
醫學院醫學研究所山申
I私立

碩士論文

指導教授:林瑞生教授

半導體金屬對 V79 中國頰鼠肺細胞之細胞遺傳

毒性的研究

Studies on the Cytogenotoxicity of 

Semiconductor metals in V79 Chinese hamster 

研究生:張患敏撰

中華氏國八十七年六月

館
鵬
則

全
亂
恥
劃

Z
L
副
部
副
4

遷
回
叫
隨
呵
呵
t

b
也
叫
那
啦
。

學
喇
帥
叩

韓
的
制m

山
團
團
團

，
你
﹒
內
川
川
川

!聶哥書fj本汁倍



授權書

(博碩士論文)

本授權蓄所授權之論文為本人在中山醫學院
一一一惜一一純的學年度第 2 學期所撰

論文名稱:半導體金屬對V79中國頰鼠肺細胞之細胞這傳毒性的研究

白守司意 口不問意

本人具有著作財產權之論文提耍，授予國家屬書館、本人畢業學校及行政院
國家科學委員會科學技街資料中心，得重製成電子資料擋後收錄於該單位之
網路，並與台灣學街網路及科技網路連線，繹不限地域時間與次數，以光碟
或紙本軍製發行 O

o 
醫學研究所
碩士學位論文

…
街
心
伍
後

…
技
中
幣
延

一
學
該
台
文

…
科
享
新
全

一
會
得
值
文

一
員
並
等
論

一
委
，
料
本

…
學
行
資
將

一
科
發
檔
謗

…
家
後
三
，

一
國
製
文
謗

…
院
重
論
申

…
政
碟
士
之

一
行
光
頭
權

一
予
、
博
產

…
授
縮
、
財

…
'
微
作
慧

…
料
以
表
智

…
資
數
代
等

一
文
次
勵
利
。

一
全
一
與
獎
專
閉

一
文
筒
、
及
公

一
論
時
告
涉
再

…
之
域
報
囡
後

一
樣
地
究
文
另

一
產
限
研
論
一

…
財
不
之
本
一

一
意
作
得
作0
年

一
悶
著
，
製
務
一

…
不
有
心
組
服
一

…
口
其
中
小
之
國

一
人
料
縮
元
民

…
會
心
本
資
微
佰
至

一
/
明

一
人
權

…
本
授

一
及
再

一
館
的

一
會
一
聞
自

一
圈
述

…
之
上
。

一
敏
為
促

…
送
或
為

一
定
，
份

…
措
製
一

部
軍
以

…
育
法
入

一
教
方
每

一
予
種
唯

一
授
各
'

…
，
以
域

…
料
的
地

…
資
目
與

一
文
之
間

…
全
究
時

…
文
研
跟

一
論
街
不

一
之
學
，

…
權
為
製

…
產
，
靈

一
財
館
法

…
意
作
書
方

一
閉
著
圈
種

一
不
有
校
各

一
口
其
學
以

一
人
業
人

…
意
本
畢
他

一
一
向

〕
/
也

上述授權內容均無須訂立讓與及授權契約書。依本授權之發行權為非專屬性發行
權利 O 依本授權所為之收錄、單製、發行及學街研發利用均為無償 o

指導教授姓名:林瑞生

一在斗斗

日期:民國且年么一舟共臼
述問意與不同意之欄位若斗爭/，:1 楠. 71'c ^ IRI s 且已 IRI~祖 o

權第二項者，請再交論文

授權書已於民國85年在月 1

學號 R85125

{瘖註1.

2. 
3. 



簽署人須知

1.依著作權法的規定，任何單位以總路、光碟與微縮等方式整合國內學街資料，
均須先得到著作財產權入授權，議分別在三種利用方式的同意欄內鉤選並填妥
各項資料 O

2. 所謂非專屬授權是指被授權人所取得的權利並非獨占性的使舟權，授權人尚可
將相闊的權利重複授權給他人使用;反之即為專屬授權，如果您已簽署專屬授
權書予其他法人或自然人，請勿簽署本授權薯。

3. 授權人的權利與義務:
在美國授權博碩士論文予UMI 公司(博碩士論文全文資料發行公可)製作發行
，須交付美金的元的出版贊j 銷售年逸七件以上時得享 i投 Xiõ克的權利金約美
金 20元;在園內存計畫之經費全數由政j有支慮， r投入亦應歸屬庫，為答謝您的
支持，科資中心持為您提供新台幣 500 元的等值資料服務(以研究報告、獎勵
代表作、博碩士論文三檔為限) ，請逕洽本案聯絡人，地址電話詳如第 5 摺 G
義務方茁唯一要注意是，著作λ 自後不可以主張終止本授權薯，但您仍可以授
權其他自然人或法人上述的行為

ι 全闊搏碩士論文全文資料微縮丹整合計畫昀悲觀妓益; 出
在個人方面，您的論文將可永久保存(微絢技術在理論上可保存八百年，實證

♀辭其支持自需撥剪緝;髓銷產弱智富時趕緊農諾諾體室
裝訂上的傷害，圖書館中孤本的公開陳列與外{音也有破損之晨，唯有賴政府全
茁性的整合，借助科技設備才能一舉完成保存與利用的全方位妓益，回憶您過
去尋找資料之不使經驗，學弟與學妹確實獨要您的論文與授權書 O

5. 本察聯絡電話 (02) 73777的江守田、王戚貞
地址:台北市和平東路工段 106號 17樓 170

研究生姓名:主主卒于聯絡電話:一
地址: 一一一恥之心um一二品主斗



本論文為中山醫學院授予理學碩士學位之必要條件之

一，經中山醫學院醫學研究所碩士論文考試委員會

審查合格及口試通過 o

口試委員

國立台灣大學醫學院

藥理學暨毒理學

研究所教授

國立台灣大學醫學院

.毒理學研究所副教授

私立中山醫學院藥程學

暨醫學研究所教授

(論文指導教授)

蕭水銀博士

話 '7在你

劉興華博士

引竺

林瑞生教授

zi三1?J

中華民國八十七年六月四自



學生張怠敏論文題島為半導體金屬對 V79 中國頰鼠肺

細胞之細胞遺傳毒性的研究，其論文已經中山醫學院醫學

研究所碩士論文考試委員會審查合格及口試通過，並由其

指導教授核閱後無誤。

指導教授:林瑞生教授

中華民國八十七年六月十九日



誌謝

學位的取得， 是由許多人的幫助及包容堆積而成， 向

學習是一段艱辛的過程， 其中的困難只有自己能體會， 兩

年來在課業上及論文上受到林瑞生老師悉心的指導及校

正， 心中不勝成激， 另外也戚謝蕭水銀老師及學~興華老

師對論文的指正及建議，使得論文能順利完成。

在學期間，成謝李怡靜老師在實驗上的教導及幫助，以

及劉生明老師、孟琴、俊古在精神上的支持及鼓勵，使

自己能在起落的情緒中一路走來， 而對於符人處事能有一

番新的見解及體認。

最後最威謝的是我的家人尤其是我的父母，從小到大

即使在最艱困的環境中，他們仍堅持給我最理想的學習環

境，讓我能完成學業，取得藥生、 藥師甚至是廢水處理

執照，也支持我完成自己的理想，取得碩士學位，讓我

能擁有充足的資源走出校園，所以成謝所有曾經幫過我的

師長及朋友，在此一併致上最大的謝意。



目錄

頁數

中文摘要 (Chinese Abstract)......... ................... 0 1 

英文摘要 (Eng1 i sh Abstract)...................... 0.. ... 0 是

細胞周期和微小核分析法(The Cell Cycle and .... 0 7 

間icronucleus Assay) 

結論 (Introduction)...........................~..... .......24 

材料和方法(草aterials and 阻ethods)..................30

結呆 (Resu1 ts) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .41 

討論 (Discussion)......... ... ...............................是8

圈表 (Figures and Tables)............ ..................0 55 

參考文獻 CRef erences ) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7是



中文摘要 (Chinese Abstract) 

隨著人類文明的進步，半導體成品己和人類生活息息相關，所

以近年來半導體工業得快速發展。半導體產品因使用目的不同而成

分會有所不舟，其中鍋(I的、銘心的、錄 (Ga) 、錯 (Ge) 均

被使用於晶片中。半導體工業表面上看起來相當安靜且安全，但

其品片在製造過程需使用許多有害的化學物質， 女口管理不善將危及

現場操作人員的健康和污染環境， 因此半導體的從業人員可能自工

作環境之不良而增加自暴露這些半導體金屬的機會， 但半導體金屬成

分對人類、細胞或其他哺乳動物細胞之細胞毒性及遺傳毒性除峙中皮大

量研究立在確認為人類致痞物和鈴稍被研究外其餘尚少被研究。

本研究利用微小核法(酷的來探討半導體金屬成分，鋁

(In) 、銘心b) 、錄 (Ga) 、錯 (Ge) 在 V79 中國頰、鼠肺細胞 (V79

Chinese hamster lung cells) 之細胞遺傳毒性並觀察這些金屬悶的

交互作用及對細胞型態之影響，另外籍由 D-Penici llamine (D-PA) , 

Dimercaprol (BAL) , SOD 和 Catalase 的加入來觀察是否會降低半導

體金屬所產生的遺傳毒性， 以探討半導體金屬致細胞遺傳毒性的機

轉是否和蛋白質硫氫基 (Sulfhydryl) 之抑制和/或氧自由基 (ROS)



之形成有吾吾?亦探討 D-PA 和 BAL 當半導體金屬中毒之解毒劑的可能

'f:生。

細胞毒性之研究結果發現在 Cyt-B 存在下街，鈍， In 抑制

V79 肺細胞存活率之作用可被加強，其中以泌的抑制最為明顯，相

較之下 In 只稍微但其統計意義地抑制 V79 肺細胞之存活率。在 Cyt-B

不存在下， 只 Ga 和 Sb 抑制 V79 肺細胞之存活率， 而 Ge 不管 Cyt­

B 是否存在均不影響 V79 肺細胞之存活率。在細胞型態之觀察中發

現 Ga 及 Sb 會改變 V79 肺細胞之細胞型態。 由於 Cyt-B 已知可影響

細胞骨無之形成而降低細胞存活率，所以推測 Cyt-B 可能是加強 Ga

和 Sb 對細胞骨無之傷害而造成 V79 肺細胞存活率下降。

關於遺傳毒性方面， Sb 和 In 在 0.01-3州之濃度範圈可劑量一

相關性均增加 V79 中國頰鼠肺細胞之微小核數，但 Ge (3-300~lM) 和

Ga (1 -100州)均不呈現有統計意義的遺傳毒性。 交互遺傳毒性之

探討發現 Ge 可對抗 Sb 和 In 之遺傳毒性， Ga 貝11 加強 Sb 之遺傳毒性，

但 Ga 對 In 則無比作用。此外， Sb (0. 03-0. 1μ問)和 In (0.03-0. 1 帥。

立在不會相互加強遺傳毒性，由此顯示半導體金屬問之交互遺傳毒性

相當複雜。

持抗劑之研究結果顯示， SOD 及 Cata1ase 可減少 In 及 Sb 所

2 



增加 V79 肺細胞之微小核數， 而低濃度(1-3州)的 BAL 亦可降低 In

(0.3μ班)及 Sb (0.3μ班)所增加的徵小核數。 1μ旺 D-PA 可降低 In

(0.3μ臨〉所增加之微小核數，但對 Sb (0. 句話)則無比對抗作用。綜

合上述的結果， Sb 和 In 之遺傳毒性可被 SOD' Cata1ase' 低濃度

的 BAL 及 D-PA 所緩解，所以推測 Sb 和 In 其致遺傳毒性的作用可

能和自由基之形式及合硫氫基酵素受抑制有闕，立 Sb 和 In 之遺傳

毒性可被 Ge 降低但其機轉尚未清楚， 故 Sb 和 In 造成遺傳毒性之

機轉為多方面而非單一機轉所能解釋。

由於 Sb 和 In 在相當低濃度(泣。. 1 μ的使其遺傳毒性，比

和大多數致突變性金屬相當不同(需 10μ 拍一10m 班)。所以對半導體

工業之暴露工人可能相當具危險性。 Ge 和 Ga 雖不具遺傳毒性，但

Ga 其細胞毒性且有報告指出 Ge 和 Ga 在人類有腎毒性，在懷孕之頰

鼠造成畸形胎，在職業工人或實驗動物造成肺氣腫和呼吸道疾病，

所以亦不能忽視其對半導體工人之危險性。

3 



英文摘要明盟glish Abstract) 

The semiconductor industry has experienced rapid growth since its 

origin 46 years ago with the invention of the transistor. Semiconductor 

manufacturing is a chemically intensive industry involving many 

potentially hazardous materials such as organic solvents, strong acids, 

strong caustics, metals, reactive gases, and dopants. There are a large 

number of intermetallic compounds from group m - group V that have 

been made and could be used in semiconductor devices, circuit chips and 

other components used in the electronics industry. These compounds not 

only include binary compound, but also could include temary and higher 

compounds of these elements. W orkers in semiconductor industry 

exposed to the reactants and pro出cts of the group m -V intermetallics 

when the apparatus used in the processes are opened to add materials or 

remove products. There is also exposure when large crystals are cut into 

smaller wafers with diamond- bladed saws. There wafers are also washed, 

lapped and polished during the preparation process. It showed be noted 

that the genotoxic effects of those intermetallic compounds. Although the 

metalloid arsenic (As) has been studied is detail, while information on 

genotoxic effects of Ge, Ga, In, Sb and other intermetaIlics in cultured 

mammalian cells is not enough available. 

In the present study, the frequency of micronuc1ei (Ï\役。 and

trypan blue exclusion were assayed to evaluate the cytogenotoxic effects 

of semiconductor metals (Ge, Ga, In, and Sb) in V79 Chinese hamster 

lung cells (V79 lung cells). The effects of semiconductor metals on 

cellular morphology and viability of V79 lung cells were conducted with 

or without 3μ g!ml cytochalasin B (Cyt-B). The 企equency of Ì\-心~ was 

4 



also assayed to explore the genotoxic interactions among the four 

semiconductor metals. In order to shed more light of the mechanism of 

semiconductor- induced genotoxicity and antidotes for semiconductor 

metal poisonin皂， we investigated the effects of D- penicillamine (D-PA) , 

dimercaprol (BAL), superoxide dismutase (SOD), an這 catalase on 

semiconductor- induced genotoxicity as qualified as by MN. 

Without Cyt且B ， both Ga and Sb significant1y decreased the 

viability of V79 lung cells as compared with control. However, Cyt-B 

potentiated the inhibitory effects of Ga, In and Sb on viability of V79 

lung ce l1s. Ge didn't affect the viability of V79 lung cells with or without 

Cyt-B. On the óther hand, both Ga and Sb markedly affected the cellular 

morphology of V79 lung cells. Cyt-B is known to interfere cytoshkeletal 

formation, and then induce cytotoxicity. Accordingly, we tentatively 

assumed that Cyt-B might potentiate the inhibitory effects of Ga and Sb 

on cytosheletal formation of V79 lung cells and then caused more severe 

cytOtOXICIty. 

Among the four semiconductor metals, both In and Sb at 

concentrations of 0.01-3μM significanity increased 1\公-.J frequency in a 

concentration- dependent manner in V79 lung cells, but both Ge (3刁00μ

M) and Ga (1 -100 μM) didn't induce any significant genotoxicity. In the 

periodic table ofthe elements, both antimony and arsenic belong the same 

GrV A elements, and a chemico也 toxicological similarity to arsenic is often 

found when referring to antimony and its toxicology. Accordingly, 

antimony is suspected to be a carcinogen although it is not c1ear vvhether 

antimony is carcinogenic to man. To our knowledge, there are no reports 

about In- induced genotoxicity in mammalian calls, we first found that In 

induced genotoxicity in V79 lung cells. In addition, Ge attenuated 

genotoxic effects of Sb and In. Ga potentiated Sb- induced genotoxicity, 
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but did not affect In induced genotoxicity. However, the genotoxic 

interactions between Sb and In didn't appear significant difference. 

Obviously, the genotoxic interactions among those semiconductor metals 

are very comp1ication. 

All concentrations of SOD and catalase tested alone did not 

induceεenotoxicity， but BAL and D-P A at higher concentrations (BAL迋

10μM; D-PA孟 3μM) tested alone induced significant genotoxicity. 

However, both SOD and catalase significantly inhibited the genotoxic 

effects of In and Sb. Similarly, BAL at lower concentrations of 1-3μM 

produced the antigenotoxic effects. On the other hand, 1 μM D-PA only 

attenuated the genotoxic effect of In. The results appear the mechanism of 

the genotoxicity of In an吐 Sb are party attributed to be their reaction with 

SH moieties in the molecules and oxygen radical production. In this study, 

Ge also attenuated the genotoxic effects of In and Sb by undetailed 

mechanisms. These findings show that the mechanism of the genotoxicity 

ofln and Sb might be complex and not based on a single mechanism. 

Both In and Sb caused pneumoconiosis and pulmonary fibrosis 

following long- term exposure in workers. In this study, both In and Sb 

were effective in inducing genotoxicity at very low concentrations (孟 0.1

μM) in V79 lung cells. Accordingly, both In and Sb may be especially 

hazardous to the workers who exposure to the semiconductor process 

environment. On the other hand, both Ge and Ga didn't cause significant 

genotoxic effects in this study or other reports. However, some authors 

reported that both Ge and Ga caused nephrotoxicity in human, and 

induced teratogenesis in pregnant hamster. We can't neglect the risk of 

semiconductor workers who exposed to Ge and Ga. 

6 



細胞周期和微小核分析法( The Cell Cycle and 

單icronucleus Assay ) 

庄、細胞周期( The Cell Cycle ) 

對具有分裂能力的細胞， 由分裂而成的細胞呈下次分裂開始的

期間被稱為細胞周期( Cell Cycle ) , 細胞周期可簡單分為問期

( I n terphase ) , 以及分裂期( M phase )。 問期又可分為 Gl 期( Gl 

phase ), s 期( S phase ), G2 期( G2 phase ) , 分裂期又可細分

為前期( Prophase ) , 中期( Metaphase ) , 後期( Anaphase )以

及末期( Telophase )。

如園一所示，細胞絕大部分的時間都處於問期( Interphase ) , 

此時期的細胞會很活躍的生長並合成所需的物質。 在此期內 Gl

phase 和 G2 phase 是介於 M phase 與 S phase 之間， 故又稱為 gap

phase 。在 Gl期，其位於自 phase 之後 S phase 之前，所以在此期

參與 DNA 合成的商每活性會增加lL每條染色體只含一條染色分鐘

(Chromatid) 'Gl 期約佔整個問期的 30-50% 0 S 期為細胞進行 DNA

合成與染色體複裂的時期， 其約佔聲個問期的 35-40% 0 G2 期則介

於 S 期之後阻期之前，在此期問蛋白質的合成會大量增加，且每條

染色體含有 2 條柴色分體， 約佔整個問期的 10…20% 。
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細胞質一

拔一

時期

G1期

國一.顯示在 G1 期每條

染色體只含一撩撥色分鐘，

j 的體稜製 ( S 期〉在經過接色體投製 S 期之

(戀i) 做
\\一./前期

細胞周期則進入 G2期，後，

在此時期內每條染色體含有

i 前中期
j 中期

i 後期

(Alber啥t et 2 條請色分鐘
核分裂

之戶\末期

戀戀
。0 1. , 1989) 

M期

一般來說， 不同種類的

哺乳動物細胞其細胞周期進

G1期 才于的時間均會不同， 當細胞

2個問期細胞 由 Gl 期依序進入 S 期， Gz期以

反分裂期(目 phase) 時， t七
一連續的過程皆以一定的速度進行， 當細胞分裂之後要進入 Gl 期前

會經過 check point ' 若能通過 check point 細胞貝IJ 順利的進行另

一次細胞周期， 若細胞無法通過 check point 則細胞會自然凋亡

(apoptosis) 脫離細胞周期停止於 Go phase (圈二. A) 。 細胞周期之

check points 能控制細胞周期進行的次序和時間以及確定 DN.1 複製

以及染色體分離是否精確， 當細胞受傷害時， check points 會讓細

胞周期停止進行使它有足夠時間修復， 並加強修復基因之表現。 ，令
官司

基因體不穩定可能使 check points 消失而造成正常細胞癌化。 在如

胞馬期中大致可分為 3 類 check points ' 分別為控制 DNA 夜裂的

check point' 反應 DNA 受傷的 check points (又分 Gl/S check poi肘，

s 



S phase check po i n t 和 Gz/闊 check point)和控制紡鍾絲、組合的 check

point (圖二. B) 。譬如， 當 DNA 受到損害時， GI/S check point 

會使細胞停留於 GI期，使 S 期緩慢下降，並誘導修補基因修補 DNAo

1$ 勢11 Dt-，JA，j'!lpllcat~d? 帶句

詩)內的ksmr幟。!lt，ì憋悶bla?

三三Js.celt緝毒。悶悶h?

諸法轉臨崩)前

PS按每關頭緝毒

:Aiiiállcfi!"()l!!osOll1es -;:;;之
τalt益加d如 iþindle?- . 

三甜甜N'H泊的riE;çi<吾吾lN1:.

1站站~j;ì<fQï自主

Iscí;lll blg. t)OO1Igh? 

1.8 environment favorable? __ 

話磁奇主奪

一
位
付

品
叫

一
…
m
F

韶山r
d

圖二 A. 顯示細胞周期進行中染色體之變化，脊椎動物之細胞

如不增殖時，會由 G1 進入 Go 期 (Alberts et 0 1., 1994) 。
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DNA rcpUcaUon 
ch唱itckpofnt

$plndle aasembly 
che<:kpoint 

時....--

圖二 B. 顯示控制細胞周期進行的 check points 和其相關位置:分

別有 DNA 受傷 check points( G1/S poi卅， 5 phase point 和 G2/航

check point ) ，紡鍾體組令 check point( M/ A ) (Elledge SJ I 

1996) 。

一般來說，當 DNA 受損，控制 Gl/S check point 進行的基因蛋白

有 3 種，分別是 AT証 C ataxia te1angiectasia Mutate1; Painter et 

al., 1980 ) , p53 CYin et a1 ., 1992 ) , p21 C Brugaro1as et al. , 

1995 )。 當 DNA 受損時會誘導 ATM 增加而使得腫瘤抑制基因 p53 的

大量出現， p53 再去促進 p21 的表現， p21 和 CDK 結合後使得控制細

胞進入 S 期的 Cyc1 in一CDK 複合物無法形成，以致轉錄因子 E2F 無法

從 RB-E2F 複合物釋出使轉錄基因無法活化，最後造成細胞無法進﹒

入 S 期而停止於 Gl 期。 p53 亦可能經由活化 Bax 蛋白和 ICE 蛋白商每

的表現造成aPJptosis' 或經由活化GADD45 蛋白的表現而進行Dt\IA 的修復(閻
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二.. C)。至於捌A受損細胞誘導A瑚蛋白表現而活化S check J;Dint 或品令ich包:k­

J;Dint' 目前所主口和 053 無關。如圖二.D 所示， 當即A 破壞太嚴重時， 053 

蛋白不須經由 A郁而是經由另外機轉大量釋出而造成 aJ;Dptosis( 包αhand

Nor加γ， 1995 )。

↓ γ(BAX?) 一._--::Þ- Apoptosis 
..------- , 

\\~\、恥 (GADD45?) ……一一~ Repair 
/戶

A 

hrf 
一
系

i
i
i
j
i

心
一

「一一「I E2F J 

τranscrìptìon of S-oh;=J$腔，令oecific qenes 

圖二.c. 顯示當 DNA 受損後與 p53 相關的各種反應機會j

( Enoch T et 0 1., 1995 )。
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(a) 

ATM 巴

\\Re間
/" 

(b) 

、r、r、λ
•• 

圈二.D. 顯示當細胞受損時， p53 蛋白經 ATM 機會~ (0) 或不

經 AT航機制 (b) 所造成細胞周期停止及細胞漸近性死亡(Enoch T 

et 0仁， 1995 )。

另一控制細胞周期之 check point 貝IJ位於紡鐘絲、組合時期，其是

籍由單AD1' 班AD2' MAD3 ( mi totic arrest defecti ve, Li et al., 1991 ) 

及郎郎，郎的， BUB3( budding uninhibited by benimidazole )來

調節的。當紡鍾體異常時，這些蛋白質能延緩細胞周期進入後期，

首先 MPS1( Roberts et al. , 1994)被活化，然後一連串的活化相關

蛋白而細胞停止進入後期(圖二. E )。
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圖二 .E. 顯示在 S.

cerevisi惚中紡鍾絲、組合

(spindle assembly) 時期

其 check point 之詞語機.

尋訪H Elledge SJ , 1996) 。
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系色體在 GI phase ' S phase ' Gz phase 8守其型態成鬆散狀

( Decondensed ) ，在細胞分裂期的前期，染色體開始進行濃縮，紡

鍾絲、出現。在中期時， 染色體以著絲、點( Kinetochore )與紡銓丟在

( Spindle fiber )相連，並排在赤道板上， 而染色體成緊縮的狀

態，在後期染色體分佈在紡鐘絲的兩極， 最後在末期染色體開始

鬆間， 立在完成子細胞的重組， 而細胞質分裂( Cytokinesis )是將

細胞分割成兩半的過程， 它是同時發生於後期或末期， 有時也可

能發生於史後面的階段，所以當細胞經 GI 期 'S 期， G2 期，分裂期

以及細胞質分裂的過程之後，就完成了細胞周期形成為個子細胞。

B 、 藥物對細胞周期之影響

在細胞周期中，某些藥物可能造成細胞罵期的改變， 其可能的

影響有:

1.在分裂期的中期索色體以著絲點( Kinetochore )與紡錢絲

( Spindle f i ber )相連，排列在赤道板( equatorial plate ) 

上，且染色體之兩股分筒， 染色體呈緊縮狀態， 染色也較

深， 易於分析， 所以在細胞玲養的過程中加入適量的

colcemid 或 colcichine 幾個小時， 其會和微小管

( microtube )結合， 而終止紡鐘絲的作用，使采色體無法

分離也不能移動到細胞的兩極， 造成進入中期( Metaphase) 

之細胞停留在此時期。
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2. 細胞質分裂( cytokinesis )的過程是將分裂的細鮑分隔成 2

個子細胞， 其必須要靠在母細胞中線處所形成的故縮溝

( contracti le furrow ) , 此溝不斷加深，直到整個細胞分

成 2 半，在此時會有一束稱為收縮壞的微絲、( microf i lament ) 

出現， 環繞整個細胞， 所以可能是收縮環的微絲

( microfilaments )負責使收縮溝逐漸深陷， 而分裂成 2 個

子細胞(國三， 圈四〉。

極鐘，紡5金絲，

許是小苦的校對;11立瓷

拉克小管排列以

中心粒為誠心

解織的染色體

完全被核糕包間

4夫婿環形成分裂溝

中心粒成封存在

麗三.顯示分裂溝之形成和細胞質分裂 (Alberts et 0 1. I 1989) 。
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聞四.顯示細胞質分裂的情形 (Sadava et 

G仁 I 1993) 。

3. 1969 年 Schreder 把 Cytochalasin B 添加

至正在形成收縮環的藻類上(即 1 tella ) ，發

現微絲、環被分解掉， 向收縮溝也因此無法形

成， 所以， Cytochalasin B 會中斷微絲

( Microfilaments )的組合而阻斷細胞質分裂

( cytokinesis )的進行。

4. 多數會破壞染色體的化學物質在染色體變

其前需經歷 S phase ' 此種化學物質之作用

被稱為 S-dependent' 有少數化學物質為 S- i ndependen t '當

細胞在 G2期時，被加入藥品， 可在緊接著的分裂中期產生

來色體變異，所以在加入藥物後通常需再經滿一個細胞周期

後，再採收細胞。

5. 在正常情況下，細胞周期的時間是一定的，但加入藥物之

後， Gl 期可能被延長， 甚至可能短暫進入 Go 期，所以生5個

細胞周期的時間就被延長。

在哺乳動物細胞中藉由化學藥劑的加入可能會引起染色體結構

的改變( Chromosomal structural aberrations ) , 其可能是由於

草一染色體之染色體物質的遺失而完全斷裂， 而遺失的部份在分裂-

中期時可能以斷片( Fragments )存在，並可能在細胞分裂後形成微

小核， 由於許多染色體變異細胞在分裂後無法存活，所以埋怨細
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胞採收的時間是在加藥後滿一個細胞周期過早或太慢採收，會低估

染色體變異的頻率，對於未同步化的細胞( Asynchronous ce 11 s ) , 

貝的口藥一個半過期採收細胞為最適當。但藥品如造成細胞周期延

長，貝IJ理想、採收標本時間就可能為 2 個或 2 個以上之細胞周期。

C 、微小核分析法(草icronucleus assay ) 

一、教小核之形成(班icronucleus formation ) 

微小核( MN )的形成是由於細胞在分裂的後期( Anaphase )主任色

體成份自延遲而無法分佈至11 適當的紡鍾體位置，以致於在細胞分裂

後無法包含在子細胞的主核內 (Hedd1e， 1973) 。在細胞分裂的過程

中，則只出現在一個子細胞中，成一個或多個微小核分佈於細胞質

中。籍由 DNA 含量測定可知微小核由不合中心節( Acentric )的宗

色體碎片所形成( Hedd1e and Carrano, 1977 )。另外， 細胞經由

紡錐體毒物處理後，產生較大微小核的結果得知在細胞分裂時，若

紡銓絲出了問題會導致整條染色體發生延遲的現象( Lagging 

Chromosomes )而產生較大的酬。( Yamamoto and Kikuch i, 1980; 

Lynch et a1. , 1993 )。 由於微小核的技術簡單快速，所以 Hedd1e

( 1983 )在調查分析 MN 法後，建議微小核法可用來探討遺傳毒性。

由於 DNA 受損的細胞至少需經過一次細胞分裂才能表現棚，也就

是染色體受損細胞不經細胞分裂無法呈現微小核， 而微小核之判言賞

和分裂細胞所佔的比率有闕， 當細胞分裂不同步時(如 75%分裂和

100%分裂， 或分裂一次和分裂二次)均影響微小核的手IJ 讀 o Fenech 
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和臨orley( 1985a )就提出當 DNA 受損的細胞經過一次以上的分裂時

微小核出現的頻率會減少。囡細胞分裂不同步且無法確認細胞是否

經過分裂，所以微小核之判讀就不可靠，除非確知微小核之判讀均

來自第一次分裂的細胞。故 Fenech 和班orley( 1985a, b, c )提出

cytokinesis-block( CB )法，使 DNA 受損的細胞進行第一次有絲分

裂時受 Cytochalasin B 抑制，使細胞質分裂受到影響而形成雙核細

胞，但其並不干擾核分裂，藉此可判讀雙核細胞中之則，所以

CB/M諒的分析解決原本間法無法確認細胞走否經過分裂的問題，也

提高了叫法的準確性及實用性(屆五)。

抖l@DOo伽ig

問@白 @o~∞ iZ
學

qt械ùn棚紹.bl前k

商五. A. 顯示無中心節之索色體斷片( acentric fragment ) 

和整個接色體延遲( lagging whole chromosome )經細胞裂後所形

成的徵小核。 B. 顯示令 dicentric bridges 的雙核細胞經細胞分

裂後所形成的微小核。 由此可知在雙核細胞中每個微小核出現的

頻率是最後分裂成為單核細胞的 2 倍 (Fenech ， 1997) 。
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二、 Cytokinesis-blockC CB )之優缺點

1.籍由 CB/誼民法的益處:

1.提高馴的敏成度及精確度

藉由 CB/則可以確認只經過一次分裂之細胞，所以由雙

核細胞所含的則數而得到的則比率達較單核細胞法(如

Stathmokinetic techniques 或 DNA synthesis labelling assay )中

所求的比值要精確(自六)。

圈六. A ~在人類

C制Y啥都禱。瀉。fe糊糊n卻給這Z

and cytoklnes挖一block auay 

喜「鵬紙“
亡攝50~ 麟Mf'l/BN eøl 
Q.. 

zp」壁壘∞丰

富 3 T 

.è HXH 

室的; 擬 主三
。土織讓 籠一--乏這斗鐵路呵呵-呵lIIIII..l!t.由一-:'，這

o.做事 0.,01 6.10 

開叫 t吶喊

淋巴球之G1 期加

:時 入的tomycin-C

囂。 [B] 

( MMC )並比較

在單核細胞(黑

色柱狀圈，普通

分析法)及雙核

細胞(灰色柱狀

圈， CB 分析法)

中之微小核和

的N 之劑量相關

性。 B. 籍由雙

核細胞所佔之比

鑫
霎
穹
品
繡

10 

傘。1 0.10 

伊甜c] ugJml 
鴿
一
愉

40 
怠

。030 
z 
m 
訴 20

。

率來分析細胞分裂的情形。由此可知普通法低估 MMC 所造成之基

因損害，特別在抑制核分裂之高劑量時 (Fenech ， 1997) 。
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2. 提供在分裂的指標( Nuclear division index' NDI ) 

如泡經化學處理後，除偵測削外，並可藉由 CB/間法計

數單核細胞數，雙核細胞數及多核細胞出現的頻率，可得知化學

物質對細胞分裂的影響。細胞標本在加入 Cyt-B 一定時間後，計算

單核、雙核和多核細胞之頻率，然後按Eastmond and Tucker ( 1989 ) 

所建議之公式便可算出 NDI 。

NDI= (班1 + 2MII + 3班111 十是MIV )+N 

單:一 IV 表示一核到四核細胞數，

N 貝IJ 表示所觀測之所有細胞數。

3. CB/班N 法亦能藉由 Chromosome-specific centromeric probes 的

加入來偵測 dicentric bridges ' 亦可加入 antikinetochore

antibodies 或 chromosome spec i f i c cen tromer i c probes 來確認

側是否為 whole chromosome 亦能藉此判斷二個子核內染色體不

平衡是因索色體遺失( chromosome )或染色體分離不等( non­

disjuction ) , 另外對化學物質或紫外線所造成的鹽基破壞

( base lesions )或 DNA 鍵結( DNA adducts )亦可配合加入

cytosine arabinoside( ARA -C )抑制 DNA 修捕能力( eXClSlon 

repair )而造成則(當 DNA 修補能力受抑制時，鹽基受損會造

成染色分體甚至整個染色體斷裂)加以偵測， CB 計數亦可探討

細胞之 HPRT 基因是否突變(國八)?
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i 組臨質好蠶抑制設街

細胞層次的觀察 基因脅性酌意義

~ 
倚在雙按中之間

亡。0; 染色體斷裂/失去
(ii) 在ARA-C的處理下
失去修補能力

異教染色體走的

染色趣的失去而
得入/會\一(î)

\串Y\轉/恥押
{昀草色體特異性

(ii) 形成微小核
由於染色，膛的

中心節快測釘在雙J輩
知泊中的分布

(1) ~吟
不均等分布而

形成異教染色，越

雙中心節椅?

擠在雙綴如花中的 nucleüplasmìc tJrìd其e

心吧ZC臨最
醫轟 j 種串串 (ii 

細胞分裂齊!之

反應我抑制細胞

分裂之結果

可偵 ~.&tJHPRT暴的

之突變

鸝八.顯示 Cytokinesis - block 所能應用之研究項目 (Fenech ，

1997) 。

11.藉由 CB/班N 法的弊處:

1. Cyt-B 可和細胞質之高分子量複合物結合而劑量相關性的抑制

actin po1ymersation 和 microfi 1ament assemb1y ，所以不同細

胞均需選擇理想的 Cyt-B 濃度來產生最大的 cytokinesis-b1ock

走重要的課題( Surra口 'es et a l., 1992 )。
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2. 在人類 細胞、老鼠脾臟淋巴球細胞、老鼠纖維房、細胞、

中國主 制住房、細胞及人類纖維原細胞中， Cyt-B 濃度維持在

1-6μιml 內並不會劑量相關的誘導馴的出現( Fenech and 

班orley , 1985a ; Wakata and Sasaki ' 1987 ; Prosse了， 1988 ; 

Li址的1血， 1991 )。但在一些癌細胞(如 EL4 和 BW5147 '于cell

lymphoma lines )則對於 Cyt-B 相當敏感‘易造成 DNA 斷片而形成

巨N 0 

3. 含 3 和 4核之細胞其則指數往往高於雙核細胞 10 倍以上時，

可能由於整個染色體延遲的頻率很高而非 Cyt品的作用， 因為

多核細胞不可能有正確紡錯絲的排列來進行細胞核分裂。

是.若致基因毒性的物質也會和 Cyt-B 一樣具有抑制

microfi lament assembly , 去口加入 Cyt-B 可能會加強此種化學

物質之遺傳毒性(雖然目前尚無證據顯示抑制 microfilament

assembly 會影響微小管之構造而造成，但在染色體延遲這種情

況下最好不須加 Cyt-B 也可達到 cytokinesis-block 的效果

( Migl iore ' 1994 ; Schul tz and Onfel t ' 1994 )。

三、微小核法的應用( The application of micronuclei 

assay ) 

Schmid 曾廣泛的應用骨髓的嗜多色紅血球( Polychromatic 

Erythrocytes )來探討微小核， 因 Polychromatic erythrocytes 

( PCEs )之細胞質中含有高愛的 RNA' 所以可藉由 Giemsa 和 May一­

Gruenwald 染色，染成青至lJ 紫色，而可和被染成紅至lJ黃色之 mature

normochromatic cells ( NCEs )區分，每個玻片計算 2000 個紅血
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球細胞，在含有 1000 個 PCEs 之區域內計算所有自CEs 數旦， 兩者

問一般正常比率為 1: 1 '但當 PCEs 數目增加，表示骨髓細胞生長

受到刺激，若 PCEs 數目下降時，顯示骨髓細胞生長受到抑制。此

法主要可判讀 PCEs 中徵小核的數目(每隻動物電計算 1000-2000

PCEs) 。所以 Hedd1e ( 1983 )建議削s 法可用來探討遺傳毒性， 由

於技術上的突破，加上微小核可在任何分裂之組織細胞產生，所

以帥的法漸漸被使用來偵測老鼠其他體細胞的遺傳毒性， 尤其在

Fenech 和推orley ( 1985a )以 CB 法產生雙核細胞後， CB/叫法更廣

泛的被使用，其可籍由特異性 antibodies 的加入來偵測化學作用劑

所產生的 chromosome dicentric bridges '辨認其是由整條染色體

( whole chromosome )或由片斷染色體( fragment chromosome )所產

生的微小核， 或染色體分離不等( non-disjunction )。 亦能譜由

A絃RA嗨叫吋一-C伽闖'耐"

夕外~ , 可觀察細胞分裂的比率， HPRT gene 是否變異?以及微小核和

細胞凋亡( apoptos i s )之關聯性。近年來甚至有學者設計電腦程式

色動判請微小核，以增加其便利性。最後， CB/叫法如能配合其他

分子細胞遺傳法( molecular cytogenetic methologies )將可精確

的探知形成微小核之機轉。

四、判斷和計數帥的準則( The cri teria of the scoring 

of micronuclei ): 

1.則之直徑需小於主核直徑之三分之一

2. 在顯微鏡下觀察不呈反射的現象

3. 酬的顏色與主核相似或較主核鮮明
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4. 則必須在細胞質內，但不能與主核相連在一起

5. 雙核細胞之兩個主核如重疊在一起，則不計數

6. 雙核細胞如含一個以上別時， 以一個叫計數

料雙核細胞，微小核細跑去口自 A 所示。
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緒論( Introduction ) 

隨著人類文明的進步， 半導體成品己和人類生活息息相闕，

所以近年來半導體工業得快速發展。半導體產品自使用目的不用而

成份會有所不同， 其中鍋( In )、錦( Sb )、錄( Ga )、錯( Ge ) 

均被使用於晶片中。 半導體工業表面看起來相當安靜且安全，但

其品丹在製造的過程需使用許多有害的化學物質，如管理不善將危

及現場操作人員的健康和污染環境， 因此半導麓的從業人員可能因

工作環境之不良而增加曝露這些半導體金屬之機會，但這半導體

金屬成分對人類細胞或其他哺乳動物細胞之細胞毒性及遺傳毒性及

彼此間的交互遺傳毒性作用尚少被研究。所以這些半導體金屬之物

性、化性和毒性應受到注意。以下就這些半導體金屬做簡單介紹。

一、鈴( Antimony ) 

在週期表中鈴的原子數日，原子量 121.沌，位於 VA 族在

坤的下方，所以有許多特徵與持相似。其具有 3 價及 5 價化合物，

在自然中，銷會與 sulfur 形成 stibni te( Sb2S3)及或和其他物質形

成金屬礦( ores ) ( Bureau of Mines. , 1979) 。在工業用途中，鈴

通常會與鉛及銅形成金屬合金， 若與竣處理貝11 會釋出 stibine

( SbH3 ) gas 。錦亦常被使用在油漆、製陶電池和防火材料等製造

業上。近年來鑄在半導體晶片中也扮演了重要的角色。在臨床上，

有機錦( Sti bophan )被使用在抗利什旻原蟲的驅蟲蔡( Ciplea et a l. , 

1966; Arfaa et al. , 1967; Ress et al. , 1980 )。若急性曝露錦化
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合物可能會引起頭髮脫落、 皮膚乾燥及體重下玲等現象， 尤其在

腎上腺、 甲狀腺、 腎會出現很高的濃度，若長期處於錚化合物曝

露的環境中，錦可能會引起局部的毒性，像皮膚搔癢、長躁、肺

有肺塵疾( Pneumoconiosis )等現象( Potkonjak and Pavlovich 

1983 )。 另外，在老鼠實驗中息，發現長期吸入錚化合物其發生肺

腫瘤的比率很高( Leffler et al., 198吐)。

一般來說 3 價鋒的毒性高過 5 價鏘， 5 價娣是經腎由尿液排

出， 自不與紅血球結合， 所以排出的速率很快， 而 3 價鈴與

gluthathione 結合後經腸肝循環再經膽汁由糞便排出，且 3 價銷主

要與紅血球結合，所以在血漿的含量是很低的。一般認為鈴的生

物活性與持相似，在許多萬每中與含有 sul fhydry 1 group 的親和力

很高。若長期經職業曝露錦可藉由尿液及血液測量鈴的含章， 當

服用過量的銷時可藉洗胃或催吐來排除或給予解毒劑

Dimercapro1 。

二、鋁( Indium ) 

鉤原子數鉤，原子受 114.8' 位於週期表mA 族，具有 1

債、 2 價及 3 價離子，通常被使用在鋒接、電鍍及合金上， 由於

其低抗電阻性， 近年來廣被用於半導麓的生產上， 而其低放射性

衍生物也被應用在器官的掃喵及腫瘤的治療上( Stern et a l., 

1966 )。一般說來鋼經由食物或一般生活環境而被攝入的情形相當

少， 通常是經由職業環境的日暴露而被吸收。

釘在身體組織的分佈大部分取決於金屬化合物的形式， 像

ionic indium 會經由 transferrin 輸送累積在腎臟，嚴重時會導致
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腎衰竭， 而 colloidal indium oxide 被帶入網狀內皮系統， 而造

成肝臟、脾臟的傷害。鉤離子主要籍由尿液排出，其在肝、腎所

產生毒性之機轉可能是經由改變網狀內質網及百每的活性所造成

的， 困在 ln VIVO 的情形下，給予老鼠 InCls '其會在腎出現高濃

度且 ALAD 被抑制( Wood and Fowler, 1982 )。

在臨床上 In-111 常被用來診斷癌症(Present， 1988 ) , 甚至

被嘗試抗腫瘤 (Adamson， 1975 ) ，病人有嚴重性休丸之報告。在

動實驗有報告顯示鉤化合物其神經毒性( Castronovo and Wagner, 

1971; Fow缸， 1983) ，會產生肺傷害( Yoshikawa and Hasega悶， 1971 ) 

及使小鼠、兔子之 hemoglobin 和 neutrophi 1 含量會減少( Down, 

1959; Yoshikawa and Hasega悶， 1971) ，但是關於鉤產生的毒性仍

尚未完全被建立，仍有符進一步的探討。

三、錯( Germanium ) 

銬的原子數 32 '原子量 72. 凹，位於通期表IVA 族和鉛同族，

在地殼上含量為 7pp田， 而電子至1 態介於金屬與非金屬之間， 錯離

子具有 2 價及往償，但在自然界中以往價存在的形式較多。在 19是5

年時錯常被使用於電晶體( trans i stors ) ，兩根真空管( diodes ) , 

整流器( rectifiers ) , 而在 70 年代錯逐漸被矽取代， 直到最近

由於銬具有很強的導電性質所以被用來改善金屬合金電阻以及光纖

系統， 另外亦發現一些有機銬化合物像 spirogermanium 及

carboxyethylgermaniumsequioxide 能增強免疫機能而對抗動物及人.

類的腫瘤，使得錯逐漸被探討。

一般說來，食物中的拌、娃魚、鱗魚以及接用植物等均含豐
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富的銬，所以通常錯主要是經由食物或處於工業環境中籍由吸入而

被攝取，有機錯化合物能快速被吸收主要是籍由腎排出( Schroed缸，

1967 )。其半表期約 1一是天，經由的的錯主要在肝、腎、牌、 胃

腸道出現較高的濃度，口服或 lp注射錯分別在脾( Schroede了， 1967) 

或腎和脾( Mehard, 1975 )。在臨床土顯示服用錯的病患如中毒死

於腎衰竭時在其脊椎、腎、腦及骨骨各肌中也會出現高濃度( Naga坊，

1985 )。小白鼠吸入高濃度的錯會造成氣管黏膜壞死， 文氣管炎和

問質性肺炎。

銬化合立主無致癌性而有機銬在動物及人類的試驗中發現具有抗

腫瘤的性質， 自在 50 組初生的 Long-Evans 老鼠中分別在水中添加

Sodium germanate 一段時間後發現並無增加癌症發生率，但與控制

組比較發現當老鼠體內達到 5ppm 的 Sodium germanate 時能明顯降低

腫瘤的發生( Kanisawa and Schoeder, 1969 )。另外，在老鼠中給

予錦所誘導的染色體斷裂、微小核的形成、姊妹染色體的交換，均

能被氧化錯所對抗(Han， 1992 )。 少數的有機及無機錯被認為在人

體中有抗 neop1astic 的活性， 一般來說， 除了 tetrahydrate

germane 外，銬的毒性是很低的，錯並無致癌性，甚至發現其能

抑制癌症的發生，像 Spirogermanium 等有機錯化合物能毀壞瘤細胞

( Schien and Slavik, 1980) 。在懷孕中的動物中發現高濃度的錯

被胚胎吸收的比率增加，實驗也顯示只有 Dimethy1germanium oxide 

會產生畸胎化aujolle et a l., 1965) ，所以銬在人體中所產生的

毒性是較低且安全的。
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四、錄( Gallium ) 

錄位於週期表第盟A 族和錦同族，目前捧為製造半導禮品片的

重要物質之一合錄持之品片為最常用的半導體材料。由於

HarrisC 1983 )提出錄主要與血漿中的 transferrin 結合， 且由尿

液排出，所以當血漿中的 transferrin 被飽和時，錄就會產生毒

性。故可溶性錄化合物以靜脈注射給藥時在體內分佈和造成急性中

毒與飽和血漿蛋白有關 o 而不溶性錄化合物像 Ge203若以吸入方式給

予特別會在肺部引起局部毒性。

錄某些性質在生物體內被認為與鐵相似， 其能與織運送蛋白

transferrinC Tf )結合C Harris et a1. , 1983 )以依賴性及非依賴

性 Tf receptor 運輸系統進入細胞內 C Chi tambar et a l., 1992 )。

在白血病 C Leukemic )細胞中發現其能抑制細胞攝取鐵及阻斷

ribonucleotide reductase 的活性而抑制細胞的生長( Chi tambar et 

a l.， 1986) 。

在臨床上 GaC即3)3 目前被用來當作化學治療劑配合其他抗癌蔡治

療淋巴癌及膀抗癌( Warrel1 et al. , 1983 )。但少數接受治療之病

人， 呈現腎毒性及耳毒性。

此四種半導體金屬之人類毒性和其他動物毒性科被了解，但比

起鍋、汞、銘、鉛...等重金屬來，仍有許多地方尚待研究。而

且半導體金屬鍋、銘、錯、錄其細胞遺傳毒性及其機轉， 彼此

間之交互作用， 大多數未被研究，所以本研究利用徵小核法來探

討半導體金屬成分，鋁、銘、銬、錄在 V79 中國頰鼠肺細胞之

細胞遺傳毒性並觀察這些金屬間的交互作用，並藉由 Catalase 及

SOD 的加入來探討其致遺傳毒性的機轉是否和氧自由基有關?立自
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D-penicillamine( D-PA )和 dimercaprol( BAL )廣泛地被使用在金

屬中毒，所以利用 D-PA 及 BAL 來探討其是否能降低半導體金屬所

產生的遺傳毒性?期望本研究結果能對此四種半導體金屬之細胞

毒理作用提供較完整的資料。
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材料和方法( Materials and 臨ethods ) 

藥品和儀器

一、藥品試劑

A. 下列黨品購自 Sig祖a 公司(美國)

1. Trypan b1ue 

2. Cytocha1asin B 

3. Cata1ase 

4. SOD 

5. D-penici11amine (D-PA) 

6. Dimercapro1 (BAL) 

B. 下列槃品購自 Gibco 公司(美國〉

1. Trypsin (0.25%) 

2. Du1becco's phosphate Buffered Sa1ine 

3. Minimum Essentia1 Medium 

5. Foeta1 Bovine Serum 

6. PS閱 (Antibiotic mixture): 

合 Penici11in

Streptomycin 

Neomycin 

C. 下列藥品購自 Aldrich 公司(美國)

1. Germanium (rv) oxide 

2. Gallium (m) su1fate 

3. lndium (單) chloride 
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是. Antimony Chloride 

D. 下列藥品購自間erck 公司(德、劉〉

1. Potassium Chloride 

2. Giemsa 

3. Fix sol'n CMethanol: Acetic acid=3: 1) 

二、常用藥品及垮養液之配製

1.氧化銬( Ge02): 

將 Ge02~容在滅菌的 O.OOlN NaOH 中，並以 O.005N HCl 調整 pH 值

至 8 '並將其分別稀釋至所需的最終濃度。

2. 硫昌女皇家 [Ga2(SO是 )3J:

將 GaZ(S04)3溶於滅菌的蒸餾水中，並將其分別稀釋至所需的最

終濃度。

3. 氣化鉤( InCh ): 

將 InC13溶於滅菌的蒸餾水中，並將其分別稀釋至所需的最終濃

度。

是.氣化鈴( SbCh) 

將 SbC13溶於滅蓓的 DMSO 中，並將其分別稀釋至所需的最終濃

度。

5. 旺即

取出可配製 1 公升班凹的粉末，加入碳酸氫鍋( NaHC03 ) 2. 2g 溶

於 1 公升之去離子水中，調 pH 值至 7.25 後，過濾、滅菌。

6. Cytochalasin B (Cyt-B): 

將 Cyt-B ~.容於滅菌的 DMSO 中，使其濃度為 2mg/ml 孟以狂BSS 稀
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釋成 O. 5mg/ml 0 

7. 0.075M KCl (低張溶液) : 

取 0.54g KCl ~容於 100 m1 之蒸餾水中。

二、儀器

無菌操作台( Lamina Flows ): 

a. 廠牌 Bellco

b. 型號: 8001 一7鉤。。

c. 出產地 Canada

2. 培養箱( Incubator ): 

a. 廠牌: NADAIRE 

b. 型號 IR A巳TOFLOW

c. 出產地:日.S.A

3. 離心機( Centrifuge ): 

a. 廠牌 HETTICH- Zentrifugen 

b. 型號: ROTANTA/R 

c. 出產地 Tuttlingen

4. 烘片機( Slide Warmer ): 

a. 廠牌 Fisher Scientific 

b. 型號: 77 

c. 出產地: U.S.A 
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5. 水浴機( Shaker Bath 130 ): 

a. 廠牌: FIRSTEK 

b. 型號: B 202… Tr 

c. 出產主也: U.S.A 

6. 主苟且包言十妻之器( Hemacytometer ): 

Reichert-Jung 

7. 光學顯微鏡(由icroscope ): 

a. 廠牌 Nikon

b. 型號:前icrophot- FAX 

c. 出產地 Japan

8. 電子天平:

a. 廠牌:班ETTLER

b. 型號: AE 2哇。

c. 出產地 Canada

9. 倒立顯微鏡:

a. 廠牌 Nikon

b. 型號 phase contrast 2 ELWDO. 3 

c. 出產地 Japan

10. 峻鹼測定儀:

a 廠牌 WTW

b. 型號: PH 537 

c. 出產地 Germany
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四、照相器材及試劑

1.底片顯影劑 Kodak T-max 

2. 照片顯影劑 Dektal

3. 照片及底片定影劑 Kodak T fixer 

也底片 Kodak

5. 照片 Ilford

6. 放大機:

a. 廠牌:恥opta

b. 型號: OP凹的 6

C. 出產地 Janpan
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實驗步惡意及方法

一、細胞培養:

*中國頰鼠肺 (V79) 細胞其細胞週期約 12 餌小時

利用細胞計數器( Hemacytometer )取得 5 X 10 5 個 V79 細胞荳入

每個垮養血中

培養在含 10圳、牛血清( Fetal bovine serum; FCS )及 M

Antibiotic mixture( Penicillin, Streptomycin, 

Neomycin; PSN )的 5ml 培養液( Minimum Essential Medium; ME~I ) 

中

放入含有 5% CO2 立在保持濕潤的 3TC垮養箱

培養 2是小時

加入各種不同濃度的金屬於不合血清的垮養液中

作用 2 個小日寄

移去房、培養液並以 PBS 溶液清洗細胞 2 次

加入新鮮且合血清的培養液以探討 V79 細胞之細胞存活率和微小

核數
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A. 細胞存活率( Viability ) 

1.細胞 5 X 105 V79 細胞

2. 藥品:

3. 儀器:

氧化錯( Germani um oxide ) ; 30-300μM 

石東西支錄( Gallium su1fate ) ; 10-100 μ 服

氣化鍋( lndium ch10ride ) ; 3-0.3μ 班

氣化錦( Antimony chloride ) ; 3-0. 3μM 

Cytochalasin B( 0.5品g/ml ) 

Trypan blue( 0.4% ) 

Trypsin( 0.25% ) 

前lcroscope

Hemacytometer 

烘片機

是.處理流程:

5 X 105 V79 細且包

母養 2是小時

加入不同濃度槃物

及 30μ1 Cyt-B 於令或不合血清及合 PSN 之培養液培養

作用 2 個小時
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用 PBS 清洗細胞 2 次

加入 30μ1 Cyt-B 及合血清之玲養液培養

玲養 18 個小時

細胞經 o. 25% Trypsin 處理

收集懸浮細胞

5. 細胞的製備:

將細胞懸浮均勻並加入 o. 的 Trypan blue 處理

靜置 5min

以 Hemocytometer 在倒立式顯微鏡下計數總細胞數以及死細 胞數

(死細胞被染色成深藍黑色 ì"舌細胞不被染色) , 而細胞存活率

則按下列公式計數。

Viability( % )= 全部細胞總數一死細胞數 x 100% 

全部細胞數
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B. 細胞微小核法(草icronuc 1 eus Assay ;削〉

1.細胞 5 X 105 V79 細胞

2 .藥品:

氧化錯( Germaniurn oxide ) ; 3-300μ 旺

石東西支錄( Galliurn su1fate ) ; 1-100 μM 

氣化鍋( Indiurn ch10ride ) ; 300-0.01μ 班

氣化錦( Antimony ch10ride ) ; 300-0.01μ 前

Cytocha1asin B ( 0.5mg/m1 ) 

Trypan b1ue ( O. 是% ) 

Trypsin ( 0.25% ) 

KC1 ( 75mM ) 

Fix sol'n (methano1 acetic acid = 3:1 ) 

3% Giemsa ( pH6. 哇)

3. 儀器 Microscope

4. 處理流程:

5 X 105 V79 細另包

母養 24 小時

加入不同濃度藥物

及 30μ1 Cyt-B 於不合血清及 PSN 之培養液培義

作用 2 個小日寄
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移去潭、培養液並用 PBS 清洗細胞 2 次

加入 30μ1 Cyt-B 及合血清之垮養液培養

• 

培養 18 個小時

細胞經 0.25% Trypsin 處理

技集懸浮細胞

5. 蜓cronuc1eus 之製備:

懸浮的細胞以 1200rpm 離心 8min

以 75Mm KC1 處控 6min 並將細胞懸浮均勻

以 1200rpm 離心 8 min 

倒掉上清液

沿管壁加入 5血i 固定液懸浮均勻並靜置 30min

以 1200rpm 離心 8 min 

移去上清液並加入 5ml 固定液處理 5min
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以 1200rpm 離心 8 min 

倒掉上清液孟加入 3m1 自定液處理 3min

以 1200rpm 離心 8 min 

加入少許自定液並與細胞混合均勻

將混合液輕輕滴在已置於烘片機上烘乾的玻片上

符玻片乾後， 以 3%吉式染色齊IJ ( Giemsa )染色 5 min 

在顯微鏡下連續觀察 1000 個雙核細胞中所含恥之數目

統計分析 CStatistical Analysis) 

細胞存活率 (Viability) ，徵小核 (MN) 之結果以 mean土SE

呈現， 而實驗組另IJ相互之間以 Student's t-test 來評估， 當 p<0.05

日守則具統計意義。
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結呆 (Res誼lts)

A 、細胞存活率

1.當 3μg/ml Cyt-B 不存在下 Ge' Ga' In' Sb 對 V79 肺細

胞之影響:

園一顯示， V79 肺細胞在 Ga 30 、 100μM 下其存活率分別

為 90.6 士 1.52%' 88.6:!: 1.3 0% '在 Sb 0.3 、 1 、 3μM 存在下，貝11

分別為 58 士 0.79%' 64.5 士1.96% ， 35.5:!: 1. 820/0 。 表示 Ga 及 Sb

會具統計意義的抑制 V79 肺細胞之存活率， 而 Ge (30-300 /lM) ， 及

In (0 .3 -3 /lM) 與對照紐相較，並不抑制 V79 肺細胞之存活率。

2. 當 3μg/ml Cyt-B 存在下 Ge' Ga' In' S b 對 V79 肺細胞

之影響:

圖二顯示， V79 肺細胞 Ga 在 30 、 300μM 存在下其存活率

分別為 88.2:!: 1.37% , 52 .3:!: 3 .45% 。在 In1 、 3μM 存在下，為 94.3

土 0.61 0/0' 94 土 0.68%' 在 Sb 0.3 、 1 、 3μM 下，貝11 為 6.98 :!:: 0.64% ' 

。 .8 :!:: 0.180/0' 6.5 士1.71 0/0 。 表示 Ga 、 In 、 Sb 均具統計意義的抑

制 V79 肺細胞之存活率，其中以泌的抑制為最明顯，而 In 僅呈

輕微的抑制但其統計意義， 而 Ge (30-300 仙也)存在下之結果與對

照組相較則不具統計意義。

3. 綜合比較屬一和圖二結果:

如自三顯示，除 Ge 外， Ga (30-300μM)' In (1 -3μM)' Sb 

(0.3-3 ~lM) 抑制 V79 肺細胞存活率之作用可被 Cyt-B (3μ g1ml) 其統

計意義的加強。
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B 、細胞型態

未加入半導體重金屬之 V79 蹄細胞:

1.圈四顯示不合 3μ g!ml Cyt岳之二 V79 肺細胞

a. 細胞呈紡鐘m多角狀吸的於 flask (如細箭標記所示)。

b. 細胞質明顯擴展閱(如空心三角標記所示)。

C. 細胞核清晰可見(如實，心三角標記所示)。

2. 圈五顯示合 3μ g!ml Cyt-B 之 V79 肺細胞

a. 全部細胞呈閻王求狀之亮，點吸的於 flask 。

二、加入 300 !-lM Ge 之 V79 肺細胞:

1.圈六顯示不合 3μ g!ml Cyt-B 之 V79 肺細胞

a. 與國四相比較細胞型態並無改變。

2. 屆七顯示含 3μg/ml Cyt-B 之 V79 肺細胞

a. 與圈五相比較細胞型態立在無改變。

2 、加入 100μMGa 之 V79 肺細胞:

1.圈八顯示不合 3μ g!ml Cyt-B 之 V79 月市細胞

與圈四相比較， 少部份細胞型態呈:

a. 細胞旦發泡狀(如細箭標記所示)。

b. 細胞質與細胞核已無法分辨(女口笠，心三角標記所示)。

b. 自球狀亮點之細胞為正處於分裂的細胞(如實心三角標記所

示)。
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2. 圈九顯示合 3μ g1ml Cyt-B 之 V79 肺細胞

與自五相比較， 少部份細胞型態呈:

a. 細胞呈發泡狀(女口細箭標記所示)。

b. 細胞質與細胞核已無法分辨(如空心三角標記所示)。

C. 大部分細胞呈國球狀之亮點吸的於 flask (如實心三角標記所

示)。

四、加入 1μMIn 之 V79 肺細胞:

1.圓十顯示不合 3μ g1ml Cyt-B 之 V79 肺細胞

a. 與國四相比較細胞型態立在無不同。

2. 圈十一顯示合 3μ g1ml Cyt-B 之 V79 肺細胞

a. 與屆五相比較細胞型態草無不同。

五、加入 0.3μMSb 之 V79 肺細胞:

1.園十二顯示不合 3μ g1ml Cyt-B 之 V79 肺細胞

與國四相比較大部分之細胞型態呈:

a. 細胞呈紡娃"多角狀吱的於 flask (如細箭標記所示)。

b. 細胞質且無明顯的擴展(如空心三角標記所示)。

C. 細胞核並不明顯(如實心三角標記所示)。

2. 圈十三顯示含 3μ g1ml Cyt-B 之 V79 肺細胞

與閻五相比較大部分之細胞型態呈:

a. 細胞呈紡錯-多角狀吸的於 flask (如細箭標記所示)。

b. 細胞質並無明顯的擴展(女口空心三三角標記所未)。

C. 細胞核並不明顯(如實心三角標記所示)。

d. 自球狀亮點之細胞很少。
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C 、 微小核(其生的:

一、在中圈頰鼠 V79 肺細胞中，半導體金屬氧化錯、硫酸錄、氣

化鋪及氣化娣於雙核細胞中所誘導之微小核數:

由國十四的結果顯示 Ge (3-300μM) 及 Ga (1也100μM) 下與控制

組相比較其均未能有意義的增加雙核細胞中微小核的數目， 而正對

照組之 Mitomycin C (11::l\在C) 為已知的生物功能:綻，基化劑

( Biofunctional Alkylating Agent) ，其能和 DNA 產生交叉連結， 因

而影響核段 (Nucletic Acid) 之合成和功能 (Crooke and Bradner, 

1976) , 進而造成 DNA 斷裂。 MMC 在 V79 肺細胞雖不大量但具

統計意義增加微小核頻率。與對照組相比較， Sb 和 In 對 V79 肺細

胞會產生遺傳毒性。在此實驗中， Sb 和 In 於 0.01 呵0.3μM 下能劑

量"相關性的增加 V79 肺細胞之 MN 數。 當濃度高於 0.3 μM 特別會

造成細胞毒性，使得 MN 數呈劑量相關性的減少。

二、在中國頰鼠 V79 肺細胞中， 四種半導體金屬之遺傳毒性的相

互作用:

A. Ge 與工n 之交互作用

如圈十五顯示 Ge 於 30 、 100 、 300μM 下其所產生之微小

核數分別為 11.85 土1.03 ， 10.63 土 0.92' 12.5 土 2 .2 1 與控制組 (9.73

土 0.49) 相比較未能有意義的增加，但 0.1μM (1 4.9 ::t 0.88) 及 1μM

(1 4 .34 士 1.04) 之 In 則呈有意義的增加 MN 數， 當 Ge 於 100 及

300μM 下，均能減少 0.1μM 及 1 )lM In 所形成之 MN (前者分別

為 10.67 ::t 1.90 , 10.5 土1.28 ;後者分別為 10.00 士1.5 ， 10.7 ::t 1. 14) 。
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B. Ge 與 Sb 之交互作用

由圖十六顯示 Ge 在 30 ， 100 , 300 JlM 其微小核數目分別

為 1 1.33 :t: 1.05' 10.63 :t: 0.92' 10.33 士 0.67 與控制組 10.29 :t: 0.56 

相比較羊未旦有意義的增加， 而 Sb 於 0.1 及 1μM 下其能明顯且其

統計意義的增加 MN 數(17.71 士 o.俑， 17.00 土 0.6 1) , 當 Ge 於 100

及 300μM 下， 其分別能減少 0.1 JlM Sb 1之 lμM 所形成之 MN (前

者分別為 1 1.67 士1.20 ， 10.00 士1.00; 後者分別為 10.25 土 2.62' 10.00 

:t: 1.95) 。

C. SbO.03μ餓與工n 之交互作用

由自十七顯示 In 在 0.03' 0.1μM 及的在 0.03μM 下其

微小核數分別為 15 .44 :t: 1.32 , 16.23 土 o.紗， 18.5 :t: 1. 64 與控制組

10.32 士 0.50 相比較呈有意義的增加， 而 0.03μM 之 Sb 分別與 0.1

及 0.03 JlM In 交互作用其微小核數分別為 19.45 :t: 1.75 , 16.4士1.22

與單獨之 0.03μMSb 相比較並不具統計意義。

D. SbO.lμM 與 In 之交互作用

由圈十八顯示 In 在 0.03' 0.1μM 及的在 0.1μM 下其微

小核數分別為 15 .44 土1.32 ， 16.23 土 o.紗， 16.96 :t: 0.65 與控制組

10.32 :t: 0.50 相比較呈有意義的增加， 而 0 .1 μM 之 Sb 分別與 0.03

及 0.1 μMln 交互作用其微小核數分別為 17.58 土 3.56' 17.87 士1.57

與單獨之 0.1μMSb 相比較立在不具統計意義。
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E. Ga 分別與 In 及 Sb 之交互作用

由表一的結果顯示 Ga 在 3 ， 30μM 下其微小核數分別為

1 1.0 土1.00' 11.5:!: 0.65 與控制組 10.4土 0 .48 相比較並不具統計意

義，而 1μM 之 In 及 0.1μMSb 的微小核數分別為 15.8 土 O.俑， 15.6 

士 0.52 呈統計意義的增加， 當 3 和 30μMGa 分別與 1 JlM In 作用

時其微小核數分別為 14.0 土1.00 ， 14.5 土 1 .44 ' 與單獨之 lμM In 

比較並未顯著增加，但當 3 和 30 JlM Ga 與 0.1μM 之 Sb 作用時，其

微小核數分別為 20.5 土1.70 ， 19.5 土 2.50 貝lJ 具統計意義的增加。

D 、在 V79 肺細胞中半導體金屬所產生之 MN 藉由持抗劑

的加入觀察其反應:

a.SOD 與 Sb 及 In 作用所產生之反應

由表二的結果顯示， 0.3μM 之 Sb 及 In 其能有意義的增加

V79 肺細胞之微小核數(19.5 士 0 .44 ， 18 .4土 0.67) , 而 SOD 在 75

及 150μM 單獨存在下並不會增加微小核數(10.3 士1.31 ， 9.0 士

1.29)' lL角色有意義的減少 0.3μM 之 Sb 及 In 所產生之微小核數(10.8

:!: 1.10 , 8.5 土 0.64' 12.0 士1.82 ， 13.8 士1. 10) 。

b. Catalase 與 Sb 及 In 作用所產生之反應

由表三的結果顯示， 0.3 μM 之 Sb 及 In 其能有意義的增加

V79 肺細胞之微小核數(19.5:!: 1.61 , 18.1 士 0 .42) , 而 Catalase 在

75 及 150μM 單獨存在下並不會增加微小核數 (9.0 :!: 0.81' 8.0 土

0.40) ，且能有意義的減少 0.3 μM 之 Sb 及 In 所產生之微小核數(17.3

士 0.94' 13.3:!: 0.75' 1 1.0 土 0.57' 14.8:!: 1.75) 。
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c. Dimercaprol (BAL) 與 Sb 及 In 作用所產生之反應

由表四的結果顯示， 0.3μM 之 Sb 及 In 其能有意義的增加

V79 肺細胞之微小核數(18.6 :t 0.58' 18.5 土 0.27) , 而 BAL 在 1

及 3μM 下並不會增加微小核數(10.5 :t o.鈣， 9.75 士 0.75) , 但在

10 及 30 )lM 下會造成微IJ、核數增加(14.3 士1.76 ， 16.7 :t 2.4) , 然

而 BAL 在 1 及 3μM 下含有意義的減少 0.3 μM 之 Sb 及 In 所產生之

才放小牛玄委主(1 2.3士1.25 ， 12.5 :t 0.95' 9.7 土 0.62' 8.5士 1.84) 。

d. D-Penicillamine (D-PA) 與 Sb 及 In 作用所產生之反應

由表五的結果顯示， 0.3μM 之 Sb 及 In 其能有意義的增加

V79 肺細胞之微小核數(1 8.3 土 0.64' 17.6 :t 0.76)' 而 D-PA 在 1μM

下誰不會增加微小核數 (9.1 士 0.63) , 但在 3 ' 10 及 30μ扎在下會造

成微小核數增加(11.7 :t 1.65 , 16.5 :t 2.60' 17.0 士 1.00) , 然而

D-PA 在 1 )lM 下會有意義的減少 0.3μM 之 In 所產生之微小核數

(1 4.1土 0.70) ，但無法減少 0.3 μM Sb 所產生之微小核數(1 7.3 士

1. 10) 。
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討論 (Disc口ssion)

在本實驗中， Ga 和 Sb 在不合 Cyt-B 下兩者均能降低 V79 細

胞的存活率， 而 Ga 和 Sb 降低 V79 細胞存活率之作用可被 Cyt…B 強

烈加強。 In 在不合 Cyt-B 之 V79 細胞其對細胞存活率並無影響，但

在加入 Cyt-B 後會稍微但呈統計意義地抑制 V79 細胞之存活率，但

Ge 之作用不受 Cyt-B 影響。 Cyt-B 已知可抑制 actin polymerization 

之速率 CBrehner and Korn , 1980)' 其在此研究可加強 Ga' Sb 

和 In 之細胞毒性， 由此可推測 actin polymerization 和細胞存活

率有關。而 Ga' Sb 和 In 抑制細胞存活率之機轉可能部份抑制 actin

polymerization 之活化自子(如 Ca的而來。 Al tman et a l. (1 993) 

提出老鼠之hybridoma細胞經過一段時間生長後給予訓之 tert-butyl

hydroperoxide 或 ferrous i ron 再利用兩種細胞存活率分析法 trypan

blue 和 fluorometric 來做比較， Altman 根據研究結果認為以 trypan

blue 法判定死細胞染色程度的定義有時立在不明確， 往往高估細胞存

活率， 故其認為判定細胞存活率以 f1uorometric 分析法為較好的

選擇。所以在此實驗中以 Trypan Blue 來研究細胞之存活率， 可

能無法正確估計細胞的反應，所以有必要以史進一步的方法來檢

測。

關於細胞型態方面之研究， 由於細胞骨絮主要是由三種絲、狀

蛋白所組成(1)微絲(自icrofilaments) 是由肌動蛋白組成

CActin) , 其會與連結蛋白 Clinking protein) 連結排列成堅目的

交叉網路， 此瓶，動蛋白絲、狀網路也可經由細胞族自著蛋白

Cmemberane anchoring protein) 的作用附著在細胞膜上， 以提供
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細胞祺機械性的支持。 此外亦可和細胞膜上特定部位的

transmembrane protein 連結， 形成細胞一細胞連黏 (cell一cell

adhesion) 之連黏蒂 (adhesion belt) 以及細胞一基質達黏 (cell­

matrix adhesion) 之局部接觸 (foca1 contacts) , 使得細胞之動

蛋白絲、狀網路可與其他的細胞或構造連結。 (2) 微管 (Microtubu1es)

是白白及 β 微管蛋白(tubulin) 以頭尾相接的方式形成原絲

(protofi1ament) , 其可形成細胞運輸之網路， 經由接觸蛋白如

dynein 可使微管向細胞中央移動，經 kinesin 則可使微管向周菌移

動，微管亦是形成耳其性細胞成分的網路如可維持內質網伸長的管狀

排列，且在細胞分裂時可伴隨染色麓的組成而形成紡錯體。 (3) 中

問絲 (Intermediate filaments) 其可與細胞膜上的 transmembrane

protein 連結形成細胞一細胞連黏 (ce11-ce11 adhesion) 之施椅小體

(Desmosome) 及細胞基質黏連 (cel 卜matrix adhesion) 之半胞橋小

體 (hemidesmosomes) , 雨中間絲、亦可與 ankyrin 連結而自著在膜上

形成離子通道蛋白 (ion channel protein) 。 由於上述之絲蛋白與

自著及接合蛋白連結於細胞膜上立互相附著而形成了細胞內動態之

三度空間的鷹絮， 此鷹架一直處於不斷組成與拆解的狀態中， 所

以細胞骨絮可維持適當之細胞架構，促細胞運動及幫助細胞質液運

輸 (Goodman et al. , 199哇， Alan et a l., 1991) 。

在本研究由於 Cytochalasin B 能阻斷微絲的聚合

(po1ymerization) 所以會影響細胞一細胞連黏之連黏帶 (Adhesion

be1t) 以及細胞一基質連黏之局部接觸 (foca1 contracts) , 所以細

胞在 Cyt-B 加入後會形成閻王求狀之亮點。 Li (1 987) 曾提出 Paraqt迫切

會劑量相關性的傷害老鼠 3T3 之細胞骨祭，且認為此種傷害可能是
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造成細胞毒性的重要機轉。所以在本實驗中，加入 Ga 及 Sb 之細

胞其細胞骨無 (Cytoske1eton) 明顯改變且與加入 Cyt品的正常細胞

比較，推測細胞質的不明顯可能是由於 Ga 及 Sb破壞微管及微絲，其

中以微管的傷害為最大使得細胞質之運輸網路受到影響最後造成細

胞存活率明顯下降。另外， 活動性高之細胞型態會擴展閑來， 活

動力降低時 actin fi1aments 聚集組合豆豆綠束狀 (Lazarides and 

Reve l, 1979) , 而 Sb 不管 Cyt-B 是否存在均明顯呈現此種作用(自

十二， 十三) ，所以 Sb 可能是四種金屬離子抑制 V79 細胞運動活

性最強者，但仍需以細胞免疫螢光法， 或細胞免疫化學法再做進

一步的探討。

關於遺傳毒性方面的研究， 由利用半導體金屬對 V79 細胞

暴露所誘導微小核出現的結呆顯示， 我們發現 Sb 能劑量相鵲性的

增加則數。相似之錦遺傳毒性亦被其他學者所報告， Kuroda (1 99 1) 

提出邱會增加 V79 細胞 SCE 的頻率， Gurnani et a l. (1992) 觀察

到 V79 細胞以 SbC1 3 0.3, 2.5' 5 ，凹， 20μg/m1 或 Sb203 (0. 09 , 

O. 口， 0.34μg/m1) 處理，其會增加 SCE 出現的頻率，以及 Gumani

et a l. (992) 報告將老鼠強行灌入 SbC1 3 在 6，眩， 18 或 M 小時後

發現在老鼠骨髓細胞中其誰色體結構發生異常且染色體斷裂的頻率

成劑量相關性的增加。 Gebe1 et a1. (1997) 亦發現 Sb 會增加人類

淋巴球之 SCE 頻率。 另外， Hantson et al. (1996) 在成染利什旻

症 (leishmaniosis) 的患者給予全部劑量為 42. 短的 meglumine

antimoniate (C7H18N08Sb)來治療，取其淋巴球 (Lymphocytes) 細胞

加以培養， 發現其染色體結構並無發生異常且 SCE 的頻率也無增

加，但是則數卻是明顯的增加，錦化合物因此被認為會干擾有絲
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分裂時染色體之排列而造成子細胞中染色體數目的改變， 立主非直接

的使染色體結構發生變化。除此之外， Groth et a1. (1 986) 觀察

到 Sb 會在雌性大白鼠造成肺腫瘤， 另外在實驗動物及從事冶鍊工

作者的研究中發現鈴化合物能引起肺腫瘤，但必須提出的是這些實

驗動物及冶鍊工作者同樣的也暴露其他化合物，特別是硨已知其具

有高度的致癌性。例如 Watt (1 983) 提出在實驗的母鼠給予1. 6 或

4.3mg/m3 工業用的 SbC1 3 (含 0.02%的持) ，結果會增加肺腫瘤特別

是在高劑量下，所以我們不容忽視與錦同時存在的金屬化合物可能

對人體潛藏的危機。綜合觀之， Sb 對人類是否為致癌物尚未十分

清楚，但 Sb 在實驗標本造成遺傳毒性，又會造成肺癌。此外，其

和石中用屬 GrVA 類金屬， 化性和毒性又十分接近 (Gebe1 et 

a1. , 1997) 。所以 Sb 對人類可能是致癌物。此研究 In 亦濃度相

闋的增加則數目。至11 目前為止， 尚無 In 在哺乳類細胞造成遺傳

毒性的報告，吾人是首次發現 In 會在哺乳類細胞造成遺傳毒性。其

他有關 In 之毒性報告如 Yoshikawa (1971) 報告 In 會造成肺損害及

Bustamante (1997) 提出 InC1 3 在 1， 10 或 100μ站下與老鼠胸腺細胞

(thymocytes) 共同母養 6 小時之後發現 InC1 3 會誘導老鼠胸腺細胞

有 DNA 1adder 出現。 此外， Ge (3-300μ 阻)及 Ga (1 -100 μ 注)兩

者並不會造成 V79 細胞則數島的增加，此與 K盯oda (1 991)提出之

報告相似，其發現 0.5mM GaC1 3 及 Ga(N03 )3' 5H2。在 Sa1monella 突變

分析中和 O. 鈞一2μ 旺 GaC1 3 及卜8μ 旺 Ga(N03 )3' 5H2。在 V79 肺細胞

中 SCE 出現的頻率並末增加。另外， Li et a1. (1 992) 提出在 HGPRT

突變分析中 dibuty1germanium dich10ride 會使 CHO 細胞產生 50%的

致死量為 2.33 m說， 而在高於1. 55 叫i 下則會增加突變性，但在淋

51 



巴球細胞中濃度高於 0.25 mM下仍未出現毒性作用，但抗體卻減少

成為控制組的一半。 而 Lee et a1. (1998) 在人類淋巴球亦未發現

Ge (0. 的一5μ盼具有遺傳毒性。所以， Ge 在高濃度 (>1前的才

可能具有突變性，但是 Ge02 溶解度相當低所以本研究無法做到此高

濃度。 由於 Ga 與 In 在週期表中均屬第 E族，但在細胞存活率的

實驗中 Ga 的細胞毒性明顯高過 i泣， 而在遺傳毒性上 In 所造成微小

核的增加卻高過 Ga '所以推測可能是由於加入 Ga 之 V79 肺細胞其

細胞骨無受到傷害而造成細胞死亡， 此外關於 In 造成之遺傳毒性

的增加是否與 DNA 修復系統被抑制有關?仍需再做探討。

由於半導體從業人員可能用時接觸不闊的半導體金屬，所以

藉由不同金屬的加入來觀察其對於 V79 細胞可能產生的變化。 由實

驗中可發現 Ge (30。一100μ 班)能減少 Sb (0. 1-1 μM) 及 In(0.1-1μ

証)所形成 V79 細胞之微小核頻率(圈十五、十六) , 此與 Han et al. 

(1 992) 報告老鼠給予 0.7， 1.吐或 2. 7mg/kg 之 CdC1 2 其在老鼠骨髓細

胞 (bone marrow cells)所產生的微小核數增加及染色體的斷裂可被

O. 1 或 0.5mg/ml/kg 之 Ge02 所減少， 另外 Cd2+所造成的老鼠精蟲細

胞型態之改變及人類淋巴球細胞之 SCE 頻率的增加均可被良心所對

抗的研究報告相似。 而 Lee et al. (1998) 亦指出 Ge02 可在人類淋

巴球細胞降低醋酸笨基汞所增加之間。所以“不但不具遺傳毒性，

且可降低其他金屬之遺傳毒性。 而 Sb 及 In (國十七、十八)兩者

在 V79 細胞不會互相加強微小核數， Ga 對 In 沒作用但加強 Sb 之遺

傳毒性(表一) ，數據顯示半導體金屬問之交互作用相當複雜仍需

再作進一步的探討。

一般來說， 當氧受到藥物、金屬的刺激或有氧呼吸及分泌
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代謝的過程後可能會形成 O2' 一，也O2 ， OH-...等自由基， O2'-等自由

基可使膜性構造物(如細胞祺、核膜、粒腺體膜等)上的結質過

氧化，因而使結構改變， 功能發生障礙， 而降低細胞內解毒系統

的能力及酵素活性， SOD 能使 O2'明轉變成丸。2 ' 以兔 O2'-在細胞內堆

積，另外丸。2可被 Cata1ase 轉變成 H20 '減少丸。2 對細胞的傷害。

在本研究 Sb 及 In 所產生的微小核能被 SOD 及 Cata1ase 所對抗(表

二、表三〉。此與 Trimenstein (1 995) 所提將心肌細胞暴露在 1-1000

μ 阻 potassium antimony1 tartrate (PAT) 中結果發現 PAT 成劑量及

時間相關性的誘導細胞脂質過氧化及造成細胞毒性之報告相似， 亦

與 Sandra (1995) 提出 In 能改變膜生理特性及促進 Fe2+誘導脂質過

氧化之報告相似。 由於 SOD 和 Cata1ase 是和鈍， In 一齊加，那麼

SOD 和 Cata1ase 是否以硫氫基和鈍， In 結合而降低其遺傳毒性而

不是經由捕捉自由基?根據 Lee et a l. (1 998) 之報告， 和石灰氫

基高度結合之笨基汞在人類淋巴球所誘發之遺傳毒性無法被另加之

SOD 和 Cata1ase 所對抗，所以吾人排除這種可能性，所以 SOD 和

Cata1ase 可能被 V79 肺細胞所吸收後在適當機會捕捉自由基。總之，

Sb 及 In 可能是經由自由基而造成細胞的傷害。

贅合劑 (che1ating agents) 為金屬中毒最普遍及有效的解毒

劑， 這類化合物通常具有 2 個以上的負電性基 (e1ectronegative

group) 分子， 其能與陽離子性金屬原子形成穩定的複合物， 易由

體內排出， Dimercapro1 (BAL) , 又稱 Bri tish anti 1ewisi te ' 其

能直接與金屬聲合， 防止金屬與合硫氫基 (SH group)之百每結合，

而避免干擾到正常細胞功能。 Penici11amine 為 Penici 11 in 的水溶

性分解產物， D 型(右旋〉異構物較 L 型 Cz主旋)不具毒性且效果
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較好， 由於大部分重金屬能表現生物毒性， 主要是和組織內之硫

氫基 (Su1fhydry1 group; SH) 結合，由於硫氫基是許多百每系統

的活性基本結構， 所以會干擾許多百每系統應有的功能。 故 D-

penici11amine (D-PA) 和 Dimercapro1 (BAL)常被用來作為重金屬的

解毒劑 (Ly1e， 1981; Aposhian, 1989; Domingo et al., 1992; Li 

et 泣， 1994) ，在本研究中可知 D-PA 及 BAL 單獨在高濃度下(1。一30

μ 班)會增加 V79 細胞之間N 數，故無法緩解 Sb 及 In (0.3μ 間〉所

產生的則數，但 BAL 在低濃度下(1-3μ的不但不具遺傳毒性且

可降低 Sb 及 In 所增加之 MN 數，但 D-PA 只在 1μM 時能降低 In 所

產生之間數，但是卻無法緩解 Sb 所產生的則數(表五、六)。根

據此結果推測可能是由於 BAL 具有 2 個硫氫基而 D-PA 只其 l 個硫氫

基，所產生的持抗能力不同所致。

結論: Sb 和 In在 V79 細胞均具遺傳毒性，由於 SOD 和 Cata1ase

可降低其遺傳毒性，所以其致遺傳毒性之棧轉可能和自由基有關 o

BAL 亦可降低 Sb 和 In 之遺傳毒性所以和合硫氫基酵素受抑制有關。

另外， Ge 亦可降低 Sb 和 In 之遺傳毒性，其機轉目前尚未清楚。所

以， Sb 和 In 造成遺傳毒性之機轉應是多方面的而非單一機轉可以

解釋。 由於 Sb 和 In 在相當低濃度(這 O. 1 μ明)便具遺傳毒性， 此

和大多數致突變性金屬相當不同(需 10μM-10臨時)。所以對半導體

工業之暴露工人可能相當兵危險性。 Ge 和 Ga 雖不具遺傳毒性，但

Ga 其細胞毒性且有報告指出 Ge 和 Ga 在人類有腎毒性 (Schau詣，

1991) ，在懷孕之頰鼠造成畸形胎 CFerm and Carpenter, 1970) ，在

職業工人或實驗動物造成肺氣腫和呼吸道疾病 (Fade凹， 1980; Arts , 

1990) ，所以亦不能忽視其對半導體工人之危險性。
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自 A. 雙核細胞，微小核細胞
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圈一.半導體金屬氧化錯 CGermaniurn oxide)，硫酸錄 CGall iurn 
sulfate)，氣化鍋 Clndiurn chloride)，氣化錦 CAntimony chloride) 
在 Cyt-B 不存在下對 V79 肺細胞之存活率的影響. Data are shown as 
mean 土 S.E.. *p< 0.05 as compared with control. 

56 



+ Cyt-B 120 

* 

。 .3 、 3
Sb (μM) 

川
|
川

-
a
q
J

100 

80 

60 

40 

(
法
)
全
一
志
的
一
〉

C 

20 

O 

麗二.半導體金屬氧化銬 CGermanium oxide)，硫酸錄 CGallium

sulfate)，氣化鍋 Clndium chloride)，氣化錦 CAntirnony chloride) 
在 Cyt-B 存在下對 V79 肺細胞之存活率的影響. Data are shown as 
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商四.力。藥前之對照組 V79 月市細胞.

圈五.加入 3μg/ ml Cyt-B 之對照組 V79 蹄細且包
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閻六.加入 300μ 接 Ge 之 V79 肺細胞.

自七.加入 3μg/ ml Cyt-B 和 300μ~[ Ge 之 V79 肺細胞.
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閏八.加入 100μ 說 Ga 之 V79 肺細胞.

圈九.加入 3μg/ ml Cyt-B 及 100 μM Ga 之 V79 肺細胞.
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國十.加入 l μM In 之 V79 肺細胞.

囝十一.加入 3μg/ ml Cyt-B 及 1μM In 之 V79 肺細胞.
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圈十二.加入 l μM Sb 之 V79 肺細胞.

閻十三.加入 3μg/ ml Cyt-B 及 l μM Sb 之 V79 肺細胞.
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圈十四.在 V79 肺細胞中半導體金屬氧化錯 CGermanium oxìde) , 

盾的家 CGallium sulfate), 氧化鉤 Clndium chloride) , 氧化鈴

CAntimony chloride) 於雙核細胞中所誘導之微小結數. Data are 
shown as mean i S.E.. 

64 



24 

21 

18 

* * 15 

9 

6 

3 

12 

ω
一-
o
u
m
v
o
苦
。
一
。3
s
a
o
o
o
v
~
ω
一-
o
u旬
2
符
。
一
。3泣
。
』
。
…
ε

』
。
這
A
E
D
Z

3() '\ ()() ?>()() 

Ge(μM) 

In 0.1~M 

0.1 3() '\ ()() ?>()() 

Ge(μM) 

In 1μM 

1 3() '\ ()() ?>()() 

Ge(μM) 

C 
O 
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料P<0.05 as compared with 1 and O. l~M indium chloride alone. 
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聞十六.在 V79 肺細胞中 3。一300 州之氧化錯 CGermanium oxide) 對
l 及 O. 1 ~tM 氣化錦 CAntimony chloride) 所誘導之徵小核的反應­

Da ta are shown as mean 土 S. E.. *p< 0.05 as compared wi th contro l. 

**P<0.05 as compared with 1 and 0.1μM antimony chloride alone. 
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圈十七.在 V79 肺細胞中 O. 03 州之氣化錦 CAntimony chloride) 對

O. 1 及 O. 03州氣化鍋 Clndium chloride) 所誘導之微小核的反應.

Da ta are shown as mean 土 S. E.. *p< 0.05 as compared wi th contro l. 
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國十八.在 V79 肺細胞中 0.1 州之氣化錦 CAntimony chloride) 對
O. 1 及 O. 03州氧化鉤 Clndium chloride) 所誘導之從小核的反應.

Da ta are shown as mean 土 S. E.. *p< O. 05 as compared wi th contro l. 
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表一.在 V79 肺細胞中硫酸錄 (Gallium sulfate)對氣化鍋 (lndium

chloride)及氣化錦 (Antimony chloride)所誘導之徵IJ、核反應.

Treatment 

C 

Ga 

In 

Sb 

Ga+In 

Ga+ln 

Ga+Sb 

Concentration (μM) 

Ga In Sb 

3 

30 

3 

30 

3 

30 

0.1 

。.1

0.1 

本P<0.05 as compared with control. 

**P<0.05 as compared with antimony chloride alone. 

Data are shown as mean士 S.E..

Number of binuc1eated 

cells / 1000 binuc1eated 

cells 

10.4士 0 .4 8 ( 7-16 ) 

1 1.0 土1.00 ( 10世 12 ) 

1 1. 5 土 0.65(8-15)

15.8+0.46 ( 14-18)* 

15.6土 0.52 ( 12-19)* 

14.0 土1.00 ( 13-的)

14.5 士 1 .44 ( 11-18 ) 

20.5+ 1.70 (16-24 )** 

19.5 土 2.50 ( 17-22 )** 

n = 4-8 from 2-3 replicate cu1tures for each treatment group. 

Number in parentheses are the range of micronuc1eated cell number. 
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表二.在 V79 肺細胞中 SOD 對 0.3州氣化鍋 Clndium chloride)及

氣化錦 CAntimony chloride) 所誘導之徵小核反應.

Treatment Concentration 

C 

Sb 

In 

SOD 

Sb+SOD 

In+SOD 

Sb In 

(μM) (μM) 

0.3 

0.3 

0.3 

0.3 

0.3 

0 .3 

*P<0.05 as compared with control. 

SOD 

(μg/ml) 

75 

150 

75 

150 

75 

150 

Number ofbinucleated 

cells/ 1000 binucleate吐

cells 

8.0 :!:0.73 ( 6-13 ) 

19.5土0.44 ( 18-22 )* 

18 .4:!:0.67 ( 15-22)* 

10.3:!:1.31 (8-13) 

9.0 支1.29 ( 6值 12 ) 

10.8士1. 10 (9-14)料

8.5 :!:0.64 (7-10 )** 

12.0士1. 82 (8-16 )** 

13.8士1. 10 ( 11-16 )** 

**P<0.05 as compared with antimony chloride or indium chloride alone. 

Data are shown as mean土 S.E..

n=4個8 from 2-3 replicate cultures for each treatment group. 

Number in parentheses are the rangeof micronucleated cell number. 
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表三.在 V79 肺細胞中 Catalase 對 0.3阱氣化鍋 (lndium chloride) 
及氣化錦 (Antimony chloride) 所誘導之微小核反應.

Treatment Concentration Number of binuc1eated 

Sb In Catalase cells/ 1000 binuc1eated cells 

(μM) (μM) (μg1ml) 

C 7.9 士0.67 (5值 13)

Sb 0.3 19.5士1.61 (15-22)* 

In 0.3 18.1土0 .42 ( 15-22 )* 

Catalase 75 9.0 丈0.81 (7仆 1 ) 

150 8.0 土0 .40 ( 7-9 ) 

Sb+Catalase 0.3 75 17.3:f::0.94 ( 16“ 20 )** 

0.3 150 13.3:f::0.75 ( 12喝 15 )料

In+Catalase 。 .3 75 1 1.0主0.57 ( 10-12)料

0.3 150 14.8士1.75 (12-19 )** 

*P<0.05 as compared with control. 

**P<0.05 as compared with antimony chloride or indium chloride alone. 

Data are shown as mean士 S.E..

n = 4-8 from 2刁 replicate cultures for each treatment group. 

Number in parentheses are the range of micronuc1eated cell number. 
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表四.在 V79 肺細胞中 Dimeracaprol CBAL) 對 0.3州氯化鍋 Clndium

chloride)及氣化錦 CAntimony chloride) 所誘導之微小核反應.

Treatment 

C 

Sb 
In 
BAL 

Sb+BAL 

In+BAL 

Concentration (μM) 

Sb In BAL 

0.3 

0.3 

3 

10 

30 

0.3 

。.3 3 

0.3 10 

0.3 30 

0.3 

0.3 3 

0.3 10 

0.3 30 

*P<0.05 as compared with control. 

Number ofbinuc1eated 

cells/ 1000 binuc1eated 

cells 

7.9 士 0.67 ( 6-的)

18.6+ 0.58 ( 15-22 )* 

18.5 + 0.27 (1 5-22 )* 

10.5+0.95 (8-12) 

9.75 士 0.75 (8-11) 

14.3+ 1.76 ( 11-17)* 

16.7士 2.4 ( 12-20 )* 

12.3 士 1.25 (弘的)**

12.5 士 0.95 ( 10-14 )** 

16.0士1.78(11-19)

的力士 1 .47(12-18)

9.7 士 0.62 (ι11 )** 

8.5 士1.84 ( 5-13 )料

19.0士1.29 ( 16-22 ) 

17.5 土1.65 ( 13-21 ) 

**P<0.05 as compared with antimony chloride or indium chloride alone. 

Data are shown as mean土 S.E..

n = 4-8 from 2-3 replicate cu1tures for each treatment group. 

Number in parentheses are the range of micronuc1eated cell number. 
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表五.在 V79 肺細胞中 D-Penicillamine (D平的對 0.3州氣化鋁

(Indium chloride)及氣化銘 (Antimony chloride) 所誘導之微小核

反應.

Treatment 
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C 

Sb 

In 

D相PA

Sb+D-PA 

0.3 

0.3 

3 

10 

30 

0.3 

0.3 3 

0.3 10 

0.3 30 

0.3 

0.3 3 

。3 10 

0.3 30 

7.4士 0.67 ( 5-11 ) 

18.3 士 0.64 ( 15-22 )* 

17.6土 0.76 ( 15-20)* 

9.1 +0.63 (6-10) 

1 1.7 士1.65(8-15)*

16.5 土 2.60 ( 11-22)* 

17.0 士1.00(16個 18 )* 

16.3 士 0.88 ( 15♂0) 

16.5 士1.50(12-18)

17.3+0.75 (15哺 18 ) 

17.7士 0.33(16-18)

14.l土 0.70 ( 11-18 )** 

15.8 士1.00 ( 12-20 ) 

19.5 土 2.50 ( 15-26 ) 

20.3 土 2.20 ( 14-24 ) 

In+D-PA 

*P<0.05 as compared with control. 

**P<0.05 as compared with antimony chloride or indium chloride alone. 

Data are shown as mean土S.E.. 

n = 4-8 from 2-3 replicate cu1tures for each treatment group. 

Number in parentheses are the range of micronuc1eated cell number. 
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