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中文摘要中文摘要中文摘要中文摘要    

    光動力治療是癌症常用的治療方法之一，其作用原理是透過光照來活化光敏

劑，使環境中的氧氣轉換成活性氧化物質(如單線態氧分子)來毒殺癌症細胞。然

而其療效會因為腫瘤微環境中的低氧濃度而降低，導致無法完全地根治癌症的病

灶。本篇研究是利用在低氧環境下才具有毒殺效果的還原型前驅藥物

Tirapazamine (TPZ)與光敏劑 Protoporphyrin IX (PpIX)做搭配治療；藉由 PpIX 的

作用，使腫瘤微環境中的氧氣濃度下降，藉此增強低氧還原型前驅藥物的毒殺範

圍。 

    本篇研究的設計是將光敏劑分子修飾在具有良好生物相容性的多孔洞奈米

二氧化矽球載體 (Mesoporous silica nanoparticle, MSN) 上，將 TPZ 裝載於其

內，並在多孔奈米二氧化矽球的表面上再修飾對乳癌細胞株 MDA-MB-231 具有

專一性的 DNA 適體 LXL-1，達到標靶治療的目標。 

                從本研究的結果中可以發現 PpIX 與 TPZ 兩種藥物在各個氧氣壓力下皆能

產生協同作用，造成更有效的抗癌效果；帶有 LXL-1 適體修飾的 MSN 載體能夠

專一性地被 MDA-MB-231 乳癌細胞吞噬，且兩種藥物裝載於載體內的毒殺效果

較兩種藥物以 free drug 的方式更好，因此這樣複合型的治療策略是能夠有效的

毒殺低氧環境下的惡性乳癌細胞。 

 

關鍵字關鍵字關鍵字關鍵字:光動力治療光動力治療光動力治療光動力治療、、、、腫瘤缺氧腫瘤缺氧腫瘤缺氧腫瘤缺氧、、、、低氧性低氧性低氧性低氧性生物還原型前驅藥物生物還原型前驅藥物生物還原型前驅藥物生物還原型前驅藥物、、、、多孔洞奈米多孔洞奈米多孔洞奈米多孔洞奈米二氧二氧二氧二氧

化化化化矽球矽球矽球矽球載體載體載體載體、、、、DNA 適體適體適體適體 
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Abstract 

Photodynamic therapy (PDT) is one of common medical strategies for treating cancer. 

However, the hypoxic tumor microenvironment often impedes cancer cure rate and 

increases the likelihood of tumor recurrence. To solve this problem, we attempted to 

develop a new cancer treatment strategy by combining bioreductive therapy with PDT. 

It is anticipated that the photosensitizers PpIX will consume most of the oxygen at the 

tumor site, leading to the generation of singlet oxygen, and concurrently creating a low-

oxygen level environment to activate the therapeutic function of bioreductive drug TPZ. 

Mesoporous silica nanoparticles (MSN) were chosen herein to serve as drug carriers, 

that were modified with photosensitizer and loaded with bioreductive drugs; in addition, 

a DNA aptamer LXL-1 was used to functionalize the outer surface of MSN, enabling 

targeted delivery of therapeutic agents to human breast cancer cell, MDA-MB-231. 

 

Key words: Photodynamic therapy, Tumor hypoxia, Bioreductive prodrug, 

Mesoporous silica nanoparticle, DNA aptamer   
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第一章第一章第一章第一章    緒論緒論緒論緒論 

1-1 腫瘤缺氧的微環境腫瘤缺氧的微環境腫瘤缺氧的微環境腫瘤缺氧的微環境 

1-1.1 腫瘤微環境缺氧的成因與定義腫瘤微環境缺氧的成因與定義腫瘤微環境缺氧的成因與定義腫瘤微環境缺氧的成因與定義 

    腫瘤在進程的過程中，因為需要大量的養分供給，造成大量的血管新生

(Angiogenesis)1-3；而此現象所新生成的微血管卻與正常的微血管不同，其結構排

列雜亂、微血管壁不完整性以及血液的分流，導致注入至腫瘤位置的血液量不足，

微血管中的氣體交換率差，因此有氧氣分布不均的現象 4-7；離微血管較遠的癌症

細胞 (>70 μm)因為所能供給到的氧氣量不足，而產生缺氧(Hypoxia)的性徵 8,9。 

    人體正常的組織環境內隨著血液從動脈血管中流到周邊組織的過程中，氧氣

濃度也會隨之下降，因此在正常的周邊組織環境下的平均氧氣濃度約為 5% (38 

mmHg)的 O2，氧氣濃度被定義為 Physoxia10。缺氧又可分為兩種，生理性缺氧

(Physiological hypoxia)與病理性缺氧 (Pathological hypoxia)9。 

    生理性缺氧是當器官或組織受到缺氧的影響時，會透過生理反應，如血管舒

張來增加血液的通透，使組織適時地調整至其適合的氧氣濃度 11。正常組織維持

的氧氣濃度約為 3~7%的 O2，而生理性缺氧的氧氣濃度約為 2~6%，細胞會短暫

地表現出 hypoxia-induced factor 1 (HIF1)蛋白 12；然而病理性缺氧是組織長期暴

露於缺氧環境中所造成氧氣濃度無法透過恆定機制回復至原本所適合的濃度，其

氧氣濃度通常在 2% O2 (15 mmHg)以下，組織的切片有大量的 HIF-1 蛋白表現 3。 

    腫瘤缺氧的微環境屬於病理性缺氧，環境中氧氣濃度從 6%至 0%，大部分的

腫瘤組織氧氣濃度是小於 2% O2 (15 mmHg)，平均約為 1.3% (10 mmHg)左右 9。 

    因此本篇研究以 5%、2%、1%三種不同的氧氣濃度來進行實驗，欲模擬出藥

物自進入腫瘤區域時所產生變異的療效。  
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1-1.2 缺氧環境對癌症細胞的影響缺氧環境對癌症細胞的影響缺氧環境對癌症細胞的影響缺氧環境對癌症細胞的影響 

    在缺氧的環境下，正常細胞無法正常地進行有氧代謝，因此將走向凋亡途徑；

然而癌症細胞由於基因的改變，使用粒線體的方式與正常細胞不同，能透過無氧

代謝而獲取能量，因此不會受到缺氧的因素而造成凋亡 13,14。 

    相較於正常氧壓下，在缺氧環境下生長的癌症細胞是更為惡化的 13,15-19，由

於缺氧環境驅使癌症細胞表現出與缺氧相關的轉錄蛋白 HIF-1 (Hypoxia-induced 

factor-1)20。HIF-1 蛋白為異二聚體 (Heterodimer)，由 HIF-1α 與 HIF-1β 兩個蛋白

組成。HIF-1β 蛋白是穩定地存在細胞中，然而在正常氧氣壓力環境下，HIF-1α 蛋

白會被 Von Hippel Lindau (VHL) E3 ubiquitin ligase 泛酸化 (Ubiquitination)後再

被降解，唯有在缺氧的環境下才能穩定的存在 21-23。穩定的 HIF-1α 與 HIF-1β 蛋

白結合後，形成轉錄因子，進入到細胞核中與缺氧相關的促進子 Hypoxia-response 

element (HRE)結合，轉錄出的下游蛋白有 Vascular Endothelial Growth Factor 

(VEGF)24、Glucose Transporter-1 (GLUT-1)25、Insulin growth factor (IGF)26、Platelet-

derived growth factor (PDGF)27 、 Matrix Metalloproteinase-2 (MMP-2)28 、 P-

glycoprotein (P-gp)29 等。 

    HIF-1 轉錄因子所轉錄出的下游蛋白及其功能如下表表表表 1-1 所示，這些下游的

蛋白因子皆與癌症的進程相關，像是促進癌症的血管新生 30；增加癌症細胞的糖

解作用，使其能夠在缺氧的環境下仍能獲得能量；增加癌症細胞的生長與轉移 30；

以及造成癌症細胞的多重抗藥性 29，使得癌症細胞更加難以根治。 
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表表表表 1-1 HIF-1 轉錄因子調控的下游蛋白 

轉錄蛋白 造成現象 Reference 

VEGF 促使癌症的血管新生 25,31 

MMP-2 癌症細胞的轉移 32 

IGF-2 癌症細胞的生長 33 

GLUT-1 增加糖解作用 34 

P-gp 多重藥物抗藥性 35 

 

1-1.3 針對腫瘤缺氧環境的治療策略針對腫瘤缺氧環境的治療策略針對腫瘤缺氧環境的治療策略針對腫瘤缺氧環境的治療策略 

    最早於 1953 年 Gary 團隊發現氧氣濃度是影響臨床上治療效果的關鍵因素

之一 36，缺氧條件會造成藥物無法發揮其完全之效用，造成這樣的原因可分成以

下五種。 

    第一種原因是缺氧直接造成藥物失去活性 37，抗癌藥物如 Bleomycin38、

Melphalan39 等因需要氧氣的活化才能進行毒殺細胞，若這類藥物到達腫瘤的缺

氧環境，將會因為氧氣的缺乏而無法產生毒殺能力；第二種原因是缺氧下的癌症

細胞因其細胞週期較正常氧壓下的癌症細胞慢 40，對於大部分抑制 DNA 生成或

是抑制細胞分裂的抗癌化療藥物較不敏感，無法對缺氧環境的細胞有很好的抑制

效果 41；第三種原因是由於缺氧的癌症細胞會表現較多的 DNA 修復因子和自由

基清除分子 Glutathione，因此癌症細胞會減少一些透過自由基攻擊癌症細胞的藥

物對細胞毒殺時所造成的傷害 19；第四種原因，缺氧的癌症細胞因為表面會表現

大量的 P-glycoprotein (P-gp)蛋白 42，使常用的化療藥物如 Adriamycin、Paclitaxel、

Actinomycin D 等藥物容易被此種細胞排出胞外，導致藥物無法有效的累積在細

胞內，造成多重抗藥性(Multidrug resistance, MDR)的現象 43；第五種原因是由於

腫瘤血管新生的不完整微血管使得藥物分子在腫瘤裡的擴散效率變差，藥物無法

對更深層的癌症細胞進行毒殺 44,45。 
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    針對腫瘤缺氧環境的毒殺，無法僅僅藉由傳統的化療方式治療，需要開發出

新的毒殺策略。低氧性生物還原型前驅藥物 (Hypoxia-activated prodrug, HAP)是

針對毒殺缺氧環境下的腫瘤細胞，此類藥物的毒殺是受到細胞內的還原酶，將前

驅藥物催化成具有毒殺作用的藥物 46；若在有氧氣的環境下，此藥物會被氧化成

毒性低的原型藥物，因此這類的藥物只能作用於低氧的區域；然而腫瘤微環境的

氧氣濃度是分布不均 19，單單使用此藥物是無法全面性地毒殺腫瘤裡全部的癌症

細胞，通常此類型藥物常被當成佐劑來進行治療，需要搭配另一種治療藥物來進

行複合性治療，期望兩者藥物在氧氣變異性大的腫瘤微環境中達到一個相輔相成

的毒殺效果。 

    本研究將選擇光動力治療與 HAP 藥物做搭配治療。據過去研究中發現 47，

在進行光動力的治療時會形成血栓，造成腫瘤微環境的缺氧，此特點能夠擴大

HAP 藥物在腫瘤內的毒殺範圍，因此將選擇此兩種藥物的搭配來做複合型治療。 
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1-2 癌症的光動力治療癌症的光動力治療癌症的光動力治療癌症的光動力治療 

1-2.1 光動力治療作用機制光動力治療作用機制光動力治療作用機制光動力治療作用機制 

    在進行光動力治療時，有三種缺一不可的元素：光敏劑光敏劑光敏劑光敏劑 (Photosensitizer, PS)、

光光光光以及氧氣氧氣氧氣氧氣 48。臨床上在進行光動力治療是先以靜脈注射方式施打光敏劑，待 48

至 72 小時後，光敏劑累積在腫瘤的位置後，再予以激發光照射，活化光敏劑 49。

光動力治療主要是利用三種方式來毒殺腫瘤 48：第一種為直接對癌症細胞進行毒

殺 50；第二種是破壞腫瘤處的血管 51，形成血栓 52，減少養分到達腫瘤的位置；

第三種是調節免疫系統 53，活化免疫細胞，如白血球、巨噬細胞、T 細胞等浸潤

至腫瘤位置，來吞噬癌症細胞。 

    

直接對癌症細胞毒殺直接對癌症細胞毒殺直接對癌症細胞毒殺直接對癌症細胞毒殺    

    利用激發光來激發光敏劑，使其從原本穩定的基本單性態 (Ground singlet 

state)躍升成不穩定的激發單性態(Excited singlet state)；激發單性態的光敏劑會藉

由系統間跨越(Intersystem crossing, ISC)的方式產生激發三性態(Excited triplet 

state)54，如圖圖圖圖 1-1 所示： 

                                                                                圖圖圖圖 1-1 光敏劑作用機制 
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    激發三性態的光敏劑可以藉由兩種方式來進行細胞毒殺，第一種類型 typeⅠ

是直接與細胞中的基質，如細胞膜或分子進行反應，轉移質子或電子形成陽性或

陰性自由基，自由基分子再與氧氣作用形成氧化產物 ROS (Reactive oxygen 

species)，如 OH- ∙ (Hydroxide)、O2
-
∙ (Peroxide)、H2O2 等，自由基分子再以擴散方

式進入細胞內，對細胞產生氧化壓力及毒性；第二類型 typeⅡ是激發三性態的光

敏劑直接與氧氣作用，形成單線態氧分子 (Singlet oxygen)，單線態氧分子也是

ROS 的一種，會與細胞中蛋白質殘基作用，或是破壞 DNA 核酸的鹼基或 DNA

股上的五碳糖，來造成細胞的毒殺 54-57。在進行照光時，兩者類型的作用機制都

會同時出現。單線態氧分子與自由基分子在生物系統中的半生期皆非常地短，約

小於 0.04 μsec58；其作用範圍約為 0.02 μm58，因此光動力治療直接所影響到的細

胞為 ROS 生成的區域。 

 

破壞血管降的養分供給破壞血管降的養分供給破壞血管降的養分供給破壞血管降的養分供給 

    在過去十五年的文獻中都發現光動力治療會造成微血管的塌陷，使組織變得

更為缺氧59,60。在2002年美國加州的Miravant Medical Technologies的臨床前活體

實驗中發現在施打光敏劑的小鼠會產生血管緊縮 (Vasoconstriction)的現象發生，

隨後是血栓的形成，腫瘤血管的破壞使氧氣及養分無法運送至癌症細胞，因而抑

制了腫瘤的生長52。 

    破壞腫瘤附近的微血管雖然能達到抑制癌細胞生長的效果，但是卻也造成光

動力治療的限制61,62。局部的缺氧環境使光動力治療能產生的ROS下降63；此外，

缺氧的環境會造成癌症細胞產生更多的HIF-1 (Hypoxia-induced factor 1)蛋白，使

癌症細胞對於光動力治療的反應降低64。 
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調節免疫細統調節免疫細統調節免疫細統調節免疫細統 

    在 1980 及 1990 的文獻中都發現在光動力治療下的癌症組織有淋巴細胞、白

血球細胞以及巨噬細胞的浸潤，表示在光動力治療後局部組織會發生免疫反應

48,65。 

    光動力治療下會破壞內皮細胞，造成局部的發炎、血管擴張及血小板的凝聚

66；內皮細胞也會分泌血栓烷 (Thromboxane)及一些細胞激素 (Cytokine)，如白細

胞介素(Interleukin) IL-1β、IL-6、IL-8 等，趨使單核球、嗜中性白血球及肥大細

胞侵襲至腫瘤的位置 67；而受到光動力治療的癌症細胞因為在進行壞死或凋亡的

過程中會產生 heat-shock 蛋白 68,69，此蛋白為樹突細胞或巨噬細胞的抗原蛋白，

能夠更容易被樹突細胞辨識且吞噬，形成抗原呈現細胞；抗原呈現細胞會回到淋

巴結活化 T 淋巴細胞，使其成為殺手 T 細胞，殺手 T 細胞會趨化至腫瘤位置，

將腫瘤細胞清除 70。 
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1-2.2 光動力治療的優劣勢與轉型契機光動力治療的優劣勢與轉型契機光動力治療的優劣勢與轉型契機光動力治療的優劣勢與轉型契機 

    光動力治療的優勢是因為其為非侵入性的治療方式，相較於一般開刀取出腫

瘤的方式來說，可以減少因病菌感染而造成的併發症 48,66；此外因為其作用是局

部性的，藉由光照範圍可控制治療的局部位置，較可以減低藥物對正常組織的副

作用；現今也愈來愈多光動力治療搭配其他化療來進行治療，這樣的療程也是可

以搭配其他的化療方式進行治療 49。 

    然而光動力治療在臨床上仍有其治療上的限制：光敏劑本身的疏水性，造成

在靜脈注射後，無法更有效的到達腫瘤被細胞利用 71；光敏劑無法到達更深層的

組織，造成腫瘤的毒殺無法完全的根除 71；治療的療效受限於光照的範圍，光所

能穿透組織的深度 72；光動力治療本身在缺氧環境下的限制，以及其在治療時，

造成腫瘤微環境更為缺氧，本身就會帶來其治療上的限制 73。 

    隨著科技的進步，光動力治療仍有轉型的契機。利用奈米載體可以使光敏劑

的變得更親水性，以及載體的優勢可以將藥物送到更深層的組織；選擇波長較長

的紅光或紅外光，可以使光照射更深層的組織；本篇的研究是同時載入另一種抗

癌藥物，補足光動力治療毒殺能力所及的範圍。 
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1-3 光敏劑光敏劑光敏劑光敏劑 PpIX (Protoporphyrin IX) 

光敏劑 Protoporphyrin IX (PpIX)，化學名稱為 3,7,12,17-Tetramethyl-8,13-

divinyl-2,18-porphinedipropionic acid，分子量為 562.66，分子結構如圖圖圖圖 1-2，結構

中帶有 4 個吡咯(Pyrrole)，為 porphyrin-based 的光敏劑之一，是美國食品藥物管

理局所核准可應用在臨床上的光動力治療藥物 74。PpIX 是在血紅素生合成過程

中的中間產物，藉由粒線體酵素 Protoporphyrinogen oxidase (PPOX)將 PpIX 前驅

物轉換成 PpIX，最後受到另一個粒線體酵素 ferrochelatase (FECH)轉變成血紅素 

(Heme)75。 

    PpIX 藥物常被用來做癌症的治療，包括食道癌、支氣管癌、皮膚癌、膀胱

癌、乳癌、胃癌以及口腔癌等 76；此外，PpIX 若受到 400 至 410 nm 的光線照射

後會釋放 635 nm 的紅色可見螢光，其光譜如圖圖圖圖 1-3，因此可用來偵測腫瘤位置及

觀察治療的預後 77。除了應用在癌症的治療外，PpIX 也拿來做其他疾病的治療，

如粉刺、鮑恩氏症、雄性禿及紅斑性狼瘡等 78；另外也發現 PpIX 具有抗格蘭氏

陽性和陰性的細菌功效，因此也可被用來治療微生物相關的疾病 79,80。 

    PpIX 雖然在治療上帶來好處，但其藥物本身卻有很強的副作用。通常 PpIX

治療的病患最常出現急性卟啉症 (Porphyria)，不僅造成皮膚對陽光更加地敏感，

照射陽光時會起水泡、潰爛等 81，甚至會影響神經系統，造成腹痛、胸痛、昏眩、

嘔吐、發燒等不適的症狀 82；此外，由於 PpIX 是疏水性的藥物，最後過多的藥

物代謝物如 Erythropoietic protoporphyria (EPP)和 X-linked protoporphyria (XLP)等

會累積於肝臟造成肝膽結石，甚至造成肝膽炎 83,84。 

    因此如何能夠有效地將 PpIX 傳送到疾病的位置，並且降低系統性的傷害，

發揮 PpIX 在治療上的優點並將其缺點降至最低，是本研究要把 PpIX 以載體的

方式輸送的原因。 

  

doi:10.6342/NTU201703762



10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                圖圖圖圖 1-2  Protoporphyrin IX (PpIX)分子結構 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       圖圖圖圖 1-3 PpIX 分子的吸收光譜與螢光光譜 85 
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1-4 低氧性還原型前驅藥物低氧性還原型前驅藥物低氧性還原型前驅藥物低氧性還原型前驅藥物 TPZ (Tirapazamine) 

TPZ (Tirapazamine)為低氧性還原原型藥物 (Hypoxia-activated prodrug, HAP)，

化學分子式為 3-amino-1,2,4-benzotriazine-1,4 dioxide，分子結構如圖圖圖圖 1-4，為

aromatic N-oxides 類別，分子量 178.15，又稱為 SR4233 是臨床第三期試驗的抗

癌用藥。 

    此藥物是 1986 年由 Martin Brown 團隊所發現的，據細胞實驗結果發現 TPZ

在缺氧環境下的毒殺效果是有氣環境的 50 至 200 倍 86。其毒殺的機制是受到細

胞內單電子的還原酶 (One-electron reductase)像是 NADPH-cytochrome P450 

reductase (CYPOR)或是 inducible nitric oxide synthase (iNOS)作用，將原型藥物還

原成陰性自由基型態 (TPZ 
-
∙)，自由基型態的TPZ本身就會造成細胞核內的DNA

裂解，但也會再經過衰變，產生 Hydroxyl radical (OH∙)或是 Benzotriazinyl radical 

(BTZ∙)，造成癌症細胞的 DNA 雙股斷裂 87,88，其作用機制如圖圖圖圖 1-5 所示。 

    自由基型態的 TPZ 在有氧氣的環境中會被氧化成低毒性的原型藥物，此現

象限制了 TPZ 的毒殺能力。在臨床上的結果也發現到單獨使用 TPZ 藥物對治療

癌症的效果不如預期來得好，可能的原因是小分子的 TPZ 藥物無法穿透至組織

深層的核心區塊，因此沒辦法達到其累積的藥效 89；另一方面，TPZ 在血液運送

的過程中就被還原成毒性較低的SR4317分子，導致到達腫瘤後的毒殺性降低 90。

此外，TPZ 藥物在治療時也有許多的副作用，像是肌肉痙攣、噁心嘔吐、暈眩等

91。 

    因此為了減少 TPZ 造成的副作用以及增強其在治療上的療效，我們需要將

TPZ 藥物裝載於載體裡面，希望藉由載體將小分子藥物送至腫瘤的核心內部，達

到其在低氧下的毒殺效果；也避免藥物在尚未到達腫瘤位置時先被還原成毒性較

低的 SR4317。 
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                   圖圖圖圖 1-4 Tiraparamine (TPZ)的分子結構 

 

     

                         圖圖圖圖 1-5 TPZ 藥物作用機制 87 
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1-5 人類三陰性乳癌細胞株人類三陰性乳癌細胞株人類三陰性乳癌細胞株人類三陰性乳癌細胞株 MDA-MB-231 

    乳癌在 2017 女性癌症的統計中，女性罹患的案件數排名第一，致死率位居

第二，僅次於肺癌，乳癌的高致死率因而有女性的隱性殺手之稱 92。依照乳癌的

表面蛋白特性可以分為三種類型，分別為：HR (Hormone receptor)型、HER2/Neu 

(Human epidermal growth factor receptor)型以及三陰性 TNBC (Triple-negative 

breast cancer)型三種亞型 93,94。HR 型的乳癌是乳癌細胞表面具有 ER (Estrogen 

receptor)受體或 PR (Progesterone receptor)受體或兩者皆有，HR 型的乳癌依照有

無 HER2/Neu 受體又可分成管狀 A 型 (luminal A)及管狀 B 型 (luminal B)；

HER2/Neu 型乳癌細胞是其表面皆沒有 ER 或 PR 受體，只有 HER2/Neu 蛋白；

而三陰性型乳癌細胞則是除了缺乏 HR 型的兩種受體外，也沒有 HER2/Neu 受

體，此類的癌症細胞大多是屬於類基底型 (Basal-like)95。 

    在這三種亞型的乳癌當中，三陰性乳癌因為缺乏受體，是最不易及早被檢測

出來的，其五年存活率最低，且治療後的復發率高 96。這一類的乳癌在臨床上的

治療也是較為困難，無法像 HR 型的乳癌一樣利用賀爾蒙結抗劑 Tamoxifen 

( Nolvadex)或 HER2 抗體 Trastuzumab (Herceptin)來抑制，目前只能藉由手術切

除、傳統化療、放射線治療等方式進行治療 93。 

人類乳癌細胞株 MDA-MB-231 在乳癌的分類是屬於三陰性乳癌細胞株，最

早是在 1973 年從一位 51 歲白種人女性的胸腔積液中取得，其病理型態為腺癌，

具有間葉型癌症細胞的特性，屬於較易轉移的癌症細胞株，尤其容易轉移至肺部

97,98。在治療上也是受到限制，由於三陰性的特性，無法利用抗體或賀爾蒙結抗

劑來抑制 96；又此癌症細胞本身表面帶有大量的運輸蛋白 P-gp (P-glycoprotein)，

因此在治療上常會有多重抗藥性的情形發生 99。 

    由於這一類的乳癌細胞株在傳統的治療上受到了限制，因此我們需要開發另

一種治療策略；如何將現有的抗癌藥物成功地累積在癌症細胞中，且規避 P-gp 蛋

白所造成的抗藥性影響是本篇研究想解決的問題。 
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1-6 藥物傳輸系統藥物傳輸系統藥物傳輸系統藥物傳輸系統 

    在傳統進行治療時，主要給藥的方式是透過靜脈注射、肌肉注射或是口服用

藥。當藥物進入體內後會經過四種過程，分別為吸收  (Absorption)、分散 

(Distribution)、代謝 (Metabolism)以及排出 (Excretion)，簡稱為 ADME100。藥物

本身的生物利用率 (Bioavailability)會影響藥物在體內被組織或是細胞吸收的效

率 101，其與藥物分子的結構、電荷、親疏水性等息息相關，這些特性也會影響藥

物在生物血液中的分散性；藥物的半生期 (Half-life)也是影響藥效的重要因素之

一，若藥物的半生期短，藥物在尚未到達治療的區域時就被體內的酵素代謝掉，

就會減少其治療的療效；或是藥物是否容易被腎臟或肝臟這兩種臟器代謝，若藥

物容易被代謝掉反而會降低其療效，反之若藥物不容易被代謝掉，反而會累積藥

物所帶來的毒素，造成身體的副作用 102。因此，如何讓藥物進入體內能夠更有效

的達到其治療效果及減少藥物所帶來的副作用是藥物傳輸系統希望解決的問題。 

    藥物傳輸系統 (Drug delivery system, DDS)是改良藥物進入活體後的釋放、

吸收、分布及代謝，或增加生物可用率，使得藥物能夠在靜脈注射後更有效地到

達病灶之處，增強其治療效果以及減少藥物的副作用 103。 

1-6.1 奈米載體奈米載體奈米載體奈米載體 

藥物傳輸系統通常會利用奈米大小的載體來傳輸藥物，通常這些載體的特性

是生物相容性  (Biocompatibility)好，對細胞的毒性小、生物可利用率高 

(Bioavailability)，可以被生物體自行吸收或降解 104。常用的奈米載體有微脂體 

(Liposome)、高分子微胞 (Polymeric micelle)、中孔洞奈米矽球 (Mesoporous silica 

nanoparticle)等。奈米載體的大小是影響藥物傳輸系統的關鍵之一，通常其直徑是

介於 10 到 200 nm 之間 103；小於 10 nm 大小的載體在生物體內容易被腎臟排出

105；若大於 200 nm，則容易被脾臟和肝臟的孔洞攔截 106。而這樣大小的載體又

有另一項優勢，可以藉由 EPR 效應 (Enhanced permeability and retention)使藥物

能夠通透至腫瘤的微血管，並滯留在腫瘤的位置 107。 
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1-6.2 中孔洞奈米中孔洞奈米中孔洞奈米中孔洞奈米二氧化二氧化二氧化二氧化矽球矽球矽球矽球 

    中孔洞奈米二氧化矽球 (Mesoporous silica nanoparticle, MSN)是藥物傳輸系

統中常用的奈米載體之一 108。其形狀呈現六角形蜂窩狀，如圖圖圖圖 1-6 所示 109，具

有穩定的化學性質，可形成固體多孔的骨架，相較於其他載體較為穩定，能減少

藥物在血液中傳輸的過程中被釋出；其表面積大，可在其表面做特殊的修飾，改

變其表面的性質或是接上治療藥物分子 108；具有較高的負載力 (Loading 

capacity)，1 克的 MSN 最多可裝載至約 600 mg 的藥物，且能夠裝載不同種類的

分子藥物 110；具有較佳的生物相容性，對生物的組織、血液及細胞不會造成太大

毒性 109。 

    MSN 的應用性也是相當的廣泛；除了用在藥物傳遞系統外，可應用於細胞

的偵測與追蹤 111；另外也有將 MSN 與核磁共振 MRI (Magnetic resonance imaging)

結合，增強診斷時的顯影效果 112；目前也有許多的研究是利用 MSN 載體將藥物

傳遞與生物診斷做結合。 

    依照 MSN 的結構可分成 MCM-41、MCM-48 等，本篇研究所使用 MSN 為

MMT2，其大小介於 90~120 nm，為立方體 Ia3d 的結構；MMT2 的 MSN 為中間

空心，且外殼壁薄，其 TEM 圖如圖圖圖圖 1-7 所示，因此能夠裝載的藥物量較傳統

MCM-41 劑型的 MSN 更多；此載體在生物體液的環境下，會以片斷式的方式分

解，因此更能夠被細胞清除 113。 

 

 

 

 

 

 

 

   圖圖圖圖 1-6 MSN 構造 109                     圖圖圖圖 1-7 MMT-2 之 TEM 圖 113 
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1-6.3 主動與被動標靶主動與被動標靶主動與被動標靶主動與被動標靶 

藥物傳輸系統中又可分為被動標靶被動標靶被動標靶被動標靶    (Passive targeting)與主動標靶主動標靶主動標靶主動標靶    (Active 

targeting)兩種類型 114。被動標靶是奈米載體其表面未經過配體 (Ligand)的修飾，

以載體本身的大小 (10~200 nm)，表面的電荷與親疏水性，經靜脈注射後累積於

腫瘤的位置，此現象稱為 EPR (Enhanced permeability and retention)效應 107。 

  相較於被動標靶，主動標靶的奈米載體會在其表面多加配體的修飾，來增強其

標靶的效率，以降低藥物對其他正常細胞造成的副作用。修飾在載體上的配體能

夠與目標癌症細胞有專一性的結合，修飾的配體可以是小分子、抗體 (Antibody)、

胜肽鏈 (Peptide)或是適體 (Aptamer)等 115。 

    葉酸 (Folic acid)是常用於主動標靶的營養分子，其能夠主動地標靶至過量

表現葉酸受體的人癌症細胞，包括卵巢癌、直腸癌、肺癌、乳癌等 116；除此之外，

其他營養分子，如甘露糖 (Mannose)也是具有標靶癌症細胞的功效 117。 

    RGD 胜肽鏈，全名為 (Arginine-Glycine-Aspartate)是常使用的主動標靶胜肽

鏈，其與許多惡性癌症細胞表面上的整合素受體 (Integrin) αvβ3 受體作用，使載

體能夠以 Clathrin-mediate 方式胞吞進入細胞內，增加其被細胞吞噬的效果 118。 

    適體 (Aptamer)是近期常被使用的配體之一，是一段寡核酸或寡胜肽序列，

長度約 15 至 70 個鹼基或胺基酸，能夠自我摺疊成 3D 構型與目標分子專一地結

合；適體與目標分子之 Kd 值低，因此有很好的親和力。由於 DNA 相較於 RNA

穩定，故 DNA 適體的應用更為廣泛。相較於抗體，適體較容易生合成，藉由活

體外的實驗即可獲得；適體在高溫的環境下較抗體穩定，較易保存；適體對於活

體的免疫反應較低；適體能夠結合的配體種類非常地廣泛，如小分子 (e.g.,金屬

離子、有機分子、有機螢光、胺基酸等)、聚合分子 (e.g.,胜肽鏈、蛋白質等)甚至

是更為複雜的系統 (e.g.,病毒、細菌、整株活細胞體)。適體除了應用於診斷外，

亦可應用於標靶治療 119。 
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1-7 LXL-1 DNA 適體適體適體適體 

    LXL-1 是一段與 MDA-MB-231 乳癌細胞株具有專一性的 DNA 適體，其序

列長度為 83 個鹼基，適體 3D 結構如圖圖圖圖 1-8，是由 2014 年 Chaoyong Yang 團隊

利用 Cell-SELEX 的方式篩選出來 119-121。Cell-SELEX 的步驟如圖圖圖圖 1-9 所示，分

成正篩選與反篩選兩個步驟；正篩選是將設計不同序列的 DNA library 與目標細

胞 (MDA-MB-231 惡性乳癌細胞)一起培養，清洗掉無專一性的 DNA 序列後，

再將具有專一性序列的 DNA 利用高溫改變 DNA 立體結構的方式釋出 DNA；反

篩選是將具有專一性的 DNA 序列與正常細胞 (MCF-10 乳房上皮細胞)進行反篩

選，篩選出不會與此細胞結合的序列，經過 10 至 15 次的循環篩選後，即可得到

與目標細胞具有高專一性的序列 122。 

    經由螢光訊號的測量，此序列與 MDA-MB-231 細胞株的 Kd 值約為 44 nM，

具有很好的親和力。此外作者還將 LXL-1 與其他乳癌細胞株，如 MDA-MB-453、

MCF-7、T-47D 等，及非乳癌細胞株，QSG-7701、QGY-7703、HepG2、Hela 等

進行專一性的實驗，從結果可以確定此適體只有對 MDA-MB-231 的細胞株具有

專一性 120；此團隊之後也利用 LXL-1 適體做乳癌的藥物標靶治療，也發現帶有

LXL-1 的載體能夠大量的累積在腫瘤位置，減少對其他器官組織的副作用 123。 
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LXL-1 DNA 適體序列： 

5’- GAA TTC AGT CGG ACA GCG AAG TAG TTT TCC TTC TAA CCT AAG AAC 

CCG CGG CAG TTT AAT GTA GAT GGA CGA ATA CGT CTC CC – 3’ 

 

 

 

    

    

圖圖圖圖 1-8 LXL-1 適體 3D 結構 120   圖圖圖圖 1-9 利用 Cell-SELEX 篩選 DNA 適體步驟 121 
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1-8 研究研究研究研究動機與發想動機與發想動機與發想動機與發想 

    近日的研究中發現，腫瘤的低氧環境會造成癌症治療上的限制；如光動力

治療在缺氧的環境中就會失去其產生單性氧分子的效能而降低其對癌症細胞的

毒殺性；以及其本身在治療時，會造成局部微血管的破壞且產生血栓，雖然此現

象是可以間接地殺死癌症細胞，但卻也造成其附近的微環境更為缺氧，而降低光

動力產生單性氧分子，而降低其在活體上的療效。 

    因此本實驗的設計會利用兩種藥物來進行複合治療。利用常用的光敏劑

Protoporphyrin IX (PpIX) 以及在缺氧下才會被酵素活化的前驅型藥物

Tirapazamine (TPZ)做複合型治療。 

    因為 TPZ 藥物的作用範圍是只限於缺氧環境下，若在有氧氣的存在會將其

氧化成較無毒性的原型藥物；因此本研究的假設是希望透過光動力治療造成微環

境中的氧氣下降，使 TPZ 維持在自由基型態 (TPZ-．)，增強其毒殺效果，將光

動力治療原本的缺點在此搭配的治療下可以變成另一種治療上的優點。 

    由於兩種藥物的親疏水性不同，光敏劑 PpIX 較為疏水性，而 TPZ 相較於

PpIX 來說，較為親水性；因此當這兩種藥物做搭配治療時，藥物從血管進入到

腫瘤的位置以及藥物被癌症細胞利用的效率會有所不同，將無法看到兩者藥物同

時作用時所造成的協同效應。因此，本研究將利用一個可以載入大量藥物的奈米

載體，中孔洞奈米矽球 (Mesoporous silica nanoparticle, MSN) MMT2 劑型，將光

敏劑 PpIX 以共價修飾在載體內部，將 TPZ 負載於載體內，在 MMT2 的表面再

修飾一段與人類乳癌細胞株 MDA-MB-231 親和力佳的 DNA 適體 LXL-1，這樣

的適體除了可以做標靶治療之外，還可覆蓋於 MSN 表面之洞孔，減少內部的藥

物 TPZ 的快速釋放(圖圖圖圖 1-10)。 

    希望藉由這樣的複合型的奈米載體藥物在以靜脈注射後，透過表面上的

DNA 適體 LXL-1 到達癌症的位置，減少對其他細胞的吞噬；再藉由載體的特性，
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將藥物送至癌症更深層的組織內部，同時使兩種藥物同時作用以達到協同效應，

達到更有效的癌症毒殺效果。 

 

 

 

 

圖圖圖圖 1-10 研究發想 
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第二章第二章第二章第二章 實驗材料實驗材料實驗材料實驗材料、、、、儀器與方法儀器與方法儀器與方法儀器與方法 

2-1 實驗藥品與儀器實驗藥品與儀器實驗藥品與儀器實驗藥品與儀器 

2-1.1 實驗藥品實驗藥品實驗藥品實驗藥品 

表表表表 2-1 實驗藥品 

藥品名稱藥品名稱藥品名稱藥品名稱 分子式分子式分子式分子式/縮寫縮寫縮寫縮寫 製造廠商製造廠商製造廠商製造廠商 

Acetonitrile ACN Avantor performance 

materials 

(Center Valley, PA, 

U.S.A.) 

Bovine serum albumin BSA Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein 

diacetate 

DCFDA Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

Dimethyl sulfoxide DMSO Fisher Chemic 

(Waltham, MA, USA) 

1,3 Diphenylisobenofuran DPBF Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

DNA aptamer (LXL-1) LXL-1＊ IDTDNA 

(Taoyuan, ROC) 

EDTA-Tripsin  Gibco 

(Waltham, MA, USA) 

Fetal bovine serum FBS 

 

Gibco 

(Waltham, MA, USA) 

Minimum essential medium MEM/EBSS GE Healthcare Life 

Sciences HyClone 

(Logan, UT, USA) 

Penicillin/Streptomycin PS Biosource (Camarillo, 

MD, USA) 

Potassium chloride KCl Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

Potassium iodide KI Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

Potassium phosphate monobasic KH2PO4 Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 
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Potassium phosphate dibasic K2HPO4 Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

Propidium iodide 

 

PI Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

Protoporphyrin IX PpIX Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

Sodium chloride 

 

NaCl Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

Sodium dodecyl sulfate 

 

SDS J.T. Baker 

(Phillipsburg, USA) 

Thiazolyl blue tetrazolium bromide MTT Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

Tirapazamine TPZ Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

Tris base 

 

 J.T. Baker 

(Phillipsburg, USA) 

Tris(2-carboxyethyl)phosphine TCEP Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

Trypan blue solution  Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

 

＊LXL-1 序列： 

5’ thio-GAA TTC AGT CGG ACA GCG AAG TAG TTT TCC TTC TAA CCT AAG 

AAC CCG CGG CAG TTT AAT GTA GAT GGA CGA ATA CGT CTC CC – 3’ 

 

PBS(Phosphate buffer saline )配方配方配方配方 (100 mM, 1L) 

NaCl 8 g 

KCl 0.2 g 

Na2HPO4 1.44 g 

KH2PO4 0.24 g 
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RIPA 配方配方配方配方 (100 ml): 

NaCl 0.8775 g 

NP40 (Nonidet P40) 1 ml 

Sodium deoxycholate 0.5 g 

SDS 0.1 g 

Tris base 0.60 g 
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2-1.2 實驗儀器實驗儀器實驗儀器實驗儀器 

表表表表 2-2 實驗儀器 

儀器名稱儀器名稱儀器名稱儀器名稱(英文英文英文英文,縮寫縮寫縮寫縮寫) 廠牌型號廠牌型號廠牌型號廠牌型號 

微孔盤分析儀 

(ELISA reader) 

Tecan Sunrise 

(Männedorf, Switzerland) 

分光分析儀 

(Microplate reader) 

Thermo Scientific Varioskan Lux 

  (Waltham, MA USA ) 

高速離心機 

(High speed centrifuge) 

Hermle Z 36 HK 

(Wehingen, Germany) 

倒立式顯微鏡 

(Microscope) 

Olympus IX-71 

(Tokyo, Japan) 

恆溫水浴槽 

(Water bath) 

Thermo Scientific Precision 280 series 

 (Waltham, MA USA ) 

恆溫培養箱 

(Cell incubator) 

ASTEC SCA-165DS 

(Japan) 

酸鹼度計 

(pH meter) 

PB-10 Sartorius 

(Göttingen, Germany) 

震盪器 

(Vortex-Genie2) 

G-560 Scientific Industries 

(Bohemia, NY, USA) 

光功率計 

(Optical power meter) 

Newport Model 1916-C/-R 

(Irvine, CA, USA) 

流式細胞儀 

(Flow cytomery) 

FACSCalibur Becton Dickinson 

(East Rutherford, NJ, USA) 

無菌操作袋 

(AtmosBag) 

Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO,USA) 

超聲波液體震盪器 

(Sonicator) 

Aquanonic 75D VWR 

(NY, USA) 

動態光散射儀 

(Dynamic light scattering) 

Zetasizer Nano ZS Malvern 

(Worces-tershire, UK) 

冷凍乾燥機 

(Freeze dryer) 

ModulydoD-115 Thermo 

(Logan, UT, USA) 

影像顯影系統 

(Imaging system) 

Bio-Rad 

(Hercules, CA, USA) 
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2-1.3 實驗實驗實驗實驗細胞株細胞株細胞株細胞株 

表表表表 2-3 實驗細胞株 

癌症細胞株癌症細胞株癌症細胞株癌症細胞株 所屬種類所屬種類所屬種類所屬種類 取得來源取得來源取得來源取得來源 

MDA-MB-231 Human breast 

adenocarcinoma 

BCRC No. 60425 

(Hsinchu, Taiwan) 

MCF-7 Human breast 

adenocarcinoma 

BCRC No. 60436 

(Hsinchu, Taiwan) 

MCF-10A Human breast epithelial 

cell 

 

2-1.4 氣體氣體氣體氣體 

表表表表 2-4 實驗氣體 

氣體比例氣體比例氣體比例氣體比例 廠商廠商廠商廠商 

100% CO2 巧充 (Taipei, Taiwan) 

1% O2、5% CO2、94% N2 信華 (Taipei, Taiwan) 

2% O2、5% CO2、93% N2 信華 (Taipei, Taiwan) 

5% O2、5% CO2、90% N2 信華 (Taipei, Taiwan) 

2-1.5 光源設備光源設備光源設備光源設備 

    光源為 Edison LED 紅光燈泡，波長為 630 nm，燈泡以串聯方式連接，一排

有 4 個燈泡，一共有 4 排；燈泡大小與 96 孔盤的孔徑吻合，燈泡的擺置間距為

兩個 96 孔洞的距離，如圖圖圖圖 2-1 所示。為了減少光源色散的影響，照射的光線會

先透過一個黑盤，將雜亂的光線過濾掉，最後再照射在白盤上，白色具有聚光的

效果，能夠完全的使光源完全集中在孔盤中，光源的照射如圖圖圖圖 2-2 所示。 

    利用光功率計所測得的燈泡為 15.15 mW，將其瓦數乘以其光照的表面積

2.45 cm2，經過計算得到的結果為 37.12 mW；計算平均每個 well 照光 1 分鐘所

得到的能量，將 37.12 mW 除以 96 孔盤的面積 0.3165 cm2 乘以照射時間 1 分鐘，

計算的結果為 7.03 J/cm2，即為每個 well 受到光源照射時的能量。 

15.15 mW x 2.45 cm2  = 37.12 mW 

37.12 mW / 0.3165 cm2 x 60 sec = 7.03 J/cm2 
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圖圖圖圖 2-1 實驗光源 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖圖圖圖 2-2 光源擺設於 96 孔盤的方式 
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2-1.6 氣密袋與氣密袋與氣密袋與氣密袋與低氧環境的操作低氧環境的操作低氧環境的操作低氧環境的操作 

  密封氣體袋是參照 2014 年的文獻 124，利用具有氣密性質的透明聚乙烯袋子裁

減成長 40 cm 寬 29 cm 氣密袋，一邊用封口機密封，另一邊在放入細胞後用密封

夾封住，如圖圖圖圖 2-3 所示。 

  若要加入藥物處理或是需要照光時，會使用 Atmosbag 的無菌操作袋，其大小

約為 39 x48 (inch)、可容納的氣體體積約為 280 L。操作前先將袋子裡的氣體完

全抽出，再灌入實驗所需要的氣體操作，如圖圖圖圖 2-4 所示。 

 

  

 

 

 

 

       

圖圖圖圖 2-3 氣密袋 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖圖圖圖 2-4 低氧環境操作  
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2-2 單單單單線態線態線態線態氧分子的測定氧分子的測定氧分子的測定氧分子的測定 

本研究利用 1973，Allen J. Bard，DPBF assay 來測定單線態氧分子 125。此

方法的原理是因為 DPBF (1,3 Diphenylisobenzofuran)與單線態氧分子作用後產

生不可逆的化學反應，最終的產物為 DBB (o-Dibenzoylbenzene)，其反應式如圖圖圖圖

2-5；DPBF 分子在 410 nm 的光照射下有最強的吸收，而 DPBF 與單線態氧分子

作用後之產物 DBB 無 410 nm 的光吸收，因此可藉由測得 410 nm 的吸收值下

降，來推算單線態氧分子產生的多寡。 

 

 

 

 

 

    

圖圖圖圖 2-5 DPBF 與單線態氧分子的反應式 

 

 

2-2.1 PpIX 在不同濃度與不同照光時間下產生單在不同濃度與不同照光時間下產生單在不同濃度與不同照光時間下產生單在不同濃度與不同照光時間下產生單線態線態線態線態氧分子之變化氧分子之變化氧分子之變化氧分子之變化 

(1) 以 DMSO 當溶劑，配製濃度為 250 μM 的 DPBF 溶液。 

(2) 將不同濃度的 PpIX( 0、0.2、0.4 以及 0.8 μM)，加入 250 μM DPBF 的溶液

中，再將配製好的溶液以每個 well 100 μL 的體積加入 96 well 的孔盤中。 

(3) 予以紅光分別照射 10、20 及 30 秒。 

(4) 結果以 ELISA microplate reader 分析，測量樣品於 410 nm 的吸光值。以 DMSO

溶劑的 410 nm 吸光值當作空白組 (blank)，250 μM DPBF 溶液的 410 nm 吸

光值當作控制組(control)，sample 的吸光值扣除空白組再除以控制組後乘以

100%，即為 DPBF 在此反應中與單線態氧分子作用後所消耗的百分比。 
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2-2.2 PpIX 在不同氧氣濃度環境下產生單在不同氧氣濃度環境下產生單在不同氧氣濃度環境下產生單在不同氧氣濃度環境下產生單線態線態線態線態氧分子之變化氧分子之變化氧分子之變化氧分子之變化 

(1) 將 DMSO 溶劑除去氣體約 10 分鐘，再灌入氮氣 10 分鐘將溶劑中的氧氣除

去。 

(2) 將溶劑放於無菌手套袋中，先將袋中的氣體完全抽出，再灌入不同氧氣壓力

的氣體，分別為 0%、1%和 5% 的 O2 混合氣體。 

(3) 在不同氧氣環境下配置 250 μM 的 DPBF 溶液；將 DPBF 與 0.8 μM 的 PpIX

混合，以每個 well 100 μL 的體積加入 96 孔盤中。 

(4) 予以紅光分別照射 10、20、30 秒。 

(5) 最後的結果藉由 ELISA microplate reader 分析。 

 

2-2.3 比較比較比較比較 PpIX、、、、PpIX-MMT2 和和和和 Apt-PpIX-MMT2 產生單產生單產生單產生單線態線態線態線態氧氧氧氧分子分子分子分子之效率之效率之效率之效率 

(1) 以 DMSO 當溶劑，配製濃度為 250 μM 之 DPBF 溶液 

(2) 分別加入濃度為 0.4 μM 的 PpIX、PpIX-MMT2 及 Apt-PpIX-MMT2 三種組別 

(3) 將配製好的溶液以每個 well 為 100 μL 的體積加入 96 well 中。 

(4) 予以紅光分別照射 10、20、30、40 及 50 秒 

(5) 結果以 ELISA microplate reader 分析。 
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2-3 PpIX-MMT2、、、、Apt-PpIX-MMT2 及及及及 TPZ@Apt-PpIX-MMT2 的的的的合合合合

成成成成 

    本實驗是將 PpIX 和 aptamer 兩者以共價鍵的方式修飾於載體 MMT2 上，最

後的 TPZ 藥物再以含浸的方式載入 MMT2 載體裡。MMT2、PpIX-MMT2 及

Maleimide-PpIX-MMT2 是由清大化學系楊家銘教授實驗室林芝宇同學合成，而

DNA 適體的修飾及 TPZ 藥物的含浸是在本實驗室合成。 

 

DNA aptamer 修飾於載體的修飾於載體的修飾於載體的修飾於載體的合成合成合成合成步驟步驟步驟步驟 

(1) 第一步驟是還原帶有硫基修飾的 DNA aptamer。取 10 μL, 200 μM 具有硫基

修飾的 aptamer 與 3.4 μL, 1 mM 的 TCEP 於室溫作用 30 分鐘。 

(2) 秤取 0.5 mg 的 Maleimide-PpIX-MMT2，以 500 μL 的 ddH2O 回溶，用 60 Hz

的 sonicator 震 3 分鐘，將奈米粒子震勻。 

(3) 將經過還原的 aptamer 與 Maleimide-PpIX-MMT2 混合，再加入 500 μL, pH

值為 7.4 的 1mM 的 phosphate buffer，於室溫反應 4 小時。 

(4) 以 9,500 g 的轉速將反應後的產物 Apt-PpIX-MMT2 離心下來，並以 ddH2O

清洗 3 次，最後以體積 500 μL 的 ddH2O 回溶，並分成 5 管，以冷凍乾燥的

方式將其中的水份去除，再放入 4℃冰箱保存。 

TPZ@Apt-PpIX-MMT2 

(1) 將 TPZ 溶於 ddH2O 中，配置濃度為 1.2 mg/mL 的 TPZ 溶液。 

(2) 以莫爾數 PpIX: TPZ=0.4: 60 之比例將 TPZ 溶液含浸於粉末狀的 Apt-PpIX-

MMT2，分次含浸，每次含浸的體積為 50 μL。 

(3) 以加熱的方式將其中的水份揮發，即獲得 TPZ@Apt-PpIX-MMT2。 
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2-4 載體的鑑定載體的鑑定載體的鑑定載體的鑑定 

    將 DNA aptamer 修飾在載體後，將利用 DLS (Dynamic light scattering)來鑑定

載體之粒徑大小，以及 DNA Aptamer 修飾前後之載體介面電荷的變化。 

DLS 鑑定鑑定鑑定鑑定 

(1) 將製備完的 Apt-PpIX-MMT2 以及未修飾適體的 Maleimide-PpIX-MMT2 以

0.01 mg/mL 的濃度溶於 pH 值為 7.4，濃度為 1 mM 的 Phosphate buffer。 

(2) 利用超音波震盪 3 分鐘。 

(3) 以動態光散射儀 ( Dynamic light scattering, DLS )鑑定之。 

2-5 定量定量定量定量載體內的載體內的載體內的載體內的 PpIX 

    本研究定量 PpIX 修飾於載體 (PpIX-MMT2)之 PpIX 含量的方法是參考

2009 年 Chung-Yuan Mou 團隊定量 PpIX-MSN 的方法 126。 

(1) 將 PpIX-MSN 溶於 DMSO 溶劑中 

(2) 用 PpIX-MSN 溶於 DMSO 溶劑中，測量 PpIX 在 405 nm 之吸光值 

(3) 做一條 Free drug PpIX 溶於 DMSO 之檢量線(圖圖圖圖 2-6) 

(4)將 PpIX-MSN 所測得的吸光值帶入檢量線中，即可回推 1 mg 的 PpIX-MSN

中含有多少 PpIX 分子。 

 

 

 

 

 

 

 

    

                        圖圖圖圖 2-6 PpIX 濃度檢量線 
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2-6 細胞培養細胞培養細胞培養細胞培養 

  MDA-MB-231、MCF-7 和 MCF-10A 三種細胞株的皆培養於 10 公分盤中，培

養環境維持在 5% CO2，37℃下。培養溶液分為 MEM(Minimum Essential Medium)

溶液、MEM(含 1mM 的 essential amino acid 以及 1mM 的 pyruvate acid)以及 α-

MEM 溶液。培養溶液另外再添加 10%的小牛蛋白血清(Fetal Bovine Serum, FBS)

以及 1%的抗生素(penicillin/streptomycin, PS solution)，培養液 pH 值介於 7.2~7.4

間。每三天繼代一次，每次繼代的細胞數量約為 2x106 個細胞。 

繼代步驟繼代步驟繼代步驟繼代步驟    

(1) 將八分滿的細胞盤的上清液去除。 

(2) 以 5 mL 的 PBS 清洗兩次。 

(3) 加入 500 μL 的 EDTA-trypsin 置於 37℃ incubator 反應 5 分鐘。 

(4) 加入 500 μL 的 MEM 終止 EDTA-trypsin 的反應，並將細胞液裝入 1.7 mL 的

eppendorf 中。 

(5) 以 12,000 rpm 的轉速離心 5 分鐘將 EDTA-trypsin 去除，再用 1 mL 的 MEM

懸浮細胞液，以 2x106個細胞數種至 10 cm 盤中。 

冷凍細胞步驟冷凍細胞步驟冷凍細胞步驟冷凍細胞步驟    

(1) 將八分滿的細胞盤上清液去除。 

(2) 以 5 mL 的 PBS 清洗兩次。 

(3) 加入 500 μL 的 EDTA-trypsin 置於 37℃ incubator 反應 5 分鐘。 

(4) 加入 500 μL 的 MEM 終止 EDTA-trypsin 的反應，並將細胞液裝入 1.7 mL 的

eppendorf 中。 

(5) 以 12,000 rpm 的轉速離心 5 分鐘將 EDTA-trypsin 去除，再用含有 7% DMSO

的 MEM 容液懸浮細胞，以每管含有 2x106 顆細胞的數目裝至冷凍小管中。 

(6) 放入 4℃冰箱 10 分鐘，再放入-20℃冰箱 30 分鐘，最後放入-80℃冰箱一天。 

(7) 再將冷凍的細胞株放進液態氮裡保存。 
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2-7 細胞內細胞內細胞內細胞內 ROS 測定測定測定測定 

  本研究利用 DCFDA (2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate)的方式來觀察

不同氧氣濃度下 PpIX 對細胞產生的 ROS 量。DCFDA 物質是不具有螢光，必須

先進入到細胞內，被細胞內的酯酶(esterase)去醯化(deacetylation)形成 DCFH 

(2’,7’-Dichlorohydrofluorescein)，此分子才能與 ROS 作用，且被 ROS 氧化後形成

DCF (2’,7’-Dichlorofluorescein)的綠色螢光分子，藉由 488 nm 的激發後會產生 525 

nm 的綠光 127。化學反應式如圖圖圖圖 2-7 所示。 

 

                                                                                            圖圖圖圖 2-7 DCFDA 與 ROS 作用機制 

 

(1) 將 MDA-MB-231 細胞以 104 個/100 μL 的密度種至 96 孔盤中，裝進不同氧氣

濃度(5%, 2%, 1%)的氣密袋中培養細胞 18 小時。 

(2) 在無菌操作袋中加入 0.4 μM PpIX，培養 5 小時。 

(3) 在無菌操作袋分別予以照光 0、1、2、3 及 4 分鐘。 

(4) 加入 40 μM 的 DCFDA 溶液，培養 30 分鐘。 

(5) 利用 Microplate ELISA reader 來測量。激發光為 488 nm，產生的綠色螢光為

525 nm。 

(6) 結果處理是將未加入 DCFDA 組別的螢光值當作 blank。只有加入 DCFDA 和

PpIX，但未照光的組別的螢光值當作 control。各組別 normalize 的方式是將

各組的 525 nm 螢光值扣掉 blank 再除以 control。 
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2-8 細胞存活率測試細胞存活率測試細胞存活率測試細胞存活率測試 

   本實驗檢視細胞存活率的方法使用 MTT assay，其原理為活體細胞中的琥珀

酸 脫 氫 酶 (Succinate dehydrogenase, SDH) 使 添 加 的 MTT 分 子 (3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)還原成不溶於水的藍紫色結

晶沉澱物 formazan，反應式如圖圖圖圖 2-8 所示。 

MTT assay 步驟步驟步驟步驟    

(1) 將細胞液上清液抽出 

(2) 加入 100 μL 濃度為 0.5 mg/mL 的 MTT 溶液。 

(3) 放進 37℃ incubator 培養 2 小時。 

(4) 去除 MTT 溶液，以 100 μL 的 DMSO 回溶紫色結晶物。 

(5) 以 ELISA reader 來測量 570 nm 的吸收值。 

 

 

                         

                         圖圖圖圖 2-8 MTT assay 的反應式 
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2-8.1 PpIX 藥物在不同氧氣濃度下的毒殺實驗藥物在不同氧氣濃度下的毒殺實驗藥物在不同氧氣濃度下的毒殺實驗藥物在不同氧氣濃度下的毒殺實驗 

(1) 將 MDA-MB-231 的癌症細胞以每 well 104 個/100μL 的密度種在 96 well 的白

盤中。 

(2) 裝入氣密袋後分別灌入不同氧氣濃度的氣體 5%、2%、1%，再放入 incubator

中培養 18 小時。 

(3) 在無菌操作袋裡加藥，如圖圖圖圖 2-4 所示。PpIX 的濃度分別為 0、0.2、0.4 及 0.8 

μM。 

(4) 加藥完 5 個小時後予以照光，照光時間分別為 0、1、2、3 及 4 分鐘。照光後

放入氣密袋裡培養 19 小時。 

(5) 進行 MTT assay 測量細胞的存活率。 

 

2-8.2 TPZ 藥物在不同氧氣濃藥物在不同氧氣濃藥物在不同氧氣濃藥物在不同氧氣濃度下的毒殺實驗度下的毒殺實驗度下的毒殺實驗度下的毒殺實驗 

(1) 將 MDA-MB-231 的癌症細胞以每 well 104 個/100 μL 的密度種於 96 well 的孔

盤中。 

(2) 裝入氣密袋後分別灌入不同氧氣濃度的氣體 5%、2%、1%，放入 incubator 中

培養 18 小時，培養完再放入無菌操作袋中下 TPZ 的藥物。TPZ 的濃度為 0、

20、40、60 及 80 μM，加藥完放入氣密袋中培養。 

(3) 下藥完待 24 小時後進行 MTT assay 測量細胞的存活率。 

 

2-8.3 PpIX 與與與與 TPZ 兩種藥物的合併兩種藥物的合併兩種藥物的合併兩種藥物的合併治療治療治療治療 

(1) 將 MDA-MB-231 的癌症細胞以每 well 104 個/100μL 的密度種在 96 well 的孔

白盤中。 

(2) 裝入氣密袋後分別灌入不同氧氣濃度的氣體 5%、2%、1%，放入 incubator 中

培養 18 小時。 

(3) 在無菌操作袋中分別加入四種組別 Control、PpIX、TPZ 以及 PpIX 和 TPZ 的
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合併組別。PpIX 濃度為 0.4 μM、TPZ 濃度為 60 μM。 

(4) 待 5 小時後在無菌操作袋中進行照光，照光時間為 1 分鐘，再放入氣密袋培

養 19 小時。 

(5) 進行 MTT assay 測量細胞的存活率。 

2-8.4 載體毒載體毒載體毒載體毒殺殺殺殺實驗實驗實驗實驗 

(1) 將 MDA-MB-231 的癌症細胞以每 well 104個/100μL 的密度種在 96 well 孔盤 

   中。 

(2) 待 18 小時加入不同濃度的空載體 MMT2，載體濃度分別為 0、1.12、2.24、 

   4.48、8.96 及 17.92 ppm。 

(3) 待 19 小時進行 MTT assay 測量細胞的存活率。 

2-8.5 Apt-PpIX-MMT2 毒殺實驗毒殺實驗毒殺實驗毒殺實驗 

(1) 將 MDA-MB-231 的癌症細胞以每 well 104個/100μL 的密度種在 96 well 孔盤 

   中。 

(2) 待 18 小時加入不同濃度的 Apt-PpIX-MMT2，濃度分別為 0、0.585、1.17 及 

   2.34 ppm。 

(3) 待 5 小時照光 1 分鐘。 

(4) 待 19 小時進行 MTT assay 測量細胞的存活率。 

2-8.4 TPZ@Apt-PpIX-MMT2 的毒殺實驗的毒殺實驗的毒殺實驗的毒殺實驗 

(1) 將 MDA-MB-231 的癌症細胞以每 well 104 個/100μL 的密度種在 96 well 的孔

盤中。 

(2) 裝入氣密袋後分別灌入不同氧氣濃度的氣體 5%、2%、1%，放入 incubator 中

培養 18 小時。 

(3) 在無菌操作袋中加入 TPZ@Apt-PpIX-MMT2，待 5 小時後予以照光 1 分鐘。 

(4) 放入氣密袋培養至 19 小時候再進行 MTT assay 測量細胞的存活率。 
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2-9    細胞細胞細胞細胞吞噬吞噬吞噬吞噬 Apt-PpIX-MMT2 實驗實驗實驗實驗    

    為了要看到修飾完 DNA 適體的載體具有對於人類 MDA-MB-231 乳癌細胞

具有專一性，因此選用不同種類的細胞，MCF-7 人類乳癌細胞及 MCF-10A 人

類乳房上皮細胞來當作對照組，觀察 Apt-PpIX-MMT2 是否能夠有效地針對

MDA-MB-231 乳癌細胞具有專一性。 

2-9.1 流式細胞儀分析流式細胞儀分析流式細胞儀分析流式細胞儀分析 

(1) 分別將 MDA-MB-231、MCF-7 及 MCF-10 三種細胞株以 2x105 個/1 mL 的密

度種至 12 well 孔盤中。 

(2) 待 18 小時細胞貼盤後加入含有 0.4 μM PpIX 的 Apt-PpIX-MMT2，靜置於

37℃培養箱內 5 小時。 

(3) 抽去孔盤內的 medium，用 PBS 清洗兩次後再加入 EDTA-trypsin 將細胞從

plate 上收下，裝入 1 ml 的 eppendorf 中。 

(4) 用 12,000 rpm 離心 5 分鐘將 EDTA-trypsin 離去。 

(5) 以 500 μL 的 PBS 回溶細胞沉澱。 

(6) 將回溶的細胞懸浮液通過流式細胞儀，定義細胞群大小集中的範圍，以一萬

顆細胞做 gating，分析不同細胞處理藥物後，吞噬的 PpIX 的螢光強度。 

2-9.2 萃取細胞內萃取細胞內萃取細胞內萃取細胞內 PpIX 的含量的含量的含量的含量 

(1) MDA-MB-231、MCF-7 及 MCF-10A 三種細胞株以 2x105 個/1 mL 的密度種

於 24 well 的孔盤中。 

(2) 待 18 小時細胞貼盤後加入含有 0.4 μM PpIX 的 Apt-PpIX-MMT2，靜置於

37℃培養箱內 5 小時。 

(3) 處理完藥物後，用 PBS 清洗兩次。 

(4) 用 RIPA buffer 溶液混合貼盤的細胞株，用 vortex 震盪 15 分鐘，使細胞膜完

全破裂。 
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(5) 將細胞萃取液轉移至黑盤透明底的 96 孔盤，用 ELISA microplate reader 分析

PpIX 的螢光值，PpIX (Ex：401 nm, Em：635 nm)。 

(6) 做出不同濃度之 PpIX 螢光檢量線(圖圖圖圖 2-9)，再將細胞萃取液的 PpIX 螢光值

代入檢量線中做運算，即可得到 PpIX 於不同細胞內之濃度。 

(7) 細胞的萃取液再利用 Bradford assay 來定量其中的蛋白濃度，將蛋白濃度當

成每一實驗組別之 internal control，分析方式是將每一組別的 PpIX 濃度除以

蛋白濃度，再進行比較。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                        

圖圖圖圖 2-9 PpIX 螢光檢量線 
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第三章第三章第三章第三章    實驗結果與討論實驗結果與討論實驗結果與討論實驗結果與討論    

3-1 實驗設計實驗設計實驗設計實驗設計與目的與目的與目的與目的 

    本實驗的設計中會先分別觀察兩種藥物，光敏劑 PpIX 和缺氧還原型藥物

TPZ 在不同氧氣濃度下對人類乳癌細胞 MDA-MB-231 的毒殺效果。氧氣的濃度

設計分成 21%、5%、2%及 1%。據先前文獻指出，21%氧氣濃度是一般細胞培養

的條件，但以生理的環境下，並無 21%的氧氣濃度。5%氧氣濃度是周邊組織的

生理氧氣濃度，2%氧氣濃度是生理性缺氧，1%氧氣濃度是病理性缺氧 17。因此

三種氧氣濃度的設計是欲模擬兩種藥物於腫瘤為環境中不同氧氣濃度下之療效，

藉挑選出兩種藥物最佳的比例及實驗條件。本研究也將深入探討 PpIX 光敏劑於

不同氧氣濃度下產生的 1O2 及 ROS 的效率，利用 DPBF assay 及 DCFDA assay 測

量不同氧氣濃度對於照光後的 PpIX 產生的單線態氧分子及 ROS 之效率。 

    找出兩種藥物合併後最佳的比例及實驗條件後，接下來是將兩種藥物合併於

載體內。本研究是將 PpIX 分子修飾於載體內，TPZ 藥物以含浸方式裝載於載體

裡，此外於載體表面再修飾一段與 MDA-MB-231 乳癌細胞株具有專一性的 DNA

適體 LXL-1，來進行標靶合併治療。載體 MMT2 的製備、PpIX 藥物的修飾是由

清大化學系楊家銘老師實驗室林芝宇博士合成；DNA 適體的修飾及 TPZ 藥物的

含浸是於本實驗室合成。 

    合成步驟是先於載體 MMT2 移除表面活性劑之前進行表面外修飾，加入

APTMS ((3-Aminopropyl)trimethoxysilane) linker ，使載體表面帶有胺基(Amine, 

NH2)(圖圖圖圖 3-1A)，再加入 Sulfo-SMCC (Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl) 

cyclohexane-1-carboxylate)作用，將表面的胺基轉化成帶有 Maleimide 官能基(圖圖圖圖

3-1B)，以利後續與帶有硫基(Thiol, SH )的 DNA 適體鍵結(圖圖圖圖 3-1C)；之後再移除

表面活性劑後，於內部裸露的孔洞上進行 PpIX 分子之修飾，這樣的修飾方式可

將 PpIX 分子修飾於載體內部。 
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PpIX 的修飾方式的修飾方式的修飾方式的修飾方式 

    移除表面活性劑之後，加入 APTMS 使載體內部表面帶有胺基 (Amine, NH2)。 

再 利 用 EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide) / NHS (N-

Hydroxysuccinimide)的方式將 PpIX 上的羧基(Carboxylate, COOH)與載體上的胺

基形成胺鍵(Amide bond)，合成的產物如圖圖圖圖 3-1D 所示。 

 

3-1 (A) APTMS-MMT2 

 

 

 

 

 

3-1 (B) Maleimide-APTMS-MMT2 

 

 

 

 

 

 

3-1 (C) Apt-MMT2 
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3-1 (D) PpIX-MMT2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖圖圖圖 3-1 共價修飾方式 

     

 

    修飾 DNA 適體後的載體 Apt-PpIX-MMT2 將利用 DLS (Dynamic light 

scattering)鑑定載體之大小及修飾適體前後之介面電荷變化。 

    最後是比較 Apt-PpIX-MMT2 是否能夠針對 MDA-MB-231 乳癌細胞具有選

擇性，利用 MCF-7 乳癌細胞及 MCF-10A 乳房上皮細胞進行細胞吞噬之比較。由

於 PpIX 經由 405 nm 的光波激發後會釋放出 634 nm 螢光波長，可藉此特性觀察

藥物在細胞內的累積量，利用流式細胞儀 (flow cytometry)與萃取細胞內之 PpIX

兩種方式來證明Apt-PpIX-MMT2是否有效地被MDA-MB-231乳癌細胞所吞噬，

探討適體的修飾降低其他細胞的吞噬率進而減少副作用。 

    最後是比較兩種藥物裝載的 TPZ@Apt-PpIX-MMT2 與 free drug 的形式對於

MDA-MB-231 乳癌細胞的毒殺效果，是否可藉由這樣的劑型來達到更有效的治

療。 
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3-2 定量定量定量定量 PpIX 受到光照射後產生的單受到光照射後產生的單受到光照射後產生的單受到光照射後產生的單線態線態線態線態氧分子氧分子氧分子氧分子 

此實驗為利用 DPBF (1,3 Diphenylisobenzofuran) assay 定量光敏劑 PpIX 受到

630 nm 的 LED 光激發後產生之單線態氧分子。其原理為 DPBF 分子與單線態氧

分子作用後生成 DBB 分子(o-Dibenzoylbenzene)，由於 DPBF 分子在 410 nm 具

有吸收峰而 DBB 分子在 410 nm 沒有，因此可藉由所測得的 410 nm 吸收值之減

少進而定量單線態氧分子之生成量 125。圖圖圖圖 3-2 是不同濃度的 PpIX 在 21%的氧氣

濃度下經過不同照光時間後產生的單線態氧分子結果。結果中顯示 DPBF 分子會

隨著 PpIX 的照光時間增加而減少，且 PpIX 分子的濃度愈高，DPBF 下降之斜率

也愈大。由此可證明單線態氧分子的生成與 PpIX 濃度以及 PpIX 的照光時間成

正比。由於 0.8 μM 的 PpIX 在經過 30 秒的照射後減少的 DPBF 最多，因此將以

此濃度條件來進行不同氧氣濃度下產生單線態氧之條件。 

 

 

圖圖圖圖 3-2 定量 PpIX 在受到光激發後生成的單線態氧分子。PpIX 濃度分別為 0、

0.2、0.4 和 0.8 μM，照光時間為 10sec、20 sec、30 sec 
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3-3 比較比較比較比較 PpIX 於於於於不同氧氣濃度下產生單不同氧氣濃度下產生單不同氧氣濃度下產生單不同氧氣濃度下產生單線態線態線態線態氧分子之氧分子之氧分子之氧分子之效率效率效率效率 

    光動力治療的三大基本元素是光敏劑、光以與氧氣 48。由圖圖圖圖 3-2 之結果看到

單線態氧分子的生成會受到光敏劑之濃度以及光敏劑的照光時間而有所影響，因

此接下來的實驗欲證明氧氣濃度是否影響光敏劑產生單線態氧分子之效率。本實

驗利用 DPBF assay 來測量 0.8 μM 的 PpIX 分別在 0%、1%、5%及 21%的氧氣濃

下照光後產生單線態氧氣的效率。由圖圖圖圖 3-3 結果可以看到在 0%氧氣濃度下，PpIX

照射 30 秒後 DPBF 只減少約 12%；而 21%氧氣濃度的 PpIX 照射 30 秒後下降了

96%，代表單線態氧分子必須要在氧氣充足的條件下才能較有效地生成。5%氧氣

濃度是組織的生理氧氣濃度，此氧氣濃度照光 30 秒後造成約 60%的 DPBF 減少，

相較於一大氣壓下的氧氣濃度 21%的結果，產生單線態氧分子的效率明顯地減

少，P < 0.001，由此解釋光動力治療目前仍只能應用於表層組織的癌症治療，如

皮膚癌、口腔癌、頭頸癌等，對於更深層的癌症組織之治療仍是一大限制 128。 

 

圖圖圖圖 3-3 PpIX 在不同氧氣濃度下生成單線態氧分子之結果。氧氣濃度為 0%、1%、

5%、21%，PpIX 濃度為 0.8 μM，照光時間 10 sec、20 sec、30 sec 

n.s.(no significant)，＊P< 0.05(significant)， ＊＊P< 0.01(highly significant)， 
＊＊＊P< 0.001(extremely significant) 
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3-4 比較不同氧氣濃度下比較不同氧氣濃度下比較不同氧氣濃度下比較不同氧氣濃度下 PpIX 對癌症細胞產生對癌症細胞產生對癌症細胞產生對癌症細胞產生 ROS 量之差異量之差異量之差異量之差異 

    PpIX 受到光激發後產生的細胞毒殺分成兩種機制，第一種機制是將氧氣轉

換成單線態氧分子進行癌症細胞核的毒殺，另一種機制則是激發後的 PpIX 與細

胞基質作用產生自由基分子，自由基分子再與氧氣作用形成其他氧化產物 ROS 

(Reactive oxygen species)57。由 DPBF 實驗結果可知 PpIX 在光的照射下直接地產

生單線態氧分子，但若需觀察不同的氧氣濃度是否也會影響 PpIX 毒殺細胞的另

一種機制，產生 ROS 之效率，則需利用 DCFDA (2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein 

diacetate) assay 進行 in vitro 測量 127。 

  DCFDA 的作用方式是進入細胞內與胞內的酯酶作用，形成 DCFH (2’,7’-

Dichlorohydrofluorescein)，此分子被 ROS 氧化形成帶有綠色螢光的 DCF (2’,7’-

Dichlorofluorescein)。藉由偵測 DCF 的螢光可定量細胞所受到的氧化壓力，螢光

強度愈高代表細胞受到的氧化壓力愈強 127。 

    此實驗目的為觀察氧氣濃度下降時，除了會降低 PpIX 產生單線態氧分子的

效率，是否也會影響藥物作用後對細胞的氧化壓力。圖圖圖圖 3-4 為 0.4 μM PpIX 分別

在 5%、2%及 1%氧氣濃度下產生 ROS 的結果。此結果可以發現隨著照光時間的

增加，細胞產生綠色的螢光訊號愈大，代表 PpIX 隨著照光時間的增加，對細胞

造成的氧化壓力愈大；固定相同照光時間，亦可看到氧氣濃度愈低，PpIX 對細

胞產生的氧化壓力也有顯著的減少(P<0.001)。由上述的實驗可以總結氧氣濃度的

減少不僅會減少 PpIX 照光後產生的單線態氧氣的生成，同時也會減少其對細胞

造成的氧化壓力，氧氣的濃度皆會影響 PpIX 毒殺細胞的兩種機制。 
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圖圖圖圖 3-4 定量在不同氧氣濃度下 PpIX 經照光後對細胞產生的 ROS 量。PpIX 濃度

為 0.4 μM，DCFDA 濃度 40 μM，照光時間為 0、1、2、3 及 4 分鐘 

n.s.(no significant)，＊P< 0.05(significant)，＊＊P< 0.01(highly significant)， 
＊＊＊P< 0.001(extremely significant) 
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3-5 PpIX 於不同氧氣濃度下毒殺癌症細胞之於不同氧氣濃度下毒殺癌症細胞之於不同氧氣濃度下毒殺癌症細胞之於不同氧氣濃度下毒殺癌症細胞之結果結果結果結果 

本實驗將乳癌細胞培養至 5%、2%及 1%的氧氣濃度，欲模擬出 PpIX 在腫瘤

不均勻氧壓下的治療情形，另外也做一組 21%氧氣濃度下 PpIX 對細胞毒殺的結

果來做比較，最後目的是要找出 50%的細胞存活率之條件，以利後續的合併治療。

利用 MTT assay 來測量細胞存活率，其原理是藉由活細胞內粒線體的酵素琥珀酸

去氫酶(Succinate dehydrogenase, SDH) 將 MTT 分子(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide)還原成不溶於水的紫色結晶沉澱物 Formazan，由

於產物 Formazan 的生成與細胞的數目成正比，因此可藉由此方法來推算細胞的

存活率 129。由上一個實驗的結果得知若氧氣的濃度愈低，產生單線態氧分子及

ROS 的效率愈差，因此預期的細胞毒殺效果也會受到限制。 

圖圖圖圖 3-5 為 PpIX 在不同濃度，不同照光時間以及不同氧氣濃度下對於細胞造

成毒殺的結果。其中可以看到當固定照光時間時，若 PpIX 的濃度增加，造成細

胞的毒殺效果愈強；當固定 PpIX 濃度時，可以看見隨著照光時間的增加，細胞

存活率也明顯的下降(圖圖圖圖 3-5A, 圖圖圖圖 3-5B)；然而當氧氣的濃度下降時，PpIX 毒殺

癌症細胞的效率也變差，比較圖圖圖圖 3-5A 與圖圖圖圖 3-5D 的結果可以發現 0.8 μΜ PpIX 在

21%的氧氣濃度下照光 1 分鐘的條件下就能達到 10%以下的細胞存活率，但 1%

的氧氣濃度下，相同濃度的 PpIX 即使增加照光時間至 4 分鐘，仍無法達到 50%

以下的細胞存活率，此結果與先前的 DPBF 實驗吻合，PpIX 需在氧氣充足的條

件下作用才能有效地毒殺癌症細胞 57,128。 

    就 PpIX 毒殺細胞的結果，可以看到 0.4 μM 濃度的 PpIX 照光 1 分鐘後就可

達到毒殺乳癌細胞至 50%以下的細胞存活率；而 0.2 μM 濃度的 PpIX 照光 4 分

鐘後仍有 50%以上的細胞存活率，推測是由於 PpIX 的濃度太低，產生的單線態

氧分子不足以有效地毒殺癌症細胞；0.8 μM PpIX 對於細胞的毒殺效果最強，照

光時間 1 分鐘即可達到 10%的細胞存活率。因此若 PpX 濃度太低(0.2 μM)，則無

法有效地抑制乳癌細胞的生長，但若 PpIX 的濃度太高(0.8 μM) 造成細胞的存活
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率太低，無法看到之後合併治療後產生協同效應的結果，因此本研究將選擇濃度

為 0.4μM 的 PpIX 以及照光時間為 1 分鐘之實驗條件進行後續的合併治療。 

(A) 

 

(B) 
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(C) 

 

 

(D) 

 

圖圖圖圖 3-5 PpIX 在不同實驗條件下對 MDA-MB-231 細胞的毒殺結果，PpIX 濃度為

0、0.2、0.4、和 0.8 μM，照光時間是 1 至 4 分鐘。(A) 21% O2； (B) 5% O2； 

(C) 2% O2； (D) 1% O2 

n.s.(no significant)，＊P< 0.05 (significant)， ＊＊P< 0.01 (highly significant)， 
＊＊＊P< 0.001 (extremely significant) 
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3-6 TPZ 藥物於不同氧氣濃度下對癌症細胞的毒殺藥物於不同氧氣濃度下對癌症細胞的毒殺藥物於不同氧氣濃度下對癌症細胞的毒殺藥物於不同氧氣濃度下對癌症細胞的毒殺結果結果結果結果 

與光動力治療相反，TPZ 藥物需要在低氧的環境下才會被細胞酵素還原成

自由基型態，進而發揮其毒殺細胞的效用。本實驗利用 MTT assay 比較不同濃

度的 TPZ 藥物在不同氧氣濃度環境下對細胞的毒殺效果，藉此找出合併治療的

最佳濃度條件。從圖圖圖圖 3-6 的結果可以看到隨著 TPZ 濃度增加會造成細胞的存活

率下降；在相同濃度的 TPZ 條件下，氧氣的濃度愈低造成細胞的存活率下降愈

多，代表氧氣的濃度下降，能夠增強 TPZ 的毒殺效果。 

TPZ 在 21%的氧氣濃度下對於細胞的毒殺性不高，在 80 μΜ 的濃度下仍有

約 80%的細胞存活率，表示在氧氣充足的環境下，有較多的 TPZ 藥物沒有被活

化成自由基型態，依然保持較低毒性之原型態；而在 5%氧氣濃度下 TPZ 就有

毒殺細胞的能力，且隨著氧氣濃度的降低，造成的細胞存活率有明顯的下降。 

    TPZ 藥物在濃度為 60 μM 的條件下可以將 5%、2%和 1%氧氣濃度的細胞毒

殺至 50%細胞存活率以下，然而濃度增加至 80 μM 其細胞毒殺的效果與 60 μM

濃度無明顯地增強 (1%氧氣濃度下，造成的細胞存活率分別為 34%及 29%)。因

此本研究最終選用 60 μM 的濃度作為後續複合治療的實驗條件。 
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圖圖圖圖 3-6 TPZ 在不同濃度與氧氣濃度對細胞的毒殺性。TPZ 濃度分別為 0、20、40、

60 和 80 μM，氧氣濃度為 21%、5%、2%和 1% 

n.s.(no significant)，＊P< 0.05(significant)， ＊＊P< 0.01(highly significant)， 
＊＊＊P< 0.001(extremely significant) 
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3-7 PpIX 與與與與 TPZ 兩種藥物合併兩種藥物合併兩種藥物合併兩種藥物合併的細胞毒殺結果的細胞毒殺結果的細胞毒殺結果的細胞毒殺結果 

    於前述之實驗結果中發現 PpIX 需要在氧氣充足的環境下作用，若氧氣濃度

愈低，能造成細胞毒殺的效果會受到限制；而 TPZ 的細胞毒殺作用卻與 PpIX 相

反，隨著氧氣濃度的下降，TPZ 能夠有效地被活化成自由基型態，進而毒殺細胞。 

因此接下來的實驗目的在測試兩種藥物合併使用後是否能夠在不同氧氣濃度下

產生協同效應，將原本單獨使用時所遇到的限制，在合併治療後是否能夠達到更

有效的毒殺癌症細胞效果。由先前分別單獨藥物毒殺癌症細胞的實驗中找到 0.4 

μM 的 PpIX 照光一分鐘以及 60 μM TPZ 這兩個實驗條件下能將癌細胞的生存率

下降至 50%，因此選用此條件來作為合併治療的實驗條件。 

    本實驗利用 MTT assay 來比較在不同氧氣濃度下單獨使用 PpIX 和 TPZ 以及

合併治療後的細胞毒殺結果。由圖圖圖圖 3-7 的結果可以看到兩種藥物的合併後造成細

胞的存活率皆低於分別單獨藥物的處理之組別，在 5%、2%及 1%的氧氣濃度下

皆可看見此現象。分別將每個氧氣濃度下之兩種藥物的合併組別的細胞存活率除

以兩種藥物單獨處理下的細胞存活率之乘積，即可得到 CDI (Coefficient of drug 

interaction )值。 
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CDI 值若大於 1 表示兩種藥物為結抗作用，等於 1表示兩種藥物是加成作用，小

於 1 表示兩種藥物為協同作用 130,131。從表 3-1 的結果看到兩種藥物在不同氧氣

濃度下計算出的 CDI 值皆小於 1，表示兩種藥物的合併確實能夠產生協同作用，

增強兩種藥物因為氧氣濃度所造成毒殺癌症細胞的限制。 

  

doi:10.6342/NTU201703762



52 

 

 

 

 

 

圖圖圖圖 3-7 PpIX 與 TPZ 在不同氧氣濃度下的合併治療結果。PpIX 濃度為 0.4 μM，

TPZ 濃度為 60 μM，照光時間為 1 min，氧氣濃度分別為 1%、2%及 5% 

n.s.(no significant)，＊P< 0.05(significant)， ＊＊P< 0.01(highly significant)， 
＊＊＊P< 0.001(extremely significant) 

 

表表表表 3-1 細胞存活率及 CDI 值 

O2 濃度濃度濃度濃度 PpIX TPZ Combine CDI 值值值值 

5% 31% 42% 4% 0.31 

2% 42% 45% 8% 0.42 

1% 88% 42% 10% 0.27 
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3-8 載體載體載體載體的的的的特性分析特性分析特性分析特性分析及及及及 PpIX 定量結果定量結果定量結果定量結果 

首先利用 DLS (Dynamic light scattering) 鑑定合成後載體之粒徑大小，圖圖圖圖 3-

8A 和圖圖圖圖 3-8B 分別為 DNA Aptamer 在修飾前及修飾後的大小，345 ± 34.2 nm

及 317.6 ± 36.68 nm。結果顯示修飾 DNA Aptamer 前與修飾後的大小無顯著

差異，於水中的粒徑大約於 300 nm 左右。DLS 的測量只能知道載體於水中的

水合粒徑，由於二氧化矽材質的奈米粒子容易沉澱，因此若要知道實際載體之

大小，需要透過 TEM(Transmission electron microscope)圖來輔助。圖圖圖圖 3-8C 和

圖圖圖圖 3-8D 是由清大楊家銘老師實驗室拍攝載體的 TEM 圖，由結果可計算出一

顆載體的平均大小約 120 nm。 

鑑定完載體大小後，接下來是鑑定 DNA 適體是否修飾於載體表面上，本實

驗是利用 DLS 測量粒子表面之介面電位(Zeta potential)。由於 DNA 帶負電荷，

因此若 DNA 修飾於載體表面，將會使得載體之電荷下降。圖圖圖圖 3-8E 的結果可看

到還未修飾 DNA Aptamer 的載體 (Maleimide-PpIX-MMT2 )平均電荷約為-19.3 

mV；而修飾 DNA Aptamer 後的載體  (Apt-PpIX-MMT2 )平均電荷變成-38.8 

mV(圖圖圖圖 3-8F)，由此證明 Apt-PpIX-MMT2 的載體表面確實有 DNA Aptamer 在載

體的表面上。 

載體上的 PpIX 含量是藉由熱重力分析與 405 nm 吸收值來估算。熱重力分

析是由清大楊家銘老師實驗室在製備後所測得的，其結果為每克 sample 上含有

0.336 mmole，而利用 405 nm 吸收值估算的結果是每克 sample 含有 0.343 mmole。

結果顯示兩種所定量的 PpIX 濃度相差不大。經過計算後，1.17 ppm 的 Apt-PpIX-

MMT2 含有 0.4 μM PpIX。 
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     3-8 (A) Maleimide-PpIX-MMT2 粒徑分析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    3-8 (B) Apt-PpIX-MMT2 粒徑分析 
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            3-8 (C) MMT2 之 TEM 圖 (清大楊家銘老師實驗室) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

          3-8 (D) Maleimide-PpIX-MMT2 之 TEM 圖 (清大楊家銘老師實驗室) 
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3-8 (E) Maleimide-PpIX-MMT2 介面電性分析 

 

 

 

3-8 (F) Apt-PpIX-MMT2 介面電性分析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖圖圖圖 3-8 載體的分析及鑑定 

 

 

表表表表 3-2 DLS 結果 

Sample Size (nm) Zeta potential (mV) 

Maleimide-PpIX-MMT2 345 ± 34.2 nm -19.3 

Apt-PpIX-MMT2 317.6 ± 36.68 nm -38.8 
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3-9 Apt-PpIX-MMT2 產生單產生單產生單產生單線態線態線態線態氧氧氧氧分子分子分子分子之效率之效率之效率之效率 

   確認 DNA 適體修飾在載體表面後，進一步要確認載體 DNA 的修適是否會

影響 PpIX 產生單線態氧分子的效果。本實驗藉由 DPBF assay 來分別定量 0.4 μM

的 PpIX、1.17 ppm 的 PpIX-MMT2 以及 1.17 ppm 的 Apt-PpIX-MMT2 在照光後

產生單線態氧之效率。圖圖圖圖 3-9 的結果可以看到 PpIX-MMT2 和 Apt-PpIX-MMT2

這兩個組別在照光後造成 DPBF 減少的斜率與 PpIX free drug 照光後減少 DPBF

的斜率無顯著差異，照射時間至 50 秒皆能將 DPBF 消耗約 90%，由此結果可證

明 PpIX 分子修飾在 MMT2 載體後仍能正常地產生單線態氧分子，而且經過 DNA

適體之修飾後，PpIX 產生單線態氧分子的效率也不會受到影響，修飾在載體上

的 PpIX 仍能發揮其正常之功效。 

 

圖圖圖圖 3-9 PpIX、PpIX-MMT2 與 Apt-PpIX-MMT2 單線態氧分子生成之結果。DPBF

濃度為 250 μM、PpIX 濃度為 0.4 μM、PpIX-MMT2 濃度為 1.17 ppm、Apt-PpIX-

MMT2 濃度為 1.17 ppm、照光時間為 0、10、20、30、40 及 50 秒 
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3-10 MMT2 載體毒殺性載體毒殺性載體毒殺性載體毒殺性 

    MMT2 載體是二氧化矽奈米矽球，據先前研究指出此材質具有良好之生物

相容性，能夠被細胞有效地降解，不會造成細胞的毒性 109，因此此實驗想確認

MMT2 載體對細胞造成的毒性。圖圖圖圖 3-10 為利用 MTT assay 方式測量細胞存活率

之結果，其中可發現 MMT2 載體濃度從 1.12 至 17.92 ppm 對細胞仍有 90%以上

的存活率；此外，加入載體後對細胞照光，以及於載體表面修飾 DNA 適體也

不會對細胞造成太大的影響。本研究最終會使用的載體濃度為 1.17 ppm，此濃

度不會造成細胞的存活率下降，因此對後續的細胞實驗不會造成太大的影響。 

 

 

圖圖圖圖 3-10 載體對細胞之毒殺性，載體濃度分別為 0、1.12、2.24、4.48、8.96 及 17.92 

ppm，組別分成 MMT2 不照光、MMT2 照光 1 分鐘以及修飾 DNA 適體的 Apt-

MMT2 
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3-11 Apt-PpIX-MMT2 對對對對 MDA-MB-231 細胞的毒殺性細胞的毒殺性細胞的毒殺性細胞的毒殺性 

    於先前 DPBF 的實驗中證實 Apt-PpIX-MMT2 劑型的 PpIX 在照光後不會影

響其產生單線態氧分子之效率，因此接下來是觀察 Apt-PpIX-MMT2 對 MDA-

MB-231 人類乳癌細胞株的毒殺性。圖圖圖圖 3-11 是利用 MTT assay 來測量 PpIX free 

drug 及 Apt-PpIX-MMT2 在 21%氧氣濃度下照光一分鐘後對 MDA-MB-231 細胞

造成的毒殺性。結果顯示 Apt-PpIX-MMT2 在 1.17 ppm (含 0.4 μM PpIX)的濃度

下能造成 10%以下的細胞存活率，且相較於以 free drug 方式，Apt-PpIX-MMT2

劑型造成細胞的存活率下降更多，表示 Apt-PpIX-MMT2 劑型在細胞中不僅能夠

正常發揮其藥效，且能增加 free drug PpIX 對癌症細胞的毒性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖圖圖圖 3-11 Apt-PpIX-MMT2 對 MDA-MB-231 細胞之毒殺性，PpIX 濃度分別為 0、

0.2、0.4 及 0.8 μM，Apt-PpIX-MMT2 濃度分別為 0、0.585、1.17 及 2.34 ppm，

照光時間為 1 分鐘 
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3-12 PpIX 與與與與 Apt-PpIX-MMT2 對對對對 MDA-MB-231 細胞吞噬結果細胞吞噬結果細胞吞噬結果細胞吞噬結果 

    由前述 MTT assay 實驗發現 Apt-PpIX-MMT2 相較於 free drug PpIX 對於

MDA-MB-231 人類乳癌細胞造成更強之毒殺性，表示 Apt-PpIX-MMT2 此劑型能

夠將更多的PpIX藥物送入癌症細胞中，因此本實驗是將PpIX和Apt-PpIX-MMT2

兩種劑型處理 MDA-MB-231 細胞株，2 小時候培養後再利用 RIPA buffer 將細胞

膜打破，定量其內部之 PpIX 螢光。圖圖圖圖 3-12 為定量後之結果，Apt-PpIX-MMT2 劑

型確實能夠將更多的 PpIX 送進 MDA-MB-231 細胞中，約為 Free drug PpIX 的 4

倍。由於 MMT2 與細胞的相容性佳，再加上 DNA 適體的修飾，使得 Apt-PpIX-

MMT2 能夠大量地被 MDA-MB-231 癌症細胞吞噬，PpIX 累積於細胞內也較多。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖圖圖圖 3-12 MDA-MB-231 細胞吞噬 PpIX 及 Apt-PpIX-MMT2 後之 PpIX 定量結果。

PpIX 濃度 0.4 μM，Apt-PpIX-MMT2 濃度為 1.17 ppm，吞噬時間 2 小時 
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3-13 Apt-PpIX-MMT2 對不同對不同對不同對不同細胞株的吞噬結果細胞株的吞噬結果細胞株的吞噬結果細胞株的吞噬結果 

    修飾 DNA Aptamer 後的 Apt-PpIX-MMT2 進行專一性地標靶至 MDA-MB-

231 乳癌細胞株。本實驗選擇三種細胞株來進行吞噬比較，分別為 MDA-MB-231

人類乳癌細胞株、MCF-7 人類乳癌細胞株以及 MCF-10A 人類正常乳房表皮細胞

株。本實驗將利用流式細胞儀的分析以及打破細胞膜定量其內部的 PpIX 含量兩

種方式來觀察細胞吞噬 Apt-PpIX-MMT2 的情形。 

圖圖圖圖 3-13 為流式細胞儀分析的結果，其中 MDA-MB-231 細胞株在吞噬 Apt-

PpIX-MMT2 後的螢光訊號有顯著的增加(圖圖圖圖 3-13A)，約有 76.11%細胞的螢光訊

號座落在 101 至 102 間，而 MCF-7 乳癌細胞約為 18.82% (圖圖圖圖 3-13B)，MCF-10A

細胞約為 51.95% (圖圖圖圖 3-13C)。MDA-MB-231 細胞株吞噬 Apt-PpIX-MMT2 載體是

最多的。 

    接下來是將吞噬 Apt-PpIX-MMT2 後的細胞株用 RIPA buffer 打破細胞膜，定

量細胞萃取液中的 PpIX 含量。圖圖圖圖 3-13 的結果可看到 MDA-MB-231 細胞株萃取

液的 PpIX 含量明顯比 MCF-7 與 MCF-10A 兩種細胞萃取液的 PpIX 含量多。由

以上兩個實驗發現修飾適體後的 Apt-PpIX-MMT2 具有細胞的選擇性，能夠讓

MDA-MB-231 細胞株吞噬更多的 PpIX，達到標靶治療。  
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

圖圖圖圖 3-13 三種細胞株吞噬 Apt-PpIX-MMT2 之流式細胞分析結果 

(A)為 MDA-MB-231 細胞株；(B)為 MCF-7 細胞株；(C)為 MCF-10A 細胞株 

Apt-PpIX-MMT2 濃度為 1.17 ppm，培養時間 5 小時 

18.82% 
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圖圖圖圖 3-14 MDA-MB-231、MCF-7 及 MCF-10A 三種細胞吞噬 Apt-PpIX-MMT2 後的

定量結果。Apt-PpIX-MMT2 濃度為 1.17 ppm，培養時間 5 小時 
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3-14 TPZ@Apt-PpIX-MMT2 對對對對乳癌細胞的毒殺結果乳癌細胞的毒殺結果乳癌細胞的毒殺結果乳癌細胞的毒殺結果 

    本實驗最後是比較 TPZ 含浸於 Apt-PpIX-MMT2 載體內(TPZ@Apt-PpIX-

MMT2)與 TPZ 和 PpIX 以 free drug 的兩種合併治療方式對於 MDA-MB-231 乳

癌細胞造成的毒殺性。圖圖圖圖 3-12 的結果中可看到合併治療未照光的組別，其造成

細胞存活率在 5%、2%和 1%的氧氣濃度下分別為 52%、39%和 38%，此結果與

圖 3-6 的結果相符，因未受到光激發，只有 TPZ 藥物造成的細胞毒殺；而

TPZ@Apt-PpIX-MMT2 未照光的組別所造成細胞的毒殺性卻顯著地提升，細胞

存活率在 5%、2%和 1%的氧氣濃度下分別為 32.9%、14.6%和 12.3%，表示利

用載體裝載 TPZ 的方式因為更能被細胞有效地利用，因此被細胞激素還原的自

由基型態增加，對細胞造成的毒殺性也提高。合併治療照光的組別中可看到 2%

與 5%氧氣濃度的結果皆能造成顯著的細胞毒殺結果，細胞存活率都小於

10%，TPZ@Apt-PpIX-MMT2 也是得到相同的結果，然而在 1%氧氣濃度條件下

所造成的毒殺效果卻顯著的不同，以 free drug 方式造成的細胞存活率約 21%，

雖然仍能看見 PpIX 造成的細胞毒殺，但因為氧氣濃度太低，其毒殺的效果是

明顯地下降，而 TPZ@Apt-PpIX-MMT2 卻仍能在 1%氧氣濃度下作用，造成小

於 10%的細胞存活率，表示利用載體裝載的方式能夠使兩種藥物造成的毒殺效

果提升，突破低氧環境下受到的限制。 
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圖圖圖圖 3-15 TPZ@Apt-PpIX-MMT2 毒殺 MDA-MB-231 癌症細胞株之結果。PpIX 濃

度 0.4 μM，TPZ 濃度為 60 μM，TPZ@Apt-PpIX-MMT2 濃度為 1.17 ppm，照光

時間 1 分鐘 
n.s.(no significant)，＊P< 0.05(significant)， ＊＊P< 0.01(highly significant)， 
＊＊＊P< 0.001(extremely significant) 

 

  

doi:10.6342/NTU201703762



66 

 

第四章第四章第四章第四章 結論與未來展望結論與未來展望結論與未來展望結論與未來展望 

    在本研究的結果中可看到 PpIX 與 TPZ 兩種藥物在氧氣不均的實驗條件下

可達到協同作用，改善單一藥物在治療上的限制。PpIX 在缺氧環境下照光後產

生的單線態氧分子和 ROS 量減少，因此儘管增長照光時間仍是無法使細胞達到

50%的存活率，若藉由 TPZ 藥物的搭配，可將 PpIX 無法作用的區域變成具有

毒殺之效用；對於 TPZ 藥物而言，PpIX 在照光後的作用會將環境中的氧氣消

耗，促使更多 TPZ 往自由基反應進行，增強其毒殺效果，因此兩種藥物的搭配

能達到彼此單獨治療上之限制。 

    早在 1993 年 Paul Bass 團隊研究就利用光動力治療與缺氧還原型藥物進行

活體之治療 132，其結果卻未達到預期的功效，由於兩種藥物在活體的分布及代

謝速率差異，無法同時作用而達到更有效的結果；然而隨著科技的進步，奈米

劑型的出現將改變藥物動力差異的缺點。在 2015 年 Yanyan Liu 團隊利用 MSN

載體結合光動力治療與 TPZ 的作用 133，其結果在活體實驗上確實看到合併後顯

著地增強療效，利用載體確實能達成兩種藥物因藥物動力差異的限制。本研究

也是利用 MSN 載體來進行合併治療，而本研究與 Yanyan Liu 團隊不同之處是

更深入地探討氧氣不均造成腫瘤環境的療效，作者只以 10%氧氣濃度來模擬缺

氧環境，然而腫瘤實際的氧氣濃度是在 5%以下，且氧氣濃度是不均勻的 9。在

本研究中也發現利用載體裝載的 TPZ 達到的毒殺效果確實較 free drug 更好，且

合併後的毒殺效果也有顯著的提升，期望在之後的動物實驗的結果也能看到利

用載體裝載的兩種藥物在實際腫瘤環境中的毒殺效果。 
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