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中文摘要 (Chinese Abstract) 

硝酸錯 (Ca也吋um Nitrate) 以濃度相關性方式減低中商倉鼠卵

巢細胞 (Chinese Hamster Ovary Ce1ls CHO Ce1ls)之存活率

(Viab也可) ，其抑制 50 % CHO 細胞存活率 (IC詞)之濃度為

0.015mM 0 相較之下，硝酸鉛 (Lead Nitrate) 則只稱抑制 CHO 細胞

之存活率。在本研究，璃，酸錯(Ca也吋umNitrate)和硝酸鉛(Lead Ni廿ate)

均不增加合微小核(Micronuc1ei MN) 之雙核 CHO 細胞數。然而，

硝駿鉛 (Lead Nitrate) 和硝酸錯 (Cadmium Nitrate) 均能增加姊妹

祟色分體之交換率 (Sister Chroma世d Exchanges SCEs) 。硝酸錯

(Cadmium Nitrate) 所加強之 SCEs 值大約與 Mitomycin C 所造成

之 SCEs 值相等，但卻比硝酸鉛 (Lead Ni廿ate) 所造成之值高 10 倍

以上。同時硝駿錯 (Ca也主1Ìum Nitrate) 亦能導致祟色體變異

(Chromosome Aberra世ons CAs) 頻率之增加，其中包括祟色體斷

裂 (Bre法s) ，無中心節 (Acentrics) ，接色體間交換 (Interchanges) 及

雙中心節 (Dicen甘ics) 等。除此之外，硝酸錯 (CadmiumNi廿ate) 亦

造成分裂係數 (Mitotic Index MI) 值下降，但是硝酸鉛 (Lead

Nitrate) 卻會使 MI 值增加。綜合上述結泉，此二種重金屬鹽類對於

CHO 細胞均具有細胞遺傳毒性 (Cytogenetic ToxiCÌ討es) ，但造成之細

胞毒性 (Cytotoxici世es) 有所差異?其在 MN 、 CAs和 SCEs 等遺

傳毒性上之作用程度亦有所不同。此外，本研究亦指出以 SCE 方法來

續槍硝酸錯 (Lead Nitrate) 和硝酸錯 (Ca也吋um Nitrate) 之致突變

效應 (Mutagenetic Effec均為最敏感 o
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英文摘要(Eng1ish Abstract) 

Cadrr吐血nm甘ate decreased 吐le viab泣ity of Chinese hamster 

ov訂y (CHO) cells in a concentra世on-dependent manner; 50% 

訊hibition (ICso) was achieved at 0.015 mM. In contrast, lead nitrate 

appeared to be less toxic. Neither cadmium nitrate nor lead nitrate 

significantly increased frequencies of binucleated CHO cells with 

mictonuclei (MN). However, both cadmium nitrate and lead nitrate 

could augment sister chroma世deχchanges (SCEs). Cadmium ni甘ate

induced SCEs with a potency approχimately equal to that 

叫yom伊拉1 C and more than 10 times higher than lead ni廿ate.

Ca也吋um nitrate also increased chromosome aberrations (CAs), 

which included breaks, acentrics, interchanges, and dicentrics of 

chromosomes. In addition, cadmium nitrate induced a decrease in 

the mitotic index (MI), but lead ni甘ate increased it. in summary, it 

appears that both of these two heavy metal salts have cytogenetic 

toχicities with different degrees of effects on the cytotχicity， MN, 

CAs, and SCEs in CHO cells. However, SCE was the most sensitive 

endpoint for indicating mutagenetic effects of cadmium and lea吐出

the present study. 
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綜論細胞遺傳毒性檢驗法

(Summary Discussion of Cytogenotoxic Assays) 

化學物質誘發哺乳類細胞產生細胞毒性和遺傳毒性之撿驗法:

一、有絲分裂係數(Mitotic Index; MI)和禁物濃度之設計(Select Dose 

Range) : 

有絲分裂係數(MI)是偵 j~lj細胞毒性的方法之一，主要是測量細胞

有絲分裂的活動力 (Mitotic Activity) ，所以可以藉此方法觀察整個細胞

群活躍的程度。如泉有絲分裂係數(MI)高，則表示整個細胞群很活躍，

所以有絲分裂進行較快;如泉有絲分裂係數(MI)較低，表示細胞群不活

躍，所以有絲分裂進行較慢。一般有絲分裂係數(MI)是計數至少 2000

個細胞中所合分裂中期細胞(metaphase)的數目。

No.ofcells 加 division

M.I (%) = x 100 
Total no. of cells 

MI 亦可用來決定實驗藥物之濃度(Veni社 and Parry，1984)' 一般以

降低控制組(con廿01)的有絲分裂係數(MI)至 2心25 %為最高實驗濃

度，再另取比最高濃度錢之二分之一及四分之一劑受作細胞遺傳毒性分

析。如所周之濃度不降低有絲分裂係數(MI)，但其次之劑量使有絲分裂

舔數(MI)為零時，貝IJ選用藥物濃度應:，J;t.Jl:t.毒性濃度稍低，再以此值濃度

之二分之一，四分之一及入分之一為試驗濃度(例如:假使濃度為 100

ιg/m1時其毒性為 100 % '濃度為 10μg/m1則不具毒性時其試驗

濃度財晨起 80，的，20 ~支吵起 gjml) 。
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二、祟色體構造變異之分析(Assays for 5甘uctural Chromosome 

Aberra討ons)

A.細胞過期之影響(The Influence of the Cell Cyc1e) 

祟色體標本成功襲片的關鍵需利用紡捶體抑制劑(如

Co1chicine 成 Co1ce倒挂)將細胞生長週期積蓄在分裂中期

(Metaphase)及以下之處理步驟以利於在顯微鏡下分析;各色體;

諸如低張溶液可使細胞膨漲，適當比例函定液的使用?進免祟色

體重疊的噴片技巧及選擇濃度適當的祟色劑。

分裂活，注細胞會進行一連串的循環，稱為細胞過期 (Cell

Cyc1e) 。即指分裂形成之細胞至下次分裂的這段期間稱之細胞過

期 (Cell Cycle) 可簡單分為問期 (Interphase) 以及分裂期 (M岫

phase) 。問期(Interphase)又可分為 Gl 期 (G1 phase)' 5 期 (5

phase) , G2 期 (G2 phase) ，而分裂期(M申phase) 又可分為前期

(Proph的e) ，中期 (Metaphase) ，後期 (Anaphase) 以及末期

(Teloph的e)(如圈 A) 。在 5 phase 時， DNA 進行複製，在 M

phase 峙，祟色體進行分裂?產生二個相同之子細胞。至於 Gl

ph諮e 及 G2 phase 又稱為 gap phase ，許多的代謝反應的進行

均發生在這兩個 phase '所以 Gl phase 及 G2 phase 並非不活

期。在不向種類的哺乳動物細胞，其 Cell Cyc1e 進行的時詞都不

會一樣，但在同種動物特定的組織細胞，其細胞週期(Cell Cyc1e) 

的時間則無所差異，當 DNA 開始複製時，即是細胞已依序進入

5 phase ' G2 phase 及 M phase ，而這一連續之過程皆以囡定

的速度進行著?當細胞進入 Gophase 則表示離聞 G1 phase 脫離

4 



了正常細胞過期 (Cell Cycle) ，當細胞道期 (Ce立 Cycle)無法進入 S

ph的e 或細胞因分化而成另一種細胞紀分裂的現象給抑制了(如

淋巴球細胞) ，這兩種情況都無法進行正會的細胞週期 (Cell

Cycle) 。

向、、\

\ 

Prophase 
Metaphase 
Ana -P hase 

Te'ophase 

聞 A 顯示各分期在細胞週期所佔之比例，不同細胞其比例分

配會有所不悶，尤其 Gl 期。注意分裂中期(M-phase)所佔時間

相當短，此時祟色體可區隔。

3 



細胞運期(Ce立 Cycle)對影響分析祟色體標本的重要性可由下

列幾點說明:

1) 接色體在 Gl phase 、 S phase 、 G2 phase 持其形態主鬆散

狀(Decondensed) ，而在前期(Prophase)學色體才問始進行濃

縮，只有在中期 (Metaphase)時，學色體之兩股分悶，接色體

都主緊縮狀態?祟色反應也較漾，所以此持最易於分析，在

後期 (Anaphase)染色體分f布在紡結絲之兩椏處，在末期

(Telophase)時茶色體的表現則無法用光學頸微鏡區分出各別

祟色體。

2) 中期(Metaphase)只占細胞過期(Cell Cycle)的微小部份，在細

胞培養的過程中加入適量 Co1cemid 或 Co1cichine 幾個小時

可中止紡縫絲 (Mi如說c Spindle) 的作用，而使進入中期

(Metaphase)之細胞停留在此階段。

3) 如所使用的細胞屬於不分裂細胞 (Go Cell) 則在加入

~位togen(Mitosis-S組mulating Agent)可使細胞從Gophase 回

到正常細胞退期。使用此類細胞時，試菜可在培養開始采細

胞分裂後加入。而後者較佳，因所加入的毒物有時會在

Mitogen 存在下亦會抑制 Go進入 G1 。

住)多數會秘袁祟色嫂的化學物質在產生祟色體變異前需經歷 S phase , 

此種化學物質之作用被稱為s-d可>endent 0 有少數化學物質~S

ind呵閉關t '當細胞在Gphase 時，被加入黨品會可在緊接著的分

裂中期產生祟色體變異?所以在加入禁物後，通常需再齒高一個細胞

超期(Ce11 Cyc1e)後，再採收(Harve弦)細胞。

6 



5) 在有利情況下，細胞過期(Cell Cycle)的時間是一定的，但在

加入蔡物之後， Gl phase 可能被拯度延長，甚至可能短暫進

入 Go phase '所以整個 Cell Cycle 的時間就被延長。由於

產生明顯祟色體變異之細胞經過幾次細胞逕期(Cell Cycle)後

會死亡?自比如胞祟色體變異必須在藥物處理後的第一個中

期(Metaphase)觀察祟色麓的形態，如泉蔡物造成細胞退期

(Cell Cycle)延長時?若貝寧、正常時問採收標本，可能此時無法

觀察到祟色鐘之異常形態。

B. f各色體變異之分類(Classifica世on of Chromosome 

Aberrations) 

;各色體變異乃指;各色體構造的變化可在顯微鏡下觀察到，其

可能由於單一茶色分體之祟色物體物質的遺失而完全撕裂，而遺

失的部份在分裂中期時可能以斷片 (Fragements)存在，並可能在

細胞分裂後形成微小核。單身裂的祟色分體亦可能重組而形成單純

成複雜的結構變化。大部份的祟色體變異由於遺失重要的基因訊

號或無法正常做有絲分裂為死亡，但細胞如祟色體移位

(Translocation)和小部份遺失(Small Dele討on)到能正常分裂為

存活下來。由於許多接色體變異細胞在分裂後無法存活，所以理

想的採收祟色體標本時間是在加蔡後滿一細胞週期， i連平或太慢

採收，會低倍;各色體變異頻率。對於未闊步化的細胞

(Asynchronous Ce11s) ，頁'1 以加藥後一個半週期採收標本最適

當。但藥品如造成細胞週期延長?身j理想、採收標本時間就可能二

個或以上之細胞週觀。

7 



祟色體變異可分類成: 0ler吐吐 andP訂了y，198住)

I.祟色體型(Chromosome Type) :祟色體之二條祟色分體在同

一位置產生變異，其包括 a. 間隙(Gap or Achromatic Lesion ; 

g) -問隙(非祟色區)比祟色分體直徑短 b.學色體斷裂

(Chromosome Break or Terrr由lal Dele話。n ; c) 即在非複製期

Gl 戒心為發生，而在複製後的分裂中期被發現，有時斷裂之殘

片無法被發現 c.交換 1.二三個茶色體問交換(Interchange

Between Chromosomes cj c) 國在 Gl 期形成，往往形成雙中

心節(Dicen廿ic)' 2. 同一個祟色體問交換(Interchange Within 

A Chromosome cj c) -往往形成環狀變異(Ring) 。

1I.祟色分體型 (Chroma說d-type) :除孤立祟色分體斷裂外

(Isochromatid Breaks)外，通常只指單一條祟色分體變異，其包

抬 a.悶隙(ρGap ; gθ) 且非3祟吾色區小於祟色分體直徑 ;b.3祟裊色分

體斷裂(κCαhr

c. 1J亨孤瓜立祟色分體斷裂 (lso倪ch趾roma甜世d Break su吋); d. 交換

(Exchange) 闢由於祟色分體單身裂後又重新組合而成，構造可能相

當複雜:1.二個奈色體問交換骨可分對稱和非對稱二種， 2. 冉一

個學色體問交換(Interchange Within A Chromosome cjc) , 

可分單臂和雙臂 3. 孤立學色體/祟色分體問交換

(lsochroma世吐jChromatid Interchange ij c) 。

欲準確的鑑定和分類祟色體變異之三亞態，非單看文字說明所

能辦得到，首先需經有經驗的細胞遺傳學家的指導?加上一段時

間的訓練才辦得到。
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三、微小檢法(Micronucleus Assay) : 

微小核(MNs)的形成是由於祟色體成分留延遲而無法在分裂

後期(Anaphase)分佈到適當的紡縫體位置以至細胞分裂後無法包

含在于細胞主核內。微小核(MN)只出現在其中之一的子細胞中，

呈一個或多個小核分佈於細胞質中。微小核(MNs)主要是由不合中

心節 (Acentric) 的接色體碎片所形成(Heddle and Carrano , 

1977) 。但當細胞分裂時如紡矮絲出了問題會致使整條祟色體發生

延遲現象(Lagging Chromosomes)而產生較大之MN 0 細胞紡綾

體毒物處理後，往往產生此種較大的微小核(MN)(Yamamoto and 

Kikuc划， 1980 Lynch et alλ993) 。微小核(MN)可在任何分裂

之組織細胞中產生。 Schmid(1976)曾廣泛地應用骨髓的嗜多色社

血球(Polychromatic Erythrocytes)來探討微小按(MN) 0 Heddle 

et al. (1983)在調查分析 MNs 法後?建議 MNs 法可用來探討遺傳

毒性。隨著技術上的突破，微小核試驗法現在已被推廣使用於偵

別老鼠其它體細胞的細胞遺傳毒性(Tates et aL,1980 Shindo et 

al.,1983 Adler,1993 Marrazzini et al., 199是)。尤其 Fenech

和 Morley(1985)以 Cytochalasin B 抑制 M-phase 進入 Gl phase 

而造成雙核細胞後，更增加微小核法之準確性和實用性。

判斷和計數MN 之準則: (Heddle, 1973; Coun甘ymanand
Heddle,1976; Roberts et al.,1986) 

1 、 MN 之直徑需小於主核直徑之三分之一

趴在顯微鏡下觀察不至反射現象

3 、 MN 的顏色與主核相似或較主核之顏色深

是毛 MN 必續在細聽質肉?但不能與本核連接在一起

5 、雙核細胞之二個主核如重疊在一起?則不計數

6 、雙核細胞內含一個以上之 MN 時，以一個 MN 計數

9 



四、姐妹祟色'7J體互換的基本原理(The Principle of Sister Chromatid 

Exchanges) 

姐妹祟色'7J體互換(SCEs)的產生代表DNA 的複製產物在對等

處發生交換，至於姐妹祟色分體互換(SCEs)產生的機轉很多會包

括了堂皇且修補(Recombination Repair) , DNA 在損害處複製的改變

(Replica世on Bypass Model) ，或是鄰近兩條複製鏈的非同步 DNA

合成等，儘管確實的機轉還不能確定，但是一般認為姐嫁學色分

體互換代表 DNA 受悔，經過許多的研究已經確定致變劑

(Mutagens)以及大部分的致癌劑(Carcinogens)都會破壞 DNA , 

並且會增加姐妹祟色分體互換(SCEs)的頻率，凡是會破土衷 DNA 的

物質稱為具有遺傳毒性(Genotoxicity) ，因此姐妹祟色分體互換

(SCE)不失是為一種靈敏度拯高的遺傳毒性偵倒法。

姐妹祟色分體交換 (SCE) 是讓 5衍了omo間2'-

deoxyuridine(BrdU)進入細胞核內，因為 BrdU 的化學結構與細胞

胸腺告是(Thymidine)相似?所以在進行 DNA 複製時， BrdU 便

混入 DNA 的結構中。如閻 B 所示，當;各色體以 BrdU 取代胸腺

嘻使(在lymi也ne)進行第一次 DNA 複製後?每一條祟色分體的雙

股中會有一般含 BrdU '若是我們以符號“T"代表胸腺嗤是

(Thymidine) ，以“B"代表 Br吐u ，別第一次 DNA 複製後，每一條

祟色分瓏的 DNA 均為 BT ，並沒有不同，但細胞若繼續以 BrdU

取代胸腺嗤是進行第二次 DNA 複製後，則!可一祟色體的兩條祟色

分鐘中賣會有一條學色分鐘的 DNλ 為 BT '而另一條祟色分體的

DNA 為 BB ，如此同一祟色體的兩條祟色分體合 BrdU 之 DNA

10 



的股數就有不悶， BT 祟色分體只有一股 DNA 合 BrdU , BB 茶

色分體則為股 DNA 均含有 BrdU 0 姐妹奈色分體對比祟色法

(SCEs)(Perry and Wol缸:，197生)就建立在這個不同點上，此種 BT-BB

祟色體要先以祟核酸的螢光茶色齊~ Hoechst 33258 處理，使

Hoechst 33258 與 DNA 結合，再以 365nm 紫外光照射，以 365nm

紫外光處理會使得接色體上的 DNA 產生光解，並立含有 BrdU 的

DNA 比不令 BrdU 的 DNA 史容易於被 365nm 紫外光所分解，所

以經 365nm 紫外光處理後，合 BB f各色分體 DNA 的殘羹比今 BT

朵色分體的殘童少。而吉氏祟色液(Giemsa)則會與 DNA 結合，所

以 BT-BB 祟色分體在經照射 365nm 紫外光後?合 BB 接色分體的

;各色就比今 BT f各色分體的祟色淺。藉由此姐妹祟色分體的祟色差

可在一般光學顯微鏡下計數藥物處理後其祟色分體交換的頻率

(Veni社 and Parry, 1984) 0 (如圓 C)
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圈 B. 細胞以 5-bromodeoxyuridine 取代 Thymidine 進行 DNA

複製兩次其祟色體之示意圈。
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圈 C. 姐妹祟色分體交換(SCEs)

(i)三三個 SCEs

(ii)迫中心節之一個 SCE

(iü)姐妹祟色分體臂在中心節處扭轉，所以沒 SCE
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緒論 (Introduction)

由於金屬普遍存在我們的生活環境中，所以研究可能是致突變物

(Mutagens) 和致癌物 (C訂cinogens) 之金屬對人類健康而言是很重

要的，金屬在自然環境中之分佈隨著人類大量之工黨活動而改變，此種

改變造成生活環境中之金屬濃度增高五令人注意之地步，此情況不僅導

致一般人之曝露機會增加?亦對從事荼些特定職索之工作人員造成嚴重

傷害，尤其錯 (Cadmium) 和鉛 (Lead) 在人類之文明史中一直是廣被

使用之重金屬，所以更引起注意。

雖然對於錯 (Cadmium) 和鉛 (Lead) 所造成之致突變效應

(Mutagenic Effect) 已有其他學者研究，然而在這些研究的發現中仍有

許多爭論與存疑，例如 Bauchinger 和 Schmid (1972 年)發現封於

CHO 細胞以不同濃度之醋酸鉛 (Lead Acetate) 加以處理，立在無法造

成祟色體變異 (Chromosome Aberrations) 數目之增加， Schr吋d et 

al. (1972) 亦發現對人類淋巴球 (Human Lymphocytes) 以不同濃度

之醋酸鉛 (Lead Acetate) 處理，亦不導致 CAs 值增加，然而亦有報

告指出醋駿鉛可在人類淋巴球增加 CAs (Beek and Obe, 197生; Obe et 

al., 1975) 。此外， Wulf (1980) 亦報告硫酸鉛可在人類淋巴球增加

SCEs 0 至於錯 (Cadmium) 在活體外哺乳類細胞遺傳毒性之研究，

Paton 和Allison (1972) 在人類淋巴球 (Human Lymphocytes) 及

Umeda 和 Nishimura (1979) 在 FM3A 細胞以氣化錯 (Ca也吋um

Chloride) 加以處理，並無發現有茶色分體 (Chroma說d) 之斷裂

(Break) 會提高 Shirais諧的 al. (1972) 發現人類、講思主主(日間nan
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Lymphocytes) 能在 Cadmium Sulfide 之誘導下產生系色體變異

(Chromosome Abe口a世ons) , Bohr 和 Bauchinger (1976) 在 CHO

細胞加入 Cadmium Sulfate 處理後亦觀察到相似之祟色體變異

(Chromosome Aberrations) 。

由以上之證據顯示無機銷毀 (Inorganic Cadmium Sal祖)和無機

鉛聾 (Inorganic Lead Salts) 在哺乳類系統中所造成之致突變活性

(Clastogenic Activity) 可能和所參與反應之陰離子 (Anion) 及特定

測試系統之使用有所關聯，在本研究中有一系列之短期 (Short-Term)

分析方法被採舟，包括細胞之存活率(Viab吐ity) 、分裂係數 (Mitotic

Index MI) 、微小核 (Micronuclei MN) 、祟色體變異

(Chromosome Aberrations CAs) 和姐妹祟色分體交換率 (Sister

Chromatid Exchanges SCEs) 均被用來測試硝酸錯 (Ca也mum

Nitrate) 和硝酸鉛 (Lead Ni廿ate) 對 CHO 細胞所造成之細胞毒性

(Cytotoxicity) 和遺傳毒性 (Genotoxicity) 。由於本研究結合多種實驗

指標 (Index) ，所以希望勢於硝駿鉛字口硝酸錯是否造成細胞遺傳毒性

(Cytogenotoxici ty) 能提供最可信之結果。
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實驗材耕和方法 (Materials and 說ethods)

一、蔡品名稱和製備(Drugs and Preparation) 

硝酸錯 (Ca也ru山n Ni廿ate) 和硝酸鉛 (Lead Nitrate) i容在減萬

蒸餾水中硝酸錯之最終濃度(mM)為 1.0 x 1肝、 3.0 X 10-4、 1.0 x 

10-3 , 3.0 x 1肘，硝'酸鉛則為 1.0 X 10-3 、 3.0 X 10-3 、 1.0 X 10-2 、 3.0 x 

1妒， MitoI!lycin C (MMC Sigma) 亦溶在減茵蒸餾水中，其最終濃

度為 3.0 x 10-lmM 0 

其餘化學試~j之濃度和廠牌如下:

Trypsin (0.25 %) : Gibco 

Trypan b1ue (0.4 %) : Sigma 

Colcemid (O.lmgjml) : Gibco 

Potassium chloride(75mM) Merck 

Fix s01ιn (Methan01 Acetic Acid = 3 1) : ìvlerck 

Cytocha1asin B (3mgj ml) : Sigma 

Giemsa (3 %、 10 % , PH6.4) Merck 

5-Bromo啃2'-deoχyuridine (Brdu) (10mgjnil) : Sigma 

b話 Benzi叫de (Hoechst N 0.33258) (5mgj ml) : Sigma 

PSN Antibiotic mixture : Gibco 

。5mg Penicill泊

C6l5mg Streptomycin 

Q)10mg Neomycin 

。C6lQ)溶於 1ml 之 0.85% saline 
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PBS : Merck 

G 是.09g NaCl 及 1ι9gKCl

@ 6.8gKH2PO品及 7.10g Na2日PO-1

Q)@溶於 500ml 之水溶液(pH 6.8) 

2XSSC Merck 

也是11 gC6日5Na307.2H20 及

8.766g NaCl ;容於 500ml 之水溶液(pH 6.8) 

Buffer Merck 

O.88gK2HP。在及 1.01g KH2P0-1溶於 500rr吐之水溶液

(pH 6.8) 

Sigma: Sigma chemical company, U.S.A. 

Nlerck: E. Merck, Germany 

Gibco: Gibco B:E之L， U.s.A. 

二、儀器 (Ins甘回nents)

無菌捧作台( Lamina Flow) : Bellco Glass (Canada) C02 W 0 

(U.s.A.) 

培養箱( Incubator) : NUAIRETM IR AUTOFLOW C02 vvater-

Jacketed Incubator Temperature 

370 C ，Humidity 蟬的-98 %會 C02CO訊社01- 5 

% 0 (U.s.A.) 
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離心機(Cen出fuge) : Hettich RotantajR (U.5.A.) 

uv 買主射燈 [Long Wave Ultraviolet (365nm)] 5pec甘oline

Model ENF-280C (U.5.A.) 

烘片機 (5証deW訂mer) : Fisher (U.5.A.) 

7位浴機(5haker Bath 130) : Kodman (U.5.A.) 

細胞詩數器(Hemacytometer) : Reicher吋ung (U.5.A.) 

高級研究用光學類微鏡 (Microscope) : Nikon Microphot-FXA 

(JAPAN) 

三、細胞 (Cells)

中聽倉鼠卵巢細胞系 Chinese Hamster Ovary (CHO) cells 

細胞過期 (Cell Cycle) 約為 12 hrs. 

用細胞計數器 (Hemacytometer) 取得 5χ105 個 CHO 細胞

培養在含 10 %小牛血清 (Fetal bovine serum FC5) 以及

penicillin j s甘eptomycin (50 uni括jml) 的培養液 (Eagle ‘s

minium essen世al medium EMEM) 中

• 
然後放入 370C 之培養箱中通入 5% C02 並保持濕潤

;培訓S
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培養且中換成不合血清之培養液分別加入各種不同濃度之金屬

鹽試蔡及 3.0 x l ü-4rnM MMC 

i 藥物作用 2叫

以令血清之培養液清洗細胞(連續 3 次)

加入合血清之培養液繼續培養以深討下列細胞毒性或遺傳毒性

A. Viability 

B. 恥11

C.MN 

D.CAs 

E. SCEs 

18 



A. 細胞存活率(Viab也可)

a. 細胞 5 X 105 CHO cells 

b. 藥品:硝酸鍋 (Ca也ni叫nNi甘ate)

硝酸鉛(Lead Nitrate) 

Mitomycin C (MMC) 

Trypsin (0.25 %) 

Trypan blue (0.4 %) 

c. 樣器 Microscope

Hemacytometer 

d. 蔡物的處理時間:

Time course 

5 X 105 CHO cell 26 hrs: n o +t a Z 
E

﹒
阻

，
控
抖

的
吋

。馬培養波洗掉藥物

@加入含血清之培養
加入甘ypsm

2生 hrs :(i)用 PBS(-)洗二二次建改用

不合血清之培養液

@加入藥物5克 MMC(100μ1)

e. 細胞的製備:

細胞經 trypsinization (0.25 %向TpSin)

以 0.4 %廿ypan blue 處理 (resuspend)

5-10 min ~ 
以 Hemocytometer 分為幾悟區域在顯微鏡下計數總細胞數以
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及死細胞數(死細胞被祟色呈深藍黑色，活細胞不被祟色) ，細胞

存活率按下列主:式計數，結果則以負對照組當 100 %'求出其比

值?並由濃度抑制曲線霞 (Concentra世on-Inhibition Curve) 中

求出 CHO 細胞存活率之 50% 抑制濃度 (ICso) 。

Total cells-社ead cells 
Viability (%)= X 100% 

Total cells 
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B. 細胞分裂係數 (Mitotic Index MI) 

a. 細胞 5 X 105 CHO cells 

b. 藥品:硫酸錯 (Ca為nium Nitrate) 

硫酸鉛(Lead Nitrate) 

Mitomycin C (MMC) 

士可rpsin (0.25 %) 

Colcemide (1μg/ml) 

KC1 (75mM) 

Fix solιn (75 % methano1 : 25 % acetic acid == 3 1 ) 

c.儀器 Microscope

d.禁物的處理時間:

Time course 

Qd n
H峙
，

ρ
l
v
 

C O H c m3 nu 
旬
，
-
-

X 5iiliev 
26 hrs: 42hrs: 廿ypslnlza討on

。周培養液洗掉禁物 trypsin 

。用 PBS(-)洗二次復改用不合血清之培養液

@加入黨物或 MMC(100μ1)
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e.細胞的製備:

細胞經向rp5iniza桂on (0.25 %廿yp5in)

↓叫m離心 8min

以 75mM KC1 處理 8 min (re5uspend) 

↓向心m

倒掉土;青液

緩緩加入 7ml Fix 501ιn (methano1 acetic acid 3 1) 處理

30 rr世n

l 川離心

加入 Fix 501‘n5ml '處理 5 削n

l 叫…
倒掉土清液

加入 Fix 501'n 5ml '處理 3min

l…… 
22 



倒掉上清液

…dijshj 心…吋浮液
將混合液滴在濕玻片上

將玻片置於烘片機上 (56oC) 會待其乾嫖

以 3% 吉氏;各色劑 (Giemsa) 祟色 6 rnin 

在的Ox 顯微鏡下連續計數的00 個細胞中 metaphase 所占數

目，立在以下列主:式計算出細胞分裂係數 (MI) :每個處坦飽，均操

作三次。

No. of éell in diviSlon 
MI (%)= 

23 
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C. 細胞微小核法(Miαonucleus Assay MN)(Fenech and 

Mor1ey,1985) 

a.細胞 5 X 103 CHO ce11s 

b.藥品:硝酸錯 (Cadmium Nitrate) 

硝較多岳 (Lead Nitrate) 

Mitomycin C (MMC) 

Cytocha1asin B (Cyt B)(3μgjml) 

Trypsin (0.25 %) 

KCl (75mM) 

Fix sol 'n (methano1 acetic acid == 3 1) 

3 % Giemsa (pH 6.4) 

c.儀器 Microscope

d.禁物的處理時問:

Time course 

5 X 103 CHO Cel1s 26 hrs: 42hrs: tryps扛lization

0周培養波清洗細胞

@力。入含血清之培養液 I tηrps泊

會持y

@加入 cyt B 

k立3缸

t 24hrs : 

16hrs 可信

。周 PBS(一)洗二次復改為不合血清之培養i"夜

@加入藥物表 MMC(l00μ 力

。加入 cyt B(10 IJ. 1) 
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e.Micronucleus 之業備:

細胞經向rpsm泣a世on (0.25 %甘ypsin)

↓ 1200叩m 離心 8min
以 75mM KCl 處理 1min (resuspend)後?

抖。。中m離心 8min
倒掉上清液

緩緩加入 7nù 呂定液會處理 30min (靜置)

↓1200rpm~心 8min
倒掉上清液

• 
加入 5nù 自定液，處理 5min

↓ 1200rpm 離心 8帥
倒掉上清液

加入 5nù 固定液處理 3min

↓航向心 8凶n
加入 0.5nù 固定液小心充分混合使成懸浮波

• 
將混合液辛棄輕瀉於乾玻片上

25 



待玻片乾後書的%吉式祟色劑 (Giernsa)1各色 6rn扭

• 
在 1000X Microscope 下連續觀察 1000 個雙核細胞中所合MN

之數岳，每個處理組均至少捧作三次。
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D. 祟色體變異法(Chromosome Aberrations Assay CAs) 

a.細胞 5 X 105 CHO cells 

b.藥品:硝舊交錯 (Ca也吋也n Nitrate) 

硝酸鉛 (Lead Ni甘ate)

Mitomycin C (MMC) 

Trypsin (0.25 %) 

Colcemide (O.lmgj m1) 

KC1 (75mM) 

Fiχsol 'n (methar叫 acetic acid = 3 1) 

3 % Giemsa 

PBS (一)

c.儀器 Microscope

d.藥物的處理時間:

Time course 

5 X 105 CHO Cells 26 hrs: 421甘s: 甘ypsinization

0周培養液清洗細胞

@加入含Ja.清之培養液

2hrs .. 16hrs 

24hrs . T 2hrs 

。lcemide

t可伊拉

CD !ll PBS(一)洗二次復改用不合血清之培養波

@加入藥物主 MMC(l00μ1)
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e.Chromosome Aberra世on (CAs)之製備:

細胞經向rpsini訊社on (0.25 %廿ypsin)

↓ 1200rpm 離心 8帥
以 75訂心1KCl 處理 8min

抖。。中m離心 8min
倒掉上清液

• 
緩緩加入 7ml 閏定液會

處理 30m加(靜置)

↓1200rpm 離心 8剖n
倒掉上清液

• 
加入囡定液 5誼通處理 5min

倒掉上清液

↓1200仰離心 8帥

加入囡定液 5ml 處理 3m泊

↓1叫m離心 8的
加入 0.5ml 呂定液，小心充分混合使成懸浮液

• 
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將舍。.2ml懸浮液之滴管與玻片呈鈞。角，用力滴下使細胞破碎

m fo 
色泓

一
小

a m e G 
一
。

iiiIVo--iiiv 

門
d

x be 後乾β月，
皮

ZJ 丰
守

?
可

每個處理組觀察 100 個 metaphases (50 個 metaphasesjc址ture)分析其

茶色體變異情形。
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E. 姐妹祟色分體交換法 (Sister Chromosome Exchange Assay 

SCEs) 

a. 細胞 5 X 105 CHO Ce11s 

b.蔡品:硝酸錯 (Ca也nium Nitrate) 

硝酸鉛 (Lead Nitrate) 

Mitomycin C (MMC) 

5-Bromo-2' -dexoxyuridine (Brdu)(10μgjml) 

Colcemide (O.lmgjml) 

KCl (75mM) 

Fix so1' n (Methanol Ace桂c acid = 3 1) 

Bisbenzimide (指的st No.33258) 

PBS : CDNaCl + KCl 

0KH2P04 十 Na2HP04

c.儀器: 1. UV 照射燈 (365nm)

2. 烘片機 Slide warmer 

3.水浴機 Shaker bath 130 

4.Microscope 
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d.藥物的處理時間:

Time course 

5 X 105 CHO Ce11s 26 hrs: 是8hrs: 甘ypsinization

2生hrs

。周培養液清洗細胞

@加入令血清之培養液

@加入 Brdu(60μ 力

2芯S

colcemide 

甘于伊拉

。用 PBS(一)洗二次復改用不合血清之培養波

@加入蕪物式 MMC(100μ1)

@加入 Brdu(60μ 。

@將培養JJIL蓋上黑袋

e.SCEs 之置備 :(I'll)

;細胞經 Trypsiniza世on (0.25 % Trypsin) 

抖。Orpm 離心 8min
倒掉上清液

加入 7」叩18帥
↓ 1叫m離心 8min

倒掉上清液

• 
緩緩加入 7ml 廚定液處理 30min

↓ 1200rpm 離心 8帥



割掉上清液

• 
加入茁定液 5rr吐處理 5min

抖。。中m離心 8岫

加入固定液 5m1處理 3min

抖。Orpm$.心 8min
加入固定液。.5m1與懸浮液充分混合

• 
將混合液滴在玻片上

• 
將標本產於烘片機 (56

0

C)上乾嫖

↓ 2是加
以螢光+吉氏祟色法(Perry and Wolff ' 1974)f各色

n. 玻片以 Hoechst 33258 (5μl/m1)/PBS (pH6.η; 避光處理

向↓

水洗玻片

• 
玻片放置在2X SSC 溶液中型以水浴法 (65

0

C)處理的nun

32 



水洗玻片

• 
將玻片以 PBS (pH6.η浸潤?再以 365nm 波長之uv 照射

10rr由1

+ 
水洗玻片

+ 
以 10 % Giemsa 祟色 10min

+ 
在 1000X 類微鏡下尋找擴展良好合 20-22個系色體之第二分

裂中期細胞(M2)加以分析姐妹祟色分體交換頻率

每個處理組分析 100 個2nd metaphases (50 

metaphasesj culture) 結泉以 mean 士 SE (SCEs per 

metaphase or SCEs per chromosome)呈現。
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五統計分析(Sta泣s討cal Anal ysis ) 

細胞存活率(Viab也可r) ， 細胞分裂係數(MI) ，微小核(MN) ，和姐妹

祟色分體交換率(SCEs)之結果以 mean 士 SE 呈現，並以 one-way

analysis of Variance (ANOV A) ，緊隨以 Dunnet's test 和負對照組之

結泉做統計分析，;各色體變異(CAs)之結泉則以卡氏分析法和負對照組

之結果比較分析。

3-J. 



結惡之 (Results) : 

A.細胞存活率(Viab也可r) : 

硝舊交錯(Ca也nium Nitrate) , $j高單位告(Lead Ni仕ate)和 MMC 對 CHO

細胞存活率之影響如園一所示，硝酸錯(Ca出nium Nitrate) (1.0 X 10 

- 4_- 3.0 X 10 - 2mM)主濃度相關性的抑制 CHO 細胞存活率，但硝

酸鉛(Lead Nitrate) (1.0 X 1。一入 3.0 X 10 -2 mM)只降低 18.5-19.6

%之 CHO 細胞存活率，正控制紐約 MMC 亦僅輕微的抑制 20.4 % 

之CHO 細胞存活率。

B.細胞分裂係數(MI) : 

如圖二和圈三所示，硝酸鈍(Ca也吋umNi甘ate)從 3.0 X 10- 4 至

1.0 X 10- 2 mM均能使 MI11直有意義地降低，但硝酸鉛(Lead Ni甘ate)

在濃度1.0 X 1。一 3mM和 3.0 X 1。一 3mM卻有意義地增加 MI 值。

C微小核(MN) : 

如表一所示，任何試驗濃度之硝酸錯(Ca也nium Nitrate)和硝酸鉛

(Lead Ni甘ate)均未有意義的增加雙核細胞中微小核(菌四)之數百?

但扭扭C 財顯著增加之發
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D諮色體變異(CAs)

如表二三和續五至九所示硝酸錯 (Ca也niumNi仕ate) 在濃度(自M)

1.0 X 1。一 3 和 3.0 X 1。一 3 和 MMC 相似產生突變性?這種致突變性

包括系色體斷裂(Breaks ; 1寶玉) ，雙中心節(Dicentric 圈六) ，無中

心節(Acen廿ic ，聞七) ，學色體問交換(interchange 圈~) '1各色體

粉碎(pulveriza討on ，圈入)及內受複製(Endoreduplication 圈九)

但 Pu1verization 及 Endoreduplication 不包含在CAs 分析範園內，

硝酸錯 (Cadrnium Ni廿ate) 的其他濃度(mM) 1.0 X 10- 4和 3.0 X 

10 -4 及硝酸鉛(Lead Ni仕的e)之各種濃度封 CAs 並無顯著改變，但

所出現染色體變異情況與負控制組(Con討。1)有所不同(表二)。

E.姐妹祟色分體交換率(SCEs)

如表三及國十五十三所示，硝說錯 (Cadrnium Ni廿ate) (3.0 X 

10 -4 至 3.0 X 10 -3mM)及硝酸鉛(Lead Nitrate) (3.0 X 10 - 3 至 3.0

X 1。一 2mM)均會有意義地增加 SCEs 之值。事實上，硝酸錯

(Ca街m也n Nitrate)與 MMC在濃度均為 3.0 X 10 - 4mM時雪其所

造成 SCEs~益相當，為硝酸鉛則需;更高之濃度(這 3.0 X 1。一 3mM)才

能有意義地提升 SCEs 之值?由以上結泉顯示硝酸錯(Ca也吋um

Ni甘ate) 引起 SCEs 之效力大於硝酸鉛(Lead Ni甘ate) (約大於 10 倍)
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討論(Disc祖ssion) : 

在本研究中，硝酸錯(Ca也nium Nitrate)和硝酸鉛(LeadN忱的e)兩者

均能降低 CHO 細胞的存活率(Viability) ，但是抑制的形態卻不相筒，

硝駿錯(Ca也nium Nitrate)以濃度相關的型式(Concentration帽Re1ated

Fashion)降低 CHO 細胞的存活率會但硝酸鉛(Lead Ni甘ate)所顯示的只

是稍微的抑制。然而以 Trypan B1ue 來研究細胞的存活率，可能無法正

確的估計細胞族群的反應，所以有﹒必要更進一步以較精確的檢測方式來

研究，例如 C10ning Efficiency 。有關 MI 龍的研究，我們發現硝酸錯

(Ca也m山n Nitrate)能抑制 MI 值?錯離子之此種結泉與先前 Lakkad et 

al. (1986)在 CHO 細胞以及 Zh缸宅和 Yang(1994)在 Hordeum Vu1gare 

之研究有相似的結果，既然錯 (Cadmium) 對硫氫基 (Sulfhy壯y1

Ugands)有較高的親和性(Va叫ina et al. 1978; Lin回Shiau and Fu; 1980) 

所以如Lakkad et al. (1986)所主張銘(Ca命吋um)與形成紡縫體(Spindle)

之蛋白質(Spindle Forming Protein)的硫氫基(Sulfhydry1 Group)之交

互作用可能是造成錯(Ca也m也n)影響細胞分裂之厚、茵。相較而言，較低

濃度之硝酸鉛(Lead Ni甘ate)卻能導致明顯增加 MI{在'Jl:仁和'. Co1umbano 

et al. (1983)之報告有相似結泉會其發現硝酸鉛(Lead Nitrate)可促使在.
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大鼠肝臟細胞們epa垣c Cell)之 MI 值增加，然而 Hessler(1975)提出報

告指出氯化鉛(Lead Chloride)對羔些漂類能延緩其細胞分裂。對這種不

闊的結果我們認為部份可能是因參與反應的陰離子和所使用之試驗系

統不同所造成。

在遺傳毒性(Genotoχicity)方面之研究會只有高濃度(注1.0 X 1。一

3rnM)之硝酸錯(Ca出ruum Nitrate)能引起明顯之祟色體變異(CAs) ，且

其變異主要為學色分體形態 (Chroma世d Type) 。此與 Rohr 和

Bauchinger(1976)以 O.lmM硫酸錯(Ca也ruum Sulfate)處理 CHO 細

胞，以及 Gasiorek 和 Bauch加ger(1981)以 O.OlrnM和 1mM醋授氣

(Cadmium Acetate)處理人類淋巴球細胞(Human Lymphocyte)所得之

研究報告相吻合。此外， Lakkad et al. (1986)提出氣化氣 (Ca也mum

Chloride)G三 0.1μgjml) 能使 CHO 細胞之 CAs 值增加，此種結泉顯

示在體外實驗，錯所造成之祟色體變異(CAs)似乎與陰離子無關。

雖然 Berces et al. (1993)報告錯離子在人類淋巴球可增加微小核數，

Ja伊拉a 和 Adiga(1994)在小白鼠骨髓細胞之研究亦得到相似之結泉。但

在本研究中?硝酸錯和硝酸鉛兩者在微小核(MN)實驗之觀察並無類似

反應會雖然麓Ij、校(MN)的形成是由奈色體斷裂(Chromosome Break) 
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和紡縫體異常(Spin吐leDys如nc世on)所造成的?但在本研究中發現微小

核(MN)和茶色體變異(CAs)之間無一致性，此種結泉可由 Carr扭。和

Heddle (1973)所提出:並非所有茶色體變異均能以微小核(Micronuclei)

之形式表琨出來，以及 Wakata 和 Sasaki (198η所提出:單一之微小核

(Micronucleus)並非種由單一延遲性茶色體或祟色體片段(Lagged

Chromosome or Chromosome Fragment)所形成來加以解釋。就本實

驗所採周之各種遺傳毒性試驗加以比較?硝酸鉛和硝酸錯為較強之

SCEs 活性誘導物(Ac位ve lnducers)而其誘發MN 和 CAs遺傳毒性之作

用則較弱。

本研究顯示 SCEs 仍是重金屬造成遺傳性改變之最敏感指標， Wulf 

(1982)亦提出一般化學物質造成 SCEs 增加之劑量較引起系色體變異

(CAs)之劑量低。在本研究，事實上硝酸錯(Cadmium Nitrate)誘發 SCEs

之能力與 Mitomycin C (MMC)相似，且遠比硝酸鉛(Lead Ni甘ate)更具

效力。 Mitomycin C 是已知的生物功能流基化劑 (Bi。如nc世onal

Alkyla甜可 Agent) ，其能和 DNA產生交叉連結，因而影響核授(Nucleic

Acid)之合成和功能(Crooke and Bra也ler，1976) 。現在亦知氣對 DNA

氮鹼基本具有藐尋毅力 (Goodg扭扭的 al.，1975) 。基於以上之論點，我們
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推論硝酸錯(Cadimum Nitrate)和 MitomycinC 相似?具有直接與DNA

作用之能力，因此導致高頻率之 SCEs 1J益。

雖然目前對於金屬導致細胞遺傳毒性(Cytogenetic Toxicity)之機制

尚有爭議，但鉛(Lead)能與三級結構之核酸和蛋白質土磷酸根產生共償

結合反應是被確定的 (Bremmer，197是;Goyer et al.,1970;Holtzman et 

al.，198哇)。此外?氣化鉛(Lead Chloride)不僅曾被指出在體外實驗下能

影響 DNA 合成的準確度(Sirover an吐 Loeb，1976)亦被指出能抑制體內

之 DNA ' RNA 和蛋白質之合成 (Skreb and Habazin-

Novak,1975;Degawa et alλ993) 0 Roy 和 Rossman(1992)根據其在中

函倉鼠 V79 細胞之研究結果認為鉛可抑制 DNA 的修復。

錯(Ca也吋um)對硫氫基(Su的lydryl Ligands)具較高之親和力 (Lin

Shiau and FU,1980;Vanlina et alλ978) ，此特性使錯(Cadmium)能和蛋

白質及核酸產生交互作用 (Goodgame et al.,1975;Jacobson and 

Turner,1980;Morselt et aL，1983) 。除此之外， Tokushige etal.(1984) 

提出錯(Ca也吋間n)能強烈抑制銷幫浦(Na 九K + ATPase)之活性，錯

(Ca也叫自n)封細胞膜構造和功能之毒性亦在 Sorensen et al. (1985)和

Kun加loto et al.(1986)之報告中被指出。以上這些錯(Ca也吋um)和鉛

(Lead)之特性可能是其導致細胞遺傳毒性之因素。
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Fig.l. Concen甘ation-inhibition curves of cadmimn ni甘ate and lead ni甘ate

on viability of CHO cells in the absence of metal salt represents 
100%(corr缸。1) liÞ .., Cadmimn 也trate; ... 一由一j. ，lead 血trate; 。

，孔恆的mycin C (3.0 X 10-4mM). Data are show as mean 士 S.E.
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Fig .4. Photomicrograph illustrating binucleate吐 CHO cells with 
micronucleus or micronuclei (arrows) induced by 0.3 μM 

mitomycin C. 1000X. 
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Fig.5. Photomicrograph illustrating chromatid bre拉 (arrow) induced by 
1μM cadmium ni甘ate 血 CHO cell following a 2hrs 甘ea伽lent.

lOOOX. 
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cadmi阻n 也甘ate 血 C在o cell following a 2 hrs 拉開能lent. lOOOX. 
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Fig. 7. Photomicrograph illus甘ating acentric 如d interchange (arrows) 
induced by 1 μM cadmium ni甘ate 血 CHO cell following a 2 hrs 

甘ea加lent. lOOOX. 
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Fig.8. Pho如micrograph illus甘ating pulverization induced by 1μM 
cadmium 自甘ate 血 CHO cell following a 2 hrs 甘eatment. lOOOX. 
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Fig.9. Photomicrograph illus甘ating en吐.oreduplications induce吐 by 3μM 

cadmiu扭扭甘ate in CHO cell . Endoreduplication is a specialised 
可pe of doubling of chromosomal material，血 which cells pass 
directly 企om G2 血的 the next S儡phase without underg.oing mitosis 
or G1. The appearance of endoreduplicated mammalian cells is very 
s出垣ng， as the chromosomes 紅e 血 pairs of i由ntical copies. 
lOOOX. 
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by cadmium ni甘ate (A panel : 1 μM ， B panel: 3μM) in CHO 
cell. lOOOX. 
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TABLE 1. Effects of Cadmium Nitrate and Lead Nitrate on Micronuclei 

in CHO cells 

Treatment Concentration Number of micronucleated 
(mM) cells I 1000 binucleated 

cells 

Control 10.25 土 0.35 ( 7-11) 

Mitomycin C 3.0 x 10- 壘 25.68 士 0.74* (22申 34)

Cadmium Nitrate 3.0 x 10- 蠱 10.29 :t: 1. 03 7 世 13)

t4J. H 1. 0 x 10- 3 10.20 土 1. 29 ( 7 自 13)

3.0 x 10- 3 10.25 土 1. 03 ( 6由 13)

1. 0 x 10- 2 10.14 土 0.46 ( 7 呻 13)

Lead Nitrate 1. 0 x 10- 3 10.40 土 0.68 ( 7 由 14)

3.0 X 10 “ 3 10.14 土 0.72 ( 8扭 13)

1. 0 X 10- 2 10.25 土 0.74 ( 6 間 14)

3.0 X 10 也 z 10.20 土 0.82 7-13) 

* p < 0.05 as compared with control. 

Data are shown as mean 士 S. E. • 

Number in the parenthesis ar、 e the range of micronucleated cell number. 



TABLE n • Effects of Cadmium Nitrate and Lead Nitrate on Chromosome Aberrations in CHO Cells. 

Treatment Concentra七ion Chromosome aberrations a 

(mM) % Aberrant 
Chromatid Chromosome Acen七rics Dicentrics Interchanges Rings cell 怠

breaks breaks 

Control 2 1 1 3 

Mitomycin C 3.0 X 10ω 唾 9 3 2 2 2 12* 

Cadmium 1. 0 X 10- 4 

Nitrate 
2 1 2 4 

3.0 X 10- 4 2 1 1 1 4 

1. 0 X 10- 3 19 1 1 哇 2 16* 
v ‘ v. 

3.0 X 10 輔 3 15 2 2 哇 2 13* 

Lead 1. 0 X 10- 3 

Nitrate 
2 2 1 3 

3.0 X 10- 3 1 1 1 1 1 4 

1. 0 X 10- 2 2 1 1 1 是

3.0 X 10- 2 3 1 1 3 

* p < 0.05 as compared with control. 

a. Total 100 well spread metaphase from each φtreatment dose were counted for chromosome aberrations. 



TABLE 單. Effects of Cadmium Ni七rate and Lead Nitrate on Sister Chromatid Exchanges in CHO Cells. 

Trea七ment Concentration No. of No. of SCE per SCE per 
(mM) chromosome SCE chromosome cell 

(mean 土 S. E. ) (mean 土 S. E.) 

Control 2118 750 0.35哇土 0.003 7.50 土 0.07 

Mitomycin C 3.0 x 10- 壘 2102 1460 0.695 士 0.00是 8 1 哇 .39 土 0.9 .. 

Cadmium Nitrate 1.0 X 10- 唾 2326 750 0.322 土 0.003 7.48 土 0.06 

3.0 X 10- 4 2118 1530 0.722 士 0.007 .. 16.36 土 0.14* 

1. 0 X 10 咽 3 2132 1536 0.720 土 0.008 * 15.35 土 0.16* 

《0J、- 3.0 X 10 - 3 2086 1502 0.720 土 0.007 '" 15.60 土 0.12'" 

Lead Nitrate 1. 0 X 10 輛 3 2114 7 是 O û.350 士 .0.004 7.30 土 0.08 

3.0 X 10- 3 2086 1092 0.523 土 0.004 '" 10.90 土 0.08'" 

1. 0 X 10- 2 2132 1858 0.871 士 0.008 串 18.57 土 0.16'" 

3.0 X 10- 2 2118 171 生 0.809 士 0.006 串 17.13 土 0.13'" 

* p < 0.005 as compared with control. 
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