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2010醣質藥物於肝衰竭之臨床前應用研究 

 

李宣書 

台灣大學生物科技研究所及臺大醫院 

 

摘 要 

Asialoglycoprotein receptors（ASGP-R）已知是一種只會出現在

肝臟細胞膜上的受體，本計畫擬以核研所開發可與ASGP-R 相結合

的藥劑，應用於肝炎肝纖維化、肝癌與肝衰竭等動物模式上，藉由

單光子斷層影像與生物體分布定量分析，98年度實驗結果顯示核研

醣質藥物專一表現於肝臟。但是肝病變個體相較於正常個體活性表

現量較低。本年度針對此現象進一步檢視ASPG-R在組織層面的變

化，利用anti-ASGPR抗體觀察確認ASGP-R在臨床肝癌標本上的分

佈情形。同時也會利用FITC標誌的醣質藥物，觀察醣質藥物經過

ASGP-R進入肝細胞後的運轉及代謝路徑。 

根據我們的實驗結果，目前以anti-ASGPR抗體標記臨床肝癌組

織上ASGP-R的分佈情形，從western blot與免疫染色的結果，發現

ASGP-R在肝癌細胞的分佈情形比正常肝細胞顯著的減少。另外，

使用雙光子顯微鏡觀察被FITC標記的醣質藥物從血管進入肝細胞

的運轉及代謝路徑，發現ASGP-R對於不同的醣胜肽有專一性。 

 

關鍵字：去唾液酸醣蛋白受體、醣胜肽、肝臟、肝細胞。 

核能研究所  
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By 

Shuan-Hsu Lee 
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Abstract 

 

Asialoglycoprotein receptors（ASGP-R） , strictly located on the 

hepatocyte membrane, can recognize galactose or N-acetylgalactosamine 

terminal of desialylated glycoprotein or glycopeptide. Sawamura et al. 

reported that a decrease in the number of ASGP-R led to an accumulation of 

asialoglycoprotein in the sera of galactosamine-treated rats, and the number 

of these receptors decreases in patients with chronic liver diseases. 

In this study, the comparison between the tumor and non-tumor part of 

the clinical HCC specimen, it shown that the ASGP-R of tumor part less 

than the non-tumor part. On the other part, the glycopeptide specificity of 

ASGP-R on liver hepatocyte was shown that only recognized FITC-GalBSA 

rather than FITC-BSA or FITC-ManBSA by the two-photon microscopy.  

Keyword: asialoglycoprotein receptor (ASGP-R), glycopeptide, liver 

hepatocyte. 
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1. 前言 

 

98 年，我們以核研所之 ASGP-R biomarker，應用於肝纖維化

與急性肝炎的動物模式上，評估其作為肝衰竭預後檢驗指標的可行

性。這些計畫研究成果皆顯示核研醣質藥物專一表現在肝臟部位，

但是活性約為正常肝的一半，因疾病的模式不同甚至更低。 

故在 99 年度，為能更進一步瞭解 ASGP-R 在肝病變中的組織

數量變化，本計畫將會利用 anti-ASGPR 抗體進行肝病變病理組織

切片染色實驗，觀察 ASGP-R 仍存在肝發炎組織上，確認肝病變對

ASGP-R 的影響。另一方面，本計畫同時也會利用 FITC 標誌的醣

質藥物，透過高倍螢光及雙光子顯微鏡進行觀察醣質藥物經過

ASGP-R 進入正常肝細胞後的運轉及代謝路徑。 

配合核研所肝造影劑開發過程，我們除提供肝病變動物模式

外，我們也將提供肝病變鼠血清供核研所進行血清醣質藥物濃度監

測與醣質結構鑑定，此等藥動之變化與醣質藥物定性亦為IND 資料

所必需。本計畫若能成功，臨床上急性（猛暴性）肝昏迷、代償性

肝炎急性發作、慢性肝衰竭將能用此方法做為預後判斷。臺灣肝移

植案例不多，每年約100 個人（全世界約2 萬人），但需要做這些

判斷的人很多，分母需求很大。本計畫預期先完成醣質藥物於肝衰

竭之臨床前應用研究，包括安全性與有效性數據獲得，做為將來人

體試驗申請之依據，其最終目標在訂定出肝移植所相對之肝功能閥

值。 
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2. 研究方法 

2.1 肝病變動物模式之建立 

2.1.1 肝癌模式 

以同樣大鼠，於飲水中加入 100 ppm 的 nitro-diethylsamine，

餵食 12 到 16 星期後犧牲，收集肝組織（包括腫瘤部分）進行病

理切片分析。 

2.1.2 肝纖維化模式 

誘發小鼠肝纖維化的方法參考本小組之前的作法，使用 4-5

週大的 Balb/c 小鼠，在飲用水中，加入 0.03%的硫代乙酰胺 (TAA, 

thioacetamide)。飲用兩週後，待小鼠體重穩定，提高硫代乙酰

胺 (TAA) 濃度至 0.04%。每 2-3 天更換一次飲用水，餵食到第 10

週，每週秤小鼠體重並紀錄之。 

 

2.2 組織病理切片檢驗與臨床生化檢驗分析 

收集的肝組織浸泡於 10%的福馬林溶液固定之，兩天後以石

蠟包埋，並製備約 5-7 μm 厚度的切片，進行 hematoxylin & eosin 

染色，於顯微鏡下觀察與照像。肝纖維組織（肝纖維化及肝硬化

的診斷）以 Sirius red 染色，並以 photoshop 軟體算出纖維組織所

佔之比率來代表纖維化/硬化的嚴重程度。臨床血液生化分析由自

動化機器測量上述肝臟相關之生化指標。 

 

2.3 螢光分子標幟 ASGPR biomarker 

螢光分子標幟 ASGPR biomarker 之製備：（1）活化量子點微

結晶（quantum dot） – 將量子點加入 SMCC 溶液，於室溫反應 1

小時。（2）還原蛋白質 - 將 DTT 溶液加入蛋白質溶液，於室溫反

應 30 分鐘。（3）去鹽純化 – 將已活化量子點及已還原蛋白質分
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別加到兩根去鹽管柱，以交換緩衝液流洗純化並收集。（4）結合

反應 – 將已去鹽之量子點及蛋白質混合，於室溫反應 1 小時後，

加入 2-mercaptoethanol 溶液，於室溫反應 30 分鐘。之後利用高速

離心將反應溶液濃縮至 40 μL。（5）純化最終產物 – 將濃縮反

應溶液加入凝膠管柱，以 PBS 緩衝液流洗純化並收集，最後加入

sodium azide，保存於 4℃，以備後續實驗使用。 

 

2.4標幟螢光分子之ASGP-R biomarker於螢光顯微鏡下觀察其在肝細胞

內分布的動力學 

將採用 6 週大之正常老鼠或肝病變鼠（急性肝炎和肝纖維

化），經適當麻醉後將上腹部剖開裝置肝臟視窗，然後施打標幟螢

光分子之 ASGP-R biomarker，並於高倍率雙光子顯微鏡下連續觀

察此螢光物由肝細胞表面進入細胞內的動力學。並區分正常及受

傷細胞間動力學上的差異。 

 

2.5 纖維化肝組織病理切片檢驗與臨床生化檢驗分析 

收集的肝組織浸泡於10%的福馬林溶液固定之，兩天後以石蠟

包埋，並製備約5-7 m厚度的切片，進行hematoxylin & eosin

染色，於顯微鏡下觀察與照像。肝纖維組織（肝纖維化及肝硬化

的診斷）以Sirius red染色，並以photoshop軟體算出纖維組織所

佔之比率來代表纖維化/硬化的嚴重程度。臨床血液生化分析由自

動化機器測量上述肝臟相關之生化指標。 
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3.結果與討論 

 

98年，已經證實醣質藥物 In-111 DTPA-Hexa Lactoside打

入正常鼠後的確只會target到肝臟，但是相對於正常的個體，肝

病變的個體表現活性較低，本年度針對此現象更進一步觀察在組

織層面的變化。Asialoglycoprotein receptors（ASGP-R）是醣

質藥物在肝臟細胞膜上的受體。我們利用異硫氰酸熒光素(FITC)

標誌的醣質物質，透過雙光子顯微鏡進行觀察醣質物質經過

ASGP-R進入正常肝細胞後的運轉及代謝路徑。並比較不同的醣質

物質，結果顯示醣質物質在7秒鐘內即從血管進入肝細胞，並快速

代謝、堆積在膽管，同樣比較FITC-GalBSA與FITC-ManBSA時，在

顯微鏡下可以見到肝細胞只會將FITC-GalBSA帶入細胞內,並不會

主動運輸FITC-ManBSA。 

使用辨識ASGP-R 抗體標記在臨床肝癌病理切片上腫瘤區域

與非腫瘤區域的肝細胞表面分布情形，從染色的結果可以見到在

腫瘤區域的細胞表現ASGP-R明顯低於在非腫瘤區域的肝細胞。另

外使用western blot驗證相同的組織，也得到相同的結果。 

 

 

4. 結論與建議 

 

本研究顯示此ASGP-R會受到肝病變的影響而改變數量，有用作評估肝

病變時正常肝組織比例的可能性，另外，對於醣類藥物的主動運輸有專

一性，具有攜帶肝細胞病變藥物的潛力，未來對於某些肝病變病人臨床

治療將會有所幫助。 
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