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摘要

經由先前許多文獻以及研究報告指出，茶多盼具有許多有益生

物體的功能，包括抗氧化、抑癌作用等等。而解毒酵素 G1utathione

S-transferase CGST) 在此又扮演了一個很重要的角色。因此我們

想去了解是否茶多盼具有誘導解毒酵素 CGST) 的增加以及其基因

的表現為何?

本實驗利用了兩個實驗模型。首先利用大白鼠初代玲養的肝細

胞為工具，探討茶多齡是否具有誘導解毒酵素 GST 活性的增加。結

果證實了茶多萬分在細胞實驗中確實會誘導 GST 酵素活性的增加。第

二是利用動物實驗來證明，探討茶多盼對其解毒酵素 CGST) 活性的

變化及其基因的表現。結果顯示 catechin 和(一)一

epiga110catechin ga11ate CEGCG) 這兩種茶多齡在動物實驗中確

實會誘導 GST 酵素活性的增加。在 time course 的表現上， catechin 

誘發 GST 酵素活性最高可達對照組的 12 倍。 EGCG 在 2是小時誘發

GST 酵素活性的增加最高可達對照組的 81 倍。而在 dose-response

上也有明顯的增高情形。 2 mg 的 catechin 會誘導的T 活性增加高

達對照紐約 24 倍，而 10 闊的 EGCG 會誘導 GST 活性增加高達對照

組的 23 倍。而在 mRNA 及蛋白層次上，都有促進 GST 的表現。

綜合而言， catechin 和 EGCG 刺激 GST 活性高度上升，其機制

之一可能是透過 PKC pathway ，及其蛋白磷駿化的作用來傳遞訊息

以刺激 GST 基茵的表現。再者， GST 蛋白本身極有可能受到修飾作

用，而使活性升高。另外， GST 基因的上游除。一1 site 之外，尚



有 ARE 和 XRE sites '由此這兩種途徑的作用為何，以及這兩種茶

多齡對 GST 基因的表現到底是茶多萬分直接作用在其基因上，還是茶

多盼經過代謝後所產生的代謝產物來刺激 GST 基因的作用，都是我

們有興趣知道的 o
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Abstract 

Many previous papers and research report indicated that catechin 

possesses many functions that are beneficial to biological systems which 

include anti-oxidation and anti-cancer functions. Detoxication enzymes 

GST also play an very important role here. Therefor, we wanted to know 

whether catechin could induce the detoxication enzymes GST and what it 

is the mechanism of induction of gene expression. 

This study used two experimental models. First we used primary 

culture cells as a tool to examine whether catechin could induce the 

increase of detoxic enzyme GST activity. Our results confirm that 

catechin actually could induce the increase of GST activity in primary 

culture cells. Second, we used animal experiment to testify, and to 

examine the effects of catechin on the changes of active of detoxic 

enzyme GST and the expression of it's gene. The results indicated that 

the two kinds of catechin, catechin and EGCG could indeed induce the 

increase of GS T activity in animal experiment. On the expression of time 

course , catechin could induce GST activity to as much as twelve times, 

than that of the control experiment. EGCG induced the increase of GST 

activity to as much as eighty one times are that of the control experiments 

at 24 hours. On the dose response, there were also obvious increments 2 

mg of catechin could induce the increase of GST activity to 24 times than 

control experiments, and 10 mg of EGCG could induce the increase of 



GST activity to 23 times higher than control. On the levels of mRNA and 

proteins, they both could facilitate the expression of GST. 

In sum, catechin and EGCG stimulate the increase of GST activity, 

one of it's mechanisms could come from PKC pathway, and the action of 

its phosphorylation of proteins to stimulate the expression of gene on 

GST. Moreover, GST Ítself has and is probably influenced by 

modification, which causes its activity to increase . On the other hand the 

upstream of GST gene has ARE and XRE sites in addition to AP仆 site.

Therefor, what are the actions of these two pathways, and the influence 

of theses two catechin to the expression of GST gene. 1s catechin acted 

diverted on its gene, or catechin is being metabolized to produce a 

product that can stimulate the action of GST gene. These are what we are 

interested in. 
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一.茶的簡介:

茶可說是古今中外均非常普遍的天然飲料，除了生津解渴之

外，長久以來，它似乎對人體有著神秘的功能。截至目前為止，科

學家的研究證實了茶對人權有著莫大的益處。而茶的種類多的不勝

枚舉，但主要的可區分為三大類:分別是不發酵茶(如:綠茶、清茶、

龍井茶等) ，部分(半)發酵茶(如:包種茶、凍頂茶、鐵觀音、烏龍茶)

和全發酵茶(如:紅茶)。這三大類最主要的這別是發酵吟詩的長矩。

而所謂的發酵是指多西分類氧化將 (polyphenol oxidase)作用於多盼類

。olyphenols)的步驟，發酵的時間愈長，多高分類被氧化的程度愈高 o

所以茶中多屆分類物質隨著發酵程度的增加而減少，取而代之的是以

數個單體結合形成存在之聚合物(園一)。

茶多盼為各種茶葉中非常重要的成分。一般將茶中多百分類成分

區分為四大類，即黃:比醇類 (flavanols) 、黃閉醇類 (flavonols) 及其

頭己糖物、無色花青素(leucoanthocyanins) 以及盼酸 (phenolic acid) 

和縮自分酸類 (depsides) (附表一)。而黃:院醇類又稱兒茶素類

(catechin) ，是茶葉中最主要的多齡類，約佔多昌分類總量 75-80 % '所

以一般描述的茶多紛 (tea polyphenols) ，指的就是兒茶素類

( catechin) 。六種主要的兒茶素類分別是: (-)-epigallocatechin gallate 

(EGCG) 、 ( 十epigallocatechin (EGC) 、 (←閉間-)-

(•- )-epica叫techin (EC) 、 (+)-咱gal10ca前techin (GC) 手和口 (十)-catechin (C) (閱

5 



一 Tea polyphenolic compounds 的藥王里作:用:

Tea polyphenolic compounds 為茶葉中最被廣泛研究的物質，目

前藥理特性較茶葉中其他物質來的清楚，主要有以下四個方面:

1.對 catecholamines 代謝的影響

Catecho lamines 為 epinephrine 及其 precursors repinephrine 

dopamine 的總稱。在人體內， catecholamines 的作用是多方面的，它

與各種器官的活動、肝及骨骨各肌服，糖尿的分解、脂肪分解等密切相

關，是體內不可缺少的物質。有人指出， flavonols 可對腎上腺"腦委

腺中樞產生影響，自而影響到 epinephrine 和其它 catecholamines 水

平，及提高了它們在血液中的濃度 o除了刺激 epinephrine 的合成外，

flavanols 還可抑制 catecholamines 在體內的降解，因此 polyphenolic

compounds 在 catecholamines 的生理調控方面起著一種獨特的作用

(1) 。另有報告指出 caffeine metabolites 可以加強 catecholamines 的生

合成作用 (2) ，因此茶對於 catecholamines 的合成與分解具有相當重

要的影響力。

2. 抗發炎作用

很早以前就有報告指出茶葉的浸出液具有抗發炎作用 (3 ，4) 。根

據文獻報導， catechin compounds 可抑制由 aspirin 所引起之胃黏朕

出血，因而顯著的減少潰，蕩的現象 (5) ，在這些 catechin compounds 

中以 EGCG 、 ECG 、 EC 的效用較強，因此與綠茶相比，紅茶對於

抗發炎的效用不如綠茶要來的好 (6) 。目前認為茶中的 flavonols 亦

有抗發炎的作用，不過其抗發炎作用則與 epinephrine 之濃度有關

6 



(3) 。另外， flavanols 也具有抑制IL-1a mRNA 表現的能力 (7) ，因

此，其除了具有抗發炎的功能外，可能也因此具有抑制 tumor

promotion 的能力。

3. 抗品作用

在西元 1951 年日本瘟疫流行期悶，茶曾廣泛的應用於防治瘟疫

的流行。在治療病疾等幾種消化道傳染病方面，茶也是一種輔助劑，

其中所含的 caffeine metabolites 之利尿作用輔助了 flavanols 的抗菌作

用，使的治療的效果大大的增強，此外實驗亦證明綠茶沖泡液在體

外對傷寒、痴疾、副病疾桿茵、金黃色葡萄球菌、傷寒沙門氏菌、

霍亂弧品等均有相當強的抑制作用 (8) 。在治療方面，綠茶較紅茶療

效高，其中以 EGCG 對傷寒、副傷寒、霍亂和病疾等具有最佳的治

療效果，實驗發現，它們單獨使用濃度為每毫升五至十毫克t!r~有完

全的抑菌作用。有研究指出，抗菌強度與茶湯的製造過程有關，泡

劑比煎劑的作用強，使用兩克普通綠茶在一百毫升的沸水浸泡五分

鐘所得的中性浸泡液，在試管內便能於短期內有效的殺滅霍亂弧

菌 o 另外有人認為，茶的抗菌成分主要是課質 (tannin) ，茶草率質具有

收斂作用，其可與菌體的蛋白質反應使之變性立在導致細菌的死亡

(9) 。

4. 才Cp制 lipid peroxidation 

由於許多流行病學的調查報告中發現飲茶風氣較盛行的地區其

發生心血管疾病的機率比其它地區來的低 (10) ，因此許多學者便開
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始針對這個現象進行探討，目前的研究發現茶中所含的f1avanols 成

分具有防止血液中 LDL 進行 lipid peroxidation 的能力(1 1) ，因此茶

可以有效的降低粥狀動脈硬化的發生率，進而防止心血管疾病的產

生(12) 。

一 茶多盼作用機制

以上所述皆是茶多齡的人體的益處，探討其作用機制可歸納為五

大類。 (A).茶多盼具有抗氧化的能力(13 ， 14) ，能將細胞內過多的自

由基清除(如 superoxide anion radic剖， hydroxy radicals 和 peroxy

radicals) ;是 metal ions 的整合者，因此降低 Fenton 及 Haber-Weiss 

的反應。 (B).茶多盼抑制 nitrosation 的反應。 N-nitroso compounds 

的量直接影響腫瘤的形成(1 5) ，而茶多盼會與 nitrosating species 發

生反應，因此降低了 N-nitroso compounds 的形成(1 6) 0 (C).茶多萬分

抑制 microsomal monooxygenase 的活性(1 7) 。大多數 carcmogens 需

要經由 cytochrome P450 等酵素的活化，才具有攻擊五分子的能力

(18) ，而茶多百分可抑制此種酵素的活性，因此降低了 carcmogens 的

活化。 (D).茶多驗可直接與某些 carcmogens 發生反應，因此降低了

carcmogens 的 level 。但).茶多盼直接抑制癌細胞的增殖。目前的了

解是茶多齡藉由抑制 ornithine decarboxylase ' protein kinase C ' 

cyclooxygenase 及 lipooxygenase 等酵素的活性或抑制細胞內其它訊

息路徑的傳遞，而降低了腫瘤細胞的增生(19-22) 。
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癌症的發生有三種可能的外在思索，分別為物理因素、化學因

素及輻射的暴露程度 o 其中以接觸化學的致癌物質而導致癌症的比

例最大。而癌症的發生大致需經過三大步驟 1. Initiation (起始):細

胞受到化學致癌物的傷害。 2. Promotion (促進):痞促進物質對已損

害細胞的促癌作用。 3. Progression: 刺激連續的進行，致使腫瘤的形

成。而解毒酵素活性的誘發則是生物體代謝致癌物最主要的保護機

制 (23) 。這些解毒酵素大致可分成 Phase 1 及 Phase II 酵素。 Phase

I 酵素如 P450 '經由氧化的方式加以代謝致癌物 Phase II酵素如

glutathione S-transferase (GST) 則是會催化 glutathione 和致癌物結

合，解毒步驟首先形成 thioethers '最後形成 mercapturic acid 使這些

致癌物攻擊物去活化。一豆解毒酵素有缺陷，如 GST 和 N­

acetyltransferase (NAT) 酵素有缺陷，則致癌的危險性會隨之增高，

如肺癌及膀就癌都有相關的研究發表 (24) 。所以癌症的發生，避免

活化型致癌物的攻擊是相當重要的 (25) ，因此解毒酵素在此扮演了

一個非常重要的角色。

四. Glutathione S-Transferase (GST) 的介紹:

GST 是一種具多功能的蛋白質。它可以和細胞內的生化分子結

合，例如 heme 、 bilirubin 、 polycyclic aromatic compounds 及

dexamethasone (26,27) ，並攜帶運送。另一方面，在解毒過程中它會

催化 glutathione 和多種的化學物的活化型結合，這些化合物可能是

內生性也可能來自外在，進而進入 mercapturic acid 路徑加以代謝



(28) ，以保護細胞兔於傷害。 GST 是個雙單元體的複合蛋白，以老

鼠而言，其中組成 GST 的單元體多達八種 (29) 0 GST 的八個單元

體分別是 Yα(Mr= 244000) , Ya (Mr=25600)' Yn (Mr=26300) , Yb 

(Mr=27000)' Y c (Mr=28000) , Yß (Mr=26300) , Y8 (Mr=25 000) ，及

Yp (Mr=24000) 。白這些相異的單元體組合而成的雙元體並非是隨意

西己對的，例如由肝臟細胞的細胞質可分離出 YaYc 和YbYn 的組合

嫂，卻發現不到 YbYa 和YbYc 的組合嫂。如果以 anti-Yb的抗體作

用，只會抓下Yb GST '不會和 YcGST 有交叉反應的情形出現。同

時在mRNA 方面， Ya 及 Yc 的 cDNA 在適當的條件下不會和 yb

mRNA 雜交。在 cDNA 序列分析方面， yb 單元體的和 Ya 、 Yc 的

DNA 相似性非常的少，且在蛋白質方面， yb 和 Ya 、 Yc 只有 28%

的相似性 (29) 。所以， yb 的序列和其它單元體的序列缺少相似性。

1. GST 的分類:

依 GST 所分佈的位置大致可區分成兩類，其一是結合在細胞膜

上的 GST' 字村口 microsomal GST 0 另一則是細胞質的 GST' 而大

部分的 GST 都存在細胞質部分，這些 GST 依其來自不同的基因族

(30) ，分別命名為 alpha 族、 mu 族、 pl 族、 slgma 族以及 theta 族。

slgma 族和 theta 族 (31)由於最近才被發現，所以對於它的特性了解

不多 (32) 。在細胞質以 alpha 、 mu 及 pl 族的 GST 為主。在酸驗特

性方面， alpha 族屬於鹼性 mu 族偏中性， pl 族則屬於酸性。在

rat 、 mouse 以及人類中，這三種不同的 GST 在結構方面、酵素方面

特性都很類似 (33) 。但這三種不同的 GST 的表現往往具組織特異
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性，以老鼠而言， alpha GST 主要分佈在肝臟、腎臟 muGST 主要

分佈在 testis 、心臟、肝臟 (34) ;至於 pi GST 在正常的情況之下，

除了肝臟之外，均勻的分佈在各個組織器官。且這些不同的 GST'

在細胞形成腫瘤當中的不同階段，其表現量也有所改變。以肝細胞

為例，在正常的肝細胞中以 alpha 族 GST 為主， mu 族 GST 其次，

但是偵測不至1] GST中 (35) 。在前腫瘤結節中，貝11 alpha 、 mu 及 pl

族的 GST 都會過度的表現，但一旦肝細胞變成腫瘤細胞，尤其是化

學性的致癌作用， GST平則會很明顯且大量的表現 GST♂ (36) 。過

去的 GST 研究大都著重於 GST-P ，也是自為 GST個P 有此特性，所以

對於 GST“P 的研究，不論是在基因的調節 (37-40) 、表現 (41-43)或

是抗藥性的探討 (44) 較透徹。在 alpha 族的 GST '於抗藥性方面

多有所研究，特別是發現它會代謝一些抗癌藥物，如 cisplatin 、

alkylating agent '而抑制了抗癌藥物對於癌症初期的治療 (45-48) 。

至於 mu 族 GST '對於某些抗癌藥物具有抗藥性，且和組織的發炎

有關 (49) 。在正常的肝細胞， mu 族 GST 也會表現。一旦肝細胞受

到致癌化合物的刺激作用， mu 族 GST 表現也會增加，因此推論 mu

族 GST 在肝細胞中扮演著不可或缺的係護性角色。但是，在過去有

關 mu 族 GST 研究不多，所以了解並不深入。事實上， GST 生化功

能的調控及發揮是很複雜的，這和遺傳、性別、年齡、組織、種類

以及細胞痛化的不同階段都有關遠。至少有 100 種的化合物被鑑定

出會誘導 GST 的表現。其中有些化合物存在蔬菜及中甘橘類的水果中

(30) 。
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2. GST 的活1c:

大部分的化合物會間接經由影響 GST 上游基因 (30) 而促進

GST 的表現，這些上游基因有 antioxidant-responsive element (ARE) 、

xenobiotic-responsive element 、 GST-P enhancer 1 (GPE) ，或者是

glucocorticoid-responsive element (GRE) 0 AP-l Gun/fos) 在促進 GST

表現也被廣泛的討論。 j舌化 GST 大量表現的機制包括促進基因的轉

錄，穩定 mRNA 及蛋白質，以及基目的放大(amplification) 。
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的表一茶葉中主要多元盼委員成分及其含量

分子式 分子量 官λ 吏志，

(%乾

重)

τ老z少r 醇類

(-)Epicatechin CIsHI406 290 1.,) 
(-)Epicatechin gallate C22HI80 IO 442 3-6 
(-)Epigallocatechin ClsHl407 306 3闖6

(-)Epigallocatechin gallate C22HI80 11 458 9-13 
(十)Catechin C15HI406 290 1-2 
( + )Gallocatechin C 15日1407 306 3-4 

黃曲同醇及其配醋物類

Quercetin Cl5HlO0 7 302 “ 

Kaempferol C15HlO0 6 286 " 

Quercetin 3-rhamnoguluside C27H30016 610 E 

Kaempfero13-rhamnogulcoside C27H30015 594 個

Quercetin 3-rhamnodiglucoside C33H40021 772 “ 

Kaempfero13-rhamnodiglucoside C33H40020 756 -
無色花青素類 2-3 
自分酸和縮紛酸類 ~5 

Gallic acid C7日605 170 間

Chlorogenic acids CI6HI809 354 " 

P-Coumarylquinic acids CI6日1808 333 “ 

Theogallin CI4HI5010 343 
Ellagic acid C I4日608 302 個

總多元昌分委員 25-35 

資料來源: Sanderson (1 972). 
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的表二 Approximate chemical composition of young shoots of tea 

(Assam variety, Robert, 1962) 
cυmponenl % 

位也至也
,,,'oluble in cold water 
Flavanols: Epigallocatechin gallate 

Epigallocatechin 
Epicatechin gallate 
Epicatechin 
Gallocatec hin 
Catechin 

行
6
6
3
2
2
4
3
0
4
5
1
22ZJ-224LO 

AF3311132330 

JIAV 

Flavanols and their glycosides 
Leucoanthocyanins 
Phenolic acids: n -4EA ZBI t--

只
u

σ
b
「

OC 
自
卜v

、
A

HPEEI E
h
u
u
4
，
已

zo 

口
3ρ

L
V
 

司
E
A
P

、u

od 
、
2
2
.

唔
，
A

訂

c

hmwa ofH0 21.en 
的
F
M
A

TACA 

Thanine 
Other 

Carbohydrates 
Organic acids 
Volatile substances 

Partially soluble in hot water 
Polysaccharides: Starch 

Other 
刁
2
5
1

吋
/
缸
，i
t
I
d

司

、
l
j

曾
讀
書
，
且

a •• 

2.A 
ri a-v 4EEL a n '.A nu -

•• 
A 

n qu qb r o 
nn .',

A1

,
Ba 

β
L
V
J
t、

仗
，
也

ELN 

lmwluble in water 
Cellulose 
Lignin 
巨型企

F or details of chemical structures readers are referred to Appendix 

勻
/
/
h
v
吋
可
)

16 



第二章

研究動機

經由先前許多文獻以及研究報告指出，茶多盼具有許多有益生

物體的功能，包括抗氧化、抑癌作用等等。而解毒酵素 GST 在此又

扮演了一個很重要的角色。因此我們想去了解是否茶多百分具有誘導

解毒酵素 (GST) 的增加以及其基因的表現為何?

本實驗利用了兩個實驗模型。首先利用大白鼠初代垮養的肝細

胞為工具，探討茶多盼是否具有誘導解毒酵素 GST i舌性的增加。第二是

利用動物實驗來證明:將大白鼠利用部分肝切除手術 (partial

hepatectomy) 切除最大葉之肝臟，再將茶多盼 (po1 ypheno 1 

compounds) 從肝門靜脈注射進去，探討茶多百分對其解毒酵素 (GST) 活

性的變化及其基麗的表現。我們分別探討了 GST 的活性及 mRNA 和蛋白

質的層次。在 mRNA 方面，因為 Yb 的序列和 Ya 、 Yc 相似性較少，可減

少交叉反應的發生以提高專一性 GST mRNA 的分析;而且現今艷 Yb GST 

的作用較不清楚，由此選擇了 Yb GST 去探討茶多百分對解毒酵素在 mRNA

層次上的影響。另外為了解茶多盼促進 GST 活性及基由表現，的增加是透

過何種上游機制，我們亦針對 GST 的上游基因蛋白如 c-Fos 、 c-Jun 的

表現， PKC 蛋白的濃度及修飾，或者是細胞或組織內總蛋白的磷酸化現

象等進行探討，以期對茶多盼的防癌、抑癌機制有聲麓的了解。
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第三章

實驗材料

一.動物來源、:購自台中榮總動物中心之 Spraque D的iVley 係、雄性大

白鼠

二.藥品試齊11 : 

購自美國 Sigma 化學公司:

(-)-epigallocatechin gallate (EGCG), (-)-epigallocatechin (EGC)，付m

epicatechin gallate (ECG), (今-epicatechin (EC), (+ )-catechin, Lauryl 

sulfate (SDS), sodium phosphate, Tris-HCl, Tris-base, 

morpholinopropane sultonic acid (MOPS), agarose, EDTA, N-lauroyl 

sarcosine, maleic acid, sodium chlori白， sodium hydroxide, citrate 

acid, guanidine thiocyanate (GNTC), ethidium bromide, glycerol, 

chloroform, 37% fromaldehyde , formamide , isopropanol, diethyl 

pyrocarbonata (DEPC), polyxyzthylene-sorbitan monolaurate (Tween 

20), bromophenol blue, collogenase, Percall. 

購自美國 Boehringer Mannhein(BM) 公司:

Glycogen, NC-membrane, Dig-labeling system. 

購自德國 GrBCO 公司:

Fetal calf serum, HEPES, HBSS, William E, penicellin­

streptomycine-neomycine (PSN). 



購自美國 Promega 公司:

Hpa II, Pst 1, BamH 1, Hind III. 

購自瑞典 Pharmacia 公司:

Microspin column. 

購自美國 Amersham 公司:

ECL Kit. 

購自德國 BIO-RAD 公司:

Ammonium persulfate, acrylamide, N,N' -methylene-bis-acrγlamide. 

三.常用儀器材料:

天平:OHAUS

微量天平: Mett1er Toledo AB 1 04 

水平式電永槽 (DNA): mupid-2 

水平式電永槽 (RNA): Hoefer Max HE99 

電泳轉印槽: TE22 Mighty Small Transphor 

電源、供應器: BIO-RAD 200/2.0 

BIO-RAD PowerlPAC 3000 

細菌培養箱: Orbital shaking incubator Os1500 

加熱攪拌器: Coming Stirrer/Hot Plate 

微量高迷離心機: Eppendorf centrifuge 5415C 
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高遠離心機: Sigma 2K15 

超高迷離心機: Hitach, himac CP 85 ß 

Beckman L-80 

分光光度計: Beckman DU640 Spectrophotometer 

pH meter: Jenco modle 6200 

無菌操作台: NuAIR class 2 Type a/B3 

成光夾: Okamotyo 8X102 

雜交箱: Techne HB-1D Hybridiser 

震盪器: Vortex月2 Genin 

水平式搖晃器: Orbital shaker OS701 

幫浦: Micro tube pump MP-3 

數位化影像分析;長統: Alphar Imager 2000 

無菌操作台:海天 Laminar Flow 

組織均質機: EYELA MAZELAZ 

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

烘箱: Memmert 

X 光成片光軟片: KodakX-OMAT 

-70 0C Ì-水箱: SANYO Ultra Low 

細胞培養箱: NAPCO Model 6100 

超音波洗淨機: Branson 8200 

草色;谷辛苦: Termolyne Type 17600 Dri間Bath
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四.實驗所需溶液，緩街液，培養液的自己製:

(A). 做 Northern blotting 所需的溶液以及 buffers:

1. Solution D 合:

4 M GNTC ' 25 mM sodium citrate pH 7.0 

O. 5% N-lauroylsarcosine 

2. 1X maleic acid 令:

0.1 M maleic acid 

0.15 MNaCl 

用固態的 NaOH 調 pH 至 7.5

3. 20X SSC 令:

3 M NaCI ' 0 .3 M sodium citrate ' pH 7.0 

4. Detection buffer 令:

0.1 M Tris-HCI ' 0.1 M NaCl '調 pH 至 9.5

5. Washing buffer: 

1X maleic acid buffer 令 0.3% Tween 20 

6. 10X blocking buffer 的配製:

10 g blocking reagent ~.容於 100 ml 1X maelic acid buffer '放入

60
0

C 的水浴槽，搖晃至溶解為止。
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7.10X 孔10PS:

200 M morpholinopropansulfonic acid 

50 mM sodium acetate 

10 m扎1EDTA

調 pH 至 7.0

8. Running buffer: 

900ml 的 DEPC 水加 100 ml 的 10X MOPS '攪拌均勻。

9. High SDS concentration hybridization buffer: 

7%SDS 

50% formamide 

2% b10cking reagent 

5XSSC 

50 mM sodi um phosphate 

0.1 % N-lauroylsarcosine 

※自己製 High SDS buffer 100 ml: 

a. 稱 sodium phosphate 0.71 g ，倒入 25 m1 的 20X SSC 。

b. 用 NaOH 或 HCl 調 pH 至 7.0 。

c. 加入 DEPC 25μ1 '混合均勻，至少靜置 2 hr 再減菌。

d. 滅完菌後再加入 50 ml formamide 、 20 ml blocking reagent 、

0.1 g 的 N-lauroylsarcosine 0 
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e. 搖晃均勻後再放入 65 vc 的水浴槽內，使之溶解即可。

f. 然後再拿出來放置室溫儲存即可。若每次要使用前需先放至

65 Oc 的水浴槽內處理至溶解。

10. 6X loading buffer: 

0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol. 

11. DEPC-treat water: 

999 ml 的二次水加入 1 ml 的 DEPC' 混合均勻，放在室溫

至少 2 小時後再拿去滅菌。

(B). 做 Westem blotting 所需的溶液以及 buffers:

1. SDS running buffer (1000 ml): 

1000 ml glycine 15.18 g , Tris-base 3.18 g , SDS l.06 g ，加

二次水至 1000 ml 0 

2. Electro-transfer buffer (1000 ml): 

Tris-base 2.43 g , glycine 11 .25 g ，甲醇 200 ml '加二次水至

1000 ml 
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1.7 ml 

0.4 ml 

0.4 ml 

3 m 

10% SDS 

ß-mercaptoethenol 

0.5% bromophenol blue (in distilled water) 

distilled water 

4. Phosphate-buffer saline-Tween 20 (PBST): 

NaCl 8 g , KCl 0.2 g , Na2HP04 -12H20 3.632 g , KH2P04 

0 .24 g , Tween-20 1 ml '調 pH 7.4 '加 distilled water 至 1000

ml 

5. Blocking buffer: 

5%的脫脂奶粉加 0.1%的 Tween-鉤，溶於 PBS buffer 。

6. Buffer A (1 00 ml): 

0.242 g Tris-HCl ' pH 7.4 (20 mM) 

67.24 mg EDTA(2 mM) 

10 ml glycerol (10 %) 

11.29 g sucrose (0.33 M) 

349 μi ß-mercaptoethenol (50 mM) 

34.8 mg PMSF (2 mM) 

2.5 mg Leupeptin (25μg/mI) 

加 distilled water 至 100 ml '調 pH7.4
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7. Buffer B (1 00 ml): 

0.242 g Tri沾s.且丑.

67.24 mg EDTA(2 mM) 

10 ml glycerol (10 %) 

11.29 g sucrose (0.33 M) 

0.3 ml Triton X-100 (3%) 

349 μ! ß-mercaptoethenol (50 mM) 

34.8 mg PMSF (2 mM) 

2.5 mg Leupeptin (25μg/ml) 

加 distilled water 至 100 ml '調 pH7.4。

8. Nuclear extract buffer A: 

10 mM HEPES pH 7.9 , 1.5mMMgCh' 10 mM KCl , l mM 

DTT 

9. Nuclear extract buffer B: 

20 mM HEPES pH 7.9 ' 25% glycerol ' 0.42 M NaCh ' 1.5 

m恥1 MgCh ' 0.2 m]\在 EDTA ' 0.5 mM PI\在SF ' 1 mMDTT 

10. 8% separating gel (20 ml): 

9.3 

5.3 

5 

ml 

ml 

ml 

distilled water 

acrylamide/bis (30% 10.8% ) 

Tris-HCI ' pH 8.8 
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0.2 

0.2 

0.012 

ml 

ml 

μi 

10% SDS 

10% ammonium persulfate 

TEMED 

11. 10% separating gel (20 ml): 

7.9 ml distilled water 

6.7 ml acrylamidelbis (30% 10.8%) 

5 ml Tris-HCI ' pH 7.4 

0.2 ml 10% SDS 

0.2 ml 10% ammonium persulfate 

0.08 μi TEMED 

12. 12% separating gel (20 ml): 

6.6 ml distilled water 

8 ml acrylamide/bis (30% /0.8% ) 

5 ml TrÎs-HCl ' pH 7.4 

0.2 ml 10% SDS 

0.2 ml 10% ammonium persulfate 

8 μl TE扎在ED

13. Stacking gel (1 0 ml): 

6.8 

l.7 

mm distilled water 

acrylamide/bis (30% /0.8% ) 
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1.25 

0.1 

0.1 

ml 

ml 

ml 

Tris-HCl ' pH 7.4 

10% SDS 

10% ammonium persulfate 

0.01 ml TEMED 

(C ).測 GST 活性所需的溶液以及 Buffer:

1. Homogenizer Buffer (1 000 ml): 

6.055 g Tris-HCl (50 mM) 

85.575 g sucrose (0.25 M) 

加 distilled water 至 1000 ml '並調至 pH7.5 。

2. GSH substrate buffer (500 ml): 

0.3073 g 的 GSH 溶於 500 ml 的 homogenization buffer 0 

3. CDNB substrate buffer (500 ml): 

0.2025 g 的 CDNB 先溶於 2.5 ml 的 alcohol' 再加 homogenization

buffer 至 500 ml 0 

(D). 培養液以及其它溶液:

1.William E medium: 

取可配一公升的 William E 粉末，加入 2.2 g 碳酸氫鍋，先溶於

小於一公升的二次水，調 pH 至 7.3 '然後補二次水至一公升。

然後再過 mmlpore 0 
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2. William E OK medium: 

將配好的 William E medium 450 ml 加入 fetal serum 50 ml (10 

%)、 PSN-antibiotic 5 ml (1 %)、 insulin 1 ml (20μg/ml) 。

3. Solution A: 

取可配至一公升的 HBSS 粉末(沒有 Ca2九 Mg2+) ，加入 2.2 g 

碳酸氫鍋， 5.958 g HEPES '先溶於小於一公升的二次水。

秤 0.19 g EGTA '先溶於 1 ml 的 2NNaOH 至溶解，再加入。

調 pH 至 7.3 '再補二次水至 1000 ml 。然後過 mlmpore 。

4. Solution B: 

取可西己至一公升的 HBSS 粉末(沒有 Ca2+ ， Mg2+) ，加入 2.2 g 

碳梭氫鉤， 5.958 g HEPES '先溶於小於一公升的二次水，

調 pH 至 7.3 '再補二次水至 1000 ml 。然後過 mlmpore 0 

5. L.B. medium (1000 ml): 

10 g peptone 

5 g yeast extract 

5 g NaCl 

1N 1 ml NaOH 

滅菌後儲存於 4
0

C 0 

6. 10X HBSS (1 00 ml): 
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取可配至 1000 ml 的 HBSS 粉末(含有 phenol red) 溶於最後

體積 100 ml 的二次水，加碳酸氫鉤。.22 g ，調 pH 至 7.3 ' 

然後過 mlmpore 。
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一.分離肝細胞及初代垮養:

第四章

實驗方法

購自台中榮總動物中心之 SD í拿大白鼠，體重約 250月300 公

克，根據 Butterworth， B.E.等人之研究方法 (50) ，以灌流方式分離肝

細胞。首先以腹腔注射 pentobarbitol 麻醉老鼠，給予劑量為 0.2 ml (50 

mg/ml) 每 100 g 大白鼠體重。符麻醉後將老鼠四肢囡定，由肝門靜

脈成 V 字型剪悶，連劍突下方。打開腹腔，以 20 GA r.V catheter/needle 

注入肝門靜脈之後立刻拔掉硬針，以軟針自定在肝門靜脈，以事先

回溫至約 7
0

C 的 50 ml solution A 灌流，並剪斷下腔靜脈，此時將幫

浦轉速開至最大，以達完全放血之目的。再以止血鉗夾住下腔靜脈，

剪碎心臟，同時以回溫至 37
0

C 的 100 ml solution B 灌流，並將幫浦

開至中述，待 solution B 用盡之後，小心的取下肝臟，浸於 50ml 的

;水 William E '快速的將肝臟剪碎，並過濾掉較大的組織塊，然後再

於 4
0

C 、以轉速 600 rpm 離心十分鐘。移去上清液，留下下層肝細

胞，並加入適量的 William E 和細胞均勻混合，再加入 percoll-10X

HBSS (其中 percall: 10X HBSS = 9:1) 使得細胞+ William E : percall­

HBSS 兩者的比例為 3:2 混合完全，分裝於無菌的離心管，同樣以 4

。C 、 60。中m 轉遠離 10 分鐘，移去上清液，加入適量的 William E ' 

混合完全，並取少許做細胞計算。
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二. Microculture Tetrazolium Assay (MTT) 

根據 Michale， C.A. 的研究 (51 ， 52) 得知，活細胞會將

tetrazolium 代謝成藍紫色的結晶，且比藍紫色的結晶可溶於異丙醇，

故以浪.~其吸光來得知活細胞的數目。

取 1 X 105 的肝細胞置於 24 well-plate '讓細胞貼壁四個小

時，吸乾培養液，換取新鮮的 William E 培養液，加入不同濃度的

(十)-catechin 或(-)-epigallocatechin gallate (EGCG) ，並以 0.02%DMSO

當控制組。繼續垮養 18-24 小時後，吸乾培養液，再以 PBS 輕輕的

洗兩次。換上新鮮的垮養液 2.5 剖，加入 20μ1 tetrazolium (25 

mg/ml)。垮養 4 小時，移除垮養液，加入 1 ml isopropanol '以 pippetman

來回打散均勻，直接吸 1 ml 以波長 563 nm ~貝~吸光。

三.動物實驗:

將約 100-150 公克重的雄性老鼠以乙瞇麻醉，四放回定，用碘酒

清毒胸腔，在胸腔與腹腔之間以手術刀切出約 2-3 公分的傷口，找出

肝臟所在位置，並將最外黨的肝臟擠出，用融合線綁緊(但不能使肝

臟斷裂) ，將最外棄的肝臟切除不要，然後找到肝門靜脈，將槃物直

接從肝門靜J3Jé\.注入。之後將老鼠的傷口縫令，分別先將肌肉層縫合

起來，再將皮層縫合起來，再打抗生素 penicillin (40000 UlKg) 。將

老鼠放置晴處休息，並觀察其狀況。於預定時間，斷頭之後取其肝

臟，並將肝臟分成四等分，用不同的溶液去均質，分別是 solution D ' 

用來抽取RNA GST homogenizer buffer '用來測 GST 活性 Buffer

A 和 buffer B 用來做 PKC 的蛋白變化最 nuclear extract buffer A 用
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來萃取 nuclear 部分，用來做。-Jun 、 c-Fos 蛋白的變化。

四. Northern Hybridization: 

(A). Total RNA 的抽取 (53)

將取得的 100 mg 肝臟用 1 ml solution D 均質，均質完全後

再加入 0.1 ml 的 sodium acetate pH 4.0 ' 1 ml phenol ' pH 4.0 ' 

0.2 ml chloroform-isoamyl alcohol (49:1) ，每加入一樣就混合均

勻，然後用力震盪 10 秒，之後靜置;本上的分鐘。於 4
0

C 、轉

速 10000 g ，離心 20 分鐘，離完之後將上清液(即水層)吸取至

另一新的離心試管，加入同體積的 isopropanol '混合完全，放

入-20
0

C 冰箱中沈澱 2 小時(或-70
0

C 冰箱沈澱 30 分鐘)後，於

4
0

C 、轉速 10000 g ，離心 20 分鐘。倒掉上清液，加入 0.5 ml 

的 solution D 以溶解 pellet 0 放入明20
0

C 冰箱中沈澱 2 小時後，

於 4
0

C 、轉速 10000 g ，離心 10 分鐘，倒拌上清液，加入 70%

酒精做來回沖洗，同樣的於 4
0

C 、轉速 10000 g ，離心 10 分鐘。

倒乾上清液，蒸乾 pellet '視 pellet 大小加入適量的 DEPC-treated 

water 溶解。將此樣本存放於-20
0

C 或-70
0

C 冰箱中.

(B). Total RNA 電泳:

1. 1.2% RNA denaturing gel 的製備:

秤1.8 g 的 agarose '放入乾淨的滅菌燒杯，加入 130.5 ml 

DEPC-treated water '標上記號以確知原來水量，放在加熱板

上加熱至沸騰以溶解 agarose 0 然後在補足減少的水量，符冷
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卻至三 60 Oc 時加入 15 ml 的 10X MOPS 、 4.5 ml 37% 

formamide '混合均勻之後，使其冷卻至乎可碰觸的溫度。倒

在事先以調好水平的鑄膠槽內讓其凝固。此膠盡量在當天使

用。

2.RNA 樣本的處理:

取 5μ1 RNA (2μg/μ1)的 sample '加入 2.25μi 的 10X

MOPS 、 4μ1 37 % formaldehyde 、 11 .25μ1 formamide '震盪

均勻，放在鈞。C的水浴槽作用的分鐘，短暫離心後，立刻

至於冰上， loading 前加入 2.5μ110ading buffer 0 

3. 跑膠:

小心的拔掉膠上的齒梳，將膠體至於電泳槽內，倒入

running buffer 使其剛好蓋住膠體，將處理好的 25μ1 RNA 

sample loading 至齒槽中。以 75 伏特電壓跑三個小時，經

ethidium bromide 染色後，以拍利得相機在紫外線照射下拍攝

RNA 的電泳圈。

(C). RNA 轉潰:

將電泳後的膠體放入 DEPC-treated water 1-2 小時，再浸泡

於 50 mM NaOH 20 分鐘，然後換以 50 mM Na2HP0420 分鐘，

再將膠體放入 transfer solution (1 0X SSC) 搖晃 20 分鐘，剪取與

膠體同樣大小的硝化纖維紙、濾、紙以及三條長濾、紙 (16 x 35 公
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分) ，先以 10 X SSC buffer 浸泡，取適當的淺槽以玻堉片橫無於

槽上，再將三條長濾、紙放置在玻璃片上，兩端重下接觸到槽底

部，在淺槽中倒入 10X SSC buffer '蓋過濾紙下量的部分，再以

玻璃棒將濾紙內的氣泡趕走，放上膠體，正面朝下，背面朝上，

同樣的以玻璃棒趕走氣泡，於膠體上方疊上浸濕的硝化纖維

紙，再以玻璃棒趕走氣泡，再要上兩張浸濕的濾紙，再以玻璃

棒趕走層層闊的氣泡。最後置上折疊好的衛生紙，再用玻璃片

將此無好的 sandwich 穩固，並放置約 600 g 重的重物於玻璃片

上，在室溫下轉潰的-17 小時後，以兩張;庭、紙夾住消化纖維紙，

在 120
0

C烘箱烘烤 25 分鐘，保存於室溫乾燥處。

(D). 雜交反應:

將 High SDS buffer 先放置的℃的水浴槽約 15 分鐘，再放

入以事先調好溫度的雜交箱至少 30 分鐘，然後將烘烤好的硝化

纖維紙放入保鮮盒，倒入已預溫的 High SDS buffer '放入雜交

箱中 prehybridization 1-3 小時。

另一方面，吸取適量的探針於沸水中煮沸 10 分鐘使其完全

的變性，將?是完後的探針迅速的放置在 icelNaCl 上于10 分鐘，

再吸取探針至以預溫的 High SDS buffer '使探針的最終濃度為

50 ng/ml 。同樣的也將配好的探針放置在調好溫度的雜交箱至少

30 分鐘。最後倒掉 prehybridization 的 High SDS buffer '加入共

探針的 High SDS buffer '繼續在雜交箱中於適當的溫度下反應

12月20 小時。雜交完後，將磷化纖維紙依序放入 2X SSC + 0.1% 
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SDS 室溫， 10 分鐘 0.2X SSC + 0.1 % SDS 位。c ' 7 分鐘，搖

晃漂洗。最後做兔疫偵測及壓片。

(五).兔疫偵測法(Immunological Detection) 以及壓片:

將漂洗過的磷化纖維紙放入乾淨的保鮮盒，倒入 1X

buffer '在室溫下溫和的搖晃作用 30-60 分鐘。倒掉 blocking

buffer '加入 anti-Digoxigenin-AP (以 blocking buffer 做 washing

buffer 漂洗 1 分鐘以平衡硝化纖維紙，換以 1X blocking 1: 10000 

的稀釋，溫和的混合均勻) ，同樣的在室溫溫和的搖晃 30 分鐘，

再用 washing buffer 以微快的搖晃速度漂洗硝化纖維紙兩次，每

次 15 分鐘。最後用 detection buffer 平衡達 3 分鐘。在此時可先

剪問塑膠袋，攤開塑膠袋，小心避兔弄髒袋函，然後小心的將

硝化纖維紙由角邊夾起，放入已攤闊的塑膠袋其中的一函，正

面朝上，並小心的將硝化纖維紙攤平。以 pippetman 吸取適量的

CSPD buffer '加在磷化纖維紙的上面，再慢慢的將塑膠袋的另

一面覆蓋上，盡量避免氣泡的產生，然後用面紙以固定方向，

輕輕的將弱化纖維紙上的 CSPD buffer 均勻推散開來，讓硝化纖

維紙上均勻的覆蓋上 SCPD buffer '然後直接就可以壓片了。

(F). 探針移除:

用滅過菌的燒杯裝 100 ml 的 DEPC-treated water 含 0.1%

SDS(即 washing buffer) ，放在加熱板上加熱至沸騰，另一方面，

事先將已經雜交過的硝化纖維紙先以 DEPC-treated water 洗 5 分

35 



鐘，以去除 CSPD ，然後將?是沸的溶液直接倒在硝化纖維紙上，

在室溫下劇烈的搖晃 10 分鐘，之後再換以 washing buffer 在室

溫搖晃 5 分鐘，則可直接的再進行雜交反應。

五. Glutathione S-transferase activity assay: 

將取得的肝臟組織用 homogenization buffer 均質，均質完後以

39000 rpm 、 4
0

C 、離心 30 分鐘，離心後吸取上清液當作樣本並

儲存於-70
0

C 0 

事先取1.5 ml 的 GSH substrate buffer 和 1.5 ml CDNB substrate 

buffer 放入 cuvatte 中，再加入 20μi 的 sample '並迅速混合均勻，

在 340nm 下， scan 三分鐘，並以下列公式去換算活性的變化量:

1. C = AIt"A x 1/9.6 x 111 

2. GST 的活性表示為 nmole/minlmg

六.西方墨點法分析 GST 、 Py-20 蛋白的表現:

(A). 蛋白質的定量:

其原理為利用蛋白質可與 coomassie brilliant blue G-250 形

成藍色複合物，而這個藍色的複合物於波長 595 nm 會有一個較

大的吸光值。利用此潭、王吏，我們可以拿來當作蛋白質的定量 o

首先製備以 BSA (bovin serum albumin) 為標準液的蛋白質溶

液，以換算各個樣本肝臟萃取液的蛋白質濃度。取 30μl 的肝臟

萃取液樣本，加入蛋白質定量試劑組( protein assay dye ' Bio-
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Rad) 200μ1 '補二次水至 1 ml '於室溫下反應 10 分鐘後，在波

長 595 nm 條件下偵測吸光值。

(B). 樣本的處理:

將測 GST 活性剩餘的樣本拿來當來做西方墨點法的

sample 0 分別各取 50 閱(或 25μg) 的蛋白質樣本，加入等體積

的 2X sample buffer ' 100 Oc 煮沸 5 分鐘，煮完後迅速放置冰上

至少五分鐘。

(C). 鑄膠:

將電永玻王為離片洗淨，主共乾'擦乾乾淨後，用厚度 0.75 mm 

的 spacer 為間隔裝好電泳片，並絮封電永槽上自定，若預做 GST

蛋白，則配製 12%的下層 separating gel '若預做 Pyr-20 蛋白則

配製 10%的下層 separating gel (配，法克第三章材料與方法)。混合

均勻後迅速倒入電泳片中，直到液晶離 well 約1.5 公分處為止，

加入二次水覆蓋液晶，待膠體凝固後，將上層的二次水吸掉，

並自己製 stacking gel 倒入，將電泳齒梳插入電泳片中，若有氣泡，

則上下移動齒梳，使氣泡離開 stacking gel '符上層膠凝固後，

拔掉齒梳，用二次7](.5青洗 well 數次，準備 sample 的 loading 0 

(D). 跑 SDS-PAGE:

將處理好的蛋白質樣本用 tip 小心的注入 well 中，不可使之溢

出來，將 protein standard marker (Bio-Rad) 亦加入其中一個 well
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中。用塑膠滴管吸取 SDS-running buffer 小心的將每個 well 填

滿，以避免樣本被激出，將上下電泳槽各加入 SDS叩nning buffer 

至電導線被蓋過為止。

將電源供應器與電泳槽相接，打聞電源，開始以 70V 的電

流跑 stacking gel '直到色帶跑至 stacking gel 與 separating gel 的

交界處，調整電流為 150 V '當色替跑至底線時才停止電泳。

(E). 蛋白質樣本的轉潰 (Electrotransfer) : 

電泳完畢後將膠體取出，切除上層的 stacking gel 不要，將

下層 separating gel 放置在兩張經 transfer buffer 浸濕過的濾紙上

面，膠體上面再放上與膠體同樣大小的硝化纖維紙(硝化纖維紙

需事先以 transfer buffer 浸濕) ，再放上兩張也是事先用 transfer

buffer 浸濕的波、紙，並用玻璃棒趕走夾在其中的氣泡。放入轉潰

槽中，將轉潰槽放在冷房中以 100 V 轉潰 50 分鐘。

(F). 免疫墨點法(Immunoblot):

轉潰完後將硝化纖維紙取出，用 PBS-T buffer i:票洗約 5 分

鐘，以 5 % blocking buffer 於室溫下溫和作用 1 小時。倒掉

blocking buffer '再用 PBS-T buffer 快速漂洗三次，依序分別是 5

分鐘、 10 分鐘、 15 分鐘。換上一級抗體 (primary Ab) 於室溫

下溫和作用一小時，再以 PBS-T buffer 快速漂洗 3 次，也是 5

分鐘、 10 分鐘、 15 分鐘，然後再換上二級抗體 (secondary Ab) 

於室溫下溫和作用 1 小時。再以 PBS-T buffer 快速漂洗 3 次，
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也是 5 分鐘、 10 分鐘、的分鐘。最後將硝化纖維紙放入透明

塑膠套中，用;慮、紙輕輕的吸掉硝化纖維紙上所殘留下來的 TBS­

T buffer '然後將 ECL substrate (1 : 1 混合均勻) ，加到硝化纖維

紙上，慢慢蓋上塑膠套使 ECL substrate 覆蓋整個硝化纖維紙，

將多餘的 ECL substrate buffer 用面紙擦拭掉。將塑膠套放到成

光夾中，以 X 光片成光，將 X 光片利用顯彩劑顯影 l 分鐘，換

上清水漂洗數下，再換到定影劑中定影 1 分鐘，再用清水清洗

乾淨即可。

七.西方墨點法分析 PKC 的轉位作用:

樣本的處理:

將取得的肝臟組織用 buffer A 均質，均質完後將此均質液

在 4
0

C 下，以 40000 rpm 的轉速離心 1 小時，離心後所得的上清

液先儲存於-70
0

C冰箱，此即細胞質萃取液 (cytosolic fraction) 。

下層沈澱物貝IJ加入 2 ml buffer B '用振盪器震盪數次，接著

;水浴一小時，期間每隔 5 分鐘震盪一次。然後再以 40000 中m 的

轉遠，於 4 oC 下離心 1 小時，所得的上清液部份即為細胞膜萃

取液 (membrane or particulate 企action) ，亦於-70
o

C 冰箱中係存。

有關 Westem blotti峙的作法與上述的作法皆一樣(但需配製 8%

的下層 separating gel (配法見第三章材料與方法)。
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八.西方墨點分析 c-Jun 、 c-Fos 蛋白的表現:

樣本的處理:

將取得的肝臟組織用 nuclear extract buffer A 均質，均質完

後用兩層以 nuclear extract buffer A 浸濕的紗布過濾，以 770 g 、

4
0

C離心 10 分鐘，倒掉上清液，留下 pellet '再以 1 ml nuclear 

extract buffer B 將 pellet 打散均勻，放在冰上作用的分鐘，中悶

需搖晃混合均勻。再以 12000 中m 、 4
0

C 、離心 5 分鐘。上清液

為 nuclear extract 0 將此樣本存於-80
0

C儲存。有關 Westem blotting 

的作法與上述的作法皆一樣(但需配製 10%的下層 separating

gel (配法克第三章材料與方法)。
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第五章

結果

一.茶多盼對肝細胞毒性的測定

為了採用適當的且對細胞無毒性的濃度來進行實驗，分別以

10 、 50 、 100 、 150 、 250 Jlglml 的 catechin 濃度及 5 、 10 、 20 、

50 、 100 間Iml 的 EGCG 濃度處理大白鼠的初代母養肝細胞，觀察

不同濃度的 catechin 和 EGCG 辦肝細胞存活率的影響。以 MTTassay

來定量 catechin 和 EGCG 的細胞毒性。活細胞會將 MTT 還房、成

fo口nazan '以 isopropanol 將 crystal 溶解後，於波長 563 nm 測其吸光

值。以無處理 catechin 和 EGCG 之吸光值為 100 %存活率，其餘處

理者與之比較。實驗結果發現，如(國 1) ，以 0.1 %的 DMSO 當作

solvent control '細胞的存活率還有 91 %'而分別處理 10 、 50 、

100 、 150 、 250μg1ml 的 catechin' 細胞的存活率至少都在 90% 以

上。所以 catechin 對肝細胞沒有毒性。而(國 2) 所示， EGCG 以二

次水當作 solvent control '其對肝細胞幾乎是無毒性的，殊有 100 % 

的存活率。而分別處理 5 、 10 、 20 、 50 、 100μg1ml 不同濃度的

EGCG 後，肝細胞的存活率也仍有 90 %以上，所以 EGCG 輩子肝細

胞的毒性作用是很低的。因此我們選擇了 100 Jlg/ml 的 catechin 和 20

時Iml 的 EGCG 去處理大白鼠的初代培養肝細胞，觀察處理不同時間

catechin 和 EGCG 對 GST 酵素活性的影響。
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二.茶多盼對 GST 酵素活性的影響

過去的一些研究指出，茶多盼具有許多有益生物體的功能，包

括抗氧化、抑癌作用等等。因此在本實驗我們想去了解這些茶多驗

是否會去誘導解毒酵素 GST 活性的增加而達到保護作用。

本實驗使用不同的茶多驗，分別是 catechin ( 100 時Iml) 、 EGCG

( 20μg/ml) 、 epicatechin ( 100μg1ml) 、 ECG ( 10 抖g/ml) 、 EGC ( 10 

附加1) 去處理大白鼠的初代玲養肝細胞，在不同的時間去觀察這些

茶多盼對 GST 酵素活性的影響 o 實驗結果顯示，處理 100μg1ml 的

catechin (如國 3) ，分別於 0 、 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時收取細胞

觀察 GST 酵素活性，發現 catechin 對 GST 酵素活性分別在 3 、 6 、

9 、 12 、 24 小時與 0 小時比較，都有被誘發出來，而在 12 小時，

GST 酵素活性表現最高。我們將 0 小時當作對照組， 12 小時的 GST

酵素活性比對照組增加了 112 倍。處理 20μg1mlEGCG(如圈 4) ，分

別於 0 、 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時觀察 GST 酵素活性， EGCG 對

GST 酵素活性分別在 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時與 0 小時比較，也

都有被誘發出來，而在 24 小時時， GST 酵素活性表現最高。我們

將 0 小時當作對照組， 24 小時的 GST 酵素活性比對照組增加了 81

倍左右。處理 100μg1ml epicatechin (如國 5)' 分別在 0 、 3 、 6 、 9 、

12 、 24 小時觀察 GST 酵素活性，發現 epicatechin 對 GST 酵素活性

分別在 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時與 0 小時比較，都有被誘發出來，

而在 12 小時， GST 酵酵素活性表現最高。我們將 0 小時當作對照

組， 12 小時的 GST 酵素活性比對照紐增加了 39 倍左右。處理悶

悶Iml ECG (如園 6)' 分別在 O 、 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時觀察 GST
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酵素活性，發現 ECG 對 GST 酵素活性分別在 3 、 6 、 9 、 12 、 24

小時與 0 小時比較，都有被誘發出來，而在 24 小時， GST 酵素活

性表現最高。我們將 0 小時當作對照組， 24 小時的 GST 酵素活性

比對照組增加了 221 倍左右。處理 10 Jlglml EGC (如圓 7)' 分別在 O 、

3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時觀察 GST 酵素活性，發現 EGC 對 GST

酵素活性分別在 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時與 0 小時比較，都有被

誘發出來，而在 24 小時， GST 酵素活性表現最高。我們將 0 小時

當作對照組， 24 小時的 GST 酵素活性比對照組增加了 48 倍左右。

綜合以上結果，我們以這五種不同的茶多盼誘導 GST 酵素活

性增加的能力分別是以 ECG 能力最好，在 24 小時 GST 酵索活性可

達將近 70 nmole/minlmg ，而 EGCG 、 EGC 在 24 小時 GST 酵素活

性可達將近40 nmole/minlmg , catechin和 epicatechin 在 12 小時 GST

酵素活性可達將近 16 nmole/minlmg 。

雖然 ECG 誘導 GST 酵素活性增加的能力最好，但我們選擇使

用 EGCG 和 catechin 去做動物實驗，西為以前研究報告指出這五種

茶多紛中，以 EGCG 的抑癌能力最好 (54) ，而且 EGCG 是占綠茶萃

取成分中最多者(見附表二)。另外因為過去的研究也多偽於 catechin

方面，對於 actech恆的了解也比較多，以及 catechin 是綠茶萃取成分

中占最少比例者(見附表二) ，因此我們還用了這兩種茶多萬分去做動

物實驗。

在動物實驗方面，我們將茶多萬分從大白鼠的肝門靜脈注射進

去，使茶多盼直接到肝臟去對組織細胞作用，在預定的時間到後，
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斷頭犧牲大白鼠，並將肝臟取出，去偵測 GST 酵素活性。以 5 mg 

的 catechin 注射到大白鼠的肝門靜脈，分在 0 、 3 、 6 、 9 、 12 、

24 小時偵測 catechin 對 GST 酵素活性的影響，結果顯示(國 8) 在

3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時與 0 小時比較， GST 酵素活性都有增加

的趨勢，並在 24 小時有最高的活性表現。我們將 O 小時當作對照組，

24 小時的 GST 酵素活性比對照紐增加了 12 倍左右。而以 1 mgEGCG 

注射到大白鼠的肝門靜脈，分在 0 、 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時偵

測 EGCG 對 GST 酵素活性的影響，結果顯示(圓的在 3 、 6 、 9 、

12 、 24 小時與 O 小時比較， GST 酵素活性都有增加的趨勢，並在

24 小時時也有最高的活性表現 o 我們將 O 小時當作對照組， 24 小時

的 GST 酵素活性比對照組增加了 81 倍左右。

因此我們將不同劑量的 catechin 和 EGCG 注射到大白鼠的肝門

靜脈，在 24 小時後斷頭犧牲，將肝臟取出，並偵測其 GST 酵素活

性的變化。實驗結果顯示(如閻 10) ，分別以 1 、 2 、 5 、 10 、 15

mg 的 catechin 以及 0.1 %的 DMSO 當作 solvent contr仗，注射到大

白鼠的肝門靜脈，皆有誘導 GST 酵素活性的增加，但以 2 mg 的

catechin 濃度誘導 GST 酵素活性的效果最好，並呈現一個 dose­

response 的結果。另外(如國 11) ，分別以 0.2 、 0.5 、 1 、 5 、 10mg

的 EGCG 以及二次水當作 solvent control '注射到大白鼠的肝門靜

脈，也皆有誘發 GST 酵素活性的增加，而以 10mg 的 EGCG 濃度誘

導 GST 酵素活性的效果最好，並呈現一個 dose-response 的結果。
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一 茶多昌分對 GSTmRNA 表現的影響

之前我們探討了茶多盼對 GST 酵素活性的影響，分別以初代肝

細胞埠養以及動物實驗證明茶多扮確實會誘導 GST 酵素活性的增

加，因此我們再進一步的想去了解茶多紛走否會去誘導 GST mRNA 

白令增力口。

我們將 5 mg 的 catechin 注射到大白鼠的肝門靜脈後分別在 0 、

3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時，斷頭犧牲大白鼠，並從肝臟組織抽取

其 total RNA '然後取的闊的 total RNA 進行北方，基點法實驗 O 並

選擇了與 Ya 、 Yc 相似性較少的Yb cDNA 當作探針去偵測 GST Yb

mRNA 的變化，而且以 GAPDH mRNA 當作 intemal control '來換

算出 GST Yb mRNA 的相對含量。結果顯示(商 12) ，處理 5 mg 

catechin 在 0 、 3 小時時並無太大變化，而在 6 、 9 小時 GST yb 

mRNA 很明顯的有增加，在 12 、 24 小時，看起來也比 0 小時的量

還多。我們以 0 小時當作對照組，將 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時與

對照組互相比較，將 GST mRNA 以量化蜀表示(國 13) ，結果很明

顯的在 6 小時 RNA 的量是對照組的 2.6 倍，而在 9 小時的 RNA 比

對照組增加將近 5 倍。而在 12 、 24 小時的 RNA 比對照組增加了

2-4 倍左右。

因此我們處理不同濃度的 catechin '分別是 1 、 2 、 5 、 10 、

15 mg 及一組 solvent control '注射到大白鼠的肝門靜脈，在 12 小時

斷頭犧牲大白鼠，並從肝臟組織抽取其 total RNA '然後取 10 峙的

total RNA 進行北方墨點法實驗。同樣的以 YbcDNA 當作探針去偵
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測 GST Yb mRNA 的變化，而且以 GAPDH mRNA 當作 internal

control '來換算出 GST Yb mRNA 的相對含量。 國 14 為 GST Yb 

mRNA 及 GAPDH mRNA 的電泳間，若以 solvent control 當作對照

組，將 1 、 2 、 5 、 10 、 15 mg 與對照組互相比較，將 GSTmR1吋A

的相對合以量化自表示(圈 15) ，結果發現隨著 catechin 濃度的增

加， GSTYbmRNA 也有增加的趨勢，在 2 、 5mg 的濃度使得 GST

mRNA 與對照組比較增加了 2.5 倍右。

在 EGCG 方面，我們以 1 mg 的 EGCG 注射到大白鼠的肝門靜

脈後分別在 0 、 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時，斷頭犧牲大白鼠，並

從肝臟組織抽取其 total RNA '然後取凹陷的 total RNA 進行先方

墨點法實驗。同樣的以Yb cDNA 當作探針去偵測 GST Yb mRNA 的

變化，而且以 GAPDH mRNA 當作 intemal control '來換算出 GST Yb

mRNA 的相對含量 o 結果顯示(園 16) 在電泳圖上 GST yb mRNA 

在 3 、 6 小時都比 O 小時的量還多，但在 9 、 12 、 24 小時卻有逐

漸減少的情形發生。我們同樣的以 0 小時當作對照組，將 3 、 6 、

9 、 12 、 24 小時與對照組互相比較，將 GST mRNA 以最化圖表示

(圈 17) ，在 3 、 6 、小時都增加了1.5-2 倍左右，但 12 、 24 小時

卻逐漸的降低了。

再來我們處理不同濃度的 EGCG' 分別是 0.2、 0.5 、 1 、 5 、

10 mg 以及以二次水當作 solvent contr仗，注射到大白鼠的肝門靜

脈，在 12 小時斷頭犧牲大白鼠，並從肝臟組織抽取其 total RNA ' 

然後取 10μg 的 total RNA 進行北方墨點法實驗。同樣的以Yb cDNA

當作探針去偵測 GST Yb mRNA 的變化，而且以 GAPDHmRNA 當
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作 internal control '來換算出 GST Yb mRNA 的相對含量。 國(1 8)

為 GSTYbmRNA 及 GAPDHmRNA 的電泳麗，若以 solvent control 

當作對照組，將 0.2 、 0.5 、 1 、 5 、 10mg 與對照紐互相比較，將

GSTmRNA 的相對令以量化圖表示(閱 19) ，結果發現隨著 EGCG 濃

度的增加， GST yb mRNA 也有增加的趨勢，在 5 、 10 mg 的濃度

使得 GSTmRNA 與對照組比較增加了 2 倍右。

四.茶多由分堂子 GST 蛋白的表現

經由以前文獻得知， GST 由來自不同的基因族 (30) 可區分

成五大類，為 alpha 族、 mu 族、 pl 族、 slgma 族以及 theat 族

(31) 。分別分佈在不同的這域以及在生理上也扮演著不同的角色

(參考第一章前言及緒論)。在 alpha 族的 GST 對於代謝抗癌物具有

良好的功效以及 mu 族 GST 在肝臟扮演著一個不可獲缺的保護性角

色，因此我們想去探討茶多盼對這兩類的T 蛋白的影響是如何?我

們將 5 mg 的 catechin 注射到大白鼠的肝門靜脈，分別在 0 、 3 、

6 、 9 、 12 、位小時斷頭犧牲大白鼠，取出肝臟，製備組織萃取液，

以西方墨點法分析其蛋白的表現，並以 α-tubulin 當作 internal

contro1 。電泳聞顯示(國 20) ， GST Ya 看起來似乎沒有很大的變

化。我們把 0 小時當作對照組，將 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時與對

照組互相比較， GST Ya 的相對含量是沒有變化的(圖 21) 。而在 GST

Ybl 蛋白方面(圈 22) 卻實有增加的趨勢。而且在電泳圈上我們似

乎可以看到在 GST Yb1 的位置是由兩個 band 結合在一起的。而我們
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以 0 小時當作對照組，將 3 、 9 、 12 、 24 小時與對照組互相比較，

將 GST Ya 的相對含量以量化國顯示(圓 23) ，我們可以很明顯的看

到 GST Yb1 蛋白隨著時悶的的增加而有增加的情形，並在 12 小時的

時候增加了約 2. 5 倍，隨之在 2在小時稍微減少。而在 GST Yb2 蛋白

方面，電泳圖上(國 2的可以看到在 5 mg catechin 處理下，隨著

時間的增加 GST Yb2 蛋白而增加，而在 12 小時後又隨之減少。相同

的我們以 0 小時當作對照組，將 3 、 6 、 9 、 12 、叫 小時與對照

組互相比較，將 GST Yb2 的相對含量以量化圈顯示(圈 25) ，在 3

小時的 GST Yb2 約增加了將近 2 倍，而在 6 、 9 小時約增加了 2-3

倍左右，隨之慢慢減少。由此 catechin 對 GST Yb1 、 Yb2 有一個 time

course 的影響。

更進一步我們想去知道不同濃度的 catechin 對 GST 蛋白的影響

為何?因此我們分別處理不同濃度的 catechin' 分別是 1 、 2 、 5 、

10 、 15 mg 以及一組以 0.1 % DMSO 當作 solvent contro1 '注射到

大白鼠的肝門靜脈，分別在 0 、 3 、 6 、 9 、 12 、 2是小時斷頭犧

牲大白鼠，取出肝臟，製備組織萃取液，以西方墨點法分析其蛋白

的表現，並以 α-tubulin 當作 internal control 0 結果顯示(圈

26) ，不同濃度的 catechin 對 GST Ya 蛋白在 5 、 10 mg 的濃度稍有

減少。相同的以 0.1 % DMSO 當作 solvent contro1 '並當作對照是且，

將 l 、 2 、 5 、 10 、 15 mg 與對照組比較，將 GST Ya 的相對含量

以量化屬表示(屬 27) ，很明顯的不同濃度的 catechin 並不會誘發

GST Ya 蛋白量的增加。而不同濃度的 catechin 對 GST Yb1 蛋白在電

泳島上(國 28) 我們可以看到在 10 、 15 mg 的濃度對 GST Yb1 有增
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加的現象，而且在 GST Yb1 的地方似乎也是有兩個 band 重疊在一起

而形成 GST Yb1 的 band 。相同我們以 solvent contro1 當作對照組，

將 1 、 2 、 5 、 10 、 15 mg 與對照組互相比較，將 GST Yb1 相對含

量以量化圈顯示(國 29) ，我們看到 10 、 15 mg 濃度的 catechin

與對照組比較， GST Yb1 蛋白增加了約1. 5-2 倍左右。不同濃度的

catechin 對 GST Yb2 蛋白在電泳圖上(國 30) 的量看起來似乎沒有

變化。但我們以 solvent contro1 當作對照組，將 1 、 2 、 5 、 10 、

15 mg 與對照組互相比較，將 GST Yb1 相對含量以量化圈顯示(聞

31) , 1 mg 的 catechin 使得 GST Yb2 蛋白約增加了1. 5 倍左右。

在 EGCG 方面，我們將 l 闊的 EGCG 注射到大白鼠的肝門靜脈，

分別在 0 、 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時斷頭犧牲大白鼠，取出肝臟，

製備組織萃取液，以西方墨點法分析其蛋白的表現，並以 α-tubu1in

當作 interna1 contro1 。結果顯示(閻 32) ，在電泳扇上我們看到

在 9 、 12 小時 GST Ya 蛋白有增加。相同的以 0 小時當作對照組，

將 3 、 6 、 9 、 12 、 2哇，小時與對照組互相比較，將 GST Ya 相

對合量以量化圖表示(圓 33) ，在 9 小時增加了約 2 倍左右 O 而在

GST Yb1 蛋白方面，在電泳扇上(國 34) 看起來似乎也沒有很明顯

的變化，但是我們在電泳圈可以看到在 GST Yb1 的位置是由兩個陰

影存在，我們覺得這似乎是由兩個 band 重疊在一起而造成的。相同

的我們以 0 小時當作對照組，將 3 、 6 、 9 、 12 、江 小時與對照

組互相比較，將 GST Yb1 相對含量以量化圈表示(閻 35) ，看起來似

乎沒有太大的變化。而在 GST Yb2 蛋白方面，電泳圖上(閣 36) 可

以看到在 1 mg EGCG 處理下，隨著時間的增加 GST Yb2 蛋白而稍有
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增加，相同的我們以 0 小時當作對照組，將 3 、 6 、 9 、 12 、 2是

小時與對照組互相比較，將 GST Yb2 相對含量以量化圖表示(圈

37) ，在 3 、 6 、 9 小時的 GST Yb2 比對照組有增加趨勢， 9 小時的

量為對照組的 2. 2 倍。

史進一步我們想去知道不同濃度的 EGCG 對 GST 蛋白的影響為何?

因此我們分別處理不同濃度的 EGCG ，分別是 0.2 、 O. 5 、 1 、 5 、

10 mg 以及一組以二次水當作 solvent contro1 '注射到大白鼠的肝

門靜脈，在 12 小時斷頭犧牲大白鼠，取出肝臟，製備組織萃取液，

以西方墨點法分析其蛋白的表現，並以 α-tubu1 in 當作 interna1

contro1 。結果顯示(國 38) ，隨著 EGCG 濃度的增加， GST Ya 蛋白

也有增加的趨勢 o 相同的以二次水當作 solvent contro1 '並當作

對照組，將 0.2 、 0.5 、 1 、 5 、 10 mg 與對照組比較，並以量化

圖表示(圈 39) ，在 O. 2 、 0.5 mg 的濃度比對照組增加了約1. 7 倍

左右。而不同濃度的 EGCG 對 GST Yb1 蛋白在電泳圈上(圓的) ，看

起來好像有增加的成覺，並以 α-tubu1in 當作 internal contro1 

去換算 GST Yb1 的相對含量， GST Yb1 蛋白也，有增加的情形，但我

們在電泳島上可以看到 GST Ybl 的地方似乎也是有兩個 band 重疊在

一起而形成。相同我們以 solvent control 當作對照組，將 O. 2 

O. 5 、 1 、 5 、 10 mg 與對照組互相比較，並以量化圈顯示(圖是1) , 

在 5 mg 的濃度與對照組比較增加了約1. 5 被左右 o 而不同濃度的

EGCG 對 GST Yb2 蛋白在電泳圈上(園是2) 看起來有增加的情形，

相同的我們以 solvent contro1 當作對照組，將 O. 2 、 0.5 、 l 、 5 、

10 mg 與對照組互相比較，並以量化圓顯示(圓的)結果顯示在 5日19
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的濃度比對照紐約增加了1. 6 倍左右。

五.茶多西分對 c-Fos 、 c-Jun 蛋白的表現

我們處理了不同濃度的 catechin 及 EGCG 去探討這兩種茶多盼

對 c-Fos 、 c-Jun 蛋白的影響。結果顯示(聞組)處理不同濃度的

catechin 分別是 1 、 2 、 5 、 10 、 15 時，在電泳圖上看起來似

乎沒有變化，相對的我們以 solvent contro1 當作對照組，將 1 、

2 、 5 、 10 、 15 mg 與對照紐互相比較，並以量化圈顯示(崗是5) , 

c-Fos 蛋白的相對含量是沒有變化的。在 c…Jun 蛋白方面，處理 l 、

2 、 5 、 10 、 15 峙的 catechin '在電泳圖上(圈 46)我們可以看

到在 2 mg 濃度的 catechin 對 c-Jun 蛋白有增加的現象，相同的以

sol vent contro1 當作對照鈕，將 1 、 2 、 5 、 10 、 5 mg 與對照組

互相比較，並以量化圈顯示(聞吐7) ， c-Jun 蛋白在 2闊的濃度與

contro1 比較增加了約1. 6 倍， 5 mg 的濃度比 contro1 稍微增加一

些，高濃度的 catechin 對 c-Fos 蛋白的表現則有抑制現象。 15 峙

的 catechin 其 c-Jun 蛋白為對照組的 25% 。

在處理不同濃度的 EGCG 分別是 0.2、。.5 、 1 、 5 、 10mg , 

在電泳圈上(圖 48) 看起來似乎沒有增加，相對的我們以 solvent

contr叫當作對照組，將 0.2 、 0.5 、 1 、 5 、 10mg 與對照組互相比

較，並以暈化圈顯示(圓 49)' c-Fos 蛋白與對照組比較稍微增加了

約1.5 倍左右 O 在 c-Jun 蛋白方面，處理 0.2 、 0.5 、 5 、 10 mg 的

EGCG ，在電泳圖上(圈 50)看起來也有增加的情形，相冉的以 solvent

control 當作對照組，將 0.2 、 0.5 、 1 、 5 、 10mg 與對照組互相比
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較，並以量化圈顯示(國 51)' c-Jun 蛋白與 control 比較約加了1.5

倍左右。

六.茶多盼對 PKC一α 蛋白的影響

經由以前文獻以及很多實驗證明 PKC pathway 在細胞內 signa1

transduction 佔有很重要的影響，因此我們想去了解茶多盼對 PKC

pathway 是否有影響?

我們將 5 峙的 catechin 注射到大白鼠的肝門靜脈，分別在 0 、

3 、 6 、 9 、 12 、 2是小時斷頭犧牲大白鼠，取出肝臟，製備其 cytoso1

及 particu1ate fraction 的蛋白，以西方墨點法分析其蛋白的表

現，以 brain 1ysate 正確的指出 PKC一位的位置，並以 α-tubu1in

當作 interna1 contro1 0 結呆顯示(圈 52) ，以 o. 1 %的 D臨so 當

作 solvent control '在 cytosol 方面，電泳圖上看起來沒有太大

的變化，而在 particulate 方面，每一個 band 的量也沒有變化，但

是在位置上， control 、 0 、 3 、 6 、 9 小時的位置，都有往上移

的情形發生，而在 12 、 2往小時的位置又回來到與 brain lystae 

的位置相同，我們認為它發生了 shift 的現象。相同的以 0 小時當

作對照組，將 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時與對照紐互相比較量上面

的變化，並以量化圈方式表示(圈 53) ，在 12 小時， cytoso1 的

PKC一α 減少了一半左右，但在 particu1ate 土 PKC一α 的量並沒有很

大的變化，但在 9 小時的時候有稍微的減少，反過來對照電泳島(聞

52) 看到 9 小時的位置，比其餘的 band shift 到更高的位置上。
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史進一步我們處理不同濃度的 catechin '分別是 1 、 2 、 5 、

10 、 15 闊的濃度，注射到大白鼠的肝門靜脈，在 12 小時斷頭犧

牲大白鼠，取出肝臟，製備其 cytoso1 及 particu1ate fraction 

的蛋白，以西方墨點法分析其蛋白的表現，並以 α-tubu1in 當作

interna1 contro1 。實驗結呆顯示，在電泳園(圖 5的上我們看到

不同濃度的 catechin 在 cytoso1 上對 PKC一α 的最沒有影響，在

particu1ate 上， PKC…α 的量也沒有變化 O 相同的以 solvent

contro1 當作對照組，將 l 、 2 、 5 、 10 、 15 mg 與對照組互相比

較，並以量化圈顯示(聞 55) ，在 cytoso1 上， 15 mg 的 catechin

使 PKC一α 蛋白增加約1. 5 倍左右，而 particu1ate 亦是如此，但在

1 、 2 mg 低濃度的 catechin 有較少的情形。

另外我們將 1 mg 的 EGCG 注射到大白鼠的肝門靜脈，分別在 0 、

3 、 6 、 9 、 12 、 2是小時斷頭犧牲大白鼠，取出肝臟，置備其 cytoso1

及 particu1ate fraction 的蛋白，以西方墨點法分析其蛋白的表

現，以 brain 1ysate 正確的指出 PKC一α 的位置，並以 α-tubu1 in 

當作 interna1 contro1 0 電泳國顯示(圈 56) ，以 0 小時當作

contro1 '在 cytoso1 方面，別在 0 、 3 、 6 、 9 、 12 、 2往小時

都比 contro1 多，但它們之間看起來沒有太大的變化，而在

particulate 方面，每一個 band 的量也沒有變化，但是在此C-a 位

置上，仔細觀察 band 的地方似乎是有兩個 band 重疊在一起，我們

猜測這是 PKC-α 的磷酸化所造成的。相同的以 0 小時當作對照組，

將 3 、 6 、 9 、 12 、 24 小時與對照組互相比較量上面的變化，並

以量化國方式表示(國 57) ， 2是小時的 PKC一α 經加了約 2. 5 倍左
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右，在 particu1ate 方面， 9 、 12 小時增加了約 2-2. 5 倍。

史進一步我們處理不同濃度的 EGCG '分別是 O. 2 、 o. 5 、 l 、

5 、 10 mg 的濃度，注射到大白鼠的肝門靜脈，在 6 小時斷頭犧牲

大白鼠，取出肝臟，製備其 cytoso1 及 particu1atefraction 的蛋

白，以西方墨點法分析其蛋白的表現，並以 ß-actin 當作 interna1

contro1 0 實驗結果顯示，在電泳窟(閣 58) 上我們看到不同濃度

的 EGCG 在 cytoso1 上對 PKC一α 的最有力口的情形，在 particu1ate

上， PKC一α 的變化，也有加的情形但增加的較 cytoso1 少。相同的

以 solvent control 當作對照組，將 O. 2 、 O. 5 、 1 、 5 、 10 mg 

與對照組互相比較，並以量化圈顯示(圈 59) ，在 O. 2 、 0.5 mg 

particu1tae 上， PKC一α 的量增加了約1. 7 倍。

七.茶多驗對 phosphotyrosine (py一20)蛋白的表現

我們處理了不同濃度的 catechin 及 EGCG 去探討這兩種茶多齡

對 py-20 蛋白的影響。結果顯示(閱 60) 處理不同濃度的

catechin '分別是 O. 2 、 O. 5 、 l 、 5 、 10 時，我們在電泳圈上

可以看到蛋白磷酸化的情形並不是有很明顯的變化。

而處理不同濃度的 EGCG '分別是 O. 2 、 0.5 、 1 、 5 、 10 、

15 時，結果顯示(圈 61) ，相同的蛋白磷酸化的情形並不是很明顯

的有變化。
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第六章

討論

老鼠體內的主要 GST 依其不同的特性大致可分為三種，分別是

GST pi 、 GSTmu 、 GST alpha 0 GST pi 的單元體是旬， GST alpha 

的單元體是 Ya ' GST mu 的單元體是 Yb 單元體 (25) ，雖然這三種

不同族的 GST 在結構方面，酵素方面的特性都很類似，對於某些化

合物的代謝，在功能上的發揮，很可能互相重複，但大致上對於代

謝哪一種化合物仍具有一定的特異性，而這些特異性的調節可能和

個人的體質、組織的分佈、荷爾蒙的影響都有關。而且它們所負賞

的生理功能也有相異之處。以肝細胞為例，依但肝細胞變成腫瘤細

胞，尤其是化學性的致癌作用， GST P 則會很明顯的大量表現， GST 

alpha 則是主要負責解毒的功作，特別發現它會代謝一些抗癌藥物對

癌症初期的治療(在6) 。至於 GST mu 有關其報告探討的較少，有報

告曾顯示其和組織的發炎有關，在肝臟中扮演著保護性的角色。而

之前的很多文獻報告過，茶多盼對人體是有很多的益處，如抗癌、

抗氧化等等的功能。因此本研究乃是想去了解茶多齡是否會去誘導

體內解毒酵素 GST 的表現，以及茶多齡誘導解毒酵素的表現其機制

為何?

至於我們為什麼選擇細胞和動物實驗來做此研究，乃是因為兩

者之間可以互相比較而去驗證。我們在細胞實驗和動物實驗中觀察

到 catechin 和 EGCG 誘發 GST 酵素活性的增加倍率和動物實驗中，

這兩種茶多盼誘發 GST 酵素活性的倍率是不相上下的。因此證明了
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細胞和動物實驗結果是一致的。但是考慮到做初代肝細胞培養，每

次獲得的細胞數是有限的，不能在一隻老鼠身上同時看到其活性、

蛋白、 RNA 的表現，為了去除這種老鼠上的個體差異，我們以下的

實驗選擇了動物模型來探討 catechin 和 EGCG 對 GST 其活性、基因

上的表現是如何的?

在以前的研究報告 (54)指出，茶多齡不論在老鼠或人體的血漿

中均可測到其含量。因此我們直接將茶多盼直接從老鼠的肝們靜脈

注射進去，使其直接對肝臟組織細胞作用。我們再將同一隻老鼠的

肝臟組織來做各項分析，以減少其個體上的差異並可獲得較多的

sample 來重複實驗的結果，更精確的發明實驗結果 o

實驗結果顯示，五種茶多紛分別是 catechin 、 EGCG 、

epicatechin 、 ECG 、 EGC' 在初代玲養肝細胞的確會誘導 GST 酵素

j舌性的增加。若以 0 小時當作對照組， catechin 在 12 小時與對照

組比較增加了 9 倍， EGCG 在 12 小時與對照組比較增加了 81 倍，

epicatechin 在 12 小時與對照組比較增加了 39 倍， ECG 在 2往小

時與對照組比較增加了 221 倍，而 EGC 在 2是小時與對照組比較增

加了 48 倍。這些倍數的增加代表了茶多齡在細胞實驗中確實會誘導

GST 酵素活性的增加，而且是很有意義的。

在動物實驗方面，若以 0 小時當作對照組， catechi 站在位小

時與對照組比較增加了 12 倍，而 EGCG 在 M 小時與對照組比較增加

了 81 倍，這種倍數的增加代表了在動物實驗中，茶多昌分具有誘導解

毒酵素的T ~.舌性的增加，而且 EGCG 誘導的 GST 活性的增加效果比

catechin 還好。因此在細胞實驗以及在動物實驗中皆能互相驗証，
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茶多西分確實會誘導 GST 酵素活性的增加，而在生理上達到一個保護

作用。因此細胞和動物實驗不論 catechin 或 EGCG 誘導 GST 酵素活

性的增加倍率是很相同的，不相上下。兩者反應出這兩種實驗模式

皆可偵測出茶多盼刺激 GST 活性。只是在動物實驗茶多萬分刺激 GST

酵素活性的增加比細胞實驗在時間上有較慢的效果，這是不難理解

的。

在 catechin 和 EGCG 刺激 GST mRNA 基因的表現層次探討方面，

處理 5 峙的 catechin '於 9 小時的時候與對照紐比較，增加了約

也 2 倍左右。處理不同濃度的 catechin '在 2 、 5 mg 濃度時，具

有較好的能力去誘發 GST mRNA 的增加，與對照組比較增加了約 2.5

倍。而處理 1 mg 的 EGCG '於 3 、 6 小時與對照組相比較， GST Yb 

mRNA 增加了約1. 5-1. 7 倍。但在作 dose-response 時，我們選擇了

6 小時的時間處理老鼠，再以北方墨點法偵別 GST Yb mRNA 的含量，

相同的我們也可以看到隨著那CG 濃度的增加， GST Yb 械制的量也

隨之增加。

而 catechin 和 EGCG 刺激 total GST 活性的增加，其中的一個

方式是刺激 GST 基目的表現。而 GST mRNA 增加的倍數不及活性增加

的倍數，可能是因為在 mRNA 我們只偵測 GST Yb mRNA 的量，而 Ya 、

Yp 或者其它的 form '我們並不曉得它們的變化是如何?有鑒於此，

我們在 GST 蛋白的偵測上，去觀察 GST Ya 、 Ybl 、 Yb2 這三種蛋白

的變化。

在不同的時間，發現 catechin 對 GST Ya 蛋白是沒有影響的，

但對 GST Ybl 、 Yb2 蛋白有促使它們增加(詳細結果請看第五章)。
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在 6-12 小時與對照組比較，約增加了 2-2. 5 倍左右 o 而不同濃度的

catechin 相同的對 GSTYa 蛋白並沒有促使它增加的情形發生，但對

GST Yb1 蛋白，於 10 、 15 峙的 catechin 有誘導 GST Yb1 蛋白的

增加，與對照組比較約增加了1. 5-2 倍左右，而在 GST Yb2 蛋白於 l

闊的濃度與對照組比較增加了1. 5 倍左右。在量上的變化，

catechin 確實會誘導 GST Ybl 、 Yb2 蛋白的增加，但仔細觀察電泳

圖上， GST Ybl 蛋白除了量上面的變化，它的 band 似乎有陰影存在

成覺是由兩個 band 結合重疊在一起的，這種情形我們猜測可能是

GST Yb1 蛋白被修飾他odification) 了，因此除了誘導 GST Ybl 、

Yb2 蛋白量的增加，另一方面可能是 GST Ybl 蛋白在某種程度上被修

飾了。

處理 1 rng EGCG '於不同的時間，觀察的T Ya 、 Ybl 、 Tb2 蛋

白的變化，發現 GST Ya 蛋白在 9 小時的時候與對照組比較增加了 2

倍，而 GST Ybl 蛋白似乎沒有變化。相同的在 9 小時的後的T Yb2 

蛋白與對照組比較增加了 2.2 侍左右。在處理不同濃度的 EGCG 於 6

小時的時候觀察的T Ya 、 Ybl 、 Yb2 蛋白的變化，發現隨著那CG

濃度的增加，對 GST Ya 、 Ybl 、 Yb2 蛋白也有增加的情形。但仔細

觀察電泳圖上， GST Ybl 蛋白的 band 似乎是由兩個 band 重疊在一

起而形成的，這跟我們之前 catechin 對 GST Ybl 蛋白的猜測是一樣

的，可能是 GST Ybl 蛋白在某種程度上被修飾過了。

實驗發現 catechin 和 EGCG 兩者在 irnrnunob1otting 所刺激的蛋

白表現並不相同， catechin 以 GST Ybl 、 Yb2 為主， EGCG 以 Ya 、

Yb2 為主，因此兩者刺激肝臟細胞解毒酵素基因表現的途徑可能不徑
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相同。而且比蛋白的結果亦無法配合所偵測的 GST 酵素活性增加的

倍數。這可能是在其它 form 的 GST 我們並沒有去偵測探討，所以很

難確定其它 form 的 GST 不參與其表現。而另一項可能如前面所述，

GST 蛋白有經過修飾作用了。

雖然以前沒有文獻報告過 GST 蛋白有修飾的情形，但在這裡由

電泳圓的結果，我們大膽的積測 GST 蛋白經刺激後，可能有被修飾，

其中最有可能的修飾方式是磷酸化作用。所以往後我們將繼續探討

GST 蛋白是否有被磷酸化?我們可以使用較普遍的

immunoprecipitation 的方法來作證實。

為了了解茶多盼刺激 GST 基因表現的上游機制，我們繼續探討

GST 上游基因的蛋白，如 c-Fos 、 c-Jun 蛋白，看看茶多驗是否對它

們有影響?我們發現 catechin 和民CG 對 c-Fos 蛋白是沒有影響

的，相同的對 c-Jun 蛋白也是沒有影響的。因此茶多盼並非透過改

變 c-Fos 、 c-Jun 蛋白的表現以形成。一1 comp1ex途徑進行刺激GST

基因的表現。

而在 1977 年， PKC 首先被 Nishizuka 發現 (55) ，隨後即受到

廣泛的重視及研究，它是一種鈣和磷臨依賴的蛋白激素 (56) 。進一

步的發現， PKC 在細胞內傳遞訊息的作用有闕，當 PKC 從細胞質轉

移 (translocate) 到細胞膜，此時 PKC 即被活化 (57 ， 58) 。而一

擔 PKC 被活化，將進一步促使細胞內許多蛋白的磷酸化，如 Histone

(59) 、 EGF receptor (60) 等等，而引發一連串細胞內的訊息傳遞

路徑。

因此我們探討了茶多驗對 PKC一α 的 pathway 0 catechin 及
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EGCG 除改變細胞 PKC一位的濃度外(如前面結果所述)。另外在電泳

圖上觀察至11 PKC一α 的 band 有 shift 的現象發生，尤其是 catechin

於 cytosol 的 12 小時 PKC一α 看起來是由兩個 band 連結在一起的。

在 particulate 方面， 0-9 小時的 band 也有 shift 的現象，而在

12 、 24 小時的時候又回到與 brain lysate 相同的位置上。我們務

測這種 shift 可能是 PKC一α 發生磷酸化的情形。 catechin 對於

cotosol 或 particulate 上的 PKC一α 濃度改變不如 EGCG 對 PKC一α 濃

度改變來的大，所以 catechin 對 PKC一α 的作用主要是可能刺激其

磷酸化。

處理 1 mg 的 EGCG 於不同時間， PKC一α 葷的變化如前面結果所

述，在 2是小時的 cytos仗， PKC一α 比對照、組增加了 2 倍，而在任

小時的 particu1ate 上與 9 、 12 小時相比較，有下降的情形，所以

在 2是小時的時候， PKC一α 有被活化而 translocate 到細胞膜上了。

所以 PKC一α 在此扮演了部份重要的角色。而在電泳圖上我們可以看

到 PKC一αband 的 shift '這與 catechin 對 PKC一αband 的 shift

情形是一樣的。

如果史進一步的探討 PKC 和 GST 之闊的作用，我們可以使用

PKC一α 的抑制劑，如 H-7 '將 PKC一α 抑制，看看 PKC一α 與 GST 蛋

白之間是否有互相影響。

我們繼續探討對這兩種茶多盼對總蛋白的 tyrosin 磷駿化的情

形為何?發現這兩種茶多盼對總蛋白的 tyrosin磷竣化是乎不是有很

大的影響，而結果如何，更是以後要探討的。

因此我們將以上結果周圍表顯示，如圖 (62) ，而清楚的得知
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茶多西分對各個基因蛋白的表現情形。綜合而言， catechin 和 EGCG

剝激 GST 活性高度上升，其機制之一可能是透過 PKC pathway 及其

蛋白磷酸化的作用來傳遞訊息以刺激 GST 基茵的表現。再者， GST 

蛋白本身有極有可能受到修飾作用，而使活性升高。另外， GST 基

茵的上游除 AP-l site 之外，上有 ARE 和 XRE sites '由此這兩種

途徑的作用為何，以及這兩種茶多驗對 GST 基因的表現到底是茶多

盼直接作用在其基因上，還是茶多盼經過代謝後所產生的代謝產物

來刺激 GST 基因的作用，都是我們有興趣知道的。

61 



10。一

80 ,-\ 
~司

。+口L4 吋

C 60 o 
斗4

。
法
\-/ 

b 40 
~由司....... 
,..0 吋
....... 
> 20 

O 

O 10 50 100 150 250 

Concentration of catechin (μg/ml) 

Fig.l The cytotoxicity of catechin analyzed by MTT assay. 

The primary culture of rat hepatocyte cells (5X 105 cells/well ) were 

treated with different concentrations of catechin for 24 hours and, 

then, were cultured in the present of MTT for 4 hours. The medium 

was removed , one minili l1er of isopropanol was added to the cells to 

dissolve the formazan crystal. The absorbance was determined at 563 

n口1.
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Fig.2 The cytotoxicity of EGCG analyazed by 孔1TT assay. 

The primary culture of rat hepatocyte cells (5X 1 0 cell~) were 

treated with different concentrations of EGCG for 24 hours and, 

then, were cultured in the present of MTT for 4 hours. The 

medium was removed, one minililler of isopropanol was added 

to the cells to dissolve the formazan crystal. The absorbance 

determed at 563 nm. 
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Fig.3 Time course of the effect of catechin on GST enzyme activity in 

rat hepatocytes. Hepatocytes were incubated with catechin (100μg/ml) 

for the time indicated. GST activity was determined spectrophotometrically 

using CDNB as substrate and was expressed in the unit of nmole/min/mg. 

Each value represents the mean 士 S.D. of three expriments. Significantly 

different from control : * p<O.的， ** p<O.O 1, * ** p<O.OO l. 
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Fig.4 Time course of the effect of EGCG on GST enzyme activity in 

rat hepatocytes. Hepatocytes were incubated with EGCG (20μg/ml) 

for the time indicated.GST activity was determined spectrophotomertically 

using CDNB as substrate and was expressed in the unit runole/minJmg. 

Each value represents the mean 士 S.D. of three expriments. Significantly 

different from control: ** p<O.Ol , *** p<O.OO l. 
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Fig-5. Time cours of the effect of epicatechin on GST enzyme activity in 

rat hepatocytes. Hepatocytes were incubated with epicatechin (100μg/ml) 

for the time indicated.GST activity was determined spectrophotomertically 

using CDNB as substrate and was expressed in the unit of nmole/minlmg. 

Each value represents the mean 士 S.D. of three expriments. Significantly 

different from control : ** p<O.Ol , *** p<O.OO 1. 
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Fig-6. Time course of the effect of ECG on GST enzyme activity in rat 

hepatocytes. Hepatocytes were incubated with ECG (1 0 ug/ml) for the 

time indicated. GST activity was determined spectrophotometrically using 

CDNB as substrate and was expressed in the unit of nmole/minlmg 

Each vaule epresents the mean 士 S.D. ofthree expriments. Significantly 

different from control : * * * p<O.OO 1. 
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Fig.7 Time course of the effect of EGC on GST enzyme activity in 

rat hepatocytes. Hepatocytes were incubated with EGC (10 ug/ml) for 

the time indicated. GST activity was determined spectrophotometrical1y 

using CDNB as substrate and was expressed in the unit of nmole/min/mg. 

Each value represents the mean 士 S.D. of three expriments. Significantly 

different from control : * * * p<O.OO 1. 
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Fig.8 Time course ofthe effect of catechin on GST enzyme activity in 

rat liver. Rat were treated with catechin (5 mg) for the time indicated 

Tissue homogenates were prepared from each animals and analyzed for 

GST activity as determined spectrophotometrically using CDNB as 

substrates and was expressed in the unit of nmole/minlmg. Each value 

represents the mean 士 S.D. of three expriments. Significant1y different 

from control : ** p<O.Ol , *** p<O.OO l. 
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Fig.9 Time course of the effect ofEGCG on GST en勾Tme activi句Tlll

rat liver. Rat were 甘eated with EGCG (1 mg) for the time indicated. 

Tissue homogenates were prepared from each animals and analyzed for 

GST activity as determined spectrophotometrically using CDNB as 

substrate and was expressed in the unit of nmole/min/mg. Each value 

represents the mean -t S.D. of three expriments. Significantly different 

企om control : ** p<O.叭， *** p<O.OO l. 
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Fig.10 Effects of various concentrations of catechin on GST enzyme activity 

in rat liver. Rat were treated with different concentrations (0, 1, 2, 5, 10，的 mg)

of catechin for 12 hours. GST activi句r was determined spectrophotometrically 

using CDNB as subs甘ates and is expressed in the unit of nmole/minlmg 

Each value represents the mean 士 S.D. of three expriments. Significantly 

different from control : * * * p<O.OO 1. 
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Fig.ll Effect ofvarious concentrations ofEGCG on GST enzyme activity 

in rat liver. Rat were treated with different concemtations ( 0.2, 0.5 , 1, 5, 

10 mg) ofEGCG for 12 hours.Tissue homogenates were prepared from each 

animal and analyzed for GST activi勾r as determined spectrophotometrically 

using CDNB as substrate and was expressed in the unit ofnmole/minJmg. 

Each value represents the mean + S.D. of three expriments. Significantly 

different 企om control: * p<0.05 , * * p<O.肘， ***p<O.OO l. 
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Fig.12 Time course of the effect of catechin on GST mRNA level in rat 

liver. Rats were treated with catechin (5 mg) for the time indicated. 

Tissue homogenates were prepared 企om each animal and analyzed by 

Northem blotting. GAPDH was used for in叫lte叮rτ叫I
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Fig.14 Effect of various concentrations of catechin on GST mRNA 

level in rat liver. Rats were treated with different concentrations (1, 2, 5, 

凹，的 mg) of catechin for 12 hours. Tissue homogenates were prepared 

from each animal and analyzed by Northern blotting. C was the control 

animal treated with solvent only. GAPDH was used for internal control. 
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Fig.15 Densitometric measurements of the various concentrations 

ofthe effect of catechin on GST mRNA level in rat liver. The data 

and amount of GAPDH of each sample, were corrected by the 

expressed as the percentages of control level. (time point O).Three 

independent experiments were conducted ; a representative one is 
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Fig.16 Time course ofthe effect ofEGCG on GST mRNA level in rat 

liver. Rats were treated with EGCG (1 mg) for the time indicated. 

Tissue homogenates were prepared from each animal and analyzed by 

Northern blotting. GAPDH was used for intemal control. 
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Fig.17 Densitometric measurements of the time course of the effect 

of EGCG on GST mRNA level in rat liver. The data were corrected 

GAPDH of each sample, and expressed as the by the amount of 

Three independent 

experiments were conducted ; a representative one is shown here. 
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Fig.18 Effect of various concentrations of EGCG on GST mRNA level 

in rat liver. Rats were treated with different concentratÌons (0.2, 0.5 , 1, 5, 

10 mg) of EGCG for 6 hours. Tissue homogenates were prepared from 

each animal and analyzed by Northern blotting. C was the control animal 

treated with solvent only. GAPDH was used for internal control. 
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Fig.19 Densitometric measurements of the various concentrations 

of the effect of EGCG on GST mRNA level in rat liver. The data 

were corrected by the amount of GAPDH of each sample, and 

expressed as the percentages of control level. (time point O).Three 

independent experiments were conducted ; a representative one is 

shown here. 
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Fig.20 Time course of the effect of catechin on GST Ya protein level in 

rat liver. Rat were treated with catechin (5 mg) for the time indicated. 

Tissue homogenates were prepared 企om each animal and analyzed by 

western blotting. Anti-α自tubulin antiserum was used for internal contl叫.
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Fig.22 Time course of the effect of catechin on GST Yb l protein level 

in rat liver\Rats were treated with catechin (5 mg) for the time indicated. 

Tissue homogenates were prepared from each animal and analyzed by 

western blotting. Anti-α-tubulin antiserum was used for internal contro l. 
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Fig.23 Densitometric measurements of the time course of the effect 

of catechin on GST Yb 1 protein level in rat liver. The data were 

corrected by the amount of α司tubulin of each sample, and 

expressed as the percentages of control level. (time point 0). 

Three independent experiments were conducted ; a representative 

one is shown here. 

84 



M 0 3 6 9 12 24 

33-

28 一曲帥 一可← 喝喝 GST Yb2 

]9 一

嘲闡勵﹒嘲饋，嘲詞......咱..嘲睡咱自由Tubu1in

Catechin treatment (5 mg) 

Fig.24 Time course of the effect of catechin on GST Yb2 protein level 
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Fig.25 Densitometric measurements of the time course of the effect 

of catechin on GST Yb2 protein level in rat liver. The data were 

corrected by the amount of α-tubulin of each sample, and 

expressed as the percentages of control level. (time point 0). 

Three independent experiments were conducted ; a representative 

one is shown here. 
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Fig.26 Effect of various concentrations of catechin on GST Ya protein 

level in rat liver. Rats were treated with different concentrations (1、

2 、 5 、 10 、 15 mg) of catechin for 12 hours. Tissue homogenates were 

prepared from each animal and analyzed by westem blotting. C was the 

control animal treated with solvent only. Anti-a-tubulin antiserum was 

used for internal control. 
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Fig.27 Densitometric measurements of the various 

concentrations of the effect of catechin on GST Ya protein 

level in rat liver. The data were corrected by the amount of αm 

tubulin of each sample, and expressed as the percentages of 

control level. (time point O).Three independent experiments 

were conducted ; a representative one is shown here. 
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were prepared from each animal and analyzed by western blotting. C was 

the control animal treated with solvent only. Anti-α-tubulin antiserum 
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Fig.30 Effect of various concentrations of catechin on GST Yb2 

protein level in rat liver. Rats were treated with different concentrations 

(1 、 2 、 5 、 10 、 15 mg) of catechin for 12 hours. Tissue homogenates 

were prepared 企om each animal and analyzed by western blotting. C was 

the control animal treated with solvent only. Anti-α-tubulin antiserum 

was used for internal control. 
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Fig.32 Time course of the effect of EGCG on GST Ya protein level in 

rat liver. Rats were treated with EGCG (1 mg) for the time indicated. 

Tissue homogenates were prepares from each animals and analyzed by 

westem blotting. Anti-α-tubulin antiserum was used for intemal control. 
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Fig.33 Densitometric measurements of the time course of the 

effect of EGCG on GST Ya protein level in rat liver. The data 

were corrected by the amount of α-tubulin of each sample, 

and expressed as the percentages of controlleve1. (time point 0). 

Three independent experiments were conducted a 

representative one is shown here. 
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Fig.34 Time course of the effect of EGCG on GST Yb 1 protein level in 

rat liver. Rats were treated with EGCG (1 mg) for the time indicated. 

Tissue homogenates were prepares from each animals and analyzed by 

western blotting. Anti司α-tubulin antiserum was used for internal control. 
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Fig.3 5 Densitometric measurements of the time course of the 

effect of EGCGon GST Yb 1 protein level in rat liver. The data 

were corrected by the amount of α-tubulin of each sample, 

and expressed as the percentages of controllevel. (time point 0). 

Three independent experiments were conducted a 

representative one is shown here. 
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Fig.36 Time course ofthe effect ofEGCG on GST Yb2 protein level in 

rat liver. Rats were treated with EGCG (1 mg) for the time indicated. 

Tissue homogenates were prepares from each animals and analyzed by 

western blotting. Anti-心tubulin antiserum was used for intemal control. 
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Fig.37 Densitometric measurements of the time course of the 

effect of EGCG on GST Yb2 protein level in rat liver. The data 

were corrected by the amount of α-tubulin of each sample, 

and expressed as the percentages of controllevel. (time point 0). 

Three independent experiments were conducted a 

representative one is shown here. 
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Fig.38 Effect of various concentrations of EGCG on GST Ya protein 

level in rat liver. Rats were treated with different concentrations (0.2, 0.5 , 

1, 5, 10 mg) of EGCG for 6 hours. Tissue homogenates were prepared 

from each animal and analyzed by westem blotting. C was the control 

animal treated with solvent only. Anti叫-tubulin antiserum was used for 

internal control. 
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Fig.39 Densitometric measurements of the various 

concentrations of the effect of EGCG on GST Ya protein level 

in rat liver. The data were corrected by the amount of α-tubulin 

of each sample, and expressed as the percentages of control level. 

(time point O).Three independent experiments were conducted ; 
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Fig.40 Effect of various concentrations of EGCG on GST yb 1 protein 

level in rat liver. Rats were treated with different concentrations (0.2, 0.5 , 
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Fig.41 Densitometric measurements of the various 

concentrations of the effect of EGCG on GST Yb 1 protein 

level in rat liver. The data were corrected by the amount of 如
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Fig.42 Effect of various concentrations of EGCG on GST Yb2 protein 

level in rat liver. Rats were treated with different concentrations (0.2, 0.5, 

1, 5, 10 mg) of EGCG for 6 hours. Tissue homogenates were prepared 

from each animal and analyzed by western blotting. C was the control 

animal treated with solvent only. Anti-a-tubulin antiserum was used for 

internal control. 
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Fig.43 Densitometric measurements of the various 

concentrations of the effect of EGCG op GST Yb2 protein 

level in rat liver. The data were corrected by the amount of 伽

tubulin of each sample, and expressed as the percentages of 

control level. (time point O).Three independent experíments 

were conducted ; a representative one is shown here. 
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Fig.44 Effect of various concentrations of catechin on c-Fos protein 

level in rat liver. Rats were treated with different concentrations (1, 2, 5, 

10, 15 mg) of catechin for 12 hours. Tissue homogenates were prepared 

from each animal and analyzed by westem blotting. C was the control 

animal treated with solvent only. Anti-戶-actin antiserum was used for 

intemal control. 
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Fig.45 Densitometric measurements of the various concentratíons 

of the effect of catechin on c-Fos protein level in rat liver. The data 

were corrected by the amount of ß間actin of each sample, and 

expressed as the percentages of control leve l. (time point O).Three 

independent experiments were conducted ; a representative one is 

shown here. 
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Fig.46 Effect of various concentrations of catechin on c-Jun protein 

level in rat liver. Rats were treated with different concentrations (1, 2, 5, 

悶， 15 mg) of catechin for 12 hours. Tissue homogenates were prepared 

from each animal and analyzed by westem blotting. C was the control 

animal treated with solvent only. Anti-α-tubulin antiserum was used for 

internal control. 
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Fig.4 7 Densitometric measurements of the various concentrations 

of the effect of catechin on c-Jun protein level in rat liver. The data 

were corrected by the amount of 科actin of each sample, and 
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independent experiments were conducted ; a representative one is 
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Fig.48 Effect ofvarious concentrations ofEGCG on c-Fos protein level 

in rat liver. Rats were treated with different concentrations (0.2, 0.5 , 1, 5, 

10 mg) of EGCG for 6 hours. Tissue homogenates were prepared from 

each animal and analyzed by westem blotting. C was the control animal 

treated with solvent only. Anti-ß-actin antiserum was used for intemal 

control. 

109 



250 

,-\ 
，....吋

lo D 口= 200 

() 

、『o 
150 法

\...,/ 
同呵

a) 

dFJ - 100 ........ 

-口"""" 

-dD LCJ 4 L 
50 

r:/'J 
O 
泣4
已占

O 
C 0.2 0.5 5 10 

Concentration of EGCG (mg) 

Fig.49 Densitometric measurements of the varíous concentrations 

of the effect of EGCG on c-Fos protein level in rat liver. The data 

were corrected by the amount of ß-actin of each sample, and 

expressed as the percentages of control level. (time point O).Three 

independent experiments were conducted ; a representative one is 
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Fig.50 Effect ofvarious concentrations ofEGCG on c-Jun protein level 

in rat liver. Rats were treated with different concentrations (0.2, 0.5 , 1, 5, 

10 mg) of EGCG for 6 hours. Tissue homogenates were prepared 企om

each animal and analyzed by western blotting. C was the control animal 

treated with solvent only. Anti-ß-actin antiserum was used for internal 

control. 
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Fig.51 Densitometric measurements of the various concentratlOns 

of the effect of EGCG on c-Jun protein level in rat liver. The data 

were corrected by the amount of ß-actin of each sample, and 

expressed as the percentages of control level. (time point O).Three 

independent experiments were conducted ; a representatIve one lS 
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Fig.52 Time course of the effect of catechin on PKC-αprotein level in 

rat liver. Rats were treated with catechin (5 mg) for the time indicated. 

The cytosol and particulate fractions of the liver tissue were prepared 

according to the procedures described in the method section, and 

analyzed by western blotting. L was the brain lysate used to indicate the 

position of PKC-此 C was the control animal treated with solvent only. 

Anti-α且tubulin antiserum was used for internal control. 
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Fig.53 Densitometric measurements ofthe time course ofthe effect 

of catechin on PKC-αprotein level in rat liver. The data were 

corrected by the amount of α-知bulin of each sample, and 

expressed as the percentages of control level. (time point 0). 

Three independent experiments were conducted ; a representative 

one is shown here. 
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Fig.54 Effect of various concentrations of catechin on PKC-αprotein 

level in rat liver. Rats were treated with different concentrations (1, 2, 5, 

10, 15 mg) of catechin for 12 hours. The cytosol and particulate 岳actions

of the liver tissue were prepared according to the procedures described in 

the method section, and analyzed by westem blotting. C was the control 

animal treated with solvent only. Anti-a咱tubulin antiserum was used for 

intemal control. 
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Fig.55 Densitometric measurements of the various concentrations 

of the effect of catechin on PKC-αprotein level in rat liver. The 

data were corrected by the amount of α-tubulin of each sample, and 

expressed as the percentages of control level. (time point O).Three 

independent experiments were conducted ; a representative one is 

shown here. 
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Fig.56 Time course of the effect of EGCG on PKC-αprotein level in 

rat liver. Rats were treated with EGCG (1 mg) for the time indicated. The 

cytosol and particulate 合actions of the liver tissue were prepared 

according to the procedures described in the method section, and 

analyzed by western blotting. L was the brain lysate used to indicate the 

position of PKC吼， C was the control animal treated with solvent only. 

Anti-α-tubulin antiserum was used for internal contro1. 
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Fig.57 Densitometric measurements of the time course of the effect 

of EGCG on PKC刪αprotein level in rat liver. The data were 

corrected by the amount of α-tubulin of each sample, and 

expressed as the percentages of control leve l. (time point 0). 

Three independent experiments were conducted ; a representative 

one is shown here. 
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Fig.58 Effect of various concentrations of EGCG on PKC-位 protein

level in rat liver. Rats were treated with different concentrations (0.2, 0.5, 

1, 5, 10 mg) of EGCG for 6 hours. The cytosol and particulate 企actions

ofthe liver tissue were prepared according to the procedures described in 

the method section, and analyzed by westem blotting. C was the control 

animal treated with solvent only. Anti-ß-actinantiserum was used for 

Înternal control. 
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Fig.59 Densitometric measurements of the various concentrations 

of the effect of EGCG on PKC-αprotein level in rat liver. The 

data were corrected by the amount of 戶-actin of each sample, and 

expressed as the percentages of control level. (time point O).Three 

independent experiments were conducted ; a representative one Ís 

shown here. 
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Fig.60 Effect of various concentrations of catechin on py-20 protein 

level in rat liver. Rats were treated with different concentrations (1, 2, 5, 

凹， 15 mg) of catechin for 12 hours. Tissue homogenates were prepared 

台om each animal and analyzed by westem blotting. C was the control 

animal treated with solvent only. 
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Fig.61 Effect of various concentrations of EGCG on py-20 protein 

level in rat liver. Rats were treated with different concentrations (0.2, 0.5 , 

1, 5, 10 mg) of EGCG for 6 hours. Tissue homogenates were prepared 

from each animal and analyzed by western blotting. C was the control 

animal treated with solvent only. 
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