
車。\

私立中山醫學院營養科學研究所碩士論文

Master Thesis, Graduate Institute ofNutritional Science, 
Chung-Shan Medical and Dental College 

碩士論文

Master Thesis 

指導教授:陳暉雯博士

Advisor : Haw - Wen Chen, Ph. D. 

維生素 E 對於 Sprague-Dawley 大鼠
肝臟前癌細胞生成之影響

The effect of dietary vitamin E on hepatocarcinogenesis 
in Sprague-Dawley rats 

Graduate St ei Chen 

1IIIIUmlU輛輛輛11111111



授權書

(博碩士論文)

本授權毒所授權之論文為本人在中山醫學院學養科學研究所 87 學年度第 2 學期

取得碩士學位之論文。

論文名稱:維生素 E 對於 Sprague心awley 大鼠肝臟前癌細胞生成之影響

口不用意

本人具有著作財產權之論文全文資料，授予行政院國家科學委員會科學技

術資料中心、題家圈書館及本人畢業學校園書館，得不限地域、時情與次

數以微縮、光石裝或數位化等各種方式重製後散布發行或上載網路。

本論文為本人向經濟部智蓮、財產局申請專利的附件之一，請將全文資料廷

後兩年後再公開。(請註明文號:

口同意 口不同意

本人具有著作財產權之論文全文資料，授予教育部指定送繳之藺書館及本

人畢業學校圖書館，為學術研究之目的以各種方法重製，或為上述目的再

授權他人以各種方法受製，不敢地域與特筒，惟每人以一份為限。

上述授權內容均主義須訂立讓與及授權冀的書。依本授權之發行權為非專屬性發行

權利。依本授權所為之故錄、重製、發行及學術研發利用均為無償。上述同意與不同

意之欄位若未鉤遷，本人同意視同授權。

指導教授姓名:煉自軍雯

研究生簽名;

(親筆iE楷)
v干

日期:民閩 台三年于月 /4 日

學號:

(務必填寫)

1.本授權書於民國 85 年 4 月 10 日送請內政部著作權委員會(現為經濟部智慧財產局)

修正定稿。

2. 本素依據教育部摺家屬書館 85 .4.19 台 (85)聞編字第 712 號函辦理。



簽署人須知

1.依著作權法的規定，任何單位以網路、光石果與微縮等方式整合國內學街資料，均須

先得到著作財產權人授權，請分別在兩種利用方式的同意欄內鉤還並填妥各項資料。

我盟博碩士論文八十二學年度以前摘要資料庫及八十四學年度以後全文資料微片目

錄資料庫已上載於行政院國家科學委員會科學技術資料中心蝸站 www.stìc.gov. tw.八

十一學年度以後摘要資料庫已上說於教育部國家圖書館絢站 www.ncl.edu.tw 0 

2. 所謂非專屬授權是指被授權人所取得的權利並非獨占性的使用權，授權人尚可將相

同的權利重複授權給他人使用;反之即為專屬授權，如果您已簽署專屬授權書予其

他法人或自然人，請勿簽署本授權書，著作人日後不可以主張終止本授權書，但您

仍可授權其他法人或自然人上述的行為。

3. 全函博碩士論文全文資料整合計畫的宏觀效益:

在個人方面，您的論文將可永久保存(微縮技術在理論上可保存八百年，實證已逾百

年) ，也由為您的授權，使得後進得以透過電腦網路與光碟多管道檢索，您的論文將

由而被充分利用。在國家總體利益方面，紙本容易自影印兩造成裝訂上的傷害，麗

書館'f:f)瓜本的公開陳列與外借也有破損之虞'唯有賴政局全面性的整合，借助料技

設備才能一舉完成保存與利用的全方位效益，回憶您過去尋找資料之不使經驗，學

弟與學妹確實須要您的論文與授權書。

研究生姓名:陳乾瑋 聯絡電話: (07) 7827396 

地址:高雄縣、大寮綁山頂村長接街 42 巷 19 號



本論文為中山醫學院授與理學碩士學位之必備條件之一，

經中山醫學院管養科學研究所碩士論文考試委員會審查合

格及口試通過 O

口試委員

私立中國醫藥學院營養系副教授

私立中山醫學院營養科學研究所教授

私立中山醫學院管養科學研究所教授

(論文指導教授)

中華民函八十入年七月

;尤立言博士

吋 t[ 可;

李宗貴博士

本主/吉
Eî'\.J ./\ 

!來揮雯博士

f'~1 也



學生陳乾瑋論文題目維生素 E 對於 Sprague-Dawley 大鼠肝

臟前癌細胞生成之影響 9 其論文已經中山醫學院營養料學

研究所碩士論文考試委員會審查合格及口試通過，並由其

才這導教授核閱後無誤 O

指導教授:陳暉雯教授 簽名

中華民國 88 年 7 月



謝誌

成謝指導教授及更笠博士兩年來在學業及研究上之指導與教

誨會使本論文得以順利完成。文稿初成會承蒙益主三三博士與室主

章博士撥冗審閱及斧正會使本論文史臻完善事併此衷忱致謝。

實驗期間，成謝盟主荳博士在實驗技術及儀器設備上之指導

與支援會以及同學、學長姊、學弟妹在學業及實驗上的協助與鼓勵

雪在此一併致上誠摯的謝意。

最後?要特別威謝丈母、大姊、二二姊及哥哥在這兩年來的體諒

與支持會使我能順利完成學業亨謹以此論文獻給我的家人、師長及

好友嘗一起分享這份喜悅。

1東乾瑋 謹誌於

中山醫學院學養科學研究所

中華民國八十八年七月



目錄

中文摘要...‘.. ... ... ... ... ... ... .., ... ... ... ... ... ... ... .• 1 

前言~ ... ..... ,... • ~，. ..... .... ••• .... ..... ..... ..... ...., ..... ....…... ... ...... 3 

文獻探討

色色基的產生... ... ... ... ... ... ... ... ...... ... ..... 5 

自由基與癌症生成騙得、... ... ... '" ... ... ... .... 6 

單一.自由基致癌機制...... ... ... ... ... ... ... ... 7 

生物體內抗氧化率統.. ~. .... '"'' ....-…。.. ... ... ..... 8 

國二，維生素 E 的再生... ... ... ... ... ... ... ...... 10 

宙之.委主就甘放與藥物代謝之機制... ... .... 11 

維生素 E... ............ ......... ............ ...... .... 12 

維生素 E 的生理特性... ... .." ... ... .... ...‘. ..... 13 

鸝四.維生素 E 異構物之結構... ... ... ... ... ... 14 

Prostaglandìn E2 (PGE2)之生理功能... ...... 16 

麗五.維生素 E 的生理功能... ... ... ... ... ...... 17 

圈六.先生回埔酸之代謝... ... .., ... ... ... ...... 18 

PGE2 與腫瘤形成的騙你... ... ... ... ... ... ...... 19 

維生素 E 與 PGE2 的關棒、... ... ... ... ... ... ..... 21 

蛋白激晦 (Proteìn kinase C , PKC)... ...... ... 22 

窩七.蛋白激晦在細胞生理調控之角色... 24 

PKC 與癌症的關祥、…... ..... ... ... ... .... ....…學.... 25 

維生素 E 與 PKC 的關俘、... ... ... ... ... ... ... ....27 



前癌細胞 (Preneoplasia cell)與肝癌生成

的關峰、" ... .... ..... *.... ... ~ ..... ......‘.. .,. ••• ••• '" ••• ••• ••• ....28 

表一.肝臟前癌細胞之細胞標記... ... ........ 29 

材料與方法

一零材料... .... ... .... ... ... ... ... ... ... ...…... ... ... .. 31 

二，動物飼養及肝癌誘發模式... ... ... ... ... .. 31 

三屬實驗飼料組成…一. ... ... ... ... ... ... ... ... .... 32 

四.維生素 E 濃度測定.. .... ..... ~.... ...... ...... ...... ..... ......… 33 

五.耳語質過氧化產物(1ipid peroxi如tion) 分

析'.. .... ... .... ... *bO ••• ••• ••• ••• ••• .." .... ••• ..‘...‘. 34 

六還原態委主就甘拭與氧化態委主就甘狀

(GSHíGSSG) 分析... ... ... ... '" ... ... ... .... 35 

七.血漿總路質 (plasma total lipi 益)分析.... 37 

八.肝臟細飽實波(cytosol) 製備... ... ... '" ... 37 

九.委主就甘月太通氧化搗活性測定... ... ... ...‘.. 38 

十.委主就甘獄還厚、韓活性湖定... ... ... ... ..... 39 

十一.委主就甘鼠硫轉移時活性測定... ....... 39 

十二.肝臟 γ- gl utamy 1 transferase-p os i ti ve 

foci (GGT 翱positive foci) 分析...... .......40 

十三.肝臟 placental glutathioneS

transferase positive foci (PGST-

positive foc i)分析... ... .... ,... ••• ••• .... ••• ••• ..“ 
十四 .Protein kinase C (PKC) 活性分析..... 42 



十五.血漿 PGE2 濃度分析... ... ... .,. •.• .... ..... ....的

十六.肝臟 γ-glutamyl transferase 活性測

定... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..... 46 

十七.蛋白質濃度測定..... .... ... ... ..……... ..'… 47 

十八.統計分析.... ... ... ... ... ... .... ... ... ...….. ..... "的

結果... ... .... ..坐.... ••• ••• .... ••• .... .... ..... ••• ." ••• ..." ••• •.• ."..紗

言? 言會 ••• ••• ••• ••• .., ... ... ... ... ... '" ... ... ... ... '" ... ... ... 52 

結言侖.. .... ...... ...... ..... ...... .... ~ ..... ...... ...... ...... ...... ..…‘.. •.• •.. ••• ... ..• .•• 59 

表次

表一.實驗飲食組成". ...苟.. ••• .." .., .... .... ... ... 的

表二.飲食中維生素 E 處理對於大鼠飼料

攝取、體重增加、相對肝童及脾重之影

響... ... ... ... ... ... ... ... ... '" ... '" ... ... ... ... ... .... 61 

表三.飲食中維生素記處理對於大鼠肝

臟還厚、態委主就甘試與氧化態委主就甘狀比

值之影響.. ... ." .... ... .... ." ... ... .... .., ••• ... ••. ....位

表四.飲食中維生素 E 處理對於大鼠肝

臟 GST 、 GSH PX 、 GSH Rd 及 GGT 酵素

活性之影響... ... ... ... .,. ••• ••• ••• •.• ••• ••• .•• ••• ••• 63 

表五.飲食中維生素 E 處理對於大鼠肝

臟 GGT部positive 及 PGST-positive 生成之

影響.. .... ... .0.. .... ... ... ..• •.• •.. .•. .... ... ..• .... ... ....的



麗次

疆一.不同維生素 E 處理對大鼠血漿維

生素 E 濃度之影響. '. ~.. '"'' ...... .... ...... ...... ...... ...... ......的

商二二.不向維生素 E 處理對大鼠肝臟維

生素 E 濃度之影響. .. ~ ...... ..... .... ...... ..... ..... ...... ..... ......的

醫三.不再維生素 E 處理對大鼠肝臟脂

質過氧化產物之影響.，. '" ... '" ... '" .., '" ... 67 

島四.不同維生素 E 處理對大鼠血漿

PGE2 濃度之影響... ....…... ... ... ... '" ... ... ... 68 

麗五.不同維生素 E 處理對大鼠肝臟細

E色質及騏部份 PKC i舌性之影響...‘.. ..‘...已 9

參考文獻.... ... "'. .'. ... '''0 ...….. .... "" '.' .. ~.. ...... ...... ...... ...... .. ..沛

的錄... .... ... ... ... ... ... ... ... .... ... .... ... .., ... ... ... .... ...的



摘要

流行病學研究指出亨飲食中不僅含有致癌圈子哩亦具有抗

癌分子。在抗癌分子中有許多是屬於抗氧化劑(如維生素 E 、

維生素 C 、維生素的。許多研究指出維生素 E 對於許多類型

的癌症具有抑制作用(如皮膚癌、乳癌等)。為了解維生素 E

對肝癌生成是否具有抑制作用及對肝臟抗氧化功能之影響，而

進行本次研究。

22 隻雌性 Sprague-Dawley 大鼠害於出生 24 小時內事腹腔

注射 d扭曲ylnitrosamine (DEN) (1 5 mg/kg body wei品。作為誘發

劑哩三遇後離乳會隨機分成維生素 E 缺乏組、正常組、補充組。

並於各組飲食中添加 phenobarbital (PB) (50 mgllOO gm diet)作

為促進劑亨餵食 6 個月後犧牲大鼠收集血液及肝臟進行以下分

析:血漿及肝臟維生素 E 濃度;肝臟脂質過氧化作用;血裝

prostaglandin E2 (PGE2)濃度;肝臟楚就甘版(glutathione， GSH)含

量、委主就甘月太過氧化嗨(GSH peroxidase, GSH Px) 、委主就甘紙還

潭、喝(GSH reductase, GSH Rd) 、楚就甘放硫轉移晦(GSH S揖

transferase, GST) 、 gamma-glutamyl transferase (GGT)及蛋白激

誨。rotein kinase C, PKC)酵素活性;並以免疫組織化學法觀察

GGT -positive 及 PGST -positive foci 數量及面積。

結果顯示會血漿及肝臟維生素 E 濃度警正常組及補充組顯



著高於缺乏經(p<0.05) 。維生素 E 棋乏組相較於其他兩組有顯

著較高的路質過氧化反應、印<0.05) 。肝臟 GST 、 GSH PX "GSH Rd 

活性上會缺乏紐明顯低於其他，兩組(p<0.05) 。而 GSH 含量、PKC

及 GGT 活性、 PGST咀positive 和 GGT個positive foci 數目及面積

以及血漿中 PGE2 濃度會三組間則無明顯差異。

由結果得知維生素 E 存在有助於維持肝臟抗氧化功能唾但

對以 DEN 誘發IPB 促進下前癌細胞的生成則沒有影響。結果

啥示此種癌化模式下會氧化/抗氧化之間的平衡並不會影響前

癌細胞的生成。

關鍵詢:維生素 E 、委主就甘脹、前列腺素 E2 、蛋白激喝、

GGT -positive foci 及 PGST- positive foci. 

2 



緒
~時

口

癌症亨近二十年來一直占臺灣地區十大死目的榜首。同時

?在歌美先進國家同樣是造成人們死亡的主要原因之一。癌症

形成的機制迄今仍不清楚?但由流行病學調查顯示會癌症的形

成與周邊環境有棋大相關手而飲食自子則扮演著重要角色。在

飲食成份中可能含有癌化誘發劑 (initiators) 、促進劑

(promoters) 、基國毒性致痞物或輔致癌物(cocarcinogens) ，除

了致癌物外亨飲食中亦含有可降低瘖症產生的營養素如維生素

E 、維生素 C (Zaridze et al., 1985) 。

維生素 E 為結;容，性維生素會亦是優良的天然抗氧化劑會它

可防止細胞膜遭受自由基傷害。缸ker. 1991) 。維生素 E 的抗癌

機制至今吸引了許多學者的注意亨而這些研究結果均指出線生

素 E 的抗癌機制除了可籍由其本身所具有良好的抗氧化特性清

除自由基曹進而防止自由基對細胞產生的損傷外事有三會影響細

胞中 GSH 含量及 GSH 相關酵素系統?而進一步影響細胞的抗

氧化功能(Lii et 仗， 1998; van Líeshout et al., 1996; Mitchel and 

McC誼m， 1993)。此外書維生素 E 可降低 PGE2 的合成、抑制 PKC

j舌性會亦被認為可能是其抗癌機制中的一環(Yano et 泣， 1997; 

Azzi et al., 1997) 。

為了解維生素 E 是否可以透過這些機制來影響肝癌生成事

3 



本實驗將觀察飲食中不同含量維生素 E 對於以 DEN 誘發IPB

促進肝臟前癌細胞生成的影響雪立主探討可能的作用機制。

4 



文獻探討

自由基(fre告指di師ls)形成

自由基為具有未配對電子之原子或分子的通稱，在生理狀

態下細胞所產生的自由基哩以含氧自由基為主:包括超氧陰離

子(superoxide anion) 、氫氧自由基(hydroxyl radical) 、路質與其

他過氧化物自由基(lipid and other peroxy radicals) 、一氧化氮

(nitrous oxíde) 等。而含氧自由基與過氧化氫 (hydrogen

peroxide) 、脂質過氧化物(lipid peroxide) 、單氧分子 (singlet

oxygen) 、次氯酸(hypochlorous acid)等物質則合稱為活性氧分

子(reactive oxygen species) (punchard and Kel1y, 1996) 。活性氧

分子形成是自為細胞內抗氧化系統與氧化系統作用不平衡所致

9 氧是生物生存所必須的分子曾在細胞進行正常生理作用:如

粒綠體電子傳遴鏈、脂質氧化等能量代謝作用及巨噬細胞進行

吞噬作用待會會有大量活性氧分子伴隨產生(Chance et al., 

1979) 。這些分子在正常生理狀態下可經由生物體內抗氧化象

統加以清除會當抗氧化率統無法清除大量生成的活性氧分子時

會活性氧分子會進一步與跑內其他b分子作用哩導致施內抗氧化

物質損耗、膜上路質過氧化、蛋白質功能喪失、膜結構被破壞

及去氧核糖核酸(DNA)受損哩致使細胞受傷進而死亡(Gi跆凹，

F、
v



1981) 。已知有許多疾病的形成與自由基有相關性:如遲緩性運

動困難(tardive dyskinesia) 、粥狀動脈硬化、美頁、風濕性關節炎、

老化、鬱血性組織傷害及癌症(Lohr et al., 1988; Horvarth and 1孔

1983) 。

自由基與癌症生成關條

自由基生成與癌症形成具有高度相關:在 1993 年 Yano 等

人以小鼠進行肺癌生成研究會發現若有含氧自由基存在會則 ι

nitroquinoline l-oxide 誘發肺癌生成效果顯著增加。將 ras 致癌

基自 (oncogene) 殖入 NIH3T3 纖維母細胞抹中亨發現纖維母細

胞株會產生大量超氧陰離子事而比現象可能與 ras 所誘導細胞

轉移現象有閱(Irani et al., 1997) 。關於肝癌生成的研究中發現

以通氧化體增生劑(peroxisome proliferator)誘發肝癌待會是經

由活化 Kupffer's 細胞產生大量超氧陰離子會進而誘發肝癌形

成(Rose et al., 1999) 。

雖然島由基會攻擊許多施內分子 9 但如何造成癌症形成?

一般認為 DNA 遭受攻擊是主要原因(簡一)0 Olinski 等人(1998)

指出受自由基攻擊而被氧化的鹼基亨在癌症起始過程中扮演重

要角色。在研究雌性激素如何促使肝癌的形成會發現雌性
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Wistar 大鼠以雌性激素類似物處理時，肝臟中 8-

hydroxydeoxyguanosine 濃度有顯著上升?顯示在雌性激素誘發

肝癌形成的過程?自由基攻擊鹼基可能扮演重要角色(Ogawa

et 試， 1995) 。以非基自毒性致癌物:如過氧化體增生劑、

organochlorides 、 barbiturates 及金屬會誘發癌症時可發現肝中

活性氧分子含量均會增加會且 8-hy世oxydeoxyguanosine 濃度

也上升(Klaung et 泣， 1995) 。由以上文獻可知自由基引發癌症

的原因事與自由基直接攻擊 DNA 造成損傷有密切關條 O

生物體內的抗氧化系統

生物進行正會生理作用時會自由基會伴隨產生會若未加以

清除會將會造成細胞傷害。為了預防或減ý這種傷害的產生宇

生物體內有一套相當完善的抗氧化是這統與之抗衡會其中包括兩

大部分:一是由抗氧化分子組成、另一則是由抗氧化酵素系統

所經成，抗氧化分子依其分佈可區分為耳語溶性分子(如維生素

E 、 ß- 胡蘿葛素)及水;容性分子(如維生素 C 、楚就甘脹

[glutathione, GSH] 、尿盟的會向抗氧化酵素系統則由超氧化物

歧化嗨(superoxide dismutase) 、觸晦(catalase) 、委主就甘月太還氧

化略(GSH peroxidase, GSH Px)等所構成事為生物構築一道嚴密
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的抗氧化防線(Cotgreave et al., 1988) 。

而抗氧化分子與抗氧化酵素之間亨則由 GSH 、 GSH PX 、

GSH reductase (GSH Rd)三者之間的作用會使兩種系統得以緊

密結合。 GSH 是一個三怯怯分子習由 γ 告lu-cys-gly 三種氛基

盟友所構成事是一水溶性抗氧化分子，具有多種生理功能如:

1. GSH 可利用 GSH PX 弓而將 H202 代言射成 H20 型以降低細

胞傷害:

GSHPx 
學

ROOH+2GSH ROH + H20 + GSSG 

(Jcaob, 1995) 

而所生成的 GSSG 可經由 GSHRd 作用事再還厚、成 GSH 0 

(Skrzyd1ewska and Farbisxewdki, 1997) 。

2. GSH 參與維生素 E 的再生亨維生素 E 自由基可經由維生素

C 及 GSH 作用而還原成維生素 E(麗二二)。

3. GSH 參與胞內解毒代謝作用事 GSH 透過 GST 的作用與外

來物質結合會可增加外來物的水溶性哩以利排出體外 (Reed，

1990; Neal et a1.,1987) (麗三)。

4. GSH 維持膜蛋白硫醇完整性事並維持細胞正常生理功能

(Kosower and Kosower, 1978) 

肝臟是合成 GSH 的主要器官會血液中 GSH 主要是由肝臟

所分泌 (Meister， 1984) 。從肝臟釋放到血液中的 GSH 對於淋

9 
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巴細胞增生是必要的， Hami10s 等人(1989) 在 in vitro 狀態下

進行淋巴細胞增蘊實驗發現事外加 GSH 可回復 2000μM

buthionine sulfoximine 所導致的細胞增殖抑制現象會顯示 GSH

對於細胞增殖有其必要性。在對癌症的研究上，學者指出 GSH

可以抑制促進期(promotion)及生成期 (progression)兩倍階段的

皮膚癌生成， diethyl ma1eate (可降低胞內 GSH 濃度)被發現是

腫瘤生成期階段的強力促進劑 (Slaga， 1995) 。此外當

GGT(gamma-glutamyltransferase)過度表現時能促進腫瘤生成事

並伴隨有 GSH 含量下降現象 (Warren et a1., 1993) 。顯示 GSH

與腫瘤生成的過程具有相關性。

給生素 E

維生素 E 是屬於路;容性的維生素?在 1922 年即被發現與

大鼠生殖能力成熟有關(Evans and Bishops, 1922) ，但直到

1936 年，才在小麥胚芽油中被分離出來哩並命名為生育醇

(tocoph位。1) (Evans et 泣， 1936) 0 1938 年維生素 E 的結構被確

立(Fer訟的1z， 1938) 。自然界中有八種維生素 E 異構物存在，主

要結構為一盼類環及一側鏈。依倒鏈的不問可分為 toco1s 及

trienols 兩類。而以盼類環所接甲基數目及位置不同又可分為
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α 、 β 、 γ 、 δ 四型(圈四)。就 tocophero1 而言其生物活性強

弱依序為自>ß> γ>δ(Century and Horwitt,1965) 0 Tocophero1s 

異構物清除自由基的能力與其生物活性強弱相同 (Burton and 

Ingold, 1981) 。添加於飼料中的 a -tocophery1 acetate (TA)和 α

tocopheryl succÍnate (TS) 皆屬於維生素 E 臨化物。不論那一種

α-tocopherol 衍生物皆具有相似的抗氧化活，挂(Bu說on an往

Traber, 1990) 。

維生素 E 的生理特性

維生素巨型國其脂溶性的特性會分布在生物膜上，為生

物膜上最有效的過氧化自由基清除者(peroxy1 radical)及結質過

氧化連鎖反應阻當時劑手它可避免自由基所引起脹的損傷(Burton

et al.,1983; Ingol吐 et al.， 1987) 。在所有維生素 E 其構物中嘗不

論是抗氧化或生理活性上書皆以 α-tocophenol 其有最大活性

(Bunyan et a1.,1961; Burton and Ingold, 1981) 。

生物祺主要由磷耳語質所組成，為維持膜適度流動性事耳其

上含有多元不飽和脂肪酸。多元不飽和脂肪酸易受自由基攻擊

亨而造成賭質過氧化現象 9 對細胞造成傷害。維生素 E 分布在

13 
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膜上會利用其結構中的權基尾端(ph戶yl tail)嶽入祺中，不僅可

有效地終止多元不飽和脂肪酸脂質過氧化連鎖反應會立在可清除

高能量不穩定的自由基會如氫過氧化自由基 (hydroxyl

radical) 、過氧化自由基(peroxyl radica1)及超過氧化自由基

(superoxide radical)而可避免膜組成受損會是最有效的天然脂溶

性連鎖反應阻斷(ch如1個break血g)抗氧化劑 (Burton and Ingold, 

1989; Machl血， 1984; Packer, 1991; Ahn et 泣， 1995) 。

維生素 E 的抗氧化機制是利用盼類環上氮氧基(OH-group)

會提供氫質子給自由基，而自己形成相對穩、定的維生素 E 自由

基(tocopheryl radica1)。維生素 E 自由基可與其它含氧自由基作

用形成非島由基產物?反應式如下:

TH+ROO"→ γ+ ROOH 

了* + ROO*• nonradical product 

(Ham and Lieble室， 1997) 

維生素 E 自由基也可經由維生素 E 再生系統將其遺愿亨以降

低維生素 E 的損耗朗在ay et al.，I 998) 。維生素 E 在另糞土除扮演

抗氧化角色外事立在可穩定膜的構造會而影響磷酸路解嚼

。hospholipase)對磷脂質的作用，進一步影響花生四娣酸

(arachidonic acid)的代吉拉維生素 E 也可調節膜的流動性會進而

影響在膜上才能表現出生理活性酵素的作用 (e.g. protein kinase 
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C, PKC) (麗五)。

Prostaglandin E2 (PGE2)之生理功能

Eìcosanoìds 是二十碳鴻酸經氧化代謝而形成具有生物活性

的一群物質統稱。花生四婦盟友經環氧化晦(cyclooxygenase )作用

章可產生前列腺素系列 2 亨 PGE2 即是其中一種;花生四婦酸若

經脂氧化梅(lìpoxygenase)作用則可生成血球凝集素 4 (LTB4) 。

Eìcosanoìds 合成途徑是由位於細胞膜上的磷酸脂解晦 A2

(phospholípase 丸， PLA2 )作用亨將耳其上磷脂質甘油結構上第二

個碳位置所接的花生四游酸切除會再經環氧化晦或脂氧化晦途

徑而生成不同種類的 eìcosanoìds 。兩種代謝途徑的共通點為氧

直接參與反應形成過氧化中間產物會最大不同在於環氧化嗨途

經產物為五碳環會而結氧化晦途徑產物則豆豆鏈狀(圈六)。

PGE2 在生理上有多樣的功能且隨不同組織而異;在腎臟方

面事 PGE2 可增加腎臟血流、刺激腎素(renìn)形成、另外可調

控腎小管對水分再吸收會進而調控身體鹽類與水分平衡會自此

被認為與高血壓續發的病程有騙(Codde and Beil血， 1986);當使

用內毒素及問白素-l(inter1euk血-1)誘發發燒時會也會造成腦中

PGE2 濃度上升雪若同時給予非由醇類抗發炎性藥物(nonsteroì往

16 
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antÍ-infl缸澀natoηT drugs, NSAIDs) 抑制 PGE2 生成，則會影響發

燒發生(Ferrari et a1., 1996; Sirko et al., 1989); Sano 等人(1992)發

現在類風濕性關節炎病人的滑液中，含有高濃度 PGE2 '他們認

為 PGE2 可能參與關節炎所導致軟骨及骨路靡爛的過程。另外

對旦噬細胞而言 ， PGE2 則可影響豆噬細胞毒殺細胞的能力亨

若給予 indomethacin (cyclooxygenase 抑制劑)抑制 PGE2 合成哩

將可增加巨噬細胞毒殺細胞的能力，而且皮下黑色素細胞瘤生

長也會受到抑制啞顯示 PGE2 其存抑制豆噬細胞毒殺細胞的能

力 (Somers et al., 1989; Suzuki et 祉， 1994) 。比外由老化老鼠和

年輕老鼠所取出的巨噬細胞作一比較亨發現老化老鼠的巨噬細

胞經 lipopolysaccharide (LPS)科激後有較高量的 PGE2 產生(Wu

et a1., 1998) 。在 m Vl缸。狀態下會添加 10-6 ~ 10-5 M PGE2 可抑

制特應性周邊血液草核球細胞釋放免疫球蛋白 E 的能力

(Melník et al., 1991) 會顯示 PGE2 可能參與體內免疫反應。由

以上文獻結果可知 PGE2在體內具有多重生理功能。

PGE2 與腫瘤形成的關像

飲食脂肪長久以來即被認為與腫瘤形成具有相關性。 1976

年 Rao 及 Abraham 指出高脂飲食可促進移殖到小鼠體內乳癌
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細胞生長，並發現腫瘤組織中含有高量花生四婦酸。在i達後的

研究中也指出，使用前列腺素合成抑制劑(eicosa … 5，8月，此

tetraynoic acid)將可抑制高脂飲食誘發乳痞細胞的增生作用

(Rao and Abrah缸n， 1997) 。除了乳癌細胞外，在結腸、肺臟、

口腔上皮等腫瘤組織中亦可發現含有高濃度 PGE2 '以

asprrm 、 indomethacin 處理可以抑制腫瘤生長(Rao et a1., 1993; 

Estensen and Wattenberg, 1993; El A社缸 and Lin, 1987) 0 另外以

azoxymethane (AOM)誘發雄性 F344 大鼠結腸癌時會再以

asplrm 處理降低結腸 PGE2 濃度哩同時並顯著抑制 aberrant crypt 

foci (ACF)的形成(Li et al. , 1999) 。在研究膽酸與十二拈腸腫瘤

生成的關棒、時會亦發現腸道 PGE2 濃度與腫瘤的形成具有高度

相關性(Mahmoud et a1., 1999) 。由以上文獻顯示 PGE2 與腫瘤生

成具有密切關錄。而 NSAIDs 抑制腫瘤生長的作用事可能是經

由其可抑制環氧化嗨活性亨進而降低 PGE2 生成所致(Ara and 

Teicher, 1996) 。

但是另一方面會關於 PGE2 與腫瘤生成的研究， Santora 

等人(1976)卻指出 PGE2可抑制腫瘤生長。而 EIA說缸及Lin (1993) 

在人類口腔癌細胞株 SCC-25 添加 10-9 ~ 1。毛 M PGE2 時會也發

現它可抑制 SCC-25 細胞株 DNA 合成。以 BL - 6 黑色素瘤細

胞株所進行的研究亦發現若增加細胞 PGE2 的濃度亨則可抑制

細胞株的生長(Ottino and Duncan, 1996) 。顯示 PGE2 對不同組
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織的腫瘤可能具有完全不同的作用。

維生素 E 與 PGE2 的關餘

維生素 E 利用最入細胞脹的植基尾端與磷脂質形成架橋會

不僅具有穩定蜈結構的功能 T 並且可避免磷脂質被 PLA2 水解

而產主花主阿媽隨(Park~r~ 1991) 。以雄主京早讓巷尾喘修飾的

衍生物哩添加至lJ 角質細胞發現維生素 E 植基尾端可抑制磷酸脂

解晦活性而降低花生回:蹄酸的產生(Pentland et a1., 1992) 。環氧

化略是先生四婦盟友代謝為 PGE21遠程中一重要酵素雪在環氧化

蜂作用時需要少暈過氧化物存在?加入抗氧化劑抑制過氧化物

形成章可降低環氧化搗活性而減少 PGE2 生成 (Land et al叮

1979) 。另外對老化老鼠豆噬細胞所進行的研究發現哩以 LPS

活化豆噬細胞會造成環氧化嗨活性增加會若同時加入維生素 E

可抑制此酵素活性事而減少 PGE2 生成(Wu et al., 1998) 。

Tomohiro 等人(1997)以 urethane 誘發小鼠肺癌生成，肺組織

PGE2 濃度增加害若於飲食中添加維生素 E (400 mg!kg diet) 會

員IJ 可降低組織中 PGE2 濃度並抑制肺癢生成唾但是若同時添加

外源、性 PGE2 ，維生素 E 抑制肺癌生成的效用則被抑制。在兔

疫象統的研究亦發現會給予健康成人維生素 E (800 的g/天)會
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30 天後周邊血液單核球細胞維生素 E 濃度顯著增加(p<O.OOOI)

，而 PGE2 合成則明顯下降。<0.005) 合I[ey這位世 et al., 1990) 。雖

然以上文獻皆證實維生素 E 可抑制 PGE2 生成，但 Ottino 及

Duncan (1 997)對 BL- 6 黑色素瘤細胞株的研究會發現添加 10

μ g1ml 維生素 E' 可以有效抑制 BL而細胞株生長，同時細胞

株 PGE2 濃度有明顯增加。<0.0025) 。而以大鼠心臟肌肉纖維

母細胞進行培養事亦發現添加維生素 E 可以促進 PLA2 活性事

而增加 PGE2 前趨物質花生四鴻酸的釋放(在an et al., 1996) 。由

以上文獻結果顯示，維生素 E 可經由影響 PLA2" 環氧化嗨活

性?進而影響 PGE2 合成。隨維生素 E 作用的細胞對象不同事

造成細胞 PGE2 濃度上升或下降亨進而使細胞表現出不同生理

功能。

蛋白激暐(軒說ei聽 ki臨se C會室主籃。

PKC 屬於絲、氛酸/酥氛竣(serine!也reonine)蛋白激躊哩於

1977 年被確認亨遍存於組織及器官中的一群韓素(Nish泣uka，

1986) 0 PKC 依其活化輔因子的不同可以分為三大次型會約有

11 種真構晦: classical/conventional PKCs (白、 βI 、 β 立、 γ)

分子量介於 77-78 KDa ，屬於 phosphatidylserine (PS)- 、

diacylglycerol (DAG)- 及 Ca2+翩dependent 的酵素 non耐
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classical/novel PKCs (δ 、 ε 、 η 、 θ)分子量約為 80 KDa ，為

PS-及 DAGmdependGIlt 酵素哩但不需 Ca2+參與; atypical PKCs 

((, l / λ)分子量約為的 KDa 亨為 DAG-及 Ca軒"也depende到酵

素;而 PKCμ 分子愛為 115 KDa 會性質介於 novel 及 atypical

PKC 之間(Schenk and Snaar-Jagalska, 1999) 0 在胞內訊息傳遞

過程中 PKC 扮演重要角色(圈七) '1這組織不同事 PKC 表現

會產生不同生理功能:在神經系統方面會不同動物的神經系統

有大量 PKC 存在 T 並且以緝部分布最多， PKC 參與許多神經

系統的控制亨例如 Ca2+-channel 、 K+ 、 Na+ 、 Cl-的調控?調節

nicotinic acetylcholine 、 gamma-aminobutyric acid subtype A 

(GABAA)等 receptors 哩並可能參與大腦神經元生長及分化作

用 (Conn and Sweatt, 1994); 在平滑肌方面會以 phorbol ester 刺

激平滑瓶. PKC 時，可活化平滑瓶. Ca2+輸出剖mel 增加 Ca2+的流

入亨此外 PKC 亦可促使 myosin light-及 heavy-chain 磷酸化事

顯示 PKC 與平滑肌收縮功能有關σ~ishikawa and Hida拙， 1994); 

在腎臟生理方面，對大鼠腎臟皮質小管所進行研究指出亨以

phorbol ester 活化 PKC ，可以直接促進 Na+-K七

adenosinotriphosphatase (Na+- K七ATPase) 活性，當同時添加

PKC 抑制劑(GF-I0位的X) 會則可抑制 Na+- K+-ATPase 活性會

顯示 PKC 可能參與腎臟陽離子運送過程(Ca討anza et a1., 1996); 

而在人類血小板的研究中以血球凝集素及 serotonin 處理時會
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圈七.蛋白激嗨在細胞生提調控之角色(Nishizu切， 1992) 
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會促使 PKC 自細胞質轉移到細胞膜上 9 比過程與血小板凝黨

作用有關(Wang and Friedman, 1990); 對於骨酪急統而言哩骨的

恆定有賴於造骨細胞與蝕骨細胞的平衡亨以 tumor necrosis 

factor- 臼 (TN孔 α)處捏造骨細胞會可以促使造旁細胞分泌

interleukin-6 (IL-6) ，而且4 可進一步活化蝕骨細胞哩促進骨

的 resorption 作用事但當同時添加 phorbol ester 活化造骨細胞

PKC a 哩則可抑制孔-6 釋放哩進而抑制蝕骨細胞進行

resorption (Kozawa et al., 1997) 。由以上文獻可知 PKC 的確在

正常生理功能維持上扮演重要每色。

P豆豆豆7 與癌症的關靜、

PKC 為胞內訊息傳遞過程中，重要的蛋白激晦哩參與細

胞許多生理反應的調控:例如分化、增生、凋亡等細胞生建反

應，癌症的形成是癌細胞不斷增建所致，在研究中常用的誘癌

劑如 phorbol ester 為 PKC 活化劑會顯示 PKC 活化似乎與癌症

的形成具有相關性。 Birt 等人(1999) 以 7， 12欄

dime吐lylbenz(a)anthracene (D1侶的為皮膚癌誘發熱 12-0-

tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)為促進劑誘發囑齒類動物

皮膚癌會給予飲食能量限制(dietary energy res甘iction) 會結果
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發現可以抑制皮膚癌生成，同時 PKC 活性及蛋白質表現也有

下降現象。二級膽盟友的形成被認為與結腸癌產生具有高度相關

會 Fitzer 等人(1987)指出結腸中的二級膽酸可直接活化結腸黏

膜上的 PKC 會進而改變組織的生長性質，顯示在二級膽酸誘

發結腸癌產生的過程中， PKC 的活化可能是原因之一。在乳

癌細胞株仰的A扎在8-231)的研究中以 tamoxifen (NSAIDs)處理

細胞株，使用手20 mM的濃度時會可以抑制細胞株生長，同

時也發現 PKC 活化受到抑制(Gundimeda et al.歹 1996) 。在癌症

的致死原的中，癌細胞轉移是最主要的原因之一會 Herbert

(1993)指出癌細胞經由血液運送轉移至其他組織待會瘤細胞必

須先附著在轉移組織的血管內皮上會才會進行增生，不論是 m

vitro 或 m VIVO 模式事此的著過程皆受 PKC 所謂控會當給予

staurosporine (pKC 抑制劑) ，可抑制癌細胞附著作用的進行。

以雄性 Fischer 344 大鼠進行肝癌轉移實驗會使用

diethylnitrosamine (DEN) (200 mg/kg body weight)為誘發幫會經

15 個月後犧牲觀察肝癌轉移倚形，發現癌細胞轉移至肺臟會

並且肝臟及轉移至肺臟的癌組織， PKC 有明顯活化現象(Porta

et 泣， 1997) 。由以上文獻可知 PKC 活化與癌症生成及轉移具

有高度相關性。
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維生素 E 與 PKC 的關靜、

PKC 是膜依賴型酵素(membrane翻dependent enzyme) 會必

須位於細胞膜上才能表現，生理活性。維生素 E 走路;容性維生素

會主要分佈在細胞膜上?當細胞膜上維生素 E 含量增加時會會

改變細胞膜流動性，進而影響耳其依賴、型韓素活性。 PKC 在活

化持不僅需要依附在細胞耳其上亨而且其本身亦需要被磷酸化才

具有活性， Ricciarelli 等人(1998)指出維生素 E 可經由活化蛋

白質磷酸晦 typeI工會將 PKCα 去磷酸化哩使 PKCa 活性喪失。

豆噬細胞進行噬菌作用時哩會產生超氧陰離子去破壞被吞

噬的首體 9 以 phorbol myristate acetate (PMA)刺激豆噬知跑導

同時添加維生素 E 會發現主噬細胞超氧陰離子產量下降 9 月時

PKC 活性亦有被抑制現象(Sakamoto et a1., 1990) 。以血管平滑

肌細胞抹(A7r5)及中國沙鼠卵巢細胞株(HeLa)進行堵養宇在添

加維生素 E 後發現可抑制兩種細胞抹 PKC 活性雪並且同時抑

制 A7的細胞株增生(F但zio et a1., 1997) 。在糖尿病腎病變的病

程中， PKC '1舌化被認為是造成糖尿病腎功能喪失的原因之一

會對糖尿病腎功能研究發現會給予維生素 E 可降低腎絲球PKC

活性亨同時抑制蛋白尿產生(Koya et a1.歹 1998) 。由以上文獻顯

示維生素 E 處理會抑制 PKC 活化哩進而影響 PKC 對於細胞的

作筒。
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前癌細胞(Preneoplasi品 cell)與肝癌生成的關條

在痞症形成過程中會正常細胞要轉變成癌細胞時會先要轉

成前癌細胞，由於細胞性質變化會導致整個細胞生理產生重大

改變，而使得前癌細胞在韓素活性表現與正常細胞括不相同會

而這些韓素則可作為前癌細胞的標記，依韓素在前痞組織表現

可分成兩大類標記:一是活性上升、一是活性下降(表一)。

其中 garnrna-glutarnyl 仕ansferase (GGT) 與 placental

glutathione S-控制sferase (PGST) 被證實是前癌細胞標記 9 並

可作為前癌細胞轉成癌細胞的有效拈標 (Sato， 1989; Dragan et 

a1., 1995) 

GGT 可催化 γ-glutamyl group 轉移到其他 peptide 或 L 型

氯基酸上會而形成另一個 γ-glutamyl peptide 0 而能運送氛基酸

通過細胞膜，此酵素在正常成鼠肝臟活性並不高會而在胚胎時

期的鼠肝會有高濃度 GGT 。而以化學致癌物誘發大鼠肝癌形

成研究中發現， GGT 的活性有顯著上升現象(Nagh et al., 

1991) 。以免疫組織化學法研究肝臟前蘊細胞的生成會 GGτm

positive foci 數目與面積是常被作為癌化誘發標記，學者以不同

化學致癌物及不同誘發肝癌模式 (DEN 為 initiator少 acetyl

aminof1uorene (AAF) 、 phenobarbit，址 (PB)為 promoter) 皆可誘

發 GGT - positive foci 形成 (Tsuda et 祉， 1984) 0 
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TABLE 1 

;V [ARl王E玖 ENZY:\!ES FOR PRE :-.iEOPLASTlC HEPATIC LESro :-.iS" 

Enzymes with decreased activity 
C缸"bohydrate恥metabolizing en月"mes

Liver-type isoenzymes of glycolysis (glucokina古巴， aldolase B, pyruvùte kinase L) 
GJucose毛瞞phosphatase (G6Pase) and other glyconeogenìc enzymes 
GJycogen phosphOl:yJase (Iiver type; • glycogen storage) 

Amino acid-metabolizing enzymes 
Tryptophan 2,3-dioxygenase 
Serine dehvdratase 

Drug-metabolizing enzymes (in phase 1) 
Cvtochrome P-450s 
~lixed司function oxygenases (aryl hyclroc ,u-bon hyclroxylase) 
NADPH P-450 recluctase 
GJutathione peroxiclase (Se-dependent) 

。ther enzvmes 
ATPase (Ca衍， \1 g2~ dependent) 

Enzymes with increased activity 
Carbohydrate-metabolizing enzymes 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) 
了這onhepatic (fetal帽type) isoenzymes of glycolysis 

Drug-metabolizing enzymes (in phase II) 
UD巳glucuronosyltransferase (type 1, or fetal type) 
Epoxide hydrolase (EH) 
DT-cliaphorase (quinone reductase) 
Aldehyde dehydrogenase (NADP~) 
Butyryl esterase 

Glutathione“ related enzvmes 
Glutathione transferases (GT) (1 -1 , 3-3, 7-7) 
γ-Glutamyltransferase (GGτ) 

Glutathione peroxidase (Se-independent) (GTs 1孔， 2-2， 7-7) 
Glutathione reductase 
(Total glutathione) 

表一.肝臟前搶細胞之細胞標記(Sato， 1989) 
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PGST 在 1984 年由 Sato 等人自大白鼠胎盤分離出來 9 立在

加以命名，是胎盤中使有的 GST 型式。在正常成鼠肝細胞中

立豈不表現，但在肝癌形成過程中 PGST - positive foci 是一良好

指標 o 以前latoxln B1 作為誘發大鼠肝癌生成模式發現唾 PGST

的蛋白量及mRNA 表現的確有增加現象 (Power et a1., 1987) 0 

PGST 被認為可標記非常早期的前瘤細胞會以 DEN (200 mg!kg 

body weight; 10 mglkg body weight)進行誘發，經六個月後可發

現 PGST盼positive foci 形成嘗嘗以 AAF 為 promoter 會立在施以部

份肝切除 2 至 3 星期後會 PGST - positive foci 將轉變為更大型

的 foci (S喲， 1988; Tak他ashi et al., 1987) 。

而 PGST 、 GGT positive foci 那一種是肝癌形成的良好指

標? Tatematsu 等人(1985) 以 DEN 為誘發劑?而以 PB 、封-2-

fluoreny lacetamide 為促進劑會餵食六適後，施以部份肝切除，結

果發現所有表現 GGT 耐 positive foci 亦表現 PGST - positive 掌

而所有表現 PGST - positive foci 則有 5 ~ 10 %不表現 GGT 輸

positive foci 。在隨後的研究中， Tatematsu 等人 (1988) 證實

PGST 在作為肝癌形成的指標是較 GGT 準確會而 GGT 則可用

於指示癌前病害表現的改變情形。鹿此本實驗將利用免疫組織

法觀察 PGST - positive foci 及以化學組織法觀察 GGT - positive 

foci 作為肝癌形成指標。
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材料與方法

一.材料

覓附錄。

二.動物飼養與肝癌勢發模式

本實驗採用 Peraino 等人(1971) 的模式誘發雌性

Sprague-Dawley (SD)大鼠肝臟前癌細胞生成 O 自摺科會動

物中心購入懷孕的 SD 大鼠事於雌性大鼠出生 24 小時內

會腹腔注射 DEN (15 mg / kg body weíght)誘發起始期

(ini世剖ion) 哩哺乳這段期間同時也為肝細胞快速增殖期。

出生後三通離乳會隨機分成三組分別為維生素 E 缺乏組(n

= 8)、維生素E正常經扭扭 7)、維生素E補充紐約00 mg / 100g 

diet) (n = 7) ，飼養扭過後犧牲。飼料與本以任食方式給

予會每組飼料中皆令有 PB (50 mg / 100g diet)作為促進劑

(promoter) 0 大鼠每兩週秤量一次聽章，動物房溫度控制

在 22 :t 1 oc '光照時間 (light cycle) 8:00~20:00 。飼養結

束前一天會秤最大氣體重並予以禁食習但飲水貝IJ 繼續提

供。利用過暈 C02 犧牲大鼠害由頸靜脈抽取的 ml 血液
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?內含 0.15 ml 抗凝血劑 (50 mM EDTA 及 0.7 mg/ml 

indomethacin in PBS (含 1.2 ml\在 NaH2P04 • H20 、 17 mM 

Na2HP04 ·升120 及 140mM NaCI)) ，裝入1.5 ml 微量離

心管中，於 4
0

C下以 1500x g 離心 5 分鐘，取上層液即血

漿部份，分裝於1.5 ml 微量離心管中，放入零下 80
0

C冷

凍權中會符日後分析血漿中 PGE2 濃度。由腹腔靜脈抽取

6ml 血液，內令 0.6 ml 抗凝血劑(50 mM EDTA in PBS) 

亨置於 15 ml 離心管中，以 500x 惡離心 10 分鐘會取上層

液置入1.5 ml 微量離心管唾放入零下的。C冷凍欖儲存會

待自後進行血漿維生素 E 及總結質分析。將肝臟、自腹腔取

出事秤重後切取最大肝黨中段 1 cm 厚組織會瓷入混合丙

柄的乾冰上急速凍結，待組織丙桐揮發後亨存放於零下

的。C冷凍權會待自後進行免疫組織化學法分析前瘖細胞

生成。剩餘的肝組織立即放入液態氮中急速冷凍 9 隨即放

入零下 80
0

C 冷凍撞事待日後進行其他，項目分析 o

三.實驗飼料組成

飼料組成見表- ，依維生素 E 含量可分為三組，在維

生素 E 缺乏組是使用不含維生素 E 的玉米油及綜合維生素
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會維生素 E 正常組使用一般玉米油及含有維生素 E 的綜合

維生素事維生素 E 端充組飲食成份與正常組相同會並額外

添加維生素 E (500 mg 1100 g diet)作為捕充亨其也飲食成

份三組皆悶。

四.維生素主濃度現定(Catiεnani and Bieri, 1983) 

取 0.1 g 肝臟加入 0.9 ml 50 mM 磷酸針緩衝溶液(pH

7.0)進行均質事均質完成後取鈞。 μi 均質液(血漿維生素

E 分析則由先前製備的腹腔血漿直接取用 200μ1) 會加入

100 μl α-tocopheryI acetate (50 ng/ml, in 100% 乙醇作為

內標會振盪混合 1 分鐘雪再加入 200μi 己統萃取 1 分

鐘書於 4
0

C下以 1500x g 離心 3 分鐘亨取上層液置於1.5n吐

微量離心管會剩餘下層液再經三次萃取、離心事將蒐集的

上層液以氮氣吹乾害最後溶於 350μl 甲醇會經港、鎮(0.衍

生Lm)過液、後會取 200μ1 裝入自動注射瓶內管中會注入 50

μi 於 E王PLC 哩定量肝臟及血漿中維生素 E 濃度會依標準

曲線計算?肝臟維生素 E 濃度以 μg/g liver 表示亨血漿維

生素 E 濃度則以 μ g1mg totallipid 表示。
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HPLC 系統組成:

L-6200A íntellígent pump 亨 L-4200 UV -VIS detector , D酬

6000 ínterface 及 LC organízer 但itac涵， Tokyo歹 Japan);

mobile phase: methanol : dd H20=98 : 2 (v / v); flow rate: 1.2 

ml/m也;由tector wavelength: 290 nm; sensitívity: 0.01 

A.U. F. S. (absorbance units full scale); 

HPLC column: 3.9 x 300 nm staínless steel packed with 

micro Bondapak C18 (Waters Inc. , Míford, MA) 

五.另當質過氧化產物體會id pe姆拉晶晶的分析: (Fra蠶a et 

al.會主會串串〉

肝臟以 50 mM磷酸針緩衝溶液(pH 7.0)均質(l夕， w/v) 

9 取 0.2 ml 均質液嘗荳於冰浴中依序加入 0.3 m1 50 mM 

磷竣針緩街溶液(pH 7.4)、 0.5 m1 3% sodium dodecyl 

sulfate(SDS) 、 2 ml 0.1 N HCl 、 0.3 ml 100/0 phosphotungstic 

acid 及 1 ml 0.7% thiobarbituric acid (TBA) 會混合均勻習

以 100 Oc水浴 30 分罐會再查於冷水浴 5 分鐘雪加入 5 m1 1-

7醇(l-butanol)萃取 TBA reactive substances (TBARS) .，於

1100x 皂、 18
0

C下離心的分鐘書取上層液以螢光分光光
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譜儀 (F-衍。。歹 Hítachi， Tokyo, Japan) 在 excitation 515 nm .. 

emlSSlOn 555 nm 下進行分析。所得數位經典 1 ， 1, 3, 3-

tetramethox)伊opane (TMP) 所作出的標準曲線比較會可計

算出樣品中 TBARS 濃度會以 nmole/g liver 為表示單位。

六.遺愿態楚就甘放與氧化態委主就甘獄(GS蠶 /GSSG)

分事?很eed et al., 1鳴鵑

肝臟以 50 mM磷酸針緩衝溶液。日 7.0) (1: 9, w/v)均

質 9 取 0.4 m1均質液加入等章含 2.5 mM phenanthroline 

之 10% perchloric acid (PCA) 事靜置的分鐘亨於辱。C下以

2000x g 離心 3 分鐘亨取 400叭土層液會加入的 μl 新

鮮製備的 100 mM ìodoacetìc acid (IAA)溶液會接著緩慢加

入 KHC03 粉求中和酸液至不起泡為止會經啥反應的分鐘

後哩再加入抖。 μ1 3% 2, 2-dinitrofluorobenzene (FDNB多 m

99.5% 乙醇)溶液 9 混合均勻置於是Oc下隔夜書以 4000x 惡

離心 5 分鐘，取出上層液，經濾、膜(0.45μ，m)過渡、後亨以

HPLC 進行分析， GSH 及 GSSG 濃度以 nmole/mg protein 

表示警總 GSH 濃度等於 GSH 濃度加上 2x GSSG 濃度(總

GS曰= GSH+ 2x GSSG) 。
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HPLC 條件設定:

禎測波長: 365 nm 

浪速: 1.2 m1 /min 

移動相: solvent A : 80% 甲醇

solvent B : solvent A : stock solvent B (20: 80, v/v) 

(stock solvent B: 272 g CH3COONa + 621 ml 

CH3COOH + 189 rnl H20) 

stop tirne: 30 斑血

移動相梯度變換設定:

gradient time (rnin) solvent A (0/0) solvent B (%) 

o 80 

3 80 

12 5 

20 5 

22 80 

30 80 

A
V
A
H
V

川
、d
"

、
μ
A
U
A
U

229922 
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七.血漿總結質(plas臨a total 蠶pi為分析(Frings and 

Du聽盟會主會70)

取 50μI 血漿與 1 ml ).農硫駿混合會於 100
0

C水浴 10

分錯事取其中 100 μ1 再加入 5 ml phospho-vanillin reagent 

(200 ml 0.6 % vanillin 及 800 ml i農磷盟的事混合後於 37
0

C

水浴 15 分鐘會取出置於室溫下冷卻 5 分鐘亨以分光光譜

儀於波長 540nm 下淚IJ吸光值會立直以橄欖油(1g I dl absolute 

ethanol)為標準品嘗製作標準曲線以求出總結質濃度。

標準曲線製件:

stock solutìon: 1 g I dl absolute ethanol 

working solution 

Conc. (mg I 益。 200 的。 600 800 1000 

Stock solution 0.1 0.2 0.3 O. 在 0.5 

Absolute ethanol O. 在 O. 3 0.2 0.1 。

八.肝臟、細胞質波(cy量的。每製備(畫畫臨時說會主持斟

肝臟以 0.01 M 磷面如甲車去衝溶液(PH 7.4內含1. 150/0

KCl)均質(1 : 4, w/v) 事將均質液倒入離心管中會於 4
0

C下先
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以 10000x g 離心 30 分鐘，取出上層液，再於持。C下以

105000x g 離心 l 小時會離心所得上層液為細胞質液

哩下層沉澱物為微小體亨將細胞質液荳於零下 80
0

C 冷凍

櫃儲存?待自後分析。

九.榮成甘獄過氧化轉活性瀾定(La鴨rrence 組接聽聽F丸

豆事?重)

於1.5 m1 石英管中加入 0.8 ml 反應液(含 1 mM 

EDTA 、 1 mMNaN3 、 G立mM NADPH 、 1 U/ml GSH Rd 及

1 mM GSH 之 100 mM磷激針緩衝液， pH 7.0) 。加入 100μ

i 經 20mM 磷酸針、媛衝波(pH 7.0)稀釋 150 倍的細胞質液

樣品嘗於室溫下靜置 5 分鐘會再加入 0.1 1叫 2.5 前往日的2

會以分光光譜儀在波長 340nm 、鈞。C下測量三分鐘內吸光

位變化情形亨計算 NADPH )克耗速率會比活性以 nn101

NADPHlmín/mg proteín 表示。
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十.趣就甘獄選擇、聽活性測定(BeUomo et a l., 1們的

於1.5 m1石英管中加入 0.9 1前反應液(含1. 1 mM 

MgCh.6H20 、 5.0 mM GSSG 及 0.1 mM NADPH 之 100 mM

磷酸針緩衝液， pH 7.0) 雪接著加入 80μ120 mM磷酸鈴

緩衝液(pH 7.0)及 20μl 樣品，以分光光譜儀於波長 340

m 、 25
0

C 下測量五分鐘內吸光值變化情形字計算 NADPH

清耗速率?比活性以 mnol NADPH/minJmg protein 表示。

十一@鍵就甘獄蔬轉移鵲活性瀾定撥給ig et al吟詩7尋)

於1.5 ml 石英管中加入 880μi 反應液(含 1 mM GSH 

之 100 mM磷酸針緩衝液， pH 6.5) 會再依序加入 20μ1

501nM 卜chloro-2，再-dinitrobenzene (CDNB) (溶於 99.5 % 

乙醇)、 80μ120 mM磷竣針緩衝液(PH 7.0)及 20μi 經

20 mM磷酸針緩衝液。H 7.0)稀釋 150 倍後的細胞質均

質液樣本書混合均勻後以分光光譜儀於 340nm 下記錄 5

分鐘內吸光值變化。

GST 活性以 CDNB毛SH conjugate 生成速率計算。比

活性以 nmole CDNB conjugate formed/min/mg prote也表

示警 CDNBωGSH LJ. ε= 9.6 mM-1 cm- 1 。
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十二.肝臟 γ-g知ta臨yl transferase-尹osi電ive foci (GG嘗個

positive foci)分析(蠶豆蓋章enb贊賞霉的 al.， 1擎的)

切片製備

以冷J東切片機(Jung CM 1800多 Leica， West Gerrnany) 

於零下訝。C切取的 μm 厚的肝臟切片會每隻大鼠肝臟

連續切片六片掌貼於載玻片上亨置於玻片金中暫存於零

下 20
0

C冷凍權中事待進行免疫組織化學分析前癌細胞。

γ 輛舊lu臨體yl-4-盟e蠶豆oxy-2-鵬會騙起了I.a觀i由 (γ-G賠NA)溶

液配襲

Stock solution : 5 mg GMNA 溶於含有 0.1 ml dimethyl 

sulfoxide(DMSO) 、 0.1 ml 1N NaOH 及1.8 ml 去離子水的

溶液中會於是℃下可存放 3 天 o working solution: 取 0.5 n11 

stock solution 加入 2.5 ml 0 隘 1 問 Tris品Cl (pH 7.4 )、 7 ml 

O.結% saline (含有 5 mg glycylglycine 及 5 mg ι 

benzoylamino孔， 5, -diethoxybenzene-diazoium chloride hemi 

(zinc chloride) salt (Fast Blue BBN)) 

增丹黛色

將冷凍肝臟切片置於室溫掠乾(lO~15 分鐘)會漓上新

持。



鮮葛己製的 γ-G1的A 溶液反應 15 分鐘，以 0.85 % saline 浸

洗 2 分鐘書加入 0.1 M CUS04 反應 2 分鐘使呈色穩定會再

以 0.85 % sa1ine 浸洗 2 分鐘哩最後以去離子水清洗會待切

片乾:蝶後再以 glycerol gelatin 封片警即完成黛色。

十三，肝臟 plac聞電話 εlutathio畫le S-t聖賢慧S臨時間酬positive

foci (PG缸片-positive foci) 分析(草臨街ic每位

al.，1嘗嘗1)

PLV 3 2I C W H C3 
。

? T G 

備

G

棠
，
同

μ
丹切

切片柴色

將肝臟切片荳於室溫下掠乾(10~15 分鐘)事先將切片

以 1:1 比1J~(v/v)配製的乙聽:丙飼(acetone)呂定液浸泡 3

分鏡自定組織?依序再以 0.3 %尬。2 (也好%甲醇)處理

30 分鐘使組織過氧化晦失活、 PBS 浸洗三次(5 扭扭/次)、

滴上 normal go剖 serum (200x dilution in buffer B，令 25 mM

Tris 及 150 m11 NaCl, pH 7.4)覆蓋組織切片警於室溫下靜

置 1 / J、玲、 PBS 浸洗三次(5 min /次)、滴上 rabbit antÍ-PGST 

antibody (1 :300夕 ín buffer B, v/v)置於 4
0

C 冰箱中 overnight 、

是 l



用 PBS ~:受洗三次(5 min I次)、加入 biotinylated anti-rabbít 

IgG (l :200，但 buffer B, v/v)於室溫下靜置 l 小時、用 PBS

浸洗三次(5 min I次)、滴上 AB complex (1:200，也 buffer B, 

v/v)靜置 30 分鐘、用 PBS 浸洗三次(5 m血/次)、滴上新鮮

配製 AEC kit (依序加入 5ml 一次水、雨滴 buffer stock 

solution 、三漓 AEC stock solution 及雨滴 H202)室溫下反

應的分鐘、以二二次水浸洗 5 分鐘以終止反應、符乾燥後

以 glycerol gelatin 封片。

Foci 觀察

將製作完成的肝臟切片置於顯微鏡下觀察(Zei蹈，

Germany ) .，利用電腦影像分析系統(Color Video Camera, 

Q 500 MC, Leica空 Germ組y)分析 GGT-及 PGST- positive 

foci 品積及數目會 foci 的判定以直徑> 0.25 mm 為標準。

十四 .Pro是ei蠶騙臨seC (會蠶豆=)活性分析(C融體霉的會

互會會益)

樣品製備

。.lg 肝臟以 3 ml buffer A 均質亨於 4
U

C下以 10000x g 

離心 30 分鐘會取出上層液再於是℃下以 100000x g 進行
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超高迷離心 1 小峙，將上層液(cytoso1)儲存於零下的。C冷

凍權會將沉j提物以均質 buffer B 懸浮後事進行超音波振盪

哩靜置 30 分鐘後，章於 4
0

C 下 rotating rnixed 1 小時 9 再

於 4
0

C 下以 100000x g 超高速離心 l 小時事取上層液

(rnernbrane)儲存於零下 80
0

C 冷凍種事於 l 星期內完成分

析。

PKC 純化

將 DE 52 co1umn 製備好?先以 elution buffer ~中

colurnn 三次(0.75 1世/次)會分別將先前製備的樣品通過

column (cytosol 1.5 rnl, rnernbrane 0.75 rnl) 亨以 elution

buffer 沖 column 三次(0.75 rnl /次)會再以 0.25 rnl 含 120

rnM KC1 之 elution buffer ~中 column 型是後以 0.5 rnl 含

120 rnM KC1 之 e1ution buffer 沖 colurnn 會並收集至微量

離心管中測活性。

活性瀾定

將純化後的樣品嘗取50μi與 100 μi反應液((+)PS;(-)PS) 

混合後加入令 coldATP (3μ1) 、 γ_32p ATP (0.2μ1)及 20 mM

TrÍs-HC1 (46.8μ1)溶液會混合後7]<.浴的分鐘?依序加入 50

μ1 1 rng/rnl BSA 、 250μ1 40 % TCA (40

C) 、1. 5 ml 1 % 
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了CA (4
0

C) 字在 4
0

C下以 3000x g 離心 30 分鐘 9 倒掉上清

液再加入1.5 m! 1 % TCA (40

C) 警在 4
0

C下以 3000x 惡離

心 30 分鐘，倒掉上清液以 β-counter 測量放射強度。活性

表示為 nmole ATP I mg protein lmin 0 

反應波普己製

buffer A: 內含 20 mM Tris-HCl 、 0.03 mM Na3V04 、 20

mM MgC12. 6H20 、 2 mM EDTA 、 0.5 mM EGTA 、 2mM

PMSF 、 1 mM dithiothreitol 、 250 mM sucrose 、 10μg 1m! 

leupeptin 調至 pH 7.4。

均質 buffer B: 內含 20 mM Tris咀HCl 、 0.03 mM 

N的V04 、 2 mM MgCh. 6H20 、 2 mM EDTA 、 0.5 mM 

EGTA 、 2 mM PMSF 、 1 mM dithiothreitol 、 5rr浴在 NaF 、 10

μg Imlleupeptin 、 0.1 % Triton X-I00 調豆 pH7.5 。
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?直至C 活性調自定反應放(每一支護品使用曼)

Reactive so1ution (+)PS (-)PS 

舟量(μ1) 用量(μ1)

200 mM Tris 20 20 

2 mM Ca2+ 10 10 

24 mM EGTA 5 5 

200 叫v1 M~+ 10 10 

histone (1.6μg/ml) 25 25 

leupeptein (1μg/ml) 10 10 

20m扎在 Tris 10 20 

phosphatidy1serine (PS) (1μg/μ1) 10 G 

總體積 100 100 

十五a 血漿 PGE2 濃度分析

使用 Prostaglandin E2[125I]RIA kit(NEN@ Reseaτch 

Products)分析血漿 PGE2 濃度。
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十六.肝臟 γ-gluta臨yl transferase 活性瀾定(S臨ith e電

al吟互會?會)

將肝臟與 10 倍均質液(10 rnM Tris-HC1 buffer, pH 8.0 

哩含 150 mM NaCl 及 1 %Triton X-I00) 均質，均質後置

入冰浴 30 分鐘唾並於 4
0

C下以 500x g 離心 30 分鐘會取

上層波為分析樣品，依序加入 25 JlM 7 -amino斗m

methylcoumarin (AMC, ~.容於 methoxyethan哎，可存於零

下 20
0

C) 、均質液、 10 mM L- γ-glutamyl AMC (GAMC, 

j容於 methoxyethanol 可存於零下 20
0

C) 、分析樣品及反

應液(含 20 mM glycylg1ycine'0.1 % Triton X-I00 溶於 100

rnM Tris丑Cl， pH 8.5) 事經 3TC水浴 30 分鐘書再加入 50

mM glycine buffer (含 50 rnM glycylglycine 、 5 mM L-serine 

及 5 mM sodium 起orate 哩調整 pH 至 10.4)以終止反應。

以恥的00 於 excitation 370 nm 及 emlsslOn 抖。 nm ~.財吸

光值。比活性以 nmole AMC formedlminlmg protein 表示。
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標準曲線(nmole) 分析

O 62.5 125 250 500 1250 樣品

25μMAMC(μ1) O 2.5 5 10 20 50 

均質液(μ1) 105 102.5 100 95 85 55 

10 mM GAMC(μ1) 5 

分析樣品(μ1) 100 

反應混合進(gJ} 245 245 245 245 245 245 245 

十七.蛋會質濃度甜定(Lo暫時T et at, 1會5至〉

樣品製備

取 20μl 待測樣品於1.5 ml 微量離心管中 9 加入等

葷的% trichloroacetic acid (TCA) 會靜置 30 分鐘使蛋白

質沉澱，於 4
0

C下以 10000x g 離心 6 分鐘，將上清液吸

出，再加入 400μ1 lN NaOH 亨混合均勻後會靜宜 30 分

鐘以上使沉澱物完全水解。

標車龍線製備

以牛血清蛋白(bovine serum albumin, BSA)為標準品嘗

配製 1 mg/ml 的 BSA 會利用分光光講儀校正真正濃度會
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在 280 nm 下 BSA (lmgJml)理論吸光值為 0.667 ，經校正

後再以 NaOH 將 BSA 稀釋至 0.5μg/μl 會利用 1 NNaOH 

可茵已成 O 、 8 、 16 、 24 、 32μ gl100 μi 濃度。

議品分析

取 100μl 蛋白質水解樣品(可使用 1 N NaOH 稀釋)

及不同濃度的標準品，荳於1.5 ml 微羹離心管中會依序

加入 200μl 去離子7]<..及 100μ1 反應、液(25%N缸C03: 2 % 

Na-K-tar甘ate : 1 % CuS 04 = 8 : 1 : 1) 事混合均勻哩於室溫

下靜置的分鐘 9 加入 1 ml Folin reagent (Folin : H20 = 1 : 

19.5) 會混合均勻會置於 37
0

C 7]<..浴中反應 20 分錯事取出置

於室溫下冷卻 10~15 分鐘會立主使用分光光譜儀在波長 660

nm 下淚，~吸光值。對照標準晶線可得蛋白質濃度。

十八.統計分軒

使用 one way analysis ofvariance (ANOVA)進行統計分析

，並以 Tul主ey's test 進行顯著性差異分析嘗嘗 p<O.的時表示

有顯著性差異。
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結果

不同濃度維生素主對大氣生長的影響

由表二結果顯示，飲食中維生素 E 濃度，立乏不會影響大鼠

體重、食物攝取量及肝臟重量。但在肝重/體重比值上曹維生

素 E 缺乏組大於正常組及捕充組(p<0.05) ，在脾臟重量部份維

生素 E 缺乏組明顯大於維生素 E 棉充組(p<0.05) 事但與維生素

E 正常組無顯著差異。

不同濃度維生素 E 對大鼠血漿維生素虹、肝蟻抗氧化

分子及脂質增氧化的影響

由表三結呆顯示肝臟 GSH / GSSG 及 GSH / total GSH 會

三組之間沒有顯著差異。在血漿維生素 E 濃度上(圈-) ，明顯

受到飲食中維生素 E 的影響，缺乏組(1.597士 2.073μg / mg 

totallipid)顯著低於正當組(6.139士1.995μg / mg total lipid)及補

充組(12.452:f:1.723μg / mg total 1ipid) (p<0.05) 。而肝臟維生素

E 濃度方面(圖二) ，維生素 E 補充組另于中維生素 E(276.766士

139.204μg / g liver)明顯大於其他兩組(9.698:t 7.125; 27.274士
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12.578μg I mg liver) 印<0.05) 。而在路質過氧化程度(圈三)員lJ

以維生素 E 缺乏組(99.439:t 37.078 nmoll g liver)明顯高於其他

為組(53.961:t 7.252; 4 1.271土 4.476 nmoll g liver) (p<0.05) 。

不同維生素豆豆處理對大鼠肝臟 GSτ 、 GG宮、 GS蠶豆)x 、

GS豆豆喪鐘活性之影響

由表四得知維生素 E 正常組及維生素 E 補充組在 GST 、

GSHPx 及 GSHRd 三種酵素活性相較於維生素 E 缺乏姐有顯

著增加(P<O圈。5) 。對於 GGT 酵素活性，雄生素 E 處理則不影

響其表現。

維生素 E 處理對大鼠肝臟 GG苦耐及 PGsr草帽positive foci 

形成之影響

由表五結果顯示不論是 GGT-或 PGST-positive focÌ 會其形

成皆不受維生素 E 處理所影響。
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維生素 E 處理對大鼠血漿 PGE2 濃度的影響

由園四結果顯示在血漿 PGE2 濃度哩三組之間沒有顯著性

差異(維生素 E 缺乏組為 4.171士。.599 月 1 m1; 正常組為 3.857

士1.050 ng / m1;捕充組為 3.0牡 0.607 ng / m1)。隨飲食中維生

素 E 濃度增加，仍有抑制 PGE2 濃度趨勢。

維生素 E 處理對大鼠肝臟 F拉克了活性之影響

由國五結果顯示，大鼠府職腰上以及細胞質中 PKC 活性

不受飲食中維生素 E 濃度的影響(缺乏紐祺 PKC 活性: 639.153 

:t 337.075，細胞質 PKC 活性: 84.301:t 55.969; 正常組祺 PKC

j舌，注: 615.051士 181.103, 學回另色質 PKC ~舌，注: 72.814:t 43 .1 3屆; 幸福

充組膜 PKC 活性: 693.694士 28 1.415，細胞質 PKC 活性: 103.269 

士 63.108，比活性單位: pmoll mg protein / m血尸三組之間無顯

著差異性。
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討論

動物生長情形

不同維生素 E 含量的飲食亨輩子於大鼠食物攝取及體重增加

，均無顯著影響(表二)。此結果與本實驗室先前研究所得給呆

相間 (Lii et a1., 1997) 。另外以 Fischer 344 大鼠進行維生素 E 之

毒性研究習經過 13 遲不同維生素 E 劑量符合 125， 500, 2000 

mglkg body weight)處理事發現維生素 E 添加並不會影響大鼠

攝食情況及體重變化(Ab益o et al., 1986) 。

雖然不同維生素 E 處理對於大鼠月于重變化沒有影響。若計

算肝重與體重的比值待會可以發現維生素 E 缺乏組在肝童對體

重比值上顯著大於維生素 E 正常組及補充組(p<0.05) 0 Hendrich 

等人(1991)指出 PB 可活化肝臟中解毒代謝酵素系統會產生自

由基對肝臟造成損傷害立金會造成肝臟腫大現象會進而造成大鼠

肝重/體重比值上升。若同時於飲食中添加維生素 E 唾經琨 11

個月可發現 PB 所促進肝重/體重比值的效應有被減弱的趨勢。

而本次實驗結果亦發現維生素 E 正當組及補充組之肝受/體重

比佳明顯低於缺乏主旦(p<0.05) 。顯示維生素 E 可能藉血清除自

由基會而降低 PB 對於肝臟的影響。

缺乏紅的脾臟重量相較於補充短的脾臟重量亨明顯較高
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(p<0.05) 0 Wang 等人(1994)指出被引發後天免疫手表全症候群的

小鼠脾臟重量會有明顯增加會但在飲食中添加維生素 E 可抑制

脾臟重量增加情形。另外 Bendich 等人(1986)指出給予斷乳大

鼠含存維生素 E (7.5 mglkg diet)飲食會可維持大鼠正常生長速

率及脾臟重對體重的比值。顯示維生素 E 存在可維持脾臟正常

功能的表現。

體內抗氧化象銳的變化

隨飲食中維生素 E 含量的增加亨血漿及肝臟中維生素 E

含量亦隨之上升會顯示體內維生素 E 含量的確受到飲食中維生

素 E 濃度的影響(閱一、二)。維生素 E 是脂溶性抗氧化劑亨

可以有效的抑制結質過氧化反應、(Chen et al. 多 1993; Miyazawa et 

al., 1990) 0 黃翅毒素 B1 對肝臟具有強烈毒性會並且可誘發肝

癌$當其對肝臟作用詩書會促進肝臟脂質過氧化反應亨若同時

給予抗氧化劑 tematÍn或維生素 E 哩可有效降低黃趣毒素誘發

肝臟脂質過氧化反應及對肝臟的毒性作用 (Souza et al., 1999) 。

本次實驗亦觀察到維生素 E 處理?確實可降低肝臟脂質過氧化

作用(圈三)。

GSH/GSSG 及 GSH/總 GSH 兩種比佳，是用來表示 GSH
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氧化還原狀態(redox) ，由表三結果發現飲食中椅充維生素 E 不

會影響肝臟 GSH/GSSG 及 GSI-鵲起 GSH 比值。 Costagliola 等

人(1986)對人類、兔子及大鼠的眼房水(aqueous humor)及晶狀

體(lens)作研究指出，維生素 E 補充不會影響這些組織中

GSHlGSSG 比值 O 但在心臟方面的研究會卻發現維生素 E 補

充會增加天空鼠心臟中 GSHlGSSG 及 GSH/總 GSH 比值(Rojas

et 泣， 1996) 。心臟跳動需要大量氧氣會進行有氧能量代謝事會

伴隨大量自由基的產生書而造成 GSHlGSSG 比值變低，當供

給維生素 E 可清除自由基會進而提高心臟 GSH/GSSG 比值 O

由本次實驗結果及先前學者研究結果顯示警維生素 E 對 GSH

氧化還原作用的影響警會i適器官本身所承受的氧化壓力尚有所

不舟。

GST 是一重要解毒酵素雪它可利用 GSH 上的硫氫基盟 (SH

group)修飾毒物會而使毒物較易被排除。 GSH PX 及 GSH R益

則為參與 GSH 氧化還原循環的兩個重要酵素會並參與維生素

E 的再生。此外 GSH PX 亦可將話202 代謝成 H20 。研究指出

雪路質過氧化作用會降低肝臟 GST 韓素活性，若給予抗氧化

劑抑制脂質過氧化作用亨則可延緩 GST 活性降低速率但arns

and Stone., 1988) 0 van Lieshout 等人(1996)指出給予雄性 F344

大鼠維生素 E 捕充會發現可同時促進 GST 及 GSH PX 活性會

其原因可能是維生素 E 添加會可提高肝臟 GSH 含量亨而影響
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GSH PX 及 GST 的活性。另外有學者研究指出以維生素 E (14 

μM)處理沙鼠腎臟纖維母細胞株(BHK-211C13) ，可促進 GSH

PX 活性上升(Hu et a1., 1992) 。本實驗室先前研究指出，給予大

鼠 100 ppm 維生素E相較於不含維生素E飲食會具有較高 GSH

Rd 活性(Lii et al., 1998) 。而本次實驗結果亦可發現維生素 E 缺

乏經在 GST 、 GSH PX 及 GSH Rd 活性明顯低於維生素 E 正常

組(表四) (p<0.05) 0 顯示缺乏維生素 E 會造成 GSH 酵素~統活

性的下降。

血漿 PGE2 濃度

Teng 等人(1996)以維生素 E (400 mg/夫)給予健康成人事

經 28 天後取出周邊血液單核球細跑進行培養唾發現維生素 E

處理可以降低單核球 PGE2 生成。比現象似乎與維生素 E 抑制

淋巴細胞臆質過氧化作用有關 o Mey往am 等人(1990)給予健康

老人維生素 E 補充(400 mg/天)哩經 30 天後，自血液中分離出

周邊草核球進行培養 9 發現維生素 E 可降低單核球 PGE2 產

生。此作用的進行除了是經由抑制脂質過氧化反應享另外也有

可能是經由抑制花生四蜻盟主代謝途徑而達成。 Yano 等人(1997)

指出以 urethane 誘發小鼠肺癌生成雪在肺臟組織中 PGE2 濃度
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會增加會若同時給予維生素 E (400 mglkg diet)捕充會發現花生

間鴻酸代謝成 PGE2 的途徑有被抑制會立肺癌形成也同時被抑

制。維生素 E 抑制 PGE2 產生，是經由抑制環氧化嗨活性來達

成(Sakamoto et a1., 1991) 。環氧化嗨是花生回婦酸代謝成 PG卸

的速率限制酵素亨在其被活化時需要有少量過氧化物存在

(Land et 泣， 1979) 。而維生素 E 可能藉由色身抗氧化特性清除

通氧化物降低環氧化嗨活性，進而降低 PGE2 生成。由過去文

獻可知維生素 E 可經由抑制環氧化嗨活性而減少 PGE2 生成。

但在此次實驗中亨維生素 E 處理對於血漿 PGE2 濃度雖然沒有

顯著性影響警 PGE2 濃度仍隨維生素 E 補充而呈現下降趨勢。

比現象可能是受到實驗中的誘發劑 DEN 干擾所導致。 Gonul

等人(1996)將 DEN (280 mg/kg BW)以腹腔注射方式給予雄性

Wistar 大鼠會經 6 倍月後與控制組(注射生蠶食鹽水)比較雪發

現注射 DEN 組其血液中 PGE2 濃度有明顯較高的趨勢(p<O.Ol)

雪顯示 DEN 具有提高血液中 PGE2 濃度的作用。而此次實驗

結果不明顯可能維生素 E 效應被 DEN 遮蔽所致。

肝單車 PKC 活性

雖然維生素 E 可經由改變膜的穩、定性、將 PKC 去磷酸化
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等過程使 PKC 活性表現下降(Pack成 1991; Ríccíarellí et al., 

1998) 。但本次實驗結果(圈五)卻發現維生素 E 處理並不影響

PKC 活性，顯示此種肝癌誘發模式下亨維生素E 立豈不影響PKC

活性。但在其他肝癌誘發系統中會以 DEN 為誘發幫會 2-AAF

及部份肝切除為促進劑事進行肝癌生成研究亨經 15 個月後發

現肝癌組織較正常組織具有較高的 PKC 活性(La Porta et al.多

1997) 0 顯示肝癌生成過程中， PKC 應參與其中。本次實驗維

生素 E 處理並不影響 PKC 活性。由這些結果暗示兩個可能性:

一是在此種肝癌誘發模式下雪維生素 E 無法影響 PKC 活性 O

另一則是此種肝癌誘發模式所導致肝癌生成會 PKC 並沒有參

與其中。而這些可能性有待自後加以證實 O

肝臟前癌細胞生成

本次實驗 GGT“posítíve 及 PGST -posítive foci 並不受維生

素 E 處理所影響(表五)。雖然本實驗室在先前研究結果也發現

維生素 E 處理並不會影響肝臟 GGT-posítíve focí 生成(Líi et al., 

1997) 。但在其你的研究中卻指出由雌性激素、 DEN 所誘發的

GGT -positive 及 PGST-positíve foci 可經由飲食中維生素 E 添

力口而穿皮才Cp制(Ogawa et al., 1995; Ura et al., 1987; Hendrich et a1., 
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1991) 。觀察他們所使用的實驗模式會可發現與本次實驗模式

最大不同點在於維生素 E 處理的特鬧事她們所觀察到維生素 E

抑制前癌細胞生成是在供給三個月內發生，當處理時間延長時

會維生素 E 對於前癌細胞生成抑制作用則會消失。時本次實驗

模式處理時間為六個月 9 可能因此而無法觀察到維生素 E 對於

前癌細胞產生的抑制作用。至於為何維生素 E 對於前癌細胞生

成具有時間上的差異會其機制仍持日後研究。
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結論

在本實驗模式下，飲食中維生素 E 含董事可影響肝臟中

GSH PX 、 GSH Rd 及 GST 活性事血漿中及肝臟的維生素 E 含

董事肝臟脂質過氧化反應也同時受到影響。血漿中 PGE2 濃度

宇雖然統計上沒有明顯的差異亨但隨維生素 E 補充，而呈現下

降的越勢。肝臟 PKC 活性、前癌細胞生處數目及面積則不受

飲食中維生素 E 含量所影響。顯示雄生素 E 存在時會對於抗

氧化作用維持有其重要性會但普於前癌細胞生成則沒有影響。

此結果啼示氧化/抗氧化作用可能並不影響前癌細胞生成。
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表一.實驗飲食組成

豆、able 1. Composition of experinlental diets 

Ingredient 

Corno泣，血 -tocopherol stripped a 

Com oil b 

Casein a 

Dextrose a 

Com starch a 

Cellulose a 

Vitamin mix, tocopherol devoid a 

A卦~ vitamin n1Ìx a 

AIN minerallnix a 

Choline bitartrate a 

DL-Methionine a 

α_ Tocopheryl succinate C 

Phenobarbital C 

a: from Teklad (Madison, WI) 
c: from Sìgma (St. Louis, MO) 

deficient 

15 

15 
15 
45 
4.95 

3.5 
0.2 
0.3 

0.05 

vitamin E 
adequate 

g/100g 

15 
15 
15 
45 
4.95 

3.5 
0.2 
0.3 

0.05 

b: 台om CPC lntl hlC. (Englewood, NJ) 
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supplemented 

15 
15 
15 
45 
4.45 

3.5 
0.2 
0.3 
0.5 
0.05 



表二.飲食中、維生素 E 處理對於大鼠飼料攝取、體受增加、肝愛、相對肝重

及脾重之影響

Table 2. Effect of dietary vitmnin E on food intake, body weight gain, liver weight and 

liver weight / body weight and spleen weight 

Vita臨in E 

De晶的e雄主 Adequate Supple臨lented

F ood intake (ε) 3269 土336 3142 士 173 3062 土269

Body weight gain(g) 325 土40 340 土29 371 土47

Liver weight (g) 11.3士1.5 10.7士1.2 1 1. 8土2.2

Liver wt / body wt 0.035土0.002 a 0.031士0.003 b 0.031士0.003 b 

Spleen weight (g) 一 0.633土0.085 a 0.551土0.143 站 0 .476土0.085 b 

Values are means 土 SD. Groups that do 110t share the same letter (a，的缸e sígnificantly different 
from one another (p<O.05). 
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表三.飲食中維生素 E 處理對大鼠肝臟還原態與氧化態兢兢甘狀及選擇、態與總鍵就甘獄比值之影響

T寫ble 3. Effect of dietary vitamin E on hepatic reduced GSH/GSSG and reduced GSH/total GSH 

ratios of rats 

Vit說臨in E 

Deficie臨重 Adequa紛 Supplemented 

GSH/GSSG 2 1.9士2.8 25 .2土1.7 25.6土4.9

GSHltotal GSH 0.92士0.01 0.93土0.01 0.93土0.02

Values are means 士 SD. Groups that do not share the SaIlle letter 仰，的 are significantly different 
from one another (p<O.05). 
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表四.飲食中維生素 E 處理對大鼠肝臟 GST 、 GSHP東、 GS豆豆 R性及 GGT 酵索活悅之影響

Table 4. Effect of dietary vitamin E on hepatic GST型 G8H Px, GSH Rd, and GGT activities of rats 

GST (nlnol/mg protein/min) 
GSH PX (nmollmg protein/min) 
GSH Rd (n1nolhng proteinhnin) 
GGT (nmol/mg proteinlmin) 

De缸cient

3384.0土616 a 

618.0土114 a 

58.0土8.6 a

1396.0土595

Vitamin E 

Adequate 

4415.0士732 b 

1062.0:士 165 b 

74.9士 11.3 b 

1163.0士276

Supplemented 

4391.0土694 b

913.0土215 b

7 1.9士 15.5 b 

1453.0土576

Values are means 士 SD. Groups that do 110t share the same letter (a,b) are significantly different 
from 011e another (p<O.05). 
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表五。飲食中維生素]~處壞對大鼠肝臟 GGT-positive }，之 PGS巴positive foci 生成之影響

Tabl.~ 5. Effect of dietary vitamin E on area and number of hepatic GGT個 andPGST闢positive

foci ofrats 

Vitamin E 

Foci area and number 

Deficient Adlequate Supp1emented 

Are:a occupied by GGT -positive foci, % 1. 7土0.7 1. 1土0.5 2.1士1.4

GGT -positive foci numb仗， no.lcln2 9.8土4.2 1 1. 8土5.9 15 .4士6.8

GGT -positive foci number, no.lcln3 132 土70 187 士93 223 士86

Area occupied by PGST騙positive foci, % 2.5土0.9 1. 7::l::0.6 2.9士1.6

PGST-positive foci number, no./cm2 15.5土6.1 17.4士8.0 17.7土5.7

PGST剛positive foci number, no.lcm3 226 土 l02 274 士:143 253 士107

Values are means 土 SD.
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濃度之影響。萬一.不舟、維生素 E 處理對大鼠血漿維生素

Fig. 1 Plasma vitamin E concen甘ation of rats fed different 

levels of vitamin E. 

Values are means 土 SD. Groups that do not share the same 

le說er (見b，c) 缸e significant1y different from one another 

(p<O.05). 

Abbreviations: 

def = deficient; adeq = adequate; suppl = supplemented. 
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F ig. 2 Hepatic vitamin E concen甘ation of rats fed 

different levels of vitamin E. 
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letter 悅的訂e significantly different from one another 
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Abbreviations: 
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Fig.3 Liver lipid peroxidation ofrats fed different levels 

ofvitamin 且

Va1ues are means 土 SD. Groups that do not share the same 

letter (a, b )缸e significantly different 台om one another 

(p<0.的).

Abbreviatíons: 

def= 泣。ficient; adeq = adequate; suppl = supplemented. 
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Fig. 4 Plasma PGE2 level of rats fed different levels 

ofvitarnin E. 

Values 缸e mea11S 土 SD.

Abbreviatíons: 

益。f= defiçient; adeq = adequate; suppl = supp1emented. 
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不同維生素 E 處理對大鼠肝纖細胞質及麟部份 P直至C屬五，

活性影響。

Fig. 5 Hepatic cytosolic and particulate PKC activities of rats fed 

different levels of vitamin E. 

Values are means 土 SD.

Abbreviations: def且是eficient; adeq = adequate; suppl = 
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時才 錄

試劑 來源

Acetic acid Tedia Company Inc. 

Acetone Merck 

AEC kit Vector Laboratories Inc. 

Alcohol (95%) 臺灣省菸酒公貴為

AMC, 7輸缸nino-4-methylcoU111arin Sigma chemical Co. 

ATP; adenosine-5'.刊riphosphate Merck 

BF3; bo主on trifluoride methanol complex Merck 

BSA; bovine serum albumin Sigma chemical Co. 

Butanol Merck 

CaCh Sigma chemical Co. 
一…一一一一一一一一一一--…………一一-一一一一一一一…一一一一一一一一一一 “一恤，一一一一一一一一一一一一一個一屑一一一一一一一一一…一，一一

CDNB; 卜ch1oro丑，ιdini甘obenzene Sigma chemical Co. 

CHC13 Tedìa Company Inc. 

CuS04 
島久槃品株式會社

DEAE :恥1erck

DEN; diethylnitrosamine 東京化成工業

DMSO; dUl1ethyl sulfoxide Sigma chemical Co. 

EDTA Sigma chemical Co. 

EGTA Sigma chemica1 Co. 

Ethanol 昭和化學株式會社

Fast bule BBN;ιbenzoylamino-2,5-

Di的oxybenzene-diazonium chrride L在erck

Her扭扭ine chlori益的 salt

iFDNB; 2，4-dini甘ofluoro-benzene ~igma chemical Co. 
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F olin-cicalteu reagent; PhenoI reagent 1丸'ak:o

L-y-glutamyl AI\在C ISigma chemical Co. 

Glycerol gelatin Sigma chemical Co. 

Glycylglycine Sigma chemical Co. 

GSH; reduced glutathione Sigma chemical Co. 

GSH reductase Sigma chemical Co. 

GSSG; oxidized glutathione Sigma chemical Co. 

γ-GJ\都JA; y-glutamyl-牛methoxy-2-
Sigma chemical Co. 

naphthylamine 

HCl; hy益rochloric acid Merck 

Hexane Merck 

Histone (typeill -S) Sigma chemical Co. 

H2ü 2; hydrogen peroxide 主在erck

IAA; iodoacetìc acìd Sigma chemical Co. 

KCl Sigma chemical Co. 

K2C03 和光純藥工業株式會社

KHCÜ3 Sigma chemical Co. 

IK2HP04 Sigma chemical Co. 

KH2P04 Sigma chemical Co. 

jKOH Merck 

!LC恥ptin Sigma ch 

MeOH; methanol TediaComp叫去六
Methoxyethanol Sigma chemical 

2-~、在ercaptoethanol Sigma chemicaì Co. 

.. 6日20 Merck 
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ß-NADPH; nicotinatnide adenine 
和光純藥工業株式會社

dinuc1eotide phosphate 

NaF Sigma chemical Co. 

N~HP04 Sigma chemical Co. 

NaH2P04 Sìgma chemìcal 

!NaN3; sodìum azìde Sigma chemìcal Co. 

NaOH; sodíum hydroxí出 Wako 

N的V04 Sigma chemical Co. 

Olive oil Sigma chemical Co. 

PB; Phenobarbital Sigma chemical Co. 

PCA; perchloric acid GFS Chemicals Inc. 

Phenanthroline Sigma chemical Co. 

Phosphotungstic acid ISigma chemical Co. 

PMSF; phenylmethylsulfonyl fluoride Sigma chemical Co. 

Sodium acetate Sígma chemical Co 

Sodíum borate Sigma chemìcal Co. 

SDS; sodium dodecyl sulfate Sigma chemical Co 

TBA; thiobarbituric acid Sigma chemical Co. 

TCA; trichloroacetic aci這 Merck 

TMP; 1, 1,3,3-tetramethoxy propane Sigma chemical Co. 

a-tocophe可11 succinate Sigma chemícal Co 

ITriton X-I00 Sigma chemícal Co. 

同mab帥，
Sigma chemícal Co. 

Tris [hydroxymethyl] aminomethane 

IVanill血 Sigma chemìcal Co. 

|γ_[32pJ ATP (5000Cí/mmol) Amersham 
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