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一、前言

惡性腫瘤 (癌症) 高居國人十大死因之首已逾

廿年。根據衛生署最新統計資料顯示，民國九十

年，平均每十分鐘就新增一位罹癌病患，而因惡性

腫瘤死亡的人數，更是佔所有死亡人數的 26.05%。

因此，如何預防惡性腫瘤的生成，進而有效地對症

下藥以提升病人的存活率與生活品質，是當前國內

外致力研究此致命疾病的首要課題。

癌症的發生大多是因為正常細胞長期受到外來

致癌因子的刺激，加上先天性與後天性等基因突

變，導致細胞週期失控進而迅速分裂增殖。一般而

言，腫瘤細胞大約在增生到 109
個細胞數目 (重量

約為一公克左右) 時，病人方才出現明顯臨床症狀

癌細胞侵襲為致命癌轉移的首要步驟，為研究此生理現象，數十年來除了以動物為活體實驗

對象外，也希望能從保護動物的觀點上，發展出較為簡便且較不受爭議的活體外癌侵襲模擬

系統。本實驗室特此回顧整個活體外癌侵襲實驗技術的發展過程，並針對當今不同模擬系統

之主要缺點，研發出一套更精益求精、實驗操作更為穩定、且價格更為低廉的活體外癌侵襲

模擬分析系統。

Tumor invasion plays an important first step in complex metastatic process. To understand this
physiological event, over the past few decades scientists have tried to utilize different animal species
to help study the invasive properties of malignant tumors. Several alternative measurements,
however, have been developed to replace animal experimentation. These in vitro invasion
techniques not only provide a valid model but also offer a rapid, simple and versatile system for
cancer metastasis research. Here we reviewed the overall progress of these invasion assays and,
based on the current problems, proposed a better, cheaper, and more consistent chamber design for
the in vitro tumor invasion assay.   
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而主動就醫。但不幸的是，此時病患體內的腫瘤細

胞多已發生向鄰近正常組織擴散、侵襲，甚至轉移

到其它組織器官的惡性現象。此名之為 癌轉移

(metastasis) 的癌細胞移動現象，是當前認為奪去許

多病患寶貴生命的最主要原因。換言之，現今治療

惡性腫瘤最困難的地方，除了其無法被早期偵測發

現外，對於臨床上如何阻斷後續腫瘤細胞的侵襲與

轉移，亦缺乏一個有效且副作用低的治療方法。

目前研究已知，當惡性腫瘤開始要轉移時，第

一個步驟就是進行 癌侵襲 (tumor invasion) 的動

作。其特點在於癌細胞會先破壞週邊正常組織中，

負責支持細胞構型的細胞外間質 (extracellular

matrix) 以及基底膜 (basement membrane) 等生物屏

障，進而促使癌細胞進入淋巴或血液循環系統，以

達成其轉移到它處組織器官之目的。因此，一般認

為，若是可以抑制，甚至是預防複雜癌轉移過程中

的早期階段，也就是癌侵襲這一個步驟，應能有助

於罹癌病患的癒後與存活率。

二、活體外癌侵襲實驗之基底膜材料
介紹

由於癌細胞的侵襲轉移首需破壞其週邊正常組

織，為了模擬此生理現象，科學家們除了嘗試以動

物尤其是老鼠作為活體內 (in vivo) 實驗對象外，更

希望能從保護動物的觀點上，發展出一套較為簡便

且較不受爭議的活體外 (in vitro) 癌侵襲模擬系統。

於是，各種不同的動物組織材料如雞胚胎的皮膚
(1)
、

心臟
(2)
、尿囊膜 (chorioallantoic membrane)(3-7)

、動物

的內皮細胞 (endothelial cells) (8,9)
與肝細胞

(hepatocytes)(10)
、人類軟骨 (cartilage)(11)

、大鼠膀胱

(urinary bladder)(12)
、狗或牛的大血管

(12)
，以及牛眼

的水晶體
(13)
等等，都曾在早期被科學家們用來取

代癌侵襲相關實驗所需之細胞外間質與基底膜。然

而，利用這些不同替代品的共同缺點，在於其實驗

操作上極為耗時耗力且所費不貲。更甚者，因為這

些動物組織的結構與厚薄程度各不相同，致使惡性

腫瘤細胞對於穿透這些替代物的能力互異，進一步

造成不同實驗室間所得到的研究數據相差過大，而

影響了最終實驗結果的再現性與準確度。

在 1980 年在仍普遍缺乏良好癌侵襲模擬技術

之時，美國國家癌症研究院 Lance Liotta 博士等人

率先改用胎盤羊膜 (amnion)(14)
來取代先前的動物組

織材料。此胎盤羊膜的優點在於其組織結構非常簡

單，除僅含有一層上皮細胞 (epithelial cells) 外、其

下層之基底膜與基質 (stroma) 均較其他動物組織來

得面積更大且材質更為均勻。但儘管如此，在實際

操作癌侵襲的模擬實驗時，需要先以人工方式將上

皮細胞刮除以裸露出下層的基底膜與基質，萬一刮

除不完全，便會影響胎盤羊膜的組織厚度與均勻

度，進而導致實驗上產生嚴重誤差。

1982 年美國國家衛生研究院 Hynda Kleinman 博

士等人依據老鼠 EHS 肉瘤 (Engelbreth-Holm-Swarm

sarcoma) 中所分離出來的基底膜主成分，設計了一

套名為 重組基底膜 (reconstituted basement mem-

brane) 的替代用品。此重組基底膜包含了許多細胞

外間質的主要蛋白成分，例如基膜素 (laminin)、第

四型膠原蛋白 (collagen IV)、硫酸肝素糖蛋白

(heparan sulfate proteoglycans) 以及內動素 (entactin)

等。其優點在於成分的種類與組合比例與實際活體

中的基底膜非常類似
(15,16)
，而缺點則是其中的第四

型膠原蛋白極難溶於水。數年後，美國 BD (Becton,

Dickinson and Company) 公司針對此重組基底膜作進

一步的改良，除解決了原先第四型膠原蛋白難溶於

水的問題，更將此基底膜商品化，進而間接促使更

多學者專家們投入此基底膜替代物的技術研發
(17)
。

三、癌侵襲模擬實驗技術的發展簡史

1. Boyden Chamber
1962 年澳洲坎培拉大學的 Stephen Boyden 博

士發明了一套後人稱之為 Boyden chamber 的儀器
(18)
。Boyden 博士當時為了研究動物細胞經由微生

物或化學物質刺激後，所表現出正趨向或負背離的

細胞趨性 (chemotaxis) 反應現象，而設計了一個

直徑達 4 公分、高 2.3 公分的單一孔洞 chamber (見

圖 1)。Boyden 博士藉由這套 chamber 來觀察白血

球 (leucocytes) 對於抗體、抗原混和物的趨性反

應。其做法是首先將含有抗體、抗原混和物的細胞

培養液注入一個 chamber 的下層，同時將不含混和
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物的細胞培養液注入另一個 chamber 的下層作為對

照。之後，Boyden 博士將等量白血球細胞分別置

放於兩個 chamber 的上層，並以直徑為 13 mm 的

Millipore 濾紙將 chamber 的上下兩層作一區隔。最

後，Boyden 博士將兩個 chamber 靜置於 37 °C 的細

胞培養箱內觀察 3 小時。由實驗結果發現，在含有

抗體、抗原混和物的 chamber 內，其穿透到濾紙下

層的白血球細胞數目遠遠多於不含混和物的對照

組，證明了白血球對於抗體、抗原的混和培養液的

確具備著極高的正趨向反應。自此，大多數研究細

胞趨性以及細胞移動等相關實驗，都延續 Boyden

chamber 的設計原理來進行研究。而對於癌侵襲的

模擬技術而言，儘管最初 Boyden 博士所設計的

chamber 僅以一張普通濾紙作為上下層區隔，但後

世的癌症學家們仍擷取 Boyden chamber 的設計精

華，並搭配最新的重組基底膜為材質，將癌侵襲模

擬技術的研發推向一個更新的境界。

2. Membrane Invasion Culture System
(MICS)
自 1970 年代末至 1980 年代初，科學家們已逐

漸利用 Liotta 博士等人所研發的胎盤羊膜為基底

膜，並搭配 Boyden 博士所發明的 Boyden chamber

作為活體外癌侵襲模擬實驗的主要材料。可是，因

為 Boyden chamber 僅有一個單一孔洞，以致於實

驗操作上相當緩慢且效果不彰。有鑑於此，1984

年美國亞歷桑那大學 Mary Hendrix 博士的研究團

隊便針對 Boyden chamber 作改進(19,20)
。除了將孔洞

圖 1.

市售之 Boyden chamber 外觀與原始設計圖。(a) Boyden

博士於 1962 年所發表的 chamber 設計圖 (J. Exp.

Med., 1962, 115:453)。1. 為 chamber 下層、2. (圓形

物)為上層、3. 中間置入 Millipore 濾紙將上下兩層的

細胞培養液做區隔。(b) 美國 NeuroProbe 公司所生產

之 Boyden chamber (圖片摘自 NeuroProbe 公司 網站

http://www.neuroprobe.com)。
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數目從一個增加為十二個外 (見圖 2)，更針對

chamber 下層原本呈 90 度直角的細胞收集孔改為

45 度斜角設計，以方便操作人員可以輕易地將玻

璃管直接插到 chamber下層的最底處收集細胞 (附

註)。

1985 年 Helena Gabor 博士與 Leonard Weiss 醫

師二人採用一種含孔徑大小為 8－12 mm、密度為

每平方公分十萬個小孔的疏水性聚碳酸酯膜

(polycarbonate membrane) 為材質，以研究惡性腫瘤

細胞在穿透膜上小孔過程中的型態改變
(21,22)
。隔

年，Adriana Albini 博士等人進一步利用此聚碳酸

酯膜當基底，將前述之 重組基底膜 均勻塗抹於

其上，並置入 Boyden chamber 中藉以觀察癌細胞

的侵襲現象
( 2 3 )
。此名之為 m a t r i g e l - c o a t e d

polycarbonate membrane 的特殊複合物，其特點是

基底膜厚薄均勻，使得實驗的再現性大為提高，而

且聚碳酸酯膜不僅提供基底膜一個附著介面，其上

的小孔洞更可以讓癌細胞輕易穿過 (見圖 3)，使得

操作人員在判讀癌細胞的侵襲能力時更為準確方

便。而大約同時間，Hendrix 博士的研究團隊也將

此特殊複合物應用在其改良的 chamber 上，並進一

步將這整套集眾家精華的活體外癌侵襲模擬系統正

式命名為Membrane Invasion Culture System (MICS)
(19,20)
，這也是現在全世界研究癌侵襲模擬實驗時最

常使用的系統 (見圖 2)。

3.其它活體外癌侵襲模擬實驗的商品分析
目前市面上大約有五種左右的活體外癌侵襲模

擬實驗產品，其基本原理大致相同，但主要的差別

則來自於 chamber 本身的使用方便性、單次實驗操

作所能分析的樣品數，以及細胞的計數方式等。茲

在此舉兩個最暢銷的產品為例。

(1) BioCoatTM FluoroBlokTM Invasion System

此商品的製程首由美國費城藥理科技學院的

Ruy Tchao 博士所研發，於 1997 年取得專利 (24)

後，經由美國 BD 公司量產並販售每盤各 24 個孔

洞、易名為 BioCoatTM FluoroBlokTM Invasion

System 的 chamber (圖 4)。此商品的特點在於針

對傳統細胞計數耗時耗力的缺點，將細胞改用螢光

染劑甲基氨鈣黃綠素 (Calcein-AM) 來標記。甲基氨

鈣黃綠素是一種能通透細胞膜的化學物質，其進入

細胞後會被細胞內的酯 (esterase) 水解成為帶負

電、不含甲基氨 (aminomethyl, AM) 的游離態鈣黃

綠素 (free calcein)。與甲基氨鈣黃綠素不同的是，

經由酯水解後的游離態鈣黃綠素，會喪失其原有

之細胞膜通透性而留在細胞內。經由測量細胞內游

離態鈣黃綠素的特殊螢光強度 (激發光 485 nm；吸

收光 530 nm)，即可輕易計算出細胞的相對數目。

圖 2. MICS 外觀與結構圖。(a) Hendrix 博士等人於

1987 年所發表的 MICS 設計圖 (20)
。1. 上層

chamber、2. 下層 chamber、3. 實驗孔洞、4.

細胞收集孔、5. 上層孔洞、6. 下層孔洞以及 7.

塗佈好基底膜基質的聚碳酸酯膜。(b) 現今市

售之MICS 外觀。
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此外，美國 BD 公司為進一步改良前述 MICS 的繁

瑣細胞沖洗步驟，採用一種黑色不透光的

FluoroBlokTM polycarbonate membrane 為材質，將原

先可能會受到上層細胞內游離態鈣黃綠素所干擾的

訊號完全過濾掉，如此便可直接測量基底膜下層細

胞的螢光強度，藉以計算出惡性腫瘤細胞的侵襲能

力。

(2) QCMTM 96-Well Cell Invasion Assay

此項產品為美國 Chemicon 公司所研發，是一

個 96 孔盤的高效能分析系統 (實驗流程請參考圖

5)。此系統對於細胞收集和計數的方式做了一些修

改，當癌侵襲模擬實驗結束時，先將孔洞上層的培

養基吸乾，再將下層的 chamber 移至另一個含有細

胞脫離液 (cell detachment solution) 的 96 孔細胞收

集盤 (feeder tray)，於 37 °C 作用 30 分鐘後，即可

使下層細胞完全脫落至收集盤內。此設計除了可以

減少傳統收集細胞時所造成的誤差外，更可以將所

收集的細胞直接用細胞裂解液 (lysis buffer) 打破

後，再以綠色螢光染劑 CyQuant GR 染細胞中的

DNA 與 RNA 含量，進而間接推算出未侵襲與已侵

襲的相對癌細胞數目。此商品最大的優勢在於其可

以快速大量地篩選樣品，但缺點則是單價昂貴，且

細胞數目的定量是採用間接而非直接的計數方法。

四、各種活體外癌細胞侵襲分析技術
之比較

如前所述，目前市售的活體外癌侵襲模擬實驗

產品中，有的造價便宜但使用不便且誤差值大，有

的則是效能雖高但價格極為昂貴。在此，筆者試著

將這些產品做一簡單比較，以提供給各實驗室間如

何依據自己的經費與研究，挑選出最符合實驗需求

的產品。首先，Boyden chamber 最大的優點在於售

價最便宜，但缺點則是一個 chamber 內只含一個孔

洞，且不同 chamber 間所塗佈的基底膜厚薄度不容

易達成一致，因此較適合小型分析細胞趨性反應之

用途。至於 BioCoatTM FluoroBlokTM Invasion System

與 QCMTM 96-Well Cell Invasion Assay 等系統，其

優點是基底膜厚度均勻一致、實驗操作簡單且可單

次篩選多個樣品數，但缺點則是造價太高，而且

chamber 一旦拆封就必須使用完畢，倘若實驗上僅

需使用三、五個孔洞，其他空餘的孔洞也不得不於

實驗後一併作廢丟棄，因此這二套系統較適合分析

大量癌侵襲相關基因或化合物時使用。至於 MICS

圖 3. 癌細胞在聚碳酸酯膜表面之電顯圖 (圖片摘自 BD 公司網站，http://www.bdbiosciences.com)。

圖 4.市售之 24 孔盤 BioCoatTM FluoroBlokTM

Invasion System 外觀 (圖片摘自美國 BD 公司

網站，http://www.bdbiosciences.com)。
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的優缺點則介於上述產品之間，其費用較為便宜且

不需其他儀器支援，但耗時耗力與誤差值偏大的缺

點依然存在。

五、本實驗室活體外癌細胞侵襲技術
之改良

如何在有限的經費下，以最經濟實惠的技術設

計讓癌侵襲模擬實驗得以發揮其最大功效，是當前

探討致命癌轉移現象的研究單位嘗試努力的方向。

本實驗室近來便針對目前最被普遍使用的 MICS 系

統作一改良，除了已將成本費用降低至少 60% 之

外，更將實驗的操作流程以及最可能造成實驗誤差

的步驟大幅改善。研究結果顯示，藉由我們所設計

的這套新分析系統，的確可以獲致更精準的活體外

癌侵襲模擬實驗數據。茲在此簡略地描述本分析系

統實驗流程。

1. 依 MICS chamber 商品使用說明書操作，將疏水

性聚碳酸酯膜平舖在玻璃板上，將重組基底膜

均勻塗佈在無菌的聚碳酸酯膜上，待乾。

2. 先將 chamber 下層注滿細胞培養液，再將塗佈好

的聚碳酸酯膜 (含重組基底膜的一面朝上) 平鋪

其上。若孔洞中有氣泡產生，則需再加入些許

細胞培養液將氣泡清除。

3. 覆蓋上層 chamber，並用滅菌後的不鏽鋼螺絲將

上下兩層緊密栓在一起。

4. 將 chamber 置放於 37 °C 細胞培養箱中至少 30

分鐘，讓重組基底膜充分吸收細胞培養液。

5. 將 chamber 從細胞培養箱中取出，分別於上層孔

洞植入癌細胞。此外，上層孔洞中的細胞培養

液體積必須完全一致，以避免癌細胞因壓力不

同而影響最終實驗結果。

6. 依癌細胞株之生長特性，將 chamber 置放於 37

°C 細胞培養箱達 24－72 小時不等。

7. 於 24－ 72 小時後，從細胞培養箱中取出

chamber，並以細長玻璃滴管插入 chamber 下層

的最底處回收癌細胞。

8. 再用含有 1 mM 乙二胺四乙酸的磷酸緩衝液

(EDTA-phosphate buffer saline) 沖洗尚懸垂於聚

碳酸酯膜下方的癌細胞，並依照前述步驟回收

細胞。

9. 將回收的癌細胞移至於一片 3 mm 聚碳酸酯膜

上，以方便後續之細胞計數。

10. 將癌細胞用甲醇固定後，以 50 mg/mL 的碘化丙

啶 (Propidium iodine) 染劑標定細胞核。

11. 把染色後的細胞置於載玻片上，於螢光顯微鏡

圖 5.

市售之 QCMTM 96-Well Cell Invasion

Assay 外觀。(a) 結構圖。 1. 上蓋、

2. 重組基底膜與聚碳酸酯膜盤、3. 96

孔細胞收集盤、4. 基座。(b) 實驗流

程。 1. 注入細胞培養液與癌細胞，

2.癌細胞穿過重組基底膜與聚碳酸酯

膜，3. 收集癌細胞，4. 螢光定量。

(圖片摘自美國 Chemicon 公司網站，

http://www.chemicon.com)。
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Our Improved
BioCoatTM

QCMTM 96-well
System

Traditional MICS FluoroBlok
Invasion Assay

Invasion System

Uniformity of the
Acceptable Acceptable Good Good

matrigel coating

Cell detachment / Reduce hands-on 
Time consuming No need No need

Cell collection time

Quantification of 
Microscope Microscope Fluorometer Fluorometer

the invaded cells

Error range Narrow Broad Narrow Narrow

Throughput
Moderate Low Moderate High

(24 wells / chamber) (12 wells / chamber) (24 wells / chamber) (96 wells / chamber)

Cost Cheap Less expensive Very expensive Expensive
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下，以 25 倍率進行全視野照相，最後以電腦

計算細胞數目。

12. 經由電腦軟體計算後獲得實驗結果。

在本分析系統中，筆者主要針對 MICS 容易產

生誤差的步驟作修改。首先，將孔洞數從 12 個增

加到 24 個，以提高 chamber 的使用效能及樣品的

分析數目。此外，如步驟 7、8 所示，為了要收集

黏附在下層孔洞壁上以及懸垂於聚碳酸酯膜下方的

癌細胞，實驗時會運用一細長之玻璃滴管，將乙二

胺四乙酸的磷酸緩衝液經由 45 度角的細胞收集孔

插入至 chamber 下層做沖洗與回收細胞的動作。然

而因原先設計的細胞收集孔徑過窄，使得操作上一

有不慎，便會將玻璃滴管折斷在細胞收集孔內而倍

增困擾。在沖洗下層 chamber 的繁瑣過程中，萬一

操作者力道稍微大了一點，細胞溶液便會從水平氣

孔溢出，導致細胞流失以及實驗數據的嚴重誤差。

為此，我們對於細胞收集孔和水平氣孔之大小及長

度作了大幅度的修改。經 實驗證實，我們所設計

的這套 chamber，可使原本實驗上玻璃滴管容易折

斷、細胞溶液容易溢出等問題完全解決。

經過比較，本實驗室所改良的活體外癌細胞侵

襲模擬系統的確優於傳統的 MICS 技術 (表 1)。由

實驗結果顯示，以 MICS 系統比較不同人類肺腺癌

細胞株
(25)
的侵襲能力，其具低侵襲能力與高侵襲

能力細胞的實驗標準差 (standard error) 分別為

61.61 和 76.59。而藉由本實驗室改良系統所得到的

實驗標準差則分別為 8.67 與 31.21 (如圖 6)。證明

了本實驗室新改良的活體外癌侵襲系統，不僅可以

分辨不同癌細胞的侵襲能力，更可以大幅降低實驗

誤差，使得實驗結果更為精確。

六、結論

綜觀整個活體外癌侵襲分析實驗的發展史，最

主要的技術突破在於發展出可以貼切模擬人體內組

織器官的細胞外間質與基底膜材質。從早期直接利

用動物組織或人類胎盤羊膜為替代品開始，到後來

重組基底膜 的誕生，科學家們終於得以克服長

久以來基底膜的取得不易與厚度不均等困難。這樣

的發明不但使得不同實驗室間的研究數據終能放在

同一套標準下作一比較，也使得研究結果的再現性

相對提高許多。而疏水性聚碳酸酯膜的問世，更提

供了重組基底膜一個絕佳的支撐平面。研究結果顯

示，甚至在沒有塗佈基底膜的情況下，單單是聚碳

酸酯膜本身，即可用來作為測量細胞移動與穿透力

的分析實驗。至於 chamber 的設計，從早期僅用單

一孔洞來觀察細胞趨性的 Boyden chamber，中期的

12 孔洞 MICS 系統，一直到現今分析癌細胞侵襲

能力的高效能多孔洞 chamber，都對於癌侵襲模擬

實驗的技術發展有著極大的貢獻。然而，儘管分析

表 1.本實驗室新改良活體外癌侵襲模擬系統與其他系統之比較。
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系統種類越來越多，實驗的操作上卻仍有許多地方

需要加以改良。以 MICS 系統為例，其繁瑣操作步

驟中所可能導致的實驗誤差有：(1) 以人工方式塗

佈基底膜時，容易產生厚薄程度不均勻； (2) 沖洗

及細胞回收的過程中，容易因為沖洗力道不慎過大

造成細胞大量流失；以及 (3) 以顯微鏡目視計數細

胞的方式過於老舊且耗時耗力。

有鑑於此，本文介紹了本實驗室新近設計的一

個 24 孔洞低價 chamber，並運用加長與加寬細胞

收集孔以及水平氣孔的方式，將原本 MICS

chamber 做大幅度的修改。經實驗結果證實，此套

系統無論是在實驗流程的精簡、技術操作的穩定

性、以及實驗數據的可信度方面，皆有顯著的改

善。尤其是本套系統可以徹底解決原本因沖刷細胞

時所造成的細胞流失問題。而在細胞計數的改良

上，最近已有外國廠商率先研發出可以吸收螢光的

聚碳酸酯膜，目前本實驗室正與之洽談，希望能利

用此產品將穿透與未穿透基底膜的癌細胞直接分開

計數，如此除了可以進一步省卻細胞收集時的繁瑣

步驟，更可以減少實驗操作者在細胞計數時所產生

的誤差。而藉由此改良系統，我們希望可以加快現

今抑癌基因與抗癌藥物篩選的研發速度。目前，本

實驗室嘗試設計一套效能更高的 chamber ，希望能

提供給癌症學者專家們一個更精益求精、品質更穩

定、價格更低廉的活體外癌侵襲模擬分析系統。
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附註

根據文獻記載，最初 Hendrix 博士等人所設計

的 chamber 並沒有如圖 2 般所顯示的水平氣孔設

計。現在市面上所販售的 chamber 之所以新增此水

平氣孔，是因為 Hendrix 博士等人後來發現當惡性

腫瘤細胞穿透基底膜後，細胞大多仍會懸垂在基底

膜的下方而不會直接掉落在 chamber 下層孔洞的溶

液中。因此，為使最後的定量分析數據更加準確，

Hendrix 博士的研究團隊額外設計了一些沖洗癌細

胞的動作，並增設水平氣孔以平衡實驗操作時所可

能造成的內外氣壓差。
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