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摘要

體內活性分子（reactive species; RS）的增加會造成氧化壓力（oxidative stress）上升。過多的RS在體內會

去攻擊脂質、蛋白質和DNA，造成氧化傷害（oxidative damage）。以氣相層析/負離子化學游離質譜技術

（gas chromatography/negative-ion-chemical-ionization mass spectrometry）分析F2-isoprostanes（F2-IsoPs），

為目前評估體內脂質過氧化（lipid peroxidation）最可靠的生化指標。F2-IsoPs為花生四烯酸（arachidonic 

acid; AA）的脂質過氧化產物，具有特殊的生物活性，會引起血管收縮與血小板聚集。不論是人體或是動物

實驗中，都證明其含量的多寡和許多與氧化壓力相關的疾病或狀況有關聯。而F4-neuroprostanes（F4-NPs）

為二十二碳六烯酸（docosahexaenoic acids; DHA）的脂質過氧化產物。因為DHA主要存在於腦神經元的細

胞膜上，所以F4-NPs被視為是偵測腦神經元氧化傷害較好的特異性生化指標。本實驗室取動脈瘤破裂所引

發蜘蛛膜下腔出血（aneurysmal subarachnoid hemorrhage; aSAH）病人的腦脊髓液來檢測F2-IsoPs和F4-NPs的

含量，發現aSAH與兩者皆有相關性，代表aSAH的確和體內的氧化傷害程度有關，也反應出病人的腦神經元

受到氧化傷害。F2-IsoPs與F4-NPs受限於其複雜的分析技術與昂貴的分析儀器，難以被廣泛使用。不過這些

生化指標在研究氧化傷害的課題上佔有舉足輕重的地位，對於日後探討與氧化傷害有關之疾病的預測、診

斷及治療具有相當大的幫助。（生醫 2009;2(1):53-67）
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前言

體內活性分子（reactive species; RS）的大量

生成或是抗氧化系統的含量下降，會使得氧化壓

力（oxidative stress）增加。RS是指一些具氧化能

力之活性氧分子（reactive oxygen species）和活

性氮分子（reactive nitrogen species）。這些分子

有些是外層電子軌域含不成對電子的自由基（free 

radicals），有些則否。當DNA、蛋白質或脂質因

RS的攻擊而造成傷害，稱為氧化傷害（oxidative 

damage），其可能會導致疾病產生或是造成

毒、藥物之毒性。氧化壓力在疾病病理機制或
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毒、藥物毒性機制所扮演的角色，於Halliwell和

Gutteridge合著之書中有詳細論述1。因為大多RS的

半衰期很短或易與其他分子反應且易於體外再產

生變化，所以要由生物檢體評估體內RS的含量來

表示氧化壓力的程度並不可靠，且不能代表氧化

傷害之程度。而偵測體內抗氧化物的含量或抗氧

化酵素的活性同樣無法代表氧化傷害的發生。反

之，若能測得氧化傷害產物的增加，必然代表先

有氧化壓力的上升。因此，偵測穩定的氧化傷害

產物作為生化指標才能代表活體中氧化傷害之發

生，且可能與病理變化或疾病狀態更有關聯性。

這些生化指標必須十分穩定地存在體內，不會受

到飲食的干擾，而且可在血液、尿液等易取得的

檢體中偵測得到，才能應用到人體之氧化壓力評

估1。更重要地，在臨床研究或檢驗上，需能使用

具專一性之指標、精確和高敏感度之分析方法、

及能從體液中反應周邊組織之指標，方能確切解

釋氧化壓力與疾病的關係，或作為某種疾病狀態

會造成氧化傷害的最佳佐證。

由Halliwell和Gutteridge合著之書中有介紹各

式DNA、蛋白質與脂質的氧化傷害指標與其分析

之優缺點1。其中有些指標在活體內（in vivo）

無法穩定存在，有些在正常體液中測定不到，有

些在活體內並非專一性指標，或是常用之檢測方

法不具專一性，亦或因用於偵測之檢體無法解釋

組織的變化，而使得許多氧化傷害之指標的使用

在臨床研究上受到質疑，或較難和疾病之致病機

制作一合理的聯結。例如Halliwell和Gutteridge

指出8-hydroxy-2'-deoxyguanosine（8OHdG）為常

見用來分析DNA氧化傷害的指標。雖其為一可靠

之專一性產物，但並非DNA受到RS攻擊後主要

的產物。在分析細胞中8OHdG前，要先將檢體中

的DNA萃取出來，這步驟常會使得未受RS攻擊

的DNA氧化，造成8OHdG生成1。另外，因為不

易取得組織，所以許多臨床研究常是取血液中的

白血球來偵測8OHdG的含量，但是我們很難去證

明白血球中的8OHdG含量可以代表組織中氧化傷

害的狀況。而偵測尿液中的8OHdG雖可代表全身

的氧化壓力狀態，但8OHdG的含量上升不一定就

等於是DNA氧化傷害的增加，也可能是DNA的修

復能力增強所致1。有許多證據也顯示尿液中的

8OHdG含量會受飲食所影響，以上這些因素讓我

們很難去解釋8OHdG與疾病的關係1。另外，蛋

白羰基分析（protein carbonyls assay）和酪氨酸

（tyrosine）之氧化產物（如3-nitrotyrosine）的

分析等常被用作是偵測蛋白質受到氧化傷害的指

標。用於偵測的檢體多半是白血球或血漿，由這

些檢體而來之結果並不能代表組織中的氧化傷害

程度。且蛋白質的氧化傷害產物在體內容易被分

解，加上這些指標的含量會受飲食之影響，因此

降低了蛋白質氧化傷害指標與臨床狀況的相關性
1。常被分析之脂質過氧化（lipid peroxidation）

指標除了本文將介紹之F2- isop ros tanes（F2-

I soPs）類的物質外，還有malond ia ldehyde

（MDA）、4-hydroxy-2-nonenal和脂質過氧化物

（lipid hydroperoxides）等，尤以使用操作簡單之

thiobarbituric acid-reactive substances（TBARS）

分析方法來偵測MDA最為常見。但如Halliwell和

Gutteridge所討論，測定TBARS之方法的專一性

很差，體內很多內生性物質皆可和thiobarbituric 

acid（TBA）反應，因此需以高效液相層析（high 

performance liquid chromatography; HPLC）或

氣相層析/質譜技術（gas chromatography/mass 

spectrometry; GC/MS）等方法測定MDA才具專一

性。但即使如此，MDA仍非脂質過氧化之專一

性產物，因其在活體中可經由二十碳氫類化物

（eicosanoid）代謝產生及受飲食影響1。

DNA氧化傷害或許在癌症這樣的疾病中較重

要，因其會造成DNA在複製過程中產生突變1。但

活體中大部分組織不再有太多DNA複製或合成的

情形時，其在臨床檢體中之增加有時難以解釋在

一些急性病變中如何立即影響組織之功能。而我

們認為，多不飽和脂肪酸普遍存在於細胞上，且

其發生會立即影響細胞膜功能，或許因此在大多

數氧化壓力狀況下較易發生。雖然蛋白氧化也會

立即影響細胞的正常功能，但在臨床研究上通常
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需直接取得組織分析才較有意義，除非是血液疾

病或心血管疾病等，否則體液或血球中的分析結

果可能不太能解釋與組織病變的關係。

目前已知F2-IsoPs為評估體內脂質過氧化或

甚至氧化壓力最可靠的生化指標2。雖然F2-IsoPs

可在活體外（in vitro）自行生成，但因為其不

會被腸道所吸收，所以檢體中的F2-IsoPs含量不

會受到飲食的影響1。即使自1990年發現F2-IsoPs

至今已有892篇文獻以F2-IsoPs探討人類相關問

題，在台灣多數研究者仍對此新興的指標感到陌

生。本實驗室歷經數年的努力，在台灣第一個建

立以氣相層析質譜儀（gas chromatography/mass 

spectrometer; GC/MS）分析生物檢體中F2-IsoPs、

F4-neuroprostanes（F4-NPs）及其部分相關分子之

參考方法。因此，本文以此為主軸，介紹它們在

臨床研究上的重要性。

F2-IsoPs的生成與其在臨床研究
之優勢

多不飽和脂肪酸受到高反應性之自由基—

如氫氧自由基（hydroxyl radical）的攻擊會進行

脂質過氧化反應。在1990年，Jason D. Morrow

和L. Jackson Roberts ,  I I兩位醫師發現了F2-

IsoPs，其為普遍存在於細胞膜上的花生四烯酸

（arachidonic acid; AA）的脂質過氧化產物，

為前列腺素（prostaglandin; PG）的類似物，但

與產生PG之環氧酶（cyclooxygenase）的作用無

關3。有四個雙鍵的AA其結構中有三個氫原子

是在介於兩個雙鍵之間的碳上面，它們易受自

由基攻擊而脫動，形成三種花生四烯酸自由基

（arachidonyl radicals），接著因氧分子的加成作

用產生四種過氧化自由基（peroxyl radicals），

而後的內環化作用（endocyclization）和再一

次的氧分子加成作用，形成四種不穩定的類前

列腺素H2（prostaglandin H2-like; H2-IsoP）之

內過氧化物（endoperoxides），最後進行還原

反應，形成F2-IsoPs2。F2-IsoPs有四種位置異

構物（regioisomers）（圖一），每種位置異

構物又有八個消旋的非鏡像異構物（racemic 

diastereomers），所以理論上一共可形成64種F2-

IsoPs2。

Morrow等人於1990年發現F2-IsoPs之後，

並未對其命名做出明確的定義，四種位置異構

物也只用I-IV來區分其組別3，一直到1997年開

始才出現統一的命名系統。目前常用的命名系

統有兩種，一種是源自Morrow和Roberts實驗室

（Taber等人）所擬之命名系統，此為Eicosanoid 

Nomenclature Committee所認可，且被International 

Union of Pure and Applied Chemistry（IUPAC）

所接受。此命名系統是以羧基上的碳（carboxyl 

carbon）作為C-1，依據這四種位置異構物中羥

基（hydroxyl group）所在之碳的位置，將其分

別命名為5-、12-、8-和15-系列4。另一種則是由

FitzGerald實驗室（Rokach等人）所發展出來的，

依其ω-carbon位置的不同，以III-VI來表示四種位

置異構物5。這三種命名方式的對照表請參照表

一，本篇採用Taber等人的命名方式。

經偵測發現人體內的5-和15-系列之IsoPs含量

比8-和12-系列的多6，其中又以15-F2t-isoprostane

（15-F2t-IsoP）為人體內最主要的F2-IsoPs形式7，

與prostaglandin F2α（PGF2α）互為同分異構物（圖

二）。在未有統一的F2-IsoPs命名方式出現之前，

15-F2t-IsoP 有許多別名，例如8-iso-PGF2α、8-epi-

PGF2α、IPF2α-IV和iPF2α-III都代表15-F2t-IsoP。

15-F2t-IsoP和PGF2α主要的差異在於其生成的方式

不同。PGF2α的生成需靠環氧酶的作用，而且只能

從游離態（free form）的AA來產生，但F2-IsoPs

主要是由細胞膜上的AA經脂質過氧化反應生成酯

化（esterified form）的F2-IsoPs，而後經磷脂酶

（phospholipase）的水解作用（hydrolysis）才能

游離到體液中6。因此，在動物實驗或一些可得人

類組織檢體的情況下，測量酯化形式之F2-IsoPs

能反映出特定組織上脂質過氧化的情形。但在大



圖一、花生四烯酸（arachidonic acid; AA）與

其脂質過氧化產物F2-IsoPs之四種位置異構物

（regioisomers）的化學結構式。

表一、F2-IsoPs之四種位置異構物（regioisomers）的

命名對照表。

Morrow等人於1990

年所訂之命名法3 Taber等人命名法4 Rokach等人命名法5

I 5-系列 VI

II 12-系列 V

III 8-系列 IV

VI 15-系列 III
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部分無法自人體取得組織的情況下，體液中游離

態F2-IsoPs之測定就能反映鄰近組織的氧化傷害

情形。例如：腦脊髓液代表腦部，關節液代表關

節，而血液中的F2-IsoPs則含量代表全身性的氧化

壓力狀態8。至於尿液檢體，由於取得容易，故被

廣為使用。尿液中的F2-IsoPs由血液過濾而來，

但因其含量之變化有可能受到腎臟或泌尿系統影

響，而被質疑是否能代表全身性氧化壓力的情形
2。除了已提到的血漿、尿液和腦脊髓液，支氣

管肺泡沖洗液（bronchoalveolar lavage fluid）、

膽汁、淋巴液、關節液和羊水等體液也可測量

到游離態F2-IsoPs的含量9。另外，在血漿中除了

可以分析游離態F2-IsoPs，也可分析存於脂蛋白

（lipoprotein）上的酯化型F2-IsoPs。雖然血漿中

酯化型F2-IsoPs的含量高於游離態F2-IsoPs，但其

分析方法所需之前處理步驟較為麻煩，又易在體

外產生，因此在收集檢體上造成許多麻煩10。而血

漿中的酯化型F2-IsoPs是在血液中產生的，不似游

離態F2-IsoPs可反映出組織的氧化傷害情形。

如Roberts和Morrow的綜合評論2，在活體中偵

測F2-IsoPs來評估氧化壓力有六大優勢：（1）是

一種穩定的產物；（2）為脂質過氧化的專一性產

物；（3）在所有正常生物性組織和體液中皆可測

得，且能定出其正常範圍；（4）在遭受氧化傷害

的動物模式中，其含量會上升；（5）其含量會隨

著體內抗氧化系統的狀況而改變；（6）其含量並

不會受到飲食的影響。再加上前段所述的優點，

F2-IsoPs之偵測因此在臨床研究上提供許多文獻中

常用之氧化傷害指標所不及之優勢。

F2-IsoPs的生物活性

因為15-F2t-IsoP為人體中最主要的F2-IsoPs形

式，故其生物活性被廣泛研究。目前證實15-F2t-

IsoP除了是氧化壓力指標外，也具有特殊的生物

活性—增加血管收縮、血小板聚集和特定細胞的

增生，這些都與血栓烷A2受體（thromboxane A2 

receptors; TPr's）有關聯11。在增加血管收縮的作

用上，發現不論是在肺、腎、腦、心臟還是視網

膜的血管都可受其影響12，且15-F2t-IsoP可降低因

阿斯匹林（aspirin）而抑制血小板聚集的反應13。

至於血管平滑肌細胞14與內皮細胞15會因15-F2t-

IsoP的存在而刺激其DNA合成及細胞增生。

在Comporti等人的綜合評論性論文中11，認

為15-F2t-IsoP因引發TPr's的活化，使得腎絲球微

血管收縮，以及腎絲球的過濾速率（glomerular 

filtration rate）降低13，這個機制可能和腎衰竭的

形成有關。而Audoly等人指出，15-F2t-IsoP可藉由



圖二、F2-IsoPs和PGF2α的化學結構式。

相對於其環戊烷環（cyclopentane ring）而言，

F2-IsoPs的兩個支鏈（side chain）是同向的（cis 

orientation），PGF2α的則是互為反向（trans 

orientation）。
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活化TPr's來調控血壓的大小與血小板的聚集，可

能對於與氧化壓力和環氧酶活化有關之病症，像

是動脈粥狀硬化（atherosclerosis）或缺血再灌流

傷害（ischemia-reperfusion injury），有重要之影

響16。另外，也發現15-F2t-IsoP會使得視網膜的實

質細胞和內皮細胞內的鈣離子含量短暫地上升，

讓血栓烷（thromboxane）和內皮素（endothelin）

被釋放出來，造成視網膜血管的收縮，這個現象

可能會使早產兒或糖尿病患者產生視網膜病變17。

至於肝臟的星狀細胞（hepatic stellate cell; HSC）

可藉由細胞增生或是改變其表型的方式來促進其

產生基質蛋白（matrix protein），但是卻會引發

脂質過氧化反應。經由實驗證明，以15-F2t-IsoP來

處理HSC，會使得其細胞數量大增，DNA與膠原

（collagen）的合成量增加。但若是抑制了TPr's的

活化，即使以15-F2t-IsoP來處理HSC，上述之反應

也不會產生。而膠原的產生會造成肝臟的纖維化

（fibrosis）或甚至是肝硬化（cirrhosis），所以

15-F2t-IsoP被視為是肝臟纖維化的媒介18。以上這

些例子皆指出，15-F2t-IsoP的特殊生物活性在人體

的病理變化中扮演重要角色。

F2-IsoPs的檢測方法

現行的F2-IsoPs檢測方法分為兩大類，一類是

使用質譜技術（mass spectrometry），另一類則

是進行免疫分析（immunoassay）。在使用質譜

儀這一類上，可利用氣相層析/負離子化學游離質

譜儀（gas chromatography/negative-ion-chemical-

ionization mass spectrometer; GC/NICI-MS）、

液相層析質譜儀（liquid chromatography/mass 

spectrometer; LC/MS）或液相層析串聯質譜儀

（liquid chromatography/tandem mass spectrometer; 

LC/MS/MS）來進行分析。而在免疫分析分析方

面，則是有酵素免疫分析（enzyme immunoassay; 

EIA）和放射免疫分析（radioimmunoassay; RIA）

這兩種19。使用質譜儀分析，其精確度與專一性皆

優於免疫分析法，但缺點是儀器價格昂貴及技術

難度高。

GC/NICI-MS方法是Morrow和Roberts等人所用

來定量F2-IsoPs類分子之參考方法，且對於生物檢

體中分析F2-IsoPs之精確度（accuracy）、準確度

（precision）和偵測極限等皆已做確認20。檢體在

以GC/NICI-MS分析之前，需經過非常繁鎖的純化

過程，故需要大量的勞力及時間來進行檢體的前

處理，無法快速且大量地進行分析。體液中游離

型F2-IsoPs分析的簡單流程示意圖如圖三所示。首

先要將內標準品[2H4]-15-F2t-IsoP和檢體混合，以

便在繁鎖的純化過程中，校正檢體的回收率。之

後將檢體的酸鹼度調成3.0，進行兩次的固相萃取

（solid phase extraction; SPE）。第一次是以C18

管柱做萃取，第二次則是以矽（silica）管柱做

萃取。而後進行衍生化（derivitization），以五

氟溴甲苯（pentafluorobenzyl bromide）將F2-IsoPs

的羧基轉變為pentafluorobenzyl (PFB) ester。接

著進行薄層色層分析（thin-layer chromatography; 

TLC），做進一步的純化。最後再進行一次衍

生化，以bis (trimethylsilyl) trifluoroacetamide

將F2-IsoPs的羥基轉變為trimethylsilyl ester後，

便可以GC/MS作分析。若要分析組織之酯化型

F2-IsoPs，組織需先經Folch溶液萃取並經氫氧

化鉀（potassium hydroxide; KOH）水解酯化的



圖三、以氣相層析質譜儀（gas chromatography/

mass spectrometer; GC/MS）分析法測量體液中

游離形式之F2-IsoPs的前處理步驟。（彩圖詳見

本刊網頁）
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F2-IsoPs成游離態F2-IsoPs，才能進一步繼續用

前述步驟分析。這整個完整的穩定同位素稀

釋質譜分析技術（stable isotope dilution mass 

spectrometric assay）在Morrow的論文中已被詳

盡地描述20,21。GC/MS是選用NICI模式來分析，這

個模式是所有MS的模式中偵測極限最好的。F2-

IsoPs和內標準品[2H4]-15-F2t-IsoP的結果以選擇離

子偵測（selected ion monitoring; SIM）之層析圖

（chromatogram）表示。以圖四來看，F2-IsoPs

因為經兩次的衍生化，結構中的羧基轉變為PFB 

ester，羥基轉變為trimethylsilyl ester，經MS分析

時，因為會去捕抓一低能量電子，使PFB與主結構

分離，轉變為帶有羧酸根的陰離子，所以最後測

得之荷質比（mass-to-charge ratio; m/z）為569.4，

而內標準品[2H4]-15-F2t-IsoP的結構比F2-IsoPs多四

個重氫（deuterium），所以m/z為573.4。這個設

計讓內標準品不會干擾F2-IsoPs的分析，但因兩者

的極性相近，所以滯留時間（retention time）相

同，藉由觀察內標準品[2H4]-15-F2t-IsoP的滯留時

間，可確定檢體中F2-IsoPs訊號波的所在。因為已

知內標準品的質量，藉由計算兩者訊號波高度的

比例，可推算出F2-IsoPs在檢體內的含量。雖然

以GC/NICI-MS分析時是以[2H4]-15-F2t-IsoP作為內

標準品，但是在m/z 569.4所測得的訊號波不僅有

15-F2t-IsoP，還包括其他F2-IsoPs的異構物，因此

以F2-IsoPs表示此訊號波20,22。Mori等人以標準品

驗證在GC/NICI-MS方法中，15-F2t-IsoP所在之訊號

波也包含15(R)-F2t-IsoP和9β,11α-PGF2
23。但目前

在人體體液中，只證實有顯著之15(R)-F2t-IsoP存

在24。而Waugh等人則指出，使用HPLC分離大鼠

組織的部分成分，再用GC/NICI-MS分析F2-IsoPs，

並無法分離出一些5、12和15-系列的位置異構物
22。

在正常人的血漿中，游離態F2-IsoPs的濃

度為35±6 pg/ml，在腦脊髓液中的含量為23±1 

pg/ml，在尿液中的含量為1.6±0.6 ng/mg肌酸酐

（creatinine）20。若不以肌酸酐來校正尿液中F2-

IsoPs的含量，本實驗室使用GC/NICI-MS所測得之

數個正常人的尿液中F2-IsoPs濃度約在300-750 pg/

ml之間。由此可知，尿液中的F2-IsoPs含量遠高於

血漿或腦脊髓液。本實驗室以GC/NICI-MS進行F2-

IsoPs的常規檢測時，不論是正常人之血漿還是腦

脊髓液，其用量只需0.5 ml。這對於檢體量有限之

研究是相當有用的。

使用LC/MS/MS分析法時，在檢體前處理上只

需進行SPE，不需進行TLC步驟，故前處理步驟較

為簡單。不過，其偵測極限不如GC/NICI-MS20,21，

所以現在多用於尿液檢體的檢測，少部分使用在

血漿的檢測上。至於腦脊髓液或其他低含量之體

液，因為F2-IsoPs的含量太低，無法用此法來測

量，目前仍需使用靈敏度較高的GC/NICI-MS方法

來測量。由於一般生物醫學相關實驗室對LC之操

作較熟悉，對於以GC/NICI-MS分析F2-IsoPs感到



圖四、分析人類腦脊髓液中F2-IsoPs的離子偵

測（selected ion monitoring; SIM）層析圖

（chromatogram）。*代表F2-IsoPs。＃代表內

標準品[2H4]-15-F2t-IsoP，其結構式中的D為重氫

（deuterium）。
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陌生及困難，因此會想要建立LC/MS/MS的方法。

然而，因GC/NICI-MS靈敏度較高，可進行各式檢

體中F2-IsoPs的定量分析，其機器之價格又約只有

LC/MS/MS的四分之一，故使用GC/NICI-MS來作為

常規定量方法應較具有經濟效益。

至於定性方面，LC/MS或LC/MS/MS在同時區

分不同位置異構物或特定異構物24-26方面較GC/

NICI-MS為佳。例如，前述用GC/NICI-MS無法區分

之15-F2t-IsoP和15(R)-F2t-IsoP23，用LC/MS/MS可將

這兩者在尿液檢體中區分開來24。不過，在尿液

中，仍以5和15-系列之F2-IsoPs較易被LC/MS偵測

到26。如Milne等人21所評論，雖然至今已有很多

以LC/MS或LC/MS/MS偵測F2-IsoPs的方法被發表出

來，但只有三篇文獻有用生物檢體去驗證其精確

度和準確度等的問題24,27,28。不過，這三篇文獻中

只有Haschke等人有用LC/MS/MS方法測定血漿中

游離形式的F2-IsoPs，其他兩篇則皆測定游離型與

酯化型F2-IsoPs的總和。血漿中酯化型F2-IsoPs含

量豐富，因此偵測時所需之血漿量較只偵測游離

型F2-IsoPs來得少，但其問題如前所述，酯化型F2-

IsoPs易在檢體收集過程中於體外產生，且無法解

釋非血液相關之組織的氧化傷害情況。因此，若

以LC/MS/MS的方法偵測檢體中之F2-IsoPs，或許

可以進一步評估不同的位置異構物或不同的特定

異構物與疾病之相關性是否有所不同，這樣的問

題是目前文獻中較不清楚的，值得進一步深入研

究。然而，如前所述，這樣的探討可能僅限於尿

液，難以擴及所有的檢體和疾病狀況。而且，在

目前可購得之特定異構物標準品有限的情況下，

能夠作這樣探討的F2-IsoPs異構物並不多。

目前已有多個廠商有販售EIA試劑組，不過

檢體在進行EIA測量前仍需要經過SPE和TLC的純

化，否則因為檢體中各項生物分子太多，會干擾

檢測結果。一開始建立此方法時，Wang等人在

檢體進行純化之前，會加入[3H]-TXB2作為內標準

品，以便校正檢體在萃取時所造成的流失29。但是

像[3H]-TXB2這種具放射性的物質處理麻煩，且一

般實驗室未經複雜認證不能操作，也不適合大規

模用於臨床檢驗上。因此後來從文獻上可看出很

多實驗室在進行純化時不加內標準品，或是根本

不進行純化。如此一來無法建立校正每個檢體回

收率的措施，或是因檢體中各項生物分子太多，

讓結果產生很大的變異性。另外，現在市面上常

見的EIA試劑組都使用偵測15-F2t-IsoP的多株抗體

（polyclonal antibodies），不過因為IsoPs、PG及

其代謝產物或同分異構物眾多，以及這些抗體專

一性之驗證不夠，會使結果的可信度降低。本實

驗室之前就發現在使用某廠牌之EIA試劑組時，

若使用純度不高的溶劑或水質有問題的二次水都

會造成嚴重干擾30。有些研究者想發展單株抗體

（monoclonal antibodies）的檢測法21，雖然這樣

做或許可改善分析的專一性，但若未用具放射性

的內標準品，仍無法保證可省去檢體純化步驟或

是解決無法校正檢體純化步驟之回收率的問題。

Proudfoot等人指出，即使使用[3H]-15-F2t-IsoP作為

內標準品，相同的檢體在EIA所測之15-F2t-IsoP和
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在GC/NICI-MS所測之多個F2-IsoPs異構物這兩種方

法測量下，得到的F2-IsoPs濃度差異很大31，所以

其結果不若以GC/NICI-MS所得結論可信。RIA也具

有處理放射性廢液或廢棄物等問題，使此法更難

以在一般實驗室中使用。

F2-IsoPs與人類疾病

因為F2-IsoPs為測量體內氧化壓力最可靠的生

化指標，所以許多探討疾病與氧化壓力關係的研

究都會使用F2-IsoPs。如Basu9,19的綜合評論性論文

中即指出心血管、肺、肝、腎、神經性和發炎性

等疾病都和體內F2-IsoPs之上升有相關性，但是其

中包含一些用EIA方法的結論。本文則是針對有運

用質譜技術分析體內F2-IsoPs含量與疾病之相關性

的論文來做介紹。

心血管疾病如冠狀動脈再灌流（coronary 

reperfusion）的病人，其尿液中的F2-IsoPs含量上

升32，動脈硬化病人的血管組織中F2-IsoPs含量較

高33。肺部疾病方面，像是氣喘34、慢性阻塞性肺

病（chronic obstructive pulmonary disease）35或是

肺部嚴重受損的病人36，F2-IsoPs在尿液或是呼氣

的濃縮物中的濃度也會升高。抽菸易造成心血管

或肺部疾病，這些受試者的血漿中F2-IsoPs含量較

不抽菸者高37。而著名的阿茲海默症（Alzheimer's 

disease）38,39、杭丁頓舞蹈症（Huntington 's 

disease）40與多發性硬化症（multiple sclerosis）
41等神經退化性疾病的病人，其腦脊髓液或腦

組織中的F2-IsoPs會升高，但是在帕金森氏症

（Parkinson's disease）病人的腦組織中則沒有

改變42。動脈瘤破裂所引發的蜘蛛膜下腔出血

（aneurysmal subarachnoid hemorrhage; aSAH）43

或是缺血性中風（ischemic stroke）44等這些中風

病人的腦脊髓液或血漿中，F2-IsoPs的含量也會

上升。第二型糖尿病（type 2 diabetes）病人處於

高血糖狀態時，血液中的F2-IsoPs含量會上升45，

但給予甲型生育醇（α-tocopherol）或混合型生育

醇（mixed tocopherol）可降低F2-IsoPs的含量46。

不過第一型糖尿病（type 1 diabetes）病患的尿液

中，F2-IsoPs的含量與正常人相比並無顯著差異
47。其他如洗腎病患的病人，其體內的F2-IsoPs也

有較高的含量48。由喝酒所引起的肝病（alcohol-

induced liver disease）之病人，其尿液中F2-IsoPs

的含量顯著增加49，正常人若減少喝酒量則有助於

降低血漿中F2-IsoPs的含量50。自體免疫疾病如全

身性硬化症（systemic sclerosis）的病人，其尿液

中的F2-IsoPs含量也會上升51。

另外，較特別的像是遺傳性疾病地中海貧血

（thalassemia）病人，血漿中有較高的F2-IsoPs

含量，這可能是因為其血紅素的生成有缺陷，

易引起溶血，使得體內的氧化壓力增加52。而粒

線體（mitochondrion）的電子傳遞鏈（electron 

transport system; ETS）為體內產生RS的主要地方
1，因此粒線體DNA的突變在醫學上受到重視。像

是Canter等人首度證實粒線體DNA A8344G突變的

家族中，若其異質性（heteroplasmy）的比率較

高，其血漿中F2-IsoPs的含量隨之上升，日後發病

的機率也因此提升53。

胎兒或新生兒體內的氧化壓力狀態如成人

一般，也可經由測量F2-IsoPs的含量來呈現。像

是Comporti等人就取新生兒的臍靜脈血漿來測

量其體內的氧化壓力大小，結果發現新生兒血

漿中的F2-IsoPs含量比成人高出許多，且早產兒

血漿中的F2-IsoPs含量又明顯高於足月出生的嬰

兒，這些現象可能源自於嬰兒體內RS和抗氧化系

統的不平衡54。但是Reuter等人卻發現，新生兒

的尿液中F2-IsoPs含量與支氣管和肺的發育障礙

（bronchopulmonary dysplasia）沒有相關性，這可

能是受測者數量太少，產生第二型錯誤（type II 

error）所致55。

此外，時常發現不同的團隊在研究某一疾病

與F2-IsoPs的關係上出現不同結果，這可能與檢體

的來源有著莫大的關係19。例如阿茲海默症的病

人，其F2-IsoPs的含量在腦脊髓液56或腦組織39中
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會有明顯地上升趨勢，但在尿液或血漿中則沒有
57。阿茲海默症是由於腦部病變所造成的，病人體

內氧化壓力的增加主要也表現在腦部，因此可檢

測出腦部氧化壓力的檢體，像是腦脊髓液或腦組

織，才能顯示出阿茲海默症與F2-IsoPs的關係。本

實驗室主要在研究aSAH與氧化壓力的關係，發現

aSAH病人血漿中的F2-IsoPs含量雖然和腦脊髓液一

樣都比正常人高，但只有腦脊髓液的F2-IsoPs含量

才和病人的臨床狀況及癒後（outcome）有相關性
43。這個結果也證實，所研究的疾病要與所取得的

檢體相配合，才能真正檢測出此疾病與氧化壓力

的變化是否有關聯。

F4-NPs的生成

F4-NPs於1998年由Rober ts等人所發現，

這是一個類似IsoPs的物質（F-ring isoprostane-

like compounds），產生的機制也十分相似，和

F2-IsoPs的差異在於其為源自於二十二碳六烯酸

（docosahexaenoic acids; DHA）的脂質過氧化產

物58。因為DHA的結構中有六個雙鍵，所以可形成

五種DHA自由基，接著與氧反應後，可生成八種

過氧化自由基，故整個脂質過氧化反應可形成八

種位置異構物，而每個位置異構物又包含八個消

旋的非鏡像異構物，所以理論上一共可產生128個

F4-NPs58。

F4-NPs的結構類似於F2-IsoPs，且帶有F-type 

IsoP rings和四個雙鍵，因而得名。其命名方式也

類似於F2-IsoPs，以羧基上的碳作為C-1，依據烯

丙醇（allylic alcohol）所在之位置將F4-NPs分為

八類：4-、7-、10-、11-、13-、14-、17-和20-系

列（圖五）59。經分析發現F4-NPs以4-和20-系列

的含量較其他位置異構物多60。

在目前的研究中尚未去探討F4-NPs是否具有

特殊的生物學活性，不過因為DHA的結構中比AA

多了二個雙鍵，等量的DHA與AA在活體外進行氧

化反應，可生成較多的F4-NPs，因此DHA對脂質

過氧化反應較AA來得敏感58。經研究顯示，DHA

主要分布於人體的腦部、視網膜和睪丸中。在腦

組織中，DHA又特別存在於神經元的細胞膜上61。

因此腦脊髓液中的F4-NPs被視為是測量腦神經元

氧化傷害較敏感的指標62。

不過因為DHA在人體內的分布有侷限性，所

以要測量F4-NPs作為觀察體內腦神經元的氧化傷

害時，檢體的種類就成為很重要的限制因素。目

前研究阿茲海默症的Montine團隊就發現，在人類

的尿液中檢測不到F4-NPs的存在63，在1 ml的血漿

中雖可檢測到F4-NPs，但含量十分低，接近偵測

極限58，只有在腦脊髓液58或腦組織64中才能夠準

確地偵測出F4-NPs的含量。F4-NPs的生成也與F2-

IsoPs一樣，先在細胞膜上生成酯化的F4-NPs，經

水解作用才會形成游離態。

F4-NPs的檢測方法以及與人類
疾病的關係

由於腦脊髓液中F4-NPs的含量低，所需的檢

體量較偵測F2-IsoPs為多，因此F4-NPs的檢測目

前是使用靈敏度較高的GC/NICI-MS方法偵測，一

開始由Roberts等人發展出來58。此方法所用的內

標準品為[2H4]-PGF2α，不過檢體的前處理方式和

F2-IsoPs類似，主要的差異在於進行SPE純化（矽

管柱）時，用來清洗檢體內極性不同之生物分子

的有機溶劑不同，以及經TLC純化時，所要萃取

的矽之刮下範圍變寬。之後又有發展出以[18O2]-

17-F4c-NP作為內標準品的檢體前處理方式60,64，

但因為[18O2]-17-F4c-NP是由Morrow實驗室自行合

成的物質，無法在市面上購買到，所以本實驗室

以Roberts實驗室後來所用之[2H4]-15-F2t-IsoP作為

內標準品65，但經TLC純化時，矽的刮下範圍仍是

4公分58。由於F4-NPs有很多同分異構物，以GC/

NICI-MS偵測後所得的SIM層析圖顯示出許多訊號

波，且每種系列的位置異構物在檢體中所佔之比

例又不同，因此是將這些訊號波的面積做積分來
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定量。

F4-NPs算是個新興的生化指標，加上目前只

有發展出以GC/NICI-MS的檢測方法，所以使用

上並不如F2-IsoPs這麼普及。以F4-NPs作為生化

指標研究的人類疾病以阿茲海默症為最多，發現

不論是在病人的腦脊髓液或是腦組織，還是動物

實驗小鼠的腦組織，F4-NPs的含量均高於控制組
58,64,66。而本實驗室所研究的aSAH與氧化壓力的關

係中，發現F4-NPs在病人腦脊髓液中的含量比正

常人高出許多，且與病人腦部出血的嚴重程度與

癒後好壞有相關性67。

在許多引起腦神經病變的疾病或是探討如

何降低腦神經元氧化傷害的治療方法之動物實

驗上，也運用F4-NPs作為生化指標。例如在第一

型單純皰疹病毒（herpes simplex virus type 1）

感染而引發腦炎的老鼠腦組織中，其F4-NPs的

含量大幅提升68。而因體內先天性免疫（innate 

immunity）的活化或興奮毒性（excitotoxicity）所

造成腦神經元氧化傷害及樹突退化的老鼠，藉由

測量腦組織中F4-NPs含量的變化，證明給予甲型

生育醇或ibuprofen具有療效69-71。

其他相關分子及其在活體中評
估氧化傷害之可能應用

F2-IsoPs主要的代謝物2,3-dinor-5,6-dihydro-

15-F2t-IsoP，目前是作為以尿液檢體偵測全身

性氧化壓力的指標72。尿液的收集對於病人而

言是最不具有侵入性的，但是偵測尿液中的F2-

IsoPs，常被人質疑其代表全身的氧化壓力狀態

的可行性，因為尿液中的F2-IsoPs可能主要來自
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於腎臟，或許主要代表腎臟的氧化壓力狀態。有

鑑於此，測量尿液中由腎臟代謝來的2,3-dinor-

5,6-dihydro-15-F2t-IsoP或許有其重要性2。經實驗

結果發現，多基因性的高膽固醇血症（polygenic 

hepercholesterolemia）的病人及以四氯化碳

（carbon tetrachloride）處理過的大鼠，尿液中的

2,3-dinor-5,6-dihydro-15-F2t-IsoP含量大幅上升，

且給予脂溶性抗氧化物的治療，可降低其在尿液

中的含量73。這些證實可用2,3-dinor-5,6-dihydro-

15-F2t-IsoP代表以尿液檢體偵測全身氧化壓力的指

標。不過因其分析時需要使用[18O2]- 2,3-dinor-5,6-

dihydro-15-F2t-IsoP作為內標準品來進行定量，但

該內標準品在市面上買不到，因此大大降低其使

用之普及率。另外，2,3-dinor-5,6-dihydro-15-F2t-

IsoP也和15-F2t-IsoP一樣具有使血管收縮的生物活

性74。

AA經脂質過氧化反應後生成的H2-IsoPs中

間產物除了可還原成F2-IsoPs外，其環狀結構的

重新排列可生成E環或D環的IsoPs (E2-IsoP或D2-

IsoP)，其中15-E2t-IsoP已被證實具有使血管收

縮之生物活性75。E2-IsoP與D2-IsoP經脫水作用

（dehydration）分別會形成A2-IsoP與J2-IsoP8。這

兩個cyclopentenone IsoPs具有高活性，可快速進

行Michael addition反應，使硫醇（thiols）類的

穀胱苷肽（glutathione）或蛋白質大分子受到攻

擊76,77。因此當組織內如硫醇類的還原物質濃度下

降時，E2/D2-IsoPs的增加程度可能較F2-IsoPs來得

大77。另外，H2-IsoPs的環狀結構重新排列也可形

成γ-ketoaldehydes的類似物E2/D2-isoketals (E2/D2-

IsoKs)，與蛋白質具有高反應性8。不過以上物質

只有在組織上測定才具有意義，故在臨床方面之

應用有限。

AA的脂質過氧化反應若在高氧的環境下進

行，會產生較多的isofurans (IsoFs)，而IsoPs產生

量相對而言較少。因此IsoFs與IsoPs的比率可因細

胞或組織中之氧分壓狀態有所不同78。一些神經退

化疾病，例如帕金森氏症，就可運用IsoFs作為生

化指標42。

DHA與AA的結構類似，發生脂質過氧化反

應的途徑也大同小異，目前就發現其脂質過氧化

反應到最後，若進行還原反應，可生成F4-NPs，

若其環狀結構重新排列會變為E4/D4-NPs79或是

neuroketals80，E4/D4-NPs再進一步進行脫水反應，

便可形成A4/J4-NPs81。若DHA在高氧的情形下進行

脂質過氧化反應，會產生大量的neurofurans82。這

些物質對於研究和腦神經元氧化傷害有關之疾病

都有幫助。不過，其應用一樣受限於可獲得腦組

織之臨床研究或動物實驗。

結語

F2-IsoPs、F4-NPs與其相關物的分析技術雖然

很困難與複雜，分析的儀器又不是很容易取得，

故很難廣泛推展其檢測法，但是在研究氧化壓力

的課題上佔有不可或缺的地位和無可限量的潛

力。F2-IsoPs與F4-NPs等提供一個強而有力的證

據，證實氧化壓力在生理或病理變化上所扮演的

角色，讓我們了解氧化壓力與人類疾病的關係和

其機制。此外，它們不僅僅只是個氧化傷害的指

標，它們及其衍生之某些分子或是部分異構物產

生之生物作用可進一步造成組織傷害。由本實驗

室目前的研究成果和文獻中的報導可知，這些分

子或許可進一步成為評估與氧化壓力相關疾病的

嚴重程度、預後（prognosis）或癒後，以及評估

抗氧化劑治療效果的生化指標。
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