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縮寫表 

AFB1  Aflatoxin B1 
AFBO Aflatoxin B1-exo-8,9-epoxide 
ARE    Antioxidant Response Element 
BME Basal Medium Eagle 
BSA Bovine Serum Albumin 
CDNB 1-chloro-2,4-dinitrobenzene 
DCNB 1,2-dichloro-4-nitrobenzene 
DEPC dimethyl sulfoxide 
DMF Dimethylformamide 
DMSO Diethyl pyrocarbonate 
EA ethacrynic acid 
EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid 
EtBr Ethidium Bromide 
FBS Foetal Bovine Serum 
G site GSH binding site 
GNTC Guanidine Thiocyanate 
GOT    glutamate oxaloacetate transaminase 
GPT    glutamate pyruvate transaminase 
GSH glutathione  
GST    glutathione S-transferase 
GST A Alpha class of glutathione S-transferase 
GST P Pi class of glutathione S-transferase 
GST M Mu class of glutathione S-transferase  
H site Hydrophobic ligand binding site 

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

MDR multidrug-resistant 
MEM Minimum Essential Medium 
MOPS  Morpholinopropansulfunic acid 
MSH 2-Mercaptoethanol 
MTT 3 -[4,5 – Dimethylthiazol -2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium  

bromide 
NBD-CL 4-chloro-7-nitrobenzofur 
NCBI National center for biotechnology information 
NEAA Non-essencial amino acid 
PBS Phosphate Buffered Saline 



 2

PCR Polumerase Chain Reaction 
PSN Penicillin Streptomycin 
RT Reverse Transcription 
SDS Sodium Dodecyl Sulfate 
UDPGA UDP-glucuronic acid 
UGT   UDP-glucuronyl transferases 
X-gal 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-D-B-galactopyranoside 
XRE    Xrenobotic Response Element 
4-HNE 4-hydroxynonenal 
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中文摘要 

Glutathione S-transferase (GST) 為哺乳動物細胞中一重要的解毒

酵素，它可以催化 GSH 與攻擊 DNA 的親電性外來物質結合，並將之代

謝排出體外。近年來針對 GST 的研究，認為 GST 的異常表現，可能與

肝癌的形成有密切的關係，但對其中 GST 的生化功能及分子機制尚不

清楚。過去本實驗室，證實轉殖老鼠 GST M1，可選擇性的保護肝細胞，

並加速肝癌細胞的死亡。由於老鼠與人類之生物體不同，GST 在序列及

功能上也有些許的差異，因此本實驗利用短暫殖入 GST 系統，探討人

類 GST 對人類正常肝細胞及肝癌細胞抵抗致癌物質之影響。結果顯示，

將人類 GST A2 轉殖入 Chang liver 及 Hep 3B 細胞後，再以黃麴毒素 B1

處理，兩株細胞的存活率皆比控制組(轉殖 GFP 載體)來的低；且轉殖入

的 hGST A2 會造成 GST Alpha 及 total GST 活性顯著的增加，而用來評

估肝功能之 GOT 及 GPT 的活性也有增加的現象。這些結果，一方面意

謂著 AFB1 確實可對肝細胞造成毒性，導致細胞死亡，另一方面，則初

步證實 hGST A2 並不具有保護肝細胞對抗 AFB1 的能力。與過去轉殖

rGST M1 並未得到相同的結果。也許是因為不同之 GST isoform 在不同

的組織所扮演的角色、提供的生理功能不同；又或者是因為老鼠與人類

之生物體不同，導致 GST 功能性之差異。 
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英文摘要 

Glutathione S-transferase (GST), an important detoxification enzyme in 
mammalian cells, canalizes the conjugateion of GSH with electrophilic 
xenobiotics to facilitate their excretion from the body. Recently, some papers 
reported that an over-expression or down-regulation of certain GSTs might 
be one of the causes that lead to the formation of hepatoma. However, the 
biochemical function and molecular mechanism of GST isoforms remain to 
be clarified. In one previous study, we demonstrated that the transfection of 
rat GST M1 displayed differential effects on different cell lines by protecting 
normal hepatocytes and, on the other hand, promoting cell death of 
cancerous liver cells. In this study, using a transient expression system. We 
studied how the overexpression human GST A2 affected the response of 
human normal and cancerous cells against carcinogen. Chang liver and Hep 
3B cells were transfected with a construct carring hGST A2 cDNA, and then 
treated with Aflatoxin B1. The results showed that the expression of GSTA2 
lead to a lower survival rate of both cell lines as compared to the control 
(transfected with GFP vector). The activities of GST Alpha and total GST 
were significant higer in the cells transfected with GST A2 than the vector 
control, so were GOT and GPT activities. These data indicated that hGST 
A2 was not able to protect hepatocytes against the damage of AFB1. These 
results are different from these of previous rat GST M1 study, suggesting 
that different GST isofomes may have different roles in their biological 
function, or they may participate differentially in physiological function in 
different species (rat and human). 
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緒論 

癌症 

古人有“談虎色變”之說，而今人則為“談癌色變”，癌症已成

為台灣頭號殺手，嚴重的威脅到人們的生命。癌症的英文“cancer”，

源自於拉丁文“cancrum”，有螃蟹的意思，至於為什麼螃蟹與癌症扯

上關係？有一種說法，當時認為癌好發於婦女的乳房上，中間突起，血

管向四周擴張，恰似一隻螃蟹。另一說法則是當時已觀察到癌的生長及

擴散的能力，有如螃蟹之橫行無忌 (1)。 

人體的各種細胞在正常情況下總是不斷的新生、成長、衰老及死

亡，按照既定的規律進行新陳代謝，在總數約六十兆個細胞中，其中某

個細胞發生突變，進行增殖，形成一個大型細胞塊，這就是癌症的發生，

而引起突變的細胞，則稱為“癌細胞“，體內的癌細胞會入侵相鄰的正

常細胞，或轉移至較遠的內臟器官，逐漸侵蝕人體。而癌細胞可能發生

於身體的任何器官或組織，因所在位可分為肝癌、肺癌、腸癌、乳癌等

等，超過 100 種 (2)。 

美國科學雜誌指出，過去二十五年來，雖然在癌症研究方面持續

的努力，但對於癌症治療及發生率仍然進展有限，目前許多研究，希望

針對飲食或藥物，改變體內代謝解毒酵素系統之平衡，以期預防癌症的

發生。 
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體內解毒酵素系統或生物轉換酵素系統 

(Biotransformation enzyme systems) 

生物體內具有一解毒酵素系統或稱生物轉換酵素系統，可代謝外

來的異種物質(Xenobiotics)，例如化學藥物、脂溶性致癌物、環境毒物

與代謝廢物、農藥等等 (3)，使其由親脂性轉變為親水性，進而排出體

外。在這代謝的過程中，可分為 phase I 及 phase II 兩個階段 (附圖一)。 

phase I，主要是 Cytochrome P450s 這一類的酵素 (4, 5)，透過氧化 

(oxidation)、還原 (reduction)以及水解作用(hydrolysis)，改變 Xenobiotics

的官能基，提高生成物的親水性，以利排出體外，或促使其產物進入

phase II。phase II 則主要是由多種結合酵素所組成，其中包含 Glutathione 

S-transferase (GST)、UDP-glucuronyl transferases (UGT)、

sulfotransferase、N-acetyl transferase 等等。Phase II 主要是針對 phase I

的產物，結合具有高水溶性的小分子，例如 Glutathione (GSH)、

UDP-glucuronic acid (UDPGA)、sulfate 等等 (3, 6)。其反應包括有乙醯

化反應 (acetylation)、醣醛酸化反應 (glucuronidation)、硫酸化反應 

(sulfation)等等。例如，GST 可將 phase I 解毒酵素代謝的生成產物，加

上 GSH，使其轉換成更具水溶性的物質，再由尿液排出體外。 

過去的研究發現，phase I 解毒酵素除了可代謝致癌物，但也可能

活化某些致癌物，例如黃麴毒素，則需 Cytochrome450 酵素催化，使其

具有攻擊 DNA 的能力。然而，phase II 的解毒酵素則不會致癌，因此認
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為，phase II 解毒酵素活性的增加，通常可加速致癌物的排除，進而預

防癌症的發生 (7)。這兩類酵素的基因上游均含有 Xrenobotic Response 

Element (XRE)的核酸序列，外來的致癌物質可藉由 XRE 來誘導解毒酵

素的表現。而過去的研究也發現，一些 Phase II 酵素的基因上游含有一

Antioxidant Response Element (ARE)的核酸序列，可提供一些具有抗氧

化能力之外來物進行反應 (8, 9, 10)，因此專一調控 ARE，也成為目前

熱門的研究方向之一。 

在這一系列的解毒過程中，這些轉換酵素主要存在肝臟，肝臟為動

物體內進行代謝解毒的主要器官，因此提升肝臟解毒系統保護細胞機制

之研究，便成為重要的課題，本論文主要著重於肝臟解毒酵素 GST 生

理功能之探討。 
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附圖一 生物轉換酵素系
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GST 之性質及功能 

GST (EC 2.5.1.18)屬於複合酵素家族 (multirnzyme family) (11)，於

西元 1961 年，自老鼠肝中被發現 (12, 13)，在哺乳動物中，存在於大部

分的器官，例如肝臟、肺、小腸、腎臟、紅血球、表皮等等，尤其以肝

臟最多 (14)。在生物轉換酵素系統中，為 Phase II 解毒酵素之一 (15)，

主要是催化 GSH 與一些具有親電性、疏水性、會攻擊 DNA 的 Xenobiotic

進行結合，提高化學物質的水溶性，進而排出體外。GSH 是由三個氨基

酸所組成的蛋白質，其分別為 Glutamate、Cysteine 以及 Glycine (附圖

二)，為細胞內含量最豐富的低分子量硫醇(thiol)，人類細胞中，GSH 的

含量約為 2mM，而在肝細胞中，則可高達 10mM。其解毒反應途徑則為

GSH 會與外來之 Xenobiotic 結合，透過 GST 的催化，依序將 Glutamate

及 Glycine 移除，剩下的 Xenobiotic 與 Cysteine 所形成的 compound，會

透過 N-乙醯轉移酵素(N-acetyl transferase)轉變成硫醚氨酸(Mercapturic 

acid)，由尿液排出體外(附圖三) (16)。 

  
 
 
 
 
 附圖二 GSH 之形成及化學架
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GST 之分類、結構及命名 

生物體內有兩大類的 supergene families 所 encode 的蛋白質具有

GST 的活性，其中至少有十六種基因所 encode GST 蛋白表現於細胞質

(cytosolic GST)；此外，至少有六種基因所 encode GST 蛋白表現於細胞

膜(membrane-bound GST) (17)，主要是存在內質網 (endoplasmic 

reticulum)或是粒線體 (mitochondria)的外膜上。而大部分的 GST 都存在

細胞質中，為水溶性，至於本論文所用之 GST 也是屬於 cytosolic GST。 

GST 具有多種同分異構酉每 (isoenzyme)及多種不同的次單元體

(subunit)，依據物理結構特性、化學、氨基酸序列的相似性和免疫交叉

試驗，可將哺乳類動物 cytosolic GST 分成八大類，其分別為 alpha、mu、

theta、pi、zeta、sigma、kappa 以及 omega (17, 18, 19)，附圖四標示著這

八類的 GST 所存在的染色體位置，及其所再細分之 isoform。不同 isoform 

GST 之表現有組織特異性 (20)，細胞質中的 GST 主要以 A、P、M 三

族為主，而這三個也為目前研究最為廣泛之 isoform，其分別由 221、209

以及 217 個氨基酸所組成 (21, 22)；在酸鹼特性方面，A 族屬於鹼性，

M 族為中性，P 族則為酸性；在三級結構上，非常的類似，如圖五。在

四級結構上，一般的情況下，GST 是以 monomer 的型式存在，而在活

化的情況下，cytosolic GST 是以 homodimer 或是 heterodimer 存在，而

microsomal GST 則是以 trimer 的型式存在，在結構中，GST 具有二個活



 11

化位(activity site)，其一為 GSH binding site (G site)，也就是提供 GSH 結

合的位置；另一則為 Hydrophobic ligand binding site (H site)，其可提供

一些疏水性，會攻擊 DNA 的親電性物質進行結合作用(interaction)；不

同類的 GST 同功酵素，其蛋白質有一共同的特徵，皆具有兩個 domain

結構，其一為 N-terminal domain，是由 3 個α-helices 及 4 個β-sheet 所

組成，組成的順序為βαβαββα，N-terminal domain (22, 23)主要包

含 G site；另一個 domain 為 C-terminal domain，是由 4~6 個α-helices

所組成，其主要包含 H site (21) ，兩個 domain 之間由一個 loop 連結。

在命名上，不同的次單元(subunit)或是 isoenzyme type 則用阿拉伯數字

標示 (23)，例如 homodimer of type 1 mu subunits，則標示為 GST M1-1；

heterodimer of type 1 and 2 alpha subunits，則標示為 GST A1-2。至於

isoenzymes 之對偶基因不同時，則利用英文字母小寫來標示，例如 GST 

M1a-1b，表示 GST M hybrid of 1a and 1b alleles(18)。 
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GST 與癌症 

GST 和 carcinogenes 的代謝非常有關，由於 GST 的代謝方式通常是生物

不活化作用，因此毒性物質或是致癌物一旦成為 GST 受質被代謝後，

並不會活化成毒性更強的物質，因此 GST 和癌症之間應有著密不可分

的關係，近年來許多學者致力於 GST 與癌症相關性之研究，不同的 GST 

isoform 對不同的癌症皆扮演著不同的角色 (20)，過去對於 GST 的研究

大多著重於 GST P，在許多的癌症中，GST P 會有過度表現，例如直腸

癌、卵巢癌、口腔癌、淋巴癌、頭頸部鱗狀上皮細胞癌等等 (24, 25)。

因此 GST P 可應用做為腫瘤指標(tumor marker)，而近年來也發現，攝護

腺癌的病人其GST P的 promoter被過度甲基化(hypermethylation) (26, 27, 

附圖四 GST 之 supergene family 

附圖五 GST A, P, M 之結構
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28)，所以不會表現，以往是利用 PSA 來檢測，然而 PSA 並無法檢測出

早期的攝護腺癌，2000 年有學者利用 GST P 檢測早期之攝護腺癌，其

檢出率高達 94%。所以 GST P 並非表現在所有的癌細胞，而是有組織特

異性的。而在 1999 年發現，GST P1 可與 JNK 結合，使 JNK 無法與下

游之標的基因 c-jun 結合，在氧化壓力的刺激下，可透過大量表現 GST 

P，抑制了 JNK 活性 (30)，使細胞免於因氧化壓力所造成的死亡 (附圖

六) (31)，同時，他們也發現，三種主要的 GST isofome (GST A、GST P、

GST M)在 monomer 的型態時，都具有抑制 JNK 活性的功能，而其中又

以 GST P 的抑制能力最強。而 GST P 對於 ethacrynic acid (EA)或是鹼基

物質(thymine 和 uracil propenal)的解毒作用，具有高度之活性 (32)；

hGSTP-1 可以有效的代謝 benzo(a)pyrene (BOPE) (33)，此外，GST P 會

大量表現在 multidrug-resistant (MDR)細胞 (25,34)，對大部份的抗癌藥

具有抗藥性 (25)，同樣的，GST A 也會代謝一些抗癌藥，例如 cisplatin、

alkylating agent 等等，近年來針對 GST A 的研究，發現 GSTA 不僅具有

GST 本身的催化活性，且還具有 GSH peroxidase 的活性，可將 ROS 所

造成的 Lipid hydroperoxides 代謝還原成 Lipid alcohols，進而達到保護的

作用 (35, 36, 37, 38, 39, 40)。2002 年有學者發現，在 2002 年有學者發

現，在肝臟新生的過程中，GST A4 透過 TNFα、IL6、EGF 調控，經由

PI3K 或是 MAPK pathway，使細胞走向增生(Survival / Proliferation)的途
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徑 (41)。而 M 族 GST 對於某些抗癌藥物也具有抗藥性，且與組織發炎

有關 (42, 43, 44)。在正常的肝細胞，M 族 GST 也會表現，一旦肝細胞

受到致癌化合物之刺激，其表現量會明顯增加，因此推論 M 族 GST 在

肝細胞中亦扮演著不可或缺的保護角色 (19, 45)。而近年來也發現，

mGSTM1-1 為 Ask1 內生性之抑制劑，並透過抑制 Ask1 來調節 cytokines

及 stresses 所誘發之 JNK/SAPK 及 p38 之活性，使細胞存活下來，免於

走向死亡的命運 (46)。此外，GST M 可氧化 trans-stilbene，並在 polycyclic 

aromatic hydrocarbon epoxides 和 diolepoxides 的轉換過程中具有高度的

催化能力。在過去有關 M 族 GST 研究不多，所以了解並不深入。生物

體藉由不同族的 GST 有效的代謝外源性或內生性的毒性化合物，以防

禦這些毒性物質之侵害，使自身存活下來。事實上，有關 GST 生化功

能的調控過程是很複雜的，這和遺傳、性別、年齡、組織種類以及細胞

癌化程度的不同皆有關聯。 
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GST 與 chemoprevention 間之關係 

由於 GST 屬於 phase II 酵素，本身具有解毒的功能，故進來有許

多研究皆偏向於 chemoprevention 的方向，希望藉此提高 GST 活性，以

增加細胞之抗癌效果，進而達到 chemoprevention 之目的 (33, 43, 44)。

目前至少有 100 種的化合物被鑑定出會誘導 GST 的表現。其中有些化

合物存在蔬菜及柑橘類水果中 (49)。 

黃麴毒素 B1 (Aflatoxin B1)  

黃麴毒素(Aflatoxin)是黴菌在生長後期產生的有毒代謝物，主要存

在於五穀類( 特別是花生 )，屬於真菌毒素( mytocoxin )，黃麴毒素 B1、

B2、G1 以及 G2 都是香豆素(coumarin)的衍生物，其中以 Aflatoxin 

B1(AFB1)含量最多且最具致癌性，常導致人類及動物的肝臟病變。AFB1

經 cytochrome P450 作用後，可經由兩個途徑代謝，其一為去毒作用，

可產生 Aflatoxin M1、Aflatoxin P1 以及 Aflatoxin Q1，使其達到去毒作

(-) JNK activity 
 GST π: Monomeric 

JNK activity 
GST π: Oligomerization 

附圖六 monomer 的型態的 GST P，具有抑制 JNK 活性的能力(31)
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用；而另一途徑則為產生 Aflatoxin B1-exo-8,9-epoxide (AFBO)，而這個

化合物具有基因毒性，會攻擊 DNA 的鳥票呤(guanine)，不過此化合物

也可經由兩個路徑而達到去毒性作用，一為經由 Epoxide hydrolase 代謝

成 AFB1-dihydrodiol；另一則為經由 GST 代謝成 AFB1-SG，而達到去

毒作用 (50)(附圖七)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

附圖七 黃麴毒素 B1 之代謝途徑 
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動機 

過去二十五年來，雖然在癌症研究方面持續的努力，但對於癌症

治療及降低發生率仍然進展有限。近年來許多科學家希望針對飲食或藥

物，改變體內代謝解毒酵素系統之平衡，以期預防癌症的發生。過去許

多的研究，認為肝臟解毒酵素 GST 可能與肝癌的形成有密不可分的關

係。GST 具有多種同分異構酉每，在哺乳動物中，主要以 A、P、M 這三

族為主，而這三個也為目前研究最為廣泛之 isoform，例如 GST A 被認

為在治療癌症時，對多數抗癌藥物具有抗藥性，此外，GST A 除了具有

GST 本身的催化活性外，還具有 GSH peroxidase 的活性，可以將脂質過

氧化反應（Lipid peroxidation）所產生的 Lipid hydroperoxides 代謝還原

成 Lipid alcohols；GST P，在許多癌細胞中經常有過度表現

(overexpression)的現象，可應用做為一個腫瘤指標(tumor marker)；GST 

M，對某些抗癌藥物具有抗藥性，且和組織的發炎有關，GST M 基因的

缺陷，可能會增加癌症的罹患率。雖然 GST 早在 1961 年即被發現，然

而，GST 生化功能的調控以及詳細之分子機制尚不明確。過去本實驗

室，已證實經短暫轉殖 rGST M1，大白鼠初代肝細胞及人類肝細胞 Chang 

liver 對抵抗 AFB1 毒害的能力有提昇的現象，可減緩 AFB1 所誘發之毒

性，而此現象並不發生在人類肝癌細胞 Hep G2。由於老鼠與人類之生

物分類不同，GST 在序列及功能上也有些許的差異，因此本篇論文以人
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類之 GST gene 對 Hep 3B 及 Chang liver 細胞進行短暫轉殖實驗，探討

GST A 對人類正常肝細胞及肝癌細胞的影響，以進一步釐清 GST 之生

理功能以及詳細之分子機制。 
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實驗材料 

一、 人類肝組織：由台中榮總一般外科提供 

二、 實驗細胞 (Hep 3B、Chang liver)：購自食品工業發展研究所菌種

中心/國家衛生研究院細胞庫。 

三、 藥品來源： 

1. RNA 之萃取 

Guanidine Thiocyanate (GNTC)---Sigma 
Sodium citrate---Sigma 
N-lauroylsarcosine---Sigma 
β-Mercaptoethano---Sigma 
Morpholinoproparsulfonic acid---Boehringer Ingelheim  
 Bioproducts partnership 
Sodium acetate---Sigma 
EDTA---Pharmacia Biotech 
DEPC---MD Bio 
Formamide---Sigma 
Formaldehyde---Sigma 
Phenol pH4.0---Amersham 
Chloroform---Sigma 

Isopropanol----日本和光純藥工業株式會社 

Ethanol---Nihon shiyaku  
2. RT-PCR 

MMLV Reverse transcriptase---Promega 
MMLV Reverse 5x Buffer---Promega 
Recombinant Rnasin Ribonuclease Inhibitor---Promega 

dNTPs---生工有限公司 

Primer---生工有限公司 
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3. DNA gel 及電泳 

Agarose---Amersham 
Tris base---Amersham 
Glacial acetic acid---TEDIA 
Bromophenol blue---Sigma 
Xylene cyanol FF---Sigma 

4. 基因選殖 

Ligase I ---Takara 
EcoRI---Boehringer mannheim 
Xba I--- Boehringer mannheim 
Sal I ---Transgenomic 
PstI ---Krameil Biotech 

5. 細菌培養 

Agar---GIBCO 
Pepton---AMRESCO 
Yease extract---GIBCO 

NaCl---日本昭和化學株式會社 

X-gal---STRATAGENE 
IPTG---MD Bio 
DMF---J. T. Baker 

6. 質體 DNA 之萃取 

Glucose---Sigma 
SDS---Pharmacia Biotech 
Pottassium acetate---Sigma 

Phenol Ph 8.0---生工有限公司 

7. Cell culture 
PBS---Gibco 
MEM---Gibco 
BME---Bio WEST 
NEAA.---GIBCO 
PSN---GIBCO  
Glutamin---GIBCO 
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DMSO---MERCK 
FBS---GIBCO 
Calf serum--- GIBCO 
Trypsin-EDTA---GIBCO 

Sodium bicarbonate---日本和光純藥工業株式會社 

8. GST 活性之測定 

NBD-CL---Biochemica (Fluka) 
GSH---Sigma 
DCNB---MERCK 
Potassium phophate---OSAKA 
Ethanol absolute---Scharlau 

9. MTT 之測定 

MTT---Sigma 

Isopropanol----日本和光純藥工業株式會社 

10. Kit 
Gel extraction system---Viogen 
Plasmid DNA extraction kit--- GIBCO 
DNA ligation kit---TakaRa 
Lipophetamine--- GIBCO 
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實驗設備 

  

天秤 OHAUS 

微量天秤 Mettler Toledo AB104 

水平是電泳槽 (DNA) Mupid-2 

水平是電泳槽 (RNA) Hoefer Max HE99 

細菌培養箱 Orbital shaking incubator Os 1500 

加熱攪拌器 Corning Stirrer/Hot plate 

微量高速離心機 Eppendorf centrifuge 5415C 

高速離心機 Sigma 2K15 

超高速離心機 Hitach, himac CP 85 β 
Beckman L-80 

分光光度計 Beckman DU640 Spectrophotometer 

PH meter Jenco modle 6200 

無菌操作台 NuAIR class 2 Type a/B3 

震盪器 Vortex-2 Genin 

數位影像分析系統 Alphar Imager 2000 
 

無菌操作台 海天 Laminar Flow 

組織均質機 EYELA MAZELAZ 

震盪水浴槽 TIHDERN Water Bath, Model BT-15 
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烘箱 Memmert 

-70℃冰箱 SANYO UltraLow 

細胞培養箱 NAPCO Model 6100 

超音波洗淨機 Branson 8200 

螢光顯微鏡 Nikon 
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實驗方法 

一、RNA 之純化 

（一）RNA 之抽取： 

[步驟] 

將人的肝臟組織(由台中榮總提供)，加入適量的 Solution 

D-MSH，將組織研磨成黏稠均勻透明狀，將黏稠液倒至 25 ml 的離心管

中依次加入適量 2M Sodium acetate (pH4.0)，上下混合均勻成同一層狀

態，放到冰上靜置一分鐘，重覆這樣的步驟達 20 分鐘，使其能充分作

用，最後放到冰上作用 5 分鐘，轉速 12000 g、4 oC、離心 20 分鐘。將

上層吸取至另一新的 25ml 的離心管，以 chloroform 及 phenol (1:1)的混

合液和 RNA 水層 (1:1)上下混合，重覆上面混合、靜置、離心步驟，重

覆萃取 2~3 次，直到在水層和 phenol 之間沒有看到白白的蛋白質。吸水

層到新的 eppendorf，加入同體積的 isopropanol，混合完全，放入-20 oC

冰箱中，沉澱二小時或 overnight。之後於 4oC、轉速 12000g 離心 20 分

鐘，用 pipette 抽乾液體，加入 0.5ml 的 Solution  D 溶解 pellet，加入 2µl 

的 glycogen，混合均勻，放入-20oC 沉澱，2 小時至 overnight。於 4 oC，

以轉速 12000 g 離心 20 分鐘，用 pipette 抽乾液體，加入 1 ml 70%的酒

精清洗(pipette 跳起來才表示有洗到)，於 4 oC，轉速 12000 g 離心 20 分

鐘，用 pipette 抽乾液體，倒乾液體，蒸乾 pellet，視 pellet 大小加入適
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量的 DEPC water 溶解，存放於-20 oC 或-70 oC 中。 

[藥品製備] 

《DEPC-treated water》 

成 分 重量 / 體積 

d2H2O 1998 ml 
DEPC   2 ml 
室溫靜置 2 小時以上 (避光)  
Autoclaved  
Store at room temperature  

 

《Solution D》 

成 分 重量 / 體積 

d2H2O 50 ml 
Guanidine Thiocyanate (GNTC) 47.28 g 
Sodium citrate 0.735 g 
Adjust pH to  pH 7.0 
N-lauroylsarcosine (sarcosyl) 0.5 g 
Add d2H2O until total volume is 99.9 ml 
DEPC 100 µl 
Store at 4 ℃  

《2 M Sodium acetate》 

成 分 重量 / 體積 

DEPC-treated water 75 ml 
Sodium acetate 16.41 g 
Adjust pH to  pH 4.0 
Add DEPC-treated water until total volume is 100 ml 
Filter  
Store at 4 ℃  
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《TE buffer》 

成 分 重量 / 體積 

Tris-HCl 0.1576 g 
EDTA 0.037 g 
Adjust pH to  pH 8.0 
Add d2H2O until total volume is 100 ml 
Store at 4 ℃  

 

（二）RNA 電泳： 

[步驟] 

1. 1.2% RNA denaturing gel 之製備： 

稱 0.36 g 的 agarose，並加入 26.1 ml DEPC-treated water，微波加

熱至沸騰後，待冷卻至約 60 oC，加入 3 ml 10X MOPS，0.9 ml 37% 

formamide，混合均勻後，倒入模板中，凝固後使用。 

2. RNA 樣本的處理： 

取 5 µg RNA，加入 2.25 µl 的 10X MOPS、4 µl 37% 

formaldehyde、11.25 µl formamide，混合均勻後，於 55 oC 的水浴作用

15 分鐘，並馬上置於冰上，加入 2.5 µl 的 10X RNA Loading dye。 

3. RNA 電泳： 

將處理過的 RNA sample 注入齒槽中，倒入 RNA electrophoresis 

running buffer，於電壓 100 伏特進行電泳半小時左右，利用 Ethidium 

Bromide (EtBr)染色及 DEPC-treated water 退染，並以拍立得照相機在紫
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外線的照射下拍攝 RNA 的電泳圖。 

（三）RNA 之定量： 

[步驟] 

利用 DEPC-treated water 將抽出的 RNA 稀釋 100 倍，以分光光

度計測定溶液之 OD260及 OD280，進而計算 RNA 之濃度及純度。 

[計算] 

260 nm 吸光值 

25 

[藥品製備] 

《1.2 % RNA agarose gel》 

成 分 重量 / 體積 

Agarose 0.36 g 
DEPC-treated water 26.1 ml 
Heated   
10X MOPS 3 ml 
37 % formamide 0.9 ml 
Fresh prepared  

《10X MOPS》 

成 分 重量 / 
體積 

DEPC-treated water 800 ml 
MOPS 41.8 g 
Sodium acetate 6.805 g 
0.5 M EDTA 20 ml 
Adjust pH to  pH 7.0 
Add d2H2O until total volume is 1000 ml 
Store at room temperature (in the dark)  

× 100 (稀釋倍數)＝？μg /μl 
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《0.5 M EDTA》 

成 分 重量 / 體積 

D2H2O 70 ml 
EDTA 18.61 g 
Adjust pH to  pH 8.0 

Add d2H2O until total volume is 100 ml 
Store at 4 ℃  

 

《RNA electrophoresis running buffer》 

成 分 重量 / 體積 

10X MOPS 40 ml 
DEPC-treated water 360 ml 
Fresh prepared  

二、. RT-PCR 

（一）Reverse Transcription (RT) 

[步驟] 

將 GST A2 或 GST P1 之 RNA 反轉錄為 cDNA。做法為：取 5 µg 

的 RNA 加上 DEPC-treated water，以溫度循環機 70 oC 進行 5 分鐘，去

除 RNA 之髮夾 (hairpin)結構，立即置於冰上，避免 RNA 之二級結構再

度形成，加入 10 µl 的 5X Reverse Transcription buffer、4 µl 的 2.5 mM 

dNTP、2.5 µl oligo dT (50 pmole/µl )，mix 均勻後，放入溫度循環機，以

42 oC 預熱 5 分鐘，再加上 0.5 µl 的 Reverse Transcriptase (200 U/µl )，進

行反轉錄作用，其條件為：42 oC 1 小時，99 oC 5 分鐘。RT 完成之後儲

存在 4 oC 或-20 oC。 



 29

（二）Polymerase Chain Reaction (PCR) 

[步驟] 

取 17 µl (GST A2)或 18.8µl (GST P1) DEPC H2O，4 µl (GSTA2)或

5 µl (GST P1)10X PCR buffer，3.2 µl 2.5 mM dNTP (final 濃度為 0.2 

mM)，4.8ul (GSTA2)或 2µl (GST P1)25 mM MgCl2 (final 濃度為 3 mM)，

5 µl 5，
端的 primer(10 pmole/ul)及 5 µl 3，

端的 primer (10 pmole/ul)，加上

10 µl 的 cDNA (RT 產物)，輕輕 mix 均勻，spindown 後，加一滴礦物油，

以溫度循環機，94 oC 預熱 5 分鐘，加 Taq (5u / µl) 1 µl，然後在 94 oC，

2 分鐘，55oC (GSTA2)或 56 oC (GST P1)，1 分鐘，72 oC，2 分鐘，進行

35 cycle，最後 72 oC，20 分鐘。PCR 完成後儲存在 4 oC 或-20 oC。 

（三）DNA 之電泳： 

[步驟] 

1. 1.5% DNA gel 之製備： 

稱 1.5g 的 agarose，並加入 98.5 ml 1X TAE buffer，微波加熱至沸

騰後，待冷卻至約 40 oC，倒入模板中，凝固後使用。 

2. DNA 電泳： 

取 5 µl 的 PCR 產物加入 1 µl 之 6X DNA lodding dye 混合均勻，

於電壓 100 伏特進行電泳半小時左右，利用 EtBr 染色及二次水退染，

並以拍立得照相機在紫外線的照射下拍攝 DNA 的電泳圖。 
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[藥品製備] 

《1.5 % Agarose gel》 

成 分 重量 / 體積 

Agarose  1.5 g 
1X TAE buffer 98.5 ml 
Store at 4 ℃  

 

《50X TAE buffer》 

成 分 重量 / 體積 

Tris-base 48.4 g 
Glacial acetic acid 11.42 ml 
0.5 M EDTA (pH8.0) 20 ml 
Add d2H2O until total volume is 200 ml 
Store at 4 ℃  

 

《DNA 6X loading dye》 

成 分 重量 / 體積 

Bromophenol blue 0.025 g 
Xylene cyanol FF 0.025 g 
Glycerol 3 ml 
Add d2H2O until total volume is 10 ml 
Store at 4 ℃  

 

三、人類 GST A2 及 GST P1 之 clone 

（一）膠體中 DNA 片段之純化 

純化的方法是使用 VIOGENE 之 gel extraction miniprep kit 
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[步驟] 

將跑完 DNA 電泳，含有 DNA 的膠切下並稱重(約 50~300 mg)，

置入 1.5 ml 之 micro-tube 中，加入 0.5 ml Buffer GEX，於 60oc 作用 10

分鐘，使其完全溶解後，將 gel extraction column 置入 collection tube 中，

把溶解的膠體混合液置入 column 中，以 12000 rpm 之轉速離心 45 秒，

丟棄過濾的液體，並於 column 中加入 0.5 ml 之 wash I buffer，以 13000 

rpm 之轉速離心 45 秒，丟棄過濾的液體，之後，於 column 中加入 0.7 ml

之 wash II buffer，以 12000 rpm 之轉速離心 45 秒，丟棄過濾的液體，再

以 12000 rpm 之轉速離心 3 分鐘，去除多餘的酒精，最後將 column 移

到新的 micro-tube 中，並加入 20 µl TE buffer 靜置一分鐘，以 12000 rpm

之轉速離心 2 分鐘，將 DNA 沖提出來，定量或進行電泳後，儲存於-20 

oc 冰箱中。 

（二）大量質體 (plasmid) DNA 之萃取 

[步驟] 

取 100µl 菌液 (pGEM 或 pEGFP 或 pCDNA3)接種於 2 ml 的 LB 

培養液，於 370C 200 rpm 培養隔夜，再將 2 ml 菌液接入相同培養液 100 

ml，並加入適當適量之抗生素，同樣條件下培養至 O.D.值為 1。將菌液

分裝於離心管中，以 3500 rpm 轉速 4 oc 離心 l0 min，倒掉上清液，加入

2 ml 50 mM Tris，pH8.0，將 pellet 完全打散 ，再加入 0.5 ml lysozyme 
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(40mg/ml)，置放於冰上 15 分鐘後，加入 333.75μl 250mM EDTA，

pH8.0，混合均勻後，靜置在冰上 15 分鐘。加入 3.35 ml solution II，輕

輕混合均勻，靜置於冰上 5 min，加入 2.35 ml 的 solution III 混合均勻，

靜置於冰上 5 分鐘。以 12000 rpm 轉速 4oc 離心 20 分鐘後，小心吸取上

清液至另一新的試管(phenol-resistant)，加入同體積的 phenol (pH 8.0)，

於室溫下，輕輕來回搖晃 5 分鐘。以 3500 rpm 轉速 4 oc 離心 10 分鐘，

此時可以看見試管內的溶液分成三層，吸取最上層至另一新試管，加入

同體積的 phenol : chloroform (1:1)，於室溫下溫和的來回搖晃 5 分鐘，

以 3500 rpm 轉速 4oc 離心 10 分鐘。同樣的吸取最上層至另一新試管，

加入 1/10體積之 3M sodium acetate (PH7.0)，混合後加入等體積冰的 99%

的酒精，放在-20℃冰箱中 24 小時。以轉速 12000 rpm 轉速 4 oc 離心 10

分鐘，移除上清液，加入 70%酒精，溫和的來回搖晃幾下，同樣條件離

心，移除上清液。Pellet 蒸發乾後溶於 1 ml 的 TE buffer (PH8.0)，並分

裝成二管 1.5 ml 之 micro-tube，每管加入 1μl RNase (l0mg/ml)，放入 37 

℃的水浴槽 30 分鐘，每管加入 1 ml 的 phenol (pH8.0)，在室溫下，來回

溫和地搖晃 5 分鐘，12000 rpm 轉速 4 oc 離心 10 分鐘。小心地吸取上清

液至另一新的管子 (注意不要碰到中下層)，加入同體積的 phenol : 

chloroform (l:l)在室溫下，來回溫和地搖晃 5 分鐘，3500 rpm 轉速 4 oc

離心 10 分鐘。小心地吸取上清液，至另一新管子，再次加入 1 ml 之
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chloroform，以同樣條件離心，然後加入 1/10 體積之 3M sodium acetate 

(PH7.0)，先混和，再加入同體積之 99%酒精，放入-20℃沉澱隔夜。以

12000 rpm 之轉速 4℃離心 10 分鐘，倒乾上清液，加入 70%酒精，來回

溫和地晃動幾次。再以 12000rpm，4℃離心 10 分鐘，倒乾上清液，蒸

乾 pellet。加入適量之 TE buffer (pH 8.0)溶解 DNA，定量並進行 DNA 電

泳。 

[藥品製備] 

《LB broth》 

成 分 重量 / 體積 

d2H2O 190 ml 
Peptone 2 g 
Yeast extract 1 g 
NaCl 1 g 
Adjust pH to pH 7.0 
Add d2H2O until total volume is 200 ml 
Autoclaved  
Store at 4 ℃  

*Ampicillin: 100 g / ml 
*Kanamycin: 60 g / ml 
 

《Ampicillin stock: 20 mg / ml》 

成 分 重量 / 體積 

Ampicillin powder 400 mg 
Add d2H2O until total volume is 20 ml 
Store at -20 ℃  
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《Lysozyme》 

成 分 重量 / 體積 

Lysozyme 40 mg 
Add d2H2O until total volume is 1 ml 
Fresh prepared  

 

《Solution II》 

成 分 重量 / 體積 

NaOH (0.2M) 0.8 g 
1% SDS 10 ml 
Add d2H2O until total volume is 100 ml 
Store at room temperature (in the dark)  

 

《Solution III》 

成 分 重量 / 體積 

5 M Potassium acetate 60 ml 
Glacial acetic acid 11.5 ml 
Add d2H2O until total volume is 100 ml 
Store at 4 ℃  

 

《3 M Sodium acetate, pH 7.0》 

成 分 重量 / 體積 

Sodium acetate 24.609 g 
Adjust pH to PH 7.0 
Add d2H2O until total volume is 100 ml 
Store at 4 ℃  
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（三）DNA 之定量 

[步驟] 

利用無菌水或 TE buffer 將抽出的 DNA 稀釋 100 倍，以分光光度

計測定溶液之 OD260及 OD280，進而計算 RNA 之濃度及純度。 

[計算] 

260 nm 吸光值 

20 

（四）vector 與 cDNA 之切割(digestion) 

[步驟] 

取 vector 或 cDNA，加入適當及適量的限制酉每及反應 buffer，並

以無菌水補足體積，以溫度循環機 37 oC 作用 3 小時進行切割作用，之

後於 70 oC 作用 10 分鐘，使限制酉每失去活性，終止切割作用，將檢體儲

存於-20 oc 冰箱中。 

（五）接合作用(Ligation) 

使用 TakaRa 之 DNA ligation kit 

[步驟] 

取已經用 restriction enzyme 作用的 cDNA 及 vector (莫耳濃度約

1:1~4:1)，加入適量的 ligation buffer I，混合均勻後，以溫度循環機 11 

oC，作用 16 小時以上。 

× 100 (稀釋倍數)＝？μg /μl 
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[條件] 

GST A2 
1. GST A2—pGEM 

(1) digestion of GST A2 cDNA 

成 分 重量 / 體積 

GST A2 cDNA 2 µg 

H buffer 1 µl 

滅菌水 補至總體積 10 µl 

Total 10 µl 
 
(2) digestion of pGEM vector 

成 分 重量 / 體積 

pGEM vector 2.2 µg 

XbaI 0.5 µl 

H buffer 1 µl 

滅菌水 補至總體積 10 µl 

Total 10 µl 
 

(3) ligation of GST A2 cDNA and pGEM vector  

[計算] 

GST A2 cDNA : pGEM 
200 ng / 0.752 kb : 220 ng / 3.2 kb = 3.89 : 1 

[條件] 

ECoRI 0.5 µl 

XbaI 0.5 µl 

ECoRI 0.5 µl 
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成 分 重量 / 體積 

GST A2 cDNA 1 µl (200 ng) 

pGEM vector 1 µl (220 ng) 

ligation buffer I 2 µl 

 
2. GST A2 (from GST A2-pGEM) -- pEGFP  

(1) digestion of GST A2-pGEM  

成 分 重量 / 體積 

GST A2-pGEM 27 µg 

SalI 3 µl 

H buffer 6 µl 

滅菌水 補至總體積 60 µl 

Total 60 µl 
 

進行 digestion 之後，將產物進行 DNA 電泳，再利用 VIOGENE

之 gel extraction miniprep kit 將膠體中 GST A2 DNA 片段純化回收之。 

(2) digestion of pEGFP vector 

成 分 重量 / 體積 

pEGFP vector 1.4 µg 

SalI 0.7 µl 

H buffer 1.5 µl 

滅菌水 補至總體積 15µl 

Total 15 µl 

ECoRI 3 µl 

ECoRI 0.7 µl 
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(3) ligation of GST A2 cDNA from GSTA2-pGEM and pEGFP vector  

[計算] 

GST A2 cDNA : pEGFP 
98.36 ng / 0.752 kb : 205 ng / 4.7 kb = 3 : 1 

[條件] 

成 分 重量 / 體積 

GST A2 cDNA 2 µl (98.36 ng) 

pEGFP vector 2.2 µl (205 ng) 

ligation buffer I 4.2 µl 

 
3. GST A2 (from GST A2-pGEM)—pcDNA3  

(1) digestion of GST A2-pcDNA3 

成 分 重量 / 體積 

GST A2-pcDNA3 27 µg 

XbalI 3 µl 

H buffer 6 µl 

滅菌水 補至總體積 60 µl 

Total 60 µl 

進行 digestion 之後，將產物進行 DNA 電泳，再利用 VIOGENE

之 gel extraction miniprep kit 將膠體中 GST A2 DNA 片段純化回收之。 

ECoRI 3 µl 
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(2) digestion of pcDNA3 vector 

成 分 重量 / 體積 

pcDNA3 1.28 µg 

H buffer 1.2 µl 

滅菌水 補至總體積 12 µl 

Total 12 µl 
 
(3) ligation of GST A2 cDNA from GST A2-pGEM and pcDNA3 vector  

[計算] 

GST A2 cDNA : pcDNA3 
58.5 ng / 0.752 kb : 200 ng / 5.4 kb = 2.1 : 1 

[條件] 

成 分 重量 / 體積 

GST A2 cDNA 1.5 µl (58.5 ng) 

pGEM vector 2 µl (200 ng) 

ligation buffer I 3.5 µl 

 
GST P1 
1. GST P1—pGEM 

(1) digestion of GST P1 cDNA 

成 分 重量 / 體積 

GST P1 cDNA 0.8 µg 

PstI 0.4 µl 

ECoRI 0.6 µl 

XbalI 0.6 µl 

ECoRI 0.4 µl 
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H buffer 1.2 µl 

滅菌水 補至總體積 12 µl 

Total 12 µl 
 

(2) digestion of pGEM vector 

成 分 重量 / 體積 

pGEM vector 2.2 µg 

PstI 0.5 µl 

H buffer 1 µl 

滅菌水 補至總體積 10 µl 

Total 10 µl 
 

(3). ligation of GST P1 cDNA and pGEM vector  

[計算] 

GST P1 cDNA : pGEM 
167.5 ng / 0.692 kb : 220 ng / 3.2 kb = 3 : 1 

[條件] 

成 分 重量 / 體積 

GST P1 cDNA 2.5 µl (167.5 ng) 

pGEM vector 1 µl (220 ng) 

ligation buffer I 3.5 µl 

 

ECoRI 0.5 µl 
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（六）轉殖 (transformation) 

1. Competent cell 的製備： 

[步驟] 

從-20 oC 取出 JM109 的菌種，放至 2 ml 的 LB 培養液中，在 37  oC

培養過夜。隔天取 1 ml 至 100 ml 新鮮的 LB 培養液，放在 37  oC 中，

劇烈搖晃 (200 rpm)培養至 600 nm 的波長下，吸光值為 0.4~0.5 左右。

然後，在 4 oC，以 4500 rpm 離心 10 分鐘，倒乾上層液，留下 pellet，

每管加入 10 ml 的冰 50 mM CaCl2 (含 10 mM Tris-HCl )，將 pellet 打

散，靜置於冰上 30 分鐘。在 4 oC，以 4500 rpm 離心 10 分鐘，倒乾

上清液，加入 2 ml 的冰 CaCl2 (含 10 mM Tris-HCl ) ，將 pellet 打散。

如要儲存，加入滅菌過的 glycerol，使其 final 濃度為 10%，儲存在-80 

oC，如要做 transformation，即可馬上使用。 

[藥品製備] 

《50 mM CaCl2, 內含 10 mM Tris-HCl》 

成 分 重量 / 體積 

CaCl2                          0.3675 g 
Tris-HCl                  0.0788 g 
Adjust pH to   pH 7.5 
Add d2H2O until total volume is     50 ml 
Autoclaved    
Store at 4 ℃  

2. Transformation 
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[步驟] 

將上述之 ligation 產物與 200 µl 的 competent cell 混合，於冰上作

用 30 分鐘，於 37 oC，3 分鐘熱處理(heat shock)後，立即放回冰上，

儘速添加 0.5 ml 的 LB 培養液(勿超過 4min)。混合後於 37 oC，作用

30 分鐘，最後將菌液塗抹在含有 ampicillin、X-gal 及 IPTG 的 LB 培

養盤上(pGEM 或 pcDNA3)，或是含有 Kanamycin 的 LB 培養盤上

(pEGFP)。隔天挑白色的菌落。 

[藥品製備]  

《LB agar》 

成 分 重量 / 體積 

d2H2O 190 ml 
Peptone 2 g 
Yeast extract 1 g 
NaCl 1 g 
Adjust pH to pH 7.0 
Agar 3 g 
Add d2H2O until total volume is 200 ml 
Autoclaved  
Store at 4 ℃  

*Ampicillin: 50 g / ml  *Kanamycin: 30 g / ml 

《2 % X-gal》 

成 分 重量 / 體積 

X-gal 0.02 g 
DMF 1 ml 
Store at -20 ℃ (in the dark)  
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《IPTG: 25 mg / ml》 

成 分 重量 / 體積 

IPTG 25 mg 
Add d2H2O until total volume is 1 ml 
過濾  
Store at -20 ℃  

 

（七）快速篩選法 (rapid screen) 

[步驟] 

以經過滅菌處理之 Tip，挑選單一白色菌落，接種於含有適當抗生

素之 LB 平版培養盤中，37 oc 培養 24 小時，再利用經過滅菌處理之 Tip

取菌，混合於 20 µl 之 loadding dye 中(內含 1% SDS)，劇烈震盪，使其

完全打散，再加入 10 µl 的 phenol (pH 8.0)及 chloroform，於 4oc 以 12000 

rpm 離心 5 分鐘，吸取 10 µl 上清液進行 DNA 電泳分析，並將僅含載體

菌落的樣本一同進行 DNA 電泳分析，作為對照，電泳結果可快速篩選

較載體大的構築質體，再從之前的平版培養基中將其篩選出，做進一步

的分析確認。 

[藥品製備] 

《6X Loading dye, 1 % SDS》 

成 分 重量 / 體積 

Bromophenol blue 0.025 g 
Xylene cyanol FF 0.025 g 
Glycerol 3 ml 
10 % SDS 1 ml 
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Add d2H2O until total volume is 10 ml 
Store at room temperature  

 

（八）抽小量的質體 DNA： 

[步驟] 

經快速篩選後，認為有成功接合構築之質體，利用經滅菌處理之

Tip，取其菌的 pellet，並加入 100 µl 冰的 solution I，用力振盪均勻，加

上 200 µl 的 solution II，上下輕輕的混合至透明(不可振盪)，再加上 150 

µl 冰的 solution III，上下輕輕的混合，放在冰上靜置 3~5 分鐘，於 4oC，

12000 g 離心5分鐘，吸上清液至另一個 eppendorf，加上等體積的phenol: 

chloroform 混合後，mix 均勻，於 4 oC，12000 g 離心 5 分鐘，吸上清液

至另一個 eppendorf，用兩倍體積的 95%酒精沉澱 DNA，-20 0C 靜置二

小時。於 4 oC，12000 g 離心 5 分鐘，丟棄上清液，用 70 %的酒精洗

pellet，於 4 oC，12000 g 離心 5 分鐘，丟棄上清液，空氣中乾燥 10 分

鐘，加入適當的 TE (pH8.0)溶解，然後跑 DNA 電泳，control 組放入空

的載體，以 band 有上移，表示有 ligation 成功，之後再用限制酉每切下，

以確認載體所接的 cDNA 的 size 是正確的。 
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[藥品製備] 

《Solution I》 

成 分 濃度 

Glucose 50 mM
Tris-HCl (pH 8.0) 25 mM
EDTA (pH 8.0) 10 mM
Store at 4 ℃ 

（九）定序 

將抽好的 plasmid DNA，用 restriction enzyme 切下，回收 cDNA

後，送去定序。 

四、人類 GSTA2 基因之轉殖 (transfection) 

[目的] 

將基因送到真核細胞內表達。 

（一）大量質體 DNA 之萃取—for transfection 

萃取的方法是使用 GiBoCo 的 High Purity Plasmid Midiprep 

System kit 

[步驟] 

取 100 µl 的菌液養在 2 ml 的 LB 培養液，於 37 oC 培養隔夜，再

將其養至 50 ml 含抗生素之 LB 培養液中，放在 37 oC 培養箱中，劇烈搖

晃，培養至 600 nm 之 O.D.值 1.5，而後收細菌，於 4  oC 以轉速 3500 rpm

離心 10 分鐘。 
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在此時先用 10 ml 的平衡液體 (E4)，平衡 column。細菌離心後

倒掉上清液，加入 4 ml 的細胞懸浮的溶液 (E1)含有 RNase A，震盪至

pellet 散開成均勻狀，之後加 4ml 的細胞溶解液體 (E2)，輕輕的混合均

勻，不可 vortex，在室溫放 5 分鐘直到全部呈半透明均勻狀，之後加 4ml

的中和液體 (E3)，立即混合均勻，不可 vortex，直到白色蛋花狀的樣子

形成較緊密的結構。之後離心，轉速 10000 rpm，室溫 10 分鐘(不可在 4  

oC 離心)。接著將上清液通入已平衡好的 column，靠重力，將流下來的

液體丟掉。用 10 ml 的 wash buffer (E5)清洗 column，洗 2 次，將流下來

的液體丟掉。然後換乾淨的管子用 5ml 的 Elution buffer (E6)把 DNA 沖

下來。再加 3.5 ml 的 isopropanol，混合均勻，放入-20 oC 沉澱 DNA，隔

天再以 10000 rpm，4 oC 離 30 分鐘，小心的移除上清液，用 3 ml 70%的

酒精洗 DNA pellet，再以 10000 rpm 4 oC 離 5 分鐘，小心的移除上清液，

在空氣中乾 10 分鐘，再以適量的滅菌水溶解 DNA pellet。此抽好之質體 

DNA 即可應用於 transfection 實驗。 

（二）細胞培養 

[培養方式] 

1. Hep 3B: Human hepatocellular carcinoma cell 

使用的培養液為 MEM + 10% FBS + 1% PSN + 1% sodium 

pyruvate + 1% non essential amino acids。細胞培養條件為 37oc，5% 

CO2 之培養箱，細胞 subculture 至 cm (6 well)的 dish，至 7~8 分滿時，
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進行 transfection 實驗，並觀察細胞生長情形。 

2. Chang liver: Human normal liver cell 

使用的培養液為 BME + 10% Calf serum + 1% PSN。細胞培養條

件為 37 oc，5% CO2 之培養箱，細胞 subculture 至 3.5cm (6 well)的

dish，長至 7~8 分滿時，進行 transfection 實驗，並觀察細胞生長情形。 

[藥品製備] 

《MEM》—二瓶量 

成 分 重量 / 體積 

d2H2O 800 ml 
MEM powder 9.5 g (1package) 
Sodium bicarbonate 2.2 g 
Adjust pH to PH 7.25~7.35 
Add d2H2O until total volume is 880 ml 
Filter  
Store at 4 ℃  

 

《BME》—二瓶量 

成 分 重量 / 體積 

d2H2O 800 ml 
BME powder 9.5 g (1package) 
Sodium bicarbonate 2.2 g 
Adjust pH to PH 7.25~7.35 
Add d2H2O until total volume is 880 ml 
Filter  
Store at 4 ℃  

《PBS》—二瓶量 

成 分 重量 / 體積 

d2H2O 950 ml 
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PBS powder 9.6 g (1package) 
Adjust pH to PH 7.4 
Add d2H2O until total volume is 1000 ml 
Filter  
Store at 4 ℃  

（三）轉殖 (transfection) 

[步驟] 

於 3.5 公分的培養皿 (6 well)中，種 1.5×105的細胞，並以完整的

生長培養液培養，當細胞長至 7-8 分滿時作 transfection。 

準備兩個滅過菌的 eppendorf，每一管各加入 100 ul 不含抗生素

及血清之 MEM (Hep 3B)或 BME (Chang liver )，其中一管加入 2  ug 的

DNA，另一管加入 6 ul 的 LIPOFECTAMINE reagent。將這兩管混合在

一起，充分混合均勻(利用 tip 吸放至少 60 次以上，增加碰撞機率)。然

後在室溫靜置 45 分鐘，讓 DNA 和 liposome 形成 complex。 

此時將細胞培養液置換成 2 ml 同樣不含抗生素及血清之 MEM 

(Hep 3B)或 BME (Chang liver )，放入 37 0C 的培養箱中備用。 

當 DNA 和 liposome 作用時間到時，將 dish 中的細胞培養液吸走，加入

0.8 ml不含抗生素及血清的MEM (Hep 3B)或BME (Chang liver )及DNA

和 liposome complex 產物 (利用剪去尖端的 1ml tip 吸起)，放入 37 0C 的

培養箱中培養，進行轉殖 (transfection)作用。 

Transfection 12 小時後，加入 1ml 含 20 % FBS 之 MEM (Hep 3B)

或 BME (Chang liver ) [不含抗生素]，24 小時後，換成完整的生長培養

液培養。transfection 之 12 小時後，即可進行觀察。 
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[注意事項] 

1. 細胞要健康。 

2. DNA 和 liposome 須混合均勻(用 tip mix 至少 60 次以上，增加碰撞

機率)。 

3. DNA 和 liposome 比例須適當，DNA 和 liposome 太多會對細胞造成

毒害。 

4. DNA 和 liposome 形成 complex 的時候，不可有血清及抗生素的干

擾。 

5. DNA 須高純度，用 kit (GiBco BRL)萃取。 

6. liposome 需事先分裝，並儲藏於 4oc，避免多次開蓋而造成氧化。 

五、加藥處理 

[步驟] 

transfection 48 小時後，分別以 DMSO、0.002 mM、0.01 mM 及

0.05 mM aflatoxin B1 處理細胞，並觀察細胞狀態。 

六、MTT 細胞毒性分析( MTT assay ) 

[原理] 

根據 Alley 等人發表於 1988 年的 Cancer research 期刊 (51)，其

原理是利用活細胞能經由粒腺體 dehydrogenase 的作用，將 MTT 由黃色

代謝還原成紫色的 formazan crystal，並在波長 570nm 有特殊吸光。 

[步驟] 

將細胞處理藥 24 小時後，吸除培養液，以 PBS 緩衝液沖洗細胞

後，每一 well 加入 4.5 ml 培養基，其內含 450 µl MTT (5mg/ml)，反應

４小時後，除去培養基，最後以 6 ml 的 isopropanol 將紫色的 formazan

結晶溶解，並於波長 570 nm 下測定吸光值 (O.D.)，比較實驗組與對照

組吸光值的差異。  
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七、GST 酵素活性之分析 

[原理] 

受質 (substrate)會與外加入的 GSH，透過 GST 的催化，形成複

合物 (complex)，再由吸光值的測定，進而推測分析 GST 的活性。 

[步驟] 

依 Habig 等人 (52)之方法修飾使用，將細胞處理藥 24 小時後，

吸除培養液，以 PBS 緩衝液清洗細胞，加入適量之 homogenization 

buffer，用刮棒把細胞刮落，於冰上以超音波震盪器打破細胞，於 4 oc

以 13000 rpm 轉速離心 30 分鐘，取 80 µl 上清液，加入 60 µl 的受質及

60 µl GSH，均勻混合後，以分光光度計計錄於適當波長下 3 分鐘的吸光

值變化。得到的活性結果，再以 bovine serum albumin (BSA)標準品所得

標準曲線換算其樣品蛋白質含量。  

（一）GST isoforms 活性之分析 

1. Total GST activity 

[條件] 

成 分 final 濃度

3.3 mM GSH in 0.1M Potassium phosphate 1 mM
3.3 mM CDNB in 2 ml EtOH in 0.1M Potassium phosphate 1 mM
25oc，PH 6.5，O.D. 340 nm 
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[藥品配製] 

《0.1 M Potassium phosphate》 

成 分 重量 / 體積 濃度 

K2HPO4 8.75 g 
Add d2H2O until total volume is 500 ml 0.1 M
KH2PO4 6.85 g 
Add d2H2O until total volume is 500 ml 0.1 M

二者互調 pH to  PH 6.5 

 

[計算] 

(樣品的斜率-空白組的斜率) / 9.6 

  sample (µl) × protein (µg/µl) 

[單位] 

結果以 nmole CDNB-GSH conjugate formed / min / mg protein 表示之。 

2. GST A activity 

[條件] 

成 分 final 濃度

1.66 mM GSH in 0.1M Sodium acetate 0.5 mM
0.66 mM NBD-CL in 2 ml EtOH in 0.1M Sodium acetate 0.2 mM
25oc，PH 5.0，O.D. 419 nm 
 

[藥品配製] 

《0.1 M Sodium acetate》 

成 分 重量 / 體積 

Sodium acetate 5.1268 g

×106 
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Add d2H2O until total volume is     500 ml
Adjust pH to PH 5.0

Store at 4 ℃ 

 

[計算] 

(樣品的斜率-空白組的斜率) / 14.5 

   sample (µl) × protein (µg/µl) 

[單位] 

結果以 nmole NBD-CL-GSH conjugate formed / min / mg protein 表示之。 

3. GST P1 activity 

[條件] 

成 分 final 濃度

0.83 mM GSH in 0.1M Potassium phosphate 0.25 mM
0.66 mM EA in 2 ml EtOH in 0.1M Potassium phosphate 0.2 mM
25oc，PH 6.5，O.D. 270 nm 
 

[計算] 

(樣品的斜率-空白組的斜率) / 5 

  sample (µl) × protein (µg/µl) 

[單位] 

結果以 nmole EA-GSH conjugate formed / min / mg protein 表示之。 

4. GST M activity 

[條件] 

 

成 分 final 濃度

16.6 mM GSH in 0.1M Potassium phosphate 5 mM

×106 

×106 
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3.3 mM DCNB in 2 ml EtOH in 0.1M Potassium phosphate 1 mM
25oc，PH 7.5，O.D. 345 nm 
 

[藥品配製] 

《0.1 M Potassium phosphate》 

成 分 重量 / 體積 濃度 

K2HPO4 8.75 g 
Add d2H2O until total volume is 500 ml 0.1 M
KH2PO4 6.85 g 
Add d2H2O until total volume is 500 ml 0.1 M

二者互調 pH to  PH 7.5 

  

[計算] 

(樣品的斜率-空白組的斜率) / 8.5 

  sample (µl) × protein (µg/µl) 

[單位] 

結果以 nmole DCNB-GSH conjugate formed / min / mg protein 表示之。 

（二）蛋白質定量 

[藥品配製] 

《Standard solution》 

成 分 重量 / 體積 

(1) Solution A  
Bovine serum albumine        8 mg 
d2H2O 1 ml 

(2) Solution B  

×106 
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Solution A                    50 µl 
d2H2O                       1550 µl 

 

Standard Solution B d2H2O 

1.00 µg / 100 µl 40 µl 960 µl 
2.50 µg / 100 µl 100 µl 900 µl 
5.00 µg / 100 µl 100 µl 400 µl 
10.0 µg / 100 µl 100 µl 150 µl 
12.5 µg / 100 µl 100 µl 100 µl 
25.0 µg / 100 µl 100 µl  

 

八、GOT、GPT 活性之分析 

[步驟] 

將細胞處理藥 24 小時後，取 100 µl 之細胞培養液，與 10 µl GOT

或 GPT reagent 迅速混合均勻後，在 340nm 之下，利用分光光度計 scan 

3 分鐘，並以下列公式換算活性之變化量。 

[計算] 

U/L = (ΔA/min × TV × 1000) / 6.22 × SV × LP 

TV  = Total reaction volume in ml 
SV  = Sample volume in ml 
6.22 = millimolar absorption coefficient of NADPH at 340 nm 
LP  = Cuvet path lenth in cm 
1000 = Conversion of units per ml to units per liter  
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結果 

一、 Primer 的設計與 RT-PCR： 

本實驗室於過去，以 Spraque Dawly 系大白鼠為模式 (model)，建

立老鼠(rat) GST isoforms 之轉殖系統，並且已證實經短暫轉殖 GFP-rGST 

M (Yb1)，大白鼠初代肝細胞及人類肝細胞 Chang liver 對抵抗 AFB1 毒

害的能力有提昇的現象，可減緩 AFB1 所誘發之毒性。由於老鼠與人類

之 GST 在序列及功能上有些許的差異，因此本實驗室改以人類之 GST

基因設計，針對哺乳動物細胞中最主要的三種 GST isoforms: A、P、M 進

行選殖 (Cloning)，建立人類 GST isoforms 之轉殖系統。本篇論文則主

要針對 GST A2 及 P1 進行選殖工作。首先自 National center for 

biotechnology information (NCBI)之基因庫進行搜尋，獲得人類肝臟 GST 

A2、P1 之 cDNA 序列，分別設計其 5 端及 3 端的引子 (Primer)；而這

些 primer 的序列中均含有特定之限制酵素切點 (Restriction enzyme 

site)，以便被特定的限制酵素所辨識、切割 (Fig. 1)，並能與所選用之載

體 pGEM (Fig. 2)、pCDNA3 (Fig. 3)、pEGFP (Fig. 4)，進行接合作用 

(Ligation)。 

另一方面，取得人類肝臟組織後(由台中榮總一般外科提供)，並純

化其 RNA，定量並進行 RNA 電泳，以確認 RNA 之品質 (Fig. 5)，可明

顯觀察到 5S、18S 及 28S rRNAs。利用反轉錄作用(RT)將 mRNA 反轉錄
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成 cDNA，再利用所設計的 GST A2 及 GST P1 之 primer，分別以 55℃

及 56℃進行聚合酵素鏈鎖反應 (PCR) 35 個循環 (cycle)，大量複製

cDNA。PCR 產物以 1.5 %洋菜膠凝膠電泳 (gel electrophoresis )進行分

析。結果，以 DNA ladder 為 marker，可在約 752 鹼基對(base pair) (Fig. 

6)及 692 base pair (Fig. 7)的位置附近觀察到明顯單一的 Band，其分別推

測為 hGST A2 及 hGST P1 之 cDNA。 

二、 hGST A2 或 hGST P1 之選殖： 

將所有 hGST A2 或 hGST P1 之 PCR 產物，以 1.5 % agarose gel 進

行電泳。利用小刀切割 agarose gel 中之 hGST A2 或 hGST P1 單一 band，

並以 gel extraction system kit 純化、回收並定量。回收的產物與 pGEM 

cloning vector (Fig. 2)，皆以相同特定的限制酵素進行切割[hGST A2 

(EcoRI 及 XbaI)或 hGST P1 (EcoRI 及 PstI)]，並以一比三的莫耳數比例

混和，加入接合酵素進行接合反應（ ligation），並利用勝任細胞 

(competent cell)轉殖 (Transformation)至 JM 109 E. coli 中，再將 E. coli

培養於含有 ampicillin 之培養基(agar plate)中，以 X-gal、IPTG 系統 

(Selection system)進行菌落之篩選。 

將白色的單一轉型株菌(clonies)挑起，重新培養 24-36 小時後，進

行快速篩選，以 1.0 %洋菜膠凝膠進行電泳分析。由 Fig.8 可知，其中以

第四、五、六、七、八行之質體 DNA，與載體 DNA（pGEM）相比（第
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二行），其 bend 皆有明顯往上移動（shift）的現象，所以推測這些單一

菌落可能接合成功，被轉殖入 hGST A2，而第三行的 bend 則沒有 shift

的現象，所以認為並沒有接合成功。hGST P1 選殖亦然 (Fig9)。為了確

認質體 DNA 內所含 insert 為 hGST A2 或 hGST P1 之 cDNA，於是以與

接合反應相同之限制酵素 EcoRI 及 XbaI (hGST A2)或 EcoRI 及 PstI 

(hGST P1) 進行切割反應(digestion)，產物以 1.5﹪洋菜膠進行電泳，結

果顯示 (Fig. 10, 11)，第三行質體 DNA 經切割後，由第四行可發現各有

兩條 band，位置分別在 3200bp 及 600〜800bp 附近，hGST A2 及 hGST P1

之 cDNA 經限制酵素切割後的大小為分別為 752 bp 及 692 bp，所以初

步確定這兩組質體 DNA 為成功接合的質體，並命名為 pGEM-hGST A2

或 pGEM-hGST P1。 

為了更進一步確定此質體 DNA 所含的 cDNA 為 hGST A2 或 hGST 

P1，所以大量萃取此質體，進行 DNA 定序。結果序列和 Gene bank 所

提供的 hGST A2 或 hGST P1 序列是一致的。[(pGEM-hGST A2) (Fig. 12)

或 (pGEM-hGST P1) (Fig. 13)]  

本論文完成 pGEM-hGST A2 及 pGEM-hGST P1 之 constructs，為

了將 hGST A2 cDNA 短暫殖入人類肝細胞，所以須將其再轉接至

pcDNA3 (Fig. 3)或 pEGFP (Fig. 4)載體上。 
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三、 AFB1 處理下，對人類肝癌細胞 Hep 3B 及人類肝細胞 Chang liver

之 MTT 分析： 

本實驗室在過去已證實經短暫轉殖GFP-rGST M1的大白鼠初代肝

細胞，抵抗 AFB1 毒害的能力有提昇的現象，並且可專一減緩 AFB1 對

人類肝細胞 Chang liver 所誘發之毒性，而此能力並不會發生在人類肝癌

細胞 Hep G2。由於老鼠與人類之 GST 在序列及功能上有些許的差異，

因此本篇論文以人類之 GST A2 cDNA 同樣利用短暫殖入系統 

(Transfection)，將 hGST A2 殖入人類肝癌細胞(Hep 3B)及人類肝細胞

(chang liver)中，並以 pEGFP 載體為控制組 (Control)，探討細胞在遭受

致癌物質 AFB1 攻擊之下，hGST A2 對細胞生長、型態之影響。，在進

行轉殖實驗 (Transfection)之前，首先以 MTT assay 觀察人類肝癌細胞

Hep 3B 及人類肝細胞 Chang liver 在 AFB1 處理下，細胞的存活狀態。 

（一）AFB1 之處理對人類肝癌細胞 Hep 3B 之存活率影響 

結果顯示 (Fig. 14)，當 Hep 3B 細胞處理 0.1 % DMSO (Solvent 

control)時，細胞存活率減少了約 2%，但當處理 0.002 mM AFB1 時，細

胞幾乎沒死亡，與 control 組相似，其後，隨著 AFB1 劑量的增加，細胞

的存活率有著 dose-depend 的減少，而當處理 0.05 mM 及 0.25 mM AFB1

時，細胞存活率約只剩下 85%及 75.5%，由此結果，我們取用 0.002 mM 

~ 0.05 mM 這個範圍的 AFB1，應用在以下之 transfection 實驗，以觀察
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轉殖入 hGST A2 gene 後，人類肝癌細胞 Hep 3B 對 AFB1 所誘發毒性之

影響。 

（二）AFB1 之處理對人類肝細胞 Chang liver 之存活率影響 

結果顯示 (Fig. 15)，當 Chang liver 細胞處理 0.1 % DMSO (Solvent 

control)時，細胞存活率減少了約 7%，但當處理 0.002 mM AFB1 時，細

胞存活率只減少了約 2%，也許低濃度之 AFB1 具有促進細胞增生的能

力，其後，隨著 AFB1 劑量的增加，細胞的存活率有著 dose-depend 的

減少，而當處理 0.05 mM 及 0.25 mM AFB1 時，細胞存活率約只剩下 82%

及 75%，由此結果，我們同樣也取用 0.002 mM ~ 0.05 mM 這個範圍的

AFB1，應用在以下之 transfection 實驗，以觀察轉殖入 hGST A2 後，人

類肝細胞 Chang liver 對 AFB1 所誘發毒性之影響。 

四、 hGST A2之轉殖對人類肝癌細胞Hep 3B及人類肝細胞Chang liver

之 MTT 分析： 

利用短暫轉殖 (Transfection) 系統，以 pEGFP 載體為控制組 

(Control)，GFP-hGST A2 為實驗組，轉殖入人類肝癌細胞 Hep 3B 及人

類肝細胞 Chang liver 中，轉殖效率於轉殖後 48 小時達到最高；Hep 3B：

pEGFP 之轉殖效率約 25 %，GFP-hGST A2 之轉殖效率約 16 % (Fig. 16)。

Chang liver：pEGFP 之轉殖效率約 70 %，GFP-hGST A2 之轉殖效率約

60 % (Fig. 17)，而造成兩株細胞轉殖效率之差異，在於細胞型態之不同，
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肝癌細胞 Hep 3B 在生長時，一如癌細胞之生長特性，會產生聚集現象

(Fig. 18)，因此細胞暴露於外界之表面積較小；而肝細胞 chang liver，細

胞型態似紡垂狀，較具延展性，生長時並不太會有聚集現象(Fig. 18)，

相對的，細胞暴露於外界之表面積較大，因此在進行 transfection 實驗

時，接觸包覆 DNA 之 liposome 的機率也較大，所以轉殖效率當然也就

高。以螢光顯微鏡觀察細胞生長情形，結果顯示 (Fig. 16, 17)，螢光表

現均勻分佈於細胞質內 (cytoplasm)，細胞型態大多以舒展開來為主，但

有少數細胞呈現圓而亮的型態，螢光亮度較強，之後圓而亮的細胞會因

死亡而飄起，而 Hep 3B 及 chang liver 這二株細胞在轉殖 hGSTA2 所發

現這些小小圓圓亮亮的細胞較轉殖 GFP 要明顯，推測轉殖 hGSTA2 後，

也許會增加 AFB1 對肝細胞造成的傷害。於是在轉殖 48 小時後，兩組

細胞均以 AFB1 處理，並在藥物處理 24 小時後，進行 MTT 分析，所得

之數據以 transfection 效率校正。 

（一）hGST A2 之轉殖對人類肝癌細胞 Hep 3B 存活率之影響 

以轉殖 pEGFP 載體當作 100%，觀察細胞的存活率。統計結果顯

示 (Fig. 19)，無論轉殖 pEGFP 載體或 GFP-hGST A2 之 Hep 3B 細胞，

隨著藥物處理濃度的增加，細胞存活的比例也明顯的降低，呈現

dose-depend 的現象。同時也發現，無論處理藥物與否，轉殖 GFP-hGST 

A2 之細胞存活的比例均比轉殖 pEGFP 載體之細胞來的低，而當處理
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0.05 mM AFB1 時，轉殖 pEGFP 載體及轉殖 GFP-hGST A2 細胞存活率

分別只剩下 53%及 36%；B 圖則是根據 A 圖之結果，再分別以 pEGFP

載體或 GFP-hGST A2 的控制組當作 100%，所得到之數據。結果顯示，

當處理 0.002 mM、0.01 mM 以及 0.05 mM AFB1 時，轉殖 pEGFP 載體

及轉殖 GFP-hGST A2 細胞存活率相較之下，有顯著的差異。 

（二）hGST A2 之轉殖對人類肝細胞 Chang liver 存活率之影響 

以轉殖 pEGFP 載體當作 100%，觀察細胞的存活率，結果發現 (Fig 

20)無論處理藥物與否，轉殖 GFP-hGST A2 之細胞存活的比例均比轉殖

pEGFP 載體之細胞來的低，且皆有顯著差異，當處理 0.05 mM AFB1 時，

轉殖 pEGFP 載體或 GFP-hGST A2 細胞存活率分別只剩下 83%及 60%；

B 圖則是根據 A 圖之結果，再分別以 pEGFP 載體或 GFP-hGST A2 的控

制組當作 100%，所得到之數據。結果顯示，轉殖 pEGFP 載體及轉殖

GFP-hGST A2 細胞存活率相較之下，並沒有顯著的差異。 

本實驗在轉殖 pEGFP 及 GFP-hGST A2 至 Hep 3B 及 chang liver 細

胞中，由 MTT 分析得知 (Fig. 19, 20)，無論處理 AFB1 與否，這兩株細

胞轉殖 GFP-hGST A2 之細胞存活的比例均比轉殖 pEGFP 載體之細胞來

的低，於此，初步證實 hGST A2 並不具有保護肝細胞對抗 AFB1 的能力。 

五、 hGST A2之轉殖對人類肝癌細胞Hep 3B及人類肝細胞Chang liver

生長，型態及對致癌物反應之影響： 
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於轉殖 pEGFP 載體或 GFP-hGST A2 48 小時後，兩組細胞均以

AFB1 處理，於藥物處理 12 及 24 小時後，計數所有具綠色螢光之細胞

中，死亡的細胞所佔的百分比。 

（一）hGST A2 之轉殖對人類肝癌細胞 Hep 3B 之影響： 

統計結果顯示 (Fig. 21)，轉殖 GFP-hGST A2 之 Hep 3B 細胞，隨

著藥物處理濃度的增加，細胞死亡的比例也明顯的增加；同時也發現，

無論藥物處理與否，轉殖 GFP-hGST A2 之細胞死亡的比例均比轉殖

pEGFP 載體之細胞高，且有顯著差異。於藥物處理 24 小時後再次進行

計數，得到相同的結果 (Fig. 22)，而此時的結果在統計學上更具意義。

B 圖則是根據 A 圖之結果，再分別以 pEGFP 載體或 GFP-hGST A2 的控

制組為 100%，所得到之數據。結果顯示，轉殖 pEGFP 載體及轉殖

GFP-hGST A2 細胞中，具綠色螢光之細胞的死亡率，並沒有顯著的差異。 

（二）hGST A2 之轉殖對人類肝細胞 Chang liver 之影響： 

統計結果顯示 (Fig. 23)，轉殖 GFP-hGST A2 之 Chang liver 細胞發

現，無論處理藥物與否，轉殖 GFP-hGST A2 之細胞死亡的比例均比轉

殖 pEGFP 載體之細胞高，但其差異並沒有 Hep 3B 細胞來的明顯。於藥

物處理 24 小時後再次進行計數，得到相同的結果 (Fig. 24)，而此時的

結果在統計學上更具意義。B 圖則是根據 A 圖之結果，再分別以 pEGFP

載體或 GFP-hGST A2 的控制組為當作 100%，所得到之數據，結果顯示，
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當處理 0.002 mM 或 DMSO、0.01 mM AFB1 時，轉殖 pEGFP 載體及轉

殖 GFP-hGST A2 其細胞之死亡率分別在處理 AFB1 12 小時及 24 小時之

後，有顯著的差異。 

Hep 3B 及 chang liver 這兩株細胞，不論 AFB1 處理與否，轉殖

GFP-hGST A2 之細胞死亡的比例均比轉殖 pEGFP 載體高，與 MTT assay

得到一致的結果 (Fig. 19, 20)，再次證明 hGST A2 並不具有保護細胞對

抗 AFB1 的能力。 

此外，針對轉殖 pEGFP 載體至 Hep 3B 及 chang liver 細胞去進行

分析，當不處理 AFB1 藥物時，也就是 transfection 60 小時後，在 Hep 3B 

(Fig. 21)及 chang liver (Fig. 23)細胞，所有具綠色螢光之細胞中，死亡的

細胞分別佔了 1.15%及 29.15%，將近 25 倍的差距，推測是因為肝細胞

chang liver 生命力較肝癌細胞 Hep 3B 來得低，在 transfection 的過程中，

必須將血清及抗生素移除，而 liposome 及 DNA 的加入，對細胞也是一

種傷害，由結果證明，肝癌細胞 Hep 3B 對環境的耐受性確實比肝細胞

chang liver 要高。 

針對 Fig. 21, 22, 23, 24 進一步的分析，在轉殖至 Hep 3B 的實驗中

發現，不論有無處理 AFB1，當轉殖 GFP-hGST A2 所造成的細胞死亡率

約是轉殖 GFP 載體的 10 倍，而在 chang liver 細胞中，同樣的處理及分

析，卻只有約 1.4 倍，如此的差距，是否意謂著轉殖的 hGST A2 gene 可
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稍微減緩 AFB1 對肝細胞 chang liver 所誘發的毒性；又或者是轉殖的

hGST A2 gene 可增加 AFB1 對肝癌細胞 Hep 3B 的毒性？這些疑點也是

本實驗室日後的研究方向。 

六、 hGST A2的轉殖對人類肝癌細胞Hep 3B及人類肝細胞Chang liver

之 GST isoforms 活性的影響： 

於轉殖 pEGFP 載體或 GFP-hGST A2 48 小時及藥物作用 24 小時

後，分別以適當的 buffer 收集 Cell lysate，分析 GST isoforms 活性之變

化。 

（一）hGST A2 之轉殖對人類肝癌細胞 Hep 3B 及人類肝細胞 Chang liver

其 GST A 活性變化之影響： 

[ Hep 3B 其 GST A 活性之變化 ] 

統計結果顯示 (Fig 25)，轉殖 GFP-hGST A2 之 Hep 3B 細胞，發

現無論是否處理藥物，轉殖 GFP-hGST A2 之細胞中 GST A 的活性都比

控制組 (轉殖入 pEGFP 載體)細胞來的高，且有顯著差異，表示送入細

胞中的 hGST A2 確實有表達。此外，與未處理任何藥物的細胞比較，在

AFB1 藥物刺激之下，Hep 3B 細胞中 GST A 的活性都有增加的情形，並

且呈現 dose-depend 的現象。B 圖則是根據 A 圖之結果，再分別以 pEGFP

載體或 GFP-hGST A2 的控制組為 100%，所得到之數據。結果顯示，當

處理 0.002 mM AFB1 時，轉殖 pEGFP 比轉殖 pEGFP-hGST A2 載體其細
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胞之 GST A 活性之百分比來得高，且有顯著的差異。 

[ Chang liver 其 GST A 活性之變化 ] 

統計結果顯示 (Fig. 26)，無論是否處理藥物，轉殖 GFP-hGST A2

之細胞中，GST A 的活性都比控制組 (轉殖入 pEGFP 載體)細胞來的高，

且皆有顯著差異，表示送入細胞中的 hGST A2 確實有表達。此外，與未

處理任何藥物的細胞比較，與 Hep 3B 一樣，在 AFB1 藥物刺激之下，

Chang liver 細胞中 GST A 的活性都有增加的情形，並且同樣也呈現

dose-depend 的現象。B 圖則是根據 A 圖之結果，再分別以 pEGFP 載體

或 GFP-hGST A2 的控制組為 100%，所得到之數據，結果顯示，當處理

0.05 mM AFB1 時，轉殖 pEGFP 比轉殖 pEGFP-hGST A2 載體其細胞之

GST A2 活性百分比有顯著的差異。 

（二）hGST A2 之轉殖對人類肝癌細胞 Hep 3B 及人類肝細胞 Chang liver

其 total GST 活性變化之影響： 

無論是否處理藥物，轉殖 GFP-hGST A2 之細胞中，total GST 的活

性都比控制組 (轉殖入 pEGFP 載體)細胞來的高 (Fig. 27, 28)，尤其是

Chang liver 細胞 (Fig. 28)，皆有顯著差異，表示送入細胞中的 hGST A2

可增加 total GST 的活性。 

（三）hGST A2 之轉殖對人類肝癌細胞 Hep 3B 及人類肝細胞 Chang liver

其 GST P 活性變化之影響： 
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[ Hep 3B 其 GST P 活性之變化 ] (Fig. 29) 

無論是否處理藥物，轉殖 GFP-hGST A2 之 Hep 3B 細胞中，GST P

的活性與控制組 (轉殖入 pEGFP 載體)細胞比較，並沒有明顯差異。然

而，與未處理任何藥物的細胞比較，在不同濃度 AFB1 刺激之下，Hep 3B

細胞 GST P 的活性皆有增加的情形。 

[ Chang liver 其 GST P 活性之變化 ] (Fig. 30) 

無論是否處理藥物，轉殖 GFP-hGST A2 之細胞中，GST P 的活性

都比控制組 (轉殖入 pEGFP 載體)細胞來的高，尤其是當處理 DMSO、

0.002、0.05 mM 濃度時，有些許的差異，B 圖則是根據 A 圖之結果，再

分別以 pEGFP 載體或 GFP-hGST A2 當作 100%，所得到之數據，結果

顯示，當處理 DMSO、0.05 mM AFB1 時，轉殖 GFP-hGST A2 之 GST P

活性百分比率比 pEGFP 載體來得高，且有顯著的差異。表示送入細胞

中的 hGST A2，在 Chang liver 細胞中，可能增加 GST P 的活性，這種

現象，也許是有細胞的特異性。。 

（四）hGST A2 之轉殖對人類肝癌細胞 Hep 3B 及人類肝細胞 Chang liver

其 GST M 活性變化之影響： 

無論是否處理藥物，轉殖 GFP-hGST A2 之 Hep 3B (Fig. 31)及

Chang liver (Fig. 32)細胞中GST M的活性與控制組 (轉殖入 pEGFP載體)

細胞比較，並沒有明顯差異。表示送入細胞中的 hGST A2，並不會影響
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GST M 的活性。 

七、hGST A2 的轉殖對 AFB1 所誘發的肝毒害之影響 

人體中主要有兩種轉氨酉每：麩氨酸草醯乙酸轉氨酉每 (GOT)及麩氨

酸丙酮酸轉氨酉每 (GPT)，此兩者為目前臨床用來評估肝功能檢察中重要

項目之一。因此實驗設計將 pEGFP 及 GFP-hGST A2 轉殖入 Hep 3B 及

Chang liver 細胞中 48 小時後，兩組細胞均以 0.1 % DMSO (Solvent 

control), 0.002 mM, 0.01 mM, 0.05 mM AFB1 處理。藥物作用 24 小時後，

收集培養基 (medium)，藉由 GOT 及 GPT 活性變化情形，分析細胞毒

害之影響。 

（一）hGST A2 之轉殖對人類肝癌細胞 Hep 3B 及人類肝細胞 Chang liver 

GOT 活性變化之影響： 

[ Hep 3B GOT 活性之變化 ] (Fig. 33) 

無論是否處理藥物，轉殖 GFP-hGST A2 之細胞中，GOT 的活性皆

比控制組 (轉殖入 pEGFP 載體)細胞來的高，且皆具有顯著差異；與未

處理任何藥物的細胞相比較，在 0.01 mM 及 0.05 mM AFB1 刺激之下，

兩組細胞其 GOT 活性都有顯著增加的現象。表示 AFB1 確實可誘發肝

細胞毒害，此外，GFP-hGST A2 轉殖入 Hep 3B 細胞後，未能提昇人類

肝癌細胞 Hep 3B 抵抗 AFB1 之能力。 

[Chang liver GOT 活性之變化 ] (Fig. 34) 
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無論是否處理藥物，轉殖 GFP-hGST A2 之細胞中，GOT 的活性皆

比控制組 (轉殖入 pEGFP 載體)細胞來的高；與未處理任何藥物的細胞

相比較，處理任何濃度之 AFB1，其 GOT 活性都有顯著增加的現象，表

示 AFB1 確實可誘發肝細胞毒害，而 GFP-hGST A2 的殖入，未能提昇

人類肝細胞 Chang liver 抵抗 AFB1 之能力。 

（二）hGST A2 之轉殖對人類肝癌細胞 Hep 3B 及人類肝細胞 Chang liver 

GPT 活性變化之影響： 

[ Hep 3B GPT 活性之變化 ] (Fig. 35) 

無論是否處理藥物，轉殖 GFP-hGST A2 之細胞中，GPT 的活性皆

比控制組 (轉殖入 pEGFP 載體)細胞來的高，尤其在 control 組或是當處

理 DMSO、0.002、0.05mM 之 AFB1 時，具有顯著差異；表示 GFP-hGST 

A2 轉殖入 Hep 3B 細胞後，未能提昇人類肝癌細胞 Hep 3B 抵抗 AFB1

之能力。 

[Chang liver GPT 活性之變化 ] (Fig. 36) 

無論是否處理藥物，轉殖 GFP-hGST A2 之細胞中，GPT 的活性皆

比控制組 (轉殖入 pEGFP 載體)細胞來的高，皆具有顯著差異；與未處

理任何藥物的細胞相比較，處理任何濃度之 AFB1，其 GPT 活性都有顯

著增加的現象，表示 AFB1 確實可誘發肝細胞毒害。B 圖則是根據 A 圖

之結果，再分別以 pEGFP 載體或 GFP-hGST A2 當作 100%，所得到之
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數據，結果顯示，當處理 0.002 mM 及 0.01mM AFB1 時，轉殖

pEGFP-hGST A2 比轉殖 pEGFP 載體其細胞之 GPT 活性百分比來得高，

且有顯著的差異。 

轉殖 pEGFP 載體及 pEGFP-hGST A2 至人類肝癌細胞 Hep 3B 及人

類肝細胞 Chang liver，並以 AFB1 處理細胞後，GOT 及 GPT 的活性均

有明顯增加的現象，表示 AFB1 確實可對肝細胞造成毒性，導致細胞死

亡。此外，無論是否處理藥物，轉殖 GFP-hGST A2 之細胞中，GOT 及

GPT 的活性都比控制組 (轉殖入 pEGFP 載體)細胞來的高，表示送入細

胞中的 hGST A2，並無法減緩細胞因 AFB1 所造成的傷害。 
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討論 

本篇論文已完成人類 GST A2 及 GST P1 之基因選殖，並且利用短

暫殖入系統，將 hGST A2 殖入人類肝癌細胞(Hep 3B)及人類正常肝細胞

(chang liver)中，探討細胞在遭受致癌物質 AFB1 攻擊之下，hGST A2 對

細胞生長、型態之影響。結果顯示，轉殖 hGST A2 基因後，並不具有保

護肝細胞對抗 AFB1 的能力。AFB1 為一致癌物質，其透過 cytochrome 

P450 作用所轉變成的 AFBO，可經由 GST 的催化，使其與 GSH 結合

(conjugates)，達到解毒的機制 (53)。過去有研究發現，雖然 mouse GST 

Yc 與 rat GST Yc1 在序列上有高達 86%的相似性，但當同時表現於

bacterial expression system 時，mouse GST Yc 對 AFBO 的催化活性高於

rat GST Yc1 100 倍 (54)。而本篇所殖入人類 GST A2，由結果得知，並

無法幫助細胞抵抗 AFB1 之毒害，也許這也就是人類與 rat 及 mouse 之

間物種的差異性所造成不同的結果。 

以往認為 GST A 會大量表現在多重抗藥性 (MDR)細胞中，對大部

份的抗癌藥具有抗藥性，例如 GST A 會代謝一些抗癌藥：cisplatin、

alkylating agent 等等。而近年來，針對 GST A 的研究，則大多著重在

GST A4 這個 isoform，因為它除了具有 GST 本身的活性之外，還具有

GSH peroxidase 的活性，可避免 lipid peroxidation 對細胞所造成的傷害，

將 lipid hydroperoxides 還原成 lipid alcohols (35, 36, 37, 38)。而研究中也
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發現，GST A4 可有效的代謝 4-hydroxynonenal (4-HNE)這個脂質過氧化

反應的產物 (55)，因此許多在 GST 活性測定的實驗中，利用 4-HNE 當

作 substrate，用來偵測 GST A4 的活性表現。此外，除了 GST A4 具有

GSH peroxidase 的活性之外，也有研究發現，GST A1 及 A2 也可有效的

代謝哺乳類動物體內之酯質過氧化作用的產物，例如：GST A1及GST A2

可專一的代謝 fatty acid hydroperoxides、phospholipid hydroperoxides 以

及 cumene hydroperoxide，而這個能力又以 GST A2 較高 (39)。2001 年

有 Yang Y 等人指出，在 K562 細胞大量表現 GST A2，在氧化壓力的情

況下，與控制組相比，細胞對 H2O2 所造成細胞毒性的抵抗能力，增加

了 1.5 倍 (40)，因此認為 GST A 對細胞內脂質過氧化反應之產物濃度的

調節，佔了非常重要的角色。 

另一方面，2002 年有研究指出，GST A4 也參與肝臟新生(liver 

regeneration)過程，當肝臟受損時，肝細胞會有再生的能力，在 liver 

regeneration 的過程中，GST A4 會被誘導出來，而這些 GST A4 可以抑

制因肝臟受損所造成過多的 ROS，使細胞免於因 ROS 所造成的死亡，

使細胞可以增生，由此可見，GST A 在抗氧化方面扮演著不可或缺的角

色；而這些 GST A4 的產生，則是透過 TNF-α、IL-6 這兩個 cytokines

以及 EGF growth factor 所調控，並且經由 PI3K 及 MAPK pathway，使

細胞走向 survival 的途徑 (41)。GST A 也參與了細胞內訊息傳遞之作
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用，進而決定細胞之命運，GST A1, P1 或 M1 轉殖入大白鼠之肝細胞中，

可抑制 TNF-α所誘發之 caspase 的活性及 ASK1/JNK pathway，而保護肝

細胞免於走向 apoptosis 的命運 (56) ； hGST A2 轉殖入人類之

erythroleukemia cells，可減緩 H2O2 所誘發的 JNK/SAPK 活化作用及

caspase 3 所主導的 PARP 切割作用，進而保護細胞以抵抗 H2O2所引發

的細胞毒害作用(40)。 

有關 GST A 的所在位置有許多不同的說法，過去認為 GST A 主要

存在細胞質(cytosol)中，而本實驗所萃取的 GST 也是取自細胞質，後來

有學者發現，GST A 除了存在細胞質外，也有可能存在於粒線體

(mitochondria)當中 (57)；但也有學者認為，GST A 只存在粒線體中，而

不存在細胞質 (58)；2002 年更有實驗證實，GST A 主要是存在 plasma 

membrane 或是其周圍 (59)。針對 GST A 所在位置的說法眾多紛紜，本

實驗在進行大量表現 GST A2 時，由螢光視野的觀察中，發覺似乎 GST 

A2 也存在細胞核中，但這還需要更多的實驗來輔以證明。 

近年來有關 GST 與癌症相關性之研究很多，由於 GST 的代謝方式

通常是生物不活化作用，因此毒性物質或致癌物一旦成為 GST 受質被

代謝後，並不會被活化成毒性更強的物質，所以 GST 活性的高低被認

為在抑制癌症發生的機制中扮演著重要的角色。不同 isoform 的 GST 於

腫瘤形成過程的各個階段中，其表現量會有所不同。以肝細胞為例，在



 73

正常的肝細胞中 GST 之含量以 GST A 為主， GST M 其次，但偵測不

到 GST P (60)。 

雖然 GST 早在 1961 年即被發現，然而 GST 生化功能的調控及機

制尚不清楚，本實驗室在過去已證實經短暫轉殖 GFP-rGST M1，大白鼠

初代肝細胞及人類肝細胞Chang liver對抵抗AFB1毒害的能力有提昇的

現象。而由本篇論文之實驗，短暫轉殖 GFP-hGST A2 並未得到相同的

結果。由過去的研究得知，不同之 GST isoform 在不同的組織所扮演的

角色、提供的生理功能，也有所不同，過去推測可能 rGST M1 之轉殖及

表達，啟動了肝癌細胞 Hep G2 之死亡訊息，但此機制並未啟動 chang 

liver 細胞，而 hGST A2 之轉殖，是否對 Hep 3B 及 chang liver 細胞皆啟

動了死亡訊息，又或者是因為老鼠與人類之生物體不同，導致 GST 功

能性之差異。由於 GST M1 之基因表現屬於多型性 (polymorphism)，有

些人 GST M 的表現不足，甚至是無效的(null)，因此在進行人類 GST M

之選殖時 (cloning)，碰到了一些問題，而目前本實驗室已努力排除這些

疑難，進行人類 GST M 之選殖，以進一步的去釐清 GST 生化功能的調

控以及詳細之分子機制。 
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實驗結果圖表與說明 

 

 
 
 
 
 
 

The sequences of the primers of hGSTA2, P1, 

the designed restriction enzyme sites, and the 

cycling conditions used for RT-PCR. 

Oligonucleotides Restriction 
Enzyme 

Anealling 
temperature 

Thermal 
cycles 

hGSTA cDNA 5’-primer 
 
5’- GCTTAGAGAATTCTCCAGGA– 3’ 

 
EcoRI 

hGSTA cDNA 3’-primer 
 
5’- GCAAAACTCTAGAACATTGG- 3’ 

 
XbaI 

 
 
 

55℃ 

 
 
 

35 

hGSTP cDNA 5’-primer 
 
5’- TTCGCCGCCGAATTCTTCGC– 3’ 

 
EcoRI 

hGSTP cDNA 3’-primer 
 
5’- CAAACTCTGCAGCCCGCTCA- 3’ 
 

 
PstI 

 
 
 

56℃ 

 
 
 

35 

Figure 1 
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(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 
(A) The map of pGEM. 
(B) Plasmid DNA of pGEM vector. Lane 1: λ phage Hind III (marker). Land 2: 

pGEM vector.  
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(A) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(B) 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 3 
(A) The map of pcDNA3. 
(B)  Plasmid DNA of pcDNA3. Lane 1: λ phage Hind III (marker). Land 2: pcDNA3 

vector. 
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(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(B) 

 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 4 
(A) The map of pEGFP. 
(B) Plasmid DNA of pEGFP vector. Lane 1: λ phage Hind III (marker). Land 2: 

pcDNA3 vector 
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Figure 5 

Total RNA isolated from human liver. 

 
 
 
 
 

28S 
 
18S 

5S 
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Figure 6 

RT-PCR products of hGST-A2. Total RNA (5µg) was 

reverse-transcribed using oligo dT, then amplified by PCR for 35 

cycles. Product was separated on a 1.5% agasose gel. The expected 

752 bp band was shown. 

 

752 bp 

M 
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Figure 7 

RT-PCR products of hGST-P1. Total RNA (5µg) was 

reverse-transcriptibed using oligo dT, then amplified by PCR for 

35 cycles. Product was separated on a 1.5% agasose gel. The 

expected 692 bp band was shown. 

 
 

M 

692 bp 
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Figure 8 

Screening of the E. coli colonies transformed with hGST A2. 

Plasmids were prepared from the white E. coli colonies and 

analyzed by electrophoresis in a 1.0% agarose gel. Lane 1:λ phage 

Hind III marker. Lane 2:pGEM vector. Lane 3-8: plasmid was 

prepared from white E. coli colonies. 

 
 

1     2    3    4    5     6    7     8 
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Figure 9 

Screening of the E. coli colonies transformed with hGST P1. 

Plasmids were prepared from the white E. coli colonies and 

analyzed by electrophoresis in a 1.0% agarose gel. Lane1:pGEM 

vector. Lane 2-5: plasmid was prepared from white E. coli 

colonies. 

1      2      3      4      5 
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Figure 10 
Screening of the Ecoli colonies transformed with pGEM-hGST A2 plasmid. Plasmids 
were prepared from the white Ecoli colonies digested with EcoRI, XbalI and analyzed by 
electrophoresis in a 1.0% agrose gel. Lane 1:λ phage Hind III marker. Lane 2:pGEM 
vector. Lane 3: pGEM-hGSTA. Lane 4: pGEM-hGSTA plasmid digested with EcoRI and 
XbalI. Lane 5: DNA ladder (marker). The expected 752 bp band was shown. 

1      2     3     4      5 

752 bp 
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Figure 11 
Screening of the Ecoli colonies transformed with pGEM-hGST P1 plasmid. Plasmids 
were prepared from the white Ecoli colonies, digested with EcoRI, PstI and analyzed by 
electrophoresis in the 1.0% agrose gel. Lane 1:λ phage Hind III marker. Lane 2:pGEM 
vector. Lane 3: pGEM-hGSTP. Lane 4: pGEM-hGSTP plasmid digested with EcoRI and 
PstI. Lane 5: DNA ladder (marker). The expected 692 bp band was shown. 

1      2     3     4     5 

692 bp 
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Figure 12 

Sequence of hGST A cDNA analyzed by autosequencer. 
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Figure 13 

Sequence of hGST P cDNA analyzed by autosequencer. 
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Figure 14 

Detection of cell viability by MTT assay in Hep 3B cell. 

Hep 3B cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, 

or remained untreated as controls.  
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Figure 15 

Detection of cell viability by MTT assay in Chang liver cell. 

Chang liver cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 

hours, or remained untreated as controls.  
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Figure 16 

The effect of hGST A2 overexpression on cell morphology in Hep 3B cell.  
(A) Hep 3B cells transfected with GFP.  
(B) Hep 3B cells transfected with GFP-GST A2. 
(C) Hep 3B cells transfected with GFP and treated 0.05mM AFB1. 
(D) Hep 3B cells transfected with GFP-GST A2 and treated 0.05mM AFB1. 
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Figure 17 

The effect of hGST A2 overexpression on cell morphology in chang liver cell. 
(A) Chang liver cells transfected with GFP.  
(B)  Chang liver cells transfected with GFP-GSTA. 
(C)  Chang liver cells transfected with GFP and treated 0.05mM AFB1. 
(D) Chang liver transfected with GFP-GSTA and treated 0.05mM AFB1. 
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Figure 18 

Cell morphology of Hep 3B cell and Chang liver cell. 
(A) Hep 3B cell. 
(B) Chang liver cell. 
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(B) 
 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 

GFP vector 100 97   84 *    67 **    53 ** 

hGSTA 100 96 88 74 61 

 
Figure 19 
Effect of hGST A2 overexpression on cell viability by MTT assay in Hep 3B cell. 
(A) Hep 3B cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 48 
hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained untreated 
as controls. Means ± S.D. of four experiments ( ** and *** indicate significant 
differences as compared to the control with p< 0.01 and 0.001 ). 
(B)The data is A are presented as the percentages of control. (* and ** indicates 
significant differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfected 
cells under the same treatment condition with p< 0.05and 0.01). 
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(B) 

 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 
GFP vector 100 93 105 103 84* 

hGSTA 100 95 105 102 78 

Figure 20 
Effect of hGST A2 overexpression on cell viability by MTT assay in Chang liver cell. 
(A) Chang liver cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 
48 hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained 
untreated as controls. Means ± S.D. of three experiments ( ** and *** indicate 
significant differences as compared to the control with p< 0.01 and 0.001; # # # indicate 
significant differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfecteds 
cell under the same treatment condition with p< 0.001 ). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control. 
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(B) 

 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 
GFP vector 100 104 105 215 230 

hGSTA 100 107 118 197 212 

Figure 21 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on cell death in Hep 3B cell. 
(A) Hep 3B cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 48 
hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 12 hours, or remained untreated 
as controls. Means ± S.D. of three experiments (** and *** indicate significant 
differences as compared to the control with p<0.01 and 0.001). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control.  
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(B) 
 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 

GFP vector 100 109 105 196 198 

hGSTA 100 104 106 180 190 

Figure 22 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on cell death in Hep 3B cell. 
 (A) Hep 3B cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 48 
hours, cells were treated with AFB1 or 0.1%DMSO for 22 hours, or remained untreated 
as controls. Means ± S.D. of five experiments ( *** indicate significant differences as 
compared to the control with p< 0.001). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control.  
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Figure 23 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on cell death in Chang liver cell. 
(A)Chang liver cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 
48 hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 12 hours, or remained 
untreated as controls. Means ± S.D. of three experiments ( ** and *** indicate 
significant differences as compared to the control with p< 0.01 and 0.001; # and # # 
indicate significant differences between the hGST A2-transfected and control 
vector-transfecteds cell under the same treatment condition with p<0.05 and 0.01 ) 
(B) The data is A are presented as the percentages of control.(* indicates significant 
differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfected cells under 
the same treatment condition with p< 0.05). . 
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(B) 

 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 
GFP vector 100  111 * 107  112 * 185 

hGSTA 100 100 124 143 228 

Figure 24 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on cell death in Chang liver cell. 
(A) Chang liver cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 
48 hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 22 hours, or remained 
untreated as controls. Means ± S.D. of three experiments ( ** and *** indicate 
significant differences as compared to the control with p< 0.01 and 0.001; # and # # 
indicate significant differences between the hGST A2-transfected and control  
vector-transfecteds cell under the same treatment condition with p<0.05 and 0.01 ). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control. ( * indicates significant 
differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfected cells under 
the same treatment condition with p<0.05 ). 
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(B) 
 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 

GFP vector 100 103  144 * 210 335 

hGSTA 100 110 127 205 287 

Figure 25 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on GST A activity in Hep 3B 
cells. 
(A) Hep 3B cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 48 
hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained untreated 
as controls. Means ± S.D. of three experiments ( * and *** indicate significant 
differences as compared to the control with p< 0.05 and 0.001; # # and # # # indicate 
significant differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfecteds 
cell under the same treatment condition with p< 0.01 and 0.001 ). 
(B)The data is A are presented as the percentages of control.(* indicates significant 
differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfected cells under 
the same treatment condition with p< 0.05).  
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(B) 
 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 

GFP vector 100 103 164 261  360 * 

hGSTA 100 112 122 159 257 

Figure 26 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on GST A activity in Chang 
liver cells. 
(A)chang liver cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 
48 hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained 
untreated as controls. Means ± S.D. of three experiments ( *, ** and *** indicate 
significant differences as compared to the control with p< 0.05, 0.01 and 0.001; # # and # 
# # indicate significant differences between the hGST A2-transfected and control 
vector-transfecteds cell under the same treatment condition with p< 0.01 and 0.001 ). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control. ( * indicates significant 
differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfected cells under 
the same treatment condition with p< 0.05).  
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(B) 

 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 
GFP vector 100 113 144 122 102 * 

hGSTA 100 102 132 110 91 

Figure 27 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on total GST  activity in 
Hep 3B cells. 
(A) Hep 3B cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 48 
hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained untreated 
as controls. Means ± S.D. of two experiments ( * and ** indicate significant differences 
as compared to the control with p< 0.05 and 0.01; # # indicate significant differences 
between the hGST A2-transfected and control vector-transfecteds cell under the same 
treatment condition with p< 0.01 ). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control.(* indicates significant 
differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfected cells under 
the same treatment condition with p< 0.05).  
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(B) 
 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 

GFP vector 100 114 97 125 106 

hGSTA 100 140 100 132 113 

Figure 28 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on total GST  activity in 
ching liver cells. 
(A) Chang liver cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 
48 hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained 
untreated as controls. Means ± S.D. of three experiments ( * indicate significant 
differences as compared to the control with p< 0.05; #, # # and # # # indicate significant 
differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfecteds cell under 
the same treatment condition with p<0.05, 0.01 and 0.001 ) 
(B) The data is A are presented as the percentages of control. 
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(B) 
 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 

GFP vector 100 111 107 147 154 

hGSTA 100 130 119 130 145 

Figure 29 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on GST P activity in Hep 3B 
cells. 
(A) Hep 3B cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 48 
hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained untreated 
as controls. Means ± S.D. of two experiments ( * and ** indicate significant differences 
as compared to the control with p< 0.05 and 0.01 ). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control. 
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(B) 

 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 
GFP vector 100  86 * 92 161  110 * 

hGSTA 100 121 105 175 133 

Figure 30 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on GST P activity in Ching 
liver cells. 
(A) Chang liver cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 
48 hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained 
untreated as controls. Means ± S.D. of three experiments ( * and ** indicate significant 
differences as compared to the control with p< 0.05 and 0.01; # indicate significant 
differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfecteds cell under 
the same treatment condition with p<0.05 ). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control. ( * indicates significant 
differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfected cells under 
the same treatment condition with p< 0.05).
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(B) 
 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 

GFP vector 100 75 77 160 218 

hGSTA 100 65 77 131 188 

Figure 31 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on GST M activity in Hep 
3B cells. 
(A) Hep 3B cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 48 
hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained untreated 
as controls. Means ± S.D. of two experiments ( * and ** indicate significant differences 
as compared to the control with p< 0.05 and 0.01).  
(B)The data is A are presented as the percentages of control. 
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(B) 
 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 

GFP vector 100 144 103 129 273 

hGSTA 100 138 129 147 259 

Figure 32 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on GST M activity in Ching 
liver cells. 
(A) Chang liver cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 
48 hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained 
untreated as controls. Means ± S.D. of two experiments ( * and ** indicate significant 
differences as compared to the control with p< 0.05 and 0.01). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control. 
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(B) 
 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 

GFP vector 100 101 103 165 308 

hGSTA 100 100 104 171 325 

Figure 33 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on GOT activity in Hep 3B 
cells. 
(A) Hep 3B cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 48 
hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained untreated 
as controls. Means ± S.D. of four experiments ( *** indicate significant differences as 
compared to the control with p< 0.001; # # and # # # indicate significant differences 
between the hGST A2-transfected and control vector-transfecteds cell under the same 
treatment condition with p<0.01 and 0.001 ). 
(B)The data is A are presented as the percentages of control.  
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(B) 
 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 

GFP vector 100 231 217 268 320 

hGSTA 100 219 186 250 279 

Figure 34 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on GOT activity in Chang 
liver cells. 
(A) Chang liver cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 
48 hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained 
untreated as controls. Means ± S.D. of three experiments ( *, ** and *** indicate 
significant differences as compared to the control with p< 0.05, 0.01 and 0.001; # and # # 
indicate significant differences between the hGST A2-transfected and control 
vector-transfecteds cell under the same treatment condition with p<0.05 and 0.01 ). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control. 
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Figure 35 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 treatment on GPT activity in Hep 3B 
cells. 
(A) Hep 3B cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 48 
hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained untreated 
as controls. Means ± S.D. of three experiments ( ** and *** indicate significant 
differences as compared to the control with p< 0.01 and 0.001; #, # # and # # # indicate 
significant differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfecteds 
cell under the same treatment condition with p<0.05, 0.01 and 0.001 ). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control. 

 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 
GFP vector 100 94 99 129 196 

hGSTA 100 97 104 149 212 
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(B) 

 Control DMSO 0.002 0.01 0.05 
GFP vector 100 187  167 *   235 ** 451 

hGSTA 100 298 272 352 504 

Figure 36 
Effect of hGST A2 overexpression and AFB1 ntreatment on GPT activity in Chang 
liver cells. 
(A) Chang liver cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection for 
48 hours, cells were treated with AFB1 or 0.1% DMSO for 24 hours, or remained 
untreated as controls. Means ± S.D. of three experiments ( *, ** and *** indicate 
significant differences as compared to the control with p< 0.05, 0.01 and 0.001; #, # # 
and # # # indicate significant differences between the hGST A2-transfected and control 
vector-transfecteds cell under the same treatment condition with p<0.05, 0.01 and 
0.001 ). 
(B) The data is A are presented as the percentages of control.( *and** indicates 
significant differences between the hGST A2-transfected and control vector-transfected 
cells under the same treatment condition with p< 0.05 and 0.01). 
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