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摘要 

   近年發現，以腫瘤本身或分泌物作為藥物載體時，具有高度生物相容性、增強藥物

遞送至特定細胞趨向性等優點。本實驗主旨在於研發腫瘤細胞膜分泌特性的奈米囊泡，以包

覆目標物加強癌症治療效果。因前期研究發現：蝦紅素具有極高抗氧化及抗腫瘤性，故選擇

蝦紅素作為抗癌藥物。蝦紅素奈米囊泡載體的製程方式是以黑色素癌及蝦紅素經適當比例混

合，透過擠壓法，再去除癌細胞遺傳物質及發炎因子。在成果方面：蝦紅素奈米囊泡與黑色

素癌細胞共同培養後證實，蝦紅素奈米囊泡抑制黑色素癌細胞生長及轉移的能力明顯優於等

量蝦紅素，且對於人體正常細胞無顯著傷害性，顯示囊泡具有選擇性運送的傾向。我們的科

展說明了蝦紅素奈米囊泡有成為抗癌藥物的潛力。 

壹、 前言

研究動機與文獻回顧 

黑色素癌在早期檢測非常困難，因為黑色素癌的初期型態與一般皮膚上的斑或痣沒什麼

差別，然而黑色素癌隨著時間經過，擴張速度極快。患者身上會迅速出現大量凹凸不平的小

圓包，惡化程度快再加上現存治療藥物的效果不佳，且治療的費用極高，使患者極容易輕忽

它並放棄接受治療，導致它的死亡率占全部皮膚癌之中最高。根據衛生福利部統計，以

2015 年來說，黑色素癌佔了整體皮膚癌死亡率的 60%，是當今非常棘手的癌症 。目前治療

黑色素癌的方法有外科手術、化學療法、放射療法、免疫療法等，但這些治療方式往往都伴

隨著強烈的副作用，且無法徹底根治黑色素癌，故我們又查找了將抗癌藥物有效送入目標細

胞中的其他方法。在奈米運輸科技中，研究人員會將目標藥物或促進腫瘤細胞死亡的蛋白質

包覆於奈米藥物載體中進行治療。相關文獻顯示將腫瘤本身的細胞膜製成奈米等級大小的囊

泡具有作為藥物載體的潛力，因為奈米囊泡具有類似細胞膜的結構（如蛋白質、脂質等），

能表現出更好的生物相容性，其組成的蛋白質大多來自於原細胞本身。於是我們想要以黑色

素癌細胞製做奈米囊泡，希望所製成的奈米囊泡可貼附、融合於黑色素癌細胞，以增強抗癌

藥物的作用性，將藥物有效且有目標性的送入癌細胞，並消滅癌細胞。隨著近年來蝦紅素被

各大醫學、生技研究證實有極優的抗氧化、視力改善、增強免疫力甚至是極佳的抗腫瘤能

力，相關的保健營養產品也逐漸大量上市，而普遍的消費者對於蝦紅素產品的接受度頗高，

因此我們的團隊經過討論後，決定本篇研究的對象將以蝦紅素作為抑制黑色素癌的前趨藥

物，以及利用黑色素癌細胞做為奈米運輸載體，希望可以達到有效治療黑色素癌的目的。 
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研究目的 

一、 檢測蝦紅素是否能達到有效抑制、消滅黑色素癌的效果。 

二、 利用囊泡擠壓器製作以黑色素癌細胞自身為外包膜的奈米囊泡，並確認其抑制、殺死

黑色素癌的效果。 

三、 觀察黑色素癌是否能專一性接收蝦紅素奈米囊泡。 

四、 比較蝦紅素奈米囊泡與等量純蝦紅素對抗黑色素癌的效果。 

貳、 研究設備及器材 

一、 研究器材 

    

無菌操作台 細胞培養箱 高壓滅菌爐 液態氮桶 

         

高精密度電子秤 超音波震盪儀 顯微鏡 流式細胞儀 

    

超高速離心機 桌上型離心機 低溫離心機 分光光度儀 

    

UVB 光照射儀 水域槽 移液器(Pipette) 微量吸管尖(Tip) 
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囊泡擠壓器（零件） 囊泡擠壓器（組裝後） 

 

二、 研究試劑材料 

    

蝦紅素 磷酸鹽緩衝生理鹽水 細胞培養液 CCK8 試劑套組 

   
 

PierceTM BCA Protein 

Assay  

regent A（右）、standard

（中）、regent B（左） 

錐蟲藍 

(trypan blue solution)

（後）、計數器

（中）、血球計算板

（前） 

PKH26 (紅色螢光

探針) 

 

密度梯度離心分離液 

(OptiprepTM) 

 

  

3



三、 細胞 

 
(一) 黑色素癌細胞(B16F10)：鼠源腫瘤細胞，是一種常用於研究黑色素皮膚癌的細

胞。 

(二) 皮膚角質細胞(HaCaT)：具備良好的增生能力，被利用於多項研究的人類角質細

胞。 

(三) 皮膚纖維母細胞(Hs68)：具有分泌多種基質及蛋白的功能，常用於傷口癒合等研究人

類細胞。 

註：三種細胞皆取自合作實驗室的液態氮桶。 

參、研究過程與方法 

 
一、抗氧化能力測定 
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(一) DPPH 自由基清除測定 

1. 原理：DPPH 是一種穩定的自由基，而 DPPH 自由基溶液在波長 517 nm 下有

最強吸收值，當自由基與抗氧化物質作用之後，抗氧化物質提供氫質子清除自

由基，因而自由基就會失去本身藍紫色變為亮黃色而造成吸光值的下降，反應

機制為 DPPH．＋ AH → DPPH：H ＋ A．，最後藉由測定 517 nm 的吸光值

則可判斷樣品抗氧化能力之強弱。 

2. 試劑配置：取蝦紅素 1.68 mM 以 DMSO 為溶劑，稀釋成 1、1/2、1/4、1/8、

1/12、1/24 倍樣品。DPPH 溶劑則取 15 mg DPPH 粉末 + 15 mL 甲醇溶劑配

置。 

3. 實驗步驟：取 DPPH 溶液 392L 並與樣品 8L 配置於微量離心管混合均勻，

接著取 100L 至 96 孔盤做 3 重複，避光 30 分鐘後以分光光度計並在 517 nm

下測量吸光值。當自由基被清除愈多時，其吸光值亦會隨之下降，利用相較於

空白對照組的吸光值相比，可判斷各樣品清除自由基能力之強弱。 

清除率 =  
控制組吸光值 −  樣品吸光值

控制組吸光值
 ×  100% 

 

(二) ABTS 自由基清除能力分析  

1. 原理：ABTS 與過硫酸鉀混合產生氧化反應，形成穩定的深藍綠色 ABTS+陽離

子自由基，而 ABTS+陽離子自由基溶液在波長 734 nm 下有強吸收值，當自由

基與抗氧化物質反應之後，溶液顏色變淡綠色造成吸光值的下降，故當吸光值

越低其抗氧化能力越強。 

2. 試劑配置：取蝦紅素 1.68mM 以 DMSO 為溶劑，稀釋成 1、1/2、1/4、1/8、

1/12、1/24 倍樣品。ABTS 溶液取 180.11 mg ABTS 粉末 + 50 mL 二次水溶劑

配置成 7 mM ABTS 溶液。過硫酸鉀溶液取 180.11 mg 過硫酸鉀粉末 + 10 mL

二次水溶劑配置成 140 mM 過硫酸鉀溶液。 

3. 實驗步驟：取 ABTS 溶液 25 mL 並與過硫酸鉀溶液 440 L 混合配置成 ABTS+

陽離子自由基溶液，避光反應 12 小時後，用乙醇稀釋 ABTS+陽離子自由基溶
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液至吸光值為 0.7 ± 0.002，接著取樣品 20 L 與 ABTS+陽離子自由基溶液 380 

L 配置於微量離心管混合均勻，接著取 100 L 至 96 孔盤做 3 重複，避光 30

分鐘後以分光光度計在 734 nm 下測量吸光值。當自由基被清除愈多時，其吸

光值亦會隨之下降，利用相較於空白對照組的吸光值相比，可判斷各樣品清除

自由基能力之強弱。 

清除率 =  
控制組吸光值 −  樣品吸光值

控制組吸光值
 ×  100% 

(三) 還原力測定（Reducing power assay） 

1. 原理：利用樣品的抗氧化能力將赤血鹽（Potassium ferricyanide）的[Fe(CN)6]
－

還原成[Fe(CN)] 4－
；三分子的[Fe(CN)] 4－

和四分子的 FeCl3 形成 Fe[Fe(CN)4]3，

在波長 700 nm 下有強吸收值，隨著 Fe[Fe(CN)4]3 增加，溶液的顏色越深造成

吸光值增加還原力越好。 

2. 試劑配置：取蝦紅素 1.68mM 以 DMSO 為溶劑，稀釋成 1、1/2、1/4、1/8、

1/12、1/24 倍樣品。 

3. 實驗步驟：準備八個微量離心管，加入磷酸緩衝液 340 L 及赤血鹽 7.5 L 至

每個微量離心管中，再將六個樣品取 7.5 L 至微量離心管中，另外兩個微量離

心管分別加入 BHA(丁基羥基甲氧苯，butylated hydroxyl-anisole)及二次水 10 

L 分別作為正控制及控制組，將八個微量離心管進行水浴（water bath）

50°C、20 分鐘，接著放入冰塊降溫 2 分鐘後，加入 TCA（三氯乙酸，

Trichloroacetic acid) 160 L 到微量離心管中並放進離心機中轉 10 分鐘（離心

機設定為 3000 轉），離心結束後取上清液 75 L 至 96 孔盤當中做 3 重複，再

加入 25 L 的 FeCl3 至 96 孔盤，最後以分光光度計並在 700 nm 下測量其吸光

值。 

二、細胞繼代 

(一) 細胞凍存與解凍 

1. 凍存：冷凍細胞前，應先配置細胞冷凍保存液，將 DMSO 加入新鮮培養基

中，使其最終濃度為 5~10％，混合均勻，置於室溫下等待使用。依細胞繼代
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培養之操作，收集細胞，並取少量細胞懸浮液計數細胞濃度及凍前存活率。將

收集之細胞離心 1000 rpm、5 分鐘後，去除上清液，加入適量冷凍保存溶液，

混合均勻後，使細胞濃度為 1~5 × 106 cells/mL，分裝至冷凍保存管中， 每管

分裝 1 mL。採階段性冷凍儲存，置於-20 ℃至少 20 分鐘，並放入-80 °C 約 16

小時後，移至液態氮桶中保存。 

2. 解凍：先預備好空的培養皿分別加入 10 mL 的培養基（因為細胞凍存夜中含有

DMSO，所以須以 1：10 去稀釋），從液態氮桶中取出待解凍之凍管，將細胞

冷凍管置於浮床上以 37 °C 水浴槽回溫，接著將細胞液取出，加入至 dish 後，

放入培養箱，數小時後觀察細胞是否貼盤。 

(二) 繼代培養：黑色素癌細胞（B16F10）／纖維母細胞（Hs68）／角質細胞

（HaCaT） 

去除培養皿內原有的細胞培養液，並取 PBS 潤洗，除去殘留的培養液。每個培養

皿加入 1 mL 的 trypsin-EDTA 後，放回培養箱約 7 分鐘後，讓貼附於盤底的細胞

懸浮。加入含有血清蛋白的培養液終止 trypsin-EDTA 作用，離心 1200 rpm，5 分

鐘。抽掉離心完後的上清液，加入 2 mL 的培養液回溶，並混合均勻。抽取 1 mL

的細胞液至 dish 搖晃均勻後，放回培養箱。過一段時間再次檢查細胞是否已貼

盤。剩餘的細胞，可使用細胞冷凍保存液和細胞液以 1：1 混合後，採階段性冷

凍儲存，置於-20 ℃至少 20 分鐘，並放入-80 °C 約 16 小時後，移至液態氮桶中

保存。 

三、細胞存活率分析（CCK8 Assay） 

(一) 原理：透過將淡黃色之 WST8 (Water Soluble Tetrazolium 8)水溶液與活細胞內的脫

氫酶反應後，WST8 會被還原成橙色的甲䐶 (formazan)水溶性產物。因此活細胞

的數目和橘色深淺成正比，最後在波長 450 nm 下藉由分光光度計測量吸光值，進

一步求得其存活比率。 

細胞存活率 =  
樣品存活率 −  空白組存活率

控制組吸光值 −  空白組吸光值
 ×  100% 

(二) 試劑配置：取蝦紅素 1.68 mM 並以 DMEM 為溶劑，稀釋成 1、1/2、1/4、1/8、

1/12、1/24 倍樣品；而蝦紅素奈米囊泡則配置成 100 M、125 M、150 M、175 

M 及 200 M。CCK8 試劑則是取 10 L 之 WST8 並以 DMEM 稀釋 10 倍。 

(三) 實驗步驟：將細胞在 96 孔盤中培養 24 小時。之後與不同濃度的蝦紅素溶液與
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DMEM (Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium)一起孵育，然後將細胞在 5％二氧化

碳的環境下於 37 °C 孵育 24 小時。最後將 WST8 溶液添加到每個孔中，並在 37 

℃下孵育培養 2 至 4 小時。使用分光光度計在 450 nm 下測量細胞懸浮液的吸光

度。該實驗進行三重複，並且進行統計分析以獲得最終值。 

四、奈米囊泡製備  

(一) 細胞刮除：將長滿並已貼附於培養皿(cell culture-dish)壁上的黑色素癌細胞，使用

無菌細胞刮勺(cell scrapers)並加入 1 mL PBS（磷酸鹽緩衝生理鹽水）刮除，並加

入到微量離心管中(eppendorf)。 

(二) 離心：將微量離心管放入離心機中進行 1200 rpm，10 分鐘，讓黑色素癌細胞沉澱

於離心管的底部。 

(三) 細胞計數：將部分黑色素癌細胞混合 PBS 並滴入錐蟲藍(trypan blue solution)來區

分出活細胞與死細胞，將所計算出的數量來推測取得全部的細胞數。 

(四) 超音波震盪：將蝦紅素與細胞進行 30 分鐘的超音波震盪，因超音波有頻率高、波

長短、穿透力強的特性，能使萃取蝦紅素與細胞達到充分混合接觸，在 30 分鐘後

每 10 分鐘混合(pipette)一次，一共進行 90 分鐘。 

(五) UVB 照射：先將蝦紅素與黑色素癌細胞的混合液從離心管移到培養基中，放入照

射 UVB 照射的儀器，進行 2 分鐘的 UVB 光照射破壞黑色素癌細胞的 DNA。 

(六) 擠壓：先將孔徑大小為 10 m 聚碳酸酯(PC)膜放入奈米擠壓器當中，再將蝦紅素

與黑色素癌細胞的混合液進行來回擠壓 5 次，接著換為孔徑大小為 5 m 聚碳酸酯

(PC)膜，重複上述步驟進行擠壓，擠壓結束後，讓癌細胞的細胞膜擠壓成奈米囊

泡，來包覆蝦紅素，對抗黑色素癌細胞。 

(七) 超高速離心：將密度梯度分離液(60%)加入離心管中，接著將奈米囊泡緩緩地沿著

管壁加入，最後再配置 10%的密度梯度分離液，使囊泡位於離心管正中間。將配

置完成的離心管牢固的鎖在超高速離心機中，將超高速離心機設定成 25,000 

rpm、 4 ℃、2 小時。離心完後，將位於正中間的囊泡抽起並加入 15 mL 之離心

管(附件二)。 

五、細胞遷移率分析（Migration 傷口癒合分析） 

將黑色素癌細胞以每孔 3 × 105 cell/mL 加 70 mL 至傷口癒合插件(Culture-Insert 2 Well)

中培養 24 小時。之後先將插件內的 DMEM (Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium)抽起

並使用 PBS 潤洗兩次，再與不同濃度的囊泡和 DMEM 在 5％ CO2 的環境下於 37 °C

一起培養 16 小時，並利用光學顯微鏡(Leica microsystems)在 4 倍視野下拍攝縫隙上細
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胞遷移的程度，並計算面積得出細胞遷移率。 

六、DLS 粒徑分析 

(一) 原理：利用動態光散射原理與光子光譜，根據待測物在液體中布朗運動的速度測

量待測物的大小。因大小粒子運動速率不同，所以經雷射照射後不同的顆粒造成

散射光產生不同角度的散射，所得的結果再與光子光譜做比對得到待測物的大

小。 

(二) 實驗步驟：取製備完成的囊泡 1 mL 加入光吸管(Cuvette)中，並放入粒徑分析儀

(Litesizer)的四方格孔洞中，按下黃色亮起的燈，並蓋上蓋子之後按 Start 開始進行

測量。 

七、細胞螢光染色 

(一) PKH 染劑原理：PKH26 染劑適用於細胞的標記，也常用於體內細胞追蹤的研究，

光譜處於黃～橙色區域，在光學顯微鏡下，可看見紅橙色的激發光。 

(二) 實驗步驟：去除培養皿內原有的細胞培養液，並取 PBS 潤洗，除去殘留的培養

液。每個培養皿加入 1 mL 的 trypsin-EDTA 後，放回培養箱約 7 分鐘後，讓貼附

於盤底的細胞懸浮。加入含有血清蛋白的培養液終止 trypsin-EDTA 作用，離心

1200 rpm，5 分鐘。抽掉離心完後的上清液，加入 2 mL 的培養液回溶，並混合均

勻。加入 1 mL 稀釋液 C (Diluent C)，與細胞液充分的混和；同時，取 4 mL 的

PKH26 與 1 mL 的稀釋液 C (Diluent C)，混和於另一離心管，再將兩管混合在一

起，放入培養箱，培養 2～5 分鐘，輕輕搖晃，使其均勻，接著加入等量血清後，

離心 400 g，10 分鐘。接著將上清液抽乾，加入 1 mL 的 PBS 回溶並離心，重複三

次。 

 

肆、研究結果 

一、 抗氧化能力測定 

在本次的實驗中，分別利用 DPPH 自由基清除測定、ABTS 自由基清除能力及還原力

測定(Reducing power assay)等三種不同方法測試蝦紅素的抗氧化能力。在 DPPH 自由基

清除測定實驗中(圖一)，橫軸從左至右分別為控制組(Control)、正控制組(Positive)及不

同濃度的蝦紅素樣品，控制組為二次水而正控制組為 100 μM 維他命 C；縱軸為 DPPH

自由基的清除能力。蝦紅素具有 DPPH 自由基清除能力，在 0.07 mM 蝦紅素中，僅具

有約 15%的 DPPH 自由基清除率，而在 1.68 mM 高濃度蝦紅素的 DPPH 清除能力大約
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在 50%左右，在 0.42 mM、0.84 mM 時，抗氧化能力均為 20%左右。 

蝦紅素具有顯著的 ABTS 自由基清除能力(圖二)，控制組(Control)為二次水而正控制組

(Positive)為 EDTA。在蝦紅素低濃度 0.07 mM 時，具有 20%左右的自由基清除能力，

當蝦紅素濃度越高時，ABTS 自由基的清除能力也隨之提高，具有明顯的濃度趨勢；

蝦紅素在較高濃度 0.42 mM、0.84 mM、1.68 mM 時，ABTS 自由基的清除能力與正控

制組皆不具有顯著差異，ABTS 自由基的清除能力皆在 85% 以上，具有極強的抗氧化

能力。 

在還原力測定(圖三)的實驗中，控制組(Control)所選的試劑為二次水，正控制組

(Positive)所選用的試劑為丁基羥基甲氧苯(BHA)，縱軸為抗氧化能力。圖三顯示，蝦紅

素幾乎不具有清除自由基的還原力，各濃度蝦紅素的還原力，與控制組皆無顯著差

異。 

若利用 IC 50 (半抑制濃度，是一種定量度量，表示需要多少帶測物的濃度或劑量來抑

制特定生物化學功能，且抑制的效果達 50%，一般 IC50 的值越小代表代測物抑制效果

越佳)測定蝦紅素之 DPPH 及 ABTS 自由基消除能力(圖四)，蝦紅素清除 ABTS 的 IC 50

為 0.231 m(圖四 A)，代表蝦紅素在濃度 0.231mM 時抗氧化能力即達 50%；而 DPPH

自由基清除率的 IC 50 約為 1.61m(圖四 B)。綜合以上結果，可以證明蝦紅素確實有

極高效的抗氧化能力，且在 DPPH 及 ABTS 自由基清除時有較佳的表現。因蝦紅素在

濃度 0.42mM、0.84mM、1.68 mM 時，即展現出極佳的 ABTS 抗氧化能力，與正控制

組無顯著差異。因此，我們選定 0.42mM 及 0.84mM 的蝦紅素進行後續實驗。 

 

圖一：DPPH 清除率測試。控制組(control)為二次水；正控制組(positive)為 100 μM 維生

素 C。樣品與 control 相比：* P < 0.05；** P < 0.01；*** P < 0.005 
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圖二：ABTS 清除率測試。控制組(control)為二次水；正控制組(positive)為 EDTA。樣品與

control 相比：* P < 0.05；** P < 0.01；*** P < 0.005 

 

圖三：還原力測試(Reducing power)。控制組(control)為二次水；正控制組(positive)為

BHA。樣品與 control 相比：* P < 0.05；** P < 0.01；*** P < 0.005 
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圖四：自由基清除率的 IC50。(A)ABTS 的自由基清除率。(B)DPPH 的自由基清除率。 

 

二、 奈米囊泡粒徑分析與蛋白質定量 

(一) DLS 粒徑分析 

由實驗一：蝦紅素的抗氧化能力測定得知，0.42mM 及 0.84mM 蝦紅素的抗氧化

能力較佳。因此，將 0.84 mM 及 0.42 mM 兩種不同濃度的蝦紅素與黑色素癌細胞

混合，製作出兩種不同的蝦紅素奈米囊泡(NV)：一種為包覆 0.84 mM 蝦紅素奈米

囊泡 NV (0.84 mM) ，另一種為包覆 0.42 mM 的蝦紅素奈米囊泡 NV (0.42 mM)。

(圖五)的橫軸為 0.84 mM 及 0.42 mM 兩種不同濃度製成的蝦紅素囊泡 NV (0.84 

mM) 及 NV (0.42 mM)；縱軸為粒徑大小(nm)。NV (0.84 mM)直徑大小約為 1620 

nm 而 NV (0.42 mM)直徑大小約為 470 nm。在(圖五)中顯示，將濃度越高的蝦紅素

與黑色素癌細胞混合，並製成奈米囊泡，此囊泡的粒徑會越大。 

 

圖五：奈米囊泡粒徑分析。 

(二) 蛋白質含量測定(BCA) 

將 BCA 蛋白做出標準曲線後，利用分光光度計測量，再檢測黑色素癌細胞的吸光

值。再將得到的數據帶入標準曲線，求得黑色素癌細胞蛋白質濃度為 1.4 mg/mL。

並使用相同方法測量 NV (0.84 mM ) 與 NV (0.42 mM )的吸光值，將分光光度計測

得的數值再帶入標準曲線計算，得知 NV (0.84 mM )與 NV (0.42 mM )的蛋白質含

量分別約為 0.77 及 0.48 mg/mL。此實驗顯示了，粒徑越大的奈米囊泡，其所含的

蛋白質濃度越高。 
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圖六：BCA 蛋白質測定。 

 
三、 細胞存活率分析 

此實驗分為三部分，目的是為了檢測未包覆囊泡的蝦紅素、NV (0.84 mM )與 NV (0.42 

mM )是否具有對抗黑色素癌細胞的能力及奈米囊泡是否有選擇性運輸的傾向。第一部

分的實驗，使用未包覆奈米囊泡的蝦紅素進行 B16F10 細胞存活率分析測試，為了找出

進行後續實驗的蝦紅素濃度(圖七)。由(圖五)顯示，未包覆奈米囊泡的蝦紅素濃度在

150 M ~ 175 M，有很大的落差，黑色素癌細胞的存活率由 150 M 的 70%存活率，

急速降至 175 M 的 20%以下。顯示了未包覆奈米囊泡的蝦紅素在 150 M ~ 175 M 之

間，具有半數致死的效果。也證實了，蝦紅素具有抗黑色素癌的功能，具有作為抗癌

藥物的潛力。因此，在接下來的實驗中，為了測定蝦紅素包覆在奈米囊泡內的抗癌特

性，我們選定了 100 M、125 M、150 M、175 M、200 M 的蝦紅素進行後續實

驗。 

第二部分實驗，將比較未包覆奈米囊泡的蝦紅素，及 NV (0.84 mM) 與 NV (0.42 mM) 

對 B16F10 存活率的影響，為了證明奈米囊泡具有加強蝦紅素抗癌效果的能力(圖八)。

因蝦紅素包裹於奈米囊泡後，其蝦紅素包裹於奈米囊泡後，蝦紅素的有效濃度會改

變，因此我們使用了蝦紅素濃度的檢量線(附件一)算出 NV (0.84 mM) 與 NV (0.42 mM) 

的檢量濃度，為了使囊泡內的蝦紅素與未包覆囊泡的蝦紅素濃度可以比較。將 NV 

(0.84 mM) 及 NV (0.42 mM) 算出檢量濃度 100 M、125 M、150 M、175 M、200 

M，與未包覆囊泡的蝦紅素一起進行細胞存活率實驗的比較(圖八)。未包覆囊泡的蝦

紅素組別中，B16F10 的死亡率與圖八數值相符，150 M 蝦紅素具有 70% 存活率，

175 M 及 200 M 蝦紅素的存活率皆為 20% 以下。在 100 ~ 150 M 時，包覆蝦紅素

的奈米囊泡皆具有較強的 B16F10 細胞殺傷力，例如在 125 M 濃度時，未包覆奈米囊

泡的蝦紅素的 B16F10 存活率高於 80%，與控制組無顯著差異；但是，NV ( 0.42 mM ) 
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的 B16F10 存活率顯著下降，約為 40%；NV ( 0.84 mM )的細胞存活率更僅存 20%。雖

然在 175 M 及 200 M 較高濃度的蝦紅素處理組別中，未包覆奈米囊泡的蝦紅素、

NV (0.42 mM) 與 NV (0.84 mM) 的細胞存活率未達到顯著差異，但是仍然具有細胞存

活率在未包覆奈米囊泡的蝦紅素組別大於 NV ( 0.42 mM ) 大於 NV ( 0.84 mM ) 的傾

向。此實驗結果顯示，蝦紅素在包覆奈米囊泡的情形下具有較佳抑制癌細胞的能力，

且所包覆的原始蝦紅素濃度越高，抑制細胞存活的能力越大。 

實驗的第三部分，將測試此奈米囊泡是否對其他非黑色素癌的細胞具有抑制能力，也

就是此奈米囊泡是否將藥物遞送至特定細胞的趨向性(圖九)。實驗使用角質細胞

(HaCaT)及纖維母細胞(Hs68)在蝦紅素奈米囊泡 NV ( 0.42 mM ) 及蝦紅素奈米囊泡 NV 

( 0.84 mM ) 處理下的細胞存活率。在實驗中，HaCaT 的存活率在 100 ~ 200 M NV 

( 0.42 mM ) 及 NV ( 0.84 mM ) 皆無顯著差異，存活率皆為 70%以上，雖然 NV ( 0.84 

mM ) 的抑癌效率較 NV ( 0.42 mM )稍微好，但是仍無達到顯著差異(圖九 A)。而

Hs68(圖九 B)亦有此傾向，在各蝦紅素濃度的 NV ( 0.84 mM ) 和 NV ( 0.42 mM )中的細

胞存活率亦達到 70%以上，且皆無顯著差異。此實驗證明我們的奈米囊泡的確具有將

藥物運送至特定細胞的趨向性。 

 

圖七：未包覆囊泡之不同濃度蝦紅素的存活率測試。樣品與控制組相比：* P < 0.05；** 

P < 0.01；*** P < 0.005 
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圖八：B16F10 在未包覆囊泡的蝦紅素(Astaxanthin)、蝦紅素奈米囊泡 NV ( 0.42 mM ) 及

蝦紅素奈米囊泡 NV ( 0.84 mM ) 在濃度 100 M、125 M、150 M、175 M 及 200 M

下的細胞存活率。樣品與控制組相比：* P < 0.05；** P < 0.01；*** P < 0.005 

 

圖九：非黑色素癌細胞之蝦紅素奈米囊泡細胞存活率測試。(A)角質細胞(HaCaT)之蝦紅

素奈米囊泡細胞存活率測試 (B)纖維母細胞(Hs68)之蝦紅素奈米囊泡細胞存活率測試。

樣品與控制組相比：* P < 0.05；** P < 0.01；*** P < 0.005 

 

四、 遷移率分析 

此實驗是觀察蝦紅素奈米囊泡，是否真正有效抑制黑色素癌細胞的遷移。實驗組為

0.84 mM (圖十)及 0.42 mM (圖十一)的蝦紅素奈米囊泡，而又將其稀釋成 200、175、

150、125、100 M；對照組為細胞的正常培養，在經過 16 小時候，與對照組相比之

下，明顯的發現 0.84 mM 在濃度 200、150 M 下，能有效抑制癌細胞的擴散及生長，
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而在 0.42 mM 中，濃度 200、175、125 M 抑制表現極佳，其中又以濃度 125 M，觀

察到有少部分的細胞死亡。然而在下藥後 20 小時後，細胞突然大量地死亡，可能為蝦

紅素奈米囊泡在針對癌細胞上面，有極強的毒殺率。綜上所述，驗證出蝦紅素奈米囊

泡能有效抑制癌細胞的轉移及遷移。 

 

圖十：黑色素癌細胞遷移測試。(A)黑色素癌細胞與 NV (0.84 mM)培養 16 小時的細胞型

態 (B)黑色素癌細胞遷移率。樣品與控制組相比：* P < 0.05；** P < 0.01；*** P < 0.005 

 

 

圖十一：黑色素癌細胞遷移測試。(A)黑色素癌細胞與 NV (0.42 mM)培養 16 小時的細胞

型態 (B)黑色素癌細胞遷移率。樣品與控制組相比：* P < 0.05；** P < 0.01；*** P < 

0.005 

 

五、 細胞螢光染色 

在這項實驗中，我們先用 PKH26 螢光染劑將奈米囊泡的外膜染色，再將此染色的奈米

囊泡與細胞共同培養一天，並使用顯微鏡觀察，藉以判斷細胞是否將蝦紅素奈米囊泡攝入細

胞內，以確認蝦紅素奈米囊泡是否具有將藥物運送至特定細胞的趨向性。實驗比較了黑色素

癌細胞(B16F10)及角質細胞(HaCaT)。藥物採用蝦紅素奈米囊泡 NV ( 0.42 mM ) 及蝦紅素奈
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米囊泡 NV ( 0.84 mM )。圖(十二)為 B16F10 及 HaCaT 正常培養時的細胞型態，作為控制

組。實驗組為預染的蝦紅素奈米囊泡 NV ( 0.84 mM ) 及 NV ( 0.42 mM )，各自加入 B16F10 

圖(十三、十四)及 HaCaT 圖(十五、十六)兩種細胞當中。在圖(十三)及圖(十四)中可以發現蝦

紅素奈米囊泡 NV ( 0.84 mM ) 及 NV ( 0.42 mM )在 B16F10 中，皆細胞內發出紅色的螢光，

且在第二天的實驗照片中發現許多細胞殘骸。此證明了，蝦紅素奈米囊泡的確會進入細胞

中，並且能有效抑制 B16F10 的生長。相對的，在圖(十五)及圖(十六)的實驗中，HaCaT 細

胞內並無螢光，且藥物懸浮於 HaCaT 角質細胞上方，並沒有進入到細胞體內，在培養皿上

也未發現大量的細胞殘骸。因此，可以證明蝦紅素奈米囊泡不會進入非黑色素癌的細胞當

中。綜合以上結果，可以證實蝦紅素奈米囊泡，能效進入黑色素癌細胞(B16F10)去抑制細胞

的生長使其死亡，且具有一定程度的細胞趨性。 

 

圖十二：此為 B16F10 與 HaCaT 細胞的正常培養圖。作為螢光染色實驗的控制組。 
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圖十三：B16F10 與 NV ( 0.84 mM )共同培養 24 小時後的螢光染色細胞照片。Bright：細

胞照片。PKH26：螢光染色之細胞照片。Merge：將 Bright 與 PKH26 疊圖之細胞照片 

 
圖十四：B16F10 與 NV ( 0.42 mM )共同培養 24 小時後的螢光染色細胞照片。Bright：細胞照

片。PKH26：螢光染色之細胞照片。Merge：將 Bright 與 PKH26 疊圖之細胞照片 
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圖十五：HaCaT 與 NV (0.84 mM )共同培養 24 小時後的螢光染色細胞照片。Bright：細胞照

片。PKH26：螢光染色之細胞照片。Merge：將 Bright 與 PKH26 疊圖之細胞照片 

圖十六：HaCaT 與 NV ( 0.42 mM )共同培養 24 小時後的螢光染色細胞照片。Bright：細胞照

片。PKH26：螢光染色之細胞照片。Merge：將 Bright 與 PKH26 疊圖之細胞照片 

伍、討論 

首先，在抗氧化能力實驗，我們做了三項實驗來證明蝦紅素具有優良的抗氧化能力，

分別為 DPPH、ABTS、Reducing power，由 DPPH、ABTS 的實驗數據顯示出，當蝦紅素濃
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度越高時，其清除自由基的能力也越好，證明了蝦紅素具有強抗氧化能力，與我們所查閱文

獻的實驗結果相符。在細胞遷移實驗中再將蝦紅素與黑色素癌細胞共同培養，證明蝦紅素可

以有效抑制黑色素癌遷移與擴散，實驗發現濃度越高的蝦紅素與黑色素癌細胞混合培養後，

黑色素癌細胞生長受到越強烈的抑制。查找文獻後發現蝦紅素能使細胞內自由基與抗氧化物

失去平衡，近一步給癌細胞更多的氧化壓力來抑制其生長。 

在製造奈米囊泡的過程中，為了確認奈米囊泡的性質，以 BCA 蛋白質測定及 DLS 粒

徑分析作為實驗依據。在 BCA 蛋白質測定實驗中，我們肯定奈米囊泡上具有某些蛋白質是

來自於原先黑色素癌細胞本身的，再經過測量後與原始的蛋白質含量(1.4 mg/mL)相比，NV 

( 0.84 mM ) 及 NV ( 0.42 mM )分別為 60%及 35%。在 DLS 粒徑分析實驗中證實自製的奈米

囊泡確實屬於奈米等級的載體，大小約介於 400~1600 nm 之間，而造成 NV ( 0.84 mM ) 及

NV ( 0.42 mM )大小差異這麼大的原因，推測應為蛋白質的相近物質產生群聚與黏附效應，

導致 NV ( 0.84 mM )大小為 NV ( 0.42 mM )三倍左右。一般外泌體的大小介於 50 ~ 200 nm 之

間，雖然製成的囊泡比外泌體體積大了約兩倍左右，但依舊為奈米等級大小，此一特點提供

了更大的藥物與細胞接觸的表面積，使細胞對於囊泡內藥物的吸收度大幅提升。 

為了測試包覆蝦紅素的奈米囊泡是否會抑制黑色素癌細胞的生長。我們將不同濃度蝦

紅素溶液及蝦紅素奈米囊泡與黑色素癌細胞共同培養後進行細胞存活率測試。結果顯示，在

有被奈米囊泡包覆的情況下，黑色素癌的死亡率較高。此實驗證明了，使用奈米囊泡作為藥

物載體，可能具有加強藥物效果的潛力。此外，我們想知道囊泡包覆的蝦紅素對非黑色素癌

細胞是否也具有抑制的特性，我們也對角質細胞(HaCaT)與纖維母細胞(Hs68)也進行存活率

測試，在數據中證實 HaCaT 和 Hs68 對蝦紅素的接受度較小，細胞存活率幾乎都在 70%以

上。這項結果代表著蝦紅素奈米囊泡不會使其他細胞的存活率顯著下降殺死正常細胞，但對

於黑色素癌細胞卻有極高的致死率，此項結果代表蝦紅素奈米囊泡具有一定程度的細胞專一

性。再者，透過細胞遷移實驗，可以觀察到蝦紅素奈米囊泡，能在 16 到 18 小時內，抑制癌

細胞的生長，並在 24 小時以後造成細胞的凋亡，證實了蝦紅素奈米囊泡能有效抑制癌細胞

的轉移及遷移；而透過螢光染色可以觀察到螢光染劑進入到黑色素癌細胞，但是並未進入

HaCaT 細胞，代表著我們利用黑色素癌細胞本身所製成奈米囊泡是可以與一般的黑色素癌細

胞互相融合，把囊泡內所包覆的蝦紅素藥物直接送進黑色素癌細胞中，而從螢光染色的圖中

也可以觀察到經螢光染色後的奈米囊泡完整的包覆於黑色素癌細胞周圍更證實了奈米藥物有

著更佳的吸收度。而其他細胞並未發生此種狀況。一些研究表明，細胞膜（奈米囊泡膜）上

有某些細胞標誌（CD 蛋白）及整合素(integrin)是只有黑色素癌細胞特有。因此本實驗顯示

出奈米囊泡藥物的運送具有專一性與此有關。 
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陸、結論 

一、 蝦紅素的抗氧化能力 

(一) 實驗證明蝦紅素具有優秀的抗氧化能力，尤其是在 ABTS 及 DPPH 自由基清除率

的表現上。 

二、 奈米囊泡特性之確認 

(一) 由 BCA 蛋白測定顯示，奈米囊泡的成分不僅僅只有細胞膜的磷脂質成分，也具有

蛋白質。 

(二) 由 DLS 確認，自製的奈米囊泡粒徑大小介於 400~1600 nm 之間。 

三、 蝦紅素奈米囊泡抑制黑色素癌細胞的效果 

(一) 蝦紅素經由奈米囊泡包覆後，具有較佳抑制黑色素癌生長的效果，可加強癌症藥

物的效果。 

(二) 蝦紅素奈米囊泡不影響角質細胞及纖維母細胞的細胞存活率。在螢光染色實驗

中，蝦紅素囊泡僅進入黑色素癌細胞，並未進入角質細胞。證實蝦紅素奈米囊泡

具有運送藥物至特定細胞的傾向。 

(三) 蝦紅素奈米囊泡在細胞遷移實驗中，有效抑制癌細胞的遷移能力，具有抑制癌細

胞擴散的效果。 
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捌、附件 

一、蝦紅素濃度減量線 

二、囊泡製備完成圖 
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052014-評語 

【評語】052014  

1.  本研究的主旨在於研發黑色素癌細胞膜分泌特性的奈米囊

泡，以包覆蝦紅素當抗癌藥物加強癌症治療效果。研究結果

顯示此蝦紅素奈米囊泡可抑制黑色素癌細胞生長及轉移，且

對於正常的角質與纖維母細胞無顯著傷害性。 

2.  研究作品的題目名稱相當有趣，容易吸引讀者目光。研究過

程有系統地收集數據及分析。 

3.  蝦紅素的來源未說明。作品說明書的實驗方法陳述「取蝦紅

素 1.68 mM 以 DMSO 為溶劑，稀釋成 1、1/2、1/4、1/8、

1/12、1/24 倍樣品」，此濃度與附件的吸光值圖中濃度並不

一致。既然蝦紅素以 DMSO 為溶劑，在測量抗氧化能力實

驗時，不宜以二次水當控制組。 

4.  建議定義奈米囊泡(例如是外泌體或是微泡?)。蝦紅素濃度在

150 uM ~ 175 uM 時，黑色素癌細胞的存活率有很大的落

差，建議宜在此區間再做更細的分割。 

5. 可再進一步探討蝦紅素奈米囊泡如何抑制癌細胞的轉移及

遷移的機制。
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蝦!你是我的囊中物
科別: 動物與醫學科

組別:高中職組



前言

•黑色素癌占整體皮膚癌死亡率的60％

•目前治療黑色素癌細胞的方式有化療藥、免疫藥、標靶藥，但都
伴隨強大的副作用，例如:化療藥會使病人噁心嘔吐，疲倦無力且
影響造血系統功能

•特洛伊效應

•類似的細胞膜結構，表現出更好的生物相容性



研究架構圖





研究成果-抗氧化能力測定
可以顯現出蝦紅素具有抗氧化能力 無法顯現出蝦紅素具有抗氧化能力

自由基清除率的IC50

• ABTS、DPPH:當蝦紅素濃度越高時，清除自由
基的能力越好，表示蝦紅素具有抗氧化能力

• Reducing power:無法看出蝦紅素有抗氧化能
力

• 在ABTS 稀式兩倍及四倍有最好的抗氧化能力
經過代入檢量線，得到濃度為 0.84及0.42mM，
也用此濃度來做後續實驗



製備奈米囊泡

奈米囊泡

將載體震碎
破壞黑色素癌細
胞的DNA

利用密度梯度分離液
將藥物與遺傳物質分層

擠壓器



研究成果

DLS粒徑分析 蛋白質含量測定

NV(0.84 mM)直徑大小約為1620 nm

NV(0.42 mM)直徑大小約為470 nm

粒徑越大的奈米囊泡，所含的蛋白質濃度越高



研究成果-細胞存活率分析

⾓質細胞和纖維⺟細胞

黑色素癌細胞
未包覆囊泡之不同濃度蝦紅素

• 在濃度為100 到200 時存活率急劇下降，在接下來的
實驗，以此區間的濃度，進行實驗

• 其囊泡包覆的蝦紅素抑制黑色素癌細胞的能力優於
未經囊泡包覆的蝦紅素。

• 囊泡具有趨向性，會殺死黑色素癌細胞，而角質細
胞及纖維⺟細胞則否。



黑色素癌細胞與0.84 mM的奈米囊泡共培養

研究成果-細胞遷移率分析

黑色素癌細胞與0.42mM的奈米囊泡共培養

• 左圖可以看到隨著濃度的上升，
細胞離中間的標準線越來越遠且
有少部分的凋亡

• NV(0.84 mM)在濃度100 ~ 200 mM
下，能有效抑制癌細胞的擴散及
⽣⻑。

• NV(0.42 mM)在濃度125 ~ 200 mM
抑制表現極佳，在濃度100 mM下，
有少部分的細胞死亡。然而在後
20小時後，細胞突然大量地死亡，
可能為蝦紅素奈米囊泡在針對癌
細胞上面，有極強的毒殺率；因
此實驗時間訂為16小時。



研究成果-細胞螢光染色

對照組



研究成果-細胞螢光染色

染劑(PKH26) •用PKH26螢光染劑將奈米囊泡的
外膜染色

• PKH26染劑用於細胞的標記，也
常用於體內細胞追蹤的研究，
在光學顯微鏡下，可看見紅橙
色的激發光。

•由第三張合成圖中可以看到奈
米囊泡會貼附在黑色素癌細胞
上，而不會貼附在角質細胞上



未來展望
• 利用qrt PCR來檢測遺傳物質是否清除乾淨

• 將奈米囊泡進行純化，並製作成針劑，應用在人體的癌症治療。

• 奈米囊泡中包覆不同藥物，例如：化療藥，光敏劑，血管增生抑制劑…等，增強治
療的效果。

• 利用不同細胞製成奈米囊泡，如：紅血球細胞或巨噬細胞，讓奈米囊泡具有不同的
特性及趨向性
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