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一、前言

雷射與顯微鏡的結合在不同的學科領域已形成

一極為重要的工具，例如共焦顯微鏡可用以擷取次

微米解析度、栩栩如生之 3D 影像。藉由高數值孔

徑物鏡聚焦雷射光束亦可形成光鉗，在顯微鏡下操

縱微米大小的物件。超快雷射的應用，更使得雙光

子 (two-photon) 的激發成為可能，例如雙光子螢光

激發、二倍頻與三倍頻產生等。雙光子激發之光譜

量測和顯微術己成一用於研究細胞組織螢光特性的

螢光分析為生命科學領域中極為重要的工具。而雷射與顯微鏡的結合，已將螢光的激發與分

析帶至一新的境界。本文介紹如何利用超快雷射的聚焦形成光阱，並同時以雙光子激發產生

螢光，進而以光譜儀分析。因細胞之自發螢光往往可反映其內部之狀態，本文亦將介紹如何

利用上述方法對阿拉伯芥 (Arabidopsis thaliana) 之原生質體與 PC12 系列之單一細胞的雙光

子自發螢光進行顯微光譜分析，提供細胞研究之重要資訊。

Fluorescence analysis is an important tool in life science research. The employment of laser in
optical microscopy has greatly facilitated the advance in fluorescence excitation and analysis. In this
article, we introduce the use of ultrafast laser in simultaneously forming optical trap and generating
two-photon excitation. Specifically single cells prepared from the protoplast of Arabidopsis thaliana
and PC12 cell culture are used to demonstrate the application of auto-fluorescence in monitoring the
cellular status.
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制式方法
(1-3)
。螢光法可使我們探知細胞的新陳代

謝過程、螢光物質的濃度、細胞內的變化情形與交

互作用，乃至分子或結構的物性
(4,5)
。但在高強度的

雷射激發之下，亦極易對樣品造成光漂白

(photobleaching) 與光破壞 (photodamaging)。如此

造成之變化往往有賴光譜量測做進一步的分析。本

文將介紹如何利用光纖耦合光譜儀，分析雷射激發

下之自發螢光 (auto-fluorescence)，並藉以分析樣品

的時序 (time-lapsed) 改變。在這篇文章中，我們所

觀測的樣本主要為阿拉伯芥 (Arabidopsis thaliana)

的原生質體與 PC12 細胞。

雙光子螢光的激發來自同時吸收兩個入射的近

紅外光子 (NIR)，如此激發具有下述獨特的優點。

舉例而言，近紅外光子不像 UV 光子般易引起光破

壞。大幅降低的散射 (Rayleigh’s law) 亦使近紅外

光束具有較高的穿透能力，較長之波長亦能降低顯

微成像的球面像差。除此之外，其 3D 定點激發的

特性亦可消除不在聚焦面的光漂白與光破壞。此

外，若利用活體樣本內之自發螢光則不需要外加螢

光標示。

自發螢光是由細胞本身的螢光物質所產生，以

往在螢光顯微術或生物晶片螢光標定等檢測中通常

被視為背景雜訊
(6)
。在螢光相關的研究中，通常會

設計一些特別的方法來區隔自發螢光
(7)
。細胞內部

的螢光物質，可在細胞、組織結構內或新陳代謝過

程中發現，這些物質的螢光極可能反映結構或代謝

的改變、功能狀態，乃至病變等
(8,9)
。近來因高性能

偵測器的發展，使低量子效率的自發螢光偵測有極

顯著的進步。

在本文所述的研究中，光阱 (optical trapping)

效應亦可方便螢光光譜和影像的取得。光阱是利用

高數值孔徑的物鏡聚焦雷射光束，並產生高梯度的

光強場。如此產生之光場即可用以捕捉折射係數異

於介質的微米大小物體
(10)
。超短脈衝近紅外雷射光

束可同時捕捉細胞，並以雙光子效應激發被捕捉細

胞的自發螢光。光阱之應用使細胞便於放置與控

制，並標準化量測的條件。例如在活體病毒、細胞

和次細胞胞器的研究中，光阱已經成為一個強而有

力的工具
(11,12)
，並且極利與光譜儀結合

(13)
。

二、實驗架設

本文所述的量測方法考慮到非破壞與非侵入

性，亦即基於細胞不會有效地吸收近紅外光，且脈

衝雷射的平均功率極低。利用細胞內在的自發螢

光，則可避免外加螢光標示。另一方面，在活體細

圖 1.

光阱、顯微光譜儀與顯微影像

的實驗架設圖。這個架構的特

點之一在於能迅速改變工作組

態，如箭頭所示。

AD
converter

Spectrometer
USB2000

(Ocean Optics)

Mira 900
Ti:Sapphire Laser

~100 fs pulse width

40 ¥ 0.4NA
UV objective

Sample

100 ¥ 0.8NA
objective
IR filter

Preamplifier

objective 10 ¥

Verdi 532 nm, 10W

fiber

Confocal scanning unit
(FV300, Olympus)

HV

PMT



24 科儀新知第二十五卷第四期 93.4

胞中飛秒 (femtosecond, fs) 近紅外雷射亦可能引發

熱和光致毒性 (phototoxicity)，而造成不利生物的

改變
(12,14,15)

，這包含無形、未立即可見的反應，如

同先前的研究所報導
(13,16,17)

。因此，所使用的雷射

功率和觀察時程相當受限於光破壞的影響。許多不

同的標準已用於測度光破壞的影響，如細胞生存能

力、分裂活性和新陳代謝狀態的改變等
(16,18,19)

。

如圖 1 所示，一套雷射掃描顯微光譜系統的架

設包括 (1) 光源、(2) 掃描儀與耦合光學組件、(3)

顯微鏡主體、(4) 偵測器 (含光纖耦合裝置)。光源

包括各式 CW 雷射，以行單光子激發，而鎖模

(mode-locked) 鈦藍寶石 (Ti:sapphire) 則為最常用之

雙光子激發超快雷射，如圖 2 所示。鎖模鈦藍寶石

雷射 (Mira-900, Coherent) 產生的脈衝約在 100 fs 左

右，重複頻率一般約為 76－100 MHz，它是由一腔

內倍頻的半導體激發固態雷射所幫浦，其輸出波長

可調範圍在 700－920 nm 之間。掃描儀與耦合光學

組件為掃描成像所不可或缺的關鍵系統組件。顯微

鏡主體在單獨使用下，即為傳統之光學顯微鏡，與

上述系統搭配則可形成雷射掃描顯微系統。光電倍

增管 (photomultiplier tube) 為最廣泛使用的掃描成

像偵測器。光纖耦合極利於連接光譜儀，進一步達

成光譜分析的功能。低雜訊之 CCD 則為最常與光

譜儀搭配使用之偵測器。

光阱的架設如圖 1 所示，夾於兩蓋玻片的細胞

樣品置於三維的移動平台之上。一高倍之物鏡 100

¥ /0.80 將入射的雷射光束聚焦於樣品之上，以捕捉

細胞並產生雙光子螢光的激發。另一同軸物鏡 40

¥ /0.40 則架設於樣品的另一邊，以即時觀察樣品與

偵測螢光。如此可在反射和透射的模式下，觀察並

記錄捕捉的情況。螢光光譜係藉由一光纖耦合光譜

儀 (USB-2000, Ocean Optics) 取得。影像則藉一

NTSC 輸出規格之 CCD 觀測。

選擇單一細胞進行光譜量測的方法為：將雷射

聚焦於選定之細胞之上，使得細胞被雷射產生的光

阱所捕捉並且激發出相應之雙光子螢光。在落射照

明下，記錄顯微鏡下的細胞影像。當照明關掉後，

則可以清楚的見到由細胞發出的雙光子自發螢光，

並且可用光譜儀量得其光譜。樣品的顯微影像，亦

可使用雷射掃描顯微鏡 (FV300, Olympus) 搭配光電

倍增管取得穿透或反射方向影像，如前所述
(6,15)
。

為了得到經統計平均之細胞時序螢光強度對時

間的演化曲線，量測的方式係在一群細胞中取出幾

十個單一細胞，並對每個細胞測量其自發螢光強度

之後，平均其光譜範圍 510－515 nm 處之螢光強

度，並且在等間隔的時間後，反複進行上述步驟。

如此即可繪出如圖 3 中的 DMEM 和 PBS 中與時間

相關的包封 (envelop) 曲線。

入射雷射光束功率對細胞的影響如圖 9(b) 和圖

10(b)。雷射功率密度的變動範圍在 0.3－1.7 ¥ 108

圖 2.

常用於單／多光子顯微術之雷

射光譜分布圖。
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W/cm2
之間。來自每個細胞的光譜也被連續的量測

4－5 分鐘。對於每個指定的雷射功率，量測數個

細胞的照射 (曝光) 時間與其雙光子螢光間的關

係，並且取其平均值。

三、樣品製備

1.阿拉伯芥原生質體
阿拉伯芥種子係種植於 20 ¥ 8 ¥ 4 cm3 (L ¥ W ¥

H) 的平坦泥土中，置於室溫日／夜溫度為 25/22

°C 的成長室中，以日／夜時間 16/8 小時為週期，

使用螢光管 (FL40D-Ex, Mitsubishi) 照射一個頻譜

到達 160 mmol．m–2
．s–2 (at the rosette level) 之近日光

光源。植物放置 4 到 5 週後即可使用。Mesophyll

原生質體藉由細胞壁酵素的作用來分離，並且保存

於培養介質之中。為利於顯微觀測，原生質體被懸

浮於一個玻璃覆蓋的腔體中。

2. PC12細胞
PC12 細胞來自老鼠的特殊腫瘤 (pheochromo-

cytoma)。若加入神經元成長因子 (NGF) 於 PC12

細胞，可使其表現神經元的特性，為一廣泛地使用

於展現神經元細胞生理機能
(20)
的 in vitro 模型系

統，如生存與繁殖
(21-23)
、分化

(24)
與自行凋亡

(apoptosis)(25)
等。在雙光子激發之下，PC12 細胞呈

現 500－530 nm 之淺綠色螢光。我們推測其自發螢

光的強度與細胞的生存狀態相關。而細胞的生存狀

態差異則來自不同介質的使用與隨時間的演化。

PC12 細胞保存於含 10% 馬的血清蛋白加上

5% 胚胎血清蛋白之 DMEM 緩衝液或磷酸鹽緩衝

液溶液 (PBS)。懸浮液的細胞密度約 106/mL。次取

的 10 mml 懸浮溶液置於兩蓋玻片之間進行自發螢

光測量。一極薄之塑膠隔片則用以防止細胞被擠壓

於兩蓋玻片之間，以確保細胞形體之完整性。

四、量測結果與討論

1.阿拉伯芥原生質體
(1)單光子漂白的數學模型

我們用以下的模型來描述光漂白：假設螢光訊

號的改變量為 DP，並與入射之累積雷射能量密度

和螢光訊號 P成比例關係，可得
(26,27)
。

g(F) 為一與螢光衰減相關的照射能量密度函數，照

射能量密度 F之單位為光子／cm2
且 F = IDt。g(F)

可化簡為 sF/hn 其中 I 為雷射光束的入射強度，s
為光漂白過程的截面，hn 為入射光子能量。將式
(1) 對時間積分可得

(2)多光子漂白的數學模型

若激發來自脈衝雷射照射下多光子效應，F 則

代表在單一雷射脈衝之下單位面積的光子數，g(F)

= b(F/hn)M
，其中 M 表示非線性之指數，b 表示多

光子漂白的有效截面，其單位為 (1/cm2)M
。將式 (1)

對入射的雷射脈衝數積分，可得

對於一個鎖模雷射而言，一個單一脈衝的照度

F 可表示為 It，其中 I 為平均雷射強度，t 為脈衝
間的週期。脈衝的累積數量因此表示為 N = ft，其

中 f = 1/t，表示雷射脈衝的重複率。故式 (3) 可以

重新改寫為
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圖 3. 在 DMEM 和 PBS 溶液中，由單一細胞激發

的自發螢光時序圖。其中所使用的雷射波長

為 770 nm，功率密度約 108 W/cm2
。
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如此，雙光子激發的等效截面可以定義成

其中 M = 2。以上式所定義的雙光子激發漂白截面

將呈現與入射強度或脈衝照度相關的函數。因此在

增加入射強度之下，雙光子激發的光漂白截面將快

速的增加。

(3)由單光子激發所誘導的漂白

圖 4 為在 CW 雷射 488 nm 之下，葉綠體的時

序 (time-lapsed) 自發螢光光譜。其光譜的時間順序

繪圖如圖 4(a) 所示，其 3D 圖如為圖 4(b) 所示。在

CW 雷射照射之下，葉綠體的紅色自發螢光以 690

nm 為中心波長，並以指數型式衰減。圖 4(c) 擬合

之衰減近似曲線，其曲線為表示兩個不同光漂白程

序之指數衰減函數。我們可得到兩個單光子漂白截

面分別為 8 ¥ 10–24 cm2
與 5.4 ¥ 10–25 cm2

。若假設葉
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綠體激發的吸收截面為 10–16 cm2
，約一染料分子之

大小，則對應的光漂白量子效率約為 10–8
。此相對

低的漂白率顯示葉綠素較多數的染料穩定
(28)
。

(4)雙光子激發所誘導的光漂白

圖 5 為在雙光子激發之下，一個典型時序的漂

白光譜。相對於單顆光子激發單色的光譜，由雙光

子激發的葉綠體螢光為彩色分布，其範圍為 450－

700 nm。在 495 nm 處的螢光可能為 11 Bu狀態結合

所發出的。在 525 nm 處之螢光則可能為 n1 Ag狀態

所發出的，而在 620 nm 處之特徵則可能為類胡蘿

蔔素的 21 Ag 狀態所發出
(29)
，這是已知葉綠體的光

合成過程中一串接的能量轉移鏈反應
(30,31)
。這個現

象亦反映在光譜中，由於紅色螢光衰減且綠色螢光

上升，顯示出類胡蘿蔔素與葉綠素兩者之間的交互

作用。類胡蘿蔔素能在強烈照射之下，吸收額外的

能量來保護葉綠體
(30,31)
。純淨的葉綠素不會顯現出

多彩的頻譜，如圖 5 所示。綠色螢光反映一連串連

鎖反應的發生。

圖 5(c) 所示的數據，係由式 (3) 使用非線性最

小平方近似法所得最佳的衰減函數擬合。由式 (5)

所得出相對應的截面為 2.8 ¥ 10–26
、2.6 ¥ 10–26

、2.3

¥ 10–26
、1.0 ¥ 10–25

和 2.0 ¥ 10–25 cm2
，其相對應的螢

圖 4. 在波長 488 nm 的雷射激發下，透過顯微光譜儀所量測的葉綠素時序螢光光譜。(a) 時間順序光譜；(b)

光譜的三維表面漸層描圖；(c) 中心波長為 687 nm 的螢光衰減曲線，擬合 (fitting) 曲線係利用兩指數

的衰減函數 (double exponential decay) 以最佳擬合光漂白過程。
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光波長分別為 665、637、600、515 和 495 nm。在

這個實驗中，雙光子激發中較低的漂白截面表示在

雙光子激發下有著較小的破壞。但實際上極高 NIR

強度常被用於取得與單光子激發相同的自發螢光

量。也因此雙光子激發下光漂白率的結果會比單光

子激發的結果較高。

圖 6 為在脈衝雷射照射之下的原生質體。在經

數次掃描之後，紅色螢光的降低意味著原生質體的

衰減。在葉綠體中，綠色的自發螢光的產生與紅色

螢光的衰減有著緊密的關係。在強烈脈衝雷射之照

射下，能對細胞造成迅速和劇烈的傷害，這個現象

可由照射與觀察含有 Calcein AM 染料的原生質體

中更進一步地證實。

2. PC12細胞
(1)細胞之影像與光阱的捕捉

PC12 細胞的影像如圖 7 所示，(a) 為傳統反射

式影像，(b) 為雙光子螢光之掃描影像。由圖 7(b)

可知，自發螢光遍布於整個細胞上。但是細胞的不

同部分 (organelles) 會呈現出不同的螢光強度，反

映細胞內螢光物質的分布。PC12 細胞 (細胞大小

約為 5－10 mm) 係保存於 PBS 或 DMEM 介質中，

並可自由移動或由雷射光束所操縱，以控制單一細

胞之位置便利觀測。每個細胞所發出的自發螢光強

度不見得相同。這可歸因統計上的差異或細胞內部

狀態的不同，以及測量情況的變動所致。光阱捕捉

無疑使量測條件能更形標準化 (例如防止被觀測的

細胞漂移)。

圖 5. 雙光子激發下的時序螢光光譜。(a) 光譜的時間順序描繪；(b) 光譜的三維表面漸層描圖；(c) 495 nm、

515 nm、600 nm、637 nm 和 665 nm 螢光衰減曲線。

圖 6. 透過雙光子螢光影像可以顯現之前遭受光破

壞的區域 (中間為綠色螢光區域)。這張影像

的中央矩形區域先以每畫面 3.3 秒的近紅外

脈衝 (780 nm) 雷射及較高倍率 (zoom-in) 掃

描一遍，再以較低倍率 (zoom-out) 掃描所得。
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(2)細胞和與其培養介質之雙光子螢光

PC12 細胞淺綠色的雙光子螢光在光譜的分布

稍寬，且它的本質尚待了解。此外，緩衝介質也顯

現出類似的螢光。在相同的照射條件下，介質的螢

光強度遠弱於細胞所發出的，如圖 8(a) 所示。在圖

8(b) 中，為細胞介質中各式各樣成分的雙光子螢光

光譜：DMEM、DMEM 加上 NaHCO3、飽和的

NaHCO3 溶液、馬的血清蛋白與胚胎血清蛋白溶

液。如同預料的一樣，血清蛋白溶液、DMEM 和

DMEM 加 NaHCO3之溶液的雙光子螢光光譜是非常

相似的，它們也有著相同區域的峰值位置。即便如

NaHCO3 (碳酸氫鈉) 溶液亦顯現雙光子自發螢光。

許多細胞中的化合物，例如 NADH、NAD(P)H

和檞黃素 (flavins) (皆為新陳代謝之氧化還原反應

中的化合物)，結構蛋白質如膠原蛋白 (collage) 皆

會產生高強度的自發螢光，並且可能是細胞內自發

螢光之主因
(8,32-34)
。自發螢光可用以追蹤氧化還原反

應，乃至正常或異常之新陳化謝反應
(12)
。細胞和介

質自發螢光的相似性，可能肇因於普遍存在於許多

有機化合物或物質中之某些化學官能基。

(3)細胞對時間的相關性

雙光子自發螢光強度隨著時間變化可由圖 3 看

出，儘管每次量測間之細胞自發螢光有所變異，時

間平均下之自發螢光乃顯現出一個有如阻尼的振盪

衰減曲線。這個特性圖案如圖 9(a) 和 10(a) 所示，

圖 8. (a) PC12 細胞和介質的雙光子自發螢光光

譜，其入射光波長 770 nm、功率密度 1.0 ¥
108 W/cm2

；(b) 對 DMEM (1)、DMEM +

NaHCO3 溶液 (2)、NaHCO3 飽和溶液 (3)、馬

的血清蛋白溶液 (4) 與胚胎血清蛋白 (5) 的雙

光子螢光之歸一化光譜，其功率密度為 3.0 ¥
108 W/cm2

，波長為 770 nm。

圖 7. (a) 顯微鏡下的 PC12 細胞－傳統的穿透影

像；(b) 雙光子螢光掃描影像。
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分別顯示在 DMEM 和 PBS 之細胞自發螢光的變

化。對於懸浮在DMEM 的細胞，自發螢光顯示出了

阻尼振盪衰減般的演變。相對於 PBS 中懸浮細胞的

自發螢光則顯現出一個隨著時間指數衰減之函數。

(4) 雷射對細胞的破壞

圖 9(b) 為 DMEM 中的懸浮細胞在雷射照射之

下，細胞的雙光子自發螢光與照射時間的關係。由

圖 9(b) 可看出，懸浮於 DMEM 中的細胞可在長時

間照射下仍保持著它原始的螢光狀態。觀察細胞自

發螢光強度隨時間 (4－5 分鐘) 產生的變化得知，

當雷射功率密度在 0.3－0.8 ¥ 108 W/cm2
的範圍之

間，細胞自發螢光強度沒有太大的變化，這是由於

雷射光束尚未對細胞產生太大的破壞。但當功率密

度超過 0.8 ¥ 108 W/cm2
時，隨著量測時間的增加，

螢光強度產生很大的變化。隨著功率密度的上升，

螢光強度隨時間的變化也迅速上升。這極可能肇因

於雷射光束對細胞產生的光破壞。從遭受光破壞的

細胞可觀察到非常強的自發螢光
(35)
，這反映出細胞

自發螢光對細胞內部狀態的關係。

圖 9 和圖 10 比較在 DMEM 與 PBS 兩種溶液

之中懸浮細胞對照射時間的變化。在 0－1.5 小時

的時間間隔中，雷射功率密度為 0.3 ¥ 108 W/cm2

時，兩種溶液中懸浮細胞之單一量測的自發螢光沒

有太大改變。但當雷射功率密度超過 0.6 ¥ 108

W/cm2
時，單次量測中 PBS 溶液的細胞 (圖 10(b))

與 DMEM 溶液的細胞 (圖 9(b)) 有激烈反應，並且

極為相似。之後細胞內部狀態的改變和其對照射時

間的反應變得較不強烈，僅只顯現出與雷射功率微

弱的相關性。利用自發螢光量測方法也顯現出，

PBS 中的懸浮細胞只能生存 1－1.5 小時。大體而

言，細胞螢光時序的變化與雷射功率有很好的對應

關係。在 PBS 和 DMEM 溶液中，因不同的外在條

件，細胞有著不同的反應。

五、總結

螢光量測為生命科學研究中極為重要的方法。

透過細胞自發性螢光的觀測，可以推得細胞內的一

些重要資訊，如細胞內部之變化、新陳代謝等。本

文介紹將超快脈衝雷射、掃描式共焦顯微鏡以及光

譜儀組合之後，可成為量測單一細胞自發螢光光譜

的有力工具。且因量測方式為非接觸性，對細胞的

影響較能控制。從時序螢光光譜量測結果的分析，

可得到與細胞相關的資訊，如細胞對於不同介質的

螢光反應、雷射光對細胞的破壞程度等。本文為利

用阿拉伯芥原生質體和 PC12 細胞分別代表植物與

動物細胞，利用上述之光學架設與時序性螢光光譜

分析，得到前述之結果。此光學架設不僅可用於生

圖 9. (a) 典型的 PC12 細胞雙光子螢光與時間的關

係。在 DMEM 介質中的 PC12 細胞，雷射功率

密度：1 ¥ 108 W/cm2
如 a 所示；0.9 ¥ 108 W/cm2

如 b 所示；0.75 ¥ 108 W/cm2
如 c 所示。(b) 在

DMEM 介質溶液中，由雷射照射之 PC12 細胞

的自發螢光反應。雷射波長 740 nm，功率密

度：1－1.5 ¥ 108 W/cm2
；2－1.3 ¥ 108 W/cm2

；

3－1.1 ¥ 108 W/cm2
；4－1.0 ¥ 108 W/cm2

；5－0.8

¥ 108 W/cm2
；6－0.7 ¥ 108 W/cm2

；7－0.5 ¥ 108

W/cm2
；8－0.3 ¥ 108 W/cm2

。
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8

6

4

2

0

物細胞樣本上，經過適當變更亦可用於不同科學領

域，如奈米材料等。

我們預期若再引進螢光半衰期 (fluorescence

lifetime) 的分析，將可進一步闡明螢光標示與周遭

環境之交互作用，乃至相關之物理、化學的變化。

隨著新科技的發展，光子相關計數的高速電子系統

已在這樣的要求下發展出來 (FLIM, http://www.

becker-hickl.com/)，進而得到分子層次的資訊。這

也是目前極為熱門之研究主題。
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