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中文摘要 

Tyloxapol被報導可以用來預防巨噬細胞受內毒素引發刺激活化作用，但對

於Tyloxapol與巨噬細胞所產生的細胞內反應卻沒有完整的研究，因此在我

們的研究中將探討巨噬細胞與tyloxapol作用後，所引發的各種細胞內反應，

以及tyloxapol對受內毒素刺激活化之巨噬細胞的抗氧化作用。我們利用流式

細胞儀來測定細胞內之變化，包括：ROS的含量、粒線體膜電位的變化、

細胞大小與複雜度、及分析細胞週期，同時也偵測tyloxapol對由內毒素引發

活化之巨噬細胞所產生的抗氧化作用。結果顯示細胞內H2O2含量，隨著

tyloxapol劑量增加而下降，而細胞內O2
−含量隨著tyloxapol劑量增加而漸漸

上升，另外tyloxapol也會使粒線體膜電位呈現不穩定狀態，在tyloxapol為高

劑量且培養時間為 4小時，tyloxapol更會引發細胞產生凋亡作用。當tyloxapol

為低劑量且培養時間小於 2 小時，tyloxapol才能對細胞產生抗氧化作用。在

tyloxapol為低劑量時，巨噬細胞內O2
−及H2O2之變化量可回復至與沒有加入

tyloxapol之巨噬細胞相當狀態。我們同時也研究加入tyloxapol之Hela子宮頸

癌細胞之細胞內各種變化情形，以便了解tyloxapol產生之效應是否僅針對特

定細胞。我們的研究可促使更了解tyloxapol界面活性劑對各種細胞之分子作

用機轉。 
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Abstract 

Tyloxapol is reported to prevent macrophages from reacting to endotoxin. 

However, the intracellular responses that tyloxapol induces in macrophages are 

still not fully explored. Hence, the objective of this study was to evaluate the 

intracellular events in macrophages treated with tyloxapol and assess the 

antioxidant properties of tyloxapol in endotoxin-activated macrophages. Using 

flow cytometry, we examined intracellular responses in macrophages: reactive 

oxygen species (ROS) content, mitochondria membrane potential, and cell cycle 

profiles.We also assessed the antioxidant properties of tyloxapol in 

endotoxin-activated macrophages. Kinetic hydrogen peroxide production tended 

to decline with increasing doses. Tyloxapol produced a progressive increase 

followed by a decline in superoxide anion production in macrophages with 

increasing doses. Tyloxapol also caused unstable fluctuations in mitochondrial 

membrane potential. Apoptosis had developed at higher doses after 4 h of 

incubation time. After 2 h of tyloxapol-pretreatment, tyloxapol acted as an 

antioxidant only at lower doses. Most tyloxapol-pretreated cells at lower doses 

fully recovered from the changes in superoxide anion and hydrogen peroxide 

production. We also investigate the intracellular events in Hela cell to evaluate 

cell-dependent properties induced by tyloxapol.Our findings contribute to a 

better understanding of the molecular action of tyloxapol in various cells such as 

macrophages and cancer cells. 
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第一章  緒論 

1.1   Tyloxapol [1,2] 

Tyloxapol (又稱為 Triton WR-1339)，它是在 1948 年由 Rohm & Hass

公司獲得專利，這種高分子界面活性劑的平均分子量約為 5000Da。     

Tyloxapol 是一種由 Triton X-100 所聚合而成的寡合物（oligomers）（附

圖一），屬於 gemini surfactants 一種。Tyloxapol 是一種非離子性的界

面活性劑。雖然 Tyloxapol 是由 Triton X-100 所聚合而成，但 Tyloxapol

的物理化學性質卻完全不同於 Triton X-100，例如：Tyloxapol 對於降

低表面張力的能力，遠大於 Triton X-100，而且 Tyloxapol 的臨界微胞

濃度 (Critical Micelle Concentration, CMC) 也遠比 Triton X-100 低，

再加上 Tyloxapol 的微黏度 (micro-viscosity) 高於 Triton X-100，因而

使得 Tyloxapol 所形成的 micelles 安定性較高。無論環境中鹽類是否

存在，Tyloxapol 皆比 Triton X-100 擁有較高的曇點 (cloud point，cp)， 

因此 Tyloxapol 的熱安定性會比 Triton X-100 高。 

 

1.1.2   Tyloxapol 的應用 

在日常生活中，Tyloxapol 可以被用來當作清潔劑，例如：清洗隱形眼

鏡的去蛋白劑。治療肺部疾病時，可以當化痰藥 (mucolytic agent) 

[3,4]，及人工肺部界面活性劑 (Exosurf) 的合成配方[5]。另外，因為

 1



Tyloxapol 可以與血液中的脂蛋白 (如 HDL) 結合，所以當應用於靜脈

注射的劑型時，Tyloxapol 會取代 apoA-I 跟 HDL 的表面結合位置，進

而影響 HDL 之功能，例如：分解三酸甘油脂細胞表面的接受器；影

響膽固醇之輸送，並且阻礙內皮脂蛋白酶的作用，而導致異常的高脂

血症 (hyperlipemia)，因此 Tyloxapol 可被用來當作 hyperlipidemic 

atherogenesis 的動物模式[6]。在動物模式中，Tyloxapol 可以有效地抑

制靜脈中由內毒素 (endotoxin) 所引發的肺部與全身性發炎免疫反

應，且在動物中並沒有嚴重的毒性副作用產生，這是因為 Tyloxapol

被實驗證實用於抑制巨噬細胞與細胞膜脂多醣 (LPS) 辨識接受器的

結合，使得 LPS 無法進入細胞內，並且抑制 CD2、CD4、 CD22 、

HLA-DR 等接受器相關之抗原與抗體的免疫反應，並且巨噬細胞的吞

噬作用 (phagocytosis) 不會受到影響[7,8]。在藥物劑型的設計上，

Tyloxapol 亦被應用於自我乳化型的藥物傳輸系統 (self-emulsifying 

drug delivery system)，例如：在 Paclitaxel 抗癌藥的配方中，加入

Tyloxapol 以期望能提高藥物的溶解度，並使其穩定性增加，同時也可

避免因 P-glycoprotein efflux pump (Pgp) 數量增加，而產生抗藥性作用

[9]。當面對懸浮性細胞 (Jurkat T 細胞) 時，Tyloxapol 也可以被用來

提 高 非 病 毒 性 載 體  (non-viral vector; 陽 離 子 性 樹 枝 體 (cationic 

dendrimer)) 的轉染效率[10]。在 1970 年時，Tyloxapol 更被發現於動
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物模式中，具有抗癌的效果，進一步研究後發現 Tyloxapol 可以防止

Lewis lung carcinoma, Ehrlich carcinoma, Sarcoma 180, Ascites tumors

之腫瘤細胞的擴散與轉移，而且在細胞的分子作用上，發現 Tyloxapol

在 T24 膀胱癌細胞 (bladder carcinoma cell lines) 中，能有效地抑制細

胞的增生作用，Tyloxapol 會對一些重要的細胞生命週期的調控因子

(cyclin-dependent kinases (CDKs)) ， 例 如 ： cdk2 ， 做 向 下 調 控

(down-regulation) 的作用，因而使得細胞生長週期 (cell-cycle) 停留

在 G1 時期，同時 Tyloxapol 也會增加細胞內 CDK 的抑制因子 P21、

P27 的基因表現,因此可以說 Tyloxapol 對調控癌細胞的生命週期有顯

著的影響[11]。 

  

1.1.3   Tyloxapol 對細胞間的毒性作用 

我們最近發現 Tyloxapol 新的細胞毒性作用機轉，我們用老鼠的巨噬

細 胞  (macrophages) 及 纖 維 母 細 胞  (NIH/3T3) 當 作 模 式 ， 發 現

Tyloxapol 對這兩種細胞皆會造成細胞凋亡的現象，而其造成細胞凋亡

的作用機轉可能與細胞的 caspase- dependent 路徑有關。我們顛覆了以

往學者認為，Tyloxapol 對細胞產生的毒性，全是因為細胞壞死的觀

念，也提供 Tyloxapol 與細胞，在細胞內分子間作用方式更深一層的

啟發 [12]。 
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1.2 細胞凋亡（apoptosis） 

細胞凋亡路徑與細胞內相關分子的作用機轉，在這幾年來被廣泛的研

究討論，細胞產生凋亡的過程是受程式化的調控而將細胞拆解，當細

胞老化或受到外來的刺激傷害，而產生基因突變時，細胞會進行自殺

性行為以避免造成遺傳突變[13,14]。當細胞產生凋亡作用時，細胞內

部的分子會發生許多改變，例如：DNA 片段化 （DNA fragmentation）、

染色質濃縮 （chromatin condensation） 與粒線體崩解 （disintegration 

of mitochondria），且細胞膜也會因凋亡作用產生變化，磷脂醯絲氨

酸 （phosphatidylserine, PS） 會被暴露在細胞膜外[15,16]，使巨噬細

胞加以辨認，進而將此細胞或細胞的凋亡體 （apoptotic body） 吞噬。

當細胞產生細胞凋亡時，並不會像細胞壞死 （Necrosis） 般使細胞

膜破裂，將細胞內的胞器與細胞質釋放出來，因而開始產生發炎免疫

作用[17,18]。 

 

1.2.1 細胞週期（cell cycle）[19-21] 

在真核生物中，細胞成長然後複製分裂成兩個子細胞的過程就是所謂

的細胞週期 （cell cycle） ，細胞的生長過程中主要可以分為四個時

期，在這過程中細胞內染色體的數目會隨著週期改變而不同，此四個

週期分別為： 
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G1 phase（Gap 1）：細胞生長的時期，並且複製所需胞器及一些細胞     

                 質的組成，提供下一階段複製染色體時使用。 

S phase：DNA 複製的時期，也就是染色質複製。 

G2 phase（Gap 2）：細胞繼續生長。 

M phase（mitosis）：有絲分裂期，細胞進行分裂的時期。 

另外還有個 G0 phase，為細胞離開細胞週期並且停止分裂的時期。 

 

1.3 活化性氧分子（reactive oxygen specise；ROS）（附圖二） 

巨噬細胞是一種位於組織內的白血球，其源自於單核球細胞，而單核

球細胞又來自於骨髓。巨噬細胞與單核細胞皆為吞噬細胞，兩者在脊

椎動物體內會參與非特異性防禦作用（即是先天性免疫反應）和特異

性防禦作用（即是細胞免疫作用）。它們的主要功用是對細胞殘片及病

原體進行吞噬消化作用，及刺激活化淋巴球或其他免疫細胞，使其對

病原體作出反應。當巨噬細胞受到外來刺激時，會使細胞內部的ROS

含量產生變化[22]，而細胞內部常見的ROS主要可以分為二種：

superoxide anion (O2
−) 和 hydrogen peroxide (H2O2) [23]。ROS在引起

細胞凋亡時扮演很重要的角色，因為ROS會調控細胞的訊息傳遞與轉

錄系統。另外，ROS也會利用細胞內的抗氧化酶來調節細胞的氧化還

原狀態[24]。細胞內的粒線體（mitochondria）是細胞產生能量的主要
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來源，也是細胞產生ROS的來源，同時它也是ROS主要的攻擊目標。

當細胞產生細胞凋亡時，會使粒線體的膜電位產生不穩定變化，細胞

內部ROS含量增加，細胞膜的通透性改變，及細胞開始釋放凋亡蛋白

（apoptotic protein）[25]。 

 

1.4 抗氧化劑 N-acetyl-L-cysteine （NAC）[26-32] 

N-acetyl-L-cysteine （NAC）是一種具有雙硫鍵的抗氧化劑，它不但

可以清除氧的自由基，並可補充細胞內粒線體與胞液glutathione的儲

存[22]，NAC亦被證實具有清除活化的氧化物與氮化物（reactive 

oxygen species and reactive nitrogen species）的能力，此外，在體外試

驗時，NAC可以藉由壓抑巨噬細胞與嗜中性白血球，減低內皮細胞的

通透性及淋巴球的附著力，及抑制發炎物質釋放例如：interleukin-8

而產生抗發炎作用。 

 

1.5 NADPH 氧化酶（Nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate-oxidase ）抑制劑 Diphenyleneiodonium（DPI）[33-38] 

NADPH氧化酶是一種存在於細胞膜上具有多種調節功能的酶，

NADPH氧化酶被證實為引發嗜中性白血球與其它具吞噬作用白血球

免疫反應中主要的複合型酶，因為引發這些免疫反應必須藉由ROS的

產生，而在吞噬細胞中NADPH氧化酶正是ROS產生時最主要的調控
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因素，其作用機制如下： 

 

NADPH  +  2O2        NADP +  +  2O2
.-

  +  2H + 

2O2
.-

  +   2H +         H2O2  +  O2

O2
.-  +  H2O2  +  H +           O2  +  H2O2  +  OH

.

 
 

當NADPH氧化酶成活化狀態時，DPI可與NADPH氧化酶產生非競爭

性的共價性鍵結，抑制NADPH氧化酶的作用，進而抑制ROS的產生。 

 

1.6 研究動機 

在之前的文獻中已有 Tyloxapol 毒性與其抗氧化作用的相關報導，但

Tyloxapol 與細胞作用時，所產生的細胞內分子變化，例如：細胞內

ROS 含量變化與粒線體膜電位的變化，卻無相關報導，因而引發我們

探討 Tyloxapol 與巨噬細胞 U937 作用時所產生的細胞內變化，另外我

們也選用人類子宮頸癌細胞 Hela 與 Tyloxapol 作用，比較兩種細胞間

對 Tyloxapol 所產生的變化趨勢。 
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第二章、材料與方法 

2.1   實驗藥品與材料 

1. Tyloxapol（Sigma，USA） 

2. Cell counting kit-8（Dojindo Laboratories， Japan） 

3. Dichlorofluorescin diacetate（DCFH-DA；Sigma，USA） 

4. Hydroethidine bromide（HE；Sigma，USA） 

5. Rhodamine-123 （R123；Sigma，USA） 

6. Propidium iodide（PI；Aldrich Chemicals） 

7. Phosphoryl buffer solution（10×PBS，biosera，USA） 

8. RPMI-Medium 1640（GIBCO，USA） 

9. Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM；GIBCO，USA） 

10. Antibiotics（100U/mL Penicillin/ 100μg/mL Streptomycin）（GIBCO，

USA） 

11. Fetal bovine serum（FBS；GIBCO，USA） 

12. U937（human U937 myeloid leukemia cell line） 

13. Hela（cervical cancer） 

14. Typsin/EDTA（ethylenediaminetetraacetates；GIBCO，USA） 

15. Lipopolysaccharides（LPS；Sigma，USA） 

16. N-acetyl-L-cysteine（NAC；Sigma，USA） 
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17. Diphenyleneiodonium（DPI；Sigma，USA） 

 

2.2   實驗儀器 

1. 無菌操作臺（Laminar Flow；VCM-420，Taiwan） 

2. 細胞恆溫培養箱（CO2 Incubator ；SANYO，MCO-17AIC，Japan） 

3. 倒立式顯微鏡（OLYMPUS，CK40，Japan） 

4. 桌上型離心機 （KUBOTA， 2010，Taiwan） 

5. 渦旋震盪器（Scientific Industries,Inc.，Vortex-Genie 2，USA） 

6. 免疫分析分光光度計 ELLISA （Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay）reader（TECAN，A5082，Austria） 

7. BD 流式細胞儀（FACScan，Becton Dickinson， USA） 
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2.3   實驗製備與方法 

2.3.1  配製 Tyloxapol 溶液 

秤取 1g Tyloxapol，置之於 15mL 離心管中，加入 10mL 1×PBS，充分

地 vortex 使 Tyloxapol 完全溶解，製備成 100μg/μL 的溶液，靜置直到

泡沫消失後，在無菌操作台上以 0.22μm 的 filter 過濾，常溫下保存備

用。 

 

2.3.2  Propidium iodide（PI）的製備 

1. PI standard solution： 

   秤取 PI 粉末 20mg，將其溶於 1000μL 1×PBS 中形成濃度為 

   20mg/mL standard solution  

2. PI 染劑(含有 40μg/mL PI 及 100mg/mL RNase A)： 

   從 PI standard solution 中取 100μL 到 50mL 的離心管中，再秤取

5mg 

   的 RNase A 到同一離心管，加 1×PBS 到 50mL，保存於 4℃下， 

   備用。 

 

2.3.3  細胞保存液配製 

將純酒精(99.9%)與 1×PBS 以體積比為 7：3 的方式混合，並以 0.22μm

的 filter 過濾，保存於 4℃下備用。 
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2.3.4  細胞培養 

A、人類骨髓性白血病細胞 (human U937 myeloid leukemia cell line， 

    ATCC：CRL-1593.2) 

本實驗所使用的細胞株來自於中山醫學大學微生物暨免疫學科

詹明修老師提供。將人類骨髓性白血病細胞U937，培養於含有

10%去補體胎牛血清（fetal bovine serum，FBS），及 1% 100U/mL 

Penicillin/ 100μg/mL Streptomycin的RPMI培養液中，使用 10cm 

培養皿（cell culture dish），並將細胞置於 37℃且含有 5% CO2的

細胞恆溫培養箱中。 

    

 細胞繼代培養（subculture） 

1. 當細胞株在 10cm 培養皿中，長滿至 80%~90%時，直接將 

    懸浮狀的細胞與培養液吸至 15mL 的離心管。 

2. 用 1500rpm 離心 5 分鐘後，去除上清液。 

3. 加入 1mL 的培養液將 pellet 打散。 

4. 吸取離心管內約 3×106的細胞至 10cm 培養皿中，並在每一 

             10cm 培養皿中放入 10mL 的培養液。 

5. 最後將此培養皿放置於 37℃且含有 5% CO2的細胞恆溫培 

              養箱中。 
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B. 人類子宮頸癌細胞株（Hela） 

本實驗所使用的細胞株來自於中山醫學大學微生物暨免疫學科詹

明修老師提供。將人類子宮頸癌細胞株Hela，培養於含有 10%去補

體胎牛血清 （fetal bovine serum，FBS），及 1% 100U/mL Penicillin/ 

100μg/mL Streptomycin的DMEM培養液中，使用 10cm 培養皿（cell 

culture dish），並將細胞置於 37℃且含有 5% CO2的細胞恆溫培養箱

中。 

 

 細胞繼代培養（subculture） 

1. 當細胞在培養皿中長滿至 80%-90%時，移除培養液，用 3-5 mL 

   phosphate-buffered saline  (PBS) 清洗。 

2. 加入 2 mL 0.1% Trypsin/EDTA，將培養皿放入 37℃且含有 5%  

   CO2的恆溫培養箱中 5 分鐘，直到細胞自盤底飄起。 

3.反覆沖吸以打散細胞，然後將細胞吸取至離心管，加入 6 mL free  

  medium 中和 Trypsin 活性。 

4. 以 1500 rpm 離心 5 分鐘後，倒掉上清液留下 pellet，然後加入 1  

   mL 培養液將 pellet 打散。 

5. 先於每一 10cm 培養皿中各加入 10 mL培養液 ，再取 3×106的  

  細胞放入培養皿中，重新培養於 37℃且含有 5% CO2的恆溫培養
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箱中。 

 

2.4   細胞毒性測試（cytotoxicity assay）[39] 

Cell Counting Kit-8 試劑可簡便且精準的用於檢測細胞增殖及毒性。其

應用原理為：Cell Counting Kit-8 試劑中含有

WST-8[2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-di-sulfophe

nyl)-2H-tetrazolium,monosodium salt]，其結構與反應機轉如（附圖

三）。WST-8 在電子攜帶者(1-MEthoxy PMS)的作用下，被細胞粒線體

中的去氫化酶還原成具高水溶性黃褐色的 Formazan dye，而 Formazan 

dye 產生的量與細胞存活量成正比，因此可應用於偵測細胞增殖量及

毒性。 
 

實驗步驟：（附圖四） 

1. 將細胞以 1×104/well分到 96 well中（100 μl/well），overnight待細胞

穩定後。 

2. 分別加入 Tyloxapol，濃度各為 25，50，250，500，1000μg/mL

（1ml/well）。 

3. 充分vortex後，將加入Tyloxapol後的細胞，放置於 37℃且含有 5% 

CO2的恆溫培養箱中，培養時間分別為 1，2，4，8 小時，且每一濃

度皆為 3 重覆。 

4. 培養完畢後，取出先以顯微鏡觀察其細胞形態後，在每一個well中
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加入 10 μl Cell Counting Kit-8 試劑，再放回 37℃且含有 5% CO2的

恆溫培養箱中，培養至其變色(約為 2~3 小時)。 

5. 最後以 ELISA Reader 測其在 450~595nm 波長下之吸光值(OD 450

和 630)。 

 

2.5   細胞型態觀察 

以倒立式顯微鏡（OLYMPUS，CK40，Japan）觀察細胞型態的變化，

比較細胞在未添加或添加濃度各為 25，50，250，500μg/mL Tyloxapol，

且經過 1，2，4，8 小時不同時間點後，細胞型態的變化。 

 

2.6 流式細胞儀（Flow cytometer）[40-43] 

流式細胞儀（flow cytometer）是由液流系統、光學系統、分選系統以

及電子系統所構成，是現代生物醫學研究中不可或缺的利器，流式細

胞儀不但可以用來測定細胞各種標記，更可以用來分析細胞的生長週

期、細胞中DNA含量、細胞凋亡作用（apoptosis）及細胞內多種分子

之變化，此外，流式細胞儀也可用於篩選特定細胞，以提供進一步研

究所需。 

流式細胞儀主要是為了快速偵測一顆接著一顆流動於液體水柱（fluid 

stream）中的顆粒或細胞，因此流式細胞儀所偵測到的訊號，是以每

一個細胞或顆粒進入流式細胞儀分吸管後，被雷射光照射激發後，產
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生光學訊號，再將光學訊號轉換成電子訊號後，由偵測器收集電子訊

號後進入電腦分析，即可得到所測之細胞或顆粒的特性。當細胞或顆

粒被雷射光照射激發後，會產生前散射光（forward scatter， FSC）及

側散射光（side scatter 或 right-angle scatter 或SSC），兩者呈90度角，

而當顆粒本身帶有螢光物質（fluorochrome），或被帶有螢光物質的

抗體或被其它螢光物質染上時，則會產生各種不同波長的螢光，由光

的波長及強度變化，即可測出細胞的大小（與FSC 成正比），細胞複

雜度（與SSC 成正比）及細胞內特定物質的含量。 

 

2.6.1 細胞內粒線體 ROS 含量測定（Intracellular Reactive oxygen species 

contents） 

A. 檢測H2O2的變化[44] 

在待測樣品中加入具有細胞膜穿透性的dichlorofluorescin diacetate

（DCFH-DA），當DCFH-DA進入細胞後，會與細胞內的H2O2產生裂

解與氫化反應（cleaved and oxidized），而形成帶有綠色螢光的DCF產

物，其波長在 488~530nm下偵測。（附圖五） 

 

實驗步驟：（附圖六） 

   1. 將細胞以 1×106/well分到 24well中（1ml/well），overnight待細胞 

     穩定後。 
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   2. 分別加入 Tyloxapol 的濃度為 25，50，250，500μg/mL（1ml/well）。 

   3. 充分 vortex 後，將加入 Tyloxapol 後的細胞，放置於 37℃且含有 

     5% CO2的恆溫培養箱中，培養時間分別為 1，2，4 小時，且每一 

     濃度皆為 3 重覆。    

   4. 培養完畢後，取出先以顯微鏡觀察其細胞形態後，分別將每一濃 

     度的細胞各取出 10μl，以 trypan blue 染色，在顯微鏡下計算細胞 

     存活率。 

   5. 將細胞從 24 well 移至 1.5 mL microtube，以 1500 rpm 離心 5 分鐘。     

   6. 倒掉上清液，加入 1mL 1×PBS，充分地 vortex，使細胞分布均勻。 

   7. 避光加入 1μL DCFH-DA（10μM），充分 vortex，待 15 分鐘後， 

     以流式細胞儀測定細胞內H2O2的變化。 

   

B. 檢測O2
-的變化[44] 

在待測樣品中加入具有細胞膜穿透性的hydroethidine bromide（HE），

當hydroethidine bromide（HE）進入細胞後，會與細胞內的O2
- 產生氧

化反應，形成ethidium bromide（EB），其波長在 488~585nm下偵測。

（附圖七） 

 

實驗步驟：（附圖八） 

   1. 將與 Tyloxapol （濃度各為 25，50，250，500μg/mL）作用後之待  
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     測細胞（時間為 1，2，4 小時），從 24 well 移至 trypan blue，以 1500  

     rpm 離心 5 分鐘。     

   2. 倒掉上清液，加入 1mL 1×PBS，充分地 vortex，使細胞分布均勻。 

   3. 避光加入 1μL HE（5μM），充分地 vortex，待 15 分鐘後，以流式 

     細胞儀測定細胞內O2
- 的變化。 

 

2.6.2 粒線體膜電位的測定（Mitochondria membrane potential（ΔΨm）） 

當R123可以穿透細胞膜，進入細胞後會與細胞內粒線體結合並抑制粒

線體的呼吸作用[45]，藉由R123結合後所產生的螢光強度可以偵測粒

線體膜電位的變化。R123的結構如（附圖九）。 

實驗步驟：（附圖十） 

   1. 將與 Tyloxapol （濃度各為 25，50，250，500μg/mL）作用後之待  

     測細胞（時間為 1，2，4 小時），細胞從 24 well 移至 1.5 mL  

     microtube，以 1500 rpm 離心 5 分鐘。     

   2. 倒掉上清液，加入 1mL 1×PBS，充分地 vortex，使細胞分布均勻。 

   3. 避光加入 1 μL R123（10μM），充分地 vortex，待 15 分鐘後，以流 

     式細胞儀測定細胞內之粒線體膜電位變化。 
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2.6.3 細胞大小與細胞內胞器複雜度測定（cell size and complexity  

     analysis）（附圖十一）[46] 

當細胞進入流式細胞儀之分析管，被雷射光照射激發後，會產生前散

射光（forward scatter， FSC）於平行方向，及側散射光（side scatter，

SSC）於垂直方向，藉由 FSC 值之測定可以得到細胞之大小與表面積，

另外也可透過 SSC 值之測定分析比較細胞之複雜度與其細胞型態之

變化。 

 

2.6.4   細胞週期分析（cell cycle analysis） 

當 Propidium iodide（PI）進入細胞後，能與細胞核內的 DNA 與 RNA

結合，藉由細胞在各生長時期 DNA 含量不同的因素，我們可以得知

細胞所處的生長階段，又因為 PI 也會和細胞核內的 RNA 結合，因此

我們在製備 PI solution 時會加入 RNase，分解細胞核中的 RNA，以避

免干擾 PI 對 DNA 的測定。正常人體細胞的細胞週期，在 G0/G1 時期

具有 2 套染色體（2N），G2/M 時期具有 4 套染色體（4N），而 S 時期

介於 G0/G1 與 G2/M 之間，因此其染色體含量也為兩者之間。當細胞

產生細胞凋亡時，細胞內的酵素被活化，因而使 DNA 片段化，而使

染色體含量少於 2N，所以在 G0/G1 前有 Sub-G1 的波峰出現，藉由流

式細胞儀分析圖（附圖十二），不但可以判斷整個細胞生長階段，也
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可以用來當作是否產生細胞凋亡的指標。 

細胞經由 70%酒精保存液，overnight，增加細胞膜通透性，加入 PI，

利用波長 488nm 的雷射光激發後，可產生橘紅色螢光，收集分析螢光

強度後，即可知道細胞內 DNA 的含量，細胞生長週期，及是否產生

細胞凋亡現象 

 

實驗步驟：（附圖十三） 

   1. 將與 Tyloxapol （濃度各為 25，50，250，500μg/mL）作用後之待  

     測細胞（時間為 1，2，4 小時），細胞從 24 well 移至 1.5 mL  

     microtube，以 1500 rpm 離心 5 分鐘。     

   2. 倒掉上清液，加入 1mL 1×PBS，充分地 vortex，使細胞分布均勻 

     後，再以 1500 rpm 離心 5 分鐘。 

   3. 倒掉上清液，加入已製備的保存液(4℃)，充分 vortex 使細胞分布 

     均勻後，置之於 4℃，overnight。 

   4. 以 1500 rpm 離心 5 分鐘，倒掉上清液，vortex 使細胞分布均勻。 

   5. 避光加入 1mL PI，充分地 vortex，待 30 分鐘後以流式細胞儀測定 

     細胞週期的變化。 
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2.6.5   檢測 Tyloxapol 對受 LPS 刺激後的 U937 細胞產生的抗氧化作用 

       實驗步驟：（附圖十四） 

         1. 將細胞以 1×106/well分到 24well中（1ml/well），overnight待細胞 

           穩定。 

         2. 分別加入 Tyloxapol，濃度各為 25，50，250，500 μ g/mL  

          （1ml/well），將加入 Tyloxapol 後的細胞，放置於 37℃且含有 5%  

           CO2的恆溫培養箱中，培養時間分別為 1，2 小時，且每一濃度皆 

           為 3 重覆。 

         3. 之後在每一 well 中加入 1 μL LPS，將細胞放置於 37℃且含有 5%  

           CO2  的恆溫培養箱中，培養時間為 21 小時。 

         4. 培養完畢後，取出先以顯微鏡觀察其細胞形態後，分別將每一 

           濃度的細胞各取出 10 μL，以 trypan blue 染色，在顯微鏡下計算 

           細胞存活率。 

         6. 將細胞從 24 well 移至 1.5 mL microtube，以 1500 rpm 離心 5 分 

           鐘。     

         7. 倒掉上清液，加入 1 mL 1×PBS，充分地 vortex，使細胞分布均 

           勻。 

         8. 避光加入 1 μL HE（5μM），充分地 vortex，待 15 分鐘後，以流 

           式細胞儀測定細胞內 O2
- 的變化。 
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2.6.6   檢測Tyloxapol對U937細胞內H2O2的影響是否為可逆性 

       實驗步驟： 

         1. 將細胞以 1×106/well分到 24well中（1ml/well），overnight待細 

           胞穩定後。 

         2. 分別加入 Tyloxapol 的濃度為 25，50，250，500 μg/mL（1ml/well）。 

         3. 將加入Tyloxapol後的細胞，放置於 37℃且含有 5% CO2的恆 

           溫培養箱中，培養時間分別為 1，2 小時，且每一濃度皆為 3 重 

           覆。    

         4. 培養完畢後，將細胞從 24 well 移至 1.5 mL microtube，以 1500  

rpm 離心 5 分鐘。 

         5. 倒掉上清液，加入 1 mL 1×PBS，vortex 使細胞被充分清洗過， 

           重覆清洗 2 次。 

        6. 再以 1500 rpm 離心 5 分鐘，倒掉上清液，加入 1 mL 細胞培養液， 

          vortex 使細胞分布均勻後，重新放入新的 24well 中，置於恆溫培 

          養箱中培養 4 小時。 

        7. 培養完畢後，取出先以顯微鏡觀察其細胞形態後，分別將每一濃 

          度的細胞各取出 10 μL，以 trypan blue 染色，在顯微鏡下計算細 

          胞存活率。 

        8. 將細胞從 24 well 移至 1.5 mL microtube，以 1500 rpm 離心 5 分鐘。     

 21



        9. 倒掉上清液，加入 1 mL 1×PBS，充分地 vortex，使細胞分布均勻。 

        10. 避光加入 1 μL DCF（10μM），充分 vortex，待 15 分鐘後，以流 

           式細胞儀測定細胞內H2O2的變化。 

 

2.6.7   檢測Tyloxapol對U937細胞內O2
-的影響是否為可逆性 

       實驗步驟： 

         1. 將細胞以 1×106/well分到 24well中（1ml/well），overnight待細 

           胞穩定後。 

         2. 分別加入 Tyloxapol 的濃度為 25，50，250，500 μg/mL（1ml/well）。 

         3. 將加入Tyloxapol後的細胞，放置於 37℃且含有 5% CO2的恆 

           溫培養箱中，培養時間分別為 1，2 小時，且每一濃度皆為 3 重 

           覆。    

         4. 培養完畢後，將細胞從 24 well 移至 1.5 mL microtube，以 1500  

           rpm 離心 5 分鐘。 

         5. 倒掉上清液，加入 1 mL 1×PBS，vortex 使細胞被充分清洗過，  

           重覆清洗 2 次。 

         6. 再以 1500 rpm 離心 5 分鐘，倒掉上清液，加入 1 mL 細胞培養 

           液，vortex 使細胞分布均勻後，重新放入新的 24well 中，置於 

           恆溫培養箱中培養 4 小時。 
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         7. 培養完畢後，取出先以顯微鏡觀察其細胞形態後，分別將每一 

           濃度的細胞各取出 10 μL，以 trypan blue 染色，在顯微鏡下 

           計算細胞存活率。 

        8. 將細胞從 24 well 移至 1.5 mL microtube，以 1500 rpm 離心 5 分 

           鐘。     

        9. 倒掉上清液，加入 1 mL 1×PBS，充分地 vortex，使細胞分布均 

           勻。 

        10. 避光加入 1 μL HE（5μM），充分地 vortex，待 15 分鐘後，以流 

           式細胞儀測定細胞內O2
-的變化。 

 

2.6.8 檢測 NAC 或 DPI 是否可以引起 Hela 細胞的抗氧化作用 

       實驗步驟： 

1. 將細胞以 1×106/well分到 24well中（1ml/well），overnight待細 

  胞穩定後。 

       2. 加入 10mM NAC 或 10μM DPI（1ml/well）培養 15 分鐘後，再 

         加入 Tyloxapol 濃度為 500 μg/mL 培養 1 小時後。 

     3. 加入 100 μL 0.1% Trypsin/EDTA，將 24well 放入 37℃且含有 5%  

       CO2的恆溫養箱中 5 分鐘，直到細胞自盤底飄起，再加入 500 μL  

       free medium 中和 Trypsin 活性。 
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     4. 反覆沖吸以打散細胞，然後將細胞吸取至 1.5 mL microtube，以 

       1500rpm 離心 5 分鐘。 

      5. 倒掉上清液，加入 1 mL 1×PBS，充分地 vortex，使細胞分布均 

        勻。 

      6. 避光加入 1 μL HE（5μM），充分地 vortex，待 15 分鐘後，以 

        流式細胞儀測定細胞內 O2
- 的變化。 
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第三章 結果 

3.1    細胞毒性測試（cytotoxicity assay） 

       A.  U937 細胞毒性測試 

U937 細胞分別以 25，50，250，500，1000 μg/mL 五種劑量，

與細胞作用 1，2，4，8 小時後，利用去氫化酶活性的評估可以

得知細胞的存活率。圖一中顯示，隨著 Tyloxapol 劑量的增加及

暴露在 Tyloxapol 時間的增加，我們發現細胞存活率越來越低。

當 Tyloxapol 劑量分別為 25，50，250，500 μg/mL 培養 4 小時

後，細胞存活率仍大於 80%，而 Tyloxapol 劑量 1000 μg/mL 培

養 8 小時後，存活率則小於 50%。一個理想的生物醫學材料，

必須是對細胞無毒性的，因此，我們選用 25，50，250，500 μg/mL 

四種對細胞傷害較小的劑量，做後續研究。 

 

       B.  Hela 細胞毒性測試 

Hela 細胞分別以 25，50，250，500μg/mL 四種劑量，與細胞作

用 1，2，4，8，24 小時後，利用去氫化酶活性的評估可以得知

細胞的存活率。圖二中顯示，隨著 Tyloxapol 劑量的增加及暴露

在 Tyloxapol 時間的增加，我們發現細胞存活率越來越低。當

Tyloxapol 劑量分別為 25，50，250，500 μg/mL 培養 4 小時後，
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細胞存活率仍大於 80%，而培養 8 小時與 12 小時後的存活率

低，因此，我們選用培養 4 小時; 25，50，250，500 μg/mL 四

種對細胞傷害較小的劑量，做後續研究。 

 

3.2 細胞內粒線體 ROS 含量測定（Intracellular Reactive oxygen  

       species contents）    

細胞內H2O2的量會隨著Tyloxapol劑量的增加及暴露在Tyloxapol時

間的增加而提高，細胞內的H2O2會與穿透細胞膜進入細胞內的

DCFH-DA反應，產生DCF發出綠色螢光，當細胞內H2O2量增加時，

DCF所產生的螢光強度也會提高。 

 

       A.  U937 細胞內H2O2的變化 

由圖三顯示，在 Tyloxapol 劑量為 250 μg/mL，與 U937 細胞作

用 1 小時後，所測得之 DCF 螢光強度，突然下降至接近於沒

有加入 Tyloxapol 的 U937 細胞 (control) 時，U937 細胞所產

生的 DCF 螢光強度，而 Tyloxapol 劑量為 500 μg/mL，同樣與

U937 細胞作用 1 小時後，其產生的 DFC 螢光強度又突然上

升。另外 Tyloxapol 與 U937 細胞作用 2 小時後，當 Tyloxapol

劑量為 25 μg/mL 時的 DFC 螢光強度和沒有加入 Tyloxapol 的

U937 細胞 (control) 產生的螢光強度差不多，而 Tyloxapol 劑
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量為 50 及 250 μg/mL 時 DCF 螢光強度皆為增加的趨勢，但在

Tyloxapol 劑量為 500 μg/mL 又呈下降。最後當 Tyloxapol 與

U937 細胞作用 4 小時後，無論 Tyloxapol 劑量為何，其 DCF

的相對螢光強度皆為下降趨勢。 

 

       B.  U937 細胞內O2
-的變化 

由圖四顯示，細胞內O2
-的量會隨著Tyloxapol劑量的增加及暴露

在Tyloxapol時間的增加而提高，細胞內的O2
-會與穿透細胞膜進

入細胞內的HE反應，生成EB發出螢光，當細胞內O2
-含量增加

時，HE所產生的螢光強度也會提高。隨著Tyloxapol劑量與培養

時間的增加，U937 細胞所產生的HE螢光強度呈現相對增加的

趨勢。 

 

       C.  Hela細胞內H2O2的變化 

由圖五顯示，Tyloxapol 劑量為 25μg/mL 與細胞作用 1 小時後， 

DCF 螢光強度比沒有加入 Tyloxapol 的 Hela 細胞 (control) 的

DCF 螢光強度明顯上升，但之後隨劑量增加而呈下降趨勢。當

細胞與 Tyloxapol 作用 2 小時或 4 小時後，無論 Tyloxapol 為任

何劑量，其 DCF 螢光強度與沒有加入 Tyloxapol 的 Hela 細胞 

(control) 的 DCF 螢光強度比較，發現皆呈下降的趨勢。 
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       D.  Hela細胞內O2
-的變化 

由圖六顯示，無論 Tyloxapol 劑量為何，細胞所產生的 HE 螢光

強度呈現相對增加的趨勢，尤其是 Tyloxapol 劑量為 250μg/mL

與細胞作用 4 小時後，所產生的 HE 螢光強度非常明顯地增加。 

 

3.3     粒線體膜電位的測定（Mitochondria membrane potential（ΔΨm）） 

經由ROS刺激引起ROS釋放的系統，所造成不穩定的粒線體膜電位

與氧化還原反應，會對細胞生存產生負面影響。細胞產生凋亡作用

的初期，其粒線體膜電位會呈現下降趨勢，因為粒線體會釋放

cytochrome c。 

 

       A.  U937 細胞粒線體膜電位的測定 

由圖七顯示，和沒有與Tyloxapol作用的U937細胞比較，會發現

隨著Tyloxapol劑量與培養時間增加，U937細胞的粒線體膜電位

呈現不穩定狀態。Tyloxapol與U937細胞分別作用1小時和2小時

後，其粒線體膜電位與沒有和Tyloxapol作用的U937細胞比較，

發現在初期粒線體膜電位呈下降趨勢，而後隨著Tyloxapol劑量

增加而增加，但在Tyloxapol劑量為25 μg/mL，培養時間為4小時

時，其粒線體膜電位變化為增加的現象，隨著Tyloxapol劑量的

增加，會使粒線體膜電位變化朝下降的趨勢發展。 
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       B.  Hela細胞粒線體膜電位的測定 

由圖八顯示，和沒有加入Tyloxapol的Hela細胞 (control) 比較，

會發現隨著Tyloxapol劑量與培養時間增加，Hela細胞的粒線體

膜電位呈現不穩定狀態。當細胞與Tyloxapol作用1小時後，無論

Tyloxapol劑量為何，其產生的R123螢光強度皆比沒有加入

Tyloxapol的Hela細胞 (control) 的R123螢光強度低。Tyloxapol

劑量為25μg/mL與細胞作用2小時後，產生的R123螢光強度與沒

有加入Tyloxapol的Hela細胞 (control) 的R123螢光強度比變化

不大，但在Tyloxapol劑量為50μg/mL及250μg/mL時，R123螢光

強度呈上升趨勢，隨後在Tyloxapol劑量為500μg/mL時又呈減少

狀 態 。 當 Tyloxapol 與 細 胞 作 用 4 小 時 後 ， Tyloxapol 劑 量 為

25μg/mL 時 的 R123 螢 光 強 度 明 顯 下 降 ， 而 Tyloxapol 劑 量 為

50μg/mL及250μg/mL時，R123螢光強度呈上升趨勢，隨後在

Tyloxapol劑量為500μg/mL時又呈減少狀態。 

 

3.4    細胞大小與細胞內胞器複雜度測定（cell size and complexity  

       analysis） 

藉由測量FSC與SSC值，評估Tyloxapol對於細胞的大小與複雜度所造

成的影響。由圖九與圖十顯示，Tyloxapol與U937細胞作用1，2，4
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小時後，加入HE螢光染劑，發現當Tyloxapol劑量與培養時間增加

時，其對細胞大小與複雜度並無明顯影響，且Tyloxapol對Hela細胞

亦無明顯的變化。 

 

3.5    細胞週期分析（cell cycle analysis） 

在細胞的生長週期中，會因細胞所處的生長階段不同，而有不同的

DNA套數，藉由這個特性，我們可以測定細胞與Tyloxapol作用在不

同濃度與培養後，細胞週期的改變，也可從此判斷出是否有細胞凋

亡作用產生。 

 

       A.  U937 細胞週期分析 

由圖十一顯示，當細胞與Tyloxapol作用1小時及2小時後，

Tyloxapol無論在任何劑量下，皆沒有細胞凋亡的作用產生 (細

胞的subG1值與控制組相當)。而當細胞與Tyloxapol作用4小時

後，Tyloxapol劑量為250 μg/mL與500 μg/mL時，可以明顯的看

到subG1值比沒有加入Tyloxapol的U937細胞 (control) 的subG1

值高，這就表示細胞內部有凋亡作用的產生。 
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       B.  Hela細胞週期分析 

由圖十二及圖十三顯示，細胞與Tyloxapol作用1小時及2小時

後，Tyloxapol無論在任何劑量下，皆沒有細胞凋亡的作用產生，

細胞的subG1值與控制組相當。當Tyloxapol劑量為500μg/mL與

細胞作用4小時後，發現細胞的subG1值開始上升，表示細胞開

始產生凋亡作用。而當Tyloxapol劑量為250μg/mL及500μg/mL與

細胞作用8小時後，細胞的subG1值明顯地上升，細胞產生凋亡

作用。 

 

3.6    Tyloxapol對受LPS刺激後的U937細胞產生的抗氧化作用 

在之前的文獻中提到無論是體內 （in vivo）或體外（in vitro），

Tyloxapol皆能對Hydroxyl radical與Hypochlorous acid產生抗氧化作

用。當U937細胞與LPS作用21小時後，U937細胞會因受到刺激活化，

而使細胞內部的O2
-含量增加。由圖十四顯示，Tyloxapol與受LPS刺

激活化後的U937細胞作用1小時後，發現Tyloxapol可以將受LPS刺激

活化後的U937細胞所產生的螢光強度，恢復到沒有受刺激活化時的

狀態，但由圖十五顯示Tyloxapol與受LPS刺激活化後的U937細胞作

用2小時後，卻只有低劑量（25 μg/mL與50 μg/mL）的Tyloxapol可以

將受LPS刺激活化後的U937細胞所產生的螢光強度，恢復到沒有受
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刺激活化時的狀態。 

 

3.7    Tyloxapol對U937細胞內H2O2與O2
-的影響是否為可逆性 

當Tyloxapol與細胞作用1小時後，將Tyloxapol從細胞培養液中移除再

繼續培養21小時，由圖十六發現細胞內H2O2與O2
-的含量並沒有很明

顯的變化，而由圖十七顯示，在與Tyloxapol作用2小時後的細胞中發

現H2O2含量些微下降，但其下降的量在統計上無顯著差異性，相對

於O2
- 而言，U937細胞在與低劑量  （25 μg/mL與50 μg/mL）的

Tyloxapol作用2小時後，細胞內部的O2
-含量也沒有明顯變化，但在

高劑量（250 μg/mL與500 μg/mL）的Tyloxapol下，細胞內的O2
-含量

會明顯的增加。 

 

3.8    NAC或DPI是否可以引起Hela細胞的抗氧化作用 

由圖十八與圖十九顯示，預先加入10mM NAC或10μM DPI與Hela細

胞作用15分鐘後，皆會使後續再加入Tyloxapol培養1小時之Hela細胞

內的O2
-含量增加，由此可知NAC與DPI兩者皆無法使Hela細胞產生

抗氧化作用，所以Tyloxapol對Hela細胞之作用機轉與NAC之雙硫鍵

及DPI抑制細胞膜上NADPH無關。 
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第四章 討論 

本研究主要為探討Tyloxapol與U937及Hela細胞作用後細胞內的變化，及

Tyloxapol對受LPS活化後的巨噬細胞所產生的抗氧化作用，在研究結果中，

首先發現Tyloxapol對U937細胞內ROS的影響為：隨著Tyloxapol劑量的增

加，細胞內H2O2含量的變化呈現減少趨勢，相反地，U937細胞內O2
-含量的

變化是呈增加的趨勢。U937細胞內ROS的產生主要是藉由細胞膜上的

NADPH氧化酶系統（NADPH oxidase system），於細胞內生成O2
-後，再經

由superoxide dismutase（SOD）-catalyzed dismutation轉變成H2O2[22]。而當

界面活性劑與細胞接觸時，首先是與細胞膜產生作用，因此實驗結果亦印

證Tyloxapol藉由與細胞膜交互作用，而在細胞內產生O2
-。我們亦發現細胞

內H2O2與O2
-含量的變化是呈現相反趨勢，這亦反映了當細胞面對ROS變化

時細胞的微妙平衡關係。 

Tyloxapol所造成的粒線體膜電位不穩定是受細胞內O2
-增生的影響，而非細

胞內的H2O2。一般而言，在細胞產生凋亡作用前，粒線體膜電位的改變主

要是因為過氧化物的生成[25]。研究結果中，顯示U937細胞只有在高

Tyloxapol劑量（250μg/mL與500μg/mL）與長時間（4h）的培養時，才會對

粒線體產生改變，而有細胞凋亡作用產生。在先前的文獻中報導，一些界

面活性劑會造成粒線體膜電位的下降與增加細胞內O2
-含量，但這些都與我

們的研究結果不相同。而Tyloxapol對細胞產生的影響，除了ROS的變化與
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粒線體膜電位改變外，Tyloxapol也會造成細胞大小與複雜度的改變，在實

驗結果中發現當Tyloxapol劑量增加時，其對細胞大小與複雜度影響也隨之

增加，高劑量的Tyloxapol對細胞大小與複雜度所造成的改變比低劑量的

Tyloxapol大。 

最後，我們發現Tyloxapol對U937細胞可以產生氧化與抗氧化兩種作用。在

Tyloxapol對U937細胞可逆性試驗中，當Tyloxapol與細胞作用1h後，再重新

培養，其細胞內的H2O 2與O2
-含量皆會恢復到與沒有加入Tyloxapol作用的細

胞狀態相當，這表示Tyloxapol對U937細胞的作用是可逆性的，但當與

Tyloxapol作用時間大於1h時，其細胞內的H2O 2與O2
-含量就無法回復，即表

示Tyloxapol對U937細胞的作用無可逆性。因此，我們把Tyloxapol造成U937

細胞內ROS改變與Tyloxapol阻止LPS活化巨噬細胞的能力相關性做比較之

後，我們發現的Tyloxapol抗氧化作用與之前文獻中不同[47,48]，即在短培

養時間與低劑量下，Tyloxapol對受LPS刺激後之U937細胞，才具有抗氧化

作用，而當Tyloxapol為高劑量及培養時間較長時，Tyloxapol不但沒有抗氧

化作用產生，巨噬細胞反而會受到Tyloxapol之毒性作用影響。 

另外，由於界面活性劑與細胞接觸時，首先是與細胞膜產生作用[22]，因而

我們也選用具有不同細胞結構的人類子宮頸癌細胞Hela進行試驗，因兩細胞

株細胞膜結構的不同，所以得到的實驗結果也就不盡相同。Tyloxapol對Hela

細胞所造成的ROS變化與粒線體膜電位變化趨勢，雖然與U937細胞相近，
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但以相同條件（相同的Tyloxapol劑量與培養時間）做試驗時，兩種細胞與

Tyloxapol作用所產生之ROS與粒線體膜電位變化量卻不相同，而在細胞週

期的偵測實驗結果中，發現當U937細胞與Tyloxapol劑量為250 μg/mL及

500 μg/mL作用4h後，U937細胞的subG1值比控制組的subG1值高，這就表

示細胞內部有凋亡作用的產生，然而Tyloxapol對Hela細胞產生凋亡作用的

條件是；當Tyloxapol劑量為500μg/mL並與細胞作用4h，及Tyloxapol劑量為

250μg/mL及500μg/mL與細胞作用8h後。綜合實驗結果我們發現Tyloxapol具

有cell-dependent的特性，也證實了Tyloxapol對癌細胞之毒性效應，源自於

O2
-含量增加及粒線體膜電位之不穩定，然而這些Tyloxapol對Hela產生的細

胞內分子作用，尚未於文獻中發表。 
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第五章 結論 

當Tyloxapol與U937及Hela細胞作用於適當的劑量與培養時間後，可引發細

胞內的各種反應，例如：改變細胞內ROS的含量、粒線體膜電位的變化、

細胞週期改變，及細胞大小與複雜度變化等，而當U937細胞與Tyloxapol作

用1h及2h後，Tyloxapol可以對受LPS刺激的U937巨噬細胞產生抗氧化作

用，然而高劑量的Tyloxapol卻使U937細胞產生過量之ROS（O2
-），且當

Tyloxapol對U937細胞作用1h後，細胞內ROS的變化為可逆性。另外，

Tyloxapol對於Hela人類子宮頸癌細胞之毒性效應，源自於O2
-含量增加及粒

線體膜電位不穩定，且其O2
-含量增加與NAC及DPI兩種抗氧化劑之作用機

轉無關。- 
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圖一、U-937 細胞與 tyloxapol 作用後之細胞存活率 

The cytotoxicity of tyloxapol on U-937 macrophages by measuring generated 
dehydrogenases. Negative control cells were grown without adding tyloxapol. 
Results are reported as cell viability percentages (average optical density 
(OD)/average negative control OD) ± standard deviation (SD) (n = 6)  
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圖二、Hela 細胞與 tyloxapol 作用後之細胞存活率 

The cytotoxicity of tyloxapol on Hela cells by measuring generated 
dehydrogenases. Negative control cells were grown without adding tyloxapol. 
Results are reported as cell viability percentages (average optical density 
(OD)/average negative control OD) ± standard deviation (SD) (n = 6)  
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圖三、U-937 細胞與tyloxapol作用後之細胞內H2O2變化 

Flow cytometric analysis of intracellular ROS content (H2O2) in 
tyloxapol-treated U-937 macrophages. (A) A representative histogram showing 
the change in 2'-7'-dichlorofluorescein (DCF) fluorescence intensity in untreated 
cells (dotted line) and cells treated with 25 μg/mL of tyloxapol for 2 h. (B) DCF 
fluorescence intensities in cells treated with tyloxapol at different dosages and 
for different incubation times. Untreated cells were controls for each 
corresponding incubation period. Data are expressed as means ± standard 
deviation (SD) of three experiments done twice.  
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圖四、U-937 細胞與tyloxapol作用後之細胞內O2
−變化 

Flow cytometric analysis of intracellular ROS content (O2
−) in tyloxapol-treated 

U-937 macrophages.(C) A representative histogram showing the change in 
ethidium  fluorescence intensity in untreated cells (dotted line) and cells treated 
with 50 μg/mL of tyloxapol for 4 h. (D) EB fluorescence intensities in cells 
treated with tyloxapol at different dosages and for different incubation times. 
Untreated cells were controls for each corresponding incubation period. Data are 
expressed as means ± standard deviation (SD) of three experiments done twice.  
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圖五、Hela細胞與tyloxapol作用後之細胞內H2O2變化 

Flow cytometric analysis of intracellular ROS content (H2O2) in 
tyloxapol-treated Hela cells. (A) A representative histogram showing the change 
in 2'-7'-dichlorofluorescein (DCF) fluorescence intensity in untreated cells 
(dotted line) and cells treated with 25 μg/mL of tyloxapol for 2 h. (B) DCF 
fluorescence intensities in cells treated with tyloxapol at different dosages and 
for different incubation times. Untreated cells were controls for each 
corresponding incubation period. Data are expressed as means ± standard 
deviation (SD) of three experiments done twice.  
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圖六、Hela細胞與tyloxapol作用後之細胞內O2
−變化 

Flow cytometric analysis of intracellular ROS content (O2
−) in tyloxapol-treated 

Hela cells.(C) A representative histogram showing the change in ethidium  
fluorescence intensity in untreated cells (dotted line) and cells treated with 50 
μg/mL of tyloxapol for 4 h. (D) EB fluorescence intensities in cells treated with 
tyloxapol at different dosages and for different incubation times. Untreated cells 
were controls for each corresponding incubation period. Data are expressed as 
means ± standard deviation (SD) of three experiments done twice.  
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U-937 細胞與 tyloxapol 作用後之粒線體膜電位變化 

Flow cytometric analysis of mitochondria membrane potential (ΔΨm) on 
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圖七、

tyloxapol-treated U-937 macrophages. (A) A representative histogram showing 
the change in R-123 fluorescence intensity in untreated cells (dotted line) and in 
cells treated with 25 μg/mL of tyloxapol for 2 h. (B) R-123 fluorescence 
intensities in cells treated with tyloxapol at different dosages and for different 
incubation times. Data are expressed as means ± standard deviation (SD) of 
three experiments done twice.  
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Hela 細胞與 tyloxapol 作用後之粒線體膜電位變化 

Flow cytometric analysis of mitochondria membrane potential (ΔΨm) on 
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圖八、

tyloxapol-treated Hela cells. (A) A representative histogram showing the change 
in R-123 fluorescence intensity in untreated cells (dotted line) and in cells 
treated with 25 μg/mL of tyloxapol for 2 h. (B) R-123 fluorescence intensities in 
cells treated with tyloxapol at different dosages and for different incubation 
times. Data are expressed as means ± standard deviation (SD) of three 
experiments done twice. 
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圖九、U-937 細胞與 tyloxapol 作用後之細胞大小與複雜度變化 

Flow cytometric analysis of forward scatter (FSC) and 90  side scatter (SSC) on °
U-937 macrophages treated with tyloxapol at different dosages for different 
incubation times. 
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圖十、Hela 細胞與 tyloxapol 作用後之細胞大小與複雜度變化 

Flow cytometric analysis of forward scatter (FSC) and 90  side scatter (SSC) on °
Hela cells treated with tyloxapol at different dosages for different incubation 
times. 
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U937 細胞與 tyloxapol 作用後細胞週期分析 

Cell cycle analysis of U-937 macrophages treated with tyloxapol at different 
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圖十一、

dosages and for different incubation times. The percentage of each phase that 
cells were in was expressed as a percentage of diploid. The experiments were 
repeated three times with similar results . 
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圖十二、Hela 細胞與  

Cell cycle analysis of Hela  with tyloxapol at different dosages and 
for different incubation tim phase that cells were in 
was expressed as a percentage of diploid. The experiments were repeated three 
time ilar results . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

tyloxapol 作用後細胞週期分析

 cell treated
es. The percentage of each 

s with sim

 62



 
 
 
 

Hela 細胞與 tyloxapol 作用後細胞產生凋亡作用 

ell cycle analysis of Hela cells treated with tyloxapol at different dosages and 
or different incubation times. The percentage of each phase that cells were in 
as expressed as a percentage of diploid. The experiments were repeated three 
mes with similar results. 
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Tyloxapol 對受 LPS 刺激後之 U937 細胞產生抗氧化作用 

low cytometric analysis of the antioxidant properties of tyloxapol in 
acrophages activated by LPS for 1 h tyloxapol-pretreatment times. Data was 

lotted as curves of ethidium bromide (EB) fluorescence intensity of (a) control 
ntreated macrophages; (b) cells stimulated by 1 μg/mL LPS for 21 h, and cells 
re-treated with (c) 25μg/mL, (d) 50 μg/mL, (e) 250 μg/mL, and (f) 500 μg/mL 
f tyloxapol for 1 h and then stimulated with 1 μg/mL of LPS for 21 h . 

a. Control 
b. LPS (1μg/mL) 
c.  25 μg/mL 
d.  50 μg/mL 
e. 250 μg/mL 
f. 500 μg/mL 

圖十四、
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Tyloxapol 對受 LPS 刺激後之 U937 細胞產生抗氧化作用 

low cytometric analysis of the antioxidant pr oxapol in 
acrophages activated by LPS for 2 h tyloxapol-pretreatment times. Data was 

lotted as curves of ethidium bromide (EB) fluorescence intensity of (a) control 
ntreated macrophages; (b) cells stimulated by 1 μg/m , and cells 
re-treated with (c) 25μg/mL, (d) 50 μg/mL, (e) 250 μg/mL, and (f) 500 μg/mL 
f tyloxapol for 2 h and then stimulated with 1 μg/mL of LPS for 21 h . 

a. Contro
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b. LPS (1μg/mL) 

f. 500 μg/mL 

c.  25 μg/mL 
d.  50 μg/mL 
e. 250 μg/mL 
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Tyloxapol 與 U-937 細胞作用產生 ROS 變

low cytometric analysis of intracellular ROS content ( H2O2 and O2
−) in U-937 

acrophages treated with tyloxapol for 1 h followed by removing tyloxapol 
rom the culture medium and further incubated for 21 h. Data are plotted as 
urves of (A)2'-7'-dichlorofluorescein (DCF) and (B)ethidium bromide (EB) 
luorescence intensities of (a) control untreated macrophages, and cells treated 
ith (b) 25 μg/mL, (c) 50 μg/mL, (d) 250 μg/mL, and (e) 500 μg/mL of 
loxapol for 1 h followed by removing tyloxapol from the culture medium and 
cubated for an additional 21 h. 

a. Control 
b.  25 μg/mL 
c.  50 μg/mL 

A、DCF(Recoverd) 
     1h 

Events 

e. 500 μg/mL 
d. 250 μg/mL 
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Tyloxapol 與 U-937 細胞作用產生 ROS 變化的可逆性 

low cytometric analysis of intracellular ROS content ( H2O2 and O2
−) in U-937 

acrophages treated with tyloxapol for 2 h followed by removing tyloxapol 
rom the culture medium and further incubated for 21 h. Data are plotted as 
urves of (A)2'-7'-dichlorofluorescein (DCF) and (B)ethidium bromide (EB) 
luorescence intensities of (a) control untreated macrophages, and cells treated 
ith (b) 0 μg/mL, (d) 250 μg/mL, g/mL of 
loxapo ollowed by removing tyloxapol from ium and 
cubated for an additional 21 h. 
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e. 500 μg/mL 
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     2h 

B、HE(Recoverd) 
     2h 

e. 500 μg/mL 
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low ) in tyloxapol and 
AC-treated Hela cells. A representative histogram showing the change in 

thidium  fluorescence intensity in untreated cells (A) ,cells pretreated with 
0mM NAC for 15min. followed by adding 500 μg/mL tyloxapol for 1h（B）, 
nd cells treated with 500 μg/mL tyloxapol for 1h（C）. 

A 
B：256.95 

Fluorescence intensity (a.u.) 
A：40.58 

C：141.81 
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NAC 對 Hela 細胞的抗氧化作用 圖十八、

F cytometric analysis of intracellular ROS content (O2
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low cytometric analysis of intracellular ROS content (O2 ) in tyloxapol and 
PI-treated Hela cells. A representa ram showing the change in 

thidium  fluorescence intensity in u lls (A) ,cells pretreated with 
0μM DPI for 15min. followed by adding 500 μg/mL tyloxapol for 1h（B）, and 
ells treated with 500 μg/mL tyloxapol for 1h（C）. 

Fluorescence intensity (a.u.) 
A：38.99 
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B：51.65 
C：67.98 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DPI 對 Hela 細胞的抗氧化作用 圖十九、

−F
D tive histog
e ntreated ce
1
c
 
 
 
 
 
 
 
 

 69



 
 
 
 

Tyloxapol 結構式 

圖

 
 
 
 
 
 
 
 
 

附圖一、

 
 
 

 
 

二、活性氧分子（ROS）在細胞內的轉變與對細胞的傷害 附
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Cell-counting kit-8 測細胞存活率之化學反應與結構式 

圖四、細胞毒性測試之實驗步驟 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

附圖三、

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

附

 
 

ELISA reader at 450~595nm 

100 μL culture medium 

Incubate for 1 , 2 , 4 , 8 h

Cells (1 × 10 , treated or untreated with tyloxapol) 4

10 μL cell-counting kit solution  

ELISA reader at 450~595nm 

100 μL culture medium 

Incubate for 1 , 2 , 4 , 8 h

Cells (1 × 10 , treated or untreated with tyloxapol) 4

10 μL cell-counting kit solution  10 μL cell-counting kit solution  
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附圖五、DCFH-DA 螢光染劑之作用原理 

 

 

圖六、檢測H2O2的變化之實驗步驟 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

附

HH22OO22

DCFH-DA

DCFHDCFH--DADA

DCFHDCFH

DCFDCF

Hydrolysis

Oxidation

(2’-7’-dichlorofluorescein)
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DCFH-DA

DCFHDCFH--DADA

DCFHDCFH

DCFDCFDCFDCF

Hydrolysis

Oxidation

(2’-7’-dichlorofluorescein)

Cells (1 × 106/well, treated or untreated with tyloxapol) 

Incubate for 1 , 2 , 4 h

Centrifuge at 1500 rpm , 10 min

15 min 

Flow cytometry studies 

10 μM Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA)  

Cells (1 × 106/well, treated or untreated with tyloxapol) 

Incubate for 1 , 2 , 4 h

Centrifuge at 1500 rpm , 10 min

Cells (1 × 106/well, treated or untreated with tyloxapol) 

Incubate for 1 , 2 , 4 h

Centrifuge at 1500 rpm , 10 min

10 μM Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA)  

15 min 

Flow cytometry studies 

10 μM Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA)  10 μM Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA)  

15 min 

Flow cytometry studies 
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附圖七、HE 螢光染劑之作用原理 

 

 

圖八 2

 

 
 

 
 

Cells (1 × 106/well, treated or untreated with tyloxapol) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

附 、檢測O -的變化之實驗步驟 

 

Incubate for 1 , 2 , 4 h

Centrifuge at 1500 rpm , 10 min

5μm Hydroethidine (H   E)

15 min 
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5μm Hydroethidine (H   E)5μm Hydroethidine (H   E)

Flow cytometry studies 

15 min 

5 μM Hydroethidine（HE） 

Flow cytometry studies 
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附圖九

 

 

圖十、粒線體膜電位的測定之實驗步驟 

 
 

、R123 螢光染劑之結構式 

 
 
 
 

Cells (1 × 106/well, treated or untreated with tyloxapol)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

附

15 min 

Incubate for 1 , 2 , 4 h

Centrifuge at 1500 rpm , 10 min

Cells (1 × 106/well, treated or untreated with tyloxapol) 

10 μM Rhodamine-123 (R-123) 

Flow cytometry studies 

15 min 

Incubate for 1 , 2 , 4 h

Centrifuge at 1500 rpm , 10 min

Cells (1 × 106/well, treated or untreated with tyloxapol) 

Incubate for 1 , 2 , 4 h

Centrifuge at 1500 rpm , 10 min

10 μM Rhodamine-123 (R-123) 10 μM Rhodamine-123 (R-123) 10 μM Rhodamine-123 (R-123) 

Flow cytometry studies Flow cytometry studies 
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附圖十

 

圖十二、細

 

 

一、細胞大小與細胞內胞器複雜度測定 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

附 胞週期之流式細胞儀分析圖 
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 Cells (1 × 106, treated or untreated with tyloxapol)

Incubated with DNA staining solution 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖

 
 
 
 
 
 

附 十三、細胞週期分析之實驗步驟 

 
 
 
 
 
 
 

Flow cytometry studies 

30 min 

(40 μg/mL propidium iodide and 100 μg/mL RNase A in PBS) 

for 12 h, 4°C 

Fixation solution ( 70% ethanol and 30% PBS, 4°C ) 

Centrifuge at 1200 rpm , 10 min

Incubate for 1 , 2 , 4 h

Cells (1 × 106, treated or untreated with tyloxapol)

Incubated with DNA staining solution 

Flow cytometry studies 
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Fixation solution ( 70% ethanol and 30% PBS, 4°C ) 

Centrifuge at 1200 rpm , 10 min

Incubate for 1 , 2 , 4 h

Flow cytometry studies 
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g/mL RNase A in PBS) (40 μg/mL propidium iodide and 100 μ

Flow cytometry studies 

30 min 
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for 12 h, 4°C 

Fixation solution ( 70% ethanol and 30% PBS, 4°C ) 
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Fixation solution ( 70% ethanol and 30% PBS, 4°C ) 

Centrifuge at 1200 rpm , 10 min

Incubate for 1 , 2 , 4 h
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附 十四、Tyloxapol 對受 LPS 刺激後的 U937 細胞產生抗氧化作用之實驗

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Detect intracellular H2O2 content Detect intracellular O2
− content

Incubated with LPS, 21 h

Cells (1 × 106, treated or untreated with tyloxapol) 

Incubate for 1 , 2 , 4 h
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− content

Incubated with LPS, 21 h

Detect intracellular H2O2 content Detect intracellular O2
− content
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− content
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Wash three times with PBS buffer 

Cells (1 × 106, treated or untreated with tyloxapol) 

Incubate for 1 , 2 , 4 h

Wash three times with PBS buffer 
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