,R.C. , A vit妞，T.A. and Randerath本.
(1986) Detection of smoking-related cova1ent DNA adducts in human placenta. 
Science. 231 , 54-57. 

Felton,J.S. , and Knize，M.缸， (1994) Heterocyclic-amine mutagens/ carcinogens in foods. 
Handbook of Experimental Pharmacology. ， 側， 471-502.

Felton,J.S., and Knize，M.缸， (1991) Occurrence, identification, and potential mutagenicity 
of heterocyc1ic arnines in cooked food. Mutant. Res. ,259: 205-217. 

Felton，J.缸， Knize ，M.缸， Shen，N.旺， Andresen,B.D. , Bjeldanes,L.F. and Hatch,F.T. 
(1 986) Identification of the mutagens in cooked beef. Environ. Health Perspec孔，
67 , 17-24. 

Flammang,T.J. , Talaska，丘， Chu,D.Z.J., Lang,N.P. and Kadlubar,F.F. (1 988) N-
Ace句ltransferase polymorphism and arylarnine toxicity: relationship to O-acetylation 
reactions, in D.J.Huston, J.Caldwell and E.D.Paulson (Eds.), "Intermediaη 
Xenobiotic Me的bolism and Sign伊cance" , 151-177. 

Flammang,T.J. , Yamaz凹，Y. ， Benson,R.W. , Roberts,D.W., Potter,D.W. , C恤，D.Z.J. ，
Lang,N.P. and Kadlubar,F.F. (1989) Arachidonic acid-dependent peroxidative 
activation of carcinogenic arylarnines b 

“ 95 -



100, 45-56. 

Fraser,D. (1 986) Lung cancer risk and diesel exhaust exposure. Public. Health Rev. , 14, 
139“ 17 1. 

Freeman,B.A. and Crapo,J.D. (1982) Biology of disease. Free radicals and tissue injury. 
Lab. Invest. , 47, 421-426. 

Frei,B., Forte,T.M. , Ames,B.N. and Cross,C.E. (1991) Gas phase oxidants of cigarette 
smoke induce lipid peroxidation and changes in lipoprotein properties in human bloo吐
plasma. Protective effects of ascorbic acid. Biochem. J. , 277, 318-329. 

Gallagh缸，1.， George,M. , Kohan,M. , Thompson,c., Shank,T. and Lewtas,J. (1 993) 
Detection and comparison of DNA adducts after in vitro and in vivo diesel emission 
exposures. Environ. Health Perspect. , 99, 225-228. 

Gallagher止， Heinnrich,U. George,M. , Hendee,L., Phil1ips,D.H. and Lewtas,J. (1994) 
Formation of DNA adducts in rat lung following chronic inhalation of diesel 
emissions, carbon black and titanium dioxide partic1es. Carcinogenesis, 7, 1291 酬
1299. 

Gao,Y.T. ,(1986) Smoking and lung cancer in Shanghai. IARC. Sci. Publ. , 11, 121-126. 

Gao,Y.T. , Blot,W.J. , Ershow,A.G. , Hsu,C.W. , Levin,L.I. an社 Fraumeni丸(1987) Lung 
cancer among Chinese women.lnt J Cancer, 40: 604-609. 

Geddie，J.旦， Amin.S. ， Luie,K. and Hecht,S.S. (1987) Formation and tumorigenicity of 
benzo[b]fluoranthene metabolites in mouse epidermis. Cαrcinogenesis， 8, 1579-
1584. 

Genes妞，0. ， Camus ，A.1生， Castegnaro,M., Petruzzelli,S. , Macchiarini ，P. ，Angele尉，C.A.，
Giunti剖，C. and Bartsch,H. (1991) Comparison ofpulmonary DNA adduct levels, 
measured by 32p中ostlabeling an 紅yl hydrocarbon hydroxylase activity in lung 
p旺enchyma of smokers an吐 ex-smokers. Carcinogenesis, 12, 1301輛 1305.

Ger，L.且， H凹，W.L.， Chen,K.T. and Chen,C.J. (1 993) Risk factors of lung cancer by 
histologica1 category in Taiwan. Anticancer Res. ,13: 1491-1500. 

Gille,J.J.P. , Wientjes,N.M. , Lafleur,M.V.M. and Retel,J. (1 996) Biological 
consequences of DNA damage introduced in bacteriophage PM2 DNA by hydrogen 
peroxide-mediated free radical reactions. Carcinogenesis， 凹，于1 1.

Green,J.P. and Brophy,P. (1982) Carcinoma of the lung in nonsmoking Chinese women. 
West J Med. , 136: 291-294. 

Grimmer,G. Brune,H. Deutsh-Wenzel，民， Naujack,K.W. Misfeld,J.and Timm,J. (1983a) 
On the contribution of polycyclic aromatic hydrocarbons to the carcinogenic impact 
of automobile exhaust condensate eva1uated by local applicationonto mouse skin. 
Cancer Lett. , 21.105-113. 

Grimmer,G. Naujack,K. 

- 96 -



Grimmer,G. Brune,H. , Deutsh-嗎Tenzel，R.， Dettbarn,G., Jacob,J. , Naujack, K.W. , 
Mo祉，U. and Ernsh,H. (1987) Contribution ofpolycyclic aromatic hydrocarbons 
and nitro-derivatives to the carcinogenic impact of diesel engine exhaust condensate 
evaluated by implantation into the lungs of rats. Cancer Lett. , 37. 173-180. 

Grinberg-funes,R.A. , Singh,V.N. , Pere間，F.P. ， Bell,D.A., Young,T.L., Dicky ,C. , 
Wang,L.W. and Santella,R.M. (1 994) Polycyclic aromatic hydrocarbon-DNA 
adducts in smokers and their relationship to micronutrient levels and the glutathione
S-transferase M1 genotype.Carcinogenesis, 15, 2449-2454. 

Grose,K.R. , Grant,J.L., Bjeldanes，L.且， Andersen,B.D. , Healy,S.K. , Lewis ,P.R., 
Felton,J.S. and Hatch,F.T. (1986) Is01ation of the carcinogen 1Q from fried egg 
patties. J. Agric Food Chem. , 34, 201-201. 

Guo,N. , Conaway,C.c., Hussain,N.S. , and Fiala,E.S. (1 990) Sex and organ differences 
in oxidative DNA and RNA 吐amage due to treatment of Sprague-Dawley rats with 
acetoxime or 2-nitropropane.Carcinogenesis, 11: 1659個 1662.

Gup峙，R.C. ， Reddy品.f.V. an吐 Randerath，K. (1982) 32p-postlabeling analysis of non
radioactive aromatic carcinogen-DNA adducts.Cαrcinogenesis， 3, 1081-1092. 

Gupta,R.C. (1985) Enhanced sensitivity of 32P-post1abeling analysis of aromatic 
carcinogen: DNA adducts. Cancer Res. , 45, 5656-5662. 

Gup泊，R.C. andE缸ley，K. (1988) 32P-adduct assay : comparative recoveries of 
structurally diverse DNA adducts 詛 the various enhancement procedure. 
Carcinogenesis, 9, 1687-1693. 

Habs,M., Schmahl,D. and Misfeld,J. (1980) Local carcinogenicity of some 
environmentally relevant polycyclic aromatic hydrocarbons after lifelong topical 
applications to mouse skin. Arch. Geschwulstforsch. ， 呵， 266-274.

Hajos，A.瓦， and Winston,G.W. (1991) Dinitropyrene nitroreductase activi句 ofpurified
NAD(p)H-quinone oxidoreductase: role of rat liver cytosol and induction Aroclor-
1254 pretreatment,Carcinogenesis , 12, 697-702. 

Halliwell,B. (1987) Oxidants and human disease: Some new concepts. FASEB J. , 1, 358刪
376. 

Halliwell,B. and Aruoma,O. 1. (1991) DNA damage by oxygen-derived species. 1ts 
mechanism of action and measurements in mammalian system. FEBS Lett. , 281, 9-
19. 

Halliwell,B. and Gutterid阱，J.M.C. (1984) Oxygen toxicity, oxygen radicals, transition 
metals and disease. Biochem. J. , 219, 1-14. 

Hallstrom,B. and Skjoldebrand,C., (1 

- 97 -



Basu,A.K. (1997). Sequence specific mutagenesis of the m吋or (+)自anti岳enzo[吋
pyrene diol epoxide-DNA adduct at a mutational hot spot in vitro and in Escherichia 
coli cells. Chem. Res. Toxicol. 10. 369-377. 

Hargraves月T.A. and Pariza，M別人(1984) Mutagens in cooked foods. J Environ Sci 
Health , C2 (1): 1-49. 

Harris,C.C. (1 993) The p53 tumor suppressor gene: at the crossroads of molecular 
carcinogenesis, molecular epidemiology and cancer risk assessment. Science , 262, 
1980-198 1. 

Harr坊，C.c. (1 991) Chernical and physical carcinogenesis: advances and perspectives for 
the 1990s. Cancer Res. , Suppl. 51 , 5023s-5044s. 

Ha紅詣，c.c. (1 989) lnterindividual variation among humans in carcinogen metabolism, 
DNA adduct formation and DNA repair. Carcinogenesis, 10, 1563需 1566.

Hart,B.A., Voss ，G川人 and Vacek,P.M. (1993) Methallothionein in human lung 
carcinoma. Cancer Lett. , 75: 121-128. 

Hazardous Substances DataBank. (1988) National Library ofMedicine. National 
Toxicology Program, Bethesda, MD. December 5. 

He,Q.C. , Lioy,P.J. , Wilson,W.E. and Chapman,R.S. (1 993) Effects of air pollution on 
children's pulmonary function in urban and suburban areas of Wuhan, People's 
Republic of china. Arch. Environ. Heal的， 48 ， 382-391. 

Hederson,BE and Lou妞，E. (1978) Discussion of risk factors for nasopharyneal 
carcinoma. ln: "Nasopharyngeal Carcinoma:Etiology and Control" (G de-The, Y Ito 
and W Davis, eds), lARC Scient伊c Publication No. 20. lnternational Agency for 
Research on Cancer, Lyon. 

Higginbotham，鼠， RamaKrishna,N.V.S. , Johasson,S.L., Rogan,E.G. and CavalieriE.L. 
(1993) Tumor-initiating activity and carcinogenici句r of dibenzo[a,l]pyrene versus 7, 
12-dimethylbenzo[a]anthracene and benzo凶pyrene at low doses in mouse skin. 
Carcinogenesis, 14, 875-878. 

Homburg缸，F. and Boger,E. (1968) The carcinogenicity of essential oi站， flavors , and 
spices. Cancer Res. , 28, 2372盼2374.

Hsu,I., Metcalf,R., S阻止， Welsh,J. and Harris,C. (199 l)Mutational hotspot in the p53 
gene in human hepatocellular carcinomas. Mαture， 350, 427-428. 

Hughes,N.C. and Phi1lips,D.H. (1993) 32p幽post1abeling analysis of the covalent bin往ing
ofbenzo[gλi]perylene to DNA in vivo and in vitro. Carcinogenesis, 14, 127-133. 

Hughes ，N.C.，研制，W. ， Hewer,A., Jacob,J. , Grimmer,G. and Phi1lip抖s ，D
Covalent binding of polyc叮yc1ic aromatic hydrocarbon c∞omponents of coal tar to 
DNA in mouse s此ki站n. Carcinogenesis, 14 

- 98 關



Ichinose,T. , Yajima,Y., Nagashim扎扎吐， Takenoshita,Y. and Sagai,M.(1997) Lung 
carcinogenesis and fonnation of 8-hydroxy-deoxyguanosine in mice by diesel 
exhaust partic1es. Carcinogenesis.18. 185-192. 

Iizasa，了， Momiki，缸， Bauer,B. , Caamano止， Metcalf,R., Lechner止， Ha汀兒，C.C. and 
K1ein-SzantoA.J.P., (1 993) Invasive tumors derived from xenotransplanted , 
immortalized human cells after in vivo exposure to chemica1 carcinogens. 
Carcinogenesis. , 14, 1789-1794. 

Imaida,K., L凹，M可缸， Land,S.J. , Wang,C.Y., and King ,C.M.(1 995) Carcinogenicity of 
nitropyrenes in the newborn female rat. Cαrcinogenesis. 16, 3027-3030. 

Imaida，旦， Hirose，I\伍， Tay,L., L帥，M.S. ， Wang,C.Y. and 臨時，C.M.(1991) 
Comparative carcinogenicities of 1-，志， 4-nitropyrene and structurally related 
compounds in the female CD rat. Cancer Res, 51 , 2902-2929. 

lRAC (1 989) lRAC monographs on the evaluαtion of carcinogenic risks to humans, Vol 
46, Diesel and gαsoline engine exhαusts and some nitroarenes, Lyon, pp. 47-57 想

Iwagawa,M. , Maeda,T. , Izumi,K., Otsuku,H. , Nishiguji,K., Ohnis說，Y. ， and Ao蝠，S.
(1989) Comparative dose-responsibility on the pulmonary carcinogenicity of 1 ，6盼
dinitropyrene and benzo[α]pyrene in F344 rats , Carcinogenesis, 10, 1285-1290. 

Iw缸，K.， Udagawa,T. , Yamagishi,M. and Yamada，且 (1986) Long-tenn inha1ation studies 
of diesel exhaust on F344 SPF rats. Incidence of lung carcer and lymphoma. In: 
Ishinishi，此， Koiz叫um削n吋1討i ，A
mηlU叫tα愕ge仰ni扣C 趕g伊èct，衍S of diesel engine exhαust， Amsterdam, Elsevi仗， pp. 349-360. 

Izzo祉，A.， Rossi,G.A. , Bagnasco,M. and deFlora,S. (1 991) Benzo[a]pyrene dioepoxide
DNA adducts in alveolarmacrophages ofsmokers.Carcinogenesis, 12, 1281-1285. 

Jagerstard,M. , Skog,K., Grivas,S. and Olsson,K. (1991) Fonnation ofhetercyc1ic amines 
using model system. Mutat. Res. , 210, 1-8. 

Jagerstard,M. , Olsson,K., Grivas丸， Negishi，仁， Wakabayashi,K. , Tsuda,M. , Sato，缸，
and Sugimura,T. , (1 984) Fonnation of 2-amino-3 ，8-dimethylimidazo阱，5刃m
quinoxa1ine in a model system by heating creatinine, glycine and glucose. Mutat. 
Res. , 126, 239-244. 

Janssen,Y.M.W. , Horten，卦， Borm,P.J.A. and Mossman,B.T. (1993) Cell and tissue 
responeses to oxidative damages. Lab. Inνest. ， 69,261-274. 

Jaruga，且， Zastawny,T.H. , Skokowski,J. , Dizdarog站，M.， Olins說，R.(1 994) 。泊位ative
DNA base damage and antioxidant enzyme activities in human lung cancer 

- 99 -



oxygen radicals and its biological significance. In Sies, H. (eds) Oxidative stress, 
oxidant and antioxydan紗" London, Academic Press, Ltd. , pp. 99-116. 

Kastan ,M.B. , Zh妞，泣， EI-Dei旬，W.S. ， Carrier,F., Jacks ，了， Walsh ，W.叭， Plunkett,B.S. 
, Vogelstein,B. and Fomance Jr.A.J. (1992) A mammalian cell cycle checkpoint 
pathway utilizing p53 and GADD45 is defective in ataxia-telangiectasia. CeU, 71 , 
587-597. 

Kastan ，M.B. ， Onyekwere，缸， Sidransky，眩， Vogelstein,B. and Graig,R.W. (1 991) 
Participation of p53 protein in the cellular response to DNA damage. Cancer Res. , 
51 , 6304-631 1. 

Kato,R. (1986) Metabolic activation of mutagenic heterocyclic amines from protein 
pyrolysates. CRC Crit. Rev. Toxico l., 16, 308-347. 

Kato,R. and Yamazoe,Y. (1 987) Metabolic activation and covalent binding to nucleic acids 
of carcinogenic heterocyclic amines from cooked foods and arnino acid pyrolysat肘，
Jpn. J. cancer Res. , 78, 297-31 1. 

Kehrer,J.P. (1 993) Free radicals as mediators of tissue injury and disease. Crit. Rev. 
Toxicol. , 23, 21-48. 

Keiding,L.M., Rindel,A.K. and Kronbo嗨，D. (1995) Respiratory illnesses in chi1dren and 
air pollution in copenhagen. Arch. Environ. Health, 50, 200-206. 

Kelley,D.J. , Mestre ，J.氏， Subbaramaiah,K.,Sacks ,P.G. , Schantz,S.P. , Tanabe,1\, Inore 
,H. , Ramonetti ，J.笠， and Dannenberg,A.J. (1 997) Benzo[a]P up-regulates 
cyclooxygenase-2 gene expression in oral epithelial cells. Cαrcinogenesis， 18, 795-
799. 

Kikugawa，瓦， Kato，T. and Hayatsu，且(1986) The presence of 2-amino-3,8-dimethyl-
imidazo[ 4，5:月quinoxaline in smoked dry bonito (ka伽obushi). Jpn. J. Cancer Res. , 
77 , 99-102. 

Kim且s. and Lee,B.M. (1 997) Inhibition ofbenzo[a]pyrene-DNA adduct formation by 
Aloe barbadensis miller. Carcinogenesis. 18. 771-776. 

Kinouchi，土， Nishifuji,K., Tsuts剖，H. ， Hoare,S.L.,and Ohnis祉，Y. (1 988) Mutagenicity 
and nitropyrene concentration of indoor air particulates exhausted from a kerosene 
heater, Jpn. J. Cancer Res. , 79, 32-41. 

Kinouchi,T. , Hideshi,T. and Ohnishi,Y. , (1 986) Dection of 1-nitropyrene in Yakatori 
(gri1led chicken)，且1utat. Res. , 171, 105-113. 

Koo,L.C., Ho,J.H. and Lee,N.(1 985) An analysis of some risk factors for lung cancer in 
Hong Kong. Int. J. Cαncer， 35, 149-155. 

Koo，L.仁， Ho，J丘， (1990) Worldwide epidemiological patems of lung cancer in 
nonsmokers. Int.J.Epidemiol. ,19(suppll): S 14-S23. 

Kung,I.T.M. , SO,K.F. and Lam,T.H. (1 984) Lung cancer in Hon 

- 100 -



aw ,H and Day,N .E. (1976) lncidence rates of specific histological types of lung cancer in 
Singapore Chinese dialect group and their aetiological significance. Int J Cancer, 
17: 304-309. 

Layton,D.W. , Bog凹，K.T. ， Knize ，M.缸， Hatch,F.T. , John,V.M. and Felton,J.S. (1 995) 
Cancer risk of heterocyc1ic amines in cooked foods: an analysis and implications for 
research. Carcinogenesis. , 16.39-52. 

Lee，旺， Pemg,L.Y., Shiow,S.J. and Lin,J.Y. (1 986) Mutagenicity of airbome particles in 
Taichung area. J Chin Oncol Soc, 2, 17-23. 

Lee,H. , Yur,J.H., Shiow ,S.J. and Lin ,J.Y. (1988) The mutagenic activity of smog 
airbome particles collected from combustion products. J Chin Oncol Soc, 4, 1-8. 

Lee,H. and Tsai,S.J. (1991a) Effect of emodin on cooked-food mutagen activation. Food 
Chem.Toxicol. , 29 , 765可770.

Lee,H. , Law,S.M. and Lin,S.T. (1 991b) The effect of extration solvent on the 
mutagenicity of airbone particles. Toxcol. Lett. , 58, 59-67. 

Lee,H. and Chan,S.C. (1992) Comparative antimutagenicity of quiniz缸in and 
chlorophyllin against environmental mutagens in Ames Salmonella system. J. 
Chinese Oncol. Soc. , 8, 1-9. 

Lee，H. ， L妞，M.Y. andL妞，S.T. (1 994 a) Characterization ofthe mutagen 2-amino“3個
methylimidazo阱，5升quinoline prepared from a 2-methyl-pyridine / creatinine / 
acetylformaldehyde model system.Mutagenesis, 9, 157-162. 

L侃，H. ， Lin,T.L., Shieh,R.L. and Bian,S.S. (1 994b) Mutagenicity of airbome particulates 
from combustion of electric cables in a waste metal retrieval 缸ea. Mutat. Res. , 324, 
77-84. 

Lee且， Wang,H.W., Su且Y. and Hao汎J. (1994 c) The structu甜-activity relationships 
of flavonoids as inhibitors of cytochrome P-450 enzymes in rat liver microsomes and 
the mutagenicity of 2-amino-3-methyl-imidazo阱，5:f]quinoline. Mutagenesis, 9, 
101-106. 

Lee,H. , Su,S.Y., Liu,K.S. and Chou,M.C. (1 994d) Correlation between meteorological 
conditions and mutagenicity of airbome particulate samples in a tropical monsoon 
climate area from Kaohsiung city, Taiwan. Environ. Mol. Mutagen. , 23, 200盼207.

Lee,H. , Chemg,S.H. and L詞，T.Y. (1 994e) Bacterial mutagenicity, metabolism, and DNA 
adduct formation by binary mixtures ofbenzo[a]pyrene and 1-nitropyrene. Environ. 
and Mol. Mutagen. 24, 229-234. 

Lee，日，. Lin,M.Y. , and Lin,ST. (1994f) Formation of identification of carcinogenic 
heterocyclic aromatic amines in boiled porkjuice., Mutat Res. , 308, 7弘88.

Lee且， Wang，L. and Shih,J.F. (1 

- 101 -



Lepage,G. , Munoz,G. , Champagne,J. and Roy ,C. (1 991) Preparative steps necessa可 for
the accurate measurement of malondialdehyde by high-performance liquid 
chromatography.Anal. Biochem. , 197,277-283. 

Lewtas,J. and Nishioka,M.G. (1 990) Nitrarene : their detection, mutagenicity and 
occu虹ence in the environment. ln : Nitroarenes occurrence, metabolism, and 
biological impact. , Howard,P.C., Hec拙， S.S. and Beland,F.A. (eds), Plenum 
press , New York and Lo,ndon, pp. 61-7 1. 

Lewtas,J. , Mumford,J. , Everson，此， Hul恤，日， Wilcosky，了， Kozum恥，W. ， Thompson, 
C. , George,M. , Dobias,L., Sram,R., Li,X. and Gallagher, J. (1 993) Comparison 
of DNA adducts from complex mixture exposures in various human tissues and 
experimental systems. Environ. Health Perspect. , 99, 89-97. 

Li,A.P. and Royer,R.E. (1982) Diesel-exhaust-particule enhancement of chemical-induced 
mutagenesis in clutured Chinese hamster ovary cells: possible interaction of diesel 
exhaust with environmental carcinogens. Mutat. Res. 103, 349-355. 

Li,E.E., Heflich,R.H. , Bucci,T.J. , Manjanath扎扎1anjanatha，M.G. ， Blaydes ,B.S. and 
Delclos,K.B. (1 994) Relationships ofDNA adduct fonnation , K-ras activating 
mutations and tumorigenic activities of 6-nitro-chrysene and its metabolites in the 
lungs ofCD-l mice.Carcinogenesis, 15, 1377-1385. 

Li,S.G. , Pan,D.H. and Wang,G.x. (1 994) analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons 
in cooking oil fumes. Arch. Environ. Heal泊， 49 ， 119-122. 

抖，Y. and T,M.A. (1994) Reactive Oxygen-dependent DNA Damage Resulting from the 
Oxidation of Phenolic compounds by a Copper-Redox Cyc1e Mechanism. Cαncer 
Research, 54 , 1895s-1898s. 

Lilienblum,W. , Bock-Hennig,B.S. , and Bock,K.W. (1 985) Protection against toxic redox 
cyc1es between benzo[a]pyrene-3,6-quinone and its quinol by 3-methyl
cholanthrene-induciable formation of the quinol mono- and diglucuronide. Mol. 
Phanηa. ， 27: 451-458. 

Lioy,P.L., Waldman,J.M., Greenberg,A., Harkov,R. and Pietarinen,C. (1 988) The total 
human environmental exposure study (TI王EES) to benzo[α]pyrene: comp缸sion of 
the inhalation and food pathwaysArch. Environ. Health , 43, 304. 

Lioy,P.L. and Greenberg,G. (1 990) Factors associated with human exposures to 
polycyc1ic aromatic hydrocarbons. Toxico l. 1nd. Health, 6, 209-215. 

L凹，Q. ， Sasco,A.J. , Ribo且，E. ， Hu ，M.X.延1993) lndoor air pollution and lung cancer in 
Guangzhou, People's Republic of China. Am. 

- 102 -



16. 975-983. 

Maeda,T. , Izumi ,K. , Otsuka,H. , Manabe,Y., Kinouchi ,T. , and Ohnishi ,Y. (1 986) 
Induction of squamous cell carcinoma in the rat lung by 1 ,6-dinitropyrene, J. Natl. 
Cancer Inst, 76 ，693個70 1.

Manchester ，D.旦， Weston,A. , Choi,J.S. , Trivers ，G且， Fenness旬，P.吭， Quintana，且，
F訂mer，P.B.， Mann,D.L. and Harris,C.C. (1988) Detection of benzo[a]pyrene diol 
epoxide趾DNA adducts in human placenta. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.A. , 85 ,9243. 

Marne哎，L.J. and Burcham,P.C. (1 993) Endogenous DNA adducts: potential and paradox. 
Chem. Res. Toxicol. , 6: 771-785. 

Marnett,L.J. , Basu,A.K., O'HaraS. ,M. , Weller，P且， Rahm側，A.F.M.M.and Oliver,J.P. 
(1986). Rection of malondialdehyde with granine nuc1eosides: formation of adducts 
containing Oxadiazabicyclononene residues in the base-pairing region. J.Am. Chem. 
Soc.108. 1348-1350. 

Ma缸ron，D
test. Mutation Res. , 113: 173-215. 

Martins,E.A.L., Chubatsu,L.S. and Meneg恆的，R. (1 991) Role of antioxidants in 
protecting cellualr DNA from damage by oxidative stress. Mutation Res. , 250: 95個
10 1. 

Masc1帥，且， Mouvie，R.G. and Nikolaou,K. (1 986) Relative decay index and sources of 
polycyc1ic aromatic hydrocarbons. Atmos Environ, 20, 439-445. 

Mass，I\在.J. ， Jeffe詣，A，J. ， Ross ,J.A. , Nelson,G. , Ga1ati,A.J., Stoner,G.D. , and Nesnow, 
S. (1993) Ki -ras oncogene mutations in tumors and DNA adducts formed by 
benzo[α]pyrene in the lungs of strain NJ mice .Mol. Carcinogen. 8, 186 -192. 

Mass,M.J. , Abu-Shakra,A., Roop,B.C. , Nelson,G. , Ga1ati,A.J. , Stoner,G.D Nesnow,S 
. and Ross，J.A.(1 996)Benzo[b]fluor扭曲ene: tumorigenici可 in strain NJ mouse 
lungs, DNA adducts and mutations 扭曲e Ki-ras oncogene. Carcinogenesis, 17步
1701-1704. 

Matsuoka,A., S。如說，T. ， Miya詞，此， and Ishidate,Jr.M. (1 991) Clastogenicity of 1-nitro輛
pyrene, dinitropyrene, fluorene and mononitrofluorenes in cultured Chinese 
hamster cells. Mutat. Res. , 259, 103-110. 

Maut誨，R.J. ， Cook,V.M. , Coffing,S.L., and Baird,W.M. (1995).Exposure of 
marnma1ian cell cultures to benzo[a]pyrene and light results in oxidative DNA 
damage as measured by 8-hydroxydeoxyguanosine formation. Carcinogenesis, 16 , 
133-137. 

McCann止， Choi，且， Yamasaki, and Ames,B.N. (1975) Detection of carcinogens as 
mutagens in 出e Sa1monellaJmicrosome test:品say of 300 chemica1s. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA , 72 , 5135-5139. 

McLemore,T.L., Adelberg,S. , Czerwinski，I\仁 Hubbard，W.C. ， Yu,S.J. , Storer嗨，R. ，
Wood，T.丘， Hines,R.N. and Boyd,M.R. (1 

- 103 -



possible effect on lung cancer. Science , 183, 210-212. 

Mersch-Sundermann,V. , Mochayedi,S. and Kevekordes ,S. (1 992) Genotoxicity of 
polycyclic aromatic hydrocarbons in Escherichia coli PQ37. Mutat. Res. , 278, 1-9. 

Miguel,A.G. , Da剖is倪ey ，J
andg酹en∞l昀ot，ωox珀ic a缸.ct位iv討it句y associated w叫i由 inha叫1<1油ble particulate matter in Rio de Janeiro 
ai汀r.Emν叫liron. Mo l. Mutagen. ,15 , 36-43. 

Moscow ,J.A., Fairchild,C.R., Madden,M.J. , Ransom,D.T. , Wieand且丘， O'Brien且E.
, Poplack,D.G. , Cossman止， Mye詣，c.E. and Cowan, K.H. (1989) Expression of 
anionic glutathione-S-transferase and P-glycoprotein genes in human tissues and 
tumors. Cancer Res. , 49, 1422也 1428.

Mumford,J.L., He,X.Z. , Chapman,R.S. , Cao,S.R., Harris ,D.B. , Li,X.M. , Xian,Y.L., 
Jiang,W.Z. , XU,C.W. , Chuang,J.C. , Wilson ,W.E. and Cooke,M. (1 987) Lung 
cancer and indoor air pollution in Xuan Wei, China. Science , 235, 217-220. 

Mumford.J.L., Williams,R.W. , Walsh,D.B. , Burton，R.悅， Svendsgaard,D.J. , Chuang, 
J.c., Houk,V.S. and Lewtas,J. (1 991) Indoor air pollutants from unvented 
kerosene heater eissions in mobile homes studies on particles, semvolatile organics, 
carbon monoxide, and mutagenicity. Environ. Sci. Technol. ， 站， 1732-1736. 

Mumford.J.L., Li,X. , Hu，且， Lu,X B. and Chuang,J.C. (1 995) Human exposure and 
dosimetry of polycyclic aromatic hydrocarbons in urine Xuan W位， China with high 
lung cancer morta1ity associated with exposure to unvented coal smoke. 
Carcinogenesis, 16, 3031-3036. 

Nagao,M. , Sato,S. and Sugimura,T. (1 983) Mutagens produced by heating foods. In : 
Waller,G.R. and Feather,M.S. (Eds) "The Maillard Reaction in Food and 
Nutrition." Am. Chem. Soc. , Wash. D. 仁，215， 512-536. 

N agashima，~佳， Kas位，H. ， Yokota,J., Nagamachi,Y., Ichinose,T. and Sagai,M. (1 995) 
Formation of an oxidative DNA damage, 8且hydroxydeoxy- guanosine, in mouse 
lung DNA after intratracheal instillation of diesel exhaust particles and effects of 
high dietary and beta-carotene on the process. Carcinogene駒，話， 1441-1445. 

Nakayama,T., Kodama,M. , and Nagata,c., (1 984) Generation hydrogen peroxide and 
superoxide anion radica1 from cigarette smoke.Gann. , 75: 95-98. 

Ne缸，R且， Roe,A,L., Srnith,B.A., and Beland,F.A. (1 993) Dinitropyrene metabolism, 
DNA adduct formation , and DNA amplification in an SV 40-transformed Chinese 
hamster embryo cellline. Mo l. Carcinogenesis, 7 ,221-217. 

Nemoto,N. and Takayama,S. (1984) A 

104 -



3984研3987.

Nukaya丘， Koyota,S. , Jinno，且， Ishi啦，丘， Wakabayasl泣，且， Kurosaka，民， Kilm,I.S. , 
Yamaizumi ,Z. , Ushiyama,H., Sugimura,T. , Nagao,M. and Tsuji,K. (1 994) 
Structural detyermination of a new mutagenic heterocyclic amine, 2.如nino-1几9-
trimethy limidazo阱，5-g]quinoxaline (7，弘DiMeIgQx) present in beef extract. 
Cαrcinogenesis. ， 15(6), 1151-1154. 

Ohnisl泣，Y. ， Kinouchi，了， Manabe,Y., Tsutsui丘， Otsuka,H. , Tokiwa,H. and Otofuji,T. 
(1 985) Nitro compounds in environmental mixtures and foods. In Waters MD et al., 
(eds) "Short-Term Bioαssays in the Analysis of Complex Environmental Mixtures 
IV." New York 195. 

Pahlman,R. and Pelkonen,O. (1 987) Mutagenicity stydies of different polycyclicaromatic 
hydrocarbons: the significance of enzymatic factors and molecular structure. 
Carcinogenesis, 8, 773時778.

Park,J.Y. , Cundy,K.C. and Ames,B.N. (1 981). Detection of DNA adducts by high-
performance liquid chromatography with electrochemical detection.Carcinogenesis, 
10, 827-832. 

Park,J.Y., Shigenaga,M.K., Ames,B.N.(1 996) Induction of cytochrome P4501A1 by 2,3 
汀，8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin or indolo(3 ,2-b )-c缸b缸。le is associatedwith 
oxidative DNA damage. Proc. Natl. Acad.Sci. USA , 6, 2322個2327.

Phi1lips,D.H. , Hewer,A., Martin,C.N., Gamer,R.C. and King,M.M. (1988). Correlation 
of DNA adduct levels in human lung with cigarette smoking. Nature (Lond), 336 : 
790-792. 

Phillips,D.H. , schoket,B., Hewer,A., Bailey，且， Kostic,S. and Vincze,I. (1 990a) 
Influence of cigarette smoking on the levels of DNA adducts in human bronchial 
epithelium and white blood cells. Int. J. Cancer, 46, 569. 

Phillips ，H.恥， Hewer，A. ， Ma1colm,A.D.B. , War忌，P. and Coleman,D.V. (1 990b)Smoking 
and DNA damage in cervical cells. Lancet, 335, 417-421. 

Plakunov且， Smolar吭，T.A.， Fischer,D.L., Wiley,J.C .J. and Baird,W.M (1 987) Separation 
ion-pair high-performance liquid chromatography of the glucuroni缸， sulfate and 
glutathione conjugates formed from benzo凶pyrene in cell cultures from rodents, 
fish and humans.Carcinogenesis, 8, 59-66. 

Qu，Y.丘， Xu,G.X. , Zhou,J.Z. , Chen，T.缸， Zhu，L.且， PG Shields,P.G. , Wang,H.W. 
and Gao,Y.T. (1 992) Genotoxicity ofheated cooked oil vapors. Mutation Res. , 
298: 105-11 1. 

Quan,T., Reiners,J.J., Bell,A.O. , Hong,N. and States,J.C. (1 994) Cytotoxicity and 
genotoxicity of (主)-benzo[a ]pyrene-trans-7,8-dihydrodiol in CYP IA 1-expressing 
human fibroblasts qu 

- 105 -



Pakko,P. and Vahakangas,K. (1 995) p53 protein expression is correlation with 
benzo扣]pyrene-DNA adducts in carcinoma celllines. Carcinogenesis, 16, 2117-
2124. 

Ram吐ah1，T. (1986) Characterization ofpo1ar compounds such as polycyc1ic aromatic 
ketones in air pollution including wood smoke.Environ. Inter. , 11, 197個203.

Ramdah1止， Zie1inska，卦， Arey ,J. , Atkinson,R., Winer,A.M. and Pitts ,Jr. J. N. (1 986) 
Ubiquitous occurrence of 2-nitrofluoranthene and 2-nitropyrene in air. Nature 
(Lodon) , 321 , 425-427. 

Randerath，且， Avit峙，T.A. ， Reddy ,M.V. , Miller,R.H. , Everson,R.B. and Randerath,K. 
(1986) Comparative 32P-analysis of cigarette smoke induced DNA damage in 
human tissues and mouse skin.Cancer Res. , 46 ， 5869恥5877.

Randerath，且， Danna，T.F. ， and Randerath,K. (1 992) DNA damage induced by cigarette 
smoke condensate in vitro as assayed by 32p駒postlabeling. Comparison with 
cigarette smoke-associated DNA adduct profiles in vivo. Mutation Research, 268, 
139-153. 

Randerath，且， Mitt祉，D. and Randerath,K. (1 988) Tissue distribution of covalent DNA 
damage in mice treated dermal1y wi出 cigarette tar preference for 1ung and heart 
DNA. Carcinogenesis , 9, 75心O.

Randerath，且， Miller，R且吋 Mittal ，D. ， Avit俗，T.A. ， Dunsford且.A. and Randerath,K. 
(1 989) Cove1ent DNA damage in tissues of cigarette smokers as deterrnined by 32p_ 
postlabeling assay. J. Natl. Cancer lnst. , 81 ， 341 回347.

Randerath,K. , Liehr,J.G. , G1adek,A., and Randerath,E., (1989) Age-dependent covalent 
DNA altemations (I-compounds) in roden tissues : species, tissue and sex 
specificities. Mut，αtion Res. , 219, 121-133. 

Rannug,U. and Sundvall,A. (1 985) Mutagenic properties of gasoline exhausts. Environ. 
lnt. , 11 , 303-309. 

Reali,D. , Schli哎，丘， Lohse，仁， Bara1e,R. and Loprieno,N. (1984) Mutagenicity and 
chemical analysis of airbome particu1ates from a rural 紅ea in Ita1y. Environ. 
Mutagen. , 6, 813個823.

Reddy，M.叭， Bleicher,W.T. , Blackbum,G.R., and Macker哎，C.R.， (1 990) DNA 

Reddy 

adduction by phenol, hydroguinone, or benzoquinone in vitro but not in vivo: 
nuclease P1-enhanced 3旬-postlabeling of adducts 部 labeled nuc1eoside 
bisphosphates, dinucleotides and nucleoside monophosphates. Carcinogenesis, 11: 
1349-1357. 

blo∞Oωd cell and int記emτ沮la品1 organs of mice exposed tωobe閱nzo[，加αa]扭i蛤pyrl記ene院， di跆benzo[c， g]司
carbazole, safrole and cigarette smoke condensate. Mutat. Res. , 241 , 37 

- 106 -



Robertson ,1. G.仁， Jensson,H. , Mannervik,B. and Jenstrom,B. (1 986) Glutathione 
transferase in rat lung: the presence of transferase 7-7, highly efficient in the 
conjugation of glutathione with the carcinogenic (-)刁血，8α-dihydroxyω9ß，1Oα-oxy-
7 ，8 ，9 ， 10-tetrahydro明benzo[a]pyrene. Carcinogenesis, 7, 295-299. 

Roggeban吐，R. ， Wolterbeek,A.P.M. , Rutten,A.A.J.J.L. and Baan,R.A. (1 993) 
Comparative 32P-post1abeling analysis of benzo[α]pyrene-DNA adducts formed in 
vitro upon activation ofbenzo[a]pyrene by human, rabbit and rodent liver 
microsomes. Carcinogenesis, 14, 1945-1950. 

Roggeband，氏， Wolterbe仗，A.P.M. ， Melis,O.W.M. Wittekoek,M.E. , Rutten,A.A. J.J.L. 
, Feron,V.J. and Baan,R.A. (1 994) DNA adduct formation and repair in hamster 
and rat tracheas exposed to benzo[α]- pyrene in organ culture.Carcinogenesis, 15, 
661-665. 

Rojas,M. and A1exandrov,K. (1986) In vivo formation and persistence of DNA and 
protein adducts in mouse and rat skin exposed to (士)benzo-[α]pyrene-4，5-oxide.
Carcinogenesis, 7, 235-240. 

Romert,L., Dock,J., Jenssen,D. and Jemstrom,B. (1 989) Effects of glutathione 
transferase activi句 on benzo[α]pyrene-7，8-dihydrodiol metabolism and mutagenesis 
studied in a marnmalian cell co-cultivation assay. Carcinogenesis, 10, 1701-1707. 

Roscher五.， and Wiebel,F.J. (1 992) Genotoxicity of 1,3- and 1,6-dinitro-pyrene: 
induction of micronuc1ei in a panel of mammalian test celllines. Mutat. Res. , 278, 
11-17. 

Rosenkranz,H.S. , and Howard,P.C. (1 986) Structure basis of the activity of nitracted 
polycyclic aromatic hydrocarbons. In Ishinishi N, Koizumi, A, McClellan，R.O. 個d
Stob缸，W. (eds) "Cαrcinogenic and Mutagenic E.加cts of Disel Engine Exhausts.: 
Amsterdam. 141-148. 

Ross ,J.A., Nelson,G. , Holden,K.L. et a1. (1 992)DN adducts and induction of sister 
chromatid exchanges in the rat following benzo[的-fluoranthene administration. 
Carcinogenesis, 13, 1731ω1734. 

Rothman,N. , Oirier,M.C., Baser,M.E., Hansen,J.A., Gentile,C. ,Bowman, E.D.and 
Strickland,P.T. (1990) Formation ofpolycyc1ic aromatic hydrocarbon-DNA adducts 
in peripheral white blood cells during consumption of charcoal-broiled beef. 
Carcinogenesis, 11,1241-1246. 

Rowlands,J.C. and Gustafsson,J. (1997) Aryl hydrocarbon receptor-mediated signal 
transduction. Critical Reviews in Toxicology. 27. 109-134. 

Roy ,A.K. , EI-Bayoumy,K. and Hecht,S.S. (1 989) 32pωpost1abeling anal 

• 107 • 



Epidemiol , 19, S67-S72. 

Sakai,M. , Yoshida,D. and Mizusaki,S. (1 985) Mutagenicity ofpolycyc1ic arornatic 
hydrocarbons and quinones on Salrnonella typhirnuriurn TA97. Mutat. Res. , 156, 
61-67. 

Savela,K., King ,L., Gallagher,J. and Lewtas,J. (1 995) 32P-Postlabeling and HPLC 
separation of DNA adducts forrned by diesel exhaust extracts in vitroand in rnouse 
skin and lung after topical treatrnent. Carcinogenesis, 16, 2083-2089. 

Schoenberg,J.B. , Klotz,J.B. , Wilcox,H.B. , (1 990) Case-control study of residential 
radon and lung cancer arnong New Jersey wornen. Cancer Res. 50: 6520-6524. 

Schoket,B. , Horkay ,I., Kosa,A. , Paldeak,L., Hewer,A. , Grover,P.L. and Phi1lips,D. H. 
(1990) Forrnation ofDNA adducts in the skin ofpsoriasis patients, in hurnan skin in 
organ culture, and in rnouse skin and lung following topica1 application of coal-tar 
and juniper tar. J. Invest. Dermatol., 94, 241-246. 

Schooten,F .J. van 
,N. , Jansen,H.M. and Kriek,E. (1 990) Polycyc1ic arornatic hydrocarbonωDNA 
adducts in lung tissue frorn lung cancer patients, Carcinogenesis, 11, 1677心68 1.

Schut,H.A.J. (1993) Effect of dietary rnenhaden oil on DNA adduct ofthe food rnutagen 
2-arnino刁-rne出ylirnid位。[431月quinoline in the Fischer 344 rat. Anticancer Res. , 
13, 1517個 1524.

Schut,H.A.J. (1 994) Dietary rnodulation ofDNA adduct ofthe foo吐 rnutagen 2-紹說n。在輪
rnethylirnidazo[4 ， 5-::月quinoline in the rnale Fischer 344 rat. Environ. Health 
Perspec仇， 102. 57-60. 

Seidrnan,L.A., Moore, c.J. and Gould, M.N. (1 988) 32P-postlabeling analysis of DNA 
adducts in hurnan and rat rnarnrnary epithelia1 cel1sCarcinoge1Jesis, 9, 1071-1076. 

Seto，旺， Ohkubo,T. , Koike，丘， Sa剖itωO
8-hydroxydeoxyguanosine through interaction of diesel particulate rnatter with 
deoxyguanosi切ne. Bull.Em仇1ν叫liron. Contam.Toxicol. , 53, 789-795. 

Sflornos，已， Rapadopoulou,R. and Athanasiou,K. (1989) Ternperature and tirne effects on 
rnutagen production in cooked larnb rneat. Mutagenesis, 4, 228-229. 

Shen ，H.l\伍， Ong,C.N., Lee,B.L.and Shi,C.Y.(1 995) Aflatoxin B1-induced 8-hydroxy
deoxyguanosine forrnation in rat hepatic DNA. Carcinogenesis, 16, 419-422. 

Shen，耳H
peroxi泊da前ti昀on i扭n ra剖tli廿ve位r旦汀.Toxi扣col.Appl. Ph α m α col.叮， 127， 145-150.

Shibarnoto,T. (1 989). Genotoxicity testing ofMaillard reaction products. In: The Maillard 
Reaction in Aging , Diabetes, and Nutrition. , Alan R. (eds), Liss Inc. PP. 359刁76.

鉗制品，P.G. ， Bowrna 

- 108 -



Res. , 50, 2036-2043. 

Shirnada,T., Martin,M.V. , Pruess-Schwartz，且， Mamett,L.J. and Guengerich，F.P札989)
Roles of individual hurnan cytochrorne P450 enzyrnes in the bioactivation of 
benzo[ a ]pyrene, 7 ，8-dihydroxy刁，8-dihydrobenzo[a]pyrene， and other dihydrodiol 
derivatives of polycyclic arornatic hydrocarbons. Cαncer Res. , 49, 6304-6312. 

Shir缸，T. ， Sano 
Irna位ida丸，K.， Matsurnoto,K.I., Wakabayshi,K. ,Surgirnura, T. and Ito，咒， (1 997) 
The prostate: a target for carcinogenicity of 2-arnino-1-rnethyl-6-phenylirnidazo[4，5喻
的 pyridine (PhIP) Derived frorn cooked foods. Cαncer Res. , 57: 195-198. 

Silver,K.J. , Eddy,E.P. , McCoy,E.C., Rosenkranz,H.S. , and Howard,P.C. (1 994) 
Pathway for the rnutagenesis of 1-nitropyrene and dinitropyrenes in the hurnan 
hepatorna cellline HepG2. Environ. Health. Persp. , 102, Supp16, 195-200. 

Srnith,B.A. , Beland,F.A. , Fullerton,F., and Heflich,R.H. (1 995) DNA adduct forrnation 
andT句rnphocyte rnutation induction in F344 rats irnplanted with turnorigenic doses 
of 1,6-dinitropyrene. Cancer Res. , 55, 2316-2324. 

Srnith,B.A., Beland,F.A. , Fullerton，巨， and Heflich,R.H. (1 994) Forrnation of DNA 
adducts and induction of rnutations in rats treated with turnorigenic doses of 1,6-
dinitropyrene. Environ. Health Perspect , 102, 185-189. 

Snyderwine，E.缸， Wirth,P.J. , Roller,P.P. , Adarnson，R.旺， S呦，S. and Thorgeirsson,S. 
S. (1988 ) Mutagenici句 and in vivo covalent DNA binding of 2-hydroxyarnino-3-
rnethy lirnidazo徊，5羽quinoline. Carcinogenesis, 9， 4日-418.

Stadtrnan,E.R (1 992) Protein oxidation and aging. Science , 257, 1220-1222. 

Strande日，M. ， Zakrisson,S. , Alsberg,T., Westerholrn，民， Winquist,L. and Rannug,U. 
(1994) Chernical analysis and biological testing of a polar fraction of arnbient 祉，
diesel engine, and gasoline engine particulate extr齡的• Environ. Health Perspect. 
102, 85個92.

Sugirnura,T. (1982) Mutagens, carcinogens and turnor prornoters in our daily food. 
Cancer, 49, 1970-1984. 

Sugirnura,T. , Sato,S. and Wakabayashi,K. (1 988) Mutagens/carcinogens in pyrolysates 
of arnino acid and proteins and in cooked foods: Heterocyclic arornatic arnines. In: 
Woo,Y.T. , L 前,D.Y., Arcos,J.c. a衍anc吐lA虹rg伊ue吼M.F.(廿ed由的s吋) Ch仰lemηu扣Cαali.的nd，砌uc叫tio仰noff 
cαncer， structural Bases a nd biological Mechanisms. Acadernic Press, New Y ork, 
pp.681-710. 

Sugirnura,T. and Wakabayashi,K. (1990) Mutagens and carcinogens in food. In : Pari拙，
M.W. , Aescabacher,H.U. , Felt 

109 -



for conjugating (+)-7ß，8α-dihydroxy-9α， 10α-oxy-7 ,8,9,1 O-tetra-hydrobenzo[α]
pyrene. Carcinogenesis , 13, 1719心723.

Tachino,N. , Hayas祉，R.， Liew ,C. , Bailey,G. and Dashwood,R. (1995) Evidence for ras 
gene mutation in 2-arnino-3-methylirnidazo[4，5:月- quinoline-induced colonic 
aberrant crypts in the rat. Mo l. Carcinog. 12(4), 187-的2.

Takahasl話，T.， Gazd缸，A.F. and Chiba,I. (1 989) p53: A frequent target for genetic 
abnormalities in lung cancer. Science, 246, 491-494. 

Takagi ,Y. , Koo,L.C., Osada，日.， Ueda，乳， Kyaw ,K. , Ma,C.C. , Suyama,M. , S吋i，缸，
Takahashi,T. , Torninaga,S. and Takahashi,T. (1 995) Distinct mutional spectrum of 
the p53 gene in lung cancers from Chinese women in Hong Kong. Cancer Res. 薯
55, 5354-5357. 

Takamura,T., Chiba,T. and Tejima,S. (1981) Identification of a reactive metabolite of the 
mutagen, 2 且俗arni站no.幽咀刁-刁.3-me仗thylirni站da:紹Z叩O恥-[μ4 ，5-f月]-q

590-593. 

Makino.缸， Ishizaka,Y. , Tsujimoto,A., Nakamu間，T. ， Onda,M. , Sugimura, T. and 
Nagao,M. (1992) Rat p53 gene mutation in primary Zymbal gland tumors in duced 
by 2-amino-3-methyl寸rnidazo阱，5個f]quinoline， a food mutagen. Proc. Æαtl. Acad. 
Sci. USA. 89, 4850-4854. 

Takahashi，了， Gazd缸，A.F. and Chiba,I. (1 989) p53: A frequent target for genetic 
abnormalities in lung cancer. Science, 246, 491-494. 

Takayama，鼠， Ishikawa，1\ ， Nak吋ima，H. ， and Sato,S. (1 985) Lung carcinoma induction 
in Syrian golden hamsters by intratracheal instillation of 1,6-dinitropyrene. Gαnn吋
76 , 457-46 1. 

Tanaka;去， B缸nes，W.S. ， Wil1iams,G.M. and Weisburger,J.H. (1 985) Multipotential 
carcinogenicity ofthe firied food mutagen 2-arnino-3- methylirnida:zo[4，5:舟
quinoline in rat. Grann. , 76, 570-576. 

Tappel,A.L. (1 973) Lipid peroxidation damage to cell components. Fed. Proc. , 32, 1870司
1874. 

Teschke,K,C Hertzman,c.V., Netten，且， Lee，B. ， Morrison,A. , Comis妞，G. ， Lau and A 
Hundal (1989) Potential exposure of cooks to airbome mutagens and carcinogens. 
Environ Res. , 50: 296-308. 

Tokiwa,H. and Ohnishi,Y. (1986) Mutagenicity and carcinogenicity on nitroarenes an往
their sources in the environment. CRC Crit. Rev. Toxicol. , 17, 23-70. 

Tokiwa,H. , Sera,N. , Horikawa,K., Nakanishi,Y. and Shigematu,N.(1993) The presence 
of mutagens/carcinogens in the excised lung and analysis of lung cancer induction. 
Carcinogenesis, 14, 1933儡 1938.

Toyoku剖， Shinya. and Sagripanti ,J.L. (1996) Associatio 

- 110 -



mutagenicities in crude pyrolyzed materials. Mutat. Res. , 147, 335-341. 

Tuchsen,F. and r、~ordholm，L.， (1 986) Respiratory cancer in Danish baker; 10 year cohort 
study ,Br.J.lnd.Med. , 43,516-521. 

Turk,P.W. , Laayoun,A. , Smith,S.S. and Weitzman,S.A. (1995) DNA adduct 8-hydroxyl 
-♂2 
met出hyl扯trar肘1芯sfl缸eras臼e. Carcinogenesis , 16, 1253-1255. 

Tsuda，~且， Negishi,M.C. , Makino,R., Sato,S. , Yamaizumi ,Z. , Hirayama,T. and 
Sugimu泊，T. (1 985) Use of nÏtrite and hypochloride treatments in determination of 
the contributions of IQ type and non-IQ type heterocyc1ic 紅白nes to the 
mutagenicities in crude pyrolyze吐 materials. Mutation Res. , 147, 335-341. 

Vaca,C.E., Wilhelm,J. and Harms,M. (1 988) Interaction of lipid peroxidation products 
with DNA. A review. Mutat. Res. , 195, 137-149. 

Va俑，C.E. ， Fang,J.L., Mutanen,M. and Val呦，L. (1995) 32p-postlabelling determination 
ofD封A adducts of malonaldehyde in humans : to叫 white blood cells and breast 
tissue. Carcinogenesis.16. 1847-1851. 

Vaca,G.E. , Vodicka,P. and Hemminki,K. (1992) Determination of malonal社ehyde
modified 2'-deoxyguanosine刁'-monophosphate and DNA by 32P-postlabelling. 
Carcinogenesis , 13: 593-599. 

van Leeuw妞，F.E. ， Lutgerink，J.虫， van Zandwijk,N. , Jansen，H品1'(. and Kriek,E. (1 990) 
Polycyc1ic aromatic hydrocarbon-DNA adducts in lung tissue from lung cancer 
patients. Carcinogenesis, 11, 1677-1681. 

van Schooten,F.J., Hillebrand,M.J., van Leeuw妞，F.旦， van Zandwijk，鼠， Jansen,H.M. , 
den Engelse,L. and Kriek,E. (1 992) Polycyc1ic aromatic hydrocarbon-DNA adducts 
in white blood cells from lung cancer patients : no correlation with adduct levels in 
lung.Cαrcinogenesis， 13, 987-993. 

van Schoot間，F.J. ， Hil1ebrand,M.J.x., van Leewen,F.E., Lutgerink,J.T. ,van Zandwijk, 
N., Jansen,H.M. and Kriek,E. (1 990) Polycyc1ic aromatic hydrocarbon-DNA 
adducts in lung tissue from lung cancer patients. Carcinogenesis, 11, 1677-1681. 

Venier，且， Clonfero,E. , Cot世ca，D. ， Gava,c., Zordan，1伍， Pozzoli,L. and Levis,A.G. 
(1985) Mutagenic activi句 and polycyc1ic aromatic hydrocarbon levels in urine of 
workers exposed to coal tar pitch volatiles in an anode plant. Carcinogenesis, 6, 
749-752. 

Verhag侃，旺， Poulsen ，H.E吋 Loft，S. ， van Poppel，缸， Willems,M.I., and van Bladeren,P. 
J. (1995) Reduction of oxidative DNA-damage in humans by brussels sprouts. 
Carcinogenesis, 16: 969-970. 

Verschueren，五 ， Handbook of Environm 

111 



1941-1945. 

Wang,P. , Yen,V.O. andTs缸，H.T. (1 988) Determination of polycyc1ic aromatic 
hydrocarbons in airbone particulate by high performance liquid chromatography. J. 
Chin. Chem. Soc. , 35, 13-21. 

Wang丸仁， Ch凹，c.Y. ， Ch侃，S.K.， Cher呵，S此， Ho,W.L., and Lee,H. (1 997) High 
frequency of deletion mutations in p53 gene from squamous-celllung cancer 
patients in Taiwan. (submitted). 

Wang,Y.J., Ho,Y.S. , Lo,M.J. , Lin,J.k. (1 995) Oxidative modification of DNA bases in 
rat liver and lung during chemical carcinogenesis and aging. Chemico-Biological 

Interactions 94, 135-145. 

Watanable,K. and Oh恤，T (1993) Analysis of mutational specificity induced by heterocyc1ic 
amines in the lac Z gene of Escherichiα coil. Carcinogenesis. , 14, 1149-1153. 

Weitzman,S.A., Weitberg,A.B. and Stossel, T.P.(1985) Phagocytes as carcinogens: 
Malignant transformation produced by human neutrophils. Science , 227, 1231-
1233. 

Weton,A. and Bowman,E.D. (1991) Fluorescence detection benzo[a]pyrene DNA adducts in 
human lung. Cαrcinogenesis， 12: 1445-1449. 

Weyand，W且， Patel，鼠， LaVo詣，E.J. ， Cho,B. and Harvey,R.G. (1 990) Relative tumor 
initiating activity of benzo[b ]fluoranthene, benzo[b ]-fluoranthene, naphthol[1 ,2-b]. 
fluoranthene and naphthol口， 1-a]fluoranthene on mouse skin. Cancer Let瓜， 52， 229-233.

Weyand且且， C缸，Z.W. ， Wu，虫， Rice，J.E. ， He,Z.M. and LaVo詣，EJ. (1 993) Detection 
ofthem茍or DNA adducts of benzo[b ]fluoranthene in mouse skin: role of phenolic 
dihydrodiols. Chem. Res. Toxicol. , 6, 568-577. 

Wiebel,F.J., Kiefer，且， and Cumpelik,O. (1 992) Expression of monomorphic and 
polymorphic acetyltransferase in V79 cells differing in sensitivi句r to 1,6-dinitro
pyrene (1后-DNP). Cancer Res. , 33, 20-23. 

Wild,D. and Deg凹，G.H. (1987) Prostaglandin H synthasedependent mutagenic activation 
of heterocyc1ic aromatic amines of the IQ-type.Carcinogenesis, 8, 541-545. 

Wills且D. (1987) Evaluation of lipid peroxidation in lipids and biological membranes. In: 
Biochemical toxicology, a practical approach. Snell，瓦， Mullock,B., editors. 
Osford: IRL Press, pp.127-152. 

Winn，L.旺， and Wells,P.G. (1997) Evidence for embryonic prostaglandin H synthase
catalyzed bioactivation and reactive oxygen species-mediated oxidation of cellualr 
macromolecules in phenytoin and benzo[α]pyrene teratogenesis. Free Radical 
Biology & Medicine , 22, 607-621. 

Wolterbe仗，A.P.M. ， Roggeband，民， St記eenw叭in成1敢ke

- 112 圖



of malondialdehyde-thiobarbituric acid adduct. Clin. Chem. , 33, 214-220. 

Wu-William,A.H. , D缸，X.缸， Blot,W. , XU,Z. , Sun,X.W. , Xiao,H.P. , Stone, B .J., Yu , 
S.F., and Feng,Y.P. (1 990) Lung cancer among women in north-east China. Brit J 
Cancer, 62: 982-987. 

WU，X月ld Levine,A.J. (1994) p53 and E2F-1 cooperate to mediate apoptosis. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 91 , 3602-3606. 

Yang,S.P. , Luh,K.T. , Kuo,S.H. and L拙，C.c. (1 984) Chronological observation of 
epiderniologic characteristics in Taiwan with etiological consideration : a 30-years 
consecutive study. Jpn. J. Clin. Oncol., 14, 7-19. 

Yamazoe，了， Shimada,M., Kamataki,T. and Kato,R. (1983) Microsomal activation of 2-
amino刁-methy lirnidazo阱，5-:月quinoline， a pyrolysate of sardine and beef extracts, 
to a mutagenic interme吐iate. Cancer Res. , 43, 5768-5774. 

Yamazoe,Y. , Abu-Zei忌，M. ， Gong,D. , Staiano,N. and Kato,R. (1 989) Enzymatic 
acetylation 組d sulfation of N-hydroxyl-amines in bacteria and rat livers. 
Carcinogenesis, 10, 1675-1679. 

Yang,C.C. , Jenq,S.N. and Lee,H. (1 997) Characterization of the carcinogen 2-amino-3，品
dimethy lirnidazo阱，5-f]quinoxaline in cooking aerosol under domestic condition. 
(subrnitted) . 

Yang, J.L., Maher,V.M. and Mccormick,J.J. (1987) Kinds ofmutations fromed when a 
shuttle vector containing adducts of (:t)-7β8α-dihydroxy-9 ， 10-epoxy“7 ，8 ，9 ， 10勵
tetrahydrobenzo[α]pyrene replicates in human cells. Proc.Natl.Acad. Sci. , 84, 
3787-3791. 

Yarborough,A. , Zhang,Y. J. , Hsu,T. M. and Santella,R.M. (1 996) Immunoperoxidase 
detection of 8-hydroxydeoxyguanosine in aflatoxin B 1-treated rat liver and human 
oral mucosal cells. Cancer Res. , 56, 683-688. 

Yu,M.C. , Mo,C.C., Chong,W.X. , Yeh,F.S. and Henderson,B.E. (1 988) Preserve往
foods and nasopharyngeal carcinoma: case-control study in Guang泊， China.Cαncer 
Res. , 48, 1954個 1959.

Zu ,H.X. and Sch啦，H.A.J. (1991) Formation and persistence of DNA adduct of 2-arnino-
3-methylimidazo[4，5-:月quinoline in male Fischer-344 rats. Cαncer Re丸 51， 5636-
5641. 

Zu ,H.X. and SChl此，H.J. (1 991) Sex difference in the formation an吐 persistence of DNA 
adducts of 2-amino-3-methylirnidazo 肝，5弦-quinoline (IQ) in CDF1 rnice. 
Carcinogenesis, 12, 2163-2168. 

- 113 -



Tαble 1. Comparison of cooking conditions for fish αnd pork. 

Samples aFish Pork 

Total weight (g) 1042 3500 

Heating surface (cm2) 812 NDb 

Total volume of 60 180 
soybean oil (ml) 

Cooking time (min) (5minX 4)C (2minX 18) 

Temperature of cooking 180• 150• 250• 180 180• 150• 250• 180 
process (OC) 

a. White pomfret was used in this study. 

b. ND: non-determined. 

c. Four fish were cooked individually for 5 min, while 3500 g pork 
were separated into eighteen piles and cooked for 2 min per pile. 

- 114 -



Table 2. The amounts 向f airborne particulates αnd αcetone extracts 
fromfiηing fish and pork. 

osc 

Fish 

Pork 

Airbone particulates 
mg/m3μg/g meatlmin 

450 21.6 

1264 10.0 

Acetone extr，αcts * 
mg/m3μg/ g meatlmin 

382 18.3 

1115 8.8 

* The ratio of acetone extraction were 85% and 88% separately in FOSC 
and POSC. 
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Tαble 3. The distribution of direct mut，α:genicity of FOSC purified by 
semi-prepαrαtive column. 

Fractionsa Retention 
time (min) 

No. of revertants % of total 
/ plate (ratio of con缸。l)b mutagenicity 

1 - 19 80 士 7 (是.06) 0.31 

II 20 - 27 25,100 :t 220 (1276.05) 99.09 

VEZA 
τ
Z
E
A
 

VE-A 

28 - 70 151 士 13 (7.68) 0.60 

a. 1 mg FOSC for each fraction from HPLC elution was used to test their 

direct mutagenicity in T A98 strain. 

b. The control is refer to the spontaneous revertants of T A98 strain which 
were 20 土 3.

雖 116 “



Table 4. The mut，αgenicity of FOSC in S. typhimurium TA98 and 
TAI00 in the presence and absence of S9 mixtures. 

No. of revertants I plate 

OSC 
(μg/plate) 

TA98 TAI00 

-S9 +S9 -S9 

100 53 :t 7 (3.1)a 103 :t 5 (4.0) 181 士 16 (1.7) 

500 82 :t 6 (4.8) 375 :t 4 (14.4) 179 士 1 (1.7) 

1000 102 士 11 (6.0) 435 :t 9 (16.7) 148 士 37 (1.4) 

1500 125 土 1 (7.4) 是55 士 1這 (17.5) 210 士 25 (2.0) 

Solvent 
control 17 士 3 26 士 3 106 士 18

Positive controlb 

DNP 1133 士 110 回國C 205 士的

B[α]P 135 :t 15 

+S9 

231 士 13 (2.8) 

550 :t 19 (6.7) 

帶11 :t鍋 (5.0)

。

509 :t 57 (6.1) 

83 土 27

302 士 55

a. Values were the ratio of the revertants induced by FOSC and the 

revertants of solvent control 

b. 1 ng DNP and 25μg B[α]P were used to examined the direct and 

indirect mutagenicity. 

c "… 

117 -



Table 5. The recovery rate of PAHs purified through the Baker-l0 
column. 

Recovery (%) 
PAHs Mean士SD

First exp. Second exp. Third exp. 

Anthracene 92.02 88.71 90.49 90.41 士1.66

Fluoranthene 90.22 93.56 93.22 92.33 :t 1.8這

Pyrene 96.77 97.9 98.1是 97.60 士 0.73

B[a]A 89.90 85.23 91.05 88.73 :t 3.08 

Chrysene 80.60 72.50 83.77 78.96 :t 5.81 

B[b]FA 74.68 82.04 89.33 82.02 土 7.33

B[a]P 91.71 92.23 92.78 92.2這士 0.54

DB[a,h]A 87.93 83.53 89.99 87.15 :t 3.30 

B[g,h,i]P 96.29 84.。再 89.84 90.06 :t 6.13 

Mean士SD 88.90 :t 7.15 86.64 士 7.50 90.96 士 3.8 88.83 :t 5.6 
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Table 6. The amounts of PAHs in FOSCa . 

PAHs 

B[b]FA 

Pyrene 

FA 

B[g,h,i]P 

B[a]P 

B[a]A 

B[k]FA 

ng / mg of 
FOSC 

319.18 :1: 6.10 

288.60 :1: 69.72 

258.99 士 34.25

211.6是土帶2.50

186.11 土 0.66

73.22 :1: 8.12 

69.48 :1: 0.66 

Ilg / per fish 
(260 g) 

30.473 :1: 0.581 

27.55帶土 6.218

24.727 士 3.976

20.206 士 3.349

17.769 士 0.060

6.991 士1.212

6.63是主 0.760

Relativeb % of total 
ratio PAHs 

1.72 22.68 

1.55 20.51 

1.39 18.述。

1.1通 15.。這

1.00 13.23 

0.39 5.20 

0.41 4.9是

，國._------------唷呵._---眉圖.-..闕._----繭，暈倒-----_.饋._-------.區.-﹒凶._-------_.圈.._----且.__.開._-------‘--------“.岫.._-----------.斑._-----...‘---間"﹒帽.

Total 1412.62 :1: 99.22 134.35這士 0.946

a. Values were means 士 SD of three independent experiments. 

b. The relative ratio was the ratio of counts between individual PAH and 

B[a]P. 
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Table 7. The amounts of PAHs in POSCa. 

PAHs 

Pyrene 

B[b]FA 

FA 

B[a]P 

B[g，九 i]P

B[a]A 

B[k]FA 

ng I mg of 
POSC 

39.96 士 6.57

14.50 士 2.15

12.52 士 2.49

6.20 士1.02

5.16:!:: 0.85 

1.50 士 0.17

1.01:!:: 0.16 

~g I 100 g pork Relativeb % of total 
ratio PAHs 

1.273 :!:: 0.283 6.的 49.嘻嘻

0.461 主 0.066 2.33 17.90 

0.399 士 0.081 2.02 15.50 

0.198 :!:: 0.029 1.00 7.69 

0.164 :!:: 0.026 0.83 6.37 

0.048 :!:: 0.007 0.2是 1.86 

0.032 :!:: 0.005 0.16 1.24 

..............團.........圓.................‘ ...................n......................................................................................................................圈..............................齒..........

Total 82.43 土 4.79 2.575 士 0.156

a. Values were means 土 SD of three independent experiments. 

b. The relative ratio was the ratio of counts between individual P AH an往

B[α]P. 
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Table 8. The DNA adduct levels in cαlfthymus DNAa induced by 
different PAHs , FOSC ， αndFOSC幽B in presence of S9 mix. 

Samples DNA adduct levels / 108 nucleotides 

B[b]FA 5個.46 :t 25.70 

pyrene 18.29 :t 3.08 

FA 12.30 :t 2.97 

B[g九 i]P 77.10 主 5.43

B[a]P 3882.80 士 64.89

B[a]A 3583.04 士 201.37

Anth 5.52 士1.33

chrysene 1298.38 士 172.17

DB[a,h]A 407.41 土 31.88

Mixed PAHsb 1981.16 :t 346.10 

FOSC 37.81 :t 7.47 

FOSC-B 117.89 :t 11.42 

a. 0.5 mg calf thymus DNA was used to treat with various P AHs 

(50μM) ， FOSC (0.5 mg) , and FOSC-B (0.5 mg) for 3 hrs. 

b. Mixed P AHs were the mixtures of nine P AH standards and their ratio 

were according to the P AHs ratio in FOSC. 
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Table 9. The PAHs-DNA adduct levels induced by FOSC in CL闡3a

cells. 

DNA adduct levels 1108 nucleotidesb 

Sample Dose 
Spot1 DRZ.C Total 

FOSC 0.5 mg 6.96 士1.36 5.58 :t 0.81 12.54 土 2.17

FOSC 1 那g 17.52 :t 3.51 11.80 士 0.39 29.32 :t 3.9 

FOSC闢B 0.5 mg 24.86 士 0.2 11.58 :t 0.59 36.44 :t 0.79 

FOSC-B lmg 66.65 :t 0.83 31.52 :t 2.23 98.16 士 3.05

DMSO 50 Jll NDd ND ND 

a. CL-3 cells were 甘eated with FOSC or FOSC-B for 24 hrs. 
b. Values were means 土 SD from three independent experiments. 
c. DRZ. = !liagona1 radioactive z.one. 
d. ND: not detected. 
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7αble 10. The DNA adduct levels induced by different PAHs 
st，αndard in CL闡3 cells. 

PAHa DNA adduct levels 1108 nucleotidesb 

B[b]FA 29.76 士1.67

pyrene ND 

FA ND 

B[g,h,i]P ND 

B[a]P 81.97 士1.37

B[a]A 15.23 土 2.18

Anth ND 

chrysene ND 

DB[a,h]A 7.78 士 1.1

DMSO ND 

a. 2 J.LM of each PAH was used to treat with CL-3 cells for 24 hrs. 

b. Values were means 士 SD of three independent experiments. 

c. ND: not detected. 
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Table 11. Effects of 1秒-estrαdiolon the DNA adduct levels induced 
by FOSC in CL-3 cells. 

The conc. of DNA adduct levelsb 

Samplea 178.也stra以吋diol /108 nuc1eotides PC(%)C 
(ng/ml) 

FOSC 。 30.22 :t 2.16 100 

FOSC 0.05 38.77 :t 2.67 129.61 士 3.98

FOSC 0.15 64.84 土 6.63 214.29 士 9.26

FOSC 0.3 72.7 5 :t 6.73 240.33 :t 9.7再

.-----.-.國._----_.圖._----------.-_.鹽，祖國，‘回.. 岫._--.-----------_.國._-----國----------身--------閣_.-----_.自._----帽.._---_.闕._-----_.輸國閱讀協-

B[a]P 8 83.37 士 2.6是 100 

B[a]P 0.05 105.93 :t 25.35 124.91 土 26.52

B[a]P 0.15 110.14 士1 7.77 131.80 士 17.83

B[α]P 0.3 62.8是士 2.32 74.39 土 4.79

B[b]FA 8 29.10 士1.80 100 

B[b]FA 0.05 36.65 士 0.37 126.27 士 12.28

B[b]FA 0.15 43.26 士1.78 1是8.73 土 6.8這

B[b]FA 0.3 是6.73 士 0.35 160.67 :t 12.4會

a. 1 mg FOSC, 2 1lM B[a]P, and 21lM B[b]FA were used to treat with 
CL-3 cells for 24 hrs . 

b. Values were means 士 SD Of three independent experiments. 
c. PC(%): percent of control = (the DNA adduct levels induced by the 

sample in the presence of 17ß-estradiol) / (the DNA adduct levels 
induced by the sample without 17ß-estradiol) X 100%. 

- 124 -



Table 12-1. MDAformedfrom calfthymus DNAa treated 
with FOSC and FOSC，圓B by TBA assay . 

Sample A532(nm)b Ratio of 
control 

!!:.g.~J:些:ML... ascorbate侈.2mM)

0.0200 + 0.0007 1.0 
0.5 0.0465 + 0.0008 2.3 

+ 0.1240 士。.0012 6.2 
0.5 + 0.1930 土 0.0021 9.7 
1.0 + 0.2060+0.0098 10.3 
10. + 0.4170 + 0.0330 20.9 

-_.個.---樹------﹒圓圓_.輸._-------------胞---------------------耐._.闕._-----圖._------團---圖區..圖，回..眉._.自.-驢.._-.闕._----_.圖.-祖國._--_.回------_.備._.脂._-實繭._---

..!...Q~.Çt1.~gL.. S9 mix. .......................... 
+ 。.0405 + 0.0007 1.0 

0.05 + 0.0915 + 0.0190 2.3 
0.10 + 0.0965 + 0.0150 2.4 
0.50 + 0.1340 + 0.0260 3.3 
1.00 + 0.2200 + 0.0130 5.4 
1.00 +(without calf thymus DNA) 0.0410 + 0.0060 1.0 

0.50 +(without Cu2
+) 0.1190 士 0.0130 2.9 

1.00 +(without Cu2
+) 0.1960 + 0.0050 4.8 

0.05 0.0417 + 0.0070 2.1 
0.10 0.0488 士 0.0090 2.是

0.50 0.1238 + 0.0070 6.2 
1.00 0.2166 土 0.0070 10.8 

………… .. 叫 F“.
0.05 
0.10 
0.50 
1.00 

S9 mix. 
+ 
+ 

+ 
+ 

0.0760 + 0.0028 
0.0810 + 0.0014 
0.1170 土 0.0014

0.1565 土 0.0021

。
J
O
M
Q
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弓
，
血
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Tαble 12-2. (continued) 

Sample A532(nm) Ratio of 
control 

叫....缸壁的必位..n. S9 mix. .....u.............. .. 
0.10 + 0.0890+0.0014 2.2 
1.00 + 。.0865 土 0.0007 2.1 
10.0 + 0.0705 + 0.0014 1.7 
100. + 0.0990 + 0.0099 2.4 

........!!.[Nf..!!(I.!M.L. S9 mix. ..................... 
0.10 + 0.0890 + 0.0010 午2
1.00 + 0.0900 + 0.0020 2.2 
10.0 + 0.0895 土 0.0021 2.2 
100. 自卡 0.0885 土 0.0007 2.2 

…"國 F.生(泊位…...叫 S9 mix. ..................... 
0.10 + 0.0880 士。.0012 2.2 
1.00 + 0.0890 土 0.0014 2.2 
10.0 ÷ 。.0845 土 0.0021 2.1 
100. + 0.0880 + 0.0014 2.2 

扭扭~.4.!.!.!!.!.~(服LC S9 mix. 
咽.....................

O.57(eq關ledO.5mg FOSC) + 。.0550 土 0.0100 1.4 
1.15(equaled 1.伽g FOSC) + 0.0660 士。.0090 1.6 
5.70(eq關led5.伽g FOSC) + 0.0520 土 0.0170 1.3 
11.5(eqωled 1O.mg FOSC) + 0.0610 + 0.0140 1.5 

a. 250 ~g calf thymus DNA was used to treat with FOSC and FOSC-B in 
the presence of 100 ~M Cu2+ and 25 mM KH2P04. 

b. All values were means 士 SD of three independent experiments. 
c. Mixed P AHs were the mixtures of nine P AH standards and their ratio 

were according to the P AHs ratio in FOSC. 
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Table 13. The lipid peroxidation of FOSC in CL-3 cells evaluated 
by TBA αssaya. 

Sample 

....mSGmj. 
50111 of DMSO(solvent control) 

0.05 

0.10 

0.50 

1.00 

5位g.~.c持~M.L ..~~~!!.r.~~.~~JQ:.?，野草2.. p..M..~.9...c~.Q息。

+ 

0.5 + 

10. + 

10. ÷ + 

A532(nm)b Ratio of 
control 

0.0330 + 0.0010 1.0 

0.0433 + 0.0012 1.3 

0.0577 土 0.0015 1.7 

0.15進。+ 0.0111 唔.7

0.2213 + 0.0136 6.7 

0.0340 土 0.0018 1.0 

0.0400 土 0.0010 1.2 

0.0431 士 0.0021 1.3 

0.1150 + 0.0070 3.硨

。.0507 + 0.0055 1.5 

a. The CL-3 cells (1 X 106 cells / ml) were put into a glass culture tubes 

and treated with various doses of FOSC for 1 hr. 

b. All values were means 土 SD of three independent experiments. 
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Table 14. The amounts ofαuthentic mαlondialdehyde (MDA失DNA
adduct*. 

Nucleotide 

dGTP 

dATP 

dCTP 

calf thymus DNA 

MDA-DNA adduct levels / 108 nuc1eotides 

866.52 

514.59 

743.04 

264.67 

* 10 mg of each free nucleotides and calf thymus DNA were treated 

with O.Olmole 1,l,3,3-tetraethoxypropane (TEP) according to the 

method of Vaca et al.，(Carcinogenesis，的: 593-599, 1992). 
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Tαble 15. The 且lDA-DNA adducts in CL-3 cells treated with Fosca 
for different time periods. 

Sample Time MDA-ο. 

品。 / 108 nucleotides 

0.5 8.08 + 0.89 

1.0 6.47 士 1.76

2.0 15.75 士 1.01

4.0 13.66 士 2.78

10. 15.98 士 1.02

16. 18.03 + 2.16 

20. 16.22 土 0.68

24. 15.78 + 0.48 

1.0 11.27 士 2.112峭
的
叭
叭

H
M
仲

C
C
C
C
C
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叭
，
你
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F
F
F
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和

a. The CL-3 cells were treated with 0.5 mg FOSC in the presence of 0.1 
mM Cu2+. 

b. All values were means 士 SD of three independent experiments. 
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Table 16. The αmounts 0/ ιOH deoxyguαnosine in calf thymus 

DNA treαted with αscorbate， B[alP, and FOSCa• 

Sample Phosphate buffer 
(250mM) 

S9 8-0H dG 
(βnole/JJ，g DNA) 

Ascorbate(mM) 
0.02 
0.1 

0.5 
1.0 

10. 

+++++ 100.8 
214.4 

609.0 

757.6 

965.2 

B[a]P(μM) 

+ 33.25 
5 一← 12.8 

10 + 31.9 

50 + 10.是

100 + 36.6 

200 + 12.2 

500 + 15.6 

FOSC(mg)b 
0.05 + 379.5 
0.1 + 527.4 

0.2 + 806.2 

0.5 + 858.8 

1.0 + 91 1.9 

2.0 + 1059.8 

a. 200 ~g calf thymus DNA were treate往 with ascorbate, B [a]P, and 

FOSC in the presence of 50μ弘1{ Cu2+ for 2 hrs. 

b. Correlation of amount of FOSC used and 品OH dG induced was 

statistically significant (P<O.05). 
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Table 17. The effects of ascorbate on the formation of PAH-DNA 

αdducts induced by FOSC αnd B[a]P in CL-3 cells汽

Sample Ascorbate DTI Cu2+ 

(mM) (1∞mM) (l OOIlM) 

FOSC (0.5 mg) 

+ 

+ 5 mM + 

+ 20 mM ÷ 
十 100 mM + 

+ 200 mM + 

+ 

÷ 0.2 mM 

+ 0.2 mM + 

B[a]P (0.2 11M) 

+ 

+ 5 mM ÷ 
+ 20 mM ÷ 
+ 100 mM + 

+ 200 mM + 

+ 

+ 0.2 mM 

+ 0.2 mM + 

H202 

(10mM) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

DNA adduct levels 
1108 nucleotidesb(pC %f 

31.16 士1.24 (100%) 

5.02 士 3.40 (16.33士11.56%)

5.97 土 3.04 (19.36士10.53%)

6.的主1.97 (19.31士 5.54%)

5.03 土 0.98 (16.08士2.52%)

11.99 :J:: 8.3是

4.89 :J:: 3.59 

13.45 土 0.35

86.88 :J:: 3.55(100%) 

1.70 士 2.34 (2.01士2.81%) 

2.36 士 2.43 (2.77 :J::2.90%) 

2.23 土 2.85 (2.63士3.39%)

2.。看:J:: 2.57 (2.24 :J::2.81 %) 

3.24 士 3.88

4.9嘻士 6.51

5.86 土 8.05

a. The CL-3 cells were treated with FOSC or B[a]P for 24 hrs. 

b. All values were means 士 SD of three independent experiments. 

c. PC means percent of control. 
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Table 18. The effect of FOSC and FOSC國B on the p53 expression in 
CL國3 cellsa,. 

Sample 

B[α]P (μ.M) 

9 
0.1 
0.5 

10.。

B[b]FA (μ.M) 

。
0.1 
0.5 
10.0 

FOSC (mg/2ml) 

。
0.01 
0.1 
0.5 
1.0 

FOSC-B (閱g/2臨時
8 
0.01 
0.1 
0.5 
1.0 

Percentage of p53 expression(%)b 

60.5 + 7.78 
97.5 土 0.70

唔唔.0 土 4.24

22.0 + 4.24 

60.5 + 7.78 
45.5 士 2.12

23.0 土 2.83
0.0+0.0 

60.5 + 7.78 
22.5 土 4.94

14.5 + 2.12 
7.5 士 2.12

1.0 + 1.41 

60.5 士 7.78

45.5 + 0.71 
22.5 土 2.12

21.5 + 2.12 
10. 士 1.41

a. The CL-3 cells were treated withvarious amounts of PAHs or 
samples for 24 hrs. The level of p53 expression was detected by 
ìmmunostaInlng. 

b. These values were means+SD of two independent experiments. 
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Table 19. The effect of various treatment periods of FOSC on the 
p53 expression in CL-3 cells. 

Sample Treated times(hrs) Percentage of p53 expression(%)* 

DMSO 4 32.0 土 4.2唾

16 是9.5 + 0.71 
24 60.5 + 7.78 

FOSC 
0.01 mg 4 40.0 + 1.4 

16 皓1.0 + 8.49 
2皓 22.5 土 4.95

O.lmg 4 39.5 + 4.95 
16 26.5 土 4.97

2是 14.5 + 2.12 

0.5mg 是 25.5 + 2.12 
16 15.5 + 2.12 
24 7.5 + 2.12 

1.0mg 4 33.0 士 7.07

16 4.5 土 2.12

24 1.0 士 1.唔1

* These values wer means土SD of two independent experiments. 
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Fig.17-1. 32P-postlabeling autoradiograms ofDNA adducts in 
calf-thymus DNA with Aroclor-125是 induced rat liver S9 mix. 

treated separately with (A)O.5 mg FOSC , (B)O.5 mg FOSC-B , 
(C)50μM B[b ]FA, and (D)pyrene. The major spots of the adducts 

were indicated by arrows. 
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(A)MDA“ dGTP (C)dGTP 

(B)MDA-dATP (D)dATP 

Fig. 24-1. 32P-postlabeling autoradiograms of MDA-DNA adduct 
(indicated by arrows) formed in (A)dGTP and (B)dATP. The untreated 

(C)d G TP and (D )dATP were negative controls. Films were exposed at 

-800C for 12hrs. 
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(E)MDA-dCTP (F)dCTP 

(G)MDA-calf thymus DNA (H)calf thymus DNA 

(I)reference 

Fig.24-2. 32P-postlabeling autoradiograms of MDA-DNA adduct 
(indicated by arrows) formed in (E)dCTP and (G)calf thymus DNA. 
The untreated (的dCTP and (H)calfthymus DNA were negative 
controls. (1) was the data taken from Vaca, C. E叮 et al., 1995, 
Carcinogenesis 16(8), 1847-1851 for comparision. Films were exposed 

at -80oC for 12hrs. 
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Fig. 25. 32P-postlabeling autoradiograms of authentic MDA國DNA

adduct(indicated by arrows) from (A)the reaction of dGTP and TEP. 
(B) is and the DNA adducts from the CL-3 ceHs treated with O.5mg of 
FOSC for 2h郎， (C) is the DNA adducts from the CL-3 ceHs treated 
with 10mM H202 and 0.2 mM ascorbate for 1 hr , and solvent control 
(50μ1 acetone) . Films were exposed at 品。oc for 8 hrs. 
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Fig. 32. The p53 protein expression in CL-3 cells treated with 

B[a]P: O.lpl\喔， 0.5 pM and 10 pM (A-c) ; B[b ]FA : 0.1 pl\直會 0.5

pM and 10 pM (D,...,F) for 24 hrs ; and controls : blank (G) , 
DMSO for 24 hrs (H) , and DMSO for 4 hrs (1). 
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Fig. 33. The p53 protein expression i詞 CL-3 cells treated with 

FOSC : 0.01 mg , 0.1 臨g , 0.5 mg and 1 臨g (A-D) ; and FOSC圖器

: 0.01 臨g， 0.1 mg, 0.5 mg and 1 mg (E-H) for 24 hrs. 
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Fig. 36. Scheme of the main photochemical reaction of 1- and 2-
Naphthols in aqueous nitrite solution under aerobic and anaerobic 
conditions and the route of formation of a potent mutagen from 2-
naphthol. 
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捌、美丈搞耍

Epidemiological data have been indicated that oil smokes from cooking 

were related with high incidence oflung cancer, especially in Chinese 

women. However, the major mutagenic/carcinogenic compounds in oil 

smoke particulates from cooking processing were still not characterized. T 0 

elucidate the correlation between oil smokes and the incidence of 1 ung cancer 

in Chinese women, the major mutagenic compounds in oil smoke con傲的的的

from frying fishes ( FOSC) , DNA adducts formed in human lung 

adenocarcinoma CL-3 cells, and the oxidative damage induced by OSC were 

studied. The major direct mutagenic compounds in FOSC were 

characterized to be 1, 6-dinitropyrene (1 ,6-D NP) and nitronaphthol by high 

performance liquid chromatography (HPLC) , infrared spectrophotometry 

(IR) , and electrospray mass spectrometry. The amounts of 1 后-DNPin

kitchen during frying fish (4.7 ng1260 g fish) were 3 folds of urban airborne 

particulates in Taiwan. From the mutagenicity data indicated that the 

indirect mutagenicity of FOSC was greater than that of direct mutagenicity. 

Nine P AHs inFOSC showing indirect mutagenicity were determined by gas 

chromatography (GC ) and HPLC. Benzo[ 的fluoranthene was the most 

amountamong the 9 PAHs. To elucidatethe genotoxicityof FOSC in human lung 

cancer cells, the PAH-DNA adducts inCL-3 cellsinduced by FOSC were 

determined by 32P-postlabeling assay. The DNA adducts formed a diagonal 

radioactive zone (DRZ) and amajor spot ofthe DNAadductswas revealedin 

theDRZ. This majorDNAadductwas then analyzedby HPLC coupingwith 

on-line radioactive detector. The retention time was corresponding to the 
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authentic [3問 benzo[ a ]pyrene-7 ,8-diol-9, 1 O-epoxide-N2-deoxyguanosine ( 

[3H]BPDE-N2_dG) and the molecular weight of this adduct was consistent 

with the authentic [3H]BPDE-N 2-dG by electron spray mass spectrometry 

compared with [3H] BPDE個N 2-dG. Therefore , we concluded that the major 

genotoxic compound of FOSC induced in CL刁 cells is benzo[a]pyrene. 

Interestingly, the PAH-DNA adductlevels inCL刁 cells treated with FOSC 

were increased by the addition of 17 ß-estradiol. 

To elucidate whether the oxidative damage was caused by FOSC, the 

formation of superoxide anion and lipid peroxidation in CL刁 cells were 

determined by the xanthine oxidase activity assay and thiobarbituric acid( 

TBA) assay respectively. Moreover, the maldealdehyde-DNA adducts (MDAω 

DNAadducts) were evaluated by 32 P-postlabeling and was identified by LC帽

軒在S. In addition, the 品OH dG was alsodetected in bothcalfthymus DNA 

組d CL-3 cellS treated with FOSC. Surprisingly, ascorbate, a free radical 

scavenger greatly reduced the amounts of PAH-DNA adducts induced by 

FOSC in CL-3 cells. Furthermore, the expression of p53 protein in CL-3 

cellswas decreased bythe increasing dosage and treatmenttimes of FOSC. 

In summary , oil smoke from frying fish caused DNA damages including 

DNA-adduct and modifiedDNA base as well asMDA-DNA adductinduced 

byPAHs andfreeradicals respectively. Ourresearch willgainmore insight 

on the correlation between the formation of lung cancer in Taiwanese women 

and oil smoke from cooking. 
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玖、個人資料

姓名:楊森智 (Sen-Chih Yang) 

生日:中華氏國 60 年 4 月 9 日

性別:另

籍貫:台灣省澎湖縣

永久聯絡地址:台南市北區和緯路四段 117 巷的號

電話:“-2584345

一、學歷:

私立中山醫學院生物化學研究所 理學碩士 1995.7. - 1997.7. 

國立中興大學植物病理學系 理學士 1991 ， 8. - 1995,6. 

二、實驗技術:

DNA 鍵結物分析

細胞培養

PCR 、 DNA定序

HPLC 分析

基因毒性測定

細胞兔疫染色

氧化性傷害測定

專一蛋白純化與分析(SDS PAGE, 2心

白電泳， western blotting，抗體製備， protein mapping, et al.,) 

三、自傳

一九七一年四月九日，在台南市的楊中和警官家中，小么

兒誕生了。在這之前會大女兒雯卿三歲、長子森喬二歲，早已是

家中的小霸王。如今，又添個小兒子森智的加入，使得三小霸王

成名不但稱霸家中，且響透街巷鄰里，可謂威力凡人無法擋!不
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但累壞了奶奶和父母，最慘的是家中的博美犬哈利已及魚缸中的

小魚們。雖如此，三小霸王仍然是家中最寶貝的三小寶貝蛋。

由於從小就在基督教家庭中長大，不但在家中有親人疼愛

，在教會中更有許多的長章和大哥哥、大姐姐疼，讓我從小就在

神的大愛中成長，實在是太幸福了!就讀台南市立人國小、民德

國中期間，共當了六年班長、二年風紀、一年學藝股長會接著繼

續就讀台南二中，已及中興大學植物病理學系。最後選擇中山醫

學院生化所 李輝教授實驗室繼續攻讀碩士。在中學時代，影

響我最深的人?家人除外就數莊哥(莊孝盛牧師)和!來姐(陳信

怠牧師)了，夫妻兩人皆在彰化竹塘牧會、他們永遠是我深愛時

人。不但幫助我中學信仰的成長，在生活各方面更是如此。使中

學時代的我，不但更確定自己的信仰，對未來要走的路有了更清

楚的標竿。

好奇寶寶的我，從小就對許多事物充滿了好奇，自此造就

了興趣廣泛與多才多藝的我;舉凡美街、音樂、運動、研讀、島

然等各方面皆是我所愛。直到遇見了神才找到我的最愛。高中時

立下的心志 r傾全愛，永不渝，燃一生之壇?獻永恆之祭。 J

時時敲擊我的心。因此考進大學的第一天，就抱定每一天都要繪

得最有意義。感謝神!四年的大學以及兩年的碩士生活不但無怨

無悔且豐盛無比、恩上加息，超乎我所求所想的。不但使我更具

有世界觀，也更加清楚看見一生所要奔跑的道路。

大學時期，曾在中興大學遺傳工程中心王國祥老師研究室

會待了兩年以實驗室為家的日子，著實地讓我體會到科學研究的

重要?更須不斷接受嚴謹的專才訓練和吸收新的資訊曹再加上每

當探索生命的奧祕時，倍覺造物主的奇妙偉大。而神愛我愈深 F

愈不斷地加深我對每一生命的景仰與關愛，希望看到自己所做的
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真的直接有益於人類，即使是對人有一絲毫的助益都會催促著我

去做抱著畢生能夠『榮神益人 j 的心志，因此才決定報考醫學院

生化所。偉大科學家牛頓，當人們讚歎其一生偉大的成就時，他

回答:只不過 j嘆服上帝的心意 o 自此常在思索上帝的心意。

為天地立心，為生民立命，為往笠繼絕學，為萬世間太平

。為吾一生之職志!
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