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中 文 摘 要 ： 利用細胞培養應用於藥物篩選已非常普遍，對於細胞存活的

測定目前最常用的是台昐藍(Trypan blue stain)染色法檢測

存活細胞數、或 MTT(3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯

基四氮唑溴鹽) 比色法測吸光值相對於對照組計算細胞存活

率，但此方法非常耗時。動物肝細胞之活性是在藥物肝毒性

篩選試驗的重要一環，本計畫利用電化學方式建立一快速、

簡便的肝細胞活性評估方法。 本計畫利用網版印刷電極開發

一滴試劑檢驗法，並有系統的探討介質(mediator)對偵測信

號之影響及利用統計處理比較電化學結果與 MTT 測量結果之

可替代性。 

利用 chronoamperometry 結合網版印刷電極，可直接測細胞

培養液中的黃血鹽，在 0.03~1.0 mM 濃度範圍有很好的線性

((R2=0.9923)，偵測極限(S/N=3)為 32  M。 肝細胞活性

測量結果與傳統 MTT assay 的結果比較, 無顯著差異。 

 

中文關鍵詞： 電化學分析， 網版印刷電極，肝細胞活性 

英 文 摘 要 ： We evaluated the respiratory activity of primary 

liver cells using both the MTT (3-(4, 5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium 

bromide, a tetrazole) viability assay and the 

chronoamperometric method, based on screen-printed 

carbon electrodes (SPE). The chronoamperometric 

method using SPE shows that the current responses are 

proportional to the ferrocyanide concentrations, with 

a linear range of 0.03~ 1.0 mM (R2=0.9923), and 

detection limit (S/N=3) at 32  M. The results of 

paired t-test analysis indicates that assessment of 

hepatocyte viabilities based on the 

chronoamperometric method were comparable to those of 

the MTT viability assay. The chronoamperometric 

method can be used as a quick alternative method for 

assessing liver-cell viability. 

英文關鍵詞： Chronoamperometry, screen-printed electrodes, liver 

cellar viability 
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報告內容：包括前言、研究目的、文獻探討、研究方法、結果與討論（含結論與建議）…

等 

（一）研究計畫之背景及目的 

 隨著科技的快速發展，在藥物開發上有了很大的進步，如以基因工程、細胞

工程、酵素工程、醱酵工程為主體的生物技術和組合化學技術，因此有大量

化合物進入臨床前的藥理、毒理學、藥效學等研究和篩選。雖然在體內存在

著許多因素可能對藥物進行修飾，導致藥物作用之增強或減弱，由無致癌性

轉變成致癌性，所以在細胞培養條件下所得結果可能不一定適用。但細胞培

養應用於藥物篩選，可用於高通量藥物篩選(high throughput screen, HTS)[1]，

且可一藥多篩，由於這類藥物篩選模型所需樣品很少，可以使珍貴的藥物在

多模型進行篩選，不但擴大了新藥的範圍，而且有助於從老藥中發現新用途。 

  

 利用細胞培養應用於藥物篩選，可觀測細胞型態、化學成分檢測、細胞死亡

或存活測定….等。與動物實驗一樣，宜測出藥物半效應劑量(median infective 

dose, ID50)、藥物作用時間。細胞死亡檢測是藥物毒性及抗腫瘤藥之藥效評估

之重要指標，對於細胞增殖和存活的測定目前最常用的是台昐藍(Trypan blue 

stain)染色法檢測存活細胞數、或 MTT(3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基

四氮唑溴鹽) 比色法測吸光值相對於對照組計算細胞存活率。MTT 檢測原理

為活細胞線粒體中的琥珀酸脫氫酶能使外源性 MTT 還原為水不溶性的藍紫

色結晶甲臢（Formazan）並沉積在細胞中，而死細胞無此功能。在一定細胞

數範圍內，MTT 結晶形成的量與細胞數成正比，但 MTT 法通常在加入 MTT

後， 細胞需繼續培養 3~4 小時，形成的 Formazan 為水不溶性的，需要加有

機溶劑（一般用 DMSO 或異丙醇）溶解，若是懸浮細胞，需離心吸去培養液，

由於在去上清操作時會有可能帶走小部分的細胞，故有時重複性略差。 

 

 電化學法主要是利用細胞進行呼吸作用時，在粒線體 (mitochondrial)內膜

中，電子傳遞(electron transport)可將電化學介質(mediator)氧化或還原，再利

用安培法測其產物，由信號大小評估細胞之存活率。1990 年 Doris Mayer 等

人 以 2,6-dichlorophenolindophenol(DICP) 當 介 質 (mediator) 利 用 安 培 法
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(amperometric methods)測不同抑制劑(inhibitor)對細胞代謝之影響[2]。其原理

是活細胞進行呼吸作用時可把 DICP 還原，再利用安培法測還原態的 DCIP，

間接比較細胞代謝速度，但在氧氣存在下，還原態的 DCIP 會被氧氣再度氧

化，必須加入 KCN 抑制氧分子的電子傳遞，而 KCN 會危害實驗操作者的健

康且目前是毒性管制藥品，需提出特別申請才能購買。所以近年來利用電化

學法主要應用於厭氧條件下測酵母菌細胞[3-6]培養測藥物之生物毒性。 

動物肝細胞之活性是在藥物肝毒性篩選試驗的重要一環，但尚未有文獻報導

利用電化學方式來測量動物肝細胞之活性，因此本計畫希望建立一快速、簡

便的肝細胞活性評估方法。 

 

（二）研究方法 

   上述文獻主要是以赤血鹽(ferricyanide)為介質，有的搭配 menadione  或 

succinate 形成雙介質系統，其作用原理如圖 1，在細胞膜內粒線體的呼吸

作用進行 TCA cycle，其電子傳遞還原 menadione ，由於 menadione 之親

脂 性 (lipophilicity) 還 原 之  menadione 可 擴 散 至 細 胞 外 間 質 中

(extracelluar) ，而被 ferricyanide 再度氧化， ferricyanide 則還原成 

ferrocyanide，menadione 可擴散回細胞內(intracellular)繼續催化  redox 

cycling，親水性(hydrophilic)的 ferrocyanide 則留在細胞外間質中作為測量

細胞活性之指標。不同細胞其細胞膜對介質的通透性不同，本實驗將以此

為基礎，探討適當的 electrochemical mediators 及不同電化學分析法，做

有系統的探討。研究步驟詳列於下: 

 

 

圖 1  活細胞氧化還原活性評估利用 mediator-assisted 電子轉移之示意圖[6] 
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(1) 電化學方法探討 

(A). 環伏安法探討不同介質的特性及細胞培養基是否干擾訊號測量。 

(B). 利用網版印刷電極作一滴試劑庫倫法探討不同電位及時間所得信號之靈

敏度，開發一滴試劑庫倫法作細胞培養時的活性監測。網版印刷三電極

系統約需 50 ul 試劑即可蓋滿電極，可以節省反應試劑。 

(C). Flow Injection Analysis 安培法探討不同電位及流速所得信號之靈敏度 

(D) 比較兩種電化學法之適用性，選擇最佳方法做後續應用。 

 

(2) 介質之探討：將從文獻蒐尋常用之電化學 mediator 如 ferricyanide、

menadione、succinate 等，做系統性的探討並與 MTT 測量結果做統計分析

比較，希望建立一快速、簡便的肝細胞活性評估方法。 

 

(三) 結果與討論 

3.1 偵測方法比較與條件最適化 

3.1.1 Flow injection analysis (FIA) 

圖 2 為流體動力學伏安圖(Hydrodynamic voltammogram)，在 FIA 系統中探討

黃血鹽在含赤血鹽的溶液中之最佳偵測電位。由圖可知在偵測電位 0.3~0.5 V 中各

基質的訊號表現，PBS 流洗溶液(carrier)中不含氧化還原物質，在各電位下並無顯

著的訊號；黃血鹽為還原態物質，訊號隨著氧化電位增加而提高，且在 0.4 V 以上

電流訊號趨於平穩(達 plateau)；赤血鹽為氧化態物質，在低電位(0.3 V)產生部分還

原訊號，0.35 V 電位以上因赤血鹽還原信號減弱，而本實驗所用赤血鹽為 Sigma 

bioUltra 等級，內部含微量的黃血鹽，所以當電位升高會有微小的氧化信號。電化

學偵測使用電位愈高，溶液中其他物質產生氧化的可能性增加，會干擾偵測，故

選擇 0.4 V 為黃血鹽最佳偵測電位。 

基於上述實驗之最佳偵測電位，比較在不同溶液環境中 FIA 偵測黃血鹽之校正

曲線，由圖 3 可發現以 FIA 方法偵測黃血鹽雖在 PBS 溶液中靈敏度及線性有不錯

的表現( slope =13.647 , R2 = 0.9957, LOD = 4 uM )，但在 DMEM 細胞培養液中卻並

不理想( slope = 0.1172 , R2 = 0.7611)。主要原因應是在流動系統中黃血鹽停留於電
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極表面的時間較短，而細胞培養液含胎牛血清，血清蛋白質與碳電極表面產生吸

附，導致電極毒化，使電子傳遞受到阻礙，只能偵測到微弱的氧化電流。 

 

 

 

 

 

圖 2 流體動力學伏安圖(Hydrodynamic voltammogram)。注射樣品為 10mM 赤血鹽

( ), 0.1mM 黃血鹽( )及空白試液(PBS 溶液) ( )。FIA 之流洗液(carrier)為 PBS

溶液，流速 0.8 mL/min。 
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圖 3 黃血鹽電化學訊號之校正曲線。FIA 偵測電位 0.4 V，流速 0.8 mL/min。樣品為黃

血鹽配製於含 10mM 赤血鹽及 5mM 丁二酸 之 PBS ( )或細胞培養液 ( )。 

 

3-1-2 計時安培分析法(Chronoamperometry) 

在 Chronoamperometry 系統中，探討黃血鹽在含赤血鹽及細胞培養液基質中之

最佳偵測電位。網版印刷三電極中的參考電極-Ag 電極，在高電位的偵測過程中容

易逐漸氧化，而使偵測變因增加，影響偵測結果。故利用電位預氧化 Ag 電極 

( pseudo-Ag )，使得偵測過程中的電位較穩定。由圖 4 可知在不同參考電極中，偵

測電位 0.2~0.7v 的訊號表現，(A) pseudo-Ag 參考電極最佳偵測電位為 0.4 V、(B) 

Ag/AgCl 參考電極最佳偵測電位為 0.6 V。而本實驗在高電位下的結果與圖 2 略有差

異，原因來自本實驗的溶液為細胞培養液，在高電位下細胞培養液中的蛋白質產生

吸附現象加劇，導致電極表面電子傳遞效果減弱，使得在高電位下偵測訊號反而降

低。比較 pseudo-Ag 與 Ag/AgCl 電極可發現 pseudo-Ag 再現性較佳(N=3)，且以

pseudo-Ag 進行實驗，只需用微量樣品滴覆於電極表面進行偵測，大大減低樣品使

用量，操作也較容易。網版印刷電極上的銀電極經過 CV 掃瞄 0~1 V 電位進行預氧

化時，掃瞄第一圈時可明顯得到銀電極氧化訊號；掃瞄第二圈時銀電極氧化訊號趨

平，且銀電極表面由銀白色轉為黑色，顯示銀電極在經過電位氧化後，電極性質確

實產生變化。以 pseudo-Ag 電極檢測細胞培養液中黃血鹽含量其電極再現性，平均
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RDS 為 5.4%。 

 

 

 

 

圖 4 計時電流法最佳電位探討。計時電流法使用網版印刷三電極(SPE)，工作電極為碳

電極，輔助電極亦為碳電極，參考電極為 pseudo-Ag (圖 A) 或外加 Ag/AgCl 電極(圖

B)。在每一偵測電位下做 45 s，Sample Interval 為 0.1s ，取 39~40 秒之電流訊號平均值。 

SPE 上之 Ag 電極於 PBS 中，以 CV 掃描電位 0 V~1 V ，2 圈，scan rate:0.1 V/s ，使

Ag 電極預氧化為 pseudo-Ag 電極。 樣品為 0.1mM 黃血鹽溶於含 5mM 赤血鹽之細胞培

養基。  
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基於上述實驗之 pseudo-Ag 電極最佳條件及黃血鹽偵測電位，比較在不同溶液

環境中 Chronoamperometry 偵測黃血鹽之結果，由圖 5 黃血鹽的偵測校正曲線可發

現，以 Chronoamperometry 方法偵測黃血鹽在 PBS 溶液中的結果為 slope =1.8603 , 

R2 = 0.9958 , LOD = 7 uM ，在 DMEM 溶液中的結果為 slope = 1.8048 , R2 = 0.9852 , 

LOD =2 uM ，兩者 slope 偏差在±3%以內，無顯著差異。與 FIA 方法比較(圖 3)，

Chronoamperometry 方法因每次測量即換新的 SPE，所以可以避免蛋白質吸附現象

所造成的偵測干擾，且偵測極限較低，在低濃度範圍也能得到良好線性。因此，往

後實驗之電化學偵測選擇 Chronoamperometry 方法偵測黃血鹽含量。 

 

 

圖 5 黃血鹽電化學訊號之校正曲線。Chronoamperometry 偵測同圖 4。樣品為各濃度黃

血鹽溶於含 10mM 赤血鹽及 5mM 丁二酸之 PBS ( )或細胞培養液( )。 
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3.2 細胞活性偵測 

3-2-1 電化學介質最適化探討 

最佳雙介質及其濃度最適化探討，電化學結果(圖 6A)顯示培養液加入 

menadione (Vit K3)，其電化學訊號隨著 Vit K3 濃度增加而下降；在丁二酸部份，

濃度在 1mM 以下其電化學訊號較低，濃度 5mM 以上有較佳的電化學訊號表現。

由 MTT 結果(圖 6B)可知 Vit K3 濃度在 10uM 以上培養 20 分鐘對肝細胞即產生傷

害；而丁二酸濃度在 1mM 以上亦會對肝細胞產生輕微的毒性。比較添加 Vit K3 10 

~100 uM 的細胞活性 (MTT assay) 與電化學信號是一致的(Person 相關係數 

0.9996 ) ，顯示 Vit K3 形成的 semiquinone radicals 對老鼠肝細胞所造成嚴重的超

陰氧離子(O2
-)、 過氧化氫 (H2O2) 及 氫氧自由基 (．OH )氧化傷害，以致 Vit K3 

不適合作為老鼠肝細胞 電化學檢測之介質；而丁二酸盡管在高濃度中仍對老鼠肝

細胞產生毒性，但在電化學訊號可檢測之最佳濃度其細胞仍可維持存活率在 80%

以上，故選用 5mM 丁二酸作為老鼠肝細胞 電化學檢測之介質最佳濃度。 

 

3-2-2 赤血鹽濃度最適化探討 

圖 7 的結果顯示訊號隨著介質與細胞反應時間增加而增加，赤血鹽濃度愈大訊

號愈大，在 3x106 cells/dish 的培養密度下，5 mM 赤血鹽已達細胞呼吸轉換極限

(rate limit)，黃血鹽生成量與赤血鹽濃度增加無關。避免高濃度赤血鹽對細胞產生

傷害，故取 5mM 赤血鹽濃度(並添加 5mM 丁二酸)進行老鼠肝細胞活性試驗。 

 

3-2-3 電化學偵測信號與細胞活性 

以上述所得最佳雙介條件，即以 W.E.培養液含有 5mM 赤血鹽及 5mM 丁二酸之

電化學基質(培養基 D) ，添加黃血鹽標準品，以 chronoamperometry 偵測黃血鹽含

量，確認在培養基溶液中，偵測訊號與黃血鹽有良好的線性關係(圖 8 ) 



利用電化學分析法偵測肝細胞活性 

9 

 

(A) 

 

 

 

圖 6。探討不同介質與其濃度對細胞呼吸轉換赤血鹽的量及細胞傷害評估。老鼠肝細胞

(Rat liver cells) 於 24well 培養盤培養一天後(2 x 105 cells/well)，抽出原培養液，再加入

含 5mM 赤血鹽及各濃度 Vit K3 或丁二酸之 WE 培養液，繼續培養 20min 後，取出培養

液以 chronoamperometry 偵測其黃血鹽之生成量 (A )，Chronoamperometry 偵測條件同

圖 4。取出培養液後的細胞以 MTT asaay 觀察細胞活性 (B)。 

 

(B) 
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圖 7 老鼠肝細胞於 10cm dish 培養一天後(3*106 cells/dish)，抽出原培養液，加入各濃度

赤血鹽及 5mM 丁二酸 (in W.E. )繼續培養，在不同時間點取出培養液以

chronoamperometry 偵測其黃血鹽之生成量。Chronoamperometry 偵測條件同圖 4。  

 

 

圖 8 黃血鹽偵測校正曲線。樣品為各濃度黃血鹽配製於培養基 D ，Chronoamperometry 

偵測同圖 4。 
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3-2-3 Chronoamperometry 細胞活性偵測 

圖 9結果顯示細胞濃度範圍在 0~105 cells/well具其電化學信號與細胞濃度呈線

性關係(R2 = 0.9944)，在此偵測條件下，最低可偵測細胞量 (LOD) 為 7.6 x 104 

Cells/well。證明以赤血鹽及丁二酸作為電化學雙介質與細胞培養，可透過偵測黃

血鹽的生成量間接偵測細胞呼吸代謝活性。 

 

 

圖 9 老鼠肝細胞於 24 well 培養盤培養一天後(0~5*105 cells/well)，抽出原培養液，加入

培養基 D 培養，20min 後取出培養液以 chronoamperometry 偵測其黃血鹽生成量。

Chronoamperometry 偵測同圖 4。 

 

(四)結論 

 本研究成功地建立偵測肝細胞活性的最適化條件， 5 mM 的丁二酸及 5 mM 赤血 

鹽與細胞共同培養 20 min 後，利用 Chronoamperometry 結合網版印刷三電極, 電位設

定 0.4 V (vs. pseudo-Ag 參考電極) , 取 39~40 sec 信號之平均值可以肝細胞量呈良好

的線性關係，未來可利用此方法探討藥物之肝毒性。相較於 MTT assay，此方法可快速

得到結果，且網版印刷三電極僅需數十微升(uL)就可偵測，可降低細胞培養量及實驗成

本。 
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