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摘要 

 黃樟素為自然存在之物質，為黃樟油的主要成分，也存在於許多香料中，如：羅勒、荳

蔻、肉桂、黑與白胡椒…等，一般人在日常生活中可能會暴露到黃樟素。黃樟素進入人體後

會被代謝成四種主要代謝物，而其中2',3'- 環氧黃樟素(SFO)為黃樟素的親電子代謝物質之一，

前人研究嘗試以32
P-後標籤法分析，無法在暴露SFO的小鼠肝臟組織內分析到SFO在體內生成

的DNA共價鍵結物，因此在過去一直被認為不具有基因毒性，然而，其結構與已知的動物致

癌物環氧苯乙烷(Styrene-7,8-oxide)相似，此外，根據先前研究顯示，暴露SFO會造成小鼠紅

血球細胞中的微核(micronuclei)增加以及細胞的DNA鍊斷裂，而我們實驗室先前已證實SFO會

在體外與DNA形成共價鍵結物，經分析尿液中鹼基共價鍵結物證明SFO會誘發小鼠形成該共

價鍵結物，但動物體內組織的鹼基共價結物還有待研究。因此本論文的目的在於探討環氧黃

樟素在動物體內組織產生DNA共價鍵結與劑量間的關係，此結果將有助了解環氧黃樟素在動

物體內造成基因毒性的機制。 

 本研究利用腹腔注射CD-1品系之雌性小鼠進行持續四週的重覆暴露實驗，分成七組：控

制組(olive oil)、黃樟素低高劑量組(150, 300 mg/kg)以及環氧黃樟素四個劑量組(30, 60, 90, 120 

mg/kg)的環氧黃樟素劑量，接著取出器官組織進行DNA萃取，並使用液相層析搭配電噴灑離

子化串聯式質譜儀進行分析。我們成功地在環氧黃樟素處理組小鼠的肝臟組織DNA與尿液中

分析到N7γ-SFO-Gua，此共價鍵結物含量隨環氧黃樟素劑量增加而增加，但多數的鹼基共價

鍵結物經尿液排出。 這些結果暗示了環氧黃樟素形成共價鍵結物後，經去嘌呤化的機制使

DNA產生缺鹼基位置(apurinic/apyrimidinic site, AP site)而導致環氧黃樟素具有致突變性，這也

是國際上首度有研究顯示SFO在活體內會產生DNA共價鍵結物。 

 

關鍵字：黃樟素、環氧黃樟素、DNA共價鍵結物、基因毒性、小鼠
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Abstract 

    Safrole (1-allyl-3,4-methylenedioxybenzene), the main component of the sassafras oil, is 

commonly present in plants such as anise, cinnamon, basil, nutmeg, and pepper. People could be 

exposed to safrole in their daily life. Safrole-2’,3’- oxide (SFO), an active metabolite and an 

electrophile of safrole, is suspected to be responsible for genotoxicity and mutagenicity in 

Salmonella typhimurium strains TA1535 and TA100. In a previous study, scientists tried to analyze 

SFO-induced DNA adducts by using 
32

P-postlabeling method. Nevertheless, they failed to analyze 

any SFO-induced DNA adducts in liver tissue of mice. Therefore, SFO was not considered as a 

genotoxic carcinogen. However, the structure of SFO is similar with that of styrene-7,8-oxide, an 

animal carcinogen, and recent studies have shown that SFO can induce cytotoxicity, DNA strand 

breaks, micronuclei formation both in vitro and in vivo. Recently, our lab verified that SFO could 

cause in vivo formation of N7γ-SFO-Gua, which might then be rapidly depurinated from the DNA 

backbone and excreted through urine. In the present study, we aimed to further investigate 

SFO-induced DNA adducts in animal tissue and in HepG2 cells. Analysis of SFO-induced DNA 

adducts not only confirms SFO genotoxicity, but also serves as risk-associated biomarkers for 

cancers. Therefore, the objective of this study was to determine the SFO-induced DNA adducts in 

HepG2 cell and tissues of mice-treated with SFO by using an solid-phase extraction liquid 

chromatography/tandem mass spectrometry method. 

N7-(3-benzo[1,3]dioxol-5-yl-2-hydroxypropyl)guanine(N7γ-SFO-Gua), 

N1-(3-benzo[1,3]dioxol-5-yl-2-hydroxypropyl)adenine(N1γ-SFO-dAdo) were first measured in 

HepG2 cells treated with 250 and 375 μM SFO. Female CD-1 mice were repeatedly treated with 

150 and 300 mg/kg/day of safrole and 30, 60, 90, and 120 mg/kg/day of SFO through ip injection 
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for continuous 28 days. N7γ-SFO-Gua in liver DNA and urine samples were further analyzed. 

Results show dose-dependent increases in N7γ-SFO-Gua contents in liver and urine and 

demonstrate that SFO indeed caused formation of DNA adducts, which probably depurinated from 

DNA backbone and suggested the genotoxicity of SFO in mice. 

 

Key words: Safrole 2',3'-oxide / DNA adducts / DNA damage / Safrole / 

N7-(3-benzo[1,3]dioxol-5-yl-2-hydroxypropyl)guanine(N7γ-SFO-Gua) 
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第一章  前言 

1.1 黃樟素(Safrole)簡介 

 黃樟素(1,2-methylenedioxy-4-allyl-benzene)，分子式(C10H10O2)、分子量(162.2) 

屬於苯基丙烯的一種，為存在於自然界中的物質，常見於許多辛香料植物中。其

結構如圖 一所示。 

同義字：1-allyl-3,4-methylene dioxy benzene; 

5-allyl-1,3-benzodioxole;4-allyl-1,2-methylene dioxy benzene 

(Scientific Committee on Food of the European Union) 

 1.1.1物理化學特性 

 黃樟素是芳香族酚醚1,3 - 胡椒醛苯(aromatic phenol ether 1,3-benzodioxole)的

衍生物，在室溫下呈現無色或是淺黃色的油狀物質形態並具有檫樹(sassafras)的

氣味，幾乎不溶於水和甘油、微溶於丙二醇(propylene glycol)、溶於酒精或是氯

仿(chloroform)與醚(ether)的混合物(Carcinogens, Twelfth Edition 2011)。 

 1.1.2暴露途徑以及健康危害 

 黃樟素除了是黃樟油的主要成分(70-80%)外，也存在於許多香料植物中，如：

荳蔻(basil)、大茴香(anise)、肉桂(nutmeg)、黑與白胡椒(black/white pepper)等。

除被做為食品添加劑加入食物中外，也可以存在於化妝品與可樂飲料內。(Archer 

and Jones 2002, Liu, Chung et al. 2004, Munerato, Sinigaglia et al. 2005, Ueng, 

Hsieh et al. 2005) (Council of Europe, 1997, Datasheet on safrole)。 

 此外，嚼食檳榔也會有黃樟素的暴露，台灣的檳榔不同於東南亞的其他地區，

是由檳榔子(areca nut)、熟石灰(slaked lime) 以及荖花(Piper betle inflorescence) 

或葉子取代菸草(tobacco) (Chen, Chi et al. 1999)。其中，每公克的荖花就含有 15

毫克的黃樟素，嚼食過程會導致高濃度的黃樟素暴露(420μM) (Chung, Chen et al. 

2008)。因此，除了辛香料的攝取外，嚼食檳榔也是黃樟素重要的暴露途徑之一。

歐盟食品科學委員會(The Scientific Committee for Food of the European Union)提

出以一個 60kg的人而言平均每天會攝取 0.3 mg的黃樟素，另外，聯合國糧農組

織/世界衛生組織聯合食品添加物專家委員會(Joint FAO/WHO Expert Committee 

on Food Additives)則估計一個 60kg 的人每天的最大攝取量為 879μg (Martati, 
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Boersma et al. 2011)，根據致癌力資料庫(the carcinogenic potency database, CPDB)

的資料，黃樟素在嚙齒類動物的標的器官(target organ)為肝臟，大鼠與小鼠的半

數致癌劑量(median tumor dose, TD50)為 441 與 51.3 mg/kg/day，世界衛生組織國

際化學品安全規劃(international programme on chemical safety, IPCS)指出，黃樟

素對於大鼠與小鼠的口服(oral)半致死劑量(median lethal dose, LD50)分別為 1950

與 2350 mg/kg。 

 當攝入高劑量黃樟素時，代謝/排泄途徑可能受到傷害，持續的攝取或暴露高

劑量的黃樟素可能會累積在身體組織中(Benedetti, Malnoe et al. 1977)。前人之動

物實驗研究，Abbott等人在大鼠的飲食中添加 390或 1170 ppm(0.039 與 0.117%)

的黃樟素，持續兩年，結果顯示黃樟素會導致肝腫瘤的形成(Abbott, Packman et al. 

1961) (Long, Nelson et al. 1963)。上述結果顯示，黃樟素具有嚙齒類動物的致癌

性，且會在雄性幼鼠的肝臟與肺臟中產生腫瘤，因此，黃樟素在 1976 年被國際

癌症研究機構(International Agency for Research on Cancer, IARC)分類為可能的

人類致癌物質(group 2B carcinogen) (IARC 1976)。 

 Daimon 等人施予 F344 大鼠五種重覆劑量，分別為 62.5、125、125、250 mg/kg

的黃樟素，結果證實隨著黃樟素劑量增加，大鼠肝細胞內可發現黃樟素 DNA共

價鍵結物隨之上升，姊妹染色體交換(sister chromatid exchanges)頻率增加，染色

體亦可觀察到發生畸變，上述現象皆支持黃樟素具有基因毒性(Daimon, Sawada 

et al. 1998)。 

1.1.3黃樟素的代謝物 

 如圖 二所示(Martati, Boersma et al. 2011)， 黃樟素被攝入人體後，會在體內

被代謝成四種主要的代謝物，1'-羥基黃樟素(1'-hydroxysafrole)(Borchert, Wislocki 

et al. 1973, Stillwell, Carman et al. 1974) 、 1,2- 二 羥 基 -4- 烯 丙 基 苯

(1,2-dihydroxy-4-allylbenzene 或 Hydroxychavicol) (Benedetti, Malnoe et al. 1977)、

3'-羥基黃樟素(3'-hydroxysafrole) (Benedetti, Malnoe et al. 1977)、2',3'-黃樟素環氧

化 物 (3,4-(Methylenedioxy)-1-(2',3'-epoxypropyl)-benzene  or safrole-2',3'-oxide) 

(Wislocki, Borchert et al. 1976)。而在體內，黃樟素的中間體(intermediates)或代謝

物(metabolites) 的致癌性(carcinogenicity)更勝於黃樟素本身，因此，瞭解其代謝

過程產生之物質相當重要(Nakagawa, Suzuki et al. 2009)。 
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1'-羥基黃樟素： 

 如圖 三(Jeurissen, Bogaards et al. 2004)，1'-羥基黃樟素為黃樟素在肝臟細胞色

素 P450 (cytochromes P450)的催化下形成可能的致癌物質，1'-羥基黃樟素會在細

胞質經硫酸基轉移酶(sulfotransferases)產生硫化作用(sulfation)形成最終的致癌

代謝物質 1'-磺酸基黃樟素(1'-sulfooxysafrole)，而其親電子的性質可與細胞大分

子形成共價鍵結之共價鍵結物(covalent adducts) (Borchert, Miller et al. 1973); 

(Wislocki, Borchert et al. 1976); (Wislocki, Miller et al. 1977); (Jeurissen, Bogaards 

et al. 2004);(Ioannides, Delaforge et al. 1981); (Chung, Chen et al. 2008)。因此，1'-

羥基黃樟素一直以來被認為是最可能致癌的黃樟素代謝物(Borchert, Miller et al. 

1973)。 

1,2-二羥基-4-烯丙基苯： 

 黃樟素的亞甲二氧基團(methylenedioxy group)經氧化脫烷作用(oxidative 

dealkylation)形成 1,2-二羥基-4-烯丙基苯作為大鼠、豚鼠、人類的主要的代謝物

並經共軛鍵結(conjugation)從尿液(口服後總劑量的 70％以上)排出體外(Stillwell, 

Carman et al. 1974); (Benedetti, Malnoe et al. 1977); (Chang, Ko et al. 2002); 

(Klungsoyr and Scheline 1982)。 

3'-羥基黃樟素(3'-hydroxysafrole)： 

 1'-羥基黃樟素主要會經由葡萄糖苷酸酶(glucuronidase)作用，異構化

(isomerization)形成 3'-羥基黃樟素(3'-hydroxysafrole) (Borchert, Wislocki et al. 

1973) (Stillwell, Carman et al. 1974)，或是經另一較小途徑，由 3'- 羥基化作用

(3'-hydroxylation)產生 (Boberg, Miller et al. 1986)。前人研究指出，可在施予黃樟

素之大鼠尿液偵測到少量的 3'-羥基黃樟素，但無法在人類偵測到(Benedetti, 

Malnoe et al. 1977) 

2',3'-黃樟素環氧化物： 

 2',3'-黃樟素環氧化物為黃樟素的一個親電子代謝物質，黃樟素的丙烯基側鏈

(allyl side chain)上的雙鍵經環氧化作用(epoxidation)後得到 2',3'-黃樟素環氧化物

(2',3'-safrole epoxide)，2',3'-黃樟素環氧化物易被微粒體環氧化水解酶(microsomal 

epoxide hydrolase)水解成 2',3'-二羥基黃樟素(2',3'-dihydroxysafrole) (Ioannides, 

Delaforge et al. 1981) (Klungsoyr and Scheline 1983)。 

 1.1.4環氧黃樟素以及前人動物實驗數據 

 前人體外細菌試驗指出，2',3'-黃樟素環氧化物在沙門氏菌(Salmonella 

typhimurium)TA1535和TA100的安姆氏試驗(Ames Test)中發現其具有中度致突
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變性(moderate mutagenicity) (Swanson, Chambliss et al. 1979)。根據前人研究使用

32
P-後標籤法(

32
P-postlabeling)分析，發現2',3'-黃樟素環氧化物能在與小牛胸腺

DNA(calf thymus DNA)在體外形成至少八種DNA共價鍵結物，但是給予小鼠

2',3'-黃樟素環氧化物(600 μmol/kg)後，取其標的器官肝臟分析，卻無法偵測到與

2',3'-黃樟素環氧化物相關之DNA共價鍵結物(Qato and Guenthner 1995)。而當重

覆腹腔注射給予2',3'-黃樟素環氧化物(60 mg/kg)後發現，其會造成網狀紅血球微

核(micronuclei)的增加與DNA的斷裂(Chiang, Lee et al. 2011)，因此作者認為環氧

黃樟素具有細胞毒性與基因毒性。 

1.2 去氧核醣核酸(DNA)與 DNA共價鍵結物(DNA adducts)簡介 

 核酸是以核苷酸(nucleotides)為單元體所鍵結而成的大分子，而核苷酸的組成

為去氧核醣、磷酸、以及含氮鹼基。去氧核醣核酸(deoxyribonucleic acid, DNA)的

四種含氮鹼基分別為腺嘌呤(adenine, A)、鳥糞嘌呤(guanine, G)、胞嘧啶(cytosine, C)、

與胸腺嘧啶(thymine, T)，如圖 四所示。其中 A與 T可形成兩個氫鍵，而 G與 C

可形成三個氫鍵，因此，A與 T、G與 C 易因氫鍵互相吸引，並且由於核甘酸本

身具有許多氫、氧、氮原子，所以在許多地方形成氫鍵，使得 DNA 彼此形成立體

的雙股螺旋結構，使能傳遞遺傳訊息。 

 DNA易受親電子試劑(electrophilic reagent)影響，使得含氮鹼基上的親核性位

置(nucleophilic sites)發生改變，在許多親電子試劑的作用下，某些官能基取代了正

常含氮鹼基上的結構，與其產生共價鍵結，形成具突變性的修飾鹼基，這些被修

飾過的鹼基都可稱為 DNA共價鍵結物 （DNA adduct），它們會使 DNA 結構發

生改變而阻礙正常的鹼基配對關係，即 AT、GC 配對(Chen and Hong 2001)。 

 1.2.1 DNA共價鍵結物的修復與癌症的關係 

 過去研究證實，DNA 損傷的部位(如修飾過的鹼基)繼續複製或是經由錯誤的

修復就會導致突變的發生，當DNA持續的改變，造成原致癌基因(proto-oncogenes)

的活化與腫瘤抑制基因(tumour-suppressor genes)的去活性，染色體不穩定的情形

就會導致惡性腫瘤的發生(Hemminki 1993)。 

 在 DNA共價鍵結物形成的同時，體內亦具備修復機制，DNA共價鍵結物的

兩種單股 DNA修復機制(錯誤! 找不到參照來源。)：(1)鹼基切除修復(base 

excision repair)：涉及 DNA螺旋結構扭曲的損傷(可能阻礙轉錄與正常複製)時的
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修復機制，修復過程為 DNA糖基酶(DNA glycosylase)作用移除受損的鹼基(DNA

共價鍵結物上與化學物質鍵結的鹼基)，移除後形成無嘌呤 DNA(AP site DNA)，

接著脱嘌呤/嘧啶内切核酸酶(apurinic/apyrimidinic endonuclease, AP endonuclease)

再由 3'端將去鹼基位置去氧核醣之磷酸骨架切除形成 DNA鏈斷裂(DNA strand 

breakage)，最後由 DNA聚合酶(DNA polymerase) 填入正確的鹼基與 DNA連接

酶(DNA ligase)進行修補或 DNA聚合酶直接由 5'端進行複製直接取代去鹼基位

置的 DNA之修復途徑(Boiteux and Guillet 2004) (Hoeijmakers 2001)；(2)核苷酸切

除修復(nucleotide excision repair)：針對鹼基上化學結構的改變時的修復機制，

用以修復胸腺嘧啶二聚體(thymine dimer)，首先，解螺旋酶(helicase)分離 DNA

的兩股，接著由內切酶(endonuclease)從 3'端將含去氧核醣之磷酸骨架(包含二聚

體)切除，最後同樣以 DNA聚合酶(DNA polymerase)與 DNA連接酶(DNA ligase)

進行修補(Hoeijmakers 2001)。經由以上修復途徑後，這些被切除下來的 DNA共

價鍵結物會經由尿液排出體外(Singh and Farmer 2006)。 

 不論 DNA共價鍵結物是直接經由基因複製造成突變，亦或是修復過程中導致

基因突變，皆是誘導癌症形成的因素(Singh and Farmer 2006)。而這些 DNA共價

鍵結物的濃度與化學因子的暴露、飲食、生理狀況…有關，當其濃度越高時，

罹患癌症的風險也相對提高，因此，DNA共價鍵結物的生成量被認為是生物有

效劑量之指標(biologically-effective doses) (Chen and Hong 2001)，分析化學物

DNA共價鍵結物形成的情形，有助於釐清法定遺傳毒性測試(statutory 

genotoxicity assays)與動物的生物毒性測試(animal bioassays)的不尋常或令人費

解處(Phillips, Farmer et al. 2000) 。 

1.2.2 環氧黃樟素致癌機制的相關研究 

 常見的工業原料苯乙烯(styrene)於代謝過程中所形成的環氧代謝產物，為已知

可能人類致癌物質環氧苯乙烯(Styrene-7,8-oxide)，會經由麩胺基硫轉移酵素

(glutathione S-transferase,GSTs)和環氧化合物水解酶去毒化(Luo, Qato et al. 1992) 

(Krause, Sharer et al. 1997) (Faller, Csanady et al. 2001) (Csanady, Kessler et al. 

2003) (Wu, Chiang et al. 2011)，雖然有此去毒途徑，卻仍能在體內生成 DNA共

價鍵結物(表 一)，並與 2'-去氧腺嘌呤反應形成 N1-、N
6
-、N3-位置取代之腺嘌

呤 DNA共價鍵結物、與 2'-去氧鳥糞嘌呤反應形成 N7-和 N2-位置取代之鳥糞嘌
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呤 DNA共價鍵結物、與 2'-去氧胞嘧啶 N3-、N4-位置取代之胞嘧啶 DNA共價

鍵結物以及與胸腺嘧啶反應形成 N3-位置取代之胸腺嘧啶共價鍵結物。(Pongracz, 

Kaur et al. 1989);(Tretyakova, Lin et al. 1997); (Koskinen and Plna 2000);(Koskinen, 

Vodicka et al. 2000); (Munter, Cottrell et al. 2002); (Boysen, Pachkowski et al. 2009)，

由表可知 N3-、N1-/
6
-取代之腺嘌呤共價鍵結物與 N7-取代之鳥糞嘌呤共價鍵結

物是環氧代謝產物與雙股螺旋 DNA反應生成最多之 DNA共價鍵結物，而環氧

黃樟素的結構與環氧苯乙烯相似，因此，Qato 等人將環氧黃樟素分別與小牛胸

腺 DNA和 2'-去氧鳥糞嘌呤行體外反應，搭配 32
P-後標籤法分析發現有至少九種

DNA共價鍵結物的產生，同時進行動物實驗，卻無法在暴露單一劑量環氧黃樟

素(600 μmol/kg)之老鼠體內偵測到 DNA共價鍵結物(Qato and Guenthner 1995)，

而作者推論主要原因為環氧黃樟素能夠經由麩胺基硫轉移酵素(glutathione 

S-transferase)和環氧化合物水解酶(epoxide hydrolases)去毒化過程中被代謝(Luo, 

Qato et al. 1992) (Luo and Guenthner 1994) (Luo and Guenthner 1995)。我們實驗室

的沈瑮卿學姐使小鼠暴露單一劑量之環氧黃樟素(30 mg/kg body wt)後，分別收

集 24、48、72小時的尿液，發現可以在尿液中偵測到環氧黃樟素在 N7-位置取

代之鳥糞嘌呤 DNA 共價鍵結物

(N7-(3-benzo[1,3]dioxol-5-yl-2-hydroxypropyl)guanine, N7γ-SFO-Gua)，而其半衰

期約 60小時，證實環氧黃樟素能夠在動物體內生成 DNA共價鍵結物(Shen, 

Chiang et al. 2012)，與前人研究證實在環氧黃樟素處理過的小鼠的紅血球細胞中

的微核和 DNA鏈斷裂的頻率增加的結果是一致的，環氧黃樟素對於小鼠具有基

因毒性(Chiang, Lee et al. 2011)，然而，為了探討環氧黃樟素是否也是黃樟素的

致癌機轉之一，仍需作進一步研究。  

 1.2.3 DNA共價鍵結物的分析方法 

 目前有數種用以定量 DNA共價鍵結物的方法，分別是 32
 P-後標籤法 (

32
 

P-post-labelling)、螢光與電化學檢測法(fluorescence and electrochemical detection)、

免疫分析法(immunological methods)、質譜法(mass spectrometry)，以上方法之優

劣如表 二 (Brown 2012)。32
 P-後標籤法的發展始於 1980年代初期，此方法利

用 T4聚核苷酸激酶(T4 polynucleotide kinase)將[γ-
32

P]ATP 上的 32
P 標記之磷酸基

團(
32

 P-containing phosphate group)轉移至帶有共價鍵結物的去氧核糖 
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(2-deoxyribose)上的 5’-OH端(圖 六)(Phillips and Arlt 2007)，雖然此方法具有高

靈敏度以及較小的樣本量(1-10 μg DNA)，卻不適合用以分析核苷鍵不穩定之

DNA共價鍵結物，也不具有高專一性(Himmelstein, Boogaard et al. 2009) (Koc and 

Swenberg 2002) (Swenberg, Fryar-Tita et al. 2008)。螢光與電化學檢測法則是根據

部分共價鍵結物固有的特性，特別是螢光或氧化還原的性質，可分別使用螢光

光譜儀與電化學偵測儀器搭配高效能液相層析儀(high performance liquid 

chromatography, HPLC)或電泳(electrophoresis, CE)去分析，高專一性但缺乏靈敏

度，且只能夠分析具有螢光、電化學活性特性的共價鍵結物(Brown 2012)。免疫

分析法分成數種，主要原理為利用抗原與抗體結合之特異性，在附著抗原的免

疫分析盤(well)加入含有抗體的分析物，若是分析物存在共價鍵結物，則抗體與

共價鍵結物結合；若無，則抗體與分析盤上抗原結合，經由沖洗後，含有共價

鍵結物與抗原結合物會被移去，分析盤經由酵素、受質(substrate)處理後進行定

量分析，具有高專一性但缺乏靈敏度(Santella 1999) (Brown 2012)。質譜法的基

本原理為使有機或無機的化合物產生離子，除了可提供化合物構造外，也能利

用分子產生離子的質荷比(mass-to-charge ratio, m/z)來區分不同的化學物質，達到

定性的功能，以及以波峰面積(peak area)達到定量的功能，因為質譜法能同時定

性與定量的優點，因此常被應用在 DNA共價鍵結物的分析(Ho, Lam et al. 

2003)。 

1.3 同位素稀釋質譜法 

 同位素稀釋法的起源目前尚不明確，但於西元 1933年有文獻指出其用於動物

學，用以計算島嶼中稀有鳥類的數量，而早在西元 1913年 Hevesy  

與 Paneth 就利用放射性鉛同位素以分析硫化鉛在水中之溶解度，此同位素應用方

式如今被稱為同位素稀釋法。而若干年後以同位素搭配質譜儀進行分析，即目前

已知的同位素稀釋質譜法(isotope dilution mass spectrometry, IDMS) (Vogl and 

Pritzkow 2010)。 
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 1.3.1 同位素稀釋法搭配液相層析串聯式質譜儀原理 

 在欲分析的樣本中加入與分析物組成相同之同位素標定內標準品，因為同位

素標定內標準品具有與分析物相同的物理、化學性質，故利用質譜儀分析後得

到分析物與同位素內標的比值(ratio)，可達到消除儀器之系統性誤差以達到準確

定量的效果(Vogl and Pritzkow 2010)，加上質譜儀利用離子的質荷比來區分化合

物，使同位素稀釋法搭配液相層析串聯式質譜儀能同時具有準確定性與定量的

優點，因此取代 32
P-後標籤法成為分析DNA共價鍵結物的主要分析方法(Koc and 

Swenberg 2002)。 

1.4 研究設計背景 

 本研究延續沈瑮卿學姐在 2012年的學術論文(Shen, Chiang et al. 2012)，利用

雄性小鼠進行單一劑量環氧黃樟素(30 mg/kg body wt)暴露的實驗，分別收集暴露

後第一、二、三天的尿液，經液相層析質譜儀分析後，證實環氧黃樟素能夠在動

物體內生成 DNA共價鍵結物，而本研究的目的為進一步探討環氧黃樟素之基因毒

性，嘗試進行為期 28 天的環氧黃樟素重覆暴露之實驗，並取出肝臟之組織，進行

DNA萃取，並搭配同位素稀釋質譜法進行分析。動物小鼠的品系根據致癌力資料

庫(the carcinogenic potency database, CPDB)的黃樟素動物實驗資料，選擇對於黃樟

素較為敏感之 CD-1 品系雌性小鼠並針對黃樟素的標的器官肝臟進行分析。DX等

人將大鼠暴露擔一劑量 300 mg/kg/day的黃樟素(Tan, Poeggeler et al. 1993)、Daimon

等人將大鼠分別暴露單一劑量 1000 mg/kg/day以及重覆劑量 500 mg/kg/day的黃樟

素(每天一次，持續五天)(Daimon, Sawada et al. 1997)，以上兩篇研究皆以 32
 P-後標

籤法進行肝臟組織分析，並成功分析到黃樟素暴露後形成之 DNA共價鍵結物；

Borchert等人則將大鼠暴露單一劑量 300 mg/kg/day的黃樟素，分析尿液中共軛形

式(conjugated form)的黃樟素代謝物(Borchert, Wislocki et al. 1973)；Friedman 等人

將小鼠暴露單一劑量 640 mg/kg/day的黃樟素，進行小鼠睪丸 DNA 合成抑制的實

驗(Friedman and Staub 1976)；Chung等人將小鼠暴露單一劑量 250 mg/kg/day的黃

樟素，以液相層析/電噴灑離子化質譜儀(liquid chromatography/electrospray ion trap 

mass spectrometry, LC/ESI-ITMS
n
)分析肝臟組織 DNA的 DNA共價鍵結物(Chung, 

Chen et al. 2008)；Delaforge M 等人與 Stillwell 等人分別將大鼠暴露單一劑量 200與

125 mg/kg/day的黃樟素後，皆能夠在尿液中分析到環氧黃樟素(Stillwell, Carman et 
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al. 1974, Delaforge, Janiaud et al. 1980)，綜合上述前人研究，我們選擇以 150與 300 

mg/kg/day做為動物實驗黃樟素的暴露劑量。 

1.5 研究目的 

 黃樟素常見於自然界中，許多香料植物、食品添加，甚至在化妝品、可樂中

也能發現其成份，而對台灣民眾特別有意義的是台灣檳榔中的荖花成份，也具有

高濃度的黃樟素，因此嚼食檳榔的過程中會導致高濃度的黃樟素暴露。在黃樟素

的四種主要的代謝物中，1'-羥基黃樟素一直被認為是最可能致癌的黃樟素代謝物，

環氧黃樟素在過去則一直不被認為具有基因毒性。正常情況下，我們主要暴露的

化合物是黃樟素而非環氧黃樟素，但根據前人研究指出，環氧黃樟素能使人類臍

靜脈上皮細胞(umbilical vein endothelial cell)與大鼠骨髓間葉幹細胞(bone-marrow 

mesenchymal stem cells)轉變成神經樣細胞(neuron-like cells) (Su, Zhao et al. 2011) 

(Zhao, Xin et al. 2012)，未來若是發展出環氧黃樟素治療神經系統疾病的藥物，就

有機會直接暴露到高濃度的環氧黃樟素，也因此環氧黃樟素在動物的基因毒性，

將會是重要的一項議題。而在我們實驗室沈瑮卿學姐先前的研究中，已觀察到環

氧黃樟素能在動物體內產生 N7-取代之鳥糞嘌呤共價鍵結物並在尿液中排出的情

形，因此，我們欲進一步探討環氧黃樟素其對動物體外、體內產生之基因毒性。

根據前人研究指出 N3-、N1-與 N
6
-取代之腺嘌呤共價鍵結物與 N7-取代之鳥糞嘌呤

共價鍵結物是環氧代謝產物與雙股螺旋 DNA 反應生成最多之 DNA 共價鍵結物，

而由於 N1-與 N
 6

-腺嘌呤 DNA共價鍵結物會導致鹼基轉換(transition) (Latham, 

Zhou et al. 1993) (Sisk, Pluta et al. 1994) (Recio and Meyer 1995) (Bastlova and 

Podlutsky 1996)，其致突變性更甚於其他位置取代之共價鍵結物。其中 N7-取代之

鳥糞嘌呤共價鍵結物是所有環氧黃樟素與雙股螺旋DNA反應形成的共價鍵結物中

數量最多的一種共價鍵結物，因此，在分析對象的選擇上，我們同時分析 N1-/
6
-

取代腺嘌呤與 N7-取代之鳥糞嘌呤共價鍵結物，化學結構圖如圖 七。
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第二章  實驗材料與方法 

2.1 樣本來源 

 2.1.1化學標準品 

 N1-取代之腺嘌呤共價鍵結物

(N1-(3-benzo[1,3]dioxol-5-yl-2-hydroxypropyl)adenine  , N1γ-SFO-dAdo)、N
6
-取

代之腺嘌呤共價鍵結物(N
6
-(3-benzo[1,3]dioxol-5-yl-2-hydroxypropyl) adenine, 

N
6
γ-SFO-dAdo)與 N7-取代之鳥糞嘌呤共價鍵結物

(N7-(3-benzo[1,3]dioxol-5-yl-2-hydroxypropyl)guanine, N7γ-SFO-Gua)以及同位素

內標準品，氮 15標記 N1-取代之腺嘌呤共價鍵結物([
15

N5]- N1γ-SFO-dAdo)、氮

15標記 N
6
-取代之腺嘌呤共價鍵結物([

15
N5]- N

6
γ-SFO-dAdo)、氮 15 標記 N7-取

代之鳥糞嘌呤共價鍵結物([
15

N5]-N7γ-SFO-Gua)由本實驗室製備(Shen, Chiang et 

al. 2012, Shen, Chiang et al. 2012)。黃樟素(safrole)標準品購買自美國

Sigma-Aldrich公司。環氧黃樟素(safrole 2',3'-oxide, SFO)由本實驗室製備(Shen, 

Chiang et al. 2012)。人類肝癌母細胞株(human hepatocellular liver carcinoma, 

HepG2)購自台灣生物資源保存及研究中心。 

 2.1.2實驗動物 

 動物實驗過程皆遵守實驗動物規範，實驗動物購買自認證實驗室-樂斯科生物

科技公司所生產之 CD-1(ICR)品種遠交系健康無特定疾病之三週大雌性小鼠，平

均重量 18公克，所有小鼠皆以相同條件飼養(溫度 25℃, 12小時光照與 12小時

黑暗環境)，並提供每隻小鼠相同之食物與水，再進行實驗前先於動物房飼養六

至八天，待其適應後，再進行後續動物實驗，暴露 28天後進行 24 小時之尿液

收集，並以二氧化碳方式犧牲。 
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2.2 實驗架構 

細胞 DNA前處理方法 

 

  

液相層析搭配電噴灑離子化串聯式質譜儀 

固相萃取管柱 

添加同位素內標準品 

細胞DNA萃取 

細胞暴露24小時後，於DNA萃取前保存至-80度 

HepG2 cell 

對照組 
環氧黃樟素 

 250 μM 劑量組 

環氧黃樟素 

375 μM 劑量組 
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組織 DNA前處理方法 

 

  

液相層析搭配電噴灑離子化串聯式質譜儀 

固相萃取管柱 

中性加熱水解 

酵素水解 

添加同位素內標準品 

重覆劑量腹腔注射連續暴露四週後犧牲取其肝、腎、肺臟組織， 

進行DNA萃取 

CD-1雌性小鼠(n=40) 

對照組(5) 黃樟素兩種劑量組(5,6) 
環氧黃樟素低中高四劑量

組(6, 6, 6, 6) 
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尿液前處理方法 

 

  

液相層析搭配電噴灑離子化串聯式質譜儀 

固相萃取管柱 

添加同位素內標準品 

重覆劑量腹腔注射連續暴露四週，於最後一次化合物暴露後以代謝
籠方式收集24小時尿液 

CD-1雌性小鼠(n=40) 

對照組(5) 黃樟素兩種劑量組(5,6) 
環氧黃樟素低中高四劑量

組(6, 6, 6, 6) 
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2.3 動物實驗處理 

  本研究將實驗總數 40隻小鼠分為七組，控制組(5隻)、黃樟素低劑量組(5

隻)、黃樟素高劑量組(6隻)以及環氧黃樟素之最低劑量組(6隻)、低劑量組(6 隻)、

中劑量組(6隻)、高劑量組(6隻)，進行暴露前，會先將黃樟素或環氧黃樟素溶解在

橄欖油中形成混合溶液再進行腹腔注射，並依照小鼠的體重調整至相同暴露劑量，

控制組僅於腹腔注射橄欖油，黃樟素低劑量組於腹腔注射 150 mg/kg、高劑量組於

腹腔注射 300 mg/kg黃樟素混和溶液，而環氧黃樟素最低劑量組於腹腔注射 30 

mg/kg、低劑量組於腹腔注射 60 mg/kg、中劑量組於腹腔注射 90 mg/kg、高劑量組

於腹腔注射 120 mg/kg 之環氧黃樟素混和溶液，以上數據為重覆暴露之劑量，暴露

頻率為每天暴露一次，為期 28天，於第 28天最後一次暴露後立即進行 24小時的

代謝籠尿液收集，並於尿液收集後進行犧牲，每隻小鼠皆以二氧化碳方式犧牲並

收集其肝、腎、肺臟組織，取下組織後皆以生理食鹽水沖洗並以液態氮迅速冷凍

後，於 DNA萃取前保存在-80℃冰箱。 

  



 

  15 

2.4 DNA共價鍵結物實驗方法 

 2.4.1組織與細胞樣本前處理 

 (1)組織研磨(細胞樣本省略此步驟) 

1. 將組織由-80℃冰箱中取出，並將組織置於碎冰中 

2. 以微量天秤將組織秤重(300-400公克)之樣本 

3. 準備研缽、杵、刮勺 

4. 取出冰桶內樣本置於研缽中 

5. 將樣本研磨成粉狀，研磨過程中需不斷補充液態氮至缽內，以避免組織

因回溫變質，研磨成粉狀後裝入 50 mL離心管中，加入預冷之 5 mL磷酸

鹽緩衝液，放入離心機以轉速 3200 rpm，4℃，15分鐘進行離心。 

6. 將組織取出後，將上層液倒掉，等待後續之 DNA萃取 

(2)DNA萃取 

本研究之 DNA萃取步驟參考 William M. Strauss(Strauss 2001)所提供之方法，方

法步驟如下： 

1. 將離心並倒去上層之組織敲散後加入 5 mL 1x lysis buffer、50 μl BHT 溶液

(butylhydroxytoluene) 

2. 加入 125 μl proteinase K 

3. 放入 37 ℃ 水浴中搖晃，並放置一晚 

4. 將離心管由水浴中取出，加入等體積(5 mL)的酚：氯仿：異戊醇(25:24:1)，

上下搖晃 3-5 分鐘 

5. 將離心管放入離心機中，以轉速 3200 rpm，4℃，10分鐘進行離心 

6. 將離心管取出，拿到抽風櫃中將上層液取出至另一新離心管中 

7. 離心管加入等體積(5 mL)的酚：氯仿：異戊醇(25:24:1)，上下搖晃 3-5分鐘 

8. 將離心管放入離心機中，以轉速 3200 rpm，4℃，10分鐘進行離心 

9. 將離心管取出，拿到抽風櫃中將上層液取出至另一新離心管中 

10. 離心管加入等體積的氯仿，震盪約三分鐘，以轉速 3200 rpm，4℃，10分鐘

離心 

11. 將上清液抽取置於新的離心管中 

12. 加入 0.1倍體積 3 M 醋酸鈉(pH 5.5)，和 2倍體積 95% 冰乙醇，溫和的上下
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搖晃，使 DNA 私凝聚並沉澱 

13. 留下白色的 DNA 沉澱物，以 70% 冰乙醇清洗 DNA 

14. 將 DNA沉澱物均勻溶在 3 mL 10 mM Tris-HCl (pH 7.4)(加 1/1000 BHT) 溶

液中，於 4℃冰箱中反應一個晚上，以溶解 DNA 

15. 加入 5 μl 的 RNase A 和 20μ 的 RNase T1 

16. 放入 37℃水浴槽中反應 1小時 

17. 以等體積的氯仿萃取一次，以轉速 3200 rpm，4℃，10分鐘離心 

18. 取出上清液至新離心管，加入 0.1倍體積 3 M 醋酸鈉(pH 5.5)，和 2倍體積

95% 冰乙醇，溫和的上下搖晃，使 DNA沉澱 

19. 留下白色 DNA，再以 70% 冰乙醇清洗 

20. 將 DNA放於 1.5 mL離心管中，拿到抽風櫃風乾約 20分鐘，再加入 300 μl 

HPLC 水(加 1/1000 BHT) ，於 4℃冰箱中一個晚上，於分析前保存在-20℃

冰箱。 

(3)中性加熱水解 

由於 N7-鳥糞嘌呤為不穩定之 DNA共價鍵結物，為使 N7γ-SFO-Gua由 DNA骨

架中釋出，故於酵素水解前進行中性加熱水解，本研究中性加熱水解步驟參考

Li-Ching Shen 等人(Shen, Chiang et al. 2012)所使用之水解方法，方法步驟為： 

將萃取之 DNA水溶液於 70℃水浴中加熱 1-2小時 

(4)酵素水解 

本研究之酵素水解效率為 64.28%，而酵素水解步驟參考 Bo Pang與 Brock Matter

等人 (Pang, Zhou et al. 2007) (Matter, Malejka-Giganti et al. 2006)提出之酵素水解

方法，方法步驟如下： 

1. DNA水溶液(100 μL, 100 μg)加上 DNase I (4 U)、phosphodiesterase I (32 mU)、

phosphodiesterase II (80 mU)、acid phosphatase(1 U)四種酵素，以及 10 mM 

MgCl2。 

2. 在 37 °C 水浴中反應 8至 10小時 

 (5)固相萃取管柱 

使用的固相萃取柱為 Sep – Pak Vac cartridge C-18 : 3 c.c. 200mg， 

主要分成四個步驟，方法步驟如下： 
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1. 預處理萃取管柱 

此步驟為潤濕固相萃取柱之填料,故以滿管溶劑衝洗管柱 

 使用 100%的乙腈(acetonitrile, ACN)以 3 mL 體積沖洗兩次 

 使用 100%的去離子水(de-ionized water, DIW)以 3 mL 體積沖洗兩次 

2. 加入樣品 

此步驟將樣品裝入萃取管柱，使萃取管柱的填料吸附欲分析之化合物 

 將樣品加入萃取管柱中(體積為 1 mL) 

3. 沖洗填料 

此步驟以能沖去樣品中雜質又得以保留欲分析化合物之沖洗液來沖去雜質 

 使用 100%的去離子水以 3 mL 體積沖洗第一次 

 使用 100%的去離子水以 3 mL 體積沖洗第二次 

 使用 5%的乙腈以 3 mL 體積沖洗一次 

4. 洗脫欲收集之化合物 

此步驟利用溶劑將被吸附在萃取管柱上之欲分析化合物洗脫下來，並收集

以便後續分析 

 使用 30%的乙腈以 3 mL 體積沖洗一次，並收集至試管中 

 使用真空濃縮離心機(speed-vac)以不加熱之條件將樣品抽乾(約 6-8小

時)，並保存至-20℃等待分析 

2.4.2尿液樣本前處理 

(1)尿液樣本前處理步驟 

i. 實驗小鼠在第 28天最後一次暴露後，立即收集 24小時之尿液 

(在尿液在收集前每個樣本之尿液收集管內會加入 5 μL 的疊氮化鈉

(NaN3)做為抗菌劑) 

ii. 取 100μl 尿液樣本加入 10μL 500 ppb 之內標準品([
15

N5]-N7γ-SFO-Gua) 

iii. 加入去離子水使樣本體積達 1000 μL 

iv. 透過固相萃取管柱進行固相萃取(方法同 DNA 固相萃取步驟) 

v. 使用真空濃縮離心機(speed-vac)以不加熱之條件將樣品抽乾(約 6-8小

時)，並保存至-20℃等待分析 

vi. 進行液相層析串聯式質譜儀分析前以 100μl 回溶分析 
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(2)尿液生化指標 

 尿液中的肌酸酐(creatinine)委託專業之邱內科檢驗所進行檢驗。 

2.5 液相層析串聯式質譜儀分析方法 

 本研究使用液相層析搭配電噴灑離子化串聯式質譜儀分析各組小鼠肝臟 DNA

之樣本。經前述之前處理方式後以去離子水以相同體積回溶後再進行液相層析

串聯式質譜儀分析，本研究之液相層析串聯式質譜儀分析方法參考沈瑮卿等人

(Shen, Chiang et al. 2012)提供之方法，方法細節如下： 

1. 層析管柱： 

C18 column(150 mm×2.1 mm, 3 μm, HyPURITYR C18; Thermo 

Hypersil-Keystone) 

2. 移動相： 

水 相：10 mM 甲酸胺(ammonium formate)，pH5.1 

有機相：乙腈(Acetonitrile, ACN) +0.1%甲酸(Formic acid) 

3. 液相層析串聯式質譜儀情形 

 離子源：ESI
+
 in selected reaction monitoring (SRM) 

 樣本之分析體積 20 μL 

 分析梯度情形：零分到第二十五分鐘，甲酸胺由 100%降至 58%，第二

十五分開始到第二十七分鐘，甲酸胺比例維持 0%，第二十七分始至三

十二分鐘，甲酸胺維持 100%；由初始至三十二分鐘之流速維持

200μL/min。 

2.6 分析方法之驗證 

2.6.1 DNA基質校正曲線配製與結果 

 本研究萃取未暴露環氧黃樟素之 BALB/c品系小鼠的肝臟組織 DNA(濃度約

877.87 ng/μL)，進行校正曲線配製。將空白小鼠肝臟 DNA進行酵素水解後加入

各濃度之標準品，N7γ-SFO-Gua濃度範圍為: 0.5 ppb、1 ppb、2.5 ppb、5 ppb、

25 ppb、100 ppb的六個濃度點，並加入 10 μL濃度 500 ppb之同位素內標準品，

使內標準品之最終濃度達 50 ppb，以此建立出 DNA基質之校正曲線，去離子水

建立之之校正曲線如圖 八(A)(B)(C)；DNA基質建立之之校正曲線如圖 九

(A)(B)(C)。  
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2.6.2 尿液基質校正曲線配製與結果 

本研究以暴露前之 CD-1小鼠的尿液，進行校正曲線配製。將尿液加入各濃度之

標準品，N7γ-SFO-Gua 濃度範圍為: 1 ppb、2.5 ppb、5 ppb、10 ppb、25 ppb、50 

ppb、100 ppb的七個濃度點，並加入 20 μL濃度 50 ppb之同位素內標準品，使

內標準品之最終濃度達 10 ppb，以此建立出 DNA基質之校正曲線，分析結果如

圖 十(A)(B)。  

2.6.3組織 DNA基質效應、回收率、過程效率 

 本研究之基質效應、回收率、過程效率實驗方法參考 Matuszewski 等人

(Matuszewski, Constanzer et al. 2003)提出之方法，方法如下： 

A：將標準品與同位素內標配在水中，直接進行質譜分析 

B：將 DNA基質經過固相萃取後，加入標準品與同位素內標，以質譜分析 

C：將標準品與同位素內標配在 DNA基質中，再經固相萃取後以質譜分析 

以上皆配製低、高兩個不同濃度之標準品，而 N7γ-SFO-Gua與 N1γ-SFO-dAdo、

N
6
γ-SFO-dAdo配製的濃度分別為 2.5, 50、8.325, 100 μL/L與 5.644, 67.751 μL/L。 

計算方法： 

 基質效應 = B/A × 100 

 回收率(%) = C/B × 100 

 過程效率(%) = C/A × 100  
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計算結果： 

 基質效應 

  2.5 μL/L 50 μL/L 

N7γ-SFO-Gua m/z 330 37 ± 21 36 ± 5 

m/z 335 33 ± 4 33 ± 8 

330/335 108 ± 52 111 ± 11 

  8.325 μL/L 100 μL/L 

N1γ-SFO-dAdo m/z 430 41 ± 6 60 ± 14 

m/z 435 45 ± 7 52 ± 10 

430/435 90 ± 6 115 ± 4 

  5.644 μL/L 67.751 μL/L 

N6γ-SFO-dAdo m/z 430 53 ± 9 37 ± 6 

m/z 435 54 ± 7 30 ± 5 

430/435 97 ± 6 121 ± 1 

 *基質效應以百分比(%) ± 標準差表示 

 根據文獻定義，數值接近 100%表示分析物在水中的分析與在基質中沒有差異，

即無基質的干擾，當數值大於 100%即有離子化增強(ionization enhancement)的基

質效應、而數值小於 100%則表示有離子化抑制(ionization suppression)的基質效

應。根據本研究的實驗結果顯示，N7γ-SFO-Gua不論在低、高濃度的情形下，

得到的數值均稍低於 100%，顯示 N7γ-SFO-Gua在 DNA基質中有微弱的離子化

抑制，而 N6γ-SFO-dAdo 則是有顯著的離子化增強的情形，因此，需以 DNA基

質配製的檢量線來做為動物實驗樣本分析定量的依據。 
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 回收率 

  2.5 μL/L 50 μL/L 

N7γ-SFO-Gua m/z 330 88 ± 1.92 102 ± 8.44 

m/z 335 85 ± 18.34 106 ± 20.23 

330/335 92 ± 17.22 96.31 ± 7.45 

  8.325 μL/L 100 μL/L 

N1γ-SFO-dAdo m/z 430 77 ± 11.58 87 ± 18.51 

m/z 435 79 ± 6.77 98 ± 23.29 

430/435 98 ± 12.73 89 ± 3.86 

  5.644 μL/L 67.751 μL/L 

N6γ-SFO-dAdo m/z 430 39 ± 11.22 46 ± 9.81 

m/z 435 37.06 ± 17.28 46.83 ± 13.93 

430/435 101 ± 12.57 100 ± 22.43 

*回收率以百分比(%) ± 標準差表示 

 結果如上，N7γ-SFO-Gua以及 N1γ-SFO-dAdo 的回收率在兩個不同濃度的情

形下均接近 90%，N6γ-SFO-dAdo則有約 40 %的回收率，顯示本實驗固相萃取

的方法對於 N7γ-SFO-Gua與 N1γ-SFO-dAdo兩分析物具有良好的回收率。 

 過程效率 

  2.5 μL/L 50 μL/L 

N7γ-SFO-Gua m/z 330 28 ± 8.26 31.90 ± 8.65 

m/z 335 28 ± 6.12 30 ± 9.53 

330/335  99 ± 18.60 107 ± 8.30 

  8.325 μL/L 100 μL/L 

N1γ-SFO-dAdo m/z 430 31 ± 4.70 52 ± 11.12 

m/z 435 35.51 ± 3.06 51 ± 12.13 

430/435 89 ± 11.46 103 ± 4.44 

  5.644 μL/L 67.751 μL/L 

N6γ-SFO-dAdo m/z 430 16 ± 6.79 17 ± 3.61 

m/z 435 19 ± 9.01 14.21 ± 4.23 

430/435 87 ± 17 122 ± 27.21 

*過程效率以百分比(%) ± 標準差表示 
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2.6.4同日及異日檢量線之再現性 

 本研究之同日檢量線之再現性實驗方法為在同一天內重覆分析三次低、高兩

種不同濃度之標準品(N=6)，異日檢量線之再現性則是連續三天分析並重新配製

相同之標準品，而 N7γ-SFO-Gua與 N1γ-SFO-dAdo、N6γ-SFO-dAdo 配製的濃度

分別為 2.5075, 30.9、5.165, 62 μL/L與 0.5, 50 μL/L。 

方法準確性(Accuracy)之評估： 

N7γ-SFO-Gua   Day 1 Day 2 Day 3 

2.5075 μL/L 88 ± 0.34 92 ± 0.16 110 ± 0.36 

30.9 μL/L 91 ± 5.54 115 ± 4.61 120 ± 3.48 

N1γ-SFO-dAdo Day 1 Day 2 Day 3 

5.165 μL/L 117 ± 1.11 96 ± 1.87 100 ± 0.21 

62 μL/L 103 ± 4.41 108 ± 13.60 84 ± 0.98 

N6γ-SFO-dAdo Day 1 Day 2 Day 3 

0.5 μL/L 112 ± 0.62 111 ± 0.33 106 ± 0.86 

50 μL/L 89 ± 12.71 81 ± 6.64 89 ± 12.09 

*方法準確性以百分比(%) ± 標準差表示 

異日(inter-day)間相對標準偏差(RSD)： 

 Concentration(μL/L) N7γ-SFO-Gua N1γ-SFO-dAdo N6γ-SFO-dAdo 

Day 1 2.5075 19% 7% 15% 

 30.9 17% 4% 22% 

Day 2 5.165 9% 12% 12% 

 62 5% 13% 7% 

Day 3 0.5 15% 3% 1% 

 50 4% 9% 9% 
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2.7 鳥糞嘌呤定量 

本研究使用高效能液相層析儀進行每一小鼠肝臟組織 DNA之鳥嘌呤(Guanine)定

量，在進行分析前以酸水解方式使 DNA中的含氮鹼基釋出，以便分析鳥嘌呤之含

量。 

2.7.1酸水解 

本研究使用之酸水解步驟參考吳等人(Wu, Scheller et al. 1999)提出之方法，方法

步驟如下： 

1. 取 10 μg DNA(體積為 20μL) 加入 500 μL 0.1 N HCl 

2. 於 70℃水浴中加熱 30分鐘 

3. 使用使用真空濃縮離心機(speed-vac)以不加熱之條件將樣品抽乾(約 1小時) 

4. 以 400 μL之去離子水回溶 

5. 透過 0.22 μM 之尼龍針筒過濾器(nylon syringe filter)過濾後進行分析 

2.7.2高效能液相層析儀分析方法 

1. 層析管柱： 

 BDS HYPERSIL C18 column(4.6×150 mm, 5 μm) 

2. 移動相： 

 水 相：50 mM 甲酸胺(ammonium formate)，pH5.5 

 有機相：乙腈(Acetonitrile, ACN) 

3. 高效能液相層析儀情形 

 樣本之分析體積 10 μL 

 分析梯度情形：零分到第七分鐘，甲酸胺由 100%降至 97%，第七分開

始到第九分鐘，甲酸胺比例降至 50%，第九分始至二十分鐘，甲酸胺

維持 100%；由初始至二十分鐘之流速維持 1000 μL/min。 
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第三章  結果 

3.1 動物體外細胞實驗 

 將肝癌細胞(Hepatocellular carcinoma, HepG2 cell)分成三組，控制組、高低劑量細胞暴露

組(250 μM、375 μM)，萃取細胞之 DNA後，依序進行中性加熱水解、酵素水解、固相萃取

後使用液相層析串聯式質譜儀進行共價鍵結物分析，實驗結果證實細胞暴露環氧黃樟素後能

產生環氧黃樟素相關之 DNA 共價鍵結物，分別是 N7γ-SFO-Gua 與 N1γ-SFO-dAdo， 

肝癌細胞低劑量與高劑量濃度 N7γ-SFO-Gua 分別為 1287與 2051 DNA adducts/10
7
 base而

N1γ-SFO-dAdo分別為 7與 10 DNA adducts/10
7
 base(圖 十一、十二、十三)。 

3.2 動物實驗  

 本研究之環氧黃樟素與相關化合物小鼠動物實驗暴露劑量設計如表 三，連續 28天黃樟

素與環氧黃樟素暴露後小鼠之體重變化情形如圖 十四所示。連續 28天黃樟素暴露後小鼠之

肝、腎、肺臟之相對重量，黃樟素高劑量組的肝臟重量顯著的高於控制組，而黃樟素低與高

劑量組之腎臟重量皆顯著低於控制組(表 四)。環氧黃樟素暴露後小鼠之肝臟、腎臟、肺臟之

重量與其相對重量，環氧黃樟素暴露組肝臟重量除最低劑量(30 mg/kg/day)外，皆顯著低於控

制組，而環氧黃樟素所有劑量之腎臟相對重量皆顯著低於控制組(表 五)。 

3.3 液相層析串聯式質譜儀分析結果 

3.3.1肝臟組織結果 

 暴露不同劑量環氧黃樟素與黃樟素小鼠的肝臟組織 DNA之液相層析搭配電噴灑離子化

串聯式質譜儀分析結果，在控制組、黃樟素低高暴露組皆無法分析到 N7γ-SFO-Gua，環氧

黃樟素低劑量組部份樣本可看到些微波峰，其中 30 mg/kg/day組有兩個樣本、60 mg/kg/day

組有一個樣本低於我們分析方法的偵測極限，因此，在計算平均值與標準差時，我們未將

低於偵測極限的樣本帶入計算，剩下高於偵測極限的樣本由於其波峰面積低於我們的檢量

線範圍，我們以檢量線公式外推得到濃度值，，這兩個組別的N7γ-SFO-Gua濃度分別為 0.338 

± 0.0370 與 0.342 ± 0.0528(DNA adducts/10
7
 base)，而環氧黃樟素高劑量組(90 mg/kg/day)與

最高劑量組(120 mg/kg/day)除 90 mg/kg/day組有一個樣本低於偵測極限外，皆可看見明顯

之波峰，且其濃度分別為 0.435 ± 0.075與 0.648 ± 0.212(DNA adducts/10
7
 base)，證實環氧黃

樟素確實能在動物體內形成 DNA共價鍵結物(表 六)並且具有劑量反應關係(圖 二十九)，

http://en.wikipedia.org/wiki/Hepatocellular_carcinoma
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肝臟組織 DNA質譜圖(圖 十五 至 圖 二十一)。 

3.3.2 尿液樣本分析結果 

 CD-1小鼠於最後一次暴露後以代謝籠連續收集 24小時尿液之液相層析搭配電噴灑離子

化串聯式質譜儀分析分析圖譜如圖 二十二 至 圖 二十八 。尿液質譜分析結果，無論在控

制組與黃樟素低、高暴露組皆無法分析到 N7γ-SFO-Gua，環氧黃樟素低至高劑量則皆可分

析到 N7γ-SFO-Gua，有明顯訊號並具有劑量反應關係(圖 三十)，由低至高劑量的濃度分別

為 9.62 ± 5.08、43.33 ± 15.42、83.46 ± 27.73、164.29 ± 40.99 μg/g creatinine(表 七)。 
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第四章  討論 

4.1 綜合結果討論 

 環氧化合物是烯類化合物在動物體內代謝過程中產生的代謝物，在過去許多毒性試驗被

證實此類化合物常能與 DNA 產生共價鍵結具有基因毒性(Koskinen and Plna 2000)。然而，黃

樟素之代謝產物-環氧黃樟素，在過去一直不被認為是重要的黃樟素活性代謝物，如 1974年

時 Stillwell 等人認為環氧黃樟素在動物體內至腹腔後進入肝腸循環，並經代謝後由尿液排出

(Stillwell, Carman et al. 1974)。於 1995年時，Qato 等人曾將成年的雄性 Balb/C 品系小鼠暴露

單一劑量(600 μmol/kg)的黃樟素或環氧黃樟素，並搭配 32
P-後標籤法進行分析，認為環氧黃樟

素雖可在體外動物實驗觀察到有八種 DNA共價鍵結物的產生，但無法在體內形成 DNA共價

鍵結物(Qato and Guenthner 1995)。但由於 32
P-後標籤法如前面所提到，是將 32

P 標記之磷酸基

團轉移到至去氧核醣分析，故不適於分析核苷鍵不穩定之 N7γ-SFO-Gua DNA 共價鍵結物，

導致 Qato 等人無法成分析到體內形成的 DNA共價鍵結物，此外，在 2011 年時我們實驗室成

功的在暴露了單一劑量環氧黃樟素(30 mg/kg/day)的小鼠身上分析到 N7γ-SFO-Gua，暴露後連

續收集三天尿液，第一、二天濃度分別為 1.02 ± 0.14 與 0.73 ± 0.68 μg/g creatinine，而在第三

天低於定量極限，並估計半衰期為 60小時(Shen, Chiang et al. 2012)。因此，我們進一步進行

組織 DNA分析，欲探討環氧黃樟素之基因毒性。 

 在正式動物實驗前，為確保我們所開發之分析方法能夠分析到欲分析到之環氧黃樟素共

價鍵結物，我們進行了肝癌細胞的環氧黃樟素暴露實驗，並成功的在肝癌細胞萃取之 DNA

中分析到共價鍵結物 N7γ-SFO-Gua 與 N1γ-SFO-dAdo，接著進行為期一個月的動物實驗，本

研究最初以肝臟組織萃取之 DNA(100 μg)進行 DNA共價鍵結物之分析，DNA 萃取後便添加

同位素內標準品，接著進行中性加熱水解、酵素水解後經固相萃取搭配 LC-MS/MS 分析，然

而初步結果不彰，僅分析到在 N7γ-SFO-Gua 位置上之微小波峰，因此，為進一步確認此波峰

即為我們欲研究之 DNA共價鍵結物，我們捨去酵素水解後將 DNA 添加同位素內標準品後捨

去酵素水解之步驟，經中性加熱水解與固相萃取濃縮三倍體積後使用 LC-MS/MS 分析，因此

能在環氧黃樟素暴露組中得到明顯之 N7γ-SFO-Gua波峰訊號，證實環氧黃樟素能在肝臟組織

中產生 DNA共價鍵結物。 

 過去文獻報導， 環氧化合物的 DNA共價鍵結產物中 N7-取代之鳥糞嘌呤的共價鍵結物
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在動物體內生成的量最多，且本身具有熱不穩定、自發性去嘌呤的特性，容易由尿液排出，

因此 N7-取代之鳥糞嘌呤的共價鍵結物可以做為評估致癌性烷化物暴露情形的生物標記

(Shuker and Farmer 1992)。而根據我們的尿液分析結果顯示在暴露了環氧黃樟素後，會產生許

多 DNA共價鍵結物 N7γ-SFO-Gua透過尿液排泄，因此，我們認為這是在肝臟組織中僅能分

析到少量的 N7γ-SFO-Gua的可能原因。而在相同劑量環氧黃樟素暴露下，根據先前單一劑量

(30 mg/kg)環氧黃樟素暴露之研究，第一天尿液中 N7γ-SFO-Gua的濃度為 1.02 ± 0.14 μg/g 

creatinine (n=4)，在第二天的濃度為 0.73 ± 0.68 μg/g creatinine，到了第三天則低於偵測極限，

而我們動物實驗在 28天重覆暴露同樣劑量環氧黃樟素後，於最後一次暴露後收集之尿液中分

析到的濃度為 9.62 ± 5.08μg/g creatinine (n=5) (Shen, Chiang et al. 2012)，我們認為因為我們研

究設計是每天一次施予環氧黃樟素，故未等到尿液中 N7γ-SFO-Gua 恢復至基準值(baseline 

level)即進行下一次暴露，因而造成連續 28天暴露後尿液中 N7γ-SFO-Gua的量高於單一劑量

暴露的尿液。 

 雖然 N7γ-SFO-Gua的去嘌呤位置通常能夠修復且不參與Watson-Crisk 鹼基配對(base 

pairing)，與其他位置產生的共價鍵結物相比之下較不重要(Koskinen and Plna 2000)，但因為

N7-鳥糞嘌呤之共價鍵結物相較於其他共價鍵結物濃度較高，因此較容易被偵測到。此外，在 

糖苷鍵(N-glycosylic bond)自發性的水解或 DNA糖機轉移酶(N-glycosylases)作用下移除 N7-鳥

糞嘌呤之共價鍵結物的過程中，都會導致 DNA上產生無嘌呤或無嘧啶的地方(即 abasic site, 

AP site)，而 AP site則會阻斷 DNA的複製、DNA股斷裂導致突變(Boiteux and Guillet 2004)。

而在我們的分析結果不論在細胞、組織 DNA、尿液皆可以分析到 N7γ-SFO-Gua，我們能夠分

析到N7γ-SFO-Gua顯示，環氧黃樟素形成N7γ-SFO-Gua後，可能會經由體內代謝形成AP site，

使具有突變性，且其生成也伴隨其他致突變性之 DNA共價鍵結物之生成的可能，而根據先

前與我們實驗室合作的中國醫藥大學江素瑛老師的研究結果發現，暴露環氧黃樟素會造成小

鼠紅血球細胞中的微核(micronuclei)增加以及細胞的 DNA鍊斷裂，因此認為環氧黃樟素具有

細胞毒性與基因毒性(Chiang, Lee et al. 2011)，此結果與我們的研究相符，因此，我們認為環

氧黃樟素是具有基因毒性的環氧代謝物。 

 在 2012年時，Martati 等人曾以大鼠各部位組織中萃取之微粒體(microsome)與黃樟素作

用，搭配生物動力學模式(Physiologically Based Biokinetic, PBBK modle)，推算出黃樟素各代
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謝物於體內產生的百分比，其中，作者提到在他的微粒體試驗中無法分析到環氧黃樟素的可

能原因為黃樟素產生環氧黃樟素後會迅速被微粒體環氧化物水解酶(microsomal epoxide 

hydrolases)水解成二羥基黃樟素(2',3'-dihydroxysafrole) (Martati, Boersma et al. 2011)，前人研究

指出，黃樟素在肝臟經由細胞色素 P450(Cytochrome P450)轉變成環氧黃樟素後，便直接經由

肝臟中的麩胺基硫轉移酵素(glutathione S-transferase, GSTs)與環氧化物水解酶(epoxide 

hydrolases, EHs)代謝，因此先前認為環氧黃樟素無法在體內與 DNA 形成共價鍵結物(Miller 

and Miller 1983) (Luo and Guenthner 1994)。而不論在暴露黃樟素的動物組織DNA或是尿液中，

皆無法分析到有關於環氧黃樟素形成之 DNA 共價鍵結物的原因以及環氧黃樟素實際在體內

的代謝機制還待我們做進一步的研究。 

4.2 研究限制 

 本研究主要有幾個研究限制，限制如下： 

第一：肝癌細胞暴露實驗樣本數僅有一個，但同時具有控制組以及兩個不同劑量，且在控制

組並沒有分析到任何與環氧黃樟素形成 DNA 共價鍵結物，因此，此結果仍能夠當作參考。 

第二：組織萃取的過程中，每個小鼠之肝臟組織，僅取約 300毫克進行研磨，並無涵蓋整個

肝臟組織，但因為每組實驗動物有五至六隻小鼠，因此能夠消除各組之差異。 

第三：小鼠的尿液以代謝籠方式收集二十四小時，因無法控制每隻小鼠皆能有足夠尿量，所

以在分析上會剔除部分尿量太少以致於無法分析之樣本，但每組僅剔除約一至兩個樣本，每

組平均有 5個樣本，仍具有代表性。 

4.3 結論 

 本研究成功的在動物體內組織分析到由環氧黃樟素形成之 DNA共價鍵結物，除證實環

氧黃樟素能在體外動物試驗形成DNA共價鍵結物外，也能在體內組織形成DNA共價鍵結物，

而認為環氧黃樟素具有基因毒性，且本研究的結果與先前研究相符，環氧黃樟素在未來若是

被開發成藥物，我們的實驗結果將可以提供評估藥物副作用的資訊。但黃樟素在體內代謝成

環氧黃樟素的後續代謝、去毒情形仍待進一步研究，未來我們將進一步探討在暴露黃樟素的

動物組織 DNA以及尿液中，皆無法分析到有關於環氧黃樟素形成之 DNA 共價鍵結物的原因

以及環氧黃樟素實際在體內的代謝機制。
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圖 一、黃樟素化學結構式 
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圖 二、黃樟素的代謝途徑  

(Martati, Boersma et al. 2011) 
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圖 三、1'-羥基黃樟素代謝情形 

(Boberg, Miller et al. 1983)  
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圖 四、去氧核醣核酸的基本結構 
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(Chen and Hong 2001)

圖 五、DNA被破壞與基因突變及癌症關係 
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(Brown 2012) 

 

圖 六、32
P-後標籤法(

32
P-postlabeling) 
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圖 八、去離子水配製之檢量線 

(A)(B)(C)分別為 N7γ-SFO-Gua、N1γ-SFO-dAdo 與 N
6
γ-SFO-dAdo之檢量線 
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圖 九、小鼠肝臟組織 DNA基質中配製之檢量線 

(A)(B)(C)分別為 N7γ-SFO-Gua、N1γ-SFO-dAdo 與 N
6
γ-SFO-dAdo之檢量線 
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圖 十、尿液檢量線結果 

(A) N7γ-SFO-Gua在去離子水中配製之檢量線；(B)N7γ-SFO-Gua在尿液基質中配製之檢量線
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圖 十一、HepG2肝癌細胞控制組 
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圖 十二、HepG2肝癌細胞 250 μM 環氧黃樟素暴露組 
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圖 十三、HepG2肝癌細胞 375 μM 環氧黃樟素暴露組
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圖 十四、連續 28天黃樟素與環氧黃樟素暴露後小鼠之平均體重變化情形 

相對標準偏差(RSD)均低於 20 % 
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圖 十五、CD-1小鼠肝臟 DNA分析之控制組 
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圖 十六、CD-1小鼠肝臟DNA分析之黃樟素150 mg/kg/day 暴露組
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圖 十七、CD-1小鼠肝臟 DNA分析之黃樟素 300 mg/kg/day 暴露組  
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圖 十八、CD-1小鼠肝臟 DNA分析之環氧黃樟素 30 mg/kg/day 暴露組 
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圖 十九、CD-1小鼠肝臟DNA分析之環氧黃樟素60 mg/kg/day 暴露組 
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圖 二十、CD-1小鼠肝臟 DNA分析之環氧黃樟素 90 mg/kg/day 暴露組 
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圖 二十一、CD-1小鼠肝臟DNA分析之環氧黃樟素120 mg/kg/day 暴露組 



 

  56 

  

圖 二十二、CD-1小鼠尿液分析之控制組 
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圖 二十三、CD-1小鼠尿液分析之黃樟素 150 mg/kg/day暴露組 
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圖 二十四、CD-1小鼠尿液分析之黃樟素 300 mg/kg/day暴露組 
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圖 二十五、CD-1小鼠尿液分析之環氧黃樟素 30 mg/kg/day暴露組 
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圖 二十六、CD-1小鼠尿液分析之環氧黃樟素 60 mg/kg/day暴露組 
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圖 二十七、CD-1小鼠尿液分析之環氧黃樟素 90 mg/kg/day暴露組 
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圖 二十八、CD-1小鼠尿液分析之環氧黃樟素 120 mg/kg/day暴露組 
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圖 二十九、暴露環氧黃樟素後小鼠肝臟組織 N7-SFO-Gua DNA 共價鍵結物濃度 
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圖 三十、尿液 N7γ-SFO-Gua分析結果長條圖 
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表 一、DNA鹼基上不同親核位置之相對反應性 

(Boysen, Pachkowski et al. 2009)(沈, 2012) 

Chemical carcinogens  N7-Gua O
6

-Gua N
2

-Gua N3-Ade N1-/N
6

 Ade N3-Cyt N
4

-Cyt 

Propylene oxide 100 0.6 - 4.4/10 3.5 2 - 

Ethylene oxide 100 - - 10 10 1 - 

Butadiene oxide 100 - - 15 25 1.5 2 

Styrene oxide  100 - 4.5 10 16 5 - 

Safrole oxide 100 - - 24.7 81.3 - - 
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表 二、DNA 共價鍵結物定量方法之比較 

(Brown 2012) 

Method Maximum sensitivity 

(adducts/nucleotide) 

DNA required 

(μg) 

Advantages Limitation 

HPLC-ECD/fluorescence ~1/10
8
 1-100 Simplicity Only fluorescent/electrochemically active adducts, 

standards required 

Immunoassay ~1/10
8
 1-200 Specificity, localisation of adducts Antibodies needed, cross-reactivity 

32
P-postlabelling ~1/10

10
 1-10 Sensitivity and versatility, screening 

possible 

High levels of radioactivity, no structural 

information 

Mass spectrometry ~1/10
8
 10-100 Highest specificity, structural 

information 

Adduct standards required 
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表 三、暴露不同劑量環氧黃樟素與相關化合物之小鼠動物實驗設計 

 

Compound
a
 

Concentration 

in olive oil (mg/kg/mL) 

Dose 

(mg/kg/day) 

Duration 

(days) 

Safrole 50 150 28 

100 300 28 

Safrole oxide 10 30 28 

20 60 28 

30 90 28 

40 120 28 

Control 0 0 28 

a
 控制組與黃樟素低劑量組各有 5隻小鼠，其餘組別各有 6隻小鼠
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表 四、CD-1小鼠暴露黃樟素後肝、腎、肺臟重量和其相對重量 

(N=5或 6，*表示 P<0.05；**表示 P<0.01) 

Safrole 0 mg/kg/day 150 mg/kg/day 300 mg/kg/day 

Liver weight(g) 1.47 ± 0.24 1.30 ± 0.17 *1.92 ± 0.29 

Relative liver weight(%) 5.48 ± 0.18 4.77 ± 0.84 **6.96 ± 0.66 

Kidney weight(g) 0.39 ± 0.06 0.34 ± 0.04 0.32 ± 0.03 

Relative kidney weight(%) 1.46 ± 0.68 *1.24 ± 0.12 **1.18 ± 0.04 

Lung weight(g) 0.28 ± 0.16 0.21 ± 0.07 0.19 ± 0.05 

Relative lung weight(%) 1.03 ± 0.87 0.76 ± 0.23 0.70 ± 0.15 
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表 五、CD-1小鼠暴露環氧黃樟素後肝、腎、肺臟重量和其相對重量 

(N=5或 6，*表示 P<0.05；**表示 P<0.01) 

Safrole oxide 0 mg/kg/day 30 mg/kg/day 60 mg/kg/day 90 mg/kg/day 120 mg/kg/day 

Liver weight(g) 1.47 ± 0.24 1.18 ± 0.21 **0.99 ± 0.21 *1.22 ± 0.05 **1.07 ± 0.12 

Relative liver weight(%) 5.48 ± 0.18 **4.15 ± 0.57 **3.71 ± 0.54 **4.02 ± 0.12 **3.98 ± 0.57 

Kidney weight(g) 0.39 ± 0.06 0.37 ± 0.05 0.33 ± 0.04 0.37 ± 0.04 0.33 ± 0.05 

Relative kidney weight(%) 1.46 ± 0.68 *1.31 ± 0.08 **1.23 ± 0.09 **1.21 ± 0.10 *1.22 ± 0.17 

Lung weight(g) 0.28 ± 0.16 0.25 ± 0.06 0.26 ± 0.05 0.23 ± 0.05 0.20 ± 0.06 

Relative lung weight(%) 1.03 ± 0.87 0.87 ± 0.28 0.96 ± 0.25 0.76 ± 0.12 0.74 ± 0.25 
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表 六、暴露不同劑量的環氧黃樟素與黃樟素小鼠肝臟組織之液相層析搭配電噴灑離子化串聯式質譜儀分析結果 

 

a
 28 repeated doses of safrole oxide and relative compounds.

 

每一共價鍵結物數據以六隻小鼠之平均值±標準差表示

  Liver (DNA adducts/10
7
 base) 

Dose(mg/kg body wt)
a
 No. of animals N7γ-SFO-Gua 

Control 5 N.D. 

Safrole   

150 mg/kg/day 5 N.D. 

300 mg/kg/day 6 N.D. 

Safrole oxide   

30 mg/kg/day 6 0.338 ± 0.0370 

60 mg/kg/day 6 0.342 ± 0.0528 

90 mg/kg/day 6 0.435 ± 0.075 

120 mg/kg/day 6 0.648 ± 0.212 
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表 七、暴露不同劑量的環氧黃樟素與黃樟素小鼠尿液之液相層析搭配電噴灑離子化串聯式質譜儀分析結果 

(*表示 P<0.05；**表示 P<0.01) 

 

a
 28 repeated doses of safrole oxide and relative compounds.

 

每一共價鍵結物數據以小鼠之平均值±標準差表示 

  Urine (μg/g creatinine) 

Dose(mg/kg body wt)
a
 No. of animals N7γ-SFO-Gua 

Control 5 N.D. 

Safrole   

150 mg/kg/day 5 N.D. 

300 mg/kg/day 6 N.D. 

Safrole oxide   

30 mg/kg/day 6 **9.62 ± 5.08 

60 mg/kg/day 6 **43.33 ± 15.42 

90 mg/kg/day 6 **83.46 ± 27.73 

120 mg/kg/day 6 **164.29 ± 40.99 


