
20 科儀新知第三十一卷第四期 99.2

利用螢光生命期顯微術觀測細胞新陳
代謝過程
Monitoring the Cellular Metabolism via
Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy

氧化磷酸化是細胞代謝裡一個重要的生化過程，且與生物體內能量生成與利用有關。參與過程的重要分子

－NADH 具有自發螢光的特性，使我們能利用螢光技術進行非侵入式的觀測及研究。在本研究裡，利用螢

光生命期顯微技術觀察細胞代謝過程中 NADH 自發螢光生命期的變化，希望能建立生命期參數與細胞生

理 (細胞密度、凋亡與壞死) 及病理狀態 (阻斷電子傳遞鏈) 間之關連性。

林伯彥、郭宗霖、高甫仁
Po-Yen Lin, Tsung-Lin Kuo, Fu-Jen Kao

Oxidative phsphorylation is an important metabolic pathway that uses energy released by the oxidation of nutrients
to produce adenosine triphosphate (ATP). Nicotinamide adenine dinucleotide reduced (NADH) participated in this
process provides detectable fluorescence signal make it possible to utilize the non-invasive optical technique for
further observation. In this study, fluorescence lifetime imaging microcopy (FLIM) is employed to monitor the
function/conformational state of NADH associated with cellular metabolism in physiological (cell density,
apoptosis, necrosis) and pathological states (inhibition of the electron transfer chain).

一、前言

光學顯微鏡是觀察生物細胞與組織極重要的儀

器之一，除了非破壞性及適當的觀測環境優點外，

並提供次微米左右 (約光波長一半) 的空間解析能

力。在生物組織體內，存在一些自發螢光的分子

(endogenous fluorophore)，如芳香氨基酸 (Trp, Tyr,

Phe)、膠原蛋白 (collagen) 及煙醯胺腺嘌呤二核 酸

(nicotinamide adenine dinucleotide, NAD+) 等，觀察這

些螢光分子的螢光特性，能探究出生物組織其週遭

微奈米環境，進而反映許多生理及病理狀態
(1-6)

。

在利用單光子激發為主的顯微光譜技術中，往往會

遭遇許多問題，如組織吸收與散射，並造成穿透距

離受限等
(7, 8)

，多光子顯微技術 (multiphoton

microscopy) 可用以克服這些問題
(9-12)

，由於使用波

長較長，因此能有較深的穿透距離，同時對樣品產

生較少的破壞 (photobleach and photodamage)(13, 14)
。

多光子顯微術所使用的光源為鈦藍寶石飛秒雷射

(Ti:sapphire)，波長範圍約在 700－1000 奈米，所對

應之雙光子激發波段非常適合探究生物組織內的自
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發螢光分子，如 NADH (NAD reduce) 的激發吸收

峰約 340 nm，發出的螢光光譜最大值約在 460 nm。

在本實驗裡，主要研究 NADH 的自發螢光特性與

細胞代謝過程的相關性，雖然 NADPH (NAD

phosphate) 也有類似的激發及放射波長範圍，使得

在量測上無法從光譜上區分這兩種分子，然而在細

胞代謝反應參與過程中 NADH 較為重要，NADPH

則主要貢獻在合成反應中，因此 NADH 所提供的

螢光便成為探索細胞代謝過程中重要的線索。

二、細胞代謝

在 生 物 體 中 ， 細 胞 內 生 理 的 新 陳 代 謝

(metabolism) 為維持生命循環所必需之化學反應，

主要可分為代謝 (catabolism) 和合成 (anabolism)。

代謝作用為氧化反應，將大分子經降解成小分子，

如：H2O、CO2，同時伴隨能量 (ATP、NADH 等)

的產生，能量又再被合成作用所利用，將簡單型式

的前驅物 (胺基酸、核酸、單醣類) 轉換成大分子

(蛋白質、核醣核酸、多醣體)。

NADH 的產生主要發生在醣類、脂質、胺基

酸代謝的過程。細胞在有氧的環境下進行的新陳代

謝，稱之為呼吸作用 (respiration)，大分子經氧化

分解為二碳分子乙醯輔 (acetyl-CoA) 後，會進入

檸檬酸循環 (citric acid cycle)，藉由許多酵素氧化

成二氧化碳，同時還原輔 NAD+
和 FAD，使其

攜帶電子而成 NADH 和 FADH2，進入生物代謝最

終步驟，電子傳遞鏈及氧化磷酸化反應 (oxidative

phosphorylation)，此氧化反應產生的效用將促使細

胞合成 ATP。

NADH 存在兩種狀態：自由態與束縛態 (free

and bound form)，束縛態指的是與另一分子結合形

成複合物時的狀態，例如，與粒腺體上的膜蛋白結

合後形成複合物 (complex I)，這個複合物具調節從

NADH 到氧的電子傳輸功能，NADH 作為呼吸作用

中電子的供應者 (donor)，在 complex I 上將兩個電

子釋放進入傳遞鏈 (electron transfer chain)，如圖 1

所示：

NADH + H+ + Q → NAD+ + QH2

此兩個電子經由呼吸鏈傳遞至 complex IV (細胞色

素氧化，cytochromeoxidase) 後，由氧分子接收：

此反應為放能反應，產生的能量用於將質子

(proton) 從 基 質 (matrix) 送 到 內 外 膜 區 間

(intermembrane space)，使內膜兩側質子濃度產生

差異，此質子濃度梯度驅動 ATP 合成的活化，

進而產生 ATP。因此束縛態的 NADH 可反映生物

體細胞代謝的速率與程度，同時與生物體內能量來

NADH H O NAD H O+ + Æ ++ +1

2
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圖 1.

電子傳遞鏈示意圖。
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源 ATP 的生成有關。

NADH 在自由態與束縛態時的螢光光譜差異

不明顯，因此應用於細胞代謝研究上較為不易。然

而螢光生命期 (fluorescence lifetime) 則提供我們觀

察的另一指標，螢光生命期表示分子在激發態平均

暫留的時間，並會受分子周圍環境及狀態影響
(15)

，因此藉由測量 NADH 的螢光生命期，可以了

解細胞在代謝過程的變化。NADH 的激發波長約

為 340 nm，在溶液中其自由態螢光生命期約為 0.3

－0.7 ns，而峰值在 0.4 ns 左右；與蛋白質或酵素

結合之束縛態 (bound form)，其螢光生命期約在 2.5

－3.0 ns，而形成複合物之 NADH 表示其可能參與

電子傳遞鏈上之反應。在觀測生物體內 NADH 的

螢光顯微術中，最值得關注的部分在於癌症細胞的

演變，因其能量代謝上的需求較正常細胞來得頻

繁，且獲取 ATP 的方式亦不同，癌化細胞在醣解

過程迫使細胞以無氧代謝的方式製造 ATP，並不經

由粒腺體的氧化磷酸化反應，因此可由 NADH 自

由態和結合態的比例來分析細胞型態。在筆者的研

究中，利用螢光生命期顯微術 (fluorescence lifetime

imaging microscopy, FLIM) 來觀察 NADH 在細胞代

謝過程中螢光生命期的變化。

三、螢光生命期顯微術的應用

螢光生命期顯微術是結合共焦掃描顯微術及時

間相關單光子計數系統 (time-correlated single

photon counting, TCSPC)(16)
的先進光學顯微術。

FLIM 影像中每個像素所表示的螢光生命週期係透

過 TCSPC 所測量的螢光衰減曲線經計算後擬合求

得。TCSPC 運用與碼錶計時類似的原理，測量螢

光生命期需要記錄脈衝雷射將分子激發到受激態的

時間點，即透過高速光偵測器送出觸發的訊號到時

間電壓轉換器 (time-to-amplitude converter, TAC) 作

為計時的起始點 (start)，當受激分子在一段時間後

將能量以光的形式釋放出並回到基態，經由另一高

速偵測器測得光子後送出作為停止 (stop) 的觸發訊

號至 TAC，之後 TAC 將 開始至停止 間所累積

的電壓以脈衝訊號形式傳送至多通道分析器

(multichannel analyzer, MCA)，脈衝訊號的電壓和

開始至停止 的時間間隔呈正比，MCA 則透過類

比數位轉換器 (analog-to-digital converter) 將脈衝訊

號轉換至時間通道 (time channel)，因此不同長短的

開始至停止 時間間隔，即分子從吸收到放出這

段時間差將記錄在不同的時間通道上，經由多次的

累 積 ， 會 得 到 光 子 數 與 時 間 通 道 的 統 計 圖

(histogram)，經由進一步分析可得到分子螢光生命

週期。

實驗上，系統架設如圖 2 所示，我們使用共焦

掃描顯微鏡作為觀察平台 (Olympus FV300 及 IX-

71)，並利用鈦藍寶石飛秒雷射 (Mira 900, Coherent

USA) 作為雷射光源，波長則設定在 750 奈米，使

用雷射平均強度約 4 毫瓦，偵測器部分則使用冷卻

式光子計數光電倍增管 (H7422P-40, Hamamatsu

Photonics K.K., Hamamatsu, Japan)。在光子計數光

電倍增管前放置一濾片 (477/30 Semrock, NY)，以

將 NADH 的螢光訊號從背景中分離出。

在數據分析方面，因為 NADH 存在兩種狀

態，分別表現二種螢光生命期，因此我們使用雙重

指數遞減模型 (double-exponential decay) 來描述

NADH 的螢光衰減過程，如方程式 (1)，

(1)

其中，a1e
– t /t1 與 a2e

– t /t 2 分別代表 NADH 兩個不同螢

光生命期的貢獻，t1 和 t2 為所對應的螢光生命

期，a1 和 a2 為相對振幅，平均螢光生命期為 ta：

(2)

這些模型參數的決定 (ai 與 ti) 則由方程式 (3) 去擬

合 TCPSC 測量到的螢光衰減分布 Ia 而求得，方程

式 (3) 為理論模型曲線 F(t) 與系統響應函數

(instrument response function, IRF) 的迴旋積

(convolution integration) 結果 Ic。

(3)

其中，I0 為背景雜訊，IIRF 為系統響應函數，可透
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過測量倍頻訊號來決定，本實驗系統裡 IIRF 的半高

寬 (full width at half maximum, FWHM) 約為 330

ps。進一步透過適合度檢定 (goodness-of-fit) c2
R 來

判斷 Ic 與 Ia 之最佳擬合結果
(17)

。

四、NADH 螢光生命期應用於細胞生
理狀態之觀測

1.細胞密度的影響
在筆者的研究裡，希望透過觀察 NADH 的螢

光生命期變化來探究細胞生理及病理的狀況。過去

的研究發現，細胞的代謝反應會受到細胞密度的影

響
(18)

，愈高的細胞濃度條件下，其 NADH 所呈現

的平均螢光生命期也愈短，同時對應細胞生成曲線

發現，NADH 自由態及束縛態 (a1/a2) 的數值隨著

細胞增多而增加，在有限的氧氣供應下，細胞密度

愈高，細胞所獲得的氧氣供應就愈少，這樣的結果

影響其氧化磷酸化及耗氧的代謝反應，即參與這些

反應的束縛態 NADH 比例變少，因此從 a1/a2

(free/bound) 的數值比例，我們可以推估細胞代謝

的程度。另一方面，可透過添加阻斷電子傳遞鏈的

藥品 (potassium cyanide, KCN) 來驗證這樣的結

果，KCN 會抑制粒腺體內膜上第四種複合物的功

能，藉以阻斷電子傳遞的過程來影響代謝過程。實

驗上，我們觀察細胞在不同成長期 NADH 的螢光

生命期。在前三天裡，細胞開始貼附及伸展在玻片

上，此時細胞數目呈現平緩上升趨勢，稱為 lag

phase，所觀察的 NADH 自由與束縛態比例 (a1: a2)

由 3.8 些微增加到 4.0。第四到第六天裡，細胞數

目急速成長，稱為 exponential phase，此時 a1/a2 下

降到 3.3，表示有愈來愈多的束縛態 NADH 形成，

即細胞代謝反應增多。到第七天後，因為養份殆耗

及空間限制，使得細胞數目成長達到飽和，稱為

stationary phase，a1/a2 維持在 3.3 的數值。

在觀察細胞成長的過程中，我們發現一個有趣

的現象。在集群 (colony) 中心與邊緣區域的細胞，

表 現 出 不 同 的 a1/a2 數 值 ， 如 圖 3 所 示 ， 於

exponential phase 時，在集群邊緣的細胞比中心區

域的細胞呈現出較高 a1/a2 數值 (3.59 ± 0.49 :3.11 ±
0.14)，這顯示細胞代謝活性可能不只受氧氣不足

圖 2.雙光子螢光生命期顯微系統架設圖。
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所影響，在 exponential phase 細胞數目急速增加

時，細胞週期不同階段 (cell cycle stage) 是造成 a1/a2

減少的主要原因，也就是代謝反應可能受到細胞的

形貌 (morphology) 與細胞骨架成長狀態所影響
(19)

。

2.凋亡與壞死
非侵入式偵測細胞死亡對於癌症治療範圍的評

估相當重要。光動力治療法 (PDT) 為一種局部及

系統性的光感藥物結合光照而達到殺死目標細胞的

治療方式。雖然光感藥物會因化學性質不同而作用

目標器官不同，但其作用方式皆為利用光激發藥物

產生活性氧化物質 (reactive oxygen species, ROS)，

間接造成細胞凋亡 (apoptosis) 和壞死 (necrosis)。由

於此治療可能造成不同的細胞死亡路徑，因此在光

感藥物的使用上，必須有最佳的劑量調控。

在細胞凋亡與壞死的過程，第一個步驟都是粒

腺體功能的喪失，因此可藉由觀察參與氧化磷酸化

反應的螢光分子來評估治療的效果。早期的文獻中
(21)

，利用光感藥物 verteporfin 施打於老鼠腿部肌

肉，相較於未施打的細胞，其 NADH 的螢光生命

週期，從未施打的 2.1 ± 0.5 ns 降為 1.5 ± 0.2 ns。研

究者強調排除實驗的誤差，其實螢光生命週期沒有

太大的改變，但螢光強度確實有明顯的下降。在本

實驗中，筆者利用子宮頸癌上皮細胞 (HeLa) 和骨

肉瘤細胞 (osteosarcoma, 143B) 作為觀察細胞死亡

路 徑 的 樣 品 。 使 用 誘 導 細 胞 凋 亡 的 藥 物

staurosporine (STS) 以及會造成細胞壞死的高濃度

雙氧水。首先，我們觀察到，加入 1 mM STS 的

HeLa 細胞，平均螢光生命期立刻從 1.36 ±  0.24 ns

上升至 3.6 ±  0.56 ns，而 143 B 細胞的則從 1.26 ±
0.49 ns 上升至 3.45 ±  0.76 ns。由於受限於系統測量

時間限制，目前我們無法觀測到 NADH 螢光生命

期在加入 STS 後急速變化的過程，但仍可得知，

在細胞凋亡時，造成 NADH 平均螢光生命期增

加，即束縛態比例增多的現象。

為驗證此變化是由自由態和束縛態的相對比例

改變而造成，因此進一步追蹤觀察。施加 STS

後，自由態的 NADH 明顯減少，當我們使用

single-exponential 模型來擬合實驗數據時，發現 cR
2

有隨著時間改變而增加的趨勢，且 cR
2

分布圖變得

比 較 分 散 ， 如 圖 4(a) 所 示 ， 這 表 示 single-

exponential 的模型 逐漸地 不適合用來擬合實驗

數據，即自由態 NADH 的比例隨時間增加而回

復。同時由圖 4(b) 中也可發現 a1 逐漸上升，在觀

察的第十個小時達到 55%，因此使得螢光生命週

期下降。另一方面，在加入 1 mM H2O2 引發 HeLa

細胞壞死的實驗中，如圖 5 所示，發現其生命週期

的變化不明顯，從 1.36 ±  0.24 ns 上升到 1.51 ±  0.51

ns，除了螢光強度減弱外，所有其他時間間隔測量

都呈現同樣的結果。其中值得關注的是，在早期的

研究發現，酵母菌在刺激細胞凋亡過程時，NADH

螢光強度會迅速上升，然後才逐漸減弱
(22)

。

五、NADH 螢光生命期應用於細胞病
理狀態之觀測

除了細胞的凋亡及壞死的辨別外，也可利用

NADH-FLIM 來評估細胞病理狀態 (pathological

state)。例如粒腺體呼吸鏈功能的缺陷是許多疾病

的主因，像是肌肉病變 (myopathies) 及神經退化性

疾病 (neurodegenerative disease) 等。我們利用兩種

抑制粒腺體內膜上不同蛋白的藥物來影響其功能：

魚藤酮 (rotenone, inhibitor of complex I) 及氫酸鉀

(KCN, inhibitor of complex IV)。這兩種藥物分別抑

制電子傳遞鏈上不同的複合物；魚藤酮的作用是抑

制泛酉昆氧化還原 (ubiquinone oxicoreductase) 與

NADH 的結合，氫酸鉀則是藉由抑制 complex IV

圖 3.集群中央與邊緣區域 NADH 自由與束縛態

(a1/a2) 比例對照圖
(20)
，比例尺為 100 mm。
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的功能來阻斷電子的傳遞。我們同時觀察這兩種藥

物對 HeLa 與纖維母細胞 (fibroblast WI-38) 的影

響，如圖 6 所示。圖 6(a) 和 (b) 分別代表 HeLa 與

WI-38 加入 KCN 後的反應，在加入 KCN 後兩種細

胞的 a1/a2 都呈現增加的現象，在一段時間後 a1/a2

數值會下降，表示束縛態 NADH 的比例有回復的

趨勢。再進一步比較 rotenone 的作用，如圖 6(c) 所

示，HeLa 加入 rotenone 後，a1/a2 也觀察到增加的

現象，但一段時間後，並沒有如 KCN 般有下降情

形，即束縛態 NADH 的比例並沒有回復。儘管這

些抑制劑對細胞代謝的影響仍需進一步研究，但這

些結果顯示可透過觀察 NADH 的螢光生命期變化

來研究細胞電子傳遞鏈缺陷的回復情況。

六、結論與未來展望

螢光生命期能反映分子微奈米環境及其本身狀

態變化，透過測量螢光生命期能夠幫助我們了解及

探究微觀尺度下分子交互作用的行為。本文介紹如

何應用 FLIM 技術觀察 NADH 螢光生命期變化，

並顯示細胞在生理與病理狀態下，其新陳代謝變化

過程中不同的反應。在觀察細胞凋亡與壞死過程裡

所反映出 NADH 螢光生命期變化的差異，對於治

療上藥劑用量的調整提供參考依據，另外，由粒腺

體病變造成細胞代謝的變異，同樣可透過 NADH-

FLIM 技術來進行觀測。未來更可結合其他光學量

測技術，如振 (polarization) 顯微技術，藉由其所

反映出的分子異向性 (anisotropy) 資訊，可幫助我

們更加了解細胞代謝過程裡分子交互作用的情形。

在觀測生物體內生理及病理狀態過程中自發螢光之

特性時，其關連性仍需透過進一步的生物化學方法

獲得確認。我們相信以光學技術為基礎的檢測平

台，所提供高靈敏度及非侵入式的觀測能力，在未

來應用上具有極大潛力。

圖 4. (a) 143B 細胞 NADH 生命期擬合之 cR
2
分布圖，(b) 143 B 細胞經 1 mM STS 處理，NADH 螢光生命期

(a1/a2) 比例對照圖，顯示 a1 (自由態) 比例有逐漸回復趨勢(20)
。比例尺為 100 mm。
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圖 6.

電子傳遞鏈抑制

劑對 NADH 生命

期影響，(a) HeLa

與 (b) WI-38 以 20

mM KCN 處理後

螢 光 生 命 期 影

像，(c) HeLa 細胞

以 1 mM rotenone

處理
(20)
。比例尺

為 100 mm。
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