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中文摘要 

信息傳遞及轉錄激活蛋白 3（signal transducer and activator of transcription 3, 

STAT3）為細胞當中重要的一個轉錄因子，STAT3 的活化時促使許多的細胞激素及

生長因子表現。STAT3 的磷酸化為其活化的原因，磷酸化後的 STAT3 會以二聚體

之方式結合並藉由輸入蛋白（importin）送至細胞核中。進入細胞核之 STAT3 會與

DNA 結合進而造成下游基因的表現。STAT3 及其所調控的基因皆在細胞的生長及

存活上扮演重要的角色，而 STAT3 在許多腫瘤當中有持續過度表現的現象，故此

調控 STAT3 在癌細胞中的表現及具有研究的價值。在許多的調控方法中，誘導寡

核苷酸 STAT3-decoy oligonucleotide（STAT3-decoy ODN）為一段能與 STAT3 的

DNA 鍵結區域結合之短序列核苷酸，與 STAT3-decoy ODN 結合後的 STAT3 無法

與輸入蛋白結合進入細胞核中，藉此抑制 STAT3 下游基因的表現。在本論文中，

我們選擇利用帶正電微脂體 DOTAP/DOPE 作為輸送 STAT3-decoy ODN 的載體，

微脂體與細胞膜皆為脂質所構成，故可藉由融合或是胞吞作用將藥物送至細胞當

中，而帶正電之脂質有助於將帶負電的 STAT3-decoy ODN 吸附於表面，增加輸送

的效率。我們以乳癌細胞株 MCF-7 為輸送目標，探討 STAT3-decoy ODN 以帶正電

微脂體送入細胞後在基因表現、細胞凋亡及細胞存活率的影響。我們發現，當我

們利用 4 μg 至 16 μg 的 STAT3-decoy ODN 與 32 μg 微脂體所形成的脂質複合物溶

於 100 μl的培養液中能夠降低 STAT3下游基因 cyclin-D1的基因表現量並且誘導細

胞的死亡，並且在六小時內即有藥性的反應且此藥性更能維持長達三天之久。 

 

※關鍵字：微脂體、訊息傳遞及轉錄激活蛋白 3、STAT3-decoy oligonucleotide、細

胞死亡 
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Abstract 

Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) is an important 

transcription factor, many cytokine and growth factor will be induced when STAT3 is 

activated. Activation of STAT3 is through enzymatic phosphorylation. Phosphorylated 

STAT3 trends to form a dimer structure and be sent to nucleus by importin then binds to 

specific DNA motif to regulate expression of downstream gene, which play a key role in 

cell-proliferation, metastasis and apoptosis. To regulate STAT3, STAT3-decoy 

oligonucleotide (STAT3-decoy ODN) is a consensus sequence with STAT3 binding 

motif and could trap STAT3 to restrict it transported into nucleus and silence 

downstream gene expression. In this thesis, cationic liposome DOTAP/DOPE is used to 

transport STAT3-decoy ODN into cell. Liposome is composed by lipid, which also the 

formation of the cell membrane. Liposome can be uptaken by cell through fusion or 

endocytosis. With cationic lipid, liposome can attract anionic STAT3-decoy ODN to 

form a lipoplex increasing gene delivery efficiency. Using MCF-7 as the target cell to 

study the effect of the STAT3-decoy ODN transported by cationic liposome from cell 

viability and gene expression. Liposome formed by 4 μg to16 μg STAT3-decoy ODN 

with 32 μg liposome in 100 μl medium could down-regulate gene expression of 

cyclin-D1, which is the downstream gene regulated by STAT3 and induce cell death 

during 6 hours after treatment, and the effect could last at least 3 days long. 

 

※ keywords: liposome, Signal transducer and activator of transcription 3, 

STAT3-decoy oligonucleotide, cell death  
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此調控 STAT3 在癌細胞中的表現及具有研究的價值。 

經研究發現，在人類乳癌細胞的發展過程中，表皮生長因子受體（epidermal 

growth factor receptor, EGFR）會有活化的表現(Rajkumar and Gullick, 1994; Cance 

and Liu, 1995; Cohen, Siegall et al., 1998; Ma, Gauvillé et al., 1998; Kim and Muller, 

1999)，並伴隨其配體（ligand）不正常的過度表現(Gullick and Srinivasan, 1998)，

這樣的現象被認為是造成乳癌細胞惡性轉移及增生的重要原因之一(Muthuswamy 

and Muller, 1994; Sheffield, 1998; Biscardi, Tice et al., 1999)，而 STAT3 的表現也會

促使表皮生長因子受體的活化。(Ruff-Jamison, Chen et al., 1993; Zhong, Wen et al., 

1994; Yu, Meyer et al., 1995; Cao, Tay et al., 1996; David, Wongi et al., 1996; Leaman, 

Pisharody et al., 1996; Chaturvedi, Reddy et al., 1998; Reddy, Korapati et al., 2000) 

在許多的調控方法中，STAT3-decoy oligonucleotide（STAT3-decoy ODN）為

一段能與 STAT3 的 DNA 鍵結區域結合之短序列核苷酸，與 STAT3-decoy ODN

（STAT3-dODN）結合後的 STAT3 皆無法與輸入蛋白結合進入細胞核中，藉此抑

制 STAT3 下游基因的表現。 

轉錄因子（transcription factors）為細胞核內的核蛋白，其作用與基因的表現

息息相關，這些蛋白質會與其調控基因的啟動子（promoter）上特定的序列鍵結，

這些特定的序列約有六到十個鹼基對長，並且能夠在啟動子上有多次的重複；雖

然這樣的蛋白質與核苷酸間的交互作用具有序列的高度專一性，不過這樣的序列

卻能夠在不同基因的啟動子上被發現，這樣的一致性便稱為 motif。通常會有一群

的轉錄因子鍵結在轉錄起始點（transcription initiation site）的上游與下游，而各

轉錄因子之間與核酸聚合酶（RNA polymerases）和輔助因子（cofactors）間的交

互作用會決定整個轉錄反應的活性，並且取決於不同的狀況與不同的細胞會呈現

不同的活性強度。 
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因為轉錄因子具有能夠調控基因表現的特性，科學家及發展出了以控制轉錄

因子調控基因表現的具潛力治療方式。因為轉錄因子能夠在不具有基因體

（genome）的環境下辨認其相對應的鍵結序列，故此我們能夠利用凝膠阻滯分析

（electrophoretic mobility shift assay, EMSA）來鑑定轉錄因子鍵結序列的活性。而

在近年的研究中，科學家利用轉錄因子對於序列的專一性研發出一套調控基因表

現的方法，利用與鍵結序列相似的序列使轉錄因子鍵結在序列上使之無法與欲表

現之基因結合，進而達到調控基因的效果。 

在輸送藥物的載體選擇上，微脂體（liposome）在輸送核苷酸藥物上已有許

多的應用(Felgner, Gadek et al., 1987; Miller, 1998; Barenholz, 2001)，透過帶正電微

脂體（cationic liposome）與核苷酸的結合形成脂質複合物（lipoplexes），並藉由

胞吞作用（endocytosis）進入細胞內部，進而達到治療的效果。目前有接近五分

之一的臨床試驗是使用微脂體作為藥物的載體，帶正電的脂質能與大部分的核苷

酸結合，諸如：質體（plasmid）、單股核苷酸（single-strand DNA, ssDNA）、雙股

核苷酸（double-strand DNA, dsDNA）。  
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1995; Ihle, 2001)，而訊息傳遞及轉錄激活蛋白 3 (signal transducer and activator of 

transcription 3, STAT3)為此家族中主要且與許多的癌症有密切關聯的一員

(Bromberg, Wrzeszczynska et al., 1999; Bowman, Garcia et al., 2000)，訊息傳遞及轉

錄激活蛋白 3 的活化會使得細胞週期不斷地進行、阻止細胞進入細胞凋亡

(apoptosis)的過程、提升血管生成的效率、產生免疫逃避(immune evasion)的機制

並造成腫瘤的侵入及轉移(Bowman, Garcia et al., 2000; Yu and Jove, 2004)，這些特

徵皆與癌症的形成息息相關(Hanahan and Weinberg, 2000)，除此之外，訊息傳遞及

轉錄激活蛋白 3 也會導致下游的細胞激素(cytokines)被活化，例如會造成腫瘤生成

的血管內皮生長因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)即為一例(Yeh, Lai 

et al., 2006)。 

從過去的報導中發現，許多腫瘤的生成皆與訊息傳遞及轉錄激活蛋白 3 的持

續活化有十分密切的關係(Bromberg, Wrzeszczynska et al., 1999; Buettner, Mora et 

al., 2002)；而且，在許多乳癌病人及乳癌細胞株中也有如此的特徵，但是在正常

的乳房上皮細胞中訊息傳遞及轉錄激活蛋白 3 並不會被表現(Watson and Miller, 

1995; Garcia, Yu et al., 1997; Bowman, Broome et al., 2001)，更甚者，訊息傳遞及轉

錄激活蛋白 3 在乳癌當中被磷酸化的比例極高(Garcia, Yu et al., 1997)，而已受體

活化(Receptor-mediated activation)的訊息傳遞及轉錄激活蛋白如訊息傳遞及轉錄

激活蛋白 3 及 5 在體內實驗及體外實驗皆會發生乳癌細胞癌化的現象(Clevenger, 

2004)，基於以上的論述，了解訊息傳遞及轉錄激活蛋白 3 活化所造成的現象後，

研究此一蛋白的調控或許能夠幫助我們預防及治療乳癌腫瘤的發生。 



 

 

圖 2.1 訊息息傳遞及轉
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圖 2.2 文獻中所提出的 STAT3-dODN 作用示意圖 

(Souissi, Najjar et al., 2011) 

此圖顯示了細胞內部 STAT3 的作用機制，當細胞接受到特定細胞激素實未活化的

STAT3 將被磷酸化成活化態並且以二聚體的方式存在；STAT3 的二聚體將會經由

importin 輸送至細胞核中並與特定的序列結合使得下游基因被啟動。而當

STAT3-decoy ODN 存在時，活化的 STAT3 二聚體會與 dODN 結合而無法藉由

importin 進入至細胞核中，使得下游基因被關閉。 
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Author Target Transfection regent Cell viability Year 

Börner  SH SY5Y, human neuroblastoma cell line Cycloheximide Data not shown 2004 

Sun  SHZ-88, rat breast carcinoma cell line Lipofectamine 40% 2006 

Lui  
PCI-37A, 1483, PCI-15B, UM-22A, UM-22B,  

head and neck squamous cell carcinoma cell lines 

Lipofectamine 

Optifect 
40% 2007 

Liu  
B16, murine melanoma cell line 

MCA-38, murine colon adenocarcinoma cell line 
Lipofectamine 14% 2007 

Gu  human glioma U251 and A172 cell lines Lipofectamine 33% 2008 

Shen  U251, human glioma cell lines -- Data not shown 2009 

Souissi  SW 480, human colon adenocarcinoma cell line TEAPC-Chol/DOPE 40% 2011 

Sen  
T24 bladder cancer cell line, UM-SCC1 and UM-22B 

Phase 0 clinical human trial in Head and Neck Tumors 
-- Data not shown 2012 

Jung  Primary human macrophages JetPei transfection reagent Data not shown 2012 

Geinguenaud  SW 480, human colon adenocarcinoma cell line γFe2O3 nanocrystals Data not shown 2012 

Busch-Dienstfertig  Male Wistar rats Lipofectamine Data not shown 2012 

This work Human breast cancer cell line, MCF-7 DOTAP/DOPE 50% 2014 

表 2.1 以 STAT3-dODN 做藥物輸送的文獻整理 
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年被發現(B

的腔室故其能

供一個媒介將

體作為藥物的

NA 和蛋白

oriadis, 198

想，且各樣的

許多的困難點

織體中的輸

1992)，因為

Steck et al

脂體輸送至特

這一領域的主

利用中性與帶

是那麼的理想

到在 1987 年

平台(Felgner

電力結合並

若 DNA 為超

能夠大大的

的微脂體能有

23

體 

脂體是個總

Bangham, S

能夠在內部

將之送入細

的載體具有

白質這類帶

88; Ledley, 

的個案都有

點，而陽離

輸送卻也是未

為微脂體會

., 1978; Fid

特定的組織

主要課題。

帶負電的脂

想(Schaeffe

年，Felgne

r, Gadek et a

並和中性的輔

超螺旋結構

的提高藥物

有較好的藥

總是會拿來作

tandish et a

部攜帶親水性

細胞中。因為

有低毒性及以

帶負電的聚

1995)；在這

有著差異性存

離子微脂體的

未盡理想(B

會被網狀內皮

dler, Raz et 

織當中會有些

 

脂質所構成

er-Ridder, W

r et al. 團隊

al., 1987)；利

輔助脂質做

構則能包覆的

物輸送的效率

藥物輸送效率

作嘗試的其

al., 1965)，

性的物質；

為微脂體具

以及低免疫

分子進入細

這之前要將

存在，對於

的發現在基

Bertling, Ga

皮系統(Reti

al., 1980; P

些許的困難

，但是此組

Wang et al., 

隊發展出了

利用陽離子

做混和，如此

的更加緊密

率(Felgner,

率是因為其

其中之一，當

並以微脂體

故此藥物能

具有和細胞膜

疫反應的優點

細胞(Bangh

將此類聚分子

於體內的運送

基因的輸送上

areis et al., 1

iculoendoth

Poste, Bucan

難，所以如何

組成的微脂體

1982; Nico

了一套以陽離

子脂質所帶的

此能將 DNA

密；以上述的

, Gadek et

其能夠與細胞

當這

體為

能夠

膜相

點並

ham, 

子送

送或

上具

1991; 

helial 

na et 

何增

體在

olau, 

離子

的正

A 包

的脂

t al., 

胞膜
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融合，不過後來發現是由於細胞的吞噬作用使得效率提升。 

帶正電微脂體雖然能夠增進藥物輸送的效率，但其致命的缺點是其對於細胞

居相當大的毒性，因此許多的陽離子脂質被合成出來以期能夠增進藥物輸送的效

率並且降低其對於細胞的毒性，至此，基因輸送的效率因著帶正電微脂體的出現

而大大的提升，不過利用帶正電微脂體還是無法解決在組織中較低的輸送效率，

因為陽離子脂質會造成血清的帶負電的蛋白質沉澱，因此目前在組織的藥物輸送

上仍有能夠進步的空間。 

  



 

 2.4.

其表

DC-C

微脂

當 D

+39 ±

約在

結合

與 po

示出

體的

差異

chol)

上述

現比

且其

最佳

 

不同比例

在2004年

表面電位的

Chol/DOPE

脂體與單雙股

DOTAP/DOP

± 4 mV，其

在電荷比 0.5

合時，其表面

olyA/polyT

出了脂質複合

的比例越高時

異隨使用的微

而在 2008

)製作出四種

述四種微脂體

比不同比例

其效率並不一

佳輸送比例並

例的微脂體與

，Ciani et al

的關係，

E)以及兩種

股 DNA 以不

PE 與 DC-C

其中以 DOT

5 的時候到達

面電位的中

T 之雙股股結

合物的表面

時，其表面

微脂體與 D

年，Rosa e

種不同的微

體運送 NF-

DNA 與微

一定與比例

並不一定相

與藥物所形

l. 發表了一

當中使用

種不同序列的

不同比例混

Chol/DOPE

TAP/DOPE 與

達中性點；

中性點出現在

結合時，其

面電位與微脂

面電位就會下

DNA 序列不

et al. 發表了

微脂體(DE, 

κB decoy O

微脂體混和出

例呈現正相關

相同，會隨著
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形成之脂質複

一篇論文主題

用了兩種不

的 DNA(pol

混和後其表面

E 單獨存在時

與 polyA 或

；而 DC-Ch

在電荷比 0

其表面電位約

脂體和 DNA

下降，約在

不同而變化

了一篇以兩

DE/DOPE,

ODN 的效率

出的脂質複

關(圖 2.4)，

著個案而變

複合物的輸

題為比較不

不同的微

lyA 與 poly

面電位的改

時，其表面

或 polyT 之單

hol/DOPE 與

.15 與 0.3 時

約在 0.4 時到

A 之間的比

在 0.15~0.5 之

。 

兩種不同的脂

, DE/chol, 

率及脂質複

複合物具有不

顯示出不同

變化。 

輸送效率探討

不同比例的微

脂體 (DOT

yT)。這篇論

改變，結果如

面電位分別為

單股結合時

與 polyA 或

時；而當 D

到達中性點

比例關係，當

之間達到中

脂質與膽固

DE/DOPE/

複合物的物理

不同的藥物

同微脂體攜

討 

微脂體與D

TAP/DOPE

論文探討了不

如圖 2.3 所示

為 +48 ± 

時，其表面電

或 polyT 之單

DC-Chol/DO

點。此篇論文

當 DNA 對微

中性點，比例

固醇(DE, DO

/chol)並且探

理性質，他們

物輸送效率

攜帶不同藥物

DNA

E 與

不同

示，

5 與 

電位

單股

OPE

文顯

微脂

例的

OPE, 

探討

們發

，並

物的



 

 

圖 2..3 不同微微脂體與不
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不同序列之

所造成的

DNA 對脂

的影響 

脂質複合物表表面電位 

 



 

 

圖 2.4 不不同微脂體體依不同比

RAW 2
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比例與 NF-κB

264.7 細胞的

B decoy OD

的存活率的

DN 形成脂質

的影響 

質複合物後

 

後對



 

第三

 3.1.

3.1.1

A.C.

超純

Reag

DNA

Cell 

Penic

Phos

Tryp

1,2-d

DOT

1,2-d

DOP

4-(2-

acid,

Polyc

Roto

Hum

三章 材料與

使用儀器

1. 材料 

本實驗所使

S.的藥品規

純水配置。 

gent 

A primer 

culture med

cillin/strept

sphate buffe

psin  

dioleoyl-3-tr

TAP (chlorid

dioleoyl-sn-

PE 

-hydroxyeth

, HEPES 

carbonate M

or-Gene SYB

man breast ca

與方法 

器與藥劑 

使用到之所

規範，細胞相

dium, MEM

omycin 100

ered saline, 

rimethylam

de salt) 

-glycero-3-p

hyl)-1-piper

Membrane 

BR® Green

arcinoma ce

所有藥劑與

相關之實驗

表 3.1

M-α 

0X 

PBS 

mmonium-pr

phosphoetha

razineethane

n PCR Kit

ell line, MC
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與化學物皆

驗藥品皆為

本實驗所

ropane, 

anolamine, 

esulfonic 

CF-7 

皆列於表 3.

為生物試劑等

所使用之藥品

Manufact

iDT 

Gibco 

amresco

Life techn

Life techn

Avanti Po

Avanti Po

Sigma-Al

Avanti Po

Qiagen 

BCRC 

1.1，使用之

等級，所有

品 

turer 

nology 

nology 

olar Lipids 

olar Lipids 

ldrich® 

olar Lipids 

之藥品皆符

有的水溶液皆

Specifica

OPC 

500 ml 

100 ml 

500 ml 

 

Chlorofo

Chlorofo

 

50nm & 

 

 

符合

皆以

ation 

orm 

orm 

100nm
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表 3.2 本實驗所使用之藥品(續) 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide, MTT 
Life technology  

Dimethyl sulfoxide, DMSO Sigma-Aldrich® Bio-grade 

4',6-diamidino-2-phenylindole, DAPI Life technology  

Propidine iodide, PI Life technology  

Annexin V, Alexa Fluor® 555 Conjugate Life technology  

Annexin V binding buffer Life technology  

Trypan blue Life technology  

Fetal bovine serum, FBS Life technology  

RNeasy Mini Kit Qiagen  

SuperScript® III First-Strand Synthesis System Life technology  
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3.1.2. 儀器 

本篇論文所使用到的儀器詳列如下： 

表 3.3 本實驗所使用到之儀器整理 

Instrument Company Model 

Clean bench HIGH TEN 4BH-24 

Auto-clave TOMIN - 

Auto-pipet High Tech Lab SWIFTPET 

Pipetment RAININ LTS series 

PCR machine Applied Biosystems 2720 

Precision balancer Mettler-Toledo AB104 

Microwave oven RCA 700W 

Power supply Major Science MP-300V 

Gel image system DigiGel UV2020(306nm)/DGIS-8 

Shaker Scientific Industries Vortex Genie 2 

Centrifuge Beckman Coulter Microfuge 18 

Biological safety cabinet Thermo  

CO2 incubator Thermo 
Forma™ 310 Direct Heat 

CO2 Incubators 

Confocal Microscopes Leica Leica TCS SP5 II 

Flow cytometer Beckman  Coulter fc500 

Zetasizer Malvern Instruments Zetasizer 2000 

Extruder Set With 

Holder/Heating Block 
Avanti Polar Lipids  
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表 3.4 本實驗所使用到之儀器整理(續) 

qPCR machine Qiagen Rotor-Gene Q 

ELISA reader Molecular Devices Spectra Max 

NanoDrop Thermo ND-1000 

Counting Chamber Marienfeld  

96 well culture plate Corning  

  



 

 3.2.

Tech

STAT

STAT

Surv

Surv

GAP

GAP

Bcl-2

Bcl-2

Bcl-x

Bcl-x

Cycl

Cycl

Cycl

Cycl

Myc 

Myc 

 

STAT3-dO

本論文所

hnologies （

T3-dODN 

T3-SCR 

vivin-F 

vivin-R 

PDH-F 

PDH-R 

2 F 

2 R 

xl F 

xl R 

lin-D1 F 

lin-D1 R 

lin-D2 F 

lin-D2 R 

F 

R 

ODN 與核酸

所使用的核

（iDT）之產

表 3.5 

CATTTC

ATATGTC

TG 

AGAACT

CTTTTTA

ACCACA

TCCACC

CTTTGA

GGGCCG

CCTTTG

CCCGGT

GTTGCA

CACAGG

CTGACT

CTCACA

CATCAG

GCTGGT

酸引子 

核酸引子

產品，所使

本實驗所

CCGTAAA

CTCTTAAT

TGGCCCT

ATGTTCCT

AGTCCATG

CACCCTGT

AGTTCGGT

GTACAGTT

GCCTAAGG

TTGCTCTG

AAAGTCCT

GAGCTGG

TGAGCTGC

AGGTCGAT

GCACAACT

TGCATTTT
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皆為每得

使用到的核酸

所使用到之

ATCGAAGA

ATTGTTAGT

TCTTGGA

TCTATGGG

GCCATCA

TTGCTGTA

TGGGGTC

TCCACAA

GCGGATTT

GAGACAT

TGGAGCC

GTGTTCCA

CTGGCTA

ATATCCCGC

TACGCAG

TCGGTTGT

得科技所代

酸引子及 S

之寡核苷酸及

ATTTACGG

TCCATGAT

AGG 

GGTC 

AC 

A 

CA 

AA 

TG 

T 

CT 

AT 

AA 

C 

GC 

T 

代理之 In

TAT3-dODN

及引子整理

GGAAATG

ATCTCAGT

ntegrated D

DN 詳列如下

理 

G 33 mer

T
33 mer

175 bps

452 bps

162 bps

173 bps

200 bps

190 bps

120 bps

DNA 

下： 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 



 

 3.3.

抽真

10mM

十次

 

 

微脂體製

將 DOTAP

真空 30 分鐘

M 的濃度

次後即可得到

製備 

P 和 DOPE 以

鐘，之後加入

。利用注射

到粒徑較均

圖 3.1 

圖 3.2 

以 1:1 的比

入 20mM H

射針筒將回溶

均一的微脂體

 篩選

微脂體擠壓
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比例混合並用

HEPES 水溶

溶之微脂體

體。 

選儀器示意圖

壓操作示意

用氮氣乾燥

溶液均勻搖晃

體擠壓通過特

圖 (Avanti 

意圖 (Avanti

燥 30 分鐘再

晃一小時使

特定孔洞的

Polar Lipid

i Polar Lipi

再利用抽氣幫

使微脂體回溶

的聚碳酸酯膜

ds) 

ids) 

幫浦

溶至

膜二

 

 



 

 3.4.

做判

面電

 3.5.

胞的

的抗

養液

 3.6.

溶液

細胞

離心

 

表面電位

將微脂體稀

判定。將不同

電位。表面電

 

細胞培養

將人類乳癌

的 MEM-α中

抗生素（pen

液，約八成滿

 

細胞繼代

將十倍胰蛋

液清洗兩次

胞脫落狀況而

心五分鐘使細

位及粒徑大小

稀釋至 2 m

同比例的微

電位的取得

養 

癌細胞株以

中會加入 10

nicillin/strep

滿之後進行

代培養 

蛋白酶（try

，加入 1 ml

而定），再加

細胞沉降，

小 

mM 測量粒徑

微脂體與 ST

得為測量其粒

以 MEM-α（

0 %（v/v）胎

ptomycin）。

行繼代培養

ypsin）以磷

l 胰蛋白酶

加入 1 ml 培

在加入新的
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徑大小，是

TAT3-dODN

粒子在電場

（Minimum 

胎牛血清（fe

。細胞以十

。 

磷酸緩衝水溶

（trypsin）

培養液終止

的培養盤中

是利用雷射光

N 混合後，

場下的泳動率

Essential M

tal bovine s

十公分培養盤

溶液稀釋。

並於 37℃培

止反應，將細

中繼續培養

光對於粒子

配置成 0.2

率換算而得

Medium α）

serum, FBS

盤培養三到

細胞以 3 m

培養箱培養

細胞吸出以

子的散射程度

2mM 測量其

得。 

培養，培養

）及 100 IU

到四天後更換

ml 磷酸鹽緩

養 3-5 分鐘

以每分鐘 80

度來

其表

養細

U/mL

換培

緩衝

（視

0 轉



 

 3.7.

液分

計數

 3.8.

中培

適當

清洗

小時

reade

 3.9.

血清

經過

並利

 

細胞計數

將從培養盤

分散均勻；取

數盤計量所含

 

MTT assa

以 5 ml 磷酸

培養一天後

當濃度的 STA

洗兩次並加入

時後吸除 25 

er 測量其 5

 

RNA 萃取

將 4×105 的

清的培養液再

過一天的投藥

利用 nanodro

數 

盤上脫離下

取 10 μl 含有

含有之細胞

ay 

酸鹽緩衝水

，將培養液

TAT3-dODN

入新的不含

μl 的培養

540 的吸收值

取 

的 MCF-7 培

再培養一天

藥後，以 PB

op 進行定量

下來的細胞以

有細胞的培

胞。 

水溶液回融

液移除並置換

N/微脂體複

含胎牛血清的

養液並加入 5

值。 

培養於 12 孔

天後，以適當

BS 清洗兩次

量。 
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以每分鐘 8

培養液與 100

融 5 mg MTT

換成不含胎

複合物施予細

的培養液 5

50 μl DMS

孔盤一天後

當濃度的 ST

次，用 RNe

00 轉離心五

0 μl trypan b

T；將 3.2×10

胎牛血清的培

細胞，經過適

0 μl 並於當

SO，37℃反

後，將培養液

TAT3-dODN

easy mini ki

五分鐘後加

blue 混和均

04 的 MCF-

培養液再培

適當投藥時

當中加入 5 μ

反應十分鐘

液移除並置

N/微脂體複

it 萃取出細

加入 1 ml 培

均勻後，以血

7 種至 96 孔

培養一天後

時數後，以

μl MTT，反

鐘後利用 EL

置換成不含胎

複合物施予細

細胞的 mRN

培養

血球

孔盤

，以

PBS

反應 2

LISA 

胎牛

細胞，

NA，



 

3.10.

成 cD

 

 逆轉錄聚.

將萃取而得

DNA。流程

 

聚合酶鏈式反

得的 mRNA

程詳述如下

圖 

反應 (rever

A 以 SuperS

下： 

3.3 逆轉
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rse transcri

Script® III F

轉錄聚合酶

iption-PCR

First-Strand

酶鏈式反應流

R, RT-PCR)

d Synthesis 

流程圖 

) 

System 反轉轉錄

 



 

3.11.

我們

現量

Com

2x R

Forw

Reve

Temp

RNa

Tota

 

 

 即時聚合.

RT-qPCR

利用獲得的

們利用Rotor

量，配方及流

mponent 

Rotor-Gene 

ward prime

erse primer

plate DNA

ase-free wat

al 

合酶鏈鎖反應

R) 

的 cDNA做

r-Gene Q及

流程如下表

表

SYBR Gre

er (100μM)

r (100μM) 

A 

ter 

應 (quantit

做特定基因的

及Rotor-Gen

表所述： 

表 3.6 即

een PCR M

) 
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tative real t

的表現量檢

ne SYBR® G

即時聚合酶

Master Mix

time polym

檢測，PCR片

Green PCR

酶鏈鎖反應配

merase chain

片段之引子如

R Kit來偵測

配方 

Volu

3.8 μ

0.06 

0.06 

1 μl 

6.08 

11 μl

n reaction ,

如表 3.2所述

測特定基因的

ume 

μl 

μl 

μl 

μl 

l 

, 

述，

的表



 38

表 3.7 即時聚合酶鏈鎖反應流程 

Step Time Temp. 

PCR initial activation step 5 min 95 °C 

Two-step cycling   

Denaturation 5 s 95 °C 

Annealing & extension 10 s 60 °C 

Number of cycles 40  

 

  



 

3.12.

的培

胞(本

以 PB

牛血

胞分

30 分

以及

3.13.

養液

STAT

FAM

培養

於載

 

 流式細胞.

將 106 的 M

培養液培養液

本實驗當中的

BS 清洗兩次

血清之培養基

分散均勻；在

分鐘後再加入

及各螢光的強

 

 共軛焦顯.

放入已滅菌

液移除並置

T3-dODN/微

M 之序列)，

養基與一滴

載玻片上，用

胞術 (flow cy

MCF-7 培養

液再培養一

的 STAT3-

次，用胰蛋

基後離心，倒

在各管中加

入 800 μl a

強度。 

顯微鏡 (conf

菌之蓋玻片

置換成不含

微脂體複合

經過一天的

DAPI 試劑

用火烤乾後

ytometry)

養於 6 孔盤一

一天後，以適

dODN 為五

蛋白酶將細胞

倒去上清液

加入 10 μl an

annexin-V b

focal micro

片於孔盤中

含胎牛血清

合物施予細

的投藥後，

劑並放入 37

後以指甲油封
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一天後，將

適當濃度的

五端修飾 FA

胞從培養盤

液後加入 ann

nnexin V-55

binding buff

oscope) 

，將 106 的

清的培養液

細胞(本實驗

以 PBS 清

7℃培養箱中

封片後，於

將培養液移除

STAT3-dO

AM 之序列

盤上脫除放入

nexin-V bin

55 與一滴 P

fer 並用流式

MCF-7 培養

液再培養一

驗當中的 ST

洗兩次，加

中培養 15 分

於共軛焦顯微

除並置換成

DN/微脂體

列)，經過一

入微量離心

nding buffer

PI 的試劑，

式細胞儀測

養於 6 孔盤

一天後，以

TAT3-dODN

加入 1 ml 不

分鐘後，將

微鏡上拍攝

成不含胎牛血

體複合物施予

一天的投藥後

心管並加入含

r 200 μl 並將

以震盪機震

測定細胞的型

盤一天後，將

以適當濃度

N 為五端修

不含胎牛血清

將蓋玻片取出

攝螢光影像

血清

予細

後，

含胎

將細

震盪

型態

將培

度的

修飾

清的

出置

。 



 

第四

 4.1.

4.1.1

我

現不

100 

104.2

粒徑

這兩

100 n

 

孔徑

50 nm

100 n

 

 

四章 實驗結

微脂體的

1. 微脂體

我們利用 5

不同大小的粒

nm 膜的微

2 nm，而經

徑為 75 nm，

兩種製備法所

nm 製備粒徑

徑大小 

m 

nm 

結果 

的物理性質 

體粒徑 

50 nm及 10

粒徑分布，

微脂體的粒

經由 50 nm

，然其標準差

所測得知表

徑較均一的

表

avg. (nm

75 

104.2 

- 粒徑與 D

0 nm兩種不

如圖 4.1 所

粒徑分布範圍

膜所得的微

差帶寬寬度

表面電位差異

的微脂體作為

表 4.1 微

m) pea

95

116
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DNA 最大可

不同孔徑的

所示，量化數

圍較小，有

微脂體粒徑

度高達 109.

異不大；為

為這次藥物

微脂體粒徑分

ak (nm) 

6.5 

可攜帶量 

的聚碳酸酯膜

數據則如表

有較均一的

徑分布較廣

6 nmol 高於

為了減少實驗

物輸送實驗

分布之量化

width (nm

109.6 

74.8 

膜擠壓微脂

表 4.1 所示。

的粒徑大小

，粒徑差異

於 100 nm 膜

驗的變因故

的載體。 

化數據 

m) zeta

42.3

51.4

脂體使之能夠

可以發現經

小平均粒徑約

異性較大，平

膜的 74.8 n

故此我們選擇

a (nm) 

3±2.6 

4±1.5 

夠呈

經過

約為

平均

nm；

擇以
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圖 4.1 微脂體的粒徑分布 

紅色柱為擠壓通過 100nm 聚碳酸酯膜所得到的微脂體；黑色柱為擠壓通過 50nm

聚碳酸酯膜所得到的微脂體；可以發現由 100nm 孔洞所得的微脂體粒徑較集中而

通過 50 nm 孔洞的微脂體粒徑較分散。  
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4.1.2. 脂質複合物的 DNA 最大攜帶量 

我們將不同比例的 STAT3-dODN 與微脂體形成脂質複合物，並測量其表面電

位值(圖 4.2)，可以發現 1 μg 的微脂體約可攜帶 0.6 μg 至 0.8 μg 的 STAT3-dODN，

此實驗結果與文獻相比較並無太大的差異，唯獨本實驗所測量到之數據在 1 μg 微

脂體攜帶 0.1 μg STAT3-dODN 後其表面電位即開始下降；文獻之數據至 0.5 μg 才

有顯著的下降。 

 

 

圖 4.2 脂質複合物與不同比例 DNA 表面電位的變化 

DOTAP/DOPE與 STAT3形成的脂質複合物其表面電位的中性點約在DNA對微脂

體比例為 0.2 時。 
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 4.2.

合物

張圖

STAT

死亡

電荷

而由

影響

脂質

4.2.3

的效

殺性

 

不同比例

我們分別以

物並將之作為

圖可以發現

T3-scr 序列

亡率，這表示

荷能中和微脂

由 STAT3-dO

響其基因的表

質複合物有可

3 可以看出

效果，而原始

性占較大的因

例之脂質複合

以 1 μg、4 μ

為藥物投藥

現，當我們

列時，細胞存

示微脂體所

脂體本身的

ODN 實驗組

表現量，因

可能影響了

，當 STAT3

始劑量為 1 

因素。 

合物對於細

μg、16 μg 的

藥與細胞三天

們的微脂體

存活率十分

所帶的正電荷

的毒性。 

組與對照組

因此其細胞的

了細胞的基因

3-dODN 的

μg 時因為
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細胞存活率之

的 STAT3-d

天，並以 M

體攜帶將 S

分的高，而單

荷會影響到

組來看，由於

的存活率並

因表現進而

的初始劑量為

為劑量太低的

之影響 

dODN 與 3

MTT 觀察其

TAT3-dOD

單純只有微

到到細胞的存

於對照組之

並不受影響

而造成細胞的

為 16 μg 及

的緣故所以

2 μg 的微脂

其細胞的存活

N 序列隨

微脂體的實驗

存活率，而

之序列片段送

，而帶有 S

的死亡；由圖

4 μg 時都具

以可看出微脂

脂體形成脂

活率，由下

隨機排列所

驗組會有較

而 DNA 所帶

送入細胞並

STAT3-dOD

圖 4.2.4、4.2

具有將細胞

脂體對細胞

脂質複

下面三

得之

較高的

帶的負

並不會

DN 的

2.2、

胞毒殺

胞的毒



 44

 

圖 4.3 STAT3-dODN 原始劑量為 16 μg 對細胞的毒殺性 

將單純的微脂體投藥與細胞時會造成細胞的死亡，表示微脂體本身具有相當的毒

性；將控制組的 DNA 與微脂體以比例 1:2 形成脂質複合物時，DNA 能中和微脂體

帶有的毒性；因此將 STAT3-dODN 與微脂體形成脂質複合物後所造成的毒殺性為

STAT3-dODN 所造成。 
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圖 4.4 STAT3-dODN 原始劑量為 4 μg 對細胞的毒殺性 

將單純的微脂體投藥與細胞時會造成細胞的死亡，表示微脂體本身具有相當的毒

性；將控制組的 DNA 與微脂體以比例 1:8 形成脂質複合物時，DNA 能中和微脂體

帶有的毒性；因此將 STAT3-dODN 與微脂體形成脂質複合物後所造成的毒殺性為

STAT3-dODN 所造成。 
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圖 4.5 STAT3-dODN 原始劑量為 1 μg 對細胞的毒殺性 

將控制組 DNA 的比例降低至 1:32 後即會失去對微脂體毒性的保護作用，使得微

脂體對細胞的毒殺性顯現出來 
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 4.3.

四次

的時

細胞

由圖

其為

STAT

稀釋

藥效

 

時間對於

我們以 STA

次的濃度分別

時後分別測量

胞與濃度和時

圖也可看出脂

為一長效型的

T3-dODN 的

釋四倍的來的

效持續至少三

20

40

60

80

100

C
el

l v
ia

b
ili

ty
 (

%
)

於脂質複合物

TAT3-dODN

別投藥與細

量細胞的存

時間皆有正

脂質複合物

的藥物。 

圖 4.6

的脂質複合

的好。STAT

三天。 

0

物毒殺細胞

N 原始劑量

細胞，並在

存活性，結果

正相關：濃度

物在 12 小時

6 時間對

合物的誘導

T3-dODN

 

12 24
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胞的影響 

量 4 μg 配置成

6 小時、12

果如下圖所

度越大毒殺

時之內即發揮

對於脂質複合

導細胞凋亡能

的脂質複合

36

 

Time (hr

 dODN
 dODN
 Liposo

成脂質複合

2 小時、24

所示。我們

殺性越高，

揮功效並且

合物毒殺細

能力與能度

合物能在六

48

r)

N 4μg : 32μg
N 4μg : 32μg
ome 2X

合物，且以序

4 小時、48

可以發現脂

時間越長毒

且遲須作用至

細胞的影響 

度有關，稀釋

六小時內即發

60 72

g liposome 
g liposome 

序列稀釋兩

小時、72

脂質複合物

毒殺性也越

至少三天，

釋兩倍的藥

發揮作用，

2

 

2X
4X

兩次及

小時

物毒殺

越高；

顯示

 

藥效比

並且



 

 4.4.

們想

STAT

anne

細胞

個象

前期

入 S

STAT

及壞

 

以流式細

由前述實驗

想要知道其

T3-dODN標

xin-V─還有

胞儀觀察細胞

綠色的點代

象限的左下角

期與細胞凋亡

TAT3-dOD

T3-dODN 對

壞死的細胞都

細胞儀鑑定脂

驗我們可得

其機制是否為

標記上 FAM

有能染到核

胞凋亡及細

代表有成功

角為未發生

亡前期的區

N 的細胞壞

對於細胞的

都相對少。

脂質複合物

得知脂質複合

為細胞凋亡

M並且使用

核膜的 PI 與

細胞壞死的特

功送入 STAT

生凋亡或壞死

區間，右上角

壞死的情控

的影響十分的
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物毒殺細胞之

合物具有毒

亡(apoptosi

用能標記細胞

與經過脂質複

特徵，結果

T3-dODN 的

死的區間，

角代表細胞

控較為嚴重

的大，對照於

之特性 

毒殺細胞的

is)而非細胞

胞凋亡前期

複合物處理

果如下圖 4.7

的細胞，紅

，左上角及

胞週期的末期

，且到達末

於圖 4.9 的

特性，故此

胞壞死(nec

期的專一性蛋

理過的細胞反

7 所示。 

紅色的為未送

右下角分別

期。由圖 4.8

末期的細胞也

的對照組可發

此更進一步

crosis)；我

蛋白辨識染

反應，並用

送入的細胞

別代表細胞

8 可發現成

也較多，顯

發現對照組

步的我

我們將

染劑─

用流式

胞，四

胞壞死

成功送

顯示出

組凋亡



 

綠色

入ST

 

圖 4.7 

色點為成功送

TAT3-dODN

MCF-7

送入帶 FAM

N的細胞，A

7 以 STAT3-

M 螢光 STA

Annxin-V為

49

-dODN 投藥

AT3-dODN

為染細胞凋

藥後進行流

的 MCF-7

凋亡前期的標

流式細胞儀分

細胞，紅色

標記，PI為染

分析的結果

色點為為成

染核膜的標

 

果 

成功送

標記。 



 

單獨

號，

圖 4.8 

獨輸出有成功

表示成功送

有成功輸

功送入 STA

送入 STAT3

輸送 STAT3

AT3-dODN 的

3-dODN 的

50

3-dODN 的

的 MCF-7 細

的 MCF-7 細胞

的細胞由流式

細胞，可發

胞有較多細

式細胞儀所

發現可染到較

細胞膜破裂的

所獲得的圖譜

較多的核膜

裂的情況。 

 

譜 

膜的訊



 

將 S

表示

 

TAT3-scr 脂

示其細胞相對

圖 4.9 

脂質複合物

對較完整，

以 STAT3

物送入 MCF

並不受到投
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-scr 對細胞

-7 細胞，可

投藥的影響

胞進行投藥後

可以發現其

響。 

後所得之圖

其細胞膜較無

圖譜 

無破裂的情

 

情況，



 

 4.5.

胞中

MCF

有部

有部

由共軛焦

我們將 STA

中培養一天後

F-7 的細胞

部分的脂質複

部分是未送入

圖 4.

焦顯微鏡觀察

TAT3-dODN

後，於螢光

胞核，呈現綠

複合物能夠

入的也有部

10 由共軛

察脂質複合

N 標記上 FA

光顯微鏡下

綠色的即為

夠成功地進入

部分是細胞死

軛焦顯原鏡

52

合物對於細胞

AM 螢光後

下觀察。於

為帶有螢光標

入到細胞內

死亡後再釋

鏡拍攝經螢光

MCF-7 的

胞的輸送效

後，與微脂體

螢光顯微鏡

標記的脂質

內部，其餘

釋出的。  

光標記後 S

的影像(1)

效率 

體形成脂質複

鏡下看到呈

質複合物，由

的散落在外

STAT3-dOD

複合物並送

呈現藍色的

由圖片可以

外的脂質複

DN 投藥與 

送入細

的即為

以看出

複合物
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圖 4.11 由共軛焦顯原鏡拍攝經螢光標記後 STAT3-dODN 投藥與 

MCF-7 的影像(2) 

藍色螢光呈現的影像為細胞的細胞核，而綠色的影像為我們所投藥的成功

STAT3-dODN 脂質複合物，有些許的 STAT3-dODN 能夠到達細胞附近，而散落在

外的 STAT3-dODN 應為未成功送入細胞或是細胞破裂後釋出的。 

  



 

 4.6.

MCF

因的

複合

Cycl

影響

在 1

STAT

 

以脂質複

我們將不同

F-7 投藥三天

的定量，以下

合物投藥後所

我們可以發

lin-D1 的基

響其基因的表

1:32 濃度為

T3-dODN 發

複合物投藥與

同比例的 S

天後萃取出

下的實驗數

所顯示出的

發現當使用

基因表現量有

表現量不過

圖 4.12 

為 0.5 μg/μ

發揮其效果

與 MCF-7 後

TAT3-dOD

出細胞的 mR

數據皆以 GA

的改變。 

用原劑量

有顯著的下

過在其他的條

特定基因在

μl 時，cyc

果抑制了下游
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後對於其基

DN 與微脂體

RNA 並轉錄

APDH 做為

1 μg、序列

下降，表示以

條件下基因

在投與脂質

clin-D1 的表

游基因的表

基因表現的影

體結合形成

錄成 cDNA

為參考值來

列稀釋兩次

以這樣的條

因表現量的調

質複合物後的

表現量有顯

表現。 

影響 

成不同的脂質

後以特定的

來比較各基因

次投藥與細

條件投藥與細

調控就沒有

的表現量差

顯著的下降

質混和物，

的引子做特

因在不同的

細胞的時候

細胞的時候

有明顯的差異

差異 

降，代表送

並對

特定基

的脂質

候，其

候能夠

異。 

 

送入的



 

第五

 5.1.

大小

由細

有一

有的

株 M

μg 的

胞已

的脂

並非

微脂

而當

物中

含有

一能

於細

呈現

胞也

五章 結論與

結論 

由本篇論文

小的微脂體

細胞存活率的

一定殺傷力的

的毒性。 

帶有 STAT

MCF-7 的能

的微脂體結合

已無毒性的脂

脂質複合物是

非來自於微脂

脂體結合並溶

當 STAT3-dO

中 DNA 藥物

有 STAT3-dO

能夠延續至三

在流式細胞

細胞的影響

現較多的細胞

也可以看出S

與未來展

文的結果可

，並且能將

的實驗我們

的，將之與

T3-dODN 的

能力，由細胞

合並溶於 2

脂質複合物

是能夠將 S

脂體正電荷

溶於 200 μ

ODN 只有 1

物與微脂體的

ODN 的脂質

三天後，表

胞儀的實驗

，我們發現

胞死亡現象

STAT3-dOD

展望 

可以看出，透

將之與不同比

們可發現，單

DNA 節後

的脂質複合

胞存活率實驗

200 μl 的培

物再次對細胞

TAT3-dOD

荷的影響，這

l 的培養液

1 μg 時，微

的比例對於

質複合物在

表示這樣的一

驗當中，我們

現有成功送入

象(由圖 4.7 及

DN對於細胞
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透過不同孔

比例的 DNA

單純的微脂

後後所形成的

合物經由實驗

驗可發現當

培養液中投藥

胞產生毒殺

DN 送入細胞

這樣的結果

液中投藥與細

微脂體的毒殺

於細胞的影響

在投藥後的六

一個藥物致

們亦可看出

入 STAT3-d

及圖 4.8 可

胞的影響。而

孔徑的聚碳

A 接合形成

脂體因為期

的脂質複合

驗可看出其

當我們以 16

藥與細胞的

殺的效果，顯

胞並發揮其

果在 4 μg 的

細胞的時候

殺作用就會

響是十分巨

六小時內即

致放系統具有

出含有 STAT

dODN 的細

可看出)，而

而由共軛焦

酸酯膜我們

成不同的脂質

帶有的正電

合物能夠降低

其具有能毒殺

 μg 的 STA

的時候，我們

顯示出帶有

其效用的，所

STAT3-dO

候也有能看見

會顯現出來

巨大的。而我

即有顯著的效

有長期的藥

T3-dODN 的

細胞在流式細

而對比於以控

焦顯微鏡所做

們能夠製備

質複合物。

電荷對於細

低微脂體本

殺人類乳癌

AT3-dODN 與

們能使原本

有 STAT3-d

所產生的毒

ODN 與 32 μ

見同樣的效

，表示脂質

我們也能夠

效果，而其

藥物釋放能力

的脂質複合

細胞儀的觀

控制組送入

做的實驗發

備特定

而經

細胞是

本身帶

癌細胞

與 32 

本對細

dODN

毒反應

μg 的

效果，

質複合

夠發現

其效用

力。 

合物對

觀察下

入的細

發現，
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雖然有些許的 STAT3-dODN 進入的細胞當中，但亦有許多的 STAT3-dODN 是位於

細胞膜外的，表示我們的實驗條件或許有可以再進步的空間；我們認為這樣的結

果有可能是因為投藥的時間過長到致送入 STAT3-dODN 的細胞已經死亡破裂而將

STAT3-dODN 再次地釋出；也有可能是輸送的效率並不像預期中的那麼高，或許

可以再調整實驗的參數再坐進一步的探討。而由基因表現量的實驗可以看出，在

特定比例下的 STAT3-dODN 脂質複合物確實能夠調控細胞的基因表現量，達到藥

物致放的目的。 

綜合以上的實驗我們能知道，STAT3-dODN 以微脂體送入人類乳癌細胞

MCF-7 後確實能夠造成細胞的死亡，並減少因微脂體本身正電荷所造成的毒性，

唯在基因表現量與輸送效率上看來的效果並不盡理想，我認為在投藥的時間上、

STAT3-dODN 與微脂體的比例上或許能夠再作些許的最佳化，另外因著載體本身

所具有的毒性來看，我認對微脂體本身做修飾也是之後能夠嘗試的一個方向，或

許能夠減少毒性並且增加輸送的效率。 

  



 

 5.2.

由本

1. 

2. 

3. 

4. 

 

展望 

本次的實驗結

基於本篇論

以微脂體作

性高效率的

能夠將 STA

配合實驗室

系統。 

結果上，我

論文的基因

作為基礎材

的藥物載體

TAT3 對於細

室已在進行

我們後續可繼

因輸送平台

材料對其組成

體。 

細胞的影響研

行之普魯士藍
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繼續努力嘗

，我們能夠

成或者分子

響研究的更加

藍及氧化鐵

嘗試再做更深

夠嘗試更多樣

子進行修飾

加透徹。 

鐵的研究，

深入的研究

樣的藥物輸

，製作出實

研發出複方

究，條列如下

輸送系統。 

實驗室專屬

方型的藥物

下： 

屬低毒

物輸送
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