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縮寫表

PCA: Protocatechuic acid 

XO: Xanthine Oxidase 

LO : Lipoxygenase 

B[a]P: Benzo[a]pyrene 

TPA: 12酬。-Tetradecanoyl phorbol咽口儡acetate

ODC: Onithine 吐ecarboxylase

H20 2 : Hydrogen peroxide 

扎。o : Myeloperoxidase 

PKC: Protein Kinase C 

ROS : Reative oxygen species 

。2- : Superoxide anion radicals 
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摘要

本研究的原兒茶酸是將洛神花先以酒精浸泡 9 再以乙酸乙酪萃

取物進行色層分析而得 O 在噁吟氧化梅活性的體外試驗賢以 0.01 、

0.1 mM fi..、兒茶酸對噁吟氧化晦活性的抑制分別為 1 .3、 11 .3、 48

%'在路質氧化晦活性的體外試驗，以 0.01 、 o.的mM 厚、兒茶酸對

脂質氧化晦的抑制作用分別為 6.25 、 28 .1 2 % 0 

以 20nmol 的 B[a]P 處理 10 週及的 nmol TPA處理 20 遇的皮膚

腫瘤試驗中發現實以 5 J.lmol 、 10μmol 、 20μmol fi..、兒茶酸處理而

產生腫瘤老鼠的比例分別為 82 、的、 55 0/0 會而加 TPA 處理的老鼠

則百分之百產生腫瘤。以 0.5 nmol TPA 塗抹老鼠之耳朵 9 測試其發

炎反應，發現加 10μmol 、 20 J.lmol 原兒茶酸?各有的及 73%的抑

制作用 O 以 1 nmol TPA 塗抹老鼠皮膺 P 再取其皮膚作切片觀察會結

果發現原兒茶酸對 TPA 引起的增生作罵有抑制效果 O 以 5nmol TPA 

塗抹老鼠皮膚 p 產生的 ODC 活性測試中 9 發現 5 抖mol 、 10 J.lmol 、

20μmol原兒茶酸分別有 46 、的、 91 %的抑制作用 O以 6.5 nmol TPA 

塗抹老鼠皮膚產生也O2 測試中發現 5μmol 、 10 名lmol 、 20μmol

fi..、兒茶酸分別有 61 、 84 、 89%的抑制作用 O 以 6.5 nmol TPA 塗抹

老鼠皮膚，產生的扎在PO 測試中，發現 5μmol 、 10 J.lmol 、 20μmol

fi..、兒茶酸分別有 21 、 36 、“%的抑制作用 O 由以上可知會原兒茶

酸對 TPA 引起的癌促進作用有其抑制的效果 O
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總之 'J!i、兒茶酸可籍由抑制嗓吟氧化晦和脂質氧化晦的活性，

來達到抑制活性氧系的形成 O 進而抑制 TPA 所引起的癌促進作用?

故推論原兒茶酸可能具有為症化學抑制劑的作用和減少活性氧系的

形成與堆積雪來達到抗癌目的 O

關鍵字: TPA, B[a]P，洛神花，房、兒茶酸，嗓吟氧化嗨，脂質氧化峙，

烏氯酸脫幾嗨，脊髓過氧化晦 O
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Abstract 

Protocatechuic acid 扭CA)， a simple phenolic compound from 
Hibiscus sαbdriffa L., presents antioxidant bioactivi句r previously. In 
preliminary experiments, PCA caused 480/0 inhibitory effect on xanthine 
oxidase activity at concen仕ation of 1 mM and 28.120/0 inhibitory effect on 
lip。可rgenase activi句r at concen甘ation ofO.05 mM. 

In animal study, topical application of PCA 侈， 10 or 20μmol) with 
TPA (1 5 nmol) 倆個e weekly for 20 weeks to mice previously initiated 
with benzo [a] pyrene inhibited the 企action ofmice with tumor by 82, 63, 
550/0 respectively and the number of TPA吐nduce挂 tumor per mouse 
meanwhile each mouse had tumors in TPA treated mice. Preapplication of 
the same amount of PCA also afforded significant protection against TP A 
induced hyperplasia in the ear skin. Topical application of PCA inhibited 
tumor promoter-caused induction of epidermal ODC activity by TPA (5 
nmol). The topical application of PCA (1 0 or 20 Jlmol) inhibited TPA輸

induced edema of mouse ears by 65 and 730/0 respectively. 扭e甘ea:伽lent

ofmouse s組n with PCA (5, 10 or 20μmol) caused inhibition of hydrogen 
peroxide by 64, 84 and 89% respectively. TPA (6.5 nmol)-mediated 
production of myeloperoxidase (MPO) was significantly suppressed (21 , 
36 and 64% ; P<0.05 or 0.005) by pre甘ea:虹nent with 5, 10 or 20 Jlmol 
PCA, respectively. These results indicate吐 that PCA inhibited TPA翩

induced promotion of s話n tumors, hyperplasia, hydrogen peroxide, ODC 
and inflammation. It is suggested that PCA possesses potential as a 
cancer prevent1ve agent agarust tumor promotlOn.. 

K句Jwords: 12-0-Te甘adecanoylphorbol-13 acetate, Benzo[a]pyrene, 
Protocatechuic acid, Xanthine oxidase, Lipo月rgenase，

Hydrogen peroxide, Myeloperoxidase. 
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緒論

一、洛神葵

學名 . Hibiscus 8，αbdlαriffa Linnaeus ， 為錦葵科

( Malvaceae )植物。

別名. Rozella (英)， Tamaica Sorrel (英) , Red 

so訂el (英) , Asam susur (馬) , Kachieb 

priew (泰) ，紅角葵(中) [1] 0 

形態:為一年生之木質草本灌木，株高 1-2 公尺，莖紫

紅色。其葉互生，葉片異形?上部掌狀 3-5 裂雪

下部近卵圓形 9 先端尖。其花草生脈出 9 先端刺

芒狀雪花槌長可達 7 公釐?小芭 8-12 枚，基部合

生且長 10 公釐，有毛 O 花冠黃色 9 中心部分紫黑

色 O 雌雄蕊合體，雄蕊多數。為果卵球形 9 兵 5

室 9 各生種子 5-7 顆 F 狀如腎形 O 花期夏秋間?

果期秋冬閑 O

分佈:原產熱帶地區?分佈於印度、馬來西亞，東南

亞地區 O

成份與用藥:

(1)花等:於未成熟時去除子房之苓片，稱洛神花

(Fig.1) ，為本實驗主要材料，含一些糖類 9

如~、糖還ffi、糖 F 失水乳糖(glactan) ，失水戊糖

(pentosan) ，粗蛋白質粗脂肪， Carboxylic acid 

仰在alic acid 、 Citronenic acid 、 Protocatechuic

7 



acid 、 Citric acid 、 Malonic acid 、Hibiscusic

acid) , Flavonoids (Gossypetin 、Hibiscetin 、

Quercetin 、Hibisci甘in) , Pectin [1 ,2] 0 具清

熱、解渴、止咳、降血壓之效 9 可治中著 9

咳嗽，酒醉 9 高血壓?今為台灣盛行涼茶之

主要原料 O

(2)種子:含有一些油酸及一些擬蛋白( albumin恆的實

有強壯、利尿、輕瀉之效 O

(3)根部有強壯輕瀉之效 O

本研究所周材料為洛神花，即未成熟時去除子房之等片雪先以

酒精浸泡 9 再以乙酸乙酪萃取物進行色層分析而得之房、兒茶酸 O

二、原兒茶駿

ßi-、兒茶酸( Protocatechuic acid . PCA )是一種簡單的驗類化合

物，其結構如 Fig.2 ，由洛神葵的乾燥花分離而來。過去在本實驗室

裡已就原兒茶酸對自由基捕捉，肝細胞毒性，脂質過氧化作用， DNA 

損傷修補作舟及對 glutathion peroxidase 的影響作過測試問 O最近曾

有報告指出它有強力抗氧化的特性 [4] ，也有報告指出 PCA 對

diethylni甘osamme 誘發之肝臟癌， 4-nitroguinol也e-l 幽oxide 誘發之口

腔癌和 azoxymethane 誘發之主腸癌， N-methyl-N-nitrosourea 誘發之

胃癌， N輛bu句rl-N欄(4-hydrm可rbutyl) nitrosamine 誘發之膀耽癌等 9 具有

8 



抑制癌化之作用然其機制仍不甚了解 [5] ;由於 PCA 為多萬分之結構

且其抗氧化特性會我們懷疑其具抗發炎及抗癌促進之作用實所以本

研究以誘導皮膚癌形成之動物模式，來探討 PCA 之抗 TPA 促癌作

用 O

三、 TPA (12-。“Te甘adecano)句horbol-13 acetate) 

TPA 是從 Croton Tiglium 的種子提煉的巴荳油中萃取的一種

phorbol ester 其結構如 Fig.8 所示 9 根據 JohnJ.R.等人提出 TPA 可促

進Xanthine Dehydrogenase 合成，其為 Xanthine Oxi由se 形成之主茵 F

Xanthine Oxidase 更可利用氧分子以形成活性氧系 ROS 駒-7]。又 TPA

誘發的 H202 會刺 PLA2 活性上升，而使 Arachidonate 產量增加，在

Arachidonate 的代謝過程中，經LO 、 COX作用，伴隨superoxide anion 

和句idperoxide 的產生，進而刺激 PKC 的活化，使 C-JUll、 c-fos 的

表現增加型導致痞促進作用 [8-9] 0 根據 Friedewald 和 Rous 提出二

階段致痞作用的觀念 [10] 0 二階段皮膺致癌作用可用來解釋腫

瘤發生的原因;皮膚塗腫瘤起始劑和腫瘤促進劑才可使皮膺產

生腫瘤 O 起始劑和促進劑的使用是不可以顛倒的，若先以促進

劑塗在皮膚上，之後再塗以起始劑，如此塗藥是不能讓老鼠產

生腫瘤 9 由此可知，腫瘤產生的次序曹先是起始作用，而後促

進作用 O 此外，根據Miura 等人所提出之皮膚癌形成模式中， TPA 

可促使已被血itiation 的皮膚癌化提前，並使腫瘤數目增加 [11峭的1 。

自此書我們可知 TPA 為一種很強的痞促進劑，其可促進化學致痞物
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的癌化作用實在促進皮層癌化的作用實包持有皮膚腫瘤形成，耳朵

水臆 9 上皮型態改變，鳥氛駿脫段將活性和脊髓過氧化勝活性的增

加，及造成氧化性 DNA base 損傷[1呵。

四、實驗目的

本研究以大陸進口之洛神花所萃取分離出的 PCA ，來探討其抑

制 LO 及 XO 等氧化將性之體外試驗 F 及利用 TPA 引起老鼠皮膚癌

的這個模式，籍以探討 PCA 是否能對癌症產生抑制作用 O 所使用的

方法有:觀察 PCA 對老鼠皮膚癌的抑制情形 9 以及觀察 PCA 對 TPA

引起之發炎反應的抑制情形，包括老鼠耳朵的水腫試驗、上皮的增

生肥大及發炎測試、 ODC 活性及沌。2形成與 MPO 活性分析。根據

以上之研究?可知 TPA 會造成 ROS 的產生以及具有老鼠皮膚癌的促

進作用 O
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材料與方法

一、由洛神花製備原兒茶酸

(一)試劑與儀器

1.試劑:

(1)管柱層析部份:

吸著劑:矽膠(silica ge160, #70-230 號鶴，Art No:7734) 

(E.Merck, German) 

矽膠(silica gel 60, #230-400 號篩，Art No:9385) 

(E.Merck, German) 

沖提劑: (a)CHCb : CH30H=98:2, 95卦， 9:1 , 8:2,7:3 

(b)最後以 CH30H 沖洗 column

(2)薄層層析部份:

材料:薄層層析片 (TLC Plastic sheets silica gel 60 

F 254 pre-coated 25 sheets 20 x 20 cm layer 

thickness 0 .2 mm, Art No:5554) (E Merck, 

German) 

展開液: (a)CHCb:MeOH = 95:5 

(b)CHCb:MeOH = 9:1 

(c)CHCb:MeOH = 8:2 

顯色劑 10% 硫酸溶液
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2.儀器:

Spectrophotometer (四TACHI; U2000 ) 

Floroscence spec仕ophotometer (HITACHI; F2000) 

Scintillation counter (ALOKA; LSC-900) 

Re企igerated circulator (HOTECH, 631-D) 

Handy aspirator ( Y必在ATO， WP-15) 

超導核磁共振儀 (V必ION， VXR-300 Mhz ) 

氣相層析質譜儀 (JEOL 扎在S-SX/SX 102A ) 

紅外線光譜儀(JASCO多 J-0087)

熔點測定儀 (ELECTROTI王ERMAL， CAT NO 1A 8101 ) 

Fraction collector (ADV ANT前， SF-2120) 

Evaporator (HETO,CT 110, VR-1 ) 

(二)洛神花的萃取與原兒茶酸成份的單離

洛神花為錦葵科(Malvaceae )洛神葵之花 9 於未成熟時去除子房

之等片 O 在本實驗，將洛神花舟乙醇浸泡 24 小時空更換乙醇後會重

覆浸泡 24 小時 9 之後藉由濃縮機濃縮 P 再用 CHCb和濃縮液等體積

方式以分液漏斗加以萃取得 CHCb 可溶部份與 CHCb 不溶部份重覆

二次。按著再將 CHCb 不溶部份用 EtOAC 以分液漏斗萃取(V/V=1: 1)

全覆二次，如此可得 CHCb ex切ct , EtOAC ex甘act '及剩下的

Resi如說層(Fig. 9) 0 

將洛神花之 EtOAC extract 或 CHCb ex甘act 兩組萃取物先以

CHCb : MeOH = 8 : 2(V /V)溶解，以 ex甘act : silica gel = 1 : 50 比例賢

先以矽膠管柱層析法， CHCb: MeOH = 98 : 2 , 95: 9 , 9: 1 , 8: 
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2 , 7 3 為沖提液漸次增加極性 9 再用薄層層析( Thin layer 

Chromatography )之分析 9 並以顯色劑或波長 254nm 之紫外光確定?

將Rf值較近之成分收集型可得較純之萃取物，由以上分離出四種成

分 H品C1 ' HS-C2 ' HS-缸， HS-E2 0 而 HS-已經N1敏、 Mass 、

R 結構鑑定，並與標準品比較確認為 protocatechuic acid 0 (Fig. 2) 0 

二、塘、兒茶酸抑制氧化梅活性之體外試驗

(一)試劑與儀器

1 試劑:

Xanthine, xanthine oxidase, Arachidonic acid, Lipo月rgenase 購自美

國 Sigma 公司，實驗所需的 Solvent 購自 EMerck 公司 O

2.儀器:

Spectrophotometer (王宜TACHI ; U2000) 

(二)噫吟氧化梅活性之分析

Purine 在體內的代謝閻不同的生物會其產物略有不悶，在人類、

人猿、爬蟲類與鳥類中型其代謝之最終產物為尿酸(uric acid) ，並相

伴產生超氧化陰離子。2 其代謝途徑如(Fig. 10) 0 

閻班ic acid 之 Pka 為 5 .4 ，必須在較高之 pH 值下才具有較大的

溶解度，而一般尿液都屬於酸性?故 uric acid 實不易經尿液而排出

體外(在 38 0C 時， uric acid 之溶解度只有 0.1 g/l ) ，故如果可以將

Xanthine oxidase 活性抑制，貝IJ uric acid 將不會生成 9 而 p旺血e 之最
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終產物f!p 變成 xanthine 或 hypoxanthine ，而此兩種化合物的溶解度皆

較間ic acid 為高，自此容易由尿液中排出兩用來治療回ic acid 太多所

引起的疾病，如風濕症、腎結石，膀耳光結石或痛風等 O 另一方面實

物質如可抑制 Xanthine oxidase ，則可減少 superoxide anion 之產生與

堆積雪減少組織受傷害 O

Xanthine oxidase 活性之分析主要是根據 Robak 等人(1988)之方

法(1勻，藉由測定 xanthine oxidase 之產物， uric acid 的產量來看

enzyme 的活性，其步驟如下:

l.歸零:

(1)12 J..Ll phosphate bu能r(內含 0.2M NaH2P04. 

H20 : O.2M Na2HP04=10 : 1) 

(2)100 J..Ll DMSO 

(3)888 J..Ll Xanthine buffer (phosphate buffer 內含

2x10-4扎1 xanthine) 

將以上三物質分別放入 spectrophotometer 之 reference

與 Sample 槽中的二個 cuvettes 加以歸零 O

2.在測試 sample 之前，先做控制組試驗:

(a )Reference cuvette 加入

(1)12μ1 phosphate buffer 

(2)100μlDMSO 

(3)888μ1 xanthine buffer 
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(b )Sample cuvette 加入

(1)12μ1 xanthine oxidase (1.3units/mg protein) 

(2)100μlDMSO 

(3)888μ1 xanthine buffer 

混合均勻後於室溫中靜置 10m血， 295nm 下測 O.D.值。

3.Sample 之測試:

(a )reference cuvette 加入

(1)12ul phosphate bu宜er

(2) 1 OOul test sample(溶於 DMSO 中)

(3)888ul xanthinne buffer 

(b )Sample cuvette 加入

(1)12μ1 xanthine oxidase 

(2)100μ1 test sample 

(3)888μ1 xanthine buffer 

混合均勻後於室溫中靜置 10m血， 295 nm 下測 O.D.值 O

(三)脂質氧化晦活性之分析

Lipoxygenase 活性分析主要是根據 Evan 等人(1987)之方法

[16] ，藉由測 lipoxygenase 的產物 l中id peroxide 之產量，來看 Enzyme

的活性 O 其步驟如下:

1.歸零:

(1)2.9 ml borate buffer (O .1M Na2B407.10H20 pH=9) 
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(2)10μlDMSO 

(3)100μ1 Arachidonic acid (0.2~。

將以上三物質分別放入 spec甘ophotometer 之 reference

與 Sample 槽中的二個 cuvettes 加以歸零。

2.控制組試驗:

(a )Reference cuvette 加入

(1)2.9 ml borate buffer 

(2)10 Jll DMSO 

(3)100μ1 Arachidonic acid 

(b )Sample cuvette 加入

(1)2.8 ml borate buffer + 0.1 ml Lipo月rgenase (500 啦。

(2)10 Jll DMSO 

(3)100μ1 Arachidonic acid 

將(1)與(2)混合均勻，經過鉤。C水浴 5 分鐘後 9加入(3)在 236nm

t扭扭 scan 10 分鐘 O

3. Sample 組試驗:

(a )Reference cuvette 加入

(1)2.9 ml borate buffer 

(2)10μ1 protocatechuic acid 

(3)100 凶Arachidonic acid 

(b )Sample cuvette 加入

(1 )2.8 ml borate buffer + 0.1 ml Lipoxygenase 

(2)10 抖1 protocatechuic acid 

(3) 100 Jll Arachidonic acid 
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將(1)與(2)混合均勻，經鉤。C水浴 5 分鐘後 p 加入(3)在 236nm

tÍille scan 10 分鐘 O

三、原兒茶酸抗 TPA促搗作用之動物研究

(一)動物來源與試劑

1.動物來源:

CD鵬 1 strain 雌性小白鼠(約六過大)購自台大醫院動物中心 9

藥物處理前二天以電動除毛刀剃除老鼠背部的毛，之後分組加藥 O

2.試劑:

DL開[14C]ornithine (55 mCi/mmol)購自Amershan 公哥(U.K.) , 

benzo[a]pyrene (B[a]P), dithiothreitol, bovine serum albumin, TPA 購自

Sigma 化學公司 (St. Louis, MO, USA) , geniposide 購自 Wako 純化化

學公司 (Japan) ，而蛋白質濃度測定組則購自 Bio幽Ra吐公司 (CA，

USA) 0 

(二)老鼠皮膚腫瘤研究

1.老鼠分組給藥(每組老鼠 16 隻) : 

IH 

Y
z
i
τ
z
i
v
s
i
 

oiPAOA UUU OOO 
G
G

臼

Group IV 

只給予 200μ1 acetone 0 

給予 B[a]P 20 nmol ，每遇一次 9 共 10 週 O

給予 B[a]P 20 nmol ，每避一次，共 10 週?另外從第二週

始給予 TPA 的 nmol 會每過二次，共二十週 O

每次給予 B[a]P 和 TPA 前五分鐘，先給予 PCA5μmol 之
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後，其餘的步驟和 Group III-樣 O

Group V 只是將 PCA 濃度增為 10μm仗，接著同 Group IV 0 

Group VI 只是將 PCA 濃度增為 20μ，mo1 雪按著問 Group IV 0 

週數 1 21 
i 'i 

勻
，
但

B[a]P (每遇一次) l 

TPA (每過二次)

PCA (每遇三次)

2.測量方法:

本實驗參照 Huang 等人的方法 [17] ，每隔兩週觀察一次老鼠皮

膚腫瘤生長情形→取直徑大於 1mm 列入計算共記錄 21 過→結果以

產生腫瘤老鼠佔全部老鼠的百分比及每隻老鼠產生腫瘤的粒數表

示

(三)老鼠耳朵水腫之測試:

1.分組加藥(每組老鼠 6 隻) : 

預先處理 5 分鐘後

Group 1 Acetone (20μ1) Acetone (20μ1) 

Group 2 Acetone (20μ1) TPA (0.5 nmo1) 

Group 3 PCA (lOμmo1) TPA(0.5 阻no1)

Gro叩斗 PCA (20 抖血。1) T早些一(0.5血的一一
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2.測試方法:

本實驗參照 Huang 等人的方法[14] ，加藥 5 小時→老鼠斷頭犧

牲→右耳藥物處理部份以打洞機打出直徑 6 mm 的範閏→稱重→平

均結果以 Mean土SE 表示 O

(四)老鼠皮膚以 TPA處理的形態改變之測試:

1.分組加藥(每組老鼠 6 隻) : 

預先處理 5 分鐘後

Group 1 不加藥 不加藥

Group 2 Acetone (200μ1) Acetone (200μ1) 

Group 3 Acetone (200μ1) TPA(l nmol) 

Group 4 PCA (10μ，mol) TPA (1 nmol) 

Group 5 PCA(20μmol) TPA (1 nmol) 

2.測試方法:

本實驗參照 Huang 等人的方法 [1呵，一天加藥兩次連續四天→最

後一次給藥後 18 小時老鼠斷頸犧牲→取下 2 cmx2 cm 背部皮膚→浸

入 10% neu甘al buffer formalin 固定→H&E stain ( hemato河rlin and eosin 

staining) 0 方式如下:

1.脫蠟後賢以紫蘇木( Hematm可rlin )溶液染 2-15 分鐘(時間

可長可短，視紫蘇木溶液之不同而異)

2. 以水浸洗

3. 以 0.5 %鹽酸溶液行分辨染色色度，約 1-的秒

4. 浸入氛水(水 1000ml 中滴入氯水 2 滴)至組織呈現藍色 9
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約須數秒

1 於流水中清洗 9 至少須 15 分鐘

封蓋

6. 染以 0.5 %伊紅 Y 溶液，數秒至 2 分鐘

7. 依次通過 80 % ' 90 % ' 95 %酒精

8. 移入 100 %酒精會二甲笨-100 % ( 1 . 1 ) ，二甲萃"木餾

油( 4 : 1 ) ，二甲笨( 1 )會二甲笨 (II )各半分鐘

9. 以二甲笨使之透明

(五)鳥氯酸脫教晦( Ornithine decarbo月rlase , ODC)活性之測試:

1.分組加藥(每組老鼠 6 隻) : 

預先處理 5 分鐘後

Group 1 不加藥 不加藥

Group 2 Acetone (200 抖1) Acetone (200μ1) 
Group 3 Acetone (200μ1) TPA (5 nmo1) 
Group 4 PCA(5μ.mo1) TPA (5 nmo1) 
Group 5 PCA (1 0 抖mo1) TPA (5 nmo1) 
Group 6 I PCA(20μ.mo1) TPA (5 nmo1) 

2.測試方法:

本實驗參照 Carewa1 等人的方法 [1月 9 加藥 5 小時後→老鼠皮

58
0

C水浴 30 秒→冰上刮取 epidermis→加 Solution 1 (25 mM Tris, pH 

7.2, 5 mM DTT, 0.1 mM EDTA)lml→均質化→ 4
0

C離心 20 分→取 30

M 上清液加 Solution 2 170 J.l1• 37 0 C 5 分鐘→ 0.25μCi[14C] ornithine 

HC1/5μl→center well 加 0.2 ml 2 N NaOH• 37 0 C 1 小時→2 M citric 
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acid 0.5 m1→溫和 shaking overnight 確定[14C021完全捕捉→放入閃爍

瓶→加閃爍液→測輻射量 O

ODC 乃是皮膚癌早期的一種指標，若 ODC 的濃度升為 9 到暗

示著可能引起皮膚癌 O

其測定的原理為:

ornithine decarbo月rlase

14C-orithine ). decarbo月rlornithe + 14C02 (g) 

(ODC) 

裝置圈:

aOH (吸收釋出的 CO2 ) 
citric acid (終止反應)
14C 0目前趾ne

反應液

(六)老鼠土皮過氧化氫(H202) 活性之測試:

1.分組加藥(每組老鼠 6 隻) : 

預先處理 5 分鐘後

Group 1 Acetone (200μ1) Acetone (200μ1) 
Group 2 Acetone (200μ1) TPA (6.5甜nol)

Group 3 PCA(5μmol) TPA (6.5 nmo1) 

Group 4 PCA (10μ，mo1) TPA (6.5 甜nol)

Group 5 PCA(20μmo1) TPA (6 .5 nmol) 

2.測試方法:

本實驗參照、 Pick 和 Keisari 等人的方法 [20] ，加藥 20 小時後→
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重覆給藥一次→l 小時後→老鼠皮膚 58 oc水浴 30 秒→冰上刮取

epidermis 置於 4ml bu虹er ( 10 mM Sod. azide i容於 50 mM KH2P04)• 

均質化→4
0

C離心 20 分鐘→取0.5ml土清液→加 0.5 ml [25μgpheno1 

red/ml 和 50μg horseradish peroxidase/ml ]→靜置 10 分→加 1NNaOH

10μl→610nm 測吸光值 O

(七)老鼠土皮脊髓過氧化晦 Mye1operoxidase (扎在PO)活性之測試:

1.分組加藥(每組老鼠 6 隻) : 

預先處理 5 分鐘後

Group 1 不加藥 不加藥

Group 2 Acetone (200 抖。 Acetone (200μ1) 

Group 3 Acetone (200 111) TPA (6 .5 nmo1) 

Group 4 PCA(5μmo1) TPA (6.5 nmo1) 
Group 5 PCA (1 0μmo1) TPA (6.5 nmo1) 

Group 6 PCA (20μ.mo1) TPA (6.5 nmo1) 

2.測試方法:

本實驗參照 Huachen 和Krystyna 等人的方法 [2月 9 加藥 20 小

時後一今鞏覆給藥一次→1 小時後→老鼠斷頸犧牲取 2 cmx2 cm的皮膚

舟剪刀剪碎→置於 4 ml buffer (0.5% hexa1decy1甘imethy1

ammomium)→均質化→4
0

C離心→取上清液過濾→取液、液加 25 mM 

4-aminoantipyrine-2% pheno1 so1n. 1.3 ml和 1.7 mM H20 2 1.5 ml 混合均

勻→510nm 測吸光值 F 記錄 4 分鐘 O

J1i、理. cr+ H20 2 竺L→ ocr十 H20 [22] 
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結果

一、 HS占2 之純化與確認

HS-E2 靜、以絕對酒精 (99.8%) 再結晶而得;

顏色為灰白半透明結晶;

熔點為 200 0 C; 

產率為 0.1%

以下為 HS-E2 知光譜資料:

a.紅外光譜 V也t cm•: (Fig.3) 

1625-1575 (Ar回C)

3400 (COOH,broad) 

1760 (Ar-COO昀

1900 (此omatic)

75心790 一「

800-860 I-(Aromatic-assym儡t仟)

860-900 ---1 

b.質譜 (mJz) :σig.4) 

C7沌。4;M.W.=154 .l 2

EI-MS (mJz) 主要斷裂訊號有;

154 、 137 小在-OH) 、 109 (M-COOH) 

c.核磁共振譜 (CDCb) : (Fig.5) 

lH_叫做: ð (ppm) 
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7.441 

7 .4 16 ←(鈕，Aromatic H-，2-咒ι昀

7.409 一刊

6.814 

6.811 

6.789 

6.786 (lH，d，d， 5-昀

13C-N1\在R: ð (ppm) (Fig.6) 

DEPT (Fig.7) 

170.518 (C=O) 

151.532 

146.085 

123.9301 

123.315 

117.761 

115 叫土(如omatic -C) 

由上述之闊譜資料 (IR 、 MS 、 1日-NJ\恆、 13C-NJ\在R) 與 TLC

之Rf值及其顏色顯示，判定 HS-E2 為 protocatechuic acid (3,4-

Dihydroxy-benzoic acid ) 0 

二、原兒茶酸對 Xanthine Oxidase 及 Lipo月rgenase 活性之抑制效果

由文獻知TPA可以活化Xant恆的 Oxidase及Arachidonate cascade 

之酵素造成發炎現象?因此我們測 PCA 對 XO 及 LO 之作用， PCA 
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隨著濃度增加，可使 uric acid之吸光度降低，即表示可以抑制 xantmne

oxidase 之活性，使 uric acid 之產量降低所致?由 Table 1 知 PCA 在

1mM時達 48%之抑制作用。又 PCA 濃度增加，可使 lipid peroxide 

之吸光度降低，即表示可以抑制 lipo月rgenase 之活性刊史句id peroxide 

之產量降低，當 PCA 在 0.05 mM時即有意義減少 LO 之活性(Table

2) 0 

三、原兒茶酸對 TPA 引致之癌促進作用的效果

B[a]P 雖為致癌物，但單獨給予 B[a]P 的老鼠卻未發現朦瘤 9 而

單獨給予 TPA 則每隻老鼠皆長腫瘤 F 以 PCA 5 J.lmol 、的 μmol 、 20

μ，mol 先處理，老鼠產生腫瘤的百分比分別降為 82 、的、 55% (Fig. 

13(A),Fig.13(B)) 0 另外會將產生腫瘤的老鼠分別計算其 tumor 之總

數，發現單獨處理 TPA 者，每隻老鼠平均有 6.4個，以 PCA 處理的

三組，產生的拉數並無明顯差異 O

四、房、兒茶酸對 TPA 引起老鼠耳朵水腫之抑制作用

只給予 0.5 nmol TPA 的老鼠?其耳朵平均重量 10.74 mg 會而以

PCA 10 抖，mol 、 20μ，mol 先處理 9 耳朵平均重量降低了 65 、 73% 0 

(Table 3) 

五、 J!j.、兒茶酸對 TPA 引起 hyperplasia 之抑制作用

(1)土皮細胞數方面無 TPA 及 PCA 處理者只有 1-2 層，塗 TPA

的組則增為 4-7 層 9 先處理 PCA 10μmol 組降為 3δ 層會 PCA
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20μmol 組降為 2-4 層 O

(2)上皮厚度方面，塗抹 TPA 組較不塗組厚五倍 O 先塗以 PCA

厚度也分別下降了 O

(3)發炎細胞浸潤的情形. TPA 組較明顯、加 PCA較改善 O

(4)、細胞悶水腫情形: TPA 組較明顯、加 PCA 組較改善。(Fig.1月

六、原兒茶酸對 TPA 引起 Ornithine decarbo月rlase (ODC)活性的抑制

作用

以 TPA 處理的組別每小時每毫克蛋白質產生 240+13.1 pmol 

CO2 ，先處理 PCA 5 抖mol 、 10 Jlmol 、 20μ，mol 鈕，分別降低了娟、

“、 91% 0 (Table 5) 

七、原兒茶酸對 TPA 引起沌。2活性的抑制作用:

ODC 乃是皮膺痞早期的一種指標，若 ODC 的濃度升高，則暗示著

可能引起皮膚癌 O

以 TPA處理的組別每平方公分皮膺產生 21.7日7.5 nmol H20 2 ' 

先處理 PCA5 抖，mol 、 10 抖mol 、 20μ，mol 組 9 分別降低了 61 、 84 、

89% (Table 6 )。

八、房、兒茶酸對 TPA 引起 Mye1operoxidase阱。0)活性的抑制作用:

以 TPA處理的組別每平方公分皮膚產生 221 .2:t10. 7units MPO 曹

先處理 PCA5μ，mol 、 10μmol 、 20μmol 組，分別降低了 21 、 36 、

64% (Table 7 ) 0 
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討言侖

在人體健康情形中飲食扮演重要的角色，尤其是對一些特別的

疾病，如癌症 [23，24] 0 多吃新鮮蔬果可降低癌的發生率 [2勻，最近

幾年，人類對食物中的自分類已引起廣泛的興趣。其生物化學活性包

括(1)電子基的捕捉 (2) 亞硝酸的抑制作用 (3) 調節花生四娣酸

( arachidonic acid )的代謝 [26] 0 食物中的萬分類化合物大部份是類

黃駒素衍生物( flavonoid ) ，另外有一些是非類黃隅素衍生物

( Non-flavonoid) ，本實驗所用之 PCA 即屬之 O

二階段的致癌作用 9 最先被 Berenblum [27] 所提出 F 老鼠皮膚

癌的模式，為最早用來探討癌促進作用的機轉。腫瘤產生分為 (1) 起

始期 (2) 促進期;起始期需要一個直接或間接低於閥值的單一劑

量?為不可逆反應，促進期需重複給藥 9 初時為可逆性 9 後來轉為

不可逆的 [28] 0 可由化學物質導致的突變和癌化證實起始期可能與

細胞基因物質的修飾有關 [2月 O 大部份的起始劑是親電子性?或是

可轉成化學活性的電子型式 9 再以共價鍵與 DNA 結合 [30] 0 給一單

一劑量就可導致癌的起始作舟，可假設是因為一少部份作用在標的

細胞即可轉型成癌 [3月 O 若只有促進劑 9 不能導致突變也不能與

DNA 結合，許多的促進劑如 Phobol ester 是活化細胞膜 9 再與細胞

膜上具有高度親和性 p 專一性的 receptor ，結合產生作用 [32，33] 0 

有學者更進一步提出擴展作用(progression) ，腫瘤產生之後惡化和

轉移至其它的組織和器官 [34] 0 

在老鼠皮膚上給予 TPA 會快速的引起發炎細胞( inflammatory 
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cell )如嗜中性白血球( neutrophils )及巨噬白血球( macrophages )等的

大量堆積 [3呵，並且會增加活性氧( active oxygen species )的釋出

口句，其中，由 Xanthine Oxidase 活化會產生-02"與日202 '而 arachidonic

acid 在經過 Lipo月rgenase 或 Cyclo月rgenase 作用則會產生脂質過氧化

物並伴隨著 ROS 之產生 O 當 H202 含量增高時，會刺激 PLA2 的活性

上升 9 使 arachidonic aci吐產量增加 F 刺激 PKC 0 本實驗結果顯示，

原兒茶酸對於抑制 Xanthine Oxidase 與 Lipo月rgenase 的活性有其顯

著效果?故可能是阻斷過氧化物與活性氧之產生( Table 1,2 ) ，使得

沌。2 的產量減少， C-Jun 與 c-fos 的表現可能受到抑制，而導致癌促

進作用之下降 O

老鼠皮膚上塗抹 B[a]P 當癌起始齊j及 TPA 當癌促進劑是一種經

常被使用來研究抗研藥物的動物模式 O 在此模式中常被用來當作癌

促進劑的是 Phorbol ester 類的藥物如 TPA [37] ，它會在老鼠皮膚上引

起組織及生化方面的變化如皮膚水腫、發炎反應、增生、增加 ODC

活性以及 H202和 MPO 活性的增加伊呵，而這些組織生化之變化皆

有可能是癌促進作用的指標?間為這些指標與腫瘤之形成習習相

關 O 基於上述，我們以這個實驗模式來探討原兒茶酸的抗 TPA 促癌

作舟 O

由實驗結果顯示原兒茶酸可以抑制 B[a]P 及 TPA 引起的 CD-1

female mice 之皮膚癌，在皮膚水腫方面實先前以}fj.、兒茶酸處理過的

組.別?也能有效抑制其增加，另外，在發炎反應、 ODC 活性及沌。2

和 MP05舌性方面，也有抑制作舟，顯示原兒茶酸在 CD-1 female mice 

的皮膚癌中扮演著抗癌的角色 O

目前癌症已是國人重要死間之一?一些化學致癌物 9 如 B[a]P 、

DMBA 、 TPA....等 9 都已被証實不論在體內或體外會有起始作用或
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促進作用，路此長期的動物實驗及詳細的致癌機轉探討及其抑制的

技果是必需的 O

本研究以 TPA 處理老鼠皮膚實驗中實發現 PCA 的抑制效果顯

著，另外體外試驗方面發現原兒茶酸對嗓吟氧化將及脂質氧化將也

有抑制作用，故推論房、兒茶酸可能藉由抑制自由墓和活性氧的形

成?來達到抗 TPA促為作用 O

由過去的文獻中得知 TPA 促瘖機制主要之一為直接活化 PKC，

進而使原致癌基因如 c-fos , c-jun 等活化，增加 trans的ption ，以達

細胞增生;而 PCA 對 TPA誘發 PKC 轉位及活性是否有影響，實驗正

進行中，相信在不久的時日即可獲得結果 O
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Fig. 2. Protocatechuic acid (PCA)的結構
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effected on lipo月rgenase. The result were assayed by measuring the 
absorbance of lipid peroxide at 236 nm. Each values were the average of 
triplicate. 
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Fig. 15 (A) Normal skin tissue 但 &Ex 100) 
但) TPA，輛treated epidermis showed that the epidermal layer is 

markedly thickened and the upper dermis is infiltrated by 
prominentleukocytes 但 &E x 100) 

(C) Micepre甘eated with PCA (10umol) before topical application 
of TP A showed that the epidermal layer is moderately 
thickened and the upper dermis is moderate inflammation. (H 
&Ex 100) 

(D) Mice pre甘eated with PCA (20umol) before topical application 
of TP A showed that the epidermallayer is slightly thickened 
and the upper dermis is slight 扭扭ammation. (H & E x 100) 
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Table 1. Effect of protocatechuic acid (PCA) on decreasing 
xa扭曲曲e oxidase 

Reagent Concentration % of Decrease 血
absorbancea 

mM 
PCA 0.01 1.3 

PCA 0.1 11.3 

PCA 48 

a. % of decrease in absorb組ce
=(OD.ofcon缸。1輛OD. oftest) / OD. of control 
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Tab1e 2. Effect of protocatechuic acid 伊CA) on decreasing 
lipoxygenase 

Reagent Concentration 
absorbancea 

% of Decrease in 

副
研

A C 
6.25 

PCA 0.05 28.12 

a. %of 往ecrease in absorbance 
話= OD. ofcon甘01闢OD. oftest / OD of con甘01
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Table 3. Inhibito月r effect of topical application of PCA on TP A國induced

edema of mouse ears 

Group Trea缸nenta weightlpunch/mg inhibition (%)b 

Acetone 6.16士0.52C

2 TPA 10.74士0.65

3 PCA (1 0μmol)+TPA 7.73士 0.39* 65 

4 PCA(20μmol)+TPA 7.38+0.34* 73 

a: F emale CD-1 mice were 甘eated with 20 J.ll ace的ne. TPA (0.5 nmol) 血

20 J.ll acetone or TP A toge吐ler with PCA in 20 J.ll acetone, Five hours 

lat缸， the animinals were killed and ear punches (6 mm diameter) were 

weighed. 

b: % of inhibition Group 2 - Group 3 or4 × 100 
G宜。up2- Group 1 

c: Mean:!:: SE, n= 6 

* P<O. 05 , compared with TPA舟eated group. 
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Table 4. Inhibitory effect oftopical application ofPCA on TPA闖induced

morphological changes in the epidennis. 

Treatmenta No of epidermal Epidermal Leukocyteb Intercellularc 

layers thickness (抖，m) 的血跡ation edema 

Normal 1-2 12.1:tOd 一卡 + 
Acetone 1-2 12.5士。 一卡

TPA 4-7 53.6:t3.9 +++ ++ 
PCA (10 抖mol)+TPA 3輛5 4 1. 1士2.3 * ++ ++ 
PCA(20μ，mol)+TPA 2-4 32.1:t2.3 * 十 十

a: F emale CD，幽 1 mice were 甘eated with 200 ,.t1 acetone . TP A (1 nmol) in 

200 J.!l acetone, or TPA (1 nmol) together with PCA 血 200 J.!l of acetone 

twice a day for 4 days. The animals were 話lled 18 h after the last dose 

and s垣ns were processed for histological tests. 

b: Leukocyte in:fil仕的ion that was sli拉t ( + ) , moderate (十+) or severe 

(一←+ +) was characterized by d過lse in:fil甘ation of mononuclear 

扭扭ltrat。可r cells in the dennis when compared with the acetone con甘ols.

c: Intercellular edema was scored as present or absent. 

d: Mean :t SE, n = 6, * P<0.01 , compared with TPA舟eated group. 
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Table 5. Inhibitory effect of PCA on TPA-induced epidermal omithine 

decarbo月rlase

Group Trea缸nenta Omithine decarbo月rlase activi勾r Inhibition 

(pmol CO2 /mg proteinlh) (%)b 

Normal 58.1土5.5

2 Acetone 70.0:t6.5 

3 TPA 240.3士13 .1

4 PCA(5μmol) +TPA 161.0:t9.4 * 46 

5 PCA (10μ，mol)+TPA 125.0士11.8** 68 

6 PCA(20μ，mol)+TPA 84.5土6.6** 91 

a: Mice were 甘eated topically wi也 acetone (200μ1)， TP A (5 nmol) in 

acetone (200 Jll) or TP A (5 nmol) 峙的erwithPCA 血的絢ne(200 Jll). 

Mice were killed 5 h later and the epidermis was isolated. Omithine 

decarbo月rlase activi句r was determined. Data are expressed as mean 土 SE

from 6 mice/group 

一Group 3 - Group 4( or 5, or 6) b: % of的趾bition-C.uV"~'" 'U:v .. ~-.\V~ -::V~ v')xlOO 
G主oup 3 - Group 2 

* P<0.01 ，叫 P<0.005 ， statistically different from TPA group. 
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Table 6. Ir由ibito月r effect of PCA on the formation of H202 in mouse skin 

treated with TP A. 

Group Treatmenta H20 2 / nmo1/ cm 2 inhibition (%)b 

Acetone 4.46士1.63

2 TPA 21.70::1:1.75 

3 PCA(5μ.mo1) 呵'PA 1 1. 14士 1 .26* 61 

4 PCA (10 J.lmo1) + TPA 7.25士1.60 * 84 

5 PCA(20μ血。1) +TPA 6 .32:t0.89 * 89 

a: Fema1e CD-1 mice were 甘eated with 200μ1 acetone . TPA (6.5 nmol) 

血 200 J.l1 acetone or TP A together wi出 PCA in 200 J.l1 acetone. The mice 

were sacrificed 1 h after the seond TP A app1ication , and 吐rier skins were 

removed for H20 2 assay. Data are expressed as the mean ::1: SE from 5 

mice/group. 

b: % of inhibition Group 2 - Group 3 ( or 4, or 5~xlOO 
Group 2 - Group 1 

* P<O. 005 , compared with TPA闡treated group 
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Table 7. Inhibitoη， effect of PCA on the formation of MPO 

activity in mouse skin 甘eated with TP A. 

Group Trea位nenta MPO/闊前lcm2 inhibition(%)b 

Normal 1. 5士0 .2

2 Acetone 1.6士。.1

3 TPA 221 .2:t10.7 

4 PCA(5μ，mol) +TPA 176.1士7 .4 * 21 

5 PCA(10μ，mol) +TPA 141 .4:t2.6** 36 

6 PCA(20μmol) +TPA 81 .4:t3 .3料 64 

a: Female CD-l mice were 甘eated with 200 ~ acetone. TPA 

(6.5 nmol) 也 200 ~ acetone or TP A together with PCA in 200 

~ acetone. The mice were sacrificed 1 h after 也e second TPA 

application, and the廿 skin were removed for MPO assay. Data 

are expressed as the mean + SE from 5 mice/group. 

b: % of inhibition == (包0昕一銜。酬(叫r61) x 100 
Group 3 - Group 

* P<0.05 型材 P<0.005 , compared with TPA國treated group. 
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