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貳、大專生計畫研究成果報告 

計畫名稱: 

以粒線體移植保護順鉑(cisplatin)誘導產生腎損傷的可行性分析 

 

(一)摘要 

    順鉑(Cisplatin)是一種含鉑的抗癌藥物，廣泛的應用在各種癌症上，但是

有 30%病人在使用順鉑後會造成腎臟損傷。目前臨床上減緩順鉑所造成的損傷，

主要在使用順鉑時大量以點滴注射方式給病人生理食鹽水或給病人甘露純

(mannitol)來減緩順鉑所造成的損傷。雖然有以上方法來減緩順鉑所造成的副作

用，仍然有病人在使用順鉑後產生腎臟或腦神經損傷，因此順鉑所造成的副作用

依然是臨床治療上很大的挑戰。所以許多研究都在探討如何減緩順鉑所造成的副

作用，如我們過去所發表的高良薑素(Galangin)已經被證實可以透過抗氧化、抗

發炎和抗細胞凋亡的機制減少順鉑所造成的小鼠腎臟損傷，由於順鉑造成的氧化

壓力主要來自於粒線體的破壞所造成的，粒線體移植已被證實可以修復缺血再灌

注所造成的心臟損傷，及修復非酒精性脂肪性肝病，因此本研究計畫將探討移植

的線粒體是否可以取代順鉑誘導的線粒體損傷並改善順鉑誘導的腎毒性。 

首先，在細胞實驗的部分發現粒線體預處理 NRK-52E細胞可以減少順鉑誘導的細

胞死亡，提高細胞存活率。接著在小鼠 C57BL/6實驗上我們利用蔗糖梯度分離肝

組織粒線體後，透過 JC-1染色確認粒線體具有活性。在順鉑腹腔注射前 2小時

和順鉑注射後 24和 48小時透過尾靜脈注射給予小鼠 10 mg/kg粒線體。並於順

鉑治療 72小時後，分析體重變化、腎臟體重比、血清腎功能 BUN（血尿素氮）

和 CREA（肌酐）和 UA（尿酸）值，結果顯示線粒體預處理與 Cis組無顯著差異。

在小鼠 C57BL/6實驗上我們認為粒線體給予的時間點太晚，導致粒線體無法及時

減緩 cisplatin在 10hr之內所造成的氧化壓力。因此在第二次動物 BALB/c實驗

中，我們在順鉑處理前 2小時和順鉑處理後 6小時和 24小時注射粒線體，實驗

結果發現在高劑量（10 mg/kg）或低劑量（5 mg/kg）粒線體治療組皆無顯著影

響小鼠體重變化與腎臟體重比。然而，與 Cis組相比，高劑量或低劑量粒線體處

理稍微恢復了順鉑誘導的腎臟顏色變化。並且在血清腎功能指數上，粒線體顯著

降低 BUN和 CREA，並增加 UA濃度。接著我們進一步分析腎臟組織病理分析與損

傷判分，發現粒線體處理組與 Cis組相比下，減少了玻璃圓柱體(hyaline cast)

與腎小管管壁擴張(tubular dilatation)的面積。總結以上細胞與動物實驗得知，

粒線體的前處與後處理確實可以減少順鉑誘導細胞與動物的腎毒性，而粒線體具

有劑量效應，10 mg/kg線粒體的治療效果優於 5 mg/Kg。此外，在動物實驗上發

現在順鉑誘導損傷 6小時後給予粒線體，可以有效增加粒線體的治療作用。 
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(二)研究背景及目的 

    近年來因為飲食習慣以及環境的改變，罹患癌症的人口越來越多，而現今主

要用於治療固態腫瘤，如膀胱癌、肺癌、乳癌、睪丸癌、大腸癌等，都是使用順

鉑(cisplatin)這個化療藥劑，但是有 30%病人在使用 cisplatin後會造成腎臟

損傷，而且也有許多腦神經細胞的傷害發生，造成學習或記憶方面的障礙。

Cisplatin可能透過提升氧化壓力，引起發炎反應與導致細胞凋亡等機制，造成

腎臟損傷(dos Santos et al.,2012)。這些嚴重的副作用會造成 cisplatin在臨

床上限制使用的原因，而目前臨床上減緩 cisplatin所造成的損傷，主要在使用

cisplatin時大量以點滴注射方式給病人生理食鹽水，以減低 cisplatin的濃度

(Bajorin et al., 1986)；或在使用 cisplatin時以點滴方式給病人甘露純

(mannitol)來減緩 cispaltin所造成的損傷(Cornelison et al.,1993)。雖然有

以上方法來減緩 cisplatin所造成的副作用，仍然有病人在使用 cisplatin後產

生腎臟或腦神經損傷，因此 cisplatin所造成的副作用依然是臨床治療上很大的

挑戰。    

    所以許多研究都在探討如何減緩 cisplatin所造成的副作用，如我們過去所

發表的高良薑素(Galangin)已經被證實可以透過抗氧化、抗發炎和抗細胞凋亡的

機制減少 cisplatin所造成的小鼠腎臟損傷(Huang et al., 2017)。由於

cisplatin造成的氧化壓力主要來自於粒線體的破壞所造成的，因此若以健康的

粒線體取代破壞的粒線體將可以提高細胞對抗 ROS的抗氧化的能力及提供新的

mtDNA，最後使受傷的細胞增加產生 ATP的能力，因此本研究計畫將直接給與

cisplatin處理的小鼠，分析粒線體移植是否具有減緩 cisplatin造成的腎損傷

的能力。目前已有研究指出粒線體可以進入體外培養的動物細胞並治療粒線體缺

失的細胞(Katrangi et al., 2007;Islam et al., 2012)，另外在早期缺血再灌

注期間，將心肌粒線體注入心肌組織缺血區，可顯著恢復因為區域和全身性缺血

所造成的功能缺失(McCully et al., 2009)。另外以靜脈注射的方式將人類粒線

體打入非酒精性脂肪性肝病的小鼠，減少脂肪的累積及氧化傷害恢復肝臟功能

(Fu et al.,2017) 在帕金式症疾病大鼠與小鼠模式中也證明直接將粒線體以靜

脈注射粒線體的方式，都能降低氧化壓力避免神經細胞的死亡(Michael et 

al.,2006)。以靜脈注射的方式將 GFP標記的粒腺體打入小鼠後，可以在肝臟、

肺臟、腦、腎、及肌肉組織發現 GFP螢光，顯示外源性粒線體會進入不同的組織。  

因此本研究以cisplatin誘導的小鼠測試注射粒線體是否減緩 cisplatin造成的

腎損傷，同時也將比較組織中分離粒線體與細胞分離粒線體的治療效果是否不

同。  

  

(三)文獻回顧 

    許多研究已證實由 cisplatin所誘導的腎毒性與粒線體所產生的活性氧化

物質有密切關聯(Santos et al., 2008)。活性氧化物質直接損壞細胞組成並活

化且促使腫瘤壞死因子(TNF-α)表現，腫瘤壞死因子(TNF-α)誘導細胞凋亡並活



4 
 

化促發炎細胞激素，接著聚集發炎細胞，導致產生氧化壓力並增加腎損傷(Ramesh 

et al.,2003)。Cisplatin也會活化絲裂原活化蛋白激酶途徑(MAPK pathways) ，

抑制 p38、ERK1/2或 JNK藉由特定的藥理機制或透過遺傳抑制因子阻礙細胞凋亡

激酶活性(apoptotic caspase)、發炎因子與腎損傷(Jo et al., 2005; Ramesh et 

al.,2005)。此外，cisplatin藉由刺激 RIP1及 RIP3或 MLKL表現，導致腎小管

細胞壞死。許多研究已證實 cisplatin誘導 NF-κB活化，並且抑制 NF-κB轉錄

活性進而降低促發炎因子與 RIP1/RIP3的表現，來改善 cisplatin所誘導的急性

腎損傷(AKI) (Ozkok et al., 2016)，其他研究也證實 Nrf2在 cisplatin所誘

導的腎毒性中扮演一個保護者角色(Shelton et al., 2013)。先前許多研究已專

注於 cisplatin所誘導的腎毒性機制，然而目前臨床上尚未有關於預防

cisplatin誘導急性腎損傷(AKI)之有效治療方法，因此，開發新的降低

cisplatin造成腎損傷的方法極為重要。cisplatin所誘導的急性腎損傷機制主

要有四種，分別為氧化壓力、發炎作用、腎臟近曲小管損傷以及腎管損傷(Oh et 

al., 2016)，Cisplatin所誘導的活性氧化物(ROS)與活性氮化物(RNS)與

cisplatin誘導的急性腎損傷有密切關聯(Yao et al., 2007)。MDA與 3-NT為脂

質過氧化與蛋白質硝化的重要指標，同時也是腎臟中氧化壓力與亞硝化壓力的重

要指數。  

    粒線體療法在近 10~20年來皆有許多學者開始研究其效果，在分離的粒線體

能在不同的兩個細胞系間做交換的論文出現後(Tomoya et al.,2014)已有許多的

學者開始利用粒線體原位移植注射來治療心臟衰竭等缺氧性壞死疾病(Sanchis 

et al.,2016)及神經性的退化疾病，如:阿茲海默症(AD)、帕金氏症(PD)等(Shi et 

al,.2017)。此外，在粒線體靜脈注射移植的技術被應用在非酒精性脂肪肝疾病

(Non-alcoholic fatty liver disease，NAFLD) (Fu et al.,2017)出現後，研

究證明粒線體能經由靜脈注射(0.5 mg/kg)至小鼠而分布到肝、肺、腦、肌肉、

腎臟，並且以每三天一次持續 9~18天的方式來治療可發現脂肪肝的狀況有明顯

的下降，因此我們認為 Cisplatin經由一些發炎因子(Nrf2 , HO-1 , GCLC)、凋

亡因子(P53 , Bax , caspase-3)及氧化壓力所造成的腎毒性可能可以經由外源

性的粒線體做組織功能性修復及治療。 

 

(四)材料與方法 

1.細胞中粒線體的分離與製備 

BHK_pCMV/Mito/GFP(來自於中興蘇老師)細胞與 BHK細胞培養在 10 cm dish 至

滿盤(2x108)以 PBS清洗兩次後，加入 trypsin將細胞打下，以 15ml離心管

1000rpm離心三分鐘後，去除上清液後再加入冰的 1ml S.E.H.buffer(0.25M 

sucrose, 0.5 mM EGTA, 3 mM HEPE,pH7.2, 4℃)，將細胞打散後再將細胞移至

預冷的均質器，研磨 40次(避免泡泡)，取 5ul以 trypen blue確認是否有八成

以上細胞都破了(以未磨以前的細胞作為對照)，若破的比例太低，可以繼續研磨。

確定八成以上細胞都破了後，將溶液移至 eppendorf靜至於冰上 5分鐘，接著離
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心 400g，5分鐘。離心後去除沉澱物，將上清液移至新的 eppendorf離心 400g，

5分鐘。離心後去除沉澱物，將上清液移至新的 eppendorf離心 5800g，5分鐘。

離心後沉澱物即為粒線體，用 100ul S.E.H.bufferc回溶 pellet，以 Bio-Rad 

protein assay kit 測量蛋白濃度。 

 

2.組織中粒線體的分離與製備 

小鼠禁食 12hr後(消耗肝醣)，以 Isoflurane氣麻，接著以 1X PBS灌流。 

以下步驟均在冰上操作，取全部肝臟秤重後切半至兩個 15ml離心管，並用剪刀

碎組織(約 10刀)後，各加入 6ml SHE buffer。將 PRO200固定於架上，強度〝1〞，

震 20秒，停 20秒，8次 (過程需上下移動離心管)，離心 1000g，10min，4℃後， 

用 dropper取上清液兩管合併至 38ml養菌離心管，接著離心 9000g，10min，4

℃。離心後留 pellet，加 5ml SEH buffer用 dropper打散。接著製備蔗糖濃度

梯 55%-40%-30% (用 13.2ml軟管，每個濃度各 2.5ml，動作慢，用滴的) total 

7.5ml，最後加入均質液 4.5-5 ml，連同離心管子與蓋平衡，連同離心管子與蓋

平衡到小數點後三位。離心 27500rpm，35min，4℃後粒線體會在 40%-55%交界

處，為乳白色液體(紅色圈起處)，先將上層液體吸除至粒線體上方約0.5cm高度，

再用 dropper插入至粒線體那層吸取，以十倍體積打散粒線於 15ml離心管 

(mito:SEH buffer=1:10，用 dropper輕輕吸放)。接著離心 6300g，10min，4℃ 

，離心後留 pellet，加 10 ml SEH buffer用 dropper打散)，再離心 6300 g，

10min，4℃。離心後留 pellet，加 500-1000ul SEH buffer回溶粒線體，測濃

度。取 20ul粒線體加入 di10X JC1 2ul至玻片上，蓋至玻片上，正立螢光顯微

鏡觀察。 

 

3.JC-1 staining 

JC1染劑是一種粒線體染劑，可測量粒線體膜電位，染出粒線體電位失衡現象。

其原理為當帶正電的JC1染劑進入細胞中，會被粒線體膜上負性電位所吸引並聚

集成二聚體，在螢光顯微鏡下呈現橘紅色螢光。若是粒線體膜電位消失，JC1就

無法被吸引，而形成單聚體，散佈在細胞中，在螢光顯微鏡下呈現綠色螢光。依

細胞粒線體萃取方法學或組織粒線體萃取方法學將粒線體分離出來後，經蛋白質

定量，給予每mg蛋白1.5ug的JC1染劑，透過正立螢光顯微鏡觀察。 

 

4.H.E staining 

將玻片依序置於 XyleneA-B-C,10~15min脫臘，接著將玻片由濃度高到低泡入酒

精 100% 95% 75% 50% 30%各 10min(覆水)。泡入二次水 10min後染核(hematoxylin,

鹼性)，需避光，3 min。再泡入二次水 10min 清洗 hematoxylin，接著染質(Eosin,

酸性) 10 min。再依序泡入 95%、100%酒精,各 2min，泡入 Xylene C 10min(在

去蠟)，將玻片於操作台烘乾烘乾後,在玻片上滴封片膠,並用蓋玻片封片。 
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(五)結果 

1.NRK-52E以 BHK_pCMV/Mito/GFP分離的 GFP_粒線體處理 24小時，GFP_粒線體

會進入細胞。 

    在螢光顯微鏡下觀察 BHK_GFP細胞(圖 1A)，明顯的細胞質中有 GFP綠色螢

光訊號，根據粒線體的分離方法分離出的粒線體，也有明顯的 GFP訊號，將此純

化出的粒線體經蛋白定量後，以 20ug/ml處理 NRK-52E細胞 24小時後觀察到細

胞質中帶有綠螢光之粒線體胞器(圖 1B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.(A) BHK stable clone with pCMV/Mito/GFP plasmid. (B) NRK-52E

以 BHK stable 細胞分離之 GFP_Mito處理 24小時的螢光圖。 

 
2.BHK_GFP細胞分離之粒線體前處理 NRK-52E細胞可以降低 cisplatin造成的細

胞死亡現象。 

    確認外來的粒線體會進入細胞後，接著我們探討粒線體是否減緩 cisplatin

對於細胞造成的傷害。以 1.5*106 NRK-52E細胞數量培養於 6cm dish後，分別

以 BHK細胞分離之粒線體處理，或 cisplatin 0ug/ml處理 6小時後再以

cisplatin 50uM處理 24小時圖(2A)。單獨粒線體 20ug/ml處理不會影響細胞存

活率圖(2B-C)。粒線體前處理 6小時後可以降低 cisplatin造成的細胞死亡現象

圖(2D)。 
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Figure 2.(A)細胞實驗設計與明視野圖 (B)細胞存活率統計圖 (C)細胞總數統

計圖。(平均±SD，n≧3，*表示與 Cis組相比 p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), and 

p < 0.001(***)) 

 

3.以 Sucrose gradient 方式分離出 C57BL/6小鼠肝臟中的粒線體，並藉由 JC-1

確認粒線體具有活性。 

    在細胞實驗上我們確認粒線體預處理 NRK-52E細胞可以減少順鉑誘導的細

胞死亡與提高細胞存活率後，接著我們進行 C57BL/6動物實驗，探討移植外源性

的粒線體是否降低 cisplatin造成的腎毒性。圖(3A) 自國家動物中心購買 5周

大 C57BL/6小公鼠後，飼養於中山醫學大學動物中心，適應一周後進行實驗，將

老鼠依體重平均分組。實驗組別分成 WT組、ciplatin only (cis)組、

Mitochondria only (mit)組、cisplatin + mitochondria (C+M)組，總共 4組。

在 cisplatin 20mg/kg誘導小鼠急性腎衰竭的前 2小時與後第 24、48小時以尾

靜脈注射方式給予 10mg/kg 粒線體。並於 cisplatin 誘導小鼠腎衰竭後第 72

個小時過後將存活下來的小鼠犧牲，進行生化分析。依序加入 55%,40%,30%不同

蔗糖濃度建立濃度梯度後，加入肝臟組織均值液，超高速離心後粒線體會聚集於

40%-55%交界處(紅色圈圈處)圖(3B)。利用 JC-1 staining確認粒線體膜電位，

紅色螢光代表正常健康粒線體;綠色螢光代表粒線體功能失衡圖(3C)。 

Figure 3.(A)C57BL/6實驗設計 (B)以 Sucrose gradient方式分離組織中的粒

線體 (C)JC-1螢光圖。 

 

4.粒線體前 (-2hr)與後處理(24,48hr)對於 cisplatin誘導小鼠的體重變化、腎

指數與腎臟外觀的影響。 

    以 JC-1確認組織分離出的粒線體功能良好後，在 cisplatin 20mg/kg誘導

小鼠急性腎衰竭的前 2小時與後第 24、48小時以尾靜脈注射方式給予 10 mg/kg

至小鼠體內，並於 cisplatin 誘導小鼠腎損傷後第 72個小時過後將存活下來的

小鼠犧牲。透過小鼠體重變化統計(圖 4A)，腎臟體重比統計(圖 4B)以及腎臟外
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觀圖(圖 4C)，得知 cisplatin會造成小鼠體重下降，提高腎臟體重比，腎臟外

觀顏色變淺，表示有腎水腫情形。藉由粒線體理後，在體重變化、腎臟體重比與

腎臟外觀並無有效降低 cisplatin造成的腎毒性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.(A)C57BL/6體重變化 (B)腎臟體重比 (C)各組腎臟外觀 

在 cisplatin誘導 C57BL/6腎損傷後第 72小時將小鼠犧牲，取出腎臟後秤重與

拍照。圖(4A) 犧牲前(72hr)小鼠體重減去實驗前體重(-2hr)。圖(4B) 腎臟重量

除以犧牲前(72hr)小鼠體重。圖(4C) 腎臟取出後以 1X PBS 將表面血漬潤洗乾

淨後，移至塑膠背板拍照。(平均±SD，n≧3，*表示與 Cis組相比 p < 0.05 (*), 

p < 0.01 (**), and p < 0.001(***);#表示與 WT組相比 p < 0.05 (#), p < 0.01 

(##), and p < 0.001(###) )。 

 

5.粒線體前(-2hr)與後處理(24,48hr)對於腎功能指數 BUN, CREA,UA的影響。  

    根據血清中 BUN與 CREA統計圖得知圖(5A-B)，cisplatin處理組別，BUN

與 CREA指數明顯較 WT組增加，而在圖(5C) 血清中 UA統計圖中，cisplatin處

理可以使血清中 UA表現降低，以上血清統計圖表示透過 cisplatin可以誘導小

鼠腎損傷。經由粒線體治療後，腎臟功能指標(BUN,CREA,UA)皆與 Cis組別無顯

著上差異，仍有腎功能異常現象。 
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Figure 5.C57BL/6血清中腎功能指數 (A)BUN (B)CREA (C)UA 

在 cisplatin 20mg/kg誘導小鼠腎衰竭後第 72小時，將小鼠犧牲，進行心臟採

血將液靜置 30分鐘後，離心 3000g，4℃，10分鐘後，取上清液即為小鼠血。血

清送至國家實驗動物中檢測 BUN,CREA,UA，將數值作成小鼠腎功能統計圖圖

(5A-C)。(平均±SD，n≧3，*表示與 Cis組相比 p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), 

and p < 0.001(***);#表示與 WT組相比 p < 0.05 (#), p < 0.01 (##), and p 

< 0.001(###) )。 

 
6.在組織並理分析上，粒線體的前(-2hr)與後處理(24,48hr)可以減緩

cisplatin造成的腎損傷。  

    透過組織切片與損傷判分得知單獨粒線體處理不會造成腎臟損傷，而

cisplatin處理組別則有明顯管壁擴張(tubular dilatation)與玻璃圓柱體

(hyaline cast)形成。在 C+M組發現藉由粒線體的處理可以降低 cisplatin造成

的腎損傷，有效減少管壁擴張與玻璃圓柱體的形成。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6.(A)C57BL/6腎臟組織病理分析 (B)判分 

在連續觀察 72hr後，將小鼠犧牲並取下腎臟，用 10%中性福馬林將其固定後，

送至中山醫病理室脫水，接著將脫水好的組織包埋並進行組織切片與 H.E染色。

透過正立螢光顯微鏡觀察各組腎臟切片。透過正立螢光顯微鏡觀察各組腎臟切片

(*表示管壁擴張，箭號表示玻璃圓柱體)圖(6A)。透過類流式組織細胞定量分析

儀(TissueFAXS™ Cytometry)將各組腎臟組織切片中的損傷面積進行判分與統計

圖(6B)。(平均±SD，n≧3，*表示與 Cis組相比 p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), 

and p < 0.001(***);#表示與 WT組相比 p < 0.05 (#), p < 0.01 (##), and p 

< 0.001(###) )。 
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7.從 BHK細胞分離出的粒線體，藉由 JC-1確認粒線體具有活性。 

    根據先前 C57BL/6動物實驗我們認為粒線體給予的時間點太晚，導致粒線體

無法及時減緩 cisplatin在 10hr之內所造成的氧化壓力。因此在第二次動物

BALB/c實驗中，我們在順鉑處理前 2小時和順鉑處理後 6小時和 24小時注射粒

線體。圖(7A) 自國家動物中心購買 5周大 BALB/c小公鼠後，飼養於中山醫學大

學動物中心，適應一周後進行實驗，將老鼠依體重平均分組。實驗組別分成 WT

組、Cisplatin only (cis)組、Mitochondria only (mit)組、cisplatin +高劑

量 mitochondria (C+M(H))組、cisplatin +低劑量 mitochondria (C+M(L))總

共 5組。BHK細胞分離粒線體後，利用 JC-1染色觀察粒線體具有活性後，在高

劑量粒線體治療組別透過蛋白定量將 10 mg/kg 粒線體經尾靜脈注射方式給予至

小鼠體內;低劑量組別給予 5 mg/kg粒線體。接著在 2個小時過後以腹腔注射給

予 cisplatin 20mg/kg誘導小鼠急性腎衰竭。在 cisplatin 20mg/kg誘導小鼠急

性腎衰竭後第 6與第 24小時，都以尾靜脈注射方式給予高劑量組別 10 mg/kg 粒

線體;低劑量組別則分別給予 5 mg/kg與 10 mg/kg粒線體。接著在 cisplatin

誘導小鼠急性腎衰竭後 72小時將存活下來的小鼠犧牲，進行生化分析。 

利用 JC-1 staining確認粒線體膜電位，紅色螢光代表正常健康粒線體;綠色螢

光代表粒線體功能失衡圖(7B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7.(A)BALB/c實驗設計 (B)JC-1螢光圖。 

 

8.粒線體前(-2hr)與後處理(6,24hr)可以改善 cisplatin造成的腎臟外觀顏色

變化。 

    透過小鼠體重變化統計(圖 8A)，腎臟體重比統計(圖 8B)以及腎臟外觀(圖

8C)，得知 cisplatin會造成小鼠體重下降，提高腎臟體重比，腎臟外觀顏色變

淺，表示有腎水腫情形。雖然藉由粒線體理後，在體重變化、腎臟體重比並無有

效降低 cisplatin造成的腎毒性，但是在外觀圖粒線體處理有減少腎臟顏色變白

的現象。 
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Figure 8.(A)BALB/c體重變化 (B)腎臟體重比 (C)各組腎臟外觀 

在 cisplatin誘導 BALB/c腎損傷後第 72小時將小鼠犧牲，取出腎臟後秤重與拍

照。圖(8A) 犧牲前(72hr)小鼠體重減去實驗前體重(-2hr)。圖(8B) 腎臟重量除

以犧牲前(72hr)小鼠體重。圖(8C) 腎臟取出後以 1X PBS 將表面血漬潤洗乾淨

後，移至塑膠背板拍照。(平均±SD，n≧3，*表示與 Cis組相比 p < 0.05 (*), p 

< 0.01 (**), and p < 0.001(***);#表示與 WT組相比 p < 0.05 (#), p < 0.01 

(##), and p < 0.001(###) )。 

 

9.粒線體前(-2hr)與後處理(6,24hr)改善 cisplatin誘導小鼠的腎功能指數。 

    根據血清中 BUN與 CREA統計圖得知圖(9A-B)，cisplatin處理組別，BUN

與 CREA指數明顯較 WT組增加，而在圖(9C) 血清中 UA統計圖中，cisplatin處

理可以使血清中 UA表現降低，以上血清統計圖表示透過 cisplatin可以誘導小

鼠腎損傷。經由高劑量或低劑量的粒線體處理後，都有顯著下降 BUN與 CREA的

表現，並且提升 UA的濃度，表示透過粒線體治療可以降低 cisplatin造成的腎

毒性。 

 

 

 

 

 

Figure 9. BALB/c血清中腎功能指數 (A)BUN (B)CREA (C)UA 
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在 cisplatin 20mg/kg誘導小鼠腎衰竭後第 72小時，將小鼠犧牲，進行心臟採

血將液靜置 30分鐘後，離心 3000g，4℃，10分鐘後，取上清液即為小鼠血。血

清送至國家實驗動物中檢測 BUN,CREA,UA，將數值作成小鼠腎功能統計圖圖

(9A-C)。(平均±SD，n≧3，*表示與 Cis組相比 p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), 

and p < 0.001(***);#表示與 WT組相比 p < 0.05 (#), p < 0.01 (##), and p 

< 0.001(###) )。 

 

10.在組織並理分析上，粒線體的前(-2hr)與後處理(24,48hr)可以降低

cisplatin造成的腎損傷。 

    透過組織切片與損傷判分得知單獨粒線體處理不會造成腎臟損傷，而

cisplatin處理組別則有明顯管壁擴張(tubular dilatation)與玻璃圓柱體

(hyaline cast)形成。在 C+M組發現藉由粒線體的處理可以降低 cisplatin造成

的腎損傷，有效減少管壁擴張與玻璃圓柱體的形成，而其中高劑量的效果比低劑

量好。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10.(A)BALB/c腎臟組織病理分析 (B)判分 

在連續觀察 72hr後，將小鼠犧牲並取下腎臟，用 10%中性福馬林將其固定後，

送至中山醫病理室脫水，接著將脫水好的組織包埋並進行組織切片與 H.E染色。

透過正立螢光顯微鏡觀察各組腎臟切片。透過正立螢光顯微鏡觀察各組腎臟切片

(*表示管壁擴張，箭號表示玻璃圓柱體)圖(10A)。透過類流式組織細胞定量分析

儀(TissueFAXS™ Cytometry)將各組腎臟組織切片中的損傷面積進行判分與統計

圖(10B)。(平均±SD，n≧3，*表示與 Cis組相比 p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), 

and p < 0.001(***);#表示與 WT組相比 p < 0.05 (#), p < 0.01 (##), and p 

< 0.001(###) )。 
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(六)總結 

根據以上細胞與動物實驗得知，粒線體的前處與後處理確實可以減少順鉑誘導細

胞與動物的腎毒性，而單獨的粒線體處理並不會影響細胞的存活率或造成動物腎

毒性。此外，粒線體具有劑量效應，10 mg/kg線粒體的治療效果優於 5 mg/Kg，

我們在 BALB/c動物實驗上發現粒線體給予的時間會影響治療效果，在順鉑誘導

損傷 6小時後給予粒線體，可以有效增加粒線體的治療作用。 

 

(七)討論 

本次研究中我們發現，直接給與順鉑處理的 NRK-52E細胞外源性粒線體，可以提

高細胞的存活率，而在活體實驗上，在 cisplatin注射前 2小時及後 6與 24小

時，以尾靜脈注射方式給與小鼠 5或 10mg/kg粒線體確實可以降低 cisplatin

造成的腎損傷，包括血清 BUN與 CREA數值降低;血清 UA數值提高，腎臟組織

hyaline cast與管壁擴張及細胞死亡也減少。此外，粒線體的治療具有劑量效

應，10 mg/Kg的粒線體的治療效果比 5 mg/Kg的效果好。因此未來我們將延續

之前的粒線體治療，首先找出粒線體治療 cisplatin誘導小鼠腎臟損傷的最佳劑

量與治療時間，另外也將以 GFP_粒線體追蹤粒線體是否累積在腎臟組織取代壞

死的粒線體，因而增加細胞的存活增進腎臟生理功能，另外也將以細胞模式分析

粒線體治療是否增加細胞 ATP合成的能力，分析腎臟組織抗氧化能力是否增加，

測量腎臟組織之脂質過氧化物 MDA、 GSH量、SOD、catalase，另外也分析腎臟

組織粒線體的膜電位及細胞凋亡分子的表現如 P53, Bax, Bcl2及 caspase-3的

表現，最後分析發炎因子如(TNFa, IL-1b, IL-6)的表現，以了解粒線體移植治

療 cisplatin造成的腎損傷的分子機制。 
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