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中文摘要 
過去農業上廣泛使用的農藥與殺蟲劑，及近年來因工業發展所產生的化學物質或環境污染物

質，可能會干擾生物體之正常機能，進而影響生物體的正常機能。這些物質對生物而言，都屬於外

來的物質，統稱為生體異物 (xenobiotics)。這些脂溶性的毒性物質可被生物體內之解毒酵素系統作

用，包括細胞色素 P450 (cytochrome P450，CYP) 的單氧酶系統 (monooxygenase)，而轉變成水溶

性的代謝產物再排出體外，以減少對生物體的傷害。Cytochrome P450 為一可誘導的蛋白質 
(induction protein)，會因環境污染物的誘導，而使其在生物體內的含量升高。魚類的 cytochrome P450
可被一些常見的污染物質如 polychlorinated biphenyls (PCBs)、ploycyclic aromatic hydrocarbons 
(PAH)、dioxins、石油產品或農藥等所誘導產生。Cytochrome P450 的活性經誘導產生後，通常會維

持一段時間，因此常用來作為環境毒物學或環境污染監控的指標。因此，cytochrome P450 似乎可

以作為環境是否遭受污染的生物指標 (biomarker)。魚類的 cytochrome P450 1A (CYP1A)，目前已經

評估用來發展作為監測水域環境受到生體異物污染的一種指標。本研究即在於建立吳郭魚

(Oreochromis niloticus × O. aureus) 肝臟中的 cytochrome P450 的免疫分析方法，及快速且便利的測

定 cytochrome P450 的含量，可作為環境毒物學及環境污染監控的指標測定之用。亦可以用來做為

魚類對於生體異物代謝研究之指標。包括自吳郭魚肝臟中分離純化 cytochrome P450 並製作吳郭魚

cytochrome P450 之多株抗體，並建立吳郭魚 cytochrome P450 的免疫分析方法。經由本計劃的執行，

已建立吳郭魚肝臟中的 cytochrome P450 的免疫分析方法，將繼續以此方法應用在環境污染、毒物

學、藥理學及食品衛生方面的研究之上。 

英文摘要 
Large amounts of some man-made chemicals have been released into the environment.  These 

chemicals include classical environmental pollutants, such as DDT and its metabolites, aromatic 
hydrocarbons, many of polychlorinated biphenyls (PCBs), alkylphenols and others.  All these chemicals 
can have profound influences on physiology and survival, and hence destroy stable populations.  These 
organic compounds were foreign to the organism.  The term “xenobiotic” was coined to cover all 
compounds that are “foreign” to the organism under study.  Xenobiotic metabolizing enzymes are 
involved in the biotransformation of lipophilic xenobiotics into more polar metabolites for excretion.  
Cytochrome P450 (CYP)-dependent monooxygenase are a family of xenobiotic metabolizing enzymes.  
In a number of field and laboratory studies, the response of this enzymes to widespread environment 
pollutants such as PCBs, polyaromatic hydrocarbons (PAH), dioxins, oil compounds, pesticides, and so on, 
has been demonstrated and validated.  The induction of cytochrome P450 in fish has been evaluated as a 
sensitive, convenient, early warning signal of organic xenobiotics in the aquatic environment.  The 
objective of this study is to development the immunoassay method to be a biomarker that in regarded as 
powerful and informative tool in ecotoxicology and environmental management.  The study include ① 
purification of cytochrome P450 of tilapia (Oreochromis niloticus × O. aureus), ② induction of 
polyclonal antibody and development immunoassay for cytochrome P450 of tilapia. 
 
Key word:  cytochrome P450, tilapia, immunoassay 
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一.  研究計畫之背景及目的。 

隨著人類活動與農業、工業的發展，造成環境惡化，例如工廠經常排出大量廢水，因此造

成環境存在許多工業產生的重金屬與有機物質等污染物；另外，又有農業過度使用殺蟲劑與農

藥及家庭廢水的排放等污染。這些污染物由廢水排放進入河川及海洋中，並累積在沉積物中，

隨著環境的變化，沉積物中的污染物再釋入水中，並經由生物的累積 (bioaccumulation)，影響

整個生態體系 (1)。其中，直接受到衝擊的首先是水生資源，過去本省多處河口與沿岸常有遭受

到污染的報導。其中魚類經由食物鏈，生物濃縮的步驟，使得污染物在魚體的濃度增加幾百倍

甚至幾千倍，所以經由魚體測試毒性反應常是水污染的指標之一 (1)。 

傳統上，以直接測定生物體內之生體異物或其代謝物的含量來了解生物體是否遭受污染。

但由於一般生物遭受的生體異物污染量極低，基於靈敏度的限制，無法以一般傳統方法進行檢

測，且生體異物在生物體內被快速轉化而排出，故以傳統方法檢測生體異物有其困難的地方。

因此另一個檢測生體異物的方法即為以生體異物代謝酵素的活性作為指標，藉由生體異物誘發

生物體中的生體異物酵素活性，來了解生物是否遭受到生體異物的污染。Cytochrome P450 即是

一種可誘導的蛋白質 (induction protein)，會因環境污染物的誘導，而使其在生物體內的含量升

高。魚類的 cytochrome P450 1A (CYP1A)，目前已經評估用來發展作為監測水域環境受到生體

異物污染的一種指標 (25-29)。Cytochrome P450 的活性經誘導產生後，通常會維持一段時間，

因此常用來作為環境毒物學或環境污染監控的指標。 

Cytochrome P450 可藉由比色法 (30)、酵素反應分析 (31)、免疫化學(21, 32-34) 方法及測

定 mRNA (27) 來分析其含量。比色法及酵素反應分析法，最為常見且便利，但主要受到樣品的

狀態所影響，在不適合的採集與貯存樣品的條件，或者樣品中存在誘導物質與生體異物的拮抗

劑也都會明顯影響 cytochrome P450 活性的測定 (30-31)。而以魚類 cytochrome P450 的 cDNA 序

列所設計的 mRNA 分析方法，也由於 mRNA 的測定易受到樣品狀態所影響，故不適合大量的

樣品測定 (27)。而目前所發展 cytochrome P450 的測定方法中，以免疫化學方法之特異性最高，

且不受 cytochrome P450 的活性所影響。其中，又以 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
為快速節省時間的方法，可同時分析大量的樣品，故較適合作為環境毒物學或環境污染監控的

指標測定之用 (32-34)。 

本計劃即以吳郭魚 (Oreochromis niloticus × O. aureus) 作為研究的材料，並選擇以水源和

水生生物群的主要污染物-五氯酚 (pentachlorophenol , PCP) 作為 cytochrome P450 的誘發劑，來

進行溶出、分離及純化吳郭魚肝臟 cytochrome P450。同時亦製作吳郭魚肝臟 cytochrome P450
之抗體並建立免疫分析方法。可以提供環境污染調查分析或者魚類的生體異物代謝研究之用。 
 
二. 研究方法 

(1) 實驗用吳郭魚 
實驗用吳郭魚苗由台南縣之養殖場購買，於實驗室之玻璃魚缸 (110×50×52 cm) 中蓄養至

150±50 g 大小後再進行實驗。 
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(2) 吳郭魚肝臟 cytochrome P450 之誘導 
每 100 g 吳郭魚全重注射 0.625 mg PCP 來誘導吳郭魚肝臟中 cytochrome P450 的產生。以

aryl hydrocarbon hydroxylase (AHH) 及 7-ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) 等 (31) 來監測

cytochrome P450 被誘導產生的量。 

(3) 吳郭魚肝臟 microsomes fraction 之分劃 
選擇最佳誘發的條件飼養吳郭魚，再解剖取其肝臟進行實驗。由於 cytochrome P450 主要存

於分離的 microsomes 中，因此依照 Omura and Sato (35) 之方法進行 microsomes 的分劃。將肝

臟組織以 1.15% KCl 漂洗兩次，去除血塊，再以 Potter-Elvehjem homogenizer 研磨，磨碎後之

組織，在冷卻離心機中 2,000×g，10 min，可得上澄液及沈澱。再將上澄液以 100,000 ×g 離心 1 h，
所得的沈澱即為 microsomes fraction。將以此 microsomes fraction 作為純化 cytochrome P450 的材

料。 

(4) 以介面活性劑抽出吳郭魚肝臟 cytochrome P450 
由於 cytochrome P450 主要存在於內質網膜之上，經由分離後內質網膜是以 microsomes 的

型態存在。因此在純化分離 cytochrome P450 之前，必須以介面活性劑 (或稱清潔劑)，將其自內

質網膜上溶出。一般常用來溶出 cytochrome P450 的介面活性劑有 sodium cholate、Emulgen 及

Lubrol-PX等 (36)。本研究以 sodium cholate及Triton X-100溶出吳郭魚肝臟 microsomes fractions
中之 cytochrome P450，找出最適合的解離條件，再進一步進行純化分離。 

(5) 以層析法分離吳郭魚肝臟 cytochrome P450 
分離不同的蛋白質必須要考慮到不同蛋白質的特性，目前己有數種層析方法可應用在分離

純化 cytochrome P450 (36-42)。本計劃將參考 Wang and Ueng (43) 的方法，嘗試以

Octylamino-Sepharose chromatography、diethylaminoethyl (DEAE) chromatography 及

CM-Sepharose、hydroxylaptite 等層析方法進行分離純化 cytochrome P450。 

(6) 以 SDS-Polyacrylamide electrophoresis (SDS-PAGE) 分離與鑑定 ZnBP 
以不同層析法分離而得之分離液，將以SDS-PAGE判斷其bands，以鑑定分離出的cytochrome 

P450 之純度。SDS-PAGE 擬參照 Bollag 等之方法 (44)。 

(7) cytochrome P450 抗體之製備： 
上述純化所得之 cytochrome P450，將作為抗原來製作多株抗體。為避免不必要的干擾影響

抗體的誘發，將參考 Harlow and Lane (45) 之方法將 cytochrome P450 進行 SDS-PAGE 後，再挖

起該蛋白質 band 的膠體進行 electroelution，再進一步進行凍濃縮以得到純度較高的 cytochrome 
P450 為抗原。參考 Harlow and Lane (45) 之方法進行 cytochrome P450 多株抗體 (polyclonal 
antibody) 的製作。以小白鼠做 (BALB/C) 為實驗動物。 

(8) 測定 cytochrome P450 的 ELISA 方法的建立 
參考 Maryland (46) 及 Hong et al. (47) 之方法建立 ELISA。並以 ELISA 測定血清

中”cytochrome P450 抗體” 的力價。 

(9) Western blotting 
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參考 Copeland (48) 之方法進行 Western blotting，以確定 cytochrome P450 在 SDS-PAGE 上

之位置及抗體是否具有專一性。 

 (10) 各種生化性質的測定 
a. Cytochrome P450 含量：利用 reduced cytochrome P450 與 CO 結合後，在 450 nm 下有最大的

吸光的特性來測定其含量 (30)。 
b. Aryl hydrocarbon hydroxylase (AHH) 及 7-ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD): 參考 Whyte et 

al. (31) 的方法來測定。 
c. 蛋白質測定：以 Lowry 法測定 (49)。 
 
三 結果與討論 

(1) 最佳誘發吳郭魚肝臟 cytochrome P450 條件的選擇。 
        如 Table 1 所示，以注射 PCP (0.625 mg/100g ) 的方式，可明顯的誘導 cytochrome P450

的產生，同時其單加氧酶的活性如 Aryl hydrocarbon hydrolase、Ethoxycoumarin-O-deethylase 
(ECOD)、Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)等均明顯的增高，但對 Aniline-4-hydroxylase
及 Aminopyrine-N-hydroxylase 並無多大的影響。 

(2) 製備吳郭魚肝臟 microsomes fraction。 
        如 Figure 1。 

(3) 以界面活性劑自 microsomes fraction 抽出 cytochrome P450，並選擇最適合的抽出條件。 
        如 Table 2 所示，以 sodium cholate 及 Triton X-100 可抽出 90.9% cytochrome P450。 

(4) 以不同的層析法，嘗試分離、純化 cytochrome P450。 
     純化流程如 Figure 1 所示，以 Octylamino-Sepharose (Figure 2)、DEAE-Sepharose (Figure 

3) 及 CM-Sepharose (Figure 4) 、hydroxylaptite (Figure 5)等層析方法進行分離純化

cytochrome P450。以 SDS-PAGE 分析各純化過程之蛋白質，如 Figure 6 所示，可在 45 kDa
附近得到單一的蛋白質色帶，將再進一步研究此蛋白質與其他 CYP 之差異性。吳郭魚肝臟

CYP 之純化「產量」及「倍數」如 Table 2 所示，以吳郭魚肝臟 microsomes 之蛋白質為起

點，以 cytochrome P450 之含量為指標，吳郭魚肝臟之 ZnBP，其純化產量為~0.06%。其純

化倍數為~79 倍。 

(5) 以純化的 cytochrome P450 製備多株抗體。並以 ELISA 測定抗體力價。 
本研究係以 Harlow and Land (1988) 之方法，以小白鼠製備 CYP 之多株抗體。小白鼠

首次免疫 1 周後，血清中的抗體力價即明顯增加，經 3 次的加強免疫後，CYP 的抗體力價

即可逹到 1/6,400。在第四次加強免疫 (9 周後)，血清的抗體稀釋曲線如 Figure 7。與注射

前的血清的抗體稀釋曲線比較，其 CYP 抗體的力價明顯的增加，經測定為 1/8,800。將小

白鼠犠牲進行採血，製得 CYP 抗體。 

(6) 進行 Western blotting，確定抗體是否具有專一性。 
由於多株抗體的特異性較低，故以免疫轉印分析，以了解其對 CYP 是否有專一性的結
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合。Figure 8 為以 CYP 抗體，對 CYP 所進行的免疫轉印分析。比較轉印前的銀染，及轉

印後之 immunoblotting，由此可知該抗體主要的結合蛋白質為 45 kDa 左右的 CYP，得知該

抗體對 CYP 具有專一性的結合。 

四. 計劃成果自評 

本計劃主要為建立吳郭魚肝臟中的 cytochrome P450 (CYP)的免疫分析方法，目的在於快

速且便利的測定 CYP 的含量，而作為環境毒物學及環境污染監控的指標測定之用。 亦可以

用來做為魚類對於生體異物代謝研究之指標。預期未來可以應用在環境污染、毒物學、藥理

學及食品衛生方面的研究之上。為純化吳郭魚肝臟之 CYP，乃將 PCP 以肌肉注射的方式誘導

吳郭魚產生 CYP。 取得肝臟後均質，並以差異式離心法分離 microsome，再自此 microsome
溶出及分離 CYP。由 Octyl-Sepharose、DEAE-Sepharose、CM-Sepharose 及 Hydroxyapatite 
chromatography 等層析方法，已能成功地分離純化出此 CYP。由 SDS-PAGE 之分析，可知此

CYP 之分子量為 45 kDa 左右。同時由吳郭魚肝臟純化的 CYP，己能成功地製成 CYP 多株抗

體，並以此抗體發展出來免疫分析方法，可以做為研究 CYP 的指標。 

 本計劃己將預定之成果完成，完成比率 100%，目前正將此等結果撰寫成報告，向國外

相關期刊投稿中。 由於 95 年度國科會之計劃申請未獲通過，目前正以自費的方式進行進一

步的研究，目前則是以本計劃所製備之 CYP 抗體進行生體異物相關的研究中。預期可得到吳

郭魚對於生體異物代謝的調控機制等結果。 
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