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摘要 

幹細胞治療為全球再生醫學趨勢。 

微球是一種三維細胞培養的方式，目前最普及的微球Cytodex具價格高、需額外

透析膜來分離材料與細胞等缺點，引發我們開發磁性奈米氧化鐵纖維素微球的動機。 

藉由共沉澱法合成磁性奈米氧化鐵，再以乳化法將其包覆於羧甲基纖維素微球

中，表面透過交聯反應使微球更加穩固。我們嘗試四種變因調控微球製程參數，成

功使微球粒徑大小達到與 Cytodex 相近的長邊204.886 µm，且驗證幹細胞能於微球表

面生長，並透過磁性分離快速獲得幹細胞。 

本研究成果相較於市售微球透析膜方式，方便、環保且低成本。未來可進一步

探討微球的光熱性質使細胞脫離微球表面，避免細胞傷害，利用化學材料設計與合

成磁性微球放大幹細胞，提供更新穎的細胞培養分離方式。 

 

壹、 前言 

一、 研究動機 

近年來，微球在臨床醫療上的應用越來越廣泛，其研究為藥物開發及細胞

培養帶來更大的前景。應用在藥物開發的微球，通常通過皮下或肌肉注射的方

式進入體內，它具有延長藥物作用時間及療效、使藥物聚集於標靶組織或器官

進而減少藥物副作用、透過調整微球材料調節藥物釋放速度和程度、包裹不同

藥物成分於微球內進而提高其生物相容性等優勢。現在市面上有許多藥物應用

的微球，例如晚期前列腺癌的標準療法 Lupron Depot 以及促性腺激素釋放激素

促效劑 Triptorelin。 

微球在細胞培養的重要性更不可忽視，隨著再生醫學市場規模越來越大，

細胞培養逐漸成為了未來趨勢，再生醫學包含三大領域:器官修復、免疫細胞治

療、幹細胞療法。在器官修復的領域中，透過幹細胞治療或移植體外培養的組

織器官都是治療器官損壞的方法；免疫細胞治療也是再生醫學的一種，透過細

胞培養增殖自體免疫細胞增加免疫細胞數量以及自身免疫能力；在三個領域的

再生醫學中，因幹細胞強大的分化能力使幹細胞療法在臨床醫學上最受矚目，

幹細胞療法對於癌症、神經疾病都有不錯的效果。無論何種領域的再生醫學應

用都需要大量培養細胞，因此，提高細胞培養效率成了其關鍵，而微球正是一

種能夠有效提高細胞培養效率的新型細胞培養方法。 
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關於微球在細胞培養的應用中，相較於傳統二維細胞培養，微球的三維特

性具有諸多優勢。首先，三維培養提供貼附型細胞懸浮培養的環境條件，使細

胞的每單位體積培養表面積成倍增加，進而提高細胞培養效率；其次，二維細

胞培養會造成細胞不自然的貼平培養基生長，與體內細胞自然成團生長不同，

且細胞附著在微球表面生長，亦可以避免細胞的不正常聚集，進而提高細胞培

養效果；另外，三維細胞培養相較於二維培養更能維持細胞的高存活率，並在

進行藥物毒性或病毒感染測試研究時，更能準確模擬體內細胞環境。 

現在市面上最為廣泛應用體外懸浮培養系統的微球是由 Cytiva™ 生技公司

生產的以葡聚醣為基質之微球 Cytodex 系列，經過論文搜索及整理，我們發現了

Cytodex 系列的三項缺點:一，使用 Cytodex 微球進行細胞培養的其中一步驟需利

用胰蛋白酶切割附著在微球上的細胞，有些研究顯示此舉會損害細胞，例如降

低 CD105 的表達；二，收集培養的細胞過程中，在以胰蛋白酶分離細胞及微球

後，需使用擁有專利而價格昂貴的透析膜過濾，以分離細胞與微球；三，

Cytodex 系列市售價格高(6500 NTD, 25g)，其所使用的微球材料成分葡聚醣價格也

偏高。上述三項缺點中，第一項酵素作用是否會損害細胞目前仍然存在爭議性，

因此本研究著重在解決上述後二項缺點著手製成磁性氧化鐵纖維素微球。  

二、 研究目的 

(一) 藉共沉澱法合成磁性奈米氧化鐵。 

(二) 探討攪拌速率、介面活性劑濃度、油相種類及注射速率對微球合成之影響。 

(三) 將臍帶血間葉幹細胞株(cord-blood mesenchymal stem cell；CbMSC)培養於磁性奈

米氧化鐵纖維素微球，測試細胞對於此微球的貼覆性及微球之磁分離能力。 

三、文獻回顧 

(一) 間質幹細胞醫療應用 

幹細胞醫療技術臨床應用起源於1968年，當年完成了世界第一例骨髓移

植術，而後現平均每年全球約進行6萬例骨髓移植術，截至2014年，全球進行

了接近4萬例臍帶血移植術。自1960年代以來，間質幹細胞(Mesenchy-mal Stem 

Cell；MSC)逐漸步入醫療研究應用，成為主流，如今臨床應用層面廣泛:透過

其對人體的免疫抑制作用有效降低人類免疫細胞過度表現[1]、傷口癒合[2][3]、

人體組織修補及糖尿病性潰瘍組織修復[4][5][6][7]等等。根據上述幹細胞的應

用，臨床醫療不免遇到幹細胞現有數目不足以供應需求的問題，而對於幹細

胞數量的問題，傳統應對方法是採用二維細胞培養方式供應幹細胞醫療需求，
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然而近年種種關於幹細胞治療的研究與應用急遽增加，大大提高了臨床對於

幹細胞的需求量，因此，幹細胞培養的改善問題成了眾人關切的一大重點。 

(二) 二維細胞培養以及微球 

再生醫學的臨床研究需要龐大的細胞數量，如間質幹細胞的臨床應用需

要數十億個細胞[8]，然而傳統的二維細胞培養在大量培養上成本高且存在下

列缺點:首先，在比較體外二維細胞培養效果與體內細胞生長型態後發現，不

同於體內細胞自然地成團、互相緊貼生長，二維培養會導致細胞不自然貼平

培養基底面，且細胞只接觸到培養基，而非緊密貼合；另外，體內的細胞間

質可以提供細胞各方向平均的拉力，但二維細胞培養會使細胞受到不平均的

向下引力；相較於細胞在體內可形成完整組織型態，細胞在培養基上只能形

成單層的細胞層，因此二維細胞培養的細胞型態與體內生長的細胞存在很大

的不同[9]；最後，近年來有越來越多證據顯示二維系統培養的細胞活性或其

表現與在體內反應擁有明顯差異，例如癌細胞的一些重要特徵無法在二維培

養系統中被表現[10]。直到1967年，Van Wezel提出利用DEAE-Sephadex A 50(一

種葡聚醣)製作出第一種以三維培養方法的微球取代傳統二維細胞培養[11]，

如今市面上已有多種不同材料合成的微球，如明膠[12]、聚苯乙烯[13]、海藻

酸鹽[14]、瓊脂醣[15]、聚己內酯[16]、聚乳酸-乙醇酸[17]、甲殼質[18]、殼聚

醣[19]等等，常見的Cytodex1[20]和Cytodex®3[21]使用的則是交聯葡聚醣。相

較於傳統二維細胞培養，三維培養具有二大優勢。首先，微球培養提供貼附

型細胞懸浮培養的環境條件，使細胞的每單位體積培養表面積成倍增加以節

省培養基的消耗，旨在用最少的培養基養出最多的細胞，例如3 mg/mL 

Cytodex 1每公升可以提供 1.32 × 104  cm2的表面積，相當於176 個 75 cm2的組織

培養瓶，減少了占用實驗室的空間和每個步驟的處理數量，從而降低勞動成

本和污染風險[22]；另一方面，無論是細胞型態、立體性、生物代謝能力、模

擬體內生長環境等方面，三維細胞培養都更貼近於真實體內細胞生長環境，

可以反映細胞真實的樣態，提高培養的模擬準確度。 
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貳、研究器材及設備 

一、 藥品 

名稱 名稱 名稱 

氫氧化鈉(NaOH) 液態氮(N2) 氯化亞鐵(FeCl2) 

氯化鐵(FeCl3) 去離子水(DD water) 鹽酸(HCl(aq)) 

甲苯 

(toluene) 

尿素 

(urea) 

羧甲基纖維素 

(carboxymethyl cellulose 

sodium salt；CMCNa) 

山梨醇酐油酸酯 

(span 80) 

礦物油 

(mineral oil) 

三羥甲基丙烷三缩水甘油

醚

(trimethylolpropanetriglycidyl 

ether；TMPTGE) 

油酸 

(oleic acid；OA) 

95% 酒精 

(95% ethanol) 

Iscove’s Modified 

Dulbecco’s Medium powder 

臍帶血間葉幹細胞株

(cord-blood mesenchymal 

stem cell；CbMSC) 

磷酸鹽緩衝溶液 

(phosphate buffered saline；

PBS) 

胰蛋白酶 

二、實驗器材 

物鏡測微尺 磁石攪拌器 注射幫浦 多用途試管震

盪器 

超音波細胞震

碎機 

離心機 桌上型冷凍乾

燥機 

強力磁鐵 高溫高壓蒸氣

滅菌器 

細胞培養搖床 

三、 實驗儀器 

光學顯微鏡 自動細胞計數

儀 

穿透式電子顯

微鏡 

紅外線熱像儀 元素分析儀 

掃描式電子顯

微鏡 

桌上型酸鹼度

測試儀 

X射線繞射儀 電感耦合電漿

質譜儀 

倒立式雷射掃

描式共軛焦顯

微影像系統 
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參、研究過程或方法 

一、 研究流程圖 
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二、 合成磁性奈米氧化鐵 

本實驗旨在利用共沉澱法(Co-precipitation)，合成具磁性的奈米氧化鐵，此實

驗產物將被包覆於纖維素微球內，以實現利用磁吸分離微球與細胞的可能。實

驗設計與過程如下: 

(一) 實驗介紹: 

合成磁性奈米氧化鐵的方法基本上可以分為兩種，分別是熱分解及共沉澱

法。根據Lu等人在2007年於AngewandteChemie International Edition期刊所提出，

熱分解法合成磁性奈米氧化鐵是「透過有機金屬化合物在含有穩定表面活性劑

的高沸點有機溶劑中的熱分解來合成」；共沉澱法為「在室溫或高溫下，於充

滿惰性氣體添加鹼，使Fe2+/Fe3+在水溶液中合成氧化鐵。」 

本研究所使用的共沉澱法相較於熱分解法對環境造成的負擔較小，熱分解

法用到正己烷和大量溶劑，對環境影響較大。共沉澱法的另一優點為有效控制

晶種成核反應條件及晶體成長反應條件後 ，共沉澱法比起需在 240~320℃梯度

升溫進行熱裂解反應的熱分解法更易進行大規模製備。 

共沉澱法主要反應如下: 

Fe2++2Fe3++8OH-
Fe(OH)2+2Fe(OH)3Fe3O4+4H2O 

(二) 實驗步驟: 

1. 調配0.1 M NaOH水溶液50 mL，抽真空後使用氮氣淨化5 分鐘。 

2. 加熱NaOH水溶液至95℃，置於磁石攪拌器以轉速1000 rpm持續攪拌10 分鐘。 

3. 再加入FeCl20.402 g及FeCl31.029 g迅速混合於20 mL DD water內，並等待10 分

鐘。 

4. 注入OA溶液3 mL，注射速率為每分鐘0.2 mL，等待反應10 分鐘。 

5. 先以1 M HCl沖洗後再以DD water沖洗，將溶液分散於100 mL甲苯中。 

6. 室溫下靜置24 小時後，先以2000 rpm離心6 分鐘，再以3500 rpm離心6 分鐘。 

7. 磁吸蒐集本研究實驗產物。 

三、探討各項參數對磁性奈米氧化鐵纖維素微球合成之影響 

本實驗旨在透過乳化法，將磁性奈米氧化鐵包裹在纖維素微球中，並利用

TMPTGE釋放環張力進行交聯作用，使微球結構更加穩固。透過調整乳化法中不

同的參數，嘗試合成出與Cytodex® 3微球相似的磁性奈米氧化鐵纖維素微球。實



7 
 

驗設計與過程如下: 

(一) 實驗介紹: 

在製備完成磁性奈米氧化鐵之後，本研究設計以乳化法製成磁性奈米氧化

鐵纖維素微球，並加入TMPTGE進行交聯。將油相加入水相(水包油)的方式是

產生油球最基本、快速上手的方法，且製程穩定。在將油滴到水相經由機械力

攪拌之後，再以被分散的小油珠作為模板，存在於油相的TMPTGE接觸到羧甲

基纖維素。其交聯作用反應途徑如下: 

 

其中，本研究在溶解羧甲基纖維素時加入NaOH及尿素的原因，是因為

Huhe等人在2020年於Cellulose期刊中提到:「在尿素溶劑中加入NaOH可以使水

分子更靠近纖維素分子，水和纖維素之間的氫鍵在此溶劑中比在其他溶劑中

更可能形成。」 

下圖為預想的磁性奈米氧化鐵纖維素微球結構圖。 

 

(二)實驗步驟: 

1. 取NaOH2.12 g及尿素3.30 g加入25 mL DD water中，並置於磁石攪拌器上攪拌

10 分鐘，轉速800 rpm。 

2. 取CMCNa0.32 g緩慢加入上述溶液中，因CMCNa溶解度小，加入時要注意是

否結塊，置於磁石攪拌器上攪拌60 分鐘，轉速800 rpm，其中CMCNa需完全溶

解。 

3. 依序混合介面活性劑(實驗二：改變介面活性劑濃度)、油相物質(實驗三：

改變油相種類) 1.5 mL、TMPTGE 1.5 mL、磁性奈米氧化鐵 2 mL，注入NaOH

及urea混合溶液(實驗四：改變注射速率)。 
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4. 在室溫下置於磁石攪拌器(實驗一：改變攪拌速率)持續攪拌96 小時，使交

聯作用進行得更完全。 

5. 利用強力磁鐵以磁分離的方式使磁性奈米氧化鐵纖維素微球與上清液分層，

倒掉上清液，加入15 mL體積比95% 酒精: DD water為1:2的水溶液。 

6. 利用多用途試管震盪器重新均勻混合氧化鐵纖維素所在溶液，再次用強力

磁鐵以磁力的方式將磁性奈米氧化鐵纖維素微球收集至離心管底部，靜置15 

分鐘後倒掉上清液，重複步驟8次。 

7. 加入15 mL DD water至離心管內，以多用途試管震盪器混合均勻後以光學顯

微鏡初步判斷微球外表型態、粒徑大小。 

8. 將離心管放至桌上型冷凍乾燥機，移去溶劑，得到粉末狀產物磁性奈米氧

化鐵纖維素微球。 

  

▲圖3-1 (左)微球製程步驟—注射 

              (右)微球製程步驟—磁吸 

(二)參數調控組別: 

 實驗內容 實驗組別 操縱變因 

實驗一 微球合成時磁石攪拌器攪拌

速率 

組別1-1 攪拌子轉速400 rpm 

組別1-2 攪拌子轉速800 rpm 

實驗二 介面活性劑span 80濃度 組別2-1 span 80重量百分濃度0.0324% 

(span 80取0.010 g) 

組別2-2 span 80重量百分濃度0.324% 

(span 80取0.10 g) 
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組別2-3 span 80重量百分濃度3.24% 

(span 80取1.032 g) 

實驗三 油相種類的改變 組別3-1 礦物油1.5 mL 

組別3-2 甲苯1.5 mL 

實驗四 磁性奈米氧化鐵與油相溶液

混合液注射速率 

組別4-1 注射速率每分鐘1 mL 

組別4-2 注射速率每分鐘5 mL 

組別4-3 注射速率每分鐘0.5 mL 

實驗五 最終合成參數之磁性奈米氧

化鐵纖維素微球重複性實驗 

組別a 同磁性奈米氧化鐵纖維素微

球最終合成參數 
組別b 

組別c 

組別d 

實驗六 以磁性奈米氧化鐵纖維素微

球最終參數合成纖維素空包

彈微球 

組別6 將磁性奈米氧化鐵 2 mL改為

同體積之甲苯 

五、磁性奈米氧化鐵纖維素微球細胞貼覆效果及磁分離能力測試 

(一)實驗介紹: 

在合成出粒徑大小與市售微球相近的磁性奈米化鐵纖維素微球後，本研究

實際將微球應用於CbMSC細胞培養，以證實細胞能夠貼附於透過乳化法合成的

磁性奈米氧化鐵纖維素微球，並能夠在加入胰蛋白酶使細胞自微球上脫落後，

利用磁吸法分離細胞及微球。 

(二)實驗組(使用磁性奈米氧化鐵纖維素微球培養細胞)實驗步驟: 

1. 取0.1 g之磁性奈米氧化鐵纖維素微球。 

2.以10 mL PBS洗滌2 次，每次靜置3 分鐘後，將微球至於10 mL PBS中。 

3. 以磁吸法使微球沉降後，放入高溫高壓蒸氣滅菌器中滅菌。 

4. 利用強力磁鐵吸引微球移除上清液後，將CbMSC及磁性奈米氧化鐵纖維素

微球置於裝有10 mL 細胞培養基的50 mL離心管中。 

5. 將裝有細胞及微球的離心管放入細胞培養搖床。 

6. 以光學顯微鏡觀察細胞貼附於微球之情形。 

7. 利用強力磁鐵移除細胞培養基後，加入0.5 mL 胰蛋白酶，靜置5 分鐘。 

8. 加入2 mL 細胞培養基後，觀察以強力磁鐵磁吸分離細胞與微球之情形。 

(三)對照組(使用市售微球Cytodex® 3培養細胞)實驗步驟: 

1. 取0.1 g之Cytodex® 3微球。 
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2. 將Cytodex® 3微球靜置於裝有10 mL PBS之離心管3 小時。 

3. 於高溫高壓蒸氣滅菌器滅菌後，以1000 rpm之轉速離心5 分鐘後倒掉上清液。 

4. 將CbMSC及Cytodex® 3微球置於裝有10 mL 細胞培養基的離心管中。 

5. 將裝有細胞及微球的離心管放入細胞培養搖床。 

6. 以光學顯微鏡觀察細胞貼附於微球之情形。 

7. 加入0.5 mL 胰蛋白酶，靜置5 分鐘。 

8. 以1000 rpm之轉速離心5 分鐘，觀察微球與細胞分離情形。 

 

肆、研究結果 

一、磁性奈米氧化鐵之合成 

(一)以穿透式電子顯微鏡(TEM)觀察磁性奈米氧化鐵粒徑 

 

 

▲圖4-1(左)磁性奈米氧化鐵之TEM影像 

             (右)磁性奈米氧化鐵之巨觀影像 

在設定共沉澱法合成磁性奈米化鐵之合成目標時，有鑑於微球目標是應用在

幹細胞培養之再生醫學領域，因此在搜索文獻資料時有看到林昆諒於2011年提到

「所有的醫學應用必須要求這些磁性奈米粒子需要較高的磁化率，而且須小於100 

奈米層次並顆粒分明、生物相容性高。」，因此本研究將磁性奈米氧化鐵之合成

目標設定為100 nm以下。根據TEM結果顯示，磁性奈米氧化鐵之大小位於10~20 nm

之間，且形態呈現顆粒分明之方塊狀，符合目標。 
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(二)以X射線繞射儀分析磁性奈米氧化鐵成分 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

▲圖4-2磁性奈米氧化鐵之XRD圖譜 

將所合成的奈米氧化鐵經過 XRD 檢測後，以origin軟體將初始數據的Angle和 

Intensity數據編輯成圖4-2，接著比對資料庫JCPDS裡的75-0033編號，可以看出資料

庫裡的Fe3O4之八種明顯繞射峰(111、220、311、222、400、422、511、440)和所測量

的樣品之明顯繞射峰呈現一致，故可推知此利用共沉澱法所合成的奈米氧化鐵主

要成分為具磁性的Fe3O4。 

(三) 以紅外線熱像儀測定磁性奈米氧化鐵升溫曲線 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

▲圖4-3 磁性奈米氧化鐵之升溫曲線 

由圖4-3可知，本研究合成出的磁性奈米氧化鐵在180 秒左右溫度開始趨於穩

定，並在測試600 秒(紅線)之曲線變化後，確認其溫度約穩定於攝氏45 度上下。 
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(四) 以紅外線熱像儀測定磁性奈米氧化鐵光熱半生期 

1 

1 

1 

1 

1 

11 

 

▲圖4-4 磁性奈米氧化鐵光熱半生期 

圖4-4中，黑點表示收集磁性奈米氧化鐵後並未純化的樣品；紅點表示磁性奈

米氧化鐵合成後經純化的樣品。由圖可知，未經純化的組別之光熱半生期為78.842 

秒；經純化的組別其光熱半生期為68.096 秒，兩者僅相差10.746 秒。其中，本研究

合成的磁性奈米氧化鐵的光熱半生期大約為68 秒，此半生期有潛力使其發展為溫

控載體。 

二、探討各項參數對磁性奈米氧化鐵纖維素微球合成之影響 

(一)實驗一:探討微球合成時攪拌速率對合成的影響 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

粒徑大小:30~150 µm 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

粒徑大小:50~100 µm 

▲圖4-7 (左)組別1-1(轉速:400 rpm) (右)組別1-2(轉速:800 rpm) 

實驗結果顯示當微球合成時磁石攪拌器的攪拌速率為400 rpm時，其所合成

出的磁性奈米氧化鐵纖維素微球粒徑差異極大，即使部分微球的粒徑可以到達

與市售微球Cytodex®3相近的標準，但根據圖4-7之光學顯微鏡視野，仍有許多微

球的粒徑大小在100 µm以下，甚至小於50 µm，因此考量微球粒徑均勻度，即使

磁石攪拌器轉速為800 rpm之組別1-2合成的微球粒徑大小較小，本研究選擇以
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800 rpm作為後續合成實驗中的攪拌速率。 

實驗一小結論: 後續合成條件中微球合成時磁石攪拌器的攪拌速率為800rpm。

後續參數調控實驗應著重於達到增加微球粒徑的目標。 

(二)實驗二:探討不同介面活性劑span80濃度對微球粒徑大小的影響 

粒徑大小:因聚集太明

顯無法推估 

粒徑大小:50~100 µm 粒徑大小:10~50 µm 

▲圖4-8 (左)組別2-1(span80濃度0.0324%) (中)組別2-2(span80濃度0.324%) 

(右)組別2-3(span80濃度3.24%) 

實驗發現當介面活性劑span80重量百分濃度為0.0324%時，其製備產物產生

大型塊狀聚集，與市售微球Cytodex® 3之球狀型態並不相似，且本研究發現在

製備期間因介面活性劑的量減少，在注射環節有困難；當介面活性劑span80重量

百分濃度為3.24%時，其所合成出的微球粒徑明顯小於組別2-2(重量百分濃度

0.324%)所合成出的磁性奈米氧化鐵纖維素微球粒徑。綜合三者數據比較，本研

究選擇以0.324%作為合成條件中的介面活性劑span80重量百分濃度。 

實驗二小結論: 後續合成條件中介面活性劑span80重量百分濃度為0.324%。 

(三) 實驗三:改變油相種類 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

粒徑大小:50~100 µm 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

粒徑大小:30~50 µm 

▲圖4-9(左)組別3-1(油相物質:礦物油) (右)組別3-2(油相物質:甲苯) 

實驗結果顯示，油相物質選用甲苯合成之磁性奈米氧化鐵纖維素微球成品，

透過光學顯微鏡搭配物鏡測微尺初步觀察，粒徑大小位於30~50 µm之間，小於
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以礦物油當作油相物質的微球成品。 

實驗三小結論: 後續合成條件中選用礦物油作為微球合成之油相物質。 

(四)實驗四:改變氧化鐵與油相混合溶液之注射速率 

粒徑大小:100~200 µm 粒徑大小:50~100 µm 粒徑大小:10~30 µm 

▲圖4-10 (左)組別4-1(注射速率5 mL/1 min) (中)組別4-2(注射速率1 mL/1 min) 

(右)組別4-3(注射速率0.5 mL/1 min) 

實驗發現當以每分鐘5 mL作為注射速率時，其所合成出的磁性奈米氧化鐵

纖維素微球粒徑經過光學顯微鏡觀察，發現其粒徑大小約介於100~200 µm之間；

當以每分鐘1 mL作為注射速率時，合成之微球粒徑為50~100 µm，小於注射速率

每分鐘5 mL的組別4-1；當磁性奈米氧化鐵與油相混合溶液之注射速率為每分鐘

0.5 mL時，其所合成出的微球粒徑大小明顯小於以每分鐘1 mL作為注射速率所

合成出的氧化鐵纖維素微球粒徑，其粒徑僅10~30 µm。其明顯呈現了注射速率

越快，微球粒徑越大的趨勢。 

根據實驗結果，注射速率每分鐘5 mL的組別較組別4-2(注射速率每分鐘1 mL)

所合成出的磁性奈米氧化鐵纖維素微球更符合市售微球Cytodex® 3之粒徑大小 

(141~211µm)，故選擇每分鐘5 mL作為最終合成條件中氧化鐵與油相混合溶液之

注射速率，並進一步進行SEM拍攝以更精準地測量其粒徑大小 。 

實驗四小結論: 最終合成條件中氧化鐵與油相混合溶液之注射速率為每分鐘

5 mL。 

四、磁性奈米氧化鐵纖維素微球最終合成參數成品與纖維素空包彈微球 

(一)確認最終磁性奈米氧化鐵纖維素微球合成之各項參數 

磁石攪拌器攪拌子轉速 800 rpm 

介面活性劑span80重量百分濃度 0.324% 

油相種類 礦物油 

油相混合液注射速率 5 mL/1 min 
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(二)最終合成參數之磁性奈米氧化鐵纖維素微球之重複性實驗 

1.巨觀及光學顯微鏡觀察結果 

組別a 組別b 組別c 組別d 

  1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

 

 

1 

1 

1 

1 

1 

   

1 

1 

1 

   

粒徑:90~150 µm 粒徑:120~200 µm 粒徑:100~180 µm 粒徑: 90~200 µm 

▲圖4-11 以最終合成參數合成之磁性奈米氧化鐵纖維素微球 

利用光學顯微鏡搭配物鏡測微尺測量四組使用最終合成參數所合成之磁性

奈米氧化鐵纖維素微球組別，發現其粒徑大小皆分布在100~200 µm之間，與市

售微球Cytodex®3之粒徑大小 (141~211 µm) 相近。 
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2. 掃描式電子顯微鏡(SEM)觀察結果 

 組別a-1 組別a-2 

SEM

影像 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

 

粒徑

(µm) 

長邊: 204.886, 短邊: 104.922 長邊: 87.470, 短邊: 57.053 

▲圖4-12氧化鐵纖維素微球最終合成參數成品於SEM視野下之型態 

(三)纖維素空包彈微球成品 

1.巨觀及光學顯微鏡觀察結果 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

 

▲圖4-13 纖維素空包彈微球成品 

2. 掃描式電子顯微鏡(SEM)觀察結果 

 組別5-1 組別5-2 

SEM

影像 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

 

粒徑

(µm) 

長邊: 67.781, 短邊: X 長邊: 57.778 

短邊: 55.113 

長邊: 51.778 

短邊: 49.112 

▲圖4-14纖維素空包彈微球成品於SEM視野下之型態 

以溶劑塗佈於1 cm*1 cm的矽晶片表面後進行真空及表面鍍金之處理，並以
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SEM觀測，發現其粒徑為長邊204.886 µm、短邊104.922 µm與市售微球Cytodex® 

3之粒徑大小 (141~211 µm) 相近，然而在微觀視野下可以看到其微球形狀並非球

體而是呈現不規則狀，但是因為本研究並未探討微球形狀與細胞培養成效的關

係，因此微觀形狀的差異暫不列入探討。此外，組別a-2之影像為未成功包覆到

磁性奈米氧化鐵之纖維素微球，其中間凹槽應為原包覆磁性奈米氧化鐵之處，

由此可知透過乳化法合成磁性奈米氧化鐵纖維素微球是可以成功使纖維素包覆

磁性奈米氧化鐵的方法。 

在纖維素空包彈微球成品拍攝掃描式電子顯微鏡的部分，其粒徑大小在

50~60 µm左右，可以看到它的微觀形狀與市售微球Cytodex®3相似，接近球體，

因此可以斷定此組纖維素空包彈微球成品是磁性奈米氧化鐵纖維素微球之良好

對照，且可以驗證本研究的微球製程是可以被肯定的—微球中央確實有形成包

覆磁性奈米氧化鐵的空間。 

(四)以元素分析儀測定並推算氧化鐵纖維素微球中鐵離子占比 

1. 磁性奈米氧化鐵纖維素微球最終合成參數成品 

 Weight(mg) N% C% H% O% 

組別a-1-1 4.017 0.11 48.58 7.88 X 

組別a-2-1 3.303 0.10 48.47 7.84 X 

組別a-1-2 2.162 X X X 32.19 

組別a-2-2 2.050 X X X 32.22 

2. 纖維素空包彈微球成品 

 Weight(mg) N% C% H% O% 

組別6-1-1 2.516 0.00 50.11 8.10 X 

組別6-2-1 3.094 0.00 50.00 8.15 X 

組別6-1-2 2.335 X X X 32.36 

組別6-2-2 2.292 X X X 32.26 

利用元素分析儀所測定的數據，本研究回推概算該微球樣本中鐵離子所含

的重量，其中算法如下: 

我們先假設微球中的成分分為磁性奈米氧化鐵和磁性奈米氧化鐵以外的空

殼部分。接下來，因為碳在空殼中所佔的比重是固定的，因此求出一值k，使得

當空殼組別所含C的重量乘以k時與磁性奈米氧化鐵組別中所含C的重量相同: 
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k=(W球*C球%)/( W空* C空%) 

(W球=磁性奈米氧化鐵組別的總重；W空=空殼組別的總重；C球%=磁性奈米氧化鐵

組別中所含C的重量百分率；C空%=空殼組別中所含C的重量百分率) 

接著，將空殼組別的總重量乘以同一k值，此值即為磁性奈米氧化鐵組別中

所含空殼重，再將磁性奈米氧化鐵組別的總重減去前述即為其所含Fe3O4的重量

(WFe3O4): 

WFe3O4= W球－W空 * k 

最後，將磁性奈米氧化鐵組別所含Fe3O4的重量除以磁性奈米氧化鐵組別的

總重，便得到磁性奈米氧化鐵組別所含Fe3O4的重量百分率(X): 

X=WFe3O4/W球 

通過簡化上述的算式可得到磁性奈米氧化鐵纖維素微球中Fe3O4所占 重量百

分比= 

 

同理，藉H在磁性奈米氧化鐵及空殼組別分別所占重量百分比計算一次。 

最終所得數據如下: 

 

 

由C比重算出的Fe3O4比重 由H比重算出的Fe3O4比重 

a-1-1&6-1-1 3.033% 2.716% 

a-2-1&6-1-1 2.840% 3.131% 

a-1-1&6-2-1 3.273% 3.210% 

a-2-1&6-2-1 3.060% 3.804% 

將上述八組計算結果再次平均得到Fe3O4比重是3.159%，換算含有2.288%鐵

離子。 

(五)以電感耦合電漿質譜儀(ICP-MS)分析磁性奈米氧化鐵纖維素微球中鐵離子含量 

1. 磁性奈米氧化鐵纖維素微球最終合成參數成品 

 送測樣品 樣品中鐵離子 

重量(g) 0.01400 0.00123 

透過ICP-MS數據結果分析，可推算磁性奈米氧化鐵纖維素微球所含鐵離

子重量百分比為 8.786%。 

(六)以X射線繞射儀(XRD)分析磁性奈米氧化鐵纖維素微球晶型 
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1. 磁性奈米氧化鐵纖維素微球最終合成參數成品 

1 

1 

1 

1 

1 

11 

1 

▲圖4-15磁性奈米氧化鐵纖維素微球& 

    羧甲基纖維素XRD圖譜 

將磁性奈米氧化鐵纖維素微球(FeMS)經過 XRD 檢測後繪製成圖4-15，接

著比對羧甲基纖維素(CMCNa)XRD圖譜，可以看出其與羧甲基纖維素所產生

的311及440繞射峰相符，且訊號極為明顯。後續本研究將用FeMS的圖譜數據

和先前測得的磁性奈米氧化鐵進行比對和討論。 

五、磁性奈米氧化鐵纖維素微球之細胞貼附效果及磁分離能力測試 

(一)以光學顯微鏡觀察細胞貼附情形 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

 

▲圖4-16 (左)CbMSC貼附於磁性奈米氧化鐵微球 

                                        (右)CbMSC貼附於Cytodex®3 

分別以磁性奈米氧化鐵纖維素微球及Cytodex®3培養CbMSC20 小時，透過

光學顯微鏡可以觀察到細胞在兩組微球上的貼附情形，如圖4-16所示，可發現

在CbMSC細胞在Cytodex®3有明顯的貼附(如箭頭標示處)，而在磁性奈米氧化鐵

纖維素微球上，因微球包覆磁性奈米氧化鐵顏色較深，僅能在微球側面觀察到

細胞的貼附(如箭頭標示處)，因此本研究進一步以螢光顯微鏡觀察細胞於兩種微

球上的貼附情形。 
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(二)以倒立式雷射掃描式共軛焦顯微鏡觀察細胞貼附情形 

本研究以掃描式共軛焦顯微鏡觀察三個組別，拍攝對象分別是組別a:磁性

奈米氧化鐵纖維素微球；組別b:CbMSC培養於Cytodex®3；組別c:CbMSC培養於

磁性奈米氧化鐵纖維素微球。 

 大範圍視野 視野放大 

組

別

a 

1 

1 

1 

     

組

別

b 

1 

1 

1 

     

組

別

c 

1 

1 

1 

     

▲圖4-17 螢光、可見光、螢光混合可見光之共軛焦顯微影像 

由圖4-17，組別a(磁性奈米氧化鐵纖維素微球)之共軛焦顯微影像並未看到

紅色螢光，以此對照組別c所顯示的紅色螢光並非微球本身之訊號；比較組別b

及c之共軛焦顯微影像可知，兩組微球皆有CbMSC貼附於表面，對照組b(CbMSC

培養於Cytodex®3)，可得出「CbMSC可貼附於磁性奈米氧化鐵纖維素微球」之

結果。 

(三)以磁吸法分離細胞與微球之情形 

在實驗組(CbMSC培養於磁性奈米氧化鐵纖維素微球)中加入胰蛋白酶使

CbMSC從微球表面脫落後，本研究進行磁性奈米氧化鐵纖維素微球之磁分離測

試。透過測試結果(圖4-18)可知，細胞貼附於表面的磁性奈米氧化鐵纖維素微球

具磁分離能力，可輕易的被強力磁鐵吸引，藉以達到分離微球與細胞之目的。 
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▲圖4-18 利用強力磁鐵磁吸分離幹細

胞與微球 

 

(四)CbMSC細胞回收率計算 

在磁性奈米氧化鐵纖維素微球磁分離測試實驗後，本研究將兩組細胞培養

實驗分別進行不同處理。將實驗組(CbMSC培養於磁性奈米氧化鐵纖維素微球)

以強力磁鐵吸引，取出上清液部分，經處理後利用細胞計數儀算取細胞總數；

將對照組(CbMSC培養於Cytodex®3)放入離心機以1000 rpm之轉速離心5 分鐘，取

出上清液並計算所含細胞數。最後，以兩組之上清液所含細胞總數推算細胞回

收率。 

 原始細胞數目

(個) 

三微培養後之

細胞數目(個) 

細胞回收率 

實驗組 2.00*106 1.62*106 81.00% 

對照組 2.00*106 4.89*105 24.45% 

 

伍、討論 

一、各項參數對磁性奈米氧化鐵纖維素微球合成之探討 

(一) 改變微球合成時磁石攪拌器的攪拌速率 

在經過文獻搜索以後，本研究搜尋到不同磁石攪拌器攪拌子轉速會產生不

同型態的微球，因此本研究首先以磁石攪拌器攪拌子轉速著手。磁石攪拌器提

供磁性奈米氧化鐵與油相混合溶液滴入羧甲基纖維素溶液後的剪切力來源，其

中磁石攪拌器的攪拌速率越快，剪切力越大，因此，我們預期攪拌子轉速400 

rpm的組別1-1因受剪切力小於組別1-2攪拌子轉速800 rpm，微球粒徑會較大。 

根據圖4-7實驗結果顯示，組別1-1:攪拌子轉速400 rpm的微球成品的確導致

磁性奈米氧化鐵

纖維素微球 
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粒徑大小增加，然而其呈現的不均勻粒徑大小分布不符合本研究需要達成的微

球優化目標，因為不均勻的粒徑大小分布可能會影響後續細胞培養使其呈現差

異，因此即使400 rpm之攪拌速率成功使部分微球粒徑增加，本研究仍需尋找另

一個能均勻增加微球粒徑的方法。 

(二) 改變介面活性劑span80重量百分濃度 

實驗一探討磁石攪拌器攪拌子轉速對於微球合成的影響後，發現組別1-1(轉

速:400 rpm)有微球粒徑差異太大的問題，而組別1-2(轉速:800 rpm)則是微球粒徑

明顯小於市售Cytodex3微球，因此本研究後續參數探討將著重於微球粒徑大小的

優化。 

乳化法合成微球的實驗概念是將油相物質加入水相溶液中，其中介面活性

劑影響油水交界面之性質，因此希望透過調整介面活性劑span 80濃度，達到增

加微球粒徑的目標。span80作為水相羧甲基纖維素包覆溶於油相的磁性奈米氧化

鐵之介面活性劑，我們推測span80濃度越高，乳化效果越佳，越容易形成油水交

界面，故微球粒徑會越小，組別2-1:span80重量百分濃度0.0324%之微球粒徑 >組

別2-2: span 80重量百分濃度0.324%之微球粒徑 >組別2-3: span 80重量百分濃度3.24%

之微球粒徑。 

圖4-8實驗結果顯示，當span80濃度為3.24%時，其微球粒徑明顯小於組別2-2

濃度0.324%所合成之微球粒徑，與預期結果相符。當span80濃度為0.0324%時，

其製備產物產生大型塊狀聚集，雖然粒徑大小隨span80濃度越高而增加與預期的

結果相同，但其呈現的型態為巨型塊狀沉澱，此型態與市售微球Cytodex® 3相

異之大，因此，比較上述三組實驗結果後，本研究選擇以重量百分濃度0.324%

作為乳化法中介面活性劑span80之最終濃度。 

(三)改變油相種類(礦物油與甲苯之比較)： 

在確定攪拌速率選用800 rpm，介面活性劑span 80濃度選用0.324%以後，下

一參數調控實驗是透過改變油相，嘗試合成具有更大粒徑的磁性奈米氧化鐵纖

維素微球。比較甲苯與礦物油，甲苯的疏水性較大，有助於氧化鐵在水相中內

聚，而礦物油的黏滯度(719.7 µPa．s)較甲苯(554.2±3.3 µPa．s)大，且礦物油的極

性(43.7)亦比甲苯的極性(2.4)大，基於以上三點不同性質的比較，本研究選用礦

物油和甲苯作為改變油項參數之操縱變因。 

透過圖4-9光學顯微鏡觀察，實驗結果顯示油相物質為礦物油的組別3-1實驗
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成品之微球粒徑大小皆位於50~100 µm之間，油相物質為甲苯的組別3-2之微球成

品粒徑位於30~50 µm之間，其中組別3-1之微球粒徑較大，且此微球合成的最終

目標是應用於細胞培養，考慮甲苯對於細胞毒性的影響，雖然可以透過清洗的

方式將甲苯抽乾，但其過程極其繁雜，且若以甲苯作為油相物質卻又加以抽乾，

可能會降低微球本身的穩固性，因此同時考量合成微球之粒徑大小及細胞培養

之應用，磁性奈米氧化鐵纖維素微球最終合成參數應選擇以礦物油作為微球合

成之油相性質。 

(四) 改變氧化鐵與油相混合溶液之注射速率 

嘗試改變油相種類、介面活性劑濃度以增加微球粒徑未果後，本研究再次

回到剪切力的討論。我們認為，當磁性奈米氧化鐵與油相混合溶液滴入羧甲基

纖維素溶液受到磁石攪拌器提供的剪切力後，滴進速率越慢，每滴油珠有更長

的時間會受磁石攪拌器作用分散成小油珠，因此，在交聯劑TMPTGE尚未與羧

甲基纖維素交聯完全時，小油珠會較滴入速率快的組別被分散的更細小，故所

形成之微球粒徑應較小。綜合以上想法，本研究嘗試不同滴入速率之變因，並

預期微球粒徑大小結果為 組別4-1:注射速率每分鐘5mL>組別4-2:注射速率每分鐘

1mL>組別4-3:注射速率每分鐘0.5mL。 

由圖4-10可知，實驗結果顯示，微球粒徑大小組別4-1:注射速率每分鐘5mL

最大，組別4-2注射速率每分鐘1 mL次之，組別4-3:注射速率每分鐘0.5 mL最小，

與預期結果相符，並且組別4-1(注射速率每分鐘5 mL)合成出的微球與Cytodex®3微

球的粒徑大小相近，達到實驗目標，因此，本研究選擇以每分鐘5 mL作為微球合

成中氧化鐵與油相溶液混合液注入羧甲基纖維素溶液的注射速率。 

二、磁性奈米氧化鐵纖維素微球成分檢測 

(一)磁性奈米氧化鐵、CMCNa、磁性奈米氧化鐵纖維素微球之XRD圖譜比較 

由圖4-2 及圖4-15 的三條圖譜線，可以在磁性奈米氧化鐵纖維素微球(FeMS)

看到位於311及440的繞射峰較為明顯，其可以作為磁性奈米氧化鐵纖維素微球

中包覆磁性奈米氧化鐵之佐證。 

然而，磁性奈米氧化鐵在FeMS的圖譜中很明顯訊號微弱，幾乎被羧甲基纖

維素的繞射峰遮蔽，使得FeMS中僅能觀察到磁性奈米氧化鐵311及440的繞射峰。

但是透過這樣的XRD圖譜呈現，可以得到另一個結論: 磁性奈米氧化鐵纖維素微

球中，羧甲基纖維素外殼包裹得十分嚴實，使大部分磁性奈米氧化鐵訊號被遮
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擋，由於當磁性奈米氧化鐵纖維素微球被實際應用到細胞培養的時候，磁性奈

米氧化鐵外漏的現象有可能會對細胞造成傷害，因此磁性奈米氧化鐵被包裹得

十分緊密的事實是我們樂見的。 

(二) 比較ICP-MS之測定結果與元素分析儀之結果推算的鐵離子含量 

元素分析結果推算磁性奈米氧化鐵纖維素微球中鐵離子所佔之重量百分比

為2.288%；ICP-MS結果呈現鐵離子所佔之重量百分比為8.786%。 

在元素分析推算數據中，因本研究無法確保磁性奈米氧化鐵纖維素微球所

含之氧化鐵皆以Fe3O4形式存在，故僅透過簡單化學定量無法精準計算，因此元

素分析結果經推算後會與ICP-MS測定結果產生一定誤差。由此推之ICP-MS所測

定的磁性奈米氧化鐵纖維素微球中鐵離子所佔之重量百分比應較為正確。 

三、磁性奈米氧化鐵纖維素微球之細胞貼附及回收率 

(一)細胞貼附情形 

由圖4-16、4-17可知，無論透過光學顯微鏡或是倒立式雷射掃描式共軛焦顯

微鏡觀察，皆可明顯看到幹細胞貼附於磁性奈米氧化鐵纖維素微球，由此證明

利用乳化法製成的磁性奈米氧化鐵纖維素微球並沒有因為加入TMPTGE交聯，

或是如掃描式電子顯微鏡結果所示微球非呈現圓形、表面有些許孔洞等因素，

導致CbMSC無法貼附於其表面。 

(二)細胞回收率 

在細胞回收率的實驗中，對照組(CbMSC培養於Cytodex®3)的細胞回收率僅

有24.45%，其原因應為本研究並未設計使用透析膜進行細胞與微球的分離，而

是僅用了轉速1000 rpm之5 分鐘離心的方式分離上清液，使得密度相較於細胞培

養基較大之CbMSC及Cytodex®3沉降於50 mL離心管底部，細胞並未位於上清液

中，因此Cytodex®3在未使用透析膜的情況下，細胞回收率低。 

反觀實驗組(CbMSC培養於磁性奈米氧化鐵纖維素微球)，利用強力磁鐵吸

引與細胞分離的磁性奈米氧化鐵纖維素微球後，取出上清液部分，其中細胞回

收率高達81%，過程快速簡便且成本極低。 

通過兩組實驗之細胞回收率比較可發現，Cytodex®3之細胞培養方法需透析

膜的協助方可提高至一定成效，而磁性奈米氧化鐵纖維素微球可利用磁吸法達

到分離細胞與微球的效果，驗證本研究達成「利用微米載體之磁性能力分離幹

細胞以達到取代市售Cytodex所需的細胞分離透析膜」之研究目標。 
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陸、結論 

一、藉共沉澱法合成奈米級磁性氧化鐵，作為氧化鐵纖維素微球結構之一部分。 

二、磁性奈米氧化鐵之成分經過X射線繞射儀分析後進行比對，確認主要為具磁性

的Fe3O4，並經ICP-MS分析微球中含鐵離子為8.786%，此確保了包覆磁性奈米氧

化鐵以實現磁吸收集的目標。 

三、根據實驗，將「磁性奈米氧化鐵」包覆在纖維素的想法經過驗證是可行方案，利用

乳化法將存在於油相介質的磁性奈米氧化鐵包覆在水相羧甲基纖維素中，並透過

TMPTGE交聯劑使微球結構更加穩固，確保磁性奈米氧化鐵的包覆不會使微球裂解

導致磁性奈米氧化鐵外漏，且利用強力磁鐵磁吸收集微球成品方式十分簡便。 

四、研究顯示調整磁石攪拌器攪拌子轉速800 rpm、介面活性劑span80濃度0.324%、

油相物質選定礦物油、油相混合液注射速率每分鐘5 mL等四項優化參數，可以

合成出與Cytodex®3微球具相近粒徑大小的磁性奈米氧化鐵纖維素微球。 

五、本研究完成磁性奈米氧化鐵纖維素微球之CbMSC貼附能力及磁分離能力測試，

驗證磁性奈米氧化鐵纖維素微球做為幹細胞培養的三維微米載體之可行性。 

六、在未來展望中，由磁性奈米氧化鐵的光熱半生期可知，其光熱性質顯示未來此

包覆磁性奈米氧化鐵之纖維素微球有潛力發展為有助於細胞的貼附和脫離的溫控

載體；另外，可以視需要在微球表面進行修飾，增加其生物相容性。 
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本研究開新型的微米載體用於幹細胞研究。特色是加入磁性奈

米氧化鐵所以可以進行磁性分離，加快分離的效率，提供更新穎的

細胞培養分離方式。合成的載體形狀似乎不尋常。也還需要更進一

步的細胞實驗。對照實驗的數目也可以增加，但實驗有新意，值得

鼓勵。下面的一些建議值得同學思考： 

1.  討論含與不含磁性奈米氧化鐵之纖維素微球是否對細胞生

長有影響? 是否有相關文獻報導? 

2.  根據 TEM 結果顯示，磁性奈米氧化鐵之大小位於 10~20 nm

之間，是 nm 還是 µm？是因為包裹纖維素才變大的嗎？ 

3.  有比較本研究使用的氧化鐵包覆於纖維素的磁性微球(實驗

組)與市售微球 Cytodex(對照組)效果。實驗組三微培養後之

細胞數目(個)及回收率都比對照組高。但對照組(CbMSC 培

養於 Cytodex® 3)的細胞回收率僅有 24.45%，其原因應為本

研究並未設計使用透析膜進行細胞與微球的分離，應用透析

膜分離後做比較。 
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開發應用於幹細胞培養 
具磁分離能力之纖維素微球 

組別: 高級中等學校組 

科別: 化學科 

細胞的社會住宅— 



前言 

細胞需求 發展磁性微球 提高培養效率 市售微球缺點 

‧微球 
1.每單位體積培 
  養表面積增加 
2.避免細胞聚集 
 

‧難避免離心回收後 
  細胞收集效率問題 
 →需搭配昂貴的細 
  胞透析過濾系統。 

‧價格低廉 
‧適合細胞生長 
‧快速載體分離 

◆研究目的:發展適合幹細胞生長的磁性微球 

一、藉共沉澱法合成磁性奈米氧化鐵 

二、探討攪拌速率、介面活性劑濃度、油相種類及注射速率對微球合成 

    之影響 

三、將臍帶血間葉幹細胞株(cord-blood mesenchymal stem cell； 

    CbMSC)培養於磁性奈米氧化鐵纖維素微球，測試細胞對於此微球 

    的貼覆性及微球之磁分離能力 

‧再生醫學興起 
    (2027, 2.4 billion) 

‧細胞治療 
→臨床應用需龐 
  大細胞數量 

2 

Research and Market , 3D Cell Culture - Global 
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Thermo scientific, Harvestainer BPC 

Microcarrier Separation Systems 



合成磁性 
奈米氧化鐵 

合成磁性奈米氧
化鐵纖維素微球 

確定磁性奈米氧化鐵 
纖維素微球最終參數 

實際應用於 
幹細胞培養 

1 
1 
1 
1 
11 

1. 攪拌速率 
2. 介面活性劑 
3. 油相種類 
4. 注射速率 

1 
1 
1 
1 
1 

鑑定 

對照:纖維素中空微球 

鑑定 

1. 幹細胞貼附 
2. 磁分離能力 
3. 細胞回收率 

研究方法 

交聯的纖維素 

介面活性劑 

油相物質 

磁性奈米氧化鐵 

◆研究流程圖 

◆合成磁性奈米氧化鐵 

Fe2++2Fe3++8OH-
Fe(OH)2+2Fe(OH)3 

Fe3O4+4H2O 

 共沉澱法: 

‧環境負擔小  ‧反應製程穩定 

‧主要反應: 

▲磁性奈米氧化鐵纖維素微球結構示意圖 
3 

項目 預期目標 

晶型 顆粒分明 

粒徑 <100 nm 

*光熱性質 

項目 預期目標 

晶型 仍為Fe3O4 

粒徑 100-200 µm 

鐵離子
含量 

具磁分離 
能力 



研究方法 

找出微球
最終乳化
合成參數 

攪拌速率 
介面活性
劑濃度 

油相種類 注射速率 

◆微球合成參數調控 

◆臍帶血間葉幹細胞(CbMSC)培養 

      乳化法合成微球:‧包覆磁性奈米氧化鐵 ‧藉由TMPTGE開環交聯 

                    ‧加入NaOH及尿素以增加羧甲基纖維素溶解度 

CbMSC 

培養 

微球:磁分離能力 

細胞回收率 

幹細胞(轉染RFP):對微球貼覆性 
測試 

Cytodex® 3 

共軛焦螢光顯微鏡 

4 

*RFP:紅色螢光蛋白 

Carboxymethyl Cellulose 

TMPTGE 

NaOH, Urea 

Esterification crosslinking 



研究結果與討論 

◆磁性奈米氧化鐵的合成 

▲以磁鐵吸引磁性奈米氧化鐵 

▲磁性奈米氧化鐵之XRD圖譜 

▲磁性奈米氧化鐵之TEM影像 
∙大小:10~20 nm 

∙型態:顆粒分明之方塊狀 
主要成分 
𝐹𝑒3𝑂4 

∙綠色方框: 
  被強力磁鐵磁吸 

▲ JCPDS#75-0033(𝐹𝑒3𝑂4) 

比對 

5 



研究結果與討論 

◆微球合成參數調控 

▲轉速400 rpm ▲轉速800 rpm ▲ Span80 0.0324% ▲ Span80 0.324% 

▲礦物油 ▲甲苯 ▲注射速率
5mL/min 

▲注射速率
1mL/min 

▲注射速率
0.5mL/min 

▲ Span80 3.24% 

30~150 µm 50~100 µm 無法推估 50~100 µm 10~50 µm 

50~100 µm 30~50 µm 

100~200 µm 50~100 µm 10~30 µm 

‧轉速低者合成微球粒徑大。 
  但400 rpm組別粒徑分布不均 
 選用800 rpm為最終轉速 

‧Span80 濃度愈低合成微球愈大。 
    但濃度0.0324%組別呈巨型塊狀沉澱而非微球狀 

   選用0.0324%為最終介面活性劑濃度 

‧礦物油作油相微球粒徑較大。 
選用礦物油為最終油相 ‧注射速率愈慢合成微球粒徑愈大。 

  注射速率5 mL/min 之組別達到約100~200 µm 

與Cytodex® 3粒徑 (141~211 µm) 相近，且粒徑均一   6 

合成目標:微球粒徑位於100~200 µm、粒徑均一 



研究結果與討論 

◆最終合成參數—再現性實驗 ◆纖維素中空微球 
磁石攪拌器攪拌子轉速 800 rpm 

介面活性劑重量百分濃度 0.324% 

油相物質 礦物油 

油相混和液注射速率 5 mL/1 min 

7 

再現性實驗結果微球粒徑皆位於100~200 µm之間 ➢ 

批次1 
(日期:2021.10.01) 

批次4 
(日期:2021.11.05) 

批次3 
(日期:2021.10. 29) 

批次2 
(日期:2021.10.15) 



研究結果與討論 

◆微球SEM拍攝成果 

長邊:204.886 µm 

短邊:104.992 µm 

長邊:87.470 µm 

短邊:57.053 µm 

長邊:67.781 µm 

短邊:X 

長邊:57.778/51.778 µm 

短邊:55.113/49.112 µm 

‧可以清楚看見:  
  1. 微球交聯的纖維素外殼層 
  2. 纖維素中空微球的中央空腔 

◆微球XRD檢測分析 

◆微球ICP-MS元素分析 
送測樣品 鐵離子 

重量(g) 0.01400 0.00123 

‧磁性奈米氧化鐵纖維素微球所含 
  鐵離子總量為0.00123 g 
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磁性奈米氧化鐵纖維素微球 

纖維素中空微球 

‧磁性奈米氧化鐵纖維素微球 

‧纖維素中空微球 



研究結果與討論 

◆微球之幹細胞貼覆效果測試實驗 
‧倒立式雷射掃描式共軛焦螢光顯微鏡觀察 

磁性奈米 
氧化鐵 

纖維素微球 

CbMSC 

培養於 
Cytodex® 3  

CbMSC 

培養於 
磁性奈米 
氧化鐵 

纖維素微球 

磁性奈米氧化鐵 

  纖維素微球:      

9 

‧20hr即有細胞貼附 

‧細胞貼附速度 

    較Cytodex® 3快   



研究結果與討論 

◆微球磁分離能力測試及細胞回收率計算 

磁性奈米氧化鐵纖維素微球在作為幹細胞培養載體的同時，也
可展現快速、高效回收細胞的能力。 
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➢ 

磁性奈米氧化鐵纖維素微球 Cytodex®3  

細胞貼附速度 

 

40 分鐘即可觀察到CbMSC

貼附於其表面 

觀察20 小時僅有零星細胞貼
附。 

載體回收方式 
以強力磁鐵吸引磁性微球以
分離載體與細胞 

不使用透析模: 

利用高速離心(1000 rpm)離
心5 分鐘。(離心後倒掉上清
液時操作不易) 

回收載體所需
時間 

1~2 秒 5 分鐘 

磁性奈米氧化鐵纖維素微球不需Cytodex系列微球透析模即可展
現81%的細胞回收率。 

➢ 



結論 

化學材料

設計 

參數調控 100~200 µm 

磁性微球 

細胞實驗 高潛力幹細胞培養 

的三維載體 

‧透過乳化法，成功將磁性奈米氧化鐵包覆於纖維素微球中。 

‧經參數調控，合成出與Cytodex® 3相近粒徑的磁性奈米氧化鐵纖維素微球。 

‧實際應用於幹細胞培養，驗證其做為幹細胞培養的三維載體之可行性。 

‧攪拌速率:800 rpm  

‧span80濃度:0.324% 

‧油相:礦物油      

‧注射速率:5 mL/min 
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未來展望 

參考文獻 

1.微球粒徑：嘗試調控更多參數合成不同大小的微球，以進行其它應用。 

2.表面修飾：有潛力透過不同的表面修飾應用於不同類型之細胞。 

3.溫控載體：磁性奈米氧化鐵的光熱性質顯示未來此包覆磁性奈米氧化鐵之纖維素微 

      球有潛力發展為有助於細胞的貼附和脫離的溫控載體。 
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