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摘要 
本研究係利用一具有酸鹼應答行為、生物相容性及生物可降解性

之 Poly(D,L-lactide)-g-Poly(N-vinylimidazole-co-N-vinyl-2-pyrrolidone) 

(PLA-g-P(NVI-co-NVP))接枝共聚物以及具有免疫隱蔽性及生物可降解

性之 methoxy poly(ethylene glycol)-b-poly(D,L-lactide)(mPEG-PLA)二團聯共聚

物，利用自我組裝設計出一同時具有環境酸鹼應答行為、可逆開關行

為及免疫隱蔽性之接枝 /複合型奈米微胞。mPEG 可隱蔽內核結構的強

正電性與疏水特性進而增加於體內循環時之穩定性與細胞吞噬量；NVI

可藉由其酸鹼應答行為，待藥物載體被細胞吞噬後，可因正電排斥力

造成結構的膨潤進而釋放藥物；PLA 則具有包覆輸水抗癌藥物的能力。 

    研究中我們首先探討接枝型奈米微胞之形成機制並得到製備時的

最佳化條件，而後我們依 PLA-g-P(NVI-co-NVP)與 mPEG-PLA 臨界微

胞濃度之不同，分別以不同重量比製備出各種組合之複合型奈米微

胞，並從中篩選出較佳的組成進一步探討 NVI 本身之酸鹼應答行為對

微胞型態之影響，結果指出接枝 /複合型奈米微胞皆有良好的 On-Off

酸鹼應答行為。除此之外，我們更利用 TEM 與 AFM 等電子顯微鏡証

實奈米微胞於不同環境下之核殼結構與表面型態變化。  

    藥物載體相關研究方面，我們將抗癌藥物 doxorubicin 包覆於 PLA

疏水內核，並利用免疫隱蔽性之外殼與具有酸鹼應答之特性進行「適

時」、「適地」之藥物控制釋放。其中我們探討接枝 /複合型藥物微胞之

藥物包覆最適化條件 (藥物包覆率高達約 40%)，並觀察藥物載體於不同

酸鹼環境下之 On-Off 藥物釋放情形，發現於 pH5.0 可得到快速且穩定

的藥物釋放曲線；而於 pH7.4 時卻可將藥物確實地包覆於疏水內核。

進一步地我們將藥物載體分別與 Hs68、HeLa、HepG2 等正常 /癌細胞

共同培養，結果指出於 IC50 附近，材料不具有任何毒性可言。最後，

我們以共軛焦電子顯微鏡證實藥物載體於細胞酸性胞器內進行藥物制

放，而後藉由擴散作用至細胞核內將細胞毒殺。  

 

關鍵字：PLA-g-P(NVI-co-NVP)、接枝 /複合型奈米微胞、On-Off 酸鹼  

       應答、臨界微胞濃度、藥物控制釋放、細胞毒殺。  
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Abstract 
A novel mixed micelle comprised of poly(D,L-lactide)-g-poly(N-vinylimidazole- 

co-N-vinyl-2-pyrrolidone) (PLA-g-P(NVI-co-NVP)) graft copolymer with methoxy 

poly(ethylene glycol)-b-poly(D,L-lactide) (mPEG-PLA) diblock copolymer was 

successfully developed for application in cancer therapy. The mixed micelle had an 

biocompatibility, biodegradab, pH-triggered inner core of P(NVI-co-NVP)-g-PLA to 

enable intracellular drug delivery and an extended hydrophilic outer shell of mPEG to 

hide the inner core. PNVI in backbone of graft copolymer exhibited pH-triggered 

property, when pH<6.0, the nanoparticle swelled (about 50%) depend on composition of 

NVI in backbone but not deformed its conformation. Otherwise, the conformation went 

back to initial state when pH>6.0, if micelle capsulated hydrophobic anticancer drug, 

this phenomenon would be called as “On-Off” controlled drug release. 

    In this study, we investigated the effect of mixed micelle with different critical 

micellar concentration (CMC) of diblock copolymer on comicellization. The results 

indicated that the CMC of diblock copolymer decreasing, the stability of mixed micelles 

increasing. Furthermore, the average size and polydipersity index(PI) of graft/mixed 

micelle can be measure by dynamic light scattering with the sample in phosphate buffer 

saline (PBS) at pH 7.4, it exhibited uniform size(about 70~100 nm) and narrow 

distribution(about 0.8~1.2).Besides, the core-shell structure of graft/mixed micelle at 

pH5.0 or pH7.4 can be prove by transmission electron microscopy (TEM). 

    The hydrophobic doxorubicin(DOX) was capsulated into the inner core of 
graft/mixed micelle by hydrophobic segment PLA for application in cancer therapy, and  
the capsulated efficiency can be as high as approximately 40 wt%. Graft/mixed micelle 
both exhibited high releasing rate in the initial 24 hr and the releasing behavior 
remained constant after 168 hr in the acidic surroundings(pH 5.0).Furthermore, there 
were rare initial burst releasing of graft/mixed micelle in neutral surroundings(pH 7.4). 
It means that the “On-Off” controlled drug release had successfully developed by 
altered pH value. In addition to above study, the efficiency of screening feature of 
mixed micelle can be distinguished from graft micelle in BSA/PBS stabe test and 
cytotoxicity, it means that mixed micelle exhibited better drug activity and lower 
material cytotoxitity. Finally, the free DOX and DOX-graft/mixed micelle distribution 
in cancer cell can be easily confirmed by confocal laser scanning microscopy(CLSM). 
 
Key word : PLA-g-P(NVI-co-NVP)、CMC、mixed micelle 、pH-triggered、On-Off、

controlled drug release、cytotoxicity 
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第一章、研究背景與動機  

『癌症』一般是泛指惡性腫瘤的統稱，是我國十大死因之首。因癌

症身亡的死亡人數約佔總體死亡人數的 20%以上，因此，研發有效率的

抗癌醫療系統是當今醫療科學領域的首務之急。 

癌症(腫瘤細胞)可簡要的區分為(1)血液科惡性疾病，此大類包括了急

性或慢性白血病、惡性淋巴瘤、多發性骨髓瘤等，(2)實質固態瘤，大致

又可細分成：(a)上皮細胞癌，如肺癌、胃癌、子宮頸癌等；(b)肉瘤，如

軟體組織肉瘤、骨肉瘤等；(c)其他實質固態瘤，如生殖母細胞瘤、視網

膜母細胞瘤等。而腫瘤細胞通常具有下列四項特性：(1)同源叢生性

(clonality)：腫瘤細胞大多起源於某一細胞，而後再增生分化成另一叢特

別的細胞。(2)自律性(autonomy)：腫瘤細胞的生長不會因周遭環境的改變

(化學層級作用與物理層及作用)而影響自生的分化，可以無限制的生長。 

(3)退變性(anaplasia)：腫瘤細胞缺乏正常而且有協調性的細胞分化，可以

看到各式各樣不同種類分化的細胞。(4)轉移性(metastasis)：腫瘤細胞具

有發展出不連續生長的特性以及能夠藉由血液以及淋巴系統擴散至全身

不同組織器官的能力。目前一般臨床上常見的癌症治療方法有外科手術

治療、放射線治療、化學治療、荷爾蒙治療以及免疫治療等。本論文之

核心目標即是針對傳統化學治療上所遇到的瓶頸，加以研究與探討並克

服其缺失。 

現今臨床上常見的化學治療主要可分為(1)全身性：採用靜脈注射或

是肌肉注射，有些則是經由口服進入體內；(2)局部性：動脈給藥、腹腔

內給藥、膀胱內給藥等。上述各類給藥方式都有藥物在體內半衰期過短

的缺點，必須採用多次給藥造成藥物濃度呈現鋸齒分布的不良情形。而
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現今常見的抗癌藥物皆缺乏對腫瘤細胞之毒殺專一性(specificiity)以及位

置選擇性(selectivity)，此負作用將會造成一般正常組織的毒害，因此智慧

型藥物傳輸系統(intelligent drug delivery system)的應用便由此而生。現今

時下常見的傳輸載體有微脂粒(liposome)型、病毒(virus)型、前驅藥物

(prodrugs)型、奈米粒子 (nanoparticles)型，以及高分子微胞 (polymeric 

micelle)型等等，各載體間各有其優缺點，而以高分子微胞型藥物傳輸載

體最具有結構設計上的變化性(variability)及靈活性(flexibility)，且其能夠

針對不同的特定環境及特異系統做最直接有效率的應答效果。因此，如

何將高分子微胞型藥物傳輸載體有效地應用於癌症治療，是當今學者所

努力專研的。而癌症治療上最理想之高分子微胞即是同時具有「免

疫隱蔽性」及「癌細胞辨識性」之功能。「免疫隱蔽性」即是其

能 夠 避 免 被 巨 噬 細 胞 (macrophages)或 嗜 中 性 白 血 球 細 胞

(neutrophils)所辨識並吞噬，能夠在血液循環中長時間穩定存

在，延長其被人體代謝的半衰期。此類高分子微胞通常具有

poly(ethylene glycol) (PEG)或 polysaccharides 等高分子鏈，其帶

親水基或電中性高分子鏈可提供一動態的遮蔽作用，可有效地

排開或推開血液中的蛋白質吸附，進而避開巨噬細胞 (phagocytes)

的辨識。而「癌細胞辨識性」則是高分子微胞表面鍵結標的官

能基 (targeting moiety)，如葉酸 (folic acid)、醣類 (如 galactose 等 )

或賀爾蒙 (hormone)，由於此類標的官能基在癌細胞表面分佈及

表現量相較於其他正常細胞為多，故可利用其與癌細胞表面過

度表現之葉酸或醣類接受器相結合，來達到藥物載體之專一性。 
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本研究主要是設計集「生物相容性」、「生物可降解」、「酸

鹼應答」、「智慧開關型」以及「免疫隱蔽性」於一身之自我組

裝複合型高分子奈米微胞，利用一具有疏水與結晶性之聚酯類高分

子 Poly(D,L-Lactide)(PLA)作為複合型高分子微胞之內核，其生物相容性

與生物分解性良好，已通過 FDA核准。PLA分解後產生的乳酸可被人體

吸收，不必擔心會對人體造成不良的傷害，因此廣泛應用在藥物釋放及

組織工程上。與 PLA接枝之主鏈 Poly(N-vinylimidazole-co-N-vinyl- 

2-pyrrolidone)(P(NVI-co-NVP))，NVI 本身具有良好的酸鹼應答

特性，可以有效地應用於癌症治療上；而由文獻上可知，NVP

本 身 為 一 生 物 相 容 性 良 好 的 親 水 性 材 料 ， 將 PLA 與

P(NVI-co-NVP)接枝便形成 PLA-g-P(NVI-co-NVP)接枝共聚物。

而後我們進一步為了讓高分子奈米微胞能夠延長在體內的循環

週期及提高其穩定性，將 PLA-g-P(NVI-co-NVP) 接枝共聚物與

一 具 有 免 疫 隱 蔽 性 及 生 物 可 降 解 性 之 二 團 聯 共 聚 物

poly(ethylene glycol)-b-Poly(D,L-lactide) 以 自 我 組 裝

(self-assembly)的方式製備成複合型高分子奈米微胞。我們將

N-vinylimidzole 設計在接枝共聚物的外殼，使它能夠對環境酸

鹼值的改變作快速的應答 (開關 )效果，利用其在酸性環境下，

N-vinylimidzole 會抓取環境中的質子並質子化 (protonation)的關

係，造成一靜電排斥力使得微胞結構變得較為膨潤 (開 )，藥物便

得 以 釋 放 ； 而 環 境 中 的 酸 鹼 值 一 旦 回 復 至 中 性 條 件 下 ，

N-vinylimidzole 便會去質子化 (deprotonation)，此時微胞結構便

會緊縮 (關 )將藥物再次包覆起來，如圖 1-1 所示。我們即是利用

N-vinylimidzole 之酸鹼應答為出發點，設計一智慧型抗癌藥物
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載體，並改質高分子微胞表面及利用血液與細胞內酸鹼值的差

異，達到細胞內藥物傳輸治療的效果並提高於體內循環之半衰

期與藥物局部釋放之效果。  

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1-1、酸鹼應答開/關型奈米微胞之 On-Off性質示意圖 
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第二章、文獻回顧  

2-1、高分子組成單體之材料性質及其應用性  

2-1-1、poly(ethylene glycol)之性質與應用  

Poly(ethylene glycol)(PEG)可說是在生醫領域應用地最廣且

研究地最透徹的高分子之一，一般可由 ethylene glycol 經由酸催

化或是鹼催化行開環聚合反應 (acid or base-catalyst ring-opening 

polymerization)而得之，但現今市面上已經有各式各樣已商品化

且具有不同分子量的產品可供選擇，甚至是將末端改質成各類

官能基或是與各類 peptide、protein、 antibody 鍵結好的產品，

供學術界或業界直接選購以利研究，這也就是所謂的 PEGylation

【1】。PEG 本身為一親水性 (water-soluble)、電中性 (non-charged)

且不具毒性 (nontoxic)之高分子，常被用來當作高分子藥物載體

或基因載體之親水性外殼。因其具有良好的親水性以及其鏈段

在水溶液中具有相當的立體排斥體積 (steric repulsion)，使其在

體內長時間循環時可以延展其親水鏈段提供一動態的遮蔽作

用，可有效地排開或推開血液中的蛋白質吸附，進而避開巨噬

細胞 (phagocytes)的辨識。PEG 除了應用於載體之外殼外，尚有

其他學者將其與疏水鏈段自組裝成高分子奈米微胞後，利用其

表面之特殊光化學及光物理性質將其應用於半導體晶圓表面之

改質以及一些玻璃基材之改質上，如圖 2-1 所示。而由 PEG 組

成之奈米粒子之光學性質主要是由其粒徑大小與組成材料有關

【2】。  
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圖 2-1、PEG二團聯共聚物之奈米微胞於不同領域上之應用(H. Otsuka, 
K. Kataoka, Advanced Drug Delivery Reviews, 2003, 55, 403–419) 

 

2-1-2、Poly(D,L-lactide)之性質與應用  

    巨乳酸(Poly(D,L-lactide))是常見的生物可降解性單體，一般可由乳

酸(lactic acid)單體經錫觸媒(stannous octanoate)催化，行陽離子開環聚合

反應(ring-opening polymerization)得之。聚乳酸依乳酸單體之光學異構物

之不同，可分為 L-form聚乳酸(PLLA)、D-form聚乳酸(PDLA)及 D,L-form

聚乳酸(PDLLA)，如圖 2-2 所示。PLLA 與 PDLA 之結構規則類似，聚

合物之細部結構由結晶態(crystalline)與非結晶態(amorphous)所構成；而 

PDLLA 因排列不具有規則性，聚合物為非結晶態(amorphous)。D-form

之乳酸必須由合成反應獲得，而 L-form之乳酸主要存在於體內各器官，
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如肝、腎、肌肉等，所以在生物醫學的應用上大部分是利用 L-form之聚

乳酸(PLLA)與 D,L-form之聚乳酸(PDLLA)。PLLA 排列規則，容易結晶，

為半結晶狀之聚合物，融點(Tm)約為 170-200℃，玻璃轉移溫度(Tg)約為

55-65℃，PDLLA為不具有特定型態之非結晶態透明材料，玻璃轉移溫度

(Tg)較 PLLA稍高，約為 50-60℃，無明顯之熔點。而聚乳酸的性質參數

會因分子量、分子量分佈、純度及製備方法之不同而不同。 

    Poly(D,L-lactide)應用在生醫材料上主要有以下三個主要優勢：(1)生

物可降解性(biodegradable)良好，使用後能被自然界中微生物完全降解，

形成水和二氧化碳，不會污染環境。(2)機械性質(mechanical)良好，適用

於熱塑、吹塑等各種加工製程，可應用於各種塑膠製品及進一步地加工

成各類織物、民生用品等等。(3)生物相容性(biocompatibility)良好，其在

生醫領域之應用性非常地廣闊，如可製作成免拆式人體可吸收之

手術縫合線、一次性輸液工具等，而低分子量之聚乳酸更可將

其設計在藥物控制釋放之領域上。  

 

O

O

O

O

H
CH3

H
H3C

O

O

O

O

H
CH3

H
H3C

O

O

O

O

H
H3C

CH3

H

[D]

[D] [D]

[L]

[L]

[L]

[D]-lactide [L]-lactide meso-lactide  

 

圖 2-2、巨乳酸單體之不同光學異構物 
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2-1-3、Poly(N-Vinylpyrrolidone)之性質與應用  

    首先，N-Vinylpyrrolidone 單體本身為一極性分子，它與同

樣是極性分子之有機酸 (carboxylic acid)、醇類 (hydroxyl group)、

無機鹽類 (inorganic salt)及水之相容性良好。而本研究使用之

(Poly(N-Vinylpyrrolidone)(PNVP)為一親水性 (water-soluble)、電

中性 (non-charged)且不具毒性 (nontoxic)之高分子，其性質與 poly 

(ethylene glycol)(PEG)非常類似，可由 N-Vinylpyrrolidone 在

AIBN 起始劑作用下行自由基聚合反應 (radical polymerization)

獲得。常用於生物醫療領域，作為藥品添加物、生物活性蛋白

質之高分子修飾基團，且其在血液中之循環時間以及人體相容

性甚至比 PEG 還來的好【3】。由文獻可知，PNVP 以往常被學

者利用其良好之生物相容性，與不同功能之疏水或親水性單體

進行自由基共聚合，設計出不同功能之藥物载體及基因載體。

例如，2002 年，Yinfeng Zhuang 等人即是利用 NVP 與具有溫度

應答之 NIPAAm 單體，以放射性聚合 (radiation polymerization)

的 方 式 進 行 共 聚 合 ， 形 成 具 有 交 聯 式 高 分 子 網 狀 結 構

(Interpenetrating Polymer network)之高分子水膠藥物载體【4】。

除此之外，2000 年，Dong Woo Lim等人亦利用 NVP 與 DMAEMA

以自由基聚合的方式先形成共聚合物，再將其作末端作改質修

飾，而後再進一步地將其與改質過後的 PEG 結合，形成雙團聯

之高分子基因載體【5】。  
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2-1-4、Poly(N-Vinylimidazole)之性質與應用  

N-Vinylimidazole(NVI)為一親水性且具酸鹼應答效果的單

體，我們可藉自由基聚合反應 (free radical polymerization)，將其

聚 合 為 Poly(N-Vinylimidazole)(PNVI) 【 6 】。 其 結 構 與

poly(4-vinylpyridine)相似，皆是一個含有雜原子(heteroatom)之未飽和環狀

芳香族化合物(aromatic compound)，二者在 N的位置上，皆含有一個未鍵

結的孤對π電子。此孤對π電子具有抓取環境中氫離子之能力，因此，

在酸性環境下(pH<6)，NVI 本身即具有質子化(protonaiton)的能力，如圖

2-3所示。我們即是利用 NVI之酸鹼應答能力，在酸性環境下，藉著 PNVI

高分子鏈段間帶正電性的結果造成靜電排斥力，使奈米微胞本身變得較

為膨潤，將包覆在內核的抗癌藥物釋放以達到癌細胞毒殺的效果。除此

之外，PNVI可以與許多帶電性分子產生鍵結(金屬離子、蛋白質結構等)，

形成一複合型結構，因此我們可以將某些具有與生物分子產生鍵結能力

的配體(ligands)(例如染料或是具有反應性的高分子)輕易地導入 PNVI 形

成複合型膠體【7】。 

 

 

圖 2-3、PNVI之 imidazole官能基在質子酸存在下之質子化與去質子化
可逆反應示意圖(M.JESU’S MOLINA et al, Journal of Polymer Science: 
Part B：Polymer Physical, 2004, 42, 2294-2307) 
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    其他類似於 imidazole官能基之高分子，例如 poly-histidine(polyHis)，

由 Y. H. Bae等人研究 polyHis發現，imidazole基團在體內可藉由 proton 

sponge之機制誘導 endosome membrane disruption activity【8-9】，如此一

來於高分子系統導入 polyHis於內核，對於細胞內的藥物傳遞會有更佳的

效果，如圖 2-4所示。因此，現今已有其他學者將其應用於 DNA基因治

療，將末端改質成具有 imidazole的官能基，使其在基因傳遞治療上具有

更好的療效【10】。 

 

 

 

 

圖 2-4、PHis-PEG與 PLLA-PEG-PHis-biotin之複合型奈米微胞結構 
與結構破壞示意圖(Y. H. Bae et al, Nano Lett, 2005, 5, 325. ) 
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2-2、高分子奈米微胞之介紹  

2-2-1、高分子奈米微胞之形成機制  

高分子二團聯共聚物欲在水溶液 (亦有學者探討其在有機

溶液中之組裝情形 )中自我組裝成一有序列之結構，通常其結構

皆必須具有親疏水性差異明顯的兩段高分子鏈，而隨著親疏水

鏈段比列之不同，其在水溶液中之組裝結構亦不相同，常見的

結構有微胞 (micelle)、棒狀 (cylinder)、層板狀 (lamella)等結構

【11】。在此，我們將研究重點放在高分子微胞之探討上，當我

們提高親疏水鏈段之組成比例時 (增加親水鏈段比；降低疏水鏈

段比 )，組裝之結構會由層板狀或棒狀轉為微胞之結構。通常，

組成高分子微胞之共聚物包含了兩種 (依結構設計需求之不同，

有時單體之種類可能有兩種以上 )不同溶解度的單體，而這兩種

單體可依用途之不同而設計成許多不同形式之雙性共聚合物，

如二團聯共聚物 (diblock copolymer)、三團聯共聚物 (triblock 

copolymer)及接枝共聚物 (graft copolymer)等。其中以雙性團聯共

聚物 (amphiphilic block copolymer)所形成之高分子微胞研究最

為完整【12-13】。高分子微胞之形成取決於親疏水性分子鏈段的

比例。在水相環境下，當親水性鏈段之分子量大於疏水性鏈段

時，高分子鏈會因在水溶液中親疏水性之不同而排列成核殼結

構 (core-shell structure)的高分子微胞，如圖 2-5 所示。  
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圖 2-5、雙性高分子自組裝形成高分子微胞之示意圖 

 

高分子微胞形成之過程包含了兩種作用力的平衡，其一是

使高分子互相聚集的疏水性作用力，其二是避免高分子微胞無

限聚集而形成微相 (microdomain)的高分子鏈段排斥力。其熱力

學行為與小分子量的界面活性劑相似，形成微胞的驅動力主要

是因為在水溶液中，雙性共聚合物的疏水性鏈段為了減少與水

的接觸面積而自我聚集，再加上覆蓋在疏水性鏈段外層的親水

性鏈段使得疏水性鏈段與水的接觸面積減到最低，因此使系統

的自由能達到最小值而形成最穩定的狀態【14-15】。  

而研究高分子微胞之最重要因素即是高分子微胞本身穩定

性之探討，亦即高分子微胞在溶液中因結構不穩定而瓦解或過

度聚集造成粒子之沉澱的可能性。在一般情況下，穩定的高分

子微胞可以在體內長時間地循環並累積於適當的組織，以進行

局部的藥物釋放。而高分子微胞不論在體外與體內的穩定性皆

與它們的臨界微胞濃度有關，一般疏水性鏈段對臨界微胞濃度

的影響遠大於親水性鏈段【16-17】。以下說明親疏水性鏈段分別

對於高分子微胞穩定度的影響： (1)在固定親水性鏈段分子量下

Dialysis 

Self-assembly Solidification 

Swollen Precursor Mixed MicelleRandom Coil 

Solvent 
exchange
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增加疏水性鏈段分子量，臨界微胞濃度會明顯下降，因此會增

加高分子微胞的穩定性。 (2)在固定疏水性鏈段分子量下增加親

水性鏈段分子量，臨界微胞濃度只會小幅上升。 (3)在固定親 /疏

水性鏈段的比例下增加雙性共聚合物分子量，只會造成臨界微

胞濃度小幅下降。 (4)一般在相同分子量與親 /疏水性鏈段比例

下，三團聯共聚物的臨界微胞濃度會高於二團聯共聚物的臨界

微胞濃度  【16-20】。而由雙性接枝共聚物所形成的高分子微胞，

相較於團聯共聚物而言，較易發生互相聚集的現象，這是因為

接枝共聚物之疏水性鏈段運動性低於團聯共聚物，因此會形成

結構較鬆散之高分子微胞，導致某些疏水性鏈段與水接觸，所

以高分子微胞彼此間容易聚集形成較大的顆粒  【21-26】。  

研究高分子微胞的另一項重要參 數即為臨界微胞濃度

(critical micelle concentration, CMC)。在溶液中，雙性共聚合物

之濃度高到足以形成微胞之濃度時，此時微胞本身與高分子

(polymer)也正好達到某一平衡，而此濃度即稱為臨界微胞濃

度。嚴格來說，有很多方法都可以用來決定臨界微胞濃度，幾

乎任何物理的參數都可以用來表示系統在臨界微胞濃度時的物

理性質變化。然而，由於靈敏度的問題，所以只有少數方法真

正被用來決定臨界微胞濃度，如高效能液相層析儀 (HPLC)、小

角 度 光 散 射 儀 (small angle light scattering)、 螢 光 光 譜 儀

(fluorescent spectroscopy)等。而其中又以螢光光譜儀最為靈敏與

精確。當溶液中雙性共聚合物濃度達到臨界微胞濃度或稍高於

臨界微胞濃度時【15】，會形成鬆散的高分子微胞結構，在內核

中還含有少量的溶劑 (水 )【 21】。然而隨著溶液中雙性共聚合物
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濃度之增加，將會改變原先溶液中高分子與微胞之平衡，使其

傾向於生成高分子微胞之方向，內核中殘留之些微水溶液亦會

逐漸排出於結構外，使內核的結構變的更加緊密及穩定，同時

也會使高分子微胞的水合半徑逐漸變小。臨界微胞濃度決定了

雙性共聚合物在藥物載體上的應用性，若雙性共聚合物的臨界

微胞濃度太高，則其形成的高分子微胞在進入體內時，會因為

被大量的血液稀釋而變的不穩定而容易分解，其所攜帶的藥物

也因過快的釋放而在血液中沈澱，並因此快速被人體所代謝。

因此在研究高分子微胞的藥物控制釋放上，臨界微胞濃度是一

個很重要的因素。  

2-2-2、高分子奈米微胞之包覆原理  

    高分子微胞的核殼結構提供了攜帶疏水性藥物的空間，因

此可以保護藥物不被體內酵素分解 (內核 )及抵抗蛋白質與細胞

的吸附 (外殼 )，故常被用於藥物控制釋放之研究。而高分子微胞

可藉由物理性包覆、化學性鍵結或靜電作用力來包覆藥物。分

別敘述如下： (1)物理性包覆，其驅動力主要是疏水性鏈段與藥

物間的疏水性作用力。因此，增加疏水性鏈段分子量可以增加

藥物的包覆量，實驗也證實藥物的疏水性越高，微胞的包覆效

果 也 越 好 。 常 見 的 物 理 性 包 覆 方 式 有 溶 劑 交 換 法 (solvent 

exchange process)及油相 /水相乳化法 (O/W emulsion method)，如

圖 2-6所示。前者是利用有機溶劑與水的緩慢交換使藥物與疏水

性高分子聚集；後者則是利用有機溶劑在水中形成乳化粒子，

緩慢揮發溶劑而包覆疏水性藥物【27】。(2)化學鍵結方式，即利
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用共價鍵 (如醯胺鍵 (amide bond))來鍵結藥物，此類鍵結非常安

定，不容易被酵素分解或水解，因此必須在藥物與高分子之間

導入一特定環境下會斷裂之隔離基 (spacer)以利藥物釋放，如圖

2-7所示。K. Kataoka等人於 2003年  以 poly(ethylene glycol)與

poly-(aspartic acid)形成二團聯共聚物 (PEG-b-PAsp)共價鍵結

adriamycin[PEG-b-PAsp(ADR)]形成雙性共聚合物，進行體內實

驗的研究【28】，發現在靜脈注射下，其在體內的循環時間及分

佈皆與共聚物鏈段的相對大小有關，較長 PEG鏈段與較短 PAsp

鏈段在體內的循環時間較長且不易被內質網吸收。 (3)靜電作用

力，主要是利用兩種相反電性的物質互相聚集而形成微胞的結

構，一般來說，利用這種電性結合的高分子微胞，通常皆應用

於基因治療上，利用帶有正電性之高分子鏈段與帶有負電性之

DNA做電性鍵結，藉此將DNA包覆於高分子微胞之內層中以利

於 攜 帶 ， 如 圖 2-8所 示 。 K. Kataoka等 人 於 2004 年 ， 利 用

PEG-PMPA-PLL三團連共聚物與帶負電之DNA鍵結形成高分子

錯合物微胞 (polyion complex micelles)，將其應用於基因治療上  

【29-33】。  

在高分子微胞之藥物包覆研究上，近來有學者利用數學模

擬藥物包覆之過程，已證實在藥物包覆初期時，是藉由核中溶

劑 (水 )分子的互換使藥物進入高分子微胞的內核，而後藥物再逐

漸往內核中心累積，並且將高分子微胞的疏水鏈段推離內核中

心【34】。因此，當高分子微胞包覆大量藥物時，由於內核會向

外膨脹而使得高分子微胞的粒徑變大。包覆藥物的效率主要是

由疏水性藥物與雙性高分子疏水鏈段的相容性來決定，而藥物
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與雙性高分子疏水鏈段的相容性可以依據 Flory-Hagguins 作用

力參數 (interaction parameter)χsp 來判斷  【35】。當 χsp越小時，

藥物與疏水鏈段的相容性就越大。而雙性高分子的親水鏈段與

疏水鏈段之比例也會影響包覆藥物的效率；疏水鏈段分子量越

大則內核就越大，故藥物包覆量越多；反之，增加親水鏈段的

分子量，則高分子微胞的臨界微胞濃度會增加，亦即在固定的

雙性高分子濃度下，所能形成微胞的數目相對較少，因此藥物

包覆量亦減少。  

 

 

 

圖 2-6、高分子微胞之物理性包覆藥物示意圖 (a)透析法；(b)乳化法 
(M. C. Jones, J. C. Leroux, J.Europ.Pharm.Biopharm, 48 (1999) 101-111 
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圖 2-7、PEG-b-PAsp(ADR)之化學鍵結型奈米微胞及其藥物釋放之示意

圖(Y. Bae, K. Kataoka et al, Bioconjugate Chem. 2005, 16, 122-130.) 
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圖 2-8、PEG-PMPA-PLL三團連共聚物與 DNA鍵結形成高分子錯合物微
胞之示意圖(K. Kataoka et al, J. AM. CHEM. SOC. 2005, 127, 2810-2811) 

 

2-2-3、免疫隱蔽性奈米微胞  

生物體內的細胞膜是由磷脂質 (phospholipid)所組成，而磷

脂質為一雙性分子 (amphiphiles)，是由一個甘油 (glycerol)與兩條

脂肪酸鏈 (fatty acid chain)組成疏水端，另一端為極性頭基

(hydrophobic polar headgroup)組成之親水端。磷脂質的親水端

(極性頭基 )略帶負電性，亦即細胞膜表面之電性為弱負電性，故

我們在設計免疫隱蔽性奈米微胞之外殼結構時，就必須選用帶

有 弱 負 電 性 之 親 水 鏈 段 ， 常 見 的 弱 負 電 親 水 性 高 分 子 有

poly(ethylene glycol)(PEG)、poly(2-ethyl-2-oxazoline)(PEOz)、  

poly(2-hydroxyethyl methacrylate)(PHEMA)以及 poly(N-vinyl- 

2-pyrrolidone)(PNVP)等等【2,36-38】。由此類高分子組成之奈米

微胞皆可避免被巨噬細胞 (macrophages)或嗜中性白血球細胞
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(neutrophils)所辨識，可有效地提高在體內循環之半衰期，並可

利用腫瘤組織之特異性，達到選擇性的自然標的作用 (passive 

targeting)。此外，微胞粒徑大小亦相當重要，若粒徑小於 100 nm

可避免被免疫系統所辨識；小於 50 nm，則可輕易被腎臟系統所

排泄。免疫隱蔽性奈米微胞的例子有很多，相關的文獻亦不勝

枚舉，其中於 2005 年時，M. Annka 等人就利用 poly(ethylene 

glycol)及 poly(N-isopropylacrylamide)，設計一具有免疫隱蔽性

與溫度敏感性之二團聯共聚物，並探討在水相中的自組裝行為

與溫度應答行為，如圖 2-9 所示【39】。  

 

 

 

圖 2-9、免疫隱蔽性奈米微胞 PEG-b-PNIPA之自組裝與聚集行為之示意

圖(R. Motokawa, M. Annaka et al, Macromolecules 2005, 38, 5748-5760) 
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2-2-4、生物可降解型奈米微胞  

    高分子材料欲應用於生物醫學領域，其基本特性之一即為

本 身 必 須 具 備 生 物 可 降 解 的 特 徵 ， 所 謂 的 生 物 可 降 解 性

(biodegradable)即為材料可被微生物分解或是被體內之酵素分

解成微小、無害的小分子系統皆稱之。對於將高分子材料應用

於生物體內之行為而言，不見得一定要分解成小分子非可，只

要 材 料 本 身 可 行 生 物 吸 收 (bioabsorption) 、 生 物 再 吸 收

(bioresorption)以及生物溶蝕 (bioerosion)之行為而轉變成可被人

體吸收或排泄之小鏈段，我們皆稱為生物可降解性高分子。而

此類高分子應用於奈米微胞之製備上，常見的材料有聚酯

(polyester)、聚醯胺 (polyamide)、聚酸酐 (polyanhydride)以及蛋

白質 (protein)等，如表 2-1 所示【40】。其中聚酸酐本身為聚酯

的變形，其本身之降解行為 (半衰期 )皆比聚酯與聚醯胺來的快

(短 )，而其中聚醯胺由於其本身具有強烈的氫鍵作用力與排列規

則的重複單元 (高分子鏈段較剛硬 )，故其降解之半衰期相當地

長，甚至常被歸類於生物不可降解性高分子。雖然聚酯類高分

子本身亦具有氫鍵作用力，但由於其本身之鏈段較柔軟之故，

較容易被微生物或體內酵素分解或吸收。至於常見的聚酯類高

分子有 poly(D,L-lactide)、 poly(ε -caprolactone)等；常見的聚酸

酐高分子有 poly(sebacic anhydride)，而聚酯類與聚酸酐類高分

子應用於奈米微胞之設計上，通常皆將其設計於奈米微胞之內

核，利用其疏水作用力，包覆疏水藥物 (例如 doxorubicin)。而常

見的聚醯胺類高分子有 poly(2-ethyl-2-oxazoline)，由於聚醯胺類

高分子本身較聚酯類高分子親水，故 poly(2-ethyl-2-oxazoline)
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本身常被當作奈米微胞之外殼，於體內循環時，可藉其表面帶

負 電 之 介 面 電 位 穩 定 地 於 血 液 中 循 環 而 避 免 被 巨 噬 細 胞

(macrophage)或嗜中性白血球細胞 (neutrophils)所辨識，因此可大

大 地 延 長 奈 米 微 胞 於 血 液 中 之 循 環 時 間 ， 所 以 由

poly(2-ethyl-2-oxazoline)所組成之奈米微胞，其本身不但是生物

可降解性之微胞亦為免疫隱蔽性微胞之ㄧ支。綜觀上述，我們

可以依高分子之不同降解半衰期與其他特性，設計出不同用途

之奈米微胞。例如 2006 年 J. Rieger 等人發表於 Adv. Funct. 

Mater.，在其研究中，Rieger 團隊利用 poly(ε -caprolactone)當作

奈米微胞之內核以及 poly(ethylene glycol)當作奈米微胞之外

殼，設計出不同型態之團聯與接枝共聚物，探討奈米微胞之穩

定性與降解行為等【41】。  
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表 2-1、常見之生物可分解性高分子【40】 

Polymer Structure Example Enzyme 

protein 
   

polypeptides 
 

Albumin 
Fibrinogen 
Collagen 
Gelatin 

peptide 
chymotrypsin
pepsine 
papain, etc. 

Poly(amino acid) 
 Poly-L-leucine 

Poly-L-lysine 
Poly-L-glutamic acid 

 

 
polysaccharides 

 

Amylose 
Hydroxyethylstarch 
Dextran 
 
 
Alginic acid 
 
 
 
Chitin 

amylase 
 
amylase 
 
 
 
 
 
 
lysozyme 

polyesters 
   

Poly(α-hydroxy acids) 

 

Polylactide 
Polyglycolide 
Polyglactin 
Poly(α-malic acid) 

none 
none 
none 
none 

Poly(ω- hydroxy acids) 

 

Poly-ε-caprolactone none 

Poly(ester-ether) 

 

Poly(1,4-dioxan-2-one) none 

polyanhydride 

 

Poly(sebacic anfydride) None 

polycarbonate Poly(1,3-dioxan-2-one) None 
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2-2-5、酸鹼應答型奈米微胞  

   近幾年來，酸鹼應答型奈米微胞在癌症治療上逐漸受到重

視，已有不少學者利用細胞內外 pH值差異或癌症組織較低之 pH

值等特性設計微胞結構，達到定點藥物制放之目的。而所有的

酸鹼應答型高分子都具有酸性 /陰電性之官能基，如 carboxylic 

acid 或 sulfonic acid 等；或是具有鹼性 /正電性之官能基，如

ammonium salt 等。當外在環境之 pH 值大於或小於官能基的 pKa

值時，就會使酸性官能基去質子化 (deprotonation)而帶負電或使

鹼性官能基質子化 (protonation)而帶正電，常見的酸鹼應答型高

分子皆如圖 2-10 所示【42】。  

    一般而言，酸鹼應答型奈米微胞應用於癌症治療上可簡單

地設計成三種不同的類型：  

(1) 利用結構中高分子鏈段質子化或去質子化所造成的靜電排

斥力 (正電排斥力或負電排斥力 )，直接造成結構的破壞，進一步

地將微胞所包覆之藥物做選擇性地釋放，例如 2004 年，G. H. 

Hsiue 等 人 以 poly(D,L-lactide)-g-poly(N-isopropyl 

acrylamide-co-methacrylic acid)接枝共聚物製備奈米微胞，利用

PLA 之疏水作用力包覆疏水之抗癌藥物 5-FU 後，將奈米微胞置

於 pH 5.0 下，可使結構解體釋放出藥物，而於 pH 7.4 時，抗癌

藥物則被穩定地被包覆於微胞之內核【43】。  

(2) 利用化學鍵結方式，即利用共價鍵 (如醯胺鍵 (amide bond))

來鍵結藥物，在藥物與高分子之間導入一特定酸性環境下會斷

裂之隔離基 (spacer)以利藥物釋放，通常是將此隔離基之斷鍵酸



 24

鹼值設定在 pH4.5~6.5 之間。亦即是利用癌症組織附近之低 pH

值，進行細胞外或細胞內之藥物釋放。K. Kataoka 等人於 2005

年，  即是利用 poly(ethylene glycol)與 poly-(aspartic acid)形成

雙團聯共聚物 (PEG-b-PAsp)，將其與 adriamycin 行共價鍵結形成

[PEG-b-PAsp(ADR)]之雙性共聚合物，以進行體內藥物釋放的研

究【44】。  

(3) 將奈米微胞之內核設計成帶有電性 (正電性或負電性皆可 )

之高分子鏈段 (此鏈段不需設計為疏水鏈段 )，利用正負電相吸之

原理，將其與相反電性之藥物做電性之結合。然而此具有應答

行為之內核，其酸鹼應答範圍同樣地必須界於 pH4.5~6.5 之間，

才可應用於癌症治療上。例如，T. G. Park 等人於 2000 年，利用

poly(DMAEMA-co-NVP)-b-PEG-galactose 雙性團聯共聚物包覆

帶有負電之 DNA 做為基因治療之載體，並探討其 DNA 包覆與

轉染之行為與細胞存活率之相關性【45】。  
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圖2-10、不同種類的酸鹼應答巨電解質高分子：  

(1) Poly(4-vinylpyridine), 
(2) Poly[thio-1-(N,N-diethyl)aminoethylethylene] 
(3) poly(vinylimidazole) 
(4) poly(2-ethacrylic acid) 

(S. R. Tonge, B. J. Tighe, Advanced Drug Delivery Reviews, 53 2001, 
109–122) 
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2-2-6、開關型奈米微胞  

    簡言之，開關型奈米微胞即是可藉由人為操控或是環境的改變而具

有可逆行為(reversible)之載體，通常可藉由環境中之溫度(temperature)、

酸鹼值(pH)、離子強度(ionic strength)、溶劑(solvent)、磁場(magnetic 

field)、電場(electric field)、光線(light)以及特異分子(specific molecule)存

在下來調控載體的開關情形【46-48】。然而開關型載體要做成奈米尺寸並

不容易，目前文獻上常見的開關型載體皆是將具有應答行為的高分子接

枝在微米尺寸之容器表面，所以其開關行為僅侷限在高分子接枝之表面

區域，應答效率有限。另外，開關型載體亦可做成微米尺寸之高分子水

膠(hydrogel)，而水膠之彭潤情形可由本身之交聯程度決定，故其開關程

度可自由地控制，缺點即為本身無法藉由高分子自組裝成奈米尺寸且具

由殼核結構之奈米微胞，這將會限制其應用價值。至於最常見的開關型

應答材料有藉由溫度調控的 poly(N-isopropyl acrylamide)(PNIPAAm)，因

其本身具有所謂的低臨界溶液溫度(lower critical solution temperature，

LCST)，PNIPAAm 之 LCST 約為 32℃，高於此溫度，PNIPAAm 會呈凝

膠態；低於此溫度則會呈溶液態，且型態的轉變相當快速，故非常適合

拿來當作開關型載體的研究，如圖 2-11所示【49】。其他較常見的開關型

載體有利用用環境中酸鹼值的改變來最為調控的因子，例如

poly(methacrylic acid)，其酸鹼應答約在 pH 5.0附近，可將高分子接枝在

載體表面，藉由其本身質子化或去質子化的能力，造成高分子鏈段的彭

潤或是收縮，進一步造成開關應答的效果，如圖 2-12所示【50】。綜觀上

述，要研究一開關型載體並不容易，然而要設計成奈米層級之開關型載

體更有其難度，本論文即是在挑戰並設計出一具有酸鹼應答之開關型奈

米微胞。  
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圖 2-11、溫度應答之開關型載體示意圖 (Liang-Yin Chu et al, 
Journal of Membrane Science, 192 (2001) 27–39) 

 

 

圖 2-12、酸鹼應答之開關型載體示意圖 (Liang-Yin Chu et al, 
Adv. Funct. Mater. 2006, 16, 1865–1872) 
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2-3、複合型奈米微胞之介紹 

近年來，複合型奈米微胞 (mixed micelles)為各界發展奈米科

技中重點研究之一。其研究範圍涵蓋層面相當廣泛，包括界面

活性劑與高分子系統 (surfactant-polymer system)、高分子與微脂

粒系統 (polymer- liposome system)、以及高分子與高分子系統

(polymer-polymer system)等。高分子各自具有其臨界微胞濃度，

因此複合型高分子奈米微胞在形成時涉及兩種不同高分子在奈

米結構中之嵌入 (entry)及逃脫 (escape)行為，而逃脫之高分子若

其在溶劑中之濃度高於臨界微胞濃度時亦能各自形成單一種奈

米結構，因而可能造成系統同時有單一高分子奈米結構與複合

型高分子奈米結構並存之形態，而此一現象可由兩種高分子微

胞之雜交行為 (hybridization)推論得知  【 51】。此外，共聚合高

分子之形態、分子內或分子間相互作用力、以及高分子之立體

障礙等亦皆會影響另一組成進入複合結構之能力，因而難以探

討其複合型微胞形成之機制。  

 

2-3-1、高分子高分子複合型奈米微胞 

高分子微胞應用於藥物制放傳輸系統上是近十幾年來各方

研究重點之一。其與微脂粒之差異乃在於高分子種類繁多，並

可依實際需要設計與合成；高分子所形成之奈米微胞結構穩

定，在體內血液之半衰期較長；再者，高分子微胞可使其同時

具有多功能性，可製備成多能化之奈米元件應用於診斷與治療

上。然而，高分子縱使可利用分子設計達到多樣化與多功能性，
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但可能因其結構複雜或立體障礙過大而無法形成奈米級微胞。

因此，兩種高分子組合而成之複合型高分子微胞在現今已逐漸

受到重視。而由目前的研究文獻上來看，大部分都在探討因疏

水性作用力聚集 (hydrophobic interaction)所形成之複合型奈米

微胞，如圖 2-13 所示  【 52-59】。僅有少數是以靜電作用力

(electrolytic interaction) 的 方 式 來 形 成 複 合 型 高 分 子 微 胞

【58,60-65】。  

 

圖 2-13、複合型奈米微胞疏水性自我排列示意圖。  

(C. Wu, Macromol ., 2004, 37, 2438) 

 

此外，1996 年 P. Sens 等人以兩團聯共聚物探討高分子之不

對稱性對於複合型奈米微胞形成之影響。其研究結果結果發現： 

（1）  若兩高分子之大小與不對稱性差異不大，則在自我聚集過
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程中，較短之高分子會持續的併入較大之高分子所形成的

微胞中，而形成複合型高分子微胞；  

（2）  若不對稱性差異大，則複合型高分子微胞與較大之高分子

所形成的微胞皆會共同存在【66】。  

另外，1999 年 Benjamin Chu 等人也利用溫度的變化，改變

E99P69E99 與 E45B14E45 三 團 聯 共 聚 物 （ E、 P、 B 分 別 為

oxyethylene、 oxypropylene 和 oxybutylene）在水溶液中的臨界

微胞濃度，並藉由其臨界微胞濃度之相對大小，來探討 E99P69E99

與 E45B14E45 混合物在水溶液中的自我聚集行為，並歸納出以下

之結論：  

（1）對於兩個可互溶的團聯共聚物在一選擇性溶液中通常會自

我聚集形成複合型高分子微胞，而不是個別的高分子微胞

共存；  

（ 2）在固定溫度下，若一團聯共聚物（A）的臨界微胞濃度遠

低於另一團聯共聚物（B），則兩者混合之高分子溶液的臨

界微胞濃度主要由共聚物（A）來決定。當混合溶液中之

共聚物（A）濃度達到其臨界微胞濃度時，則共聚物（A）

會先形成微胞，而共聚物（B）會逐漸地加入團聯共聚物

（A）所形成之微胞，且隨著團聯共聚物（B）濃度的增加，

加入微胞的比例就越高，最後達到其進料之比例；  

（ 3）若共聚物（B）的臨界微胞濃度只略高於共聚物（A），會

有一部份之共聚物（B）會參與共聚物（A）微胞化的過程，
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即使共聚物（B）之濃度低於其臨界微胞濃度，這是由於

共聚物之分子量分佈的影響。對於具有相同臨界微胞濃度

（ coassosiation point）的兩個共聚物而言，他們會同時聚

集而形成複合型微胞，且臨界微胞濃度仍然與個別的高分

子（A）或（B）溶液相同。  

（4）複合型微胞之重量平均聚集數（weight-average association 

number,nw）及水力半徑（hydrodynamic radius,Rh）會介於

共聚物（A）及共聚物（B）間，而在複合型微胞中具有較

大比例之共聚物，對於 nw與 Rh也具有較大之影響【 67】。 

 

2-3-2、高分子-微脂粒複合型奈米微胞 

從 1965 年英國劍橋 Babraham Insitute 的 Alec Bangham 發

現當磷脂質薄膜分散於水相環境系統中時，會形成許多類似洋

蔥多層結構（multilamella structure）的中空球體後，微脂粒的

形成機制及其可能的應用與發展逐漸受到起重視。由於微脂粒

特殊的中空球體及類似生物膜的結構，再加上其為天然物質所

構成，具有良好的生物相容性及生物可分解性，使得微脂粒在

生物學、製藥以及醫學的研究與應用皆佔有相當重要的地位。

但由於微脂粒在體內、體外存在著穩定性的問題，而使得微脂

粒的發展與應用受到非常大之限制。因此，近幾年來添加一物

質進入微脂粒用於穩定載體結構成為一研究與應用之趨勢。而

其中尤以高分子與微脂粒混合製備形成複合型奈米微胞（或稱

為人造微脂粒）最受重視。其優點不僅可改善微脂粒之穩定性、
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提高微脂粒於血液中之半衰期外，更可藉由高分子之特殊結構

使微脂粒同時具有環境應答之性質或具有標的之性質。  

從文獻上已可得知多種高分子團聯共聚合物應用於高分子 -

微脂粒複合型奈米微胞系統上。而其形成機制之探討著重磷酯

質與高分子之立體空間作用力、構形改變、以及動態穩定性等。

例如以 Langmuir-Blodget technique 探討單一分子層之磷酯質與

高分子分散與聚集行為；以螢光光譜儀研究高分子與磷酯質之

聚集；以及以橢圓儀 (ellipometry)研究分子構形之變化等。  

 

 

圖 2-14、高分子 -微脂粒複合型奈米微胞之形態示意

圖。 (B. Ceh, Adv. Drug Deliv. Rev., 1997, 24, 165.) 

 

一般常見用於增加微脂粒穩定性的高分子有 poly(ethylene 

glycol) (PEG)高分子衍生物、 chitosan 高分子衍生物、以及

poly(vinyl alcohol) (PVA)高分子衍生物等。不同之高分子組成與
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結構在微脂粒脂表面會呈現不同之構形，如圖 2-14 所示。其中

最常見的高分子為 PEG 與 PVA 等高分子衍生物，由於其本身帶

弱電性，因此其與微脂粒之結合方式大部份皆是利用其衍生物

( 疏 水 端 ) 與 磷 脂 質 之 脂 肪 鏈 段 以 疏 水 力 量 (hydrophobic 

interaction)聚集，而將親水鏈段裸露於外  【68-72】，如圖 2-15

所示。而具帶電性之高分子如 chitosan 等，則可利用其電性與帶

相反電性之磷脂質產生電性吸引作用，使高分子能緊密與微脂

粒結合【73-76】。而這些高分子包覆於微脂粒外層後，高分子鏈

段能避免微脂粒之間的相互融合 (fusion)，且高分子間無聚集產

生，故能增強微脂粒之穩定性。而若高分子本身極具親水性，

則其與微脂粒結合後，則能延長微脂粒於血液系統中的循環時

間，並且可躲避免疫系統之辨識，或避免與組織或細胞產生沾

黏，而提高微脂粒於血液中之半衰期，也可避免微脂粒受鹽類

與 lipase 等破壞，使高分子 -微脂粒複合型奈米微胞能累積於欲

標的之器官或細胞。  

 
 

圖 2-15、含 poly(ethylene glycol)高分子衍生物之微脂
粒 (D. H. Thompson, J. Control. Rel., 2003, 91, 187) 
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2-4、腫瘤組織構造及其與奈米藥物載體之傳遞行為  

2-4-1、腫瘤組織構造與藥物傳遞之關係  

    要了解奈米藥物載體對於腫瘤細胞的毒殺機制，我們就必

須先對腫瘤組織結構做一個簡單的概述，腫瘤在其組織構造上

可分為三大部分，分別為癌細胞、增生血管與 collagen-rich 

interstitium【 77】。其中癌細胞佔據整體體積的 50％以上，而

由癌細胞所增生的血管約佔 1至 10％，而其餘的體積則為

collagen-rich interstitium。癌細胞的支撐與保護則是由增生血

管與 collagen-rich interstitium 所構成。腫瘤組織之血管具特異

性，它能使養份與氧氣大量停留並提供癌細胞之吸收，且其密

度極高與一般正常組織不同。這是由於腫瘤細胞能大量分泌一

些 刺 激 血 管 增 生 之 因 子 ， 如 vascular endothelium growth 

factor(VEGF)、bradykinin 及nitric oxide等。這些刺激因子除

了能增生血管外，還可使血管之上皮細胞間距變大，細胞之通

透性增加。而癌細胞之保護則是由 collagen 所構成的彈性纖維

狀 網 狀 結 構 所 構 築 ， 此 結 構 中 充 滿 體 液 與 巨 大 分 子

(hyaluronate與 proteoglycans)而形成一親水性膠體。此結構與

一般正常組織不同，它具有高內部壓力使血管中的體液不易進

入，更能防止藥物以擴散方式進入而達到保護癌細胞之功能

【 78】。造成此一原因是因腫瘤細胞能排除週遭淋巴系統，防

止組織與淋巴系統達成擴散平衡，進而增加養份與氧氣停留於

腫瘤的時間使癌細胞能充分吸收。  

    由上述可知，一般的抗癌藥物欲由血液到達細胞造成作

用必須克服非常多的困難【 79】。其一，藥物必須克服腫瘤層
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級的物理性阻力 (non cellular based mechanisms)，即組織的高

內壓及組織帶酸性之環境對藥物之阻抗。其二，藥物必須克服

細胞層級的阻力 (cellularmechanisms)，即癌細胞的生物化學性

質改變。這些改變包含了 apoptosis regulation 及 transport 

based mechanisms 等。其三，藥物必須克服投藥入體內後之

分佈及吸收等。因此，一般的抗癌藥物實質上進入腫瘤並不

多，反而造成正常細胞之毒害。一般藥物是以擴散方式由血液

進入組織，而奈米粒子作為藥物載體之傳遞方式則與一般藥物

不同。藥物載體在血液中流動時，可藉由細胞與細胞間的open 

gaps (interendothelial junctions 與 transendothelialchannels)或

細胞的 transcytosis 模式進入組織，這些方式不受組織內壓力

之影響，只與載體之分子特性相關。  

 

2-4-2、奈米藥物載體之藥物傳遞機制  

   如同先前所述，傳統的給藥方式是經由血液將藥物慢慢地

擴散至腫瘤組織處，再經由癌細胞所吸收，此種給藥方式具有

dose-dependent的現象，即當血液中藥物濃度越高，癌細胞所

吞噬的藥物也就越多。而此法亦會造成一般正常組織細胞的毒

害，所以我們必須設計一智慧型藥物載體，負載疏水性抗癌藥

物以進行腫瘤細胞的毒殺。而因藥物載體本身設計之不同，自

血液累積於腫瘤組織之機制亦不相同，常見的累積機制有主動

標 的 (active tumor targeting) 與 被 動 標 的 (passive tumor 

targeting )兩種，如圖2-16所示【80】。  

 



 36

圖 2-16、高分子藥物微胞載體自血液累積於腫瘤或癌細胞之傳輸模  

式示意圖(Xiaohu Gao, Nature biotechnology, 2004, 22(8), 969) 

 

    一般而言，使用主動標的機制累積於腫瘤組織之藥物載

體，其本身之結構通常都具備有所謂的特殊辨識基或稱標的官

能基 (targeting moiety)，常見的標的官能基有葉酸 (folic acid)、

醣類 (carbohydrate)以及賀爾蒙 (hormone)等等，而標的官能基

通常都是將其設計於雙性高分子微胞之親水末端，以化學鍵結

的方式鍵結。其作用機制即是藉由凡得瓦力、離子鍵、氫鍵等

作用力與癌細胞表面所具有之特定接收器 (receptor)結合，此即

所謂的主動式標的。此種方式的攝取速度雖然不如吸附式胞飲

快，但是其專一性與藥物安全性是其他種傳遞模式無法比擬

的。  

    第二種標的機制為被動式標的，即是先將藥物載體經由

靜脈注射 (intravenous administration)的方式，經由血液之循環

運送至全身，而由於藥物載體 (特別是高分子微胞 )本身具有體
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積小、親水外殼的特性，可以避免被MPS系統 (mononuclear 

phagocyte system)所吸收；以及高分子量的特性，可以避免被

腎臟系統所排泄 (renal excretion)，此二種優勢可以大大延長藥

物載體在體內循環的時間，待其累積於腫瘤細胞附近時，可藉

由 腫 瘤 增 生 過 程 中 分 泌 比 正 常 細 胞 多 的 血 管 通 透 因 子

(vascular permeability factor，如 nitric oxide， bradykinin與

peroxynitrite等 ) 【81】，造成癌細胞附近血管細胞之通透性增

大，進而增加高分子藥物微胞利用 transcytosis或 junction累積

於腫瘤組織。  

此外，腫瘤組織的增生亦會破壞周遭的淋巴系統，使高分子藥

物微胞載體經由腫瘤組織吸收後，因無正常淋巴系統的滲透作

用，使載體於組織中停留較長時間，且不易排出，此現象稱為

EPR效應 (enhanced permeability and retention effect)【82】，如

圖2-17所示。而由於EPR效應之作用，使高分子微胞藥物載體

雖無標的官能基，亦能大量累積於腫瘤組織。而腫瘤組織在增

生過程中，亦會造成外部週遭血管增生，因此亦可藉由此特性

造成高分子藥物微胞載體大量累積於腫瘤部位【83】。  
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圖 2-17、EPR效應示意圖 

(K. Ulbrich, Advanced Drug Dlivery Reviews, 2004, 56, 1023-1050) 

 

2-4-3、奈米藥物載體之細胞吞噬機制  

    主動標的機制與被動標的機制是藥物載體自血液累積於腫瘤組織

與癌細胞附近之作用機制，而藥物載體所包覆之藥物欲從細胞外進入

細胞內必須經過所謂的細胞內藥物傳遞機制(intracellular drug delivery)

與細胞外藥物傳遞機制(extracellular drug delivery)兩種，如圖 2-19所示

【84】。而在介紹這兩種傳遞機制之前，就必須先介紹何謂細胞的內吞
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作用(endocytosis)【85-87】，簡單來說，內吞作用即是細胞進食的生理

行為，其可細分為(1)吞噬作用(phagocytosis)：當外來物體積屬於比較

巨大的層級(數微米)，細胞必須藉細胞膜經吞噬作用將其吞噬而形成所

謂的 phagosome(吞噬小體的一種)，phagosome 會進一步地將其吞噬之

物體傳遞至溶酶體(lysosome)，而溶酶體則會利用其內部之酵素將吞噬

之外來物分解成小分子以利細胞吸收或排泄。通常會進行此項程序的

是免疫系統中的巨噬細胞 (macrophage)或嗜中性白血球細胞

(neutrophiles)。(2)胞飲作用(pinocytosis)：大體上之作用機制與吞噬作

用類似，差別在於“進食”之物體體積相較於吞噬作用小的許多(數奈米

以下 )，而胞飲作用尚可進一步地細分為液相胞飲 (fluid phase 

pinocytosis)與吸附性胞飲(adsorptive pinocytosis)，其作用後將形成所謂

的吞噬小體(endosome)，同樣地，吞噬小體會將外來物傳遞至溶酶體處

經由酵素進行分解。 (3) 受器調和內吞作用 (receptor-mediated 

endocytosis)：藥物載體其上若接有特殊之標的官能基，可藉其與細胞

上之抗體經由受器調和內吞作用傳遞至細胞內部，而後之分解過程皆

與吞噬作用及胞飲作用類似，如圖 2-18所示。 
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圖 2-18、細胞內吞作用之三種吞噬機制 

(Copyright：McGraw-Hill Company) 

 

    而不論是細胞內藥物傳遞機制或是細胞外藥物傳遞機制皆必須通

過細胞的內吞作用來達到藥物傳遞的效果，差別在於細胞內藥物傳遞

機制是先經由細胞的內吞作用將藥物載體整個吞噬後，吞噬小體之pH

值會由細胞外的中性環境慢慢藉由proton pump (ATPase)的作用，使吞

噬小體成為一酸性環境(pH5.0~6.0)，可藉由此酸鹼環境之變化造成

具有酸鹼應答之藥物載體結構產生破壞而釋放藥物或使藥物

與載體之鍵結水解斷裂，使藥物脫離載體【88-91】。此外，吞

噬 小 體 會 進 而 與 溶 酶 體 (lysosomes)結 合 形 成 次 級 溶 酶 體
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(secondary lysosomes)(pH4.0~5.0)，此處具有豐富與多樣之酵

素能分解載體或分解特殊之隔離基 (spacer)，亦可使藥物與載

體分離【92-93】。而細胞外藥物傳遞機制同樣地也是利用腫瘤

組織具有較正常組織較低的 pH值 (約 6.5~6.8)及較高之溫度 (約

38~39℃ )，藥物載體若具有在此區間之應答效果，其內部之藥

物便得以釋放，且藉由細胞的內吞作用傳遞至細胞內。除此之

外，我們尚可設計一種所謂的高分子藥物 (polymer-drug)與酵

素載體 (polymer-enzyme)，將其先後投遞腫瘤組織附近，藉由

酵素的作用將藥物與高分子的鍵結切斷，再藉由細胞的內吞作

用傳遞至細胞內以進行癌細胞的毒殺。  

 
圖 2-19、藥物載體於組織或細胞內之藥物釋放模式示意圖 

(R. Duncan, Nat. Rev. Drug Discovery, 2003, 2, 347-360) 
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第三章、實驗方法  

3-1、實驗藥品 

1. D,L-lactide, LA (Lancaster): 以 THF 再結晶純化兩次，抽   

氣過濾乾燥後放入 descator 中備用。  

2. 2-hydroxyethyl methacrylate, HEMA (TCI): 以分子塞除  

水，減壓蒸餾後於 4oC 下冷藏備用。  

3. Stannous octoate, Sn(Oct)2 (Sigma): 直接使用。  

4. Azobisisobutyronitrile, AIBN (Aldrich): 以 methanol 再結  

晶純化得 AIBN 固體結晶，乾燥後放入 desiccator 備用。  

5. N-Vinylimidazole, NVI (TCI):減壓蒸餾後於 4oC 下冷藏備  

用。  

6. N-Vinyl-2-pyrrolidone, NVP(Fluka):減壓蒸餾後於 4oC 下冷  

藏備用。  

7. Methoxy poly(ethylene glycol), mPEG(Aldrich):直接使用。  

8. Acetone (HPLC degree, TEDIA): 直接使用。  

9. Methanol, MeOH (TEDIA): 直接使用。  

10. Ethanol, EtOH (TEDIA): 直接使  

11. Toluene (TEDIA): 以 Sodium Tablet 除水，常壓下蒸餾後使  

用。  

12. Dimethyl sulfide, DMSO (HPLC degree, TEDIA): 直接使  

用。  

13. N,N-Dimethylformamide, DMF (HPLC degree, TEDIA): 直  



 43

接使用。  

14. Dichloromethane, DCM(TEDIA): 直接使用。  

15. Tetrahydrofuran, THF(HPLC degree, TEDIA): 直接使用。  

16. N-methylpyrrolidone, NMP(HPLC degree, TEDIA) : 直接使  

用。  

17. pyrene (Sigma):直接使用。  

18. Uranyl acetate dehydrate(Fluka):直接使用。  

19. Doxorubicin, Dox(東洋 ):直接使用。  

20. Fetal bovine serum, FBS(GIBCO):直接使用。  

21. Bovine Serum Albumin, BSA(Sigma):直接使用。  

22. L-glutamine(GIBCO):直接使用。  

23. Non-essential amino acid(GIBCO):直接使用。  

24. Penicillin/streptomycin(GIBCO):直接使用。  

25. Trypsin 0.25% in EDTA(GIBCO):直接使用。  

26. Trypan Blue Stain 0.4% (GIBCO): 直接使用  

27. Paraformaldehyde (Showa):直接使用。  

28. Lyso Tracker Green DND-26 (Molecular Probe): 直接使用。 

29. Triton X-100 (TEDIA): 直接使用。  

30. 3-(4,5-dimethylthyazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium  

bromide, MTT (ICN): 直接使用。  

31. Dulbecco’s modified Eagle’s medium, DMEM(GIBCO):直接  

使用。  

32. Minimum essential medium, MEM(GIBCO):直接使用。  
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33. Dimethyl sulfide-d6 + 1% v/v TMS (CIL): 直接使用。  

34. Deuterium oxide, D2O (CIL): 直接使用。  

35. Chloroform-d + Silver foil (CIL): 直接使用。  

 

3-2、實驗裝置 

1. 核磁共振光譜儀  (Nuclear magnetic resonance spectro-  

photometer, NMR: Bruker AM-500 NMR)。  

2. 傅立葉紅外線光譜儀  (Fourier transfer infrared spectro-  

photometer, FT-IR: FTS-155, Bio-Rad)。  

3. 凝膠滲透層析儀  (Gel permeation chromatography, GPC:  

Machery- Nagel NUCLEOGEL)。  

4. 粒徑分析儀與介面電位儀  (Zetasizer 3000HSA:Malvern)。  

5. 離心機 (Centrifugator: KA-1000, KUBOTA)。  

6. 螢光光譜儀 (Fluorescence spectrometer: F-2500)  

(HITACHI)。  

7. 冷凍乾燥機 (Freeze dryer, Heto CT 60E)。  

8. 超過濾裝置 (Stirred Ultrafiltration Cell: Millipore MWCO  

10,000)。  

9. 穿透式電子顯微鏡 (Transmission electron microscopy, JEOL  

JEM-2010)。  

10. 原子力電子顯微鏡 (Atomic force microscopy, Bioscope    

AFM) 

11. 無菌操作台 (Laminar flow,海天 )。  
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12. CO2 培養箱 (CO2 incubator:NAPAC Model 6100 CO2)。  

13. 96 孔盤酵素判讀儀 (Elisa Reader:Awareness StateFax2100)。 

14. 倒立式像位差顯微鏡 (Phase contrast microscopy:Wild MPS  

51S)。  

15. 高溫滅菌箱 (Autoclave:Tomin, Tomin Medical Equipment  

LTD)。  

16. 血球計數盤。  

17. 共軛焦顯微鏡 (Laser Confocal Microscopy, LeicaTCS-SP2)。 

18. 透析膜  (Spectrapor dialysis membrane;MWCO:6000~8000) 

 

3-3、名詞對照 

 

1. PLA 

   poly(D,L-lactide) 

2. PLA-HEMA: 

poly(D,L-lactide) with end-capped of HEMA 

3. PLA-g-P(NVI-co-NVP): (G0、G1、G2、G3、G4、G5)        

poly(D,L-lactide)-g- 

poly(N-Vinylimidazole-co-N-Vinylpyrrolidone) 

4. mPEG-PLA (B1、B2、B3) 

methoxypoly(ethyleneglycol)-b-poly(D,L-lactide) 

 

 

 



 46

3-4、酸鹼應答型接枝共聚物 PLA-g-P(NVI-co-NVP)之合成  

3-4-1、PLA-HEMA 之合成  

    D,L-lactide 在 40℃真空烘箱乾燥一天備用。將適量之起

始劑 2-hydroxyethyl methacrylate 置於圓底雙頸瓶中，連接真

空管線於真空下預熱至 50℃，將其殘留的水分除去，而後在

充滿氮氣的環境中將已純化之 D,L-lactide 及除水之 toluene 置

於反應瓶中並加熱至 130℃，待 D,L-lactide 完全溶解後，加入

1 wt.% Sn(OCt)2 觸媒進行陽離子開環反應。反應進行 16~18

個小時，以 DCM 稀釋產物，再加入少量的 0.1 N KOH/methanol

溶液於 0℃下緩慢終止反應。接下來將產物通過 Silica Gel 

Column 除去鹽類及不純物，再以 hexane 再沉澱 (Reprecipitate)

除去未反應單體，最後將產物收集以機械 pump 將剩餘 solvent

除去並乾燥得之。其反應式如下圖所示。  

 

 
圖 3-1、PLA-HEMA之合成示意圖 

 

3-4-2、PLA-g-P(NVI-co-NVP)之合成  

    將定量之 PLA-HEMA、NVI 單體、NVP 單體及起始劑

AIBN 置於雙頸圓底燒瓶中。而後加入反應溶劑 methanol，待

O

O

O

O

+ 1/2 n
Sn(OCt)2 O

O
CH2CH2O

O
O

CH2CH2OH

O
O

Hn
130 0C

2-hydroxyethyl methacrylate  D,L-lactide PLA-HEMA 

Toluene
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反應物完全溶解，導入無水無氧之氮氣，進行 degas 3 次，將

系統之氧氣除去，提高反應的成功率。而後於 70℃下進行自

由基聚合反應共 24 小時。反應完成，以 ether 進行再沉澱，除

去未反應之單體。產物以抽氣過濾的方式收集並於 40℃烘箱

中乾燥 24 小時，保存於真空狀態下備用。並改變組成比例，

以合成不同比例的接枝共聚物，其反應式如下。  

 

N

N NO
O
CH2CH2O

O
O

H
O

n

x y z

N

N N
HO

O

CH2CH2O

O
O

H
n

+ +

NVI NVP PLA-HEMA

AIBN

Acetone
70 OC , 24h

PLA-g-P(NVI-co-NVP)

O

 
圖 3-2、PLA-g-P(NVI-co-NVP)之合成示意圖 

 

3-5、雙性二團聯共聚物 mPEG-PLA 之合成  

    D,L-lactide 在 40℃真空烘箱乾燥一天備用。將適量已純

化之 D,L-lactide、methoxy poly(ethylene glycol) (分子量 5000)

及除水之 toluene 置於圓底雙頸瓶中。連接真空管線，於真空

下預熱至 50℃將反應物殘餘水分除去，而後將氮氣 purge 至系

統中並升溫至 130℃，在單體完全溶解的情況下加入 1 wt.% 

Sn(OCt)2觸媒進行陽離子開環反應。反應進行 16~18 個小時，

以 DCM 稀釋產物，再加入少量的 0.1 N KOH/methanol 溶液於

0℃下緩慢終止反應。接下來將產物通過 Silica Gel Column 除

去鹽類及不純物，再以 ether 再沉澱 (Reprecipitate)除去未反應

單體，最後以抽氣過濾的方式收集產物並乾燥得之。其反應式
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如下圖所示。  

 

CH3O O Hx
+ 1/2 n

O

O

O

O

Sn(OCt)2

130 0C
CH3O O

x-1 O

O

O H
n

mPEG D,l-lactide mPEG-PLA

 

圖 3-3、mPEG-PLA之合成示意圖 

 

3-6、共聚合物之結構鑑定與分析  

3-6-1、 1H-NMR 結構鑑定與數目平均分子量鑑定  

    將定量樣品溶於含 1%(v/v) TMS 或 mPEG (分子量 2000)

之 DMSO-d6 中，經核磁共振光譜儀 (NMR spectrophotometer)

分析，可確定樣品結構及組成比例。  

 

3-6-2、FT-IR 鑑定  

    將樣品以 THF 或 Methanol 溶解後，塗佈於 NaCl 或 KBr

鹽片上，經傅立葉紅外線光譜儀 (FT-IR spectrophotometer)分

析，可獲得樣品之官能基定性結構。  

 

3-6-3、GPC 分子量分佈鑑定  

    將 5mg 的待測樣品容於 1000mg 之 NMP 中，利用凝膠滲

透層析儀 (GPC)測量，可得重量平均分子量 (weight-average 
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molecular weight, Mw)、 數 目 平 均 分 子 量 (number-average 

molecular weight, Mn)及 分 子 量 分 佈 (polydispersity index, 

PDI)。GPC 流動相為 NMP，流量為 1 ml / min，測量溫度為

40℃。  

 

3-6-4、臨界微胞濃度 (critical micelle concentration, CMC)  

之鑑定  

將共聚合物溶解於 methanol 中，緩慢滴入以磁石攪拌之

二次水，利用旋轉濃縮機在室溫下濃縮 2 小時，將 methanol

完全除去。將共聚合物水溶液配製成 8 mg/mL，再以二次水等

量稀釋至 1×10-4 mg/mL。  

    將 pyrene 配製為濃度 6×10-5 M 之 acetone 溶液。再以二

次水稀釋至濃度 1.2×10-6 M，以旋轉濃縮機在室溫下濃縮 2 小

時，將 acetone 完全除去。而後將上述之共聚合物水溶液與

prene 溶液等體積混合，使共聚合物溶液濃度變為 4 mg/mL 至

5×10-5 mg/mL；pyrene 濃度則為 6×10-7M。混合溶液靜置 24

小時，使 pyrene 分子將均勻分散。以螢光光譜儀於激發光譜

390 nm 下。觀察最高濃度之樣品與對低濃度之樣品其在

300-350 nm 之最高螢光強度，並以此強度之比值 (I337.5/I335 .5)

對濃度對數座標作圖，曲線底部與反曲點兩直線外插交叉點相

對之濃度定義為臨界微胞濃度。  
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3-7、接枝型奈米微胞之製備  

取適量 (5mg、 10mg、 15mg、 20mg)之接枝高分子共聚物

PLA-g-P(NVI-co-NVP)分別溶解於 5mL DMSO 中，並以磁石攪

拌 2 小時使其均勻分散於溶劑中。而後將高分子溶液置於透析

膜（dialysis bag, MWCO: 6000-8000）中，以去離子水透析 48

小時，前 12 小時，每 2 小時更換一次去離子水，之後每 6 小

時更換一次去離子水。將透析完之水溶液冷凍乾燥後，可得到

棉絮狀高分子微胞。  

取 10mg 之接枝高分子共聚物 PLA-g-P(NVI-co-NVP)溶解

於 5mL DMSO 中，並以磁石攪拌 2 小時使其均勻分散於溶劑

中。而後分別加入不同比例之去離子水 (0%、5%、7.5%、10%、

12.5%、 15%、 17.5%、 20%、 22.5、 25%、 30%)於接枝高分子

共聚物溶液中，並持續攪拌 30 分鍾後置於透析膜（dialysis bag, 

MWCO: 6000-8000）中。以去離子水透析 48 小時，前 12 小時，

每 2 小時更換一次去離子水，之後每 6 小時更換一次去離子

水。測其初期水含量對奈米微胞形成的粒徑大小、分散度與穩

定度的影響。將透析完之水溶液冷凍乾燥後，可得到棉絮狀高

分子微胞。  

 

3-8、複合型奈米微胞之製備  

取定量之接枝高分子共聚物 PLA-g-P(NVI-co-NVP)以及

不同比例 (0%、25%、50%、75%、100%)之二團連高分子共聚

物 mPEG-b-PLA 共同溶解於 5mL DMSO 中並以磁石攪拌 2 小

時使其均勻混合。而後將高分子溶液置於透析膜（dialysis bag, 
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MWCO: 6000-8000）中，以去離子水透析 48 小時，前 12 小時，

每 2 小時更換一次去離子水，之後每 6 小時更換一次去離子

水。將透析完之水溶液冷凍乾燥後，可得到棉絮狀高分子微胞。 

 

3-9、接枝 /複合型奈米微胞之粒徑分析  

取透析完之接枝 /複合型奈米微胞 3mL 於比色管中，以動

態光散射粒徑分析儀 (DLS, Zetasizer 3000HSA:Malvern)分析

接枝 /複合型奈米粒子懸浮液之平均粒徑及分佈情形 (PI)。藉以

觀察接枝型奈米微胞之粒徑分佈與複合型奈米微胞粒徑分佈

之差異。操作溫度 25℃， scattering angle 90°，波長 488 nm。

微胞於生理食鹽水 (phosphate buffer saline, PBS)濃度為 0.1 

mg/mL。  

 

3-10、接枝 /複合型奈米微胞之界面電位分析  

取透析完之接枝 /複合型奈米微胞 3mL 於比色管中，以動

態光散射粒徑分析儀 (DLS, Zetasizer 3000HSA:Malvern)分析

接枝 /複合型奈米粒子懸浮液於 25℃下之界面電位，可推測出

微胞的表面結構。  

 

3-11、接枝型奈米微胞之高分子聚集行為分析  

    將接枝型共聚合物 PLA-g-P(NVI-co-NVP)溶解於 DMSO

中，加入不同體積比例 (85%、 80%、 75%、 70%、 65%、 60%)

之二次水使其配置成 H2O/DMSO 共溶劑，以動態光散射儀  
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(DLS, Zetasizer 3000HSA:Malvern) 觀 察 奈 米 微 胞 在

H2O/DMSO 共溶劑環境下之水合直徑及 PI 變化，藉以評估及

模擬奈米微胞在透析初期聚集時，接枝型共聚合高分子之聚集

行為。  

 

3-12、接枝 /複合型奈米微胞之酸鹼應答行為分析  

    取 5mL 透析完之接枝 /複合型奈米微胞，先調控高分子微

胞溶液之酸鹼值至 pH 7.4，測其在該 pH 值下之粒徑大小與粒

徑分佈；再依序降低溶液之 pH 值 (pH7.0、 pH6.5、 pH6.0、

pH5.5、pH5.0、pH4.5)，測其在不同酸鹼值下，奈米微胞粒徑

與分佈之變化情形，藉此觀察奈米微胞之酸鹼應答行為。  

 

3-13、接枝 /複合型奈米微胞之 On-Off 應答行為分析  

    取 5mL 透析完之接枝 /複合型奈米微胞，先將高分子微胞

溶液之酸鹼值調控在 pH7.4 之人體正常中性條件下，並每隔一

段時間 (15~30 分鐘，共 105 分鐘 )測其奈米微胞之粒徑大小與

分佈之變化；而後再將高分子微胞溶液之酸鹼值調控在 pH5.0

之酸性條件下，同樣地，每隔一段時間 (15~30 分鐘，共 105

分鐘 )測其奈米微胞之粒徑大小與分佈之變化。上述 210 分鐘

為一個循環，共 3 個循環，可藉此分析高分子奈米微胞在體內

循環之酸鹼應答動力學。  

 

3-14、接枝 /複合型奈米微胞之表面型態與殼核結構分析  

     (TEM and  AFM) 

    取透析完之接枝 /複合型奈米微胞 (2mg/mL)，滴於 TEM
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鍍碳銅網上靜置 1 分鐘，待接枝 /複合型奈米微胞貼附於銅網

後，使用 tissue 從銅網的側面小心地將 sovlvet 吸乾。而後將

TEM 染劑 uranyl acetate(2 wt.%)滴於銅網上靜置 1 分鐘，待

uranyl acetate 與奈米微胞作用完成後，使用 tissue 從銅網的側

面小心地將 sovlvet 吸乾。上述步驟皆完成後，將 TEM 鍍碳銅

網置於 40℃真空烘箱中乾燥保存 24 小時備用。而後再以不同

倍率之 Transmission electron microscopy(TEM)觀察接枝 /複合

型奈米微胞之殼核結構。AFM 試片之製備是將上述透析溶液

滴於矽晶片上，置於烘箱乾燥後即可進行操作。  

 

3-15、接枝 /複合型奈米微胞之安定性分析  

首先配製 8 wt.%之 BSA /2X PBS(Bovine Serum Albumin/ 

2X Phosphate Buffer Saline，PBS 濃度為正常濃度的 2 倍 )，而

後取 2mL 透析後之接枝 /複合型奈米微胞與上述配製之 8 wt.% 

BSA /2X PBS 緩衝溶液等體積混合，於 37℃下靜置保存，每

隔一段時間以動態光散射 (Dynamic light scanning, DLS)觀察

其粒徑與穩定性的變化，以評估其安定性。  

 

3-16、接枝 /複合型奈米微胞之藥物包覆測試及性質分析  

先取 10mg 之接枝型高分子溶解於 DMSO；再另外取適量

(5mg、10mg、15mg、20mg、25mg、30mg)之抗癌藥物 doxorubicin

（DOX）溶解於 DMSO 中，而後在 DOX 溶液中分別加入 1.5

倍莫爾比 (TEA:DOX=1.5:1)之 triethylamine（TEA），使 DOX

變成疏水性以利高分子攜帶。將高分子溶液與 DOX 溶液混合
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(DMSO 總體積為 5mL)後，攪拌 1 小時，加入 10%之二次水攪

拌 30 分鐘後，快速將溶液裝入透析膜 (MWCO 6000~8000)內

透析。透析前 12 小時，每 2 小時換 1 次二次水；而後每 6 小

時換 1 次二次水，透析時間共約 48~72 個小時，可由透析液由

橘紅色轉為無色判斷終止時間，透析完畢後，將高分子藥物微

胞冷凍乾燥後可得暗紅色棉狀高分子藥物微胞固體，將其收集

置於 desiccator 保存。  複合型奈米微胞之藥物包覆製備方法

亦同，高分子的使用量分別為 10mg 之接枝型高分子與 10mg

之二團聯型高分子。  

高分子藥物微胞之藥物包覆量測試系將高分子藥物微胞以

5mL 之 DMSO 溶解，利用 UV/VIS 測量波長 485nm 之吸收峰。

比對藥物在 DMSO 之檢量線可計算出包覆的藥物重量。利用

下式計算藥物包覆率（drug loading efficiency）：  

藥物包覆率 (%)=包覆藥物總重 /高分子藥物微胞總重×100%  

 

3-17、接枝 /複合型奈米微胞之體外藥物釋放模擬分析  

取 5mg 冷凍乾燥後之接枝 /複合型高分子藥物微胞分別溶

解於 pH 7.4 的 phosphoric acid buffer solution 與 pH 5.0 的

succinic acid buffer solution， doxorubicin 之濃度必須小於

100µg/mL。將溶解之高分子藥物微胞緩衝溶液置於超過濾裝

置內 (超過濾膜 MWCO 10,000)，控制溫度在 37℃(模擬人體正

常 體 溫 )，並定時取樣，以 UV/Vis 測 量 波長 485nm 之

doxorubicin 吸收，並對照藥物在不同酸鹼值水溶液下之檢量

線計算釋放的藥量。  
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3-18、接枝 /複合型奈米微胞之藥物 On-Off 應答行為分析  

    取 5mg 冷凍乾燥後之接枝 /複合型高分子藥物微胞溶解於

去離子水中，再將溶液之酸鹼值調控在 pH7.4 之人體正常中性

條件下，並置於超過濾裝置內 (超過濾膜 MWCO 10,000)，控

制溫度在 37℃(模擬人體正常體溫 )。每隔一段時間 (15~30 分

鐘，共 105 分鐘 ) 以 UV/Vis 測量波長 485nm 之 doxorubicin

吸收；而後再將高分子微胞溶液之酸鹼值調控在 pH5.0 之酸性

條件下，同樣地，每隔一段時間 (15~30 分鐘，共 105 分鐘 ) 以

UV/Vis測量波長 485nm之 doxorubicin吸收並對照藥物在不同

酸鹼值水溶液下之檢量線計算在不同的酸鹼值環境下，藥物釋

放的重量。  

。上述 210 分鐘為一個循環，共 3 個循環，可藉此分析高分子

奈米微胞在體內循環之藥物釋放情形。   

 

3-19、接枝 /複合型奈米微胞之細胞存活率與細胞毒殺分析  

培養基的配置方法係將 DMEM 粉末 (或 MEM 粉末，不同

培養基對應不同的細胞株 )以 900mL 之去離子水溶解，加入 1.5

克之 NaHCO3，並以 HCl 水溶液調整酸鹼值至 pH7.4。而後將

培養基移入無菌操作臺並加入 100mL 之  胎牛血清（ Fetal 

Bovine serum, FBS）後，再以 0.22nm 之無菌過濾設備過濾

DMEM 培養基至已滅菌之血清瓶中，最後再分別加入 10mL

之 L-glutamine、1mL 之 Non-essential amino acid (100X) 與

1mL 之 Penicillin/streptomycin(100X)後置於 4℃冰箱保存。  

磷酸鹽緩衝溶液（phosphate buffer saline, PBS）的配置方法係
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將 8 克 NaCl、0.2 克 KCl、 1 克 Na2HPO4 與 0.2 克 KH2PO4

溶於 1L 之去離子水，並攪拌 1 小時，而後將緩衝溶液置於高

溫高壓滅菌釜內（ 120 ,℃ 60min）消毒後，至於 4℃冰箱保存。

從液態氮中拿出 HeLa（人類子宮頸癌細胞）、HepG2（人類肝

癌細胞），並在 37℃水浴中加以解凍，將解凍後之癌細胞加入

培養皿，並加入 10ml 之 DMEM 培養基後，置入 37℃，5% CO2

的恆溫培養箱 (incubator)中進行細胞培養。待細胞成長至培養

皿之八分滿後，將體積比 1：9 的胰蛋白脢（ tripsin/EDTA）PTA）

溶液加入培養皿中，蓋滿整個培養皿。接著靜置 1 至 3 分鐘後，

用手輕輕地均勻拍打培養皿，使細胞從培養皿脫落，待細胞已

完全漂浮至溶液中 (此時培養基將會由原本之淡紅色變為粉紅

色 )，加入微量之新鮮培養基稀釋，並以微量分注器（pipetman）

均勻地抽吸數次，將細胞分散。接下來將含有胰蛋白脢之培養

基裝入離心管中，並以 PBS 稀釋，放入離心機中，以轉速

1500rpm 離心 5 分鐘，離心完後取走上層澄清液，加入定量之

培養基，以進行細胞計數。  

細胞計數使用之計數盤為血球計數器（hemacytometer），

以微量分注器分別取 100µL 的細胞培養基及 100µL 之 trypan 

blue，注入 96 well 之培養皿中，將兩者均勻混合。而後將混

合後之溶液滴於計數盤中，進行細胞計數。由於 trypan blue

會將凋亡之細胞染成深藍色，而活體細胞則無法染色，因此可

於顯微鏡下算出計數盤四個角落 (計數在盤光學顯微鏡下為一

九宮格之圖形 )的活體細胞數目 N，而總細胞數目可由下列公

示求得：  
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總細胞數 (cell/mL)=N/4×(稀釋倍數 )×104  

計算完畢，於 96 well 培養皿中，每孔種植 1×104個細胞。12

小時後，待細胞貼附於培養皿，移除培養皿內之培養基並以

PBS 清洗兩次，加入含有不同高分子濃度之培養基，培養 48

小時，以比色分析法分析細胞之存活率。  

    比色分析法 (MTT assay)實驗是利用活體細胞中之粒腺體

(mitochontria)進行呼吸作用，作用時會有能量的轉移，同時也

有電子傳遞的反應。而 MTT(3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5- 

diphenyl-2H tetrazolium bromide)會與電子作用，由原來黃色的

MTT 代謝為藍紫色的晶體，若存活的細胞越多，其紫色也越

深。將培養皿內之培養基移除，以 PBS 清洗兩次後加入 200µL

含有 MTT 之培養基 (1mg/mL)，置入恆溫培養箱 (incubator)中

反應三小時。而後將 well 的液體抽取乾淨，再加入 200µL 細

胞培養用之 DMSO 與 EtOH 混合溶液（v:v=1:1），溶解產生之

結晶物，反應 10 分鐘後，從每 1 well 取出 100µL 之溶液置於

另一個新的 96 well 培養皿中，並以 96 well 培養皿酵素判讀

儀 (Elisa Reader)測定波長 570nm 之吸收，而波長 630nm 為背

景扣除值。控制組之培養基不加任何高分子。實驗重複 6 次

（n=6），細胞存活率（ cell viability）的計算方式如下：  

 

細胞存活率 (%)=吸收度 sample/吸收度 contro l×100% 
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細胞毒殺實驗（growth inhibition assay）則是於 96 well

培養皿中，每一 well 種植 1×104 個細胞後，分別加入不同濃

度的含有藥物或高分子藥物微胞之培養基（藥物濃度介於

1-90µg/mL），經過 48 小時後，以比色分析法分析不同藥物濃

度下的細胞存活率，比較藥物與高分子藥物微胞對癌細胞毒殺

的效果。實驗重複 6 次（n=6）。  

 

3-20、接枝 /複合型奈米微胞之細胞內藥物分佈情形與內吞行   

     為分析  

DOX及接枝 /複合型奈米藥物微胞在細胞內的分布與釋放

情 形 ， 可 利 用 共 軛 焦 顯 微 鏡 (Confocal Laser Scanning 

Microscopy)觀察。在 6 well 培養盤中置入蓋玻片，並在蓋玻

片上黏貼一加強圈標示其觀測範圍，每一 well 各種植 2×105

個癌細胞 (HeLa cell)。經 12 小時待癌細胞貼附後，在不同時

間下，加入藥物濃度為 7.5 µg/mL 之 DOX 與藥物微胞培養基

溶液 2mL。於固定時間下移除培養基，以 PBS 清洗後加入含

有 LysoTraker DND-26 之無血清培養液 3 mL(80-100 nM，溶於

MEM 培養基 )，反應 1 小時，以 PBS 清洗 2 次。必要時添加

含有 Triton X-100 之 PBS(0.1％ )幫助洗淨。而後以 4wt.% 之

paraformaldehyde 的 PBS 溶液固定細胞 (反應 10~15 分鐘 )。以

PBS 清洗後，於加強圈範圍內滴入含有 80% glycerol 的 PBS

溶液 15µL，使其貼附於載玻片上，最後在蓋玻片的四周滴上

指甲油加強固定並避光保存。  
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    共軛焦顯微鏡物鏡之設定為 400X，Doxorubicin 之激發雷

射光波長與放射光波長分別為 485 nm 及 590 nm；LysoTracker

則分別為 504 nm 及 511nm。掃描所得之影像經重疊後可判斷

DOX 在細胞內釋放的分佈情形。  
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第四章、實驗結果與討論  

 

4-1、酸鹼應答型接枝共聚物 PLA-g-P(NVI-co-NVP)之製備與

鑑定  

    酸鹼應答型接枝共聚物 PLA-g-P(NVI-co-NVP)是由單體

N-Vinylimidazole(NVI)、N-Vinyl-2-pyrrolidone(NVP)以及巨單

體 PLA-HEMA 所構成。其合成步驟主要由兩個聚合反應組成： 

    (1) 陽 離 子 開 環 聚 合 反 應 (cationic ring-opening 

polymerization)，其反應機構如圖 4-1 所示，陽離子開環反應

之特性為反應之聚合度 (degree of polymerization)可以控制的

非常理想，即單體進料比與產物組成比非常接近；分子量分佈

也相當均一。本研究首先是利用 stannous octoate(Sn(Oct)2)作

為反應之觸媒，與反應單體 D,L-lactide 之 carbonyl group 形成

配位鍵結以提高 carbonyl group 之反應活性，進一步地使

2-hydroxyethyl methacrylate(HEMA)末端帶有孤對電子對之

hydroxy group 進行 SN2反應，攻打缺乏電荷密度之 carbonyl 

group，此即為聚合反應之起始反應 (initiation)。而後反應活性

種將會轉移至下一個 D,L-lactide 單體上，之後便是成長反應

(propagation)的發生，高分子鏈便由此慢慢成長至預期之分子

量，待反應時間終了，才加入 0.1N 之 KOH/methanol 與觸媒

作用，中止其反應活性。陽離子開環反應所合成之 PLA-HEMA

經由 1H-NMR分析，可鑑定其結構 (如圖 4-2所示 )：δ1.4-1.7(m, 

CH3 from PLA)；δ1.92(s, CH3 from HEMA )；δ4.33(s, CH2CH2 

from HEMA)；δ5.1-5.2(m, CH from PLA)；δ5.58、δ6.10(s, 

＝CH2 from HEMA)。  
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圖 4-1、D,L-lactide 以 Sn(Oct)2 行陽離子開環聚合之反應機  
構示意圖  
 

 

 

 

 
圖 4-2、PLA-HEMA 之 1H-NMR 光譜圖  
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    (2) 自由基共聚合反應 (free radical polymerization)，因自

由基成長的快且其終止反應就包刮了再結合 (recombination)、

不均化 (disproportionation)以及自由基轉移 (radical transfer)三

種，故其本身之特性為成長反應相當快速但較難得到分子量均

一之高分子。本研究是利用巨單體 PLA-HEMA 與 NVI、NVP

行自由基接枝共聚合反應，相較於傳統之接枝共聚合反應而

言，此法可得到結構較明確之接枝共聚合物。因傳統之接枝共

聚合是先將主鏈製備完成，再將其與側鏈單體進行聚合反應，

但不容易將未反應之巨單體鏈段與分枝共聚合物分離，造成分

枝的數目和長度不均一。本研究所合成之 PLA-g-PNVP(主鏈

不含酸鹼應答之單體 NVI，即 G0)與 PLA-g-P(NVI-co-NVP)接

枝共聚物經 1H-NMR 分析，可鑑定其結構 (如圖 4-3、圖 4-4 所

示 )、組成比 (表 4-1)與數目平均分子量 (表 4-2)：δ1.27(s, CH3 

from PLA-HEMA)；δ 1.4-1.5(m, CH3 from PLA-HEMA)；         

δ 1.6-1.9(broad, CH2 from NVI 、 NVP and PLA-HEMA)；     

δ2.0-2.1(broad, -COCH2CH2 from NVP )；δ2.2(broad, -COCH2 

from NVP)；δ3.1-3.2(broad, CH2NCH2 from NVP；-NCH2 from 

NVI)；δ4.19(s, CH2CH2 from PLA-HEMA)；δ5.1-5.2(m, CH 

from PLA-HEMA)；δ6.9-7.8(broad, CH from NVI)。  

    此外，接枝共聚物亦利用傅立葉紅外線光譜儀 (FT-IR)進

行結構分析 (如圖 4-5所示 )：1660 cm-1為 NVP上的 amide group

行 stretching vibration 之吸收；1750 cm-1為 PLA-HEMA 上的

ester group 行 stretching vibration 之吸收。綜合上述，可確認

已成功地合成出 PLA-g-P(NVI-co-NVP)接枝共聚物。  
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圖 4-3、PLA-g-PNVP 之 1H-NMR 光譜圖  
 
 
 
 

 
 

圖 4-4、PLA-g-P(NVI-co-NVP)之 1H-NMR 光譜圖  
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圖 4-5、PLA-g-P(NVI-co-NVP)之 FT-IR 光譜圖  
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表 4-1、接枝共聚物 PLA-g-P(NVI-co-NVP)之組成比 

In feed  
(mol%) 

In copolymer 
(mol%) 

 
Polymer 

 
Code 

PLA NVI NVP PLA NVI NVP
PLA-g-PNVP G0 3.4 0 96.6 3.6 0 96.4

G1 3.3 9.7 87 3.0 9.9 87.1
G2 3.3 19.3 77.4 2.9 22.7 74.4
G3 3.2 29 67.8 2.5 28.4 69.1
G4 3.2 38.8 58 2.7 39.4 57.9

 
PLA-g- 

P(NVI-co-NVP)

G5 3.2 48.4 48.4 3.3 48 48.7
 
 
 
 
 
 
 

表 4-2、接枝共聚物 PLA-g-P(NVI-NVP)之性質分析 

 
Polymer 

 
Code 

Mn(a) 
of backbond

Mn(a) of 
side chain

Total Mn(b) of 
Graft copolymer

PLA-g-PNVP G0 9427 7164 16591 
G1 9512 5970 15482 
G2 9415 5771 15186 
G3 9624 4975 14599 
G4 9609 5373 14982 

 
PLA-g- 

P(NVI-co-NVP) 

G5 9437 6567 16004 
(a) Mn of backbone & side chain determined by 1H-NMR. 
(b) Total Mn of Graft copolymer = Mn of backbone + Mn of side chain 
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4-2、二團聯共聚物 mPEG-PLA 之製備與鑑定  

    二團聯共聚合物 mPEG-PLA 是由巨單體 mPEG 及

poly(D,L-lactide)所構成。其合成反應步驟是由 mPEG 與

D,L-lactide 以 Sn(OCt)2 為觸媒進行陽離子開環聚合反應而形

成共聚物。反應機制則與 PLA-HEMA 之合成反應類似，本研

究首先是利用 stannous octoate(Sn(Oct)2)作為反應之觸媒，與

反應單體 D,L-lactide 之 carbonyl group 形成配位鍵結以提高

carbonyl group 之反應活性，進一步地使 mPEG 末端帶有孤對

電子對之 hydroxy group 進行 SN2反應，攻打缺乏電荷密度之

carbonyl group，後續之反應皆與 PLA-HEMA 類似，差別在於

mPEG 末端所形成之活性自由基較不容易攻打 D,L-lactide 單

體 (因高分子鏈可能會隱蔽末端之活性自由基，降低其與單體

反應之機率 )，進而提高反應之困難度。  

所合成之 mPEG-PLA 經由 1H-NMR 之分析，可鑑定其結

構  (如圖 4-6 所示 )：δ 1.4-1.6 (m, CH3 from PLA)；δ

2.34(broad, -OH from PLA)；δ3.36(s, -OCH3 from mPEG)；δ

3.59-3.62(s, -OCH2CH2 from mPEG)；δ4.3-4.4(m, -OCH2CH2 

from mPEG conjugated with PLA)；δ 5.1-5.2(m, CH from 

PLA)。本研究合成三種不同分子量之 mPEG-PLA 共聚合物，

經由 1H-NMR 可推算出數目平均分子量，再輔以凝膠滲透層

析儀  (GPC) 之測試，可得其 polydispersity index (PDI)，列於

表 4-3。  
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此外，mPEG-PLA 二團聯共聚物亦利用傅立葉紅外線光譜

儀 (FT-IR)進行結構分析 (如圖 4-7 所示 )：1100 cm-1 為 mPEG

與 PLA 上的 ether group 行 stretching vibration 之吸收；1750 

cm-1 為 PLA 上的 ester group 行 stretching vibration 之吸收。

綜合上述，可確認已成功地合成出 mPEG-PLA 二團聯共聚物。 

 

 

 

 

 
圖 4-6、  mPEG-PLA 之 1H-NMR 光譜圖  
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圖 4-7、mPEG-PLA 之 FT-IR 光譜圖  

 
 
 
 
 
 

表 4-3、二團聯共聚合物 mPEG-PLA之組成與性質分析 
In feed 

(mol %) 
In copolymer 

(mol %) 
 

Code 
 mPEG LA mPEG LA 

Mn(a) 
of 

mPEG

Mn(a) 
of    

PLA 

 
PDI(b) 

B1 19.4 80.6 12.6 87.4 5000 530 1.05 
B2 4.6 95.4 6.7 93.3 5000 1090 1.15 
B3 3.6 96.4 4.0 96.0 5000 1750 1.2 

(a)Mn of mPEG & PLA determined by 1H-NMR. 
(b) PDI determined by GPC 
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4-3、臨界微胞濃度 (critical micelle concentration, CMC)之  

鑑定  

    微胞形成機制一直以來皆是各界探討之研究重點之一，

而微胞之模型最早是由 Hartley於 1936 年所提出  (但此模型是

以界面活性劑為組成微胞之小單元所提出 ) 【 94】，後繼的一

些研究如中子散射實驗、光散射實驗，均證實此結構確實存在

且符合熱力學平衡與結構穩定性平衡之原理。  

雙性共聚物 (amphiphilic copolymer)於水溶液中欲組裝成

高分子微胞之最低濃度即稱為臨界微胞濃度 (critical micelle 

concentration, CMC)，臨界微胞濃度之概念應用於癌症治療之

藥物微胞載體上可以提供一個淺顯易懂的概念。即當藥物微胞

於體內循環時，勢必會被體內大量的血液稀釋，如果臨界微胞

濃度太高將造成微胞結構的不穩定而使高分子鏈段脫離瓦

解，進一步地造成藥物毒殺正常組織之副作用。因此，在設計

與研究一新型態高分子奈米微胞之首要研究重點即是鑑定高

分子奈米微胞之臨界微胞濃度。  

    臨界微胞濃度之測量是利用疏水性分子 pyrene 當作螢光

染劑，pyrene 的激發波長會隨著其本身所處環境極性的改變而

改變。亦即，在低濃度微胞尚未形成的情況下，pyrene 會分散

於水溶液中 (極性環境 )，此時 pyrene 之激發波長為 335nm；而

當共聚物濃度提高時，開始有所謂的微胞前趨體的產生，此時

疏水性的 pyrene 分子會傾向於疏水之微胞內核 (非極性環

境 )，此時 pyrene 之激發波長為 337nm，如圖 4-8 所示【95-97】。

本實驗是利用螢光光譜儀，固定放射波長 (emission wavelength)
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在 390nm 的情況下，觀察激發波長在 335nm 與 337nm 之強度

變化。而臨界微胞濃度可由吸收強度在 337nm 與 335nm 之比

值與激發波長作圖 (即 I337/I335 對激發波長作圖 )，再將兩條直

線做外插，可求得交點，即臨界微胞濃度。  

    本實驗共探討： (1)設計三種不同主鏈組成比之接枝共聚

物 PLA-g-P(NVI-co-NVP)，探討其臨界微胞濃度的變化； (2)

設計三種不同鏈段長度比之二團聯共聚物 mPEG-PLA，探討其

臨界微胞濃度的變化。實驗結果如圖 4-9 與圖 4-10 所示，並

整理於表 4-4。由實驗結果，可知當接枝共聚物主鏈之 NVI 含

量提高時，臨界微胞濃度有些微下降，這是因為接枝共聚物主

鏈之親水性降低了，但這並不代表 NVI 為疏水之單體 (查文獻

可知，NVI 為親水單體 )，只是相對於 NVI 而言，NVP 之親水

性較 NVI 好，故 NVP 在整個接枝共聚物主鏈之含量降低造成

主鏈之親水性降低，進一步地使臨界微胞濃度降低。另外，在

二團聯共聚物方面，可知當提高疏水端 PLA 之長度，臨界微

胞濃度有顯著地下降，這是因為二團聯共聚物之疏水作用力有

顯著的提高所造成。  

綜合上述，我們可以得到下列結論：  

(1) 降低雙性共聚物親水端之親水作用力，可稍微地降低其

臨界微胞濃度。  

(2) 提高雙性共聚物疏水端之疏水作用力，可明顯地降低其

臨界微胞濃度。  

(3) 接枝共聚合物之臨界微胞濃度大抵上皆較二團聯共聚物

低，這是因為 PLA 接於其側鏈，造成共聚物本身之活動
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性降低使得聚集力變強，且因為接枝型共聚物之 PLA 鏈

段皆較二團聯共聚物長，且接枝密度也較高，故其有較

強之疏水作用力，即聚集力較強之故。  
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圖 4-8、不同高分子共聚物濃度下，Pyrene 分子之激發光譜
337nm 與 335nm 之強度變化情形  

 
 
 
 

表 4-4、各種共聚合物之臨界微胞濃度 
Code CMC (mg/L) Annotation 
G0 5.95 PLA-g-PNVP (NVI 0 mol%) 

G3 3.74 PLA-g-P(NVI-co-NVP) (NVI 28.4 %) 

G5 2.22 PLA-g-P(NVI-co-NVP) (NVI 48 %) 

B1 84.0            mPEG-PLA (Mn5000:530) 

B2 16.0 mPEG-PLA (Mn5000:1050) 

B3  5.4 mPEG-PLA (Mn5000:1750) 
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圖 4-9、不同主鏈組成比之 PLA-g-P(NVI-co-NVP)接枝共聚
物於不同濃度下之 I337/I335比值變化圖，兩條直線之外插交

點即為臨界為包濃度 (CMC) 
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圖 4-10、不同鏈段長度比之 mPEG-PLA 二團聯共聚物於不

同濃度下之 I337/I335比值變化圖，兩條直線之外插交點即為

臨界為包濃度 (CMC)。  
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4-4、接枝型奈米微胞之製備與鑑定  

高分子雙團聯共聚物欲在水溶液中自我組裝成一有序列

之結構，通常其結構皆必須具有親疏水性差異明顯的兩段高分

子鏈，而隨著親疏水鏈段比列之不同，其在水溶液中之組裝結

構亦不相同，常見的結構有微胞 (micelle)、棒狀 (cylinder)、層

板狀 (lamella)等結構。當我們提高親疏水端之組成比例時 (增加

親水鏈段比；降低疏水鏈段比 )，組裝之結構會由層板狀或棒

狀轉為微胞之結構。而高分子微胞之形成取決於親疏水性分子

鏈段的比例。在水相環境下，當親水性鏈段之分子量大於疏水

性鏈段時，高分子鏈會因在水溶液中親疏水性之不同而排列成

核殼結構 (core-shell structure)的高分子微胞。   

高分子微胞形成之過程包含了兩種作用力的平衡，其一

是使高分子互相聚集的疏水性作用力，其二是避免高分子微胞

無限聚集而形成微相 (microdomain)的高分子鏈段排斥力。其熱

力學行為與小分子量的界面活性劑相似，形成微胞的驅動力主

要是因為在水溶液中，雙性共聚合物的疏水性鏈段為了減少與

水的接觸面積而自我聚集，再加上覆蓋在疏水性鏈段外層的親

水性鏈段使得疏水性鏈段與水的接觸面積減到最低，因此使系

統的自由能達到最小值而形成最穩定的狀態。  

本研究製備之接枝型奈米微胞的方式與一般雙性二團聯

共聚物奈米微胞之製備方式相同，是採用傳統的透析 (dialysis)

方式，先將接枝型共聚物溶解於 DMSO 有機溶劑中，再將溶

液置入透析膜 (dialysis bag)，利用透析膜內外濃度梯度之差

異，緩慢地將 DMSO 置換成水溶液。此法之優點在於可避免
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雙性共聚物在初期快速且過度地聚集，利用緩慢地置換水與有

機溶劑，最終將可得到規則排列且具有核殼結構 (core-shell 

structure)的奈米微胞。實驗之結果整理於表 4-5。 

而本論文對於接枝型奈米微胞之研究重點是在探討接枝

共聚物主鏈組成比之不同對於其應答行為之關係，探討之重點

將著重於：NVI(酸鹼應答材料 )含量的多寡與接枝型奈米微胞

之粒徑大小、粒徑分布、酸鹼應答型為、膨潤行為、開關行為、

藥物包覆含量、藥物釋放行為及癌細胞毒殺行為等的關係。故

由表 4-5 及圖 4-11 所得之實驗結果，我們選用平均粒徑較小

且粒徑分佈較均一的 G3(NVI 28.4%)與 G5(NVI 48%)作為往後

實驗探討的對象；並選用主鏈不含 NVI 之 G0(NVI 0%)做為實

驗的對照組。  

 

 

 

表 4-5、接枝型奈米微胞之平均粒徑與 PI 值  
Code(a) Average Diameter 

±SD(nm)(b) 
Polydispersity Index 

±SD(b) 
G0 107.3±0.5 0.113±0.006 
G1 129.4±1.4 0.1±0.009 
G2 87.5±0.6 0.14±0.002 
G3 118.2±1.1 0.067±0.008 
G4 114.2±1.8 0.165±0.035 
G5 96.8±1.3 0.072±0.005 

(a)  Graf t  copolymer  with  NVI X*10 % 
(b)  SD-standard deviat ion of  three independent  measurements 
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(A) G0 (NVI _0%) 

 
 

(B) G1 (NVI _9.9%) 

 
 

(C) G2 (NVI _22.7%) 

 
 

(D) G3 (NVI_28.4%) 

 
 

(E) G4 (NVI _39.4%) 

 
 

(F) G5 (NVI _48%) 

 
 

圖 4-11、不同組成比接枝型奈米微胞之平均粒徑與 PI值 
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4-5、接枝型奈米微胞之聚集行為探討  

    本實驗在探討接枝型奈米微胞之形成機制，由傳統文獻

可知，雙性團聯共聚物在形成奈米微胞的過程中，高分子鏈段

間之親疏水作用力會彼此互相地抵抗，而奈米微胞為了得到最

小的表面自由能，其親疏水鏈段會傾向於達到熱力學之平衡而

選擇規則地排列，進而形成奈米微胞。然而，此過程並非速成，

雙性共聚物會在共溶劑 (cosolvent，即有機溶劑與水 )中組裝形

成所謂的微胞前趨體 (precursor，此為一膨潤結構)，而後隨著

有機溶劑之減少，雙性共聚物之疏水端作用力慢慢提高，微胞

前趨體會慢慢固化，最終轉為一規則排列之核殼微胞結構，其

示意圖如圖 4-12 所示。  

 

 

 

圖 4-12、接枝型奈米微胞聚集行為之示意圖 

 

    實驗結果則如圖 4-13 至圖 4-15 所示，無論是 G0、G3 或

是 G5，一開始在含有少量 H2O 的情況下 (H2O 含量低於 15%)，

由於有機溶劑對於接型枝共聚物之溶解度尚高，且共聚物疏水

端 PLA 聚集力小於親水端 P(NVI-co-NVP)之分散力，故此時

接枝型共聚物是呈現自由捲曲 (random coil)的型態而無法藉由

儀器測得其粒徑大小；然而當共溶劑中之 H2O 含量不斷增加
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(H2O 含量介於 15~30%時 )，造成疏水端 PLA 作用力不斷增

強，於是便慢慢地形成微胞前趨體 (precursor)，在此區間，儀

器已經可以偵測到奈米微胞的粒徑大小，但是其粒徑分佈仍然

處於一混亂狀態，我們可藉此推測此時微胞內核呈現一膨潤狀

態，亦即溶劑與疏水端 PLA 共處；而後隨著 H2O 含量不斷地

提高 (高於 30%)，PLA 之疏水作用力不斷增強進而產生內核排

除溶劑效應。最後，H2O 含量繼續的提高將造成內核溶劑的排

除，微胞的結構最終也趨於穩定。  

    另外，由 G0 與 G3、G5 之形成機制可以發現，G0 在形

成初期，DMSO 及 NVP 會與 H2O 產生良好的氫鍵作用力，故

其粒徑分佈不至於像 G3 與 G5 般混亂；然而 NVI 的介入 (G3

與 G5)，會打亂 DMSO 及 NVP 與 H2O 之氫鍵作用力，因在中

性條件下，仍然有些許 NVI 氮上之氫原子未解離，因此 NVI

不僅會與 H2O 產生氫鍵作用力，與 DMSO 及 NVP 同樣地也會

產生氫鍵作用力，故造成結構初期的混亂。然而當 DMSO 完

全地被 H2O 交換時 (即微胞形成時 )，系統便變得較不複雜，在

有 NVI 的存在下 (G3 與 G5)，其粒徑大小與分佈反而較 G0 來

的好 (參考表 4-5)。推論為若環境中僅有水分子，除了 NVP 會

與 H2O 產生良好的氫鍵作用力 (C=O⋯H-OH)，NVI 更可利用

其比 NVP 稍微疏水的特性 (但 NVI 仍為親水單體 )，使得接枝

共聚物之疏水作用力增強造成微胞結構的穩定。  
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圖 4-13、G0 奈米微胞在不同比例之 DMSO/(DMSO+H2O)
混合溶液下之聚集行為  
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圖 4-14、G3 奈米微胞在不同比例之 DMSO/(DMSO+H2O)
混合溶液下之聚集行為。  
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圖 4-15、G5 奈米微胞在不同比例之 DMSO/(DMSO+H2O)
混合溶液下之聚集行為。  

 

由上述實驗可知，接枝共聚物之奈米微胞形成過程中包含

三個主要步驟，而此三步驟之轉換對於微胞形成與藥物包覆具

有非常重要之影響：  

(1) 接枝共聚物由自由捲曲狀態逐漸形成微胞前趨體

膨潤結構。  

(2) 微胞前趨體膨潤結構排除核內有機溶劑轉變為緊

密結構。  

(3) 隨著 H2O 的增加，微胞由緊密結構逐漸固化。  
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    因此，我們藉由上述三項結論，進一步做透析前水含量

對於微胞形成之粒徑大小與粒徑分佈之研究，實驗結果如圖

4-16 至圖 4-18 所示。由結果我們可以發現一個共通的現象，

無論是 G0、G3 亦或是 G5，其粒徑大小都有一個先上升後下

降的趨勢。G0 在水含量達 5 %時，粒徑達到最大值；而 G3

與 G5 在水含量達 10 %時，粒徑達到最大值。這是因為接枝共

聚物是在此水含量下置於透析膜內透析 (此時共聚物本身之型

態為自由捲曲之狀態 )，於透析初期，由於大量的 H2O 瞬間進

入透析膜內與 DMSO 做置換，造成微胞前趨體在還沒穩定之

前，有過多分散於共溶劑中的共聚物插入微胞內，造成結構的

堆疊與不穩定。而當 G0、G3、G5 之透析前水含量達 20%時，

微胞粒徑有變小的趨勢，且粒徑分佈達到最小值。這是因為接

枝共聚物於此水含量下處於微胞形成過程之第二階段 (即膨潤

狀態之微胞前趨體結構 )，此時將其置於透析膜內透析，由於

共溶劑中已有一澎潤之前趨體存在，其餘分散之共聚物僅要依

循熱力學原理，緩慢地插入微胞前趨體，降低疏水端之表面自

由能，而後隨著水含量的提高，微胞亦會朝第三階段 (即固化 )

進行最後的步驟。  

綜合上述，我們可以得到下列結論：  

(1) 當奈米微胞欲包覆疏水性藥物時，我們選擇初期水含量

為 10 %之比例進行與藥物的混合後，再進行透析。因在

此比例下共聚物是以自由捲曲之狀態與疏水性藥物混

合，而後再置於透析膜內透析，此時由於 H2O 瞬間地與

DMSO 進行置換，造成共聚物之疏水作用力瞬間地提

高，使其能夠大量地補抓疏水性藥物而形成微胞前趨體
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的結構。雖然此法可得到較高的藥物包覆率，但微胞本

身之粒徑大小卻也會因此上升，因此欲得到高包覆率且

分佈均一之高分子奈米藥物微胞，仍尚有許多待討論之

空間。  

(2) 當欲探討未包覆藥物之奈米微胞的應答行為時，我們選

擇初期水含量為 20 %之比例直接進行透析。在此比例

下，無論是 G0、G3 或 G5 皆可得到最小的粒徑分佈，當

水含量繼續提高時，雖說粒徑大小仍持續下降，但是粒

徑分佈卻有緩慢上升的趨勢，這是因為共聚物在合成

時，有些疏水作用力較高的高分子 (PLA 比例較高 )先行自

我聚集成粒徑極小的顆粒，造成粒徑分佈提高之故。  
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圖 4-16、G0 奈米微胞在不同之初期水含 H2O/(DMSO+H2O) 
下之透析結果  
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圖 4-17、G3 奈米微胞在不同之初期水含 H2O/(DMSO+H2O) 
下之透析結果。  
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圖 4-18、G5 奈米微胞在不同之初期水含 H2O/(DMSO+H2O) 
下之透析結果。  
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4-6、複合型奈米微胞之鑑定與分析  

    複合型奈米微胞的製備與接枝型奈米微胞相同，是採用

傳統的透析 (dialysis)方式，先將接枝型共聚物與二團聯共聚物

溶解於 DMSO 有機溶劑中，再將溶液置入透析膜 (dialysis 

bag)，利用透析膜內外濃度梯度之差異，緩慢地將 DMSO 置

換成水溶液。此法之優點在於可避免雙性共聚物在初期快速且

過度地聚集，利用緩慢地置換水與有機溶劑，最終將可得到規

則排列且具有核殼結構 (core-shell structure)的奈米微胞，其示

意圖如圖 4-19 所示。在單一組成奈米微胞之研究中，以透析

法所製備之 mPEG-PLA 與 PLA-g-P(NVI-co-NVP)奈米微胞，

經動態光散射儀測得其水合直徑 (hydration diameter)如表 4-6

所示。由表 4-6 可知，接枝型奈米微胞之粒徑大小大抵上皆較

二團聯型奈米微胞小，且粒徑分佈也較二團聯型奈米微胞均

一。這是因為接枝型共聚物之 PLA 鏈段皆較二團聯共聚物

長，且接枝密度也較高，故其有較強之疏水作用力，即聚集力

較強，這也就是為什麼接枝型共聚物之臨界微胞濃度較二團聯

共聚物高的原因。  

 
 

 

 

圖 4-19、複合型奈米微胞聚集行為之示意圖 
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本實驗主要是由 PLA-g-P(NVI-co-NVP)(G0、G3、G5)接

枝共聚物以及 mPEG-PLA (B1、B2、B3) 二團聯共聚物進行複

合型奈米微胞之形成機制分析。是將高分子依不同之重量比例

混合，以透析法製備複合型高分子奈米微胞。並利用動態光散

射儀、界面電位分析儀、1H-NMR 探討複合型高分子奈米微胞

之粒徑大小、粒徑分佈、介面電位分佈及其聚集行為。並以臨

界微胞濃度 (CMC)之不同，分三部分討論，由臨界微胞濃度之

研究結果可知，接枝型共聚物之 CMC 皆較二團聯共聚物小，

將之搭配與不同 CMC 之二團聯共聚物共同討論，探討其 CMC

之差異對複合型奈米微胞形成機制之影響。第一部份為接枝型

共聚物與 B1 之組合 (CMCGraf t  << CMCB1)、第二部分為枝型共

聚物與 B2 之組合 (CMCGraf t < CMCB2)、第三部分為枝型共聚物

與 B3 之組合 (CMCGraf t  CMC≒ B3)。  

 

 

表 4-6、接枝 /二團聯型奈米微胞之平均粒徑與 PI 值  
Code Average Diameter 

±SD(nm)(c) 
Polydispersity Index 

±SD(c) 
(a)G0 107.3±0.5 0.113±0.006 
(a )G3 118.2±1.1 0.067±0.008 
(a )G5 96.8±1.3 0.072±0.005 
(b)B1 169.6±11.4 0.383±0.235 
(b)B2 150.4±0.8 0.226±0.011 
(b)B3 73.8±1.2 0.269±0.024 
(a)  Graf t  copolymer  with  NVI 0%, 28.4%, 48% 
(b)  Diblock copolymer： mPEG5 0 0 0-PLA5 0 0, mPEG5 0 0 0-PLA1 0 5 0, mPEG5 0 0 0-PLA1 7 5 0  
(c)  SD-standard deviat ion of  three independent  measurements 
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(1) CMCGraft << CMCB1 

將 CMC 差異較大之 PLA-g-P(NVI-co-NVP)(G0、G3、G5)

與 mPEG-PLA (B1) 依不同重量比混合，觀察不同重量比例之

組成下，mPEG-PLA 對複合型奈米微胞之粒徑大小、粒徑分

佈、界面電位及形成機制之影響。主要以動態光散射儀、界面

電位儀以及穿透式電子顯微鏡探討及觀察複合型奈米微胞之

組成關係與微胞型態。  

圖 4-20 為 G0 與 mPEG-PLA (B1)依不同重量比混合製備

之複合型奈米微胞粒徑大小、粒徑分佈以及界面電位關係圖。

由圖可知，隨著 mpEG-PLA 含量之增加，粒徑大小有緩慢下

降之趨勢且其粒徑分佈均呈現一窄分佈 (narrowdistribution)。

由複合型奈米微胞與單一組成之高分子奈米微胞之差異性可

知，複合型奈米微胞之大小主要是由 CMC 較小的接枝型奈米

微胞決定。而由於 mPEG-PLA (B1)之疏水作用力過於微弱 (疏

水端過短 )，僅有少部份之 PLA 高分子鏈段能夠插入接枝型奈

米微胞之內核，其餘皆以 random coil 的型態隨著溶劑的交換

被排出透析膜外。我們進一步地以介面電位所得結果來佐證上

述之推測，由圖可知，G0 接枝型奈米微胞之介面電位與 G0B1

複合型奈米微胞之介面電位幾乎沒有差別，意即複合型奈米微

胞之表面幾乎沒有 mPEG 鍊段的存在，可以推知 G0 與 B1 之

組合無法成功地製備出複合型奈米微胞。  

 

 

 



 87

圖 4-21 與圖 4-22 分別為 G3、G5 與 mPEG-PLA (B1)依不

同重量比混合製備之複合型奈米微胞粒徑大小、粒徑分佈以及

界面電位關係圖。由圖可知，兩著之粒徑變化與介面電位皆有

共同趨勢，故並在一起共同討論。由粒徑變化之趨勢圖可知，

隨著 mPEG-PLA(B1)含量之增高，粒徑大小有緩慢下降之趨

勢，但粒徑分佈卻由接枝型奈米微胞原先之窄分佈 (narrow 

distribution, PI=0.11)變為複合型奈米微胞之雜亂分佈 (broad 

distribution)。G3、G5 與 G0 之差別在於 G0 之主鍊沒有酸鹼

應答之 NVI，而 NVI 在中性條件下，會與 mPEG 產生微弱之

氫鍵作用力 (隨著環境中 pH 值降低，氫鍵作用力將增強 )，也

就是說 mPEG-PLA(B1)是利用 mPEG 與 NVI 本身之微弱氫鍵

作用力貼附在 CMC 較小之接枝型奈米微胞表面，並非以疏水

端之 PLA 插入接枝型奈米微胞之內核，這也就是為什麼隨著

B1 含量之增加，粒徑分佈會越趨混亂之原因。同樣地，我們

可由介面電位之變化來佐證上述之推測，由圖可知，隨著 B1

含量之增加，介面電位由單純接枝型奈米微胞之正值 (G3 為

14.6±1.2mV；G5 為 15.8±0.6mV)轉為 4.0mV 左右，而單純

mPEG-PLA(B1)之 介 面 電 位 為 負 值 (－ 5.4±3.8mV)。 對 照

mPEG-PLA(B1)含量之增加，造成奈米微胞粒徑分佈變廣之現

象，可以推得 mPEG-PLA(B1)是以貼附在接枝型奈米微胞表面

的方式降低奈米微胞之介面電位。  
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圖 4-20、G0B1 複合型奈米微胞在不同混合比例製備下之  
(A)粒徑大小與粒徑分佈  (B)介面電位  
 
 
(A)                     (B) 

0.0

0.1
0.2

0.3

0.4
0.5

0.6
0.7

0.8
0.9

1.0

0 20 40 60 80 100
0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

P
ol

yd
is

pe
rs

ity
 In

de
x

 

 

Av
er

ag
e 

D
ia

m
er

te
r (

nm
)

Diblock Copolymer Content (%)

 Average Diamerter (nm)

  

 

 Polydispersity Index

  
0 20 40 60 80 100

-10

0

10

20

Ze
ta

-p
ot

en
tia

l (
m

V
)

Diblock Copolymer Content (%)  
 

圖 4-21、G3B1 複合型奈米微胞在不同混合比例製備下之  
(A)粒徑大小與粒徑分佈  (B)介面電位  
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圖 4-22、G5B1 複合型奈米微胞在不同混合比例製備下之  
(A)粒徑大小與粒徑分佈  (B)介面電位  
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(2) CMCGraft < CMCB2 

除了臨界微胞濃度差異極大之 Graft 與 B1 混合系統，本

實驗亦探討臨界微胞濃度差異較小之接枝共聚物 G0、G3、G5

與 二 團 聯 共 聚 物 B2 之 混 合 系 統 。 將 G0、 G3、 G5 與

mPEG-PLA(B2) 依不同重量比混合，以透析方式製備複合型

奈米微胞以觀察在不同比例下，mPEG-PLA(B2)對複合型奈米

微胞之粒徑大小、粒徑分佈、界面電位及形成機制之影響。主

要以動態光散射儀、界面電位儀以及穿透式電子顯微鏡探討及

觀察複合型奈米微胞之組成關係與微胞型態。  

圖 4-23 至圖 4-25 分別為 G0、G3、G5 與 mPEG-PLA (B2)

依不同重量比混合製備之複合型奈米微胞粒徑大小、粒徑分佈

以及界面電位關係圖。由圖可知，不論是 G0 系統亦或是 G3、

G5 系統，隨著 mPEG-PLA (B2)含量之增加，其粒徑大小皆有

緩慢下降的趨勢，且其粒徑分佈僅在 G3B2 混合系統於 75%之

比例下有稍微上升之趨勢。因 mPEG-PLA (B2)有較 mPEG-PLA 

(B1)長的疏水端，故其在接枝型奈米微胞形成微胞前趨體時，

可有效地以疏水端 PLA 插入膨潤之微胞結構中，且隨著水含

量的提高，微胞的結構將會變得更緊密，而此時 mPEG 可藉

其親水及排斥體積效應，有效地阻擋溶劑中其餘分散之共聚物

的堆疊，進而避免結構的混亂，這也就是為什麼本系統並沒有

像 CMCGraf t << CMCB1般，隨著 mPEG-PLA 二團聯共聚物比

例之增加而造成粒徑分佈的遽增。而由介面電位之分佈，可說

明隨著 mPEG-PLA (B2)比例之增加，微胞之介面電位有趨向

於 mPEG-PLA (B2)本身之介面電位的趨勢，搭配粒徑分佈，

更可進一步地說明此系統確實成功地被製備出來。  
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圖 4-23、G0B2 複合型奈米微胞在不同混合比例製備下之  
(A)粒徑大小與粒徑分佈  (B)介面電位  
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圖 4-24、G3B2 複合型奈米微胞在不同混合比例製備下之  
(A)粒徑大小與粒徑分佈  (B)介面電位  
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圖 4-25、G5B2 複合型奈米微胞在不同混合比例製備下之  
(A)粒徑大小與粒徑分佈  (B)介面電位  
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(3) CMCGraft ≒ CMCB3 

本系統有別於上述臨界微胞濃度差異較大之 Graft 與 B1

混合系統或 Graft 與 B2 混合系統，選用臨界微胞濃度差異較

小之接枝共聚物 G0、G3、G5 與二團聯共聚物 B3 之混合系統。

將 G0、G3、G5 分別與 mPEG-PLA(B3) 依不同重量比混合，

以透析方式製備複合型奈米微胞以觀察在不同比例下，

mPEG-PLA(B3)對複合型奈米微胞之粒徑大小、粒徑分佈、界

面電位及形成機制之影響。主要以動態光散射儀、界面電位儀

以及穿透式電子顯微鏡探討及觀察複合型奈米微胞之組成關

係與微胞型態。  

圖 4-26 至圖 4-28 分別為 G0、G3、G5 與 mPEG-PLA (B3)

依不同重量比混合製備之複合型奈米微胞粒徑大小、粒徑分佈

以及界面電位關係圖。由臨界微胞濃度的觀點來看，G0、G3、

G5 與 B3 之臨界微胞濃度相差無幾，故可預期本複合型奈米

微胞之形成機制是由兩種共聚物藉由親疏水作用力之差異性

同時組裝而成。而由圖可知，雖然微胞之形成機制與 CMCGraf t  

< CMCB2系統不同，但是透析之最終結果卻相差無幾，推論為

mPEG-PLA(B2)疏水端 PLA 之鏈長已足夠穩定複合型奈米微

胞之外殼，且 mPEG-PLA(B2)之親水端 mPEG 鏈段長與

mPEG-PLA(B3)相同，故其親水性與排斥體積效應相差無幾，

差別在於有較長疏水端 PLA 之 mPEG-PLA(B3)可進一步地穩

定微胞的內核結構，能夠增加複合型奈米微胞於體內循環之半

衰期及避免被體內免疫系統所辨識而遭吞噬。另外，本系統之

介面電位分佈及其變化趨勢皆與 CMCGraf t  < CMCB2 系統類

似，隨著 mPEG-PLA (B3)比例之增加，微胞之介面電位有趨
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向於 mPEG-PLA (B3)本身之介面電位的趨勢。  

接下來，我們以接枝型共聚物為出發點來探討複合型奈米

微包形成機制。以 G0 為例，主鏈不具有酸鹼應答材料 NVI

之接枝共聚物 G0，其與 mPEG-PLA(無論是 B1、B2 或 B3)組

成之複合型奈米微胞，是以親疏水作用力為主要驅動力。因

G0 之親水端主鏈 NVP 與 mPEG-PLA 之親水端 mPEG 間不存

在有任何強烈之交互作用力，我們由上述粒徑分佈之平穩趨勢

可加以驗證，而二者皆為生物適應性相當好的材料，以二者作

為外殼結構之藥物載體皆能夠有效地延長其在體內之循環時

間。至於 G3 或 G5 與 mPEG-PLA(無論是 B1、B2 或 B3)組成

之複合型奈米微胞，在本實驗看不出有任何明顯的差異性存

在，其親水端主鏈皆含有酸鹼應答材料 NVI，差別在於 G3 含

有 28.4 %之 NVI；而 G5 含有 48 %。主鏈含有 NVI 之 G3 與

G5，在中性條件下，其與 mPEG-PLA 組成之複合型奈米微胞，

除了有親疏水作用力存在，NVI 與 mPEG 尚有氫鍵作用力存

在。此氫鍵作用力會使 mPEG 貼附於接枝共聚物之主鏈上，

而貼附作用在系統含有較少之 mPEG-PLA 時 (50%)，可有效地

阻擋系統中分散之共聚物繼續的貼附；然而當提高 mPEG-PLA

之比例時 (75%)，由於在透析初期，系統之二團聯共聚物分佈

過於混亂，隨著水比例之增加，雜亂分佈之共聚物快速地聚

集，造成組成比較少之接枝共聚物無法有效地以氫鑑作用力與

mPEG 鍵結，使得粒徑分佈些微的上昇，圖 4-29 則為以 1：1

混合比組成之複合型奈米微胞之平均粒徑與 PI 值示意圖。  
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圖 4-26、G0B3 複合型奈米微胞在不同混合比例製備下之  
(A)粒徑大小與粒徑分佈  (B)介面電位  
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圖 4-27、G3B3 複合型奈米微胞在不同混合比例製備下之  
(A)粒徑大小與粒徑分佈  (B)介面電位  
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圖 4-28、G5B3 複合型奈米微胞在不同混合比例製備下之  
(A)粒徑大小與粒徑分佈  (B)介面電位  
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(A) G0B1 

 
 

(B) G0B2 

 

(C) G0B3 

 

(D) G3B1 

 
 

(E) G3B2 

 

(F) G3B3 

 

(G) G5B1 

 

(H) G5B2 

 

(I) G5B3 

 

圖 4-29、以 1：1混合比組成之複合型奈米微胞之平均粒徑與 PI值
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4-7、接枝 /複合型奈米微胞之核殼型態分析  

    經透析法所製備之接枝 /複合型奈米微胞以 0.45µm 之

filter 過濾掉雜質後，將之滴於鍍碳銅網上，而後與染劑醋酸

鈾 (Uranyl acetate)染色，置於室溫下，待其完全乾燥後，以穿

透式電子顯微鏡 (TEM)分析其型態。Uranyl acetate 是一種酸性

染劑，與 DNA 及各種蛋白質有良好的染色效果，以化學觀點

來看，通常化合物若含有具親核力之孤對電子對 (lone pair)，

皆可與 Uranyl acetate作用並染色。而接枝共聚物主鏈上之 NVI

具有與 Uranyl acetate 作用之能力，因其 imidazole 環上帶有孤

對電子對之 Nitrogen 可與 Uranyl acetate 鍵結，圖 4-30 及圖

4-31 分別為接枝型與複合型奈米微胞之 TEM 影像。  

    此外，取透析完之接枝 /複合型奈米微胞先以 0.45µm 之

filter 過濾掉雜質再以二次水稀釋 5 倍後滴於矽晶片上，置於

室溫下，待其完全乾燥後，以原子力顯微鏡 (AFM)分析其型

態。藉以瞭解所製備之接枝 /複合型奈米微胞具有何種型態，

同時亦可比較以 TEM 與 AFM 所測得之高分子微胞粒徑與動

態光散射儀所測得之粒徑的差異性。圖 4-32 及圖 4-33 分別為

接枝型與複合型奈米微胞之 AFM 影像，白色箭頭所指的地方

即為奈米微胞，其大小接近於動態光散射儀所測得之粒徑，其

餘白點則為水漬造成的痕跡。  
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200 nm

 
 

圖 4-30、接枝型奈米微胞之 TEM 影像  
 
 
 
 

100 nm

 
 

圖 4-31、複合型奈米微胞之 TEM 影像  
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圖 4-32、接枝型奈米微胞之影 AFM 像  
 
 
 
 

 
 

圖 4-33、複合型奈米微胞之 AFM 影像  
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4-8、接枝 /複合型奈米微胞之酸鹼應答行為分析  

    本 研 究 利 用 具 有 酸 鹼 應 答 行 為 之 接 枝 共 聚 物

PLA-g-P(NVI-co-NVP)，將其製備成接枝型奈米微胞與複合型

奈米微胞，藉由細胞內酸鹼值之改變，探討藥物微胞對於癌症

組織之毒殺與治愈效果。將奈米微胞分散於二次水或 PBS 水

溶液中，改變環境之 pH 值，可改變奈米微胞之結構與表面型

態，接著利用動態光散射粒徑分析儀 (DLS)可量測其粒徑大小

與粒徑分佈。  

    在酸性環境下， imidazole 環上帶有未鍵結π電子之

nitrogen 具有 protonation 的能力，會抓取環境中之 proton 進而

使得 imidazole 環帶有較強的正電性，這會使接枝型奈米微胞

外殼結構藉由正電排斥力造成結構的膨潤化及提高其親水

性。接枝型奈米微胞之酸鹼應答實驗結果如圖 4-34、圖 4-35

所示，分別為 G0、G3、G5 之粒徑大小及粒徑分佈變化趨勢

圖。由圖可知，G0 接枝型奈米微胞由於其主鍊上不具有酸鹼

應答之 NVI，故隨著環境中 pH 值的降低，奈米微胞的結構並

可以說幾乎沒有改變，相當地穩定，但相對的，無法應用於酸

鹼應答之癌症治療上。  

    而 G3 接枝型奈米微胞之主鏈上具有 28.4 %之 NVI，在中

性環境下 (pH>6.0)，奈米微胞之結構並不會有多大的改變；而

將環境中之 pH 值慢慢降低 (pH<6.0)，G3 接枝型奈米微胞之粒

徑大小會慢慢上升，值得注意的是其粒徑分佈幾乎沒有改變，

此 現 象 是 由 兩 種 作 用 力 所 造 成 ： 其 一 為 奈 米 微 胞 主 鏈

P(NVI-co-NVP)之電性排斥力造成結構的膨潤，其二為側鏈
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PLA 之疏水作用力穩定穩胞之結構使其不至於瓦解。另外，

G5 接枝型奈米微胞同樣地具有與 G3 接枝型奈米微胞類似的

應答行為，差別在於具有 48 % NVI 之主鏈，其酸鹼應答效果

更甚於 G3 接枝型奈米微胞。  

    進一步地，我們由圖可知，G3 接枝型奈米微胞之粒徑大

小在 pH7.4 時為 54.4±0.4nm，pH4.5 時為 74.4±0.8nm，共膨潤

36.8 % ；而 G5 接枝型奈米微胞之粒徑大小在 pH7.4 時為 60.2

±0.9nm，pH4.5 時為 89.5±0.5nm，共膨潤 48.7 %。由此可知，

隨著主鏈 NVI 含量之增加，奈米微胞之膨潤效果亦會增加。

膨潤效果則是參考傳統水膠 (hydrogel)之膨潤率公式，膨潤依

據則修改為粒徑大小的變化而非奈米微胞的重量。  

 

Degree of Swelling = (Ri-Rf)/ Ri x 100% 
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圖 4-34、接枝型奈米微胞在不同 pH 值下，以動態光散色觀
察之粒徑大小變化情形  
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圖 4-35、接枝型奈米微胞在不同 pH 值下，以動態光散色觀
察之粒徑分佈變化情形  

 

    我 們 進 一 步 地 以 1 ： 1 的 重 量 比 將 接 枝 共 聚 物

PLA-g-P(NVI-co-NVP)(G3 及 G5)分別與不同鏈段比之二團連

共聚物 mPEG-PLA(B1、B2 及 B3)混合，製備出 G3 或 G5 複合

型奈米微胞，並探討複合型奈米微胞之酸鹼應答膨潤行為 (由

於 G0 接枝型奈米微胞不具有酸鹼應答效果，在此不作討論 )。

G3 複合型奈米微胞之實驗結果如圖 4-36、圖 4-37 所示，大抵

上複合型奈米微胞之膨潤行為皆不若接枝型奈米微胞般顯

著，這是因為 mPEG-PLA 之疏水端 PLA 會增加複合型奈米微

胞的穩定性；親水端 mPEG 則會增加複合型奈米微胞在膨潤

時之立體障礙。而由圖可知，G3B1 複合型奈米微胞由於 B1

之疏水端 PLA 過短，無法穩定微胞結構，造成其粒徑分佈相

當地混亂。G3B2 及 G3B3 複合型奈米微胞則可因環境中 pH
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值的降低，造成微胞結構的彭潤且其粒徑分佈仍相當地穩定。

二者之間，又以 G3B2 有較佳的酸鹼應答效果，因 G3B2 之

mPEG-PLA 有較短之疏水端，其疏水作用力造成微胞穩定的效

果不若 G3B3 般顯著。而 G3B2 複合型奈米微胞之粒徑大小在

pH7.4 時為 86.3±1.7nm，pH4.5 時為 111.2±0.1nm，共膨潤 28.9 

% ；而 G3B3 複合型奈米微胞之粒徑大小在 pH7.4 時為 94±

1.1nm，pH4.5 時為 111±0.2nm，共膨潤 18.1 %。由上述之實驗

結果可得知，G3B2 很明顯地有較佳之酸鹼應答效果，故我們

後續之研究探討，G3 類之複合型奈米微包將以 G3B2 為主要

探討對象。  
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圖 4-36、G3 複合型奈米微胞在不同 pH 值下，以動態光散
色觀察之粒徑大小變化情形  
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圖 4-37、G3 複合型奈米微胞在不同 pH 值下，以動態光散
色觀察之粒徑分佈變化情形  

 

    G5 複合型奈米微胞之酸鹼應答膨潤行為則如圖 4-38、圖 4-39 所

示，其應答行為皆與 G3複合型奈米微胞類似，差別在於 G5複合型奈

米微胞有較佳的膨潤效果，這是因為其接枝共聚物之主鏈有較高的

NVI含量(48 %)。值得注意的是，G5B1較 G3B1有較佳的穩定性，推

測為接枝共聚物主鏈上含量較多之NVI可與mPEG-PLA有較佳的氫鍵

作用力與相容性，但由於 B1 之 PLA 過短之故，仍然不適合作為後續

研究探討之對象(詳細原因可參考 4-6、複合型奈米微胞之鑑定與分

析)。另外，G5B2 複合型奈米微胞之粒徑大小在 pH7.4 時為 79.1

±1.6nm，pH4.5 時為 116.9±1.9nm，共膨潤 47.9 % ；G5B3 複

合型奈米微胞之粒徑大小在 pH7.4 時為 85.7±1.5nm，pH4.5 時

為 117.5±1.0nm，共膨潤 37.1 %。由上述之實驗結果可得知，

G5B2 很明顯地有較佳之酸鹼應答效果，故我們後續之研究探

討，G5 類之複合型奈米微包將以 G5B2 為主要探討對象。  
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圖 4-38、G5 複合型奈米微胞在不同 pH 值下，以動態光散
色觀察之粒徑大小變化情形  
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圖 4-39、G5 複合型奈米微胞在不同 pH 值下，以動態光散
色觀察之粒徑分佈變化情形  
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4-9、接枝 /複合型奈米微胞之 On-Off 酸鹼應答行為分析  

    藥物載體經癌細胞由胞飲作用吞噬並將癌細胞毒殺後，

癌細胞將因為凋亡而逐漸分裂成凋亡小體 (apoptotic body)，而

凋亡小體將會進一步地被體內巨噬細胞 (macrophage)吞噬

【 98】。然而傳統之藥物載體一旦經由上述機制作用後，最終

將被巨噬細胞吞噬且消化，但載體本身並沒有辦法回復為原

狀，亦即藥物載體將持續地隨著在體內之循環，不斷地將藥物

釋放，這將會增加抗癌藥物對正常細胞的毒殺性。故本研究即

在討論一具有開關行為之藥物載體，期望能夠提高藥物載體對

於腫瘤細胞之毒殺性與專一性。更進一步地，被巨噬細胞消化

之凋亡小體，其內之藥物載體，期望能夠繼續地在體內循環且

不將藥物釋放，等到再次地與腫瘤細胞接觸時，才進行腫瘤細

胞的毒殺動作。  

    本研究首先探討 G3及 G5接枝型奈米微胞之 On-Off酸鹼

應答行為，圖 4-40 及圖 4-41 為 G3 接枝型奈米微胞之短時間

快速 On-Off 酸鹼應答行為與長時間之 On-Off 酸鹼應答行為。

由圖可知，G3 接枝型奈米微胞並不會隨著環境中酸鹼值快速

的改變而造成結構的瓦解，其結構僅隨著 pH 值做膨潤與收縮

的行為，這可幫助包覆於載體內之疏水藥物做釋放與包覆的動

作。在快速地改變 pH 值的初期，G3 接枝型奈米微胞仍可穩

定地維持其結構，而在後期之粒徑分佈卻有些微的上昇，是其

缺點。然而由長時間的 On-Off 酸鹼應答行為可知，奈米微胞

可在固定的 pH 值下穩定維持其結構，並不會隨著時間的增長

造成結構的瓦解，且不論 pH 值如何改變，其粒徑分佈一直處

於窄分佈 (narrow distribution)的型態。  
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圖 4-40、G3 接枝型奈米微胞在不同 pH 值下短時間內之快
速 On-Off 行為  
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圖 4-41、G3 接枝型奈米微胞在不同 pH 值下之 On-Off 行為
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    圖 4-42 及圖 4-43 為 G5 接枝型奈米微胞之短時間快速

On-Off 酸鹼應答行為與長時間之 On-Off 酸鹼應答行為。由圖

可知，G5 接枝型奈米微胞亦不會隨著環境中酸鹼值快速的改

變而造成結構的瓦解。其膨潤與收縮之行為 (比率 )比 G3 接枝

型奈米微胞表現的更佳，且在快速地改變 pH 值的情況下，其

粒徑分佈無論是初期或後期僅有些微的上昇，可以說是相當地

穩定。由長時間的 On-Off 酸鹼應答行為可知，G5 接枝型奈米

微胞亦可在固定的 pH 值下穩定維持其結構，並不會隨著時間

的增長造成結構的瓦解，且不論 pH 值如何改變，其粒徑分佈

仍可一直處於窄分佈 (narrowdistribution)的型態。  

    到此為止，我們製備之 G3 與 G5 接枝型奈米微胞可說是

相當成功，而又以 G5 接枝型奈米微胞表現的較佳，但是顧慮

到 G5 接枝型奈米微胞之外殼有較高比例之 NVI，恐會造成較

高正常細胞的毒殺性 (因介面電位帶有正電性之藥物載體容易

與帶有負電性之細胞膜表面作用，造成癌細胞毒殺之選擇性降

低，亦即造成正常細胞的毒殺 )。故我們仍持續地探討 G3 與

G5 接枝型奈米微胞之差異性，並製備 G3B2 複合型奈米微胞

與 G5B2 複合型奈米微胞，探討其短時間快速 On-Off 酸鹼應

答行為與長時間之 On-Off 酸鹼應答行為。並期望能夠藉由介

面電位帶有負電位及具有立體排斥體積效應之 mPEG 親水外

殼隱蔽奈米微胞 NVI 的正電性，延長其在體內循環之半衰期，

最後藉由 EPR 效應 (enhanced permeability and retention effect)

累積於腫瘤組織附近，提高對於腫瘤細胞之毒殺選擇性，進而

降低正常細胞的毒殺性。  
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圖 4-42、G5 接枝型奈米微胞在不同 pH 值下短時間內之快
速 On-Off 行為  
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圖 4-43、G5 接枝型奈米微胞在不同 pH 值下之 On-Off 行為
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    圖 4-44 為 G3B2 複合型奈米微胞之短時間快速 On-Off

酸鹼應答行為。由圖可知，G3B2 複合型奈米微胞並不會隨著

pH 值快速的改變造成結構的瓦解 (粒徑分佈卻有明顯的變

化，不若 G3 接枝型奈米微胞般穩定 )，而粒徑分佈在第二次將

pH 值調回至 7.4 時卻有明顯上升的現象，推測是因為當第一

次將 pH 值調降至 5.0 時，結構快速的膨潤，我們在 G3B2 複

合型奈米微胞結構還沒穩定時就再次地將 pH 值調回 7.4，造

成膨潤於外之共聚物鏈段在來不及重新排列組裝時，就強迫其

快速地將結構收縮而使得結構堆疊變得較為混亂。在第二次將

pH 值調降至 5.0 時，粒徑分佈又立刻變回穩定的狀態，這是

因為在 pH5.0 時，G3B2 複合型奈米微胞變得較為親水，造成

原本堆疊的奈米微胞又可再次地分散於溶劑中。同樣的情形亦

發生在第三回調控 pH 值時，差別在於第三次將 pH 值調降至

5.0 時，結構已變得過為混亂而使得 G3B2 複合型奈米微胞無

法再次回復至窄分布的型態。  

    圖 4-45為 G3B2複合型奈米微胞之長時間 On-Off酸鹼應

答行為，由圖可知，長時間之 On-Off 酸鹼應答因為有足夠的

時間在特定的 pH 值下做結構的重新排列，故其粒徑分佈並不

會像短時間般混亂，且 G3B2 複合型奈米微胞亦不會隨著時間

的增加造成結構的不穩定而瓦解。最重要的是，不論我們將藥

物載體應用於體內 (in vivo)或體外 (in vitro)實驗，其作用機制

是比較偏向於長時間 On-Off 酸鹼應答行為，因癌細胞在吞噬

與凋亡的過程至少要數小時至數天不等，在這段時間內，藥物

載體皆可穩定地藉由細胞內酸鹼值的改變，進行穩定的藥物釋

放。  
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圖 4-44、G3B2 接枝型奈米微胞在不同 pH 值下短時間內之
快速 On-Off 行為  
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圖 4-45、G3B2 複合型奈米微胞在不同 pH 值之 On-Off 行為
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    圖 4-46 及圖 4-47 為 G5B2 複合型奈米微胞之之短時間快

速 On-Off 酸鹼應答行為與長時間之 On-Off 酸鹼應答行為。由

圖可知，G5B2 複合型奈米微胞具有與 G3 及 G5 接枝型奈米微

胞般的穩定度及 On-Off 酸鹼應答行為，不論在短時間或長時

間的應答，皆有良好的表現，亦即 G5 接枝共聚物與 B2 二團

聯共聚物可有良好的組裝關係。我們希望藉由 G5B2 複合型奈

米微胞表面 mPEG 較佳之親水與排斥體積效應，期望能夠避

免藥物載體在還沒接近腫瘤組織之前，延長其在體內循環之半

衰期。  

    圖 4-48 則為高分子奈米微胞在穿透式電子顯微鏡下所拍

攝的照片，分別為 (A)pH5.0(1st)之低倍率影像、(B) pH5.0(1st)

之高倍率影像、 (C)pH7.4(2nd)之低倍率影像、 (D)pH7.4 之高

倍率影像。由 (A)與 (B)之影像可得知在酸性條件下，圖中深色

的部份為位於接枝共聚物主鏈上之 NVI，其可與染劑 uranyl 

acetate 作用，原本位於外殼結構的 NVI，在酸性條件下造成

微胞膨潤的結果，結構確實變得較為混亂但是整體仍維持一球

狀結構，且粒徑分佈仍如同上述之實驗結果與推測般，並沒有

因結構膨潤而造成瓦解。另外，(C)與 (D)為將第一次酸化後之

高分子奈米微胞再次地將 pH 值調回 7.4 後之 TEM 影像，圖中

白色的部份為無法藉由染劑 uranyl acetate 染色的疏水端

PLA；而黑色的部份仍為 NVI。由圖可知，由於微胞之結構因

pH 值的變化反覆地開開關關造成原本位於外殼之 NVI，落入

微胞的內核中，但整體而言仍然維持著良好的球狀結構，大部

分的 PLA 仍然為了降低微胞之表面自由能，選擇有序列地再

次排列於疏水內核。  
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圖 4-46、G5B2 接枝型奈米微胞在不同 pH 值下短時間內之
快速 On-Off 行為  
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圖 4-47、G5B2 複合型奈米微胞在不同 pH 值之 On-Off 行為
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(A) pH 7.4 (1st) 

100 nm

 
 
 

(B) pH 7.4 (2nd) 

50 nm

 
 
 

(C) pH 7.4 (3rd) 

100 nm
 

 
 

圖 4-48、高分子奈米微胞 On-Off酸鹼應答之 TEM影像(pH 7.4) 
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(D) pH 5.0 (1st) 

50 nm

 
 
 

(E) pH 5.0 (2nd) 

100 nm
 

 
 

(F) pH 5.0 (3rd) 

30 nm

 
 
 

圖 4-49、高分子奈米微胞 On-Off酸鹼應答之 TEM影像(pH 5.0) 
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4-10、接枝 /複合型奈米微胞之藥物包覆  

    首先，我們同樣選用 G3 及 G5 接枝型奈米微胞，作為探

討奈米微胞對於藥物包覆行為之先驅，我們選用之抗癌藥物為

Doxorubicin hydrochloride(DOX HCl‧ )。  

    而 DOX HCl‧ 是一種對多種癌症均有治療效果的抗癌藥

物，如圖 4-49 所示，為一細胞週期非特異性之抗癌藥物，主

要作用機制是透過共價鍵結與 DNA 結合以及烷化 DNA，造成

DNA 交互鍵結而抑制其合成。Dox 可以抑制第一型和第二型

的拓璞異構酶 (topoisomerase)，干擾 DNA 雙股的分離和螺旋

的活性並導致自由基的形成和脂質的過氧化反應，上述作用將

引發細胞凋亡 (apoptosis)，由於心肌對氫氧自由基特別敏感，

使 Dox 容易對心臟產生累積性的傷害而致命。DOX HCl‧ 為

水溶性，加入有機鹼 TEA 去除 HCl 後不溶於水，可以在製備

藥物微胞時與內核之 PLA 做疏水性鍵結。  

 

O
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OH

OHOCH3
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CH2OH
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O

OH
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圖 4-50、Doxorubicin hydrochloride 之化學結構式  
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    圖 4-50 為接枝型奈米微胞之藥物包覆行為示意圖，影響

高分子微胞之藥物包覆行為有很多。例如： (1)共聚物在形成

微胞前趨體時所加入的初期水含量，這將影響微胞之膨潤結

構，越膨潤藥物包覆率則越高，最終我們選用 10％之初期水

含量作後續之藥物包覆探討； (2) DOX HCl‧ 與 TEA 之莫耳

比，DOX HCl‧ 原為親水性分子，TEA 可抓取 HCl 進而使 DOX

變為疏水性以利包覆，最終我們選用 DOX：HCl＝1：1.5 之莫

耳比作後續之藥物包覆探討； (3)高分子共聚物與疏水性 DOX

溶於 DMSO 之混合攪拌時間，攪拌時間則為 1 小時； (4)選用

之溶劑亦會影響包覆行為，但在此我們僅探討 DMSO 對包覆

行為的影響；(5)高分子共聚物與 DOX 選用之濃度，在此我們

固定共聚物濃度僅改變 DOX 的濃度，實驗結果如表 4-7 所示。 

    我們將乾燥之藥物微胞溶解於 DMSO以 UV/Vis測量波長

485nm 的吸收度，對照藥物溶解在 DMSO 時的檢量線 (圖

4-52)，可以計算 DOX 之藥物包覆率。由表可知，在上述操作

條件下 (接枝共聚物之濃度則固定為 10mg / 5mL)，隨著 DOX

濃度的提高，接枝型奈米微胞之藥物包覆率有顯著的改變，在

30 mg/mL 的 DOX 濃度下，可得到最高的藥物包覆率 (G3 為

36.9％，G5 為 42.3％ )。此外，我們可發現 G5 藥物微胞不論

是 在 粒 徑 大 小 ( 平 均 約 200nm) 或 粒 徑 分 佈 ( 皆 為

narrowdistribution)皆表現地比 G3 藥物微胞好，G3 藥物微胞

由於粒徑過大 (平均約 300nm)，在靜脈注射下於血液中循環

時，易被血液中之巨噬細胞辨識為外來侵入者吞噬，而失去癌

症治療之目的。故最終為們選用 G5 藥物微胞作為後續體外細

胞毒殺實驗之測試，並進一步地製備 G5B2 複合型奈米藥物微
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胞，比較二者之差異。  

 

 

 

圖 4-51、接枝型微胞之藥物包覆行為示意圖 

 

 

表 4-7、接枝型奈米微胞之粒徑大小與藥物含量關係  
 

Code (a ) 
Dox 

(mg/5mL 
DMSO) 

Average 
Diameter 

(nm) 

 
PI(b) 

Drg 
Content(c)

(%) 
10 305.9±5.3 0.157±0.007 0.1 
20 292.3±3.8 0.12±0.021 11.7 

 
G3 

30 299.3±10.2 0.153±0.011 36.9 
10 199.7±1.3 0.11±0.013 0.23 
20 209±8.8 0.145±0.027 26 

 
G5 

30 199.7±10.2 0.176±0.012 42.3 
( a )G3(NVI 28.4%)；G5(NVI 48%) 
( b )Polydispersi ty Index determined by Zetasizer  
( c )W d o x /W d o x+W p o l y m e r  x  100% 

 

複合型微胞之藥物包覆行為如圖 4-51 所示，高分子共聚

物先於 DMSO溶劑中與疏水藥物 DOX形成藥物微胞前趨體以

利藥物包覆，而後再以透析法將混何溶液置入透析膜內，隨著

溶劑的置換，DOX 會慢慢地被包覆於疏水內核。而為了探討

複合型藥物微胞與接枝型藥物微胞在粒徑大小、粒徑分佈以及

藥物包覆量的差異，我們將 G5 接枝共聚物之濃度固定為 10mg 

Doxorubicin
Hydrochloride

&
Triethyl amine

DMSO
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/ 5mL，並額外加入 10mg 之 B2 二團聯共聚物，以 1：1 的混

合比例溶解於 DMSO 溶劑中，其餘操作條件則與上述接枝型

藥物微胞相同。在改變 DOX 濃度的情況下，我們得到如表 4-8

之結果，隨著 DOX 濃度的提高，藥物包覆率亦跟著上升，直

到藥物濃度達到 30mg/5mL 時產生聚集。對照表 4-7 與表 4-8

的結果，我們可以發現複合型藥物微胞可用較低的藥物濃度得

到較高的藥物包覆率。而本研究製備之藥物微胞皆比傳統團聯

共聚物所形成藥物微胞之最高藥物包覆率高出許多 (大約為

10%~15%左右 )。  

 

 

 

圖 4-52、複合型微胞之藥物包覆行為示意圖 

 
 
 

表 4-8、複合型奈米微胞之粒徑大小與藥物含量關係  
 

Code (a ) 
Dox 

(mg/5mL 
DMSO) 

Average 
Diameter 

(nm) 

 
PI(b) 

Drg 
Content(c)

(%) 
5 223.6±0.9 0.121±0.012 0.01 

10 191.1±1 0.11±0.017 4.9 
15 213.8±0.7 0.178±0.005 18.4 
20 227.6±0.9 0.17±0.021 31.2 
25 244.2±2.2 0.198±0.014 38.5 

 
 

G5B2 

30 981.5±32.3 0.639±0.12 ∞ 
( a )G5(NVI 48%)； B2(mPEG 5 0 0 0-PLA 1 0 5 0 )  
( b )Polydispersi ty Index determined by Zetasizer  
( c )W d o x /W d o x+W p o l y m e r  x  100% 
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4-11、接枝 /複合型奈米微胞之體外藥物釋放模擬  

    藥物微胞之體外藥物釋放模擬，是將冷凍乾燥後之藥物

微胞溶解於 pH7.4 或 pH5.0 之緩衝溶液後置於超過濾裝置內

(超過濾膜 MWCO 10,000)。並於不同時間內以 UV/Vis 測量波

長 485nm 的吸收度，對照藥物溶解在不同 pH 值緩衝溶液時的

檢量線 (圖 4-52)，可以計算 DOX 於不同時間點之藥物釋放量。 

    圖 4-53 為 G5 接枝型藥物微胞於 pH7.4 及 pH5.0 緩衝溶

液下之體外藥物釋放模擬結果。由圖可知，於 pH7.4 之緩衝溶

液下，藥物微胞是處於關 (Off)的狀態，雖在初期有冷凍乾燥

所造成之內核收縮將藥物擠出的突釋 (initial burst)現象，造成

之損失約為 5％，以及因接枝型藥物微胞本身外層結構無

mPEG 之遮蔽效應造成前 48hr 有約 5%的藥物損失。此後，接

枝型藥物微胞皆將藥物包覆的相當好，不再有多餘的釋放現象

出現，總釋放量則約為 10％。而於 pH5.0 之緩衝溶液下，藥

物微胞是處於開 (On)的狀態，位於微胞外殼之 NVI 將因質子

化使得微胞結構變得較為膨潤，此時包覆於內核之疏水藥物便

得以釋放，釋放初期由於微胞外殼迅速地膨潤化，造成約 15

％之突釋，而後隨著時間的增加，藥物釋放量亦隨著增加，並

於 168hr 達到約 70％之釋放量。  

    圖 4-54 則為 G5B2 複合型藥物微胞於 pH7.4 及 pH5.0 緩

衝溶液下之體外藥物釋放模擬結果。由圖可知，G5B2 複合型

藥物微胞無論是在 pH7.4或 pH5.0之緩衝溶液下皆有較小的突

釋現象，其中 pH7.4 之突釋量約為 2％，pH5.0 之突釋量則約

為 10％。因 G5B2 複合型藥物微胞外殼有 mPEG 之遮蔽作用，
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使得其在 pH7.4 下可維持在非常低的釋放量，值得注意的是藥

物釋放量於 168hr 時僅釋放了約 5%，由此可知，G5B2 複合型

藥物微胞可長時間存在於中性環境下穩定地包覆藥物。而一旦

G5B2 複合型藥物微胞處於酸性環境下 (pH5.0)，同樣可由 NVI

之質子化造成結構的膨潤進而將包覆於內之疏水藥物釋放，且

釋放量同樣的可由時間的增長做緩慢的增加，並於 168hr 達到

約 67％之釋放量。  

 

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

 

Dox in DMSO

y=18.37798x
r=0.99985
p<0.0001

A
bs

or
ba

nc
e 

(4
85

 n
m

)

Concentration (mg/mL)

 

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Dox in pH 7.4
phosphate buffer

 

 

Y=14.46397X
R=0.99979
P<0.0001

A
bs

or
ba

nc
e 

(4
85

 n
m

)

Concentration (mg/mL)
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

  Dox  in  pH 5
succinate buffer

 

 

Y=11.87005X
R=0.99974
P<0.0001

A
bs

or
ba

nc
e 

(4
85

 n
m

)

Concentration (mg/mL)

圖 4-53、Doxorubicin hydrochloride 在 485nm 之檢量線  
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圖 4-54、G5 接枝型藥物微胞於 pH7.4 及 pH5.0 緩衝溶液下
之體外藥物釋放模擬  

 
 
 
 

0 20 40 60 80 100 120 140 160
0

10

20

30

40

50

60

70

80

C
um

ul
at

iv
e 

re
le

as
e 

(%
)

Time (h)

 pH 5.0
 pH 7.4

 
 

圖 4-55、G5B2 複合型藥物微胞於 pH7.4 及 pH5.0 緩衝溶液
下之體外藥物釋放模擬  
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    此外，我們進一步探討接枝 /複合型藥物微胞利用其本身

之 On-Off 酸鹼應答行為進行體外之藥物釋放模擬，實驗結果

如圖 4-55 及圖 4-56 所示。我們可以發現無論是 G5 接枝型藥

物微胞亦或是 G5B2 複合型藥物微胞於 pH5.0 之酸性環境下，

微胞之結構皆處於開 (On)的狀態，二者皆有穩定的藥物釋放速

率，而一旦將環境中之酸鹼值調至 pH7.4，微胞之結構皆處於

關 (Off)的狀態，此時便不再釋放藥物，藥物釋放速率便快速

的下降。而由圖可知，於 pH7.4 時，按照常理，藥物釋放量應

該處於持平 (不變 )而非下降的狀態，推測是因為當我們將緩衝

溶液由 pH5.0 滴定至 pH7.4 時，藥物微胞由原本膨潤的結構慢

慢地收縮而將環境中的疏水藥物再次地包覆於疏水內核 (因

DOX 為疏水性藥物，且其溶解度在 pH7.4 時之水相環境中較

差，故較傾向於疏水之環境 )，而此情形不論是 G5 接枝型藥物

微胞亦或是 G5B2 複合型藥物微胞皆為如此。  

    我們進一步探討接枝 /複合型藥物微胞之差異性，由圖可

知，G5 藥物微胞在本研究有較高的藥物釋放量 (相較於先前接

枝 /複合型藥物微胞之體外藥物釋放模擬研究，二者之藥物釋

放量並無多大的差別 )，推測由於 G5B2 藥物微胞之外殼有

mPEG 存在，在酸性環境下，會與接枝共聚物主鏈上之 NVI

產生強烈的氫鍵作用力而貼附於微胞表面，進一步地影響微胞

的膨潤效果，在一般的藥物釋放模擬實驗下看不出此效應對於

藥物釋放之影響情形，而由於 On-Off 反覆地改變微胞之結

構，造成結構過於混亂，使得藥物於釋放初期無法穩定釋放，

進而影響後續之釋放量。綜觀上述，本研究所設計之藥物載體

確實具有 On-Off 酸鹼應答之藥物釋放功能。  
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圖 4-56、G5接枝型奈米微胞在不同 pH值下之體外藥 On-Off
釋放行為  
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圖 4-57、G5B2 複合型奈米微胞在不同 pH 值下之體外藥物
On-Off 釋放行為  
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4-12、接枝 /複合型奈米微胞之安定性分析  

    為了探討接枝 /複合型奈米微胞經靜脈注射後於血液中循

環時之穩定度，我們先取冷凍乾燥之接枝 /複合型奈米微胞溶

解於兩倍濃度 PBS 緩衝溶液 (2mg/mL) ，而後加入等體積之牛

血清蛋白 (bovine serum albumin, BSA)溶液 (8 wt.%)，均勻混合

後，製備出 4wt 之 BSA/PBS 緩衝溶液，以模擬微胞於體內循

環之環境【99-100】。於 37℃不同時間下，利用動態光散射儀

觀察接枝 /複合型奈米微胞之穩定度 (粒徑大小及粒徑分佈 )，並

將微胞溶解於不含 BSA 之 PBS 緩衝溶液作為對照組觀察兩者

之間的差異性。  

    實驗結果如圖 4-57 所示， G5 接枝型奈米微胞可於

BSA/PBS 緩衝溶液下穩定存在 48hr(即至少可於人體血液內循

環 48hr)，而後即與 BSA 產生聚集，這是由於隨著時間的增長，

G5 外殼之 NVI 會與環境中少數的氫離子產生鍵結並帶微弱正

電性，而表面帶有負電性之 BSA蛋白質分子 (粒徑大小約 10nm)

將會快速地累積貼附於微胞表面，此結果將進一步地造成微胞

間彼此的聚集，使得粒徑瞬間攀升。而 G5B2 複合型奈米微胞

由於微胞表面有 mPEG 的遮蔽作用，使得 G5B2 複合型奈米微

胞可於 BSA/PBS緩衝溶液下穩定存在 96hr(即至少可於人體血

液內循環 96hr)，而 mPEG 之所以有遮蔽作用是因為 mPEG 位

於複合型奈米微胞之外殼，其表面帶有弱負電性 (由上述介面

電位分析之實驗可知 )，可隱蔽 NVI 之弱正電性，且由於其本

身高分子鏈段之剛硬性，可有效地排開 BSA 之吸附。綜合上

述結果，我們可得知 G5B2 複合型奈米微胞有較高的穩定度，

藉由靜脈注射後於血液中至少可穩定循環四天，而藥物載體欲
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藉由 EPR 效應累積於腫瘤組織內，四天的時間可說是綽綽有

餘。  

    另外，我們觀察接枝 /複合型奈米微胞於單純之 PBS 緩衝

溶液下之穩定性，發現隨著時間的增長，奈米微胞之粒徑大小

及分佈幾乎不會改變，可說是非常地穩定，故可推測，上述之

實驗結果確實為奈米微胞與帶有微小體積之 BSA 產生聚集，

而非奈米微胞本身因結構的不穩定而自我聚集。  
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圖 4-58、接枝 /複合型奈米微胞於 4wt % BSA/PBS 緩衝溶液
與 PBS 緩衝溶液內之穩定性測試  
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4-13、接枝 /複合型奈米微胞之體外細胞毒殺測試  

為了區分本研究製備之藥物載體於體內循環時是否會對

正常細胞造成不必要的毒殺性，茲將未含藥物之 G5 接枝型奈

米微胞與 G5B2 複合型奈米微胞分別配製成不同濃度之

DMEM 培養基溶液，進而與人類纖維母細胞 (Hs68)共同培養。 

實驗結果如圖 4-58 及圖 4-59 所示，G5B2 複合型奈米微

胞造成之正常細胞毒殺效果皆比 G5 接枝型奈米微胞小，這是

由於複合型奈米微胞表面之 mPEG 可降低內核 NVI 之正電性

與毒性，於 24 小時的培養下，G5B2 複合型奈米微胞即使在

高劑量的載體濃度下亦有將近 80％的細胞存活率，而 G5 接枝

型奈米微胞僅有將近 50％之細胞存活率。而由 72 小時之實驗

曲線可知，G5B2 複合型奈米微胞與 G5 接枝型奈米微胞之 IC50 

(定義為將 50%的總細胞數毒殺之濃度 )分別約為 2150µg/mL及

710µg/mL，二者差了 3 倍之多，可見 G5B2 複合型奈米微胞確

實有達到原本預期之遮蔽與保護效果，明顯降低接枝共聚物主

鏈 NVI 所造成之正電毒殺性。  

由上述實驗結果與上一節討論之安定性分析可知，G5B2

複合型奈米微胞有較穩定的體內循環時間與較低的正常細胞

毒殺性，可藉由 mPEG 之表面弱負電性及遮蔽效應避免血液

中蛋白質吸附及內質網系統捕抓且降低對於正常細胞之毒

性，這對於經靜脈注射藉由 EPR 效應累積於腫瘤組織之化學

癌症治療而言非常重要，待藥物載體累積於腫瘤組織，即可藉

由本身之 On-Off 酸鹼應答行為進行毒殺。接下來，我們將探

討本研究製備之藥物載體對於不同種類之癌細胞之毒殺情形。 
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圖 4-59、接枝 /複合型奈米微胞於不同濃度下對 Hs68 cell
作用 24 小時後之生長抑制情形 (n=6) 
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圖 4-60、接枝 /複合型奈米微胞於不同濃度下對 Hs68 cell
作用 72 小時後之生長抑制情形 (n=6) 
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    為了了解 G5接枝型藥物微胞與 G5B2複合型藥物微胞對

於癌細胞生長的抑制效果以及對癌細胞之毒殺能力，我們以

doxorubicin hydrochloride (Dox·HCl)為對照組，將冷凍乾燥後

之藥物微胞與 Dox·HCl 分別依不同劑量溶解於 MEM 培養基

內，與細胞數為 2×104 之  HeLa 細胞共同培養以觀察在不同

時間下 HeLa 細胞之存活情形。  

    藥物載體與 HeLa 細胞培養 24 小時後之實驗結果如圖

4-60 所示，由圖可知，Dox·HCl 對於 HeLa 細胞有較高之毒

殺能力，其 IC50 約為 0.94 µg/mL，而 G5 接枝型藥物微胞與

G5B2 複合型藥物微胞之 IC50 則分別為 2.95 µg/mL 與 1.52 

µg/mL。值得一提的是，在此濃度下，未負載藥物之單純載體

對於正常細胞幾乎沒有任何毒殺性可言，可見造成癌細胞死亡

之主因是由抗藥藥物所造成而非載體本身。而 DOX 與藥物載

體毒殺之差異性是由於小分子 Dox·HCl 可藉由擴散機制穿透

細胞膜並進一步擴散至細胞核毒殺癌細胞，因此作用速度較

快，故有較高的毒殺效果；而 G5 接枝型藥物微胞與 G5B2 複

合型藥物微胞則是藉由胞飲作用 (endocytosis)進入細胞，於

endosomal compartments 或 lysosomal compartments 內藉由

proton sponge 造成環境酸化而使藥物微胞結構膨潤後將藥物

釋放。我們進一步對照先前於 pH5.0 下之藥物釋放結果，G5

接枝型藥物微胞與 G5B2 複合型藥物微胞之藥物釋放量約達

總包覆量之 49.3 %與 48.6 %。相較於 Dox·HCl ，載體所釋放

之 Dox 對癌細胞之作用劑量較低，因而其細胞毒殺能力較差。

另一方面，由於 G5 接枝型藥物微胞之外殼於酸性環境下帶有

強正電性，推測其在接近癌細胞時即對細胞膜造成某些程度上



 128

的傷害而較不易進入細胞內，反之，G5B2 複合型藥物微胞由

於有 mPEG 的隱蔽效果可有效遮蔽正電荷，因此較易藉由胞

飲作用達到細胞內藥物釋放之毒殺機制。  

    藥物載體與 HeLa 細胞培養 72 小時後之實驗結果如圖

4-61 所示，由圖可知，Dox·HCl 對於 HeLa 細胞同樣有較高

的毒殺能力，其 IC50約為 0.35 µg/mL，而 G5 接枝型藥物微胞

與 G5B2 複合型藥物微胞之 IC50 皆約為 0.93 µg/mL，對照藥

物釋放曲線關係圖，可說明藥物載體對於癌細胞的毒殺皆來自

於 DOX 的毒性所致。而在 72 小時長時間的培養下，G5 接枝

型藥物微胞與 G5B2 複合型藥物微胞造成之毒殺效果差異減

小，且相當接近於較近於 Dox·HCl 之毒殺效果，推測為包覆

於藥物載體內之 Dox 於 72 小時長時間下可得到穩定的釋放

(分別有 59.8%及 61%之釋放率 )，對照細胞存活率與材料毒性

實驗，可進一步地證實細胞毒殺確實為抗癌藥物所造成。  
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圖 4-61、DOX 與藥物微胞於不同濃度下對 HeLa cell 作用
24 小時後之生長抑制情形 (n=6) 
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圖 4-62、DOX 與藥物微胞於不同濃度下對 HeLa cell 作用
72 小時後之生長抑制情形 (n=6) 

 
 

  除了針對 HeLa 細胞之毒殺測試外，我們亦取 G5 接枝型

藥物微胞及 G5B2 複合型藥物微胞與人類肝癌細胞 HepG2 共

同培養，同樣以 Dox·HCl 為對照組進行細胞毒性測試。由文

獻可知，肝癌細胞對於化學治療之抵抗力較強【101】，Dox 與

一般常用之抗癌藥物對於肝癌僅有 10~15%之療效。與藥物載

體培養 24 小時之實驗結果如圖 4-62 所示，由圖可知，我們可

發現 HepG2 細胞之毒殺效果與 HeLa 細胞有非常明顯的差別，

G5B2 複合型藥物微胞即使在高劑量之藥物濃度培養下，亦有

約 80%之細胞存活率，而 G5 接枝型藥物微胞之 IC50則約為 6 

µg/mL，造成此差異結果是因為 G5 接枝型藥物微胞因表面帶

有正電性易被癌細胞吸附，造成額外的細胞毒性。而 Dox·HCl

對 HepG2 細胞毒殺之 IC50則約為 0.77 µg/mL，對照 Dox·HCl
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與 HeLa 細胞共同培養 24 小時的毒殺結果可知兩者 IC50相當

接近。我們由此可知，小分子抗癌藥物之擴散機制皆可快速且

有效地對癌細胞進行毒殺，而不同癌細胞的胞飲行為以及其對

藥物載體的抵抗性亦會影響最後的毒殺效果。  

  圖 4-63 為藥物載體對 HepG2 細胞作用 72 小時後的毒殺

曲線，由圖可知，Dox·HCl、G5B2 複合型藥物微胞、G5 接枝

型 藥 物 微 胞 的 IC50 分 別 為 0.49 µg/mL、 0.58 µg/mL、

1.78µg/mL ，可發現 G5B2 複合型藥物微胞有較接近於單純藥

物的毒殺效果。但在較高的藥物濃度作用下，即可區分藥物載

體與 Dox·HCl 之間的差別，利用擴散機制毒殺癌細胞的小分

子藥物還是比藥物載體有效率，但相對的卻會造成正常細胞更

嚴重的負面毒殺效果。另外，我們可發現不論是藥物載體亦或

是小分子藥物皆僅能對 HepG2 細胞造成一定程度以內的傷害

(接枝 /複合型藥物微胞造成之毒殺僅約 60%；Dox·HCl 則約

80%)，即使再提高藥物劑量，毒殺效果仍不見起色。這是因

為 HepG2 細胞有較高的抗藥性以及堆疊的生長特性，抗癌藥

物僅能毒殺生長於上層的 HepG2 細胞，而無法與生長於內層

的其餘細胞作用。  
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圖 4-63、DOX 與藥物微胞於不同濃度下對 HepG2 cell 作用
24 小時後之生長抑制情形 (n=6) 
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圖 4-64、DOX 與藥物微胞於不同濃度下對 HepG2 cell 作用
72 小時後之生長抑制情形 (n=6) 
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4-15、接枝 /複合型奈米微胞之細胞內藥物釋放及分佈測試  

    本研究為了觀察接枝 /複合型藥物微胞對於癌細胞吞噬後

之細胞內分佈情形，將製備好的樣品以共軛焦顯微鏡作為觀察

之工具。雷 射掃描共軛焦顯微鏡 (confocal laser scanning 

microscope)之原理為當激發雷射光聚焦於樣品之斷層面或稱

為聚焦面 (focus plane)時，我們可利用調整光學針孔光圈

(pinhole)的大小蒐集來自樣品聚焦平面的激發螢光，再將非同

一聚焦面的激發螢光排除於光學針孔光圈外，即可行成所謂的

共軛焦距影像 (confocal Image)，故以一般雷射掃描共軛焦顯微

鏡觀察所得之圖像皆為 2D 影像。除此之外更可利用激發雷射

光對樣品做光學切片式的斷層掃描，而後將所得影像經處理並

重新排列後可得到一個完整的 3D 影像【102】。一般顯微鏡下

所觀察的影像有來自聚焦面 (Focal plane)及非聚焦面 (out-of 

focal plane)的光，因此所提供的影像品質解析較差，無法層層

的深入樣品作顯微觀察；而共軛焦技術能夠去除傳統顯微鏡影

像的迷光 (stray light)可提供更高的光學解析影像。  

    我們將接枝 /複合型藥物微胞及抗癌藥物 Dox·HCl 分別與

HeLa 細胞共同培養，於不同時間點下觀察 Dox·HCl 位於 485 

nm及 590 nm之激發光波長與放射光波長；另外以 LysoTracker

作為染劑 (LysoTracker 可與細胞內之酸性胞器作用 )，其激發光

波長與放射光波長則分別為 504 nm 及 511nm。觀察所得之掃

描影像並經重疊後可判斷接枝 /複合型藥物微胞與 doxorubicin

在細胞內的釋放與分佈情形。  
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    圖 4-64 為 DOX·HCl 分別與 HeLa 細胞共同培養 1 小時與

9 小時之分佈情形，綠色螢光為染劑 LysoTracker 分佈於細胞

內酸性胞器的位置 (a)；紅色螢光為 DOX的分佈 (b)；而圖 4-64(c)

則為酸性胞器與抗癌藥物分佈的重疊影像。由圖可知，於 1

小時的作用時間下，大部分的抗癌藥物皆藉由擴散作用進入細

胞質內並分佈於細胞核周圍，僅有少部份的藥物能進入細胞

核。而由於使用的抗癌藥物帶有 HCl 的關係，可酸化 DOX 所

處環境，故可進一步確認此時抗癌藥物尚未進入細胞核內 (因

細胞核內並無明顯的紅色螢光與綠色螢光 )。隨著 DOX·HCl

與 HeLa 細胞作用時間的增加，我們可發現，發出紅色螢光的

抗癌藥物已大量地累積於細胞核內，而由於 HCl 酸化的關係，

使得細胞核內亦分佈著 LysoTracker 的綠色螢光。另外於 24

小時的培養下，由於細胞絕大部分皆已凋亡，故無法於顯微鏡

下觀察藥物分佈情形。  

    圖 4-65為 G5接枝型藥物微胞分別與 HeLa細胞共同培養

1 小時、3 小時及 24 小時之共軛焦顯微鏡影像，在培養 1 小時

後，藥物載體可藉由胞飲作用進入細胞質的溶酶體內進行藥物

釋放。而由圖可知，此時僅有非常少量的抗癌藥物分佈於細胞

質並與 LysoTracker 所處位置重疊，故推測此時藥物載體處於

初步酸化且抗癌藥物分佈於溶酶體周遭。相較於 3 小時的培

養，可發現抗癌藥物的釋放量於此時已漸漸提高，並藉由擴散

作用分佈於細胞質而另有少部份被細胞核吸收。值得一提的

是，我們觀察影像中 HeLa 細胞的型態可發現與平常培養時不

同，推論為 G5 接枝型藥物微胞表面帶有正電的 NVI 外殼造成

載體在未進入癌細胞之前有額外的正電毒殺效果【103】，進一
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步使載體無法經由 endocytosis 於溶酶體內進行藥物制放。而

藥物載體與 HeLa 細胞作用 24 小時後抗癌藥物已大量地累積

於細胞核內，且影像中可看出有少部分經由細胞核破裂及細胞

凋亡過程產生的小碎片 (凋亡小體 )。  

    圖 4-66 為 G5B2 複合型藥物微胞分別與 HeLa 細胞共同

培養 1 小時、3 小時及 24 小時後之共軛焦顯微鏡影像，由於

G5B2 複合型藥物微胞之外殼 mPEG 帶有弱負電性可中和 NVI

的正電性以及具有遮蔽疏水內核的能力，使其更容易被癌細胞

吞噬並藉由胞飲作用進行酸鹼應答的藥物制放。故於釋放初期

(1 小時及 3 小時 )，發現 G5B2 複合型藥物微胞有較 G5 接枝型

藥物微胞高的釋放效果 (紅色螢光的強度較高 )。而培養 3 小時

後，我們可發現抗癌藥物不僅均勻地分佈在細胞質，有些甚至

已經進入細胞核內 (可由 LysoTracker 綠色螢光的分佈與 DOX

紅色螢光的分佈清楚分辨 )。隨著作用時間的增加，24 小時後

可發現 DOX 的紅色螢光不但提高且大部分皆集中於細胞核

內。除此之外，亦發現細胞質內仍有抗癌藥物的紅色螢光，推

測藥物載體仍持續地釋放藥物。  

    綜合上述，我們再搭配藥物釋放、微胞穩定性以及細胞

毒殺等實驗可知，雖然 G5B2 複合型藥物微胞的膨潤效果較差

(約差 0.8 %)且藥物釋放量稍低 (約差 2.4%)，但 G5B2 複合型

藥物微胞具有較高的穩定性與安定性可於血液長時間地循

環，且較容易藉由胞飲作用進入細胞進行藥物釋放，故 G5B2

複合型藥物微胞有較低的細胞毒殺存活率。所以具有高度穩定

性及既快速又準確的釋放機制實為設計一藥物載體的首要條

件。  
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圖 4-65、抗癌藥物 doxorubicin 與 HeLa 細胞共同培養 1 小
時及 9 小時後之共軛焦顯微鏡影像。(a) LysoTracker 染色之
酸性環境 (b) 藥物 doxorubicin (c) (a)與 (b)重疊後之影像  
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圖 4-66、G5 接枝型藥物微胞分別與 HeLa 細胞共同培養 1 小時、3 小
時及 24 小時後之共軛焦顯微鏡影像。   
(a)LysoTracker 染色之酸性環境  (b)藥物 doxorubicin 
(c) (a)與 (b)重疊後之影像  
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圖 4-67、G5B2 複合型藥物微胞分別與 HeLa 細胞共同培養 1 小時、3
小時及 24 小時後之共軛焦顯微鏡影像。   
(a)LysoTracker 染色之酸性環境  (b)藥物 doxorubicin 
(c) (a)與 (b)重疊後之影像  
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第五章、結論  

 
本研究係利用具有酸鹼應答、生物相容性及生物可降解性

之接枝共聚物 Poly(D,L-lactide)-g-Poly(N-vinylimidazole-co-N- 

vinyl-2-pyrrolidone)(PLA-g-P(NVI-co-NVP))，與具有免疫隱蔽

性 及 生 物 可 降 解 性 之 二 團 聯 共 聚 物 methoxy poly(ethylene 

glycol)-b-poly(D,L-lactide)(mPEG-PLA)，設計出一同時具有環境酸

鹼應答行為、可逆開關行為及免疫隱蔽性之複合型高分子奈米

微胞。mPEG 可隱蔽內核結構的強正電性與疏水特性進而增加

於體內循環之穩定性與細胞吞噬量；而 NVI 可藉由其酸鹼應

答行為，待藥物載體被細胞吞噬後，可藉由正電排斥力造成結

構的膨潤進而釋放藥物；PLA 則具有包覆輸水抗癌藥物的能

力。研究中對 mPEG-PLA 及 PLA-g-P(NVI-co-NVP)之合成與

性質、臨界微胞濃度 (CMC)、奈米微胞之製備、複合型奈米微

胞之形成機制、酸鹼開關行為、微胞型態之分析、體外藥物釋

放模擬、材料毒性、細胞毒殺分析與內吞作用進行探討並得到

以下結論：  

1.利用陽離子開環聚合反應可以合成分子量準確且分子量分佈

狹窄的巨單體 PLA-HEMA，再將 PLA-HEMA 與 NVI 及 NVP

單體藉由自由基共聚合反應可合成出結構明確之接枝共聚物

PLA-g-P(NIPAAm-co-MAAc)。經由 1H-NMR 與 FT-IR 之分析，

可確定成功地合成出不同主鏈組成比之 G0、G1、G2、G3、

G4、G5 接枝共聚物，且主鏈與側鏈之總分子量約為 5：3 時，

奈米微胞有較小的粒徑大小與較窄的粒徑分佈。  

2.PLA-g-P(NVI-co-NVP)的 重 量 平 均 分 子 量 因 為 PLA 導 入
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P(NVI-co-NVP)後性質差異太大，與層析管柱作用力不同，因

此 PLA-g-P(NVI-co-NVP)之分子量須以 1H-NMR 計算得知。  

3.利用 methoxy poly(ethylene glycol)為巨單體進行 D,L-lactide 之陽離

子開環聚合反應可以成功地合成出 mPEG-PLA，且經由
1H-NMR、FT-IR 與 GPC 之鑑定，可確定成功地合成出三種不

同鏈段比之 B1、B2、B3 二團連共聚物。  

4.經由臨界微胞濃度 (CMC)之鑑定可發現，降低雙性共聚物親水

端之親水作用力，可稍微地降低 CMC(NVI 組成比提高，CMC

降低 )；提高雙性共聚物疏水端之疏水作用力，可明顯地降低

CMC(PLA 分子量變大，CMC 變小 )。接枝共聚合物之 CMC 大

抵上皆較二團聯共聚物低，這是因為 PLA 接於其側鏈，造成

共聚物本身之活動性降低使得聚集力變強，且因為接枝型共聚

物之 PLA 鏈段皆較二團聯共聚物長，接枝密度亦較高，故其

有較強之疏水作用力，即聚集力較強之故。  

5.由奈米微胞形成機制之探討可知，微胞在形成過程中包含三個

主要步驟，而此三步驟之轉換對於微胞形成與藥物包覆具有非

常重要之影響： (1)高分子於溶液中由自由捲曲狀逐漸形成微

胞前趨體膨潤結構。 (2)微胞前趨體膨潤結構排除核內有機溶

劑轉變為緊密結構。 (3)隨著水含量的增加，微胞由緊密結構

逐漸固化。  

6.由初期水含量對於奈米微胞透析結果之探討可知，G0、G3、

G5 接枝型奈米微胞分別於 5%、10%、10%之初期水含量下可

得到較混亂的微胞型態，並於此初期水含量下進行藥物包覆實

驗，可得到較大的藥物包覆量；而又分別皆於 20%之初期水含
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量下可得到最佳的粒徑大小與分佈 (平均粒徑皆約為 80 nm；

粒徑分佈則皆小於 0.1)。  

7.由動態光散射儀與介面電位分析儀之測試可知複合型奈米微

胞確實成功地被製備出來，其中，B2 及 B3 二團聯共聚物之疏

水端 PLA 皆比 B1 二團聯共聚物長，故可與 G0、G3、G5 等接

枝共聚物形成粒徑大小與粒徑分佈較佳的複合型奈米微胞。而

接枝共聚物與二團聯共聚物之重量比為 1：1 時又可得到較小

的粒徑大小與較窄的粒徑分佈。即 G0B2、G0B3、G3B2、G3B3、

G5B2 以及 G5B3 等組合皆可得到結構較穩定的複合型奈米微

胞。  

8.接枝 /複合型奈米微胞經由動態光散射儀可確定其粒徑大小與

分佈情形；藉由 AFM 影像分析，可確認微胞之球型結構與表

面型態；藉由 TEM 影像分析，更可證明其殼核結構確實存在。 

9.由接枝 /複合型奈米微胞之酸鹼應答行為分析可知，主鏈具有

48% NVI 之 G5 接枝型奈米微胞有較高的膨潤情形，於酸性環

境下，其結構可膨潤約 48.7%。而 G5B2 複合型奈米微胞之酸

鹼應答行為又比 G5B3複合型奈米微胞佳 (G5B2複合型奈米微

胞之膨潤比為 47.9%；G5B3 則為 37.1%)，因 B3 二團聯共聚

物之 PLA 分子量為 1750，雖可大大地穩定奈米微胞的結構，

但卻遏止了其膨潤效果。  

10.而由 On-Off 酸鹼應答行為分析可知，不論是 G3、G5 接枝型

奈米微胞亦或是 G3B2、G5B2 複合型奈米微胞於長時間高分

子鏈有足夠的反應時間進行重新組裝的前提之下，皆有穩定的

On-Off 行為，微胞的粒徑大小皆隨著 pH 值的變化而做膨潤與
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收縮的改變，粒徑分佈卻不會隨著 On-Off 次數增加而變雜

亂。另外於短時間的快速 On-Off 酸鹼應答行為測試，發現僅

有 G5 接枝型奈米微胞與 G5B2 複合型奈米微胞有穩定的

On-Off 酸鹼應答行為。  

11.由 On-Off 酸鹼應答之 TEM 影像可知，pH 值降低會使位於微

胞外殼的 NVI 因酸化造成正電排斥力，進而使微胞變得較為

混亂但仍為一球型結構；而 pH 值一旦又回復為中性時，微胞

又會重組回殼核結構，但結構較原先稍為混亂，但整體仍不失

為一個具有良好 On-Off 酸鹼應答性質的奈米微胞。  

12.於相同的製備條件下，接枝型藥物微胞之藥物包覆量以 G5 接

枝型藥物微胞較高，高達 42.3%；G3 接枝型藥物微胞雖較低，

但也有 36.9%之藥物包覆率，缺點是其粒徑分佈過於雜亂，故

予已淘汰。而 G5B2 複合型藥物微胞可用較少的藥物劑量卻達

到相同劑量下較高的包覆率。  

13.比較接枝 /複合型藥物微胞之藥物釋放效果，於 pH5.0 時兩者

並無明顯差別，且於釋放 24 小時後，皆可達到將近 50%的藥

物釋放量；而於 pH7.4 時兩者差別相當明顯，G5B2 複合型藥

物微胞由於表面具有 mPEG 之穩定與遮蔽作用，故可於中性

環境下穩定包覆藥物，釋放量僅約 5%，而 G5 接枝型藥物微

胞卻有 10%的藥物損失。另外在不斷地改變 pH 值的條件之

下，接枝 /複合型藥物微胞仍具有 On-Off 酸鹼應答的藥物釋放

行為。  

14.以牛血清蛋白 (BSA)進行載體穩定性測試，實驗結果發現由於

接枝型奈米微胞於中性環境下表面帶有弱正電，因此較易與表



 142

面帶負電的蛋白質互相吸引，進而造成蛋白質與疏水內核因疏

水作用力的關係造成大量的聚集，其穩定性僅維持 48 小時。

而複合型奈米微胞由於有 mPEG 的隱蔽作用，穩定性可持續

96 小時之久。  

15.將單純的接枝 /複合型奈米微胞與人類纖維母細胞 (Hs68)共同

培養，發現複合型奈米微胞有較低的材料毒性 (即較高的生物

相容性 )，且於 72 小時的培養下，其 IC50僅為接枝型奈米微胞

的三分子一。由此可知，複合型奈米微胞外殼的 mPEG 確實

能夠隱蔽內核 NVI 的正電性，大大地提高載體實際應用於動

物實驗上的學術價值。  

16.由接枝 /複合型藥物微胞對於 HeLa 細胞與 HepG2 細胞之毒殺

結果可知，G5 接枝型藥物微胞與 G5B2 複合型藥物微胞皆對

癌細胞有良好的生長抑制能力，而又以 G5B2 複合型藥物微胞

於低濃度下有較佳的毒殺效果 (IC50 較低 )。就癌細胞而言，

doxorubicin 對 HeLa 細胞有較佳的生長抑制效果。若排除藥物

載體本身的藥物釋放率，其毒殺效果幾乎與 free DOX 沒有差

別，可再次證明細胞毒殺確為 doxorubicin 所致而非載體本身

造成的毒性。  

17.經由共軛焦顯微鏡影像證實接枝 /複合型藥物微胞是藉由胞飲

作用於酸性胞器處進行藥物釋放，意即抗癌藥物於溶酶體內釋

放後再經由擴散作用累積至細胞質，而後快速進入細胞核進行

毒殺。其中又以 G5B2 複合型藥物微胞較易被細胞吞噬，有較

快及較佳的毒殺行為。另外，由於擴散作用比胞飲作用快，因

此未經包覆的 DOX·HCl有較強及較快的細胞毒殺能力。 
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    綜合上述，本研究所製備之接枝 /複合型奈米微胞皆具有

相當均一的粒徑大小與分佈，單純就 On-Off 酸鹼應答的觀點

來說，接枝型奈米微胞有較佳的表現效果，即其結構具有較明

顯的環境應答可逆膨潤行為與藥物開關釋放行為。然而，一個

理想的藥物傳輸載體，必須同時具備許多優點，而本研究所製

備之複合型奈米微胞即同時具有快速的環境應答行為以及良

好的免疫隱蔽能力。也就說此複合型藥物傳輸載體不僅可藉由

靜脈注射於血液中穩定地循環，並藉由 EPR 效應大量地累積

於腫瘤組織附近，而後藉由其快速的 On-Off 酸鹼應答行為進

行細胞毒殺。最重要的是，細胞凋亡後，載體本身可藉由 On-Off

的特性，於中性環境下穩定地存在，待再次累積於腫瘤組織附

近時，進行第二次的毒殺機制。此特性不僅可減少藥物傳輸載

體對於正常細胞的毒殺機率亦可降低藥物的使用劑量，可說是

一舉數得的好載體，必定可成為未來奈米藥物傳輸系統上的明

日之星。  
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