
中山醫學院毒理學研究所碩士論文

費laster Thesis, Institute of Toxicology, Chung Shan 
Medical and Dent我1 College 

指導老師:李輝博士 (Huei Lee, Ph. D.) 

Benzo [a] pyrene 對人類肺腺癌 CL-3 和 A427

細胞過期的影響研究

Effects of Benzo[a]pyrene on ceH cycle in 
human lung adenocarcinoma CL-3 and A427 cells 

研究生: Chen)撰

月

(July, 1999) 

i iiHilltitiihhii國 1\\\\11\



授權書

(t專碩士論文)

本授權書所授權之論文為本人在中山醫學院毒理學研究所

八十七學年度第二學期取得碩士學位之論文。

論文名稱: Benzo[a]pyrene 對人類肺腺癌 CL-3 和 A427 細胞週期的影響研究

日何意 口不同意

本人具有著作財產權之論文全文資料，授予行政院獨家科學委員會科學技

研討資料中心、國家圖書館及本人畢業學校厲害館，得不眼地域、時間與次

數以微輯、光碟或數位化等各種方式重製後散布發行或上載網路。

本論文為本人向經濟部智慧財產局申請專利的附件之一，請將全文資料延

後兩年後再公開。(請註明文號:

日同意 口不向意

本人具有著作財康權之論文全文貸抖，授予教育部指定送繳之圖書館及本

人畢業學校醫書館，為學術研究之白的以各種方法重製'或為上述目的再

授權他人以各種方法重裂，不限地域與時間，惟每人以一份為限。

上述授權內容均無須訂立讓與及授權契約書。依本授權之發行權為非專屬性發行

權利。依本授權所為之收錄、重製、發行及學術研發利用均為無償。上述同意與不同意

之欄位若未鉤選，本人同意視同授權。

指導教授姓名:李輝教授

研究生簽名:在
(親筆正楷)

日期:民國 88 年全月

學號: R86505 
(務必填寫)

1.本授權書議以黑筆撰寫並影印裝訂於書名頁之次頁。

2. 授權第一項者，請再交論文一本予畢業學校承辦人員或逕寄 106-36 台北市和平東路

二段 106 號 1702 室國科會科學技術資料中心主淑貞。(本授權書諮詢電話:02-

27377746) 
3. 本授權書於民盟 85 年 4 月 10 日送請內政部著作權委員會(現為經濟部智慧財產局)

修正定稿。

4. 本案依據教育部國家屬書館的.4.19 台(85)圖編字第 7日號函辦理。



Benzo [a] pyrene 對人類肺腺痞 CL-3 和 A427 細胞週

期的影響研究

Effects of Benzo[a]pyrene on Cell Cycle in Human L扭扭g
Adenocarcinoma CL-3 and A是27 Cells 

本論文為中山醫學院授與理學碩士學位之必備條件之一，經中

山醫學院嘉理學研究所碩士論文考試委員會審查合格及口試通

過。

口試委員

台中縈氏總醫院教學研究部副研究員

私立中山醫學院生物化學研究所助理教授

私立中山醫學院毒理學研究所教授

(本論文指導教授)

中華民閏八十八年七月七日

徐士蘭博士

為明琪博士

馬哈且每

李輝博士



學生陳澄太論文題目為 Benzo[a ]pyrene 對人類肺腺

癌 CL-3 和 A427 細胞迪斯的影響研究其論文已經

中山醫學院毒理學研究所碩士論文考試委員會審查合

格及口試通過，並由其指導教授核閱後無誤 O

指導教授:李輝博士簽名:

中華民國八十八年八月日



謝誌

研究所生涯威謝恩師李輝教授的不倦教誨，與實

驗室所有的師長與前輩熱情的協助，文稿初成承蒙台中

榮氏總醫院徐士蘭博士與本校生化所馬明琪老師的細心
指導 O

兩年來叩謝父母親，在精神上的鼓勵和金錢上的支

持，史威謝出嫁的三位姊姊'自尋常回家陪伴父母，讓我

無後顧之憂。

成謝萬物。

陳澄太 謹設、於

中山醫學院毒理學研究所

中華民鶴八十八年七月三十一日



目錄

壹、 中文摘要

貳、 文獻綜論 3 

一、源起 3 

二、環境中強致痞物 B[a]P 4 

戶、基自毒物和細胞過期 5 

四、細胞過期與其調控蛋白 8 

l.調控 Gl arrest 的蛋白 8 

2. 調控 G2 arrest 的蛋白 8 

參、研究動機
AU 

t
a
且

肆、材料與方法 11 

一、材料與藥品 11 

l.細胞垮養 11 

2.RNA 萃取與純化 11 

3. 蛋白的萃取 12 

4. RT-PCR 12 

5. Western blot 12 

二、肺腺癌細胞株之來源與垮養 13 



一、細胞解凍與保存 14 

四、細胞毒性試驗 (MTT assay) 14 

五、細胞增生試驗 15 

六、 RNA 萃取與純化 16 

1.RNA 萃取 16 

2.RNA 絨~1t. 17 

七、 p21WAFl/CIP1 之 RT中CR 分析 17 

八、蛋白萃取及定量分析 18 

九、蛋白之西方墨，點法 (Westem blot) 19 

十、 Flow cytometry 20 

伍、結果與討論 22 

一、 B[a]P 對 CL-3 和 A427 細胞株之細胞毒性試驗 22 

斗、 B[a]P 對 CL-3 和 A427 細胞株生長之影響 22 

三、 B[a]P 對 CL-3 和 A427 細胞之 p53 和 p21 表現之影響 24 

四、 B[a]P 對 CL-3 和 A427 細胞週期的影響 27 

五、 CL-3 細胞之細胞之細胞週期調控蛋白

在細胞過期中扮演的角色 30 

陸、參考文獻 34 

系、表與關 51 

捌、英文摘要 67 



Abbreviations 

Ammonium persulfate 

α-naphthof1avone 

Benzo[a]pyrene 

Anti翩7 ， 8-dihydroxy-9， 10-epoxy-7，8夕， 10-

tetrahydrobenzo[ a ]pyrene 

Cytochrome P450 IAl 

Diethylpyrocarbonate 

Dimethyl sulfoxide 

Dithiothreitol 

Dulbecco' s Modified Eagle Medium 

E吋lance chemiluminesence 

Ethylene diaminetetraacetic acid 

Ethidium bromide 

F etal bovine serum 

Non essential amino acid 

Polycyclic aromatic hydrocarbon 

Phosphate buffered saline 

Polyacryl街血de gel elec仕ophoresis

Protein kinase C 

Reverse transcription-polymerase chain reaction 

Sodium dodecyl sulfate 

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

Trypsin and EDTA 

Tetramethyl ethylenediamine 

APS 

α-NF 

B[a]P 

BPDE 

CYPIAl 

DEPC 

DMSO 

DTT 

D孔1EM

ECL 

EDTA 

EtBr 

FBS 

NEAA 

P必T

PBS 

PAGE 

PKC 

RT-PCR 

SDS 

TCDD 

T厄

TEMED 



壹、中文摘要

肺癌已成為台灣地區癌症死亡的頭號殺手。而環境因子可能是肺

癌發生的重要影響自子，本研究主要在探討在肺細胞土造成之基因毒

性和細胞過期之相關性。實驗室先前研究發現以 Benzo[a ]pyrene (B例的

處理會導致肺腺癌 CL-3 和 A427 為株細胞產生不同程度的 DNA 傷

害，其中 CL-3 細胞會產生高葷的 DNA 鍵結物，而 A427 細胞員'1 幾

乎不會形成 DNA 鍵結物。本研究欲暸解環境污染物 B[a]P 在肺細胞

上所引起的基因毒性，如何影響細胞週期。

經 B[a]P 處理的 CL-3 細胞會停止生長，而 A427 細胞生長則不

會停止，顯示 CL-3 細胞的過期可能受到 B[a]P 的影響;以西方墨點法

分析調控細胞過期之相關蛋白的變化 o 發現已知會引起細胞停在 Gl 期

之 p53 蛋白，經 B[a]P 處理後的 CL-3 細胞有被誘發而增高的現象，

若以反轉錄經國聚合經鏈鎖反應(RT中CR)分析 p21 mRNA 的表現，則

發現 p53 會轉錄活化 p21 基目的表現，但 p21 蛋白卻沒有增高。p21 的

基因表現和蛋白的表現量不一致，這顯示有其他的機制參與 p21 蛋白

的消失。



進一步以流式細胞儀 (flow cytome甘y) 來分析細胞週期的分佈，發

現 CL-3 細胞經 B[a]P 處理之後，其 Gl 期與對照組比較並沒有顯著

的增加。在 S 期方面，發現 S 期有降低的情形，顯示 B[a]P 會抑制

CL-3 細胞 DNA 的合成，這可能和 CL-3 細胞有高量的 DNA 鍵結物

之間有相關性。且 S 期的降低似乎與 p21 與 PCNA 之間的交互作用

有關。另外，在經 B[a]P 處理時發現含有 wild-type p53 基因的 CL-3 細

胞會產生 G2為1 phase arrest 的情形。進一步以西方墨點法分析細胞迪

斯調控蛋白的變化，已知經由 p53 絡解 cyclin Bl 會導致細胞無法由 G2

進入M 期停止，實驗結果在 G2品f 期高時 cyclin Bl 的表現幾乎無法

測到，而在 cyclin Bl 表現時細胞又可以由 G2 進入M 期，顯示由 cyclin

Bl 降解會導致G2 arrest 的發生，但是p53 蛋白的變化似乎不參與 cyclin

Bl 的降解，且 p幻的下游 p21 蛋白亦不參與 02鳥在期的停止;另外

扎的M2的表現與 p53 蛋白一致，可能是 p53 轉錄活化 MDM2 '又

MDM2回饋抑制 p53 之功能，使 p53 喪失參與細胞過期停止的功能。

綜合以上結果， B[a]P 所造成蹄腺癌細胞 CL-3 的 021M phase arrest 是

經由 p53-independent pathway 或其他轉錄活化囡子所造成的。
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貳、文獻綜論

一、游、起

由於台灣地區肺癌發生率及死亡率近年來有逐漸升高的趨勢，在

氏國八十六年肺癌死亡率一度高於肝瘡的死亡率，而成為癌症死亡率

的第一位(衛生署，生命統計， 1997) 。由於台灣地。這環境因子複雜，而

肺臟又是直接暴露環境因子的的標的器官，因此推測台灣地區肺癌發

生與環境圈子間有某種程度的相關性。或許與其他國家肺瘖的形成機

轉上有些不詞。本研究室先前研究發現環境中強致癌物 Benzo[a ]pyrene 

(B[a]P)會促使台灣肺腺癌 CL-3 細胞產生高量的 DNA 鍵結物

(367.63 ad卸的 /108 nucleotides) ，而美國肺腺癌 A427 細胞貝'1 幾乎不形

成 DNA 鍵結物的形成(0.36 adduc的/ 108 nucleotides) ，且在比較兩株細

胞代謝 B[a]P 的 cytochrome P450 IAI (CYP IAI) 酵素活性和AhR路徑

調控 CYP IAI 基因表現的機轉峙，發現 CL-3 細胞 CYPIAI 的酵素活

性遠高於 A427 細胞。同時 CL-3 細胞之 CYP IAI 的基因表現是透過

AhR路經所調控而表現較高的 CYP IAI '因此 CL-3 細胞有較高的

B[a]P-DNA 鍵結物可能是 CL-3 細胞的AhR路徑轉錄活化 CYP IAI 的

活性較 A427 細胞高而造成代謝出 anti-7步8-dihydroxy“9， 10-epoxy剛

7 ， 8夕， 10-te甘a-hydrobenzo[a]pyrene (BPDE) 的能力較高所致 (Chen，
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Master Thesis, 1996 )。本研究即著重在探討環境污染物 B[a]P 在肺細胞

上所引起的基因毒性，如何影響細胞過期變化。

二、環境中強致瘖物 B[a]P

多環芳香短是一種廣泛存在環境中的污染物，它的種類非常多，

通常是經由有機物不完全燃燒所產生的。在多環芳香炫類化合物的致

癌性方面研究中，以 B[a]P 的強致癌性最被廣泛研究(Angerer et 泣，

1997) 。

有關 B[a]P 的代謝活化已有相當多的研究 (Sundaresan et 仗，

1995; Flower“ Geary et a1., 1995 ; Stacey et a1., 1998) 0 B[a]P 有許多代

謝路徑，其中主要經由 cytochrome P450 IAI 酵素系統代謝活化生成份"

甘細品7，8-dihydrobenzo[ a ]pyrene '然、後再繼續氧化形成， anti-7，心

dihydroxy“9， 10-epoxy-7，8 ，9， lO-te甘a-hydrobenzo[a]pyrene (BPDE) 最終代

謝產物，它會直接攻擊 DNA' 囡此具有致突變性、致癌性和致腫瘤性。

而代謝產物主要攻擊 DNA 的 dG 之 N2 位置，而形成 BPDE-N2-dG

DNA 鍵結物。

另一個主要代謝路徑是單電子氧化 B[a]P ，而產生 radica1 cation ' 
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它會攻擊 DNA 的 deoxy-guanosine 之 N7 胺基的位置，而形成 DNA 鍵

結物 o DNA 鍵結物已被認定為致癌物引起細胞 DNA 傷害的生物指標

( Ben van et al. , 1997) ，自此 DNA 鍵結物之含量可以反應細胞內對外來

物的代謝活化、解毒作用及 DNA 修復之反應的最終結果(Beach et 泣，

1992) 。同時 DNA 鍵結物的形成與細胞的轉型或誘發癌症發生有密切

的相關性。

肺臟是暴露空氣污染物的樣的器官， Weyand et al., (1 986) 以 B[a]P

直接噴入老鼠氣管內，五分鐘之後，無論在肺臟或肝臟中都可以測到

Quinone 類的 B[a]P 代謝物，例如 B[a]P-1 ，6-quinone 、 B[a]P-3，6-quinone

及 B[a]P峙， 12-quinone 。而肺臟代謝 B[a]P 的速率比肝臟較為快速。自

此本研究擬以人類肺腺癌細胞株 CL-3 和 A427 來探討暴露不同濃度的

B[a]P 所造成之基因毒性不同對細胞週期的影響，同時也追蹤分析細胞

過期調控蛋白之變化。

玉、基因毒物和細胞週期

Jocelyn et al., (1 998) 以基因毒物 cisplatin 和 UV-radiation 處理

normal human fibroblasts (NHFs) ，細胞過期會發生 G21M arrest '且發現

p53 蛋白會參與 G21M arrest '若以 p53 antÌ-sense oligonucleotides 去抑
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制 NHFs 之 p53 表現，再以 cisplatin 和 UV-radiation 處理，發現 02為f

arrest 有更增高的情形，因此推測 p53 並未直接參與誘導 02品1 arrest 的

發生，但這個現象只有在細胞經基因毒物處理之後，沒有產生 01 arrest 

的情形下，才會被觀察到。因此抑制人類正常纖維母細胞 p53 蛋白的

表現，會使細胞對基因毒物更為敏是益。

Magali et 祉， (1 998) 以七株不同的細胞株， colon adenocarcinoma 

HCT 、 LoVo 、 LS 174 T ' Breast adenocarcinoma CAL51 、扎在CF7 、 T47D ，

skin fibroblasts in secondary culture NDF '其中除了 T47D 的 p53 為

mutant type '其餘的細胞株均為 wil吋dι回-ty沖pep5刃3 ;在經 γγ.閉咽開.閉'

24 小時之後，發琨細胞週期均會發生改變，其中含 W益泌d岫ty叩pep5刃3 的細

胞株均會發生 Gωl 或 02a俯I叮re削S仗t 的情形，且需要 p抖53 蛋白的參與;然而

本身為 mu氓1其tant叩p5刃3 的 T47D 細胞，經 γF輔叫rad“la胡t世10∞n 處理 24 ，，1小、時之後發

現，細胞會產生 02 phase arrest 且有死亡的現象，但 p53 並沒有被誘

發而增加表現。經 y-radiation 處理之後含有 wild蟬typep53 的細胞，造

成細胞過期的改變需要 p53 蛋白的參與，然而含有 mutantp53 的細胞

所產生的 02 arrest 卻沒有誘發 p53 蛋白的增加，因此先前研究基因

毒物造成細胞產生 01 和 02 arrest '在含有 wild-type p53 之細胞株才

會發生，而在含有 mutantp53 的細胞在經基因毒物處理之後，則會產

生 02 arrest 的現象。又 Bunz et 泣， (1 998) 研究發現，含有 wild type 

p53 的細胞，經 y-radiation 和 Nocodazole 處理細胞，發現細胞會有 02
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arrest 的情形，同時發現 p53 和 p21 的表現增高的現象 'p53 和 p21 皆

會參與 02 arrest 的發生，顯示 wi1d type 的 p53 和 p21 會參與 02 arrest 

的發生 O

Cyrus et al., (1 997) 以 Benzo[a]pyrene (B[a]P) 處理含有 mutant-type

p53 之 swiss 3T3 fibrob1asts '發現細胞會有 01 arrest 的情形發生，同

時發現 p53 蛋白會被誘發而增高;又以AhR的抑制劑 α-naphthoflavon

去抑制細胞誘發代謝 B[a]P 之 CYP IAI 的路役的AhR'然後再以 B[a]P

處理，發現細胞沒有 01 arrest 的現象，另外以 B[a]P 處理 p53 -/個

knockout mice'發現細胞過期還是有 01 arrest 的現象。這結果顯示 B[a]P

所導致的 Gl arrest 並非經由 p53 蛋白所調控。

不同細胞經不持基因毒物處理所產生的細胞迪斯停止結果不向

(pa缸icia et al., 1998) ，含有 wild句pep53 基因的細胞經基因毒物處理

後，會導致細胞停止在 01 時期(Natalia et al. , 1996) ，但 p53 蛋白不一

定會參與細胞過期的停止，但 p53 則會參與 02 arrest ;含有 mutant國type

p53 基間的細胞經基因毒物處理之後，所產生的 01 或 G2 arrest '皆

不一定需要 p53 蛋白的參與科1unna et al. , 1995) 。
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四、細胞過期與其調控蛋白

1.調控 Gl arrest 的蛋白

p53 為一種抑癌蛋白，當細胞受到基因毒物的傷害之後，會誘發

細胞 p53 蛋白的堆積(Kastan et al., 1991; Fritsche et a1., 1993; Richard 

et al., 1998) ，且會造成細胞生長的停止。已知細胞經基因毒物傷害後會

導致細胞過期停止在 GlIS 期，是經由 p53 蛋白轉錄活化p21的FJ/CIPl 基

因( Andrei et al., 1999) ，而 p21 蛋白會抑制細胞遠期由 G1 期進入 S 期

所需的 cyclin輛dependent 話nase (Cdk) ，如 Cdk2、 Cdk3 、 Cdk4 和 Cdk6

kinase '而使細胞停止在 G1 期而無法進入 S 期 (Charles et 祉， 1994 ; 

1996 ; Faina et al., 1996; Shunsuke et al., 1997) 。

2. 調控 G2 arrest 的蛋白

許多研究顯示細胞經基因毒物處理之後，會產生 G2 arrest 的現象

(Atsushi et a1., 1998; Ruth et al., 1998)' 且 p53 蛋白會參與調控 G2 arrest 
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的產生 o Steven et 泣， (1 999) 研究發現 p53 會調控的 02 arrest '可能

是經由 p53 抑制 cyclin B1 的轉錄活化，而降低 cyclin B1 的表現所導

致。但 Winters et 祉， (1 998) 發現經基因毒物 y-radiation 處理沒有 p53

基因之人類細胞 H1299 '所產生的 G2 arrest 是經由抑制 Cdc2 與 cycl也

凹的磷酸化，而使細胞無法由 02 期進入M 期所導致 (Zoe et 泣，

1999) 。在缺乏 p53 和 p21 的老鼠和人類細胞經基因毒物處理之後，所

產生的 02 缸Test '這種細胞生長停止可能是經由活化一種 protein kinase 

Chk1 '磷酸化的 Chk1 會抑制去磷酸化酵素 Cdc25 的功能 (Paule et 泣，

1994; 1997)' 沒有去磷酸化功能的 Cdc25 無法將 Cdc2 去磷酸化，而

細胞無法由 02 期進入M 期，使細胞過期停止在 02 期。在 p53 和 p21

突變的細胞株所產生的 02品1 arrest '可以經由 Chk1-Cdc25C-Cdc2 這

種路徑來解釋。
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參、研究動機

已知環境中主要的污染物為多環芳香煌，而多環芳香經中又以

B[a]P 的致癌性較為強，且 B[a]P 為一種基因毒物，其活化的代謝產

物會攻擊 DNA 而形成 DNA 鍵結物。過去研究發現細胞受到基因毒物

傷害時，會使細胞產生一連串的變化，包括細胞死亡、生長停止、處

走向腫瘤化的地步。實驗室之前研究發現，本身含有 wild司typep53 基

茵的台灣肺腺癌 CL-3 細胞，和美國肺腺癌 A427 細胞，在經基因毒物

B[a]P 處理後， CL-3 細胞會產生高量的 DNA 鍵結物，而 A427 細胞

則不會產生高量的 DNA 鍵結物，且 CL刁細胞會停止生長而 A427 細

胞則不會停止生長;然而兩株細胞所受到的傷害相同，但所表現的結

果卻不舟，是否與其細胞過期變化有所關連?

當細胞受到基自毒物傷害時細胞會停止生長，受損的細胞停止生長

以使細胞進行修復的工作，或細胞走向程序性死亡;已知 p53 為抑癌

蛋白，且會調控細胞細胞過期的變化，本實驗為了瞭解細胞經 B[a]P 處

理之後所產生的基因毒性與其細胞過期變化，與調控細胞週期蛋白之

間的關條?
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肆、材料與方法

一、材料與藥品

1. 細胞縛養

Dulbecco' s Modified Eagle Medium (D孔伍M) , F etal bovine serum 

(FBS) 'penicillin streptomycin' sodium pyru'咽e' non-essential amino acids 

。但AA) ，甘ypsm 購自美國 Life Technology 公司。細胞培養且購自丹麥

Nunc 公司， Benzo[a]pyrene (B峙的，購自美國 Sigma 公司 'd的自由yl

sulfoxide (DMSO) 購自德國 E. Merck 公司。

2.RNA 萃取與純化

TRlzol Kit , RNasin 購自美國 Life Technology 公司。 DNase，

MgC12 ' isoprop扭。1 ， DEPC (D扭曲yl pyrocarbonate)' DL- Dithio也reitol
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(DTT) 購自美國 Sigma 公司。 SDS' EDTA' NaOH' NaOAc ' 

Tris-base 購自德函E. Merck 公司。

3. 蛋白的萃取

Bio Rad protein assay kit 購自 BioRa吐公司。 Protein standard 

(bovine serum a1bumin) 購自美國 Sigma 公司。

4. RT-PCR 

SuperScriptTM II RNase H Reverse Transcriptase' 100mM制腎，

pnmer 購自美喝 Life Technology 公司。 Oligo primer ' 100 bp Ladder ' 

DyNAzymeTM II DNA polymerase 購自美國 Bio-Labs 公司。 TaKaRaEx

TaqTM 購白日本 TaKaRa Shuzo 公司。
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5. Western blot 

SDS , Tris' polyacrylamide' glycine' glycerol' EDTA 購自德

國 E. Merck 公司。 APS (Ammonium persulfate)' PVDF membrane ' 

ECL+plus 但也ance chemiluminesence) 購自英國Amersham Pharmacia 

Biotech 公司。 Coomassie blue' 2-mercaptoe也anol' bromophenol blue ' 

TEMED(N,N,N',N', -t仿制的ylenedi仰自)， Tween-20 購自美國 Sigma

公司。 Acetic acid, me註1個01 購自台灣皓峰公司。 p53 一次抗體 p53

(DO-7)購自丹麥 DAKO 公司。 p21 一次抗體 WAFl(Ab-l)購自美國

Oncogene 公司。孔的M2一次抗體 MDM2(SMP14) , cyclin Bl 一次抗體

cyclinBl (H-433) , PCNA 一次抗體 PCNA(PCI0)購自美麗 Santa Cruze 

公司。 X-ray film 購白日本 Fujil 公司。 Protein maker:RAINBOW RPN 

800(購自Amersham LIFE SCIENCE) 

二、肺腺瘖細胞誅之來源與培養

台灣肺腺癌細胞株 CL-3 細胞是由台大醫院內科楊浮池醫師分離垮

義出來，並由其提供本研究室持續培養。 CL-3 細胞株是屬於 lung

adenocarcinoma cellline '他在形態學上較屬於 epithelial-like cell 0 美

國肺腺癌細胞株 A427 細胞則是向美函American type cul如re collection 
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(ATCC) 購得。 CL-3 與 A427 細胞誅均以含有 10 % F etal bovine serum 

(FBS) , 0.22 % sodium bicarbonate ' 0.03 % L-glutamine' 1 mM sodium 

pyruvate' 100 mM non-essential amino acid (NEAA) ;fo 0.03 % 

penicillinJstreptomycin (l00 U/ml)之 D扎伍Mmedium 培養，置於 5%的

37 Oc CO2 恆溫培養箱內垮養。

三、細胞解凍與保存

由液態氮筒中取出細胞，迅速放入 37 Oc水浴中，使其快速解凍，

將解凍之細胞移至含有 37 oc堵養液之離心管中，以 800 rpm 離心 5 分

鐘，除去上清液，以含有 10 %FBS 之 D~伍M 垮養液培養之，培養

方法如前節所述。欲保存之細胞以換蛋白酵素(的rpsm 尼DTA)處理，

以單離細胞，以 800 rpm 離心 10 分鐘，除去上清液，加入含有的 %FBS

及 10%DMSO 之 DMEM 培養液，再取部分完全均勻的細胞懸浮液

以細胞自動計數器算細胞數目，以每管 1x106個細胞數放入 cηTotube

中，放於-20 Oc冰箱 4-5 小時後移至-80 Oc冰箱 8-的小峙，最後移至

液態氮筒中儲存。
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四、細胞毒性試驗(MTT assay) 

試驗方法參考 Plumb et al., (1 989) ，活細胞會將 MTT 代謝而產生

藍紫色的結晶，此藍紫色結晶可溶於異丙醇中，故測其吸光值大小可

得知細胞數目的多寡，可藉此判斷藥物對細胞的毒性。

取 2x 105 個細胞種在 24 well 的垮養旦旦中，置於 5%C02 的 37 Oc 
恆溫垮養箱中海養 24 小時，以不同濃度的 B[a]P 處理細胞 24 小時，

將令不同濃度 B[a]P 之培養液移除，以含 MTT (5mglml) 之垮養液培

義 4 小時，將垮養液移除，加 1 m1 DMSO 溶解 fonn位凹，再加入 125

μ1 Sorens血'sglycinebuffer(O.lMglycineplus' 0.1 MNaCl' pH 10.5)' 

以波長 570nm 測定其吸光值。以 DMSO 紐 survíval rate 為 100% 。

% survíva1 rate=(O.D of test group-O.D. ofbl組lk) / (O.D. ofD瓦鈞。

con甘01 group-O.D. ofB加1k)x 100 %。自此% of survíval rate 值愈

小，貝11測試組的細胞毒性愈大。

五、細胞增生試驗

將 1 X 106 個細胞種於 100mm 垮養且中 24 小時後，以含有不同
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濃度的 B[a]P 之新鮮垮養液處理 24 小時後，將含有 B[a]P 之玲養液

移除，並以 PBS 沖洗二次，以移除殘留的 B[a]P ，防止 B[a]P 與細胞

繼續作用，然後將處理過的細胞取 2x 105 個細胞種至 10 個 60mm 垮

養且中繼續培養，之後每一日收取兩盤計數其細胞數目，以 log phase 計

算出該細胞增殖兩倍的時間(doub ling time) ，這即是該細胞一個細胞迪

斯所需的時間。

六、 RNA 萃取和純化

1.RNA 革取

將 1 X 106 個細胞種於 10 cm2 經 24 小時後，加藥處理之細胞，將

細胞收下後加入 1 ml TRlzol '於室溫反應 10 分鐘以便水解細胞，符

細胞完全水解後加入 200μ1 氯仿(chloroform)混合均勻，以口，000 rpm 

離心的分鐘後取上清液，再加入 500μ1 isopropano1 於室溫反應的

分鐘以便沈澱 RNA' 之後以 12，000 rpm 離心的分鐘後除去上清液，

將沈澱物以 75%酒精去除殘留的護類，再離心留下 RNA 沈澱物，溶

於50μ1 DEPC-H20 。上述方法是依 TRI zol reagent (Life Technolo缸，

USA) 所附的說明書之步驟進行。
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2.RNA 純化

溶於 50μ1 DEPC-H20 的 RNA' 加入 10μ1100 mM MgCli1M 

DTT'0.1μ1 RNasìn (25刁o U) , 0.1 μlDN的e 1 (6.94 mg/ml) , 40μi 

DEPCH20 於 37
0

C反應 15 分鐘以去除多餘的 DNA' 以 5 mM EDTA 、

750 mM sodium acetate 、 0.1 % SDS ，終止 DN部eI 的反應。以

phenoll chloroform 萃取去除蛋白，口，000 中m 離心的分鐘後取上清液，

加入500μ1 isopropanol 於室混反應 15 分鐘以沈澱RNA' 以 12，000 rpm 

離心的分鐘倒掉上清液，以 75% 酒精洗去殘留的鹽類，之後離心留

下 RNA 沈澱物溶於 50μlDEPCH20 中，用於 RT中CR 分析前先以

denature agarose gel 確定 18 S 及 28 S rRNA 是否存在，以確係 RNA 的

品質。以紫外線光譜儀測定 RNA 在 260nm 和 280nm 的吸光值，其

A260lA280 比值應在1.7 到1.9 之間。 RNA 的濃度以下列的公式計算:

RNA(μg 1m1) = A260 x 40 x稀釋倍數。

七、 p21WAF1/CIJ弩之 RT-PCR 分析

取 5μgRNA 以 5 pmolel μ1 oligo dT 為 pr血ler '於 72 OC反應 10

分鐘，使 oligo dT 接合到 RNA 模板上，再加入 4μ1 反轉錄酵素反應
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buffer 及 2μ1 0.1 M DTT , 1 μ1 10 mM dNTP mix 在位。C下作用 2

分鐘後，再加入 1μi 反轉錄酵素(reverse transcriptase) ，在 42
0

C 下作

用 50 分鐘合成 cDNA 用做 PCR 分析用。PCR 反應條件如下 :cDNA 1μ 

卜 0.5 mM d1'呵'p ' 5μ1 PCR reaction buffer ' 2.5 U Taq polymerase ' 

。.5 mM primer' (p21晰的 sense: 5'-GCGACTGTG擱ATG“

CGCTAATG3' ; p2刃l~閒F死叫5沼哇蚓刊 a飢nt郎i扭se翎ns鈴e: 5'AGAAGATCAGCC.吋儡

(Cαla倡sen et al.吋， 19妙98鈞) ，其總反應體積為 5到0μ川1 '置入 PCR 中以 9抖4 OC 1 分

鐘， 5只4 OC 1 分鐘， 7η2 OC 1 分鐘等反應條件愛複 3狗o cycles '最後以 7η2 

。OC 反應 6 分鐘。反應所得之 PCR產物以 2 % agarose gel 進行電泳分析，

立直以 ethidium bromide 黛色判讀。

入、蛋白質萃取及定輩分析

將 1 X 106 餾細胞種於 10 cm2 經 24 小時後，加繁處理之細胞，將

細胞技下，加入 l m1的 2 x cold lysis buffer (200 mM NaCl 、 0.4%

NP-40 、 0.4 % Sodium deoxycholate 、 0.2 % SDS 、 100 mM Tris-HCl pH 

8.0) ，置於 94 OC 之 d可抽出反應 25 分鐘，以口，000 中m 離心 20 分鐘，

取上清液用作蛋白定量及分析，事5個過程應保持在冰浴以免變悅之蛋

白再 renature 0 
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蛋白定量以 Bio-Rad Protein Assay Kit 分析，原理及方法簡述如

下:利用 alkaline copper-phenol 試劑和 tyrosine/tryptophan 反應形成

藍黑色複合物，以 595 nm 測定其吸光值，並以蛋白質標準品 bovine

serum albumin (BSA) 所測得的標準曲線來計算樣品中蛋白質的濃度。

將蛋白樣品稀釋 5 倍後加入 l m1以1:4 稀釋的 Bio個Rad Protein Assay 

Reagent 充分混合均勻，以紫外線光譜儀在波長 595nm 測定其吸光值，

並將蛋白質標準品測得之吸光值畫成標準曲線，利用此標準曲線來計

算樣品中蛋白質的濃度。

九、蛋白之西方鑫點分析(Western Blot) 

取 50μg 蛋白加入1/2 體積 3 x sample buffer 在 94
0

C下作用

5 分鐘使蛋白變性。然後將蛋白樣品以 10 % polyacrylamide gel 進行

p53 、 p21 、孔的M2 、 cyclin Bl 、 PCNA 蛋白電泳分析電泳完成後，將 NC

membrane 平鋪在以社ansfer buffer 潤漫的濾紙上，再以 tr缸lSfer buffer 

濕潤 NCmembrane 後再將膠平鋪在上面然後再蓋上一濕潤的層濾、紙，

膠面向陰極而 NCmembrane 面向陽極，放入仕ansfer t缸lk 以 25V 進行

幼小時之蛋白轉移，然後將 NCmembrane 取出，放入含 5%就脂奶
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粉的 TBS buffer(含 0.1 % Tween 20) 中，置於室溫緩慢搖動 2 小時，將

牛奶倒掉加入 p53 (500 X) (Santa Cruz, USA)或 p21WAF1/CIP1 (200 X) 

(Oncogene Research Products)或扎的M2 (500 X) (Santa cruz , USA) 

cyclin B 1 (200 X ) (Santa cru玄， USA)或 PCNA (500 X )(Santa cruz , USA) 

一次抗體室溫反應 50 分鐘，然、後以含 5%脫脂奶粉的 TBS buffer(含 O.l

% Tween20)清洗三次，每次 5 分錢之後將牛奶倒掉後加入二二次抗體

個ti-mouse IgG (1 000 X) (anti離mouse monoc1one p53 、 p21 、MDM2 、PCNA)

或 anti-rabbit IgG (2000 X) (anti-rabbit polyc1one cyc1in B1) ，室溫反應 30

分鐘，重複上述清洗步聰，最後加入 ECL+plus 反應 5 分鐘，再以 X

光片曝光後，以 Densitometer 分析01.Krutovs蚵尬的 al.， 1994) 。

十、 Flow cytometry ( Lee et al吋 199η

將 1 X 106 個細胞種於 10 cm2 經 24 小時後，加黨處理之細胞，

分別處理 。、卜 2 、 4 、 8 、 12 、 24 小時將細胞收下，先以 1 x PBS 將

細胞洗二次後，以 的rpsin-EDTA so1ution 進行 tryps血的後，加

入含有 FBS 的培養液終止其作用，並將細胞收下，以 4 OC 800rpm 離

心 5 分鐘，去除上清液，再以 1 x PBS 洗兩次，然後加入 1 ml70 %酒

綠置於 4 Oc 至少 18 小時，以 4 Oc 800 rpm 離心 5 分鐘，去除上清
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液，再以 1 x PBS 洗兩次，加入 1 x PBS 500 m1在加入 0.5 m1 (1 

mg/ml) RNase 於室溫反應至夕 30 分鐘，在加入 0.5 ml 的(150 叫Iml)

propidium iodide 於室溫反應至少 30 分鐘，以 BECTON Dickoson 進

行流式細胞計數儀分析細胞在不同細胞過期的分佈情形。
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伍、 、結果與討論

一、 B[a]P 對 CL-3 和 A427 細胞株之細胞毒性分析

為了瞭解肺腺癌細胞抹 CL-3 及 A427 經 B[a]P 處理後，是否會對

細胞產生細胞毒性，於是我們以 MTTassay 方法，分別以1.0 μM 和

10.0 μM 兩種不同濃度的 B[a]P 處理肺腺癌細胞 CL-3 與 A427 兩

種細胞株 24 小時，以分析其是否造成細胞毒性。結果如 Table 1 所

示，細胞的存活率均在 90% 以上，顯示 B[a]P 並不會對 CL-3 與

A427 兩株細胞產生細胞毒性，即使在高濃度 10.0μM 之 B[a]P 處理

之下，兩抹細胞株也都沒有細胞毒性產生。因此本研究即以1.0 和 10.0

μM 兩種 B[a]P 濃度進行實驗。

一、 B[a]P 對 CL-3 和 A427 鉤胞生長之影響

為了瞭解細胞受到 B[a]P 處理後所造成之 DNA 傷害是否會影響

細胞的生長，於是將 CL刁與 A427 兩種細胞分別處理 B[a]P 24 小時

之後，更換沒有含 B[a]P 之新鮮培養液，繼續玲養五天，以進行細胞
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生長情形的分析。結果如 Fig. 1 所示，由對照組我們可以算出 CL-3 與

A427 細胞株之細胞呈對數生長峙的 doubling time 'CL-3 細胞為 24.71

小時 ， A427 細胞為 2 1. 52 小時，但 CL-3 細胞經 B[a]P 處理之後顯然

細胞的 doubling time 有改變。

另外 A427 細胞無論以1.0 μM 或是 10.0 μM 的 B[a]P 處

理，細胞仍然維持正常的生長速度，但在 CL-3 細胞株可觀察到高濃

度 10.0 凶f 之 B[a]P 處理 24 小時後，將 CL刁細胞株繼續培養 5

天後，其細胞數約為控制組的 23.3 % ' CL刁細胞生長速度明顯受到抑

制。其每天的生長趨勢如 Fig.1 所示 o

由以上結果可知 B[a]P 對 A427 與 CL-3 兩種細胞不會造成細胞

毒性，但會抑制 CL-3 細胞的生長，這可能和 B[a]P 會引起 CL-3 細

胞形成 DNA 鍵結物有關 o Ramet et al. (1995) 指出 A427 細胞以

B[a]P 處理 24 小時後，發現 A427 細胞的 BPDE-DNA 鍵結物的含

量僅有 0.1 adducts/108 nuc1eotides '因此推測 A427 細胞的生長不受

至'1 B[a]P 處理的影響，其合成出來的 DNA 將增多，可能使 DNA 鍵

結物的含暈目而被稀釋掉。由本研究之 Fig.1 的結果得知 A427 細胞

會繼續生長，而 CL-3 細胞的生長則明顯的受到抑制，因此推測 CL-3

細胞會有高含量的 DNA 鍵結物形成，可能和細胞生長速度減慢、DNA

無法正常複製有關。另外本實驗室之前研究證明 CL-3 細胞之 CYPIA1
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確實參與 B[a]P 的代謝活化而形成 DNA-adduct ，而 CL-3 細胞的

CYPIAl 的表現顯然較 A427 細胞為明顯 O 這可能是 A427 細胞將

B[a]P 代謝成 BPDE' 攻擊 DNA 而產生 BPDE副 DNA 鍵結物的能力

較 CL-3 細胞來得弱，而導致兩株細胞對 B[a]P 的成受性不同的原

因。

CL-3 細胞經 B[a]P 處理之後，細胞會產生高量的 DNA 鍵結物，

並使生長受到抑制。因此擬進一步瞭解細胞經 B[a]P 處理之後，為什

麼細胞會停止生長?

玉、 B[a]P 對 CL-3 和 A427 細胞之 p53 和 p21 表現之影響

i過去研究已知細胞受到基因毒物傷害時，會誘發 p53 蛋白的堆積

(Kastan et al., 1991; Fritsche et a1., 1993) , p53 負貴調控細胞過期，當

細胞受到損傷時， p53 妥白會接收細胞受到傷害的訊息，而誘發 p53 蛋

白的堆積，細胞過期就會停止在的/S 或 G21M 時期，以使受損的細

胞進行修補作用，或走向細胞程序性死亡的路徑(Levine et al. , 1991; 

L組e et a1., 1992) 。
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以 B(a]P 處理 CL-3 和 A427 兩株細胞 24 小時之後，再將細胞

收下，萃取其蛋白以西方墨點法 (Westem b1ot) 來分析 p53 蛋白是

否有被 B[a]P 誘導而增高。結果如 Fig.2 所示， A427 細胞在 10μM

B[a]P 處理 24 小時之後， A427 細胞的 p53 蛋白量並沒有明顯增加

的現象 (Fig. 2) 0 Ca祖nano et aL , (1 991)偵測 A427 細胞本身 p53 蛋白會

表現; Ramet et al. (1 995) 以 B[a]P 處理 A427 細胞 24 小時後，以細

胞兔疫染色法偵測 p53 蛋白的表現，結果發現無論是否處理 B[a]P 均

僅有 1δ% 的表現， 因此 B[a]P 並不會引起 A427 細胞之 p53 的

蛋白暈增加。這和本研究之結果相近。因此 B[a]P 處理 A427 細胞，

並不會誘發細胞產生 p53 蛋白的堆積，可能是 A427 細胞無法代謝活

化 B(a]P 為 BPDE ，而造成 DNA 傷害，因此不會促使 p53 蛋白被

誘發造成細胞不會停止生長 (Fig. 1) 。而 CL-3 細胞在經 10μMB(a]P

處理 24 小詩之後，其 p53 蛋白確實會被誘發而增高 (Fig. 2) ，由此

CL-3 細胞可能會將 B[a]P 代謝形成 BPDE 而形成 DNA 鍵結物。由

Westem b10t 數據顯示受到 B[吋P 處理之 CL-3 細胞的 p53 蛋白含量

比 A427 高出許多，而兩種細胞之 p53 基因均為 wild句阱，但 CL-

3 細胞的 p53 蛋白卻會被 B[a]P 所誘發而大暈表現，可能是細胞之

p53 級 B[a]P 處理之後會在 post-tr缸lSlation 層次，使 p幻的蛋白穩

定，而造成 p53 蛋白大量堆積。
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推論本身含有 wild-type p53 基目的 CL-3 細胞，經 B[a]P 處理之

後細胞會有生長停止的現象，且 p53 蛋白有被誘發而增高的現象，推

測 CL刁細胞經 B[a]P 處理之後，可能會有 Gl 或 G2 arrest 情形發生 o

p53 引起細胞過期停止是經由轉錄活化 p21 WAF1!CJPl 基因，使 p21 蛋

白大量表現，進而抑制細胞過期進行所需的 cyclin dependent kinase 

(CDK) 之活性，使細胞停止在 Gl/S 時期，讓受損的細胞能有機會進

行 DNA 修復(Harper et al., 1993 ;日回Deiry et a1., 1993)' 然而 Munnaet

al., (1 995) 在人類纖維母細胞中發現， G21M arrest 亦經由 p53 去轉錄

活化 p21 而調控 G21M arrest 0 

為了了解被 B[a]P 誘發之 p53 是否會誘發p21WAFJlCJPJ 的mRNA

表現，我們以 RT-PCR 來分析 p21側Fl/ClPl 的mRNA 的表現。已知

B[a]P 處理 A427 細胞的 p53 蛋白本身並沒有被誘導的情形，也 RT

PCR 的結果也顯示p封閉Fl/ClPl mRNA 並沒有隨著 B[a]P 處理濃度

增高而改變(Fig. 3) ，這結呆印證 A427 細胞處理 B[a]P 後，確實不

會誘發 p53 蛋白的表現而轉錄活化p21WAFlICIPl mRNA 功能;然而 CL-

3 細胞在 10μM 的 B[a]P 處理之下，與未處理的細胞相比，其

p21蚓打/αTl mru、是A 確實會增高 (Fig.3) 。因此以 B[a]P 處理 CL刁細胞

會促進 p53 蛋白之堆積，而轉錄活化p21 蚓FI/CIPl mRNA 的表現。

由西方墨點法 (westem blot) 分析 p21 蛋白表現之結果顯示 'A427
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細胞在經 10.0 11M 的 B[a]P 處理 24 小時之後，其 p21 蛋白並沒有

明顯的增加，所以細胞生長並未停止 (Fig.1) 。然而在 CL刁細胞在經

10.0μM 的 B[a]P 處理之下，與未處理的細胞相比，其 p21 蛋白，其

p21 蛋白沒有增加，反而有降低的情形。我們推測經由 p53 所轉錄活

化的 p21 WAFIICIPl mRNA 的轉錄層次雖然和 p53 蛋白的表現一致，

但 p21 形成之轉錄後和轉譯層次可能發生改變，而造成 p21 蛋白和

p53 蛋白的表現不一致。 p21 蛋白是一種 cyclin dependent kinase 

inhibitor '會抑制細胞過期的進行，顯然 CL-3 細胞的生長因 B[a]P 而

被抑制，可能不是經由 p53 轉錄活化 p21 蛋白，而使細胞停止在 G1

期或 G2 期。

問此進一步以 flow cytome的r 分析這兩種細胞在處理 B[a]P 後，

在不同時間的細胞過期變化。

閥、 B[a]P 對 CL-3 和 A427 細胞過期的影響

已知 10.0 帥f 的 B[a]P 處理 CL-3 細胞會使細胞生長受到抑制，

而 A427 細胞則不會停止生長。且 CL-3 細胞的 p53 蛋白有被誘發的

情形，但其 p21 蛋白卻沒有增加的趨勢 O 自此以1.0 和 10.0μM 之
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B[a]P 處理 CL-3 與 A427 兩株細胞，在 O 、 1 、 2 、 4 、 8 、 12 、 24 小

時將細胞收下，再以 flow cytometry 偵沒1細胞週期有何改變?結果

如 Fig.5 所示，以 10.0μM 的之 B[a]P 處理之後 A427 細胞的細胞

週期在 24 小時內之分佈與沒有 B[a]P 處理之細胞一樣，在 G1 、 S 、

和 G2此f 期幾乎沒有都沒有差異。

然而在 CL-3 細胞方面，在 10.0μM 的 B[a]P 處理之 CL-3 細

胞和沒有處理 B[a]P 的細胞，在的期沒有明顯的差異，但在 S 期

和 G2心f 期則都有改變，經 B[a]P 處理之細胞的 S 期細胞數會明顯

降低，但是 G2!M 期的細胞則會大量增加 (Fig.6) 。

雖然處理高濃度 10.0μMB[a]P 的 CL-3 細胞在 24 小時後 G1 期

的分佈與沒有處理的細胞沒有差異(Fig.6) ，但經 B峙P 處理之後的 CL-

3 細胞的 p53 蛋白的表現有被誘發而增高的情形(Fig.2) ，我們便推測

台灣肺腺癌 CL-3 細胞經高濃度 10.0 州1 B[a]P 處理之後， p53 被誘

發而增高似乎不會造成 G1 arrest 0 Cyrus et al. (1997) 發現細胞以 B[a]P

處理會發生 G1 arrest 的現象，但經AhR阻斷劑 a-naphthoflavon 抑

制AhR的表現，再以 B凶P 處理，則細胞不會有 G1 arrest 的現象。

若將 B[a]P 處理表現 mutant p53 之 3白細胞或 p53 -/輔之小白鼠之

纖維母細胞，則會引起 G1 arrest 。因此 3T3 細胞的 G1 arrest 不是經

由 p53 調控的(p53 independent) 。雖然已知 CL-3 細胞亦含有AhR
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( Chang, master 品的血， 1998 ) ，經 B[a]P 處理之 CL-3 細胞其 p53 蛋白

的表現比未處理的細胞高(Fig.2) ，但是 G1 期的表現卻沒有差異的現

象 O 這個結果顯示 B[a]P 誘發肺腺癌 CL刁細胞 p53 蛋白大量表現，

卻未造成細胞 Gl arrest 0 

CL-3 細胞的 S 時期在經 10.0μMB[a]P 處理之下 s 期細胞數

在 1 小時之後即明顯下降的情形(由原來的 65.7%降至 15.2 %)，至 4

小時降到最低 (7.4%) ，可是在 24 小待時，其 S 期細胞數又回復至

與對照組相同的含量，這顯示 DNA 合成在短時間有被抑制的現象，

這結果更印証高令量的 BPDE國DNAadduct 的可能是與 DNA 合成受

阻所導致。

在 G2+M 期， 10μM 的 B[a]P 會促使 G2+M 期在 l 小時之後

開始增加(由原來的 3.5 %增高至 64.9 %) ，但在 2 與 4 小其 G2+M

期的細胞數則增至11最高 (72.7-72.4 %)，而在 8 小時後卻又開始降低。

Lee et al. (1 995) 研究發現細胞經 DNA 傷害會停留在 G1 期，細胞若

是停留在 G2+M 期則是細胞為了避免受損的 DNA 或不完全的 DNA

進行細胞分裂，而產生受損的子細胞。

過去研究發現以基因毒物處理細胞，會使細胞過期停止在 G2鳥在

期，在含有 wild句pep53 或 mutant type p53 基因的細胞皆會發生，然
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而含有 wil吐句pep53 基因之細胞，經基因毒物處理後所產生的 02/M

arrest 是經由 p53 蛋白所誘發。所以本身含有 wild句rpe p53 的台灣肺

腺癌 CL-3 細胞，經 B[a]P 處理之後所產生的 02爪哇 arrest 是否經由 p53

蛋白所誘發?則有待下面的研究。

五、 CL-3 細胞之細胞週期調控蛋白在街跑過期中扮演的角色

欲瞭解 CL-3 細胞在高濃度的.0 伸直之 B[a]P 處理札 24 小時

之間，調控細胞過期相關蛋白，包括 p53 及其下游 p21 、孔的M2 蛋白

在細胞適期間的變化和細胞遠期間的相關性。將 CL-3 細胞以 10.0μM

之 B[a]P 處理，分別在 O 、 1 、 2 、 4 ， 8 、 12 、 24 小時後將細胞收下，

萃取其蛋白，以西方基點法(Westem blot )分析其蛋白含量的變化 o

結果如 Fig.7 所示，發現 p53 蛋白童在 B[a]P 的處理之下，泊之內

並沒有明顯的變化，因此推測所產生的 02+M phase arrest '與 p53 沒

有明顯的相關性，過去研究發現經基自毒物處理所產生的 02 arrest ' 

在老鼠和人類細胞中均缺乏 p53 或 p21 之下亦會產生(Deng et 泣，

1995; Bmgarolas et 泣， 1995; Waldman et al., 1995; Jeremyet 泣，

1997) ，而造成這個 02 arrest 是在缺乏 p53 及 p21 蛋白的情況下，推

測是細胞經由活化一種 protein kinase Chk 1 '磷酸化的 Chk1 會抑制
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Cdc25C 的蛋白去磷酸化酵素的功能，而抑制 Cdc25C 會使細胞週期

中進入 M 期所需的 Cdc2 無法去磷酸化，因 Cdc2 失去功能，而使

細胞停止在 G2 期 O

然而， Bunz et al. (1 998) 發現細胞經基因毒物處理之後，會有 G2爪d

phase arrest 增加的現象，且 p53 及 p21 蛋白會促進 G2+Mphase

arrest 增加，而含有 wild句rpep53 gene 的細胞 G21M phase arrest 增加

是經由 p53 蛋白表現增加而造成，但是本實驗結果卻不悶，含有

wild句pep53 基因的台灣肺腺癌 CL-3 細胞，在處理 B[a]P 後會有

G2+M phase arrest 的現象，且 p53 蛋白的表現似乎並未參與 G2+M

phase arrest (F ig. 7) ，雖然 p53 具有轉錄活化 p21WAFl/ClPl 基茵的

功能，但 p21 蛋白又沒有被誘導而增加，如 Fig.8 所示， p21 蛋白的

表現並未隨 p53 蛋白葷的變化尚有明顯的改變，這結果更顯示含有

w益d-typep53 的台灣Ji;fi腺癌 CL-3 細胞， p53 蛋白並不參與經 B[a]P 所

造成的 G2+M phase arrest 0 

另外在扎在DM2 蛋白的表現方面，經 B[a]P 處理的細胞在 24 小時

內的變化，如 Fig.9 所示， MDM2蛋白的變化與 p53 蛋白的表現似乎

有一致性;已知孔的M2是一種致癌蛋白( Cahilly-Snyder et al., 1987) , 

當 p53 蛋白大量表現時會轉錄活化恥的M2 蛋白的表現，又恥的M2 蛋

白的大量表現會回饋抑制 p53 的功能(Momand et al., 1992; Oliner et 祉，
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1993; Chen et 泣， 1994; Michael et al., 1997; Y gal et al. , 1997; AR Hall 

et 祉， 1997) ，這個結果顯示台灣肺腺癌 CL-3 細胞之 p53 蛋白可能被

MDM2 蛋白抑制其功能，而使細胞經基自毒物處理之後，無法執行正

常 G1 arrest 與 G2 arrest 的原因。

已知 p21 蛋白會與 proliferating翩cell nuc1ear antigen (PCNA) 結合

進而抑制 PCNA 的功能(Rong et al., 1994; Rene et al., 1998)' PCNA 

為細胞 DNA 進行複製所必須的蛋白，又 PCNA 的表現如 Fig. 11 所

示，其在 4 小時之前幾乎不表現，但在 B[a]P 處理 8 小時之後，

PCNA 表現有明顯的增加的現象，雖然 PCNA 的表現有被抑制的情形，

但 p21 蛋白的表現量雖然很低，但其變化可能參與抑制 PCNA 的表

現，因此 S 期有明顯被抑制的現象。又 Willian et 泣， (1 999)當 DNA 合

成受到抑制峙， p53 蛋白的表現會防止細胞週期進入M 期。

已知 cyclin B1 為細胞過期 G2+Mphase 的調控蛋白 (Randall et 

al. , 1994; Pei et al. , 1998; Jonathan et 泣， 1999) ; Steven et al. (1999) 發

現 G2 arrest 的發生是經由 p53 蛋白將 cyc1in Bl 抑制所導致;所以

為了印証經 10.0μMB[a]P 處理之 CL-3 細胞 f 確實有 G2+Mphru可e

arrest '所以進一步偵測 cyclin Bl 蛋白的表現。結果如 Fig. 10 所示，

經 10.0μMB[a]P 處理之 CL-3 細胞， cyc1in Bl 的表現由 4 小時後才

開始表現，而 G2+Mphase 的表現在 4 小到達最高的比例，但在 8 小
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時後卻又下降‘顯示 cyclin 別的變化與 G2 arrest 似乎有一致性，然

而 p53 蛋白的表現在 24 小時之問並沒有變化;Winters et 泣， (1998) 發

現，在缺乏p53 基目的人類細胞 H1299 '經 y-radiation 所導致的 G2

arrest 是經由如胞本身抑制 Cdc2 與 cyclin Bl 的磷酸化，而使細胞無

法由 G2 期進入M 期。因此推淇，1 B[a]P 處理台灣肺腺痞 CL-3 細胞所

造成之細胞過期變化可能 p53 未直接參與 G21M arrest '而是細胞本身

直接降解 cyclin Bl 而造成細胞 G21M arrest 0 

由以上結果可知， B[a]P 所導致含有 wild句rpep53 之台灣肺腺痞

細胞 CL刁之細胞過期產生 G2此1 arrest 的現象，是經由 p53-independent

pathway 。
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Table 1. Cytotoxicity of Benzo[a)pyrene in CL-3 and A427 celllines by MTT assay. 

CeU line B扭扭扭時 Survival (%) 

CL-3 

。 100 

1.0 97.95:t2.3 

10.0 96.85土7.54

A427 

。 100 

1.0 94.95土2.51

10.0 101.84到.的

Survival %吋The absorbance oftreatment ofsample 幽 the absorbance ofmedium)/ 
(the absorbance ofDMSO control- the absorbance ofmedium) X100 
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Fig.5. Comparison of cell cycle phase distribution of A427 cells treated with or 
without B[a]P. A427 cells were grown in 60mm dish in presence (10μM)or 

absence ofB[a]P (0μM) for indicated time course. Cell cycle phase was 

analyzed by f10w cytometry after propidium iodide staining. 
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without B[a]P. CL刁 cells were grown in 60 mm dish in presence (1 0μM) 

。r absence ofB[a]P (0μM) for indicated time course. Cell cycle phase 

was analyzed by flow cytome的T after propidium iodide staining. 
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Fig.6-1. Comparison of cell cycle phases distribution of CL-3 cells treated with or without 
B[a]P. CL-3 cells were grown in 60 mm dish in presence (1月 10μ.M) or absence of 
B[a]P for the indicated time. CelI cycle ph部e distribution was analyzed by flow 
cytometry after propidium iodide staining 
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Fig.7. Westem blot ofp53 protein expression in CL-3 cellline 
a立er 10μ，M B[a]P 甘eatment for indicated times. 
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Fig.8. Westem blot of p21 protein expression in CL-3 cellline after 
10μM B[a]P treatment for indicated times. 
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Fig.9. Westem blot MDM2 protein expression in CL-3 cellline after 
10μM B[a]P treatment for indicated times. 
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Fig.l0. Westem blot ofCyclin Bl protein expression in CL-3 cellline after 
10μMB[a]P 甘ea阻lent for indicated times. 
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Fig.ll. Westem blot ofPCNA protein expression 血 CL刁 ce1l 1ine after 
10μMB[a]P 甘ea的lent for indicated times. 
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捌、英文摘要

Benzo[a]pyrene (B[a]P) is a welI known carcinogenic polycyclic 

aromatic hydrocarbons which are widely distributed in airbome 

particulate. Our previous studies have indicated that high DNA adduct 

levels were fou祕 in lung adenocarcinoma CL-3 cel1s induced by B[a]P 

compared with that oflung adenocarcinoma A427 cells. In order to 

understand why different human lung cancer celIs have different DNA 

damages induced by B[a]P, the ceIl cycle and different proteins involved 

in the celI cycle contr叫， such as p53 , p泣，孔的弘位， and cyclin B 1 were 

eva1uated by flow cytome甘y and Westem blot, respectively. 在le flow 

cytome甘y data indicated that G2品1 arrest was observed in CL-3 cells 

缸eated by 10μM B[a]P, where的 the proportion of S phase cell was 

decreased. However，也e Gl phase ofCL-3 cells were not changed after 

甘eatment ofB[a]P. On the other han啦，由e cel1 cYcle of A427 ceIls was 

not changed when the cel1s were 甘eated with 1μMor 10μM ofB[a]P. In 

Westem blot 組alysi話， we found that s扭曲缸 p53 protein expressions 

dU1世19 1 - 4 hr were revea1ed in CL-3 ceIls 甘eated by B[a]P. The G2為f

peakw部 observed in the period. This result suggested that p53 was not 

involved 也 02品在 arrest ofCL♂ cel1s treated by 10μM B[a]P. In the 

period, p21 protein was almost not detected by Westem blot, However, 

cyclin B 1 protein levels were consistent with the change of 021扎在紅rest.

From the above data, we conclude that the human adenocarcinoma CL-3 

cells treated with 10μM B[a]P have 021M arrest which was independent 

with p53 pathway. 
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