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摘要

藏紅酸及去氫梳子甘都是分離自茜草粹的植物梳子。由於本實驗室

先前的研究發現藏紅醜及去梳子甘都具有抑制 12-0-tetra咱

decanoylphorbol-13-acetate (TPA) 的促癌作用，於是欲進一步分析

藏紅酸及去梳子甘是否會誘導 GST 的表現。 先以 R下PCR 複製 Yb

cDNA' 嶽入 PGEM 3Z(f)+ '送入 JMI09 大腸桿菌大量複製，還殖

所耍的質體，然後分離 Yb cDNA ' 準備進行探針的標幟 O 至於選

擇 YbcDNA 來製備探針，以分析 GST 的表現，乃是因為 Yb 的序列

和 Ya 、 Yc 相似性少，可減少交叉反應的發生以提高專- GST 

mRNA 的分析度。實驗的進行以初代肝細胞為模式，加去氫棍子

甘或;藏紅酸處理，抽取 RN八， 進行北方墨點法，觀察 GST 量的

變化 O 結果發現， 兩者皆會誘導肝細胞中 GST 的表現，表現量的

增加皆可持績至 24 小時 O 另一方面，欲觀察在有 TPA 的情形下，

氣紅酸誘導 GST 的表現情形 O 在肝細胞處理不同濃度的戴紅酸五分

鐘後，抽取 RNA' 進行北方墨點法，結果發現，在 TPA 的存

在下，藏紅酸的濃度越高愈能引發 GST 的表現，這說明藏紅酸在有

TPA 的作用下， 會誘導表現較多 GST mRN八。



Absíract 

Crocetin and geniposide were isolated from the seeds of Gardenia 

jasmimoides. Our previous study revcalcd that thcy arc potcnt inhibitor 

of tumor promotion induccd by 12月O呵tctradccanoyl-phorbo卜 13-acctatc.

And we furthur study whether crocetin and geniposide can induce the 

expression of glutathione-S-transferase. First, we amplifìed Yb cDNA 

with RT-PCR. Then Yb cDNA was inserted into PGEM 3Z(f)+ and 

transformation. We have isolated a Yb-subunit clone, and prepared Yb 

cDNA for probe labelling. Treating primary culture of rat hepatocyte 

cells with gcniposidc or crocctin 勻 and prcparcd RN i\ to proceed to 

northern blotting. As a result, 

crocctin or gcniposidc can inducc thc cxprcssion 0 1' UST mRNA in rat 

hepatocytes. In the other hand , thc expression of GST mRNA was 

enhanced when hepatocytes were treated with crocetin and 12個0-

tetradecanoyl-phorbol-13-acctatc. 



暈、前言

癌症的發生大致須經過三大步驟、 Initiation (起始):細胞受

到化學致癌物的傷害。 2 、 Promotin (促進):癌促進物質對已損害細

胞的促癌作用。 3 、 Progression: 刺激連續地進行，致使腫瘤的形

成。研究顯示百分之九十的癌症起因於環境中的化學致癌物，女口吸

煙、飲酒和空氣汙染等 O 解毒酵素:舌性的誘發則是生物體代謝致癌

物最主要的保護機制 (1) 。這些解毒酵素大致可分成 phase 1 及 phase

II 酵素。 Phase 1 酵素如 P-450 '經由氧化的方式加以代謝致癌物;

phase Il酵素女t1 glutathione transferase (GST)則是會催化 glutathione 和

致癌物結合，解毒步驟首先形成 thioethers '最後形成 mercapturic acid 

使這些致癌攻擊物去活化 O 一旦解毒酵素有缺陷，如 GST 和 N-

acetyltransferase (NAT)酵素有缺陷，貝'1 致癌的危險性會隨之提高，如

肺癌及膀枕癌都有相闊的研究發表 (2) 。所以防止癌症的發生，避免

活化型致痴物的皮擊是相當重要的(3) ，解毒酵素 GST 在此扮演了

一個非常重要的角色。

Gluíathione S-transferase (GST) 

GST 是一種具多種功能的蛋白質。它可以和細胞內的生化分子

結合，例如 heme 、 bilirubin 、 polycyclic aromatic compounds 及

dexamethasone (4 ,5) ，並攜帶運送 O 另一方面，在解毒過程中，它會

催化 glutathione 和多種的化學物的活化型結合，這些化合物可能是

內生性也可能來自於外在，進而進入 mercapturic acid 路徑加以代謝



(6) ，以保護細胞兔於傷害。 GST 是個雙單元體的複合蛋白質，以老

鼠而言，其中組成 GST 的單元體多達八種 (7) 0 GST 的八個單元體

分別是 Ya (Mr = 24400)' Ya (Mr = 25600)' Yn (Mr = 26300) , Yb 

(Mr = 27000)' Y c (Mr = 28000)' Yß (Mr = 26300)' Y8 (Mr = 

25000) ，及 Yp (Mr = 24000) 0 白這些相異的單元體組合而成的雙元

體並非是隨意配對的，例如由肝臟細胞的細胞質可分離出 YaYc 和

YbYn 的組合體，卻發現不至11 YbYa 和 YbYc 的組合體。女臼果以 anti-Yb

的抗體作用，只會抓下 Yb GST '不會和 YcGST 有交叉反應的情形

出現。問時，在 mRNA 方面， Ya 及 Yc 的 cDNA 在適當的條件下不

會和 YbmRNA 雜交 O在 cDNA 序列分析方面， Yb 單元體的和 Ya 、

Yc 的 DNA 相似性非常的少，且在蛋白質方面， Yb 和 Ya 、 Yc 只

有 28 %的相似性 (7) 。所以， Yb 的序列和其他單元體的序列缺少

相似性。

GST 的分類

依 GST 所分佈的位置大致可垣分成!有類，其一是結合在細胞膜

上的 GST' 例如 microsomal GST 0 另一則是細胞質的 GST '而大

部份的 GST 都存在細胞質部份，這些CìST 依ji 求自不 IC~ 的基因族

(8)' 分別命名為 alpha 族 mu 族， pl 族， slgma 族，以及 theta 族 o

slgma 族和 theta (9)族由於最近才被發現，所以對於他們的特性了解

不多 (10) 。在細胞質以 alpha ' l1l U 及 pl 族的 GST、為主 O 在酸鹼特

性方面， alpha 族屬於鹼性， lTIU 族較偏中性， pl 族則屬於酸性。在

rat 、 mouse 以及人類中，這三種不同族的 GST 在結構方面，酵素方

2 



面的特性都很類似( I I )。但這三種不同的 GST 的表現往往其組織的

特異性，以老鼠而言， alpha GST 主要分佈在肝臟、腎臟， mu GST 

主要分佈在在 testis 、心臟、肝臟(1 2) ，至於 pi GST 在正常的情況

之下，除了肝臟之外，均勻的分佈在各個組織器官 O 且這些不同的

GST' 在細胞形成腫瘤細胞當中的不同階段，其表現量也有所改變。

以肝細胞為例，在正常的肝細胞中以 alpha 族 GST 為主， Mu 族 GST

其次，但是偵測不至IJ GST-P (13恥的)。在前服痛結節中，則 alpha ' 

mu 及 pl 族的 GST 都會過度的表現，但一旦肝細胞變成腫瘤細胞，

尤其是化學性的致癌作用， GST-P 貝11 會很明顯且大量的表現 GST-P

(1 5) 。過去的 GST 的研究大都著重於 GST-P ，也是因為 GST-P 有此

特性，所以對於 GST早的研究，不論是在基目的調節(1 6-19) 、表現

(20-22) ，或是抗藥性的探討 (23) 較透傲。在 Alpha 族的 GST '於

抗藥性方面多有所研究，特別是發現它會代謝一些抗癌藥物，女口

cisplatin 、 alkylating agent '而抑制了抗癌藥物對於癌症初期的治療

(24-27) 0 至於 mu 族 GST '對於某些抗癌藥物具抗藥性，且和組織

的發炎有關 (28) 0 在正常的肝細胞 mu 族 GST 也會表現。一旦肝

細胞受到致癌化合物的刺激作用， mu 族 GST 表現也會增加(1 4) ，因

此推論 mu 族 GST在肝細胞中扮演著不可或缺的保護性角色。但是，

在過去有關 mu 族 GST 的研究不多，所以了解並不深入 O 事實上，

GST 生化功能的調控及發揮是很複雜的，這和遺傳、性別、年齡、

組織、種類以及細胞癌化的不同階段都有關連。至少有 100 種的化

令物被鑑定出會誘導 GST 的表現。其中，有些化合物存在蔬菜及相

橘類的水果中 (8) 。

3 



GST 的活4匕

大部份的化合物會間接經由影響 GST上游的基因 (8)而促進 GST

的表現，這上游的基因有 antioxidant-responsive element (ARE) , 

xenobiotic-responsive element ' GST-P enhancer 1 (GPE) ，或者是

glucocorticoid-responsive element (GRE) 0 AP-I (J un/Fos)在促進 GST

表現也被廣泛的討論 o ì舌化 GST 大量表現的機制包括促進基因的

轉錄，穩定 mRNA 及蛋白質，以及基因的放大(amplification) 。

藏紅酸(crocetin)的介紹

中接當中的梳子(Gardenia j asminoids Eills)是茜草料 Rubiaceae 植

物。梳子在中藥的應用甚多，廣泛使用於如黃蓮解毒湯、茵陳嵩湯、

棍子乾兌湯、加味逍遙散等約的劑中藥(29 ， 30)) 0 其性寒、味苦、

入心肺，可達清熱解火之功效，且具抗特炎的效用。雖然研究發現，

棍子的萃取物可以降低 CCl4 所引起的急性肝損傷(31) ，但對於梳子

!是理學上的作用仍不清楚。

梳子的主成分之一;成紅呂定(crocctin) ，是類胡蘿前素的衍生物 O

如胡蘿前主是一種植物色玄，普遍存在於水果及蔬菜。在早期，械

系工酸廣泛應用於食用色素，添加於ì7J<.棒、飲料、;自及糖果當中。早

期的研究特現藏紅酸可抑制由乳突狀病毒成染所引起的雞腫瘤

(32) 0 另有研究顯示藏紅酸透過抑制 RNA polymerase II 的活性來抑

制多種惡性腫瘤細胞內的核酸及蛋白質的合成(33) 0 

4 



本實驗室在動物實驗方面，曾以 B[a]P 為 initiator '結合 TPA 當

promot肘，塗抹在 CD-l mice 的皮膚身上，結果發王見 ornithine

decarboxylase ì~舌性增加，而且皮膚有乳頭狀腫瘤的出現;若動物同

時施予藏紅呂立則可以抑制 70-80(% (J{] TP八搞促地作用(J4 )“ 以老鼠初

代培養肝細胞為研究模式，發現戴紅呂定會降低八If注toxin 131 致癌物所

誘導產生的致肝癌作用 (35) ，並有效的提高肝細胞中 GST 解毒酵素

的活性，抑制 Alfatoxin B 1 咀DNA 加成物的形成(36 ， 37) 。藏紅酸對方令

肝臟受到氧化性的傷害亦具有保護的作用 (38) 0 至於在藏紅酸抑制促

癌作用的分子機制方面，以 TPA 為誘發自子，則發現藏紅酸是經由

PKC 的路徑抑制 TPA 的癌促進作用，並且抑制 TPA 誘導 fos 及 Jun

RNA 的表現(39) 0 

去氫攬子甘(Geniposide)

去氫梳子甘分離自梳子，是梳子的主成份之一，是屬於 iridoid 化

令物。 i過去的研究多偏重於糢理學的作用，如去氮梳子 u- 其利膽及

促進月液分 ì'，泣的作用(40) 。也有不少的研究顯示去氫梳子甘在胃腸內

的代謝及構造的轉變，人體內的腸內細菌就是扮演著這樣的角色，

將去氫梳子甘代謝成 gcnipininc(41) u Genipinine 是個含有 nitrogen

的化合物。至於有關去氫梳子甘其在生理生化功能上所扮演的角色

則仍不清楚。

至於在毒性方面的研究，高量(3 mg/kg)的去氫梳子甘餵食老鼠會

有肝毒性的現象(42) 。倪另一方面，也有保肝作用的研究報告指出，

以去氫棍子甘(240 mg/kg)連續處理三天，其月于中的酵素如 GST 的活
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性會顯著增加(43) 0 最近的研究證霄，去氫梳子甘對於 aflatoxin B 1 

所導致的肝毒性及基因毒性有一定的抑制作用 O 另外對於 TPA 癌促

化的作用有抑制的效果(44) ，亦可降低因為高量輻射所造成的傷害

(45) ，對於 Alfatoxin 所引起肝毒性的有抑制的作用 (46) 0 

τPA 與潭、致癌基因 c-Jun 及 c-fos

TPA 的全名是 12-0-Tetradecanoyl phorbol-13 明Autate 是由 Croton

Tiglium 的種子所提煉的巴豆油中萃取出的 phorbol ester( 47) 。

Phorbol ester 之所以會被重視，乃是因為在老鼠皮膚癌二階段促癌實

驗中， phorbol ester 不僅可以促使被 initiation 的皮膚提前癌化，並

且使腫瘤數目增加(48) 。以細胞株的培養為模式， TPA 則會促進

N1H3T3 及 C3HIOT 1I2 細胞的轉型(49 ，50) 0 

1987 年 Maki 在小雞白發性肉瘤細胞中分離出一種反轉錄病毒，

其中的一段基因共有使如叫包轉型的能力，命名為什1111(51} 。在正常

細胞中也存著 c“JUIl原致品基因，執行f，Ul 月色內轉錄作用的調節 (52) 。

v-fos 則最早是由鼠類的 osteosarcoma virus 反轉錄病毒中分離出來

的，事實上，在正常的細胞亦有 c-fos 原致癌基因，扮演著調節轉錄

的功能(53) 0 c-fos 基因極易受刺激而表現，其表現受上游三個 2月控

區所調控，這三個區域分別是(1) TATA box ; (2) c-fos 基因表現調控

臣，其上具一段 cAMP 辨識區， GRE 和一段 GC rich 的序列; (3)以

及受到刺激而加強 fos 表現的加強表現臣，這段基因上含有一段對稱

序列 DSE '也就是 TPA response element '可受至11 多多太類的生長因

子、血清、氧化物 TPA 等因子東ij j故而表現。而 TPA 誘導這些基因
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的轉錄是其促進癌化作用的重要因素。
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貳、研究動機

本實驗室先前的研究發現，藏紅酸以及去氫梳子甘能降低 alfatoxin

Bl 所誘導產生的致肝癌作用，另外發現，不論在動物實驗及

NIH3了3 細胞株的研究方面，均具抑制 TPA 所引起的癌促化作用。

本研究乃欲以大白鼠初代玲養的肝細胞為工具，深入探討戴紅酸及

去氮梳子甘本身保道細胞的機制，從其是否會誘導 GST 基因的表

現，以了解兩者作用的分子機制。另外，本研究亦針對藏紅酸抑制

TPA 所引起的肝毒性的作用做同樣分子機制的探討 O 為提高分析

GST mRNA 的專一性，將首先自老鼠的 total mRNA 選殖出 GST 的

cDNA' 設計成探針 O
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參、實驗材料

黨品試劑:

購自美國 Sigma 化學公司:

Acryamide, Ethidium Bromide, Brophenol blue, Glycerol , Xylene 

cyan仗， Tris-HCI , Tris base, Sodium citrate, 2自mercaptoethanol ， NaCI , 

Sodium acetate, Formamide, Formaldehyde, Phenol , Chloroform, 

Maleic acid, Tween 20, Isopropanol , DEPC , Guanidinium thiocyanate 

(GNTC), Morpholinopropane sultonic acid (MOPS), EDTA, 

SarcosylN,N ,N',N'-tetramethyl ethenediamide (EGTA), 12司令

tetradoconoylphorbol-13-acetate 

Colloεenase. 

(TPA), Crocetin, Perca日，

購自美圓 Boenringer Mannrein (BM)公司

Glycogen, N-C membrane, Dig-labeled system. 

購自德國 GIBCO 公司

Fetal calf、 serum ， HEPES , HBSS , william E, Penicellin-streptomycine咱

ncomycinc (PSN). 

購自美國 Promega 公司

Ligase, BamH 1, Hin仆， Sma 1, EcoR 1, Xba 1, PGEM(3Z)f-卡 plasmid.
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常用儀器材料

天平:OHAUS

水平式電泳槽(DNA):mupid-2

水平式電永槽(RNA):Hoefer Max HE99 

電源f共應器: Bio-Red 200/2.0 

細菌培養箱 :orbital shaking incubator Os 1500 

加熱攪拌器: Coring Stirrer/Hotplate 

高迷離心機:Sigma 2K15 

微最高迷離心機: :Ccntri rugc 541 只‘

烘箱: Memme前 9 Tensit 3 

pH meter:Jenco model 6200 

無菌操!作台 :NuAIR class 2 Type a/B3 

細胞培養箱: N'uaire Auto刊uo C02 Water-Jacked Incubator 

成光夾: Okamotyo 8X 1 0 

實驗所需溶液，緩衝液，垮養液的配製

20X S日(句 :jtk 公川的合 T 夕1) 成份

173.5 g NaCI 

88.2 g Sodium citrate 

處理 DEPC( 0.1 (%)“>autoclavc 

nv 



LB medium: 每公升令下子'1 成份

peptone 10 g/L 

c mH Mo ea t-N 
況
，
很

N

戶

N
l

5 g/L 

5g/L 

1 m1/L 

Autoclave->store at 4 Oc 

William E: 

取可配一公升的 William E 粉末，加入 2.2 g 碳酸氫鍋，先j容於小

於一公升的二次水，調 pH 至 7.3 0 加二次水至 945 叫，過

mmlpore 0 欲使用時，再加入 Fetal serum 50 ml 以及 PSN-Antibiotic

5 ml 

Solution 八:

lþt 可自己 jt 一公升的 IIBSS 粉末u交有 Ca2i 、 Mg2+) ，加八 2.2 g 碳西安

氫釣，加八 5.958 g HEPES '先溶於小於一公升的二次水，及秤

0.19 g EGTJ丸，先溶於 1 ml 的 2 N NaOH 至溶解，再加入。調 pH

五 7.3 '力。二次水至 1000 ml 0 過 m1l1lpOre 0 

SoIution B: 

取可配置一公升的 HBSS 粉末(沒有 Ca2弋 Mg2+) ，加入 2.2 g 碳酸

氫針，加 5.958 g HEPES '先溶於一公升的二次水，調 pH 至 7.3 ' 

力。二次水至 1000 ml 0 過 mmlpore 。
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High SDS concentration hybridization buffer 

7% SDS 

50% formamide 

5X SSC 

2% blocking reagent 

50 mM sodium-phophate, pH 7.0 

0.1 % N-laurolsarcosine 

配置 High SDS buffer: 100ml 

100% formamide 

30X SSC 

1 M sodium-phosphate, pH 7.0 

10% blocking solution 

10% N-lauroylsarcosine 

SDS 

50 ml 

5 ml 

20 ml 

5 ml 

16.6 ml 

7g 

->加熱溶解，不足 100 ml 的體積以 DEPC-treated water 補足。

保存方式: High SDS hybridization buffer 放在 20
o

C.

使用之前的處理:放在的℃的水浴槽處理直至溶解。必須小心且

注意的是， {"r}日的熱叫免受~fi] RNasc 的汙朵，再瓦于一必須先立/'x. 泊，

所使用的水是須經 DEPC 處理.

Maleic acid buffcr 的自己製:

0.1 mM maleic acid 

0 .1 5 M NaCl 

12 



用自態的 NaOH t月 pH 1直至 7.5

10X blocking buffer 的自己置

10 g blocking reagent ~容方于 100 ml maleic acid buffer '在文λ、 60
0

C 的

水浴槽，搖晃至溶解為止。

Washing buffcr 的配置

1 X Maleic acid buffer 含 0.3% Twecn 20 
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肆、實驗方法

一、分離肝細胞及初代縛養

試劑:

1. solution A: HBSS , 0.2 mM NaOH咱EGTA， lO mM HEPES , pH 7.3 

2. solution B: HBSS , l 0 mM HEPES , 10 ，000 單位的 collogenase ， pH 7.3 

3. William E: William E (GIBCO), 10% fetal serum (GIBCO), 5% 

antibiotic (GIBCO) 

4. HBSS: HBSS 一缸，總體積 100 ml , pH 7.3 

購自台中榮總動物中心之 SD 象大自鼠，體重約 250刁00 公丸，根

據 Butterworth， B. E. 等人之研究方法(54) ，以灌流方式分離肝細胞。

首先，以腹腔注射 pentobarbitol 麻醉大老鼠，給予劑量為 0.2 ml (50 

mg/ml)每 100 g 大白鼠體重。待麻醉後，自定老鼠，由肛門上方成 V

字型剪筒，達劍突下方。打問腹腔，以 20G angiocath 注入肝門靜脈，

之後立刻拔掉硬針，以事先回溫至約 37
0

C 的 50 ml solution A 灌流，

並剪斷下腔靜脈，此時將幫清轉達間至最大，以達完全放血之目的。

再以止血鉗夾住下腔靜脈，剪碎，心臟，同時以曰:遲至 37
0

C 的 100 ml 

solutioll B 511:;:丸， jk;i守財力Iì J: n 五 '1 1 沌，{、lîe sol ut iO I1 B Jl1在之後，小心

的取下肝臟，浸於 50 n汁的冰 William E' 快速的將肝臟剪碎，之後，

於 4 oC '以轉述 600 rpm 離心 10 分鐘。移去上清液，留下下層肝細

胞。加入適量的 William E 和細胞均勻混合，再加入 percoll 啃 10X HBSS 

(其中 percall : IOx IIBSS = 9 : 1) , 1史 ;:j-h1日Jj包/wi 11 iam E : percal卜HBSS

兩者的比例為 3 : 2 0 混合完全，分裝於無菌的離心管，同樣 600 中m ' 

!再



離心 10 分鐘。移去上清液，加入適量的 William E '混合完全，取

少言午告文細胞計妻之。

二、 Microculturc '1、ctrazoHum Assay (MTT) 

根據 Michael，C. A.的研究得知(55 ' 56)' 活細胞會將 tetrazolium

代謝成藍紫色的結晶，且比藍紫色的結晶可溶於異丙醇'故以測其

吸光來得知活細胞的數目 O

取 105 的肝細胞置於 24 well-plate '讓細胞貼壁四個小時，吸乾母

養液，換取新鮮的 William E 堵養液，加入不同濃度的 crocetin '並

以 0.02% DMSO 當控制組。繼續均養 18♂4 小時後，吸乾培養液，

再以 PBS 輕輕的洗兩次。換上新鮮的培養液 2.5 叫，加入 20μl

tetrazolium (25 mg/ml) 。垮養 4 小時，移除堵養液，加入 1 ml 

isopropanol '以 pippetman 來回打散均勻，直接吸 1ml 以波長 563 nm 

測吸光 o

三、 Northern Hybr制ization

(一)、 Total RNA 的抽取(57)

試劑:

solution D: 4 M (iNTC唔， 25 111M sodiu l11 citratc pll 7.0 , O.Y% N句

lauroy lsarcosine 

將分離好的肝細胞種在母養血中，以 William E 垮養液貼壁 12 小

時 o {與取新鮮的 William E j吾吾液，力11115 處理，處理完畢之後，吸乾

培養液，用;水 PBS 小心的沖洗兩次，加入 2 ml 的 solution 0 互之培養

血，以 micropi petman 將細胞沖下，荳入無菌的離心管中，依次加入
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200 1-11 2 M sodium acetate pH 4.0 ' 400μ1 chloroform ' 2 ml phenol 

pH4.0 '震盪均勻，放在冰上靜置 1 分鐘，拿起搖晃約 10 秒鐘，再

放在冰上靜置 l 分鐘，重複這樣的步驟達 20 分鐘，最後靜荳於;本上

5 分錯。於 4
0

C' 以轉速 1 ，200 rpm 離心 20 分鐘。將上層液吸取至另

一新離心管，加入同體積的 isopropanol '混合完全，放入-20
0

C 冰箱

中沈澱 2 小時或刁o ~C 中 30 分鐘後，於 4
0

C ' 以轉速 12 ，000 g 離心

20 分鐘 O 倒掉上清液，加入 0.5 ml 的 solution 0 以溶解 pellet '加入

2μl 的 glycogen '混合均勻，放入-20 vc 沈澱 2 小時 O 於 4
0

C ' 以轉

速 12 ，000 g 離心 20 分鐘，倒拌上清液，加入 70% 酒精做來回的沖

洗，同樣的條件，再離心 20 分鐘。倒乾上清液，蒸乾 pellet '視 pellet

大小加入適量的 DEPC-treated water 溶解。存放於-20
0

C 或-70
0

C 中 O

(二)、 Total RNA 電泳(58)

試劑:

1. 10X MOPS bulTer (gcl rllnning bllITcr): 0.2 M MOPS , 50 111M sodillm 

acetate, 10 mM EDT A, pH 7.0. 以 DEPC-treated water 稀釋成一

倍。

2. 6X loading buffer: 0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol , 

30% glyccrol 

3. RNA denaturing buffer: 12.25 ~tl 10X MOPS 

4μ37% formaldehyde 

2.5 ~t1 I'onnaldchydc 

1. 1.2% RNA denatllring gel 的製備

16 



秤重1.8 g agarose '放入乾淨的滅菌燒杯，加入 130.5 ml DEPC

treated water '標上記號以確知原來水量，放在加熱板上加熱至騰

以溶解 agarose 0 然後再補足減少的水量 O 冷卻至 60
0

C '加入的

ml 的 10X MOPS 、 4.5 ml 37% formamide 0 混合均勻之後，使其

冷卻至乎可碰觸之溫度。倒在事先已調好水平的鑄膠槽內讓其凝

目。此膠盡量在當天使用。

2. RNA 樣本的處理:

取 5μ1 RNA (2μg/μ1) ，加入 17.5μ1 RNA-denaturing buffer '震盪

均勻，放在 55
0

C 的水浴槽作用的分鐘，短暫離心後，立刻置於

冰上， loading 前加入 2.5μIloading buffer 0 

3. 跑膠

小心的拔掉膠上的齒梳，將膠體荳入電泳槽中，倒入 IX running 

buffer 使其剛好蓋住膠體，將 25μ1 RNA 樣品注入齒槽中。 以

75 伏特電壓跑三個小時，以拍立得相機在紫外線的照射下拍攝

RNA 的電戶j之崗.

(三)、 RNA 轉印 (Transfer)

試齊'1 ; 

20X SSC: 3M NaCI ' 0.3M sidium citrate ' pH 7.0 '力口入 DEPC

0.1% '用力搖晃，靜置 2 小時後滅菌 O

將電泳後的膠體放八 DEPC-trcatcd watcr )-2 小時，再- I是 j包於 50

111M NaOl1 20 分鈍，然後J與以訂) 111M Na211P04 20 分給叫再 ;1守月琴體

放入 transfer solution (1 OX SSC but1èr) 中 20 分鐘。剪取與膠體大小相

同硝化纖維紙，濾、紙和三條長濾、紙，先以 lOX SSC buffer 浸泡。取
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適當淺槽，以玻璃片橫無於槽上，再將三條;楚、紙放置玻王為片上，兩

端垂下，接觸槽底部，在淺槽中倒八 10X SSC buffer '蓋過:虎、紙下

安部份。再以玻棒將j慮、紙內的氣泡趕走。放上膠體，正面朝下，背

面向上，同樣的，以玻棒將氣:包趕走。於膠體上方疊上浸濕的硝化

纖維紙，及兩張濕j庭、紙，小心趕走層層之闊的氣泡。最後置上折疊

好的衛生紙，再用玻璃片將此無好的 sandwich 穩函，並放置約 600 g 

的重物於玻璃片上 O 在室溫下，轉印 16-17 小時後，以兩張濾紙夾住

硝化纖維紙，在 120
0

C 烘箱烘烤 25 分鐘，保存於室溫乾燥處。

(四)、雜交反應 (Hybridization)

試劑:

1.探J針: 50 ng/ml 

2. high SDS buffer: 7% SDS 、 50% Connamide , 5X SSC弓 2% blocking 

reagent, 50 mM sodium phosphate pH 7.0, 0.1 (比 N-Iauroy lsarcosine. 

將 high SDS bufler 先放罩在 65 'C 的水浴槽灼的分鐘，再放入已

調好溫度的雜交箱至少 30 分鐘。然後將烘烤好的的硝化纖維紙放入

係鮮盒，倒入已預溫的 high SDS buffer '放入雜交箱中

prehybridization 1-3 1昆小時。

另一方面，吸取適量的探針於 i，m 水中煮沸 10 分鐘使其完全的變

性，將變性的探針馬上放置在 ice/NaCl 上手 10 分鐘，再吸取探針

至已預溫至雜交溫度的 high SDS buffer '使探針的最終濃度為 50

ng/ml 0 同樣的，也將自己好的探針放在調好溫度的雜交箱至少 30 分

鐘。最後倒掉 prehybridization 的 high SDS buffer '加入具探針的 high

SDS buffer '繼續在雜交箱中，於適當溫度下反應 12-20 個小時 O 然
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後倒出 hybridization buff汀，存放在“20
0

C 0 下一次重複使用時，放

入的℃水浴槽搖晃的分鐘，使探針變性，再放入調好溫度的雜交

箱中。另一方面，依序將硝化纖維紙放入 2X SSC/O.l % SDS 和 0.2X

SSC/O.l % SDS 中，各於適當溫度漂洗適當時間。最後做免疫偵測及

壓片。

(五)、免疫偵測法(lmmunological Detection)以及歷片

試劑:

1. maleic acid buffer: 0.1 M maleic acid, 0.15 M NaCl,pH 7.5. 

2. washing buffer: 0.3% Tween 20 (w/v) in maleic acid buffer. 

3. 10X blocking buffer: 10 g blocking reagent 加 maleic acid 至 100 n址，

放入 60
0

C 的水浴槽搖晃直至溶解，保存在 4
0

C.

4. detection buffer: 100 mM Tris HCI 、 100 mM NaCI , pH 9.5 

將漂洗過的硝化纖維紙放入乾淨的保鮮金中，倒入 1 X washing 

buffer 漂洗 i 分鐘以平衡硝化纖維紙，撿以 1 X blocking buffer '在

室溫下溫和的搖晃作用 30-60 分鐘 O 倒掉 blocking buff汀，加入

Anti-Digoxigenin-AP (以 blocking buffer 1í故 1: 10000 的稀釋，溫和的混

合均勻) ，同樣的在室溫下溫和的搖晃 30 分鐘。再用 washing buffcr 

以微快的搖晃速度洗硝化纖維紙兩次，每次的分錯 O 最後用 detection

buffer 平衡達三分鐘 O 在此時可先剪聞塑膠袋，攤開塑膠袋，小心避

免弄髒袋面，然後小心的將硝化纖維紙由角邊夾起，放進已攤闊的

塑膠袋的其中一函，正面輯上，並小心的將硝化纖維紙攤平。以

pippetman 吸取適量的 CSPD 加入 detection buffer 稀釋 100 倍，加在

硝化纖維紙的一角，再慢慢的將塑膠袋的另一面覆蓋上，盡量避免
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氣泡的產生。然後用面紙以固定方向，輕輕的將硝化纖維紙上的

CSPD 均勻推散閑來，放在 37
0

C 中作用的分鐘，直接壓 X 光片。

(六)、探針移除

用乾淨的燒杯裝 100 ml DEPC-trcatcd water 合 0.1 % SDS (washing 

buffer) ，放在加熱板上加熱至沸騰，另一方面，事先將已經雜交通的

硝化纖維紙先以 DEPC-treated water ì~先 5 分鐘，以去除 CSPD '然後

將沸騰的溶液直接倒在硝化纖維紙上，在室溫下劇烈的搖晃 10 分

鐘，不需要持續的加熱。換以 wasl址ng buffer 在室溫搖晃 5 分鐘後，

則可直接進行雜交反應。

四、 GSTcDNA 的選殖 (Cloning of GST cDNA) 

(一)、 Reverse Transcription (RT) 

取用 5μi 老鼠 RNA' 加入 DEPC 水 5 凶，以 pippetman 打均勻，

放入事先以調為 70
0

C 的溫度循環機 5 分鐘，直接再置於冰上。加入

18.5μ1 DEPC 7.扎， 2μ1 RNase inhibitor ' 10μ1 Reverse Transcription 

buffer ' 4μ1 2.5 mM dNTP , 5 ~tl GST-3 primer '月 1萃的，以 pipptman

來回打均勻，放入 42 vC 的水浴槽 5 min 0 加入 0.5μi 的 Reverse

transcri pta呵，此時總體積為 50μI '放入 42
0

C 水浴槽中，再放入

事先已調好好℃的溫度循環機 5 分鐘，拿出來短暫離心，置放於 4

。C 或-20
0

C 。

(二)、 Polymcrasc Chuin Rcaction (PCR) 
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依序吸取 23.8μ1 2 次水， 4μ1 10X PCR buffer ' 3.2μ12.5 mM 

dNTP (dATP , dCTP , dGTP , dTTP)' 5 )11 GST 5' Y1冉的 pnmer ' 

及 4μ1 3'端的 pnmer '和 10μ! 由 Reverse Transcription 所得的

cDNA ，以 pippettman mix 均勻 O 為了避免高溫反應時液晶蒸潑，加

入少許的礦物油覆蓋液晶 O 放入 94
0

C 的溫度循環器 5 分鐘，加入 0.5

μ1 Tag enzyme '然後在 94
0

C 2 分鐘， 72
0

C 1 分鐘， 72
0

C 2 分

鐘進行 3。但循環。最後，在 72
0

C 作用 10 分鐘做最後的休補成雙股

DNA 0 

(三)、 Ligation

已經過 restriction enzyme 作用的 DNA ' pGEM3Z的十及 GSTcDNA

(PCR 產物) ，各吸取適量，使其兩者的 mole 數相等 O 放入的℃加

熱 5 分鐘，加入適量的 ligase 及 10X ligase buff汀，總體積不足 10μi

則以無菌水補足。混合均勻後，放入 16
0

C 過夜。

(四)、 Compctcnt cclls 的製 {Jij

由 -20
0

C 取出 JM!仰的鵑種塗在 LB 母養基上，放在 37
0

C 玲養過

夜。再挑單一菌落至 5 ml 的 LB 母養液，放在 37
0

C 的細品堵養箱中，

以劇烈的搖晃母養過夜 O 吸取 0.6 ml 隔夜菌液至 30 ml 的新鮮 LB 垮

養液，放在 37
0

C 中劇烈搖晃堵養 2-3 個小時直到 590 nm O.D.為 0.5

左右。然後放在 4 vc '以 4800 rpm 離心 10 分鐘，倒乾上層液，留下

pellet '加入 10 ml 的冰 CaCl2 solution (含 60 mM CaC12 '的%

glycerol ' 10 mM Tris HCl ' pH 7.0) ，將 pellet 打散，靜置於冰上 30

分鐘。在 4
0

C 以 4800 rpm 的轉迷離心的分鐘。倒乾上;青液，加入 2
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m1 的;水 CaC12 soluti.on (含 60 mM CaC12 '的% glycero1 ' 10 mM Tris 

HCI pH 7.0 '將 pellet 打散，快速的分裝成 10 個 eppendorff tubes ' 

存放於-70
0

C 0 以上實驗需要在無菌狀況下進行。

(五)、 Transfonnation

將上述之 ligation 樣本與 200 州的 competent cells 混合，於冰上作

用 30 min 。經過 42
0

C ' 3 分鐘熱處理後，立即放回冰上 O 儘速添加

0.5 ml LB 母養基至11每一試管，混合後將菌液置於 37
0

C 作用 30 min 0 

最後將諂 j夜塗抹在含 ampicillin (100 mg/ml)的 plate 上 O 為方便利用

顏色來篩選含 cDNA p1asmid 的菌落， plate 上需塗抹 X-gal 及

IPTG 0 

(六)、抽取細胞內的質體

試劑:

1. Lysozyme: 40 mg 溶於 1 ml 的二次水，欲使用才自己置 O

2. Solution II: 0.2 M NaOH, 1 % SDS 

3. Solution m: 3 M potassium acetate, 2 M acetic acid 

4. RNase A: 10 mg 溶於 1 ml 約二次水

Jþ<. 由悠 LB 培養基上了ïi. 一的落接種於 2 ml 的 LB 垮養液(一升培養

液中含有 10 g peptol肘， 5 g ycast cxtrant ' 5 g NaCJ '每毫升的 LB

mcdiam ' 1 00 ~lg ampicillin) ，於 37 "仁，急劇的搖動隔夜，再將 1.5 ml 

菌液接入相同培養液 150 n汁，同樣條件下母養隔夜 O

將菌液分裝於離心管中，以 4800 rpm 離心 10 min '倒拌上清液，

力。入 3 m1 50 mM Tris ' pH8.0 '將 pellet 完全打散，再加入 800μ1
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lysozyme (40 mg/ml) ，置放於冰上的分鐘後，加入 500 ~Ll 250 mM 

EDTA ' pH 8.0 '混合均勻後，靜罩在冰上的分鐘。加八 5 ml solution 

草，輕輕混合均勻，靜置於冰上 5 min '加入 3.5 ml 的 solution III 混

合均勻，靜置於冰上 5 分鐘。以 8000 rpm 轉迷離心 20 分鐘後，小心

吸取上清液至另一新的試管(phenol-resistant) ，加入同體積的 phenol

(pH 8.0) ，於室溫下，輕輕來回搖晃 5 分鐘。以 3500 rpm 離心 10 分

鐘，此時可以看見試管內的溶液分成三層，吸取最上層至另一新試

管，加入同體積的 phenol:chism (1: 1) ，於室溫下泣和的來回搖晃 5

分鐘，以 3500 rpm 離心 10 分鐘。同樣的吸取最上層至另一新試管，

加入 1 m13 M sodium acetate (pH 7.0)' 混合後加入冰的 99%的酒精。

放在-20 oc ì水箱中過夜或-70
0

C 中 30 分鐘。以轉速 1200。中m ' 4 0C 

下，離心 20 分鐘，移除上;青液，加入 70% 酒精，溫和的來回搖晃

幾下，同樣條件離心，移除上清液() Pcl1ct 蒸符乾後溶氓、 1 m1 的 TE

beffer (pH 8.0) 0 加入 5μI Rnase (10 mg/ml) ，放入 37 "c 的水浴槽 30

分鐘，加入同體積的 phenol (pH 8.0) ，在室溫下，來回 j革和地搖晃 5

分鐘， 3500 rpm 離心 10 分鐘。小心地吸取上清液至另一新的管子(注

意不要磁到中下層) ，加入同體地 phenol:chism (1: 1)在室溫下，來曰

:益和地搖晃 5 分錯 3500 rpm 離心 10 分鐘 O 小心地吸取上清液，至另

一新管子，加入 3 M sodium acctatc (p l-l 7.0) ，先 j花和，再加入 2.5 ml 

99% 酒精，放入“20 ''C沉澱隔夜或刁o Oc 30 min 0 以 12000 rpm 4 Oc 

離心 20 分鐘，倒乾上清液，加入 70% alcohol '來回溫和地晃動幾

夫。 .lt 以 12000 rpm ' 4 ''C !月ft 心 20 分錯，倒車之上打~- ì
O

{足，菸 ~~t pcllct () 

五、 DNA 探針的製備
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(一)、韓素切特定核酸序列之反應

將抽取好的 p1asmid '以吸光 260/280 測試濃度，並跑小片膠以確

定 plasmid 的純度。擬定好適當濃度的 plasmid '加入適量的酵素以

及酵素 buffer' 使 DNA 和酵素的比例約 1μgDNA 有 2 unit 的酵素，

且酵素加入的量必須小於作用總體積的 1110 '不足總體積的量以 2

次水來補足 O 視酵素的特性放入過當的溫度反應適宜時間。反應之

後，吸取少量跑小片 DNA 膠體，以石在知酵素是作用完全 O

(二)、膠體中 DNA 片斷的純化

在取少量經酵素作用後的 DNA 跑電泳，確知酵素確實有將所要的

DNA 片段由 plasmid 切離出來之後，再將經酵素作用的 plasmid 全部

跑小片膠'以分離所要的 DNA 片段。電泳的步驟和前述相同。然後

用刀片切下所婪的 DNA 膠體，秤其重量，放進 appendOl仟 tubc '加

入 NaI 溶液，加入的體積是膠體重量的三倍。放入的-55
0

C 的水浴槽

5 分鐘，每隔 1-2 分鐘拿起搖晃，以使膠體能盡快溶解 O 加入 5μi

glassmilk (DNA 童手 5 ~lg) ，混合均勻，靜罩在冰上 5 分鐘，每隔卜

2 分鐘拿起搖晃。高遠離心 5 秒鐘。吸乾上清液，加入 Newwash 打

散 pel1 et '高速離心 5 秒鐘，吸乾上清液，重複這個步驟 3 次。然

後 JjlI 1>1 ~P('-ll‘c<Ikd w lI kr '力\1 八，)惜，精，f\l力\1 八 (J~) gl 扎扎扎milk '{拇指扣 1 )ιJ ' ~ f 

散 pell仗，放八的-55 vc 的水浴槽 2-3 分鐘，高迷離心 30 秒鐘，吸

起上清液至另一新 appendorff tube '同樣的重複這個步e驟三次，收集

欲要之 DNA 即告完成。

(三)、 Microcolumn:
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將存放在 4 oc 的 microcolumn 拿出，用力震盪將 microcolumn 的

resm 打散成均勻狀，蓋子旋鬆約 3泣，折斷底支部分， 3000 rpm 離

心 1 分鐘(由一開始離心即問始時問計目前 O 打問蓋子，下接乾淨的

appendorff tube '將樣本加在 resm 的中心點，樣本的體積需介於 25

~1l-50μ1 0 於 3000 rpm 離心 2 分鐘(由一問始即開始計時) ，純的 DNA

樣本即存在於下接的 appendorff tube '存放在-20 Oc '預備做 DNA

探針或 transformation 之用。

(四)、 DNA 探針的標幟

跑小片膠電泳以觀察 DNA 的純度，並預估其濃度。吸取 1-5μg

DNA' 加 DEPC-treated water 至總體積 16μ1 '在沸騰的水中煮 10

分鐘後，馬上放豎在 ice/NaCI 10 分鐘。稍微離心後加八 4 ~Ll high 

pnme' 混合均勻，放入 37
0

C 的水浴槽 20 個小時。加入 2.5μlEDTA

溶液終止反應。

(五)、偵淇11DNA 探針的標幟效果

吸取 1 ~L1已經標 111ft兒女子的 DNA' 加入 dilution bulTcr 做 10 倍的稀

釋，混合均勻，吸取其中的 5μl 以及另外吸取 prc-Iabeled DNA 5 州，

各另IJ 加入的 ~d dilution bu仇r 稀釋 10 倍，再以用樣的稀釋倍數做連

續稀釋 5 管。濃度由低到高各另IJ 吸取 1μ1 點在硝化纖維紙上，直接

進入免疫偵測的實驗步驟，最後使用化學呈色觀察結果。由於 pre白

labeled DNA 的濃度是已知的，所以由呈色結果間接的可推算出探針

的濃度。
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六、 DNA 小片膠體電泳

試齊IJ : 

1. 1.6X loading dye: 0.250/0 bromophenol blue, 0.25% xylene cynol, 

10% glycerol 

2. 2.10X T AE buffer: 0 .4 M Tris base, 0.01 M EDT A，以醋酸調至 pH

8.0 

1.膠體的製備

1.2 g 的 agarose 加入 10 ml 10X TAE buffer' 加入二次水至 100 1叫，

放在加熱板上，煮至沸騰溶解後靜置冷卻至乎可觸之溫度，將膠

倒在鑄膠棋上，待至 30 分錯後，即可使用 O

2. Running bulTer 

吸取 10X TAE buffer 30 ml '加入二次水 270 ml 混合成 1 倍的 TAE

buffer 0 

3. 檢體處理

取適量 DNA 樣品，加入 2μ1 6X DNA Loading dye '周二次水補足

總體積 12 凶，混合均勻，稍為離心後將樣品加到當槽內，於 100 V 

由定電壓進行電泳 30 分鐘。將膠體以 Ethiumdium bromide (ll-lg/ml) 

染色 10 分鐘，以二次水洗膠體約 20 min ' UV 燈下進行觀察，並

以拍立得相機拍照 O
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伍、結果

一、 PCR 及 Yb cDNA 的選殖

利用合成的 5'-primer 及 3'-primer '如菌 1 '以 PCR 的方式大量複

製 YbcDNA 。為方便之後將 cDNA 狀八載體，兩個 pnmCl﹒上各設計

有一個限制酵素 BamHI 認識的位置 O 複製出的 Yb cDNA 片段的長

度應為 591 坤，其 5'及 3'兩端上其各具有一個 BamHI 認知的位置。

PCR 的產物經過 1.2%洋菜膠分離後，如預期的，見圈 2 '在 600 bp 

附近有一條很明顯的 band 0 

為方便隨後的 cDNA 驗證工作及大量生產 cDNA 作為探針，因此

自洋菜膠中將此 DNA 片段利用 Geneclean II 的方法純化出來，然後

以 BamHI 酵素作舟，再將其與經由 BamHI 作用過的 pGEM3Z(f)+質

體接合之後，送入 1M 109 E. coli ()利用 X-gal 及 IPTG 呈色系統篩選，

由於 Yb cDNA 接八 PGEM 的 lac 基函，所以一但接合成功後，即會

破壞 lac 基因，而不能產生酵素代謝 X-gal '因而菌落的顏色呈現白

色，不會呈現藍色。白白色的菌株抽出 plasmid '大量的做篩選，見

聞 3 0 為了確定 plasmid 內令所送入的 cDN八，於是以 BamHI 限制

酵素進行反應，跑 1.2%洋菜膠分離 DNA' 結果發現有兩條 band ' 

克國 6 '位置分別在 3200 bp 及 600 bp 附近，而 pGEM3Z(η+的大小

是 3199 坤，所以初步雄定是所要的 rlasmid '並命名為 pCì EM-Yb 。

為了史進一步確定這個 plasmid 所含的 cDNA t!p 為 Yb 因此用不同

的限制酵素來切 pGEM-Yb '分別是 SmaI 、 EcoRl和 Xb泣，再跑
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1.2%的洋菜膠，將所得到的這些 bands 的大小與由 restriction enzyme 

mappmg 所預期的 bands 相比較，結果發現兩者非常符合，如國 6 所

示。由於此接合的 plasmid 只有一個 SmaI 認知位置，所以以 SmaI

進行反應，員11 會使環狀的 PGEM-Yb 成線狀使得結構鬆散，由於1支線

狀的 DNA 在膠上跑的速度較環狀 DNA 慢，所以在繆上的位置會稍

微的往後移動，且不會出現其它的 band 0 至於以 Eco闖進行反應時，

由於在 pGEM 上有 Eco闊的位置， YbcDNA 上也有一個 EcoRl的位

置，所以會出現兩條 band '如結果所示， 3470 bp 及 321 bp 兩條

bands 0 為了史進一步確定，於是以 EcoRl 及 Xbal 一起作用，如國

所示，則會出現三條 band '分別是 3172bp' 321 坤， 297 bp ，而

由於 321 bp 及 297 bp 的大小相近，所以不能分悶得很明顯。

大量純化 Yb cDNA '以製備 DNA 探針。在 pGEM-Yb 經 ristriction

enzyme 作用之後，電泳分離出 YbcDNA '再以 Geneclean II 的方式

純化出 Yb cDN^ 0 為了進一步硨定比 cDN八雄是我們所婪的，於是

以 Yb DNA 上有的限制酵素認知位，分別是 EcoRI 及 Hinf口，進行

酵京反應。如閻 8.所示，以 EcoRI 進行反應，民IJ 會產生兩條大小各

300 bp 左右的片段 o .J..Ä Hin日 I 進行反應，貝IJ 會產生兩條大小各 400 bp 

及 200 br穹的)~ f支付於是進一步以此 DN八進行探針製俏的工作。

二二、藏紅麗堂實驗濃度的決定

藏紅酸分離自棍子，是梳子的主成份之一 O 藏紅酸對細胞的毒性

很低0' 所以被廣泛的應用於食品當中。為了採用適當且對細胞無毒

性的濃度來進行實驗，分別以 10 、鈞、 50 、 100 及 200 f.lM 的藏
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紅酸處理大白鼠的初代玲養肝細胞，觀察不同濃度的藏紅酸對肝細

胞存活率的影響。以 MTT assay 來定量藏紅酸的細胞毒性，活細胞

會將 MTT 還潭、成 formazan '以 isopropanol 將 crystal 溶解後，於波

長 563 nm 測其吸光值，以無藏紅酸者之吸光值為 100%存活率，其

於處理者與之比較 o 實驗結果發現，如崗悶，濃度 10 、鈞、 50μM

的藏紅酸對肝細胞幾乎沒有毒性。處理濃度 100 和 200 l-1M 的藏紅

酸，細胞的存活率分別是 70%及 57% 0 在藏紅酸為 200μM' 存活的

細胞才降至 57% '由此可知藏紅駿對肝細胞的毒性作用很低 O 選擇

濃度 50μM 的藏紅酸為實驗濃度，但是為觀察更明顯的實驗結果，

於是也力。做濃度 100μM 的藏紅酸。

三、藏紅酸促進 GSTRNA 的表現

過去的一些研究指出，藏紅駿會抑制細胞的轉型，並會抑制 TPA

的促痞化作用。雖然以知藏紅酸處理會提高 GST 酵素活性，但對於

其分子機制仍不清楚。由於細胞一旦受到攻擊或傷害， GST 則會代

謝這些攻擊物扮演著保護細胞兔於傷害的主要角色，因此欲觀察藏

紅酸是否會誘導 GST 的表現 O 為觀察;藏紅酸是否會誘導 GSTYb 的

~ZJ>亡，以訂) ~lM ~lM (J!) 趴在LI昨夜分別 fl41月1 入 (J lil{)!) fJJ 代川兵Ji l 如1) 月色。小

時， 3 小時， 6 小時， 9 小時、 12 小時及 24 小時後，從各組抽取

total RNA '然後取定量的 total RNA 進行北方墨點法實驗。所使用

的 RNA 的量除了以 Ethidium bromide 染色來觀察其一致性之外，如

圖刊所示，亦用 cDNA ~.菜針偵測 GNPDH mRNA 的量當作 internal

control '來換算出 GST Yb mRNA 的相對含量。比方墨點法實驗的
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結呆，見聞 12 、日，發現 GST 在藏紅玫處理 3 、 6 、 9 小時，所

表現的暈並無太大的改變， GST 的表現量大約是控制組的 1 、立-1. 3

倍。在處理 12 小時後， GST 的量才有較稍明顯的升高，和控制組

比較，大約是控制組的1.6 倍，至 24 小時仍呈稍微的增加。以 100μM

藏紅酸處理肝細胞，克國 14 、的，史可以明顯的看出 GSTYbmRNA

的表現量的變化。在處理 6 小時後已有明顯的增加現象， GST 的表

現量大約是控制組的 2.6 倍 O 直至 9 小時的表現量達到最高，增加的

量是控制組的 3 倍，一主持續至 12 小時 O

四、 Geniposide 促進 GSTYb 臨RNA 的表現

Geniposide 是梳子的主成份之一。序論部份捉到

本實驗室先前證實 geniposide 具保護肝細胞兔於傷害的能力，且也具

抑制癌促進的作用，於是欲觀察 geniposide 是否也會誘導 GST Yb 

mRNA 的表現 O 以 0.1 mM geniposide 處理大白鼠的初代母養肝細胞

。小時、 3 小時、 6 小時、 9 小時、 12 小時及 24 小時 O 從各組抽取

total RNA '後取定葷的 total RNA 進行北方墨點法實驗。所使用的

RNA 自力量除了以 Ethidium bromide 染色來觀察其一致性之外，亦用

cDNA 探針偵測 GNPDHmRNA 的量當作 internal control '來換算出

GSTYbmRNA 的相對含量。見聞 16 、 17 '結果發現在 3 、 6 小時，

GSTYbmRNA 的表現量並無規員小性，推想很可能是因為實驗的誤差

所造待進一步實驗的證實。 GSTmRNA 的表現量在處理 9 小時之後

才有持續增加的現象，在處理時問 9 、 12 、 24 小時，其 GST 的量

是控制組的卜的倍， 1.02 倍， 1. 2 倍。處理 25μM 、 50 ~lM 、 100
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μM 、 150μM 及 200μM 濃度的 geniposide '母養 24 小時後抽取肝

細胞的 total RNA '取定量的 total RNA 進行北方墨點法實驗。所使

用的 RNA 的愛除了以 Ethidium bromide 染色來觀察其一致性之外，

亦用 cDNAJ菜主十偵測 GNPDHmRNA 的量當作 internal control '來j臭

算出 GSTYbmRNA 的相對含量 o 見聞 19 、鉤，結果發現， GSTYb 

mRNA 的表現量隨著處理藥物濃度的增高，呈現很明顯的 does

dependent 的現象 O 在處理濃度 25μM 時， GST 的量是控制組的1.7

倍，之後一直持續的增加，在處理濃度 200μM 時， GST 的表現量

是控制組的 4.3 倍，上升了 3 倍之多。

五、 τPA 處理對藏紅酸刺激 GSTYbmRNA 表現的影響

由於本實驗室以往的研究皆用 TPA 作為癌促化劑，再觀察藏紅酸

抑制瘖化的作用。前面的結果顯示，單獨的加入藏紅自主會誘導 GST

Yb 基因的轉錄，但殊不知肝細胞處理藏紅酸之後，再加入了PA 是否

會影響 GST 基目的表現，因而在此探討 TPA 處理對藏紅酸刺激 GST

YbmRNA 表琨的影響。首先加入 25μM 、 50μM 、 100μM 藏紅酸

處理大白鼠的初代母養肝細胞 5 分錯，再加入 100 ng/ml TPA '分別

在培養 30 分鐘或是 60 分錐後， J\h llx. total RN八，進行北方墨點法後

取定量的 total RNA 進行北方墨點法實驗。所使用的 RNA 的量除了

以 Ethidium bromide 染色來觀察其一致性之外，本用 cDNA 探針偵測

GNPDHmRNA 的最當作 internal control '結果顯現 GAPDH 的量相

當一致，但是由於 GAPDI I 的背 if 質高，為了避免換算 GST 之後的

換算質有誤差，於是不以 GAPDH 再加以換算 O 結果見聞 21 、泣，
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比較控制組和只加了藏紅酸的 GST 表現量，藏紅暖的 GST 量是控制

組的1. 15 倍仔細觀察，在單單只力11 TPA 所誘導的 GST Yb 表現量

卻顯現出稍微的抑制現象，大約是控制組的 0.9 倍 O 而在藏紅酸及

TPA 一起作用的處理方式，乃宇先加入 3 種不同濃度的故紅駿 5 分

鐘，再加入 100ng/ml TP A '這樣的處理是避免藏紅酸可能先和 TPA

作用而影響實驗結果。且隨著藏紅酸加入濃度的提高， GSTYb 的表

現量也隨之增加，在處理 25μM 及 TPA 峙， GST 的量和控制組比

較相差不多，處理 50μM 及 TPA 峙， GST 的量是控制組的1.25 倍，

當藏紅酸濃度提高至 1 00 ~tM ' 仍處理相同濃度的 TPA ' GST 的量

是控制組的1.34 倍 o 而且加了 TPA 、 100μM 藏紅呂定處理所表現的

GST 比起只單單加了加 100μM 藏紅梭所誘導表現的量有明顯的增

加現象， GST 的表現章是單單只加藏紅酸的1.07 倍。可見在促癌化

劑 TPA 的作用下，藏紅酸會誘導較多量的 GST Yb 0 
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陸、討論

老鼠體內主要的GST依其不同的特性大致可分為三種，分別是GST

抖， GST mu, GST alpha 0 GST pi的單元體是Yp , GST alpha的單元體

是Ya' GST mu的單元體是Yb單元體(25) ，雖然這三種不同族的GST

在結構方面，酵素方面的特性都很類似，對於某些化合物的代謝，

在功能上的發揮，很可能互相重複，但是大致上對於代謝那一種化

合物仍具有一定的特異性，而這些特異性的調節可能和個人的體

質，組織的分佈'荷爾蒙的影響都有關。而且他們所負責的生理功

能忠有相異之處。以肝細胞為例，一旦肝細胞變成腫瘤細胞，尤其

是化學性的致癌作用 'GST P則會很明顯且大量的表現， GST alpha 

則是主要負責解毒的工作，特別發現它會代謝一些抗癌物質，如

cisplatin 、 alkylating agent '而抑制了抗癌藥物對癌症初期的治療

(25) 。至於GST mu有關其報告探討較少，有報告曾經顯示其和組織

的發炎有闕，在肝臟中扮演著保護性的角色 O 本研究的動機乃是想

探討藏紅酸和去氫梳子甘兩種抗癌藥物本身保護肝臟的作用，以了

解他們是以那一個途徑去抑制或延緩癌症的發生 o 而由於在正常肝

細胞中， GST mu會表現，且其組成單位體Yb' 和Ya 、 Yc單位髓的

相似性不高(59) ，以此當作探針貝11 可避免交叉反應的發生，所以可以

確定的是，可以專一的分析GSTmu的表現。

為取得Yb cDNA' 我們首由老鼠的華丸total RNA J-ÄRT-PCR的方

式，經由特殊設計的 5'-primer及3'-primer '大量複製我們所要的Yb

cDNAo 互之於我們成功的接合PGEM-Yb' 並送入趴在109大腸桿菌大量
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的複製，抽取plasmid '以及最後經酵索作用所取得的YbcDNA的確

定，都是依此plasmid及Yb上所具有的限制酵素認知位，選擇不同的

酵素作用來確定 O 雖然以PCR的方式所得到的DNA可能會出現些微

的錯誤，而不能夠完全的精確，但是， Yb cDNA在此是當作北方墨

點法的探針'1É不是藉著PGEM-Yb plasmid表現蛋白質，因此些微的

錯誤並不會影響其擔任探針的功能 O 而且的Yb cDNA為 591 bp長，幾

個鹽基的突變，對其在雜交的專一性不會有影響。

正常的肝細胞會表現GST mu '先前有文獻指出， GST mu表現為

xenobiotics所調節，女口phenobarbitol '3-methyl- butylhydroquinone' 

其中的3-methylcholantherene及isosafrole則會抑制GSTmu的表現，其

餘化合物則會促進GST mu的表現(60) 。我們實驗所用的藏紅酸，是

類胡蘿葛素的衍生物，普遍存在蔬菜及水果，另一方面，有研究指

出，存在於蔬菜及水果相橘內的某些成份具誘導GST表現的能力。

我們的實驗結果顯示，單獨的處理藏紅酸會誘導GST的表現。在闊

口，藏紅酸濃度50uM時，我們發現GST在3'6小時的量，沒有很大

的變化 '9小持有些微的上升，並不明顯， 3 、 6 、 9小時的GST表現

量是控制控制組的1.2斗 3倍左右，至 12小時GST的量約則是控制組的

1.6倍左右，在圈 14 ' 100uM的藏紅酸， GST的被誘導情形在圳、時上

升的最叫做， ;fll 控制主tl 比較， (ìST的表現量是控制組的4倍左右，上

升的量則是控制組的3倍，在 12小時，其表現量和9小時差不多，可

見濃度較高的藏紅酸能誘導較多量的GST 0 至於誘導的路徑，我們

猜測可能是經由活化fos ' jun的表現，刺激GST上游的基因，而促使

下游基因的表現，然而，對於史上游的路徑仍不明瞭'有待進一步

的研究。在 1991 年時，有學者利用初代肝細胞為工具，加入EGF或
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是insulin處理肝細胞，結果發現， EGF及insulin會誘導GST-P的表

現，而且也促使fos ' jun的表現，且肝細胞並未轉型，此位學者認為

GST早的表現乃是因為 fos ' jun結合至GST平的上游基函，也就是

TRE-like sequence '刺激下游GST-P的表現(61) 0 

TPA對細胞的促癌作用，一般的研究顯示，是經由PKC路役，活化

fos ' jun的表現，刺激上游基間，而促使下游基因表現。也有一些文

獻提到TPA的致癌作用也與自由基的產生有關。以抗氧化劑BHT'

BHA或是維他命c 、 E與TPA一起處理細胞，可以使TPA誘發的ODC

活性及致癌作用降低(62) 。本實驗室指出藏紅酸具抑制癌化及細胞轉

型的能力 (34) ，最近的實驗結果證實TPA誘發的c-Jun及心fos m如'-IA的

表現，可以被藏紅酸抑制，推淇仟PA造成c-Jun及c-fos mRNA的活化

主要受藏紅酸抑制PKC的訊息傳遞作用而形成(39) ，但對於其整體的

分子機制仍不清楚。所以，進一步觀察藏紅酸抑制癌化， GST所扮

演的角色。在圖泊，由於iternal control GAPDH的結果背景嫌髒'以

致於定量時不夠正確，所以以控制組為標準值，將此園的結果給標

準化，結果發現，在單單處理 100uM的藏紅酸1個小時， GST的表現

是控制組的1. 1 倍左右，和先前的結果，也就是圈 14.做比較，在以

100uM藏紅酸處理處理3個小時， GST的表現量是控制組的1.2倍左

右，可見GST在處理 IOOuMWJ 藏紅酸處理 i 個小時之後，可能仍在繼

續表現，且也很有可能在處理藏紅酸後的一個小時內GST就被誘導

表現了，但是對於1小時之前的GST的變化情形，貝'1 ;有待再做史進一

步的探討 O 同樣的，在國衍，單單只處理TPA所表現的GS丁，似乎有

稍微被抑制的現象，和控制組比較， GST的量是控制組的約0.9倍左

右，可見有稍微的被抑制琨象 O 最近的研究指出， TPA並不是如過
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去所認為的會誘導GSTmu' 及GST alpha的表現，反而是會使GSTmu

及GST alpha的mRNA表現下降，且c-jun mRNA 在處理2小時後表現

才上升，同時在蛋白質的層次方面， GST酵素的量也下降(63) ，於是

推測可能是比罰。在處理25站在藏紅酸， 50uM藏紅酸， 100uM藏紅酸

5分鐘之後，再f由別加入 1 OOng/ml TP A '主吾養60分鐘 O 至於先處理藏

紅酸5分鐘之後，再加入TPA' 乃是避免藏紅酸與TPA可能先互相作

用，而影響實驗的結果，結果可以發現，在加入TPA處理，隨著藏

紅酸的處理濃度提高，和控制組比較， GST的表現童在藏紅酸濃度

25uM ' TP A 100ng/ml日寄相差不大， 在處王里50uM 藏紅酸和 100ng/ml

TPA' 以及100uM藏紅酸和 100ng/ml TP A '其GST的表現量分別是控

制組的1.28倍及1.34倍，由此可以明顯的看出，當細胞處理100uM戴

紅酸及100ng/ml TP A時，其誘導GST表現的能力，較只單加100uM藏

紅酸的誘導力強，可見， TPA本身不會誘導GST的表現，但是一旦和

藏紅竣一起處理細胞，可能會促進藏紅酸誘導GST表現。前面部份

敘述TPA的促癌可能和自由基的產生有關速 'GST在體內扮演的角色

即是催化GSH和化學活化物結合，加以代謝，而對藏紅白友會抑制了PA

的促癌作用，是否和其會誘導GST表現有相闕，這樣的結果，說明

了藏紅酸的抑制效果鹿和GST的誘導有關，未來，在這一方面，會

再做史深入的探討。

去氫梳子甘是屬於iridoid化合物，多偏於腸胃道的藥理作用之研究

以及構造式的探討，鮮少有研究致力於癌症的探討 o 如前所述，本

實驗室證實去氮棍子干會{C[1 申IjTP八的促痞作用。同樣的，欲進一步

探討其分子的機制。在圈峙，處理相同濃度的去氫棍子，土吾養不同

時筒，分別為o ' 3 ' 6 ' 9 '口 ， 24/J、時，抽取RNA' 進行北方墨點
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法 o 在量化之後，見聞 17 '我們發現GST的表現在0'3'6小時並不

規則，所以可能需要實驗進一步的確定，在垮養24小時，我們發現

GST的量和 12小時比較，量約是 12 小時的1.2倍，伊1-1:..升了 0.2倍左

右。而在以不同濃度處理肝細胞，很明顯的可以看的出，見囡 19. ' 

GST的表現量隨著加入的劑量增多，量也隨之增加 O在處理濃度25uM

時， GST的章是控制蝕的1.6倍，上升的量約是控制飽的0.7倍，由這

樣的結果，似乎暗示著去氫棍子甘在低濃度時就有誘導GST表現的

能力，而且GST的表現量和去氫梳子甘的濃度有關。但是在序論方

面提到，去氫梳子甘進入胃腸後，會被細菌代謝並可能轉化其構造，

所以，是否會改變或是降低原來的效能，仍不清楚。

探討梳子中的主成份，藏紅酸及去氫梳子甘，具誘導GST表現的

能力，由結果歸納出藏紅竣及去氫梳子，應是在加入細胞後，作用

短暫時間，即會誘導GST的表現，但是對於它們的持續性如何，事

實上，是令人相當成興趣的 O 對於其上游的路徑及基因的 2月控都是

我們未來欲探討的重點 O

37 



* GST anionic Yb subunit 5'pri臨 er

The n ucleotide seq uence of Yb 
TAC AGC ATG GGG GAT GCT CCC GAC T A T GAC AGA AGC CAG 

TGG 

5' primer 

G GAT CC(BamH 1) 

ATG GGG GAT CCT CCC GAC TA T GAC AGA 

BamH 1 

* GST anionic Yb subunit 3'pri冊er

The nucleotide sequence of Yb 
TAG CAC CAC AAA GTC CAG ACC TAG GGA TAC TCA TGA GTG 

CCC GGA TCC(Bam目 的

3'primcr 

GTC C八G ACC T八G GG八 TCC TC八 TGA GTG 

CAC TC八 TGA GGA TCC CTA UUT CTU 

BamH 1 

Fig. 1. The 5'primer and 3 'primer. 
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564 bp • 

1 2 3 

Fig. 2. The result of PCR. PCR: 94
0

C X 5 minutes , then 94
0

C X 2 
minutes, 72

0

C X lmi_nutes, 72
0

C X 2minutes for 30 cyc1es. And 
72 0C X 10 minutes. Lane 1: DNA marker. Lane2 , 3 Yb cDNA 

generated from RT-PCR. 
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pGEM帥-3ZI(叫樹)
Vectors 
(31 叫.J LJp)

\ 

Fig. 3. The map of PGEM 3Z(η十.
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Fig .4. Screening of the E. coli clone with PGEM-Yb plasmid 

prepared rrom the white E. coli colonies were analyzed by 

electrophoresis on 1.2% agarose ge l. 
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Aatll Nde I 
2260 2509 

pGEM-3Zf(+/- ) 
Vectors 

(3199bp) 

Yb 

Fig. 5_ Yb cDNA obtained from RT-PCR was inserted into PGE加i

3Z(η+. 
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B 

564 bp 血軒

4361 bp 阻軒
2322 bp 可軒

3790 bp 

1 2 

呻呻 3790 bp 

2 

C 

1 2 

Fig.6. Comfirm Yb-PGEM 3Z(f)+ plasmid with digestion 
worked by different enzyme. A. Lane 1: DNA marker. Lane 2: 
Yb-PGEM 3Z( f)+. B. Lane 1: Plasmid digested with Bam日 I. 

3470 bp 
3172 bp 

Lane 2: Plasmid digested with Sma 1. C. Lane 1: Digested with 
EcoR I. Lane 2: Digested with Xba 1 and EcoR I. 
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一 詞;學| 車嘿!
一

站 ;rl 
一→句 HA也Zt」一T 

1 封閹 4揖 iOO 100 

Fig. 7. Rcstriction cnχymc mapping 0 1' (iST Yb cDN八

(From Hui-Chen J. L叭， (1986) Rat Glutathione S-
Transferase Supergene Family. J.Bio l. Chem. 13793-

13799.) 
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呻目400 bp 

呻可 200 bp 

Fig. 8. Confirm Yb cDNA with enzyme digestion. Lane 1: 
DNA marker. Lane 2: Digested with EcoR 1. Lane 3: 
Digested with Hinf 1. 
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Fig. 10. The cytotoxicity of crocctin analyzed by MTT assay. The 

primary culture of rat hepatocyte cells(5 X 105 cells/well) were 

trca(cd with di I 、fcrcn( cO l1 ccntr~ltíolls (叫、 crocctin for 1 X hour只 ~Ind ，

thcn , wcrc culturcd with thc prcscnsc 0 1' MT' 1 、 ror 4 hours. Thc 

medium was removed and the cells were washed once with PBS. 

One minililler of isopropanol was added to the cells to dissolve 

the formazan crysta l. The absorbance was determed at 563nm. 
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Fig.ll. RNA eletrophoresis in 1.2% denaturing gel 
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Fig. 12. The time course of the effect of Crocetin on the 
cxprcssion 0 1' GST mRN八 in thc I可 rimary culturc 0 1' rat 
hepatocytes. Hepatocyte cells were treated with or without 50 μM 

crocetin and then total RNA was prepared at the indicated time 
points after the initiation of the treatment. Lane 1: 0 hour. Lane 2: 
3 hour. Lane 3: 6 hour. Lane 4: 9 hou r. Lane 5: 12 hour. Lane 6: 
24 hour. Northern blot was hybridized with Yb and GAPDH 

cDNA probes. 
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Fig.13.Dcns itoinctric mcarSUI-cincnts o f thcti mc coursc O f the 
effect of 50μM crocetin on the expression of GST mRNA in the 

primary culture of rat hepatocytes. 
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Fig. 14. Crocetin induced expression of GST mRNA in rat 

hepatocytes. The hepatocyte were or were not treated 
with 10011 M crocctin and then total RNA was prepared 

at sclcctcd timc artcr thc initiation of thc trcatmcn t. Lanc 1: 0 

hour. Lane 2: 3 hour. Lane 3: 6 hour. Lane 4: 9 hour. Lane 5: 12 
hou r. Lane 6: 24 hou r. Northcrn blot was pcrformed with Yb and 

GAPDH cDNA probes. 
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Fig. 15. Densitometric mearsurements of the time course of the 
effect of 100μM crocetin on the expression of GST mRNA in the 

primary culturc of rat hcpatocytcs. 
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Fig. 17. Geniposide induced expression off GST mRNA 

expression in rat hepatocytes. Thc hcpatocytcs 叭rerc or wcre not 
treated with 100μM gcniposide and thcn total RNA was preparcd 

at selected time after the initiation of the treatemen t. Lane 1: 0 

hou r. Lane 2: 3 hou r. Lanc 3: 6 hou r. Lane 4: 9 hou r. Lanc 5: 12 
hou r. Lanc 6: 24 hou r. Northern olot was performed with Yb and 

GAPDH cDNA probes. 

54 



3.0 

<c 
Z 2.5 
。三
ε 
工 2.0 Q 
0... 
<c 

。• 1.5 
(f) 

。坤一 1.0 
O 
O 

:;:::; 
f芯 0.5 0::: 

0.0 

O 3 6 9 12 24 

Geniposide treatment ( Hrs ) 

Fig. 18. Densitometric measurements of the time course of the 
effect of 100μM geniposide on the expression of GST mRNA in 

the primary culture of rat hepatocytes. 
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Fig. 19. Geniposide induced the expression of GST mRNA in 

the primary culture of rat hepatocyte. The cells were treated with 
or without different concentrations of geniposide(GP): The total 
RNA was prepared 24 hours after the initiation of the treatment 
and applied for Northern Hybridization analysis. Lane 1: control 

group. Lane 2: 25μM GP. Lane 3: 50μM GP. Lane 4: 100μM. 

Lane 5: “。 μM GP. Lane 6: 200/L M GP. Northcrn blot was 
hybridized with Yb and GAPDH cDNA probes. 
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Fig. 21. Crocetin induced GST mRNA expression with treating 
with TP A in rat hepatocyte , then the RNA was prepare after 

treating for ωminutes. Lane 1: control group. Lane 2: 100μM 
crocetin. Lane 3: 100ng/ml TP A. Lane 4: Treating with 25uM 

crocetin for 5 minutes , then adding 1 OOng/ml TP A. Lane 5: 

Treating with 50 μM crocetin for 5 minutes , then adding 

100ng/ml TPA. Lane 6: Treating with 100μM crocetin for 5 
minutes , then adding 1 OOng/ml TPA. Northern blot was 

hybridized with Yb and GAPDH cDNA. 
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Fig. 22. Densitometric measurements of GST mRNA in the 
primary culture of rat hepatocytes. A. Contro l. B. 100μM 
crocetin. C. 100ng/ml TPA. D. Treating with 25μM crocetin for 

5 minutes , then adding 100ng/m l. E. Treating with 50μM 
crocetin for 5 minutes , then adding 100ng/ml TP A. F. Treating 
with 100μM crocetin for 5 minutes , then adding 100ng/ml TP A.. 
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