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摘要 

奈米銀在近年來被廣泛地運用於醫療及化妝品產業，其廢棄材料表面釋放出

的銀離子會危害水生生物。然而，目前對於銀離子在不同酸鹼值環境中的毒性差

異並不瞭解。本研究利用斑馬魚胚胎為水生生物模式，將其暴露於含有 0、0.1及

0.25 ppm AgNO3之 pH 5或 pH 7環境中，以評估銀離子毒性的差異。在暴露 96

小時的結果中可以得知銀離子的胚胎發育影響程度隨著濃度升高而增加。在銀離

子的暴露後胚胎體長顯著下降，而卵黃囊面積則會增加。銀離子亦導致胚胎耳石

囊面積及耳石面積下降，影響胚胎的內耳系統。另外，側線神經丘及毛細胞數目

下降也反映出銀離子對胚胎側線的影響。值得注意的是：酸環境(pH 5)中會增加

銀離子在體長、卵黃囊、耳石囊以及耳石上的影響。另一方面，銀離子降低離子

細胞開口面積及數目，阻礙胚胎的離子調節功能，並且導致 NaRC及 HRC數目

顯著降低，增加胚胎適應酸環境的困難性。另外，30分鐘及 2小時的實驗中可發

現：銀離子會藉由增加離子細胞的氧化壓力程度，進而誘發細胞凋亡機制。總結

以上結果，本研究認為酸環境會增加銀離子對魚類的危害。 

 

關鍵字: 銀離子、酸環境、斑馬魚、離子細胞、氧化壓力 
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Abstract 

Silver nanoparticles are widely used in medical treatments and cosmetic industries. 

Ag+ released from the particles causes physiological damages to aquatic organisms. 

However, it is still unclear how environmental pH influences the toxicity of Ag+. In this 

study, zebrafish embryos were incubated in pH 5 or pH 7 water containing different 

concentrations of AgNO3 (0, 0.1 and, 0.25 ppm) to examine the toxic effect of Ag+. 

After 96 h exposure, Ag+ influenced embryonic development in a dose-dependent 

manner. The body length, otic vesicle size, and saccular otolith size were significantly 

decreased, yet the yolk sac size was increased. Moreover, the neuromast and L1 hair cell 

numbers were reduced by Ag+. Acidic water (pH 5) enhanced the toxic effects of Ag+ on 

body length, size of yolk sac, otic vesicle, and saccular otolith. Ag+ also impaired ion 

regulation of embryos by reducing the apical opening size and cell number of ionocytes. 

The cell numbers of both NaRC and HRC were significantly decreased by Ag+. After 

shorter exposures (30 min and 2 h), Ag+ increased the oxidative stress of ionocytes and 

induced cell apoptosis. In conclusion, this study suggests that acidified environments 

might intensify the Ag+ toxicity to fish. 

 

Keywords: Silver ions, Acidic freshwater, Zebrafish, Ionocyte, Oxidative stress 
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研究背景 

奈米銀汙染 

奈米銀為最常見的奈米材料(Vance et al., 2015)，因其具有抗菌、除臭等功能

(Yoon et al., 2007)，被廣泛運用於醫療(Alexander, 2009; Tian et al., 2007)、農業

(Mishra and Singh, 2015)及化妝品(Gajbhiye and Sakharwade, 2016)等產業中。隨著

需求上升，相關產品被大量製造。根據估計，每年製造的奈米銀相關產品重量高

達 500噸之多(Fabrega et al., 2011; Mueller and Nowack, 2008)，而這些產品在製

造、洗滌及丟棄時，會導致奈米銀進入環境(Franca et al., 2020)。目前在美洲、歐

洲(Blaser et al., 2008; Markus et al., 2016; Musee, 2011)及亞洲(Syafiuddin et al., 

2018)的河川內皆有偵測到奈米銀存在的紀錄，且其劑量落在 5 ng/L至 20.02 mg/L

之間。 

奈米銀不僅僅是最常見的材料，其毒性更勝於其餘的奈米材料(Griffitt et al., 

2008)。在哺乳類實驗中，奈米銀在生殖、神經內分泌、肝臟及腎臟相關系統中皆

具顯著損害(Ahamed et al., 2010)。而在吸入含有奈米銀的空氣後，會影響實驗鼠

的神經以及免疫相關基因表現(Lee et al., 2010)。 

而以水生生物觀察奈米銀毒性的研究更是不勝枚舉，先前研究指出暴露於奈

米銀環境中會造成斑馬魚胚胎死亡率顯著提升、發育遲緩及胚胎畸形(Bar‐Ilan et 

al., 2009)，在心臟方面出現心包膜水腫及心律失常(Asharani et al., 2008)。另外，

也有研究指出奈米銀會影響斑馬魚胚胎側線發育(Yen et al., 2019)以及離子細胞功

能(Lee et al., 2019)。除此之外，魚類的行為在暴露奈米銀之後也有所改變，例如

對於活動力、學習能力及社交行為等(Fu et al., 2021; Powers et al., 2011)，進而影

響魚類適應環境的能力，顯示其對魚類之危害。 

先前研究指出奈米銀會累積在魚類成魚的腦、肝臟以及鰓，並且藉由增加氧

化壓力造成器官損傷(Ale et al., 2018; Bacchetta et al., 2017)，並影響魚類氧化壓力

相關的基因表現(Bilberg et al., 2010; Chae et al., 2009; Choi et al., 2010)。而目前認

為藉由增加氧化壓力，進而破壞 DNA以及脂質結構，是奈米銀造成組織或器官

損傷的主要原因(Ahamed et al., 2010; Khan et al., 2017)。 
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銀離子對魚類的危害 

在潮濕的環境中的奈米銀材料表面結構較不穩定(Kaegi et al., 2011)，容易導

致其表面的銀離子釋放至環境中造成汙染(Sakamoto et al., 2015; Yang et al., 

2012)。目前認為奈米銀可能藉由「特洛伊木馬型機制」(Trojan-horse type 

mechanism)造成毒性，也就是銀離子以奈米材料作為載體，通過組織障礙後釋放

出並造成傷害(Lubick, 2008; Park et al., 2010)。也有另一理論表示銀離子及奈米銀

對生物體皆具有傷害(Chae et al., 2009; Kawata et al., 2009)，且生物體與奈米銀的

交互作用可能會增加銀離子釋放的濃度(Navarro et al., 2008)。不論奈米銀的危害

機制是如何，這些理論皆認為銀離子是奈米銀污染的主要來源。 

根據先前研究發現汙水處理廠平均可以清除廢水中 75 %的銀離子，然而，在

下游流域中仍然可以偵測到微量的銀離子殘留(Lytle, 1984)。而目前有研究在歐洲

萊茵河中發現 4到 320 ng/L的銀(Blaser et al., 2008)，表示銀離子確實會存在於水

域環境。另外，世界衛生組織指出在人類飲用的水中具有微量的銀離子，且人類

每年由飲用攝入的銀離子量約為 0.025 mSv (Edition, 2011)。因此，了解銀離子的

性質與潛在危害是非常重要的。 

一般認為銀離子會經由魚類的皮膚以及鰓進入魚體(Ratte, 1999)，主要累積在

魚類的肝臟以及鰓(Hogstrand et al., 1996; Yamazaki et al., 1996)。而 Bury及Wood

的研究發現(Bury and Wood, 1999)，加入鈉離子以及氫離子通道阻斷劑 Phenamil

以及 Bafilomycin後，能有效降低 62 %以及 79 %的銀離子吸收量，證實離子通道

是銀離子的暴露途徑之一。 

在海水魚的研究中，9 μM AgNO3會抑制眉鰈(English sole, Parophrys vetulus)

成魚腸道內鈉及氯離子吸收，且在置換回正常水體 1天後，仍無法恢復功能

(Grosell et al., 1999)。而在淡水中銀離子對生物的傷害更為明顯(Hogstrand and 

Wood, 1996)，有研究證實短期暴露 AgNO3會損害虹鱒魚鰓上離子細胞的鈉鉀幫

浦(Na+/K+-ATPase, NKA)(Goss et al., 2011)，並阻礙其離子吸收功能(Brauner and 

Wood, 2002; Morgan et al., 1997)。除此之外，AgNO3也會使魚類血液中的碳酸氫
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根(HCO3
-)濃度顯著下降(Wood et al., 1996)，導致其無法維持血液酸鹼值恆定

(Webb and Wood, 1998)，這些研究都證實銀離子對於魚類的離子調節具有危害。 

 

水環境酸化現象 

大氣中的硫化物及氮化物等，會經由降雨、降雪等途徑，進入土壤、海洋和

河川，是造成環境酸化主要原因之一(Bouwman et al., 2002; Rodhe, 1989; Singh and 

Agrawal, 2007)。相較於陸地，海洋及河川酸汙染的影響規模更大(Singh and 

Agrawal, 2007)，而水域的酸化也被視為全球性環境危害(Gobler and Baumann, 

2016; Schindler, 1988)。許多研究皆指出長期的水質酸化會導致海洋、湖泊及河川

內物種數量下降甚至消失，衝擊環境內的生態多樣性(Beamish and Harvey, 1972; 

Moiseenko, 2005; Munday et al., 2010)。 

在海洋研究中發現環境酸化會影響魚類神經感覺系統(Heuer and Grosell, 

2014)，包含嗅覺(Cripps et al., 2011; Devine et al., 2012)、聽覺(Bignami et al., 2013; 

Simpson et al., 2011)及視覺系統(Chung et al., 2014; Ferrari et al., 2012)等。除此之

外，海洋酸化會影響魚類能量分配(Hurst et al., 2012)，進而反映在幼魚的生長速

度上(Munday et al., 2009; Rossi et al., 2015)。而目前有研究認為海洋環境酸化對於

早期發育階段的生物影響較大，尤其是需要大量鈣質攝取的物種(Kurihara, 2008; 

Ross et al., 2011; Thorson, 1950)。 

在淡水方面，有研究指出由酸化的雨或是雪下降至水域中，可能會導致淡水

環境的 pH值下降 4.5至 5.5之間(Beamish and Harvey, 1972; Raddum and Fjellheim, 

1984)，這樣的環境會降低斑馬魚胚胎的存活率並影響其發育(Lin et al., 2019)。而

酸化環境亦會影響魚類的離子調控功能，由 Kwong等人整理的文獻中(Kwong et 

al., 2014)指出酸環境會造成魚類離子吸收減弱，導致鈉離子(Freda and McDonald, 

1988; Gonzalez and Wilson, 2001; Gonzalez and Dunson, 1987)及鈣離子流失(Horng 

et al., 2009)。 

先前研究發現酸環境會影響奈米材料性質，增加表面離子釋放到環境的速率

(Bhang et al., 2015; Zhai et al., 2020)，且環境 pH值會影響金屬的毒性(Schubauer‐
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Berigan et al., 1993)。另外，有研究指出酸環境會增加銅對藻類及魚類的危害

(Carvalho and Fernandes, 2006; Lüderitz and Nicklisch, 1989)。然而，目前對於酸環

境對銀離子毒性的影響並不清楚。 

 

魚類的酸適應機制 

在正常的狀況下，人體血液的 pH值會落在 7.35至 7.45之間(Hopkins et al., 

2020)。血液酸鹼值的變化會影響酵素的活性及許多生理現象，因此維持體液酸鹼

值恆定是非常重要的。然而，在食物的攝取及正常的生理代謝功能下，皆會產生

CO2，因此需要經由各樣的機制調節血液酸鹼。哺乳類可利用改變呼吸頻率，進

而調整血液中的 CO2分壓達到酸鹼調節，另外，腎臟亦能幫助調節血液酸鹼值

(Pitts, 1950)。 

而魚類可藉由體表、直腸腺、腎臟及鰓進行酸鹼調節。其中又以鰓最為重

要，在鰓的表皮上有離子細胞能夠進行跨表皮的離子運輸。海水魚的生存環境中

有大量的鈉離子，因此傾向利用鈉氫交換蛋白(Na+/H+-exchanger, NHE)將氫離子

排出體外(Liu et al., 2016; Wu et al., 2010)。而淡水魚則有氫離子幫浦(H+-ATPase, 

HA)及 NHE等蛋白協助排酸(Dymowska et al., 2012)。另外，恆河猴醣蛋白

(Rhesus glycoproteins, Rhcg)也透過排氨參與氫離子的排出(Hwang et al., 2011)。先

前研究發現：魚類會藉由刺激幹細胞分化成不同型離子細胞，或擴大離子細胞的

開口面積，進而增加排酸功能以適應環境(Horng et al., 2009)。 

 

斑馬魚模式生物 

斑馬魚是常見的模式動物，因為與人類的基因相似度高，可用於建立各樣的

疾病模式(Howe et al., 2013)。除此之外，斑馬魚也常被使用於生理、行為及毒理

實驗(Briggs, 2002; Orger and de Polavieja, 2017; Sipes et al., 2011)。斑馬魚卵的產量

高，常用於需要大量實驗動物的研究，如：初步藥物篩檢、毒性測試等(MacRae 

and Peterson, 2015)。而其胚胎表面透明的特性，使研究者容易觀察其形態及發育

狀況(Truong et al., 2011)。 
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斑馬魚毛細胞 

斑馬魚胚胎側線毛細胞能感應機械波(Mechanical wave)，用於偵測水波的頻

率及方向(Favre-Bulle et al., 2020)，使斑馬魚能快速逃跑或幫助其社交行為(Butler 

and Maruska, 2016; Mirjany et al., 2011)，為其生存不可或缺之功能。 

在毛細胞上具有纖毛束，外力撥動纖毛時，上面的機械性感測傳導通道

(Mechanotransducer channel, MET channel)會開啟，導致毛細胞去極化，進而釋放

神經傳導物質，將訊息傳遞至大腦(LeMasurier and Gillespie, 2005; Ottersen et al., 

1998)。另外，先前研究認為由奈米銀會經由MET通道或藉由內吞作用進入魚

體，是奈米銀暴露的途徑之一(Yen et al., 2019)。 

而毛細胞直接暴露在水體中的性質，使其能被使用在偵測水體中由環境變化

(Lin et al., 2019; Scholik and Yan, 2001)、藥物(Ou et al., 2009; Thomas et al., 2013; 

Yen et al., 2019)或汙染物(McNeil et al., 2014; Yen et al., 2019)帶來的危害。 

 

斑馬魚離子細胞 

斑馬魚具富含粒腺體細胞(Mitochondria-rich cell, MRC)又稱為離子細胞(Perry 

et al., 1992)，能幫助魚類離子吸收及排酸(Hwang, 2009; Lin et al., 2006; Yan and 

Hwang, 2019)。為了維持魚體內滲透壓，離子細胞分布於魚鰓或胚胎體表，導致

其直接暴露於水體之中。因此，可用於觀察環境汙染物對魚類之影響(Hung et al., 

2019; Lee et al., 2019)。 

在斑馬魚具有五型離子細胞，因細胞表現不同的運輸蛋白，使其具有不同的

功能。其中，以 HRC(H+-ATPase-rich cell)為主要的排酸細胞(Horng et al., 2009; 

Lin et al., 2006)，斑馬魚可藉由調控其細胞數目幫助自身適應酸環境。在 HRC的

細胞頂膜上具有 HA、NHE及 Rhcg蛋白協助運送氫離子離開魚體(Lin et al., 2006; 

Yan et al., 2007)。在青鱂魚(Medaka, Oryzias latipes)、虹鱒(Rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss)及吳郭魚等物種中，HA已被證實與魚類的排酸功能相關

(Galvez et al., 2002; Hiroi et al., 2008; Lin et al., 2012)。也有研究發現利用
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bafilomycin抑制 HA蛋白功能(Kumai and Perry, 2011)，或利用基因減弱(Gene 

Knockdown)技術減低 atp6v1a基因表現量後，皆會顯著抑制其排酸功能(Horng et 

al., 2007)。 

而 NaRC (Na+–K+-ATPase-rich cell)為另一型離子細胞，此細胞主要與斑馬魚

的鈣離子吸收有關(Lin and Hwang, 2016)。在此細胞頂膜上有鈣離子通道蛋白

(Apical epithelial Ca2+ channel, ECaC)，能吸收水體中的鈣離子(Pan et al., 2005)，

再藉由表現於基部的 PMCA (Plasma membrane Ca2+-ATPase)及 NCX (Na+/Ca2+ 

exchanger)蛋白將鈣離子運輸進入魚體(Liao et al., 2007)。 

 

氧化壓力與細胞死亡機制 

活性氧類(Reactive oxygen species, ROS)是細胞進行有氧代謝過程中的副產

物，其包含了氧離子、過氧化物和含氧自由基等。ROS在正常的細胞中能用於訊

號傳導(Apel and Hirt, 2004; Mittler, 2017)，以維持細胞的正常功能或汰換老舊細

胞。然而，過多的 ROS會導致細胞的氧化壓力程度提高，造成 DNA、脂質及蛋

白質等結構破壞，進而導致細胞的損傷或死亡(Finkel, 2003; Schieber and Chandel, 

2014)。 

細胞死亡的原因有很多，可大致分為細胞壞死(Necrosis)、吞噬作用

(Autophagy)以及細胞凋亡(Apoptosis)，其導致死亡的機制與細胞死亡的型態有所

不同(Galluzzi et al., 2007; Hotchkiss et al., 2009; Majno and Joris, 1995)。其中，吞

噬作用與細胞凋亡機制皆為計畫性細胞死亡(Programmed cell death)，會受到基因

調控影響(Elmore, 2007)。 

細胞凋亡這個詞最早是由 Kerr、Wyllie與 Currie在 1972年所運用，用於區

分與細胞壞死不同的細胞死亡型態。除此之外，他們也認為在胚胎發育與組織、

細胞更新過程中，細胞凋亡是非常重要的機制(Kerr et al., 1972)。細胞凋亡的過程

中，染色質及細胞質濃縮會導致細胞型態變得不規則(Elmore, 2007)，而凋亡小體

(Apoptosome)的形成也是細胞凋亡的特色(Riedl and Salvesen, 2007)。目前 ROS被
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認為會誘導細胞凋亡(Kannan and Jain, 2000)，在癌症治療中也有利用增加 ROS誘

發癌細胞進行細胞凋亡的案例(Perillo et al., 2020; Zou et al., 2017)。 
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研究目的 

奈米銀材料被廣泛使用，相關產品於製造、清洗及丟棄後會導致奈米銀釋放

至環境中。而其材料表面銀離子會造成環境汙染，為奈米銀主要毒性來源。另

外，環境 pH值低於 5的淡水酸化現象趨於普遍，造成淡水魚可能同時暴露於銀

及酸的共汙染環境。而目前對於銀離子是否影響魚類適應酸環境，以及酸環境是

否會加劇銀離子之毒性並無研究進行深入探討。本研究預期：1. 酸環境會對斑馬

魚胚胎發育造成壓力，導致與銀離子共處理後對胚胎的影響更加明顯。2. 銀離子

會損害離子細胞的調節功能，導致胚胎在適應酸環境時更加困難。3. 銀離子會藉

由增加氧化壓力誘導細胞凋亡，導致離子細胞損害。為了驗證此假說，本研究以

斑馬魚為水生生物模式，藉由觀察不同的發育指標，評估銀離子在不同酸鹼值環

境中對胚胎發育影響的差異，並利用染劑、抗體以及偵測胚胎內離子含量的技

術，觀察離子細胞損傷及離子調節情形，藉以評估銀離子是否會影響胚胎適應酸

環境。另外，本研究也設計暴露 30分鐘或 2小時的連續性實驗，以理解銀離子

對離子細胞之損害機制。 
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實驗設計流程圖 
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實驗設計 

實驗一：96小時處理對斑馬魚胚胎死亡及發育之影響 

本實驗將斑馬魚胚胎暴露於含有 0、0.1及 0.25 ppm AgNO3 之 pH 5或 pH 7

溶液中。觀察暴露 96小時後對於斑馬魚胚胎發育毒性指標之損傷程度，藉以評

估 AgNO3於不同 pH值環境中之毒性差異。 

 

1-1：觀察 7天處理對各組斑馬魚胚胎死亡率之影響 

每日更換馴養斑馬魚胚胎之溶液，以避免代謝物或死亡個體影響水質，並記

錄當日累積死亡率至第 7天(0~7 dpf)。 

 

1-2：觀察 96小時處理對各組斑馬魚胚胎發育指標影響之差異 

為了評估 AgNO3於 pH 5及 pH 7環境中對斑馬魚胚胎發育之影響差異，本實

驗觀察各組胚胎型態，並測量各組胚胎體長及卵黃囊面積。 

 

1-3：觀察 96小時處理對各組斑馬魚胚胎內耳系統影響之差異 

本實驗將斑馬魚胚胎暴露於含有 0、0.1及 0.25 ppm AgNO3 之 pH 5或 pH 7

溶液中。藉由觀察暴露 96小時後對於斑馬魚胚胎耳石及耳石囊面積，評估銀離

子對斑馬魚胚胎內耳系統的影響。 

 

1-4：觀察 96小時處理對各組斑馬魚胚胎側線系統影響之差異 

為比較 AgNO3於 pH 5或 pH 7環境中對於斑馬魚胚胎側線發育的影響，本實

驗以 FM1-43染劑進行活體螢光染色，觀察其側線神經丘數以及 L1神經丘上的毛

細胞數量。 
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實驗二：96小時處理對斑馬魚胚胎離子調控之影響 

本實驗將斑馬魚胚胎暴露於含有 0、0.1及 0.25 ppm AgNO3 之 pH 5或 pH 7

溶液中。觀察暴露 96小時對於斑馬魚胚胎卵黃囊表面離子細胞之影響，並探討

胚胎於不同組別中離子調控功能之差異。 

 

2-1：觀察 96小時處理對各組斑馬魚胚胎離子細胞變化之影響 

為了探討 AgNO3於不同 pH值環境下對斑馬魚胚胎離子細胞之傷害差異，本

實驗先利用 SEM技術觀察各組胚胎離子細胞開口面積大小，再利用 Rhodamine 

123染劑進行活體染色以觀察其形態及數目變化。 

 

2-2：觀察 96小時處理後各組斑馬魚胚胎離子調節差異 

為了探討 AgNO3於不同 pH值環境下對斑馬魚胚胎離子調節功能之損害，本

研究利用免疫細胞組織染色法觀察 NaRC及 HRC之型態及數目變化。再利用

ICP-MS技術分析各組胚胎體內銀離子累積量及鈉、鈣離子含量。 

 

實驗三：探討銀離子損害斑馬魚胚胎離子細胞之機制 

為理解銀離子損害離子細胞之機制，本實驗將 72 hpf斑馬魚胚胎暴露於含有

0、0.1及 0.25 ppm AgNO3 之 pH 5或 pH 7溶液中，觀察暴露 30分鐘及 2小時內

各組胚胎離子細胞數目、細胞氧化壓力程度及細胞凋亡訊號的連續性變化。 
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3-1：觀察 30分鐘處理後斑馬魚胚胎離子細胞數目、氧化壓力程度及

細胞凋亡訊號變化 

短期暴露 30分鐘後，以 Rhodamine 123標定具粒線體之離子細胞，觀察離子

細胞型態及數目變化。除此之外，以 CellROX訊號評估各組離子細胞氧化壓力程

度差異。而 AO可標定進行細胞凋亡之細胞，以評估離子細胞狀態。 

 

3-2：觀察 2小時處理後斑馬魚胚胎離子細胞數目、氧化壓力程度及細

胞凋亡訊號變化 

短期暴露 2小時後，以 Rhodamine 123標定具粒線體之離子細胞，觀察其形

態及數目變化。另外，以 CellROX評估各組胚胎離子細胞氧化壓力程度差異。而

AO可標定進行細胞凋亡之細胞，以評估離子細胞狀態。 
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材料與方法 

一、實驗動物 

本次實驗動物為斑馬魚仔魚(Danio rario, AB strain)。親代飼養於光週期為白

日 14小時與黑暗 10小時之 28 ℃水域中。每日產卵，取成功受精的卵放置於 24

孔盤中(JET Biofil)，每一孔放入十顆卵與 1 mL馴養液體，每日換水以保持孔內

環境。仔魚馴養時間為:一天內(暴露階段：72~96 hpf, hour post fertilization)或四天

(暴露階段：4~100 hpf)後觀察各項指標，期間均無餵食。本實驗所使用之斑馬魚

仔魚並不列入動物保護或福利之相關規範，但所有實驗程序皆參考台灣《動物保

護法》相關規定。 

 

二、馴養水體 

本實驗銀離子之來源為硝酸銀(Silver nitrate, Sigma-Aldrich)，其在水中會解離

出銀離子(Ag+)與硝酸根(HNO3
-)。實驗暴露濃度為 0、0.1及 0.25 ppm。各組別暴

露溶液配置方法為：以含有 0.5 mM NaCl、0.2 mM CaSO4、0.2 mM MgSO4、0.16 

mM KHPO4、0.16 mM K2HPO4之人工馴養水(Normal water, NW)做為控制組馴養

水體。配置 1000 ppm AgNO3溶液後，序列稀釋至所需濃度。酸組別與正常環境

分別以 4-morpholineethanesulfonic acid (MES, Sigma，稀釋倍率為 1:100)或 4-

morpholinepropanesulfonic acid (MOPS, Sigma，稀釋倍率為 1:100)做為緩衝溶液，

以維持其環境 pH值。最後以硝酸(HNO3)或氫氧化鈉(NaOH)調整溶液酸鹼值至

pH 5或 pH 7。 
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三、斑馬魚胚胎死亡率計算 

斑馬魚胚胎暴露於含有 0、0.1及 0.25 ppm AgNO3之 pH 5或 pH 7環境七天

(0~7 dpf)，每日觀察其死亡率，並記錄其累積死亡率。本實驗以心跳停止評估個

體是否死亡。 

 

四、斑馬魚胚胎發育指標分析 

斑馬魚胚胎進行體長及卵黃囊面積測量前，皆以 0.1 mg/L ethyl 3-

aminobenzoate methanesulfonate (MS222) (tricaine, Sigma-Aldrich)麻醉，利用裝有

相機(ILCE-6300, Sony)之顯微鏡(Stemi 508 Oberkochen, Zeiss)拍攝。體長測量標

準：由斑馬魚胚胎嘴連接至尾部末端；卵黃囊面積測量標準：以卵黃棒加上卵黃

囊之區域，並不包含魚鰾。 

耳石囊及耳石面積測量前，也先以 0.1 mg/L MS222麻醉斑馬魚胚胎，再以裝

有相機(α 6300, Sony)之顯微鏡(BX51, Olympus)進行觀測。耳石囊(Otic vesicle)面

積測量標準：斑馬魚耳石囊外圍，且皆以胚胎左側內耳之耳石囊進行觀察；耳石

面積測量標準：測量矢狀耳石(Saccular otolith)之面積。 

 

五、斑馬魚胚胎活體螢光染色 

斑馬魚胚胎側線毛細胞及神經丘數量測量前，先浸泡於含有 3 μM之 FM1-43 

(以 DMSO配置 3 mM stock，使用前以 NW稀釋 1000倍，Molecular Probes, 

Eugene)進行染色 1.5分鐘。 

斑馬魚胚胎卵黃囊表皮離子細胞以 52 μM Rhodamine 123 (以酒精配置 2.6 

mM stock，使用前以MS222稀釋 50倍，Sigma-Aldrich)進行染色 15 min。 

離子細胞之氧化壓力程度以 5 μM CellROX Green (CellROX, Thermo Fisher 

Scientific)與 1 μM MitoTracker Red CM-H2Xros (MitoTracker, Thermo Fisher 
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Scientific)共染 15分鐘。其 stock濃度分別為 2.5 mM以及 1 mM，使用前以 NW

稀釋 500及 1000倍。 

斑馬魚胚胎卵黃囊之細胞凋亡訊號以 Acridine Orange hemi (zinc chloride) salt 

(AO, Sigma-Aldrich)為染劑。先配置成 27 mM stock再以 NW稀釋 1000倍使用，

染色 15分鐘。 

斑馬魚胚胎染色全程於室溫下避光操作，利用染劑染色後先以 NW清洗三次

後以MS222麻醉，再放置於玻片上觀察，並利用裝有相機(EOS 550D, Canon)之

螢光顯微鏡(BX51, Olympus)進行拍攝。 

 

六、免疫細胞組織染色 (Whole mount immunocytochemistry, ICC) 

免疫細胞組織染色前須先以 PBST (PBST: 0.2 % Tween-20, 1.4 mM NaCl, 0.2 

mM KCl, 0.1 mM Na2HPO4, and 0.002 mM KH2PO4；pH 7.4)將胚胎表面清洗乾淨

後，將斑馬魚胚胎放置於 Paraformaldehyde 4 % (P4, Sigma-Aldrich)固定 2 h，後序

列遞增 25 %、50 %、75 % 至 95 %乙醇。接著樣品以濃度梯度置換至 PBST後清

洗一次，並以 100 ml/L blocking solution (Roche)浸泡 2 h以避免非專一性拮抗。再

以 PBST清洗一遍後加入 NKA一級抗體(Mouse monoclonal anti-5α, PBST 1:200稀

釋)或 HA一級抗體(Killifish polyclonal anti-A subunit of H+-ATPase, PBST 1:200稀

釋)並且放置於 4 ℃冰箱至隔夜。接著以 PBST清洗表面排除多餘一抗，後加入二

級抗體 2小時。NKA (Anti-mouse IgG H+L conjugated with Alexa Fluor 568, PBST 

1:200稀釋)，HA (Anti-rabbit IgG H+L conjugated with Alexa Fluor 488, PBST 1:200

稀釋)。實驗全程皆須放置於 shaker搖晃，二抗後實驗步驟全程需避光操作。最

後將樣本放置玻片上，利用裝有相機(EOS 550D, Canon)之螢光顯微鏡(BX51, 

Olympus)進行拍攝。 
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七、電感耦合電漿體質譜法 (Inductively coupled plasma mass 

spectrometry, ICP-MS) 

將 4 dpf斑馬魚胚胎以 Deuterium-depleted water (DDW)清洗過後，每樣本內

放置 3隻胚胎。以 50 μl 100 %硝酸(J.T Baker)將樣本放置於 60°C硝化。隔日加入

2450 μl之 DDW稀釋至 2 %，再以 2 %硝酸稀釋至不同濃度樣本(鈉、鈣稀釋比例

為 10:25；銀離子組並無再稀釋)以維持其濃度於標準曲線內，且不會超過上機濃

度上限(200 ppb)。上機標準曲線製備以鈉、鈣、銀離子校正液(Sigma-Aldrich)以 2 

%硝酸配置成 1000 ppb濃度，再稀釋至 0、25、50、100及 200 ppb(鈉、鈣校正曲

線)或 0、0.001、0.1、1及 10 ppb(銀校正曲線)。裝取各樣本之試管皆以 2 %硝酸

浸泡一周，以清除試管管壁上之鈉、鈣離子。最後以 ICP-MS機器(Agilent 7800 

ICP-MS)進行液體內離子濃度測定。 

 

八、掃描式電子顯微鏡 (Scanning electron microscopy, SEM) 

將樣本洗淨後浸泡於 P4G5 (PBS-buffered 4 % paraformaldehyde-5 % 

glutaraldehyde)中固定至隔日後以 PBS洗淨，接下來浸泡於含有 2 % osmium 

tetroxide之 0.1 M cacodylate buffer中固定 2 h。再以 cacodylate buffer沖洗後以乙

醇將樣本脫水，接下來利用 K850 critical point drier (Quorum Technologies)中液態

二氧化碳進行乾燥。乾燥後樣本排列整齊並利用 vacuum evaporator (IB-2, Hitachi)

將其表層鍍上金-鈀絡合物，最後以 SEM機器(S-2400, Hitachi)做表皮細胞開口之

觀察。 

 

九、實驗數據分析 

所有相片皆以 ImageJ軟體(http://imagej.nih.gov/ij/)進行測量，包含長度、面

積、細胞密度、螢光亮度等。測量後數值以 GraphPad Prism 7軟體

(https://www.graphpad.com/)進行統計。統計圖表皆以平均值±標準誤差(Standard 

error of the mean, SEM)標示，以 Two-way ANOVA進行分析。不同 pH值環境間
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比較達到統計顯著差異為 p value小於 0.05(#)、0.01(##)及 0.001(###)；同酸鹼值

環境中不同 AgNO3濃度相較控制組達到統計顯著差異為 p value小於 0.05 (*)、

0.01(**)及 0.001(***)。 
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結果 

結果一：96小時處理對斑馬魚胚胎死亡率及發育之影響 

1-1：斑馬魚胚胎累積死亡率 

每日累積死亡率紀錄於圖 1A及 B。控制組在不同 pH值環境中每日累積死亡

率皆小於 20 %。在 pH 7環境的 0.1 ppm AgNO3組別死亡率與控制組相近(圖

1A)，而 0.25 ppm AgNO3組別在暴露 2天後，其死亡率開始顯著上升，在第 4天

達到 40 %，且在之後提升至 100 %。 

而 pH 5環境下與 0.1 ppm AgNO3在共暴露的前 4天，其死亡率亦無顯著上升

情形(圖 1B)。然而，在第 5天後累積死亡率有隨時間顯著增長的趨勢，且在第 7

天達到 80 %。而 0.25 ppm AgNO3共處理組別，其累積死亡率上升幅度更大也更

快，在暴露第 2天即顯著增加，並持續到第 4天。而第 5天之後，其累積死亡率

提升至接近 100 %。 

由此結果可知：斑馬魚胚胎可以順利地適應 pH 5的環境，而死亡率會隨著

銀離子濃度增加而升高。另外，在酸環境下較低濃度的銀離子暴露即可顯著增加

胚胎死亡率。 

 

1-2：斑馬魚胚胎體長及卵黃囊面積 

暴露 96 h後觀察各組胚胎型態(圖 2A)，並測量體長(圖 2B)及卵黃囊面積(圖

2C)。由圖 2A的型態圖片觀察，可發現控制組在不同酸鹼值環境下的體長及卵黃

囊型態差異不大，而銀離子暴露後胚胎的體長有縮減以及卵黃囊增大的趨勢，且

在 0.25 ppm AgNO3組別最明顯。 

由統計結果可得知 pH 7環境中控制組的平均體長為 3.41 mm (圖 2B)，0.1 

ppm AgNO3之組別與控制組相比，體長有稍微下降的趨勢，而 0.25 ppm AgNO3

共暴露後使胚胎的平均體長顯著下降至 3.26 mm (p<0.001)。相較之下，pH 5控制

組的平均體長為 3.48 mm，有較 pH 7長的趨勢(圖 2B)。在 0.1 ppm AgNO3共暴露
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後導致體長顯著下降至 3.4 mm (p=0.0481)，而 0.25 ppm組別下降幅度更為明顯，

其平均體長下降至 3.18 mm (p<0.001)。總體來說，體長主要受到銀離子的影響 

(圖 2B)。而酸組別中胚胎體長下降的幅度較大，且在較低濃度之組別即達到顯著

差異，表示酸環境會增加銀離子對斑馬魚胚胎體長的影響。 

胚胎卵黃囊面積在統計後的結果顯示在圖 2C，其趨勢與體長不同。從統計圖

可以得知 pH 7環境中，控制組的卵黃囊平均面積為 0.27 mm2，在 0.1 ppm AgNO3

共暴露後其面積有稍微增加的趨勢，然並無達到顯著，而 0.25 ppm AgNO3組別則

有顯著增加(p<0.001)。在 pH 5環境卵黃囊面積變化趨勢與 pH 7相似(圖 2C)，其

控制組的平均面積為 0.24 mm2，在 0.1 ppm AgNO3共暴露後導致胚胎卵黃囊面積

顯著增加(p=0.0176)，而 0.25 ppm AgNO3共暴露後的增加幅度更大 (p<0.001)。有

趣的是，在不同濃度硝酸銀組別中，酸環境的卵黃囊面積皆顯著小於 pH 7 (圖

2C)。此結果表示銀離子濃度以及環境酸鹼值皆會影響卵黃囊。另外，酸環境中

較低濃度的銀離子共暴露後即達到顯著差異，表示酸環境會增加銀離子對卵黃囊

的影響。 

 

1-3：斑馬魚胚胎耳石囊及耳石面積 

在暴露 96 h後觀察胚胎左側內耳型態(圖 3A)，並測量其耳石囊(圖 3B)及矢

狀耳石面積(圖 3C)。由圖 3A的型態照片可發現控制組在不同酸鹼值環境中的耳

石囊及矢狀耳石型態差異不大，然而在銀離子暴露後，其耳石囊以及矢狀耳石的

面積有縮小的趨勢，在 0.25 ppm AgNO3組別最明顯，且耳石囊結構出現較鬆散的

情形。 

耳石囊面積量化後顯示於圖 3B。pH 7環境下控制組的耳石囊平均面積為

0.03 mm2，在 0.1 ppm AgNO3共處理後其面積有稍微下降的趨勢，然並無顯著差

異，而 0.25 ppm AgNO3組別則顯著下降至 0.02 mm2 (p<0.001)。相較之下，pH 5

組別的控制組耳石囊面積有較 pH 7組別大的趨勢，然並無達到顯著差異。而 0.1 

ppm AgNO3共處理之面積顯著下降至 0.029 mm2 (p=0.0518)，在 0.25 ppm AgNO3

組別下降之趨勢更加明顯，其平均面積低至 0.02 mm2 (p<0.001)。在結果中可以發
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現，耳石囊面積主要受到銀離子濃度之影響，而不同濃度硝酸銀組別中的 pH 5

及 pH 7間並無顯著差異，顯示環境酸鹼值對耳石囊的影響較低。而值得注意的

是，酸組別中胚胎的耳石囊面積在較低濃度之組別即顯著下降，表示酸環境會增

加銀離子對斑馬魚胚胎耳石囊發育的影響。 

在耳石的結果標示於圖 3C。在 pH 7環境中的控制組面積約為 0.003 mm2，

加入 0.1 ppm AgNO3後導致面積顯著縮小，而 0.25 ppm AgNO3組縮小的幅度更加

明顯，其面積下降至 0.001 mm2。而 pH 5環境中矢狀耳石的變化趨勢與 pH 7類

似，其控制組耳石面積與 pH 7相比有稍大的趨勢，然並無顯著差異。在加入 0.1 

ppm AgNO3後矢狀耳石顯著縮小，而 0.25 ppm AgNO3 共暴露後導致縮小趨勢更

加顯著，其面積甚至低於 0.001 mm2。由此結果可得知銀離子對耳石的影響較環

境酸鹼值大。除此之外，0.25 ppm AgNO3濃度中 pH 5組的耳石面積顯著小於 pH 

7組(p=0.0428)，顯示酸環境會加劇銀離子對於矢狀耳石的影響。 

 

1-4：斑馬魚胚胎側線神經丘及 L1毛細胞數目 

胚胎側線上的神經丘以 FM1-43染劑進行標記(圖 4A白色箭頭)，並觀察 L1

神經丘之毛細胞型態後(圖 4A L1標示，放大後為圖 4B)，分別計算各組胚胎在暴

露 96 h後的側線神經丘數目(圖 4C)以及 L1毛細胞數(圖 4D)。由圖 4B可以觀察

到控制組在酸環境中毛細胞數目較 pH 7組低，而銀離子濃度亦會影響毛細胞數

量。 

而圖 4C統計結果顯示 pH 7環境中控制組的側線神經丘平均數目約為 10

個，在 0.1 ppm AgNO3共暴露後顯著下降，而 0.25 ppm AgNO3組別下降幅度更大

(p<0.001)。相較之下，pH 5環境中控制組的側線神經丘數目低於 pH 7 

(p=0.0161)，在 0.1 ppm AgNO3共處理後有稍微降低的趨勢，然並無達到顯著。而

0.25 ppm AgNO3共暴露後達到顯著。 

而 L1毛細胞數目的統計結果顯示於圖 4D。在 pH 7環境之控制組 L1毛細胞

數目約為 10顆，0.1 ppm AgNO3共處理後並無顯著影響，而 0.25 ppm AgNO3共

暴露後其數目顯著下降 (p<0.001)。在 pH 5環境中的控制組與 pH 7相比有稍低之
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趨勢，但並無顯著差異。而 AgNO3共處理之後皆導致毛細胞數目顯著下降

(p<0.001)，值得注意的是，在 0.25 ppm AgNO3與酸環境共暴露的組別，相較 pH 

7組別有稍低之趨勢。 

由結果可得知銀離子會影響胚胎側線發育，而酸環境對側線神經丘的影響較

毛細胞明顯。值得注意的是，在 pH 5環境下較低濃度的銀離子即造成毛細胞數

量顯著下降，表示酸環境會增加銀離子對毛細胞的影響。 

 

結果二：96小時處理對斑馬魚胚胎離子調控之影響 

2-1：斑馬魚胚胎離子細胞頂膜開口面積 

利用 SEM技術觀察胚胎卵黃囊表面離子細胞開口型態(圖 5A)，並計算其開

口面積(圖 5B)。在圖 5A的型態照片中可以觀察到控制組在酸環境中開口面積較

pH 7大，且開口變大的細胞皆為篩狀。然而在銀離子加入後，其開口面積有縮小

的趨勢。 

而圖 5B的統計結果可得知：在 pH 7環境中控制組開口面積約為 20 μm2，而

0.1及 0.25ppm AgNO3共處理後使開口面積顯著下降至 33 %及 53 %。pH 5環境

中控制組的離子細胞開口面積為 37.5 μm2，顯著較 pH 7大(p=0.0019)，然而 0.1

及 0.25 ppm AgNO3暴露使離子細胞開口顯著縮小至 22 %及 21 % (p<0.001)，且與

pH 7組相近。 

此結果可推知在酸環境中離子細胞頂膜開口會變大，而銀離子暴露後迫使開

口縮小，影響離子細胞的排酸或離子調節功能。另外，酸組別的開口面積縮小幅

度較多，表示銀離子在酸環境中造成的影響更大。 

 

2-2：斑馬魚胚胎離子細胞型態及數目 

利用 Rhodamine 123染劑標定斑馬魚胚胎離子細胞，在觀察其型態(圖 6A)後

以白色箭頭標示部分變形離子細胞，並計數各組細胞數目(圖 6B)及計算變形細胞
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之比例(圖 6C)。在圖 6A的部分，可以觀察到控制組的細胞型態為圓形，且在不

同酸鹼值環境中的數目相近。而銀離子加入後，有部分離子細胞型態出現變異。

且隨著濃度增加，離子細胞數目有減少的趨勢。 

離子細胞數目計算結果顯示於圖 6B。數據顯示控制組的離子細胞數目在不同

環境酸鹼值中並無顯著差異，且不論 pH 5或 pH 7環境中加入 0.1ppm及 0.25 

ppm AgNO3皆會導致離子細胞數目顯著下降。而從圖 6C可以得知控制組並無離

子細胞型態變異，而隨著 AgNO3濃度增加，其變形比例有顯著增高之趨勢，在不

同酸鹼值環境中，0.1 ppm及 0.25 ppm AgNO3的變形比例皆接近 20 %及 50 %。

此結果表示離子細胞的數目及型態變化主要受到銀離子影響，而酸環境中對銀離

子影響並無增加的趨勢。 

 

2-3：斑馬魚胚胎 NaRC細胞型態及數目 

利用免疫細胞組織染色法標記 NaRC後，觀察其細胞型態(圖 7A)並以紅色箭

頭標示變形之細胞，再計算各組 NaRC細胞數目(圖 7B)。從圖 7A染色結果照片

可以發現，控制組的細胞型態在不同酸鹼值環境中皆接近圓形，而 AgNO3暴露會

造成 NaRC型態變異以及對細胞數目產生影響。 

量化後結果顯示於圖 7B。pH 7環境下 NaRC數目在 0.1 ppm AgNO3共暴露

後顯著增加，而 0.25 ppm AgNO3組別 NaRC數目與控制組相近。在 pH 5環境中

控制組的 NaRC細胞數目顯著高於 pH 7，而 0.1 ppm AgNO3共暴露也會刺激其分

化，且增加幅度更勝 pH 7 (p= 0.0013)。然而，在 0.25 ppm AgNO3共處理後其數

目顯著下降，且較 pH 7組更低(p<0.001)。 

由此結果可以推斷出：斑馬魚胚胎能藉由增加 NaRC以適應酸環境，且低濃

度銀離子亦會刺激 NaRC的分化。然而，胚胎無法適應 0.25 ppm AgNO3環境，導

致其數目顯著下降，且此現象在酸環境中更加明顯，凸顯胚胎在酸及銀離子共暴

露環境中適應的困難。 
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2-4：斑馬魚胚胎 HRC細胞數目 

利用免疫細胞組織染色技術標記 HR細胞，觀察其形態(圖 8A)並測量其細胞

數目(圖 8B)。由圖 8A的型態結果可以發現，在酸環境中 HRC的數目有較多的趨

勢，而在不同酸鹼值環境中加入銀離子皆會導致 HRC數目下降，且出現訊號破

碎情形(白色箭頭)，然並無細胞型態變異之狀況出現。 

而圖 8B量化的結果顯示，pH 7環境中 0.1 ppm與 0.25 ppm AgNO3共暴露

後，皆導致細胞數目顯著下降。而 pH 5環境中控制組的 HRC細胞數目顯著較

pH 7多(p<0.001)，在 0.1 ppm AgNO3共處理後，其細胞數有降低的趨勢，然並無

達到顯著差異。然而，在 0.25 ppm AgNO3共暴露後其數目顯著下降，且較 pH 7

組更少(p=0.0049)。此結果指出酸環境會刺激斑馬魚胚胎 HRC分化，而銀離子濃

度會影響其細胞數目，且在酸環境下產生的危害更大。 

 

2-5：斑馬魚胚胎體內銀、鈉及鈣離子含量 

以 ICP-MS技術測量各組胚胎體內銀(圖 9A)、鈉(圖 9B)及鈣離子(圖 9C)含

量。銀離子含量結果顯示控制組中並無銀離子的存在，而在不同酸鹼值環境中加

入 0.1ppm及 0.25 ppm AgNO3後，胚胎體內銀離子累積量隨之上升。值得注意的

是，在 pH 7環境中胚胎銀離子的累積量有較高的趨勢。 

鈉離子含量結果則呈現於圖 9B。pH 7環境中的鈉離子含量在 0.1ppm AgNO3

共暴露後顯著減少，且 0.25 ppm AgNO3組別下降的幅度更大(p<0.001)。而 pH 5

環境中控制組的鈉離子含量與 pH 7組相比並無顯著差異，在加入 0.1 ppm AgNO3

共暴露後並無顯著影響，然而，0.25 ppm AgNO3共處理後導致鈉含量顯著減少

(p<0.001)，且較 pH 7有稍低的趨勢。 

而鈣離子含量結果呈現於圖 9C。pH 7環境的鈣含量在 AgNO3暴露後皆有下

降的趨勢，然與控制組比並無顯著差異。而 pH 5環境中控制組鈣含量較 pH 7稍

低，在 0.1 ppm AgNO3暴露後亦出現下降的趨勢，值得注意的是：在 0.25 ppm 
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AgNO3共暴露後，造成鈣離子含量顯著下降，且相較 pH 7組別顯著更低

(p=0.0072)。 

由 ICP-MS結果可以推知：胚胎體內銀離子累積量會隨 AgNO3濃度增加，且

在 pH 7環境下更為明顯。而胚胎鈉離子含量會受到銀離子濃度的影響而降低。

最後，銀離子對胚胎鈣離子含量之影響較不明顯，但在酸環境中有加劇的情形。 

 

結果三：30分鐘及 2小時處理胚胎離子細胞之變化 

3-1：30分鐘處理對斑馬魚胚胎離子細胞之變化 

將 72 hpf斑馬魚胚胎暴露於各組別 30分鐘，以 Rhodamine 123標定卵黃囊

離子細胞，觀察其型態及數目變化；以 CellROX與MitoTracker共染，以標定具

氧化壓力之離子細胞，並由 CellROX螢光訊號數目及強度評估其氧化壓力程度；

以 AO標定細胞凋亡訊號，並計算其細胞凋亡訊號數目。圖 11A的 CellROX及

MitoTraker共染照片可以發現，CellROX訊號(綠色)皆與MitoTraker訊號(紅色)重

疊(Merge圖片中之白色箭頭)。為避免圖片過於雜亂，所有氧化壓力相關照片皆

以 CellROX染色結果呈現。 

結果顯示，斑馬魚胚胎離子細胞型態於 30分鐘暴露後並無明顯變化，而銀

離子會造成其數目下降(圖 10A)。量化後的結果顯示於圖 10B。在 pH 7環境中加

入 0.1 ppm AgNO3會使其數目有減少的趨勢，但與控制組相比並無顯著差異。而

0.25 ppm AgNO3共暴露後細胞數目顯著下降，且較酸組別更低(p=0.0024)。在 pH 

5環境下控制組的細胞數目有較 pH 7組高之趨勢，然而，在 0.1 ppm AgNO3共暴

露後即顯著減少，且下降幅度在 0.25 ppm AgNO3組別更加明顯(p<0.001)。 

暴露 30分鐘後 CellROX染色結果顯示於圖 11B，隨著銀離子濃度增加，其

訊號的亮度及數目有上升之趨勢。而將各組離子細胞的氧化壓力程度量化後呈現

於圖 11C。由結果可知暴露 30分鐘後，控制組於不同酸鹼值環境中的平均氧化壓

力程度相近。在 pH 7環境中加入 0.1 ppm AgNO3顯著增加離子細胞的氧化壓力程

度(p=0.0015)，而 0.25 ppm AgNO3共處理後增加趨勢更加明顯(p<0.001)。而在 pH 
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5環境中的結果與 pH 7組相似，0.1及 0.25 ppm AgNO3共暴露後，離子細胞的氧

化壓力程度皆顯著上升。 

圖 12A呈現暴露 30分鐘後 AO染色結果。由圖片可知在銀離子共處理後，

有增加細胞凋亡訊號數目的趨勢。而在量化後發現控制組 AO訊號數目在不同酸

鹼值環境間差異不大，且在 AgNO3共處理後 pH 5及 pH 7組都沒有顯著增加(圖

12B)。 

由以上結果可得知：暴露於銀離子環境 30分鐘已經導致離子細胞氧化壓力

程度顯著增加(圖 11B)，雖然無明顯細胞凋亡的訊號(圖 12B)，但已造成離子細胞

損傷(圖 10B)。而在 30分鐘內，環境酸鹼值對離子細胞數目、氧化壓力及細胞凋

亡程度並無顯著影響，也沒有加劇銀離子影響的趨勢。 

 

3-2：2小時處理對斑馬魚胚胎離子細胞之變化 

將 72 hpf斑馬魚胚胎暴露於各組別 2小時，以 Rhodamine 123標定離子細

胞，並觀察其型態(圖 13A)及數目變化(圖 13B)；以 CellROX標定具氧化壓力之

細胞(圖 14A)並量化氧化壓力程度(圖 14B)；以 AO標定細胞凋亡訊號(圖 15A)並

計算其數目(圖 15B)。 

結果顯示，2小時暴露後胚胎離子細胞型態並未產生變異(圖 13A)，而 0.25 

ppm AgNO3組胚胎卵黃囊表面出現破損的情形(圖 13A白色箭頭)。而量化後呈現

於圖 13B，由結果可知：暴露於酸環境 2小時即會刺激離子細胞數目增加，導致

其顯著較 pH 7組別多(p<0.001)。在 pH 7環境中加入 0.1及 0.25 ppm AgNO3皆使

其細胞數目顯著下降，且在 0.25 ppm組別中細胞數目較 pH 5組低。而 pH 5環境

中之趨勢與 pH 7相似，加入 0.1及 0.25 ppm AgNO3共暴露皆使其細胞數目顯著

下降。 

CellROX染色結果呈現於圖 14A。在銀離子共暴露的組別，訊號數目及訊號

亮度有減低的情形。而其量化結果呈現於圖 14B。從結果可得知：控制組的氧化

壓力程度在不同酸鹼值環境中並無顯著差異。pH 7環境中加入 0.1 ppm及 0.25 
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ppm AgNO3後，其氧化壓力有下降的趨勢。而 pH 5環境下氧化壓力程度變化與

pH 7相似，在 0.1 ppm及 0.25 ppm AgNO3共處理後，其氧化壓力程度皆顯著下

降。 

AO染色結果顯示於圖 15A，在銀離子共暴露後細胞凋亡訊號有增加的趨

勢。而量化後的結果呈現於圖 15B。由結果可知控制組的細胞凋亡程度在不同酸

鹼值環境中並無顯著差異，在 pH 7環境中 AgNO3共處理並無顯著影響。而 pH 5

環境中 AgNO3共處理後，AO訊號有增加的趨勢，且在 0.25 ppm AgNO3達到顯

著(p<0.001)。 

由以上結果可知：暴露於銀離子環境 2小時後，離子細胞的氧化壓力程度已

下降(圖 14B)，且細胞凋亡訊號尚未增加(圖 15B)，然而，其離子細胞損害程度較

暴露 30分鐘更加明顯(圖 13B、10B)。另外，在這個時間點，酸環境已經刺激斑

馬魚胚胎離子細胞分化(圖 13B)。除此之外，酸環境中率先出現細胞凋亡程度顯

著上升的情形，顯示銀離子確實會誘導離子細胞進行細胞凋亡，並且在酸環境中

更加明顯。 
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討論 

銀離子對斑馬魚胚胎死亡率之影響 

本研究證實銀離子會造成斑馬魚胚胎死亡，且其影響程度隨著銀離子濃度上

升而增加。其中，可以發現 0.25 ppm AgNO3組別的死亡率在受精後第 2天開始顯

著增加，並第 5天大幅上升。此結果表示暴露前 4天內銀離子的影響會隨時間增

加，且在暴露過程中胚胎受損程度會持續累積，導致第 5天的胚胎無法繼續適應

環境而死亡。而從結果中亦可以得知：酸環境(pH 5)並不會顯著增加胚胎死亡，

但在酸環境中加入較低濃度的銀離子共暴露時，在受精後第 5天胚胎死亡率顯著

增加的情形，表示酸環境會增加銀離子對斑馬魚胚胎的致死性影響。 

而 0.25 ppm AgNO3組別的胚胎在暴露第 4天後大量死亡，因此本研究的實驗

設計著重於前 4天內銀離子對胚胎的影響，試圖解釋銀離子可能的致死原因。另

外，為了訂定實驗濃度，本研究亦嘗試 0.5 ppm AgNO3的暴露濃度，發現在受精

後第 1天的死亡率已超過 40 %且在第 4天全數死亡，導致無法收取胚胎樣本。因

此，本研究挑選 0.1及 0.25 ppm AgNO3作為銀離子的暴露濃度，觀察暴露 4天對

胚胎的影響。 

 

銀離子對斑馬魚胚胎發育之影響 

胚胎體長是重要的發育指標，較短的體長代表胚胎的發育速度較慢，可能導

致胚胎趨於劣勢(Hoare et al., 2000; Polverino et al., 2016)。而本研究結果發現暴露

銀離子環境組別的胚胎體長較短，且隨著濃度增加有更短的趨勢，表示銀離子會

減低胚胎發育速度。先前研究顯示，當環境酸鹼值降至 pH 4時會顯著降低斑馬

魚胚胎體長(Lin et al., 2019)。而本研究將胚胎暴露於 pH 5環境，發現胚胎體長並

無顯著變化。然而，在酸環境中較低濃度銀離子組別即出現體長較短的情形，意

味著酸環境會增加銀離子對胚胎發育的影響。 

而卵黃囊是魚類在胚胎時期主要的營養來源(Gawlicka et al., 2000; Moran Jr, 

2007)，其吸收速率會影響胚胎發育(Fraher et al., 2016)，且卵黃囊異常可能會導致
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魚類疾病(Sant and Timme-Laragy, 2018)。在本研究中發現銀離子暴露組別的卵黃

囊較大，且其面積隨著濃度升高而增加。此結果表示銀離子會降低胚胎的卵黃吸

收速率，進而減緩胚胎發育。特別的是：卵黃囊大小面積在 pH 5組中皆比較

小，表示酸環境可能會增加胚胎的代謝速率，但此推測尚無直接證據，需進行進

一步的驗證。而在酸環境中加入銀離子後，較低濃度的銀即可顯著增加卵黃囊面

積，表示酸環境中會加重銀離子對胚胎發育的影響。 

 

銀離子對斑馬魚胚胎聽覺系統及側線系統之影響 

斑馬魚的耳石與許多生理功能有關，包含感覺聲音、重力及維持肌肉協調

等。耳石是由碳酸鈣和膠狀基質沉積形成的生化礦物結晶(Pannella, 1971)，其體

積會持續增加至特定的年紀，並會隨著魚類的年齡而改變形狀(Whitfield et al., 

2002)。在本研究中銀離子暴露組別的耳石囊及耳石面積較小，表示銀離子會阻礙

胚胎內耳的發育。而在酸環境中會增加低濃度銀離子對耳石囊的影響，且耳石縮

小的幅度較 pH 7環境更加明顯，這些結果皆支持酸環境會增加銀離子對胚胎內

耳系統的危害。 

斑馬魚側線系統與魚類的聽覺有關，和魚類的內耳系統相同，皆能感受水波

(Higgs and Radford, 2013)。在斑馬魚側線上有神經丘，而這些神經丘是由毛細胞

組成。神經丘及毛細胞數量的減少會降低斑馬魚對於環境的偵測能力，進而影響

生存。本研究結果發現銀離子暴露導致胚胎神經丘及毛細胞數目顯著下降，表示

銀離子會阻礙胚胎側線發育。而 pH 5環境也會造成胚胎的神經丘數目下降，且

增加低濃度銀離子對毛細胞的損害，證實酸環境與銀離子共處理對胚胎側線系統

有加成性危害。 

 

銀離子降低斑馬魚胚胎的酸適應功能 

本研究發現酸環境會刺激胚胎離子細胞開口面積增加，表示胚胎會透過調節

開口面積增加排酸功能。然而，銀離子暴露導致離子細胞開口面積顯著縮減，雖
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然在暴露後 pH 5及 pH 7組間面積的並無顯著差異，但與控制組相比酸環境中開

口面積下降的幅度更大，表示酸環境中銀離子對胚胎的影響更嚴重。而酸環境中

斑馬魚胚胎也會藉由刺激離子細胞分化，以增加相關的排酸及離子調節功能。然

而，銀離子暴露後會導致離子細胞損傷，造成細胞數目下降，進而降低胚胎在酸

環境中的適應力。 

而藉由免疫細胞抗體染色法結果可以得知酸環境會刺激 NaRC分化，表示胚

胎需要增加鈣離子吸收。在低濃度的銀暴露後，NaRC也有增加的情形，且在酸

環境中增加的幅度更大，表示胚胎需要分化出更多的 NaRC以適應環境。然而，

在 0.25 ppm AgNO3組別中 NaRC的數目不僅沒有上升，更在酸環境中顯著下降，

代表胚胎已經無法藉由增加 NaRC適應此濃度銀離子所造成的傷害。 

另外，本研究也證實酸環境中胚胎會藉由刺激 HRC的分化以增加排酸，驗

證 Horng等人的研究結果(Horng et al., 2009)。而銀離子暴露會導致 HRC數目減

少，造成胚胎的排酸功能降低，進而阻礙胚胎適應酸環境。 

 

不同酸鹼值環境中銀離子累積量的差異 

根據先前的研究，銀離子會藉由虹鱒魚鰓上的鈉氫交換蛋白進入魚體內(Bury 

and Wood, 1999)。斑馬魚胚胎 HRC上表現的 NHE為鈉離子通道蛋白，在本研究

中發現銀離子會導致 HRC數目顯著下降，且其下降幅度比 NaRC大，表示銀離

子可能是藉由 NHE進入魚體，並連帶造成 HRC的損害。 

先前研究發現酸環境中 HRC頂膜上 HA的增加會伴隨著 NHE表現量下降

(Yan et al., 2007)，因此酸環境中 NHE表現量可能較低，加上銀離子導致的 HRC

數目下降與頂膜開口大幅度縮減，會導致離子細胞上的鈉離子通道數量減少，降

低酸環境組別中銀離子進入的機會，造成其銀離子累積量較低。另外，酸環境也

可能會刺激胚胎的金屬代謝速率，導致銀離子的排出量增加，但此推測尚無直接

的證據，需要日後研究進行更深入的探討。 
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本研究發現酸環境中銀離子累積量較低，但在各項發育指標及離子調節功能

結果，酸與銀離子共暴露組別的影響有較嚴重的趨勢，且在死亡率結果中，酸環

境會增加銀離子的致死性。表示酸環境下對胚胎已經造成壓力，與銀離子共暴露

的環境更不利於胚胎生存，也顯示出體內銀累積量的多寡，不能直接代表胚胎實

際的損害程度。 

 

銀離子對 NaRC及 HRC影響之差異 

離子細胞是由幹細胞(Ionocyte progenitor cell)分化而成(Chang and Hwang, 

2011)，在發育前期 foxi3a (Forkhead-box I transcription factor)基因的表現是離子細

胞幹細胞的特徵之一(Hsiao et al., 2007)，而 gcm2 (Glial cell missing 2)基因的表現

與否影響了 HRC或 NaRC的特化(Chang et al., 2009)。在本實驗中發現銀離子會

使離子細胞數目顯著下降，表示銀離子可能會抑制離子細胞的分化，但詳細的機

制目前尚不清楚。 

本研究中發現銀離子對於 NaRC及 HRC的影響程度不同。從結果可以得知

pH 7環境中低濃度銀離子共暴露後，HRC的數目即大幅減少，表示 HRC對於銀

離子的敏感度高。有趣的是，HRC在酸環境中與低濃度銀離子共暴露後，對

HRC數目並無造成影響，顯示酸環境刺激 HRC分化的路徑，與銀離子造成 HRC

損害的路徑可能是不同的。另外，這些暴露在銀離子環境中的 HRC是否仍然具

有排酸或離子調節的功能，仍須進一步的驗證。 

先前研究指出奈米銀會導致斑馬魚胚胎離子細胞變形(deformed) (Lee et al., 

2019)。本研究發現銀離子亦會刺激離子細胞變形，且其變形比例會隨銀離子濃度

增加而上升，表示銀離子是奈米銀造成細胞變形的主因。另外，本研究也利用免

疫細胞組織染色法證實變形的細胞為 NaRC。這些細胞變異的情形可能是為了增

加 NaRC的接觸面積，以彌補銀離子造成的鈣離子流失。然而，在銀離子暴露的

組別中，胚胎鈣離子含量有下降的趨勢，表示這些變形的細胞可能喪失了部分的

鈣吸收功能。 
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銀離子阻礙斑馬魚胚胎的鈉及鈣離子吸收功能 

本研究發現銀離子會降低胚胎鈉離子含量，且下降的程度隨著銀離子濃度升

高而增加，而 pH 5的酸環境對胚胎的鈉離子含量並無顯著影響，且並無增加銀

離子影響的趨勢。斑馬魚胚胎 HRC上表現的 NHE蛋白為鈉離子吸收的途徑之

一。因此，銀離子導致的 HRC細胞減少，會導致鈉離子通道數目下降，可能是

暴露銀離子後胚胎鈉離子含量降低的原因。 

胚胎的鈣離子含量在銀離子暴露後也有下降的趨勢，且在酸環境中達到顯

著，表示酸環境會增加銀離子對胚胎鈣離子調節功能的損害。斑馬魚胚胎的

NaRC是負責吸收鈣的離子細胞，銀離子暴露會導致 NaRC細胞數目減少，可能

是胚胎鈣離子含量下降的原因。而魚體內鈣離子含量下降，會導致胚胎耳石形成

不易，呼應耳石的實驗結果。從結果中可以推知，藉由損害離子調節功能造成離

子失衡，會是銀離子導致胚胎死亡的主因之一。 

 

銀離子增加離子細胞氧化壓力誘導細胞凋亡 

CellROX常用於偵測離體細胞內的 ROS，包含氧離子、過氧化物和含氧自由

基等(Davison et al., 2013; Liu et al., 2014; Okamura et al., 2014)。由 CellROX與

MitoTracker共染結果中可觀察到 ROS訊號主要位於離子細胞的細胞核，且大量

與MitoTracker訊號重疊，表示氧化壓力確實由離子細胞產生。而在實驗過程

中，不同時間點下控制組的 CellROX染色數目及螢光強度不一致，表示絕對定量

結果無法直觀地比較不同時間點的變化差異。因此本實驗採取相對定量的方式，

以 pH 7控制組為基準進行比較，可較客觀地觀察各組氧化壓力程度變化。 

AO則是常用的細胞凋亡染劑(Mirrett, 1982)，其能鑲嵌在鹼基對之間。當細

胞進行細胞凋亡時，其細胞核的 DNA會斷裂(Bortner et al., 1995)，因此可以利用

AO標定正在進行細胞凋亡的細胞。目前 AO使用的範圍很廣，從植物、癌細胞

到病毒等實驗都可以運用(Ciniglia et al., 2010; Liu et al., 2015; Mirrett, 1982; 

Vasconcelos and Lam, 1994)。 
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本研究探討 30分鐘及 2小時的銀離子暴露對離子細胞的連續性變化，發現

在 30分鐘內細胞氧化壓力程度顯著增加，並造成離子細胞數目下降，然而並未

觀察到 AO訊號增加的情形。而 2小時暴露後細胞數目下降幅度更大，且細胞凋

亡訊號有增加的趨勢。此結果表示胚胎剛暴露到銀離子環境中，會立刻導致氧化

壓力上升，並造成細胞粒線體受損，而細胞凋亡訊號需要更久的時間才會逐漸增

加，證實銀離子導致的氧化壓力確實會誘導離子細胞進行細胞凋亡。 

本研究預期隨著時間增加，細胞的氧化壓力程度以及細胞凋亡訊號皆會上

升，然而實驗結果顯示 CellROX訊號在暴露 2小時後下降，與本研究的預期不

符，可能是細胞為了避免受損而啟動抗氧化機制以抗衡，或是部分細胞已經死亡

導致無法偵測其氧化壓力訊號。儘管如此，此結果仍可證實銀離子會導致細胞氧

化壓力程度增加。 

從免疫細胞組織染色的結果中可知 HRC在暴露銀離子後，其數量會大幅下

降，而 NaRC則會先增加再減少，表示銀離子對兩型離子細胞的損害機制可能不

同。而從本研究結果中，並無法得知銀離子所造成的氧化壓力是否在不同型離子

細胞上具有差異，因此需要後續的實驗證實：由銀離子所增加的氧化壓力是否會

在特定一型離子細胞上出現，以做更深入的理解。 

在暴露 2小時後，酸組別出現細胞凋亡訊號顯著上升的情形，表示短時間暴

露下，酸環境與銀離子會導致更多離子細胞進行凋亡。而銀離子累積量在此暴露

時間內，不同酸鹼值環境下可能尚未出現差異。另外，在本研究中 AO訊號的增

加幅度較小，可能因為此染劑標定的是早期凋亡細胞，無法代表所有正在進行細

胞凋亡的離子細胞，導致 AO訊號數目無法符合離子細胞的減少量，但仍符合銀

離子會誘導離子細胞進行細胞凋亡之假說。 

 

環境的意義 

奈米銀材料在近年來被大量使用，有研究估計從 2010開始，每年產生的奈

米銀產品至少超過三百噸，且有逐年上升的趨勢(Pulit-Prociak and Banach, 2016)，

表示隨著時間增加，銀離子在環境中的汙染狀況會更加嚴重。Blaser等人在 2008
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年的調查指出：河川內的河床及水中皆有銀存在(Blaser et al., 2008)，代表淡水水

域環境已經遭到銀離子汙染。而目前大多是針對工業廢水中的銀進行排除，阻止

其進入環境，且因為銀並不容易從環境中移除，導致水生生物可能長期暴露於有

銀存在的環境中。而本研究結果顯示水域環境中的銀會影響水生生物的發育，並

且損害魚類離子調節功能，凸顯討論銀離子環境汙染議題的急迫性。 

另外，因應全球環境變化，本研究觀察酸環境(pH 5)對魚類胚胎的影響。研

究結果發現斑馬魚胚胎發育指標大多正常，表示胚胎可以順利地適應此環境。然

而，酸環境會增加銀離子的發育危害，且銀離子的存在會嚴重影響魚類的酸適應

機制，造成胚胎難以順利成長。而此結果顯示環境危害具有加成性，表示未來的

環境監測可能需要考慮多個環境變因是否會互相影響，及對生物是否有加成危害

性，以訂定更嚴謹、周全的標準。 
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結論 

綜上所述，本研究利用斑馬魚為水生生物模式，觀察 pH 5及 pH 7環境中銀

離子毒性的差異。本研究發現銀離子影響魚類胚胎的體長及卵黃囊大小，且影響

程度在酸環境中會更加明顯。此外，銀離子損害胚胎內耳系統及側線系統，造成

胚胎對環境的偵測能力下降，且在酸環境中的損害程度更加明顯。另外，斑馬魚

胚胎為了適應環境酸化，會增加離子細胞開口及數目，然而銀離子暴露造成離子

頂膜開口縮減及細胞數目下降，阻礙胚胎排酸及離子調節，進而增加胚胎酸適應

的困難性。本研究亦發現酸環境下會刺激 NaRC及 HRC數目增加，而銀離子會

導致這兩型細胞的傷害，導致胚胎體內的鈉與鈣離子含量降低，進而造成危害。

最後，本研究藉由連續性的觀察發現暴露 30分鐘後離子細胞氧化壓力程度上

升，而細胞凋亡訊號在 2小時才增加，證實銀離子會藉由增加氧化壓力誘導細胞

凋亡。 
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圖 1：7天處理不同濃度 AgNO3於不同 pH值環境中之斑馬魚胚胎累積死亡率。

紀錄各天數斑馬魚胚胎累積死亡率。每組樣本皆為 N=8。不同 AgNO3濃度間比

較以 One-way ANOVA進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.05(*)、

0.01(**)及 0.001(***)。 
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圖 2：96小時處理 AgNO3於不同 pH值環境對斑馬魚胚胎體長及卵黃囊之傷害。

觀察斑馬魚胚胎型態(A)，計算各組體長(B)及卵黃囊面積(C)，卵黃囊圈選範圍：

圖 A黃色虛線。每組樣本數標示於括號內，統計結果圖表皆以平均值±標準誤差

(Standard error of the mean, SEM)標示。不同 pH值環境間數據以 Student’s t-test 

(two-tailed)進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.01(##)及 0.001(###)。

不同 AgNO3濃度之比較則以 One-way ANOVA進行分析，達到統計顯著差異為 p 

value小於 0.05(*) 及 0.001(***)。 
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圖 3：96小時處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎耳石發育之毒性。觀

察胚胎耳石囊及耳石型態(A)後，測量面積(B、C)。耳石囊圈選範圍如圖 A黃色

虛線：矢狀耳石圈選範圍則為綠色虛線。每組樣本數標示於括號內，統計結果圖

表皆以平均值±標準誤差(Standard error of the mean, SEM)標示。不同 pH值環境間

數據以 Student’s t-test (two-tailed)進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於

0.05(#) 。不同 AgNO3濃度間比較則以 One-way ANOVA進行分析，達到統計顯

著差異為 p value小於 0.05(*) 及 0.001(***)。 
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圖 4：96小時處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎側線毛細胞發育之毒

性。以 FM1-43染劑標定胚胎側線神經丘(A，白色箭頭)以及 L1毛細胞(B)後，計

數其數目(C、D)。每組樣本數標示於括號內，統計結果圖表皆以平均值±標準誤

差(Standard error of the mean, SEM)標示。不同 pH值環境間數據以 Student’s t-test 

(two-tailed)進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.05(#)、0.01(##)及

0.001(###)。不同 AgNO3濃度間比較則以 One-way ANOVA進行分析，達到統計

顯著差異為 p value小於 0.01(**)及 0.001(***)。 
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圖 5：96小時處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎離子細胞頂膜開口之

影響。利用 SEM技術觀察胚胎卵黃囊表皮上離子細胞開口型態(A)並計算其面積

(B)。頂膜開口圈選範圍為圖 A黃色虛線範圍面積，紅色箭頭標示為篩狀細胞。

每組樣本數標示於括號內，統計結果圖表皆以平均值±標準誤差(Standard error of 

the mean, SEM)標示。不同 pH值環境間數據以 Student’s t-test (two-tailed)進行分

析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.01(##)。不同 AgNO3濃度間比較則以

One-way ANOVA進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.001(***)。 
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圖 6：96小時處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎離子細胞型態及數目

之影響。利用 Rhodamine 123標定離子細胞，觀察各組型態(A)並計算數目(B)及

變形細胞比例(C)。白色箭頭為變形的離子細胞。每組樣本數標示於括號內，統計

結果圖表皆以平均值±標準誤差(Standard error of the mean, SEM)標示。不同 pH值

環境間數據以 Student’s t-test (two-tailed)進行分析：不同 AgNO3濃度間比較則以

One-way ANOVA進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.01(**)及

0.001(***)。 
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圖 7：96小時處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎 NaRC型態及數目

之影響。利用免疫細胞組織染色法標定 NaRC，觀察各組別 NaRC型態(A)及數目

(B)，變形之細胞以白色箭頭標示。每組樣本數標示於括號內，統計結果圖表皆以

平均值±標準誤差(Standard error of the mean, SEM)標示。不同 pH值環境間數據以

Student’s t-test (two-tailed)進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.01(##)及

0.001(###)。不同 AgNO3濃度間比較則以 One-way ANOVA進行分析，達到統計

顯著差異為 p value小於 0.001(***)。 
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圖 8：96小時處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎 HRC數目之影響。

利用免疫細胞組織染色法標定 HRC，觀察各組細胞型態(A)並計算數目(B)。白色

箭頭標示為破碎訊號。每組樣本數標示於括號內，統計結果圖表皆以平均值±標

準誤差(Standard error of the mean, SEM)標示。不同 pH值環境間數據以 Student’s 

t-test (two-tailed)進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.01(##)及

0.001(###)。不同 AgNO3濃度間比較則以 One-way ANOVA進行分析，達到統計

顯著差異為 p value小於 0.001(***)。 
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圖 9：96小時處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎銀、鈉及鈣離子含量

之影響。以 ICP-MS技術測量胚胎體內銀(A)、鈉(B)及鈣(C)離子含量。每組樣本

數標示於括號內，統計結果圖表皆以平均值±標準誤差(Standard error of the mean, 

SEM)標示。不同 pH值環境間數據以 Student’s t-test (two-tailed)進行分析，達到統

計顯著差異為 p value小於 0.05(#)及 0.01(##)。不同 AgNO3濃度間比較則以 One-

way ANOVA進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.01(**)及 0.001(***)。 
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圖 10：30分鐘處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎離子細胞型態及數

目之影響。將 72 hpf斑馬魚胚胎暴露 30分鐘後，以 Rhodamine 123標定各組離

子細胞，以觀察形態(A)並計算數目(B)。每組樣本數標示於括號內，統計結果圖

表皆以平均值±標準誤差(Standard error of the mean, SEM)標示。不同 pH值環境間

數據以 Student’s t-test (two-tailed)進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於

0.01(##)。不同 AgNO3濃度間比較則以 One-way ANOVA進行分析，達到統計顯

著差異為 p value小於 0.001(***)。 
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圖 11：30分鐘處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎離子細胞氧化壓力

程度之影響。將 72 hpf斑馬魚胚胎暴露 30分鐘後，以 CellROX及MitoTraker共

染(A)，觀察離子細胞氧化壓力訊號(B)並量化其氧化壓力程度 (C)。圖 A白色箭

頭為 CellROX及MitoTracker訊號重疊之區域。每組樣本數標示於括號內，統計

結果圖表皆以平均值±標準誤差(Standard error of the mean, SEM)標示。不同 pH值

環境間數據以 Student’s t-test (two-tailed)進行分析：不同 AgNO3濃度間比較則以

One-way ANOVA進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.05(*)及

0.01(**)。 
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圖 12：30分鐘處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎離子細胞細胞凋亡

程度之影響。將 72 hpf斑馬魚胚胎進行暴露 30分鐘後，以 AO標定進行細胞凋

亡的細胞，觀察細胞凋亡訊號(A)並計算其數目(B)，AO訊號以白色箭頭標示。每

組樣本數標示於括號內，統計結果圖表皆以平均值±標準誤差(Standard error of the 

mean, SEM)標示。不同 pH值環境間數據以 Student’s t-test (two-tailed)進行分析，

達到統計顯著差異為 p value小於 0.05(#)。不同 AgNO3濃度間比較則以 One-way 

ANOVA進行分析。 
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圖 13：2小時處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎離子細胞形態及數目

之影響。以 Rhodamine 123標定離子細胞，觀察 72 hpf胚胎暴露 2小時後離子細

型態(A)並計算其數目(B)。白色箭頭標示卵黃囊表面破損位置。每組樣本數標示

於括號內，統計結果圖表皆以平均值±標準誤差(Standard error of the mean, SEM)

標示。不同 pH值環境間數據以 Student’s t-test (two-tailed)進行分析，達到統計顯

著差異為 p value小於 0.001(###) 。不同 AgNO3濃度間比較則以 One-way 

ANOVA進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.001(***)。 
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圖 14：2小時處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎離子細胞氧化壓力程

度之影響。以 CellROX標定氧化壓力訊號，觀察 72 hpf胚胎暴露 2小時後離子細

胞的氧化壓力訊號(A)並量化氧化壓力程度(B)。每組樣本數標示於括號內，統計

結果圖表皆以平均值±標準誤差(Standard error of the mean, SEM)標示。不同 pH值

環境間數據以 Student’s t-test (two-tailed)進行分析。不同 AgNO3濃度間比較則以

One-way ANOVA進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.01(**)及

0.001(***)。 
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圖 15：2小時處理 AgNO3於不同 pH值環境中對斑馬魚胚胎離子細胞細胞凋亡程

度之影響。以 AO標定細胞凋亡訊號，觀察 72 hpf胚胎暴露 2小時後卵黃囊離子

細胞細胞凋亡訊號(A)並計算訊號數目(B)。每組樣本數標示於括號內，統計結果

圖表皆以平均值±標準誤差(Standard error of the mean, SEM)標示。不同 pH值環境

間數據以 Student’s t-test (two-tailed)進行分析：不同 AgNO3濃度間比較則以 One-

way ANOVA進行分析，達到統計顯著差異為 p value小於 0.001(***)。 


