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十五、中文摘要（約三百至五百字）  

  奈米技術已應用在許多工業（如紡織、電子、半導體），因此人造奈米微

粒有可能在工業廢水的排放過程中進入環境水體，不僅污染生態環境，且有

可能經由食物鏈危害人體健康。目前奈米微粒之毒性試驗大多是在成分簡化

的實驗條件下進行，然而當奈米微粒進入自然環境中，可能發生化學轉化而

改變其物理化學特性，進一步影響其生物效應。因此如何評估環境中奈米微

粒之風險與危害效應是各國都在面對的重要議題。為了解決這個議題，本委

託計畫案將嘗試建立水體奈米微粒毒性檢測的標準方法草案，並依此測試環

境水體中（包括二仁溪、曾文水庫與成功湖）採樣到的奈米物質的生物危害

性。目前我們已針對國際標準組織(International organization for standardization, 

ISO)、經濟合作暨發展組織 (the organization for economic cooperation and 

development, OECD) 與 奈 米 技 術 檢 測 實 驗 室 NCL (nanotechnology 

characterization laboratory)等國際單位公告之奈米微粒毒性檢測方法學進行文

獻回顧，並撰寫適於檢測環境水體之奈米微粒的毒性之細胞株培養與斑馬魚

胚胎模式標準方法草案，其細胞培養模式包括存活率、細胞凋亡、自噬作用

與氧化壓力；斑馬魚胚胎包含存活率與半致死濃度、外觀型態畸形率、體長

量測、氧化壓力測試和細胞凋亡，我們也利用人造奈米氧化鋅及奈米銀及相

對應之大分子材料進行測試，並提出可行之標準方法草案，而第二階段我們已

採集第一、第二季節之成功湖、二仁溪與曾文水庫環境水體，共計六件環境水體，

並且檢測奈米微粒之粒徑及分散情形，穿透式電子顯微鏡檢分析結果發現不論第

一季及第二季之環境水樣皆有較小粒徑之微粒，但進行動態光散射分析時，卻發

現除第一季節二仁溪水樣以外，其餘樣本的微粒含量皆低於偵測極限。而在細胞

暴露模式中，分別暴露 0.22 與 0.1μm 濾紙上之顆粒物質，其結果顯示不論是第

一季或者第二季的三個水體樣品皆無顯著的細胞毒性效應，且只有在成功湖的樣

品中偵測到些許的 ROS 生成。此外在斑馬魚胚胎模式中可發現，不論是成功湖、

二仁溪或曾文水庫的水體，經過 1、0.45、0.22 與 0.1 μm 濾膜過濾之濾液都不會

讓其存活率明顯下降，而於體長量測上可發現第一、二季節之成功湖、二仁溪及

曾文水庫皆會使體長增加，並且環境水樣中皆不會誘發氧化壓力及細胞凋亡之增

加，綜上所述，我們藉由以超純水分別添加人造奈米氧化鋅及奈米銀的實驗建立

可行之標準方法草案，而六件環境水體的分析結果顯示，其存在環境水體之奈米

微粒並不足以對選定細胞株培養與斑馬魚胚胎模式產生顯著毒性。 

十六、英文摘要：  



 

 

 

     Nanotechnology has been applied to various industrial sectors (e.g. textiles, 

electronics, and semiconductors), and therefore engineered nanoparticles (ENPs) 

are likely to enter the environmental waters during the processes of industrial 

wastewater discharges. Consequently, they not only directly pollute the eco-

environments, but also indirectly endanger human health through the food chain. 

For the time being, toxicity assessments of ENPs have been largely carried out 

under simplified and controlled environmental conditions. In reality, chemical 

transformation of ENPs, however, may take place upon their entrance into the 

natural environments, thus altering their physico-chemical properties and biological 

effects. In light of this, how to perform hazard analysis and risk assessment of the 

ENPs released into the environment has become a worldwide challenging and 

important issue. To address it, this commissioned project aims to work out a draft 

regarding the standard methodologies for assessing the toxicity of nanoparticles 

from environmental water sources, and further conducts a survey of the harmful 

effects of ENPs sampled from Erren River, Zengwun Reservoir, and Cheng-Kung 

Lake. At present, we have finished the literature review with respect to the 

methodologies for nanotoxicity assessment, which have been issued from several 

international organizations, such as ISO, OECD and NCL. We have also written an 

outline of the cell line- and zebrafish embryo-based standard methodologies 

applicable for nanotoxicity assessment. The items pertaining to cell-line based tests 

include viability assay, apoptosis and autophagy analysis, and oxidative stress 

measurement, and the tests carried out using zebrafish embryos include 

measurements of the survival rate, lethal dose 50 (LD50), malformation rate, body 

length, oxidative stress and apoptosis. Furthermore, the synthetic nanoparticles 

ZnO NPs and AgNPs as well as their bulk counterparts were also subjected to the 

above-mentioned assessments for the purpose of providing more practical guidance. 

We have proceeded to the second stage of this project, with completion of the work 

on the first and second seasons of environmental water sampling at Erren River, 

Zengwun Reservoir, and Cheng-Kung Lake; a total of six independent sampling 

works were done during this period. We measured the dimensions of potentially 

contaminating ENPs and characterized their size distribution. Transmission 

electron microscopy analysis revealed the existence of smaller-sized NPs in the 

environmental water samples regardless of whether they were gathered in the first 



 

 

 

or second seasons. However, when carrying out dynamic light scattering (DLS) 

analyses, we found the presence of nanoparticles in all samples was at a quantity 

less than the detection limit, except for that obtaining from the first-season Erren 

River. Our in vitro studies demonstrated that exposure to particulate matters, which 

were isolated from the unfiltered parts of each sample on the 0.22- and 0.1-μm filter 

papers respectively, didn’t show significant cytotoxicity no matter whether they 

were sampled in first or second seasons. Surprisingly, samples from Cheng-Kung 

Lake led to mild ROS generation in vitro. Regarding the in vivo experiments using 

Zebrafish embryos, we didn’t observe a significant reduction in their survival rates 

when receiving exposure to filtrates, through 1, 0.45, 0.22 and 0.1 μm filters, of the 

samples from Erren River, Zengwun Reservoir, and Cheng-Kung Lake. 

Interestingly, all of these samples contributed to body length elongation of the 

hatched fish, whereas they didn’t evoke/enhance oxidative stress and apoptosis in 

such system. Altogether, we’ve drawn up the practical methodological protocols, 

by examining the ultrapure water separately spiked with engineered ZnONPs and 

AgNPs, for assessing toxicity of nanoparticles from environmental water sources. 

The current data suggest that nanoparticles existing in the collected environmental 

waters are insufficiently capable of eliciting obvious toxicity towards the selected 

cultured cells and zebrafish embryos.    
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報告大綱 

在本報告之架構分為前言、計畫目的、研究方法、結果與討論、結論及建議事項等章

節。 

前言： 

近年來奈米科技蓬勃的發展，奈米技術已應用在許多工業（如紡織、電子、半導體）。

當大量、廣泛應用奈米微粒時，人造奈米微粒將有可能經由工業廢水的排放而進入環境

水體，而目前已知奈米微粒是具有危害性的，如: 奈米銀會導致哺乳類細胞存活率降低、

氧化壓力、細胞凋亡、細胞自噬作用…等細胞毒性路徑的活化，也因此評估環境中奈米

微粒之風險與危害效應是目前各國都在面對的重要議題。然而因奈米微粒其可能因大小、

表面修飾或帶電性…等不同，就有可能引發出不同的細胞毒性機轉，所以若是希望評估

不同種類的奈米微粒，高通量且快速的測驗方法是必須的，而目前發展之毒性試驗方法

學中，細胞培養及斑馬魚胚胎模式是相當符合這樣的概念，因此於本計畫中，我們將建

立細胞培養模式及斑馬魚胚胎模式來探討環境水體之奈米微粒毒性影響。 

 

研究方法 

 本計畫的第一個階段目標是要針對 ISO、OECD 與 NCL 等國際單位公告之奈米微

粒毒性檢測方法學進行文獻回顧，並探討我們所建立的細胞株培養與斑馬魚胚胎模

式研究方法是否適合於檢測環境水體之奈米微粒毒性，進而提出檢測奈米微粒之生

物毒性指標。針對細胞培養模式的部分，將檢測存活率 (Survial rate)、自噬作用

(Autophagy)、氧化壓力(Oxidative stress)與細胞凋亡(Apoptosis)之細胞毒性機轉；而

斑馬魚胚胎將檢測胚胎存活率、胚胎畸形率、體長量測、氧化壓力和細胞凋亡。當

標準方法草案撰寫完成後，將利用自行合成之人造奈米氧化鋅及奈米銀進行比對測

試，而測試結束後將提交技術測試報告。 

 第二階段我們會於採集其包含兩個季節之成功湖、曾文水庫、二仁溪，共計六個水

樣，採集後儘快以穿透式電子顯微鏡 (Transmission Electron Microscopy, TEM)、動

態光散射儀(Dynamic light scattering, DLS)分析水體中所含奈米物質及其分佈粒徑範

圍，之後再利用建立之細胞株培養和斑馬魚模式標準方法草案進行不同粒徑之奈米

微粒之危害毒性測試。 

結果: 

 目前我們已針對 ISO、OECD 與 NCL 等國際單位公告之奈米微粒毒性檢測方法學

進行文獻回顧，並撰寫適於檢測環境水體之奈米微粒的毒性之細胞株培養與斑馬魚

胚胎模式標準方法草案，其內容包含:細胞培養模式之存活率、自噬作用、氧化壓力

與細胞凋亡之細胞毒性機轉及斑馬魚胚胎模式之胚胎存活率、胚胎畸形率、體長量
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測、氧化壓力和細胞凋亡測驗標準方法草案。 

 我們也利用人造奈米氧化鋅及奈米銀及相對應之大分子材料進行測試，於細胞培養

實驗結果中可發現，奈米銀和奈米氧化鋅會導致存活率下降、氧化壓力增加並且誘

發細胞凋亡及自噬作用；而斑馬魚胚胎模式的部分可發現奈米銀及奈米氧化鋅會導

致存活率下降、體長變短、畸形率、氧化壓力增加、細胞凋亡增加。 

 我們已採集第一季節和第二季節之成功湖、二仁溪、曾文水庫環境水樣，共計六件

水樣，並且六件水樣皆使用穿透式電子顯微鏡、動態光散射儀分析水體中所含奈米

物質及其分佈粒徑範圍。 

 在細胞暴露模式中，分別暴露 0.22 與 0.1μm 濾紙上之顆粒物質，其結果顯示不論是第

一季或者第二季的三個水體樣品皆無顯著的細胞毒性效應，且僅在成功湖的樣品中偵

測到些許的 ROS 生成。 

 在斑馬魚胚胎模式中可發現不論第一季及第二季之成功湖、二仁溪及曾文水庫水體

中之奈米微粒皆不會導致明顯存活率下降，但斑馬魚胚胎於環境水體中之體長較控

制組長。 

 在斑馬魚胚胎模式中可發現不論第一季及第二季之成功湖、二仁溪及曾文水庫水體

中之奈米微粒皆不會導致誘發明顯之氧化壓力及細胞凋亡現象。 

結論 

 由奈米銀及奈米氧化鋅標準品之技術測試結果證實，細胞培養模式之檢測方法，其

包括存活率、自噬作用、氧化壓力與細胞凋亡之細胞毒性機轉；斑馬魚胚胎模式包

括胚胎存活率、胚胎畸形率、體長量測、氧化壓力和細胞凋亡，是可適用且有效率

的檢測奈米微粒之毒性機轉。 

 透過這樣的檢測方法我們的結果發現，成功湖、二仁溪及曾文水庫水體中之奈米微

粒對於生物並不會引發明顯毒性。 

建議事項 

 根據環境奈米評析與綠色化學檢測技術研究(1/3)-奈米微粒細胞毒性檢測系統在環境

危害評估上之應用(EPA-104-E3S5-02-03)，於細胞模式上，石英薄膜經過剪碎及震盪

處理後，可能容易游離出其成份內容物導致細胞毒性，另外於過去文獻中也指出玻

璃纖維會導致細胞損傷[1]。而經實驗確認後已確認鐵氟龍濾膜不會導致明顯細胞毒

性，因此建議可使用鐵氟龍濾膜進行實驗。 

 經由測試細胞培養及斑馬魚胚胎模式後，雖環境水體水樣之實驗結果並不會誘發明

顯的毒性效應，但於奈米銀、奈米氧化鋅、相對應之大分子物質及環境水體中額外添

加奈米銀之實驗結果證實可反應出奈米毒性，因此建議未來可應用於檢測奈米微粒

之毒性。 
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摘要(中英文各 300～500 字)  

奈米技術已應用在許多工業（如紡織、電子、半導體），因此人造奈米

微粒有可能在工業廢水的排放過程中進入環境水體，不僅污染生態環境，且

有可能經由食物鏈危害人體健康。目前奈米微粒之毒性試驗大多是在成分

簡化的實驗條件下進行，然而當奈米微粒進入自然環境中，可能發生化學轉

化而改變其物理化學特性，進一步影響其生物效應。因此如何評估環境中奈

米微粒之風險與危害效應是各國都在面對的重要議題。為了解決這個議題，

本委託計畫案將嘗試建立水體奈米微粒毒性檢測的標準方法草案，並依此

測試環境水體中（包括二仁溪、曾文水庫與成功湖）採樣到的奈米物質的生

物危害性。目前我們已針對 ISO、OECD 與 NCL 等國際單位公告之奈米微

粒毒性檢測方法學進行文獻回顧，並撰寫適於檢測環境水體之奈米微粒的

毒性之細胞株培養與斑馬魚胚胎模式標準方法草案，其細胞培養模式之毒

性測驗包括存活率、細胞凋亡、自噬作用與氧化壓力；斑馬魚胚胎包含存活

率、外觀型態畸形率、體長量測、氧化壓力測試和細胞凋亡，我們也利用人

造奈米氧化鋅及奈米銀及相對應之大分子材料進行測試，並提出可行之標

準方法草案。第二階段我們已採集第一、第二季之成功湖、二仁溪與曾文水

庫環境水體，共計六件環境水體，並且檢測奈米微粒之粒徑及分散情形，於

結果中可發現不論第一季及第二季之環境水樣皆可有較小粒徑之微粒，但

除第一季節二仁溪水樣以外，其微粒含量皆低於偵測極限。而在細胞暴露模

式中，分別暴露 0.22 與 0.1μm 濾紙上之顆粒物質，其結果顯示不論是第一

季或者第二季的 3 個水體樣品皆無顯著的細胞毒性效應，且只有在成功湖

的樣品中偵測到些許的 ROS 生成。此外在斑馬魚胚胎模式中發現，不論成

功湖、二仁溪及曾文水庫之水體並不會導致明顯存活率下降，而於體長量測
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上可發現第一、二季節之成功湖、二仁溪及曾文水庫皆會使體長增加，並且

兩個季節之環境水樣中皆不會誘發氧化壓力及細胞凋亡之增加，綜上所述，

我們藉由人造奈米氧化鋅及奈米銀測驗已建立可行之標準方法草案，而六

件環境水體之奈米微粒樣品中，不論是細胞培養模式或斑馬魚胚胎模式之

毒性測驗，環境水體之奈米微粒並不會導致明顯的毒性效應。 

 

Nanotechnology has been applied to various industrial sectors (e.g. textiles, 

electronics, and semiconductors), and therefore engineered nanoparticles (ENPs) 

are likely to enter the environmental waters during the processes of industrial 

wastewater discharges. Consequently, they not only directly pollute the eco-

environments, but also indirectly endanger human health through the food chain. 

For the time being, toxicity assessments of ENPs have been largely carried out 

under simplified and controlled environmental conditions. In reality, chemical 

transformation of ENPs, however, may take place upon their entrance into the 

natural environments, thus altering their physico-chemical properties and 

biological effects. In light of this, how to perform hazard analysis and risk 

assessment of the ENPs released into the environment has become a worldwide 

challenging and important issue. To address it, this commissioned project aims to 

work out a draft regarding the standard methodologies for assessing the toxicity 

of nanoparticles from environmental water sources, and further conducts a survey 

of the harmful effects of ENPs sampled from Erren River, Zengwun Reservoir, 

and Cheng-Kung Lake. At present, we have finished the literature review with 

respect to the methodologies for nanotoxicity assessment, which have been issued 

from several international organizations, such as ISO, OECD and NCL. We have 

also written an outline of the cell line- and zebrafish embryo-based standard 

methodologies applicable for nanotoxicity assessment. The items pertaining to 

cell-line based tests include viability assay, apoptosis and autophagy analysis, and 

oxidative stress measurement, and the tests carried out using zebrafish embryos 

include measurements of the survival rate, lethal dose 50 (LD50), malformation 

rate, body length, oxidative stress and apoptosis. Furthermore, the synthetic 

nanoparticles ZnO NPs and AgNPs as well as their bulk counterparts were also 

subjected to the above-mentioned assessments for the purpose of providing more 

practical guidance. We have proceeded to the second stage of this project, with 
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completion of the work on the first and second seasons of environmental water 

sampling at Erren River, Zengwun Reservoir, and Cheng-Kung Lake; a total of 

six independent sampling works were done during this period. We measured the 

dimensions of potentially contaminating ENPs and characterized their size 

distribution. Transmission electron microscopy analysis revealed the existence of 

smaller-sized NPs in the environmental water samples regardless of whether they 

were gathered in the first or second seasons. However, when carrying out dynamic 

light scattering (DLS) analyses, we found the presence of nanoparticles in all 

samples was at a quantity less than the detection limit, except for that obtaining 

from the first-season Erren River. Our in vitro studies demonstrated that exposure 

to particulate matters, which were isolated from the unfiltered parts of each 

sample on the 0.22- and 0.1-μm filter papers respectively, didn’t show significant 

cytotoxicity no matter whether they were sampled in first or second seasons. 

Surprisingly, samples from Cheng-Kung Lake led to mild ROS generation in vitro. 

Regarding the in vivo experiments using Zebrafish embryos, we didn’t observe a 

significant reduction in their survival rates when receiving exposure to filtrates, 

through 1, 0.45, 0.22 and 0.1 μm filters, of the samples from Erren River, 

Zengwun Reservoir, and Cheng-Kung Lake. Interestingly, all of these samples 

contributed to body length elongation of the hatched fish, whereas they didn’t 

evoke/enhance oxidative stress and apoptosis in such system. Altogether, we’ve 

drawn up the practical methodological protocols, by examining the ultrapure 

water separately spiked with engineered ZnONPs and AgNPs, for assessing 

toxicity of nanoparticles from environmental water sources. The current data 

suggest that nanoparticles existing in the collected environmental waters are 

insufficiently capable of eliciting obvious toxicity towards the selected cultured 

cells and zebrafish embryos.    

 

前言 

近年來奈米科技蓬勃的發展，奈米技術已應用在許多工業（如紡織、電

子、半導體），當大量、廣泛使用奈米微粒時，人造奈米微粒有可能經由工

業廢水的排放而進入環境水體，使得這些奈米微粒成為環境中潛在的風險

因子，奈米微粒可能透過影響環境中初級生產者，進而經由食物鏈危害整個

生態系生物的安全及健康。而目前已知奈米微粒是具有危害性的，如: 奈米
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銀會導致存活率降低、氧化壓力、細胞凋亡、細胞自噬作用…等細胞毒性路

徑的活化，也因此評估環境中奈米微粒之風險與危害效應是目前各國都在

面對的重要議題。然而因奈米微粒其可能因不同的大小、表面修飾或帶電

性…等，可能引發出不同的細胞毒性機轉，所以若是希望評估不同種類的奈

米微粒高通量且快速的測驗方法是必須的，除此之外近年來因應綠色毒理

學及動物福祉的理念，減少使用感知動物亦是未來的趨勢，而目前發展之毒

性試驗方法學中，細胞培養及斑馬魚胚胎模式是相當符合這樣的概念。近年

來已有文獻指出，細胞培養模式因具有測試方法快速且便宜、可進行時間依

賴性研究及採樣、可使用人類細胞和組織進行體外試驗、減少動物的使用等

多項優點，是一個被推薦為適於進行奈米毒理相關實驗的良好工具；此外

ISO/TR16197 技術報告針對體內測試之建議指出，新的體內試驗系統例如

斑馬魚胚胎模式是一個能夠被簡單又快速地應用在毒理學分析細胞及分子

層次機轉問題的體內動物模式，因此於本計畫中，我們將建立細胞培養模式

及斑馬魚胚胎模式來探討環境水體之奈米微粒毒性影響。 

 

研究方法 

本計畫的第一個階段目標是要針對 ISO、OECD 與 NCL 等國際單位公

告之奈米微粒毒性檢測方法學進行文獻回顧，並探討我們所建立的細胞株

培養與斑馬魚胚胎模式研究方法是否適合於檢測環境水體之奈米微粒的毒

性，進而提出檢測奈米微粒之生物毒性指標，針對細胞培養模式將檢測其包

括存活率、自噬作用、氧化壓力與細胞凋亡之細胞毒性機轉；而斑馬魚胚胎

模式將檢測胚胎存活率、胚胎畸形率、體長量測、氧化壓力和細胞凋亡，當

標準方法草案撰寫完成後，將利用自行合成之人造奈米氧化鋅及奈米銀進

行比對測試，而測試結束後將提交技術測試報告，並且討論其適用性，而第

二階段我們會採集兩個季節之成功湖、曾文水庫、二仁溪，共計六件水樣，

採集後儘快以穿透式電子顯微鏡、動態光散射儀分析水體中所含奈米物質

及其分佈粒徑範圍，確認後將環境水體分別進行過濾 0.45μm、0.22μm、0.1μm

孔徑之濾膜以分離不同孔徑之奈米微粒，之後再利用建立之細胞株培養和

斑馬魚胚胎模式標準方法草案進行不同粒徑之奈米微粒毒性測試。 

 

結果 

目前我們已針對 ISO、OECD 與 NCL 等國際單位公告之奈米微粒毒性

檢測方法學進行文獻回顧，並撰寫適於檢測環境水體之奈米微粒的毒性之
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細胞株培養與斑馬魚胚胎模式標準方法草案，其內容包含:細胞培養模式之

存活率、自噬作用、氧化壓力與細胞凋亡之細胞毒性機轉及斑馬魚胚胎之胚

胎存活率、胚胎畸形率、體長量測、氧化壓力和細胞凋亡測驗標準方法草案，

並且我們也利用人造奈米氧化鋅及奈米銀及相對應之大分子材料進行測試，

於細胞培養模式實驗結果中可發現，奈米銀和奈米氧化鋅會導致存活率下

降、氧化壓力增加、細胞凋亡及自噬作用；而斑馬魚胚胎模式的部分可發現

奈米銀及奈米氧化鋅會導致存活率下降、體長變短、畸形率、氧化壓力增加、

細胞凋亡增加，於檢討和修正後提出可行之標準方法草案進行檢測水體樣

本， 

而第二階段已採集第一季節和第二季節之成功湖、二仁溪、曾文水庫環

境水樣，共計六件水樣，並且六件水樣皆使用穿透式電子顯微鏡、動態光散

射儀分析水體中所含奈米物質及其分佈粒徑範圍，在細胞暴露模式中，分別

暴露 0.22 與 0.1μm 濾紙上之顆粒物質，其結果顯示不論是第一季或者第二

季的三個水體樣品皆無顯著的細胞毒性效應，且僅在成功湖的樣品中偵測

到些許的 ROS 生成；在斑馬魚胚胎模式中可發現不論第一季及第二季之成

功湖、二仁溪及曾文水庫水體中之奈米微粒皆不會導致明顯存活率下降，但

斑馬魚胚胎於環境水體中之體長較控制組長，在斑馬魚胚胎模式中可發現

不論第一季及第二季之成功湖、二仁溪及曾文水庫水體中之奈米微粒皆不

會導致誘發明顯之氧化壓力及細胞凋亡現象。 

 

結論 

 由奈米銀及奈米氧化鋅之技術測試結果證實，細胞培養模式之檢測方法，

其包括存活率、自噬作用、氧化壓力與細胞凋亡之細胞毒性機轉；斑馬

魚胚胎模式將檢測胚胎存活率、胚胎畸形率、體長量測、氧化壓力和細

胞凋亡，是可適用且有效率的檢測奈米微粒之毒性機轉。 

 透過這樣的檢測方法我們的結果發現，成功湖、二仁溪及曾文水庫水體

中之奈米微粒對於生物並不會引發明顯毒性。 

 

建議事項 

 根據環境奈米評析與綠色化學檢測技術研究(1/3)-奈米微粒細胞毒性檢測系統在環境

危害評估上之應用(EPA-104-E3S5-02-03)，於細胞模式上，石英薄膜經過剪碎及震盪

處理後，可能容易游離出其成份內容物導致細胞毒性，另外於過去文獻中也指出玻

璃纖維會導致細胞損傷[1]。而經實驗確認後已確認鐵氟龍濾膜不會導致明顯細胞毒
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性，因此建議可使用鐵氟龍濾膜進行實驗。 

 經由測試細胞培養及斑馬魚胚胎模式模式後，雖環境水體水樣之實驗結果並不會誘

發明顯的毒性效應，但於奈米銀、奈米氧化鋅、相對應之大分子物質及環境水體中額

外添加奈米銀之實驗結果證實可反應出奈米毒性，因此建議未來可應用於檢測奈米

微粒之毒性。 
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第一章、 研究緣起 

 

章節摘要： 

奈米技術已應用在許多工業（如紡織、電子、半導體），因此人造奈米微粒有

可能在工業廢水的排放過程中進入環境水體，不僅污染生態環境，且有可能經由食

物鏈危害人體健康。目前奈米微粒之毒性試驗大多是在成分簡化的實驗條件下進

行，然而當奈米微粒進入自然環境中，可能發生化學轉化而改變其物理化學特性，

進一步影響其生物效應。因此如何評估環境中奈米微粒之風險與危害效應是各國

都在面對的重要議題。 

 

1. 1 環境水體與奈米微粒之交互作用及可能產生之毒性影響 

近年來奈米科技蓬勃的發展，許多含有奈米微粒的產品消費者能於市面上輕

易的購得，當大量及廣泛使用和應用奈米微粒時，我們將無可避免這些奈米微粒被

釋放於環境當中，使得這些奈米微粒成為環境中潛在的風險因子，有鑑於此，奈米

微粒於環境中的潛在環境毒性效應是必須且迫切需要去了解與解決的問題。當奈

米微粒進入環境時，生態系統過程  (ecosystem processes)[2] 和環境服務

(environmental services)[3] 會處於風險之中，人類社會仰賴於生態系統服務，例如：

作物的授粉、水及氣候調節、生物多樣性保育 (biodiversity conservation)和糧食生

產，對於人類與環境而言，維護生態系統服務是非常重要的，這是因為生態系統服

務是通過複雜的生態調節過程來維持平衡的生態環境，也因此了解奈米微粒對於

環境的影響以及生態學相關的研究是必要的。 

 

奈米微粒於陸地環境及水體環境之交互作用  

工程奈米材料影響生態系統的證據：陸地的環境 

土壤中的細菌具有豐富與多功能的催化作用，可以吸收及分散工程奈米材料

的凝聚體[4]。對於一些工程奈米材料，例如硒化鎘量子點(QDs)會與細菌的外膜結

合，產生破壞性的過氧化物 (reactive oxygen species, ROS)，QDs 也會進入細菌且

累積，進一步產生壓力與抑制生長[5]。在細菌當中的 QDs 會被轉移以及濃縮(生物

放大)到原生動物的掠食者中，因此會影響較高等的物種。在土壤微生物中，奈米

二氧化鈦(濃度達 2 mg g-1 soil)及奈米氧化鋅(濃度達 5 mg g-1 soil)會改變細菌群落

結構且有劑量效應關係，並會改變物種對於生態系統中氮固定、甲烷氧化及複合物

C 的分解過程[6-8]。 
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另外工程奈米材料也會影響植物的健康及食物的供應。利用 X 放射線同步加

速器技術(X-ray synchrotron techniques)辨別奈米氧化鋅的衍生物，從化學定量結果

顯示鋅會移轉(translocation)到水栽的黃豆與原生的沙漠植物，鋅也會進行生物累積，

進而抑制根的生長[9-12]。工程奈米材料對於一些水栽農作物，像是氧化銫奈米材

料會轉移到植物的組織中，而氧化鋅奈米材料則不能被溶解，這些都會造成基因改

變，並改變植物的發芽、根、莖的生長。[10, 13]。在黃豆的中型生態(mesocosm)研

究中，鋅到奈米氧化鋅在土壤中是有生物可利用性的，會散佈在豆和葉中；奈米氧

化銫會侵入到根瘤(root nodules)，干擾氮固定，且阻礙植物的生長[14]。中型生態

研究(Mesocosms)可以整合在土壤中微生物族群及群落層面的營養循環與植物產量

的反應(圖 1.1)。 

 

圖 1. 1、陸地奈米毒理生態系統的概念。地底下的工程奈米材料(ENM)(紅點)會進

入細菌(紫色)與土壤中，藉由營養轉移而進一步影響植物根部，包括與根部共生(在

根部的黃色/綠色點)的原生動物(較大的綠色點)。工程奈米材料從土壤中進入到植

物組織後便會產生化學變化(橘色點)。藉由測量或建立模式   可以進一步評估

ENM 對細菌群落生長的影響(右下圖)。奈米微粒可能造成生物累積、生物濃縮

(bioconcentration)、營養轉移(trophic transfer)和移轉(translocation)(塊狀箭頭)，包括

奈米微粒進入食物供應者，影響宿主健康及透過廢水進入土壤[15]。 

 

工程奈米材料影響生態系統的證據：水生環境 

奈米微粒的物化特性會影響毒性，包含自然水生環境媒介及生物組織與細胞
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的干擾。例如，以鐵修飾的奈米氧化鋅會減少對哺乳動物細胞與淡水斑馬魚胚胎的

溶解度與毒性，但對於海膽胚胎並不會減少其毒性(鋅濃度達 200 μg L-1)，可能是

因為奈米氧化鋅微粒會影響發育中的胚胎[16-18]。奈米微粒於體外和體內實驗中

有不同的反應，例如，蚌殼類慢性暴露奈米氧化鋅會造成細胞損傷，而在 in vitro

會傷害血球細胞(hemocyte)的功能，但在 in vivo 卻沒有出現影響血球細胞的吞噬作

用[19-21]。這種不一致的毒性反應，可能是因為鋅離子(Zn(II))在整個生物體所啟動

的螯合與消除作用機制。 

環境的條件也許也會影響毒性，如已被證實的海洋浮游生物，其為主要供應海

洋食物鏈以及地球碳循環的供應者。對於海洋沿岸浮游生物的研究顯示，在遵照標

準條件的人工光照下進行測試，並沒有觀察到二氧化鈦對於浮游生物有不良的影

響[22]。然而，在暴露紫外線輻射(ultraviolet radiation, UVR)的實驗結果中顯示二氧

化鈦在自然環境中經過低劑量 UVR 照射後會對於海洋表層的浮游生物產生毒性

[23]。 

許多海底食物鏈中(圖 1.2)的掠食者(fisheries)會以來自表層水的浮游生物做為

食物，這意味著奈米微粒可能不單單只是影響到生物鏈的生產者亦會對消費者產

生危害。初步數據表示，海洋蚌殼類是一種常見的海洋食物，當這些蚌殼類吃進受

到奈米微粒污染的浮游生物，會造成牠們生長減緩及減少繁殖。這些數據可用於開

發綜合性模式，可以用於推測族群和生態系統層次的影響機制。 
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圖 1. 2、水生生態系統與奈米微粒交互作用的概念。著重於沿海海洋和河口，其中

有極端鹽度梯度，從低（淡水區）到高（開放海洋），暴露於空氣和乾燥地區(潮間

帶)。沿著這些梯度，奈米微粒會聚集、沉降和暴露並被底棲族群和群落的生物所

食入。食物鏈包含生物體在水流與水流交換介面的交互作用，浮游生物和大型藻類

從其它水生生物累積奈米微粒，因此奈米微粒能夠在初級消費者中進行生物濃縮

(bioconcentration)，特別是在浮游生物和底棲草食動物，以及底棲懸浮液和沈積飼

料物。底棲無脊椎動物和魚類捕食者（次要消費者）的暴露和生物累積是透過攝入

初級消費者。 類似的過程也發生在淡水水生生態系統中。橙色箭頭表示奈米微粒

的進入，白色箭頭表示營養轉移的機制[15]。 

 

奈米微粒於環境中可能的行為 

目前有關奈米微粒的生態毒性相關研究很少，這使得我們難以比較。在簡易條

件下所得出的實驗數據指出，有些奈米微粒即使在低濃度的情況下仍對於生物體

是具有毒性的，包含:奈米銀、氧化鋅、二氧化鈦和二氧化矽…等。舉例來說在先

前的研究中已證明奈米銀能透過緩慢釋放銀離子以及通過多種機制使得奈米銀具

有優異的抗菌效果，也因此奈米銀被廣泛的應用在許多的產品當中，如燒燙傷敷料、

家用消毒劑、紡織工業等，廣泛應用奈米銀將會增加其釋放至環境中而增加風險危

害的可能性[24]，目前的確有許多研究團隊已證實奈米銀會釋放至環境當中，如經

由浸泡含有奈米銀的襪子就會使得將近 100 % 奈米銀流失[24]，或是於洗衣機中

加入漂白水的狀況下會加速奈米銀的解離[25]，也因此奈米銀是一個很有可能會釋

放於環境當中的奈米物質。除此之外奈米銀先前已被證實可能會透過釋放銀離子、

破壞細胞膜、產生過量 ROS 和誘導出多種細胞毒性的機制導致生物毒性[26]，所

以若是奈米銀釋放至環境當中可能會導致水生生態環境系統受到損害。而奈米氧

化鋅目前被廣泛的應用，如：化妝品、藥物、抗菌及催化劑領域，奈米氧化鋅可能

透過家庭工業廢水進入環境水體中，並對於魚類及其它生物造成有害的影響，已有

研究報導指出奈米氧化鋅暴露會造成體內累積效應，除此之外由於奈米氧化鋅具

有一些獨特的物化特性，包含粒徑大小、形狀、表面修飾及團聚狀況，而導致基因

毒性、致突變性或引發細胞毒性[27]。有鑑於奈米銀與奈米氧化鋅的廣泛應用和可

能引起的潛在風險，探討奈米銀和奈米氧化鋅於環境水體中可能產生的毒性與危

害反應是本計畫建立奈米物質之生物毒性檢測標準方法的最佳選擇。 

奈米微粒一旦被釋放到環境中，生物體就可能經由不同的方式暴露其中。在很

多的奈米微粒傳播情形之下，水都扮演著傳播介質和暫時的奈米微粒儲存處的角
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色，而最終，任何散播在環境中的非揮發性化合物或顆粒，都會被沉積物和土壤所

接收 [28]。不過對於奈米微粒是否會對於生物和環境產生風險及影響，現階段仍

缺少一些關於環境影響的流動性、轉移性、吸收率等的關鍵資訊[28]。 

 

奈米微粒於環境中的流動性 (Mobility) 

奈米微粒最終會停留於環境當中，如在水中、沉積物中或土壤中。而在流動與

停留的過程中有三個重要的面向是用以評估奈米微粒做為汙染物對於環境的影響，

這三個面向包含流動性(傳輸跟轉移)、生態毒性以及變化。流動性(傳輸跟轉移):奈

米微粒自一個地方移動至另一個地方的能力(例如:從含量高的地方到沒有受汙染

的地方)或是在不同的接收者間轉換(例如:從土壤到飲用水或是食用作物) [28];生態

毒性:奈米顆粒對生長於水中、沉澱物中和土壤中的生物體可能造成的危害[28];變

化:多少程度的奈米顆粒在和環境接觸時會改變，又是如何改變(關於生態毒性和流

動性改變的結果) [28]。 

另外在懸浮液中的奈米微粒的穩定性是決定顆粒流動性的一個主要的原因，

如果不穩定，顆粒的懸浮液會聚集，就會形成塊狀的沉積物[29]。事實上，奈米微

粒的表面電位及許多因素皆可能使懸浮液不穩定，包含 pH 值的改變、離子濃度的

增加、穩定劑(表面活性劑或塗層)的稀釋或降解[30]，另一方面，奈米微粒本身有

很大的比表面積以及在天然有機物質的水溶液中有很高的吸附能力…等。環境因

子像是 pH 值和離子強度[31]，奈米顆粒的物化特性、結構和濃度[32]都可能決定

它們是否會停止或轉移出土壤和沉澱物中。另一個有趣的議題是氧化還原轉換會

如何影響工程奈米微粒的命運和改變，氧化還原反應在很多的環境中都會發生[33]，

在有機物質降解、化學無機營養生物體產生能量時，以及影響金屬螯合和流動性的

沉澱和溶解反應中都很重要。也因為奈米微粒本身元素的組成、表面電位和大的比

表面積，有些奈米顆粒對於無機和有機汙染物具有很好的吸附能力。另一個重要的

主題則是奈米微粒是如何影響流動性、生物可利用性和環境中潛在有害物質的降

解，例如:多環芳香烴、重金屬等。比起分解反應，奈米微粒事實上更傾向累積在

環境中，一些金屬奈米微粒如氧化鋅，會在長時間暴露於一般環境之後再解離。某

些金屬奈米微粒會在環境水體中聚集，而這樣的大分子聚集很容易因物理作用而

產生變化，如:氧化鐵[34]。 

 

1. 2 奈米微粒細胞毒性測驗方法與相關技術之發展 
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由於近年來奈米科技的蓬勃發展，使得奈米微粒將有機會直接或間接暴露到

人體，正因如此近期「環境、健康、安全(Environ mental, Health and Safety, EHS)」

的議題受到先進國家與國際組織的重視，然而現在全世界都面臨缺乏安全性評估

的困境，因此建立人體健康和環境風險評估是有急迫性且必要的。目前奈米毒理的

相關資料仍舊缺乏因此對於奈米微粒所誘發的毒性機轉仍需投入許多的研究來進

行了解。奈米微粒因材料本身的物理化學特性，如元素、尺寸、形狀和表面官能基

及表面修試劑…等，可能會與生物系統及環境產生不同的交互作用，進而導致與塊

材截然不同的毒理機轉。針對奈米材料的應用而言經濟合作暨發展組織(OECD)已

在網站上提出 11 項經常使用或未來即將使用的奈米材料(表 1.1) ，建議並推動執

行相關的危害測試分析[35]，根據表 1.1 內所提到的奈米材料，本計畫所規劃使用

之奈米銀與奈米氧化鋅皆被列為廣泛使用的材料。 

 

表 1. 1、OECD 建議之奈米材料測試物質 

 奈米材料 

1 氧化鈰 (Cerium oxide) 

2 樹枝狀聚合物 (Dendrimers) 

3 富勒烯 (Fullerene) 

4 金奈米微粒 (Gold nanoparticles) 

5 多壁碳奈米管 (Multi-walled carbon nanotube) 

6 奈米黏土 (Nanoclays) 

7 二氧化矽 (Silicon dioxide) 

8 奈米銀 (Silver nanoparticles) 

9 單壁碳奈米管 (Single-Walled carbon nanotubes) 

10 二氧化鈦 (Titanium Dioxide) 

11 氧化鋅 (Zinc oxide) 

 

奈米微粒所引發的毒性及細胞毒性機轉 

對於奈米微粒所引發的不良反應主要與生物體對於奈米物質本身的反應、給

予的劑量、奈米微粒的形狀、電荷數、包覆物質、物化特性的整體結果有關，但目

前科學界對於”什麼特徵”或”劑量反應”為最重要導致毒性的原因尚未達成共識。不

過雖然我們仍無法確切明白真正導致毒性的原因，但我們仍然能嘗試著依照先前

奈米微粒的研究整理出大部分奈米微粒可能會誘發的細胞機轉。目前最常見共同
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發現的毒性反應的是存活率的下降、細胞凋亡(apoptosis)、氧化壓力的增加與細胞

自體吞噬 (autophagy)過度活化或功能失調…等。 

 

氧化壓力(Oxidative stress) 

目前氧化壓力已被認為是奈米材料所造成的共同細胞毒性機轉[36]，在正常生

理所需的濃度之下，活性氧化物質 (Reactive oxygen species, ROS)能於細胞中參與

訊息傳遞，但過度的氧化壓力可能造成細胞膜的損害、脂質過氧化  (lipid 

peroxidation)、蛋白質及 DNA 損傷 (DNA damage)…等。 

細胞凋亡(Apoptosis) 

當細胞中產生高度的壓力時，將會引發細胞凋亡，又稱為細胞程序性死亡[37]，

細胞凋亡的過程中，細胞會呈現萎縮、DNA被核酸內切酶降解成180 bp-200 bp的小

片段，而細胞凋亡主要走兩種不同的路徑，分別為(1)內源性路徑 (Intrinsic pathway) 

(2)外源性路徑 (Extrinsic pathway)誘發細胞死亡。 

 

自體吞噬(Autophagy) 

自體吞噬是存在於真核生物中高度保留的一種溶酶體依賴降解系統，在基礎狀

態下，自體吞噬參與調節細胞內的物質之間的利用與平衡，如：蛋白質、醣類與脂

質…等，除此之外，自體吞噬也參與胞器之合成、降解和重新利用。當細胞接受到

外來或內部壓力刺激後，自體吞噬會快速的活化進而執行細胞保護的功能。當自體

吞噬活化的過程中，細胞內的欲分解物質或外來的入侵物會被雙層膜結構--隔離膜

(isolation membrane)（又稱為吞噬泡(phagophore)）包圍，之後將欲分解物質或外來

的入侵物隔離形成酸性的囊狀胞器自噬體(autophagosome)，接著自噬體會與溶酶

體融合，自噬體的包裹物就會被溶酶體內的水解酵素所降解。細胞可將降解後所產

生的物質回收利用並可用於產生能量，以對抗氧化性傷害、細菌病毒入侵、DNA

受損、暴露環境毒物時的環境壓力，藉此促進細胞存活(圖 1.3)[38]，但當細胞遭遇

過度的壓力時，過度活化的自體吞噬作用將會誘導細胞的死亡。 

自體吞噬與細胞凋亡都屬於計畫性細胞死亡，但兩者的特徵有所不同。自體吞

噬的特徵是可於細胞質內觀察到酸性囊泡胞器(acidic vesicular organelles, AVOs)的

產生，然而細胞凋亡的特徵則包含細胞核濃縮、胞器無結構上的改變、細胞萎縮，

活化去氧核酸內切酶造成 DNA 片段化(DNA fragmentation)、但細胞膜仍是保持完

整，而在最後細胞會形成凋亡小體(apoptotic body)被巨噬細胞辨認吞噬。 

https://zh.wikipedia.org/wiki/DNA
https://zh.wikipedia.org/wiki/%E6%A0%B8%E9%85%B8%E5%86%85%E5%88%87%E9%85%B6
https://zh.wikipedia.org/wiki/%E6%A0%B8%E9%85%B8%E5%86%85%E5%88%87%E9%85%B6
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圖 1. 3、自體吞噬之分子機轉 

 

體外試驗的優勢和應用  

奈米微粒對於生物體的影響評估應與其它任何人造材料一樣進行體外及體內

試驗，目前相關管理單位對於奈米材料的檢測或評估並沒有明確的規範。體外的試

驗模型系統為快速且有效的方式，能進一步提供許多奈米微粒與人類細胞間如何

相互作用的準確資訊。事實上在任何臨床試驗中，特別是有牽涉到人類受試者之前，

必須強制性提供實驗室之動物體內試驗研究報告，然而，體外試驗的優點是能在進

行動物及臨床試驗之前，更節省且快速地準確評估毒性終點[39]。 

 

近來用於評估奈米毒性的體外試驗優點： 

(1) 測試方法快速且便宜。 

(2) 減少實驗之間的變異性。 

(3) 可以在多種測試系統 (細胞和組織) 中測試相同的濃度範圍。 

(4) 可以進行時間依賴性(Time-dependent) 研究及採樣。 

(5) 所需測試材料非常少量的。 

(6) 產生限量的有毒廢物。 

(7) 可使用人類細胞和組織進行體外試驗。 

(8) 可使用攜帶人類基因的轉殖基因細胞。 
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(9) 減少動物的使用。 

 

目前奈米物質之細胞培養模式毒性研究及毒性測驗方法   

細胞毒性試驗最初是一種被用來鑑定化學物質一般毒性和基因毒性的方式。

傳統的細胞測試僅應用於檢視化學物質本身的特性，而近年來發展的分子生物技

術相關方法可以提供化學物質毒性所造成的訊息機轉之改變[40]。用以評估奈米微

粒的細胞毒性試驗方法日益發展，在 Sutter 等人的研究中指出了 6 種常用的細胞

毒性試驗，包括可經由篩選而得到最符合人體情況的動物模式及具有可快速審查

一系列毒性物質能力的測試方法[41]。相較於動物模式，細胞試驗可提供更簡單、

快速、花費少的優勢來評估毒性影響效應，然而不可否認的，細胞試驗系統缺乏動

物模式與人體中的複雜交互作用[40]，且標準化的細胞株生物影響測試並不能包括

所有生物的特性[42]。為了解決並尋求細胞與動物毒性試驗結果之關聯性，許多科

學家開始設計與模擬測試的方法，例如，在 Sayes 等人的研究裡發現，有些奈米微

粒所引起的肺部毒性於細胞或動物試驗中證實有些微的關聯性[43]。另一方面，

Donaldson 等人的報告指出，由於民眾對於動物保護與福祉的保障觀念提升且其對

於使用物質之安全性的意識抬頭，使得國際間對於動物與細胞測試上的觀念產生

極大的變化，針對毒性與安全性的測試方法，將由現行的動物試驗為主，逐漸朝向

推動細胞試驗成為標準化和合法化的實驗方法[44]。細胞體外測試系統並搭配合理

的動物測試規劃，將成為未來世界各國進行物質安全與生物體危害效應測試的新

趨勢。 

目前對於探討環境奈米微粒對於環境及生物所造成的影響相關的研究十分的

少，而先前在部分的研究中是使用較為單純的條件之下進行毒性的測試，如奈米微

粒會導致細胞中細胞毒性機轉的活化，包含存活率下降、氧化壓力、細胞凋亡、自

體吞噬…等，也因此為了要探討奈米微粒所引發的不良反應，最近也有許多文獻提

出建立測試奈米物質的方法。 

 

細胞培養模式之存活率測驗方法 

細胞存活率是細胞毒性測試中最常被用來研究的參數。藉由對於細胞不同測

試終點的分析，可以用來評估體外試驗培養中的細胞狀態。 

(1) 臺盼藍不相容試驗(Trypan blue exclusion assay) 

此試驗是利用臺盼藍這種重氮染料進行細胞染色，當染色時臺盼藍會被死細

胞吸收，而活細胞則不會的原理來判定細胞存活，將暴露奈米微粒的細胞使用

trypsin 收集，並透過細胞計數盤在顯微鏡下觀察，即可計算活細胞的數量，觀察細
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胞存活率。此方法之優點為可真實地計算出細胞的數量，並與控制組比較可以清楚

地看出細胞增生與毒性的情形。 

(2) MTA 試驗(Microculture Tetrazolium Assay, MTA) 

短期 MTA 試驗是測定細胞代謝能力，也因此無法直接計算細胞數目，在暴露

奈米微粒後於細胞中加入可溶性的黃色鹽類例如：MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt) 或 

MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide)，於 37 度反應 2-

4 小時，在反應過程中，活細胞之線粒體中的琥珀酸脫氫酶(succinic dehydrogenases)

會將 MTT 或 MTS 進行生物還原，產生不溶性的紫色產物，接著利用 DMSO 將紫

色結晶溶解，即可透過分光光度計進行定量。 

(3) 細胞群落生成分析 (Clonogenic Assay or Colony Forming Efficiency, CFE) 

細胞群落生成分析可觀察細胞在較長時間(數週)中的減少存活率與增生的情

形，將非常低密度的細胞量種於細胞培養盤中，使細胞持續生長至肉眼可見之群落

(約莫 10 天至三周)。而暴露物質可在塗盤前或塗盤後進行暴露，由於每個群落皆

由一個細胞生成，故命名為群落分析。形成的群落可使用結晶紫(crystal violet)或細

胞核染色(nuclear stains)進行細胞的染色，並根據數量或群落大小進行定量。 

(4) 細胞壞死的乳酸去氫酶(LDH)釋放偵測 

乳酸去氫酶試驗比色法其原理是基於黃色的 2,3,5-三苯基氯化四氮唑 

(tetrazolium salt) 2-(4-碘苯基)-3-(4-硝基苯基)-5-苯基氯化四唑(INT)經氧化反應後

轉變成紅色的代謝產物四氮唑(formazan)，在臨床上用以推論組織或細胞的受損

[45]。乳酸去氫酶的量會明顯地由細胞內細胞壞死過程中的細胞溶質(cytosol)釋放

出來，而乳酸去氫酶的活性是由懸浮式細胞培養中測得。 

(5) 經由中性紅(neutral red)染色偵測完整無損的溶酶體 

1984 年起中性紅即被用於作為測量存活率的染劑並且已應用在許多細胞毒性

試驗、細胞增生能力試驗及細胞附著能力試驗[46, 47]。中性紅(3-氨基-7-二甲氨基

-2- methylphenazine 鹽酸鹽)具有較弱的負離子且可進入細胞溶質中，透過非離子性

溶液穿過細胞膜然後累積在活細胞的溶酶體中，而此過程可排除掉死細胞。帶有中

性紅染劑者可透過螢光或是吸光值來檢測。事實上小鼠的纖維組織母細胞 NIH-3T3

已利用中性紅攝入數值(NRU)來確認其細胞毒性試驗測試，並且歐盟也已經將中性

紅試驗加入其組織中的 REACH 法規之化學物細胞毒性評估法中。其它的奈米微

粒也都已經過中性紅試驗的測試，像是奈米二氧化鈦[48]、單壁奈米碳管(SWCNTs) 

[49]、多壁奈米碳管(MWCNTs)[50]、奈米級甲殼素[51]。 
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氧化壓力 Oxidative Stress Assay  

(1) 活性氧化物偵測  

細胞內的壓力反應時常用 H2DCF-DA 作為檢測的方式，是一種廣泛使用於活

性氧化物(ROS)的細胞檢測探針[52-54]。乙酸醛化的非螢光分子可經由細胞培養進

入細胞中，並且可能經去乙醯化作用(deacetylation)被細胞溶質抓住後，透過細胞內

氧化而產生螢光。有許多研究對於確切的 H2DCF-DA 氧化作用相關機制提供多樣

的結論，因而建議 DCF 應該被應用作為一般細胞氧化性壓力的訂量指標[54]。當

細胞培養暴露於有些奈米微粒中時可能會增加 DCF 的螢光表現，例如奈米級的二

氧化鈦、單壁奈米碳管、富勒烯，及奈米級的二氧化矽[55, 56]。去乙醯化作用

(deacetylation)的 H2DCF-DA 並非僅存在於細胞質中作用，其也可能累積在細胞外

的地方，並與在細胞外部具催化性功能的活化物質有交互作用[57]。 

 (2) 脂質過氧化測驗 (lipid peroxidation assay) 

脂質過氧化是由 ROS 的存在引發的細胞膜的氧化降解，並且是最多的通常通

過測定丙二醛（MDA）或其他的存在來測量硫代巴比妥酸反應物質（TBARS）。 

 

細胞凋亡 Apoptosis 

(1) Annexin V/PI 染色以偵測細胞凋亡和細胞壞死的細胞 

Annexin V(VAC alpha)是經常被用於偵測細胞凋亡細胞的染劑[58]，且在鈣離

子相關作用中會強烈地與磷脂酰絲氨酸作結合作用[59, 60]。磷脂酰絲氨酸通常會

由細胞外的原生質膜上被排除，但是內部和外部之間關於細胞凋亡的部分會開始

產生[60]。標的螢光的 Annexin V 染劑可因此被利用於偵測細胞凋亡細胞[61]。在

原生質膜內部中壞死的細胞會由 Annexin V 與 PS 作結合，而細胞錯誤的結合作用

則會造成偽陰性的結果產生。因此細胞必須同時以 PI 染色，這樣將可以排除染色

的細胞壞死細胞[62]。奈米微粒利用 Annexin V 染色與流式細胞儀測定細胞凋亡已

經被報導過，像是奈米級的二氧化鈦[63, 64]、純的和多羥基化的富勒烯[64]及量子

點[65]。 

(2) TdT dUTP Nick End Labeling (TUNEL) and Apoptosis staining Assays  

當進行細胞凋亡後期會發生細胞核內 DNA 斷裂而片斷化的現象。當 DNA 被

內源性核酸內切酶降解，產生帶有 3’末端的切口、或斷裂 DNA 片段，末端脫氧核

苷酸轉移酶(terminal deoxynucleotidyl transferase,TdT)能夠辨認 DNA切口並催化有

螢光色素的特殊核甘酸鏈(dUTP)接到 DNA 片段的 3’末端，也因此可透過顯微鏡即

可觀測並根據螢光強度對凋亡細胞進行定量分析。 

(3) DNA 片段化分析 (DNA laddering)   
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細胞凋亡時，其中一樣的生化特徵是發生染色質濃縮，染色質 DNA 在核小體

單位之間的連接處會在細胞凋亡時斷裂，因而形成 50-300 kbp 長的 DNA 大片段或

180-200 bp 整數倍的寡核苷酸片段，在凝膠電泳上表現為梯形電泳圖譜（DNA 

ladder）。細胞經處理後，用常規方法分離萃取 DNA，進行瓊脂糖凝膠和溴化乙啶

(EtBr)染色，在凋亡細胞群中可觀察到典型的 DNA 片段。 

 

自體吞噬 Autophagy  

(1) 偵測 LC3I / LC3II、p62 蛋白質表達量  

先前已有體外實驗證明在暴露奈米物質時會導致自噬作用活化[66]，在自噬作

用活化的過程中會增加 LC3I ( microtubule-associated protein-1 light)轉變為 LC3II 以

及 p62 蛋白的表現，也因此可以利用西方墨點法或螢光染色來偵測 LC3I/LC3II 和

p62 的蛋白質表達量進而得知自噬作用的活化[66, 67]。 

(2) Lysotracker staining  

Lysotracker 是針對活細胞中的酸性囊泡進行染色的一種螢光染料，lysotracker 

的結構本身是由鹼性基和螢光基團所組成，除此之外 lysotracker 也能夠穿越細胞

膜，因此能夠用於觀察酸性的溶酶體的位置，另外因 lysotracker 是以偵測酸性的所

在位置，也因此使用時應再搭配標記細胞膜位置的染劑同時使用才可正確標的溶

酶體和自噬小體[67]。 

1. 3 國際奈米生物毒性測試指引 

近年來由於奈米科技的快速多元發展，且使用在許多不同產品當中，一般大眾

暴露到人造奈米物質的機會大幅增加之外，也促使國際間相關組織開始重視且近

一步評估奈米物質可能造成的潛在毒性反應。奈米化的物質潛在著龐大的多樣性

且幾乎每一種元素週期表上的元素都能被應用於奈米科技，因此對於每一種新的

奈米材料進行毒性檢驗是一項極大的挑戰。然而科技的創新進步仍舊必須與大眾

的安全健康以及環境的維護同時發展，才能相輔相成、永續經營。 

 

國際標準組織(ISO)之指導規範 

針對奈米物質的管理規劃，國際標準組織(ISO)於 2005 年成立了 TC229 技術

委員會（Technical Committees），主要負責奈米物質標準的制定。TC229 技術委員

會一共有 4 個工作小組，分別為 JWG 1，負責奈米物質的術語及命名(Terminology 

and nomenclature)、JWG 2，負責奈米物質的量測及特性分析(Measurement and 

characterization)、WG3，負責奈米物質的 EHS (Health, Safety and Environmental 

Aspects of Nanotechnologies)以及 WG4，負責奈米物質規範(Material specifications)，
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其中奈米物質毒性篩選的標準方法即為 ISO/TC 229 WG3 的工作重點之一。經過近

10 年的努力，國際標準化組織於 2014 年公告 ISO/TR16197 技術報告，其內容為人

造奈米材料毒性篩選方法之編撰與描述。 

以下之計畫內容為參考 ISO/TR16197 技術報告進行翻譯與整理之撰寫[68]： 

毒性篩選測試的目的在於提供一個對人體健康或環境潛在不良結果與影響的

指標。而篩選測試的原則與項目包含： 

— 不使用(或使用有限數量)感知動物(sentient animals)； 

— 產生可量化的試驗終點(end point)或廣被接受並可靠的「是與否」之篩選結果

(yes/no screen)； 

— 有被多個實驗室證實的重複性； 

— 有可再現性並具有適當的陽性及陰性對照。 

一般而言毒性篩選可作為人造奈米材料毒性評估分層方法的一部分。分層測

試方法是基於一種逐步評估的方式，隨著評估的每一個步驟提供後續步驟可能需

要的或是在安全測試方法中將被使用的數據/資訊。毒性篩選通常是被執行在最早

的分層之一，提供早期的危害基本資料作為產品開發、使用等的決策。奈米材料毒

性篩選方法之建立，首先即須找出適當的體外分析方法納入其中。一般來說，為了

確保分析方法的有效性，測試奈米材料的體外分析方法應包含正、負對照組。理想

上，正負對照組應為與人體危害相關（或者無相關，就負對照組來說）之奈米微粒，

其機制基礎也需以此分析方法評估。 

ISO/TR16197 技術報告所建議的體外試驗方法包括：(1) 細胞毒性篩選方法 

(2) 發炎及免疫反應篩選方法 (3) 壓力反應(包含氧化及蛋白產物)篩選方法，其項

目細分為 a. 奈米微粒的非細胞氧化還原活性 b. 細胞內產生的 ROS (4) 血液中

成分之篩選方法 (包含凝血因子、溶血) (5) 基因毒性篩選方法 (6) 體外屏蔽檢測

以及適合的檢測系統用來評估生物屏障毒性，例如肺部和皮膚  (7) 體學測量 

(Omics measurements) (8) 其他毒性 (包含神經毒性、發育毒性、胚胎毒性及器官

影響)。以下先就細胞毒性篩選以及氧化壓力產生之反應進行技術報告之內容整理。 

針對奈米物質之細胞毒性研究，細胞毒性試驗是最基本且常用的體外試驗方

法，當選擇合適的細胞株進行試驗時，可與體內試驗給予急性高劑量的結果一致。

通常細胞毒性偵測方法是評估暴露 24 小時後之 50%致死濃度 (LC50) 或 50%有效

濃度(EC50)。評估化學物質細胞毒性的方法以現階段而言，依舊適用於分析奈米材

料之細胞毒性。最常用的方法是 MTT 或改良的 MTT(如 MTS 或 WST-1)。Alamar 

blue、乳酸脫氫酶釋放實驗(LDH release)，以及以 trypan blue 染色計數細胞數目的

方法等，也都是常用的方法。在細胞毒性試驗中，偵測樣本所存在的不透明奈米材
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料可能干擾可見光或螢光值，可以透過在測量前仔細取出樣本的上清液並轉移到

另一個圓孔(well)或分析管(cuvette)中來避免這樣的問題。然而，受測試的奈米微粒

在吸附測試試劑而形成的產物之能力，以及/或是干擾螢光值或紫外線-可見光吸附

之能力也必須被探討。若此吸附及干擾的情形被確定，這些分析方法可能無法提供

可信的受試奈米材料毒性結果。因此在實驗中必須包含影響干擾因素的適當控制

組別。 

細胞內氧化壓力的測試與篩選方式，先前的研究已經探討了氧化壓力在環境

奈米材料之毒性及與細胞內氧化壓力反應相關路徑中所扮演的角色[69-71]。細胞

產生之活性氧物種(ROS)為正常細胞活動之副產物，可被細胞的抗氧化防禦系統中

和。若活性氧物種產物超過抗氧化防禦系統的中和能力就會導致氧化壓力生成。根

據以下提出的三個分層模式，氧化壓力期間的細胞性反應包括多種氧化還原易感

的訊息傳遞流[70]。在受到低程度的氧化壓力時，第一層的保護反應會誘導抗氧化

酵素生成，例如穀胱甘肽 S 轉移酶，以恢復氧化還原平衡。若 ROS 產物更多的增

加或是起始的抗氧化反應失效就會導致促發炎(分層 2)與最終導致細胞毒性(分層 

3)影響。奈米材料可能透過數種途徑誘發氧化壓力。例如，由二氧化鈦的光學活化

形成之電洞對，或是半導體奈米材料的導電帶之電子跳躍都可能導致 O2•- 與 OH•

自由基生成[72]。此外，奈米材料分解所釋放的金屬離子以及奈米材料表面存在的

過渡金屬如鐵、鎳、銅、鈷、鉻，都可以經由 Fenton 反應生成 OH•。最後，甚至

一些惰性奈米材料也能藉由干擾粒線體的功能導致 ROS 產物生成[70]。  

 

奈米科技鑑定實驗室(Nanotechnology Characterization Laboratory, NCL) 

除了 ISO 所提出之奈米毒性篩選測試之建議方法之外，設置於美國國家癌症

研究中心之下的奈米科技鑑定實驗室(Nanotechnology Characterization Laboratory, 

NCL)，針對奈米微粒的臨床前毒性與藥理性質分析，已經發展出一系列的標準測

試方法，其中包含物化特性、細胞實驗與動物實驗等實驗步驟於其網頁上

(https://ncl.cancer.gov/resources/assay-cascade-protocols)。NCL 在毒性(Toxicity)的

測試分析方面提供了相當多的測試方法選擇，例如氧化壓力、細胞壞死、細胞凋

亡、細胞自體吞噬等實驗步驟(如下表所示)，其中近年來研究指出奈米物質所造

成的細胞自體吞噬失調(autophagic dysfunction)作用，可以做為一種毒性反應的體

外測試指標。 
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表 1. 2、NCL 所提供之奈米物質毒性測試項目及方法 

 

 

其它相關國際活動與公佈的文件 

另一個標準化奈米毒性測試是由經濟合作暨發展組織(OECD)、美國材料與試

驗協會(ASTM International)及數個國家計量機構(National Metrology Institutes)所主

導[73]。OECD 的人造奈米材料工作小組(WPMN)在 2006 年成立，並且截至 2011

年，已組成九個督導小組(steering groups, SG)。 

表 1. 3、OECD 工作小組之人造奈米材料督導小組 

督導小組 督導小組名稱 

SG1/SG2 人造奈米材料之 OECD 資料庫提供資訊與分析 EHS 研究活動 

SG3 代表性人造奈米材料之安全測試 

SG4 人造奈米材料與測試準則 

SG5 自願計畫與管制計畫之合作 

SG6 風險評估之合作 

SG7 替代方法在奈米毒物學中的角色 

SG8 暴露測量及暴露減緩 

SG9 人造奈米材料之環境永續利用 

WPMN SG4 曾經就 OECD 測試準則對人造奈米材料的適用性進行全面性審
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閱，調查結果認為，原則上現有的 OECD 測試方法能夠檢測奈米材料之影響。此

奈米材料安全測試之樣品製備與劑量以及風險評估的準則於 2012 年公佈[74]。歐

洲食品安全局(EFSA)在 2011 年公佈一份工程奈米材料(ENM)應用於食品及飼料之

風險評估的指導文件。這份指引涵蓋食品及飼料應用的風險評估，包括食品添加物、

酵素、調味料、食品接觸性材料、新穎食品、飼料添加物以及殺蟲劑(可取得自

http://www.efsa.europa.eu/en/ efsajournal/pub/2140.htm)。 

 

經濟合作暨發展組織(OECD)對於奈米毒性評估之生物毒性標準方法 

有鑑於奈米技術為一種刺激經濟、就業率與競爭力成長的高科技產業，歐盟

the European Union’s (EU)在 2012 年的奈米物質第二次監管審查會議中，建議針對

奈米物質的研究與開發方面需提供更多的資源與持續經營的概念。為了確認奈米

物質的風險評估程序，歐盟成立了 NanoSafety Cluster 的合作資助計畫，截至 2012

年底前，一共有 46 個 nanosafety projects 包含在此計畫內，並且已投入 1.3 億歐

元的資金針對奈米物質的物化特性表徵、暴露、危害評估與研究上的挑戰等各個方

面進行研究[75]。 

NanoSafety Cluster Working Group 10 (WG 10)為 NanoSafety Cluster 計畫中的

其中一個研究項目，其內容為關注於目前奈米物質毒性測試與評估的方法和途徑 

[75]。WG 10 的研究報告內容指出，過去十年來奈米物質的毒性研究不斷的進行，

然而，許多研究的實驗流程並未有標準的方法可以加以遵循，導致有時再現性差、

數據結果難以比較等問題，因此不能夠去進行明確的危害及風險評估。此外，相同

研究中無法獲得一致性的物化特性數據，使得難以確定哪些材料特性，是決定毒性

作用的關鍵因子。物化特性數據有時無法獲得一致性的背後原因可能為奈米物質

很難測定其當下連續發生的反應[76, 77]。然而，已經證明許多因素，例如離子強

度、pH 值和其它介質特有的特性會影響奈米物質的初始狀態，一旦進入介質中(例

如:與奈米物質凝聚作用有關、聚合反應以及表面修飾作用)將會影響生物利用性及

毒性[78]。目前毒理學方法來評估奈米物質的危害主要是基於從基礎毒理學採用的

方法或是替代方法，然而這些方法並不能涵蓋整個奈米物質的獨特之處，例如 1) 

在不同的生物性介質中會產生不同形式的奈米；2)攝入/吸附，分布，蛋白質聚體的

形成(corona formation)/去除，(ADCE，用以表示 ADME，吸收，分布，代謝，排出，

因為對於大多數奈米物質的代謝，corona formation 反而取代了 metabolism 的作用)；

3) 對器官功能和細胞質層級的影響。 

鑑於各種奈米材料和奈米系統的複雜應用與多樣性(例如，在不同介質條件中

分散的穩定性)，必需透過大量的特性配對測試，才能被視為評估單一種材料類型
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的整體風險，因此目前針對奈米物質的危害/風險評估中，藉由逐案(case-by-case)的

方式進行分析已廣泛被科學家和監管機構接，但是考量到大量的新興奈米形式的

材料，這樣的方式將是一個耗費時間和資源的任務，且與 3R(減量(reduce)、精緻化

(refinement)、替代(replace))的原則[79]以及歐盟 2010/63/EU 實施動物試驗用於科

學目的的動物保護指令[80]互相衝突。為了發展並實現對於奈米物質的危害/風險

評估，NanoSafety Cluster 提出於 2020 年完成奈米物質的潛在風險調查與推動指導

守則發展之展望，透過蒐集暴露程度、狀況和暴露途徑的資料、材料特性以及在電

腦模擬中危害反應和生物動力學的數據等，除了提倡動物僅用於關鍵和重點研究，

降低動物的使用數量及造成動物的苦難之外，進一步開發毒理或生態毒理之測試

與評估綜合方法(Integrated Approaches to Testing and Assessment, IATA) [75]。 

IATA 是一種描述化學物質危害訊息的方式，基於科學的方法整合現有的訊息，

並經過綜合分析以及使用測試策略產生新的資訊，提供物質的風險評估參考依據。

奈米物質的危害/風險評估也將勢必採取此種方式來提供日後相關管理規範與法規

的制定，而其首要目標即為透過建立標準的毒性測試方法來取得再現性佳且試驗

結果具比較性的數據資料。 

 

體內試驗毒性篩選相關方法 

ISO/TR16197 技術報告針對體內測試之建議指出，新的體內試驗系統例如斑馬

魚胚胎，能夠被簡單又快速地應用在細胞及分子的層次上。斑馬魚胚胎模式透過結

合一系列的形態的(morphological)、發育的(developmental)及行為的(behavioural)分

析，提供完整的系統影響(integrated system effects)測試，此模式不僅屬於全動物篩

選方法(Whole animal screening approaches)模式系統，還能快速提升我們對於暴露

奈米材料所產生的生物體影響結果之認知。 

針對斑馬魚的體內測試系統而言，OECD 過去針對化學物質的魚類毒性測試

方法已有相關的測試指引公告提供參考，因此今年度之計畫將先就 OECD TG236 

Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test 魚類胚胎急毒性測試進行水體樣品之奈米物

質斑馬魚體內毒性測試系統之建立。 

 

1. 4 斑馬魚在水體環境檢測的應用與優勢 

斑馬魚簡介 

斑馬魚(Danio rerio)為輻鰭魚綱鯉形目鯉科，主要分布於東南亞的溪流，外觀體色

為銀色或金色，從頭部延伸至尾鰭後端覆蓋著藍色的橫紋，大部分雄魚體型較雌魚

小且細長如圖 1.4 所示[81]。 

https://zh.wikipedia.org/wiki/%E8%BC%BB%E9%B0%AD%E9%AD%9A%E7%B6%B1
https://zh.wikipedia.org/wiki/%E8%BC%BB%E9%B0%AD%E9%AD%9A%E7%B6%B1
https://zh.wikipedia.org/wiki/%E9%AF%89%E7%A7%91
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圖 1. 4、斑馬魚成魚-雄魚(上)雌魚(下) 

 

近年來斑馬魚被認為是一個良好的動物模式生物系統用於測試生物毒性，斑

馬魚本身擁有許多難以取代的優勢，包含繁殖力強、胚胎透明性、發育速度快及明

顯外觀、低成本、基因改變方便性、繁殖時間短等優點[82-84]，這些優點使斑馬魚

動物模式具有很大的應用性，斑馬魚能一步確認體外毒性實驗結果及提供體內動

物實驗前的優先試驗[85]（圖 1.5）。事實上，斑馬魚早已被認為是一個適用於篩選

環境毒物、人造化學品和藥物的動物模式[86, 87]，斑馬魚也被認為是評估環境毒

性的“黃金標準”[88]。除此之外，斑馬魚的基因是具有高度保留性的，斑馬魚許多

的基本細胞及分子機制途徑，如：毒物或壓力反應都具有高度遺傳保留性[89, 90]，

甚至因斑馬魚擁有與人類相同高保留性的疾病基因，因此斑馬魚也成功發展出疾

病模式[91, 92]。 
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圖 1. 5、斑馬魚是一個適用於篩選環境毒物、人造化學品和藥物的動物模式。斑馬

魚可應用於在高通量的技術中，因而可望取代實驗老鼠的使用，並與體外細胞測定

相比，斑馬魚更能提供更高層次的生物相關性和複雜性，同時保持高通量及提供更

多數據生成能力。 

 

斑馬魚於環境物質監測應用 

世界各地環境污染中，特別是水污染不僅影響整個水體環境與水生生物的存

活及繁殖，並通過生物群集間接影響人體健康，因此水汙染在環境中仍是其中一個

重要的環保議題。 

由於野生種斑馬魚對於不同汙染物有著高度敏感性，能夠透過斑馬魚的外觀

變化、行為模式觀察、基因表達…等生物指標來探討汙染物對於生物的影響，也因

此斑馬魚是一個理想監測環境的模式系統。最早國際標準組織 (ISO) 在 1984 年首

次公告斑馬魚可做為動物毒性試驗的模式系統[93]，而近幾年許多國家也開始根據

ISO 7346-1996 的斑馬魚測驗準則公布自己國家的毒性測試準則如: 英國標準 BS / 

EN / ISO 7346-3-1998，德國標準 DIN / EN / ISO 7346-3-1998，以及中國標準 GB / 

T13267-91 等測驗內容。日前在許多斑馬魚環境物質測定中包含如：重金屬、內分

泌干擾物及有機汙染物等物質如(表 1.4)所示[94]。 
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表 1. 4、斑馬魚測定環境物質之現況[94] 

 

 

雖然野生種斑馬魚被廣泛使用於監測環境污染物的毒性，但斑馬魚仍具有許

多可改良之處，如檢測靈敏度和繁瑣的統計實驗等，因此近年來轉殖基因技術成功

地應用於斑馬魚模式中並改善這些缺陷，使得斑馬魚已逐漸成為許多研究領域中

的最佳工具。轉殖基因斑馬魚也被發展成更加先進的系統來監測環境污染物[95]。

隨著轉殖基因斑馬魚螢光蛋白表現的成功發展，這使得斑馬魚能更加簡單及方便

監測環境。螢光蛋白可標的表達基因並可以在異源細胞中表達，除此之外螢光蛋白

本身容易檢測且不會對魚體產生任何毒性。因此螢光蛋白已被廣泛用於斑馬魚轉

殖基因動物的研究中。 

 當暴露於環境污染物時，反應機制可以驅使特定基因的表現，如圖 1.6 所示

[96, 97]，目前研究人員已經開發多種不同的反應機制來檢測不同特定環境污染物。

利用顯微注射來重組建構質體後，就可以通過篩選斑馬魚品系來獲得穩定遺傳的

螢光蛋白表達基因。 
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圖 1. 6、轉殖基因斑馬魚監測環境污染方法簡圖。(1)於質體中插入特定基因和螢光

蛋白質基因 (2)將建構完成的質體注入在斑馬魚胚胎中 (3)篩選帶有轉殖基因的斑

馬魚後代，穩定的轉殖基因斑馬魚可暴露於不同的環境污染物並用於觀察螢光監

測水生危害物質。RFP：紅色螢光蛋白；GFP：綠色螢光蛋白；YFP 黃色螢光蛋白；

CFP 青色螢光蛋白[94]。 

 

斑馬魚做為奈米物質毒性測試物種 

斑馬魚模式的優勢已從奈米 EHS (the environmental health and safety) 研究的

角度嶄露頭角，包含近期研究指出斑馬魚胚胎暴露奈米銀後會干擾氧氣在體內擴

散，因而導致缺氧及內質網壓力增加，最後導致心血管疾病[98]。除此之外斑馬魚

魚體暴露奈米碳管會影響其神經系統的發展[99]。斑馬魚適用於評估奈米物質毒性

的動物模式其概括四個優點，包含：具生物複雜性、高繁殖力、不同階段暴露及分

子和遺傳分析。 

(1) 生物複雜性：斑馬魚可提供單細胞無法提供的動態作用，交互作用和多重器官
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要素。許多研究顯示，很多生物性作用在細胞模式中並沒有再現性，除此之外細胞

的三維環境狀況下可能影響生物性作用的功能和命運。另外，在真實生物體中新陳

代謝所產生的化學物質可能完全不同。因此若需要快速並且早期評估奈米微粒對

真實生物體之生物活性的潛在影響，斑馬魚模式生物系統是具有高度可行性的。 

(2) 高繁殖力：每年產生的奈米物質和奈米相關產物的數量及種類不斷增加，也因

此建立毒性篩選高通量平台是非常需要的，因成年斑馬魚每次交配後所產生大量

的胚胎使得能同時供給大量重複性試驗，這可以提供與體外細胞實驗相當的統計

學效力，對於奈米毒性測驗而言，此樣的優勢特別具有吸引力，也因此斑馬魚的高

繁殖力使其成為篩選大量奈米材料之理想選擇。 

(3) 不同階段暴露：斑馬魚不同的發展階段能設計適合的篩選方法和執行特定暴露

場景或奈米物質的毒性機制(圖 1.7)，例如：胚胎毒性能評估且快速提供奈米物質

引發型態異常、低孵化率和在受精後約 3-5 天存活率的早期警告。晚期階段的斑馬

魚皮膚、胃腸道和鰓暴露奈米物質，其可能導致亞急性毒性終點，包括皮膚損傷、

GI 間歇性受損、內分泌干擾、鰓受損等等損傷，除了短期急性毒性測驗，斑馬魚

亦適合做為長期暴露實驗，促進奈米材料慢性毒性的研究。 

(4) 分子和遺傳分析：斑馬魚非常適合分子和遺傳分析，並可深入調查奈米材料發

揮的具體毒性機轉[100]，例如：斑馬魚胚胎的透明度可以透過 RNA 原位雜交(in 

situ hybridization)檢視整個胚胎中的特定基因表達位置及基因表達量差異。另外斑

馬魚微陣列 (micro array) 也已被開發以促進快速和同時評估數千個基因表現差異

[101]，此外，斑馬魚也已建立許多基因轉殖斑馬魚品系，到目前為止，數以百計的

轉殖基因斑馬魚品系已作為標記特定類型的細胞、組織、器官或信號分子，並成功

地用於遺傳和分子分析，這可用於監控特定細胞/組織/器官中特定基因表達的表現，

因此可用於直接觀察和即時監測暴露於奈米物質活體動物的生理變化。 

不可否認的是任何模式皆具有其限制性，斑馬魚亦有其局限性，與囓齒類動物相

較而言，斑馬魚做是一個相對較新發展出的動物模式，對於斑馬魚的相關知識較少，

因此關於大多數化學物質之代謝和藥物動力學的可用數據是較有限的。除此之外，

對於小型生物而言，測量生理狀態和解剖學是具有相當大的挑戰性的，最後，斑馬

魚雖同為脊椎動物，但並非哺乳動物，也因此當從斑馬魚研究外推至人類時須較為

小心處理數據。 
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圖 1. 7、斑馬魚不同的發育階段提供各種毒理反應多種篩選方案，包括孵化成功率、

存活率、發育毒性、皮膚受損、運動受損、鰓受損、神經毒性、生殖毒性等[85]。 

 

斑馬魚胚胎發育毒性測試模式重要性 

    隨著斑馬魚模式快速發展，FET-test 內容也主要以斑馬魚作為此指引的測試物

種，目前 FET-test 已應用在諸多具有多樣化、溶解度、揮發性、疏水性等特性的化

學物質作為毒性測試的材料，透過受精斑馬魚胚胎暴露測試化學物質 96 小時的方

式，每 24 小時觀察胚胎發育狀況，並觀察是否有受精卵凝結、缺乏體節形成、缺

乏尾部從卵黃囊分離及缺乏心跳四種死亡測試指標作為測試終點存活率之依據，

並透過存活率的數據來計算半致死濃度數值 ( LC50 )[102]。 

   此外美國環境保護署( Environmental Protection Agency, EPA ) 也有制定魚類急

毒性測試 ( Fish Acute Toxicity Test, OPPTS 850.1075 )，以從胚胎受精後到 96 小時

之化學物質暴露影響評估作為測試原理，最終期望能建立半致死濃度數值 ( LC50 )

及無可觀察毒性效應濃度( No Observable Effect Concentration, NOEC )，通常 LC50

表示胚胎培養液中的暴露濃度，而非胚胎體內的濃度，另外 EPA 測試指引使用孵
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化及存活兩項指標[103]。 

以 OECD、EPA 及諸多單位已將斑馬魚胚胎發育毒性模式中存活率列為測試

指引外，在許多研究中外觀變異等指標也被列為胚胎發育毒性之一，包含體型改變、

眼睛大小、頭部大小及成形、身體曲度、尾部形成、色素形成、魚鰾膨脹、水腫、

心包及卵黃水腫等[103]。 

目前已經有許多成功案例使用斑馬魚胚胎做為化學物質篩檢，之後可應用在

環境水體之中，此外在經過必要的驗證之後，這些資料皆有助於促使斑馬魚做為高

通量毒性篩檢的動物，並有助於降低毒性試驗成本及動物犧牲數量。在毒性試驗中，

使用斑馬魚模式的優點為暴露途徑可以透過簡單的擴散作用，或者親水性或大分

子物質可以透過顯微注射方式，將毒物注射進卵黃  (yolk sac )、靜脈竇 ( sinus 

venosus ) 或循環系統[104]。 

 

1.5 國內細胞培養與斑馬魚胚胎模式文獻整理 

    對於細胞毒性模式之建立，過去許多單位包含行政院環保署、行政院衛生署已

利用相關細胞毒性模式來檢測不同領域物質之毒性影響其中包含許多在新興物質

奈米微粒中利用許多細胞毒性模式包含 Colony forming assay、Trypan blue exclusion 

assay、MTT/MTS、細胞凋亡或氧化壓力測試證實奈米金溶液可增加細胞凋亡或細

胞週期停滯，進而抑制細胞的生長，另外在此計畫中以 DNA microarray 分析找出

幾個重要的生物分子標誌，這些特定蛋白分子明顯與基因損壞及細胞週期調控機

制有重要的關係，並以全面系統性的細胞毒性檢測，證實奈米金溶液以不同的機制

抑制細胞的生長。 

 

最後歸納此計畫： 

（1）對於多種哺乳類細胞株之生長特性，成功建立以細胞連續及即時生長分析儀

分析奈米物質標毒性分析平台。 

（2）確定奈米金溶在本系統的評估之下是具有細胞毒性，且不同粒徑的奈米金對

不同的細胞株有不同程度的生長抑制作用。 

（3）一般細胞毒性分析系統較不易區分出不同細胞株對奈米金生長抑制作用之不

同。 

（4）細胞連續及即時生長分析儀可適用於大多數的細胞株，包括無法利用其它細

胞毒性方法測試的 MRC-5 細胞以及無法應用於  colony-forming 及 flow 

cytometry 的 PK-15 細胞。 

（5）細胞連續及即時生長分析儀可在整個測試過程中，全面觀察細胞生長的動態
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變化，而非單一時間點的細胞毒性方法 

（6）此方法並無一般傳統方法需要染劑的使用，因此並無染劑與奈米物質干擾的

現象。 

（7）細胞電阻的測量為電腦自動化，減少以其他測試法所容易產生的人為操作誤

差。研究中使用的奈米金為市售之純奈米金，實驗使用濃度為因應實驗需求

直接強迫細胞暴露，與一般人體可能的暴露情況完全不同，目前無法以現有

的研究結果反推人體暴露劑量與可能產生之立即毒性，因此本計畫的目的旨

在建立細胞毒性評估工具與平台，而非依據有限之研究成果推論人體可能之

暴露劑量 與毒性反應(EPA-101-1605-02-01 )。 

 

    另外在其他領域方面包含食品方面利用細胞株 A-549 中之細胞毒性、基因毒

性、抗氧化酵素影響及 8-OHdG 之影響探討市售大豆油、葵花油及豬脂油對於細胞

毒性之影響，因此透過市售油品之影響對於環境之毒性探討(DOH91-TD-1088 )。在

不同領域之細胞毒性模式建立之探討因此對於目前細胞毒性模式建立已有想當的

成熟技術，已可從下列幾種計畫如下： 

1.奈米微粒對細胞毒性及生物標記之篩選技術建立- EPA-101-1605-02-01   

2.黃酮類衍生物的合成及生物活性評估- NSC95-2320-B127-004  

3.高科技製程廢水之生態、遺傳及細胞毒性資料庫之建立，及新型快速毒性分析儀

之研發- NSC101-2221-E009-067-MY3 

4.體外細胞毒性試驗方法之建立- DOH92-FD-2032  

5.食用油脂加熱油煙對細胞之基因毒性與可能機制之研究- DOH91-TD-1088  

 

    對於斑馬魚胚胎毒性模式的建立，過去政府相關單位如：行政院環保署或行政

院農委會，已依照經濟合作發展組織之試驗規範建立之相關技術，包含利用斑馬魚

胚胎模式暴露時間從 24 小時到 96 小時存活率來檢測新竹科學園區中高科技產業

之廢水之重金屬成分包含硫酸銅、硫酸鋅、硫酸鎘、硫酸鎵、硫酸銦、硝酸銅、 硝

酸鎘、硝酸鉛、三氧化鉬等金屬鹽類代表放流水主要毒物並建立放流汙水之毒性檢

測知資訊(EPA-102-E3S5-02-01)、以及利用斑馬魚胚胎暴露模式 96 小時存活率來

檢測多種農藥包含勃激素、亞滅培、嘉磷塞、菲克利和亞特松等多種原體農藥，並

依照毒性大小來作為毒性分級之資訊(99 農科-9.2.3-藥-P3(7))，因此目前對於斑馬

魚胚胎毒性試驗已經運用在許多領域中，而目前已建立模式之計畫如下列所示： 

1.高科技製程廢水之生態、遺傳及細胞毒性資料庫之建立，及新型快速毒性分析儀

之研發-NSC101-2221-E009-067-MY3  
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2.高科技產業放流水中生物毒性成因之探討(1/4)- EPA-102-E3S5-02-01    

3.農藥之水生毒性與健康風險評估- 99 農科-9.2.3-藥-P3(7)。 

 

1. 6 水體採樣及毒性測試方法  

水體採樣 

水體採樣之重要性: 

    環境污染一直是全世界重要且重視的議題之一，直至今日全世界所面臨的環

境水汙染仍舊非常嚴重，也因此為探討環境水體汙染的問題及監測各地的水質品

質是十分重要的，而在監測水質狀況的首要且關鍵的步驟的便是進行水體採樣，水

體採樣的過程是利用採樣器採集環境中需要的水體樣本，通過化學及物理分析得

到水體的基本資訊，最後再使用採集的水體進行後續實驗，如：水質檢測和毒性測

驗…等，事實上水體採集是扮演著影響最終結果的關鍵性的角色，也因此在水體採

樣中應遵循採樣原則才可得到值得信賴且準確的結果，反之，若無遵循正確之水樣

採集方法或因不當保存等因素都可能影響最終結果，因此正確的水體採樣態度非

常重要。 

 

水體採集方法通則 

    水體採樣中遵循採樣原則才可得到值得信賴且準確的結果，也因此採樣方法

是必須遵守其準則並嚴謹執行，目前行政院環保署公告許多採樣方法如表 1.5 所

示。   

 

表 1. 5、各類水樣之行政院環保署公告採樣方法 

 公告編號 

(NIEA) 

方法名稱 

1 W101.54A 飲用水水質採樣方法－自來水系統 

2 W102.51C 水質檢測方法總則 

3 W103.54B 監測井地下水採樣方法 

4 W104.51C 河川、湖泊及水庫水質採樣通則 

5 W105.50B 深層大口徑監測井地下水微洗井採樣方法 

6 W106.50C 土壤及地下水直接貫入採樣及篩選測試方法 

7 W107.50C 水域油污採樣方法 

8 W108.50C 監測井地下水揮發性有機物被動式擴散採樣袋採樣方法 

9 W109.51B 事業放流水採樣方法 
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10 PA102 採樣作業規定 (環境樣品採集及保存作業指引) 

 

    於此計畫中環境水體採樣方法我們將參考水體採樣適用通則為河川、湖泊及

水庫水質採樣通則(NIEA W104.51C)、事業放流水採樣方法(NIEA W109.51B)及採

樣作業規定 (環境樣品採集及保存作業指引)( NIEA PA102)三種採樣方法並遵循其

通則，以下摘錄這三種採集方式並進行探討[105-107]。 

 

(1) 河川、湖泊及水庫水質採樣通則(W104.51C) ： 

    主要依據河川、湖泊及水庫的特性選擇適當的採樣器及樣品瓶，並採取具代表

性之水樣，此通則公告可以分為幾點項目如表1.6所示。 

  

表1. 6、河川、湖泊及水庫水質採樣通則相關內容 

項目 內容 

1.干擾 1. 若所採水樣要分析揮發性有機物含量時，不可使用混樣方

法，以避免待測物逸散而低估其含量 

2. 採樣器材應避免交互污染。 

3. 避免底泥干擾 

2.設備與材料 1.定位設備 2.安全設備 3.採水器 4.過濾裝置 5.水質檢測裝置 

6.樣品容器 

3.試劑 1.試劑水 2.保存試劑(參照環保署公告「水質檢測方法總則－

保存篇（NIEA W102.50A）」) 

4.採樣與保存 1. 河川、湖泊及水庫採樣基本原則 2. 採樣點的選擇應考慮因

素  

3. 採樣方式與保存 

5.步驟 記錄採樣環境狀況→採水器採樣→水質量測→樣品保存 

6.結果處理 使用防水紙張及筆墨進行採樣記錄 
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7.品質管制 1.設備空白（Equipment blank）2.現場空白（Field blank） 

3.運送空白（Trip blank） 

 

(2) 事業放流水採樣方法(NIEA W109.51B)： 

    以下為適用於事業、污水下水道系統及建築物污水處理設施放流水之採樣通

則，其方法、內容及注意事項摘錄於表1.7。 

 

表1. 7、事業放流水採樣方法相關內容 

項目 內容 

1.干擾 1.採樣器材應避免交互污染。 

2.部分待測物可能會被容器壁所吸附，容器壁也可能溶出待測

物至水樣中。 

3.塑膠樣品瓶可能會造成鄰苯二甲酸酯之污染。 

4.重金屬項目若使用含重金屬襯裏之蓋子，可能因溶出而造成

污染樣品。 

5.微生物的活動會影響硝酸鹽、亞硝酸鹽、氨之間的平衡，減

低酚類的含量及生化需氧量，使硫酸鹽還原為硫化物，餘氯還

原成氯鹽；硫化物、亞硫酸鹽、亞鐵離子、碘離子及氰化物等

亦可能經由氧化而減低其含量。 

2.設備與材料 1.定位設備 2.安全設備 3.採水器 4.過濾裝置 5.水質檢測裝置 

6.樣品容器及冷藏設備 

3.試劑 1.試劑水  

2.保存試劑(參照環保署公告「水質檢測方法總則－保存篇

（NIEA W102.50A）」)  

3. pH計標準緩衝溶液：參照「水之氫離子濃度指數（pH 值）

測定方法－電極法（NIEA W424）」之規定。 



第一章 

29 

 

4.導電度計標準溶液：參照「水中導電度測定方法 － 導電度

計法（NIEA W203）」之規定。 

4.採樣與保存 1.規劃適當之採樣方式  

2.採樣方式：一般可採抓樣（Grab samples）或混樣（Composite 

samples）方式  

3.採樣容器清洗 

4.手動採水設備採樣 

5.自動採水設備採樣 

6.採樣方法與保存規定 

5.步驟 略 

6.結果處理 略 

7.品質管制 1.樣品標籤 

2.空白樣品(1)設備空白（Equipment blank）(2)現場空白（Field 

blank）(3)運送空白（Trip blank） 

 

(3) 採樣作業規定 (環境樣品採集及保存作業指引)( NIEA PA102) ： 

    除了環境水體採樣方法通則應須留意以外，後續水體採樣保存作業規定也需

嚴謹遵守，若保存不得當將影響後續結果，也因此採集後保存作業也應有遵循規範，

水體保存目的在於延長環境水體檢驗時之效性，此通則適用於環境檢驗室執行空

氣、水質水量、飲用水、地下水、土壤、廢棄物、毒性化學物質及環境用藥等各檢

測類別之樣品採集及保存作業，如表 1.8 所示；此外各類採樣樣品會依據樣品特性

及分析項目等因素各有不同保存方式，水體樣品保存規定如表 1.9 所示。 

 

表1. 8、環境樣品採集及保存作業指引相關內容 

項目 內容 

1. 樣品採集

與保存 

樣品之採集及保存時， 應依據行政院環保署公告之相關採樣

或檢測方法及本指引之規定為之。 
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2. 作業規定 1. 各檢驗室均應依照各檢測類別採樣或檢測方法及本指引之

規定， 確實執行樣品之採集及保存作業，各類樣品保存規定詳

見附表。 

2. 採樣時，若無法立即於現場進行檢測，應依照樣品保存規定，

確實執行樣品之保存步驟後，再行運送；運送時，樣品之保存

條件應符合規定，其中樣品保存溫度若低於樣品保存規定時，

應注意樣品之完整性。 

3. 樣品之保存期限，應自完成各樣品之採樣動作後起算。 

4. 檢驗室對樣品之採集及保存等作業，必須要有適當之樣品監

控程 序，並保留相關紀錄，以利後續之樣品追蹤與管理。 

 

 

表 1. 9、水質（包括水質水量、飲用水及地下水）樣品保存規定(節錄)[107] 

檢測項目 水樣需

要 量 

（mL） 

容 器 保存方法  註 

2 

最長保存期限 

色度 500 玻璃或塑膠

瓶 

暗處，4℃冷

藏 

48 小時 

導電度 500 - 若採樣後無

法在 24 小時

內  測 定 完

成，應立即以 

0.45 μm 之濾

膜過濾後，

4℃ 冷藏  並

避免與空氣

接觸 

 

硬度 500 玻璃或塑膠

瓶 

加硝酸使水

樣之 pH < 2 

7 天 

臭度 1,000 玻璃瓶 4℃冷藏 6 小時 

pH 值 300 - - 立刻分析（現場測定） 
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溫度 1,000 - - 立刻分析（現場測定） 

濁度 100 - 暗處，4℃冷

藏 

48 小時 

懸浮固體 500 抗酸性之玻

璃或塑膠瓶 

暗處，4℃冷

藏 

7 天 

總溶解固

體 

500 抗酸性之玻

璃或塑膠瓶 

暗處，4℃冷

藏 

7 天 

一般金屬 200 以  1+1 硝

酸洗淨之塑

膠 瓶 

加硝酸使水

樣之  pH < 2

（若  測定溶

解性金屬，須

於採樣  後立

刻以 0.45 μm 

之薄膜濾  紙

過濾，並加硝

酸使濾液之 

pH < 2）。加酸

後之水樣應 

貯 藏 於 

4±2℃下。 

180 天 

鹼度 200 PE 或 硼 矽

玻璃 

4℃冷藏 若有生物性 作用影響的疑

慮時，應在 6 小時內分析。

儘可能在一日內完成，絕不

可超過 48 小時 

氯 鹽 

W406.51A 

50 使用清潔並

經試劑 水清

洗過之塑膠

瓶或玻璃瓶。

在取樣前，採

樣瓶可用擬

採集之水樣

洗滌二至三

次 

- 28 天 
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真色色度 100 使用清潔並

經試劑水清

洗過之塑膠

瓶或玻璃瓶，

在取樣前採

樣瓶要用擬

採集之水樣

洗滌二至三

次 

暗處，4℃冷

藏 

儘可能在最  短時間內分 

析；若無法即時分析，水樣

應貯存於 4℃ 暗處運送及

保存，並於 48 小時內完成

分析。 

餘氯 500 玻璃或塑膠

瓶 

- 立刻分析 （現場測定） 

總凱氏氮 

W420.51B 

W451.50B 

500 玻璃或塑膠

瓶 

加濃硫酸將

樣品酸化至 

pH 值為  1.5 

~ 2.0 ，並儲 

存於 4℃。水

樣中含有餘 

氯，則應於採

樣現場加  入

去氯試劑 

14 天 

硝酸鹽 100 玻璃或塑膠

瓶 

暗處，4℃冷

藏 

48 小時（已氯 化水樣則為 

28 天） 

亞硝酸鹽 100 玻璃或塑膠

瓶 

暗處，4℃冷

藏（樣品不 

可加酸保存） 

48 小時 

溶 氧  －

碘定量法 

300 BOD 瓶 採樣後立刻

加入  0.7 mL 

濃 硫 酸及 1 

mL 疊氮化鈉 

溶液，在 10 ~ 

20℃時以  水

封保存 

8 小時 

總 磷 100 以  1+1 熱 加硫酸使水 7 天（若為檢 測正磷酸鹽， 
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W427.52B 

W444.50C 

鹽酸洗淨 之

玻璃瓶 

樣  pH < 2， 

暗處，4℃冷

藏 

則無須添加硫酸，且須於 

48 小時內進行檢測） 

生化需氧

量 

1,000 玻璃或塑膠

瓶 

暗處，4℃冷

藏 

48 小時 

化學需氧

量 

100 玻璃或塑膠

瓶 

加硫酸使水

樣 pH < 2，暗

處，4℃冷藏 

7 天 

1、表中所列水樣需要量僅足夠使用一種檢測方法分析一次樣品之用，若欲配合

執行品管要 求時，則  應依需要酌增樣品量。  

  2、表中冷藏溫度 4℃ 係指 4±2℃ 之變動範圍。  

  3、表中未列之檢測項目，建議以玻璃或塑膠瓶盛裝，於 4±2℃ 冷藏，並儘速分

析。 

 

水質檢測 

    水體特性會隨著環境改變而不同，因此在水樣採集之後需進行水質檢測確認

水體水質狀況，並能依照水體水質的不同來進行不同實驗的設計，在後續實驗分析

才能有較精確且具意義之結果。 

 

 

水質檢測方法總則   

    環境水體水質檢測有許多種，檢測方法也會根據水體不同而有不同檢測參數

設定，目前行政院環保署已設立並公告水質檢測方法總則(NIEA W102.51C)，內容

含括水質檢測之干擾、設備材料、試劑、樣品保存、樣品處理、方法選用、結果處

理以及品質管制等之綜合指引，做為執行特定水質樣品之指定項目檢測時之參考，

此總則也適用於飲用水、飲用水水源、地面水體、海域水體、地下水、放流水及廢

（污）水等水質樣品之法規管制檢測時之一般規定，總則內容摘錄於表 1.10。 

表 1. 10、水質檢測方法總則[108] 

項目 內容 

1.干擾 1. 環境水體中採集的樣品除了待測物之外，尚存在其他複雜的

組成成分，可能影響檢測的結果： 
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(1) 樣品濁度（水中微生物及其他膠質或所含懸浮固體物含量） 

(2) 檢驗室中的塑膠製品易產生鄰苯二甲酸酯（Phthalate 

esters）污染，進行微量有機物檢測時，必須儘量避免使用。 

2. 為了符合分析方法的需求（或限制）、或降低樣品中可能存

在的干擾物對待測物分析的影響，樣品分析前可以進行適當的

前處理程序。 

3. 樣品容器必須經適當的清洗程序，以降低因容器所造成的污

染。有關檢驗室使用容器清洗程序可參考行政院環境保護署公

告之「環境檢驗室器皿清洗及校正指引（NIEA PA106）」 

4. 其他包括溶劑、試劑及其他樣品處理過程中使用的器皿，皆

可能對樣品分析造成誤差及 / 或干擾，可以在設定的分析條

件下，進行方法空白分析，瞭解其干擾的程度。 

5. 器皿之使用必須考慮器皿材質、等級、乾淨與否及是否影響

分析項目的準確性。 

2.設備與材料 1. 檢驗室透過定期對儀器進行校正維護，並對儀器性能進行驗

證，確保儀器設備能維持在最佳狀態。同時，藉由各種校正程

序之驗證結果，可以診斷儀器設備可能的缺陷或異常，並及時

進行修復或矯正措施，避免可能的儀器故障或分析誤差（甚至

錯誤）的發生。 

2. 依據儀器設備原理構造、零配件的壽命及使用頻率的不同，

檢驗室應製作儀器設備校正維護計畫，並依據訂定的計畫進行

定期的校正維護工作。校正的結果應予適當評估，所有的校正

維護均應保存適當的紀錄。儀器設備的校正維護工作可以分為

性能規格檢查、校正及維護等。 

3.試劑 1. 試藥使用應以符合分析所需的等級為前提  

2. 為保障檢驗的正常進行，新購試藥時應確認廠商提供之試藥

品質是否確實符合需求，並確認所需藥品之名稱、成分、等級

及包裝容量。 

3. 購入之試藥應核對並確認保存年限，同時於試藥瓶身標示相
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關資訊，應儘可能不要遮蓋原廠商標籤為宜。 

4. 取用試藥應注意試藥標籤上的危險標示 

5. 取試藥過程中，避免將匙、刮勺或其它物品放入裝化學試藥

的容器中。 

6. 試劑水的品質 

7. 標準品（Standards and reference materials） 

4.採樣與保存 1.規劃適當之採樣方式  

2.採樣計畫的目的就是要確保在樣品進行分析之前，保持樣品

不會變質或遭受污染，並符合檢測方法相關規定。  

3.採樣前，應先確認採樣工具及樣品容器沒有受到污染。 

4.混合樣品並不適合用於樣品中某些不穩定之檢測項目 

5.因為所採的樣品本身可能具有毒性，所以必須採取適當的採

樣步驟以策安全。 

5.步驟 1. 樣品前處理 2. 檢驗方法選擇 

6.結果處理 1. 環境法規中所使用的單位是公制單位 

2. 分析數據的結果通常以有效位數來表示 

7.品質管制 1.方法空白（Method blank） 2. 查核樣品（QC Check sample）

3. 添加分析（Spike analysis）4. 重複分析（Duplicate analysis） 

5. 內標準品（Internal standard）6. 擬似標準品（Surrogate）7. 

檢量線製備及儀器校正（Calibration curve preparation and 

instrument calibration）8. 管制圖表（Control charts） 

 

水質檢測方法 

    雖然在水質檢測方法總則中提及部分檢測的作業事項，然而仍需要更了解各

類水質檢測方法，而行政院環保署也公告幾項水質檢測方法如表 1.11 所示: 

 

表 1. 11、水質檢測方法 
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項目 公告編號 

(NIEA) 

方法名稱 

pH 值 W424.52A 水之氫離子濃度指數(PH 值)測定方法-電極法 

真色色度 W223.52B 水中真色色度檢測方法－分光光度計法 

導電度 W203.51B 水中導電度測定方法－導電度計法  

濁度 W219.52C 水中濁度檢測方法－濁度計法  

水溫 W217.52A 水溫檢測方法  

溶氧 W422.52B 水中溶氧檢測方法－碘定量法 

   

    透過不同水質檢測方法能檢測並了解所採集之水體水質狀況，另外我們截取

其中幾項水質檢測方法測定原理依序簡介[109]： 

(1) pH 值: 水中氫離子濃度可以用 pH 值表示，pH 為氫離子活性倒數之對數， pH 

等於 7 時，氫離子和氫氧離子濃皆為 10-7 M。pH 小於 7 時，氫離子濃度大於氫氧

離子濃度，並且呈現酸性。pH 大於 7 時，氫離子濃度小於氫氧離子濃度，並且呈

現鹼性。 

  

(2) 真色色度：色度即為水中顏色，當水樣中含有懸浮固體物時，一般水之色度除

了來自水溶液中的物質，也會受懸浮固體物的影響。因此可將色度分為外觀色 

(apparent color) 與真色 (true color)。外觀色則為水樣直接測得之色度，也稱為視色；

真色色度是將水樣經由去除程序除去懸浮固體物所得的水樣色度，水樣會利用分

光光度計在 590 nm、540 nm 及 438 nm 三個波長測量透光率，由透光率計算三色

激值 (Tristimulus value）及孟氏轉換值（Munsell values），最後利用亞 當-尼克森

色值公式（Adams-Nickerson chromatic value formula）算出中間值（DE，Delta E 或

稱 Delta Error）。利用 DE 值與標準品檢量線比對可求得樣品之真色色度值（ADMI 

值，美國染料製造協會， American Dye Manufacturers Institute）。[110] 

 

(3) 導電度：導電度（conductivity）為將電流通過 1 cm2 截面積，長 1 cm 之液柱

時電阻（resistance）之倒數，單位為 mho / cm，導電度較小時以其 10-3 或 10-6 表

http://www.niea.gov.tw/analysis/method/methodfile.asp?mt_niea=W203.51B
http://www.niea.gov.tw/analysis/method/methodfile.asp?mt_niea=W219.52C
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示，記為 mmho / cm 或 μmho / cm 。導電度大小和水中解離狀況及溫度變化有關。

一般物質在水中解離時會產生電流，陽離子往陰極方向接近，陰離子則往陽極方向

靠近，大多數物質像是無機酸、鹼與一些鹽類均為良好的導電體，但是某些有機分

子物質如酒精在水中不易解離，其導電度較小[111]。 

(4) 濁度：水體中的懸浮物質因光線通過水體時會產生干擾，因而增加混濁的程度，

濁度為水樣的其中一種光學性質，當水樣中含有懸浮物質時，可使光線受到干擾而

散射，而散射強度和懸浮物質含量及特性有關，目前已知造成混濁度高的懸浮物很

多，如：水中微粒、有機物、微生物等，從小的膠狀分子(1-100 奈米)到大而分散

的懸浮物質都可能造成水體的混濁[112]。 

(5) 水溫：在水體中可做為冷熱之程度，當水體熱量過高時其水溫會升高，反之則

會降低，溫度計測定方式主要是透過熱脹冷縮之原理，當溫度計碰觸到熱水體時，

溫度計裡的液體會受因熱膨脹因而會上升，而當溫度計接觸到寒冷水體時則會因

為液體收縮而下降。 

(6) 溶氧：溶氧分析在水質檢測中也是其中一個重要的分析之一，溶氧分析意旨偵

測水樣中之氧氣量，目前水中溶氧有許多檢測方式。其中一種為碘定量法，其原理

為水樣中先加入硫酸亞錳後，再加入鹼性碘化物-疊氮化鈉溶液，其亞錳離子於鹼

性條件下生成氫氧化亞錳沉澱物，而水中溶氧會將氫氧化亞錳沉澱物氧化成高價

錳氧化物，當水樣酸化後，高價錳氧化物氧化碘離子生成與溶氧相同量之碘分子，

再以硫代硫酸鈉溶液進行滴定，由其消耗量即可求得水樣中溶氧量。 

上述幾種水體測試方法對於環境水體採樣後進行水質分析影響甚大，透過以上

的分析方式可了解水樣是否會影響最後檢驗結果。 
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第二章、年度目標 

章節摘要： 

評估環境中奈米微粒之風險與危害效應是刻不容緩的重要議題。為了解決這

個議題，本委託計畫案將嘗試建立水體奈米微粒毒性檢測的標準方法草案，並依

此測試環境水體中奈米物質的生物風險危害性，而於技術建立並測試後，將進行

技術轉移至環檢所。 

 

2. 1 計畫目標： 

建立奈米物質之生物毒性檢測標準方法草案，並依此測試環境水體中奈米物質

的生物風險危害性。 

 

2. 2 本年度主要工作內容 

(1) 建立奈米微粒生物毒性檢測標準方法草案 

A. 根據 ISO/TR 16197 或 OECD 等國際相關奈米微粒之生物毒性標準方法進行文

獻整理，並探討所參考之細胞株培養與斑馬魚模式研究方法是否適用於環境

水體之毒性檢測，進而提出奈米微粒之生物毒性標準方法草案，其包括 4 種

細胞毒性測試方法(細胞存活、細胞凋亡、氧化壓力測試、自噬作用測試)及 5

種斑馬魚胚胎模式毒性測驗方法 (斑馬魚存活率與半致死濃度、外觀型態畸形

率、體長量測、氧化壓力測試和細胞凋亡) 

B. 標準方法之技術建立及測試：標準方法草案完成後，以人造奈米銀及奈米氧化

鋅做為示範樣品，並與相對應之塊材進行前項所提草案之實際比對測試，提交

技術測試報告。 

 (2) 環境水體樣品之生物毒性測試： 

採集 6 件環境水樣(分別於兩個不同季節採集二仁溪、成功湖和曾文水庫之水

樣)進行生物毒性測試，毒性測試前所有樣品皆會進行穿透式電子顯微鏡 

(Transmission Electron Microscopy, TEM)、動態光散射儀(dynamic light scattering, 

DLS)及能量分散 X 射線(Energy dispersive x-ray analysis, EDX)之分析，以確定

所含之奈米微粒及其粒徑分布。環境水樣也將額外添加奈米材料進行模擬測

試 

 (3) 技術轉移：本計畫執行完畢之研發成果移轉本所 

本計畫所協助建立之環境水體奈米微粒生物毒性檢測方法，於期末報告整理之

後將提供環檢所使用，完成技術轉移之工作。 
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2. 3 預期效益 

(1) 收集並整理歐洲經濟合作暨發展組織(OECD)、國際標準化組織（International 

Organization for Standardization）及國際文獻目前對於環境水體和奈米微粒之毒

性測試方式，並作為後續危害測試之參考。 

(2) 建立環境水體之細胞培養模式毒性測驗分析方法，並針對實驗結果進行討論，

進而提出可能的環境水體測驗標準方法。 

(3) 以細胞作為毒性測驗模式探討環境水體之毒性，藉以評估環境水體和奈米微粒

對於生物體之危害程度，並且探討環境水體可能誘發的細胞毒性機轉，包括

ROS 之產生量、細胞凋亡之相關毒性機轉，此可提供環境水體所含之奈米微粒

更多面向思考與定位。 

(4) 建立環境水體之水體動物毒性測驗分析方法，並針對實驗結果進行討論，進而

提出可能的動物環境水體毒性測驗標準方法。 

(5) 以斑馬魚胚胎模式作為毒性試驗模式，探討環境水體之毒性對於水生動物之危

害風險，藉以了解環境水體可能誘發的危害效應，包括半致死劑量、外觀形態

的改變等，除此之外也透過討論動物層次和細胞層次之實驗結果，提供奈米微

粒毒性危害更多面向的思考與定位。 

(6) 評估台灣環境水體之奈米毒性的可能性，並探討其對環境及生物所引發的危害

問題。 
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第三章、工作方法 

章節摘要： 

本計畫的第一個階段目標是要針對 ISO、OECD 與 NCL 等國際單位公告之奈

米微粒毒性檢測方法學進行文獻回顧，並探討我們所建立的細胞株培養與斑馬魚

胚胎模式研究方法是否適合於檢測環境水體之奈米微粒的毒性，進而提出檢測奈

米微粒之生物毒性指標，針對細胞培養模式將檢測其包括存活率、自噬作用、氧化

壓力與細胞凋亡之細胞毒性機轉；而斑馬魚胚胎模式將檢測胚胎存活率、胚胎畸形

率、體長量測、氧化壓力和細胞凋亡，當標準方法草案撰寫完成後，將利用自行合

成之人造奈米氧化鋅及奈米銀進行比對測試，而測試結束後將提交技術測試報告，

並且討論其適用性，而第二階段我們會於採集其包含兩個季節之成功湖、曾文水庫、

二仁溪，共計六個水樣，採集後儘快以穿透式電子顯微鏡、動態光散射儀分析水體

中所含奈米物質及其分佈粒徑範圍，之後再利用建立之細胞株培養和斑馬魚模式

標準方法草案進行不同粒徑之奈米微粒毒性測試，而於未來我們會將完成第一及

第二季水樣之奈米微粒毒性測驗，最後修正並提出環境水體奈米微粒毒性檢驗方

法草案並將技術轉移至環檢所。 

 

3. 1 研究架構 

於計畫中將遵循水體採樣通則的方式採集水體樣品，再將水樣進行檢測並進

行水樣物化特性分析，之後再進行體外細胞毒性試驗及體內斑馬魚胚胎模式毒性

試驗，並透過計畫的執行將毒性試驗之方法建立為一套完整並可使用的系統，計

畫研究架構流程參考如圖 3.1： 
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圖 3. 1、研究架構與流程 

 

3. 2 水體採集 

採集流程 

    進行水體採樣的過程中各步驟將會嚴格執行，因此能盡量減少採集結果的誤

差，為了確切執行各個採集步驟事前規劃是必須的，因此研究計畫將參考環保署

水樣採集公告標準進行，其包含河川、湖泊及水庫水質採樣通則(NIEA 

W104.51C)、事業放流水採樣方法(NIEA W109.51B)及採樣作業規定 (環境樣品採

集及保存作業指引)( NIEA PA102)，我們將三種採樣方法通則中內容彙整成整體

採集水樣流程如下(圖 3.2)，往後我們將遵循此環境水體採樣流程準則進行採集。 

 

圖 3. 2、水體採樣流程圖 

 

採集前置作業規劃 

    採集水樣之前應確認採集過程中各種採集相關資訊包含採集方法、水體環境

位置、器材樣品瓶、人力分配確認、水質測試項目等眾多資訊，確認各項資訊之後，

將進行環境水體採樣並經由保存之後移至實驗室進行其他試驗分析，以下為此研

究中之採集作業需確認之項目及資訊： 

A. 採集方式：利用採樣桶採集每條河川數升之水樣 

B. 分析項目：(1) pH 值 (2)導電度 (3)濁度 (4)溫度 (5) 溶氧 

C. 位置選取：本研究採集地點主要根據人體與環境活動範圍關係性來選取，分別

為二仁溪(汙染最嚴重的河川)、曾文水庫和成功湖 

D. 器材準備：塑膠袋(垃圾袋)、手套、伸縮式吊桿、採樣桶(塑膠瓶或玻璃瓶)、

採樣器具、pH meter(測酸鹼值)、攜帶式導電度計、懸浮固體濁度計型式、攜

帶式溶氧檢測儀、溫度計。 

E. 行程規劃：依照汙染程度的差異，本計畫將會同一條河川採取兩個季節的水樣
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樣本進行毒性測驗。 

F. 樣品保存方式：進行環境水體採樣後，水樣放置 4oC 冰箱內保存，因為低溫可

以減少溶液中膠體的碰撞次數，也可以減少奈米微粒聚集沉澱的發生。 

 

3. 3 樣品水質檢測 

    水樣採集之後，應進一步分析水樣水質，透過水樣的檢測更能設計出相關的毒

性試驗。由於本計畫在後期試驗將以細胞培養及斑馬魚胚胎模式毒性試驗為主，因

此在採集水樣之後將進行檢測指標的測試，並可根據水質的狀況調整實驗，而檢測

水質的標準流程會根據行政院環保署規範的標準水質測定準則測試各項指標，而

於此計畫中，我們測試指標包含 pH 值、導電度、水溫、溶氧水質指標，各項測試

指標步驟如下： 

pH 值： 

    一般淡水生物如斑馬魚主要生活在中性的環境當中 pH7-8[113]，而不同的酸

鹼度會影響生物的生存或奈米微粒的交互作用。本計畫測試方法為電極法[114]，

流程圖如圖 3.3 所示，所使用儀器為 pH 測定儀，先將儀器電極進行校正後以標準

緩衝液(pH=7)查核 pH 值正確性，確認過後即可將電極插入樣品中測試。 

圖 3. 3、pH 值量測流程 

 

真色色度： 

    水體的組成不同會導致環境水體呈現不同的顏色，以往汙染程度會透過肉眼

去分辨顏色，然而以肉眼判定顏色會有所差別，也因此應以真色色度是否符合法令

標準值而判別汙染程度。本計畫主要是透過分光光度計來量測真色色度[110]，測

試流程如圖 3.4 所示，首先先進行檢量線製備，減量線會以五種不同濃度的標準溶

液分別偵測波長 590 nm、540 nm 及 438 nm，在依照測試指引的結果進行上述換算

和校正，之後在測樣品之前，用試劑水將波長 590 nm、540 nm 及 438 nm 設定三

個透光率為 100%，再將標準溶液與樣品以 590 nm、540 nm 及 438 nm 測定三個透

光率，最後將透光率利用真色色度公式進行計算並能得到樣品的真色色度。 
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圖 3. 4、真色色度量測流程 

 

導電度： 

    導電度為水傳導電流的能力，通常一般環境水體導電度與解離程度、溫度、總

濃度有密切關係，導電度越高代表水中電解質愈多，對於生物體在水中生長也會有

所影響。本計畫會利用導電度計測定水中導電度[111]，測試流程如圖 3.5 所示，一

開始會先使用標準氯化鉀溶液在水溫為 25 ±0.5 ℃調整導電度，以去離子蒸餾水沖

洗電極後，再測定水樣之導電度。 

 

 

圖 3. 5、導電度量測流程 

 

水溫： 

    於環境水體中，水溫是非常重要的指標之一，水溫的變化主要是受氣候所影響，

在水體中生物會於在不同的水溫中生存，例如：斑馬魚大多會在水溫大約 28.5℃的

環境下生存[114]，除此之外水溫亦會影響微生物的活性及代謝速率等，因此水溫

的量測是必須的。此計畫中會利用溫度計做為環境水體溫度的量測工具[115]，在

溫度計經校正後將溫度計放入環境水體中，以平視的方式讀取溫度計的溫度值即

可測得水體水溫的狀況。 

 

溶氧量： 

    改變水中溶氧量有許多因素，如大氣溶解、自然或人為曝氣及水生植物的光

合作用等因素，此外若水受到有機物質污染，則水中微生物在分解有機物時會消

耗水中的溶氧，而造成水中溶氧降低甚至導致缺氧狀態，因此可能會影響環境水

體水生生物的生長，此計畫中會使用碘定量法做為溶氧的測試[116]，實驗流程如

圖 3.7 所示，水體採集完後對於水體的測驗可區分為採集完立即測驗及保存後帶

回實驗室測驗，而採集完後立即測驗的方式是採集水樣結束後立即在 BOD 瓶內

先加入 1 mL 硫酸亞錳溶液，再加入 1 mL 鹼性碘化物－疊氮化鈉溶液，將 BOD

瓶加蓋並上下倒置數次，等沉澱物下沉至瓶身一半後打開蓋子再加入 1 mL 濃硫

酸，並在加蓋上下倒置數次等沉澱物溶解完取適當水樣移至其他容器，以標定過
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之硫代硫酸鈉滴定溶液滴定至淡黃色，加入幾滴澱粉指示劑滴定至第一次藍色消

失時，即為滴定終點。若為實驗室測定，則一開始需將水樣加入 2 mL 硫酸亞錳

溶液後，再加入 3 mL 鹼性碘化物溶液，之後步驟同上，須注意的是濃硫酸從 1 

mL 改為 2 mL，滴定終點結束後再利用溶氧量公式計算求得溶氧量。 

 

 

圖 3. 6、溶氧量量測流程 

 

3. 4 樣品中所含奈米物質之物化特性檢測 

    奈米微粒的物化特性會影響到生物毒性的程度，也因此檢測物化特性是必要

的，在環境水體中可透過奈米物化特性分析得知是否水體含有奈米物質及其粒徑

範圍，其中較重要的奈米物化特性分析包含外形與構形、大小、奈米粒徑分佈、表

面電位(zeta potential)、奈米物質在溶液中均散程度(表 3.1)。 

 

表 3. 1、物化特性分析 

項目 分析方法與原理 

真實粒徑 TEM（Transmission electron microscopy） 

外形 TEM（Transmission electron microscopy） 

化學組成 EDX（Energy dispersive x-ray analysis） 

水合粒徑 DLS（Dynamic light scattering） 

分散性 DLS（Dynamic light scattering） 

表面電位 PALS（Phase analysis light scattering） 

穩定度 UV-Vis spectrometry 

    為了避免大顆粒汙染物干擾水樣分析，於分析粒子特性前水樣需先經過前處

理，我們會透過過濾去除沉澱較大粒徑的物質，之後再進行動態光散射儀(dynamic 

light scattering)、穿透式電子顯微鏡(Transmission electron microscopy)分析粒子特性。 

 

奈米物質真實粒徑、外形及化學組成： 

    奈米物質可以利用穿透電子顯微鏡(TEM)來觀察奈米物質的外形，TEM 是藉

由穿透電子束與樣品中的原子碰撞而改變方向，從而產生立體角散射，進而成像放
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大，聚焦後顯示在影像程式中(圖 3.8)。本計畫中先將採集之水樣在照射 TEM 前一

晚先進行前置作業，先將樣本滴至鍍碳銅網上，並將處理好的樣品放置烘箱烘乾乾

燥一晚，隔天將樣品放入 TEM 儀器中並可以透過影像程式觀察到水樣中的奈米物

質，最後以計算程式計算水體中奈米物質的粒徑。此外在使用 TEM 照射樣品時，

同時可以使用能量色散 X-射線光譜儀(EDS)進行水體奈米物質元素含量分析，其

原理為當電子束撞擊樣品時，會產生特性的 X 射線，並藉由分析 X 射線來鑑定各

個組成元素，而透過 EDS 的測定即可了解水體中含有的奈米物質。 

  

 

圖 3. 7、TEM 呈像原理(左)、EDS 測是原理[117](右) 

 

水合粒徑、分散性及表面電荷(zeta potential)： 

    取適量濃度約 1 ml 的水樣溶液放置於樣瓶槽(cuvette)中，並以試鏡紙擦拭，

再放入 Beckman coulter delsa nano (particle size analyzer)儀器中(圖 3.9)，分別利用

動態光散射法以及向位分析光散射法，分析水樣中的粒徑平均值 (number 

distribution)與分散指數以及粒子的表面電位。 
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圖 3.8、Beckman Coulter Delsa Nano 儀器[69] 

 

穩定度： 

    水樣穩定度藉由 UV-Vis 一種分析材料透光率及反射率的儀器來進行水樣的吸

收光譜測量，以確保水體奈米物質的穩定度，其原理根據光電效應。將空白試劑

(MQ water) 放入超微量分光光度計儀器中進行空白校正，再取適量濃度約 1 ml 的

樣品溶液放置於樣瓶槽(cuvette)中，再放入儀器進行分析。 

    經過一系列的水樣物化特性分析，可確認水體中的樣本是否含有奈米物質和

粒徑分布範圍，透過探討環境中水體含奈米物質之概況可以使我們更了解水體環

境中的毒性來源。 

 

3. 5.1 環境水樣之暴露前處理 

本計畫於採集水樣後，會先使用 63 µm、53 µm 孔徑之濾網進行初步過濾，之

後再透過過濾 1000 nm、450 nm、220 nm、100 nm 三種孔徑之濾膜進行分離，於

過濾後將可分之為濾膜及濾液兩個部分。 

我們將濾膜的部分進行超音波震盪後，將濾膜上之粒子震於細胞培養液當中，

再進行後續細胞模式之毒性試驗，而本實驗以此做為測試細胞毒性的暴露溶液。不

同濃度是基於添加入的暴露溶液體積為依據，例如細胞在 96 孔盤中所需培養液總

體積為 150 微毫升/孔盤，那麼 10%的組別則是以 15 微毫升(暴露溶液)+135 微毫

升(細胞培養液)來進行 24 小時的暴露實驗，細胞培養模式之毒性試驗會以 220 nm 

及 100 nm 之濾膜進行試驗。 

而濾液則於過濾後直接進行斑馬魚胚胎模式毒性試驗，而斑馬魚胚胎會以 1000 

nm、450 nm、220 nm、100 nm 四種濾液進行試驗。 

 

3. 6 添加額外之奈米微粒 

    計畫中除了以環境水體直接暴露進行奈米毒性試驗外，我們亦會透過額外添

加奈米微粒的來模擬真實水體與奈米微粒的交互作用，進而瞭解奈米微粒於水體

中經過交互作用後所產生的毒性，於本計畫中我們將使用奈米銀做為額外添加的

奈米物質。 

    奈米銀能透過緩慢釋放銀離子以及通過多種機制使得奈米銀具有優異的抗菌

效果，也因此奈米銀被廣泛的應用在許多的產品當中，如:燒燙傷敷料、家用消毒

劑、紡織工業等，廣泛應用奈米銀將會增加其釋放至環境中而增加風險危害的可能
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性[24]，除此之外奈米銀先前已被證實可能會透過釋放銀離子、破壞細胞膜、產生

過量 ROS 和誘導出多種細胞毒性的機制導致生物毒性[26]，所以若是奈米銀釋放

至環境當中可能會導致水生生態環境系統受到損害。  

   而針對添加額外之奈米銀微粒之操作方法為，將奈米銀微粒直接加於原始未經

處理之原水樣後，水平混和 30 分鐘以模擬真實水體，之後再利用 450 nm 孔徑之

濾膜進行過濾，使用 450 nm 孔徑之濾膜目的是為了要去除大部分之生物性危害，

另外於計畫中，亦會進行先過濾 450 nm 之濾膜後再進行添加奈米微粒，反覆推敲

是否因奈米微粒的粒徑改變而導致毒性改變。 

 

3. 7 毒性測試 

3.6.1 體外試驗-細胞毒性試驗 

細胞存活率試驗 

a. MTT assay 

3-(4,5-cimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)比色法試驗

(MTT assay)一直以來都是最廣泛被利用進行毒性測試的方法，MTT 為黃色化合物，

是一種接受氫離子的染料，可作用於活細胞線粒體中的呼吸鏈，在琥珀酸脫氫酶

(SDH)和細胞色素 C 的作用下 tetrazolium 環開裂，生成藍紫色的 formazan 結晶(圖

3.10)，formazan 結晶的生成量與活細胞數目成正比（死細胞中琥珀酸脫氫酶消失，

不能將 MTT 還原）。可利用測 O.D.值得知細胞還原 MTT 的能力(formazan 形成量)，

此 O.D.值代表了粒線體的活性，即活細胞數目，故 MTT assay 可用作細胞存活率

的指標。對於奈米微粒的細胞毒性測試已有許多研究以 MTT assay 方法分析，包

括奈米銀的研究[118]以及奈米二氧化鈦的研究[119]。優點為實驗操作簡單，只需

使用少量的細胞數與測試樣品即可完成測定，且使用 Multiwell sanning 

sepctrophotometers (ELISA readers)可以測定大量的測試樣品。 

 

 

圖 3. 9、由 tetrazolium salt 所形成之 formazan 結晶[120]。 
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b. Live/Dead cell viability assay 

    針對細胞毒性的分析方式，Belyanskaya 等人的研究指出，應至少使用兩種分

析方法來獲得可靠的實驗結果[121]。Live/Dead cell viability assay，此方法是利用

方便快捷的雙色分析試劑測試細胞群中細胞的活性。該試劑根據膜完整性和酯酶

活性來區分活細胞和死細胞。此試劑含兩種化合物 calcein acetoxymethyl (calcein 

AM)和 ethidium homodimer (EthD-1)。calcein AM 為中性電荷的酯類物質，所以很

容易藉由擴散進入細胞中。一旦進入細胞後，藉由細胞內的酯酶會轉變為 calcein(一

種綠色螢光物質)。另一方面受傷或死亡的細胞會染到 ethidium homodimer，當染劑

和核酸結合時會發出紅色螢光；而活細胞不會被 ethidium homodimer 所染上。 

    該試劑組可應用於顯微鏡的分析技術、流式細胞測量儀或微孔板分析。使用激

發光 495 nm 照射後 calcein AM 和 ethidium homodimer 分別會散發出 515 nm 和 

635 nm 的螢光。此種方法的螢光背景值較低，因為這兩種染劑未和細胞作用前本

身是不具有螢光，透過快速、便宜、安全、高敏感性等優點，廣泛應用於動物細胞

的存活率和細胞毒性的偵測。 

 

( 1 ) 螢光顯微鏡觀察 

    將蓋玻片放入培養皿中，然後將細胞種回，貼壁 24 小時候處理暴露物。將培

養液吸掉，加入 2 ml 的 1 PBS 清洗培養皿。之後取出載玻片，加入適當濃度的

calcein AM 和 EthD-1，45 度角蓋上蓋玻片，避光染色 30-45 分鐘，利用螢光顯微

鏡觀察及拍照 (圖 3.11)。 

 

圖 3. 10、暴露天然物 phytosterol oxide (7α-hydroxy-β-sitosterol, CT1)之後使用

Live/Dead cell viability assay 分析其對腫瘤細胞毒殺作用情形[122]。 
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( 2 ) 流式細胞儀量化 

細胞培養於培養皿中並處理暴露物，收細胞至離心管，離心 2000 rpm， 5 分

鐘，4℃。將上清液吸掉，用 1X PBS 重新懸浮細胞，離心 2000 rpm，5 分鐘。去

除上清液，每一管細胞加入 1 ml 適當濃度的 calcein AM 和 EthD-1。細胞避光染

色 15-20 分鐘，用流式細胞儀進行測定綠光和紅光。 

 

圖 3. 11 、 Live/Dead cell viability assay 使用流式細胞儀分析 ( 圖源來至

thermofisher.com/order/catalog/product/L3224) 

 

細胞凋亡/細胞壞死 

    細胞膜內的磷脂絲氨酸（Phosphatidyl Serine, PS）暴露到膜外，是細胞凋亡的

早期變化之一。健康的細胞膜有一不對稱性(asymmetry)，即 PS 只存在胞膜內層而

不外露，此不對稱性之維持，需借助一套酵素酶系統與能量 ATP，而凋亡細胞的

早期變化是停止產能作用，故而無法維持此不對稱性，而使得磷脂絲氨酸外露。

Annexin Ⅴ是一種鈣依賴性的磷脂結合蛋白，它與 PS 具有高度的親和力，因此可

以作為檢測暴露在細胞膜表面 PS 的探針。碘化丙啶(propidine iodide, PI)是一種核

酸染料，它不能透過完整的細胞膜，但在凋亡中晚期的細胞和死細胞，PI 能夠透

過細胞膜而使細胞核染色。同時結合使用 PI 雙染後，進行流式細胞儀的分析，該

方法可以區分活細胞、壞死細胞及凋亡細胞[123]。實驗過程為，細胞經過 24 小時

貼壁培養後，於培養皿中加入暴露物，暴露時間終了，收集細胞至離心管，離心

2000 rpm， 5 分鐘，4℃。將上清液吸掉，用 1X PBS 重新懸浮細胞，離心 2000 rpm，

5 分鐘。去除上清液，視細胞數加入 binding buffer. (1×106 cells/mL)均勻混合後取

出 100 μL 到 Falcon tube，加入 Annexin V 與 PI 染劑，避光染色 15~30 分鐘，利
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用流式細胞儀進行綠光和紅光的分析測定。 

 

 

圖 3. 12、利用 AnnexinV 與 PI 染劑進行細胞凋亡與細胞壞死之分析。圖為流式細

胞儀分析之結果，左下為存活的細胞(正常細胞)百分比；左上表示細胞壞死百分比；

右下為早期細胞凋亡的百分比；右上為晚期細胞凋亡的百分比(Copyright © 2017 

Research at St. Michael's Hospital. All rights reserved)。 

 

活性氧化物(reactive oxygen species, ROS)分析 

    ROS 為具有高度氧化力的分子。它的生成可能來自於細胞內或細胞外的物質

所誘發。研究指出 ROS 在訊息傳遞過程中扮演著很重要的角色，在正常的情形下，

體內 ROS 的濃度是很低的；只有在細胞發生變故或處於高濃度的 ROS 之下，才會

導致體內的 ROS 累積量增加，並促使生物體內氧化壓力(oxidative stress)的提高，

最後造成蛋白質、核苷酸以及脂肪的代謝異常，而直接危害生物體的健康。DCFH-

DA (2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate)是目前用來 測量 ROS 相當常用的化

學螢光物質，DCFH-DA 能夠自由通透細胞膜，當 DCFH-DA 進入細胞後，會被細

胞內的酯解酶 (esterase)作用變成 DCFH (dichlorodihydrofluorescein)，此時 DCFH 

因無法自由通透細胞膜而留在細胞內。而當 DCFH 與 ROS 反應後轉變成具有螢光

特性的 DCF (dichlorofluorescein)，此時利用流式細胞儀偵測細胞螢光強度之改變，

即可定量細胞內 ROS 之改變情形。將細胞培養於 6 cm dish 上，細胞經過 24 小時

貼壁培養後，於培養皿中加入暴露物，暴露時間終了，收集細胞至離心管，以 1500 

rpm 進行離心並除去 medium，以 PBS 進行清洗 1~2 次，再次以 1500 rpm 離心，

再以含有 5 M H2DCFDA 500 μl 之 PBS 進行回溶，染劑作用時間約 15 分鐘，再

利用流式細胞儀設定以 488 nm 雷射光來激發，藉由 FL1 接收 526 nm 的放射光

進行分析。 
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自噬作用(Autophagy) 

    在細胞產生自噬作用的過程中會形成 autophagosome 的囊泡，進入成熟階段後

會產生自體酸化的情況，形成酸性小泡(acidic vesicular organelles, AVOs)，分析酸

性小泡的數量便可得知細胞族群中產生 autophagy 現象的程度[124]。細胞培養於 6 

cm dish 並經過處理後，收集細胞於離心管中， 離心 2000 rpm，4℃，5 分鐘後，

將上清液去除，以 PBS 均勻混合清洗細胞，再離心 2000 rpm，4℃，5 分鐘。倒

掉上清液後，每一管細胞加入 500 μl 的 AO (Acridine orange 1 mg/ml)，細胞避光

染色 10~15 分鐘後，將細胞液轉移至 Falcon tube，最後以流式細胞儀進行分析。此

外，在細胞發生自體吞噬現象時，會引發 LC3 的表現。在一般的情況下，細胞中

普遍存在兩種 LC3 蛋白的型式，一為細胞質型式的 LC3-I，當 autophagosome 形成

後會轉換成 LC3-II 並存在於 autophagosome 的膜上，所以 LC-3 蛋白的增加，即表

示 autophagosome 的增加，亦可代表自噬作用的增加。因此本計畫也會利用西方墨

點法(Western blotting )分析 LC3 蛋白的表現量，進而分析自噬作用的發生情形。 

 

 

圖 3. 13、細胞處理 Apicidin 之後，誘導細胞自噬作用的產生。(A) LC3-II 蛋白隨

著處理濃度的上升而表現量增加；(B)利用流式細胞儀分析酸性小泡(AVO)表現量

的改變[125]。 

 

3.6.2 體內試驗：斑馬魚胚胎模式毒性試驗 

斑馬魚胚胎存活率： 

    斑馬魚胚胎平均受精後 72 小時就會孵化，其胚胎發育過程如圖 3.15 所示，斑

馬魚在不同發育時間其所分裂的細胞數會不同，而根據OECD. TG 236: Fish Embryo 
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Acute Aquatic Toxicity (FET) Test. 2013 的內容提及，斑馬魚胚胎的死亡率有受精卵

凝結、缺乏體節形成、缺乏尾部從卵黃囊分離及缺乏心跳有四種標準指標，因此此

計畫將以此指引做為參考標準，此試驗流程如圖 3.16 所示，首先將受精後 4 小時

(4 hpf)的斑馬魚胚胎，放入 12 孔盤中，每 10 顆胚胎放置 1 孔中，每天更換新鮮的

測試液。在加入測試液後依照 OECD 提供的指引每 24 小時利用解剖顯微鏡觀察胚

胎的存活狀況，每次觀察時將死亡的胚胎移除並記錄剩下存活胚胎數，持續觀察至

96 小時，整體試驗將重複三次。 

 

圖3. 14、斑馬魚胚胎發育過程時間圖[126] 

 

圖3.15、斑馬魚胚胎存活率測試流程 
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外觀型態畸形率： 

    由於斑馬魚在發育時期會有許多外觀上的改變，因此可以透過外觀改變來做

為毒性指標的其中一環，近年研究指出，斑馬魚胚胎外觀變異包含：體軸、魚鰭、

下頷、眼部、耳部等多項外觀變異及心苞與卵黃囊腫脹都可做為外觀變異指標[127, 

128]。而本計畫在進行斑馬魚胚胎存活率試驗過程中，會在每 24 小時的時間點利

用解剖顯微觀察胚胎的外觀變異狀況並做記錄，且在實驗終點 96 小時時統計胚

胎顆數之畸形變異狀況如圖3.17(右)所示包含心苞囊水腫(pericardial edema, PE)、

卵黃囊腫脹(yolk sac edema, YSE)、體軸彎曲(axial curvature, AC)等幾種畸形狀況。 

 

圖3. 16、斑馬魚胚胎畸形狀況(左)正常情形(右)畸形情形[129] 

 

體長量測： 

    除了觀察其變異狀況外也可根據胚胎發育的體長探討物質對於斑馬魚發育的

狀況，早期OECD其中一種指引(TG 210: Fish, Early-life Stage Toxicity Test)也將體

長量測列為毒性測試的一個項目，斑馬魚胚胎暴露毒性物質也會影響到體長的發

育狀況[130]。於此計畫中體長量測會先以3%甲基纖維素將斑馬魚胚胎以側躺方式

固定在玻片上，並拍攝斑馬魚幼魚全身照片，再運用電腦軟體View 7記錄和計算體

長數值。 

氧化壓力測試： 

    許多研究已證實奈米微粒會經由直接或間接機制產生過量的ROS [131]，進而

導致脂質、蛋白質與DNA的受損。先前已有報導指出當奈米氧化鋅暴露到斑馬魚

胚胎時，會造成其體內產生氧化壓力進而造成細胞凋亡[132]。本計畫實驗將使用

具有細胞膜穿透性的螢光染劑2′,7′-dichlorodihydrofluorescin diacetate ( H2DCFDA ) 

( Molecular probes, D-399 ) 來偵測ROS的產生。H2DCFDA在細胞內水解產生無螢

光產物2′,7′-dichlorodihydrofluorescin，當細胞內產生過量ROS時會與其氧化成2′,7′-

dichlorofluorescein ( DCF ) 並放出螢光，螢光強度可反應細胞中總體的氧化狀態

[133]。因此本實驗將暴露溶液後的胚胎，利用螢光染劑H2DCFDA進行染色，並使

用螢光顯微鏡進行氧化壓力的定性分析，並利用定量軟體定量其螢光強度。 
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 圖3. 17、利用H2DCFDA測定氧化壓力之定性分析(左)與螢光量化分析(右)[134] 

 

細胞凋亡： 

    先前研究指出當纖維母細胞及肝細胞暴露奈米銀微粒時，奈米銀微粒會進入

到細胞並造成DNA損傷及細胞凋亡[135]，此外在 in vivo的模式中，近年來研究表

示當斑馬魚胚胎暴露到奈米氧化鋅微粒會產生過多ROS，造成DNA受損與細胞凋

亡進而產生毒性[136]。本研究計畫利用TUNE assay探討斑馬魚胚胎細胞凋亡的情

形。將暴露環境水體的斑馬魚胚胎以 4 %多聚甲醛於 4◦C 下進行固定，接著利用

TUNEL assay的試劑進行分析，當細胞有凋亡時會產生紅色螢光(圖3.19)。 

 

 

圖 3. 18、利用 TUNEL assay 測定細胞凋亡之結果[137]。紅色螢光訊號及代表細胞

凋亡發生 
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第四章、結果與討論 

章節摘要： 

    於第一期報告中，我們已透過整理關於奈米毒性之國際最新文獻及國際標準

規劃出適於環境水體之奈米微粒生物毒性標準方法草案，並且透過奈米銀和奈米

氧化鋅及相對應之大分子物質作為測試物質，於測試結果中顯示所規劃之標準方

法草案的確具有可行性，因此將此標準方法草案用於檢測環境水體之奈米微粒毒

性。 

    而針對環境水體之奈米微粒毒性檢測部分，我們已採集第一、二季節的成功湖

、二仁溪、曾文水庫，共計六個環境水樣進行環境水體之奈米微粒生物毒性試驗，

結果中可發現不論第一季及第二季之環境水樣皆可有較小粒徑之微粒，但除第一

季節二仁溪水樣以外，其微粒含量皆低於偵測極限。而在細胞暴露模式中，分別暴

露 0.22 與 0.1μm 濾紙上之顆粒物質，其結果顯示不論是第一季或者第二季的三個

水體樣品皆無顯著的細胞毒性效應，且只有在成功湖的樣品中偵測到些許的 ROS

生成，此外在斑馬魚胚胎模式中可發現不論成功湖、二仁溪及曾文水庫之水體並不

會導致明顯存活率下降，而於體長量測上可發現第一、二季節之成功湖、二仁溪及

曾文水庫皆會使體長增加，並且兩個季節之環境水樣中皆不會誘發氧化壓力及細

胞凋亡之增加。綜上所述，我們藉由人造奈米氧化鋅及奈米銀測驗已建立可行之標

準方法草案，而六件環境水體之奈米微粒樣品中，環境水體之奈米微粒並不會導致

明顯的細胞株培養與斑馬魚胚胎模式毒性反應。  

  

達成目標： 

 建立奈米微粒生物毒性檢測標準方法草案  

(1) 以動物細胞株 (in vitro)及斑馬魚胚胎 (in vivo)為主之建議方法  

為了尋找和規劃最適於建立環境水體之奈米毒性測驗方法，我們搜尋並整理

(1)奈米毒性相關之國際最新文獻，其包含國際上對於環境水體之奈米微粒研究、

奈米微粒細胞毒性試驗方法及斑馬魚胚胎毒性試驗方法，除此之外我們亦參考(2)

國際建議之毒性測驗標準方法，如：ISO_TR_16197 技術報告以及 OECD TG236 

Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test 魚類胚胎急毒性測試，藉由參考以上資料統

整出(3)奈米微粒之細胞/斑馬魚胚胎模式之毒性試驗初步標準方法草案，其包含撰

寫 4 種細胞毒性測試方法（細胞存活、細胞凋亡、氧化壓力測試、自噬作

用）測試以及 5 種斑馬魚胚胎模式毒性測驗方法 (存活率、外觀型態畸形率

、體長量測、氧化壓力測試和細胞凋亡 )共計 9 種以上奈米物質之生物毒

性標準方法草案。  
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 測試奈米微粒生物毒性檢測標準方法草案  

    為了建立適合奈米微粒之生物毒性檢測標準方法草案，我們針對規劃之

標準方法草案進行測試，利用奈米銀及奈米氧化鋅和相對應之大分子物質進行

比對測試，測試結果顯示，4 種細胞培養模式毒性測試方法（細胞存活、細

胞凋亡、氧化壓力測試、自噬作用測試）以及 5 種斑馬魚胚胎模式毒性測

驗方法 (存活率與半致死濃度、外觀型態畸形率、體長量測、氧化壓力測試

和細胞凋亡 )具有可行性，可反應奈米微粒之毒性效應。  

 

 探討環境水體之奈米微粒是否具生物毒性 

    針對環境水體之奈米微粒毒性檢測部分，我們已採集第一、二個季節的成功湖

、二仁溪、曾文水庫，共計六個環境水樣進行環境水體之奈米微粒生物毒性測驗，

結果顯示，不論是第一季及第二季之環境水樣皆存在較小粒徑之微粒，但除第一季

節二仁溪水樣以外，其微粒含量皆低於 DLS 偵測極限。而在細胞培養模式中，暴

露 0.22 與 0.1μm 濾紙上之顆粒物質後，不論是第一季及第二季的三個水體樣品皆

無顯著的細胞毒性，且僅於成功湖的樣品中偵測到些許的 ROS 生成，此外斑馬魚

胚胎模式中可發現兩個季節之成功湖、二仁溪及曾文水庫之水體並不會導致明顯

存活率下降，而於體長量測上可發現不論第一、二季節之成功湖、二仁溪及曾文水

庫皆會使體長增加，而於毒性機轉上，兩個季節之環境水樣中皆不會誘發氧化壓力

及細胞凋亡之增加。綜上所述，我們藉由人造奈米氧化鋅及奈米銀測驗已建立可行

之標準方法草案，而六件環境水體之奈米微粒樣品中，環境水體之奈米微粒並不會

導致明顯的細胞與斑馬魚模式胚胎毒性反應。 

 

4. 1 目前國際最新文獻及國際上建議之奈米毒性之標準試驗指南 

    於計畫中，為了尋找和規畫最適於建立環境水體之奈米毒性測驗方法，我們搜

尋並整理(1)奈米毒性相關之國際最新文獻，其包含國際上對於環境水體之奈米微

粒研究、奈米微粒細胞培養模式毒性試驗方法及斑馬魚胚胎模式毒性試驗方法，除

此之外我們亦參考(2)國際建議之毒性測驗標準方法，如：ISO_TR_16197 技術報告

以及 OECD TG236 Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test 魚類胚胎急毒性測試，藉

由參考以上資料統整出(3)奈米微粒之細胞/斑馬魚胚胎模式之毒性試驗初步標準

方法草案，相關內容整理於下。 

 

4.1.1 目前奈米毒性之國際文獻回顧 
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奈米微粒之體外細胞培養模式毒性試驗 

在傳統上對於工業化學品而言，想早期發現和確認其不良反應是非常困難的，

因為目前常規的毒理學測驗方法並不符合快速、相對便宜且減少材料的需求，在過

去傳統動物試驗不僅僅只是耗費時間和金錢，其使用資源和能源的效率較低，並且

會產生大量的生物危害性廢棄物，因此傳統的動物模式是無法長期使用的。根據統

計，歐洲的監管單位測試一種新興化合物需要大約 300 隻動物，以及一種農藥測

試需使用高達 10000 隻動物[138]。所以在測試如奈米微粒這樣的新興化合物時，

更聰明的作法是利用體外測試策略，這能透過排定優先級別以及更高效率的篩選

來減少動物來源的使用，因此以長遠來看，使用細胞培養模式而非傳統動物模式來

進行毒性測驗是一個較好的策略。 

 

目前奈米物質之細胞毒性研究及毒性試驗方法   

    相關管理單位對於奈米材料的檢測或評估方法目前並沒有明確的規範，而國

際文獻上認為對於評估奈米毒性而言，體外細胞模式是適用於評估奈米毒性的策

略，因為體外的試驗模式系統為快速且有效的方式，能進一步提供許多奈米微粒與

人類細胞間如何相互作用的重要資訊，然而目前對於探討環境奈米微粒對於環境

及生物所造成的影響相關的研究十分的少，而針對利用細胞培養模式測試環境水

體中奈米微粒的毒性試驗，目前尚未有研究團隊進行相關研究。先前的研究中是著

重於使用合成或是商品化的奈米微粒進行毒性的測試，如檢測奈米微粒會導致細

胞中細胞毒性機轉的活化，包含存活率下降、氧化壓力、細胞凋亡、自體吞噬…等，

下表為目前利用體外細胞培養模式所進行的相關文獻整理(表 4.1)。 

 

 表 4. 1、以體外細胞模式探討奈米微粒之毒性研究 

NPs 

and 

size 

(nm) 

Concentration  

and exposure 

duration 

Species/cell 

culture 

Assay 

technique 
Result Ref. 

Alumin

um 

oxide 

(8-12) 

1-10 µM 

24 h 
HBMVECs 

MTT 

DHE 

 

Cell viability↓ 

Mitochondrial 

function↓ 

Oxidative stress ↑ 

Alter proteins 

expression 

[139] 
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of the BBB 

 

Alumin

um 

oxide 

(50-80) 

10, 50, 100, 200, 

400 µg/mL 

24 h 

Mammalian 

cells 
EZ4U 

No significant toxic 

effect 

on cell viability 

[140] 

Alumin

um 

oxide 

(160) 

25-40 µg/mL 

12 h 
HMSC MTT Cell viability ↓ 

[141] 

Alumin

um 

oxide 

(30-40) 

500-2000 mg/kg 

72 h 

Rat blood 

cells 

Comet 

Micronucleus 

Dose-dependent 

genotoxicity 

[142] 

Alumin

um 

oxide 

(50) 

0-5000 µg/mL 

2 h 
MLCL Comet DNA damage 

[143] 

Copper 

oxide 

(50) 

10, 25, 50 

µg/mL 

24 h 

Human lung 

epithelial 

cells 

MTT 

LDH 

Cell viability ↓ 

LDH ↑ 

Lipid peroxidation↑ 

[144] 

MWCN

Ts 

(20) 

0.002-0.2 µg/mL 

4 days 

Lung cancer 

cells 
MTT Cell viability ↓ 

[145] 

SWCN

T (800) 

0-400 µg/mL 

10 days 

HACECs 

NHBECs 
Clonogenic Cell death 

[146] 

Fullere

nes 

(178) 

1 ng/mL 

80 days 

CHO 

HELA 

HEK293 

Micronucleus 

test 

DNA strand breakage 

Chromosomal damage 

[147] 

Silica 

(15-46) 

10-100 μg/mL 

48 h 

Human 

bronchoalveo

lar carcinoma 

cell 

DCFH-DA 

Commercial 

kit 

ROS ↑ LDH ↑ 

Malondialdehyde ↑ 

[148] 
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Silica 

(43) 

25-200 µg/mL 

3-24 h 
HepG2 DCFH-DA 

ROS ↑ Mitochondrial 

damage 

Oxidative stress ↑ 

[149] 

Silver 

(15-

100) 

10-50 µg/mL 

24 h 
BRL 3A 

LDH MTT 

Glutathione 

DCFH-DA 

Cell viability ↓ 

 LDH ↑  

ROS ↑ 

[150] 

Silver 

(30-50) 

0-20 µg/mL 

24 h 

Human 

alveolar cell 

line 

MTT DCFH-

DA 
Cell viability ↓ ROS ↑ 

[151] 

Silver 

(20-40) 
--- 

Human 

leukemia cell 

line 

LDH 

WST-1 
Cell viability ↓ LDH ↑ 

[152] 

Zinc 

oxide 

(50-70) 

11.5 µg/mL 

24 h 

Human colon 

carcinoma 

cells 

ELISA Flow-

cytometry 

Oxidative stress↑ Cell 

viability↓ 

Inflammatory 

biomarkers 

[153] 

Zinc 

oxide 

(307-

419) 

10-100 µg/mL 

24-48 h 

Human 

cervix 

carcinoma 

cell line 

(HEp-2) 

Comet 

micronucleus 

test MTT 

DNA damage Cell 

viability ↓ 

[154] 

Zinc 

oxide 

(50) 

0-100 µg/mL 

24 h 

Human 

hepatocytes 

HEK 293 cell 

line 

MTT Comet 

DNA damage Cell 

viability ↓ Oxidative 

stress Mitochondrial 

damage 

[155] 

Zinc 

oxide 

(<20) 

100 µg/mL 

Human 

bronchial 

epithelial 

cells 

--- 

Cell viability ↓ 

Oxidative stress ↑ 

LDH release 

[156] 

Iron 

oxide 

(100-

150) 

0.1 mg/ mL  

7 days 

Human 

macrophages 
MTS Cell viability ↓ 

[157] 
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Iron 

oxide 

(13.8) 

123.52 µg/mL  

12 h 

Human 

hepatocellula

r carcinoma 

cells 

 

MTT Cell viability ↓ 

[158] 

Iron 

oxide 

(20) 

0.1 mg/mL 2 

days 

Rat 

mesenchymal 

stem cells 

MTS Cell viability ↓ 

[159] 

Titaniu

m oxide 

(<100) 

10-50 µg/mL  

6-24 h 

Human lung 

cells 

ELISA  

Trypan blue 

DCFH-DA 

Oxidative stress ↑ 

DNA adduct -

formation Cytotoxicity 

↑ 

[160] 

 

奈米微粒之體內斑馬魚胚胎模式毒性試驗 

許多的奈米微粒可能會排放至環境水體當中，也因此可能與環境水體交互作

用，並且可能對於水生生物具有潛在性的毒性，而奈米微粒可能因為與水體交互作

用，使得其物化特性改變，所以在環境中的奈米微粒 (如：環境水體中排放奈米微

粒)，可能與僅有奈米微粒的毒性其情況下不見得相同 (如：純水加奈米微粒)。目

前全世界對於環境中之化學物質毒性測驗大部分會利用水生動物作為毒性檢測之

動物模式，而近幾年來斑馬魚研究模式常作為環境化學物質的毒性測驗之動物模

式，下表(表 4.2)為斑馬魚作為環境中有害的化學物質的毒性測定。 

 

表 4. 2 近年以斑馬魚模式作為環境中化學物質毒性測定之研究 

測定物質 取樣地點 文獻 

 

Polycyclic aromatic 

hydrocarbons 

(PAHs) 

 

Elizabeth River estuary 

(VA, USA) 

Effect‐directed analysis of 

Elizabeth River porewater: 

Developmental toxicity in zebrafish 

(Danio rerio). Environmental 

toxicology and chemistry, 2014. 

33(12): p. 2767-2774.[161] 

 

Heavy metal 

 

Urban highway runoff in 

Shanghai (China) 

Toxicity of urban highway runoff in 

Shanghai to Zebrafish (Danio 

rerio) embryos and luminous 
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bacteria (Vibrio qinghaiensis. 

Q67). Environmental Science and 

Pollution Research, 2014. 21(4): p. 

2663-2676[162] 

 

Water and sediment 

 

Neckar River (Southern 

Germany) 

Embryotoxic and proteotoxic 

effects of water and sediment from 

the Neckar River (Southern 

Germany) to zebrafish (Danio 

rerio) embryos. Environmental 

Sciences Europe, 2014. 26(1): p. 

3.[163] 

 

Pharmaceuticals and 

personal 

care products 

(PPCPs) 

 

Downstream Shiniu 

Stream , Kenting Ditch, 

and Shiaowan Ditch 

(Taiwan) 

Assessment of ichthyotoxicity and 

anthropogenic contamination in 

the surface waters of Kenting 

National Park, Taiwan. 

Environmental monitoring and 

assessment, 2015. 187(5): p. 

265.[164] 

 

Water 

 

Surface water from 

Huangpu River (China) 

Toxicity of surface water from 

Huangpu River to luminous 

bacteria (Vibrio qinghaiensis SP. 

Q67) and zebrafish (Danio rerio) 

embryos. Ecotoxicology and 

environmental safety, 2015. 112: p. 

137-143.[165] 

 

Sediment cores 

 

Yangtze River estuary 

(China) 

Toxicity of sediment cores from 

Yangtze River estuary to zebrafish 

(Danio rerio) embryos. 

Environmental Science and 

Pollution Research, 2015. 22(21): 

p. 16423-16433[166] 

 

Pesticide 

 

Itirapina ,SãoPaulostate 

Impact of runoff water from an 

experimental agricultural field 
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(Avermectin) (Brazil) applied with Vertimec® 18EC 

(abamectin) on the survival, growth 

and gill morphology of zebrafish 

juveniles. Chemosphere, 2016. 

144: p. 1408-1414.[167] 

 

Copper 

 

Dong nai River and 

Mekong River waters 

(Viet Nam) 

Copper toxicity and the influence of 

water quality of Dongnai River and 

Mekong River waters on copper 

bioavailability and toxicity to three 

tropical species. Chemosphere, 

2016. 144: p. 872-878[168] 

 

Metals 

 

Scheppelijke Nete and 

the Kneutersloop 

(Belgium) 

Evaluating Complex Mixtures in 

the Zebrafish Embryo by 

Reconstituting Field Water 

Samples: A Metal Pollution Case 

Study. International Journal of 

Molecular Sciences, 2017. 18(3): p. 

539.[169] 

 

Metals 

 

Lake Hornträsket 

(Sweden) 

Transcriptional responses of 

zebrafish to complex metal 

mixtures in laboratory studies 

overestimates the responses 

observed with environmental 

water. Science of The Total 

Environment, 2017. 584: p. 1138-

1146[170] 

 

    此外由於近幾年奈米微粒已應用於許多產業當中，也因此奈米微粒可能對於

環境造成相當的負擔。奈米微粒會透過環境中的空氣、水體、土壤等多種途徑進入

環境生態中，目前許多研究指出奈米微粒主要是透過水體及空氣途徑進入環境當

中，但目前對於環境水體之奈米微粒毒性測驗相關文獻較少，主要是透過實驗室較

乾淨之水源添加奈米材料來探討其毒性，而少數的研究是針對環境水體中之奈米

微粒，而這些研究大多著重於急毒性，並沒有對於毒理機轉有更深一層的探討，如
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表 4.3 所示。  

 

表 4. 3 近年以斑馬魚模式作為天然水體中奈米微粒毒性測定之研究 

測定物質 取樣水體 毒性 出處 

Ag and TiO2 

nanoparticles 

Reservoir 

(catchment 

area) 

( Singapore) 

Uptake of Ag and 

TiO2 nanoparticles 

Uptake of Ag and TiO 2 

nanoparticles by zebrafish 

embryos in the presence of 

other contaminants in the 

aquatic environment. 

Water research, 2014. 55: 

p. 280-291.[171] 

Ag and CuO 

nanoparticle 

Lake Greifen 

(Switzerland) 

Ag NPs were very 

toxic (48 h EC50 

1e5.5 mg Ag/L) to 

D. magna as / D. 

rerio embryos 

Natural water as the test 

medium for Ag and CuO 

nanoparticle hazard 

evaluation: An 

interlaboratory case study. 

Environmental Pollution, 

2016. 216: p. 689-

699.[172] 

 

奈米微粒之環境水體相關研究及研究策略 

    目前仍尚未有對於環境中之奈米微粒之毒性測驗相關研究，對於環境水體與

奈米微粒的相關研究大多是透過額外添加奈米微粒至環境水體，而透過先前研究

可發現在過濾孔徑小於 100 µm 之濾液，其測定奈米微粒濃度則較低[173](圖 4.1)，

根據此研究之結果，本計畫將會回收未過濾至孔徑 100 µm 之濾液進行毒性試驗，

於本計畫中我們將透過不同孔徑，其包含 0.45μm、0.22μm 及 0.1μm 之過濾膜將水

體進行過濾，而過濾後將收集環境水體之奈米微粒進行毒性分析。 
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圖 4. 1 奈米銀以環境水體為媒介經由不同孔徑過濾膜之銀離子濃度 [173] 

 

4.1.2 國際建議之毒性測驗標準方法 

奈米物質其因表面積大且化學活性高，其物化特性皆與一般傳統化學物質不

同，這使得我們並不能對應到過去所做的相關文獻，也因此我們急需奈米物質之毒

性篩選報告，除此之外，因奈米物質種類繁多使得我們必須發展出適當且快速的策

略來因應其需求，也因此於 (1) ISO_TR_16197 技術報告中，已建議用細胞培養的

模式來進行快速的毒性篩選是一個良好的策略，另外，此技術報告中也建議斑馬魚

胚胎是一個良好的非感知動物模式，能夠提供更多複雜的體內模式資訊，也因此於

計畫中我們亦選用斑馬魚胚胎模式進行研究，針對斑馬魚胚胎，我們參考(2) OECD 

TG236 Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test 魚類胚胎急毒性測試，並且將其整

理於下，作為我們研究的重要根基。 

 

ISO_TR_16197 技術報告 

近年來因奈米微粒大量的應用及開發，使得我們急需一個重要的平台能夠快

速、方便且高通量的方法來評估奈米微粒的危害，而 ISO_TR_16197 技術報告中

所提出之高通量毒性篩選方法對於測試奈米微粒這樣的新興化學物質是十分適合

的，同時 ISO_TR_16197 技術報告中也提出許多檢測奈米微粒時許多必要且值得

注重的概念值得我們參考。 

 

Role and relevance of toxicological screening for the safety evaluation of 
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manufactured NMs 

毒性篩選在人造奈米材料之安全性評估中的角色及相關性 

元素週期表上的每一種元素都有可能應用於奈米科技，這些不同的奈米材料

種類之繁多，使得目前難以逐一評估每一種新興奈米材料毒性危害，因此近來隨著

大量具有新特性之新興奈米材料的開發，進行毒性篩選是一項極大的挑戰，也因此

高通量毒性篩選(high-throughput toxicological screening)方法對於奈米材料毒性之

篩選再合適不過。高通量篩選測試的目的，主要是提供一個對人體健康或環境潛在

不良結果的指標，而此篩選法需考量多項參數，包含成本、基礎設備以及時間上的

限制，大部分會採取細胞培養模式或其他體外試驗之技術；除此之外，透過此作法

也可以如同3R原則中所呈現的(取代、減量以及替代)減少使用感知體外動物試驗。 

 

表 4. 4 篩選測試包含之項目 

 項目 

(1) 限制使用感知動物(sentient animals)。 

(2) 產生可量化之試驗終點(end point)或廣泛被接受並可靠的是與否之篩選

(yes/no screen)。 

(3) 多方實驗室證實之重複性。 

(4) 有可再現性並具有合適之陽性及陰性作為對照組。 

 

 

篩選測驗往往可以提供特定機制相關的數據，這樣的數據可以提供相關不良

反應的訊息上下游路徑，而目前此技術報告已將評估奈米材料毒性之篩選測試數

據用來作為評估奈米材料產品未來是否能繼續發展，且這些數據能夠被應用在分

級測試策略(a tiered testing strategy)上，其中高通量篩選方法具有減少動物試驗或

是利用體外研究來分辨有害物質之潛能，進而減少危害辨識過程之複雜性。考量奈

米材料之複雜度以及大量化，使用高通量之篩選測試方式對於人體健康影響具有

其重要性，然而篩選測試也有其限制，所以此測試方法應須建立在更完整的試驗策

略之中。 

 

表 4. 5 篩選檢驗法的限制 

 項目 

(1) 大部分缺乏被驗證的人體可預測性。 

(2) 測試篩選之數據推估到人體暴露的劑量效應關係 (dose-response 
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relationships)較複雜。 

(3) 急性暴露篩選作為預測人體慢性暴露之危害較困難。 

 

奈米材料毒性測試的正對照組與負對照組 

為了達到有意義的結果，篩選實驗必須包含正對照組與負對照組。一般而言，

正對照組是用以驗證實驗的程序是否完整。正對照組應由過去已知實驗的結果，如：

當暴露到測試系統時能引起不良反應，為了達到與實驗本身的相關性，正對照組本

身盡量具有與奈米微粒共同的物理化學特性，或至少屬於同一類，例如：金屬氧化

物、金屬、聚合物等材料。如此，未知毒性的奈米材料須與毒性已被充分研究之參

考材料立於同樣的標準，並且可優先參考目前已知的生物機制，如：二氧化矽晶體

(nanoUsil)已在微粒毒理學研究的氣管內注射實驗(intratracheal instillation studies)中

被用來作為正對照組。另一方面，負對照組應為可忽略或鮮少的影響，使其可被用

來作為毒性背景值。若暴露負對照組後觀察到陽性反應，這通常意味著有其他的因

子參與其中，並且其實驗結果應被捨棄。 

已建立的毒性篩選規章是為了化學物質與較大尺寸的微粒而發展出來的，因

此，目前的奈米毒性篩選分析方法大多是依賴化學物質或較大的微粒物質作為分

析的對照組。當奈米微粒專用的毒性篩選分析方法被發展出來時，以奈米材料為基

礎的對照組將逐漸取代傳統的對照組，隨著其他奈米微粒參考材料種類的出現，將

有助於奈米毒性測量方法基礎架構之建立，能夠簡化篩選程序並降低不同實驗室

之間最終結果的不一致性。 

 

人造奈米材料之體外毒性篩選方法 

若想要建立一套體外試驗的篩選方法，第一步驟是先找出適當的體外分析方

法納入其中，一般來說，為了確保分析方法的效能，測試奈米材料的體外分析方法

應包含正負對照組以及驗收標準。理想上，正負對照組應為與人體危害相關之奈米

微粒，其機制基礎也需以此分析方法評估。若此奈米微粒之對照組尚未被鑑定出來，

則小分子的對照組也是合適的，此外分析方法也應包含鑑定奈米微粒干擾之方法，

這是因為有許多奈米微粒可能會干擾光譜、催化(catalytic)或試劑吸附特性，另外為

了避免可能有偽陽性與偽陰性結果，應以多重分析方法來測量同樣的機制。 

 

表 4. 6 ISO_TR_16197 技術報告所建議的體外試驗方法 

 建議的體外試驗方法 

(1) 細胞毒性篩選方法 



第四章 

67 

 

(2) 發炎及免疫反應篩選方法 

(3) 壓力反應 (包含氧化及蛋白產物)篩選方法，其項目細分為: a.奈米微

粒的非細胞氧化還原活性 b.細胞內產生的 ROS 

(4) 血液中成分之篩選方法 (包含凝血因子、溶血) 

(5) 基因毒性篩選方法 

(6) 體外屏蔽檢測以及適合的檢測系統用來評估生物屏障毒性，例如肺部

和皮膚 

(7) 體學測量 (Omics measurements) 

(8) 其他毒性 (包含神經毒性、發育毒性、胚胎毒性及器官影響) 

 

以下先以細胞毒性篩選及氧化壓力產生之反應進行技術報告之內容整理。 

細胞毒性篩選方法-細胞存活率 

    通常被用來評估化學物質細胞毒性的方法也適用於分析奈米材料之細胞毒性，

最常用的方法是MTT或改良的MTT、Alamar blue、乳酸脫氫酶釋放實驗(LDH 

release)，以及以trypan blue染色計數細胞數目的方法等，也都是常使用的方法。 

細胞毒性篩選方法-氧化壓力 

先前的研究已經探討奈米微粒在細胞內氧化壓力反應中所扮演的角色。細胞

產生之活性氧化物為正常細胞活動之副產物，可透過細胞的抗氧化機制減緩，若活

性氧化物種產物超過抗氧化機制能負荷的程度，將導致細胞中氧化壓力過高。不同

的氧化壓力在身體中有著不同的角色，事實上氧化壓力在細胞之中本身就是重要

的二級傳訊者，當細胞中存在低程度的氧化壓力時，第一層的保護反應會誘導抗氧

化酵素生成，例如穀胱甘肽 S 轉移酶，以減緩氧化壓力，但若活性氧化物產物過多

或是起始的抗氧化反應失效就會導致發炎反應，最終導致細胞毒性產生。 

由於奈米材料可能引起的毒性相似於微粒或超微粒引起的毒性，因此氧化壓

力與發炎反應的發生被認為是奈米材料之合理毒性機轉，奈米材料可能透過數種

途徑誘發氧化壓力，例如半導體奈米材料的導電帶之電子跳躍導致 O2•- 與 OH•自

由基生成，以及奈米材料所釋放的金屬離子誘發生成 OH•，除此之外奈米材料也

能透過進入粒線體並干擾其功能導致過量 ROS 生成。 

 

人造奈米材料之體內試驗毒性篩選相關方法 

全動物篩選模式 (包含對代謝體學、蛋白質體學、轉錄體學及基因毒性的測試)

使用非感知物種(non-sentient species)的模式系統進行全動物篩選，可作為評估奈

米材料對環境及人體健康與毒性效應的可能工具，例如斑馬魚胚胎模式已成為對
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脊椎生物及人類毒理學而言，具有方便性且有價值的模式。此模式提供有力的體內

動物探討毒理學機轉（例如：完整的生物體、具有功能性的恆定回饋機制以及細胞

間訊息傳遞）。 

斑馬魚的胚胎模式可用來快速提供篩選奈米材料對全動物系統的生物影響資

訊，並且可以提供對於奈米材料毒性整合系統效應的敏感指標，這是因為脊椎動物

在生命週期的早期階段對外來物質的干擾是較為敏感，除此之外，發育在各物種間

都具有高度保守的特性，使得試驗結果能夠被廣泛解讀；另外在發育的過程中，分

子訊息傳導是非常重要的，這是因為發育的過程本身需要高度的細胞與細胞的溝

通，倘若奈米材料會干擾細胞溝通的過程，則可預期會破壞發育的過程，而受干擾

的胚胎發育過程可能會呈現畸形的形態、行為的異常或是胚胎死亡，透過結合形態

的呈現、發育及行為分析，斑馬魚胚胎模式可提供完整的系統效應測試。 

 

其他相關國際活動與公佈文件之回顧  

另一種奈米毒性標準化測試是由經濟合作暨發展組織(OECD)、美國材料與試

驗協會(ASTM International)及數個國家計量機構(National Metrology Institutes)所組

成[112]。OECD之人造奈米材料工作小組(WPMN)在2006年成立，截至2011年為止，

並已組成九個推動小組(steering groups, SG)。另外，ATSM國際奈米技術委員會

(ASTM international Technical Committee on Nanotechnology) E56則公佈三種奈米材

料毒性測試標準，如表4.7所示。 

 

表 4. 7 ASTM E56 公佈的毒性測試標準相關列表 

文獻編號 標題 

E2524–08 奈米微粒溶血特性(Haemolytic Properties)分析之標準測試方法 

E2525–08 奈 米 微 粒 材 料 影 響 小 鼠 顆 粒 球 巨 噬 細 胞 群 落 (Granulocyte 

Macrophage Colonies)形成評估之標準測試方法 

E2526–08 奈米微粒材料對豬腎細胞與人類肝癌細胞毒性評估之標準測試方法 

 

    歐盟第7期科研架構(EU 7th Framework)近期建立一種「奈米微粒造成健康、安

全與環境影響」綜合資料庫(NHECD) (內容取自www.nhecd-fp7.eu)，此資料庫開放

給使用者自行更新資訊及評估意見。 

    ISO/TR16197 技術報告針對體內測試之建議指出新的體內試驗系統：斑馬魚胚

胎模式，能夠被簡單又快速地應用在細胞及分子的層次上，除此之外，針對斑馬魚

的體內測試系統而言，OECD 過去針對化學物質的魚類毒性測試方法已有相關的

http://www.nhecd-fp7.eu/
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測試指引公告提供參考，因此今年度之計畫將根據 OECD TG236 Fish Embryo Acute 

Toxicity (FET) Test 魚類胚胎急毒性測試準則，進行水體樣品之奈米物質斑馬魚胚

胎體內毒性測試系統之建立。 

 

OECD TG236 Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test 魚類胚胎急毒性測試指南 

    ISO/TR16197 技術報告體內測試建議指出：使用非感知物種的模式系統進行全

動物篩選，可作為評估奈米材料對環境及人體健康與毒性效應的可能工具，例如：

斑馬魚胚胎模式，除此之外斑馬魚胚胎模式目前已廣泛的被應於奈米毒性研究、環

境水體毒性研究、及環境水體中之奈米微粒毒性研究，也因此在計畫之中我們將會

使用斑馬魚胚胎模式進行研究，而在研究中我們將參考 OECD TG236 Fish Embryo 

Acute Toxicity (FET) Test 魚類胚胎急毒性測試指南作為草案依據。 

 

斑馬魚胚胎試驗開始所須注意事項 

(1) 如果此指引被用來測試混合物，其組成應盡可能的鑑定化學成分及特性，如：

化學物質含量比例、物質-專一特質。 

(2) 考量化學物質可能於代謝後活化：已有證據顯示斑馬魚胚胎已具有生物轉化的

活性，然而斑馬魚胚胎之代謝活性與幼魚或成魚並不全然相似。例如：Protoxicant 

allyl alcohol 對胚胎毒性較成魚低，因其是需要透過代謝活化。 

(3) 若化學物質之分子量大於 3 kDa 的大分子結構物質；其可能導致斑馬魚胚胎

延後孵化，使得孵化後階段之暴露時間減少。在這些狀況之下，胚胎的敏感較為不

足，所以可能以其他的毒性測試會較為適合。 

 

進行斑馬魚試驗時，以下設施是必須的 

(1) 魚缸材質必須是化學鈍性材料 (像是：玻璃)，並且符合建議容載量。 

(2) 倒立式顯微鏡和/或雙目式，至少應有 80 倍放大倍率。 

(3) 若觀察記錄房間不能維持在 26 ± 1 °C，則需要其他方法來控制實驗過程中之

溫度。 

(4) 測試容器：需使用玻璃或聚苯乙烯材質 5 之測試容器 (例如：24 孔盤，一個孔

容積為 2.5-5 ml)。若物質 (例如：非極性、平面化合物，具有高 KOW) 可能會吸

附到聚苯乙烯上，則應使用惰性材料 (玻璃) 來降低因吸附造成的損失。 

(5) 控制溫度的培養箱或空調室，讓測試容器能維持在 26 ± 1 °C。 

(6)  pH 計 。 

(7) 溶氧計 。 
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(8) 測試水硬度及導電度之儀器。 

(9) 收集卵器材：由玻璃、不鏽鋼或其他惰性材料構成；篩網 (網格大小 2 ± 0.5 mm) 

由不鏽鋼或其他鈍性材料，以保護新生的卵。 

(10) 將收集卵的移液管(或滴管)的開口擴大，以避免讓魚卵受到壓力。 

(11) 準備不同的玻璃器品稀釋藥品(燒杯、錐形瓶、量筒、滴管)或收集斑馬魚魚卵 

(例如：燒杯、玻璃盤) 。 

(12) 若為其他暴露系統：如流通式或是被動給藥等，需適當的相關設施及設備。 

 

養殖水及測試之條件 

建議稀釋養殖水至地表水硬度程度，稀釋用水需來自重組水 (reconstituted 

water)，其最後硬度程度應相當於 100-300 mg/L CaCO3，以避免碳酸鈣沉澱。重組

水可能由低硬度的養殖水與去離子水稀釋(1:5)至最小硬度 30-35 mg/L CaCO3。 

    水在加入化學物質之前，應先通氣至氧氣飽和狀態。測試過程中溫度應該維持

在 26 ± 1 °C。 pH 值應該於 6.5 及 8.5 之間，在測驗的過程中不應超過誤差 1.5。

如果 pH 值未介於 6.5 及 8.5 之間，在試驗開始之前應先調整 pH 值。調整 pH 值

時不應使用會顯著影響原液濃度的溶劑，也不應產生任何化學反應或沉澱。建議使

用 HCl 及 NaOH 來校正 pH 值。 

 

測試溶液 

(1) 能準備特定濃度的測試溶液，例如；稀釋原液的過程中，藉由機械裝置(旋轉攪

拌和/或超音波)來混合或攪拌稀釋水中的測試化學物質。如果測試化學物質難溶於

水，則依據 OECD Guidance Document No. 23 裡的標準流程來進行處理。 

(2) 避免使用溶劑，但在某些情況可能需要使用溶劑配製成合適的濃縮原液，在這

情況下，每一個測試組中，溶劑的濃度不應超過 100 µl/L，除此之外當使用溶劑時，

則實驗設計上另外增加一個溶劑控制組。 

 

魚的養殖應注意以下事項：  

(1) 光週期固定為 12-16 小時。 

(2) 斑馬魚不可有可見的感染或生病，也不應在產卵前兩個月有接受任何投藥 (急

性或是預防性皆是)。 

(3) 斑馬魚之建議生存空間為一公升/一隻魚。 

(4) 應調整至最佳的過濾率，應避免過高的過濾率造成水體的擾亂。 

(5) 餵食時應避免過多餵食。 
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(6) 應定期監控魚缸中的水質及乾淨度，如果需要的話應調整至初始狀態。 

 

測驗斑馬魚試驗技術之完整性 

    為了檢測此品系的斑馬魚敏感度，須以 3,4-dichloroaniline 作為參考物質，測

試完整的劑量效應範圍，且一年檢測兩次。對於初建立此試驗的實驗室，使用參考

化學物質證實技術完整性是必須的，實驗室在開始正式試驗前，也可用此化學物質

來描述實施此測試之技術完整性。 

 

確保斑馬魚試驗之實驗有效性 

為了確保每次實驗之有效性，應留意以下之注意事項： 

(1) 測試批次之卵的總體受精率 ≥ 70% 。 

(2) 測試容器及測試期間水溫維持 26 ± 1 °C。 

(3) 負控制組 (dilution-water) 組及溶劑組直到 96 小時結束時，其整體存活率 ≥ 

90%。 

(4) 正控制組直到 96 小時結束時，最小值死亡率必須達 30%。 

(5) 控制組 (及溶劑組，如果可行的話) 直到 96 小時結束時，其孵化率必須 ≥ 80%。 

 

斑馬魚產卵 

(1) 斑馬魚產卵的方式可透過在個別交配盒中或是透過在魚缸中大量產卵。 

(2) 公魚和母魚之比例為 2 : 1，在測試前一天的傍晚(暗週期前幾個小時)將斑馬魚

放於交配盒之中。 

(3) 因為可能有時沒有產卵，建議至少使用 3 個交配盒。 

(4) 為避免遺傳差異，卵應至少由 3 個交配盒中收集，並且將卵均勻混合，再從其

中隨機挑選。 

(5) 集卵器在試驗前一天傍晚前或於試驗當日天亮前放至交配盒或魚缸中。此外，

為避免卵被成魚食入，收卵器材上覆有惰性篩網 (網格大小約 2 ± 0.5 mm)。 

交配、產卵及受精會在亮燈的半小時內發生，而取出卵時建議使用重組水進行潤洗，

將雜質潤洗掉。 

 

試驗流程-暴露條件 

(1) 一種實驗濃度需 20 個胚胎進行暴露測試。 

(2) 暴露濃度應於整個測試過程中維持標準化學濃度 ± 20 %。若在靜水式系統中

無法達到，則應使用半靜水式系統 (例如：每 24 小時更換)。 
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(3) 如果無法維持標準化學濃度± 20 %，在開始及每個暴露階段都應測量濃度。 

(4) 當更新溶液時，要注意胚胎仍要覆蓋少許舊溶液以避免乾涸。 

此項試驗設計適用於特定物質的測試要求，例如: 流動式系統、用於易分解或高吸

附性物質的被動式給藥系統、揮發性物質系統。 

(5) 操作過程中應小心謹慎，降低對胚胎產生任何壓力或傷害。 

(6) 在試驗進行之前應先將測試物質放置於測試容器至少 24 小時。 

 

試驗流程-測試濃度 

(1) 通常測試化學物質應有 5 個濃度，其濃度間距不超過 2.2 倍以符合統計要求。

如果試驗設計上小於 5 個濃度時應提出理由。 

(2) 最高濃度應造成 100 %死亡，最低濃度應不造成可觀察反應。 

(3) 在正式試驗開始前，應先測試出適當的濃度範圍。 

(4) 每個試驗濃度通常需 10 顆胚胎。 

以上指示皆於 24 孔盤進行實驗，若有更換試驗容器或是測試更多濃度時，應隨之

調整。 

 

控制組 

(1) 負控制組：稀釋水的控制組作為實驗中的負控制組及盤內控制組。若有大於 1 

個控制組的胚胎死亡，則此 24 孔盤的實驗組皆不採用。若發生整個 24 孔盤的實

驗組不被採用的情況，則要來評估及辨別觀察效應將會變得困難，特別是溶劑控制

組或是胚胎有被影響的組別。 

(2)正控制組：在每一批胚胎試驗時，都應使用正控制組(4 mg/L 3,4-dichloroaniline)。 

(3)溶劑控制組：在使用溶劑的情況時，應有額外的 20 個胚胎單純暴露溶劑作為

溶劑控制組。為考量測試的可接受性，溶劑需為不會造成顯著改變孵化時間、存活

率及不會造成任何胚胎不良效應。 

 

 

暴露起始及暴露期間 

(1) 暴露試驗盡量在胚胎受精後開始，且在暴露 96 小時後結束。 

(2) 胚胎應於分化成 16 顆細胞 (16-cell)之前就暴露測試溶液。 

(3) 為了最小化延遲時間的問題，應準備需要量的兩倍胚胎顆數，並隨機挑選分配

至各別濃度測試組別和控制組中，整個過程不能超過胚胎受精後 90 分鐘。 

(4) 受精卵應與未受精卵分開，並在受精後 180 分鐘前加入 2 ml 新鮮準備的測試
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溶液。 

(5) 使用解剖顯微鏡(大於 30 倍放大率)挑選出分裂中的不正常受精卵 (例如：不對

稱、小泡形成或是卵膜破損)。 

 

將卵分配至 24 孔盤中應注意之事項 

(1) 一個濃度的組別放入 20 個胚胎於 24 孔盤中。 

(2) 溶劑控制組需於 24 孔盤中放入 20 個胚胎 (如果需要時)。 

(3) 正控制組(positive control)需於孔盤中放入 20 個胚胎。 

(4) 以上孔盤中放入4個胚胎與稀釋水(dilution water)作為內部控制組(internal plate 

control)。 

(5) 需以 24 個胚胎與稀釋水共同測試作為負控制組(negative control)。 

觀察胚胎 

胚胎的觀察重點包含：胚胎凝結(coagulated embryos)、體節發育不全或缺乏(lack 

of somite formation)、尾部未分離(non-detachment of the tail)、缺乏心跳(lack of 

heartbeat)。 

(1) 胚胎凝結(Coagulation of the embryo)：凝結的胚胎為乳白色，於顯微鏡下顯示

為黑色。凝結胚胎於 24、48、72 及 96 小時記錄。 

(2) 體節發育不全或缺乏(Lack of somite formation)：於 26 ± 1 °C 下，正常發育的

斑馬魚胚胎在 24 小時後約形成 20 個體節，而正常發育的胚胎會自主運動(收縮運

動)，自主運動即表示體節之形成。體節發育不全或缺乏於 24、48、72 及 96 小時

記錄。若在 24 小時後沒有形成體節，可能為整體發育遲緩，而最晚至少在 48 小時

前體節就應已形成。若於 48 小時未形成體節，則斷定為死亡。 

(3) 尾部未分離(Non-detachment of the tail)：正常發育的胚胎，在胚胎身體末端延

伸時，尾部會從卵黃囊分離。尾部未分離是於 24、48、72 及 96 小時記錄。 

(4) 缺乏心跳(Lack of heartbeat)：於 26 ± 1 °C 下，正常發育胚胎的心跳可於 48 小

時觀察到。在觀察心跳時應特別小心，因為不規則心跳的情況不應紀錄為死亡。此

外，若有可見的心跳，但是沒有觀察到腹主動脈循環(circulation in aorta abdominalis)，

判斷為非死亡。要觀察心跳時，應該在至少在 80 倍放大的情況下觀察 1 分鐘。缺

乏心跳是於 48、72 及 96 小時記錄。 

*以上這些觀察項目觀察到任何一項即表示胚胎死亡。此外測試組及控制組從暴露

後 48 小時，每天都要記錄孵化的情形，每 24 小時進行記錄直至試驗結束。 

*測試組別及控制組的孵化率應該於暴露後 48 小時後記錄，雖然孵化率並不用來

計算 LC50，但是孵化率能確定胚胎有沒有潛在的卵膜保護屏障， 這將有益於數據
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上的解讀。 

 

表 4. 8 斑馬魚胚胎於受精後 24 至 96 小時之急毒性現象觀察 

  

 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs 

胚胎凝結 + + + + 

缺乏體節形成 + + + + 

尾部未分離 + + + + 

缺乏心跳  + + + 

+ 代表需觀察的時間點 

 

分析測量 

(1) 在試驗的開始及結束，皆需檢測控制組及最高濃度組的 pH 值、總硬度、導電

度。在半靜水式系統中，在換水前後都應測量其 pH 值。 

(2) 在試驗結束時，需要測試負控制組及最高濃度含有存活胚胎組的溶氧量，須符

合測試規範。 

(3) 如果顧慮 24 孔盤之間的溫度差異，則隨機選取其中 3 個孔槽測試。溫度應在

試驗過程中每天持續地記錄。 

(4) 在靜水式系統中，試驗前後至少要測量最低濃度及最高濃度，最好的情況是每

個濃度都測量。 

(5) 在半靜水式系統中，測試物濃度應在標準濃度± 20 % 範圍，建議測試物在更換

前新鮮溶液前先測量其濃度，應包括最低濃度和最高濃度。 

 

數據及報告-試驗報告 

測試報告應該包含以下資訊：  

(1) 測試化學物質： 

  a. 單一組成物質(Mono-constituent substance)： 

    - 物理外觀、水溶性、其他相關物化特性 

    - 化學鑑定：如 IUPAC 或 CAS 名稱、CAS 號碼、SMILES、InChI 碼、 結 

構式、純度、不純物鑑定等 (包含有機碳組成)。 

  b. 多組成物質(multi-constituent substance)，UVBCs 及混和物： 

    - 盡可能的進行化學特性檢定(如上述)、檢測組成含量及相關化學特性。 



第四章 

75 

 

(2) 測試生物：包含科學名稱、品系、來源、收集受精卵方法及相關操作。 

(3) 測試條件： 

  - 使用的測試條件(例如：半靜水式)。 

  - 光週期。 

  - 試驗設計 (例如：測試容器數目、控制組種類)。 

 - 斑馬魚飼養環境的水質鑑定 (例如：pH 值、硬度、溫度、導電度、溶氧量) 。 

 - 應在開始及暴露後 96 小時後結束時，測試溶液的溶氧濃度、pH 值、總硬度、

溫度、導電度。 

 - 原液及測試溶液準備方法、更換溶液的頻率。 

 - 如果使用水以外的溶劑，應提供使用及選擇的理由。 

 - 分析測試化學物在測試容器內的測量值、偵測方法及測試極限。 

 - 控制組符合整體存活標準的相關數據。 

 - 卵的受精率。 

 - 實驗組及控制組的孵化率。 

(4) 結果 :  

 - 試驗過程中不造成死亡的最高濃度。 

 - 測試過程中導致 100 %死亡的最低濃度。 

 - 在建議觀察時間點的各濃度累計死亡率。 

 -  48 小時及 96 小時的 LC50 值，如果可能應在 95 %信賴區間。  

 - 測試結束時之死亡率須以濃度曲線圖呈現。 

 - 控制組的死亡 (負控制組、盤內控制組、正控制組、溶劑控制組)。 

 -  4 個觀察時間點的實驗數據。 

 -  外觀和生理異常的發生率和描述(如果有的話) 。 

 -  試驗過程中可能會影響實驗結果的任何事件。 

 -  統計分析及數據處理 (使用 probit analysis、logistic regression model 和幾何   

平均計算 LC50)。 

-  利用回歸(regression )轉換過後的劑量-效應曲線之斜率及信賴區間。 

-  任何相關的指引或相關的解釋。 

-  結果的討論或詮釋  



第四章 

76 

 

4. 2 奈米微粒生物毒性檢測標準方法草案 

4.2.1 細胞培養模式之標準方法草案 

 

生物毒性檢測方法-小鼠纖維母細胞(NIH-3T3)細胞培養(Cell culture)  

一、方法概要 

本方法係將細胞收集，進行計數後，種植於10公分培養皿繼代或是種植

於不同試驗容器中進行其它實驗。 

二、干擾 

（一） 細胞健康狀況不佳，導致繼代後產生飄起死亡的情形。 

（二） 因操作台或培養箱不乾淨，而導致細胞汙染。 

三、設備與材料 

（一） 細胞株 : mouse embryonic fibroblast cell line, ATCC Number : CRL-

1658¬TM。 

（二） 培養基: Dulbecco’s Modified eagle medium high glucose (DMEM), Thermo 

Fish Scientific. Catalog number: 12100061。 

（三） 胎牛血清(FBS): HyClone, South Logan, UT, USA。 

（四） Antibiotic-Antimycotic solution (100×): Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: ABL02-100ML。 

（五） 控制設備：使用培養箱(NUAIR)，將細胞培養於37℃，5% 二氧化碳的

培養環境。 

（六） 培養容器：10公分培養皿。 

（七） 血球計數盤:Mini Monitor Series 900, Morgan。 

四、試劑 

（一） 磷酸鹽緩衝生理鹽水（Phosphate buffered saline，PBS）。 

（二） Trypsin-EDTA Solution 0.5% (10×): Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: TRL02-100ML。 

（三） Trypan blue (0.2 % trypan blue powder 溶於1×PBS 中)。 

五、藥品保存 

（一） Trypsin-EDTA Solution 平時存放於-20℃冰箱，於實驗前置於37°C 水浴
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槽內回溫。 

（二） 細胞培養液與 PBS 平時存放於4℃冰箱，於實驗前置於37°C 水浴槽內回

溫。 

六、步驟 

1. 配 置 含 有 10% FBS 之 DMEM 細 胞 培 養 基  (500 ml) ， 並 加 入

Penicillin/Streptomycin (1×) 

            Final concentration 

445 mL DMEM with high glucose  

 

5 mL    Penicillin/Streptomycin (100×)              100 U/mL/100 

μg/mL(1×) 

(10,000 U/mL/10,000 μg/mL) 

 

50 mL FBS (heat inactivated)             10% 

 

2. 將 FBS 去補體 (heat inactivated) 

將冷涷於-80℃冰箱內的 FBS，在室溫下解凍(可藉由流水沖洗加速解凍)。去補

體前，先將水浴槽溫度升至56℃。將已經解凍的 FBS 放入水浴槽中，加熱至少

30分鐘（偶爾搖晃）。冷卻後分裝等量體積於50毫升試管中，儲存在-20℃，備

用。 

3. 細胞株 

將裝有細胞株的凍管至液態氮桶中取出，於水浴槽中快速回溫。 

1. 在15ml 離心管中裝2ml 培養液。待凍管中的細胞溶化成液態後，使用微量吸管

將凍管中的細胞取至含 2ml 培養液的離心管中，並混合均勻。 

2. 於1500rpm 離心3分鐘後抽除上清液，留下細胞，並回溶於1ml 的培養液中。將

含有細胞的1ml 培養液種植於10公分培養皿中，待細胞生長至8~9分滿，即能進

行繼代。 

3. 試驗容器及相關器材之清洗：在操作台盡量使用酒精燈火烤使用的器具，例如：

10c.c.塑膠吸管、培養液及 PBS 瓶口處、玻璃巴特氏管。 

4. 接觸過樣品的塑膠器皿，不得重複使用。 

5.  
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4. Trypan blue dye exclusion assay-細胞計數 

(1) 細胞培養於培養皿中待長至8~9分滿時，依細胞繼代培養之方式，收集培養之細

胞並加入適量之新鮮培養基，均勻混合成細胞懸浮液。 

(2) 取20 μl 細胞懸浮液與20 μl trypan blue 等體積混合均勻於0.5 ml 小離心管中；並

由小離心管中取少許混合液約(15 μl)至血球計數盤 chamber 上方凹槽注入，蓋

上蓋玻片，於100× 倒立顯微鏡下觀察計數。 

(3) 數四個大方格之細胞總數，再除以4，乘以稀釋倍數(乘以2，因與 trypan blue 等

體積混合)，最後乘以104，即為每 ml 中細胞懸浮液之細胞總數。若細胞位於線

上，只計算上線與右線之細胞(或計算下線與左線之細胞)。 

(4) 4大格細胞總數/4 × 2 × 104= 細胞數/ml。 

 

 

 

 

 

 

七、結果處理  

    以繼代細胞數量做為之後實驗種植細胞的參考，以及在各種不同容器中所需

的細胞數，若是以2天做為細胞繼代的天數，則需種入的細胞密度約為8 × 105 

cells/10 ml DMEM/ in 10 公分培養皿，3天約為7 × 105 cells/10 ml DMEM/ in 10 公

分培養皿。 

以下表格為目前依據測試結果在10 公分培養皿、6 公分培養皿、6 孔培養盤、

24孔培養盤、96 孔培養盤進行加藥暴露前24小時，需要種入的細胞數 (種入細胞

24小時後會達到8成滿的細胞數)： 

 

10 cm dish (in 10 

ml DMEM) 

6 cm dish (5 in ml 

DMEM) 

6 well plate (in 3 ml 

DMEM/well) 

96 well plate  

(in 0.2 ml 

DMEM/well) 

1.2 × 106 cells 6 × 105 cells 3 × 105 cells 1× 104 cells 
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八、品質管制 

略 

九、精密度與準確度 

略 

十、參考資料 

（一） R W Holley and J A Kiernan., "Contact inhibition" of cell division in 3T3 

cells, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States 

of America. 1968 May; 60(1): 300–304. 

（二） R. Ian Freshney., Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 

4th Edition. 2000. 

 

註1：執行毒性試驗後之試驗細胞須廢棄。 
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生物毒性檢測方法-小鼠纖維母細胞(NIH-3T3)細胞存活率分析(MTT assay) 

 

一、方法概要 

本方法係以細胞模式檢測生物毒性，計算24及48小時之細胞存活率。MTT，

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 為黃色化合物，是

一種接受氫離子的染料，可作用於活細胞粒線體中的呼吸鏈，經還原酶琥珀

酸脫氫酶(SDH)和細胞色素 C 的作用下，tetrazolium 環會裂開，產生 Formazan 

紫色沉澱，利用 DMSO 將 Formazan 溶解後，因為 Formazan 在570 nm 會有吸

光值，可藉由 ELISA reader 測定570 nm 的吸光值，便可得到活細胞的比例，

在一定细胞數範圍內，MTT 结晶形成的量與細胞數成正比。此方法已廣泛用

於一些生物活性因子的活性檢測、大規模的抗腫瘤藥物篩選、細胞毒性試驗

以及腫瘤放射敏感性測定等。 

二、適用範圍 

    本方法適用於陸域地面水體、地下水體、放流水、廢水、污水及環境用

藥對哺乳類細胞株之生物毒性檢測。 

三、干擾 

(一)  有些特定物質的吸收波段與偵測 MTT 的570nm 接近，會影響 ELISA  

 reader 的讀值。 

(二)  細胞健康狀況不佳，影響實驗結果的偵測。 

(三)  種植在 96 孔培養盤之細胞密度太多或太少，影響實驗結果的偵測。 

(四)  實驗的時候需關閉操作台上的日光燈來避光。 

四、設備與材料 

(一) 細胞株: 以 mouse embryonic fibroblast cell line, ATCC Number : CRL-

1658TM 進行實驗。 

(二) 控制設備：使用培養箱(NUAIR)，將細胞培養於 37℃，5% 二氧化碳

的培養環境培養容器：10 公分培養皿。 

(三)  試驗容器：96 孔培養盤。  

(四)  微量吸管。 

五、試劑 
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（一） 磷酸鹽緩衝生理鹽水（Phosphate buffered saline，PBS）。 

（二） 細胞培養液： 

細胞培養液含下列成分： 

培養基：  Dulbecco’s Modified eagle medium high glucose (DMEM), 

Thermo Fish Scientific. Catalog number: 12100061 

胎牛血清(FBS)：HyClone, South Logan, UT, USA 

Antibiotic-Antimycotic solution (100×)：Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: ABL02-100ML。 

（三） 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT 

solution) (MDBio, Inc，Lot.M6021201)：以磷酸緩衝液( PBS )配製成(5 

mg/mL)，於 4℃下避光保存。 

（四） DMSO（MERCK，Germany，Catalog number:K42350131，Lot.145）。 

（五） Trypsin-EDTA Solution 0.5% (10×): Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: TRL02-100ML 

六、藥品保存 

MTT 粉末和原液(stock solution)保存時都需要避光，用鋁箔紙包好即可，粉末

保存於-20℃冰箱內、原液(stock solution)保存於4℃冰箱內。 

七、步驟 

（一）試驗準備 

1.  細胞培養： 

(1) 將8~9分滿的細胞利用 trypsin-EDTA 溶液使其自培養皿上脫落，計算

其細胞數。 

(2) 使用八爪微量分注器將適量細胞種入96孔培養盤中，每格100µL (每

格約1×104個細胞，可再依據密度多寡進行微調)，待隔天細胞貼壁，

進行加藥處理。 

2. 試驗容器及相關器材之清洗： 

(1) 新的96孔培養盤，使用前須照射 UV。 

(2) 裝載細胞及加藥的容器為樣品槽，使用前從烘箱取出，於操作台照射

UV。 
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(3) 接觸過樣品溶液的耗材，不得重複使用。 

（二）範圍尋找試驗（Range - finding test） 

MTT assay 即為範圍尋找試驗，測試不同濃度之暴露物處理下的細胞存活

率，進而得知半致死劑量。 

（三）確定試驗（Definitive test） 

1. 細胞暴露至反應時間後，進行 MTT assay，首先，將 well 中的培養基移

除。 

2. 使用 PBS 清洗一次。 

3. 將濃度5mg/mL 的 MTT 加入 PBS 中稀釋10倍，每格加入100µL 的 MTT

混和液。 

4. 放入 37℃，5% CO2的細胞培養箱中培養2~4小時。 

5. 將盤中的 MTT 移除，留下紫色結晶。 

6. 每格加入100µL DMSO，並左右均勻搖晃。 

八、結果處理  

（一） 以 ELISA 讀取儀測其吸光值，在波長570nm 下測定細胞的 O.D.值。 

（二） 存活率(%)=(處理組 O.D.值/對照組 O.D.值) × 100 

九、品質管制 

 （一）空白試驗(NC)：每次毒性試驗應至少伴隨一空白試驗，若細胞死亡率超過

10%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

（二）內對照試驗(iC) ：每次試驗皆暴露相對應之最高濃度組別之溶劑體積量。

若所測出的 O.D.值低於0.4或是高於1.4，則整個實驗必須重做。 

（三）正控制試驗(PC) ：每次毒性試驗應至少伴隨一正控制試驗，若死亡率於

30%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

十、精密度與準確度 

略 

十一、參考資料 

（一） Chan EL et al., Cytotoxicity of a novel nano-silver particle endodontic 
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irrigant, Clinical, Cosmetic and Investigational Dentistry. 2015 13;7:65-74. 

（二） Mirta Milić et al., Cellular uptake and toxicity effects of silver nanoparticles 

in mammalian kidney cells, Journal of Applied Toxicology. 

2015 ;35(6):581-92. 

（三） Terry L Riss et al., Cell Viability Assays, Assay Guidance Manual. 2017. 

 

註1：執行毒性試驗後之試驗細胞須廢棄 
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細胞毒性檢測方法－小鼠纖維母細胞(NIH-3T3)細胞存活率分析(MTS assay) 

 

一、方法概要 

MTS 為一種淡黃色的 tetrazolium 化合物。MTS assay 普遍應用於毒理中

測試某些毒性化學物質對於細胞毒性強弱的方法，其原理為活細胞內之粒線

體具有 NAPDH 去氫酶 （NAPDH dehydrogenase）能使化學藥劑 MTS 轉化成

可溶性且可經由吸收光定量的 formazan 染劑，然而死掉的細胞無此酵素活性，

所以可作為細胞存活率的指標。 

 

 

 

 

 

 

 

(Promega, Madison, Wisconsin) 

二、適用範圍 

    本方法適用於陸域地面水體、地下水體、放流水、廢水、污水及環境用

藥對哺乳類細胞株之生物毒性檢測。 

三、干擾  

（一） 細胞培養箱及試驗室若未維持固定生長條件、器皿或試驗容器未徹底滅

菌，會影響細胞生長情形且可能造成耐受性改變。 

（二） 細胞型態或狀況不佳，會影響細胞生長速度與細胞密度。 

（三） 有些特定物質的吸收波段與偵測 MTS 的450-540 nm 接近，會影響 ELISA 

讀取儀的讀值。 

四、設備與材料 

（一） 細胞株: mouse embryonic fibroblast cell line, ATCC Number : CRL-1658TM。 

（二） 控制設備：使用培養箱(NUAIR)，將細胞培養於37℃，5% 二氧化碳的

培養環境培養容器：10公分培養皿。 
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（三） 試驗容器：96孔培養盤。 

（四） 微量吸管。 

五、試劑 

（一） 磷酸鹽緩衝生理鹽水（Phosphate buffered saline，PBS）。 

（二） 細胞培養液： 

細胞培養液含下列成分： 

培養基: Dulbecco’s Modified eagle medium high glucose (DMEM), Thermo 

Fish Scientific. Catalog number: 12100061 

胎牛血清(FBS): HyClone, South Logan, UT, USA 

Antibiotic-Antimycotic solution (100×): Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: ABL02-100ML。 

（三） Trypsin-EDTA Solution 0.5% (10×): Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: TRL02-100ML 

六、藥品保存 

（一） 本試驗所使用之 MTS (stock solution)須保存於-20℃且避光保存。 

（二） 購買較大包裝之產品需分裝使用，避免多次重複退冰解凍。 

（三） 本試驗所使用之細胞培養液(含胎牛血清、抗生素)須保存於-20℃冰箱中。 

（四） 本試驗所使用之暴露藥劑須保存於4℃冰箱中。 

七、步驟 

（一）試驗準備 

1. 細胞培養： 

(1) 將8~9分滿的細胞利用 trypsin-EDTA 溶液使其自培養皿上脫落，計算

其細胞數。 

(2) 使用八爪將適量細胞種入96孔培養盤中，每格100µL (每格約1×104個

細胞，可再依據密度多寡進行微調)，待隔天細胞貼壁，進行加藥處

理。 

2. 試驗容器及相關器材之清洗： 
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(1) 新的96孔培養盤，使用前須照射 UV。 

(2) 裝載細胞及加藥的容器為樣品槽，使用前從烘箱取出，於操作台照射

UV。 

(3) 接觸過樣品溶液的耗材，不得重複使用。 

（二）範圍尋找試驗（Range - finding test） 

MTT assay 即為範圍尋找試驗，測試不同濃度之暴露物處理下的細胞存活

率，進而得知半致死劑量。 

（三）確定試驗（Definitive test） 

1. 細胞暴露至反應時間後，進行 MTT assay，首先，將 well 中的培養基移

除。 

2. 使用 PBS 清洗一次。 

3. 將濃度5mg/mL 的 MTT 加入 PBS 中稀釋10倍，每格加入100µL 的 MTT

混和液。 

4. 放入 37℃，5% CO2的細胞培養箱中培養2~4小時。 

5. 將盤中的 MTT 移除，留下紫色結晶。 

6. 每格加入100µL DMSO，並左右均勻搖晃。 

八、結果處理 

（一） 以 ELISA reader 測其吸光值，在波長490nm 下測定細胞的 O.D.值。 

（二） 存活率(%)=(處理組 O.D.值/對照組 O.D.值) × 100 

 

結果示意圖： 

以 MTS assay 分析經奈米銀暴露後之 NIH-3T3細胞存活情形。褐色越深代表存

活的細胞愈多，實驗組吸光值除以控制組吸光值後× 100，可以獲得存活率(%)，

量化圖如下所示。 
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九、品 質管制 

（一）空白試驗(NC)：每次毒性試驗應至少伴隨一空白試驗，若細胞死亡率超過

10%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

（二）內對照試驗(iC) :每次試驗皆暴露相對應之最高濃度組別之溶劑體積量。

若所測出的 O.D.值低於空白試驗(NC)，則實驗必須重做或調整溶劑體積

量。 

（三）正控制試驗(PC) ：每次毒性試驗應至少伴隨一正控制試驗，若死亡率低

於30%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

十、精密度與準確度 

略 

十一、參考資料  

（一） CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

(MTS)(Promega, Catalog number:G3581) 

（二） Barltrop, J.A. et al. 1991. 5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4,5-

dimenthylthiazoly)-3-(4-sulfophenyl)tetrazolium, inner salt (MTS) and 

related analogs of 3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) reducing to purple water-soluble formazans as cell-viability indicators. 

Bioorg. Med. Chem. Lett. 1, 611–4. 

（三） Saberi A,  Shahbazi-Gahrouei D,  Abbasian M et al. 2017. 

Gold nanoparticles in combination with megavoltage radiation energy 

increased radiosensitization and apoptosis in colon cancer HT-29 cells. Int J 

Radiat Biol. 93(3):315-323. 
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註1：執行毒性試驗後之試驗細胞須廢棄。 

註2：結果處理及呈現是以實驗組的 O.D.值除以對照組 O.D.值所得百分比(以對照

組知吸光值作為存活率100%)，以代表細胞在經過暴露後存活之比率。最後以圖呈

現在不同濃度或時間暴露下細胞存活之比率。 
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細胞毒性檢測方法－LIVE/DEAD ® Viability/Cytotoxicity Kit 

 

一、方法概要 

此方法是利用方便快捷的雙色分析試劑盒，可用於測定細胞群中細胞的

活性。該試劑盒根據膜完整性和酯酶活性來區分活細胞和死細胞。該試劑盒

可用於顯微技術、流式細胞測量儀或微孔板分析。此試劑盒含兩種化合物

calcein acetoxymethyl (calcein AM) 和 ethidium homodimer。calcein AM 為中

性電荷的酯類物質，所以很容易藉由擴散進入細胞中。一旦進入細胞後，藉

由細胞內的酯酶會轉變為 calcein(一種綠色螢光物質)。另一方面受傷或死亡

的細胞會染到 ethidium homodimer，當染劑和核酸結合時會發出紅色螢光；而

活細胞不會被 ethidium homodimer 所染上。使用激發光495 nm 照射後 calcein 

AM 和 ethidium homodimer 分別會散發出515 nm 和 635 nm 的螢光。此種方

法就是依據細胞的物理和生化特性偵測細胞存活率；另外，此種方法的螢光

背景值是很低的，因為這兩種染劑未和細胞作用前本身是不具螢光的。此方

法具有快速、便宜、安全、高敏感性等優點，廣泛應用於動物細胞的存活率

和細胞毒性的偵測。 

二、適用範圍 

    本方法適用於陸域地面水體、地下水體、放流水、廢水、污水及環境用

藥對哺乳類細胞株之生物毒性檢測。 

三、干擾  

（一） 細胞培養箱及實驗室若未維持固定生長條件、器皿或試驗容器未徹底滅

菌，會影響細胞生長情形且可能造成耐受性改變。 

（二） 細胞型態或狀況不佳，會影響細胞生長速度與細胞密度。 

四、設備與材料 

（一） 細胞株: mouse embryonic fibroblast cell line, ATCC Number : CRL-1658TM。 

（二） 細胞培養箱。 

（三） 培養容器：塑膠材質之10 cm 細胞培養皿。 

（四） 試驗容器：塑膠材質之6孔培養盤。 

（五） 上樣管 (Flow Tube)：Falcon，Catalog number: 22315058。 
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（六） 流式細胞儀：使用 Flow Cytometry FACScalibur：BD Biosciences。 

（七） 正立式免疫螢光顯微鏡 (BX51, OLYMPUS) 

（八） 微量吸管。 

（九） 蓋玻片(22×22 mm)與載玻片(1"×3") 

五、試劑 

（一） LIVE/DEAD ® Viability/Cytotoxicity Kit 

內含： 

Calcein AM (Component A)： 4 mM 原液(stock)溶於 DMSO 中，40 μL/vials，

一共有2管 

Ethidium homodimer-1 (Component B)：2 mM 原液(stock)溶於 DMSO/H2O 

1:4 (v/v) 200 μL/vials，一共有2管 

（二） 磷酸鹽緩衝生理鹽水（Phosphate buffered saline，PBS）。 

（三） 細胞培養液： 

細胞培養液含下列成分： 

培養基: Dulbecco’s Modified eagle medium high glucose (DMEM), Thermo 

Fish Scientific. Catalog number: 12100061 

胎牛血清(FBS): HyClone, South Logan, UT, USA 

Antibiotic-Antimycotic solution (100×): Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: ABL02-100ML。 

（四） Trypsin-EDTA Solution 0.5% (10×): Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: TRL02-100ML 

（五） DMSO（MERCK，Germany，Catalog number:K42350131，Lot.145） 

六、藥品保存 

（一） 試劑組內的試劑需要密封、避光並且儲存在≤-20˚C 的冰箱內。試劑使用
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前可進行回溫與短暫的離心。使用過後的試劑可密封後重新冷凍。

Calcein AM 遇到濕氣容易產生水解作用，因此配置好的作用溶液

(working solution) 必須在 1 天內用完，無法進行保存。 Ethidium 

homodimer-1對於濕氣較不敏感，試劑本身較為穩定，原液與稀釋液可

冷凍保存於≤-20˚C 的冰箱內至少1年。 

（二） 本試驗所使用之細胞培養液(含胎牛血清、抗生素)須保存於-20℃冰箱中。 

（三） 本試驗所使用之暴露藥劑須保存於4℃冰箱中。 

七、步驟 

（一）試驗準備 

1. 細胞培養： 

(1) 10 cm 細胞培養皿生長至8-9分滿之細胞，利用 Trypsin-EDTA 溶液使

細胞自培養皿脫落，計數細胞後，將細胞培養至6孔盤。 

細胞密度：2 x 105 cell/well(視細胞程度微調)  

培養基體積：3000 μl/well 

(2) 待24小時後，細胞貼附於孔盤中即可開始試驗 

 

2. 試驗容器及相關器材之準備： 

(1) 新的塑膠器皿，使用前須照射紫外光燈進行殺菌。 

(2) 接觸過樣品溶液的耗材，不得重複使用。 

(3) 準備一支乾淨的鑷子，用來夾蓋玻片。 

A. 流式細胞儀量化 (Flow Cytometry Protocol: Viability Assay) 

1. 將細胞種於6孔盤，貼壁24小時 

2. 24小時後移除原培養基，並加入2 ml/well 含不同濃度暴露物之培養基 

3. 細胞暴露至反應時間後，移除原培養基，加入1 ml PBS 洗滌細胞表層 

4. 移除 PBS，加入 Trypsin-EDTA 溶液 500 µl 於 well 中，放置37 ℃恆溫

箱3分鐘後使細胞脫落 
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5. 加2 ml 培養基終止反應，用微量吸管上下吸放數次以均勻打散細胞團塊

並收集至15 ml 離心管 

6. 離心2000 rpm、4℃、5分鐘，結束後移除上清液，以1 ml 的 PBS/細胞培

養基回懸至少0.1 ~ 5 × 106 cells/mL 的細胞量 

7. 將 Calcein AM (Component A)試劑以 DMSO 稀釋80倍，得到濃度為50 

μM 的作用溶液 (working solution) 

8. 每1 ×106細胞所需之染劑濃度為50 μM calcein AM 作用溶液 2 μL ，加

上2 mM ethidium homodimer-1 原液(stock) 4 μL。(也就是每毫升需要 

calcein AM working solution, 2 μL; ethidium homodimer-1, 4 μL) 

9. 在室溫下避光培養15~20 min 

10. 上流式細胞儀(Flow cytometry)，使用 FL1、FL2 channel 偵測 

B. 螢光顯微鏡觀察(Fluorescence Microscopy Protocol) 

1. 將蓋玻片(22×22 mm)先過火，用鑷子夾著稍微烤一下(滅菌用)，再放入

孔盤 (每個 well 中各含一片蓋玻片)，直接培養細胞，讓細胞貼壁在上

面，貼壁24 小時 

2. 24小時後移除原培養基，並加入2 ml/well 含不同濃度暴露物之培養基 

3. 細胞暴露至反應時間後，移除原培養基，接著沿壁緣加1 ml PBS，洗1~2

次(稍微搖動即可)，不可直接沖玻片，此舉為將染劑之非特異性的物質

洗掉(把雜質洗掉，避免干擾)  

4. 收細胞前可先配好染劑： 

(1) 使用前5分鐘先在室溫下回溫 Live/Death solution. 

 (即 Component A: 4 mM calcein AM 與 Component B: 2 mM EthD-1) 

(2) Component A 可先以 DMSO 稀釋10倍(濃度變成400 μM)後，再進行

染劑的混合配置 

(3) 將 Component A 與 Component B 染劑稀釋並配置於同一管 PBS 中，

染劑最終濃度為2 μM calcein AM 與4 μM EthD-1 作用溶液 (working 

solution)，每個樣本所需染劑體積為20~50 μl 

2 mM EthD-1 + D-PBS ─* 
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2 mM(要再稀釋) × V1 = 4 μM × V2(估計要的總體積數) 

 

4 mM calcein AM + 上述之溶液* 

4 mM(要再稀釋) ×V1 = 2 μM × V2(估計要的總體積數) 

5. 載玻片先滴上50 μl 染劑，體積量視情況而定，但至少要20λ。(較粗糙那

面可標組別寫字) 

6. 接著小心夾起6孔盤中的蓋玻片，不可硬夾，否則蓋玻片會碎掉 

7. 注意事項：細胞長在蓋玻片的上方(正面)，因此要反向過來蓋在載玻片

上，染劑才染得到細胞 

8. 再將蓋玻片反向45度角傾斜慢慢蓋上，不要有氣泡。(避免顯微鏡觀察時

受到干擾) 

9. 放在紙巾上並且置於盒內避光，於室溫下靜置作用30-45分鐘(作用時間

依染劑濃度與室溫而定) 

10. 使用正立式螢光顯微鏡拍照 

八、結果處理 

   （一）統計軟體： 

流式細胞儀量化 (Flow Cytometry Protocol: Viability Assay) 

上機後之數據使用 Flow jo 等第三方軟體開啟 FSC 檔案進行分析，使用未暴

露藥物之控制組細胞分布 dot 圖拉出象限分隔線。橫坐標 FL1-H(Calcein-AM)

表示存活的細胞；縱座標 FL2-H(Ethidium)表示死亡或死亡中(dying cell)的

細胞。染到 Ethidium 紅螢光的細胞，以 Flow jo 軟體進行量化，獲得細胞死

亡的百分比。 
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結果示意圖： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   （二）螢光顯微鏡分析： 

以Live/Dead cell viability assay分析經物質暴露後之NIH-3T3細胞死亡情形。

綠色螢光代表存活的細胞；紅色螢光代表死亡或死亡中(dying cell)的細胞。 
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九、品質管制 

（一） 空白試驗(NC)：每次毒性試驗應至少伴隨一空白試驗，若細胞死亡率超

過10%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

（二）內對照試驗(iC) :每次試驗皆暴露相對應之最高濃度組別之溶劑體積量。

若細胞死亡百分比大於空白試驗，則該次之試驗結果不可採用。 

（三）正控制試驗(PC) ：每次毒性試驗應至少伴隨一正控制試驗，若死亡率低

於30%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

十、精密度與準確度 

略 

十一、參考資料  

（一） LIVE/DEAD ® Viability/Cytotoxicity Kit, Thermo Fish Scientific. Catalog 

number: L3224 

（二） Principles and Methods of Toxicology, Third Edition, A.W. Hayes, Ed., Raven 

Press.1994. pp. 1231–1258 

（三） Jacobsen MD, Weil M, Raff MC. 1996. Role of Ced-3/ICE-family proteases 

in staurosporine-induced programmed cell death. J Cell Biol. 133(5):1041-51. 

註1：執行毒性試驗後之試驗細胞須廢棄。 
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生物急毒性檢測方法－小鼠纖維母細胞 (NIH-3T3) 細胞氧化壓力分析（DCFH-

DA assay） 

一、方法概要 

    本方法係以小鼠纖維母細胞(NIH-3T3)為試驗生物，利用 DCFH-DA 螢光

探針進行活性氧檢測[174, 175]。DCFH-DA 本身沒有螢光，可以自由穿過細

胞膜，進入細胞內後，可以被細胞內的酯酶水解生成 DCFH。而 DCFH 不能

通透細胞膜，從而使探針很容易被裝載到細胞內。細胞內的活性氧可以氧化

無螢光的 DCFH 生成有螢光的 DCF。檢測 DCF 的螢光就可以知道細胞內活

性氧的水準。 

二、適用範圍 

    本方法適用於陸域地面水體、地下水體、放流水、廢水、污水及環境用

藥對哺乳類細胞株之生物毒性檢測。 

三、干擾 

    分子量 3 kDa 以上的化合物、巨大分子和會限制可利用性，會降低毒性

敏感度。 

四、設備與材料 

（一） 細胞株 : mouse embryonic fibroblast cell line, ATCC Number : CRL-

1658TM。 

（二） 細胞培養箱。 

（三） 培養容器：塑膠材質之10 cm 細胞培養皿。 

（四） 試驗容器：塑膠材質之6孔培養盤。 

（五） 上樣管 (Flow Tube)：Falcon，Catalog number: 22315058。 

（六） 流式細胞儀：使用 Flow Cytometry FACScalibur：BD Biosciences。 

（七） 微量吸管。 

五、試劑 

（一） 細胞培養液： 

（二） 細胞培養液含下列成分： 

（三） 培養基 : Dulbecco’s Modified eagle medium high glucose (DMEM), 
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Thermo Fish Scientific. Catalog number: 12100061 

（四） 胎牛血清(FBS): HyClone, South Logan, UT, USA 

（五） Antibiotic-Antimycotic solution (100×): Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: ABL02-100ML 

（六） Trypsin-EDTA Solution 0.05% 

（七） 磷酸鹽緩衝生理鹽水（Phosphate buffered saline，PBS） 

10倍 PBS 含下列成分(使用前將其稀釋十倍)（試藥級以上）： 

MQ water 1900ml 

氫氧化鈉（NaCl）160g 

氯化鉀(KCl) 4g 

磷酸一氫鈉(Na2HPO4) 15.26g 

磷酸二氫鉀(KH2PO4) 4.8g 

PH=7.4  

（八） DCFDA - Cellular Reactive Oxygen Species Detection Assay Kit (ab113851) 

六、藥品保存 

（一） 本試驗所使用之螢光染劑 DCFDA stock solution 須避光保存於-20℃冰

箱中。 

（二） 本試驗所使用之細胞培養液(含胎牛血清、抗生素)須保存於-20℃冰箱

中。 

（三） 本試驗所使用之暴露藥劑須保存於4℃冰箱中。 

七、步驟 

（一） 試驗準備 

細胞培養： 

(1) 10 cm 細胞培養皿生長至8-9分滿之細胞，利用 Trypsin-EDTA 溶液使

細胞自培養皿脫落，計數細胞後，將細胞培養至6孔盤。 

細胞密度：2 x 105 cell/well(視細胞程度微調)  

培養基體積：3000 μl/well 
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(2) 待24小時後，細胞貼附於孔盤中即可開始試驗 

試驗容器及相關器材之準備： 

(3) 新的塑膠器皿，使用前須照射紫外光燈進行殺菌。 

(4) 接觸過樣品溶液的耗材，不得重複使用。 

（二） 範圍尋找試驗（Range - finding test） 

利用細胞存活率之試驗濃度範圍進行確定試驗 

（三） 確定試驗（Definitive test） 

1. 細胞經24小時貼壁後，移除原培養基，並加入2 ml/well 含不同濃度暴露

物之培養基。 

2. 細胞暴露至反應時間後，移除原培養基，加入1000 μl PBS 洗滌細胞表

層，加入2ml 含40μM DCFH-DA 的培養基作用1小時。 

3. 移除原培養基，加入1000 μl PBS 洗滌細胞表層，移除 PBS，使用 Trypsin-

EDTA 溶液 500 μl 放置37 ℃恆溫箱、3分鐘使細胞脫落。 

4. 加2 ml 細胞培養液終止反應，用微量吸管上下吸放數次以均勻打散細

胞團塊並收集至15 ml 離心管。 

5. 離心2000 rpm、4℃、5分鐘，結束後移除上清液，加1ml PBS 用微量吸

管上下吸放數次以均勻打散細胞。 

6. 離心2000 rpm、4℃、5分鐘，抽掉上清液後每一個樣品加入500 μl，用微

量吸管上下吸放數次以均勻打散細胞團塊後移至上樣管。上流式細胞儀，

使用 FL1 channel 偵測。 

7. 將結果另存新檔成 FSC檔案格式，再以 Flow jo等第三方軟體進行分析。 

八、結果處理 

樣品自由基程度計算： 

1. 以 Flow jo 等第三方軟體開啟 FSC 檔案，將圖形之 X 軸調整成 FL1，Y 軸

調整成數量。 

2. 計算各圖形螢光之平均值，進行量化後以長條圖呈現結果。 

3. 利用疊圖功能將各圖形呈現於同一張示意圖中，以比較各組別自由基產生

程度。 
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結果示意圖： 

以 DCFH-DA 染劑分析經奈米銀暴露後之 NIH-3T3 細胞 ROS 生成情形。圖形

向右位移表示綠色螢光強度增強，ROS 的生成量增加。右圖為量化示意圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

九、品質管制 

（一） 空白試驗(NC)：每次毒性試驗應至少伴隨一空白試驗，若細胞死亡率

超過10%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

（二） 內對照試驗(iC) ：每次試驗皆暴露相對應之最高濃度組別之溶劑體積

量。若細胞死亡率超過10%或大於空白試驗，則該次之試驗結果不可

採用。 

（三） 正控制試驗(PC) ：每次毒性試驗應至少伴隨一正控制試驗，若死亡率

低於30%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

十、精密度與準確度 

略 

十一、參考資料 

（一） Curtin JF. 2002. Regulation and measurement of oxidative stress in 

apoptosis. Journal of Immunological Methods. 

（二） Kang HS. 2004. Inhibitory phlorotannins from the edible brown alga 

ecklonia stolonifera on total reactive oxygen species (ros) generation. Arch 

Pharm Res. 
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註1：執行毒性試驗後之試驗細胞須廢棄。 
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生物急毒性檢測方法－小鼠纖維母細胞(NIH-3T3) 細胞自噬分析（Autophagy 

assay） 

一、方法概要 

本方法係以小鼠纖維母細胞(NIH-3T3)為試驗生物，將處理過後的細胞與

吖啶橙（acridine orange, AO）結合進行染色，其特性是能與因細胞自噬而產

生的酸性囊狀胞器相結合[176, 177]，再以流式細胞儀定量分析來檢測細胞自

體吞噬作用的程度。 

二、適用範圍 

本方法適用於陸域地面水體、地下水體、放流水、廢水、污水及環境用

藥對哺乳類細胞株之生物毒性檢測。 

三、干擾 

     分子量 3 kDa 以上的化合物、巨大分子和會限制可利用性，會降低毒性

敏感度。 

四、設備與材料 

（一） 細胞株: mouse embryonic fibroblast cell line, ATCC Number: CRL-

1658TM。 

（二） 細胞培養箱。 

（三） 培養容器：塑膠材質之10 cm 細胞培養皿。 

（四） 試驗容器：塑膠材質之6孔培養盤。 

（五） Flow Tube：Falcon，Catalog number: 22315058。 

（六） 流式細胞儀：使用 Flow Cytometry FACScalibur：BD Biosciences。 

（七） 微量吸管。 

五、試劑 

（一） 細胞培養液： 

（二） 細胞培養液含下列成分： 

培養基：  Dulbecco’s Modified eagle medium high glucose (DMEM), 

Thermo Fish Scientific. Catalog number: 12100061 
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胎牛血清(FBS)：HyClone, South Logan, UT, USA 

Antibiotic-Antimycotic solution (100×)：Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: ABL02-100ML 

（三） Trypsin-EDTA Solution 0.05% 

（四） 磷酸鹽緩衝生理鹽水（Phosphate buffered saline，PBS） 

10倍 PBS 含下列成分(使用前將其稀釋十倍)（試藥級以上）： 

MQ water 1900ml 

氫氧化鈉（NaCl）160g 

氯化鉀(KCl) 4g 

磷酸一氫鈉(Na2HPO4) 15.26g 

磷酸二氫鉀(KH2PO4) 4.8g 

PH=7.4  

（五） Acridine orange (Thermo Fisher Scientific A-3568 content approx. 90%) 

六、藥品保存 

（一） 本試驗所使用之螢光染劑 Acridine orange stock solution (100 µg/ml)須避

光保存於4℃冰箱中。 

（二） 本試驗所使用之細胞培養液(含胎牛血清、抗生素)須保存於-20℃冰箱中。 

（三） 本試驗所使用之暴露藥劑須保存於4℃冰箱中。 

七、步驟 

（一） 試驗準備 

細胞培養： 

1. 10 cm 細胞培養皿生長至8-9分滿之細胞，利用 Trypsin-EDTA 溶液使

細胞自培養皿脫落，計數細胞後，將細胞培養至6 孔盤。 

細胞密度：2 x 105 cell/well(視細胞程度微調)  

培養基體積：3000 μl/well 

2. 待24小時後，細胞貼附於孔盤中即可開始試驗 
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試驗容器及相關器材之準備： 

1. 新的塑膠器皿，使用前須照射紫外光燈進行殺菌。 

2. 接觸過樣品溶液的耗材，不得重複使用。 

（二） 範圍尋找試驗（Range - finding test） 

利用細胞存活率之試驗濃度範圍進行確定試驗 

（三） 確定試驗（Definitive test） 

1. 細胞經24小時貼壁後，移除原培養基，並加入2 ml/well 含不同濃度暴

露物之培養基。 

2. 細胞暴露至反應時間後，移除原培養基，加入1000 μl PBS 洗滌細胞

表層。 

3. 移除 PBS，使用 Trypsin-EDTA 溶液 500 μl 放置37 ℃恆溫箱、3分鐘

使細胞脫落。 

4. 加2 ml 細胞培養液終止反應，用微量吸管上下吸放數次以均勻打散

細胞團塊並收集至15 ml 離心管。 

5. 離心2000 rpm、4℃、5分鐘，結束後移除上清液，加1ml PBS 用微量

吸管上下吸放數次以均勻打散細胞。 

6. 準備 AO working solution：原液 stock (100 μg/ml)，以 PBS 稀釋100

倍，並準備符合樣品數之體積(每一個樣品加入500 μl AO working 

solution)。 

7. 離心2000 rpm、4℃、5分鐘，抽掉上清液後每一個樣品加入500 μl AO 

solution，用微量吸管上下吸放數次以均勻打散細胞團塊後移至上樣

管避光作用15分鐘。 

8. 上流式細胞儀，使用 FL1、FL3 channel 偵測(AO 螢光容易衰退，要

盡速偵測完畢)。 

9. 將結果另存新檔成 FSC 檔案格式，再以 Flow jo 等第三方軟體進行分

析。 

八、結果處理 

樣品自體吞噬作用程度計算： 

1. 以 Flow jo 等第三方軟體開啟 FSC 檔案，將圖形之 X 軸調整成 FL1，Y 軸

調整成 FL3。 
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2. 設定象限分界線，將控制組 FL3+區域比例設定在5%。 

3. 紀錄各實驗組 FL3+區域比例，以此作為樣品自體吞噬作用程度。 
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結果示意圖： 

以 AO 染劑分析經六價鉻暴露後之 HaCaT 細胞自體吞噬(Autophagy)生成情形。

流式細胞分析儀之圖形向右上方位移表示橙色螢光強度增強，Autophagy 的生

成量增加。 

 

 

 

 

 

 

 

 

九、品質管制 

（一） 空白試驗(NC)：每次毒性試驗應至少伴隨一空白試驗，若細胞死亡率超

過10%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

（二） 內對照試驗(iC) ：每次試驗皆暴露相對應之最高濃度組別之溶劑體積量。

若細胞死亡率超過10%或大於空白試驗，則該次之試驗結果不可採用。 

（三） 正控制試驗(PC) ：每次毒性試驗應至少伴隨一正控制試驗，若死亡率低

於30%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

十、精密度與準確度 

略 

十一、參考資料 

（一） Daido S. 2004. Pivotal role of the cell death factor bnip3 in ceramide-induced 

autophagic cell death in malignant glioma cells. CANCER RESEARCH. 

（二） Ren Y. 2009. Autophagy inhibition through pi3k/akt increases apoptosis by 

sodium selenite in nb4 cellsv. BMB reports  

註1：執行毒性試驗後之試驗細胞須廢棄 

  



第四章 

106 

 

細胞毒性檢測方法－Annexin V&PI 雙染 Apoptosis/Necrosis 測試 

一、方法概要 

    流式細胞術是一種生物學技術，用於對懸浮於流體中的微小顆粒進行計

數和分選。這種技術可以用來檢測流過光學或電子檢測器的一個個細胞的螢

光信號，並進行定性定量與多種參數分析。  

細胞膜內的磷脂絲氨酸（Phosphatidyl Serine, PS）暴露到膜外，是細胞凋

亡的早期變化之一。健康的細胞膜有一不對稱性(asymmetry) ，即 PS  只存

在胞膜內層而不外露，此不對稱性之維持，需借助一套酵素酶系統與能量 

ATP ，而凋亡細胞的早期變化是停止產能作用，故而無法維持此不對稱性，

而使得磷脂絲氨酸外露。Annexin Ⅴ是一種鈣依賴性的磷脂結合蛋白，它與 PS  

具有高度的親和力，因此可以作為檢測暴露在細胞膜表面 PS  的探針。碘化

丙啶(propidine iodide, PI)是一種核酸染料，它不能透過完整的細胞膜，但在凋

亡中晚期的細胞和死細胞，PI 能夠透過細胞膜而使細胞核染色。同時結合使

用 PI 雙染後，進行流式細胞儀的分析，該方法可以區分活細胞、壞死細胞及

凋亡細胞。 

二、適用範圍 

    本方法適用於陸域地面水體、地下水體、放流水、廢水、污水及環境用

藥對哺乳類細胞株之生物毒性檢測。 

三、干擾  

（一） 細胞培養箱及實驗室若未維持固定生長條件、器皿或試驗容器未徹底滅

菌，會影響細胞生長情形且可能造成耐受性改變。 

（二） 細胞型態或狀況不佳，會影響細胞生長速度與細胞密度。 

四、設備與材料 

（一） 細胞株: mouse embryonic fibroblast cell line, ATCC Number : CRL-1658TM。 

（二） 細胞培養箱。 

（三） 培養容器：塑膠材質之10 cm 細胞培養皿。 

（四） 試驗容器：塑膠材質之6孔培養盤。 

（五） 上樣管：Falcon，Catalog number: 22315058。 

（六） 流式細胞儀：使用 Flow Cytometry FACScan：BD Biosciences。 

（七） 微量吸管。 



第四章 

107 

 

 

五、試劑 

（一） 磷酸鹽緩衝生理鹽水（Phosphate buffered saline，PBS）。 

（二） 細胞培養液： 

細胞培養液含下列成分： 

培養基：Dulbecco’s Modified eagle medium high glucose (DMEM), Thermo 

Fish Scientific. Catalog number: 12100061 

胎牛血清(FBS)： HyClone, South Logan, UT, USA 

Antibiotic-Antimycotic solution (100×)：Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: ABL02-100ML 

（三） Trypsin-EDTA Solution 0.5% (10×)：Caisson Laboratories, Inc. Catalog 

number: TRL02-100ML 

（四） Binding buffer： 

Binding buffer 含下列成分： 

0.1M（pH7.4）HEPES  

3M NaCl 

25mM CaCl2 

（五） Annexin V：100 tests，BD Biosciences，Catalog number: 556547 

（六） Propidine iodide（PI）：50μg/mL，BD Biosciences，Catalog number: 556547 

六、藥品保存 

（一） 本試驗所使用之螢光染劑 Annexin V/ Propidine iodide 以及 Binding buffer

須保存於4℃冰箱中。 

（二） 本試驗所使用之細胞培養液(含胎牛血清、抗生素)須保存於-20℃冰箱中。 

（三） 本試驗所使用之暴露藥劑須保存於4℃冰箱中。 
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七、步驟 

（一）試驗準備 

細胞培養： 

1. 10 cm 細胞培養皿生長至8-9分滿之細胞，利用 Trypsin-EDTA 溶液使

細胞自培養皿脫落，計數細胞後，將細胞培養至6 孔盤。 

細胞密度：2 x 105 cell/well(視細胞程度微調)  

培養基體積：3000 μl/well 

2. 待24小時後，細胞貼附於孔盤中即可開始試驗。 

試驗容器及相關器材之準備： 

(一)  新的塑膠器皿，使用前須照射紫外光燈進行殺菌。 

(二)  接觸過樣品溶液的耗材，不得重複使用。 

   （二）範圍尋找試驗（Range - finding test） 

利用細胞存活率之試驗濃度範圍進行確定試驗。 

（三）確定試驗（Definitive test） 

1. 細胞經24小時貼壁後，移除原培養基，並加入2 ml/well 含不同濃度

暴露物之培養基。 

2. 細胞暴露至反應時間後，移除原培養基，使用冰的1×PBS 洗滌細胞

表層1至2次。 

3. 加入1 ml Trypsin-EDTA 溶液，使其均勻覆蓋細胞表層並放入37℃恆

溫箱3分鐘，將6孔盤取出後輕敲使細胞輕自培養皿壁脫落，加入適

量 PBS 收集至15 ml 離心管，2000 rpm，4 ℃，離心5分鐘後去除上

清液。 

4. 加入適量之1×PBS，以微量吸管上下吸放數次以均勻打散並沖洗細

胞團塊，混和均勻後，再以2000rpm，4℃，離心5分鐘後去除上清液。 

5. 以目測觀察細胞多寡，並加入適量之 Binding buffer，以微量吸管上

下吸放數次以均勻打散細胞團塊，並使細胞液濃度約在1×106 

cell/mL，每個 sample 取出100μL 至 Flow Tube 中。 

6. 於 Flow Tube 中加入 PI 染劑5μL 與 Annexin V 染劑5μL，除樣品之
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外需另外準備 negative、Annexin V alone、PI alone 之組別，並在室

溫下避光反應15~30分鐘。 

7. 於染劑反應時間結束時加入400μL 之 Binding buffer 終止反應，並在

1小時內以流式細胞儀偵測樣品。 

八、結果處理 

   （一）統計軟體： 

上機後之數據使用 Flow jo 軟體進行分析，使用未暴露藥物之控制組細胞

分布 dot 圖拉出象限分隔線，定義第一象限為晚期凋亡細胞、第二象限為

細胞壞死、第三象限為存活細胞、第四象限為早期凋亡細胞，並將此象限

套用至所有數據。 

   （二）細胞凋亡百分比計算： 

將晚期細胞凋亡與細胞壞死之百分比相加，定義為細胞死亡率，並以量

化之長條圖表示。 

九、品質管制 

（一） 空白試驗(NC)：每次毒性試驗應至少伴隨一空白試驗，若細胞死亡率

超過10%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

（二）內對照試驗(iC) :每次試驗皆暴露相對應之最高濃度組別之溶劑體積量。

若細胞凋亡百分比超過10%或大於空白試驗，則該次之試驗結果不可採

用。 

（三）正控制試驗(PC) ：每次毒性試驗應至少伴隨一正控制試驗，若正控制組

所誘發之 apoptosis 比率低於30%，該試驗結果不可採用，必須重做。 

十、精密度與準確度 

略 

十一、參考資料  

（一） FITC Annexin V apoptosis detection kit，BD Biosciences，Catalog number: 

556547 

（二） Chia Han Tsai, Chien Chun Li .2017. Docosahexaenoic acid, an omega-3 fatty 

acid, induces autophagy in human breast cancer cells: role of oxidative stress-

induced growth inhibitor 1. FASEB J. 31(7):135.7 



第四章 

110 

 

（三） Wei Ge, Yong Zhao, Fang-Nong Lai, Jing-Cai Liu, Yuan-Chao Sun, Jun-Jie 

Wang, et ai.  Cutaneous applied nano-ZnO reduce the ability of hair follicle 

stem cells to differentiate. NANOTOXICOLOGY.11(4):465-474 

註1：執行毒性試驗後之試驗細胞須廢棄。  
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4.2.2 體內斑馬魚胚胎模式奈米毒性標準方法草案 

 

一、方法概要 

本方法係以斑馬魚(Danio rerio)之胚胎為試驗生物，以半靜水式(semi-

static)生物毒性試驗方法，每 24 小時更換測試奈米溶液，檢測斑馬魚胚胎急

毒性，計算96小時之半致死濃度（Lethal Concentration 50%, LC50）並觀察紀

錄胚胎之型態及量測胚胎之體長。 

二、適用範圍 

    本方法適用於陸域地面水體、地下水體、放流水、廢水、污水、環境用藥

及新興化學物品(包括奈米材料)對斑馬魚胚胎之生物急毒性檢測。 

三、干擾 

（一） 生物馴養及毒性試驗室內若有化學氣體侵入、馴養水或稀釋水含有毒物

質、器皿或試驗容器未洗淨殘留有毒物質，會影響斑馬魚健康且可能造

成耐受性改變。 

（二） 生物有病或健康狀況不佳，影響產卵及孵化率。 

（三） 分子量3 kDa 以上的化合物、巨大分子和會引起延遲孵化之物質，可能

對胚胎生物可利用性限制，會降低毒性敏感度。 

（四） 測試物質為混合物時，必須盡可能的鑑定特性，如化學成分組成、含量

比例、物質的專一特性、物理及化學特性等，以了解此胚胎檢測毒性模

式是否適用於測試物質。 

（五） 測試物質為奈米材料時，須以膠體溶液形式存在，其奈米微粒之分散性

及粒徑會影響毒性之結果。 

四、設備與材料 

（一） 斑馬魚: 試驗中所使用之斑馬魚為野生種斑馬魚 (Wild-type AB strain 

zebrafish, Danio rerio)，使用3至6月齡且全長（上顎前端至尾鰭後端的長

度）2.0 至3.0 公分之性成熟斑馬魚(圖4.2)，雄魚體型具流線型，臀鰭較

母魚長，在魚鰭末端，時常可看到有明顯的黃色出現，而雌魚在性成熟

後，卵囊會形成卵，肚子開始膨大，臀鰭較公魚來得小、短且較圓，魚

鰭末端有時也有黃色出現，但相對於公魚出現的時間比較少。本試驗所

使用的是性成熟雄雌斑馬魚所產之受精卵來進行試驗。斑馬魚可購自台

灣斑馬魚核心設施或市面繁殖場或自行繁殖。（註1） 
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（二） 生物馴養及毒性試驗室：須與其他化學實驗室區隔之獨立空間、通風良

好、化學氣體影響，且可屏蔽外界干擾（如噪音、震動、強光及人為驚

擾等），光照強度同一般工作亮度，光照時間應維持在每天 14 ± 2 小時。 

（三） 飼養容器: 材質為化學鈍性材料(如玻璃或塑膠)，且符合建議容載量，本

實驗室使用實驗魚動物房循環養殖系統(圖4.3)作為飼養容器，魚缸為塑

膠材質，並具有水循環過濾裝置。 

（四） 溫度控制設備：可使用循環式水浴槽、培養箱、加溫控制裝置等方式，

將馴養水溫及試驗水溫控制在28 ± 1 °C。 

*建議馴養於26-28± 1 °C 

（五） 時間(光週期)控制器: 時間控制器裝置於養殖系統，以維持斑馬魚之光

週期14:10 (14小時亮，10小時暗)。 

（六） 採樣容器：玻璃或塑膠材質。如使用塑膠材質容器，不可重複使用。 

（七） 試驗容器：玻璃或 polystyrene 材質之24 孔培養盤，孔格直徑約16 mm，

每孔容量2.5 mL 以上。若物質 (例如：非極性、平面化合物，具有高 KOW) 

可能會吸附到聚苯乙烯上，則應使用惰性材料 (玻璃) 來降低因吸附造

成的損失。 

（八） 產卵容器(配對盒): 由玻璃、不鏽鋼、塑膠或其他惰性材料構成，並有篩

網 (網格大小2 ± 0.5 mm)，以保護新生的卵不被成魚吃掉，且容器中間

具有可移除之隔板(圖4.4)。 

（九） 收集魚卵之器具: 篩網大小合適且具握柄的軟質尼龍網。 

（十） 培養皿: 玻璃或塑膠材質，直徑 9 cm 以上，用於收集魚卵。 

（十一） 移液管：玻璃或塑膠材質。 

（十二） 溫度監測裝置：須可顯示毒性試驗期間之最高及最低水溫。 

（十三） 水質檢測設備及試劑: pH 計、導電度計；總硬度(GH)、碳酸鹽硬度 

(KH) 、硝酸鹽(NO3)及亞硝酸鹽(NO2)、銨/氨、溶氧量檢測試劑組。 

（十四） 分析天平：待測物重量大於2 g 時，須能精秤至0.01 g；待測物重量不

大於2 g 時，須能精秤至0.001 g。 

（十五） 魚飼料：飼料須考量適口性，大小須適合斑馬魚，建議使用市售超細

微粒、半沉浮性魚飼料或豐年蝦等。 
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（十六） 倒立式光學顯微鏡或解剖光學顯微鏡：放大倍率須達80倍以上。 

（十七） 曝氣設備。 

五、試劑 

（一） 試劑水：比電阻值須大於 10 MΩ-cm。 

（二） 稀釋水： 

（三） 稀釋水含下列成分（試藥級以上）： 

碳酸氫鈉（NaHCO3）63.0 mg/L 

七水硫酸鎂（MgSO4⋅7H2O）123.3 mg/L 

氯化鉀（KCl）5.5 mg/L 

二水氯化鈣（CaCl2⋅2H2O）294.0 mg/L 

配製量可根據檢測需求量，依配方比例配製。將試藥溶解於試劑水後，

劇烈曝氣至少 8 小時，硬度須為 200 至 250 mg CaCO3/L，pH 須為6.5

至8.5，若需調整 pH，須以氫氧化鈉或鹽酸進行。避光冷藏保存不宜超

過 14 天。 

（四） 馴養水：可使用稀釋水、去氯自來水（註2）、無污染之地下水等作為馴

養水。馴養水之硬度應為 200 至 250 mg CaCO3/L，pH 須為6.5至8.5，

可混合適量之逆滲透水或試劑水進行調整。 

六、採樣與保存 

（一） 水樣採樣方法參照「監測井地下水採樣方法（NIEA W103）」、「河川、

湖泊及水庫水質採樣通則（NIEA W104）」、「事業放流水採樣方法（NIEA 

W109）」。每個水樣至少須採4瓶，每瓶之水樣量不得少於 0.5 L。 

（二） 水樣採樣時樣品容器須裝至全滿，以減少揮發性物質散失。採樣後立

即避光保存於 4 ± 2 °C。 

（三） 水樣必須在採樣後 36 小時內開始進行確定試驗。 

（四） 環境用藥採樣時應採取足夠供給檢測之數量。樣品為已包裝完善且

密封完整之環境用藥成品時，以原包裝在室溫保存。 

（五） 奈米材料應保存於 4 °C 且避光，暴露前須以超音波震盪儀進行震盪。 
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七、步驟 

（一）試驗準備 

 1. 斑馬魚馴養： 

(1) 從廠商所購買之實驗用斑馬魚成魚，飼養於魚類養殖循環系統，3 公升

的魚缸飼養 10 至 15 隻成魚，而 10 公升的魚缸飼養 20 至 30 隻成

魚，每缸會標記魚隻來源及年齡，並依照性別分開飼養，以便配對時使

用。馴養時間至少 14 天，觀察魚隻健康情形，如有生病或死亡魚隻應立

即移出。 

(2) 每一個魚缸維持水溫在 28 ± 1 ˚C，並設定光週期 14 小時照光/ 10 小時

黑暗(早上八點至晚上十點燈亮)，每日以活體‐豐年蝦 (Brine shrimp)進行

餵食，餵食豐年蝦時間為 12:00-13:00及 17:00-18:00，一天共餵食兩次。 

(3) 循環系統缸中備有過濾槽吸附水中雜質並保持水體流動，每月更換底缸

中約10公升的養殖水，換水後定期(每週)水質監測並記錄以下水質之指標:

硝酸鹽< 40 ppm、亞硝酸鹽< 1 ppm、氨< 2 ppm、PH = 6.5~8.0、水質總硬

度(GH) = 60~120 ppm、溶氧量= 8mg/l、碳酸鹽硬度(KH) = 80~180 ppm，

並每兩週更換吸附水中雜質及排泄物的過濾棉(白棉)；每月應清洗一次生

化棉(黑棉-提供硝化細菌附著生長)，可連續使用一年以上；每半年更換

一次系統濾心(大胖)；每年應更換進水前處理濾心及活性碳(小胖)及曝氣

硝化槽各濾材，以維持良好的養殖環境。 

(4) 魚隻成長速度與馴養之密度及餵食狀況有關，須依實際情況調整馴養容

器中魚隻數量及餵食次數。過剩之飼料宜移除以免導致水質惡化。 

(5) 選擇正常無畸形之魚隻為產卵之親魚，開始產卵前 2 個月內，不應接受

任何藥物（慢性或預防）治療。 

 2. 試驗容器及相關器材之清洗： 

(1) 新的塑膠器皿，使用前須用試劑水潤洗1次（全新之 24 孔培養盤不須清

洗）。 

(2) 新的玻璃器皿，須用新鮮配製之10 %（v/v）鹽酸或硝酸浸泡一夜後，再

用試劑水沖洗乾淨。使用前以試劑水潤洗 1 次。 

(3) 接觸過樣品的塑膠器皿，不得重複使用。 
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(4) 接觸過樣品的玻璃器皿（如試驗容器、量筒等），如需重複使用，則必須

依下列步驟清洗： 

A. 自來水浸泡 15 分鐘後，用清潔劑清洗內壁，再以自來水沖洗 2 次。

亦可使用洗瓶機清洗。 

B. 以新鮮配製之 10%（v/v）鹽酸或硝酸潤洗 1 次。 

C. 以試劑水潤洗 2 次。 

D. 以丙酮潤洗 1 次。 

E. 以試劑水沖洗 3 次。 

F. 進行毒性試驗前，再以試劑水潤洗 1 次。 

 3. 測試物質之準備 : 

(1) 奈米銀微粒: 奈米銀微粒原液避光儲存於4°C 冰箱中，實驗前將其取出

至水浴超音波震盪器震盪30分鐘，以去離子水序列稀釋成測試濃度，分

別裝於50毫升離心管中，儲存於4°C，每次進行奈米銀微粒暴露試驗前

將儲存在4°C 冰箱的奈米銀微粒測試溶液於水浴槽回溫至28°C，並以

vortex 進行震盪。 

(2) 環境水樣: 將採集後之環境水樣經濾膜過濾後，以玻璃瓶保存於4°C，

於試驗前將水樣於水浴槽回溫至28°C，並測定水樣之 pH 值、真色色度、

導電度、濁度、溶氧及水溫，以控制環境水樣與實驗條件之一致性。 

 4. 斑馬魚胚胎受精卵之收集： 

(1) 將具有生殖能力之雄、雌成魚於配對前一個晚上(暗週期的前幾個小時)

放入產卵配對盒，配對盒中雄魚與雌魚的比例為2 (雄魚) : 1 (雌魚)，一

缸配對盒中的魚隻數量不宜超過10隻，配對環境必須維持水溫在28℃，

光暗週期為14：10小時。為避免可能有時候斑馬魚沒有產卵，所以建議

至少使用3個配對盒。於隔天早上拉起隔板並照光，使雄魚受光刺激而

往雌魚方向前去追尾，進行產卵。 

*建議26-28℃ 皆可。 

(2) 交配、產卵及受精在燈亮的半小時內即發生，利用收卵器具(篩網)來收

集魚卵至培養皿中，以塑膠滴管吸取去離子水，溫和的潤洗並吸除排泄

物或雜質後，以 0.1 mg/L 甲基藍溶液浸泡5分鐘，以防止黴菌，最後再
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以去離子水潤洗 (圖4.5)。 

(3) 使用解剖光學顯微鏡區分魚卵是否受精，並挑除沒有受精或發育不健

全或已死亡的魚卵，受精卵收集數量須以能做完毒性測驗為準，受精卵

(圖4.6、4.7)須於受精後4小時開始進行毒性試驗。 

3.  斑馬魚胚胎出現以下任一種狀況即判定為死亡 (圖4.8)： 

(1) 胚胎凝結 (Coagulation of the embryo)：凝結的胚胎為乳白色，在顯微鏡

下，顯示為不透明的深色物質。凝結胚胎的數量在24, 48, 72及96小時記

錄。 

(2) 體節發育不全或缺乏 (Lack of somite formation)：在26±1°C，正常發育

的斑馬魚胚胎在24小時後大概會形成20個體節(somite)，且正常發育的

胚胎會自主運動(收縮運動)，自主運動表示體節的形成。缺乏體節形成

在24, 48, 72和96小時記錄。若在24小時後沒有形成體節，可能為發育遲

緩，體節至少在48小時前應該形成，如果沒有形成的話，胚胎判定為死

亡。 

(3) 尾部從卵黃囊剝離不全(Non-detachment of the tail)：正常發育的胚胎，

在胚胎身體末端延伸時，尾部會從卵黃囊分離，會向胚胎後部延長。須

在24、48、72和 96 小時記錄尾部未分離的狀況。 

(4) 缺乏心跳 (Lack of heartbeat)：在26 ± 1°C 正常發育的胚胎，其心跳在48

小時可以被觀察到。在記錄此項目時應特別小心，不規則的心跳不應記

錄為死亡。胚胎缺乏心跳至少在80倍下觀察1分鐘，如1分鐘心臟無跳動，

即判定為死亡。缺乏心跳在48, 72和96小時記錄。 

4. 開始試驗每次後，每隔24±1小時須更換試驗水樣（須於觀察胚胎後執行），

直到第 96 小時試驗結束。方式如下： 

(1) 取1瓶測試溶液依七、(一)3.之規定進行試驗前之水樣準備。 

(2) 依選定濃度稀釋水樣。 

(3) 將孔格內原有液體吸除後，立即加入與原試驗水樣濃度相同之新製備試

驗水樣，過程中須避免胚胎暴露於乾燥環境。 

 5. 結束試驗後，須測量並記錄最高濃度試驗水樣之 pH 及溶氧，並記錄試

驗期間之最高及最低水溫。 
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（四）試驗流程 (圖4.9) 

(1) 暴露濃度通常以稀釋水至少稀釋為 5 個測試濃度，濃度間距不超過2.2

倍，以符合統計要求。如果小於5個濃度，應提供理由。最高濃度應造

成100 %死亡，最低濃度應不造成可觀察效應。每組測試濃度必須要有

控制組(空白試驗, Negative Control)。在正式試驗開始前，先進行濃度範

圍選擇實驗，選擇適當的測試濃度。 

(2) 使用解剖顯微鏡(大於30倍放大率)挑選出分裂中的受精卵，或是沒有受

精的卵 (例如：不對稱、小泡形成或是卵膜破損)。篩選出發育達囊胚期 

(blastula stage)，即為受精後第 3 小時(3 hour post fertilization, 3 hpf)的

正常發育胚胎，將發育正常的胚胎隨機選取並轉置於 24 孔盤中，每個

孔槽中放置 1 顆受精卵，每組測試濃度皆為 30 顆胚胎。 

    *OECD 指南中建議以4 hpf 進行試驗。 

(3) 將囊胚期(4 hpf)的胚胎轉置於 24 孔盤後，使用1 ml 微量吸量管將孔

槽中殘存的水吸出，暴露前須將測試奈米溶液再以 vortex 震盪，而後

沿孔槽壁面加入 2 ml 配置好之奈米銀溶液(每格孔槽皆為 2 ml 測試

溶液)，加入測試溶液時須小心不能大力衝擊到胚胎。每次胚胎毒性試

驗皆同時有控制組，控制組加入 2 ml 的去離子水。 

*亦可使用稀釋水作為控制組。 

(4) 暴露模式採用半靜水式系統，每 24 小時更換測試溶液，當更換測試奈

米溶液時，要小心操作，降低對胚胎產生任何壓力。 

(5) 將加完暴露溶液的孔盤放置於 28°C 培養箱培養，暴露時維持飼養環境

溫度(28°C)及光週期(14 小時照光；10 小時黑暗)。 

*建議26-28℃ 皆可。 

(6) 分別於胚胎24、48、72、96 hpf 觀察並記錄存活率、孵化率、畸形的現

象，並使用 CCD 相機拍攝胚胎形態，於觀察後移死亡胚胎並更換新的

試驗溶液。 

(7) 毒性試驗會進行三重複並進行統計分析。 

（五）胚胎型態之觀察 (Malformation) 

本研究使用 Nikon SMZ800 解剖顯微鏡並搭配 MD-500 Digital Microscope 
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Camera 於24、48、72、96 hpf 觀察並記錄胚胎暴露奈米銀後的畸形形態

(Malformation)。斑馬魚胚胎發育過程當中，利用解剖顯微鏡可觀察到的畸

形形態有: 卵黃囊腫脹 (YSE, Yolk sac edema)、卵黃不透明 (OY, Opaque 

yolk)、心苞囊水腫 (PE, Pericardial edema)及體軸彎曲(AC, Axial curvature)等

現象，毒性試驗過程中將觀察上述生物指標並記錄(圖4.10)。 

（六）胚胎體長之量測 (Body length) 

於實驗過程中拍攝孵化後之斑馬魚胚胎(72 hpf)全身照片，並利用電腦軟體

View 7 介面校正標準刻度後，將胚胎照片像素轉換為距離單位，點選軟體

最上排之介面 Line 工具線段功能量測參數，會出現紅色線段，將紅色線段

從魚體頭部最前端拉至尾鰭最末端，所出現之數值即為魚體體長，單位為

mm；對於不同天數的發育，體長會有相對應的標準長度(表4.9)，量測體長

是為了判斷胚胎是否會因毒性造成發育遲緩，最後將量測結果進行統計分

析。每一組測試濃度為30顆胚胎，三次重複試驗。 

八、結果處理 

(1) 計算各試驗濃度之 24、48、72、96 小時胚胎死亡總數及死亡百分率：胚

胎存活總數 = 試驗孔格數之存活數量加總 (如胚胎畸形但尚有心跳則算

存活)胚胎存活百分率 = 胚胎存活總數 ÷ 30 (試驗中胚胎的 n 值) × 100% 

最後以 SigmaPlot 繪圖軟體繪製存活百分率之統計圖(如4.11所示)。 

(2) 胚胎96小時半致死濃度(LC50) 之計算：以統計軟體的機率單位法(Probit 

method)來計算。(如表4.10所示) 

(3) 使用 two-tailed student’s test 進行統計分析，分析兩組以上數據則以單分

子變異數分析(One-Way ANOVA)。統計水準以 p value < 0.05 視為具有顯

著意義，資料結果以平均值±標準差表示。 

九、品質管制 

(一) 空白試驗(NC)：每次毒性試驗應至少伴隨一組空白試驗，若胚胎死亡率

超過10 %，或孵化率低於80 %，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，

必須重做。 

(二) 內對照試驗(iC) ：每個24孔培養盤皆須執行培養盤之內對照試驗。若4個

孔格中之胚胎死亡數超過 1 個，則該盤之試驗結果不可採用。 

(三) 正控制試驗(PC) ：每次毒性試驗應至少伴隨一正控制試驗，若死亡率低
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於30%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

十、品質管制 

      略 

十一、參考文獻 

(一) Kimmel CB, Ballard WW, Kimmel SR, Ullmann B, Schilling TF: Stages of 

embryonic development of the zebrafish. Developmental dynamics : an official 

publication of the American Association of Anatomists 1995, 203(3):253-310. 

(二) OECD. TG 236: Fish Embryo Acute Aquatic Toxicity (FET) Test. 2013 

 

註1：動物之科學應用應依行政院農業委員會訂定之「動物保護法」及其相關規定

辦理。生物屍體之清除及處理，依一般事業廢棄物相關規定辦理。 

註 2：自來水可使用活性碳過濾或曝氣等方式去氯，但不可使用化學藥劑去氯。 

十二、圖表 

 

圖 4. 2 斑馬魚雄性成魚與雌性成魚 

(A) (B) 
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圖 4. 3 循環養殖系統與飼養槽 

 

圖4. 4產卵容器示意圖。A 為活動式隔板，B 為篩網，C、D 為放置雌魚與雄魚

區，E 為魚卵收集區。 

 

(A) (B) 
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圖 4. 5 收集魚卵示意圖 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4. 6 斑馬魚之正常受精卵(發育階段:0.75~2 h)。(A)兩個細胞階段(Two cell stage , 

0.75 h)；(B)四個細胞階段(Four cell stage , 1 h)；(C)八個細胞階段(Eight cell stage , 

1.25 h)；(D)十六個細胞階段(Sixteen cell stage , 1.5 h)；(E)三十二個細胞階段(Thirty-

two cell stage , 1.75 h)；(F)六十四個細胞階段(Sixty-four cell stage, 2 h)。Scale bar = 

250 μm。[178] 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4. 7 斑馬魚之正常受精卵(發育階段:0.75~2 h)。(A) 256 個細胞階段(256-cell stage , 

2.5 h)；(B)高度細胞分裂階段(High stage , 3.3 h)；(C)高度至橢圓過渡階段(Transition 

between the high and oblong stages , 3.5 h)；(D)橢圓至球型過渡階段(Transition 

between the oblong and sphere stages , 3.8 h)；(E)拱門型細胞階段(Dome stage , 4.3 h)；

(F) 30%外包階段(30%-epiboly stage, 4.7 h)。Scale bar = 250 μm。[178] 
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圖 4. 8 斑馬魚胚胎死亡狀態之觀察 (A)胚胎凝結(Coagulated embryos)；(B)體節發

育不全或缺乏 (Lack of somite formation)；(C)尾部未分離 (Non-detachment of the 

tail)；(D)缺乏心跳 (Lack of heartbeat)。(OECD. TG 236: Fish Embryo Acute Aquatic 

Toxicity (FET) Test. 2013)。 

 

 

圖 4. 9、斑馬魚胚胎毒性試驗流程。(OECD. TG 236: Fish Embryo Acute Aquatic 

Toxicity (FET) Test. 2013)，斑馬魚胚胎於收下後，篩選出受精的胚胎，將胚胎置入

孔盤後開始進行毒性試驗，每 24 hpf 紀錄存活率及胚胎的畸形型態，並且於 72 

hpf  進行體長量測、氧化壓力 

及細胞凋亡分析。 
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圖4. 10、胚胎受精後96小時之型態觀察。 PE (心苞囊水腫, Pericardial edema); YSE 

(卵黃囊腫脹,Yolk sac edema); OY(卵黃不透明, Opaque yolk); AC(體軸彎曲, Axial 

curvature)；J (下顎突出, Jaw malformation)。 

 

表 4. 9 斑馬魚胚胎早期生命階段的發育狀況。正常胚胎於三日齡時，其體長約為

3.5 mm 為正常長度，而於五日齡及七日齡分別為 3.9 mm 及 4.5 mm[179]。  
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圖 4. 11 斑馬魚胚胎暴露商品化奈米銀微粒膠體溶液之存活率。(A)斑馬魚胚胎暴露

AgNPs-1 之存活率；(B)斑馬魚胚胎暴露 AgNPs-2 之存活率。斑馬魚胚胎於兩種商

品化奈米微粒中，皆隨著濃度增加而死亡率隨之提高。每組測試濃度各有 30 個胚

胎，分別在不同發育時期 (0，24，48，72，96，120 hpf) 進行胚胎存活率的觀察。 

 

表 4. 10、斑馬魚胚胎暴露 CM-AgNPs-1及 CM-AgNPs-2市售奈米銀微粒膠體溶液

之半致死濃度(LC50) 
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斑馬魚胚胎氧化壓力(Oxidative Stress)分析 

 

一、方法概要 

本方法係以斑馬魚 (Danio rerio) 之胚胎為試驗生物，並利用 2,7-

dichlorodihydrofluorescin diacetate (DCFH-DA)螢光染劑測定細胞內活性氧化

物 (reactive oxygen species, ROS)的含量，以檢測斑馬魚胚胎因奈米材料或環

境水體或環境用藥所造成之氧化壓力，觀察紀錄胚胎產生氧化壓力之情形。 

二、適用範圍 

本方法適用於陸域地面水體、地下水體、放流水、廢水、污水、環境用藥

及新興化學物品(包括奈米材料)對斑馬魚胚胎之氧化壓力檢測。 

三、干擾 

(一) 生物馴養及毒性試驗室內若有化學氣體侵入、馴養水或稀釋水含有毒物

質、器皿或試驗容器未洗淨殘留有毒物質，會影響斑馬魚健康且可能造

成耐受性改變。 

(二) 生物有病或健康狀況不佳，影響產卵及孵化率。 

(三) 分子量3 kDa 以上的化合物、巨大分子和會引起延遲孵化之物質，可能對

胚胎生物可利用性限制，會降低毒性敏感度。 

(四) 測試物質為混合物時，必須盡可能的鑑定特性，如化學成分組成、含量比

例、物質的專一特性、物理及化學特性等，以了解此胚胎檢測毒性模式是

否適用於測試物質。 

(五) 測試物質為奈米材料時，須以膠體溶液形式存在，其奈米微粒之分散性

及粒徑會影響毒性之結果。 

(六) 活性氧化物(reactive oxygen species, ROS)為不穩定，可能會影響試驗結果。 

四、設備與材料 

(一) 2,7- DICHLORODIHYDROFLUO (DCFH-DA)，購自 Life technologies 公

司。 

(二) 1-phenyl-2-thiourea (PTU)，購自 Sigma 公司。 

(三) Methylcellulose，購自 Sigma 公司。 
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(四) 正立式免疫螢光顯微鏡 : BX51, OLYMPUS。 

(五) 雷射共軛焦全光譜影像系統  (Laser Scanning Confocal Microscope) : 

Nikon C1-Si。 

(六) 凹槽載玻片。 

五、試劑 

(一) 0.003 % 1-phenyl-2-thiourea (PTU): 取3 mg 1-phenyl-2-thiourea (PTU)粉

末溶於100 ml 去離子水中。[180] 

(二) 10 μg/ml DCFH-DA: 取 DCFH-DA 粉末配置成10 mg/ml 溶於 DMSO 作

為 stock，再將10 mg/ml 稀釋至所需濃度為10 μg/ml。(註:斑馬魚對於

DMSO 的耐受度為1 % v/v)) 

(三) 3 % methylcellulose: 取3 g methylcellulose 溶在100 ml hot water(約80-90 

◦C)，置於 stirrer 上進行隔水加熱(並加 stir bar 進行攪拌)，隔水加熱約30

分鐘後，將加熱關掉，但讓 stir bar 繼續攪拌，直到降溫至室溫後將之

放入4 ◦C 冰箱中，隔夜後可用(冷卻後才變透明)。 

(四) 過氧化氫(H2O2) 

六、採樣與保存 

      略 

七、步驟 [181] 

(一) 將受精後3小時的胚胎暴露於不同濃度之測試溶液，暴露模式與前述斑

馬魚胚胎奈米毒性試驗相同。控制組(Negative control)為暴露去離子水，

而正控制組(Positive control)為暴露 H2O2，測試溶液體積皆為2 ml，接著

加入0.003 % 1-phenyl-2-thiourea (PTU)，延緩魚體斑點出現的時間。於

受精後72小時分析斑馬魚胚胎體內活性氧物種(ROS)之表現量。 

(二) 於暴露終點(72 hpf)將測試溶液從孔盤中吸除，以 PBS 加入孔盤中進行

潤洗胚胎 3 次，吸除 PBS 後，將10 μg/ml DCFH-DA 染劑加入待測組

別，於室溫下避光培養 1 小時，培養時間結束以去離子水清洗 3 次。 

(三) 將3 % methylcellulose (甲基纖維素)放置於凹槽載玻片上且將斑馬魚胚

胎固定於甲基纖維素上，並調整好以魚體側躺的方向。 

(四) 利用正立式免疫螢光顯微鏡或共軛焦顯微鏡(488 nm)觀察及拍攝影像，
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產生氧化壓力的細胞會呈現綠色螢光，綠色螢光的產生表示測試溶液對

斑馬魚胚胎所造成的氧化壓力。 

(五) 最後利用全景組織體細胞定量軟體 TissueQuest 進行螢光量化統計分析。 

八、結果處理 

(一) 利用正立式免疫螢光顯微鏡或共軛焦顯微鏡(激發/散射=488 nm/543 nm)

觀察及拍攝影像，需拍攝可見光、螢光、可見光與螢光合併之影像，每

一測試濃度組別拍攝10隻斑馬魚。 

(二) 利用全景組織體細胞定量軟體進行螢光定量化，以定量每一組別之螢光

強度，每一組測試濃度隨機選取30隻已拍攝螢光影像之斑馬魚胚胎，將

螢光強度數值紀錄並作統計分析。 

(三) 將每一組別之螢光強度數值與控制組比較(以控制組作為基準，% of 

control)，最後數值以平均值與標準差呈現。 

九、品質管制 

（一） 空白試驗(NC)：每次毒性試驗應至少伴隨一空白試驗，若胚胎死亡率超

過10%，或孵化率低於80%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須

重做。 

（二） 內對照試驗(iC) ：每個24孔培養盤皆須執行培養盤之內對照試驗。若4個

孔格中之胚胎死亡數超過 1個，則該盤之試驗結果不可採用。 

（三） 正控制試驗(PC) ：每次毒性試驗應至少伴隨一正控制試驗，若死亡率低

於30%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

十、精密度與準確度 

         略 

十一、參考文獻 

(一) Thisse C, Thisse B: High-resolution in situ hybridization to whole-mount 

zebrafish embryos. Nature protocols 2008, 3(1):59-69. 

(二) Kim M-S, Louis K, Pedersen J, Hamers R, Peterson R, Heideman W: Using 

citrate-functionalized TiO 2 nanoparticles to study the effect of particle size on 

zebrafish embryo toxicity. Analyst 2014, 139(5):964-972. 
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十二、圖表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4. 12、斑馬魚胚胎於 4 hpf 暴露氨基修飾之奈米銀微粒(LAS)後於 72 hpf 觀察

其體內氧化壓力之表現。隨著奈米銀微粒之濃度提高，其氧化壓力隨之而增加。(A、

A1、A2) Control；(B、B1、B2) 0.1 μg/ml；(C、C1、C2) 1 μg/ml；(D、D1、D2) 10 

μg/ml。白色箭頭為奈米銀微粒所造成的 ROS，其主要發生在腸道的區域。在此綠

色螢光代表氧化壓力之發生。 
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圖 4. 13 斑馬魚胚胎暴露奈米銀微粒後體內氧化壓力表現之統計結果。隨著奈米銀

微粒之濃度提高，其氧化壓力隨之而增加。氨基修飾之奈米銀微粒(LAS)於 48、72、

120 hpf 之氧化壓力統計分析。使用 DCFH-DA 螢光染劑測量總體氧化壓力表現，

並利用 TissueQuest 軟體進行定量之統計分析。平均值與標準差為三次試驗所得。 
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斑馬魚胚胎模式細胞凋亡試驗(Whole-mount TUNEL assay)分析 

 

一、方法概要 

本方法係以斑馬魚(Danio rerio)之胚胎為試驗生物，並利用 TUNEL assay

測定細胞凋亡的細胞，以檢測斑馬魚胚胎因奈米材料或環境水體或環境用藥

所造成之細胞凋亡，觀察紀錄胚胎產生細胞凋亡之情形。TUNEL assay 的分

析原理為，當細胞凋亡後期時，會發生細胞核內 DNA 斷裂，當 DNA 被內源

性核酸內切酶降解，會產生帶有3’末端的缺口或斷裂的DNA片段，在Terminal 

deoxynucleotidyl transferase (TDT)作用下使標記螢光的特殊核甘酸(如，TMR 

red、Brdu)，連接到 DNA 片段的3’末端，螢光強度與 DNA 片段含量成正比，

且可以依據螢光強度對於細胞凋亡做定量的分析。 

二、適用範圍 

    本方法適用於陸域地面水體、地下水體、放流水、廢水、污水、環境用

藥及新興化學物品(包括奈米材料)對斑馬魚胚胎之氧化壓力檢測。 

三、干擾 

（一） 生物馴養及毒性試驗室內若有化學氣體侵入、馴養水或稀釋水含有毒物

質、器皿或試驗容器未洗淨殘留有毒物質，會影響斑馬魚健康且可能造

成耐受性改變。 

（二） 生物有病或健康狀況不佳，影響產卵及孵化率。 

（三） 分子量3 kDa 以上的化合物、巨大分子和會引起延遲孵化之物質，可能

對胚胎生物可利用性限制，會降低毒性敏感度。 

（四） 測試物質為混合物時，必須盡可能的鑑定特性，如化學成分組成、含量

比例、物質的專一特性、物理及化學特性等，以了解此胚胎檢測毒性模

式是否適用於測試物質。 

（五） 測試物質為奈米材料時，須以膠體溶液形式存在，其奈米微粒之分散性

及粒徑會影響毒性之結果。 

（六） 以4 % paraformaldehyde 固定魚體，魚體會變深色，可能會影響螢光之觀

察。 

四、設備與材料 
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（一） 1.5 mL / 2 mL 微量離心管(eppendorf)，購自 ExtraGENE 公司。 

（二） 蓋玻片。 

（三） 振盪器。 

（四） 水浴槽。 

五、試劑 

（一） In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red、DNaseI，購自 Roche 公司。 

（二） Washing buffer: PBS 。 

（三） 4 % paraformaldehyde。 

（四） Blocking buffer: 0.1% H2O2 in Methanol。 

（五） Permilization solution: 0.1% TritonX-100 in 0.1% sodium citrate；(配置完須

放置於4°C 冰上)。 

（六） TUNEL reaction mixture: Labeling solution:Enzyme solution=9:1。 

（七） Positive control: DNaseI recombinant: 3000 U/ml in 50 mM Tris-HCl、1 

mg/ml BSA, pH=7.5。 

六、採樣與保存  

        略 

七、步驟 [182] 

（一） 將受精後3小時的胚胎暴露於不同濃度之測試溶液，暴露模式與前述斑

馬魚胚胎奈米毒性試驗相同，於受精後72小時為實驗終點。其中測試組

別須包括一組 Positive control，將受精後72小時胚胎暴露已配置適當濃

度的 DNaseI recombinant，於15°C 至25°C 培養 10 分鐘，以誘導 DNA

斷裂。 

（二） 將孔盤中測試溶液吸除，並以去離子水清洗三次，將胚胎依測試濃度組

別收集於微量離心管(eppendorf)中，接著以 4 %甲醛於室溫下固定 1 小

時，固定 1 小時之後，以 PBS 於 shaker (50-100 rpm，以使 PBS 於

eppendorf 內有晃動清洗即可)上進行清洗，每次清洗 5 分鐘，共兩次。 

（三） 接著將胚胎與 Blocking buffer 於振盪器(shaker)上培養 30 分鐘，30 分

鐘後以 PBS 於 shaker (50-100 rpm)上進行清洗，每次清洗 5 分鐘，共兩
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次。 

（四） 再以 Permilization Solution 在冰上培養 30 分鐘，30 分鐘後以 PBS 於

shaker (50-100 rpm)上進行清洗，每次清洗 5 分鐘，共兩次。 

（五） 最後將 TUNEL reaction mixture (Labeling solution: Enzyme solution=9:1，

每一管 sample 總體積為10 μL，體積覆蓋過魚體即可)，其中 Negative 

control 只需加入10 μL 的 Labeling solution，於水浴槽 37°C 培養 1 小

時。 

（六） 將處理好之魚體放置蓋玻片上，以共軛焦顯微鏡進行觀察與拍照。 

八、結果處理 

利用正立式免疫螢光顯微鏡或共軛焦顯微鏡(543 nm)觀察及拍攝影像，需

拍攝可見光、螢光、可見光與螢光合併之影像，每一測試濃度組別拍攝10隻斑

馬魚。 

九、品質管制 

（一） 空白試驗(NC)：每次毒性試驗應至少伴隨一空白試驗，若胚胎死亡率超

過10%，或孵化率低於80%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須

重做。 

（二） 內對照試驗(iC) ：每個24孔培養盤皆須執行培養盤之內對照試驗。若4個

孔格中之胚胎死亡數超過 1個，則該盤之試驗結果不可採用。 

（三） 正控制試驗(PC) ：每次毒性試驗應至少伴隨一正控制試驗，若死亡率低

於30%，則該次毒性試驗之試驗結果不可採用，必須重做。 

十、精密度與準確度 

         略 

十一、參考文獻 

〈一〉Lee H-C, Lu P-N, Huang H-L, Chu C, Li H-P, Tsai H-J: Zebrafish transgenic 

line huORFZ is an effective living bioindicator for detecting environmental 

toxicants. PloS one 2014, 9(3):e90160. 
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十二、圖表 

 

圖 4. 14 斑馬魚胚胎暴露以氨基修飾之奈米銀微粒(LAS)於受精後 72 小時觀察細胞

凋亡之情形。 (A、A) Control；(B、B1) LAS 0.1 μg/ml；(C、C1) LAS 1 μg/ml； (D、

D1) LAS 10 μg/ml；(E、E1) Positive control。白色箭頭所指的紅色螢光區域為細胞

凋亡之現象，主要發生在體軸、卵黃及頭部的區域。 
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4.3 標準方法草案之技術建立及測試 

    為了測試上述所提出之細胞培養模式及斑馬魚胚胎模式標準方法草案，我們

選用了自行合成之奈米銀及奈米氧化鋅及相對應塊材進行技術測試。 

 

4.3.1 奈米銀及奈米氧化鋅之物化特性 

    奈米微粒所引發的不良反應主要與生物體對於奈米物質本身的反應、給予的

劑量、奈米微粒的形狀、電荷數、包覆物質、物化特性的整體結果有關，除此之外，

根據國際標準組織(ISO)於 TR13014 所提出之規章中提及，進行細胞及動物毒性評

估前必須提供該測試物質之物化特性描述，因此於本計畫中，將先進行奈米微粒物

化特性之檢測。結果顯示(圖 4.15)(表 4.11)所示，可以觀察到 Bulk Ag 以及 Bulk ZnO

在初始粒徑及水合粒徑均遠大於 AgNPs 與 ZnO NPs，此外利用分光光度計進行奈

米銀及奈米氧化鋅之光譜分析，結果顯示奈米銀的波長範為大約在波長 390 nm 左

右以及奈米氧化鋅的波長約在波長 370 nm 左右，而 ZnO NPs 波長的吸收度會急劇

下降代表 ZnO NPs 在水中極不穩定。 

 

 

圖 4. 15 奈米物質之物化特性分析。(A-B)奈米銀(左)及奈米氧化鋅(右)之 TEM 拍
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攝；(C-D)光譜分析圖譜；(E-F) 能量色散 X 射線元素分析 

表 4. 11、奈米級與大分子級的銀與氧化鋅之物化特性 

 

4.3.2 奈米微粒體外細胞模式毒性檢測標準方法測試  

為了進行本計畫所整理出之標準草案應用於測試奈米微粒細胞毒性反應的可

行性，本計畫利用人造奈米銀及奈米氧化鋅做為示範樣品，並與相對應之大分子材

料進行前項所提草案之實際比對測試，提交技術測試報告。 

(1) 利用不同測試方法與生物效應指標分析合成之奈米銀微粒與相對應之大分子

材料銀粉對細胞造成的毒性效應 

首先進行奈米銀(AgNPs)與相對應之大分子材料銀粉(Bulk Ag)的細胞存活率

分析，分別使用 MTT assay、MTS assay 與 Live/Dead cell viability assay 測試。藉由

細胞存活率所獲得之毒性效應濃度之後，將近一步分析與毒性反應相關的生物效

應指標如氧化壓力、細胞自體吞噬與細胞凋亡。 

進行細胞毒性測試前，先以水浴超音波震盪 5 分鐘加以均散奈米微粒與銀粉，

並以含有 10%FBS 之培養液稀釋，以達到所需暴露之濃度。 

 

a.利用 MTT assay 測定細胞存活率 

為量化合成之 AgNPs 及 Bulk Ag 對 NIH-3T3 細胞所造成細胞存活率之影響，

我們先採用 MTT asay 進行實驗。MTT assay 是一種被廣泛用來測試細胞毒性的方

式，其優點為實驗操作簡單，使用少量細胞與測試樣品即可完成測定。在對 NIH-

3T3 細胞暴露合成 AgNPs 及 Bulk Ag 24 與 48 小時之後，暴露 AgNPs 之 MTT 結

果呈現出明顯的濃度-時間效應，而其顯著的毒性發生於 5、10 μg/ml，當濃度提高

到 30 μg/ml 時，則多數細胞已產生毒性造成死亡。此現象在 48 小時的暴露條件下
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更趨明顯(圖 4.16(A))。而在 NIH-3T3 細胞暴露 Bulk Ag 之 MTT 結果和暴露 AgNPs

組別相比，在我們所選擇的暴露條件下，Bulk Ag 並不會有顯著的毒性反應，一直

到 48 小時細胞仍舊維持平穩的生長(圖 4.16 (B))。 

 

(A) 

 

(B) 

 

圖 4. 16 利用 MTT assay 之細胞毒性測試方法分析 NIH-3T3 經 AgNPs 及 Bulk Ag

暴露後之細胞存活率。(A) NIH-3T3 細胞暴露合成 AgNPs 24 及 48 小時後細胞存活

率。不論是 24 小時或 48 小時暴露，合成 AgNPs 皆隨著濃度-時間的上升而使細胞

毒性增加。(*p<0.05, contorl v.s. 合成 AgNPs) (B) NIH-3T3 細胞暴露合成 Bulk Ag 

24 及 48 小時後細胞存活率。 

b.利用 MTS assay 測定細胞存活率 

MTS assay 為 MTT assay 改良後的細胞存活測試方法，近年來普遍應用於毒理

學試驗中測試某些毒性化學物質對於細胞毒性強弱的方法。為確定暴露物的毒性
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效應，因此我們再利用類原理的測試方法確認合成之 AgNPs 及 Bulk Ag 對 NIH-

3T3 細胞所造成細胞存活率影響之濃度。細胞暴露合成之 AgNPs 及 Bulk Ag 24 及

48 小時後，為降低氧化鋅對 MTS 之干擾作用，我們經由離心 1080×g，10 分鐘後，

吸取培養盤內之細胞上清液，利用 ELISA reader 測定 490 nm 之吸光值並加以計算

細胞存活率。 

在細胞暴露 AgNPs 的部分，其結果呈現出明顯的濃度-時間效應關係，而其毒

性反應開始於 1 μg/ml(圖 4.17(A))，然而顯著的毒性濃度與 MTT assay 的測試結果

一致，不過值得注意的地方是，由於 MTS 試劑本身有顏色，因此分析測量吸光值

時會有背景值產生，也因此在高濃度暴露的組別無法計算出較低的存活率。在細胞

暴露 Bulk Ag 的部分，其結果也和使用 MTT assay 所得之數據雷同，並無明顯的細

胞毒性效應(圖 4.17(B))。 

 

 

圖 4. 17 利用 MTS assay 之細胞毒性測試方法分析 NIH-3T3 經 AgNPs 及 Bulk 

Ag 暴露後之細胞存活率。(A) NIH-3T3 細胞暴露合成 AgNPs 24 及 48 小時後細

胞存活率。不論是 24 小時或 48 小時暴露，合成 AgNPs 皆隨著濃度的上升而使細

胞毒性增加。(*p<0.05, contorl v.s. 合成 AgNPs) (B) NIH-3T3 細胞暴露合成 Bulk 

Ag 24 及 48 小時後細胞存活率。 

 

    Bulk Ag 在我們的實驗設計中，已將濃度提高至 300 μg/ml，然而仍舊無法在分

析試驗中發現明顯的毒性，其主要的原因我們認為是 Bulk Ag 在配置暴露溶液時並

不溶於培養液，且容易漂浮在表面，即使進行強力的震盪或攪拌，仍舊無法達到膠

體溶液的型態(圖 4.18)。由於 Bulk Ag 不論是在 MTT 或 MTS assay 中皆無法造成



第四章 

138 

 

細胞的毒性效應，因此將不進行後續其他的生物效應指標的測試分析，僅針對

AgNPs 繼續進行技術測試。 

圖 4. 18 配置 Bulk Ag 之 stock 溶液。所配置之溶液濃度為 1 mg/ml，Bulk Ag 的

粉末會懸浮於培養液之上，即使進行超音波水域震盪後，仍舊無法均勻分散，且

有時會結成團塊附著於玻璃瓶瓶身，導致濃度的損失。 

 

c. Live/Dead cell viability assay 

    針對奈米材料而言，MTT assay 的實驗分析方法於測試的過程中已在不同的細

胞或者不同的試劑、藥物處理下發現它的不穩定性，此外 MTS assay 雖然已為 MTT 

assay 之改良方法，但由於仍須經由離心抽取細胞上清液之過程來降低奈米微粒存

在之干擾，而可能有人為因素之誤差，因此我們進一步使用 Live / Dead 細胞存活

率分析試劑來確認 MTT 與 MTS assay 之分析結果。以螢光顯微鏡觀察之細胞染色

情形作為定性之依據。NIH-3T3 細胞暴露合成奈米銀 24 小時及 48 小時之後，同

時雙染 calcein AM (使得活細胞產生綠色螢光) 和 ethidium homodimer (使得死細

胞產生紅色螢光) 兩種染劑，結果顯示在不同的顯微鏡放大倍率下，皆能觀察到隨

著濃度的增加，表現紅色螢光的細胞數量也有增加的趨勢，明顯觀察到高低濃度的

存活率差異(圖 4.19)，而由於在高濃度 30 μg/mL 處理下，細胞已經產生太多死亡，

使得 calcein AM 的偵測太過稀少，因此結果有點難以判讀，所以額外使用了中間

劑量，例如:15μg/mL 去處理。此結果與 MTT/MTS 細胞存活率的數據雷同。 
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 (A) 

 

(B) 
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(C) 

圖 4. 19 以 Live/Dead cell viability assay 合併使用螢光顯微鏡觀察 NIH-3T3 細胞

經 AgNPs 暴露後之死亡情形。NIH-3T3 細胞暴露 AgNPs 5μg/mL、15μg/mL 與 30 

μg/mL，於 (A) 24 小時後以放大 100 倍及(B)放大 200 倍暴露 AgNPs 5μg/mL、

15μg/mL、30 μg/mL， (C) 48 小時後放大 100 倍之觀察結果，可發現 NIH-3T3 細

胞經 AgNPs 暴露後產生顯著之紅色螢光。 

 

隨後再以流式細胞儀分析 NIH-3T3 細胞染色與細胞攝入奈米微粒之情形。將

NIH-3T3 細胞暴露 AgNPs 24 及 48 小時之後，收集各組別細胞並進行染色。其結

果顯示 AgNPs 能造成顯著的細胞死亡情形，並且在處理 24 小時之後，10 μg/mL 的

劑量下約造成 46.4%的死亡率(圖 4.20 (A))，並在呈現濃度相關效應，在處理 48 小

時之後，10 μg/mL 的濃度下約造成七成(68.7%)的死亡率(圖 4.20(C))，而高濃度 15 

μg/mL 及 30 μg/mL 的組別明顯比 24 小時時有更多的死亡情形發生，其中在 30 

μg/mL 的組別則幾乎完全死亡(95.7%)。在分析流式細胞儀中 FSC 與 SSC 的圖形

後，可以發現隨著 AgNPs 的暴露劑量增加，有一部份 FSC 向左位移，一部份 SSC

向上位移之情形(圖 4.20(B))，這樣的結果證實 NIH-3T3 細胞在暴露 AgNPs 後，的

確會造成型態上的改變，其改變的原因可能是因為細胞凋亡變成碎屑而縮小，以及

細胞攝入奈米銀而造成細胞內複雜度增加。 

 

藉由上述三種不同細胞毒性測試方法之結果，我們可以瞭解以 AgNPs 做為細

胞測試平台之受試物質，利用 MTT/MTS assay 以及 Live/Dead cell viability assay 之

分析皆能獲得類似的結果，並且達到評估初步毒性反應之目的。 
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(A)                                       (B) 

                                                               

  

(C)                                      (D) 

                                      

圖 4. 20 以流式細胞儀合併使用 Live/Dead cell viability assay，分析細胞存活率及

細胞攝入奈米顆粒之現象。NIH-3T3 細胞暴露不同劑量之合成 AgNPs，於 24 小時

及 48 小時後以流式細胞儀分析(A)(C)細胞死亡情形與(B)(D)細胞攝入奈米微粒之

情況 (每個數據以 10,000 顆細胞作為分析族群)。X 軸：Calcein-AM 表示存活的細

胞；Ethidium 表示死亡的細胞。FSC 表示細胞大小；SSC 表示細胞內顆粒複雜度。 
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藉由上述三種不同細胞毒性測試方法之結果，我們可以瞭解以 AgNPs 做為細

胞測試平台之受試物質，利用 MTT/MTS assay 以及 Live/Dead cell viability assay 之

分析皆能獲得類似的結果，並且達到評估初步毒性反應之目的。 

 

d. 以流式細胞儀測量 ROS 之生成情形 

將 NIH-3T3 細胞暴露於不同劑量(1、5、10、15 及 30 μg/mL)之 AgNPs 之後，

分別在 0.5、1、3 小時進行 ROS 生成之測量，其結果顯示隨著處理的濃度增加，

在 0.5 及 1 小時的時間點皆有濃度相關效應，而 1 小時的表現量又比 0.5 小時來的

高，此外，ROS 的產生量從暴露 AgNPs 0.5 小時持續至 1 小時後，在 3 小時時發

現 ROS 生成量有下降恢復的情形 (圖 4.21)，並以 H2O2 (250 μM)作為 positive control。 
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圖 4. 21 NIH-3T3 細胞暴露不同劑量之 AgNPs 造成 ROS 量上升。利用 DCFH-DA

染劑進行流式細胞儀之 ROS 分析 (每個數據以 10,000 顆細胞作為分析族群)。以

過氧化氫(H2O2) (250 µM)作為 Positive Control。(A)暴露 AgNPs 0.5 小時後之分析

結果。 (B) 暴露 AgNPs 1 小時後之分析結果。(C) 暴露 AgNPs 3 小時後之分析結

果。(D)暴露 H2O2 (250 μM) 0.5 小時後之分析結果。*p <0.05 versus Control、**p 

<0.01 versus Control、***p <0.001 versus Control。 

 

氧化壓力的產生是生物體面對外在壓力而產生的第一道保護防線，因此在本

次計畫中，我們應用指標測定的方式，在短時間內暴露 AgNPs 皆能測出 ROS 的表

現量上升，並且 ROS 指標可能於奈米微粒暴露後 0.5 至 1 小時便開始產生改變，

雖然後續的表現量有下降的趨勢，然而 ROS 在體內的生成可能屬於一種動態平衡

的狀態，然而一旦有大量的刺激物暴露到細胞，即會產生大量的 ROS 訊號進而啟

動細胞機轉來對危害做出反應。 
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e. 以流式細胞儀分析細胞自體吞噬之百分比 

藉由不同染劑之偵測，我們利用流式細胞儀分析細胞自體吞噬之百分比。NIH-

3T3 細胞暴露 1、5、10、15 及 30 μg/mL 等濃度之 AgNPs，分別收取暴露 AgNPs

後 18 及 24 小時的細胞，以 Acridine orange (AO)染色後，利用流式細胞儀分析細

胞自體吞噬的百分比。其結果顯示，隨著暴露 AgNPs 的濃度及時間增加，誘發 NIH-

3T3 細胞產生細胞自體吞噬的情形也隨著上升，尤其在處理 18 小時後，高濃度 30 

μg/mL 組別結果發現有明顯的細胞自體吞噬情形，約誘發 40%的細胞自體吞噬(圖

4.22 (A)(C))，另外，也發現 NIH-3T3 細胞在暴露 AgNPs 24 小時之後，在 15 μg/mL

的濃度處理下約誘發 50%的細胞自體吞噬，而最高濃度 30 μg/mL 的組別則因為細

胞死亡情形嚴重，因此染劑無法染上，無法偵測細胞自體吞噬情形 (圖 4.22(B)(C))。 
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圖 4. 22 NIH-3T3 細胞在經由不同濃度的合成 AgNPs 處理後 (A)18 及(B)24 小時，

利用流式細胞儀分析細胞自體吞噬(Autophagy)的百分比(每個數據以 10,000 顆細

胞作為分析族群)。(C)將流式細胞儀分析的結果量化後，計算 NIH-3T3 細胞暴露

AgNPs (1, 5, 10, 15, 30 μg/mL) 18 及 24 小時發生細胞自體吞噬之百分比，以 

Rapamycin (40 µM)作為 Positive Control。*p <0.05 versus Control、***p <0.001 versus 

Control。 

 

f.以流式細胞儀測定細胞凋亡與細胞壞死之百分比 

我們藉由 Annexin & PI 染劑之偵測，利用流式細胞儀分析細胞凋亡與細胞壞

死之百分比。將合成 AgNPs 溶於含有 10%FBS 之 medium 中，在 AgNPs 的組別以

1、5、10、15 及 30 μg/ml 處理 NIH-3T3 細胞，分別收取曝露 18 及 24 小時的細胞，

以 Annexin V(代表細胞凋亡)及 PI(代表細胞壞死)雙染後，以流式細胞儀分析細胞

凋亡及細胞壞死的百分比。其中 NIH-3T3 細胞暴露 AgNPs 後，會隨著濃度的上升

而伴隨著細胞凋亡的現象產生(圖 4.23 (A, B))，在暴露高濃度 AgNPs (30 μg/ml) 24

小時之後細胞呈現嚴重的細胞凋亡及壞死，其百分比超過 50% (圖 4.23 (C))，且細

胞凋亡、壞死程度有隨時間增加而更趨明顯。 
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圖 4. 23、NIH-3T3 細胞暴露 AgNPs 之後發生細胞凋亡及壞死現象。NIH-3T3 細胞

在處理合成 AgNPs 後(A) 18、(B) 24 小時收取細胞，雙染 Annexin V (X-軸，代表

細胞凋亡 apoptosis)及 PI (Y-軸，代表細胞壞死 necrosis)，以流式細胞儀分析(每個

數據以 10,000 顆細胞作為分析族群)。四個向限分別代表：左上：Annexin V-/PI+：

細胞壞死。右上：Annexin V+/PI+：晚期細胞凋亡。右下：Annexin V+/PI-：早期細

胞凋亡。左下：Annexin V-/PI-：活的正常細胞。將流式細胞儀分析的結果量化後，

計算 NIH-3T3 曝露 AgNPs (1, 5, 10, 15, 30 μg/ml)18 及 24 小時之後，發生(C)細胞

凋亡及細胞壞死總和之百分比  (Cell Death) (*p<0.05,contorl v.s. ZnONPs)。以

Staurosporine (STS, 2 µM)作為 Positive Control。 

 

總和以上實驗分析結果，NIH-3T3 細胞在暴露合成奈米銀 24 小時及 48 小時
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之後，皆能觀察到隨著濃度的增加而產生之細胞存活率間的差異，在低劑量(1、5 

μg/mL)的處理下，在兩個時間點下細胞的存活沒有太大的差異，但在較高劑量(15、

30 μg/mL)就有較明顯的差異。奈米銀的暴露能夠快速誘發 ROS 的產生，且利用螢

光染劑的染色，即可量測相對量的 ROS 生成情形；分析細胞自體吞噬的結果顯示，

奈米銀具有大量誘發自體吞噬作用的能力，一般而言自體吞噬是細胞內維持恆定

作用的重要機制反應，近期研究指出自體吞噬作用可以做為奈米物質造成細胞傷

害的生物效應指標[183]。本計畫所提出的奈米微粒體外細胞毒性檢測標準方法草

案，其應用於合成奈米銀之毒性效應測試皆可看出與未暴露奈米銀組別之間的差

異性。 

 

(2) 利用不同測試方法與生物效應指標分析合成之奈米氧化鋅微粒與相對應之大

分子材料對細胞造成的毒性效應 

如同前述進行 AgNPs 和 Bulk Ag 的測試方法，本計畫另一個測試物質為奈米

氧化鋅(ZnONPs)與其相對應之大分子材料氧化鋅粉末(Bulk ZnO)。同樣的在進行細

胞毒性測試前，先以水浴超音波震盪 5 分鐘加以均散奈米微粒與氧化鋅粉末，並

以含有 10%FBS 之培養液稀釋，以達到所需暴露之濃度。 

 

a.利用 MTT assay 測定細胞存活率 

    為量化合成之 ZnONPs 及 Bulk ZnO 對 NIH-3T3 細胞所造成細胞存活率之影

響，我們先採用 MTT asay 進行實驗。NIH-3T3 細胞暴露合成 ZnONPs 及 Bulk ZnO 

24 與 48 小時之後，暴露 ZnONPs 之 MTT 結果呈現出明顯的濃度效應，而其顯著

的毒性發生於 5、7 μg/ml，當濃度提高到 8 μg/ml 時，則僅剩下 10%的細胞存活率。

不過此現象在 48 小時的暴露條件下並沒有更明顯細胞死亡現象(圖 4.24)。 

而在 NIH-3T3 細胞暴露 Bulk ZnO 之 MTT 結果和暴露 ZnONPs 組別相比，需

要暴露更高濃度之 Bulk ZnO 才會顯現明顯的細胞毒性，而在暴露 15 μg/ml 時，則

僅剩下 10%的細胞存活率。此現象在 48 小時的暴露條件下並沒有更明顯細胞死亡

現象(圖 4.24)。 
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(A) 

 

(B) 

 

圖 4. 24 利用 MTT assay 之細胞毒性測試方法分析 NIH-3T3 經 ZnONPs 及 Bulk 

ZnO 曝露後之細胞存活率。(A) NIH-3T3 細胞暴露合成 ZnONPs 24 及 48 小時後細

胞存活率。不論是 24 小時或 48 小時暴露，合成 ZnONPs 皆隨著濃度的上升而使

細胞毒性增加。(*p<0.05, contorl v.s. 合成 ZnONPs) (B) NIH-3T3 細胞暴露合成 Bulk 

ZnO 24 及 48 小時後細胞存活率。和 ZnONPs 相比，Bulk ZnO 在 15 μg/ml 才開始

出現顯著的細胞毒性。(*p<0.05, contorl v.s. Bulk ZnO) 

 

 

b.利用 MTS assay 測定細胞存活率 
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為確定合成之 ZnONPs 及 Bulk ZnO 對 NIH-3T3 細胞所造成細胞存活率影響

之濃度我們再利用 MTS assay 進行分析。細胞暴露合成之 ZnONPs 及 Bulk ZnO 24

及 48 小時後，同樣的為了降低氧化鋅對 MTS 之干擾作用，我們經由離心 1080×g，

10 分鐘後，吸取培養盤內之細胞上清液，利用 ELISA reader 測定 490 nm 之吸光值

並加以計算細胞存活率。在細胞暴露 ZnONPs 的部分，其結果呈現出明顯的濃度效

應關係，而其顯著的毒性反應開始於 6 µg/ml(圖 4.25)。以此測試所得出的毒性反

應濃度和使用 MTT assay 所得之數據雷同，能再次印證其毒性反應濃度。 

在 Bulk ZnO 的部分，與暴露 ZnONPs 組別相比，需要暴露更高濃度之 Bulk 

ZnO 才會出現顯著的細胞毒性，而在暴露 15 µg/ml 時，不論是 24 小時或 48 小時

暴露的細胞存活率皆低於 50%，其結果也 MTT assay 所得之數據雷同(圖 4.25)。 

 

c. Live/Dead cell viability assay 

    以螢光顯微鏡觀察之細胞染色情形作為定性之依據。NIH-3T3 細胞暴露

ZnONPs 以及 Bulk ZnO 24 小時之後，同時雙染 calcein AM (使得活細胞產生綠色

螢光) 和 ethidium homodimer (使得死細胞呈現紅色螢光) 兩種染劑，結果可以觀

察到隨著濃度的增加，表現紅色螢光的細胞數量也有增加的趨勢 (圖4.26、圖4.27)。

同時也可發現 ZnONPs 在較低濃度時就會誘導 NIH-3T3 細胞的死亡，此結果與

MTT/MTS 細胞存活率的數據雷同。 
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(A) 

 

(B) 

圖 4. 25、利用 MTS assay 之細胞毒性測試方法分析 NIH-3T3 經 ZnONPs 及 Bulk 

ZnO 暴露後之細胞存活率。(A) NIH-3T3 細胞暴露合成 ZnONPs 24 及 48 小時後細

胞存活率。不論是 24 小時或 48 小時暴露，合成 ZnONPs 皆隨著濃度的上升而使

細胞毒性增加。(*p<0.05, contorl v.s. 合成 ZnONPs) (B) NIH-3T3 細胞暴露合成 Bulk 

ZnO 24 及 48 小時後細胞存活率。和 ZnONPs 相比，Bulk ZnO 在 15 µg/ml 有明顯

細胞毒性增加。(*p<0.05, contorl v.s. Bulk ZnO) 
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圖 4. 26、以 Live/Dead cell viability assay 合併使用螢光顯微鏡觀察 NIH-3T3 經奈

米氧化鋅(ZnONPs)暴露後之死亡情形。NIH-3T3 細胞暴露 ZnONPs 2 μg/ml 與 6 

μg/ml，於 24 小時後放大 100 倍之觀察結果，可發現 NIH-3T3 細胞經奈米氧化鋅

暴露後產生顯著之紅色螢光。 

 

圖 4. 27、以 Live/Dead cell viability assay 合併使用螢光顯微鏡觀察 NIH-3T3 經塊

材氧化鋅(Bulk ZnO)暴露後之死亡情形。NIH-3T3 細胞 Bulk ZnO 8 μg/ml 與 15 

μg/ml，於 24 小時後放大 100 倍之觀察結果，可發現 NIH-3T3 細胞經 Bulk ZnO 暴

露後產生顯著之紅色螢光。 

 

    隨後再以流式細胞儀分析細胞染色與細胞攝入奈米微粒之情形。NIH-3T3 細

胞暴露 Bulk ZnO 以及 ZnONPs 24 及 48 小時之後，收集各組細胞並進行染色。 
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    其結果顯示細胞在暴露 Bulk ZnO 24 小時後，於 15 μg/ml 的濃度下開始對細

胞造成毒性，並且在 48 小時達到 73.7%的死亡率(圖 4.28(A)、圖 4.29(A))。同時分

析流式細胞儀中 FSC 與 SSC 的圖形後可以發現隨著 Bulk ZnO 的濃度上升，FSC

向左位移而 SSC 則有向上位移之情形(圖 4.28 (B) 、圖 4.29 (B))，此結果證實 Bulk 

ZnO 的暴露會造成細胞型態的改變，其改變的原因可能是因為細胞凋亡變成碎屑

而縮小以及細胞攝入 Bulk ZnO 而造成細胞內複雜度增加。 

 

 

(A)                                    (B) 

 

圖 4. 28、以流式細胞儀合併使用 Live/Dead cell viability assay，分析細胞存活率及

細胞攝入 Bulk ZnO 之現象。NIH-3T3 細胞暴露不同濃度之 Bulk ZnO，於 24 小時

後以流式細胞儀分析(A)細胞死亡情形與(B)細胞攝入奈米微粒之情況(每個數據以

10,000 顆細胞作為分析族群)。X 軸：Calcein-AM 表示活的細胞；Ethidium 表示死

的細胞。FSC 表示細胞大小；SSC 表示細胞內顆粒。 
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(A)                                      (B) 

 

圖 4. 29、以流式細胞儀合併使用 Live/Dead cell viability assay，分析細胞存活率及

細胞攝入 Bulk ZnO 之現象。NIH-3T3 細胞暴露不同濃度之 Bulk ZnO，於 48 小時

後以流式細胞儀分析 (A) 細胞死亡情形與 (B) 細胞攝入奈米微粒之情況(每個數

據以 10,000 顆細胞作為分析族群)。X 軸：Calcein-AM 表示活的細胞；Ethidium 表

示死的細胞。FSC 表示細胞大小；SSC 表示細胞內顆粒。 

 

而在 NIH-3T3 細胞暴露 ZnONPs 的結果方面，其結果顯示在暴露 ZnONPs 24

小時後，於 6 μg/ml 的濃度下開始對細胞造成明顯的死亡，並且在 48 小時達到 90%

以上(圖 4. 30 (A)、圖 4. 31))，毒性相較於 Bulk ZnO 高出了兩倍以上。同時分析式

細胞儀中 FSC 與 SSC 的圖形後可以發現隨著 Bulk ZnO 的濃度上升，FSC 向左位

移而 SSC 則有向上位移之情形(圖 4. 30 (A) 、圖 4. 31))。 

 

d.以流式細胞儀測量 ROS 之生成情形 

NIH-3T3 細胞給予不同濃度暴露之後，分別在 0.5、1、3 小時進行 ROS 生成

之測量，其結果顯示細胞在暴露 Bulk ZnO 0.5 及 1 小時等較短時間時， Bulk ZnO

並不會引起 ROS 明顯的生成，而在暴露 3 小時後，開始隨著 Bulk ZnO 暴露濃度

的增加，ROS 呈現增加的現象 (圖 4.32)。 
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(A)                                     (B) 

圖 4. 30、以流式細胞儀合併使用 Live/Dead cell viability assay，分析細胞存活率及

細胞攝入 ZnONPs 之現象。NIH-3T3 細胞暴露不同濃度之 ZnONPs，於 24 小時後

以流式細胞儀分析(A) 細胞死亡情形與 (B) 細胞攝入奈米微粒之情況(每個數據

以 10,000 顆細胞作為分析族群)。X 軸：Calcein-AM 表示活的細胞；Ethidium 表示

死的細胞。FSC 表示細胞大小；SSC 表示細胞內顆粒。 

 

 

(A)                                     (B) 

圖 4. 31、以流式細胞儀合併使用 Live/Dead cell viability assay，分析細胞存活率及

細胞攝入 ZnONPs 之現象。NIH-3T3 細胞暴露不同濃度之 ZnONPs，於 48 小時後

以流式細胞儀分析(A)細胞死亡情形與(B)細胞攝入奈米微粒之情況(每個數據以

10,000 顆細胞作為分析族群)。X 軸：Calcein-AM 表示活的細胞；Ethidium 表示死
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的細胞。FSC 表示細胞大小；SSC 表示細胞內顆粒。 

 

 

 

 

圖 4. 32、NIH-3T3 細胞暴露不同濃度 Bulk ZnO 在不同時間點下所造成之 ROS 生

成量。利用 DCFH-DA 染劑進行流式細胞儀之 ROS 分析 (每個數據以 10,000 顆細

胞作為分析族群)。以過氧化氫(H2O2) (250 µM)作為 Positive Control。 (A)暴露 Bulk 

ZnO 0.5 小時後之分析結果。 (B) 暴露 Bulk ZnO 1 小時後之分析結果。(C) 暴露
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Bulk ZnO 3 小時後之分析結果。(Ｄ)暴露 H2O2 (250 μM) 0.5 小時後之分析結果。 

*p <0.05 versus Control、**p <0.01 versus Control、***p <0.001 versus Control。 

而在暴露 ZnONPs 方面，NIH-3T3 細胞給予不同濃度之暴露之後，同樣分別

在 0.5、1、3 小時進行 ROS 生成之測量。其結果顯示細胞在暴露 ZnONPs 0.5 小時

之較短時間時，暴露 ZnONPs 並不會引起 ROS 有明顯的生成，而在暴露 1 小時後，

開始隨著 ZnONPs 暴露濃度的增加，ROS 呈現增加的現象，並且在暴露較高濃度

之組別其 ROS 生成會持續至第 3 小時 (圖 4.33)。 
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圖 4. 33 NIH-3T3 細胞暴露不同濃度 ZnONPs 在不同時間點下所造成之 ROS 生成

量。利用 DCFH-DA 染劑進行流式細胞儀之 ROS 分析 (每個數據以 10,000 顆細胞

作為分析族群)。以過氧化氫(H2O2) (250 µM)作為 Positive Control。(A)暴露 ZnONPs 

0.5 小時後之分析結果。 (B)暴露 ZnONPs 1 小時後之分析結果。(C) 暴露 ZnONPs 

3 小時後之分析結果。(Ｄ)暴露 H2O2 (250 μM) 0.5 小時後之分析結果。 *p <0.05 

versus Control、**p <0.01 versus Control、***p <0.001 versus Control。 

 

本次計畫中，我們透過 ROS 生成量來比較 Bulk ZnO 與 ZnONPs 兩者對細胞

影響之差異。在暴露 Bulk ZnO 的情形之下，NIH-3T3 細胞須等到暴露後 3 小時才

能誘導較高的 ROS 表現，而 ZnONPs 則是暴露後 1 小時就有明顯的 ROS 產生，並

且持續影響至第 3 小時，誘發時間較快。同時也能發現相較於 Bulk ZnO，在較低

濃度的 ZnONPs 暴露下即會產生 ROS，此結果表示 ZnONPs 的毒性影響可能高於

Bulk ZnO。ROS 可以做為評估細胞危害的高靈敏度指標。 

 

e.以流式細胞儀分析細胞自體吞噬 

藉由不同染劑之偵測，我們利用流式細胞儀分析細胞自體吞噬、細胞凋亡與細

胞壞死之百分比。將 Bulk ZnO 與 ZnONP 暴露 NIH-3T3 細胞之後，分別收取、18、

24 小時的細胞，以 Acridine orange (AO)染色後，利用流式細胞儀分析細胞自體吞
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噬的百分比。 

在暴露Bulk ZnO之結果發現，細胞暴露 18小時後，在較低濃度(4、8及10μg/ml)

較無誘發細胞自體吞噬情形，而在 15μg/ml 之組別所誘發之自體吞噬最為明顯，可

達到 26.5%。隨著暴露時間的增加，於細胞暴露 24 小時後即可發現 Bulk ZnO 對

10μg/ml 之組別逐漸造成影響而使自體吞噬情形上升，約可達到 15.5% (圖 4.34(A)、

圖 4.34 (B))，以長條圖進行量化與統計分析後即可發現誘發自體吞噬情形產生之

濃度組別皆達到顯著的統計意義(圖 4.34 (C)) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4. 34 NIH-3T3 細胞給予不同濃度 Bulk ZnO 處理後於 18 及 24 小時誘發之自體

吞噬情形。(A)(B)利用流式細胞儀分析 Autophagy 的百分比(每個數據以 10,000 顆

細胞作為分析族群)，並透過 Flow jo 軟體進行分析之 dot 分布圖。(C)將分析的結

果量化成長條圖，並計算 NIH-3T3 細胞曝露 Bulk ZnO 18 及 24 小時之後，發生細

胞自體吞噬之百分比，以 Rapamycin (40 µM)作為 Positive Control。SCS (Small 

citrate silver NPs, AgNPs)為正向控制組。**p <0.05 versus Control, **p <0.01 versus 

(C) 
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Control, ***p <0.001 versus Control。 

 

而在暴露 ZnONPs 之結果發現，細胞暴露 18 小時後，在較低濃度(2 及 4 μg/ml)

較無誘發細胞自體吞噬情形，而 6 μg/ml 之組別在暴露 18 小時後開始受到 ZnONPs

之影響，自體吞噬情形略為上升。而隨著暴露時間的增加，於細胞暴露 24 小時後

即可發現 ZnONPs 對 6 μg/ml 之組別造成明顯的自體吞噬上升，約可達到 28.7% 

(圖 4.35(A)、圖 4.35 (B))，以長條圖進行量化與統計分析後即可發現誘發自體吞噬

情形產生之濃度組別皆達到顯著的統計意義(圖 4.35 (C))。 

 

 

圖 4. 35、NIH-3T3 細胞給予不同濃度 ZnONPs 處理後於 18 及 24 小時誘發之自體

吞噬情形。(A)(B)利用流式細胞儀分析 Autophagy 的百分比(每個數據以 10,000 顆

細胞作為分析族群)，並透過 Flow jo 軟體進行分析之 dot 分布圖。(C)將分析的結
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果量化成長條圖，並計算 NIH-3T3 細胞曝露 ZnONPs 18 及 24 小時之後，發生細

胞自體吞噬之百分比，以 Rapamycin (40 µM)作為 Positive Control。 **p <0.05 versus 

Control, **p <0.01 versus Control, ***p <0.001 versus Control。 

 

f.以流式細胞儀測定細胞凋亡與細胞壞死之百分比 

將合成 ZnONPs 及 Bulk ZnO 溶於含有 10%FBS 之 medium 中，在 ZnONPs 的

組別以 2、4、6、8 及 10 μg/ml 處理 NIH-3T3 細胞；Bulk ZnO 的組別以 4、8、10、

15 及 20 μg/ml 處理 NIH-3T3 細胞之後，分別收取暴露 18 及 24 小時的細胞，以

Annexin V(代表細胞凋亡)及 PI(代表細胞壞死)雙染後，以流式細胞儀分析細胞凋亡

及細胞壞死的百分比。 

其中 NIH-3T3 細胞曝露 6 μg/ml ZnONPs 後 18 及 24 小時分別誘發 20%及 15%

左右的細胞凋亡(圖 4.36)，在暴露更高濃度 ZnONPs 下(8, 10 μg/ml)細胞呈現嚴重

的細胞凋亡及壞死。不過其細胞凋亡及壞死程度並沒有隨時間增加而更趨明顯。 

然而在 Bulk ZnO 暴露的組別中，則濃度需要達到 15 及 20 μg/ml 才會在 18 及

24 小時分別誘發嚴重的細胞凋亡及壞死現象(圖 4.37)，此結果和利用 MTT/MTS 

assay 所得到的細胞毒性結果十分雷同。在此測試我們也選用小粒徑奈米銀微粒

(Small citrate silver NPs, AgNPs) 15 μg/ml 來做為正向控制組，15 μg/ml AgNPs 在 18

及 24 小時均產生 40%左右的細胞凋亡。 
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圖 4. 36、NIH-3T3 細胞暴露 Bulk ZnO 之後發生細胞凋亡及壞死現象。NIH-3T3

細胞在處理 Bulk ZnO 後 (A) 18、(B) 24 小時收取細胞，雙染 Annexin V (X-軸，代

表細胞凋亡 apoptosis)及 PI (Y-軸，代表細胞壞死 necrosis)，以流式細胞儀分析(每

個數據以 10,000 顆細胞作為分析族群)。四個向限分別代表：左上：Annexin V-/PI+：

細胞壞死。右上：Annexin V+/PI+：晚期細胞凋亡。右下：Annexin V+/PI-：早期細

胞凋亡。左下：Annexin V-/PI-：活的正常細胞。將流式細胞儀分析的結果量化後，

計算 NIH-3T3 曝露 Bulk ZnO(2, 4, 6, 8, 10 μg/ml)18 及 24 小時之後，發生 (C) 細

胞凋亡及細胞壞死總和之百分比 (Cell Death) (*p<0.05, contorl v.s. Bulk ZnO)。以

Staurosporine (STS, 2 µM)作為 Positive Control。 
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圖 4. 37、 NIH-3T3 細胞暴露 ZnONPs 之後發生細胞凋亡及壞死現象。NIH-3T3 細

胞在處理合成 ZnONPs 後 (A) 18、(B) 24 小時收取細胞，雙染 Annexin V (X-軸，

代表細胞凋亡 apoptosis)及 PI (Y-軸，代表細胞壞死 necrosis)，以流式細胞儀分析

(每個數據以 10,000 顆細胞作為分析族群)。四個向限分別代表：左上：Annexin V-

/PI+：細胞壞死。右上：Annexin V+/PI+：晚期細胞凋亡。右下：Annexin V+/PI-：

早期細胞凋亡。左下：Annexin V-/PI-：活的正常細胞。將流式細胞儀分析的結果量

化後，計算 NIH-3T3 曝露 ZnONPs (2, 4, 6, 8, 10 μg/ml)18 及 24 小時之後，發生(C)

細胞凋亡及細胞壞死總和之百分比(Cell Death) (*p<0.05, contorl v.s. ZnONPs)。以

Staurosporine (STS, 2 µM)作為 Positive Control。 

 

針對細胞之毒性效應影響，首先我們利用 MTT/MTS asssay 測量其細胞存活

率，我們也利用不同測試方式來測定不同細胞死亡形式，在對 NIH-3T3 細胞暴露

合成 ZnONPs 及 Bulk ZnO 24 與 48 小時之後，暴露 ZnONPs 之細胞存活率結果呈

現出明顯的濃度效應，而其顯著的毒性發生於 5 μg/ml 到 7 μg/ml，當濃度提高到 8 

μg/ml 時，其存活率便下降至只有背景值的水平，即表示其大部分細胞皆死亡，然

而在 48 小時的暴露條件下並沒有更明顯的細胞死亡現象，表示 ZnONPs 對 NIH-

3T3 細胞的毒性並沒有隨著時間增加而加重，此現象和 Petra Kocbek 等人在探討

ZnONPs 對於皮膚角質層細胞毒性的結果雷同[184]。 

 而在 NIH-3T3 細胞暴露 Bulk ZnO 部分，其細胞毒性和 ZnONPs 相比需要暴露

更高濃度之 Bulk ZnO 才會顯現明顯的細胞毒性，而在暴露 15 μg/ml 時，不論是 24

小時或 48 小時暴露的細胞存活率皆低於 50%。在細胞暴露 Bulk ZnO 組別，NIH-

3T3 細胞曝露 15 及 20 μg/ml Bulk ZnO 後 18 及 24 小時後分別誘發嚴重的細胞凋

亡及壞死現象(圖 4.36)，此結果也與 MTT/MTS assay 所得到的細胞毒性結果十分

雷同。 

本計畫中所使用的塊材氧化鋅(Bulk ZnO)與奈米氧化鋅(ZnONPs)材料，在物化

特性方面有很大程度的不同，尤其在奈米等級的型態時，其表面積及活性皆遠大於

塊才氧化鋅，對細胞所造成的毒性影響及毒性機制很可能有所不同，進而造成不同

細胞死亡型式的先後順序與所誘導之百分比的改變。由 Live/Dead assay 分析結果

得知於本研究中所選用的兩種物質皆會引發細胞毒性，但相較之下奈米氧化鋅在

較低濃度之 6 μg/ml 時就會開始對細胞造成影響及死亡，而塊材氧化鋅則是在暴露

15 μg/ml 時會對細胞造成死亡。 

進一步分析細胞 ROS 生成量，則發現奈米氧化鋅會在較短時間內就引起大量

氧化壓力產生，相較之下塊材氧化鋅引起氧化壓力的時間較長，生成量也較少，其
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原因可能就是由於奈米氧化鋅結構較小，溶解度也較高，因此奈米氧化鋅可在較短

時間內進入細胞，並對細胞造成氧化壓力的影響[185]。而在自體吞噬的結果中同

樣發現奈米氧化鋅在較低濃度時，即可導致自體吞噬的情形產生，此現象也證明奈

米物質的確具有誘發自體吞噬作用之能力，可以做為奈米微粒生物毒性效應指標

之一。本計畫所提出的奈米微粒體外細胞毒性檢測標準方法草案，由上述之奈米銀

與奈米氧化鋅結果指出，確實可應用於測試奈米微粒的毒性危害效應。 

 

4.3.3 奈米微粒斑馬魚胚胎模式檢測標準方法測試 

以 AgNPs 測試斑馬魚胚胎存活率 

於本計畫中，為了建立並測試環境中奈米物質的斑馬魚胚胎模式毒性測驗方

法，於計畫中將先以奈米銀 (AgNPs)及大分子銀 (Bulk Ag) 進行測試其測驗方法

之可行性，於存活率測驗方法中，斑馬魚胚胎會暴露 AgNPs 和 Bulk Ag，於暴露後

每隔 24 小時記錄存活比例，實驗結果顯示於圖 4.38(A)，斑馬魚胚胎暴露 AgNPs

後其存活率隨著濃度升高而下降，存在劑量效應關係，而當斑馬魚胚胎暴露 bulk 

Ag 後其存活率即使至 1000 μg/ml 的濃度下仍無法造成斑馬魚胚胎有明顯的死亡，

因此相較於 bulk Ag 而言，奈米銀微粒之毒性較高。 

 

    於 bulk Ag 的實驗中，可發現 bulk Ag 本身難以溶解於水中，因此會快速沉降

於底部，這使得我們沒有辦法進行一個精準的量化，這也使得我們難以探討其所誘

發的毒性，也因此針對 bulk Ag 將於討論後再修正實驗方向，因此於接下來的實驗

中都先暫緩 bulk Ag 的實驗。 

圖 4. 38、斑馬魚胚胎暴露 AgNPs 及 bulk Ag 之存活率。(A) 斑馬魚胚胎暴露 AgNPs

之存活率 (B)斑馬魚胚胎暴露 bulk Ag 之存活率;每組實驗濃度各有 30 個胚胎進行

暴露，並在暴露後(0, 24, 48, 72, 96 hpf) 進行胚胎存活率的紀錄。三重複試驗。橫
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軸為斑馬魚胚胎的發育時間，受精後之小時數(hour post-fertilization,hpf)，縱軸為存

活率(survival rate，單位為%) 

 

表 4. 12、斑馬魚胚胎暴露奈米銀微粒之半致死濃度(LC50)。 

 

以 AgNPs 及 Bulk Ag 檢測斑馬魚胚胎畸形現象 

    為了得知是否斑馬魚胚胎在發育期間是否因為環境物質而影響其發育，因此

於計畫中會探討斑馬魚胚胎孵化後是否有畸形發生，斑馬魚胚胎暴露 AgNPs 後，

可發現在低濃度 0.1 μg/ml 和 0.5 μg/ml 有較高的畸形率出現(圖 4.39)，不過在

0.1μg/ml 和 0.5μg/ml 的組別中，隨著暴露時間加長，大部分於 72 hpf 有畸形的斑

馬魚胚胎都已死亡，這導致畸型的比率沒有隨著暴露時間增加而跟著增高。 

 

 

圖 4. 39 為斑馬魚胚胎暴露 AgNPs 各類型畸形比率。(A)斑馬魚胚胎暴露 AgNPs 之

體背軸畸形比率(B) 卵黃囊水腫畸形比率 (C)心包膜水腫畸形比率；每組實驗濃度

各有 30 個胚胎進行暴露，並在暴露後 (0, 24, 48, 72, 96 hf) 進行胚胎畸形率的紀
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錄。 

 

斑馬魚體長量測方法 

為了得知是否斑馬魚胚胎在發育期間是否因為環境之物質而影響其發育，斑

馬魚胚胎之早期發育情形是可透過體長量測來探討相關議題，因此於計畫中也會

探討並建立胚胎發育之體長量測方法，暴露 AgNPs 後，於暴露 72 小時之時間點進

行魚體拍攝，並利用電腦軟體量測體長。結果發現(圖 4.40)，隨著 AgNPs 濃度上

升，斑馬魚胚胎的體長也隨之遞減，濃度在 0.1μg/ml 和 0.5μg/ml 跟控制組相比有

顯著上的差異，並在 0.75 μg/ml 的濃度下有最小的體長，因此證明，AgNPs 會導致

斑馬魚胚胎的成長及發育的遲緩。 

 

暴露 AgNPs 測試氧化壓力檢測方法 

目前氧化壓力已被認為是奈米物質所造成的共同細胞毒性機轉[36]，也因此探

討奈米所誘發之氧化壓力是必要的，而於本計畫中使用 H2DCF-DA 作為檢測斑馬

魚胚胎模式之氧化壓力反應的方式，為了建立及測試斑馬魚檢測氧化壓力之方法

草案，因此於本計畫中選用奈米銀及奈米氧化鋅及相對之大分子物質進行測驗，結

果顯示，氧化壓力會隨著奈米銀之濃度增加而隨之升高(圖 4.41)，也因此結果顯示

奈米銀會於斑馬魚胚胎暴露後，誘發氧化壓力增加進而導致細胞傷害。 

 

 

 

圖 4. 40 為斑馬魚胚胎受精後 4 小時暴露 AgNPs 之體長變化。斑馬魚胚胎暴露於

不同劑量的濃度不同劑量的 AgNPs (0、0.1、0.5、0.75 μg/ml) ，並於暴露 72 小時
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進行體長的量測。 

 

 

 

圖 4. 41 受精後 72 小時斑馬魚胚胎暴露 AgNPs 後之氧化壓力表現。斑馬魚胚胎暴

露於不同劑量的 AgNPs ( 0 μg/ml, 0.1 μg/ml, 0. 5 μg/ml, 0.75 μg/ml, 1 μg/ml )後，於

受精後 72 小時測量氧化壓力的表現(綠色)，每組稚魚於測量前一小時以 10 μg/ml 

DCFHDA 螢光染劑進行染色分析。 

 

暴露 AgNPs 測試細胞凋亡測驗方法 

為了建立及測試斑馬魚檢測細胞凋亡之方法草案，因此於本計畫中選用奈米

銀及奈米氧化鋅及相對應之大分子物質進行測驗，於本計畫中是利用 TUNEL 試驗

來測試斑馬魚胚胎之細胞凋亡，為了確保實驗流程無誤，實驗中以 DNase I 做為

正向控制組，結果顯示，正向控制組的組別中可發現 TUNEL+之訊號，即證明於實

驗流程中無誤，而於暴露奈米銀 0.1 μg/ml、0. 5 μg/ml、1 μg/ml 的組別中可發現細

胞凋亡的現象，但於控制組別則無，代表 AgNPs 會誘發細胞凋亡導致細胞走向死

亡(圖 4.42)。 
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圖 4. 42、受精後 72 小時斑馬魚胚胎暴露奈米銀微粒後之細胞凋亡現象。斑馬魚胚

胎暴露於不同劑量的奈米銀 ( 0 μg/ml、0.1 μg/ml、 0. 5 μg/ml、1 μg/ml )及 DNaseI

後，其細胞凋亡之現象(紅色螢光)。 

 

斑馬魚胚胎暴露 ZnONPs 與 Bulk Zn 的存活率與畸型率 

  本研究以時序性存活率(time-course survivorship)進行毒性試驗，結果如圖 4.43

所示，斑馬魚胚胎分別暴露奈米氧化鋅微粒(ZnO NPs)與塊材氧化鋅(Bulk ZnO )，

結果皆隨著濃度增加斑馬魚胚胎存活率隨之下降，其呈現劑量效應關係。以 SPSS

統計軟體估算半致死劑量(LC50)如 4.12 所示，結果顯示在受精後 24 小時之後相同

暴露時間下，ZnO NPs 之半致死劑量較 Bulk ZnO 低，即表示對於斑馬魚胚胎而言，

奈米氧化鋅微粒相較於塊材氧化鋅之毒性效應較高，目前有相關研究指出，因奈米

微粒粒徑比塊材微粒小，因此奈米微粒具有更大之表面反應性(surface reactivity)與

滲透能力，使得奈米微粒更容易在生物體與細胞中累積，引發出更嚴重的毒性效應

[186]。 
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圖 4. 43、斑馬魚胚胎暴露奈米氧化鋅微粒之存活率。(A)斑馬魚胚胎暴露 ZnO NPs

之存活率；(B)斑馬魚胚胎暴露 Bulk ZnO 之存活率；每組測試濃度各有 30 個胚胎，

分別在不同發育時期(0、24、48、72、96 hpf) 進行胚胎存活率的觀察。皆進行三

重複試驗。橫軸為斑馬魚胚胎的發育時間，單位為受精後之小時數(hour post-

fertilization, hpf)，縱軸為存活率(survival rate，單位為%) 

 

表 4.13、斑馬魚胚胎暴露 ZnO NPs 及 Bulk ZnO 之半致死劑量 

 

另外於本計畫中，會觀察斑馬魚胚胎於暴露 ZnO NPs 及 Bulk ZnO 72 小時胚

胎之常見畸形現象，其包含體軸彎曲(Axial curvature)、心苞水腫(Pericardial edema)

以及卵黃囊水腫(Yolk sac edema)，並依照統計比率進行統計如圖 4.44 所示，結果

顯示，斑馬魚胚胎暴露 0.1、0.5、1、5、10 μg/ml 的 ZnO NPs 後，均發現體軸彎

(A) (B) 
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曲、心苞水腫以及卵黃囊水腫(Yolk sac edema)之畸形現象，而在暴露濃度 5 μg/ml 

中達顯著差異，相關研究也顯示出奈米氧化鋅微粒也會造成上述幾種畸形現象

[187]。此外觀察 Bulk ZnO 所產生之畸形現象，隨著暴露濃度的增加，三種畸形現

象均有增加之趨勢，而將 ZnO NPs 與 Bulk ZnO 比較後可發現， ZnO NPs 其畸形

現象比率較 Bulk ZnO 高，因此由上述結果顯示，斑馬魚胚胎對於 ZnO NPs 的毒性

反應較 Bulk ZnO 敏感。 
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圖 4. 44 斑馬魚胚胎暴露 ZnO NPs 與 Bulk ZnO 之受精後 72 小時畸形現象統計比

率。(A) 體軸彎曲；(B) 心苞水腫；(C) 卵黃囊水腫。每組測試濃度各有 30 個胚

胎，分別在受精後 72 小時進行胚胎畸形率的觀察。三重複試驗。橫軸為暴露胚胎

之劑量，單位 μg/ml，縱軸為畸形分布情形 (percentages of embryos，單位為%) 
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為了得知是否斑馬魚胚胎在發育期間是否因為環境之物質而影響其發育，斑

馬魚胚胎之早期發育情形可透過體長量測探討，結果顯示(圖 4.45)，ZnO NPs 與

Bulk ZnO 隨著暴露濃度增加皆呈現體長減少的趨勢，其中 ZnO NPs 與 Bulk ZnO

分別在 5 μg/ml 與 20 μg/ml 的濃度會較控制組之體長短並具有顯著差異性，除此

之外 ZnO NPs 與 Bulk ZnO 相較而言，奈米微粒影響斑馬魚發育的情況較為嚴重。 

 

 

圖 4. 45、斑馬魚在受精後 72 小時暴露 ZnO NPs 與 Bulk ZnO 之體長。(A)斑馬

魚在受精後 72 小時暴露 ZnO NPs 之體長；(B) 斑馬魚在受精後 72 小時暴露 Bulk 

ZnO 之體長；每組測試濃度各有 30 個胚胎，在受精後 72 小時進行體長的觀察。

運用電腦軟體 View 7 將稚魚照片像素轉換為距離單位以量測體長。三重複試驗。

橫軸為暴露濃度，縱軸為體長，單位為 mm。 

 

於先前研究中，已證實ROS的生成是奈米微粒之共同會引發的細胞毒性機轉

[188]，因此於本計畫會針對奈米氧化鋅微粒 ZnO NPs 與 Bulk ZnO 在不同劑量

濃度下探討其造成ROS生成之情況，本研究將會利用DCFH-DA染劑進行分析。由

圖4.46及圖4.47可以發現 ZnO NPs 與 Bulk ZnO 均會隨暴露濃度增加氧化壓力，

其表現位置推測為腸管附近，另外於同濃度下 5 μg/mlZnO NPs 相較於Bulk ZnO 

其氧化壓力較高，意味奈米氧化鋅微粒較塊材氧化鋅更容易產生ROS，因此由此證

實，奈米氧化鋅會導致氧化壓力的增加，並且ZnO NPs 較 Bulk ZnO 更容易產生

氧化壓力。 

 

 

(A) (B) 
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圖 4. 46、受精後 72 小時斑馬魚胚胎暴露 ZnONPs 後體內氧化壓力表現。斑馬魚

胚胎暴露於不同劑量的 ZnO NPs (0, 0.1、0. 5、1、5、10 μg/ml)後，於受精後 72 小

時測量氧化壓力的表現。各組稚魚於測量前一小時暴露 10 μg/ml DCFHDA 螢光染

劑，有氧化壓力表現的細胞在螢光顯微鏡下會表現出綠色螢光。 

 

 

 

圖 4. 47、受精後 72 小時斑馬魚胚胎暴露 Bulk ZnO 後體內氧化壓力表現。斑馬魚

胚胎暴露於不同劑量的 Bulk ZnO (0、 0.1、0. 5、1、5、10 μg/ml)後，於受精後 72

小時測量氧化壓力的表現。各組稚魚於測量前一小時暴露 10 μg/ml DCFHDA 螢光

染劑，有氧化壓力表現的細胞在螢光顯微鏡下會呈現綠色螢光。 

 

    除此之外，目前研究指出斑馬魚胚胎暴露在奈米氧化鋅的環境中也會誘導的

ROS 進而引發粒線體的受損，最後導致細胞凋亡[188]，為了確認斑馬魚檢測細胞
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凋亡之方法草案具可行性，因此透過 ZnONPs 探討是否可反應出奈米微粒之毒

性，結果如圖 4.48 所示，結果顯示，隨著暴露奈米氧化鋅的濃度越高，TUNEL+

之訊號也越高，即代表細胞凋亡的程度越高，因此再次確認此方法草案確實具可

行性。 

 

 

圖 4. 36、受精後 72 小時斑馬魚胚胎暴露 ZnONPs 後之細胞凋亡現象。斑馬魚胚

胎暴露於不同劑量的奈米氧化鋅 ( 0 μg/ml、0.1 μg/ml、 1 μg/ml、5 μg/ml、10 

μg/ml)及 DNaseI 後，其細胞凋亡之現象(紅色螢光)。 

 

    另外，為了比較大分子及與奈米級的氧化鋅之毒性差異，亦進行大分子氧化

鋅之斑馬魚胚胎細胞凋亡試驗，可在圖 4.49 觀察到在 5 μg/ml 濃度以下的大分子

氧化鋅環境下細胞凋亡的現象較少，可發現其毒性小於奈米氧化鋅，這也與先前

結果相符。 

 

 

圖 4. 37、受精後 72 小時斑馬魚胚胎暴露 Bulk ZnO 後細胞凋亡現象。斑馬魚胚胎
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暴露於不同劑量的 bulk ZnO ( 0 μg/ml、0.1 μg/ml、1 μg/ml、5 μg/ml、10 μg/ml)及

DNaseI 後，其細胞凋亡之現象(紅色螢光)。 
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4.4 第一季節及第二季節環境水體之奈米微粒毒性檢測 

    因於本計畫中，會利用斑馬魚胚胎進行毒性試驗，也因此進行實驗之前應考量

環境水樣是否適合斑馬魚生存，以避免非毒性物質干擾實驗結果，測量之環境水體

之水質整理於表 4.14、表 4.15，結果顯示，第一季節及第二季節之成功湖和曾文水

庫各項數值檢測範圍大部分介於斑馬魚可存活的情況，而於二仁溪中，其導電度有

些微偏高，另外二仁溪的 NO2、NO3、NH4 的濃度高於斑馬魚適合之標準，若實驗

結果呈現毒性反應時，可能必須考量是過高的 NO2、NO3、NH4 所致，而二仁溪的

溶氧量雖然有點偏低但仍是斑馬魚胚胎可以承受的範圍。 

 

4.4.1 環境水體之奈米微粒物化特性分析 

    於本計畫中，為了探討環境水體之奈米微粒所導致的毒性，因此首先將成功湖、

曾文水庫、二仁溪三個水樣利用動態光散射儀及電子顯微鏡分析顆粒粒徑之分佈，

進行三種環境水樣顆粒粒徑大小分析，結果如下圖所示(4.50)，二仁溪粒徑大小約

莫在 300-400 nm 左右，其分散度約為 0.454，當分散度大於 0.3 時即代表分散性不

佳，可能於湖水中大多的顆粒呈現聚集、團聚的狀況，而成功湖和曾文水庫則可能

因水體所含之奈米微粒低於儀器偵測極限而無法測得，在此以 ND 表示。 

 

 

表 4.14、第一季節之環境水體之水質分析 
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表 4.15、第二季節之環境水體之水質分析 

 

 

圖 4.50、第一季環境水體之奈米微粒物化特性分析。(A) 電子顯微鏡；(B) 能量

色散 X 射線分析；(C) 動態光散射儀。ND 為未偵測到(undetected)。 
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圖 4.51、第二季環境水體之奈米微粒物化特性分析。(A) 電子顯微鏡；(B) 能量色

散 X 射線分析；(C) 動態光散射儀。ND 為未偵測到(undetected)。 

 

4.4.2 環境水體之奈米微粒對細胞培養模式於存活率以及生物效應指標之影響 

 

環境水體奈米物質之毒性研究 

(1) 水體樣品體外細胞測試方法建立 

    本計畫將第一批所採集的水樣(包含二仁溪、成功湖和曾文水庫)，經由一系列

初篩過濾到使用 0.45、0.22 以及 0.1 μm 的濾膜過濾後，取得含有各種不同粒徑大

小微粒之濾膜樣品以及濾液樣品進行後續的實驗測試。 

在進行濾膜樣品的實驗過程中，為了蒐集濾膜上的微粒，本計畫嘗試將濾膜浸

泡在細胞培養液中並進行超音波震盪來獲取水體內含的不同粒徑之微粒。測試流

程如圖 4.52 所示： 
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圖 4.52、濾膜樣品前處理流程。 

 

(2) 水體樣品細胞存活率分析 

    震盪時間終了，我們會將樣品瓶中的細胞培養液取出後，加入已種植好細胞的

96 孔盤中，每個孔盤分別加入含有 10%與 30%的濾膜震盪液，且實驗總體為 150

微毫升/孔盤。實驗中加入空白濾膜作為對照組，實驗暴露時間為 24 小時，實驗終
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了以 MTT 試劑進行細胞存活率分析。結果顯示，第一季的 3 個水體樣品，在不同

濃度的暴露之下皆無顯著的細胞毒性效應，不同的濾膜(0.1 μm 和 0.22 μm)所震盪

下來的物質進行暴露後，也沒有明顯的細胞毒性差異。第二季的 3 個水體樣品測

試結果亦同(圖 4. 53)。細胞存活率的分析結果，雖然並沒有顯著的細胞毒性效應，

然而不同季節所採樣的水體仍舊會有一些差異，以成功湖為例(圖 4. 53 (A)(C))，暴

露 0.1 μm 濾膜震盪液後，第一季的水體樣品會有些微抑制細胞存活率的作用，然

而第二季的水體樣品則會有些微促進細胞生長的現象，這可能是不同季節水體中

生物、微生物的改變或環境中物質溶解於水體後的差異而導致，然而目前並沒有實

驗數據可以來解釋，在相對複雜的環境水體系統中影響細胞毒性效應的確切原因。 

 

 

圖 4. 53、環境水體樣品暴露於 NIH 3T3 細胞後之細胞存活率。細胞暴露於不同濃

度(10%和 30%)與不同粒徑之微粒後，於 24 小時進行 MTT assay 分析。(A)第一季

0.1 μm 濾膜震盪液之暴露 (B)第一季 0.22 μm 濾膜震盪液之暴露 (C)第二季 0.1 μm

濾膜震盪液之暴露 (D)第二季 0.22 μm 濾膜震盪液之暴露。0.1 filter 為 0.1 μm 濾膜
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的對照組；0.22 filter 為 0.22 μm 濾膜的對照組；NCKU 為成功湖；Zengwen 為曾

文水庫；Er-Jen 為二仁溪。 

(3) 水體樣品細胞內活性氧物種(ROS)之分析 

雖然環境水體樣品的暴露並沒有導致明顯的細胞死亡，但是這些不同粒徑的

微粒是否會導致其他生物效應指標的改變，仍需要進行實驗來確認。首先，為了瞭

解水體樣品是否會造成細胞內 ROS 的增加，本計畫利用與先前奈米標準品暴露分

析相同的方式，進行第一季與第二季各水體的測試，其結果顯示，暴露 30%濾膜震

盪液 30 分鐘後之細胞，並不會有明顯的 ROS 產生(圖 4. 54)。不過有趣的是在第一

季水樣暴露組別中，只有成功湖的水樣會導致細胞產生少量的 ROS，但第二季的

成功湖水樣則沒有相同的情形產生。 

 

 

圖 4. 54、水樣通過不同孔徑之濾紙後，分別收集 0.22 和 0.1 μm 濾膜上之微粒暴

露於 NIH 3T3 細胞。(A)第一季水體樣品 (B) 第二季水體樣品細胞暴露濃度為 30%

之濾膜震盪後所收集的溶液，細胞暴露溶液 30 min 後，以 10,000 顆細胞為分析族
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群，利用 DCFH-DA 染劑進行流式細胞儀之 ROS 分析。以過氧化氫(H2O2) (250 µM)

作為 Positive Control。0.1 filter 為 0.1 μm 濾膜的對照組；0.22 filter 為 0.22 μm 濾膜

的對照組；NCKU 為成功湖；Zengwen 為曾文水庫；Er-Jen 為二仁溪。 

 

(4) 水體樣品影響之生物效應指標分析 

針對細胞自體吞噬與細胞凋亡的生物指標分析，本計畫分別利用 Acridine 

orange (AO)以及 Annexin V/PI 來分析水體樣品暴露後所產生之相關生物指標，其

結果與細胞存活率的數據雷同。不論是第一季或第二季的水體樣品皆不會誘導大

量的細胞自體吞噬與細胞凋亡作用，如圖 4. 55~圖 4.57。事實上從細胞存活率的實

驗結果，我們便可預期在生物毒性效應指標上的偵測可能不會有改變，然而是否確

實是因為濾膜上的微粒不具毒性或者是濃度過低，亦或者是因為本計畫在設計水

體樣品過濾的前處理方式上有所影響而呈現目前的實驗結果，這些可能的原因在

現階段皆無法排除。如何將水體樣品直接暴露到體外的細胞上，目前並沒有標準的

處理方法，因此只能儘量以合理的方式來進行設計，未來也許可以利用不同的處理

方式來確認實驗結果。 
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圖 4. 55、環境水體樣品暴露於細胞後之自體吞噬分析。第一季水樣通過不同孔徑

之濾紙後，收集(A) 0.1 μm 與 (B) 0.22 μm 濾膜上之微粒暴露於 NIH 3T3 細胞。

細胞暴露濃度為 30%之濾膜震盪後所收集的溶液，細胞暴露溶液 24 小時後，以

10,000 顆細胞為分析族群，利用 AO 染劑進行流式細胞儀之細胞自體吞噬分析。以 

Rapamycin (40 µM)作為 Positive Control。0.1 filter 為 0.1 μm 濾膜的對照組；0.22 
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filter 為 0.22 μm 濾膜的對照組；NCKU 為成功湖；Zengwen 為曾文水庫；Er-Jen 為

二仁溪。 

 

 

 

圖 4. 56、環境水體樣品暴露於細胞後之自體吞噬分析。第二季水樣通過不同孔徑

之濾紙後，收集(A) 0.1 μm 與 (B) 0.22 μm 濾膜上之微粒暴露於 NIH 3T3 細胞。

細胞暴露濃度為 30%之濾膜震盪後所收集的溶液，細胞暴露溶液 24 小時後，以

10,000 顆細胞為分析族群，利用 AO 染劑進行流式細胞儀之細胞自體吞噬分析。以 
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Rapamycin (40 µM)作為 Positive Control。0.1 filter 為 0.1 μm 濾膜的對照組；0.22 

filter 為 0.22 μm 濾膜的對照組；NCKU 為成功湖；Zengwen 為曾文水庫；Er-Jen 為

二仁溪。 

 

 

 

圖 4. 57、環境水體樣品暴露於 NIH 3T3 細胞後之細胞凋亡分析。第一季水樣通過

不同孔徑之濾紙後，收集(A) 0.1 μm 與 (B) 0.22 μm 濾膜上之微粒暴露於 NIH 3T3

細胞。細胞暴露濃度為 30%之濾膜震盪後所收集的溶液，細胞暴露溶液 24 小時後，

以 10,000 顆細胞為分析族群，利用 PI & Annexin V Assay 進行流式細胞儀之細胞

凋亡/壞死分析。以 Staurosporine (2 µM)作為 Positive Control。0.1 filter 為 0.1 μm 濾
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膜的對照組；0.22 filter 為 0.22 μm 濾膜的對照組；NCKU 為成功湖；Zengwen 為

曾文水庫；Er-Jen 為二仁溪。 

 

 

 

 

圖 4. 58、環境水體樣品暴露於 NIH 3T3 細胞後之細胞凋亡分析。第二季水樣通過

不同孔徑之濾紙後，收集(A) 0.1 μm 與 (B) 0.22 μm 濾膜上之微粒暴露於 NIH 3T3

細胞。細胞暴露濃度為 30%之濾膜震盪後所收集的溶液，細胞暴露溶液 24 小時後，

以 10,000 顆細胞為分析族群，利用 PI & Annexin V Assay 進行流式細胞儀之細胞
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凋亡/壞死分析。以 Staurosporine (2 µM)作為 Positive Control。0.1 filter 為 0.1 μm 濾

膜的對照組；0.22 filter 為 0.22 μm 濾膜的對照組；NCKU 為成功湖；Zengwen 為

曾文水庫；Er-Jen 為二仁溪。 

 

4.4.3 第一季節成功湖之奈米微粒對於斑馬魚胚胎存活率影響  

 

為了探討環境水體中之奈米微粒對於斑馬魚胚胎之影響，於本計畫中採集第

一季節之成功湖、二仁溪、及曾文水庫之環境水樣於粗過濾後(63、53、1 μm)，再

分別過濾 0.45 μm、0.22 μm 以及 0.1 μm 的濾紙。針對成功湖的部分，結果顯示(圖

4.59)，成功湖不論於 1、0.45、0.22、0.1 及 0.1μm 以下皆不會影響斑馬魚胚胎之

存活率。 

 

圖 4. 59、斑馬魚胚胎暴露成功湖之不同過濾液存活率。每組測試濃度各有 24 個胚

胎，分別在不同發育時期(0、24、48、72、96 hpf) 進行胚胎存活率的觀察。皆進行

三重複試驗。橫軸為斑馬魚胚胎的發育時間，單位為受精後之小時數(hour post-

fertilization, hpf)，縱軸為存活率(survival rate，單位為%)。 

 

第一季節曾文水庫之奈米微粒對於斑馬於存活率影響 

    於本計畫中為了建立並測試環境中奈米物質的斑馬魚胚胎毒性測驗方法，於

計畫中採集曾文水庫水樣，依照 1μm、0.45μm、0.22μm、0.1μm 孔徑之濾紙進行過

濾，並利用過濾後的濾液進行暴露，探討濾液中不同粒徑微粒之毒性，於暴露後每

隔 24 小時記錄存活比例，實驗結果顯示(圖 4.60)，斑馬魚胚胎暴露 1μm 濾液存活

率與控制組沒有顯著上差異，因此推測曾文水庫之奈米微粒對魚斑馬魚胚胎是沒

有顯著的毒性效應。 
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圖 4. 60、斑馬魚胚胎暴露第一季節成功湖之不同過濾液存活率。每組測試濃度各

有 24 個胚胎，分別在不同發育時期(0、24、48、72、96 hpf) 進行胚胎存活率的觀

察。橫軸為斑馬魚胚胎的發育時間，單位為受精後之小時數(hour post-fertilization, 

hpf)，縱軸為存活率(survival rate，單位為%)。 

 

第一季節二仁溪之奈米微粒對於斑馬魚存活率影響 

為了探討第一季節二仁溪之環境水體奈米微粒之毒性影響，於採集二仁溪水

樣後，依照上述方法經過過濾，並進行不同粒徑之奈米微粒暴露以探討奈米微粒對

於斑馬魚胚胎之毒性，結果顯示如圖 4.61 所示，斑馬魚胚胎在暴露後 72 小時後，

不論於 1、0.45、0.22、0.1 及 0.1μm 以下的組別皆不會顯著下降斑馬魚胚胎存活

率，因此推測二仁溪之環境水體奈米微粒對於斑馬魚胚胎不會影響斑馬魚胚胎之

死亡率，這也意味原水樣二仁溪主要導致斑馬魚胚胎死亡的原因可能由於生物性

干擾所致。  

 

第一季節曾文水庫之奈米微粒對於斑馬於存活率影響 

    於本計畫中為了建立並測試環境中奈米物質的斑馬魚胚胎毒性測驗方法，於

計畫中採集曾文水庫水樣，依照 1μm、0.45μm、0.22μm、0.1μm 孔徑之濾紙進行過

濾，並利用過濾後的濾液進行暴露，探討濾液中不同粒徑微粒之毒性，於暴露後每

隔 24 小時記錄存活比例，實驗結果顯示(圖 4.62)，斑馬魚胚胎暴露 1μm 濾液存活

率與控制組沒有顯著上差異，因此推測曾文水庫之奈米微粒對魚斑馬魚胚胎是沒
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有顯著的毒性效應。 

 

 

圖 4. 61、斑馬魚胚胎暴露過濾後二仁溪水體後體之存活率狀況。斑馬魚胚胎暴露

於不同濾液 (0.1、0. 2、0.45、1 μm)後，於實驗過程每 24 小時進行存活率觀察，

並進行存活隻數統計。N=24 

 

 

圖 4. 62、斑馬魚胚胎暴露第一季節曾文水庫之不同過濾液存活率。每組測試濃度

各有 24 個胚胎，分別在不同發育時期(0、24、48、72、96 hpf) 進行胚胎存活率的

觀察。橫軸為斑馬魚胚胎的發育時間，單位為受精後之小時數(hour post-fertilization, 

hpf)，縱軸為存活率(survival rate，單位為%)。 
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第一季節成功湖之奈米微粒對於斑馬魚胚胎畸形率影響  

    為了探討是否斑馬魚胚胎是否因第一季節成功湖之奈米微粒而導致畸形的情

況，因此將觀察及記錄畸形的情況，結果顯示(圖 4.63)，不論是成功湖水 1、0.45、

0.22、0.1 及 0.1μm 以下的組別皆不會導致體軸彎曲、心苞水腫或卵黃囊水腫等明

顯畸型現象，因此成功湖水所含之奈米微粒並不會導致明顯畸形。 

 

第一季節二仁溪之奈米微粒對於斑馬魚胚胎畸形率影響  

    為了探討是否斑馬魚胚胎是否因第一季節二仁溪之奈米微粒之畸形可能性，

因此將 

觀察及記錄畸形的情況，結果顯示(圖 4.64)，不論是二仁溪 1、0.45、0.22、0.1 及

0.1μm 以下之濾液的組別皆不會導致體軸彎曲、心苞水腫或卵黃囊水腫等明顯畸型

現象，因此第一季節之二仁溪之奈米微粒並不會引發明顯畸形的情況。 

 

第一季節曾文水庫之奈米微粒對於斑馬魚胚胎畸形率影響  

    結果顯示(圖 4.65)，不論是曾文水庫 1、0.45、0.22、0.1 及 0.1μm 以下之的組

別皆不會引發體軸彎曲、心苞水腫或卵黃囊水腫等明顯畸型現象，與控制組間無顯

著差異，因此第一季節曾文水庫之奈米微粒不會誘發畸形現象。 

 

 

 

 

圖 4. 63、斑馬魚胚胎暴露第一季節成功湖之不同過濾液於受精後 72 小時畸形現象

統計比率。 (A) 體軸彎曲；(B) 卵黃囊水腫；(C) 心苞水腫。每組測試濃度各有 24

個胚胎，分別在受精後 72 小時進行胚胎畸形率的觀察。橫軸為暴露胚胎之劑量，

單位 μg/ml，縱軸為畸形分布情形(percentages of embryos，單位為%)。 
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圖 4. 64、斑馬魚胚胎暴露第一季節二仁溪之不同過濾液於受精後 72 小時畸形現象

統計比率。 (A) 體軸彎曲；(B)卵黃囊水腫；(C) 心苞水腫。每組測試濃度各有 24

個胚胎，分別在受精後 72 小時進行胚胎畸形率的觀察。橫軸為暴露胚胎之劑量，

單位 μg/ml，縱軸為畸形分布情形(percentages of embryos，單位為%)。 

 

第一季節環境湖水之斑馬魚胚胎 LC50  

透過圖 4. 38-4.可得知第一季節成功湖、二仁溪、曾文水庫以過濾後但未稀釋之溶

液進行暴露斑馬魚胚胎，而實驗結果顯示，不論是成功湖、二仁溪、曾文水庫皆無

法達到死亡率 50%，因此於環境水體之奈米微粒毒性試驗中無法進行 LC50 的計

算。  

 

 

圖 4.65、斑馬魚胚胎暴露第一季節曾文水庫之不同過濾液於受精後 72 小時畸形現

象統計比率。 (A) 體軸彎曲；(B) 卵黃囊水腫；(C) 心苞水腫。每組測試濃度各有

24 個胚胎，分別在受精後 72 小時進行胚胎畸形率的觀察。橫軸為暴露胚胎之劑量，

單位 μg/ml，縱軸為畸形分布情形(percentages of embryos，單位為%)。 
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第一季節成功湖、二仁溪、曾文水庫之奈米微粒對於斑馬魚胚胎體長之影響 

為了探討斑馬魚胚胎在發育期間是否因為環境之物質而影響其發育，因此我

們透過測量體長方式來探討早期發育情形與發育之關聯，結果顯示(圖 4.66)，暴露

1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm 之成功湖、二仁溪、曾文水庫濾液後，相較於控

制組而言成功湖、二仁溪、曾文水庫奈米微粒濾液皆會使體長增長，但在濾液組間

則無顯著差異，因此推測環境水體中可以使斑馬魚胚胎發育較為良好。 

 

 

圖 4. 66、斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露成功湖、二仁溪、曾文水庫不同孔徑濾液

之體長。(A) 成功湖；(B) 二仁溪；(C) 曾文水庫。斑馬魚胚胎暴露於成功湖、二

仁溪、曾文水庫不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm，

並於暴露 72 小時進行體長的量測。 

 

第一季節成功湖之奈米微粒對於斑馬魚胚胎氧化壓力之影響 

為了探討斑馬魚在發育期間是否因為環境之奈米微粒而產生過量氧化壓力造

成生物危害，因此我們將利用 DCFH-DA 染劑探討環境水體中不同孔徑過濾之濾
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液所產生氧化壓力之情形，暴露成功湖 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm 之濾液

後，於暴露 72 小時之時間點作為實驗終點，結果顯示(圖 4.67)，於正向控制組中，

相較於控制組而言可產生明顯的氧化壓力，而過濾後的濾液不論哪個組別皆不會

產生明顯的氧化壓力，結果證明，成功湖之奈米微粒後對於斑馬魚胚胎不會引發過

多的氧化壓力。 

 

第一季節二仁溪之奈米微粒對於斑馬魚胚胎氧化壓力之影響 

暴露二仁溪 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm 之濾液後，結果顯示(圖 4.68)，

過濾後的二仁溪濾液不論哪個組別亦不會產生明顯的氧化壓力，結果證明，二仁溪

之奈米微粒後對於斑馬魚胚胎亦不會引發過多的氧化壓力。 

 

第一季節曾文水庫之奈米微粒對於斑馬魚胚胎氧化壓力之影響 

暴露曾文水庫 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm 之濾液後，結果顯示(圖 4.69)，

過濾後的曾文水庫濾液亦不會產生過多的氧化壓力，結果證明，曾文水庫之奈米微

粒後對於斑馬魚胚胎亦導致產生過多的氧化壓力。 

 

 

圖 4. 67、為斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露成功湖濾液之氧化壓力影像。斑馬魚胚

胎暴露於成功湖不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm，

並於暴露 72 小時進行 ROS 的量測，在此綠色螢光即代表氧化壓力的產生。 
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圖 4. 68、為斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露二仁溪濾液之氧化壓力影像。斑馬魚胚

胎暴露於二仁溪不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm，

而正向控制組為暴露 H2O2，於暴露 72 小時為實驗終點進行染色及拍攝，在此綠

色螢光即代表氧化壓力的產生。 

 

 

 

圖 4. 69、為斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露曾文水庫濾液之氧化壓力影像。斑馬魚

胚胎暴露於二仁溪不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm，

而正向控制組為暴露 H2O2，於暴露 72 小時為實驗終點進行染色及拍攝，在此綠

色螢光即代表氧化壓力的產生。 

 

 

第一季節成功湖之奈米微粒對於斑馬魚胚胎細胞凋亡之影響 



第四章 

195 

 

為了探討斑馬魚胚胎是否因為環境水樣之奈米微粒而誘發細胞凋亡的產生，因此

我們將利用 In situ cell death detection kit 探討成功湖水體之奈米微粒所引發之細胞

凋亡現象，如上方所述，將湖水進行不同孔徑 (1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 

µm) 之濾膜後，於暴露 72 小時之時間點進行魚體拍攝，並利用共軛焦顯微鏡進

行觀察。結果顯示(圖 4.70)，正向控制組 (DNase I) 相較於控制組而言會引發明

顯的細胞凋亡，而各組濾液與控制組比較無明顯細胞凋亡之訊號，因此由結果證

實，成功湖水中之奈米微粒並不會導致細胞凋亡現象。 

 

第一季節二仁溪之奈米微粒對於斑馬魚胚胎細胞凋亡之影響 

結果顯示(圖 4.71)，正向控制組 (DNase I) 相較於控制組而言會引發明顯的細

胞凋亡，而二仁溪過濾後的 1 µm 濾液在卵黃囊前端部位有些微細胞凋亡發生，但

整體而言濾液各組間並沒有產生明顯的細胞凋亡現象，由此證實，第一季節之二仁

溪奈米微粒對於斑馬魚胚胎並不會誘發明顯細胞凋亡現象。 

 

第一季節曾文水庫之奈米微粒對於斑馬魚胚胎細胞凋亡之影響 

為了探討斑馬魚胚胎是否因為曾文水庫環境水樣之奈米微粒而誘發細胞凋亡

的產生，將湖水進行不同孔徑 (1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm) 之濾膜後，於

暴露 72 小時之時間點進行魚體拍攝。結果顯示(圖 4.72)，正向控制組 (DNase I) 相

較於控制組而言會引發明顯的細胞凋亡，而各組濾液與控制組比較亦無明顯細胞

凋亡之訊號，因此由結果證實，曾文水庫水體之奈米微粒亦不會產生明顯細胞凋亡

現象。 
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圖 4. 70、斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露成功湖不同孔徑濾液之細胞凋亡。斑馬魚

胚胎暴露正向控制組 DNase I 及成功湖不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、0.45 

µm、0.22 µm、0.1 µm，並於暴露 72 小時後進行細胞凋亡的偵測，在此紅色螢光訊

息即代表發生細胞凋亡之細胞。 

 

 

圖 4. 71、斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露二仁溪不同孔徑濾液之細胞凋亡現象。斑

馬魚胚胎暴露正向控制組 DNase I 及成功湖不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、

0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm，並於暴露 72 小時後進行細胞凋亡的偵測，在此紅色螢

光訊息即代表發生細胞凋亡之細胞。 
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第二季節成功湖、二仁溪、曾文水庫水樣之奈米微粒對於斑馬於存活率影響 

為了探討環境水體中之奈米微粒對於斑馬魚胚胎之影響，於本計畫中採集第

二季節之成功湖、二仁溪、及曾文水庫之環境水樣，處理流程與第一季節相同，於

粗過濾後(63、53、1 μm)，再分別過濾 0.45 μm、0.22 μm 以及 0.1 μm 的濾紙。結

果顯示(圖 4.73-75)，成功湖、二仁溪及曾文水庫不論於 1、0.45、0.22、0.1 及 0.1μm

以下皆不會影響斑馬魚胚胎之存活率。 

 

 

圖 4. 72、斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露第一季節曾文水庫之細胞凋亡現象。斑馬

魚胚胎暴露正向控制組 DNase I 及曾文水庫不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、

0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm，並於暴露 72 小時後進行細胞凋亡的偵測，在此紅色螢

光訊息即代表發生細胞凋亡之細胞。 

 

 

第二季節環境湖水之斑馬魚胚胎 LC50  

圖 4. 76.結果顯示，第二季節成功湖、二仁溪、曾文水庫以過濾後但未稀釋之溶液

進行暴露斑馬魚胚胎，不論是成功湖、二仁溪、曾文水庫皆無法達到死亡率 50%，

因此於環境水體之奈米微粒毒性試驗中無法進行 LC50 的計算。 
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圖 4. 73、斑馬魚胚胎暴露第二季節成功湖之不同過濾液存活率。每組測試濃度各

有 24 個胚胎，分別在不同發育時期(0、24、48、72、96 hpf) 進行胚胎存活率的觀

察。橫軸為斑馬魚胚胎的發育時間，單位為受精後之小時數(hour post-fertilization, 

hpf)，縱軸為存活率(survival rate，單位為%)。 

 

 

 

圖 4. 74、斑馬魚胚胎暴露第二季節二仁溪之不同過濾液存活率。每組測試濃度各

有 24 個胚胎，分別在不同發育時期(0、24、48、72、96 hpf) 進行胚胎存活率的觀

察。橫軸為斑馬魚胚胎的發育時間，單位為受精後之小時數(hour post-fertilization, 

hpf)，縱軸為存活率(survival rate，單位為%)。 
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圖 4. 75、斑馬魚胚胎暴露第二季節曾文水庫之不同過濾液存活率。每組測試濃度

各有 24 個胚胎，分別在不同發育時期(0、24、48、72、96 hpf) 進行胚胎存活率的

觀察。橫軸為斑馬魚胚胎的發育時間，單位為受精後之小時數(hour post-fertilization, 

hpf)，縱軸為存活率(survival rate，單位為%)。 

 

第二季節成功湖、二仁溪、曾文水庫水樣之奈米微粒對於斑馬魚胚胎畸形率影響 

    為了探討是否斑馬魚胚胎是否因第二季節之成功湖、二仁溪、曾文水庫水樣之

奈米微粒導致畸形，因此將觀察及記錄畸形的情況，結果顯示(圖 4.76-79)，與第一

節結果相似，不論是成功湖、二仁溪、曾文水庫 1、0.45、0.22、0.1 及 0.1μm 以下

之濾液的組別皆不會導致體軸彎曲、心苞水腫或卵黃囊水腫等明顯畸型現象，因此

第二季節之水樣，不論是成功湖、二仁溪、曾文水庫之奈米微粒並不會引發明顯畸

形的情況。 

 

 

圖 4. 76、斑馬魚胚胎暴露第一季節成功湖之不同過濾液於受精後 72 小時畸形現象
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統計比率。 (A) 體軸彎曲；(B) 卵黃囊水腫；(C) 心苞水腫。每組測試濃度各有 24

個胚胎，分別在受精後 72 小時進行胚胎畸形率的觀察。橫軸為暴露胚胎之劑量，

單位 μg/ml，縱軸為畸形分布情形(percentages of embryos，單位為%)。 

 

 

圖 4. 77、斑馬魚胚胎暴露第一季節二仁溪之不同過濾液於受精後 72 小時畸形現象

統計比率。 (A) 體軸彎曲；(B) 卵黃囊水腫；(C) 心苞水腫。每組測試濃度各有 24

個胚胎，分別在受精後 72 小時進行胚胎畸形率的觀察。橫軸為暴露胚胎之劑量，

單位 μg/ml，縱軸為畸形分布情形(percentages of embryos，單位為%)。 

 

圖 4. 78、斑馬魚胚胎暴露第一季節曾文水庫之不同過濾液於受精後 72 小時畸形現

象統計比率。 (A) 體軸彎曲；(B) 卵黃囊水腫；(C) 心苞水腫。每組測試濃度各有

24 個胚胎，分別在受精後 72 小時進行胚胎畸形率的觀察。橫軸為暴露胚胎之劑量，

單位 μg/ml，縱軸為畸形分布情形(percentages of embryos，單位為%)。 

 

第二季節成功湖、二仁溪、曾文水庫水樣之奈米微粒對於斑馬魚胚胎體長發育影響 

    為了探討斑馬魚胚胎在發育期間是否因為環境之奈米微粒而影響發育，因此

我們透過測量體長方式來探討早期發育情形與發育之關聯，結果顯示(圖 4.79)，暴

露成功湖、二仁溪、曾文水庫濾液後之 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm 濾液後，
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相較於控制組而言成功湖、二仁溪、曾文水庫奈米微粒濾液皆會使體長較長，但在

濾液組間則無顯著差異，因此推測環境水體中並不會使斑馬魚胚胎發育遲緩。 

 

 

圖 4. 79、斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露成功湖、二仁溪、曾文水庫不同孔徑濾液

之體長。(A) 成功湖；(B) 二仁溪；(C) 曾文水庫。斑馬魚胚胎暴露於成功湖、二

仁溪、曾文水庫不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm，

並於暴露 72 小時進行體長的量測。 

 

第二季節成功湖、二仁溪、曾文水庫之奈米微粒對於斑馬魚胚胎氧化壓力之影響 

為了探討第二季環境水樣之奈米微粒是否導致斑馬魚胚胎產生過量氧化壓力，

因此我們以 DCFH-DA 染劑探討環境水體中不同孔徑過濾之濾液所產生氧化壓力

之情形，暴露成功湖、二仁溪、及曾文水庫 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm 之

濾液後，結果顯示(圖 4.80-82)，正向控制組中相較於控制組而言可產生明顯的氧化

壓力，而過濾後的濾液與第一季結果相似，不論哪個組別皆不會產生明顯的氧化壓

力，結果證實，成功湖、二仁溪、曾文水庫之奈米微粒後對於斑馬魚胚胎不會引發

過多的氧化壓力。 
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圖 4. 80、為斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露成功湖濾液之氧化壓力影像。斑馬魚胚

胎暴露於第二季節成功湖不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、

0.1 µm，而正向控制組為暴露 H2O2，於暴露 72 小時為實驗終點進行染色及拍攝，

在此綠色螢光即代表氧化壓力的產生。 

 

 

 

圖 4. 81、為斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露二仁溪濾液之氧化壓力影像。斑馬魚胚

胎暴露於第二季二仁溪不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、

0.1 µm，而正向控制組為暴露 H2O2，於暴露 72 小時為實驗終點進行染色及拍攝，

在此綠色螢光即代表氧化壓力的產生。 
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圖 4. 82、為斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露曾文水庫濾液之氧化壓力影像。斑馬魚

胚胎暴露於第二季曾文水庫不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、0.45 µm、0.22 µm、

0.1 µm，而正向控制組為暴露 H2O2，於暴露 72 小時為實驗終點進行染色及拍攝，

在此綠色螢光即代表氧化壓力的產生。 

 

第二季節成功湖、二仁溪、曾文水庫之奈米微粒對於斑馬魚胚胎細胞凋亡之影響 

為了探討斑馬魚胚胎是否因為環境水樣之奈米微粒而誘發細胞凋亡的產生，

因此我們將利用 In situ cell death detection kit 探討成功湖水體之奈米微粒所引發之

細胞凋亡現象，如上方所述，將湖水進行不同孔徑 (1 µm、0.45 µm、0.22 µm、

0.1 µm) 之濾膜後，於暴露 72 小時之時間點進行魚體拍攝，並利用共軛焦顯微鏡

進行觀察。結果顯示(圖 4.83)，正向控制組 (DNase I) 相較於控制組而言會引發

明顯的細胞凋亡，而各組濾液與控制組比較無明顯細胞凋亡之訊號，因此由結果

證實，成功湖水中之奈米微粒並不會導致細胞凋亡現象。 
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圖 4. 83、斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露成功湖不同孔徑濾液之細胞凋亡。斑馬魚

胚胎暴露正向控制組 DNase I 及成功湖不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、0.45 

µm、0.22 µm、0.1 µm，並於暴露 72 小時後進行細胞凋亡的偵測，在此紅色螢光訊

息即代表發生細胞凋亡之細胞。 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

圖 4. 84、斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露二仁溪不同孔徑濾液之細胞凋亡。斑馬魚

胚胎暴露正向控制組 DNase I 及二仁溪不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、0.45 

µm、0.22 µm、0.1 µm，並於暴露 72 小時後進行細胞凋亡的偵測，在此紅色螢光訊

息即代表發生細胞凋亡之細胞。 
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第二季節二仁溪之奈米微粒對於斑馬魚胚胎細胞凋亡之影響 

結果顯示(圖 4.84)，正向控制組 (DNase I) 相較於控制組而言會引發明顯的細

胞凋亡，整體而言濾液各組間並沒有產生明顯的細胞凋亡現象，由此證實，第二季

節之二仁溪奈米微粒對於斑馬魚胚胎並不會誘發明顯細胞凋亡現象。 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

圖 4. 85、斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露曾文水庫不同孔徑濾液之細胞凋亡。斑馬

魚胚胎暴露正向控制組 DNase I 及曾文水庫不同孔徑之濾液，孔徑分別為 1 µm、

0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm，並於暴露 72 小時後進行細胞凋亡的偵測，在此紅色螢

光訊息即代表發生細胞凋亡之細胞。 

 

第二季節曾文水庫之奈米微粒對於斑馬魚胚胎細胞凋亡之影響 

為了探討斑馬魚胚胎是否因為曾文水庫環境水樣之奈米微粒而誘發細胞凋亡

的產生，將湖水進行不同孔徑 (1 µm、0.45 µm、0.22 µm、0.1 µm) 之濾膜後，於

暴露 72 小時之時間點進行魚體拍攝。結果顯示(圖 4.85)，正向控制組 (DNase I) 相

較於控制組而言會引發明顯的細胞凋亡，而各組濾液與控制組比較亦無明顯細胞

凋亡之訊號，因此由結果證實，曾文水庫水體之奈米微粒亦不會產生明顯細胞凋亡

現象。 

 

環境水體額外添加奈米銀之班馬魚胚胎死亡率之影響 
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為了探討奈米微粒在真實環境水體中，是否會影發斑馬魚胚胎死亡率，因此我

們於第二季水體中添加奈米銀探討其毒性變化，我們分別添加奈米銀於 Mili-Q、成

功湖、二仁溪、曾文水庫，並調整最終濃度為 1 µg/ml 及 10 µg/ml，加入奈米銀微

粒後混和三十分鐘，最後在使用 0.45 µm 的濾紙將大部分的微生物進行過濾，結

果顯示(圖 4.86)，奈米銀添加於 Mili-Q 的組別會隨著濃度增高胚胎死亡率增加，而

相較於奈米銀添加於 Mili-Q 的組別而言，1 µg/ml 成功湖、二仁溪、曾文水庫 並

不會導致明顯的死亡，而 10 µg/ml 的成功湖、曾文水庫會降低死亡率。 

這有可能是因為當奈米物質進入複雜的環境水體時，改變其物化特性形成較

大的顆粒，而這樣較大顆粒可能於過濾時便無法通過 0.45 µm 的濾膜，使得奈米

銀微粒的毒性大幅下降。 

另外為了探討是否因過濾而導致毒性下降，我們先將湖水進行 0.45 µm 濾膜

的過濾後再進行添加奈米銀，結果顯示(圖 4.86)，相較於奈米銀添加於 Mili-Q 的組

別而言，10 µg/ml 的成功湖、曾文水庫、二仁溪皆可減緩奈米銀的毒性效應，因此

根據這些結果，奈米銀於真實環境水樣中，可能改變其化學組成，進而減緩毒性。 

 

圖 4. 86、斑馬魚胚胎暴露於環境湖水額外添加奈米銀之水樣。每組測試濃度各有

24 個胚胎，分別在不同發育時期(0、24、48、72、96 hpf) 進行胚胎存活率的觀察。

橫軸為斑馬魚胚胎的發育時間，單位為受精後之小時數(hour post-fertilization, hpf)，

縱軸為存活率(survival rate，單位為%)。 

 

成功湖、曾文水庫、二仁溪之添加奈米銀微粒過濾後對於斑馬魚胚胎畸形率影響。 
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  為了探討是否斑馬魚胚胎是否受到奈米銀微粒過濾後毒性之畸形可能性，因此

將觀察及記錄畸形的情況，結果顯示(圖 4.87)，不論是成功湖、曾文水庫、二仁溪

分別添加 1ppm、10ppm 奈米銀過濾後組別皆些微導致體軸彎曲、心苞水腫或卵黃

囊水腫等明顯畸型現象，尤其在曾文水庫環境水體中添加奈米銀過濾後會些微增

加畸形率之發生，但整體而言並不會引發明顯的畸形現象。 

 

為了探討斑馬魚胚胎在發育期間在真實環境下暴露奈米銀之物質而影響其發

育，因此我們透過測量體長方式來探討早期發育情形與奈米銀毒性之關聯，結果顯

示(圖 4.88)，暴露 AgNPs 加入後過濾之成功湖、二仁溪、曾文水庫濾液後和過濾

後加入 AgNPs，相較於控制組而言曾文水庫環境水體中不管在過濾前加入或是過

濾後加入添加奈米銀會導致些微體長之降低，但成功湖、二仁溪則不明顯。 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

圖 4. 87、斑馬魚胚胎暴露第二季節成功湖、曾文水庫、二仁溪之分別添加 1ppm 和

10 ppm 奈米銀過濾 0.45 μm 孔徑濾紙後暴露斑馬魚胚胎，於受精後 72 小時畸形

現象統計比率。(A) 體軸彎曲；(B) 卵黃囊水腫；(C)心苞水腫。每組測試濃度各有

24 個胚胎，分別在受精後 72 小時進行胚胎畸形率的觀察。橫軸為暴露胚胎之濾液，

單位 μg/ml，縱軸為畸形分布情形(percentages of embryos，單位為%)。 
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圖 4. 88、斑馬魚胚胎受精後 3 小時暴露分別添加 1 ppm、10 ppm 奈米銀成功湖、

二仁溪、曾文水庫過濾 0.45 μm 孔徑濾紙濾液之體長。(A) AgNPs 加入 1 ppm、10 

ppm 奈米銀後過濾 0.45μm 孔徑濾紙 (B)成功湖、曾文水庫、二仁溪過濾 0.45μm 孔

徑濾紙。為了探討奈米銀在真實水體狀況下暴露斑馬魚胚胎毒性影響，暴露於成功

湖、二仁溪、曾文水庫分別添加 1 ppm、10 ppm 奈米銀過濾 0.45μm 孔徑濾紙濾液，

以及成功湖、二仁溪、曾文水庫過濾 0.45 μm 孔徑濾紙濾液再添加 1 ppm、10 ppm

奈米銀，並於暴露 72 小時進行體長的量測。 
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第五章、結論及建議意見 

章節摘要： 

此章節將總結三年計畫及探討目前所遭遇之困境及建議解決之方法，以供相關機

構及研究單位做參考。 

 

5.1 前兩期結案報告之摘錄及與本期研究目標之討論 

5.1.1 環境奈米評析與綠色化學檢測技術研究(1/3)-奈米微粒細胞毒性檢測系 

統在環境危害評估上之應用之結案報告摘要  

 

【本計畫之受託單位是國立中興大學（闕斌如老師實驗室），其執行期為 104 年 4 

月 16 日至民國 104 年 12 月 31 日】 

    該年度計畫由國立中興大學闕斌如老師團隊執行，利用他們開發之連續及即

時生長分析儀來作為細胞毒性篩選平台，以環檢所提供之環境監測取得的空氣中

細懸浮粒子 PM2.5 作為樣品，透過檢測能反應細胞生理狀態之細胞電阻，來評估

PM2.5 對細胞（以人類肺腺癌細胞 A549 以及人類支氣管上皮細胞株 BEAS-2B 作

為模式細胞株）之危害程度，然後搭配傳統的細胞增生試驗（即 WST-1 assay）、氧

化壓力測試及細胞週期或細胞凋亡分析之結果，來作為 PM2.5 之細胞毒性的佐證。

他們所收集到的 PM2.5 樣品，藉由細胞電阻之檢測，可發現其對兩株細胞之生長

均有明顯的抑制效果，但藉由傳統的細胞存活分析，會發現較多數的 PM2.5 樣品

只對 A549 細胞有比較明顯的抑制作用。此外，這些樣品都會誘發氧化壓力的生。

產他們的報告書有特別指出收集樣品的石英薄膜，經過剪碎及震盪，即便沒有細懸

浮微粒 PM2.5，也會影響細胞的生長，因而無法準確評估評估細懸浮微粒 PM2.5 

的生物效果，所以建議可改為鐵氟龍薄膜。此外，環境污水純化與整治常會用到奈

米物質（例如奈米級施威特曼石），闕老師團隊更進一步將他們所開發之細胞電阻

檢測技術，應用在奈米材料的細胞毒性分析。他們的研究成果顯示奈米級施威特曼

石並不會誘發氧化壓力的產生，以細胞電阻法、WST-1 分析法與細胞凋亡來評估

其細胞毒性，也發現它對細胞生長不會產生明顯的抑制作用與細胞損傷，這些結果

顯示奈米級施威特曼石於環境整治具有很高的應用潛力。 

 

5.1.2 環境奈米評析與綠色化學檢測技術研究(2/3)-環境整治用奈米微粒之細胞毒

性研究成果之結案報告摘要 

【本計畫之受託單位是國立中興大學（闕斌如老師實驗室），其執行期為 105 年 4 

月 13 日至民國 105 年 12 月 31 日】 
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該年度計畫也是由國立中興大學闕斌如老師團隊執行，他們持續開發符合 OECD

推薦以檢測細胞電阻為主之技術，來評估奈米材料對細胞之危害性。闕老師團隊在

104 年度的研究成果中發現，奈米級施威特曼石本身對細胞並不會產生明顯的危害

效應，然而在應用於環境整治（除去河川底泥中的化學物污染）時會搭配過氧化氫

的使用，有可能產生類似 Fenton 反應的催化作用而產生對細胞有害的自由基，為

釐清奈米級施威特曼石應用在污水整治時對可能產生的生物影響，闕老師團隊延

續以他們開發出來的細胞電阻檢測技術，針對三種不同製備法合成出來的奈米級

施威特曼石以及河川底泥採集樣品，進行其細胞毒性（以人類肺腺癌細胞 A549 及

大鼠表皮纖維母細胞 NIH-3T3 做為細胞模式）之評估，此外再以 WST-1 細胞增生

分析、氧化壓力分析等結果作為佐證。他們的研究成果發現，合成方法的差異會影

響奈米級施威特曼石的細胞光散射分析（細胞攝入與滯留）結果，且也會影響其在

A549 細胞氧化壓力產生的能力。但是相較下，在 NIH-3T3 細胞並不會產生顯著的

氧化壓力，顯示奈米級施威特曼石促發氧化壓力的產生具有細胞特異性。細胞存活

率的實驗顯示，A549 細胞處理這三種奈米級施威特曼石樣品後皆無明顯的細胞抑

制現象，甚至達到一定濃度以上後，反倒有明顯增加細胞存活的現象；反觀，這三

種樣品對正常細胞的生長卻會產生明顯的抑制作用，不過在高濃度下有一組樣本

卻觀察到有增加細胞存活率的現象，他們推測這是高濃度的奈米級施威特曼石干

擾吸光值檢測的緣故。若用細胞電阻作為毒性分析指標，他們發現 A549 相較於

NIH-3T3 細胞，對於奈米級施威特曼石的細胞生長抑制效果有比較高的耐受性。在

他們的報告書中提出，針對以奈米級施威特曼石與過氧化氫處理過的河川底泥樣

品，因為河川底泥成分的複雜度，所以初步的分析結果並無法有任何的結論。 

 

5.1.3 三年成果總結論 

    闕老師團隊所開發之細胞毒性檢測技術是針對細胞電阻的變化進行測量分析，

未來可以進一步發展成自動化且高通量的檢測平台，對於奈米物質的毒性研究具

有相當的創新性。 

然而，於 105 年建議中，闕老師團隊提出施威特曼石樣品在兩種細胞中所產生的

影響，由於細胞的特質不同，對奈米施威特曼石的反應不盡相同，於本期研究中亦

是認同這樣的概念，針對釐清奈米微粒的毒性可能需要建立不同的細胞株及更清

楚的細胞生物學反應來釐清毒性的來源，因此本研究團隊根據我們過去執行相關

奈米材料毒性機轉的研究經驗，建立適合應用在環境水體中奈米物質之物化特性

分析與細胞培養模式與生物活體（斑馬魚胚胎）之毒性檢測之平台，提供多面向之

生物毒性探討，希望能夠協助環檢所突破相關實驗技術實際應用於環境水體污染
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物質之毒性檢測的瓶頸，並建立標準化的分析程序。 

5.2 建議意見： 

 立即可行建議: 根據環境奈米評析與綠色化學檢測技術研究(1/3)-奈米微粒細

胞毒性檢測系統在環境危害評估上之應用(EPA-104-E3S5-02-03)，於細胞模式

上，石英薄膜經過剪碎及震盪處理後，可能容易游離出其成份內容物導致細胞

毒性，另外於過去文獻中也指出玻璃纖維會導致細胞損傷[1]。而經實驗確認後

已確認鐵氟龍濾膜不會導致明顯細胞毒性，因此建議可使用鐵氟龍濾膜進行實

驗。 

 中長期建議: 經由測試細胞培養及斑馬魚胚胎模式後，雖環境水體水樣之實驗

結果並不會誘發明顯的毒性效應，但於奈米銀、奈米氧化鋅、相對應之大分子

物質及環境水體中額外添加奈米銀之實驗結果證實可反應出奈米毒性，因此

建議未來可應用於檢測奈米微粒之毒性。 

5.3 結論 

 目前我們已針對 ISO、OECD 與 NCL 等國際單位公告之奈米微粒毒性檢測方

法學進行文獻回顧，並撰寫適於檢測環境水體之奈米微粒的毒性之細胞株培

養與斑馬魚胚胎模式標準方法草案，其內容包含:細胞培養模式之存活率、自

噬作用、氧化壓力與細胞凋亡之細胞毒性機轉及斑馬魚胚胎之胚胎存活率、胚

胎畸形率、體長量測、氧化壓力和細胞凋亡測驗標準方法草案。 

 並且我們也利用人造奈米氧化鋅及奈米銀及相對應之大分子材料進行測試，

測試結果可反應奈米微粒所引發之毒性效應。  

 我們已採集第一季節和第二季節之成功湖、二仁溪、曾文水庫環境水樣，共計

六件水樣，並且六件水樣皆使用穿透式電子顯微鏡、動態光散射儀分析水體中

所含奈米物質及其分佈粒徑範圍。 

 在細胞暴露模式中，分別暴露 0.22 與 0.1μm 濾紙上之顆粒物質，其結果顯示

不論是第一季或者第二季的三個水體樣品皆無顯著的細胞毒性效應，且僅在

成功湖的樣品中偵測到些許的 ROS 生成。 

 在斑馬魚胚胎模式中可發現不論第一季及第二季之成功湖、二仁溪及曾文水

庫水體中之奈米微粒皆不會導致斑馬魚胚胎引發明顯毒性效應，其包含：降低

存活率、氧化壓力及細胞凋亡現象。 
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表 5.1、預定進度及查核點: 
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表 5.2、預定進度及查核點: 
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第七章、附件 

環境奈米評析與綠色化學檢測技術研究(3/3)-環境水體奈米物質之細胞毒性研究評

選會議廠商回覆審查意見表 

 

陳委員家揚 廠商回覆(成功大學) 

1. 本研究以 Annexin V 染劑搭配流

式細胞儀偵測細胞凋亡。對於凋

亡晚期或是已死細胞，是否有方

法區分死亡過程是 apoptosis 還是

necrosis? 類似地，ROS 在斑馬魚

的測試，TUNEL assay 是否能明確

排除細胞死亡皆經由 apoptosis，

而非 necrosis?  

 

 

感謝委員的提問。本研究除了以

Annexin V 染劑進行細胞 apoptosis 的

分析之外，在測試過程中亦會同時雙

染 PI 染劑來進行 necrosis 的偵測，進

而了解細胞死亡的狀態；此外針對斑

馬魚胚胎所進行的 apoptosis 分析，

TUNEL assay 為分析 apoptosis 的主要

方法之一，過去的研究曾指出，TUNEL 

assay 可能將 necrosis 的細胞標記成

apoptosis 細胞，然而經過染色前處理

步驟的修正(例如加入 proteinase K 或

者進行微波處理)，能夠提高 TUNEL 

assay 的專一性，且特別指的是產生後

期的細胞凋亡。 

參考文獻: 

Negoescu A, Lorimier P, Labat-Moleur F, 

Drouet C, Robert C, Guillermet C, 

Brambilla C, Brambilla E (1996). "In situ 

apoptotic cell labeling by the TUNEL 

method: improvement and evaluation on 

cell preparations". J Histochem 

Cytochem. 44 (9): 959–68. 

Negoescu A, Guillermet C, Lorimier P, 

Brambilla E, Labat-Moleur F (1998). 

"Importance of DNA fragmentation in 

apoptosis with regard to TUNEL 
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specificity". Biomed Pharmacother. 52 

(6): 252–8. 

 

2. 所選之二仁溪、成功湖、曾文水

庫，除了一般污染之差異，可否補

充說明水中奈米粒子之來源可能

有何不同，以強化所選採樣地點

之適用性? 

感謝委員之建議。二仁溪、成功湖及曾

文水庫除了一般汙染差異外，其中三

者對於人類與自然環境的活動也不

同，曾文水庫為天然自然環境與人類

活動較少並不會有大量的交互影響，

因此可做為潔淨之地表水源對照，而

水中奈米微粒可能會較少，另外成功

湖為成功大學內之水源，其為地下水

體系且位於人類活動的環境中，其可

能因人類活動而受汙染，最後二仁溪

為嚴重之汙染環境水體，目前其汙染

來源為上游之畜牧業廢水以及保安工

業區及仁德工業區之排放工業廢水，

而奈米微粒可能來自畜牧業之動物飼

料，另外兩工業區內大部分以金屬加

工業及紡織業居多，也因此奈米微粒

可能為金屬製成類以及紡織類。 

3. 服務建議書第 44頁提及可根據水

質狀況調整實驗。可否進一步闡

述將調整 哪些重要水質參數、調

整之依據等? 

 

為了避免因水體水質不適合斑馬魚生

存因而影響斑馬魚的毒性測試，因此

我們必須適時於暴露前調整水體水

質，我們將依據 OECD 斑馬魚胚胎毒

性測驗規範調整水質參數，如：班馬魚

屬熱帶魚，因此需調整水溫在 28 度左

右；pH 值在 6-8 之間為佳，其可參考

建議書之 44 頁樣品水質檢測。 
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4. 服務建議書第 46頁說明水溫量測

之重要性。不過，細胞測試與斑馬

魚測試的水溫是否會調整在採樣

時量測的環境水體溫度進行?若

否，環境水體之水溫與未來毒性

測試結果間之關連性為何?  

 

感謝委員的問題與建議。服務建議書

第 46 頁所提及之環境水體之溫度測

試，會在採集樣結束後立即搭配溶氧

量之檢測。水溫與溶氧量為皆為飼養

斑馬魚水質條件之重要參數，關係著

魚兒本身的健康狀態，此外水溫也會

影響溶氧量，當水溫越高，水分子的活

動就越快，氧氣滯留在水中的時間就

越短，亦即溶氧量會下降。一般來說，

自然環境的水表溫度較高，卻容易隨

陸地氣溫而產生波動，而較深之處的

水溫雖然比較低，但相對穩定。在實驗

室內飼育斑馬魚，水溫(約略 28°C)以

及溶氧量(5.0 mg/L以上)等條件都會進

行嚴格地控管，以維持魚兒的健康基

礎。所以，我們並不會以環境中的水溫

做為進行測試的水溫條件。然而，溫度

與溶氧量，有可能影響金屬奈米微粒

的活性及其氧化還原的狀態，雖然現

階段我們對於奈米微粒的物化特性變

化跟其毒性的關聯性仍相當不清楚，

所以在採樣與實驗過程中，記錄這些

有可能影響奈米微粒物化特性的因

子，可能有助於我們未來對此做進一

步的釐清與探討。 

5. 服務計畫書於背景和工作方法已

對於細胞毒性測驗以及斑馬魚毒

性試驗模式，有相當詳盡的說明，

方法可行。另一方面，現有方法看

似已建置甚為完整；本研究未來

謝謝委員的建議。目前於細胞毒性和

斑馬魚胚胎毒性測驗我們將進一步測

試是否適用於水體中之奈米毒性，如

需調整水溫和 pH 值等，因此於未來中

我們將針對細胞培養模式和斑馬魚胚
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提出之標準方法草案，可能之主

要差異或改進為何?  

 

胎是否適合環境水體調整測驗方式。 

對於水體前處理方法之建立目前研究

之文獻仍然不足，也因此於未來的標

準方法草案可能將隨著實驗的進展調

整為更適用於測驗奈米毒性的水體採

樣方式。 

 

6. 本研究使用諸多測試方法檢視不

同之毒性表現或影響。請問可有

綜整不同毒性參數之方式? 

 

感謝委員之建議，目前在斑馬魚胚胎

模式已經有諸多方法檢視毒性表現，

此外美國俄勒岡州立大學 (Oregon 

State University) 已 經 發 表 出 的

Nanomaterial-Biological Interactions 

(NBI)資料庫中整理之斑馬魚胚胎實驗

數據進行預測模式的模擬，將每次斑

馬魚胚胎實驗數據，其包含：畸形以及

存活狀況做為毒性表現之影響，並依

據不同毒性測試項目做為綜合參數，

並 依 照 統 計 軟 體 的 計 算 彙 整 出

Effective concentration 50(EC50)之值做

為其中一項綜合毒性指標。 

 

7. 每期之細胞株與斑馬魚胚胎危害

測試，需 5-6 個月。請問如何確保

測試之水質在期間內之穩定性? 

 

7. 謝謝委員的建議。因目前我們仍在

建立水體奈米毒性之測驗方法，也因

此仍需彈性時間進行作業，所以將時

程調整為 5-6 個月，於未來我們確認建

立好適當及合理的測驗方法時，將可

以更明確的規劃時程所需之時間。水

質之穩定性對於毒性測驗十分重要，

我們將會將所有的前置步驟規劃完成

後，於採集水樣後立即保存於 4°C，並

儘快完成毒性測驗，盡量避免水樣品

變質的問題。 
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8. 本計畫透過過濾和離心去除環境

水樣中較大粒徑。不過，如何分辨

所觀測到之毒性表現來自水中奈

米粒子或是可溶性有機物? 

 

8. 謝謝委員的建議與提問。目前於水

體中之奈米毒性相關研究仍未能解決

這樣的困境，而於我們的試驗設計中

也無法確切得知其毒性是來自於奈米

物質或可溶性有機物，但於計畫中透

過測試奈米物質之物化特性，如：粒

徑、外型、分散性…等，可進一步推測

奈米毒性之可能性，並且再透過額外

添加奈米物質之方法可交互比對找出

可能的毒性來源。 

 

9. 預期效益中提及評估台灣環境水

體之奈米毒性的可能性。可否補

充說明如何透過三個環境水體採

樣測試結果加以推估?亦或有同

時參考其他資料? 

 

9. 我們所採集的三個地點分別具有不

同的意義，成功湖代表的地下水樣；曾

文水庫代表乾淨水體的樣本；而二仁

溪代表排放汙水樣本，因二仁溪可能

排放畜牧廢水與金屬加工業及紡織業

所排放之工業廢水，因此我們推估可

能含有較多的奈米微粒，而曾文水庫

因鮮少有人群流動，可能其奈米微粒

較少，另外若有測出奈米物質將會持

續探討或參考文獻、環保署或跟相關

單位詢問比對可能汙染來源。 

 

10. 業務費中有編列專家諮詢會議，

但是服務建議書本文並未提及召

開專家諮詢會以及其目的。此外，

學習型兼任助理似乎並不加勞

保，但是編列了其勞保費用，請確

認正確性 

 

感謝委員的建議與提問。專家諮詢會

議之出席費三萬元整會更改至其他項

目。依據「國立成功大學學生兼任研究

助理管理暫行要點」第九條規定，學習

型兼任研究助理如擔任危險性工作，

計畫主持人應為其投保相關保險。於

本計畫執行須由學習型兼任助理出外

採取水樣，因此會投保學生平安保險

費用，會將編列學習型兼任助理之勞

保費用更改。 
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林委員一郎 廠商回覆(成功大學) 

1. 奈米微粒的選擇是否參考對台灣

目前環境水體中奈米微粒? 

 

現今台灣環境水體之奈米微粒主要可

能來自污染水源中，而其汙染廢水中

根據統計工業廢水佔一半以上，而台

灣工業產業之紡織業及金屬加工業佔

大多數，因此本計畫所使用之奈米銀

微粒也做為抗菌之奈米纖維材料以及

半導體製程加工材料，另外奈米氧化

鋅也做為金屬表面塗層以及一些金屬

製成材料，因此奈米氧化鋅與奈米銀

微粒將做為本計畫之材料使用。 

 

2. 細胞毒性的分析與斑馬魚胚胎急

毒性的分析方法應選擇適當與不

適用，不需太多項。 

 

細胞毒性之分析包含細胞存活、氧化

壓力、細胞凋亡及自噬作用之不同的

死亡型態，也因此毒性機轉也不同，又

本計畫之細胞毒性分析方法也呼應美

國國家癌症研究中心之下的奈米科技

鑑 定 實 驗 室 (Nanotechnology 

Characterization Laboratory, NCL)所發

展出一系列的標準測試方法，因此本

計畫之細胞毒性測試方法對於了解水

體中奈米微粒之毒性影響是必須的。 

隨著斑馬魚胚胎發育階段的不同，奈

米微粒所造成的毒性機制也因此不

同，且於胚胎早期階段就衡量奈米微

粒之毒性，有助於釐清造成毒性的原

因，因此需使用如服務建議書所述之

分析方法。。 
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3. 環境水體（目前台灣）那些是主要

與次要奈米微粒，需參考台灣本

身情況，做出以後環境水體採樣

的依據。 

 

感謝委員之提問，目前無第三方公家

單位及官方公布台灣使用之主要與次

要奈米微粒，因此在環境水體之主要

與次要奈米微粒仍需探討，未來希望

可以透過台灣環境水汙染之產業來了

解奈米微粒在台灣環境水體所造成的

影響，並可以依照公家單位如：台灣奈

米技術產業發展協會做為奈米微粒之

統計，可做為環境水體採樣之依據。 

 

巫委員月春 廠商回覆(成功大學) 

1. 工作內容中請具體明確以動物細

胞株及斑馬魚胚胎為主之 3 種以

上奈米物質之生物毒性標準方法

（包括 2 種細胞毒性測試方法及

1 種斑馬魚胚胎毒性方法）。 

 

感謝委員的建議與提問。我們將使用

NIH3T3 小鼠纖維母細胞株進行細胞

培養毒性測驗，而細胞培養之毒性測

驗方法分別為：細胞存活、氧化壓力、

細胞凋亡、自噬作用，因此我們涵蓋細

胞培養毒性測驗方法 4 種。 

細胞培養之測驗方法使用之分析測

驗： 

(1) 細胞存活：MTT assay、Live/Dead 

cell viability assay；(2) 細胞凋亡/細胞

壞死：AnnexinV/PI 染色分析法；(3) 氧

化壓力：DCFH-DA 分析法；(4) 自噬

作用：西方墨點法分析細胞自體吞噬 

(LC3, p62)蛋白。 

而斑馬魚胚胎毒性測驗分別為：存活

率/半致死濃度、外觀型態畸形、體長

量測、氧化壓力、細胞凋亡，其包含 5 

種斑馬魚胚胎測驗方法。 

斑馬魚胚胎之測驗方法使用之分析測

驗：(1) 斑馬魚存活率與半致死濃度； 

(2) 體長量測；(3) 氧化壓力測試：

DCFH-DA 染色分析；(4) 細胞凋亡：
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TUNEL assay。 

每種測驗方式可參考建議書 50 頁之

毒性測驗方法。 

 

2. 環境水體真實樣品奈米或化學物

質是否對奈米物質造成干擾；外

添加奈米物質，添加後是否仍奈

米微粒物質一樣? 

 

感謝委員的問題與建議。是的，環境水

體會影響或干擾奈米物質，環境水體

之水體水質，如：溫度、微生物、pH 

值、所含化學物質…等都可能會影響

奈米物質的物化特性，如：奈米微粒若

置於不同的環境水體當中，可能影響

奈米微粒的穩定度，另外若水體中所

含之化學物質與奈米微粒進行化學反

應，進而更變奈米微粒之組成和表面

電荷，最後可能影響奈米微粒之穩定

性和其展現出之毒性。另外額外添加

奈米物質於水體水樣時，奈米微粒也

可能會和環境水體有交互作用，使得

奈米微粒物化特性改變。 

 

3. 真實樣品之化學成分用EDX是否

可行?計畫書之採樣方法引用環

保署公告方法，這些方法主要針

對環境污染管制之物理化學性

質，是否適用奈米物質之採樣。 

 

感謝委員的問題與建議。我們從採集

水體得到的奈米微粒樣本，會先藉由

過濾排除水中浮游生物（藻類）以及大

顆粒微粒，然後再以冷凍乾燥法將懸

浮奈米微粒變成粉末狀態，再以定量

之水進行再懸浮以得到濃縮之奈米微

粒樣品，最後轉至鍍碳銅網上進行

TEM 的粒徑分析與 EDX 的元素成分

分析(限定於我們欲探討的奈米銀與奈

米氧化鋅之組成元素)。依此程序處理

而得到的奈米微粒樣品，以 EDX 進行

分析，理論上應該能做到檢測所需之

靈敏度與專一性。目前並無針對水體

奈米材料採集之標準方法，所以我們
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暫時以環保署所公告之方法進行採

樣，不過我們認為其採樣程序不至於

會影響奈米微粒的物理化學性質。可

能發生影響的步驟是在水樣採集後的

保存過程，因此在進行冷凍乾燥前，會

先避光保存於 4°C 的條件下，以維持

奈米微粒的穩定性。 

 

4. 本年為三年計畫之最後一年，建

議將過去二年研究成果結論或建

議回顧評析。 

感謝委員的建議與提問。我們將整理

過去二年研究成果結論或建議進行回

顧，並將整理於後續報告中。 

5. 計畫預計以斑馬魚胚胎進行研

究，計畫書文字部分誤植為「斑馬

魚」，後續如有報告宜修正。 

 

感謝委員的建議。我們會將建議書中

之斑馬魚更正為斑馬魚胚胎。 

楊委員喜男 廠商回覆(成功大學) 

1. 斑馬魚胚胎毒性試驗之急毒性判

定方式是否可採用目前環保署公

告中方法之項目，以利本技術建

立。 

 

目前環保署公告以魚類做為生物急毒

性檢測方法共有三種魚種，分別為羅

漢魚、鯉魚及廣鹽性青鱂魚，此三個魚

種皆須計算 96 小時之半致死濃度

（lethal concentration 50%, LC50）以表

示生物急毒性，其中羅漢魚及鯉魚是

參照 OECD, Guideline for Testing of 

Chemicals, Test No. 203: Fish, Acute 

Toxicity Test.1992.，而廣鹽性青鱂魚之

急毒性測試方法是參考 U.S. EPA. 

Methods for measuring the acute toxicity 

of effluents and receiving waters to 

freshwater and marine organisms. 

EPA-821-R-02-012, 2002.，且此三類魚

種之急毒性暴露方法為靜水式。而本

計畫採用斑馬魚胚胎做為急毒性檢測
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之物種，其檢測方法是參照 OECD. TG 

236: Fish Embryo Acute Aquatic 

Toxicity (FET) Test. 2013，其急毒性亦

是需要計算 96 小時之 LC50，但其判定

魚體死亡的標準與前述三種魚種不

同，且暴露方式也不同，本計畫中為採

用半靜水式之暴露方式。在環保署公

告以魚類做為生物急毒性檢測方法皆

是以幼魚做為檢測，但在本計畫是以

胚胎，因此物種與發育階段的不同，其

對於毒性的敏感度也不同，此外在本

計畫中亦另外探討奈米微粒對於斑馬

魚胚胎的畸形與毒性機轉，因此目前

環保署公告中方法之項目無法完全被

採用於本計畫中。 

 

2. 本年度技術轉移預定執行方式，

建議再說明。 

 

我們將於計畫執行中陸續將建立之技

術進行轉移，未來將會通知貴所技術

轉移之時程。而技術轉移之方式為： 

1. 統整國際文獻後將實驗方法根據

步驟逐一寫成標準方法，完成後

將提供於貴所。 

2. 貴所除可至成大進行技術轉外，

我們亦可視需要至環檢所協助技

術建立及轉移。  

3. 提供詢問管道可相互商討是否修

改試驗方法。 

 

3. 環境水體樣品選定二仁溪、成功

湖及曾文水庫之原因為何，是否

分析其中奈米含量? 

 

選取二仁溪、成功湖及曾文水庫分別

代表不同含意。二仁溪的選取是根據

環保署資料判定為汙染最嚴重的河

川，成功湖為地下水源當做取樣標準，

曾文水庫則為乾淨的水庫樣本，其分
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別代表地下水樣、水庫水樣、工業排放

汙水水樣，採樣後我們將利用 TEM 分

別測試其奈米物質之分布和含量，以

探討環境水體之奈米物質。 

 

許委員明倫 廠商回覆(成功大學) 

1. 技轉程序及期程規劃如何? 

 

我們將於計畫執行中陸續將已建立完

成之技術進行轉移，未來將會通知貴

所技術轉移之時程。 

 

2. 環境水體奈米物質之細胞毒性研

究與人體健康危害及環境安全性

之關聯，本計畫是否有預期發現? 

 

感謝委員的提問。除了傳統的哺乳類

動物試驗之外，體外的細胞毒性測試

在奈米物質的毒性危害評估方面已愈

來愈受到重視，主要的原因為細胞毒

性研究可以提供大量且快速的生物效

應指標來進行奈米物質的危害效應評

估，藉由毒性效應資料的累積與整理，

可以瞭解且分類哪些種類的奈米物質

具有較高的毒性效應，以長遠的角度

來看，除了可以降低實驗成本、減少實

驗動物的使用數量，亦可提供人體健

康危害進一步的參考資訊。而針對本

服務計畫所進行的環境水體奈米物質

之細胞毒性研究，我們期望可以嘗試

在不同的水體樣品中偵測到奈米物

質，而奈米物質在不同水體中的特性

改變是否會影響毒性的反應，則可以

細胞的研究來進行測試，然而目前無

法預期環境水體中奈米物質的濃度，

因此無法確定其毒性效應。 
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3. 奈米材料與自由基影響人體健康

之機轉偵測方法（細胞毒性測驗

方法）與腫瘤細胞關聯之專一性

如何? 

 

一般而言，針對細胞生物學與生物效

應指標的實驗分析方法，不論在正常

細胞或者是腫瘤細胞皆適用。本服務

計畫主要是依據 ISO/TR16197 的測試

技術報告來進行奈米材料的細胞生物

效應指標測試，過去也有研究利用

A549 細胞 (肺腺癌細胞株)模擬肺部

細胞暴露奈米材料進行毒性的測試，

其結果也顯示出許多生物效應指標的

變化，不過腫瘤細胞的毒性研究，可能

會出現耐受性差異的問題。 

 

4. 標準方法約莫何時可產出?研發

成果移轉至環檢所約需多少時間

可完成? 

 

感謝委員的提問。我們將於初期報告

中提出標準方法，並於期中報告時提

出測試結果，我們將於計畫執行中時

隨著執行結果進行技術轉移，若我們

已完成建立標準方法，將儘快通知貴

所進行轉移。 

 

5. 產業界及國內外專家對於檢測方

法草案之意見? 

 

感謝委員的提問。目前計畫仍於執行

開發階段，因此尚且無法達到參考產

業界及國內外專家之建議。 

 

6. 環境水體檢體之選取產業別?對

照組? 

 

感謝委員之提問，本計畫選取之環境

水體為二仁溪，其可能排放畜牧廢水

與金屬加工業及紡織業所排放之工業

廢水，另外我們以水庫做為對照組別，

其是天然環境之潔淨水體，故做為對

照組別。 
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陳委員中庸意見 廠商回覆(成功大學) 

1. 細胞株的名稱請統一。 

 

感謝委員的問題與建議。於計畫中我

們使用 NIH-3T3 細胞株進行實驗，我

們已更正並統一細胞株的名稱為 

NIH-3T3。 

2. 流式細胞儀的結果請標示 even 數

及量化結果。 

感謝委員的問題與建議。我們將於第

四章奈米微粒生物毒性檢測標準方法

草案及於圖例中標示 even 數。 

而關於量化結果的部分，如圖4. 39(C)、

圖 4. 40(C)...等，是將數據量化後製作

之量化結果。 

3. MTT、MTS 等均只有 24hrs、48hrs，

請增加時間點。 

感謝委員的提問。由於 MTT 與 MTS

的測試是針對存活率的部分進行分

析，一般而言這類型的測試結果在國

際間所提出的的標準準則其實就是針

對 24 小時的暴露結果進行記錄，本計

畫在執行的過程中，為了要確認細胞

毒性的反應，因此也已特意拉長到 48

小時再進行最終細胞毒性的確認。 

4. 請考慮增加不同細胞株來檢測。 感謝委員的建議。進行奈米毒性測試

可以根據不同的暴露途徑或者可能累

積的標定器官細胞來選擇不同的細胞

株，然而如果研究的目的是為了建立

一種通用或者一般的奈米毒性測試方

法，那麼初步選擇具有統一代表性的

細胞來進行測試可能較為合適。因此

本計畫先就能夠分化成各式各樣不同

細胞型態的胚胎纖維母細胞作為標準

的測試細胞，未來若有特殊的奈米材

料暴露且可能對於特定器官系統造成

傷害時，可再就個別案例進行不同細
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胞的測試與調整。 

5. 表 4.9、圖 4.11、4.12、4.13 及 4.14

缺乏說明。請補充。 

 

感謝委員的問題與建議。我們補充表

4.9、圖 4.11、4.12、4.13 及 4.14 的說

明。 

如：圖 4. 41 斑馬魚胚胎暴露商品化奈

米銀微粒膠體溶液之存活率。(A)斑馬

魚胚胎暴露 AgNPs-1 之存活率；(B)斑

馬魚胚胎暴露 AgNPs-2 之存活率。斑

馬魚胚胎於兩種商品化奈米微粒中，

皆隨著濃度增加而死亡率隨之提高。

每組測試濃度各有 30 個胚胎，分別在

不同發育時期 (0，24，48，72，96，

120 hpf) 進行胚胎存活率的觀察。 

6. 水樣檢體請補足 TEM、EDX 的分

析。 

 

感謝委員的問題與建議。我們將於期

末報告中補足兩個季節之環境水樣

TEM、EDX 分析結果。 

7. 請比較細胞株與斑馬魚模式的檢

測極限、精準度等。 

 

感謝委員的提問，以本計畫中暴露奈

米氧化鋅在細胞與斑馬魚胚胎模式為

例，斑馬魚胚胎在暴露 5µg/ml 有毒性

顯著效應而細胞株則無，因此兩者顯

著的毒性效應濃度也不同，同種暴露

化學物質對於不同暴露生物模式其檢

測極限也會不同。此外在兩者模式之

精準度比較，細胞模式較斑馬魚模式

精準度較高，由於細胞在寄代培養與

分裂其不同個體表現差異性較低，以

及斑馬魚胚胎在不同個體其差異性較

高，因此在進行重複試驗時斑馬魚胚

胎的實驗數據精準度仍較細胞低，然

而斑馬魚模式相較於其他體內生物模

式，其個體差異性仍較其他生物體來

的低，因此精準度相對也較其他生物

模式高。 
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8. 細胞株所用的奈米材料濃度請與

斑馬魚一致。 

 

感謝委員提問及建議。細胞株與斑馬

魚胚胎模式其於毒性測驗上分別具有

不同的意義及層級，細胞株模式可快

速探討細胞毒性機轉，而斑馬魚胚胎

模式可探討具生物複雜性之毒性問

題，因此這兩個模式所代表及引發之

毒性濃度未必是介於同樣的濃度範

圍，因此考量後仍認為使用引發特定

毒性之濃度是較佳的方式。 

林委員一郎意見 廠商回覆(成功大學) 

1. MTT/MTS assay 時間點可增加。 感謝委員提問。目前針對細胞存活率

所進行測試的時間點包含 24 與 48 小

時，依照多數的國際標準測試準則，24

小時是較常見且必須進行觀察與分析

的時間點，未來如果測試反應上有其

他的時間點需求，我們再進行調整。 

2. 流式細胞儀結果可用數據顯示，

重覆性的準確度增加以利以後標

準程建立的再現性。 

 

感謝委員給的建議。流式細胞儀的結

果在報告中除了以示意圖表示之外也

以長條圖進行數值的量化。此外在

Live/Dead assay 的部分則是以數值標

示於圖型的四個象限內，各實驗皆進

行 3 重複以確認準確度。流式細胞儀

的分析技術目前在許多的生物性分析

上已具備相當多的實驗數據可以進行

參考且儀器的普及率在台灣各實驗研

究中心也是相當常見，因此如何讓流

式細胞儀所分析的結果具有穩定性和

準確度，操作人員的手法以及控制組

的數值、時間點和暴露濃度的選擇都

相當重要，若日後要將此技術列為標

準方法，那麼我們除了實驗室內部會

進行數據的驗證之外，亦會同時邀請

其他實驗室的人員來進行結果的比
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對，藉此判定結果的誤差幅度範圍以

及再現性。 

3. 斑馬魚的 TUNEL assay 圖看不出

差異。 

 

感謝委員建議及提問。於原始圖檔中，

可觀察到奈米銀及奈米氧化鋅會導致

斑馬魚胚胎細胞凋亡，但可能因期中

報告以黑白印刷，使得結果較不易觀

察，所以於期末報告中，結果的部分會

以彩色印刷改善這樣的問題。 

4. 斑馬魚胚胎 Axia l curvature 畸型

比較靈敏，但較高濃度時的

variation 太大(10 µg/ml)。 

 

感謝委員建議及提問。高濃度的組別

之 variation過大是因為計算畸型率時，

是以發生畸型的隻數除以存活的隻數

再乘以百分比，而高濃度的組別於實

驗終點 72 hpf 時，其存活隻數不多，

因此會導致 variation 較大的問題。 

劉委員秀美意見 廠商回覆(成功大學) 

工作內容非常豐富，考慮也很周到，不

過有些建議。 

1. 以 cell line 進行各種毒性測試

(MTT/MTS assay，細胞存活率，

Live/Dead cell viability assay，ROS

測試，自體吞噬…)未提及用何種毒

性物質 (nanoparticle)作為  positive 

control? 何 種 物 質 為 negative 

control?斑馬魚胚胎毒性試驗也未

提及用何種毒性物質作為 positive 

control，將來若要做成標準方法，須

加添這些 control。 

 

謝謝委員的建議，關於細胞實驗部分，

我們會將各種毒性測試方法加入相對

應之 positive control 來做為實驗技術

上的確認，針對細胞模式之 ROS 毒

性檢測方法，已有相關文獻證實 H2O2

能夠誘發 ROS 產生，故以 H2O2 作為

positive control，而 autophagy 是以文

獻中常使用的 rapamycin 作為 positive 

control ，另外細胞凋亡則是使用

staurosporine。另外在 negative control

的部分，在進行奈米物質暴露時，我們

也會同時進行控制組的培養液更換，

因此可以確認在相同的處理條件下，

控制組的變化情形，一般而言實驗中

的控制組就是 negative control。 

而關於斑馬魚胚胎的部分，針對斑馬

魚胚胎 ROS 毒性檢測方法中，亦是以 

H2O2 作為 positive control；而 negative 
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control 的部分則亦是以控制組作為

negative control，另外針對斑馬魚胚胎

細胞凋亡部分，則使用 TUNEL assay 

kit 中所建議之 DNase I 作為 positive 

control，而 negative control 的部分則亦

是以控制組作為 negative control。 

2. 測試 cell line 或是斑馬魚胚胎實驗

時，若能追踪在測試時間內在

culture medium 內之 Zn2+離子、Ag+

離子之濃度變化，也許可以更能掌

控造成毒性的成因或因子。 

 

感謝委員提供之意見，於我們先前研

究中，曾經有探討過不同修飾的奈米

銀微粒暴露在 culture medium 所釋放

之銀離子含量，銀離子隨時間增加釋

放出的銀離子會隨之而增加，但不同

修飾會造成釋放量不同，另外相關文

獻指出在斑馬魚胚胎的培養液 (E3 

medium)的環境中，奈米氧化鋅微粒會

隨著時間增加其釋放出的鋅離子也會

增加，而針對鋅離子先前已有文獻證

實，鋅離子導致死亡的濃度遠低於奈

米氧化鋅，因此鋅離子的釋放並非導

致斑馬魚胚胎的主要死亡因素。  

3. p.193 環境水體之水質分析結果顯

示二仁溪的導電度，GH(PPM)、 

KH(PPM)都超過一般養魚的條件，

所以考慮自然水體的奈米毒性時，

須考慮水質。 

 

導電度是測量水中所有溶解的離子及

鹽類，當導電度過高或過低時，會導致

胚胎滲透壓改變，進而使得卵的膨脹

或皺縮，並降低卵的孵化，而我們於斑

馬魚胚胎實驗中，並沒有觀察到明顯

皺縮的現象，也並沒有明顯增加致死

率。 

另一項水質的重要參考指標為硬度，

硬度定義為二價鈣離子和鎂離子在水

中的總濃度，而硬度又可分為永久硬

度及暫時硬度，GH 值為反應永久硬度

的數值，意指水中的鈣、鎂、硝酸鹽等

等的含量；而 KH 值是暫時硬度，KH

主要以重碳酸根離子(HCO3
-)及碳酸根
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離子(CO3
-2)為主要參考標準; CO2在水

中會以三個形式存在分別是 H2CO3(游

離碳酸),HCO3
-,CO3

-，而 H2CO3又可以

解離成 2H+ + CO3
-使水質變成酸性，

下列為兩項反應式， 

CaCO3+CO2+H2O ⇄ Ca2++2HCO3
-； 

HCO3
-+OH- ⇄ CO3

-2+H2O 

若 KH 過低( HCO3
-及 CO3

-2)，就無法

讓上述兩個方程式達到可逆反應平

衡，因此 pH 值就會容易在短時間內劇

烈變化。 

於 OECD NO.236 的規範中，僅建議碳

酸鈣濃度為 30~300 mg/L，這僅屬於

GH 其中一個項目，不過因我們測得二

仁溪 GH 為 322 mg/L，因此我們認為

是勉強可接受的。除此之外對於魚類

來說鈣、鎂為重要生長元素，因此魚體

內具有維持其濃度平衡的機轉，所以

GH 稍微偏高並不會對魚類有太大影

響，而關於 KH 為重碳酸鹽濃度指標，

如上方所述，KH 可幫助穩定水中 pH

值，所以我們認為二仁溪高 KH 的情

況不會導致改變 PH 值。因此綜合以上

所述，我們對硬度和導電度將不進行

調整。 

4. 報告大綱中，許多種名詞的英文如

自噬作用(寫成 Acridine orange)，p.3

掠食者(寫成 fisheries)須修正。 

感謝委員提供之意見。我們會更正其

中英文寫法，如報告大綱中已更改為：

針對細胞培養模式的部分，將檢測存

活 率  (Survival rate) 、 自 噬 作 用

(Autophagy) 、 氧 化 壓 力 (Oxidative 

stress)與細胞凋亡(Apoptosis)之細胞毒

性機轉 

楊委員喜男意見 廠商回覆(成功大學) 
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1. 目前收集文獻以國外文獻為主，建

議也收集國內研究，以供國內標準

方法建立之參考。 

感謝委員提供之意見。我們會收集國

內研究相關文獻，以供國內標準方法

建立之參考。 

如: 

1.奈米微粒對細胞毒性及生物標記之

篩選技術建立 - EPA-101-1605-02-01  

2.高科技產業放流水中生物毒性成因

之探討(1/4)- EPA-102-E3S5-02-01   

2. 環境水體樣品測試之毒性，如何證

明與奈米物質之相關性。 

 

感謝委員的意見，環境水體樣品測試

之毒性會先利用過濾的方式依照不同

孔徑依序進行過濾(分別過濾 0.45、

0.22、0.1 µm)，並會將濾紙上之物質曝

露在細胞株模式，而過濾後之濾液曝

露在斑馬魚胚胎模式中，進而探討環

境水體樣品之毒性影響，針對細胞模

式，因直接使用濾膜上的微粒進行實

驗，所以可排除水中其他化學物質的

干擾，因此可較直接建立奈米物質與

細胞之毒性關聯，而斑馬魚模式因直

接使用環境水體，所以並沒有辦法排

除水體中之有機化學物質或其他無機

化學物質的毒性干擾，因此斑馬魚胚

胎測試方法並無法直接印證奈米物質

之毒性相關性。 

3. 環保署已公告斑馬魚胚胎毒性測試

標準方法，建議計畫依此方法中毒

性判定及 LC50等執行。 

感謝委員的意見及建議。我們將嘗試

遵循「環保署公告之生物急毒性檢測

方法－斑馬魚胚胎半靜水式法」進行

檢測。 

然而因我們所檢測的為奈米微粒之生

物毒性或因人力問題須調整部分操作

方法。 

以下為文中提及與目前使用方法之差

異及可能需調整操作方法： 
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 「將水樣或環境用藥以稀釋水至

少稀釋為 5 個濃度」，因我們每個

水樣會個別過濾 1、0.45、0.22、

0.1 µm，再各自稀釋 5 濃度其操作

時間將超過兩個小時，不利於實

驗條件的品質掌控。另外因我們

所探討的是奈米微粒，但可能因

環境水樣本身所含奈米微粒就不

多，因此再稀釋五個濃度可能意

義不大。 

 於確定試驗中，需含空白試驗、

正控制試驗、內對照試驗，我們

將嘗試加入確定實驗進行毒

性檢測。  

 「試驗前須先測量水樣之溫度、

pH 與溶氧。若回溫後溶氧低於 

3.0 mg/L，應對水樣溫和曝氣，使

溶氧升至 3.0 mg/L 以上。」我們

將再測試每個水樣之溶氧量，以

確定適於胚胎之生存。 

 

4. 文中撰寫格式及字體，請統一以利

閱讀。 

感謝委員的意見，我們會統一撰寫格

式以方便閱讀。 

5. 建議計畫期末報告可提供毒性測

試平台之SOPs ，以供未來毒性危

害評估之參考。 

感謝委員的意見，於本計畫中，可將斑

馬魚胚胎模式利用觀察存活率的方

式，並計算其半致死濃度(LC50)，並將

其數值與行政院農委會所提供之魚類

水生動物急毒性分類作為毒性危害評

估的參考，可能可作為毒性測試平台

之 SOPs 及毒性危害之參考。 

6. 二仁溪採樣位置為何?建議可參

考國內過去該測點研究資料加以

評析。 

感謝委員的意見及建議，二仁溪之採

樣位置為崇德橋監測站之位點。我們

會參考國內研究資料並評估二仁溪之
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 可能毒性機轉。 

翁委員英明意見 廠商回覆(成功大學) 

1. 由環境水樣之添加奈米材料摸擬

測試，在本計畫執行之最適化程序

為何?依據 OECD Guidance No.236

標準流程，相關之品管指標如何規

範或建議。 

 

感謝委員的提問。於本計畫中我們是

參考 OECD Guidance No.236 規範進行

毒性測驗，此指南為斑馬魚毒性試驗

的流程，這樣的流程及程序並不只侷

限於一般化學物質也適用於奈米微粒

的毒性測驗。目前國際上尚未有對於

環境水樣添加奈米微粒之標準程序及

作法，因此我們參考國際文獻作法，嘗

試將原水樣添加自製奈米銀及奈米氧

化鋅進行毒性試驗，目前我們進行的

方式是先以 0.45 µm 的濾紙過濾水樣

後，再加入奈米微粒混和三十分鐘以

模擬自然水體波動，混和後就進行暴

露。 

在 OECD Guidance No.236 規範建議，

關於斑馬魚之品管可定期(一年兩次)

使用 3,4-二氯苯胺來檢測毒性測驗的

品質，以驗證技術完整性。 

2. 暴露模式在 0.1um以下之水樣是以

暴露體積 30%來描述，如對細胞或

胚胎之毒性測試時，其致死濃度或

有效濃度如何計算。 

 

對於暴露 0.1um 以下之水樣的細胞實

驗設計，目前僅用於初步了解在含有

多少百分比的水樣體積情況下，會對

於細胞產生死亡的毒性，由於細胞的

生長環境需要含有一定的營養成分(例

如胺基酸、葡萄糖、血清等)，因此當

置換成含有 30%的水體樣品時，其實

對於細胞的生長也造成了一定程度的

影響，此外要如何將水樣內物質暴露

的百分比濃度換算出實際的濃度目前

仍究是相當大的挑戰，其因來自於水

體環境中的物質複雜性太高，無法用

相對簡單的方式去加以釐清有哪些物
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質的存在及其濃度，因此可能無法在

計畫執行的剩下幾個月中去完成相關

的問題。接下來的實驗還是會以嘗試

收集濾膜上的粒子進行暴露為主。 
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劉委員秀美意見 廠商回覆(成功大學) 

1. p.85 生物毒性檢測方法-小鼠纖

維母細胞 (NIH-3T3) 細胞培養

(cell culture)，內容只是纖維母細

胞的培養方法，與名稱不符。另

外內文中有”範圍尋找試驗”與”

確定試驗”，不適當，此方法敍述

須修正。 

感謝委員的提問與建議，因不同的

細胞培養方法或條件可能使得最終

結果有所差異，因此於細胞培養模

式及斑馬魚胚胎模式皆於草案前先

放入培養細胞及操作斑馬魚的基本

條件及方法，因此仍認為有其必要

性應置於方法草案當中。 

範圍尋找試驗與確定試驗已修正。 

2. 為了避免大顆粒污染物污染細胞

培養基或干擾水樣分析，計畫執

行時會進行過濾和離心方法先去

除沈澱較大粒。因離心重力與時

間會影響去除物的大小，所以這

方面的資訊要詳實寫下。 

感謝委員的提問與建議，經反覆的

確認及修正，目前環境水體之奈米

微粒收集目前已修正為僅已濾膜過

濾進行收集，不再使用離心的方式

進行。 

目前已修正並去除奈米微粒之離心

方法。 

3. p.90 生物毒性檢測方法細胞存活

率分析、MTT 分析;MTS assay 皆

未說明如何判定細胞的 ”死 ””

活”，對”範圍尋找試驗”與”確定

試驗”對如何選擇奈米粒濃度，未

做說明。這些方法適用於所有污

染物應未針對奈米材料。 

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

2,5-diphenyltetrazolium bromide 為黃

色化合物，是一種接受氫離子的染

料，可作用於活細胞粒線體中的呼

吸鏈，經還原酶琥珀酸脫氫酶(SDH)

和細胞色素 C 的作用下，tetrazolium

環會裂開，產生 Formazan 紫色沉

澱，利用 DMSO 將 Formazan 溶解

後，因為 Formazan 在 570 nm 會有

吸光值，可藉由 ELISA reader 測定

570 nm 的吸光值，便可得知活細胞

的比例。 
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MTS 是 MTT 的類似物，由於常規

的 MTT 法 最 終 產 生 的 MTT-

formazan 不溶於培養基，故在檢測

之前必須除去上清液，然後加入有

機溶劑酸化異丙醇或 DMSO 等溶解

MTT-formazan 顆粒，這樣給操作帶

來的不便，使實驗的重複性較差。活

細胞粒線體中的呼吸鏈將MTS還原

成水溶性的紅紫色產物，不須再利

用 DMSO 溶解即可測定吸光值。 

結果處理及呈現是以實驗組的 O.D.

值除以對照組 O.D.值所得百分比

(以對照組知吸光值作為存活率

100%)，以代表細胞在經過暴露後存

活之比率。最後以圖呈現在不同濃

度或時間暴露下細胞存活之比率。 

目前對於奈米微粒之測驗方法國際

上認為並不需要使用一個嶄新的方

法進行測定，僅需要針對所使用之

奈米微粒進行調整即可。 

4. 台灣河川水，部分在感潮地段，

河水會滲雜一些海水，導電度、

鹽度較高，這些因子也許也會影

響奈米粒的物化特性，因此自然

水體的水質，須添付這些 data。 

感謝委員的意見與建議，本計畫有

測定環境水體之導電度，並於期末

報告之 177 頁中呈現，另外因測驗

地點考量到斑馬魚胚胎之生存條

件，故於本計畫中並未選擇感潮地

段進行試驗，因此並未測定鹽度，不

過鹽度及海水中之物質的確可能改

變奈米微粒之性質，因此建議往後

與奈米微粒相關計畫應進行測量。 
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5. 未說明經過濾膜過濾後如何配製

不同濃度之奈米粒。 

 

感謝委員的提問，針對細胞培養模

式，濾膜上的奈米微粒經過震盪後

收集於細胞培養液當中，而本實驗

以此做為測試細胞毒性的暴露溶

液。不同濃度是基於添加入的暴露

溶液體積為依據，例如細胞在 96 孔

盤中所需培養液總體積為 150 微毫

升/孔盤，那麼 10%的組別則是以 15

微毫升(暴露溶液)+135 微毫升(細胞

培養液)來進行 24 小時的暴露實驗。 

而針對斑馬魚胚胎模式是將過濾後

之濾液直接進行暴露斑馬魚胚胎，

故並沒有進行配置不同濃度。此部

分說明我們加入於內文 46 頁中，提

供清楚的解釋。 

6. 奈米粒子是否會吸附到自然水體

的大顆粒污染物，因此也有可能

經過食物鏈進入生態系。 

 

感謝委員的提問與建議，奈米微粒

因具有獨特的物化特性，使得奈米

微粒較易與週遭環境相互作用，進

而吸附至某些大顆粒之分子，因此

的確可能經由食物鏈進入生態系當

中。 

7. 毒性測試的材料是奈米材料時須

對”奈米材料”為污染物時，應”注

意”的 handle 方法，做一些說明。 

感謝委員的提問與建議，由於撰寫

草案時，是以適於大部分之奈米微

粒的方法進行撰寫，但由於每種奈

米微粒其展現出之物化特性皆有所

差異，所以應當考量所使用的奈米

微粒特性再進行調整，而針對本計

畫所選用之奈米銀及奈米氧化鋅操

作方法將補充於草案之中。 
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陳委員中庸意見 廠商回覆(成功大學) 

1. 表 4.4~4.7 無標題欄位，請修正。 感謝委員的提問與建議，我們已增

加標題欄位。 

2. p.85，p.94 CRL1658TM 細胞株名稱

請更正。 

感謝委員的提問與建議，我們已經

更正細胞株名稱。 

3. 二仁溪是污染嚴重的河川，而以

斑馬魚胚胎並不會引起畸形，ROS

等也無異樣，故這套系統如何應

用需評估。 

 

感謝委員的提問與建議，的確於環

境水樣不會引發明顯的毒性效應，

但於額外添加之奈米銀微粒及二

次水添加奈米微粒的樣品中，使用

之系統可反應奈米微粒之毒性效

應，另外雖環境水樣不會引發明顯

畸形，但我們仍然發現與控制相比

有少量的畸形現象發生，因此我們

認為系統仍可反應出奈米微粒之

毒性效應。 

這或許有可能因我們所收集到之

環境水體奈米微粒其含量不足或

濃度不足以引發明顯的毒性效應，

因此建議未來相關之計畫可使用

透析或冷凍濃縮技術濃縮水樣以

達到引發毒性效應之濃度。 

4. p.91 副標題有格式問題，多了背

景。 

感謝委員的提問與建議，我們已完

成修改。 

5. p.129 圖 4-2，4-3 請加 A、B 等標

題。 

 

感謝委員的提問與建議，我們已經

加上了 A、B 標題。 
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6. 表 4.9 似來自引用文獻，但無

reference。 

感謝委員的提問與建議，我們已經

查詢並標上引用文獻資料。 

7. 圖 4.26 少了 Calcein AM 等字樣。 感謝委員的提問與建議，我們已補

上缺少之字樣。 

8. 表 4.10 與 4.12 Ag 的 LC50 相差許

多，為何?表 4.12 的 Data 請用

mean± SD。 

感謝委員的提問與建議，表 4.10 為

斑馬魚胚胎暴露商品化之奈米銀

膠體溶液；表 4.12 為暴露我們自行

合成之奈米銀微粒，由於奈米微粒

之物化特性差異會影響其呈現出

之毒性效應，而商品化及自行合成

之奈米銀微粒可能是其呈現的物

化特性不同才導致毒性有所差異，

然而商品化之奈米銀是自市面上

之公司購得，而我們無法得知其確

切物化特性及表面修飾之物質，因

此難以推測其毒性效應與自行合

成之奈米微粒差異。 

感謝委員的建議，我們已修正表

4.12。 

9. 圖 4.12 請加 scale bar。 感謝委員的提問與建議，圖 4.12 是

斑馬魚胚胎暴露奈米銀微粒之氧

化壓力表現，因其為影像拍攝故無

法加入 scale bar。 

10. p.184~p.186 圖 4.44~4.40，圖的

標題序號錯置。 

感謝委員的提問與建議，我們已經

改正標題序號問題。 

11. 圖 4.50~4.51 動態光散射儀之

結果”N.D.”，請註解是 not detected

或 not determineted。 

感謝委員的提問與建議，我們已經

補充註解為 not detected。 
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林委員一郎意見 廠商回覆(成功大學) 

1. 此次研究計畫案不管在細胞與

斑馬魚胚胎模式都已建立檢測

模式，但未能有效監測目前樣品

水體的水質好壞。建議應以

AOD 值(濃縮倍數)評估目前水

樣，亦可當成早期生態警報的監

控。 

AOD (Aquatic Organisms 

environment Diagnostics)是透過冷

凍濃縮法技術，將低毒性水體樣品

中的部分水分去除，藉此濃縮可能

導致毒性之成分，並可作為監控生

態的良好指標，雖此計畫中並未採

用 AOD，但或許 AOD 是一個可行

的方向，以避免環境中之奈米微粒

濃度過低難以探討其毒性。 

2. 以透析取代過濾，留下奈米粒子

與大粒子，再以細胞和斑馬魚胚

胎毒性測試，是否可看出(偵測

出)水樣毒性。 

感謝委員的提問與建議，透析法的

確可能具有可行性，或許於未來相

關計畫可考慮使用透析技術來分

離奈米粒子與大粒子。 

3. 結案報告的第 171 頁之圖 4.35

需修正，圖形與文字敍述有重

疊。 

感謝委員的提問與建議，我們已做

修正。 

4. 結案報告的第 217 頁之圖 4.80-

1 成功湖和二仁溪濾液都有些

微綠色螢光，顯示仍有反應，但

Detector 可能仍無法判讀。 

感謝委員的提問與建議，生物實驗

間可能存在個體差異性，根據我們

多次的實驗結果，多次實驗結果後

並沒有顯著性增加，因此判定為無

明顯增加氧化壓力。 
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楊委員喜男意見 廠商回覆(成功大學) 

1. 因本計畫為第 3 年研究計畫，委

託單位已將前二年成果列入前言

中，建議期末報告增加三年成果

總結論。 

感謝委員的提問與建議，已將前兩

年成果放置於結論，另外我們已增

加三年成果總結論之報告。 

2. 螢光強度定量以軟體定量，是否

有確認螢光量測之方法? 

 

感謝委員的提問與建議，目前我們

所使用之量測方法主要分為兩種，

一種為拍攝螢光本身軟體定量程

式，另一種為拍攝完後再使用 image 

J 軟體進行定量，但這樣的方法皆非

自動化的方式進行。 

3. 斑馬魚 72hpf 量測體長之意義或

是否有國外文獻可參考?除以人

工以顯微鏡量測體長外，是或有

軟體可協助量測? 

感謝委員的提問與建議，72 hpf 之

實驗終點為參考國外文獻使用之時

間點，可參考下列文獻： 

Journal of Fish Biology, 2004, 64, 

911–922. 

Aquatic Toxicology, 2013, 126, 30–

41. 

另外 72 hpf 為大部分正常胚胎孵化

時間，因此也是用來測驗胚胎毒性

體長量測之最佳時間點。 

我們是先以顯微鏡進行拍攝，再輔

用比例尺與放大倍率進行換算，本

計畫使用 view 7 軟體輔助測量。 

4. 簡報內容及說明中有部份成果未

列入期末報中，建議也納入報告

中。 

感謝委員的提問與建議，我們將成

果列入期末報告 207-209 頁中。 
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巫委員月春意見 廠商回覆(成功大學) 

1. 檢測方法草案中對於環境樣品奈

米物質之細胞毒性檢測時水體樣

品是否應有粒徑分離步驟以得到

奈米物質才進行後續毒性試驗。 

感謝委員的提問與建議，本計畫中

用於分離粒徑之方法是透過過濾

450 nm、220nm、100 nm 三種孔徑

之濾膜進行分離，於過濾後將檢體

可分為濾膜及濾液兩個部分。 

我們將濾膜的部分進行超音波震盪

後，將濾膜上之粒子震於溶液中，再

進行後續細胞模式之毒性試驗。 

而濾液則於過濾後直接進行斑馬魚

胚胎模式毒性試驗。 

2. 研究中水體過濾得到 450nm、

220nm、100nm 三種奈米粒徑，進

行後續毒性測試，選擇這三奈米

粒徑之根據或原因為何?這三種

粒徑是否具有環境奈米物質之代

表性? 

根據先前研究文獻，他們利用奈米

銀微粒添加至環境水體當中，並利

用濾膜過濾後探討其回收率，於研

究中作者選用 450、100、50、25、

1.5 nm 的孔徑進行過濾，並發現過

濾 450、100 nm 之回收率遠高於其

他孔徑，因此於本研究選用 450、100 

nm，並在其中間選擇 220 nm 的孔

徑探討其差異。 

Aquatic Toxicology, 2016. 174: p. 70-

81. 

另外正因考量到計畫目的是探討奈

米微粒之毒性差異，因此選擇除 100 

nm 的大小，也以 450、220 nm 較大

的孔徑進行試驗，可進行探討主要

導致毒性之奈米微粒為何種粒徑之

粒子。 
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3. 「結論」第五項與「建議意見」之

文字似乎相左，請確認。 

感謝委員的提問與建議，我們已做

確認及更正。 

4. 斑馬魚胚胎暴露湖水添加奈米銀

之存活率試驗中奈米銀添加於水

樣時，過濾前與過濾後奈米銀添

加濃度及其回收率如何?建議補

充於期末報告。 

根據先前研究文獻，他們利用奈米

銀微粒添加至環境水體當中，並利

用濾膜過濾後探討其回收率，於研

究中作者選用 450、100、50、25、

1.5 nm 的孔徑進行過濾，並發現過

濾 450、100 nm 之回收率各為 30 % 

左右，因此本計畫不再另行進行測

定。 

Aquatic Toxicology, 2016. 174: p. 70-

81. 

5. 建議過濾濾膜使用鐡氟龍濾膜，

建議本計畫研究使用其他濾膜導

致細胞毒性之結果列入報告中。 

感謝委員的提問與建議，我們根據

環境奈米評析與綠色化學檢測技術

研究(1/3)-奈米微粒細胞毒性檢測

系統在環境危害評估上之應用

(EPA-104-E3S5-02-03)，於細胞模式

上，石英薄膜可能容易游離出其成

份內容物導致細胞毒性，另外於過

去文獻中也指出玻璃纖維會導致細

胞損傷。而經我們實驗確認後已確

認鐵氟龍濾膜不會導致明顯細胞毒

性，實驗結果可參考內文 181 頁。 
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106 年度科技計畫成果效益報告 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

國立成功大學編印 

中華民國 106 年 12 月 17 日 
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106年度科技計畫成果效益報告 

 

一、年度科技計畫成果效益事實報告表（表 1-1） 

二、科技計畫成果效益自評表（表 1-2） 
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表 1-1 

 106 年度科技計畫成果效益事實報告表 

（請由計畫主持人、執行人填寫） 

 

壹、計畫基本資料                                     領域別： 環境保護   

計畫主持人 王應然  

計畫名稱『環境奈米評析與綠色化學檢測技術研究(3/3)-環境水體奈米物質之細

胞毒性研究』 

審議編號 EPA-106-13S5-02-01  

計畫期程 106 年 2 月至 106 年 12 月 

全程經費    億 1500 千元     年度經費    億    千元 

執行機構 國立成功大學  

 
貳、計畫目的與預期成效 

 

奈米技術已應用在許多工業，因此人造奈米微粒有可能在工業廢水的排放過程中

進入水系（河流與海洋），不僅污染生態環境，且有可能經由食物鏈危害人體健康。

然而當奈米微粒進入自然環境中，有可能發生化學轉化而改變其物理化學特性，

進一步影響其生物效應。因此如何評估環境中奈米微粒之風險與危害效應是各國

都在面對的重要議題。為了解決這個議題，本委託計畫案將嘗試建立水體奈米微

粒毒性檢測的標準法，並依此測試環境水體中（包括二仁溪、曾文水庫與成功湖）

採樣到的奈米物質的生物危害性。本計畫的第一個階段目標是要針對 ISO、OECD

與 NCL 等國際單位公告之奈米微粒毒性檢測方法學進行文獻回顧，並探討我們所

建立的細胞株培養模式與斑馬魚胚胎模式研究方法是否適於檢測環境水體之奈米

微粒的毒性，進而提出檢測奈米微粒之生物毒性指標（包括存活率、細胞凋亡、

自噬作用與氧化壓力）之標準方法草案，同時會再利用人造奈米氧化鋅及奈米銀

進行比對測試並提交技術測試報告，而第二階段我們會於採集環境水體後先以穿

透式電子顯微鏡 (Transmission Electron Microscopy, TEM)、動態光散射儀(Dynamic 

light scattering, DLS)及能量色散 X 射線分析(Energy dispersive X-ray analysis, EDX)分

析水體中所含奈米物質及其分佈粒徑，再利用已建立好的細胞株培養模式和斑馬

魚胚胎模式研究方法進行環境水體樣品/環境水體添加人造奈米氧化鋅或奈米銀

之毒性測試，最後，我們會將學術文獻及國際單位發佈之奈米微粒毒性檢測方法

與我們所建立的標準法進行整合，根據其可行性提出環境水體奈米微粒毒性檢驗

方法草案，並將此進行技術轉移至環檢所。 

 

參、計畫目的主要內容 
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肆、計畫經費與人力 

計畫名稱 執行

情形 
總人力(人年) 研究員級 副研究員級 助理研究

員級 
助理 

3 環境奈

米評析與

綠色化學

檢測技術

研究(3/3)-

環境水體

奈米物質

之細胞毒

性研究 

原訂 5 1 0 1 3 

實際 5 1 0 1 3 

差異 

0 0 0 0 0 

 

伍、計畫已獲得之主要成就與成果（out put） 

1. 請就本計畫涉及之(1)學術成就(2)技術創新(3)經濟效益(4)社會影響(5)非

研究類成就(6)其他效益方面說明重要之成果及重大之突破，以文字方式

分列說明。 

(1)學術成就： 

• 以細胞培養模式及斑馬魚胚胎模式作為毒性測驗模式探討環境水體之

毒性影響，藉以評估環境水體和奈米微粒對於生物體之危害程度，並

且探討環境水體可能誘發的細胞毒性機轉，提供環境水體所含之奈米

微粒更多面向思考與定位。 

• 於實驗結果中可確認奈米銀及奈米氧化鋅會導致細胞及斑馬魚胚胎模

式之危害，於細胞培養模式中，奈米銀及奈米氧化鋅會導致細胞死亡

率增加及誘發過量氧化壓力、細胞凋亡、自噬作用，而於斑馬魚胚胎

模式可發現奈米銀和奈米氧化鋅會導致斑馬魚胚胎死亡率增加、體長

減短、畸形增加及細胞凋亡增加。 

• 可評估台灣環境水體之奈米毒性的可能性，並探討其對環境及生物所引

發的危害問題。細胞分別暴露 0.22 與 0.1μm 濾紙上之顆粒物質，其結果

顯示不論是第一季或者第二季的三個水體樣品皆無顯著的細胞毒性效

應，且只有在成功湖的樣品中偵測到些許的 ROS 生成。 

• 在斑馬魚胚胎模式中可發現，不論是成功湖、二仁溪或曾文水庫的水體，

經過 1、0.45、0.22 與 0.1 μm 濾膜過濾之濾液都不會讓其存活率明顯下

降，而於體長量測上可發現第一、二季節之成功湖、二仁溪及曾文水庫

皆會使體長增加，並且環境水樣中皆不會誘發氧化壓力及細胞凋亡之增

加。 

• 根據目前研究結果顯示，本團隊所建立之環境水體奈米微粒毒性標準草

案具有潛力可應用於未來建立奈米快速篩選毒性平台。 
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(2)技術創新：本研究團隊建立適於檢測奈米微粒之方法草案，可分為細胞

培養模式及斑馬魚胚胎模式兩大部分，細胞培養模式四種毒性試驗方法

草案，其包括細胞存活、細胞凋亡、氧化壓力測試、自噬作用測試及 5

種斑馬魚胚胎毒性測驗方法，其包括斑馬魚胚胎存活率與半致死濃度、

外觀型態畸形率、體長量測、氧化壓力測試和細胞凋亡，綜合以上多樣

檢測方法可提供全面性較完整的毒性機轉探討，並且可更有效且準確的

建立毒性篩選平台及鑑定具有毒性之奈米微粒檢體。 

 

(3)經濟效益：本計畫中，建立細胞培養模式及斑馬魚胚胎模式標準方法草

案，可提供大量及非感知動物進行快速毒性篩選，並可早期快速確認可能

的毒性樣品，符合 3R 原則減少動物之使用及避免因大量動物之高額花費，

以未來的永續性而言，可有效提昇經濟效益。 

 

 (4)社會影響：建立奈米微粒細胞培養模式及斑馬魚胚胎模式之毒性檢測

草案，可供未來建立檢測奈米微粒之快速毒性篩檢平台，並可建立風險

評估相關資訊及增進奈米微粒之使用安全性，有效促進環境安全之永續

發展。 

(5)非研究類成就： 

於本計畫執行期間，培育一位在生物醫學領域的博士生及一位碩士生 

(6)其他效益： 

無 

 

2.請依本計畫(涉及)設定之成果項目以量化績效指標方式及佐證資料格式

填寫主要之量化成果(如學術成就代表性重要論文、技術移轉經費/項

數、技術創新項數、技術服務項數、重大專利及項數、著作權項數等項

目，含量化與質化部分)。 

 

陸、評估計畫主要成就及成果之價值與貢獻（out come） 

請依前述重要成果及重大突破說明其價值與貢獻度如： 

1. 學術成就(科技基礎研究) (權重 30 %) 

本團隊所建立之環境水體奈米微粒毒性標準草案具有潛力可應用於未來建立

奈米快速篩選毒性平台。 

 
2.技術創新(科技整合創新) (權重 20 %) 

本團隊多樣檢測方法可提供全面性較完整個毒性機轉探討，並且可更有效且

準確的建立毒性篩選平台。 

 
3.經濟效益(產業經濟發展) (權重 20 %) 

建立之細胞培養模式及斑馬魚胚胎模式標準方法草案，可提供大量及非感知

動物進行快速毒性篩選，可早期並快速確認可能的毒性樣品避免後續之費用

支出。 
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4.社會影響(民生社會發展、環境安全永續) (權重 15 %) 

可供未來建立檢測奈米微粒之快速毒性篩檢平台，並可建立風險評估相關資

訊及增進奈米微粒之使用安全性。 

 
5.非研究類成就(人才培育、法規制度、國際合作、推動輔導) (權重 15 %) 

培育兩位在生物醫學領域的博士生及一位碩士生 

6.其它效益(科技政策管理及其它) (權重 0 %) 

無 

 

 

柒、與相關計畫之配合 

 

無 

 

捌、後續工作構想及重點 

於本計畫中建立之奈米微粒檢測標準方法草案可適用於奈米微粒毒性之檢測，而

於未來可將其用於建立奈米微粒之毒性篩選平台，透過建立這樣的平台可快速篩

選並建立毒性資料庫，進而可應用於篩選具毒性之奈米微粒商品。而針對環境水

樣的部分，雖於本計畫中環境水體之奈米微粒並無引發顯著之毒性效應，其原因

可能是由於環境水體之奈米微粒其含量不足以誘發出毒性效應，因此建議於未來

相關之研究可將環境水體進行濃縮後再進行毒性試驗。 

 

玖、檢討會與建議 

根據本團隊之結果顯示，環境水體之奈米微粒並未引發明顯之毒性效應，可能是

因為於環境水體中其奈米微粒之含量不足以誘發毒性，因此建議於未來相關之研

究可將環境水體進行濃縮後再進行毒性試驗，但依照奈米銀及奈米氧化鋅之試驗

結果仍可證實於本計畫建立之毒性測驗草案方法可反應奈米微粒之毒性效應。 

 

 

 

 

 

填表人：        聯絡電話：      傳真：       
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表 1-2 

106 年度科技計畫成果效益自評表 

（請由計畫主持人、執行人填寫，再由主管部會署初核） 

 

壹、計畫基本資料                                    領域別： 環境保護   

計畫主持人  王應然   

計畫名稱『環境奈米評析與綠色化學檢測技術研究(3/3)-環境水體奈米物質之細

胞毒性研究』 

審議編號 EPA-106-13S5-02-01  

計畫期程 106 年 2 月至 106 年 12 月 

全程經費    億 1500 千元     年度經費    億    千元 

執行機構 國立成功大學  

 
貳、計畫目標與執行內容是否符合（如有差異，請說明） 

 

計畫目標及執行內容符合。 

 

我們已針對 ISO、OECD 與 NCL 等國際單位公告之奈米微粒毒性檢測方法學進

行文獻回顧，並撰寫適於檢測環境水體之奈米微粒的毒性之細胞株培養與斑馬魚

胚胎標準方法草案，其細胞培養包括存活率、細胞凋亡、自噬作用與氧化壓力；

斑馬魚胚胎包含存活率與半致死濃度、外觀型態畸形率、體長量測、氧化壓力測

試和細胞凋亡，共計九種毒性測驗方法。我們也利用人造奈米氧化鋅及奈米銀及

相對應之大分子材料進行測試，並提出可行之標準方法草案，而第二階段我們已

採集第一、第二季節之成功湖、二仁溪與曾文水庫共計六件環境水體，並且以穿

透式電子顯微鏡檢及動態光散射分析 

檢測奈米微粒之粒徑及分散情形，最後我們也已將環境水體之奈米微粒進行細胞

培養模式及斑馬魚胚胎模式進行上述之毒性測驗。透過奈米銀、奈米氧化鋅及環

境水體之奈米微粒可證實所建立之檢測方法可反應奈米微粒之毒性效應。計畫目

標及執行內容符合。 

 

參、計畫已獲得之主要成就與成果 

我們在第一階段利用人造奈米氧化鋅及奈米銀及相對應之大分子材料進行測試，

並提出可行之標準方法草案，而第二階段我們分析成功湖、二仁溪與曾文水庫，

共計六件環境水體，並且檢測奈米微粒之粒徑及分散情形，穿透式電子顯微鏡檢

分析結果發現不論第一季及第二季之環境水樣皆有較小粒徑之微粒，但進行動態

光散射分析時，卻發現除第一季節二仁溪水樣以外，其餘樣本的微粒含量皆低於

偵測極限。而在細胞暴露模式中，分別暴露 0.22 與 0.1μm 濾紙上之顆粒物質，
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其結果顯示不論是第一季或者第二季的三個水體樣品皆無顯著的細胞毒性效應，

且只有在成功湖的樣品中偵測到些許的 ROS 生成。此外在斑馬魚胚胎模式中可

發現，不論是成功湖、二仁溪或曾文水庫的水體，經過 1、0.45、0.22 與 0.1 μm

濾膜過濾之濾液都不會讓其存活率明顯下降，而於體長量測上可發現第一、二季

節之成功湖、二仁溪及曾文水庫皆會使體長增加，並且環境水樣中皆不會誘發氧

化壓力及細胞凋亡之增加，綜上所述，我們藉由以超純水分別添加人造奈米氧化

鋅及奈米銀的實驗建立可行之標準方法草案，而六件環境水體的分析結果顯示，

其存在環境水體之奈米微粒並不足以對選定細胞株培與斑馬魚胚胎產生顯著毒

性。 

 

 

肆、計畫主要成就與成果之價值與貢獻度（out put）（如論文篇數、技術移轉經

費/項數、技術項數、技術創新項數、技術服務項數、專利

權項數、著作權項數等） 

請依前述重要成果及重大突破說明其價值與貢獻度如： 

 

以細胞培養模式及斑馬魚胚胎模式作為毒性測驗模式探討環境水體之毒性影響，

藉以評估環境水體和奈米微粒對於生物體之危害程度，並且探討環境水體可能誘

發的細胞毒性機轉，提供環境水體所含之奈米微粒更多面向思考與定位。本研究

團隊建立適於檢測奈米微粒之方法草案，可分為細胞培養模式及斑馬魚胚胎模式

兩大部分，細胞培養模式四種毒性試驗方法草案，其包括細胞存活、細胞凋亡、

氧化壓力測試、自噬作用測試及 5 種斑馬魚胚胎毒性方法，其包括斑馬魚存活率

與半致死濃度、外觀型態畸形率、體長量測、氧化壓力測試和細胞凋亡，綜合以

上多樣檢測方法可提供全面性較完整的毒性機轉探討，並且可更有效且準確的建

立毒性篩選平台及鑑定具有毒性之奈米微粒檢體。 

 

伍、評估計畫主要成就及成果之價值與貢獻（out come） 

1.學術成就(科技基礎研究) (權重 30 %) 

本團隊所建立之環境水體奈米微粒毒性標準草案具有潛力可應用於未來建立

奈米速篩選毒性平台。 

 

2.技術創新(科技整合創新) (權重 20 %) 

本團隊多樣檢測方法可提供全面性較完整個毒性機轉探討，並且可更有效且

準確的建立毒性篩選平台。 

 

3.經濟效益(產業經濟發展) (權重 20 %) 

建立之細胞培養模式及斑馬魚胚胎模式標準方法草案，可提供大量及非感知

動物進行快速毒性篩選，可早期並快速確認可能的毒性樣品避免後續之費用

支出。 

 

4.社會影響(民生社會發展、環境安全永續) (權重 15 %) 

可供未來建立檢測奈米微粒之快速毒性篩檢平台，並可建立風險評估相關資

訊及增進奈米微粒之使用安全性。 
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5.非研究類成就(人才培育、法規制度、國際合作、推動輔導) (權重 15 %) 

培育一位在生物醫學領域的博士生及一位碩士生 

6.其它效益(科技政策管理及其它) (權重 0 %) 

無 

 

陸、與相關計畫之配合程度 

無 

 

柒、計畫經費的適足性與人力運用的適善性 

 

原計畫規劃聘請碩士級專任助理一名並支領人事費月薪 39760 元，因國立成功大

學年資採認嚴格，亦難以聘請符合該年資薪資標準之助理，故改以聘請碩士級第

二年年資之專任助理擔任研究工作。除此之外，本計畫在人力運用上，皆符合原

先計畫之規劃，由專長領域相應的博士班與碩士班學生擔任兼任助理之研究工

作。因此，本計畫人事經費之適足性具有妥善運用，而人才分配與工作項目的適

善性層面，亦使人才適性發揮。 

 

捌、後續工作構想及重點之妥適性 

於本計畫中建立之奈米微粒檢測標準方法草案可適用於奈米微粒之檢測，而於未

來可將其用於建立奈米微粒之毒性篩選平台，透過建立這樣的平台可快速篩選並

建立毒性資料資料庫，進而可早期篩選出不適用之奈米微粒商品。而針對環境水

樣的部分，雖於本計畫中環境水體中其奈米微粒並無引發顯著之毒性效應，這可

能是由於環境水體之奈米微粒其含量不足以誘發出毒性效應，因此建議於未來相

關之研究可將環境水體進行濃縮後再進行毒性試驗。 

 

玖、檢討會與建議 

根據本團隊之結果顯示，環境水體之奈米微粒並未引發明顯之毒性效應，可能於

環境水體中其奈米微粒之含量不足以誘發毒性，因此建議於未來相關之研究可將

環境水體進行濃縮後再進行毒性試驗，但依照奈米銀及奈米氧化鋅之試驗結果仍

可證實於本計畫建立之毒性測驗草案方法可反應奈米微粒之毒性效應。 

 

計畫主持人簽名：           

填表人：           聯絡電話：       

                                       

 

主管部會評估意見： 
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主管簽名：         
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第一季採集水樣物品確認表 

採樣用具 數量 採樣前 採樣後 備註 

(A)採樣設備 

冰塊 3 桶 V V  

冰桶 3 桶 V V  

乳膠手套 1 盒 V V  

麻布手套 1 雙 V V  

原子筆 5 支 V V  

奇異筆 4 支 V V  

面紙 1 盒 V V  

MQ 試劑水 1 罐 V V  

樣品標籤紙 3 包 V V  

樣品封條 1 盒 V V  

相機及衛星定位儀

(含電池) 

1 組 V V  

滅菌袋 50 個 V V  

黑色塑膠袋 1 組 V V  

丟棄式滴管 1 盒 V V  

摺疊桌 1 個 V V  

GH、KH 試劑組 1 組 V V  

pH 偵測儀 1 組 V V  

導電度偵測儀 1 組 V V  

溶氧試劑 1 組 V V  

NO2、NO3、NH4 試

劑組 

各 1 組 V V  

溫度計 2 個 V V  

餐巾紙 1 包 V V  

拭鏡紙 1 盒 V V  

100 mL 燒杯 2 個 V V  

廢液桶 2 個 V V  

70%濃硫酸 300 mL V V 放在冰桶用
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石臘膜封緊 

(B) 採樣容器 

500 mL 血清瓶 5 個 V V  

滅菌採水袋 50 個 V V  

     

(C) 文件及紀錄表 

現場採樣紀錄表 6 張 V V  

採樣計畫書 1 本 V V  

     

(D) 儀器 

Cond 6022 導電度

計 

1 組 V V  

GB-5011 酸鹼度測

定器 

1 組 V V  

     

(E)安全防護裝備 

活性碳防護口罩 1 盒 V V  

抗酸防護手套 1 盒 V V  

     

清點人 施詠笙  OK   

清點時間日期 

 2017.5.7 第一季成功湖 

 2017.5.8 第一季曾文水庫 

 2017.5.9 第一季二仁溪 
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第二季採集水樣物品確認表 

採樣用具 數量 採樣前 採樣後 備註 

(A)採樣設備 

冰塊 3 桶 V V  

冰桶 3 桶 V V  

乳膠手套 1 盒 V V  

麻布手套 1 雙 V V  

原子筆 5 支 V V  

奇異筆 4 支 V V  

面紙 1 盒 V V  

MQ 試劑水 1 罐 V V  

樣品標籤紙 3 包 V V  

樣品封條 1 盒 V V  

相機及衛星定位儀

(含電池) 

1 組 V V  

滅菌袋 50 個 V V  

知本委託血清瓶 4 個 V V  

黑色塑膠袋 1 組 V V  

丟棄式滴管 1 盒 V V  

摺疊桌 1 個 V V  

GH、KH 試劑組 1 組 V V  

pH 偵測儀 1 組 V V  

導電度偵測儀 1 組 V V  

溶氧試劑 1 組 V V  

NO2、NO3、NH4 試

劑組 

各 1 組 V V  

溫度計 2 個 V V  

餐巾紙 1 包 V V  

拭鏡紙 1 盒 V V  

100 mL 燒杯 2 個 V V  
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廢液桶 2 個 V V  

70%濃硫酸 300 mL V V 放在冰桶用

石臘膜封緊 

(B) 採樣容器 

500 mL 血清瓶 5 個 V V  

滅菌採水袋 50 個 V V  

     

(C) 文件及紀錄表 

現場採樣紀錄表 6 張 V V  

採樣計畫書 1 本 V V  

     

(D) 儀器 

Cond 6022 導電度

計 

1 組 V V  

GB-5011 酸鹼度測

定器 

1 組 V V  

     

(E)安全防護裝備 

活性碳防護口罩 1 盒 V V  

抗酸防護手套 1 盒 V V  

     

清點人 施詠笙  OK   

清點時間日期 

 2017.7.17 第二季成功湖 

 2017.7.17 第二季曾文水庫 

 2017.7.17 第二季二仁溪 
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