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（ㄧ）前言 

   胺基糖苷類（aminogly- cosides, AGs）抗生素在臨床上被用於治療革

蘭氏陰性菌感染的疾病，但是 AGs常導致許多副作用包括內耳毛細胞的損傷，嚴

重甚至聽力喪失，導致耳毒性的傷害。魚類的側線毛細胞為一種機械性接受器，

負責感覺外在水體的流動。而哺乳動物內耳與魚類側線的毛細胞，兩者不論是構

造形態或是功能特性都有相似點，因此斑馬魚常被採用作為抗生素耳毒性保護藥

物測試的模式動物。先前本實驗室對 Tg(pvalb3b：TagGFP )轉殖基因魚做藥物

Ferulic acid 耳毒性保護試驗，已建立藥物 Ferulic acid 能保護魚的側線受

neomycin 的破壞，我也利用斑馬魚 Tol 2 基因轉殖系統建立以專一性啟動子

pvalb3b表現 TagRFP融合基因之轉殖基因魚(其融合紅螢光蛋白會表現於內耳或

側線系統的毛細胞) ，重複藥物 Ferulic acid 耳毒性保護試驗，結果與實驗室

之前建立的結果一致，確立正確的實驗步驟之後，再繼續進行 AICAR 和 AMPK 

inhibitor兩藥物對 Tg(pvalb3b：TagGFP )轉殖魚的耳毒性保護實驗，觀察側線

的螢光表現，另外也透過文獻及資料找到 Gallic acid 及 Cichoric acid 兩種

藥物，利用 Tg(pvalb3b：TagRFP )基因轉殖斑馬魚做這兩種藥物的耳毒性保護

實驗，而 Gallic acid 和 Cichoric acid 在初步耳毒性保護試驗的結果都顯示

有保護耳毒性的情況，於是我們先針對藥物 Gallic acid 做六點毛細胞總數的計

數及藥物作用濃度時間序，顯示 Gallic acid在濃度 200M作用一小時在保護魚

類側線免受 neomycin 破壞效果最佳，未來期望有一天這些藥物能被做之後一系

列的動物實驗，還有人體試驗，最後用於治療人類的疾病，對臨床應用有所貢獻。 

 

 

研究問題： 

1.利用綠螢光斑馬魚做 AMPK inhibitor 的耳毒性保護藥物試驗，觀察不同濃度藥

物對魚類側線螢光的變化，初步篩選 AMPK 這藥物是否能當 neomycin 側線破壞

的保護藥物。 

2.利用綠螢光斑馬魚做 AICAR 的耳毒性保護藥物試驗，觀察不同濃度藥物對魚

類側線螢光的變化，初步篩選 AICAR 這藥物是否能當 neomycin 側線破壞的保護

藥物。 

3.利用紅螢光斑馬魚做 Gallic acid 的耳毒性保護藥物試驗，觀察不同濃度藥物對

魚類側線螢光的變化，初步篩選 Gallic acid 這藥物是否能當 neomycin 側線破壞

的保護藥物。 

4.利用紅螢光斑馬魚做 Cichoric acid 的耳毒性保護藥物試驗，觀察不同濃度藥物

對魚類側線螢光的變化，初步篩選 Cichoric acid 這藥物是否能當 neomycin 側線

破壞的保護藥物。 

 

 



 

 

 

 

(三)文獻回顧與探討 

斑馬魚(zebrafish, Daniorerio)是目前常用來研究脊椎動物發育的模式動

物，為一種體型約 3~5 公分的熱帶淡水魚，其在胚胎發育上的機制與哺乳類動物

非常相近。斑馬魚有許多研究操作上的優點而有很高的利用價值，例如：體型小、

飼養容易、不佔太多空間、具有光週期誘發產卵、每次產卵數量眾多(約 100~200

顆)、其透明的胚胎使得器官在發育時期即可利用解剖顯微鏡從外部觀察、胚胎

發育期短（約 2-3 天）等等[1-3]。近年來，許多斑馬魚基因陸續被發現，重要

的調控蛋白質其表現位置和時間也都和哺乳類動物類似，所以可利用突變的方法，

包括物理、化學和分子生物學方法，來改變特定基因的表現及建立基因轉殖魚動

物模式，以研究基因與發育和疾病之間的相關機制[4]。最近，一些斑馬魚突變

的研究已發現在一些器官組織如耳朵、眼睛、心臟、肌肉、血液、脊柱、胰臟及

腎等所產生的缺陷，與人類這些器官所產生的一些疾病之病理特徵相似，且為相

同基因或同源基因突變所造成。因此，斑馬魚可進一步做為人類疾病研究的動物

模式。目前，斑馬魚的動物模式已被運用於癌症、心血管疾病、器官發育、脊椎

動物胚胎發育、神經發育、細胞凋亡和聽覺等相關研究，且在藥物篩檢也扮演重

要角色[5]。 

    斑馬魚的聽覺主要是藉由內耳(inner)和側線(lateral line)來偵測水

中聲波顫動的刺激而產生[6]。雖然斑馬魚的內耳在構造、功能上與脊椎動物不

盡相同，但在內耳的發育形成上，基因的機轉與脊椎動物非常類似[3, 7,8]。在

斑馬魚的內耳構造中，經顯微分析後發現在內耳聽斑區(macula)和側線(lateral 

line)的毛細胞構造與人類耳蝸內感覺受器的毛細胞構造是相類似的[9]。因為先

前有研究文獻指出氧化壓力 ROS（reactive oxygen species）參與聽覺組織的

細胞凋亡及細胞壞死等路徑，而這些路徑也是造成神經性聽力損失的主因，包括

跟老化有關的聽覺受損、遺傳性的聽覺受損、耳毒性藥物誘導的聽覺受損和噪音

造成的聽覺受損等，當異常的粒線體氧化磷酸化常常會造成 ROS的產量累積，進

而造成細胞凋亡、壞死，使得聽力方面受損[10、11]，本實驗著重在耳毒性藥物

誘導的聽覺受損[12]，過去有研究文獻指出胺基糖苷類（aminogly- cosides, AGs）

抗生素會造成耳毒性[13、14]，使得 ROS氧化壓力累積過多造成聽力損害，因為

造成 ROS 過量累積的路徑很多，於是我們就朝多條路徑中的其中一條去做研究，

也就是 AMPK 這條路徑，因此我們就找了兩種藥物一個是 AMPK inhibitor

（adenosine monophosphate-activated kinase inhibitor），另一個藥物是

AICAR（5-Aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide），兩者的作用是相

反的，前者是抑制 AMP-dependent protein kinase (AMPK) 活性[15]，後者是

AMPK的 avtivator活化子，刺激 AMP-dependent protein kinase (AMPK) 活性，

有研究指出 ROS 氧化壓力通過 AMPK 訊號路徑的活化誘導細胞自噬[16]，另有一

個研究表示 AICAR可減弱 LPS導致的 ROS訊號[17]。此外我們在篩藥過程中，也



 

 

不斷的以抗 ROS 氧化壓力為出發點在找尋其他具有潛力的藥物，分別找到 Gallc 

acid、Cichoric acid、Vitamin E；這三種都是很好的抗氧化藥物，甚至 Gallic acid

及 vitamin E 都是存在於我們日常生活中可以吃到的食物中；比如說 Gallic acid

在一些葉菜類，如萵苣；一些天然辛香料含量都是挺高的；而廣為人知的 Vitamin 

E 在菠菜及堅果；還有海鮮(魚、蝦)等，都有高的含量，而 Cichoric acid 則是在

E. purpurea, dandelion 等植物中萃取出高濃度的萃取液，研究指出 Gallic acid 在

對抗癌症的效果很好，如胰臟癌、頭頸癌、卵巢癌等[18.、19、20]，在抗氧化部

分 Gallic acid 在鉛中毒的小鼠，可以提高抗氧化的防禦力，降低 Pb 對身體臟器

如肝、腎的傷害[21]；vitamin E 甚至在豬的研究上顯示減緩了在 Gentamicin 作用

下造成嚴重的聽力損失[22]；而在 Cichoric acid 的文獻顯示是個很好的自由基清

除者[23]，有了這些文獻跟研究佐證這些藥物是非常具有抗氧化的潛力，本篇先

針對 Gallc acid、Cichoric acid 利用 Tg(pvalb3b:TagRFP)紅螢光轉殖基因魚進行藥

物對耳毒性的保護試驗 。 

 

    綜上所述，斑馬魚做為模式生物，找到新的藥物可以保護因使用有耳毒

性的用藥所造成的損傷，目前臨床上具有耳毒性的用藥多達百餘種，舉例而言，

當具有耳毒性的後線抗生素藥物在無法以其他藥物替代的情況下，病人往往需要

承擔耳毒性的風險以對抗可能致命的感染，造成臨床上的兩難困境。本實驗想要

驗證這些藥物是否真的能保護耳毒性損害,研究之結果或許亦能進一步應用於內

耳保護機制之研究上，期望能對人類健康之促進有所裨益，如果藥物試驗結果得

知藥物有保護耳毒性的潛力，之後可能會用模式動物行為分析觀察其行為的變化，

透過攝影與軟體分析比較加有保護性藥物和甚麼都沒加的控制組的斑馬魚在受

到刺激後之反應有何不同。 

 

(四)研究方法及步驟 

  1.斑馬魚(Daniorerio)基因轉殖系統  

1.最近在斑馬魚的基因轉殖主要是利用 MultiSite Gateway Technology (Tol2 

system)，此系統可以快速和有效率的將異源性基因(heterologous)的建構在多

位點的載體去進行蛋白質表現和功能分析。整個質體建構包括基因選殖的方法和

步驟，主要依據 MultiSite Gateway® Three-Fragment Vector Construction 

Kit(Catalog no. 12537-032)的操作手冊進行。建構好的質體利用顯微注射

（Microinjection）的方式打入 1-2cell 時期斑馬魚胚胎（不要超過 8 個 cell

期），方法和步驟如前所述。因斑馬魚體內有 Tol2 酵素是一種 transposase，所

以可以將基因插入斑馬魚的染色體內。基因轉殖魚可以利用螢光顯微鏡和

RT-PCR 的方式來加以確定。 

 

2.顯微注射 microinjection 

以拉針器製作注射所需的毛細管針，條件為 heat:330、pull:150、vel:150、

https://en.wikipedia.org/wiki/Echinacea_purpurea
https://en.wikipedia.org/wiki/Dandelion


 

 

time:150。用高度密合鎳子將拉好的毛細管針前端以 45 度斜口切斷，再以針筒

灌入礦物油以平衡注射時的壓力，將準備好的毛細管針架上顯微注射器

(Drummondsc, Nanoject II)，把注射液體吸入毛細管中，再注射至 1~2 cell 時

期胚胎之卵黃內，每次 2.3nl。將注射過的胚胎加入 egg water（g instant 

salt/ml distilled water）置於 28°C 恆溫培育觀察。 

 

2.斑馬魚(Daniorerio)之飼養 

本實驗室將綠螢光基因型斑馬魚(Tg(pvalb3b：TagGFP ))及野生型斑馬魚

（AB strain）和紅螢光基因型斑馬魚(Tg(pvalb3b:TagRFP))，一同飼養於 28℃

恆溫系統中，日夜週期為光週期 14小時與暗週期 10小時，並以適量人工飼料與

豐年蝦餵食 

 

3.斑馬魚(Daniorerio)交配 

將螢光基因魚進行交配生下來的蛋，（發育狀態良好的胚胎留下來），將胚胎

分盤收集，並將其放置 28℃培養箱養至四天大，之後做耳毒性加藥實驗。 

 

4.斑馬魚(Daniorerio)耳毒性保護實驗  

     本實驗利用兩種螢光魚為 Tg(pvalb3b:TagRFP)轉殖魚做藥物 FA 耳毒性保

護實驗，每盤 20隻，作用濃度分別為控制組（不加 FA及 neomycin）、0M、50M、

100M 及 150M 和 200M，體積均為 5C.C；另外利用 Tg(pvalb3b：TagGFP )轉

殖魚分別做藥物 AMPK inhibitor 和藥物 AICAR 的耳毒性保護試驗，每盤 20隻，

兩種藥物作用濃度都是控制組(不加保護藥物及 neomycin)、0M、2.5M、5M、

7.5M 和 10M 及 20M，體積均為 5C.C（控制組即為不加預測性保護藥物及

neomycin）。藥物配好之後，用 vortex機震盪混合均勻，將加藥盤中蛋水盡量吸

乾，將不同濃度的藥物加進相對應的組別中，拿至培養箱，避光作用 1小時，再

將 neomycin 50M加進各組中，再放到 28℃培養箱避光處理 30分鐘，將加藥盤

從培養箱拿出來，把盤內藥物混和液吸出，加蛋水清洗盤內殘留的藥物，在將液

體吸出，此步驟要做四次。另外兩個新藥物 Gallic acid(GA)及 Cichoric acid(CA)

的耳毒性藥物保護實驗也是每盤 20隻，Gallic acid 作用濃度分別為控制組（不

加 GA 及 neomycin）、0M、50M、100M、150M 及 200M 和 250M，體積均為

5C.C，而 Cichoric acid 作用濃度分別為控制組（不加 CA 及 neomycin）、0M、

12.5M 、25M 、50M、100M 

 

5.配 0.5％ 的 agarose 膠 

    先取 50c.c 的燒杯加 40c.c 的二次水，再取稱量紙稱量 agarose 粉末 0.2

克，小心將粉末倒入二次水，取適當大小的保鮮膜蓋住燒杯，在保鮮膜上戳幾個

洞，再放進微波爐微波，直到杯內澄清沒有膠狀物即可，微波完，放入 60℃定

溫箱持續保溫。 



 

 

 

 

6.斑馬魚(Daniorerio)包埋 

1.取一個新的 ependorf 插入定溫加熱器，其溫度定在 55度左右，並把 ependorf

內填入剛剛微波好的膠。取兩隻滴管，一支吸魚，一支吸膠，避免搞混，吸取適

量數目要進行包埋的魚放入加有蛋水的盤子中。 

2.麻醉 

另取一盤加一點蛋水和 3滴麻醉藥。（麻醉藥是用 0.4％ Tricaine Stock）將要

準備包的魚吸到麻醉藥裡，以降低於魚的活動性，大約等 30秒，以免影響實驗。 

3.包埋 

將麻醉好的魚吸到放有包埋盤的顯微鏡載物台上，吸取適量膠滴到要包埋的地方，

用鈍的針頭將魚調好角度，大概是 45度角，使其在倒立螢光顯微鏡下好觀察。 

 

7.斑馬魚(Danio rerio)側線毛細胞的分析方式 

轉殖螢光魚經藥物 AMPK、AICAR、Gallic acid、Cichoric acid 和 neomycin

分別作用後，以倒立顯微鏡觀察側線毛細胞的螢光表現情形，如果藥物螢光四型

初篩結果是有保護耳毒性的效果，將會固定計數 3 點前側線(O、OC、MI)和 3

點後側線(P1、P2、P3)的毛細胞數目，經個體平均化後即可得到各組毛細胞的總

平均數，再將毛細胞以毛細胞存活率表示，最後利用統計分析網頁 GraphPad 5 

Prism，以 anova 計算各組之間的差異性而得到，P value 及統計圖。 

 

 

(五)結果與討論 

由於先前有文獻發現 neomycin 會造成氧化壓力 ROS 增加，AMPK 又跟 ROS

氧化壓力有關，於是本實驗利用同樣的藥物篩選模式進行 AMPK inhibitor 和

AICAR 兩種藥物對 neomycin 耳毒性的保護性實驗。由於 Tg(pvalb3b:TagRFP)目

前僅篩選到異型合子基因型，因此先使用同型合子的轉殖基因魚

Tg(pvalb3b:TagGFP)進行實驗。胚胎經藥物處理後，我根據後側線的螢光亮度表

現將胚胎分為四型，與控制組螢光表現相似的歸為第一型；螢光表現較第一型不

明顯的歸為第二型；螢光表現極弱且分布比第二型更加零星則歸為第三型；第四

型則為後側線螢光表現幾乎被完全破壞【Figure2】，同時我放大後側線 P1 觀察

也確實發現毛細胞的數量會隨著螢光表現強度減弱而下降。而藥物 AMPK 

inhibitor 的實驗結果如【Table 1】和【Figure 3】，從數據發現 AMPK inhibitor 並

不會造成胚胎死亡，對 neomycin 也不具有保護作用。另外藥物 AICAR 的結果則

如【Table 2】和【Figure 4】，統計結果也發現胚胎經 AICAR 前處理作用後，胚

胎的存活率也很高，但是也無法避免毛細胞受到 neomycin 的破壞，因此我們推

測 neomycin 所造成的 ROS 氧化壓力並不是藉由 AMPK 訊息傳遞路徑所調控。

那另外兩種藥物保護耳毒性效果，Gallic acid(GA)方面：結果顯示在 0M(不加



 

 

GA，只加 neomycin)，後側線的螢光表現為最差的第四型接下來隨著藥物(GA)

作用濃度增加，先看存活率方面；顯然影響不大，再從側線螢光表現來說明；可

以看出藥物 GA 對斑馬魚側線的保護有一個鐘形的分布，以 200M 保護效果達

到高峰，相對其他濃度，在第一型的側線螢光表現率以 79.6％高居首位，其次是

250M 的 57.6％；再次說明藥物(GA)針對耳毒性造成的影響在 200M 發揮最佳

的保護效果。【Table3】，而 Cichoric acid 方面：在藥物 0M(不加 cichoric acid，

只加 neomycin)，後側線的螢光表現為最差的第四型接下來隨著藥物 cichoric acid

作用濃度增加，先看存活率方面：藥物濃度從 12.5M 一直提升至 100M；存活

率都維持在 100％，但當藥物濃度增加至 200M 時，存活率大幅下降；顯然這

濃度太高對側線的保護反而是一種傷害，再從側線螢光表現來說明；可以看出藥

物 cichoric acid對斑馬魚側線的保護在濃度 50M是比 100M在側線的保護效果

為佳；再次說明藥物 cichoric acid 針對耳毒性造成的影響在 50M 發揮最佳的保

護效果。依前述的保護耳毒性藥物初步篩選結果看來，Gallic acid 和 Cichoric acid

似乎有保護耳毒性的效果；於是我們先針對 Gallic acid 和 neomycin 做用完之後，

計數前側線 3 點(O、OC、MI)和後側線 3 點(P1、P2、P3)的毛細胞數目【Figure 1】，

經個體平均化後即可得到各組毛細胞的總平均數，最後我利用統計分析軟體

GraphPad 5 Prism，以 anova 計算各組之間的差異性而得到，P value 及統計圖，

希望藉此找到藥物在斑馬魚起保護耳毒性的最有效濃度，結果發現，隨著藥物

gallic acid 的作用濃度上升，毛細胞總數確實從 0M 最低點，逐漸增加到 200M

達到最高點；跟 control 組比較顯示 ns；當濃度增加至 250M 時，毛細胞數量反

而下降了；可見 gallic acid 在 200M 這個濃度下，對 neomycin 造成的耳毒性保

護效果最佳【Figure 5】，接著針對 gallic acid 200M 再多做了 2 組藥物作用時間

序，分別是 0.5h、1.5h，想比較 0.5h、1h、1.5h 三組不同的作用時間跟控制組比

有無差異，對毛細胞總平均數的影響，發現 0.5h、1h 兩組跟 1.5h 的數據比較，

都有顯著意義，而 0.5h 跟 1h 則顯示 NS，但還是可以從圖表中看出毛細胞總平

均數在 1h 這組是比 0.5h 高的，於是之後將會以 1h 作為 gallic acid 藥物處理的基

準。【Figure 6】 

 

 

 

  

。 

 

 

 

 



 

 

 

【Figure 1】Tg(pvalb3b:TagRFP)轉殖螢光斑馬魚 4dpf 所觀察之螢光影像。在

藥物FA對neomycin作用的耳毒性加藥保護試驗中，我們取了六個點作數據統計，

分別是 o=the otic、oc=occipital、MI= middle、P1=posterior lateral line hair cells 1P2= 

posterior lateral line hair cells 2 、 P3= posterior lateral line hair cells 3 
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【Figure 2】斑馬魚胚胎之後側線毛細胞經藥物處理後的四種螢光表現形態。圖

（a）為綠螢光斑馬魚在控制組的可見光型態，圖（b、d、f、h、j）為 100X 螢

光放大，圖（c、e、g、i、k）為後側線 P1 做 400X 螢光放大，放大觀察後側線

P1 也確實發現毛細胞的數量隨著螢光表現強度的減弱而有減少的現象。 

 

 

AMPK inhibitor 

【Table 1】AMPK inhibitor 對 neomycin 耳毒性的保護試驗結果。 

 

 

 

【Figure 3】斑馬魚胚胎經藥物 AMPK inhibitor 和 neomycin 處理後之後側線螢

光表現四型累計圖。那AMPK inhibitor的後側線螢光表現，控制組維持在第一型，

其他 6 種濃度，雖然 AMPK inhibitor 的濃度有在上升，但在螢光表現方面依舊還

是維持跟 0M 一樣都是第四型，偶有第三型的表現，但數量看的出來真的不多，

所以推測 AMPK inhibitor 無法勝任耳毒性的保護藥物。 
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AICAR 

 

【Table 2】AICAR 對 neomycin 耳毒性的保護試驗結果。 

 

 

【Figure 4】斑馬魚胚胎經藥物 AICAR 和 neomycin 處理後之後側線螢光表現四

型累計圖。控制組的側線螢光表現全為第一型，但其他濃度，雖然藥物 AICAR

的添加濃度有再提高，但依舊無法避免毛細胞受到 neomycin 的破壞，使得在螢

光表現方面還是維持第四型表現，少數在 2.5M 和 10M 還有 20M 等濃度有

少量的第三型表現但數量很少，因此我推測藥物 AICAR 可能不具有保護耳毒性

藥物破壞的能力。 

 

 

Gallic acid(GA) 

 

【Table 1】Gallic acid(GA)對 neomycin 耳毒性的保護試驗初步結果。 



 

 

 

【Figure 5】斑馬魚胚胎經藥物 Gallic acid 和 neomycin 處理後之後側線螢光表

現四型累計圖。從柱狀圖上顯示的顏色，很清楚的表示，control 組為 100％的第

一型，而0M這組為100％的第四型，那藥物GA濃度從50M一路增加到200M，

第一型的比例持續上升，到 200M 這組，達最高，濃度為 250M 時，第一型的

比例反而下降了。

 

Cichoric acid 

 

 

【Table 2】Cichoric acid 對 neomycin 耳毒性的保護試驗初步結果。 

 

 



 

 

【Figure 6】斑馬魚胚胎經藥物 Cichoric acid(CA)和 neomycin 處理後之後側線

螢光表現四型累計圖。從圖上顯示的四種顏色分布來看，很清楚的表示，control

組為 100％的第一型，而 0M 這組為 100％的第四型，那藥物 CA 濃度從 12.5M

一路增加到 50M，第一型的比例持續上升，當濃度達到 100M，第一型的比

例反而下降了，當濃度達到 200M 時，第一型的比例下降更劇烈了，從趨勢看

來藥物 CA 在 50M 起的耳毒性保護效果最佳。

 

 

 

 

 

【Figure 7】有了先前 gallic acid 對耳毒性的保護試驗初步結果之後；我們

進行側線毛細胞總平均數的計算(採計前側線三點、後側線三點)，進行數據統計，

結果發現，隨著藥物 gallic acid 的作用濃度上升，毛細胞存活率確實從 0M 最低

點，逐漸增加到 200M 達到最高點；分析結果，200M 跟 control 組比較顯示

ns；當濃度增加至 250M 時，毛細胞總平均數反而下降了；可見 gallic acid 在

200M 這個濃度下，對 neomycin 造成的耳毒性保護效果最佳。 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

gallic acid 的 time course 

 

 

【Figure8】我們在前一張實驗圖表中顯示，藥物 gallic acid 對耳毒性造成的

影響在 200M 發揮最佳的保護效果。於是針對 gallic acid 200M 再多做了 2 組

藥物作用時間，分別是 0.5h、1.5h，想將 0.5h、1h、1.5h 三組不同的作用時間序

列跟 control 組(不加 GA 及 neomycin)做比較，並顯示對毛細胞總數的影響，發

現 0.5h、1h 兩組跟 1.5h 的數據比較，都有顯著意義，而 0.5h 跟 1h 則顯示 NS，

但還是可以從圖表中看出毛細胞總數在 1h 這組是比 0.5h 高的，於是之後將會以

1h 作為 gallic acid 藥物處理的基準。  
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