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第一部份

以尿萬愛踏法及高效液相色層分析血中茶鹼及

咖啡因之代謝物與尿酸鐘之關儕、

Relationship of Caffeine and Theophylline Metabolites on 
the Level of Human Serum Uric Acid Evaluated by High 
Performance Liquid Chromatography and Uricase Method 



縮寫表(第一部份)

HPLC: High performance liquid chromatography 

UUA: 以 Uricase 分析之 Uric acid 

HUA: 以 HPLC 分析之 Uric acid 

D誼UA:l ， 3-Dimethyluric acid 

TMUA:l ， 3 ， 7一Trimethyluric acid 

4-AAP:4-aminoantipyrine 

DCHBS:3, 5-dichloro-2-hydroxybenzene 

sulfonate 

2 



第一部份

以尿酸踏法及高效液粉色層分析血中茶鹼及咖啡囡

之代謝物與尿舊金值之鵑儕、

Re1ationship of Caffeine and Theophy11ine 班etabo1ites on 

the Leve1 of Human Serum Uric Acid Eva1uated by High 

Performance Liquid Chromatography and Uricase 臨ethod

摘要

本研究旨在分析血清中之尿竣分子成分，藉以探討高尿酸血症

病人在醫院所湖之尿稜值偏高(尿酸佐>7mg/d1) ， 卻沒有痛風的症狀

及急性發作現象的可能原因。本實驗於民國 84 年 11 月 1 日至 85 年

4 月 30 日詞，在中部某一區域醫院內科門診部就診之病人做為研究

之母群，樣本取得分成尿酸值正常、高尿萬愛血症無痛風發作及醫師

診斷為痛風病人等三組，並透過該說按驗室收集血清，做常規尿萬愛鵑

法分析以得知臨床分析之尿酸值，再以高效液粉色層分析(High

performance 1iquid chromatography;HPLC)血清中之尿暖、 1 ， 3一

二甲基尿竣(茶鹼代謝物)及 1 ， 3, 7一三甲基尿酸(咖啡商代謝物)等之

含章，並以 SAS 軟體進行統計分析 o 結果: HPLC 分析所得之尿綾值均

低於尿酸時法所分析之值;而兩者之差距與1， 3一二甲基尿酸及

1, 3, 7一三甲基尿酸同時存在時成立柏閱 (p<o. 05) ，與往何一者單獨

3 



存在時有些微差異，但無統計上之意義;當1， 3一二甲基尿竣及1， 3, 7一

三甲基尿萬愛之濃度大時較具影響 o 此結呆額示，受核病人中芳含有

高濃度甲基尿稜衍生物(來自於茶驗及咖啡茵的代謝) ，將影響病人

尿稜之按測值偏高 o

關鍵詞(Key word): 

高尿竣血症(Hyperuricemia);

痛風(Gout);

1, 3一二甲基尿竣(1 ， 3-Dimethyluric Acid); 

1, 3, 7一三甲基尿竣(1 ， 3 ， 7-Trimethy1uric Acid); 

高效液粉色層分析(High Performance Liquid Chromato

graphy ; HPLC) 0 

哇



Re1ationship of Caffeine and Theophy11ine Metabo1ites on 

the Leve1 of Human Serum Uric Acid Eva1uated by High 

Performance Liquid Chromatography and Uricase Method 

Abstract 

The purpuse of this study was to ana1yze the component 

of uric acid in the seru血， so as to exp10re the possib1y 

factors which showed the heperuricemia patients whose uric 

acid va1ues checked in hospi ta1 above the average (uric acid 

va1ue >7血g/d1) had no symptoms of gout and a1so the 

phenomenons of acute outbreak. 

The samp1es came from the patients of the hospita1 

medica1 outpatient department in a certain area in the midd1e 

part of Taiwan since 1 Nov. 1995 to 30 Apri1 1996. They were 

di vided into three groups: regu1ar uric acid va1ue patients, 

hyperuricemia but on gout occuring patients and diagnosed 

gouty patients. After the hospi ta1 1aboratory co11ecting the 

sera, using regu1ar uricase ana1ysis, We got the uric acid 

va1ue of c1 inica1 ana1ysis. Then we used HPLC to f ind out the 

concentrations of uric acid, 1, 3-dimethy1uric acid (theo

phy11ine metabo1ites and 1, 3, 7-trimethy1uric acid, Last1y, 

We used SAS software to do stastica1 ana1ysis. Conc1usion: 

a11 the uric acid va1ues ana1yzed with HPLC were 10wer then 

the va1ues analyzed with uricase. Furthermore, their 

5 



difference had positive correlation with 1, 3-dimethyluric 

acid and 1, 3, 7- trimethyluric acid, if both of them exist 

simultaneously (p < 0.05) , Slightly difference but had on 

stastical meaning if only one of them exist. If the concen

trations of 1, 3-dimethyluric acid and 1, 3, 7-trimethyluric 

acid were high, the affect would be more obviously. 

The resul t showed that among the checked patients, those 

having high concentration of methyl uric acid derivatives 

(from caffeine and theophyll ine metabol i tes) would get higher 

uric acid value. 

6 



緒論

高尿萬愛血是病人在醫院所按測之尿酸值很高，卻沒有痛嵐的症

狀及急性發作現象，其原因目前仍不清楚，本研究因此想藉由 HPLC

分析血清中尿稜分子成份，以瞭解是否病人血中含有某類尿暖的衍

生物(如茶鹼代謝物1， 3一二甲基尿竣及咖啡因代謝物1， 3, 7一三甲基

尿竣) ，而這些尿竣衍生物可能造成醫院按驗科所測之尿竣佳偏高，

因為醫院是幾乎全部採尿直是梅(Uricase)法分析(1) ，而比方法可能對

尿竣衍生物有所作用，囡此，測出的值可能會有偏高的情形 o

作者為了驗證上述推論，選擇中部某一區域醫院內科門診部病

人血清進行分析，而研究進行相關內容敘述如下:

一.痛風CGout)

痛風是一種不正常的嗓吟代謝疾病，當痛風完全發展時，會有

以下情況之單獨或一起出現的情形: (1)血清尿酸濃度增加; (2)反覆

發作一特有形式的急性關節炎，在發炎蹋節滑液內白血球可發現

單銷尿酸鹽(monosodium urate mono“hydrate)結晶; (3)單鉤尿酸

鹽眾積況嚴物(痛風石) ，積在關節內或閱節附近，有時會導致嚴重

跛足或關節畸形; (4)腎臟被侵犯; (5)尿竣腎結石(2) 0 

男性在青春期以前較少見，好發生於是0-60 歲男性，女性在停

經後較會發生 o Statland(3)指出，血中尿酸值之臨床參考範園是

7 



2. 5-7. Omg/缸，高決策值Cdecision level)為 8.0mg/dl ，低決策

值為 2.0mg/缸，當血中尿竣值高於 8.0mg/dl 或低於 2.0mg/dl 時，

臨床醫師應診斷該異常值之病闊，如病人為腎結石或痛風之高危險

群患者。若是在發炎鞠節找到細胞內尿酸鹽結晶即可確立為痛風，

但不能排除同時存在其他種的關節炎病(2， 4-6) 。

痛風在一般人口之發生率為每千人中有 0.20-0.35 人，流行車

約為每千人中有 2-2.6 人 o 此隨著年靜增大而逐漸增加，亦隨著血

中尿酸濃度之增高而逐漸增加(7-9) 。

痛風的死亡率低，嚴重時才引起關節變形，但反覆雨劇烈的疼

痛或閱節發炎使病人如受酷刑，痛楚難忍 o 痛風的治療並不困難，

正確、規則的接受藥物治療，再加以飲食限制嗓吟的攝取、體重控

制和維持合理的體重、適當的運動、多攝取水分 C2000-3000ml

/day) 、適當攝取酒精以外的飲料，如茶、咖啡等，均是正向的健康

行為且具良好成效(7， 10-12) 0 袁氏(13)調查臨床痛風病人發現，患者的

飲食行為在得此病前後有關高嗓吟食物之攝取有明顯的降低，喝酒

情形明額改善，喝水量增加，但在飲料中的茶、咖啡及日常活動則

未有明額改變，其中病人平日喝茶的頻率增加或濃度越高時，其所

測得的尿酸值越降低;而喝咖啡的頻率增加或濃度越高時，其所測

得的尿竣值反而增高 o

二.高尿酸血症CHyperuricemia)
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是一種生化反應的情形，當尿酸之合成增加或排措減少或兩者

同時發生時，會造成血中尿酸濃度增高，如血中尿稜值超過臨床參

考範圈，即是高尿竣血症。臨床高尿舊金常見的病因有1.尿稜之合

成增加 2. 腎臟排泄尿竣減少 3. 其他，如飲用乙轉(改變尿酸代謝途

徑) ;因熱病(熱昏厥、熱衰竭、中署)併發高尿破血症;劇烈運動後併

發高尿舊金血症(6， 12) 0 

所有痛風病人都有高尿舊金血症，而只有不到百分之五的高尿稜

血症病人會發生痛風(2) 0 周氏(8)調查發現，臺灣中部地區原住民罹

患高尿酸血症和痛嵐的病倒是平地人的三倍，主因可能是家族遺傳

或腎臟功能異常導致排泄尿酸困難。賴氏(14)調查發現，宜蘭縣東澳

里及東岳村成人受按者之高尿酸血症和種族及喝酒有明額的正相

關 o 黃氏(15)調查宜蘭串串、南澳鄉成人原住民血中尿酸值升高的危險因

子指出，高尿酸血症和種族及飲食生活習慣(包括喝酒)有相關 o

三.尿舊金(Uric Acid) 

尿酸是人類內生性和外來的核酸嗓吟 (purine)如鳥糞核甘

(guanosine)或腺核甘(adenosine)的代謝終未產物(嘻哈代謝成尿

酸的過程(見窗 2)06-17) ]。成人體內平均含有1. 1 克尿酸，其中的

15%存在血液中，當存在血中的尿竣超過其溶解極限時，血清中尿酸

濃度即會增高(16) 0 在 37 0 C 時，血清尿酸飽和度為 7mg/缸，超過此

佳時，即為高尿酸，而當病人如未有任何其他痛風症狀，僅只尿酸

高時，稱為高尿酸血症(2) 。
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尿稜主要來自體內組織核蛋白崩壞、體內合成及食物 o 當攝取

大量核電愛食物或細胞的大受破壞，體內尿舊金即會增加。尿萬愛之內在

生成部位，已知者有肝臟、骨髓、肌肉等(2， 10)0

尿萬愛為弱萬史性物質，尿稜分子式為 C晶恥。3(見圖 1) ;分子量為

168.11 dalton 0 尿竣在正常人的體液中，以單價尿舊金鹽陰離子形

式存在，大多與銷或辦離子結合，其溶解度高(16一19) 。

大部份的尿舊金(60-80%)經腎絲球過濃後，由尿液排出。少量尿

稜(30%)財經由膽汁、胃液、腸液，經細菌分解後由糞便排泄。目前

應用在分析尿竣之方法包括磷鴿酸法(1912 年 Folin 等最早提出此分

析方法應用在血中尿酸之測定，是早期臨床實驗室測定之方法)、尿

竣躊(uricase) 法(1980 年 Fossati 利用尿暖時氧化尿酸產生尿囊素

(allantoin)及過氧化氫，以測定血中尿酸，目前臨床實驗室普通應用

之方法)、高效液柏色層分析法(1979 年首先被提出應用在尿稜之測

定)等(1， 16) 0 

LOenen(20)研究老人和婦女的飲食攝取與血中尿竣值的關條指

出，尿酸值和常吃肉、魚有正的相關。 Brand(21)研究冠狀動脈心臟

疾病患者指出，病人血中尿竣值和血壓值有明額的柏關性 o 袁氏(13)

調查臨床痛風病人也發現，尿竣值高的人不見得會高血壓，而高血

壓的人幾乎都有高尿竣佳，且喝茶、咖啡和尿酸值有相關 o

四.1， 3一二甲基尿酸Cl ， 3-Dimethyluric acid) 
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是茶驗(Theophylline)代詩後的產物，分子式為 C7H8N403(見國

3) ，分子量為 196.20 dalton ，溶解度高 (22-25) 。

五. 1, 3, 7一三甲基尿酸(1 ， 3 ， 7-Trimethyluric acid) 

是咖啡閱 (Caffeine)代詩後的產物，分子式為 C8頁lON403

(見圈 3) ，分子量為 210.20 dalton ，溶解度高(22-25) 。

六.烏喙吟(Guanine)

是原核生物與其核生物的核甘綾中，主要的嘻哈鹼基之一，是

與胞咯壞(cytosine)配對，分子式為 C5點自50(見菌 4) ，分子章為

187.60 da1ton ，溶解於微酸中(1 1 ， 17一凹， 23) 。

七.高效液粉色層分析(High performance liquid 

chromatography;HPLC) 

HPLC 是一種化學分析的技銜，發展在 1960 年代， 1970 年代以

穩定進步且被應用，在 1979 年首先被提出應用在尿酸之測定，這是

一種能夠快速而非破壞性的使稜雜混合物分離成為個別成份的方

法，是在高壓下利用數種不同的物理特徵(如吸附力、溶解度. • .等) , 
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將一混合物荳於兩種不同柏(即固定相與移動相)下之相對作用，而

把其中的成份一一分離 o 其基本的裝置包括溶媒供應CSolvent

supply) 、高壓幫浦 CHigh pressure pump) 、樣本注入裝置

Clnjector) 、填充可吋高壓的固定粉CStationary phase)物質的管

柱CColumn) 、按出器CDetector)與記錄器CRecorder) (1， 26-30) 。
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材料與方法

一.實驗材料

A. 藥物來源

1.購自美商 Sigma Chemical Company 

(l)Uric acid(2 , 6, 8-Trihydroxypurine)sodium salt 

(2)1 , 3-Dimethyluric acid 

(3)1 , 3, 7-Trimethyluric acid 

(在)Caffeine(anhydrous)

2. 購自德國 Merck 公哥

(l)Acetonitrile(氣甲就)

(2)2-Propanol 

(3)Sodium acetate anhydrous 

(4)Tetrahydrofuran 

3. 購白皓峰企業股份有限公司

(l)Acetonitrile(氯甲燒)， LC 級

(2)Dichloromethane(二氯甲燒)， LC 級

4.G1acial Acetic acid(冰醋酸〉購自聯工化學廠股份有限公司

5. Uric acid reagent(Uricase method)購自美國 Beckman.
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B. 血清來源

血清樣本來自中部某一區域醫院內科門診病人，共分成三

組，第一組為尿竣按查正常者(尿舊金佳~7mg/d1) ， 第二組為高尿

稜血症無痛風症狀者(尿酸佐>7mg/d1) ， 第三組則為經醫師診斷

是痛風疾病者。尿竣佳正常者為對照鈕，三組病人之年齡均相

似，每組 32 名，研究個案數共 96 名。每偶病人血清由該院被驗

科生化室收集、保存，再一併將病人血清及尿竣按驗報告取回本

醫學說生化研究所實驗室，進行樣本萃取及分析。

二.尿酸及尿竣衍生物之分離

A. 血清萃取方法

血清樣本入實驗室放入一 20 "c冰箱冷凍後，參考 Leakey

(22)等人方法以 HPLC 同時分析人類血中茶鹼、咖啡因及其代謝物

傲萃取，取血清 100 毫微升以異丙醇(2-Propana1)和二氯甲競

(Dich1oromethane) 以 1 9 的混合液傲溶劑萃取，共萃取二

次，每次使用之溶劑為1. 5 毫升，將下層液吸出，荳入 10x75m凹

的玻璃試管中，再將試管置於 heater b10ck 上(溫度控制在 3TC

以下) ，以氯氣(oxygen-free nitrogen)吹乾。吹乾的萃取物加

入 100抖的 mobi1e phase A 溶液去溶解，溶解後再離心 5 min, 

取加以進行 HPLC 分析〈流程見盾的 o
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B. 高效液粉色層分析 (High-performance liquid chro

matography; HPLC) 

經 A. 處理之萃取物，參考 Leakey 的實驗方法(22) 、 Tanaka(24)

及 Lee(31)之研究，取 20 叫做樣本直接注射入高效液粉色層分

析儀(HPLC)(L-6200Aintelligent pump , Hitachi , TOKYO 

Japan) ，其分析條件為:

使用 column: RP-18 column(250 X 4.5mm I.D.5μm ).以下列

條件沖堤之:流速為 0.8ml/min，移動稍為 pump A(O.Ol% THF in 

10m單 Acetate ， PH4. 0) , pump B[6%acetoni tri 1e' 2.0% Tetra

hydrofuran(THF) in 10mM Acetate ， PH4. 叫，沖堤為 100% B , 

。%A 到 85% B , 15%A 沖堤流速為 5% B/min ，偵測器(L-4250

的/vis detector)偵測設定波長為 270n血，分析一個樣本時問

共需 20 分鐘。

三、臨床尿酸梅法分析尿酸值

尿暖時法(Uricase method)為酵素分析法，其特異性與

準確度較之磷鴿稜法(phosphotungstic acid method)高，其

分析的原理是尿竣在尿舊金醇氧化分解下，生成尿囊素、二氧

化碳及過氧化氫(H202) 0 利用此化學反應的原理，被研發而應

用於臨床實驗室的方法(16，凹， 32)如下:

1.尿竣鳴一一過氧化略(uricase-peroxidase method) 
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2. 尿稜睛一一觸時法(uricase- catalase method) 

3. 尿酸萬每一一紫外線吸收法(uricase-UV method) 

4. 尿竣鵑…電極法(uricase-electrode method) 

本研究使用尿竣葛每一過氧化躊法以測定尿竣佳，其分析方法

及潭、理(1 6 ， 32)如下:

使用 uric acid reagent 採 timed-endpoint 的方法(16，凹， 32)

來測量尿酸濃度，尿酸是被 urlcase 氧化產生尿囊素(allantoin)

和過氧化氫(H202) ，過氧化氫和 4-aminoant卜pyrine(4-AAP)及

3, 5-dichloro-2-hydroxybenzene sulfonate(DCHBS)被迫氧化梅

(peroxidase)催化反應產生一種有顏色的產物(Quinoneimine ) , 

而使用之血清樣本與 reagent 的體積比率為 1 25 ，吸光波長為

520間，當 Quinoneimine 顏色怠濃，表示吸光愈大 o 即當血清樣

本的 uric acid 含量愈多， Quinoneimine 的顏色(紅色)就愈濃 o

其化學反應式如下:

Uricase 

Uric acid + 02 +自20 ) Allantoin + H202 + C02 

Peroxidase 

H202 十是一AAP +DCHBS ~ Quinoneimine + H20 
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四.高尿竣血症及痛風診斷之確立

當存在血清中的尿酸單銷超過其溶解度極限時，血清中之尿酸

鹽濃度就會比正常高。在 370C 下，血漿中尿酸鹽的飽和度為

7.0mg/缸，超過此佳時視為高尿竣血症(2) 。高尿竣血痕之過飽和

的體液中所沉積出來的尿酸單納結晶，會沉積在軟性組織及關節

中，可產生發炎的病娃，稱為痛風石 (tophi) 。所以，具高尿酸血

症、有急、慢，性關節炎發作且有尿酸單銷沉澱物時，即診斷為痛風

(2-7, 11) 0 而診斷之確立均由該醫說內科醫師依上述之情況而定。

五.資料之統計

血清經尿酸略法及 HPLC 分析後，將數據整理，以 SAS for 

window 6. 11 version 套裝軟體進行資料處理，依據研究之目的和

變項性質，選擇適用的統計法，其中包括平均數與標準差、卡方核

定、車自子變異數分析及薛費氏事後比較等方法(33) 。
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結果

每個受按者血清白醫院梭驗科生化室收集後以尿舊金黃每法分析，

再將此血清傲適當處理，送至本實驗室進行 HPLC 分析 o 分析血清樣

本前，先做各欲分析物質之標準試劑(standard agent)圈[凡國

6(A汀，而後再打入受檢者血清萃取物，尿酸、1， 3一二甲基尿竣及

1, 3, 7一三甲基尿萬愛等三種物質，在 10 分鐘內可被完全分離定量，其

收回率為 71. 2-90. 3% '而其出現的曲線依序為尿酸、1， 3一二甲基尿

酸及 1 ， 3, 7一三甲基尿竣[見國 6(B)] 。

一.不同組另lJ 病人血中尿舊金佳經臨床尿酸踏法(Uricase)及

HPLC 分析之比較

研究對象分正常、高尿竣血症及痛風等三組，每組 32 名，男女

人數均相同，總個案數為 96 名，受按者的血中尿酸經臨床尿酸疇法

分析，其平均值在正常組為 4. 72 + 1. 19m9/dl ，高尿稜血症組為

9. 02 + 1. 34 mg/缸，而痛風組為 8. 91 + 1. 04 mg/dl 0 而 HPLC 分

析的結呆，正常組為 2. 17 + 1. 22 血g/剖，高尿酸血症組為是.89

+ 2. 22 mg/dl ，而痛鳳姐為 4.58 土 2.21 mg/dl 0 各組均較尿舊金幫手

法分析之值為低，且正常組與高尿竣血症鈕，以及正常組與痛風組

等均有差異，並具統計土之意義(見表一)。

二.不同組別病人 UUA 與 HUA 之差異和 DMUA 、 T盟UA 的相關
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t惶

由表 2 中知，臨床尿萬愛聽法與 HPLC 分析尿酸值之差異，比 DMUA

及 TMUA 之牙口，在各組均較大，顯示受按者之血清以臨床生化使用尿

暖時法按瓷的尿竣鐘，改以 HPLC 分析之後發現除尿酸外，還有

DMUA 、 TMUA 以及其他非本實驗欲測之物質。至於 UUA 與 HUA 之差

和珈山之值相比較時，其相關條數成負相關，且未其統計上的意義，

亦即是 UUA - HI泌的佳越大時， DMUA 不一定隨著增大。

再看 UUA - HUA 之差和 TMUA 之值相比較時，其相關條數成

負相闕，且未具統計上的意義，亦即是 UUA … HUA 的偉越大時， TAUM 

也未隨著增大。再看表 2 中 UUA - HUA 和珈山+ TMUA 之值相比較，

三組均共統計上的意義(p<o. 05) 0 

三.不同組別之各自變項相關情形

在正常組中， UUA 與 HUA 之值有相關性，且當 UUA 之佐越大

時， HUA 值也跟著大，至於閥UA 與 UUA 、 HUA 均成負柏闕，即當

UUA 、 HUA 值越大時， DMUA 並未水隨著增大 o 而 TMUA 與 UUA 、 HUA

也有相關且其統計上的差異。當 UUA 、 HUA 值越大時， TMUA 也跟著

大 o 可見 TMUA 比珈山更會影響血清中之尿竣佳[兌表 3(A)]

至於高尿萬愛血症組及痛風組中，只有 UUA 與 HUA 之值有相闕，

即當 UUA 之值越大時， HUA 值也跟著大，而珈山及 TMUA 對凹A 與
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HUA 的值之影響，則不具統計上的差異[見表 3(B) 、 (C) ] 0 

四.不同組別之點分佈情形

每個受槍者之血清，以臨床尿竣踏法及 HPLC 分析尿酸佳，將尿

舊金踏法分析而得的尿稜值減去以 HPLC 分析而得的尿舊金值(即 UUA -

HUA)當作 X 坐標，而以血清由 HPLC 測得的兩種尿舊金衍生物 1 ， 3一二

甲基尿舊金及 1 ， 3, 7 三甲基尿酸鐘之和(即 DMUA +珊UA)為 Y 坐標，

所形成的點分佈圖形三組，如國 7(A) 、 (B) 、 (C) 。

在 (A)圖以 UUA - HUA 來預測珈山+珊仙的佳，顯示點的分佈

集中，表示兩者相騙性大，證明在正常組中，當 UUA - HUA 值大時，

DMUA +珊UA 值也跟著大。 (B) 圖以 UUA - HUA 來預測 DMUA + TMUA 

的值，顯示點的分怖較不集中，表示兩者相關性較小，也即是在高

尿竣血症組中當 UUA - HUA 值大時， DMUA + T班UA 值不一定隨著增

大 o 至於(C)圈，則與(A)有較相同的結果，即是在痛風組中，當 UUA

- HUA 使大時， DMUA + T班UA 也跟著大 o

五.低濃度甲基尿稜對尿萬史使之影響

由表 2 中知，當 DMUA 及 TMUA 單獨存在受按者的血清中時，對

UUA - HUA之影響不具統計上的意義，而當兩者同時存在時會造成對

UUA - HUA影響，當 UUA - HUA的尿竣佐越大時， DMUA + TMUA 值

也越大，而 UUA - HUA 佐越小時， DMUA + TMUA 佳越小 o
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那麼，在何種濃度下才會影響?低濃度?高濃度?作者以 lmg/dl

及 2mg/白的珈山和 TMUA 去實驗，結果顯示關UA 和 TMUA 無論是單

獨或兩者同時存在，均對血清中之尿舊金值不具影響[見圖 8(A)] 。

六.高濃度甲基尿竣值之影響

作者漸次增加 DMUA 和四凹的濃度一再做實驗，結果在兩者濃

度達 10mg/dl 時，開始有影響(未呈現在閩中) ，且當兩者濃度達

14mg/dl 時，影響最大，但在統計上仍未達顫著意義[見聞 8(B)] 0 
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討論

從以上數據額示，人體血清中含茶驗及咖啡因之代謝物，以尿

買食毒每法(uricase 血ethod)分析時將造成偽陽性，使尿酸值偏高，此

結果進一步以 HPLC 方法分析得到印證 o

甲基尿暖與咖啡厲、茶鹼的相互關係由圈 3 可知，咖啡困在人

艘中可代謝成甲基物質，其中， T躍UA(1 ， 3 ， 7一三甲基尿酸)是其最終

產物，而茶鹼又可代謝為 DMUA( l， 3一二甲基尿竣)C20) ，比四UA 與

DMUA 均屬高溶解性物質，理論上應會和黃嗓吟(Xanthine)產生競爭

性抑制作用，去競爭黃嗓吟氧化時(Xanthine oxidase)C17) ，使尿酸

的產生相形減少，而干擾尿竣醇法分析的尿酸佳，以致造成偽陽

性的尿酸佳偏高。

過去許多相闋的研究中， Buohanan(34)曾經研究茶驗、咖啡囡攝

取對尿酸排泄的關 4年時，就發現磷鴿酸(phosphotungstate)法在核

定尿竣值時，會被 Caffeine 、 Theophyl1ine 等干擾分析引起偽陽

性的尿舊金值增高現象 o 而 Buchanan(35)在研究甲基嘻哈代謝，他認為

尿暖時法使用來測定尿酸值不會被 theophy11ine 的代謝物所影響

。班ori ta(36)研究男性氣喘病人給予每 12 小時的口服 200 -.. 400峙

的茶鹼，發現病人的尿酸值為 6.3 土 0.4mg/訓，而對照組為 4.3 + 

0.2 mg/缸，比值是具有統計上的差異。<0. 05) ，但同樣方法在女

性氣喘病人為 4.5 土 O. 2 mg/缸，而對照組為 3.9 + 0.4mg/訓，卻
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沒有顯著的差異。單ori ta(36)還以靜脈注射 250闊的 aminophylline

在健康的成年男性病人做研究對象，並沒有產生抑制尿酸清除率的

作用，所以， Theophylline 會抑制尿酸清除率的作用是不可能的 o

Ferrer(37)以老鼠接受高劑量的咖啡囡做實驗，證明了 theophylline

會降低次黃嗓哈一烏嗓吟磷酸核釀轉移梅(hypoxanthine-guanine

phosphoribosyltransferase; HGPRTase)的活性，而有 Lesch-Nyhan

syndrome(性聯遺傳疾病)的奇異神經症狀如瘦擊、舞蹈症、生長和

智能的阻滯之發生 o 而自olan(38) 同樣以 rat 攝取 theophylline 做

研究，也證明引起相同的行為，且 caffeine 和 theophylline 抑制

HGPRTase 的活性 o 後來

盟ori ta(36)在人類紅血球測驗 theophylline 對 HGPRTase 活性的影響

時，發現 theophylline 的濃度必需超過姐姐時才有輕微的抑制(治

療濃度為 o. 05 "" O. l mM) ，因此，他認為 theophyl1ine 誘發血清尿

暖的增加，不能被解釋為 HGPRTase 受抑制的影響所致 o 在各學者的

不同研究對象及研究結果中， Theophylline 誘發高尿酸血症的說

法及其機制，單ori ta(36)和 Yamamoto(39)都存疑且認為原因不明，並

有待進一步的研究。

作者為驗證自己的推論:尿竣躊法分析的血中尿酸值是否受

DMUA 和珊恥的干擾，而造成偽陽性的尿稜值增高現象，將受按病

人之血清徵尿暖時法及 HPLC 分析後做比較，發現各不同組別病人血

清，經 HPLC 分析之尿酸值(闊的遠較尿竣略法分析之位(UUA)為低，

其中 HPLC 可測出尿竣及其衍生物 DMUA 和 TMUA ，由此可知 HPLC 在

分析功能中可提供較多的參考訊息 o
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既然 UUA 與 HUA 有差異，和 DMUA 及 TMUA 又有何相關性?在表 2

中，可知 UUA - HUA 和 DMUA 之值成負柏繭，即 UUA - HUA 的值越大

時， DMUA 不一定隨著增大 o 而 UUA - HUA 和 T閉目A 之值的關你也成

負相關，即 UUA - HUA 的值越大時， T單仙也未見得隨著增大 o 當

珈山與 TMUA 二者同時存在病人的血中時，是否影響 UUA - HUA?筆

者發現 UUA … HUA 與珈山十四UA 有正相關，且三組病人均共統計

上的意義。<0. 05)，也即是 UUA - HUA 之值越大時， DMUA + TMUA 也

越大 o

UUA 、 HUA 、珈山和TMUA等島變項間存在何種關侏呢?由表3(A)

知，正常組的 UUA 與 HUA 之值有相闕，當 UUA 之值越大時， HUA 值也

跟著大，至於 DMUA 與 UUA 、 HUA 均成負相繭， TMUA 與日UA 、 HUA

有相關且其統計上的差異，可見 TMUA 比 DMUA 更會影響血中的尿酸

值。而高尿酸血症紐及痛風組則只有 UUA 與 HUA 之值有繭，即是當

UUA 值越大時 HUA 值也隨著增大，而珈山及 TMUA 對 UUA 與 HUA 之

鍾的影響則不具統計上的意義，也即是 D話UA 、 TMUA 單獨存在血清

中時，對尿萬愛位沒有影響 o

在表 2 已知尿舊金催經尿酸時法及 HPLC 分析之間的差異(UUA -

HUA)和 DMUA 及 TMUA 之值(DMUA + T韌的有相繭，那庭以點分佈情形

來看兩者的相關性，在正常組及痛風組中，點的分佈集中，表示 UUA

- HUA 偉大時，珈山+ TMUA 值也跟著增大，高尿舊金血症組中，點

分佈較不集中，表示弱者相關性較小，即是 UUA - HUA 值大時，珈山

+T誰也值不一定隨著增大，顯示 DMUA 、 TMUA 在不同組別病人對不

同尿竣值核查法，有不同的影響。
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最後，探討的是 DMUA 與 TMUA 的濃度是否為尿稜值的一個影響

要素?DMUA 與 TMUA 在低濃度時，不論單獨存在或同時存在，對尿酸

值均無影響，直到當兩者濃度達到 12mg/dl 時，出現影響，但在統

計上仍未達顯著意義 o

綜合以上結果證明， HPLC在分析尿酸的功能上較尿舊是蔣法有高

的靈敏度和特異性;而 HPLC 分析所得之尿稜值均低於尿竣誨法所分

析之佳，而其間的差異是珈山、 TMUA 在 HPLC 會被分析出來，且還

有一些未知的雜訊;而 UUA - HUA 與 DMUA 及 TMUA 同時存在時成正

相閱 (p<o. 05) ，與任何一者單獨存在時無統計上的意義;受按者中

若含有高濃度的 DMUA 或 TMUA(來自於茶鹼或咖啡喝的代謝)時，將影

響病人尿竣使用 urlcase 法之槍測佳偏高 o
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表1.不同組別病人血中尿竣值經 Uricase 分析及 HPLC 分析之比較

UUA 

HUA 

正常組

(mg/dl) 

4.72+ 1.19 a 

2.17+ 1.22 

高尿舊金血症 痛風組

(mg/dl) (mg/dl) 

9.02+ 1.34 8.91+ 1.04 

4.89+2.22 4.58+2.21 

F 佳 Scheff'e

事後核定

134.0** 112,113 

18.9** 112,113 

D單UA 0.18+0.32 0.42+0.44 0.22+0.36 3.73* 112 

T話UA 0.85+ 1.00 1.01+0.85 1.10+ 1.01 0.57 

註 a: 單ean 士紗， n=32. *P<O. 05 

UUA: 表示以 urlcase 分析血清所得之尿酸實際佳

HUA: 表示以 HPLC 分析血清所得之尿竣實際值

DMUA: 表示以 HPLC 分析血清所得之 1 ， 3一二甲基尿稜實際佳

TMUA: 表示以 HPLC 分析血清所得之 1 ， 3, 7一三甲基尿酸實際值
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表 2. 不同組別病人 UUA 與 HUA 之差異和 DMUA 、 TM泌的相關性

正常組

(mg/dl) 

高尿舊金血症組痛風組

(mg/dl) (mg/dl) 

F 佐 Scheff'e

事後按定

UUA - HUAa 2. 55 + 1. 24b 4. 13 士1. 59ι33 + 1.80 12.45** 1/2, 1/3 

UUA - HUA/DMUA 一 0.053 一 0.113 一 O. 075 

(P=O. 770) (P=0.538) (P=0.682) 

UUA - HUA/TMUA 0.431著 一 0.309 0.347著

(P=O. 014) (P=0.085) (P=0.051) 

DMUA + TMUA 1. 03 + 1. 07 1. 43+ 1. 05 1. 33+0.97 

UUA - HUA/ O. 7是7** 0.570** 0.622* 

DMUA + TMUA (P=O.OO1) (P=O. 007) (P=O.01) 

a: 差異為 Uricase 分析法與 HPLC 分析法之尿竣值

b: Mean 士 SD， n=32. *P<O.05; **P<O.Ol 
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表 3.各自變項相關表 (A)正常組(B)高尿酸血症 (C)痛風組

(A)正常組 UUA HUA DMUA 

UUA 1 

HUA 1.00** 

D草UA … O. 053 - O. 053 . 1 

T單UA 0.431* 0.431* 0.090 

*P<0.05; **P<O.OI 

(B)高尿酸血症 UUA 

UUA 1 

HUA 

DMUA 

1.00** 

O. 113 

HUA D草UA

0.113 

T單UA - O. 308 - O. 308 0.234 

*P<0.05; **P<O.OI 

(C)痛風組 UUA HUA D蠶UA

UUA 1 

HUA 1.00** 

D雄UA - 0.075 一 0.075 1 

T服JA O. 347 O. 347 - O. 279 

*P<0.05; **P<O.OI 
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第二部份

茶鹼及咖啡困在鼠肝細胞中對尿酸生成之影響
Effects of Caffeine and Theophylline on the Uric 

Acid Formation in the Rat Hepatocytes 
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縮寫表(第二部份)

HPLC: High performance liquid chromatography 

UA: Uric acid 

DMUA:l , 3-Dimethyluric acid 

T班UA:l ， 3 ， 7-Trimethyluric acid 

EGTA: Ethylene Glycol-bisC ß -amino ethyl 

ether)N, N'-Tetraacetic Acid 

HBSS: Hanks' Balanced Salt Solution 

PSN: Penicillin, Streptomycin, Neomycin 
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第二部份

茶驗及咖啡困在鼠肝細胞中對尿竣生成之影響

Effects of Caffeine and Theophy11ine on the Uric 
Acid Formation in the Rat Hepatocytes 

摘要

本研究旨在探討茶鹼(1， 3一二甲基黃嗓吟〉及咖啡囡(1， 3, 7一三甲

基黃嘻哈)在大白鼠肝細胞中對尿酸生成之影響，以及此兩種物質是

否會與黃嘻哈氧化轉作用，而與黃嗓吟產生競爭性抑制，減少尿竣

之形成。將 SD-rat 以灌流方式取得肝細胞，再依實驗需要之細胞數

目培養於含有 1脫胎牛血清， 1% PSN antibiotic mixture , 1% 

G1utamine 之 Wi11iams E 培養基中，荳於 37 "c , 5% C02 之培養箱

中培養 o肝細胞代謝烏噫吟(Guanine)為尿酸的最大量時問 5 小時，

再依 Guanine 之有、無，分別加入茶齡、咖啡囡以及兩者，分尉收

集肝細胞培養液，分別以尿稜誨法及 HPLC 分析，益以 SAS 軟體進行

統計分析。結果顯示:在茶驗及咖啡囡存在下有降低烏嗓吟生成尿酸

之趨勢，旦大部分具統計上意義，同時此兩種物質都會與黃嗓吟氧

化略作用，而與黃嘻哈產生競爭性抑制，減少尿酸之形成 o 但較高

濃度之茶鹼或咖啡囡可能也部分形成尿酸，造成提升血清之尿竣增

加 o
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關鍵詞(Key word): 

1， 3一二甲基黃喙吟(1 ， 3-Dimethylxanthine);

1, 3, 7一三甲基黃嘻哈(1 ， 3 ， 7-Trimethylxanthine);

茶鹼(Theophylline);

咖啡因 (Caffeine);

烏嗓吟(Guanine)

黃嗓吟氧化略(Xanthine Oxidase); 

競爭性抑制 (Competitive inhibition) 
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Effects of Caffeine and Theophy11ine on the Uric Acid 

Formation in the Rat Hepatocytes 

Abstract 

The present study was to investigate effects of caffeine 

(1 , 3, 7-trimethy1xanthine) and theophy11ine (1 , 3-Dimethy1-

xanthine) on the uric acid formation in the rat 

hepatocytes, and to determine whether these two substances 

can react with xanthine oxidase, and compete with xanthine, 

thus inducing competitive inhibition and decreasing the 

formation of uric acid. 

Hepatocytes of SD-rat cou1d be obtained by perfusion. 

According to the ce11 numbers of experimenta1 requirement, 

hepatocytes were then cu1tured in the Wi11iam E medium which 

contained 10% serum of cow embryos, 1% PSN antibiotic mixture 

and 1% G1utamine, at 37 "C in the cu1 ture chamber wi th 5% C02. 

Hepatocytes metabo1ized guanine to uric acid exhausting 5 

hours most, then, depended on possessing guanine or not , added 

in caffeine , theophy11 ine and both in separate, and co11ected 

their cu1ture 1i屯uids individua11y. After that , using 

uricase method and HPLC(High Performance Liquid Chromato

graphy) to ana1yze them independent1y and using SAS software 

to do statistica1 ana1ysis. 

Conc1usion :The uric acid formation which comes of 
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guanine has a decreasing tendency in existence of caffeine 

and theophylline, and almost all has statistical meaning. 

Meanwhile both substances can react with xanthine oxidase, 

and compete with xanthine, thereby inducing competitive 

inhibi tion and decreasing the formation of uric acid. However, 

in higher concentration, possibly part of caffeine and 

theophylline forms uric acid, thus increasing the contents 

of uric acid in the sera. 
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緒論

尿酸是人體嗓吟代謝的最主要終產物，嗓吟主要來源有三方面

，即身體的合成、組織中核酸的分解以及飲食中的核蛋白(如魚、

肉、豆及內臟類)。正常人一般飲食，每天約可產生尿竣 750時，

其中有 60-80%經腎絲球過落後，由尿液排出，剩餘的由膽汁、胃、波、

腸液，經由細菌分解後由糞便排泄(1)。正常人血中尿酸值在尿舊金的

生成率相當於排泄率時會維持一種恆定位，當存在血中的尿竣超過

其溶解極限時，血中的尿舊金濃度即會增高(2， 3) ，一般在 37 oc時，血

清尿舊金飽和度為 7mg/缸，超過此值時即屬高尿舊金，當病人沒有任何

痛風症狀，使只尿竣高疇，稱為高尿舊金血泣。有的高尿酸血症者會

因此而產生尿酸鹽堆積在軟的、骨哥各組織像關節、軟骨及肌膜處，

而引發痛風性關節炎及腎結石的危險症狀(4-6) 0 血中尿萬愛濃度越高，

罹患痛鼠的機率也就越大，此外，長期的 r高尿竣血症J 也可引起

腎臟疾病、尿道結右，甚至合併高血脂症、糖尿病或心臟病(5-7) 。中

老年人的血中尿酸值也常有偏高的情形，黃氏(8)研究高尿酸血症之

流行病學調查發現，中老年人血中尿竣值偏高和高血壓、糖尿病、

心臟病、腎臟病及飲食營養有密切關係，由此而知高的尿竣值可帶

來互為因呆的許多疾病是不容忽視的 o

探究尿萬愛值偏高的原因，首先是高嗓吟食物如內臟、海產食物、

魚類、家禽、肉汁、豆類、香菇、銀耳、紫菜等的攝取，或令酒精

的飲料，還有長期服用利尿劑、阿斯匹靈(3-5 ， 9) ，過去的研究均證明
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前述情形都會導致尿竣濃度增高情形。至於茶、咖啡是我們平日很

普通且常飲用的食品成份，其中所舍的茶鹼(Theophylline)和咖啡

因 (Caffeine)是否與尿酸值有相闕，是本研究所要探討的 o

作者依第一部份的研究結果得知茶驗及咖啡國代謝物之 D聞自A 和

T盟UA 在高濃度時，且二種同時存在時，會促使尿酸值偏高 o 而進一

步欲暸解茶鹼及咖啡因是否會與黃嗓吟氧化略作用，在尿稜生成上

又扮演何種角色，是本研究之目的 o 因此作者以鼠肝細胞進行分析，

而研究進行相關內容敘述如下:

一.茶鹼(Theophylline; 1, 3-Dimethy1xanthine) 

是 Theobromine 的同質異構物，分子式為 C7H8N402(見圈 1) ，分

子量為 180.17 dalton 0 少量的茶鹼含在茶中，是由二甲基尿素

(Dimethylurea)和乙基氣化錯酸鹽(ethyl cyanoacetate)開始令

成， 1, 3一二甲基尿酸是其終產物，茶驗有利尿的作用且是心臟興奮

劑，平滑肌的鬆施劑。不吸煙者，半衰期?一9 小時，吸煙者為 4-5

小時，一天口服 16mg/kg 分 3 或 4 劑，廣泛放使用來治療支氣管氣

喘之治療，副作用有嘔心、嘔性，而暈眩可能發生(4， 9-12) 0 

二.咖啡因 (Caffeine; 1, 3, 7-Trimethylxanthine) 

分子式 C8H1耐心2(見聞 1) ，分子量為 194.19 dal ton ，咖啡因存

在茶、咖啡、可樂飲料、巧克力、可可及許多感冒的成葉中，適當
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的攝取可達到提神醒腦的效果。其分子式 C8HION402(見圖 1) ，分子量

為 194.19 da1ton '它可代謝為甲基物質，茶鹼為其中間產物，

1, 3, 7一三甲基尿綾(T肺的及一甲基物質為其終產物，咖啡因有利尿

、增加胃酸分泌、心臟及呼吸興奮作用。半衰期為 3-10 小時，口服

200mg/l 次，每天用受超過 Igm 可能出現思考及語言的散漫、心律不

整及激動，副作用有神經不安、失眠、神經質、心跳快速也可能發

生(4， 9-10 ， 13) 。

三.黃嗓吟(Xanthine)

是腺嘻哈(adenine)和烏嗓吟(guanine)異化作用時的中問產物

，它是低黃嘻哈氧化作用或烏嗓吟脫氯基作用水解而形成 o 黃嘻哈

的氧化作用是受黃嘻哈氧化時催化而成尿酸，尿舊的才是人類嘻哈

(purine)代謝的主要終產物(喔， 5， 12) 。

四.黃嗓吟氧化時(Xanthine oxidase) 

黃嘻哈氧化論可催化次黃嗓吟(hypoxanthine)氧化成黃嘻哈，

最後形成尿酸，在肝、小腸及腎中都可發現這些韓素，它也催化許

多種類的醒使其氧化(4， 5 ， 12) 。

五.烏噫吟(Gnanine)
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是原核生物與其核生物的核甘竣中，主要的嗓吟驗基之一，是

與胞嗜境(cytosine)配對，分子式為 C5點N50[克第一部份圈 4(B)] , 

分子量為 187.60 da1ton ，溶解於微酸中。烏嗓吟會經由鳥嗓吟時

(guanase) 的作用代謝成黃嗓吟(xanthine) ，再經黃嗓吟氧化時

(xanthine oxidase)作用分解成尿酸(4， 14-15) 。

六.高效液粉色層分析(High performance liquid 

chromatography ; HPLC) 

HPLC 是一種化學分析的技街，發展在 1960 年代， 1970 年代以

穩定進步且被應用，在 1979 年首先被提出應用在尿竣之測定，這是

一種能夠快速而非破壞性的使稜雜混合物分離成為個別成份的方

法，是在高壓下利用數種不同的物理特徵(如吸附力、溶解皮...等) , 

將一混合物置於兩種不同粉(即商定相與移動相)下之相對作用，而

把其中的成份一一分離。其基本的裝置包括溶媒供應(So1vent

supply) 、高壓幫浦 (High pressure pump) 、樣本注入裝置

(Injector) 、填充可耐高壓的固定粉(Stationary phase)物質的管

柱(Column) 、按出器(Detector)與記錄器(Recorder) (1 6-20) 0 

55 



材料與方法

一.動物來源

SD-rat 雄性大白鼠(約 200個重)購自臺大醫院動物中心，使用

前至少飼養於動物房一周 D在動物房中以 Purina Lab Chow 為飼料，

蒸餾水不限制飲用，並維持在 12 小時亮及 12 小時睹的循環中。

二.取肝細胞的步驟及培養

肝細胞的取得與培養侏根據 Bonney 氏等之方法(21)並參考

Butterworth 氏之研究(22) ，以肝臟灌流方式而得(two stage 1iver 

perfusion method) 。

1.老鼠秤童，廓醉老鼠 o

(每 100g 體重 0.2ml 的 Pentobarbital 50mg/ml 打腹腔)

2. 固定老鼠，由肛門上方剪閉，成 V 字形，達劍突下方(蓋住劍突避

免感染)。

3. 將內臟往右撥開，找出肝門靜脈 o

4. 以 20G 血管導管穿刺肝門靜脈(插管與血管平行，讓針管看得見)。

5. 拔除內面針管留下軟針。

6. 待血液由針尾流出接上 A 沒管。(加有 EGTA 而不合鈣、主美離子之

HBSS 緩街液灌流管)
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(事先將 A 液管和幫蒲連接好，將管內充滿 A 液，不可有氣泡)

7. 打開幫溝後立刻剪斷下腔靜脈。

8.A 液灌流 100ml ，留 50m1 沈肝臟用。

9. 先夾住下腔靜脈，剪閉上腔靜脈，換上 B 液(HBSS 緩街液)灌流

100m1 ，按摩肝臟(要使用前才將B液中加入Co11agenase(100unit

lm1)的時混勻，注意 :Co11agenaase 未使用前須放於冰上，

Co11agenase 可以破壞肝臟的結締組織)。

10.B 液灌流後，再以 A 液灌流 25m1 ，剩下的用來泡 Liver 荳於冰

上(以下所有動作要在冰上進行)。

11.在無茵操作台內小心將肝臟放入培養且中，用剪刀迅速剪碎肝

臟。

12. 用篩子過濾到無菌燒杯中，再用 Wi11iam E(OK)沖洗肝臟碎片 o

13. 將無萬燒杯中的液體抽入無蔥離心管中(分 4 管，離心 600 rpm, 

4 "c , 10 分鐘)。

14. 抽去上層液，加入曹i 11 iam E(OK)使細胞懸浮，比例為: (曹i11iam

EtCe11): (Perco11tHBSS)=3:2 (30m1:20m1) (Perco11tHBSS)混

合比例為 Perco11:HBSS=9:1 (1個1:2m1) 。

15. 離心 600 r闕，是"c , 10 分鐘。

16. 取下層活細胞，將上層死細胞及液體抽除，加入 Wi11iam E(OK) 

使細胞懸浮(因 Liver Ce11 滲透性高，故況於下層)。

17. 以顯微鏡數細胞數目 (Ce11:Trypan B1ue=1:1 各取 100m1 充份

混合)。

18. 細胞數目 (Ce1l/m1)=(5 大格活細胞總數15) x 2 X 104 
0 

19. 一盤 5m1 約種1. 0 X 106 , lm1 純細胞加 4m1 Wi11iam E(非 OK)

的培養基中，將之置放 37 "c , 5% C02 培養箱中培養 o
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20. 於 12hrs 後更換培養基，除去未貼壁之細胞，更換的曹illiam

E 視培養時問選用恆的。

三.藥物來源

1.購自美商 Sigma Chemical Company 

(l)Uric acid(2, 6, 8-Trihydroxypurine)Sodium salt 

(2)Guanine 

(3)Theophylline(1 ， 3一Dimethylxanthine)

(4)Caffeine(1 ， 3，7-一

2. 購自德國 Merck 公司

(l)Acetonitrile(氯甲競)

(2)2-Propanol 

(3)Sodium acetate anhydrous 

(4)Tetrahydrofuran 

3. 購自皓峰企業股份有限公司

(l)Acetonitrile(氯甲競) , LC 級

(2)Dichloromethane(二氯甲就) , LC 級

4.Glacial acetic acid(冰醋酸)購自聯工化學廠股份有限公司

5. Uric acid regent(Uricase method)購自美國 Beckman
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四.實驗方法

將貼壁後的細胞培養液換成 Wi 11 iam E(OK) ，每盤視不同情況

需要分別加入 3cc 或 4cc 的 Wi 11 iam E(OK) ，再荳入 incubator

中，按研究設計國示(23)分別依下列所述加以處理:

nu 
X nfuE 

AU 

R 

。3 04 

01 :介入物品前之培養淚

。2:介入物品後之培養液

R:randomization 

03 、 04:控制組之培養液

X:介入物品

(A)Guanine 

(B)Theophylline 

(C)Caffeine 

(D )Theophylline and Caffeine 

(的時聞與肝細胞代謝 Guanine 為尿酸之實驗

一一目的在找出代謝 maXlmun 的時間

1.由 incubator 隨機取出 3 盤，不加任何物品直接吸出放試管

中，此為控制組 o
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2. 再由 incubator 取出剩下的 24 盤，加入已溶解好之 Guanine

使每盤中分別為 Guam i ne O. 5mgl剖，再置入 incubator ，分

別於 1 、 2 、 3 、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 小時每一次隨機取 3

盤，直接吸出放試管中(所得給采如商 2) 0 

(B) 茶驗(草leophy11ine;1 ， 3-Dimethy1xanthine)對 Guanine

代謝生成尿萬愛之實驗(見表 1)

1.由 incubator 隨機取出 3 盤，不加任何物品直接吸出放試管

中，此為控制組。

2. 再由 incubator 取出剩下的 9 盤，如入已溶解好之

Theophy 11 ir峙，使分別為 Theophy11ine O.5mg/m1 、

1 mg/m 1 、 2mgl訓，各 1m1 於 3 盤，再置入 incubator 中

，等 5 小時後取出直接吸出放試管中，此為主墊鈕 o

3. 由 incubator 隨機取出 3 蠱，如 Guanine 於每盤中，使

Guanine 之量為 O.5mg/m1 童入 incubator 中，等 5 小時後

取出直接吸出放試管中，此為實驗組。

4. 再由 incubator 取出剩下的 9 盤，加入已溶解好之 Guanine

O. 5mg/m1 , 1m1 於每盤中，再分別加入 Theopy11ine

O.5mgl血1 、 1mg/m 1 、 2mg/m1 各 3 盤，每盤均加入 lml , 

置入 incubator 中，等 5 小時後取出直接吸出放試管中，

此為畫墜益。
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(C)咖啡囡 (Caffeine;1 ， 3 ， 7-Trimethy1xanthine)對 Guanine

代謝生成尿舊金之實驗(見表 2)

1.由 incubator 隨機取出 3 盤，不如任何物品直接吸出放試管

中，此為控制組 o

2. 再由 incubator 取出剩下的 9 盤，加入己溶解好之 Caffeine

，使分別為Caffeine O.5mg/m1 、 1mg/m1 、 2mg/m1 ，各 1ml

於 3 蠱，再宣入 incubator 中，等 5 小時後取出直接吸出放

試管中，此為控制組 o

3. 由 incubator 隨機取出 3 盤，如 Guanine 於每盤中，使

Guanine 

之量為 O.5mg/ml 荳入 incubator 中，等 5 小時後取出直接

吸出放試管中，此為實處室里 o

4. 再由 incubator 取出剩下的 9 盤，加入已溶解好之 Guanine

O. 5mg/ml , 1ml 於每盤中，再分別加入 Caffeine

O.5mg/且1 、 1mg/ml 、 2mg/血l 於 3 盤，每盤均加入 1ml , 

荳入 incubator 中，等 5 小時後取出直接吸出放試管中，

此為囊壁畫里。

(D)茶鹼(Theophylline)與咖啡喝 (Caffeine)對 Guanine 代謝生

成尿竣之實驗(見表 3)

1.由 incubator 隨機取出 3 盤，不加任何物品直接吸出放試管

中，此為控制組 o
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2. 再由 incubator 取出剩下的 9 盤，加入已溶解好之

Theophy11ine 及 Caffeine 各 0.5mg/m1 、 1mg/m 1 、 2mg/m1

各 3 盤，每盤均加入 11肘，再童入 incubator 中，等 5 小時

後取出直接吸出放試管中，此為控制組。

3. 由 incubator 隨機取出 3 盤，加 GuanineO.8mgl剖， 1m1 於

每盤中，再宣入 incubator 中，等 5 小時後取出直接吸出放

試管中，此為童聲室里。

4. 再由 incubator 取出剩下的 9 盤，加入已溶解好之 Guanine

O.5mg/剖， 1m1 於每盤中，再分別加入Theophy11ine 及

CaffeineO.5mg/m1 、 1mg/m1 、 2mg/m1 各 3 盤，每盤均加

入 1剖，再荳入 incubator 中，等 5 小時後取出直接吸出放

試管中，此為堂登堡。

五.臨床分析尿酸值

使用 uric acid reagent 採 timed-endpoint 的方法(15， 24-25)測量

每一樣本之尿酸濃度(方法如第一部份)。

六.高效液粉色層分析(High performance liquid 

chromatography;HPLC) 

參考 LeakeY(26)的研究方法，取每一 samp1e 之溶液 100 毫升

(μ1) ，以異丙醇(2-Propana1)和二氯甲成(Dich1oromethane)用 1:9
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的混合液做溶劑萃取，共萃取二次，每次使用1. 5 毫升的溶劑，將

下層液吸出，荳於 10 x 75凹的玻璃試管中，再將試管荳於 heater

b10ck 上(溫度控制在 37 "c以下) ，以氯氣(oxygen-free nitrogen) 

吹乾 o 吹乾的萃取物加入 100 毫升 moble phase A 溶劑去溶解，溶

解後再離心 5min'取 20 毫升進行 HPLC 分析(流程如第一部份圖 5) 。

經前處理之萃取物參考 LeakeY(26) 、 Snyderwine(27)及 Lee(28)之

研究方法，取 20μl 做樣本直接注射入高效波柏色層分折議，其分析

條件丸第一部分。

七.資料之統計

血清經尿酸童年法及 HPLC 分析後，將數據整理，以 SAS for window 

6.11 version 套裝軟體進行資料處理，依據研究之目的和變賴

性質，選擇適用的統計法，其中包括平均數與標準差、卡方按定

等方法(29) 0 
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結果

將 SD-rat 以灌流方式取得肝細胞，每盤培養血中，約種1. 0

X 106個純細胞 1m1 ，再加入個l 含有 10%胎牛血清， 1% PSN 

antibiotic mixture , 1% G1utamine 之 Wi11iams E 培養基，而後

荳於 37 "c , 5% C02 之培養箱中培養， 12 小時後更換培養基(仍是

4m1) ，加入溶解好之烏嘻哈CGuamine)0.5mg/m1 , 1m1 於每盤中，

再宣入 inoubator ，分別於 1 、 2 、 3 、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 小時

取出培養血，收集培養溶液，再以尿酸時法及 HPLC 分析尿酸值，找

出烏嗓吟代謝的最大量的時詞，由圈 2 可知是培養後 5 小時 o

依肝細胞中有、無鳥嗓吟之加入，分別進行茶鹼、咖啡因以及

兩者同時存在下之實驗，並依不同濃度進行之。首先由表 1 知，當

Theophylline 單獨以 O. 1mg/ml 、 0.2 時Im1 及 0.4 mg/ml 的濃度

在肝細胞中 5 小時後取出溶液分析，無論是尿舊是晦法或 HPLC ，尿酸

值均商 Theophy11ine 的濃度倍數增加尚有漸次增加的情形 o 另一組

添加 Guanine 0.5 mg/ml 的實驗中，測出的尿竣值比單獨 Guanine

0.5mg/ml 時有意義的下降，但在 Theophylline 三種以倍數增加的

不同濃度中，其尿竣值亦漸次增加，但較之無 Guanine 之控制組的

尿舊金值仍然較低 o

表 2 是以 Caffeine 單獨以 O. lmg/ml 、 0.2 mg/ml 及 0.4 mg/ml 

的濃度在肝細胞中 5 小時後取出溶液分析，無論是尿萬史時法或 HPLC
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方法加以分析，尿酸值也同 Theophylline 的實驗有隨倍數增加而漸

次增加的情形 o 在另一組添加 Guanine 0.5 mg/ml 的實驗中，不論

是尿竣時法或 HPLC ，測出的尿酸值有意義的下降，而不論 Guanine

有或無的實驗，其尿舊金值有比 Theophylline 較明額的減少，這是值

得注意及探討的。

表 3 是以 Theophylline 和 Caffeine 同時各以 O. lmg/ml 、 0.2

mg/ml 及 0.4 mg/ml 的濃度在肝細胞中 5 小時後取出溶液分析，無

論是尿萬愛時法或 HPLC 按測，尿酸偉也有隨倍數增加而漸次增加的情

形。在另一組添加 Guanine 0.5 mg/ml 的實驗中，測出的尿酸值仍

然有意義的下降，但較之單獨 Theophylline 或 Caffeine 存在時較

偏高些，這其中要說明的是此兩物質的濃度是美單獨存在時之總牙口

，也即是表 3 的實驗中 Theophylline 和 Caffeine 的章是它們單獨

實驗時之牙口，因此，實際上它們同樣降低 Guanine 生成尿酸。

再探究 Guanine 降低尿稜之生成，以 HPLC 分析的結果，由表 l

中可知 Theophyl1ine代謝成 DMUA 的量有隨 Theophylline之濃度增

加而增高的現象。表 2 中 Caffeine 則代謝物 TMUA 的量有隨 Caffeine

之濃度增加而增高的現象而其斑UA 的量很小，因而未列入表中。表

3 中則同時有珈山及 TMUA 的代謝物，這些珈山及 TMUA 將是影響

Guanine 生成尿暖時的原因之一。
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討論

由以上結果額示，在鼠肝細胞中，茶驗及咖啡商有抑制烏嘻哈

代謝為尿峻的作用 o 為嗓吟是原核生物與真核生物的核甘竣〈核酸的

構造單位)中二個主要的嗓吟驗基之一[另一為腺嗓吟(adenine汀，

它會經由為嗓吟略(guanase)的作用分解成黃嗓吟(xanthine) ，再經

黃嘻哈氧化晦(xanthine oxidase)作用氧化為尿酸(見圖 3) 。在這

過程中，外加一些物質有時會發來尿酸值之增高的現象，研究者欲

找出其原因，而有了以下諸多研究內容 o

區ori ta(1l)在人類紅血球測驗 theophy11ine在次黃嗓吟-鳥嗓吟

磷酸核糖轉移略(hypoxanthine-部lanine phosphoribosy1trans一

ferase; HGPRTase)活性的影響，發現 theophy11i凹的濃度在超過

5mM時，才有輕微的抑制，而治療濃度只要 0.05-0. 1m蜓，因此，

theophy11ine 誘發血清中的尿竣值增高，是不能被解釋為 HGPRTase

受抑制的影響 o Yamamoto(30)也以人類紅血球測驗 theophy11 i 1站在

HGPRTase 、 5'一核甘酸聘任，一nuc1eotidase) 、腺嗓吟核甘去氯暴富等

(adensine deaminase)和嗓吟核甘磷稜化略(purine phosphory1ase) 

等的標吟代謝過程所需之略活性的影響，發現茶鹼不會影響核甘酸

的濃度，也不影響嗓吟代謝峙的活性，而 theophy11ine 誘發血清中

的尿酸值增高，可能是嗓吟降解所導致 o Ferrer(31) 1孔老鼠接受高劑

量的 Caffeine 做實驗，證明降f低￡了 i臨i鉛GPRTas倪e 的活性而有 Le仿sch…樹"呻叫-呻輔捌.輸酬.關

H陶yh泊an syndrome-1ike 行為(一種性聯遺傳疾病)出現 o Birkett(32) 
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研究治痛風藥 allopurinol 額示在人體內黃噁吟會將一甲基黃嗓吟

轉換成一甲基尿酸 o Nolan(33)研究 Caffeine在嘻哈代謝中有詩存在

時的作用指出， Caffeine 在人體內或體外有嗓吟代謝軍每存在下，有

抑制的作用，但 Caffeine 沒有干擾嗓吟的輸送過程。而甲基嗓吟(茶

鹼)是一種弱的嗓吟抑制劑。事實上，在第一部份作者提過，到目前

為止，學者們對 theophylline 誘發高尿舊金血症的機制，原因仍然不

胡作者為驗證烏嗓吟生成尿暖時，添加或服用 theophylline 、

Caffeine 會造成影響，而採不同檢測方法以期瞭解其原因 o

由圈 2 中，已知 Guanine 代謝的最大時問是 5 小時，實驗時以

此時間做為實驗物質由培養箱中取出培養基的時間，由表 1 、 2 、 3

中，有一共通點，即不論用尿舊交車每法或 HPLC 分析，尿酸值均隨加入

之物質濃度改變，當濃度越高時，尿舊金值也越高。而實驗組有如

Guanine 的，其尿萬愛值均有明顯的下降後，在隨加入物質之濃度改

變，也是濃度越高時，尿竣值也越高，但再高也低於單獨 Guanine

存在時，這額示無論是茶鹼或咖啡困在烏嚎吟生成尿萬愛上均有影

響，旦大部份其統計上的意義，也同時此兩者物質都會與黃嗓吟氧

化時作用，而與黃嗓吟顯然有產生競爭性抑制，也減少了尿酸的形

成 o

Theophylline 和 Caffeine 促使尿竣值偏高總歸有幾種可能原

因，除了上述幾種可能原因外， theophylline 、 Caffeine 與

Guanine 可能競爭黃嗓吟氧化疇，導致尿酸生成減少，而 theo一

phylline 、 Caffeine 的代謝物 DMUA 和 TMUA 干擾，導致偽陽性尿

稜值偏高;或 DMUA 、 T盟UA 生成後以脫甲基的方式形成尿暖，使尿竣
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增加， Birkett(31)的研究顯示甲基黃嗓吟可氧化成甲基尿酸，這印

證了第二種可能原因。第三種可能是 theophylline 和 Caffeine 先

就甲基後成為黃嗓吟 F 再與黃嗓吟氧化略作用而形成尿稜 o 而作者

以為 theophylline 和 Caffeine 存在下有降低鳥嗓吟生成尿暖的情

形，可能是 theophylline和 Caffeine與黃嗓吟競爭黃嗓吟氧化誨，

而導致尿酸生成減少，而 DMUA 、 T班UA 的存在干擾尿竣鵑法測出之

尿酸佳，導致高尿竣血症的尿舊金值增加而無痛風症狀的情形。
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表1.茶鹼(Theophy11ine)對 Guanine 代謝生成尿稜之影響

Uricase HPLC 

Treatmenta UA(mg/d1) UA(mg/d1) D誼UA

Norma1 0.56 + 0.15 0.37 + 0.06 

Theophy11ine(0.1mg/m1) 0.76 + 0.25 0.23 + 0.06 * O. 20 + 0.10 

Theophy11ine(0.2mg/m1) 0.96 + 0.32 0.37 + 0.06 0.17 + 0.06 

Theophy11ine(0.4mg/m1) 1. 10 + 0.17 * O. 在7 + O. 06 O. 17 + O. 06 

Guanine(0.5mg/d1) 1.23 + 0.21 1.07 土 0.06

Guanine(0.5mg/d1) p1us: 

Theophy11 ine(O. 1mg/m1) O. 53 + O. 06 * O. 50 士 O. 10 * O. 17 土 0.06

Theophy11ine(0.2mg/m1) 0.63 + 0.12 * O. 63 + 0.06 * O. 30 + 0.10 

Theophy11ine(0.4mg/m1) 0.97 + 0.35 0.73 土 O. 06 * O. 33 士 0.06

a: 利用 SD-rat 的肝細胞，每盤細胞數1. 0 x 106 ，宣 incubator 中

培養，於 Guanine 代謝 maXlmum 的時問 5 小時後，立刻收集溶液，

溶液取 100 ul 經由萃取(同第一部份之血清萃取方法〉後，打入

HPLC 分析尚待，另部份則以 Uricase 分析 o

b: 單ean + SD, n=3 , * P<0.05; compared with Guanine a10ne 

treated group. 
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表 2 咖啡囡 (Caffeine)對 Guanine 代謝生成尿酸之影響

TreatIRenta 

Norma1 

Caffeine(O. 1mg/m1) 

Caffeine(0.2mg/m1) 

Caffeine(0.4mg/m1) 

Guanine(0.5血g/d1)

Guanine(0.5mg/d1) p1us: 

Caffeine(O. 1mg/m1) 

Caffeine(0.2mg/m1) 

Caffeine(0.4mgl血1)

Uricase HPLC 

UA(mg/d1) UA(mg/d1) DMUA+T班UA

0.60 士 O. 10 O. 37 + O. 06 

O. 63 + O. 15 0.17+0.15*0.17 土 0.06

0.60+0.20 0.33+0.06 。 .17 士 0.06

0.63+0.21 0.40 + 0.10 0.20+O. 10 

1. 40 + O. 40 1. 00+O. 10 

O. 60 + O. 10 *趴在3 士 O. 06 * * O. 17 + O. 06 

O. 70 士 O. 10 * O. 53 + O. 06 * * O. 20 + O. 10 

0.87 士 O. 06 * O. 63 士 O. 06 * * O. 27 + O. 06 

a: 利用 SD-rat 的肝細胞，每盤細胞數1. 0 x 106 ，置 incubator 中

培養，於 Guanine 代謝 maXlmum 的時間 5 小時後，立刻收集溶夜，

溶液取 100 u1 經由萃取(同第一部份之血清萃取方法)後，打入

HPLC 分析而符，另部份則以 Uricase 分析 o

b: Mean + SD, n=3 , * P<O. 05; * * P<O. 01 compared wi th Guanine 

a10ne treated group. 
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表 3 茶鹼(Theophy11ine)與咖啡囡 (Caffeine)對 Guanine 代謝生成

尿萬愛之影響

Treatment
a 

Norma1 

lJricase HPLC 

UA(血g/d1) UA(mg/d1) D都A + TMUA 

0.53 + 0.06 0.40 + 0.10 

Theo. + Caf. (各 o. 1 mg/ m 1 ) O. 70 + O. 26 O. 36 + O. 06 • O. 1 7 士 0.06

Theo. + Caf. (各 0.2mg/m1) 0.67 土 O. 06 • O. 33 士 O. 06 o. 20 土 O. 10 

Theo. + Caf. (各 O. 鈕g/m1) O. 93 士 O. 15 • O. 67 + O. 06 • O. 23 + O. 06 

Guanine(0.5mg/d1) 1.42 + 0.21 1.07 + 0.06 

Guanine(0.5mg/d1) p1us: 

Theo. + Caf. (各 O. 1 mg/ m 1) O. 70 + O. 20 • O. 57 + O. 06 • • O. 1 7 土 0.06

Theo. 十 Caf. (各 0.2mg/m1) 0.87 士 0.15 • o. 63 + 0.12 • O. 20 士 0.06

Theo. + Caf. (各 O. 4mg/ m 1 ) O. 97 + O. 21 O. 67 + O. 06 • • O. 30 + O. 10 

a: 利用 SD-rat 的肝細胞，每盤細胞數1. 0 x 106 ，荳 incubator 中

培養，於 Guanine 代謝 maXlmum 的時間 5 小時後，立刻收集溶液，

溶液取 100 u1 經由萃取(同第一部份之血清萃取方法)後，打入

HPLC 分析而符，另部份則以 Uricase 分析 o

b: Theo. 表 Theophy11ine; Caf. 表 Caffeine

c: Mean + SD, n=3 , * P<0.05; * * P<O. 01; compared with Guanine 

a10ne 
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