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一、研究計畫經費： (本表請合併計畫書第一頁及第八項預算，另行裝訂俾便送會計室審核)
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二、計畫中文摘要：(限一頁)
	關鍵詞: 全靜脈營養，蛋白質體。 
背景：肝臟是重要器官，肝臟不僅進行有效的解毒作用、與蛋白質的合成，也具有強大的酵素分解能力。全靜脈營養引起膽汁淤積型肝功能異常是常見併發症。目前致病機轉不明，且臨床上無特殊治療方法。有許多研究證實顯示膽汁淤積型肝功能異常會促使肝細胞內質網上的改變，此造成肝臟細胞損傷發炎。直接氧化壓力對肝臟細胞進行研究，必定會直觀的解開氧化損傷後並影響肝炎的病理生理機制。
目的：本研究建立大鼠給予全靜脈營養引起肝功能異常的動物實驗，探討對大鼠給予全靜脈營養之機制之研究。差異蛋白質體學則是分析在不同時刻或者狀態下蛋白質表達上的差異，本研究利用蛋白質體方法，為尋找引起肝功能異常的機制。

方法：雄性Sprague-Dawley大鼠重200 至250克，隨機分為二組。控制組（老鼠6隻）、全靜脈營養引起肝功能異常組（老鼠6隻），使用全靜脈營養二小時。其中控制組老鼠使用標準生理食鹽水注射約兩小時。全靜脈營養引起肝功能異常組使用全靜脈營養注射約兩小時。所有組的老鼠每日1750kcal-1850kcal的熱量攝取。評估肝臟病理學檢查及膽汁排出量比較。收集各組動物肝臟中及血清，再以二維膠體電泳分離蛋白質，並比較二組有無差異，再經質譜鑑定，找出肝炎過程中的功能性差異的蛋白質。
    經過一年計畫，探尋給予全靜脈營養引起肝功能異常之機制，並評估肝炎之生物標記和治療作用標靶提供理論基礎，以為在長期使用全靜脈營養的患者治療之診斷之應用。
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三、計畫英文摘要：(限一頁)
	Key Word:  Total parenteral nutrition, Differential proteomics. 
Background: The liver is a vital organ present in vertebrates. It has a wide range of functions, including detoxification, protein synthesis, and production of biochemicals necessary for digestion. Total parenteral nutrition (TPN) is often complicated by cholestatic hepatitis. The mechanism is unknown till now and no definite therapeutic method clinically. Hepatitis patients are associated with elevated endoplasmic reticulum stress (ER stress) and plasma antioxidative. It has been known that reactive oxygen species (ROS) are chemically-reactive molecules containing oxygen. Research done on hepatocyte will clarify the pathophysiological mechanisms of the ER stress-complicated choletsasis hepatitis resulting from total parenteral nutrition in detail.
Aim: Our aim is to investigate the mechanism and validation of rat acute TPN against liver injury. Differential proteomics is used to analyze the differences of protein expression in rat acute liver injury, which can provide the possibility for the research on molecular mechanism and for tracing the acute TPN induction liver cytotoxicity.
Methods: Male Sprague-Dawley rats weighting 200-250g were randomized into three groups. A control ground (n=6) was given saline infusion for 2 hours. The total parenteral nutrition group was administered total parenteral solution for 2 hours. All groups’ daily total energy was ranged from 1750-1850kcal/d. All rats were killed at 2 hours and assessed for liver pathology examination and bile output amount. We extracted the whole liver tissue and serum proteins, then compared the differences in the protein expressions of TPN’s and control treatment, and employed a 2D difference gel electrophoresis (2D SDS-PAGE) to assess changes in the expression of relevant proteins..
Taken together, our proposal for one year indicated that these differential proteins may be involved in the pathogenesis of TPN-complicated liver functional disturbance, laying the foundation for further screening of the disease-specific markers and intervention targets, which makes it possible to study the mechanism of ER stress response and further develop this field academically and clinically.
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四、本研究計畫之背景、目的及重要性：(請敘明國內外有關本計畫之研究情況，並註明重要文獻)
	全靜脈營養所引發的膽汁鬱滯性（cholestasis）肝功能異常，發生於嬰兒、小孩的機率比成年人高，其導致的病理機轉，目前並不十分清楚。依過去的臨床經驗，膽汁鬱滯常發生於長期使用TPN的患者，臨床上常見的表徵為鹼性磷酸酵素（alkaline phosphatase）及總膽紅素（total bilirubin）的血中濃度上升。倘若不及時矯正，有許多病患會因膽汁鬱滯而引發慢性且不可逆的肝臟疾病，造成死亡或需要進行肝臟移植。
    克隆氏症（Crohn`s disease）及短腸症（short-bowel syndrome）的患者，在施予TPN後，有很高的比例會產生膽汁鬱滯併發症。(1)根據Abad-Lacruz et.al針對患有克隆氏症的病患在給予TPN後所做的研究報告指出，幾乎所有的受試者皆會產生不同程度的膽汁鬱滯併發症；另外有研究發現，大規模腸道切除的病患，於長期使用TPN後，血清中鹼性磷酸酵素會高於正常值之2〜10倍，總膽紅素的值亦會高於正常值的5〜22倍，而這些病患亦有膽汁鬱滯的顯微證據存在。(2) 過量給予碳水化合物、胺基酸及脂質會引起許多的肝臟併發症，包括肝功能異常、脂肪肝與膽汁鬱滯。最近的研究發現，接受Totally parenteral nutrition（TPN）的患者發生膽汁鬱滯的情形與脂肪乳劑注射量（超過1g / kg / day）相關。(3)Serine、methionine或taurine胺基酸的缺乏會干擾初級膽酸形成共軛膽酸，造成膽汁流出下降，引起膽汁鬱滯。腸道的蠕動刺激可促使腸荷爾蒙－膽囊收縮素（cholecystokinin; CCK）的分泌，其能促進膽囊的收縮，將膽汁排入總膽管內，避免膽汁於膽囊中堆積。長期使用 TPN 的病患，若久未經腸道攝食、消化吸收營養，膽囊收縮素的分泌會下降，膽囊的收縮亦會因此而減少，導致膽汁鬱滯。膽汁鬱滯併發症的發生與TPN治療的時間及輸注的方式，有著相當程度的關連性。於成年人中，膽汁鬱滯常發生於過久且持續性的TPN 治療。連續性的靜脈輸注（continuous infusion）比週期性輸注（cyclic infusion）更易引起膽汁鬱滯。TPN所引起的膽汁鬱滯併發症，常見於血清中低白蛋白濃度的病患。研究指出，若血清中白蛋白的濃度低於2g/dl在使用TPN後，易引起膽汁鬱滯的現象發生，但此一機轉目前並不明瞭(4)。
    膽汁鬱滯併發症，初期並不容易察覺，必須靠定期的監測血清中鹼性磷酸酵素及總膽紅素加以評估，於診斷上亦須鑑別是否為敗血症（sepsis）或膽道阻塞（biliary obstruction）所引起，在找出致病因後，通常可以有效地治療改善。預防性的治療肝功能，是可以避免使用全靜脈營養輸注治療時產生嚴重的肝異常變化。
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四、本研究計畫之背景、目的及重要性：(請敘明國內外有關本計畫之研究情況，並註明重要文獻)
	蛋白質體方法探索處理前後大鼠全靜脈營養肝臟傷害之蛋白質圖譜
    蛋白體學（proteomics）是繼基因體學（genomics）後非常重要的一門科學，這是因為許多疾病的表現是在蛋白質的層級，而非基因的層級，所以直接透過研究蛋白質變化與疾病之間的關係是最直接以及最快速的方式，蛋白體學指的就是一門研究蛋白質的科學。在不同生理條件下，其整體蛋白質表現之分析更格外重要，皆可從蛋白質體學角度來探討。以真正描繪出蛋白質圖譜所隱含的意義與分子作用機轉。特別是本計劃要比較處理前後大鼠對肝臟中給予全靜脈營養傷害作用的蛋白質體的影響；靜脈營養引起膽汁淤積型肝功能異常機制上作全面性的探討。目前我們利用已經建立的蛋白體平台 (J Proteome Res. 10 (2011) 1305–1315.)；做法是使用二維膠體電泳（2D gel electrophoresis）與 Cy3/ Cy5 DIGE staining，優點在於重複性佳，所獲得的蛋白質不多易定量，且同時利用 MALDI-TOF與 LCMS偵測小分子。而我們將開發有效的分離技術（如 hybride-CE/HPLC， LCMS）探討比較 glycyrrhizin(甘草酸)處理前後大鼠肝臟或血清的蛋白質體的影響。目前我們所使用的策略為，分離是必要但不需要太複雜，因為質譜具有很高的解析能力，只要除去 ion suppression及 mass discrimination即可看到許多訊號，所以我們取用快速分離以爭取更多的時間並能分析最多的樣品，又能進行定量（ Label free定量），1-D SDS-PAGE分離後，在接著 2-D hybride-CE/HPLC LC/MALDI分離是目前符合的技術，此外以 LC/MALDI配合 MASCOT software (ver 2.2.04).軟體，可以提供快速且自動化鑑定蛋白質 I.D.。
 研究計畫之目的
   研究目的：利用大鼠全靜脈營養肝臟傷害進行動物實驗，探討對大鼠給予全靜脈營養引起肝功能異常之作用與機制之研究。差異蛋白質體學則是分析在不同時刻或者狀態下蛋白質表達上的差異，本研究利用蛋白質體方法，為尋找嶄新肝臟損傷之生物指標與治療策略作用之機制。
· 分析對大鼠全靜脈營養(TPN)模式之影響。
· 分析對大鼠全靜脈營養(TPN)模式之血清肝功能的影響。
· 分析對大鼠全靜脈營養肝臟病理之影響。
· 探討在嗜中性白血球功能性的探討和分析缺損肝組織內與發炎相關細胞激素的表現(介白素（interleukins, ILs）、腫瘤壞死因子（tumor necrosis factors, TNFs）、干擾素（interferons, IFNs）與營養因子（trophic factors)之釋放）。
· 利用蛋白質體方法驗證對大鼠全靜脈營養處理前後，肝臟組織與血清之蛋白質圖譜。
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五、研究方法及進行步驟：（其中研究方法請詳細說明採用本方法之原因及預計可能
    遭遇之困難及解決途徑及重要儀器之配合使用情形）
	目地:利用大鼠全靜脈營養肝臟傷害進行動物實驗，探討對大鼠大鼠全靜脈營養(TPN)損
傷之病理機制之研究。
蛋白質體學則是分析甘草酸處理前後蛋白質表達上的差異，本研究為尋找治療藥物甘草酸藥物作用之機制：
實驗之進行分別為：以蛋白質體方法驗證牙甘草酸在治療過程中的功能性差異：
A、雄性Sprague-Dawley大鼠重200 至250克，隨機分為三組。控制組（老鼠12隻）、全靜脈營養引起肝功能異常組（老鼠12隻）及甘草酸治療全靜脈營養引起肝功能異常組（老鼠12隻）組使用全靜脈營養二小時。其中控制組老鼠使用標準生理食鹽水注射約兩小時。全靜脈營養引起肝功能異常組使用全靜脈營養注射約兩小時。所有組的老鼠每日1750kcal-1850kcal的熱量攝取。而甘草酸治療脂肪肝組老鼠在給予甘草酸20毫克/每公斤靜脈注射.三組老鼠兩小時後，評估肝臟病理學檢查及膽汁排出量比較。 

B、收集各組動物肝臟中及血清，再以二維膠體電泳分離蛋白質，並比較三組有無差異，再經質譜鑑定，找出治療過程中的功能性差異的蛋白質，使用二維膠體電泳分離蛋白質、 DIGE staining並定量，利用長庚醫院蛋白質體中心的儀器(長庚科技大學 郭星君老師) MALTI-TOF/TOF鑑定蛋白質身分，並且了解這些蛋白質差異表現與在厚朴酚 magnolol治療過程中的角色。
重要實驗方法：
蛋白質二維電泳
a. 樣品前處理
首先將細胞樣品收集下來後，以Lysis buffer 於4°C 下以超音波將細胞破碎。Lysis buffer 的成份為6M Guanidine-HCl 和250 mM Tris-HCl (pH 7.0)。約每1 ml 的Lysis buffer 可處理的細胞量為1×107 到2×107 個細胞。，並以Bio-Rad Protein Assay 試劑測量總蛋白質濃度後，取400 μg 蛋白質，再加入1/10 體積的TCA/Acetone (1: 9)，置於−20°C 之下至少45 分鐘，再於4°C 下以13500 g 離心20 分鐘，去除上清液。然後，以含有3.1 mg DTT 的1 ml Acetone 清洗沈澱物3 次以去除TCA，最後以凍結乾燥機於−50°C 下將沈澱物乾燥7 分鐘。為了使沈澱物回溶，加入1 ml Rehydration buffer(pH 3-10 或pH 4-7)，再用超音波震盪器將樣品於冰上震盪30 分鐘以促進沈澱物溶解，然後保存在4°C 下靜置一夜。Rehydration buffer 的成份為8 M Urea、2% CHAPS、100 mM DTT、0.5% IPG buffer和0.002% Bromophenol blue。
b. 一維分離
隔天，將溶解的樣品以13500 g 離心120 分鐘，之後取250 μl 上清液(100 μg 蛋白質)注入Strip holder 並放入Strip，去除氣泡，再注入0.6 ml Cover fluid，便可進行IEF 分離。IEF 的操作條件分為6 個步驟，在第一步驟用30 伏特進行12 小時，第二步驟用500 伏特進行1 小時，第三步驟用1000 伏特進行80 分鐘，第四步驟用4000 伏特進行30 分鐘，第五步驟用6000 伏特進行30 分鐘，第六步驟用8000 伏特進行30 分鐘。



五、研究方法及進行步驟：（其中研究方法請詳細說明採用本方法之原因及預計可能
    遭遇之困難及解決途徑及重要儀器之配合使用情形）
	c. 二維分離
第二維的分離採用40% Acrylamide gel，緩衝液為含有50 mM Tris-HCl、6 M Urea、30% Glycerol和2% SDS。將步驟b 所完成的IPG strip 取出，用水清洗表面，再將Strip 浸於含有0.1 g DTT 的10 ml SDS equilibrateion buffer 中搖晃15 分鐘使其達到平衡。完成之後將Strip 放置在SDS-PAGE上，以0.5% Agarose sealing solution 將Strip 與SDS-PAGE 固定住，置於電泳槽並控溫在15°C 之下，第一階段以8 mA 電流進行15 分鐘，第二階段以20 mA 進行5 到6 個小時。
d. 銀染
將完成的膠片取出，利用含有40% Ethanol 和10% Acetic acid 的溶液進行固定，處理30 分鐘，之後，將固定好的膠片浸於含有30 % Ethanol、12.64 mM Sodium thiosulfate 和0.83 M Sodium acetate的溶液30 分鐘使其敏感化，再以去離子水清洗膠片，每次浸泡5 分鐘，共需3 次。清洗完成的膠片便進行染色，將膠片浸於含有16.24 mM Silver nitrate 和0.015% Formaldehyde 的溶液中染色20分鐘，再以去離子水清洗膠片，每次浸泡1 分鐘，共需2 次。清洗完成的膠片以含有0.24 M Sodiumcarbonate和0.0074% Formaldehyde 的溶液進行呈色，此步驟處理4 分鐘之後，就以含有50 mM EDTA的溶液處理10 分鐘以終止反應，最後再用去離子水清洗。
e. 膠片中水解
膠片上的蛋白質點經過影像分析軟體Image master 2D platinum 比對之後，將需要分析的蛋白質點挖下來置於微量離心管中，用去離子水浸泡5 分鐘重覆3 次以清洗，再用含有40 mM K3Fe(CN)6和100 mM Na2S2O3 浸泡15 分鐘以退染。然後，以含有50 mM NH4HCO3 和100% Acetonitrile 混合比例為3 比2 的溶液浸泡5 分鐘以清洗，重覆3 次。清洗完成之後，加入100 % Acetonitrile 浸泡10 分鐘，再用真空離心10 分鐘使其乾燥，然後，將樣品置於冰上，加入3 μl Trypsin (20 ng/ml)，靜置1 小時，再加入200 μl 25 mM NH4HCO3 溶液，置於37°C 下反應到隔天，再用含有1% Trifluoroacetic acid 的Acetonitrile 將胜肽(petides)樣品萃取出來，取0.5 μl 點在Anchor chip 上，風乾之後再加上Matrix，便可送入質譜儀分析。
f. 以SDS-PAGE將樣本做初步之分離，用胰蛋白酶 (Trypsin)進行膠中水解 (In gel digestion)反應
配製12%的SDS-PAGE，置入50 ~ 100μg的蛋白質，以100V，1.5小時，進行分離；把膠取下後，以Coomassie eq \o\ac(○,R) Brilliant blue R 250 (Cat. 1.12553.0025，Merck)染色，最後用刀片把膠以Lane為單位裁下，將之切成64小塊，以每一塊為一個單位進行退染；退染完成之，以Wash buffer (50mM NH4HCO3 +100% ACN，以3：2的比例混合)清洗，在室溫下5分鐘，做3次；以100% ACN進行使之縮小，以真空乾燥機乾燥。加入１μg 胰蛋白酶，置於冰上1小時，再加入200μl的25mM NH4HCO3等待1分鐘，把管中多餘的液體移去，反應37℃，16小時。之後以1% TFA+99%ACN的溶液進行萃取，將胜肰從膠中萃取出來，把萃取液移至新的微量離心管，即可進行 LC-MS。



五、研究方法及進行步驟：（其中研究方法請詳細說明採用本方法之原因及預計可能
    遭遇之困難及解決途徑及重要儀器之配合使用情形）
	g. 液相層析-質譜儀 (Liquid chromatography-Mass Spectrometry)

我們使用反相奈米級高效率液相層析-電噴灑離子化質譜儀 (Reverse-phase nano-high-performance liquid chromatography-electrospray ionization mass spectrometry，RP-nano-HPLC-ESI-MS) 來鑑定 BM-MSCs細胞核蛋白，樣本經過胰蛋白酶水解之後，以UltiMate 3000中C18 microcapillary column (75μm i.d.× 15cm，Dionex)來作分離，連結 HCT Ultra(ESI的機型，Burker Daltonics)進行電噴灑離子化之後進行樣本分析。Nano-HPLC分三個部份，分別為微量幫浦、層析管柱模組與自動進樣模組。而反相的管柱分離需要ACN的線性濃度梯度，所以在40分鐘內，使用微量幫浦把緩衝液送入管柱中，從100% Buffer A (5% acetonitrile/0.1% formic acid)到60% Buffer B (80% acetonitrile/0.1% formic acid)，流速為每分鐘200μl。當胜肰從管柱中被沖提出來之後，直接進樣到ESI-MS以2.1kV進行電噴灑，而取得m/z數值的範圍為400 ~ 1600。而RP-nano-HPLC-ESI-MS的控制由 Chromenleon software(Dionex)與(Burker Daltonics)進行。本實驗採用二維的分析方式，第一維利用十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠電泳(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，簡稱SDS-PAGE)將蛋白質依照分子量大小做第一次的分離，第二維係於逆相(reverse phase)的層析管柱中，藉由樣品與溶液極性差異，在奈米液相層析儀中做第二次的分離，首先利用水相溶液將親水性的胜肽碎片先層析出來，然後提高有機相溶液將疏水性的胜肽碎片從管柱中層析出來，達到分離的效果。本實驗所採用的沖提液組成如表一及表二所示，從100% 水相溶液 Mobile phase A (2% 乙腈、0.1%甲酸)到100% 有機相溶液 Mobile phase B (80% 乙腈、0.1%甲酸)，流速為每分鐘300 nl。本實驗液相層析儀主要分為三部分，包括幫浦、分流及自動進樣器；幫浦在加壓推動溶液，使溶液能在管路中流動；本實驗每管取7μl。操作軟體為 Chromeleon Version 6.80 SP2 Build 2321。
H. Label-Free LCMS 定量軟體分析
透過LC-MS所得到的胜肽質量圖譜以protein scape 3.0 (Bruker Daltonics)定量分析軟體分析後，挑選出有差異的訊號，再加以碎裂進行胜肽的鑑定確認。
Reference:

1. Powell, EE, Cooksley, WG, Hanson, R, et al. The natural history of nonalcoholic steatohepatitis: A follow up study of forty-two patients for up to 21 years. Hepatology 1990; 11:74. 

2. Chitturi, S, Farrell, GC, Hashimoto, E, et al. Non-alcoholic fatty liver disease in the Asia-Pacific region: Definitions and overview of proposed guidelines. J Gastroenterol Hepatol 2007; 22:778. 

3. Marchesini, G, Bugianesi, E, Forlani, G, et al. Nonalcoholic fatty liver, steatohepatitis, and the metabolic syndrome. Hepatology 2003; 37:917. 

4. Angelico, F, Burattin, M, Alessandri, C, et al. Drugs improving insulin resistance for non-alcoholic fatty liver disease and/or non-alcoholic steatohepatitis. Cochrane Database Syst Rev 2007; :CD005166. 
Matsuzawa N, Takamura T, Kurita S, et al. Lipid-induced oxidative stress causes steatohepatitis in mice fed an atherogenic diet. Hepatology. 2007 Nov;46(5):1392-403.



六、預期完成之工作項目及具體成果：（請列述預期完成之工作項目對於臨床應用或學術理論有何貢獻）
	1. 預期完成之工作項目：
第一年
· 分析對大鼠全靜脈營養(TPN)模式與血清肝功能之影響。
· 分析對大鼠全靜脈營養(TPN)肝臟病理之影響。
· 探討在嗜中性白血球功能性的探討和分析缺損肝組織內與發炎相關細胞激素的表現(介白素（interleukins, ILs）、腫瘤壞死因子（tumor necrosis factors, TNFs）、干擾素（interferons, IFNs）與營養因子（trophic factors)之釋放）。
· 利用蛋白質體方法驗證處理前後大鼠全靜脈營養傷害之蛋白質圖譜。
2. 對於學術研究、國家發展及其他應用方面預期之貢獻
(a) 由傳統組織學或形態學層面分析大鼠全靜脈營養造成急性肝損傷的效果之外，我們還希望進一步暸解肝損傷在細胞與組織層面的機轉，例如影響嗜中性白血球功能性的探討和分析缺損肝組織內與發炎相關細胞激素的表現。
(b) 本研究進一步要證實可以透過減少大鼠肝臟內超氧自由基的含量，或透過抑制嗜中性白血球的活化，以及減少大鼠肝臟內一氧化氮合成酵素的表現而產生肝損傷作用。需要進一步的實驗來證實。
(c) 蛋白質生物標誌物則是在疾病治療、藥物開發上被寄與厚望。目前，生物標誌物已被研究人員縮挖掘開發，仍然需要被驗證與確效，於是臨床肝臟疾病檢體驗證與確效平台的建立非常迫切。
(d) 代謝體為基因體表現的末端，但生命現象的表現卻與代謝物的表現息息相關。代謝物的表現卻會因不同的時間、環境條件而不同，相較於蛋白質體分析，代謝體分析的複雜度與困難度都較高。而本研究利用動物實驗與正常肝細胞培養技術，供做為蛋白質功能性分析，直接氧化壓力對肝臟細胞進行研究，必定會直觀的解開氧化損傷後並影響肝炎的病理生理機制。
(e) 肝臟疾病生物研究之發展得到陽明大學附設醫院核心設施之支援，高雄長庚醫院基因暨蛋白質核心研究室、長庚科技大學郭星君老師，以及嘉義大學陳政男老師的合作，期望經由這些生物指標的發現以及持續地加強全靜脈營養造成急性損傷後生物學的研究，開發嶄新抑制內質網壓力的實驗性療法，未來可以學術成果與臨床應用之價值。
(f) 發表SCI醫學研究論文。
3. 預期完成之研究成果及績效（如期刊論文、研討會論文、專書、技術報告、專利或技術移轉等質與量之預期績效）
本計劃利用蛋白質體分析，期望找出全靜脈營養影響細胞與肝臟損傷致病機制有關之重要標的蛋白，作為臨床研究之重要生物標記及臨床診斷之基礎，預期可發表1~2篇學術論文。
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七、預定進度甘梯圖(Gantt Chart)：
1. 本表作為進度控制及檢討之依據。
2.工作項目：請視計畫性質及需要自行訂定，預定進度以粗線標示其起迄月份。
3.預定進度累計百分比：係為配合追蹤考核作業所需，請視工作性質就以下因素擇一估計訂定：
(1)工作天數，(2)經費之分配，(3)工作之比重，(4)擬達成目標之具體數字。
	           月 次  

工作項目
	第
1

月
	第
2

月
	第
3

月
	第
4

月
	第
5

月
	第
6

月
	第
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月
	第
8

月
	第
9

月
	第
10

月
	第
11

月
	第
12

月
	備  註

	文獻回顧
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	研究進行
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	預定進度累進百分比
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八、預算：(請按(1)人事費(2)業務費(3)材料費(4)旅運費(5)其他費用 之順序分項填寫,並請說明）
	項   目
	 名     稱
	數 量
	單    價
	 總   價
	備  註

	(1) 人事費
	
	
	
	0
	

	
	
	
	
	
	

	(2) 業務費
	
	
	
	0
	

	
	
	
	
	
	

	(3) 材料費
	老鼠、飼料、代養費及相關動物費
	
	30000
	30000
	

	
	病理檢查相關費用
	
	28000
	28000
	

	
	動物實驗用試劑相關費用
	
	90000
	90000
	

	消耗性器材
	M-199, DMEM, RPMI-1640, F-12K 培養基
	1
	1,000
	1,000
	

	消耗性器材
	胰蛋白酶(trypsin-EDTA)
	1
	1,000
	1,000
	

	消耗性器材
	10公分細胞培養皿
	1
	4,500
	4,500
	

	消耗性器材
	75T細胞培養皿
	1
	4,000
	4,000
	

	消耗性器材
	Histopaque-1077(500ml)
	1
	4,000
	4,000
	

	消耗性器材
	50mL 無菌離心管
	1
	3,000
	3,000
	

	消耗性器材
	15mL 無菌離心管
	1
	2,500
	2,500
	

	消耗性器材
	DRYSTRIP COVER FLUID
	1
	3,200
	3,200
	

	消耗性器材
	IPG-BUFFER, PH 3-10L
	1
	2,000
	2,000
	

	消耗性器材
	IPG-BUFFER, PH 4-7L
	1
	2,000
	2,000
	

	消耗性器材
	Immobiline DryStrip pH3-10,7cm
	1
	3,800
	3,800
	

	消耗性器材
	Immobiline DryStrip pH4-7,7cm
	1
	3,800
	3,800
	

	消耗性器材
	Comb for SE600 Ruby 1.0mm, 1/1*
	1
	3,400
	3,400
	

	化學藥品
	CHAPS 1 G
	1
	2,900
	2,900
	

	化學藥品
	Cleaning Solution ,Strip holder
	1
	2,100
	2,100
	

	化學藥品
	Thiourea 100g


	1
	2,400
	2,400
	

	化學藥品
	Urea 500g


	1
	1,800
	1,800
	

	化學藥品
	CHAPS 1g


	1
	2,900
	2,900
	

	化學藥品
	Triton X-100  500ml


	1
	1,700
	1,700
	

	合計
	200,000
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