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摘 要 

乳腺癌在世界上是女性好發腫瘤的流行病學中，最常見的惡性腫瘤之一。有部分的科學家

研究頑強與難治癒的乳癌細胞的原因，源自於稱之為癌症幹細胞（CSC）的一群細胞。相關研

究報導癌症幹細胞具有特定且專一性的表面抗原標記乳腺癌的侵襲和轉移其與可溶性CD44表

達在CSC是相當重要的。 

目前，超順磁性氧化鐵奈米粒子（ SPION ）追蹤乳腺癌細胞和細胞內的定位如何，仍是

未知數。SPION已部分用於生物醫學的應用，例如成像所使用的核磁共振攝影（MRI）的顯影

劑，包含氧化鐵奈米粒子，我們選擇了CD44抗體接合SPION（直徑為45-60奈米），作為一個追

踪器藉由MRI評估其顯影對比能力來偵測乳腺癌幹細胞（ BCSC）中CD44抗體的過度表達。在

我們的初步數據，我們選擇了免疫缺陷小鼠（ SCID小鼠）。將乳腺癌細胞植入小鼠後腿皮下部

位兩週後，這些小鼠以尾靜脈注射CD44抗體接合SPION前後與MRI成像做比對。使用SPION和

CD – 44抗體標記的染色方法都能顯示在腫瘤內的相同的位置上。我們猜測CD44抗體接合

SPION的確是一個強大的工具，用於活體動物中監測乳腺癌CD44 +的表現。這些腫瘤活性的進

一步研究對未來的成功治療是有益的。 

 

關鍵詞：超順磁性氧化鐵納米粒子（SPION），乳腺癌，癌症幹細胞（CSC）， CD44抗體 
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ABSTRACT 

Breast cancer is one of the most prevalent malignancy in women worldwide. Recent research 

shows part of the breast cancer cells are tenacious and difficult to cure, and these cells are called 

cancer stem cells(CSC). Cancer stem cell has specific surface antigen markers in some related report. 

In Breast cancer, the soluble CD44 expression is very important in CSC, especially in invasion and 
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metastasis.   

Currently, how the superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION) tracking breast cancer 

cells and the localization inside the cells are still unknown. SPION have been used for biomedical 

applications such as stem cell labeling or used as contrast medium in magnetic resonance imaging 

(MRI).  

We chose CD44 antibodies conjugated with SPION (diameter: 45–60 nm) as a tracker for 

detection of CD44-overexpressing breast cancer stem cells (BCSC) in vitro and in vivo. In our 

preliminary data, we chose immune deficient mice (SCID mice) bearing breast cancer cells. After two 

weeks of tumor implantation, we imaged these mice with MRI before and after CD44-SPION 

intravenous injection. Co-localization of SPION and CD-44 marker showed both of these two stains 

on the same location in the tumor. We suggested that CD44-SPION is a powerful tool for monitoring 

CD44+ breast cancer cells in living animal. Further study for verification of these tumor activity is 

beneficial to the of successful treatment in the future. 

Key Words: Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION), Breast cancer, Cancer stem cell (CSC),  

CD44 antibodies. 

 

一、前言 

乳腺癌(Breast Cancer)在世界上是女性好發腫瘤的流行

病學中，最常見的惡性腫瘤之一 (1)。在美洲地區中，以美國

為例，根據估計調查發現，女性生活族群中約有12％的比例，

會患上乳腺癌（2）。相較於亞洲地區的台灣而言，乳腺癌則

顯著集中在台北市及其周邊地區（3）。 

根據流行病學研究，癌症發病率主要與社會的經濟形態

有關，近年來促進由於社會經濟地位變化及其他種種因素，

如飲食，生活方式和醫療保健的間接效應的影響，引發癌症

的變異性增加（4，5）。 

大部分的治療方法是不能完全治癒。而一些科學家提出

乳腺癌的治療，可能源自於癌症幹細胞的抵抗(6-9)。 

這些細胞則是具有自我更新，並能產生大數目且具有部

分分化能力的細胞，這一群具有部分幹細胞能力的癌症細胞

稱之為癌症幹細胞(Cancer Stem Cell ; CSC)（10-14）。  

近年來的研究報導指出，可溶性表面抗原 CD44 在癌症

幹細胞(CSC)的表現，是乳腺癌的侵襲和轉移中專一性不可獲

缺的重要指標之一（15）。 

目前，超順磁性氧化鐵奈米粒子（Superparamagnetic iron 

oxide nanoparticles ; SPION）已被廣泛地用於各種生物醫學之

應用。臨床上，例如幹細胞成像的核磁共振攝影，亦稱磁振

造影（Magnetic Resonance Imaging ; MRI）（16-18）。 

截至目前為止，如何透過超順磁性氧化鐵奈米粒子

（Superparamagnetic iron oxide nanoparticles ; SPION）來追踪

乳腺癌細胞和細胞內的定位仍然還是一個未知數。為了了解

其 癌 症 的 作 用 機 制 或 許 超 順 磁 性 氧 化 鐵 奈 米 粒 子

（Superparamagnetic iron oxide nanoparticles ; SPION）可能為

我們提供了一項利器，以超順磁性氧化鐵奈米粒子

（Superparamagnetic iron oxide nanoparticles ; SPION）的攝入

可促進對細胞內的定位，並且通過 MRI 作為檢測 CD44-過度

表現於乳腺癌幹細胞(Breast Cancer Stem Cell ; BCSC )的一個

重要的臨床檢測方法。我們選擇了結合有超順磁性氧化鐵奈

米粒子（Superparamagnetic iron oxide nanoparticles ; SPION）

（45-60 奈米直徑） 的 CD44 抗體作為乳腺癌幹細胞(Breast 

Cancer Stem Cell ; BCSC )的一個檢測方法追蹤器。 

在我們的初步數據顯示，將未添加及添加 10 μg Fe/ml 於

含人類乳癌細胞株( Breast Cancer Cell Line ; MDA-MB-231) 

與培養基之共同培養 24 小時後，以普魯士藍染劑 (Prussian 

blue staining) 確認含鐵之氧化鐵奈米粒子於細胞內已被染成

藍色來確認超順磁性氧化鐵奈米粒子可標示人類乳癌細胞株

( Breast Cancer Cell Line ; MDA-MB-231)。我們的結果表明，

細胞的某些部分可以由 CD44-SPION 標記成功。另外，以細

胞活性試驗(Cell Viability assay ; MTT assay)檢測對細胞增殖

的影響。細胞處理 24 小時高濃度的 CD44-SPION 後，乳腺癌

細胞株表現出細胞增殖沒有影響。 

在我們初步的動物研究中，我們選擇了免疫缺陷小鼠

（SCID 小鼠）作為實驗動物模式。腫瘤植入兩個星期後，我

們於靜脈注射 CD44-SPION 前後，進行磁振造影（Magnetic 
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Resonance Imaging ; MRI）追蹤檢查。我們觀察到在這些腫瘤

信號強度的變化於注射 CD44-SPION 前後有明顯的改變情

形。 磁振造影（Magnetic Resonance Imaging ; MRI）掃描後，

將小鼠犧牲，以福馬林液 (Formalin solution) 固定腫瘤組

織。初步的腫瘤組織以普魯士藍染劑及免疫組織染色法共同

標定超順磁性氧化鐵奈米粒子（Superparamagnetic iron oxide 

nanoparticles ; SPION）和 CD-44 標記的結果顯示，這兩種標

示法都顯示在腫瘤內的相同位置上。 

我們初步預測，為驗證這些腫瘤活性的更進一步研究，

用於監控活體動物 CD44+乳腺癌的高度抗體表現，CD44 抗

體接合 SPION 是一個有利的工具。 

 

二、實驗材料與方法 

超順磁性氧化鐵奈米粒子 

我們以台灣少數具有製造標準化流程的磁量生技公司

(MagQu Co., Ltd.,Taipei, Taiwan) 所研發的磁性氧化鐵 

(Ferucarbotran ; Fe3O4) 奈米粒子(S.Y. Yang et al., 2010) 接

合癌幹細胞的表面標誌 (CD44)，以用來建立及偵測癌幹細胞

在動物體內之增生活性的表現。 

使用直徑52 nm之磁性氧化鐵 (Ferucarbotran ; Fe3O4) 

奈米粒子以葡聚醣包覆以增加溶解度（MagQue磁量生技有限

公司，台北，台灣）。以此材料進行研究（圖1）。 

 

 

Figure 1 (a) Image of magnetic nanoparticles (bright dots) 

 taken with magnetic force microscope (MFM). 

(b) Size distribution of SPION are 52.06 nm and 

         10.14 nm(cores). 

 

乳腺癌細胞株培養與超順磁性氧化鐵奈米粒子標定 

乳腺癌細胞株（MDA-MB-231，ATCC-HTB-26）購自食

品工業發展研究所生物資源保存及研究中心   (FIRDI；

Taiwan)。將濃度100微克的Fe/ ml的CD44-SPION (MagQu Co., 

Ltd.,Taipei, Taiwan) 添加入到培養基中與細胞共同培養。生

長培養基由 Dulbecco 改進的 Eagle 培養基 / F12 培養基

（DMEM/F12，GIBCO）中，另外添加了10％胎牛血清（FBS; 

HyClone公司，猶他州，美國），100微克/毫升鏈黴素和100 U 

/ mL青黴素（GIBCO，美國） 。所有細胞培養於37℃，5％

CO 2，我們將人類乳癌細胞株(MDA-MB-231)以癌幹細胞的

表面標誌 (CD44) 接合磁性氧化鐵(Ferucarbotran)奈米粒子

進行標示，標示方式如下： 將人類乳癌細胞株(MDA-MB-231)

以磁量生技公司所研發的癌幹細胞的表面標誌 (CD44) 接合

磁性氧化鐵(Ferucarbotran)奈米粒子。細胞試驗是以未添加及

添加10 μg Fe/ml於含人類乳癌細胞株(MDA-MB-231)培養基

之共同培養2-24小時待之後進行普魯士藍染色試驗，免疫螢

光染色試驗和MRI掃描之研究使用。 

 

細胞活性測試 

細胞活性及增殖是用0.5毫克/ ml的MTT（3 - （4,5 - 二

甲基吡啶-2 - 基）-2,5 - 二苯基溴化）測定。以未添加及添加

10 μg Fe/ml於含人類乳癌細胞株(MDA-MB-231)培養基之共

同培養2-24小時待之後，將MTT加入到培養基中，以0.5毫克

/毫升和細胞培養1小時，在37℃下，在5％CO 2培養箱中的培

養。培養後，由活細胞產生藍色的甲臢染料(formazan)可以在

吸光度在570nm處用酵素免疫全波長分析儀比對成比例的活

細胞數 (Photometer-Multiskan EX; Thermo Fisher Scientific 

Inc., Waltham, MA, USA) 。 

 

普魯士藍染色試驗 

以 1×105 人類乳癌細胞株(MDA-MB-231)細胞數目，添

加100微克的Fe/ ml的CD44-SPION，培養2-24小時之後進行細

胞內及活體內標定能力之測定。亞鐵氰化鉀成分之普魯士藍

染劑 (Prussian blue staining) 確認含鐵之氧化鐵奈米粒子於

細胞內已被染成藍色來確認磁性氧化鐵奈米粒子可標示人類

乳癌細胞株(MDA-MB-231)。細胞用2％亞鐵氰化鉀（普魯士

藍）和1M鹽酸5分鐘。然後將細胞用Nikon TE2000-S倒置顯

微鏡（19）觀察標記的使用和不使用CD44-SPION（圖3）的

乳腺癌細胞，進行觀察。 

此外，實驗動物選取免疫功能不全之小鼠(SCID mice)以

皮下注射人類乳癌細胞株(MDA-MB-231)於後腿兩側約2-3週

乳癌細胞生長約0.5公分大小，將含有癌幹細胞的表面標誌 

(CD44) 接合磁性氧化鐵(Ferucarbotran)奈米粒子以尾靜脈注

射24小時後，將小鼠犧牲，取其乳癌細胞腫塊，與上述同樣
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的普魯士藍染劑(Prussian blue staining)確認含鐵之氧化鐵奈

米粒子於細胞內已被染成藍色。 

 

免疫染色法標定表面標誌 

以未添加及添加 10 μg Fe/ml於含人類乳癌細胞株

(MDA-MB-231)共同培養在培養基2-24小時之後，以緩衝液

(1x PBS solution)洗滌細胞3次，然後在4％多聚甲醛溶液

（Paraformaldehyde ; Sigma-Aldrich友和公司）在室溫下固定

10分鐘，並用PBS洗滌兩次。以2％胎牛血清白蛋白(Bovine 

Serum Albumin; BSA) 溶液作用30分鐘，阻斷非特異性結合

後，並用PBS洗滌兩次，加入抗體CD44結合（R＆D系統，

1:200）室溫作用2小時，用PBS洗滌。接著用5微克/毫升4'，6 

- 二脒基-2 - 苯基吲哚（DAPI; 分子探針）染色5分鐘，在室

溫下進行。然後將細胞用Nikon TE2000-S倒置顯微鏡觀察成

像。 

 

磁振造影（Magnetic Resonance Imaging ; MRI） 

將人類乳腺癌細胞（MDA-MB-231，5×10 6）以皮下注射

到免疫功能不全之裸鼠（雌性SCID）的左右大腿的後側面，

待2-3星期左右腫瘤長成約0.5公分大小後，以磁振造影

（Magnetic Resonance Imaging ; MRI）（Bruker公司，德國）， 

再經過最佳化的MRI 序列掃描下，發現小鼠全身的臟器及後

腿兩側之癌細胞腫塊可以在MRI影像圖檔中清晰的掃描出

來。之後將含有癌幹細胞的表面標誌 (CD44) 接合磁性氧化

鐵(Ferucarbotran)奈米粒子以尾靜脈注射18小時後，再進行

MRI掃描後，乳癌細胞腫塊部位於T2訊號中呈現對比。 

 

細胞腫塊組織染色 

MRI掃描後，將小鼠犧牲，並用普魯士藍PB染色確認氧

化鐵 (Ferucarbotran ; Fe3O4) 奈米粒子於細胞內，並用免疫

組織染色法，使用DAB 受質呈色，使其染成棕色以確認CD44

表面標記表現於細胞。 

 

三、結果 

（一）CD44-SPION 對乳癌細胞活性之影響 

將未添加及添加 100 μg Fe/ml 於含人類乳癌細胞株

( Breast Cancer Cell Line ; MDA-MB-231) 與培養基之共同培

養 2~24 小時後，以 MTT 試劑檢測對細胞活性及增殖的影

響。在我們的初步數據顯示，細胞處理 24 小時高濃度的

CD44-SPION 後，並不影響乳腺癌細胞株的細胞活性。 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 2  Breast cancer cells were incubated in the control or  

treated with of 100μg/ml of CD44-SPION for  

either 2 hours or overnight. 

 

（二）普魯士藍染色標定細胞內CD44-SPION之表現 

顯微鏡觀察標記添加和不添加CD44-SPION的乳腺癌細

胞，細胞的某些部分可以由CD44-SPION標記形成藍色，顯

示，磁性氧化鐵奈米粒子具有標示人類乳腺癌細胞

（MDA-MB-231的能力(圖三)。 

 

 

Figure 3 Microscopic observation of Breast cancer cells  

labeled without (a) and with (b) CD44-SPION.  

 

（三）磁振造影（Magnetic Resonance Imaging ; MRI）追蹤 

     乳癌幹細胞 (BCSC)內標定CD44-SPION之影響 

在人類乳腺癌細胞（MDA-MB-231）植入後，以磁振造

影（Magnetic Resonance Imaging ; MRI）（Bruker公司，德國），

掃描注射前後用CD44-SPION，在腫瘤中的體內MR成像的分

布情形。我們可以看到信號變化於注射CD44-SPION前後（圖

5）。 

    結果顯示，明顯的信號強度在於注射用CD44-SPION

後，在左側腫瘤部位顯著信號強度下降，根據T2加權成像的

CD-44的氧化鐵納米粒子標記後。MRI掃描顯示，腫瘤（P 

<0.001）的某一部分顯著信號強度下降。在腫瘤中的體內MR

成像的分布情形，我們可以看到信號變化於注射CD44-SPION

前後。乳癌細胞腫塊因含有癌幹細胞的表面標誌 (CD44) 接
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合磁性氧化鐵(Ferucarbotran)奈米粒子，因此施打前後可明顯

辨識，此結果與組織切片染普魯士藍於乳癌細胞腫塊部位有

相同的結果(圖四)。 

(A)             (B) 

 

Fig. 4.  For evaluation of in vivo detecting CD-44 activity of 

the tumor and organs, severe immunocompromised  

mouse implanted with MDA-MB-231 cell lines at the  

flank were imaged before (A) and after (B) injection of  

CD-44-SPION. 

 

（四）免疫染色法和普魯士藍染色共同標定癌幹細胞腫瘤 

我們發現，人類乳癌細胞株(MDA-MB-231)之腫塊組織

中，細胞表現CD44的部位同時積累了 CD44-SPION。組織學

分析也顯示氧化鐵奈米顆粒和CD-44（+）細胞表現共同的部

位 (圖五)。 

 

Figure 5 Microscopic view of tumors been labeled with CD-44 

iron oxide nanoparticles after Prussian blue staining. 

The tumor cells were stained blue which means iron 

oxide deposition at the tumor site.  

四、結論 

我 們 以 磁 振 造 影 技 術 （ Magnetic Resonance 

Imaging ;MRI）在活體內檢測乳腺癌幹細胞的亞群。該方法

可能可有效被應用於癌症幹細胞的檢測和監測治療反應。 

我們初步預測，為驗證這些腫瘤活性的更進一步研究，

用於監控活體動物 CD44+乳腺癌的高度抗體表現，CD44 抗

體接合 SPION 是一個有利的工具。 
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