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中文摘要(位欄目串串串 Ab說闊的)

本研究利用微小核法(闊的來探討檳榔塊成分 (arecoline 、

catechin 、 glγcγrrhizin 和 Cu2+)在中國倉鼠卵(CHO)細胞之細胞

遺傳毒性並探討 CuCIz分別與 arecoline'catechin 及 glycyrrhizin

闊的交互遺傳毒性。並以 MTI 法探討比四種檳榔塊成分對 CHO 細

胞存活率之影響。另外，以核分裂指數(NDI)和細胞型態觀察來探

討比四種成分對 CHO 細胞之細胞毒性，亦以流體細胞測定法(flow

cytometry)探討此四種成分影響 CHO 細胞之細絕凋亡及細胞適期

中各期之分佈情形。

MTI 之研究成果發現 arecoline 、 catechin 、 glycyrrhizin 和

CuCIz均能抑制 CHO 細胞之存活率，而 CuCI 2 和 arecoline 、

catechin 或 9 Iycyrrh izi n 共存峙， CuCI 2 可分別有統計意義的降低

此三種成分之細胞毒性。在細胞型態之觀察結果發現只有 catechin

會改變 CHO 細胞之細胞型態，但目前對於 catechin 會改變細胞型

態的機制並不十分清楚，有待進一步探討。此外，比四種成分對 CHO

細胞之 NDI 的影響較複雜， arecoline 和 glycyγrhizin 在低濃度加

強 NDI ，高濃度貝1]抑制; catechin 和 CuCI2 貝IJ 增加 NDI 。

遺傳毒性的研究結果顯示 arecoline 、 catechin 、 glycyrrhizin
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及 CuCI2 均有統計意義的增加 CHO 細胞之微小核數，其中

glycyrrhizin 在 0.1四3 !-lM 之濃度範圈可劑量一相關怯地增加 CHO

卵巢細胞之微小核數。交互遺傳毒性之探討發現 CuCI2 可加強

arecoline 之遺傳毒性，對 catechin 別無此作用，但對 glycyrrhizin

則抑制其之遺傳毒性。這些結果顯示檳榔塊成分閑之交互遺傳毒性

相當複雜。

細胞鴻亡之研究結果顯示，比四種檳榔塊成分均不造成細胞凋

亡，亦不影響其細胞體積和細胞之顆粗度，但 arecoline 、 catechin

和 glycyrrhizin 似有抑制 GO/G1 phase 之作用。

結論是 arecoline ' catechin ' glycyrrhizin 和 CuCI2 單獨存在

時對 CHO 細胞均有細胞毒性和遺傳毒性，但其共存待會呈現複雜

的交互作用。
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英文摘吾吾(監時鹽1語hAb說闊的)

Betel chewing is a widespread habit in Taiwan, Southeast 

Asia and India. According to the statistical data of 1994, we 

know that the amount of betel quid chewier is about 10 間

150/0 of total population on earth, and the consumers of 

betel quid are still growing. Unfortunately, many 

investigators have shown that the habit of chewing betel 

可uid is correlated to the high incidence of oral cancer and 

esophageal carcinoma (Muir and Kirk,1960; Hirayamal 

1986; IARC,1985). However, the chemical ingredients of 

betel quid are a complex mixture including arecoline, Cu訕F

catechin and glγcγrrhizin. Since betel quid chewing exposes 

the consumer to a mixture of these compounds, a study of 

cytogenotoxicity of these compounds are important to 

understand their beneficial and harmful effects. Therefore, 

in this studγI micronucleus (MN) test was 思mployed to 

measure the genotoxic potential of arecolinel catechin, 

glycyrrhizin and Cu 2+ in Chin思se hamster ovary (CHO) Cells. 
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Our results showed that all of the four ingredients of 

betel quid, arecoline, catechin, glycyrrhizin and CU2 +, 

significantly elevated the number of micronucleated cells, 

and glycyrrhizin caused genotoxicity in a concentration

dependent manne仁 In addition, the genotoxic interactions 

ofCu訕 and arecoline, catechin or glγcγrrhizin were complex. 

Cu訕 attenuated the genotoxicitγof glycy付hizin l however, 

potentiated the genotoxicity of arecoline, but did not affect 

the genotoxicitγof catechin. 

In th is study, MlT assaγ， nuclear division index (何 D1)

and cell morphological change were conducted to study the 

cγtotoxicitγof the four ingredients of betel quid in CHO 

cells. 

The results of MlT assay showed that all of the four 

compounds at high concent悶tions significantly decreased 

th自 viability of CHO cells, but CU2+ attenuated the 

cγtotoxicity of arecoline, catechin or glγcyrrhizin ， 

respectivelγ. 1n observation of cell morphology found that 



only catechin could cause the morphological change in CHO 

cells. On the other hand, the results of NDI were complex, 

both arecoline and glycγrrhizin increased cell proliferation 

at lower concentrations, but depressed cell proliferation at 

higher concentrations. In addition, both catechin and CuCI2 

increased cell prolifeγation. FinallγI the results of flow 

cytometrγshowed that anγof the four ingredients didn't 

cause hypoploidγcells， change cellular size, and affect 

cellular glandularitγ. Obviously, the four ingredients didn't 

cause apoptosis in CHO cells. 

According to these findings, it is concluded that all the 

four ingredients of betel quid cause both genotoxicity and 

cγtotoxicity in CHO cells. However, the cγtogenotoxic 

interactions among these ingredients of betel quid are 

complex. 
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緒論(Intro錯臨的i臨時)

一、檳榔果實

檳榔果實(Areca fruit)為棕樹斜植物檳榔(Areca catech u L.) 

的果實。古代漢方將檳榔呆實去除外皮所得之檳榔子(Betel nut)作

為止病、驅蟲、提神、鎮靜、健買或預防成宮之用(林， 1989) 。

二、檳榔果實的化學組成

檳榔果實含有水份、脂肪、多聽類、纖維質、礦物質、盼類化

合物及多種植物鹼(表一)(Mujumder et a l.(1979) 。其中以盼類化

合物及植物鹼被認為最具有生理活性(Mujumder et al.r 1979 ; 

Hwang et 剖.， 1992) 。

L 齡類化合物

檳榔中已知的盼類化合物有 catechin di mers ' leucocγanidin 

dimers ' leucopleargonodin (Mathew and Govindarajan, 

1969) 。
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2. 禮物驗

檳榔果實中至少含有五種不同結構的植物鹼，分別為

arecoline 、 arecaidine 、 guvacoline 、 gucacine 與 arecolidine

(Mujumdar et a l.， 1979) 。其中以 arecoline 的含量最堂富(五

和孫， 1993 ; Wang et a l.， 1997) 。

Table 1. compos甜甜甜甜f 騙自d嘩ra目d rip體 b患重副闊的$

Constituents Tender nut(%) Ripe nut(%) 

Water extractive 75 20四30

Polγphenols 40 11-18 

Alksloids 。開0.1 0.2且0.24

Fat 1-4 10咀 15

Free fattyacids 1.5-6.7 Drcrease 

Polysaccharides 5 25 

Crude fiber 1-2 15 

N, Mineral matter, 1. 1-3.8 Decrease 
Water -soluble 
ash, Water-
insoluble ash 

(Ml 
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五、檳榔與口腔病變

由於檳榔種植成本低廉又節省勞力，利潤可觀，因此本省種植晶

積逐年增加，食用檳榔逐漸成為一種流行趨勢，立食用年齡層亦有

下降的現象(林， 1989) 。目前台灣嚼食檳榔的人口約以高達二百八

十萬人(黃和許， 1993) ，平均每人每天約攝食 1牛23 顆檳榔(Ko et 

al., 1992) ;雖然許多學者認為咀嚼檳榔對健康有害無益，尤其本省

國口腔癌死亡者，有 800/0與嚼食檳榔習慣有關(Kwan ， 1976) , 

但國人對於檳榔的消耗確有增無減，主要是因為仍無法提出有利的

證據來證明檳榔是有害健康的，例如為什麼有些人嚼食檳榔多年，

除了牙齒磨損外卻未造成顯著的口腔組織病變。又 1985 年盟際癌

症研究學會(IARC)指出，現在已有足夠證據證明檳榔和煙草一起咀

嚼會導致口腔癌，而單獨咀嚼檳榔是否會導致口腔癌證據仍不夠充

分(IARC ' 1985) ，但從流行病學調查及臨床研究員j清楚地顯示嚼

食檳榔與口腔病變似乎具有相關性。

1閥混行病學調查

國人嚼食檳榔的人口有逐年增加的趨勢且根據衛生署癌症登記中

心資料顯示， 1979 至 1985 年間國人罹患口腔癌機率提高了 2.5

倍，尤其檳榔盛行地區如高雄與彰化，其口腔癌患者中有咀嚼檳榔
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習慣者分別高達 86.20/0及 700/0 (玉， 1993) ，另外研究也發現，

頰癌與齒銀癌之發生和嚼食檳榔時習慣將檳榔渣荳於牙報與頰黏聽

聞有關 (Dunham et a l.， 1966) 。路外也有類似的研究結果，如是

嚼檳榔的印度，該國人民權患口腔癌的機率，佔全部癌症罹患率的

三分之一(WHO ' 1984) ，如此高比率亦晴示檳榔與口腔病變具有

相關性。

2. 臨~症狀

檳榔呆實中含有豐富的粗纖維，長期咀嚼會造成牙齒動搖、磨損、

牙齒良退縮(蕭， 1990) 。檳榔嚼塊中之鹼性成分及石灰會沈積而產生

牙結右，進一步造成牙周發炎。另外，口腔黏旗在檳榔嚼汁成分的

長期刺激下，可能會引起一連串不同程度的傷害，如白斑痕

(Ieukoplkia) 、口腔黏朕下纖維化(oral submucous fibrosis; OSF) 

等癌前期病變(黃， 1990) 。

OSF 為口腔黏膜下纖維異常堆積，造成張口困難、疼痛、口腔

黏膜變白及潰霧等症狀。研究發現，檳榔呆實中植物鹼 8月coline 、

arecaidine 會剩激纖維母細胞之增生並使膠潭、蛋白 (collagen)的生

成量增加，尤其後者刺激膠原蛋白的生成能力更勝於前者(Harvey

et a l.， 1986) 。另外，乾燥檳榔子中之 tannins 及C+)一catechin
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萃出物被發現會抑制膠原蛋白分解酵素(collagenase)的活性，使

分解膠原蛋白的能力下降(Scutt et a l.， 1987) 。綜合以上結果得知，

OSF 與嚼食檳榔有密切關緣。

四、檳榔塊成分之餌施國違傳毒性

根據統計顯示， 1994 年嚼食檳榔的人數約佔全球人口的 10-

150/0 '並持續在成長當中 (Pickwell et a l.， 1994) 。因此，檳榔之

安全性受到國內外學者廣泛的重視。檳榔塊的成分相當多其中包含

arecolinel Cu 2+, catechin，和 glycyrrhizin (Nanda and Kapoor, 

1971 ; Arjung, 1976 ; Hennings, 1981 ; Stich and Stich, 

1982) 。

1. ar體co閻明體

有報告指出 arecoline 會導致老鼠的骨髓細胞發生染色體變異以

及增加姊妹禁色體的交換(Panigraphi and Rao, 1982 ; 1983) , 

而且對 CHO 細胞也會有相同的突變作用 (Dave et a l.， 1992) 。

Sinha 及 Rao 在 1985 年指出 ar色coline 會導致老鼠精子細胞型態

的不正常及 DNA 合成順序發生錯亂。 Sharan 及 Wary (1992)亦

報告 arecoline 以及檳榔子的萃取液會導致從人類喉嚨瘤所得到的
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Hep 2 細胞的 D閥A 合成順序發生錯亂。

2.c就聽chi間和 glycyrrhizi時

此外 'catechin 以及 glycyrrhizin 比二者被發現有抗突變作用。

Nagabhushan 和 Bhide(1988)的報告也指出香煙，香煙衍生物以

及畸製肉品在 Salmone/la typhimurium strain TA98 所造成之

突變作用可被 catechu extract 和 catechin 所弱化。 Jain 等人

(1989)也證明 catechin 會抑制對 Salmone/la typhimurium 

strain TA100 的 N-methyl-N四 nitro 四N-nitrosoguanidine

(MNNG)突變能力。 Nishino 等人(1986)的實驗也指出 9 Iycyrrhizic 

acid (aglycone of glycyrrhizin)會抑制 teleocidin 及 TPA 對老

鼠皮膚所造成的促癌化作用 (tumor promotion) 。他們同時也建議

glycyrrhizic acid 應該要以 9 Iycyrrh izi n 的型態服用，鹿為

glycyrrhizin 是水溶性的而且會在清化道分解成 glycyrrhizic

acid 0 Abe 等人(1987)也報導出 glycyrrhizic acid 會抑制 B16 細

胞的生長及刺激其產生黑色素 (melanogenesis) 的作用。但

catechin 和 glycyrrhizin 本身如高劑量是否造成遺傳毒性?尚少

有學者提及。
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3.copp體r

鋪在週期表中的原子數是 29 '原子量是 63.54 ，位於週期表 Ib

族，氧化狀態是+1 價、 +2 價離子(Harrison ， 1974) ，銅是金屬

具有延展性及對於熱和電是一個良好的導體。娟的半衰期是四星期。

大約 500/0的娟的攝取是經由食物吸收而獲得。此吸收情況在體內會

產生恆定狀態。鋪在人體內較高密度是在肝臟，主要隨膽汁排泄但

少部份由尿液排泄。銅是人體必須的金屬，在人麓的許多酵素如

ferroxidases ' cytochrome oxidase ' superoxide dismutase 

及 amine oxidase 都需要銅離子的存在。成人每日的需要量建議

是 2mg o 若攝取過多的銅鹽類(通常至少 15-75mg)則會造成責與

腸的阻礙。正常情況的人類還未有慢性銅中毒的例子。有報告指出

攝取大量銅鹽類會造成溶血、肝臟及腎臟損害。曾有案例報告指出

藹萄園的國丁使用含硫酸銅溶液的噴霧劑而造成肺臟病變，但噴霧

劑尚含有其他成分所以鋪在此些病例所扮演的角色仍不清楚。此外，

有些人函先天性代謝不正常而無法順利排泄鉤而造成 Wilson' 5 

disease 0 目前只有少數報告涉及鋪之遺傳毒性， Sideris 等 (1981)

指出氣化銅在哺乳類細胞會造成 DNA 合成異常 o Singh and 

Sharma (1981) 亦報告大量且長期使用硫竣銷會抑制植物細胞之
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分裂和染色質的整合功能。此外， Trivedγ 等人(1997)的報告指出

檳榔內含有銅的成分且銅在口腔黏旗下纖維化(oral submucous 

fibrosis ; OSF) 的病理變化扮演一個重要的角色。在產生膠原質

(collagen) 的纖維母細胞(fibroblast) 中甚至在其鄰近的角質細胞

(keratinocytes) 中都可發現 lγsyl oxidase 增加，比過程可能走過

量的銅刺激所引起的。

微小核分析法被廣泛的用來確認嚼檳榔者其剝落口腔細胞之遺

傳毒性傷害，而嚼檳榔者含有微小核的斜落口腔細胞數也被發現增

加(Stich et al., 1982; 1986; Stich and Rosin, 1984) 。鹿為

嚼檳榔塊會讓嚼食者暴露於 arecoline ' catechin ' glycyrrhizin ' 

Cu2+混合物中，所以這些化合物之問交互作用為有利或有害有必要

加以探討。

五、研究麗的:

1.用微小核法(闊的來檢驗 arecolin皂， catechin ' glycyrrhizin 

和 Cu2+在 CHO 細胞是否有細胞岫遺傳毒性及相互遺傳毒性?

2. 以核分裂(NDI)及開TT 法(cell viability)分析這四種檳榔塊

成分是否具有細胞毒性?

3種用 1~1 立顯微鏡觀察此四種檳榔塊成分在高濃度之細胞型態
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(cell morphologγ)是否有明顯變化?

4.並以流式細胞儀(flow cytometry)探討其對 CHO 細胞之細

跑過期 (cell cycle)以及細胞凋亡(apoptosis)的影響。

以期對檳榔塊成分之交互細胞毒性和遺傳毒性做更進一步的了

解。
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材料和方法

(輔器t體甜甜串串聞組開體th甜甜盤)

藥品和儀器

一、藥品試劑

下封費毒品購自罰單ma 公司(美麗)

l.Cytochalasin B 

2.Adriamγcin 

3.Arecoline 

4.Catechin 

5.GIγcyrrhizic acid 

6.MTτ(3-[ 4 ， 5闢 Dimethylthiazol2-yl于2 ， 5 回 diphenyl 酬

tetrazolium bromide) 

7.Glycine 

8.RI可 ase

9.PI 

下封藥品購自 Gibc由公司(美團)

l.Trypsin (0.250/0) 

2.Dulbecco's phosphate Buffered Saline 

3.Minimum Essential Medium 

4.Foetal Bovine Serum 

5.PSN (Antibiotic mixture) 

含 Penicillin

Streptomycin 
!可 eomycin
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下列藥品購白開會rck 公司(德麗)

1.Potassium Chloride 

2.Giemsa 

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

4.CuCI2.2H 20 

5.DMSO (Dimethyl sulfoxide ) 

6.NaCI 

7.Ethanol 

二、常用藥品及堵養浪之配置

1. CuCI2.2H 20: 將 CuCI2 .2H20 溶於滅菌的蒸餾水中，並將其

分別稀釋至所需的最終濃度。

2. Adriamycin: 將 Adriamycin 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. Arecoline: 將 Arecoline 溶於滅齒的蒸餾水中，最將其分別

稀釋至所需的最終濃度。

4. Catechin: 將 Catechin 溶於滅菌的蒸餾水中，並將其分別稀

釋至三所需的最終濃度。

5. Glycyrrhizin: 將 Glycyrrhizin 溶於滅麗的蒸餾水中，並將

其分別稀釋至所需的最終濃度。
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6. Sorenseu's glycine buffeγ: 取 0.1柄的 NaCI 加 30ml 的

蒸餾水，再加 0.1M glycine '用 1M NaOH 調 pH 至 10.5 ' 

最後加蒸餾水至 50ml o

7. MEM 

取出可配製一公升 MEM 的粉末，加入碳竣氫鍋 (NaHC03 )

2.2g 溶於一公升之去離子水中，調 pH 值至 7.25 後，過渡、減

菌。

8. Cytochalasin B (Cyt-B) 

將 Cyt且島溶於滅齒的 DMSO 中，使其濃度為 2mgjml 並以

HBSS 稀釋成 0.5mgjml o

9. 0.075m例 KCI (低張溶液)

取 0.54g KCI 溶於 100ml 之蒸餾水中。

10. 5μI RNase 

將 10的/μI ~容於二次水稀釋成 50μgjc.c.

11. 10JlI PI 

將 0.5mg伐.c.溶於 PBS 稀釋成 5μgjc 巫 c.
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五、儀器

1.無語操作台 (Lamina Flows) : 

a廠牌: Bellco 

b.型號: 8001 且74000

C屢出產地: Canada 

2.垮養箱 (Incubator) : 

a.廠牌: Nadaire 

b.型號: IR AUTOFLOW 

c. 出產地: U. S. A. 

3.離心機(Centrifuge) : 

a.廠牌: Hettich - Zentrifugen 

b.型號: ROTANTAjR 

c. 出產地: Tuttlingen 

4.烘丹機(Slide Warmer) : 

a.廠牌: Fisher Scientific 

b.型號: 77 

c. 出產地: U. S. A. 

5.水浴機(Shaker Bath 130) : 

a廠牌: Firstek 

b.型號: B 202 國 Tr

c. 出產主也: U. S. A. 

6.細胞計數器(Hemocγtometer) : 

Reich信內寸ung
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7. 光學顯微鏡(Microscope) : 

a.廠牌: Nikon 

b.型號: M icrophot - FAX 

c. 出產地: Japan 

8.電子天平

a.藏牌: Mettler 

b. 至1 號: AE 240 

c. 出產地: Canada 

9.倒立顯微鏡:

a.廠牌: Nikon 

b.型號: phase contrast 2 ELWD 0.3 

c. 出產主也: Japan 

10.酸鹼測定儀:

a蜀廠牌: WTW 

b. 型號: PH 537 

c. 出產地: Germany 

1 1.逆轉式振盪器

a.廠牌: Firstek 5cientific 

b.型號: 5101D 

c. 出產地: Taiwan 

12.Microplate Reader 

a.廠牌: Metertech 

b.型 f虎: 2: 960 

c. 出產她: Taiwan 
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13.Flow cγtometer 

a.廠牌: Becton-Dickinson 

b. 型號: FACS-Calibur 

c. 出產主也: U.S.A 

四、藏相器材及試劑

1.底片顯影劑: Kodak T闢max

2.照片顯影劑: Dektal 

3.照片及底片定影劑: Koda k T fixer 

4.底片: Kodak 

5. 照片: Ilford 

6.放大機:

a.廠牌: Meopta 

b.型號: Opemus 6 

c. 出產主也: Japan 
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實驗步轉及方法

一、細胞培養(C體IIC臨時臨時) : 

*中國倉鼠卵細胞(CHO)細胞其細胞過期約 12 個小時

利用細胞計數器 (Hemocytometer)取得 5x105 個 CHO 細胞童

入每個培養旦中

• 

垮養在今 100/0小牛血清(Fetal bovine serum ; FCS)及 1 0/0

Antibiotic mixture (Penicillin, Streptomycin, Neomycin ; 

PSN)的 5ml 培養液(Minimum Essential Medium ; MEM) 中

• 

放入含有 50/0 CO2 並保持濕潤的 37
0

C垮養箱

• 

垮養 24 小時

• 

加入各種不同濃度的藥物

於不含血清及 PSN 的堵養液中

• 

作用 2 個小時

• 

移去原垮養液並以 PBS 溶液清洗細胞 2 次

• 

加入新鮮且含血清的垮養液以探討 CHO 細胞之細胞存活率、徵

小核數和利用 j洗禮細胞儀分析細胞過期和細胞凋亡
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二、細胞繳小核法(時icro扭扭cl聽聞單蟲55昂首， ;輔捕): (Fe臨睡ch

甜甜開臨時聽y， 1985)閻明

L細胞: 5x105 個 CHO 細胞

2闡藥品:

Arecoline (0.03-10μM) 

Catechin (1-3μM) 

Glycyrrhyzin (0.1-3抖抖)

CuCI2 (30-300抖例)

Cγtochalasin B (0.5mgfml) 

Trypan blue (0.40/0) 

Trypsin (0.250/0) 

KCI (75mM) 

Fix sol'n '(methanol : acetic acid = 3 : 1) 
30/0 Giemsa (pH6.4) 

3.儀器: Microscope 

4.處理流程:

5x105個 CHO 細且包

• 

垮養 24 小時

• 

加入不同濃度藥物

及 30戶柄 Cyt-B 於不含血清之垮養液縛養

• 

作用 2 小 B寄
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• 

移去原堵養液並用 PBS 7青洗細胞 2 次

• 

加入 30μM Cyt個B 及含血清之垮養液培養

• 

垮養 18 個小時

• 

細胞經 0.250/0 Trypsin 處理

• 

收集懸浮細胞

說關icr申明明cle目器之製備:

懸浮的細胞以 1200 rpm 離心 8min

• 

以 75mM KCI 處理 6min 並將細胞懸浮液均勻

• 

以 1200 rpm 離心 8min

• 

倒掉上清液

• 

沿管壁加入 5ml 固定液懸浮均勻並靜置 30min

• 

以 1200 rpm 離心 8min

• 

移去上清液立在加入 5ml [蜀定液處理 5min
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• 

以 1200 rpm 離心 8min

• 

倒掉上清液並加入 3ml 固定液處理 3min

• 

以 1200 rpm 離心 8min

• 

加入少許固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

• 

符玻丹乾後，以 30/0吉氏染色劑(Giemsa)染色 5min

• 

在顯微鏡下連續觀察 1000 個雙核細胞中所令 MN(如 Fig.1)之數

目

五、細胞存活率居聽11 Vi攝制lity) : (PI祖師b，甜甜可主會89)

L細胞: 1x104 個 CHO 細胞

2.藥品:

Arecoline 3μM 

Catechin 10 J.l 1可

Glycyrrhyzin 3μM 

CuCI2 300μM 

MTT 50J.l1 
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DMSO 四 Sorensen's glycine buffer = 8 : 1 
3當儀器:

ELISA 

4獨處理澆程:

lx106 個 CHO 細胞

• 

種入 96-well microplate 

• 

垮養 24 小時

• 

加入不同濃度藥物

於不含血清之培養液垮養

• 

作用 2 小時

• 

移去培養液

• 

加入令血清之垮養液垮養

• 

垮養 18 個小時

• 

收集細胞
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單單細胞的數據分析:

細胞去除垮養液

• 

加入配好的 200Jl I MTI 溶液

• 

放置一小時

• 

吸除 MTI 溶液

加入 200Jl I DMSO闇Soresen's glycine buffer 溶液

• 

於逆轉式振盪器搖盪 10 分鐘，溶出 formazan

• 

放入 ELISA 儀器在 570nm 波長偵測

• 

收集數據

四、流聽細胞儀分析法(fl甜甜 cyt甜甜的er) : (Or師前od，

1994) 

L細胞: 1x 106 個 CHO 細胞

2.藥品:

Arecoline 3JlM 

Catechin 10μM 

Glycγrrhyzin 3μ阱
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τrγpsin 0.25 0/0 

3割儀器:

Flow Cytometer 

4處理流程:

1x106 個 CHO 細且色

• 

垮養 24 小時

• 

加入不同濃度藥物

於不含血清之培養液培養

• 

作用 2 小時

• 

移去原垮養液並用 PBS 清洗細胞 2 次

• 

加入含血清之垮養液培養

• 

培養 18 個小時

• 

細胞經 0.250/0 Trypsin 處理

• 
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收集懸浮細胞

囂，細胞的製囑:

懸浮細胞

• 

以 1200rpm 離心 5min

• 

移去上清液並加入 1ml PBS 溶液清洗

• 

以 1200rpm 離心 5min

• 

移去上清液並加入 1ml PBS 溶液清洗

• 

以 1200rpm 離心 5min

• 

移去上清液並加入 300μI PBS 溶液和 700111 Alcohol 溶液認定

• 

放置自20
0

C 24 小時

• 
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上機分析細胞

血上攤前處理

以 1200rpm 離心 5min

• 

放入;水浴

• 

D四PBS 洗(或 τriton 四x)

• 

以 1200rpm 離心 5min ，去上清液

• 

加 985μI PBS 

5μI RNase 

10~1 PI 

• 

以 lc.c.針筒取出細胞懸浮液，然後以 200 目綺布過液、

• 

放入包錫箔的 Eppendorf 試管中

五、統計分析(Statistic晶IA時器Iy割s) : 

細胞存活率(Viability) ，微小核(MN)之結果以 mean 土 S.E.M.

呈現，實驗組和對照組之闊的統計意義差別以 Studenes 佇test 或

先以 one way analysis of variance (ANOVA)分析，然後以

Dunnet's test 泉評估，以 p<O.05 作為顯著性差異之判斷水準。
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結果(R串串扭扭輯)

一、微小核(瞬間)

L 晶『體coli目體、 C器重體能hi帥、 glycyrrhizi間和 C盟CI2 對在 CHO

細胞所造成之遺傳毒性:

由 Table 2 的結果顯示，正對照組之 0.1μ!可 adriamycin

(42.2 + 2.2) 具有顯著統計差異增加微小核頻率。與對照組

(12.3 土1. 1)相比較: arecoline 在 1μM (33.6 +2.9)和 3μ開

(27.0 + 2.6) ; CuCI 2 在高濃度 : 100μ例 (34.4 土 2.6) 和

300μM(3 1. 4 士 2.7) ; catechin 在高濃度 :3μM (28.6 +2.3) 

和 10μ!可 (28.9 土 2.8) ;以及 glycyrrhizin 在 0.1抖抖 (22.3 士

1.0) 、 0.3μM (29.2 +2.1) 、 1μ開 (35.5 士 2.9)和 3μM (36.6 

士 5.2)均和 adriamycin 一樣具有顯著統言十差異地增加 CHO 細

胞之間N 數，且 glycyrrhizin 以濃度相關性誘發遺傳毒性。

2.C組CI 2和其它檳榔塊成分在 CHO 知飽之交互遺傳毒性:

a. CuCI2 與 Arecoline 之交互作用:

如 Table 3 所顯示， arecoline 在 0.3μ抑下其所產生之微

小核數為 12.0 士1. 2 與對照組(10.5 士1.4)相比較並無顯著
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統計差異， 30μM CuCI 2 (15 蠱 o +0.7)在，無顯著統計差異之~叫

數。當 30μM CuCI2 與 0.3μM arecoline 相加所形成之 M何為

2 1. 8 土 2.1 '與對照組相比較有顯著統計差異地增加微小核數;

與 arecoline alone 相比較也有顯著統計差異的增加 MN 數。

b. CuCI2 與 Catechin 之交互作用:

如 Table 3 所顯示， catechin 在 1μM 下其所產生之微小核

數為 13.5 土 1.0 與對照說(10.5 士1.4)相比較無顯著統計差

異的增加;而 30μM CuCI 2 與 1μM catechin 相加所形成之 MN

數為 15.5 士1. 2 '與對照組或 catechin alone 相比較並無顯

著統計差異的增加微小核數。

c.C凶CI 2 與 Glycyrrhizin 之交互作用:

如 Table 3 顯示， glycyrrhizin 在 0周工μM 下其所產生之微

小核數為 24.8 士1. 9 與對照組(10.5 + 1. 4)相比較有顯著統

計差異的增加;當 30μ開 CuCI2 與 0.1μM glycyrrhizin 相加所

形成之 MN 數為 14.5 士1. 8 ，與 glycyrrhizin 組相比較有顯著

統計差異的降低微小核數。
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二、核分裂的指數(閱DI)

1.Ar體coli師告， Cat體chi時， Glycyrrl可izh習和 C盟CI2對 CHO

細胞之時D里的影響

a. 在 CHO 細胞中，不同濃度 arecoline (0.0于 10μM)之 NDI

佳:由 Fig.8 的結果顯示， arecoline 0.03μ悅之 NDI 佳為

1.99 土 0.02 與對照組(1.76 土 0.01)相比較呈有顯著統計

差異的增加核分裂的指數，而 arecoline 10μ例之 NDI 值為

1.69 +0.01 與對照組(1.76 士。.01)相比較呈有顯著統計

差異的抑制核分裂的指數;而 arecoline 0.3μ閥、工μ手持和 3抖抖

的 NDI 值分別為1.79 士 0.01 、1. 77 士0.01 和1.78 士

0.01 與控制組相比較均無顯著統計差異。

b. 在 CHO 細胞中，不同濃度 catechin (1祖 10μ!可)之間D1 值:

由 Fig.9 的結果顯示， catechin 3JlM (1. 85 士。 .01)及

catechin 10JlM (1. 84 土0.01) 之時D1 值與對照組(1.76

士 0.01) 相比較均能呈現有顯著統計差異的增加核分裂的指

數; catechin 1μM (1. 77 土 0.01)與控制組相比較並無顯

著統計差異的影響 ND1 值。

c. 在 CHO 細胞中，不同濃度 glycyrrhizin (0.1-3μM)之 NDI
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值:

由 Fig.10 的結呆顯示， glγcy作hizin 0.1μ閥、 0.3μ悅和 1抖抖

之 NDI 佳分別為1.86 土 0.01 、1. 85 +0.01 和1.87 士

0.01 與對照組(1.76 土 0.01)相比較均有顯著統計差異的增

加核分裂的指數，而 glycyrrhizin 3μ例之 NDI 值為1. 70 土

0.01 與對照組相比較則呈有顯著統計差異的抑制核分裂指

數。

d. 在 CHO 細胞中，不同濃度 CuCI2 (3令300μM) 之 NDI 值:

由 Fig.11 的結果顯示， 100μM CuCI2 之 NDI 為1.87 土 0.01

與對照組(1.76 +0.01)相比較呈有顯著統計差異的增加核

分裂的指數，而 30μM CuCI2 與 300μ私有 CuCI2 之 NDI i益與

對照組相比較均無顯著統計差異的影響 NDI 值。

草.C祖CI;z和其它續辦塊成分在 CHO 餌飽之軸01 的交互作用

a. 在 CHO 細胞中，不同濃度 CuCI2 與 arecoline 交互作用之

NDI 值:

由 Fig 間 12 的結果顯示， 0.3μM arecoline 之 NDI 值為1.92

土 0.01 與對照組(1.98 土 0.01)相比較並無顯著統計差異的

影響 NDI 值。而 30抖開 CuCI 2+O.3μM arecoline (1.99 士
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0.01)與 arecoline alone 相比較也無顯著統計差異的影響

NDI 值。

b. 在 CHO 細胞中，不同濃度 CuCI 2 與 glycyrrhizin 交互作用

之 NDI 值:

由 Fig.13 的結果顯示， 0.1μM glycyrrhizin 之 NDI值為 2.06

土 0.01 與對照組(1.98 +0.01)相比較呈有顯著統計差異的

影響 NDI 值。而 30μM CuCI 2+O.1μM glycyrrhizin (2.01 

+0.01)與 glycyrrhizin alone 相比較也無顯著統計差異的

影響。

三、細胞存活率

1. arecoline 、 catechin 、 glγcyrrhiz楠、 C臼CI2 和

adriamycin 對 CH。但胞之影響

Table 1 顯示， 3μM arecoline 、 10μM catechin 、 3μM

glycyrrhizin 、 300μM CuCI2 、 0.1μM adriamycin 與對照系且在 CHO

細胞之存活率分別為 :0.72 土 0.03..0.78 土 0.03..0.75 +0.02 、

0.98+0.02 、 0.91 +0.04 和1. 17 士 0.01 0 表示 3μM arecoline 、

工O !J.M catechin 、 3μM glycyrrhizin 、 300μM CuCI2 及 o .1!J.M 
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adriamγcin 會具有顯著統計差異的抑制 CHO 細胞之存活率。

300μM CuCI2 分別和 3μM arecoline 、 10~M catechin 、 3μM

glγcyrrhizin 相加其 CHO細胞存活率分別為 0.79 +0.02..0.96 士

0.01 和 0.81 士 0.01 。此結采和 3μM arecoline (0.72 +0.03) , 

10~M catechin (0.78 士 0.03) ， 3μM glycyrrhizin (0.75 土0.02)

單獨存在之結果分別相比 CHO 細胞存活率有顯著統計差異的上升，

也就是 300μM CuCI 2可降低 3μM arecoline ' 10μM catechin 和

3抖M glycyrrhizin 對 CHO 細胞之細胞毒性。

四、細胞型態(cell r嘻嘻orpholo會y)

本實驗所得之細胞型態 Fig.1 是在電子顯傲鏡下 640X 所拍攝，

其餘照片是在倒立顯微鏡下在 phase 2 以 200X 所拍攝。

Fig.2 顯示對照組之 CHO 細胞;其細胞呈紡、種狀吱的於培養血，

細胞質明顯擴展開，細胞核清晰可見，圈球亮點細胞為正處於分裂

的細胞。

Fig. 3 顯示經 3抖抖 arecoline 處理之 CHO 細胞:與對照組相

比型態並無明顯改變，其細胞質明顯擴展開，細胞核清晰可見，並

可覓處於分裂的明亮細胞。
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Fig. 4 顯示經 10 JlM catechin 處理之 CHO 細胞:與對照紐相

比少部份細胞至1 態呈發泡狀，細胞質與細胞核已無法分辨，但仍可

見正處於分裂的細胞。

Fig. 5 ; 6 ; 7 分別顯示經 3μM glycyrrhiz惘， 300抖M CuCI 2 

和 O.lJlM adriamycin 處理之 CHO 細胞:與對照組相比型態並無

明顯改變，細胞質明顯擴展筒，細胞核清晰可見，細胞本正常分裂。

五、流體細胞儀之研究結果

證明 arecoline 、 catechin 、 glycyrrhizin 和 CuCI2 的細胞

毒性後，進一步地探討所引起的細施死亡是否經由細胞鴻亡的途

才豆 。 Fig.14 戶丹示 ， 3μM arecoline 、 10μM catechin 、 3μM 

glycyrrhizin 和 300μM CuCI2 處理 CHO 細胞二小時，以 PI 做

DNA 染色後，均無典型的細胞鴻亡指標(hypoploidy cell ;低

套染色體細胞)出現，這些檳榔塊成分亦均不影響 CHO 細胞之

體積(F旬 .16)和細胞內容物之顆粒度(Fig.17) 。以 ModFitLT 分

析細胞週期之各期之分佈情形 (Fig.15) ，如 Tabl皂 4 所示，

arecoline 、 catechin 、 glycyrrhizin 和 CuCI2 加黨組在細胞遲

期所佑之 GO/G 1 phase 百分比 (0/0) 分別是 40.7 ' 42.95 ' 
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43.24 ' 37.5 ;在 5 phase 所佔的百分比(0/0)分別是 43.45 ，

40.75 , 40.41 , 45.92 ; GiM phase 所佔的百分比(0/0)分別

是 15.85 ' 16 固 48 ' 16.35 ' 16.59 分別和對照組相比(GO/G1

phase : 38.16 ; 5 phase : 44.28 ; Gil可 phase: 17.57) ; 

似乎 3μM arecoline 、 10μM catechin 、 3μM glycyrrhizin 和

0.1μM adriamycin 有 GO/G 1 phase block 的現象。
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討論(劉串串明串串io吋

在本研究四種檳榔塊成分 arecoline 、 catechin 、 glycyrrhizin

和 CuCI2在高濃度均能降低 CHO 細胞的存活率，而 CuCI2 可分別降

低 arecoline 、 glycyrrhizin 或 catechin 之 CHO 細胞毒性。但核

分裂指數 (ND1) 之研究結呆則較複雜 arecolin告 (10μ肉和

glycyrrhizin (3μM)在高濃度則抑制!可Dl' 但低濃度則增加 NDl ; 

catechin 在 3-10μM 濃度則增加 NDl ; Cu2+則在 100μ閑時可增

加 NDl 0 arecoline 在低濃度可促進細胞分裂，但高濃度則抑制之

作用和其他學者之報告有一致性。 Wang and Lee (1996)發現檳

榔呆實之翰委員化合物粗萃取物當其濃度達 100μgjml 日寄可抑制 CHO

細胞增生的效果。張等(1998)發現 arecoline 在低濃度 0.1μgjml ，

1. 0μgjml ' 10μgjml 會促進牙品展纖維母細胞(human gingival 

fibroblasts)的增加，而 arecoline 濃度在 100μgjml 時會抑制牙

齒晨纖維母細胞的生長。此外，觀察細胞型態變化的結果顯示只有高

濃度的 catechin (10~M)可明顯的改變 CHO 細胞型態。這些研究

結果顯示以不同的方法來探討細胞毒性其結果有所差異，但這四種

檳榔塊成分在高濃度下具有細胞毒性是可確定的。

檳榔與口腔癌的發生密切相關。其扮演的角色可能為致癌劑(謝，
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1991)或為腫瘤的促進者。在本研究此四種檳榔塊成分均有顯著統

計差異地在 CHO 細胞誘導微小核出現。 arecoline 在培養細胞具有

遺傳毒性之報告亦被其他學者所提出。 Trivedi 等 (1993)指出

arecoline 會有統計意義地在 CHO 細胞增加其染色體斷裂

(chromosome aberrations)頻率和姊妹柴色分體交換(SCEs)頻

率，而且 arecoline 之此種遺傳毒性可被 nicotine 所加強。 Dave

等(1992)在比較 arecoline 和檳榔子萃取物在 CHO 細胞之遺傳毒

性後，亦認為 arecoline 為造成遺傳毒性之主成分。

雖然 Cu2+ 與 cancer 立在沒有正相閱 (Howell ， 1958;

Linder,1983) ，但在本研究 CuCI2 對於 CHO 細胞有明顯的遺傳毒

性。其他學者亦報告 Cu2+具有遺傳毒性， Bhunya (1996)利用

micronucleus test 評估 copper culphate 可能對小雞產生的

clastogenic 反應，其實驗結果顯示 CuS04 對 chick (in vivo)具

有細胞遺傳毒性。 Agarwal 就剖. (1990)的研究亦發現 CuS屯在

大白鼠 (in vivo) 的骨髓細胞造成染色體斷裂(chromosome 

break) 0 Sideris 等 (1981)的研究也發現 Cu2+會導致 DNA 的合成

順序發生錯誤。 Patishvili 等 (1987)將 Cu2+注射入腹水癌細胞，結

果發現 Cu2+可嶽在 DNA 的雙股螺旋構造中。所以 Cu2+是一種潛在
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的突變廚子。

回顧文獻可發現有些報告指 glycyrrhizin 和 catechin 有抗禮瘤

和抗突變之作用。 Nishino 等 (1984)發現 glycyrrhizin 可減少

7 ， 12-dimethγI-benzo (2) anthracene 和 teleocidin 在小白鼠

產生皮膚癌。 Sasaki 等(1989)亦發現 glycyrrhizin 籍著阻礙 cell

cγcle 在 GO/G1 phase 來抑制人類肝癌細胞的增長。 Ohtsuka 等

(1995)亦發現 Sho-saiko-to 之成分別γcyrrhizin 可降低 AF-2 在

Salmonella typimurium strain TA 100 之致突變性。 Abe 等人

(1987)也報導出 glycyrrhizic acid 會抑制 B16 細胞的生長及刺激

其產生黑色素Cmelanogenesis)的作用。此外， Nagabhushan 和

Bhide (1988)指出 catechu 萃取物和 catechin 不但不具突變性，

且可減弱香煙和煙;燒肉之萃取物在 Salmonella typhimuium 

strain TA 98 之致突變性。 Jain 等 (1989)亦報告 catechin 可對

抗件methγI-N甜nitro-N-nitrosoguanidin捏在 Salmo丹ella

typhimurium strain TA 100 之致突變性。然而在本研究 'catechin

和 glycyrrhizin 對 CHO 細胞均具有遺傳毒性，相似的報告亦被其

他的學者所提出 o Bandyopadhyay 等(1986)報告 catechin 可在

Salmo月ella strain 造成突變並在培養細胞造成染色體斷裂。 Giri
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等(1987)以 catechin 殼食雄性占白鼠(Male Mice)後發現可增加

小白鼠骨髓細胞之姊妹染色分鐘交換率(SCEs) 。顏(1998)的研究

指出 catechin 會使 CHO 細胞之 SCEs 頻率顯著的提高，且與濃度

有正相關。這些 catechin 和 glycyrrhizin 之研究結果會相矛盾，

可能和採用之標本，方法，劑量不再有關。我們本大膽的推測

catechin 和 glycyrrhizin 在較高劑量具有遺傳毒性，但和其它突

變物質共存時卻具有抗突變作用。就像 CuCI2在本研究單獨存在峙，

具有遺傳毒性，但可降低 glycyrrhizin 之遺傳毒性。 Cai 和 Cherian

(1996)亦報告 Zn2+和 Cu2+可降低y一射線在兔子淋巴球所造成之染

色體斷裂(CA)之作用。另外， CuCI 2 可加強 arecoline 之遺傳毒性，

Rahman 等 (1992) 亦報告 CuCI2 可加強 quercetin 對小牛胸腺

DNA 的破壞。然而在本研究 CuCI 2 不影響 catechin 之遺傳毒性。

總之檳榔塊成分之交互遺傳毒性可能相當複雜，尚需史進一步釐 i膏。

在本研究 arecoline' catechin 和 glycyrrhizin 雖似有 GO/G1

phase 抑制之作用，但四種檳榔塊成分均不形成 Sub G1 細胞，也

不影響其細胞大小和細胞顆粒度。所以此四種成分在本實驗條件下

不造成細胞鴻亡，其降低 CHO 細胞之存活率仍使 CHO 細胞壞死而

來。

41 



結論:

l.arecoline ' catechin ' glycyrrhizin 和 CuCI2 這四種檳

榔塊成分均其有細胞毒性和遺傳毒性。其在較低濃度均能促使

CHO 細胞分裂，所以此四種檳榔塊成分在適當濃度下均可能促

使 OSF 形成。 2.四種檳榔塊成分在高濃度會減少 CHO 細胞存活

率，此種細胞毒性仍直接使細胞壞死而不是經由細胞凋亡。此種

直接造成細胞壞死的作用，在 in vivo 可能更進一步的造成發炎

反應。 1比較四種檳榔塊成分誘發遺傳毒性之效籠，其由高而低

之)1廣序分別為: arecoline 相當於 glγcyrrhizin 'catech in 次之，

CuCI2 最低。既然比四種成分在低濃度就誘發遺傳毒性所以均可

能和口腔癌有關。 4.此外， CuCI2 可減少 arecoline ' catechin 

或 glycyrrhizin 之細胞毒性，亦可降低 glycyrrhizin 遺傳毒性，

但加強 arecoline 之邊傳毒性，對 catechin 之遺傳毒性則沒影

響，所以其細胞m遺傳毒性之交互作用相當複雜，檳榔塊佐料之

加入，何者有益或有害?尚需史進一步的釐清。
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國表(罰單晶聞單晶時dT攝制串串)

Table 1. Effects of arecoline (如ec)雪 catech血 (Cate) ，

glycyrrhizin (Gly) and CuC12 on cell viability in CHO cells. 

Concentration 
Treatment 

〈μM)
O. D. % Control 

Control 1. 17土0.01 100 

Adrimycin 0.1 0.91士0.04a 78 

此recoline 3 0.72士0.03a 62 

Catechin 10 0.78士0.03a 67 

Glycyrrhizin 3 0.75士 0.02a 6嘻

CuC12 300 0.98士0.02a 84 

CuC12+ Arec 300 3 0.79土0.02b 68 

CuC12+ Cate 300 10 0.96士 O.01C 82 

CuC12+ Gly 300 3 0.81士O.Old 69 

a. P<0.05 as compared with control (Dunnet' s test). 

b. P<O.05 as compared with 3μM arecoline alone (Student's 令test).

c. P<O.05 as compared with 的μM catechin alone (Student's t-test). 

d. P<O.偽的 compared with 3JlM glycyrrhizin alone (Student's t國test).

Data are shown as mean 士 S.E
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Table 2. Effects of Arecoli旦角 Catech扭， Glycyrrhizin and 

CuC12 0血 micronuleus formation in CHO cells 

Concentration 

Treatment (μ抽)

Control 

Adriamycin 。.1

Arecoline 0.03 

0.3 

1 

3 

10 

Catechin 1 

3 

10 

Glycyrrhizin 0.1 

0.3 

1 

3 

CuC12 30 

100 

300 

*P<0.05 as compared with control. 

Data are shown as mean 士 S.E.M.

Numberof 
binudeated cells / 
1000 binudeated 
cells 

也.3士 1.1

42.2::t2.2* 

11.8士0.8

也.8 ::t 1. 7 

33.6士2.9*

27.012.6* 

14.2士 1.6

18.2士 1.9

28.6土2.3*

28.9士2.8*

22.3士1.0*

29.2士2.1本

35.5士2.9*

36.6土5.2*

17.9士1.3

34.4::t2.6* 

31.4::t2.7* 

n=4-8 from 2-3 replicate cultures for each treatment group. 
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Table 3. Mutual interactions between CuC12 with other 

ingredients of betel quid, arecoline (Arec), catech血 (Cate) ，

glycyrrhizin (Gly), respectively, in i且往日C扭g genotoxicity in 

CHO cells. 

Concentration Numberof 

Tre犯tment 〈抖M)
binudeated cells / 
1000 binudeated 
cells 

Control 10.5士1.4

Adriamycin 0.1 29.8士3.0a

Arec 0.3 也.0士1.2

Cate 1 13.5土1.0

Gly 0.1 24.8士1.9a

CuClz 30 15.0:t0.7 

CuClz+Arec 30 0.3 21.8土2.1b

CuClz+Cate 30 1 15.5+1.2 

CuClz+Gly 30 0.1 14.5士1.8C

a P<0.05 as compared with control(Dunnet's test). 

b P<0.05 as compared with 3μM areco1ine alone(Student's t幽test).

c P<0.05 as compared with 的抖M glycyrrhizin alone(Student's t鞠test).

Data are shown as mean:tS.E.M. 

n=4個8 from 2-3 rep1icate cutures for each treatment group. 

45 



Table 4. Changes of cell cycle distribution induced by 
adriamycin, arecolin烏 catechin， glycyrrhizin and CuC12 in 
CHO cells. 

Treatment Concentration Cell cycle (0/0) 

〈抖M) GO/G1 S phase G2/M 
phase phase 

Control 38.16 44.28 17.57 

Adriamycin 0.1 41.7 41.25 17.05 

Arecoline 3 40.7 43.45 15.85 

Catechin 10 42.95 40.75 16.48 

Glycyrrhizin 3 43.24 40.41 16.35 

CuCl2 300 37.5 45.92 16.59 
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Fig. 1. Cytochalasin B caused binuclea記d cells, arrow indicated the 

binucleated ceU with one micronucleus (6是OX).
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Fig. 3. Effect of 3 JlM arecoline on cell morphology in CHO cells 
(200X). 
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Fig. 4. Effect of 10 JlM catechin on cel1 morphology in CHO cel1s 

Fig. 5. Effect of 3 Jl品質 glycyrrhizin on cell morphology in CH 0 cells 

(200X). 

49 



Fig. 6. Effect of 300 抖M CuClz on cell morphology in CHO ceUs 
(200X). 

Fig.7. Effect of 0.1 Jl M adriamycin on cell 臨orphology in CH 0 cells 
(200X). 

50 



-“-Q 
z 

2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0.0 

* 

斗 句句代勻。
φTG﹒早已. ~V 

，，<:、 A O G Gb 扒 (>9OJJOJFFP 

Treatment 

Fig. 8. Effects of 0.03-的 μM arecoline (Arec) and 0.1μM adriamycin 
(ADM) on nuclear division index (NDI) in Chinese hamster ovary 

cells. 

Data are shown a舖sm玟le侃a倒n+S.E

*p<o.o的5a倒s compared with contro1. 
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Fig. 9. Effects of 1-10μM catechin (Cate) on nuc1ear division index 

(NDI) in Chinese hamster ovary cells. 

Data are shown a倒s mean士 S.E

*p<o.o仿5a船s compared with control. 
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Fig. 10. Effect of 0.1-3μM glycyrrhizin (Gly) on nuc1ear division index 

(NDI) in Chinese hamster ovary cel1s. 

Data are shown as mean土 S.E.M.

*P<0.05 as compared with control. 
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Fig. 11. Effect of 30-300μM CuC12 on nuc1ear division index (NDI) in 

Chinese hamster ovary cells. 

Data are shown a俗s mean土 S.E

*p<o.o仿5 as compared with cont甘rol.
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Fig. 12. A interaction of 30μM copper chloride (CuClz) with 0.3 JlM 
arecoline (Arec) on nuclear division index (NDI) in Chinese hamster 

ovary cells. 

Data are show as mean + S.E.班.
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Fig. 13. A interaction of 30μ就 copper chlori社e (CuClz) with 0.1 抖服
glycyrrhizin (Gly) on nuclear division index (NDI) in Chinese 

hamster ovary cells. 

Data are show as mean土 S.E.間.
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A. 

Control 

B. 

Fig. 14. DNA histograms from CHO cells treated with adriamycin(O.l 

μM)， arecolir閱 (3μ臨時， catechin (10 J.LM) , glycyrrhizin (3 抖M) and 

CuC12 (300 μ臨的. Panel A. DNA histograms of FL2A for cell cyc1e 
analysis. Panel B. DNA histograms of FL2H for hypoploidy analysis. 

Note, none of these chemicals induced hypoploidy cells. The 

horizontal axis represented the fluorescent intensity of DNA contents 

while the vertical axis represented the relative cell numbers. The 

results are representative of three experiments. 
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Fig. 15. DNA cell cycle analysis program (ModFitLT) to analyze the 

percentage of Gol G1 phase (first red peak), S phase (downward

hatched peak) and G2/M phase (second red peak) in each cell cycle. 
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Fig. 16. No change in forward light scatter (FSCH) properties of 

CHO ceUs treated with adriamycin (0.1 J!M), arecoline (3 抖師)，

catechin (10μM)， glycyrrhizin (3 J!M) and CuC12 (300 J!M). The 
results indicate these ingredients of betel quid do not change ceU size. 

The results are representative of three experiments. 
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發獨生掰E

Fig. 17. No changes in side 1ight scatter (SSCH) properties of CHO 

cells treated with adriamycin (0.1 抖M)， arecoline (3 帥的實 catechin (10 

μM) ， glycyrrhizin (3μM) and CuC12 (300μ版). The results indicate 
these chemicals do not change cell granularity. The results are 

representative of three experiments. 
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附錄(App體間組版)

細胞闢遺傳毒性分析法之簡介

(GI晶甜甜晶t th串串問轟Iys誨。fcy電串串串臨的甜甜甜甜}

壹、細胞闡連傳毒性檢驗法

(Cyto曾聽聞。toxic A串串串ys)

要檢驗化學物質是否會誘發唷乳類動物細胞產生遺傳毒性，最

常被用到的方法有三種:染色體構造變異分析法 (Assaγfor

Structural Chromosome Aberrations; CA) SCEs 和徵小核法
(Micronucleus Assay, MN)至於偵測細胞毒性最近常用 MTT 法;

CA , MN 和 MTT 法其內容將分述如後:

一、柴色體構造變異分析法

(Assay for Str臨ctural Chro甜苦串串。捕eAb體rr揖tio問s)

A.細胞過期的影響(τhe 1口fl瞌睡nc串甜f th體 C體11 Cycl串}

能不能正確而有效的利用 Colchicine 或 Colcemid 之類的紡鍾

體抑制劑來將細胞生長週期留滯在分裂中期(Metaphase) ，幾乎可

以說是染色體標本玻片製作的成功與否的關鍵。為求梁色體分析能

在顯微鏡下順利的進行，還有許多特定的步驟須得謹慎的好好處理，

例如使用適宜的低張溶液來使細胞膨絞卻又不至於讓細胞脹破、自

定液的比例也要適當、噴片的技術更要純熟以免染色體有重疊的情

形發生以及選擇濃度適當的染色劑。

細胞週期 (cell cycle)對染色體標本分析的影響其重要性可由下列幾

點說明:

L 染色體在 G1 phas台、 5 phase 、 G2 Phase B寄由於其形態

是呈鬆散狀 (Decond自nsed) ，所以很難直接觀察得到。而在
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前期 (Prophase)時由於染色體才剛開始進行濃縮，亦不利於

觀察。唯有在中期(阱etaphase)時，由於染色體已呈緊縮狀態，

兩股分離的狀態已然形成，而且染色後顏色比較深，所以此時

最利於觀察與分析，至於到了後期 (Anaphase)時成對染色體

會互相分離並集中在細胞南極之處，比時亦不利於觀察。最後

到末期 (Telophase)時，染色，體已聞始不以緊縮狀態出現，此

時就更難使用光學顯微鏡這分出各個個別的染色體了。

2. 由於中期 (Metaphase)在整館細胞週期 (Cell cycle) 中所桔

的時間實在不多，所以需得在細胞垮養過程中加入適量的

Colcemid 或 Colcichine '再經過幾個小時的培養後即可中止

紡鍾絲 (Mitotic spindl.e) 的作用，如此一來已進入中期

(Metaphase)的細胞便會被迫停留在此階段。

3. 如果所使用的細胞已經離開了細胞週期而進入了 Go
phase' 則可加入 Mitogen (Mitosis Stimulating Agent)劍
可使 Go cell 從 Go phase 中再回到正常的細胞遠期。當所使

用的細胞是這屬於 Go cell 時，可以在垮養開始細胞分裂後加
入試暴。不過這些有毒性的試藥有時亦會干擾 Mitogen 的作

用，使經 Go cell 無法順利返回細胞過期，所以最好是在細胞

分裂後才加入試藥。

4. 許多會破壞染色體的化學物質，需得經歷細胞的 5 phase ' 
也就是參與了細胞 DNA 複製的過程才會造成索色體異變，這

類的化學物就被稱為是 S-dependent 。當然也有少數的化學

物質是 S-independent '這類的化學物質可在細胞的 G2
Phase 時加入，然後在接下來的分列中期產生染色體變異。

茵此在加入藥物之後，通常得再經過一個完整的細胞遠期(Cell

Cycle)後才可以採收這些細胞。

5區在正常的情況下?進行一次細胞這期 (Cell Cycle)所需的時

間幾乎是不會有太大的變動。可是若有藥物的作用，那整個細

胞過期(Cell Cγcle)的規律性就會有所變化，比如說 G1 Phase 
可以會延長或者細胞會暫時進入 Go Phase 中，自此整個細胞

，過期的特程就會被延誤。細胞若有產生明顯的染色體變異那在

經過幾次的細胞過期 (cell cycle)後可能就會造成細胞死-è'
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因此想要觀察紮色體變異就必須要在使得知跑過期延長，所以

若照正常的時閑來採收的標本有可能會發生所採收的標本根本

就無法拿來做為觀察染色體之異常型態之用，因此在實驗的通

程中需反覆的監看細胞通期的實際變化情形再決定出最好的採

收樣本的時間。

島、發色費量變異之分類

( Classificatio自由f Chro闊的om體 Ab告rr前i臨時器)

一般來說，所謂的染色體變異所指的通常是在顯微鏡下就可觀察

到的黛色體構遠的異常現象。造成染色體變異的函素有可能是因為

單一染色分體中的崇色物質某部份遺漏或完全斷裂而形成的。這些

被遺漏或斷裂的部份在分裂中期時往往會以斷丹 (Fragements) 的

型態存在，並可能會在細胞分裂之後以小顆粒的形狀出現在細胞中，

這些小顆粒就稱之為微小核(Micronucleus) 。斷裂的染色分體也有

可能會發生重組進而形式單純的或更加複雜的結構變化，不過大部

分的染色體變異結果往往都會因重要的基因訊號遺失或者是不法繼

續進行正常的有絲分裂而造成細胞的死亡。只有幸運的少數細胞器

只是簡單的染色體移位或者是小部份遺失(Small Deletion) 因此可

以正常分裂而存活下來。正由於太多數發生染色體變異的細胞在分

裂之後無法存活，所以在加藥後滿一個細胞週期的時候是採收染色

體標本的最佳時機，過早或者是太慢採收細胞往往會影響到禁色體

變異頻率估計的準確度。至於未同步化的細胞(Asynchronous

Cells) ，其理想的標本採收期是以加藥之後一個半週期時最為適當。
但是如果藥品造成了細胞迪斯延長，那可能就得要等二個或二倍以

上的現期後再來採收會比較適當。

染色，聽變異的分類(Venitt and Pa阿扎 1984)

I 、染色體型(Chromosome Type) : 

染色體之二條柴色分體發生變異的地方是在同一處，包括了下

列幾型:

1.聞除(Gap or Achromatic Lesion ; g) 

間隙(非黛色區)的直徑比染色分體的直徑小。

2. 染色體斷裂 (Chromosome Break orτerminal 

Deldtion ; c) 
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染色體發生斷裂的情況向常是在非複製期的 G1 phase 或 Go
phase 時就發生，不過得在被複製後分裂中期才容易被觀察

到。至於斷裂之殘片貝11 無法被觀察到。

3.交換(Exchange)

a. 二個染色體問交換 (Interchange Between 
Chromosomes ; CjC) 

在 G1 phase 時形成，常常會形成雙中節的染色禮。

b. 同一個染色體內部互換 (Interchange within A 
Chromosome ; CjC) 

這種類型的交換往往會使染色體產生環狀變異(Ring) 。

江、染色分體型(Chromatid-type)

這類型的變異除了孤立染色分體斷裂外(Isochromatid

Breaks)外，通常只是單一條染色分體變異，色括了下列幾費:

1國間隙(Gap ; g) 
非染色區的問隙部位的直徑比索色分體的直徑還要小。

2.染色分體斷裂(Chromatid Break ; C) 
非染色盔的主徑比柴色分體的主徑來的大

3.孤立祟色分體斷裂(Isochrmatid Break ; Su) 

4. 交換(Exchange)

成因乃是因為染色分體斷裂之後，又重新組合而來，所以其構

造就較不單純。可細分為三種:

a.二個染色體問交換，有妻子稱與非對稱兩種結果。

b. 向一染色體問交換 (Interchange Within A 
Chromosome ; CjC) ， 有單臂及雙臂之分。

c.孤立染色體/染色分體問交換(IsochromatidjChromatid

Interchange ; i/c) 
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五"、微小核法(關i甜甜甜明cl體組$蟲串串晶γ}

微小核 (MNs)的成函是由於染色體中某些部份在分裂後期待，

茁延邊無法在紡綾體上就定位，導致細胞分裂完成後被皂，令入子細

胞的主核之內，結果這些染色體碎片就集結成圍而形成微小核

(M時s) 。因此繳小核指出現其中一個子細胞中，並以一個或多個小

核的型態分散在細胞質中。自此，微小核(開闊s)的主要成分就是一

些不令中心節 (Acentric) 的染色體碎片 (Heddle and Carrano, 

1977) 。如果細胞在分裂期的時候紡委絲自某些原自失去了作用，

那往社會使得全是條染色分體發生延遲得現象 (Lagging

Chromosomes) 而產生較大的 MN 。因此若使用有毒藥物來破壞或

干擾細胞內紡鍾麓的功能，拉拉就可以產生這種大型的 MNs

(Yamamoto and Kikuchi , 1980 ; Lynch et a l.， 1993) 。只要細

胞在進行分裂，就有可能會有 MNs 的產生，自比利用 MNs 的方法

可以研究許多細胞的遺傳毒性。在 1976 年， Schmid 就大量的利

用骨髓中的嗜多色紅血球(Polychromatic Erthrocytes)來探討微

小核(MNs)的特性，此外 Heddle et al., (1983)在詳細的研究與

分析之後，亦的合了 MNs 法可以廣泛的用來探討遺傳毒性的這偽論

點，且隨著科技的進展與技術的突破， MNs 法的應用領域也就更為

廣泛，如用來偵測老鼠其他體細胞的細胞遺傳毒性(Tates et 
al., 1980 ; Shindo et al., 1983 ; Adler, 1993 ; Marrazzini et 
a l.， 1994) 。現在史進展到可以使用 Cytochalasin B 來抑制細胞由

問團phase 進入 G1 phase 而造成雙核細胞(Fenech and Morley; 
1985) ，微小核法的準確性與實用性做更進一步的的進展。

L判斷和計數開闊的車則 :(He攝制體g 主會73; C自扭扭tryma口

器時d Heddl體， 1976 ;說ob體rt串串t al., 1986) 

(l).M峙的直徑必須小於主核的三分之一

(2).1可惜在顯微鏡下不可呈反射現象

(3).何闊的顏色與主核的顏色類似或更鮮明

(4).開時必須包含在細胞質內，但不可與主核連結在一起

(5).雙核細胞的兩個主核必須明顯的分離，如果有重疊則不可拿

來計數

(6).雙核細胞不管含有多少個關時，都以一個問肉來計數
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2.據分裂的指數(時闊的體ar 聶ivi器i臨時桶錯睡3畫，輔DI)

細胞經化學處理後，除偵測 M付外，益可籍由 MN 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 一定時筒後，計算單核、

雙核和多核細胞出現之頻率，然後按 Eastmond and Tucker (1989) 
所建議之公式便可算出 NDlo

NDI = (MI + 2MII +3MIII + 4MIV)+閥

MI - IV 表示一核至11 四核細胞數，

間貝11表示所觀測之所有細胞數。

五、輔ττ(關icroc扭扭臨時 7的razoli甜甜 Assay特技街之

探討

用簡便的方法測定的細胞存活數量是尚有許多難題尚未解決。

這些問題同時來自於實際與理論上的考量。舉例來說，有些簡單而

直接的技術諸如:用 haemocytometer chambers 或用 electronic

particle counters 來直接計算細胞，這種方法較不適合用於大量檢
體。此外，可能無法辨別細胞的死活。事實上，最近的一些論文引

發了吾人對 viability 的定義產生了質疑。就如費時費力的

colonogenic assays '此種分析方法能反映出細胞分裂能力的比
率，但以某些角度來說則對存活率之定義過於苛求。

最近，利用還原 tetrazolium salts 來測細胞的分裂增殖的

colorimetric methods 已經以數種商業 kits 的型式被推廣，這些

方法依賴一個概念，這概念是 tetrazolium salts 被有代謝活性的

細胞還原成 formazans 。由於 formazans 呈色相當濃，這些聾類

就有作為 colorimetric reagents 的潛力，用來定量有代謝活力的
細胞的數目。這些方法懿示如 Fig. A (Marshall , 1995)IXVi 0 
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Add cellS 10 the wellS ot a 96-Well microli甘e platea 

Add a solution 01 the \ètrazolium salt 土 intermediate electron a細ptör at 草棚 zero

Incubate \0 al切w !ormazan productionb 

/ 
Insoll必i串 Form紅，an

Add sOlubilising reagenlc 10 elute the 
formazan, inωthe surrQundin(} medium 

Shake plates 10 ensure an eveo 
extraction of the soluble formazan 

\ 

\ 
Soluble: Formazan 

Shakepla健s 10 ensure an even 
distribu!ion 01 納esoluble

formazan 

/ 
Read absorban個S 00 a microtitre-plate reader 

Fig.A-A ftow dia;伊血。fa, typical MTA、
'WbI盟 respon輔 10 tr祖個個lofthe 揖IIS 鳴也 polenú訕甜mtllators or e)1010到ca~nts arl'回 be Ìnvj扭扭，ga則， the 唱:lls a間
f抽血b喇 in做鴨b叫做 ag咽1， prior 抽泌的.ion ofù泌盟關:olium 也
h叫，badoQ 也間現ryfro血 30min 10 overnight. 
.M個:1 t刮目Zl)lh扭曲1旭 form insoluble {orm臨llS which m叮叮ystalli:甜 .fter lòng iucu恤ion penods. Á ran醉。f甜1的ilizing reagén包
have be喃自ed for the addìúonal s阻p:r<quir凶 10 elute the forma且姐，

概括的說，將 tetrazolium salt 加入養在 96-well microtitire 
pla隘的細胞中再把所產生的 formazan 以 microtitre plate 
reader 測量。這個象統，提供一值高效能的方法並可取代 3H

thymidine 回收法。

Forn官器za目的形成

詛蘭 τetrazoli祖師歸Its

自從第一個 tetrazolium salt 也就是 triphenyl tetrazolium 
chloride (Peckman et a 1. / 1894) 被合成之後，如 Fig. B 
(MarshaII / 1995)所未其 R r , R' ，及 R 可被取代而被陸續合成

很多類似物 (Altman ， 1976 ; Nineham, 1955) 0 ，他們都是

tetrazoles 的四級衍生物，但是到目前為止只有 monotetrazoliums

被拿來使用在 MTI 0 Tetrazolium salts 可以很容易被還原，其
heterocyclic tetrazolium ring 很容易被打闕，所形成的產物就是
formazan (Fig. 的。
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目前常用的 Tetrazolium salts 算是穩定性很好，是水溶性

且顏色呈現白到黃的變化，這些化合物最重要的特性就是經過溫和

的還原反應後所產生的 formazan 顏色很深，可以 DMSO 等溶媒

溶出，再以 ELISA reader 測 O. D. 。

b.τetr器zolium sal峙的還原

Formazan 是由 tetrazolium sa Its 溫和還原反應向來(Fig.

B) ，強烈的還原反應會導致 formazan 結構的崩解 (Altman ，

1976) 。雖然如 Fig. B 所顯示，還原反應、常常被描述為是加氫反應，

但其實它的真正原理是增加電子，至於同時間質子的轉移只是附帶

的反應。還房、反應能被還原劑如 sodium dithionite 或 ascorbic

acid 和細胞內部電子提供系統所引發。而 tetrazolium salts 常被

視為人造的電子接受者。在活細胞內的 MIT 的還厚、被視為化學動力

學的一級反應，而且也符合怖的aelis Kinetics (Gerlier et 
a l.， 1986) 。經常地，當我們討論細胞內的 tetrazolium salts 的還

原反應時，在只有很少或沒有證據情況下，通分的強調粒腺體去氫

酹所扮演的角色(Chen et al., 1990 ; Cory et al., 1991 ; Gerlier, 
1986;Hussain eta l., 1993;Shi eta l., 1993;Berg eta l., 1990; 
Monner, 1988 Jost et al. ， 1992) 尤其 succinic

dehydrogenase 以及粒腺鐘內呼吸鏈中接在 ubiquinone [CoQ, 

Fig. C (Marshall ， 1995)]後之電子攜帶者的角色。然而，當詳細考

量到 MIT 的還厚、生化反應、峙，明顯地還有其他細胞內的系統會供應

電子給 tetrazolium salts 。
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在細胞中很多種的去氮醇會產生 NADH 茵此能夠透過 NADH

去氫騁的作用將電子導入呼吸鏈中 (Fig. C) 0 5uccinate 去氫臨可

能是促使電子進入呼吸鏈的路役中最被詳細研究(Altman ， 1976) ; 
因為此梅緊密結合在粒線體的內膜。早期對於 liver homogenates 
(5later, 1963)的研究，指出此系統能產生電子而造成 MTT 還原成

formazan 0 接下來，其他學者利用此代謝途徑去設計比色法的化

學敏成性測試，並立也發展出稱為 succinate dehydrogenase 
inhibition (5DI) test (Kondo et al., 1966 ; Anai et al., 1987 ; 
Maehara et al., 1988 ; Nakashima et al., 1989 ; Yamaue et 
a l.， 1991) 。然而，有些研究(Yamashoji et al., 1992 ; Denizot et 
al 可 1986 ; Colangelo et a l.， 1992)似乎過分強調此代謝途經為

formazan 產物電子的來源。其實 NADH 及 NADPH 二者均能促使

formazan 的形成，而特異的非拉線體去氫梅亦參於反應(Pearse，

1972) 。此外，培養細胞環境的改變如葡萄糖和培養液 pH 值的改

變均會影響 formazan 的形成而造成誤差，所以利用 MTγ 法測細

胞存活率需避免此主任誤差出現。
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貳胃、細胞鴻亡(Apopt甜甜吋

細胞死亡的方式有兩種:一種稱為細胞壞死(閱ecrosis) ;另一

種稱為細胞程式性凋亡(Apoptosis) 。經由細胞壞死方式，細胞會

先腫脹(Swelling) 。細胞死亡後會破碎成小碎片 (Debris) ，細胞內

的溶解性酵素會被釋出，一些有毒物質亦隨之被釋放出來，常引起

發炎反應，而造成附近的細胞或組織傷害(Wyllie et al., 1980) ;而
細胞鴻亡則不會導致上述反應。細胞鴻亡(Apoptosis)是有機體正

常調節的機制之一，它是一種主動的生建過程，細胞會按照自身的

設定的程序進行，直到凋亡細胞被鄰近或巨嗜細胞所吞噬'其昌的

在維持機體或組織的恆定，多數真核細胞在不被機體需要、或受到

嚴重傷害、或環境中扇子刺激峙，皆可能進行細胞凋亡。

一、細胞凋亡之原因 (The cause of apoptosis) 

細胞凋亡在正常的生理活動中扮演重要的角色，如:成熟組織

的萎縮而使細胞喪失，各種老化細胞的移徐(Savill et a l.， 1989)等。

進行細胞鴻亡時最特別的型態特徵是細胞核紮色質的凝集，染色質

會發生濃縮聚集的情形(Kerr et al 叮 1972) ，並呈新月狀靠在核祺
邊(Wyllie et al., 1980) ，然後細胞變小皺縮(Shrinkage) ，細胞旗

有發泡現象，染色體受 endonuclease 作用而斷裂，從細胞膜分離

出的小泡，內含片段的染色體，而形成凋亡小體 (Apoptotic

bodies) 。若是在生物體內，則鴻亡小體將會被巨噬細胞或鄰近細

胞吞食。能引發細胞凋亡的原因有很多，包括:輻射線暴露、藥物

作用，或是由細胞鎮上的受體接受到訊息而誘發，細胞凋亡主要就

是反應在這些逆境壓力所引起的細胞傷害而減少對生物體損害的方

式。對細胞的傷害又可分為幾種(WγlI ier 1997) : 

l. DNA 傷害:細胞鴻亡因 DNA 傷害引起是相當快速的，當

DNA 產生傷害，會敢動 p53 的活化，而引起細胞週期的停

滯，以避免不正常的 DNA 被複製，但過度的 DNA 傷害則

使 p53 鼓動細胞鴻古的發生。

2.細胞膜傷害:細胞耳其的傷害會引起第二信使 Ceramide 的

傳遞， Ceramide 可能經過 MAPK 或 JNK 的途徑傳遞訊息

而引起細胞凋亡(Dermon et al., 1995 ; Hengartner et 
a l.， 1994) 。
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3.粒線體傷害:粒線體的傷害會引起她線禮膜的去極化，由於

膜上有許多和細胞凋亡有闋的蛋白質，如 Bcl-2 、 Bax' 且

膜的傷害忠會導致一些原細胞凋亡園子 (pro自apoptotic

factor) ，如 ced4 的釋出，所以可能經過訊息傳遞後，活

化 Caspase 而引起細胞凋亡。除此之外 T 細胞活化 Fas ，

或是病毒的侵入皆可引起細胞凋亡的發生。

二、鴻亡細胞的計數法(Enumeration of Apoptotic Cells) 

在此介紹三種研究方法，至於研究方法的選擇，則一般中見研究

目的、研究細胞種類與實驗成本預算而定。其實。無論使用哪一種

研究方法，研究者往往仍必須提出形態學或分子生物學 (DNA

Ladder)的設據，來證實鴻亡程序確實發生在所研究的細胞中 o

如果研究目的只在乎鴻亡細胞的計數，例如篩檢藥劑對細胞生

理的影響，可考慮、用一簡便、快速且省錢的方法。酒精固定法是一

般頗受盟內學者歡迎的方法，因它適用於大多數的細胞株，而且所

使用的試劑皆是一般實驗室常備的溶液。利用 Hγpoploidy Analysis 
來研究凋亡細胞峙，最重要的一點在於如何得到清晰的 Sub-G1 峰
(如 Fig. D) ，所以研究者必須嘗試不闊的固定劑，不詞的清潔劑與
使用濃度、時間、使得 Su仔G1 與 GO/G 1 的重疊現象減至最低。如
果使用方法一得不到清晰的 Sub-G 1 峰，可考慮在 DNA 崇色前，將

細胞浸潤在高濃度的檸檬援中，約三十分鐘，以使小片段 DNA 滲

出細胞外。如果研究目的在於探討凋亡程序與生命週期的關餘，則

可考慮、使用 Tunel咀 PI 雙參數分析。 Tunel 方法所提供的數據，由於

Fig.D 
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具有較高的特異性，對於確認細胞是否進行程序性鴻亡，說明力比
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單一參數 HypoploidγAnalysis 要強。如果研究目的試想了解凋亡

過程平、中期的細胞變化，立主且想了解從凋亡到細胞壞死的動態變

化，可以考慮、使用 Annexin V-PI 研究法。此法很於研究活細胞，

對於必須經過韓素處理，故函定處理的樣品並不適合。

摺· 1~奢黛色體分析(Hyp由pl甜甜yA自晶Iysi器)

1.先將 PBS 、乙醇及樣品放在冰桶中冷卻。

2. 製備單細胞懸浮液。若為 Attached Cells 先以 PBS 漓洗，

再以 Trypsin 酵素處理以 detach 細胞，切記不可作用過度，

以 5ml 含血清(50/0 FCS)之培養波收取細胞，並均勻地打散

細胞懸浮液。調整細胞濃度大約成 2x106 cells/ml 0 取樣 1ml

細胞懸浮液，加入 5ml PBS 來清洗細胞。

3. 以 300 X g 低迷離心 5 分鐘，吸除上清液，留約 50抖的

PBS ，避免磁及細胞。加入 150~1 PBS '振盪以打散細胞。

4. 一邊振盪'同時-ì萬一滿地加入 800μi 冰冷的乙醇，在冒20

℃冰箱中置放至少 30 分鐘以上。

5. 以 400 X g 離心 5 分鐘，吸除上清液，避免碰及沈澱之細

施。加入 0.5ml 0.1 % Triton X-100 I PBS 振盪混合細胞，
在室溫下啥室中作用 30 分鐘。

6. 以 400 X g 離心 5 分鐘，鐘量吸除上清液。

7. 加入 680抖i 的 PBS ，將沈澱細胞均勻地打散，再加入 100~1

PI solution ， 20μI RNase A Stock (終濃度 PI50的Iml and 
RNase A 50μg/ml) ，並輕搖混和。

8. 在室溫下晴室中作用 15-30 分鐘。

9. 路上機前混勻樣品，並以 35~m cell strainer cap or 35μm 
nylon mesh 過濾樣品。最好在兩小時內上機分析，如不馬
上分析樣品，以錫箔紙色住儲放在 4

0

C 的冰箱中。

b.τ甜甜體IA問晶Iysis

L盟定細胞

1. 將 1^'2 X 106 的細胞懸浮在 0.5ml 的 PBS 中。

2. 將細胞懸浮液加入含 1% (w/v) paraformaldehγde 的
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PBS 5 ml '然後放在冰上 15 min 。

3. 將細胞以 300 X 9 離心 5min' 然後將上清液移除掉。

4. 以 5ml 的 PBS 沖洗細胞，並以 300 X 9 離心來集結細胞。
重複上述沖洗及離心的步驟一次。

5. 將細胞懸浮液於 0.5ml 的 PBS 中

6. 將細胞懸浮液加入 5ml 的冰溫 700/0 (vjv) ethanol 中

7. 將細胞暫存於目20
0

C 70 0/0 (vjv)的 ethanol 中備用。將細

施放入冰中或冷凍庫將至少 30min 0 

在某些生物系統中，在將細胞染色來作為 apoptosis 的偵

測之前，先將細胞存於 700/0 (vjv) 的 ethanol 中，並置於四20

℃之冰箱中至少 12-18 小時會得到最佳的結果。細胞若存放在m

200C 中，可以維持幾天甚至幾個丹都不會壞。

ii 黛色步轉

1. 將小瓶搖晃，使 positive 及 negative control 細胞重新懸浮

在液體中。從 control cell suspensions (大約每 1ml 中含

1x106 個細胞)中取出 1ml '然後放入 12x75mm flow 
cytometry 離心管中。將這個 contro I cells 懸浮液以 300Xg

離心 5min 並小心地將 700/0 (v jv) enthnol 吸除要注意不要
攪動到 Cell pellet 0 

2. 以 1ml 的 Wash Buffer 來將每一個試管中的 control cells 
重新懸浮在液體中。以上述的步驟離心然後吸除上清液。

3 區 將步驟 2 的 Wash Buffer 處理方法重複一次。

4. 將每一個試管中的 control cell 慈浮於 50抖的 DNA

Labeling Solution 中。 DNA Labeling Solution 的製備如

下:

D?吐A Labeling Solution 
Reaction Buffer 
TdT Enzyme 
Br - dUTP 
Distilled H20 
Total Volume 
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IAssay 
10.00μi 

0.75μi 

8.00μi 
32.25μl 
5 1. 00μi 



5. 將含有細胞的 DNA Labeling Solution 放在 37 0C 的

t思mp告rature controlled bath 中，每隔 15min 將細胞拿出

來搖晃一下，使細胞重新懸浮在液體中。對 control cell 來說

亦可將之放在 201V 25
0

C 中隔夜的方式來代替上述步驟。對於

包令在這個 kit 中除了 con廿01 cell 之外的其他樣品來說，在

37 0C 中培養的時問可依研究者的需求及所用的設備方法而調

整。

6. 在垮養期的最後要加入1.0ml 的 Rinse Buffer 到每一個試

管中，並以 300 X 9 離心 5min 0 然後將上清液吸除。

7. 以 1.0 ml 的 Rinse Buffer 重複步驟 6 的 cell rinsing 方

法，然後離心後再吸除上清液。

8. 加入 O.lml 的 Antibody Solution '將 cells pellet 製成

懸浮液。 (Antibody Solution 的製備方法如下: ) 

Autibody Solution 
FITC Labeled Anti 咀 BrdU

Rinse Buffer 
τotal Volu 何le

1Assaγ 

5.00μ! 

95.00μi 
100.00μi 

1.將含有細胞的 FITC Labeled Anti-BrdU Antibodγ 

Solution 置於黑譜中培養 30min( 室溫)。

2. 將 0.9ml 的 PljRNase A staining solution 加入含有 0.1

ml AntibodγSolution 的試管中。如果細胞的濃度太低，可
將 PljR時ase A staining solution 的量降為 0.5ml o

3. 在室溫下將細胞置於黑暗中垮養 30min 0 

4. 以 flow cγtometry 來分析 PljRNase A staining 
solution 0 在染色三小時內進行分析。如果在分析前將細胞放

置隔夜，細胞的品質可能會開始惡化。

c. Ann嘩xin V-PI A問品Iy副$

Annexin V-FITC 可用來定量某一族群細施中，進入凋亡程序細
胞所佑的百分比。進入凋亡程序細胞的早期變化之一，是以原本存

在細胞藤內層之 PhosphotidγI Serine (PS) ，會移位至細胞膜外
層，以 Annexin V-FITC 標示外露的 PS '再合併以 Propidium
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Iodide (PI)進行壞死細胞的染色，可處分三種細胞。凋亡細胞可被
Annexin V-FITC 染成綠色，但對阿拉樂(因斯細胞膜完整) ;二度

壞死的細胞貝~向時會染上 Annexin V干ITC 與肘，茵其細胞蜈已破

損;而無法染上 Annexin V-FITC 或闊的則是不受影響的活細胞。

實驗步驟:

1. 將細胞以 PBS 沖洗兩次，然後將細胞以 lxl06 celljml 的

濃度懸浮於 lx的 binding buffer 中。

2. 將 100抖的細胞懸浮液(lx105 個細胞)移至一個 5ml 的垮
養試管中。

3. 加入 5抖的 Annexin V干ITC 及 10州的呵。

4. 輕輕的將細胞振盪後，在室溫(20 fV 25
0

C)下將細胞在黑暗

中垮養 15min 0 

5. 加入 400J，.tI的 1x Binding Buffer 到試管中，以 flow

cγtometry 在一小時內分析。
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