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中文摘要 

  本實驗利用Molecular beacon與細胞中microRNA hsa-miR-10b進

行雜合反應，及利用 HILO螢光顯微鏡系統提高靈敏度，藉由影像圖

直接區分 hsa-miR-10b於不同肝癌細胞中的表現量，結果與反轉錄即

時定量聚合酶連鎖反應（RT-qPCR）之實驗結果相符，甚至克服 RT-

qPCR於低濃度下（< 100 fM）可能造成誤判的問題。最後透過兩段

不同的 Molecular beacon 同時標記 hsa-miR-10b 與 U6 snRNA，並以

多光源同時偵測，成功以螢光原位雜合法結合 HILO螢光顯微鏡相對

定量肝癌細胞中 microRNA hsa-miR-10b。此方法不須透過任何萃取步

驟及序列複製放大，可藉由影像分析 microRNA的表現量，能將其應

用於癌症檢測及分期上。論文第二部分為發展以毛細管電泳暨雷射誘

發螢光分離染色體之方法。利用秋水仙素（Colcemid）使大部分的細

胞停留於分裂中期（Metaphase），於顯微鏡下觀察並以虹吸進樣的方

式將單細胞引入毛細管內，利用 Lysis Buffer 消化細胞膜並分離染色

體。透過酸性甲醇固定細胞，並以超音波震盪於影像圖中可清楚觀察

到單條染色體，也成功利用螢光探針標記一號染色體。期望未來能夠

將染色體與核碎片分離，使我們透過電泳準確的分離特定染色體。 

 

 



II 

 

Abstract 

  In this study, using the molecular beacon for microRNA hsa-miR-10b 

hybridization in cells, and improving the sensitivity by Highly inclined and 

laminated optical sheet (HILO) microscopy. We could distinguish the 

expression of hsa-miR-10b from different images of hepatocellular 

carcinoma cells. These results are in agreement with the reverse 

transcription real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR), 

overcoming the problems from miscarriage of low concentrations (< 100 

fM). Finally, we simultaneously detect hsa-miR-10b and U6 snRNA by two 

different molecular beacon and multiple sources. We are able to relative 

quantification of hsa-miR-10b from hepatocellular carcinoma cells by 

fluorescence in situ hybridization combined with HILO microscopy. The 

method does not need any extraction step and sequence replication. It could 

be applied to detect and stage of cancer by analyzing expression of 

microRNA from different images. The second part is focus on the 

separation of chromosomes by capillary electrophoresis with laser-induced 

fluorescence. We are able to make the cells remain in metaphase by treating 

colcemid. Observing on the microscope and injecting a single-cell into the 

capillary by siphon injector way. Then, using Lysis Buffer digest the cell 

membrane and separate chromosomes. We could clearly observe a single 

chromosome on image by ultrasonic vibration the cells of fixing in 

methanol with acetic acid. We are able to labeled chromosome 1 by 

fluorescent probe. We hope that we could separate chromosomes and 

nuclear debris in the future, so that we can accurately analyze specific 

chromosome by electrophoresis. 
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第一章 微小核醣核酸及單分子螢光顯微鏡簡介 

1.1 微小核醣核酸（microRNA, miRNA） 

1.1.1 緒論 

成熟的 miRNA為一段單股短序列的 RNA，大約由 19~23個核苷

酸組成，是一段不會轉譯合成蛋白質的 RNA，但具有調控基因表達

的特性[1, 2]。隨著全基因組定序技術進步，改變生物學及分子偵測之

研究，陸續發現短片段 RNA（small RNA, sRNA）之疾病特異性生物

指標。一般基因表達過程為去氧核醣核酸（DNA）轉錄為訊息核醣核

酸（messenger RNA, mRNA），再經由 mRNA 轉譯合成蛋白質（protein），

而隨著分子生物技術的發展，研究發現 DNA轉錄成 RNA，其中卻包

含不會轉譯合成蛋白質的 RNA 序列，將此序列統稱為非轉譯核醣核

酸（noncoding RNA），其中包括 miRNA、小片段干擾核醣核酸（small 

interference RNA, siRNA）、小核仁核醣核酸（small nucleolar RNA, 

snoRNA）、反譯核醣核酸（santisense RNA）及 piwi核醣核酸（piwi-

interacting RNA, piRNA），此序列可以調控 mRNA達到細胞的分化、

增生、死亡、腫瘤形成及致死基因之表達，總稱為 RNA干擾（RNA 

interference）。屹今為止，已於人類中鑑定出超過 1500種的 miRNA，

其中超過 30%的 miRNA 可以在人類基因中定位[3]，重要的是多種

miRNA可同時調控單一基因，且單一 miRNA可能同時具有一個以上
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的目標，因此 miRNA調控基因的表達與許多疾病產生了關聯性，其

表達特徵對於疾病之診斷、發展、風險及分類有很大的幫助，所以精

確偵測 miRNA逐漸成為重要的研究。 

而近年來分析檢測 miRNA 的發展非常迅速，但由於 miRNA 本

身的特性，包括短序列、含量低及同家族內的序列相似性，這些都成

為分析檢測上的問題來源。首先，大多數使用聚合酶連鎖反應（PCR）

或雜合測定 miRNA 都需要設計一段與 miRNA 長度類似的引子，但

這也意味著設計分析所需要的引子，會因為長度過短而影響熔點溫度

及 PCR 的效率[4]。其次，miRNA 於總核醣核酸中只佔一小部分（約

0.01%），於單一細胞中的濃度極低[5]，所以需要高靈敏度的測定方法，

在加上 miRNA家族內的序列具有高度相似性，所以特異性檢測則更

加困難。最後，因為單一基因可能同時受到多個 miRNA調控，所以

所使用檢測方法需要可同時檢測多個 miRNA。現今北方墨點法

（Northern Blotting）被廣泛應用於測定 miRNA，被作為分析 miRNA

的標準方法；微陣列技術則被應用於同時檢測多種的 miRNA，具有

高通量的特性；反轉錄即時定量聚合酶連鎖反應（qRT - PCR）透過

引子的設計，具有高度特異性，使得此分析方法成為現階段檢測

miRNA最為成功的方法。但現階段所遇到挑戰為於細胞內 miRNA的

原位測定，需要一個能夠直接於細胞內區分未成熟及成熟的 miRNA，
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並且可以透過這樣的分析方法直接說明 miRNA於細胞內的功能及表

達模式，所以需要一個具高靈敏度及選擇性的分析方法，例如結合新

的分子生物學技術、奈米技術和修飾的核酸探針來檢測 miRNA，這

類的分析方法包括原位雜合用於活細胞內、血液中的 miRNA的分子

影像監測及組織分析都能幫助說明體內 miRNA的生物功能，文中亦

比較與傳統方法的差異性。 

1.1.2 miRNA的生物功能 

1.1.2.1 miRNA之發現 

最早被發現的兩個 miRNAs 為於秀麗隱桿線蟲（Caenorhabditis 

elegans）中的 lin-4 和 let-7[6, 7]。1993 年 Lee 等人發現了長度只有約

22 核苷酸長的短片段 RNA，並將此 RNA 命名為 microRNA，簡稱

miRNA，其研究於秀麗隱桿線蟲研究中，發現 lin-4基因會影響 lin-14

基因的功能，造成 LIN-14蛋白質的量會被 lin-4基因調節。lin-4基因

為22個核苷酸長的成熟非編碼miRNA，是由61個核苷酸長的miRNA

前驅物轉變而成，而這段 miRNA序列與 lin-14 mRNA的 3端非編碼

區之序列有互補，當 miRNA 互補在 lin-14 mRNA 上時便會影響 lin-

14 mRNA的轉譯，導致合成 LIN-14蛋白質時受到影響。後續於 2000

年，Reinhart 等人在秀麗隱桿線蟲上研究發現 miRNA let-7 成為第二

個被發現的 miRNA。 
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miRNAs 的發現開始促進許多尋找更多 miRNA 之研究，其中不

乏對於植物及動物 miRNA的研究，如擬南芥、野生稻、線蟲、果蠅、

老鼠及人類。目前已發現的 miRNA有 700多個，其中超過 600餘個

miRNA 於哺乳類動物中被發現 [8]，於其他生物則以線蟲的 88 個

miRNA為最多，其次為擬南芥有 16個 miRNA，因此 miRNA之多樣

性已漸漸地受到研究重視。也於脊椎動物中發現不同的 miRNA，包

含調控神經系統發育、影響心血管組織、心臟發育及血液等不同的

miRNA，而 2008年於血清中發現穩定表達之 miRNA[9]，相關研究也

於其他生物體液發現 miRNA，包括尿液、唾液、淚液、腦脊液、母乳

及羊水中，學者亦成功的於各種臨床樣本中分離出 miRNA，如使用

福馬林固定之石蠟包埋切片[10]。 

1.1.2.2 miRNA之生物合成途徑 

miRNA 要達到調節基因之功能，必須先經過一連串之生化合成

途徑，如圖 1-1所示，miRNA先透過人類基因進行轉錄而成，完成基

因體轉錄後成為 pri-miRNA（primary miRNA），約由數千個鹼基所構

成[11]。於細胞核內之 pri-miRNA會被屬於 RNase III之 Drosha切割成

3端羥基有兩個核苷酸突起的莖環（stem-loop）pre-miRNA（precursor 

miRNA），此時長度大約為 70 個核苷酸 [12, 13]。隨後經由細胞內

RNAGTP-dependent transporter exportin 5 辨識莖環結構，再傳送至細  
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圖 1-1 miRNA 生物合成途徑 
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胞質[14]。於細胞質中 Dicer 能將 pre-miRNA 切割成雙股的 miRNA：

miRNA
＊
 duplex[15]，當 miRNA

＊
 duplex 會與 RNA 誘導沉默複合體

（RNA-induced silencing complex, RISC）蛋白結合後，miRNA
＊
 duplex

之雙股部分會被解開為成熟的單股 miRNA（mature miRNA），其長度

約為 19至 25個核苷酸，將此複合體稱為 miRISC。miRISC 所夾帶的

miRNA會與互補目標 mRNA進行配對，當兩者序列完全結合時，會

誘導裂解 mRNA之機制啟動，導致 mRNA斷裂，進而抑制蛋白質之

生成，若兩者序列為不完全互補狀態，亦會阻礙 mRNA 轉譯合成蛋

白質，因此 miRNA 利用此機制調控基因表達[16-18]。過去亦有研究指

出少數的 miRNA藉由與目標 mRNA之互相結合，以活化目標 mRNA

之轉譯作用（translation activation）[1]。 

1.1.2.3 miRNA與癌症病理相關性 

近年來，有研究發現數百個 mRNA可能透過相同 miRNA進行調

控，而 miRNA除了透過與 mRNA結合決定其主要作用外，與蛋白質

間的交互作用亦存在相當的重要性，因此 miRNA可能存在於許多不

同的生物途徑中[19]。於過去研究中，miRNA 被證實與腫瘤的形成及

抑制有關，當目標基因為致癌基因（oncogene）時，miRNA會啟動抑

制腫瘤之功能，被抑制的致癌基因無法產生腫瘤細胞生長所需的蛋白，

導致腫瘤無法生成，而相反地當目標基因為腫瘤抑制基因時，腫瘤細
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胞增殖少了負調控因子，則會使得癌症惡化。因此檢測 miRNA對於

了解細胞生化途徑與預防疾病皆有相當大的幫助，現今已經發現許多

疾病與 miRNA表達有關[20]，以癌症為常見，包括乳腺癌、前列腺癌、

肺癌、肝癌、胃癌、胰腺癌及白血病等，其次為心血管疾病、也被發

現於病毒性疾病以及肌肉疾病中。陸續還有研究發現 miRNA於腦部

疾病中也扮演著重要的角色，miRNA 也能夠調控神經之發育，如樹

突型態及軸突生長。 

對於研究 miRNA之設計，學者通常選擇癌症組織與癌症週圍組

織進行 miRNA之調節差異篩選，而進一步之研究則可選擇存在於流

體基質的個別 miRNA[21, 22]，學者常於血清或血漿中進行 miRNA 之

研究，亦不乏於其他生物體液中之研究，如唾液之 miRNA與口腔癌

相關[23]，而痰液之 miRNA 與肺癌相關[24]，腦脊液之 miRNA 則與淋

巴瘤相關[25]。研究顯示，miRNA 之含量與癌症類型或疾病狀態密切

相關，miRNA 可作為具特異性之癌症生物指標，具有預測癌症分期

及分類之能力。Asaga等人之研究顯示罹患晚期乳腺癌之患者，相較

於早期乳腺癌之病患的 miR-21 有過度表達之現象[21]。於血漿及尿液

樣本中發現多種 miRNA，且被證實與腎臟疾病相關，包括 miR-210

及 miR-18a等[26, 27]，可作為急性及慢性末期腎臟疾病之生物指標；於

人類之研究中顯示血漿之 miRNA與肝功能損害相關，如非酒精性脂
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肪肝疾病及慢性C型肝炎[28]，亦於肝臟中發現大量之miR-122及miR-

192，研究證實可用於藥物管理及化合物篩選毒性之監測[29]。診斷心

血管疾病之 miRNA 生物指標，miR-1 及 miR-499 已被證實可用於急

性心肌梗塞之生物指標，且被廣泛適用於其他心臟疾病，如高血壓、

冠狀動脈疾病及心臟衰竭[30]；Cheng 等人於大鼠研究中發現血清之

miR-1 於 6小時增加最多，且與心肌梗塞大小密切相關，於人類血清

中則發現 miR-1與傳統之血清肌酸激酶-MB相關[31]。Zampetaki等人

從糖尿病患者及健康個體之研究中發現五種 miRNA的濃度有所不同，

並使用 200個樣本進行確認是否為糖尿病患者，最後評估 miR-126能

夠進一步使用至 822個不同的樣本[32]；過去也有學者發現 miR-133與

糖尿病有關[33]。另外更有其他新穎且非侵入性之疾病生物指標，包括

多發性硬化症[34]及愛滋病病毒腦炎[35]，也有一些研究指出 miRNA與

中樞神經系統疾病有關，如阿茲海默症與帕金森氏症[36]。 

有關 miRNA 的研究於近二十年來被普遍的研究，除了上述所提

及的疾病，文中也整理現階段研究指出與癌症相關之 miRNA，如表

1-1，列舉現代較為常見的癌症，可以得知很多 miRNA不僅調控單一

基因，也會導致不同的癌症產生。為了更清楚的了解 miRNA所透露

的訊息，學者們除了針對 miRNA 的序列建立了資料庫 miRBase，可

由此資料庫進 miRNA的搜索[3]，另外有學者於 2013年建立一個 
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microRNA-cancer的資料庫[70]，其中整理了超過 26000篇有關 miRNA

的研究文獻，連結 236 種 miRNA 與 79 種人類癌症的關係。在過去

研究的努力下，使我們能於各種資料庫中了解 miRNA與癌症病理相

關性。 

1.1.3 檢測 miRNA 

1.1.3.1 傳統檢測 miRNA之方法與問題 

分析 miRNA 表達有助於探討與 mRNA 間的關係與調控基因表

達之生化過程，且能診斷 miRNA與癌症疾病間的關係，但首先檢測

miRNA一般會遇到的問題，於總核醣核酸中只佔一小部分（約 0.01%）

[71]，單一細胞中的濃度極低，所以萃取完整 miRNA 也是問題之一，

而目前檢測 miRNA 之傳統方法包括北方墨點法（Northern Blotting）

[72]、微陣列技術（Microarrays）[73, 74]及反轉錄即時定量聚合酶連鎖反

應（reverse transcription - quantitative polymerase chain reaction , RT - 

qPCR）[75, 76]，但每個系統方法都有它的優缺點，所以必須根據研究本

身需求進行選擇及設計。生物醫學研究經常使用北方墨點法對

miRNA 進行分析鑑定，以凝膠電泳為基礎操作簡單，但需要大量的

總核醣核酸無法檢測低含量的 miRNA，定量準確度不佳且無法自動

化；微陣列技術具有高通量之特性，能夠同時偵測多種 miRNA[77]，

但實驗再現性及精確性不佳，所以通常只能作為篩選工具，較無法作
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為定量工具；反轉錄即時定量聚合酶連鎖反應為現今偵測 miRNA最

靈敏的方法之一，本文也利用此方法進行比較，RT-qPCR是唯一能夠

準確定量 miRNA的方法，但由於反應試劑昂貴且無法同時大量檢測

miRNA，成為無法用於臨床檢測的最大阻礙[78]。因此持續開發一套高

靈敏度、具選擇性且不用透過酵素放大即可精準分析 miRNA的方法

成為重要的研究目標。 

分析 miRNA 的方法個有優缺點，需要依研究目標選擇及設計調

整，表 1-2 為檢測 miRNA 之方法比較。而過去的研究中科學家也不

斷提出改善分析 miRNA的方法，本實驗室亦發展一套以毛細管電泳

暨雷射誘發螢光為基礎，能同時偵測多種 miRNAs之系統，使用夾板

式結合反應（splinted ligation）及橋樑 DNA（bridge DNA）[79]，成功

於單一毛細管中偵測多種長度相似的 miRNA，此技術有良好的線性

範圍及偵測極限，為了增加毛細管電泳之實用性及改善靈敏度，後續

發展毛細管電泳暨雙波長雷射誘發螢光之技術[80]，成功利用兩種螢光

探針同時偵測複雜的 miRNA樣品，對標準及未知樣品進行比較，進

而了解其中之生物訊息，並於樣品前處理進行濃縮與純化，改善 10

倍之線性範圍及有效地降低偵測極限。 
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表 1-2 檢測 miRNA之方法比較。 
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1.1.3.2 細胞內 miRNA的原位偵測 

  一般而言，對於檢測 miRNA於細胞中的表現量通常都是透過間  

接測定，先將細胞裂解，萃取總核醣核酸，再利用 RT-qPCR、北方墨

點法或是微陣列技術針對 miRNA 進行序列的放大偵測，但觀察

miRNA 的生化功能及表達是需要以單細胞為基礎下進行探討，所以

利用原位雜合（in situ hybridization, ISH）作為觀察單細胞中基因表達，

是一種非常有效的方法。1989年，DeLong等人於為生物學之研究上，

利用與RNA互補之特定序列探針，對不同細菌進行專一性雜合反應，

再使用螢光顯微鏡觀察探針上標記的螢光分子 [81]；螢光原位雜合

（fluorescence in situ hybridization, FISH）可以利用標記螢光分子之

DNA 序列與目標序列雜合，也可以透過酵素催化螢光反應[82-84]，此

技術以經逐漸被應用於觀測及定位細胞與組織中的 RNA[85, 86]。 

  而 FISH會受到以下因素影響，包含探針之序列設計、探針之專

一性、樣品之前處理、雜合反應、螢光分子之選擇及螢光顯微鏡之操

作與軟體之分析。若探針欲與目標序列進行雜合反應時，須將溫度控

制於其熔點溫度，即為探針與目標序列結合一半之溫度，而影響雜合

反應之主要因素可分為三種，包含溫度、甲醯胺及鹽類濃度。其中溫

度受制於序列，因此若要控制探針結合或不結合則要控制甲醯胺及鹽

類之濃度，甲醯胺能夠幫助雙股核苷酸序列分開，因此增加甲醯胺之
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濃度能降低 Tm值，而增加鹽類之濃度能增加 Tm值。 

1.1.3.3 分子信標 （Molecular beacon） 

  而本實驗所使用之分子信標（Molecular beacon）為一段特異性核

酸序列探針 [87]，透過雜合獲得螢光，PCR 定量的發展過程中，

Molecular beacon 逐漸成為理想的特異性螢光序列，已被應用於合酸

的擴增分析上，甚至是體內雜合分析（In Vivo hybridization）[88]。

Molecular beacon 的螢光特異性來至於它的結構，如圖 1-2 所示，其

長度不超過 30個核苷酸，由一段夾板序列（Stem Sequence）及環狀

序列（Loop Sequence）所構成，於 5’端修飾上一個螢光基團

（Fluorophore），3’端修飾一個消光基團（Quencher）；正常狀態下因

為獨特的髮夾結構，螢光與消光基團是靠在一起，受到光激發所放出

來的光會被吸收，無法得到訊號，但如果透過溫度的調控使得夾板序

列打開，再於 Tm下與目標序列進行雜合反應，此時螢光與消光基團

不會緊密相連，即可獲得螢光訊號。 

  Molecular beacon 能夠隨實驗設計改變而改變，除了能更換修飾

的螢光與消光基團，所使用的序列可以選擇 DNA、RNA 及 LNA 來

改變 Molecular beacon 的穩定性，達到實驗條件的最佳化。近年

Molecular beacon 已經被廣泛應用，包括應用於檢測 miRNA，例如

miRNA與 Molecular beacon於晶片電泳中進行雜合及分離[89]，或是 
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圖 1-2 Molecular beacon的結構及發光機制圖。 
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利用 Molecular beacon 於總核醣核酸中定量 miRNA[90]等。所以本實

驗亦選擇利用 Molecular beacon 來進行螢光原位雜合實驗來分析

miRNA。 
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1.2螢光顯微鏡（Fluorescence Microscopy） 

1.2.1 緒論 

  隨著科學技術的進步，近年來，生物分析的相關實驗已經不再侷

限於巨觀的研究，顯微鏡也成為研究生物學必備的工具之一。透過顯

微鏡可以更清楚觀察到生物體內的細節，但對生物體的觀察已經進入

到分子層級，因為光的波長只有到數百個奈米（nm），所以利用一般

光學顯微鏡無法直接觀察分子的種類與型態。雖然可以利用電子顯微

鏡或是偏光顯微鏡都能獲得分子排列的訊息，不過操作難度高，研究

人員也難輕易使用，但如果能以較為簡單的光學方式直接觀察及確定

不同種類的分子存在與否，就能使很多重要的生物資訊被研究發現。 

  而螢光顯微鏡就是目前在研究上用的最為廣泛與最重要的技巧

之一，傳統光學顯微鏡利用光的吸收與反射來觀測物體，偏光顯微鏡

則是利用光的偏振特性，而螢光顯微鏡就是利用光在波長方面的特性

的來觀測分子。原理是特定種類的螢光基團（fluorophore）在吸收短

波長的光之後可以放出長波長的光，觀測時將激發光濾掉，只剩下放

射之後長波長的光被看到，這樣一來即可斷定特定的螢光分子是否存

在。這樣的概念看似簡單，卻能帶來分子種類的解析性，例如可於特

定蛋白加上螢光蛋白，將這類蛋白做為於細胞內的追蹤分子，或是於

抗體上加載螢光基團，透過抗體抗原反應來辨識特定生物分子，在過
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去有著數不完的相關研究，從生化檢測、基因定序、臨床研究等，都

是靠著螢光顯微鏡才能實現。 

1.2.2 螢光物理原理 

  無論選擇何種光學系統去激發螢光來進行偵測，其螢光基本物理

原理，為原先處於基態能階（ground state）之螢光分子吸收短波長的

能量，使其電子被激發至具有較高能量的激發態（excited state）後，

隨即以光的形式衰退回激發態，而所釋放出波長較長且能量降低的光，

即為所謂的螢光（fluorescence）或磷光（phosphorescence），文中使用

Jablonski模型詳細描述發光機制，如圖 1-3所示，穩定分子多數都具

有偶數電子，其電子成對且自旋方向相反，此為單重基態（singlet 

ground state, S0），此時分子吸收外界輻射能，使處於基態之電子被激

發至較高能階之激發態，而電子從單重激發態（singlet excited state, S1）

衰退返回基態的方式包含振動衰減、螢光放射及磷光放射。 

  分子吸收能量，而電子由基態躍遷至激發態之過程為吸收

（absorption），此時具有螢光特性之分子，所位於 S1的電子極易以輻

射方式返回基態 S0的任一振動能階而放出螢光，其生命期大約為 10-

5~10-8 秒，但螢光分子亦可能藉由吸收光能被激發到較高能量之電子

態 S2，透過內轉換（internal conversion）釋放能量至 S1，此釋放大約

為 10-12秒，最後一樣由螢光放射模式從激發態 S1回到基態 S0。除了 
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圖 1-3 Jablonski模型圖。 
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螢光釋能的方式外，經由分子間相互碰撞後，將較高的振動能轉換為

動能或傳遞給其他分子，最後回到基態 S0，此稱為振動衰減，或是透

過非放光的非輻射緩解（non-radiative relaxation）回到基態 S0；另外

具有重金屬效應之分子，當激發態電子透過內轉換停留於至 S1 時，

因為位於 S1的最低振動能階與 T1的最高振動能階有重合現象，此時

電子可能透過系統間穿越（intersystem crossing）改變自旋方向進入 

三重態（triplet state, T1），而位於 T1的電子再將能量以磷光放射的形

式返回基態 S0，其生命期較長，約為 10-6 ~ 102秒。 

1.2.3 光學系統 

  螢光顯微技術所使用的光學系統大致分為三個部分，除了傳統螢

光顯微鏡所使用的 Epi-fluorescence 光學系統[91]及單分子研究中較多

人使用的全內反射螢光顯微鏡（total internal reflection fluorescence 

microscopy, TIRFM）[92, 93]，另外還包括了本文所使用的 HILO螢光顯

微鏡（highly inclined and laminated optical sheet, HILO）[94]。如圖 1-5

所示，Epi-fluorescence之入射光會完全穿透玻片，也因為如此背景訊

號較高，而單一的螢光訊號非常微弱，使得無法解析出來；近年來許

多偵測單分子的研究，為了降低背景訊號採用了全內反射螢光顯微鏡，

TIRFM 主要是利用光學中的全反射原理，使得雷射光於蓋玻片與樣

本介質的介面產生全反射現象，此時於反射面會產生漸逝波會激發表 
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圖 1-4 三種螢光顯微鏡系統。(A)為 Epi-fluorescence；(B)為 TIRF；

(C)為 HILO。 
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面的螢光分子，受激發的範圍減少，降低了背景訊號，增加訊號雜訊

比，使得此技術可以用於觀測單一螢光分子；但當科學家開始對具有

厚度的生物樣品開始感興趣，由於 TIRFM 僅限於表面偵測，即無法

觀測深層的訊號，因此 HILO之光學系統藉由改變入射光角度，使得

部分入射光穿過樣品，激發較深層的螢光分子，使得可以於具有厚度

之生物樣品中觀測到單分子的螢光訊號，且還是能有效的提高訊號雜

訊比，於 2008年，HILO螢光顯微鏡系統被應用於觀測細胞中的單分

子訊號，被證實可清楚的看到不同平面的單分子螢光訊號[94]，使用

HILO 螢光顯微鏡能有效提高我們的靈敏度，相較於 TIRFM 不僅能

獲得表面之螢光訊號，能更準確的觀察到螢光訊號的表現量。 

  訊號雜訊比在單分子的觀測上是決定成敗的關鍵因素，單分子訊

號相當微弱，些許的雜訊都會使微弱的訊號被忽略，所以螢光顯微系

統可搭配 EMCCD（electron-multiplying CCD）將訊號放大，接收訊號

的頻率可以達到 10 MHz，由於 EMCCD 內含 TE-Cooler 可將溫度降

至-75℃，來降低熱電子效應，並降低雜訊，對觀測單分子訊號有極大

的幫助；相較之下，一般掃描示顯微鏡，如共軛焦顯微鏡接收頻率大

約只能達到 0.1~5MHz。綜觀不同的顯微鏡系統，雖然共軛焦顯微鏡

可以輕易對聚有厚度的生物樣品進行 3D影像掃描，但一般螢光顯微

鏡較容易與其他光學技術配合，但也為了克服 TIRFM 僅能觀測表面
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螢光分子的特性，所以本文選擇使用 HILO 螢光顯微鏡系統搭配

EMCCD，針對具有厚度的生物樣品進行觀測。 

1.2.4 單分子顯微技術及漸逝波 

  隨著科學技術的進步，近年來，生物分析的相關實驗已經不再侷

限於巨觀的研究，對生物體的觀察已經進步到分子層級，而單分子顯

微技術（single molecule microscopy, SMM）成為近年來的熱門研究課

題，希望透過奈米尺度的操作來觀察生物分子獲得更多資訊。單分子

技術之研究有它的困難度，因為受到光學繞射極限（diffraction limit）

的影響，使得利用傳統光學方法是無法直接觀測到奈米等級的生物分

子，所以可結合螢光分子標記在有興趣的生物分子上，藉由螢光間接

觀測。於 1989年，Moerner等人於低溫環境下，成功地對單一螢光分

子進行光學觀測[95]；次年，Orrit等人經由螢光光譜得到訊號雜訊比更

高的單分子訊號[96]；直至 1993 年，Betzig 等人才開始於室溫下進行

單分子之研究[97]。雖然利用螢光標記之方法可以使訊號對比增加，一

般螢光顯微鏡也曾經被使用來觀測單分子訊號，但如果螢光分子相當

靠近的時後，一樣會受到繞射極限的影響，將無法清楚分辨，且單一

螢光訊號非常微弱，加上生命期（life time）短，約為 10-8秒，及粒子

碰撞等原因導致能量損失，使得量子產率無法達到百分之百，所以如

何降低背景雜訊，使得螢光訊號能夠更清楚的被解析出來，成為重要
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的課題。 

  目前利用共軛焦顯微鏡（confocal microscopy）及全內反射螢光顯

微鏡（total internal reflection fluorescence microscopy, TIRFM）[98]觀察

微弱的螢光訊號都有相當不錯的效果。而共軛焦顯微鏡的工作原理是

在共軛焦點處增加一個針孔（pinhole），降低焦點外的背景雜訊，但

缺點是焦點處的雜訊還是無法去除，所以大部分的單分子研究都採用

全內反射螢光顯微鏡（TIRFM），此方法將光源以超過臨界角的角度

入射，而產生漸逝波，其強度會隨著深度增加而減弱，僅能激發深度

約 200 nm以內的螢光分子，而激發光源因為全反射緣故，將所產生

的散射光降至最少，即可大幅增加訊號雜訊比。 

  當光從不同介質穿透時，由於不同介質折射率不同導致穿透光偏

離法線，且於介面會產生一種隨著指數衰減的波，稱為漸逝波

（Evanescent wave），根據斯涅爾（Snell’s Law），當光進入不同介質

的介面時會產生折射及反射的現象，入射光、折射光與介面法線之夾

角滿足下列關係式： 

n1 sinθ1 = n2 sinθ2                                                        （1-1） 

n1 及 n2為兩種不同介質的折射率，θ1 及 θ2 分別為入射光及折射光 

與界面法線之夾角，分別稱為入射角與反射角。 

  光由 c光密介質（折射率大）進入光疏介質（折射率小）時，若
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入射角 θ1與臨界角 θc 相等時，折射光會沿著折射界面的切線進行，

即折射角 θ2為 90度，此時 sinθ2 = 1，可得 sinθc = sinθ2 = n2 / n1。但若

入射角 θ1大於臨界角 θc時，sinθ1 > n2 / n1，因此 sinθ2 > 1，此式於數

學上是沒有意義的，此時折射光不存在，只存在反射光，亦即有全內

反射之發生，使全內反射發生之最小入射角 θc 則取決於兩種介質折

射率之比值，可用下列關係式表示： 

θc  = sin-1 (n2 / n1)                                    （1-2） 

  從幾何光學之觀點而言，若有全反射之發生，光完全不會傳遞至

折射面，但以電磁場的觀點來看，將入射光以電場形式表示，描述入

射電場（Ei）可分為兩個分量，包括平行入射平面的電場 Ei //（P波）

及垂直入射平面的電場 Ei⊥（S波）。入射角小於臨界角時會產生反射

電場（Er）與穿透電場（Et），亦可分為 P波及 S波兩個分量，如圖 1-

4所示，其中 θi為入射角，θr為反射角，θt為穿透角。 

  而當入射角大於臨界角 θc時，因入射光及反射光之交互作用，而

於介面產生一駐波，稱為漸逝波，其波形複雜，但電場強度會隨著與

介面 z軸方向距離之改變而呈現指數衰減，可用下列關係式表示： 

I(z) = I0e
−z∕d(θ) （1-3） 

其中I0為z = 0之漸逝波電場強度，I(z)為縱軸距離之穿透電場強度，

z為縱軸距離，λ為波長，d為穿透深度（penetration depth）。而漸逝 
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圖 1-5 電場示意圖。 
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波之穿透深度，則以下列關係式表示： 

d(θ) = λ ∕ 4π√(n1
2 sin2 θ − n2

2) （1-4） 

當入射角大於臨界角且越接近臨界角時，漸逝波之穿透深度越大，入

射光之強度衰減越慢，藉由調整光強度及入射角度，使螢光分子存在

於全反射介面之範圍內，仍可被漸逝波產生的能量激發而產生螢光。 

  目前螢光顯微鏡以被廣泛應用於生化檢測、基因定序、臨床研究

及醫療診斷上，包括全內反射螢光顯微鏡（total internal reflection 

fluorescence microscopy, TIRFM）或共軛焦顯微鏡（confocal microscopy）

於觀測微弱的螢光訊號都有相當不錯的效果，針對單分子的研究，包

括蛋白的運動行為，於肌凝蛋白（myosin）發現個別的 ATP[99]、探討

葡聚糖與葡糖基轉移的交互作用[100]及蛋白質結構的動態觀察[101]，亦

有學者常使用半導體量子點之螢光奈米粒子進行生物影像之研究，相

較於其他有機染料或螢光蛋白，其具有明亮及光穩定之特性；還有研

究針對 RNA聚合酶於 DNA分子上的運動進行觀察[102]，以及於總核

醣核酸中測定 miRNA[90, 103]；所以想要了解生物分子的機制，螢光顯

微鏡及單分子偵測是一套很好的技術。而本文希望保留 TIRFM 可觀

測到單分子螢光訊號之優點，修正僅能觀察樣品表面之缺點，所以透

過 HILO 螢光顯微鏡系統提高於觀測生物樣品中螢光訊號之靈敏度，

準確判斷螢光訊號的表現量。 
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第二章 以螢光原位雜合法結合HILO螢光顯微

鏡相對定量肝癌細胞中hsa-miR-10b 

2.1 研究動機 

  近年來，隨著許多研究確認miRNA之生物功能，miRNA具有調控

基因表達特性，發現與疾病癌症發展有關，如何精確地偵測miRNA就

成為重要的研究。過往檢測miRNA的表現量通常都是透過間接測定，

先經過萃取再針對特定序列進行複製放大偵測，而RT-qPCR[1]為目前

偵測miRNA最靈敏的方法之一，但此方法也是針對特定序列放大，於

低濃度的狀態下，還是存在著定量準確度不佳。而且觀察miRNA的生

化功能及表達是需要以單細胞為基礎下進行探討，所以設計一種不需

經由酵素放大即可精確定量miRNA之分析方法是目前需要深入研究

的目標。 

  本實驗利用Molecular beacon結合螢光原位雜合法，透過螢光單分

子影像分析miRNA之表現量。而過往全內反射螢光顯微鏡已被廣泛

運用於單分子的觀測上[2]，亦被應用於檢測總核醣核酸中的miRNA，

利用DNA探針或Molecular beacon與目標miRNA雜合後進行觀測定量

[3, 4]。但為了克服全內反射螢光顯微鏡僅能觀測表面螢光分子，較無

法觀測具有厚度之生物樣品之特性，本實驗選擇利用HILO螢光顯微

鏡[5]，藉由改變入射光角度，使得部分入射光穿過樣品，激發較深層
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的螢光分子，希望藉此提高靈敏度使我們可以更精準判別miRNA於

細胞中的表現量。本實驗室過去成功利用HILO螢光顯微鏡觀測到最

低單一螢光分子之濃度為10 fM，及可清楚聚焦於深度達2 μm之單一

螢光分子。 

  肝癌屬於全球最常見的癌症之一，尤其於亞太地區，有高度的致

死率及復發率[6]，現階段肝癌治療效果依然僅於癌症初期較為顯著，

於肝癌晚期所獲得之醫療效果則較為勉強，因此發展一套用於癌症分

期與治療的新方法顯為重要。過往研究也於肝癌中發現與miRNA的

關聯性，透過分析肝癌細胞中miRNA的生物途徑，使我們能更了解癌

症的發展。miR-21及miR-122已被廣泛研究於肝癌細胞中，兩者的表

現量都有明顯的增加[7, 8]，進而調節基因表達過程導致癌症發展，其

他與肝癌相關的miRNA研究還包含let-7 family、miR-222[9]、miR-221[9, 

10]及miR-10b[11]等。而miR-10b是於近年來才被發現於肝癌細胞中有高

度的表達，於肝癌中的生物功能則較少人探討，所以希望透過本實驗

探討miR-10b與肝癌細胞的關係，發展一套不須透過任何萃取步驟，

也不須透過序列複製放大，且具有高靈敏度及專一性之方法，可直接

利用影像觀測及相對定量肝癌細胞中miR-10b的表現量，透過此方法

探討miR-10b的生物功能，並應用於癌症檢測及分期。 
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2.2 實驗材料及方法 

2.2.1 試藥  

  細胞培養使用試藥，培養基（DMEM）、胎牛血清（FBS）及 0.5% 

Trypsin-EDTA 向 Gibco 公司購買，三合一抗生素（Pen-Strep Ampho. 

Solution）及丙酮酸鈉（sodium pyruvate）向 Biological Industries 公司

購買，氯化鈉（sodium chloride）向美國 Sigma-Aldrich 公司購買，氯

化鉀（potassium chloride）、亞磷酸鈉（disodium hydrogenphosphate）

及磷酸鉀（potassium dihydrogenphosphate）向日本 SHOWA 公司購買，

乙二胺四乙酸（EDTA）向美國 J. T. Baker 公司購買。 

  萃取總核醣核酸使用試藥，TRIzol Reagent 及氯仿（chloroform）

向美國 Ambion 公司購買，異丙醇（Isopropanol）向美國 J. T. Baker 公

司購買，乙醇（Ethanol）向台灣景明公司購買，DEPC Treated Water 

向美國 Invitrogen 公司購買。反轉錄即時定量聚合酶連鎖反應使用試

藥，SuperScript III Reverse transcriptase 向美國 Invitrogen 公司購買，

dNTP Mix 向瑞士 Roche 公司購買，SYBR Green PCR Master Mix 向

英國 Appiled Biosistems 公司購買。 

  細胞樣品前處理及螢光顯微鏡實驗使用試藥，三羥甲基氨基甲烷

（Tris）、甘胺酸（glycine）及甲醛（formaldehyde）向美國 J. T. Baker

公司購買，檸檬酸鈉（Sodium Citrate）及 1-甲基咪唑（1-methylimidazole）
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向美國 Sigma-Aldrich 公司購買，EDC（1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-

ethylcarbodiimide hydrochloride ） 及 APTES （ (3-

Aminopropyl)triethoxysilane）向美國 Alfa Aesar 公司購買，牛血清蛋

白( Bovine serum albumin )向 UniRegion 美國公司購買， Proteinase K

及 10× PCR Buffer 向瑞士 Roche 公司購買，Trolox 向美國 Acros 

Organics 購買，甲醯胺（formamide）向德國 Merck 公司購買，Fluoro-

Gel with DABCO（1,4-diazobicyclo-(2.2.2)-octane）向美國 Electron 

Microscopy Sciences 公司購買， DAPI（4’,6-diamidino-2-phenylindole）

向美國 Life technologies 公司購買。 

  實驗所需之 HPLC 等級寡核苷酸是由美國 Integrated DNA 

Technologies 公司及美國 Sigma-Aldrich 公司生產合成，如表 2-1。 

2.2.2 儀器設備及系統架構 

  細胞培養所使用之安全操作平台為台灣 yakos65 公司製造之

SAFZONE Class Ⅱ A2 BSC，培養箱為日本 Panasonic 公司製造之

MCO-170 AIC；萃取總核醣核酸所使用低溫離心機為日本 KUBOTA

公司製造 3740，微量光譜儀為美國 DeNovix 公司製造生產之 DS-11；  

反轉錄聚合酶連鎖即時偵測使用由德國 QIAGEN 公司製造之 Rotor- 

Gene Q Real-Time PCR System。 

  本實驗使用高靈敏度螢光顯微系統如圖 2-1 所示，三道功率可調 
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表 2-1 實驗所使用核苷酸序列。 
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式雷射光源，一為 405 nm 的固態雷射，最大輸出功率為 200 mW，用

於激發 DAPI 螢光分子，並確定觀測細胞的位置；二為搭配激發 Alexa 

Fluor 647 及 Cy5 螢光分子之 640 nm 的固態雷射，最大輸出功率為

200 mW；另外搭配激發 6-FAM 螢光分子之氬離子雷射，得以進行單

一螢光分子及細胞中miRNA之偵測。並於光源前方放置美國Semrock

公司製造之 400 nm、488 nm 及 640 nm interference filter，以利純化雷

射光源，能夠有效減少散射光源，再利用美國 Semrock 公司製造之

dichroic beamsplitters LM01-427-25 及 LM01-503-25 將三道雷射匯聚

成單一光束，接著通過美國 Thorlabs 公司製造之光閘，控制雷射通過

與否，再經由 10× beam expander 放大光束後，使用透鏡將光束聚焦

至顯微鏡中物鏡之焦點上，亦可透過調整此透鏡之三維方向，控制不

同角度之光束及調控光束聚焦於位置。 

  本實驗使用之倒立式螢光顯微鏡型號為 IX71，由美國 Olympus 公

司生產製造，上方搭載二維移動平台，藉由控制平台之 X 軸及 Y 軸

至欲觀測之樣品玻片位置。顯微鏡使用物鏡型號為 APON 60× OTIRF

之油鏡，由美國 Olympus 公司生產製造，其 N.A.為 1.49，油鏡所使

用浸油為 Electron Microscopy Sciences 所生產的 Immersiom Oil Type 

LDF。螢光顯微鏡內部之濾鏡盒（filter cube）包含可反射激發光源與

可使螢光穿透之 dichroic beamsplitters，型號為 FF409-Di03-25×36、 
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圖 2-1 HILO 螢光顯微系統之裝置圖。其中代號 F 表示為 interference 

filters；D 表示為 dichroic beamsplitters；M 為 mirror；ML 表示為 lens；

B 表示為 10× beam expander。 
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FF511-Di01-25×36及FF650-Di01-25×36均由美國Semrock公司製造，

加上可過濾螢光訊號之 interference filter，型號為 FF01-447/60-25、

FF01-525/26-25 及 FF01-680/30-25 亦由美國 Semrock 公司製造。 

  因為單分子之螢光訊號非常微弱，故需要使用較靈敏的 EMCCD

收集螢光影像，所使用之電子倍增電荷耦合裝置（electron multiplying 

charge coupled device, EMCCD）型號為 ProEM：512B，由美國 Princeton 

Instruments 公司生產製造，此型號為 512 × 512 個像素。本實驗使用

CCD 之設定參數包括觀測 DAPI 標記細胞核位置，所使用 Low Noise

模式 ADC 速率為 5 赫茲（Hz）；而觀測單分子及細胞中 miRNA 使用

Multiplication Gain 模式 ADC 速率為 10 赫茲（Hz），其餘設定包含，

曝光時間為 33 毫秒（msec.）及 Gain 值為 200，並經由 WinView-32

軟體儲存影像，最後使用 ImageJ 軟體計算每個像素之細胞平均螢光

訊號，亦使用微米尺進行畫面實際尺寸之量測，如圖 2-2 所示，計算

得 1 個像素於成像後代表 256 nm 之距離。 
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圖 2-2 60 倍油鏡下之微米尺。一小格 = 0.01 mm，整個畫面約 13 小

格，邊長約為 0.13 mm，0.25 μm / pixel。 
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2.2.3 實驗方法及流程 

2.2.3.1 細胞培養 

  將肝癌細胞 Huh7 及 Hep3B 培養於 6 cm 的培養皿內，加入 3 mL

培養液，其中包含 10% FBS，0.01× PSA 及 1 mM 丙酮酸鈉之 DMEM 

培養液，細胞培養於 37 ℃，5% CO2的環境下，2 至 3 天滿盤後，先

吸棄培養液，先以含有 1 mM EDTA 之 PBS 清洗，再加入 2 mL 1× 

trypsin / EDTA in PBS，於 37 ℃反應 3 分鐘，使細胞離開培養皿表面，

以等量培養液終止反應後，收集細胞並以 400 ×g 離心 5 分鐘，吸棄

上清液，以3 mL 培養液沖散細胞後，持續繼代培養。本實驗亦將5000-

8000 個細胞置於 0.2×培養液中，將細胞滴在經處理及高壓滅菌之玻

片上，放置一段時間使細胞貼平於玻片，最後使用顯微鏡檢查是否為

均勻分布之單顆細胞，再利用 4% 甲醛固定細胞 10 分鐘，最後再利

用 PBS 清洗，即完成細胞培養，玻片之細胞樣品可保存於-20 ℃。本

實驗肝癌細胞株及藥物調控之細胞樣品由台灣大學基因體中心腫瘤

醫學研究所歐大諒教授提供。 

  本實驗所使用之玻片（High Precision Cover Glass）型號為 NO. 

1.5H，由德國 Paul Marienfeld 公司生產製造，為硼矽酸玻璃材質，玻

片厚度為 170 μm ± 5 μm。玻片使用前皆須於二次水中加入清潔劑以

超音波震盪 30 分鐘，震盪後以二次水沖洗乾淨，再於二次水中使用
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超音波震盪 30 分鐘一次，震盪後以 95%乙醇潤洗，再浸泡以 95%乙

醇配製之 5% APTES 溶液 1 小時，最後於 95%乙醇中使用超音波震

盪 5 分鐘兩次，以去除多餘未反應之 APTES，將玻片表面修飾成帶

正電荷之胺基，以利於生物樣品吸附於玻片表面，再以高壓滅菌即為

乾淨玻片。 

2.2.3.2 萃取總核醣核酸 

  萃取總核糖核酸是以特定溶劑破壞細胞並以離心方式分離細胞

內之蛋白質、DNA 及 RNA，再將 RNA 沉澱下來，流程如圖 2-3 所

示。首先細胞培養 2 至 3 天滿盤後，以 3 mL 1 mM EDTA 之 PBS 清

洗，吸棄後加入 3 mL TRIzol Reagent 吸吐使細胞完全脫離培養皿表

面，達到均質化的效果，收集含有細胞 TRIzol 溶液，其溶液可以保

存於-60°C ~ -70°C 一個月；取出 1 mL TRIzol 細胞溶液置於室溫 5 分

鐘，加入 0.2 mL 氯仿，以 Vortex 劇烈震盪 30 秒，再靜置於室溫 3 分

鐘，隨後於 4 ℃下以 12000×g 離心 15 分鐘，使溶液分三層，將於最

上層的 RNA 溶液取出於新的離心管內，為降低後續實驗處理上的困

擾，須避免吸取到下層蛋白質、DNA 之有機溶液；獲取包含 RNA 的

溶液後，加入 0.5 mL 100% 異丙醇並震盪混合均勻，再放置於室溫 10

分鐘，隨後於 4 ℃下以 12000×g 離心 20 分鐘，使 RNA 沉澱；將上

清液吸棄後再以 1 mL 冰的 75% 酒精以小旋渦震盪清洗，隨後於 4 
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℃下以 7500×g 離心 10 分鐘；最後將將上清液吸棄，以真空抽乾 3 至

5 分鐘後，以 60 ℃ DEPC Treated Water 回溶 RNA，即取得總核醣核

酸（Total RNA），其樣品可保存於 -20 ℃。 

  為確定取得總核醣核酸樣品是否完整，會利用毛細管電泳分析 

確認 18S、28S、5.8S、5S 及 tRNA 之訊號高度[12]，如圖 2-4 所示，確

認完整性後再利用吸收儀定量其濃度，而理想 260nm 與 280nm 的吸

收值（A260 / A280）必須落於 1.9 ~ 2.1 之間，若 A260 / A280 低於

1.9，代表萃取出來的總核醣核酸中殘留了過多的蛋白質。 

2.2.3.3 反轉錄即時定量聚合酶連鎖反應 

  針對 hsa-miR-10b 進行反轉錄即時定量聚合酶連鎖反應，首先為

第一次反轉錄反應（Reverse transcriptase reaction）分別加入 1 μl miR-

10b RNA標準品或 500 ng之總核醣核酸，與加入反應試劑 0.5 μl dNTP 

（10 mM）、1 μl RT primer （0.5 μM）、2 μl 5X First-Strand buffer、0.1 

μl SuperScript III Reverse transcriptase （200 U/μl）及 0.5 μl DTT 

（0.1M），最後補水至總體積 10 μl。反應條件為 65 ℃ 5 分鐘 ，加

入反轉錄酵素及試劑後，於 25 ℃ 10 分鐘， 25 ℃至 55 ℃ 梯度升

溫一小時，55 ℃ 30 分鐘，進行反轉錄，於 85 ℃ 5 分鐘終止反應。 

  第二階段為即時偵測聚合酶連鎖反應（Real time PCR），先將反

轉錄之DNA產物稀釋 20倍，再分別加入 2 μl Reverse primer （1μM）、  
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圖 2-3 萃取總核醣核酸之流程圖。 
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圖 2-4 總核醣核酸之電泳圖。(A)為 Huh7 肝癌細胞所萃取的 Total 

RNA，(B)為 Hep3B 肝癌細胞所萃取的 Total RNA。 
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2 μl GS primer （1μM）及 5μl SYBR Green Mix。反應條件為 95 ℃ 4

分鐘；接著 95 ℃ 15 秒，45℃ 30 秒，63℃ 30 秒，兩次循環；接續

95 ℃ 15 秒，63℃ 30 秒，五十次循環；最後 63℃ 30 秒，25℃ 30

秒。為確定所得到最終產物複製結果是否成功，利用 10 bp marker 與

hsa-miR-10b stem loop RT-qPCR 產物混合後，以毛細管電泳分析判斷

此 DNA 產物長度是否正確，如圖 2-5 所示。 

2.2.3.4 細胞實驗流程 

  將保存於 -20 ℃之細胞樣品回復至室溫，使用去離子水清洗後，

以 20μg/ml Proteinase K 溶液覆蓋細胞表面，於 37 ℃反應 5 分鐘將細

胞膜上之蛋白質切掉少許，幫助後續加入的反應試劑都能進入細胞，

使用 TBS 緩衝溶液清洗三次，以終止 Proteinase K 之反應，接著浸泡

4% Formaldehyde 溶液反應 15 分鐘，及浸泡 glycine 溶液 5 分鐘，再

以 TBS 緩衝溶液清洗二次，再浸泡 0.13 M 1-methylimidazole 溶液反

應 10 分鐘，重複二次反應以加速 EDC 反應速度，使用 EDC 溶液反

應 1 小時，加入 EDC 溶液進行 miRNA 固定反應，將 miRNA 固定於

細胞內之蛋白質上[13]，其反應機制如圖 2-6，隨後浸泡 glycine 溶液 5

分鐘，再以 TBS 緩衝溶液清洗二次，最後將細胞回溶於 0.3× SSC 雜

合溶液 ，並加入 5% BSA 及 1 μM 之隨機短序列 DNA，將 BSA 及

DNA 吸附於玻片表面，以防止標記螢光分子的 Molecular beacon 直接 
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圖 2-5 hsa-miR-10b stem loop RT-qPCR product 電泳圖。(A)為 500ng 

Huh7 Total RNA 之 hsa-miR-10b stem loop RT-qPCR product，(B)為

10 bp marker 之電泳圖，(C)為兩者混合標示電泳圖。 
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圖 2-6 利用 EDC 反應固定 miRNA 機制圖。 
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吸附於玻片表面。而為了避免細胞本身的自體螢光之背景干擾，使用

紅色及綠色 LED 燈泡照射一個晚上，使細胞背景螢光降低，以利螢

光分子的觀測。 

  照光後以去離子水及 TBS 緩衝溶液清洗，於 0.3× SSC 雜合溶液  

中加入 5% BSA 及 0.1 μM 螢光探針（Molecular beacon）於 Tm 值（50

℃）進行雜合反應，使用遠超過 miRNA 含量的螢光探針，避免與細

胞中 miRNA 雜合程度不同導致螢光表現量之差異，反應一小時，使

螢光探針與目標 miRNA hsa-miR-10b 完全連接。完成雜合反應後須使

用 50% formamide 的 2× SSC 溶液、50% formamide 的 1× SSC 及 0.3× 

SSC 溶液於 Tm 值（50 ℃）將未鍵結的 Molecular beacon 清洗乾淨，

接著以 1× SSC 緩衝溶液於室溫清洗，再於樣品區域滴上適量之

Fluoro-Gel with DABCO 與 DAPI 混合溶液，進行細胞核染色，最後

蓋上蓋玻片及使用指甲油將邊緣密封，以避免內部溶液乾掉，即完成

樣品製備，實驗流程如圖 2-7 所示。 

  本實驗之目標 miRNA hsa-miR-10b 之序列為 5'-ACA GAU UCG 

AUU CUA GGG GAA U-3'，其 Molecular beacon 之序列為 5'-Cy5-GCA 

CAT TCC CCT AGA ATC GAA TCT GTG C-lowa Black RQ-Sp-3'，

Molecular beacon 序列之五端標記 Cy5 螢光分子與三端為 lowa Black 

RQ-Sp 消光分子，此序列設計透過 Oligo 7 軟體預估計算 Molecular  
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圖 2-7 細胞實驗流程圖。 

 

 

 



58 
 

beacon Hairpin 結構之黏合溫度為 36.7 ℃，所設計 Molecular beacon

之環狀序列會於目標 miRNA 完全互補配對時，而將其氫鍵部分打開，

使 Cy5 螢光分子不受 lowa Black RQ-Sp 消光分子影響而放出螢光，

若為不完全互補配對時，會維持其氫鍵部分，使 Cy5 螢光分子受 lowa 

Black RQ-Sp 消光分子影響而無法放出螢光，Cy5 螢光分子最大激發

波長為 647nm，最大放射波長為 665nm，所以選擇以 647nm 之固態

雷射作為激發光源，此序列是由美國 Integrated DNA Technologies 公

司生產合成。本實驗亦使用 Rotor-Gene Q Real-Time PCR System 測得

兩段互補序列之熔點曲線圖（Melting curve），如圖 2-8 所示，設定溫

度為 80 至 25 ℃，每次減少 0.5 ℃，由圖可以看到加入目標 miRNA 

hsa-miR-10b 會與 Molecular beacon 之序列完全互補配對，隨著溫度

降低其螢光強度增加，而只有 Molecular beacon 則會隨著溫度降低，

而黏合成 Molecular beacon 之環狀結構，使得螢光強度降低。另外設

計一段 Molecular beacon 標記細胞中 U6 snRNA 來進行相對定量，其

序 列 為 5'- 6-FAM-GTCTACCATGCTAATCTTCTCTGTAGAC -

BHQ1- 3'，此 Molecular beacon 序列之五端標記 6-FAM 螢光分子與三

端為 BHQ1 消光分子，此序列設計透過 Oligo 7 軟體預估計算

Molecular beacon Hairpin 結構之黏合溫度為 36.5 ℃，其 6-FAM 螢光

分子最大激發波長為 494nm，最大放射波長為 519nm，所以選擇以 
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圖 2-8 Molecular Beacon 與互補序列之熔點曲線圖。 
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488nm 之氬離子雷射作為激發光源，此序列是由美國 Sigma-Aldrich

公司生產合成。 
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2.3 結果與討論 

2.3.1 利用反轉錄聚合酶連鎖反應即時定量 hsa-miR-10b 

  反轉錄即時定量聚合酶連鎖反應是現今用於檢測 miRNA 最靈敏

的方法之一，本實驗首先利用此方法針對 hsa-miR-10b 進行定量。利

用購買之 hsa-miR-10b-3p RNA 標準品作出檢量曲線，由圖 2-9 發現

一般用水稀釋的 RNA 樣品於 10 pM 開始，實驗誤差不斷增加，導致

無法準確定量。為了克服再現性不佳的問題，實驗改用 10 ng/μl yeast 

RNA 之 DEPC Treated Water 進行樣品稀釋，防止 RNA 樣品吸附於

0.2 ml PCR tube 管壁上，以利增加實驗的準確性，得到 hsa-miR-10b

之檢量曲線，如圖 2-10 所示，所得檢量線方程式y = −3.542x −

16.774，R 值為 0.998。條件最佳化後，確實有效降低實驗誤差及提

高靈敏度，但 RNA 樣品濃度如果落在 100 fM ~ 1 fM 之區間，實驗再

現性依然不好，於 100 fM hsa-miR-10b RNA 樣品之 Threshold Cycle

為 28.90 ± 1.080，而 1 fM hsa-miR-10b RNA 樣品之 Threshold Cycle

為 35.58 ± 2.526，此狀況依然會造成於低濃度樣品之定量結果失去真

實性。 

  利用上述方法所得檢量曲線針對 Huh7 及 Hep 3B 之兩種肝癌細

胞中 hsa-miR-10b 進行定量，發現兩種肝癌細胞定量結果皆落於 100 

fM ~ 1 fM 此區間。如表 2-2 所示定量結果，Huh7 之 Threshold Cycle  
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圖 2-9 以水稀釋 hsa-miR-10b RNA 樣品之檢量曲線圖。 
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圖 2-10 以 yeast RNA 稀釋 hsa-miR-10b RNA 樣品之檢量曲線圖。 
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表 2-2 以 stem-loop RT-qPCR 定量肝癌細胞中的 hsa-miR-10b。 
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為 29.51 ± 0.421 ，而 Hep 3B 之 Threshold Cycle 為 35.60 ± 1.155，兩

者依然能透過此方法準確定量區分，但透過藥物抑制 hsa-miR-10b 表

現量之細胞則無法利用此方法準確定量，Huh7（Anti-10b*）之

Threshold Cycle 為 33.16 ± 4.798 ，而 Hep 3B（Anti-10b*）之 Threshold 

Cycle 為 36.58 ± 3.155，由於實驗誤差導致無法準確區分，使定量結

果失去真實性，所以將此方法應用於臨床上極有可能會導致誤判，甚

至出現無法判別的情況。 

2.3.2 螢光顯微鏡系統 

  由於 miRNA 於細胞中的含量都非常微量，所以過去傳統檢測方

法都需透過實驗設計將其序列進行複製放大，較無法直接進行觀測。

而現今最靈敏之一的反轉錄聚合酶連鎖反應也是針對特定序列複製

放大再進行檢測，但於 miRNA 表現量極低的狀況就無法準確的測定，

所以本實驗室於過去極力開發一套高靈敏度之螢光顯微鏡系統，並將

其應用於觀測細胞樣品中的 miRNA 上。 

  首先實驗先分別使用三種不同的螢光顯微鏡系統觀測單一螢光

分子，使用修飾上單一螢光分子 Alexa Flour 647 之 DNA 序列進行測

試，由圖 2-11 可以看到 Epi-fluorescence 顯微鏡系統，因為背景干擾

過大則無法清楚觀測到單分子訊號；再者 TIRF 螢光顯微系統，即能

觀測到單分子訊號，但全反射所產生的漸逝波，其穿透深度只能達到 
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圖 2-11 於螢光顯微系統觀測 DNA 單分子螢光訊號。(A)為 Epi 螢光

顯微系統，(B)為 TIRF 螢光顯微系統，(C)為 HILO 螢光顯微系統。 
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玻片表面，僅能觀測到玻片表面之單分子，若於非焦面之單一螢光分

子則無法聚焦，所以學生認為此系統不利於有厚度的生物樣品觀測；

而學生所使用的 HILO 螢光顯微鏡不僅能夠觀察到表面單分子，且可

以清楚聚焦於深度達 2 μm 之單一 DNA 螢光分子，亦能夠清楚觀測

到未吸附於玻片表面之單一 DNA 螢光分子的布朗運動，因此學生認

為此系統能有利於觀測具有厚度之生物樣品，且能更準確的觀測到螢

光訊號的表現量。 

  為了確定能於螢光顯微鏡下觀測到細胞樣品中的螢光訊號，實驗

以 Molecular beacon 與細胞中的 miRNA 雜合，於三種螢光顯微鏡系

統下比較螢光訊號表現量，圖 2-12 是於三種螢光顯微鏡系統下觀測

細胞中的螢光訊號，Epi-fluorescence 顯微鏡系統所得影像，因為背景

干擾過大則無法清楚觀測到細胞中的螢光訊號，而 TIRF 顯微系統僅

能觀測到玻片表面之訊號，再次證明 TIRF 顯微系統漸逝波之穿透深

度只能達到玻片表面，不利於有厚度的生物樣品觀測，而 HILO 螢光

顯微系統能夠於細胞中得到較明顯的螢光訊號，所以學生認為選擇

HILO 螢光顯微系統進行細胞實驗得到的螢光訊號較能準確反應出細

胞中 miRNA 的表現量，以下實驗皆使用 HILO 螢光顯微系統。 

 

 



68 
 

 

 

 

圖 2-12 於螢光顯微系統觀測細胞中螢光訊號。(A)為 DAPI 標示細胞

位置，(B)為 Epi螢光顯微系統，(C)為 TIRF 螢光顯微系統，(D)為 HILO

螢光顯微系統。 
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2.3.3 結合螢光原位雜合法觀測細胞樣品中 miRNA 

  本實驗利用 Molecular beacon 以螢光原位雜合法標記細胞樣品內

的 miRNA，所使用之 Molecular beacon 於 5’端修飾上 Cy5 螢光分子

於 3’端修飾上 lowa Black RQ-Sp 消光分子，先前由 Melting Curve 可

以觀察到加入目標 miRNA hsa-miR-10b 會與 Molecular beacon 之序列

完全互補配對，因此 Cy5 螢光分子不會受到 lowa Black RQ-Sp 消光

分子之影響，有強的螢光訊號產生，只有 Molecular beacon 則會維持

其環狀結構，使 Cy5 螢光分子受 lowa Black RQ-Sp 消光分子之影響，

只能產生微弱的螢光訊號。可以確定若細胞中有目標 has-miR-10b 之

miRNA，會與本實驗設計 Molecular beacon 之序列完全互補配對，而

有螢光訊號產生，如果沒有目標 hsa-miR-10b 之 miRNA 存在，

Molecular beacon 會維持其環狀結構，只能得到低的螢光訊號。 

  本實驗利用 HILO 螢光顯微系統觀測肝癌細胞於此系統下之背

景訊號，由圖 2-13 A 與 B 顯示細胞樣品本身具有背景螢光訊號，為

了降低偵測干擾，利用光照降低細胞本身背景螢光，計算未照光之背

景螢光訊號為 800.23 ± 14.88 / pixel，而照光之背景螢光訊號為 753.26 

± 19.12 / pixel。並觀測 EDC 反應是否能有效地將 miRNA 固定於細胞

質中，再透過 Molecular beacon 與細胞中 miRNA 雜合，並使用 640 

nm 雷射激發 Cy5 螢光分子進行觀測。由圖 2-13 C 與 D 可以看到肝 
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圖 2-13 於HILO螢光顯微系統觀測細胞背景螢光訊號及利用 EDC反

應固定 miRNA。(A) 未照光之細胞背景，(B) 照光之細胞背景，(C)

未使用 EDC 固定 miRNA，(D) 使用 EDC 固定 miRNA。藍色為 DAPI

標誌訊號，白色為 Cy5 螢光分子標誌訊號。 
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癌細胞未使用 EDC 反應加入 Molecular beacon，經過一連串地清洗步

驟後，其螢光訊號較低，計算平均螢光訊號為 733 ± 18 / pixel，而使

用 EDC 反應加入 Molecular beacon，其螢光訊號較高，計算平均螢光

訊號為 1050 ± 91 / pixel，因此證明 EDC 反應能有效地將 miRNA 固

定於其原本的位置上，且因為 miRNA 存在於細胞質中，因此螢光訊

號會均勻分布於細胞質中。 

2.3.4 觀測肝癌細胞中 hsa-miR-10b 

  本實驗接著針對兩種不同肝癌細胞 Huh7 及 Hep3B 進行觀測，利

用光照降低細胞背景，以 EDC 反應將 miRNA 固定於細胞質後，

Molecular beacon 透過螢光原位雜合標記細胞中 miRNA，最後經過一

連串的清洗步驟將未雜合上的 Molecular beacon 移除。圖 2-14 可以觀

察到細胞背景與加入 Molecular beacon 雜合後的差異，且 Huh7 肝癌

細胞有較高螢光訊號，Hep3B 肝癌細胞較低螢光訊號，所以表示於

Huh7 肝癌細胞中 hsa-miR-10b 有較高的表現量。將所得影像利用

Image J軟體計算量化，分別選取 49顆及 51顆未加入Molecular beacon

反應之 Huh7 肝癌細胞及 Hep3B 肝癌細胞，計算單顆細胞的背景平均

為766.82 ± 29.21 / pixel及 753.26 ± 19.12 / pixel。另外選取與Molecular 

beacon 雜合反應之 52 顆 Huh7 肝癌細胞及 43 顆 Hep3B 肝癌細胞，

計算單顆細胞平均螢光訊號為 1036.33 ± 141.65 / pixel 及 838.13 ± 44  
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圖 2-14 於 HILO 螢光顯微系統觀測兩種肝癌細胞中 hsa-miR-10b。 

(A) Huh7 肝癌細胞之背景，(B) Huh7 肝癌細胞雜合 Molecular beacon，

(C) Hep3B 肝癌細胞之背景，(D) Hep3B 肝癌細胞雜合 Molecular 

beacon。藍色為 DAPI 標誌訊號，白色為 Cy5 螢光分子標誌訊號。 
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/ pixel，將所得結果與反轉錄聚合酶連鎖反應進行比較，結果表現一

致，由圖 2-15 所示，証明此方法可以直接觀測細胞中 hsa-miR-10b，

且能直接分辨不同肝癌細胞中 hsa-miR-10b 之表現量。 

  為了確定所設計 Molecular beacon 與實驗設計能透過影像直接分

辨肝癌細胞中 hsa-miR-10b 之表現量，分別利用藥物調控 Huh7 及

Hep3B 兩種不同肝癌細胞中 hsa-miR-10b 之表現量，由圖 2-16 所示，

可以直接由影像分辨出Huh7之肝癌細胞透過藥物處理後的差異，hsa-

miR-10b Precursor 細胞之螢光訊號有明顯增加，hsa-miR-10b inhibitor

細胞之螢光訊號有明顯下降，而 Hep 3B 之肝癌細胞透過藥物處理後

的差異，由圖 2-17 顯示也有相同的結果。亦將所得影像利用 Image J

軟體計算量化，如圖 2-18 所表示，分別選取 40 顆 Huh7 hsa-miR-10b 

Precursor、53 顆 Huh7 hsa-miR-10b inhibitor、51 顆 Hep3B hsa-miR-

10b Precursor 及 45 顆 Hep3B hsa-miR-10b inhibitor 之肝癌細胞影像，

計算單顆細胞 Huh7 hsa-miR-10b Precursor 之肝癌細胞平均螢光訊號

為 1304.77 ± 189.78 / pixel， Huh7 hsa-miR-10b inhibitor 之肝癌細胞

計算單顆細胞平均螢光訊號為 772.29 ± 17.54 / pixel，而 Hep3B hsa-

miR-10b Precursor 之肝癌細胞計算單顆細胞平均螢光訊號為 1365.52 

± 217.78 / pixel， Hep3B hsa-miR-10b inhibitor 之肝癌細胞計算單顆細

胞平均螢光訊號為 790.81 ± 25.48 / pixel，且與傳統反轉錄聚合酶連鎖 
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圖 2-15 兩種肝癌細胞中的 hsa-miR-10b 平均螢光強度與 Threshold 

Cycle 柱狀比較圖。Threshold Cycle 以白色表示，平均螢光強度以斜

線表示。 
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圖 2-16 觀測 Huh7 肝癌細胞中 hsa-miR-10b 之表現量。(A) Huh7 肝

癌細胞之背景，(B) 無藥物調控之 Huh7 肝癌細胞，(C) Huh7 增顯 hsa-

miR-10b，(D) Huh7 抑制 hsa-miR-10b。藍色為 DAPI 標誌訊號，白色

為 Cy5 螢光分子標誌訊號。 
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圖 2-17 觀測 Hep3B 肝癌細胞中 hsa-miR-10b 之表現量。(A) Hep3B

肝癌細胞之背景，(B) 無藥物調控之 Hep3B 肝癌細胞，(C) Hep3B 增

顯 hsa-miR-10b，(D) Hep3B 抑制 hsa-miR-10b。藍色為 DAPI 標誌訊

號，白色為 Cy5 螢光分子標誌訊號。 
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圖 2-18 透過藥物調控之肝癌細胞中 hsa-miR-10b 平均螢光強度與

Threshold Cycle 柱狀比較圖。(A)為 Huh7 肝癌細胞，(B)為 Hep3B 肝

癌細胞。Threshold Cycle 以白色表示，平均螢光強度以斜線表示。 
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反應進行比較，結果相當一致，且克服了在低濃度下無法區分表現量

的問題。更加確定本實驗所使用之系統及設計方法，能經由 Molecular 

beacon 以原位雜合方式與 hsa-miR-10b 鍵結後，能直接透過 HILO 螢

光顯微系統得到影像後進行判別肝癌細胞中 hsa-miR-10b 之表現量，

無須透過序列複製放大的過程。 

2.3.5 透過雙波長觀測相對定量 hsa-miR-10b 

  本實驗為了確定所設計 Molecular beacon 的專一性，只會與目標

序列 hsa-miR-10b 作雜合，且透過藥物調控的對照組也是針對 hsa-

miR-10b不會影響細胞中其他序列，然而於不同癌症細胞中所含的U6 

snRNA 表現量不會因為細胞不同而改變，所以本實驗也針對 U6 

snRNA 設計可以標記此序列的 Molecular beacon，於 5’端修飾上 6-

FAM 螢光分子於 3’端修飾上 BHQ-1 消光分子。將兩種分別標記 hsa-

miR-10b 及 U6 snRNA 之 Molecular beacon 同時作原位雜合反應，再

透過 647 nm 及 488 nm 激發兩種不同的 Molecular beacon，由 HILO

螢光顯微系統得到影像後進行比較，由圖 2-19 所示於 Huh7 之肝癌細

胞中之 U6 snRNA 不會隨著藥物調控而改變，且觀測 hsa-miR-10b 之

結果與上述單獨針對 hsa-miR-10b 進行雜合的結果相同，而由圖 2-20

可以觀察到 Hep3B 之肝癌細胞也具有相同結果。 
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圖 2-19 同時觀測 Huh7 肝癌細胞中 hsa-miR-10b 及 U6 snRNA。(A) 

Huh7 肝癌細胞之背景，(B) 無藥物調控之 Huh7 肝癌細胞，(C) Huh7

增顯 hsa-miR-10b，(D) Huh7 抑制 hsa-miR-10b。藍色為 DAPI 標誌訊

號，白色為 Cy5 螢光分子標誌訊號，綠色為 6-FAM 螢光分子標誌訊

號。 
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圖 2-20 同時觀測 Hep3B 肝癌細胞中 hsa-miR-10b 及 U6 snRNA。(A) 

Hep3B 肝癌細胞之背景，(B) 無藥物調控之 Hep3B 肝癌細胞，(C) 

Hep3B 增顯 hsa-miR-10b，(D) Hep3B 抑制 hsa-miR-10b。藍色為 DAPI

標誌訊號，白色為 Cy5 螢光分子標誌訊號，綠色為 6-FAM 螢光分子

標誌訊號。 
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  最後個別針對 60 個細胞影像進行量化，如圖 2-21 所示，Huh7 於

647 nm及 488 nm下的背景訊號分別為 652.73 ± 23.64 / pixel 與 908.71 

± 62.85 / pixel，而 Hep3B 的背景訊號分別為 646.61 ± 21.00 / pixel 與

919.69 ± 57.81 / pixel，於 488 nm 激發波長下所造成的散射光較強，

所以導致背景較高。hsa-miR-10b 之螢光訊號計算，Huh7 Native 之肝

癌細胞平均螢光訊號為  998.03 ± 94.19 / pixel，Huh7 hsa-miR-10b 

Precursor 之肝癌細胞平均螢光訊號為 1291.79 ± 250.71 / pixel， Huh7 

hsa-miR-10b inhibitor 之肝癌細胞平均螢光訊號為 738.38 ± 21.96 / 

pixel，另外 Hep3B Native 之肝癌細胞平均螢光訊號為 803.40 ± 75.69 

/ pixel，Hep3B hsa-miR-10b Precursor 之肝癌細胞平均螢光訊號為 

1207.79 ± 213.07 / pixel， Hep3B hsa-miR-10b inhibitor 之肝癌細胞平

均螢光訊號為 722.23 ± 34.85 / pixel，數據顯示，不會因為同時加入不

同的 Molecular beacon 導致實驗結果不同。U6 snRNA 於不同癌症細

胞中的表現量大致相同，且不會受到藥物調控影響，平均螢光訊號計

算得結果都落於 1570 ± 250 / pixel 左右，將 U6 snRNA 所得螢光訊號

最為依據，能相對定量出 hsa-miR-10b 於細胞中的表現量。實驗與計

算結果直接顯示此方法具有相當優異的專一性，可透過設計不同的

Molecular beacon 與不同激發波長之光源直接觀測具有興趣的序列，

且不用透過序列複製放大的過程，即可區分於細胞中的表現量。 



82 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-21 透過藥物調控之肝癌細胞中 hsa-miR-10b 及 U6 snRNA 之平

均螢光強度柱狀比較圖。hsa-miR-10b 以斜線表示，U6 snRNA 以黑色

表示。 
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2.4 結論 

  本實驗利用 HILO 螢光顯微系統於具有厚度的細胞樣品中觀測

螢光單分子訊號，提高觀測螢光訊號的靈敏度，克服 TIRF 螢光顯微

系統僅能觀測表面單分子螢光訊號的問題。透過 LED 燈泡照射細胞

樣品，有效降低細胞自體螢光的背景干擾，亦利用EDC反應將miRNA

有效的固定於細胞直上，使透過螢光訊號觀測 miRNA 的表現量更為

精準。本實驗利用 Molecular beacon 與細胞中的 miRNA 進行螢光原

位雜合，於HILO螢光顯微系統進行觀察，比較不同肝癌細胞中的 hsa-

miR-10b 表現量，成功利用所得螢光訊號強度直接區分 miRNA hsa-

miR-10b 之表現量，結果與反轉錄即時定量聚合酶連鎖反應相當一致，

甚至直接克服 RT-qPCR 於低濃度下，再現性不佳導致判斷不準確的

缺點。也針對不同藥物調控的肝癌細胞進行實驗，以及透過兩段不同

的 Molecular beacon，同時標記 U6 snRNA 與 hsa-miR-10b 進行比較，

所得結果直接證明此方法的專一性，且可以利用多光源同時針測不同

的目標序列，相對定量出 hsa-miR-10b 於細胞中的表現量。此實驗方

法不須透過任何萃取步驟，亦不須透過序列複製放大，即可直接利用

HILO 螢光顯微系統觀測 miRNA 的表現量，是一個具有高靈敏度及

專一性之方法。此系統具有分析癌症細胞樣品的能力，期望未來能應

用於臨床研究及癌症分期診斷上。 
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第三章 以毛細管電泳暨雷射誘發螢光分離染色

體 

3.1 緒論 

3.1.1 毛細管電泳 

    電泳(electrophoresis)的技術發展至今已有二百多年歷史，最先於

1909年由Michaelis提出[1]，於具有電荷粒子的溶液中施加電場作用，

使得溶液中的帶電粒子產生遷移，此為庫倫靜電力所造成的結果，可

稱為電泳。透過電泳原裡，可以使不同荷質比(z/m) 的帶電粒子產生

不同遷移速度進而達到分離效果，於1937年，Tiselius成功利用電泳技

術分離血清蛋白中的α、β、γ三大球蛋白及白蛋白[2]，開啟了電泳技術

的發展，而Tiselius也因此於1948年獲得諾貝爾化學獎之殊榮。 

    過去生化分析使用之電泳方法是以平板式的電泳為主[3-5]，將樣

品添加至電泳槽上，再透過通電近行分離，分離結束後將整片凝膠進

行染色進行樣品觀察。但平板電泳的缺點包含製備耗時，且再現性不

佳，而通電過程中會產生嚴重的焦耳熱，造成解析度不佳[6]，以至於

在進行平板電泳時，只能夠以低電壓的方式來進行分離，且平板電泳

需要大量的樣品，使得較無使用於微量樣品的分析。因為上述缺點，

所以後續的發展皆針對這些缺點加以改進，於1981年，Jorgenson和

Lukacs成功利用內徑75μm的毛細管柱來分離胺基酸之衍生物[7, 8]，因

https://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E5%88%86%E6%95%A3%E7%B2%92%E5%AD%90&action=edit&redlink=1
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為內徑變得更小，使得散熱效果變得更好，因此可以使用較高電場來

進行分離，且分離時間大幅減少許多，這為毛細管區帶電泳法

（capillary zone electrophoresis, CZE ）奠定基礎[9]。 

    隨著科技的進步，毛細管電泳技術也逐漸成熟，以前所面臨的問

題也逐漸地被克服，甚至到現在毛細管電泳被發展具有多樣性之設計

以及自動化的優點[10, 11]，而近年來毛細管電泳技術大致可分為六大類：

除了細管區帶電泳法，還有分離中性不帶電粒子的微胞電動力層析法

（micellar electrokinetic chromatography, MEKC）[12]，及毛細管等電聚

焦法（capillary isoelectric focusing, CIEF）[13]、毛細管凝膠電泳法

（capillary gel electrophoresis, CGE） [14]、毛細管電層析（capillary 

electrochromatography, CEC） [15]與毛細管等速電泳法（ capillary 

isotachophoresis, CITP）[16]，對於現今分析眾多生物資訊上有相當大

的幫助，且毛細管電泳已成為分離生化樣品之重要工具，不論在胺基

酸（amino acid）[17, 18]、DNA[19]、RNA[20]及蛋白質 （protein）[21]等生

物分子，皆能使用毛細管電泳技術得到良好的分離效果。 

3.1.1.1 毛細管電泳基本原理 

    毛細管電泳基本原理是依據樣品在電場中所呈現不同的淌度來

達到分離效果。電泳淌度（mobility），可簡單定義為單位電場下帶電

粒子遷移的速度，在毛細管電泳中，不同的帶電粒子受到施加電場影
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響，產生不同的遷移速率，因此使得不同離子能在毛細管中被分離。

帶電粒子在一個電場下會以一個速率（vep）前進，而此速率會與電場

（E）的強度成正比形式，其關係式為： 

vep= μep E                                               （1-1） 

此μ
ep
及為電泳淌度（mobility），當施加一個外加電場時，帶電粒子因

受庫倫作用力（F）影響，而加速移動，且此庫倫作用力會與有效電

荷（q）及電場強度（E）成正比之形式，其關係式為： 

F = q E                                               （1-2） 

帶電粒子在運動的過程中，會與其他介質之摩擦，而造成移動速度下

降，但帶電粒子受到電場加速到某個程度的同時，庫倫作用力會與摩

擦力達到一個平衡值，此時帶電粒子，將不會再繼續加速，而形成等

速運動。在 Stokes 定律中，帶電粒子假設為剛性球體，受到摩擦力時，

其關係式為： 

f = f v = 6 π η r νep                                       （1-3） 

此 f 為剛性球體的動摩擦係數，η 為緩衝溶液之黏度，而最後 r 為剛

性球體半徑。若當帶電粒子因庫倫作用力與摩擦力相等時，此時帶電

粒子會進行等速運動，其關係式為： 

F = q E = 6 π η r νep                                     （1-4） 

上述公式可寫成： 
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vep = qE /6 π η r                                          （1-5） 

若將方程式（1-5）帶入方程式（1-1）將得到： 

μep = vep / E =  q /6 π η r                                     （1-6） 

由 1-6 公式亦可得知帶電粒子之電荷與淌度成正比關係，而淌度與帶

電粒子的大小成反比，其帶電粒子的大小及電荷都將影響其電泳淌度

之大小。 

    除了物質本身的遷移速率外，還有一個控制毛細管內液體流動的

重要參數是電滲流（electroosmotic flow, EOF）。其原理是在電解質溶

液 pH 值大於 3 的情況下，毛細管內壁表面的矽醇基（SiOH）會解離

成矽醇陰離子（SiO-），使毛細管內壁帶負電，此時溶液中若有陽離子

通過毛細管，就會受到 SiO-吸引，便會在毛細管內壁上形成電雙層

（electrical double layer），如圖 3-1 所示。當施加一高電場，在電雙層

中的陽離子被吸引至負極，此作用力會帶動溶液中的整體溶液（bulk 

solution）一起往負極移動而產生電滲流，而從電荷在毛細管中擴散層

與固定層分布之不平均情形，將使得體相溶液與電雙層之間有一電位

差產生，而此電位差稱之為 ζ 電位（zeta potential）[22]。其方程式為： 

ζ = 4 π δ e / ε                                           （1-7） 

此 ε 為緩衝溶液的介電常數，δ 為電雙層的厚度，e 為單位面積之總

電荷。ζ 電位與電滲流關係式表示為： 
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圖 3-1 (A)為電雙層結構；(B)為ζ電位 
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μeo = ε ζ / η                                             （1-8） 

而淌度 μeo 表示電滲流之遷移速率大小，它正比於溶液的介電常數（ε）

與 ζ 電位，η為緩衝溶液之黏度，而電滲流遷移速率與緩衝溶液之黏

度成反比形式。在毛細管內壁矽醇基解離程度會與 ζ電位的大小有關，

因此假設毛細管內層表面矽醇基解離越多，就會與更多正離子吸引，

所形成的電雙層厚度也越厚，ζ 電位也隨之變大，使得電滲流遷移速

率增快。電滲流的大小並非在任何 pH 值下為同一個定值，緩衝溶液

之 pH 值大於 3.0 時，電滲流值會明顯增加，之後電滲流隨著 pH 值

的增大會逐漸變大，直到 pH 值大於 8.0 時，電滲流才會趨近一個定

值。而除了 pH 值影響外，電滲流速率主要與毛細管壁表面電荷及緩

衝溶液有著密切的關係，包括緩衝溶液之離子強度及添加物之種類等

皆會影響電滲流大小。由於電滲流是由擴散層中離子受電場的影響程

度，而產生遷移現象，所以不需要在毛細管壁施加任何壓力，以至於

理論上毛細管內壁的每一個位置流速幾乎相同，這也使得毛細管內壁

溶液以切面觀察趨近於一平面，如圖 3-2 所示。若其他管柱層析法，

驅動力是以壓力之方式，這使得管柱中液體會與毛細管壁產生摩擦力

和剪切力，此時產生層流（laminar flow），若將管柱以橫切面觀察，

會發現溶液以拋物線的形式前進。層流在管柱中會使樣品前進時區帶

變寬，造成解析度下降。而使用具有電滲流之毛細管，因為切面幾乎 
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圖 3-2 (A)為電滲流，(B)為層流。 
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成一直線，使得樣品區帶不會因此變寬，故解析度會比層流的方式來

得好，理論平板數也能提昇到數百萬以上。 

3.1.1.2 毛細管電泳進樣及偵測方法 

    進樣的方法分為三種：虹吸進樣（ siphoning）、電動進樣

（electrokinetically）及壓力進樣（hydrostatically），此三種方法皆用於

不同的實驗需求。虹吸進樣是將待測樣品放至一定高度，利用前端與

末端的重力差，將樣品導入毛細管前端，再進行分離，此方式優點在

於簡便以及不受樣品內離子所干擾而影響進樣的總量程度；電動進樣

是利用電驅動的方式將樣品送入毛細管，首先須將末端毛細管放入裝

有緩衝溶液的溶液中，且溶液中也需放有電極，而樣品端是先將另一

個電極插入此樣品容器中，再放入另一端的電極，並施予電場，此時

可使樣品引入毛細管中，再進行分離，此方法優點為注入樣品體積會

相對較多，注射體積約為5至50 nL，若要偵測更微量之樣品會是一個

不錯的方法；壓力進樣是在樣品的進樣端施予壓力以此壓力樣品導入

毛細管內，或是在毛細管的出口端裝置真空幫補（pump），以此方法

將樣品從入口端吸入毛細管，此方法雖能成功將樣品導入毛細管內，

且也能使用在具有高離子強度的樣品，但需要額外的儀器，所以需依

儀器設備而調整。 

偵測系統分為許多種類，如螢光（fluorescence）放射法、[23]質譜
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儀（mass spectroscopy, MS）[24]以及紫外光-可見光吸收（ultraviolet-

visible absorption）[25]。而螢光放射法分為雷射誘發螢光（laser-induced 

fluorescence, LIF）及傳統光源之激發螢光，就靈敏度的高低來看，雷

射誘發螢光之方法具有很高的偵測靈敏度，因雷射本身光束能很容易

聚焦到微米（micrometer）級大小的直徑，使得單位面積的功率密度

提升，大幅減低偵測訊號譜帶變寬的問題，已有文獻指出利用雷射誘

發螢光之技術能偵測到 50 yoctomoles（1 yoctomole = 1×10-24 M）[26]，

並且此系統也能應用到偵測單細胞或單分子上，而選擇雷射會依據所

需之激發波長，包含氬離子雷射（argon ion laser）、氦氖雷射（He-Ne 

laser）及固態雷射（solid-state laser）等，這些雷射通常被拿來當作毛

細管電泳中的激發光源。近年也用利用發光二極體來當作激發光源，

大幅降低實驗的成本[27]。透過特定波長的光源激發，使得接有螢光分

子的樣品會被此激發波長激發而放出螢光訊號，但大部分的待測分析

物不具有螢光結構，因此為了使分析物能夠被順利偵測，可以在進行

毛細管電泳時，加入嵌合螢光染料，透過嵌入待測樣品之方式進行偵

測，或是使用共價鍵結衍生化方式與高親和力之方法來對特定的分析

物進行標記。 
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3.1.1.3 毛細管電泳之生物分析應用 

    毛細管電泳技術至今發展的相當成熟，近年常被使用於分析

DNA或複雜生物樣品，而在分析生物樣品時，可調整實驗參數包含：

電場強度、溫度、毛細管內壁修飾、凝膠介質、進樣方式以及偵測系

統等，例如毛細管壁的解離，會使得在分析蛋白質或DNA樣品時，常

會有吸附的現象發生，因此若進行此方面之實驗時，可以先將毛細管

內壁塗覆一層聚合物，來降低吸附現象[28]。 

    毛細管電泳技術已有許多不同的分析方式，此方法具有高靈敏、

高解析度、分離時間短、樣品需求量少、高通量以及能自動化等優點，

以至於毛細管電泳在現今許多領域中，扮演著不可或缺的角色，而它

所能分析的範圍相當廣泛，如生物化學及分析化學等，已被使用於分

析基因突變[29]、DNA定序[30]、偵測定量聚合酶連鎖反應（polymerase 

chain reaction, PCR）之產物[31]及短序列重複（short tandem repeats, 

STRs）分析[32, 33]，另外也可應用於分析植物及病毒DNA基因突變[34]、

粒線體DNA定序和Y染色體[35]、細胞種群[36]。而在生物體之DNA序列

中，經常發現不同的DNA序列只差在單個鹼基不同，稱此為單核苷酸

之多型性（single nucleotide polymorphisms, SNPs ），SNPs有可會與疾

病的表現有密切關連性，也可以透過毛細管電泳進行分析[37, 38]。 
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3.1.2 染色體 

    二十世紀初對於遺傳的認知仍停留在生物遺傳的特性是由某些

分離的因子所控制且可在有機體傳遞到下一代，漸漸的遺傳學家發現

此遺傳基因存在於染色體中，它是由DNA所組成的大分子而能使生

物表現出非常特殊的性質及生理機能。基因（Gene）為一特殊片斷

DNA，其用來作為保存及傳達遺傳訊息之單位，其主要作用為製造具

有特殊生物功能的蛋白質與RNA產物，含有組成裝配細胞結構之藍圖，

以主導細胞活動之運作。 

    1903年，Walter Sutton在其發表的論文直接指出染色體即為數十

年前Mendel所發現的遺傳因子之物質攜帶者。遺傳學的進展是緩慢的，

當生物學家以顯微鏡觀察生物的受孕、細胞分裂及減數分裂的過程，

研究學者才開始明白有機體的生物特性是源自於染色體所含基因之

調控及表現，有機體在日常活動當中，其組成細胞為持續性及具有一

定分化功能，且其從這一代到下一代[39]。Sutton提出遺傳學之染色體

理論主張Mendel之遺傳因子即是存在於各細胞核內之染色體上面，其

對於遺傳學之研究進展和突破為一巨大之里程碑。於1934年，Morgan

以果蠅為對象證實生物特徵可連結到染色體上之一特定基因位，也開

起日後科學家探討基因之化學特性。 
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3.1.2.1 細胞週期（Cell cycle） 

  隨著細胞分裂步驟的進行，染色體會進一步的產生折疊縮合，使

染色體能更精準及正確地分離和複製，可從細胞週期的流程得知染色

體縮合程度與細胞分裂週期息息相關。細胞週期[40]意指一個細胞經由

增殖及細胞分裂後產生兩個子細胞，所經歷的整體過程，如圖3-3所

示，在此週期，細胞會產生複製的步驟，將遺傳物質複製並且平分至

兩個子細胞中。其中細胞週期主要區分為分裂間期（Interphase）和分

裂期（M phase），於分裂間期之細胞主要完成DNA及相關蛋白複製，

再於分裂期進行後續細胞分裂之步驟。於下文簡述細胞週期各期間之

特性： 

（一）分裂間期（Interphase） 

  分裂間期區分為 DNA 合成前期（G1, gap 1）、DNA 合成期（S, 

synthesis）和 DNA 合成後期（G2, gap 2）。G1期：細胞開始進行相關

蛋白合成，複製胞器並增加細胞質體積，若細胞不繼續進行分裂則將

會停留至此階段。S 期：為 DNA 合成期，DNA 經由半保留複製

（Semiconservative replication），並一同複製中心粒，此步驟為細胞週

期關鍵時期。G2期：此時期胞器停止成長，並準備進入分裂期。通常

間期為細胞週期中最久之階段，大約佔細胞分裂 90%的時間，所以大

多數真核細胞都處於在間期，並準備進行後續步驟。 
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圖 3-3 細胞週期示意圖。摘錄於 2013 Nature Education。 
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（二）分裂期 

  分裂期主要分為前、中、後、末四階段，並在此階段細胞內的物

質平均分配，產生兩個子細胞。前期（Prophase）：染色質在核中縮合

（condensation），形成可見的染色體（chromosome），此時期染色體已

完成複製，兩中心粒往兩端移動，並開始產生紡錘體，而核膜、核仁

逐漸消失。中期（Metaphase）：核膜、核仁在此時期消失，紡錘體微

管（microtubules）與染色體的著絲點連接，染色體已排列至細胞赤道

板上，微管產生拉力將染色體平均分配，藉由微管向兩端移動。後期

（Anaphase）：此時姊妹染色單體（sister chromatids），在此階段已被

明顯分離為姊妹染色體，微管明顯縮短讓姊妹染色體分開並向各自中

心粒移動，分為兩組子染色體。末期（telophase）：染色單體產生解螺

旋，重新回復至染色質絲並產生核仁，細胞赤道板縮合使細胞完全分

裂為兩個子細胞。 

3.1.2.2 真核染色體之結構 

  已知細胞 DNA 總長度，約為十萬倍的細胞直徑長，所以細胞對

DNA 包覆性極為重要，其可以保護長的 DNA 分子，在細胞分裂時讓

細胞精準地分裂成子細胞，而不造成打結或纏繞現象[41, 42]。如圖 3-4

所示，在細胞週期中，在組蛋白與相關蛋白的幫助下，DNA 可縮合

及組成染色體，其中組蛋白、非組蛋白及 DNA 複合物可構成染色質 
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圖 3-4 真核染色體結構模型示意圖。 
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（chromatin）， 並存在著不同程度的折疊和縮合，讓染色體由一開始

的絲狀結構，慢慢折疊縮合為 30 奈米染色質纖維結構，在前期時會

折疊成 130 奈米的染色絲（chromonema），染色絲纖維繼續折疊為 250 

奈米的中間前期染色體（middle prophase chromatid），最後在中期折

疊成一般實驗染色所觀察到直徑為 500至 750奈米的染色單體結構。

雖然每一條真核染色體含數百萬個蛋白質分子，但只含一條極長的線

性 DNA 分子，且在人體中最長 DNA 分子為 2.8×108 bp，約為 10 公

分，染色體的組成結構，使得極長 DNA 可被縮合限制在一個細胞核

內，幫助 DNA 分子在轉錄、複製、修復及重組過程中更容易取得特

定的 DNA 序列。 

  保留蛋白質與 DNA 交互作用力的方法，將真核細胞中的 DNA

分離出，發現核蛋白複合物與 DNA 有等質量性，其中在染色質含量

最多的蛋白為組蛋白，真核生物中組蛋白種類主要分為五種，有 H1、

H2A、H2B、H3 及 H4，它們含有大量帶正電胺基酸會與 DNA 上帶

負電的磷酸基團作用，在此擴展型態下，是由連接 DNA（linker DNA）

連結形成珠狀並稱此結構為核小體（nucleosomes），包含組蛋白及

DNA 組成，其直徑約為 10 公分且為染色質主要之結構單元。核小體

是由蛋白質作為核心讓 DNA 纏繞至表面如線圈般，而核心為八聚體

是由兩份組蛋白形成，每份組蛋白含有 H2A、H2B、H3 及 H4，且在
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真核生物中 DNA 又以 147 bp 的長度纏繞三分之二圈至核小體上，另

外連接 DNA 在不同物種甚至在同一生物體不同細胞之間長度也有不

同，範圍約從 10 至 90 bp。細胞複製期間，在複製叉過程後不久 DNA

會組合成核小體，在此過程依賴於特異性的分子伴侶（chaperone）結

合組蛋白，並與新複製的 DNA 轉入至核小體上。 

3.1.2.3 基因與疾病 

  人類對於癌症基因之研究，最早是從觀察癌細胞染色體變化開始，

而在慢性骨髓性白血病中所發現的費城染色體（ Philadelphia 

chromosome）[43]，為最早被發現的異常染色體，進而了解費城染色體

造成兩個基因的重組，即為造成慢性骨髓性白血病的致癌基因。而於

大腸癌研究中也發現最早期大腸黏膜細胞會出現基因的突變，陸續造

成其他基因及染色體的變化，進而發展成大腸癌。 

  過去幾年人類基因體學快速發展，解釋出表基因體學修飾的各種

作用與疾病結合的相關研究，在過去研究中發現，基因的表現與癌症

和遺傳疾病有關聯性。基因的表現分為兩種 : 遺傳學（Genetics）與

表基因體學 （Epigenetics）。在遺傳學上，基因的表現異常和去氧核

醣核酸（DNA）的序列改變有關，如同下列現象皆會造成 DNA 序列

的改變 : 突變（Mutation）、插入（Insertion）、基因缺失（Deletion）、

染色體重組（Rearrangement）、染色體位移（chromosomal translocation）
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等。而在表基因體學中有說明表基因體的修飾，包含組蛋白[44]或 DNA 

的甲基化（Methylation）[45]和乙醯化（Acetylation），是在 DNA 的序

列不做改變的情況下，使基因表現有所變化。 
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3.2 研究動機 

  毛細管電泳暨雷射誘發螢光（capillary electrophoresis with laser-

induced fluorescence, CE-LIF）具有高分離效率、高靈敏度及消耗樣品

少等優點，因為CE-LIF能夠分離去氧核醣核酸（DNA）、核醣核酸

（RNA）、蛋白質（Protein）、胺基酸及醣類等生物樣品[46]，已成為現

今生物分析上重要的分析工具[47-49]，但到目前為止，卻沒有研究利用

毛細管電泳分離染色體。過去本實驗室也極力發展以毛細管電泳分析

探討不同的生物樣品，包括微小核醣核酸（miRNA）[50, 51]、總核糖核

酸（Total RNA）之完整性[52]、DNA甲基化[53] 及胺基酸[18]等，希望藉

由過去的經驗，成功發展一套以毛細管電泳暨雷射誘發螢光分離染色

體的方法。另外在表基因體學的發展下，本實驗室也成功透過抗體免

疫染色觀察全染色體之甲基化程度，也希望發展不同的分析方法來分

析染色體，並且能與此系統下探討染色體中DNA與組蛋白上的修飾。 
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3.3 實驗材料及方法 

3.3.1 試藥  

  細胞培養使用試藥，與 2.2.1 節所述相同，染色體相關實驗使用試

藥，脫羰秋水仙素（Colcemid solution （demecolcine solution 10 μg/mL））

與 DAPI（4’,6-diamidino-2-phenylindole）向美國 Life technologies 公

司購買，氯化鈉（sodium chloride）、檸檬酸鈉（sodium citrate）及醋

酸（Acetic Acid）皆向美國 Sigma-Aldrich 公司購買，4-(2-hydroxyethyl)-

1-piperazineethanesulfonic acid （ HEPES, Free Acid ） 與 4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, sodium salt （ HEPES, 

Sodium Salt）向美國 J. T. Baker公司購買，氯化鉀（potassium chloride）、

氯化鎂（magnesium chloride）及蔗糖（sucrose）皆向日本 SHOWA 公

司購買，甲醯胺（formamide）與甲醇（Methanol）向德國 Merck 公司

購買，牛血清蛋白( Bovine serum albumin )與十二烷基硫酸鈉（sodium 

dodecyl sulfate, SDS）向美國 UniRegion Bio-Tech 公司購買，Tween 20 

與 Triton X-100 向英國 Alfa Aesar 公司購買，溴化乙錠（ethidium 

bromide, EtBr）向美國 Invitrogen 購買。 

  毛細管電泳實驗試藥，氫氧化鈉（sodium hydroxide）、硼酸（boric 

acid）及聚乙二醇（polyethylene glycol, Mave 8,000,000 g/mol）皆向美

國 Sigma-Aldrich 公司購買，三羥甲基氨基甲烷（Tris）向美國 J. T. 
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Baker 公司購買。 

3.3.2 儀器設備及系統架構 

  本實驗為了分離單細胞中的染色體，將倒立式螢光顯微鏡與毛細

管電泳系統進行結合，裝置圖如圖 3-5。使用之倒立式螢光顯微鏡型

號為 TS100，由日本 Nikon 公司所製造，上方搭載二維移動平台 T1-

SM，藉由控制平台之 X 軸及 Y 軸至欲觀測之樣品玻片位置。顯微鏡

使用物鏡為 100×油鏡，由台灣冠昕公司提供，其 N.A.為 1.25，所使

用浸油為 Electron Microscopy Sciences 所生產的 Immersiom Oil Type 

LDF。螢光顯微鏡內部之濾鏡盒（filter cube）包含可反射激發光源與

可使螢光穿透之 dichroic beamsplitters，型號為 89100bs 由美國

CHROMA 製造，加上可過濾螢光訊號之 interference filter，型號為

FF01-559/34-25 由美國 Semrock 公司製造。所搭配的激發光源為 4 

Channel LED 光源，激發波長包含 405 nm、470 nm、530 nm 及 625nm，

由美國 THORLABS 公司所製造，搭配 E5400 相機，由日本 NIKON

公司製造，用於觀測影像。 

  所搭配的毛細管電泳裝置為自行組裝。高電壓供應器由 Gamma 

High Voltage Research 公司（Ormond, FL, USA）購買，用來驅動電泳，

高壓電的電極輸出端會穿過自製的 plexiglass box 防止觸電。所採用

的激發光源係由唐裕有限公司所購買之固態雷射，其激發波長為 532 
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圖 3-5 儀器裝置示意圖。 
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nm，功率為 10 mW。首先將雷射光平行置於桌面再由凸透鏡將雷射

光聚焦於毛細管，當有染料嵌合於細胞或染色體上並通過偵測視窗時，

染料就會被雷射激發而產生特定波長之螢光，螢光在 90°方向利用

10 接物鏡（numerical aperture = 0.25）收集之後，藉由 610 nm 的干

涉濾片（interference filter）過濾光源干擾及不需要的散射光，最後再

使用光電倍增管（R3896, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan）偵

測螢光訊號。訊號經光電倍增管放大後，經由 10 Ω 的電阻將產生的

電流訊號轉換成電壓訊號，並由24 - bit數位類比轉換器（A/D converter, 

JMBS Development）以 10 Hz 的頻率擷取訊號並轉換成數位資料儲存

於電腦中。最後運用層析軟體 Clarity（DataApex, Prague, Czech 

Republic）將訊號轉換成電泳圖。本實驗是在一密閉的黑箱裡進行以

避免環境光源的干擾。 

  本實驗所使用之超音波細胞粉碎機，型號為 LUC-150P 由台灣克

硬公司所製造，搭配間歇裝置，探針大小為 3 mm。本實驗亦有使用

於 2.2.2 節所提到的螢光顯微鏡系統，用於觀測染色體構形。 
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3.3.3 實驗方法 

3.3.3.1 細胞培養及秋水仙素處理 

  本實驗選擇肝癌細胞 Huh7 做為樣品，細胞培養步驟如 2.2.3.1 節

所述。細胞培養 2 至 3 天滿盤後，更換含有 0.1 μg/ml Colcemid （2.69 

× 10-7 M）之培養基，反應 16 小時，使細胞停留於細胞分裂中期

（Metaphase），再利用 1× trypsin / EDTA 使細胞離開培養皿表面，以

等量培養液終止反應後，並以 400 ×g 離心 5 分鐘收集細胞做為後續

實驗樣品。本實驗也有將細胞培養於經處理及高壓滅菌之玻片上，所

使用之玻片前處理如 2.2.3.1 節所述，細胞培養一天後，亦更換含有

0.1 μg/ml Colcemid （2.69 × 10-7 M）之培養基，反應 16 小時，以 PBS

清洗三次，再利用 10 μg/ml EtBr 染色，接續實驗觀察。 

3.3.3.2 消化細胞膜及獲取染色體 

  本實驗的研究樣品為染色體，製備及收集染色體為首要目標。秋

水仙素會使部分細胞停留於細胞分裂中期（Metaphase），核膜、核仁

在此時期消失，但從螢光顯微鏡下觀察還是可以發現染色體縮合在一

起，且依然被細胞膜限制於細胞內。為了有效消化細胞膜，配置含有

介面活性劑之低張溶液（Lysis Buffer），其中包含 0.25 M 蔗糖、3 mM

氯化鎂、20 mM HEPS pH 7.5 及 0.5% Trition X-100，也有將介面活性

劑更換為不同濃度之 SDS。以 PDMS （A 劑：B 劑=10：1）所製作
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之水槽將玻片上細胞限制於特定範圍內，再加入 Lysis Buffer 與結合

超音波消化細胞膜，並於螢光顯微鏡下進行觀察。除了針對培養於玻

片上的細胞進行實驗外，也有於懸浮細胞溶液中進行反應，反應後再

將懸浮溶液點於玻片上，烘乾染色後觀察。 

  後續為了保持染色體結構完整性，利用了酸性甲醇固定秋水仙素

所處理之細胞。首先收集細胞，將細胞回溶於 5 mL 低張溶液（0.075 

M 氯化鉀及 0.035 M 檸檬酸鈉以 1:1 混合），靜置於 37℃恆溫水槽中

10 分鐘，目的使細胞膨脹，再以 400 ×g 離心 5 分鐘，丟棄上清液，

回溶於 5 mL 4℃酸性甲醇（甲醇及乙酸以 3:1 混合），靜置於 4℃冰

箱中 1 小時，取出放置室溫 10 分鐘，以 400 ×g 離心 5 分鐘，丟棄上

清液，回溶於 5 mL 4℃酸性甲醇，靜置於 4℃冰箱中 12 小時，使細

胞固定，最後再以 400 ×g 離心 5 分鐘，丟棄上清液，加入 1 mL 4℃

酸性甲醇清洗細胞兩次，即可將細胞點至玻片上，烘乾玻片，以 1 

μg/ml DAPI 封片染色，於顯微鏡下觀察細胞濃度及其分佈情形。為了

使染色體分散，不受限於細胞膜，利用超音波震盪破壞細胞，再將溶

液點於玻片上，烘乾染色後觀察。 

3.3.3.3 全染色體觀測及標記一號染色體 

  取出 10 µL 溶於酸性甲醇中的細胞樣品，以 1000 ×g 離心 5 分

鐘，吸棄上清液去除殘留的細胞碎片，再回溶於甲醇，並將細胞於 40
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公分的高度點至冰的玻片上，手持玻片於酒精燈的火焰上來回兩三次，

使玻片上的甲醇瞬間揮發乾燥，接著放置 50℃的烘箱烘乾，使細胞及

染色體確實固定至玻片上，再使用二次水沖洗玻片，以 1 μg/ml DAPI

封片染色，即可使用顯微鏡觀察，判斷染色體 spreading 狀態。 

  標記一號染色體，按造上述步驟將細胞及染色體確實固定至玻片

後，以 0.1% Triton X-100 於 37℃下反應 30 分鐘，去除多餘的細胞碎

片，並幫助切除細胞膜上少許的蛋白質，再使用二次水沖洗玻片，接

續使用內含 5% BSA 及 1 µM Primer 的 2× SSC pH 7.0 溶液作為

blocking 溶液，在 37℃下反應 1 小時，以防止後續雜合之螢光探針吸

附至玻片表面，再以二次水清洗。接著以 Hybridization Buffer 稀釋之

10 µL 0.1× XCP Green 1 覆蓋樣品，於 75℃下反應 2 分鐘使之變性，

隨後移至 37℃雜合一個晚上，隔日以 0.4x SSC pH 7.0 於 72℃下清洗

2 分鐘，再以含 0.05% Tween 20 之 2x SSC pH 7.0 於室溫下清洗 30

秒，最後以二次水沖洗玻片於 37℃的烘箱烘乾，以 1 μg/ml DAPI 封

片染色，即可使用顯微鏡觀察，確認是否標記上一號染色體。由於市

售螢光探針價格過高與使用次數有限，本實驗以 Hybridization Buffer

稀釋後在進行雜合，藉此提高使用次數降低成本，Hybridization Buffer

為內含 1 µM Primer、50 mM Phosphate buffer 及 50% formamide 之 2× 

SSC pH 7.0 溶液。 
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3.3.3.4 毛細管電泳暨雷射誘發螢光 

  本實驗所使用的毛細管材質為熔融矽（fused silica），購自於美國

PolymicroTechnologies 公司，毛細管內徑為 75 μm，外徑為 365μm，

毛細管外部塗覆了一層聚亞烯胺 （polyimide），每根新的熔融矽毛細

管先以石英片切割成總長度為 60 公分，並於末端 7 公分處燒出約 1

公分的偵測視窗，接著注入去離子水稍做清洗，再以 0.5 M 的 NaOH

溶液浸泡十二小時以上，使毛細管內壁矽醇基完全解離，隔日以 1.5 

M TB（Tris-Borate）pH 10.0 緩衝溶液推出 NaOH，即可使用此毛細管

進行實驗。實驗結束後，以 1.5 M TB pH 10.0 緩衝溶液清洗及保存毛

細管，而於下次實驗前，一樣於毛細管內通入 0.5 M 的 NaOH 溶液，

以 1 kV 電壓清洗毛細管壁 15 分鐘，使得毛細管內壁矽醇基再度解離

以利進行下次實驗。 

  而實驗選用 100 mM TB pH 9.0 緩衝溶液與其配置而成之聚合物

溶液，於其中加入 EtBr 染料，EtBr 可嵌入雙股 DNA 或單股 RNA 的

螺旋體結構中而緊密結合，每 2.5 個鹼基對可嵌入約 1 個 Ethidium 分

子，且 EtBr 與 DNA 嵌合後的螢光強度比未嵌合時增加了 10 倍[54]，

緩衝溶液中 EtBr 最終濃度為 1 μg/mL，攪拌後使染料均勻分布於緩衝

溶液之中，將配置好的緩衝溶液倒入乾淨的 50 mL 離心管中，再利用

鋁箔紙包覆離心管避光，並存放於 4°C 冰箱中，使用前取出於 1.5 mL
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之 PCR tube 中，以 10000 ×g 離心 10 分鐘去除氣泡。  

3.3.3.5 實驗流程 

  本實驗目標為利用毛細管電泳暨雷射誘發螢光分離染色體。首先

細胞培養 2 至 3 天滿盤後，收集細胞，再利用 PBS 將細胞總量稀釋

10 ~ 100 倍，將細胞溶液置於玻片上，於顯微鏡下觀察，利用虹吸的

方式將單細胞引入通有 Lysis Buffer 之毛細管中，接著將毛細管兩端

擺放在緩衝溶液中，在毛細管兩端插入白金電極，並施加 15 kV 電壓

進行電泳分離，利用 Lysis Buffer 於線上消化細胞膜使染色體游離，

進而分離染色體，在毛細管入口處 53 公分以 CE-LIF 方法作偵測。為

了確認染色體於電泳中的訊號，先將細胞培養於玻片上，以 EtBr 染

色觀察於螢光顯微鏡下確認細胞停於 Metaphase，利用 Lysis Buffer 及

超音波破壞細胞膜，使染色體游離，再利用虹吸的方式將單細胞染色

體引入毛細管中，進行電泳分析。也利用 Lysis Buffer 及超音波破壞

懸浮的細胞，收集染色體，再進行電泳分析，而為了確認溶液中是否

含有完整的單條染色體，先將破碎的細胞溶液滴於玻片上後烘乾，再

以 DAPI 染色於螢光顯微鏡下觀察，另外為了維持染色體的完整性，

利用酸性甲醇固定後的細胞進行實驗。 
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3.4 結果與討論 

3.4.1 分離單細胞之染色體 

  本實驗的目標為利用毛細管電泳分離單細胞中的全染色體，希望

以毛細管引入單細胞，透過Lysis Buffer於線上消化細胞膜，使染色體

游離，進而分離染色體。再分離染色體之前，先利用虹吸進樣含有大

量細胞之PBS溶液，並施加15 kV電壓進行電泳分離，確認多細胞於電

泳圖上的位置，接著先以PBS將細胞總量稀釋，於顯微鏡下確認利用

虹吸的方式將單細胞引入毛細管中，進行電泳分析，如圖3-6所示，進

樣較多的細胞可獲得較多的螢光訊號，而進樣單顆細胞的訊號也落於

相同的位置，所以確定可利用毛細管電泳進行單細胞分析。 

  成功利用毛細管引入單細胞後，為了使染色體分散於毛細管內，

先以虹吸注入60秒的Lysis Buffer，再進樣細胞樣品，並施加15 kV電

壓進行電泳分離，藉由Lysis Buffer於線上消化細胞膜使染色體游離，

進而分離染色體，如圖3-7所示，可以發現Lysis Buffer確實能有效於毛

細管內破壞細胞，電泳圖中會出現許多微小的訊號。另外先於顯微鏡

下找到單顆細胞，於細胞上加入Lysis Buffer，再以毛細管引入此細胞，

並施加15 kV電壓進行電泳分離，從圖中一樣出現許多微小的訊號，

但無法從電泳圖中直接確認出這些訊號為染色體訊號，亦有可能為細

胞碎片或胞器所產生之訊號。 
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圖3-6 多細胞與單細胞電泳圖。(A)為進樣60秒的細胞樣品，(B)為進

樣單細胞。實驗條件為虹吸進樣，分離電壓為15 kV。 
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圖3-7 分離單細胞之全染色體。(A)為進樣單細胞，(B)為先於毛細管

內注入Lysis Buffer後，再進樣單細胞，(C)為先以Lysis Buffer稍為破壞

細胞後，再進樣此細胞。實驗條件為虹吸進樣，分離電壓為15 kV。 
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3.4.2 消化細胞膜及獲取染色體 

  由於透過Lysis Buffer破壞細胞後，無法從電泳圖中直接確認出染

色體訊號位置，為了確認染色體於電泳中的訊號，先將細胞培養於玻

片上，以EtBr染色觀察於螢光顯微鏡下確認細胞停於Metaphase，利用

Lysis Buffer及超音波破壞細胞膜，使染色體游離，再利用虹吸的方式

將單細胞染色體引入毛細管中，進行電泳分析。但於螢光顯微鏡下觀

察，發現Lysis Buffer確實能消化細胞膜，但無法直接使染色體游離出

細胞外，如圖3-8所示。所以另外更換Lysis Buffer中的介面活性劑來消

化細胞膜，將原先含有0.5% Triton X-100更換成不同濃度的SDS進行

比較，於螢光顯微鏡下發現SDS會完全破壞細胞中的蛋白質及DNA，

導致無法找到游離的染色體。更換介面活性劑後依然無法使染色體游

離出細胞外，所以依舊選擇較溫和的0.5% Triton X-100 Lysis Buffer，

另外利用超音波震盪破壞細胞，如圖3-9所示，持續以強度15 W之超

音波震盪300秒，發現依然無法完全破壞細胞膜，使染色體游離出細

胞外，甚至震盪過程中會使細胞離開玻片表面，而無法持續觀察。嘗

試以不同方式破壞細胞膜，皆無法於螢光顯微鏡下發現游離之染色體，

固然無法使用毛細管進樣進行電泳分析。 

  培養於玻片上之細胞無法透過上述方法使染色體游離，所以學生

選擇不將細胞培養於玻片上，直接以超音波破壞懸浮細胞，如圖3-10  
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圖3-8 以不同濃度之介面活性劑消化細胞膜。(A) (B)為Lysis Buffer 

(0.5% Triton X-100) 反應10 min前後，(C) (D)為Lysis Buffer (5 mM SDS) 

反應10 min前後，(E) (F)為Lysis Buffer (1 mM SDS) 反應10 min前後；

(G) (H)為Lysis Buffer (0.1 mM SDS) 反應10 min前後。 
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圖3-9 配合超音波消化細胞膜。(A)為保存於PBS之細胞，(B)為加入

Lysis Buffer，(C)為超音波震盪10sec後，(D)為超音波震盪30sec後，(E)

為超音波震盪60sec後，(F)為超音波震盪300sec後。 
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圖3-10 以超音波破壞懸浮細胞。(A)為保存於PBS之細胞，(B)為加入

Lysis Buffer，(C)為超音波震盪10sec後，(D)為超音波震盪20sec後，(E)

為超音波震盪30sec後，(F)為超音波震盪60sec後。 
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所示，實驗結果發現懸浮之細胞以超音波破壞後，無法使染色體游離，

且會破壞染色體之結構，無法準確判斷懸浮溶液中是否含有完整之染

色體，所以也無法使用毛細管進樣進行電泳分析。 

3.4.3 維持染色體完整性 

  直接以超音波破壞懸浮之細胞，不僅會破壞細胞膜，也會破壞染

色體結構，導致無法準確判斷懸浮溶液中是否含有完整的染色體，所

以學生利用酸性甲醇固定細胞後，再利用超音波破壞細胞。如圖3-11

所示，於螢光顯微鏡下觀察結果發現，以酸性甲醇固定之細胞，可清

楚辨別停留於Metaphase之細胞，但染色體因為細胞本身結構完整性

而緊密靠在一起，所以學生藉由超音波震盪使染色體彼此分散，才可

以由電泳進行分離。從影像圖中發現以強度15 W之超音波破壞後，可

使染色體分散，且構形依然保持完整，但震盪20秒及30秒後，未停留

於Metaphase之細胞核也會被震碎，為了減少核碎片影響後續的分離，

學生選擇以強度15 W之超音波震盪10秒作為後續實驗條件。 

  利用酸性甲醇固定細胞後再以強度15 W之超音波震盪10秒使染

色體分散後，且能夠維持染色體的完整性，所以透過虹吸進樣10秒，

並施加15 kV電壓進行電泳分離，分別以100 mM TB pH 9.0緩衝溶液、

0.1% 8M PEO及0.5% 8M PEO分離酸性甲醇固定之細胞及超音波震盪

後之染色體溶液，如圖3-12所示，發現超音波破壞後之細胞溶液會出 
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圖3-11 以超音波破壞酸性甲醇固定之細胞。(A) (B)為酸性甲醇固定

之細胞，(C) (D)為以超音波破壞10sec，(E) (F)為以超音波破壞20sec；

(G) (H)為以超音波破壞30sec。 
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圖3-12 染色體分離電泳圖。(A)為100 mM TB pH 9.0緩衝溶液，(B)為

0.1% 8M PEO，(C) 0.5% 8M PEO。實驗條件為虹吸進樣10秒，分離電

壓為15 kV。 
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現較微小之訊號，透過增加聚合物濃度，提高分離效率，希望藉此將

細胞核與染色體分離，但由於染色體溶液中也存在需多微小的核碎片，

所以依然無法明確指出何者為染色體訊號，需要進一步將核碎片與染

色體區分開，或是找到適當的螢光染料用於標記染色體，才可精準判

斷染色體訊號位置。 

3.4.4 全染色體觀測及標記一號染色體 

  本實驗希望利用一般市售螢光探針標記特定染色體，並應用於電

泳中。在結合電泳實驗前，先於螢光顯微鏡下確認螢光探針標是否能

標記上特定的染色體，首先於40公分處將酸性甲醇固定之細胞點於玻

片上，觀察染色體spreading狀態，藉此使單一細胞的染色體不再重疊

在一起，如圖3-13所示，如此即可輕鬆於螢光顯微鏡下觀察全染色體。

接續利用0.1× XCP Green 1標記上一號染色體，如圖3-14所示，於不同

激發波長下進行觀測，從疊圖上可清楚觀察到，成功以0.1× XCP Green 

1標記上一號染色體。另外癌症細胞會形成多倍體，細胞中可能存在

不僅一對的一號染色體，亦可從影像圖中觀察發現。於螢光顯微鏡下

可以明顯觀察到透過雜合標記的特定染色體，未來順利移除核碎片並

純化出染色體後，希望透過螢光雜合結合毛細管電泳暨雷射誘發螢光

來分析特定的染色體。 
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圖3-13 觀察全染色體分散程度。(A) (B)於5公分處點片，(C) (D)於40

公分處點片。 
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圖3-14 以螢光探針標記一號染色體。(A)為未標記一號染色體，(C)為

標記一號染色體。(B)(D)為放大1.6×螢光影像圖。藍色為DAPI標記全

染色體，綠色為0.1× XCP Green 1標記一號染色體。 
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3.5 結論與未來展望 

  本實驗使用秋水仙素使細胞停留於Metaphase，成功利用毛細管

引入單細胞，並於電泳中觀察到單細胞訊號，接續以Lysis Buffer於線

上消化細胞膜，使染色體游離於毛細管內，並透過毛細管電泳暨雷射

誘發螢光分離染色體。由於無法直接於電泳圖中確定染色體訊號位置，

實驗改由萃取得到染色體後在進行電泳分離，嘗試以含有不同介面活

性劑的Lysis Buffer及超音波震盪使染色體游離到細胞外，發現以SDS

消化細胞膜會導致蛋白質及DNA完全裂解，所以選擇含有0.5% Triton 

X-100之Lysis Buffer配合超音波震盪來消化細胞膜，但結果發現不管

將細胞養於玻片或是懸浮細胞溶液，都無法獲得完整的游離染色體，

固無法進行電泳分離。為了改善所遇到的問題，透過酸性甲醇固定秋

水仙素處理過之細胞，再以超音波震盪使染色體分散，成功的於影像

圖中觀察到分散的單條染色體。進一步以電泳分離，從電泳圖中發現

以超音波破壞後之細胞溶液都會出現較微小的訊號，但依然無法明確

指出何者為染色體訊號，需要將核碎片與染色體區分開，或是找到適

當的螢光染料標記染色體，才可精準判斷染色體的訊號位置。實驗中

也利用螢光探針標記一號染色體，成功於影像中觀察，未來順利移除

核碎片並純化出染色體後，希望能透過螢光雜合結合毛細管電泳暨雷

射誘發螢光來分離特定的染色體，甚至分析染色體上表基因體的修飾。 
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