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摘要

本研究目的在探討大白鼠肝細胞垮養時常被添加於玲養液

中的姨島素(insu1 in)及甲基脫氫皮質醇(dexamethasone)兩種荷

爾蒙對肝細胞內趣就甘Jlk(GSH) 、 GSH 相關韓素活性之影響，其

中酵素部分包括有 y-g1utamy1cysteine synthetase (GCS) 、

GSH S-transferase (GST) 、 GSH peroxidase 及 GSH reductase 

四種，除酵素活性外，也分析四種 GST isoforms 及 GSH

synthetase 的蛋白表現。

實驗方法:從雄性 SD 大氣分離出肝細胞進行為期六天的體

外堵養，垮養液中的令硫氛基酸濃度分為兩種，分別為1. 0 mM 

methionine + 1.0 m自 cysteine( 高濃度)或 O. 1 mM methionine + 

O. 1 m阻 cysteine( 低濃度) ;各組垮養液再依 5 mg/L 姨島素

(insu1 in)與 1 州甲基脫氮皮質醇(dexamethasone)添加的有無

分為 4 小組:第一組加 insu1 in 、第二組加 dexamethasone 、第

三組同時加入 insulin 及 dexamethasone 、第四組則不合任何持

藏蒙。

結果顯示:在高濃度令硫氯基酸垮養下，各組胞內 GSH 濃度

均在第三天(72 的達到最高，隨後遞減;第三天時， insul in 組

GSH 濃度約增加 2 倍的起始濃度 (90.5 vs 29.4 nmol/mg 

protein) ，然而未添加組僅增加 l 倍;至於 dexamethasone 組增

加最少，僅增加了 70 % '同時加入 insulin 及 dexamethasone
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紐 GSH 增加中品度貝11 介於 insul in 組與未添加組之間。在酵素活性

方面， GCS 活性的變化則與 GSH 濃度變化相似， insul in 組最高

而 dexamethasone 組最低 GST 活性在第六天時，

dexamethasone 紐與加有 insulin 及 dexamethasone 兩組活性上

升且兩組均顯著大於 insulin 組與未添加組 GSH peroxidase 

活性隨著培養特問而漸減，其中未添加持爾蒙紐減少速率最慢，

而添加 dexamethasone 組減少最快;至於 GSH reductase ~.舌性在

第四天後，才見 dexamethasone 組與同時添加 insul in 及

dexamethasone 兩組增加速率較其他兩組，拱。

在低濃度令硫氛基酸垮養下，各組細胞 GSH 含量在六天垮養

期間均未較起始濃度高，雖然 GSH 濃度不似高濃度令硫氛基酸培

養條件，但 GCS 、 GST 、 GSH peroxidase 及 GSH reductase 活

性變化則均與高濃度令硫氛基酸組相似。

GST isoforms 中 Ya 及 Yc 蛋白質均隨著玲養時間而漸減，

且四組相似， Yb2 則在有 dexamethasone 存在時，在六天中表現

大致維持相似水準，然而 Yb2 在 insulin 組(+1)與未添加組(一，一)

的表現是在第四天後快速減少;至於 Yp 蛋白質則在第三天才見

表現，隨後並快速增加，但 dexamethasone 組(+D)與 insulin 及

dexamethasone 均添加組(+I，心)增加幅度較(+1)組與均不添加

組(一，一)小，另外， Yp 在低濃度令硫氛基酸下的表現也較高濃度

含硫氯基酸下明顯。

綜合以上結果， methionine 及 cysteine 濃度與胞內的H 令

2 



量高低有闕，至於荷爾蒙作用上則是 insulin 促進 GSH 生合成，

但 dexamethasone 則是抑制， Insul in 及 dexamethasone 改變胞

內 GSH 濃度與它們調控 GCS 活性有關。除活性外，令硫氛基酸濃

度高低、 insul in 與 dexamethasone 處理也明顯影響 GST Yp 蛋

白表現，與 GCS ~.舌性的變化相似，也是 insul in 增加 Yp 表現，

但 dexamethasone 降低 Yp 表現。

關鍵字:姨島素，甲基脫氫皮質醉，越成甘鼠， glutathione S­

transferase isofonns，甲硫氯酸，半就氯酸，老鼠肝細胞。
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去三 Jι .-a­
宮、刷品

Glutathione ( GSH )是由 glutamate 、 cysteine 及

glycine 三個氛基酸所構成的三月生旅分子，其中 cysteine 為限

制氧基酸， G鋁合成僅需二個步驟二種酵素，一為

y-glutamylcysteine synthetase ( GCS )另一為 GSH

synthetase '但 GCS 則為 GSH 合成之速率決定因子。 GSH 在胞

內扮演重要且多種角色，主要功能有:預防過氧化物的毒性、

參與解毒代謝、調節細胞生長與代謝、扮演 cysteine 儲存及傳

送的形式等。由於 GSH 扮演著重要且多重角色，因此胞內 GSH

含量及其合成調控一直吸引不少學者的注意。

一般細胞僅能使用 cysteine 來合成 GSH '但在肝細胞中，

除了 cysteine 外， methionine 由於可經 cystathione 途徑轉

換成 cysteine '因此也可進一步被利用來合成 GSH '因此垮

養液中 methionine 及 cysteine 二種含硫氯基殿濃度均可能影

響肝細胞內 GSH 的合成。除了令硫氯基酸濃度會影響胞內 GSH

含量外， GSH 的合成尚受到不同機制的調控，比如調控 GSH 流

失或 GSH 迪饋調控 GCS 活性均可以改變胞內 GSH 狀態;近來也

有研究指出肝細胞 GSH 的合成也可受多種荷爾蒙所謂節，例

如:升糖激素(glucagon)及交成神經加壓素(phenylephrine)

可透過 c-A抑或 protein kinase C-dependent 途徑抑制 GCS 活

性，進而減少 GSH 的合成;但蜈島素(insul in)及氫化可體松

4 



Chydrocortisone) 貝1J 可活化 GCS '因而增加 GSH 的合成。本實

驗因此將令石氣氛基暖與肝細胞垮養液常見使用的 insul in 及甲

基脫氫皮質醇Cdexamethasone)兩種荷爾蒙同時考慮，探討它們

對肝細胞 GSH 合成及 GSH 相關酵素的影響。
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貳市文獻探討

鍵就甘Jlk.之合成:

GSH 是由 g1utamate ( G1u )、 cysteine ( Cys )及 g1ycine

( G1y )三個氯基酸所構成的三月生旅分子( Fig. 1 ) ，其中

g1utamate 與 cysteine 之問是 y-pept i de bond '因此可避免

GSH 被服服鵲所水解，而且 GSH 較 cysteine 及 γ­

g1utamy1cysteine 不易被氧化。

SH 

o CH2 0 0 
、 I1 夕C - NH - CH - C - NH - CHz - C 

\ 
CHz 0 -

CHz 

HC - NH3 + 

C 
。\o 0 -

Fig. 1. g1utathione ( GSH )的結構式
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合成 GSH 只需二個步驟，分別利用二個酵素求催化，其中

第一步驟是透過 y-glutamylcysteine synthetase ( GCS )將

Glu 與 Cys 先反應生成 y-glutamylcysteine (y- Glu-Cys ) , 

第二步驟則是透過 GSH synthetase 將 Gly 加主'1 y- Glu-Cys 

而完成 GSH 的合成，此二倡步驟皆需有 ATP 的參與。

Glu + Cys + ATP 兵宣→ γ-Glu-Cys + ADP + Pi (1) 

y-Glu-Cys + Gly + ATP GSH synthetase 、 GSH + ADP + Pi (2) 

單eister 在 1988 年的研究指出，正常狀況下，胞內的H 合

成後，部分 GSH 會持續釋放到胞外，此胞外 GSH 並不會再被吸

收到胞內，尚需透過一再生系統再利用。體內多種細胞的細胞

膜上即被發現存有一種名為 γ-glutamyl transpeptidase ( y­

GT )的酵素，此酵素可將釋放至胞外的 GSH 中 γ-glutamate 轉

移至另一氣基酸上而形成 γ-glutamyl amino acid 及 Cys-Gly , 

而 Cys-Gly 再被細胞膜上的 dipeptidase 分解成 Cys 及

Gly ;其中 y-glutamyl amino acid 則是豆由y-g1utamy1cyclo­

transpeptidase 與 oxoprolinase 反應生成 G1u 0 GSH 分解後生

成的三個氯基酸進入胞內後，即可再利用而合成 GSH 或蛋白質

7 



等( Fìg. 2 )。體內以腎臟、肝臟、姨臟、小腸、膽管等器

官含有較多y-GT 酵素活性(胡eìster ， 1991 ) 

y-Glu-Cys-Gly 

( GSH ) 5 

AA 

Gly 

γ-Glu-Cys 

Cys-Gly 

4 

6 

y-Glu-AA 

Glu 

5一Oxoprolin

Fig.2. GSH 之代謝 (提eìster， 1988 ) 

1. γ…glutamyl transpeptìdase 2. y-glutamyl cyclotranspeptidase 
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生物體內主要抗氧化~統

生物體內抗氧化系統依其作用方式可分為兩大類

(Cotgreave et a1. , 1988) ，第一類由多種抗氧化分子組成，

如:水溶性越耽甘狀 (glutathione， GSH) 、脂溶性維生素 E

(住一tocophero1) 、維生素 C (ascorbic acid) 、戶一胡蘿蔔素

(ß-carotene) 、尿駿 (uric acid) 等;第二類則由多種酵素

所組成，如:楚就甘航硫轉移鵡 (glutathione-S-transferase，

GST) 、楚成甘放過氧化鵡 (glutathione peroxidase, GSH 

Px) 、觸鵡 (cata1ase) 、超氧化歧化時 (superoxide

dismuta駒， SOD) 等:至於委主就甘 ßl;.還原梅 (glutathione

reductase, GSH Rd) 、葡詩糖 6 磷酸去氫峰 (glucose-6-

phospha te dehydrogenase) 、 transferrin 、 cerrurop1asmin

等則被歸類為有助於抗氧化系統的輔助園子。在前述第一類抗

氧化分子方面，細胞膜中以維生素 E 、細胞內則以 GSH 及維生

素 C 最為重要。

GSH 在體內除了抗氧化外，尚扮演著其他重要且多樣化的

生理功能。 GSH 廣泛分佈在動植物、微生物細胞中;在動物細

胞內，濃度可高達 0.5 mM - 10 mM ( Kosower and Kosower, 

1978) 0 Kosower and Kosower (1978)及服eister 等人(1 989)
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指出， GSH 的主要功能包括1.預防過氧化物的毒性， GSH 

叮當作 glutathione peroxidase 受質來移除過氧化氫

(hydrogen peroxide) 或其他有機過氧化物 (organic

hydroperoxides) ; 2. 參與解毒代謝，可在 GST 酵素催化下與

多種外來毒物 (xenobioti cs)或內生性反應物結合，因而增加

外朱嘉物的水溶解能力，加速排出體外達到解毒

(detoxification) 目的 3. 參與蛋白質與 DNA 合成;在.調節

細胞生長與代謝 5. 扮演半就按酸 (cysteine)儲存及傳送形

式; 6. 參與維生素 E 再生 (Leedle and Au泣， 1990 Mario et 

a 1.， 1989) 。

GSH 除了利用 GSHPx 催化來移除跑內生成的過氧化物外，

也可直接清除自由基扮演清道夫角色， GSH在這些反應中因而

氧化成氧化態 GSH (oxidized GSH , GSSG) ，此時 GSSG 可排出

胞外或利用 GSH reductase 作用而還原成 GSH' 自而避免了點。2

或其他過氧化物裂解所生成自由基造成的細胞氧化傷害。

肝臟走動物體內生物轉化酵索系統 (biotransformation

enzyme system) 主要存在的部位，因此肝臟為動物體內進行

藥物代謝及解毒的主要器官。解毒酵素在胞內主要存在內質網

或細胞質中，少部分則在粗線體、細胞核及溶小艘中。肝細胞
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所含有的對抗外來毒物的生物轉化酵索依其作用方式可分為

兩大類，又稱為 phase I 及 phase II 系統，在 phase I 中有

cytochrone P450s 、 monoamine oxidase 等酵素

(Vandenberghe et a1. , 1992 Waxman et a1. , 1990) ，主要

進行氧化、還原或求解反應;在 phase II 中則包含有 GST 、

su1fotransferase 、 methy1transferase 、 UDP-g1ucuronic

acid transferase 、 acety1 CoA transferase 、 amino acid 

con]ugase 等酵素，主要進行結合(conjugation)反應，其中與

GSH 有關的酵素即為 GST ' GST 可將 GSH 接合到外來異物

(xenobiotics)上，因而提高外來異物的水溶解性，再透過α­

GT 、 dipeptidase 與 N-acety1 CoA transferase 作用將之轉

化成硫瞇 (mercapturic acids) ，即可由腎臟排出體外;

GSH-Xe 另一條排出途徑則是直接經由膽汁系統將之注入十二

指腸中( Kenn缸， 1987 

Pau1son. , 1986) 。

GSH 與疾病:

單ei ster et a l., 1988 

由於 GSH 在胞內扮演著多種重要角色，自此 GSH 合成不足

時將影響到細胞生理功能，進而改變生物體的健康。 目前已

知有許多疾病和 G鋁合暈缺乏有關，例如: C 型肝炎、第二型
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糖尿病、潰，湯性結腸炎、白內陣、 HIV 等疾病 (Whi te et a l. , 

1994 ) ，的確發現 GSH 令量比較低。當 GSH 缺乏時，抵抗活性

氧分子的能力貝11 降低，而活性氧分子與動脈粥狀硬化、呼吸窘

迫症、癌症等也有相關性，因此， GSH 缺乏的模式常被罵來了

解健康與病人中 GSH 所扮演的角色，而且包內 GSH 含量的減少應

與胞內 y-glutamylcysteine synthetase 或 GSH synthetase 

不足有闕，有研究指出，在 GSH 令成酵素先天缺乏的個案中，

GSH 令量即;有不足的情形( Larsson et a l., 1995 ) ;另外，

在溶血性貧血及神經傳導異常病人中， y-glutamylcysteine 

synthetase 和 GSH synthetase 兩種酵素活性也較正常人為

f氏。

GSH 含量之提升

自比如何改善胞內 GSH 含章即是一值得挑戰的課題，

cysteine 是胞內 GSH 令成的限制氯基酸，如能有充分的提供當

可增加 G鋁合曼(前eister ， 1991) ，但由於高濃度 cysteine

會造成細胞傷害，因此改用 cysteine 衍生物為一可行辦法，

或者在肝臟中也能改以提供 methionine 替代 cysteine 來增加

GSH 合成。在 cysteine 衍生物中，比如 N-acetylcysteine ~p 

被大量應用來增加 GSH 含量( Williamson et a l., 1982 ) ，因
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N-acety1cysteine 可經胞內 deacety1ation 的作用轉換成

cysteine 另一常用的 cysteine 衍生化合物為 2-

oxothiazo1ide-4-carboxy1ate '此化合物進入胞內後也可茵

水解而生成 cysteine( 有 i 11 iamson et a l. , 1981 ) ; 其他提

昇胞內 GSH 的可用化合物有 y-g1utamy1cysteine ( Anderson 

and 恥ister ， 1983; Pi1eb1ad and Magusson, 1992 )或 GSH 酪

化物，如 GSH monoester (Anderson et a1. , 1985, 1994) 與

GSH diester ( Levy et al. , 1993 )等。

由於 cysteine 為維持胞內 GSH 濃度所必須，因此，在體

外細胞的垮養模式中，給予足夠的合硫氯基酸是維持肝細胞正

常 GSH 含量的必要條件 (Beatty and Reed, 1981; Wang et 

a l. , 1997) 。然而，常用的肝細胞商業培養液中令硫氛基酸的

濃度並不相同，範問可由只含 0.03 耐 methionine 及 0.3 叫i

cysteine 的 F-12 培養液到含有1. 0m班 methionine 及1. 0m班

cysteine 的 L-15 培養液。由此，在長期培養情況下，利用不

同培養液將對胞內 GSH 含量造成顯著影響

GSH 合成之調控:

除了提供充分 cysteine 是維持胞內 GSH 濃度必要的條件
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外，經由調控 GSH 合成的速率決定酵素- GCS 也是改變胞內的H

濃度的有效方式。 GCS 早在 1980 年代即在老鼠腎臟及E. co1 i 

中被純化出來(阻e i ster and Anderson, 1983; Yan and 聞eister，

1990 ) , GCS 的分子量約 100 k悅，屬 dimer 型式分別由一分

子量較大的 heaveay subun i t 及分子量較輕的 GCS 1 ight 

subuni t (GCS一LS) ，其分子量分別為 73000 及 27700 ( Huang et 

al. , 1993; Yan and 單位 ster ， 1990 )。為了維持胞內 GSH 濃

度的恆定，籍由調控 GCS genes 將是一重要關鍵(恥cahy et 

a 1.， 1997) 。研究指出細胞在體外垮養峙，為了調過 GSH 的消

耗( Ogino et al. , 1989 )及對抗氧化壓力( Kugelman et al. , 

1994 ) ，胞內 G鋁合成的增加，主要是由於 GCS-HS mRNA 表現

升高( Ca i e t a 1., 1995 )。

胞內 G鋁合成受到幾個途徑來調控，因此其濃度可維持在

一定範園，比如肝臟 GSH 含量即大約是 2-3 凶(Kosower and 

Kosower , 1978) 。要維持胞內 GSH 濃度不外兩個方式:消耗或

合成，在消耗方面，主要是 GSH 排出胞外的速率，已有文獻指

出， cho1era toxin 、 glucagon 、 cAMP 可刺激 GSH 排出胞外

(Goss et al. , 1994; Lu et al. , 1990) 。而在合成方面，則

主要作用在 GCS 活性的調控上，目前已知有二種，第一種是 GSH

負迴饋調控;第二種則為荷爵蒙調控 o 所謂負迴饋調控，指

GSH 含量過高時(Ki=2. 5 m單)將抑制 GCS i舌性，而降低 GSH 的合
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成 (Deleve and Kaplowi 凹， 1990); 在荷爾蒙調控方面，則

有: (1) glucagon 透過 c-AMP 途徑刺激 GSH 釋出胞外且抑制

GCS 活性， (Lu et al., 1990) (2) 交成神經加壓素

(phenylephrine)及血管加壓素(vasopressin)則是透過 Ca+Z 或

protein kinase C 的途徑抑制 GCS 活性(Lu et al., 1991) , 

最近，文獻進一步指出，透過 c-AMP 與 protein kinase C 抑

制 GCS 活性與 GCS 被磷酸化有關( Sun et al., 1996) ; (3) 

人工合成的 dexamethasone也有報告指出可降低肺泡內皮細胞

GCS 活性( Rahman et al., 1998) (的 insulin 及

hydrocortisone 此二種荷爾蒙除了扮演細胞生長因子外，且能

誘發 cysteine 的運送及增加 GCS 活性( Lu et al. , 1992 ) 

本實驗主要目的是探討令硫氛基酸與肝細胞培養液中常見

使用的蜈島素(insulin)及甲基脫氫皮質醇(dexamethasone) 兩

種荷爾蒙它們對肝細胞 G鋁合成、 GSH 相關酵索及 GST

isoforms 蛋白質表現的影響。
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參、材料與方法

一、實驗材料

A. 實驗動物:

由商家科學委員會實驗動物繁蘊及研究中心購進 6-8 週齡雄性

Sprague-Daw1ey 大白鼠。

B. 細胞玲養舟藥:

1. N-[2-hydroxythy1]piperazine-N'-[2-ethanesu1fonic 

acid] CHEPES) 、 bovine serum a1bumin CBSA) 、 NazHPO是

KC1 、 g1ucose 、 pheno1 red 、 ga1actose 、 Na2Se03 、

dexamethasone 、 L-cysteine 、 L-methionine 等購自美國

Sigma Chemica1 Company 

2. Leibovitz's -15 medium 、 su1fur amino acid-free L一15

medium 、 insu1 in 、 transferrin 、 penici11in

streptomycin 、 7.5% bovine serum albuminCBSA) solution 

及 feta1 bovine serum CFBS) 購自美國的bco Laboratory 0 

3. Percoll 購自美國 Phamacia Biotech 0 
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C. 一般分析用藥:

1.NADH 、 pyruvate 、 KCl 、 KH2P。在 .7H20 、 CaC12 、 NaHC03 、 BSA

、 Tri ton X一 100 、 iodoacetic acid (IAA) 、 phenanthroline 、

reduced glutathione (GSH) 、 oxidized glutathione 

(GSSG) 、 2，是一dinitrofluoro-benzene (FDNB) 、 EDTA 

glycerol glycine 、拉-NADPH 、 GSH reductase 、 NaN3 、

phosphoenolpyruvate ﹒ Na3 、 L-glutamate 、 pyruvate

kinase 、 L一位-aminobutyrate 、 lactate dehydrogenase 

l-chloro-2，在 dinitrobenzene (CDNB) 等購自美國 Sigma

Chemical Company 

2. NaCl 、 NaOH 、 CuSO吐、 NaZC03 、 trichloroacetic acid 

(TCA) 、加zATP 、 HzOz 、胡gClz • 6 HzO 等購自德盟酷erck

Chemical Company 。

3.Perchloric acid (駝的購自 GFS Chemicals Inc. 。

4. 前ethyl alcohol 購自美國 Tedia Chemicals Inc. 。

5.Ethanol (99.5%) 購白日本 Showa Chemicals Inc. 。

D. 電泳分析及免疫染色分析用黨:

1.Sodium dodecyl sulfate (SDS) 、 Trizma Base (Tris) 、戶一
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mercaptoethanol 、 KCl 、等購自美國 Sigma Chemical 

Company 

2. NaCl 購自德聞服erck Chemical Company 0 

3. Iso-butanol 購自美盟 F i sher Sc i en t i f i c Company 0 

4. 單ethanol 購自美國 Tedia Chemical Inc 0 

5.Comassie brilliant blue R-250 、 glycine 、 30%

acrylamide/0.8 % N，的nethylene-bis-acrylamide 溶液、

bromophenol blue 購自美國 BioRad Laboratories 0 

6. Ammonium persulfate 、 N，間， N' ，民，一tetramethylethylene一

diamide CTE恆的購自 Phamacia Biotech 。

7.Polyvinylidene difluoride CPVDF) membrane 購自美麗

問i 11 ipore 。

8. Goat anti … rabbit IgG peroxidase conjugated antibody 購

自美國 Chemicon 0 

9. Anti-rat GST Ya 、 Ybz 、 Yc 、 Yp isoforms 及 anti-rat GSH 

synthetase antibodies 購自愛爾蘭 Biotrin Company 0 

二、大白鼠初代肝細胞之製備

肝細胞分離及培養 CHepatocytes isolation and culture) 
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肝細胞靜、採用 Berry 及 Friend (1973) 與 Bonney 等人

(1 974) 所提二階段膠原蛋白鵝灌流法分離 (Wang et al. , 1997) 。

方法如下，老鼠先以腹腔注射 (i.p.) sodium pentobarbital( 80 

mg/kg body weight )麻醉，打問腹腔，利用頭皮針經肝門脈灌洗，

第一階段先以不含膠原蛋白鶴 (collagenase) 之灌流液 (pH 7.6) 

將肝臟中之血液洗出 ;灌流液中令 25 耐 sodi um phospha te 

buffer 、 3.1 血班 KCl 、 119m間 NaCl 、 3. 5 血腥 glucose 、 O. 1 % 

BSA 和 5μg/ml phenol red '流速控制在 25 ml/min 。隨後以 200 ml 

相同的灌流緩衝液中加入 50 mg 膠原蛋白嗨，進行第二階段肝灌流，

流速改為每分鐘 20 ml '約經 10 分鐘清化後，肝臟將變軟、失去彈

性且細胞問隔放大，外觀顏色也逐漸淡化，此時即可將肝臟剪下並移

出體外，置放於過濾尼龍網上，輕柔攪伴於含 18 甜 HEPES 、 0.2%

BSA 、 0.05 % glucose 和 5 mg/L insul in 之 L-15 medium 中，將肝

細胞洗出。洗出之肝細胞先經二次離心(1 100 r闕， 225xg) ，每次

3 分鐘，第二次離心後，將細胞懸浮液加入等量 Percol1 溶液

(Percoll:10X Hanks buffer= 9:1) ，於 1的o rpm (350xg)下離心

十分鐘，此次的等密度離心 (isodensi ty centri fugation )可將健

康肝臟實質細胞(hepatic parenchymal cells)與受傷細胞、死細胞

或非實質肝細胞分離開。隨後再進行兩次低迷離心，條件如同第一、

二次離心，以去除殘留的 Percoll 溶液。完成清洗後，將細胞再憨浮

於以 L一15 為基礎的細胞培養液中 (pH 7.6) ，其中含有 18 耐 HEPES 、

2. 協胎牛血清、 5 mg/L 的 insul in 和 transferrin 、 1 g/L 
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ga1actose 、 l μmo1/L dexamethasone 、 100 ， 000 IU/L 

penici 11 in 、 100 mg/L streptomycin 和 5μg/L NaZSe03 。

在分植到堵養血前，先計數細胞存活率及細胞數，方法如下:

取 O. 1 m1 之細胞懸浮液加入1. 5m1L-15 細胞垮養液及 0.4 m1 O. 峨

的 trypsin b1ue 染色液，輕柔震盪混和後，以血球計數板來估算總

細胞數(tota1 ce11 counts)及存活細胞數並依此計算細胞存活率

(ce11 viabi1ity) 。最後將細胞懸浮液密度以細胞垮養液調為每毫

升含 O. 4*106 個細胞。

分別將 2.5 m1 細胞懸浮液分注到直徑 3 公分已預先經膠厚、蛋白

(collagen) 處理的垮養血內，然後置於 37 Oc 培養箱中垮養。分注

後的前 4 小時為細胞著床期，所爵的細胞垮養液含有 2. 協胎牛血

清，但著床期後所使用的垮養液將以 0.2% BSA 替代 FBS '而且培養

液中的含硫氛基酸濃度也將分為二種，分別為 1 m說 L-cysteine + 1 

mM L-methionine (高濃度組)或 O. 1 mM L-cysteine + O. 1 m雄

心methionine (低濃度組) ;各組垮養液再依 insul in 與

dexamethasone 添加的有無分為 4 小組:第一組加 insul in ( 1. 是

μ間)、第二組加 dexamethasone ( 1μ阻)、第三組同時加入 insu1 in 

及 dexamethasone 、第四組則不令 insu1 in 及 dexamethasone 。每天

玲養液更換一次，分別於第 1 (24h) 、第 3 (72h) 、第是( 96h) 、

第 6 ( 144h )天取樣。取樣峙，首先將玲養液吸除，以往 t PBS 洗
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兩次，加入 300μ1 20 m臨 potassium phosphate buffer (pH 7.0) 將

細胞舌'J取出，製備後進行酵素活性及蛋白表現分析。

三、生化分析( Biochemical assay ) 

A 細胞存活率 (cell viability)漁!定 (Moldeus et a1. , 1978) 

1.樣品製備:

(1)取細胞外液 300μl 於微量離心管中，儲存於一800C 中，此

部分所測得的 1actate dehydrogenase (LDH)活性為胞外滲

漏部分。

(2)細胞部分別以 3 m1 之 40C PBS 溶液清洗細胞二次，加入 300

μ1 20 m說磷酸針緩衝液(pH7.0) ，以細胞舌'1取器將細胞苦IJ

下，瓷於一80t 冷凍後再解凍使細胞破裂，然後於 4t 下以

10000 xg 離心 10 分鐘，取上清液測 LDH i.舌性，此部分測得

的 j舌性為胞內 LDH i舌性。

2. 樣品分析:
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(1)反應混合液 (reaction mixture) 

為 10 血姐 Krebs-Henseleit buffer (pH 7. 是) ，另令

。.2 mM NADH 及1. 36 副 sodium pyruvate 

10 mM Krebs-Henseleit buffer (pH 7. 在)配方

g / L 

NaCl 6. 9 

KCl 0.36 

KHzP04 0.13 

服gS04 '7HzO O. 295 

CaClz 0.322 

NaHC03 2.0 

BSA 20.0 

(2) 分析步驟如下:

取 900 f.l l 反應混合液，加入的 μl 細胞外液或 5μ1 細

胞內液，最後反應液總體積則以 20 mM 磷酸針緩衝液補充至

1000 抖，放入分光光度計中，於鈞。C 下以 340 nm 波長

掃瞄 5 分鐘，測 NADH 減少的速率。另外，細胞液如以 20 m班

磷酸針緩衝液取代，則是為空白樣本。
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(3) 活性以比活性表示 nmo1/min/p1ate

(4)最後以胞外 LDH 活性品總 LDH 活性百分比表示細胞存活

率;

月包夕外卡 LDH i活舌+

LDH 1eakage = X 100 % 
(另包外+胞內) LDH 活中生

B.還原態趣就甘ßi/氧化態榮成甘 ßi (GSH/GSSG)分析 (Reed et a l. , 

1980) 

培養液吸除後，以 4 日CPBS 沖洗兩次，加入 1 m1 5% perch10ric 

acid ( PCA ) ，靜置 30 分鐘，將酸j容性的 GSH/GSSG i-容出，取的。

μl 駿液加入在o 1-11 iodoacetic acid CIAA, 120 mg/m1 ) 溶液

再緩慢加入 potassium bicarbonate 粉末中和酸液直到不起泡為

止，將樣品靜置於暗處 15 分鐘，再加入 440 u1 3% 2, 4-

dinitro-f1uorobenzen (FDNB)( 溶於 ethano1 ) ，震盪混合;

至少 8 小時冷藏後，以 6000 xg 離心 10 分鐘，取上層液立在以 O. 是5

mm 過濾脫過濾雜質後即可注入 HPLC 中分析。 GSH 與 GSSG 濃度均

以 nmo1/mg protein 表示。

C.γ-glutamylcysteine synthetase ( GCS )活性測定( See1 ig and 

臨eister ， 1985) 

1. 5 m1 石英管中依次加入 0.9 m1 反應液 (100 耐 Tris-HC1

buffer, pH 8. 0，含 150 耐 NaC1 ， 5 耐 Na2e ATP , 2m阻
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phospheno1pyruvate'Na3 , 10 m單 L-g1utamate ， 10 m阻 L一位一

aminobutyrate , 20 m前說gC12'6H2Û ， 2 mM Na2EDTA, 0.2 m前 NADH，

5 unit pyruvate kinase, 5 unit lactate dehydrogenase )、

20μ1 20 mM 磷酸針緩街液(pH 7.0)及 80 J.t l 細胞質液模本。混

合均勻後於 250C 下以 3是o nm 掃瞄吸光值變化 5 分鐘。 GCS 比活

性以 NADH 減少速率來計算，並以 nmole NADH/min/mg protein 表

乃亡。

D. Glutathione S-transferase ( GST )活性瀾定( Habig et al. , 

197在)

l. 5 ml 石英管中依次加入 880μl 反應液(含 1mM GSH 之

100mM 磷酸針緩衝液， pH 6.5) 、 20 J.t1 50 mM 卜的loro-2 ， 4-

dinitrobenzene (CD自B)(溶於 ethanol) 、 90 J.tl 20 m起磷酸針緩

衝液(pH 7.0)及 10 J.t l 細胞質液樣本。混合均勻後於 340nm 下掃

瞄吸光值變化 5 分鐘 (25 OC) , GST 比活性則以 CDNB-GSH 生成速

率來計算，最終並以 nmo1 CDNB-GSH conjugate formed/min/mg 

protein 表示， CDNB-GSH 的 f.，.ε 二 9.6 mM-1 cm心 o

E. GSH peroxidase 活性湖定 (Lawrence and Burk, 1976) 

l. 5 m1 石英管中依序加入 800μl 反應液(令 1 酬 EDTA 、

1 mM Na恥、 0.2 副 NADPH 、 1U/m1 GSH reductase 及 1 mM GSH 

之 100 耐磷酸針緩衝液， pH 7.0 )、 80 1.tl 20 mM 磷酸針緩衝
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液(pH 7.0)及 20μl 細胞質液樣本，室溫下靜置 5 分鐘後，加入

O. 1 rn1 2. 5 rnM H202 '並立即宣於分光光譜儀中以 3的 nrn 波長掃

瞄 3 分鐘內吸光值的變化(25 OC) ，依 NADPH 減少的速率來計算

GSH peroxidase 的比活性，並以 nrno1e NADPH/rnin/rng protein 

表示。

F. GSH reductase 活性瀾定 (Be11orno et a1. , 1978) 

1. 5 rn1 石英管中依序加入 O. 9 rn1 反應液(含1. 1rn阻 MgC12 • 

6H20 、 5.0 rnM GSSG 及 O. 1 rnM NADPH 之 100 rnM 磷酸針緩衝液， pH 

7.0 )、 20μ1 20 rnM 磷酸針緩衝液(pH 7. 0)及 80 J.l 1 細胞質液

樣本，利用分光光譜儀於波長 3是Onrn 下測定 5 分鐘內吸光值的變

化(25 0C) ，依 NADPH 減少的速率來計算 GSH reductase 比活性，

誰以 nrnole NADPH/rnin/rng protein 表示。

四. GST isoforms and GSH synthetase 蛋白表現一西方

墨點分析法( Towbin et al. , 1979 Laernrn1i , 1970 ) 

1.電泳分析

首先將細胞液於 4日C 下先以 10000 xg 離心 30 分鐘去除細胞

Z莫及雜質，取上層液再以 105000 xg 進行超高迷離心 1 小時。離

心後之上層液即為細胞質( cytoso1 )樣本，按著測定細胞質中
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蛋白質濃度 (Lowry et a1., 1951)' 然後將樣品蛋白質濃度調

整為 0.5 或 1 mg/划，加入等體積的 SDS-PAGE sample buffer 

(含 0.125 副 Tris-HCl，在% SDS, 10% 2一mercaptoethanol ， 20% 

glycero l, 0.01% bromophenol blue) ，沸水浴 5 分鐘，隨後將

等量蛋白質樣本加入各個樣本凹形槽中，利用 10%

polyacetylamide gels 將不同蛋白質分離。

2. 西方墨點法 (Western blotting) 

電泳完成後，先將 stacking gel 切除，剩下的 separating

gel 則浸泡於 transfer buffer (含 25 mM Tris, 192 耐 glycine，

20% methanol) 中 15 分鐘;同時切取大小與膠片相同之 PVDF 轉

印膜，再以 methano1 處理 5 分鐘後，也與膠片共同浸泡於

transfer buffer 內。浸泡後依序將海綿、濾、紙、膠片、 PVDF

朕、濾紙、海綿放置於三明治式塑膠版中，隨後放入轉印槽中，

以 100 伏特進行轉移， 1 小時後取出 PVDF 膜，先以 buffer A (25 

耐 Tris-HC1 buffer ，含 150 mM NaC1 , 0.3% Tween20 , pH7.4) 

沖洗三次，每次 5 分鐘，隨後加入含有 normal goat serum 的

b10cking so1ution ( 20 ml buffer B (25 mM Tris-HC1 , 150 mM 

NaCl , pH 7.0 )中加入 150 J..tl norma1 goat serum ) ，於是Oc

下隔夜處理或 370C水浴下半小時，即可進行兔疫染色步驟。
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3. 免疫染色

a. 將 PVDF 轉印朕由 blocking solution 取出，以 buffer A 沖

三次，每次 5 分鐘。

b. 倒入含初級抗體 (anti -rat GST Yp 、 Ya 、 Yb2 、 Yc 或 GSH

synthetase 抗血清)的 bufferB '其中 GSTYa 、 Yb2 次 Yc 三

種蛋白質表現為 c。一staining , Yp 與 GSH synthetase 則獨

立染色 ， 3tC 水浴中震盪 30 分鐘，抗體溶液製備比例如

下。

1 日Ab 或 20Ab +立一B complex 配製比例

lOAb buffer B 20Abbuffer B 

Yp = 1 鉤。 = 1 1500 

Ya/Yb2iYc = 1 : 2 : 2 : 200 = 1 1000 

(三種抗體混合在一起)

GSH synthetase = 1 1000 = 1 1000 

c. 取出初級抗體溶液，以 buffer A 沖洗三次，每次 5 分鐘。

d. 接著倒入含有二級抗體 (anti-rabbit IgG…peroxidase 
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conjugate antibody)溶液，於 3tC 水浴中震盪 30 分鐘。

e. 取出二級抗體溶液，以 buffer A 沖洗三次，每次 5 分鐘。

f.最後加入 DAB (3, 3-diaminobenzidine) (10 m1 buffer B 加

入 4μ1 3% H202 及的μ1 25mg/ml DAB) 呈色。

g. 倒出顯色液，以 buffer A 沖洗 5 分鐘。

h. 取出 PVDF 膜，陰乾即可。

是.定量 band 強度

利用數位照相顯相儀定量 band 的強度。

五、統詩分析

資料以平均值加滅一個正負標準差 (means:i:SD) 表示，統

計以 one-way analysis of variance (ANOVA) 分析

( SAS, Cary, NC )，並以 Duncan's test 進行顯著差異分析，當

P<0.05 表示具有顯著差異。
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肆、結果

一、含硫氯基真是、 insul in 及 dexamethasone 對肝細胞存活率之影

響:

肝細胞在高濃度令硫氯基酸(1副 methionine + 1 m草

cysteine)或是低濃度令硫氛基酸(0. 1 m草 methionine + O. 1 m阻

cysteine)垮養下，不論有無 insul in (1.在 μ班)或 dexamethasone

(1州) ，在前四天的培養期筒，細胞存活率並不受影響(表

) ，但第六天時，在低濃度含硫氯基酸培養下，不合 insulin

及 dexamethasone 卜，一)組與加 insul in (+ I)兩組則有較高 LDH

leakage 0 

二、含硫氯基酸、 insulin 及 dexamethasone 對肝細胞蛋白質含量

之影響:

無論是培養在高濃度或是低濃度令硫氛基酸的海養液中，各組

肝細胞在六天的垮養期間對胞內蛋白質含章的影響均相似，培養的

前也小時維持不變，隨後則遞減，但是下降速率則受到 insul in 

與 dexamethasone 有無的影響，不論是培義在 1 mM methionine + 

1 m單 cysteine 或 0.1 m醒 methionine + O. 1 m站 cysteine 條件下，
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單獨添加 dexamethasone 的細胞蛋白質含量在第三天時下降得最

快，而添加 insul in 組則是在四天到六天間下降幅度最大，到了第

六天時，除了同時添加 insul in 及 dexamethasone(+I，而)組的蛋

白質含量仍維持較高外(流失約 25% ) ，其他三組均相似(約流失

在0%)(表二)。

三、合硫氯基酸、 insulin 及 dexamethasone 對胞內 GSH 及 GSSG

令量的影響:

在高濃度令硫氛基酸培養下，各組細胞 GSH 濃度在培養初期均

逐漸昇高，第三天時最高，隨後遞減(屬- B) 。可是比較荷喝蒙效

應峙，發現 insul in 與 dexamethasone 對 GSH 的影響並不相同，

insulin 組(+0相較未添加組卜，一)會有更高 GSH 濃度，第三天的

GSH 含量約為起始濃度的 3 倍，然而未添加組貝'1僅增加了 1 倍。至

於 dexamethasone朴的組增加程度最低，使增加 70 %。但當 insulin

和 dexamethasone 同時處理下(吐， +D) , GSH 增加幅度則介於

insulin 組與未添加組悶，但較接近(+ 0組。不同處理組在相同

培養時間比較下， (+ 1) 和(+ 1，也)二組之 GSH 令登在第三、四、

六天時均顯著高於朴的經(p< 0.05) 。

相較於在高濃度令硫氯基暖培養下 GSH 濃度在培養前三天顯
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著昇高，當細胞垮養在低濃度含硫氛基酸時，各級 GSH 濃度可見在

培養的訴訟小時顯著減少，隨後貝~增加，第三天時約與起始濃度

相似，但第三天後又遞減。雖然在低濃度含硫氯基酸條件下， GSH 

未見增加，但 insul in 及 dexamethasone 對 GSH 濃度的影響則與高

濃度令硫氯基酸培養下相似， insul in 組和同時添加 insulin 及

dexamethasone 組前三天 GSH 濃度雖未見顯著高於(十D) 及(一，一)

兩組，但最後三天的減少則較 dexamethasone 組與未添加組慢。不

同處理組在相同垮養特問比較時， dexamethasone 組 GSH 濃度在前

四夭垮養期問均是最低，第四天顯著低於(+1)及 (+1 ， +D)組，未添

加組 GSH 濃度則在第凹夭與第六天低於(+1)及(+1, +D) 兩組。

在高濃度含硫氛基酸垮養下，的SG 濃度變化和 GSH 相似(周

二 A )，在垮養前期隨著垮養時間漸增，除了未添加 insul in 及

dexamethasone 組外，均在第三天達到最高，隨後i遞減。不同持爾

蒙組闊的比較則顯示僅在玲養的第 2是小時，未添加組顯著較其他

三組高 (p< 0.05) ，之後五天各組筒均無明顯差異。至於在低濃度

令硫氛基酸垮養下， GSSG 濃度在六天的結養期間內均較高濃度令

硫氛基駿培養組低且大略維持相似水萃，但 dexamethasone 組細

胞在第三天時顯著高於對照組及 insulin 組(圖二 B ) 

insul in 組在第六天顯著高於其他三組。
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四、令硫氯基酸、 insulin 及 dexamethasone 對胞內 GSH 相關酵素

之影響:

(一) GCS : 

GCS 酵素是 G鋁合成的速率決定問子。既然 insulin 及

dexamethasone 對肝細胞在垮養期闊的胞內 GSH 濃度有不同影響，

是否表示與它們調控 GCS 活性有關。結果如鹿三所示，無論合硫氯

基酸濃度高低，前 2是小時 GCS i舌性均有降低現象，尤其在低濃度

令硫氯基酸條件下，隨後 GCS 活性視荷爾蒙處理有不同結果，在吋

及同時加 I 及 D 的兩組細胞 GCS 活性均在第一天後遞增，第四天時

達到最高，至於(tD) 或未添加組(一，一)則未見 GCS i'舌性遞增而是在

後五天維持相似水準(圈三)。荷爾蒙效應比較上，也以單獨加有

insul in 這一組最高，依次為同時加入 insul in 及 dexamethasone

組、對照組，至於 dexamethasone 組則是最低，雖然培養在低濃度

含硫氛基酸的細胞 GSH 含量較低，但 GCS 活.t生在六天間的變化相較

培養在高濃度令硫氯基酸的細胞相似(圖三 B )。

(二) GST : 

另一重要 GSH 相關解毒酵素-GST 活性之變化如臨四所示，在

高濃度含硫氯基酸下，各組細胞的第一天 GST 活性均略為降低，隨

後三天維持相似水翠，但在第四夭後，加有 dexamethasone 的兩組

( tD 與tItD )其 GST 7舌位上升，但未加有 dexamethasone 的兩組
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( +1 與一，一)則減少，所以第六天時 GST 活性朴的與你抖的兩組

顯著大於(+I)與(一，一)兩組。至於在低濃度令硫氛基酸下， GST 活

性在玲養前三天各組均維持相似的水準，但第三天或第四天後，

GST 活性在 dexamethasone 組與同時加入 insul in 及

dexamethasone 組持續上升，但朴的組的增加速率較 (+1+D) 組

，快，第六夭時，兩組均達到最高，其中 dexamethasone 組更是顯著

高於對照組卜，一)、 insul in (+ I)及(+抖的組(屬回 B ) 

(三) GSH peroxidase 

GSH peroxidase 活性無論在高低令硫氛基酸下，六天培養期

的變化大致相似(閱五) ，酵素活性在四組中均隨著玲養時問持續

地減少，其中對照組卜，一)減少的速率相較其他各組最慢，單獨添

加 dexamethasone 這一組則最快，第三天及第六天 dexamethasone

組酵素活性顯著較對照紐低;在低濃度令硫氯基酸下，在六天玲養

期間， dexamethasone 組皆顯著低於對照組(圈五 B) ，而添加

insul in 及 dexamethasone (+恥的組則在第一天及第三天顯著低於

對照組。

(四) GSH reductase 

GSH reductase 活性在六天培養期間的變化也不受含硫氯基酸

濃度高低的影響(閱六) ，垮養前 24h ' GSH reductase 活性略為

降低，隨後則遞增，且與 GST 活性變化結果相似， dexamethasone 
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組與同時加入 insul in 及 dexarnethasone 組在第四天後的增加速

率較 insul in 組與對照紐快。

五、免疫柴色分析:

除了分析的T 活性外，我們史進一步針對不同 GST i soforrns ' 

利用免疫染色法定量其表現，進一步探討哪一種 isoforrn 可受到今

石氣氛基酸濃度與 insul in 或 dexarnethasone 的影響。結果顯示(簡

七) , Ya 與 Yc 蛋白質在六天垮養期間的表現(圈七;表三、五) , 

無論是在高或低濃度令硫氛基酸垮養下均隨著垮養時間的增加而

漸減，立四組的變化相似。相較 Ya 與 Yc 的漸減， Yb2 的表現則視

dexarnethasone 的有無而有不同的變化， dexarnethasone 組(扇七

C; 表四)與同時加入 insulin及 dexarnethasone 組(圈七 A) 的 Yb2

表現大致維持不變，然而在 insulin 組(圈七 B)與對照組(觀七 D) , 

Yb2 的表現則是在第四天後快速減少。至於 Ya 、 Yb2 與 Yc 在低濃

度令硫氯基酸培養條件下的表現，則與高濃度令硫氯基駿相似

Cdata not shown) 

GST Yp 蛋白質在培養初期 24 小時Clane 2)並未表現，到第三

天時(lane 3)開始有少量表現，隨後即快速增加(閱八;表六) ，但

增加的速率明顯受到荷爾蒙的影響，你組(閏八 C)與+I+D 組(圈
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八的 Yp 蛋白質表現的增加速度明顯較其他兩組慢，致於 insulin

組(閱八 B)與對照組(圈八 D)則相似。 Dexarnethasone 影響 Yp 表

現的現象同樣也在低濃度令硫氛暴駿培養下可觀察到(lanes 6… 

9) 。另一值得注意的是 GST Yp 蛋白質的表現在低濃度令硫氯基駿

下明顯較細胞垮養在高濃度令硫氛基酸(lanes 2-5)條件下來得拱

且多，第三天時已明顯可見(lane 7) ，到第六天時蛋白質量更是

顯著大於高濃度令硫氛基酸的第六天(lane 9 vs lane 5) 。

GSH synthetase 蛋白質表現方面(麗九;表七) ，則不受含

硫氛基酸濃度影響，在六天玲養期悶，各組 GSH synthetase 蛋白

質表現皆維持相似水準。
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表一、令硫氯基酸濃度、競島索及甲基脫氫皮質醇對肝細胞存活 .. 

之影響:

SAA 

1. 0+ 1. 0m蠶

(一，一)

( + 1 ) 

( + D ) 

(+ 1 ，十D)

O. 1 + O. 1 m麗

(一，一)

( + 1 ) 

( + D ) 

(+I , +D) 

3. 7 

3. 是

是. 7 

3.8 

7.3 

5.3 

5. 在

6. 。

Day 

3 是

一一一一(草)一一一一

2.0 

3.0 

3. 是

1. 5 

6. 1 

2. 1 

1.是

O. 7 

2. 7 

2.3 

2. 是

1. 6 

3.9 

2.6 

1. 8 

0.6 

令硫氧基酸( SAA) methionine and cysteine 0 

(一，一) :不合職島素(uinsulin)及甲基脫氫皮質醇(dexamethasone)

6 

是. 1 

5.9 

3.0 

1. 2 

8.0 

13.0 

2.3 

1. 6 

( + 1 ):含1.在 1μM insulin ( + D ):含 l J.1臨 dexamethasone

(+1, +D): 同時含 insulin 及 dexamethasone

結果以平均值表示( means, n=2 ) 
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表二、合硫氯義輯是濃度、月起島索及甲基脫氫皮質酵對肝細胞蛋白質

令量之影響:

Day 

SAA G 3 4 6 

1. 0 + 1. 0 mM 一一一- mg protein / dish 一一一一

(一，一) 1.是7:t0.38 1. 41 :t0. 37 ~ < nn~ <n~ 1. 03士0.20U

' 1.02士0.08
U

' 0.94士0.16

( + 1 ) 1.是7士0.38 1. 65士O. 24 1.哇。主O. 17a 1. 33:t0. 26a 
0.8哇士O. 13 b* 

( + D ) 1.在7:t0.38 1. 42士O. 14 b* n < ~b* n~b* 
1. 11 士0.1T' 0.97士0.1T' 0.85士0.07

(+1, +D) 1. 47士。.38 1. 56主0.25 1. 28:t0. 20ab 1. 26士0.21 a 1. 18士0.25
a

O. 1 + O. 1 mM 

(一，一) 1.在?土0.38 1.在6:t 0.22 1. 28士0.23 1. 1 是士0.25 0.80士0.23
拿

( + 1 ) 1.在7士0.38 1. 61士0.19 1. 38士0.20 1. 17士0.25 O. 77士O. 15 * 

( + D ) 1.在7士0.38 1. 51士0.31 1. 11 士0.27 1. 02士0.22* 0.82:t0.14 * 

(+1, +D) 1.在7:t0.38 1. 51 :t0. 17 1. 31士O. 15 1. 25主0.23 1. 05土O. 18 
牢

SAA methionine (Met) and cysteine (Cys) 。

(一，一) :不合 insulin 及 dexamethasone ( + 1 ):含1. 4 阱 insulin

( + D ):含陶醒 dexamethasone ( + 1.也) :同時含 insulin 及 dexamethasone

結果以平均值±標準差表示( means 土切， n=5 ) 

‘ab' 在相同時間比較未具相同符號者具有顯著差異(P<0.05) 。

嚕， 與第 0 天比較，具有顯著差異。<0.05) 。
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表三、含石灰氛基駿、姨島索及甲基就氫皮質醇對 GST Ya 蛋白質定量之影響:

1. 0m單單et + Day 

1. 0m班 Cys 。 3 4 6 

一…一一一一- band intensity 一一一一一一

(一，一) 8257:t52是 7150:t1493 5895:t 12的幸 4878士1466幸

C + 1 ) 8257:t52是 6879:t2415 5889:t1001* 5494士1275幸

C + D ) 8257:t52是 812是士1619 7002:t1835 5659:t 1774幸

C+I , +D) 8257士52是 8495:t610 7106:t1323 584是主13位幸

(一，一 ) :不合 insul in 及 dexamethasone; (+1): 含1.在州 insulin

朴的:令 1阱 dexamethasone (吐，也) :含 insul in 及 dexamethasone

結果以平均值±標準差表示( rneans士油， n=4) 

‘前， 在相同時間比較未具相間符號者具有顯著差異(p<O.05) 。

, *' 與第 G 夭比較，具有顯著差異 (p<O.05) 。
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表四、含硫氯基酸、姨島索及甲基脫氫皮質對 GST Yb2 張白質定量之影響:

1. 0m甜甜et + Day 

1. 0m自 Cys o 3 是 6 

一一一一一一一 band intensity 一一一一一一

(一，一) 是00是:t:778 2718:t:697幸 2552土360b:l: 2704:t:59tb幸

C + 1 ) 的。是土778 2787士807幸 25位主618b:l: 253是土439b:l:

C + D ) 4004士778 4285:t:1073 3722:t:888a 365 7:t:961 ab 

C+I , +D) 的。4:t:778 3912:t:658 3818土436在 38在6:t:78t

(一，一) :不合 insulin 及 dexamethasone ; (刊) :含1. 4 州 insul in 

朴的:令 l 州 dexamethasone (刊， +D): 令 insul in 及 dexamethasone

結果以平均值±標準差表示( means土切， n=4) 

‘帥， 在相同時間比較未具相同符號者具有顯著差異 (p<O.05) 。

‘*' 與第 0 天比較，具有顯著差異 (p<O.05) 。
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表五、含石氣氛基酸、蜈島素及甲基脫氫皮質對 GST Yc 蛋白質定量之影響:

1. 0ni間 Met + Day 

1. 0 niM Cys 。 3 是 6 

一一一一一一- band intensity 一一一一一一

(一，一) 4是39士是21 2812:t509ab
幸

2389:t682幸 2100:t4是8*

( + 1 ) 4439士在21 2465:t756b* 2062:t756幸 19是7:t695車

( + D ) 4439土421 3506土466
a 2986:t471* 2797:t609幸

(+I , +b) 4439土421 3267士178ab* 25是6土491 2188:t211* 

(一，一) :不含 insul in 及 dexamethasone ; (刊) :含1. 4μM insul in 

(心):含 1 州 dexamethasone (+I ， +D): 合 insul in 及 dexamethasone

結果以平均值±標準差表示( means:!:切， n=的

ζ 泊， 在相同時間比較未具相同符號者其有顯著差異 (p<O.05) 。

‘*' 與第 0 天比較，具有顯著差異 (p<O.05) 。
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2453:t707幸

2176:t219* 



表六之一、令硫氛基酸、姨島索及甲基脫氫皮質對 GST Yp 蛋白質定憂之影響:

1. 0 闡明et + Day 

1. 0 耐心s 。 3 是 6 

一一一一一一一 band intensity 一一一一一一

(一，一) 。 。 1405:1:256 2758:1:586a * 

( + 1 ) 。 。 1177:1:210 3673:1:805a * 

( + D ) 。 。 695:1:213 1257:1:500b 

(+ 1, +D) 。 。 1163:1:355 1490:1:591 b 

( -，一) :不合 insulin 及 dexamethasone; (+1): 含1. 4 州 insul in 

( +D): 含 1 州 dexamethasone ( + 1 ，也) :含 insul in 及 dexamethasone

結果以平均值土標準差表示( rneans土切， n=的

的， 在相同時間比較未具相同符號者具有顯著差異 (p<O.05) 。

ζ *' 與第 0 天比較，具有顯著差異 (p<0.05) 。
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表六之二、含硫氛基酸、姨島索及甲基脫氫皮質對 GST Yp 蛋白質定量之影響:

0.1 姐姐說et + Day 

O. 1 rnM Cys O 3 是 6 

一一一一一一- band intensity 一一一一一一

(一，一) 。 。 2066土411ab 5993士586b 幸

16532:t2769b * 

( + 1 ) O 。 2718士在01a * 7396:t963a 幸

26784士2776a 幸

( + D ) 。 。 701 :t250b 3090:t 114gc 幸 9170:t2570C * 

(+I , +D) O 。 161 在土713b 3388:t97t 幸

(一，一) :不合 insulin 及 dexamethasone; (+I): 含1. 4μM insulin 

朴的:含 1 州 dexamethasone (刊，心) :今 insul in 及 dexamethasone

結果以平均值士標準差表示( means土凹， n=4) 

abc '在相同特間比較未具相同符號者具有顯著差異(p<O.05) 。

* ' 與第 0 天比較，具有顯著差異 (p<O.05) 。
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表七之一、含硫氯基酸、姨島索及甲基脫氮皮質對 GSH synthetase 蛋白質定量之影響:

1. 0m姐姐et + Day 

1. 0 mM Cys 。 3 4 6 

一一一一一一一 band intensity 一一一一一一

(一，一) 4265:t293 是187士在96 是349士247 4066士637 4207土214

( + 1 ) 是265:t293 4312士348 4351士436 4062:t680 3687土4彷

( + D ) 4265:t293 是450:t301 42是6:t418 4172:t538 3806:t737 

(+1; +D) 是265:t293 的 03士是16 3966:t577 3872:t635 3789士在36

(一，一) :不令 insulin 及 dexarnethasone ; (刊) :含1. 4 凶 insul in 

朴的:含 1 卅 dexarnethasone (刊， +D): 含 insulin 及 dexarnethasone

結果以平均值士標準差表示( means:t鉤， n=4) 

‘品， 在柏前時間比較未具相向符號者具有顯著差異 (p<O.05) 。

‘*' 與第 0 天比較，具有顯著差異 (p<O.05) 。
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表七之二、含硫氛基酸、姨島索及甲基脫氫皮質對 GSH synthetase 蛋白質定量之影響:

O. 1 m草草et + Day 

O. 1 mM Cys 。 3 4 6 

-一一一一一一 band intensity 一一一一一一

(一，一) 4265:t293 4。在3:t376 4226:t255 4269:t351 

( + 1 ) 4265:t293 4334:t36是 4200:t380 4152士在40

( + D ) 4265:t293 4229:t389 是110:t600 4237士665

(+I , +D) 4265:t293 3910:t541 3932:t535 3908:t582 

(一，-):不令 insul in 及 dexamethasone; (tl): 令1.在州 insul in 

朴的:含 1 州 dexamethasone (刊， tD): 令 insul in 及 dexamethasone

結果以平均值±標準差表示( means土凹，胖的

‘帥， 在相同時間比較未具相同符號者具有顯著差異 (p<O.05) 。

ι*' 與第 0 天比較，具有顯著差異 (p<O.05) 。
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A. 1.0 rnM Met + 1.0 rnM Cys 

100γ 一。一 (γ

E a。EJ L 

一*--(+1)
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T i三2直。bE 3 JS 

40 t/已~ 一~也 C

UE T2 20 o 
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B. 0.1 rnM Met + 0.1 rnM Cys 
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品
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2 3 4 5 6 

Time, days 

留一、合硫氯基酸、放島索及甲基脫氫皮質酵對肝細胞GSH含量之影響。

結果以平均值士標準差表示( means 士切， n=5 ) 

, abc' 用一時間比較不同符號具有顯著差異 (p<O.05)

*'與第0天比較，具有顯著差異 (p<O.05)
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圖二、令硫氯基酸、蜈島索及甲基脫氯皮質醇對肝細胞的SG含量之影響。

結果以平均值士標準差表示( means 土紗， n=5 ) 

• abc' 同一時間比較不同符號具有顯著差異 (p<O.05)

*'與第0天比較，具有顯著差異 (p<O.05)
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A. 1.0 mM Met + 1.0 mM Cys 

80 I 
一。一(-，-) 

b 哥> 苟回0. 

~一 (+1)

60 一ι(+D)

一點 (+I，+D)

40 

c* 
L b* 

<、。白白--
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。
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B. 0.1 mM Met + 0.1mM Cys 

80 
一。一 (γ)

'+色~白L, d 、JL4 >、 →@一(+I)

60 I 一ι(+D)

8zz 至2 z 
一，一(十1 ，+D)

40 
i 、忌蓋C:-L玄/一一==---- T. ~六二1間b

自 20 

。
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Time, days 

圈三乙、合硫氯基酸、農島索及甲基脫氫皮質醇對肝細胞GCSì~舌性之影響。

結果以平均值標準差表示(means SD, n=4 ) 

'的c' 同一時間比較不同符號具有顯著差異 (p<O.05)

*'與第0天比較具有顯著差異 (p<O.05)
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A. 1.0 mM Met + 1.0 mM Cys 
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B. 0.1 mM Met + 0.1 mM Cys 
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國四、含硫氛基酸、蜈島索及甲基脫氫皮質醇對肝細胞GST活性之影響。

。口立在 ) 結果以平均值士標準差表示( means 士 SD，

。的同一時間比較不同符號具有顯著差異 (p<O.05)

。:與第0天比較具有顯著差異 (p<O.05)
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A. 1.0 mM Met + 1.0 mM Cys 
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國五、含硫氯基酸、農島索及甲基脫氫皮質醇對GSH PX 活性之影響。

。n=4 ) SD, 標準差表示( means 結果以平均值

。的同一時間比較不同符號具有顯著差異 (p<O.05)

。:與第0天比較具有顯著差異 (p<O.05)
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B. 0.1 mM Met + 0.1 mM Cys 
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國六、合硫氯基酸、換島索及甲基脫氫皮質醇對GSH Rd 活性之影響。

。n=4 ) SD, 標準差表示( means 結果以平均值

。的用一時問比較不同符號具有顯著差異 (p<O.05)

。:與第0天比較具有顯著差異 (p<O.05)
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閻七、l. Om組合硫氛基酸、 insulin 及 dexamethasone 對肝細胞的T Ya 、

Yb2 、 Yc 蛋白質表現之影響。

圈 A : (刊， tD)，圈 B :(十I)，圖 C : (十D)，圈 D : (一，一)，蛋白質濃度為 1μg , 

樣品依序為第 0 天(I ane 1)，第 1 天(lane 2)，第 3 天(lane 3)，第 4 夭(lane

是)，第 6 天(l ane 5) 
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輛輛爛爛辦

圖八、含硫氧基酸、 insul in 及 dexamethasone 對肝細胞 GSTYp 蛋白質表現

之影響。

圈 A : (刊， +D)，國 B : (+I)，圈 C : (+D)，風 D : (一，一)，蛋白質濃度為 6μ.g

樣品依序為第 G 天(lane 1), 1. 0 m躍 SAA :第 l 天 (lane 2)，第 3 天(Iane

3)，第 4 天 (lane 是)，第 6 天(l ane 5); O. 1 m盟 SAA :第 1 天Cl ane 6)，第 3

天(Iane 7)，第 4 天(lane 8)，第 6 天Cl ane9) 。
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圈九、合硫氯基酸濃度、 insul in 及 dexamethasone 對肝細胞 GSH synthetase 

蛋白質表現之影響。

圈 A : (刊 ， +Ð) ， 圖 B : (+I)，圖 C : (+Ð) ， 圖 Ð : (一，一)，蛋白質濃度為 8μg

樣品依序為第 0 天(I ane 1), 1. 0 m抽 SAA :第 l 天(lane 2)，第 3 天(lane

3)，第 4 天 (lane 4)，第 6 夭(I ane 5); 0.1 m措 SAA :第 1 夭(I ane 6)，第 3

天(lane 7)，第 4 天(Iane 8)，第 6 天(Iane9) 。
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伍、討論

研究指出肝細胞經分離並於體外培養峙，胞內 GSH 濃度會

有上升現象 (Guillemette et 泣， 1993~ Lii et 泣， 1996 ~ Mertens et 

al.,1991; Wang et al.,1997) ，一般認為這可能與肝細胞在體外玲養

時面臨較大氧化壓力有闕，然而也有些報告指出 GSH 濃度並不一

定會增加，顯示尚有其他因子參與其中，比如細胞玲養條件的異

同即非常有可能與 GSH 濃度變化有闕， Wang et al. (1997)即指出

玲養液中含硫氛基酸濃度的高低與 GSH 濃度有闕，除此之外，培

養液中常見添加不同荷爾蒙或生長扇子也是可能影響因素之一。

GSH 在細胞係護系統中扮演著多重且重要角色，比如抵抗藥

物的毒性及清除活性氧的傷害 (Meister， 1989) ，因此，離體結養

的肝細胞為了維持正常的功能或抵抗氧化傷害， GSH 濃度過度

的增加是有必要的 (Mertens et al., 1993) ，但增加細胞內 GSH 含

章，在培養液中必需提供足夠的 methionine 及 cysteine '本研究中

即發現 GSH 濃度與令硫氯基駿濃度有闕，在高濃度令硫氯基酸

(1 .0 mM Met + 1.0 mM Cys )存在下，可使胞內 GSH 含量在第三天

時較起始濃度增加約 2 倍 (90.5 vs 29 .4 nmoVmg protein) (留一) , 

但當令硫氯基駿濃度降到 0.1 mM Met + 0.1 mM Cys 峙，胞內 GSH

令量不但無法維持起始濃度而且在六天垮養期間還漸減，顯然比

濃度不足以提供 GSH 合成所需，雖然對 GSH 合成是如此，但從
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蛋白質的表現(表二)及酵素活性分析(鷗三、闊四、鸝五、圈六)

及不同 GST isofonns (國七、圖八)及 GSH synthetase 蛋白表現(圖

九)並未明顯受影響看來，可證實 0.1 mM Met + 0.1 mM Cys 將是

優先提供細胞，蛋白質合成用，因此無法充分合成 GSH 。

Cysteine 及 methionine 為含硫氯基酸，其中 cysteine 是 GSH

合成的限制氛基酸， methionine 雖然不能直接參與 GSH 的合成，

但在肝臟中利用 cystathio凹的反應途徑可被轉換成 cysteine '因

此在肝細胞中也可被用來令成 GSH (Beatty and Reed, 1981) ，由於

高濃度的 cysteine 會造成細胞傷害，因此部分 cysteine 改以

methionine 形式給予將可減少細胞傷害。

除了今硫氯基酸濃度會影響 GSH 含量外，也有文獻指出多種

荷爾蒙可籍由調控肝細胞 GSH 釋出胞外速率及 GCS 活性 (Lu et 

al., 1990) ，來改變胞內 GSH 濃度，比如升糖激素 (glucagon) 即可

透過 c-AMP途徑，不但加速GSHi走出胞外，也可降低25-43%GCS

活性 Mercedith et al. (1 998) 利用含有 RsGshT transporter (調節

GSH 流出的甘ansporter )的 HeLa 細胞垮養時，發現當 Bcl-2 過度

表現時也可同時增加胞內 GSH 濃度，此調控主要在於 Bcl-2 抑制

GSH 流出胞外，而不是在於增加 GSH 合成 ; 另外交成神經加

壓素(phenylephrine) 及血管加壓素 (vasopression) 也可透過

Ca+2_或 protein kinace C-dependent 途徑抑制 GCS 活性，進而降低

GSH 令成 (Luet 泣， 1991) ;有研究進一步指出， GCS-HS 在受到
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protein kinase A 、 protein kinase C 或 Ca+2/ calmodulin-dependent 

kinase II 作用而磷酸化時，將增加 GCS 被降解的速率，所以持爾

蒙可能透過調控 GCS磷駿化或去磷酸化來改變其活性 (Sun et 祉，

1996) 至於 insulin 及 hydrocortisone 則可提昇 GCS 活性 45-650/0

之多，也可增加 GCS 的蛋白表現，比調控主要是作用在甘anslation

階段(Lu et al., 1992); 除此外，也有研究指出， dexamethasone 

(hydrocortisone 人工合成品)處理 48 小時後，可降低肺泡內皮細

胞 GSH 含量與抑制 GCS 活性 (Rahman et a1., 1998) 。本次研究，

也發現 insulin 能增加 GSH 含量，且比現象與 insulin 促進 GCS 活

性有闕，另外 insulin 作用並不受含石氣氛基駿濃度的影響，雖然在

較低濃度含硫氛基酸下，大部分 methionine 及 cysteine 氯基酸優先

應用於蛋白質合成(表二)而不是 GSH (閱二)。至於

dexamethasone 組細胞在高濃度令硫氧基酸下，雖然結養前三天仍

兌增加 GSH '但增加貝IJ 明顯較未添加任何荷爾蒙的對照組 (γ)

低(國一) ，顯示 dexamethasone 抑制效果，而且此作用與其抑制

GCS 活性有關(國三)。至於在低含硫氛基酸下，雖然 GSH 濃度

在垮養期間漸減，但 dexamethasone 組的添加細胞 GSH 濃度與

GCS 活性仍是 4 組中最低的。當我們同時處理 insulin 及

dexamethasone 峙，卻見 GSH 令量及 GCS 活性變化均介於 insulin

組和 dexamethasone 組之間，顯示兩者作用有互相抵瀉的現象，但

由於其變化曲線較接近 insulin 組，顯示 insulin 的作用應大於

dexamethasone 。
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GCS 是 GSH 合成的速率決定茵子，因此老鼠肝臟內 GSH 含

量增加應與 GCS 活性的提升一致 (Eaton and Hamel, 1994, 

Teshigawra et a1., 1995) 0 GCS-;.舌性除了會受到荷爾蒙調控外，也

有學者指出會受到 GSH 本身的迫饋抑制(Deleve and Laplowi缸，

1990) ，而且估算其 Ki 約為 2.5 mM。但在本次研究中發現在第三

天時胞內 GSH 濃度卻高達 7.56 mM '顯然比迫饋立在未完全發揮作

用，這可能是細胞本身垮養時間應特別需要所致，也有可能 insulin

促進 GCS 活性的作用勝過於 GSH 迪饋抑制 GCS 活性所致。

GST 與 GSH peroxidase 兩種酵素主要作用在移除外來毒物及

對抗過氧化物( Koswer and Koswer, 1978; Paulson, 1986 )。本次實

驗，發現在高濃度令硫氛基駿玲養下的前四天， GST 活性受

insulin 成 dexamethasone 荷爾蒙影響不大，但在第六天嗨，卻可見

至11加有 dexamethasone 處理的細胞酵素活性明顯增高，比現象不但

可在高濃度令硫氯基酸下發生，同樣在低濃度含硫氛基酸下也有

相似情形;除了 GST 活性外，在 GST 蛋白表現上，也可見在第

六天時 dexamethasone 確實有助細胞維持 Y白的表現，至於 Ya

及 Yc 則不受影響(鷗七;表三、四、五) ，但相較於另一誘發型

的 GST isoform -Yp 的表現， dexamethasone 則抑制了 Yp 的表現

(屬八;表六) ，所以顯示相同持為蒙對不同 GST isoforms 的影響

並不一定是相悶的。至於各組中 4 種 GST isoforms 表現變化的最

終結果與 GST 活性並不完全一致，可能與 GST i舌性測量時採用
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CDNB 為受質有關，因為 CDNB 雖然是最常被使用來測量 GST

活性的受質，但卻不一定表示 CDNB 與所有 GST isoen月仰的有相

同反應活性 (Maurya and Singh, 1991) 。本實驗另一有趣的發現是

GST Yp 在低濃度含硫氯基酸下的表現明顯比高濃度令硫氯基酸

下來得強烈，而且同樣也是以添加有 dexamethasone 的細胞( +D 

及吋 +D )表現最低，為什麼令硫氯基酸濃度會影響 GST Yp 表

現，我們目前並不清楚，但值得後續再深入探討。

在 GSH peroxidase (國五)、 GSH reductase (圖六)活性與

GSH synthetase 蛋白表現(圈九;表七)方面，除了第六天時，添

加 dexamethasone 肝細胞 (+D +I+D) 中的 GSH reductase 有

增加情形外，本次研究，顯示 insulin 及 dexamethasone 這兩種荷

爾蒙及合硫氛基酸濃度對它們並沒有明顯影響。
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陸、結論

綜合以上結果， methionine 及 cysteine 濃度與胞內 GSH 含量

高低有闕，充分的合硫氛基酸才能有效提昇 GSH 濃度Insulin

對 GSH 生合成的作用與 dexamethasone 相反， Insulin 促進 G鋁

合成而 dexamethasone 則是抑制 GSH 增加;另外， Insulin 及

dexamethasone 改變胞內 GSH 濃度與它們調控 GCS 活性有關。除

了 GCS 活性外，其他 GSH 代謝相關酵素比如 GST 也受到

dexamethasone 的影響，尤其是 GST Yp isofonn 的表現最明顯，

dexamethasone 抑制 Yp 的表現，除了荷爾蒙外，令硫氛基敢也可

影響 Yp 的表現;至於 insulin 及 dexamethasone 對 GSH peroxidase 

與 GSH reductase 則無明顯影響。
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