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一.中英文摘要 
 
在一般水體環境中常可發現的化學物

質，除傳統的指標污染物外，近年也

增加了讓許多學者與環保人士相當關

注的仿雌激素，但水中也同時存在其

他化合物，這些物質是否會影響其他

污染物所產生的危害性？目前尚無定

論。運用性激素作用的生物指標可評

估此類物質的存在於環境中或其所產

生的影響，其所代表的也是生物所暴

露的所有物質的綜合效應 (或淨效
應)，包括不同物質之間的交互影響，
而由於不同類型的化合物可採用不同

特定的生物指標，因此，藉由同時運

用這些指標，我們不僅可加以找出其

之間的關連性，並且瞭解化合物之間

的混和效應為何？本計畫旨在探討不

同仿雌激素之間以及其與其他類型污

染物對魚體的混和效應為何？我們以

生物指標作為觀察終點，評估生物/生
化層面(生化指標)的作用與細胞/組織
影響(組織病理指標)的關連性。 
 
研究結果顯示 17-β estradiol (E2)與
nonylphenol 對 青 將 魚 體 內 的

vitellogenin誘發作用(induction)皆會受
到 BNF(β-naphthoflavone) 與

benzo(a)pyrene (BaP)的影響而減少，而
後 者 (BNF 與 BaP) 對 魚 體 內肝 臟
CYP1A酵素(以EROD的活性表示)的
誘發作用卻不受前者明顯之影響，但

兩者卻會互相影響。 
 
關鍵字 : 卵黃蛋白前質、青魚將魚、

BaP、壬基酚 
 
Abstract  
In modern world, it is very common to 
found various chemicals present in water 
systems, which can use different 
pollution indicators to define. But in 
recent years, a group of chemicals, 
namely xenoestrogens, has also been 
found in the aquatic environment, and 

the associated ecological or human 
health consequences are still not fully 
understood. Bioindicators regarding the 
impact of these chemicals in the animals 
are used frequently, and represent the 
total or net effects of all the coexistent 
chemicals, which including the 
interaction between different chemicals. 
Since different bioindicators can be 
applied to different kinds of chemicals, 
it is rational to use such approach to 
explore the possible interactions 
between various chemicals which exert 
their effects through different toxic or 
biochemical mechanisms.  
 
The main goal of this study is to 
understand the mixture effect between 
different xenoestrogens and with other 
kinds of aquatic pollutants, such as 
CYP1A inducers. Bioindicator approach 
was used and the connections between 
biochemical, cellular, and tissue level 
were also demonstrated. 
 
The results showed that both 
BNF(β-naphthoflavone) and 
benzo(a)pyrene (BaP) can negatively 
influence the induction of vtg by 17-β 
estradiol (E2) and nonylphenol (NP) in 
male medaka, however, their ability to 
induce EROD activity were not affected 
obviously by those two xenoestrogens, 
which could affect each other.  
  
Keywords: vitellogenin ; Japanese 
medaka ; EROD ; BNF ; BaP; 
Nonylphenol. 
 
二.緣由與目的 
 
生物指標(biomarker 或 bioindicator)泛
指生物體能夠反映環境因子變化產生

影 響 的 指 標 。 不 論 是 生 化 的

(biochemical)、生理的(physiological)、
組織結構(morphological or structural)
的反應或現象，吾人皆可善加利用於

不同環境污染的檢測，並可作為協助

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 3 

傳統環境化學分析的缺點與不足之

處。除此之外，由於多數的生物指標

具高敏感度的特性，且達可偵測範圍

之時，生物體內可能尚未產生明顯的

危害，因此，其也具有污染早期預警

之功能。 
 
在環境毒理的研究中，最令專家學者

感到困擾的是不同污染物對生物體同

時作用所產生的混合效應 (mixture 
effects)。環境中的生物在一般的狀況
下，多數時候是同時暴露於不同的污

染物。近年來，在水體中最受重視的

化學污染物當屬環境賀爾蒙物質

(environmental hormones)，或稱內分泌
干 擾 物 (endocrine disrupting 
chemicals)。環境荷爾蒙物質所造成的
危害目前已經成為全球環境主要關心

的問題，其釋放的來源必須加以監測

及管制。水體為接受環境荷爾蒙物質

的主要受體之一，影響的層面擴及水

中生態系統，其可能會經過食物鏈的

傳遞甚至會對人體造成危害。 
 
目前為止，研究學者最常利用的生物

指標應為 VTG的誘導。由於生物體內
VTG 的增加是源自於雌激素的刺激，
而在此作用下，在理論上同時也將導

致生殖組織的結構、形態上的改變

(如，進而對其生殖作用產生影響。然
而，生物體內的 VTG增加是否就一定
代表其體內生殖器官或組織會改變(並
影響生殖作用)?造成前者反應的劑量
或時間是不同於後者的？何者是較敏

感的反應終點？不同發育階段的暴露

是否會產生不同的影響？這些問題皆

仍有待更進一步的研究方能釐清。儘

管如此，許多學者皆同時利用兩種反

應終點，既 VTG誘導的生化改變以及
生殖腺體中 testis-ova(或 ova-testis)的
組織病變，作為測試賀爾蒙效應的指

標。Christiansen等人(1998)發現將江鱈
(eelpout)暴露於 nonylphenol與E2會產
生前述兩種反應並且是在同樣的暴露

設計中顯現，而 Kang 等(2002)也發現
暴露於 E2 21 天的青將魚會同時產生
兩種反應；Sole等人(2001)也建議使用
鯉魚以及配合兩種終點(指標)作為檢
測歐洲不同水域受環境賀爾蒙物質污

染的方法。 
 
生 物 體 內 複 合 功 能 氧 化 酵 素

(mix-function oxygenase， MFO)為多
數生物體內之袪毒系統 (detoxication 
system)主力，並可被多種污染物之誘
發，雖誘導物種類不全然相同於環境

雌激素，但亦可作為作為環境偵測使

用之生物/生化指標。Payen 等(1987)
曾詳細評估以MFO作為水中生物暴露
於環境污染物監測之可行性，並總結

說明具有相當敏感度之MFO誘導可區
分生物對不同水質變化之反應差異，

並可適用於廣泛之地理區域。 
 
既然 VTG 與 MFO(以 CYP1A1 為主)
的誘導皆可作為環境污染的生物指

標，兩者的同時運用應可涵蓋較廣泛

的污染型態，並使生物指標更具有實

質的意義。的確，George 等人(2004)
即利用歐洲比目魚(Platicthys flesus)體
內 VTG 與肝臟 EROD 活性(間接測量
CYP1A1 之定量方法)探討不同水域的
有機物(如 PAHs)的污染程度，並發現
兩者之間的關連性；運用同樣的方

法，長期飽受污染的紐約港的底泥及

水樣也被發現具有同樣的誘導現象

(McArdle et al., 2004)；Sole等人(2002)
也發現這些生物指標具有季節性的變

化以及雌雄之間的差異。不過，

CYP1A1 酵素也同時負責生物體內雌
激素與部分環境污染物的代謝，而過

多的類雌激素(包含內生的與外來的)
刺激是造成體內生殖組織病變的主要

因素，如果這些刺激作用因為代謝效

率的增加而減弱，是否代表其對生理

的影響有可能因此而減少？意即當魚

類(或其他生物)同時暴露於 VTG 以及
CYP1A1誘導物時，是否會發生拮抗作
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用(antagonism)？ 
本計畫旨在探討環境雌激素所產生的

生物效應(如 VTG 的誘導與精巢組織
變異)是否會受到 cytochrome P450 誘
導物的影響，並藉由此兩種生物指標

瞭解之間的關連性。 
 
各工作階段的研究方法與步驟已於原

計畫書中有詳細說明，故不在此贅述。 
 
三.結果與討論 
 
在本計畫工作的第一階段，我們先針

對四種化學物質對雄青魚將魚體內的

VTG及EROD作用探討其劑量與反應
關係。表一顯示當青將魚暴露於不同

水中濃度的物質時，經由統計分析所

求得之EC50值(乃指若將最高EROD誘
導值設為100，則造成50%最高誘導值
的濃度，反之若為抑制作用，則為造

成50%對低抑制值的濃度)。在VTG的
誘導方面，如同預期的，E2與NP的暴
露造成雄青將魚VTG的提升，但是
BNF及BaP由於其本身即為抗雌激素
作用者(anti-estrogenic)，因此受暴露的
雄青將魚體內並未檢測出VTG。此結
果與Navas與Segner兩人之研究結果相
似(2000)。在第二階段的混合物試驗
中，我們即以各化合物對EROD影響作
用的EC25值(整數化)作為暴露濃度。 

圖1a顯示暴露於E2(10 ng/l)的青
將魚其體內EROD活性比空白組有顯
著性的降低，而同時接受BNF (5 μg/l)
或BaP (6μg/l)者，其EROD活性則有大
幅度的增加，前者平均值可達雄空白

組7倍而後者則達5倍之多。但是若將
E2與BNF同時加入，則EROD活性的誘
導確有明顯的降低，僅達4倍，而E2與
BaP的混合物也有同樣的現象，其誘導
的倍數僅達2.5倍。此現象說明E2具有
抑制兩種CYP1A誘導物之EROD誘導
作用，且相當的明顯(具有統計學上顯
著性的差異 )。有趣的是：將兩種
CYP1A誘導物同時暴露於青將魚時，
其EROD活性之增加卻相當有限，可能

表示兩者具有拮抗的作用(antagonistic)
或者是魚體內EROD活性以達極限，然
後者之可能性較低，因兩者之劑量並

未太高，且第一階段實驗的結果指出

青將魚體內之EROD活性最高可被誘
導至高達1500 pmol/mg/min。 
針對E2與BNF或BaP混合物對魚

體內的VTG影響，圖1b顯示BNF與BaP
皆可抑制E2對雄魚VTG的誘發作用，
且以本實驗所使用的劑量，其抑制程

度相當的明顯，兩者皆可抑制多達3倍
之多。 
本實驗亦測試另一種VTG誘導物

(nonylphenol，NP)與BNF或BaP的混合
效應。圖2a顯示雖然NP可顯著地抑制
雄魚EROD活性的作用，但當同時與
BNF或BaP混合時，卻僅對後者(BaP)
的EROD誘發有明顯的抑制的作用。圖
2b的結果與圖1相似，即BNF與BaP皆
可抑制NP所產生的VTG誘導效應，既
使NP相較於E2是較弱的VTG誘導物。 
圖3a顯示兩種仿雌激素雖然對雄

魚體內EROD活性有些微的抑制作
用，但並無顯著性的差異，且此抑制

作用在兩種物質混合之狀況下，並無

特別的明顯。但若就VTG的誘導而
言，其誘發程度似較兩者單獨作用時

的總和為高(34.40+19.65 vs. 83.28)，此
也經統計分析之證實。此現象與

Arukwe等人在2000年做的研究結果似
不相符。 
圖3b表示E2與NP的混合物對雄魚

體內VTG的誘發作用具有弱協助性
(synergistic)，但此現象亦與Arukwe等
人(2000)的研究結果有所不同。不過，
該研究所使用與NP混合之雌激素是
DDT、hexachlorocyclohexane(HCH)、
bisphenol-A等屬於較弱作用之化合
物，其活性及生物特性與E2具有明顯
之差異，此可能是造成觀察結果不同

之原因。 
 
四.計劃成果自評 
以下幾點說明本計劃執行上與原計劃
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出入或缺失之處以及原因的探討: 
1.本計畫原擬探討以活體與離體 (in 

vitro)同時探討混合效應，但由於各
化合物之離體試驗所得之結果並不

理想，其劑量反應關係並未完全建

立，因此並未列入本報告中。。 
2. 以活體進行試驗仍面臨使用數量較
多，且耗時之缺點，如培養之肝臟

初代細胞之成果能相較於活體實驗

之結果，未來將可省時且可節省經

費與人力。 
3.原擬提出之計畫預計三年完成，但因
礙於國科會僅核准一年期的經費，

故在探討混合物效應之環境樣本分

析與生物試驗之工作無法進行，頗

為遺憾。 
4.本次計畫之成果將投稿於 2007 年之

Dioxin2007國際研討會上。 
 
五.參考文獻 
Arukwe A, Yadetie F, Male R, Goksøyr 

A, 2001. In vivo modulation of 
nonylphenol-induced zonagenesis 
and vitellogenesis by the 
antiestrogen, 
3,3_4,4_-tetrachlorobiphenyl 
(PCB-77) in juvenile fish. 
Environmental Toxicology and 
Pharmacology, 10: 5-15. 

Christiansen T., Korsgaard, B. and 
Jespersen, Å. 1998. Effects of 
nonylphenol and 17ß-oestradiol on 
vitellogenin synthesis, testicular 
structure and cytology in male 
eelpout Zoarces viviparus. J. Exp. 
Biol. 201:179 -192. 

George S, Gubbins M, MacIntosh A, 

Reynolds W, Sabine V, Scott A, 
Thain J. 2004. A comparison of 
pollutant biomarker responses with 
transcriptional responses in European 
flounders (Platicthys flesus) 
subjected to estuarine pollution. Mar 
Environ Res. 58(2-5):571-5. 

Kang IJ, Yokota H, Oshima Y, Tsuruda 
Y, Yamaguchi T, Maeda M, Imada N, 
Tadokoro H, Honjo T, 2002, Effect 
of 17b-estradiol on the reproduction 
of Japanese medaka (Oryzias latipes), 
Chemosphere, 47:71-80. 

McArdle ME, McElroy AE, Elskus AA. 
2004. Enzymatic and estrogenic 
responses in fish exposed to organic 
pollutants in the New York-New 
Jersey (USA) Harbor Complex. 
Environ Toxicol Chem. 23(4):953-9. 

Navas JM, Segner H, 2000. 
Antiestrogenicity of 
β-naphthoflavone and PAHs in 
cultured rainbow trout hepatocytes: 
evidence for a role of the 
arylhydrocarbon receptor, Aquatic 
Toxicology 51(1): 79 - 92. 

Payne JF, Fancey LL, Rahimtula AD, 
and Porter EL. 1987. Review and 
perspective on the use of 
mix-functin oxygenase enzymes 
in biological monitoring. Comp. 
Biochem. Physiol. 86C:233-245. 

Sole M, Barcelo D, Porte C. 2002. 
Seasonal variation of plasmatic and 
hepatic vitellogenin and EROD 
activity in carp, Cyprinus carpio, in 
relation to sewage treatment plants. 
Aquat Toxicol. 60(3-4):233-48.

 
 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 6 

表一、不同物質產生 EROD活性或 VTG誘導的 EC50 
 
化合物 E2 NP BNF BaP 
EROD -11.2 ng/l -35.2 ng/l +5.3 μg/l +6.7μg/l 

註：+值表示誘發，-值表示抑制作用。 
 
圖 1A暴露於 E2、BNF、BaP及其混合物之 EROD活性(pmol/mg/min)，CF代
表空白組雌魚、CM代表空白組雄魚、＊代表與 CM組有顯著性之差異。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖 1B暴露於 E2、BNF、BaP及其混合物之相對 VTG值，CF代表空白組雌魚、
CM代表空白組雄魚、＊代表與 E2組有顯著性之差異。 
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圖 2A暴露於 NP、BNF、BaP及其混合物之 EROD活性(pmol/mg/min)，CF代
表空白組雌魚、CM代表空白組雄魚、＊代表與 CM組有顯著性之差異。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
圖 2B暴露於 NP、BNF、BaP及其混合物之相對 VTG值，CF代表空白組雌魚、
CM代表空白組雄魚、＊代表與 NP組有顯著性之差異。 
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圖 3A暴露於 NP、E2及其混合物之 EROD活性(pmol/mg/min)，CF代表空白組
雌魚、CM代表空白組雄魚、＊代表與 CM組有顯著性之差異。 
 

 
圖 3B暴露於 NP、E2及其混合物之相對 VTG值，CF代表空白組雌魚、CM代
表空白組雄魚、＊代表與 E2組有顯著性之差異。 
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