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縮寫表 CAbbreviation)

iNOS lnducible nitric oxide synthase 

LPS Lipopolysaccharide 

SNP Sodium nitroprusside 

GSNO S-nitrosoglutathione 

SIN-l: 3-morpholinosydnonimine 

SNAP S-nitroso-N-acety卜DL-penicillamine

NO Nitric oxide 

詞。一 Nitroxyl anion 

NO+ Nitrosonium 

ONOO- Peroxynitrite 

O2-' Superoxide 

NOx NO' ，自Oz"，愧。3' N2。是

L-NA肥 NG-nitro-L-arginine methyl ester 
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中文摘要 (Chinese Abstract) 

近年來隨著工商業發達，人們生活水準也隨之提高，但車輛數量

與工廠密度偏高，導致長期空氣品質不住，容易影響到人類的健康。

例如空氣污染物之一的 NOx C 氮氧化物)被呼吸進入人體肺的深部，

可引起文氣管炎或肺氣腫，也會增加呼吸道阻力及氣喘發作比例。

另外，在大氣中的時20 氧化變成硝暖，是造成酸雨的潭、茵之一。

由於 NO 對免疫系統的細胞毒性及遺傳毒性很少被研究，所以本

研究以 RAW 264. 7 macrophages 為實驗標本，加入四種不同的 NO

donors ' 3-morpholinosydnonimine CSIN-l) 'S-nitroso-N­

acetyl-DL-penici llamine CSNAP) , S-ni trosoglutathione CGSNO) , 

和 sodium nitroprusside CSNP) ，或 lipopolysaccharide CLPS) 來

探討外生性附和內生性的對 RAW 264. 7 macrophages 的細胞一遺傳

毒性之影響，及觀察對細胞形態的改變。實驗方法包括有:微小

核法(遺傳毒性的指標) ，細胞核分裂像數 CNDI) 法 'MTT 分析法(細

胞毒性的指標) ，亞硝段鹽 CNitrite) 測量法， CPP32 測量法一等

方法 。 並進一步以自由基捕捉劑 (Catalase 和 Superoxide

dismutase) 和 Cytarabine CAra 一 C) 研究 NO 造成遺傳毒性之機轉，

是否和自由基 CROS) 或 DNA修復系統 (DNA repair enzyme system) 有

關?另外，也以 Lewis lung carcinoma CLL。為實驗標本，探討 SNP
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是否和 adriamycin 一樣可經由細胞凋亡 (apoptosis) 方式毒殺 LLC

癌細胞?

實驗結果顯示 RAW 264. 7 macrophages 經四種 NO donors (外生

性 NO) 處理後，均具統計意義地增加微小核頻率和降低細胞存活率，

四種 NO donors 在加藥 12 小時所產生之遺傳毒性最強，亦均會降低

RAW 26是. 7 macrophages 之間DI 佳，同時可測至11埠養液中 nitrite 的

釋放其統計意義地增加。這些結果顯示外生性的o donors 可經由的

產生細胞一遺傳毒性。此外， SOD 和 Cata1ase 會降低 SNP' SIN-1 和

SNAP 之遺傳毒性，卻不影響 GS悶，暗示 SNP , SIN-l 和 SNAP 增加微

小核頻率的機轉，可能和 superoxide ' hydrogen peroxide 有闕，

而 GSNO 可能和 superoxide ' hydrogen peroxide 無閥，但尚需進一

步的研究。四種自o donors 分別和 Ara - C 相加並不會進一步增

加微小核頻率，暗示 NO donors 不是經由的clslon … repairable DNA 

lesions 增加微小核頻率。另外， SNP , SIN-1 和 SNAP 分別與 Ara-C

相加，亦不增加細胞毒性，但 GSNO 具統計意義地對抗 Ara-C 對 RAW

264. 7 macrophages 的細胞毒性，可能和 GSNO 可解離釋出 GSH 有某

種程度上的關遠。

而在 RAW 264. 7 macrophages 給與 LPS 的安驗中，觀察到 0.3 和

1μg/ml LPS 有統計意義的增加微小核，而 LPS 處理 2 小時所產生之
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遺傳毒性最強。 LPS 需在 30μ g/ml 之高濃度才具統計意義的降低細

胞存活率，而 LPS 之細胞毒性可分別被 SOD ' Catalase 或 L-NA胞有

統計意義的降低。 LPS 亦具統計意義的增加 nitrite 之釋放，此作用

亦顯著的被 L NA阻降低，顯示 LPS 經由 iNOS 途徑產生 NO 0 根據

這些結果可推論 LPS 的細胞毒性和內生性的'superoxide 和 hydrogen

peroxide 有關。此外， SNP 和 LPS 均會明顯改變細胞形態。

為史進一步證實 NO 有抗癌的作用，所以使用 SNP 和 ADM 研究其

在 LLC 的細胞毒性: SNP 和 AD班皆具統計意義的降低 LLC 之細胞存活

率。 SNP 和 ADM 均會增加 CPP32 的活性，此增加活性之作用會被 CPP32

抑制劑 CDEVD-CHO) 所降低，所以 SNP 和 AD阻均以細胞凋亡方式殺

死 LLC 癌細胞。 結論是四種 NO donors 均純增加 RAW 264.7 

macrophages 之微小核頻率，降低其存活率和核分裂僻、數，又同時均

增加 NOz…之形成，所以此四種 NO donors 對 RA有 264. 7 macrophages 

均透過 NO 而產生細胞一遺傳毒性。由於其遺傳毒性不被 Ara-C 所加

強，但被自由基捕捉劑 CCatalase 和 Superoxide dismutase) 所減

弱 CGSNO 例外) ，所以其造成遺傳毒性之機轉和 excision-repairable

DNA lesion 無闕，而是經由含氧自由基 CROS) 造成 DNA 之斷裂或影

響紡織體功能而增加微小核頻率。 LPS 在 RAW 264. 7 macrophages 造

成細胞一遺傳毒性亦至少部分和 NO 之生成有關。
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英文摘要 CEnglish Abstract) 

There are limited data on NO-induced cytogenotoxicity in 

immune cells. In the present study, micronucleus assay, nuclear 

di vision index (ND I), MTT assay and cell morphology were assayed 

to evaluate cytogenetic toxici ties of different NO donors, 

3-morpholinosydnonimine (SIN-l ), S-nitroso-N-acetyl-DL一

penicillamine (SNAP) , S-nitrosoglutathione (GSNO) , and sodium 

nitroprusside CSNP) , or lipopolysaccharide (LPS) in RAW 264.7 

macrophages. On the other hand, NO release was determined 

spectrophotomertrically by measuring the accumulation of 

ni tri te in the cul ture medium. In order to approach the 

mechanisms of NO-induced genotoxicity, the genotoxic 

interactions of NO donors wi th cytarabine (Ara-C) or free radical 

scavengers CCatalase and Superoxide dismutase) were conducted 

in RAW 26也 7 macrophages ; the cytotoxic interactions of LPS wi th 

L-NAME, Catalase and Superoxide dismutase were also studies. We 

also assayed CPP32 activity of Lewis lung carcinoma CLLC) to 

clari fy SNP-induced apoptosis in LLC as posi ti ve contro l, 

adriamycin. 
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In the present study, all of four NO donors (exogenous NO) 

significantly increased MN fre司uency and decreased both cell 

viability in RAW 264.7 macrophages and NDI. At the same time, 

all of the four NO donors increased Nitrite concentration in 

cultureed medium in a concentration-dependent manner. In 

addition, the just incubation time of NO donors-induced 

genotoxicity in RAW 264.7 macrophages was 12 hr. These results 

indicated that NO donors induced cytogenotoxicity RAW 264.7 

macrophages via NO pathway. The data of genotoxic interactions 

showed that both SOD and Catalase attenuated the genotoxic 

effects of SNP, SIN-l and SNAP, but did not affect GSNO-induced 

genotoxicity. We suggested that the mechanism of Încreased 盟問

frequency of SNP, SIN-l and SNAP may invol ve wi th superoxide and 

hydrogen peroxide generation, but GSNO-induced genotoxici ty 

might be not with ROS, it needs to be further study. All of the 

four NO donors co-culture with Ara-C did not further increase 

閉起 frequency， suggested that NO donors did not cause excision -

repairable DNA lesions. Ara-C also did not affect the 

cytotoxici ty of SNP, SIN-l and SNAP. However, GS呵。 significantly
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decreased the cytotoxicity of Ara-C in RA有 264. 7 macrophages, 

it might be related to GSH was dissociated from GSNO. 

LPS at concentrations of 0.3 and O. 1μ g/ml LPS significantly 

increased 削 frequency in RAW 264. 7 macrophages, and the just 

culture time of LPS-induced genotoxicity was 2hrs. However, LPS 

only at high concentration of 30μ g/ml significantly decreased 

cell viabi 1 i ty. In addi tion SOD, Catalase or L-NAME 

signif icantly decreased LPS-induced cytotoxici ty, respecti vely. 

LPS also significantly increased ni tri te concentration in medium, 

this effect of LPS was rr血narkedly decreased by L-咿哨一戶甸伽ωω引.ωω“-甸峭

suggested t廿hat LPS produced NO through iNOS pathway. According 

to these results , we suggested that LPS-induced involved with 

generation endogenous NO, superoxide and hydrogen peroxide. In 

the present study, we observed SNP and LPS markedly changed the 

morphology of RAW 264. 7 macrophages. 

In order to further confirm the antitumor effect of NO, the 

cytotoxic effect of SNP and ADM in LLC was conducted using 班TT

assay. Both SNP and ADM signi f icantly decreased viabi 1 i ty of LLC. 

In addi tion, both SNP and AD臨 increased CPP32 acti vi ty, and this 
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effect decreased by CPP32 inhibi tor (DEVD-CHO). 1 t appears that 

SNP induced apoptosis of LLC as AD旺

In conclusion, we have shown that all of the four NO donors 

significantly increased 班N frequency , decreased cell viability 

and ND I, even SNP changed cell morphology of RAW 264.7 

macrophages. All of four NO donors also increased of nitrite 

concentration in medium at the same time. Accordingly, all of 

four NO donors induced cytogenotoxici ties via NO formation 

pathway in raw 264. 7 macrophages. However, NO donors-induced 

genotoxici ty did not potentiate by Ara-C, but attenuated (except 

GSNO) by free radical scavengers (Catalase and SOD). 1 t appears 

that the mechanism of NO donors-induced genotoxicity did not 

invol ve wi th excision-repairable DNA lesion, they induced 

genotoxici ty via production of oxygen free radicals. In addi tion, 

LPS induced cytogenotoxicities in RAW 264.7 macrophages, which 

is, at least in part , due to NO and oxygen free radicals 

genera t i on. 
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緒論 Clntroduction)

NO donors ' LPS 及相關藥物。

近年來隨著工商業發達，人們生活水準也隨之提高，但車輛數量

與工廠密度偏高，導致長期空氣品質不佳，容易影響到人類的健康。

例女口空氣污染物之一: NOx C 氮氧化物)被呼吸進入人體肺的深部，

可引起文氣管炎或肺氣麓，也會增加呼吸道阻力及氣喘發作比例。

另外，在大氣中的 NOx 氧化變成磷酸，是造成酸雨的原因之一。

由於 NO 對免疫系統的細胞毒性及遺傳毒性很少被研究，所以本

研究以 RA官 26也 7 macrophages 為實驗血odel '加入四種不同的 NO

donors 或 LPS 來探討外生性附和內生性 NO 對 RAW 26也 7 macrophages 

的細胞毒性或遺傳毒性之影響，由於比四種 NO donors 皆會釋放 NO ' 

但結構式皆不舟， SNAP 和 GSNO 皆含 S-NO 基圈。另外 'S即在光線

存在下才能釋放悶。既然比四種 NO donors 之物性，化性有所差異，

所以吾人選用此四種 NO donors 探討其在細胞一遺傳毒性之差異性。

以下就四種 NO donors 及相關藥物之研究簡介如下:

1. Sodium nitroprusside (側的

SNP 的分子量為 261.叭，粉末走紅棕色，可溶於水，在溶液中會

通光分解釋放的 CBates et a l., 1991) 。結構式含有一個亞鐵離子

中心，和 5 個 cyanide 分子及一個 ni trosyl (的一)基聞形成化合物，
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分類上屬於 Inorganic iron cornp1ex 。自 1928 年，人們就已經知道

此藥為一種有效的抗高血壓藥物，但直到 1955 年其藥效才被確定。

本品是強力的抗高血壓藥之一，因作用期短，所以局限於治療緊急

性高血壓。和其他血管鬆他劑不同處，在於它對於靜脈及動脈兩者

血管壁皆有鬆?也作用。 SNP 之降血壓功能是其在血管內皮細胞可產

生 ni tric oxide ' 然後j舌化血管平滑肌之思1any1y1 cyc1ase 而增

加細胞內 cGMP 濃度，進而舒張血管。 SNP 可經由肝臟代謝，產生

thiocyanate 。 由於 thiocyanate 是由腎臟排除，自此腎臟功能不

良的病人須小心 thiocyanate 因不易排洩'造成積蓄在體內而中壽。

臨床上常用來治療高血壓危急，充血性心衰竭，心肌投塞。

SNP 對細胞或組織毒性之相關研究如下:

Ioannidis and Groot (1 993) 將 5叫1 SNP 和 Fu5 ra t hepa torna ce 11 s 

一起堵養 8 小時，會降低細胞內 LDH ~舌性，導致細胞傷害。 Vo1k et a l. 

(1 995 )將 Sinusoida1 rat 1 i ver 內皮細胞分別和 5rr說 'lOrnM和 20副部P

一起培養 6 小時，測量 1actate dehydrogenase (LDH)活性，皆呈現

時間一依賴性增加細胞毒性 o Niknahad and O'Brien (1 996) 將 rat

hepatocytes 和 2rnM SNP 一起培養 2 小時，測量 trypan b 1 ue uptake ' 

顯著的增加細胞毒性。 B1ackburn et a l. (1 998) 將 hurnan g 1 i orna ce 11 

1 ine 和 O. l-l rnM SNP 一起培養是8 小時，以 clonogenic surviva1 
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assay ，呈現濃度一依賴性降低存活率。 Nakazawa et a1. (1997) 將

民G108-15 ce11s 和 10-100μ 服 SNP 一起培養 M 小時，會造成 LDH 釋

放和 DNA 斷裂。

2. 3…rnorpho1inosydnonirnine CSIN-l) 

SIN-1 的分子量為 206.63 '可溶於水(> 10rng/m l) ， 需避光儲存，

可作為闊的來源。SIN-1 在水溶液可分解成悶和 O2\ (Fee1 isch et a l. , 

1989) ，因而造成 Peroxynitrite 的形成 (Fee1isch， 1991)' 容易傷

害細胞。可見光比避光處理較能促進 SIN-1 釋放 NO (Ullrich et a l. , 

1997) 。結構式含有 morpholine 基圈，分類上屬於 Sydnonimines 0 

SIN-1 對細胞或組織毒性之相關研究如下:

1 sh i i e t a 1. (1 999 )將牛主動脈內皮細胞和 250-1000μ 討 SIN-1

一起培養 2是小時後，會呈現濃度一依賴性的增加 LDH 釋放，導致細

胞死亡。 Ioannidis and Groot, (1993) 將 rat Fu5 hepatoma ce11s 

分別和 2mM、 5mM SIN-1 一起垮養 8 小時，皆會降低細胞內的 LDH ;.舌

性，導致細胞傷害。 Gow et a1. (1998) 以牛肺動脈內皮細胞或牛上

皮細胞各自耳暴露 SIN-1 18 小時和 8 小時，皆會劑量一依賴性降低細

胞存活率。 Gergel et a1. (1 995) 加入 1訓 SIN-1 和 3mM SIN-1 處

理 human hepatoma ce11 1ine (HepG2) 。一 24 小時，以服TT assay , 

發現均會時間依賴性的降低細胞存活率。 Ostrowski et a1. (1992) 加
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入高濃度 (500μ恥的 SIN-1 和 RAW 26生 7 macrophages 一起玲養在

小時，並未發現附會負臼饋調節 NOS 的功能 o Volk et al. (1 995) 

給予 Sinusoidal rat liver 內皮細胞與 1mM、 2m盟和 5mM SIN-1 一起

培養 6 小時，測量 LDH 活性，皆呈現時間一依賴性增加細胞毒性。Nishio

et al. (1996) 給予白兔主動脈平滑肌細胞 100μ 說 SIN-10-12 令時，

分析 DNA ladder 情形，則呈現時間一依賴性增加 apoptosis 0 

3. S-nitroso-N-acety1-penici11amine (SNAP) 

SNAP 的分子量為 220.2 '可溶於閃SO (57. 5mg/ml) 或水

(2. 1mg/mD 0 是一種強的血管擴張劑， ln VIVO 給藥時會釋放 NO 0 結

構式中含有 S - NO 基盟和 acety1penici llamine '分類上屬於 S­

ni trosothiols 0 

SNAP 對細胞或組織毒性之相關研究如下:

Ioannidis and Groot. (1993) 將 1mM SNAP 和 Fu5 rat hepatoma 

cel1s 一起培養 8 小時，會降低細胞內的 LDH i舌性，導致細胞傷害。

Gergel et a l. (1 995) 將 human hepatoma cell 1ine HepG2 細胞和

1mM SNAP 或 3的1 SNAP 一起培養位小時，以阻TT assay ，發現均會降

低細胞存活率。 Volk et a l. (995) 將 sinusoidal rat liver 內皮

細胞和 1甜、 2訓、 5mM SNAP 一起培養 6 小時，測量 LDH 活性，皆呈

現時間一依賴性增加細胞毒性。 Nakazawa et al. (1997) 將闊的8-15
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ce11s 和 100 μ 班 SNAP 一起培養江小時，會造成 LDH 釋放增加的細

胞毒性。 Hirano. (1 998) 將 SV40T2 cells C type II epi the1 ia1 ce11 

1ine) 和 500μ 阻 SNAP 一起培養 2是小時，以單TT assay ，其存活率

下降且 DNA 有斷裂的現象。 Nishio et a l. (1 996) 給予白兔主動脈

平滑肌細胞 10-100μ 班 SNAP 24 小時，分析 DNA 1adder' 呈現劑量一

依賴性增加 apoptosis 0 Dobashi et a l. (1 997) 將 rat C6 gl ia1 cells 

和 50-100μ 推 SNAP 一起垮養 24 小時，其細胞體內抗氧化酵素

(cata1ase ' GPx ;f口 Mn-SOD) 會降低。眠。e11ering et al. (1999) 將。一

500μ 阻 SNAP 和牛主動脈內皮細胞一起玲養 12 小時，會劑量一依賴性

的增加 GSH 0 

4. S-nitrosoglutathione CGSNO) 

GS闊的分子量為 336.3 '可溶於水，作為間的來源。結構式中

含有 S 一 NO 基團和 glutathione '分類上屬於 S-ni trosothio1s 0 

GSNO 對細胞或組織毒性之相關研究如下:

De1aney et a1. (1997) 將 HIT-T15 cells 和 0-1000μ 班 GSNO 一

起培養位小時，使用 [3HJ thymidine incorporation 和 Comet assay , 

GSNO 會呈劑量一依賴性抑制 DNA 合成和 DNA 傷害。 Saker et a l. (1995) 

給予 canlne 靜脈內皮細胞 100μ 旺 GSNO 48 小時，會抑制細胞的增生

能力。 Memβmereta l. (1 995) 將 RAW 264. 7 macrophages 和 l訓 GSNO
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一起培養。-25 小時，分析其 DNA ladder' 會呈琨時間一依賴性的增

加 apoptosis 。他donegui et a l. (1 999) 在 neutrophils 中給予 100

μ 阻 GSNO 一起培養 18 小時，以螢光顯微鏡和f10w cytometry ，發現

有細胞凋亡的現象。

5. Lipopolysaccharide (LPS) 

Pfeiffer 和 Centanni (1 892) 所發現並命名為 endotoxin ' Boi vin 

(1 930 )利用 trichloroacetic acid 技術萃取出，Westphal 和 Luderitz

(1泌的純化出 endotoxin 的活性部份一 LPS 0 LPS 在革藺氏陰性菌

引起敗血症的角色在 1970 年代被證實。 Endotoxin 是由

polysaccharide 和脂肪 lipid A 所構成，會刺激 macrophage 產生三

類強力 mediators一例如蛋白質(如 TNF一位 'IL寸， IL-6' IL-8 一等) , 

含氧自由基和脂質(如 PG丸， TXAz ' PAF 一等)。可能經由三種方式

(Rietschel and Brade, 1992) 產生 mediators 第一. LPS 先和

Lipopolysaccharide - binding protein (LBP) 結合，然後活化 CD14

receptor 1史巨噬細胞產生 mediators 0 第二. CD14 ~'舌化後使第二受

體 (LPS receptor) 活化。第三.不經 LBP 或 CD14 receptor 的幫助，

LPS 可能直接活化受體。

LPS 對細胞或組織毒性之相關研究如下:

Abate and Schroder. (1998) 將 murine J77是. lA macrophages 和
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0.001-30μ g/ml LPS 一起培養 24 小哼， 以間γr assay ，會呈現劑量

一依賴性的增加細胞毒性。 Hirano. (1 998) 將 SV40T2 cel1s (rat 

pulmonary type rr cell 1 ine) 和 0.002-2μ g/ml LPS 一起培養 24

小時，造成劑量一依賴性的增加 DNA 斷裂。 Hortelano et al. (1 999) 將

mice peritoneal macrophages 與 200ng/ml LPS 和 10U/ml IFN一 γ 一

起培養 24 小時，以 Flow cytometric analysis' caspase assay 和

DNA ladder 分析，發現會造成細胞凋亡。 Paul et al. (1997) 以 LPS

OC50 : O. 05 士 O. 03μ g/ml) 和 murine RAW 26在 7 macrophages 一起

培養 2是小時，會抑制 DNA 合成。

6. Superoxide Dismutase (簡手再 SOD)

首先由美國學者班cCord 和 Fridovich 等人(1969) 從牛紅血球中

發現並成功萃取出，是一種具有抗氧化活性的高分子酵素，以 O2…作

為受質進行清除反應，結構有氛基梭的特徵，其輔助自子為金屬離

子 (Cu2+ , Zn2十 ， Mn2+ , Fe的，常以金屬贅合物的形式存在。依金屬離

子的不同 , 可將 SOD 分為 C印u' Zn一SOD' 阻站Mn-吐甘1"鳴一令‘"鞠ω一‘旬"“可吩嘲-

其他生物酵素比較起來其捏化性質包括有較高的熱穩定性，較高的

pH 穩定性，會吸收 280nm 紫外光波長，對氧化物，還厚、劑敏成一一等。

7. Adriamycin 

此化合物是從 S. peucetius 之變種 caeslus 的均養基穫得的，所
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得的橘紅色針狀物可溶於水及醇中。當溶液 pH 值大於 9 時，橘紅色

溶液會變成變成藍索色。 AD阻已經成功使用於減緩急性血癌，官i1ms

氏瘤，以及小細胞性肺癌一等。與其他藥物的配合療法正在發展中，

以治療某些特殊癌症。劑量一限制性中毒包括:骨髓抑制及心臟毒

性。 Sk1adanowski and Konopa. (1993) 加入 O. 98μ 明 adriamycin 和

murine HeLa S3 ce11s 一起垮養 3 小時，分析其 DNA 1adder' 有細胞

凋亡的現象。

Lin et a1. (1998) 以體外微小核實驗，指出 SNP 會造成 g12 cell 

1 ine 遺傳毒性。 Gurr et a1. (1988) 也以體外微小核實驗，證實 SNP

會造成 CHO-Kl ce11s 遺傳毒性。另外， Sewerynek et a l. (1 996) 以

體內微小核實驗，指出 LPS 會造成大鼠之骨髓和末稅，血液細胞遺傳

毒性。的對人類毒性和其他動物毒性稅，被了解，但仍有許多地方尚

待研究。例如 NO donors 或 LPS 對免疫細胞之細胞一遺傳毒性及其機

轉，大多數未被研究清礎，所以本研究以 RAW 26也 7 macrophages 作

為實驗細胞模式，加入不同的 NO donors (S蹄， SIN-l ' SNAP 和 GSNO)

或 L時，以阻TT assay 及微小核法，來觀察這些藥物對兔疫細胞的細

胞毒性和遺傳毒性之影響。再以 NO donors 產生微小核的實驗條件

下，加入 Griess reagents 測量 nitrite' 探討微小核的生成是否和

民。有關?芷藉由同時加入的o donors 和 Cata1ase 及 SOD 來探討造成
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細胞毒性和遺傳毒性的機轉是否和自由基有關?另外籍由 NO donors 

和 Ara 一 C 問時加入來探討造成遺傳毒性的機轉是否和 DNA 修復系

統有關?且以 NDI 法和 MTT 法探討其細胞毒性。再者，力。入 LPS 分

別以微小核法和 MTT 法分析其細胞一遺傳毒性。並藉由同時力。入 LPS

和 Catalase 及 SOD 來探討造成細胞毒性的機轉是否和自由基有關?

且以 LPS 造成細胞毒性的實驗條件下，加入 Griess reagents 測量

的 tri te '並探討 L-NA她是否會減少間的產生?期望本研究結果能

將內生性的或外生性 NO 對免疫細胞之細胞一遺傳毒性及其機轉，提

供較完整的資料。另外，的也具有殺腫瘤細胞的能力，所以本實驗

以 SNP 及的血來探討其在 LLC 之細胞毒性，以及是否經由活化 CPP32

活性而造成 LLC 細胞凋亡?

二. Macrophage 

l.位置與起源

由 1908 年諾貝爾生理學或醫學獎得主 Metchnikoff 於 1882 年觀

察海星幼蟲所發現的。在人體中巨噬細胞是由骨髓造血運動中的單

核球分化而來，它可分為自由移動和自定位置的兩類巨噬細胞，依

其所在位置命名，例如肝臟的 Kupffer cells '肺臟的 Alveolar

macrophages '腹腔的 Peritoneal macrophages' 腎臟的 mesangial

cells 以及腦部的 microglia cells--等。
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2. 形態特性

在細胞培養中，血清本身對巨口笙細胞走一種刺激因子，它能誘導

巨噬細胞分化，表現為:細胞體積增大，細胞形態從接種時的球形

變成多形態。用掃描電子顯微鏡觀察，依形態可將激活巨噬細胞分

成兩大類:第一大類呈球形或卵園形，貼壁面積小，稱為球型巨噬

細胞。另一類細胞平展銷閉，貼壁面積較大，稱為伸展型豆噬細胞。

有人認為球型巨噬細胞為 G2 日兔期與 G1 早期及問期細胞，而伸展型

巨噬細胞為 G1 晚期及 S 期與 G2 早期細胞。伸展型巨噬細胞的多種

形態可能與細胞的吞噬與運動有關。巨噬細胞的細胞質含有相當大

的高爾基氏體 'r眩， sER '粒線體，分泌小泡，以及分解小體。活

化的巨噬細胞會生成 NO (Hi bbs et a l., 1988; Mar 1etta et a l., 1988; 

Stuehr et a l., 1989) ，參與對抗腫瘤細胞 (Stuehr and Na than, 

1989) ，病毒，細胞內外微生物 (Hibbseta l.， 1988; Nathan, 1982) 

和其他外來物的細胞毒性作用。另外， Ischiropou1os et a1. (1992) 

證實活化的 macrophages 會形成 peroxyni tri te '而造成細胞傷害。

3. 分泌產物及其作用

巨噬細胞具有吞噬作用，抗原處理，釋放細胞激素一一等功用。

在血液中的半衰期約 2-3 天，會被 LPS ' Cytokines 和發炎調節目子

所活化 (Adams and Hami1ton, 198往)成為活化的巨噬細胞而分泌很
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多媒介物 (intermediates) ，捕體成份，酵素，自由基，其分子量

小至 17D '大至 720000D 。包括 cytokines ' 1ysozy肘， neutra1 

proteases ' acid hydro1ases ' bioacti ve lipids ' ROS 一一等物質

(Nathan et a1., 1980; Nathan, 1982; 1987; Sibille and Reyno1ds , 

1990) ，而影響免疫手口發炎反應 (Takemura et a1. , 1984)' 具有

抗微生物 (Murray et a1., 1980)' 殺腫瘤作用 (Nathan and 

Co恤， 1980) 。肺臟的 A1veo1ar macrophages 具有殺菌活性，發炎活

性和調節肺的恆定性(其olian and Scheu1e, 1990) 。

4. RAW 264. 7 macrophages 

RAW264. 7 來自 BAB/c strain mouse' 屬於 A-MuLV (Abe1son murine 

1eukaemia virus) 的tio1ogy ，對 ng/m1 劑量的 LPS 有敏成性，可促

其分泌下列物質包括有 tumoricida1 factors ' cachectin' 55KDa 

suppressor factor (lymphocyte regu1ators) , p1asminogen activator 

(neutra1 proteases) 。 豆噬細胞之功能可用下子'1 方法測試 (Dean et 

a l., 1982) (1)腹腔內的著 (resident) 細胞之數目， (2) 吞噬

能力 (phagocytosis) , (3) 1 ysosoma 1 酵素， (的對腫瘤細胞之毒殺

作用， (5) 網狀內皮系統捕捉碘-125 標示 trio1ein 之能力。

三. Ni tric oxide 

1.一氧化氣在藥理及免疫學上的研究回顧
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班urad (1977) 發現的可以活化 guany1ate cyc1ase '比酵素可將

GTP 轉化成 cG肘，而 cGMP 的增加與平滑肌的舒張有關。史進一步提

出 nitroprusside 和 nitrog1ycerin 的血管鬆拖機轉，與闊的釋放

有關 o Furchgott 與 Zawadzki (1980) 發現 ACh 可使先以 NE 收縮後

的主動脈產生鬆他作用，而此種血管擴張作用必須有完整的內皮細

胞才能完成，因為內皮細胞會釋放一種 endothe1ium-derived

relaxing factor (EDRF) 0 Palmer et al. (1 987) 與 Ignarro et a l. (1 987) 

進一步證明 EDRF 就是悶。 1992 年 Science 把 NO 選為 The Mo1ecular of 

the Year (年度風雲分子)。而在免疫學上的發現，班agee 和 Barnes

(1 956) 發現硝製食品的磷酸根會在體內轉變成硝基化合物的致癌物

質。 Green et a l. (1 981) 發現體內的硝酸板來源不只是食物，人拉

肚子期間的尿液和注射 endotoxin 的大鼠都會排出大童的硝酸板。

班ar1 etta et al. (1 988) 和 Hibbs et a l. (1 988) 不約而同證實經

macrophages 可產生的而發生免疫和發炎反應。班arletta et 

al. (1 988) 發現先天性缺乏 macrophages 的小鼠排泄很少的磷酸板，

經 endotoxin 和 γ-interferon 處理的五噬細胞，開始產生硝酸板。

從其他實驗發現巨噬細胞產生硝敢根需要 arglnlne '由此證明巨噬

細胞內的一種特殊的酵素，可將 arglnlne 變成 ci trull ine 和不穩定

的中間產物一間，再轉變成亞硝自炙手良及磷酸板。 Hibbs et a l. (1 987) 將
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主噬細胞和腫瘤細胞一起玲養，若 medium 缺乏 arglnlne '巨噬細胞

就沒有殺死腫瘤細胞的能力，並發現第一個 NOS 抑制劑-arglnlne 的

甲基衍生物，只要加入比抑制劑，巨噬細胞就無法生成悶，也沒有

殺死腫瘤細胞的能力。

2. 閥的基本性質

NO 是一種簡單氣體分子(分子量: 30) ，本身極不穩定，具有很

強毒性的氣體自由基(帶有奇數電子) , 容易通過細胞膜。在生物

系統中的 NO 半衰期大約有在一50 秒 CMcCa11 and Va11ance, 1992 

Ignarro, 1989) 。闊的來源、有兩種:一種走內生性悶，另一種是外

生性悶。內生性即是生物體經物理，化學或機械剝激活化的 nitric

oxide synthase CNOS) ，以 L -arginine 為受質，並在 FAD' FMN' NADPH 

等輔因子協助下，生成 L- ci tru11 ine 及釋放 NO 而來。外生性 NO 走

來自環境中的空氣，食物或使用藥物。在體內間的來源細胞有:神

經細胞，血管內皮細胞悅。ncada et a l., 1988)' 嗜中性白血球

CWright et a l., 1989) , 巨噬細胞 CStuehr and Mar1etta, 1985) , 

肥大細胞，平;骨肌細胞…等。內生性的已知可與血液中白蛋白，血

紅素 'G紹， cysteine' tyrosine 結合。即是一個重要的生物調節

分子，有許多生理作用包括:擴張血管調節血壓 CRees et a l., 

1989) ，殺微生物和抗腫瘤活性 CHibbs et a l., 1987) ，傳遞神經
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系統 (Bredt and Snyder, 1989) ，免疫系統及血管等細胞信息，和

抑制血小板凝集 (Radomski et a l., 1990) 。的量的多寡牽涉到

保護或傷害作用。 Nitric oxide 有保護作用(抗氧化，抑制淋巴球

黏著，對抗 TNF 毒性) ，調節作用(血管張力，細胞黏著，血管滲

透性，神經傳遞 (Bredt and Snyder, 1989) ，支氣管擴張，抑制血

小板黏著 (Radomski et a l., 1990) ，兔抑系統，腎功能。過量的

NO 產生有害作用，包括酵素功能，引起 DNA 傷害，引起脂質過氧化，

增加輻射， Alkylating agents '毒性金屬的敏成性，排空抗氧化劑。

3. 闊的毒性

的對細胞核的傷害 (Kroncke et al. , 1997) 包括有:造成 DNA

傷害(例如 G-C • A-T transi tions ' DNA 股斷裂， p53 的表現， PARP 

的活化)和抑制 DNA 修復酵素。有ink et al. (1991) 發現，在生搜

出值下， NO 能造成去氧核酸及完整 DNA 上鹼基的 deamination '而

ni trog1ycerin (能釋放闊的化合物)也具有使 S. typhimuri um TA1535 

transition (C-G →下的突變的能力。 Nguyen et a l. (1 992) 證

實的也能導致認6 cells 單股 DNA 斷裂。Zhang et al. (199往)指

出的會刺激 PARS; 而ly (adenosine 5'一-d i phosphor i bose) syn the tase 

的 ADP-ribosylation 活化使用導致神經細胞毒性。 Isomura et a l. 

(1 98的在體內實驗中，將鼠肺細胞日暴露至11 r葛濃度的的 (27 ppm) 和
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的2 '都會引起 chromosome aberra t ì ons '而造成肺部細胞的突變，

證實的和 N02 能早!起突變。 Arroyo et al. (1 992) 使用 S. typhìmurìum 

TA1535 測試間的突變力峙，發現的會隨著R暴露時間及劑量的增加，

突變比例也隨之增加，但悶的毒性可被一些抗氧化劑或自由基捕捉

劑如 BHT ' ß - carote肘， α- tocopherol 所抑制。在幾個不同 cell

1ìnes (Kroncke et a1. , 1993; Ionnìdìs and Groot, 1993; Lìpton et 

al., 1993; Burney et al., 1997) 和其他研究標本中，包括細萬

(Green et al., 198是 Routledge et al., 1993) ，哺乳動物細胞

(Rout1edge et a1. , 1993; Nguyen et al. , 1992; Zhuang and Wogan, 

1997) 和 in vìvo mouse model (Gal and Wogan, 1996) 一等， NO 已

經被證實的確會引起毒性或產生突變。

是. NO 與氧或含氧自由基的反應

(1)與合氧自由基的反應

在體外實驗中，附和 O2弋會快速反應產生 ONOO 和 0日. (Beckman et 

a1. , 1990 ; Stam1er et a1. , 1992 ; Huìe and Padmaja, 1993) 。

NO + O2弋一一-.. ONOO一

ONOO可 +W一-.. ONOOH 

ONOOH ……抄 OH- + N02. 

(2) 與氧的反應:
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NO 和氧會反應產生 N02' ，而 N02' 會和几03 ， N204 保持可逆的平

衡 (Mar1etta et a1. , 1988) 。

2NO' 十 O2 一一量~ 2N02' 

2N02 '"，一抄 N204 一一抄 NO…2 + NO-3 + 2W 

N02' + NO' ~ N203 …-. 2NO】2 十 2H+

5. 頁。遺傳毒性的可能機轉

有學者指出，闊的遺傳毒性可能由於使 DNA 的 purlne 或

pyrimidine 鹼基 deamination (官ink et al., 1991; Nguyen et al. ; 1992) 

或影響 po1y (ADP-ribose) synthetase 的活性所造成(Zhang et al. , 

199是)。其機轉可分為直接與問接傷害兩種，敘述如下:

(1)直接傷害

的的衍生物 (N02 ' ，几丸，和 N20哇)會直接造成 DNA 傷害，包括

DNA bäse deamination' peroxyni tri te - DNA 鍵結物的形成和 DNA

單股斷裂。

(a) DNA base deamination (Wink et al., 1991; Nguyen et 泣， 1992) 

在生理 pH 1.章 'NO衍生物(即2' , N203 ，和自20哇)使 DNA deamination ' 

使細品和哺乳類細胞突變。 NO 也可經由 nitrosative deamination 

引起 DNA 傷害 (Wink et a1. , 1991; Nguyen et a1. , 1992) ，而 N02'

會引起 DNA 單股斷裂 (Gorsdorf et a1. , 1990) 。
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(b) DNA oxidation (Beckman et a l., 1990; Tannenbaum et 此， 1994) 

的經一連串的下遊反應會形成的oo-{口 OH' (Beckman et a1., 1990; 

Tannenbaum et a1. , 1994) 而引起氧化性 DNA 傷害。 Yermi 10v et a1. 

(1 995) 亦指出 peroxynitrite 會使 DNA 之 Guanine base 受硝酸化而

造成 DNA 傷害。

(2) 問接傷害

的反應性物種與 amine'thiol 和 lipids 一等其他分子交互作用，

才間接產生遺傳毒性。

(的 N-nitroso 化合物的形成和活化(旺iwa et a1., 1987; Liu et a l., 

1991; Li u et a1., 1992) • a1kylate DNA 

N203 與 2 紋，是級 amlnes 反應會形成的trosa血ines (屬於 N-nitroso

化合物)。的一nitrosamines 已知是一種化學性致癌劑，會代謝成強

親電子性;晚基化劑，可以和 DNA 的親核性位置 (guanine 的 N7 和 06

位置和 adenine 白色 N-3 位置)反應。在 DNA replication 期間， N­

nitrosamines 最常使 0日- substi tution 和 G • A transitions 而引

起突變 (Marnett and Burcham, 1993) 。另外，在活化的豆噬細胞垮

養液中加入 morphol ine 也可測到 N-nitroso compounds (班arletta，

1988; Miwa et al. , 1987; Iyengar et al. , 1987) ，此 nitrosation

反應可被維生素 C 和尿梭所抑制 (Kosaka et al. , 1989) 。
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(b) Nitrosothio1 的形成

氧化性附和含有 su1fhyldry1 的 peptide 反應會形成

Nitrosothio1s 0 Nitrosothio1s 釋放的的能力和半衰期會被

Transition meta1s 或 free thio1s 所影響。 Glutathione CGSH) 是

細胞內最重要令 sulfhydry1 的代表，最近已經證明

nitrosoglutathione 和還原型的 GSH 交互作用，會主主成有害的 NH3 釋

放 CSingh et a l., 1996) 0 N i trosothiols 也能和蛋白質的 su1fhydryl

基圈反應而改變一些物質的功能，包括有:離子管道 CLipton et a l. , 

1993 Broi llet and Firestein, 1996)' p2Fas CLander et a l., 

1995) 'phosphotyrosineproteinphosphatase CCasclli eta l., 1994) 

和 cyc100xygenase CHai jar et a l., 1995) 一一等。 GSNO C 屬於

Nitrosothio1s 的一種)會造成 epi the1 ial cells CForrester et a l. , 

1996) 'RAW 26哇. 7 macrophages CMessmer et a1. , 199是;班essmer and 

Brune, 1995) ，和 rena1 mesangia1 ce11s 一一等細胞，核染色質濃

縮， DNA 1adder 和 p53 蓄積，而產生細胞凋亡。

(c) DNA 1ioid-peroxidation-intermediates 

Peroxynitrite 和 DNA' 結質反應而形成 DNA-reactive lipid­

peroxidation-intermediates '會引起路質過氧化 CRadi et a l., 

1991) 。
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(d) DNA repair enzymes 的抑制

NO 也會抑制一些 DNA 修復酵素的活性 CLava1 and Wink, 199是;

Wink and Lava1 , 199的。在 aerobic 情形之下， NO 會調節 DNA 修復

酵素- Formamidopyrimidine DNA glycosylase C 簡稱 Fpg protein) 

內鈴手指之 thiol group 受 ni trosation '而不可逆的傷害 DNA 修復

酵素… Fpg protein CWink and Lava1 , 199鈞。除此之外，的也能

抑制。6-methylguanine DNA methyl transferase CLaval and Wink, 

199是)。最近， Graziewicz et a l. (1 996) 將附和 T4 DNA 1 igase C在

DNA 複製，修復和重組期間所需要的一種酵素。)一起培養後，發現

1 igase ~.舌性會被抑制，可能和 T4 DNA 1 igase 之活性位置 lysine

residue 被不活化有關。

6. p53 和 NO-driven apoptosis 

p53 是腫瘤抑制蛋白，其重要性在於維持基因 integri ty ，作為

基目的 guardian 以監測細胞 DNA 的 state 。一般而言，半衰期很短，

正常情況下在細胞質中無法測得到或只能測到少量 p53 蛋白質。 DNA

傷害後會引起大量的 p53 蛋白質產生，導致細胞停止在 cell cycle 

之 check poi肘，而進行 DNA 修復，如 DNA 無法修復則會進行細胞凋

亡CKastan et al. , 1991) 。在很多腫瘤細胞生長發現 p53 消失或突

變，而高濃度的 NO 也會引起 wild-type p53 蓄積(目的smer et al. , 
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1994; Forrester et a l., 1996; Ho et a l., 1996) 和細胞凋亡

(Messmer et al. , 199生 Ho et al. , 1996; Fehsel et a1. , 1995) 。

NO 已被證實在 RAW 264. 7 macrophages 和 RINm5F cells 中經由的3

造成細胞凋亡 (Messmer et a1. , 199吐; Meβmer and Brune, 1996) 。

另外， Sylvie et a l. (1 997) 指出的也會使 p53 的功能及結構產生

變異，當 p53 受到傷害時， cell cycle 可能會受到影響，造成突變

細胞增生。

四.班icronuclei

1.形成原茵

遺傳毒性劑，生理性藥劑，或致癌劑引起染色體斷裂 (clastogen)

或影響紡鍾絲功能 (aneuploidogenes) 常造成微小核 (Matter and 

Grauwi le了， 1974) 。微小核是由於細胞在分裂的後期 (Anaphase)，染

色體成份自延遲而無法分佈至1J 適當的紡鍾體位置，導致細胞分裂後

無法存在子細胞的主核內 (Heddle， 1973) 。微小核亦可能由不具著

絲點 (kinetochore) 的染色體片段所形成。此外，令微小核細胞其

p53 量會增加， p53 可使令微小核細胞停留在在 G2/阻 check point ' 

讓 repalr enzyme 修復受損的 DNA' 如 DNA 未能修復，則進行細胞凋

亡 (Schwartz et al. , 1997) 。另有報告指出抑制 p53 功能會增加微

小核頻率 (Salblina et al. , 1998) 。雖然 Krishna et al. (1995) 認
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為微小核與細胞凋亡之間是各自獨立的事件，但上述研究指出二者

之間相互關聯，所以尚待史進一步的研究。

2. Cytokinesis-b1ock micronuc1eus CCB 一間) assay 

Cytokinesis-b1ock micronuc1eus (CB 一眼N) assay (Fenech and 

旺or1ey， 1985) 是使用 cytocha1asin B (Cyt-B; 是一種 actin

po1ymerization 抑制劑)抑制細胞質分裂 (cytokinesis) ，但不阻止

細胞核分裂 (karyokinesis) (Carter, 1967)' 以便從不分裂細胞(單

核細胞) ，第二或多次分裂細胞中(三核，四核或多核細胞)區分出

第一次有絲分裂(雙核細胞)。間的計數以 1000 個雙核細胞為單

位，看其出現頻率。

3. 細胞核分裂指標 CNuc1ear division index, NDI) 

Eastmond and Tucker (1989) 提出 NDI 計算公式(l XIN 十 2

XIIN + 3xIIIN 十 4 X IVN) / Tota1 ce11s 0 NDI 可指出每個細胞的

細胞核平均數，也能偵淇11細胞毒性或 cell cyc1e de1ay 。細胞經藥

物處理後，經由 CB/叫法計數單核細胞，雙核細胞及多核細胞出現

的頻率，可知其對細胞分裂的影響。

是. Ara - C / CB 一則 assay

Ara - C 的機轉是經由磷酸化形成 Ara - CTP' 和 CTP 競爭性的結

合主 DNA 而抑制 DNA po 1 ymerase '因而抑制 DNA 合成或修復。對化
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學物質或紫外線所造成的單基破壞 (base lesion) 或 DNA 鍵結 (DNA

adducts) ，使用 CB 一的配合加入 cytosine arabinoside (Ara-C) 抑

制 DNA 修補能力 (excision repair) 而造成制頻率增加，來探討藥

物造成酬的機轉是否和 D叫修復系統有關 (Fenech and Neville , 

1992) 。另外，在 human 1 ymphocytes' Ara - C/CB - MN assay 可作

為 mitomycin C (馴C) , methylni trosourea (側的造成則是否和

exclslon repalr 有關的新生物指標 (Surral1 es et a l., 1995) 。

5. 判斷微小核之準別 (Fenech， 1993): 

(1)瓷徑約為主核的 1/3 和 1/16 之筒。

(2) 顯微鏡觀察不呈反射現象。

(3) 削必須在細胞質中，不能與主核連接在一起 o

(在)雙核細胞如今一個以上的叫時，以一個捌計數。

(5) 雙核細胞的兩個主核重疊，則不計數。

五.前T assay 

本實驗方法於 1983 年首先由說osmann 等人發展出，使用

tetrazo1ium dye 盯T [3一(哇， 5-dimethy1thiazol-2-y1)-2 ， 5-

diphenyltetrazolium bromideJ 來測量淋巴細胞的存活率和增生。

其原理是活細胞內的 succinate dehydrogenase 會將黃色阻TT 還潭、

成藍絮色的不溶性 formaza口，可作為粒線體活性程度之指標。 1990
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年 Ferrari 等人使用 macrophages 和班廿一起玲養在小時，再以 570nm

EL 1 SA reader '來測量活化的 macrophages 對腫瘤細胞之殺細胞活性

CFerrari et al., 1990) 。如今被廣泛的應用在化學物質之細胞毒性

的J菜討。

六.細胞凋亡 (Apoptosis)

程式性細胞死亡 CProgammed ce11 death) 或稱細胞凋亡

Capoptosis) 於 1972 年由 Kerr 及 Cu汀le 等人首先提出，是一種由

多種遺傳基因導控細胞按步就班死亡的生物現象。當細胞生理或外

界自子導致細胞不利生長的狀態時，先會改變細胞內粒線體構造，

依破壞程度再執行 necrosls 或 apoptosis 0 細胞死亡的方式主要

有 necrosls和 apoptosis 兩種，在組織學上有許多顯著的不同 CCohen，

1993) 0 Necrosis 主要是因缺氧或毒素引起的，粒線體常是主要的

受損目標，機轉為 ATP 用鑫而無法維持其滲透性， 細胞質祺破壞，

產生細胞股大， DNA ' RNA 均被水解，小施器分解，細胞內容物如

lysosomal enzymes 大量外漏並有炎症反應。而 apoptosis 是個別細

胞發生問題， DNA 受損，或已沒有用途，而收到死亡信號，產生

apoptosis '可讓一些分化過程中失敗或對自體可能產生危害的體細

胞死亡。其特徵 CGerschenson and Rotel10, 1992) 包括細胞萎縮，

染色質凝縮 'DNA 受損斷裂被切割成 180-bp 01 igonucleosomal 1adders 
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(Wy11ie, 1980)' 細胞膜出現皺縮，細胞分裂成 apoptot i c body ，會

很快被巨噬細胞清除，故無炎症反應。

Apoptosis 在生物個體胚胎發育，組織器官的恆定，發炎及免疫

反應的過程扮演相當重要的角色。正常細胞在適當的訊號下能敢動

apoptosis '癌細胞也能，但某些化療藥對特定的癌細胞不產生

apoptosis 。由於 NO 可以造成癌細胞的 apoptosis '顯然 N。在對抗

癌細胞中扮演極重要的角色。高濃度 NO 會引起巨噬細胞的 p53 增加，

進而活化 caspases 而去切割細胞核蛋白酵索 po1y ADP (ribose) 

po1ymerase (PARP) ，而導致 apoptosis 0 在一些情況下，低濃度怕

也會防止 apoptosis '可能和細胞內的抗氧化系統 up-regu1ation 有

闕，尤其是 glutathione (Nicotera et al. , 1997) 。

引起 Apoptosis 的韓素- Caspases: Cysteinyl aspartate - specific 

proteinase 的簡稱 CAlnemri et al. , 1996) 

Cysteine proteases (蛋白水解酵素)家族，對許多細胞物質可

特異性在其 Asp res i dues 後加以切剖，此種作用在 nematode

C.e1egans 經基因分析後首次被認為和 apoptosis 有閱 (Sa1 vesen and 

Dixit, 1997 Nicho1son et a l., 1997 Cohen, 1997) 0 Caspases 

被活化後會激發一連串類似凝血系統的下游反應，最後活化 DNase 將

染色體分解而造成細胞凋亡 (Enari et a1. , 1998) 。
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Caspases 可分成三個亞型 (Vi lla et a l., 1997) 

(1) inter leukin一 β-converting enzymelcaspase-1 subfami1y 

(caspase-1 , caspase-哇， caspase-5): Ced-3/ICE-1ike 

(2)CPP32/caspase-3 subfamily (caspase-3, caspase-6, caspase-7) 

(3)Caspase-2, caspase-8, caspase-9 和 caspase-10

根據個別 caspase 的功能可粗分為 Initiator caspases (負責

由細胞膜傳遞 apoptosis 訊息，如 caspase 8) 和 Effector caspases 

(負責發動 apoptosis 的中心機轉，如 caspase 9 及 caspase 3) 。

NO 調節 apoptosis 期間， caspase-3 會切割 po1y(ADP-ribose)

polymerase (PARP) (Meßmer et a l., 1996) 。在 human leukemia ce11s 

(Yabuki et a l., 1997) , mesangial cells (Sandau et a l., 1998) , 

和 neurona1 excitotoxicity 中 (Leist et a l., 1997) 已經證實 NO

donors 會活化 caspases 。班e ß mer et a l. (1 998) 指出， 1叫1 GSNO 

造成 RAW 264. 7 macrophages 和人類 leukaemia ce11 line U937 

apoptosis 和 caspase 有閱(悔βmer et a l., 1998) 0 Dimme1er et 

a l. (997) 亦指出 10μM SNP 或 10μ 班 SNAP 會抑制 TNF… α 造成的

apoptosis '和低濃度 NO 可抑制 CPP32 的活性有關。
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材料和方法(草aterials and Methods) 

2苦，索，紛#祥

蔡品試劑

l.下列產品購自 Gibco 公司:

(1) Trypsin (0.25%) + lrr叫 EDTA

(2) Dulbecco's phosphate buffered saline (D-PBS) 

(3) Dulbecco's modified Eagle medium (D把自〉

(是) Fetal Bovine Serum 

(5) PSN (Antibiotic mixture) 

少』
白 5mg 

5mg 

10mg 

2. 下列產品購自 Merck 公司:

(1) Potassium Chloride (KC1) 

(2) Giemsa 

Penici llin 

Streptomycin 

Neomycin 

(3) Fix sol 'n (阻ethanol Acetic acid = 3:1) 

(在) Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

(5) NaCl 

(6) Sodium nitroprusside (SNP) 
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(7) Sodium bicarbonate (NaHC03) 

3. 下列產品購自 Sigma 公司:

(1) Adriamycin 

(2)(3一凶， 5-Dimethylthlthiazol-2-ylJ 一2 ， 5-dipheny卜tetrazolium

bromide) (前TT)

(3) Cytochalasin B (Cyt B) 

(生) Catalase (CA) 

(5) Superoxide dismutase (SOD) 

(6) Sodium Nitrite 

(7) Sulfanilamide (p - Am inobenzenesulfonamide) 

(8) 前一 (1 - naphthyl) ethy1enediamine dihydroch1oride (NEDD) 

(9) Phosphoric acid 

(10) Cytosine ß -D-戶戶-Arabino-Furanoside (Ara…C) 

(11) 2'-Deoxycytidine Hydroch1oride 

(12) S-nitroso-N-acety1penici11amine (SNAP) 

(13) S-nitrosog1utathione (GSNO) 

(1的 3一眼orpho1inosydnonimine (SIN-1) 

(15) Lipopo1ysaccharide (LPS) 

(1 6) Nω- nitro - L - arginine methy1 ester (L-NA班E)
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4. 下列產品購自 CLONTECH 公司:

(1) CPP32 co1orimetric assay kits 

丹白、 32ml cell lysis buffer 

1. 5ml 2 x Reaction buffer 

250μ1 DTT (1阻)

125μi CPP32 substrate, DEVD-pNA (1m話)

15μi CPP32 i吋1ibitor， DEVD-CHO (1訕。

50μi pNA (50mg/ml) 

4 

.闕­. 常用緩街液及培養液之配製

1. DMEM 

取出郎郎粉末，加入 3. 7mg NaHC03 溶於 1L 的二次水， pH 值調至 7. 2 

(Adams, 1979) 後，過濾、滅菌。

2. D-PBS 

取出 D-PBS 粉末加入 1L 二次水，過濾、滅菌。

一一一. 細胞

RAW 264. 7 macrophages 和 Lewis lung carcinoma (LLC) cells (購

自食品工業研究所)
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四. 儀器

1.無菌 J呆作台 CLaminar Flow Biological Safety Cabinet) 

a. 廠牌 Bellco

b. 型號: 8001 一 7哇。00

c. 出產主也 Canada

2. 垮養箱 Clncubator)

a. 廠牌 Nadair

b. 型號 IR AUTOFLOW 

c. 出產地: U. S. A. 

3. 光學顯微鏡 CMicroscope)

a. 廠牌 Nikon

d. 型號:說icrophot - FAX 

e. 出產地 Japan

4. 電子天平 CElectrical Balance) 

a. 廠牌 Mettler

b. 型號: AE 240 

c. 出產地 Canada

5. 倒立顯微鏡 Clnverse Microscope) 

a. 廠牌 Nikon
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b. 型號 phase contrast 2 FLWD 0.3 

c. 出產地 Japan

6. 酸鹼測定儀 CPH meter) 

a. 廠牌: WTW 

b. 型號: PH 537 

c. 出產地 Germany

7. 水平式振盪器 CRoating P1ateform shaker) 

a. 廠牌 Firstek Scientific 

b. 型號: S101D 

c. 出產地 Taiwan

8. 微量光度計 CMicrop1ate Reader) 

a. 廠牌:前etertech

b. 型號~ 960 

c. 出產地 Taiwan

9. 分光光度計 CSpectrophotometer)

a. 廠牌 Gi1ford

b. 型號: 2600 

c. 出產地: U. S. A. 

10. 高度減菌器 CAutoc1ave)
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a. 廠牌: SANYO 

b. 型號:既LS-3020

c. 出產地 Japan

或: 芳，驗之于法

一.細胞培養 CAdams， 1979) 

九試劑:

1.含有 10% FCS CFeta1 bovine serum)及闊的N CPenici 11 i 且，

Streptomycin, Neomycin) 的 D阻E站 CDu1becco's modified Eag1e 

medium) 。

2. D-PBS 

3. 0.25% Trypsin + 1mM EDTA 

B.方法:

RA有 264. 7 macrophages 的細胞過期約的小時。

↓計數 5 X 105 個 RAW 264. 7 macrophages 置入每個玲養血中。

↓培養在含有 10% FCS 及 1% PSN 的 DMEM 中。

↓放入含有 5% C屯的 3TC培養箱。

↓培養叫小時。

↓加入或不加入各種不同濃度的藥物作用不同的時間後，採取下子IJ
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實驗方法來研究 LPS 或 NO donors 對 RAW 264. 7 macrophages 的細

胞存活率，微小核， N況， Ni tri te 之形成以及造成微小核的機轉。
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3% Giemsa 

B.方法:

↓計數 5 X 105 個 RAW 26也 7 macrophages '滴於 dish 上的玻片，加

入 10m1 玲養液。

↓培養 2是小時。

↓加入不用濃度 NO donors 及的 μ1 (0.5mg/ml) Cyt-B 作用 12 小時

後，拈掉合藥物的培養液，加入新培養液和 60μ1 (0. 5mg/ml) Cyt-B 

繼續垮養 12 小時，拍掉堵養液。

↓加入 75mM KCl 後倒掉，再加入固定液後倒掉，烘乾玻片。

↓以說 Giemsa 染色 7 分鐘後，水洗立在烘乾玻片。
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↓在顯微鏡下連續計數 1000 個雙核細胞所含的關數目，各實驗組

每次觀察六次，相同實驗組則至少操作二次。

三.閣TT assay (Sano et al. , 1997) 

A. 試劑:

1.盯T mixture (在mg MTT~.容於 1m1 D-PBS): 每個 wel1加入 50μ1 0 

2. Dimethyl su1foxide (DMSO): 每個 wel1加入 200μi 。

B. 方法:

↓每個 well 置入 5000 個細胞。

↓放入 3TC ' 5% CO2 的母養箱玲養 2往小時。

↓加入或不加入 NO donors 作用 12 小時。

↓抽掉含藥的舊培養液，加入新的培養液，繼續培養 12 小時。

↓抽掉培養液，加入 150μi 的新培養液和 50μi 前T (是mg/ml)培養

d 小時。

↓拈掉令 MTT 的培養液，加入 200μ1 D措鉤，以 roating plateform 

shaker 振搖 15 分鐘。

↓以 ELISA reader 在 570nm 分析 O. D. 值。

四.測量 Nitrite (即可2) 的ano et al. 1997) 
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A. 試劑:

1. Griess reagent: 

1% (w/v) su1fani1amide 和 0.1% (w/v) N一一-(1 一napht甘hy l)-一戶甸伊m戶-咀戶

di閃aI叫n叫l吋lne把e dihy付droch1or扎id街e (刊NE昂DD扮);，溶容於令有 2.5% H3♂PO仇哇的二次水中。

2. NaN02 Standard: 1-100μ 間

B. 方法:

↓每個 well 加入 5000 個細胞。

↓玲養 2是小時。

↓加入或不加入不同的禁物作用不同的時間。

↓加入 Griess reagent 處理 15 分鐘後，以 ELISA reader 在 570nm

測其 O. D. 值。

↓再對照 Sodium nitrite standard curve 即得 nitrite 的濃度。

五. CPP32 分析法(有ang and Keiser, 1998) 

A. 試劑:

1. cell lysis buffer: 每管加入 50μ1 。

2. 2 x Reaction buffer 和 DTT (1恥的 mixture (用前才配製'配法

如下): 2.5μ1 DTT 加入 O. 哇ml 2 x Reaction buffer 即可，每管

加入 50μ1 。
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3. CPP32 substrate ' DEVD-pNA (I耐) :需避光，每管加入 5μ1 0 

4. CPP32 inhibitor ' DEVD… CHO (1耐) :每管加入 1μ1 0 

B.方法:

↓每個培養血放入 4X 106 LLC ce l1 s 。

↓培養 2是小時。

↓換新培養液，分別加入 SNP 或幼時作用 12 小時。

↓清洗細胞，以新培養液沖管壁使細胞懸浮後，移到離心管內。

↓以 1500rpm 離心 5 分鐘。

↓將細胞分到六個 reaction tubes 中，每個大約 0.5- 1. 5ml (2x 106 

ce l1 s) 。

↓每管加入 50μ1 cell lysis buffer ' resuspension 後，冰浴 10

分鐘。

※各處理組操作如下:

a. 對照組

↓對照組加入 50μ1 reaction mixture (含 DTI) 後，加入(負對

照組)或不加入(空白組) 5μ1 substrate (DEVD-pNA) 避光。

↓水浴 3TC' 作用 l 小時後，分別以分光光度計在 405nm 測 O. D. 值。

b. 力口藥是且

b - 1.加 CPP32 inhibitor 
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↓先加 1μ1 CPP32 inhibitor (闊的一 CHO) 再加 50μ1 2 X reaction 

mixture (含 DTT) 水浴 3TC作用 30 分鐘。

↓加入 5μ1 substrate (DEVD-pNA) 避光 ， 37
0

C 水浴 1 小時後，以

分光光度計在的5nm 測 O.D 值。

b - 2. 不加 CPP32 inhibitor 

↓加 50μ1 2 X reaction mixture (含 DTT) 再加 5μ1 substrate 

(DEVD - pNA) 避光 '3TC水浴 1 小時後，以分光光度計在 405nm 測

O. D. 佳。

要銘#分布

實驗結果以班ean 士 S. 且表示，實驗組別相互之間以 Student's t­

Test 評估，當 p < O. 的時，貝11 具有統計意義。
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結果 CResults)

亞磷酸的生成 CNitrite production) 

1. NO donors 對也有 26也 7 macrophages 生或自itrite 之影響:

將含有不同濃度之四種 NO donors (SIN-卜 SN妞，的間，和 SNP) 和

RAW 26生 7 macrophages 一起培養 12 小時後，加入 Griess reagents 

測垮養液中 nitrite含量。所誘導之nitrite 的濃度 (μ 班)如下: 10 ' 

30 '的和 100μM 的 SIN-l 所誘導之 nitrite 分別為 O. 伯土 0.8 ' 

5. 26 + O. 6 ' 10. 26 士 0.7 '和 2 1. 66 土 0.9 10 '泊， 60 ' 

和 100μ 自 SNAP所誘導之nitrite 分別為 0.35 + 0.8 ' 4. 13 士 0.8 ' 

13.8 士1. 0 '和 23. 52 士1. 0 凹，鉤， 60 '和 100μM GSNO 所

誘導之 nitrite 分別為 0.10 土 O. 6 ' 1. 63 士 O. 7 ' 5.91 士 0.7'

和 12. 的土1. 1 凹， 30 '的，和 100 μM SNP 所誘導之 nitrite

分別為 O. 28 + O. 8 ' O. 72 + O. 9 ' 1. 52 士 0.9 '和 3 士 O. 7 。與

contro1 (0.03 士 O. 5) 比起來，皆有統計意義且呈現濃度一依賴性

的增加 nitrite 生成 (Tab1e 1) ，換言說，給予 RAW 264.7 即acrophages

四種不同外加性的 donors (10-100μM) 培著 12 小時後，均呈現濃

度一依賴性的顯著增加的，但 SNP 較不易釋放的。

2. L-NA施對 LPS 引起 RA官 264. 7 macrophages 生成的trite 之影響:
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將 RAW 26也 7 macrophages 和 30μg/ml LPS 一起垮養 24 小時後，測

培養液之 nitrite 含量 (μ 阻) ，和 contro1 比起來 (N02- : O. 13 + 

0.16) , 30μg/m1 LPS 會顯著的增加 Ni tri te (N02 一 : 3.93 士 O. 14), 

而此作用可被 200μ 班 L-NA臨顯著的抑制制。2戶: O. 90 士 0.16) 。

(Fig. 1) 。

二.細胞毒性 (Cytotoxicity)

1. NO donors 或 LPS 對 RA有 264. 7 macrophages 細胞毒性之影響:

給予 RAW 264. 7 macrophages 四種不同濃度的 NO donors 作用 12

小時後，以証TT assay ~.則其細胞存活率，以 O. D. 值分別表示如下: 30 

μM - 1的1 SIN-1 為 O. 97 士 O. 02 … 0.31 士 0.01 ; 30μ 草一 1m既 SNAP

為 O. 88 土 0.03 - 0.52 士 O. 02 ; 10μM - 100μM GSNO 為 O. 79 士

。.04 - 0.67 土 0.02 ;和 30μM - 1mM S即為1. 14 土 0.04 - 0.59 + 

O. 肘，與對照組 (0. D. 分別如下: 1. 11 土 O. 眩'1.在9 士 O. 悅， 1.28 

士 O. 侃，和1. 46 + 0.05) 相比，發現各種濃度之間 donors 均具

統計意義增加細胞毒性 (Fig. 2, 3，是， 5) 。另外，給予 RAW 264. 7 

macrophages 不同濃度的 LPS (1 '間，鉤， 30μ g/m l) 2 小時，以自TT

assay 測其存活率，只有高濃度之 30μ g/m1 LPS (0. D. : 0.89 士 0.04)

會顯著的增加細胞毒性，而 1-20μ g/m1 不影響 mactophages 之細胞

會降低其細胞存活率 (Fig. 6) 。
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三.遺傳毒性 (Genotoxicity)

1. NO donors 對 RAW2位. 7 macrophages 產生微小核之影響:

將含有不同濃度之四種 NO donors (訂閱一 1 ' SNAP '的駒，和 SNP)

和 RAW 26生 7 macrophages 一起垮養 12 小時後，以微小核數目作為

遺傳毒性的指標，凹， 30 '的和 100μ 自 SIN-1 '所誘導之微小核數

目分別為 14.3 士 0.5' 16.0 + 0.7' 1 1. 2 士 O. 6 和 8.2 士 0.6 。

凹， 30 '仰和 100μ 自 SN蚣，所誘導之微小核數目分別為 15.4 士 0.4'

15.3 士。.9 ' 14.5 士 O. 6 和 8.3 土 O. 哇。 3 '凹， 30 '的和 100

μ 雄心間，所誘導之微小核數目分別為 1 1. 2 士1. 0 ' 17. 8 士1. 1 ' 

15. 3 土 0.8' 9.0+0.8 和 9. 2 士 1. 1 0 1 ， 3 ， 凹， 20 ' 30 '的和

100μM 的 SNP' 所誘導之微小核數目分別為 10.8 士 O. 3 ' 14. 0 士

。.6 ' 1 生 8 + 0.3 ' 15.3 士 0.5 ' 18.8 士 0.6 ' 16.8 士 0.5 和 8.4

士。ι 。與 contro1 (7.2 0.5) 比起來，只有 1。一切μM SIN-卜

10-60μM SNAP , 10-30μM GSNO ，和 3-60μMS除共統計意義的增

加微小核生成 (Tab1e 2) 。

四種 NO donors ' SIN-1 (1 0-30μ 版) , SNAP (10-60μ 酌， GSNO (1 0-30 

μ 酌，和 SNP (3-60μ 師) ，給予 RAW 264. 7 macrophages 作用 12 小時

後，和正對照組之 O. 3μ 姐姐riamycin (微小核數目: 15.0 士 0.6) 一

樣具統計意義的造成遺傳毒性 (Table 2) 。
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另外，以四種不同的 NO donors 做 time course (6 ' 12 '悶，叫

小時)之探討， SIN-1 (微小核數目 16.8 士1. 0) , SNAP (微小核

數目 17.0 士 O. 在) , GSNO (微小核數目 15.0 + 0.7)和 SNP (微

小核數目 20.0 + 0.7) 在 12 小時會呈現統計意義的增加微小核

頻率。而 SNAP (微小核數目: 18. 0 + O. 8) 在的小時也有統計意

義的增加微小核頻率 (Fig. 7) 。結呆顯示欲觀察的 donors 在

macrophages 之遺傳毒性以培養 12 小時較適當。

2. LPS 對 RA有 264. 7 macrophages 產生微小核之影響:

將 LPS (0. 1 - 3μg/m1) 和此細胞一起培養 2 小時，觀察其對微

小核之影響(微小核數目 14. 6 土 0.88 - 17.08 土 O. 在8) ，與

control (微小核數目: 7.6 士 O. 是6) 相比，可其統計意義的增加微

小核妻支自 (Fig. 8) 。另外，以 1μg/品1 LPS 作 time course (2 '是，

8 ' 12 小時)的探討，發現比濃度的 LPS 作用 2 和是小時(微小核

數目分別為 17.7 + 0.76 年口 1 1. 3 + 0.72) 才會統計意義的增加微

小核 (Fig. 9) ，而 8 小時和 12 小時的處裡組，可能 LPS 造成有遺

傳毒性之 macrophages 死亡，所以反而不增加微小核的數目。

四.細胞核分裂指標(即I)

SIN-1 , SNAP, GSNO 和 SNP 對 RAW 26在 7 macrophages 的 NDI 之影響:
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如 Table 3 之數據所示，將含有不再濃度的 NO donors (SIN-1 ' 

SNAP' GSNO '和 SNP) 和 RAW 264.7 macrophages 一起垮養 12 小時後，

實驗結果顯示其 NDI 分別如下 10μM' 30μM' 的μM和 100μ

M的 SIN-1 組其 NDI 分別為l. 72 土 O. 02 ' l. 65 + O. 凹， 1.63 土

O. 凶手口1. 62 士 O. 02 ; 10μM' 30μM' 的μM和 100μM的 SNAP

組其 NDI 分別為1. 85 土 O. 眩， 1. 68 士 O. 凹， 1. 55 土 0.03 和1.的

土 O. 07 3μM ' 10μM' 30μM和 60μM的 GSNO 組其 NDI 分

別為1. 78 士 O. 的， 1. 62 土 O. 肘， l. 57 土 O. 怯和1. 55 士 O. 04 

10μM' 30μM' 的μM和 100 μM的 SNP 組其的DI 分別為1. 73 士

O. 0哇， l. 70 土 O. 眩， 1. 69 土 0.02 和1. 67 O. 眩，分別和 control

(1 .77 + 0.03) 比起來， SIN-1 ' SNAP 和 SNP (大於 30μ 間以上)

以及 GSNO (大於 10μ 間以上)均具有統計意義的抑制 NDI 和降低雙

核細胞的妻之目 (Table 3) 。

五. NO donors 或 LPS 和持抗齊!在細胞一遺傳毒性之交互作用。

1. SOD 或 Cata1ase 與 NO donors 或 LPS 之交互作用:

a. 細胞毒性之交互作用

如 Fig. 10 和 Fig.11 所示， 100μ 間的訂閱一卜 SNAP' 的悶， SNP 

分別加入 RAW 264. 7 macrophages 培養 2是小時後，各組}jIJ之 O. D. 值
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分別為: 100μ 說 SIN-1 (O.D.: 0.805在士 O. 0977) , 100μ 也 SNAP (0. D. : 

0.7656 0.0288) , 100μ 班 GSNO (0. D. : 0.7406 + 0.0169) ，和 100

μ 問 SNP (O.D.: 0.78在 1 + 0.0558) ，和對照組 (O.D.: 1. 2的3 士

O. 0289) 相比，均有統計意義的增加細胞毒性。而 75μ g/m1 Cata1ase 

(0. D. : 1. 1301 土 O. 048的或 75μ g/m1 SOD (0. D. : 1. 1596 + O. 0173) 

a10ne 不具細胞毒性，若同時和自o donors 一起作用，發現 Cata1ase

和 SOD 均具統計意義的降低 SIN-1 (Cata1ase + SIN-1 的 O. D. : 1. 1451 

+ O. 0359 ; SOD + SIN-1 的 O. D. : 1. 1975 士 0.0226) , SNAP (Cata1ase 

+ SNAP 的 O. D. : 0.8961 士 O. 0354 ; SOD + SNAP 的 O. D. : O. 7656 士

0.0288) ，和 SNP (Cata1ase + SNP 的 O. D. : 0.91 土 O. 0618 ; SOD + 

SNP 的 O. D.: 1.悅的土 O. 0363) 的細胞毒性，卻無法對抗 GSNO

(Cata1ase + GSNO 的 O. D. : 0.715是土 O. 0394 ; SOD + GSNO 的 O. D. : 

0.7406 士 O. 0169) 的細胞毒性 (Fig. 10 和 11) 。 另外，為了探討

LPS 引起 RAW 264. 7 macrophages 之細胞毒性的機轉，分別給予 200

μ 話 L-NAME (0. D. : 1. 5811 士。.0671) , 75μ g/ml SOD (0. D. : 1. 7147 

士 O. 04726) , 75μg/ml Catalase (0. D.: 1. 7934 + 0.0236) 和 30

μ g/m1 LPS 一起母養江小時後，和 contro1 (0. D. : 1. 8613 + 0.0696) 

比較， L-NA胞也-NAME + LPS 的 O. D.: 1. 527在土 0.0566) 'SOD (SOD 

+ LPS 的 O.D.: L 在241 土 0.0394) 和 Catalase (Catalase 十 LPS 的
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O. D. : 1. 3457 士 O. 0332) 皆會降低 LPS (0. D. : 1. 116 + O. 0631) 引

起的細胞毒性 (Fig. 12) 。

b. 遺傳毒性之交互作用

如 Fig. 13 和 Fig. 1是所示， 30μ 自 SIN-1'30μ 阻 SNAP' 10μM GSNO ' 

和 30μ 阻 SNP 加入 RAW 26在 7 macrophages 玲養 12 小時後，各組別

之微小核數目分別為: 30μ 的 SIN-1 (微小核數目分別為 17.0 + O. 在

和 17.0 土 O. 在)， 30μ 旺 SNAP (微小核數目分別為 16 + 0.5 和 16.0

士 O. 5) , 10μ 目 GSNO (微小核數目分別為 15.3 土 0.4 和 15.8 土

O. 在) , 30μ 阻 SNP (微小核數目分肘為 19 + 0.3 和 18 士 0.3) ，和

control (微小核數目分別為 7. 2 士 0.3 和 7. 5 士 0.3 )比較，

均有統計意義的增加微小核頻率。 而 75μ g/ml catalase (微小核

數目為 8. 2 士 0.9) 或 75μ g/ml SOD (微小核數目為 8. 2 士 O. 9) 

alone 則不會增加微小核的頻率，若和 NO donors 一起作用，會降

低 SIN-1 (SIN-1 + catalase 之微小核數目為 8. 2 士 0.5 ; SIN-1 + SOD 

之微小核數目為 8. 0 土 0.4) 'SNAP (SANP + Catalase 之微小核數

目為 8.3 土 1.0 ; SNAP + SOD 之微小核數目為 8. 7 士 0.6) , SNP 

(SNP + Catalase 之微小核玄之目為 7.8 土 0.6 ; SNP + SOD 之微小核

數目為 8. 2 士 O. 6) 產生的微小核頻率，但不會降低的NO (GSNO 十

Catalase 之微小核數目為 15.5 土 O. 在; GSNO 十 SOD 之微小核數目
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為 16.0 土 0.6) 產生的微小核頻率 (Fig. 13 和 1的。

2. Ara-C 典的 donors 引起 RAW 264. 7 macrophages 細胞毒性與遺傳

毒性之交互作用:

a. 細胞毒性之交互作用

NO donors 分另付口入 RAW 264. 7 macrophages 堵替 12 小時後， 30 

μ 自 SIN-1 (0. D. : 0.9是16 + 0.0266) , 30μ 自 SNAP (0. D. : O. 9831 士

0.0312) ， 10μ 研 GSNO (0. D. : 1. 1783 + 0.0285)' 和 30μ 問 SNP (0. D. : 

0.9198 + 0.0525) ，各自和 contro1 (0. D. 分別為1. 1783 士 O. 0285 

和1. 18 土 0.0567) 比較，均有統計意義的造成細胞毒性，而 l μg/ml 

Ara-C (0. D. 分別為 O. 6291 土 0.0323 和 0.6173 土 0.0231) a10ne 

也會增加細胞毒性。當 SIN-1 ' SNAP , SNP 各自和 Ara-C 一起作用時

(SIN-1 + Ara-C 的 O. D. 為 0.606 + 0.0161; SNAP 十 Ara-C 的 O. D. 

為 O. 6253 士 O. 0203 ; SNP + Ara-C 的 O. D. 為 0.669 + 0.03是3) , 

和 NO donors 或 Ara-C 單獨存在下比較起來 'Ara-C 和比三種 NO donors 

互不加強細胞毒性 (Fig. 15 和 16) 。與 Ara-C (O.D.: 0.6291 土

0.0323) a10ne 比較起來， GSNO 和 Ara-C 一起作用時 (GSNO + Ara-C 

的 O.D. 為 0.8383 土 O. 04。在) , GSNO 會降低 Ara-C 造成的細胞毒性

(Fig. 16) 。
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b. 遺傳毒性之交互作用

NO donors 分別加入 RAW 264. 7 macrophages 玲養 12 小時後， 30 

μ 說 SIN-1 (微小核數目: 15.0士 0.6) , 30μ 旺 SNAP (微小核數目: 16.0 

土 0.8) ， 10μ 班的NO (微小核數目: 17.0 士 0.5) ，和 30μM SNP (微

小核數目: 20.0 土 0.8) ，與 contro1 (微小核數目: 7.1 + 0.6) 比

較，均有統計意義的增加微小核頻率，而 iμg/ml Ara-C (微小格數

目: 16.0 1. 5) 單獨存在時也會增加微小核頻率。當 SIN-1 ' SNAP , 

GSNO 'SNP' 各自和 Ara-C 一起培養 12 小時後 (SIN-1 + Ara-C 的微

小核數目為 14. 5 + 0.7; SNAP + Ara-C 的微小核數目為 1生。士 0.8 ; 

GSNO + Ara-C 的微小核數目為 15. 0 土 O. 5 SNP + Ara-C 的微小

核數目為 17.0 士1. 0 ) ，和比四種 NO donors 單獨存在下比較起來，

Ara-C 並不會增加比四種 NO donors 的微小核的頻率 (Fig. 17) 。

六. SNP 和 adriamycin 對 LLC 之細胞毒性的影響

在 LLC 中分別投與 SNP 或 ADM 作用 12 小時後，和 control (O.D.: 

O. 7338 士 O. 0332) 比較，卜3μ酷的 AD版 (0. D. : 0.5517 + 0.05 ' 

O. D. : O. 5130 士 0.0400) 均有意義的殺死 LLC 細胞， 200-500μ 目的

SNP (0. D. : O. 5位2 + O. 0346, O. D. : O. 2729 土 O. 0219, O. D. : O. 0969 

土 0.0111) 則呈現劑量一依賴性增加細胞毒性 (Fig. 18) 。

七. CPP32 assay 
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為了進一步探討 SNP 及 adriamycin 造成瘤細胞的細胞毒性，是

否和 CPP32 (引起 apoptosis 的酵素之一)有關?所以在 LLC 中分別

技與 300μ 旺 SNP 或 3μ 間 AD誼作用 12 小時，並使用 CPP32co1orimetric

assay kit 及 spectrophotometer 分析，實驗結果顯示: SNP 及 AD間

會增加 CPP32 的活性，以 contro1 之 O. D. 位當 100%'SNP 及 adriamycin

分別增加 CPP32 活性為 207. 協和 198.1% 。 而此作用會被 DEVD-CHO

(CPP32 inhibitor) 所抑制，活性分別降為 165. 凱和 125. 2% (Fig. 

19) 。

八.細胞形態

1.微小核。

如 Fig. 20 所示，合微小核之雙核細胞，微小核位於細胞質中，

比主核小但不與主核連接。

2. 對照組之 RAW 264. 7 macrophages 。

如 Fig. 21 所示，為正常之 RAW 26也 7 macrophages 之型態，細

胞多呈球形或卵圓形，有少數伸問偽足的細胞。

3. 加入 1mM SIN-1 作用 12 小時之 RAW 264. 7 macrophages 0 

如 Fig. 22 所示，卵園形細胞數目減少，含有較多的偽足細胞，

且偽足形態呈現不規則形。

4. 加入 100μ 草 SNAP 作用 12 小時之 RA有 26在 7 macrophages 0 
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如 Fig. 23 所示，除了卵園形的細胞，也含有伸開偽足的細胞。

和 Fig. 21 比起來，變化不大。

5. 加入 100μ 班 GSNO 作用 12 小時之 RAW 264.7 macrophages 0 

如 Fig. 24 所示，除了卵圖形的細胞之外，也有伸開偽足的細胞。

和 Fig. 21 比起來，並無很大變化。

6. 加入 1rnM SNP 作用 12 小時之 RAW 264.7 macrohages 0 

如 Fig. 25 所示，幾乎不具有伸出偽足的細胞，大多數細胞呈現

圓形，明亮的細胞減少。由 Fig. 26 可以看出，整館細胞體積變小

被破壞分解，顏色變睛，可能走即將死亡或已死亡的細胞。

7. 加入 30μ g/ml LPS 作用 12 小時之 RAW 264.7 macrophages 0 

以 Fig. 27 和 Fig. 21 比起來，除了含有少數卵圓形的細胞，也

含有很多伸出偽足且細胞體積有變大發炎的現象。如 Fig. 28 所示，

含有較多伸出偽足的細胞，呈現不規則形且有細胞體積變大發炎的

現象，細胞質可看到許多空泡。
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討論 (Discuss泌的

1. LPS 和 NO donors 對 RAW 26是. 7 macrophages 生成 N02…之影響。

以 LPS 處理後的老鼠 macrophage ce 11 1 i nes 會生成 N02-i口 N03
…

CStuehr and 問ar1etta， 1987) ，若給予 l μ g/m1 LPS 處理。一是8 小

時，然後呈現時間一依賴性的增加， 6 小時後才能偵測到 N02
呵

CHabib

et a l., 1997 Hall et a l., 199是 Chiou et a l., 1998) ，是8

小時到達最高 CHall et a l., 199是) ，然後呈現時開一依賴性的

增加。但本研究則觀察到 30μ g/m1 LPS 處理叫小時可引起則有

264. 7 macrophages 釋放 NO 而產生的2切，會被 200μ 說 L-N品m 顯

著的對抗。相似的報告被其他學者所提出 CBrockhaus and Brune, 

1999) ，他們指出 1μ g/m1 LPS 刊的. u. Im1 IFN一 γ 引起 RAW 26是.7

macrophages 釋放的2一的作用，會被 1mM L-N品m 所對抗。 Sano et 

a l. (1 997) 以 100μ 阻 SNAP 處理 RAW 264. 7 macrophages 0 - 24 

小時，會呈現時間一依賴性的增加 N02 0 本實驗亦觀察到以 10-100

μ 証 NO donors C GSNO ' S 1 N-卜 SNAP 和 SNP) 處理 RAW 264. 7 

macrophages 12 小時後，皆呈現劑量一依賴性的增加 N02- 。 其中

以 SNP 釋放 N02如之量最少。一般而言，自o donors 釋放的之作用

受光線之影響， SNP在沒有光線存在之下不會釋放的 CBates et a l. , 

1991) ，而 SIN-1 在光存在之下，釋放 nitrite 的量比黑暗中較
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多 (U11urich et a1., 1997) ，此可能和的 donors 之化學結構

不再有關 o RAW 264.7 macrophages 加入四種 NO donors 後 12 小

時大部分時間在黑暗之二氧化碳培養箱中培養，所以 SNP 釋放較

少 NO 是可理解的。

2. NO donors 或 LPS 對也有 264. 7 血acrophages 的細胞毒性之影

響。

本研究以 RAW 264. 7 macrophages 曝露不同濃度的 NO donors 

(30μ 班-lmM SIN-1 ' 30μ 抽一1叫1 SNAP , 30μ 旺-1訕f SNP 和 10μ 阻-100

μ 自 GSNO) 12 小時後，皆呈現統計意義的降低細胞存活率。相似

的報告被 Sano et a1. (1997) 所提出，其以 100 μ 自 SNAP 處理 RAW

26在 7 macrophages 0-2是小時，使用 MTT assay ，發現 SNAP 會呈

現時間一依賴性的降低細胞存活率。 Moro et a1. (1998) 將 0.02-

5mM SIN-1 和 rat cortica1 neurones 一起垮養 M 小時，使用盯T

assay ，也呈現劑量一依賴性降低細胞存活率。另外， Abate and 

Schroder (1998) 以 0.001-30μ g/m1 LPS 處理 J77生 1A macrophages 

2是小時，使用証TT assay ，觀察至1J LPS 會以劑量一依賴性的方式

降低細胞存活率。而本研究以 1-30μ gl叫 LPS 處理 RAW 26生 7

macrophages 2 小時，只有 30μ g/ml LPS 具有統計意義的降低細

胞存活率，此可能自只以 LPS 處理 2 小時，較低濃度之 LPS 尚未
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造成細胞毒性。

3. NO donors 或 LPS 對 RAW 26也 7 macrophages 的遺傳毒性之影

響。

Das et a1. (1994) 指出蚊香被吸入老鼠體內，其肺 a1veolar

macrophages 會生成朵色體異常和增加微小核，所以 Sahu and Das 

(1 995) 建議使用肺的 alveolar macrophages 之微小核分析法，

可作為一種實驗模式來偵測環境毒劑經由口乎吸道進入體內的遺傳

毒性。 Gurr et a1. (1998) 觀察到在 CHO - K1 cel1s 中，給予

O. 鈞一1訓 SNP 培養在小時，呈現劑量一依賴性的增加微小核頻率。

Lin et a1. (1 998) 也看到在 g12 cells 中給予 2-8μmol/m1 SNP 

培養 1 小時，會呈現劑量一依賴性的增加微小核頻率，而在 S9 存

在下，同時給予 O. 5-4μmo1/ml S即培養 1 小時，也有同樣的情

形。本實驗以不同濃度的 NO donors 和 RA官 264. 7 macrophages 

一起培養 12 小時後，觀察到 10-30μ 服 SIN-卜 10-60μ 說 SNAP'

10-30μMGSNO 和 3-60μ 班 S阱，皆有統計意義的增加拉克小核頻率，

其中 SNP 和其他學者報告相似 (Lin et a1., 1998) ，呈劑量一依

賴性的增加遺傳毒性，但其他 NO donors 就無比現象，可能 SNP

除產生 NO 外，尚可經由其他機轉造成遺傳毒性。另外，四種 NO

donors 均以 30μ 班作 time course (6一位小時)的探討， SIN-l' 
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SNAP , GSNO 和 SNP 處理 12 小時，另外 SNAP 處理 18 小時，才有

統計意義的增加微小核頻率，這些結呆晴示四種 NO donors 均有

相同的機轉，如經由 NO 然後直接或問接的造成遺傳毒性。

Sewerynek et a1. (1996) 發現體內實驗給予 10mg/kg LPS 會對

大鼠骨髓和末稅，血球細胞產生微小核的遺傳毒性，此能力可被

自e1atonin (保護 DNA 對抗 LPS 的毒性)降低，可能和其抗氧化活

性有關。本實驗觀察到以 RAW 26生 7 macrophages 曝露 0.3-1

μ g/m1 LPS 2 小時後，具有統計意義的增加微小核頻率。再以 i

μ g/m1 LPS 作 time course (2-12 小時) ，只有在 2 和往小時才具

統計意義的增加微小核頻率。這些數據顯示自o donors 和 LPS 均

需在適當的時間才產生遺傳毒性，加藥時間過久，可能含微小核

雙核細胞先死亡，所以測不到遺傳毒性。

是. NO donors 對 RA官 264. 7 macrophages 之 NDI 影響

Lin et a1. (1998) 觀察到在 g12 cells 中，給予 2-8μmo1/ml

SNP 培養 1 小時，呈現劑量一依賴性的降低 NDI 。此結果和本研

究有一致性，本研究以 RAW 26也 7 macrophages 和不同濃度的 NO

donors 一起堵養 12 小時後，觀察到 30-100μ 時 S詞蚣， 30-100μ 研

SIN-1 心。-60μMGS划和 30-100μ 班 SNP 皆其統計意義的抑制 N訓，

所以四種 NO donors 均有延遲 RAW 26也 7 macrophages 之細胞分
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裂的作用，而 SNAP 和 GSNO 抑制細胞分裂之作用似乎較強。

5. SOD' Catalase '或Ara - C 分別和 NO donors 在 RAW 264.7 

macrophages 之細胞一遺傳毒性的交互作用。

本實驗發現 SOD 和 Cata1ase 會降低 SNP ， SIN-1 和 SNAP 的微小核

發生頻率和其細胞毒性，但不會降低 GSNO 的微小核發生頻率及細胞

毒性。 De1aney et a1. (1997) 也觀察到相似的結果， 300μ 班 GSNO

造成 HIT- T15 cells 之 DNA 斷裂，不會被 SOD 或 Cata1ase 所對抗。

所以暗示 SNP ， SIN-1 和 SNAP 造成微小核的增加以及細胞毒性可能

部分機轉和含氧自由基有闕，而 GSNO 和含氧自由基無闕，但尚需進

一步的研究。 鵑於 NO donors 引起細胞一遺傳毒性的原因有很多，

立在非只由單一機轉而來，常因細胞和實驗條件的不同而有所不悶，

但大多數的報告指出和含氧自由基之形成有闕， Brown (1 995) 指出

低濃度的 NO (0. 18μM) 能可逆性的抑制 Cata1ase 而減少對凡屯的

催化作用。 Burney et a1. (1997) 指出的引起神經細胞毒性是一個

很複雜的過程，可能和 DNA 合成的抑制，粒線體不活化，細胞膜分

解，細胞周期停止，說rA 斷裂和 apoptosis 等有關。 Beckman et a 1. 

(1 990 )和 Radi et al. (1 991) 指出活化的 neutrophi1s 和 macrophages

會產生 superoxide '並和自O' 形成 ONOO-' , ONOO-' 和 E結合成 ONOOH

然後分解成 OR 自由基和 N02 自由基，均較 NO 本身其毒性 。 而
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peroxynritrite 引起神經細胞毒性，可能經由 DNA 傷害和過度活化

poly (ADP-ribose) synthase (PARS) 而造成 NAD+和 ATP排空 (Zhang et 

al., 1994) ，或粒線體傷害 (Bolanos et a1. , 1995) 而來。問oro et 

al. (1 998)發現 100U/ml SOD 會加強 500μ 服 SIN-1 對 rat cortica1 

neurones 造成的細胞死亡，可能和增加丸。2 形成有關 。 Hogg et 

al. (1 992 - 3) 觀察到 SIN-1 會生成的和 O2-. ，進而形成 peroxynitrite

而造成神經毒性， Lipton et al. (1 993) 則認為 SIN-1 造成神經毒

性並非單獨經由 NO 本身而來。 Ishi i et al. (1 999) 的實驗認為 1m推

SIN-1 造成的do廿1e1 ia1 ce11 death '可能和悶， O2
…

• , OH-及 H202 有

關。 Ioannidis and Groot (1993) 以 5mM SIN-1 造成 Fu5 ra t hepa toma 

cells damage '認為可能和其2也有關。 Troy et a1. (1996) 觀察

到在 PC12 cells 中， SIN-1 分解生成的附和 O2-. 會形成 peroxynitrite

而使 Cu/Zn superoxide dismutase 活性下降而導致細胞死亡。 Szabo

and Sa1zman (1995) 觀察到在 J77生 2 macrophages 中，內生性

peroxynitrite 可能和抑制粒線體呼吸有關。 de-Rojas-Wa1ker et 

al. (1 995) 在 RAW 264. 7 macrophages 中，證實內生性的會引起氧

化性 DNA 傷害和 DNA deaminations 0 Brune et a l. (I 997) 在 RAW 26也 7

macrophages '以 10μ g/ml LPS 和 100 units/m1 IFN一 γ 處理 15 小時

後觀察到會生成 superoxide 可對抗 GSNO 引起的 apoptosis 。另外，
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Xia and Zweier (1 997) 以 LPS + IFN一 γ 刺激 RAW 264. 7 macrophages ' 

發現垮養液不加 l-arginine '反而更活化凹的生成附和

superoxide '轉而合成 peroxyni tri te '而參與 macrophages 的抑鐘

或殺葛作用。 Paul et al. (1 997) 認為 LPS 在 RAW 264. 7 macrophages 

抑制其 DNA 合成之作用和 NOS 及闊的生成無關。 Zingarelli et 

al. (1 996) 的實驗經 10μ g/ml LPS 處理的 J774.2 macrophages' 1 

小時內就產生 superox i de ' 8 小時後時間才目關性增加 N02-/N03- ， 和

peroxynitrite anion 的產生及 DNA 的斷裂，細胞存活率亦隨著時間

一相關性的降低，學者們認為 peroxynitrite 會造成 DNA 傷害，因而

過度活化 PARS 引起細胞能量耗盡而死亡。 Sano et al. (1997) 給予

RAW 264. 7 macrophages 和 100μM SNAP 一起培養紅小時，會促進

Mn-SOD 和 Cu/Zn-SOD 的表現，可保護細胞兔於遭受的的毒性。

Brockhaus and Brune (1999) 給予 RA官 26吐.7 macrophages 500μ 阻 SNAP

垮養 8 小時，會促進 CuZn-SOD 的過度表現，可保護細胞兔於遭受間

的 apoptosis 0 本實驗觀察到外加 SOD和 Catalase 會對抗 SNP ， SIN-1 ' 

SNAP 和 LPS 降低細胞存活率之作用，但不會影響 GSNO 降低細胞存活

率，亦觀察到 SOD ' Catalase 和 L-NA她會對抗 LPS 之細胞毒性，由

於 NO donors 和 LPS 均會增加 N02-的釋出，根據這些結果可推論 SNP'

SIN-l ' SNAP 和 LPS 造成細胞毒性和悶， superoxide' hydrogen 
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peroxide 有闕，而 GSNO 造成則有 26生 7 macrophages 的細胞毒性可

能和 superoxide ' hydrogen peroxide 較無闕，尚需進一步的探討。

Fenech and Nevi11e (1992) 指出在人類淋巴球細胞使用 Ara - C 

和細胞質分裂阻斷微小核分析法的混合方法，可進一步偵測突變齊IJ

走否產生的A excision … repairab1e 1esions ? Fenech et a l. (1 99的

以 methy1nitrosour凹， UV 1 ight (25是nm) 或 hydroxyurea 與 Ara - C 

一起處理，會進一步增加微小核頻率，顯示這些突變劑會造成

excision - repairab1e DNA 1esion 0 本實驗發現 Ara - C 和 NO donors 

一起堵養 12 小時後，並不會進一步的加強 SNP' SIN…l' SNAP 和 GSNO

的增加微小核頻率的作用，表示 NO donors 之遺傳毒性和 DNA excision 

- repairable lesions 無關。此外，使用前T assay 觀察其在細胞

存活率的交互作用。結果發現 Ara - C 和 NO donors 一起培養 12 小

時後，不影響 SNP， SIN-1 和 GSNO 之細胞毒性， GSNO 則會對抗 Ara 一巴巴巴 C

之細胞毒性。 Nishikawa et a1. (1 997) 指出外加 GSH 會降低的抑

制粒線體呼吸的作用。 Reed (1990) 認為 GSH 是一種重要的自由基

清除劑，也可作為細胞最重要抗氧化劑。 Lynn et al. (1 99的認為

GSH 可當抗氧化劑，減少 nickel 傷害 DNA repair 酵素。 亦有學者

認為 Ara 一.C 造成細胞毒性，可能與自由基有闕，其促使細胞內的 GSH

增加 (Hed1ey and 自cCulloch， 1996) 。綜合這些報告，可能是 GSNO
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釋放 NO 後的 GS頁，協同細胞體內的 GSH 清除自由基，以致 GSNO 可錯

抗 Ara 一 C 的毒性。

6. SNP 在 LLC 之細胞毒性及對 CPP32 活性之影響。

的會引起腫瘤細胞的 apoptosis: 包括 rat sarcoma cells (Xie et 

al., 1995)' L929 ce11s 牙口 K一 1735 me1anoma cells (Xie et 

al. ， 1995) 。 另外， NO 也會使 Swiss 3T3 ce11s (也an et a1. , 1997) 

造成 apoptosis 0 Haende1er et a1. (1997) 指出低劑量的的不管

以何種氧化還原狀態存在，可經由使 caspase 家族受 S-nitrosylation

而保護細胞兔於遭受 apoptosis 0 Barry et al. (1 990) 指出很多

不同型態的癌細胞日暴露到不同的化療藥時(包括抗代謝， DNA 

topoisomerase inhibito呵，干擾微管劑和:境基化劑) ，會發生

apoptosis 0 Azmi et a1. (1 997) 發現經 O. 1μM adriamycin 處理位

小時後的 rat thymocytes '其 CPP32/apopain 被活化而切割 poly

ADP-r i bose po 1 ymerase '最後造成 DNA 斷裂而引起 apoptosis 0 Wang 

and Keiser (1998) 觀察到經 100μ 班- 1mM SNP 處理 24 小時的兔子

血管平滑肌細胞，會呈現劑量一依賴性的增加 apoptosis '此作用和

CPP32 活 I[生存皮增力口有關。 Tamatani et al. (1998) 指出 50μ 問 SNP 和

cortex neuron 一起玲養 24 小時，導致的細胞存活率下降和 caspase -

3 活化有關。 Sumitani et al. (1997) 貝11觀察到經 1m聞 SNP 處理 16

65 



小時的 NA cells '產生 apoptosis 可能和 c-myc 的抑制及 c-myb

proto-oncogenes 有關。 Sweet and David (1996) 以 1-5μg/m1 ADM 

處理 RAW 264. 7 macrophages 24 小時，使用 MTT assay ，發現會劑量

一依賴性的降低細胞存活率。在本研究以 100μ 服-1m班 SNP 或 1-3μMADM

和 LLC 一起培養 12 小時後，觀察到 200μ 話-lmM SNP 呈現劑量一依賴

性的降低 LLC 癌細胞存活率， 1 和 3μ 阻 ADM 亦有統計意義降低 LLC

癌細胞之存活率，由於 ADM 只處理 12 小時，所以細胞毒性不強。 Wang

and Keiser (1998) 在兔子腎動脈血管平滑肌中，分別加入或不加

入 O. 1rr祉， 0.5m說， 1mM SNP 和 CPP32 抑制劑。EVD一CHO) 一起垮養 2是

小時，觀察到 SNP 會呈現劑量一依賴性的增加 CPP32 活性，此作用會

被 DEVD-CHO 所降低，和本研究有相似之結果。而本研究中的 300μ 阻

SNP 和 3μM ADM 均能增加 LLC 癌細胞之 CPP32 蛋白韓素活性，此增

加作用均被 CPP32 抑制劑， DEVD-C悶，所抑制。這些結果顯示， SNP 

和 ADM 一樣會以細胞凋亡方式造成 LLC 癌細胞死亡。

7. NO donors 或 LPS 對細胞型態的改變。

Blanco et al. (1995) 分別以 2mmol/L SNP 和 2mmol/L SNAP 加入

人類關節軟骨細胞一起母養 16 小時和 8 小時後，使用光學、螢光及

電子顯微鏡觀察，可以看到 SNP 和 SNAP 在自由基清除劑存在之下，

仍會造成細胞體積變小，細胞朕有 budding 的現象和形成 apoptotic

66 



bodies '所以認為的造成細胞凋亡和含氧自由基無關。 Jun et 

a1. (1 996) 分別以 2mM SNP 和 5U/ml IFN一 γ+ lOng/ml LPS 處建 murlne

macrophages 2 小時和 48 小時，使用光學顯微鏡觀察，分別加入 SNP

或 IFN一 γ+ LPS 均會使自O 造成細胞骨熱之 actin 受 ADP-ribosy1ation

而改變 macrophages 之細胞形態和功能。 Gobbe1 et a1. (1997) 以

O. 5叫1 SNP 加入 rats cerebra1 內皮細胞一起培養 18 小時，使用光

學顯微鏡觀察， SNP 會破壞比細胞，造成細胞死亡，此作用會被

Cata1ase 和 SOD 所對抗，認為 NO 和 superoxide 會同時生成並協同

加強細胞毒性。 A1bina and Reichner (1998) 以電子顯微鏡觀察 RAW

264. 7 macrophages 經 10U/m1 IFN一 γ+ 1μg/m1 LPS 處王里 48 小時的

細胞形態，發現有 apoptotic bodies 和細胞蜈 b1ebs 的生成。 Abd­

EI-Basset and Fedoroff (1995) 認為 10μg/血 1 LPS 造成 mlce

microg1 凹的細胞形態改變可能使其細胞骨架成分 F-actin ' 

intermediate fi1aments 和 microtubu1e 的重新組合有關。根據這些

結果可推測本研究的 SNP 和 LPS 可經由影響細胞骨蕪的組合改變細

胞形態。由於其他 NO donors 並不影響 macrophages 之細胞形態，所

以可能透過的以外的途徑來改變細胞形態。
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是吉言命 (In conclusion): 1. RAW 26也 7 macrophages 經 NO donors 

或 LPS 處理後，均會生成悶，而 LPS 增加的之作用會被 L-NA胞所

抑制，這些結果表示 NO donors 會生成外加性間， LPS 則促進內生

性 NO 產生。 2. NO donors 或 LPS 對 RAW 264. 7 macrophages 均會

造成細胞一遺傳毒性，其中 SNP' SN蚣， SIN-l 和 LPS 之細胞一遺傳毒

性可被 Catalase 和 SOD 所降低，所以其細胞一遺傳毒性之機轉可能

和的經一連串的反應促使 superoxide ' hydrogen peroxide 增加所

造成，而 GSNO 的細胞一遺傳毒性之機轉可能和 superoxide ' hydrogen 

peroxide 較無關。 3. 四種 NO donors 之遺傳嘉性，以及 SNP , SIN-

1 和 SNAP 之細胞毒性均不被 Ara - C 所加強，顯示四種 NO donors 

之遺傳毒性和 excision-repairable DNA lesions 無關。此外， GSNO 

會對抗 Ara 一 C 的細胞毒性，可能 GSNO 會分解釋出的和 GS丘，此外

加性 GSH 配合內生性 GSH 減少 Ara - C 之細胞毒性。也 S附和 AD既

均能活化 CPP32 蛋白酵素而造成 LLC 癌細胞以細胞凋亡方式死亡。

根據這些結呆可知 NO donors CGSNO 除外)和 LPS 可經含氧自由基

(ROS) 而對 RAW 264. 7 macrophages 造成細胞一遺傳毒性， SNP 亦可經

由活化 CPP32 蛋白酵素，然後可能分解 PARP 而造成 LLC 癌細胞凋亡。

然而， NO donors 和 LPS 造成哺乳類之細胞一遺傳的機轉不可能這麼

單純，尚待用不同的角度加以探討。
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Table 1 

Nitrite concentration in treatment solution after exposure to various 

concentrations of different NO donors in RAW 264.7 macrophages for 12hrs. 

Treatment Concentration (μM) N02- concentration (μ 班)

Control 0.03 土 0 .48

SIN-1 10 0 .48 土 0.78牢

30 5.26 土 0.56*

60 10.26 土 0.67*

100 2 1.66 士 0.89*

SNAP 10 0.35 土 0.78*

30 4.13 土 0.78*

60 13.80 土 0.91 * 

100 23.52 士 0.87*

GSNO 10 0.10 土 0.56*

30 1. 63 土 0.67 牢

60 5.91 土 0.67*

100 12 .49 士1.09*

SNP 10 0.28 土 0.78*

30 0.72::!: 0.89* 

60 1. 52 土 0.89*

100 3.00 土 0.67*

Data are shown as mean +S.E .. 

n = 8 from 2刁 replicate culture for each treatment group. 

*p < 0.05 as compared with control. 

69 



Table 2 

Effect of NO donors, SIN-1 , SNAP, GSNO, and SNP, on micronucleus induction 
in RA冒 264. 7 macrophages. 

Treatment 

Control 

SIN-1 

SNAP 

GSNO 

SNP 

ADM 

ConcentrationCμ 阻)

10 
30 
60 

100 

10 

30 
60 

100 

3 

10 
30 
60 

100 

3 

10 
20 
30 
60 

100 

0.3 

Data are shown as mean + S. E. . 

Number of micronucleated cells 
11000 binucleated cells. 

7.2+0.5 

14.3士 0.5*

16.0+0.7* 
1l. 2士 O. 6 
8.2士 0.6

15. 是士 0.4*

15.3+0.9* 

1 也 5+0.6*

8. 3 士。.在

11. 2士1. 0

17.8+ 1. 1* 
15.3士 0.8*

9.0+0.8 
9.2 士1. 1

10.8+0.3 
l 也 0+0.6*

14.8+0.3* 
15.3士 O. 5* 
18.8+0.6* 
16.8士 0.5*

8. 在土 O. 是

15.0土 0.6*

n = 往一8 from 2-3 replicate cultures for each treatment group. 
*p < 0.05 as compared with control. 
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Table 3 

Effect of different NO donors on cell cycle kinetics in RAW 264.7 macrophages. 

Treatment concentratlon ce lI cyc1e kinetics N.D. I. 

(μM) (based 011 500 cells) 

lN 2N 3N -4N 

Control 125 土 12.9 350 士 14 .3 23 :1: 2 .4 1. 77 土 0.03

SIN-l 10 148 士 7.9 332 土 8.8 20 土1.4 1. 72 土 0.02

30 195 土 13 .3 285 士 1 1.5* 20 土 2.0 1. 65 土 0.03*

60 203 土 4.2 280 土 2.4* 17 土 3.2 1.63 土 0.01 * 

100 210 士 7.2 273 土 7.0* 17 土 2.0 1.62 土 0.02*

Control 125 土 12.9 350 士 14 .3 23 :1: 2 .4 1.77 土 0.03

SNAP 10 113 土 5.8 348 士 7.6 39 土 6.2 1. 85 士。.02

30 184 土 8.6 285 土 8.0* 27 士 3 .3 1.68 土 0.02*

60 228 土 12.7 265 土 1 1. 7* 7 :1: 2 .2 1. 55 士 0.03*

100 257 士 26.1 234 土 23 .4* 7 土 3.2 1.49 士 0.07*

Contro1 125 士 12.9 350 土 14 .3 23 土 2 .4 1. 77 士 0.03

GSNO 3 134 土 20.0 355 土 20.9 11 土 2.0 1.78 土 0.05

10 204 土 9.5 280 土 9.6* 16 土 0.8 1.62 士 0.01*

30 236 土 3.6 245 :1: 6.2* 19 土 3.2 1. 57 土 0.04*

60 250 士 17.3 233 土 16.7* 17 土 3.3 1. 55 土 0.04*

Control 125 土 5.8 350 土 6.2 23 :1: 2.4 1. 77 土 0.03

SNP 10 147 土 5.8 333 土 4.5 20 :1: 2.0 1. 73 土 0.04

30 154 土 6 .3 328 士 7 .3* 18 土 4.4 1. 70 土 0.02*

60 171 士 9.0 326 土 8.5* 3 :1: 2.6 1. 69 土 0.02*

100 190 士 12.1 300 土 13.1 * 10 :1: 3.5 1.67 土 0.02*

Data are shown as mean 士 S. E.. 

n = 4-8 from 2-3 replicate cultures for each treatment group. 

*p < 0.05 as compared with contro1 

NDI = (l x 1 N) + (2 x IIN) + (3 x illN-NN) 1500 
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Fig. 20 盟icronucleated cel1 (鉤。 x ). 

Fig. 21 Untreated RA曹 264. 7 macrophages (400 x). 
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Fig. 22 Photomicrograph showing changes in ce11u1ar morpho1ogy 

induced by SIN-1. RAW 264. 7 macrophages were incubated wi th 1m班

SIN-l for 12h (400 x ). 

Fig. 23 Photomicrograph showing changes in ce11u1ar morpho1ogy 

induced by SNAP. 設立曹 264. 7 macrophages were incubated wi th 100 

μ 盟 SNAP for 12h (是OOx ). 
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Fig. 2是 Photomicrograph showing changes in cellular morphology 

induced by GSNO. RAW 264. 7 macrophages were incubated wi th 100 

μM GSNO for 12h (400 x). 

Fig. 25 Photomicrograph showing changes in cellular morphology 

induced by SNP. RA曹 264.7 macrophages were incubated with 1m單

SNP for 12h (200 x ). 
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Fig. 26 Photomicrograph showing changes in cellular morphology 

induced by SNP. RAW 26是.7 macrophages were incubated with lmM 

Fig. 27 tomicrograph showing changes in cellular morphology 

induced by LPS. RAW 26在 7 macrophages were incubated with 30 

μ g/ml LPS for 12h (200 x ). 
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Fig. 28 Photomicrograph showing changes in cellular morphology 

induced by LPS. RA官 26也 7 macrophages were incubated with 30 

μ g/ml LPS for 12h (400 x). 
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口試問答紀錄

1. NDJ 的計算公式為何將 :3 核和生核合{萍在一起?

主要以 3 格較多而 4 核較少，故可將之合併。

2. 圈 6. 細胞存活率 LPS 為何只作用 2 小時?

為自己合作微小織的研究條件，以求前後條件統一。

3. 單TT assay 作存活卒，若細胞生長被阻斷，但沒有死，判斷上會高估

其殺傷力?

如跑生長被阻斷﹒ succinate dehydrc巨enase 有可能活性被下降，可能有
此缺點，故需搭配其他研究方法加以對只是。

4. SNP 是呵。產生最差的藥物，為何作 LLC 的細胞毒性研究用此藥物?

;除了因為此熱物較多之外句亦有學者作過類似的研究，故以此藥物作研

*" 九A

5. 為何用此凹種 NO donors? 有何特性?

由方于此四稚的 donors 皆會釋放悶，但結構式皆不舟， SNAP 和 GSNO 皆令

S-NO 基圈 r 另外， SNP 在光線存在下才能釋放悶。既然比四種 NO donors 
之物性，化性有所差異，所以吾人選用此四種 NO donors 揉討其在細胞呵

遺傳毒性之差異性。

6. LPS 約多久可立成 ni tri te? 
約是一6 小時即可產生。

7. Table 2 中，產生徵小核(遺傳毒性)是在較低濃度，在國 3 中，反而

是較高濃度產生，為什麼?

本實驗室一向有此結果，微小格通常在低濃度即可鹿三色，高濃度才有細

胞毒性的產生。

8. 縮寫表內的藥物分類可省略，論文內的大小寫應統一，簡寫部分若是
第一次出現，應先寫全名‘第二次出現再寫錯寫。

9. p.2。一泣，第四行 55k 的 k1弋表什麼?

分子章，是、史正為 KDa"

10. 實驗中作了幾次實驗應寫出。


