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中文摘要

已知多環芳香煜類化合物[包括 2，3 ，7 ， 8-tetrachlorodibenzo-p

dioxin(TCDD) 與 benzo[a]pyrene(B[a]P) 等 1 可經由活化Aryl

hydrocarbon receptor (AhR) 與 Aryl-hydrocarbon-receptor nuclear 

translocator (Arnt)' 誘導許多代謝酵素基因表現，包括 cytochrome P450 

IAl(CYPIAl) 、 cytochrome P450 IB 1 (CYPIB 1) 、 NAD(P)H:quinone

oxidoreductase 1 (NQOl) 、 glutathione-S-transferases (GST)及 aldehyde

dehydrogenase (ALDH)基因。近年來也有研究報導指出， AhR 與 Arnt

mRNA 表現量會隨著皮膚表皮層分化而增加，即表示 AhR 和 Amt

與細胞分化有關。 將 TCDD 塗抹於小鼠皮膚乳頭狀瘤及鱗狀上皮

細胞癌的病變組織及周邊正常組織 24 小時後，周邊正常組織的

CYPIAl 酵素活性增高，但病變組織的 CYPIAl 酵素活性並末增加。

因此皮膚組織癌化會抑制 TCDD 誘導基自表現的作用，但是其機轉、

仍不清楚。 本研究比較 B[a]P 在人類皮膚基底癌細胞株(human basal 

cell carcinoma ' BCC)與人類皮膚表皮細胞抹(human immortalized 

non-tumorigenic keratinocytes ' HaCaT) 中誘導 CYPIAl 基因表現之差

異性，並進一步探討其機轉。 首先以細胞型態、 Papanicolaou' s 染

色法及西方墨點法(檢測分化指標 KI-KIO 和 involucrin)等方法，比

較這兩抹細胞型態及分化程度。結果顯示， HaCaT 細胞株隨著培養



時間越久分化程度越高，而 BCC 細胞株分化程度比註aCaT 細胞抹

低，因此 BCC 細胞株為癌化的皮膚細胞，已喪失細胞分化之能力，

而 HaCaT 細胞株代表正常皮膚細胞，具有正常分化能力。 接著觀

察以 l 與 10μM B[a]P 處理 24 小時後對細胞生長之影響，結果在移

除 B[a]P 後繼續玲養 96 小時，只有 HaCaT 細胞株的生長情形受到

抑制，存活率分別為對照組的 29.1 %與 23.7 %'而 B[a]P 對 BCC 細

胞株生長並無明顯影響。已知 B[a]P 會誘導 CYPIAl 基間表現，而

CYPIAl 參與 B[a]P 的代謝活化，將 B[a]P 轉變為致癌性的代謝物，

對細胞產生毒性。當我們分別以 Aryl hydrocarbon hydroxylase (AHH) 

法測定 CYPIAl 酵索活性及 RT-PCR檢測 CYPIAl 基因表現時發現，

B[a]P 誘導 HaCaT 細胞株之 CYPIAl 酵素活性及基因表現分別為對

照組的 40 倍及 8 倍;而 B[a]P 誘導 BCC 細胞株之 CYPIAl 酵素活

性及暴自表現的能力則較低(約 2 倍)。 已知多環芳香煜類化合物

經由活化 AhR 與 Arnt' 與 CYPIAl 基間的 enhancer 內之 dioxin

responsive element (DRE)鍵結，進而調控 CYPIAl 基目的表現，另外

又有研究指出，在皮膚組織及 HaCaT 細胞中， AhR 與Arnt 的表現

程度與細胞分化程度有闕，由此我們利用半定量 RT♂CR 及西方墨

點法撿測 AhR 與 Arnt 的表現，發現這兩株細胞中 AhR 與 AI割的基

因及蛋白皆有表現，而且其表現的程度不受 B[a]P 的影響，因此這

2 



:有株細胞的 CYPIA1 基間被誘導之差異性可能與 AhR 、 Arnt 蛋白表

現程度無關。另外，經過細胞玲養 10 天後(細胞分化程度增高) , 

HaCaT 細胞株的細胞質中， AhR 與 Arnt 蛋白表現會隨著細胞分化程

度增加而增加，但在 BCC 細胞株中並沒有明顯的增加。 我們進一

步以 gel retardation 方法分析 AhR 與 Arnt 被 B[a]P 活化的程度，結

果發現 HaCaT 細胞株處理 B[a]P 2 小時後，會增加 AhRlArnt 複合物

與 DRE 鍵結的能力，但 BCC 細胞處理 B[a]P 2 小時後，並不會增加

AhRlArnt 複合物與 DRE 鍵結的能力。接著，將 BCC 細胞預先處理

50μM 及 100μM genistein 或 1 ng/ml 及 5 ng/ml herbimycin A (tyrosine 

kinase inhibitors) 的分鐘後，再處理 10μM B[a]P ，則會增加 CYPIAl

基園的表現(分別為對照組的 2.71 倍及 3.65 倍) ，且呈劑量反應關

條。 由以上實驗可知， BCC 細胞株對 B[a]P 的抗藥性，可能由於

BCC 細胞株中存在某種 kinase 蛋白，影響 B[a]P i.舌化 AhR 與 Arnt

及誘導 CYPIA1 基因表現之能力，而且 AhR 與 Amt 的功能喪失可

能與細胞癌化或失去分化能力有關。

3 



英文摘要

It has been shown that polycyclic aromatic hydrocarbon (PAHs) 

induce gene expression of cytochrome P450IA1(CYPIA1), cytochrome 

P450 IB1(CYPIB l), NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQ01), 

glutathione-s-transferas~s (GST) and aldehyde dehydrogenase (ALDH) 

through activation of Aryl hydrocarbon receptor (AhR) and Aryl 

hydrocarbon receptor nuclear translocator (Arnt). AhR and Arnt are also 

reported to relate to differentiation and carcinogenesis. The mRNA level 

of AhR and Arnt were increased during keratinocyte differentiation. 

Previous studies demonstrated that CYPIA1 induction was suppressed in 

chemically-induced mouse skin papillomas and squamous cel1 carcinomas. 

In the present study, we observed differential CYPIA1 inducibility 

between a spontaneously immortalized human keratinocyte HaCat cell 

line and a human skin basal cell carcinoma (BCC) cellline. HaCaT cells 

presist differentiation ability and express both early an吐 late differentiation 

markers (K1 , K10, and involucrin). However, BCC cells only express 

early differentiation markers (Kl and K10) and fail to differentiate. In 

HaCaT cells, treatment with 1μM or 10μM B[a]P for 24 hr reduced 

viable cell numbers 3 days later. But B[a]P failed to decrease viable cell 

number in BCC cells. It is known that B[a]P does not only induce 

CYPIA1 gene expression but are also metabolically activated by 

CYPIA1. Therefore, we further examined CYPIA1 gene expression and 

enzyme activity in B[a]P-treated HaCaT and BCC cells. Both CYPIA1 

gene expression and enzyme activity are only induced by B[a]P in HaCaT 
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cells, but not in BCC cells. The levels of AhR and Arnt in HaCaT cells 

were increased during differentiation. When we utilized a gel retardation 

assay to detect AhR activation, B[a]P induced a Banding with the [32p]_ 

dioxin responsive element in nuclear extract from HaCaT cells, but not in 

nuclear extract from BCC cells. Pretreatment with tyrocine kinase 

inhibitor-genistein or herbimycin A 的 minutes increased B[a]P-induced 

CYPIAl gene expression to 2.71 or 3.65 fold of control. Our results 

suggest that certain tyrosine kinases are overexpression in BCC cells, 

which effected AhRfArnt-DNA binding ability and downregulated 

CYPIAl gene expression. 
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第一章、 前言

多環芳香經類化合物 (PAHs) 廣泛存在於環境中，為一種很強的致

癌物，會誘導皮膚細胞癌化。 PAHs 可經由活化 Aryl hydrocarbon receptor 

(AhR)與 Aryl hydrocarbon receptor nuc1ear translocator (Amt) ，誘導許多代

謝酵素基因表現，包括 cytochrome P450 IAl (CYPIAl) 、 cytochrome P450 

IBl (CYPIB l)、 NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 (NQOl) 、 glu叫lta討th蚵lOne-喝

s-扛.

酵素活性。這些酵素活性的改變會直接影響細胞代謝活化或解毒的能力。

近年來忠有文獻拈出， AhR 和 Amt 與細胞分化及癌化有關。當利用原位

雜交法檢測 AhR 與 A旭1羽祕t mRN、吋~A 在人類表皮層中表琨的位瓷自時寄發現，隨

著表皮層中角質細胞分化程度愈高， AhR 與 Amt mRNA 表現量愈多;

而在完全不分化的基底表皮細胞中，無法偵測到 AhR 與 Amt 的mRNA 0 

另外在小鼠皮膚癌組織中， CYPIAl 基因的表現被多環芳香經類化合物

(PAHs) 誘導的程度比其周邊正掌組織為低，表示皮膚組織在癌化後會抑

制 PAHs 誘導基因表現的作用，但是其機轉仍不清楚。因此 AhR 與 Amt

的功能或表現可能會自細胞癌化而改變，進而影響 PAHs 誘導基因表現

的作用。我們利用兩株人類皮膚角質細胞，一為人類皮膚基底層癌細胞
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株( human basal cell carcinoma keratinocytes ' BCC ) ;另一個為人類皮膚

表皮細胞株( human spontaneously immortalized non-tumorigenic 

keratinocytes ' HaCaT ) ，比較癌化的皮膚細胞 (BCC) 與非癌化正常皮膚

細胞 (HaCaT) 在處理 benzo[a]pyrene (一種誘導皮膚癌化的多環芳香煜

類化合物)後，這兩株細胞 CYPIAl 酵素活性被 benzo[a]pyrene 誘導之程

度是否有差異，並更進一步探討其差異之機理。
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第二章、文獻總論

第一節、環境污染物~多環芳香煜類化合物(Polycyclic aromatic 

hydrocarbons , PAHs)的來源與分佈

PAHs 可由許多物質產生，通常是有機物不完全燃燒所致，其來源

包括:發電廠石化燃料、焚化爐中廢棄物的高溫燃燒、家庭用的瓦斯加

熱器、煤油加熱器、電鍍工廠、鑄造工廠、及熔煉工廠等所排出的污

染勃7(Hazardous Substances Data Bank,1988; Lee et al.,1994 b，d，)。另夕卡，

香菸煙霧懸浮微粒，汽機車、運輸貨車、飛機及割草引擎所排放的廢

氣(Venier et al.,1985) ，也都是空氣中 PAHs 的主要來源。除此之外，每

日進食的食物，如餅乾、燒烤牛肉( Lioy et al., 1988, 1990; Rothman et 此，

1990)和食用油加熱所生成的油煙中也都含有 PAHs 類(Li et al., 1994) 。

Mumford 等人以 HPLC 分析燃燒煤球的煙霧時，發現含有高葷的

benzo[a]anthracene (B[a]A)手口 chrysene ( Murrnfold et al., 1987; Chuang et 

a1.，1 992) 。後來他們又以 GCIMS 分析該地區烹調時，室內空氣中 PAHs

約含量，發現至少有十種 PAHs 超過 1 悔1m3 空氣，依序為 phenanthrene，

FA, pyrene, chrysene, B[a]A, benzo[b]fluoranthene (benzo[b]FA), 

benzo[ghi]perylene(B[ghi]P), l-methylphenanthrene, B[a]P, anthracene 等，

並進一步分析當地居民尿中 PAHs 和 hydroxy PAHs 的含量，發現皆較

控制組居民(昆明居氏、華喬美國人)尿中 PAHs 和 hydroxy PAHs 的含量

多，其中弘OH-B[a]P 具有統計意義(Mumford et al.， 1995) 。

曾有學者估計美國每年產生的 benzo凶pyrene(B凶的高達 900-1300

公噸，其中有 37-38%是發電廠在製造能量時產生的， 42-46%是由廢棄
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物燃燒所生成的，的-19%是在烹調食物過程中產生，至於剩下的 1- 1.5%

才是來自汽、機車排放的廢氣(Dipple et. al.,1983) 0 B[a]P 實際上在環境

中的含量分佈為:空氣含有 1-100 ng/m3 、河川水含有 10-100 nglL、一

般的飲用水含有 0.1-23 月江、土壤中的含量則高於 2000μg/kg' 而食

品中的蔬菜、海產生物、燒烤的肉類內之 B[a]P 含量大約為 1-25ug/kg

(Dipple et. al.， 1990) 。而有的學者發現每日從食物攝取到的 B[a]P 含量

約達到 30-1 ，600 ng (Buckley et al., 1992) 。

第二節、多環芳香經類化合物之物化性與生成機會j

大多數的 PAHs 皆具有較高熔點及沸點，熔點大都高於 100
0

C '在

常溫下是以回態存在。以 PAHs 的結構而言，由於只含 C 、 H J，亨、子，亦

無官能基，再加上為環狀結構，自此雄性和溶解度皆不高。 PAHs 的分

子構造為平面狀，又具高度的 electron delocation 特性，絕大多數的 PAHs

均帶有很強的螢光放射光話，可作為螢光偵測辨認 o PAHs 中分子暈小

於 230 g/mole 者，屬於半揮發性物質，在一般大氣溫度範圍下，是以

氣目相並存於大氣環境中，其氣相單純以蒸氣型態存在，而自相因大

氣中之懸浮微和提供一良好的表面積，所以會吸的在微粒表面上。

PAHs 由於種類眾多(理論上有數千種 PAHs 被合成，但實際上環境

中只有數十種之 PAHs 較重要而為學者們研究的對象) ，故彼此間也有

差異性存在。整體而言 'PAHs 的反應性不高，本身為原污染源 (prim訂y

polIutant) ，在環境中被認為是較穩定的污染物。雖然 PAHs 的反應性不

高，但仍會與大氣中其他強反應物作用，如 N02 、 03 、自由基等作用或

被紫外線解離，參與光化學反應，形成二次污染物(second pollutant) 。
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PAHs 的形成乃是還原狀態下燃燒煜基物質的結果，目前被接受的

形成機制為氣相中自由基反應所造成。主要機制有二:

(1)聚合反應( pyrosynthesis )為低分子最有機物經過聚合作用

( polyacetylene )所造成，自有劇烈放熱反應，故可提供足夠能受來解

離端邊分子固和自由價電子，來產生穩定的 PAHs 0 

(2)熱解反應(Pyrolysis): 乃高分子有機物經裂解後產生的笨基( phenyl 

radical )、了二鴻基(butadienyl radical)和笨丁二:掃墓(Phenyl-butadienyl

radical)反應、生成 phenanthrene 、 benzo[a]pyrene 與 fluoranthene 0 綜合

來說在火焰中形成 PAHs 的機制並非唯一性。在飽和氣態火焰中以聚

合反應為主。而煤和油滴火焰中，熱解反應則佔優勢。

第三節、多環芳香經化類化合物之毒性

PAHs 在致癌性方面之研究，平至 1775 年就發現掃煙印的工人

較易罹患陰囊癌 o 後來許多流行病學調查結果顯示，暴露在混和型之

多環芳香短的工人，罹患腫瘤而致死之機率較其他從業員為禹。而在

Bjoreth 等人(1985) 研究中指出，一般空氣中 PAHs 的含量約有 80%走

來自石化燃料的燃燒，而機動汽機車排放物中之多環芳香炬，在美國

的統計，約佔全年排放總量的 36% 。通常 PAHs 會經由甘乎吸道、食道

和皮膚接觸進入人禮。 Brookes 和 Lawley (1 964) 證明致癌性之代謝

活化物會與皮膚的 DNA 形成 DNA 鍵結物。 PAHs-幽心幽

各器官組織都被偵測到，包括肺臟、文氣管、皮膚、蜈臟、口腔黏祺、

子宮頭和乳房組織等(Dunn and Stich. ,1986; Phillips et al.,1988,1990a,b; 

Everson et al.,1986; Manchester et al.,l988; Seidman et al.,1988; Schoket et 

al.,1990) 0 Harris et al.(1991) 發現 B[a]P 會造成 ras 1亨、致癌基自
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(Protoonco gene)之第 12 密碼(codon)發生 G • T transversion 0 Cherpillod 

and Amstad(1 995)的研究結果顯示 B[a]P 會造成 p53 抑癌基因之第 248

及 249 密碼發生 σ → T transversion 。這些結果都證實 B[alP 能引起人

類和動物細胞的基因發生突變，甚至可能引起人類癌症。另外在動物

暴露實驗中發現， TCDD 會在不同動物或組織中誘發專一性之毒性反

應，可能造成畸性生長，降低免疫能力，促使表皮組織變形，胸腺的

退化，誘導特定酵素表現以及促進腫瘤的生成(Moses ， et al.,1985 ; 

Suskind, et al.,1985 ; Vanden, et al.,1993) 

第四節、多環芳香煜化類化令物之代謝路徑

(一)代謝活化

PAHs 在生物體內首先會經由微粒體單氧化酵索系統

(monooxygenase)或前列腺素 H 令成酵素(Prostaglandin H synthase)代謝

活化成 epoxide '然後會再水解轉變為 diols 型的活化中問產物，比中

間產物可與 DNA 共價結合形成 DNA 鏈結物，造成基因突變而引起癌

症發生(Dipple et al.，1 987) 。現在已知致癌物在 DNA 上形成 DNA 鍵結

物，而可能是引起基因突變，進而引發癌症發生的重要分子機轉。以

B[a]P 為例， B[a]P 有許多代謝路徑，其中主要是經由 cytochrome P450 

IAl 酵素系統代謝活化先生成(“)-trans-7 ，8-dihydroxy刁，8-dihydro

benzo[a]Pyrene '然後再繼續氧化形成最終代謝物 :anti刁，8-dihydroxy-

9，的-epoxy-7 ，8 ，9 ， 10呵tetrahydrobenzo[a]Pyrene(BPDE) ，它會直接攻擊

DNA' 因此具有致突變性、致癌性和致腫瘤性。而代謝物主要攻擊 DNA

的 deoxy guanosine (dG)之 N2位置(Jeffrey et a1.，1 976，1 977) 。另一個主要

代謝路徑是單電子氧化 B[aIP ，而產生 radical cation '它就會攻擊 DNA
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的 deoxyguanosine 之 N7 胺基的位置，而形成 DNA 鏈結物 (Cavalieri and 

Roga且， 1992) 。至於在動物體中不向器官組織代謝 B[a]P 的能力有何不

同? Weyand and Bevan (1 986)的實驗結果顯示，將 B[a]P 直接噴入老

鼠氣管內，五分鐘之後，無論在老鼠的肝臟或是肺臟中都可以測到較

高濃度 Quinone 類的 B[a]P 代謝產物，例如: B[a]P-l ,6-quinone, B(a]P鵬

3 ，6-quinone 及 B [a ]P-6, 12-quinone 。而且肺臟中 B[a]P 的代謝速率也比

肝臟較為快速。

(二)解毒路徑

至三於 B[a]P 的解毒作用主要是經由 glutathione-S“transferase(GST) , 

比酵素有許多成員，例如 alpha， mu, theta 以及抖，而其中在倉鼠細胞

內參與 B[a]P 的解毒作用貝'1 以 GST pi 為主(Swedmark et al.， 1992) 。而此

型 GST 會與 B[a]P 的最終代謝物 BPDE 進行結合反應(conjugation 

reaction) ，而抑制其致突變性和致癌性。在人類細胞株和動物細胞的 GST

pl 基因表現就有很大的不舟，同時在不同的人類細胞之間可能也有些

差異(Romert et al.,1989; Moscow et al.,1989; Castro et al.,1990; Lee,S,J. et 

al.， 1994) 。
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第五節、 Aryl hydrocarbon receptor (AhR)與 Ah receptor 

nuclear translocator (Arnt) 

(一)AhR 與 Arnt 之功能

已知 PAHs 會經由活化 AhRlAmt 來調控 Cytochrome P450 

IAl(CYPIAl) 、 Cytochrome P450 IB 1 (CYPIB 1) 、 NAD(P)H:quinone

oxidoreductase 1 (NQ01) 、 glutathione-S-transferases (GST)及 aldehyde

dehydrogenase (ALDH) 基闊的表現(Nguyen et 泣， 1994) 。當 PAHs 進入

細胞質中會和 AhR 鍵結(Pollenz ， et al.,1994) ，此時 AhR 上的 heatshock

protein (hsp 90)會和 AhR 分離(Pongratz. et al.,1992 ; Chen. et al.,1995) , 

按著 PAHs 和 AhR 複合體會進入細胞核中(Okey， A.B. et al.,1980) ，與核

中 Amt 形成複合體(Hoffman. et al.,1 991 ; Perdew. et al.,1992) ，此複合

體會專一性鍵結至IJ CYP IAl 基因上游 aromatic hydrocarbon- or dioxin- or 

xenobiotic-responsive elements (AhRE or DRE or XRE) (Denison. et 

al., 1988 ; Swanson. et al.,1993 ; Okey. et 泣， 1994) ，進而促進 CYPIAl 、

CYPIB1 、 NQOl 、 GST 及 ALDH 基因轉錄(Israel， et al.,1984) ，因此其

誘導程度取決於多環芳香經類化合物(PAHs) 與 AhR 鍵結之程度。

Bigelow and Nebert.(l 982)也證明 PAHs 可藉由 AhRlAmt 的調控，

誘導 AHH 的酵素活性。 PAHs 除了籍由 AhRlArnt 調控 CYP IA1 以

外，也會藉由相同的模式調控 CYP IB1 的表現(Hakkola， et al., 1997) 。

在 1996 年 Hoffer 等人的研究中指出，在老鼠肝癌細胞中處理 TCDD

或 B[a]P 後，會誘導 c-fos ， c-jun, junB 和 junD 的表現，並進一步證實也

是籍由 AhR 來調控 fos 和 Jun 基茵的表現。 另外， PAHs 會與 estrogen
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receptor 交互作用，影響體內荷爾蒙的表現，造成荷爾蒙失調(如1訂瓜， et 

al.,1996) ;甚至 PAHs 也會調節生長因子(EGF， TGF盼α， TGF-ß)lReceptor 

(EGFR)及 Cytokine 基因的表現，而影響細胞的增生(Kev泊， et al.,1992) 

(附錄一)

另外， FernandezωSalguero (1 996)等人指出在缺乏 AhR 的小鼠中發

現其兔疫系統會受到損傷，且肝臟會有纖維變性的現象，表示 AhR 在

小鼠肝臟的正常功能及免疫系統中扮演一個重要的角色。 Pedro 等人在

1996 年的研究中指出，缺乏 AhR 的小鼠在經過 TCDD 處理後，對其

肝臟、胸腺、心臟、腎臟、姨臟、將臟、淋巴結和子宮等，並沒有造

成明顯的傷害，即表示缺乏 AhR 的小鼠可以抵抗 TCDD 所產生的毒物。
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附錄一.

Ligand 1. Induction ofCYPIAIICYl' lßI 軒 Genotoxicity 

/ E 心dicals ~ 
AhRJARNT • 2.Homormi mects// 

a) Metabolism 
Constitutive/Ligand-induced 

CYPIAI (同-2-hydroxylase) 學 Honnonal 
CYP I BJ (El -4-hydroxylase) 1mbalance 

Effect on Androgens? 
b) Estrogen Receptor Antagonism 

3. Modulation ofGrowth Factors (EGf了， ... Altered 
TGFα，TGFß)/Receptors (EGFR) Proliferation 
Cytokine Gene Expression 
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(二)AhR 與 Arnt 的結構

AhR 與Arnt 的分子量大小，自動物種類不同而各有差異。在兔子

的 AhR 含有 847 個胺基酸(Yoshiki ， et al.,1996) ，在人類為 848 個胺基酸

(It鉤， et al.,1993 ; Dolwick, et al.,1993) ，在小鼠(C57BL/6月為 805 個胺

基酸(Ema， et al. ,1992) ，在小鼠(DBAl2J) 中包含 847 個胺基酸(Chang， et 

al.,1993) ，在大鼠中包含 853 個胺基酸(Carver， et 泣， 1994) ;而 Arnt 在

兔子中含 790 個胺基酸(Yoshi話， et al.,1996) ，在人類中包含 789 個按基

酸(Hoffman， et al., 1991) ，在小鼠中包含 791 個胺基酸(Li， et al., 1996 ; 

Reisz-Porszasz, et al.， 1994)(附錄二)。

AhR 與 Amt 的結構和功能接為相似，主要結構分為 3 個部分，以

人類 AhR 為例(全長 848 個胺基酸) : 第一部份是在 N-terminal 端有

一段 basic hel侃-loop-helix (bHLH) domain (1 -112 個胺基酸) ，主要是做

為和 DNA 鍵結用;第二部份是按在 bHLH 後有一段包含約 260 個胺基

酸的片段，稱之為 PAS domain (113-387 個胺基酸) ，其中包含 PAS A 

與 PAS B' 主要是和一些 Ligands (TCDD : 2，3几8-tetrachlorodibenzo闖p

dioxin 3MC 3-methylcholanthrene 戶NF :βnaphthoflavone 等)及

transcription factor的sp鉤， Arnt 等)進行 Dimerization ;最後一部份，也就

是在 C-terminal 端是 Q-rich domain(387幽 848 個胺基酸) ，主要是控制

transactivation 。而以人類 Arnt 為例(全長 789 個胺基酸) : 第一部份

是在?牛terminal 端有一段 bHLH domain( 1-167 個胺基酸) ，是與 DNA 鍵

結的位置;第二部份是按在 bHLH 後有一段包含約 250 個胺基酸的丹

段，稱之為 PAS domain(168-407 個胺基駿) ，其中包含 PASA 與 PAS B ' 
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主要是和 AhR 進行 Dimerization ;最後一部份，也就是在 C-terminal 端

是 Q句rich domain (408-789 個胺基酸) ，主要是控制 transactivation 的進

行(附錄三)。
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(三)表皮細胞之結構與分化作用

皮膚為抵抗外來物質侵害的第一道防線，可以避兔紫外線及空氣

中有毒物質直接對人體造成傷害。若皮膚細胞受到傷害，導致不正常

的增生或分化，則無法防禦外來物質的侵害，甚至會導致皮膚癌的發

生(Gulp and Beland,1994 ; Higginbotham et al.,1993; Wanner, R. et 

al.,1995; Corton, J.C. et al.， 1996) 。

皮膚結構主要分為三層，分別為皮下組織層、真皮層及表皮層，

而主要防禦外來物質侵害的是表皮層。表皮層又因細胞分化程度不筒，

分為四層，由內而外分別為基底層 (basallayer， ba) 、棘狀層 (spinous layer, 

sp) 、粒狀層 (granular layer, gr)及角質層 (stratum corneu血， s.c.) ，而細胞

分化程度也由內而外遞增。 隨著細胞分化程度不同，許多不同種類

蛋白依序表現，由 Fuchs 在 1990 年所發表的文獻中，可以清楚看出老

鼠皮膚表皮細胞的構造(附錄-.A) ，而在利用早期分化拈標(Kl)及晚期

分化指標(involucrin)進行免疫螢光染色後，更可以清楚的判定細胞分化

的程度(附錄-.B 、 C) 。附錄-.B 為利用早期分化指標(Kl)進行免疫螢

光染色後的結果，綠色部分即表示有早期分化指標(Kl)的表現，可以

看出 Kl 在部分基底層有表現，大部分則表現在棘狀層、粒狀層及角質

層;附錄一尤為利用晚期分化指標(involucrin)進行免疫螢光染色後的

結果，褐色部分即表示有晚期分化指標(involucrin)的表現，可以看出

involucrin 在部分棘狀層有表現，而大部分表現在粒狀層及角質層。即

表示，越外圍的細胞 involucrin 表現程度愈高，角質細胞分化程度也愈

"品

亡，
T可 O
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附錄四.皮膚表皮的構造

c 
s.c. : stratum comeum 

gr : granular layers 

sp : spinous layers 

ba : basallayer 

dr. : dermis 

附錄一.為老鼠皮膚表皮細胞的構造(A) ，而在利用早期分化指標(Kl)及

晚期分化指標(involucrin)進行免疫螢光染色後，更可以清楚的

判定細胞分化的程度(B 、。
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(四)皮膚癌化及分化與 AhRlArnt 之相關性

前人研究顯示，皮虜表皮層中 AhR 和 Amt 的功能與皮膚角質細胞

癌化有關。 將化學致癌物塗抹於小鼠皮膚上產生乳頭狀瘤及鱗狀上

皮細胞癌，再以 TCDD 塗抹於病變組織及周邊正常組織 24 小時後，河

邊正常組織的 CYPIA1 酵素活性增高，但病變組織的 CYPIA1 酵索活

性並未增加(Reiner et al.,1997 ; 1998) 。 另外，利用化學物質 7， 12個

dimethylbenz扭，c]-anthracene 與 12-0-tetradecanoylphorbol-吟-acetate

(DMBA-TPA)誘導老鼠皮膚產生乳頭狀瘤，在乳頭狀瘤組織中 AhR

mRNA 的表現比其周自正常組織約降低 20 %( Reiner, Jr. et al.， 1998) 。

由此我們可以知道，細胞癌化會影響 TCDD 誘導 CYPIA1 酵素活性的

作用，可能細胞癌化也會影響 AhR 與Amt 的功能及表現。

另有研究指出，在正常皮膚表皮層中， AhR 和 Amt 的表現與角質

細胞分化程度有關。 Wanner 等人(1996)以 1單位雜交法檢測 AhR 與 Amt

mRNA 在人類表皮層中表現的位置，發現隨著表皮層中角質細胞分化

程度愈高， AhR 與 Arnt mRNA 表現最愈多。在完全不分化的基底表皮

細胞中，無法偵測到 AhR 與Arnt 的mRNA 0 Paramio 等人(1998)指

出，人類皮膚表皮細胞株(HaCaT) 在經過連續。-20 天的細胞母養後，

細胞會持續分化，並且能偵測到分化早期指標(K10)及分化晚期指標

(involucrin) 的表現 Wanner 等人(1995)指出，人類皮膚表皮細胞株

(HaCaT)在經過連續心21 天的細胞培養後， AhR 與 Amt mRNA 的表現

增加 85 %。
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第三章、材料與方法

安.材料:

一.材料與藥品:

RPMI medium 1640 Dulbecco、 S Modified Eagle 

Medium(DMEM)medium 'fetal bovine serum(FBS) , penicillin, streptomycin ' 

sodium pyruva妞， non-essential amino acid (NEAA) , glutamine ' Super Script 

TM II RT' 購自美國 GIBCO BRL 公司;細胞垮養且由丹麥 Nunc 公司購

得; bovine serum albumin (BSA) , trypsin ' dimethyl sulfoxide (DMSO) , 

benzo[a]pyrene (B[a]P) , ethidium bromide (EtBr) , (0.4%) trypan blue 

solution ' ammonium persulfate (APS) , tetramethyle ethylenediamine 

(TEMED) , glutathione ' pepstatin A ' Aprotinin 'βNicotinamide Adenine 

Dinucleotide phosphate (戶-NADPH) , Herbimyc妞， Genist妞， Leupepti跤，

phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) 由美國 Sigma 公司購得 normal

me1ting agarose (NMA)由美國 FMC 公司購得; anti-mouse IgG-HRP 由 Santa

Cruz Biotechnology 公司購得; potassium acetate 由日本和光純藥工業公司

購得; Syringe filter 由美國 Gelman 公司購得; [3H]-methyl thymidine ' [r“ 

32p]dATP , anti-rabbit IgG ' Westem blotting detection reagents 1,2 (ECL) 由

英國 Amersham International 公司購得; Bio-Rad protein assay reagent 由美

國 Bio-Rad 公司購得; BCA protein assay reagent 由美商 Pierce 公司購得;

Blue extract (RNA kit) 由台灣騰達行股份有限公司購得;有機溶液由台灣

皓峰公司及聯工化學股份有限公司購得。

帽，

桐，別國-. 人類皮膚細胞誅之來源:

人類皮膚基底層癌細胞株( human basal cel1 carcinoma ' BCC )由高雄醫學
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院所贈予。人類皮膚表皮細胞株( human immortalized non-tumorigenic 

keratinocyt郎， HaCaT)貝11 由德國海德堡 Dr. N. Fusenig 所提供。

貳.方法

一、細胞培揍

BCC 細胞株以含有 3 % FBS ' 0.22 % sodium bicarbonate ' 0.03 % L

glutamine 和 100 unitlml penicillinlstreptomycin 之 RPMI 細胞垮養液玲養，

HaCaT 細胞株貝IJ培養於含有 10 % FBS ' 0.22 % sodium bicarbonate ' 0.03 % 

L-glutamine, 100 unitlml penici11inlstreptomycin，的。 μM sodium pyruvate 及

100μMNEAA 之 DMEM 細胞培養液中，將細胞株置於含 5 % CO2 的 37

℃恆溫培養箱內培養，每二天更換一次新鮮的垮養液，每種細胞株均約

隔三~四盤夭垮分養，細胞株培養密度為 2 X 106 個細胞110 公分培養血

(Boukamp et a1.,1988. Paramio and Jorcano, 1997 )。

二、細胞分盤

首先將玲養血中舊的細胞垮養液吸出，加入 10 ml 1 倍的 phosphate

buffer saline (PBS' 0.2glL KCl 、 O.2glL KH2P04 ' 8gIL NaCl ' and 2. 16gIL 

Na2HP04)緩衝溶液洗一下(HaCaT 細胞株則需用合 0.5 % EDTA 之 l 倍的

PBS 緩衝溶液先浸 1 分鐘) ，然後將 1 倍的 PBS 緩衝溶液吸出，再加入 1 ml 

l 倍的 t可rpsin(為一種內切嗨，能幫助細胞脫離垮養血) ，當 trypsin 覆蓋所

有細胞後，即馬上吸出(盡量吸乾，因為對細胞會有傷害) ，置於 37 Oc 培

養箱 5 分鐘，使細胞能脫離培養血， 5 分鐘可利用顯微鏡(OLYMPUS-CK40)

觀察細胞是否已脫離培養血(若尚未完全脫離，可用手輕輕拍打垮養耳邊

緣，以幫助細胞脫落) ，細胞脫落後，我們以 10 ml trypsin 抑制劑(用含有
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血清的細胞培養液即可)沖洗細胞，並將細胞吸出，至於 15 ml 離心管中(若

需進行細胞計數，則可以取一點置於1.5 ml 離心管中備用) ，於 4 Oc離心

900 中m (Beckman GPR Centrifuge) 5 分鐘後，將上清液去除(盡量吸乾) ，再加

入適當細胞垮養液，待混合均勻後即可種入培養旦中。

三、冷凍細胞

經確定細胞數後，加入適當的冷凍細胞培養液【以 2 倍的冷凍細胞

培養液(50 %未加血清之細胞培養液， 40 % FBS，的% DMSO)與含有血清

的一般細胞垮養液 1 : 1 混合] ，將細胞稀釋成 2 - 4 xl06 個細胞Iml ' 以

每個冷凍管 1 ml 將細胞移至冷凍管中，再將冷凍管移至保麗龍金中，先

於-20
0

C 冷凍 l 小時，再移至-80
U

C ovemight ，隔天隨即將細胞移至液態、

氮橋中，以確保細胞之完整。

四、解凍細胞

解凍細胞步驗如下:首先，取 9 ml 新鮮的細胞培養液，寰於 15 rnl 離

心管中備用。將細胞自液態氮桶取出(動作要快) ，於 37 OC 快速回溫，將

冷凍管中之細胞液取出，與 9 ml 新鮮的細胞培養液充分混和，於 4 OC離

心 900 rpm (Beckman GPR Centrifuge) 5 分鐘後，將上清液去除(盡量吸乾) , 

再加入 5 ml 新鮮的細胞培養液，待混合均勻後，先種入 6 cm 細胞垮養血

中，隔夜隨即更換新鮮的細胞培養液，待細胞長滿後，在將細胞移至 10

cm 細胞垮養血。
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五、測定存活細胞數

本實驗是利用 Trypan blue exc1usion 方法來檢淇

將細胞種在 12叫rel1 plate 中，在指定的時間內，測定細胞存活數。首先

移去細胞培養液，以 1xphosphate buffer saline (PBS ' O.2glL KCl 、 0.2glL

KHZP04 、 8gIL NaCl ' and 2.16glL N~HP04)先洗一次後，加入 0.5m1

tyrpsin-EDTA (0.05% trypsin and 0.02% EDTA 5:容於 PBS) ，置於 37
0

C培養

箱反應 3-5 分鐘，待細胞脫離堵養瓜，加入 0.5 ml 令 FBS 之細胞垮養液

去抑制 trypsin 的作用，取 20 抖的細胞懸浮液加入 5μ1 typan blue solution 

後混合均勻，在平光顯微鏡下以血球計數器，計數血球計數盤上四個

0.1mm3 的方格之細胞數，並以此推算出每 1ml 玲養液中所含的細胞數。

公式:

(1). R = N X 1/4 X25120 X 104 XQ 

[R: 細胞存活數 ;N :血球計數器計數四個 0.lmm3 的方格之

細胞總數; 114 :計數的格數; 25/20 :即 +20/25 '代表微

量離心管中細胞所佔的比例; 104 :一格所代表的體積為 104

毫升 ;Q :為細胞培養液的毫升數1

(2). Doubling time :先在生長曲線中取線性關條較好的兩點

r = 3.32[( log Nz) - ( log N1) / (包儡 t 1 )

PDT( Per Doubling time) = 1 / r 

<log Nz :較高點之細胞數; log N1 :較低點之細胞數 tz 個 t1 :為兩

點之間之時間差1

六、細胞影像攝影

在 BCC 和 HaCaT 細胞株分盤後第三天以及第十天，利用負像倒立

顯微鏡 (OLYMPUS-CK40) 觀察細胞型態 (125 X) ，再利用照相機
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(OL YMPUS-SC35) ，將 125 X 倍放大之細胞型態影像攝入(柯達 VX200)彩

色底片中既可。

七、細胞增生實驗

比方法是比較細胞經加藥處理 24 小時後，藥物對細胞生長情形的影

響。將 5 X 104 個細胞種於 12-well plate 中經隔夜玲義後，加以含有不再

濃度之藥物的新鮮細胞堵養液作用 24 小時後，將含有蔡物之培義液移除

草加入新鮮細胞培養液，防止藥物與細胞繼續作用，之後每隔二天換垮

養液並於每天以 typan blue exc1usion 方式計數存活細胞數目至四夭。

公式:

存活率: (藥物處理組之細胞存活數/對照控制組之細胞存活數) X 

100 % 

八、 RNA 純化

分別將 DMSO(solvent control) 、 B[a]P 1 J..tM 或 B[a]P 10μM 加入 BCC

與 HaCaT 細胞培養液中培養 24 小時後以 Blue Extract Kit (LTK 

BioLaboratories) 抽取 RNA (Chomczynski et al., 1987) 。步驟如下:

吸去 2 盤 10 cm 垮眷旦中舊的培養液，以 1x PBS 洗三次後，加入 1ml

的 PBS 將細胞舌11下，將細胞移至 15 ml 離心管中於 4 oc離心 900 rpm 

(Beckman GPR Centrifuge) 5 分鐘後，將上清液去除(盡量吸乾) ，加入 2 ml 

的 Blue Extract Kit 於 15 ml 離心管中，再加入 600 抖的 Chloroform / isoamyl 

alcohol (49:1)於 15 ml 離心管中，震邊混和後，靜置 5 分鐘，於 4 oc離心

2500 rpm (Beckman GPR Centrifuge) 30 分鐘，將上清液取出，置於新的 15 ml 離

心管中，再加入 800 ul 的 isopropanol '笠於-200C 約 1 小時以上，使 RNA
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沉澱下來後，於 4 oc離心 2500 rpm (Beckman GPR Centrifuge) 30 分鐘，將上

清液去除(盡量吸乾) ，離心後 RNA 沉澱物以 1 ml 75% cold ethanol 洗去

殘餘蠶類，再於 4 Oc離心 2500 中m (Beckman GPR Centrifuge)10 分錯，將上

清液去除(盡量吸乾) ，於室溫下風乾。

為了避免 DNA 污染必須再用 DNase 處理， RNA 溶於 200μl1x TE 

buffer (10mM Tris-Cl, 'lmM EDTA)與等體積 DNase working solution 混合

[20 mM MgC12, 2 mM DTT, 0.4 μ1 of ribonuc1ease inhibitor (20 - 25UIμ1 ) 

和 2μg DNase '以 lx TE buffer 將體積補至 200μ1 ]，於 37
0

C 水浴 15 分

鐘。加入 100μ1 DNase stop solution (50 mM EDTA, 1.5 mM sodium acetate, 

1% SDS) 終止 DNase 反應後先以 50 抖的 2 M sodium acetate (pH = 4) 、 500

μ1 的 phenol 、 100 凶的 chloroform : isoamylalcohol (49: 1月Iv)混合液萃取，

接著以 600 Jll 的 chloroform : isoamylalcohol (49:1 ，v/v)萃取後，取上清液

與等體積 100% isopropanol 於司20
0

C靜置 1 小時沉澱 RNA'離心後 RNA 沉

澱物以 75% co1d ethanol 洗去殘餘鹽類，最後將 RNA 溶於 30μ1 之 1x TE 

即可。利用螢光分光光譜儀於 excitation = 268nm '與 emission= 280nm 時

測其吸光值(注意: a.OD 2601280 比值必須高於1.5 以上; b. OD 260 若

高於 2.0 則必須稀釋後再測) ，必須注意的是所有與 RNA 有關的試劑必須

用 DEPC water [0.1 % DEPC 在室溫中攪拌至完全混合以破壞 RNase 後(約

3-4 小時) ，再經溼熱高壓滅菌除去 DEPC] ，所有的誇旦、用兵都必須滅

囡

公式:內的可A= 吸光值 (OD 260 nm) X40μg/ml X稀釋倍數
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九、製備互端 DNA (cDNA) 

?混昆合 2幼0μg 的 tωot叫al RNA 、 2 n時g 的 O叫li站go叫(dT)I2 及 DEPC 處理過的無

菌水共 2μ4μμ1 '先力加口熱 7河OOC 1ω0 分鐘破壞 RNA 二級結構後，立宮即P.置萱於冰土，

接著加入 14μμi 緩衝;溶容液[ 5到O mM Tr郎i誌s.拉

Mg2Cαi 、 5 mM DTT 、 '5 mM dNTP ]在 4位2 0C 先加熱 2 分鐘再加入 400 U 

MMLV Reverse transcriptase (SuperScript™ II ,GIBCO) ，接著在位。C反應 50

分鐘將mRNA 反轉錄成 c DNA' 最後再以 70
0

C加熱 15 分鐘破壞 reverse

transcriptase 活性，完成後將 c DNA (tota140μ1)保存於“20
0

C 0 

十、半定量 RT國PCR (Semi個quantitative reverse transcription and 

polymerase chain reaction) 

半定量 RT♂CR 主要是利用心DNA 為模妝，以二對 primer (欲看的

基因和ß-actin) 進行 multiple-PCR 反應。半定量 RT-PCR 混合 1μlcDNA

(大約 0.5μg 的 total RNA) 、 0.22μM primer 1 (欲看的基因， pnmer 序列見

附表一)、 0.2μM ß-actin primer 、 200μM dNTP ( GIBCO-BRL, USA )與 1U

Taq polymerase (DyNAzyme™ II, Finland)於 1x 緩衝溶液中 [10 mM Tris

HCl ( pH=8.8 )、 1.5 mM Mg C12 、 50 mM KCl 、 0.1% Triton X-100 ] ，總反

應體積為 50μ1 0 基因放大反應使用 MJ PTC-200 熱循環儀，反應溫度兔

的表二。

間Q01 與 CYPIB1 由於無法在同一 PCR 反應裡同時複製放大二段基

函，因此每一樣品分別利用不同 pnmer 在相同的條件下進行基因複製放

大。戶-actin 為 intemal standard '其表現量不受影響。

定量方式:以 2%洋菜膠並加入 0.5μg/ml ethidium bromide 於 runnmg
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buffer 中電泳，再利用數位化影像分析系統( Alphalmager ™ 200 ' Alpha 

Innotech corporation )在 uv 燈下依據染色強度定量。計算公式以 l J.tM

B[a]P 對 CYPIAl mRNA 影響為例:

處理 B[a]P 1μM - CYPIAl 定量值/處理 B[a]P 1μM-βactin 定量值

處理 DMSO - CYPIAl 定量值/處理 DMSO 甸 βactin 定量值
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的表一

Gene 

AhR 

Arnt 

CYPIAl 

CYPIBl 

NQOl 

ß-actin 

Primer 

夕-ATACTGAAGCAGAGCTGTGC 刁'

5'-AAAGCAGGCGTGCATTAGAC -3' 

5'-*CACTIGGGATCC*CGGAACAAGATGACAGCCTAC-3 

5'-*CACTIGGTCGAC*ACAGAAAGCCATCTGCTGCC -3' 

5'- GAACTGCCACτTCAGCTGTCT -3' 

5'- AAGACCTCCCAGCGGGCAAT-3' 

5' 明AACGTCATGAGTGCCGTGTGT -3' 

5\GGCCGGT ACGTTCTCCAAATC-3' 

5'-GGCTGGτTIGAGCGAGTGTTC -3' 

5' -A TTTGAA TTCGGGCGTCTGCTG 刁'

5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA -3' 

5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC -3' 

ARNT: 5'-*CACTTGGGATCC弋3'

5'-*CACTTGGTCGAC仁3'

Reference: 

Hayashi et al, 

1994 

Dehr et al, 

1995 

Hayashi et aI, 

1991 

Dehr et 祉，

1995 

Traver et 祉，

1992 

Dehr et aI, 

1995 

是為了其它自地而加進 BαmHI 與 SalI 的切點，不影響半定量 RT-PCR 0 
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附表二

Gene Thermocyc1e conditions Cyc1es 

Predenature • Thermocyc1e • Further 

extentlOn 

CYPIAl 94
0

C 輛 3 min 940C - 50 sec 720C “ 7 口吐n 28 

58 0C ‘ 50 sec 

720C - 1 min 10 sec 

CYPIBl 940C - 3 min 940C - 50 sec. 72
0

C - 5 min 28 

600C - 50 sec 

72
0

C “ 50 sec 

NQOl 940C - 3 min 940C - 50 sec. 72
0

C 捨 7 min 33 

58 0C - 50 sec 

720C - 1 min 

AhR 940C - 3 位泣n 94
0

C 甸 1 min. 72
0

C 崢 6min 34 

500C - 1 min 

720C - 1 min 30 sec. 

Amt 94
0

C 也 3 min 940C “ 1 min. 72
0

C - 5 min 31 

51 0C - 1 min 

72
0

C 酬 1 min 20 sec. 
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十一、 Aryl hydrocarbon hydroxylase (AHH) 酵索測定 (Kiyohara

et .al., 1996) 

比方法是測試細胞內 CYP1A1 的酵索活性。細胞生長於 10 公分的

培養血，待生長至七、八分滿峙，加藥處理不同時問後，移除玲義液，

以 10 ml 1xPBS 洗兩次，立在加入 1 ml 1xPBS '以 rubber policeman (刮勻)

刮下細胞並置入 1 .5 ml 微量離心管，離心於 4vc 7,000 rpm (SORVALL RMC 

14) 5 分鐘，於離心下的細胞加入 0.5ml 細胞緩街溶液(100 mM HEPES' 1 

mM MgC12)並以超音波(SONICS & MATERIALS INC. VCX 600 '購自

DANBURY, CT. U.S.A.)均質化後，離心於4
0

C 12,500 rpm (SORVALL RMC 14) 

30 分鐘後取上層液，並以 Bio-Rad protein assay 定量蛋白暈濃度，取細胞

蛋白萃取液 100μg 及 1 ml 之緩衝液(0.1 ml 1M HEPES , 10μ140 mM 

NADP缸， 1μ11 M MgCI2) ，震盪混和後，靜置 2 分鐘，再加入 20μ11 mM 

B[a]P 於 37
0

C水浴 10 分鐘，以 lml 冷的丙朝中止反應，並用 3.25 ml 正

己瞇萃取(震盪混和並靜置 5 分鐘) ，取上層液 2ml 加入令 2 mll NNaOH 

的玻璃試管中，連續震盪 15 秒後，離心於室溫下 900 rpm (Beckman GPR 

Centrifuge) 5 分鐘，去除上層液，以螢光分光光譜儀於 excitation= 396nm ' 

與 emission = 522nm 時測其吸光值並與己知濃度的 3-0H B[a]P 來比較，

得知 cytochrome P450 lA1 的酵素活性，其酵素活性單位為 3-0H B[a]P 

形成量 pmol/min/mg protein 。

公式:

eq口標準品吸光值/標車品濃度 (ng/mI)

Fu=樣品吸光值寸票準品吸光值

CYPIA1 酵素活性=Fu/eq X 2ml X 2 X ( 100/80) X 1/268.3 X 1000 X l/mg protein 
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十二、 Papanicolaou's 染色

本實驗的目的是利用細胞分化程度不同其細胞朕通透性不同的原

王吏，對細胞進行染色，以判定細胞分化程度。 我們將細胞種在 l口2

中，經過 3于-1ωO 夭培養後，先用 95 %酒精將細胞回定在垮養且上，再舟一

系列玲調酒精洗去培養血上的固定液(因為染細胞核的染劑

Hematoxyline 是水溶性的)。按著用 Hematoxylir拈來染細胞核，時間為 6

分錯，再用一系列升調酒精處理，以去除水分(因為染細胞質的染劑一OG品

及 EA-50 都是?酒精溶液)。接著用 OG品及 EA-50 來染細胞質，最後用絕

對酒精脫水，再用 Xylol 處理，使玲養血上細胞清晰透明，使於鏡檢觀察。

OG毛的分子量為 350 '當它先染時不論細胞膜上之裂孔大或小，它都能

進入，隨後進行之 EA-50 染色目戶牙含 Eoaine 分子量為 692 ' Light green 

分子量為 793 '都比 OG-6 大得多，因此 EA-拘無法進入細胞膜上裂孔較

小之細胞如角化扁平上皮細胞內，所以這種細胞之細胞質就由 OG-6 染色

成橘黃色。而細胞膜上裂孔較大之細胞如深層扁平上皮細胞，可被 EA-50

進入， EA-50 顆粒較大，具有較強的靜電負荷，因此可取代 OG-6 而與細

胞質結合，因而使這種深層扁平上皮細胞被禁色成藍綠色。

十三、製備細胞均質液

細胞生長於 10 公分的培養JIll.待生長至七、八分滿時，以 PBS 緩衝

溶液(0.8 % NaCl, 0.002 % KCl, 0 .14 % Na2HP04. 0.02 % KH2P04)洗三次，

再以 0.5 ml 的 PBS 將細胞舌'1下，置於1.5 m1微量離心管中，於 4
0

C低迷

離心 700。中m (SORVALLRMC 14) 5 分鐘後，除去上清液，加入 0.5 m12 x 

LYSIS 緩街溶液(50 mM HEPES pH= 7.4, 10 mM EGTA，的mM Sodium 

molybdate, 20 % glycerol, 6 mM MgC12, +/- 1 % NP-40，的 μg/ml leupeptin, 
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10μg/ml pepstatin A, 10μg/ml aprotinin, 50μg/ml TLCK, 50μg/ml TPCK) , 

重新懸浮，並係持在 4
0

C 中。

利用 SONICS & MATERIALS INC. VCX 600 (購至 DANBURY， CT. 

U.S.A.) 製備細胞均質液。首先，將 Sonicator 之 TUNE: 調整到的; Ample : 

調整到 20 % '用清水以 10 sec!once '打一次，再將含有 0.5 mllysis 緩街

溶液之 sample 以 5 sec/once '打二次，加入 100 mM PMSF 5μ1 ( lysis 緩

衝溶液體積的 1/100 ) ，再打二次。 細胞均質液於 4
0

C 12,500 rpm 

(SORVALL RMC 14) 離心的分鐘後，將上清液移至新的微量離心管中，

留 50μl 用來測蛋白量，其餘的以 1 : 1 的比例和 2X 的樣品緩街溶液混

合，再置於 100 oC i'井水中 denature 5 分鐘，並以 BCA protein assay 定量

蛋白量。

十四、細胞核、質分離之蛋白萃取

細胞生長於 10 公分的垮養血符生長至七、八分滿時，以 PBS 緩衝

液(0.8 % NaCl , 0.002 % KCl, 0.14 % Na2HP04. 0.02 % KH2P04)洗三次，再

以 0.9ml HEGD 緩衝液(25 mM HEPES , 1.5 mM EDTA, 1 mM DTT, 10% 

glycerol, pH= 7.6 ; 0.5 mM PMSF，的 μg/ml leupept泊， 10μg/ml pepstat妞，的

μg/ml aprotinin)舌IJ下細胞，至於 1.5 ml 微量離心管中，以低迷離心於 4
0

C

7000 rpm(SORVALL RMC 14) 10 分鐘後，取細胞沉澱物加入 0.5 ml HED 

(HEGD without glycerol)混合均勻後，靜置 10 分鐘，再以玻璃細胞研磨器

(micro tissue grinder, Wheaton 公司)來研磨細胞(約的下) ，以 typan blue 

檢測細胞朕走否已磨破，再於 4
U

C 7 ，000 叩m (SORVALL RMC 14) 10 分

鐘離心後，將土層液(為細胞質)與沉澱物(為細胞核)分悶。將上層液(細

胞質)於 4
0

C 7,000 rpm (SORVALL RMC 14) 離心 30 分鐘後，將上清波移
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至新的微量離心管中，再加入等量 sample buffer ( 1 : 1 ) ，萱於 100 oc 沸

水中 denature 5 分鐘;於沉澱物(細胞核)中加入 500μ1 HED buffer 

(washing 用) ，在 4
0

C 7,000 rpm (SORVALL RMC 14) 離心的分鐘後，除

去上清液，加入 250μ1 HED buffer '混合均勻後再加入 250μ1 sample buffer 

(1:1)' 置於 100 Oc 沸水中友沸 5 分鐘，並以 BCA protein assay 定量細

胞核、質內蛋白量。

十五、蛋白定量分析

(一 ).Bio-Rad 試劑測蛋白濃度。本實驗方法用於樣品中不含有: glycerol 

或 SDS detergent 或 DTT 時使用。首先以 1 :4之比例混合Bio咱Rad reagent 

和水成為 Bio明Rad working reagent '並取待測物 5μ1 與標準品(BSA)

2.5μg 、 5μg 、 10μg 、 15μg 、 20μg 與已經稀釋的 1ml Bio-Rad working 

reagent 混合均勻後，以分光光度儀(U300)於波長 595nm 測吸光值，再

與標準品(BSA)比較以求得待測物之蛋白濃度(μg/，μ1) 。

(二).BCA 試劑測蛋白濃度。本實驗方法用於樣品中含有: glycerol 或 SDS

detergent 或 DTT 時(若樣品中含 2-mercaptoethanol 時則不可用比方

法，所以必須符測完蛋白後再加 2-mercaptoethanol) 。首先以 1 : 49 之

比例混合 BCA reagent A 和 reagent B 成為 BCA working reagent '並取

符測物 5μi 與標準品(lmg/ml BSA) 2.5μg 、 5μg 、 10μg 、的μg 、 20μg

與已經稀釋的 1ml BCA working reagent 混合均勻後 ， 3rc培養的分

鐘，以分光光度儀(U300)於波長 562 日m 測吸光佳，再利用線性回歸分

析與標準品(lmg/ml BSA)比較以求得符測物之蛋白濃度(μg/μ1) 。
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十六、西方墨點法

首先製備上膠 4 %(1.56 ml upper gel buffer, 0.6 ml 40% acrylamide巾lS

acry lamide, 120μ1 10% ammonium persulfate, 3.73 ml 蒸餾水， 12μi 

TEMED) 、下膠 8 %(2.5 ml lower gel buffer, 2 ml 40% acrylamide句lS

acrylamide, 120μ1 10% ammonium persulfate, 5.4 ml 蒸餾水， 20μ1 TEMED) 

之直立式 mini acrylamide-bis acrylamide 膠'以每個 well loading 20 闊的

樣品，先用 140 volt 跑 10 分績，再用 120 volt 跑 80 分鐘，直到樣品接近

底部即可停止。在膠拱跑完的前 10 分鐘，準備一張大小恰當的 PVDP

membrane' 先用甲醇洗一下(約的秒) ，再換成清水振盪 5 分鐘。將膠卸

下後，同時與 PVDP membrane 及兩片濾紙一起浸在 transfer 緩衝溶液中，

shake 5 分鐘。利用 Bio Rad也Mini Trans-Blot Cell 以 100 volt 、 60 分鐘，將

膠上的蛋白轉移封 PVDP membrane 上。將 transfer 好的 PVDP membrane 

浸在含 5%脫脂奶粉(skim milk)的 1 X-TTBS 緩衝溶液(50 mM Tr峙， 0.2 % 

Tween 20, 150 mM NaCI, PH 7.5) 中，振盪 60 分鐘。如欲看 AhR 則可在

blocking 的溶液中加入 Histidine(O.1 g/30 ml TTBS-milk)' 以避免 nonspecific

band 產生。再加入可辨識欲觀察之蛋白的一次抗體(anti-mouse-AhR : 1000 

X 稀釋 '4
0

C overnight; anti-rabbit-AhR 2μg/m卜室溫1.5 小時; anti

rabbit-Arnt : 1μg/m卜室溫1.5 小時; anti-mouse-βactin : 100000 X 稀釋，

4 0C overnight or 室溫1.5 小時;如ti-mouse-involucrin : 5000 X 稀釋，室溫

l 小時 antÍ-mouse枷K1恆的: 1,000,000 X 稀釋，室溫 1 /1小、自時寄)ν，抗體皆由 1

Xω刁TTBS-milk 稀釋( Kl-幽卡幽去.

1110∞O 的 2%sωod副mm虹maz泣id白e 後係存於 4
0

C '可回收再利用。將處理完一次抗

體之叭rDP membrane 用含 5%脫脂奶粉(skim milk)的 1 X-TTBS 緩衝溶液

清洗兩次，再用 1 X-TTBS 緩街溶液清洗兩次，按著在室溫下周 antÍ-mouse
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IgG or anti-rabbit 之二次抗體反應 l 小時。將處理完二次抗體之 PVDF

membrane 用含 5%脫脂奶粉(skim milk)的 1 X-TTBS+緩衝溶液(50 mM Tris, 

。.5 % Tween 訝， 300 mM NaCI, PH 7.5)清洗兩次，再用不合脫脂奶粉 1 X

TTBS+緩街溶液清洗兩次。最後用 lX♂BS 緩衝溶液(0.8 % NaCl, 0.002 % 

KCI, 0.14 % NazHP04' 0.02 % KHZP04)稍微洗一下，即可利用 E.C.L.呈色

齊1(Amersham RPN 21 '06) ，將經過抗體作用之蛋白影像呈現在 X-光底片

( Kodak Science Imaging Film) 上，約 5-30 分鐘。

十七、 Gel retardation assay (Merchant et al., 1993) 

本實驗是在測核蛋白與 3Zp 標定的 Dioxin responsive element (DRE) 

鍵結的能力。細胞生長於 10 公分的堵養血待生長五七，八分滿時以 0.9ml

HEGD 緩f蓋了液(25 mM HEPES ' 1.5 mM EDTA ' 1 mM DTT ' 10% glycerol ' 

pH= 7.6 ; 0.5 mM PMSF '的 μg/mlleupept泊， 10μg/ml pepstat泊，的 μg/ml

aprotinin)刮下細胞，以低遠離心於 4
V

C 7,000 rpm (SORVALL RMC 14) 5 

分鐘後，取細胞沉澱物加入 0.5 ml HEG (HEGD without glycerol)混合均勻

後，以玻璃細胞研磨器(micro tissue grinder, Wheaton 公司)研磨細胞約 40

下，離心於 4
0

C 7,000 rpm (SORVALL RMC 14) 10 分鐘後去除上層液，

於細胞沉澱物中加入 100μ1 HEGD-KCI (HEGD buffer and 0.5 M KCl) 混

合均勻後，在 4
0

C振盪 1 小時，再離心於 4
0

C 14,000 rpm (SORVALL RMC 

14) 30 分鐘後收集上清液，並以 Bio-Rad protein assay 定量蛋白量，取 15 向

上清液和 15μlHEGD 緩街液及 2μ1 of 1μg/μ1 poly d(I -C)及 2μ1 of20 pg/μl 

3Zp 標定的(2 x 104 cpmlJ.ll) DRE 片段混合後加入 5 % acrylamide-gel (5 ml of 

40% acrylamide ' 4 ml of 10x Tris-glycine' 2 ml of 100% glycerol ' 29 ml of 

蒸餾水， 100μ1 of 10% ammonium persulfate) ，以 120 V 電泳 3 小時後，
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將膠烘乾後，以 x-光底片 (Kodak Science Imaging Film)成光的-16 小時後

既可顯彩。

十八、統計分析

本實驗結果皆經由三次以上個別的實驗得到平均值及標準差，而量

化的結呆經由 Student' t-test 加以分析，並檢測其差異性。 Student t-test 主

要是在分析兩組悶的差異性， p 值小於 0.05 代表具有統計上的意義。
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第四章、實驗結呆與討論

第一節、 BCC 和 HaCaT 細胞誅，細胞型態及分化程度之

比較

首先我們比較 BCC 與 HaCaT 細胞的型態及分化程度。人類皮

膚基底層癌細胞株(human basa1 cell carcinoma ' BCC)與人類皮膚表

皮細胞才朱(human immortalized non-tumorigenic keratinocytes ' HaCaT) 

分盤後培美第三天以及第十天，我們利用負像倒立顯微鏡

(OLYMPUS-CK40)觀察這兩株細胞外在的型態(125 倍放大) ，並利用

照相機(OLYMPUS-SC35) ，將 125 倍放大之細胞型態影像攝入彩色

底片(柯達 VX200) 中。 麗一. A .為人類皮膚基底層癌細胞株(BCC)

與人類皮膚表皮細胞株(HaCaT) 培養 3 天後之細胞型態。人類皮膚

基底層癌細胞株(BCC)細胞型態較小，且呈現角狀;而人類皮膚表皮

細胞株(HaCaT)細胞型態較大，呈不規則狀，且向外伸張。 留一. B. 

為 BCC 細胞株與 HaCaT 細胞株連續培養的天後之細胞型態。 BCC

細胞株之上層細胞大多呈國球狀，並無層層疊疊的現象;而 HaCaT

細胞株之上層細胞不但可以貼的，還有層層疊疊的現象，並在某一

個區域形成類似囡丘的形狀。 已知分化後之皮膚角質細胞能分層

疊在基底細胞的上層 (Roop et al.,1987) ，因此，由兩株細胞外在的型

41 



態來看， HaCaT 細胞株之細胞分化程度似乎較 BCC 細胞株來的高。

Paramio 等人.(1998)指出，人類皮膚表皮細胞株 (HaCaT) 連續

0-20 天的細胞培養後，細胞會持續分化，在某一個區域形成類似囡

丘的形狀。人類皮膚主要分為真皮層及表皮層，而表皮屠又茵分化

程度不舟，分為基底層、棘狀層、粒狀層及角質層，立在可進一步利

用早期分化指標 (Kl )及晚期分化指標( involucrin )的表現，來判

定細胞分化之程度(越上層的，細胞分化程度越高) (Fucl芯， 1990) 。

另外， Ayoub and Shklar 在 1963 年的報告中指出，可以利用

Trichrome-staining procedure 的方式，依細胞分化程度不舟，其細胞

朕通透性不同的房、王吏，對細胞進行染色，藉以判定細胞分化程度。

因此，我們進一步利用 Papanicolaou' s stain 和分化早期指標 (Kl

K10) 以及分化晚期指標( involucrin )蛋白的表現，來探討這兩株

細胞分化程度是否有差異。在 BCC 細胞株與 HaCaT 細胞株培養 3

天或 10 天後，以 Papanicolaou' s stain 及西方墨點法檢測 BCC 細胞

株與 HaCaT 細胞株中細胞采色的情形以及 K1-KI0 和 involucrin 蛋

白的表現，以判定這兩株細胞分化的程度。 由麗二A 可以看出，

BCC 和 HaCaT 細胞株培養 3 天後，皆可由分子量較大的柴劑…EA-

50 所染色，而呈現藍綠色，在 HaCaT 細胞株中有少許細胞可由分子

量較小的染劑…00-6 所染色，而呈現橘黃色;經過的天垮養後，
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BCC 細胞株皆被 EA-50 戶污染，而呈現藍色，而 HaCaT 細胞株中形

成國丘的部分，很明顯呈現橘黃色。 由國二. B 可以看出， BCC 

和 HaCaT 細胞株皆表現早期分化拈標 (K1-K10) 蛋白，但 BCC 細

胞株並沒有晚期分化指標( involucrin )蛋白的表現(國二. B); 

involucrin 蛋白在 HaCaT 細胞株中的表現程度，會隨著培養天數而

增加。 以上的結果表示， HaCaT 細胞株隨著培養特問越久，分化

程度越高。而 BCC 細胞株分化程度比 HaCaT 細胞株低。因此 BCC

細胞株與 HaCaT 細胞株除了細胞型態不同外，這兩株細胞分化程度

亦有所不同。

McCance 等人在 1988 年的報告中指出，人類皮膚鱗狀上皮癌中，

細胞進行分化作用的能力較低，但可以檢測到有早期分化指標(K1-

KI0)的表現。而 Paramio 等人在 1998 年的報告中指出，人類皮膚表

皮細胞株(HaCaT)在培養。-20 天期間，細胞會持續分化，早期分化

指標(K10)及晚期分化指標(involucrin)會隨細胞培養天數增加，而持

續表現，但是表現的程度並不盡相同，以 involucrin 的表現較強。另

外， Gaido 等人在 1994 年的報告中指出，可藉由 Trichrome-staining

procedure 的方式，對人類皮膚表皮細胞進行染色，並判定其分化程

度。 由以上的文獻可以支持本實驗的結果:這兩株皮膚細胞分化

程度不舟， BCC 屬於癌化的皮膚基底層的細胞，細胞分化程度較
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低，失去分化的能力，而 HaCaT 雖然是 immortalized 細胞，但仍具

有正常細胞分化的能力。

44 



[A] 

3 天

B 

10 天

BCC HaCaT 

自一.細胞堵養 3-10 天後，經由顯微鏡 125 X 放大，觀察 BCC 和 HaCaT 細胞誅之細胞型

態

A.為 BCC 和 HaCaT 細胞株垮養 3 天後之細胞型態。

B.為 BCC 和 HaCaT 細胞抹培養的天後之細胞型態。 BCC 細胞株之上層細胞大多

呈閻王求狀，並無層層疊疊的現象;而 HaCaT 細胞株之上層細胞不但可以貼的，並

有層層疊疊的現象，且在某些區域會形成類似園丘的形狀。
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[A] 

BCC HaCaT 

3 天

的夭

圖二二.利用 Papanicolaou's stain 以及早期分化指標 (K1-KlO )和晚期分化指標( involucrin ) 

蛋白的表現，樟測 BCC 和 HaCaT 細胞株之分化程度

A.為細胞堵養 3 天或 10 夭後進行 Papanicolaou' s stain 0 結果發現，在細胞培養 3 天

後，兩祿細胞皆可被 EA-50 所染至1}(藍綠色) ，而有少詩 HaCaT 細胞株被 00品所

染至11 ;在細胞堵養 10 天後，只有 HaCaT 細胞株可被 00-6 所染到(橘黃色)。
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1.J B 

BCC HaCaT 

3 3 

BCC HaCaT 

3 10 3 10 

KK 仰
←
←

days 

•- involucrin 

B.BCC 和 HaCaT 細胞株皆表現早期分化指標(即去10) 蛋白，但 BCC 細胞株並沒

有晚期分化指標( involucrin )蛋白的表現 involucrin 蛋白在 HaCaT 細胞株中的

表現程度，會隨著垮養天數而增加。

表示， HaCaT 細胞抹隨著培餐時間越久，分化程度越高。而 BCC 細胞抹分化程度

比 HaCaT 細胞揀低。
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第二節、 B[a]P 對 BCC 和 HaCaT 細胞株生長之影響

B[a]P 是一種能導致皮膚癌的多環芳香經類化合物，於是我們

比較人類皮膚基底癌細胞株(BCC)與人類皮膚細胞株(HaCaT)對別a]P

敏戚，性之差異。首先將以104個細胞種入 24個well plate 中，在垮養 24

小時後，分別加入不同劑量之 B[a]P ，經過 24 小時培養後史換為不

合 B[a]P 之新鮮培養液，繼續培養四天，四天期間每天以 trypan blue 

染色法測定存活細胞數目。 由國三.A 、 B 的對照組生長情形可知

BCC 和 HaCaT 細胞株之 doubling time 分別為 26.52 和 23.32 小時 o

當 HaCaT 細胞株經 lμM 或 10μM B[a]P 處理 24 小時後，在第四天

的存活細胞數目，已降為對照組的 29.1%與 23.7% (經 t test 分析 'P

值<0.01) ;但是 BCC 細胞株在第四天的存活細胞數目，尚為普照組

的 92.6%與 92.3% '由上述結果可知 B[a]P 對 BCC 細胞株並無抑制

細胞生長之作用，而 B[a]P 可抑制 HaCaT 之細胞生長，即表示正常

的 HaCaT 細胞株對 B[a]P 較為敏戚，但癌化的 BCC 細胞株對 B[a]P

沒有反應。
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閻王. B[a]P 對 BCC 和 HaCaT 細胞株生長之影響

將 BCC 和 HaCaT 細胞株處理 1 或 10μMB[a]P 連續玲養 24 小時後，換成不令 B[a]P

之新鮮營養液，繼續培養四天，四天期開每天以 trypan blue assay 計算存活細胞數。

結呆發現， B[aJP 會抑制 HaCaT 細胞株的生長(聞三.A) ，第四天存活率約 30% (經

由 T test 分析， p 值< 0.01) ;但並不會抑制 BCC 細胞株的生長(國三.B)' 第四

天存活率約 90 % 0 BCC 細胞株的 (doubl ing time) 倍增時間為 26.52 小時; HaCaT 

細胞誅為 23.32 小時。
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第三節、 B[a]P 在 BCC 和 HaCaT 細胞株中誘導 CYPIAl

酵索活性之程度

我們已知 CYP1A1 參與 B[a]P 的代謝活化，且 B[a]P 本身會誘

導 CYP1A1 的表現，而由圈三知 BCC 和 HaCaT 這兩株細胞對 B[a]P

的敏是良性不同。因此，本實驗欲暸解 B[a]P 在 BCC 和 HaCaT 兩株細

胞中誘導 CYP1A1 酵素活性是否有差異。自此將 BCC 和 HaCaT 細

胞處理不同濃度 B[a]P 24 小時後，以 AHH 方法測量 CYP1A1 酵素

活性。結果發現， HaCaT 細胞株經過 l μM 或 10μM B[a]P 處理 24

小時後， CYP1A1 酵素活性由 0.475 pmo1Jmg/min 上升至 20.600

pmo1Jmg/min ( 約 40 倍) (經 t test 分析 'P 值<0.01) ，而 B[a]P 誘導

BCC 細胞株之 CYP1A1 酵素活性的能力則較低(約 2 倍) (閻四. )。

由此可知， B[a]P 在 HaCaT 細胞株中誘導 CYP1A1 酵素活性的能力

較高。因此 B[a]P 對這兩株細胞誘導 CYP1A1 酵素活性的能力不時，

可能導致 HaCaT 細胞株對 B[a]P 敏是良性較高，而 BCC 細胞株對 B[a]P

敏成性較低。

Bigelow and Nebert (1 982) 已證明 PAHs 可藉由活化 AhR 及

Arnt' 誘導 CYP IAl 基因表現，增加 CYP IA1 的酵素活性。囡此，

我們進一步比較 AhR 與 Arnt 基因和蛋白在 BCC 與 HaCaT 細胞中表

現程度。
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商四. B[a]P 在 BCC 和 HaCaT 細胞株中誘導 CYPIAl 酵素活性之能力

將 BCC 和 HaCaT 細胞株處理 1 或 10μM B[a]P 連續垮養 24 小時後，以 AHH 方式

測定酵素活性。結果發現， B[a)P 誘導 HaCaT 細胞株之 CYPIAl 酵素活性高達對照

組的的倍(經由 T test 分析， p 值< 0.01) ;而 B[a]P誘導 BCC 細胞誅之 CYPIAl

酵素活性的能力則較低(約只增加 2 倍)。
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第四節、 B[a]P 對 BCC 和 HaCaT 細胞株之 CYPIAl 、

CYPIBl 、 NQOl 、 AhR 與 Arnt 基因表現的影響

一、 B[a]P 對 BCC 和 HaCaT 細胞株中 CYPIAl 基因表現的影響

BCC 為癌化的皮膚細胞而 HaCaT 為正常而有分化能力的皮膚細

胞，經本實驗室的研究結果顯示 B[a]P 在 HaCaT 細胞誘導 CYPIAl

酵素活性之能力比 BCC 細胞強。此結果與 TCDD 在小鼠皮膚腫瘤

組織活化 CYPIAl 酵素之程度比在正常皮膚組織的程度為高的結果

相類似(Reiner et 泣， 1997 ; 1998) 。我們進一步探討 B[a]P 在二株細胞

中誘導 CYPIAl 基因表現之程度是否有差異。

我們千吏用 RT-PCR 方式半定量 CYPIAl mRNA ' CYPIAl 的 RT明

PCR 產物大小為 210 坤，令actin RT♂CR 產物大小為 541 bp 。在處

理 DMSO(溶劑對照、組)的細胞抹，皆無法明顯偵測到 CYPIAl mRNA 

的表現，在 BCC 細胞株處理 1μ，M B[a]P 、 10μM B[a]P 24 小時後

CYPIAl 基因表現並沒有明顯增加。而 HaCaT 細胞株處理 1μM

B[a]P 、 10μM B[a]P 24 小時後，與處理 DMSO(溶劑對照組)的 HaCaT

細胞株比較 CYPIAl 基因表現增加 8 倍以上。可知 B[a]P 可以誘導

HaCaT 細胞抹 CYPIAl 基因的表現，但是 BaP 不能誘導 BCC 細胞
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株 CYPIAl 基因的表現(圈五.)。

Reiners 等人在 1998 年的研究中指出，在小鼠皮膚腫瘤馬園正常

組織中發現'TCDD 可誘導 CYPIAl 、 CYPIBl 、 aldehyde dehydrogenase 

4, (AHD4)及 NAD(P)H:menadione oxidoreductase (NMO 1)的表現，而

在腫瘤組織中這些基因被誘導的程度並不高。我們的實驗結果與之

相類似:在 HaCaT 細胞株(;J卡癌化的皮膚細胞)中 B[a]P 會誘導 CYPIAl

基因的表現，但是在 BCC 細胞株(已癌化的皮膚細胞)中 B凶P 並不

會誘導 CYPIAl 基園的表現。

二、 B[a]P 對 BCC 和 HaCaT 細胞株中 CYPIBl 基鹿表現的影響

白為在某些細胞株 'CYPIBl 基因也會被 B[a]P 經由類似 CYPIAl

誘導的機理所誘導(Savas and Jefcoate, 1994) ，而且 CYPIBl 也參與

B[a]P 的代謝活化(Franzen et al.,1988) ，所以我們也比較這兩種細胞

抹中， B[a]P 是否能誘導 CYPIBl 基因的表現。

CYPIB 1 RT -PCR 產物大小為 360 bp ，戶-actin RT -PCR 產物大小

為 541 bp 。在處理 DMSO (溶劑對照組)的細胞株， HaCaT 細胞株中

CYPIBl mRNA 表現量比 BCC 細胞高。 BCC 細胞株在處理 lμM

B[a]P 、 10μM B[a]P 24 小時後 CYPIBl 基因表現並沒有明顯增加。

而 HaCaT 細胞株在處理 1μM B[a]P 、 10μM B[a]P 24 小時後 'CYPIBl
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基因表現也一樣並沒有明顯增加。由此可知， CYPIB1 基因在 HaCaT

細胞中表現程度較 BCC 細胞高，但是 CYPIB1 基昆在兩株皮膚細胞

中皆無法被 B[a]P 所誘導(圖五.)。

多環芳香類化合物除了由 CYPIAl 代謝活化外，人類 CYPIBI 亦

參與多環芳香類化合物、 arylamines 等 procarclllogen 與 promutagens

的代謝與活化(Shima品， et 祉， 1996) , CYPIB1 mRNA 主要分佈於肝

外組織，如:淋巴球、子宮內脹、文氣管灌洗液細胞及胎盤 (Hakkola，

1997) 。人類 CYPIBl 基因的 promoter 含有 DRE' 可被 TCDD 所誘

導(Tang et 祉， 1996) ，雖然 CYPIBl 表現可經由 AhR 調控(Hakkola，

1997) ，有研究指出 TCDD 誘導 CYPIBl 基因表現具有細胞特異性

(Kress, 1997) ，並不是每種細胞在處理 TCDD 後都會經由 AhR 同時

調控 CYPIAl 與 CYPIBl 基因表現。 本研究結果顯示，雖然 CYPIB1

基因表現在皮膚細胞中無法被 B[a]P 所誘導，但在正常皮膚細胞中

CYPIBl 基因不必經過外來物質誘導即有明顯表現，由此 CYPIBl 在

正常皮膚細胞的代謝功能上，應扮演一個重要的角色。
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玉、 B[a]P 對 BCC 和 HaCaT 細胞株中 NQOl 基因表現的影響

已知 NQOl 基目的 promoter 上也有 DRE (Jaisw祉， et 泣， 1991) , 

NQ01 在某些細胞中亦能經由類似 CYPIA1 的方式所誘導，因此我

們也希望了解在這兩種細胞株中 B[a]P 是否也會影響 NQOl 基茵的

表現。

NQOl RT-PCR 產物大小為 268 bp , ß-actin RT -PCR 產物大小為

541 bp 0 二個細胞株 NQOl 基慰的表現量很高，二細胞株處理 1μM

B[a]P 、 10μM B[a]P 24 小時後與處理溶劑對照組( DMSO )比較，

NQOl 基因表現程度沒有顯著差異(屆五.)。由此可知， B[a]P 在 BCC

和 HaCaT 細胞株中不會誘導 NQ01 基因表現。

已有研究指出， HepG2 細胞的 NQ01 基因 promoter 含有 DRE'

細胞經 TCDD 處理後 NQOl 基因的轉錄速度增加 3 倍(Jaisw泣，et 泣，

1991)' NQOl 酵素活性增加 5 倍(Tang et 祉， 1996) ，但這兩株皮膚細

胞中處理 B[a]P 後， NQOl 基囡表現並末增加，可能是因為細胞種

類不同之緣故。 另外，因為 NQOl promoter 土有其他 responslve

elements '例如 12-0-tetradecanoy1-phorbol-的吐cetate responsive 

element (TRE)及 antioxidant responsive element (ARE)(Wang, et a1., 

1996) ，因此 TCDD 誘導 NQOl 基因表現可能還需要其他因子同時

參予調控。
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屆五.比較 B[a]P 在 BCC 和 HaCaT 細胞抹中誘導 CYPIAl 、 CYPIBl 及 NQOl 基因表現的

能力

將 BCC 和 HaCaT 細脆株處理 l 或 10μM B[a]P 24 小時後，以半定量 RTωPCR 方式

測定 CYPIAl 、 CYPIB1 及 NQOl 基因的表現。結果發現， B[a]P 誘導這兩揀細胞

CYPIA1 基由表現的程度並不相呵。在 HaCaT 細胞抹中 B[a]P 誘導 CYPIAl 基目的

表現和對照組比較約增加 8 倍;在 BCC 細胞棟中之 B[a]P 誘導 CYPIAl 基由表現

的程度則較低(約1.5 倍)。另外在這兩抹細胞中， B[a]P 誘導 CYPIBl 及 NQOl 基喝

表現的程度皆不高，但在對照組中 HaCaT 細胞棟中 CYPIBl 基因表現程度比 BCC

細胞祿禹。
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四、比較 BCC 和 HaCaT 細胞抹中 AhR 與 Arnt 基閏表現之程度

已知 CYPIA1 基因表現是經由 AhR 與 Arnt 形成 heterodimer 複

合物後，結合於 CYPIA1 基因上游的 DRE 而調控 CYPIA1 基因表現。

已知AhR與 Arnt基自表現程度因皮膚細胞分化程度不同而其(Wanner

et. al., 1995) ，而我們在國一、二、三的結果顯示， BCC 與 HaCaT 細

胞分化程度不舟，囡比我們進一步比較BCC 和 HaCaT 細胞株中 'AhR

與 Arnt 基因表現程度是否不筒，進而影響 B[a]P 誘導 CYPIA1 基因

的表現。

將 BCC 和 HaCaT 細胞株處理 1 或 10μM B[a]P 連續垮養 24 小

時後，以半定量 RT-PCR 方式測定 AhR 與 Arnt 基因的表現。 AhR

的 RT-PCR 產物大小為 183 bp' Arnt 的 RT-PCR 產物大小為 249 bp , 

ß-actin 的 RT峙PCR 產物大小為 541 bp 0 結果發現， BCC 和 HaCaT 細

胞株皆有 AhR 與 Arnt 基因表現，且表現程度相似。 而 BCC 細胞

和 HaCaT 細胞株在處理 1μM 、 10μM B[a]P 24 小時後與處捏溶劑對

照組( DMSO )比較 AhR 與 Arnt 基因表現程度相似(閻六.)。由此可

知，在 BCC 和 HaCaT 細胞株中， AhR 與 Amt 基因表現相似。

根據本實驗的結果， AhR 與 Arnt 基因雖然皆有表現，但仍必須
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進一步檢測 AhR 與 Arnt 蛋白的表現。 另外 Wanner 等人(1 995)指

出 AhR 基因在高分化的 HaCaT 細胞中(垮養 14-21 天)表現程度比低

分化程度的 HaCaT 細胞(培養 3 天)為高，而且人類上皮組織經原位

雜交法分析顯示， AhR 與 Amt 的mRNA 在分化程度愈高的粒狀層

和棘狀層表現程度愈高，在未分化的基底層則無法偵測到 AhR與 Amt

mRNA 的表現( Wanner et. al.,1996 )。自此，我們也進一步檢測這兩

株分化程度不同的皮膚細胞'AhR與 Amt 蛋白的表現是否會有差異。
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國六.BCC 和 HaCaT 細胞株中 AhR 與Arnt 基目表現之程度

將 BCC 和 HaCaT 細胞株處理 1 或 10μM B[a]P 24 小時後，以半定量 RT-PCR 方式

測定AhR 與Arnt 基園的表現。結果發現，在這兩抹細胞中皆有AhR 與Arnt 基因的

表現，且表現程度相似，而且 B[a]P 並不會影響 BCC 和 HaCaT 細胞揀中AhR 與Arnt

基目的表現程度。
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第五節、比較 BCC 和 HaCaT 細胞株中 AhR 與 Arnt 蛋白

表現之程度

由閣六我們雖然已知 BCC 和 HaCaT 細胞株中， AhR 與 Arnt 基

因皆有表現，且不受 B[a]P 影響而改變其表現。但我們必須更進一

步檢測在 BCC 和 HaCaT 細胞株中， AhR 與 Amt 蛋白表現是否有所

不舟，導致影響 B[a]P 誘導 CYPIA1 基因的表現。 在經過細胞垮

養 3 天或 7 天後，利用西方墨點法來檢測 BCC 和 HaCaT 細胞株之

細胞質與細胞核中 AhR 與 Arnt 蛋白的表現(AhR 與 Amt 的分子量分

別為 105 Kda 和 85 KDa) 。 結果發現，經過細胞培養 3 天後，在細

胞質的部分: AhR 蛋白在這兩株細胞中皆有表現，而Amt 蛋白只在

BCC 細胞株之細胞質中有表現;在細胞核的部分:這兩抹細胞中皆

有 AhR 與 Arnt 蛋白的表現;經過細胞垮養 7 天後， HaCaT 細胞的

分化程度增加(由圖二.B. involucrin 表現增加可證實) ，在細胞質的部

分: HaCaT 細胞的 AhR 與 Amt 蛋白的表現量也有明顯的增加，但

BCC 細胞並不表現分化指標 involucrin(圈二.B.) ，且 AhR 與 Amt 蛋

白也沒有明顯的增加;在細胞核的部分:這兩株細胞皆有 AhR 與 Amt

蛋白的表現，且表現量並沒有明顯的增加;而戶-Actin 蛋白在這兩株

細胞中的表現量並沒有太大的差異。(簡七.)。由此可知 'AhR 與 Amt

蛋白表現隨著皮膚細胞分化程度增加而增加，但這兩株細胞中 AhR

60 



與 Arnt 蛋白的表現程度與 B[a]P 誘導 CYPIAl 基目表現之差異性並

沒有直接的關像。 Reiners 等人(1997)發現，將人類乳房表皮細胞

轉蘊 Ha-ras 基閻後，會抑制 TCDD 誘導 CYPIAl 的表現，雖然 AhR

與Arnt 蛋白的表現皆沒有改變，但 TCDD i舌化 AhR 與 DNA 鍵結的

能力卻受到影響，而抑制 CYPIAl 基因表現。由此，我們進一步檢

測這兩株細胞中 B[a]P 活化 AhR 的能力是否有差異，而使兩株細胞

的 CYPIAl 基因被誘導的程度不同。
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圈七.比較 BCC 和 HaCaT 細胞誅之細胞質與細胞核中 AhR 與Arnt 蛋白的表現

細胞垮養 3 天或 10 天後，利用西方墨點法檢湖 BCC 和 HaCaT 細胞株之細胞質與細

胞核中 AhR 與Arnt 蛋白的表現程度。結果發現，培養 3 天後，在細胞質的部分 :AhR

蛋白在這兩株細胞中皆有表現，且表現暈並無差異，而Arnt 蛋白只在 BCC 細胞抹

之細胞質中有表現;在細胞核的部分:在這兩株細胞中皆有AhR與Arnt 蛋白的表

現，但在 HaCaT 細胞株中AhR蛋白的表現量較多;經過 10 天培養後，在細胞質的

部分: HaCaT 細胞抹中， AhR 與Arnt 蛋白的表現量有明顯的增加，但在 BCC 細胞

株中並沒有明顯的增加;在細胞核的部分:在這兩株細胞中皆有AhR 與Arnt 蛋白

的表現，且表現暈並沒有明顯的增加。

62 



第六節、 B[a]P 在 BCC 和 HaCaT 細胞株中活化 AhR 的能

力

接著欲瞭解 B[a]P 在 BCC 和 HaCaT 細胞株中活化 AhR 的能力

是否有差異。由 Whitlock 等人(1996)研究指出， B[a]P 進入細胞後

鍵結到 AhR 上，使原本鍵結在 AhR 上的 heat shock protein 90 (hsp90) 

脫離，接著 AhR 轉移進入細胞核與 Amt 鍵結形成 AhR耐用Amt dimer 

化合物，鍵結於 CYPIAl 基自 enhancer 上 DREs 的位置，促進 DRE

下游的 CYPIAl 等基因表現。因此 B[a]P 必須經由活化 AhR 才能誘

導 CYPIAl 基因轉錄，而增加 CYPIAl 蛋白令成及酵素活性，所以

我們接著以 Gel retadation assay 比較 BCC 和 HaCaT 細胞株中 AhR

與 Arnt 被 B[a]P ~舌化之程度。首先將 BCC 和 HaCaT 兩株細胞種在

10 公分垮養血，符長至七、八分滿後加入 1μM B[a]P 繼續垮養兩個

小時，將細胞舌'1下，依照前述 Gel retardation assay 方法，偵測 AhRlAmt

與 DRE 鍵結能力。 結果發現 HaCaT 細胞株經 B[a]P 處理後，出現

一明顯具有 32p 放射性之 DRE-蛋白質複合體(閏八.)。此複合體可

被 100 倍濃度之非放射性 oligo(DRE)競爭而清失，但並不會被 100

倍濃度之非放射性 oligo(突變型 DRE)競爭而清失，顯示其為專一性

之 DRE-蛋白質鍵結物應是 AhR-Arnt 與 DNA 之複合體。但是 BCC

細胞株中，在加入 B[a]P 之後，此複令體的強度並未增強(簡八.) , 
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顯示 B[a]P在 BCC 細胞株中無法增強 AhR/Arnt與 DRE之鍵結能力。

因此我們推測， BCC 細胞株中可能存在某種困子干擾 AhRJArnt 與

DRE 之鍵結能力，也是導致這二株細胞對 B[a]P 之敏威性不同之原

因之一。
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None Wild typ巴
DRE 

Mutant type 
DRE 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

line 1 : control 

line 3几11 : BCC, treated with 1μMBaP 

line 5,9,13 : HaCaT,treated with 1μMBaP 

line 10-曰: compare with 100 x mutant type DRE 

一- specific 
binding 

4一一陶 nonspecifìc

binding 

line 2,6,10 : BCC,treated with DMSO 

line 4,8,12: HaCaT,treated with DMSO 

line 6-9 : compare with 100 x wild type DRE 

閏八. B[a]P 對 BCC 和 HaCaT 細胞株中AhR複合物與 DRE 鍵結能力的影響

將 BCC 和 HaCaT 細胞株處理 I μM B[a]P 2 小時後，以 gel retardation 方法按測

BCC 和 HaCaT 細胞揀中 B[a]P 所活化的AhR複合物與 DRE 鍵結能力的影響。結果

發現， HaCaT 細胞處理 B[a]P 2 小時後，會增加 AhR 複合物與 DRE 鍵結的能力;

而 BCC 細胞處理 B[a]P 2 小時後，並不會增加AhR複合物與 DRE 鍵結的能力。
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第七節、探討 BCC 細胞株中是否某種 kinase 蛋白過度活

化，以致影響到a]P 活化 AhRlArnt 之作用

由前面實驗結果顯示，在 BCC 和 HaCaT 細胞株中 AhR 與 Arnt

本身的表現並沒有太大的差異，而造成兩株細胞對 B[a]P 敏威性之

差異，可能是 B[a]P 在 BCC 細胞株中無法增強 AhR 與 Arnt 之複令

體與 DNA 鍵結，而導致 B[a]P 無法誘導 BCC 細胞株的 CYPIAl 的

酵素活性。已知將 ras 基因轉蘊至乳房表皮細胞，會降低 AhRlAmt

被 TCDD 活化的程度，使 CYPIA1 基因無法被 TCDD 誘導(Reine吼叫

a1.,1997) ，因此推論活化 ras 訊息傳遞路徑可能會干擾 AhRlAmt 的

活化。前人研究顯示，由化學致癌物所誘導的小鼠皮膚癌組織中，

Ha-ras 發生突變的機率高達 90 % (Mills , et. a1.,1992 ; Quintanilla, et. 

al.， 1986) 。已知 ras 會活化細胞內許多種 kinases' 因此，我們假設 BCC

細胞株中存在某種 kinase 蛋白且過度活化，以致影響到aJP 活化

AhRlAmt 之作用。 Genistein 是一種非專一性 tyrosine kinase 抑制

劑(Wei ， et.泣， 1995) ; Herbimycin A 也是一種 tyrosine kinase 抑制劑，

主要抑制 PP60ωC kinase (Kim, et.泣， 1995) 。將 BCC 細胞株連續垮

養 2 天後(約 8 分滿) ，預先處理 tyrosine kinases 抑會情←--50μM 及

100μM Genistein 與 1ug/ml 及 5ug/ml Herbimycin A 15 分鐘，再加入

10μM B[a]P 繼續玲養24 小時後，以半定量 RT-PCR 方式測定 CYPIAl
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基因的表現。結果發現，預先處理 tyrosine kinases 抑會情IJ (Genistein 

與 Herbimycin A) 能增強 B[a]P 誘導 BCC 細胞株 CYPIA1 基目的表

現(與對照組比較分別增加 2.71 倍及 3.65 倍的表現量) ，且主劑量

反應的關餘，表示在 BCC 細胞株中可能有某種 kinase蛋白過度活化，

而影響 B[a]P 所誘導之 CYPIAl 基目表現。 將來，我們可進一步

探討在 BCC 細胞中何種 tyrosine kinase 的活化影響 AhRlAmt 的活

化，而且此種 tyrosine kinase 的活化是否與細胞癌化現象有關。
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麗九.探討 BCC 細胞株中 tyrosine kinase 抑制劑對 B[a]p誘導 CYPIA1 基間表現之作厲的

影響

將 BCC 細胞株垮養 2 天後(約 8 分滿) ，預先處理 tyrosine kinase 抑制劑…--50μM 及

100μM Genistein 或 1ug/rn1及 5ug/rn1 Herbimycin A 15 分鐘，再加入的 μM B[a]P 繼

續培養 24 小時後，以半定量 RT也PCR 方式別定 CYPIA1 基闊的表現。結果發現，在

預先處理 tyrosine kinases 抑制劑(100μM Genistein 或 5ug/rn1 Herbimycin A)後 'B[a]P

會誘導 BCC 細胞株 CYPIA1 義國的表現(分別為 2.71 倩及 3.65 倍) ，且有劑量反應

的關餘，表示在 BCC 細胞抹中可能有某種 kinase 蛋白過度活化，而影響 B[a]P 誘導

CYPIA1 基由表現之過程。
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綜合以上的實驗結果我們可以發現， HaCaT 細胞株對 B[a]P 較

為敏戚，而 BCC 細胞株則對 B[a]P 呈現抗藥性之厚、白，主要可能是

因為在 HaCaT 細胞株中 B[a]P 可以正常活化 AhR 進而誘導 CYPIAl

基昆表現， CYPIAl 酵素進一步將 B[a]P 轉變成有毒的代謝物，而抑

制細胞的生長;而 B['a]P 無法誘導 BCC 細胞的 CYPIAl 基因表現，

導致 B[a]P 對 BCC 細胞株沒有毒性，作用。 HaCaT 細胞是具有分化

能力的正常皮膚細胞， AhR 與 Arnt 蛋白的表現會隨著細胞分化而增

加。 BCC 細胞為癌化、無分化能力的皮膚細胞，雖然 AhR 與 Arnt

蛋白都有表現，且分子量與 HaCaT 細胞相似，但是卻無法被活化，

調控 CYPIAl 基因表現，本研究發現， BCC 細胞株中可能某種蛋白

嗨過度活化，而影響 AhR 與 Arnt 被 B[a]P 活化及誘導 CYPIAl 基

因表現之能力。因此皮膚細胞癌化後，可能會喪失 AhR 、 Arnt 被活

化的能力， BCC 細胞提供一個良好的細胞模式來探討細胞癌化與

AhR 、 Arnt 功能喪失的相關性。

另外，依據本實驗的結果，我們鈴對下列幾點加以討論:

(1).在 BCC 細胞中那些 tyrosine kinase 可能干擾 AhR、Arnt 的活化?

在老鼠肝癌細胞中， TCDD 會活化 Src 的表現，而 Src 在

細胞質中會與 AhR 形成複合物，使 AhR 無法進入細胞核，導

致 TCDD 無法誘導 CYPIAl 基因的表現( Blankenship, 1997) 。



因此， BCC 細胞中可能是由於 Src 過度活化，導致 B[a]P 無法

誘導 CYPIAl 基閏的表現。

(2). 在 BCC 細胞中除了 tyrosine kinase 的干擾外，其他可能導致

B[a]P 無法誘導 CYPIAl 基因表現的原因:

a. benzo[a]pyrene uptake : 

Yeh 等人 1992 年研究報告指出，其多種抗藥性的人類乳

癌細胞可經由 P-glycoprotein (P-gp) ，將 B[a]P 排出細胞外，

減少 B[a]P 在細胞的國積羹，進而降低 B[a]P 會細胞的毒性。

因此 BCC 細胞也可能具有 P-gp' 將 B[a]P排出細胞外，使 B[a]P

無法誘導 CYPIAl 基目的表現。

b.AhRlAmt 突變:

已有研究報告指出，大鼠對 TCDD 的敏成性因品種而異，

例如 HanlWistar 品種大鼠對 TCDD 其抗藥性，最近發現這種

大鼠肝臟細胞的 AhR 發生點突變，使 AhR 與 ligand 鍵結的

親合力降低，導致 TCDD 無法誘導 CYPIAl 基目的表現

(Pohjanvirta et al., 1998) 。另外， Numayama刁suruta 等人 1997

的研究指出，有些對 B[a]P 兵抗藥性的小鼠肝癌細胞，例如

Hepa-lclc7 細胞株，由於 Arnt 發生點突變，使 AhR 與 Arnt
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無法形成 heterodimer '導致 TCDD 無法誘導 CYPIA1 基因的

表現，而對 B(a]P 產生抗藥性。

c. Negative regulatory element : 

Walsh 等人 1996 的研究指出，在大鼠上皮細胞中 'CYPIAl

基因 promoter 前有一段 negative regulatory element '它會抑制

TCDD 誘導 CYPIA1 基茵的表現。但由其 gel shift 的實驗結

果中發現， negative regulatory element 立在不會影響活化的 AhR

與 DRE 的鍵結。因此，推測 BCC 細胞株中 'negative regulatory 

element 影響的程度並不大。

d. Repressor : 

Mimura 等人在 1999 年研究指出，在老鼠小腸中發現一

個結構類似 AhR 的基因，稱之為 Ah receptor repressor 

(AhRR) ，在老鼠肝細胞中若長期處理 TCDD 、 3MC 會誘導

CYPIA1 、 GST-Ya 、 AhRR 基因的表現，而 AhRR 會進行負調

控，進入細胞核中與 Amt 鍵結，導致 AhR 、Amt 無法形成

heterodimer '進而影響 TCDD 誘導 CYPIA1 基目的表現。 另

外 Gradin (1993)等人的研究指出，在人類纖維母細胞中，有

兩個 constitutive protein (XFl 、 XF2) ，會與 AhR 競爭和 DNA
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binding 的位置，而降低 TCDD 誘導 CYPIA1 的基的表現。

e. 其他 transcription factor 與 AhRlAmt interaction 干擾其活化:

Tian 等人在 1999 年研究指出， AhR 與 NF-kappaB之間

會有 interacti0n '兩者之間會相互抑制其功能，而 BCC 細胞

中可能由於 AhR 與 NF司kappaB 之詞有 interaction '導致 AhR

功能異常，使 B[a]P 無法誘導 CYPIA1 基茵的表現。

(3). AhRl Arnt與皮膚分化或癌化的關條:

a.AhRlAmt與皮膚分化的關條:

Wanner( 1996) 等人指出 AhRlAmt mRNA 會隨著細胞

分化程度愈高其表現量愈多，與本研究結果相似，且印證

在蛋白的表現亦是如此。但 Wanner(1996)等人也指出，在

基底表皮細胞中測不到 AhRlAmt RNA 的表現，而在 BCC

細胞中 AhRlAmt 卻皆有表現。這可能是因為， BCC 雖屬

癌化細胞且測不到晚期分化指標准nvolucrin)的表現，但仍測

的至11 早期分化指標(K1-K10)的表現，這表示 AhR 可能在細

胞分化初期即會有表現。

b.AhRlArnt與皮膚癌化的關條:

Reiner( 1997) 等人的研究指出癌化細胞中， PAHs 經由
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AhRJArnt 誘導 CYPIAl 表現的程度會降低，與本研究結果

其相似，而 Reiner(1998) 等人也指出小鼠皮膚癌化組織中

AhRJAmt mRNA 的表現較低(約 20%) ，但 BCC 細胞中

AhRJAmt 的表現並沒有因細胞癌化而改變，這除了細胞種

類不時的緣故之外，mRNA 的表現量降低，並不能代表蛋

白的表現量也會降低。因此 Reiner 等人的研究結果無法直

接證實在癌化組織中AhR 與Amt 蛋白表現最降低。
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