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摘要

奈米技術與研究不斷進步，使得我們有機會將其應用到生物與醫學的發展上，而不

同於往的材料－奈米鑽石具有優異的物理以及化學性質，包括物理吸附性、高生物相

容性、無毒性和高穩定性等等。奈米鑽石結合生物醫學時，可作為藥物傳遞系統，再

結合標靶藥物提高診斷準確度，在治療上提供最佳化的用途，而達到減少藥物的劑量。

在此我們將奈米鑽石當作藥物載體，以大腸癌細胞表達之 EGFR 為目標，開發新的藥

物及診斷方法。研究目標將分為兩個部分:一為抗體耦合奈米鑽石 (選用的抗體為

Cetuximab )；二為胜肽耦合奈米鑽石(選用的胜肽為 peptide 3C )，peptide 3C 已經證實

在大腸癌細胞 HT-29 以及乳癌細胞 MCF-7 均有抑制效果。利用 BCA 蛋白質定量分析

法、基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀 (MALDI-TOF MS) 以及傅立葉轉

換紅外線光譜儀 (FTIR) 進行鑑定，最後合成之抗體Cetuximab耦合奈米鑽石對HT-29

大腸癌細胞進行辨識能力。結果顯示抗體 Cetuximab 耦合奈米鑽石對 HT-29 細胞有專

一性的辨識。在 HT-29 細胞中 peptide 3C 耦合奈米鑽石比單純的投遞 peptide 3C 更有

抑制 HT-29 細胞增生效果。研究結果顯示奈米鑽石具有作為藥物載體的價值。
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第一章 研究動機

在許多日新月異的奈米技術與研究不斷進步的同時，人類有機會將這些應用到生物

與醫學與每個人息息相關的生活上。生物醫學與奈米材料結合技術更有無限可能的發

展潛力與想像空間。我們將利用不同於往的材料-奈米鑽石與生物醫學結合，從生醫標

定(Bio labeling)、藥物傳遞 (Drug delivery) 到癌症治療的奈米導彈 (Targeting specific

drug delivery) [1, 2]。

奈米鑽石應用於生物方面時，通常是修飾奈米鑽石表面官能基、設計實驗與應用而

去探討與生物活性的關聯，以便評估奈米鑽石在生物技術方面的潛在價值[3]。奈米鑽

石對於生物活性的非共價鍵結與奈米鑽石表面的官能基作用已經有很多的文獻探討包

括對於附著的 cytochrome c，蛋白溶菌酶等等[4, 5]。

大腸癌是台灣目前癌症之首，本論文將先以大腸癌進行探討，由於 EGFR 表現異

常在大腸癌的機制中扮演重要角色，臨床標靶用藥也以 EGFR 抗體為主，因此將以

EGFR 的表現為目標而選用抗體 Cetuximab 來耦合奈米鑽石並探討其對大腸癌細胞

HT-29的影響[6, 7]。

另外也選用東海大學化學系龍鳳娣老師實驗室所發表之有效的抗癌胜肽 peptide

3C 來做為藥物與奈米鑽石耦合，胜肽藥物比起一般癌症藥物更容易代謝不易影起免疫

反應[8]。精準的個人化醫療是未來癌症研究的重要方向，不但能提高診斷準確度，更

能夠在治療上提供最佳化的用藥數據。
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第二章 文獻探討

2-1 奈米鑽石在生物醫學之應用

隨著科技不斷的進步，奈米研究發展也越來越快速，製造了越來越小的材料，相

關材料除了應用在半導體與光電材料上，也有機會將其應用在生物與醫學上。在生醫

應用上，藥物結合奈米材料下，與一般的奈米材料應用不同，近年來在生物醫學的應

用上有著許多的研究， 從生醫標定 (Bio labeling)、藥物傳遞 (Drug delivery) 到癌症治

療的奈米導彈 (Targeting specific drug delivery)[9, 10]。奈米鑽石除了具有優異的物理及

化學特性，例如導熱好、耐酸鹼等特性之外，其光譜特性更是重要的一項特色[11]，相

比於其他奈米粒子，奈米鑽石可作為更優異的材料也在醫療應用上更具有潛在價值。

2-1-1奈米鑽石的製作

鑽石是自然界中最硬的物質，除了硬度之外它還有許多優異的物理化學特性，而使

其在應用具有許多潛力。又因天然鑽石在自然界中彌足珍貴，所以人工合成鑽石的發

展對於奈米鑽石材料方面的應用有很大的幫助。鑽石的學名是-金剛石，我們所見的天

然鑽石，皆是在地底深處的高溫高壓環境中成形，鑽石由碳元素所構成，成分與石墨

相同，由於鍵結方式不同，以致於產生截然不同的特性，而形成目前已知硬度最高的

物質。鑽石的碳原子與另外 4 個碳原子結合，形成 sp3 的鍵結，使其結構可以無限延

伸 (圖一) 。雖然鑽石擁有許多優異的特性，應用領域也相當廣泛，卻因稀少使得價格

昂貴，因此科學家不斷研究出如何以人工的方式合成鑽石[12]。
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圖 一、奈米鑽石碳原子結構。

來源: http://blog.xuite.net/unold_lin/twblog/151086000-%E5%9C%B0%E7%90%83%E6%9C%80%E7%A1%AC%E7%A4%A6%E7%

在過去鑽石的價格雖居高不下，但因現今科技以發展成由天然鑽石，轉變為人工鑽

石，使應用於工業上的鑽石，價格反而平易近民。生產的方式也有許多種，最常用的

方法為爆炸法如圖二(爆炸法為在密閉空間中使用 TNT 或是 RDX 爆炸，因其爆炸時會

產

生缺氧狀態，而將炸藥中的石墨轉換而成鑽石，此時因為壓力瞬間消失，但爆炸的溫

度極高，所以必須用各種方法快速冷卻，以免讓鑽石因高溫下再度轉換成為石墨)，或

是利用音波法等其它方式生產鑽石。

圖 二、利用爆炸法製造奈米鑽石。

來源:http://www.plasmachem.com/contentenglish/nanopowders_technology.html
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在所有生產方式中，又以爆炸法所得到的奈米鑽石的產率最高，利用爆炸法合成

時因其於高溫下失去壓力時會使鑽石轉換成石墨，故初產出的奈米鑽石會在其外圍包

覆著大約 40%的碳，此碳的結構大部分為石墨。此時剛形成未經過任何處理的奈米鑽

石為奈米鑽石黑粉，也因為包覆著這層黑碳，讓奈米鑽石的表面有著許多官能基，在

去除這層石墨層前的奈米鑽石黑粉有許多用途，比如作為添加劑、潤滑油等等。而奈

米鑽石灰粉就是，當黑粉外層的碳經過硫酸與硝酸已一定比例混合洗滌後，此時奈米

鑽石顏色會呈現灰黑色，也才能做大小粒徑的處理，且純度大於 99%。這時的奈米鑽

石稱之為奈米鑽石灰粉，灰粉大多使用在研磨拋光上，也可應用於治療標靶上作為藥

物載體(圖三)[13]。

圖 三、碳的溫度/壓力三相圖。

來源: http://sustainable-nano.com/2014/01/23/nuclear-proliferation-sustainability-the-history-of-nanodiamonds/

人工奈米鑽石粉末在經過酸洗處理後表面會有著化學官能基 (羥基，Carboxylic

acid group, -COOH)，藉由此化學官能基使我們能於奈米鑽石表面上有不同的功能修

飾 ，經過 24 -72 小時的酸洗後再用純水清洗離心，最終離心管底部有深藍色的沉澱物

即為羥基化後的奈米鑽石 (Carboxylated Nanodiamond, cND)。因奈米鑽石其表面具有很
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多的-COOH，而使其有多種修飾、官能基化，能應用於多種用途 (圖四、圖五) [14]。

圖 四、奈米鑽石表面，可經由修飾與處理進而改變表面官能基[15]。

奈米

鑽石

電化學

穩定

低細胞

毒性

螢光

標記

藥物

攜帶

圖 五、奈米鑽石的用途。
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2-1-2奈米鑽石的特性

2-1-2-1奈米鑽石應用於光譜檢測

可利用傅利葉轉換紅外光譜儀 (Fourier Transform Infrared Spectrometer, FTIR) 辨

識奈米鑽石上吸收紅外光後所產生之震動頻率來判斷是否成功官能基化。在生物醫學

研究中，常使用螢光染劑來標定目標，使我們能看到實驗中的成果。不過現今所使用

的螢光會因為激發時間過長使得螢光失效，導致一般螢光劑在應用上受到限制。奈米

鑽石因有穩定的螢光光源，是因為在製造過程中的因素影響。當氮原子在鑽石生產中

占據原先碳原子的位置後又脫離，使其位置有一氮空缺 (Nitrogen Vacancy, NV)，而該

缺口在接受可見光激發後便會發出螢光，故此缺口能使奈米鑽石穩定的發出螢光訊號

[16, 17]。

2-1-2-2奈米鑽石的生物相容性

將無機的奈米普及運用於生活日常上時，材料的毒性便會受到重視，尤其是應用於

生物醫療上更是需要注意。一般認為奈米鑽石作為奈米材料具有較佳的生物相容性。

相較於其它奈米材料，雖然有著螢光、光譜較強的特性卻因為其具有生物毒性，而在

生物的應用上容易受到限制。由於奈米鑽石有極強的碳共價鍵結結構使其性質上不易

產生反應，此外人體由碳、氫、氮、氧和硫等有機物質所構成，故選擇與生物體元素

構成相似之奈米材料，被普遍認為是較具潛力的應用。在國際上各類的研究文獻皆證

明了奈米鑽石不具生物細胞毒性[18, 19]。
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2-2 大腸癌簡介

國民健康署的癌症研究報告中，大腸癌發生率每年有快速增長的趨勢，十大癌症死

亡排名中，前三名分別為第一名的「肺癌」、第二名的「肝癌」以及第三名的「結腸

直腸和肛門癌」也即是大腸癌，另外大腸癌在台灣的發生率位居第二[20]。

大腸癌的發生與我們的生活習慣有著很大的關聯，除了與遺傳、基因有關外，飲食

也被認為是原因之一。現代人工作繁忙，多以外食為主，飲食不均衡，罹患大腸癌的

機率就有可能提高[21]。大腸癌的初期症狀並不明顯、沒有甚麼症狀，但可以藉由篩檢

而早期檢查出來並治療。

在早期接受治療的大腸癌患者，存活率可高達 9 成以上。目前雖然有提供糞便檢查，

但經過調查指出，接受檢查的比率只有 10%。癌症的發生都有階段性進展，以大腸癌

來說，大腸癌的前身是瘜肉，所謂的瘜肉是大腸黏膜的異常增生，剛發生時為無害，

當瘜肉大於 2 公分時，慢慢轉成癌症的機率就會提高，甚至轉移到其他部位。要預防

大腸癌，最關鍵的還是要從飲食以及生活上改變，除了每日所需攝取的蔬菜量，最好

都能選擇各種顏色的蔬果。蔬果裡除了富含的維他命，所含有的纖維也能幫助腸胃蠕

動，此外水份也扮演重要的角色，能使不好的東西不會停留在腸道太久，導致病變，

由於油炸食品會使食物產生致癌物質，所以能少吃就少吃，也包含紅肉類的加工食品。

除了飲食外，現在人因為工作而久坐使得運動量減少，適當的運動、良好的作息也能

減少罹患大腸癌的風險。有大腸癌家族史的危險群更建議三年接受一次大腸鏡檢查，

而 50 至 74 歲的民眾則建議每 2 年至少應有 1 次糞便潛血檢驗，才能早期發現早期治

療[22]。
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2-3 胜肽 peptide 3C之介紹

Id（DNA 結合蛋白的抑製劑或分化抑製劑）作為 helix–loop–helix (bHLH) family 裡

的負調控轉錄因子在細胞的發育、增殖和分化中扮演重要的角色。因此，它一直是癌

症干預的潛在目標[23-25]。Id 家族（Id1-4）的四個成員具有相似的胺基酸序列，其表

達模式在胚胎中被細分。Id1 第一個 Id 蛋白，因其具有抑制 DNA 結合的 bHLH 的轉錄

因子。Id1 與 E 蛋白和 Ets 蛋白之間的關聯對於 Id1 在腫瘤細胞週期中的作用具有重要

意義[26]，其也在腫瘤的生長中扮演重要的角色，因此能成為設計抗腫瘤藥物的目標。

MyoD 蛋白是具有 bHLH 結構的 DNA 結合序列，而 Id1 蛋白透過其所具有的 HLH 與

MyoD 的 bHLH 結構域形成高親和性的二聚體[27]，而防止 MyoD 與 DNA 結合並抑制

分化相關基因的轉錄(圖六)。Peptide 3C 是利用 MyoD 作為模板所設計出的中斷 Id1、

MyoD 和其他 DNA 結合蛋白（如腫瘤抑制相關的 bHLH 轉錄因子）之間的相互作用，

以達到抑制癌細胞的增殖作用，如圖七所示。

圖 六、MyoD 的 bHLH 結構胺基酸序列。
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圖 七、提出的設計胜肽對 MyoD-Id1 相互作用的抑制作用的機制。
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第三章 實驗方法

3-1實驗設計與流程

本實驗將利用奈米鑽石做為藥物載體來分析是否能比單純使用藥物效果來的好，而

減少藥物的使用劑量以及更有效率的應用醫療資源，規劃之實驗流程如下：1. 將已處

理之羧基化奈米鑽石分為兩部分： (A)抗體耦合 (B)胜肽藥物耦合，2. 抗體選用

Cetuximab，而胜肽為應用固相胜肽合成法合成東海大學化學系龍鳳娣教授已發表之胜

肽 peptide 3C；3. 應用 BCA 蛋白質濃度分析法各別檢測抗體以及胜肽耦合奈米鑽石之

濃度；4. 各別檢測抗體以及胜肽耦合奈米鑽石之生物活性。上述實驗設計與流程，彙

整如圖八：
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圖 八、實驗設計與流程。

羧基化奈米鑽石

合成抗體耦合奈米鑽石

生物活性 抗體耦合奈米
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MALDI-TOF

MS 分析

BCA 蛋白質定

量法分析

合成胜肽耦合奈米鑽石

生物活性 胜肽耦合奈米

鑽石之鑑定

利用 FTIR

分析

BCA 蛋白質

定量法分析

利用

MALDI-TOF

MS 分析
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3-2羧基化奈米鑽石之製備

奈米鑽石是由碳原子組成的，被認為具有低細胞毒性、良好的生物相容性、表面容

易修飾、光穩定度佳及化學穩定度高等優點，所以適合當做生物標記。奈米鑽石表面

包覆了一層疏水性的 C-H 鍵結，經由強氧化酸 (H2SO4 : HNO3 = 3 : 1) 酸洗的步驟，將

其氧化成具有-COOH 或其他含氧官能基，而這些修飾後的奈米鑽石對胺基酸、蛋白質

以及 DNA 有很強的吸附力。所有實驗使用之修飾後的 100 nm 奈米鑽石均為東海大學

林宗欣老師所提供。所得到之奈米鑽石先用 DDW 超音波震盪清洗 3 次後離心並將奈米

鑽石冷凍抽乾以待實驗用。

3-3抗體 Cetuximab耦合奈米鑽石

3-3-1抗體 Cetuximab耦合奈米鑽石之合成

修飾後的 100 nm 奈米鑽石其表面有許多的羧基 -COOH ， COOH 與 EDC/NHS

反應後形成含有 NHS 的 ester bond 。具有 ester bond 的奈米鑽石表面較容易的與抗體

的耦合。所使用的抗體 Cetuximab 為東海大學趙偉廷老師所提供。

取 1 mg 羧基化之 100 nm 奈米鑽石加入 EDC (0.04 M) 500 μL 和 NHS (0.01M)

500 μL 預混後活化官能化之奈米鑽石在室溫下反應 15 mins，再以 HBS-EP 清洗奈米

鑽石 3 次，再加入緩衝液 sodium acetate (1.5 mg/mL, pH=3.5 ) 800 μL 和 抗體

Cetuximab（5 mg/mL）200 μL 在 4 ℃ 下反應 2 hrs 後離心 (1000 rpm) 取其上清液進

行 BCA 檢測定量， HBS-EP 清洗奈米鑽石 3 次再加入 1 M ethanolamine ( pH = 8.0 )

blocking 在室溫下反應 2 hrs，一樣以 HBS-EP 清洗 3 次最後將製備完成之功能化之奈

米鑽石存放於 HBS-EP 緩衝液中。
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3-3-2抗體 Cetuximab耦合奈米鑽石之鑑定

3-3-2-1應用MALDI-TOFMS鑑定抗體 Cetuximab耦合奈米鑽石

應用 MALDI-TOF MS 測分子量，樣品分別為 a.未修飾的奈米鑽石、b. 抗體

Cetuximab、c.已耦合的奈米鑽石，進行測試並利用正離子模式在 80% 雷射強度、150

shots 和 350 ns 延遲時間下，所使用的基質為 sinapinic acid 。抗體 Cetuximab 的測量

誤差小於 0.2％。

3-3-2-2 BCA蛋白質定量分析法之實驗步驟

蛋白質標準曲線的制定：

蛋白質 BSA 以最大 2.0 mg/mL 的濃度，持續稀釋成為 1.0 (mg/mL) 、 0.5

(mg/mL) 、 0.25 (mg/mL) 、 0.125 (mg/mL) 和 0.0625 (mg/mL) 共六種濃度。各濃度

之 BSA 蛋白溶液中取出 18 μL 分別加入 180 μL 的 BCA 試劑。之後利用微量分光光

譜儀測量 (562 nm 吸光值)，並根據吸光值繪製出 BSA 標準曲線之公式。接著再將與

抗體耦合反應後之奈米鑽石的上清液與 BCA working solution 以比例 1：10 混合 (上清

液 18 μL， BCA working solution 180 μL )，(五重複) 依序注入 96 孔盤中，再以鋁箔

紙包覆避光，放入烘箱 15 分鐘 (37°C) ，之後利用微量分光光譜儀測量 (562 nm 吸光

值)。將上清液之吸光值代入方程式，再乘上稀釋倍數，即可求得相當於 BSA 蛋白質

的濃度。
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3-4胜肽 peptide 3C耦合奈米鑽石之製備

3-4-1胜肽 peptide 3C之合成、純化及鑑定

Peptide 3C 之合成、純化及鑑定均為東海大學化學系龍鳳娣老師實驗室所建立之實

驗方法。胜肽合成所使用之方法為固相胜肽合成法 ( SPPS )，利用逆相高效能液相層析

儀 ( RP-HPLC ) 純化胜肽，再使用基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀

( MALDI-TOF MS ) 鑑定。

3-4-2胜肽 peptide 3C耦合奈米鑽石之合成

取 1 mg 羧基化之 100 nm 奈米鑽石加入 EDC ( 0.04 M ) 500 μL 和 NHS ( 0.01M )

500 μL 預混後活化官能化之奈米鑽石在室溫下反應 15 mins , 再以 DDW 清洗奈米鑽

石 3 次,再加入緩衝液 sodium acetate (1.5 mg/mL, pH=3.5 ) 1000 μL 和 peptide 3C 1 mg

粉末耦合在室溫下反應 overnight 再離心後取其上清液進行 BCA 蛋白質定量， DDW

清洗奈米鑽石 3 次再加入 1 M ethanolamine ( pH = 8.0 ) blocking 反應 2 hrs，一樣以

DDW 清洗 1 次最後將製備好功能化之奈米鑽石冷凍抽乾後保存。
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3-4-3胜肽 peptide 3C耦合奈米鑽石之鑑定

3-4-3-1 MALDI-TOFMS與 BCA蛋白質定量分析法之實驗步驟

蛋白質標準曲線的制定：

蛋白質 BSA 以最大 10.0 mg/mL 的濃度，持續稀釋成為 5.0 (mg/mL) 、 2.5

(mg/mL) 、 1.25 (mg/mL) 和 0.625 (mg/mL) 共五種濃度。各濃度之 BSA 蛋白溶液中

取出 18 μL分別加入 180 μL 的 BCA 試劑。之後利用微量分光光譜儀測量 (562 nm 吸

光值)，並根據吸光值繪製出 BSA 標準曲線之公式。接著再將與胜肽耦合反應後之奈米

鑽石的上清液與 BCA working solution 以比例 1：10 混合 (上清液 18 μL，BCA working

solution 180 μL ) ， (五重複) 依序注入 96 孔盤中，再以鋁箔紙包覆避光，放入烘箱 15

分鐘 (37°C)，之後利用微量分光光譜儀測量 (562 nm 吸光值) 。將上清液之吸光值代

入方程式，再乘上稀釋倍數，即可求得相當於 BSA 蛋白質的濃度。

3-4-3-2傅利葉轉換紅外光譜 (FTIR) 鑑定胜肽 peptide 3C耦合奈米鑽石之原理

紅外線光譜 (IR) 的原理是利用分子中的各種不同鍵結結構產生分子間振動及轉

動模式時，吸收了適當的紅外光能量而得到的光譜，由於紅外線光譜能提供分子結構

特性的資料，除了光學異構物外，有機化合物的光譜幾乎沒有完全一樣的。在這裡借

助紅外線光譜，來檢測 peptide 3C 耦合奈米鑽石之間的鍵結。
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3-4-4 PrestoBlueTM 測試法原理及實驗步驟

PrestoBlue™ 試劑為一種刃天青 (resazurin) 溶液。它利用活細胞的還原能力來定

量測定培養盤中的細胞活性。PrestoBlue™ 試劑中包含了一種細胞通透性的化合物，這

種化合物是藍色的且没有螢光，在加入細胞後 PrestoBlue™ 試劑被活細胞還原變成粉

紅色[3]。

本實驗室將人類大腸癌細胞以 RPMI-1640 培養液，培養於細胞培養盤中。當細胞

生長到培養盤的八分滿時，抽去培養液再加入 2 mL 的 TE 緩衝液（trypsin-EDTA,

TE） ，待 3～5 分鐘，培養盤中的細胞會脫離培養盤的底部（trypsin 作用為分解細

胞附著在培養盤的附著蛋白質，EDTA 作用為去除 Ca2+、Mg2+ 等金屬離子，以避免金

屬離子影響 trypsin 的作用效果，讓細胞易與培養盤分開）。用 5 mL 的培養液清洗細

胞培養盤，並收集培養盤中的溶液至 15 mL 離心管內，在轉速 1500 rpm 下，離心 5 分

鐘，最後取其沉澱物，加入 10 mL 培養液並取細胞懸浮液 10 μL 計數細胞濃度，使細

胞濃度為 1×105 cells/mL，取細胞液 300 μL 至 24 孔盤中培養至隔天等細胞貼附後，

加入胜肽 peptide 3C 耦合奈米鑽石之樣品，培養 24 小時，再加入 PrestoBlue™ 試劑(1：

10 PrestoBlue™/Medium) 測量細胞存活率，且因 PrestoBlue™無需用 DMSO 溶解結晶

較 MTT 更精準及安全。
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第四章 結果與討論

4-1抗體 Cetuximab耦合奈米鑽石之合成結果

已經羧基化的奈米鑽石利用 EDC/NHS 修飾表面官能基產生反應，使其帶 ester

bond，利用抗體的 N 端去結合。EDC/NHS 的活化反應條件最佳在 pH 5.0~7.0 微酸溶

液環境下進行。其反應時間為 15 mins ，當 EDC 和 NHS 混合在溶液中時便會開始反

應，反應會隨著時間的增加而漸漸的失去活性，因此活化反應時間選擇 15 mins 。再

以 HBS-EP buffer 清洗 3 次，並於 sodium acetate （1.5 mg/mL） 800 μL 溶液中與抗

體 Cetuximab （5 mg/mL）200 μL 耦合反應 2 hrs ，耦合後離心取上清液以 BCA 蛋白

分析法定量(圖九)。

圖 九、抗體 Cetuximab 耦合奈米鑽石。
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4-1-1 抗體 Cetuximab耦合奈米鑽石定量分析之結果

做抗體 Cetuximab 耦合奈米鑽石實驗時，並不探討奈米鑽石耦合上抗體 Cetuximab

的濃度，不過由於抗體 Cetuximab 是昂貴的標靶藥物，避免在合成上的浪費因此做了

BCA 蛋白質定量分析，而取奈米鑽石耦合抗體 Cetuximab 之上清液測吸收度。我們以

不同濃度的牛血清白蛋白 (BSA) 之吸光度繪製 BSA 標準曲線。結果整理於表 1 及圖

十。

表 1、各濃度 BSA 及抗體耦合之奈米鑽石的上清液之吸收度

BSA 標準品濃度 (mg/mL) Abs562 (平均值)

0.0625 0.1523

0.125 0.1713

0.250 0.2240

0.500 0.2983

1.000 0.4650

2.000 0.8527

抗體 Cetuximab 耦合之奈米鑽石的上清液吸收值(前) 0.330333

抗體 Cetuximab 耦合之奈米鑽石的上清液吸收值(後) 0.299
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圖 十、應用 BCA 蛋白分析法之標準曲線。

濃度分別為 0.0625、0.125、0.250、0.50、1.0、2.0 mg/mL，於波長 562 nm 下偵測吸光度。(R2

= 0.9983)

利用濃度分別為 0.0625、0.125、0.250、0.50、1.0、2.0 mg/mL 的 BSA 與對應濃

度之吸收度做圖。經由計算後可得到方程式: y=0.359x+0.125，將上清液前後的吸收度

帶入方程式，即可求得抗體 Cetuximab 耦合上奈米鑽石的濃度 (圖十) 。依數據可得在

1 mg 的奈米鑽石上可耦合上大約 0.087mg ( 5.810-10 mole) 抗體 Cetuximab。
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4-1-2 MALDI-TOF MS 鑑定抗體 Cetuximab耦合奈米鑽石之結果

應用 MALDI-TOF MS 去確認抗體是否成功耦合上奈米鑽石表面，可由圖十一觀察

到 A、B、C 分別為只有奈米鑽石、抗體 Cetuximab 與抗體 Cetuximab 耦合奈米鑽石，

圖十一(B)可得到抗體 Cetuximab 的質量為 152,635 Da，(C)已耦合抗體的奈米鑽石的質

量為 152,690 Da，以此確認抗體耦合上奈米鑽石。

圖 十一、應用 MALDI-TOF MS 分析抗體耦合奈米鑽石之質譜。
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4-1-3應用共軛焦顯微鏡分析抗體耦合奈米鑽石與細胞作用之結果

合成後之抗體Cetuximab耦合奈米鑽石提供給私校能量計畫合作─東海大學生科系

林玉雯老師，實驗利用共軛焦顯微鏡所鑑定出的螢光圖譜 (圖十二)；在大腸癌細胞

HT-29 可發現抗體 Cetuximab 耦合奈米鑽石所發出的螢光在細胞表面 (A) 並用另一種

市售 anti-EGFR 抗體作為對照 (B)，並將其影像重疊 (C) 。

圖 十二、共軛焦顯微鏡影像對於 HT-29 癌細胞之影像。

(A) ND-Cetuximab (B) Anti-EGFR (C) Merge 之影像。

結果顯示發現在圖十二 (A) 抗體Cetuximab 耦合奈米鑽石能成功表現在細胞表面，

(B)為市售 anti-EGFR 抗體，在經過影像重疊後也可發現(C)，其螢光所表現的位置也相

同，證明抗體 Cetuximab 不會因為與奈米鑽石耦合而失去其活性。

A. ND-Cetuximab B. Anti-EGFR C. Merge



22

4-2胜肽 peptide 3C耦合奈米鑽石之製備

4-2-1胜肽 peptide 3C合成、純化與分子量鑑定之結果

依固相胜肽合成法合成胜肽 peptide 3C ，並應用 RP-HPLC 純化胜肽，進一步將

RP-HPLC 純化之胜肽應用 MALDI-TOF MS 鑑定分子量(表 2、圖十三)，並於附錄附上

詳細圖譜(附錄一、附錄二)。

表 2、胜肽 peptide 3C 純化與鑑定之結果

名稱 序列 理論分子量

（Da）

實際分子量

（Da）

滯留時間

（min）

Peptide 3C H-YIEGLQALLRDQC-N

H2

1520 1521.7 14.73
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圖 十三、固相胜肽合成法合成胜肽 peptide 3C。

4-2-2胜肽 peptide 3C耦合奈米鑽石合成之結果

4-2-2-1胜肽 peptide 3C耦合奈米鑽石定量分析之結果

利用BCA蛋白分析法定量奈米鑽石耦合peptide 3C時，因溫度會影響其反應速率，

但當反應太久也會使得吸收值太大，導致標準曲線不準確，因此每次實驗的反應時間

以及溫度都需相同，才能使實驗得以做對照。我們以不同濃度的牛血清白蛋白 (BSA)

之吸光度繪製 BSA 標準曲線。結果整理於圖十四及表 3。

圖 十四、應用 BCA 蛋白分析法之標準曲線。

濃度分別為 0.625、1.25、2.50、5.0、10.0 mg/mL，於波長 562 nm 下偵測吸光度。(R2 = 0.9912)
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表 3、各濃度 BSA 及胜肽 peptide 3C 耦合奈米鑽石上清液之吸收值

BSA 標準品濃度 (mg/mL) Abs562 (平均值)

0.625 0.3271

1.25 0.5308

2.50 0.8416

5.0 1.3622

10.0 2.2184

胜肽 peptide 3C 耦合之奈米鑽石的上清液吸收值(前) 0.781

胜肽 peptide 3C 耦合之奈米鑽石的上清液吸收值(後) 0.656

為了確定奈米鑽石上的胜肽 peptide 3C 而做了 BCA 定量分析，而取其上清液測吸

收度。再將其與所做的標準曲線代入公式求得之濃度，依此數據可得在 1 mg 的 100 nm

奈米鑽石上可耦合大約 0.6 mg ( 3.910-7 mole ) 胜肽 peptide 3C (表 3)。

此結果與 ( 5.810-10 mole) 抗體 Cetuximab 耦合奈米鑽石相比，可發現在相同的奈

米鑽石條件下其耦合莫耳數比約為 1 : 650，此結果可能是因為分子量較小能接上較多

胜肽，故抗體因為分子量以及體積較大而導致立體障礙產生。
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4-2-2-2 應用MALDI-TOFMS鑑定 peptide 3C耦合奈米鑽石之結果

應用 MALDI-TOF MS 鑑定胜肽 peptide 3C 耦合奈米鑽石時，也加入了 peptide 3C

與奈米鑽石單純的浸泡作為對照組，但不加入 EDC/NHS 活化。並依照相同的實驗步驟

後，利用 DDW 潤洗後冷凍抽乾成粉末，再使用 MALDI-TOF MS 進行鑑定分析。結果

整理於圖十五及圖十六。
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圖 十五、胜肽 peptide 3C 耦合奈米鑽石之 MALDI-TOF MS 質譜。(分子量：1520.4 Da）
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圖 十六、胜肽 peptide 3C 浸泡奈米鑽石之 MALDI-TOF MS 質譜。(分子量：1522.2 Da）

結果發現在質譜圖分析中有著很高的訊號 (圖十五、圖十六) ，證實了奈米鑽石具

有很高的吸附性，但這說明了較難證明 peptide 3C 是否成功耦合上奈米鑽石或只是吸附

於奈米鑽石表面。
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4-2-2-3 應用MALDI-TOFMS分析比較共價鍵結與吸附於奈米鑽石測驗之結果

當發現奈米鑽石具有很強的吸附性後，測試了應用何種方式把吸附的胜肽洗掉，使

用了幾種不同的溶劑去清洗。所使用的溶劑有 DDW、甲醇、甲醇和乙腈以 1:1 之體積

混合，而使用的胜肽為東海大學龍鳳娣老師實驗室的抗菌胜肽 MH 2-4，在相同條件下

各別使用溶劑清洗三次並離心最後再於 DDW 下再清洗後用 MALDI-TOF MS 分析。結

果顯示不論是浸泡還是鍵結的奈米鑽石在 DDW 和甲醇均無法有效的使吸附的胜肽脫

離，而最後在甲醇和乙腈以 1:1 之體積混合的溶液下才具有明顯的變化，不僅僅是浸泡

胜肽的奈米鑽石，耦合胜肽的奈米鑽石的訊號也降低，訊號低代表所含胜肽量低，但

要利用 MALDI-TOF MS 精確的定量所吸附的胜肽量需做其它處理。結果整理於圖十七

及圖十八。
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圖 十七、奈米鑽石加胜肽 MH 2-4 (浸泡)之 MALDI-TOF MS 質譜。

紅色：DDW、綠色：甲醇、藍色：甲醇＋乙腈，均在相同條件下以所標示之溶劑清洗三次。
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圖 十八、奈米鑽石－胜肽 MH 2-4 (鍵結)之 MALDI-TOF MS 質譜。

紅色：DDW、綠色：甲醇、藍色：甲醇＋乙腈，均在相同條件下以所標示之溶劑清洗三次。

依結果顯示推測，即便是具有鍵結的奈米鑽石，其表面也有許多胜肽吸附上去(圖

十八)。因奈米鑽石上帶有負電，只要蛋白質帶電，奈米鑽石便可容易吸附蛋白質，奈

米鑽石的高吸附性是優點，但是將奈米鑽石應用於藥物載體時很難判斷耦合上藥物的

定量，以及應用於人體時，體內的上千萬種蛋白質酵素及抗體不會與藥物一起吸附於

奈米鑽石上，而失去其效果。
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4-2-2-4 應用 FTIR確認 peptide 3C耦合奈米鑽石鑑定之結果

因 MALDI-TOF MS 無法判別奈米鑽石是否成功耦合上胜肽，而利用傅利葉轉換紅

外光譜 (FTIR)，首先須先將樣品乾燥並與處理好的 KBr 粉末一起研磨作成壓片，並且

嘗試了幾種不同的體積比來找到最好的訊號圖譜，發現在 KBr 粉末與 peptide 3C 耦合

奈米鑽石體積比為 7：3 與 8：2 有不錯的清晰訊號圖，因 7：3 和 8：2 並無明顯差別

而後續實驗都將以 7：3 來做為壓片比例 (圖十九)。

為了辨別是否有耦合成功，準備了 3 個樣品分別為 : 羧基化奈米鑽石、peptide 3C

浸泡奈米鑽石以及 peptide 3C 耦合奈米鑽石。結果整理於圖二十。

圖 十九、樣品在 KBr 粉末與 peptide 3C 耦合奈米鑽石不同體積比的壓片下之 FTIR 圖譜。

(A) 1：1 (B) 6：4 (C) 7：3 (D) 8：2。
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圖 二十、KBr 與 peptide 3C 耦合奈米鑽石之壓片體積比為 7：3 之 FTIR 圖譜。

(A)黑色：羧基化奈米鑽石 (B)紅色：peptide 3C 浸泡奈米鑽石 (C)藍色：peptide 3C 耦合奈米

鑽石。

根據文獻發現 FTIR 的 O-H 鍵結訊號吸收範圍大約在 3440 cm-1 以及 1632 cm-1，而

在大約 1384 cm-1有 C-H 的訊號，不論奈米鑽石、peptide 3C 浸泡奈米鑽石以及 peptide

3C 耦合奈米鑽石均有訊號輸出，而關鍵於 peptide 3C 耦合奈米鑽石在大約 1454 cm-1

有訊號峰。根據文獻其為 C-N 鍵結，推測為奈米鑽石與 peptide 3C 的共價鍵結。以 FTIR

判斷奈米鑽石是否耦合上 peptide 3C 只能判斷初步結果，但還是證明了奈米鑽石與

peptide 3C 耦合反應後具有共價鍵結 (圖二十)。
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4-2-2-5 應用 PrestoBlueTM 測試法測試胜肽耦合奈米鑽石之生物活性之結果

為了評估奈米鑽石當作載體是否比單純的藥物投遞有效，因此下藥時以藥物濃度條

件一致作為比較。下列樣品中的 peptide 3C 的濃度均為 0.1 mg 溶於 200 μL DDW 再平

均分裝至四個 1.5 mL Eppendorf，再下藥至 24 孔盤，每孔 450 μL Medium + 50 μL 藥物，

每個樣品均為 4 重複。因前面 BCA 蛋白分析法定量 1 mg 奈米鑽石可接上 0.65 mg

peptide 3C，因此 0.1 mg peptide 3C 即為大約秤取 0.3 mg peptide 3C 耦合奈米鑽石粉末

溶於 200 μL DDW 再平均分裝至四個 1.5 mL Eppendorf。樣品濃度分別為 peptide 3C

(0.025 mg peptide 3C/50 μL DDW)、奈米鑽石 (0.05 mg ND/50 μL DDW)、peptide 3C 浸

泡於奈米鑽石(0.025 mg peptide 3C + 0.05 mg ND/50 μL DDW)、peptide 3C 耦合奈米鑽石

(0.075 mg pepide 3C-conjugated nanodiamonds/50 μL DDW)，四個樣品，彙整如表 4。

表 4、應用 PrestoBlueTM 測試法測試 HT-29 細胞活性之各樣品濃度

樣品 濃度(溶液為 50 μLDDW)

control 無

peptide 3C 0.025 mg peptide 3C 粉末

ND 0.05 mg 奈米鑽石粉末

ND+3C (浸泡) 0.025 mg peptide 3C 粉末+ 0.05 mg 奈米鑽石粉末

ND-3C (鍵結) 0.075 mg peptide 3C 耦合奈米鑽石粉末
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結果發現單純 peptide 3C 藥物的存活率為 84.0% ，而 peptide 3C 浸泡於奈米鑽石以

及 peptide 3C 耦合奈米鑽石則分別為 64.9% 和 57.4% ，都比只有 peptide 3C 有著不錯

的抑制效果 (圖二十一、表 5)。雖然奈米鑽石被證實無毒性，不過結果顯示其具有 84.8%

的存活率，推測可能過多的奈米鑽石有可能會造成細胞傷害。

圖 二十一、胜肽耦合奈米鑽石之 HT-29 細胞生物活性。

樣品為 control、peptide 3C、ND、ND+3C(浸泡)、ND-3C(鍵結) 。X 軸為存活率，Y 軸為樣品。

表 5、應用 PrestoBlueTM 測試法測試 HT-29 細胞活性存活率之結果

樣品 control peptide 3C ND ND+3C(浸泡) ND-3C(鍵結)

細胞存活率

100.0 % 84.0 8.8% 84.8 6.8% 64.9 5.5% 57.4 6.7%
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第五章 結論與未來展望

利用 EDC/NHS 成功使含有-COOH 的奈米鑽石成功耦合胜肽 peptide 3C 以及抗體

Cetuximab，在抗體 Cetuximab 耦合奈米鑽石實驗中利用 MALDI-TOF MS 與 BCA 蛋白

分析法確認抗體 Cetuximab 成功耦合上奈米鑽石，並且也經由共軛焦顯微鏡確認抗體

Cetuximab 耦合奈米鑽石能與 anti-EGFR 一樣能成功結合到 HT-29 細胞上而不失去抗體

活性。在胜肽 peptide 3C 耦合奈米鑽石實驗中也應用 MALDI-TOF MS 質譜鑑定與 BCA

蛋白分析法定量分析確認，但在實驗中發現 MALDI-TOF MS 不能判別胜肽 peptide 3C

耦合上奈米鑽石是否為共價鍵結，因此利用 FTIR 對共價鍵結做初步判斷，結果發現

FTIR 分析圖譜可分辨出 C-N 的共價鍵結於 1454 cm-1。生物活性中，利用奈米鑽石當藥

物載體在 peptide 3C 濃度為一致時比單純的投遞 peptide 3C 粉末更能抑制癌細胞，但考

慮到奈米鑽石所具有的吸附性質，所鍵結上的 peptide 3C 的量會略低。

我們期望能將奈米鑽石作為藥物載體，而在證實抗體以及胜肽藥物都能耦合上奈米

鑽石並且都具有活性，更能進一步將抗體以及胜肽藥物一起與奈米鑽石耦合形成具有

標靶功能的藥物載體，如能降低奈米鑽石的高吸附性而避免吸引其他雜質而影響效果，

以及進一步改良奈米鑽石表面官能基來提高可鍵結區域，將使得奈米鑽石更具做為載

體開發價值。
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附錄

（A）

（B）

附錄一 、 Peptide 3C 的 RP-HPLC 層析圖，梯度由 10 ﹪的 ACN （含 0.05 ﹪ TFA）

沖提到 90 ﹪，時間由 0 到 40 分鐘。（A） Peptide 3C 粗產物經由 RP-HPLC 分析後，

所得到的層析結果圖，滯留時間為（retention time, tR）14.73 分鐘 （B） Peptide 3C 純
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化後所得到的層析結果圖。
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附錄二、Peptide 3C 的 MALDI-TOF MS 層析圖 （A） Peptide 3C 粗產物的

MALDI-TOF MS 質譜圖 （B） Peptide 3C 純化後的 MALDI-TOF MS 質譜圖。（ 理

論分子量 : 1520.7 Da ; 實際測得分子量：1521.7Da ）
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