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中文摘要 (Chinese abstract) 

銅 (Copper) 、鎚 (Manganese) 、鎳 (Nickel)和鉛 (Lead)

四種重金屬廣泛分佈於自然界中，所以可由地殼和海洋中

釋出。環境之污染亦可能來自半導體工業、電子工業、汽

車工業、儀器工業、航空零件和日用品工業。雖然銅和鎮

亦是人體內微量的元素，但已知含量過高或過低對健康都

有所危害。由於半導體的製造在這些年相當盛行，其製造

過程中需使用許多化學物質，這些化學物質之毒性除強

酸、強鹼溶液、有機溶媒和各種光源被較詳細的研究外，

金屬部份則很少有毒性的探討。由於比四種重金屬化合物

不僅可用在半導體之連線，亦可用於複合鍍層，例如鎳則

常用於印刷電路板及 BGA 之墊層。半導體工業表面看來

相當安全和安靜，其實其製造過程中充滿危險性，其廢棄

物如隨地棄置亦會造成環境的污染，因此吾人以培養之動

物肺細胞為標本來探討四種重金屬鹽之細胞-遺傳毒性。

本研究為體外實驗 (1 n vitro) ，將 V79 中國頰鼠肺細胞

暴露在適量的銅( CU 2+) 、鈍( Mn 2+) 、錄( Ni 2 +) 和鉛( Pb 2+) 

鹽溶液中，首先利用微小核法 (Micronuclei method) 探討

其遺傳毒性 (Genotoxi city)手口以 MTT 法 (MTT assay)探討其

細胞毒性 (Cytotoxicity) ，並且以核分裂指數(NDI) 乎11 JJIJ 其對

細胞分裂的影響。然後藉由流式細胞技術 (Flow cytometry) 

觀察其對細胞過期 (Cell cycle)之分布比例的影響，以及探

討其是否造成 V79 肺細胞進行細胞凋亡( Apoptosis) ? 

另外，這四種重金屬分別和半導體晶片常用的錦 (Antimony)

和鍋 (Indium)二種元素共同作用，探討是否相互加強細胞
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毒性和遺傳毒性?立在以提高細胞外鈣 (Calcium) 或銀

(Magnesium)離子的濃度，來研究此四種重金屬之細胞毒

性和遺傳毒性的機轉。本研究亦以金屬中毒之解毒劑， 0-

penici lI a mi ne( D-PA) 和 Dimercaprol(BAL) ，來探討其對

娟、銘、鎳和鉛之細胞毒性之影響，以期提供適當的解毒

劑。

遺傳毒性之研究結果發現高濃度的 Cu 2 +(1 mM) 、 Mn 2 +

(200-300μM)和 Ni 2 + (0.3-1 mM)才具有統計意義增加 V79

中國頰鼠肺細胞之微小核頻率， Pb 2 + JH 在低濃度 (0.1-3μM)

皆能增加微小核數，但不呈劑量目相關性。遺傳毒性之結果

顯示 Pb2 +之遺傳毒性較具特異性。當比四種重金屬離子分

別加上 In 3 + 或 Sb 3 + 時， I n 3 +之遺傳毒性可被 Ni 2 +所降低， Sb 3+ 

貝 IJ 被 Cu 2 +所加強而其它金屬離子之交互遺傳毒性則不具統

計意義，顯示出半導體重金屬之交互作用十分複雜。於堵

養液中增加 Ca2+ 或 Mg2 +的濃度， Ca2+能夠降低 Pb2 +所增

加之微小核數，而 Mg2+能夠反轉 Mn2+和 Pb2 +所造成的遺

傳毒性，由此顯示 Mn 2 +和 Pb 2 +對染色體 DNA 的傷害，和

干擾 Ca2 +和 Mg 2 +之功能有關。

細胞毒性之研究結果顯示，高濃度的 Cu2+ ( 1 mM )、

M n2 + (200-300μM) 和 Ni 2 + ( 1 mM) 均抑制 NDI 也就是

延長細胞分裂時間。 MTT 法之結果本顯示 Cu2+ 、 Mn 2 +和

Ni 2 +都具有統計意義地降低細胞存活率。另外， Pb2 +在研

究濃度範圍內不影響 N凹，但 3μM 的 Pb2 +具有明顯的細

胞毒性。此四種重金屬與 In 3 + 或 Sb3 +之交互細胞毒性方面，

只有 Pb2 + :f口 Sb3 +共同作用會加強細胞毒性。 3mM 和 10mM
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Ca2 +可反轉 Mn2 + 或 Pb2 +之細胞毒性， 31啊M Mg 2 +對四種金

屬離子之細胞毒性均可逆轉，但高濃度時( 1 OmM )則只

能反轉 Cu 2 + 或 Mn 2 +之細胞毒性。金屬解毒劑之研究結果

顯示 3μMD且PA 會加強四種金屬之細胞毒性 30μM BAL 

可對抗 Pb2 +所造成的細胞毒性。

以 FACScan 分析 V79 肺細胞之 DNA content '檢視

Cu 2 + 、 Mn 2 + 、 Ni 2 +和 Pb2 +是否造成細胞凋亡?結呆並沒有

su札G 1 出現，所以此四種重金屬離子在本研究條件下不造

成 V79 肺細胞之細胞凋亡。此外，發現很有趣的現象是

Cu2 + 、 N i2 +;f口正對照組之 Adriamycin '均使含 G2/M phase 

之細胞數目增加，進一步以 cell cycle distribution analysis 

證實 Cu 2 + 、 Ni 2 +和 Adriamycin 確實會在 V79 肺細胞造成

G2 /M phase block 。

在細胞型態上，四種重金屬化合物除了 Mn2+外，其

它與對照組比較則無明顯差異。 Mn2 +造成 V79 肺細胞凝

縮，形成圓形亮點，另外，可能會與培養液或血清產生作

用，在細胞表面及垮養血底面呈現黑色沈澱物。

以上結呆顯示 V79 肺細胞短時間暴露在含有半導體

重金屬 Cu2 + 、 Mn 2 + 、 Ni 2 + 或 Pb2 + 的環境時，會發生細胞­

遺傳毒性，由於 Ca2 +和 Mg 2 +可降低 V79 肺細胞之細胞棚遺

傳毒性所以推測比四種重金屬離子至少部分子擾鈣和鎮離

子之功能而導致 V79 產生細胞"遺傳毒性。此外， Pb2+之

細胞毒性可以 BAL 當解毒劑。半導體金屬問之交互細胞 m

遺傳毒性呈現十分複雜。 CU 2 + ;f口 Ni 2 +可誘導 V79 肺細胞發

生 G2/M phase block '而 Mn 2 +明顯改變細胞型態，顯示
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四種重金屬之細胞"遺傳毒性具有差異性。既然比四種重金

屬離子會在 V79 肺細胞造成細胞"遺傳毒性，所以在工作

環境有必要做好妥善的防護措施，以避免危及工作人員之

健康及造成環境污染。

5 



English abstract 

Copper, manganese , nickel and lead are widely 

distributed in the biosphere , being released into the 

atmosphere by degreasing from the earth crusts and the 

oceans. In addition , these metals are released into the 

environment by human activities , such as combustion of 

fossil fuels and other industrial release. Recent studies 

suggest that semiconductor workers have an increased 

incidence of worke• related illness. Semiconductor 

manufacturing is a chemically intensive industry 

involving many potentially hazardous operations , the 

relatively high toxicity of compounds routinely handled by 

employees. The important health effects of major 

solvents , acids , caustics , reactive gases , metals , energy 

and dopands were evaluated by many authors , whereas 

there are few studies on metals-induced 

cytogenotoxicities in cultured mammalian cells. 

In this study, the frequency of micronuclei (MN) was 

assayed to evaluate the genotoxic effects of Cu恥， M nhg 

Ni 2
+ and Pb 2

+ in V79 Chinese hamster lung (V79) cells. 

The cytotoxic effects of the four heavy metals were 

conducted by using MTT assay, and nuclear division 

index (NDI) index. In addition , effects of the four heavy 

metals on cell cycle distribution and apoptosis in V79 

lung cells were assayed by flow cytometry. We also 



studied the cytogenotoxic interactions of the four heavy 

metals with Sb恥， In針， Ca 2+ or Mg 2+, respectively. Since 

D啊 PA and BAL are metal chelators and have been widely 

used as antidotes in cases of heavy metal poisoning , we 

also studied the effects of D-PA and BAL on metals­

induced cytotoxicity in V79 cells. 

AII of Cu針， Mn 2 + and Ni 2+ at higher concentrations 

(1mM Cu 2+; 200且300μM Mn 2 +; 0.3-1 mM Ni 2+) significantly 

increased MN frequencies in V79 cells in this study. 

However, Pb 2 + at lower concentrations of 0.1 個3μM

significantly increased MN frequencies , but Pb 2+-induced 

genotoxicity was not in a concentration-dependent 

manne r. The results suggested that Pb 2+ induced 

genotoxicity in V79 cells with more specific effect. The 

results of genotoxic interactions of the four metals with 

In 3+ or Sb 3+ were complication: Ni 2+ decreased In 3七

induced genotoxicity, Cu 2+ increased Sb3九induced

genotoxicity, but genotoxic interactions between other 

metals were not significant. In addition , Ca 2+ decreased 

Pb 2+-induced genotoxicity. Mg 2+ reversed the 

genotoxicity of Mn2+ or Pb 2+ to the control lev剖，

respectively. It appears that both Mn2+- and Pb2+-induced 

genotoxicity might relate to interfere the biological 

functions of Mg 2+ and Ca 2 +. 

Cu 2 + (1 mM) , Mn 2+ (200間300μM) ， and Ni 2+ (1 mM) 
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significantly decreased NDI , but Pb 2
+ at all concentra­

tions treated didn't significantly decreased ND I. γhe 

results of MTT assay also showed that all of Cu恥， Mn恥，

and Ni 2
+ at higher concentrations significantly decreased 

cell viability, but Pb 2
+ at lower concentration of 3μM 

significantly induced cytotoxicity. In addition , just only 

Pb2
+ significantly increased Sb 3九induced cytotoxicity. 

Ca 2
+ at concentrations of 3mM and 10mM significantly 

antagonized the cytotoxicity of Mn 2
+ or Pb肘， respectively. 

Mg 2 + at concentration of 3mM significantly reversed 

cytotoxicity of the four metals , but 10mM Mg2+ only 

reversed cytotoxicity of Cu 2 + or Mn 2 +. The data of metal 

chelators study showed that 3μM D-PA significantly 

increased all of the four heavy me恰恰 induced 

cytotoxicity, but 30μM BAL significantly reduced Pb 2
+_ 

induced cytotoxicity 

The results of hypoploidy analysis showed that all of 

Cu針， Mn2\ Ni 2
+ and Pb 2

+ didn't induce sub-G 1 V79 cells , 

the results indicated all of the four metal ions didn't 

cause apoptosis in V79 cells. However, both Cu 2 + and 

Ni 2
+ as adriamycin (positive control) caused G2/M phase 

block and increased popu!ation of V79 cells with higher 

9 ran u larity. Cell cycle d istribution analysis further 

demonstrated that both Cu 2
+ and Ni2

+ as adriamycin 

increased population of V79 cells in G2/M phase. 
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There is only Mn 2+ among the four metal ions as 

adriamycin markedly changed morphology of V79 lung 

cells. In addition , Mn 2 + caused black precipitation , which 

might react with ingredients of medium or serum. 

These results showed that all of CU2\ Mn針， Ni2+ and 

Pb 2 + induced cytogenotoxicities in V79 cells after two 

hours exposure. However, both Ca 2+ and Mg 2+ 

significantly decreased their cytogenotoxicity. 

Accordingly, we suggested that the mechanism of the 

four metals induced cytogenotoxicity might be partly 

related interfere with the biological functions of Mg 2+ and 

Ca 2+. In addition , BAL decreased Pb 2+-induced 

cytotoxicity. Cytogenotoxic interactions between 

semiconductor metals were complication. Both CU 2+ and 

Ni 2+ caused G)M phase block. Mn 2+ markedly changed 

morphology of V79 cells. These results showed that the 

four heavy metal ions induced cytogenotoxicities in V79 

cells is in different properties. 
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緒論 (Introduction)

1 銅 (Copper)

原子量 63.54 '原子數 29 為微紅色立方體型企屬，

氧化狀態有什和 +2 價 (Harrison ， 1974) 。銅具有延展性，

並且為良好的電和熱的傳導物質。

海水、河 )11 、飲用水、土壤和空氣中都含有銅。大

約有一半的銅用於電子零件，其也常與銀、錦、錫和鈴

製成合金。其他用途其IJ ;有電鍍、淇11 .堂、暖氣裝置。殺蟲

劑中也含有銅鹽，法國、波多黎各以及義大利南部在葡

萄藤中噴灑小2 0/0 的硫酸銅溶液可以阻止徽麗的生長

(Pimental and Marques , 1969) 。而 Cu0 2 為有毒的染料

將之塗在船底可以避免藻類的滋生。 1% 的 Cupric oleinate 

(Cuprol) 溶液可用於頭品的治療。另外，有報告指出銅

化物和金化物於治療風濕性關節炎有相似的療效，但是

臨床上很少探討其有效性 (Sorenson ， 1982) 。

在真核、原核生物體內銅是必須的微量元素，半衰

期為四星期，部份酵素執行生理功能時，銅扮演輔自子

的角色， 191J 女o ferroxidases ' cytochrome oxidase ' 

superoxide dismutase 以及 amine oxidase 0 因此，鋼的

恆定對於細胞維持正常功能相當重要。一般而言，成人

一天要攝取約 2mg 的銅為適當。倘若攝取大量( 1ι 

75mg) 會導致胃腸阻塞，全身性的作用貝IJ ;有溶血以及肝

腎的損壞，吸入銅煙則會造成呼吸傷害和銅煌熱( metal 

fume fever) 。目前人類還沒有慢性銅中毒的例子。
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主持要通過內皮細胞朕屏障需靠細胞膜上 P-type

Cu 2九AτPase 的運輸。一旦腸黏膜層之 Cu 2九ATPase 功

能缺陷，會造成組織和器官缺銅而引起 Men峙's disease 

(Danks et a l., 1972; Danks , 1988) ;有些人因先天性代

謝不正常，造成肝臟無法製造銅蛋白( ceruloplasmin ) 

而無法順利排泄銅而罹患 Wilson's disease 0 

銅在生化上之毒性機轉至今仍不清楚。研究者將分

離的細胞和器官加入過量的 Cupric ions (Cu 2+) ，會造成

細胞膩的不穩定 (Chvapil et al., 1972 Forman et 

泣， 1980 )。最初，游離的 Cu2 + 會和細胞朕上 sulfhydryl

groups (SH groups) 結合，然、後將 cupric copper 還原

成 cuprous '而 sulfhydryl 員11 伴隨著氧化作用產生

disulfides 。當分子氧( O2 ) 出現時， cuprous ions 可進

行氧化還原反應形成 cupric form '而 O2 還原成具有毒性

的 O2 -' (Superoxide radical) , O2 - 可造成脂質過氧化

( lipoperoxidation) 0 ( Kumar et al., 1978 Forman et 

a l.， 1980) 。也有報告指出當 H202 和 Ascorbic acid 存在

下，銅鹽( Copper salts) 會損害染色體 (Daune' 1974; 

Stick et al., 1976) 0 Sirover 和 Loeb ( 1976) 指出方令 DNA

雙股螺旋合成時， Cupric salts 會降低 nucleotides 的供

應。雖然煉鋼工和銅礦工肺癌發生率有增加的報告

(Kuratsune et al., 1974) ，暴露過量的鋼和導致癌症還

未證明有正相闕，畢竟神化物同時也參與了作用。銅亦

可穿過胎盤的屏障，進入胎兒體中，進而影響胎兒 CNS

系統。另外，人類精子細胞加入金屬銅之後，精蟲的活
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動力有明顯的降低。

吃入過量的銅鹽，早期可用 1 % potassium 

ferrcyanide 洗賈 (Moeschlin ， 1965) ，形成不溶性的 cupric

ferrocyanide' 並且需要供給適當的水份、電解質和血液。

當有黃痘、血紅素尿和血尿的情形發生時， corticosteroids 

則非常有效。急性銅中毒以及 Wilson's disease 病人，

可使用 D-pencillamine 治療，其可增加鋪在腎臟的排除

(Holtzman et al 闕， 1966) 。自暴露於銅化物導致皮膚過敏時，

塗抹 hydrocortisone 軟膏則有很好的療效 (Saltzer and 

Wilson , 1968) 。另外，尚有其他整合劑 triethylene­

tetramine 和 dimercaptosuccinate '目前被嘗試用於

pencillamine intolerance 病人 (Walshe ， 1973; 

Aaseth ， 1983) 。

2. 錐(師anganese)

原子量 54.94 ，原子數 25 ，為灰白色金屬 (wh iti sh-g rey 

metal) ，氧化狀態有 O 、十 1 、 +2 、 +3 、 +4 、十 5 、 +6

和十 7 債，而最穩定氧化狀態是十 2 償。

鎚主要是用於冶金的過程，大約有 90 0/0 的鎚用在鋼鐵

的製造，例如去氧化 (deoxidizing) 和去硫化

(desulfurizing) 。其他的用途則有製造鎚乾電池、玻王為業

和紡織業之漂白劑、亞麻仁泊之乾燥齊IJ 、當作氧化劑、染

料、製革以及肥料中少量元素等。有機鎚常添加於汽油中，

產生抗震效果。

銘分布很廣，不論是土壤、空氣、水都含有相當含量
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的鎚，大部分都含在氧化物、碳化物和矽化物之礦物中，

甚至食物中之小麥、稻米、茶葉都含有高濃度的鎚，而蛋、

奶、水果含量較少。

錯在人體是必須的微量元素之一，每個組織和器官含

量都不相同，肝和腎含量很高，腦部就很少。胃腸道是主

要的排除路徑，大約只有 o.的%由尿液排出。而大鼠和狗，

主要是經由膽酸排除。在人類其半表期很長，大約 2-5 個

星期，而在腦部的半衰期更長，當過量吸收，比金屬可能

會聚積於腦部。

組也走構成 pyruvate carboxylase 和 superoxide

dismutase 的成份之一，並且也能夠活化許多 enzyme 。

有報告指出，鎚可以刺激 chondroitin sulfate 合成，所以

它是組成軟骨和結締組織中很重要的物質;但是很少有蜢

缺乏的病歷。在動物實驗中，當多孟缺乏會導致骨骨各異常及

阻礙生長( Underwood , 1977; Hurley, 1981. ) ，運動不調

(ataxia)和內耳缺損( Hurley, 1976 ) 0 Doisy (1973)提出給

予人工不合鎚的食物，使體內含鎚暈過低，其症狀為皮膚

炎、頭髮色素改變、延遲頭髮生長以及造成低膽由醇臨血

痕。

鎚和其他金屬相較之下，其較低毒性，人類急性鎚中

毒的案例很少見，曾有報告指出誤服 K2Mn04 導致

methemoglobinemia (Mahomedy et al., 1975) 。另外，改

變人體組織和體液中鐘的濃度，會導致一些疾病。例如增

加二倍血液的合鈍量，則發現會導致冠狀動脈桂塞

(Newberne , 1973) ;吸入過量的鎚會增加肺病和文氣管炎
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的發生率，以及增加細菌和病毒在肺的侵入。當肺吸收過

量的鐘時，會導致其在腦部聚集， C 0 tz i a s e t a 1. ( 1 986 a ) 

指出礦工曝露在 Mn02 之灰塵中，造成慢性鏡中毒而導致

不可泛的腦部疾病，程度和 Parkinson's disease 相似 o

Zielhuis et a l. (1978)指出，曝露在含有鉛的環境下，會增

加血液中緝的濃度，是由為鉛會結合在鈍所結合的

porphyrins 而導致。動物實驗指出，當鐵缺乏，錯在 red cells 

會和 porphyrin 結合 (Diez-Ewaldet al., 1968) 。

錯導致神經毒性之機轉現今仍沒有定論，但動物實驗

猴子、兔子、大鼠等長期暴露鐘，其11 造成基底神經節多巳

胺的排空 (dopamine depletion) ( Neff et a l., 1969 

Mustafa and Chandra ' 1972 ; Bonilla and Diez酬 Ewald ，

1974)0 Watanabe et al (1981) 報告，在日本許多鐘礦

區前列腺癌罹患率有增加的情形。然而，卻沒有相關性的

證據證明白於環境中猛污染而導致前列腺癌，亦沒有數據

和資料顯示人類暴露過量的猛會導致癌症以及突變與染色

體變異。也沒有數據顯示動物和人類吸入或攝入鎚會導致

畸胎的報告。

慢性錯中毒導致類似 Parkinson's disease 可以使用

dopamine 和 serotonin 治療 (Mena et al., 1970) 。而金屬

整合齊11 ( c h e I a t i n 9 a 9 e n t s )則沒有療效。

3. 錄 (Nickel)

原子量 58.71 '原子數 28 '為銀白色具有延展性之金

屬，氧化狀態有 O 、十 1 、十 2 、十 3 償。
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大約有 40%>的錄用於鋼鐵的製造，也可用於製造其他

的合金，倒去口鑄幣、家中廚房用的器血， nickel sulfate 可

用於電鍍， nickel hydroxide 用於錄"鍋電池的製造， nickel 

carbonate 用於許多電子化物，譬如真空管和電晶體。

錄在食物中含量非常的少， Szadkowski et a l. (1969) 

發現每文香煌平均合鎳量為 2.2-2.3g ，並且鎳在香煙之煙

霧佔 10-20 0/0 '現今仍不清楚鎳在煙霧中以何種型態存在?

但有些數據指示也許是 nickel carbonyl 0 

鎳被認為是一些動物所必須的元素，但在人類還未被

證實。人和動物的白蛋白(伊album川In川)走鎳主要的輸送蛋白

(transpor吋t protein) 。鎳也被發現在 nlc忱ke剖lop抖lasmin 、

nl沁cke剖I-c‘.

serum fraction (Sundermτ吶lan Jr. , 1977) 。在 u Itrafi Itra bl e 

serum fraction 也發現到 nickel-histidine complex 

(Lucassen and Sark缸， 1979)以及與 albumin 結合也包括

al bumin-n ickel-h istid ine complex (Glennon and 

Sarkar ， 1982) 。

在雞、豬和大鼠曾有鎳缺乏的病王呈現象被報告

(Nielsen and Sauberlich , 1970; Sunderman Jr. et al., 1972; 

Anke et al., 1974; Nielsen and Ollerich , 1974; Schnegg 

and Kirchgessner, 1975, 1976) 包括生長停滯、貧血和降

低 enzym色的活化。

鎳化物在動物實驗中是致癌物 (carcinogenic) ，但於

人類呼吸道癌所扮演的角色仍受到爭議。有報告指出，鎳

化物會導致 Syrian hamster embryo cells 轉型 (Costa et a l., 
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1981 a) 。於體外實驗，將 hamster embryo cells g暴露於結

晶性可溶性鎳鹽，造成 DNA 斷裂、 DNA 蛋白交互連結和

突變 (Miyaki et a l., 1979; Ciccarelli et a l., 1981; Robison 

and Costa , 1982) 以及在人類淋巴球細胞會增加姊妹染色

分體的互換 (Saxholm et a l., 1981; Newman et a l., 

1982) 。鎳導致腫瘤的發生和其化合物的溶解度有關，低

溶解度會增加誘導腫瘤的能力。在動物實驗中，吸入低溶

解皮之鎳化物，會導致鼻粘膜和肺的發炎反應。鎳工曝露

在今鎳的環境下，易得皮膚炎、氣鳴。有報告指出，自暴露

在低溶解皮之鎳化物中，特別是 oxide 和 subsulfide 會導

致肺痞與鼻竇炎。鎳工曝露於令錄的粉塵中，導致肺塵埃

沈著症 (Zislin et a l., 1969; Jones and Warner, 1972) 。

曝露在大量 nickel carbonyl 會導致急性中毒(NAS ， 1975) , 

剛開始症狀較輕微，例如噁心、頭痛、呼吸的難以及胸痛，

這些症狀很快會清夫，但經過 12 小時至 5 天肺部的症狀

就會出現，咳嗽和呼吸茵難是常見的症狀以及 j彌漫性問質

性肺炎合併腦和其他器官之全身作用，可能導致死亡。鎳

化物對於皮膚的傷害不一定在鎳工才發生，通常只要直接

接觸鍍錄的物品就會產生，例如鎳幣、手錶、廚具....等，

症狀為癢、紅斑丘疹、有灼熱戚，進而產生水泡、神苔變

4匕。

慢性鎳中毒可使用 sodium diethyldithiocarbamate ' 

其他贅合劑很少有作用，有自存在一些案件中會使中毒更惡

4匕。
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4. 鉛 (Lead)

在化學通期表屬於 IVa 族，原子量 207.19' 原子數 82 ' 

為銀白色質軟之金屬，氧化狀態有 o ' +2 和 +4 債，大部

分無機鉛是 +2 償。

鉛可用於鉛蓄電池的生產( 60 0/0 )、驗性電池的製造

( 14 0/0) 、油漆和染料( 6.6% )以及不同種類的半成品。

不溶性的鉛有 50%以上，用於汽車工業之鉛蓄電池和鹼性

電池之製造 o Tetramethyllead (TML) 和 tetraethyllead

(TEL) 是很重要的有機鉛，廣泛添加於燃料中以增加抗

震效果，但近年來 TEL 和其它有機鉛於汽車燃料的添加有

逐漸減少的趨勢 o

進入人體的鉛'約 90%的鉛財存在骨頭，半表期約 20

年;小部份財存在血液和軟組織半衰期約 20 夭。其主要

由尿液(約 80 0/0 )和胃腸道排除，小部份由乳汁、汗液、

毛髮以及指甲排除。

低 K 、 Ca 和 Fe 的食物會增加鉛的吸收，低蛋白的食

物可能會增加鉛中毒 (Six and Goyer , 1970 ; Goyer and 

Mahaffey , 1972) 。有一些疾病依主理狀態不同而不同，包

括性別不同和鐵缺乏，可能會影響 FEP (free erythrocyte 

protoporphyrin) 含量;譬如相同的 PbB (Blood of lead) 

含量，男性 FEP 含量則較女性少( Zielhuis , 1977) 。

人類暴露於鉛的環境下，可能會造成染色體變異

(chromosomal aberrations) ，但還未被定論，因為仍有

其它干擾因子例如鈴和鍋( Schwanitz et a l., 1975 

Bauchinger et a l., 1976) 0 Forni et al. (1976) 報告竹
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位受試者暴露於鉛的環境下，和受測前比較結果發現不正

常的染色體有顯著的增加( abnormal chromatid 

metaphases) 。然而這不能代表In VIVO 的真正狀態，由於

變異的都是染色分體的型態，換言話說在 DNA 合成細胞

堵養特之後產生變異，表示這些可能是垮養所引起的變

異，所以現今還沒有很好的證據證實鉛影響人類的染色

艘。在人類也沒有證據證明其為致癌物，但在一些動物實

驗報告指出相當大量鉛會導致良性和惡性腫瘤。然而

Cooper 和 Gaffey (1975) 流行病學研究報告，在電池工

廠工作者死亡率並沒有增加，但在熔礦提煉的工人稍微增

加惡性腫擋的數目。儘管有充分的動物實驗數據，但 IARC

( 1979 )工作小組認為人是暴露於金屬鉛，而動物之癌症

是由可溶性鉛鹽所造成，所以不認為鉛是人類之致癌物。

鉛和其它金屬之交互作用很少被了解，在

tetratogenesis 實驗( Ferr啊， 1969) 鉛和錦有相加作用

( synergistic )而在辛貝1J 角色持抗鉛的作用 (Cheh and 

Neilands , 1973) 。

急性鉛中毒通常症狀為胃腸絞痛，小孩大部分伴隨著

腦部症狀，但罕見於成人。慢性鉛中毒的症狀是貧血，由

於鉛可抑制 δ 岫胺基在旋糖酸 (δ-aminolevulinic acidδ 

翩ALA) dehydrase 以及 heme synthetase 而抑制血基質的

合成( heme synthesis) ，由而增加紅血球的房、紫質

( protoporphrin) 、 FEP (free erythrocyte protoporphrin) 

和 ZPP (zinc protoporphrin) 以及 δ-ALA' 接著增加尿

液 δ-ALA 和 coproporphrin 排除，以及降低血紅素含量。
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所以鉛中毒時必須偵測血中含鉛章，以及尿中 FEP 、 ALA

和 coproporphyrin 之含量，測定 FEP 齡診斷小量性鉛中

毒特具意義。其它測試方法尚有偵測血紅素( hemoglobin) 

和血紅索細胞的嗜鹼性顆粒 (basophilic granulation) 含

暈可作為參考資料。

當鉛中毒峙，首先要移除暴露源，金屬贅合劑可以治

療急性或慢性鉛中毒，譬如 BAL (British antilewisite) 、

calcium 盼EDTA ( monocalcium ethylenediaminetetraacetic 

acid) 及 D-penicillamine 。而 calcium-EDTA 是最常用也

是最有效之解毒劑，立在且它比 BAL 的品11 作用要少得多。

由於半導體的製造在這些年相當盛行，其製造過程中

需使用許多化學物質，這些化學物質之毒性除強酸、強鹼

溶液和有機溶媒有詳細的研究外，金屬部份則很少有毒性

的探討。由於比四種重金屬化合物不僅可用在半導體之連

線，亦可用於複合鍍層，例女口鋒、則常用於印刷電路板及 BGA

之墊層。半導體工業表面看來相當安全和安靜，其實其製

造過程中充滿危險性。比四種重金屬不只使用在半導體工

業亦廣泛存在於其它工業製品和日常用品，它們可能經由

工作的暴露或環境污染由海化道或呼吸道進入人體。

雖然可以經由身體的排除系統加以代謝及排泄，但速

率卻很緩慢而由積於體內，所以其對人體之危害必須詳加

研究。由於比四種重金屬之細胞也遺傳毒性尚有所爭議，所

以本研究以下列四個方向加以探討，以期對此四種重金屬

之細胞"遺傳毒性、毒性機轉和解毒劑做史進一步的了解。

1 . 使用微小核 (MN) 法來檢驗 Cu 2+ 、 Mn 2 + 、 Ni 2 +和 Pb 2 +
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在 V79 肺細胞之遺傳毒性。另外，探討共和半導體晶

丹常用的類金屬 In 3+ 或 Sb3 +之交互遺傳毒性，並進一

步探討 Ca2 +和 Mg 2 +反轉比四種重金屬之遺傳毒性的能

力。

2. 以核分裂 (NDI) 及 MTT 法分析此四種半導體重金屬

對 V79 肺細胞之細胞毒性，並探討其和 Ca 2 + 、 Mg 2 + 、

In 3 + 或 Sb 3 +之交互細胞毒性，以及探討重金屬之解毒

劑( D-PA 及 BAL) 緩解此四種重金屬之細胞毒性的效

力。

3. 流式細胞儀 (Flow cytometry) 法分梓比四種重金屬

對 V79 肺細胞之細胞過期的分佈以及細胞凋亡之影

響。

4. 在倒立顯微鏡下觀察此四種重金屬在高濃度下對 V79

肺細胞型態之影響。
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材料和方法(Materials and Methods) 
壹、藥品和儀器

一、 藥品試齊j

A 、下列藥品購自 Sigma 公司(美國)

1.Cytochalasin B 

2.Adriamycin 

3.Cppper nitrate 

4.Manganese nitrate 

5.Ribonuclease A (RNase A) 

6.3-[4 ， 5 間 DimethylthiazoI2-yl]-2 ， 5-diphenyl-

tetrazolium bromide (MτT) 

7.Glycine 

8.Propidium iodine (PI) 

9.D-penicillamine (D-PA) 

10.Dimercaprol (BAL) 

B 、下列藥品購自 Gibco 公司(美國)

1. Trypsin (0.25 0/0) 

2.Dulbecco's phosphate Buffered Saline 

3.Minimum Essential Medium 

4. Fetal Bovine Serum 

5.PSN (Antibiotic mixture) 

合 Penicillin

Streptomycin 

Neomycin 

C 、下子IJ 藥品購自 Merck 公司(德國)
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1. Potassium Chloride 

2.Giemsa 

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

4. Lead nitrate 

5.Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

6.Sodium chloride 

7.Ethanol absolute 

8.Calcium chloride 

9.Magnesium chloride 

D 、下列藥品購自 Aldrich 公司(美麗)

1 . N ickel n itrate 

2.Antimony chloride 

3.lndium chloride 

二、 常用藥品及培養波之配製

1. Copper nitrate :取適量 copper nitrate (30μM-

1 mM) ~:容於滅菌的蒸餾水中，並將其分別稀釋至所

需的最終濃度。

2. Manganese nitrate 取適量 manganese nitrate 

( 3心300μM) ~.容於滅菌的蒸餾水中，並將其分別

稀釋至所需的最終濃度。

3. Nickel nitrate 取適量 nickel nitrate (30μM-

1 mM) ~.容於滅菌的蒸餾水中，並將其分別稀釋至所

需的最終濃度。

4. Lead nitrate :取適量 lead nitrate (0.1-3μM) ~.容

於滅菌的蒸餾水中，並將其分別稀釋至所需的最終
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濃度。

5. Adriamycin: 取適量 adriamycin (0.3斗 μM) 溶

於滅爵的蒸餾水中，並將其分別稀釋至所需的最終

濃度。

6. Indium chloride :取適量 indium chloride (0.1μ 

M) ~:容於滅菌的蒸餾水中，並將其分別稀釋至所需

的最終濃度。

7. Calcium chloride :取適量 calcium chloride (3-

10mM) ~.容於滅麗的蒸餾水中，並將其分別稀釋至

所需的最終濃度。

8. Magnesium chloride :取適量 magnesium chloride 

( 3斗 OmM) 溶於滅菌的蒸餾水中，並將其分別稀

釋至所需的最終濃度。

9. BAL: 取通壹 BAL ( 30μM) 溶於滅菌的蒸餾水中，

並將其分別稀釋至所需的最終濃度。

10. Antimony chloride :取適量 antimony chloride (0.1 

μM) ~容於滅菌的 DMSO 中，並將其分別稀釋至所

需的最終濃度。

竹.。但PA: 取適量 D-PA (3μM) ~容於滅蓓的 DMSO

中，並將其分別稀釋至所需的最終濃度。

12. Sorensen's glycine buffer :取 0.1 M 的 NaCI 加

30ml 的蒸餾水，再加 0.1 M glycine '用 1 M NaOH 

調 pH 至 10.5 '最後加蒸餾水至 50ml 。

13. MEM 

取出可配製一公升 MEM 的粉末，加入碳酸氫納
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(NaHC0 3 ) 2.2g 溶於一公升之去離子水中，調 pH

值五 7.25 後，過濾、減菌。

14. Cytochalasin B (CyιB) 

將 Cyt-B ~容於滅齒的 DMSO 中，使其濃度為 2mg/ml

並以 HBSS 稀釋成 0.5mg/州，其最終反應濃度為 3

μg/ml o 

15. 75mM KCI (低張溶液)

取 0.54g KCI 溶於 100ml 之蒸餾水中。

16.5μI RNase 

將 10μg/μI ~容於二次水稀釋成 0.05μg/μi

17. PI 

將 0.5mg/c.c. 溶於 PBS 稀釋成 5μg/c.c.

三、 儀器

1 .無頭操作台 (Laminar Flow Biological Safety 

Cabinet) : 

3 廠牌 Bellco

b. .型號: 800小74000

c. .出產地 Canada

2.培養箱 (Incubator) : 

a. 廠牌 Nadaire

b. 型號: IR AUTOFLOW 

c. 出產主也: U. S. A. 

3. 離心機 (Centrifuge) : 

a. 廠牌 Hettich - Zentrifugen 
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b. 型號: ROTANTA/R 

c. 出產主也: Tuttlingen 

4.烘片機 (Slide Warmer) : 

a. 廠牌 Fisher Scientific 

b. 型號: 77 

c. 出產地: U. S. A 

5. ;7位浴機 (Shaker 8ath 130) : 

a. 廠牌 Firstek

b. 型號: B 202 - Tr 

c. 出產主也: U. S. A. 

6. 細胞計委主器 (Hemacytometer) : 

Reichert-Jung 

7. 光學顯微鏡 (Microscope) : 

a 廠牌 Nikon

b. 型號 Microphot - FAX 

c. 出產主也 Japan

8. 電子天平 (Electrical balance): 

8 廠牌 Mettler

b. 型 7虎: AE 240 

c. 出產地 Canada

9.倒立顯微鏡 (Inverse microscope): 

a. 廠牌 Nikon

b. 型號 phase contrast 2 ELWD 0.3 

c. 出產地 Japan

10. 酸鹼測定儀 (pH meter) : 
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a. 廠牌 :Wγw

b. 型號: PH 537 

c. 出產主也 Germany

竹迫轉式振盪器 (Roating Plate Form Shaker): 

a. 廠牌 Firstek Scientific 

b 型號: S1010 

。 出產主也 Taiwan

12 微量光度計 (Microplate Reader) : 

a. 廠牌 Metertech

b. 型號2: 960 

。 出產主也 :γaiwan

13. 流式細胞分析儀 (Flow cytometer) : 

a. 廠牌 Becton - Oickinson 

b. 型號: FACS … Calibur 

c. 出產地 Japan

四、 照相器材及試劑

1.底片顯影劑 Kodak T -max 

2. 照片顯影劑 Oektal

3. 照片及底片定影劑 Kodak T fixer 

4 底片 Kodak

5. 照片 IIford

6 放大機:

a. 廠牌 Meopta

b. 型號: OPEMUS 6 

c. 出產地: Japan 
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貳、實驗步驟及方法

一、 細胞垮養 (Cell Culture) : 

*中國頰鼠肺細胞 (V79 細胞)其細胞週期約 12 個小時

利用細胞計數器 (Hemacytometer)取得 5汁。5 個 V79 肺

細胞置入每倡垮養且中

• 

培養在今 10%小牛血清 (Fetal bovine serum ; FCS)及

1 % Antibiotic mixture (Penicillin , Streptomycin , 

Neomycin ; PSN) 的 5ml 垮眷液 (Minimum Essential 

Medium ; MEM) 中

• 

放入含有 50/0 CO 2 立在保持濕潤的 37
D

C 培義箱

• 

玲養 24 小時

• 

加入各種不同濃度的藥物

於不合血清及 PSN 的培養液中

• 

作用 2 個小時

• 

移去原主吾養 j夜並以 PBS 溶液清洗細胞 2 次

• 

加入新鮮且含血清的堵養液以下列方法探討各重金屬

對 V79 肺細胞之微小核數、細胞存活率和細胞通期和

細胞凋亡之影響
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二、 細胞微小核法(1明icronucleus Assay ;臨時) : 

1 .細胞: 5汁。5 個 V79 肺細胞

2. 藥品:

Copper nitrate (30μM-1 mM) 

Manganese nitrate (30關 300 IlM)

Nickel nitrate (30IlM-1 mM) 

Lead nitrate (0. 小3μM)

Calcium chloride (3-10mM) 

Magnesium chloride (3-10mM) 

Indium chloride (0.1μM) 

Antimony chloride (0.1μM) 

Adriamycin (0.3斗 μM)

Cytochalasin B (0.5mg/ml) 

Trypan blue (0.4 0/0) 

Trypsin (0.25 0/0) 

KCI (75mM) 

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

3% Giemsa (pH6.4) 

3. 儀器 Microscope

4.處理流程:

5汁。5 個 V79 肺細胞

• 

主告養 24 小時

• 

加入不同濃度蔡物
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及 30μI Cyt闢B 於不合血清及 PSN 之垮養液垮養

• 

作用 2 小時

• 

移去厚、冷養液立主用 PBS 清洗細胞 2 次

• 

加入 30μI Cyt-B 及合血清之垮養液玲養

• 

培養 18 個小時

• 

細胞經 0.25 0/0 Trypsin 處理

• 

收集懸浮細胞

5. Micronucleus 之製備:

懸浮的細胞以 1200rpm 離心 8min

• 

以 75mM KCI 處理 3min 並將細胞懸浮液均勻

• 

以 1200rpm 烏拉心 8min

• 

倒掉上清液

• 

沿管壁加入 5ml 自定液懸浮均句並靜萱 30min

• 

以 1200rpm 離心 8min
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• 

移去上清液並加入 5ml 固定液處理 5min

• 

以 1200rpm 離心 8min

• 

倒掉上清液並加入 3mll到定液處理 3min

• 

以 1200rpm 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丹機上烘乾的玻丹土

• 

符玻片乾後，以 3 0/0 吉氏染色劑 (Giemsa) 染色 5min

• 

在顯微鏡下連續觀察 1000 個雙核細胞中所含 MN 之數

目

、 細胞存活率 (Viability) : 

1. 細胞: 1 汁。4 個 V79 肺細胞 leach well 

2. 接品:

Copper nitrate (1 mM) 

Manganese nitrate (300μM) 

Nickel nitrate (1 mM) 

Lead nitrate (3μM) 

Calcium chloride (3.司 OmM)
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Magnesium chloride (3叫 OmM)

Indium chloride (0.1μM) 

Antimony choride (0.1μM) 

。由PA (3μM) 

BAL (30μM) 

MTT (50μ1) 

DMSO - Sorensen's glycine buffer (8: 1) 

3. 儀器:

ELl SA 

4. 處理流程:

1 汁。4 個 V79 肺細胞leach well 於 96-well microplate 

• 

主告養 24 小時

• 

加入不同濃度藥物

於不合血清及 PSN 之培養液培養

• 

作用 2 小時

• 

移去培養液

加入令血清之培義液垮養

• 

主告養 18 個小時

• 

收集細胞

31 



5. 細胞的數據分析:

細胞去除垮養液

• 

每個 well 加入配好的 200μI MTT 溶液

• 

放置一小時

• 

吸除 MTT 溶液

每個 well 加入 200 1-1 1 OMSO世Sorenen's glycin buffer 

溶液

• 

於迫轉式振盪器搖盪 10 分鐘

• 

放入 ELl SA 儀器在波長 570nm 偵測 0.0.1直

• 

收集數據

四、 流體細胞儀分析法 (Flow Cytometry) : 

1 .細胞 5x10 5 個 V79 肺細胞

2. 藥品:

Adrialγly-c in (0.3-1μM) 

Copper nitrate (1 mM) 

Manganese nitrate (300μM) 

Nickel nitrate (1 mM) 

Lead nitrate (3μM) 
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PBS 

Ethanol absolute 

Trypsin (0.25 0/0) 

RNase (50μ9 I C.c. ) 

PI (5μ9 I c.c.) 

3. 儀器:

Flow cytometer 

4. 處理流程:

5汁。5 個 V79 肺細胞

• 

主告養 24 小時

• 

加入不同濃度接物

於不合血清及 PSN 之培養液培養

• 

作用 2 小時

• 

移去厚、垮養液並用 PBS 清洗細胞 2 次

• 

加入含血清之培養液垮養

• 

士告養 18 個小時

• 

細胞經 0.25 0/0γrypsin 處理

• 
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收集懸浮細胞

5. 細胞的製備:

懸浮細胞

• 

以 1200rpm 離心 5min

• 

移去上清液並力。入 1mlPBS 溶液清洗

• 

以 1200rpm 離心 5min

• 

移去上清液並加入 1mlPBS 溶液清洗

• 

以 1200rpm 烏拉心 5min

• 

移去上清液並緩緩加入 300 J.l 1 PBS 溶液使之分散均勻，

再加入 700μI Ethanol absolute 溶液目定

• 

放置閏20
0

C 24 小時

• 

準備上機分析細胞

6. 上機前處理

將細胞分散均勻，並以 1200rpm 離心 5min

• 

放入;水浴

• 
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D-PBS 洗(或 γriton-X)

• 

以 1200rpm 離心 5min' 去除上清液後，加入 1 ml D-PBS 

製成細胞懸浮液

• 

以 1 C.C.針筒抽出細胞懸浮液，然後以 300 自綺布過濾

• 

抽取 985μI PBS 

力口 5μI RNase 

10 ~I PI 

• 

放入包錫箔的 Eppendorf 中

• 

放置於細胞垮養箱 (37
0

C ' 30 分鐘)

7.上機分析細胞 (Flow cytometer) :收集 15000 個細

胞，由螢光強度得知 DNA 含量

時機:

↓須時五分鐘暖機(加 PBS 、漂白水)

↓檢查氣閥、過濾氣泡排除

↓改 Sample 為 PBS buffer 

↓按 Prime 符至 Standby 重複 2 次

↓執行 High Speed-- “ Run" 2 分鐘

↓即可上機分析細胞

5司機:

↓3ml 的 5 0/0 漂白水至無上，右位吸 2則，再至中位

35 



High-Run5 分鐘

↓按 Standby 留置架上(約合 1 ml 01 water) 

↓符 5 分鐘後關機

五、 統計分析 (Statistica I Ana Iys is) : 

細胞存活率 (Viability) ，微小核 (MN)之結果以 mean

士 S.E.M. 呈現，而實驗組和對照組之悶的統計意義差

別以 Studen t' s t-Test 或先以 one way analysis of 

variance (ANOVA)分析，然後以 Ounnett's Test 來評

估，以 p<O.05 日寄作為顯著差異的判斷準則。
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結果 (Res 口 Its)

一、 微小核(朝時) : 

1 在 V79 中麗頰鼠肺細胞，磷酸鋪、磷酸鎚、硝酸鎳和

磷酸鉛所誘導之微小核數:

聞 1 、 2 、 3 和 4 的結果顯示， CU 2
+ (1mM) 、 Mn 2 + (200 

和 300μM) 、 Ni 2 + (300μM 和 1 mM)及 Pb2 + (0.1-3μM) 

與控制組比較，都具有統計意義地增加微小核頻率，表

示此四種半導體重金屬在這些濃度下，對 V79 肺細胞會

產生遺傳吾土性。

正對照組 Adriamycin (如圈 5 所示) ，其為癌症之化

療藥，主要機轉是插在雙股 DNA 中而抑制 RNA 的合成，

進而影響核峻的合成和功能。當濃度為 0.3μM 時，會大

量增加 V79 肺細胞的微小核數目，但 1μM 時反而使微

小核數減少，此可能較高濃度之 adriamycin 使突變細胞

加速死亡所造成。

2. 磷酸鋼、硝酸鐘、硝酸錄和磷酸鉛分別和氣化鉤與氣

化娣之交互遺傳毒性:

A. 圈 6 結果顯示 0.1μM In 3 + (MN : 27.50 士 0.87)與對照

組 (MN: 10.75 土 2.06) 比較具有統計意義增加 V79 肺

細胞之微小核頻率。 1 mM Cu 2 + 、 300μM Mn 2 + 、 1mM

Ni 2 +及 3μM Pb2 +分別加上 0.1μM In 3 +之微小核數分

別為 29.75 土 2.29 、 24.75 土 3.04 、 21.00 土 3.24 和 27.50

3.97 與 In 3 +單獨組(MN : 27.50 土 0.87) 比較， Ni 2 +具

有統計意義減少 In 3 +之遺傳毒性， Mn 2 +和 Pb2 +亦可降

低 In 3 +所增加之微小核頻率但不其統計意義， Cu2 + 亦
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不影響 In 3 +之遺傳毒性。

B. 園 6 結果顯示 0.1μM Sb3+(MN : 18.50 土 2.18)與對照

組 (MN: 10.75+2.06) 比較具有統計意義增加 V79 肺

細胞之微小核頻率。 1 t啊 M Cu 2 + 、 300μM Mn 2 + 、 1mM

Ni 2 +及 3μM Pb2 +分別加上 0.1μM Sb3 +之微小核數為

29.00+3.79 、 22.75 土 2.50 、 19.50 士 2.60 和 24.25 土

2.06 與 Sb3 +單獨組 (MN: 18.50+2.18) 比較， Cu 2 +具

有統計意義增加 Sb3 +所增加微小核數，其餘三者對 Sb3+

遺傳毒性之影響不具統計意義。

3. 磅，酸鈞、硝酸鏡、磷酸錄和磷酸鉛分別和氣化鈣與氣

化鎮之交互遺傳毒性:

國 7 結果顯示 V79 肺細胞單獨加入 10mM Ca 2 +再以

Cyt闢B 處理後細胞全部死亡，無法計算雙核細胞以及微

小核細胞之數目，而 3mM Mg 2+ ( MN : 9.50 士 1.66 )單

獨存在時未具遺傳毒性。 300μM Mn 2+ (MN: 23.50 土 2.90)

和 3μM Pb 2+ (MN : 19.50 士 1.94)分別與與對照組 (MN:

8.25 士 1.25) 比較具有統計意義增加 V79 肺細胞之微小核

頻率。當 2 稜金屬分別加上 1 OmM Ca 2 + 或 3mM Mg 2 +後，

Pb2 +之遺傳毒性可被 Ca2 +所降低( Pb 2+ : 19.50 士 1.94 ; 

Pb 2++Ca 2+ :竹 .67 士 2.02)' Mn 2 +之遺傳毒性則不受 Ca2+

所影響( Mn 2+: 23.50 土 2.90; Mn 2++Ca 2+: 21.25 士 1 .竹)。

此外， Mg2 + 貝 IJ 可分別完全的反轉 Mn2 +和 Pb2 +之遺傳毒性

(對照組 8.25 士 1.25 Mg 2++Mn 2+ 7.00 士 1.41

Mg 2++Pb 2+ : 7.50 土 1.44 )。

二、 核分裂指數(相DI)
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1. Adriamycin 對 V79 中國頰鼠肺細胞之時間的影響:

由表 1 顯示正對照組 Adriamycin 0.3 和 1μM 之 NDI

值分別為 1.51 +0.01 和 1.06 士 0.01 與對照組 (1.84 土 0.02)

比較具有顯著統計差異並且呈 dose-dependent 抑制核分

裂指數，並且亦呈濃度相關性抑制雙核細胞之數目。

2. 半導體金屬，硝酸銅、硝酸鏡、硝酸鎳和磷酸鈴，對

V79 中國頰鼠肺細胞之 N凹的影響:

A. 由表 2 的結果顯示，不同濃度的 Cu2+ (30μM峙的師)之

NDI 值:

30μM(1.85 土 0.02) 、 100μM(1.82 士 0.01 )、 300μ

M(1.85 土 0.01 )、 1mM(1.47+0.01)之 NDI 佐與對照組 (1 .81 

土 0.01 )比較， 30-300μM Cu 2 +並無顯著統計差異的影響

V79 肺細胞之 NDI 值， 1 mM Cu 2 +則具統計差異抑制 NDI 。

此外， 1 mM Cu 2 +亦其統計意義地降低雙核細胞之數目。

B. 由表 2 的結果顯示，不同濃度的 Mn 2+(30μM-300μ 師)

之 NDI 位:

30μM(1.88 + 0.02) 、 100 μM (1.83 土 0.02) 、 200μ

M(1.79 士 0.01 )及 300μM(1.49+0.02)之 NDI 值與對照組

(1.94 土 0.01 )比較， 30-100μM Mn 2 +並無顯著統計差異的

影響 V79 肺細胞之 NDI 佳， 200-300μM Mn 2 +別具有統計

差異並呈 dose-dependent 抑制核分裂指數。此外， 300μ 

M Mn 2 +亦其統計意義地降低雙核細胞之數目。

C. 由表 2 的結果顯示，不同濃度的時j2+(30μ 帥 -1mM)之

NDI 值:

30μM(1.82 土 0.01 )、 100 μM(1.82 土 0.01 )、 300μ
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M(1.81 土 0.01 )、 1mM(1.68士 0.01 )之 NOI 值與對照組 (1.81

+ 0.01) 比較， 30-300μM Ni 2 +並無顯著統計差異的影響

V79 肺細胞之 NOI 值， 1 mM Ni 2 +則其統計差異抑制核分裂

指數。此外， 1 mM Ni 2 +亦具統計意義地降低雙核細胞之數

目。

D. 由表 2 的結果顯示，不同濃度的 Pb 2+(O.3 個3μM)之 NDI

值:

0.3μM(1.83 土 0.01 )、 0.3μM(1.79士 0.01 )、 1μM(1.77

土 0.03)及 3μM(1.81 士 0.02) 之 NOI 值與對照組 (1.85 + 

0.01 )比較都無明顯統計差異影響核分裂指數。此外，這四

種濃度對雙核細胞之數目均無差異性。

2 、 細胞存活率 (Viability)

1.磅竣鈞、磷酸鎚、硝酸鎳和磷酸鉛對 V79 JfrP細胞存活率

之影響:

本研究在加藥 2 小時後，將藥洗掉，換上新母養液後，

做不同時間點的觀察各組細胞之 0.0.1章(代表細胞存活

率 )00 小時: Control:0.35 土 0.02' Cu 2 +: 0.37 土 0.02' Mn 2+ : 

0.36+0.01 ' Ni 2+ : 0.30 士 0.01 ' Pb 2+ : 0.29+0.01 ; 4 小

時 Control:0.56 士 0.04 ' Cu 2+ : 0.46 土 0.02 ' Mn 2+ : 0.48 

土 0.02 ' Ni 2+ : 0.43 土 0.02 ' Pb2+ : 0.41 土 0.02 ; 8 小時:

Control:0.63 土 0.03' Cu 2+: 0.55 土 0.02' Mn 2+: 0.51 土 0.02 ' 

Ni 2+:O.51 士 0.02' Pb 2+: 0.51 土 0.03;16 小時: Control: 1.06 

士 0.06 ' Cu 2+ : 0.79+0.05 ' Mn 2+ : 0.66 :::1二 0.04 ， Ni 2+: 0.71 

士 0.02 , Pb 2+ 0.85 + 0.04 (國 8 )。這些數據顯示

Cu 2+(1 mM) 、 Mn 2+(300μM) 、 Ni 2 +(1 mM)和 Pb2+(3μM)抑
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制 V79 肺細胞存活率之作用隨時間之不同而有所變化。給

藥後 O 小時偵測 Nj2+和 Pb2 +與對照組比較就具有統計意義

的抑制 V79 肺細胞之存活率， CU 2 +和 Mn 2 +則無統計差異;

4 小時 Cu 2 + 、 N j2+ :f口 Pb 2 +與對照組比較具有統計意義的抑

制 V79 肺細胞之存活率， Mn2 +則無統計差異; 8 小時則四

種半導體重金屬 Cu 2 + 、 Mn 2 + 、 N j2+:fo P b 2 +細胞存活率分別

與對照組比較都具有統計意義的抑制 V79 肺細胞之存活

率，比四種金屬離子抑制 V79 肺細胞存活率之作用，可持

續到加藥後 16 小時，此數據可知 Nj2+ :fσPb2 +最快產生細

胞毒性， CU 2 +次之， Mn 2 +最慢，但四者之細胞毒性均可持

續很久。

2. 氣化鈣與硝酸鋼、磷酸鏡、磷酸鎮和硝酸鉛在 V79 肺細

胞之交互細胞毒性:

表 4 之結果顯示 1 mM Cu2+(0.669 土 0.020) 、 300μM

Mn2+(0.580 士 0.042) 、 1 mM Nj2+(0.557 土 0.031) 和 3μM

Pb2+(0.383 土 0.013)與對照組 (0.812 士 0.049) 比較，和表 5

之結果顯示 1 mM Cu 2+(0.609 土 0.042) 、 300μM Mn2+(0.596 

土 0.050) 、 1 mM Ni 2+(0.581 土 0.059)和 3μM Pb2+(0.415 士

0.019) 與對照組 (0.732 土 0.032) 比較，均具有統計意義的

抑制 V79 肺細胞之存活率。 3mM Ca 2+ (0.715+0.027) 

和 10mM Ca2+ (0.658 土 0.052 )均不影響 V79 肺細胞之

存活率。當四種金屬分別加上 3mM Ca2 +或 10mM Ca針，

Mn 2 +和 Pb 2 +之細胞毒性可被 Ca2 +有意義地降低( Mn2+ : 

0.580 土 0.042 ' Mn2++3mM Ca2+ : 0.904 土 0.059 ; Mn2+ : 

0.596 士 0.050 ' Mn2++10mM Ca2+ : 0.856 土 0.050 ; Pb2+ : 
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0.383 土 0.013 ， Pb 2 ++3mM Ca 2 +: 0.722 土 0.029; Pb 2 +: 0.415 

土 0.019 ' Pb 2++1 OmM Ca 2 + : 0.736 土 0.046)'1旦 Cu 2 + 、 Ni 2 +

之細胞毒性卻不受 3 和 10mM Ca2 +所影響 (Cu 2+: 0.669 

土 0.020 ' Cu 2 ++3mM Ca 2+ : 0.736 土 0.042 ; Cu 2+ ; 0.609 

土 0.042 ' Cu 2 ++10mM Ca 2 + : 0.495 土 0.070 ; Ni 2 + ; 0.557 

士 0.031 ' Ni 2 ++3mM Ca 2 + : 0.604 士 0.032 ; Ni 2+ ; 0.581 + 

0.059' Ni 2 ++10mM Ca 2 +: 0.655+0.043) 。

3. 氣化鎮與磷酸鋼、磷酸鐘、磷酸錄和磷酸鉛在 V79 肺

細胞之交互細胞毒性:

表 6 之結果顯示 1 mM Cu 2+(0.836 土 0.046) 、 300μ

M Mn 2+(0.710 士 0.037) 、 1 mM Ni 2 +(0.896 土 0.040)和 3μM

Pb2+(0.874 士 0.039)與對照組 (1 .124 土 0.097)比較，和表 7

之結果顯示 1 mM Cu 2+(0.924 土 0.035) 、 300μM Mn 2+(0.528 

士 0.001) 、 1 mM Ni 2+(0.826 土 0.031 )和 3μM Pb 2+(0.826 

0.015) 與對照組 (1.066+0.044) 比較，均具有統計意義的

抑制 V79 肺細胞之存活率。而 3mM Mg 2 +( 1.109 士 0.028)

和 10mM Mg 2+(0.994 士 0.044)均不影響 V79 肺細胞之存活

率。當 Cu2 + 、 Mn 2 + 、 Ni 2 + 、 Pb2 +分別加上 3mM Mg 2 +處理

後， 3mM Mg 2 +可完全反轉比四種半導體重金屬所造成的

細胞毒性( Cu 2+ : 0.836 土 0.046 ' Cu 2 ++3mM Mg 2+ : 1.108 

士 0.054 ; Mn 2 + : 0.710 土 0.037 ' Mn 2 ++3mM Mg 2 +: 0.882 

士 0.058 ; Ni 2 + : 0.896+0.040 ' Ni 2++3mM Mg 2 + : 1.070 土

0.063; Pb 2+: 0.874+0.039 , Pb 2++3mM Mg 2+: 1.109 

0.071 ) ;在高濃度 10mM Mg 2 +只能及轉 Cu 2+和 Mn 2 +之細

胞毒性( Cu 2 + : 0.924 土 0.035 ' Cu 2 ++10mM Mg 2+: 1.092 
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+0.047 ; Mn 2+: 0.528+0.001 ' Mn 2++10mM Mg 2+ : 0.767 

士 0.073) ，但對 Ni 2 +和 Pb2 +卻沒有影響( Ni2+ : 0.826 土

0.031 ' Ni 2++10mM Mg 2+: 0.851 土 0.055 ; Pb2+ : 0.826 

0.015 ' Pb 2++10mM Mg 2+ : 0.896 土 0.037) 。

4. 氣化鋼或氯化銷與硝敢銅、磷酸銘、磷酸鎳和磷酸鉛在

V79 肺、細胞之交互細胞毒性:

表 8 之結果顯示 1 mM Cu 2+(0.996 士 0.078) 、 300μM

Mn 2+(1.049 士 0.058) 、 1mM Ni 2 +(1.027 土 0.052) 、 3μM

Pb2+(1.001 土 0.026)和 0.1μM In 3+(1.028 土 0.029)與對照

組 (1.257 士 0.047) 比較，和表 9 之結果顯示 1 mM Cu 2+(0.998 

士 0.084) 、 300μM Mn2+(1.048 土 0.057) 、 1 mM Ni 2+(0.936 

士 0.025) 、 3μM Pb2 +(0.959 土 0.014)和 0.1μM Sb3+(0.860 

土 0.050)與對照組 (1.318 土 0.094)比較，均具有統計意義

的抑制 V79 肺細胞之存活率。而四種重金屬分別加入或不

加 0.1μM In 3 + 比較下皆不具有統計差異 (Cu 2 + : 0.996 土

0.078' Cu 2++ln 3+: 1.080+0.046; Mn 2+: 1.049 土 0.058 ' 

Mn 2++ln 3+: 1.063 士 0.050; Ni 2+: 1.027 土 0.052 ， Ni2++ln 3+ : 

0.985+0.050 : Pb2+ : 1.001 土 0.026 ' Pb 2++ln 3+ : 1.048 士

0.047 )。但 Sb3+ 會加強 Pb2 + 細胞毒性( Pb2+ : 0.959 土

0.014 ' Pb2++Sb 3+: 0.692+0.040)' 而 Cu針、 Ni 2 + 手口 Mn 2+ 

之細胞毒性不受 Sb3 + 所影響( Cu 2+ : 0.998 土 0.084 ' 

Cu 2++Sb 3 +: 0.977 士 0.068: Ni 2+: 0.936 土 0.025' Ni2++Sb3+ : 

0.817 土 0.034 ; Mn 2+ : 1.048 土 0.057 ' Mn 2++Sb3+ : 0.963 

+0.051 )。

5.BAL 與磷酸鋼、磷酸銘、磷酸錄和磷酸鉛在 V79 肺細胞
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之交互細胞毒性:

表 10 之結果顯示 1mM Cu 2+(1.037 土 0.051 )、 300μ

M Mn 2+(0.933 土 0.079) 、 1 mM Ni 2 +(0.855 士 0.038) 、 3μM

Pb2+(0.769 土 0.018)與對照組(1.285 土 0.065) 比較，均具有

統計意義的抑制 V79 肺細胞之存活率。 30μM BAL 則不

影響細胞存活率 (Control : 1.285 士 0.065 ' BAL : 1.207 士

。 054) 。當四種金屬分別加上 30μM BAL ' Pb2 +之細胞毒

性可被 BAL 有意義的降低 CPb2+: 0.769 土 0.018 ， Pb 2++30 

μM BAL : 1.109 土 0.068) ，但 Cu 2 + 、 M n 2 + ;f口 Ni 2 +之細胞

毒性卻不受 BAL 所影響C Cu 2+: 1.037 土 0.051 ， Cu 2 ++ BAL : 

1.176 土 0.060 ; Mn 2+ : 0.933+0.079 ' Mn 2++ BAL: 1.034 

士 0.038; Ni 2+: 0.855+0.038 , Ni 2++ BAL: 0.980 土 0.078) 。

6. D-PA 與磷酸鋼、硝酸鐘、磷酸錄和磷酸鉛在 V79 肺細

胞之交互細胞毒性:

表什之結果顯示 1mM Cu 2 +(1.012 土 0.078) 、 300μ

M Mn 2+(0.711 土 0.046) 、 1 mM Ni 2 +(0.926 士 0.038)和 3μM

Pb2 +(0.922 土 0.024)與對照組 (1.223 土 0.057) 比較，均具有

統計意義的抑制 V79 肺細胞之存活率。 3μM D-PA 單獨

存在下，具有細胞毒性 (Control : 1.223 土 0.057 ' 3μM 0-

PA : 0.807 土 0.022) 。當 Cu 2 + 、 Mn 2 + 、 Ni 2 + 、 Pb2 + 分別加

入 3μM 後，比四種金屬之細胞毒性均被 3μM D-PA 所加

強 C Cu 2+ : 1.012 土 0.078 ' Cu 2++D-PA : 0.790 士 0.042 ; 

Mn 2+ : 0.7 竹 +0.046 ， Mn 2 ++ D-PA: 0.538 土 0.023 ; Ni 2+ : 

0.926 土 0.038 ' Ni 2 ++ D-PA: 0.715 士 0.049 ; Pb2+ : 0 颺 922

+0.024 ' Pb 2++ D-PA : 0.701 士 0.049 )。
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四，流式細胞儀之分析結果

以 MγT assay 言登明 Cu 2 + 、 Mn 2 + 、 Ni 2 + :f口 Pb2 +的細胞

毒性後，吾人進一步探討比四種半導體金屬引起的細胞死

亡是否經由細胞凋亡的途徑? Cu 2+(1 mM) 、 Mn 2+(300μ

M) 、 Ni 2+(1mM)和 Pb2+(3μM)處理 V79 肺細胞 2 小時後洗

去金屬鹽，立立換上新鮮培養液繼續培養他小時，以 PI 做

DNA 染色後，均無典型的細胞凋亡指標 (hypoploidy cell ; 

低套染色體細胞)出現 (Fig.9) ，並且沒有顯著差異影響 V79

肺細胞之正散射光分佈(代表細胞體積大小) (Fig.10) 和

但 Cu 2 +和 N i 2 + :k口 adriamycin 可增加倒散射光分佈(代表

細胞內顆粒度) (Fig.11) 。以 ModFit LT 分析細胞週期之

分佈情形 (Fig.12) ，如 Table.12 所示， CU 2 + 、 Mn 2 + 、 Ni 2 +

和 Pb2 +加藥組在細胞通期 GO/G 1 phase 所佔之百分比分別

為 13. 竹、 29.87 、 20.的和 27.02 ;在 S phase 所佔之百

分比分別為 24.37 、 49.55 、 20.73 和 50.05 ; G2 /M phase 

所佔之百分比分別為 62.52 、 20.58 、 58.86 和 22.93 '與

輩子只豆豆且 (G O/G 1 phase : 27.61 S phase : 52.01 G2/M 

phase : 20.83) 以及正對照組 1μM adriamycin (G O/G 1 

phase: 15.54; S phase: 27.19; G2 /M phase: 57.28) 相

比 Mn 2 +和 Pb 2 +對 V79 肺細胞之細胞過期，似乎沒有明顯

的改變;但 Cu2+ :f口 Ni 2 +則如正對照組 T μM ADM 有 G 2/M

phase block 的現象。

五.細胞之型態

微小核細胞 (Fig.13) 是在一般光學顯微鏡下 400 倍

所拍攝。細胞型態是在倒立顯微鏡以 phase 3 (400 倍)所
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拍攝 o Fig.14 為對照組之 V79 肺細胞，細胞呈紡娃一多角

狀吸附在玲養且上，細胞質明顯擴展，細胞核清晰分明，

囡球最點為正處分裂的細胞。 Fig.15 為加入 1 mM Cu 2 +之

V79 肺細胞，細胞質明顯擴展，核大且清晰，也有處於分

裂狀態之細胞 o Fig. 16 為加入 300μM Mn 2 +之 V79 肺細

胞，大部分細胞外觀較園，呈紡給狀者較少，細胞間以偽

足相連之現象亦較多。鎚可能與血清或培養液之某種物質

作用，形成不溶性的沈澱物，不論在培養血或細胞中皆可

觀察到黑色不透明的情形，有的可明顯看出細胞質和細胞

核，有的則因沈澱物使其不明顯。 Fig.17 和 Fig.18 分別為

1 mM Ni 2 + :f口 3μM Pb2 +與對照組相較，無明顯的不同，細

胞質明顯擴展開來，細胞核也清晰分明，並亦有處於分裂

的細胞。 Fig.19 為加入正對照組( 1μM ADM) 之 V79 月申

細胞，細胞較不具紡縫狀，但細胞核清晰，立細胞間以偽

足相遠的情形增加，可能是因為藥物使細胞嚴重受損，因

而需要其它細胞支援，以致型態上有所改變，但仍有處於

分裂狀態之細胞。
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討論( Discussion) 

本研究結果顯示，半導體重金屬磷酸銅( 300μM 和

1mM) 、硝酸鎚( 200 和 300μM) 和硝酸鎳( 300μM 和

1mM) 於高濃度下皆增加 V79 肺細胞之微小核頻率，而磷

酸鉛( 0.1-3μM) 在低濃度下，使其統計意義增加微小核

數，但不呈劑量棚中目關性。比四種重金屬對細胞造成遺傳毒

性的報告亦被其他學者所提出 o Bhunya 和 Jena (1996) 

研究指出口服或i. p. 注射 Copper sulphate (CuS04 )於小雞

體內，皆會造成紅血球染色體變異( Chromosome 

aberrations ' CA) ，口服只增加骨髓紅血球微小核數，而

i. p. 注射之後骨髓及過邊血液之紅血球的微小核頻率皆增

加，因此認為 CuS04 對於小雞是具有強力的遺傳毒性。

Joarder 和 Sharma ( 1990) 二位學者比較無機鈍化合物，

MnS04 和 KMn04 ，在小鼠體內的遺傳毒性。口服投予不

同劑量的 MnS04 年口 KMn04 給小鼠三迪之後，在骨髓細胞

觀察到染色體變異以及微小核數皆具統計意義的增加，其

認為口服無機鈍化合物，在胃之段性條件下 MnS04 直接

而 KMn04 間接產生 Mn 2 + ，而 Mn 2 +對染色體組成具有高度

挽手口力。 Shamy ( 1993) ，於人類淋巴球加入 nickel sulfate 

處理之後發現微小核數目具有統計意義的增加，因此建議

鎳為突變物及致癌物。其他學者則發現 NiCI 2 可增加小鼠

骨髓細胞之微小核數 (Dihir et 訓， 1991):α 州 i 3S 2 使

polychromatic erythrocytes 微小核數增加 (Arrouijal et 

a l., 1990) 0 Jagetia 和 Aruna (1998) 投予不同劑量的硝

酸鉛於小鼠，發現骨髓中之 micronucleated polychromatic 

47 



erythrocytes (MPCE) 以及 micronucleated

normochromatic erythrocytes ( MNCE) 均呈現統計意義

的增加，但不呈劑量"相關性。他們亦發現雄性小鼠骨髓細

胞之微小核數目比雌性來得多，顯示硝酸鉛對於雄性小鼠

較易產生遺傳毒性。 Tachi et a l. ( 1985) 將 Lead acetate 

單一劑量或重複i. p. 注射於小鼠體內，結果發現骨髓細胞

中有顯著染色體變異的情形(大部分為 chromatid gaps ' 

而染色體斷裂和無中心節則很少發生)以及增加微小核頻

率，但沒有發現染色體交換及多重斷裂，意味 lead acetate 

是很弱的突變物。Li n et a 1. ( 1994 )指出磷酸鉛在 CHO

細胞不會增加微小核和染色體變異的頻率，但卻會增加姊

妹朵色分體交換 (SCE) 的次數，其認為以姊妹染色分體

交換法偵測突變劑之遺傳毒性較靈敏。由本實驗結果和上

述學者們的報告，顯示此四種金屬化合物不管在體內實驗

或體外實驗，以不同的盤類在不同的細胞均造成遺傳毒

性，更能證明這四種重金屬化合物確實會導致遺傳毒性。

另外，在本研究，硝駿鉛在 V79 肺細胞可增加微小核頻率，

比點和 Lin et 剖. (1994) 觀察到磷酸鉛在 CHO 細胞不增

加微小核頻率相反，可見不同細胞對金屬離子之反應會有

所不舟，因其對金屬離子之吸收系統、結合系統和修復系

統均可能有所不同，所以結果會有所差異。所以欲證實金

屬離子之遺傳毒性需做多方面的探討，包括不同細胞的標

本、不同的偵測技術和實驗設計。

細胞毒性之研究結果顯示硝酸銅( 1 mM)、硝酸猛( 300 

μM) 、磷酸錄( 1mM) 和硝酸鉛( 3μM) 皆具有統計意
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義的抑制細胞存活率。其它學者亦提出類似的報告。

Bumgardner et al. ( 1993) 研究合主持之牙材合金造成口腔

齒報受損和免疫反應之關餘，其將銅鹽力。於 T cell 和 B cell 

24 小時後觀察 IL-2 和 IgG 的變化，結果發現銅使二種細

胞之存活率皆下降，並且改變細胞增生以及調整可溶性免

疫物質( I L-2 )產生，進而影響 IgG 之免疫反應，造成多

種病理現象。 Schmalz et al. (1997) 也探討牙料材料棋

子所含之金屬 Cu 、 Zn 、 Pd 、陀、 Sn 、 Co 和 In 對於人類

fibroblast-keratinocyte co-cu Itu re 之影響，由於牙材對黏

朕會產生刺激，所以研究者也利用 immunoassay 偵測這

些金屬對 PGE2 釋放之情形，結果發現 Cu 和 Ni 皆使細胞

存活率下降分別為 14-25 0/0 及 87% '並且 Cu 增加 PGE2

釋放達 6-25 倍。 Floquet et al. ( 1997) 也指出將銅合金

加入玲養的細胞中，利用 colony forming method 觀察到

Cu 導致細胞存活率下降。 Sokol et al. ( 1996) 比較大鼠

吃入正常令銅量和合銅過量的食物，結果發現吃入過量銅

之大鼠，其肝細胞之存活率具有統計意義減少，立在且也增

加脂質過氧化 (Iipid peroxidation) 0 Kishimoto et al. 

( 1992 )將 copper sulfate (CuS04 )加入 human vascular 

endothelial (HVE)和 Human fibroblasts (HA叭-55) ，發現

二種細胞株的細胞存活率、細胞生長以及 DNA 合成皆被

Cu2+ 呈濃度個相關性抑料，並且 Cu2+也改變細胞型態，另

外也觀察到 Cu 2+對 HVE 之細胞毒性大於 HAIN-55 '因此

推測 Cu2+可能導致血管內皮傷害，因而產生心血管疾病 O

Fischer 和 Skreb ( 1980) 指出 MnCI 2 使細胞內乳竣脫氫
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酵素( lactic dehydrogenase) 釋放增加而活化酪解

( glycolytic) 作用，因此降低有絲分裂的速率，並豆劑量

"相關性抑制細胞增生， Mn2+對該細胞產生群落的能力和

DNA 合成速率貝IJ 呈時間及劑量-相關性的抑制。 Desole et al. 

( 1997 )報告 Mn2 +會抑制 PCI2 細胞存活率( MTT assay) 

以及造成 apoptosis (TUNEL technique) ，而抗氧化齊11 N 呻

acetylcystein 和 ascorbic acid 可對抗這些結果，所以主

張 Mn 2 +過量導致 parkinsonism 是經由含氧自由基 (ROS)

造成神經靠性。 Forgacs et al. ( 1998) 將硫政鎳加入小鼠

Leydig cells '使用 MTT 方法偵測細胞毒性，結果高濃度

1 mM Ni 2 +可減少細胞存活率，但 250μM Ni 2 +卻不影響。

Sierra 和 Tiffany-Castiglioni (1991) 指出 glutamine

synthease (GS) 是 astroglial enzyme '在腦中促使

glutamate 和 ammonla 合成 glutamine '其欲證明低劑量

之 Pb2 +可直接降低 GS 活性，所以每星期給予三次合 O 、

0.25 、 0.5 、 1μM lead acetate 於垮養大鼠之星狀細胞中，

經 7 、 14 、 21 天之後偵測細胞存活率 (Trypan blue dye 

exclusion) 、細胞數 (Cell number) 以及 GS 之活性，結

果 Pb2 + 呈時悶和劑量"相關性抑制細胞存活率，並且呈劑

量 m相關性抑制 GS 活性，顯示低劑量 Pb2+可使 astroglia

之功能受損。綜合論之 Cu2+ 、 Mn 2 + 、 Ni 2 +和 Pb2 +可在不再

細胞產生細胞毒性，但 Cu2 + 、 Mn 2 +和 Ni 2 +均需較高濃度才

產生細胞毒性， Pb2+則在低濃度就產生細胞毒性，可能 V79

肺細胞對 Ni 2 +不吸收，而 Cu2+和 Mn 2 +為基本元素，所以

細胞對之有較高之耐受性， Pb2+可經由 Ca2 +之吸收機轉而
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進入細胞而呈現較強的細胞毒性。

在本研究磷酸銅( 1mM) 、硝酸鎚( 300μM) 、硝酸

鎳 (1mM) 和磷酸鉛( 3μM) 會抑制 V79 肺細胞存活率，

吾人史進一步探討 Ca2+ :f口 Mg 2 +對其細胞毒性之影響。結

果顯示 3mM 和 10mM Ca 2 +可反轉 Mn2+和 Pb2 +之細胞毒

性。 3mM Mg 2 +則可反轉此四種重金屬之細胞毒性;而 10mM

Mg2 +只能對抗 Cu2 +和 Mn 2 +之細胞毒性。也思此結果，史

進一步探討 10mM Ca2 +和 3mM Mg 2 +分別和 Mn2 + 或 Pb2 +

在 V79 肺細胞之交互遺傳毒性。結果單獨加入 1 OmM Ca 2 + 

培養的細胞很快地全部死亡，故無法偵測微小核數目，此

可能 Cyt-B 和 Ca2 +相加所造成，值得更進一步研究。此外，

Ca2+只能對抗 Pb2+之遺傳毒性，對 Mn2 +財無影響。然而

加入 3mM Mg 2 +和對照組相比不具遺傳毒性，並且對 Mn2 +

和 Pb2 +之遺傳毒性皆可降低。其純學者亦提出 Ca 2 + :f口 Mg 2 +

可降低重金屬之細胞間遺傳毒性的報告。Lipetz 和 Douglass

( 1975) 指出 Ca2 +在人類細胞可降低可溶性 Pb2 +之細胞

毒性。 Blackwell et al. ( 1997 )亦在口卑酒酵母語

(Saccharomyces cerevisiae) 發現 Mg 2+可降低 Mn 2 +之

細胞毒性，由於 Mg2 +存在之下，酵母菌之 Mn2 +含量顯著

降低，所以其推測 Mg 2+可能調節二價陽離子之主動運輸，

因此降低 Mn2 +對於啤酒酵母菌之細胞毒性。 Conway et al. 

( 1987)指出提高細胞外液 Mg 2 +濃度能夠抑制 Ni 2 +在 CHO

細胞所造成之 DNA 斷裂( DNA strand break) 、 DNA-蛋白

質交互連結 (DNA-protein crosslinks) 、姊妹染色分體交

換 (sister chromatid exchanges) 和細胞轉型( cell 
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transformation ) 0 Hong et a l. ( 1997 )亦指出 Nickel

subsulfide 在 CHO 和 BALB/3T3 cell 增加微小核數以及造

成 DNA-蛋白質交互連結之作用可被 Mg2 +所反轉。 Mg2+ 亦

可降低 nickel subsulfide 抑制 BALB/3T3 fibroblasts 之作

用以及減少細胞內 Ni 2 + 蓄積的量。不只如此， Ni 2 +於 H 2 0 2

及 Ascorbic acid 存在下，將 deoxyguanosine 轉變呈 8-

hydroxy-deoxyguanosine 之作用亦可被 Mg2 +所抑制，所

以其建議 Mg 2 +可經減少細胞內 Ni 2 +含量或含氧自由基的產

生而降低 Ni 2 +之細胞"遺傳毒性。總之在本研究 Ca2 + 、 Mg 2 +

所以能降低重金屬之細胞間遺傳毒性，亦可能和降低重金屬

進入 V79 肺細胞有關。此外， Ca2 +和 Mg 2 +為基本元素，

所以亦可能活化修護酵素( repair enzyme )而減少重金屬

之細胞由遺傳毒性。

由於半導體的製造從矽品到晶片的製造過程中，需使

用到多種金屬，所以半導體工作人員，可能接觸到多種金

屬，所以本論文亦探討常用之半導體類金屬 I n 3 +和 Sb 3 +與

此四種重金屬對 V79 肺細胞之交互細胞也遺傳毒性。結泉

顯示 In 3 +和 Sb3 +都具有細胞且遺傳毒性，但 I n 3 +之細胞毒性

不受這四種重金屬所影響， Pb2+則會加強 Sb3+ 的細胞毒

性。在交立遺傳毒性方面， CU2 +和 Sb3 +共同作用時，會加

強微小核的產生， Ni 2 +則可降低 In 3 +之遺傳毒性。所以半

導體類金屬和重金屬問之交互細胞翩遺傳毒性呈現相當複

雜。

金屬中毒時，最常使用的解毒劑為蟄合齊1] (chelating 

agents )，通常其具有 2 個以上的負電性基( electronegative 
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group) 分子，所以能與陽離子金屬原子形成穩定的複合

物，再由體內排出 o Dimercaprol (BAL)能與金屬直接贅合，

防止金屬和硫氫基 (SH group) 之酵素結合，而避免干擾

正常細胞之功能。 Penicillamine 為 penicillin 水溶性分解

物， 0 form(右旋)較 L form(在旋)異構物效果好且不具毒

性。本實驗結果得知 30μM BAL 不具細胞毒性，立在且可

對抗 Pb2 +之細胞毒性。 3μM D-PA 不僅具有細胞毒性，並

且會加強此四種重金屬抑制 V79 肺細胞之存活率的作用。

雖然大部分報告都指出 BAL 和 D-PA 能夠解金屬之中毒，

並且 D-PA 亦可用於 Cu 2 + 中毒或風濕性關節炎，但在本研

究結果顯示只有 Pb2 +之細胞毒性可被 BAL 所降低。回顧

參考文獻顯示， BAL 或其衍生物結抗重金屬毒性之結果相

當分歧。 Aaseth et al. ( 1987) 指出 Cu 2 + 中毒或 Wilson's

disease 1.支用 2 ， 3-dimercaptopropan斗“sulphonate (DMPS) 

可能會增加銅所導致的溶血作用，可能因為二種化學物質

交互作用，增加含氧島由基的形成而增加銅鐘的溶血作

用。 Chisolm 和 Thomas ( 1985) 則發現將 DMPS 投予於

Pb2 + 中毒的小孩後，能減少血液含鉛量( PbB) ，且 Pb2 + 、

Zn 2 + 、 Cu 2 +尿排除之輩會增加(但不改變血漿中 Zn 2+i口 Cu 2 +

的濃度) ，由於 DMPS 不改變肝、腎和血液之功能，所以

這些學者認為治療無症狀的鉛中毒既安全又有效。另外也

有報告指出 BAL 、 meso令， 3-dimercaptosuccinic acid 

(DMSA)能夠降低 PbB' 治療 Pb2+ 中毒( Abu et al., 1987 ; 

Graziano et al., 1992 )。綜合這些報告和本研究之結果顯

示， BAL 或其衍生物降低 Pb2 +之毒性是可被確認 o D-PA 
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雖被用來治療 Cu2 + 中毒，但在本研究 D中A 未具此效果，

反而加強 Cu2 +和其它重金屬之細胞毒性。其他學者亦報告

D闢PA 加 CuS04 可抑制分裂劑促進人類淋巴球 ( Akarγlatsu 

et 剖， 1994 )和人類纖母細胞( Matsubara and Hiroha峙，

1988) 增生之作用 'Lee et a l. (1998) 亦報告 D-PA 可

加強 phenylmercury acetate 在人類淋巴球之細胞毒性。

D-PA 加強其它重金屬之細胞毒性之機轉目前尚未清楚，

可能 D-PA 和重金屬形成其細胞毒性的金屬錯合物或其它

未知的機轉。總之 D-PA 治療 Cu 中毒或類風濕性關節炎

需小心評估，尤其和其它藥共用時。

本研究在流式細胞分析法的研究結呆顯示 Cu 2 + 、

Mn 2 + 、 N i2 +;fo P b 2 +在導致遺傳開細胞毒性之劑量下，均未形

成 sub-G 1 細胞，換句話說不會誘導 V79 肺細胞凋亡。此

外，細胞大小和細胞型態的觀察，亦未見到細胞凋亡的特

徵'但 Cu2+和 Ni 2 +均類似 ADM 可改變 V79 肺細胞內之顆

粒度以及造成 G2/M phase 抑制現象。由於 ADM 為

Anthracyclic antibiotics '其插在雙股 DNA 之間，所以可

抑制 DNA dependent RNA polymerase 而抑制 RNA 的合

成，最後可能導致細胞分裂相關蛋白質的合成被抑制或其

它未知之機轉而使細胞停留在 G2/M phase 0 一般細胞停

留在 G2/M phase 可能活化 p53 而造成細胞凋亡。 Shiao et a l. 

(1998) 報告 Nickel acetate 可在 CHO 細胞增加 G2/M

phase 比例，立在活化 p53 活性，以及造成 DNA血ladder '也

就是 Ni 2 +可導致 CHO 細胞凋亡。根據這些報告，吾人尚

須史進一步的探討這四種金屬離子是否造成 V79 肺細胞的
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凋亡?尤其是 Cu2 +和 Ni 2 + 包括改善 Hypoploidy 分析法

(如加 Triton X-100 或以其他自定液取代乙醇) ，採用更

靈敏的 TUNEL 分析法或 Annexin V -FITC 分析法。
結論:

重金屬 Cu 2 + 、 Mn 2 + 、 Ni 2 +和 Pb2 +確實會在 V79 肺細

胞造成遺傳毒性和細胞毒性，但 Cu2 + 、 Mn 2 + 、 Ni 2 +造成細

胞-遺傳毒性之濃度遠較 Pb2 +為高，顯示 Pb2 +造成 V79 肺

細胞之細胞組遺傳毒性的作用較具特異性。此外， CU 2 +和 Ni 2 +

因造成 G2/M phase block 而影響細胞週期的分佈'且增加

含高顆粒皮之 V79 肺細胞數。 Mn2 + 貝 11 ~導致細胞型態明顯改

變。由此可知這四種重金屬離子均可造成細胞岫遺傳毒性，

但有差異性存在。 D-PA 在本實驗不但無法降低比四種重

金屬之細胞毒性反而加重之，所以臨床上用 D巾A 治療 Cu 2 +

中毒和風濕性關節炎之安全性?有待長期的評估。 BAL 只

能解除 Pb2+之細胞毒性由此可知 Pb 2 +造成細胞毒性之部份

機轉是經由與細胞內成份之硫氫基結合，進而干擾許多酵

素之功能造成細胞之傷害。 Ca2 +能降低 M n2 + ::f口 Pb2 +之細

胞毒性， Mg2 +對 Cu2 + 、 Mn 2 + 、 Ni 2 +和 Pb2 +之細胞毒性均可

降低。此外， Ca2 +可降低 Pb2+之遺傳毒性， Mg 2
+ J! 11 可降低

Mn2 +和 Pb2 +之微小核頻率主與對照組相似，所以推測 Ca2+

與 Mg 2 +可能減少 V79 肺細胞吸收 Mn2+和 Pb2 +或經由活化

修護酵素 (repair enzyme) 而減少其細胞"遺傳毒性。另

外，比四種重金屬與其它半導體管用類金屬 In 3 + 或 Sb 3 +之

交互細胞 m遺傳毒性研究之結果十分複艙， Ni 2 +可降低 I n3
+ 

之遺傳毒性， CU2+則可加強 Sb3 +之遺傳毒性， I n 3 +之細胞
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毒性不受任何四種金屬所影響，相對的 Sb3+之細胞毒性被

pb2 +所加強。總之， CU2+ 、 Mn 2 + 、 Nì 2 +和 Pb2 +均具有細胞"

遺傳毒性，所以不論是製備這些金屬化合物的工廠，亦或

從事這類物質的加工人員，應事先做好妥善的防護措施，

孟且定期偵測工作人員血中金屬之含量或相關金屬中毒指

標，以預防職業上之傷害以及致癌的危險。

56 



40 

會

芳f

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

的
一-
o
u甘
心H
m
w
ω
一ω
叫d
c
…s
o
o
o
v

~
ω一
一ωω
苟
。
有2
υ
叫d
c。
b
-
E
』O
』
ω
A
E月4
Z

Cu 

1000 

Fig. 1. Effect of copper ni trate CCU2+) on micronucleus induction 

Cu 

300 

Cu 

100 

Cu 

30 
Control 

Conc. ().lM) 

O 

in V79 Chinese hamster lung cells. 

s. E. 班.+ Data are shown as mean 

n =是 for 3 replicate cultures for each treatment group. 

* p < 0.05 as compared with control. 

57 



40 
合

決

35 

20 

5 

15 

10 

30 

25 

的
=
ω心
。
ω
A
F
呵
。
一
。3
z
-
a
o
o
o
v

~
的
一-
o
u哈
拉
符
。
一ω
D
C
O
』
S
P
.
M
.
-

恥
。
』O
A
E
Z
Z

micronucleus 

Mn 

300 

Mn 

200 

(抽l2+)

Mn 

100 

nitrate 

Mn 

30 
Control 

of 

Conc. (μ!\A) 

Effect 

O 

on manganese 

in V79 Chinese hamster lung cells. 

Fig.2. 

as mean 土 S. E. M. 

induction 

shown 

replicate cultures for each treatment group. 

Data are 

compared with control. 

58 

as 

n =是 for 3 

* p < O. 05 



40 

合

合

35 

10 

5 

30 

25 

20 

15 

ω
一
一
。
υ

切
。
制
悶
。
一
υ
3
P
M
-
a
o
o
o
v

~
且
一ω
ω

勻
。
制
呵
。
一
υ
D
C
E
S
E
恥
。
』O
A
E
3
2

Ni 
1000 

Fig.3. Effect of nickel ni trate (Ni 2+) on micronucleus induction 

Ni 

300 
Ni 

100 
Ni 

30 
Control 

Conc. (μM) 

。

lung cells. in V79 Chinese hamster 

Data are shown as mean 土 S. E.吐

n =是 for 3 replicate cultures for each treatment group. 

* p < 0.05 as compared with control. 
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R 立在 for 3 replicate cultures for each treatment group. 

* p < 0.05 as compared with control. 
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(Student's t-Test) a p < 0.05 as compared with control. 

CStudent's t-Test) b P < O. 05 as compared wi th In3+ alone. 

CStudent's t一Test)c p < O. 05 as compared wi th Sb3+ alone. 
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(300μM Mn2+ and 3μM Pb2+)-induced genotoxicity in V79 Chinese 
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n = 4 for 3 replicate cultures for each treatment group. 
a p < 0.05 as compared with control. (Student's t-Test) 
b P < 0.05 as compared with Mn2+ alone. (Student's t-Test) 
c p < 0.05 as compared with Pb2

+ alone. (Student's t-Test) 
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Fig.8. Time-course observation on cytotoxic effect of Cu2+(lmM), Mn2+(300 

μM)， Ne+ (lmM) and Pb2+ (3μM) in V79 Chinese hamster lung cells after 

2hrs exposure. The viability of V79 lung cells was assay by MTT method. 

Data are shown as mean +S.E.M. 

n = 4 for 3 replicate cultures for each treatment group. 
a p < 0.05 as Cu2+ compared with control at the same time point, 

respectively. (Student's t-Test) 
b P < 0.05 as Mn2+ compared with control at the same time point, 

respectively. (Student's t-Test) 
c p < 0.05 as Ni2+ compared with control at the same time point, 

respectively. (Student's t-Test) 

d P < 0.05 as Pb2+ compared with control at the same time point, 
respectively. (Student's t-Test) 
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Fig.9. DNA histograms from V79 cells treated wi th adriamycin (0.3 and 
lμ 單)， Cu2+ (1mM)，雖}2+ (300μM) ， Ni 2+ (1mM) and Pb2+ (3μ 輯) for two hours. 
Panel A. DNA histograms of FL2A for cell cycle analysis. Panel B. DNA 
hi stograms of FL組 for hypoploidy analysis. Note, none of these 
chemicals induced hypoploidy cells. The horizontal axis represented 
the fluoresent intensity of DNA contents while the vertical axis 
represent the relative cell numbers. The results are representative 
of three experiments. 
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Fig. 10. No marked change in forward 1 ight scatter (FSCH) 

properties of V79 cells treated with adriamycin (0.3 and 1 μ 班)，

Cu2+ (1m班)，脂12+ (300μ 單)， Ni2+ (ImM) and Pb2+ (3μ 單) for two hours. 

話的 resul ts indicate these heavy metals do not change cell size. 

前1e results are representative of three experiments. 

66 



傲的rol

0.3u11矗捌

理 leo瞬間1
l lll! cu 

。 9 

• -1 c阻trol

e 
e 

llll! Nì 

• 

品的rol

lull ADII 

ï Cootrol 

@ 

。

300ull IIn 

位寫

3u11 Pb 

Fig.ll. Changes in side light scatter (SSCH) properties of V79 

cells treated wi th adriamycin (0. 3 and 1 μ 單)， Cu2+ (lmM)，雖}2+ (300 

μ 班)， Ni 2+ (lmM) and Pb2+ (3μ 區) for two ho叮s. The resul ts indicate 

adriamycin, Cu2+ and Ni 2+ ch缸1ge cell granulari ty. The resul ts are 

representative of three experiments. 

67 



.JPG 

Fig.12. DNA cell cycle analysis program (草吋FitLT) to analyze 

the percentage of GO/G1 phase (first red peak) , S phase 

(downward-hatched peak) and G2/班 phase (second red peak) in each 

cell cycle. 
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Fig.13. Cytochalasin 8 caused binucleated cel峙 arrow

indicated the binucleated cell with one micronucleus (400X). 

Fig.14. V79 cells morphology of control group (400X). 
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Fig.15. Effect of 1 mM Cu2
+ on cell morphology in V79 lun 

Fig.16. Effect of 300μM Mn2+ on cell morphology in V79 lung 

cells (400X). 
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Fig.17. Effect of 1 mM Ni2
+ on cell morphology in V79 lung cells 

(400X). 

Fig.18. Effect of 3μ 輔 Pb2+ on cell morphology in V79 lung cells 

(400X). 
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Fig.19. Effect of 1μM adriamycin on cell morphology in V79 lung 

cells (400X). 
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Table 1. 
Effect of adriamycin on cell cycle kinetics in V79 Chinese hamster 
lung cells. 

Treatment Concentration Cell cycle kinetics / 500 Cells NDI 
(μM) 1 nucleus 2 nucleus 3 nucleus 4 nucleus 

Control 103.67土 6.65 379.33士 6.24 9.50士0.92 7.50土 0.76 1.84土 0.02

ADM 0.3 262.67士 3.32 222.17主 2.98* 12.83土0.95 2.67土 0.61 1.51 士 0.01*

ADM 473.00主 2.98 23.67士 2.88* 2.00土 0.63 1.00二tO.26 1.06土0.01*

NDI (nuclear division index) = (l x單1+2x單z+3 x單3+4x他) / 500 
Data are shown as mean 土 S. E.單.

n = 4 for 3 replicate cultures for each treatment group. 
* p < 0.05 as compared with control. (Dunnett's Test) 
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Table 2. 

Effects ofheavy metals, copper nitrate (Cu2+), manganese nitrate (Mn2+), nickel nitrate 

(Ni2+) and lead nitrate (Pb2可 on cell cyc1e kinetics in V79 Chinese hamster lung cells. 

Treatment Concentration Cell cycle kinetics / 500 Cells 
(μM) 

1 nucleus 2 nucleus 3 nucleus 4 nucleus 

Control 127.87土 20.24 354.00土4.l 6 14.02士 2.75 7.09土 2.30

Cu2+ 30 63 .1 2土 4.1 3 379.的土5.50 14.04土 1 18 16.57:t 1.06 

100 77.的主 3.的 368.27土 3.21 16.25 ::!: 1.28 11.52:t0.83 

300 70.砂土2.58 374.26土4.49 16.88 士 2.47 11.68 :t 1.26 

1000 337 .48土 4.87 18 1. 37土4.86* 8 .30士1.1 7 2.47土 0.45

Control 90.37:t5.62 379.23 :t2.69 19.22土 2.4 1 16.的土1.76

Mn 2+ 30 83.47土 3.17 374.63:t3.92 17.84土 2.29 13.42士1. 40

100 107.20:t 10.03 379.的土9.32 1 1.02士1.44 3. 80土 0.85

200 140.砂土4.90 352.91 土4.06 1 1.54士 0.73 2.72土0.82

300 28 1.1 5 土 6.1 1 21 1. 67土 6.47* 8 .70土 O.的 3.51 土 0.99

Control 127.00士 18.02 364.的土6.7 1 10.48 士1.80 3.69土0.76

Ni2+ 30 85.82士 9.42 385.的土2.27 1 1.53 土1.1 7 5 .1 0 土1.36

100 1 13.63土 3 .1 2 382.12土 3.93 6.57 士 0.77 2.69::!: l.00 

300 115 .48 土 4.74 383 .30:t5.73 5.72::!:0.81 0.84 二t0.3 1

1000 236.68土 6.82 273.07丈 5.86* 12.砂土1.58 5.28 丈1.1 9

Control 106.砂土 12.56 376.20士 1 1. 60 12.34士 2.02 7.11 士1.37

Pb2+ 0.1 143.08 :t6.27 342.71 土 7 .5 1 13.63 士1.51 1 1.75 土1.56

0.3 的8.7 0::!: 3.17 328.65士 3.28 13 .43士。.96 10.22土 0.67

156.29土29.47 324.砂土27.的 12.46士1.3 1 10.80土1.85

3 130.33 土 20.75 35 1. 89土時.79 13.66::!:2.24 7.78 :t l.65 

NDI (nuc1ear division index) = (1 X M j + 2 X M2 + 3 X M3 + 4 X M4) / 500 

Data are show as mean 土 S.E.M.

n = 4 for 3 replicate cultures for each treatment group. 

* p < 0.05 as compared with control. (One way ANOVA) 
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1. 81 士 0.01

1. 85土 0.02

1. 82士 0.01

1. 85土 0.01

1.47土 0.01*

1.94土 0.01

1. 88士 0.02

1. 83土 0.02

1.79土 0.01*

1.49:t0.02* 

1. 81 丈 0.01

1. 82土 0.01

1. 82土 0.01

1.81 ::!: 0.0 1 

1.68土0.01*

1. 85 :t0.01 

1. 83土 0.01

1.79土 0.01

1.77土 0.03
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Table 3. Effects ofheavy metals, copper nitrate (Cu2+), manganese nitrate (Mn2+), 

nickel nitrate (早已2+) and lead nitrate (Pb2+) on cell viability in V79 Chinese hamster 

lung cells. 

Treatment 

Control 

Cu2+ 

Control 

Mn2+ 

Control 

Ni2+ 

Control 

Pb2+ 

Data are show as mean 土 S.E.M.

Concentration 
(μM) 

30 

100 

300 

1000 

30 

100 

200 

300 

30 

100 

300 

1000 

0 .1 

0.3 

3 

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

牢 p < 0.05 as compared with control. (One way ANOVA) 
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Cell viability 
(O.D.) 

0.91士0.02

0.78:的.04*

0.75土0.06*

0.64土0.03*

0.57土0.02串

0.74土0.05

0.75土0.04

0.47土0.05*

0.51土0.03*

0.51士0.03*

0.91 土0.03

0.86土0.05

0.94土0.04

0.87土0.03

0.74土0.02*

0.76土0.02

0.72土0.02

0.65土0.03*

0.65士0.02*

0.55土0.01 * 



Table 4. Effect of calcium ion (Ca2+) on heavy metal ions-induced cytotoxicity in V79 

Chinese hamster lung cells. 

Treatment Concentration Cell viability 

(mM) (O.D.) 

Control 0.812 土 0.049

Cu2+ 0.669 土 0.020 a

Mn2+ 0.3 0.580 土 0.042 a 

Nì2+ 0.557 土 0.031 a 

Pb2i 0.003 0.383 土 0.013 a 

Ca2+ 3 0.715 士 0.027

Cu2++Ca2+ 1+3 0.736 土 0.042

Mn2++Ca2+ 0.3+3 0.904 土 0.059 ab 

Ni ~Ca2+ 1+3 0.604 士 0.032

Pb2++Ca2+ 0.003+3 0.722 士 0.029 C

Data are shown as mean 土 S五M.

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

• 1 P < 0.05 as compared with contro l. (Dunne哎's test) 

bp < 0.05 as compared with Mn2+ alone. (Student's t-Test) 

C P < 0.05 as compared with Pb2+ alone. (Student' s t-Test) 
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% Control 

100 

82.39 

71 .43 

68.60 

47.17 

88.05 

90.64 

11 1.33 

74.38 

88.92 



Table 5. Effect of calcium ion (Ca2+) on heavy metaI ions-induced cytotoxicity in V79 

Chinese hamster lung ceIIs. 

Treatment Concentration Cell viability 

(mM) (O.D.) 

Control 0.732 士 0.032

Cu2+ 0.609 土 0.042 a 

Mn2+ 0.3 0.596 土 0.050 a 

Ne+ 0.581 土 0.059 a

Pb2+ 0.003 0 .4 15 土 0.019 a

Ca2+ 10 0.658 土 0.052

Cu2++Ca2+ 1+10 0.495 土 0.070 a

Mn2+十Ca2+ 0.3+ 10 0.856 土 0.050b

Ni2++Ca2+ 1+10 0.655 土 0.043

Pb2++Ca2+ 0.003+10 0.736 土 0.046c

Data are shown as mean 土 S.E.M.

11 = 8 for 2刁 replicate cultures for each treatment group. 

a P < 0.05 as compared with contro l. (Dunne哎's test) 

bp < 0.05 as compared with Mn2+ alone. (Student's t-Test) 

cp < 0.05 as compared with Pb2+ alone. (Student' s 心Test)
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% Control 

100 

83.20 

8 1.42 

79 .37 

56.69 

89.89 

67.62 

116.94 

89 .48 

100.55 



Table 6. Effect of magnesium ion (Mg2+) on heavy metals-induced cytotoxicity in V79 

Chinese hamster lung cells. 

Treatment Concentration Cel1 viability 

(mM) (O.D.) 

Control 1.124 土 0.097

Cu2+ 0.836 士 0.046 a

Mn2+ 0.3 0.710 土 0.037 a

Ne+ 0.896 土 0.040 a

Pb2+ 0.003 0.874 土 0.039 a

扎192+ 3 1. 109:!:: 0.028 

Cu2+十Mg2+ 1+3 1.108 土 0.054b

Mn2++hfg2+ 0.3+3 0.882 土 0.058 ac 

Nf++Mg2+ 1+3 1. 070 土 0.063d

的2+十Mg2+ 0.003十3 1.109 土 0.07P

Data are shown as mean 土 S.E.M.

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

a P < 0.05 as compared with control. (Dunnett's Test) 

b P < 0.05 as compared with Cu2+ alone. (Student's 心Test)

c P < 0.05 as compared with Mn2+ alone. (Student' s t-Test) 

d P < 0.05 as compared with Ni2+ alone. (Student' s t-Test) 

e P < 0.05 as compared with Pb2+ alone. (Student' s t-Test) 

78 

% Control 

100 

74.38 

63.17 

79.72 

77.76 

98.67 

98.58 

78 .47 

95.20 

98.67 



Table 7. Effect ofmagnesium ion (Mg2+) on heavy metals-induced cytotoxicity in V79 

Chinese hamster lung cells. 

Treatment Concentration Cell Viability 

(mM) (O.D.) 

Control 1.066 土 0.044

Cu2+ 0.924 土 0.035 a

Mn2+ 0.3 0.528:!: 0.001 a 

Ni2+ 0.826 土 0.031 a 

Pb2+ 0.003 0.826 土 0.015 a 

Mg2+ 10 0.994 土 0.044

Cu2+十Mg2+ 1+10 1.092 土 0.047b

Mn2++Mg2+ 0.3+ 10 0.767:!: 0.073 ac 

Ni2++Mg2+ 1+10 0.851 土 0.055 a 

的2、Mg2+ 0.003+10 0.896 土 0.037 a

Data are shown as mean 土 S.E.M.

n 立 8 for 2-3 replicate cultures for each treatment group. 

a P < 0.05 as compared with control. (Dunne哎's Test) 

b P < 0.05 as compared with Cu2+ alone. (Student's 卜Test)

cp < 0.05 as compared with Mn2+ alone. (Student' s t-Test) 
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% Control 

100 

86.68 

49.53 

77 .49 

77.49 

93.25 

102.44 

71.95 

79.83 

84.05 



Table 8. Effect of indium ion (In3+) on heavy metal ions-induced cytotoxicity in V79 

Chinese hamster lung cells. 

Treatment Concentration Cell viability 

(mM) (O.D.) 

Control 1 .257 土 0.047

Cu2+ 0.996 土 O.078a

Mn2+ 0.3 1. 049 土 0.058 a 

Ni2+ 1.027 土 0.052 a 

Pb2+ 0.003 l.001 :f: 0.026 a 

In3+ 0.0001 1.028 土 0.029 a

Cu2+十 In3+ 1+0.0001 1.080 土 0.046 a

Mn2+十 In3+ 0.3+0.0001 l.063 土 0.050 a 

Ni2++ In3+ 1+0.0001 0.985 土 0.050 a 

Pb2++ In3+ 0.003+0.0001 1. 048 土 0.047 a

Data are shown as mean 土 S.E.M.

n = 8 [or 2-3 replicate cultures for each treatment group. 

a P < 0.05 as compared with controI. (Dunnett's Test) 
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% Control 

100 

79 .24 

83 .45 

81.70 

79.63 

81.78 

85.92 

84.57 
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Table 9. Effect of antimony ion (Sb3+) on heavy metal ions-induced cytotoxicity in 

V79 Chinese hamster lung cells. 

Treatment Concentration Cell viability 

(mM) (O.D.) 

Control 1.318 士 0.094

Cu2+ 0.998 土 0.084 a

Mn2+ 0.3 1. 048 土 0.057 a

Ni2+ 0.936 土 0.025 a 

Pb2+ 0.003 0.959 土 0.014 a 

Sb3+ 0.0001 0.860 土 0.050 a 

Cu2+十Sb3+ 1+0.0001 0.977 土 0.068 a 

Mn2十+Sb3+ 0.3+0.0001 0.963 土 0.051 a 

Ni2++Sb3+ 1-卡0.0001 0.817 土 0.034 a

Pb2++Sb3+ 0.003+0.0001 0.692 土 0.040 ab

Data are shown as mean 士 S.E.M.

11 = 8 for 2-3 replicate cu1tures for each treatment group. 

a P < 0.05 as compared with contro l. (Dunne哎's Test) 

b P < 0.05 as compared with Sb3+ alone. (Stude帥's t-Test) 
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% Control 

100 

75.72 

79.51 

71.02 

72.76 

65 .25 

74.13 

73.07 

61.99 

52.50 



Table 10. Effect ofDimercaprol (BAL) on heavy metal ions-induced cytotoxicity in 

V79 ChÎnese hamster lung cells. 

Treatment Concentration Cell viability 

(mM) (O.D.) 

Control 1. 285 土 0.065

Cu2+ 1. 037 土 0.05P

Mn2+ 0.3 0.933 土 0.079 a

N?+ 0.855 士 0.038 a 

Pb2+ 0.003 0.769 土 0.018 a

BAL 0.03 1.207 土 0.054

Cu2++BAL 1 +0.03 1. 176 土 0.060

Mn2++BAL 0.3+0.03 1. 034 土 0.038 a 

Ne++BAL 1+0.03 0.980 土 0.078 a 

Pb2十+BAL 0.003+0.03 1.109 土 0.068b

Data are shown as mean 土 S.巳M.

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

a p < 0.05 as compared with contro l. (Dunnett' s Test) 

b P < 0.05 as compared with Pb2+ alone. (Student's 心Test)

82 

% Control 

100 

80.70 

72.61 

66.54 

59.84 

93.93 

91.52 

80.47 

76 .26 

86.30 



Table 11. Effect ofD-penicillamine (D-PA) on heavy metal io郎-induced cytotoxicity 

in V79 Chinese hamster lung cells. 

Treatment Concentration Cel1 viability 

(mM) (O.D.) 

Control 1.223 土 0.057

Cu2+ 1.012 土 O.078a

Mn2+ 0.3 0.711 土 0.046 a

Ni2+ 0.926 ::l: 0.038 a 

Pb2+ 0.003 0.922 士 0.024 a

D-PA 0.003 0.807 土 0.022 a 

Cu2+十D-PA 1 +0.003 0.790 ::l: 0.042 ab 

Mn2+十D個PA 0.3+0.003 0.538 土 0.023 ac 

N?++D-PA 1+0.003 0.715 土 0.049 ad 

Pb2++D-PA 0.003+0.003 0.701 土 0.049 ae

Data are shown as mean 土 S.E.M.

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

a P < 0.05 as compared with contro l. (Dunne哎's Test) 

b P < 0.05 as compared with Cu2+ alone. (Student' s 心Test)

c P < 0.05 as compared with Mn2+ alone. (Studer哎's t-Test) 

dp < 0.05 as compared with Ni2+ alone. (Student's 心Test)

e P < 0.05 as compared with Pb2+ alone. (StudeI哎's t-Test) 
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% Control 

100 

82.75 

58 .1 4 

75.72 

75.39 

65.99 

64.60 

44.00 

58 .46 

57.32 



Table 12. Changes of cell cycle distribution induced by adriamycin (ADM), copper 

nitrate (Cu2+), manganese nitrate (Mn2+), nickel nitrate 0'估計) and lead nitrate (Pb2+) in 

V79 lung cells when these drugs treatment for two hours. 

Treatment Concentration Cell cycle (%) 

Go/GJ phase S phase G/Mphase 

Control 27.61 52.01 20.38 

ADM 0.3μM 18.68 63.72 17.61 

ADM l 生1M 15.54 27 .1 9 57.28 

Cu2+ lmM 13.11 24.37 62.52 

Mn2+ 300μM 29.87 49.55 20.58 

N?+ 1mM 20.41 20.73 58.86 

Pb2+ 3μM 27 ‘ 02 50.05 22.93 
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的錄 (Appendix)

壹、微小核分析法(臨icronucleus assay) 

一、 同步細胞之製備

一般而言，每一個細胞在其生命週期 (life cycle) 中基本上

有兩個時期，即分裂中間期( interphase '不分裂)和分裂期

(division '產生兩個子細胞)。不向種類的生物細胞，進行一次細

胞過期所需的時問都有所差異，而 G1 期員11 為控制細胞過期時間長

短之關鍵。 Go 期的細胞員11 已脫離細胞過期，一旦環境改變， GO 細

胞則進入 G1 期開始進行細胞過期的成長。以哺乳動物細胞為例，

假若它在垮養液中生長一代需要 16 小時，則在每一細胞過期中不

向時期所需的時間分別為 G1=5 小時 '8=7 小時， G2=3 小時， M1=1 

小時。一般而言，同種生物各細胞之 S 、 G2 及 M 各期所需的時間

差異不大，只有 G1 的變化最大，依細胞的生理狀況而定，可能為

幾天、數月或長達數年之久。而成熟之神經細胞或骨路細胞通常都

不分裂，細胞皆處於 GO 期;母養的細胞如細胞密度過高產生接觸

性抑制 (contact inhibition) 而抑制細胞生長，此時細胞停留在 GO

期。

細胞過期的研究，可籍舟步化細胞 (synchronized cells) 的

培養而大為簡化，即所有細胞在細胞通期所處的時期都相同。有許
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多方法可用來進行同步培揍，其中最簡便的方法是利用有絲分裂選

擇法 (mitotic selection) 。動物細胞在堵養時，若正在細胞分裂，

其形狀是成圓形而且會鬆鬆地的著在母養玻璃器血的壁上;但是細

胞分裂問期則呈扁平狀，會緊密地的著在培養器血上，藉若用力搖

動就可使正在有絲、分裂的細胞脫離器、血表面，蒐集後加以培養如此

就可得到高達 990/0都在進行有絲分裂的細胞。另外也可在培養液

中加入適當濃度的 DNA 合成抑制劑，例如 5-bromodeoxyuridine ' 

可使細胞停留在 G1 期;倘若把該抑制劑去除後，細胞又可進行細

胞過期而進入 S 期，如此反覆二次亦可得到相當高比率的同步細

胞。

二、未同步細胞之採技方法

一批實驗有時需要大量的細胞進行研究，有絲分裂選擇法之使

用在此貝11 顯得不恰當;倘若加入 DNA 合成抑制劑可能會引起染色體

結構的改變，影響實驗數據的判讀。所以有時必須使用未同步化的

細胞 (Asynchronized cells) 進行實驗，所以採收的時問使相當重

要。

大多數突變蔡物為 S-dependent '換句話說就是藥物需經歷 S

phase 才造成染色體變異。少數黨物為 S-independent '藥物可加

在處於 G2 phase 的細胞，然後在分裂中期產生索色體變異。因此未
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同步化的細胞採收時間通常至少為加藥後滿一個細胞週期，太早或

太慢採收往往會低估藥物對染色體變異的頻率。

正掌情況下，細胞過期所需的時間是一定的，但有時加入槃物

之後 G1 phase 可能被延長，甚至可能短暫進入 Go phase' 使細胞

過期被延長，此時最適當的採收細胞時間為加藥後一個半過期。

三、 Cytokinesis block ( CB) 

偵測遺傳毒性有許多方法， 171~口染色體變異、姊妹染色分體交

換、微小核等方法，而微小核是最簡單且快速的方法，所以廣泛用

於突變研究上。微小核是由於化學物質造成染色體斷裂或干擾紡綾

體的功能，於有絲分裂中失去無中心節的染色體片段或整個的染色

體所形成，其出現在分裂細胞的細胞質中。

自從 Fenech 和 Morley (1985)首次使用 Cytochalasin且B (Cyt儡

B)抑制肌動蛋白聚合 (actin polymerization) ，阻止細胞質分裂

( cytokinesis) ，而區別出未分裂的細胞 (mononucleated cell) 和

經過一次有絲分裂的細胞 (binucleated cell) 或者是經過二次或多

次有絲分裂的細胞 (polynucleated cell with three 、 four or more 

nuclei) 之後，使得無法確認細胞是否經過分裂的問題因此解決，提

高微小核法的準確度即可信度，並且更加簡便立快速地偵測出化學

物質對細胞造成的改變，故此法又稱為抑制細胞質分裂之微小核法
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( Cytokinesis-block micronucleus assay , CBMN assay) 

(Fenech ' 1993) 0 Cyt-B 的作用為中斷拉克絲( microfilame川)的

組合，而阻藍斷時細月胞包質分裂 (c句ytωok圳inesi站s) 的進行而形成雙核細胞。

戶所丹以力加口入通量 j濃農度的 Cy叭t-B 走非常重要的關鍵。 1叩992 年 Sl叫j汀rr悶al胎!冶es

等學者報告指出 CBM\\J1月IN 法最常使用的 Cy叭t-扭.

今研究顯示培養之人類沖淋本巴球細跑 6μg/m叫!走史有效抑制細胞質分

裂的 j濃農度( Lit叫t討lefi冶el惜d et al., 1989 )並且比 3μg/ml 處理更能產生高

百分比的雙核細胞( percentages of binucleated cel悟， %BN) (Van 

Hummelen and Kirsch-Volder ' 1990 ; Surralles et al., 1992 ; Ellard 

and Parry' 1993)，所以現今全血或分離出的淋巴球大都採用 6μg/ml

的濃度，不過有些實驗者仍延用 1985 年 Fenech 和 Morley 所使用

的濃度 3μg/ml o 而本實驗使用中國頰鼠 V79 肺細胞，經測試之後

3μg/ml Cyt目B 比其它濃度更能產生較高的%BN' 於是採用此濃度

進行實驗。

拉克小核之判斷:

1. 微小核必須在細胞質內，並且與主核分悶。

2. 雙核細胞之二個主核必須分間，倘若重疊則不予計數。

3. 微小核之直徑必須小於主核直徑的三分之一。

4. 微小核在顯微鏡下觀察，不呈反射現象。
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5. 微小核的顏色應與主核相似或更明亮。

6. 雙核細胞中若含多個微小核，本實驗中仍以一個計數。

微小核法除了可探討化學物質對 DNA 傷害造成遺傳毒性之

外，並且可藉由 CBMN assay 偵測化學物質對細胞分裂之影響，其

方法為連續計算 500 個細胞中合單核、雙核及多核細胞之數目，然

後按 Eastmond 和 γucker (1989)建議的 NDI 公式便可求出。

NDI= (1 x M1 + 2 X M2 + 3 X M3 + 4 X M4 ) /N 

M 1 -4 表示一核到四核的細胞數

N 表示所有觀察的細胞數
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貳、 細胞存活率分析法 (3-阱，5-dimethylthiazol-z闡yl于

2,5-diphenyltetrazolium bromide ;師TT assay) 

探討細胞存活率有許多方法， 1711 如群落的生長能力 (colony

forming method) , trypan blue exclusion ' fluorometric ' counting with 

haemocytometer chamber ' electronic pa此icle counter 以及 MTT

assay 等等。

Clonogenic assay 走反應能增獲細胞所佔的比例，但在一些

特殊實驗亦被定義為存活率。 Trypan blue exclusion 有時的人為誤

差以及判斷死細胞染色程度之定義並不明確，而往往高估細胞存活

率。 Counting with haemocytometer chamber 和 electronic pa吋icle

counter 走最簡單且最主接的方法，其缺點為很難區別活的或死的細

胞，立在不適合於大量檢品。 MTT assay (Microculture tetrazolium 

assay)仍利用活細胞和腺體之 dehydrogenase 將 tetrazolium 還原

成藍紫色 formazan 之性質來偵測細胞存活率。

現今最常被研究者使用偵測細胞存活率或者細胞毒性的方法是

MTT assay (colorimetric method) ，由於活細胞之酵素作用使

tetrazolium 被遺原成藍紫色之 formazans '在反應終點偵測吸光值

貝11 可得知細胞存活率。所以在恆定條件下，可準確地偵測藥物對細

胞之影響。但本法亦受到下列菌素影響:培養細胞的數昌、 MTT-
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formazan 反應時間、細胞株的種類、Cell culture 之環境改變、glucose

供給、培養液之 pH {直....都會影響 tetrszolium salt 的還厚、反應，以

及吸光值而造成誤差，所以 MTT 法需避免這些誤差的產生。

一般討論細胞內 tetrazolium salts 之還原反應，都過分強調為

粒線體 dehydrogenase 所致( Gerlier, 1986 ; Chen et 鼠， 1990; Cory 

et 剖， 1991; Hussain et al., 1993 ; Shi et al., 1993) ，尤其是 SUCClnlC

dehydrogenase 以及粒線體在呼吸鏈中 ubiquinone (Marsha日， 1995)

之電子轉移。其實細胞內只要能供應電子之成份，皆有可能參與 MTT

之還潭、反應，例如 NADH 、 NADPH.... 等等 o

由於 MTT 和 MTT-formazan 二者均可溶於 DMSO ，並且波長

350-700nm 都可偵測得到，為了獲得最正確的吸光值，一般而言細

胞密度低或高 pH 佳，使用吸收光吉普最好為 560-570 nm ;細胞密度

高或低 pH 佳，最佳的吸收光譜為 510 或 570nm 0 (Plumb et 

al., 1989 ; Alley et al., 1988 ) 
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參、流式細胞分析法 (Flow cytometry) 

流式細胞分析儀 (FACS Calibur) ，是利用流注的方法，測量

細胞各種物理和化學質性; 171j ~O細胞大小、形狀、細胞質的顆粒度、

蛋白質、氧化還原狀態、 DNA 和 RNA 含量、核酸序列、接受器、

表面電位、 pH 值....等等。

本研究主要利用流式細胞技術探討娟、鎚、鎳和鉛四種重金屬

於 V79 肺細胞是否造成細胞凋亡以及改變細胞的週期，在此加以介

￡召。

一、細胞凋亡 (Apoptosis) 與細胞壞死 (Necrosis)

1. Apoptosis : 

細胞鴻亡，是細胞有程序性的死亡，為有機體正常的調節機制

之一，其目的在維持組織的恆定。當細胞老化需移除，或者 DNA 受

損，以及環境因子的刺激皆可能發生。當 DNA 受損，會敢動一些抑

癌基因 (suppressorgenes) 表現，例如: bcl-2 、 c-myc 、 ras 和 p53...

等等，使細胞走向有程序的死亡，而不導致腫瘤的產生。

細胞凋亡會導致細胞形狀和分子性質改變。由於細胞快速水

解，使細胞縮小變菌，染色質濃縮，並且在核祺周圍聚集成團狀。

接著細胞核裂解形成許多片段，此時可應用均質的螢光誰料將 DNA

著色，例如 4，6-diamidino丑-phenylindole (DAPI) 、 Hoechst
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33342 、 Propidium iodide ( PI) ...等等觀察其變化。之後，細胞核

的片段游離在細胞質中，與許多完瑩的胞器共存，稱之為凋亡小體

(apoptotic bodies) 0 通管凋亡的細胞稿，呈酸性 (pH 6.4)，有時細

胞內 Ca2+濃度會增加， Na+/K+ pump 有的很完整，並且也會活化許

多酵素，例如: DNases 、 Proteases 及 Transglutaminase 0 最後凋

亡的細胞會被鄰近細胞所吞噬，所以不會有炎症反應。

早期 DNA 裂解會產生約 5仔300 kb 大小不同的 nucleosomal

和 oligonucleosomal 片段，其會在進一步裂解成 180 bp 之片段，

經電泳跑膠後，可清楚觀察到如同梯子狀的連續線條，稱之為梯狀

圈譜“DNA ladder" 。由於 DNA 裂解所以凋亡細胞的 DNA 含量較

少，於流式細胞偵測法中，則可觀察到前散射光 (forward angle light 

scatter ' FSC ;代表細胞大小)變小，側散射光 (side angle light 

scatter ' SSC 又稱 right angle light scatter ;代表細胞顆粒度)先增

加後減少，並且在主方圈中 GofG 1 峰之前會出現一個較 GofG 1 峰低

的 sub-G 1 峰。另外也可藉劫一些 kits 操作'。村口 Annexin V -FITC 、

TUNEL...等，利用螢光呈色的不同而區別出凋亡和壞死的細胞。

1. Necrosis : 

由於細胞遭受很大的傷害，或者過量的細胞毒殺劑重覆投予所

造成。壞死的細胞通常呈酸性，並且會增加細胞內 Ca2+濃度以及失
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去 Na+/K+ pump 。細胞壞死早期粒腺體和細胞發生腫脹，按著細胞

祺破裂，使細胞質的內容物釋出，包括許多蛋白質分解酵素

(proteolytic enzyme) ，由此造成發炎反應，有時會導致疤 (scar)

的產生。

細胞壞死時， DNA 也會產生裂解，但其片段且不像 apoptosis

呈現梯狀國譜，而是呈個別分闊的不連續條紋。在流式細胞偵測法

中並不會有 sub-G 1 峰出現，而是在 GofG 1 phase 之前呈現許多雜質，

也就是細胞的碎片。

二、螢光染料之使用選擇

凋亡和壞死的細胞，不論走細胞型態或生化功能都有所不同，

所以可藉這些差異性選擇適合的螢光染料於流式細胞法偵測之。在

此介紹一些常用的螢光呆料及判斷凋亡或壞死細胞之方法。

1. Trypan blue 和 PI (propidium iodide) 

由於凋亡的細胞仍具有完瑩的細胞脹，所以可以 Trypan blue 

或 PI 當索料，加入經短時間垮養後，可將死細胞染上，但活細胞不

能，如此不僅可區別活的和壞死之細胞，亦可偵測細胞存活率。而

PI 是流式細胞偵測法最常用之染料，常用濃度為 10個20μg/ml 。

2. FDA (fluorescein diaceate) 

其為自這解酵素 (esterases) , FDA 進入活細胞後產生水解，並
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且形成高度螢光和具有電位的物質，使活細胞呈現綠色螢光。亦可

同時使用 FDA 和 PI 二種染料，經垮養後，活的細胞呈綠色螢光

(fluorescein) ，而死細胞呈紅色 (PI) 。

3. H0342 (Hoechst 33342 ) 

H0342 可穿過活細胞之細胞祺將 DNA 染色，此法常配合 PI

染料進行染色，如此史可明顯區別活的、鴻亡和壞死之細胞，在細

胞分佈閩中可觀察到活細胞呈藍色螢光 (H0342) ，死細胞財星紅

色 (PI) ，不易采色者為凋亡細胞。

4. Rh123(rhodamine 123) 

由於凋亡細胞仍具有完整的胞器，所以粒腺體仍維持負性膜電

位之功能，此時可選用陽離子染料 Rh123 '其能將活細胞染上呈綠

色螢光，此法亦可配合 PI 同時偵測，活的細胞呈綠色螢光(Rh123) , 

死細胞貝11 呈紅色螢光 (PI) 。

5. AO (Acridine Orange) 

標記 Iysosome 可用 AO 染色，其可將活細胞之 Iysosome 染

上呈現紅色螢光。另外， AO 亦可和核酸之交互作用，被用來監別

單股 RNA (single-stranded ; ss) 和雙股 DNA (double-stranded ; 

ds) 之含量，插在 dsDNA 之 AO 受藍光激發後可放出綠色螢光，

而 ss 則呈紅色螢光。由於凋亡的細胞較易 denature '所以會呈現

強烈紅色螢光，可和呈現強烈綠色螢光的非凋亡細胞昆另11 0 
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6. TUNEL (Terminal deoxynucleotidly transferase-mediated 

2'-deoxy-uridine-5'-triphosphate nick end labelling) 

由於細胞進行凋亡時會活化許多酵素，例如 endonuclease 會

導致 DNA 斷裂。利用 TUNEL 法，藉 TdT 或 DNA 聚合酵素 (DNA

polymerase)催化，將 3'回OH 端和 dUTP biotin 或 dUTP digoxygenin 

結合，然後以合螢光齊11之抗體加以標記，最近更改善成直接以 FITC­

dUTP 標記斷裂之 DNA 0 此法如加上 PI 做雙染色，就能區分正常細

胞、壞死細胞、凋亡細胞和二度壞死細胞(2nd necrosis) 。

7. Annexin V -FITC (Annexin V -fluorescein isothiocyanat) 

正常細胞具有完整的酵素系統，所以能夠產生能量維持細胞膜

lipid 之方位，例如磷脂絲氯酸 (Phosphatidylserine ; PS) 存在細

胞內層。凋亡的細胞無法產生能量，所以無法維持 PS 的方位，導

致外移。 Annexin V和 PS 具有很強之結合力，可思別正常細胞及

凋亡細胞，配合 PI 進行雙染，又可進一步將凋亡細胞皂另lJ 為正在進

行 apoptosis 或已進行到 secondary necrosis 二種細胞群。

96 



References 

Aaseth，止， Ribarov, S. and Bochev, P. (1987): The interaction of copper 
(Cu2+) with the erythrocyte membrane and 2,3-dimercapto­
propanesulphonate in vitro: a source of activated oxygen species. 
Pharmacol. Toxicol. 61 , 250-253. 

Aaseth ,J. (1983): Recent advance in the therapy of metal poisonings 
with chelating agents. Hum. Toxicol., 2, 257“ 272. 

Abu Melha A. , Ahmed , N.A. and el Hassan A.Y. (1987): Traditional 
remedies and lead intoxication. Trop. Geogr. Med. 39, 100斗。3.

Akamatsu，土， Matsuba舟， T., Saegusa, Y. And Mizuno, K. (1994): 
Inhibition of mitogen-induced response of human peripheral blood 
mononuclear cells by bucillamine, a new antirheumatic sulfhydryl drug. 
Rheumatol. Int. 13, 197個201.

Alley, M.C. , Scudie巾， D.A. and Monks, A. (1988): Feasibility of drug 
screening with panels of human tumor cell lines using a microculture 
tetrazolium assay. Cancer Res. 48, 589“ 601. 

Anke, M. , Grün, M. , Dittrich , G. , Gropell , B. and Henn旬， A. (1974): In: 
Trace Element Metabolism in Animals-2 , pp. 715-718, Hoekst舟， W.G.
and Mills , C. F. (Eds). University Park Press, Baltimore. 

Arrouijal , F.Z. , Hildebrand, H.F., Vophi , H. and , Marzin D. (1990): 
Genotoxic activity of nickel subsulphide alphaωNi3S2 • Mutagenesis. 5, 
583-589. 

Bauchinger, M. , Schm峙，丘， Einbro針， H.J. and Dresp, J. (1976): 
Chromosome aberrations in Iymphocytes after occuptional exposure to 
lead and cadmium. Mutat. Res. , 40, 57-62. 

Bhunya, S.P. and Jena, G.B. (1996): Clastogenic effects of copper 
sulphate in chick in vivo test system. Mutat. Res. 367, 57也3.

Blackwell , K.斗， Tobin , J.M. and Avery, S.v. (1997): Manganese uptake 
and toxicity in magnesium-supplemented and unsupplemented 
Saccharomyces cerevisiae. Applied Microbiology & Biotechnology. 47, 
180-184. 

Bonil悟， E. and Diez-Ewald , M. (1974): Effect of L-DOPA on brain 
concentration of dopamine and homovanillic acid in rats after chronic 
manganese chloride administration. J. Neurochem. , 22, 297-299. 

97 



Bumgardner, J.D. , Lucas , L. C. , Alverson , M.W. Jr. and Tilden , A.B. 
(1993): Effects of copper-based dental casting alloys on two Iymphocyte 
cell lines and the secretion of interleukin 2 and IgG. Dent. Mater. 9, 85-
90. 

Cheh, A. and Neilands, J.B. (1973): Zinc, an essential metal ion for beef 
liver delta-aminolevulinate dehydratase. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. , 55, 1060-1063. 

Chen, C-H. , Campbell , P.A. and Newman, L. S. (1990): MTT colorimetric 
assay detects mitogen responses of spleen but not blood Iymphocytes. 
Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 93, 249-255. 

Chisolm , J.J.Jr. and Thomas, D.J. (1985): Use of 2,3-
dimercaptopropane-1-sulfonate in treatment of lead poisoning in 
children. J. Pharmacol. Exp. Ther. 235, 665-669. 

Chvapil , M. ,Ryan , J.N. and Zukoski , C. F. (1972) : The effect ofzinc and 
other metals on the stability of Iysosomes. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. , 
140, 642-646. 

Ciccarelli , B. 日， Hampton, T. H. and Jennet峙， K.W. (1981): Nickel 
carbonate induces DNA-protein crosslinks and DNA strand breaks in rat 
kidney. Cancer Lett., 12, 349帽354.

Conway, K., Wang, X.叭，恥， L.S. and Costa, M. (1987): Effect of 
magnesium on nickel-induced genotoxicity and cell transformation. 
Carcinogenesis. 8, 1115-1121. 

Cooper, W.C. and Gaffey, W.R. (1975): Mortality of lead eorks. Journal of 
Occuptional Medicine. 17, 100-107. 

Co巾， A.H. , Owen, T.C 叮 Barltrop ， J.A. and Co巾， J.G (1991): Use of an 
aqueous soluble cell activation growth assays in culture. Cancer 
Commun. 3, 207-212. 

Costa. M. , Abbracchio, M. P. and Simmons-Hansen, J. (1981a): Factors 
influencing the phagocytosis, neoplastic transformation , and cytotoxicity 
of pa吋iculate nickel compounds in tissue culture systems. Toxicol. Appl. 
Pharmacol., 60 , 313-323. 

Cotzias, G.C. , Horiuchi, K. , Fuenzalida, S. and Mena, 1. (1968a): 
Chronic manganese poisoning. Clearance of tissue manganese 
concentrations with persistance of the neurological picture. Neurology, 
18 ， 376個382.

98 



Oanks, O. M. (1988): Copper deficiency in humans. Annu. Rev. Nutr. 8, 
235“ 257 

Oanks, O. M. , Campbell , P.丘， Walker-Smith, J. , Stevens, B. 止， Giiiesp悟，
J. M. , Blomfield , J. And Turner, B. (1972): Menkes' kinky-hair syndrome. 
Lancet i, 1100刪 1103

Daune, J. (1974): In: Metal lons in Biological Systems, Vol 3, pp. 2-43, 
Sigel , H. (Ed.). Marcel Oekker, New York. 

Desole, M.S. , Sciola, L., Delogu , M‘民， Sircana, S. , Migheli ，只. and Mie悟，
丘 (1997):Role of oxi位ative stress in the manganese and 小methyl-4-(2'­

ethylphenyl)-1 ， 2 ， 3 ， 6個tetrahydropyridine-induced apoptosis in PCI2 cells. 
Neurochem. Int. 31 , 169-176. 

Dh汀，此， Agarw剖， K. , Sharma, A. and Talukd缸， G. (1991): Modifying role 
of Phyllanthus emblica and ascorbic acid against nickel clastogenicity in 
mice. Cancer Lett. 59, 9-18. 

Diez-Ewald，叭 WeintraL旬， L.R. and Crosby, W.H. (1968): 
Interrelationship of iron and manganese metabolism. Soc. Exp. Biol. 
Med. , 129, 448-451. 

。oisy， E.A. (1973): In: Trace Substances in Environmental Health-況， pp. 
193-199, Hemphill , O.D. (Ed.). University of Missouri Press. Columbia. 

Eastmond, D.A and Tucker, J.D. (1989): Identification of aneuploidy­
inducing agents using cytokinesis-blocked human Iymphocytes and an 
antikinetochore antibody. Environ. Mol. Mutagen. , 13, 34-43. 

在lIard ， S. and Parry, M. (1993): A modified protocol for the cytochalasin 
B in vitro micronucleus assay using whole blood or separated 
Iymphocyte cultures. Mutagenesis. 8, 317個320.

Fenech, M. (1993): The cytokinesis block microculeus technique: a 
detailed description of the method and its application to genotoxicity 
studies in human populations. Mutat. Res. , 285, 35-44. 

Fenech , M. and Morley, A.A (1985): Measurement of micronuclei in 
Iymphocytes. Mutat. Res. , 147, 29-36. 

Fenech, M. and Morley, A.A. (1985): Measurement of micronuclei in 
Iymphocytes. Mutat. Res. 147, 29-36. 

Ferr啊， V. H. (1969): The synteratogenic effect of lead and cadmium. 
Experientia, 25, 56-57. 

99 



Fîscher, A.8. and Skreb, Y. (1980): Cytotoxicity of manganese for 
mammalian cells in vitro -comparisons with lead , mercury and cadmium. 
Zentralblatt Fur 8akteriolog池， Mikrobiologie Und Hygiene-1-Abt一
Originale 8 , Hygiene. 171 ， 525憫537.

Floquet, 1., Lefevre, A. , Kempf, 8. and Hildebrand, H. F. (1997): 
Cytocompatibility of dental alloys containing palladium. Revue de 
Stomatologie et de Chirurgie Maxillo-Faciale. 98 Suppl 1 :66ω68. 

Forgacs，之， Paksy, K., Lazar, P. and Tatrai , E. (1998):Effect of Ni2+ on 
the testosterone production of mouse primary Leydig cell culture. J. 
Toxicol. Env. Health. 55, 213-224. 

Forman, S.J. , Kumar, K. S. , Redeker, A.G. and Hockstein, P. (1980): 
Hemolytic anemia in Wilson disease: clinical finding and biochemical 
mechanisms. Am. J. Hemato!. , 9, 269“ 275. 

Forman, S.J. , Kumar, K.S. , Redeker, A.G. and Hockstein, P. (1980): 
Hemolytic anemia in Wilson disease: clinical finding and biochemical 
mechanisms. Am. J. Hematol., 9, 269-275. 

Fon計， A. , Cambiaghi , G. and Secchi , G.C. (1976): Initial occuptional 
expoure to lead: Chromosome and 8iochemical findings. Arch. Environ. 
Health, 31 , 73-78. 

Geriler, D. and Thomasset, N. (1986): Use of MTγcolorimetric assay to 
measure cell activations. J. Immunol. Methods 94, 57-63. 

Glennon , J.D. and Sarkar, 8. (1982): Nickel( II) transport in human blood 
serum. Studies of nickel( II) binding to human albumin and to native­
sequence peptide, and ternary-complex formation with L-histidine. 
Biochem. J. , 203, 15♂3. 

Goyer, R.A. and Mahaffey, K.R. (1972): Susceptibility to lead toxicity. 
Environ. Health Perspect., 2, 73-80. 

Graziano, J.H. , Lolacono, N.J. , Moulton ，土， Mitchell, M. E. Slavkovich, V. 
and Zarate, C. (1992): Controlled study of meso-2,3-dimercaptosuccinic 
acid for management of childhood lead intoxication. J. Pediatr. 120, 
133-139. 

Holtzman, N.A. , Elliott , D.A.and Heller, R.H. ( 1966) : copper intoxication. 
只eport of a case with observations on ceruloplasmin. N.EngI.J.Med. , 
275, 347-352. 

100 



Hong, Y. C. , Paik, S. R., Lee, H.J. , Lee, K.H. and Jang, S.M. (1997): 
Magnesium inhibits nickel-induced genotoxicity and formation of reactive 
oxygen. Environ. Health Persp. 105, 744-748. 

Hurley, L.S. (1976) : Un: Trace Elements in Human Health and Disease, 
Vol II. Essential and Toxic Elemen胎， pp. 301-314, Prasad, A.S. (Ed.). 
Academic Press , New York. 

Hurley, L.S. (1981): Teratogenic aspects of manganese, zinc, and 
copper nutrition. Physiol. Rev. , 61 , 249-295. 

Hussain , R.卡， Nou此， A.M.E. and Oliver, R.T. Q. (1993): A new approach 
for measurement of cytotoxicity using a colorimetric assay. J. Immunol. 
Methods 160, 89-96. 

IARC (1979) : Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic Risk of 
Chemicals to Humans, IARC Monographs, Supplement 1. International 
Agency for Research on Cancer, Lyon. 

Jaget悶， G.C. and Aruna , R. (1998): Effect of various concentrations of 
lead nitrate on the induction of micronuclei in mouse bone marrow. Mutat. 
Res. 415, 131-137. 

Joarder, M. and Sharma, A. (1990): Comparison of clastoge川city of 
inorganic Mn adminstered in cationic and anionic forms in vivo. Mutat. 
Res. 240, 159-163. 

Jones, J .G. and Warner, C.G. (1972): Chronic exposure to iron oxide, 
chromium oxide, and nickel oxide fumes of metal dressers in a 
steelworks. Br. J. Ind. Med. , 29 , 169-177. 

Kishimoto ，土， Fukuzawa, Y., Abe, M. , Hashimoto, M. , Ohno, M. and Tada, 
M. (1992): Injury to cultured human vascular endothelial cells by copper 
(CuS04). Nippon Eiseigaku Zasshi-Japanese Journal of Hygiene. 47, 
965-970. 

Kumar, K.S. , Rows忌， C. and Hochstein, P. (1978): Copper-induced 
generation of superoxide in human red cell membrane. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. , 83 , 587-592. 

Kuratsune, M. , Tokudome, S. , Shriakusa，土， Yoshida, M. , Tokumiksu, Y., 
Hayano, T. and Sei惚， M. (1974): Occuptionallung cancer among copper 
smelters. Int. J. Cancer, 13, 552-558. 

Lee, C.H. , Lin, R.H , Liu, S.H. and Lin-Shiau, S.Y. (1998): Effects of 
germanium oxide and other chemical compound phenylmecury acetate-

101 



induced genotoxicity in cultured human Iymphocytes. Environ. Mol. 
Mutagen. 31 , 157-162. 

Lin, R.H. , Lee, C.H. , Chen , W.K. and Lin-Shiau S.Y. (1994): Studies on 
cytotoxic and genotoxic effects of cadmium nitrate and lead nitrate in 
Chinese hamster ovary cells. Environ. Mol. Mutagen. 23, 143-149. 

Lipetz, J. and Douglass, O.B. Jr. (1975): The relation of soluble lead to 
toxicity: an in vitro analysis. Chemico-Biological Interactions. 竹， 117間
122. 

LiUlefield, L.G. , Sayer, A.M. and Frome, E.L. (1989): Comparison of 
dose千espones parameters for radiation-induced acentric fragments and 
micronuclei observed in cytokinesis-arrested Iymphocytes. Mutagenesis. 
4, 265-270. 

Lucassen, M. and Sarkar, B. (1979): Nickel( 立 )-binding constituents of 
human blood serum. J. Toxicol. Environ. Health. 5, 897-905. 

Maehara, Y., Kusumoto, T., Kusumoto , H. , Anai , H. and Sugimachi, K. 
(1988): Sodium succunate enhances the colorimetric reaction of the in 
vitro chemosensitivity test: MTT assay. Oncology. 45, 434-436. 

Mahome旬， M.C. , Mahomedy, H.Y., Canhan, S.A. P., Downing , W.J. and 
Ye剖， E. D. (1975): Methaemoglobinaemia following treatment dispensed 
by eitch doctors. Two cases of potassium permanganate poisoning. 
Anaesthesia , 30 , 190-193. 

Matsubara, T. and Hirohata, K. (1988): Suppression of human fibroblast 
prolíferation by D-pencillamine and copper sulfate in vivo. Arthritis 
Rheum. 31 ， 964個972.

Mena, 1., Court，扎， Fuenzalida, S. , Papavasiliou , P.S. and Cotzias, G.C. 
(1970): Modification of chronic manganese poisoning. Treatment with L­
dopa or 5-0H tryptophane. N. Engl. J. Med. , 282, 5-10. 

Miya俑， M. , Akamatsu , N. , Ono, T. and Koyama，立. (1979): I\~utagenicity 
of metal cations in cultured cells from Chinese hamster. Mutat. Res. , 68, 
259-263. 

Moeschl泊， F. ( 1965) : POisoning , Diagnosis and Treatment. Grune, New 
York. 

Mustafa, S.J. and Chand悶， V. S. (1971): Levels of 5-打ydroxytryptamine ，
dopamine and norepinephrine in whole brain of rabbits in chronic 
manganese toxicity. J. Neurochem. , 18, 931-933. 

102 



NAS (1975) : Nickel. National Research Council , National Academy of 
Sciences, Washington , D.C. 

Ne仔， N.H. , Barrett, E.R. and Costa，巳 (1969): Selective depletion of 
caudate nucleus dopamine and serotonin during chronic manganese 
dioxide administration to squirrel monkeys. Experientia , 25, 1140-1141. 

Newberne, P.M. (1973) In: Medical and Biological Effects of 
Environmental Pollutants: Manganese, pp. 77-82. National Academy of 
Sciences, Washington , D.C. 

Newman, S.M. , Summitt, R. L. and Nunez, L.J. (1982): Incidence of 
nickel-induced sister-chromatid exchange. Mutat. Res. , 101 , 67-75. 
Nielsen, F. H. and Ollerich , D.A. (1974): Proceedings: Nickel: a new 
essential trace element. Fed. Proc. , 33 ， 1767個1772.

Nielsen, F. H. and Sauberlich, H.E. (1970): Evidence of possible 
requirement for nickel by the chick. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. , 134, 
845咽849.

Piment剖， J.C. and Marques, F. (1969) :“Vineyard sprayer's lung" : a 
new occupational disease. Thorax, 24, 678-688. 

Plumb, J.A. , Milroy, R. and Kaye, S.B. (1989): Effect of pH dependent of 
MTT-formazan absorption on chemosensitivity determined by a novel 
tetrazolium-based assay. Cancer Res. 49, 4435-4440. 

Robison , S.H. and Costa, M. (1982):γhe induction of DNA strand 
breakage by nickel compounds in cultured Chinese hamster ovary cells. 
Cancer Lett. , 15, 35-40. 

Saltz眩， E.I. and Wilson , J.W.W. (1968): Selectivity of fluorouracil in 
treatment of actinic keratoses. Arch. Dermatol., 98, 166-117. 

Saxholr啊， H.J.K., Reith , A. and Brøgger, A. (1981): Oncogenic 
transformation and cell Iysis in C3H/10T 1/2 cells and increased sister 
chromatid exchange in human Iymphocytes by nickel subsulfide. Cancer 
Res. , 41 , 4136-4139. 

Schma泣， G. , Arenholt-Bindslev, D. , Hiller, K.A. and Schwei划， H. (1997): 
Epithelium-fibroblast co也culture for assessing mucosal irritancy of metals 
used in dentistry. Eur. J. Oral Sci. 105, 86-91. 

Schnegg , A. and Kirchgessner, M. (1975): Changes in hemoglobin 
content, erythrocyte count and hematocrit in nickel deficiency. Nutr. 

103 



Metab. , 19, 268-278. 

Schnegg , A. and Kirchgessner, M. (1976): Absorption and metabolic 
efficiency of iron in nickel deficiency. Int. Z. Vitam. Ernaehrungsforsch. , 

46 , 96-99. 

Schwanitz, G. , Gebhart，丘， Ro哎， H.D. , Schaller, K.H. , Essing , H.G. , 
Lauer, O. and Prestele, H. (1975): Chromosome investigations in 
subjects with occuptional lead exposure (author's trans). Dtsch. Med. 
Wochenschr., 100, 1007-1011. 

Shamy, M.不 (1993): Effect of nickel sulfate alone and with ultraviolet 
light on micronuclei frequency in cultured human Iymphocytes. J. 
Egyptian Pablic Health Assocation. 68 , 525盼538.

Shi , Y., Kornovski , S. , Savani , R. and Turley, E.A. (1993): A rapid , 
multiwell colorimetric assay for chemotaxis. J. Immunol. Mothods 164, 
149月 154.

Shiao, Y. H. , Lee, S.H. and Kasprzak, K.S. (1998): Cell cycle arrest, 
apoptosis and p53 expression in nickel (n) acetate-treated Chinese 
hamster ovary cells. Carcinogenesis. 19, 1203-1207. 

Sierra, E.M. and Tiffany-Castiglioni , E. (1991): Reduction of glutamine 
synthetase activity in astroglia exposed in culture to low levels of 
inorganic lead. Toxicology. 65, 295-304. 

Sirover, M.A. and Loeb, L.A. (1976): Infidelity of DNA synthesis in vitro: 
screening for potential metal mutagens or carcinogens. SCience, 194, 
1434-1436. 

Six, K.M. and Goyer, R.A. (1970): Experimental enhancement of lead 
toxicity by low dietary calcium. J. Lab. Clin. Med. , 76 , 933個942.

Sokol , R.斗， McKim, J.M. Jr. and Devereaux，制.W. (1996): Alpha­
tocopherol ameliorates oxidant injury in isolated copper-overloaded rat 
hepatocytes. Pediatr. Res. 39 , 259-263. 

Sorenson, J. R. J. (1982) : Inflammatory Diseases and Copper.Humana 
Press , New Jersey. 

Stick, H. 京， Karim ，斗， Koropatnick, J. and Lo, L. (1976): Mutogenic action 
of ascorbic acid. Nature (London), 260, 722ω724. 

Sunderm訓， F.W. Jr. (1977): Perspectives on Legionnaires' Disease in 
relation to acute nickel carbonyl poisoning. The Henry M. Scharf Lecture 

104 



on current affairs. Ann. Clin. Lab. Sci. , 7, 187-200. 

Sunderman , F.W. J 仁， Nomoto, S. , Morang , R. , Nechay, M.W. , Burke, C.N. 
and Nielsen, S.W. (1972): Nickel deprivation in chicks. J. Nut仁， 102, 
259-267. 

Surrallés ，止， Carbonell，丘， Marcos，只， Degrassi，卡， r\latoccia , A. and 
Tanzarella, C. (1992): A col\aborative study on the improvement of the 
micronucleus test in cultured human Iymphocytes. Mutagenesis. 7, 407-
410. 

Surrallés, J. , Carbonell，丘， Marcos, R., Degrassi，在， Natoccia, A. and 
Tanzarella, C. (1992): A collaborative study on the improvement of the 
micronucleus test in cultured human Iymphocytes. Mutagenesis. 7, 407-
410. 

Szadkows側， 0. , Schultze, H. , Schaller, K.-H. and Lehnert, G. (1969): 
Ecological significance of the heavy metal content of cigarettes. Lead, 
cadmium and nickel analyses of tobacco as well as gas and particle 
phases. Arch. Hyg. Bakteriol., 153, 1-8. 

Tac俑， K. , Nishimae, S. and Saito, K. (1985): Cytogenetic effects of lead 
acetate on rat bone marrow cells. Arch. Environ. Health. 40, 144-147. 

Underwood , E.J. (1977): Trace Elements in Human and Animal Nutrition. 
Academic Press, New York. 

Van Hummelen , P. and Kirsch-Volde舟， M. (1990): An improved method 
for the in vitro micronucleus test using human Iymphocytes. 
Mutagensis.5, 203-204. 

Walshe, J.M. (1973): Copper chelation in patients with Wilson's disease. 
A comparison of penicillamine and triethylene tetramine dihydrochloride. 
Q.J. Med. ,42, 441 且452.

Watana悅，悅，民/lishina，土， 01鳴，吭， Araki , H. and Nakao, M. (1981): A 
clustering of prostatic cancer in an area with many manganese mines. 
τohoku J. Exp. Med. , 135, 441-442. 

Zielhuis , R. L. (1977): Second internation workshop permissible levels for 
occupational expourse to inorganic lead. Interational Archives of 
Occuptional & Environmental Health. 39 , 59-72. 

Zielhuis , R. L., del Castilho, P. , Herb缸， R.F.M. and Wibowo, A.A.E. 
(1978): Levels of lead and other metals in human blood: suggestive 
relationships , determining factors. Environ. Health Perspect., 25, 103“ 

105 



109. 

Zisl柄， D.M. , Ganjuskina, S.M. , Dubilina, E.S. and Tjusnjakova, N.V. 
(1969): The residual volume of the lungs in complex assessment of the 
functional status of the respiratory system in initial and suspected 
pneumoconiosis. Gig. Tr. Prof. Zabol., 13, 26“ 29 (In Russian) 

106 


