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壹、中文摘要

肺癌已成為台灣地區十大死因之首，而其中男性肺癌死亡率上升趨

勢自 1980 年代開始漸緩，但女性肺癌死亡率卻仍持續上升。已知導致肺

癌發生最重要的危險因子是吸煙，雖然在台灣地區的女性吸煙人口僅佔百

分之三，于旦女性肺癌的死亡率卻仍高居不下。而由過去本研究室分析台灣

地區肺癌組織中之 DNA 鍵結物的含量，結果發現不吸煙之女性肺痞肺組

織中，其 DNA 鍵結物的含量較男性為高。因此我們欲探討為何不吸煙之

女性肺癌肺組織中仍有較高的 DNA 鍵結物含章，是否因女性曝露較多之

特殊環境污染物，例如油煙、拜香等。也可能因女性荷爾蒙控制和男性不

同而導致對環境污染物之感受性高。

由於先前實驗證實女性特殊環境污染物叫烹調油煙中以 PAH

(polycyclic aromatic hydrocarbon) 是主要引起基因毒性的化合物。因此我

們欲探討女性體內主要的荷爾象一雌性素、黃體咽，對女性肺癌 DNA 鍵

結物形成之影響。我們首先以免疫組織染色法，偵測 27 位肺癌病患肺組

織切片中雌性素受體與黃體飼受體的表現章，結果發現女性肺癌的黃體的

受體表現量顯著的較男性為高 (47% > 17%, P < 0.05) ，同時發現黃體餌受

體表現量高的肺癌患者之 DNA 鍵結物的含量有較高的趨勢，但在統計上

卻沒有意義 (P > 0.05) 。因此推測黃體飼受體的表現似乎可能與女性肺癌

組織之 DNA 鍵結物含量較男性患者為高有關。

由過去研究得知 PAH 主要經 cytochrome P4501A1 的代謝活化而形



成具有攻擊 DNA 能力之代謝產物。因此我們以西方墨點法和反轉錄一多

連鎖聚合反應法 (RT-PCR)分析五位男性和十位女性肺癌患者之非腫瘤組

織中 CYPIAl 基目的表現，結果得知女性肺癌組織之 CYPIAl 蛋白的表

現高於男性有兩倍多，其差異具有統計上的意義 (P < 0.05) 。而女性肺癌

患者之 CYPIAl mRNA 也較男性患者強百分之六十九的表現，但並沒有統

計上的意義 (P> 0.05) 。因此女性怠者肺組織中 CYPIAl 基因的蛋白表現

較男性為強。由女性肺癌患者之肺組織中黃體飼受體和 CYPIAl 的蛋白

現量均較男性為高的結果推測，女性肺癌患者對 PAH 環境污染物之感受

性較男性為高，可能和女性體內黃體素閉和肺組織中的黃體飼受體較航空

而使得女性肺為忠者之 CYPIAl 的表現較男性為強。此項推論，仍須更多

的實驗來證明。

為了了解雌性素與黃體關對 PAH 環境污染物在肺組織是否具有誘芳香

CYPIAl 基囚的表現改變而造成其攻擊 DNA 的能力增高?因此我們進一

步在台灣肺腺癌 CL刁細胞株中同時加入 B[a]P 和雌性素式黃體酌，以

32p -postlabeling 分析法分析 B[a]P-DNA 鍵結物的含量有何變化?結采發現

兩者皆會促進 CL-3 細胞之 B[a]P-DNA 鍵結物的形成，而高濃度的雌性素

(0.25ng/ml) 及黃體關 (20ng/ml) 分別可增高 CL-3 細胞的 B[a]P-DNA 鍵結

物的含量達 2.73 及 2.93 倍。為了解雌性素對 B[a]P 代謝的影響，我們以

高效液態層析儀並配有放射性偵測器追蹤分析經 CL-3 細胞代謝後之

e問B[a]P 放射性代謝產物的分佈'偵測到主要代表 CYPIAl 之 AHH 但可，1

hydrocarbon hydroxylase) 酵素活性的 B[a]P 代謝產物-3個OH B[a]P 的含

章，在雌性素存在下，共產量增加了百分之三十。同時發現 7，8-diol 和

9,10-diol B[a]P 的代謝產物也有增加的現象。這顯示雌性素可能會增強
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CL-3 細胞之 CYPIAl 的代謝 B[a]P 的能力。另外我們也分析i雄性素對

B[a]P 造成 CL-3 細胞之 EROD (7 -ethoxyresorufin-O-deethy lase) 酵素活性

的影響，息發現雌性素能促進 EROD 的酵素活性。由以上在 CL刁細胞的

研究結果能進一步印證在肺組織上的結果，並推測1雄性素與黃體飼可能透

過調控 CYPIAl 之酵素活性而影響 PAH 環境污染物的代謝，進而促進其

PAH-DNA 鍵結物的形成。

綜合以上的結果，我們可由女性肺接組織中 CYPIAl 基因的表現來

解釋為何女性肺癌組織 DNA 鍵結物含量較男性高。同時雌性素與黃體闊

的參與也可能造成女性對環境污染物之感受性較男性為高的原因。

司
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貳、文獻綜論

一、肺癌的流行病學研究

根據衛生署統計資料顯示，自民國七十一年以來，癌症一直是國內

第一大死亡原因(衛生署，生命統計， 1984-1996) ，而肺癌佔其中之 16 % 

至 21 %癌症死亡人數。 1955 年台灣地區男性與女性中，每十萬人口中分

別有 2.67 人和1.25 人是因罹患肺癌而導致死亡的，而 1996 年男性與女性

肺痞死亡率已分別達每十萬人有 34.87 人及 15.30 人(衛生署，生命統計，

1955-1996) 。十年之間肺癌死亡率已經增加了十二至十三倍，是惡性腫瘤

所造成之死亡數中增加速度最為顯著的一種癌症，更令人注意的是至氏國

八十六年底，肺癌之死亡率已高過肝癌而躍居為臺灣地區十大死西之首

(衛生署，生命統計， 1997) 。因此研究台灣地區肺癌發生之可能原因及影

響西子是非常重要之研究課題。

二、女性肺癌和環境污染物

由流行病學的研究結果發現男性肺癌死亡率的上升趨勢至1980年代

初期即開始漸緩，但女性肺癌死亡率卻仍繼續大幅上升 (CDC , 1993) ，自
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1950年至 1994年止，女性肺癌的死亡率已增加了五倍，而同期男性僅增加

二倍 (American Cancer Society, 1994) ，至 1987年肺癌死亡率已高過乳癌而

成為美函女性癌症死亡原西之第一位 (Ernster， 1994) 。已知導致肺癌發生

最重要的危險因子乃是吸煙( Schneiderman et al., 1989; IARC, 1986; 

Zaridze et al., 1986; CDC, 1991) ，在臺灣地區會女性肺癌患者絕大多數都

沒有吸煙(僅 3.27% 吸煙) ，可是肺痕死亡率竟達到每十萬人有十六人，而

男性吸煙人口高達 54.75% '但其肺癌死亡率僅較女性高一倍餘

(Department of Health, R.O.C. ， 1996) 。我們由過去研究發現中國女性罹怠肺

腺癌的比率較其他型的肺癌為高 (Deng and Gao, 1985) ，且由本實驗室所分

析之台灣女性肺癌病患中亦以罹患肺腺癌居多。由於吸菸主要與鱗狀上皮

細胞癌及小細胞癌的發生有關而與腺癌的發生關係較低 (Lubin， 1984; Gao 

et al., 1987; Higgins, 1988; Watk泊， 1989; Brownson, 1992) 。另外本實驗室

分析台灣地監吸煙與不吸煙肺癌病患之間， DNA 鍵結物的含量沒有差

異，而且吸煙數量和 DNA 鍵結物的含量也無相關性 (Chen Master Thesis , 

1996) 。這些研究結果似乎顯示吸煙與女性肺癌的高發生率較無相闕，可能

還有其他環境因子與女性肺癌的發生有關。在引起肺癌之污染源的研究

上，除了二手煙外，仍有其他可能導致肺癌發生的環境致癌物質，教材口:

石綿、坤、銘、鎳和多環芳香煜類及農藥等皆會因受到長期的暴露，而增

加肺癌的發生率 (Frank et 泣， 1987; A1avanja et al., 1993; Brownson et 泣，

1993) 。另外常見的空氣污染源如:汽機車排放物，以及在室內污染源的研

究上，點燃拜香及蚊香所產生的煙霧 (Lee et al., 1988; Lofroth et al., 1991; 

Li et al., 1993) ，與家庭中烹調所產生的油煙可能都與肺癌的發生有些關係

ζ
J
 



(Berg et al., 1988; Teschk:e et al., 1989) 。但這些研究都僅止於流行病學的研

究，尚缺毒理學上的有力証據。為探討台灣地區女性肺癌死亡率上升的趨

勢較男性高之原因，除了上述目中函女性所暴露之室內特殊的污染源，另

一方面可能是女性對環境污染物之感受性與男性不同，以及女性體內所分

泌之雌性索與黃體關可能調控細胞接受環境污染物刺激的機制而促使女性

肺癌的發生。因此以下先就中國女性可能曝露之特殊環境污染物與其肺癌

發生的相關性作一探討，並分述如下:

(一)二手菸

女性所曝露之二手煙對女性肺癌發生之影響。 Hirayama 等(1981) 研

究指出，不吸煙婦女的丈夫若有吸煙習慣時，發生肺癌的危險率較丈夫不

吸煙者為高(約1.45 倍) 0 Chen 在 1990 年調查分析台北地區民眾生活環境

中的二手煙與肺癌的發生可能有關。但 Lee (1 995) 以問卷調查的0 位日本

結婚婦女之生活習性與吸煙習慣，結果發現丈夫吸煙之不吸煙婦女，其肺

癌發生之危險率與所曝露之二手煙無直接的關係。同時在香港及中函大陸

上海地區的研究報告也有相同結果 (Koo et al., 1985; Gao et al., 1987) 。以

上報告可能由於評估二手煙之曝露標準不同而有相反的結果。另外由於女

性的生活中不單單是因丈夫吸煙而曝露到二手煙會而在台灣地區之二手煙

和肺癌發生雖然有正的相關性，但二手煙與台灣女性肺癌的關係，仍須進

一步的研究。
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(二)拜香

由於中函傳統文化背景的影響，台灣地區大多數家庭有點香祭祖的

習慣，而其生成的煙霧微粒可能是室內污染源之一。在中國大陸南部調查

結果發現拜香與鼻煙癌可能有關 (Dobson， 1924) ，但是香港與廣州等地的

報告卻發現無差異性 (Yu et 泣， 1986, 1988) 0 MacLennan et 址 (1977) 發現

室內點燃拜香會增加肺癌發生率。由於中圈婦女長時悶待在室內，也大多

由她們點香祭祖，所以曝露其煙霧的機會較男性高。而有學者研究比較男

女性因點燃拜香而罹患肺癌的危險機率，結果顯示在女性方面會增加肺癌

的罹患率，但在男性卻是降低 (Ger et al., 1993) 。同時本實驗室過去研究

發現點燃拜香所生成之煙萃取物的基因毒性並不低於香煙 (Chen and Lee, 

1996) ，因此推測拜香可能是造成中國女性肺癌發生的特殊危險因子之一

。但若以曝露拜香的正常狀態來探討與性別之向關係，貝IJ發現因曝露拜香

煙霧的時聞與曝露量皆會受到其他環境因子影響，如:吸煙、飲食等，而

不易探討其真正影響。

(三)蚊香

另外一種中國家庭常見的空氣污染源，即是夏天防止蚊子叮咬的蚊

香。已有研究結果顯示點燃蚊香所產生的煙霧與肺鱗狀上皮癌及肺腺癌的
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發展有相關，尤其在持續點燃蚊香的時間，例如:夜晚入睡時，其煙霧與

肺品的發生有明顯的關係 (Chen et al., 1990) 。

(四)廚房油煙

已知中國婦女長時間待在廚房中，以煎、妙、煮等方式烹調食物，

過去的研究顯示，烹調所產生的油煙與鼻煙癌和肺癌的發生有相關性

(Decoufle et al., 1978) 。同時在中囡大陸上海的研究也發現:肺痞牙和口烹調的

方式(內執w她u

煙大小、烹調用油都有相關 (Gao et al., 1987) 。而長期曝露於烹調:由煌的

廚師罹怠呼吸道癌症的機率也較其他癌症高 (Dubrow et al., 1984~ Coεgon 

et 泣， 1986) 。並有新加坡學者發現華人廚師罹患肺癌的機率較高 (Lawet

al., 1976) 。另外由本實驗室過去對油煌的一連串研究結果發現，以中式快

炒方式 (stir-frying) 使用三種食用油(沙拉油、葵花油、豬油)烹調四種肉

類(豬肉、牛肉、魚肉和雞肉)時，所產生的油煙其致突變性較油炸方式

(deep-frying) 料理自守所產生的油煙為強，其中以中函婦女常用的食用油一

沙拉油煎魚時，所產生的油煙量最大 T 且在肺、核細胞中的致突變性(Ames

test) 也較其他肉類為強 (Yang Master Thesis, 1995) ，同時在 SOS

chromotest 和 CHO去1 細胞之姊妹染色體交換速率的測定上都具有基因毒

性。因此進一步將煎魚油煙萃取物 (FOSC， oil smoke condensates from 

frying fish) 經 HPLC 、 Ames test 、 32P-postlabeling 、 LC-MS 的一系列分析
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研究，由分析結果得知 FOSC 中含有直接致突變物 1 ，6也DNP 、

nitronaphthol 與問接致突變物 PAH (polycyclic aromatic hydrocarbon) ，而

在以 FOSC 不同濃度處理 (O.lmg 至1.5mg) 之下，在 TA98 和 TAI00 的試

驗中，發現 FOSC 所造成之間接致突變性都比直接致突變性強，因此得知

FOSC 的致突變性以間接致突變性為主，同時以相同濃度 FOSC 處理肺線

癌細胞- CL-3 細胞時，也會促進 DNA 鍵結物的形成而有濃度效應關係

(Yang Master Thesis, 1997) 。接著在動物實驗中，將 FOSC 以氣管內注入法

給予大白鼠，進行急性與亞慢毒性的試驗，藉由觀察肺臟組織切片的病理

變化及偵測其 DNA 損傷的結果 (PAH-adduct， MDA-adduct, p53 expression, 

MDM2 expression, BrdU inc。中oration) 推測 FOSC 會引起肺臟細胞 DNA

傷害，而誘發 p53 'MDM2 表現，而改變 p53 對細胞週期的管制能力，使

得 BrdU 投入量增高，顯示 FOSC 會促進受到傷害之神臟細胞增生，而有

前癌化的現象，因此可進一步推佑暴露煎魚油煙可能會造成肺臟細胞有前

癌化發生的趨勢 (Yung Master Thesis , 1998) 。由流行病學發現荷爾蒙因子

於烹調所生成之油煙對女性肺癌可能有此相閱 (Gao et al., 1987) ，因此另

外以相對於避孕藥中雌性索及黃體酬的濃度與 FOSC 同時處理大白鼠，結

果在同時給予雌性素 (estrogen) 和黃體蚓 (progesterone) 的大白鼠中，可發

現肺組織切片中有組織纖維化及類似痞化細胞出現的現象 (Hsu and Lee, 

unpublished data) ，因此可印證 FOSC 在女性肺癌發生上的影響。因此本實

驗則主要探討暴露 PAH 環境污染物下，是否雌性索與黃體飼在肺癌細胞

和女性肺癌之肺組織對其具有較高感受性中扮演某種角色?
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三、 PAHs

本篇以廣泛存在環境中的污染物且是油煙中主要的問接致突變物

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) ，以探討與女性肺癌的關係。

PAH 主要與空氣微粒有關恆的z et 泣， 1976; Perera et al., 1981) ，西為

微拉緊密的中心可防止 PAH 類物質受到光的氧化分解作用 (Krstalovic et 

al., 1977) ，已知 PAH 可經由煤灰、有機化合物. .等物質的不完全燃燒、

矽膠、吸煙、油煙和工業製作的過程中產生 (Chrisp et al., 1980; Hughes et 

al., 1980) ，另外每日進食的食物，如:餅乾、燒、烤牛肉 (Lioyet 泣，

1988 , 1990; Rothman et 址， 1990) 和食用油加熱所生成的油煙中都含有

PAH (Li et al., 1994) 0 PAH 主要藉著空氣微拉大小不同而進入呼吸系統的

各個部份 (Gerde et al., 1991a; 1991b; 1991c) 。此外 PAH 亦可從食道及皮膚

接觸而進入體內。當 PAH 進入體內需要經細胞內代謝活化酵素的作用，

使 PAH 被代謝活化成 diol epoxide 型的代謝產物 (Sims et al., 1974) ，並且

此產物能與 DNA 鍵結，形成共價結合的 DNA 鍵結物。 DNA 鍵結物已被

認定為致癌物引起細胞 DNA 傷害的指標，因為DNA 鍵結物可反映細胞內

對外來物的代謝活化、解毒作用及 DNA 修復之反應相互影響的結果

(Beach et al., 1992) 。同時 DNA 鍵結物的形成也與細胞轉型或誘發瘋症的

發生有關 (Lu紹， 1986; Poirier, 1984) 。過去的研究藉由分析 DNA 鍵結物的

含量變化用來作為生物體曝露環境污染物之生物指標。

在探討 PAH 類之環境污染物導致癌症的影響時會常以 B[a]P 作為研

究的對象。已知 B[a]P 是典型的 PAH 類物質，其化學結構上有五個萃環，
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對混度耐受性高，所以廣泛分佈在環境中，如:空氣、土壤、水、植物和

食物，其環境中實際含量為空氣， 1.3-500 ng/m3 ;土壤， 0.8 月/kg-100

mg/kg; 自來水， 2.5-9 ng/l ;地表水， 130-500 ng/l ;植物， <150 ug/kg ; 

食物， 0.1-20 ug/kg (Koch R, 1991) 。可經由不同的曝露源而將 B[a]P 帶進

體內 o Shou 等人已證實 B[a]P 的代謝是主要經由下面三個途徑進行 (Fig

1) ，我們以 7，8-epoxide 為例來說明， (1) 在 B[a]P 的 C7 、 C8 位置，經

Cytochrome P450 的氧化作用形成 7，8-epoxide ' (2) 經 epoxide hydroxylase 

將 7 ，8-epoxide 水解成(寸卸的-7 ，8-diol ' (3) 再經 Cytochrome P450 的酵素

作用，在(今trans-7 ， 8-diol 的 C9 、 C10 進行氧化作用，生成 r7-t-8-

dihydroxy-t9 , 1 0-epoxy-7 ， 8 ，9 ， 10儡te住址lydrobenzo[a]pyrene (diol epoxide 1) 及

r7 -t-8-dihydroxy-c9, 10-epoxy-7 ,8,9 ,1 O-tetrahydrobenzo[a]pyrene (diol 

epoxide II) ，即為 BPDE' 而BPDE 會經由與 DNA 形成鍵結物而造成基茵

的 transversion '對細胞有較強的致突變性和致腫瘤性 (Slaga et al., 1979; 

Thakker et al., 1985) 。同時 Shou 也藉由在 Vaccinia 及淋巴瘤細胞中所表嵐

的 Cytochrome P450s 對 B[a]P 代謝能力不同的研究，得知參與 B[a]P 代謝

的 Cytochrome P450 '主要有 1A1 、 1A2 、 2C9 、 2C8 、 3A4 及 2E1 '而在

B[a]P 代謝的整個過程中 Cytochrome P450s 的活性大小，依序是

Cytochrome 1A1>IA2>2C9>2C8 '在途徑(1)主要參與的 Cytochrome P450 

是 lAl 、 1A2 、 2C9 '而途徑 (3) 則是 1A1 、 1A2 、 2El 、 2C9 、 2C8 、

3A4' 另外途徑 (2) 之 epoxide hydroxylase (EH) 的參與也直接影響 B[a]P

的代謝。由過去研究結果得知會 B[a]P 代謝物主要與 DNA 形成兩種鍵結

物，一種是 B[a]P 代謝產物之 BPDE 的 C-10 與 deoxyguanosine 的 N2 共領
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形成穩定的 BPDE-I0-N2dG 鍵結物 (Sims et 泣， 1974; Jeffrey et 泣， 1976) , 

而另一種是單電子氧化 B[a]P 產生 radiol cation 與 guanme 的 N7 共價結合

形成 BP-6-N7G (Cavalieri et 泣， 1990; Cavalieri and Rog悶， 1992) 。在動物

實驗中我們可在老鼠皮膚鑑定出 BPDE-l。“N2dG 鍵結物 (Koreeda et 泣，

1978) ，而在大鼠的尿液與糞便中檢測出 BP-6-N7G (Rogan et al., 1990) 0 

van Schooten et al., (吼1990) 發現肺癌病λ人h的正常肺組織含有 dG.岳.

鍵結物，含量介於 2-42 adducts/l09 nucleotides 之間， Izzotti et al., (1 991)分

析吸煙者之支氣管洗出液內的巨噬細胞 (macrophage) 是否存在 BPDE-

DNA 鍵結物，這表示香煙中的 PAH 會在肺組織中形成 DNA adduct 0 另外

B[a]P 的解毒作用主要是經由 glutathione S-transferase (GST) ，這酵素有很

多家族，如: alpha 、 mu 、 theta 以及阱，而其中在細胞內參與 B[a]P 的解

毒作用則以 GSTpi 為主 (Mannervik et al., 1976; Meyer et al., 1991; 

Swedmark et al., 1992) 。而 GSTpi 能與 B[a]P 的終產物… BPDE 進行結合

作用，進一步抑制其致突變性和致癌性 (Mannervik et al., 1976) 0 而 GSTM

(GST mu type) 則是將 PAHs 之代謝產物 diol epoxide 之 OH 基，去除一分

子的 H20 '形成 epoxide '減少 diol epoxide 0 當 GSTM 的 subtype-GST

Ml 缺失時 (GST Ml null) ，易發生肺癌 (Zhong et 泣， 1991; Hayashi et al., 

1992; Hirvonen et 祉， 1993; Anttila et 泣， 1994) 0 Kihara 等人(1995) 研究

日本肺癌病患之 GST M null 的基因型與性別之間的關係，結果發現在鱗

狀上皮及小細胞肺癌病患中，女性病患中屬 GST M null 基茵型者較男性

多。因此透過調控體內之代謝活化及解毒功能，使得細胞達到平衡?而正

常運作。
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四、化學感受性

最近有許多研究顯示，個體之問對於致癌物的代謝和解毒能力不

舟，會影響個體問產生不同程度的傷害 (Harris et al., 1989) 。而曾有學者

探討代謝活化、解毒酵素與 DNA 修復的酵素，測其酵素活性可發現肺癌

病怠有個體差異的表現。 Ryberg (1 994) 曾比較男女性肺癌患者的吸煙量和

其所形成之 DNA 鍵結物含量時發現，女性忠者在相同吸煙量下，其所形

成之 DNA 鍵結物含量較男性為高。 Ryberg 及 Zang (1994) 認為女性對於

香煙中基因毒物的敏感性較男性為高，才會造成吸煙女性之鍵結物比男性

多。另外在不吸煙之台灣女性肺癌病患肺組織中 DNA 鍵結物仍較男性高

(Chen Master Thesis , 1996) ，這結果顯示，台灣女性可能曝露一些特殊污

染物，或是可能受體內激素的調控，而對環境污染物的感受性高。

五﹒女性荷爾蒙

女性體內之激素調控可能影響對環境污染物的感受。已知卵巢組織

所分泌之女性荷爾蒙主要有三類:雌性素 (estrogen) ，黃體製劑 (progestin)

及雄性素 (androgen) ，其中 17ß-雌二醇(17ß-estradiol) 是最具代表性的雌

性素，由卵巢泡膜的內側和開質細胞分泌、。而最主要的黃體製劑是黃體蚓

(progesterone) 屬於雄性素及雌性素的前驅物，由卵巢內分泌細胞所產生。
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而雄性素在女性體中含量少，另外其他卵巢所分泌的荷爾蒙上有微量的華

園飼 (testosterone) 、二氫幸自闊的ihydrotestosteron).. .等，能調控卵巢的正

常功能。其中體內自然存在的 17ß-雌二蹲在人體內的生理濃度分別是男性

平均含量 8-36ng/ml '女性在濾泡期 10-90ng/m1 '中期 100-500ng/ml '黃

體期 50-240ng/ml '停經期的“30ng/ml' 而黃體闊的體內含量則是男性

0.3ng/ml' 女性的濾泡期 1ng/ml '黃體期 20ng/血1 '同時已知雌性索與黃

體關可經由與特異的接受器結合(雌性素受體， Estrogen receptor-ER '黃體

蚓受體， Progesterone receptor-PR) 。雌性素能引起上皮細胞的增生及腫瘤

細胞的中專型作用 (Pike et al., 1993; Bemstein et al., 1993; Howell et 

al.， 1994) 。已知雌性素會影響一些非目標器官器官癌化的發生，例如:放

臟( Redding et al., 1984; Theve et al., 1983) 、肝臟( Neuberger et 泣， 1980) 

和胃(Kitaoka ， 1983) 'Han 和 Liehr (1994) 發現長期皮下注射給予雄性

Syrian 倉鼠雌性素會引起腎臟瘡。同樣的雌性素刺激造成 VP-16 誘發

DNA 斷裂之現象也被發現於人類乳癌細胞中。雌性素可調控哺乳類細胞

中肺細胞的分化與成熟 (Sarda et al., 1980) ，也可參與胎兒肺細胞的分化與

成熟(Khosla et al., 1983) 。固有研究指出低劑量的雌性素會增加肺表面張

力素的產生 (Sarda et al., 1980) 。許多報導指出性荷爾家會影響實驗動物肺

腫瘤的發生 (Noronha RFX and Goodall CM 1976, 1983, 1984; Bielschowsky 

F , 1961) ，同時在過去報導中也指出雌性素受體 (estrogen receptor) 可普遍

存在於肺鱗狀癌細胞及肺綠癌細胞 (Beattie et al., 1985) 。已有實驗證實原

發肺癌與轉移肺癌組織中有 ER (estrogen receptor) 、 AR (androgen 

receptor) 、 GR (glucocorticoid receptor) 的表現 (Liu et al., 1980; Chaudhuri 
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et al., 1982; Kobayashi et al., 1982; Jone et al., 1984) 。同時藉由分析肺癌組

織中女性荷爾蒙受體在蹄組織中的表現可進一步了解女性荷爵象在肺癌發

生的角色。

“ 15 -



參、研究動機

肺癌至去年已成為台灣地區十大死因之第一位，近年來男性肺癌死

亡率的上升趨勢已日趨平緩，但女性肺癌死亡率卻有大幅上升的趨勢

(CDC, 1993) 。已知導致肺癌發生最主要的環境扇子乃是吸煙

(Schneiderman et al., 1989; IARC, 1986; Zaridze et al., 1986; CDC, 1991) , 

而台灣地區，女性吸煙人口僅佔 3% 。因此吸煙不能完全解釋女性肺癌發

生的原因 (Fraumeni et 祉， 1974; MacLennan et al., 1977; Hinds et 泣， 1981; 

Green et al., 1982; Kung et al., 1984; Koo et al., 1985; Gao et al.,1987; Koo et 

al., 1990) 。過去本研究室分析台灣地區肺癌病患非腫瘤組織中之 DNA 鍵

結物的含章，結果發現不吸煙之女性之 DNA 鍵結物的含量較男性為高。

因此我們欲探討為何在這些不吸煙的女性肺癌病患中，其 DNA 鍵結物含

量較男性高，是否除了吸煙以外，尚有其他自子影響女性肺癌病患肺組織

中含有高含量之 DNA 鍵結物。

已知與女性肺癌發生有關之影響因子:女性所暴露之特殊環境污染

物、女性對環境污染物之化學感受性以及女性荷爾家的調控?而本研究室

先前分析女性所暴露之烹調油煌的萃取物，結果得知主要致突變物為

PAH 類化合物。由分析 PAH-DNA 鍵結物的 LC-MS 化學鑑定之結果得

知，所產生的鍵結物愿為 BPDE-N2-dG '已知細胞內代謝活化酵索一

Cytochrome P450 能將 PAH 類化合物代謝成具有攻擊 DNA 之代謝產物。
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其中典型的 PAH 類化合物-B[a]P 能經 cytochrome P450 、 eposide

hydroxylase 及 prostagladin H synthase 代謝成 BPDE '而攻擊 DNA 形成

BPDE 

已知男性與女性之間，除了女性所曝露之環境污染物有可能不同

外，其最大的差異可能是體內性荷爾蒙的調控不同，因此我們擬以免疫組

織染色法，比較男女性肺癌患者之肺組織切片之雌性素受體 (Estrogen

receptor) 與黃體飼受體 (Progesterone receptor) 的表現量有何不同?同時

藉由西方墨點法及 RT-PCR 方法分析女性肺痞患者之肺組織中主要參與代

謝活化之 CYP1A1 基因的表現是否較男性為高?同時在本研究也在細胞株

中研究 B[a]P 及雌性素、黃體飼同時處理肺癌細胞株自CL刁細胞，以了解

雌性素和黃體朝對 B[a]P 所誘發之 CYP1A1 基因表現的影響。本研究的結

果將有助於了解女性肺癌患者為何對環境污染物之感受性會較男性為高提

供更多毒理學上的証據。
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肆、材料與方法﹒

一、化學藥品與材料

DMEM medium, fetal bovine serium (FBS) , penicillin, 

streptomycin, sodium pyruva肥， non-essential amino acids (NEAA) , 

trypsin, SuperScript™ II RNase HReverse, 100 mM dNTP 購自美國 Life

Technology 公司，細胞培養且購自丹麥 Nunc 公司， rabbit anti-human 

CYPIAl antibody, anti-rabbit HRP IgG 由進階公司代理， estrogen 

receptor antibody, LSAB kit, DAKO primary antibody diluent,DAB , 

DAKOpen 購自丹麥 DAKO 公司， progesterone receptor antibody 購自

美國 Santa Cruz 公司， EDTA, Tris base, nuclear Pl , spleen 

phosphodiesterase (SPD) , Tris-HCl 購自德國 Boehringer Mannheim 公

司， ammonirm persulfate (APS) , N,N,N' ,N' ,-tetramethylenediamine, 

Bio-Rad protein assay 購自美國 Bio-Rad 公司， PVDF membrane, ECL 

reagent，購自英國Amersham Life Science 公司， oligo primer, 100bp 

ladder, DyNAzyme™ IIDNA polymerase, T4 polynucleotide kinase 購自

美國 Bio Labs 公司， sucrose, sodium dodecyl sulfate (SDS) , isoamyl 

alcohol 購自日本 WAKO 公司， glycerol, glycine, acrylamide, boric acid 

sodium phosphate , methanol, KCl, hematoxyline, citrate acid 購自台灣、

Merk 公司， micrococcal endonuclease (MN) , potato apyrase (P A) , bicine 
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solution, isocitric acid, isocitric dehydrogenase, 7吃thoxyresorufin ，

resorufin, H202, NP-40, 17ß-estradiol, bovine serum albumin (BSA) , 

Tween 20, HEPES , coomassie blue, bromophenol blue 購自美國 Sigma

公司， phenol, chloroform, a1cohol, xylene, acetic acid, methanol 購自台

灣皓峰公司。

二、肺組織之實驗測定

2.1 肺癌病患之神組織檢體來源

肺癌病悉之肺組織是由台中榮總胸膛外科所提供。所有組織都

是經由外科手術取下位於腫瘤週邊的非腫瘤組織，當組織取下後分裝

至1.5ml eppendorf '並保存於“80
0

C 冰箱中，以保持組織的新鮮，

以便進行 RNA 的萃取及肺組織微粒體懸浮波之製備。

2.2 肺組織切片之免疫組織染色方法

將來自台中榮總病理部所切之 5μm 厚的肺腫瘤組織切片 9 置於

50-55
0

C 的烘箱溶蠟?待蠟;容後即立刻將切片置於 Xylene 中脫蠟?再

經 100%， 95%，的%， 75% 的酒精覆水，最後以清水沖 30 秒復習置於

3% H20215分鐘 9 去除切片中內生性的過氧化酵素 F 以兔干擾後面
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的呈色反應。經清水沖 30 秒後，將玻片浸泡在含 0.01% NP-40 的

O.OlM citrate buffer (pH6.0) 中會以微波爐加熱方式 (Guesdon et al., 

1979; Warnke et al., 1980) 在緩街液微滾狀態下將細胞膜穿孔，以利

抗體進入細胞內。微波爐加熱三次，每次 5 分鐘後，將整個加熱缸置

於流水中，沖 30 分鐘。取出切片，放入 TBS buffer (Tris-base O.OlM會

Tris-HCl 0.04M, NaCl 0.22M, pH7.4-7.8) 浸泡 5 分鐘以恢復 pH 值，

將組織周圍擦乾，以 DAKOpen 畫出組織的範圈，滴上可辨識雌性

素受體及黃體關受體的特異抗體。於 37
0

C 反應 90 分鐘後，經 PBS

清洗三次，每次五分鐘。再以 link Ab 及 strepavidin-horseradish

peroxidase 個別作用 20 分鐘，經 PBS (KCl 2.7mM, KH2P04 1.5mM, 

NaCl 0.14M, Na2HP04 . 2H20 0.0泊的清洗三次，每次五分鐘後，以

DAB 呈色 10 分鐘，清水沖洗後，以 Hamatoxylin 為背景染色，再以

清水;中 20 分鐘，最後以阿拉伯膠封片。在顯微鏡下觀察其棕色反應

並判斷其價數"-" : <10%; "+" 10-25%; 刊++" 25-50%; "+++": 

>50% 。

2.3 肺組織微拉體懸浮液之製備

取適當大小的肺組織，以 1xPBS 清洗數次，加入四倍體積含有

10% glycerol 、 250 mM sucrose 、 1 mM dithiothreitol 、 0.5mM

EDTA 、 25 mM KCl 和 10 mM HEPES 的緩街液，利用均質機將肺組

織磨碎，經 12000 rpm 40

C 離心 20 分鐘後取上清液即為紗，置於超
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高速冷凍離心機，離心 67000 rpm 40

C 離心的分鐘後，吸去上清

液，並以適當容量的 20 mM Tris (pH 8.0) 溶液，將沈澱物沖提下

來，將此微拉體懸浮液保存於 _80
0

C 冰箱備用。

2.4蛋白含量之測定

肺組織微拉體懸浮液及細胞微拉體懸浮液( microsome )中蛋白

質之含章，採用 Bradford 等人之 Bio-Rad Protein 的測定法，原理與

方法簡述如下:當試劑中的 Coomassie Brilliant Blue G-250 dye 與

argmme 等胺基酸殘基結合後，以 595 nm 波長測定其吸光值，並以

蛋白質標準品 bovine serum albumin ( BSA )所測得的標準曲線來計

算樣品中蛋白質的濃度。取相當蛋白受之標準品及樣品 5μ1 '加入 l

ml 以純水 1:4稀釋之試劑，混合均勻，靜置於室溫下 5 分鐘，使之

反應主色。在測吸光值前，須再混合均勻，然後以紫外線光譜儀測定

在 595 n日1 之吸光值。並將蛋白標準品測得之吸光值畫成標準曲線，

利用此線計算出樣品蛋白質的相對濃度 (Bradford , 1976) 。

2.5 肺組織 CYPIAl 蛋白表現量之分析一西方墨點法 (Westem blot ) 

取 50μg 肺組織微拉體，加入適當的 loading dye (O.2M Tris “ HCl 

pH6.8, 10% glycerol, 2% SDS , 2.88mM 2-mercaptoethanol, 0.2% 
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bromopheno1 b1ue) 混合均勻， 100
0

C 加熱 5 分鐘使蛋白變性，然後

放入含有 SDS 的 10% acry1arnide ge1 以進行蛋白電泳( protein 

e1ectrophoresis ) ，電泳完畢，將以甲醇漓溼的 PVDF membrane '蓋

在以 Tris buffer 浸;愛的濾、紙上，然後再將膠體平鋪於上面，再蓋上以

Tris buffer i-受;愛的濾、紙，使膠體與 PVDF membrane 中沒有氣泡產

生，還於溼式轉印槽 20V ' 14 祉，轉印完畢，將 PVDF membrane 置

於5% 脫脂牛奶 /0.1% Tween 20 / 1 XTBS 中室溫下緩慢搖動:

時，再以 1000 倍稀釋的一次抗體 (rabbit anti-human CYP1A1 

po1yclona1 antibody) 於室溫反應 1 小時後，以 0.1% Tween 20 ITBS 清

洗 membrane 三次，每次的分鐘以洗去未結合之抗體，之後經

10000 倍稀釋的二次抗體 (anti-rabbit IgG) 於室溫反應 1 小時多門上

清洗步驟清洗五次，每次 5 分鐘，再以 ECL 試劑避光反應 3 分鐘

後，於 X 光片上曝光，最後以數位化影像處理系統比較其相對亮度

(IDV=integrity density va1ue) 。

2.6 肺組織 RNA 之製備

取適當大小之肺組織，置於研碎中，加入少量液態氮將組織磨

碎，將磨碎之組織移至1.5 m1 eppendorf '再加入 1 ml TRI zol 試

劑，與組織混合均勻後，室溫作用的至 15 分鐘，待組織完全水解

後，加入 200μ1 chloroform 充分混合均勻?離心 12000 rpm 4
0

C 、

15 分鐘，取上層液至新的 eppendorf' 重複此步驟兩次，取上層液加
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入 0.5 ml isopropanol '輕輕混合將 RNA 沈澱出來，經 1200。中m

4
0

C 離心 20 分鐘後， 1jl]去上清液，加入1 ml 75% ethanol '洗去殘留

的鹽類及 isopropanol '混合後離心 7500 rpm 4 oC 、 5 分鐘，最後吸

乾上清液?加入通量之 DEPC 滅菌水，使知叫A 溶解。以波長 A260
nm 及 A280 nm 測定其吸光值，比值應在1.下1.9 之悶， RNA 濃度以

下列公式計算: RNA(μg/ml) =A
260 

X 40 x 稀釋倍數。

2.7 肺組織 CYPIAlmRNA 表現量之分析-RT咀PCR

將上述萃取之組織 RNA' 取 5μgRNA 、先以 RNA 為模板，

0ligo-dT 為 primer' 利用 Reverse transcriptase 製作互補之 DNA

(cDNA) ，經 70
0

C 反應十分鐘後，置於冰上，再加入 4μ15XFirst

buffer ' 2 ~1 O.IM DTT ' 1 μ110 mM dNTP 混合均勻，在 42
0

C 反應

兩分鐘後，即加入 1μ1 Super script™ II (200unit) 充分混合，再繼續反

應 50 分鐘，最後以 70
0

C 反應 15 分鐘，即保存於 4
0

C冰箱。再以此

為模板，以合成的 CYPIAl cDNA 序列為 primer ( 

sense: 5 'TAGACACTGATCTGGCTGCAG3': 

antisense: 5'GGGAAGGCTCCATCAGCATC3 ') ，經 PCR 反應將組織中

CYPIAl mRNA 的訊息放大，其 PCR 反應條件如下 94
0

C ' 5 分鐘

後;經俏。C ' 50 秒;鈞。c ' 30秒; 72
0

C ' 1 分鐘，重複 30 個 cycle

後，再經 72
0

C ' 5 分鐘?最後停在 4
0

C (Dohr et al., 1995) 。將此 PCR
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產物經膠體電泳 (2% agarose gel)分離產物，並以 EtBr (ethidium 

bromide) 染色觀察結果。

三、肺癌細胞株之實驗測定

3.1 台灣肺癌細胞株 CL-3 細胞之來源

台灣肺腺癌細胞株 CL-3 細胞是由台大醫院內科楊浮池醫師分離

培養出來，並由其提供本研究室使用。

3.2 細胞培養

CL-3 細胞以含有的% Fetal bovine serum (FBS) , 0.22 % 

sodium bicarbonate ' 0.03 % L-glutamine ' 1mM sodium pyruvate ' 

100μM non- essential amino acid (NEAA) 和 0.03 % penicillin 

/streptomycin (l OOU/ml) 之 DMEM medium 培養，置於 5% 的 37 0C

恆溫培養箱內培養。

3.3 萃取 DNA
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將加藥處理後之細胞，以 PBS 沖洗細胞二次後， TE 作用 5 分

鐘，再將細胞沖下來，離心 800 rpm '的分鐘，加入 500抖的

digestion buffer (1 00 mM Tris pH8.0, 100mM NaC1 , 0.5% SDS , 25 mM 

EDTA, O.lmg/ml Proteinase K) ，混合均勻後於狗_60
0

C 反應 12 至 18

小時，以水解細胞溶出 DNA' 之後加入等體積的 pheno1: chloroform: 

isoamy1alcoho1 (25 : 24 : 1) ，緩慢上下混合 5 分鐘，離心 1200。中m

10 分鐘，輕輕吸取上清液至新的 eppendorf '了全複此步驟兩次，吸取

上清液至新的 eppendorf ，等加入1/10 倍體積的 3M sodium acetate 和

兩倍體積的 ice co1d 100% alcoho1 後，緩慢上下混合數次，其I} 可見霧

狀的 DNA~疑集，再置於 _20
0

C 冰箱加強沈澱，經離心 12000 叩m

20 分鐘後去上清液，再以 200μ1 70% alcoho1 洗去聾類溶液，加入適

量的滅菌水將 DNA 溶解後，並保存至 -20
0

C冰箱。

3.4 B[a]P-DNA 鍵結物之分析

將上述萃取、純化出來的 DNA 利用 32p-postlabeling 方法分析

PAH-DNA 鍵結物。本實驗步驟主要依據 Reddy et al. (1 990) 的方法進

行。首先取 2μgDNA 加入含有 0.75 unit micrococcal endonuclease 

(MN) 和 7.75 f.1g spleen phosphodiesterase (SPD) 之 succinate buffer 

中會經 370C水浴反應 4 小時後，使 DNA 水解成 deoxyribonuc1eotides

3 'monophosphate 0 再加入 6μg NPl (Nuclease P1), sodium acetate 以及

ZnS04 於 370C 反應 1 小時。然後加入含有 5 units 之私
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polynucleotide kinase 和 1μl 之間 μCi [ r _32的-ATP 的混合液 9 於

370C作用 1 小時以進行 postlabeling 反應，最後將此放射性標記過的

DNA 鍵結物反應液點在 PEI-cellulose TLC plate 上，利用三種移動

相，三個方向反間，每次展開後 TLC plate 都要經過剪除濾紙、洗片

和味乾的步驟。三種移動相分別為: D1- 0.65 M sodium phosphate 

(pH 6.0); D3- 3.6 M lithium formate, 8.5 M urea (pH 3.5); D4- 0.8 M 

lithium chloride, 0.5 M Tris base, 8.0 M urea (pH 8.0) 。展開後的

片先用 counter 測定其放射性強度後放入 X 光片夾中，以 TLC 片

上的放射性強度決定置於 -800C 冰櫃中穩定顯影的時間，曝光後 'X

光片上會顯出 DNA 鍵結物之位置。另外，稀釋 DNA 水解溶液並以

[r _32P]-ATP 標記所有核甘酸 (total nucleotides) ，然後利用 40 臨M

ammonium sulfate (pH 5.27) 反間，確定所有核甘酸之位置。定量時貝IJ

依照 X 光底片上的相對位置，將 PEI plate 上的 DNA 鍵結物與所有

核甘酸剪下，置於 Mini poly-Q vial 內，再加入 3ml 閃爍計數液 9 以

Beckman L-6500 Scintillation Counter 測定其放射性強度。以下安IJ公式

計算 DNA 鍵結物之相對含量: Relati ve adduct labeling (RAL) = cpm 

in adducts / cpm in total nucleotides / dilution factor 0 

3.5 B[a]P 代謝物之萃取

將 2X 106 個細胞種於 10 公分培養且上會以 37
0

C ' 5 % C02 培

養 24 小時後?加藥處理 1μM B[a]P 或同時處理不同濃度的雌性素
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(0.01 ngl剖， 0.25 月Iml) ， 另外每盤細胞再各方口入 2μ1 經 [3間標定的

B[a]P (radiochemical concentration =185 MBq Iml, 5.0 mCi/ml) ， 經 24

小時的處理時問後，將其培接液吸至兩個塑膠離心管中(每管各 5 ml 

) ，再各加入 5闊的萃取液(乙酸乙酪:丙飼= 2 : 1) ，混合均勻後經

離心 800 rpm ' 10 分鐘，將其上層液收集至乾淨的塑膠離心管，再將

5n泣的萃取液加入下層液中，依上述方法再萃取一次，最後所收集之

上層液利用 Speed vac 將樣本乾燥，加入1ml 甲醇溶解，置於咱200C

冰箱儲存 (Wroblewski et 泣， 1988) 。

3.6 B[a]P 代謝物之分析-HPLC分析

依據等人方法，將上述之 B[a]P 代謝萃取物經 0.2μm 過濾、膜

(Gelm悶， USA) 過濾後，直接注入高效能液相層析儀 (HPLC)( model 

E-6000 , Water, USA) ，使用 Merck RP-18 column (5μm， 4.6mrn X 

25cm) 沖提，選擇之移動相為甲醇:水，問始十分鐘之比例為 60 : 

40 '而十分鐘至六十分鐘， methanol 的比例兵IJ 漸漸由 60 %增加至

100 % '固定流速為 1ml/m妞，分析時間共 60 分鐘。利用標準品的

延遲時間以鑑定出 B[a]P 的代謝物(其標準品由美國國家毒理學研究

中心生化系符必成博士提供) (Wroble羽吐i et al., 1988) 0 利用面積積分

方式，電腦自動列出其相對 B[a]P 代謝物之 [H3] 含量。
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3.7 CL-3 細胞微拉體懸浮液之製備

將加藥處理後之細胞收下來，以 1mlPBS 製成細胞懸浮液。置

於冰j谷中以超音波震盪打破細胞膜，再經離心 12000 rpm' 20 分鐘

後，取上清液至超高速冷凍離心管，離心 67000 rpm 多辱。C 多的分

鐘，倒去上清液後，利用適量的緩街液 (0.154 M KCl, 50 Tris-

HCl, 1 mMEDTA , 20% glycerol) 將管壁上的細胞微位體沖下來，混

合均勻，保存在 _80
0

C 。

3.8 CYP1A1 之酵素活性測定也ROD (7咀Ethoxyresorufin 0-

deethylase) 

取上述之細胞微拉體懸浮液 25 抖，加入輔因子溶液 (1 mM 

NADPI-玉的 mM Isocitric acid, 2 units/ml Isocitric dehydrogenase, 10 

mM MgS04) 以提供適當的反應條件，混合均勻後於 37
0

C 水浴震盪 5

分鐘。再加入 5 nM 7 -ethoxyresorufin 50μ 作為受質避光反應 10 分

鐘，反應完畢置於冰浴中並加入 450 J.!l 5% ZnS04 及 450 抖l 飽和的

Ba(OH)2 以沈澱蛋白，經離心 2000g '4
0

C '的分鐘後。取出上清液

加入 5 ml 0.5M glycin-NaOH中止反應，混合均勻，以螢光光度計在

excitation & emission monochromators =535 nm & 582 位臨 f每f牛下多測

量記錄其螢光強度，並利用已知濃度之標準品 (resorufin 5nM) 比較
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定量代謝產物之生成，以換算其酵素活性。 (Lake et al., 1983; Prough 

et al., 1978) 。
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伍、結果與討論

由本實驗室過去的研究發現，女性肺為非腫瘤之肺組織中之 DNA 鍵結

物較男性患者高，這顯示男女性肺癌患者可能對環境污染物之感受性不同

有關。過去流行病學之研究顯示台灣女性肺癌之危險函子包括:二手煒、

拜香、蚊香、烹調時產生之油煙等。另外可能是主要參與代謝活化和解毒

途徑之基因的多形性和其表現不同所致?以及可能是女性之雌性素

(Estrogen) 及黃體關 (Progesterone) 扮演某種重要角色。

一、台灣地區肺癌組織切片中雌性素受體及黃體飼受體在免疫組織染

色的表現

為了了解雌性素受體 (Estrogen receptor, ER) 和黃體胡受體

(Progesterone receptor, PR) 這兩種受體是否在男女性肺癌患者對環境污染

物之感受性上扮演某種重要的角色，首先以免疫組織染色方法

(Immunohistochemistry, IHC) 偵測的位女性及 12 位男性肺癌組織切片中

ER 及 PR 的表現。我們以 ER 及 PR 有表現的乳癌組織切片一起進行染

色，以作為正控制片 (positive slide) 。將光學顯微鏡下所觀察到肺組織切片

中棕色反應的程度?記錄其價數表示於 Table 2 '並由 Fig 1 的染色照片顯
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示 ER 及 PR 的表現位置，其中 PR 表現在細胞質及細胞核，然而 ER 表現

在細胞核內，同時由 Table 1 的染色結果得知， 15 位女性及12 位男性之肺

癌組織切片上均沒有 ER 的表現，而 PR 則在女性有百分之四十七 (7/1 5) 的

表現，在男性有百分之一十七 (2/1 2) 的表況，顯然 PR 在女性肺癌組織的

表現較男性為強，且具有統計上的意義 (p < 0.05) 。同時比較肺癌組織中

PR 的表現與 DNA 鍵結物的形成是否有關，結果發現 PR 有表現的病患其

DNA 鍵結物較沒有表現的高。

我們將過去學者研究肺癌組織中 ER 與 PR 表現情形列於 Table 3 '雖然

在 Chaudhui 等人(1982) 的研究中發現 ER 、 PR 在肺癌組織的表現較正常組

織中為強，而由 Beattie 等人 (1985) 也指出 ER 普遍存在於肺鱗狀上皮癌和

肺腺癌的細胞中，雖鍵結的能力較弱但仍較正常肺組織細胞表現量為多，

Kaiser et a1 (1996) 指出類皮質糖及雌性素受體在女性肺瘟組織切片的表現

較男性強。但由 Cag1e 及 Chaushui 等人(1990 ， 1982) 的研究中發現， ER 與

PR 在男女性肺癌組織上的表現沒有差異性，而發現 ER 在肺腺癌組織中的

表現較強 O 此結果雖與我們的結果有異，另外 Su 等人分析台灣高雄地區的

非小細胞肺癌病忘之 ER 與 PR 的表現，發現其中 ER“IPR+ 的結果估了

32.7% '作者推論(1)可能是 ER 的結構產生變異，而改變其功能，使其不

能正常的表現，無法被抗體辨識。比現象在 ER-IPR+ 表現的乳癌組織及細

胞株中亦可發現自 exon4 及 exon 5 的缺失所造成 ER 的結構變異 (Fuqua et 

al., 1991; Fuqua et al., 1994; Pfeffer et al., 1993) 0 (2) 可能是 PR 不受 ER 的

誘導而能持續性的表現。最近曾有學者在乳處組織及技臟癌組織中也有發

現同樣的現象 (Hyder et 泣， 1987; Wu et al., 1990; Di et al., 1992) 。因此我們
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推測在所偵測之肺癌組織中也有可能發生 ER 變異與 PR 的持續表現。但需

進一步的實驗證實。另外由於分析之肺為病忠太少，或是組織細胞的抗原

表現量不同、腫瘤細胞有異質性基囚的表現以及所選用之抗體不同。也是

造成我們所偵測之 ER 沒有表現的原因，而在實驗中雖以乳癌組織切片做

為 ER 有表現的正控制片，以調整合適的染色條件，但在所偵測的肺為組

織切片中仍無法觀察至IJ ER 的表現。推測也有可能是免疫組織染色的偵測

方法敏感度較低，無法偵測到肺癌組織中 ER 的微量表現，若以其他的方

法如: prelabeled sucrose gradient (PSG)一利用緩衝液的蕉糖濃度分佈不

月，經離心方式收集受質與受體結合之複合物以偵測受體的量及 dextran-

coated charcoal (DCC)一利用放射線標定的受質以偵浪IJ細胞質的受體之較敏

感的方法來偵測 ER' 可能會提高其敏感度。

不過由以上實驗結果得知，女性肺癌組織切片中 PR 的表現較男性為

強，雖然統計上沒有意義，但 PR 的表現似乎和肺組織中 DNA 鍵結物的含

量有些相關。因此我們推測女性肺癌組織中 DNA 鍵結物的含量會較男性患

者高或許和其 PR 的表現高有關。

二、台灣地區肺癌組織中非腫瘤部份之 CYPIAl 基囚的表現一 CYPIAl 的

蛋白表現 (Western blot) 及mRNA 的表現 (RT-PCR)

是否因女性肺癌組織中 CYPIAl 基因的表現較高，而導致其 DNA 鍵結
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物的形成量較男性高?已知 CYP450 可代謝活化許多外來物，其中

CYP1A1 主要代謝活化多環芳香經類污染物 (Polycyclic aromatic 

hydrocarbon, P AH，環境中常見的污染物) ，而典型的 PAH- B[a]P 若經

CYP1A1 的代謝活化會形成具有攻擊 DNA' 形成 DNA 鍵結物之代謝物

(BPDE) 。由本實驗室之前的研究結果，已知 CYP1A1 的專一抑制劑 (α 咀

NF， α-naphthoflavone) 會抑制 CL-3 細胞之 B[a]P-DNA 鍵結物的形成而誘

導劑 (ß-NF， ß-naphthoflavone) 則會促進 CL-3 細胞之 B[a]P也DNA 鍵結物的

形成 (Chen， Master τnesis， 1996) ，因此 CYP1A1 會參與 B[a]P-DNA 鍵結物

的形成。由此推測女性肺癌組織中 PAHs 之 DNA 鍵結物的含量較男性高，

可能是因肺細胞內主要代謝活化 PAH 之 CYP1A1 基因的表現量增加，進而

提高 DNA 鍵結物的形成量。以下兩個實驗分別分析肺癌組織中非腫瘤部份

之 CYP1A1 的蛋白及mRNA 的表現量來探討女性肺癌組織中 CYP1A1 基

囚的表現與其形成 DNA 鍵結物之闊的影響。

我們先將 10 位不吸煙之女性肺癌組織及 5 位不吸煙男性肺瘋組織為樣

本，耳又適當大小的組織，萃取其細胞微拉體，並取 50μg 蛋白量的細胞微

拉體進行 Western blot 實驗，由 Fig 2 的 CYP1A1 蛋白表現結果得知女性肺

癌病患的 CYP1A1 蛋白的表現量是男性的 2.3 倍，在統計上有明顯的差異

。< 0.05) 。由於過去實驗室分析不吸煙者之女性肺癌組織中 DNA 鍵結物的

表現較男性為強。因此我們將這 15 位肺癌病患肺組織之 CYP1A1 蛋白表現

量與其 DNA 鍵結物的含量相互比較，結果兩者之間並無相關性，推淇IJ 可能

是因所選擇的病患其鍵結物含量差異太大，而無法看出 CYP1A1 蛋白量與

DNA 鍵結物之間的關係。但若在這些 DNA 鍵結物表現差異不大的病怠

4、
，v

司
3



中，仍能發現女性肺癌組織中 CYP1A1 蛋白的含量較男性高。推波Ij若將偵

測之肺癌組織樣本增多，只IJ 男女性忠者之時 CYP1A1 蛋白的表現量可能差

異會更大。

另外進一步探討是否因男女性 CYP1A1 mRNA 之轉錄作用的表現不同

而影響之間 CYP1A1 蛋白表現上的差異。所以以 15 位女性肺癌病忠及 7

位男性肺癌病患為樣本，取適當大小的肺組織萃取其如-.TA' 並進行 RT-

PCR 的反應以分析 CYP1A1 mR1、~A 的表現。結果顯示在 Fig 3 '女性特組

織之的表現量較男性為強(l.7 倍) ，但在統計上並不具有顯著意義。

綜合以上結果，女性肺癌組織在 CYP1A1 蛋白及 mRNA 的表現皆較男

性高的趨勢。 Toussaint 等人(1993) 也曾以 Westem blot 的方法分析人類非

小細胞肺痞組織中腫瘤之周圍部份即為我們此次偵測 CYP1A1 蛋白表現所

取非腫瘤部份的肺組織，其 CYP1A1 蛋白的表現較高可能是因感受到外來

物的刺激而增加其表現量。由我們的實驗結果也可說明女性肺癌的確有較

高 CYP1A1 的基因表現，同時 CYP1A1 蛋白量的表現在性別上是有差異的

(p<O.005) 。

三、雌性索與黃體關對台灣月*腺癌細胞株 CL-3 細胞形成 B[a]P-DNA 鍵結

物之影響

已知在女性肺癌組織中所產生之 PAH-DNA 鍵結物的含量較男性高， 1吊
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由過去研究結果得知 B[a]P 是造成台灣肺癌病患中 PAH-DNA 鍵結物形成之

主要 PAH 環境污染物，本實驗先前以 B[a]P 處理不同肺癌細胞株，比較其

PAH-DNA 鍵結物之形成量，結果發現 CL刁肺腺癌細胞之 PAH-DNA 鍵結

物含量遠較其他肺癌細胞株高 (Chen， Master Thesis, 1996) ，由此可知 CL-3

細胞對 B凶P 有較高的敏感性 9 所以本實驗欲以 CL-3 細胞為其研究細胞，

以探討i雄性素與黃體胡對 CL-3 細胞中 B[a]P-DNA 鍵結物的形成有何影

響?同時以 HPLC 分析雌性素在 CL刁細胞代謝 B[a]P 所生成之代謝物的分

佈有何不同?

為了解 CL-3 細胞中 B[a]P-DNA 鍵結物在何種 B[a]P 濃度範盟共較佳的

表現? '先以不同濃度的 B[a]P 處理 CL-3 細胞 24 小時後，萃取其 DNA'

取 2μg 之 DNA 進行 32P-postlabeling 分析實驗以偵測 B[a]P 所造成的 DNA

鍵結物含章，由 Fig 4 及Table 5 之結果顯示，隨著 B[a]P 的濃度增加，

DNA 鍵結物含量也隨之增加。其中經 1μM B[a]P 處理之 DNA 鍵結物的生

成量已有明顯的增加，所以按著以 1μM B[a]P 同時處理 0.01 ng/ml 至 0.25

ng/ml 之雌性索及 1 ng/ml 至 20 ng/ml 與黃體眠，同樣分析其 B[a]PωDNA

鍵結物的含章，結果發現有加入雌性索與黃體胡時會顯著促進 B[a]P-DNA

鍵結物之形成，且均有濃度效應關係。在生理濃度範園之高濃度的雌激素

所造成 CL-3 細胞的 B[a背-DNA 鍵結物的含量較低濃度雌性素為高，分別

是控制紐約 28% 及 173% 倍 (Fig 5, Table 6) ，而黃體闊的影響則在 1ng/ml

濃度時，似乎沒有增強其 DNA 鍵結物會僅增加 7% 左右，但高濃度時

(20ng/ml) 則為控制組的 293 倍 (Table 7) 。本實驗室過去曾以 2μM B[a]P 及

相當於避孕藥成份比例的黃體鍋(18 ng/ml) 和雌性素 (4.3 ng/ml) 同時處理
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CL-3 細胞，偵測其 B[a]P“DNA 鍵結物的表現情形，結果發現同時處理黃體

關及雌性素其 B[a]P-DNA 鍵結物的含章較單獨處理 B[a]P 時增高 123% ，

364% 。但由此也可證實此次在處理雌性素與黃體關時 B[a]P-DNA 鍵結物含

量的增加。由以上結果可知雌性素與黃體飼皆會增加 CL-3 細胞之 B[a]P-

DNA 鍵結物的含量。過去有學者將 B[a]P 直接塗抹於 Swiss 種的母鼠或是

公鼠的皮膚上，處理一段時問後，發現母鼠皮膚上鍵結物的形成量較公鼠

高 (Baer-Dubowska and Alexandrov, 1981; Alexandrov et al., 1983; Rojas et 

al., 1986) 。作者推測可能是母鼠體內激素的調控，使得其形成的鍵結物含

量較多。

由以上 DNA 鍵結物的結果得知，雌性索與黃體酌皆會促進 DNA 鍵結

物的形成，這與我們在肺組織中探討 PR 的表現與 DNA 鍵結物的結果相

4寸。

四、雌性素封台灣肺腺癌細胞株 CL-3 細胞中 B[a]P 代謝物分佈的影響

由以上 CL-3 細胞之 B凶手DNA 鍵結物的分析結果，我們得知雌性素會

促進 CL-3 細胞之 B[a]P-DNA 鍵結物含章。所以我們利用分析 CL-3 之

B[a]P 代謝物的分佈'來探討雌性素是否藉由影響 B[a]P 的代謝活化酵素m

CYP450 而改變 B[a]P 代謝物之分佈及含量變化，進而使得 B[a]P 代謝產物

BPDE 攻擊 DNA 的頻率增加。我們以[3H]標定之 B[a]P 處理 CL-3 細胞，

- 36 -



經乙屆交乙酪及丙蚓( 2 : 1 )萃取其細胞外液，將最後溶於甲醇的樣本以

radiation detector 偵測經 HPLC 分離之 [3日]-B[a]P代謝物。結果在 Fig 7 所

顯示之 HPLC 分佈商中，可發現同時處理雌激素及 1μMB[a]P 後，于OH

B[a]P 、 7 ，8-diol B[a]P 、 9，l 0-diol B[a]P之 B[a]P 代謝物含量都有較單獨處理

B[a]P 時高，分別增加百分之三十、百分之四十、百分之七十八 (Table 8) 。

而其中 B[a]P 形成 7， 8-diol B[a]P 、 9 ，l 0-diol B[a]P 的代謝物過程中，主要是

經由 CYPIAl 的代謝活化 (Roberts-Thomson et al., 1993) ，而形成 BPD巴，

使得 B[a]P-DNA 鍵結物的含量增加。所以在我們同時處理雌性素後， B[a]P 

代謝物中 7，各diol 及 9 ， 10-diol 的含量增加，是否透露出雌性素對 B[a]P 代

謝途徑中所參與的 CYPIAl 活化酵素有促進其表現的可能性，以致形成

B[a]P-DNA 鍵結物的含量增加。已知 B[吋P 在體內需經 Cytochrome P450 、

epoxide hydrolase 、 epoxide reductase 、 glutathione epoxide transferase 、

UD P -glucuronate 酵素代謝活化 (Gelboin et al., 1980) ，而同時 B[a]P 可至少

被代謝成的種不同的代謝物，包括 phenols， epoxides, quinones, 

dihydrodiols , diol epoxides 和 water-soluble conjugates (Gelboin et al., 1976; 

Yang et 泣， 1978) ，但大部分是解毒產物，而 diol epoxide 是其中被鑑定出

主要與 DNA 鍵結的 B[a]P 代謝產物，具有致突變性及致癌性 (Levin et 泣，

1978; Conney et al., 1982; Kulkarni et al., 1984; Gamer et al., 1985) 。我們可

藉由分析 B[a]P 的代謝物以按測 diol epoxides 之前驅物(如汀，8咱epoxide，

7，心diol) 或其解毒產物(如 3-0HB扭扭， 6-0日 B[a]P) 的生成 9 以了解

到a]P 代謝產物可能對生物體所造成的致癌性。

而由以上實驗結果得知， B[a]P 代謝物中 3-0H B[a]P 的表現量增加，可
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反應Al在1 的酵素活性，因此得知雌激素可能藉由促進 CYP1A1 對 B[a]P 的

代謝活化。

五、雌性素在 CL-3 肺腺癌細胞中對 B[a]P 所引起之 CYP1A1 酵素活性表

坑的影響

由以上 B[a]P 代謝物分析之實驗結果，我們推測雌性素促進 CL-3 細胞

之 B[a]P-DNA 鍵結物的表現，可能是藉由調控將 B[a]P 代謝成具有攻擊

DNA 之活化酵素一 CYP1A1 基因。因此我們以偵測 EROD (7 

ethoxyresorufin O-deethylase)方法分析 CYP1A1 之酵素活性，由 Fig 8 及

Table 9 結果顯示 ， O.Olng/ml 和 0.25月Iml 之兩種雌性素處理，均會增高

CL-3 細胞之 EROD 的酵素活性，因此得知雌性素可能促進 B[a]P 所誘發之

CYP1A1 的酵素活性。已知 CYP450 之酵素活性會依不同種生物及性別不

同而有表現上的差異，如在雌性老鼠的肝臟中 AHH (aromatic hydrocarbon 

hydroxylase) 的酵素活性較雄性老鼠高 (Burki et 泣， 1973; Kamataki et al., 

1986) 0 DeVito 等人，以 TCDD 處理雌性及雄性大鼠，偵測其 EROD' 結

果發現無性別上的差異 (DeVito et al., 1996) 。藉由 CYP1A1 酵素活性的分

析，得知生理濃度之雌性素可能會促進 CYP1A1 酵素活性，影響其代謝活

化外來物的能力?而造成女性對 PAH 類污染物的感受性較男性為高。
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由肺組織之 CYPIAl 基囡表現的分析結果，我們得知女性肺癌組織中

CYPIAl 的表現不論在蛋白或是mRNA 的表現d上，都可能較男性肺癌患者

肺組織的表現強的越勢，而以台灣肺腺癌細胞株 CL-3 細胞為其模式細胞，

觀察 CL-3 細胞在處理 B[a]P 之典型環境污染物時?外加的女性荷備蒙是否

會改變 CL-3 細胞在 B[a]P-DNA 鍵結物的表現、 B[a]P 代謝物的分佈以及對

酵素活性的影響。結果顯示，女性荷爾拳之雌性素在以上的分析中都可能

有正面的影響。似乎和女性病患之肺癌組織中所分析到的 CYPIAl 的基因

表現量的結果相近，由此得知女性荷爾蒙可能會透過調控 Cytochrome

P4501Al 的表現而促進 PAH 類化合物，而造成女性患者對環境污染物的感

受性較強的可能原西。因此女性雌性索及黃體胡於女性引起肺癌上似乎扮

演某種重要的角色。
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Table 1. The stu句， subjects of nonsmoking lung cancer patients. 
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a SQ, squamous cel1 carcinoma; A, adenocarcinoma. 
b W , wild type; H, heterozygote; M, mutant type. 
C 旬， null type; +, wild type. 
d ND ,not detected. 



Table 2. Comparison of immunohistochemical expression percentages of ER 

and PR in tumor specimens between male and female lung cancer 

patlents. 

ER PR Positive 
Sex expresslOn 

+ + (%) 

Male (n=12) 12 O 10 2 16.7 

Female (n=15) 15 O 8 7 46.7 

Immunostaining criteria : - :<10%; + : 10-25%; ++ : 25-50%; +++ : 

>50% 
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Table 3. Comparisom of ER and PR expression in lung tumor specimen from lung cancer patients in previous 

reports. 

ER 
Previous reports 

M F 

4/25 (16) 

2 6/1 5 (40) 

3 2/1 2 (16.7) 117 (14.3) 

4 2/39 (5.1) 1/1 0 (1 0.0) 

5 。/36 (0.0) 4116 (25) 

6 。/12 (0.0) 。/15 (0.0) 

PR 

M F 
Detection Reference 
method 

3/25(1 2) 

2115(13.3) 

DCC 

DCC 

Chaudhuri (1982) 

Beattie (1985) 

1./ AU AY 
吟
。
-
4、

A
Y

ny 
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4ZSA 

Te-

σ
b
/
2

、

-au 
f
E
L
P
δ
 

Kaiser (1996) 

Present data 

4/1 2 (33.3) 217 (28.6) DCC 

14/39 (35.9) 3/1 0 (30.0) IHC 

13/36 (36.1) 10116 (62.5) IHC 

2/1 2 (1 6.7) 7115 (46.7) IHC 

The value in parenthesis is the percentage of protein expression. 

DCC= dextran叮coated charcoal. 

IH C= immunohistochemistry. 
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Tab1e 4. The CYP 1A1 protein expression and tota1 DNA a吐duct levels in 

non-tumor lung tissues of all treated male and female lung cancer 

patlents. 

Paitents Sex Total DNA adducts CYP1A1(IDVa) 

no /1 08 nucleotides 

F 5 l.70士2.95 4176 

2 F 99.85士4.30 7956 

3 F 97.10士10.60 3744 

4 F 70.78::t:3.13 15400 

5 F 50.32士2.33 4116 

6 F 48.28 4704 

7 F 32.90::t:2.60 7140 

8 F 25.81 ::t:9.31 13156 

9 F 12.46士1.50 1806 

10 F 11.63 ::t:O.26 - 8602 

11 扎在 90.48::t:10.8 3864 

12 M 56.23士6.30 2576 

13 M 43.70土2.06 3312 

14 h在 42. 15::t:2.07 1806 

15 M 12.14士0.96 4128 

a : IDV-Integrated density value was determined by densitometers as text 
described. 
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Table 5. The relative adduct labeling of B[a]P耐DNA adduct leve1s in CL刁

lung adenocarcinoma cells treated by various concentrations of 

B[a]P. 

B[a]P 

(μM) 

0.4 

2.5 

5.0 

DNA adducts/108 nucleotides 

46.38士2.46

169.65:1:6.54 

470.27士25 .47

228.61士10.15

* 5x105/ml of CL-3 cells were plated in 10 cm dish ovemight and the was 

treated with various concentrations of B[a]P for 24 hr. The DNA was 

isolated from the cells and the DNA adduct levels were evaluated by 32p_ 

postlabeling. 
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Tab1e 6. Effects of estradio1 on the formation of B[吋P-DNA adducts in CL-

3 cells. 

17 ß-estradio1 

(ng/m1) 

O 

0.01 

0.25 

DNA adduct 1eve1s/108 nucleotides 

155.03土39.74

198.57士72.75

423.07土226.20

PC(%) 

128.09 

272.90 

* The CL-3 cells were simultaneously treated with 1μM B[a]P and 0.01 01 

0.25ng/m1 of 17ß-estradio1 for 24加， and then the DNA was isolated for 

the variation of DNA adducts by 32P-postlabeling. 

* PC(%), percent of contro1 =( DNA adduct levels in the presence of B[a]P 

and 17ß-estradio1/ DNA adduct levels in the presence of B[a]P alone) 

x100 

* Wilcoxon rank sums test, P < 0.05. 
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Table 7. Effects of estradiol on the formation of B[a]P-DNA adducts in CL-

3 cells. 

Progesterone 

(ng/ml) 

。

20 

DNA adduct levelsl1 08 nucleotides 

115.93 

125.11 

340.50 

PC(%) 

107.92 

293.74 

* Cells were simultaneously treated with 11-lM B[a]P and various 

concentrations of progesterone for 24祉， and then the DNA was isolated 

for the variation of DNA adducts by 32P-postlabeling. 

* PC(%), percent of control =( DNA adduct levels in the presence of B[a]P 

and progesterone/ DNA adduct levels in the presence of B[a]P alone) x100 

* Wilcoxon rank sums test, P < 0.05 
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Table 8. The amounts of B[a]P metabolites formed after incubation of [3H]-B[a]P and 17ß-estradiol in CL刁 lung

adenocarcinoma cells analysis by HPLC. 

B[a]P 

(μM) 

Estradial 

(ng/ml) 

O 

0.01 

0.05 

0.25 

The production of B[a]P metabolites (PC, %) 

9,10-diol 7,8-diol 3 ， 6-diol 子0日

4216a 3303 452 1137 

5365 (1 27) 3038 (92) 408 (90) 1007 (89) 

8937 (212) 4755 (144) 755 (1 67) 1553 (137) 

7491 (178) 4616 (140) 464 (103) 1474 (130) 

* PC(%) , percent of control =(The amounts of B[a]P metabolite in the presence of 17ß-estradiol -

the amount of B[a]P metabolite in the absence of 17ß-estradiol) x100. 

a : The value was the peak area of metabolite from HPLC analysis. 
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Total 

9108 

9818 (107) 

16000 (176) 

14045 (154) 



Table 9. Effect of 17ß-estradiol on cytochrome P-4501A1 可linked

ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) activity in CL刁 cells

induced by B[a]P. 

B[a]P 

(μM) 

17 ß-estradiol 

(ng/ml) 

的
4
ρ

-w-m 
4
'，
‘
同
叫

C

﹒
到

Am 

II 

Dd om nnny E( 
PC(%) 

1iAU1iti 
O 

0.25 

0.01 

0.25 

0.191 土 0.006

0.058 土 0.004

0.215 土 0.006

0.553 土 0.006

112.57 

289.53 

* The fluoresence of solvent control(DMSO) was 0.262土 0.006.

* The EROD activity of 10μMιNAF (ß-naphthoflavone) was 0.76 土

0.028 pmol/min/mg. 

* Wilcoxon rank sums test, P < 0.05 
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FIG. 3. Mecabolisrn and activation of benzo[α]pyrene. 

Fig 1. The figure was obtained from Gelboin (1980). 

- 71 -



的g 2. lrnmunohistochemical staining pattem of ER and PR in lung tumor specimen. (A) Negative response of PR in 
lung carcinoma, (B) Positive response of PR in tumor specimen, (C) Positive response of PR shown in nuclei 
and cytoplasm of tumor cells in breast cancer, (D) Negative response of ER in lung tumor specimen, (E) 
Positive response of ER shown in nuclei of tumor cells 血 breast cancer. 
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Fig 3. Comparison of the CYP lAl protein expression in non-tumor lung 

tissues between male and female lung cancer patients (明Tilcoxon rank 

sums test, p < 0.05). 
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Fig 4. Comparison of the CYP lAl mRNA expression of non-tumor lung 

tissues between male and female lung cancer patients. 
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Fig 5. 3犯2p_pOS剖tlabeli泊ng autorad副iograms of B[a吋]P翱DN、-.TA adduct佔s in CL-刁.

after the treatment of B [a吋]P (A) So叫lvent control-DMSO , (B) Calf-

thymus DNA treated with 50!lM B[a]P as positive control. The CL-3 

cells treated with (C) 0.4μM B[a]P, (D) 1.0μM B[a]P, (E) 2.5μM 

B[a]P , (F) 5μM B[a]P. 
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Fig 6. 3咒2p_pOS討tlabe1ing autωorad品iograms of B[a]P回DNA adduct臼S 1扭nCL-刁@

after the treatment of B [a吋]P (1.0 μ瓦M吋) with and without 17 ß 白也es哎tradio叫1.. 

(A) Solvent control- DMSO，但) B[a]P alone , (C) B[a]P+ 0.01ng/ml 

17ß-estradiol, (D) B[a]P+ 0.25ng/ml 17ß阻estradio1.
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Fig 7. 32P-postlabeling autoradiograms of B[吋P-DNA adducts in CL-3 cells 

after the treatment of B[a]P (1 .0μM) with and without progesterone. 

(A) Solvent control- DMSO, (B) B[a]P alone , (C) B[a]P+ 1 ng/ml 

progesterone, (D) B[a]P+ 20 ng/ml progesterone. 
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8. HPLC analysis of metabolites formed after incubation of [3H]-

benzo[a]pyrene and 17ß-estradiol in CL刁 lung adenocarcinoma cells 

(A) 1 /11在 B[a]P， (B) 1μ孔1 B[a]P+ 0.01 ng/ml 17ß-estradiol, (C) 1μM 

B[a]P+ 0.05 ng/ml 17ß-estradiol, (D) 1μM B[a]P+ 0.25 ng/ml 17ß-

estradiol. 
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Fig 9. Effects of estradiol on the EROD activity of CL-3 cells treated by 

1μM B[a]P (Wilcoxon rank sums test, P < 0.05). 
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捌、英文摘要

Lung cancer is the leading cause of cancer death in Taiwan. Smoke is 

the most important risk factor of lung cancer. Less 4% of Taiwanese women 

are smokers, however high mortality rate of lung cancer was observed 

compared to other countries. Our previous data indicated that DNA adduct 

levels in nontumor tissues of female lung cancer patients were higher than 

those of male patients. We are interesting to study the possible cause(s) 

resulting high DNA adduct levels in female patients. In addition, some 

environmental pollutants, such as oil smoke, incense smoke and passive smoke 

may be assoicated with the incidence of female lung cancer. Moreover, the 

different hormone control was explained for different susceptibility to 

environmental pollutant and tobacco smokes among male and female patients. 

In the present study, we attempt to elucidate the role of estrogen and 

progesterone, and CYPIAl gene expression on the high chemical susceptibility 

among female lung cancer patient. 

In order to clarify the role of estrogen and progesterone on high 

DNA adducts of female lung cancer patients, the immunohistochemistry was 

first used to detect the expression of estrogen and progesterone receptor in 

lung tumor specimens of 27 lung cancer patients. The result showed that the 

expression percentage of progesterone receptor in female lung cancer patients 

(479毛) was significant higher than that of male patients (17%) (P < 0.05). 
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Moreover, female lung cancer patients possessed progesterone receptor 

expression seem to have a trend of high DNA adduct levels in their nontumor 

lung tissues. These results suggest that progestron receptor expressed in lung 

tissues seem to associate the high chemical susceptibi1ity in female lung cancer 

patlent. 

P AHs (polycyclic aromatic hydrocarbon) are mainly airbome 

genotoxic compounds. CYPIA1 is well known to involve P AHs metabolic 

activation. To elucidate the role of CYPIAl on the chemical susceptibility 

among male and female lung patients, the CYPIAl protein expression in non

tumor lung tissues from male and female lung cancer patients were analyzed 

by Western blot. The CYPIAl protein expression in female patients was 

significantly higher than that of male patients. The result suggest that high 

induction of CYP1A1 protein expression by polycyclic aromatic hydrocarbons 

(PAHs) in environmental pollutants may be associated with high DNA adduct 

levels in female lung cancer patients. 

To verify the role of estradiol and progesterone on the formation of 

DNA adduct, and the effects of estradiol on B[吋P metabolism and the activity 

of CYPIAl linked-EROD in CL-3 human lung adenocarcinoma cells, 32p_ 

postlabeling and HPLC-rediactive detector were used. B[a]P-DNA adduct 

levels in CL-3 cells were elevated to 2.7 and 2.9 folds with the addition of 

estradiol (0.25 ng/ml) and progesterone (20 ng/ml) respectively. The amount 

of 3-0H, 7,8-diol, and 9,10-diol in CL-3 cells were increase吐 by the addition 
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of estradiol. The increase of B[a]P metabolism by es甘adiol may be resulted by 

the induction of CYPIAl. Moreover, we also demons甘ated that EROD activity 

in CL-3 cells was increased by the addition of estradiol. 

In summary, high chemical susceptibility in female lung cancer 

patients observed from higher DNA adducts in lung tissues seem to be 

associated with the high expression of progestrone receptor, and CYPIAl gene 

and its enzyme activity than male lung patients. 
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