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感言與誌、謝

實在是不想寫這一篇感言!彷彿就像要放拾東西，

離問這個實驗室 o 逃避了很久，也還是到了非寫不可的

時候了 O 在我打開起電腦，開始寫起這一篇文章，五年

來的點點滴滴，又好像全都湧上我的思緒 D 五年前，我

還是一個大學部的學生時，鼓起勇氣走向老師的辦公桌

前，向老師提出想進實驗室的要求 O 按著問始第一次剃

老鼠皮層的毛，第一次殺老鼠，第一次做放射線，一切
的一切彷彿又將我拉回五年前那個夏日的午後 O 對當時

的我來說，實驗室是一種充滿了神祕的地方 D 認真而冷

酷的學長妞，一台又一台不知道做什麼的機器?以及總

是生在最裡面那個既黑暗又潮濕位置上的老師 D 說實

在，我真不知道到實驗室是要做一些怎樣的實驗?隨著

在實驗室中跟大家相處的時間越來越久，心中的感覺也

越覺得溫暖 D 生化科老師的笑聲，老闊的關懷，都讓我

深深的體會到這個有著大家庭感覺般的實驗室是多麼的

充滿朝氣與活力!我放了五年的時悶在這捏，從學士到

碩士，我不僅是學到了一個碩士研究生所應該擁有的技

術與知識;更重要的，我也學會了如何與人相處及擁有

了更多的朋友 o 如今?我又即將遠離這個修業的場所，

從碩士到博士 D 我想學的，想要去實現的，都將以這個

實驗室中的一切做為跳板 D 我將驕傲的說，這裡是我最

初的鍛鍊地，也將會是我研究生涯中最好的回憶 O

這篇論文的完成'的確是花了不少的心血 D 在王朝

鐘教授殷切的指導，曾翠華教授細心的教誨下，使本篇

論文能呈現出最完整的風氣 o 也有幸承宗台大聲學院林

仁混教授及郭明良博士的指正，精闊的論點真使我受豆豆

非淺 D 我也感謝朱嘉一教授在百忙之中也提供許多寶貴

的意見，讓我能從更多方面來從事未來的研究。此外，

也感謝許振束醫師、?且智香學姊也在病理切片上提供了

許多的幫助自另外，生化科的用芬碧老師、林玉玲與妙



真學姊，也由於妳們的幫助，使我有能力獨自完成這些

實驗 D 還有實驗室中的夥伴?華彬、怡君、清麟、光坪、

達偉、元志、滄澤 D 沒有你們，實驗室就會缺乏了活動

力，也只有你們更加的努力，實驗室中才會有更好的成

績 O 願互相共魁 D

最後，我要-以慚愧的心，向已經在家裡等了我六年
的母親說謝謝 D 從我父親過世後，她不要求我趕快出社

會養家，一直鼓勵我積極向上來努力，而獨自一人負擔

家中龐大的生活家計 G 就像我以前在自傳中所寫的，我

不後悔走向這條研究的路 O 今後，我也將秉持著這種信

念，積極而努力的去面對所有的挑戰 O

僅以此論文獻給我的家人:我敬愛的母親、認、真的

妹妹、陪伴我兩年的玉娟、以及一直在天保仿這個不再

子的父親。
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中文摘要

一種?宮發生在食品製備、儲存、及烹調的過程中所

產生在還原糖及按基酸之間的一種重要反應一梅納反

應會在其反應過程中會產生許多的產物，皆具有致突變

性及毒性 O 而大部分的.2硝酸化合物亦具有致癌，性，故

推測亞硝酸化格納反應產物亦具有致癌，性 D 在經過二十

種按基酸的篩選， NO-NTA 及 NO-HNTA 是其中兩校
具有很強致突變性的產物 D 我們利用質譜儀、核磁共振

儀、紅外光掃描儀來鑑苦了出其中 NO-HNTA 的結構 D 又

利用了兩階段是的致癒原理找出是否 NO-NTA 及 NO

HNTA 真的在動物體上具有致癌的效采 D 包括觀察老鼠

皮膚的腫瘤實驗、發炎及水膛的反應、是否有過氧化氫

的生成及烏按酸月兒，縮酵素的活性，並測定如脊髓內通氧

化酵素的活性 D 在這些實驗中可以得知包括 NO也NTA

及 NO-HNTA 都有促進癌化的現象 O 這些證 j據客都顯示出

NO 
在史進一步的實驗中，我們也檢查了由 NOω刁N口TA

及 NO-打.

激酵素 C 是否有活化的現象'並測定一些致癌蛋白的表

現量口結果發現蛋白激酵素 C 的表現量有增加的現象，

並有發生轉位的情形 D 而包括 c-Jun 、 c-Fos 及 c-Myc

等的致痕蛋白的表現量也有呈現出一種時間及濃度關偉、

的現象 D 這些結果都顯示出 NO-NTA 及 NO-HNTA 都

具有引起癌症發生的效果，且其引其癌症發生的機制是

活化了蛋白激酵素 C 的活性並促使其大量的表現，並引

起一些原致痞基因的活化，如 c-Jun 、 c-Fos 及 c-Myc ' 
進而引起其致痞作用的發生 O



英文摘要

N咀nitroso-N -( 3-keto-l ,2-butanediol )-3' -nitro-
tyramine ( NO-NTA ) and NO-HNTA is a product of model 
browning system in the presence of sodium nitrite. The 
chemical structure of this has been confirmed by 
spectoscopic methods 多 including UV , mass , nuclear 
lnagnetic resonance and infrared in our previous study. A 
genotoxic effect of NO-NT A on primary culture rat 
hepatocyte was observed. The results also demonstrate that 
topical application of NO-NT A and NO-HNT A caused 
tumor promotion in the skin of mice initiated with benzo(a) 
pyrene. The results also demonstrate that NO個NTA and 
NO-HNT A was treated topically to mouse skin caused 
inflamnJati on , hyperplas ia 歹 H202 production and il1crease 
the activities of myeloperoxidase and ornithine decar
boxylase , which are effects of NO-NTA and NO-HNTA 
associated with tumor promotion. These results indicate 
that NO-NT A and NO-HNTA possesses potential as a new 
tUlnor prolnoto r. 

Furthennore study歹 we examined the molecular 
mechanism of the NO-NT A and NO-HNT A tumor 
promotion effect by measuring the activity of protein kinase 
C ( PKC ) and the expression of the c-jun and c-fos protein 
in response to NO-NTA and NO且HNTA topical treatment in 
CD-I mouse skin. When mouse skin were treated with NO
NT A and NO-HNTA , PKC translocated from cytosolic 
fraction to the particulate fraction. Elevation of NO-NT A 
and NO-HNTA-induced expressions of c-jun and c-fos 
protein was also observed in 1110use epidermis. Our results 
provided evidence for a lnolecular mechanism of NO-NT A 
and NO-HNTA medicated tumor promotion in which 
induced PKC activity , translocation and expressio l1 of the 
c-jun and c-fos. 



BCIP 

BSA 

DAG 

DEAE 

DMSO 

EDTA 

EGTA 

NBT 

PKC 

P孔1SF

SDS 

TEMED 

TPA 

縮寫表

: 5巾romo-4-chloro-3 耐 indolylphosphate

: Bovine serum albumin 

: Diacylglycerol 

: DEAE-cellulose 

: Dimethy 1 sulfoxide 

: Ethylene diamine tetraacetic acid 

: Ethylene glycol bis (但咀aminoethylether )-N,N,N' ,N'-

tetraacetic acid 

: Nitrobluetetrazo1ium 

: Protein kinase C 

: Phenylmethylsulfonyl fluoride 

: Sodium dodecyl sulfate 

: Tetramethyl ethylenediamine 

: 12-o-tetradecanoyl-phorbo卜 13 輛acetate



、，、.

一· lllJ-吾

第一章

緒論

梅納反應產物( Mai l1 ard reaction products )在早
期許多研究中顯示具有致突變性及動物毒性 O 此種反
應在一般含有還原糖及胺基酸或蛋白質的食品，在經

過如加熱、減苗、或是利用長期保存的過程中經常會

發生 O 又由於亞硝酸鹽是一種廣泛地存在於各類食品

中的保鮮劑，而許多的研究也已經證實了亞五百駿鹽具

有很強的致癌，性，加上食品中同時含有還原糖、胺基

酸、亞硝西交鹽類的機率相當高，故本實驗是在探討在

還原糖，月安基酸及亞硝酸鹽類三者同時存在的情況

下，所產生的亞硝駿化格納反應、產物對於實驗動物之

癌症促進( TUlnOr promotion )作用及其對於癌症促
進作用之分子機制 O

1 



二.梅納反應產物之歷史背景

法國化學家 Louis Camille Maillard 在 1912 年
發現，當甘胺酸及葡萄糖一起加熱時，會由於甘胺酸

中的按基與葡萄糖中的按基反應而生成一種褐色物

質 (1) 0 這種反應並不需要任何酵素參與催化，

Maillard 特別將此種反應命名為梅納反應( Maillard 
reaction) 0 目前梅納反應廣泛地庭、用於食品工業上，

如焦糖製備 (2) , 巧克力製作工業 (3) , 咖啡烘給

工業 (4) , 麵包製作 (5) 及一些食品加工上，對於

食品中的色澤、香味、品質之變化十分地重要，是食

品工業最重要的反應之一 O

梅納反應之褐變過程根據 Hodge (6) 的研究可

以分為三個階段，分別是起始期，中間期及最終期，

如留一所示 O 以下將逐一的分別說明之 O

(A). 起始期

起始期的梅納反應、第一步驟會使還原糖的教基

( carbonyl group )與胺基酸的胺基進行可逆縮和反應
( condensation ) ，並很快地失去一分子的水，然後轉
變成 Schiff base 的衍生物，再經環化作用生成 N圓

substituted glycosylamino compounds 進而產生
amadori 化合物，經重組作用而生成 1-amino團卜

deoxy-2 咀ketone ，這是一種不可逆的反應(如附圖二)。

(B). 中間期

中間期的梅納反應為 amadori 化合物到

melanoidin 形成之階段，其反應包括三種不同的步
店家 : 

1.第一反應是從 amadori 化合物的始，以 L
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furfur-aldehyde 為主要的產物 O

2. 第二反應途徑是從 amadori 化合物開始，經

由不可逆之 2，3- enolization 作用，形成

aldehyde 、 fu月的、 pyrroles '及 thiophenes

等 O

3. 第二反應途徑是按基酸之 Strecker 
degradation 0 

中間期的梅納反應之最後階段會形成相當多的

雜環化合物，包括合氮雜環化合物、合硫雜環化合

物、含氧雜環化合物等不同的結構，在此階段所形成

的褐色先驅物會是梅納反應的主要褐變階段 O

(C). 最終期

最終期的梅納反應是產生褐變 melanoidin 色

素，而這種色素的生成乃是由於中間期的許多化合物

經由高度的聚合作用所形成，另外尚有 aldol

condensation '及一些異環狀含氮雜環化合物的褐變
作用 O
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三.梅納反應產物之生物效應

在許多的研究中指出在經過格納反應之後會使食

物中的必需按基商交流失，產生一些抗營養物質及生成

一些有毒的化合物，使食物的營養價值降低 (7) 0 若

長期給予老鼠食用梅納反應產物，會使老鼠發生生長

發育遲緩的現象 (8 ， 9) 0 另外在根據其他許多位學者

的研究，也已經證實了格納反應產物的確會產生一些

毒性效應 (10間 13) 0 舉一個例子來說，若將格納反應

產物之一的焦糖( caramels )以短期或是長期的方式
讓老鼠來食用，會造成老鼠的淋巴球減少

( lymphocytopenia )及淋巴球的破片增加 (14 ，1 5)0 而

梅納反應其他的產物所造成的細胞毒性會如 furfural

會造成兔子的骨髓發育不全( hypoplasia ) (16) 0 經過
高溫處理的梅納反應產物會如 creatine 或 creatinine

及甘按酸與各種糖類在 180
0

C 反應 10 到 15 分鐘

(1 7) ，或將 20 種按基酸與糖類在 100 oC 共熱，再

以 S. typhimurium strains TA98 及了AIOO 作 Ame's
試驗 (18) ，都可以發現共產物具有致突變性 O 在食品

中如咖啡中的 diacet汁 , glyoxal 牙口 methylglyoxal

(19 ,20) ，不但其產物具有致突變性，也與技臟痞有間
接的關係 O 因此，在食品加工工業中佔有相當重要地

位的格納反應，其產物在細胞毒性與動物毒性的致痞

作用上，也扮演著相當重要的角色 O
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凹，食品中的硝酸鹽( Nitrate )及亞硝酸

至最類 ( Nitrife ) 

人類癌症的發生和其每日的飲食有很重要的關

連 (21) 0 硝西交盤是一種普遍存在於蔬菜(如甘藍、高

草、波菜)中的化合物 (22) 0 當這類蔬菜類的食品上

消化道被人體所吸收後?硝酸鹽便會經白血液到達口垂

線?並在唾液腺中被還原成亞五百曲直接類 (23 ， 24) 0 這

些亞硝酸鹽類會隨即地被吞入胃中，而在像胃敢這類

強酸的情形下，這些食物中的硝絞盤及亞硝酸鹽會與

其他食物中的按基酸進行亞五百化反應

( nitrosation ) ，而產生許多的亞硝基化合物，進一步
地去達到促癌的機制 (25) 0 

另外一方面，利用硝故鹽及亞硝酸鹽來保存食品

也已經有幾十年的歷史了 (26) 0 起先是用做抑制內品

中微生物的生長，且能增加食物中鮮紅的色澤 O 到目

前為止，各種不同的亞硝竣化合物或硝酸化合物處理

在許多不同的動物體中，都已經被證實具有致突變，性

及致癌性 (27)。立在且在流行病學的調查報告中也指出

亞硝股化合物或五百酸化合物和人類的瘡症有閱

(28) 0 以亞硝酸納為例，當用亞硝商交納處理老鼠的

BABL/c3T3 細胞 72 小時後，繼續培養該細胞成為

轉形細胞，再將該轉形細胞注射於裸鼠體內會會導致

裸鼠的惡性轉移 (29) 0 而在將亞硝酸銷及

chlordiazepoxide 於政性下所形成的改合物，將之餵

食老鼠，發現會使老鼠的 DNA 受損 (30) 0 若單獨以

亞硝酸針餵食雄性 F344 老鼠 115 迫，會使其體重

下降，紅血球及血紅素減少，並有淋巴瘤(lymphoma)
產生 (31) , 這些證據顯示亞硝西交納具有慢性毒性及

致錢，注 O
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五.亞硝酸化梅納反應產物之毒性

梅納反應過程中產生了許多成份，而這些成份很

可能容易和亞硝酸鹽及硝酸鹽類起作用成亞硝酸化

反應 O 因此，在近幾年來對於由褐變產物與亞硝駿鹽

類所形成的 N-nitroso 化合物之致突變性引起了相

當大的重視，已經有實驗證明指出梅納反應產物是很

容易和亞硝酸鹽類離子作用 (32) ，利用胺基跤，還原

糖及亞硝酸鹽類共同反應之產物也證明有致突變

性，如 amadori 化合物，本身無致突變，性，但由於其

為弱險性二級胺類，且廣泛地存在各類食物中，它很

容易與亞硝酸鹽類形成 N -nitroso amadori 化合物實

而某些 mnadori 化合物如 fructose也四tryptophan 和
亞五市政鹽類反應後會形成很強的致突變物。當以純的

亞互有較化的 fructose-L-tryptophan 加入 Hela S3 的

人類細胞時 (33) ，或加入 S. typhimurium strains T A持
和 TAIOO 時，都證明其產物具有致突變性 O 另外，

由葡萄糖、乳糖、或采糖及離胺酸( lysine )共同反
應生成的梅納反應產物…2-acetylpyrrole ( AP ) (34 間

36) ，與亞硝酸鹽類一起反應時，其致突變，性已經才是
證實 (37) ，而其反應所形成的衍生物 nitro 明 pyrrole 化

合物，如 1 輛nitro-2-acetylpyrrole ( NAP )及 1 ， 3 ， 5-

trinitro-2-acetylpyrrole ( TNAP )在加入 Salmonella

TA98 和 TA100 的菌株中，也發現具有致突變性，

對於 C3H10T1/2 細胞也具有細胞毒性 (38) 0 
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六.研究目的

由於格納褐變產物極可能與亞硝酸鹽共存於我們

的日常食品中，但是對於其在加工佇存過程中，甚至

在代謝過程的交互作用，其在目前的資料仍相當的缺

乏 O 在梅納反應產物及亞五百西交納分別存在時，他們對

生物體都各自具有毒性及致突變性?而且亞硝酸鹽在

胃政或酸性的情形下更容易形成氮-亞硝酸化合物 O

由於之前在我們實驗室已經證實了亞硝酸化格納反

應產物具有很強的細胞及基因毒性 (39) ，故本研究的

目的是想了解這種具有細胞及基因毒性的化合物是

否也能應用在動物促痞作用實驗的模式上，並懇、更進

一步的了解亞硝酸化梅納反應物究竟是如何導致促

品作用的分子機制 O
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第二章

材料與方法

第一部分亞硝酸化梅納反應物 NO-NTA

一、動物來源

CD-l (ICR) strain 雌性小白鼠(約六周大)只是自臺大
醫院動物中心，使用前至少飼養於動物房一周 O 在動物

房中以 Purina Lab Chow 為飼料，蒸餾水不限制飲用，並
維持在 12 小時亮及 12 小時暗的循環中。藥物處理前至

少兩天以電動除毛刀剃除老鼠背部的毛，老鼠必須無毛

髮痕跡才可以使用 o

二、化學試劑

DL-e 4C]ornithine ( 55 mCihnlnol )購自 Amershan 公
司( U. K.)' benzo[a ]pyrene (B [a]P) , dithiothreitol 
bovine serum alblunin sodium nitrite dextrose 
tyrosine 購自 Sigma 化學公司 (St. Louis , MO歹 USA) 0 

而蛋白質濃度測定組貝lJ 購自 KENLOR 公司 D

三、亞硝酸化梅納反應物的製備

亞五百股鹽格納反應產物的製備是根據 Huang 等的

方法 (39) 0 以 sod Ìlun nitrite ' dextrose , tyrosine 在
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37 0 C 的條件下於 SSC 溶液中反應 24 小時 9 再將反應

後的溶液用二氯甲:院( Dichloromethene )萃取兩次空此

時為粗萃取液。將粗萃取液通以 silica gel column '所
純化的濾液分別用試管來收集 O 按著將收集到的濾液用

冷凍乾燥的方式乾燥 D 所得到的 sample 再以薄層色層

分析來確認其純度及收集所要的溶液 O

四、老鼠皮膚的腫瘤研究

根據兩步驟的致癌實驗方式( 2-stage oncogenic 
protocol )來證明一個化合物對動物體是否具有致突變，性
必須包含著幾種不同的實驗，包括是否會直接引起腫瘤

的生成、發炎反應、上皮增生、烏按酸脫我昌年的增加、
過氧化氫及脊髓內通氧化萬年的反應 (40) 0 按著就是根據
這些重點來做致痞性的研究 o

(一)動物分組

六用大的 CD仆雌鼠以隨機分組分成五組，每組

15 隻，每隻者15 以電動除毛刀剃去背部的毛，並在背部塗

抹藥物以觀察腫瘤的生長 D 各組給藥的情形是 Group 1 
為控制組‘只給予 200μ1 acetone Group II 貝 IJ 給予

initiator B[a]P ( 20 nmol ，溶於 200μ1 acetone ) ，每週
一次，持續閃過 Group III 別是以 20 nmol B[a]P 當

ini tiator 乎每週給予一次，持續 10 遇;此外，在給予 B[a]P

後一適?則問始給予 10μmol NO-NTA (溶於 200μ

1 acetone ) ，每迫 2 次，持續 20 週 Group IV 也是以

20 nmol B[a]P 當 initiator 每遇給予一次?持績 lω O 

i 遮，只走在給予 B[拉a]P 後一週後只貝則IJ 問始給予 5叩Oμmo叫

NO 
遇 Group V 處王理史方法如 Group IV '只是 NO-NTA 的

濃度提高為 250μmol 0 (實驗流程如 Figure 3 ) 

(二)測量方法

本實驗參照 Huang 等 (41 )的方法來測量，每隔兩

通觀察一次老鼠皮/實上腫瘤生長的情形，以量尺在固定

9 



面積內(面積計算公式 :A=π/6 X Dl X D2 )章取直徑大
於 11um 的腫瘤才可列入計算並紀錄下來，共紀錄 21

週，結采以 Tumors / mouse 及 percentage / míce with 
tumors 來表示 O

五、老鼠耳朵水腫測試

老鼠耳朵水腫的發炎作用以 NO

耳朵水腫之實驗方法來測知 O

(一)動物分組

同樣以 CD-l female mice 隨機分為 10 組， Group 
I 為控制組，只給予 20μ1 acetone Group II 給予

20nmol 的 B(a)P Group III 至 VI 則是分別給予 0.2 、

1. 0 、 5.0 及 25.0 μmol NO-NT A Group VII 至 X 則
是給予 20nmol 的 B(a)P 及四種不同濃度的 NO

NTA 0 

(二)測試方法

本實驗參照 Huang 等(42) 的方法作修定後來作

測試 9 在 CD仆雌鼠的右耳以藥物塗抹，塗抹完畢 5 小

時後，將老鼠斷頸犧牲，按著將右耳藥物處理部份以打

;同機打出直徑約 6mm 的切割部份，將此切割部份拿來

稱堂、平均，結果以 Mean + SE 來表示，加藥後增加
的重量則可反應發炎的程度 O

六、以 NO-NTA 處理之老鼠皮層的形態改變測

試

(一)動物分組

CD-l 品系小白鼠以隨機方式分為四組，每組 6

隻，在老鼠背上剃毛，兩天之後雪給予藥物處理，各組

給藥情形是 Group 1 為控制組，只給予 200μi

acetone Group II 給予 200μ1 , 10μmol NO-NTA 
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Group III 給予 200μ1，歹 50μmol NO-NT A Group IV 
貝則IJ 處理 200μ 1 ，歹 250 μ mo叫1 NO.蝸剎.

(二)測試方法

本實驗參照 Huang 等(42)的方法來偵測，將藥物塗

抹於老鼠皮膚，一天兩次?連續四天，在最後一次給藥

後 18 小時，將老鼠斷頸犧牲，取下約 2cm X 2cm 的

背部皮膚 9 立即浸泡於 10% neutral buffered formalin 中

固定，然後作 H&E stain 及 immunohistochemistry stain 0 

日&E stain 與 immuno stain 的方式分述如下:

A. H&E stain 
1.說蠟後，以紫蘇木( Hematoxylin )溶液染 2-15 分

錢。(時間可長可短，視紫蘇木溶液之不同而其)

2 以水浸洗 O

3. 以 0.5% 鹽故溶液行分辨染色色度?約 1-5 秒。

4 浸入氛水(水 1000 lnl 中滴入氛水 2 滴)至組織

呈現藍色，約須數秒 O

5 於流水中清洗，至少須 15 分鐘 D

6 染以 0.5% 伊紅 Y 溶液?數秒至 2 分鐘 O

7 依次通過的%' 90% , 95 0/0 酒精 O

8. 移入 100% 酒精，二甲笨-100% (1 :1)' 二甲萃 m
本餾油 (4:1)' 二中萃的，二甲萃 (II)各半分鐘 O

9. 以二甲求使之透明 o

10 封萃 D

B. Immunohistochemistry stain : 
1.將包埋在蠟中的組織切片置入已預熱至 56 oc 
的烘箱中脫蠟 D

2. 將已加熱的切片依照順序移至純的二甲萃，絕對

酒精， 95% 酒精中各五分鐘 O

3. 將切片以二次水沖洗十分鐘 D

4. 將切片移至 Tris buffer ( O. 05M , pH 7.8; N aCl 
0.15M 再加入 1 ml Triton X-1 00 /1 OOOml )中五
分鐘 D

5. 將 ci tri te buffer 以微波爐加熱至沸騰 D
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6. 將已脫蠟完全的切片移至煮沸中的 citrite

buffer ，再繼續加熱五分鐘 o

7 待攻片自動降溫至室溫 D

8 將攻片取出後以二次水沖洗 D

9 用 Tris buffer 沖洗五分鐘 G

10 用 3% 的 H202 沖洗五至十分鐘 D

1 1 將攻片取出後以二次水沖洗 O

12 用 Tris buffer 沖洗五分鐘 D

13. 在玻片上加入第一次抗體反應 20 至 40 分鐘 O

14 將攻片取出後以二次水沖洗 D

的用 Tris buffer 沖洗五分鐘 D

16 在玻片上加入第二次抗體反應 30 分鐘 O

17 將玻片取出後以二次水沖洗 O

18 用 Tris buffer 沖洗五分鐘 D

19. 在攻片上加入 Biotin ligand 反應 30 分鐘 O
20 將玻片取出後以二次水沖洗 C

2 1.用 Tris buffer 沖洗五分鐘 D

22 加入 DAB 呈色劑在室混下反應五分鐘 D

23 以二次水清洗五分鐘 O

24. 加入 Heluatoxylin 以染背景，但染色的時間不能

超過一分鐘 o

25. 以二次水清洗五分鐘 D

26 將已染色的攻片置於 95% 的酒精 O

27. 將攻片置於絕對酒精鐘五分鐘以脫水 G

28 將玻片滴上 xylene 0 

29. 用封片膠來封片 D

本實驗的結果表示方法共分 4 部份，發炎細胞

( leukocyte )浸潤( infiltration )的情形乃是藉著與溶
劑控制組( acetone control )比較上皮中草核發炎細胞
( mononuc1ear inflammation cells) áb diffuse infi1tration ' 
結采以輕微( slight, + )、中度( moderate , ++ )及重度
( severe，十++ )來表示;細胞闊的水腫( intercellular 
edelua, JRp 上皮細胞肉體液的堆積)則以存在或不存在

來計數;細胞層數則是每一片切片中隨機選取 5 處來計
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算並平均;非角質細胞層厚度則是利用類似前述方法來

計算，結果以 Mean 土 SE 來表示 D 本實驗使用顯微鏡

放大的倍(物鏡×目鏡)來觀察 D

七、 烏按自交脫殼梅活性測試( ornithine 

decarboxylase , ODC ) 

ODC 乃是皮膚癌早期的一種指標，若 ODC 的濃度
升高，則暗示著可能引起皮膚癌 D 其測定的原理為:

ornithine decarboxylase 
14C-ornithine 

(ODC) 
• decarboxyl + 14 C0 2 

ornithine 

至於測定的方法則是參考以往文獻(42-44)修定而

成，其實驗步驟為:

(一)動物分組

CD-l 品系小白鼠被隨機分成 9 組，每組 6 隻，
剃玲背部的毛之後再將藥物塗抹於背部，至於各組的處

理貝IJ 為. Group 1 '不給予任何的處理，是為正常控制
組 Group 日，只給予 200μi 溶劑( acetone )當作溶
劑控制組 Group III 只給予 20 nmol B(a)P Group IV 
至 VI 則分別給予 10.0 、 5叩o.οO 及 250.0 μmol 的

NO 
劑量的 NO.闖閉.NTA 0 

(二) ODC 活性測試實驗步驟

1.藥物處理老鼠皮膚 5 小時後，將老鼠斷頸犧

牲，取背部皮膚，直徑約 0.5 公分 O

2. 皮層以 58
0

C 水浴 30 秒，然後快速置於冰上，

刮取上皮 (epidermis) 0 

3 將上皮置才，于 potassium phosphate buffer ( 50mM, 
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pH7.7 , 1ml，內含有 21nM Dithiothreitol 及

0.1 mM EDT A ) 0 

4 以 polytron tissuizer 在冰上打 30 秒，使上皮在

buffer 中均質化 o

5 以 1 1 歹 000 X g ，在 4 vc 下離心 30 分鐘 D

6 耳叉上清液分成四等份，每等份 50μ1 直於

eppendroff 中，一等份作 protein assay ，三等份
作 ODC activity assay ，存於 -20 oC , overnight 

7 每一試管內放 0.1μCi L-e4C-l ]ornithine 及
DL目ornithine ，使總體積為 0.2 ml ' ornithine 濃
度為 0.25 mM ，而後立刻密封試管口(以上步
驟均於冰上操作，試管裝置請看 Figure 6 ) 

8 於 37
0

C 水浴恆溫槽中進行酵素反應，時間為 1

小時，然後周內裝 0.5ml 2M Citric acid 的注射
針筒打人反應液中以中止反應多以內裝 0.2 ml 
sodium hydroxide 的小杯子吸收釋出之 CO2 0 

9. 30 分鐘後，打開反應試管，取出裝 sodium

hydroxide 的小杯子?整個放入輻射計數小瓶

( counting vial )中，加 4ml 液體閃爍液，以

閃爍計數儀計數輻射量( dpm) 。

10. 計數出之 dpm 轉換成 14 C02 的英耳數，測出之
ODC 以 nlnol 14C02 evolved/h/mg protein 表示 O

1 1.蛋白質濃度測定使用 KENLOR 公司的

Coomassive Blue protein reagent 來測定 O

八、老鼠上皮中過氧化氫( hydrogen peroxide , 
日202) 的測定

為了利用 zn VlVO 的系統得知 NO-NTA 處理於老

鼠皮膚時，上皮中之巨202 量的變化，我們修飾了 Pick

及 Keisari 的測試方法 (45-46) 並使用之 D

(一)動物分組

CD仆品系小白鼠依隨機分為 9 怨，將其背部的毛

1是



剃除後以藥物處理?處理情形為 Group 1 '不給予任
何處理 Group II ，只給予溶劑( 200μ1 acetone )當
作控制組 Group III ，在老鼠背部塗抹 20 nmol 的

B(a)P Group IV 至 VI 則是給予 10 、 50 、 250μ

mol 的 NO-NTA , Group VII 至 IXm仗，處理 50μ

mol 的 NO-NTA Group VII 至 IX 則在老鼠背部塗

抹 B(a)P 及三種不同劑量的 NO-NTA 0 

(二) H202 的測試
老鼠皮膚塗抹藥物 20 小時後，再重覆一次藥物的

給予 o 1 小時後，將老鼠斷頸犧牲，以打軟木塞的打洞

機打出約直徑 2cm 的皮膚，刮耳叉上皮(方法同 ODC

activity assay )並用剪刀剪碎置於 4ml 的 buffer ( 10 
mM 的 sodium azide ' i容才令 50 mM 的 KH2P0 4 中 ) 

內，用 polytron homogenizer 均質化 3 次 10 秒，再以

10 歹 000 rpln 離心 20 min ，之後的上清液用兩層紗布過
濾後，取澄清的液體 0.5 ml '每 ml 加入 0.5 ml 的

PR/horseradish peroxidase (HRPO)( 25μg PRhnl and 50 
μg HRPO/ml ) ，靜置 10 分鐘後加入 lN NaOH 10 μ! 
調整 pH 值為 12.5 以終止反應 9 挨著在 610 nm 的吸

收峰時沒IJ 吸光 o

(三)日202 標準曲線的測定

自己製 phenol red solution (PRS) , soluiton 中含有

1401nM 的 NaCl ' 10 mM potassium phosphate buffer ' 
pH 7.0 , 5.5 lnM dextrose ，在使用時再加入 0.07 mM 
( 0.025 g/l )的 phenol red 及 8.5 U/ml ( 50μg/ml) 的

HRPO ，使全部的量為 990μ1 '按著再加入 10μi 的

日202 '使 H20 2 的最終濃度為 0.1 、1. 0 、 2.0 、 5.0 、

10.0 、 20.0 、 30.0 、 40.0 、 50.0 、 100.0 μM' 置於

室溫下 5 分鐘後，加入 10μ! 的 lN NaOH 調整 pH

值為 12.5 以終止反應，按著在 610 nm 的吸收峰時測
吸光 O
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九、老鼠皮膚中脊髓過氧化昌年( myeloperoxidase , 
MPO)的測試

(一)動物分組

同前述之日202 測試之動物分組 O

(二) MPO 的測試

當細胞內有大量的 H202 時 ， MPO 的量會增加

(47) ，其應用原理為:

孔1PO

cr 十日202 • OCL- + I-hO 

本實驗乃是參考以往文獻(48)修改而成，其實驗方

法如下:

老鼠皮膚塗抹藥物 20 小時後，再重覆一次藥物的

給予， 1 小時後，將老鼠斷頸犧牲，以打軟木塞的打洞

機打出約直徑 2ClTI 的皮層，並用剪刀剪碎置於 4ml 的

buffer ( 0.5 0/0 hexadecyltrimethyl ammoníum )內，用
polytron homogenízer 在 4 oc 均質化 3 次 10 秒，再
以 10 ， 000 rpm 離心 20 min ，之後的上清液用兩層紗布
過濾後，將濾液置於冰上 D 取 25mM 的 4巾mlno

antipyrine-2 0;ó phenol solution 1.3 ml 及 1.7mM H 2 0 2 

1. 51TIl ~.昆勻平衡約 3-4 分鐘，在建立了這個基礎速率之
後，取澄清的液體 0.2 ml '加入前述的混合液中迅速混

勻，按著在 510nlTI 波長的吸收峰測吸光並紀錄 4 分
鐘 o MPO 的活性由所紀錄的曲線之直線部份計算得

來?結果以 units/cm 2 area of lTIOUSe skin 來表示 D 一個
unit 的 MPO 表示在衍。C 時，每分鐘水解 1μmol

日202 的能力 D
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第二部分亞硝酸化格納反應物( NO

HNTA) 

一、動物來源

CD-1 (ICR) strain 雌性小白鼠(約六周大)購自臺大
醫院動物中心，使用前至少飼養於動物房一周 O 在動物

房中以 Purina Lab Chow 為飼料，蒸餾水不限制飲用，並
維持在 12 小時亮及 12 小時暗的循環中 D 藥物處理前至

少兩天以電動除毛刀剃徐老鼠背部的毛，老鼠，公須無毛

髮痕跡才可以使用 O

二、化學試劑

DL祖 e 4 C]ornithine ( 55 mC i/mmol )購自 Amershan 公
司( U.K.) , benzo[a]pyrene (B[a]P)' dithiothreitol , 
bovine serum albumin sodium nitrite , dextrose 
tyrosine 購自 Sigma 化學公司 (St. Louis , MO歹 USA) 0 

而蛋白質濃度測定組則購自 KENLOR 公司 O

三、亞硝酸化梅納反應物 NO-I-INTA 的製備

亞硝酸鹽格納反應產物的製備是根據 Huang 等的

方法 (39) 0 以 sodium nitrite 4.8g , dextrose 90g , 
tyrosine 19.12g 在 100 0 C 的條件下於 SSC 溶液中反應
2 小時 O 將反應過後的溶液放入冰箱中急速冷卻以終止

其反應 O 再將終止反應後的溶液周二氯甲:院 500ml

( DichlorOlnethene )萃取兩次，此時為粒萃取液 D 將粗

萃取液以冷凍乾燥的方式加以濃縮後通以 silica gel 
column '所純化的濾液分別用試管來收集 O 挨著將收集
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到的波、液用冷凍乾燥的方式乾燥 D 所得到的 s aInple 再

用薄層色層分析( TLC )以正已成:冰醋酸:乙呂立乙酪
( 40 5 20 , v/v )為反問液將其分離 o 經 TLC 分離
後用試管收集第 8 個 band 的溶液 D 乾燥後的 sample 再

以 NMR 、 Mass spectrum 及 IR 做結構上的鑑定 D

四、老鼠皮膚的腫瘤研究

根據兩步驟的致癌實驗方式( 2-stage oncogenic 
protocol )來證明一個化合物對動物體是否具有致突變，性
必須包含著幾種不同的實驗，包括是否會直接引起腫瘤

的生成、發炎反應、上皮增生、烏按酸脫殺晦的增加、
過氧化氫及脊髓內通氧化通每的反應(40) 。按著就是根據
這些重點來做致癌性的研究 O

(一)動物分組

六月大的 CD-l 雌鼠以!這機分組分成五組，每組
的隻，每隻都以電動除毛刀剃去背部的毛，並在背部塗

抹藥物以觀察腫瘤的生長 O 各組給藥的情形是 Group 1 
為控制組，只給予 200μ1 acetone Group II 則給予

initiator B[aJP ( 20 nmol , i容於 200μ1 acetone ) ，每過
一次，持續 10 遇 Group III 則是以 20 nn101 B[aJP 當

initiator' 每週給予一次，持續 10 週;此外，在給予 B[ë.JP

後一述，則開始給予 10μlnol NO-HNTA (溶於 200μ

1 acetone ) ，每過 2 次，持續 20 遇 Group IV 也是以

20 nmol B[aJP 當 initiator 每週給予一次，持續 10

迫，只是在給予 B[a]P 後一週後別開始給予 50μmol

NO-HNTA (溶於 200μ1 acetone )，每週 2 次，持續 20

週 Group V 處理方法如 Group IV '只是 NO-HNTA

的濃度提高為 250μmol 0 (實驗流程如 Figure 1 ) 

(二)測量方法

本實驗參照 Huang 等 (41 )的方法來測量，每隔兩

述觀察一次老鼠皮膚上腫瘤生長的情形，以量尺在回定

面積內(面積計算公式 :A=π/6 X D1 X D2 )章取直徑大
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於 1mm 的腫瘤才可列入計算並紀錄下來，共紀錄 21

週，結果以 Tumors / mouse 及 percentage / mice with 
tumors 來表示 D

五、老鼠耳朵水腫測試

老鼠耳朵水膛的發炎作用以 NO-HNTA 引起的老

鼠耳朵水腫之實驗方法來測知 D

(一)動物分組

同樣以 CD-1 felnale lnice 隨機分為 5 紹， Group 1 
為正常控制組( normal control ) ，不給予任何的處理;
Group II 只給予 200μi 的 acetone 作為溶液控制組

( solvent control ); Group III 至 V 則是分別給予1.0 、

5.0 及 25.0μmol NO-HNTA (溶於 200μi 的

acetone ) 0 

(二)測試方法

本實驗參照 Huang 等(42) 的方法作修定後來作

測試，在 CD-1 雌鼠的右耳以藥物塗抹，塗抹完畢 5 小

時後，將老鼠斷頸犧牲，按著將右耳藥物處理部份以打

洞機打出直徑約 6mm 的切割部份?將此切割部份拿來

稱金、平均，結果以 Mean 土 SE 來表示，加藥後增加
的重量則可反應發炎的程度 O

六、以 NO個HNTA 處理之老鼠皮膚的形態改變

測試

(一)動物分組

CD仆品系小白鼠以隨機方式分為四組，每組 6

隻雪在老鼠背上剃毛，兩天之後，給予藥物處理，各組

給藥情形是 Group 1 為控制紹，只給予 200μi

acetone Group II 給予 200μ1 , 10μmol NO用

HNTA; Group III 給予 200μ1 ， 50μmol NO且HNTA
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Group IV 只IJ 處理 200μ1 ， 250μmol NO-HNT A 0 

(二)測試方法

1 本實驗參照日uang 等(42)的方法來偵測，將藥物

塗抹於老鼠皮膚，一天兩次，連續四天，在最後

一次給藥後 18 小時，將老鼠斷頸犧牲，取下約

2cm X 2cm 的背部皮膚 9 立即浸泡於 10%

neutral buffered formalin 中固定，然後作 H&E

stain 及 immunohistochemistry stain (日&E 及

imlTIUnohistochemistry stain 的作法請參閱第一部
分) 0 

本實驗的結果表示方法共分 4 部份?發炎細胞

( leukocyte )浸潤( infil tration )的情形乃是站著與溶

劑控制組( acetone control )比較上皮中草核發炎細胞

( mononuclear inflammation cells) 的 diffuse infiltration ' 

結果以輕微( slight , + )、中度( lTIoderate , ++ )及重度
( severe , +++ )來表示;細胞闊的水腫( intercellular 
edema歹即上皮細胞問體液的堆積)則以存在或不存在

來計數;細胞層數則是每一片切片中隨機選取 5 處來計

算並平均;非角質細胞層厚度則是利用類似前述方法來

計算，結采以 Mean 土 SE 來表示 D 本實驗使用顯微鏡

放大的倍(物鏡×目鏡)來觀察 D

七、烏胺股脫掩蓋年活性測試( ornithine 
decarboxylase , ODC ) 

ODC 乃是皮膚癌早期的一種指標，若 ODC 的濃度

升高，其IJ 暗示著可能引起皮膚癌 O 其測定的原理為:

ornithine decarboxylase 

14C-orni thine 

(ODC) 
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至於測定的方法則是參考以往文獻(42-44)修定而

成，其實驗步驟為:

(一)動物分組

CD-1 品系小白鼠放隨機分成 5 組，每組 6 隻 F

剃除背部的毛之後再將藥物塗抹於背部，至於各組的處

理則為 Group 1 ，不給予任何的處理，是為正常控制
組 Group 立，只給予 200μl 溶劑( acetone )當作溶
劑控制組 Group III 至 V 則分別給予 10.0 、 50.0 及

250.0 μlTIol 的 NO-HNTA (溶於 200μl 的 acetone

中) 0 

(二) ODC 活性測試實驗步驟
ODC 活性測試實驗步驟請參的第一部分 D

八、老鼠上皮中過氧化氫( hydrogen peroxide , 
日202) 的測定

為了利用 ln VIVO 的系統得知 NO-HNTA 處理於老

鼠皮膚時，上皮中之日202 葷的變化，我們修飾了 Pick

及 Keisari 的測試方法 (45-46) 並使用之 D

(一)動物分組

CD.岫 l 品系小白鼠依隨機分為 5 組?將其背部的毛

剃除後以藥物處理，處理情形為 Group 1 '不給予任
何處理 Group II ，只給予溶劑( 200μ1 acetone )當
作控制組 Group III 至 V 別是給予 10 、 50 、 250μ

mol 的 NO-HNTA (溶才于 200 μ1 acetone 中 ) 0 

(二) H202 的測首先

(三 ) H202 標立學曲線的測定
至於 H202 的測試與日202 標準曲線的測定請自行
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參閱第一部分 D

九、老鼠皮膚中脊髓過氧化昌年( myeloperoxidase, 
MPO)的測試

(一)動物分組

同前述之見。2 測試之動物分組。

(二) MPO 的測試

MPO 的測試原理與方法請參的第一部分 O
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第三章

第一部分亞硝酸化梅納反應物 NO岫NTA

結果

一、 NO

以 O. 2μmol 的 NO

日時守後耳取又下直徑約 61nm 的耳朵稱重後發現每一片耳朵的

平均的增加重量約1.54 士 0.1閃8 mg' 而在以1.οO 、 5.0 及

2討5.0μmol 的 NO昀NTA 處理的組 z別IJ 則發琨耳朵的平均

重量分 z昂別IJ 為1. 8衍7 、 2.14 及 2.87 mg 在另一方面以

B(a)P 及四稜不同的 NO-NTA 反應則分別會使老鼠耳

朵的重量增加 2.05 、 2.27 、 2.76 及 3.12 mg 會這結果

顯示了 NO咱NTA 的確會引起老鼠皮/穹的發炎反應?且

證實了 NO-NTA 可能是一種癌症的促進劑( tUlnor 

promoter ) ( Table 1 )。

二、 NO岫NTA 引起的 hyperplasia 之促進作用

我們用 NO-NTA 引起皮層的形態改變，另外並用

NO-NTA 濃度的不同來作觀察 O 結果以上皮細胞層數、

上皮層厚度、上皮發炎細胞(白血球)的滲出及細胞闊

的水腫等四部份來表示 O 在上皮細胞層數方面，無

NO-NTA 者只有 1-2 層，塗 NO-NTA 10 μmol 的組 ~IJ

約增為 2-3 層，而在 NO小~TA 濃度為 50 及 250μ

mol 的組 ~IJ 則分別使細胞層數增加為 3-4 及 4-6 層;
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在上皮之厚度方面，塗抹了 10μlll01 NO-NTA 後比不

處理 NO-NTA 者增厚為約 1.2 nm '當處理了不同濃度
的 NO間NTA 之後，這種增厚有明顯增加的現象;在發

炎細胞的滲出方面，加了 NO小口A 10μmol 的組別會

有些微的增加，中劑量及高劑量的組)J1J 中，則會使皮膚

中發炎細胞的滲出更為明顯;至於在細胞闊的水腫情

形，結果與發炎細胞滲出的情形雷同會濃度較高的

NOωNTA 具有較強的水腫現象 o (Figure 5-8 及 Table

2 ) 

三、 NO

;活舌性的 f促足進作用

以 10μmol 的 NO-NTA 處理在老鼠皮膚上 5

小時後取下皮/苦頭IJ 烏胺酸脫殼梅活性為每小時每毫克

蛋白質 377.29 + 20.15 pmol CO2 ，處理 50μmol 及 250

μmol 的 NO-NTA 之組)JIJ 則分別增加為 408.67 及

44 1. 50 '而以 B(a)P 及三種不同濃度的 NO-NTA 處理

的組別則分別使 ODC 的活性增加為 419.04 、 476.08 、

549.97 pmol CO 2 ( Table 3 ) 0 . 

四、 NO-NTA 引致過氧化氣( hydrogen 
peroxide, H20 2 )產生時的促進作用

在間隔 20 小時的時間中，在老鼠皮膚上前後給予

2 次 10 μmol 的 NO-NTA ，以誘使日202 的產生，
結果發現在每平方公分皮膚中產生 19.73 土 5.19 nmol 
的 H202 '是未給予 NO-NTA 者的 2.1 倍 D 當我們以 50

μmol 及 250μmol 的 NO-NTA 處理在老鼠皮膚

上，在給予後發現 H20 2 的產量各被增加為 23.19 及

28.87 nmollcm 2 ，而在給予 B(a)P 及不同濃度的 NO
NTA 則使 H202 的表現量變為 25.96 、 34.34 及 40.61

nmollcm2 
0 (Table 4) 
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五、 NO闢NTA 引起 MPO 的產生之促進作用

如同第五項結采所述亨在悶隔 2必O 小日時幸中?前後給

予 2 次 l ωO μ mo叫i 的 NO間NTA 雪 以偵 j淚淤測貝P則JJ MPO 產生的
情形，結采發琉每平方公分皮/虜育中產生 5幻7.19 土 l口2.8紗9 

unìts '是未給予 NO咀NTA 組污別IJ 的 28.2 倍雪在以 50 及

250μmo叫i 的 NO

的童各被增力加口為 106.3幻7 及 166.48 ;在有給予 B(伊a)汐P 及

NO耐NTA 的組 z別IJ 貝IJ 分別成為 133.06 、 210.50 及 373.09

units 0 (Table 5) 
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第二部分亞硝故化梅納反應物 NO丑NTA

結果

一、 NO-HNTA 引致之癌促進作用的效果

小白鼠每次塗抹癌起始劑( 20 nmol B[a]P/200μ1 ) 
及癌促進劑( 10 μmol NO-HNTA/200μ1) ，如此以
B[a]P 連續處理 10 遇，每過一次 NO-HNTA 連續處

理 20 述，每週二次。結果發現發生的腫瘤數平均每隻

老鼠為 3.1 個;而在以 NO-HNTA 濃度為 50 及 250

μmol 時步其腫瘤的數目有隨著 NO-HNTA 濃度的濃度

的增方口而有上升的趨勢(平均為 4.3 及 5.7 個) (如

Figure. 9 , 10 )。而另一方面，小白鼠體重增加的速率有
隨著 NO-打NTA 濃度的增加而有下降的現象(如

Figure. 11 ) 0 在本實驗中，僅給予 B[a]P 者並未發現有

產生腫瘤 D

一、 NO團HNTA 引起之老鼠耳朵水膛的促進作

用

以1. 0 μmol 的 NO-HNTA 塗抹於老鼠右耳 5

小時後取下直徑約 6mm 的耳朵稱重後發現每一片耳朵

的平均的增加重量約 0.62 士 0.38 mg ，而在以 5.0 及

25.0 μmol 的 NO-HNTA 處理的組別則發現耳朵的平

均重量分別為 0.97 及 0.99 mg 這結果顯示了 NO

HNTA 的確會引起老鼠皮膚的發炎反應 O 並證實了

NO-HNTA 可能是經由刺激老鼠的發炎反應而引起皮庸

的腫瘤( Table 6 ) 0 
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三、 NO-HNTA 引起的 hyperplasia 之促進作

用

我們用 NO-HNTA 引起皮膚的形態改變，另外並用

NO位NTA 濃度的不再來作觀察。結果以上皮細胞層

數、上皮層厚度、上皮發炎細胞(白血球)的滲出及細

胞間的水腫等四部份來表示 D 在上皮細胞層數方面，無

NO-HNTA 者只有 1-2 層，塗 NO-HNTA 10 μmol 的

組 41J 約增為 2-4 層，而在 NO且HNTA 濃度為 50 及
250μmol 的組 41J 則分別使細胞層數增加為 3δ 及 4-

7 層;在上皮之厚度方面，塗抹了 10μmolNO白HNTA

後上皮增厚為 1 月 nm 當處理了不同濃度的 NO

HNTA 之後，這種增 1享有明顯增加的見象;在發炎細胞

的滲出方面，加了 NO-HNTA 10μmol 的組 41J 會有些

微的增加，中劑量及高劑量的組 41J 中，則會使皮膚中發

炎細胞的滲出更為明顯;至於在細胞闊的水腫情形，結

果與發炎細胞滲出的情形雷同，濃度較高的 NO目HNTA

具有較強的水授現象( Figure. 12-的及 Table 7 ) 

四、 NO-HNTA 引起的老鼠上皮的烏胺酸脫是

重年活性的促進作用

以 10μmol 的 NO咀HNTA 處理在老鼠皮膚上，

5 小時後取下皮膚測烏按酸脫我聽活性為每小時每毫

克蛋白質 589.81 + 99.93 pmol CO2 '處理 50μmol 及

250μmol 的 NO-HNTA 之組，~Ij 則分別增加為 1218.48

及 1843.27 pmol CO2 ( Table 8 ) 0 

五、 NO-HNTA 引致通氧化氫( hydrogen 
peroxide璽 H202 ) 產生時的促進作用

在間隔 20 小時的時向中，在老鼠皮層上前後給予
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2 次 10 μmol 的 NO-HNTA 亨以誘使 H202 的產生，
結果發現在每平方公分皮膚中產生 16.40 nmol 的

H20 2 0 當我們以 50μmol 及 250μmol 的 NO

HNTA 處理在老鼠皮膚上，在給予後發現 H202 的產量
各被增加為 23.19 及 38.89 nmo l/cm2 呈現出一種
dose-dependent 的關于系 o (Table 9) 

六、 NO-HNTA 引起 MPO 的產生之促進作用

如同第五項結果所述，在間隔 20 小時中，前後給

予 2 次 10 μmol 的 NO-HNTA '以偵測 MPO 產生

的情形，結果發況每平方公分皮膚中產生 49.63 units ' 
是未給予 NO-HNTA 組別的 22.91 倍，在以 50 及

250μmol 的 NO咀HNTA 處理後的組，3IJ 中則發現 MPO

的量各被增加為 13 1. 34 及 210.78 un泣，也呈洗出一種

dose-dependent 的關係 o (Table 10) 
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第四章

討論

在老鼠皮膚上給予 B[a]P 當為起始劑及 TPA 當

癌促進劑是一種經常被使用的動物模型，它最初被用來

研究一些物質的致為作用，諸如與環境相闋的致癌物如

多環芳香掩或其他致癌物等 9 近來則被廣泛用來當成研

究抗癌藥物的動物模型 O 在這模型中常被用來當作癌促

進劑的是 phorbol ester 之類的藥物如 TPA 、 PMA 等

(49) ，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、增生、增加嗜中，性白血球滲出的量 (50) 、增

加 ODC 活性以及 H202 和 MPO 活性的增加 (51) ，而

上述所有的組織生化的變化皆有可能是癌促進作用的指

標 O 基於上述各項敘述'我們手示利lJ J用耳這伯實驗模式來探討

NO-斗N吋TA 及 NO 副.岫幽丑

本實驗結果顯示 NO-HNTA 及 NO-NTA 都可以促

進由 B[a]P 引起的 CD-1 felnale míce 的皮膚癌 D 另夕外「亨

對 NO 圖輛丑.

應、 ODC 活性及過氧化氫和 MPO 的產生皆有增力加口的

現象亨戶所牙以本實驗的這些結采顯示著 NO.罔-HNTA 及

NO呵NTA 在 CD-仆.1 f，臼ema叫le lni叩ce 的皮/膺育痕中的確走扮;演寅著

f促足悉的角色口
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許多研究指出在老鼠皮膚上給予 TPA 會快速的引

起發炎細胞 (inflammatory cell) 如嗜中，性白血球

(neutrophils)及巨噬性白血球 (macrophages) 等的大量堆

積 (52) ，並且會增加活性氧 (active oxygen species) 的釋出

(53) ，本實驗的結果也符合這些研究的發現 D 而且 NO

HNTA 及 NO-NTA 在這些結果中也被發現明顯的會增

加這種發炎細胞正在積及活性氧釋出的情形 D 在稍早的一

些研究中指出活性氧及自由基 (free radicals)在癌促進

作用階段扮演著極重要的角色 (Figure 12)(54) ，一些會

產生自由基的化合物在老鼠皮層上也具有癌促進作用

(55) ，並且有人發現以 TPA處理於老鼠皮膚上會刺激

arachidonic acid (56)的代謝及釋出且增加活性氧的形成

(53 ,54) ，根據 Reiners 等 (57)的研究指出當在老鼠皮膚

上以 TPA處理峙，會使 xanthine dehydrogenase 被引出

且急速水解並生成xanthine oxidase '這會產生 O2 - 及

民O2 '在這內時， TPA 抑制了抗氧化酵素 SOD

( superoxide dismutase )及 catalase 的活性 (58 ， 59) ，這樣

會促使上皮細胞遭受更大的 oxidative stres s 0 而 ROS

( reactive oxygen species )的形成會被 arachidonic acid 

的抑制劑像 lipoxygenase 所降低，所以當 arachidonic

acid 的代謝被刺激增加時會增加過氧化物的受並使氧

化物增加 O

許多可以促進由 B(a)P 引起的癌促進作用之悉症

促進劑如 TPA 都是先藉由活化蛋白諾夫酵素 C ( protein 

kinase C )促使蛋白接上磷酸，再進一步藉由活化一些

原致為基因( protooncogene )如 c-J凹 c-fos 及 c

myc 來達到其促癌之機制 o 所以本實驗也從這一方面來

探討 NO-NTA 及 NO-HNTA 在促癌機轉方面的研究 D
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第五章

緒論

在皮膚接收到一些致痞物的刺激後會導致白血球的

浸潤 O 而白血球在慢性發炎的部位產生會產生過量的

日202 、 O 2 -一及其他自由基，而這些活性氧系會導致細

胞或組織劇烈的傷害 D 組織傷害會將金屬離子自其在細

胞中的儲存位置釋出乎而導致.OH 的產生 D 當過量形成

。2.一時，細胞內的遺傳物質如 DNA 使會受到傷害甚至斷

裂 D

當氧化平衡傾向氧化狀態的一邊時，封刺激細胞分

裂是一個有效的指標 (60) 0 因此喪失了良好的氧化平衡

可能導致細胞轉化為不可控制的改製，甚至是癌症的形

成 (61) ，以下就對活性氧與自由基之致瘋作用作簡單介
紹:

(1 ).所生成的物質，如 H202 '屬於腫瘤促進劑中的
一稜 D

(2). 傷害生物體中的大分子 (62) 0 

(3 )促使癌細胞轉移 (6月 D

(4 ).經活化蛋白質基酵素( protein kinase ) 
(5) 活化與生長及分化相關的基因 D

(6). 影響細胞內及細胞間的交流作用 o

(7). 誘導致癌基因之活化和抑癌基因之不活化 o

Protein kinase C (PKC) 是 1977 年首先由日本學

者 Nishizuka 等人，從牛的小腦所發現異於 protein kinase 
A 的 protein kinase (64)，比後即受到廣泛地重視與研究，
因而得知 PKC 是一種鈣和磷脂依賴的蛋白激酵素

(65) ，是由肌醇磷脂( inositol phospholipid )所分解而
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來;在穿透細胞膜的訊息傳遞系統上扮演一個相當重要

的角色 (66 ， 67) ，此酵素的活化需要細胞膜的磷脂和

Diacylglycerol ( DAG ) (68 ， 69)' 當細胞受到外界刺激
時，外來物與膜上相關接受器作用後 9 經由受體的活化

可進而活化 phospholipase C (PLC) ，可將細胞膜上的
肌醇磷脂( inositol phospholipid )分解，產生第二訊息

傳遞物( second messengers) diacylglycerol (DAG) 
和 inositol triphosphates (IP 3 ) DAG 是一種與細胞內
傳遞訊息有闋的物質 (70) ，因此當時認為 PKC 可能與細

胞內傳遞訊息( signal transduction )的作用有闕，此論
點經由發現血小板所釋放的 serotonin 可被 PKC 增強而

得到證實 (71); IP 3 溶解於細胞質促使儲存的鈣離子釋
放而增加細胞中的鈣離子濃度，親脂性的 DAG 則留在膜

上亨在此時細胞質內的 protein kinase C 會移動到細胞膜
上與 DAG 、鈣、磷脂質形成複合體 (66歹的， 72) ，當 PKC

轉位到膜上時會造成細胞內特殊蛋白質，例如 p80/87

kDa 、 68 kDa 或 Marcks 蛋白等的磷酸化而引起訊息傳

遞 (73) 0 

而當 PKC 引發了與細月胞包問始進入分裂週期有客容、切

關係的原致痞基因 ( p昕ro叫to.阻{一吋-句一-司一-崢

的表 2況見，戶所牙產生的 Jun 一Fos compl ex (AP-l )使能促動
多稜基茵的轉譯作用( transcription ) (佇74約) ，而帶動整伯
細月胞色進入活耀狀態，使細胞產生增殖( pr印olif!伐er悶atio∞n ) 
和分化( differenti-ation ) (75) 0 因此 PKC 被認為有促

進細胞增殖、分化作用、基目表現和腫瘤催化作用

(76) 0 

截至目前我們封 PKC 的了解，尚可歸納出至少約有

12 稚的異構體( isoforms) (α 、帥、戶口、 Y 、 8 、 ε 、

三、 η 、 6 、 1 、 λ 與 μ) (7] ,77 ,,-, 80) ，而各種異構體在細
胞內負責不同訊息的傳遞工作，也具有不同調控的基因

表現和細胞增殖的能力 (81"-'93) 0 而依照參與 PKC 活化

所需的輔因子( cofactor )的不舟，可將異構體區分為

三類 (71 多 77目的， 84-86) :第一類為鈣離子依賴性( Ca2
+

dependent )的異構體，如 α 、帥、 ßII 和 y ，稱為 cPKCs

( conventional PKCs )第二類為不需要鈣離子( Ca2 +一
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independent )參與活化反應的異構體，如 8 、 ε 、 η 、 8

與 μ9 稱為 nPKCs (novel PKCs )第三類為不需要鈣

離子( Ca2 +一 independent )及磷脂質( diacylglycerol 或
phosphatidylserine )參與活化反應的異構體，如 ç ~ 1 與

λ 雪稱為 aPKCs ( atypical PKCs ) 
在細胞訊息傳遞中型 PKC 具有調節基因表現及細胞增

殖等的作用，而不同的異構體問由於結構的不同，其酵

素特性、活化方式及所表現出來的生理功能使有所不同

(87-89) 0 

而一旦 PKC 被活化，將進一步促使細胞內的許多蛋

白質磷酸化，如 histone (90) 、 EGF receptor (91) 、 insulin

receptor (92) 、 transferrin receptor (93) 、轉譯作用二號起
始因子( elf2 ) (94) 、 ribosomal protein S6 (95).. 等，而
引發一連串細胞內的訊息傳遞途徑;在一些細胞外的訊

息如生長扇子( growth factors )、荷爾蒙( hormones ) 
和神經傳導物質( neurotransluitters )的傳遞穿過細胞
膜的反應中， PKC 扮演著一個重要的角色 (96 ， 97) 。

PKC 的結構包括有:分子量約 50 kDa 兵 protein

kinas己活性區及分子量約 30"，35 kDa 的調節臣，調節區

有結合位置乎可與 DAG 、鈣、磷脂質結合 o protein kinase 
C 與 Ca2十可共同增強激發 H202 的生成 (98) ;另外書
protein kinase C 經過磷酸化的活化之後促使非活化型的

NADPH oxidase 轉變成活化型的 NADPH oxidase (99) , 

以進行 (100) : 

N ADPH oxidase 

。 2 + NADPH • .02 + H+ +NADP+ 

SOD 

2 .0 2 一 + 2 H+ • H 20 2 + O2 

而使得 H202 增加 o H202 在人體被發現會造成 DNA 的損

傷(1 01) ;在 Rochat (1 02~ 106)等人的研究中顯示 H202
除了如前述會被 PKC 所引發而增加外;在日202 增加的
情況之下 ， H202 也會反過來刺激 PKC 的活性而促進訊

息傳遞;另外， Rao 等人(1 07)則在 vascular smooth 
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muscle cell 的 lTIodel 中發見 H202 會經由刺激 PKC 的活化

而刺激 c-jun (protooncogene ，原致痞基因的一種)進
行 transcription 而 Rao 也在另一項研究中(1 08)指出?

H202 也會經由刺激 PKC 的活化而刺激 c-fos 的表現 O

就 PKC 、 H202 與 proto-oncogene (如 c-jun 、 c-fos

與 c-myc 等等)的關係而言 proto-oncogene 是指存在於
正常細胞的一段基因，平時有其正常的生理功能，但當

細胞受到外界刺激後，會促使 proto-oncogene 在很短的

時間內被激發而大量表現故又稱為早期反應基因

(1 09 歹 110) ;基因過度活化的結采很可能會使得細胞增生

或變形?亦有可能因病毒的感染而使得某段基因被插

入、漏失導致生成融合蛋白質，而參與痞症的形成

(111)0 

1987 年 Maki (1 12)在小雞白發性肉瘤細胞中分離出
一種反轉錄病毒，其中含有一段具有轉形能力的基函，

命名為 v-)仰，其蛋白產物的 C 端與酵母菌的轉錄自子

GCN4 的 DNA 結合區具有相當高的相似性，而在正常細

胞中也存在著一段相對應的 c-jun 原致癌基因，它是一

個 early response gene '在 i遇到促細胞分裂劑( lTIitogen ) 
刺激的細胞生長時 c-jun 就會被活化，其基因產物為

構成轉錄因子 AP-1 (Activator protein 1 )的其中成員 9

執行細胞內的轉錄作用 (113)0

v-fos 最早是從鼠類的反轉錄病毒 osteosarcoma virus 
中所分離出來的，同樣地，在人體的正常細胞中亦有相

對應的 c-fos 原致癌基因具有調節轉錄的功能 (114) 0 

c-fos 基囚的表現是細胞受刺激後早期的反應 ， c-fos 基

囚的表現受其上游三個調節區的控制，此三個區域分別

為 (l)TA TA box , (2)c-fos 基本表現控制區?其包含一段

受 cAMP 調控的區域( CRE )與一段 GC rich 的區域?

(3)力口強表現昆?此區內含有一段對稱序列 DSE '又稱

TRE ，主要受到過氧化物、生長周子、 TPA 而表現

(1 15 ,116)0 
根據以往研究推測 (107) 日202 可能是經 PLA2

dependent 的 arachidonic acid 釋出及經由 lipoxygenase
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cytochrome p450 monooxygenase 系統的傳遞而使得 c

jun mRNA 的表現增加，在這種傳遞之筒， PKC 可能也

參與其中，而在 H202 的刺激下 ， c-fos 表現增加的機轉

可能也與 c-jun 的路徑相同(1 08) 0 

myc 基因是一段含有1.6 kb 的核甘較序列?是由

Duesbere 和 Mellon 於 1977 年在 Avían Myelocyto
matosis virus MC 妙的基因庫內首先發現 o 他可以致使

宿主產生 carclnoma 、 leukemia 和 sarcomas 並可使

fibroblast 和 hemopoietic 發生變形( mansfermal ) 0 在
1982 年左右，同時有許多的研究發現在正常禽類和某些

哺乳類(包括人類)細胞中的 DNA 也有一段類似於 Avian

Myelocytomatosis Virus Mc 29 上的 myc 基因順序，由於
它的基因順序與上述病毒基因庫上的 myc 基因順序有

很大的相容性( homolog )而將之命名為 c- myc 原致癌

基因 D

大約在 1982~1983 年間，許多的研究均證實這種 c
myc J于、致癌基因在某些情況下可以被活化而具有致癌

性;在 1983 年 Land 等人更證實在 in vitro 的情況

下， viral c- myc 原致瘋基因可以將 primary rat cells 變
成一種細胞株，此種細胞株能持續不斷地分裂，也由於

myc 基囚的這種特性，因而引起大家研究的興趣 O 有許

多的證據顯示，在 c-myc 基因與細胞的分化與增殖有密

切關連 D 對於某些處於靜止態的細胞( quiescent cell ) , 

其 c-myc 基因的表現微弱;但是當給予某些 mitogen

刺激後，在 1~2 小時內即可見 c-myc RNA 有明顯增強

的表現，因此更證實 c-myc 基因可能與細胞生長的管制

及調控有密切的關迪性口
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一、化學試劑

kk 、?-r

弟穴萃

實驗方法

Dextran , Phenylmethylsulfunyl floxide (PMSF) , 
Guanidinium thiocyanate , Sodium citrite , Sarcosyl 多 2 個
mercaptoethanol 多 Sodium acetate , Formaldehyde 歹 forma

mide 歹 Bromophenol blue , xylene cyanol , Glycerol 歹 Bovine
serum albumin (fraction V) , Sucrose 歹 Triton X-I00 , 
Leupeptin , N ，N ，N ，N四tetraluethylethylenediamide (EGT A) 
皆是購自美國 Sigma 化學公司 O

Acrylamide , Bis-acrylaluide , AmoniulTI persulfate 多
TEMED歹 Glycine ， Sodium dodecyl sulfate (SDS) , Tris-HCl , 
皆是購自美函 Bio-Rad 化學公司 D

二、上皮組織的萃取

各組 ICR 小白鼠經斷頸犧牲後迅速耳叉，將鼠腦置

入l. 8 ml 均質液 buffer A 中，在冰浴中切碎腦組織?

用均質機上下研磨約 20 下，將此均質液在 40C 下?

以 100 多。 OOg 的轉速離心 1 小時，離心後所得的上清液

先財存刁OOC 冰箱，此即為細胞質萃取液( cytosolic 
fractions ) 

下層沉澱物則加入 buffer B 1 ml ，用振邊器震盪
數次，按著冰浴 1 小時，期間每隔 5 分鐘震盪一次，之

後再加入 buffer A 2.0 ml 使 TritonX-lOO 的濃度為

0.1 0/0' 然後再以 100 ， OOOg 的轉遠，在 4 0C 下，離心 1

小時，所得的上清液部份即為細胞膜萃取液( membrane 
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or particulate fraction ) 雪亦財存於 -70 0 C 冰箱中 O

三、蛋白質定量:

其原理為利用蛋白質可與 coomassie billiant blue G “ 

250 形成藍色複合物，當藍色愈深表是蛋白質含量愈

高 O 測試的方法如下:

取 10 川之小白鼠上皮組織萃取液，加入所購買的

蛋白質定量試劑組( protein assay dye ,Bio-Rad) 200 

凶，補蒸餾水至 1 ml ，於室溫下反應 10 分鐘後，在波

長 595 nm 條件下偵測吸光值，以 BSA (bovin serum 
albumin )為標準液以換算各萃取液的蛋白質濃度 O 再耳又

已定量的 60μg 蛋白質萃取液，加入等體積的 protein

loading buffer '於 100 0C Dri-Bath 機器加熱 5 分鐘使

蛋白質變性，迅速直白冰上 5 分鐘，再經 Microcentrifuge

低遠離心後，放於冰上，等待 loading 0 

* protein loading buffer 

ml O.5M Tr叩開Hcl ' pH 6.8 
1. 6 ml glycerol ( 10(w/v )%) 

1. 6 ml 10 010 SDS 
0 .4 ml 戶 -mercaptoethenol

0.4 ml 0.5 0/0 bromophenol blue(i n water) 
3.0 ml distilled water 

四、蛋白質電泳:

SDS-PAGE ( sodium dodecyl sulfate-polyacry卜

amide gel electrophoresis )電泳分析方法，主要是參照
Laemmli 在 1970 年所建立的模式，濃縮舟的上層膠濃度

為 4% ，而分離用的下層膠濃度為 7.5 0/0' 利用 16x20 cm 

大小的電泳槽( PROTEAN@II xi slab cell , Bio-Rad )進
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行蛋白質分析;其詳細作法是將電泳攻片洗淨，烘乾，

擦乾乾淨後，用厚度為 0.751nln 的 spacer 為間隔裝好

電泳片，製備 7.5 %的下層 separating gel ，混合均勻
後迅速倒入電泳片中，直到液晶距離 well 約 1.5 cm 處

為止，加入去離子水覆蓋液函，待膠體凝固後，將上層

的水吸拌;在問始製備 4.0 0/0 的上層 stacking gel 會混

合均勻後倒入電泳片中，將電泳齒梳插入電泳片中，若

有氣泡，則上下移動齒梳，使氣泡離開 stacking gel 
待上層膠凝自後，拔掉齒梳，用二次水清洗 well 數次，

準備 loading sample 0 

取經定量等步驟處理的蛋白質樣本，用毛細管 tips

小心加到每個 well 中，將 protein standard marker 
(Bio-Rad )亦加入其中一個 well 內 O 用塑膠滴管取一倍

的 SDS 電泳緩街液( electrode buffer )小心地將每個
well 填滿，已避免樣本被激出，將上下電泳槽各方口入一

倍的電泳緩街液至電導線被蓋過為止 O

將電源供應器與電泳槽相連，打的電源 D 闊始時以

15 lnA 的電流跑 stacking gel '直到色帶跑至 stacking

gel 與 separating gel 的交界處，調整電流為 30 mA ' 
當色帶跑至底線時，才停止電泳 D

電泳完畢後，將膠體取出，切除上層的 stacking

gel '將下層 separating gel 以 coomassie blue 染色，再

以脫色液玩色 O

* 7.5% separating gel 

12.5 ml acrylamide/bis (30%/0.8%) 
24.25 ml distilled water 
12.5 ml 1. 5 孔1 Tris-HCI ,pH=8. 8 
500 μi 10% SDS 
250 抖i 10 010 ammonium persulfate 
25 μi TEM"ED 

* 4.0% separating gel 
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1. 3 ml acrylal11ide/bis (30%/0.8%) 
6. ] ml distilled water 
2.5 ml 0.5M Tris-HCl ,pH=6.8 
100 μi 100/0 SDS 
50 μi 10% ammonium persulfate 
10 μi TEMED 

* 1 x electrode running buffer 

7.5 g Tris base (25 mM ) 
36 g glycine ( 192 mM ) 
2.5 g SDS (0.1%) 
加 distilled water 至 2500 ml (pH=8.3) 

* 0.1 % coomassie blue 

1.0 g coomassie blue G-250 
100 ml acetic acid 
400 1111 methanol 
加 distilled water 至 1000 ml '待 coomassie blue 
溶解後，過濾之

*脫色液:

75 ml acetic acid 
100 ml methanol 
加 distilled water 至 1000 1111 

五、西方墨點吸潰法分析 PKC 的轉位作用:

取經蛋白定量 60μg 小白鼠上皮組織萃取液，加入

等體積的 protein loading buffer 混合均勻，經前處理後，

loading 至 10%的 SDS-PAGE ，電泳完畢後，再以 4 0C , 
100 mA 進行電泳膠轉移(參考前述蛋白電泳、電轉移方
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法)

電轉移過夜後，將消化纖維紙取出浸入含有 3 0/0胎牛

血清的 TBST 緩街液(即 blocking buffer )內，在室溫下
搖動 2 小時，將消化纖維紙空白處是蓋上蛋白後，加入

primary antibody ，即 PKC antibody ( 50μg 購自 Promega

的 PKCαantibody ，溶於含 3% 胎牛血清的 TBST 緩

街液)，於玄溫下與消化纖維紙作用 3.5 小時，再以 TBST

緩街液清洗三次，每次 10 分鐘;與 primaryantibody 作
用後的硝化纖維紙再進一步與 secondary antibody (即

alkaline phosphatase conjugated goat antÍ-mouse IgG 歹

Promega ) ，約 0.2μg/ml 溶於含 1% 胎牛血清的 TBST

緩街液，於室溫下與硝化纖維紙作用 1 小時 D

再以 TBST 緩撞了液清洗三次，每次 10 分鐘，最後
將五月化纖維紙浸入受質緩街液(內含有 7 lng Nitroblue
tetrazolium [BCIP] 及 5 mg 5-bromo-4 個chloro-3 -indoly 1-
phosphate [NBT] )進行主色反應，約 10~30 分鐘 F 待色
帶出現後，再以蒸餾水終止呈色反應並清洗拍照 D

* 12 0/ó separating gel 

20 ml acrylamide/bis (30 0/0/0.8 0/0) 
16.75 ml distilled water 
12.5 ml 1. 5M Tris-HCl ,pH=8.8 
500 μi 10% SDS 
250 μi 10% amlTIonium persulfate 
25 μl TEMED 

* 1 xelectrotransfer buffer 

3.1 g Tris 擱HCl (25 mM ) 
14.4 g glycine ( 192 mM ) 
200 ml methanol (200/0) 
加 distilled water 至 1000 ml (pH=8.3) 

* blocking buffer 
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2.5 g 脫脂奶粉

0.605 g Tri-HCl ( 10 mM ) 
0 .45 g NaCI ( 100 mM ) 
0.05 ml Tween-20 (0.1%) 
加 distilled water 至 50 ml (pH=7.5) 

* TBST buffer 

12.108 g TrÌ-HCl ( 10 mM ) 
9 g NaCl (100mM) 
1 ml Tween-20 (0.1 %) 
加 distilled water 至 1000 ml (pH=7. 5 ) 

* substrate buffer 

10 mg BCIP(5-bromo-4ωchloro刁 m

indolyl phosphate) 
14 mg NBT(nitorbluetetrazolium) 
0.484 g TrÌ-HCl ( 10 lnM ) 
0.233 g NaCl ( 100 mM ) 
40.6 mg MgCh ( 5 mM ) 
加 distilled water 至 40 ml (pH=9.5) 

* buffer A 

0.242 g Tris-Hcl ' pH 7 .4 (20 mM ) 
67.24 mg EDTA (2 mM ) 
10 ml glycerol ( 10%) 
11.29 g sucrose (0.33M) 

349 μi 科mercaptoethenol ( 50 mM ) 
34.8 mg PMSF ( 2 lnM ) 

2.5 mg Leupeptin (25μg/n11 ) 
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加 distilled water 至 100 ml (pH=7.4) 

* buffer B 

0.242 g Tris-Hcl , pH 7.4 (20 mM ) 
67.24 lng EDTA (2 mM ) 
10 m] glycerol ( 10%) 
11.29 g sucrose (0.33M) 
0.3 ml Triton X-100 (3%) 

349 μl 戶 -lnercaptoethenol ( 50 mM ) 
34.8 n1g PMSF (2 mM ) 

2.5 mg Leupeptin (25μg/ml ) 
加 distilled water 至 100 ml (pH=7 .4) 

* 100/0 separating gel 

16.65 lnl acrylamide/bis (30 0/0/0.8 %) 
20.1 ml distilled water 
12.5 ml 1.5M Tris-HC1 ,pH=8. 8 
500 μi 10% SDS 
250 μi 10% ammoniuln persulfate 
25 μi TEIVIED 

* blocking buffer 

1. 5 ml 胎牛血清( Foetal Bovine Serum ) 

。 605 g Tri-HCI ( 10 m IvI ) 
0 .45 g NaCl ( 100 mM ) 
。 05 ml Tween-20 (0.1%) 
加 distilled water 至 50 ml (pH=7.5) 
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六、西方墨點吸潰法分析 c-Jun 、 c-Fos 、 c-Myc

致癌基因蛋白表現:

將小白鼠上皮組織粗萃取液置入相當於其重量比五

倍體積比例之均質液 buffer A 內雪在冰 j谷中切碎上皮組

織，用均質機上下研磨約 20 下，取上皮組織粗萃取物

經蛋白定量 100μg 上皮組織粗萃取液，加入等體積的

protein loading buffer 混合均勻，經前處理後， loading 

至 10%的 SDS-PAGE '電泳完畢後 9 再以 4 0C ， 1001nA 
進行電泳膠轉移(參考前述蛋白電泳、電轉移方法)

電轉移過夜後，將楠，化纖維紙取出浸入含有 3 0/0 胎

牛血清的 TBST 緩街液(即 blocking buffer )內，在室
溫下搖動 2 小時，將硝化纖維紙空白處覆蓋上蛋白後 9

分別在每張硝化纖維紙加入 c-Jun 、 c-Fos 、 c-A今c 三

種 primary antibodies (購自 Promega antibody ，溶於合
3 0/0 胎牛血清的 TBST 緩街液) ，於室溫下與硝化纖維

紙作用 3.5 小時，再以 TBST 緩街液清洗三次，每次 10

分鐘;與 primaryantibody 作用後的五月化纖維紙再進一步

個別與 secondary antibody (即 c-Jun 、 c-Myc 為 alkaline

phosphatase conjugated goat anti-mouse Ig G歹 Promega

c-Fos 為 alkaline phosphatase conjugated goat anti-rabbit Ig 
G , Promega )，約 0.2μg/ml 溶於含 1%胎牛血清的 TBST

竣街液，於室溫下與硝化纖維紙作用 l 小時 O

再以 TBST 緩街液清洗三次，每次 10 分鐘?最後

將消化纖維紙浸入受質緩街液(內含有 BCIP 、 NBT)

進行主色反應，約 10~30 分鐘，待色帶出現後，再以蒸

餾水終止呈色反應並清洗拍照 D
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第七章

第一部分亞硝酸化格納反應物 NO間NTA

促癌作用之分子機制

結果

一、 NO圓NTi\ 誘發 PKC 的轉位作用

我們在老鼠的上皮組織以濃度為 250μlllOl 的 NO

NTA 處理六種不同的時間，包括 O 分鐘，的、 30 、

60 分鐘、兩小時及四小時後將老鼠斷頭犧牲後取其上皮

組織的萃取液來觀察 PKC 在 cytosol 及 particular 之
間轉位的情形 O 結采很明顯的發現 PKC 會從不活化型

的 cytosol 轉位到活化型的 particular 上，同時在量的

表現量上也有明顯的增加( Figure 16 )。同時我們亦發
現到由 NO-NTA 所誘發的 PKC 的轉位作用在兩小時

會有最大量的表現。另一方面我們亦選用兩小時的時間

來做 NO-NTA 誘發 PKC 的轉位作用的濃度變化關偉、

( dose-response) 0 我們利用上述之三種不同的 NO咀NTA

濃度 10 、 50 及 250 j.tmol 分別處理小白鼠的上皮組

織，結果亦發現 PKC 的轉位作用也呈現出一種 dose

response 的關係( Figure 17 ) 

二、 NO-NTA 誘發 c-Fos 的活化作用

我們在老鼠的上皮組織以濃度為 250 j.tmol 的 NO

NTA 處理六種不同的時間，包括 O 分鐘 9 的、 30 、
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60 分鐘、兩小時及四小時後將老鼠斷頸犧牲後取其上皮

組織的粗萃取液來觀察心Fos 在老鼠上皮組織中活化的
情形 D 結果很明顯的發現 c-Fos 會從剛問始的不活化表

現逐漸出活化的蛋白表現量 O 同時我們亦發現到由

NO-NTA 所誘發的 c-Fos 的活化作用在三十分鐘時會有

最大量的表現 (Figure 18.1) 0 另一方面我們亦選用三十

分鐘的日時守悶來做 NO.帽-NTA 誘發 c-FoωS ì'活舌化作用的濃度變

化關仿係、( dωos吋e-r閃es叩ponse吋) 0 我們利用上述之三種不同的

NO-NTA 濃度 10 、 50 及 250μmo叫l 分 z別lJ 處理小白鼠

的上皮組織，結采亦發現 c-F

種 dos泊e冉 r印es叩ponse 的關係 (Figure 18.2) 0 

三、 NO闢NTA 誘發 c-Jun 的活化作用

我們在老鼠的上皮組織以濃度為 250μJTIol 的 NO

NTA 處理六種不同的時間，包括 O 分鐘，的、 30 、

60 分鐘、兩小時及四小時後將老鼠斷頸犧牲後取其上皮

組織的粗萃取液來觀察 c-Jun 在老鼠上皮組織中活化

的情形 o 結果很明顯的發現 c-Jun 會從岡lJ 悶始的不活化

表現逐漸出活化的蛋白表現章 O 同時我們亦發現到由

NO咀NTA 所誘發的 c-Jun 的活化作用在六十分鐘時會

有最大量的表現 (Figure 19.1 )。另一方面我們亦選用六
十分鐘的時間來做 NO-NTA 誘發 c-Jun 活化作用的濃度

變化關係( dose-response) 0 我們利用上述之三種不同的

NO-NTA 濃度 10 、 50 及 250μmol 分別處理小白鼠

的上皮組織，結果亦發現 c-Jun 的活化作用也呈現出一

種 dose-response 的關係( Figure 19.2 ) 0 

四、 NO-NTA 誘發 c-Myc 的活化作用

我們在老鼠的上皮組織以濃度為 250μmol 的 NO
NTA 處理六種不同的時悶，包括 O 分鐘，的、 30 、

60 分鐘、兩小時及四小時後將老鼠 i街頭犧牲後取其上皮
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組織的粗萃取液來觀察 c-Myc 在老鼠上皮組織中活化

的情形 D 結果很明顯的發見 c-Myc 會從別問始的不活化

表現逐漸出活化的蛋白表兒童 O 同時我們亦發現到由

NO四NTA 所誘發的心Myc 的活化作用在兩小時時會有

最大量的表現 (Figure 20.1) 0 另一方面我們亦選用兩小
目時守的時間來做 NO-NTA 誘發 c.心.刪剛-心-闢-胸岫刪-M在yc 活化作用的濃度變

化關係( dωOS印e-咀吋自

NO-NTA 濃度 1ωO 、 50 及 250μlTIol 分別處理小白鼠

的上皮組織，結果亦發現 c-Myc 的活化作用也呈現出一

種 dose-response 的關係( Figure 20.2 ) 0 
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第二部分亞硝酸化梅納反應物 NO間HNTA

促癌作用之分子機制

結果

一、 NO-HNTA 誘發 PKC 的轉位作用

我們在老鼠的上皮組織以濃度為 250 !-lmol 的 NO

HNTA 處理六種不同的時間，包括 O 分鐘，的、 30 、

60 分鐘、兩小時及四小時後將老鼠單身頸犧牲後取其上皮

組織的萃取液來觀察 PKC 在 cytosol 及 particular 之
間轉位的情形 D 結果很明顯的發現 PKC 會從不活化型

的 cytosol 轉位到活化型的 particular 上，同時在量的

表現量上也有明顯的增加 O 同時我們亦發現到由 NO

HNTA 所誘發的 PKC 的轉位作用在一小時會有最大量

的表現( Figure 21 ) 0 另一方面我們亦選用一小時的時間

來做 NO-HNTA 誘發 PKC 的轉位作用的濃度變化關係

( dose-response) 。我們利用上述之三種不同的 NO-HNTA

濃度 10 、 50 及 250μmol 分別處理小白鼠的上皮組

織，結采亦發混 PKC 的轉位作用也呈現出一種 dose

response 的關係( Figure 22 )。

二、 NO.剛丑NTA 誘發 C←闡FoωS 的活化作用

我們在老鼠的上皮組織以濃度為 250μmol 的 NO

HNTA 處理六種不同的時筒，包括 O 分鐘?的、 30 、

60 分鐘、兩小時及四小時後將老鼠斷頸犧牲後取其上皮

組織的粗萃取液來觀察 c-Fos 在老鼠上皮組織中活化的

情形 D 結果很明顯的發琨 c-Fos 會從別的始的不活化表

現逐漸出活化的蛋白表現量 D 同時我們亦發現到由
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NO-HNTA 
所誘發的 c-Fos 的活化作用在三十分鐘時會有最大量

的表現( Figure 23.1 ) 0 另一方面我們亦選用三十分鐘的
日時守間來做 NO.圓丑

閱係( dωos臼e咀刁r印es叩ponse吋) 0 我們利用上述之三種不同的 NO

H凹f封N才口TA 濃度 1ωO 、 50 及 250 抖mol 分別處理小白鼠的

上皮組織，結果亦發現 c-Fos 的活化作用也呈現出一種

dose-response 的關係( Figure 23.2 ) 0 

三、 NO-丑NTA 誘發 C←闡-J扣un 的;活舌化作用

我們在老鼠的上皮組織以濃度為 250μmol 的 NO

HNTA 
處理六種不同的時間，包括 O 分鐘，的、 30 、 60 分

鐘、兩小時及四小時後將老鼠斷頸犧牲後取其上皮組織

的粗萃取液來觀察 c-Jun 在老鼠上皮組織中活化的情

形 O 結果很明顯的發現 c-Jun 會從剛問始的不活化表現

逐漸出活化的蛋白表現暈 O 同時我們亦發現到由 NO

HNTA 所誘潑的 c-Jun 的活化作用在六十分鐘時會有

最大量的表現 (Figure 24.1 )。另一方面我們亦選用六十
分鐘的時間來做 NO-HNTA 誘發 c-Jun 活化作用的濃度

變化關係( dose-res ponse) 0 我們利用上述之三種不同的

NO-HNTA 濃度 10 、 50 及 250μmol 分別處理小白

鼠的上皮組織，結果亦發現 C-Jl泊的活化作用也呈現出

一種 dose-response 的關係( Figure 24.2 ) 0 

四、 NO-HNTA 誘發 c-Myc 的活化作用

我們在老鼠的上皮組織以濃度為 250μmol 的 NO
HNTA 處理六種不同的時間，包括 O 分鐘，的、 30 、

60 分鐘、兩小時及四小時後將老鼠斷頸犧牲後取其上皮

組織的粗萃取液來觀察 c-Myc 在老鼠上皮組織中活化

的情形 O 結果很明顯的發現 c-Myc 會從剛開始的不活化
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表現逐漸出活化的蛋白表現量 D 同時我們亦發現到由

NO-HNTA 所誘發的 c-Myc 的活化作用在兩小時時會

有最大量的表現 (Figure 25.1 )。另一方面我們亦選用兩
小時的時間來做 NO-HNTA 誘發心Myc 活化作用的濃

度變化關係( dose-response) 0 我們利用上述之三種不同

的 NO自HNTA 濃度 10 、 50 及 250 J.lmol 分別處理小
白鼠的上皮組織，結果亦發現 c-Myc 的活化作用也呈現

出一種 dose-response 的關係( Figure 25.2 )。

除了做西方墨點吸潰法來找出一些致癌蛋白的表現

量之外，另外我們也做了一些利用免疫化學組織的染色

法來觀察上皮組織在受到 NO阻HNTA 的刺激後，致為蛋

白是否有表現( Figure 26 啊28 )。
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第八章

討論

由本實驗的結采可以得知亞捕酸化梅納反應物包括

NO-NTA 及 NO-HNTA 都有能使小白鼠上皮組織中的

PKC 及一些原致痞基因的活化的能力 D 宇在 f原原予京、致癌基囡

方面歹這些氧化態的基囡如 c.心心心心-闖輛引-

NO-NTA 丸 NO-丑
(Transcrip抖ti昀on吋1) 的工作，並闊始兩者牛相目互的結合並相互

的;活舌化，此目時守使會結合到 AP自仆1 bind刮1n呵1屯g s泣it臼e 上 O 然而在

許多的基因的 promτno叫te叮r 上都兵有一段的能與 AP間仆l 結

合的序安尹列IJ '許多的基因使藉此機制開始生成大量的蛋

白。根據本實驗的結采， c-Jun 及 c-Fos 、 c..Myc 蛋白表

現的最大量分別是發生在上皮組織在接受藥物處理過後

約一小時、三十分鐘、及兩個小時，與之前的實驗能相

立的吻合 O 另外在 PKC 的活化方面，在時間及濃度的

關係上?這些亞硝故化梅納反應物也都有很明顯的表

現 D 這些結呆告訴我們包括 NO

像 TPA 一樣走走向著活化 C心且-Jun 、 c-Fos 及 c-Myc 而

問接促使 PKC 的活化，進一步的促使上皮組織的發炎

反應增加，最後而導致的癌症的發生 D

根據 Dang 等人在 1994 年所作的研究(1 1 7) ，從人
類的白血球中抽出 PKC 之後，再以各種不同的 PKC

isofonn 抗體去做免疫主色反應 o 結果發現有三種

isoform 包括 α 、戶及巴在組織尚未受到藥物的刺激便

可以在 cytosol 中很明顯的發現，而在受到了 phorbol

ester 的刺激之後，會使這三種 isoform 從原本的不活

化態的 cytosol 轉位到活化態的 particular 中 O 這些已

經被活化的 PKC isoform 會促使其他的蛋白接上磷

酸，包括促使 PKC 80 kda 的受質活化 G 另一方面這些
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活化型的 PKC 也會促使一些轉錄因子如 c-Fos 、 c-Jun

的表現 D 由於這一連串訊息傳遞而促使這些蛋白活化的

結果會使 NADPH oxidase 活化而開始進行其氧化的功
能 D 當 NADPH oxidase 被活化再加上 catalase 的作

用?便能促使組織內 H202 的表現量增加 D 在本次的實
驗中我們所使用的 western blot 的方式來觀察組織中的

PKC 是否有被活化的現象，所使用的抗體也是利用自

form 0 同樣的我們也可以看到這些上皮組織在受到亞硝

酸化梅納反應物，包括 NO-NTA 及 NO-HNTA 的刺激

下?會使的 PKC 的 α-form 的總表現量增加 D 另一方面

PKC 也有從 cytosol 轉位至IJ particular 的活化現象 O 與

之前的實驗結采相吻合 D

而 H202 在體內的作用方面實有許多的學者研究
(1 18 月 124)指出，當細胞內的 H202 含量變高時，可能會促
使這些活性氧系經由下列這些途徑使 c-Fos 及 c-Jun
的表現量增加:

(1)使 DAG 的表現量增多而刺激 PKC '經由活化

PKC 這個訊息傳遞路徑的不斷刺激與磷政化而

進一步使 c-Jun 及 c-Fos 等的原致痞基因活

11.: 0 

(2). H202 會刺激 PLA2 的活性上升而使 arachidonic

acid 的產量增加會進而刺激 PKC 的活性?再促

使 c-Jun 及 c-Fos 增加 O

(3 ).鈍。2 也會刺激 phase 1 的解毒系統，使 mono咱

oxygenase-cytochrolne p450 system 活化?這個過程
化可能刺激 c-Jun 的表現 o ( Figure. 29 )。
所以由以上的機轉我們也可以推測在小白鼠的上皮

組織受到了 NO-NTA 及 NO-HNTA 的刺激後?可能也

是依照著這些路徑而使組織走向癌化的趨勢。

綜合以上的這些結果，我們可以得知這些亞硝酸

化格納反應產物對於小白鼠的上皮組織中的 PKC 及一

些原致癌基因具有法化的作用 D 所以在事後我們所要探

討的白 N。一NTA 及 NO-HNTA 所引起的誘癌性機剎時

可以再根據一些的途徑做更深入的研究，如:
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(1)找尋由 NO-NTA 及 NO-HNTA 所引起的 PKC

的活化是有哪些的 PKC isoform 參予?

(2) 上皮組織在受到 NO-NTA 及 NO-HNTA 的刺激

後，其 c-Jun 、 c-fos 及 c-myc 在 mRNA 的表
現量方面否有所差異?

(3 )找尋 NO-NTA 及 NO-HNTA 在刺激上皮組織

後?與另一條訊息傳遞 receptor tyrosine kinas~ 
是否有所關係?

相信從未來更進一步的實驗中，可以找出一條完整

的路徑來證明亞硝援化梅納反應物的促癌機制 O
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第九章

亞荷西交化梅納反應物之結構鑑定

結果

NO-HNTA 在可見光下為一種淡黃色的物質，經熔

點測定儀後所得到的數值為 114.3 ' C 

(一) 3H由NMR

從 proton NMR ( Figure 29 )得知有三個 aromatic

proton ( 8 = 6.5~8 ) ，分別位於 chemical shift 6.8 、 7.2

及 7.6 附近，計算其搞合常數( couple constant ) (8) 值
為

、
2

，
/

4. 
今
血一



IJ H 
/
'
a、
、

、
言
，/
j
j
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吋
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eO R M N H 

7.226 
7.222 
7.203 
7.201 
7.197 
7.195 .J (lH歹 J=9.3 ) 

6.827 
6.825 
6.824 
6.797 
6.795 .J (lH歹 J=9.6 ) 
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又 J 0泊的範囝約在 7-9 Hz 之間;

J para 的範園約在 O呵。 6 Hz 之間

J meta 的範扇約在卜3 Hz 之間，

所以三個芳香環上的 H 位置去。圖示 G

(二) 13C-NMR ( Figure 30 ) 

a 從 167.006 (160~180) ppm 之間之 peak 知道有

一個 c=o carbonyl group 
b 從 13 l. 704 ( 100~120 ) ppm 之閱有 peak 知道有

aroluatÌc carbone. 
C 在 52.495 及 66.884 ( 50~70 ) ppm 之肉有兩 peak

知道有 C啊N 或 C-O group 

d. 在 1 0~30 ppm 之間有多個 peak 知道有 alkane

group. 

(三 )IR

從 IR 的分析園( Figure 31 )上得知在 1525 士

的 cm寸的地方有 peak ，知道有 N=O 的不對稱結構

( aSyluetry strenching ) 0 在 1345+10CIU- 1 有 peak '此
peak 是代表為 N=O 的對稱型結構( symetry 

strenching) 0 另外在 1150-925cIU- 1 有 peak ，這是表示結
構中具有 N間N strenching 0 此外在 3080-3100 及 1760

cm- 1 均有 peak 的出現，分別表示為具有 aromatic-H 及
C=O 的結構口

(四) Mass 

在質譜儀所分析出來的結果( Figure 32 )中可以得知

在 43 、 57 、 1 日、 149 、 261 、 279 的質量中具有片
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段，而根據之前 NMR 、氓、 13 C 等分析出來的結采，
在 Mass 43 所代表的 peak 為 CH2CH2CH3 ' 57 所代

表的為 CH2CH2CH2CH3 ' 113 是 C4H7 + COCHrN , 
149 是 base peak ' 261 是質量 113 與 148 的總和?

而 279 是 261 再加上一分子的水所得到的質量 D

由於在格納反應中，還原糖及按基酸之間經常發生

Amadori rearragemer吠，再加上我們根據上述的儀器分析
之後?我們推測 NO哨HNTA 的結構應是如此( Figure 
33 ) 0 
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Figure 3. 
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o 1 10 2。
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←一告 B[a]P ~一→

三""，NO-NTAE一一一一一斗
NO-I-卦~TA

Diagrammatic repression of experimental animal 
treating. Group 1 : solvent control, adminiatration of 
200 ul acetone; Group II : 20 nmol B(a)P/200 ul 
acetone; Group III : 20 nmol B(a)P/200 ul acetone 
and 10 umol NO-NTA or NO-I-卦~TA 1200 ul; Group 
IV : 20 nmol B(的P/200 ul acetone and 50 umol NO
NTA or NO-HNTA 1200 ul; Group V : 20 nmol 
B(a)P/200 ul acetone and 250 umol NO-NT A or NO
HNT A /200 ul. 
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Figure 5. The lTIorphology change of mice epidermis by 
treated topically with acetone 
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Figure 6. The morphology change of mice epidermis by 
treated topically with NO回NTA 10 umol 

(H & E x 100) 
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Figure 7. The morphology change of mice epidermis by 
treated topically with NO-NT A 50 umol 

(H & E x 100) 
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Fígure 8. The morphology change of mice epidermis by 
treated topically with NO儡NTA 250 umol 

(H & E x 100) 
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Table 1 .Effect ofNO-NTA-induced edema ofmouse e缸s.

Treatment a Increase weight/punch ( mg ) 

Acetone 0.56 士 0.17

pi \lj a /'', 
.. 
、
、
、

RM 
20.0 mnol 1.66 :t 0.12 

NO-NTA 0.2 mnol 1.54 :t 0.18* 

1.0 mnol 1. 87 士 0.06*

5.0 nmol 2.14 :t 0.26* 

25.0 nmol 2.87 :t 0.29* 

B(a)P 

+ 
NO-NTA 

0.2 nmol 2.05 土 0.11 *# 

1.0 nmol 227±0.20*# 

5.0 ml101 276±0.35*# 

25.0 nmol 3 .1 2 士 0.23*#

a Mous侃， le丘 ears were treated with acetone ( 20μ1 ), B(a)P in acetone 
( 20μ1)， NO-NTA in acetone (20μ1) or B(a)P together with NO-NTA 
Five hours later, the animals were killed and ear punches ( diameter 6 
mm ) were weighted. The result of mice's ear inflammation was 
obtained 企om the weight of left ear minus the right one. The data 
present the mean :t SD 企om 6 mice/group. 

* Staistically different from acetone-treated [.,JfOUp (p< 0.001 ). 

# Staistically different from B(a)P alone treated group (p< 0.001 ) 
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Table Il . Effect ofNO-NTA-induced epidennal omithine decarboxylas~ in 
mouse skin 

Treatment a 
IE/ 

峙
，
m

a
h
仙

vdo 
侃
阱

,oob 
汀

μ

cdu 
品
。

凸
恥
，
t

nn Nmp 
﹒
說

c

m( 。

Nonnal 348.68 :t 30 .43 

Acetone 324.34 士 17.15

B(a)P 20.0 nmol 386.38 士 2 1. 56

NO咀NTA 10.0 nmol 37729±2015* 

50.0 nmol 408.67±1889* 

250.0 nmol 441.50±27.85* 

A T 

PN M+G nmN 
10.0 nmol 419.04 士 1 1. 74*#

50.0 nmol 476.08 土 28.82*#

250.0 nmol 549.97 :t 37.70吋

a Mices were treated with acetone ( 200μ1 ), B(a)P in acetone ( 200 ~d ), 
NO-NTA in acetone ( 200μ1 ) or B(a)P together with NO月NTA. Five 
hours later, the animals were killed and the epidennis was isolated. 
Ornithine decarboxylase activity was detennined. The data present tlle 
mean 士 SD from 6 mice/group. 

Staistically different 企om acetone-treated group (p< 0.001 ). 
# Staistically different 企om B(a)P alone treated group (p< 0.001 ). 
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Table III . The fonnation ofH20 2 in mouse skin by topical treated NO
NT A in mice epidennis 

Treatment a 

Nonnal 

Acetone 

B(a)P 

NO-NTA 

B(a)P 
+ 

NO-NTA 

20.0 mnol 

10.0 mnol 

50.0 nmol 

250.0 nmol 

10.0 mnol 

50.0 nmol 

250.0 nmol 

民O2 ( nmol/cm2 
) 

13.13 土 4.13

12.12 士 3.13

18 .34 士1. 92

19.73 ::t 5.1 9b 

23 .1 9 ::t 2.36* 

28.87 土 4.32*

25.96±273*# 

3434±3.13*# 

40.61 ::t 3.16*# 

a Mices were treated with acetone ( 200μ1 ), B(a)P in acetone ( 200μ1 )步
NO羽TA in acetone ( 200μ1 ) or B(a)P together with NO-NTA. 20 
hours later, the animals were treated again. The mices were killed after 
the second trea個lent 1 h and the skin were removed. The fonnation of 
I-h02 and MPO activity were detennined. The data present the mean 士

SD 企om 6 mice/group. 

b Staistically different from acetone-treated group ( p< 0.01 ). 
Staistically different from acetone-treated group ( p< 0.001 ). 

# Staistically different from B(a)P alone treated group (p< 0.001 ). 
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Table IV . The fonnation of MPO activity in mouse skin by treated 
topically in mice' s epidenms 

Treatment a MPO (units/cm2
) 

Nonnal 2.69 士 0.73

Acetone 2.74 土 0.50

B(a)P 20.0 nmol 52.24 士 12.89

NO-NTA 旬
a
s
a

o n m nV 
A
υ
 

唔
，
2
.
A

57.19 士 1 1. 01*

50.0 nrnoI 106.37 土 17.67*

250.0 nmol 166 .4 8 士 13.96*

B(a)P + NO-NTA 10.0 mnol 133.06 :t 25.91 *# 

50.0 nmol 210.50 :t 20.85吋

250.0 nmol 373.09±32.07*# 

a Mices were treated with acetone ( 200μ1 ), B(a)P in acetone ( 200μ1 ), 
NO-NTA in acetone ( 200μ1 ) or B(a)P together with NO-NTA. 20 
hours later, the animals were treated again. The mices were kil1ed after 
the second treatment 1 h and the skin were removed. The fOffilation of 
扎。o activity were detennined. The data present the mean 士 SD from 6 
mice/group. 

* Staistically different 企om acetone闖treated group (p< 0.001 ). 
# Staistical1y different 企om B(a)P a10ne treated group (p< 0.001 ). 
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week later, the m.ice were promoted with NO-I-卦汀A
( 200ul ) twice weekly for 20 weeks. Skin tumors of 
diameter > 1 mm were counted and recorded every 2 
weeks. All skin tumors were papil1oma. 
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Figure 10. PrOlnoting effect of topical application of NO-h~TA 
in mouse skin. Female CD-l mice ( 6-weeks old歹

的/group ) were initiated with B(a)P ( 20 nmol ). One 
week later, the mice were promoted with NO咀HNTA

( 200ul ) twice weekly for 20 weeks. Skin tumors of 
diameter > 1 mm were counted and recorded every 2 
weeks. All skin tumors were papilloma. 
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Figure 11. The average body weight increase by treated topically 
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with B(a)P ( 20 nmol ). One week later, the mice were 
promoted with NO-HNTA ( 200ul ) twice weekly for 
20 weeks. The body weight were weighted and 
recorded every 2 weeks. 
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Table V. Effect ofNO-I-卦JTA-induced edema of mouse ears. 

Treatment a 苟
且

c n u n
υ
A
 

4EL1

,/ 

偵
g

-4.AVBA G-W( e F3 a 
自L
v

rA 
尸
U

n --

Acetone 0.13 ::!: 0.10 

NO-I丑~TA 1.0 umol 0.62 土 0.38 * 

5.0 umol 0.97 土 0.19 抖

25.0 umol 0.99 士 0.16抖

a Mouses' left ears were treated with acetone ( 20 ul ) or NO-HNTA in 
acetone ( 20 ul ). Five hours la傲， the animals were killed and ear 
punches ( diameter 6 mm ) were weighted. The result of mice' s ear 
inflammation was obtained from the weight of left ear minus the right 
one. The data present the mean::!: SD from 6 mice/group 

• p < 0.05; ** P < 0.0001; compared with acetone control group. 
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Table VI . Morphological examination ofNO-HNTA-treated mouse skin. 

Treatment a No. of epidennal Epidennal thinkness Leukocyte intercellular 
layers (μm) infi1tration edema 

1 - 2 15.89 :t: 3.71 ** *學

Acetone + 十

NO-I卦JTA

( 10 umol) 2 個 4 59.02 :t: 13.26 ** ** + + 

(50 umol) 3 個 5 7 l. 92 士 18.84 ++ ++ 

(250 umol) 4ω7 7 l. 69 士 20.23 ++ 十+

a Mices were treated topically with acetone ( 200μ1 ) or NO-HNTA in acetone ( 200μ1 ) twice a day for four days. The 
animals were killed 18 h after the last dose and skins were processed for histological tests. Data are expressed as the mean 土

SE from 6 mice/ group. 
科 Leukocyte infi1tration that was slight (+), moderate (科-)， or serve (+++) was characterize by di訊lse infi1tration of 
mononuclear infi1tratory cells 也 the dennis when compared with the acetone controls. Intracellular edema was scored as 
present or absent. 
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Fígure 15.3 Míce were treated topícally wíth 200ul NO-HNTA 
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Fígure 15 .4 Mice were treated topical1y with 200ul NO-HNTA 
250 umol ( H & E X 400 ) 
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Table VII . Effect ofNO刊'>TTA-induced epìdennal omithine 
decarboxylase ìn mouse skin 

Treatment a 

、
‘
'
，
/

en 
F、
】
.
，

E
A

qdhw vdnu 

的
山
阱

，h
υ
σ
b
 

訂
h
v

n
L
V

切
“

拾
。
(C 

ρ
U
 

-mm hP 
A
M

尸
U
V

U/L O 

Nonnal 66.71 :!: 7.43 

Acetone 74.97 土 5.14

NO-HNTA 
唔
，

a
z
A

o n '-a 
電
a
a

Et 
nu nu 

唔
，
，
A 585.81±99.93* 

50.0 umol 121848±13837* 

250.0 umol 1843 .27 :!: 234.83* 

a Mices were treated with acetone ( 200μ1)， NO回HNTA in acetone ( 100 
μ1 ). Five hours later, the animals were killed and the epidennis was 
isolated. Ornithìne decarboxylase activity was detenniIled. The data 
present the mean 士 SD from 6 mice/group. 

* Staistically different from acetone-treated group (p< 0.001 ). 
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Table Vln . The fonnation of H20 2 in mouse skin by topical treatment of 
NO-HNTA 

Treatment a 沌。2 ( nmo1/ cm2 
) 

Nonnal 10.97 士 2.16

Acetone l 1.92 :J: 2 .43 

NO-HNTA 10.0 umol 16 .40 土 5.54b

50.0 umol 23.19 土 6 .3 6b

250.0 umol 38.89 士 10.50b

aMices were treated with acetone ( 200μ1 ), NO-HNTA in acetone ( 200 

μ1 ). 20 hours later, the animals were treated again. The mices were 
killed after the second treatment 1 h and the skin were removed. The 
fonnation of H20 2 were detennined. The data present the mean 士 SD

from 6 mice/group. 
b Staistically di在erent 企om acetone-treated group (p< 0.01 ). 
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Table IX . The fonnation ofMPO activity in mouse skin by topically 
treated with NO-HNTA 

Treatment a MPO (ur泣的Icm2
) 

Nonnal 1. 74 土 0 .4 1

Acetone 2.07 士 0.50

NO-HNTA 10.0 umol 49.63 土 7.25*

50.0 umol 13 1.34 :t 23.50* 

250.0 umol 21 0.78 :t 37.44 * 

a Mices were treated with acetone ( 200μ1 ), , NO-HNT A in acetone 
( 200μ1 ). 20 hours later, the animals were treated again. The mices 
were killed after the second treatment 1 h and the skin were removed. 
The fonnation of MPO activity were detennined. The data present the 
mean :t SD from 6 mice/group. 

* Staistically different from acetone-treated group (p< 0.001 ). 
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i←…一-Cyt. )1 ←一一-Par. 主!
A B C D E F A B C D E F 

PKC • 

Figure 16. PKC expression in NO-NTA-treated mice 
epidermis. 
Lane A : normal; Lane B型 C， D, E and F : NO
NTA-treated for 15 min, 30 min, 60 min , 2hr and 
4hr respectively. 
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!←-Par斗
A B C D 

共-Cyt.-→i
A B C D 

Figure 17. Dose-response of PKC expression in NO
NTA-treated mice epiderlnis. 
Lane A: normal control; Lane B : NO-NTA ( 10 
μmol); Lane C : NO岫，NTA (50μmol ); Lane D : 
NO間，NTA (250μmol ). 
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A B C B E F 

c-Fos • 

Figure 18.1 仁間.Fos expression in NO-NT A岫treated mice 
epidermis 
Lane A : nonnal; Lane B, C, D, E and F : NO-NTA-treated for 

15 min, 30 m凹， 60m妞， 2 h1' and 4hr 1'espectively. 

A B C B 

c-Fos •! 

Figure 18.2 Dose-response of c-Fos expression in NO個NTA

treafed mice epidermis. 
Lane A : nonnal control; Lane B : NO-NT A ( 10 j.tmol ); 

Lane C : NO-NTA ( 50 umol ); Lane D : ~這0月NTA ( 250 

μmol ). 
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A B C D E F 

c-J扭扭→

:Figure 19.1 C-Jun expression in NO-NTA寸reated mice 
epidermis 
Lane A: nonnal; Lane B, C, D, E and F: NO-NTA巾'eated for 

15 min, 30 min, 60 min, 2 hr and 4hr respectively. 

A B C D 

c-J扭頭→

Figure 19.2 Dose四response of c-Jun expression in NO-NTA間

treated mice epidermis. 
Lane A : normal control; Lane B : NO剖TA ( 10μmol ); 

Lane C : NO剖TA ( 50 umol ); Lane D : NO-NTA ( 250 

μmol ). 
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A B C D E F 

令關yc →

Figure 20.1 C-Myc expression in NO-NT A岫treated mice 
epidermis 
Lane A : norma1; Lane B, C, D, E and F : NO小-JTA-treated for 

15 min, 30 min, 60 mi泣， 2 hr and 4hr respectively. 

A B C B 

c品質yc →

Figure 20.2 Dose-response of c品質yc expression in NO目NTA啊

treated mice epidermis. 
L前le A : normal control; Lane B : NO-NTA ( 10μmol ); 

Lane C : NQ.﹒剎TA ( 50 umol ); Lane D : NO-NTA ( 250 

J.illlol ). 
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1---- Cyt. I I Par. --
A B C D E F A B C D E F 

PKC • 輔體

Figure 21. PKC expression in NO-HNTA回treated mice 
epidermis. 
Lane A : norn1al; Lane B, C, D步 E and F : NO
HNTA國treated for 15 min, 30 min, 60 min, 2hr 
and 4hr respectively. 
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Figure 22. Dose回response of PKC expression in NO
HNTA-treated mice epidermis. 
Lane A: normal control; Lane B : NO-HNTA ( 10 
μmol ); Lane C : NO-HNT A ( 50μmol ); Lane D : 
NO-HNTA (250μmol ). 
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A B C B E F 

c-Fos • 

Figure 23.1 C-Fos expression in NO扭扭NTA咀treated micc 
epidermis 
Lane A : nomlal; Lane B, C, D, E an吐 F : NO-HNTA-treated 

for 15 min, 30 min, 60 min, 2 hr and 4h1' respectively. 

A B c D 

FOs 一斗

Figure 23.2 Dose-response of c-Fos expression in NO闊HNTA

treated mice epidermis. 
Lane A : normal con衍。1; Lane B : NO-HNT A ( 10μmol ); 

Lalle C : NO-HNTA (50 umol); Lane D : NO-HNTA (250 

μmol). 
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A B C D E F 

c-Ju路→
í:: 
?可1

Figure 24.1 C-Ju目 expression in NO-HNTA咀treated mice 
epidermis 
Lane A : nOffi1al; Lane B, C, D, E and F : NO-I-INTA-treated 

for 的 m泊， 30 min, 60 min, 2 hr and 4hr respectívely. 

A B c D 

Jun 向伊

Figure 24.2 Dose咀response of c-Jun expression in NO
HNTA阻treafed mice epidermis. 
Lane A : no叫1m位ma祉1 c∞on臼訂'0叫i; ILJ a缸n站e B : NO-丑NTA ( 10 μmo叫1 ); ; 

Lane C: N叫O昀H封fN何TA (50 umo叫1 ); Lane D : NO-I-註-INTA ( 250 

μmol ). 
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A B C D E F 

c-間yc → 心汽甘心也: l_.，…u以J 叫 則這:1~fi村柄。
崢 jh~織蠅輯喝喝自身: 肖峙，全

Figure 25.1 C品質yc expression in NO自HNTA間treated mice 
epidermis 
Lane A : normal; Lane B, C, D, E and F : NO-HNTA-treated 

for 15 min, 30 min, 60 min, 2 hr and 4hr respectively. 

A B C D 

c-Myc • 

Figure 25.2 Dose回response of c-Myc expression in NO自

HNTA四treated mice epidermis. 
Lane A : normal co的01; Lane B : NO-HNTA ( 10 悶。1 ); 

Lane C: NO-HNTA ( 50 umol ); Lane D : NO位NTA (250 

).lillol ). 
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Figure 26.1 The expression of c-Fos in mouse epidern1is by 
treated topically with 10 umol NO-HNTA ( 100 X) 

Figure 26.2 The expression of c-Fos in mouse epidermis by 
treated topically with 250 umo1 NO-HNTA ( 100 X) 
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Figure 27.1 The expression of c-Jun in lnouse epidermìs by 
treated topically with 10 umol NO-HNTA ( 100 X) 

Figure 27 .2 The expression of c-Jun in mouse epidennis by 
treated topical1y with 250 umol NO-HNTA ( 100 X) 
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Figure 28.1 The expression of c-Myc in mouse epidennis by 
treated topically with 10 U1llo1 NO-HNT A ( 100 X) 

Figure 28 .2 The expression of c-Myc in mouse epidennis by 
treated topically with 10 umol NO-HNTA ( 100 X) 
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Figure 29 種 The possible mechanism on NO間NTA and NO-HNTA 
induced the tumor promotion. 
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