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中文摘要

現有對環境毒物、毒性之評仿與規範多只針對單一化學物質，

鮮少考量在數種環境特定化學物質共用自暴露持對人體之危害。而事實

上在現實環境中，人體極可能同時暴露與吸收數種環境毒物，而其商

對人鐘之危害亦可能互相結抗或加強之效應，有必要結合現在對環境

毒物了解進一步探討在數種化學物質共用暴露下對生物體所造成之

加成毒性機轉。本研究特別選取無機與有機之特定化學物質，一為氣

化錯:環境與勞工作業時常易接觸之有害污染物，另一為乙路:環境

與工業上常見之有機污染物，亦為酒精在生物體中之初步代謝物，以

Y79 細胞祿探討比二種化學物質，在共同暴露持對細胞與基函毒性之

複合效應。本實驗先以 Trypan blue exclusion assay 觀察到單一暴露在

氣化鍋 10'"" 50μM 或乙路 1 .......， 5mM下 'Y79 細胞存活率均在 80%以上，

但在共同暴露下其存活率則降低為 70% '再以 MTT 方法觀察對細胞

活性之抑制作用亦有類似的結果。接著利用 colony efficiency assay 觀

察長時閑下之毒性效應，發現乙路和氯化錯共同暴露下有明顯的細胞

複合毒性，其致死率為預期致死率的 2 倍，而在 HPRT assay(基因毒

性檢驗)下亦表現明顯的投合效應。進一步觀察在單一與共向暴露乙略

和氣化銷四小時後，對細胞生長的影響，發現細胞生長所受到之抑制

作用，單一種暴露比共同暴露有較快之生長白役的現象，再利用 flow

cytometry 觀察細胞迪斯變化，發現與控制組相比，共同暴露乙路和氣

化鈍會嚴重導致細胞週期的改變。又由重金屬含量測定得之，細胞內

錦之含量不會自共同暴露乙路而有所增加。

以 DNA 單股斷裂測定毒物對細胞 DNA 之傷害程度，顯示乙略

和氣化鍋能造成 DNA 單股斷裂的增加，但在共向處琨下，並無明顯



加強 DNA 傷害之程度。在路質過氧化弘IDA 實驗觀察到單一或共同暴

露乙路和氣化銷會使細胞脂質通氧化程度增加，在共同暴露下乙路會

明顯加強鈍所造成的脂質過氧化程度，並有明顯的複合效應，如以天

然物中之 free radical scavenger quercetin 預處理則可抑制l\1DA 之產

生，而以甘草之主成份 glycyrrhizin 則無;由 rhodamine 123 螢光童在

cytoplasma 之變化則顯示在共用暴露下，對 mitochondria plasma 

membrane 有明顯的損傷作用，但在預處理 quercetin 和 glycyrrhizin 則

會抑制其損傷程度，由以上實驗結果顯示共用暴露乙略和氧化鋪在許

多層面上會對 V79 細胞產生明顯的投合毒性，而夭然物 Qt況i泊er叩cetin口1 和

Gl甘yC)

達到係護的效呆。
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Abstract 

As one of the most potent haz訂d inorganic substances in our 

environment, cadmium has been found to have severe toxic and genotoxic 

effect in animal both in vivo and in vitro system, and even in human a well. 

On the other hand, acetaldehyde as the cigarette smoke contained 

substance and the primary metabolite of ethanol is also an extensive 

organic chemical widely contaminating the environment. Considering the 

fact that human exposed to various environmental hazardous substances, 

the synergistic/antagonistic effect of the mixture of environmental 

pollutants have to be investigateιThe goals of this work focus on the co

effect of both cadmium and acetaldehy臼 (represented the inorganic and 

organic active environmental pollutants), respectively to V79 cell line in 

its toxicity and mutagenesis. In addition, because the oxidative stress is 

one of the main causes of genotoxicity, the in vitro assay of lipid 

peroxidation by TBA reaction has also been studied. The evaluation of 

shot-term performance of cell viability was studied using trypan blue 

exclusion and MTT assay. 

In the single exposure to cadmium (1 0-50μM) or acetaldehyde( 1-

5rru\1) alone, both retain their viability above 80% compared to the control 

cell. There is no significant enhancement of cytotoxicity in dual exposure. 

However, the cloning efficiency assay for long嘲term observation for cell 

performance has showed a significant synergistic effect on cytotoxicity. 

Moreover, by counting the cell number growth within 弘72 houts after 

dual exposure cells from combined exposure have less recovery ability to 

normal cell growth a丘er dual exposure. And the cell cycle study by flow 

cytometry assay has showed that the coexposure of cadmium and 
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acetaldehyde can retain most cells in the Go/G[ states. 

The mechanism of the synergistic effect is thought due to the 

enhancement of acetaldehyde to the cadmium entering the cells. We use 

the atomic absorption spectrometry is used to measure the cadmium in the 

cells. Results showed that the addition of acetaldehyde yield no 

e吋lancement of the entrance of cadmium to the cell. 

Comparing with the singe exposure, the HPRT gene expression assay 

showed that the dual exposure enhance their mutagenesis and also e泣übit

a synergistic effect in certain dose range (cadmium 于10μM， acetaldehyde 

1-5mM). But in the assay for DNA single strand breakage ha吐 no

significant synergistic response. In lipi吐 peroxidation assay, the addition of 

acetaldehyde significantly increases the TBA formation of cadmium 

exposed cells. Finally, when introduce the natural antioxidant quercetin 

and traditional medicine Glycyrrhizin to the exposed cells, the quercetin 

showed a more potent inhibition to their cytotoxity and lipid peroxidation 

forτnation， while Glycyrrhizin was not. 
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結論

近年來科技之進展，華給人類物質文明及生活上的急速成長，但

相對的環境污染、職業性危害以及人類健康等問題也自豆豆嚴重。目前

對於環境毒物之研究，大部分著重於探討單一物質對生物體之危害與

其代謝機轉，忽略事實上現實環境中有毒物質泛非單一存在，人體極

有可能同時暴露與吸收數種環境毒物，而其間對人體之危害亦可能有

互相持抗或加強之效應，但目前極少數人對暴露在數種環境毒物下交

互作用與加成毒，性進行研究。根據本研究室過去初步探討有機溶劑與

重金屬化合物之悶，其交互作用是否具有加成毒性，結果發現有機溶

劑與重金屬化合物對於細胞具有加成毒性。因此，本篇想更進一步探

討特定的有機物質“乙路"和無機物質“鋪"對細胞毒性之可能的

傷害研究。

另一方函，過去許多研究文獻指出，天然物中某些特定的主成份

具有預防及治療的效果，自此，本篇針對廣泛存在於蔬菜和水果中的

成份 quercetin 與甘革中的成份 glycyrrhizin 對於乙路與鍋所誘發的加

成毒性，是否具有抑制的效果之探討。

一、錯 (Cadmium)

錯金屬為稀有元素之一，亦為人體非必需之元素，在地球上岩石

中平均含量為1.5g/t (l)。近年來由於工業的發達，鈍被廣泛的應用在

工業上，而主要的用途是製造各種合金的鑄造，又喝其無腐蝕的特性

使得電鍍業常使用錯，其他用在陶瓷業、鍛餓、諸城防鏽(油漆、塗料)

以及鋼鐵方面的材料...等，都是造成環境污染的重要來源(2) 。鍋函其
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化學性安定和易於累積轉移的特性，可經由廢水或廢棄物轉移到自然

水域或累積在生物體中，而這些被轉移到自然界中的錯，不僅傷害到

動造物，史嚴重地威脅至11 人類的健康(3) 。因此，除了職業上暴露於錦

所引起的健康效應問題，即使是一般族群也可能有錯暴露的存在，如

由飲食而食入錯，或是抽煙都會造成低劑量鍋暴露(4) 。由於鈍污染戶所丹

導至致文的事件中，最有名的使走 1970 年自本富山縣縣、神通川流土域支戶所丹發生

的咕"It叫a剖ι吟1-品.

錦金屬與其化合物為人麓的致毒性物質(6) ，立主且不易從人體排出

體外，其生物半表期大約為 25-30 年(7) ，經由流行病學調查指出，經

常暴露於鍋金屬的工人罹患癌症比例較正常人高(8) 。過去的文獻指

出， Takenaka 等人(9)研究發現將鍋利用吸入性方式對大老鼠(rat)作長

時間暴露，其結果產生肺痞發生率高達 70% '並且 Waalkes 等人(10)

也發現受到錯的暴露與前列腺上皮性腫瘤有關，另外 Blakley 等人(1 1)

以及 Waalkes 等人(12)利用口服方式對小老鼠(mice)給予錦暴露，發現

鍋會使造血系統受到破壞，容易導致病毒成染，並減弱對病毒監控之

免疫系統。除此，銷會間接地經由懷孕母麓的暴露導致胎盤的壞死，

進而造成胎兒的死亡(13) 。銷也會影響腎臟和骨絡系統，鍋中毒的病

人會自腎病變造成尿液中產生令大量低分子量蛋白質，如 βr

microglobulin 及晦解 N-Acetyl- ß -Glucosamindase(NAGase)等，嚴重者

更會自大量的鈣流失而產生骨質疏鬆症，進而導致軟骨症(14， 15) 。

在細胞培養(in vitro)實驗方面，鍋會造成細胞毒性、基因毒性

(genotoxicity )以及致瘖怯(carcinogenicity) ，其可能是經由氧化性傷

害，進而導致細胞死亡及細胞轉形作用 (trans-formation)( 16, 17) 。另外
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有文獻指出，錦會影響細胞問豆分子的交互作用以及抑制 DNA 、Rl'\fA

與 protein 的合成(1 8) ，體內一些參與生化反應之酵素亦受到錯的影

響，導致酵素不活化或失去功能。

-、乙麗華 (acetaldehyde)

乙略為環境污染物之一，隨著木材的燃燒、煤礦的精;躁、香煙的

燃燒以及最近利用酒精替代汽油當作替代性能源，各種廢棄物的分解

和釋放，產生許多路類物質，如甲絡 (formaldehyde) 、乙路

(acetaldehyde) 、丙;埠峰 (acrolein) 其中以乙路所估的濃度較高

(1 9，20 ，21) 。另外乙搭在工業上廣泛被使用，應用於橡膠製品、齡類樹

脂、染料、塗料及攝影顯相劑等(22) 。乙盔的暴露除了經由外生性系

統(exogenous )即在報境或作業場中受到吸入性或主接接觸產生傷

害，另一方面可由內源、性系統(endogenous)經由飲料或食物攝取乙

醇'產生第一次氧化代謝產物形成乙路(23) 。

乙路對動物具有致癌性。 Wouterson 等人(24)利用吸入方式對倉鼠

進行乙路暴露，發現產生呼吸道腫瘤。此外， Feron 等人(25)指出，乙

酪具有敢動子(promoter)之性質，會增加 benzo[a]pyrene 所誘發導致腫

瘤(如mor)的形成。乙搭亦具有致畸胎毒性(26) , Sreenathan 等人(27)指

出，乙路會干擾必需氛基酸由胎盤進入胎兒，進而影響 DNA 與 RNA

的合成造成胎兒畸形(28) 。

另外，主要在探討內源性系統(endogenous)酒精經肝細胞的胞液

( cytosol) 中 , 由 nicotinarr吐吐eadenine dinucleotide(N AD )-dependent 

a1cohol dehydrogenase(ALD)(ADH) ，參與產生最初氧化代謝產物乙路
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及 NADH' 其主要機制為(29)
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人類組織器官中，除了肝臟具有 ADH 與 ALDH 兩種酵素之高度

活性外，在腸胃道、腎臟及骨髓中均有活性存在，因此可能引起許多

生玉皇上的影響。0) ;臨床上報導指出，慢性酒精中毒者對代謝酒精的

能力增加，且血中的乙接反乙竣濃度也增加，進而造成痛鼠，最後形

成脂肪府及肝硬化(31)等病故。由細胞問巨大分子化學結構觀察，乙

臨的沒基上具有親電性性基圈 (electrophilic group) ，可與核酸、蛋白

質、磷脂質上 amlno group 的親核 'f1.~~位(nuc1eophilic site)進行反應

(32) , Lambert 等人(33)指出，此反應會造成 DNA-DNA cross-links '並

且 Lam 等人(34)息，發現，乙峰會產生 DNA-protein cross-links '這些反

應造成 DNA 上結構產生改變，進而引發致突變性的作用及致癌機

轉，乙路可能在反應過程之間產生自由基(含ee radicals) j I 發氧化性傷

害造成 DNA damage(35) 0 Gaines 等人(36)在 1977 年即推測，乙路會

經由 Schiff base 與 protein 和 phospholipids 形成鍵結物(adduct) ，另外

Hemmiuki 和 Scci(37)證實乙臨經由非酵索性反應與去氧核甘酸形成鍵

結物(adduct) ，其主要鍵結產物為 N2吋thyl-guanosine ; Vina 等人(38)

亦指出乙路會與硫氫基複合物 (sulfhydryl compound) ，如就氛段

( cysteine)及還厚、態的委主就氛酸(re心ced glutathione)形成 adduct 破壞消

耗重要的解毒酵素系統。
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五、攤處費 (Quercetin)

神皮素(Quercetin)其化學結構( Fig.14 )上屬類黃飼(flavonoid) ，為

天然存在桂物中低分子量 Benzo什r-pyrone 衍生物，廣泛分布於可食的

植物中;根據報告一般類黃的成份大多具有抗發炎(39，40) 、抗過敏及

抗氧化 (41 ，42) 等生物活性，並可在哺乳類中調節多種酵素包括

cytochrome P450 、 epoxide hydrase 、 glutathione transferase 、 DNA 和 RNA

polymerases 及 topoisomerase(43 ，44) 。

在 Morel 等人指出中ercetin 除了可保護生物體受自由基傷害，亦

可了對金屬離子鐵(iron)產生姜合作用抑制設由織離子所誘發的韓素反

應產生的自由基(45，俑，47) ;其抗氧化和自由基的捕促能力主要針對

HO. 、 O2-以及 peroxyl 和 alkoxyl 等自由基 (48，峙，50) ，及抑制自由基

所誘發細胞膜的路質通氧化。在人類 lymphocytes 中， quercetin 能抑

制沌。2 所誘發的 DNA 損傷，包括 DNA strand breakage 和 oxidised

pyrimidine bases( 51 )。在過去研究指出 quercetin 在

似的onella/microsome assay 中 (52 ，53)為有效的致突變物(mutagen) ，但

在 E. coli 中貝11致突變性表現役弱(54) ，而在 B. subtilis 中則不具致突變

性(55)。在短期 bacterial 和 mammalian 系統，在有氧的狀態下 quercetin

為一個直接作用的致突變物(56，57，58) ;對於 quercetin 致d海的研究目前

仍有很大的爭議，部分研究顯示 quercetin 長期能導致大白鼠罹患腸

痞、膀就痞和肝痞(59 ，60) ，然而部分研究貝11 顯示相反的結果(61 ，62) 。

Sahu 等人(63)指出在有氧的狀態下， quercetin 能誘發 nuclear lipi吐

peroxidation 同時 DNA degradation '而在銅離子或織離子存在下貝111史

lipid peroxidation 和 DNA degradation 現象加劇，其說明存在較高濃度

quercetin 下， quercetin 會受銅離子或織離子催化產生自氧化的現象，
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導致自由基的產生。

四、甘草甜食(Glycyrrh垃in)

甘萃甜素 (Gl勾yc句y叮hiz剖m吋)( Fi氾g.l仔5 )為甘萃 (Gz.抄y~吵yn吋y

Fisch.)的根部萃取物為 lic∞o仗}汀r丘lC臼e 的主要成份之一，亦為中圈傳統使用的

中藥成份之一(64，65) ，廣泛被用來作為抗發炎(anti帽inflammatory) 、抗

新生(anti曲的oplastic)和抗潰揚(anti-ulcerogenic)生成(66 ，67)等作用，在

臨床上被用作為治療買潰揚、過敏、氣喘以反免疫性調節等用途。在

Lin 等(68)研究指出，以 ICR 象小白鼠的動物實驗，暴露在 4 Gy-ray 

irradiation( 69)能顯著抑制脾臟、胸腺(thymus)和學丸(testes)的重量以及

DNA 合成速率(DNA biosynthetic rate) ，而 Glycyrrhizae 和 Glycyrrhizic

acid 能夠使受到y-ray irradiation 損傷的器官恢復。在 Sakagami 等(70)

則指出 Glycyrrhizae 為 Kuei-Pi-Tang 的成份之一，可以有效的調節荷

爾蒙和提高免疫力。而在 Kboes 等(71)指出戶-glycyrrhetinic acid 具有類

似自醇類的結構式，具有抗炎的功效，戶-glycyrrhetinic 並可以抑制

classical complement pathway ，立 anticomplementary 的活性必須以戶"

form 形式存在，而α-fonn 累11 不活化。

根據過去 glycy叮hizin 抗肝炎的功妓，被認為可以抑制 CC13 radical 

的產生路質過氧化的起始步驗所造成的肝傷害，而目前 glycyrrhizan

對於發炎反應的調節目子如 neutrophi1 '其功能包括 reactive oxygen 

species (ROS)的產生，仍然被研究中 (72) 。在Akamatsu 等 (73)指出

glycyr了1zm 能明顯降低的utrophili 所產生的 O2- 、 H202 和 .OH' 但在

cell位忱的系統(xanthine-xthine oxidase system) 中，別無法降低 ROS 的
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產生'3É進一步指出 glycyrrhizin 不是 ROS 捕捉劑(scavenger) ，但可

抑制的utrophili 所產生的 ROS' 為良好的發炎反應的調節者。

本實驗針對特定的有機物"乙咚"和無機物"鍋11 進行環境毒物閑

之交互作用和加成毒怯之研究，併用天然存在之物質 Quercetin 和

Glycyrrhizin acid 探討對於毒物傷害之預防作用。實驗過程主要逢周

trypan blue dye exclusion 、 MTTassay 方法對單一和共同暴露作初步細

胞毒性及活性分析，並利用長時間的 colony assay 實驗方法探討單一

和共同暴露其細胞毒性表現，並以 HPRT assay 觀察其所造成的暴民毒

性，再進一步探討共同暴露乙路和氣化鋪下，生長恢復狀態及對細跑

通期的影響。另一方面，觀察細胞在單一和共同暴露乙略和氣化鋪

下，細胞內重金屬含量、脂質過氧化(軒的A)的情形、草成 DNA 斷裂

狀態、 plasma membrane 損傷，最後並以測定脂質過氧化和 rhodamine

123 螢光量等實驗方法探討天然物對毒物所造成孔的A 形成及 plasma

membrane 損傷是否具有保護作用。
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實驗材料

(一)儀器

名稱

無菌操作台(Lamina Flow) 
細胞玲養箱(Incubator)

離心機(Cen吋扣ge)

倒立式顯微鏡

光學顯微鏡

相位差顯徵鏡

恆混水浴槽(Water Bath ) 
血球計數器

冷凍離心機

石墨爐式原子吸收光譜儀(4110ZL)

螢光光譜儀(U-3000)

可見光光譜儀(U-2000)

加熱板 (Hotplate)

[2 

廠將

王五GHTEN

NUAIR ™ US AUTO FLOW 

KUBOTAKN刀。
Nikon 
Nikon 

Zeiss TELA V AL3 1 
Kodman 
Reichert-Jung 
UNIVERSAL 
PERKINEL占1ER

E宜TACHI

E丑TACHI

COR封ING



(二)材料

1.清耗性材輯:

名幸存

Tissue Culture Flask (25 cm2
) 

Tissue Culture Flask (75 cm2
) 

Tissue Culture Dish (100 X 20mm style ) 
Tissue Culture Dish (60 X 15mm style ) 
細胞培養盤 (24 well) 
無鐘過濾膜( 0.2μm) 

Microprep (0.22μm， 25mm) 

15 m1塑膠離心試管
1.5 ml 塑膠離心試管
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廠片掌

TPP , FALCON 

FALCON 
FALCON 
FALCON 
FALCON 
GelmanSciences 
PORETICS 
FALCON 
eppendorf 



2.試聽:

名稱

FOETAL CALF SERUM (胎牛血清)

Minimum Essential Medium 
Dulbeccols Phosphate Buffered Saline 
Penicil1in-Streptomycin 
Trypsin咀EDTA

Trypan Blue Stain 0.4% 
6縛了hioguanine

CdCl" 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

3-[ 4 ，5-Dimethylthiazol-2-yl]毛，5-diphenyl“

tetrazolium bromide (MTT) 

Glycyrrhizin 
Methanesulfonic Acid Ethyl Ester (EMS) 

Hypoxanthine 
Thymidine 
Ribonuclease A 
Propidium Iodide ( PI ) 
Quercetin 
2-Thiobarbituric( TBA ) 
Phosphotungstic Acid 
n-Butanol 
Gimsa 
Acetaldehyde 
Triton X咀 100

Iso-propanol 
恥1ethanol
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廠將

Kibbutz Beit Haemek 
lsrael 
GIBCOBRL 
GIBCOBRL 
GIBCOBRL 
GIBCOBRL 
GIBCOBRL 
SIGMt屯

SIGMA 
SIGMt屯

SIGMA 

SIGMA 
SIGMA 
SIGMA 
SIGMA 
SIGMA 
SIGMA 
SIGMA 
SIGMA 
SIGMA 
L伍RCK

L伍RCK

Fluka 
SchwarzIMann Biotech 
Ultra Pure 
Ultra Pure 



實驗方法

一、細胞解球與輔存

先準備好 5mL的孔伍M 培養液(3rC )互之 25 cm2 flask 中，自液態

氮中取出 V79 細胞( 1 x 10' cells ) ，迅速置於 37
0

C 水浴槽中至完全解

凍後，倒入原先已加入孔伍M 培養液的 flask 中。在 37
0

C 、 5% CO2 培

養箱中，垮養 18 小時後，換新鮮的 L伍M 持養液。

將欲儲存之細胞首先將 flask 中的垮養液抽出，以磷酸緩街液

(PBS)洗兩次後，用 trypsin 將細胞洗下(符 4---5 分鐘後)，加入扎伍M

堵養液以去除 trypsin i舌性，再將細胞懸浮液移瓷離心管中，以離心

800rpm 、 5 分錢。按著去除上清液，再加入含有 DMSO( 3---5% )之培

養液與細胞混合均勻，取 1mL分裝至細胞儲存管中( 1 x 105 cells )。

將細胞儲存管先輩於-20
0

C 冷凍庫中( 24 小時) ，再放入-85
0

C 冷凍庫中

( 8 小時) ，最後放入液態氮中係存。

本實驗的 V79 細胞解凍後均不超過十代以上，主要是避免細胞過

度老化以干擾實驗結果。

二、 HAT 篩選正常細胞棒

先將 1 X 105 個細胞種入 25 cm2 flask '再加入含 HAT ( 10-4 M 

hypoxanthinine 、 4 X 10-7 M aminopterin 、1.6 X 10-5 M thymi吐出e) 的培

養液篩選出正常細胞抹。細胞的生長會走 de novo pathway 和 salvage
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pathway 合成 nucleotide '函 aminopterin 會抑制 de novo pathway 合成

nucleotide '所以細胞在 hypoxanthinine 、 thymidine 下走 salvage

pathway ，而正常細胞含有 HGPRTase( Hypoxanthinine Guanine 

phosphorbosyl transferase )酵素可以代謝 hypoxanthinine 、 thymidine 合

成 nucleotide '但是突變細胞抹缺乏 HGPRTase 韓素因而兩途往別無法

進行代謝，使造成突變細胞珠的死亡。經培養三天後，以排除 hprt 功

能缺損的 V79 細胞，之後再用磷竣竣街溶液( PBS )洗去令 HAT 的培

養液，以一般 L伍M 培養液繼續培養。

(1 )乙盛典銷對申盟會竄蜻單是細胞單一及搜合蠱性之探討

一、抽身色蠱性試驗(t叮rpan blue exclusion assay) 

受到毒物產生死亡的 V79 細胞會將社ye uptake 呈現藍色，活的細

胞貝11 杏，最後顯敘鏡計算細胞數目。

在 24 wells 的細胞培養盤中，每個 well 種 5 X 104 個 V79 細胞。培

養 18 小時後，以磷酸緩衝溶液 (PBS) 洗去堵藝液，再換入新鮮的

卸伍M 培養液後，即加入菌己製好不同濃度的毒物(氣化鈍 10"-'50μ

M' 乙路 1---5mM )告文革一暴露與複合暴露。童入 37
0

C 、 5% CO2 垮

養箱 4 小時，之後抽出含有毒物之卸伍M垮養液，以 PBS 重覆洗兩次，

防止與細胞進一步作用。將 PBS 抽出後，加入 200μL/well 姨蛋白酵

素 (TrysinlEDTA) 處理 5 分鐘，再加入 lmL 扣住M 培養液均勻混合。

每個 well 各取 0.2mL含有細胞的培養液主另一倡細胞垮養盤，各加入

0.05mL Trypan blue 染色，做細胞存活率分析。
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Relative cell sur、竹al(%)=(不同濃度之細胞存活數目 /control 組細胞數

自 )X 100% 

二、lVITT 之細胞活性分析

細胞之活性分析靜、根據 Alley 等之方法(74) ，細胞內粒綠體為主要

表現細胞活性產生能量的來源，存活的 V79 細胞能將 MTT(3-[4，ι

dimethylthiazol-z-yl于2 ，5-diphenyltetrazolium bromide) (tetrazolium salt) 

經由粒線艘中 dehydrogenase 作用代謝還房、成 Formazan Cryst剖，再將

結晶物溶出，來淇11其吸光值表示細胞活性分析。

在 24 wells 的細胞培養盤中，每個 well 種 5X 104 個 V79 細胞。培

養 18 小時後，以磷緩緩街溶液(PBS)洗去垮養液，再換入新鮮的品包M

培養液後，即加入車己製好不同濃度的毒物(氣化鈍 10--50μM' 乙路 1

--5mM)做單一暴露與複合暴露。置入 37
0

C 、 5% CO2 培義箱 4 小時，

之後抽出含有毒物之 b也M 培養液，以 PBS 重覆洗兩次，防止與細胞

進一步作用。將 PBS 抽出後，加入新鮮的 L伍M 培養液並含

MTT( 0.5mglmL )試劑，放入垮養箱 4 小時，符培養 4 小時後，將上清

液去除，再以 1mL的真丙醇將細胞打破，使藍紫色結晶物溶出，於光

波長 563nm 下沒~1其 OD 值。

Relative cell survival(%) = (不同濃度對細胞之吸光值/control 組細胞之

吸光值)X 100% 

五、群落之細胞毒性試驗(colony assay) 
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觀察長時間的細胞毒性表現。取 25 cm2 flask 種入 200 個 V79 細

胞。培養 18 小時後，以磷竣緩衝溶液(PBS)洗去垮養液，再換入新鮮

的恥伍M 培養液後，即加入配製好不同濃度的毒物(氣化錯 5"-'20μ

M' 乙路 1~5mM)告文革一暴露與複令暴露。置入 37
0

C 、 5%C02 培養

箱 4 小時，之後抽出含有毒物之 ~伍M 培養液，以 PBS 重覆洗兩次，

防止與細胞進一步作用。將 PBS 抽出後，加入新鮮的 L伍M 培養液，

放入培養箱培養 7 夭。經過 7 天後形成如群落( colony ) ，將垮養液去

險，加入 95% methanol 10 分鐘去自定細胞，之後再以 10%的 Gimsa

染色 20 分鐘，在顯微鏡下計算其 colony 的數目(每個 colony 內必須大

於 50 個細胞才算)。

Relative cell survival(%)=(不同濃度之細胞 colony 數目 /control 組細胞

之 colony 數的X100%

閱、真攝細胞我費嘿，命"島冀噁啥曉龍棋離革轉移酵最基閣突變

之分析

(Hypoxanthine嘲Guanine phosphoribosyl transferase gene, 
HPRT gene) 

hprt 基因位( loci )的基因突變生物檢定法常被廣泛應用在致突變

性的分析。 hprt 暴自屬於分子致突變過程中的內源、性系統(endogenous 

molecular mutagenesis system) ，具有 HPRT 酵素的活性，為一種合成嗓

吟半玄甘梭的捷徑酵素(salvage e也yeme)。比酵素在生化代謝路往所扮演

的角色，可促使次黃嘿 E令和鳥糞嗓吟進行磷股核蹄化反應

(phosphoribosylation) ，而形成 G卸fP和 I~鈕，但它同時也具有將嘿吟類

似物，例如 :6個thioguanine( 6♂G)磷改核蹄化的能力而代謝成具有細

胞毒性的核段。因此若沒有 HPRTase 酵索活性的細胞，便不會有這種
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傷害而存活下來。所以透過細胞表現型的代謝抗性來篩選，便可以得

到基盟的突變抹。 (75)

比實驗之前 V79 細胞必須培養在合 HAT 的 L伍M 玲養液裡培養

三天，經過三天後，取 75 cm2 flask 種入 1 X 106 個 V79 細胞，主告養 18

小時後，以磷竣緩衝溶液(PBS)洗去培養液，再換入新鮮的 L伍M垮

養液後，加入藹己製好不再濃度的毒物(氣化錯 5--15μM' 乙路 2.5mM)

做單一暴露與複合暴露，並且加入一組毒物 EMS 當作 positive

contr哎，荳入 37
0

C 、 50/0 CO2培養箱 4 小時，之後抽出含有毒物之恥伍M

母養液，以 PBS 重復洗二次，加入蜈蛋白酵素( TrysiI1J也DTA) 將

細胞洗下分為兩部份: (1)取 200 個細胞種入 5 cm2 dish '待培養七天

後染色，觀察其群落( colony )的數目，此為 plating efficiency 0 (2) 種

入 2X 105 個 V79 細胞於 10 cm2 dish 繼續培養下去，經過三天的培養

後，將細胞調豆 2X 105 個繼續垮養四夭，共持續培養七天後，使突變

細胞株能充分表現，之後細胞再調至 2X 105 個110 cm2 plate 共 6 個

plates '益將培養液換成含有 6-TG( 10μ g1mL )的堵養液，繼續培養 7

--8 天，最後正常細胞( hprt gene 正常)代謝 6-TG 則會導致死亡，突

變細胞( hp口 gene 受到 mutant)不能代謝 6-TG 而使突變細胞存活，產

生如群落( colony)妓，最後加入 95% methanol 10 分鐘去固定細胞，之

後再以 10%的 Gimsa 染色 20 分錢，在顯微鏡下計算其 colony 的數目

(每個 colony 內必須大於 50 個細胞才算)。

五、但胞生長曲線

同 trypan blue 的方法計算細胞數目。在毒物暴露後，將毒物移除，

觀察每天的細胞生長，籍以了解細胞生長是否受到影響。
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取 75 cm2 flask 種入 1 X 106 個 V79 細胞。培養 18 小時後，以磷酸

緩衝溶液(PBS)洗去垮養液，再換入新鮮的:MEM 玲養液後， l!p加入

配製好不同濃度的毒物(氧化鍋 10μ 1-'1 '乙搭 2.5mM )告文革一暴露與

投合暴露。置入 37
0

C 、 5 0/0 CO2 垮養箱 4 小時，之後抽出含有毒物之

恥伍M 培養液，以 PBS 重覆洗兩次，防止與細胞進一步作用。將 PBS

抽出後，加入蜈蛋白韓素( TrysinÆDT A )將細胞洗下，收集細胞約 l

X 105 個/3cm2 dish 培養三天，分別在 24 、，.4 8 、 72 小時後利用 trypan blue 

exclusion assay 計算細胞數呂觀察細胞生長曲線情形。

六、齣且色i遭難分析瀾定(ceH cycle) 

細胞週期之分析根據 Fried 等 (76) 。一般細胞迫期分為分裂期(G

phase) 、休眠期(S phase) 、或投製期(Mphase)等遠期，本實驗主要觀察

細胞在受毒物傷害後 DNA 的表現狀態，當細胞內 DNA 受到傷害時，

細胞通期會停滯在 GO/G1 phase 進行修復，當細胞損害太嚴重無法修補

貝11 走細胞死亡路徑。

取 75 cm? flask 種入 2X 106 個 V79 細胞。培養 18 小時後，以磷竣

緩衝溶液(PBS)洗去培養液，再換入新鮮的卸伍M玲養液後， l!p加入

配製好不同濃度的毒物(氣化鍋 10μM' 乙路 2.5mM )做單一暴露與

複合暴露。荳入 37
0

C 、 5% CO2 培養箱 4 小時，之後抽出含有毒物之

卸伍M 培養液，以 PBS 重覆洗兩次，防止與細胞進一步作用。將 PBS

抽出後，加入新，鮮的恥伍M 培養液，放入主告養箱分別垮養 O 、 6 、 12 、

24 、“小時，待時間至11 j主後加入換蛋白酵素( TrysinÆDTA )將細胞

洗下，收集細胞約 1---2X106 個，離心 800 rpm 、 5 min' 去除上清液，
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加入 1mL iced 80% ethanol 混合均勻，冰上培養 30 分鐘，之後雄心 800

rpm 、 10 min '再用 1mL PBS 洗二次，最後在 1mL的細胞懸浮液內分

別加入 RNase ( 50μ g/mL )以及到( 0.5mg/mL ) ，畸反應下 3rc 、

30min '利用流式細胞分析儀來分析細胞通期。

七、細胞內重金屬也慎獨(利用 A輩子現挽充當普蝕議i 定)

根據 Ochi 等方法之修飾(77) 。利用石墨;噓式原子吸故光譜儀來偵

測，觀察重金屬的含量進入細胞內，與細胞死亡和毒性之關像。

取 25 cm2 flask 種入 1 X 106 個 V79 細胞。培養 18 小時後，以磷酸

緩衝溶液(PBS)洗去垮養液，再換入新鮮的 L伍M堵養液後，宮F加入

配製好不向濃度的毒物(氣化錦 10 、 25μM' 乙路 1 、 2.5mM)做單一

暴露與複合暴露。童入 3rc 、 5% CO2培養箱 4 小時，之後抽出含有

毒物之 L包M培揍液，以 PBS 重覆洗三次，防止與細胞進一步作用。

將 PBS 抽出後，加入蜈蛋白酵素 CTrysinÆDTA) 處理 5 分鐘，收集 l

X 106 個 V79 細胞，將細胞懸浮液放置 100mL的燒杯並添加 1mM

HN03 '蓋上錶玻璃加熱以去除有機物質，符燒至淨乾後以 1% HN03 

定量至 5mL '最後利用原子吸收光譜儀來測定。其條件的表九與表

十。

入、 DNA 單股撕裂之現!定:( DNA single strand break) 

在 24 wells 的細胞垮養盤中，每個 well 種 5X 104 個 V79 細胞。培

養 18 小時後，以磷單交緩街溶液(PBS)洗去培養液，再換入新鮮的 L伍M

培養液後，並加入 0.1μL/mL methyl-3H thymidine ( 20 Cilmmol )培養

24 小時，再去除培養液換入斬，祥的品伍M 培養液後， E'!p加入配製好不

21 



時濃度的毒物(氣化鈍 10---50μM' 乙路 1 ，-.，.， 5mlvf)做單一暴露與投合

暴露。童入 3rc 、 5% CO2 堵養箱 4 小時，之後抽出含有毒物之弘伍M

培養液，以 PBS 重覆洗兩次，加入旦失蛋白酵素( Trysiru也DTA) 將細

胞洗下荳於 1.5mL tube' 之後離心 1000 中m 、 15min 、 4
0

C 去除上清液，

分別加入 300μL lysis solution 和 0.12M KCl 作用 1 分鐘，再放入的

。C水浴槽 10 分鐘，符冷卻後離心 350。中m 、 10min 、 4
0

C '將上層波

( supematant )放入輻射計數小瓶( counting vial )中，加 600μL 0.05M 

HCl 與 3mL液體閃爍液，另外，下層( pellet )再以 1200μL 0.05MHCl 

溶解後放入的℃水浴槽 10 分鐘，放入輻射計數小瓶( counting vial ) 

內與 3mL液體閃煉液，以閃爍計數儀計數輻射量(dpm) 。

supematant radioactivity / pellet radioactivity + supematant radioactivi可

pellet :完整之 DNA 含量

supematant: DNA 草股新裂之含量

pellet + supematant :全部之 DNA 含量

九、聽質通氧化之現i定

細胞中脂質過氧化靜、根據 Yagi 氏等修飾之螢光測定法(78) ，脂質

為細胞脹的主要成份，其容易受到毒物所誘發的自由基攻擊產生氧化

性傷害，嚴重可導致細胞死亡，由此，當細胞上的脂質受到氧化性傷

害，會造成卸1DA 的形成，實驗利用卸的A 與 TBA 的結合作用，來偵

淇11細胞臆質過氧化的程度。

取 75 cm2 flask 種入 7x 106 個 V79 細胞。結養 18 小時後，以磷竣

緩衝溶液( PBS )洗去培養液，再換入新鮮的恥包M培養液後，即加入
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首己裂好不同濃度的毒物(氣化錯 5'"'-' 50μM' 乙路 1"-' 5mNf )做單一暴

露與複合暴露。荳入 37
0

C 、 5% CO2 培養符 4 小時，之後抽出含有毒

物之 L伍M 垮養液，以 PBS 重覆洗二次，之後加入 50mM phosphate 

buffer 並將細胞舌11下收集，此時細胞懸浮液分為南部分做測試:

第一部分:加入 3%SDS 、 O.lN HCl 、 10% phosphotungastic acid 、 0.7%

2-thiobarbituric acid (TBA)之後，避光處理在的。C 的?萍水下

加熱 30 分錢，再加入正寸醇萃取，最後以 3000 rpm 離心 10

分鐘後取上清液測定。誰利用 1 ， 1 ，3 ，3 ，-tetramethoxypropane

當作 standard 於 Ex尼m=515/555nm 下測定螢光強度得知其

濃度。

第二部分:做蛋白質定量，使用 Bio刪Red 公司所生產之 kit '以 BSA

當 standard 定量蛋白質含量。最後單位以 nmoVmg 來表示。

十、粒車車體聽電位讀!寫;

就線禮膜電位變化之影響靜、籍著測定對 rhodamine 123 之 uptake

程度而定。當細胞中粒線體損傷峙，一般即表示細胞受到了傷害，而

mitochondrial damage 初步可由 mitochondrial membrane potential 觀

察，其原理為正常的細胞粒線體為產生能量必須有正常 proton

concentration gradient 即為 membrane electric potential '形成

electrochemical force 用來形成 ATP 保持 mitochondria 中 Ca2令的平衡，

當細胞中粒線體受損傷，會導致ATP depletion及 Ca2+ cyc1e 失去平銜，

使帶正電的 rhodamine 123 流入社線艘中，降低 cytosol 中的 rhodamine

123 含量(79) 。其方法根據 Imberti 等 (80)修飾。

取 25 cm2 f1ask 種入 1 X 106 個 V79 細胞。垮養 18 小時後，以磷酸
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緩衝溶液(PBS)洗去培養液，再換入新.鮮的 L伍M 培養液後，先加入

Rhodamine 123 ( 1 J.LM )於 37
0

C 下分別培養三十分鐘，再加入配製好不

同濃度的毒物(氧化鍋 5 、 10 、 20μM' 乙路 5mM)做單一暴露與複合

暴露。荳入 37
0

C 、 5 0/0 CO2玲養箱 4 小時，之後抽出含有毒物之卸伍M

母養液，以 PBS wash 及收集 1 X 106 個 V79 細胞，然後以合 0.1% Triton 

X-100 的 PBS 將細胞 lyse' 之後 6000xg 離心。測定上清液中所含

Rhodamine 123 之濃度，於 Ex490IlII1J也m515位n 測其螢光強度。

Rhodamine 123 (%) = (不同劑量濃度產生之螢光強度/control 組之螢光

強度) x 1000/0 

(II) Glycyrrhizin 與 Quercetin 對L盤典鋪建合蠱性之探討

一、 MTT 之細胞活性命軒

在 24 wells 的細胞堵養盤中，每個 well 種 5 X 104 個 V79 細胞。培

養 18 小時後，以磷竣緩街溶液(PBS)洗去玲養液，再換入新鮮的 L伍M

垮養液後， ~r加入配製好不用濃度的藥物(Quercetin 5 "'" 8 0μM' 

Glycyrrhizin 50---500μM) 。童入 37
0

C 、 5% CO2 培養箱 24 小時，之後

抽出含有藥物之品包M培養液，以 PBS 重復洗兩次，防止與細胞進一

步作用。將 PBS 抽出後，加入新鮮的 L伍M 培養液並令 MTT(5mg/mL)

試劑，放入培養箱 4 小時，符堵養 4 小時後，將上清液去除，再以 1mL

的異丙碎將細胞打破，使藍紫色結晶物溶出，於光波長 563nm 下測其

OD 值。

二、脂質過氧化之油!定
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取 75 cm2 f1ask 稜入 7X 106 個 V79 細胞。培養 18 小時後，以磷酸

緩衝溶液(PBS)洗去培養液，再接入新鮮的孔包M培養液後， I!p加入高己

製好不同濃度的藥物(Quercetin 5 ---20μM ' Glycyrrhizin 50---200μM) 

經過一小時培養，再加入毒物(氧化錯 10μM' 乙路 2.5mM)。置入 37

℃、 5% CO2 玲養箱 4 小時，之後抽出含有毒物之 J\1EM 培養液，以

PBS 重覆洗二次，之後加入 50mM phosphate buffer 並將如跑到下收

集，再涓細胞懸浮液做南部份測試。一為軒的A 濃度測定，二為蛋白

質定量。

五、租車車聽聽電位讀!是

取 25czzfBask 種入 1 X 106 個 V79 細胞。垮養 18 小時後，以磷酸

緩街溶液(PBS)洗去培養液，再換入新鮮的孔1EM培養液後，預先加

入藥物(Quercetin 5---20μM ' Glycyrrhizin 50---200μM)經過一小時母

養，再加入Rhodamine 123 ( 1μM)於 37
0

C下分別堵養三十分鐘，最後

加入葛己製好不同濃度的毒物(氣化錯 10μM' 乙路 5mM)告文革一暴露

與複合暴露。荳入 37
0

C 、 5% CO2 培養箱 4 小時，之後抽出含有毒物

之 L伍M 培養液，以 PBS wash 及收集 1 X 106 個 V79 細胞，然後以令

0.1 % Triton X-l 00 的 PBS 將細胞 lyse' 之後 6000xg 離心。測定上清液

中所含Rhodamine 123 之濃度，於 Ex490nm尼m515nm 測其螢光強度。
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(n) 說對方法

本實驗的分析結果， ( 1 )以 Sigma Plot 統計學軟盤做各項結果分

析，立在以 Student' s t-test 分析其劑量問之差異(P 位)。以 P 值小於 0.05

或 0.01 為有顯著差異。( 2 )以 independent joint action model 分析複令

毒性之交互作用 (81 ， 82) 0 P(M)=P(A) 十 P(B) - P(AxB) ; P(M)表示實際

致死百分比， P(A)表示 A 毒物致死百分比， P(B)表示 B 毒物致死百分

比;只A)+ P(B) - P(AxB)表示預期致死百分比，另外，以 synergistic

interaction assay model 來分析基因複合毒性與結質過氧化之傷害

(83 ,84) 0 N (AB)= N (A) + N (B)-N (C) ; N (AB)為實際產生傷害之結

果， N (A)表示 A 毒物產生傷害之結果， N(B)表示 B 毒物產生傷害之

結果， N (C)表示控制組產生傷害之結果; N (A)+ N (B)-N (C) 為預

期產生傷害之結果。當實驗結果實際值大於預期值則表示協同作用

( synergism) ;小於則表示持抗作用( antagonism) ;等於員lJ表示加成作

用 (additive) 。

26 



結果分析

一、 乙麗華典氣化錯對細胞存活是L影響

利用了rypan blue exclusion 初步觀察乙接與氯化錯在共同暴露下是

否具有加成毒性。本實驗選取不同劑量的氣化鍋( 0 、 10 、 25 、鈞、

100 和 200μM) 以及乙路 (0 、 1 、 5 、 10 、 15 和 20 mM)來進行單獨

暴露，暴露時間為二、四及六小時，顯示細胞存活率。 Fig. 1a 、 Fig. 1b 

結果細胞在處理由小時氣化鍋 10-50μM 以及乙路 1-5 mM劑量後立

即以 Trypan blue exclusion assay 觀察到 V79 細胞皆在的%以上之存

活卒，而在氣化鍋 50μM 和乙路 5 mM以上的濃度則表現出較高的致

死率;由 Fig. 1a 、 Fig. 1 b 結果進一步探討氯化錦及乙路共同暴露之細

胞毒性，劑量選擇細胞存活率的%以上的氣化鈍 10-50 凶f 以及乙

搭 1-5 mM'由 Fig. 1c 觀察到以乙路或氣化鏽的單一暴露與控制組做

為對照比較，在共向暴露下結果發現細胞的存活略為降低為 70 %'但

並經由 independent joint action model 統計分析後，其結果未有複合毒

性上之意義，如表一。

-、乙膳典氧化錯對細胞活性之影響

本實驗利用 MTT 方法來測試細胞活性，觀察在單一和共同暴露下

細胞活性之傷害程度。在不同劑量的氣化錯 (0 、 10 、鈞、 50 、 100 和

200 JlM) 及乙絡( 0 、 1 、 5 、 10 、 15 和 20 mM)單獨暴露二、四及六

小時，觀察細胞活性。由 Fig. 2a 及 Fig. 泊之結果觀察到隨著暴露氣

化鍋及乙路劑量的增加細胞活性隨之降低; æ Fig. 訊、 Fig.2b 之結果

進一步探討在氣化錦及乙路共同暴露下對V79 細胞活性之抑制作用，
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劑量選擇氣化鈍 10-50μM 以及乙路 1-5 mN1 '由 Fig. 2c 觀察到乙路

(5 mM)以及氣化鍋( 10-50 凶1) 共同暴露下，降低 40% ---60%之

細胞活性，立主且經由 independent joint action model 統計分析後，其結

果具有投合毒性上之意義，如表二。

三乙、 乙聲聲典聽過.fc.銷對 colony i藍生之影響

本實驗利用 colony 增娃的現象做為長時間細胞生長實驗的觀察，

細胞受到乙略與氯化鋪車一以及共同暴露四小時後，移除含毒物之垮

養液，更換正常垮養液培養七天，細胞會形成如群落般的 colony 0 由

實驗結果發現，與控制組比較在乙路( 1 、 2.5、 5 mM)單一暴露下，

隨著劑量的提高， colony 的數量亦隨之降低，在高劑量 5ffi1，1 的乙路

暴露下， colony 的數量為控制組的 20% 。而單一氣化錯的暴露則可以

觀察到從( 10 、 15 、 20 戶1) 其 colony 的數量與控制組相比降低 90%

-60% 。由表三可知，經由此方法在乙路( 1 、 2.5 mM)與氣化鍋 (5 、

10 、 15μM) 的低劑量下做共同暴露的結果，便有很明顯的細胞複合

毒性，立立且由表白經過 independent joint action mo吐el 統計分析結果發

現，其實際相對致死率大於預期相對致死率約 2 倍。因此，利用 color穹

的觀察可以明顯發現到複合毒性的產生。

四、 乙麗華典氣化輔之革麗毒性分析(誼PRT gene mutant ) 

在 V79 細胞 HPRT 突變株篩選試驗中，由表五結果顯示，在單一

劑量的乙略與氣化銷對於細胞產生的突變率而每 1 X 106 個細胞才有

0-4 個的突變株，但是在乙絡 (2.5 mM)以及氣化鍋( 5-15 戶1) 共同

暴露下每 1 X 106 個細胞產生的突變株與單一暴露比較，突變抹增加為
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10 - 20 餌，其中以乙路 2.5 rru\1乙酪複合 10ρ丹氧化錯突變株最多，

並以 EMS 為 positive control '由此結果表示乙路及氣化鍋共用暴露

下，對 V79 細胞具有複合基因毒性上之意義，如表六。

五、 乙盡善典氧化銷對餌馳2主義曲車真是，影響( celI growth ) 

正會 V79 細胞生長狀態為 12--- 14 小時分裂一次，經單一與共同

暴露乙路 (2.5 niM)以及氣化錯( 10μM) 四小時後，移除含毒物之

培養液，在新鮮的培養液下垮養三天，結果由 fig. 3 觀察得知，單一

暴露的乙路 (2.5 niM)以及氣化鈍( 10μM)隨著特闊的增加細胞亦

隨之增加，其生長曲線相似，但是與正常細胞生長曲線相比較卻有明

顯受到抑制作舟。另外在共同暴露乙諮 (2.5 niM)與氣化鈍( 10 ρ必)

此兩種劑量下，發現到細胞生長受到抑制作用更加明顯，並且在 0---

24 小時當中，細胞偶數並無明顯之增加，而在 24 小時問始至 72 小時

間，細胞生長速率才逐漸恢復，可觀察到隨著時間的增加細胞亦隨之

增加。茵此，共舟暴露下會加強對細胞生長產生抑制作用。

六、乙麗華典氣化銷對細胞現期之分析(celI cycle) 

本實驗 fig 缸，物， 4c 可以觀察到單一暴露在乙酪( 2.5mM)和氣

化鍋( 10 /-lM )下，會造成細胞損傷，導致細胞迪斯改變，但在 48 小

時時，細胞週期恢復至與控制組相似，而共同暴露乙酪(2.5mM )和氣

化錦( 10μM)在 12-48 小時有 hypodiploid 的產生，表示 DNA 有傷害

的情況，並且在 48 "J、昌等待細胞迫期的分佈仍未恢復與控制經相似。

七、細胞內重金屬含量之分析
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由表七所示，控制組與乙路 (1 mM、 2.5 mM)等未暴露氧化鍋之

V79 細胞內所偵測出的重金屬鈍之含量非常敏量，而在細胞單一暴露

氣化氣部分，隨著培養液中氣化錯( 10 防小 25μM)濃度昇高進入到

細胞內的重金屬含量亦隨之增加(由 104.3 ngl1 06 cells j'j 134.4 ng/106 

cells) ，但是共用暴露的結果發現到以 (1 mM、 2.5 mM)劑量的乙酪

加入氣化錯( 10 ~M) 其細胞內錦含量分別為 103.58 n惡11 06 cells 以及

102.76 月1106 cells '另外如氣化鍋( 25μM)加入 1 mM及 2.5mM之乙

路，其細胞內鈍含量則為 13916ngjlO6ceiis 以及 136.2 8 ng/106 cells 

均無明顯差異，顯示在本實驗之劑量下，細胞內鎮之含量不會因共再

暴露乙路而有所增加。

入、乙麗華與氣化鋪嚼哥哥DNA單且是斷裂之輔定( DNA single strand 

break) 

以 DNA 草成單身裂程度當作乙略與氣化鍋 DNA 造成傷害之指標。

如 fig5 所示，單一處建乙絡 (5 mM)與氣化鍋( 10 、鈞、 50μM) 對

細胞造成 DNA 草成斷裂情形均比 control 組有明顯增加，立在隨著劑量

增加而增加，但是在共向處理乙路 (1 mM、 5 mM)與氣化錯( 10~50 

μM) 並無明顯的加強 DNA 單股斷裂程度。因此，乙路與氣化銷對

DNA 單股斷裂具有交互作用的影響。

九、乙盛典氧化錯嗎發脂賀通氧化之分析( lipid peroxidation ) 

以rvIDA 生成濃度當做脂質過氧化的指標，如 Fig. 6a 所示，單一

或共同處理乙路 (1 mM、 5 mM)與氣化鍋( 10 、鈞、 50μM) 發現

V79 細胞在乙路( 5 ffi1;f )與氣化錦( 10 μM)的劑量下可誘發最高量

之軒的A 。另外，進一步由 fig.6b 所示，單一處理乙酪 (5 mM)與氣
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化錯( 5 、 10 、 20ρÆ) 與控制組相比所生成 MDA 的濃度隨著劑量增

加而增加，在共同處理乙路 (5 mM)與氯化鍋 (5 、 10 、 20 戶1 )產

生 MDA的程度顯著增加，並由統計結果發現(表八)，在乙酪 (5 mM)

與氧化鍋( 10μM) 實際產主牆質過氧化程度比預期值相差

。.32nmol/mg ，大於其他劑量(約 0.2 nmol/mg) ; ;亦具有明顯的複合效

應。

十、乙酪典氧化錦增發粒串起體告極化之影響

粒綠體耳其電位之變化係藉著滯留細胞質中 rhodamine123 之螢光強

度測定亦表示粒線麓的損傷或是 plasma membrane 受損導致。由 Fig.7

所示，單一處理乙路 (5 mM)與氣化鍋( 5 、 10 、 20μM) 與控制組

相比較發現細胞質中 rhodamine123 之螢光強度並無明顯的變化影

響，但是在共同處理乙酪 (5 mM)與氣化錦 (5 、 10 、 20μM)卻有明

顯的增加，而在乙路 (5 mM)與氣化鍋 (5μM) 到乙路 (5 mM)與

氣化氣( 10μM) 細胞質中之螢光強度迅速的增加主 control 的 2 倍在

右。所以乙略與氣化錦複合暴露後加強細胞內粒線體對 plasma

membrane 之傷害。

十一、 GIycyrrhizin 典 Quercetin 對細胞括性是，影響

由 fig.8 表示，不同濃度之 Glycyrrhizin ( 10 、 50 、 100 ， 200..500μM)

處理 V79 細胞經過 24 小時後發現，處理 Glycyrrhizin 的濃度在( 10 、

50 、 100μM) 有 90%以上的細胞活性，另外， Glycyrrhiz泊的濃度在

( 200 、 500 ~M) 仍有 80%以上的細胞活性。由 fig.9 表示，不向濃度

之 Quercetin ( 5 、 10 、 20 、 40 、的 μM)處理 V79 細胞在 4 、 24 小時後
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觀察發現， Quercetin 的濃度( 5 、 10 、鈞、“、 80μM) 在 4 小時略

有 90% 以上的細胞活性，在 24 小時後仍有 80% 以上的細胞活性，

並且兩者曲線相似。自此，本實驗選取保留細胞活性 90 %之劑量

Glycyrrhizin ( 50 、 100 ， 200μM)以及 Quercetin 的濃度( 5 、 10 、 20戶1) , 

探討以上劑量是否對乙路與氧化錦所產生之傷害具有抑制作用。

十二、 Glycyrrhizin 與 Quercetin 對乙膳典氧化鏽鵲哥哥牆質過氧

化是L影響

由 fig. 10 所表示，預處理 Glycyrrhizin ( 50 、 100 、 200 州的的濃

度 1 小時，再與乙路 (5 mM)與氣化錯( 10μM) 共同暴露於細胞 4

小時發現，細胞受到乙路 (5 mM)與氣化鍋( 10 μM) 產生脂質過氧

化的程度並未隨著 Glycyrrhizin 濃度的增加而或少。由 fig. 11 所表示，

預處理 Quercetin ( 5 、 10 、 20 凶1) 的濃度 1 小時，再與乙路 (5 mM)

與氣化鍋( 10 μM) 共同暴露於細胞4小時發現，在 Quercetin ( 10 戶1)

的濃度下對乙路 (5 mM)與氯化錯( 10 戶1 )誘發脂質過氧化抑制

作用最好，降低約 20% '而在 Quercetin ( 20 戶的的濃度下卻只抑制

約 15 % ' Quercetin ( 5μM) 的濃度沒有觀察到抑制作用。因此，

Quercetin 具有抑制細胞受到乙略與氣化錯誘發臆質過氧化的能力。

十三、 Glycyrrhizin 典 Quercetin 對己買接與氧化錯轉發租車車費童安

種化之影響

由 fig. 12-13 結果顯示，細胞未預先處理 Glycyπhizin 或 Quercetin

而只單一或共同暴露乙略和氧化錯，結果發現乙路和氣化錯共同暴露

會導致細胞質中Rhodamine 123 的童提高，表示其 plasma membrane 

受到損傷，在預先處理不同濃度 Glycyrrhizin ( 50 、 100 、 200μM)和
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Quercetin ( 5 、 10 、 20μM) 1 小時，再進行乙路 (5 rriM)與氧化鈍( 10 

ρÆ ) 共同暴露於細胞 4 小時，結果可以觀察到 Glycyrrhizin 和

Quercetin 能抑制細胞質中Rhodamine 123 的增加，表示可以預防細胞

受到乙接與氧化銷產生 plasma membrane 的傷害，其中 Quercetin 的保

護效果為 Glycyrrhizin 的 2 倍以上。
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討論

乙搭一方面可盟在工業製程中大量使用而被人體所接觸吸收，另

一方面可經由攝取酒精性飲料，在體內代謝形成;根據過去文獻指

出，重金屬錦對於生物以及環境有很高的毒性，根據現實主義境中人體

極有可能同特暴露與吸收數種環境毒物。囡此，本研究主要在細胞層

面上探討乙略與氣化鍋共同暴露 4 小時下，對 V79 中圈倉鼠肺臟細胞

所造成毒性之效應，並以 independent joint action model 以及 synergestic

interaction assay 分析在共同暴露下是否具有複合效應。

首先利用 Trypan blue exclusion 的方法，觀察到單一暴露的乙路

(1-5 mM)與氣化鍋( 10 、鈞、狗肉。之劑量其細胞存活率在 80% 以

上( fig 1 a ' fig 1 b ) ，並進一步 MTT 的試驗觀察細胞活性，結果在相同

的劑量下發現有相似之結果( fig 2a ' fig2b ) ，因此實驗進取細胞存活

率的%以上之劑量進行共向暴露，利用 Trypan blue exclusion 立即觀

察細胞毒性，沒有產生複合之細胞毒性，由 fig 1c 以及表一得知。另

外再由 fig 2c 以及表二得知，經過 MTT 的試驗發現只有在乙路( 5 

mM)與氣化錦( 10 、鈞、狗肉1 )的共同暴露下，細胞活性有明顯

之下降 (p<O.Ol) 。

由 independent joint action model 分析其實際抑制細胞活性大於預

期抑制細胞活性，而由 Trypan blue exclusion 的實驗方法只能觀察到細

胞急性死亡與存活的表現，在短時間下是無法展現其複合毒性。但是

由 MTT 的試驗結果，細胞在代謝 MTT 所表現出的細胞活性，卻有產

生明顯的複合毒性效應。進一步由 colony efficiency 的試驗，長白等問下
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觀察到細胞在低劑量的乙路 (1 mM、 2.5 nu\1、 5 mM)與氣化鍋( 5 、

10 、 15 、 20ρ丘)共向暴露下便有很明顯的複令毒性產生，實際使大

於預期值的 2 倍。自此，在低劑量下共同暴露雖然仍有加成毒性，但

不會立即表現複合毒性，經過長時間下即可觀察到複合毒性的表現。

過去的研究已證實乙路與金屬鍋均具有會造成細胞毒性、基因致

突變性以及染色麓的改變 (84 ，85 ，86) 之毒性效應。並且Andrea 等人

(87) 指出錯可增加經 uv 照射後產生的致突變性。 Wontersen 指出 (25)

乙路具有欲動子 (promoter) 之性質，可增加 benzo凶pyrene 形成腫瘤

的頻率。而本實驗中以 HPRT(hypox組thine phosphoribosyl transferase ) 

基因突變的產生作為 DNA 損傷的指標之一。由表五的結果可知乙接

與氣化錯的共同暴露會導致基因致突變性的增加，其具有投合作用。

Zalcour 等人(88，紗，90)指出，錦會抑制 DNA 複製和降低人類 β

DNA polymerase 的活性，並且抑制 DNA repair pathway ，如: 0 6
_ 

alkylguanir晦-DNA-a1勾r1transferase 和 nucleotide-excision repair 。而

Mapoles 等人報導(91) ，乙路會導致 CHO 細胞生長受抑制。而由本實

驗 fig 3 得知，單一暴露的乙接與氣化錯，會抑制 V79 細胞的生長，

而在共同暴露部份，其細胞生長的結果更加明顯的受到抑制，本研究

進一步觀察 fig 徊，鉤， 4c 細胞迫期的狀態，可以發現單一暴露乙接與

氣化鈍，至 48 小時後其細胞通期與控制組相似，更加3正明單一暴露

其細胞生長之情形;而共同暴露乙略與氣化鈍，在 12 小時後

hypodiploid 部份產生片斷的 DNA' 其表示細胞受到損傷，可能具有

Apoptosis 的現象產生，並且在 48 小時時觀察到細胞通期的分佈仍未

恢復，同樣地在共時暴露部份也可以發現至IJ其細胞生長的狀態，因此
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共同暴露會導致細胞內 DNA 上的傷害增加，進而改變細胞週期的分

佈'促進細胞死亡的現象。

雖有文獻指出 (92) ，絃過長特閱( 30 days )給予氣化錯，益同時給

予 ethanol 導致內源，法系統(endogenous )產生乙餒，會增加重金屬鋪在

老鼠(rat)肝臟中的累積量。由實驗表七得知，在短時間( 4 hrs)對 V79

細胞共向暴露乙略與氣化鋪下，不會因為乙臨的加入而影響錦離子進

入細胞內之濃度。許多文獻指出 'DNA 草股斷裂( DNA single strand 

break)可作為 DNA damage 之指標。由本實驗 fig 5 結果發現，單一暴

露於乙略與氣化鍋均有 DNA 單投斷裂的增加之傾向，但是在共同暴

露峙，卻沒有加強 DNA 單股斷裂的情形。最近 Katherine 等人(93)指

出，乙峰會誘發 DNA-protein cross-links '在具有 protein 沉澱下，可能

因此而干擾 DNA 單股斷裂的測定。

生物體自生性或外來物的誘發下，所產生的活性氧化物質

( reactive oxidation species) ，假若不能被體內解毒酵素系統(GSH 、

catalase 、 SOD)所清除，其細胞搔易被自由基( free radical )所攻擊，導

致細胞耳其土產生脂質通氧化，甚至攻擊在 DNA 上，產生基因突變或

是造成 DNA damage (94) 。過去的文獻已指出重金屬錯在 In vitro 或

In vivo 實驗中證實會引起氧化性傷害，產生脂質過氧化 (95) 。另外，

Olivares 等人(96)報導，乙路亦會導致人類肝細胞( cell line )脂質過

氧化的程度增加，如文獻所未本實驗( fig 6a ' fig 6b) 乙路與氣化鍋均

可誘發V79 細胞之脂質過氧化程度上弄，並且在共向暴露乙路(5 mM)

與氣化鍋( 5-20μM)發現具有加成( ad吐itive )以及協同作用

( synergism )的增加，但是在較高劑量下沒有產生複合之效應，其可能
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原因尚待進一步探討。

正常狀態下細胞會將Rhodamine 123 uptake 豆 mitrochondria 之

matrix 中，此時因Rhodamine 123 大量累積 mitrochondria 中， cytosol 

中螢光量較低，但如果在毒物傷害下， mitrochondria 會函膜傷害而將

使Rhodamine 123 大受流入細胞質中，導致細胞質中Rhodamine 123 

的大量增加。由本實驗Fig.7 可發現單一乙路(5 mM)與氣化鍋( 5 、 10 、

20μM)的暴露不會導致粒線禮膜電位改變，而影響即10damine 123 之

螢光物質的減少。但是在共用暴露下，會使得知lOd缸nine 123 比螢光

物質在 cytosol 內大受增加，表示 plasma membrane 受至11 了損傷導致;

最近有 Yang(97)等人研究觀察到氣化銷會誘發 ROS 的產生，導致細

胞脂質過氧化的生成，使得Rhodamine 123 之螢光物質大量進入到

cytoplasma 0 此外 Rahn 等人(98)也證實乙路會造成 plasma membrane 

的損傷而影響Rhodamine 123 的 uptake 狀態。

本實驗證明了乙略與氯化銷對 V79 細胞的毒性與傷害探討後，另

夕外←選取夭然物中較易攝取或常用中藥之主成份 q恥ue叮rc臼et出i泊n 和

g斟ly抖c)

Gly戶cyr叮rhiz泣i泊n叫1(5刊O 、 100 、 200 戶1)和 Quercetin(5 、 10 、 20μM)觀察乙路和

氣化錯多種劑量下共同暴露，其對 V79 細胞脂質過氧化的形成與粒線

體和 plasma membrane 損傷之影響。由脂質過氧化實驗中，發現在乙

路(5 mM)與氣化鍋(10μM)所產生的結質過氧化程度較其它共同暴露

劑量嚴重，自此選用此劑量做為本實驗共同暴露之主要劑量。在本實

驗Fig.lO 中， Glycyrrhizin並未對共向暴露乙略與氣化鍋所誘發的恥1DA

濃度產生抑制作用，而在 Quercetin 的預處理部分則明顯可以觀察至11
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孔IDA 的產生受到抑制作用;在Akamatsu 等 (54)亦指出， Glycyrrhizin 

能明顯降低 neutrophili 所產生的 O2- 、 H202 和﹒ OH ，而 cell-free 的系統

中，別無法降低 ROS 的產生顯示 Glycyrrhizin 雖然能抑制的utrophili

內生性 ROS 之形成，其並非 ROS 捕捉劑( scavenger) ，故無法消除由

外來毒物所誘發活性氧化物質之傷害，但如果以常用之 free radical 

scavenger 的 Quercetin 處理，貝Ij 對共同暴露後脂質過氧化之形成有明

顯的抑制效果， Quercetin( 1 0μM)可降低 20 %的脂質過氧化。在 Fig

12-13 中可以觀察到在預處理 Quercetin 和 Glycyrrhizin 的實驗組可對

乙路(5mM)和氣化鍋(10J.LM)共同暴露所造成的 plasrna rnernbrane 損傷

情形具有抑制作用，而又以 Quercetin(1 0 、 20帥1)的保護作用最好。

由本研究再次驗證過去文獻中所指出，乙路與氣化鍋這兩種毒

物，在單一暴露下具有細胞毒性及基因毒性;史進一步發現當這兩類

環境污染物共同暴露峙，對於細胞毒性及基因毒性具有顯著的加成性

作用及協同性作舟。且複合毒性的產生立在非立即呈現於細胞急性死亡

與存活，而是細胞生長受至'1抑制、路質產生傷害或者可能因細胞內解

毒之酵素系統遭到損傷等，漸漸造成基因突變或是產生 DNA

darnage 0 
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結論

本研究觀察到 V79 細胞共同暴露乙路與氣化鋪下，會對細胞造成

投合毒性之產生，但其毒性作用並非在短時間所表琨'而是透過自由

基(含ee radical )的產生，誘發細胞脂質過氧化及導致 plasma membrane 

的損傷，進一步在長時間下造成複合毒性的效應，產生細胞死亡。同

時在細胞生長情形與細胞週期恢復狀態觀察到共同暴露部份比各別

單一暴露有較嚴重的改變，立在且在長期基自表現的層面上，會導致基

因致突變率的增加。因此，間接推測當作業場中之工人，若有如酒之

習慣極易透過內源性系統產生乙路，又在作業環境中受到重金屬傷

害，其兩者暴露的結果，即產生複合效應之毒害亦表示當人類同時

暴露或吸收數種寄物，可能具有其更嚴重的傷害。

另外，以夭然物中之企ee radical scavenger quercetin 預處理可以抑

制乙略與氣化鋪在共同暴露下所產生的脂質過氧化，而甘草之主三成份

glycyrrhizin 則否，但在預處理 quercetin 與 glycyrrhizin 則會抑制

mitochondria plasma membrane 的損傷程度。因此，天然物 quercetin 能

透過降低自由基產生，減少乙路與氣化錯所造成的細胞傷害，而

glycyrrhizin 亦可透過不同機制達到保護的效果。
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* ，料表示與 control 組比較，其結果有顯著之差異尸: p<O.05 '料: p<O.Ol) 
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Fig6a. 乙略與氣化鋪在單一與共時暴露 4 小時後，對於 V79 細胞脂質

通氧化傷害程度之影響。(1ipid peroxi也tion)

每個劑量 3 重覆，求其平均值(n=3)

* ，料表示與 control 組比較，其結果有顯著之差異(台: p<O.05 '料: p<O.Ol) 
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Fig6b. 乙路與氣化鍋在單一與共同暴露 4 小時後，對於 V79 細胞脂質

過氧化傷害程度之影響。 (lipid peroxidation) 

每個劑量 3 重覆，求其平均值(n =3) 

* ，料表示與 control 組比較，其結果有顯著之差異尸: p<0.05 '料: p<O.OI) 

#，##表示與向組單一劑量之乙路比較，其結果有顯著之差異(#: p<O.衍，辮子<0.01)

3'b 表示與同組單一劑量之氣化鍋比較，其結果有顯著之差異(3: p<0.05 'b : p<O.OI) 
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Fig7. 乙路與氣化錯在單一與共同暴露 4 小時後，對於 V79 細胞的

mitochondria membrane potential 之傷害影響。

每個劑量 3 重覆，求其平均佳(n =3) 

*表示與同組單一劑量之乙接或氣化鍋做比較，其結果均有顯著之差異( * : p<O.Ol) 
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Fig8.不同濃度之 Glycyrrhizin 暴露於 V79 細胞 24 小時後，對其 MTT

細胞活性之影響。

每值劑量 4 重覆，求其平均值(n=4)
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Fig9.不同濃度與時間之 Quercetin 暴露下，對於 V79 細胞活性之影響。

每個劑量 4 重覆，求其平均值(n =4) 
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Figl0. 預處理 1 小時不同濃度之 Glycyrrhizin 對乙略與氣化錦共同暴

露 4 小時後，其 V79 細胞脂質過氧化傷害程度之影響。(lipid

peroxidation) 

每個劑曼 3 重覆，求其平均值(n=3)
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Figl l.預處理 1 小時不同濃度之 Quercetin 對乙略與氣化鍋共同暴露 4

小時後，其 V79 細胞脂質過氧化傷害程度之影響。(lipid

peroxidation) 

每個劑量 3 重覆，求其平均值(n =3) 

#表-F與 control 組比較，其結果有顯著之差異(# : p<O.Ol) 

* ，料表示與乙酪底氣化鍋共同暴露相比較，其結果有顯著之差異( * : p<O.05 '料:

p<O.Ol) 
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Fig12.預處理 l 小時不同濃度之 Glycyrrhizin 對乙路與氧化鍋共同暴露

4 小時後，其 V79 細胞的 mitochondria membrane potential 之傷害
影響。

每個劑量 3 重覆，求其平均值(n=3)

#表示與 control 組比較，其結果有顯著之差異(# : p<O.Ol) 

* ，料表示與乙路及氣化鍋共同暴露相比較，其結果有顯著之差異(料: p<O.的， * 
p<O.Ol) 

GA:表示 Glycyrrhizin
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Fig13.預處理 1 小時不向濃度之 Quercetin 對乙酪與氣化鍋共用暴露 4

小時後，其 V79 細胞的 mitochondria membrane potential 之傷害
豆豆狸。
'IY a 

每個劑量 3 重覆，求其平均值(n =3) 

#表示與 control 組比較，其結果有顯著之差異(# : p<O.Ol) 

* ，料表示與乙略及氧化鍋共同暴露相比較，其結果有顯著之差異( * : p<O.Ol) 

Q: 表示 Quercetin
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表一以 independent joint action model 分析在氣化鍋與乙酪共同暴露

下，對 V79 細胞預期及實際相對致死率之差異。

Observed Predicted 
Dose Relative mortality Relative mortality Interaction 

(%) (%) 

AA l mM + CdCh 10μM 6.5+2.5 18.1+6.9 
AA lmM + CdCh 25μM 17.9+2.4 24 .3 +6.7 
AA lmM + CdCh 50μ 軒f 25.5+2.7 26.2+7.3 

AA 5mM + CdCh 10μM 18.8+2.9 22.6+3.5 
AA 5mM + CdCh 25μM 24.5+2.0 28.5+3.0 
AA 5mM + CdCh 50μM 28.1+1.4 30.3+4.2 

以 trypan blue exclusion 試驗分析預期相對致死率及實際相對致死率

Independent joint action model : P(M)=P(A)+P(B)一P(AXB)
一:表無複合毒性

AA:表示 acetaldehyde
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表二以 m吐ependent joint action model 分析在氣化銷與乙酪共同暴露
下，對 V79 細胞其預期及實際抑制細胞活性之差異。

Observed Predicted 

Dose Relative mortality Relative mortality Interaction 

(%) (%) 

AA 1mM + CdCh 10μM 4.0+3.6 6.4+6.0 
AA1m恥1+ CdCh 25μM 18.8+5.8 23.1+7.9 
AA 1mM + CdCh 50μM 35.2+8 .3 31.7+6.7 

AA5m孔1 + CdCh 10μ 孔f 36.3 +3.2 29.0+3.9 
AA5mM +C吐Ch25μ 孔4 50.5+3.6 41.7+5.9 
AA5m孔1 + CdClz 50μM 55.6+3.9 48.2+3.1 

以 MTT 試驗分析預期抑制細胞活性及實際抑制細胞活性

Independent joint action model : P(M)-P(A)+P(B)-P(A X B) 
一:表無複合毒性

>+ .表有複合毒性

AA:表示 acetaldehyde

74 

>+ 
>+ 
>+ 



表三氣化鍋與乙路共同暴露 4 小時下，對 V79 細胞毒性之影響:

(colony assay) 

V79 cells V79 cells 
(add lmM 

\\ AA) 
CdCh(μM) Relative cell Relative cell 

survival(% ) survival(% ) 

。 100+2.0 96.7+8.9 

5 100+3.8 96.9+5 .4 

10 94.9+3.9" 77 .4 +4.9的

15 81.8+3.1. 46.4+6.9a.b 

20 60.0+3.5. 

每館劑量 3 重護，求其平均值(n=3)

一:表示 no detection 

V79 cells V79 cells 
(add 2.5mM (add 5mM 

AA) AA) 
Relative cell Relative cell 
survival(% ) survival(OIo ) 

74.4+2.于 19.23+2.0. 
68.5+6.1的

36.2+2.0的
1 1.5+3.5的

侖，料表示與 control 組比較，其結果有顯著之差異(由 :p<O.肘，林: p<0.05) 
a 表示與向組單一劑量之乙路比較，其結果有顯著之差異(a : p<O.Ol) 
b 表示與同組單一劑量之氣化錦比較，其結果有顯著之差異( b:p<O.Ol) 
AA:表示 acetaldehyde
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表四以 independent joint action model 分析在氣化鍋與乙酪共同暴露
下，對 V79 細胞其預期相對致死率及實際相對致死率之差異。

Observed Predicted 
Dose Relative mortality Relative mortality Interaction 

(%) (%) 

AA 1mM + CdClz 5μM 3 .1 +ND 3.3+ND 
AA 1mM + CdClz 10μM 22.6+4.9 8.2+ND 
AA 1mM + CdClz 15μM 53.6+6.9 20.9+9.6 

AA 2.5mM + CdClz 5μM 31.5+6 .1 25.6+4.5 
AA 2.5mM + CdClz 10μM 63.8+2.0 29.4+4.7 
AA2.5m卸1 + CdClz 15μM 88.5+3.5 39.1+4.1 

以 colony 試驗分析預期相對致死率及實際相對致死率

Independent joint action model : P(M) P(A)+P(B)一P(AXB)
ND : non-detectable response 
一:表無援合毒性

>+ :表有複合毒性

AA:表示 acetaldehyde
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表五以 HPRT 分析 V79 細胞在氣化鴿與乙路共同暴露下，對細胞致

突變之影響。

Dose Plating efficity Mutant ce l1s 
(%) (numbers/l06 ce l1s) 

Control 100.0+3.9 O 
CdCh5μ 孔f 84.4+4.7 

。CdCh 10μ 恥f 46.8+5 .4* 4 
CdCh 15μ 恥f 30.2+3.9* 2 
AA2.5mM 71.9+5.0" 3 
AA 2.5mM+CdCh 5μ 孔f 34.2+2.1# 11 
AA2.5mM+CdCh 10μ 孔f 7.1+1.0# 18 
AA2.5m恥I+CdCh 15μM 2.7+0.6# 14 
EMS 600μg/ml 93.2+ 1.6 173 

* ，州表示與 control 組比較，其結果有顯著之差異(* : p<O.Ol '的: p<0.05) 
#表示與同組單一劑量之乙路或氣化鍋比較，其結果有顯著之差異(# : p<O.Ol) 
AA:表示 acetaldehyde
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表六在氣化鍋與乙酪共同暴露下，對 V79 細胞其預期及實際產生致

突變數目之差異。

Observed Predicted 
Dose Mutant number Mutant number Interaction 

(lxl06) ( lxl06 
) 

AA 2.5mM + CdCh 5μM 11 3 >+ 
AA 2.5mM + CdClz 10μM 18 7 >+ 
AA2.5mM +C吐Clz 15μM 14 5 〉十

以 Synergstic interaction assay model 分析預期產生致突變數目及實際
產生致突變數目之差異

N (AB) N(A)+N(B)-N(C) 

N(AB) :表實際產生致突變數目，

N(A)+N(B)-N(C) :表預期產生致突變數目，

N(A) :表 A 毒物產生致突變數目， N(B) :表 B 毒物產生致突變數目，

N(C) :表 control 產生致突變數目。

>+ .表有複令毒性傷害

AA:表示 acetaldehyde

78 



表七 V79 細胞內之重金屬含量測定

treatment 

control 

Acetaldehyde 1mM 

Aceta1dehyde 2.5mM 

CdClz 10μM 

CdClz10μ 孔1: + Acetaldehyde 1 mM 

CdClz 10μ 卸1 + Acetaldehyde 2.5m孔f

CdClz 25μM 

CdCh25μM + Acetaldehyde 1mM 

CdCh 25μM + Acetaldehyde 2.5mM 

每個劑量 3 重覆，求其平均值扭扭3)

ND: 表示 lower than detection limit 

79 

Cd (ng!106 cells) 

ND 

ND 

ND 

104.30士2.72

103.58土4.69

102.76土4.90

134.40土 8.21

139.16土4.94

136.28士 8.53



表入在氣化鍋與乙路共向暴露下，對 V79 細胞其預期及實際產生脂

質過氧化傷害程度之差異。

Observed Predicted 

Dose Relative mortality Relative mortality Interaction 
(nmoVmg) (nmoVmg) 

AA 5mM + CdCh 5μM 0.71+0.17 0.51 +0.07 >+ 
AA 5mM + CdClz 10μM 0.90+0.03 0.67+0.08 >+ 
AA 5mM + CdC1z 20μM 0.97+0.12 0.78+0.07 >+ 

以 Synergstic interaction assay model 分析預期產生脂質過氧化傷害程

度及實際產生脂質過氧化傷害程度之差異

N (AB) N(A)叩開-N(C)

N(AB) :表實際產生孔的A 之值，

N(A)+N(B)-N(C) :表預期產生卸的A 之值，

間的:表 A 毒物產生孔的A 之值， N(B) :表 B 毒物產生 MDA 之佳，

N(C) :表 control 產生孔的A 之值。

>+ :表有複合毒性傷害

AA:表示 acetaldehyde
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表九 GFAAS 測定鍋元素之基本設定條件

設定條件

波長(wavelength)

柵寬(slit width) 

燈管電波(lamp current) 

能量(energy)

攜帶氣體(ca叮ier gas) 

原子化攜帶氣體

(carrier gas on atomization) 

訊號計算(signal calculation) 

石墨管注射量(injection volume) 

背景校正(background correction) 

n -Hun 

九
一
一
心
切
叫
到
叫
叫

S
均
一
門
A
L
4
5
0

每
一
后

(
M
h

Peak 訂閱

20μi 

Zeeman correction 

表十使用石墨爐原子吸收光譜儀分析鍋(Cd)其昇溫條件及基質修飾

齊t

程式階段 設定混度CC) 昇 i旦時間 (sec) 維持時間(sec)

(step) (temperature) (Ramp time) (Hold time) 

乾燥(dry 1) 110 20 

乾燥(dry 2) 130 5 30 

灰化(pyrolysis) 800 10 20 

潭、子化 1300 O 5 

(atomized) 

清除(clean-out) 2450 3 

Cd:基質修飾劑(Martix Modifier): 0.05mgN!-4H2P04+O.003mgMg(N03)2 
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Acetaldehyde 

Fig 16. 單一暴露不同劑量之乙接

CdC12 

Fig 17. 單一暴露不同劑量之氣化鍋
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AA 1m 
C往 10μM + + 

Fig 18. 共同暴露乙搭 1 mM及氣化錦 10μM 之 colony assay 

+ 

Fig 19. 共同暴露乙路 2.5 mlvI 及氣化鍋 10μM 之 co lony assay 
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Fig 20. 乙路(2.5 mM)與氣化鍋(10μ卦。在單一和共同暴露下對 V79 細

月包產生致突變之結果。
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Fig 21. Control 組與 Positive control 組對 V79 細胞產生致突變之結

果。
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