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目錄
第一部份

鼠體內亞椅基反應封 AAF 致月于為作用之影響

以及活化致鴻基囚的角色

縮寫表. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 

中文摘要 ..........................................................................2

英文摘要.......................... .‘ .............................................3 

實驗動機與民的 ............................................4 

. .5 

貳.實驗材料與方法 .....................................................8 

參.結果......................................................................... 16 

的時闖一.八八 1" jL 版社 ;1犬 jli riJ t;E Li?)在化反辰.~ .................... 1 9 

咐崗二 .AAF 致為途徑............................. .‘ .................20 

附閻斗N喇NO-AAF 致括途徑....... ... ..... ....... ...... .., ...... ..21 

Fig.l NaN02 對 AAF 處理大白鼠相封肝重量之影響 ....22

Table 1. NaN02 封 AAF 處理大白鼠 c-沁n 蛋白之影響 35

Table 2. NaN02 對 AAF 處理大白鼠 c-Fos 蛋白之影響 .36

Table 3. NaN02 對 AAF 處理大白鼠 c-myc 蛋白之影響 37

Conclusion.. ~...............................................................3 8 

肆.討論 ........................................................................39

位.參考資料 ........................................................... .的



縮寫字

AAF: 2-acetyIaminofluorene. 

N關.NO-AAF: N-nitroso-2 四acetylaminofluorene.

DAB: diaminobenzidine. 

索引字

2岫acety laminofl uorene. 

Sodium nitrite. 

H epatocarc inogenes i s. 

C 嘲 Fos.

c-Jun. 

c-Myc. 



中文摘要

乙西長月安基二萃，哥哥伍泊 (2-Acety1 am i notl uorene 簡稱

2-AAF) 加上 sodium nitri詞，在酸性狀態下多經

nitrosation 會產生亞硝基乙睡在按基二笨拼伍閱( N

nitroso 輸2仿cetyl-am ino f1 uorene 箭手在 N 細NO-AAF)、過去

已經證符其本叫存批示1 J丈夫變性比 2閏八八 F 史悅。

在本篇研究、為了三1E 'Yl NaN02可能促進八八F 玖)J-r-泊之

作用可利用大台鼠同時做八八F與 NaN02、來觀察NaN02

對 AAF 導致月于腫瘤生成的影響。凶此本研究勻將

Wistar雄性大白 IA 分成 5 組:第 i 組做對照組 (control)、第

2 組餵予合0.3%亞五百駿納 (NaN02)飼料，第 3 組餵予合

0.020/0 AAF 之飼料勻第 4 組餵予合 0.02 % AAF加上
0.2% NaN02 乏飼料、第吾吾11 餵予合 0.02 010 AAF加上

0.3 <X) NaN02之飼朴、 ALj切 12i址。

實驗結果發現第 3 勻 4 ， 5 紐約大白鼠皆發生干 Jljl 月于
主義，包括大小不同病仕的肝腫大和新生的結節。大白

鼠銀食AAF加 NaN02會誘發肝細胞痛之生成多但是不

同劑量的 NaN02對 AAF致肝癌生成有不同的影響，較

高劑量之 NaN02有顯著的促進AAF致肝癌之作用多但

NaN02本身並不會有效月于為作用。

當大白 t~餵食。020/0 AAF三個月後，在鼠肝內

的 c-Fos 、 c-JU I1， c-Myc妥白全會上升。 然而由八AF誘

發的 c-F的， c-J un多少Myc 的表現，會凶加入NaN02 而有

意義的增高 (p<O.OO 1) 。這樣的結果證賞了 NaN02 加

強 AAF誘發肝痞生成的初期變化是經由促進誘發心

Jun，心F肘， c-Myc表現量的增加 O

7 



Abstract 

2-acetylaminofluorcne (AAF) reacts in acidic conditions 
with nitrous fume yielding N-的troso-AAF (N-NO-AAF) ,as 
previously descri bed 歹 that exerts more toxic and mutagenic 
effects than its parental compound. In this study ,the effect of 
sodium nitrite (NaN02) on the tumorgenicity of AAF in rats 
fed with AAF and NaN02 was observed. 叫listar rats were 
divided into five groups: group 1 served as control~ group II 
treated with NaN02 (0.3%) , group III was given 0.02 0/0 AAF 
alone; group IV and group V received both AAF and NaN02 
(0.2 and 0.3% respectively) in diet for 12 weeks. At the end 
of experimental , all rats in group III 多 IV and V developed 
early stage phenomena of hepatocellular carcinoma, 
including hepatomegaly with variable “ size foci and 
neoplastic nodules. Severe damages were observed in the 
rats treated with AAF and NaN02. Fccding with AAF (0.02%) 
for 3 months elevated the levels of c-Jun ,c-Fos and c-扎1yc
protcins in thc rats livcrs.Thc 八Ar寸 ndllccd c-Jun ,c-ros and 
c-Myc expressions were significantly magnified (p<O.OO 1) 
by NaN02. These data confirmed that the strengthening of 
AAF-induced hepatocarcinogenesïs by NaN02 should be 
associated with its enhancing effect on the AAF -induced 
increases in the expressions of c-Jun 勻心Fos and c-Myc 

Kcy Words: 2 個 acclyl am i 110 n uorc l1 c 、

r Icpatocarcinogcllcsis , 

Sodium nitrite 、

c-Jun 、 c-ros ， c-Myc. 

Abbrcviations :AAF, 2-acctylam inoflllorcnc; 
N 間小卜NO刪AAF土九3弋、 N.仆-

DAß 方 diaminobcnzidine.

3 



實驗的動機與民的

硝酸鹽是一種普遍存在蔬菜(如甘藍，萬言，改菜)

的化合物。當這些蔬菜食品在人類的上消化道吸收

以後，五百皈巨星使由血液主IJ 達唾液腺 (sa1i vary glands) 、

並且在唾液(saliva) 中被還原成為亞硝酸鹽。另外在

許多肉類加工的製品(如肉干，臘肉，香腸. . . )，都會以亞

踹酸聽當做防腐劑 3避免肉品腐敗 O 而且這些蔬菜以

及肉類製品又是日常生活中夭夭都會吃到的東西，就

像人類三餐吃飯一樣。然而 2-acetyl aminofl uorene(2-
AAF)是一種殺姦劑 (insecticide)，如果蔬菜水果口竟混了

這種農藥殺姦劑，而且沒有半衰期結束後就採收上市，

如此造成農藥殘留。當亞五百酸鹽進入人體的胃中後，

在胃液的強酸環境中和蔬菜水果夕之留的殺是劑 (AAF)

可以產生亞五百基化反應 (nitrosation)，而形成 N-NO

AAFo 由 1988年 Lin & Kuo所發表的論文可以知道N翩

NO-AAF是 direct-acting mutagen and teratogen，因此人
類在這種長期慢性的暴露下(即所謂 chronic

exprosure )，是否會引起肝癌的病變?正是本篇論文所
要研究的動機與民的。
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去三 二L.::-- ~ 
gL 的品

許多具有致癌作用的亞鴻基化合物 7 在用自環境

中包括食物。已經在過去的研究報告中發現食物中

的亞研酸鹽在般性的胃液環境內會生成內生性致癌

物、仆， 2)可能是某些特定為抗的危險因子?特別是胃疚

和食道路 (3 ， 4) 。事實上?在，股內形成且研般妝曾經證

明會封實驗動物造成為症 (5 ， 6) 0 以及在食物中加入亞

五寄自交漿和許多致為物?封腫瘤的形成有加強作用。"

10) 。另一方面 1 幾個亞硝皈化合物?對各種不同屬動

物的痕症扮演著致痞原因的角色 (1 1 ， 12) 。

AAF最常用來當作模式化合物 (model compounds) 

研究芳香昌盛胺和胺 (arylamides and amines) 的代謝及
致為作用 (13 ， 14). AAF發現有代謝活化作用 9 包括各種

不同的生化反應諸如:氮“氫氧化( N欄hydroxylation ), 

硫酸鹽轉換( sulfate transfer ) ，氮 m氧"乙昌盛基轉換 (N

O-acetyl transfer )，去乙峰化作用( dcacetyl ati on)，或單
一電子氧化步驟( 1 個electron oxidation step )會形成終
根致為物的中開產物 (15-19) 0 相對地步不穩定的氮個亞

硝基睡胺化合物( N個nitrosoamides )，不論在生物體內

或體外實驗都是 5~ 有力的統基化劑( alkylating 

agents)、而且的 pH 改變而自然水解產生碳離子

(carbonium ion) ，~沈 f象 ill vivo 安局企， al ky] n itrosourcthanc 

和 al kyl n itrosoguan i d i ne 會被統醇( thiol)所催化 (20-21 ) 

如同所預期的， N-NO-八/叫:令成 IJ午會有好的反出率令而

且很快的與不同就核子 (nucleophile) 反應弓包

括 :amino acid ， nuclcosidcs勻。N八所以 NωNÜ-AAF 是很

強的致突變原 (mutagcn) ， Ý丈 1畸Jl台原(teratogcn) (22)勻而

且在正常的生 J\~~ I的況去下就什哥哥生。

許多話據顯示一時已知的。ncogc l1 cs 在不叫的生

q 



理情況之下，會在老鼠的肝臟表現，包括出生前與出

生之後的發展 (23 、 24)方再生 (25 ， 26)，贅生雖然有

deve lopmen t ,regenerati on , neop 1 as i a之不同，但是當化學
品所誘發的嘴齒類動物肝痞時就可以測出 c-myc ， c-

fos多少Jun致癌基因 (27-33) 。並且會出現某些致癌基目

的表現與新生物的轉型步驟有闕，以及致癌基目的產

物可以當作痕症的指標。

AAF代謝活化會induce hepatoce l1 ular carcinomas 

(HCCs) 、 p53 supprcssor gcnc mutation and allclic 10ss 
與人類的肝細胞為有相當密切的關係 O 除了 p53 gene 

以外尚未有其它致為基因參予的文獻報導勻的此有必

要針封 AAF 以及 NO-AAF 所誘發的 HC仇，在

carclnomas 內 p53 gene 突變的機率 (mutation

frequency )加以明瞭 (57) 0 Mutation frequencies在兩種
不同的 chemical: NO爛AAF 與 AAF 分別是 19.23%

(2011 04) 弓 3 1. 1% (331106) 。而 K刊俗，H-ras 之突變機率

為 0% 。在 HCCs 內 p53 gene mutation spectrum有幾個
值得注意的特性: (的無論是白 NO圓AAF或 AAF引起的

p53 gene mutation ，-1t.子發的地方都是在 exon 5-8 0 (b) 

幾乎所有的 mutation 都是 G→A transition歹而且

guanoslne是主要被攻擊的 base 0 (c) p53 gene mutation 
的發生率與 cancer cell differentiation 有很重要的相

關性。在 poor1 y 闢 differentiated HCCs 其 p53 gene 

mutation incidcncc 是 4 I . 1 (Y<): wcll-d itlcren t i ated 11 CC s 

其 p53 genc mutation incidcncc 是 10 回 17%) 0 (d) p53 

gene mutations incidcncc 和 mutation sitcs 與 canccr
cell 的分化程度有相當法切的關聯在分化不良的肝為

細胞、共 p53 gene mutation都集中在 exon 小8~然而分化

良好的肝疚細胞可p53 gcnc mutation sitcs 只ijj存在 cxon

5 0 (e) 白 NO翩AAF或八AF所引起的突變幾乎全部

(98(Yo) 都是點突變 (point l11 utation) 0 (ηp53 gcnc 

mütation ~f ~l 有字 j校內的是件投 (transition) 突變、而



transition / transversion ratio 分別是 13/6 (NO-AAF 
group) , 21112 (AAF group) 。

本篇論文為了更進一步探討NaN02對AAF所誘發

的肝癌之影響，將大白鼠以餵食的方法給予 AAF 和

NaN02，然後觀察 NaN02 對 AAF所誘發的月于腫瘤之作

用和鼠肝內心Jun 弓 c-fos 、 c-myc 致為基的表現量增加的
情況。
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貳.實驗材料與方法(Materials& Methods) 

一.材料與儀 35

動物飼辛辛選只是 purina Lab Chow, AAFJJ再自 Sigma

St Lou 的， MO ，NaNOνE.McrclιPrimary Ab.(rabbit 
anti 酬 C 酬 f0 s an d c -j u n p 01 y c 1 0 n a 1 an t i b 0 d i e s) ;!持自

Oncogene Science 多 Monoclonal anti-心myc antibody 

購自 Santa Cruz Biotechnology型 Inc. 型 B i otiny 1 ated 

secondary Ab. (Biotinylated anti 四 rabbit or anti-mouse 
immunoglobin), streptavidin peroxidase,LSAB kit 購

白 Oako company. DAB( dialninobenzidine) 貝1年自 Sigma

St Louis ,MO. Immunohistochemical staining slides 
scanner 選將自 Leica Q500 MC image processing & 
analysis system. 

二.實驗動物之分組

雄，性 Wistar 大白鼠( 'n禮堂口0-150 公丸)購白閻

立台大聲學院實驗動物中心 O 每三隻大白鼠一伽

籠子買然後飼養於有滋度控制的動物房 O 以 Purina

Lab Chow為飼料 9 蒸餾水不限制飲用 O 先飼養一星

期 7 然後觀察大白鼠的健康情況、選取健康者供實驗

伙)f] ，{t司長 3 1JlJ)l 0 

第 l 組 :6 吱句什 j投向1、只做母 jifi 飼料 O

第 2 組 :6 艾勻1iït O. 3 (Y<) N a N 02的飼抖 O

第 3 ~Jl: 6 隻、1irtO.02 <Y<) 2-八八 F的飼料 O

第 4 自1: 6 隻句1in O.02 cy<) 2-八八F加 O.2 o/c) NaN02飼料 O

第 5 組 :6 隻 9 斂。 .02(~~) 2-AAF加 0.3 0/0 NaN02飼料 O

二 i屁體解去1] 與組織學檢查
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當大白鼠斷頭犧牲之後j寄屁體進行解剖，打開

放腔取出肝臟?以生理食鹽水清洗p先以肉眼進行檢

查新生腫瘤的數目?然後將肝臟以 10% formalin 固

定，之後用傳統的方法進行病理組織切片，每一個理

有肝臟之石蠟連續切五片、再將組織切片以

I-Iematoxy 1 in -eosi n做染色.將所看到的腫瘤形狀，數
白雪所在的位置記錄下來 O

肝臟組織切片與染色方法:

1.固定( fi x a t i 0 n ) : 

解告IJ 之後，取出大白鼠之肝臟步放入 10% 中，性福馬

林固定 24 小時以上 7 然後取出困定好的肝臟 y 切成

o .5 X 0.5 X 0.3 mm大小勻置入包理金中，在連續水流
中沖水2小時，以去除福馬林 O

2. 月~t. 7]<. ( d e h y d r a t i 0 n ) : 
將沖掉福馬林的肝臟取出，先用吸水紙將多餘水

份吸走再進行脫水步驟 :(1)70%酒精 20 分 (2)80% 酒

精 20 分 (3)90% 酒精 20 分 (4)95% 酒精 1 20 分 (5)95%

酒精 I120分 (6)100%酒精 1 20分 (7) 100%酒精 II 20分

3. 透明( clcaring): 

將完全月IJL 水的肝臟組織，浸於二中笨(xylene) 中多一

直到組織浸至透明為止 O 步驟: ( 1 )二甲萃 1 10分( 2 ) 
二甲萃 11 10 分 O

4. 況;閃( i n fi I t r a t i 0 n ) : 

二 'F 求與石蠟 (paraflin) 、于 以丘 jjF 句所以先以，三'1'
萃透明後可才能夠伙 jvliifj J:t flj 元仝句所以泣泊的目

的是要讓 parafïïn 完全進入肝臟組織 O 步驟 :(I)ì~是 1月



於(二甲萃:石蠟= 1: 1 )溶液中 7 置於烘箱中的。C ， 1 
小時 (2)石蠟1，衍。C ， 30分 (3)石蠟11 ， 55 C ， 30分 (4) 石

企鼠 III ， 55 C ， 30 五士

5. 包理 (embedding) : 
將浸潤完仝的肝臟組織放在模子中央要然後將溶

化的石蠟加入梭子中把肝臟組織完全是萃，按著將

包理台放在梭子上，再加入少詐石蠟使肝臟組織固

定在包埋台.然後將包理好的石蠟塊置於岫20
0

C 冰箱，

可以使石蠟結晶較細 9 等石蠟凝固後 7 除去模子今包

埋工作完成 O

6. 連續切片 (serial section): 
將包埋好的肝臟組織石蠟塊回定於連續切片機

(microtome)調整好刀片角度及距離，先以 20μm 粒

切至所要觀察的肝組織面多然後再調整至 5μm 切

出連續的組織切片雪接下來就用毛筆取下切出的連

續切片?將它還放在 38
0

C 的溫水中型使切片能完仝反
問來.然後以上面塗有(蛋白:甘油= 1 : 1) 的混合液的

載玻片空將己反闊的切片撈上來 F 並以毛筆將切片調

至載玻片中間，然後放在 38
0

C 的乾燥去上烘乾、以便

染色之用 O

7. 染色 (staining):
以蘇木索棚依紅 (hematoxylin吋OSln 簡稱 1-I & E) 染

色
詳細步驟如下:

( 1 )二甲萃 i

(2) 二中求 II

(3) 100% 酒精 I 

G 分鐘

6 分鐘

3 分鐘
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(4) 100% 酒精 11 3 分鐘

(5) 95 0/0 酒精 3 分鐘

(6) 800/0 酒精 3 分鐘

(7) i中水 30 分鐘

(8) 蘇木素染色波 10 分鐘

(9) 以酸，性泊精行辨色至核清楚為止

(10) 沖水 30 分鐘

(1 1) 依紅染色液 5 分鐘

( 1 月 70% 酒精 30 秒鐘

(1 月 80% 酒精 30 秒鐘

(14) 95% 酒精 30 秒鐘

(15)100% 酒精 1 3 分鐘

(16) 100% 泊枯 11 3 分鐘

( 17) 二甲笨 1 6 分鐘

( 18) 二甲立在 6 分鐘

8.主于片 (mounting):
將封片月參滴於已染色的組織切片上，然後以 45度

角慢慢 3史上蓋玻片 1 避免氣泡產生 7 待封片膠凝固

後 9 即完成封片句如此一來切片即可長期侏存 O

三.用 Immunocytochemical stain觀察proto吋ncogenes
的表現

測定 NaN02加強 AAF誘發proto-oncogenes表現

之方法是依據 Lu等數位作者於 1994年發表的論文

(34 )加上一些修改的 O 從大白鼠切下的肝臟用 10% 中

性福馬林商定 24 小時、脫水，包埋?再以連續切片機

切成 5μm J享度的切片 O 然後將切片做兔疫組織化

學染色 O 步驟如下:

11 



(1)脫蠟(56
0

C ,20-30 min.oven) 
(2)Xylene (3 國 5 min. pure,repeat again) 
(3)Absolute ethano l. (5 min.repeat again) 
(4 )95% Ethanol(3刁 min.repeat again) 
(5) 以二次水沖洗(5 個 10 min.repeat again) 

(6)TBS (Tris buffer,5 min.) 
(0.05 恥孔 PH7.8 、NaCl 0.15 扎扎 Add 1 ml Triton X 圓

100/L.) 
(7)將 citrate buffer微波加熱至沸騰(大約要五分鐘

(citric acid monohydrate 2.1g溶於900 m1.二次水)

十

(2M NaOH 13m l.) 
+ 

(二次水至 1000 m1.) 
(** Add 1 m 1. MP40/1000m l.) 

(8 )直入己就蠟完全的玻片 (citrate buffer still keep 
in boiling situation) 繼續加熱 5 min 0 

(9 )取出玻片雪然後讓它自動降溫至室溫 O

(10)取出後周二次水沖洗 O

(11)Tris buffer (5 min.) 
( 1 月3% H202 (5-10 min.) 
( 1 月加入二次水(5 t11in.) 

(14)Tris buffc r. (5 lnin.) 
(15)Primary antibody.(l :50 ,20-40 min Jf] diluent 
buffer稀釋)

( 16)加入二次水( 5 min.) 
(17)Tris buffer .(5 lnin.) 
(18)Sccondary antihody(Thc ycllow hottlc , 30 min.) 
( 19)加入二次水(5 min.) 
( 2 0 ) T r j s b u fTc r (5 m i n . ) 
(21 )Add biotin ligand (Thc rcd bottlc , 30 min.) 

12 



(22)加入二次水 (5 ln i n.) 

( 23 ) T r i s b u ffe r (5 m i n . ) 
(24)DAB (5 min.at room temperature)(DAB 1 穎配

] Oml.分裝成 2m!. 力口的μI 3%11202/2ml DAB 

(25)加入二次水(5 min.) 
(26)I-Iematoxylin (不超過 1 min.) (染 background ) 
(27)加入二次水清洗(15 min.) 

(28)95% Ethanol (5 tnin.) 
(29)Absolute ethanol (5 m l.) 
(30)Xylene 
(3 1 )mounting( 封片)

(32)blue color為 negative contr叫，計算 brown color 的

面積(positive areas) 

(Lcica Q500 MC Ìlnaεc proccssing & analysis system) 

四.病理 -fJJ 片銳檢分類 (52- 吾吾)

鼠月于內 specilïc hcpatoccllular lcsions 的分類主

要的根據 paper(52) Report of a workshop on 

classification of specific hepatocellular lesions in rats. 
1.肝細胞變異性的病位 (Foci of cellular alteration) 

(1) 亮細胞病位 (Clear ce l1 foci) 

(2) 嗜酸性細胞或毛放王為樣病社 (Eosinophilic or 

ground g]ass foci) 
(3) 嗜鹼性細胞辰1 拉伯asophilic foci) 

(4) 混合形細胞病位 (Mixcd cclI foci) 

所謂 foci是指肝臟的病變小於一個月于小葉 (liver

lobule) ， foci則問始主要是肝細胞質著色性質以及構

造顯現的改變;肝臟的結橘並沒有明顯的分裂悶，而

受影響的肝細胞板:每月闊的肝臟組織是合併的，而

沒有明顯的界限存在 o 受到影響的肝細胞可能比正
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常的肝細胞大或小，而某些細胞核可能變大，有泡泡，

或濃染，而且核仁變大 O 嗜酸性細胞病紅通常是細

胞質增加而造成整個細胞的增大;嗜鹼性細胞病社

含有擴散的嗜鹼性細胞質弓細胞大小比正常的肝細

胞大或小;亮細胞病社細胞質有空空的外視，細胞

是正常的大小或稍微股大 O 一般認為嗜鹼性細胞病

位和腫瘤之生成比其它的變異性細胞有比較明顯的

特異性 O 同時也認為 foci 在細胞學的表現與新生，性

結節 (neoplastic nodules) 細胞的組成相同穹的比 foci

很可能進一步形成neoplastic nodules 0 

2.新生，性結節 (Neoplastic nodules) 
一般新生，性結節為主求形的病變世經常大於好幾個

肝小葉賢在結節內正常的肝臟結構會消失言其內的肝

細胞由嗜跤，性細胞或亮細胞所組成，而嗜鹼性細胞

較少見;細胞大小不一，細胞核腫大且濃染，數目加倍，

並且有明顯的核仁，有時可出現有絲分裂的現象 O

肝實可能變窄或變寬，肝細胞其排列可能是立體的，

雜亂的一片雪或是不規則的盤狀(一層或多層細胞的

厚度L 同時會壓迫到周圓的肝組織而有明顯的芥恨，

肝寶 (sinusoids)可能受到股大的肝細胞壓迫或顯示

不同程度的擴張或膨大 O 雖然有很少的 casc可以發

現 portal areas 會停留在 nodules 內要但是大部份的

portal areas是看不見的 O 最重要的特徵是構造的扭

曲，以及與包困在 nodules周闊的肝組織界限明顯 O

結節的肝細胞板 (platc)j想不受影響的細胞是不連續

的 O 在 J'lJ 物 )J主辦i 生成的實驗 \11 、花枝新生，性結節是

增級性病變，它的出現顯示肝細胞癌生成的可能，性
會 ji? 力\1 日

14 



3.肝細胞癌 (Hepatocellular carcinoma) 

( 1 )良好分化 (we Il differcntiatcd) 

(2) 中等分化 (moderately differentiated) 

(3 )不良分化 (poor喝 1 y d i rfc r e n t i a t c d ) 

(4)腺泡狀或乳頭狀的形成(with glandular and /or 

papillary formation) 
肝細胞為通常被認為是比新生，性結節更大且

更不規則的病變 9 它可以侵犯肝葉大部份?也會壓迫

或侵入月間正常的肝實質細胞 O 小樑樣 (trabecular)

的肝細胞為根細像正常的肝臟構造今可以區分為良

好到不良的分化;腫為如1 月包含一層以上細胞的厚度弓

呈寬的一片或板狀，另外有一種組織變異型的肝細

胞癌?含有明顯的腺泡狀或乳頭狀的講造，很像腺癌

(adenocarcinoma) 0 

4. 月1告管纖維化或腺纖維化(Cholangiofibrosis ， Adeno 

fi brosis) 
這種病變的特徵是膽管明顯的增生 F帶有拯緻密的

纖維問質;而管腔股大充滿漿淚，性物質 O 這種病變

常見於以午dimethy卜aminoazobenzene(DAB) 或 L

acetylaminofluorene(2-AAF)等致癌物餵食老鼠的肝

臟之中 O

五.統計分析

用 Leica Q500 MC image processing & analysis 

system，將每張 slide隨便取五個 fields(O.2 mm2
/ f.), 

然後計算foci總面積有多少?再做比較分析 O

i 丹



參.結果(Results)

本為論文主旨是在探討NaN02影響 AAf所誘發的大

白鼠月于疚。結果顯示當街蓓的大白鼠在飼料內加入

AAF (0.02 0/0)，經過三個月的飼養觀察，其相對的肝臟重

量(肝/體重)較只飼養普通飼料的對照組為重(圈 1 )。餵

予普通飼料的第 1 組相舟的肝臟重量是3.25%~飼料加入

NaN02 的第 2 組相對的肝臟重量是 3.00%;飼料內加入

AAF 的第 3 í且相對的肝臟重量是 1 1. 3%; 而飼科內加入

AAF以及不同濃皮 NaN02 的第 4 組 (0.2 0/0) 與第 5 組 (0.3 0/0)

相對的肝臟重量是 17.6 0/0和 19.0%> 。所以很清楚的發現

第 4 組與第 5 組的大白鼠其肝臟月重大的情況與飼料內只

加入 AAF(0.02 0/0) 的第 3 組比較 (p<O.OOl)弓顯然是有意義

的增加。 (Fig.l)

組織病理學分析檢查呈現出對照組與飼料內只力。入

NaN02 的第 2í旦、不論以肉眼觀察或以組織病理切片檢查勻

並汶有做符注意的變化(吋 2八弓 2B). 所有飼料內加入

AAf 飼蓓的大白鼠去1) .'f 以發現許多病紅 (foc i) 以及在門

脈昆月間有大小不一的新生結節 (neoplastic nodules) (國

2C). 在第 3 ，4 ， 5 組的大白鼠發現肝臟有明顯的扭曲

( distortion) 以及廣泛的壓迫到周圓的問質

(parenchyma) 。在結節內的肝細胞弓主要是由排列成小柱

形狀的嗜西史性細胞所構成、而且是被薄濤的結締組織線

分 111.] 的(例 2(‘)付，台í- :L 的丸ij 佈 1"1 )1亡 j骨氣tí 的病變、立在 JL 知道

J，~她是 dJ 化學，仗 ?;1fi fj勿所;浩特的.位少 llì~ 示可他 ji? 力\1抒 Jt~

成為 )1于爪的 j錢?卡仆 tjt43ii 几句I~ 5 ílt 的所有大 (J Sl 在飼吳三

倘 I] 後才IS 衍生 1n 川的抗變、 1前 J1 ""f 以 JL 511 ~~午多 )1 r- )1誠的 jjj

f吾有發 Nz)丸 fS )] r- 滅的 1于能作

為了要 i暸解 c-Jun、心f肘， c-Myc等致癌基因會停留

在那程表現?必須以兔技組織化學染色法將所有的組織

16 



切片染色弓所使用的試劑是 biotin-avidin peroxidase 
system 0 去口商三所示，如果是 c-Jun有表現可以看到肝臟

的切片染成棕色 (brown) 0 c-Jun protein IeveI 由 Table 1 可

以清楚 :control 的 foci arca(mm2 ) 分別是 0.32吵。35 ， 0.40 , 

0.39 弓 0.42 ， 0.31 Mean 士 SO是 0.37士 0.05 ~ group 1 的 foci

area分別是 O. 峙， 0 .4 1, O. 的， 0.50多。.4 8 ， 0 .43 0 Mean 土

SD 是 0 .4 7 土 0.05~ group III 的 foci area 分別是 0.61 勻

0.55 , 0.60 , 0.59 , 0.63 , 0.65 0 M e an 士 SD 走 0.61 + 0.04; 
group IV 的 foci area分別是 0.76步。 75 ， 0.71 ， 0.75 勻。 70 勻

。 72 0 Mean 士 SD是 0.73 士 0.03~ group V 的 foci area分

別是 0.86 ， 0.83 ,0.84 , 0.91 , 0.85 , 0.88 0 Mean 土 SD 是

0.86 士 0.03 。所以用 AAF(0.02%)混合飼料飼養的第 3

組大白鼠，可見到鼠肝內心Jun 的表現有明顯的增加(約為

對照組的1.65 倍) ~以 AAF (0.02 0/0) 加上 0.2% 或 0.3 0/0

NaN02混合飼料飼養的第 4組和第 5 組大白鼠可以發現

NaN02會有意義的增加 AAF所誘導的 c-Jun表現 (P<O.OOl)

(約為對照純的l.97 與 2.32倍) (表一，閻 3D歹囡 3日 O 以上

用來計算面積的儀器是 Leica image processing and 
analysis system 利用相同的儀器來偵測 c-Fos 的表現多由

Table 2就可以明白 c-Fos foci area (mm 2
) control 組分別

是 0.36 ， 0.37 , 0 .4 0 , 0 .43 , 0.48 , 0.57 0 Mean 士 SD 是 0.43

士 0.08~εroup II 的 foci arca分別是 0.39 ， 0 的勻。 47 弓 0.48 弓

0.58 , 0.62 0 Mean + SD 是 0.52+ 0.08~ group 1I1 的 foci

area分別是 0.63 ， 0.64 、 0.62勻。 64 ， 0.64 , 0.65 0 Mean 士 SD

是 0.64 + 0.01~ group IV 的 fociarea 分別是 0.76 ， O. 呵，

0.74 , 0.73 勻 0.77勻。 80 0 Mean + SD 是 0.76 士 0.03;

group V 的 foci area分別是 0.86 、 0.85 ， 0.87 、 0.90勻。 92 、

0.88 0 Mcan 士 SD 是 0.88 士 0.03 。可以明白用

八八F(0.02%)混合飼料飼養的第 3 如大白鼠其 c-Fos 的表

現，量是對照紅的1. 5 倍(國 4C); 在第 4 蝕與第 5 紐約大白鼠

因為加入 NaN02而有意義的增力oAAF所誘導的 c-Fos 表

現 (P<O.OO 1) (約為封照組的1. 77與 2.05倍) (表二，因 40，國

17 



4日。相同的結果也出現在 c-Myc 的表現，心Myc protein 
level 由 Table 3 可明白 control 組的 foci area ( mm2) 

分別是 0.14 ， 0.21 ， O. 刃， 0.31 , 0.27 , O.鈞。 Mean ::I: SD是

0.24 + 0.06; group II 的 foci area分別是 0.32 ， 0.34 、 0 .4 4 ，

0.31 ， 0.41 勻。 32 0 Mean 士 SD 是 0.36 士 0.05~ group III69 
foci area分別是 O.圳、 0.56 、 0.50 ， 0.59 、 0.58 、 0.63 0 Mean 士

SO 是 0.55 士 0.08 group IV 的 foci area分別是 0.68 勻

0.69 , 0.64 , 0.67 , 0.69 , 0.67 0 Mean 士 SO是 0.67 + 0.02; 

group V 的 foci area 分別是 0.85 ， 0.81 弓 0.82勻。 .79 勻 0.80 ，
0.82 0 Mean 土 SD 是 0.82 + 0.02 0 其表現量在加入
AAF (0.02 0/0) 的第 3 組是對照組的 2.3倍 o (表三方扇 5C) ; 
在加入不同濃度NaN02的第 4組與第 5 組也可以發現會有

意義的增加 AAF所誘導的 c-Myc表現 (P值 <0.001) (約為

對照紐約 2.8與 3.5 倍) (表玉，扇 50，崗 5 日。
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附屬一: AAF 在西女性狀態下亞鴻基化反應

2 HN02 ~ N203 + H20 

CFofi i3 N20 :3 
叫一語

N].O.3 
f. 
02. 

N 2. 0~-，> 

O 

r.-.(、1LCIh
/1 、抄一--11 \'\- N 
\一/\一/鬥 NO
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NOZ 
3-N02.- 2 佩 fAA

附國一. Nitrosation ofN-2-fluorenylacetamide in acidic 
conditions with N203 yielding N-nitroso-AAF 
and 3-nitro derivatives.(22) 

、
，
/
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的國二. AAF 致痞途徑(56 ) 

餒。NOl Þ~亡σ之計仙

l\\71l GH2AyinJ 

(0)-(0γ\~(0)-(c5γ、

H ~ H 
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圳
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<
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u
n
f
\
N
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叫

3-(Deoxyguanosin-tlγ1)﹒ 
2-acetylamlnofluorcne 
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附屬三.NO回AAF 致癌途徑(22)

立
J咐

吋

八
U
H尸
U
M

川

M
川
川

N -N itroso-2-acetylaminofluorene 

Nucleic acid adduct~j 

8ase adduc t- s 

Protein adducts 

Amino acid C1 dducfs 

1 , ;) - Mi {j rul iOfl :)川J 叫一一今

/ 

今}-仙

/ 二〉予抖抖N仲叫2咐N
~， Aryldiazonium ion 

;3fhJ XULs 
Protein adducts 

ii ll ion Amino GCid odducfs 

Nucleic acid adducts 

Nil lOSücυ Il ljH lI llld C!l II devdtψ11 S 1I 11lla位ellic“ y by spolltancüus cOllversioll to 
diaWllilll 1l iO Il which CIl II !llI m:k IllílCI υIIIυIccuks iu livillg cells elcclrophilically. 
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Fig .I NaN02 對 AAF 處理的大白鼠相封肝臟重量之
影響

30 

。
NaNOz 

AAF 

0.3% 

+ 
。.2%

+ 

0.3% 

+ 

Fig.l Effects of NaN02 011 thc rclative livcr weight of 
AAF- treated rats. Rats received AAF with or 
without NaN02 in d ict for 12 wccks. 
Relative liver weight=(Jivcr weigh t/body weight) 
x 100 、 *p<O.()() I 、 comparcd with control:# p<O.OO 1 
comparcd with 八八 F-trcalcd groups. 
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Fig.2A H i stopathological cxam ination of the effcct of 
N aN 0 '2 on the 1 i ver 0 f AAF -treatcd ra t. 
Liver section obtained from the control animal 
showed no noticeable change. H&E , x 100 

Fig.2B Ilistopath 廿 10g i c a I c x a m i n a t i () n 0 r t h c c ITc c t 0 r 
NaN02 011 thc livcr 01、八八 F-trcatcd raι 

L i v c r s C c t i 0 11 0 b 1 a i 11 C d rr 0 III t h c N a N 0址 0.3(% 卜

treatcd animal showcd no noticeable change 
II&E. xlOO 

') 1 
旬，



r i g. 2 C I 1 i s t 0 P a t h 0 I 0 g i c a I c x a m i n a t i 011 0 r t h c cfTc c t 0 r 
NaN02 on thc livcr 0 1'八八 F-trcated rat. 
Livcr scction obtaíned from thc AAF-treated 
animal showed a focus. H&E、 xl00

Fig.2D 1一 listopathological cxamination 0 1' thc cfTcct of 
NaN02 on thc livcr of ^Ar入-trcatcd ra t. 
Liver section obtaincd t 、rom rat received both 
AAF and 0.2% NaN02 showed variable-sized 
foci and neoplastic nodules in the periphery of 
thc portal areas. II&E , x 100 
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Fig.2E 1 listopathological cxamination of the efTcct of 
NaN02 on the liver 0 1' AAF-treated rat. 
Liver section obtained from rat received both 
AAF and 0.3 0/0 NaN02 showed variable-sized 
foci and neoplastic nodules in the periphery of 
the portal areas. 日&丘 xlOO

25 



Fig.3A Immunocytochcmical cxam ination of thc cffect 
of NaN02 on the c-Jun expression in A八 F treatcd 
rat. Líver scction obtaincd from thc animals of 
control 、 were subjected to immunocytochemical 
stai n. for c-J un cxprcss i on. Arrows i n d i cate reprc

in areas. x2 

Fig.3B Immunocytochemical examination of the effcct 
of NaN02 on thc c-Jun cxprcssion in AAF -trcatcd 
ra t. Liver scctions obtained from the animals 
t r c a t c d w i t h N a N 02 ( () . 3 (% )、 wcrc subjcctcd to 
immunocytochcmical stain for c-Jun cxpression 
八 rrows indicatc rcprcscntativc stain arcas. x200. 

2() 



Fi 巴. 3 C 1 m m 1I n 0 c y t 0 c h c 111 i c a I c x a m i n a t i 0 n 0 f t h c c ff c c t 
0 1' NaN02 011 thc C- .I U11 cxprcssion in 八八 F “ trca tcd 
ra t. Livcr scctions obtaincd from thc animals 
treated with 0.02(% 八AF\werc sllbjectcd to immll 
斗locytochcmical stain for c-Jun cxprcssion. 
Arrows indicate reprcsentative stain areas.x200 

Fig3D Immunocytochemical examination of the effect 
of NaN02 on the c-Jun expression in AAF-treated 
rat. Livcr sections obtained from the animals 
received both AAf and NaN02 (0.2 0/0) 、 were sub “ 

jccted to immunocytochcmical stain for c-Jun 
expression. Arrows indicate representative stain 
arcas. x200 
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Fig.3E Immunocytochemical cxamination 0 1' the c1'1'ect 
of Naì斗 0::: on thc c-Jun cxpression in AAF-trcatcd 
r a 1. L i v e r s e c t i 0 n s 0 b t a i n e d fr 0 m t h e a n i m a 1 s 
received both AAF and NaN02 (O.3%)owere sub
jected to immunocytochemical stain for c-Jun 
cxprcssion. Arrows indicatc rcprcscntative stain 
areas. x200 
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Fig .4A Immunocytochcmical cxamination of thc cffect 
of NaN02 on the c-Fos expression in AAF-treated 
rat. Liver scctions obtained from thc animals of 
control , were subjectcd to immunocytochemical 
stain for c-Fos cxprcssion. Arrows indicatc rcp侃"
sentativc stain areas. x20。 “ 

Fig.4 日 lmmunocytochcmÎcal cxamination 0 1' thc cllcct 
0 1' NaN(h on thc c-Fos cxprcssion in AAF-trcatcd 
rat. L; νc r s c c t i () 11 S 0 h t a i 11 C d rr () m t h c a n i m a I s 
t r c a t c d w i t h N a N () 2 (0. 3 (1<>)、 wcrc suh、 i cc tcd to 
immunocytochcmical stain for c-Fos cxpression 
A rrows i n d i catc reprcscntat i ve stai n arcas. x200 
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Fig.4C lmmunocytochemical examination of the effect 
of NaN02 on the c-Fos exprcssion in AAF-treated 
rat. Liver sections obtained from the animals 
treatcd with 0.02 0

/0 AAF八九rcre subjected to Îmmu
nocytochcmical stain for c 呵 Fos cxprcssion. 
Arrows indicatc rcorcs 

Fig .4D Immunocytochemical examination of the effect 
of NaN02 on the c-Fos cxpression in AAF-treated 
ra t. Liver sections obtained from the animals 
rcccivcd both AAF and NaN02(0.20/0)o wcrc sub-
jcctcd to immunocytochcmical stain for c 間 Fos

exprcssion. Arrows indicatc represcntativc stain 
areas. y200 

了。



Fig .4E Immunocytochemical examination of the effect 
of N aN02 on the c-Fos expression in AAF -treated 
ra t. Liver sections obtained from the animals 
received both AAF and NaN02(O.3%) 、 were sub
jected to immunocytochcmical stain for c-Fos 
exprcssion. Arrows indicate representative stain 
arcas. x200. 



Fig.5A Immunocytochcmical cxamination of thc cffcct 
of NaN02 on the c-Myc expression in AAF-treated 
rat. Liver scctions obtaincd from thc animals of 
control 勻 were subjected to immunocytochemical 
stai n for c-“ Myc exprcssion. Arrows indicate repre
sentative stain areas. x200. 

Fig.5B Immllnocytochcmical cxamination 0 1' thc cffcct 
01、 NaN02 011 the c “ Myc cxpressío l1 in ^ 八 F-trcatcd

ra t. Liver scctions obtaincd from thc animals 
treated with NaN02(O.3%) 、 were S lI阿 ected to 
immunocytochemical stain for c-Myc cxpression. 
Arrows indicate representative stain areas. x200. 
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Fig.5C Immunocytochemical examination of the effect 
0 1' NaN02 on the c-Myc expression in 八八札treated

r a 1. L i v c r s c c t i 0 n S 0 b t a i n c d fr 0 m t h c a n i m a I s 
treated with 0.02<% 八八 F 、 were subjected to immu個

nocytochcm i cal sta i n for 心Myc expression 
Arrows indicate reoresentative stai 

Fig.5D Immunocytochcmical cxaminatio t1 ofthe effect 
of NaNU2 011 thc c-Myc cxprcssion in 八八}.' -treated 
ra t. Li vcr scctions obtai ncd from the an i mals 
received both 八八 F and NaN02(0.2%>L were sub
jected to immunocytochemical stain for c “ Myc 
express i on. Arrows i n d i cate representati ve stai n 
areas. x200 

、、可)



Fig.5E lmmunocytochemical examination of the effect 
ofNaN02 on the c-Myc expression in AAF-treated 
rat. Liver sections obtained froJ11 the animals 
received both AAF and NaN02(O.3%) , were sub
jectedto Ì !11lTI unocytochemical stain for c 闢 Myc

expression.Arrows indicate representative stain 
areas. x200 
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Table 1. Effect ofNaN02 on c-Jun protein level in AAF-treated liver 

Treatment a c-Jun foci area b 

(mm2
) 

Mean 士 SD C Fold of control 
(mm2

) 

Control 0.37 土 0.05

NaN02 (0 .3%) 

AAF (0.02%) 

AAF + NaN02 

(0.2%) 

A
W
U
仇
叮

NMU a
,

h 

N

的W

十
UA A A 

0.32, 0.35, 0.40 
0 .39, 0.42, 0.3 1 

0.46, 0.41, 0.41 
0.50, 0.48, 0.43 

0.61 , 0.55, 0.60 
0.59, 0.63, 0.65 

0.76, 0.75 , 0.71 
0.75 , 0.70, 0.72 

0.86, 0.83, 0.84 
0.91 , 0.85 , 0.88 

0.47 士 0.05 1.27 

0.61 士 0.04* 1.65 

0.73 士 0.03*# 1.97 

0.86 :t 0.03* # 2.32 

a Control rats were on synthetic basal diet while experimental rats 

received AAF with or without NaN02 in the diet for 3 months. 

b The foci area was determined in five randomly selected fields from six 

liver tissues of every group by Leica image processing and analysis 

system. 

CMean 土 SD of six animals 

. * p<O.OOl compared with control group. 

# p<O.OO 1 compared with AAF group. 

35 



Table 2. Effect ofNaN02 on c-Fos protein level in AAF-treated liver 

Treatment a c-Fos foci area b 

(mm2
) 

Mean 士 SD C Fold of control 
(mm2

) 

Control 0 .43 士 0.08

NaN02 (0.3%) 

AAF (0.02%) 

m叫
“
的
叫

位
之

NO 
十

M 

吼
叫
叫

‘
叫
3

NW + M A 

0.36, 0.37, 0.40 
0.43, 0.48, 0.57 

0.39, 0.47, 0.47 
0.48, 0.58, 0.62 

0.63, 0.64, 0.62 
0.64, 0.64, 0.65 

0.76, 0.75, 0.74 
0.73 , 0.77, 0.80 

0.86, 0.85, 0.87 
0.90, 0.92, 0.88 

0.52 土 0.08 1.21 

0.64 士 0.OI* 1.49 

0.76 土 0.03* # 1.77 

0.88 士 0.03*# 2.05 

a Control rats were on synthetic basal diet while experimental rats 

received AAF with or without NaN02 in the diet for 3 months. 

b The foci area was 吐etermined in five randomly selected fields from six 

liver tissues of every group by Leica image processing and analysis 

syste口1.

CMean 士 SD of six animals 

* p<O.OO 1 comparcd with control group. 

11 p<O.OO 1 comparcd with AAF group. 
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Table 3. Effect ofNaN02 on c-Myc protein level in AAF-treated liver 

Treatment a C咀Mycfbci arcab 
(mm2

) 

Mean 士 SD C Fold of control 
(mm2

) 

Control 。.24 ::t 0.06 

NaNOz (0.3%) 

AAF (0.02%) 

AAF + NaN02 

(0.2%) 

吼
叫
叫

dJ 
N

的V

+ PA M 

0.14, 0.21 , 0.23 
0.31 , 0.27, 0.26 

0.32, 0.34, 0.44 
0 .3 1, 0 .41, 0.32 

0.4 1, 0.56, 0.50 
0.59, 0.58, 0.63 

而
吋
吋
f

fhufo 
n
u
n
υ
 

', AYAY FAVFAU AVAV 
O
O

吋
/

fofo 
n
u
n
υ
 

0.85, 0.81 , 0.82 
0.79, 0.80, 0.82 

0.36 土 0.05 1.50 

0.55 士 0.08* 2.29 

0.67 土 0.02* # 2.79 

0.82 士 0.02* # 3.42 

a Control rats were on synthetic basa! diet while experimental rats 

received AAF with or without NaN02 in the diet for 3 months. 

b The foci area was determined in five randomly selected fields from six 

1iver tissues of every group by Leica image processing and analysis 

system. 

CMean 土 SD of six animals 

. • p<O.OOl compared with control group. 

# p<0.005 compared wÍth AAF group. 
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肆.討論

本篇論文旨在研究NaN02使 AAF所誘發的肝癌形成

機率產生增加的作用。當大白鼠給予 AAF加上NaN02 混

合的飼料飼養三個月與只給予 AAF混合飼料的第 3 組做比

較時，可以發現會產生較大的不規則病位和新生的結並且

結節有可能發展成肝癌。因為 NaN02 在低濃度時本身並

沒有毒性，而且與AAF代謝過程無關 o NaN02會增加 AAF

所誘發的痞症機率是真實的，這是因為發生內生性 AAF

nitrosation 的結呆，而 nitrosation 的致癌性比AAF代謝路役

的調控更強。本篇的研究結果與以前的報告是一致的，表

示經由內生性的 nitrosation 所產生的亞鴻基化合物

(nitroso-compounds) 比單獨給予NaN02和許多致為物，可能

更具致痞性 (5 ， 6) 0 AAF與N203 (nitrous fume) 在酸性狀態
下已經證明會形成N小JO-AAF (2月 o N-NO-AAF在正常生

理誘發下與其他化合物一樣都可以生成 (5 ， 6) 0 以

Salmonella typhimurium T A 98做突變性實驗，發坑 N-NO個

AAF 比 N-methy卜N'-n itro-N -nitrosoguanidine(MNNG) 或是

N國acetoxy-N-2 “fluorenylacetamide (N 酬AcO-AAF) 更強 o N.國

NO-AAF 所引起的致描機會1] 被認為是經由 fluorenyl-2-

diazonium ion與細胞內的大分子像DNA， RNA , protein產
生交互作用(如附屬三)。最近研究指出 N-NO-AAF具有很
強的就電子性 (electrophile) 而且在中性時、不需要代謝活

化很容易與 histidin丸 Iysinc 、 cystcinc 、 glutathioncλryptoph蚓、

adenos Ìl旭、 cytidine產生反應 o N-NO孔AF 封 C3HI0T l/2 老
鼠纖維母細胞與中國倉鼠卵巢 (CHO) 細胞產生直接DNA

傷害遠比原來的化合物還強 (3 月 o Lin and Kuo (1 990)發表

的文章得到 N-NO-AAF 會誘發 C3HI0T l/2 細胞 ouabain

res istancem utation 與 cycle刊lependent 轉型作用，也證明了
?這凶手JO國AAF是一種新的直接作用的致突變劑，而且較原來

的化合物毒性更強(36) 。依據文獻報導 (47)，顯示 C3 日 1 OT 1 /2 
細胞在 S期特別容易受到 NO-AAF的攻擊而產生惡性的轉

39 



型作用，甚至產生染色體的異常多譬如姐妹染色分體互換

( Sister Chromatid Exchange 簡稱 S.C.E.) 。依據相同文獻報

導指出以NO-AAF在大白鼠皮下注射時，產生明顯的皮下

組織病變(腫塊)，在顯微鏡下可看出位於皮下有發炎組織歹
伴隨著鈣化 (calcification)，壞死 (necros is)產生歹甚至有長出

fibroadenoma的大白鼠，所以 NO回AAF是一種很強的刺激

性化合物。另外在肝細胞的毒性方面(包括壞死，硬化等)，

不論是經皮下或腹腔注射、NO-AAF知所引起的肝細胞毒

性較AAF組明顯。另外、NO-AAF在試管內可坎擊含有 p53

cDNA 的質體 (php53B) 。利用 DNA 聚合酵京足跡試驗

( DNA polymerase footprinting analysis 歹 簡手冉 DPFA) 的才支

術可以偵測出 p53 的 exon 6-8較易為 N。“AAF所攻擊 (57) 。
因此，可以假設當N。“AAF攻擊 p53 基因的 exon 6-8所形成
的 NO-AAF-DNA adduct使得 p53基目的抑癌功能大受影

響，這一點或許可以做為法抗初期 (initiation stage) 的分子

機制 O 當這些攻擊行為發生在 p53 基因時多造成為症的初

期病變。反之，假使這些病變未被修役，只IJ 分化良好型

(Well differentiated)HCC於為產生。若此時又加上他種致
為基因(如 K-r的，日-ras)則癌細胞將更形惡化而成為惡性分

化 (Poor1 y-differentiated)HCC 0 根據日人 Tatsuya Oda等人
所建立的人類致肝痞 (hepatocarcinogenes is)模式實驗顯多不
同位置和型態的 p53基固和人類肝癌的分化和生成有密切

關聯 o 由 Tatsuya 的報告結果可以看出，在惡性分化的

HCC 、p53 致突變的機率很高 (54(%)、同時大部分口多都集中在

exon 7 和 8 之間。反之令在分化較為良好的 IIC(\ 其 p53 突變

的比例就比較ß. (2 1 010)可而且平均分散到 exon 5-8 之間 (48) 0 

且 NO關AAF 釋放 NO 造成 aorta relaxation , DNA 

basehydroxyl ation ,deam i nati on (aden ine→hypoxanthine 多 guan

-lne• xanth i ne , cytos i ne• uracil)(49) 0 由以上的證明綜合而

言，AAP 1]11上亞五it 酸納 (NaN02)可可能 AAF 的毒性以及與

AAF 內生性的亞五育基化產生的 N-NO-AAF變成比較強的致

為作用。
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細胞核的致為基凶 j口 c-Jun ， c-F肘， Gmi itIMI肘，當老鼠產
生肝站時勻曾經報告過這些基因都會被活化令而且可以在再

生的肝臟和許多實驗的系統觀察到 c-Myc表現量增加與細

胞增殖有很強的相關性 (37-40) 。因此以化學品(chemical) 

誘發老鼠產生肝癌是最能表現實驗腫瘤模式特徵之一

( 41 月) 0 這些由 tumor promoters(如 phorbol esters)所誘發的

早期反應基因 (primary response genes) 牽涉到細胞生長和
分化 (43) 。這些已經被接受的基因特別受到注意多因為這些

基因在許多人類的癌症也會過度表現，尤其是月于為 (44) 0 然

而，卻很少將焦點集中在老鼠發生肝癌期問致主義前基因

(proto吋ncogenes) 像 c-Fos 的活化 (45 ， 46) 。在本篇的研究報

告，所有以 AAF處理過的老鼠，在早期階段 (early stage) , c 國

M抖， c-Fos , c-Jun蛋白會增加，這樣的結果和別人的發現是

一致的 (44 ， 47) 。當大白鼠餵食AAF加上NaN02之後勻鼠體內

肝臟所表現的 c-Jun 勻 c-Fos 今 c-Myc蛋白金與只餵食AAF 的

大白鼠做比較是有意氧的增高、而 NaN02會增強八八F所誘

發細胞核內 proto-oncogcncs 的表現走的為 AAF的內生性亞

五百基化形成 N 酬NO-AAF的結果。

動物體內生成亞研基化合物的方式 (50) 。依照 pH值分

成二類:一種是在酸性的 pH下，化合物和亞五百酸鹽起反應;

另一種是在生理的 pH( 中性)情況下句化合物和 NO或消酸鹽

反應，以下詳述:
二級或三級 amlne在酸性水溶液中和 HN02或在有機

溶液中和 NO口， N203 , N204 , NOBF4起反應會形成 IIJ 毒的

N-亞五百基二級或三級 amlne，亞硝基反應的問始是亞五百酸

鹽會先轉變為 Pka 3.37 的 nitrous acid (HN02，這可以解釋
為何亞鴻基反應可向酸催化)， HN02按著轉化成 active

nitrosating spccics 安口 nitrous anhydride (N203) 弓 nitrosyl

thiocyanatc(ON-NCS) ,nitrosyl halidc(NOX) , or nitrous 
acidium ion (l-I2NOγ) 2HN02 = N203 + H20 弓 2-AAF在酸性

情況下與 N203形成 N-NO個 AAF(詳見附崗一)。
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AAF 的致痞途徑如附屆二 AAF會先在肝臟代謝為

N-hydroxy-2-AAF(51)、且在肝臟的 solublc sulfotransferase作

用之下轉變為主要的終極致為物 N-sulf、onoxy-2 翩

acetylaminofl uorene、以及 N -acctoxy-2 也am i nofluorcnc、再去
攻擊 DNA 形成 DNA adducts多導致基因突變，癌化產生 O

N-NO細AAF的致癌路經如附屬三 (22): N-NO-AAF 並不

需要代謝活化，只有電子的轉移 (1 ， 3 -migration)，產生

diazonium ion 或 arylium ion 再去攻擊體內的大分子如

DNA，RNA， protein 形成 adducts勻造成 mutagen icity , tumor產
生。

結論:當大白鼠餵予 NaN02加上AAF的飼料時，會增加

AAF所誘發的鼠肝內 C-]l悶， c-F肘，心Myc蛋白的表現童安這

樣的結果暗示著由於是增加AAF活化細胞核內的致痞前

基因，可能是增強 AAF所誘發的早期肝為化的部份機轉 O
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中文摘要

亞五百基化合物由於直接攻擊 DNA 形成 DNA

adducts ， ß可以會造成癌症勻而且在 in vivo 也會產

生?表示內生性的 NO 可能扮演著重要的角色 O

NO，不管是內生，性或外生，性，都可以將二級 aIIIiIIC

亞府基化?如此會造成痞症 O 內生性的 NO 在微

生物感染時會 induce macrophage 內的 iNOS 活

化、然後 rcleasc NO、所以 NO 量增加 O 在肝臟內

也有 iNOS 存在，當受到感染時 Kupffer cell 會產

生 cytokine 來活化 iNOS 0 自此可以假設減少感

染時期的內生性 NO 產生可以避免傢 nitroso

compound 所引起的化學致痞作用 o líibiscus 
PCA 本身帶有 catechol structure句是 oxygen free 
radical 捕捉劑事即抗氧化劑 O 假設 PCA 藉由 free

radical ~iH 捉的能力可抑制 LPS 所誘發的內生性

NO勻就可能預防亞研基化港行 O

當大白鼠宇先處理 PCA，可以証明會特異，性

的降低內生性 NO 的產生(表一)。當大白鼠用 LPS

處理三天後，NO 的量增加約八倍 O 當大白鼠用

I.J PS 牙p 八八 F 成現三天後、N() 的茫是 745.18士 17.45 、

如采先以各種不吋濃皮的 PCA(50mg/kg.

100mg/kg. 25 Omg/kg.)處理的大白鼠9再處理 LPS

和 AAF書第七紅的 NO 量是 453.33土50.48; 第八

組的 NO 量是的3.13士30.40; 第九紐約量是

320.00土37.37雪顯然 PCA 會有意義的降低 NO 的量

(p<0.005) 0 

除此之外、PCA 還會稍微抑制由 AAF 和 LPS
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所引起的肝炎(表二)，LPS 與 AAF 都會引起肝功

能指數 ALT 升高 (89.2士28.5; 99. 的士 19.3 比

59.93土 16.3)(p<0.01) 0 如果大白鼠同時以 LPS 與

AAF 處理習其肝功能指數明顯上升 212.50 士

14.8 0 如果先以 PCA(50mg/kg.; 100mg/kg.;250mg 
/kg.)處理，再處理 LPS ，AAF ，Jllj 肝功能指數可以降

至 138.98 土 27.1;116.44 土 16.9;128.86 土 24.6，顯然

PCA 會有意義的降低肝功能指數(p<0.005) 0 

以 LPS 活化 inducible NO synthase (iNOS) 
使內生性 NO 增加令在生理情況之下令內生，性的

NO 有其攻擊的靶分子(像 Heme proteins , F• s 
proteins , SH groups , Metalloproteins , Oxygen , 
DNA雪 Amines............)所以 NO 要讓它在生理狀

況與外來的 AAF 結合並不容易 O 本篇實驗以光

電比色法 (spectrophotolTIcter)與高效率浪拍層析

法去分析血清內的 h卜NO咀AAf九不論那一紐約老

鼠血清都無法偵測至IJ N 間NO-AAF 0 

以 LPS 與八八F 處扭地的大白鼠可以看到各

種不同程度的壞死，現象:第三組(LPS) 可見到局

部性壞死;第凹組(八八F) 可以見到凝同性壞死;

第五組 (LPS …1<" AAF) 的{此 D~ ，h)'l.史的液化性收元;

第七組(PCA 50 mg/kg.+ LPS十八AF)弓第八組(PCA

100 mg/kg.+ LPS+ AAF)，第:JL 組(PCA 250mg/kg.+ 
LPS+ AAF)都可以見到液化，性的壞死 O
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Abstract 

Nitrosocompound ,which can cause cancer by direc
tly attacking DNA to fonn DNA adducts ,can be 
produced in vivo , indicating that endogenous nitric 
oxide ( NO ) plays an important role. NO多 either

exogenous or endogenous ,can nitrosate secondary 
amines ,thus causing cancer. Endogenous NO would 
increase in infections by macrophage secretion in 
responsc to infection via induciblc NO synthase which 
could be activated by various microorganisms. Inducible 
NO synthase also exists in hepatocyte and is activated by 
cytokines from Kupffer cells in infection. Therefore , it 
was hypothesized that reduced endogenous NO in 
infection may contribute to prevention in chemical 
carcinogenesis caused by nitroso compounds. Hi biscus 
protocatechuic acid (PCA) ,an antioxidant , can scavenge 
oxygen free radicals with thc catechol structure. It was 
hypothesized if PCA could inhibit the elevation of 
endogenous NO induccd by lipopolysaccharides(LPS) , 

via scavenging free radica]s , it would prevent nitrosation 
reac Í1 0n progresslon. 

Significantly reduced endogcnous NO production 
was demonstrated in rats treated with PCA. In 
addition 、 rats pretrcatcd with PC八 inhibitcd slightly 
hcpatitis cau刊以I by 八八 F. Thl圳、 p( ‘八 can bc uscd as an 
cfficicnt chcmoprcvcntor inιarcinogcncsis causcd by 
nitrosatiün of cndogcnüus NO via frcc radical 
scavenglng actlon. 

Endogenous NO productiün , induced by Lipopoly
saccharide , Ín physiological conditions 弓 reacts with target 
molecules ( Heme proteins , Fe-S proteins , SH groups , 
Other non-heme Fe and metalloproteins , Amines , DNA, 
Oxygen , Superoxide anion 勻 Hydrogen peroxide) , so that 
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NO reacted with AAF may be difficult to detec t. 
Detect N闢NO咽AAF by Spectrophotometer method 

and by HPLC method showed not detectable. 
Rats treated with LPS and AAF showed variable 

necrosis: in group III(LPS only) showed focal necrosis 
in group IV (AAF only) showed coagulative necrosis; in 
group V (LPS and AAF) showed severe li 司uefactive

necrosis; in group VII (PCA 50mg/kg. and LPS and 
AAF) , in group VIII (PCA 100mg/kg. and LPS and AAF) , 
in group IX (PCA 250mg/kg. and LPS ,and AAF) showed 
1iquefactive necrosis in these groups. 
Key words: PCA ,protocatechuic acid 

NO ,nitric oxide 
LP S, lipopo lysaccharide 
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實驗動機與目的

當人體遭受細菌事病毒 9寄生品等慢性感染時

會誘發 macrophage 或 hepatocytes 內的 inducuble

NO synthase ,release NO 0 由於這種內生，性的 NO

量很大(非 constitutive NOS 所 release 的 NO)，所

以會有病理性產生，包括 nitrosation ， DN A 

d eaminati on , oxi dati on... . . . "等 O 去口呆能將 NO 捕捉

拌， 11~ }發 nitroso compound 減少 -carcinogcncsis 就
會被抑制拌 o Protocatechuic acid(PCA)是從洛神

花萃耳叉的雪其構造式具有 catechol賢以 0 酬 dihydroxy

來捕捉 free radical，是 antioxidant 0 因此本篇論

文實驗嘗試著先用 PCA 以口服方式灌大白鼠售等

3OJ J 分鐘 9 再用 LPS(Lipopolysaccharide)

ip.injection事來誘發 inducible NO synthase release 
\“ NO , -flt 隔 30 分鐘勻最後再將 AAF 用胃管灌入 rats

的河內、實驗時問為 3 天、然後觀察 PCA 是否會降

低 NO 的產生和 N-NO耐人AF 的形成 O
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笠則
、-
5
口

內生性的 nitric oxide (NO)可以在受到任何感染
時由 macrophage 所分泌 (4)，它有正常的生理功能包

括 antimicrobial ， antitumor，因此在 host defense system 
中扮演一個重要的角色(1)(附國一) 0 由於有學者不斷

研究報告發表出來，讓我們封 NO 的釋放更加清楚，當

有任何發炎的刺激時就會活化 inducible-NO

synthase(iNOS) release NO 0 譬如以 Interferon-y 與

Tumor necros is factor , interleuki n-l , or endotoxin 就可
以使 endothelial cell 雇生 NO (5L 以 cytokines 可以誘

發血管平滑肌細胞產 NO (6) 0 NO 的生理功能還包括

blood vessels relaxation 而增加局部血流 O 已經有研究

報告証明 NO 封 tumor cell 的毒殺作用是抑制 DNA 的

合成(附屬二)，(38) 0 無論如何要有許多報告指出不管內

生性的或是外生性的 NO，如果章太多時就會有病理

性產生，包括致癌作用一secondary amine nitrosation 
(nitrosamine)(2 , 3) primary amine deamination( 引起突

變)勻 prod u cti on -of free rad i cal (0 H. 弓。2. 直接攻擊

DNA)(附閻三) 0 

Protocatechuic acid(PCA)，簡稱原兒茶故(防風四)
是由 Chinese herbal medicine( 中藥劑)-$色燥的洛神花

(Hibiscus sabdar Zffa L) 萃取的、用來治療高血壓以及

肝功能 j尋常 o PCA 是 simple phenolic compound 之一
具有 oxygen free radical 捕捉的作用 O 許多研究報告指

出 phenolic compound 的抑制作用會減少 oxidative

process，特別是降低 atherosclerosis and cancer 

(8) 0 PCA 廣泛存在於水果弓核果以及蔬菜中 o 越來

越多的報告証實 PCA 對化學致痕機轉扮演著抑制的

作用，舉例而言: diethyln itrosamine 誘發肝為多4圓

的troquinoline 1 岫oxide 誘發口腔泊，azoxymethane 誘發

colon cancer , N-methyl-N-nitrosourea 誘發胃腺泡痕
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(1 0 ， 11 ，口， 13) 0 令人覺得有趣的報導指出除了 PCA 之外

的 pheno 1i c compounds(如 caffeic acid)，雖然具有比
PCA 更強的過氧化自申基捕捉能力，但是在p 會促進胃

腺主義的形成 o 原因是這些 pheno l1 c compound 缺少

electron -withdrawing substituents 的能力(1 4) 0 所以選
用 PCA 來研究仍然需要留意 O

Lipopolysaccharide(LPS) ，是革鵑氏陰性才早茵
(Gram's negative bacilli) 細胞壁的成份?會引起 acute

hepatitis , sepsis 多 and shock 0 利用 LPS 來活化

macrophage 的方式，在肝臟內 lnacrophage 會 release

某些 cytokines 來 activate inducible NOS多將 L國

arglnlne 轉換成 L-citrulline 立在且 release N0(1 5 ， 16) 。
LPS 已經被廣泛使用來誘導內生性 NO 的產生 O 這種

誘發的方式被用在 animal models 和研究內生性

nitrosamine…是一些較容易亞五百基化的 amine(含 Fe ， S)

與 NO 產生的trosation 會有致痞作用 O

Hepatic carcinogene(AAF)，需要肝月藏 cytochrome

p酬的。代謝活化，然後直接攻擊 DNA 形成 DNA

adductS(17、間， 1 月 O 在最近 1988 年研究報告指出 AAF

的 nitroso 國 derivative product，l'心NO剛IAAF，是在 in vÌtro 
合成的，已經被證實是較強的 direct岫 acting mutagen 
and teratogen(20 , 21 ， 2月 O 先前本實驗室曾經將 NaN02 與
AAF 混合飼料餵接大白鼠、會在胃液酸性的狀態下形

成 NO圖AAFo基於這倘理論，做成一個臆測 (hypothesis):

誘發內生性的 NO 增加，可能促成 AAF 與 NO 產生

nitrosation 而形成 NO酬AAF(形成的量可能很少)(附屬

五)。因此，用 free radical scavenging agen卜PCJ丸，來抑制
LPS 國induced endogenous NO production 所形成的

nitrosation then carcinogenesis ，可以當作一種化學預
防劑的hemopreventor) 。
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的國一 :NO 的生理與病理角色
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附國二:巨噬細胞分泌 NO 與 NO 消滅為細胞

NITRIC OXIDE 
SYNTHASE ARGININE 

( ~/ 
OXIDE--一一一一一一一一

MACROPHAGE TUMORCELL 

j特風二. InllTIunc SyStClTI stinlltli一一γ- i n tcrfcron an d 

lipopolysaccharide transmits signals to macrophage 

nucleus.The signals cause production of nitric oxide 

synthaseλhe enzyme that convert L-arginine to nitric 

oxide (NO).NO destroys tumor cells by inhibiting the 

energy producing Krebs cycle and electron transport 

activities as well as DN八 synthesis.(38)
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附屬三: NO 的基因毒性
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的國四:原兒茶般的結棋式

PCA ~f: 名 :3 弓4-dihydroxy bcnzoic acid 

(BiochemicaI Pharmaco 1. Vo 1. 43 勻No.2 弓 1992)

COOH 

OH 

0日

Protocatechuic acid structure 
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附圈五 :NO 與靶分子的反應和產生的影響
(Mutation Res.305 , 1994) 

Target molecules 

Heme proteins 

Fe-S proteins 

Other non-heme Fe 
and metalloproteins 

Tyrosyl radical 
SH groups 

Unknown 
Amines 
DNA 
Oxygen 
Superoxide anion 
Hydrogen peτoxide 

Example 

Soluble guanylate cyclase 
Cytochrome P斗50s

Hemoglobinj myoglobin 
Mitochondrial complexes 1 and II 
Aconitase 

Ferτitin ， transferrin 
Ribonucleotide reductase 
Ribonucleotide reductase 
Glycery13-phosphate 

dehy往rogenase

Cysteìne ‘ glutiathione 
ADP-ribosyl transferase 
Dimethylamine 
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Effect 

actlvat lOn 
inhibition 
inhibition 
inhibition 
inhibition 

iron 10ss 
inhibition 
inhibition 

inhibition 
S-nitrosation, oxidation 
activat lOn 
nitrosationj deaminatìon 
deamination , strand breaks 
N0 2 , NOx formation 
peroxynitrite formation 
singlet oxygen formation 



Mt 國六:亞五百基化反應構造

(0) • 

HCl(liq) 

(E) 

/說f拉今
令

(A) • 。)→ (C) • 

NaN02(s) Sample(l iq) NaOH(1 iq) 
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貳.實驗材料與方法

(一)試劑
NADP日 2-acetyI aminofl uorene , F AD , nitrate 

reductase ,LDH ,pyruvate ,ZnS04 , lipopolysaccharide (01 
11 :B4) , protocatechuic acid (PCA) and Griess reagent 
購自 Sigma chemical company ( St Louis ,Mo U.S.A.) 
serum SGOT ,SGPT kits 購自美商亞培大藥廠台灣分

公司 (Taipei 弓 TaiwanL NO-AAF 是依據國立台灣大學

聲學院生物化學研究所林仁混教授所發表的方法

(20)弓由 AAF nitrosation 合成的…"詳細構造敬請參的

附屬六 ;Acetoni tril e ,Methan 0 1 歹 Ethanol 矯自 Sigma Che
mical Company (St Louis , Mo U.S.A.) 0 

(二)儀器

1.Double岫beam spcctrophotolTIcter…… Hitachi Modcl U 回

3210 
2.ABBOTT Spectrum CCX biochemical autoanalyzer … 

ABBOTT laboratories USA. Taiwan limited. 
3. 高效率液相層析儀 (HPLC)--Hitachi Company , Japan. 

Pump: L研6200A intelligent pump 
Detector: L 岫4500 Diode Array detector 
COIU I11n: C 川、 4.0 x 250 m111. 5μ111 
Mobile phase: cthanol: acctonitrilc : water = 3:3:5 

(v/v) 
Detect wave length: UV 254 nm. 
Flow rate: 1. 0 m1/min. 
Injector: Hami Iton 100!-!1. syringe 
Recorder: D-6500 DAD system manager 
Injection volume: 50 !-!1. 

4.Microwell Elisa reader呻…
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microplate reader 

(三) NO-AAF 之合成
NO.細闕扎-A

扎M釗1n咚1唸g.闡.也ιLia仰ng Kt∞IωO 在 1988 年戶所希發衣的方法 (ρ20仿) : NO
AAF 的前趨物(印precursor)為知名的致肝箔化合物 2--
acet句ylaminofluorene( 簡稱 AAF刊)步經由亞五椅育基化反應

(仰n1址trosatiωon叫1) 之後所產生 O 亞五硝古基化反應的裝置如附

國六所示，所有反應皆在通風櫥內進行 o 在反應瓶 A

中加入過量(約的 g.) 的亞荷酸鍋 (sodium nitrite) 。在

磨口滴瓶 D 中加入盤西交 (HCl) 0 反應、瓶 B 中只IJ 加入 4.5

mmole AAF ~容在 JO ml.冰硝酸( glacial acetic acid )和
18 ml.失水晶苦酸( acetic anhydride )C 瓶中只IJ 加入濃的

氫氧化鍋 (NaOH) 溶液以捕捉反應進行時產生過量的

三氧化二氮(N203)氣體 O 在 A 與 B 以及 B 與 C 之間皆

以磨口連通管聯接 9 置於冰塊中冰浴 O 在反應前先通

氣 5 分鐘，以便將 A 與 B 瓶中的空氣驅離 p然後將盛有

聽吾友的磨口 D 瓶閉關打開，調整流速至每分鐘流出 l

ml.的速度，同時也調整氯氣的流速多以避免 B 瓶的溶液

因壓力過大而滋出。等待反應 30 分鐘後今可見反應瓶

B 的溶液顏色變成墨綠色 O 待反應結束後，緩緩加入

500 ml.冰水立在搖勻，可以馬上見到淡黃色晶體多將沉
澱物過濾、並繼續以冰水清洗此晶體以冷凍乾燥法去

除水份後，再溶於 1%的音酸的甲醇中置於固20 oc 冰箱中

進行再結晶即可得到黃色針狀的 NO孔AF 晶體。

(三)實驗動物分組

雄性 S心 rats (體重 200-250 公克)購自台中榮民

總臀院實驗動物中心勻飼養於有混度控制的動物房中、

飼料與蒸餾水皆充份供應勻不力口以限制。先飼養一個

星期，觀察大白鼠的健康情況今還取健康的 rats 供實驗
使用 O
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第一組 6 隻，contro l.

第二組 6 隻，501vent control(DMSO 501vent). 

第三組 6 隻， LPS 1.0mg/kg. body weigh t. ip.injec 咀

tion for 3 days. 

第四組 6 隻多 2-AAF 20mg/kg. body weight. oral 

administration by gastric tube for 3 days. 

第五紹 6 隻弓 LPS i p. inj ection , after 30 min. then 

2-AAF per os for 3 days. 

第六組 6 隻， Protocatechuic acid (PCA) 250mg/kg. 

body weigh t. per os for 3 days. 

第 4玄宗且 6 隻，PCA 50mg/kg. per os after 30 mÎn.LPS 

ip.injection ,30 lnin.2-AAF per os for 3 days. 

第/\組 6 艾，PCA 100mg/kg. pcr os after 30 min 

LPS ip.injection ,30 min.2-AAF per 05 for 3 
days. 

第九紅 6 隻，PCA 250mg/kg. per os after 30 min. 

LPS ip.injcction , 30 111În.2-AAF per os for 3 
days. 

(四 )NO 的測定方法

依據 NO 的生理機制，可以找到數種直接或間

接的方法來測量 NO 0 由於 NO 會和 oxyhemog10bin

(Hb 令。2) 起反應，將它氧化成為 methemoglobin(Met

Hb+++) 多故可利用 oxyhemogJobin 和 methemoglobin

在 PH 7.7 時，不同的 spectrum，直接定出 NO 的量

(401 nm. maximum , 411 nm isobestic point)(33) 。由於
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NO 即為 EDRF (endothelium 祖 derived relaxing 
factor )，故可利用 bioassay studies 直接測量 NO 的壹百
不同濃度的 NO 可以讓血管呈現不同比例的放鬆效果

(34) 0 Chemiluminescence 是一種利用含氧自由基
氧化能力去氧化 luminol 的偵測方法?優點是不破壞

放偵測物，敏感度很高而且能持續偵測，目前也使用

來測 NO (35) 0 也可以利用測 cGMP 的量間接測 NO

的章，目前有 kit 可以用 radioitnmunoassay 的方式

來測 cGMP 章 (Amersham Buchler RIA國kit)(36) 0 NO 會

自動氧化成 N02-或 N03\可以利用 Griess 反應定 N02-

與 N03-的量，也可以用來間接定量 NO(37) 0 本篇實驗

即是用 Griess 反應測定 NO 的安 O

Nitrite 測定步驟如下:
Serum 
*以 2 0 1-120 4x dilute 

*力口入 1/20 volume Zinc sulfate(300g/L)deprotein 
*離心 1000g for 15min.(10000g for 5min) at RT. 

*supernatant 100 Ill.加入平/色的 microplate 內 O

*力口入 100 Ill. Griess reagen t. (1 g/L sulfanilamide 百

25g/L phosphoric acid , O. Ig/L N-l-naphthylethylene
diamine ) 
*於室溫下放置 10 分弓呈色反應。

*Reading with mièrowe l1 EIisa reader. 
(波長 540 nm) 

N itrate 測定方法:
Serum 100 Ill. 
*以 2 0 H20 4x d iI ute 

*加入手JADPH ， FAD , nitrate reductase 使成為最終

濃度 50μmol凡， 5μmol/L 、 200 U/L. 
*incubatcd for 20 min at 37 oc 
*加入 LDH 使成為最終濃皮 10 mg/L. 

于加入 sodium pyruvate 使成為最終濃度 10 mmo l/L. 
*incubated for 5 min at 37 oc 
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*力。入 1/20 volume zinc sulfate(300g/L) deprotein 
*離心 1000g for 15min. (10000g for 5min) at RT. 
*supernatant 100μl 加入平底的 microplate 內 o

*加入 100μ1. Griess reagent 0 

*於室溫下放置 10 分，主色反應 O

*Reading with mi crowell EI isa reade r. (λ540nm.) 
Total NO == N02 + N03 

Standard Calibration Curve: 
N itrate standard 配製是用 500 pmo l/j.lL.KN03 (相

當於 500μM NO) 以二次水稀釋成 400pmo l/j.lL. ~ 

200pmo l/j.lL.; 100pmol/μL.; 50plno l/μL.; 20pmol/μL.; 

10pmo l/μL 然後依照 nitrate 測定方法，設定 x 軸

為 contration of standard( j.lM); y 軸為 OD 值(λ540 nm) 
即可剝出標埠曲線崗 o

(五)屁體解去1] 與組織學檢查

請參闊前文

(六)肝功能檢查

l.血清檢憾的處理:經過三天藥物處理的大白鼠，以

i街頭、 (decapitation)方式犧牲 O 收集血液待 30min 血液

凝目後 P離心 3000rpln ， 4 oC , 30min.取上層的血清做
血清酵素分析 O 包括 ALT ，AST

2.血清酵索測定:

的Alanine Aminotransferase (AL T) 測定:
將血?青加入含有 alanine 及 alpha蟬ketoglutarate 的反

應溶液中，在 37 oC 作用 30 分鐘勻使反應、產生丙首詩酸

(pyruvate )，然後加入呈色劑 2 ，4 酬diphenylhydrazine , 
均勻混合後靜置 20 分鐘，最後再加入 0.4 N NaOH 
溶液使反應終止並主色 O 靜鼓 5 分鐘後，用分光光反

三十 (Hitachi U -3210 spectrophotometer)，以 505 nm. 波長
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測吸光值，並以丙捌酸作為標準液稀釋成各種不同

濃度依血清測定方法做一標準曲線，經換算 ~p 得 ALT
的酵素活性 O

的 Aspartate Aminotransferase (AST)測定:
將血?青加入含有 L國aspartate 及 α-ketogl utarate 的

反應溶液中，在 37 oc 作用 60 分鐘反應產生

oxaloace侃侃，然後加入主色 2，4-diphenylhydrazine ，均
勻混合後靜置 20 分鐘，最後再加入 0.4N NaOH 溶液，

使反應終止立豆豆色 O 靜置 5 分鐘後?用分光光度計

(Hitachi U -3210 Spectrophotometer) ，波長 505 nm. 的吸

光鈍，並對照標準曲線，經換算即可得到 AST 的酵素活

性 O

(七 )N闢nitroso compound (N-NO個AAF) 的測定:

1) N岫NO恤AAF 用 HPLC 測定:

血?青加入 methanol (1 : 1 v /v)，然後離心沉澱(3000

rpm 30 min.)，吸取上清液，再以 0.22μm millipore 過濾

去掉 protein，:J由取 50μ1.打入 HPLC column 內進行層
析法分析 O

Mobile phase: 
E廿lanol: acetonitrile: 2 0 日20 = 3:3:5 (v/v) 

Flow rate: 1. 0 ml/min. 
Wave length: UV 254 nm. 
Column: C 悶， 4.0 x 250 n1n1. ， 5μm. 

Injection volume: 50μ 1. 

2) N 闢NO闢AAF Jt] Spectrophotometer 測定:

(a)原理 :N心。孔AF 加 l-naphthol 形成 diazo-dye

(deep red color)，然後用波長的o nm. 的

Spectrophotometer 去測吸光度(OD 值) 0 就可以問接

測出 N小JO間AAF 的量 O

(b) 方法:

Serum 1 m l. 
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:今加入卜naphthoJ solution (1 Onlg/nlLcthanol) 1 ml 
pH 7.5 

3置於室溫下 30 分鐘，主色

二字用 Hitachi U-321 0 Spectrophotonleter 波長 450

nm. 去測吸光皮。

(c) Standard calibration curve: 
N 國NO-AAF 稀釋成 10 多20 多 50 多 100 m mole 各 lm l.

力加入 l-naphthol solution 1 m l. pH 7.5 

:今鼓於室溫下 30 分鐘，主色

二今用 Hitachi U-32 1 0 Spectrophotometer 波長 450

nm. 去測每一管標準液的吸光度(OD 值)，記錄，

然後做成 standard calibration curve 0 (x 料為

diazo-dye concentration; y 料為 absorbance 就可
以做出曲線閻)

(八)統計分析:
所有酵素分析項目皆做兩次分析結果的表示方

法是 mean + SD 0 統計方法是使用 Student's t test 0 
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參.結果(Results)

1) 以 LPS 1rng/kg.of body weight , ip injection 的大白
鼠 (group3)血清內的 NO 濃度 1282土50.24μM歹約為對

照組(group 1) 157+28.04μM 的 8 倍 (Table 1) ，顯然是
有意義的增加 (p<0.05) 0 而且當大白鼠事先灌入各種

不同濃度的 PCA ，約 30 分鐘後歹 ip injection LPS 
1 rng/kg，再等 30 分鐘，以胃管灌入 AAF 20rng/kg. 0 由

Table 1 可以明白 group 5 ( LPS 1 rng/kg. + AAF 20 

rng/kg. )的大白鼠血清 NO 濃度為 745.18 士 17.45μM ，

group 7 (PCA 50rng/kg. + LPS + AAF); group 8 (PCA 
100rng/kg. + LPS + AAF)~ group 9 (PCA 250rng/kg. 
+ LPS + AAF) o. 大白鼠血清內 NO 濃度分別是

453.33 + 50.48μ孔1 ; 403.13 士 30.40μ恥1; 320.00 士 37.37

μMo 顯然 PCA 會有意義的降低 LPS induced NO 
elevated(p<O. 00 5)，並且有 dose response 0 

2) 肝臟組織切片染色 (H&E stain) 鏡檢結果 :Fig.l

(noflnal control)顯示正常的丹f 織 Fig.2 ( solvent 
control)也是正常的肝臟 Fig.3(LPS only)顯示出局部

性壞死 (focal necrosis); Fig.4(AAF only)顯示顯示肝臟
有壞死現像; Fig.5 (LPS + AAF)顯示肝臟有嚴重的
壞死 Fig.6 ( PCA only) 顯示出正常的肝臟 Fig.7

(PCA50 + LPS + AAF)顯示肝臟有壞死現像 ;Fig.8

(PCA 100 + LPS + AAF)顯示肝臟也有壞死的現像;
Fig.9(PCA250 + LPS + AAF)顯示肝臟也是有壞兌現
像 O

3) 肝功能 (ALT ，AST)檢查 (Table II) control 組的

ALT 是 59.93 士 16.3 IU/L.; group 3 (LPS)與 group 4 
(AAF) , ALT 分別是 89.20 + 28.5 IU/L.; 99.15 士
19.3 IU/L. 可以明顯看出 LPS 和 AAF 都會有意義

的并高肝功能 (ALT)(p<O.O 1) 0 在 group 5 (LPS + 
抄
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AAF) ALT 值非常嚴重的增高，然而事先給予不同

濃度的 PCA，再給予 LPS ,AAF , group 7 的 ALT 值

是 138.98 士 27.1 IU/L.~ group 8 的 ALT 值是 116 士

16.9 IU/L.; group 9 的 ALT 值是 128.86 + 24.6 IU/L. 顯
然 PCA 會有意義的降低 LPS 與 AAF 所引起的肝炎

(p<O.Ol) 0 在 AST 值方面也出現相同的情況 O

4) N國NO棚AAF 的測定:

的 Spectrophotometer method: 
Group 1 ，1I， III ，IV 勻 V 弓 VI ， VII 弓 VIII ，I X 皆無法測出 N咀
NO闡AAF 的存在可想而知 N咀NO輛AA 的量應該是

相當微量 O

b) HPLC method: 
Fig.l0 Chromatogram of group V 無法測到 N-NO咀

AAF 0 

Fig.ll Chromatogram of group VII 無法測到 N

NO個AAF 0 

Fig.12 Chromatogram of group VIII 無法測到 N

NO國AAF 0 

Fig.13 Chron1atogran1 of group IX 無法測到 N 岫NO且

AAF 0 
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Table 1. 
以 LPS 誘導 iNOS，;f'口大白鼠用原兒茶酸或不用

原兒茶故處理過的血清 NO 濃度

Experimental group 
(n=6) 

Group 1 (NormaJ control) 
Group II (Solvent control) 

Nitrite and nitrate levels 
in serum( J.1M) 

157.00 + 28.04* 
160.20 + 20.81 

DMSO 
Group III (LPS 1mg/kg.) 
Group IV (AAF 20mg/kg.) 
Group V (LPS + AAF) 
Group VI(PCA 250mg/kg.) 
Group VII (PCA 50mg/kg. 

+ LPS + AAF) 
Group Vln (PCA 100mg/kg. 

+ LPS + AAF) 
Group IX (PCA 250mg/kg. 

+ LPS + AAF) 

1282.00 + 50.24 
149.25 + 8.96 
745.18 士 17.45

118.33 士 8.02

453.33 + 50.48** 

403.13 士 30.40**

320.00 土 37.37**

*p<0.05 , **p<0.005 弓 compared with LPS treated group 
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Table II. 
原兒茶酸抑制大白鼠由於 AAF 與 LPS 所引起

肝臟傷害的作用

Experimental group 
但三位

Group 1 (normal control) 
Group II(solvent control) 

(DMSO) 

Group III(LPS 1 mg/kg) 

Group IV(AAF 20mg/kg) 
Group V (LPS + AAF) 

Group VI (PCA 250mg/kg) 

Group VIl (PCA 50mg/kg 
+ LPS + AAF 

Group VIl I(PCA 100mg/kg 

+ LPS + AAF 

Group IX (PCA 250mg/kg 

+LPS + AAF 

*p<O.Ol , ***p<0.005 compared with LPS and AAF treated group 

* 
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AST levels 
1n serum 

132.0 ::t9.8 
139.8士 1 1. 5

89.20 ::t28.5 

99.15士 19.3

212.5土 14.8

168.6 ::t21.5 

199.5 ::t2 1. 6 
370.4 ::t 32.6 

136.2 ::t20.6 59.25 ::t24.8 

138. 98 ::t 27.1 * 334.0 ::t26.0*** 

116.44土 16.9* 261.0士28.5***

128.86 ::t24.6* 259.68土26.8***

**p<O.Ol ,compared with LPS treated group 
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Fig.l Liver section obtained from group 1 rats 

showed no noticeable leisons (日&E xlOO) 

F ig. 2 Liver section obtained from group II rats 

showed 110 110ticeable changes.(H&E x 1 00) 
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Fig.3 Liver section obtained from group III rats 

showed focal necrosis.(H&E xlOO) 

Fig.4 Liver section obtained from group IV rats 

showed coagulative necrosis.(H&E xlOO) 
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Fig.5 Liver section obtained fr0111 group V rats 

showed severe 1iquefactive necrosis.(日&E x40) 

Fig.6 Liver section obtained from group VI rats 

showed no noticeable changes.(H&E x200) 
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Fig.7 Liver section obtained from group VII rats 

showed coagulative necrosis. (日&E x200) 

Fig.8 Liver section obtained from group VIII rats 

showed liquefactìve necrosis.(H&E x200) 
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Liver section obtained from group IX rats 

x200) 只howed liquefactive necrosis .(H&E 
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肆.討論(Discussion)

微生物感染會活化 tnacrophage 內的 inducible NO 

synthase ， 1史得內生性 NO 升為 )i}主然可以當作宿主防禦

系統"可是也會引起氧化疾病。特別是 LDL

peroxi dati on 所造成的 atheroscJerosis 以及化學品亞

硝基化變成有致為作用 (8) 0 有許多証據顯示 NO 的量

增高會導致形成內生性的 nitrosan1ine 增加、進一步促

成為化 (3 1 )。在本箱的研究使用 siJnple phenolic con1-

pound平CA勻具有 frec radical sc的!cnging structure

catechol (o-d ihydroxy)( 8)、在 in vivo 實驗時會特異性的

降低內生性 NO 的產生 O 由於 PCA 存在於許多

nuts 弓 fruits 勻 and vegetables、它可以當作 chemopreventive

agent 來抑制內生性 nitroso compound 的形成 o PCA 

可以很容易由夭然食物勻傢 fru it 可 vegetable and nuts 獲

得勻所以可藉著日常食物的攝取而達到預防內生性的

n i 1 r 0 s 0 c 0111 P 0 U n d 及生 (32) 。

當;于驗的大白鼠宇先給與 PC^ 時可會降低八八F 與

LPS 所增加的 ALT 與 NO、所以 PCA 具有抗發炎作用

(33)和保護效果 o 以前的報告証實多 JfJ 肝細胞培養時勻

如采加入 PCA 只IJ.會捕捉 frce rad i cal 勻而保護肝細胞兔
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肆.討論(Discussion)

微生物感染會活化 macrophage 內的 inducible NO 
synthase，使得內生性 NO 升高，雖然可以當作宿主防禦

系統，可是也會引起氧化性的疾病。特別是 LDL 過氧

化作用所造成的 atherosc I eros i s步以及 chemical

nitrosation 變成具有致為性 (8) 0 有許多証據顯示 NO

的量增高會導致形成內生性的 nitrosamine 增加，進一

步會促成癌化 (31) 0 在本篇的研究使用 simple phenolic 

compound-PCA，具有 free radical scavenging 

structure-catechol( o-dihydroxy) (8)勻在 in vivo 實驗時
會特異性的降低內生性 NO 的產生。由於 PCA 存在於

許多 nu郎，frui ts、 and vegetables可它可以當作

chemopreventive agent 來抑制內生性 nitroso compound 
的形成 o PCA 可以很容易白天然食物像

fruit ,vegetable and nuts 狡符，所以可以持著日常生活
上的飲食攝取而達到預防內生性 nitroso compound 的

產生 (32) 0 

當實驗的大白鼠宇先以討管灌入 PCA H守、會降低

AAF 與 LPS 所增加的 ALT(Table. II )與 NO(Table 1 ), 
所以 PCA 有抗發炎的作用(33)和保護效果 O 以前的報

告証實，用肝細胞培養時，如果加入 PCA 則會捕捉 free

rad ical、而保道肝細胞兔於受到 oxidative damage(28) 。

有許多研究訊明 PC八具有你泣。NA 與降低 S-phase

細胞數目，所以說 PCA 是非常有效用的

chemopreventive agent 0 PCA 可以藉著減少 NO 的產

生而避免 nitroso compounds 攻擊 DNA，所以 PCA 對化

學致痕物的抑制作用是屬於 initial stage 0 

AAF 在 1941 年美國農業部門使用來當作殺姦劑

(insecticide )，當時的描述包括 2嘲aminof1uorene 是殺姦
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劑的必要成分，"...a material which is relatively non

toxic to man and domestic animals when taken by 
mouth..." 0 後來 Wilson et a l. (1941)發現 rats 以各種不

同濃度 AAF 混合飼抖飼養 9時問如采超過 100days芳在

屁體解剖發現鼠體內不同器官與組織有許多腫瘤弓這

時候才知道 AAF 有致法性勻此後決定了 AAF 永不當作

殺姦劑的命運。然而在台灣仍然有 alninotluorene 成分

的殺蟲z 劑在市面販賣句實在不當 O

AAF 首先在 liver ER 與 cofactor闡NADPH ， 02 經過

cytochrome p-450 代謝活化形成 N蟬hydroxy-2-AAF 的

中間產物 (17 ，悶， 19)，然後在 cytosol 經 sulfotransferase 活

化產生 N -s ul fonoxy.♂咽AAF 的終校致癌物，不管中間產
物或終才最致痞物都具有更強的就電子性，因此對肝臟

的毒性遠較 AAF 為強 o AAF 與 LPS 都能過造成肝炎

(27)，當大白鼠同時給予 AAF 與 LPS，從病理切片可以觀

察到大白鼠的肝臟會有嚴重性的液化性壞死(lique 間

factive necrosis) 0 

由 Table 1 NO 濃度可以看出 group IIJ(LPS only) 

的 NO 是 1282.00+50.24μM 勻 group IV(LPS + AAF) 的
NO 是 745.18士 17.45μM. 顯然是有意義的降低 NO 的量

(p<O.OOl)o 可能的尿的是 LPS 所 induce 89 NO 結合了
AAF 所以 NO 量下降;或許是 AAF 會部份抑制 LPS 的

fu n c t i 0 n , 1史 induce 的伙來不 J\I~ 想付然 l仿真正的原fJ~仍

然有待逃一步探討。

有許多認據指出單獨給予 LPS 是無法活化肝臟

的 inducible NO synthase，除非再給予 cytokine( 15 , 16 ,32) 

O 當活化肝臟的 inducible NOS 就會 release NO，的為

NO 產生後有它攻擊的 target molecules( Heme protein , 

Fe-S proteins ， non 回heme Fe and rnetalloproteins , Tyrosyl 
radic剖，SH groups ,Amines ,DNA ,Oxygen , Superoxide 
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anion ,hydrogen peroxide)，因此在生理狀態下，外加的
chemical 要與 NO 大量結合實在是不容易;而且 N嘲NO

AAF 本身不穩定，decay 時間又短;另外原因是從老鼠

取出的血清雖然放在刁o oC ，不能馬上進行 N-NO甜AAF

測定，都有可能導致誤差多而無法測得 N“NO-AAF 0 
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