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中文摘要 

 近年來人們在營養攝取過剩以及缺乏運動下，罹患非酒精性脂肪肝病 (Nonalcoholic fatty 

liver disease; NAFLD) 的比例逐年攀升。而在最近的研究中也發現其對身體的傷害不僅僅限

於肝臟且有可能擴展至全身性的代謝功能失常，因此近來更將 NAFLD 進一步定義為代謝失

能相關脂肪肝病 (Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease; MASLD)。然而目前

在臨床測試藥物的結果仍無法證明其有效性。為了能更有效的解決 MASLD，本研究擬嘗試

開發一套能對 MASLD 有顯著回復效果的奈米藥物。 

 本研究旨在開發一種新穎的奈米藥物，進入肝臟後並促進病患之脂肪肝回復成健康肝臟。

研究分為兩個部分：第一部分是奈米藥物的開發：利用脫細胞化肝臟間質 (Decellularized 

liver matrix; DLM) 與單寧酸 (Tannic acid; TA) 形成奈米藥物，並對其進行性質檢測；第二部

分則是對該奈米藥物進行體外和體內試驗。在體外實驗中分別使用誘導性多能幹細胞 

(induced pluripotent stem cells; iPSC) 所誘導而成之肝細胞以及大鼠初代成熟肝細胞與該奈米

藥物進行共培養，並檢測其細胞活性和肝細胞機能。此外，本研究亦建立小鼠 MASLD 模型，

並評估該奈米藥物對於 MASLD 小鼠代謝機能回復的能力。 

 在本研究的結果中可以發現 TA 與 DLM 確實具備合成奈米粒子的能力；且在投入到 

MASLD 體外模型時，除了由於 TA 活化了 AMPK pathway 而展現了降低脂質堆積以及提升

肝細胞機能的能力外、TA-DLM 奈米藥物也展現了相較於只投入 TA 有著更為有效的表現。

最後再將 TA-DLM 奈米藥物投入到 MASLD 體內模型時，該奈米藥物也展現了改善肝內脂

質堆積以及全身性的脂質代謝的潛力。本研究的成果有望為 MASLD 的治療提供新的方法和

展望，並為 MASLD 治療領域帶來重要的突破。 

 

關鍵字：脫細胞化肝臟間質 (Decellularied liver matrix; DLM)、奈米藥物 (Nanomedicine)、單

寧酸 (Tannic acid; TA)、代謝失能脂肪肝病 (Metabolic dysfunction-associated steatotic liver 

disease; MASLD)、肝臟回復 



doi:10.6342/NTU202403205

iv 

 

  



doi:10.6342/NTU202403205

v 

 

英文摘要 

 In recent years, the incidence of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) has been increasing 

due to excessive nutritional intake and lack of exercise. Recent studies show that NAFLD can cause 

systemic metabolic dysfunction, leading to its redefinition as metabolic dysfunction-associated 

steatotic liver disease (MASLD). However, current clinical trials have not proven effective. This 

study aims to develop a nanomedicine with significant recovery effects on MASLD. 

 This study aims to develop a novel nanomedicine that enters the liver and promotes the 

recovery of fatty liver to a healthy liver in patients. The research is divided into two parts: the first 

part involves the development of the nanomedicine by forming nanoparticles using decellularized 

liver matrix (DLM) and tannic acid (TA) and characterizing their properties. The second part 

involves in vitro and in vivo experiments with the nanomedicine. In the in vitro experiments, 

hepatocytes derived from induced pluripotent stem cells (iPSC) and primary mature rat hepatocytes 

are co-cultured with the nanomedicine, and their cell viability and liver functions are detected. 

Additionally, a mouse MASLD model is established to evaluate the ability of the nanomedicine to 

restore metabolic function in MASLD mice. 

 The results indicate that TA and DLM can synthesize nanoparticles. In the in vitro MASLD 

model, TA activates the AMPK pathway, reducing lipid accumulation and enhancing hepatocyte 

function. The TA-DLM nanomedicine outperformed TA alone. In the in vivo MASLD model, TA-

DLM nanomedicine improved intrahepatic lipid accumulation and systemic lipid metabolism. 

Therefore, this study offers new methods and prospects for MASLD treatment, potentially leading 

to significant breakthroughs in the field. 

 

Keywords：Decellularized liver matrix (DLM), Nanomedicine, Metabolic dysfunction-associated 

steatotic liver disease (MASLD), Liver regeneration 
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第一章 緒論 

1.1 前言 

 肝臟是脂肪的代謝器官，正常肝臟內約有 3-5% 重量的脂肪，但當血液帶入的脂肪酸量

過多且消耗的速度在不成比例下，會導致過多脂肪堆積於肝臟；當造成肝臟脂肪重量超過整

體器官之 5% 時，即屬於脂肪肝[1]。造成脂肪肝疾病的成因有許多，其中代謝失能相關脂肪

肝病 (Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease; MASLD) 也就是原稱非酒精性脂

肪肝病 (Nonalcoholic fatty liver disease; NAFLD)，目前在全球盛行率約為 25-30%，是全球最

常見的肝臟疾病[2]。隨著病程演進可能轉變為肝纖維化  (Liver fibrosis)、肝硬化  (Liver 

cirrhosis) 甚至是肝癌 (Hepatocellular carcinoma)[3]。此外，MASLD 亦是西方最常見之肝臟

疾病，約占一般成年人的 20-30%；在肥胖、代謝症候群及糖尿病病人身上，盛行率更高達 

70-90%。也因為 MASLD 與肥胖和代謝症候群有關，因此通常會藉由測量腰圍或推算 BMI 

以作為預測 MASLD 的標的[4]。而在臨床診斷上，具侵入性且花費高的肝臟穿刺活組織檢

查 (Liver biopsy) 仍為美國食品藥物管理局 (U.S. FDA) 唯一核准的檢驗方法。由於現今並無

針對 MASLD 之有效藥物，因此目前針對 MASLD 患者的治療方針大多從患者原先之運動、

飲食習慣著手。全球目前有數個針對 MASLD 之藥物開發的臨床試驗正在進行[5]。這些 

MASLD 試驗中的藥物旨在減輕脂肪毒性和改善脂質積累、肝細胞損傷因子、死亡、肝硬化

等相關機制；目前於臨床試驗中進展較快速的藥物則主要是針對脂質代謝  (如 Obeticholic 

acid, Elafibranor, Resmetirom)、發炎反應 (如 Selonsertib, Cenicriviroc) 或肝臟內纖維結締組織

形成 (如 Emricasan) 之改善。但這些藥物目前在臨床試驗的結果仍無法證明其有效性[6]。因

此，開發出對於 MASLD 有顯著回復效果、且與肝臟有高度生物相容性的奈米藥物，即為本

研究主要目的。其中，藥物載體的選擇、藥物的標靶方式與包埋的藥物等說明如以下所示： 

1. 以蛋白質為基底所做出的藥物載體被稱為蛋白質藥物載體 (Protein-based nanocarriers)，

近年來蛋白質藥物載體的發展十分快速，目前的技術已經可以根據所需要包埋的藥物規
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格跟功能，量身訂做出指定大小的載體，進而控制藥物釋放的速率以提供持續療效之穩

定性[7]。現今研究亦能利用表面醣蛋白之修飾做出組織特異性藥物傳遞的標靶型蛋白

質藥物載體、甚至也能製作出如抗癌藥物或疫苗等其他種功能化的蛋白質微粒和奈米粒

子等[8]。由於蛋白質藥物載體為生物可降解的材料，因此具有高度生物相容性，分解

之後的產物也容易讓細胞所吸收[9]；而若將蛋白質藥物載體製成奈米級大小 (200 nm)，

不但能進一步增加載體之表面積和滲透性之外、亦可以提高其在血液中之溶解度，使其

能於體內更快地均勻分佈[10]而有助於細胞攝取速度的提升[11]。綜合以上所述，奈米

化蛋白質藥物載體有望成為既安全又有效的藥物載體之潛在選項。 

2. 脫細胞化肝臟間質 (Decellularized liver matrix; DLM) 已經被廣泛用於肝組織工程。脫細

胞化 (Decellularization) 程序是在不影響到 Extracellular matrix (ECM) 的生化結構下，將

肝臟內的細胞和血液以灌流方式洗去，利用蛋白質洗劑、核酸洗劑接續反覆的沖洗，最

終只留下 ECM 的外間質部份[12]。經過脫細胞化後，原本的臟器的形狀和微血管網路

都能夠完整保留，且其中還富含了肝臟再生所需的生長因子以及蛋白聚醣，因此可以將

脫細胞化後的細胞支架在肝臟切除後的切口縫合，肝臟及可利用脫細胞化肝臟基質中的

材料和微血管網路加速組織再生的速度，達到臟器重建 (Recellularization) 的效果[13]。

脫細胞化的技術於近年來在生醫領域中蓬勃發展，目前已經被應用如血管[14]、肺[15]、

心臟[16]等生物支架的製作。DLM 除去了血液和核酸因而降低了異種免疫反應，同時又

具有高度生物相容性和足夠的機械強度[12]，除此之外亦能夠提供肝細胞喜愛的生存微

環境，實為一種優良的肝組織工程之生物材料[17]。本研究擬使用 DLM 做為奈米化蛋

白質藥物載體之基材，以期能夠最大限度的增加生物相容性以及降低免疫原性。 

3. 單寧酸 (Tannic acid; TA) 因為具備抗氧化功能且能夠減緩發炎症狀[18]，先前研究也指

出 TA 能夠消除自由基達到抗氧化的功效並抑制腫瘤生長[19]，另外，TA 對於四氯化碳 

(Carbon tetrachloride; CCl4) 誘導的肝纖維化小鼠亦具有顯著的肝臟保護作用[20]。更有

研究說明 TA 能促進人類成骨細胞 hFOB 1.19 之增殖[21]。本實驗室繼往研究也證實了 

TA 有促進正常肝細胞與肝前驅細胞維持機能的能力[22]、且具有讓受損肝細胞 (APAP-
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injured hepatocytes and CCl4-injured hepatocytes) 恢復其細胞生存率與細胞機能、且降低

細胞毒性的功效[23]。修飾具有功能性分子的 TA 相信對於肝病治療極具潛力。 

 由於 MASLD 是多種成因造成代謝失衡所引發的肝臟疾病，因此除了肝功能之外也伴隨

其他代謝組織功能異常。改善生活習慣 (如飲食、運動) 就成為了治療 MASLD 疾病的關鍵

要素。然而遺憾的是，在藥物治療上仍無法在現今臨床試驗中獲得突破[6]。為此本研究主

要針對 MASLD 提出一個新穎的治療方法：做法是將可在體內降解的天然自體性物質 DLM 

進行聚乙二醇化 (PEGylation)：目的是運用聚乙二醇 (PEG) 來對 DLM 進行表面修飾以降低

巨噬細胞對 DLM-based 奈米藥物的捕捉，最後再結合 TA 對於肝功能維持/促進的潛在功能，

並透過 TA 與蛋白質的自組裝原理而形成一套以 DLM 為基底開發出新穎的奈米藥物 (TA-

DLM nanomedicines)。由於目前尚未有相關文獻說明 TA 和 DLM 在 MASLD 治療中的具體

效果，我們因此期許這種新型態的奈米藥物能作為未來治療 MASLD 疾病的潛在臨床選擇。 
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1.2 研究目的 

 由於「如何增加受損肝細胞的恢復能力和提升其肝機能」的議題已普遍受到重視。因此

本研究主要針對受損肝細胞之恢復提出一個新穎的治療方法，本研究結合了藥物載體治療的

概念和肝組織工程之研究，目的是合成出能夠增加受損肝細胞之恢復能力進而提升肝機能的

奈米藥物。由於豬隻脫細胞化肝臟間質 (DLM) 與大鼠/小鼠肝臟成分相似而具有高度生物相

容性[24]，我們因此希望進一步運用聚乙二醇 (PEG) 來對豬的 DLM 進行其表面修飾以降低

巨噬細胞對 DLM-based 奈米藥物的捕捉，以期讓奈米藥物能精準的釋放到目標細胞。此外，

我們更進一步使用能促進肝細胞再生的單寧酸 (TA) 作為奈米化蛋白質藥物載體內的包埋藥

物，載體降解後其中的 DLM 由於內含豐富的蛋白質、醣類及生長因子等物質，不但能夠營

造出肝臟細胞生長所需的微環境[25]，更預期能夠進一步提升受損肝臟細胞的恢復效果。相

信這樣的藥物遞送策略在治療 MASLD 疾病中會有相當大的應用潛能。 

 本研究首先將從豬肝所萃取而來的天然自體性物質 DLM 進行聚乙二醇化 (PEGylation)，

接著再利用 TA 和 DLM 中蛋白質的結合能力，製作出簡易且新穎的奈米藥物 (TA-DLM 

nanomedicines; TA-DLM Nms)，希冀能對於受損肝細胞的恢復效果與損害逆轉能有所助益，

進而後續應用於脂肪肝病患者的受損肝臟回復。藉此，以「脫細胞化肝臟間質為基底之奈米

藥物應用於代謝失能相關脂肪肝病的治療」將做為本研究之主題，其中：(1) 以脫細胞化肝

臟間質為基底之奈米藥物的合成；(2) 以奈米藥物來提升脂肪肝模型中受損肝細胞之損害逆

轉，將作為本研究的動機以及目標。圖一為本研究基本概念示意圖。 
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圖 一：本研究基本概念示意圖。 
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第二章 文獻探討 

2.1 MASLD/MASH 治療發展現況 

 目前全球尚無核准用於治療代謝功能障礙相關脂肪性肝炎 (MASLD/MASH) 的藥物[26]，

而且在臨床診斷上，具侵入性且花費高的肝臟穿刺活組織檢查 (Liver biopsy) 為美國食品藥

物管理局 (U.S. FDA) 唯一核准的檢驗方法[27]。為能改善 MASLD/MASH 藥物開發所面臨之

困境，FDA 在 2018 年 12 月發表了針對開發治療非肝硬化但具肝纖維化之非酒精性脂肪肝

炎患者藥物的規範草案  (Noncirrhotic Nonalcoholic Steatohepatitis with Liver Fibrosis: 

Developing Drugs for Treatment, Guidance for Industry)[28] 。 草 案 中 提 到 ， 由 於 

MASLD/MASH 的高患病率及其相關病症的發病率、終末期肝病負擔的增加與肝臟器官移植

的有限性，若能找出可減緩、停止或逆轉 MASLD/MASH 進展的治療方法，將能解決目前

急迫的醫療需求。全球目前有數個針對 MASLD/MASH 藥物開發的臨床試驗正在進行[5]。

MASLD/MASH 試驗中的藥物旨在減輕脂肪毒性和改善脂質積累、肝細胞損傷因子、死亡、

肝硬化等相關症狀；而目前於臨床試驗中進展較快速的藥物則主要是針對脂質代謝、發炎或

肝臟內纖維結締組織形成之改善[6]。下述先前試驗或正在試驗中的 MASLD/MASH 臨床試

驗之藥物，但遺憾的是目前皆無法證明其有效性。 

⚫ Selonsertib 

 Selonsertib 也稱為 GS-4997，是由美國 Gilead Sciences 公司生產的凋亡訊息調節激酶 1 

(Apoptosis signal-regulating kinase 1; ASK1) 抑制劑。ASK1 能夠藉由活化激酶 JNK 與 p38 

MAPK，調節肝臟星狀細胞活化與產生細胞因子，並參與細胞程式性死亡過程，抑制該過程

有可能降低非 MASLD/MASH 患者的發炎及肝纖維化程度[29]，然而在臨床試驗二期未達到

其預期療效[30]，因此其效果仍有待考證。 

⚫ Cenicriviroc 

 Cenicriviroc 是美國 Tobira Therapeutics 公司的一種 C-C motif chemokine receptor (CCR) 
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2/CCR5 的口服受體拮抗劑。當肝細胞受損時，庫氏細胞 (Kupffer cell) 會分泌 CCR2 的配體

和 CCR5 的配體，分別刺激單核細胞 (Monocyte) 和淋巴細胞 (Lymphocyte) 在肝臟中聚集及

成熟，並活化肝臟星狀細胞 (Hepatic stellate cells) 造成肝纖維化。因此，抑制 CCR2/CCR5 

能夠降低肝臟星狀細胞的活化、減少肝臟發炎及纖維化的反應[31]。然而在抗纖維化的程度

上並不如預期，雖說對於維持肝機能有一定程度的幫助，但在臨床上的應用仍有待改善[32]。 

⚫ Elafibranor 

 Elafibranor 也稱為 GFT505，是由法國 Genfit 公司所生產的雙重過氧化物酶體增殖物激

活受體 (Peroxisome proliferator-activated receptor; PPARα/δ) 的活化劑。PPARα 與 PPARδ 為

轉錄因子，可調節細胞的分化、發育與代謝，活化這些轉錄因子可改善 MASLD/MASH 中

肝脂肪變性、發炎與纖維化。此外，Elafibranor 耐受性良好，不會引起體重增加或心臟問題，

並且脂質/葡萄糖與全身性發炎的指標均降低[33]。然而，在臨床試驗中，除了發現血清肌酸

酐 (Creatinine) 有增加的趨勢之外，由於該藥物無法在纖維化惡化的情況下達到 MASH 改善

的效果，因此該藥物的臨床試驗也被中斷[34]。 

⚫ Obeticholic Acid 

 Obeticholic Acid 是由美國生技公司 Intercept Pharmaceuticals 所開發的的類法尼醇 X 受

體 (Farnesoid X receptor; FXR) 的活化劑，為天然膽酸鵝去氧膽酸 (Chenodeoxycholic acid) 的

半合成膽酸類似物。FXR 主要表達在腸道系統之中，在調節參與維持膽酸和膽固醇平衡的

基因網絡中扮演重要的角色。另外，活化 FXR 能增加 FGF-19 分泌到小腸中，調節碳水化合

物、脂質代謝和胰島素敏感性。在  Obeticholic Acid 的治療下，g-谷氨酰轉移酶  (g-

glutamyltransferase)、丙胺酸轉胺酶 (Alanine aminotransferase) 與肝纖維化標誌物皆顯著降低，

非酒精性脂肪肝病活性指數 (Nonalcoholic fatty liver disease activity score) 也得到顯著的改善

[35]，但是患者可能出現搔癢症狀以及低密度脂蛋白 (Low-density lipoprotein) 升高的副作用

[36]。 
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2.2 蛋白質奈米藥物 

2.2.1 脫細胞化肝臟間質 

 肝臟的脫細胞化程序是在保持肝臟的生化結構不受影響的情況下，通過灌流蛋白質洗劑

以及核酸洗劑方式洗去細胞和血液，只保留肝臟的外間質部份[12]。通過脫細胞化，肝臟的

形狀和微血管網路得以完整保留，同時含有促進肝臟再生所需的生長因子和蛋白聚醣[13]。

因此，可以將脫細胞化後的細胞支架應用於肝臟切除後的切口縫合，以加速組織再生，達到

臟器重建的效果。脫細胞化技術在生醫領域得到了廣泛應用，如血管、肺、心臟等生物支架

的製作[37, 38]。脫細胞化肝臟間質除去了血液和核酸，降低了異種免疫反應，同時具有高

度生物相容性和足夠的機械強度，並提供肝細胞所需的生存環境。因此，脫細胞化肝臟間質

是一種優質的肝組織工程材料。本研究將使用脫細胞化肝臟間質作為奈米化蛋白質藥物載體

的基材，以提高生物相容性並降低免疫原性。在 DLM 物種的選擇上，根據過往研究顯示：

豬的器官適合進行異種移植到人體，主要原因之一是它們在生理和解剖結構上與人體器官非

常相似。豬的器官大小、功能和解剖結構與人類相似，使得豬的器官能夠在人體內正常運作，

這減少了移植後功能失調的風險。此外，豬的白細胞抗原 (Swine Leukocyte Antigen; SLA) 與

人類的白細胞抗原 (Human Leukocyte Antigen; HLA) 具有高度相似性。這種相似性有助於預

測和管理移植過程中的抗體反應，從而提高移植成功的可能性。基於這些特點，豬成為異種

移植研究中理想的器官來源，同時也作為合適的 DLM 物種來源[39]。 

 由於 DLM 的主要成分是膠原蛋白，在討論載體製備方法時，我們必須考慮如何利用膠

原蛋白強大的自組裝特性來達到奈米化的目標。首先，我們探討膠原蛋白奈米化的成功案例：

聚丙烯酸酯基聚合物可以透過增強膠原蛋白的穩定性以用於製造膠原蛋白奈米粒子。聚丙烯

酸酯基聚合物是由丙烯酸酯和甲基丙烯酸酯聚合而成，是一種典型的兩親性嵌段共聚物，可

以自組裝成核殼納米膠束。這些膠束可以與膠原蛋白結合，在較低的表面濃度下形成膠原蛋

白奈米粒子，從而防止膠原蛋白在低表面濃度下展開，提高其穩定性[40]。儘管取得了顯著



doi:10.6342/NTU202403205

9 

 

的治療成果，但如何進一步修飾蛋白質載體 (如基於明膠的載體) 以實現可控性甚至多功能

的藥物釋放，仍然是一大挑戰。 

 既往有研究顯示，透過乳化的方法可製備直徑約 3-40 微米的膠原蛋白微粒，並將其加

入戊二醛溶劑中進行乳化交聯，能夠更好地製備出結構穩定的顆粒，且可以藉由不同變性條

件的膠原蛋白來改變粒徑。近年的研究亦顯示，經聚乙二醇 (Polyethylene glycol; PEG) 表面

修飾後的蛋白顆粒，通過奈米乳化技術可形成奈米級蛋白質載體，且在此過程中無需將蛋白

質變性或添加額外的非天然交聯劑[41]。PEG 是常用於生物化學應用的兩性分子，其長鏈的

立體結構能使分子之間相互隔開，減少蛋白質分子相互碰撞的機會，從而避免分子間再度交

聯而聚集變大。此外，PEG 作為表面活性劑不僅降低了粒子間的凡德瓦力，也增加了粒子之

間的排斥力。因此，經過 PEG 表面修飾的蛋白質藥物載體通常能夠將粒徑縮小至 50-200 nm。

總體而言，PEG 表面修飾不僅能加強載體的機械性質，也能大幅提升載體在循環系統中的穩

定性；除了延遲單核吞噬細胞系統 (Mononuclear phagocyte system; MPS) 的調理作用和攝取

之外，亦延長其在血液循環中的時間，從而大幅提升藥物傳遞的效率。近年來，許多生物材

料採用 PEG 進行表面修飾，奈米化蛋白質藥物載體經過 PEG 修飾後具備生物相容性和低免

疫原性，PEG 對基材和包埋藥物也具有高度保護性質。這些特點使得未來生醫材料的開發有

了更多的可能性與發展空間，這項技術也已廣泛受到臨床醫學的重視[42]。國際知名藥廠北

極星藥業所研發的創新生物藥：PEGylated arginine deiminase (ADI-PEG 20)，是將精胺酸脫

亞氨酶與聚乙二醇耦合後形成的。該藥物經肌肉注射後，能夠在人體內分解血液循環中的精

胺酸。ADI-PEG 20 被應用於治療肝腫瘤，其作用機制包括增強胰島素敏感性、改善血脂異

常，以及減少肥胖小鼠的肝脂肪，進而改善代謝紊亂。此外，ADI-PEG 20 也能促進全身性

和肝細胞的自噬作用，從而影響能量平衡和代謝功能。在代謝性疾病模型中，肝細胞 FGF21 

被證實介導了 ADI-PEG 20 對葡萄糖平衡和血脂異常的調節作用。該藥廠提出的研究顯示，

ADI-PEG 20 能夠逆轉體重增加，改善胰島素敏感性，並降低食物誘導性肥胖小鼠的空腹血

清甘油三酯、膽固醇和非酯化脂肪酸。最終，ADI-PEG 20 的治療效果通過肝細胞 FGF21 的

介導，尤其在治療非酒精性脂肪肝 MASLD 方面具有潛在作用。總體而言，ADI-PEG 20 通
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過促進自噬作用和調節精胺酸代謝，為解決 NAFLD 及相關代謝紊亂提供了有前景的新途徑

[43]。 

 由於本研究的首要目標為 DLM 的奈米化、同時也希望此製程能在未來有高發展性，在

面對不同的功能化需求都能有所應對。而 PEG 因為有許多不同官能基所修飾的不同型態，

因此可以根據目標修飾物來選擇反應基團型態，以利後續製備最適當的蛋白質藥物載體。 
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2.2.2 單寧酸 (Tannic acid; TA) 

 TA 又稱為鞣酸，屬於可水解單寧同源物的一種，為高等植物的代謝產物，是一種分子

量介於 500~3000 且結構複雜的聚酚類 (Polyphenols) 化合物。TA 普遍存在於藥用植物與食

用植物中，如：熊莓 (Bearberry)、旋果蚊子草 (Meadowsweet)、茶樹 (Camellia sinensis) 與葡

萄 (Vitis) 等。目前 TA 已知具有抗氧化、促進膽固醇代謝，也具有抗病毒及抗菌特性以及良

好的抗氧化能力[44]。除了具備優良的水溶性特徵之外、TA 在藥物應用中還具有賦形劑之

功能[45]。TA 之低黏度及高生物相容性也是適合生醫應用的一項特色[44]。除此之外，TA 

有抑制 Jak2/STAT3 的 pathway 以促進癌細胞凋亡的可能[46]。而在醫藥應用中，TA 在 CCl4 

中毒模型的研究中顯示其具有降低細胞毒性的效果[47]。 

 先前提及有眾多文獻指出 TA 對於肝臟再生的益處、既往研究曾指出 TA 可能具有抗氧

化和抗炎症的特性，這些對於 MASLD/MASH 患者之治療可能是有益的。然而針對 TA 與 

MASLD/MASH 相關疾病模型的探討其實是會著重在 TA 是否降低細胞內脂肪堆積以及代謝

路徑的阻斷方式。先前有文獻指出，兒茶素、花青素、白藜蘆醇等多酚類化合物對於以油酸 

(Oleic acid; OA) 誘導成脂肪肝模型之 HepG2 細胞系有著降低細胞內脂肪堆積以及回復粒線

體機能。此外該文獻也探討了可能作用的代謝路徑，認為多酚類得以加強粒線體的機能並加

速 AMPK pathway 以達到加速脂質代謝的過程[48]。Chung et al. 亦指出 TA 是一種具有抗肥

胖 (Anti-obesity effects) 的效果之 HAT inhibitor (HATi)。但儘管 MASLD/MASH 與代謝綜合

症的組成部分：如肥胖、胰島素抵抗和血脂異常密切相關[49]，過去亦有一些初步的研究表

明，TA 對於 MASLD/MASH 治療的潛在可能。然而 MASLD 與 TA 的關係目前還在研究階

段，目前也尚未有足夠的證據支持 TA 在 MASLD 治療中的具體效果。而這也成為本研究需

進一步探討的賣點與新穎性。 
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2.2.3 蛋白質與單寧酸之間的交互作用 

 日常飲食中會造成澀味的食物往往富含多酚類物質。雖然多酚類物質具有抗氧化的特性，

被視為有益身體保健[50]，但這些多酚類物質會和人體的消化性酵素及食物中蛋白質結合，

使得體內吸收蛋白質的效率降低，就營養學觀點來說，是個抗營養因子。然而人體唾液中的

唾澀蛋白群可以吸附掉部份飲食中攝入的多酚類物質，如此一來攝入的食物中多酚類物質減

少，人體相對就能夠從食物中吸收更多的蛋白質營養[51]。但是，唾澀蛋白群同時也是我們

吃東西時感覺到澀味的主要來源。唾澀蛋白群含量約佔口腔腮腺所分泌蛋白量的 70%；有異

於其他蛋白質，唾澀蛋白群本身不具摺疊立體結構，所以能輕易地以自由態的胜肽鏈和飲食

中的多酚類物質互相纏繞形成複合體，並進而聚集產生不水溶的沉澱物。這些沉澱物會附著

在舌頭和口腔壁上，使得唾液失去原有完整潤滑口腔的功能，由於口腔內的末梢神經感覺到

壓力與觸覺，隨即傳遞訊號給大腦而引發澀味的感受[52, 53]。這種機制在演化上扮演的角

色可能是保護且避免澀味物質直接碰觸到口腔黏膜。目前文獻指出多酚類物質和唾澀蛋白群

之間的結合力主要分為兩種，分別為氫鍵作用力和疏水性作用力，多酚類物質的羥基團 (-

OH) 會和唾澀蛋白群的羧基端 (-COOH) 產生氫鍵作用力[54]，而多酚類物質的芳香環會和唾

澀蛋白群的脯氨酸之吡咯烷環 (Pyrrolidine ring) 產生疏水性作用力。因此多酚類物質可以分

別和蛋白質、多醣類、核酸及某些生物鹼交互作用形成複合體[55]。 

 事實上，在其他生化研究中，TA 也表現出能和細胞中蛋白質作用、且具有改變蛋白質

之表現量的潛力[56]。在早前的研究中，TA 與血清蛋白能結合並產生奈米等級之顆粒，對

於藥物動力學應用也具有開發潛力[57]。TA 與蛋白質或礦物質混合會形成沉澱複合物，繼

往文獻已經證明能透過離子對來降低化合物溶解度，使 TA 可以藉由奈米沉澱方法來製備奈

米粒子  (10-100 nm)[58]。前人研究亦指出，肝臟的類洞內皮腔的孔洞  (Fenestration in 

sinusoidal endothelium) 大小約為 200 nm[59]，因此 TA 與蛋白質所形成的奈米粒子更容易藉

由被動運輸 (Passive targeting) 的方式進入到肝細胞中。 

  



doi:10.6342/NTU202403205

13 

 

2.3 明確的目標 (Specific Aims) 

Specific Aims 1: 奈米藥物的合成與鑑定 

 本研究的第一個目標為開發以豬隻脫細胞化肝臟間質以及單寧酸為組成之奈米藥物。首

先，將肝臟組織塊以浸泡的方式與 PBS, Triton X-100, SDS 溶液反應以去除血液、破壞細胞

膜以及降解蛋白質，最後再以胃蛋白酶進行進一步的萃取以獲得脫細胞化完全之 DLM 樣品。

接著是將 DLM 以及聚乙二醇透過三聚氰氯 (Cyanuric chloride) 將兩者接合後，利用 FT-IR 檢

測其接合成功與否。最後將聚乙二醇化的 DLM (PEGylated DLM) 與單寧酸共溶於水中，便

可獲得 TA-DLM 奈米藥物 (TA-DLM Nms)。後續會使用動態光散射粒徑分析儀 (Dynamic 

light scattering; DLS) 以及穿透式電子顯微鏡 (Transmission Electron Microscopy; TEM) 確認產

物特徵。 

 

Specific Aims 2: 將奈米藥物投入到體外 MASLD 模型中檢測其對肝細胞受損逆

轉之能力 

 本研究的第二個目標為檢測 TA-DLM 奈米藥物在體外 MASLD 模型中對於肝臟細胞脂

質堆積以及肝功能回復有著正向的影響。體外實驗分為兩種模型，第一種模型採用健康人類

以及 MASH 病患的 iPS 細胞誘導之肝細胞，第二種模型採用大鼠初代成熟肝細胞，兩種模

型皆使用油酸 (Oleic acid; OA) 將肝細胞誘導為脂肪肝細胞 (Fatty hepatocytes)，並使用不同

濃度之 TA, DLM, TA-DLM Nms 檢測其對該模型之影響。透過觀察細胞盤內的細胞變化可以

判斷測試物質是否有降低 hepatocytes ballooning 的能力，也可以透過 AdipoRed 螢光反應確

認細胞內的脂質含量。在培養過程中同時會收集細胞上清液進行肝功能檢測的分析，如尿素、

白蛋白等，進而判斷試驗物質對於肝功能回復的能力。  
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Specific Aims 3:將奈米藥物投入到體內 MASLD 模型中檢測其對肝細胞脂質堆

積逆轉之能力 

 本研究的第三個目標為檢測 TA-DLM 奈米藥物在體內 MASLD 模型中對於肝臟脂質堆

積、肝功能和全身性代謝能力是否具有正向的影響。體內實驗分為兩種模型：第一種模型為

將 C57BL/6J 小鼠皮下注射鏈脲佐菌素 (Streptozotocin; STZ) 後，離乳後再持續餵食高脂飼料 

(High fat diet; HFD) 誘導成 MASLD 模型，之後再進行不同濃度之 TA-DLM Nms 腹腔注射，

以利檢測最佳的奈米藥物濃度；第二種模型為餵食 C57BL/6N 小鼠 HFD 以及果醣飲水誘導

成 MASLD 模型，之後再分別腹腔注射 TA, DLM, 以及 TA-DLM Nms 以利檢測其三者對於 

MASLD 模型的影響。實驗過程中會以心臟採血取得小鼠血清，以利進行後續生化分析；小

鼠犧牲後則會將肝臟組織進行肝內之三酸甘油脂檢測以及組織切片，以利了解 TA-DLM 

Nms 是否能確實降低肝內脂質含量以及回復肝臟機能。 

 

圖 二：本研究進程示意圖。  
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第三章 研究方法 

3.1 實驗藥品、耗材、儀器設備與實驗動物 

3.1.1 實驗藥品 

 AK02N medium (RCAK02N) was purchased from Ajinomoto (Tokyo, Japan). Triglyceride 

Assay Kit Quantification (ab65336) was purchased from abcam (Cambridge, UK). BD Matrigel 

Matrix Growth Factor Reduced (354230) was purchased from BD Biosciences (Franklin Lakes, 

New Jersey, USA). Rat Albumin ELISA Quantitation Set (E110-125) was purchased from Bethyl 

Laboratiories (Montgomery, TX, USA). Urea Assay Kit (DIUR-100) was purchased from BioAssay 

Systems (Hayward, CA, USA). CHIR99021 (13122) was purchased from Cayman chemical 

(Michigan, United States). DNA Quantity Kit (PMC-AK06-COS) was purchased from COSMO 

Bio (Tokyo, Japan). 0.4 w/v% Trypan Blue Solution (207-17081), Collagenase (034-22363), 

Tannic acid (201-06332), Y-27632 (035-24593), Fibroblast Growth Factor (basic)(FGF-basic 

/bFGF/FGF2), Human, recombinant (154aa) (064-04541), Dexamethasone (047-18863) were 

purchaed from FUJIFILM Wako Pure Chemicals (Osaka, Japan). William’s E medium (CC901-

0500), DMEM/F12 medium (CC113-0500) were purchaed from GeneDireX, Inc (Taoyuan, 

Taiwan). Penicillin-Streptomycin (15140122), Fetal bovine serum (26140079), Trypsin-EDTA 

(0.25%), Phenol red (25200072), B-27™ Supplement (50×), serum free (17504044), Advanced 

DMEM/F12 (12634028), Knockout serum replacement (10828028), L-glutamine (200mM) (25030-

081). MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100X) (11140050), Penicillin-Streptomycin 

(15140122), KnockOut™ DMEM (10829018) were purchased from Gibco (Grand Island, NY, 

USA). MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (M6494), Cell 

Viability Imaging Kit, Blue/Green (R37609), Rat IL-6 ELISA Kit (ERA31RB) were purchased 
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from Invitrogen (Waltham, MA, USA). Hepatocyte Basal Medium (HBM) (185320), Hepatocyte 

Culture Medium (HCM) (185389) were purchased from LONZA (Basel, Switzerland). 

Nicotinamide (24317-72), Albumin, Bovine Serum, Fatty Acid Free, pH7.0 (08587-42), Sodium 

chloride (31320-05), Potassium Chloride (28514-75), tri-Sodium Phosphate 12-Water (31804-75), 

di-Sodium Hydrogenphosphate 12-Water (31723-35), Sodium Dodecyl Sulfate (31607-65), Sodium 

hydroxide (31511-05), Phenol red (26807-21), Tris(hydroxymethyl)aminomethane (35406-75), 

Molecular Sieves 4 Å  1/16 (04172-95), Sodium Carbonate (31310-35), Sodium Tetraborate 

Decahydrate (31223-85), RPMI 1640 with L-Gln (30264-56), 2 - Propanol (29113-95) were 

purchased from Nacalai (Kyoto, Japan). iMatrix-511 silk (892021) was purchased from Nippi 

(Yokohama, Japan). Cellmatrix Type I -A (Collagen, Type I, 3 mg/mL, pH 3.0) was purchased 

from Nitta Gelatin (Osaka, Japan). Isoflurane was purchased from Panion & BF Biotech (Taipei, 

Taiwan). Recombinant Human Activin A (GMP120-14E), Recombinant Human Oncostatin M 

(300-10) were purchased from PeproTech (Cranbury, New Jersey, USA). Rotor-Gene SYBR Green 

PCR Kit (204001) was purchased from QIAGEN (Hilden, Germany). Recombinant Human FGF-4 

Protein (235-F4), Recombinant Human HGF Protein (294-HG), Recombinant Human BMP-4 

Protein (314-BP) were purchased from R&D (Minneapolis, Minnesota, USA). RNase, DNase-free 

(11119915001) was purchased from Roche (Basel, Switzerland). Lactate dehydrogenase activity 

assay kit (MAK066), glutaraldehyde solution (50% in H2O) (340885), Triton X-100 (X-100), 

Dimethyl sulfoxide (D4540). Hydrochloric acid (320331), Urethane (U2500), L-Ascorbic acid 2-

phosphate sesquimagnesium salt hydrate (A8960), L-Proline (P0380), Dexamethasone (D4902), 

PeroxiDetect™ Kit (PD1), Dimethyl sulfoxide (D5450), Pepsin from porcine gastric mucosa 

(P7000), Acrylamide/Bis-acrylamide, 30% solution (A3699), Glycine (410225), Ammonium sulfate 

(A4915), Methanol (179337), Bromophenol Blue (B0126), 2-Mercaptoethanol (M3148), 

Poly(ethylene glycol) methyl ether (202509), Cyanuric chloride (C95501), Benzene (anhydrous, 

99.8%) (401765), Hexane (139386), Dichloromethane (D65100), Formaldehyde solution (252549), 
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HEPES (H3375), Retinoic acid (R2625), Sodium butyrate (B5887), Oleic acid (O1383) were 

purchased from Sigma-Aldrich (Munich, Germany).  
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3.1.2 實驗耗材 

 96-well ELISA plate (ELISA-PS-96F-F-H) was purchased from Advangene (Lake Forest, IL, 

USA). Blood collection tubes (367815), EDTA Tubes (367835), Heparin Tubes (367884) were 

purchased from BD Biosciences (Franklin Lakes, New Jersey, USA). 15 mL sterilized centrifuge 

tube (430052), 50 mL sterilized centrifuge tube (430290), 10 mL Polystyrene Sterile Serological 

Pipets (4488), 50 mL Polystyrene Sterile Serological Pipets (4500), TC-Treated 24 Well Plates 

(3527), 60 mm TC-treated Culture Dish (430166), 70 µm Cell Strainer (352350), 100 µm Cell 

Strainer (352360), 5 mL Round Bottom Polystyrene Test Tube, with Cell Strainer Snap Cap 

(352235) were purchased from Corning (Corning, New York, U.S.). Filter Unit (0.45 μm) 

(SLHP033R), Filter Unit (0.22 μm) (SLGV033R) were purchased from Millipore (Burlington, 

Massachusetts, USA). 200 mesh (01800-F) was purchased from Pentad Scientific (Hsinchu, 

Taiwan). 1.5 mL micro-centrifuge tubes (SMB-M1510-LRC), 0.5 mL micro-centrifuge tubes 

(SMB-M0510-C) were purchased from StarMoonBio (New Taipei, Taiwan). Tissue Culture Plates 

24 well, Surface Treated (10062-896) were purchased from VWR International (Radnor, 

Pennsylvania, USA). 

  



doi:10.6342/NTU202403205

19 

 

3.1.3 實驗儀器設備 

 Standard-Level Analytical Balances (HR-250AZ) was purchased from A&D (Tokyo, Japan). 

Tetra Handcast Systems (1658000FC) was purchased from Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Light 

microscope (Axio Vert. A1) was purchased from Carl Zeiss AG (Oberkochen, Germany). Gravity 

Convection Oven (DS30), constant temperature water tank (G-10) were purchased from 

DENGYNG (New Taipei, Taiwan). Centrifuge (5810R), Pipettes (20-200 µL, 0.1-2.5 µL, 100-1000 

µL) (3123000055, 3123000012, 3123000063) were purchased from Eppendorf (Hamburg, 

Germany). Fluorescence lamp illuminators (X-Cite 120Q) was purchased from EXCELITAS 

(Pittsburgh, PA, USA). Autoclave (SS-50E) was purchased from Ezmedica (New Taipei, Taiwan). 

Orbital Shaker (S101) was purchased from FIRSTEK (New Taipei, Taiwan). Zeta potential and 

particle size analyzer (SZ-100) was purchased from Horiba (Kyoto, Japan). Fluorescence 

spectrometer (FP-8300), UV/Vis spectrophotometer (V-530) were purchased from JASCO (Tokyo, 

Japan). Field Emission Transmission Electron Microscope (JEM-2100F) was purchased from JEOL 

(Tokyo, Japan). Precision digital quantitative peristaltic pump (DPH01) was purchased from LEFO 

SCIENCE (Taipei, Taiwan). Ultrasonic cell crusher (Q125-110) was purchased from Qsonica, LLC 

(Newtown, CT, USA). Automatic biochemical analyzer (Cobas c111) was purchased from Roche 

(Basel, Switzerland). Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (IRAffinity-1S) was purchased 

from SHIMADZU (Kyoto, Japan). Absorbance microplate reader (Sunrise) was purchased from 

Tecan (M ännedorf, Switzerland). -20 °C refrigerator (RL1517W) was purchased from TECO 

(Taipei, Taiwan). Incubator (370), pure water production equipment (50132373) were purchased 

from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). 
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3.1.4 實驗動物 

 Sprague Dawley (SD) 大鼠、C57BL/6N 小鼠購於樂斯科生物科技股份有限公司；

C57BL/6J 小鼠購於國家實驗動物中心。1947 年美國 Jackson Laboratory 從 Dr, Little 引進 

C57BL/6 小鼠進行培育，命名為 C57BL/6J，其中的 “J” 意思為 Jackson Laboratory；1951 年，

美國國立衛生研究院 (National Institute of Health; NIH) 從 Jackson Laboratory 引入了第 32 代 

C57BL/6J 並形成了亞種 C57BL/6N，其中的 “N” 意思為 National Institute of Health。本研究

涉及實驗動物使用由台灣大學實驗動物照護及使用委員會所認可，而實驗者擁有台灣大學 A 

(實驗場所安全衛生管理訓練), B (危害通識訓練), D (生物安全訓練) 的教育訓練合格證書以及

實驗動物使用者訓練課程證書，證書號碼：A (GNE1110162), B (HNE1110137), D 

(BNE1110943)、實驗動物使用者訓練課程證書 (111 台實動訓字第 30 號)。本研究進行之動

物實驗已經由國立臺灣大學實驗動物照護及使用委員會審查並批准許可 (IACUC 批准號碼：

NTU-112-EL-00219)。 
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3.2 脫細胞化肝臟間質 (DLM) 之製備 

3.2.1 大鼠肝 DLM 之製作流程 

 脫細胞化肝臟間質 (DLM) 的預實驗使用雄性 Sprague Dawley (SD) 大鼠肝臟，並由肝門

靜脈以灌流方式進行脫細胞處理。首先將 18G 留置針以 6-0 手術線固定於肝門靜脈，並接上

蠕動幫浦調整流速至 12 mL/min；接著灌流 500 mL PBS + 1% PS 溶液去除肝臟內的殘餘血液，

開始灌流的同時剪斷下腔靜脈讓洗去的血液和組織排出。灌注約 40 分鐘後，下一步將肝臟

和留置針移出體外放置於 15 cm dish 上，接上幫浦後依序灌流 500 mL 1% Triton X-100, 0.1% 

SDS 和 0.2% SDS (每一種溶液灌流約 40 分鐘)；接著以 0.5% SDS 以回流方式灌流 6-8 小時

至 DLM 呈現白色透明，最後再以 500 mL PBS + 1% PS 沖洗除去殘留洗劑，即可得到脫細胞

化完全的 DLM。脫細胞化完全的 DLM 在經過冷凍乾燥後即可放置於 4 oC 保存，製作流程

圖如圖三所示。 

 

3.2.2 豬肝 DLM 之製作流程 

 製備脫細胞化肝臟間質 (DLM) 的實驗使用市售豬隻之肝臟。首先將肝臟切成小塊並剁

碎，接著將其浸泡於 PBS 中，每隔 4 小時更換一次 PBS 並重複三次；下一步將豬肝組織換

液至 1% Triton X-100 水溶液並浸泡 2 小時；接著將豬肝組織依序換液於不同濃度的十二烷

基硫酸鈉 (Sodium dodecyl sulfate; SDS) 水溶液，分別為 0.1%, 0.2%, 0.5%，浸泡時間則分別

為 24 小時、6小時以及 4 小時。最後再浸於二次水沖洗 30 分鐘以去除殘餘溶液並利用冷凍

乾燥去除水分即可得到豬肝 DLM, 此時 DLM 會呈現白色透明狀並保存於 -20 °C 冰箱備用，

製作流程圖如圖三所示。  
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圖 三：大鼠肝臟以及豬隻肝臟 DLM 製作流程圖。 
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3.2.3 豬肝 DLM 之萃取流程 

 首先，將 3.2.1 節製作之豬肝 DLM 以最終濃度為 10 mg/mL 溶於 0.5 M 醋酸中，同時加

入最終濃度為 3 mg/mL 的胃蛋白酶 (Pepsin)，然後將此溶液在 4 °C 下攪拌 80 小時。此萃取

的目的是保持 DLM 的完整結構，為避免其過度降解為多肽鏈，因此反應在 4 °C 下進行。在 

80 小時過後，將溶液移置室溫下繼續反應 4 小時。當萃取完成後，將未溶解的 DLM 過濾並

使用 1 N 的 NaOH 來調整 pH 值至 9，以使 Pepsin 失活並停止反應。接著將樣品放入冷凍乾

燥機在 -50 °C, 20 Pa 的環境下進行冷凍乾燥持續 48 小時，最後將樣品保存於 -20 °C 環境下

備用。 
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3.3 奈米藥物之製作流程與分析 

3.3.1 奈米藥物之合成 

 DLM 之聚乙二醇化  (PEGylation) 主要分成三個部分：(1) mPEG activation, (2) DLM 

PEGylation 以及 (3) PEGylated DLM 與 TA 之結合。(1) mPEG activation：首先將 2 g mPEG 

(mol.wt. : 2000 g/mol), 550 mg cyanuric chloride, 1 g molecular sieve (4 Å ), 1 g Na2CO3 與 40 mL 

苯 (Benzene) 在錐形瓶中於室溫中持續攪拌反應 16 小時。利用濾紙過濾瓶內溶液後，將 60 

mL 正己烷 (Hexane) 緩慢滴入攪拌中的溶液，以 4000 rpm, 4 °C 離心 15 min, 使產物沉澱析出，

再以 40 mL Benzene回溶後將產物離心沉澱析出，重複此清洗步驟直到未反應的 cyanuric 

chloride 完全去除，最後將純化後的產物  (activated mPEG) 減壓乾燥去除  Benzene 以及 

Hexane 並保存於 -20 °C 環境中；(2) DLM PEGylation：將 7 μmol DLM, 1 mmol activated 

mPEG 溶至 20 mL borate buffer (0.1M, pH 10.0) 中以 40 °C 持續攪拌反應 2 小時，再將 pH 值

調整為 6.0 以中止反應；接著將 phosphate buffer (pH 6.0) 作為透析液，以 12-14 kDa 的透析

袋透析 24 小時，以除去未反應之 activated mPEG, 最後將產物 (PEGylated-DLM) 冷凍乾燥後

保存於 -20 °C 環境中；(3) PEGylated DLM 與 TA 之結合：將 PEGylated-DLM 以及 TA 混合

於水溶液後並使用 0.45 μm cell strainer 過濾後，冷凍乾燥後即可得到由 PEGylated-DLM 以及 

TA 自組裝而形成之奈米藥物。圖四為 PEG 活化、DLM 聚乙二醇化以及與 TA 結合的反應

機制。 

 

圖 四：PEG 活化、DLM 聚乙二醇化以及與 TA 結合的反應機制。 
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3.3.2 FT-IR 之圖譜分析 

 為了確保 DLM 之聚乙二醇化修飾成功，因此使用傅立葉轉換紅外光譜儀  (Fourier-

transform infrared spectroscopy; FTIR) 檢驗是否在修飾過的 DLM 上有著聚乙二醇的表現[60]。

量測方法如下：由於 KBr 在 FTIR 儀中不會有任何波段表現因此可以做為量測溶劑，量測前

需要將樣本和 KBr 以 1:50 (w/w) 的比例混合。設定參數如下：量測模式為 Transmittance，掃

描波段為 400-4000 cm-1，scan 次數為 45 次，resolution 為 8 cm-1。最後將樣品量測三次並取

三重複之平均值即為 FTIR 結果。 

 本次實驗配置 DLM, PEGylated-DLM 兩種樣品，依照這些分子中吸收紅外光的波段異同

來判斷 DLM 的表面修飾是否成功。 

3.3.3 奈米載體的粒徑分析 

 為了瞭解本研究所合成之奈米藥物尺寸大小，因此使用動態光散射粒徑分析儀 

(Dynamic light scattering; DLS) 進行量測。在粒徑分析部分是先將樣品融入 PBS 中來分散樣

品再以雷射照射含有待測粒子的溶液，由於粒子的布朗運動會造成散射光強度的變化，經過

修正函數的處理之後，即可套用 Stokes-Einstein 公式得出待測物的水合直徑 (Hydrodynamic 

diameter)[11]。 
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3.3.4 TEM拍攝並觀察奈米藥物型態 

 為了進一步驗證本研究的合成結果，實驗使用穿透式電子顯微鏡 (Transmission Electron 

Microscopy; TEM) 來觀察奈米載體的表面型態[61]。透過 TEM 的拍攝結果，可以直接確認

此載體的大小是否均一，透過上述的檢測即可進一步證實其表面修飾是否完全。 

 使用 TEM 的準備如下：(1) 樣品先以二次水透析後再經過 0.45 µm 的針筒過濾器過濾；

(2) 抽取 10 µL的溶液滴至鍍碳銅網上，靜置大約 20 分鐘使粒子沉降到銅網上，接著以濾紙

從下方吸去水分後靜置乾燥，若樣品濃度過低可以重複上樣品 (因為有時候樣品沉降到銅網

上的數量過少，重複上樣品可以更容易觀察到)；(3) 最後將準備好的 sample 裝入盒子中即可

送至臺灣大學貴重儀器中心拍攝 TEM。 
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3.3.5 TA-DLM 奈米藥物單寧酸釋放量檢測 

 在完成對 TA-DLM 奈米藥物的粒徑大小以及型態分析後，我們便進行藥物釋放的測試，

確保 TA-DLM 奈米藥物確實具備釋放單寧酸的能力以及了解 TA-DLM 奈米藥物所攜帶的單

寧酸含量。本研究將 0.5 mg/mL 以及 1 mg/mL 的 TA-DLM 奈米藥物溶於 PBS 中，將該溶液

置於 12-14 kDa 的透析袋中並在燒杯中以 37  oC 的環境下進行透析，並分別在透析後第 0, 3, 

6, 12, 18, 24, 30, 36, 48, 60, 72 取樣燒杯內的 PBS 進行單寧酸濃度的檢測分析，再換算成 TA-

DLM 奈米藥物 釋放了多少濃度的單寧酸。 

 單寧酸濃度檢測方法採用 Folin-Ciocalteu 方法檢測，檢測方法如下：首先將 2 M Folin-

Ciocalteu 與去離子水以 1:10 的比例配置成 Folin-Ciocalteu 溶液，接著將 250 μL 樣品與 1 mL 

Folin-Ciocalteu 溶液混合後等待 5 分鐘，5 分鐘後再加入 1 mL 10% Na2CO3 水溶液，最後利

用分光光度計量測其在 765 nm 之吸光值。將吸光值帶入檢量線後便可得知樣品單寧酸濃度

[62]。 
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3.4 誘導型多功能幹細胞誘導成肝細胞後之體外培養 

3.4.1 健康人類與非酒精性脂肪肝病患之誘導型多功能幹細胞之繼代培養 

 本次實驗所採用的誘導型多功能幹細胞系 (induced pluripotent stem cell; iPS) 為由京都大

學 iPS 細胞研究所長船健二教授實驗室所提供的 585A1 健康人類 iPS 細胞株以及 1535 No.1 

非酒精性脂肪肝病患 iPS 細胞株。當兩種細胞培養到第三或第四天時 (細胞數量成長到覆蓋

該細胞盤 70% 至 80% 面積時)，即可進行繼代到另一新孔盤中、以利後續培養或分化使用。

首先需配置 AK02N 培養液：AK02N 培養液組合含有 A, B, C 三種溶液，A 液為含有 21 種胺

基酸、10 種維生素之培養液；B 液為含有五種礦物質之溶液；C 液為鹼性成纖維細胞生長因

子 (Basic fibroblast growth factor; FGF2)；將 AK02N 組合中的 B 液與 C 液進行混合後，再將 

B, C 混合液加入 A 液中，以鋁箔紙遮光後放置於室溫中 1 小時備用。接著將培養於 6 well 

之 5851A1 從培養箱中取出，抽乾盤內培養液後，以每孔 2 mL 加入 EDTA 等待約 1 分鐘後，

便可將 EDTA 抽出。接著每孔加入 200 μL 之 EDTA 以及 Trypsin 混合液 (1：1)，放入培養

箱中培養 3 分鐘。3 分鐘後將細胞盤放於顯微鏡下觀察，假使細胞脫附情形不佳，便再進行 

1 分鐘培養箱反應。反應結束後，抽乾 EDTA/Trypsin 混合液後再每孔加入 2 mL PBS 並輕搖

細胞盤。結束後抽乾 PBS 後再每孔加入 1 mL 之 AK02N 以及 Y27632 混合液 (1000：1)。使

用較強力度的 Pipetting 將盤中的細胞打散成單一細胞，並懸浮於培養液中。在顯微鏡下觀察

打散程度是否完全後，即可收集各盤中細胞懸浮液到一新離心管中。利用細胞計數器量測該

細胞懸浮液濃度後，以 AK02N 以及 Y27632 混合液 (1000：1) 配置新細胞懸浮液 (細胞密度：

1 × 105 cells/mL)。接著在新細胞懸浮液中加入欲繼代孔數 × 2 μL 之 iMatrix-511 silk. 最後以

每孔 2 mL 之體積加入細胞懸浮液進行培養。1535 No.1 細胞株繼代方式同上述方法。 
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3.4.2 誘導型多功能幹細胞分化成肝細胞之二維培養方式 

 在進行肝細胞分化實驗前一天需要先進行 matrigel 塗覆於細胞盤之前置作業。首先取 10 

mL 之 RPMI 1640 培養液於一新離心管中，再取其中 400 μL 與 400 μL 的 matrigel matrix充

分混合後再加入原先離心管中再充分混合。接著以每孔 500 μL 加入 24 well 細胞盤中再以保

鮮膜包覆完整後放入 4 °C 環境中過夜。根據文獻回顧，誘導型多功能幹細胞分化成肝細胞

之二維培養有三個階段[63]： 

 第一階段為從 iPS 細胞株分化成內胚層 (Endoderm)：首先將 matrigel 塗覆之細胞盤拆封

保鮮膜後放入培養箱中備用。接著配置 Stage 1 base 培養液：48.5 mL RPMI 1640 培養液 + 1 

mL B-27 supplement + 0.5 mL Penicillin-Streptomycin。 以 Stage 1 base 培養液為基礎再配置 

Stage 1 Day 0 培養液：12.5 mL Stage 1 base medium + 125 μL Activin A + 1.25 μL CHIR99021 

+ 12.5 μL Y27632。使用與 3.4.1 節提及之繼代手法得到 585A1 細胞懸浮液後，以細胞計數器

量測該細胞懸浮液濃度再抽取所需細胞懸浮液量並以 800 rpm, 23 °C, 離心 3分鐘。離心結束

後抽取上清液再加入 Stage 1 Day 0 培養液以配成新細胞懸浮液 (細胞密度：6 × 105 cells/mL)。

將 matrigel 塗覆之細胞盤從培養箱中取出，抽取內部 matrigel 與 RPMI 1640 混合液後，最後

以每孔 500 μL 之體積加入細胞懸浮液可進行第一階段的培養。第一階段共有五天的分化時

間，每天所需之培養液內容如表一所示。 

 第二階段為內胚層分化為肝母細胞 (Hepatoblast)。首先需配置 Stage 2 base 培養液：38.4 

mL Knockout DMEM + 10 mL KSR + 500 μL L-glutamin (200mM) + 500 μL MEM-NEAA + 100 

μL 2-Mercaptoethnol + 250 μL Penicillin-Streptomycin + 500 μL DMSO。第二階段共有五天的

分化時間，每天所需更換之培養液內容如表一所示。 

 第三階段為肝母細胞分化為肝細胞 (Hepatocytes)。第三階段共有四天的分化時間，每兩

天所需更換之培養液內容如表一所示。1535 No.1 細胞株誘導成肝細胞之二維培養方式同上

述方法。上述誘導型多功能幹細胞分化成肝細胞之二維培養方式之三個階段如圖五所示。 
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圖 五：iPS 細胞分化成肝細胞之二維培養方式之三階段。 

 

表 一：健康以及 MASLD 患者 iPS 細胞株誘導成肝細胞之二維培養各階段培養液。 

Stages Day  Culture medium formula 

Stage 1  

Day 0 
12.5 mL Stage 1 base medium + 100 ng/mL Activin + 1 μM CHIR + 0.5 mM 

NaB(+/-) 

Day 1 12.5 mL Stage 1 base medium + 100 ng/mL Activin + 1 μM CHIR 

Day 2 12.5 mL Stage 1 base medium + 100 ng/mL Activin + 1 μM CHIR 

Day 3 12.5 mL Stage 1 base medium + 100 ng/mL Activin + 1 μM CHIR 

Day 4 12.5 mL Stage 1 base medium + 100 ng/mL Activin 

Day 5 12.5 mL Stage 2 base medium + 10 ng/mL FGF2 + 20 ng/mL BMP4 

Stage 2 

Day 1 12.5 mL Stage 2 base medium + 10 ng/mL FGF2 + 20 ng/mL BMP4 

Day 2 12.5 mL Stage 2 base medium + 10 ng/mL FGF2 + 20 ng/mL BMP4 

Day 3 12.5 mL Stage 2 base medium + 10 ng/mL FGF2 + 20 ng/mL BMP4 

Day 4 12.5 mL Stage 2 base medium + 10 ng/mL FGF2 + 20 ng/mL BMP4 

Day 5 12.5 mL HCM + 20 ng/mL OsM + 20 ng/mL HGF 

Stage 3 
Day 2 12.5 mL HCM + 20 ng/mL OsM + 20 ng/mL HGF 

Day 4 12.5 mL HCM + 20 ng/mL OsM + 20 ng/mL HGF 

 

⚫ Stage 1 base medium: 48.5 mL RPMI 1640 medium + 1 mL B-27 supplement + 0.5 mL 

Penicillin-Streptomycin 

⚫ Activin: Activin A 

⚫ CHIR: CHIR99021 

⚫ NaB(+/-): Sodium butyrate 

⚫ Stage 2 base medium: 38.4 mL Knockout DMEM + 10 mL KSR + 500 μL L-glutamin (200 

mM) + 500 μL MEM-NEAA + 100 μL 2-Mercaptoethnol + 250 μL Penicillin-Streptomycin + 

500 μL DMSO 

⚫ FGF2: Basic fibroblast growth factor 2 

⚫ BMP4: Bone Morphogenetic Protein 4 

⚫ HCM: Hepatocyte Culture Medium 

⚫ OsM: Oncostatin M 

⚫ HGF: Hepatocyte Growth Factor 
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3.5 大鼠初代肝細胞培養 

3.5.1 大鼠初代成熟肝細胞採取與培養 

 首先在大鼠肝臟採取部分使用 6-8 周雄性 SD 大鼠，將其放置於 5% 異氟醚 (Isoflurane) 

的麻醉盒中進行氣體麻醉；待其進入第三期麻醉後，便可開始開腹。接著使用 24G 留置針

從肝門靜脈插入，進行 Seglen 於 1976 年開發的 two-step collagenase perfusion[64]，此步驟完

全清洗肝臟內的血液並初步降解肝臟組織。灌流過程中，先使用 80 mL 的 Buffer A 將大部

分肝臟內的血液洗出，再使用 60 mL 含有 66 mg collagenase 的 Buffer B進行灌流。Buffer A

和 Buffer B的配方如下： 

⚫ Buffer A (16.013 g NaCl, 0.805 g KCl, 0.156 g NaH2PO4·2H2O, 0.301 g Na2HPO4·12H2O, 

4.766 g HEPES, 0.012 g Phenol red, 0.353 g NaHCO3, 0.190 g EGTA, 0.901 g Glucose 溶於 

2 L 的二次水，並使用 1 N的 NaOH調整 pH 值在 7.2-7.4 之間)。 

⚫ Buffer B (16.013 g NaCl, 0.805 g KCl, 0.156 g NaH2PO4·2H2O, 0.301 g Na2HPO4·12H2O, 

4.766 g HEPES, 0.012 g Phenol red, 0.353 g NaHCO3, 溶於 2 L的二次水，並使用 1 N的

NaOH調整 pH 值為 7.5)。 

 初代成熟肝細胞的分離步驟如下：在灌流結束後從大鼠體內取出肝臟後，將其放置在直

徑為 90 mm 的培養皿中，並浸泡於含有 1% Penicillin-streptomycin 的 WE 培養基中。然後，

使用解剖刀以平行下刀的方式將肝臟組織分解，以利形成肝細胞懸浮液，並使用適當的 

pipetting 將肝細胞懸浮液混合均勻。之後再吸取肝細胞懸浮液以 7 cm × 7 cm 的消毒紗布過

濾並收集至兩管 50 mL 的離心管中，重複進行上述動作直到肝臟組織大致被切碎為止。接著

使用 100 μm 的 filter 過濾上述收集到的肝細胞懸浮液至新的兩管 50 mL 的離心管中 (約可收

集到 20-30 mL 肝細胞懸浮液/每管)，不足額的量再以 WE medium添加至肝細胞懸浮液中直

到總量為 30-40 mL 肝細胞懸浮液/每管為止。我們接著再以 50 g, 4 oC, 1 min 的條件下將上述

收集完成的兩管肝細胞懸浮液進行第一次離心。去除上清液後，接著再加入 30-40 mL 的 
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WE medium 至離心管並均勻混合後，再以 50 g, 4 oC, 1 min 的條件下進行第二次離心。第二

次離心完留下的初代成熟肝細胞沉澱物再分別加入 20 mL的 WE medium (分別於兩個 50 mL 

的離心管中) 並均勻混和，最後再將兩管的肝細胞懸浮液整合為一管 (40 mL)，並進行 50 g, 4 

oC, 1 min 的第三次離心。最後第三次離心完後所留下的成熟肝細胞 Cell pellet 再加入 10 mL 

的 WE medium (於 50 mL 的離心管中) 並均勻混合，即可得到最終的初代肝實質細胞的懸浮

液 (Cell suspension)。最後再利用 Trypan blue 染色來計算細胞生存率，確保要進行培養的細

胞懸浮液細胞生存率均高於 90% 以上。 
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3.6 體外毒化與奈米藥物回復 

3.6.1 油酸毒化 

 體外毒化實驗使用 585A1 健康人類 iPS 細胞株, 1535 No.1 非酒精性脂肪肝病患 iPS 細胞

株所誘導之肝細胞以及大鼠初代成熟肝細胞，在培養液中加入油酸 (Oleic acid; OA) 進行二

維共培養後，使其進而誘導成脂肪肝疾病模型[65]。以利後續進行奈米藥物的治療模型實驗

之進行。 

 在兩種 iPS 細胞株誘導出的肝細胞之培養中，在培養液中加入最終濃度為 5 mM 的 OA；

由於油酸本身無法確實混合於培養液中，因此先將  OA 以 1 M 的濃度溶於二甲基亞楓 

(Dimethyl sulfoxide; DMSO)，再根據所需要的量加入培養液中。培養毒化時間不是在第三階

段第 4 天的時候加入含有 OA 的培養液，並在第三階段第八天的時候更換為含有實驗組之培

養液嘗試進行回復。分別在第三階段第 9 天、第 11 天的時候抽取上清液以利後續生化分析。 

 在大鼠初代肝細胞的培養中，將細胞以 5.0 × 105 cells/mL 的培養密度培養於 24 well 細

胞盤中，經過 4 小時後將培養液更換為含有 1 mM OA 的 WE 培養液。在經過 24 小時的培

養後，再將培養液更換為實驗組之培養液嘗試進行回復，並分別在開始回復後第 1 天、第 3 

天時抽取上清液以利後續生化分析。 
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3.6.2 體外毒化恢復試驗 

 在兩種 iPS 細胞株誘導出的肝細胞之二維培養中，在經過四天的 OA 誘導成脂肪肝模型

後，會開始著手於加入奈米藥物以及其兩種主要成分共 5 組實驗組以及 1 組控制組進行回復

試驗。分別為：控制組、陰性控制組  (Culture medium + 5 mM OA)、單寧酸組  (Culture 

medium + 1 μg/mL TA)、DLM 組 (Culture medium + 3 μg/mL DLM)、兩組自組裝奈米藥物組 

(Culture medium + 0.1 μg/mL TA-DLM nanomedicines, Culture medium + 1 μg/mL TA-DLM 

nanomedicines)。總共進行三天的回復試驗，並在加入後第 1 天以及第 3 天抽取上清液進行

生化分析。此外當第 3 天試驗結束時，會進行多聚甲醛 (Paraformaldehyde; PFA) 細胞固定化

進行細胞免疫染色分析。 

 在大鼠初代肝細胞的培養中，在經過一天的 OA 誘導成脂肪肝模型後，會開始著手於加

入奈米藥物以及其兩種主要成分共 4 組實驗組以及 2 組控制組進行回復試驗。分別為：控制

組、陰性控制組 (Culture medium + 1 mM OA)、兩組單寧酸組 (Culture medium + 1 μg/mL TA, 

Culture medium + 5 μg/mL TA)、兩組 TA-DLM 奈米藥物組 (Culture medium + 1 μg/mL TA-

DLM nanomedicines, Culture medium + 5 μg/mL TA-DLM nanomedicines)。總共進行三天的回

復試驗，並在加入後第 1, 3 天抽取上清液進行生化分析。此外當第 4 天試驗結束時，會進行

多聚甲醛 (Paraformaldehyde; PFA) 細胞固定化進行螢光染色分析。上述兩種體外 MASLD 模

型建立與恢復時程如圖六所示。 

  



doi:10.6342/NTU202403205

35 

 

 

圖 六：體外 MASLD 模型毒化以及治療時程圖。 
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3.7 體外實驗相關檢測方法 

3.7.1 尿素分泌量檢測 

 本檢測採用 Quantic ChromTM urea assay kit (DIUR-100) 檢測 iPS 誘導之肝細胞以及大鼠

初代成熟肝細胞尿素分泌量。使用連續稀釋法將 Urea Standard (50 mg/dL) 用超純水稀釋成 

50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 0 mg/dL 等標準品濃度。接著配置 Working reagent：以 1:1 之比例混

合 Reagent A 以及 Reagent B (96 well 每孔需要 100 μL 之 Working reagent)。將標準品以及試

驗樣品以每孔 5 μL 加入黑色 96 well 孔盤中，再加入 100 μL Working reagent 與盤中標準品

或樣品充分混合後，在室溫且不透光環境下培養 50 分鐘。完成後即可利用微量盤式分光光

度計量測在 430 nm 之吸光值。將標準品濃度與其吸光值 (扣除 blank 吸光值) 製作出檢量線

後，即可將樣品吸光值 (扣除 blank 吸光值) 代入求得樣品尿素濃度[66]。 
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3.7.2 細胞核、白蛋白免疫螢光染色 

 在進行免疫螢光染色前需要先將細胞以 PFA 固定化，便可以將細胞盤保存於 4 oC 環境

下保存至螢光染色實驗開始。PFA 固定化步驟如下：首先將細胞盤內培養液去除，並在 24 

well 細胞盤內每孔加入 400 μL 之 4% PFA. 在常溫下反應 10 分鐘後，去除盤內 PFA 後再加

入 400 μL 之 PBS 即可完成細胞固定化。 

 以下為免疫螢光染色之步驟：首先配置 PBS-T 作為溶劑，在 PBS 中加入最終濃度為 5% 

之 TritonX-100. 接著根據所需要的量配置 Blocking buffer (950 μL PBS-T + 50 μL Donkey 

serum) 以及 Antibody buffer (950 μL PBS-T + 50 μL Donkey serum + 2 μL Goat anti-Human 

Albumin antibody)。去除細胞盤內 PBS 後，每孔加入 400 μL Blocking buffer, 並在室溫且不

透光環境下培養 30 分鐘。完成後去除 Blocking buffer, 並在盤內每孔加入 400 μL Antibody 

buffer. 在 4 oC 且不透光環境下培養 overnight。到了隔天，每孔進行 500 μL PBS 清洗兩次，

接著加入 Dye solution (950 μL PBS-T + 50 μL Donkey serum + 1 μL Donkey anti-Goat IgG (H+L) 

+ 1 μL Hoechst) 進行染色，並在室溫且不透光環境下培養 1 小時。最後在每孔進行 500 μL 

PBS 清洗兩次後，每孔加入 1 mL PBS 後即可利用螢光顯微鏡檢測。Hoechst 可以將細胞核

染色，可以用 DAPI filter cube 觀察。Donkey anti-Goat IgG (H+L) 是一種 Alexa Fluor 488 染

劑，可以將盤內的白蛋白染色，可以用 GFP filter cube 觀察。 
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3.7.3 AdipoRed 細胞內脂質定量分析 

本研究採用 AdipoRed 試劑進一步定量細胞內的脂質含量，AdipodRed 試劑會與細胞內

的脂質產生螢光反應，因此可以檢測細胞盤內螢光量進而比較各實驗組之細胞內脂質含量

[67]。首先將細胞盤內培養液去除，於每孔內加入 1 mL PBS 潤洗一次後，再加入 1 mL PBS 

以及 30 μL 之 AdipoRed 試劑，並於常溫下等待 10 分鐘。接著以超音波震盪將細胞盤內細胞

打碎充分混合於溶液中，再以螢光分光光度計量測其螢光強度 (Excitation: 485 nm, emission: 

572 nm)。最後在數據處理時會將 Control 組螢光值作為 100%，與其餘實驗組比較增長或降

低多少脂質堆積比例。 
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3.7.4 乳酸脫氫酶 (LDH) 活性檢測 

 乳酸脫氫酶 (Lactate Dehydrogenase, LDH) 是一種氧化還原酶，專責於催化丙酮酸和乳酸

之間的相互轉化。在組織受損或紅血球溶血發生後，細胞會釋放 LDH 至血液中。由於其穩

定性，LDH 已被廣泛應用於評估組織和細胞是否受損或受到毒性物質的影響[68]。本實驗採

用 Lactate dehydrogenase activity assay kit 檢測 LDH 活性，檢測方式如下：首先利用使用連

續稀釋法將 NADH Standard (1.25 mM) 用 LDH assay buffer 稀釋成 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 

nmole/well 等標準品濃度。接著取以每孔 50 μL 將標準品以及待測樣品到黑色 96 well 中。另

外需要配置 Master Reaction Mix: 每孔需要 48 μL LDH Assay Buffer + 2 μL LDH Substrate Mix. 

在盤內利用 pipetting 充分混合後，使用鋁箔紙將黑色 96 well 包覆放到培養箱中培養 3 分鐘。

完成後即可利用微量盤式分光光度計量測在 450 nm 之吸光值。 
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3.7.5 DNA 含量檢測 

 為了檢測細胞盤內每孔所含的細胞數量，因此會對細胞盤進行 DNA 含量檢測。本檢測

採用 DNA Quantity Kit (PMC-AK06-COS) 檢測大鼠初代成熟肝細胞細胞盤中之 DNA 含量。

該試驗組合中包含三種溶液：Color Development Regent, Dilution Buffer 和 DNA 標準品 (100 

μg/mL)。首先使用 DNA Quantity Kit 中的 DNA 標準品和超純水製備 50, 25, 12.5 和 0 μg/mL 

的 DNA 標準品溶液。各取 50 μL 的 DNA 溶液和 1 mL Dilution Buffer 混合後，再加入 50 μL 

Color Development Regent 後即可利用螢光分光光度計量測螢光值建立檢量線。 

 接著是將待測細胞盤之培養液抽出，加入 500 μL 的 PBS 潤洗細胞盤表面。抽出 PBS 後，

加入 500 μL 的 Dilution Buffer 並進行超音波震盪使細胞破裂釋放出 DNA 與 Dilution Buffer 

混合。從細胞盤中取出 50 μL 細胞 DNA溶液後，與 50 μL Color Development Regent 後即可

利用螢光分光光度計量測螢光值，再根據檢量線得到樣品之 DNA 濃度[69]。 
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3.7.6 Interleukin 6 (IL-6) 表現量檢測 

 本檢測採用 Rat IL-6 ELISA Kit (ERA31RB) 進行。實驗方法如下：首先將標準品、樣品

以及所需的試劑放置於室溫下回溫，並確保其中無冰晶存在。將標準品以及樣品以每孔 100 

μL 的體積加入 IL-6 Antibody Coated 96 孔盤中將抗體與抗原結合，於室溫下靜置 2.5 小時；

接著去除標準品以及樣品，加入 wash buffer (300 μL/well) 清洗四次後，將孔盤往紙巾上拍打

確保盤內無溶液留存；加入 biotin conjugate (100 μL/well)，於室溫下靜置 1 小時；接著去除 

biotin conjugate，加入 wash buffer (300 μL/well) 清洗四次後，將孔盤往紙巾上拍打確保盤內

無溶液留存；加入  Streptavidin-HRP (100 μL/well)，於室溫下靜置  45 分鐘；接著去除 

Streptavidin-HRP，加入 wash buffer (300 μL/well) 清洗四次後，將孔盤往紙巾上拍打確保盤

內無溶液留存；加入 TMB substrate (100 μL/well)，於室溫下靜置 30 分鐘；接著加入 stop 

solution (100 μL/well)，於室溫下靜置 30 分鐘，便可使用 ELISA reader 量測其在 450 nm 之吸

光值[70]。 
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3.7.7 白蛋白 (Albumin) 表現量檢測 

 為了檢測單寧酸以及 TA-DLM 奈米藥物對於肝細胞功能性的影響，因此在經過細胞培

養後抽取上清液進行 Rat Albumin ELISA 分析。白蛋白是一種肝臟分泌的球型蛋白，作用是

維持體內的滲透壓，因此白蛋白被普遍用於檢驗肝臟機能。本檢測採用 Rat Albumin ELISA 

Kit (E111-125) 進行[71]。 

 實驗方法如下：首先將標準品、樣品以及所需的試劑放置於室溫下回溫，並確保其中無

冰晶存在。將標準品以及樣品以每孔 100 μL 的體積加入 albumin antibody coated 96 孔盤中將

抗體與抗原結合，於室溫下靜置 1 小時；接著去除標準品以及樣品，加入 wash buffer (300 

μL/well) 清洗四次後，將孔盤往紙巾上拍打確保盤內無溶液留存；加入  anti-Albumin 

detection antibody (100 μL/well)，於室溫下靜置 1 小時；接著去除 anti-Albumin detection 

antibody，加入 wash buffer (300 μL/well) 清洗四次後，將孔盤往紙巾上拍打確保盤內無溶液

留存；加入 HRP Solution A (100 μL/well)，於室溫下靜置 45 分鐘；接著去除 HRP Solution A，

加入 wash buffer (300 μL/well) 清洗四次後，將孔盤往紙巾上拍打確保盤內無溶液留存；加入 

TMB substrate (100 μL/well)，於室溫下靜置 30 分鐘；接著加入 stop solution (100 μL/well)，

於室溫下靜置 30 分鐘，便可使用 ELISA reader 量測其在 450 nm 之吸光值。 
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3.8 小鼠體內實驗 

 在利用 iPS 細胞誘導之肝細胞以及大鼠初代成熟肝細胞進行體外實驗以確認 TA-DLM 

奈米藥物對於 MASLD 體外模型的影響後，接著將著手進行 MASLD 體內模型的建立與治療。

體內實驗有兩項主要目的：首先是確認 TA-DLM 奈米藥物在 MASLD 體內模型的最佳濃度，

再根據該最佳濃度進而了解 TA, DLM 和 TA-DLM 奈米藥物對於 MASLD 體外模型的治療差

異性。因此本研究會建立兩種體外模型分別探討上述兩種研究目的。 

 

3.8.1 小鼠體內脂肪肝模型預試驗流程 

 首先為了了解 TA-DLM 奈米藥物在 MASLD 體內模型的最佳治療濃度，本研究設計了

一項預試驗流程測試不同濃度的 TA-DLM 奈米藥物對於 MASLD 體內模型的影響。本試驗

採用 C57BL/6JNarl 小鼠，在其出生後 2 至 3 天後以 200 μg/mouse 的濃度和 30G 的針頭皮下

注射鏈脲佐菌素 (Streptozotocin; STZ) 到小鼠體內。到了小鼠 4 週齡離乳後，開始餵食含有 

60% Kcal 的以豬油為主要配方的高脂肪飼料 (High fat diet; HFD)[72]，高脂肪飼料與一般飼

料的成分比較表如表二餵食 4 週 (8 週齡) 後，開始進行 4 週的治療，並於 12 週齡時犧牲。 

 在 4 週的治療程序中，會根據所需的濃度將 TA-DLM 奈米藥物溶於 PBS 中，再以腹腔

注射 (Intraperitoneal injection; IP) 的方式注射 300 μL 之 TA-DLM 奈米藥物溶液於小鼠體內，

頻率為每週注射一次，共注射 4 次。本次預試驗總共會測試 4 種濃度，分別是 0.25, 0.5, 0.75, 

1 mg/mL 之 TA-DLM 奈米藥物溶液。4 週的治療程序結束後，會於 12 週齡時進行心臟採血

和肝臟組織切片。心臟採血結束後，先以全血進行血糖值量測，之後會在 4000 rpm, 20 oC 的

條件下離心 20 分鐘，取出血清保存於 -20 oC 環境下，之後送至鴻洺科技有限公司進行血清

生化分析，分析項目為：天門冬胺酸胺基轉移酶 (Aspartate Transaminase; AST)、丙胺酸胺基

轉移酶 (Alanine Transaminase; ALT)、高密度脂蛋白 (High-Density Lipoprotein; HDL)、低密

度脂蛋白 (Low-Density Lipoprotein; LDL)、總膽固醇 (Total Cholesterol; CHO) 以及三酸甘油
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酯 (Triglycerides; TG)。在取出肝臟後，秤重後保存於 3.7% 福馬林 (37% Formaldehyde 和 

PBS 以 1:9 的比例混合) 中，之後送至拓生科技有限公司進行 H&E 和 Picro-Sirius Red 染色分

析。圖七為小鼠體內脂肪肝模型預試驗流程圖。 

 

表 二：一般飼料與高脂飼料營養成分表。 

 

 

圖 七：小鼠體內脂肪肝模型預試驗流程圖。 

  

 Chow diet (MFG) High fat diet (D12492) 

Product   

Proteins (%) 25.7 26 

Carbonhydrate (%) 60.7 26 

Fat (%) 13.6 35 

Total 3.57 kcal/g 5.24 kcal/g 
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3.8.2 小鼠體內脂肪肝模型主試驗流程 

 接著為了了解 TA, DLM 和 TA-DLM 奈米藥物對於 MASLD 體外模型的治療差異性，本

研究設計了一項主試驗流程以測試單寧酸、脫細胞化肝臟間質以及 TA-DLM 奈米藥物對於 

MASLD 體內模型的影響。本試驗採用 C57BL/6NCrl 小鼠，在其 10 週齡時開始餵食含有 

60% Kcal 的以豬油為主要配方的高脂肪飼料 (High fat diet; HFD) 以及 4% 果醣飲水，高脂肪

飼料與一般飼料的成分比較表如表三所示。餵食 16 週後 (24 週齡) 開始進行 4 週的治療[73]。 

 在治療程序中有三種治療組別，分別為：TA, DLM 以及 TA-DLM 奈米藥物組別，會根

據所需的濃度將  TA, DLM 以及  TA-DLM 奈米藥物溶於  PBS 中，再以腹腔注射 

(Intraperitoneal injection; IP) 的方式注射 300 μL於小鼠體內，頻率為每週注射一次，共注射 4 

次，每 2 週會進行一次臉頰採血，結束後會在 4000 rpm, 20 oC 的條件下離心 20 分鐘，取出

血清保存於 -20 oC 環境下，之後送至鴻洺科技有限公司進行血清生化分析，分析項目為 

HDL, LDL, CHO, TG。4 週的治療程序結束後，會於 30 週齡時進行心臟採血和肝臟組織切

片。心臟採血結束後，在 4000 rpm, 20 oC 的條件下離心 20 分鐘，取出血清保存於 -20 oC 環

境下，之後送至鴻洺科技有限公司進行血清生化分析，分析項目為 AST, ALT, HDL, LDL, 

CHO, TG。在取出肝臟後，秤重後切下左右肝葉於 3.7% 福馬林 (37% Formaldehyde 和 PBS 

以 1:9 的比例混合) 中，浸泡 24 至 48 小時後轉移至 PBS 中，並於 4 oC 環境下保存。事後送

至拓生科技有限公司進行石蠟和冷凍包埋以利進行 H&E 和 Picro-Sirius Red 染色分析。圖八

為小鼠體內脂肪肝模型主試驗流程圖。 
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圖 八：小鼠體內脂肪肝模型主試驗流程圖。 
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3.9 體內實驗相關檢測方法 

3.9.1 血液分析 

 肝臟產生的肝酶可透過血液檢查來測定，並以此測量數值判定肝臟機能的好壞，其中最

常見的肝酶檢測即是 AST 和 ALT。AST 和 ALT 均會隨著體重增加而升高，但 ALT 比 AST 

更為顯著。一些研究認為，ALT 水平的變化可能先於脂肪肝，並且是由肝臟中胺基酸 (尤其

是麩胺酸) 轉氨作用增強所致[74]。除了檢測對肝臟機能具有指標性的 AST, ALT 數值外，我

們也將進行 TG, HDL, LDL, CHO 的血清生化分析檢測，這些數值的表現可以說明脂肪肝病

患的疾病進程如何。這是因為脂肪肝病患在過多的營養攝取以及代謝失衡的情況下，會有過

高的 TG, LDL, CHO 表現，同時降低 HDL 的程度使過量的膽固醇在肝臟積累[75]。在 4 週的

治療時程以及將小鼠犧牲後分別會使用臉頰採血以及心臟採血取得小鼠血液樣本。臉頰採血

步驟如下：將小鼠保定後，提起小鼠頸背皮膚，使臉頰部位露出，使用三角採血針對小鼠眼

睛尾端以及嘴角連線相交處以垂直下針的方式刺入，再以微量離心管承接血液。心臟採血步

驟如下：在犧牲小鼠前，先以 5% isoflurane 進行氣麻，用手感覺心臟位置後再以 27G 針頭

和 1 mL 針筒抽取小鼠右心室血液 0.5 至 0.7 mL。收集血液樣本後，先以血糖機和其試紙量

測全血血糖濃度後，在 4000 rpm, 20 oC 的條件下離心 20 分鐘，取出血清保存於 -20 oC 環境

下，之後送至鴻洺科技有限公司進行血清生化分析，分析項目為  AST, ALT, HDL, LDL, 

CHO, TG (假如血清量不足則以 HDL, LDL, CHO, TG 為優先量測項目)。 
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3.9.2 病理切片染色 

 將小鼠的肝臟取下後，秤重後切下左右肝葉於 3.7% 福馬林 (37% Formaldehyde 和 PBS 

以 1:9 的比例混合) 中，浸泡 24 至 48 小時後轉移至 PBS 中，並於 4 oC 環境下保存。事後送

至拓生科技有限公司進行石蠟和冷凍包埋以利進行 H&E 和 Picro-Sirius Red 染色分析。 

 另外會針對 H&E 組織切片染色結果進行掃片拍攝後，再將每張照片切成 2000*2000 像

素後，匯入到 ImageJ 軟體中修改成 8-bit 的黑白圖像。接著進行實質組織面積的計算，將臨

界值設定為 57% 後，接著計算軟體標記的像素後除以 4000000 像素乘上 100% 即可得到實

質組織的面積百分比。接著用 100% 扣除後即可得到空洞部分的面積百分比。 

3.9.3 肝內三酸甘油酯含量檢測 

 本檢測採用 Triglyceride Quantification Colorimetric Assay Kit (ab65336) 進行[76]。將小鼠

的肝臟取下後，秤重後切下 100 mg 右肝葉保存於液態氮中冷凍保存。接著將冷凍過後的肝

葉搗碎後，加入 1 mL 5% Triton X-100 的水溶液並在 80 °C 中隔水加熱 5 分鐘，此時樣品會

呈現混濁狀；待其降至室溫後，重複隔水加熱並回到室溫一次。接著在 4 °C 環境下以 10000 

G 離心  10 分鐘，以去除底層不溶物質。接著便著手製備標準品：首先混合  50 µL 

Triglyceride Standard + 50 µL Triglyceride Assay Buffer，這樣可以形成 0.5 mM 的 Triglyceride 

Standard。在 96 孔盤中每孔內分別加入 0, 8, 16, 24, 32, 40 µL 的 0.5 mM 的 Triglyceride 

Standard，再於每孔內加入 60, 52, 44, 36, 28, 20 µL 的 Triglyceride Assay Buffer，這樣可以製

作出 0, 1, 2, 3, 4, 5 nmol/ well 的 三酸甘油酯標準品。在加入 60 µL 的樣品於其他孔後，在每

孔內加入 8 µL 的 Lipase，和標準品以及樣品混合後，在室溫下避光反應 40 分鐘。接著製備 

reaction mix：30 µL Triglyceride Assay Buffer + 8 µL Triglyceride Probe + 2 µL Triglyceride 

Enzyme Mix，於每孔內加入 40 µL 的 reaction mix 後，便可量測其在 590 nm 之吸光值。 
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3.10 統計結果分析方法 

 在各項量化的實驗結果中，實驗數據皆以平均值 ± 標準差表示。當比較兩組實驗組之間

的顯著性則採用雙尾無配對司徒頓 t 檢定 (Student's t-test)，軟體使用 Microsoft Excel 2017；

當比較多組實驗組之間的顯著性則採用單因子變異數分析 (one-way analysis of variance, one-

way ANOVA)，比較完多組之間的顯著性後，再使用 Tukey 的事後檢定 (Post-hoc) 分析，進

一步釐清組與組之間的顯著性，軟體使用 jamovi 2.3.24。P 值< 0.05 代表有顯著性差異。 
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第四章 實驗結果 

4.1 脫細胞肝臟間質 (DLM) 之製備 

 在現今的研究中說明了眾多肝臟脫細胞化的實驗方法，各種方法涉及的肝臟來源、試劑

種類、試劑濃度、時間、順序都不盡相同。本研究採用 Jaramillo 等人所使用的脫細胞化肝

臟間質製備方法[77]，肝臟來源為 SD 大鼠以及市售豬隻之肝臟，並使用 PBS, Triton X-100 

溶液, SDS 溶液進行鼠肝 DLM (rDLM) 以及豬肝 DLM (pDLM) 之製作。 

 

4.1.1 大鼠肝臟 DLM (rDLM) 之製作 

 大鼠脫細胞肝臟成果如下圖九所示：首先在 PBS 灌流後，肝臟組織從具有血色的深紅

色逐漸轉為淺褐色，表現肝臟內的殘餘血液逐漸被洗去的過程。接著將肝臟以及灌流針移到 

30 cm dish 上，並將灌流液體更換為 1 % Triton X-100，Triton X-100 可以將細胞膜破壞以達

到使細胞脫附於 ECM 上的目的[78]；接著更換液體為 0.1%, 0.2%, 0.5% SDS 溶液；SDS 除

了可以使細胞脫附 ECM 外，也可以將蛋白質的四級、三級結構解開形成二級結構[79]，使 

DLM 結構更為鬆散。由觀察可以發現，在經過 Triton X-100 以及 SDS 灌流後，肝臟細胞部

分大致都被洗去，並可以完整保存白色以及透明的脫細胞化肝臟間質。 

 

圖 九：大鼠 DLM 製備成果。 
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4.1.2 豬肝 DLM (pDLM) 之製作與萃取 

 脫細胞化成果如圖十所示：可以看到經過 PBS 浸泡、沖洗過後，豬肝組織顏色從原先

的深紅色轉變為淺褐色。接著將組織換液於 1% Triton X-100 溶液，由於 Triton X-100 有著

破壞細胞膜的功能，因此可以將附著於細胞骨架的細胞破壞以達到脫細胞化的作用[78]，也

可以看到此時組織本身會越趨近於白色透明狀，表示內部細胞正逐漸被洗去。接著將組織換

液於 0.1%, 0.2%, 0.5% 的 SDS 溶液中，SDS 有著將蛋白質四級、三級結構降解成二級結構

的功能，因此可以觀察到原本成群、成塊的蛋白質逐漸分解成一絲絲的結構，說明其主結構

正逐漸被降解[79]。最後使用二次水將殘餘的 Triton X-100, SDS 溶液洗去，冷凍乾燥後即可

得到 pDLM 產物。 

 由於考量到經過上述的脫細胞化流程所得之脫細胞化豬肝仍會有雜質殘留導致不利於後

續製作成奈米藥物 (不易溶解於溶劑中)，因此需要進一步的純化步驟。在胃蛋白酶以及酸性

環境的作用下，pDLM 會部分溶解於溶液中，此時剔除不溶解的物質後再將溶液凍乾後即可

得到純化後的 pDLM。 

 

 

圖 十：豬肝 DLM 製備成果。 
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4.1.3 rDLM 以及 pDLM DNA 含量檢測 

 在完成大鼠肝臟以及豬隻肝臟的脫細胞化處理後，我們分別對兩種物種的肝臟組織塊以

及 DLM 樣品進行 DNA 含量分析，確認脫細胞化的成功與否。圖十一為大鼠肝臟組織與 

rDLM 樣品的 DNA 含量比較，兩者分別表現了 7.55 ± 0.01, 0.73 ± 0.01 μg/mL 的 DNA 含量，

可以觀察到 rDLM 的結果是顯著小於大鼠肝臟組織的，說明其中大部分的細胞被本研究之 

DLM 製作方法所洗去[80]。圖十二為豬隻肝臟組織與 pDLM 樣品的 DNA 含量比較，兩者分

別表現了 27.98 ± 0.12, 0.7 ± 0.01 μg/mL 的 DNA 含量，可以觀察到 pDLM 的結果是顯著小於

豬隻肝臟組織的，說明其中大部分的細胞被本研究之 DLM 製作方法所洗去[81]。 
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圖 十一：大鼠肝臟與 rDLM DNA 含量結果。 

(***p < 0.001, significant differences vs. rat liver respectively). 

 

圖 十二：豬隻肝臟與 pDLM DNA 含量結果。 

(***p < 0.001, significant differences vs. porcine liver respectively). 

  



doi:10.6342/NTU202403205

54 

 

4.2 奈米藥物之自組裝成果 

4.2.1 FT-IR 圖譜分析聚乙二醇修飾成果 

 為了確認 mPEG 是否有確實修飾到 DLM 上，因此利用 FT-IR 儀分別量測了 DLM 樣品

以及修飾後的 mPEG-DLM 樣品檢驗兩者之間的紅外光吸收度差異性。從圖十三的結果中可

以看出，兩者在各波段的吸收度呈現相似的結果，除了在 1186–1089.6 cm-1 的波段中，

mPEG-DLM 樣品呈現了較強的吸收度，而該波段則主要是 C-O 單鍵的伸張振動表現。由於

聚乙二醇中有著許多的 C-O 單鍵表現[82]，因此可以辨別該結果為 DLM 被 mPEG 修飾成功

的證明。 

 

圖 十三：mPEG-DLM 以及 DLM 之 FT-IR 檢測結果。 
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4.2.2 DLS 粒徑分析 

 為了了解單寧酸和蛋白質之間形成奈米顆粒的能力，因此利用。本研究將單寧酸以及 

DLM 共同溶解於 PBS 當中並測試了數種兩者的濃度搭配，再分別測試其產生的粒徑大小。

結果如圖十四所示：當 2.5 mg/mL 的單寧酸分別與 0.05 mg/mL, 0.1 mg/mL 以及 0.2 mg/mL 

的 DLM 混合時，可以得到 226.13 ± 10.54, 259.56 ± 28.36 和 266.9 ± 6.82 nm 的粒徑；而當 5 

mg/mL 的單寧酸分別與 0.05 mg/mL, 0.1 mg/mL 以及 0.2 mg/mL 的 DLM 混合時，可以得到 

234.93 ± 2.65, 277.03 ± 23.15 和 326.2 ± 2.3 nm 的粒徑；而當 10 mg/mL 的單寧酸分別與 0.05 

mg/mL, 0.1 mg/mL 以及 0.2 mg/mL 的 DLM 混合時，可以得到 313.2 ± 1.31, 364.06 ± 6.2 和 

384.33 ± 11.95 nm 的粒徑。從該結果中可以觀察到不論是隨著 DLM 或是單寧酸的濃度提升

時，皆能提高產生的奈米顆粒之粒徑大小[83]。這項結果除了說明兩者確實有著產生奈米顆

粒的能力外，也能隨著濃度改變製作出所需的奈米顆粒大小。 

 

圖 十四：不同濃度的單寧酸以及 DLM 所呈現的奈米顆粒之粒徑大小。 

(**p < 0.01, ***p < 0.001, significant differences vs. 10 mg/mL TA respectively). 

  



doi:10.6342/NTU202403205

56 

 

4.2.3 TEM 觀察 TA-DLM 奈米藥物型態 

 為了進一步確認 TA-DLM 奈米藥物型態以及大小是否符合 DLS 結果以及奈米藥物之定

義，因此採用了在 DLS 結果中粒徑最小的濃度組別：最終濃度為 2.5 mg/mL 的 TA 以及 

0.05 mg/mL 之 DLM 作為拍攝 TEM 之濃度。成果如圖十五所示：由圖中可以觀察到 TA-

DLM 奈米藥物型態符合在 DLS 結果中所觀察到的 200-250 nm 之粒徑大小，除此之外由於

奈米藥物內部的陰影程度不一說明奈米藥物內部結構並不均一，代表載體內部有著縫隙呈現

的是蛋白質鏈結構的特徵，如此便可以經由物理性的纏繞與單寧酸產生分子之間的鍵結。 

 

圖 十五：以 TEM 拍攝 TA-DLM 奈米藥物之成果圖。 
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4.2.4 TA-DLM 奈米藥物的單寧酸釋放曲線 

 在完成對 TA-DLM 奈米藥物的粒徑大小測試以及型態觀察後，我們為了進一步了解 

TA-DLM 奈米藥物釋放單寧酸的能力，以便後續的體內實驗在濃度測試上的選用，因此便著

手利用 3.3.5 節的方法對 TA-DLM 奈米藥物量測其在不同時間點釋放單寧酸的能力。 

 圖十六為 0.5 以及 1 mg/mL TA-DLM 奈米藥物的單寧酸釋放曲線，可以觀察到兩種濃度

所釋放的單寧酸濃度皆會隨著時間有上升的趨勢。在該結果中可以觀察到分為三階段的釋放，

在 0-18 小時之間 TA-DLM 奈米藥物的釋放速率會較緩，而在 18-48 小時之間釋放速率會大

幅提升，而到了 48-72 小時則會進入平台期。推測該釋放曲線的快與否歸因於 DLM 的自然

降解速度；在過往的研究中，DLM 在體內的降解時間為 18-48 小時之間[84]，因此當在這個

期間 DLM 被降解後，勢必同時會降低與單寧酸交聯的能力藉此釋放出單寧酸。最後兩種濃

度之 TA-DLM 奈米藥物平台期的終點落在 0.252 mg/mL 以及 0.498 mg/mL，說明在 TA-

DLM 奈米藥物中分別有著 50.4% 以及 49.8% 的單寧酸比重。說明在預期測試的 TA-DLM 奈

米藥物濃度區間內，投入 TA-DLM Nms 到體內約 3 天內會釋放出約 50% TA-DLM Nms 重量

的 TA。 
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圖 十六：TA-DLM 奈米藥物 TA 釋放曲線。 
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4.3 TA-DLM 奈米藥物對 iPS 細胞誘導之肝細胞的影響 

4.3.1 iPS 細胞誘導之肝細胞生長型態觀察 

 我們接著觀察 iPS 細胞誘導之肝細胞於體外培養之生長型態。使用 3.4.2 節之方法將 iPS 

細胞誘導成肝細胞，接著利用 3.6.1 節提及之油酸毒化後，最後按照 3.6.2 節的時程加入實驗

組企圖回復油酸毒化造成的損害。在加入實驗組後的第 1 天以及第 3 天分別用 Axio Vert.A1 

倒立式顯微鏡觀察並拍攝肝細胞之生長狀況。 

 首先是健康人類 iPS 細胞 (585A1) 誘導之肝細胞觀察結果。從圖十七的結果中可以觀察

到當培養到第三階段第 11 天時陰性對照組相對於其他組別呈現較大面積的細胞凋亡 (圖十七 

B)。相較於陰性控制組，其餘實驗組別均有著較好的細胞生長表現；首先在 TA, DLM 以及 

TA-DLM 奈米藥物組別均可以觀察到相較於控制組細胞膨脹的情形，說明在油酸的誘導下細

胞呈現出肝細胞肥大的現象，同時也是細胞脂質堆積的表現[65]。然而相較於陰性控制組，

不論是 TA, DLM 以及 TA-DLM 奈米藥物組別均能維持較大面積的細胞生長，並不會有大面

積細胞死亡的情形 (圖十七 C, D, E, F)，推測四組治療組別有著抑制油酸毒化所造成的細胞

死亡。 

 接著是脂肪肝患者之 iPS 細胞 (1535 No.1) 誘導之肝細胞觀察結果。從圖十八的結果中

可以觀察到當培養到第三階段第 11 天時陰性對照組相對於其他組別呈現較大面積的細胞凋

亡 (圖十八 B)，另外與健康人類的 iPS 細胞誘導之肝細胞相比，陰性控制組有著更大面積的

細胞凋亡。相較於陰性控制組，其餘實驗組別均有著較好的細胞生長表現；在 TA, DLM 以

及 TA-DLM 奈米藥物組別均可以觀察到相較於控制組細胞膨脹的情形，說明在油酸的誘導

下細胞呈現出肝細胞肥大的現象，同時也是細胞脂質堆積的表現。然而相較於陰性控制組，

不論是 TA, DLM 以及 TA-DLM 奈米藥物組別均能維持較大面積的細胞生長，並不會有大面

積細胞死亡的情形，推測四組治療組別有著抑制油酸毒化所造成的細胞死亡之能力。 

 對比兩種 iPS 細胞所誘導之肝細胞可以發現兩者最為顯著的差異性在於 Negative 組，在 
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OA 誘導的情況下，1535 No.1 會有更嚴重的細胞凋亡。推測的可能原因是在於內質網壓力

的部分：當飽和脂肪酸含量過高改變內質網穩態時，就會引發內質網應激信號通路，特別是

未折疊蛋白反應 (UPR) 途徑。這種破壞會在 MASLD 進展過程中在肝臟中造成脂毒性環境。 

如果未通過激活 UPR 恢復途徑來恢復穩態，則對內質網刺激的不當反應會引發肝臟脂肪堆

積和發炎反應、胰島素抵抗和細胞凋亡，以上這些都是 MASLD 的標誌。因此病患之 iPS 細

胞所分化之肝細胞會較容易對過多的脂肪酸產生內質網壓力[85]，導致更快的細胞凋亡。 

 

圖 十七：585A1 iPS 細胞株誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之生長情形。 

A. 第三階段第 11 天以正常條件培養之肝細胞 

B. 第三階段第 11 天經過油酸毒化後，以正常條件培養之肝細胞 

C. 第三階段第 11 天經過油酸毒化後，加入 1 μg/mL TA 培養之肝細胞 

D. 第三階段第 11 天經過油酸毒化後，加入 3 μg/mL DLM 培養之肝細胞 

E. 第三階段第 11 天經過油酸毒化後，加入 0.1 μg/mL TA-DLM 奈米藥物養之肝細胞 

F. 第三階段第 11 天經過油酸毒化後，加入 1 μg/mL TA-DLM 奈米藥物培養之肝細胞 
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圖 十八：1535 No.1 iPS 細胞株誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之生長情形。 

 

A. 第三階段第 11 天以正常條件培養之肝細胞 

B. 第三階段第 11 天經過油酸毒化後，以正常條件培養之肝細胞 

C. 第三階段第 11 天經過油酸毒化後，加入 1 μg/mL TA 培養之肝細胞 

D. 第三階段第 11 天經過油酸毒化後，加入 3 μg/mL DLM 培養之肝細胞 

E. 第三階段第 11 天經過油酸毒化後，加入 0.1 μg/mL TA-DLM 奈米藥物養之肝細胞 

F. 第三階段第 11 天經過油酸毒化後，加入 1 μg/mL TA-DLM 奈米藥物培養之肝細胞 
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4.3.2 iPS 細胞誘導之肝細胞之 LDH 活性檢測 

 在完成對型態的觀察後，接著我們繼續探究 TA-DLM 奈米藥物是否能減低肝細胞之凋亡，

減緩油酸所帶來的毒性。首先使用 3.4.2 節之方法將 iPS 細胞誘導成肝細胞，接著利用 3.6.1 

節提及之油酸毒化後，最後按照 3.6.2 節的時程加入實驗組企圖回復油酸毒化造成的損害。

在加入實驗組後的第 1 天以及第 3 天分別抽取細胞上清液並進行 LDH 活性檢測分析。 

 圖十九為 585A1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的結果：在治療第一天的表現中，可以觀察到 

Control 與 Negative 組別分別表現了 110.83 ± 18.19, 139.67 ± 11.46 milliunits/mL 的 LDH 活性，

可以看出來 Negative 組別相對於 Control 組有著 LDH 顯著上升表現。而在四組實驗組別中 

(TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 134.26 ± 17.46, 

133.61 ± 5.27, 125.07 ± 15.84, 118.05 ± 8.62 milliunits/mL 的  LDH 活性，除了均略低於 

Negative 組別的表現外，在 1 μg/mL TA-DLM Nms 組別則與 Negative 組別有著顯著差異。

在治療第三天的表現中，可以觀察到 Control 與 Negative 組別分別表現了 112.57 ± 32.51, 

126.71 ± 13.15 milliunits/mL 的 LDH 活性，可以觀察到 Negative 組別維持較高的表現。而在

四組實驗組別中 (TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 

108.02 ± 2.47, 130.24 ± 11.39, 122.77 ± 10.08, 104.28 ± 3.35 milliunits/mL 的 LDH 活性，除了 

TA, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms 和 1 μg/mL TA-DLM Nms 組低於 Negative 組別的表現外，在 

TA 和 1 μg/mL TA-DLM Nms 組別則與 Negative 組別有著顯著差異。由上述結果可以說明：

在 585A1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的體外 MASLD 模型中，特定濃度的 TA 以及 TA-DLM 

Nms 均有著降低油酸所造成的細胞毒性的效果。 

 圖二十為 1535 No.1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的結果：在治療第一天的表現中，可以觀

察到 Control 與 Negative 組別分別表現了 104.89 ± 17.52 , 127.72 ± 21.86 milliunits/mL 的 LDH 

活性，可以發現 Negative 組別相對於 Control 組有著 LDH 顯著上升表現，然而兩者間並無

顯著性差異。而在四組實驗組別中 (TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM 

Nms) 則分別表現了 91.25 ± 3.07, 106.2 ± 3.45, 89.74 ± 4.59, 88.73 ± 9.22 milliunits/mL 的 LDH 
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活性，除了均低於 Negative 組別的表現外，在 TA, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-

DLM Nms 組別則與 Negative 組別有著顯著差異。在治療第三天的表現中，可以觀察到 

Control 與 Negative 組別分別表現了 127.52 ± 8.14, 144.59 ± 3.62 milliunits/mL 的 LDH 活性，

可以觀察到 Negative 組別維持較高的表現，且與 Control 組別間出現了顯著性差異。而在四

組實驗組別中 (TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 

105.09 ± 13.45, 106.51 ± 4.42, 114.28 ± 18.78, 101.25 ± 9.09 milliunits/mL 的 LDH 活性，除了 

TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms 和 1 μg/mL TA-DLM Nms 組低於 Negative 組別的表現外，

在 TA, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms和 1 μg/mL TA-DLM Nms 組別則與 Negative 組別有著顯著差

異。由上述結果可以說明：在 1535 No.1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的體外 MASLD 模型中，

特定濃度的 TA 以及 TA-DLM Nms 均有著降低油酸所造成的細胞毒性的效果。最後與 

585A1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的結果 (圖十五) 相比較， TA 以及 TA-DLM Nms 對於 1535 

No.1 iPS 細胞所誘導之肝細胞有著較為顯著的影響，可以較大程度的降低 OA 所帶來的細胞

毒性。 

 綜合上述兩種 iPS 細胞所誘導之肝細胞的 LDH 表現可以說明：(1) 由油酸所誘導之 

MASLD 模型確實會造成 LDH 表現量上升，說明細胞毒性的上升。(2) 1 μg/mL TA 以及 0.1, 

1 μg/mL TA-DLM Nms 可以較大程度的降低在 1535 No.1 iPS 細胞所誘導之肝細胞模型中的

細胞毒性。 
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圖 十九：585A1 iPS 細胞誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之 LDH 活性檢測結果。 

(*p < 0.05 significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively; 
#p < 0.05 significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively). 

 

 

圖 二十：1535 No.1 iPS 細胞誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之 LDH 活性檢測結果。 

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively; 
#p < 0.05, ##p < 0.01 significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively). 
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4.3.3 iPS 細胞誘導之肝細胞之尿素分泌量檢測 

 在完成對細胞凋亡之分析後，接著我們繼續探究 TA-DLM 奈米藥物是否能在承受油酸毒

化的同時，提升肝臟的機能，因此我們探討了該體外模型在尿素分泌量的表現。首先使用 3.4.2 

節之方法將 iPS 細胞誘導成肝細胞，接著利用 3.6.1 節提及之油酸毒化後，最後按照 3.6.2 節

的時程加入實驗組企圖回復油酸毒化造成的損害。在加入實驗組後的第 1 天以及第 3 天分別

抽取細胞上清液並進行尿素分泌檢測分析。 

 圖二十一為 585A1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的結果：在治療第一天的表現中，可以觀察

到 Control 與 Negative 組別分別表現了 15.46 ± 1.92, 13.97 ± 1.05 mg/dL的尿素濃度，可以看

出來 Negative 組別相對於 Control 組有著略低的尿素表現，然而兩者在第一天並無顯著性差

異。而在四組實驗組別中 (TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM Nms) 則分

別表現了 13.45 ± 0.15, 12.86 ± 0.08, 12.24 ± 0.54, 12.5 ± 0.54 mg/dL 的尿素濃度，在 TA, DLM 

以及 0.1 μg/mL TA-DLM Nms 組別與 Negative 組並無顯著差異，而 1 μg/mL TA-DLM Nms 

組則是更顯著低於 Negative 組。在治療第三天的表現中，可以觀察到 Control 與 Negative 組

別分別表現了 16.4 ± 1.67, 12.67 ± 0.89 mg/dL 的尿素濃度，可以觀察到此時 Control 組則有了

顯著較高的尿素分泌量。而在四組實驗組別中 (TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL 

TA-DLM Nms) 則分別表現了 13.71 ± 0.11, 12.91 ± 0.38, 13.46 ± 0.17, 14.94 ± 0.38 mg/dL 的尿

素濃度，除了 TA, DLM 0.1 μg/mL TA-DLM Nms 和 1 μg/mL TA-DLM Nms 組均略高於 

Negative 組別的表現外，僅有 1 μg/mL TA-DLM Nms 組別則與 Negative 組別有著顯著差異，

且與 Control 組別並無差異。由上述結果可以說明：在 585A1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的體

外 MASLD 模型中，特定濃度的 TA-DLM Nms 均有著回復肝細胞功能性的效果。 

 圖二十二為 1535 No.1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的結果：在治療第一天的表現中，可以

觀察到 Control 與 Negative 組別分別表現了 19.44 ± 1.96, 13.81 ± 1.93 mg/dL 的尿素濃度，可

以看出來 Negative 組別相對於 Control 組有著顯著降低的尿素表現。而在四組實驗組別中 

(TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 13.69 ± 0.18 , 
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13.31 ± 0.21, 13.05 ± 0.32, 12.62 ± 2.34 mg/dL 的尿素濃度，檢測數據顯示四組實驗組均與 

Negative 組並無顯著差異。在治療第三天的表現中，可以觀察到 Control 與 Negative 組別分

別表現了 18.61 ± 0.75, 15.81 ± 0.33 的尿素濃度，可以觀察到此時 Control 組維持顯著較高的

尿素分泌量。而在四組實驗組別中 (TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM 

Nms) 則分別表現了 14.61 ± 0.71, 13.36 ± 0.38, 13.66 ± 0.26, 21.08 ± 1.54 mg/dL 的尿素濃度，

僅有 1 μg/mL TA-DLM Nms 組別則與 Negative 組別有著顯著差異，且也顯著高於 Control 組。

此外，與 585A1 iPS 細胞所誘導之肝細胞 (圖十八) 相比，1 μg/mL TA-DLM Nms 在 1535 

No.1 iPS 細胞模型中可以回復較高比例的尿素分泌量。由上述結果可以說明：在 1535 No.1 

iPS 細胞所誘導之肝細胞的體外 MASLD 模型中，特定濃度的 TA-DLM Nms 均有著回復肝

細胞功能性的效果。 

 綜合上述兩種 iPS 細胞所誘導之肝細胞的尿素結果可以說明：(1) 由油酸所誘導之 

MASLD 模型確實會造成尿素表現下降，說明肝細胞功能性的下降。(2) 特定濃度的 TA-

DLM Nms 均有著抑制油酸所造成細胞功能性下降的的效果。(3) 1 μg/mL TA-DLM Nms 可以

較大程度的提升在 1535 No.1 iPS 細胞所誘導之肝細胞模型中的尿素分泌量。 
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圖 二十一：585A1 iPS 細胞誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之尿素分泌量檢測結果。 
(*p < 0.05, **p < 0.01 significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively; 

#p < 0.05 significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively). 

 

 

圖 二十二：1535 No.1 iPS 細胞誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之尿素分泌量檢測結果。  

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively; 
#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001, significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively). 
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4.3.4 iPS 細胞誘導之肝細胞之白蛋白免疫螢光檢測 

 在完成對尿素分泌量之分析後，接著我們繼續探究該模型在另一項肝細胞重要機能表現的

指標：白蛋白，因此我們對該模型進行了白蛋白免疫螢光檢測進行定性分析。首先使用 3.4.2 節

之方法將 iPS 細胞誘導成肝細胞，接著利用 3.6.1 節提及之油酸毒化後，最後按照 3.6.2 節的

時程加入實驗組企圖回復油酸毒化造成的損害。並按照 3.7.2 節的方法進行細胞核以及白蛋

白之免疫螢光染色。 

 圖二十三為 585A1 iPS 細胞誘導之肝細胞免疫螢光結果，根據圖中的結果可以觀察到相

較於 Control 組，Negative 組所呈現的白蛋白反應較為微弱；而在其餘四組實驗組中 (TA, 

DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM Nms)，TA 與 DLM 組有著白蛋白表現回復

的跡象，而在 0.1 μg/mL TA-DLM Nms 以及 1 μg/mL TA-DLM Nms 組則是呈現可與 Control 

組相比擬的的白蛋白反應。由上述結果可以說明 TA-DLM Nms 在 585A1 iPS 細胞所誘導之

肝細胞的體外 MASLD 模型中有著提升細胞機能的效果。 

 圖二十四為 1535 No.1 iPS 細胞誘導之肝細胞免疫螢光結果，根據圖中的結果可以觀察

到相較於 Control 組，Negative 組中的白蛋白反應甚為微弱；而在其餘四組實驗組中 (TA, 

DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM Nms)，四組均表現了可觀的白蛋白反應。

由上述結果可以說明 TA, DLM 以及 TA-DLM Nms 在 1535 No.1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的

體外 MASLD 模型中有著提升細胞機能的效果。 
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圖 二十三：585A1 iPS 細胞誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之白蛋白分泌免疫螢光結果。 

(A: Control 組, B: Negative 組, C: 1 μg/mL TA 組, D: 3 μg/mL DLM 組, E: 0.1 μg/mL TA-DLM 

Nms 組, F: 1 μg/mL TA-DLM Nms 組；藍色為細胞核，綠色為白蛋白)。 

 

 

圖 二十四：1535 No.1 iPS 細胞誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之白蛋白分泌免疫螢光結果。 

(A: Control 組, B: Negative 組, C: 1 μg/mL TA 組, D: 3 μg/mL DLM 組, E: 0.1 μg/mL TA-DLM 

Nms 組, F: 1 μg/mL TA-DLM Nms 組；藍色為細胞核，綠色為白蛋白)。 
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4.3.5 iPS 細胞誘導之肝細胞之白蛋白分泌量檢測 

 在完成對白蛋白的定性分析後，我們著手對該體外模型進行白蛋白分泌量的定量分析。

首先使用 3.4.2 節之方法將 iPS 細胞誘導成肝細胞，接著利用 3.6.1 節提及之油酸毒化後，最

後按照 3.6.2 節的時程加入實驗組企圖回復油酸毒化造成的損害。在加入實驗組後的第 1 天

以及第 3 天分別抽取細胞上清液並進行白蛋白分泌量分析。 

 圖二十五為 585A1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的結果：在治療第一天的表現中，可以觀察

到 Control 與 Negative 組別分別表現了 3.89 ± 0.16, 3.75 ± 0.01 ng/mL 的白蛋白濃度，可以看

出來 Negative 組別相對於 Control 組有著略低的白蛋白表現，然而兩者在第一天並無顯著性

差異。而在四組實驗組別中 (TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM Nms) 則

分別表現了 4.64 ± 0.06, 5.42 ± 0.03, 9.18 ± 0.05, 3.19 ± 0.01 ng/mL 的白蛋白濃度，可以觀察到 

TA, DLM 以及 0.1 μg/mL TA-DLM Nms 組均表現顯著較高的白蛋白分泌量，然而 1 μg/mL 

TA-DLM Nms 組則是更顯著低於 Control 以及 Negative 組。在治療第三天的表現中，可以觀

察到 Control 與 Negative 組別分別表現了 12.18 ± 2.4, 6.79 ± 2.43 的白蛋白分泌量，可以觀察

到此時 Control 組則有了顯著較高的白蛋白分泌量。而在四組實驗組別中 (TA, DLM, 0.1 

μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 5.44 ± 2.55, 4.04 ± 1.84, 5.79 ± 

2.37, 15.95 ± 6.15 的白蛋白分泌量，TA, DLM 和 0.1 μg/mL TA-DLM Nms 與 Negative 組別並

無顯著差異，僅有 1 μg/mL TA-DLM Nms 組別則與 Negative 組別有著顯著差異，且與 

Control 組別並無差異。由上述結果可以說明：在 585A1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的體外 

MASLD 模型中，特定濃度的 TA-DLM Nms 均有著回復肝細胞機能的效果。 

 圖二十六為 1535 No.1 iPS 細胞所誘導之肝細胞的結果：在治療第一天的表現中，可以

觀察到 Control 與 Negative 組別分別表現了 10.33 ± 0.72, 5.5 ± 0.01 ng/mL 的白蛋白濃度，可

以看出來 Negative 組別相對於 Control 組有著顯著較低的白蛋白表現。而在四組實驗組別中 

(TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 3.57 ± 0.01, 2.64 ± 

0.01, 4.19 ± 0.02, 22.35 ± 0.29 的白蛋白濃度，可以觀察到 TA, DLM 以及 0.1 μg/mL TA-DLM 
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Nms 組均無表現白蛋白回復的跡象，然而 1 μg/mL TA-DLM Nms 組則是有著相較於 Control 

與 Negative 組別有著顯著的上升。在治療第三天的表現中，可以觀察到 Control 與 Negative 

組別分別表現了 14.63 ± 0.41, 5.27 ± 0.02 的白蛋白分泌量，可以觀察到此時 Control 組則持續

維持顯著較高的白蛋白分泌量。而在四組實驗組別中 (TA, DLM, 0.1 μg/mL TA-DLM Nms, 1 

μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 4.41 ± 0.01, 3.4 ± 0.03, 4.66 ± 0.02, 14.34 ± 0.2 的白蛋白

分泌量，TA, DLM 和 0.1 μg/mL TA-DLM Nms 均低於 Negative 組別分泌量，僅有 1 μg/mL 

TA-DLM Nms 組別則與 Negative 組別有著顯著差異，且與 Control 組別並無差異。此外，與 

585A1 iPS 細胞所誘導之肝細胞 (圖二十四) 相比，1 μg/mL TA-DLM Nms 在 1535 No.1 iPS 細

胞模型中可以回復較高比例的尿素分泌量。由上述結果可以說明：在 1535 No.1 iPS 細胞所

誘導之肝細胞的體外 MASLD 模型中，特定濃度的 TA-DLM Nms 均有著回復肝細胞機能的

效果。 

 綜合上述兩種 iPS 細胞所誘導之肝細胞的白蛋白結果可以說明：(1) 由油酸所誘導之 

MASLD 模型確實會造成白蛋白表現下降，說明肝細胞功能性的下降。(2) 特定濃度的 TA-

DLM Nms 均有著抑制油酸所造成細胞功能性下降的的效果。(3) 1 μg/mL TA-DLM Nms 可以

較大程度的提升在 1535 No.1 iPS 細胞所誘導之肝細胞模型中的白蛋白分泌量。 
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圖 二十五：585A1 iPS 細胞誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之白蛋白分泌量檢測結果。 

(*p < 0.05, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively; 
#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001, significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively). 

 

 

圖 二十六：1535 No.1 iPS 細胞誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之白蛋白分泌量檢測結果。 

(***p < 0.001, significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively; 
###p < 0.001, significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively). 
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4.4 TA-DLM 奈米藥物對大鼠初代成熟肝細胞的影響 

4.4.1 大鼠初代成熟肝細胞生長型態觀察 

 首先如 3.5.1 節進行大鼠肝臟灌流、採取以及分離出初代成熟肝細胞進行培養後，於種

植細胞 4 小時後，將培養液更換為含有 1 mM OA 之培養液進行毒化後，再於種植細胞 24 小

時後再將實驗組之培養液分別更換為含有 TA 以及 TA-DLM 奈米藥物的培養液。在加入實

驗組後每天更換一次培養液，使用 Axio Vert.A1 倒立式顯微鏡觀察並拍攝肝細胞之生長狀況。 

 在圖二十七中，Control 組中的正常肝細胞顯示細胞形態良好，排列緊密。而在 

Negative 組中，添加了油酸誘導形成脂肪肝細胞，可以明顯看到細胞出現脂肪變性，並且有

顯著的肝細胞肥大現象。 

 圖二十八為添加不同濃度之 TA 以及 TA-DLM Nms 一天後的結果。加入 1 μg/mL 的 TA 

後，部分脂肪肝細胞的形態有所改善，但仍存在脂肪變性現象。5 μg/mL 的 TA 顯著改善了

細胞形態，脂肪變性減少，細胞排列較為緊密。加入 1 μg/mL 的 TA-DLM Nms 後，細胞形

態有進一步改善，脂肪變性減少。5 μg/mL 的 TA-DLM Nms 則顯示出最佳效果，幾乎完全

消除了脂肪變性，恢復了細胞的正常形態和排列。 

 圖二十九顯示了治療三天後的結果。與治療一天 (圖二十八) 後相比，1 μg/mL 的 TA 組

繼續顯示出部分改善，但脂肪變性現象仍然存在。5 μg/mL 的 TA 組在三天後的效果更加顯

著，脂肪變性進一步減少，細胞排列更為緊密。1 μg/mL 的 TA-DLM Nms 組也顯示出持續

的改善，脂肪變性減少。5 μg/mL 的 TA-DLM Nms 組在三天後的效果最好，幾乎完全消除

了脂肪變性，並恢復了細胞的正常形態和排列。 

 總結來說，油酸 (OA) 能夠在 24 小時內誘導肝細胞形成脂肪肝細胞，顯著增加細胞內脂

肪變性。TA 和 TA-DLM Nms 均能有效減少脂肪肝細胞的脂肪變性，恢復細胞形態，並且隨

治療時間的增加，效果更加顯著。特別是 5 μg/mL 的 TA-DLM Nms 組表現出最優異的效果，

在三天內幾乎完全消除了脂肪變性現象，顯示其在保護由油酸誘導的 MASLD 模型方面的潛
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力。 

 

圖 二十七：大鼠初代成熟肝細胞誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之第一天生長情形。 

(A: Control 組；B: Negative 組) 

 

圖 二十八：大鼠初代成熟肝細胞誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之第二天生長情形。 

(A: Control 組；B: Negative 組；C: 1 μg/mL TA 組；D: 5 μg/mL TA 組；E: 1 μg/mL TA-DLM 

Nms 組；F: 5 μg/mL TA-DLM Nms 組)。 
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圖 二十九：大鼠初代成熟肝細胞誘導之肝細胞 MASLD 體外模型之第四天生長情形。 

(A: Control 組；B: Negative 組；C: 1 μg/mL TA 組；D: 5 μg/mL TA 組；E: 1 μg/mL TA-DLM 

Nms 組；F: 5 μg/mL TA-DLM Nms 組)。 
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4.4.2 大鼠初代成熟肝細胞之 DNA 含量檢測 

 在完成對細胞型態的觀察後，我們接著量測細胞盤內各組的 DNA 含量。首先如 3.5.1 

節進行大鼠肝臟灌流、採取以及分離出初代成熟肝細胞進行培養後，於種植細胞 4 小時後，

將培養液更換為含有 1 mM OA 之培養液進行毒化後，再於種植細胞 24 小時後再將實驗組之

培養液分別更換為含有 TA 以及 TA-DLM 奈米藥物的培養液。在加入實驗組後每天更換一

次培養液，接著收集治療一天以及治療三天後的細胞盤進行 DNA 含量檢測。 

 圖三十為大鼠初代肝細胞的結果：在治療第一天的表現中，可以觀察到 Control 與 

Negative 組別分別表現了 11.77 ± 0.32, 13.67 ± 0.69 μg/mL 的 DNA 含量，Negative 組別相較

於 Control 組有著顯著較高的趨勢；而在四組實驗組別中 (1 μg/mL TA, 5 μg/mL TA, 1 μg/mL 

TA-DLM Nms, 5 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 12.06 ± 1.26, 11.66 ± 0.72, 10.62 ± 1.25, 

11.9 ± 0.72 μg/mL 的 DNA 含量。四組均表現了相較於 Negative 組顯著較低的 DNA 含量，

且與 Control 組無顯著性差異。在治療第三天的表現中，可以觀察到 Control 與 Negative 組

別分別表現了 10.58 ± 0.21, 11.9 ± 1.16 μg/mL 的 DNA 含量，Negative 組別相較於 Control 組

有著顯著較高的表現，呈現與第一天相同的趨勢；而在四組實驗組別中  (1 μg/mL TA, 5 

μg/mL TA, 1 μg/mL TA-DLM Nms, 5 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 10.93 ± 0.4, 10.71 ± 

0.31, 10.24 ± 0.22, 10.06 ± 0.33 μg/mL 的 DNA 含量，除了 1 μg/mL TA 組以外，其餘三組皆

表現了與 Negative 組顯著較低的 DNA 含量。由上述結果可知，OA 可以促進肝細胞的增值，

目的或許是可以加速對脂質的代謝；而 TA 以及 TA-DLM Nms 有著減緩此趨勢的能力[86]。 
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圖 三十：大鼠初代成熟肝細胞 MASLD 體外模型之 DNA 含量檢測結果。 

(*p < 0.05, **p < 0.01 significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively; 
#p < 0.05, ##p < 0.01 significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively). 
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4.4.3 大鼠初代成熟肝細胞之 LDH 活性檢測 

 在完成對細胞盤內 DNA 含量的檢測後，接著我們繼續探究 TA-DLM 奈米藥物是否能減

低肝細胞之凋亡，減緩油酸所帶來的毒性。首先使用 3.5.1 節之方法將大鼠初代肝細胞從肝臟

分離培養後，接著利用 3.6.1 節提及之油酸毒化後，最後按照 3.6.2 節的時程加入實驗組企圖

回復油酸毒化造成的損害。在加入實驗組後的第 1 天以及第 3 天分別抽取細胞上清液並進行 

LDH 活性檢測分析。檢測到的 LDH 活性數據會再除以該細胞培養盤孔中的 DNA 含量，以

正規化出單一細胞中的 LDH 活性。 

 圖三十一為大鼠初代肝細胞的結果：在治療第一天的表現中，可以觀察到 Control 與 

Negative 組別分別表現了 2.56 ± 0.42, 4.1 ± 1.71 milliunits/mL/μg DNA 的 LDH 活性，Negative 

組別相較於 Control 組有著略為提高的趨勢然而並不具備顯著性；而在四組實驗組別中 (1 

μg/mL TA, 5 μg/mL TA, 1 μg/mL TA-DLM Nms, 5 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 4.78 ± 

1.14, 5.98 ± 1.32, 8.85 ± 3.37, 5.4 ± 0.68 milliunits/mL/μg DNA 的 LDH 活性。四組均表現了相

較於 Control 組顯著較高的 LDH 活性，且除了 1 μg/mL TA-DLM Nms 以外，其餘三組均與 

Negative 組別有著相似的表現。在治療第三天的表現中，可以觀察到 Control 與 Negative 組

別分別表現了 9.35 ± 1.35, 19.13 ± 1.07 milliunits/mL/μg DNA 的 LDH 活性，Negative 組別相

較於 Control 組有著顯著較高的表現；而在四組實驗組別中 (1 μg/mL TA, 5 μg/mL TA, 1 

μg/mL TA-DLM Nms, 5 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 7.27 ± 1.4, 11.57 ± 1.93, 11.88 ± 

0.96, 11.76 ± 1.72 milliunits/mL/μg DNA 的 LDH 活性，四者均表現了相較於 Negative 組顯著

較低的 LDH 活性。這些結果顯示，在治療一天後，所有實驗組均表現出較高的 LDH 活性，

這表明這些處理對肝細胞在短期內仍存在一定的細胞毒性。然而，在治療第三天後，1 

μg/mL TA 和 5 μg/mL TA-DLM Nms 組別表現出顯著降低的 LDH 活性，顯示出相較於 

Negative 組顯著的保護效果，減少了油酸誘導的細胞損傷。這表明 TA 和 TA-DLM Nms 能

夠在抑制油酸毒性所致肝細胞損傷方面具有潛力。 
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圖 三十一：大鼠初代成熟肝細胞 MASLD 體外模型之 LDH 活性檢測結果。 

(*p < 0.05, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively; 
#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001, significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively). 
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4.4.4 大鼠初代成熟肝細胞之尿素分泌量檢測 

 在完成對細胞凋亡之分析後，接著我們繼續比較了 TA 以及 TA-DLM 奈米藥物是否能在承

受油酸毒化的同時，提升初代肝細胞的機能，因此我們探討了該體外模型在尿素分泌量的表現。

首先使用 3.5.1 節之方法將大鼠初代肝細胞從肝臟分離培養後，接著利用 3.6.1 節提及之油酸

毒化後，最後按照 3.6.2 節的時程加入實驗組企圖回復油酸毒化造成的損害。在加入實驗組

後的第 1 天以及第 3 天分別抽取細胞上清液並進行尿素檢測分析。檢測到的尿素含量數據會

再除以該細胞培養盤孔中的 DNA 含量，以正規化出單一細胞中的尿素分泌能力。 

 圖三十二為大鼠初代成熟肝細胞的結果：在治療第一天的表現中，可以觀察到 Control 

與 Negative 組別分別表現了 2.7 ± 0.15, 1.64 ± 0.1 mg/dL/μg DNA 的尿素分泌量，說明此時 

Control 組相較於 Negative 組有著顯著較高的尿素分泌量；而在四組實驗組別中 (1 μg/mL TA, 

5 μg/mL TA, 1 μg/mL TA-DLM Nms, 5 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 2.21 ± 0.11, 2.36 ± 

0.36, 3.69 ± 0.54, 2.53 ± 0.16 的尿素分泌量。可以觀察到在四組中，1 μg/mL TA-DLM Nms 表

現了最高的尿素分泌量，且四組均表現了與 Negative 組有著顯著較高的尿素分泌量。在治療

第三天的表現中，Control 與 Negative 組別分別表現了 4.52 ± 0.56, 2.56 ± 0.06 mg/dL/μg DNA 

的尿素分泌量，與治療第一天相同，Control 組相較於 Negative 組持續有著顯著較高的尿素

分泌量；在四組實驗組別中 (1 μg/mL TA, 5 μg/mL TA, 1 μg/mL TA-DLM Nms, 5 μg/mL TA-

DLM Nms) 則分別表現了 3.23 ± 0.51, 3.07 ± 0.13, 6.29 ± 0.24, 7.13 ± 0.3 的尿素分泌量。由結

果中可以觀察出 TA 組別均有回復現象，但仍低於 Control 組的表現；反觀 TA-DLM Nms 組

別則是相較於 Control 組以及 Negative 組均有顯著較高的尿素分泌量。由該檢驗結果可以推

論，TA 具有回復由油酸所導致的機能降低外，TA-DLM Nms 有著將肝細胞機能再更提升的

潛能。 
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圖 三十二：大鼠初代成熟肝細胞 MASLD 體外模型之尿素分泌量檢測結果。 

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively; 
#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001, significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively). 
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4.4.5 大鼠初代成熟肝細胞之白蛋白分泌量檢測 

 在完成對尿素分泌量的檢測後，我們便著手對肝細胞機能的另一項指標—白蛋白進行檢

測。首先使用 3.5.1 節之方法將大鼠初代肝細胞從肝臟分離培養後，接著利用 3.6.1 節提及之

油酸毒化後，最後按照 3.6.2 節的時程加入實驗組企圖回復油酸毒化造成的損害。在加入實

驗組後的第 1 天以及第 3 天分別抽取細胞上清液並進行白蛋白檢測分析。檢測到的白蛋白含

量數據會再除以該細胞培養盤孔中的 DNA 含量，以正規化出單一細胞中的白蛋白分泌能力。 

 圖三十三為大鼠初代成熟肝細胞的結果：在治療第一天的表現中，可以觀察到 Control 

與 Negative 組別分別表現了 1.35 ± 0.12, 0.7 ± 0.19 μg/mL/μg DNA 的白蛋白分泌量，Negative 

組別的白蛋白分泌量是顯著低於 Control 組的；而在四組實驗組別中 (1 μg/mL TA, 5 μg/mL 

TA, 1 μg/mL TA-DLM Nms, 5 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 1.38 ± 0.18, 1.09 ± 0.07, 

1.87 ± 0.16, 1.17 ± 0.05 μg/mL/μg DNA 的白蛋白分泌量。可以觀察到在四組中，1 μg/mL TA-

DLM Nms 有著最高的白蛋白分泌量且與 Control 組以及 Negative 組有著顯著性差距，說明

其在治療第一天對於細胞機能的正相關影響。在治療第三天的表現中，可以觀察到 Control 

與 Negative 組別分別表現了 1.06 ± 0.05, 0.63 ± 0.16 μg/mL/μg DNA 的白蛋白分泌量，

Negative 組別的白蛋白分泌量與 Day 1 呈現相同的趨勢是顯著低於 Control 組的；而在四組

實驗組別中 (1 μg/mL TA, 5 μg/mL TA, 1 μg/mL TA-DLM Nms, 5 μg/mL TA-DLM Nms) 則分

別表現了 0.95 ± 0.15, 0.93 ± 0.15, 1.27 ± 0.14, 1.31 ± 0.07 μg/mL/μg DNA的白蛋白分泌量。可

以觀察到在四組中， 兩組 TA-DLM Nms 組別均有著最高的白蛋白分泌量且與 Control 組以

及 Negative 組有著顯著性差距。由該檢驗結果可以推論，TA-DLM Nms 有著將肝細胞機能

回復的潛能。 
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圖 三十三：大鼠初代成熟肝細胞 MASLD 體外模型之白蛋白分泌量檢測結果。 

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively; 
#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001, significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively). 
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4.4.6 大鼠初代成熟肝細胞之 IL-6 分泌量檢測 

 在完成對白蛋白分泌量的檢測後，由於單寧酸會藉由 AMPK signaling pathways 來提升

肝細胞粒線體代謝脂質的能力[87]，而 IL-6 這種 cytokine 則是在 AMPK signaling pathways 

扮演了正相關的角色[88]。因此我們著手測試了細胞盤內 IL-6 的分泌濃度。首先使用 3.5.1 

節之方法將大鼠初代肝細胞從肝臟分離培養後，接著利用 3.6.1 節提及之油酸毒化後，最後

按照 3.6.2 節的時程加入實驗組企圖回復油酸毒化造成的損害。在加入實驗組後的第 1 天以

及第 3 天分別抽取細胞上清液並進行 IL-6 檢測分析。檢測到的 IL-6 含量數據會再除以該細

胞培養盤孔中的 DNA 含量，以正規化出單一細胞中的 IL-6 分泌能力。 

 圖三十四為大鼠初代成熟肝細胞的結果：在治療第一天的表現中，可以觀察到 Control 

與 Negative 組別分別表現了 15.46 ± 1.92, 13.97 ± 1.05 pg/mL/μg DNA 的 IL-6 分泌量，

Negative 組別的 IL-6 分泌量是顯著低於 Control 組的；而在四組實驗組別中 (1 μg/mL TA, 5 

μg/mL TA, 1 μg/mL TA-DLM Nms, 5 μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 13.45 ± 0.15, 12.86 

± 0.08, 12.24 ± 0.54, 12.5 ± 0.54 pg/mL/μg DNA 的 IL-6 分泌量。可以觀察到在四組中，1 

μg/mL TA-DLM Nms 有著最高的 IL-6 分泌量且四組皆與 Control 組以及 Negative 組有著顯

著性差距，說明其在治療第一天對於 AMPK signaling pathways 的正相關影響。在治療第三

天的表現中，可以觀察到 Control 與 Negative 組別分別表現了 158.62 ± 11.84, 99.61 ± 6.69 

pg/mL/μg DNA 的 IL-6 分泌量，Negative 組別的 IL-6 分泌量與 Day 1 呈現相同的趨勢是顯著

低於 Control 組的；而在四組實驗組別中 (1 μg/mL TA, 5 μg/mL TA, 1 μg/mL TA-DLM Nms, 5 

μg/mL TA-DLM Nms) 則分別表現了 132.98 ± 10.53, 146.42 ± 10.05, 175.68 ± 12.02, 143.3 ± 

10.07 pg/mL/μg DNA 的 IL-6 分泌量。與治療第一天呈現的趨勢相同，1 μg/mL TA-DLM Nms 

有著最高的 IL-6 分泌量且四組皆與 Control 組以及 Negative 組有著顯著性差距。以上的結果

說明，TA 以及 TA-DLM Nms 有著刺激 IL-6 的分泌量並進而影響 AMPK signaling pathways 

對於粒線體的脂質代謝功能。 
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圖 三十四：大鼠初代成熟肝細胞 MASLD 體外模型之 IL-6 分泌量檢測結果。 

(**p < 0.01, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively; 
#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001, significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively). 
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4.4.7 大鼠初代成熟肝細胞之脂質累積量檢測 

 在了解 IL-6 在該模型中的表現量後，我們也使用 Adipored 試劑以針對 TA 以及 TA-

DLM Nms 改善盤內的脂質堆積的能力進行探討。首先使用 3.5.1 節之方法將大鼠初代肝細胞

從肝臟分離培養後，接著利用 3.6.1 節提及之油酸毒化後，最後按照 3.6.2 節的時程加入實驗

組企圖回復油酸毒化造成的損害。在加入實驗組後的第 3 天依照 3.7.4 節的方法進行細胞內

脂質含量分析。 

 圖三十五為大鼠初代成熟肝細胞的結果：可以觀察到如果將 Control 組中的脂質含量設

為 100% 時，Negative 組以及四組實驗組則分別有著 218.64 ± 10.97, 164.21 ± 2.96, 147.7 ± 

1.34, 138.95 ± 2.35, 141.78 ± 6.8% 的脂質堆積比例。首先可以觀察到相較於 Control 組，

Negative 組有著顯著較高的脂質堆積表現，說明在該毒化模式下確實會有著較高的脂質累積。

接著在四組實驗組中皆相對於 Negative 組有著顯著下降的趨勢，說明 TA 以及 TA-DLM 

Nms 皆具備著降低細胞內脂質堆積的能力，然而 TA 組與 TA-DLM Nms 組之間並無明顯的

差異性。 
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圖 三十五：大鼠初代成熟肝細胞 MASLD 體外模型之脂質累積量檢測結果。 

(***p < 0.001, significant differences vs. Negative on day 1, 3, respectively； 

###p < 0.001, significant differences vs. Control on day 1, 3, respectively) 
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4.5 TA-DLM 奈米藥物對小鼠 MASLD 模型的影響 

 在完成對體外實驗的結果後，我們便著手將 TA-DLM Nms 投入到體內實驗的模型中，

檢測其在體內是否能有與體外模型中相似的結果。體內實驗分為兩個部分：首先為了了解 

TA-DLM Nms 在體內的最佳濃度，因此利用皮下注射  STZ 以及餵食  HFD 以建立小鼠 

MASLD 模型後，再分別注射不同濃度之 TA-DLM Nms 以測試最佳的 TA-DLM Nms 濃度；

另外，在測試過最佳之 TA-DLM Nms 濃度後，便將該濃度之 TA-DLM Nms 拆分測試，測試

其中所含之 TA, DLM 以及 TA-DLM Nms 本身對於 MASLD 體內模型的影響。因此透過餵食 

HFD 以及果醣建立小鼠 MASLD 模型後，再分別以 IP 注射上述三種物質到小鼠體內以驗證

三者對於體內模型的影響。 

 

4.5.1 小鼠 MASLD 模型預試驗體重、肝臟重量結果 

 圖三十六為預試驗 4 週齡至 12 週齡體重結果，而圖三十七為將各週之體重數據再除以

第 4 週齡之體重以顯示其體重增長幅度，在小鼠 4 週齡至 9 週齡時 Negative 組與 4 組實驗組

呈現相似的體重增長趨勢，先是在 4 至 6 週齡時體重攀升，而在 6 至 9 週齡時體重增長趨勢

逐漸趨緩，圖三十七之體重增長率數據也顯示相同的趨勢，9 週齡時整體的體重數值約落在 

15-23 克，增長率約落在 150-180%。該現象可歸因於該模型的誘導方式為透過皮下注射 STZ 

破壞小鼠胰臟內的 β 細胞使胰島素無法被分泌形成第一型糖尿病，而第一型糖尿病的特徵除

了高血糖外也會導致體重減輕，故該批小鼠的體重都較健康的小鼠較瘦小[89]。在 9 週齡至 

12 週齡則為注射了不同濃度之 TA-DLM Nms 後的體重數據以及體重增長率的結果，可以觀

察到在注射後體重數據呈現了略為的分野現象：Negative 組與 4 組實驗組 (0.25, 0.5, 0.75, 1 

mg/mL TA-DLM Nms) 分別在 12 週齡時呈現了 17.58 ± 2.18, 18.4 ± 1.95, 17.2 ± 2.14, 18.84 ± 

1.49, 20.48 ± 0.94 g 的體重以及 168.33 ± 9.79, 175.48 ± 6.29, 163.49 ± 12.89, 177.64 ± 8.76, 

193.14 ± 5.49% 的體重增長率。可以觀察到 1 mg/mL TA-DLM Nms 有著最高的體重以及體重
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增長率的表現，而 0.5 mg/mL TA-DLM Nms 有著最低的體重以及體重增長率的表現，然而 5 

組之間並沒有出現濃度依存性以及顯著性差距。 

 接著我們探討了各組別之肝臟重量以及肝重/體重比例：圖三十八為各組肝臟重量結果，

Negative 以及 4 組實驗組分別有著 1.68 ± 0.17, 1.41 ± 0.14, 1.37 ± 0.2, 1.23 ± 0.09, 1.49 ± 0.16 g 

的肝臟重量。由於在此 MASLD 模型中，肝臟內會累積過多的脂質，因此會使肝臟重量相較

於健康的肝臟較重，這也說明了 Negative 組肝臟重量較高的原因[90]；另外在 4 組實驗組則

是在 0.75 mg/mL TA-DLM Nms 有著最低的肝臟重量，且與 Negative 組別有著顯著性差異，

然而在該結果中並無出現濃度依存性。接著我們將各隻小鼠的肝臟重量除以其體重，圖三十

九為肝重/體重比例結果，Negative 以及 4 組實驗組分別有著 9.62 ± 1.27, 7.67 ± 0.28, 7.99 ± 

0.69, 6.58 ± 0.59, 7.31 ± 0.99% 的肝臟/體重比例。首先由於肝臟累積較多的脂肪，因此 

MASLD 模型之小鼠其肝臟會佔身體重量較高的比例 (一般為 4-6%)，因此 Negative 組別會

有較高的肝重/體重比例；而可以觀察到 4 組實驗組均相較於 Negative 組有著顯著較低的肝

重/體重比例，且 0.75 mg/mL TA-DLM Nms 有著最低的表現，該結果說明了 TA-DLM Nms 

確實可以影響該模型小鼠的肝臟重量，且 0.75 mg/mL TA-DLM Nms 有著最顯著的表現。 
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圖 三十六：小鼠體內 MASLD 模型預試驗體重數據。 

 

圖 三十七：小鼠體內 MASLD 模型預試驗體重增長率數據。 
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圖 三十八：小鼠體內 MASLD 模型預試驗肝臟重量數據。 

(*p < 0.05, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative, respectively) 

 

圖 三十九：小鼠體內 MASLD 模型預試驗肝重/體重比例數據。 

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative, respectively) 
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4.5.2 小鼠 MASLD 模型預試驗組織切片結果 

 在完成對小鼠 MASLD 模型預試驗的血液分析後，我們為了了解不同濃度之 TA-DLM 

Nms 對於該模型的肝臟內部細胞的影響，因此在犧牲小鼠後，取其肝臟左右肝葉於 3.7% 福

馬林 (37% Formaldehyde 和 PBS 以 1:9 的比例混合) 中，浸泡 24 至 48 小時後轉移至 PBS 中，

並於 4 oC 環境下保存。事後送至拓生科技有限公司進行石蠟和冷凍包埋以利進行 H&E 和 

Picro-Sirius Red 染色分析。 

 圖四十為 H&E 的組織染色結果：可以觀察到由於油脂堆積的緣故，在 Negative 組的肝

細胞出現了大量的變形，除了難以觀察到最為基本的六角形細胞排列型態外，也有著許多的

空腔。接著可以觀察到四組實驗組  (0.25, 0.5, 0.75, 1 mg/mL TA-DLM Nms) 有著相較於 

Negative 組較少的空腔，甚至在 1 mg/mL TA-DLM Nms 可以觀察到典型的肝臟細胞六角形

排列，顯示 TA-DLM Nms 降低肝臟脂質堆積的能力。 

 為了進一步定量各組的空腔程度，在拍攝各組之 H&E 的組織切片玻片後，將影像利用 

ImageJ 軟體進行脂肪變性程度分析[43]，結果如圖四十一所示：Negative 與四組實驗組分別

表現了 51.58 ± 3.27, 50.2 ± 5.77, 38.39 ± 3.06, 37.1 ± 2.79, 32.63 ± 3.96% 的脂肪變性程度。可

以觀察到在四組實驗組中，0.5, 0.75, 1 mg/mL TA-DLM Nms 均能與 Negative 組相比有著顯

著較低的結果，說明 TA-DLM Nms 有著降低肝臟脂肪變性的能力。 

 圖四十二為 Picro-Sirius Red 的組織染色結果，可以觀察到各組均無產生明顯的紅色染色

的表現，說明在 STZ 以及 HFD 誘導模式下組織中並沒有膠原纖維 (Collagen fiber) 產生，因

此也無肝纖維化的趨勢，初步說明在本研究中所著重的疾病模型為 MASLD 而非 MASH。另

外在投入了不同濃度之 TA-DLM Nms 也不會有紅色染色區域產生，說明在該濃度區間之 

TA-DLM Nms 並不會使肝臟產生纖維化的趨勢。 
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圖 四十：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 H&E 組織切片染色結果。 

(A: Negative 組；B: 0.25 mg/mL TA-DLM Nms 組；C: 0.5 mg/mL TA-DLM Nms 組；D: 0.75 

mg/mL TA-DLM Nms 組；E: 1 mg/mL TA-DLM Nms 組)。

 

圖 四十一：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 H&E 組織切片脂肪變性程度分析。 

(***p < 0.001, significant differences vs. Negative, respectively) 
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圖 四十二：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 Picro-Sirius Red 組織切片染色結果。 

(A: Negative 組；B: 0.25 mg/mL TA-DLM Nms 組；C: 0.5 mg/mL TA-DLM Nms 組；D: 0.75 

mg/mL TA-DLM Nms 組；E: 1 mg/mL TA-DLM Nms 組)。  
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4.5.3 小鼠 MASLD 模型預試驗血液分析結果 

 在完成體重數據的長期追蹤以及比較肝臟重量和肝重/體重比例後，我們想了解不同濃

度的 TA-DLM Nms 對於 MASLD 小鼠的全身性的生理數值影響為何，因此在小鼠 12 週齡時

進行心臟採血並對 AST, ALT, CHO, HDL, LDL, TG, Glucose 進行血液生化分析。 

 表三為 Glucose 的檢測結果，本研究檢測了小鼠在 6 週齡 (開始餵食 HFD 前) 以及 12 週

齡 (結束治療後) 時的血糖數值。可以觀察到在 6 週齡時各組小鼠血糖數值約落在 400-600 

mg/dL 之間，而到了 12 週齡時各組小鼠血糖數值則落在 480-600 以上 mg/dL 之間。可以觀

察到在 6 週齡或是 12 週齡的結果各組之血糖數值均落在 200 mg/dL 以上，說明不論是在開

始餵食 HFD 之前以及在治療結束後的時間點，各組之小鼠均維持在糖尿病的狀況中[91]。

根據這樣的結果可以推知兩件事：(1) 在高劑量的 STZ 誘導下，健康小鼠可以被誘導為糖尿

病模型；(2) TD-Nms 無法回復由 STZ 所誘導之高血糖情形。 

 圖四十三、四十四分別為 AST, ALT 的結果。首先在 AST 的結果中，Negative 與四組實

驗組分別表現了 162.23 ± 43.28, 104.93 ± 31.56, 175.63 ± 37.59, 99.45 ± 29.16, 135.73 ± 41.42 

U/L 的 AST 濃度。可以觀察到 0.25, 0.75 以及 1 mg/mL 的組別相較於 Negative 組有著下降結

果，然而僅有 0.75 mg/mL 的組別與 Negative 組有著顯著性差異。接著在 AST 的結果中，

Negative 與四組實驗組分別表現了 70.13 ± 6.37, 37.57 ± 12.25, 74.4 ± 21.35, 44.94 ± 15.62, 

49.56 ± 7.14 U/L 的 ALT 濃度。可以觀察到 0.25, 0.75 以及 1 mg/mL 的組別相較於 Negative 

組有顯著下降結果。由上述結果可以觀察到部分濃度的 TA-DLM Nms 有助於減少肝發炎指

數，特別是加速對 ALT 的代謝。 

 圖四十五、四十六分別為 TG 以及 CHO 的結果。首先在 TG 的結果中，Negative 與四組

實驗組分別表現了 230.33 ± 67.66, 328.2 ± 37.62, 285.1 ± 117.66, 137.23 ± 47.92, 120.2 ± 78.96 

mg/dL 的 TG 濃度。可以觀察到 0.75 以及 1 mg/mL 的組別相較於 Negative 組別有著較低的 

TG 濃度，然而僅有  0.75 mg/mL 的組別有著顯著性的結果。接著在  CHO 的結果中，

Negative 與四組實驗組分別表現了 210.35 ± 45.55, 181.33 ± 14.17, 238 ± 66.28, 180.82 ± 26.72, 
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154.54 ± 20.63 mg/dL 的 CHO 濃度。可以觀察到 0.25, 0.75 以及 1 mg/mL 的組別相較於 

Negative 組別有著較低的 TG 濃度，然而僅有 1 mg/mL 的組別有著顯著性的結果。由上述結

果可以觀察到特定濃度的 TA-DLM Nms 有助於減少全身性的脂質含量，說明 TA-DLM Nms 

展現了加速脂質代謝的功效。 

 圖四十七、四十八分別為 HDL 以及 LDL 的結果。首先在 HDL 的結果中，Negative 與

四組實驗組分別表現了 128.13 ± 9.54, 106.1 ± 37.66, 119.98 ± 32.37, 123.44 ± 19.58, 114.44 ± 

13.7 mg/dL 的 HDL 濃度。可以觀察到四組實驗組均與 Negative 組無顯著的差異性。接著在 

LDL 的結果中，Negative 與四組實驗組分別表現了 39.63 ± 1.57, 41.17 ± 4.36, 45.58 ± 5.02, 

41.14 ± 18.89, 28.66 ± 5.32 mg/dL 的 LDL 濃度。可以觀察 1 mg/mL 的組別相較於 Negative 組

別有著顯著較低的 LDL 濃度，然而僅有 1 mg/mL 的組別有著顯著性的結果。由上述結果可

以觀察到 TA-DLM Nms 並不會影響 HDL 的多寡，可以推知是由於該模型中的飲食類型均為

相同之 HFD 所致[92]。而在 LDL 中的結果可以觀察到特定濃度之 TA-DLM Nms 可以有效降

低低密度膽固醇的比例，說明其對於血脂異常的改善功能。  
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表 三：小鼠體內 MASLD 模型預試驗血糖數據 

Groups N Week 6 Blood glucose (mg/dL) Week 12 Blood glucose (mg/dL) 

Negative 

control 

N=1 581 548 

N=2 536 575 

N=3 461 585 

N=4 544 High 

0.25 mg/mL 

TD-Nms 

N=1 548 High 

N=2 549 High 

N=3 505 High 

N=4 583 High 

0.5 mg/mL 

TD-Nms 

N=1 485 428 

N=2 572 High 

N=3 503 High 

N=4 429 High 

N=5 492 High 

0.75 mg/mL 

TD-Nms 

N=1 515 High 

N=2 473 High 

N=3 465 High 

N=4 487 High 

N=5 558 565 

1 mg/mL TD-

Nms 

N=1 522 482 

N=2 477 High 

N=3 544 High 

N=4 497 534 

N=5 548 High 

(High：血糖值超過儀器檢測上限 600 mg/dL)  
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圖 四十三：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 AST 結果。 

(*p < 0.05 significant differences vs. Negative, respectively) 

 

圖 四十四：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 ALT 結果。 

(*p < 0.05, **p < 0.01 significant differences vs. Negative, respectively) 
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圖 四十五：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 TG 結果。 

(*p < 0.05 significant differences vs. Negative, respectively) 

 

圖 四十六：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 CHO 結果。 

(*p < 0.05 significant differences vs. Negative, respectively) 
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圖 四十七：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 HDL 結果。 

 

圖 四十八：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 LDL 結果。 

(**p < 0.01 significant differences vs. Negative, respectively) 
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4.6 TA-DLM 奈米藥物對小鼠 MASLD 模型主試驗的影響 

 在測試過最佳之 TA-DLM Nms 濃度後，我們決定採用 1 mg/mL TA-DLM Nms 作為最佳

的測試濃度，便將該濃度之 TA-DLM Nms 拆分測試，測試其中所含之 TA, DLM 以及 TA-

DLM Nms 本身對於 MASLD 體內模型的影響。因此透過餵食 HFD 以及果醣建立小鼠 

MASLD 模型後，再分別以 IP 注射上述三種物質 (0.5 mg/mL TA, 0.5 mg/mL DLM, 1 mg/mL 

TA-DLM Nms) 到小鼠體內以驗證三者對於體內模型的影響。 

4.6.1 小鼠 MASLD 模型主試驗外型、體重、肝臟重量以及肝重/體重比例結果 

 圖四十九為該實驗中小鼠的外型差異以及內臟型態差異。從圖四十九 A 與 B 的結果可

以看出是否餵食 HFD 以及果醣飲水會對體態造成明顯的差異性，在餵食過 HFD 以及果醣飲

水後會使小鼠體型較為肥胖；而從圖四十九 C 與 D 的結果可以看出肥胖的原因是來自於過

多的脂肪堆積於腹腔中。最後在圖四十九 E 的結果可以看出在餵食過 HFD 以及果醣飲水後，

肝臟的體積會明顯較大，組織之間也會出現明顯的間隙，推測是因為脂質堆積過多導致細胞

排列變形所致。 

 除了觀察該模型小鼠的外在型態以及內臟型態外，我們也對該模型小鼠的體重數據進行

長期追蹤。圖五十為主試驗 12 週齡至 29 週齡體重結果，而圖五十一為將各週之體重數據再

除以第 12 週齡之體重以顯示其體重增長幅度。在體重結果中，Control 組在 12 週齡至 29 週

齡期間的體重大約落在 25 g 至 35 g 之間，而 Negative 組與 3 組實驗組 (TA, DLM, TA-DLM 

Nms) 在 12 週齡至 29 週齡期間的體重大約落在 35 g 至 55 g 之間。ANOVA 以及 Tukey 事後

檢定分析顯示 Control 組與其餘 4 組有著顯著性差異，而 Negative 組與 3 組實驗組並無顯著

性差異。圖五十一之體重增長率數據也顯示相同的趨勢，Control 組在 29 週齡的體重增長率

約落在 130%，而 Negative 組與 3 組實驗組在 29 週齡的體重增長率約落在 150-160%。

ANOVA 以及 Tukey 事後檢定分析顯示 Control 組與其餘 4 組有著顯著性差異，而 Negative 

組與 3 組實驗組並無顯著性差異。該結果首先表現了餵食 HFD 以及果醣飲水確實會對體重
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以及體重增長率造成顯著性的差異，與先前外在型態和內臟型態觀察結果相符 (圖五十 A, B, 

C, D)。另外該結果也顯示了 3 種試驗物質在 4 週的腹腔注射後並不會對體重產生顯著影響。 

 接著我們探討了各組別之肝臟重量以及肝重/體重比例：圖五十二為各組肝臟重量結果，

Control 組與 Negative 組分別表現了 1.35 ± 0.08, 3.06 ± 0.53 g 的肝臟重量；3 組實驗組則分別

表現了 2.8 ± 0.52, 2.72 ± 0.6, 2.61 ± 0.6 g 的肝臟重量。可以觀察到 Negative 組與 3 組實驗組

之肝臟重量相對於 Control 組有著顯著上升的趨勢；3 組實驗組則相較於 Negative 組有著略

為下降的趨勢，然而並無顯著性差異。接著我們將各隻小鼠的肝臟重量除以體重，圖五十三

為肝重/體重比例結果，Control 組與 Negative 組分別有著 3.92 ± 0.25, 5.7 ± 0.72% 的肝臟/體

重比例；3 組實驗組則分別表現了 5.37 ± 0.71, 5.61 ± 0.27, 4.58 ± 0.44% 的肝臟/體重比例。與

肝臟重量的結果相同，Negative 組與 3 組實驗組之肝臟/體重比例相對於 Control 組有著顯著

上升的趨勢，且 3 組實驗組則相較於 Negative 組有著略為下降的趨勢，而僅有 TA-DLM 

Nms 相對於 Negative 組有著顯著性差異。以上的結果說明了兩項結果：(1) 在 HFD 以及果

醣飲水的誘導下，確實會對該模型小鼠之肝臟重量以及肝臟/體重比例造成影響。(2) TA-

DLM Nms 具備降低肝臟重量以及影響肝臟/體重比例的潛力。 
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圖 四十九：小鼠體內 MASLD 模型主試驗小鼠外觀以及內臟、肝臟型態。 

(A：Control 組小鼠外觀；B：餵食 HFD 以及果醣飲水小鼠外觀；C：Control 組小鼠內臟型

態；D：餵食 HFD 以及果醣飲水小鼠內臟型態；E：餵食 HFD 以及果醣飲水小鼠肝臟型態) 
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圖 五十：小鼠體內 MASLD 模型主試驗體重數據。 

(***p < 0.001, significant differences vs. Control, respectively) 

 

 

圖 五十一：小鼠體內 MASLD 模型主試驗體重增長率數據。 

(***p < 0.001, significant differences vs. Control, respectively) 
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圖 五十二：小鼠體內 MASLD 模型主試驗肝臟重量數據。 

(###p < 0.001, significant differences vs. Control, respectively； 

***p < 0.001, significant differences vs. Negative, respectively)

 

圖 五十三：小鼠體內 MASLD 模型主試驗肝重/體重比例數據。 

(###p < 0.001, significant differences vs. Control, respectively； 

**p < 0.01, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative, respectively) 
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4.6.2 小鼠 MASLD 模型主試驗肝內三酸甘油酯檢測 

在了解該模型中試驗物質對於體重以及肝臟重量的影響後，我們進一步測試了試驗物質

對於肝臟內三酸甘油酯含量的影響，確認是否與肝臟重量的影響呈現相關性。 

圖五十四為各組肝內三酸甘油脂 (TG) 含量結果，Control 組與 Negative 組分別表現了 

5.49 ± 1.28, 10.11 ± 2.11 mg/mg tissue 的肝內 TG 含量；3 組實驗組則分別表現了 8.5 ± 1.06, 

9.74 ± 2.03, 7.93 ± 0.53 mg/mg tissue 的肝內 TG 含量。可以觀察到 Negative 組與 3 組實驗組

之肝內 TG 含量相對於 Control 組有著顯著上升的趨勢；3 組實驗組則相較於 Negative 組有

著略為下降的趨勢，然而僅有 TA-DLM Nms 組別。以上結果說明了兩項結論：(1) 在 HFD 

及果醣飲水的誘導下，確實會顯著增加該模型小鼠的肝內 TG 含量。(2) TA-DLM Nms 具有

降低肝內脂肪積累的潛力，顯示出對 MASLD 疾病的改善能力。 
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圖 五十四：小鼠體內 MASLD 模型主試驗肝內三酸甘油脂含量數據。 

(##p < 0.01 significant differences vs. Control, respectively； 

*p < 0.05, **p < 0.01 significant differences vs. Negative, respectively) 
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4.6.3 小鼠 MASLD 模型主試驗組織切片分析結果 

 在完成對小鼠 MASLD 模型主試驗的血液分析後，我們為了了解 TA, DLM 以及 TA-

DLM Nms 對於該模型的肝臟內部細胞的影響，因此在犧牲小鼠後，取其肝臟左右肝葉於 

3.7% 福馬林 (37% Formaldehyde 和 PBS 以 1:9 的比例混合) 中，浸泡 24 至 48 小時後轉移至 

PBS 中，並於 4 oC 環境下保存。事後送至拓生科技有限公司進行石蠟和冷凍包埋以利進行 

H&E 和 Picro-Sirius Red 染色分析。 

 圖五十五為 H&E 的組織染色結果：首先比較 Control 組 (圖五十五 A) 與 Negative 組 (圖

五十五 B)的結果可以觀察到 Negative 組明顯有著更大面積的空洞部分說明在 HFD 以及果糖

飲水誘導模式下肝臟內堆積了較多脂質故使空洞程度較大。接著比較 TA, DLM 以及 TA-

DLM Nms 組 (圖五十五 C, D, E)，可以觀察到 TA 組以及 TA-DLM Nms 組可以有較大面積的

恢復面積，然而 DLM 組本身並沒有空洞狀態的恢復表現。該結果說明了 TA 以及 TA-DLM 

Nms 具備降低肝內脂質的潛力。 

 為了進一步定量各組的空腔程度，在拍攝各組之 H&E 的組織切片玻片後，將影像利用 

ImageJ 軟體進行脂肪變性程度分析[43]，結果如圖五十六所示：Control 組與 Negative 組分

別表現了 30.67 ± 7.72, 58.48 ± 3.95% 的脂肪變性程度，而 3 組實驗組則表現了 47.73 ± 2.67, 

57.13 ± 4.6, 39.81 ± 5.94% 的脂肪變性程度。從該結果可以首先觀察到 Negative 組有著顯著

高於 Control 組的脂肪變性程度，符合在圖五十五之描述。接著在 3 組實驗組的結果中，TA 

組以及 TA-DLM Nms 表現了顯著較低程度的脂肪變性程度且 DLM 組與 Negative 組並無顯

著性差異，說明 TA 以及 TA-DLM Nms 的降低脂肪累積的能力。 

 圖五十七為 Picro-Sirius Red 的組織染色結果，可以觀察到不論是 Negative 組 (圖五十七 

B) 以及 3 組實驗組 (圖五十七 C, D, E) 均無產生明顯的紅色染色的表現，說明在 HFD 以及

果糖飲水誘導模式下組織中並沒有膠原纖維 (Collagen fiber) 產生，因此也無肝纖維化的趨勢，

初步說明在本研究中所著重的疾病模型為 MASLD 而非 MASH。另外在投入 TA, DLM 以及
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TA-DLM Nms 也不會有紅色染色區域產生，說明在該濃度區間之 TA-DLM Nms 並不會使肝

臟產生纖維化的趨勢。 

 
圖 五十五：小鼠體內 MASLD 模型主試驗 H&E 組織切片染色結果。 

(A: Control 組；B: Negative 組；C: TA 組；D: DLM 組；E: TA-DLM Nms 組)。

 

圖 五十六：小鼠體內 MASLD 模型主試驗 H&E 組織切片脂肪變性程度分析。 

(#p < 0.05, ###p < 0.001, significant differences vs. Control, respectively； 

***p < 0.001, significant differences vs. Negative, respectively)
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圖 五十七：小鼠體內 MASLD 模型主試驗 Picro-Sirius Red 組織切片染色結果。 

(A: Control 組；B: Negative 組；C: TA 組；D: DLM 組；E: TA-DLM Nms 組)。  
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4.6.4 小鼠 MASLD 模型主試驗血液分析結果 

 在完成體重數據的長期追蹤以及比較肝臟重量和肝重/體重比例後，我們想了解 TA, 

DLM 以及 TA-DLM Nms 對於 MASLD 小鼠的全身性的生理數值影響為何，因此在小鼠 12 

週齡時進行心臟採血並對 AST, ALT, CHO, HDL, LDL, TG 進行血液生化分析。 

 圖五十八、五十九分別為 AST, ALT 的結果。首先在 AST 的結果中，Control 組與 

Negative 組分別表現了 76.1 ± 16.76, 347.97 ± 97.48 U/L 的 AST 濃度，3 組實驗組則分別表現

了 240.25 ± 37.9, 136.28 ± 32.13, 153.73 ± 38.05 U/L 的 AST 濃度。首先可以觀察到 Negative 

組相對於 Control 組有著顯著上升的趨勢，說明在 HFD + 果醣飲水誘導模式下，肝臟分泌 

AST 量有著上升的趨勢；接著可以觀察到 3 組實驗組均相對於 Negative 組有著顯著下降的

趨勢，說明 3 種試驗物質均可以下降由 HFD + 果醣飲水所產生的高濃度之 AST。接著在 

ALT 的結果中，Control 組與 Negative 組分別表現了 26.98 ± 5.9, 723.77 ± 46.72 U/L 的 ALT 

濃度，3 組實驗組則分別表現了 212.68 ± 59.86, 157.48 ± 42.27, 159.9 ± 36.51 U/L 的 AST 濃度。

首先可以觀察到 Negative 組相對於 Control 組有著顯著上升的趨勢，說明在 HFD + 果醣飲水

誘導模式下，肝臟分泌 ALT 量有著上升的趨勢；接著可以觀察到  3 組實驗組均相對於 

Negative 組有著顯著下降的趨勢，說明 3 種試驗物質均可以下降由 HFD + 果醣飲水所產生

的高濃度之 ALT。首先可以觀察到 Negative 組相較於 Control 組有著顯著下降的趨勢，然而 

3 組實驗組均與 Negative 組別無顯著性差異。 

 圖六十、六十一分別為 CHO 以及 TG 的結果。首先在 CHO 的結果中，Control 組與 

Negative 組分別表現了 91.78 ± 8.87, 222.77 ± 69.75 mg/dL 的 CHO 濃度，3 組實驗組則分別

表現了 243.39 ± 27.04, 216.69 ± 38.97, 216.81 ± 36.02 mg/dL 的 CHO 濃度。可以觀察到 

Negative 組相較於 Control 組有著顯著上升的趨勢，然而在 3 組實驗組則與 Negative 組無顯

著性差異。該結果說明了該誘導方式確實可以提升全身性的 CHO 濃度，然而 3 種試驗物質

並不會對 CHO 有著顯著影響。接著在 TG 的結果中，Control 組與 Negative 組分別表現了 

26.25 ± 6.16, 71.33 ± 19.5 mg/dL 的 TG 濃度，3 組實驗組則分別表現了 24.5 ± 5.43, 21.46 ± 
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1.49, 32.82 ± 7.9 mg/dL 的 TG 濃度。於該結果可以觀察到 Negative 組相較於 Control 組有著

顯著上升的趨勢，且 3 組實驗組相較於 Negative 組有著顯著下降的趨勢。該結果說明了該誘

導方式確實可以提升全身性的 TG 濃度，且 3 種試驗物質可以有效降低全身性的 TG 濃度。 

 圖六十二、六十三分別為 HDL 以及 LDL 的結果。首先在 HDL 的結果中，Control 組與 

Negative 組分別表現了 76.12 ± 4.99, 96.47 ± 1.33 mg/dL 的 HDL 濃度，3 組實驗組則分別表

現了 163.8 ± 17.62, 148.38 ± 24.02, 145.18 ± 22.24 mg/dL 的 HDL 濃度。可以觀察到 Negative 

組相較於 Control 組有著顯著上升的趨勢，而在 3 組實驗組則與 Negative 組有著顯著上升的

趨勢。該結果說明了該誘導方式確實可以提升全身性的 HDL 濃度，而 3 種試驗物質更能進

而提升  HDL 的比例，增加脂質被代謝的速率。接著在  LDL 的結果中，Control 組與 

Negative 組分別表現了 11.57 ± 2.5, 74.63 ± 7.78 mg/dL 的 LDL 濃度，3 組實驗組則分別表現

了 58.51 ± 10.88, 50.43 ± 10.88, 50.87 ± 7.09 mg/dL 的 LDL 濃度。於該結果可以觀察到 

Negative 組相較於 Control 組有著顯著上升的趨勢，且 3 組實驗組相較於 Negative 組有著顯

著下降的趨勢。該結果說明了該誘導方式確實可以提升全身性的 LDL 濃度，且 3 種試驗物

質可以有效降低全身性的 LDL 濃度。 

綜合以上血液生化分析的結果，可以得知以下結論：(1) 在 HFD 以及果醣飲水的誘導下，

小鼠的肝指數、脂質代謝以及高低密度脂蛋白數值均會受到影響；(2) TA, DLM, TA-DLM 

Nms 均展現了不同程度之回復效果，然而 TA-DLM Nms 並沒有展現相較於其餘兩組更為顯

著之治療效果。 
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圖 五十八：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 AST 結果。 

(##p < 0.01, ###p < 0.001, significant differences vs. Control, respectively； 

*p < 0.05, **p < 0.01 significant differences vs. Negative, respectively)

 

圖 五十九：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 ALT 結果。 

(###p < 0.001, significant differences vs. Control, respectively； 

***p < 0.001, significant differences vs. Negative, respectively) 
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圖 六十：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 CHO 結果。 

(###p < 0.001, significant differences vs. Control, respectively； 

***p < 0.001, significant differences vs. Negative, respectively) 

 

圖 六十一：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 TG 結果。 

(##p < 0.01 significant differences vs. Control, respectively； 

**p < 0.01, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative, respectively)
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圖 六十二：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 HDL 結果。 

(###p < 0.001, significant differences vs. Control, respectively； 

**p < 0.01, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative, respectively) 

 

圖 六十三：小鼠體內 MASLD 模型預試驗 LDL 結果。 

(###p < 0.001, significant differences vs. Control, respectively； 

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significant differences vs. Negative, respectively) 
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第五章 結果討論、結論與未來展望 

5.1 結果討論 

 本研究在經過多次嘗試以及驗證後，成功在大鼠肝臟以及豬隻肝臟中分別以灌流和浸泡 

PBS, SDS, Triton X-100 溶液的方式取得 DLM 樣品，且在經過 DNA 分析後可以得知兩種不

同來源之 DLM 樣品其中的 DNA 濃度皆有顯著下降的趨勢，說明該脫細胞化流程之有效性。

由於豬隻在產量上的優勢以及抗原上的相似性，我們決定採用豬隻 DLM 進行後續的實驗。

接著我們嘗試了將該豬隻 DLM 樣品聚乙二醇化，透過修飾 PEG 到 DLM 的蛋白質上藉此降

低其在體內之免疫原性。本研究利用 FT-IR 圖譜分析了 DLM 樣品以及 mPEG-DLM 樣品的

差異性，結果顯示在 mPEG-DLM 樣品顯現了 C−O 單鍵的顯著表現，說明本研究成功將聚

乙二醇修飾到 DLM 上。接著我們將不同濃度之 DLM 樣品與單寧酸混合，檢測兩者結合成

奈米藥物的能力以及大小。本研究利用 DLS 檢測各濃度之粒徑大小，從結果觀察到隨著降

低單寧酸以及 DLM 的濃度，奈米藥物的粒徑就會隨之漸小，進而展現粒徑大小對於兩者濃

度的依存性，同時也藉此尋得形成奈米藥物的最佳濃度 (2.5 mg/mL 的 TA 以及 0.05 mg/mL 

的 DLM)。接著我們想要了解該奈米藥物的實際型態為何，因此本研究利用了 TEM 對該奈

米藥物進行觀察；從拍攝出的結果可以觀察到其粒徑符合在奈米等級的定義且型態為顆粒狀，

故我們認為該奈米藥物之粒徑大小和型態是符合我們的預期。最後我們對 TA-DLM 奈米藥

物進行藥物釋放的測試，發現其確實有著釋放單寧酸的能力外，也了解該奈米藥物攜帶單寧

酸的比重為何，便可應用於後續體內實驗的藥物動力學研究中。 

 接著我們將該 TA-DLM 奈米藥物投入到體外試驗的模型中，首先我們將健康人類以及 

MASH 病患的 iPS 細胞誘導成肝細胞後，進而利用 5 mM 油酸將肝細胞誘導為 MASLD 模型

後，再分別測試 TA, DLM 以及 TA-DLM 奈米藥物對於該細胞模型在型態、肝細胞機能上的

影響。首先在 MASLD 模型建立上可以在型態上觀察到初期會有明顯的肝細胞肥大的情形，

培養後期則是會有較大面積的細胞凋亡情形產生，而在 OA 誘導結束後便將細胞與 TA, 

DLM 以及 TA-DLM Nms 一同培養，發現 3 種試驗物質均能維持細胞生長，抑制大面積的細
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胞凋亡。 除了利用顯微鏡觀察其型態外，我們也收集細胞培養上清液進行生化分析。可以

觀察到有著顯著 LDH 上升的結果，該情形說明了 5 mM OA 的培養環境下會對 iPS 細胞誘導

之肝細胞產生顯著的細胞凋亡。之所以會產生細胞凋亡原因可以歸因於當過多的脂肪酸被肝

細胞吸收時，肝細胞在代謝脂肪酸的過程中會進行多次的蛋白質組裝、修飾與摺疊；當超過

內質網的負荷後未摺疊的蛋白質會在內質網內聚集造成未折疊蛋白反應 (unfolded protein 

response; UPR)，同時提高內質網壓力以及細胞凋亡[93]。而在 3 種試驗物質的 LDH 結果中

可以觀察到 1 μg/mL TA 以及 1 μg/mL TA-DLM Nms 在兩種 iPS 細胞的模型中均有著顯著降

低 LDH 的表現，說明其抑制細胞凋亡的能力。之所以兩者有著抑制細胞凋亡的原因在於 TA 

本身具備透過活化 AMPK pathway 降低內質網壓力進而抑制細胞凋亡的反應[94]，然而在該

結果中 TA 與 TA-DLM Nms 並無顯著性差異。接著我們進一步檢測細胞培養上清液其中的

尿素含量進一步了解在該疾病模型以及治療後的肝機能變化。首先可以觀察到在 5 mM OA 

的誘導下，尿素分泌量會有顯著降低的趨勢。尿素分泌量之所以會下降的原因是因為當過多

的脂肪酸攝取後，會降低肝細胞中的精氨酸生成，同時也在肝細胞尿素循環中的要素，因此

尿素分泌就會隨之降低[43]。而在 3 種試驗物質的尿素結果中可以觀察到 1 μg/mL TA 以及 1 

μg/mL TA-DLM Nms 在 iPS 細胞的模型中均有著顯著提升的尿素表現。該結果可以歸因於 

TA 本身具有降低自由基以及活化粒線體代謝的功能，藉此回復精氨酸的分泌同時提高尿素

的分泌量。而之所以 TA-DLM Nms 可以有較高的回復效果可能的原因為其奈米尺寸以及 

DLM 上的負電性使其較容易被細胞胞吞吸收其中的單寧酸。接著我們對該模型中另一項肝

機能的指標-白蛋白進行定性以及定量分析。首先可以觀察到在 5 mM OA 的誘導下，白蛋白

分泌量會有顯著降低的趨勢。白蛋白分泌量之所以會下降的原因是由於過多的脂肪酸會產生

過多的自由基以及高內質網壓力會干擾白蛋白的合成[95]，因此會有顯著較低的白蛋白表現；

而在 3 種試驗物質的結果中：1 μg/mL TA-DLM Nms 在該模型中會有顯著較高的表現，除了

同樣展現了 TA 對於加速粒線體脂質代謝的能力之外也可以說明肝細胞對於 TA-DLM Nms 

有著較高的偏好，使 TA 更容易被肝細胞所吸收。 

 在完成在人類 iPS 細胞誘導之肝細胞的 MASLD 模型的體外試驗後，我們將體外試驗的
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對象轉到大鼠初代成熟肝細胞，著重檢測不同濃度之 TA 以及 TA-DLM Nms 對於該模型的

影響。首先在油酸誘導結束後，可以觀察到由於過多的脂肪酸累積導致同樣產生了肝細胞肥

大的情況，明顯會有細胞膨脹的情形，而在加入了 1 μg/mL 和 5 μg/mL 的 TA 或 TA-DLM 

Nms 可以觀察到有較低程度的膨脹情形，然而僅從顯微鏡的觀察難以看出其中差異性。接著

我們檢測了各組細胞盤中的 DNA 含量進而了解各盤中的細胞數量；從 DNA 的結果可以得

知：在經過 OA 的誘導後，肝細胞的數量會有顯著上升的趨勢，而 TA 以及 TA-DLM Nms 

可以顯著降低該趨勢。呈現出該結果的原因可以歸因於油酸本身的促進肝細胞增殖的能力，

而在 TA 以及 TA-DLM Nms 的加速脂質代謝下，則會抑制這樣的效果。接著我們收集上清

液進行生化分析檢測：首先在 LDH 活性的結果中可以觀察到 1 mM OA 對於大鼠初代成熟

肝細胞會產生較高的細胞毒性，說明 OA 同樣在該細胞中產生了較高的內質網壓力增加細胞

凋亡程度，而在 TA 以及 TA-DLM Nms 的結果中可以觀察到均有著降低 LDH 活性的能力且 

1 μg/mL TA 有著最為顯著的效果。推測可能的原因為由於 TA 活化了 AMPK  pathway 以降

低內質網壓力同時抑制細胞凋亡[94]。接著我們量測了上清液中的尿素濃度：從結果中可以

看到在該疾病模型中 OA 同樣會抑制尿素的生成說明 OA 在該肝細胞中可能也抑制了細胞內

精氨酸的生成同時抑制了尿素循環中尿素的分泌[43]。而在 TA 以及 TA-DLM Nms 的結果中

則可以觀察到 5 μg/mL TA-DLM Nms 可以有著最高的尿素濃度，說明 TA-DLM Nms 透過活

化 AMPK  pathway 降低了由 OA 所導致的尿素循環抑制現象，且加上細胞對奈米顆粒的胞

吞效果，恢復了肝細胞機能。在了解對尿素分泌量的影響後，我們接著檢測肝機能的另一項

指標：白蛋白進行檢測。與 iPS 誘導之肝細胞的結果相同，在大鼠初代成熟肝細胞中，OA 

同樣會因為造成肝細胞內的高內質網壓力降低白蛋白的合成，因此白蛋白的分泌會降低[95]。

而在 TA 以及 TA-DLM Nms 的結果中則可以觀察到 1 μg/mL TA-DLM Nms 可以有著最高的

白蛋白濃度，說明 TA-DLM Nms 透過活化 AMPK pathway 降低了由 OA 所導致的白蛋白分

泌抑制現象，且再加上細胞對奈米顆粒的胞吞效果，恢復了肝細胞機能。接著我們為了了解 

TA 以及 TA-DLM Nms 是否皆會活化 AMPK pathway 以此達到加速脂質代謝的功能，而根據

過往文獻可以得知 IL-6 這種細胞激素對於 AMPK pathway 的活性化與否有著正相關的意義，
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因此對上清液中的 IL-6 進行檢測。可以觀察到在 OA 的誘導下，IL-6 的分泌量有著顯著降

低的趨勢，而在經由 TA 以及 TA-DLM Nms 的治療後會有顯著上升的趨勢，且 1 μg/mL TA-

DLM Nms 有著最佳的回復效果，說明 TA-DLM Nms 有著更甚的刺激 AMPK pathways 的潛

力。最後我們想了解是否 TA 以及 TA-DLM Nms 具備降低細胞內脂質堆積的能力，因此我

們測試了各組細胞內的脂質堆積量。可以觀察到在 OA 的誘導下會有顯著較高的脂質堆積，

而在加入了 TA 以及 TA-DLM Nms 後均能顯著降低細胞內的脂質堆積，該結果也呼應了在

顯微鏡下觀察的結果，說明了 TA 以及 TA-DLM Nms 降低脂質堆積的能力。由在兩種體外

實驗模型中 (人類 iPS 細胞誘導之肝細胞以及大鼠初代成熟肝細胞) 測量了上述的細胞毒性、

脂質堆積量、IL-6以及肝細胞機能的指標結果可以觀察到：TA 以及 TA-DLM Nms 皆具備著

抑制 OA 所造成的脂質堆積、細胞毒性以及肝細胞機能損傷，而 TA-DLM Nms 相較於 TA 

更具備優勢的原因在於其內含的 TA 濃度是較 TA 實驗組來的較低的；由於過去的研究發現

高濃度的 TA 會有加速肝細胞凋亡的效果[18]，而根據 TA-DLM 奈米藥物釋放曲線的結果可

以得知：TA-DLM 奈米藥物內約占了 50% 的 TA，說明在投入相同濃度的 TA 以及 TA-DLM 

Nms 時，TA-DLM Nms 可以在攜帶較低濃度的 TA 就產生了與 TA 實驗組相似甚至是更甚的

治療效果，且與過往研究的結果有著相似的表現[96]，如此便體現了 TA-DLM Nms 的優勢

所在。 

 在完成體外實驗的驗證後，我們便著手進行體內實驗的驗證。首先我們想了解 TA-DLM 

Nms 在體內的最佳濃度，因此本研究利用了 C57BL/6J 小鼠進行 STZ 皮下注射以及餵食 

HFD 建立 MASLD 小鼠體內預試驗模型，並腹腔注射了不同濃度之 TA-DLM Nms 檢測其效

果。首先我們追蹤了各組小鼠的長時間的體重數據變化，首先可以觀察到由 STZ 誘導的糖

尿病模型會導致體重普遍較低[97]，在投入該濃度區間的 TA-DLM Nms 並不會對該模型小

鼠體重有著顯著性的影響。接著我們收集了預試驗的肝重以及肝重/體重比例的結果：可以

觀察到 0.75 mg/mL TA-DLM Nms 可以顯著降低肝臟的重量，且 0.75 mg/mL 以及 1 mg/mL 

TA-DLM Nms 有著較低的肝重/體重比例，說明 0.75 或 1 mg/mL 的 TA-DLM Nms 有助於降

低肝臟重量。推測可能的原因為 TA-DLM Nms 透過加速肝細胞對於脂質代謝的能力，故降
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低了肝內的脂質堆積同時降低了肝臟重量。接著我們也對預試驗小鼠進行血液生化分析，在 

AST, ALT 的結果中 0.25, 0.75 以及 1 mg/mL 均展現了下降的趨勢，推測可能的原因為 TA-

DLM Nms 確實展現了來自於 TA 的抗發炎能力，然而在 ALT 的表現較為顯著而在 AST 的

表現較不顯著[98]。接著我們檢測了 4 種濃度對於全身性 TG 以及 CHO 的影響，發現 0.75 

mg/mL 以及 1 mg/mL TA-DLM Nms 有著顯著較低的表現，說明在 TA-DLM Nms 加速了肝

臟對於脂質的代謝後，對於全身性的脂質含量也有著顯著影響。最後我們探討了不同濃度 

TA-DLM Nms 對於 HDL, LDL 的影響，從結果可以觀察到 TA-DLM Nms 對於 HDL 並沒有

顯著影響，但 1 mg/mL TA-DLM Nms 則對 LDL 有著顯著下降的趨勢。因此我們認為根據血

液分析的結果：1 mg/mL TA-DLM Nms 該濃度有著抵抗肝臟發炎反應以及提升全身性的脂

質代謝效率的效果。最後我們在犧牲小鼠後進行了組織染色切片分析，從 H&E 的定性以及

定量的結果可以觀察到 1 mg/mL TA-DLM Nms 組別有著顯著最低的組織脂肪變性程度。最

後根據 Picro-sirus red 的結果發現並無纖維化的反應產生說明本疾病模型為 MASLD 模型而

非 MASH 模型。然而後續需要進行肝內的發炎反應量測才能進一步釐清該動物模型的發病

階段。綜合整個預試驗的結果我們認為 1 mg/mL TA-DLM Nms 在大多數的結果中表現穩定

因此做為後續主試驗的主要測試濃度。 

 接著我們便將 1 mg/mL TA-DLM Nms 拆分為 3 組實驗組：0.5 mg/mL TA, 0.5 mg/mL 

DLM 以及 1 mg/mL TA-DLM Nms 投入到以 HFD 和果醣飲水誘導的小鼠 MASLD 體內主試

驗模型中檢測三者對於該模型的影響。首先我們對該模型小鼠進行了長期的體重追蹤，發現

在 HFD 和果醣飲水誘導後體重會有顯著性的提升，而 TA, DLM 以及 TA-DLM Nms 均不會

對體重有著顯著性影響。接著我們比較了肝臟重量以及肝重/體重比例的結果，首先在 HFD 

和果醣飲水誘導下肝臟重量會有顯著的提升，然而 3 組實驗組均無法對肝臟重量產生顯著性

差異，此時我們在比較了肝重/體重比例時發現 TA-DLM Nms 產生了顯著降低的趨勢，該結

果說明了相較於 TA, TA-DLM Nms 更能有助於降低肝臟在體內的比重；推測可能的原因是

因為 TA-DLM Nms 作為一種 stealth nanoparticles 藉由本身的奈米尺度更能透過被動運輸進

入到肝臟中被細胞胞吞釋放 TA 作用到肝細胞[42]。接著我們比較了該模型的肝內三酸甘油
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脂的結果，觀察到 TA-DLM Nms 有著顯著較低的肝內三酸甘油脂含量說明先前降低的肝臟

在體內的比重可以歸因於肝內脂質的降低。接著我們也對主試驗小鼠進行血液生化分析，在 

AST, ALT 的結果中我們可以觀察到 TA-DLM Nms 皆表現了顯著較低的表現，說明其在抗肝

臟發炎反應的潛能。接著我們檢測了 3 種試驗物質對於 CHO, TG 的影響，首先發現 HFD 以

及果醣飲水會對全身性的 CHO 以及 TG 產生顯著上升的趨勢；而 3 種試驗物質均不會對 

CHO 產生顯著性影響，而在 TG 則是 3 種試驗物質均表現了顯著性下降的趨勢。該結果說

明了在該模型下肝臟因為接收了更多的脂質故會使有更多的膽固醇在體內循環，而由於本試

驗中的 TA, DLM, TA-DLM Nms 主要作用於肝臟，因此主要影響的數值為三酸甘油脂的高低，

故不會對 CHO 有著顯著性差異。接著我們也檢測了 HDL 以及 LDL 的結果以進一步了解三

者對於脂質代謝的影響；觀察到 3 者均顯著提升了 HDL 的數值以及下降了 LDL 的數值，說

明 3 種試驗物質對於全身性脂質代謝的正相關效果。推測是由於 TA, DLM, TA-DLM Nms 加

速了肝內的脂質代謝速率故從肝臟合成出的脂蛋白大多為高密度脂蛋白。然而根據近期的研

究指出，HDL 以及 LDL 對於體內脂質代謝的好與壞應該根據其「帶陰電性」程度再區分。

陰電性低密度脂蛋白以及陰電性高密度脂蛋白更容易淤積於血管中，造成血管阻塞[92]，在

後續的研究中可以根據這兩種脂蛋白進行更進一步的研究。最後我們在犧牲小鼠後進行了組

織染色切片分析，從 H&E 的定性以及定量的結果可以觀察到 TA-DLM Nms 組別有著顯著最

低的組織脂肪變性程度。最後根據 Picro-sirus red 的結果發現並無纖維化的反應產生可以初

步說明本疾病模型為 MASLD 模型而非 MASH 模型[99]，然而後續需要進行肝內的發炎反應

量測才能進一步釐清該動物模型的發病階段。綜合整個主試驗的結果我們認為  TA-DLM 

Nms 在大多數的結果中均表現了穩定且顯著的治療 MASLD 疾病的效果。 

 從以上的研究中可以發現到 TA, DLM 以及 TA-DLM Nms 對於體外以及體內模型中分別

都有著各自出色的表現，然而我們認為對於 MASLD 情況而言 TA-DLM Nms 是較為有利的

治療方式。首先雖然 TA 本身在低濃度時具備良好的抗氧化特性，然而根據文獻指出其在高

濃度時具備細胞毒性以及基因毒性，對於肝細胞機能回復有著負面的影響，因此不適合高濃

度的投放[18]；且在先前文獻探討提及單寧酸與蛋白質的高度結合的能力，導致其生物利用
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率低，在口服後僅有一小部分會被吸收到血液中。這是因為它能夠與食物中的蛋白質和其他

分子結合，從而降低了其被吸收的能力[51]。另外在 DLM 的部分則是由於其在本研究的多

數脂質堆積影響的結果中並沒有展現良好的降低脂質堆積的表現，雖然其本身作為藥物載體

在過去的研究中有著優秀的機制[84]，然而在 MASLD 模型的治療中仍缺乏有效的療效。綜

合上述的種種原因， TA-DLM Nms 便可以有效的解決了這些困境，首先由於 TA 與 DLM 在

製備的過程中優先結合，因此在投入到體內時， 便可降低 TA 在體內受到其他蛋白質的干擾，

提升其生物利用率。接著，由於 TA-DLM Nms 本身的奈米化以及 PEGylation 的修飾，增加

其在體內循環的停留時間使其可以透過被動運輸的方式穿過類洞內皮累積於肝臟中，最後由

於 DLM 本身易於降解的特性，在釋放低濃度 TA 的同時也可以釋放 DLM 上的營養蛋白，

達到降低脂質堆積以及提升肝臟細胞機能的作用。透過上述原因，我們認為，TA-DLM Nms 

是具備治療 MASLD 疾病的潛力藥物。 
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5.2 結論 

 本研究從口腔澀味來源作為啟發，仿造了單寧酸與口腔蛋白的交聯能力結合了單寧酸與

脫細胞化肝臟間質製作成 TA-DLM 奈米藥物投入到 MASLD 體外以及體內疾病模型，並成

功的在奈米藥物本身的檢測分析、iPSC 誘導之肝細胞體外模型、大鼠初代成熟肝細胞體外

模型、小鼠體內 MASLD 預試驗以及主試驗模型中均有著優秀的藥物輸送以及治療效果的表

現，在展現單寧酸的抗發炎反應能力的同時也說明該藥物輸送策略的有效性，期待其在往後 

MASLD 臨床治療中的應用。 
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5.3 未來展望 

 在本研究的 TA-DLM 奈米藥物採用聚乙二醇作為增加奈米藥物在血液循環停留時間的

策略，然而根據過去的研究發現 PEG 的聚合物鍊長短與否以及修飾在奈米粒子上的型態為

條狀或蕈狀也會對藥物動力學產生影響。根據過往的研究發現，低密度的 PEG (< 5 wt%)修 

飾到奈米粒子上會形成「蘑菇狀」的型態 (圖六十四 A)，PEG 分子內部會相互折疊，有效地

覆蓋奈米顆粒表面並形成親水層，從而產生抗蛋白質吸附的隱身效果；而高密度的 PEG (> 5 

wt%) 則會形成「條狀」修飾在表面 (圖六十四 B)，雖然這種構型仍然可以提供隱身效果，

但它也可能導致奈米顆粒與細胞的交互作用減少，因為 PEG 鏈可能會阻礙靶向配體或細胞

表面受體[42]。故在未來也可以測試在本研究所開發之 TA-DLM 奈米藥物的聚乙二醇修飾程

度進行探討，覓得最佳化修飾條件。 

 本研究所製作的 TA-DLM 奈米藥物的藥物釋放策略為製作一種 Stealth nanoparticles 透

過被動運輸的方式輸送至肝臟類洞內皮中藉此達到治療效果。然而在現今的主流奈米藥物輸

送策略上在奈米粒子上接上適當的標靶已蔚為主流，且同時可以增加藥物輸送的效率。根據

過往的研究，甘草次酸 (Glycyrrhetinic Acid; GA) 在近年已被用做肝臟靶向的配體，而且 GA 

自身就有抗肝癌的效果：如抑制腫瘤生長和誘導肝癌細胞凋亡等[100]，同時 GA 亦展現出其

抗氧化的特性而具有保肝的能力[101]。因此假使在往後能將 GA 與 PEG 同時修飾於 DLM 

上再與 TA 或是其他對 MASLD 治療具備潛力之藥物，可以預期該奈米藥物可以有著更為有

效的藥物輸送系統。 

  



doi:10.6342/NTU202403205

125 

 

 

圖 六十四：高密度與低密度聚乙二醇修飾於奈米粒子上的表現。 

(A：高密度 PEG 所呈現的條狀修飾；B：低密度 PEG 所呈現的蘑菇狀修飾) 
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