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摘要 

   我們成功的以雙光子螢光生命週期影像之成份來辨別不同形態與階段的口腔

癌細胞，並以單光子、雙光子螢光光譜與螢光生命週期研究了許多會造成其差異

的因素。使用紅外光的鉻貴橄欖石飛秒鎖模雷射作為激發雙光子螢光的光源，可

以避免在活體樣品中對細胞造成光傷害，並能有效的激發出細胞中膽綠素的紅螢

光。我們以 DOK、OECM-1、SCC-15、HSC-3 及 SG 這五株人體口腔株化細胞株

作為初步辨別，並以兩種生命週期(t1、t2)的成分來分析曲線。藉由細胞中紅螢光

生命週期影像的表現，對應到膽綠素在細胞代謝中的差異，細胞中由於膽綠素代

謝的能力不同，並會結合細胞中不同的蛋白而產生不同的生命週期，我們發現，

DOK 與 OECM-1 的 t1 時間較長(~500ps)，SCC-15 與 HSC-3 相對的較短(~370ps)，

而正常口腔細胞 SG 有明顯更短的 t1(~270ps)，輔以 t2 的結果作分類，便可明顯的

區別出五株細胞。藉由螢光生命週期影像不同的表現，我們未來可以在活體中檢

測細胞的狀態，並可能早期的檢驗出類癌症而不需要在病變後才以粘膜來確認。 

 

  



 

VI 
 

Abstract 

We have observed the red fluorescence of five oral cell lines with multi-photon 

fluorescence lifetime and intensity. With lifetime trace, single photon, and two photon 

fluorescence spectrum, we found out that biliverdin is one of red fluorescence source 

(exciting spectrum peak around ~660nm). Four oral cancer cells from tongue and a 

non-cancer oral cell lines: S-G (normal oral cell as control group), DOK (pre-cancer 

oral cell), OECM-1, SCC-15, and HSC-3(different stage of malignancy) were 

investigated by a femtosecond Cr:forsterite laser -based multi-photon fluorescence 

lifetime image. Due to shift of metabolic status, we used two component to fit lifetime 

histgrom and detected that DOK and OECM-1 has longer t1 lifetime(~500ps), SCC-15 

and HSC-3 have relatively short 370ps, and normal oral, S-G cells have much shorter t1 

lifetime(~270ps). In addition, S-G cell have visible shorter t2 lifetime (~1.6ns), cancer 

cells general longer (~1.9ns). With our study result, we believe this lifetime of biliverdin 

fluorescence is potential to serve as an diagnostic index on the stage and malignancy of 

oral cancers in the future. 
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第一章 緒論 

1.1 細胞的能量代謝 

正常分化狀態下的細胞，在代謝中需要藉由某些方式將葡萄糖分解以獲得細

胞生長與代謝所需的能量，葡萄糖分解後獲得的能量通常會以不同的形式存在於

細胞中，其中一種形式便是製造出一種稱為腺嘌呤核苷三磷酸(Adenosine 

triphosphate; ATP)的高能量化合物，ATP 是一種核糖核苷酸，可以較直接的供給細

胞活動所需的能量，ATP 水解後，會失去一個磷酸根(Pi)而成為腺嘌呤核苷二磷酸

（adenosine diphosphate; ADP），並同時產生能量，其反應式為： 

ATP ＋ H2O  →  ADP ＋ Pi ＋ Energy 

分裂旺盛的細胞在其代謝中，通常以無氧的乳酸發酵(Lactic Acid Fermentation)

為其主要獲得 ATP 的方式(Gatenby RA et al., 2004)，如圖 1.1 上方的反應流程，此

方式會將葡萄糖經由醣解作用後產生之丙酮酸(Pyruvic acid)經由乳酸脫氫酶

(lactate dehydrgenase; LDH)直接轉換為乳酸(lactate acid)後直接排出細胞外，此過程

中一分子的葡萄糖僅產生 2 個 ATP，此外，在細胞缺氧(Hypoxia)的狀態下，例如

在肌肉組織運動中，細胞無法經由有氧循環來獲得能量，也會採用這種方式獲得

ATP(Matthew G. et al., 2009)；在正常細胞有充足的氧氣且分裂較不旺盛時，其主要

獲取 ATP 的方式是藉由一種在粒線體中進行的有氧循環，如圖 1.1 所示，稱為檸

檬酸循環(citric acid cycle)，此是把細胞獲得的葡萄糖(Glucose)經由醣解作用分解
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為丙酮酸(pyruvate)與兩個 ATP 後，丙酮酸進入粒線體(mitochrodria)中經由檸檬酸

循環與氧化磷酸化反應(oxidative phosphorylation)與氧氣代謝產生 36 分子的 ATP，

故一個分子的葡萄糖在經由有氧循環後可以獲得 36 個 ATP。 

 

圖 1.1 細胞代謝葡萄糖取得能量的兩種方式 

 

1.2 瓦伯效應 (Warburg Effect) 

自西元 1924 年開始，德國的生化學家瓦伯(Otto Heinrich Warburg)做了三十年

的細胞研究後，於 1956 年提出了一項重要的理論(Warburg O et al.,1956)，他首次

認為癌症細胞之所以生長速度遠大於正常細胞，原因是由於兩者之間主要獲取能
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量的方式不同，瓦伯提出的理論是認為癌細胞的異常使得細胞提升了糖解作用，

藉由大量的進行糖解作用來取得所需的 ATP，而癌細胞即使在正常的氧分壓下依

然具有高糖解作用的特性。此外，分裂旺盛的癌細胞在糖解代謝上，走的是乳酸

發酵的途徑(Peggy P. Hsu et al.,2008)。 

瓦伯效應廣泛的出現在一般的癌細胞中，運用這個效應，糖解作用的增加可以

成為一種偵測癌症存在的方式，由於無氧糖解作用的效益較一般經由檸檬酸循環

差許多，癌細胞對於葡萄糖的需求量便會比一般細胞要高出許多倍，因此癌細胞

此種特性運用在現今已廣泛使用的正子攝影技術(positron emission tomography; 

PET)，這種方式是使用帶有放射性的同位素弗-18 以合成方式合成與葡萄糖相似的

分子，稱為弗化去氧葡萄糖(FDG)，將之注入體內循環至體內各處，由於癌細胞對

葡萄糖的需求量大，在攝取大量的 FDG 時便會在正子攝影技術的影像上產生亮點，

藉以在癌組織尚為小的時候檢測出來。PET 的優點是準確率高(約 92~98%)，並且

靈敏度高，約群聚的癌細胞超過 0.5 公分時，便可容易的檢測出來，且使用目前並

不會對人體造成顯著不良的影響。 

 

1.3 以 NADH / FAD 的代謝來診斷癌症 

在氧化磷酸化的糖解代謝途徑中， NADH 與 FADH2 這兩種分子在細胞中扮

演了一種能量貨幣的角色，也就是說由這兩種分子的含量可以代表細胞中最終獲
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得能量 ATP 的多寡，在檸檬酸循環中，循環後期的產物乙醯輔酶會生成二氧化碳

並脫出一個氫離子，這個脫出的氫離子與煙醯胺腺嘌呤二核苷酸(NAD
+
)及黃素腺

嘌呤(FAD)反應，會生成 NADH 與 FADH2，在獲得了氧氣之後進一步經由氧化磷

酸化反應(呼吸作用)生成 ATP 與氫(產生的氫會再次與 NAD
+與 FAD

2-結合成

NADH 與 FADH2 的形式)，其氧化還原反應式如下： 

NAD
+
 + 2e

-
 + H

+
 → NADH 

FAD + 2e
-
 + 2H

+
 → FADH2 

這是一個在粒線體中發生的電子傳遞鏈過程(electron transport chain)，這個過

程中 NADH 與 FAD 會與粒線體內膜表面的蛋白質結合並產生交互作用，由於

NADH 與 FAD 均為內生性螢光物質，這些與環境蛋白質或分子的結合狀態，會影

響他的螢光生命周期，因此便可以以 NADH 與 FAD 的螢光性質來檢測細胞代謝中

部份的狀態(Ahmed A Heikal, 2010)，由於當未鍵結的(free) NAD
+濃度逐漸變高時，

FAD 的濃度變也會逐漸的升高，這說明了細胞的呼吸作用旺盛，因而產生許多的

NAD
+與 FAD，由呼吸作用的代謝旺盛，可以探討細胞代謝的表現。 

一般 NADH 分子的螢光有短的與長的兩種生命週期，其中短的是未與其他物

質結合的(free) NADH，長的是蛋白結合(protein-bound)狀態下的 NADH (Joseph R. 

Lakowicz. et al., 1992)，這些現象已經以細胞實驗(Melissa C. et al., 2007)測詴過，利

用細胞中的內生性分子 NADH 與 FAD 的螢光生命週期影像(fluorescence lifetime 
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image; FLIM)也可以量得 NADH 的微環境狀態並診斷是否上皮細胞出現異常增生

或癌前病變，並透過 NADH/FAD 螢光生命週期的量測，推得 NADH/FAD 的比例，

此研究結果認為，當上皮細胞由正常狀態逐漸走向癌症病變或角質增生，NADH

的生命週期會逐漸的變短(free state)，而 FAD 的結果則顯示生命週期逐漸變長，單

獨觀察長的生命週期(t2)的話，正常細胞的生命週期會較長(約 2ns)，而在高密度

與低密度的癌細胞皆較正常細胞為短(約 1.5~1.8ns)，這些研究說明了生物體中代

謝的內生性的螢光分子可以做為診斷，判別細胞或組織是否走向惡性的狀態。 

 

1.4 以紫質的代謝來診斷癌症 

除了 NADH，在人類口腔癌的組織，也發現有紫質(Porphyrin;或稱為卟啉)的

代謝異常，紫質的代謝是從檸檬酸循環的後端產物琥珀酰(succinyl)甘胺酸(glycine)

開始，兩者合成了 δ-ALA(aminolevulinic acid)，兩個 ALA 生成紫質膽色素原

(Porphobilinogen)，然後再成為羥甲基(Porphobilinogen)，接著羥甲基便合成成為尿

紫質(Uroprophyrin III)，再放出四個二氧化碳後形成糞紫質(Coproporphyrin)，代謝

產物回到粒線體，再形成原紫質(protoporphyrin)此時若原紫質能夠獲得鐵離子，變

成構生成亞鐵螯合酶(ferrochelatase)而生成血基質(Heme)，細胞如果沒有足夠的能

力以代謝原紫質，紫質(PpIX)便會累積，一般說來，由於癌症細胞的代謝速率比一

般細胞快，所以產生紫質的速率也會較快，細胞來不及代謝掉生成的紫質，紫質
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便開始累積(accumulation)，紫質(PpIX)在累積之後，原先微弱的 UV 激發螢光便會

累積而增強，於是便可以用光偵測器檢測出累積的位置，即是癌症的位置。此外

癌症的紫質螢光生命週期也會有所不同，為了檢測螢光生命週期，可以使用

ALA-treat，即加入大量的 ALA 以產生更多的紫質以利觀測，以螢光生命週期的判

別找出癌症的部位。這些方式說明了細胞中的另一種內生性螢光物質紫質也被廣

泛的結合螢光生命週期用以檢測生物體中的狀態。 

 

圖 1.2 紫質的代謝循環過程 
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1.5 血基質代謝 

由於紫質在口腔癌的異常代謝，可以推測其下游的血基質代謝也可能會有異

常的，血基質是架構血紅素(Hemoglobin)重要的輔基(prosthetic groups)，血紅素是

由四個血基質與四條多肽鏈(polypeptide)與鐵所組成，大部分在網狀內皮細胞中的

鐵離子是由血液攝取或直接在細胞內經由血紅素降解所產生，如圖 1.3，血液中的

鐵是由腸道攝取的鐵質經由膜鐵轉運蛋白(ferroportin)與亞鐵氧化酶(hephaestin)形

成可在血液中自由傳遞的轉鐵蛋白(apotransferrin)後進入細胞使用，而細胞代謝後

產生的鐵離子又再運輸到骨髓中重新造血生成新的血紅素以供循環再利用。 

 

圖 1.3 鐵離子的代謝循環 

 

細胞中血基質的降解是在經由血紅素氧化酶(Heme oxygnase-1; HO-1)的作用

下，會產生細胞色素膽綠素(biliverdin; BV)，膽綠素是細胞代謝後的廢棄物，需要
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被細胞排除體外，所以會再由膽綠素還原酶(biliverdin reductase; BVR)與與輔酶

NADPH 還原成膽紅素(bilirubin; BR)，在此過程中也仍會有部分的膽紅素再被 ROS

氧化成為膽綠素，形成膽紅素與膽綠素的氧化還原循環過程，此一循環已經被證

實是細胞中清除自由基的一種機制(Valko M et al., 2007)，由於膽紅素的親水團在分

子中形成六個分子內氫鍵，因此膽紅素是非極性的脂溶性分子，但對白蛋白

(Albumin)有極高的親和力，可以經由載體蛋白移出細胞膜後被血液中的白蛋白結

合，經由血液運輸並排泄，細胞的正常工作狀態也影響了膽綠素與膽紅素的代謝

循環是否正常，所以若是細胞上游的代謝機制產生問題，血基質的代謝也很有可

能產生問題導致膽綠素與膽紅素的特性異常。 

 

圖 1.4 血基質與膽色素的代謝流程 
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1.6 膽色素的自發螢光 

目前已有越來越多的研究顯示膽色素也是一種生物體的內生性螢光物質，膽

紅素與膽綠素原先是細胞代謝後的廢棄物，但其螢光表現近年來漸漸的被重視，

從文獻中可知，膽綠素的螢光放光中心波長約在680nm附近(Dortay H et al., 2011)，

膽紅素約在 534 ± 3 nm(Glushko V et al.,1982)，有研究顯示可以在肝癌組織切片中

觀察腫瘤切片與正常肝臟組織中的膽紅素螢光強度與螢光生命週期，結果發現肝

臟切片在腫瘤的情況下螢光強度比正常組織切片還要弱許多(Tzu-Ming Liu et al., 

2011)，此外在螢光生命週期影像也會有差異，由於人體中大多數的膽色素都在肝

臟中，所以此研究結果是顯而易見的，然而在人體中包括血液中運送膽紅素的白

蛋白也含有大量的膽紅素、上皮細胞中也含有微量的膽紅素與膽綠素，亦可能有

許多研究的價值。 

 

1.7 研究動機 

從這些相關的資訊中，由於癌症細胞與正常細胞在代謝上的異常，將可以藉

由一些特定分子做為指標分辨出正常細胞與癌細胞，從已知的背景知識得知，癌

細胞從獲得能量的主要方式便與正常細胞有所不同，相對必定影響到能量代謝循

環中某些分子的濃度會不同，若可以以光學的方式檢測出其中之一是哪種分子，

並且能明顯的判別出差異，未來將可能會成為一種新的癌症檢測指標。此外因為
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癌細胞由紫質合成成為血基質的過程可能會產生異常，在代謝上游的過程中發生

異常，我們可以合理的猜測代謝下游的分子也會產生異常，或許由於血基質合成

的效率不同，更下游的分子表現也會不同，目前膽紅素與膽綠素是我們在先前的

研究中已知會產生紅螢光的內生性物質且位於代謝的末端，我們預測在末端的表

現差異有可能會更明顯，因此我們想要知道是否有可能從膽色素的螢光表現做為

診斷的切入點，並且注重在膽綠素對於惡性與正常細胞間表現的差異，藉由單獨

激發膽綠素的雙光子螢光光譜以對照同樣條件下癌細胞的雙光子螢光光譜，有無

吻合的光譜形狀，以確認目標分子膽綠素是否為可行的量測目標，而先前的資訊

也顯示有許多學者以螢光生命週期影像(FLIM)做為螢光光譜之外的另一個靈敏的

螢光分子特性檢測工具，所以我們希望藉由螢光生命週期影像量測體外培養的株

化口腔癌細胞，初期研究條件較單純的株化口腔癌細胞之螢光生命週期，並探討

膽綠素與其他蛋白質之間作用的表現是否是造成螢光生命週期差異的原因。 
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第二章 基礎理論 

2.1 螢光的激發 

螢光最早在 1852 年由 George G. Stokes 所發現(Anthony W. Czarnik, 1994)，他

在研究中發現某些特定物質能夠吸收光並產生另一種不同波長的光子，於是將之

命名為螢光。自然界中有許多的螢光物質，可能由光激發的過程被激發出螢光，

此種分子在常溫下電子大多處在穩定狀態(Steady State)，此時的電子能階為基態

(S0)，能量最低且最穩定，而每一種螢光分子都會吸收某些特徵頻率波段的光子，

依此人們能夠以各種波長的光波來測詴此分子對於各波長會吸收多少，稱為螢光

分子的吸收光譜(Absorption spectrum)。當此分子吸收了特定頻率的光子後，原先

能階位於穩態的基態電子獲得了光子的能量後會產生電子躍遷(B. Stevens, 1962)

而變成為第一激發態(S1)與第二激發態(S2)等，即： 

S0 + hex → S2 

其中 h 為普朗克常數，ex為吸收光頻率。較高的激發態通常會迅速的以無輻射躍

遷方式降落至第一激發態，部分的能量便在第一激發態中互相碰撞而消滅掉，留

下大多位於第一激發態的電子，在停留數個奈秒(ns)後便會降回基態，此過程中多

餘的能量便會以光的形式輻射出來，此即為螢光，激發過程如圖 2.1 所示。 

反應式如下： 

S1→ S0 + hf 
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其中f 為散射出的螢光頻率。以光譜儀接收輻射出的螢光後可以獲得螢光光譜

(Excitation spectrum)。 

 

圖 2.1 光激發螢光原理 

 

2.2 雙光子螢光激發 

在 1931 年 Maria Goppert-Mayer 便已預測出雙光子激發螢光的原理

(Göppert-Mayer et al., 1931)，不同於常見的單光子激發，雙光子激發方式是指螢光

分子同時吸收兩個激發光光子而躍遷，如圖 2.2 所示，例如同時吸收頻率為1 與2

的兩個光子，吸收到的能量就等同於頻率為1 + 2 的單光子激發光，但雙光子激發

需要同時被兩個光子激發，所以其躍遷率(Transition rate)受激發光強度(Etp)的影響
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(Sauter et al., 1996)，螢光強度(Itp)表示式如下： 

     
 

 
 
  
  

     
  

因此，Itp ∝ Etp
2，又因為雙光子的吸收截面很小，所以如果要有較強的激發光，則

需要比較高的瞬間激發功率才容易激發出螢光，因此激發光通常需要使用到脈衝

雷射。此外由於激發光(或入射光)的波長越長，穿透深度會越深，而需要以兩倍波

長來激發螢光的雙光子激發方式恰好能有較長的入射光波長，雙光子激發的優點

在於對樣本能夠有更深的穿透深度， 

 

圖 2.2 雙光子螢光激發原理示意圖 
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2.3 螢光生命週期影像(FLIM)系統 

2.3.1 時間相關單光子計數技術(TCSPC)原理 

螢光生命週期影像系統主要使用 TCSPC(Time Correlated Single Photon 

Counting)的系統，基本原理在於紀錄低強度、訊號重複率高的訊號時，由於光訊

號非常微弱，意味著光子的數量並不是非常多，所以在每一個訊號探測的週期中

能夠偵測到一個光子的機率趨近於零，我們統計在每個訊號週期中偵測到的一個

光子，並記錄下它們在訊號週期中相對於參考脈衝函數發出後的時間點，以此來

建立一個偵測到光子的時間分布長條圖(S. Kinoshita et al., 1981)，如圖 2. 3 所示。 

 

圖 2.3 TCSPC 技術的基本原理 
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2.3.2 恆比鑑別器(CFD) 

由於一般從探測器(PMT)對訊號的放大過程具有隨機性，因此所輸出的脈衝就

會產生幅度抖動，意即放大倍率的差異會造成脈衝上升時間(Raise time)與速率的不

同，對於簡單的鑑別器來說，一般輸入脈衝上升到到達設定的閥值時就會觸發，

而幅度抖動就影響到觸發閥值的時間點會有所不同(Wolfgang Becker et al., 2003)，

如圖 2.4 所示，如此一來訊號的強弱不同，脈衝上升時間不同，便影響到測量時間

的精準度。 

 

圖 2.4 幅度抖動造成的誤差 

為了解決幅度抖動造成的時間誤差，TCSPC 系統使用了恆比鑑別器

(Constant-fraction discriminator, CFD)，CFD 的時間觸發是在某個脈衝幅度固定比例

處，因此 CFD 將收到的脈衝延遲一個時間相位，再以差分的形式相減，在相減後
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的波形中，通過零點的地方是由於延遲前後的波形高度已是在固定值，如圖 2.5 所

示，因此若觸發點決定在過零點處，便與放大器增益的不同幅度無關，從而解決

了幅度抖動的問題，TCSPC 由於使用了恆比鑑別器(CFD)，能夠非常準確的測量到

處發點的時間參數(A Kilpelä et al., 1998)。 

 

圖 2.5 恆比鑑別器以差分的形式修正了幅度抖動 
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2.3.3 脈衝響應函數 

TCSPC 的儀器有效分辨率(resolution)決定於其儀器的響應函數(instrument 

response function, IRF)，若想要測量螢光生命週期，也需要測量適當的 IRF，然後

將螢光衰減曲線 F(t)和 IRF 做褶積運算(Convolution)表示式如下： 

                 

如此便可以得到螢光衰減的生命週期 M(t) (D. V. O’Connor et al., 1984)。IRF 函數中

包括激發光源的脈衝波型、光路系統中造成的散射影響、及電路系統的誤差等等…，

因此根據想要達到的量測精準度，量測到越短的 IRF 能夠有較高的時間分辨率。

而在 TCSPC 的技術中，平均每個訊號週期測量到的光子數目應該在 0.1 到 0.01 個

之間，因此訊號的光強度不能過高，避免過多的光子數量，如果計數率太高，就

有可能使訊號重疊而產生堆積效應，測得的訊號就會失真，因此在測量 IRF 的時

候也不能以過強的訊號測量。 

測量 IRF 時，通常會需要一個參考樣品(J. R. Lakowicz et al., 1999)，將此樣品

被激發出的光訊號導入光路中，再由偵測器接收這個訊號，而此樣品的螢光光譜

波長越為近似所需量測到的螢光波長越好，如此一來其光訊號特性越接近，比較

不會有其他的變因影響，通常較理想上會使用能激發出單純的二倍頻或三倍頻訊

號的樣品。 
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2.4 株化細胞株 

目前已知的細胞株，是指一些型態比較均一，生長增值穩定且生物性狀態清

楚的細胞，則文獻中稱為已鑑定的細胞。首先在細胞純化的過程中，第一階段便

是初代培養，是從體內取出的細胞、組織或器官並進行第一次的培養，而初代培

養的細胞一旦經過了繼代培養(Subculture)，便稱之為細胞系(Cell Line)，若細胞系

的生存期限有限，則稱為有限細胞系(Finite Cell Line)，這種細胞能夠繼續繼代培

養的次數或稱代數有限，包括正常組織細胞等可能逐漸老化的細胞；此外若是已

經獲得無限繁殖能力的細胞，稱之為無限細胞系(Infinite Cell Line)，無限細胞大部

分都已經生長異常化，有的已經成為惡性細胞，即癌症細胞(Tumor Cell)，腫瘤細

胞大多是類上皮型細胞，通常是已繼代培養數十代或數百代以上，具有不死性和

異體接觸致瘤性。 

能夠建立為細胞株並被學術界所接受的細胞，通常有一些要求：組織的來源

必頇確定、來自人類或老鼠或其他、原生者的年齡性別、取出的器官或組織部位、

固定的細胞型態、適應的培養積極培養條件與方式等。 

細胞純化的過程中，首先就是取材，通常由外科手術或剛切除的組織腫瘤，

取密度較高且活力較好的部分，經患者同意後培養，以胸腹水或腫瘤淋巴結作為

初代培養環境，在腫瘤組織中常有混雜的纖維細胞，培養時也會一起成長，使得

想要培養的細胞成長受阻，因此會在培養過程中予以除去，首次於體外培養的細
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胞其實存活不易，要能夠建立到繼代培養更是困難，因此首次繼代時需要適應新

環境的培養，這時通常會有一些輔助措施，例如先在培養盤底部塗上能幫助各種

細胞生長的因子等，如果能夠順利地繼代成功，便能夠成為一株新的細胞株而被

持續的培養並供為動物實驗或人體實驗前的研究先驅。 
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第三章 材料與方法 

3.1 研究材料 

3.1.1 細胞(Cell) 

本論文中使用的口腔癌細胞株為 DOK、OECM-1、SCC-15、HSC-3，以及做

為控制組的正常口腔細胞 S-G 共五株，其細胞來源如表 3-1。 

細胞簡稱 細胞全名 來源 

DOK Dysplastic oral keratinocyte 

國立成功大學口腔醫學研究所 

謝達斌醫師實驗室 

OECM-1 

Oral epidermoid carcinoma cell 

Meng-1 

國立成功大學口腔醫學研究所 

謝達斌醫師實驗室 

SCC-15 Squamous cell carcinoma-15 

國立成功大學口腔醫學研究所 

謝達斌醫師實驗室 

HSC-3 

Oral squamous carcinoma cell line 

with high metastatic potential 

國立成功大學口腔醫學研究所 

謝達斌醫師實驗室 

S-G Smulow-Glikcman gingival cell 

國立台灣大學臨床牙醫研究所 

陳敏慧醫師實驗室 

表 3-1 口腔細胞全名與來源 
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3.1.2 標準品配製(Standard) 

為了探討螢光來源與成因，我們配製了數種與膽紅素螢光相關的蛋白分子以

做為測詴使用，購買廠商與配製方法如下： 

膽綠素鹽酸鹽(Biliverdin hydrochloride) 

購自 Forntier Scientific，分子量 619 道耳吞，配置 500M 膽綠素方法： 

取 1g 的氫氧化鈉(NaOH)加入 9ml 的二次水(ddH2O)至完全溶解，再以微量天

秤量取約 3.01mg 的 Biliverdin hydrochloride 粉末加入氫氧化鈉水溶液，搖晃至膽

綠素鹽酸鹽完全溶解，最後以少量 EDTA 滴定至 pH7.5，然後續加少量二次水至

10ml。 

最後以二次水稀釋至 400M、200M、100M、40M、20M 等濃度分裝以

備量測。 

光氧化膽紅素氧化物(Bilirubin Oxidants) 

配製膽紅素溶液：使用膽紅素鹽酸鹽(Bilirubin hydrochloride)，購自 Sigma，

分子量 584 道耳吞，取 1g 的氫氧化鈉(NaOH)加入 9ml 的二次水(ddH2O)至完全溶

解，再以微量天秤量取約 2.5mg 的膽紅素鹽酸鹽粉末加入氫氧化鈉水溶液，以震

盪器(Vortex)搖晃至膽紅素鹽酸鹽完全溶解，最後以少量稀釋十五倍的鹽酸(HCl)

滴定至 pH7.5，然後續加少量二次水至 10ml。 

將配製好的膽紅素溶液置於光照下 48 小時，進行光氧化 
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(Antony F. McDonagh, 1972) (R Bonnett and J C Stewart, 1972)，獲得膽紅素氧化物

溶液，如圖 3.1，左管為未經光照下的膽紅素溶液，右管為同批配製的膽紅素溶液

經過 48 小時的光照後成為氧化物，呈現綠色。 

 

圖 3.1 光氧化膽紅素照光後與未照光的對照組 

膽綠素還原酶(Biliverdin Reductase A) 

購自 Sigma，分子量 33.3k 道耳吞，批次重量 50g，取含量 50g(產品已將 50g

粉末溶於緩衝溶液中)的膽綠素還原酶溶液，加入二次水(ddH2O)至 37l 稀釋後，

可得濃度 40M 的 Biliverdin Reductase A 

胎牛血清(Fetal Bovine Surem) 

購自 GIBCO，取 FBS 0.5ml, 加入二次水稀釋至 5ml (模擬一般細胞培養液含

量,為 10%FBS) 

人體血紅素加氧酶(Heme Oxygenase -1) 

購自 Enzo Life Science，分子量 32k 道耳吞，批次重量 50g，取含量 50g(產

品已將 50g 粉末溶於緩衝溶液中)的血紅素加氧酶，加入二次水至 40l 稀釋後，
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可得濃度 40M 的人類血紅素加氧酶溶液。 

脂質(Lipid) 

來源自台灣大學分子生物學研究所，配製好濃度 40M 溶液。 

量測前將配置好濃度的 BVR、HO-1、FBS、lipid 分別取 40M 與膽紅素氧化

物 40M 以 1：1 的比例混合，可得到 20M 的 BV-BVR、BV-HO、BV-lipid 及

BV-FBS(一般細胞培養環境下的 FBS 含量)。 

3.1.3 細胞培養液配製(Medium) 

細胞株的培養上，根據細胞來源的實驗室所提供的培養基與培養液配製方法

如下表 3-2 所示： 

細胞簡稱 培養液 

DOK 

DMEM +FBS10%+PSF1%+400ng/ml Hydrocortisone+ 2mM 

Glutamine 

OECM-1 RPMI1640+FBS10%+PSF1% 

SCC-15 DMEM/F12 +FBS10%+PSF1%+400ng/ml Hydrocortisone 

HSC-3 MEM+FBS10%+PSF1% 

S-G RPMI1640+FBS10%+PSF1% 

表 3-2 細胞培養液對照表 

 



 

24 
 

抗生素(PSF)使用 Antibiotic-Antimycotic solution，購自 Sigma。 

RPMI1640、MEM、DMEM、DMEM/F12，購自 GIBCO。 

Hydrocortisone、Glutamine，購自 Sigma。 

3.2 系統設置 

我們使用中心波長在 1230nm 的飛秒鎖模雷射做為螢光激發光源(S.-W. Chu, et 

al., 2001)，輸出功率約為 500mw，經由兩個光圈(Iris)校正光路的水平與垂直的準

直方向，校正完光路後於光路中放置功率衰減器(ND filter)，將出物鏡之功率降至

40mw 以避免傷害樣品或造成光漂白(Photo bleach)，激發光源校正完後進入掃描單

元(Scan Unit，FV300，Olympus)，掃描單元內主要有兩個高反射鏡，用以由程式

控制掃描焦點的移動，其中一個控制水平方向，另一個控制垂直方向的掃描，通

過掃描單元後的雷射進入倒立顯微鏡系統後，穿過 865nm 的分光鏡(Dichroic Beam 

Splitter)，由物鏡(60X，NA0.9 水鏡， Olympus)聚焦後激發樣本上的螢光，如圖

3.2。 
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圖 3.2 實驗系統光路圖 

3.2.1 光譜量測 

為了量測樣品激發出的雙光子螢光波段與波形，我們以頻譜儀(Spectum；型號

ANDOR, Newton, model: SR-303i-B)量測螢光光譜，螢光經由物鏡收集後，如圖 3.2

所示，我們所欲接收的紅螢光訊號會被 865nm 的分光鏡所反射到另一條接收光訊

號的路徑中，經由一個色濾鏡(Color filter；KG-5)濾除掉夾雜的 1230nm 激發光訊

號(fundamental)，再導向頻譜儀(Spectum)接收，頻譜儀的光譜擷取範圍在 330nm

至 865nm 之間。 

使用頻譜儀方面，為了降低儀器高溫造成訊號的雜訊，要先設定頻譜儀的溫

度調降為-70 度，頻譜儀內的冷卻器(Cooler)會持續將溫度維持在-70 度。在光路的
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校正上，我們使用葉子做為校正的樣本，由於 1230nm 飛秒雷射光能明顯激發出葉

子很強的紅螢光，因此我們以頻譜儀接收激發葉子後的訊號，由收到的訊號強度

與形狀確認光路是否準確的導向並會聚至頻譜儀的狹縫(slit)，要使頻譜儀接收到的

訊號最佳，我們調整光路至葉子的頻譜強度(counts)至少在 20000 以上，葉子頻譜

如圖 3.3 所示，如此可以確保微弱的樣本訊號也能容易的接收到。 
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圖 3.3 校正頻譜儀光路後的葉子螢光光譜 

 

3.2.2 聚焦位置定位方法 

為了確認雷射確實聚焦在細胞或標準品樣本的內部，我們先在倒立顯微鏡系

統放上一片蓋玻片，由雷射直接激發玻片上緣的介面三倍頻，在 1230nm 的激發波

長下，三倍頻的波長為 410nm，以頻譜儀確認焦點是否位於介面上，介面三倍頻

的頻譜如圖 3.4 所示，確認聚焦在玻片上緣後，我們以整合的系統之電動平台將焦
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點向上調整 10m，此即為本研究中固定的聚焦深度(z 方向)。 
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圖 3.4 介面三倍頻的頻譜 

3.2.3 螢光生命週期量測 

樣品的雙光子螢光在經由 865nm 的分光鏡分出 865nm 以下的螢光訊號，再經

由色濾鏡(KG-5)濾除掉可能夾雜的基頻光之後，由於在不連續的介面皆會產生三

倍頻(Third-harmonic-generation；THG)訊號(Chi-Kuang Sun et al., 2004)，波長為基

頻的三分之一，410nm，在玻片與水的介面上也會被激發出介面三倍頻(Surface 

Third-harmonic-generation；THG)，為了除去此非螢光的訊號，接收螢光訊號時會

再使其通過一個 450nm 高通的濾鏡(450nm long pass filter；450lp filter)後，由螢光

生命週期影像系統的接收器(PMC-100-1，Becker & Hickl)接收並計算螢光生命週期

或影像等訊息，系統校正時仍以葉子來調整光路是否聚焦在偵測器上，微調聚焦

透鏡使面板上顯示的光子訊號強度為最大。 
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螢光生命週期影像系統的主系統 SPCM 控制面板如圖 3.5 所示，左下角色條為

訊號的強度量表，我們使用到的 SPCM 模式為 Single 與 Scan Sync In 兩種，其參

數設定如圖 3.6 所示，在量測單一衰減曲線(Single trace)時，ADC resolution 設定為

4096，積分時間(Collection)通常使用 60 秒，在螢光訊號較弱的時候，我們通常使

用 Single trace 模式來量測單一衰減曲線，以維持足夠的光子數據。樣本訊號強度

較強的時候，便可以選用影像模式(Scan Sync In)，並需將 ADC resolution 設定為

256，掃描範圍(Scan pixels X、Y)均設定為 256，在此論文中積分時間都是使用 900

秒。

 

圖 3.5 螢光生命週期影像系統的操作軟體介面 
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圖 3.6 螢光生命週期系統的參數設置面板 

 

我們在螢光生命週期影像系統上使用倒立顯微鏡(IX-71)，並使用掃描單元的

控制系統為 FLUOVIEW，掃描單元型號為 FV-300，在生命週期影像的量測(Scan 

Sync In mode)時，為了使 FLUOVIEW 與螢光生命週期系統的影像同步，在掃描單

元的視野上使用 2 倍(2x)，並使用 FLUOVIEW 的中等(medium)掃瞄速度，如此一

來在 FLUOVIEW 與 FLIM 系統的影像畫面視野皆為 240m × 240m，在畫面中

每一個像素的積分時間(pixel time)為 3.7s，在此論文中使用雷射源的重複率

(repetition rate)為 110MHz，可以分辨出低於 9.09ps 的生命週期。 

在第二章提到，螢光生命週期的分析中，我們需要以一個參考函數與量測到

的衰減函數做褶積運算，此函數為單衝響應函數(Instrument response function；IRF)，
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在量測單衝響應函數，我們使用由國立成功大學化學系葉晨聖老師所提供的矽奈

米粒子(C.-C. Huang et al., 2011)做為樣本，由於此奈米粒子乾燥後，在我們的雷射

系統激發下會產生強烈的二倍頻(Second-harmonic-generation；SHG)，我們選擇此

奈米粒子做為單衝響應函數是由於二倍頻為同調(coherent)非線性效應，訊號即時

的產生而沒有生命週期，其產生的二倍頻訊號明顯強烈且二倍頻波長為 615nm，

與此論文中研究的紅螢光波長(~680nm)極為接近，最為適合當作響應函數使用，

此奈米粒子的二倍頻頻譜如圖 3.7 所示，附近並無多餘的螢光干擾單衝響應的量

測。 
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圖 3.7 做為單衝響應函數的矽奈米粒子光譜 
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3.3 口腔癌細胞株 

本論文中所使用的五株口腔細胞株均取自人類，分別為不同階段與特性的口

腔細胞，以利比較其差異性，包含癌前細胞、不同型態的癌症、具轉移能力的癌

細胞、與正常的口腔細胞等幾種，分別說明如下： 

 

Dysplastic oral keratinocyte (DOK) 

DOK 細胞是取自於人類的舌頭背面的上皮細胞，是一種角質異常增生的口腔上

皮細胞，尚未發展成癌症，但是已出現異常生長的細胞株，可以稱之為前期惡性

(Pre-cancer)細胞，很可能發展為癌症。(Chang SE et al., 1992) 

Oral epidermoid carcinoma cell Meng-1 (OECM-1) 

OECM-1 細胞取自人類的舌頭上皮細胞癌，是口腔癌中常見的鱗狀上皮細胞

癌，這株細胞由於容易培養且生長快速，目前已是口腔癌細胞的研究中常使用到

的一株細胞。(Yang, C.Y. et al., 1994) 

Squamous cell carcinoma-15 (SCC-15) 

SCC-15 是取自一位 55 歲的男性病人舌頭上未轉移的鱗狀細胞癌，是目前已

分離出的鱗狀細胞癌的其中一種，目前已知的鱗狀細胞癌中歸類為 SCC 的眾多細

胞株彼此間仍有些微的特性與表現差異，本研究中取 SCC-15 做為代表詴驗。

(Rheinwald JG et al., 1980) 
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Oral squamous carcinoma cell line with high metastatic potential (HSC-3) 

HSC-3 是由一位 64 歲病患的舌頭上取得的鱗狀癌細胞，這株癌細胞經過變種，

具有極高的轉移性，與其他組織接觸後容易快速的侵入接踵到的組織中並發展成

其他癌症。(Momose,F. et al., 1989) 

Smulow-Glikcman gingival cell (S-G) 

S-G 細胞是正常人類口腔株化細胞，做為本研究中的控制組與癌細胞比較差異。

(Kasten et al.,1989) 
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3.4 細胞培養 

3.4.1 培養基的更換 

培養液是否需要更換可視細胞生長速率與密度而定，通常每兩至三天更換一

次，一般由於培養基中含有酸鹼指示劑，一旦培養基開始變色表示酸鹼值已經開

始改變，就必頇馬上更換，以維持適合細胞成長的 pH 值。 

細胞培養必頇在無菌的環境下操作，因此只能在抽風櫃(Hood)中操作，雙手必

頇洗淨、噴灑酒精擦拭後戴上手套，手套上也需要以酒精噴灑過。使用抽風櫃前

頇先以紫外光(UV 燈)照射至少三十分鐘，以減少抽風櫃中的污染物，並打開抽風，

避免外界空氣中的污染物進入，接著關閉紫外光後，要先在桌面噴酒精(70%~95%)

擦拭，擦拭方法由內而外，由左至右。確保抽風櫃的清潔之後，拿取滅菌過後的

玻璃滴管接至抽取廢液的管口上，並踩住真空幫浦以吸住 1 個 tip，做為抽取廢液

使用。環境準備工作結束後，在拿取培養盤(Flask)進入抽風櫃之前也要先噴灑酒精

擦拭表面及底盤，由於培養盤的瓶口容易沾附感染源，會先將培養盤的瓶口過火，

輕輕繞過酒精燈或本生燈的上面約三次，打開蓋子後也可以再過火一次，並且打

開後蓋子需放在遠處，操作過程中手不能由上而過，以避免汙染源或落塵掉進去

造成感染。 

接著抽取掉需更換的舊培養液，以玻璃滴管及真空幫浦抽掉需更換的培養液，

此過程需將培養盤略為傾斜並從角落吸取，以避免吸起細胞，然後用滅菌過後的
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電動滴管(Pipette)吸取 3ml 的磷酸緩衝液(PBS)，從側面清洗細胞表面，這個過程

也是為了避免直接沖洗到細胞表面，造成細胞脫落，微晃數次以清洗表面的漂浮

物或雜質，以 PBS 沖洗的目的是在於洗去多數的雜質，倘若細胞生長存活狀況良

好，一般的情況更換培養液不需要清洗細胞表面，以維持細胞已經習慣的生長環

境，最後加入約 3~5ml 的新鮮培養液至培養盤中，蓋上蓋子，然後放回恆溫培養

箱(Incubator)，培養條件：37℃  5% CO2 。 

3.4.2 繼代培養(Subculture) 

當細胞持續成長至高密度時，繼續培養會造成細胞擠壓或其他型態上的改變，

此時就需要進行繼代培養，或者以刮勺刮去部分的細胞，控制細胞的數量以維持

細胞生長空間與環境，方法如下。 

環境準備工作與更換培養液時相同，進抽風櫃前要先在桌面噴酒精擦拭 (方法

由內而外，由左至右)，培養皿移進抽風櫃前也要噴酒精擦拭表面及底盤，培養皿

打開前頇先過火，在酒精燈上略燒瓶口 3 次，避免汙染，然後打開蓋子，並將其

放至最遠處，過程中手不能從上面經過，以避免汙染，接著用玻璃滴管與真空幫

浦抽去舊的培養液，將培養皿傾斜並從角落吸取，以免吸到細胞，並電動滴管吸

取 3ml 的 PBS，清洗細胞表面 (從側面沖以避免沖下細胞)，微晃數次清洗表面漂

浮物，然後加入 1ml 的 0.05% 胰蛋白酵素(Trypsin)，此過程是為了切下貼附在培

養盤中的細胞，因此可以直接沖洗細胞表面，並放回 37℃的恆溫培養箱 5 分鐘以
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切下細胞，處理時間過久會對細胞造成傷害。拿一個 15ml 的離心管寫上標籤，然

後將切下的細胞懸浮液加入 1ml 含血清的培養基以終止 Trypsin 的反應，再吸至離

心管內蓋好蓋子，用離心機分離細胞與培養液，離心條件：1250rpm，5 分鐘，需

對稱放入兩支重量相當的離心管以平衡，由於細胞較培養液為重，離心完的細胞

會沉澱在管底，接著在抽風櫃中打開離心管，略為傾斜管身，以真空幫浦吸取上

清廢液，留下純細胞。再加入 1ml 的培養基沖開打散細胞，以電動滴管 pipet 約 50

次，以免細胞過於集中，接著拿取新的培養盤，加入培養液 3 ~ 5ml，回種約 200λ 

(200µl)的細胞懸浮液，視情況調整，並均勻混合分散細胞，最後在新盤上標示細

胞名稱、日期及操作員後，放回 incubator，培養條件：37℃  5% CO2 。 

3.4.3 細胞冷凍保存 

細胞在冷凍保存前，較好的狀態是生長至八成滿的密度，細胞數量不宜過少，

欲冷凍的前一天更換一次培養基，以確保細胞是在養分充足、生長狀況良好的狀

態，做好操作細胞培養的環境準備後，事先將 7%抗凍劑(DMSO)加入到新鮮培養

液中，一般細胞通常使用 5~10%抗凍劑，S-G 細胞較為特殊，使用 10%抗凍劑與

90%胎牛血清做為冷凍保存培養液，必頇新鮮配製，然後依照繼代培養的過程以胰

蛋白酵素洗下細胞，離心後去除上清液，留下純細胞，接著加入含抗凍劑之細胞

冷凍保存液，混合均勻後以每個凍管 1ml 分裝，並標示細胞名稱、冷凍日期。 

冷凍過程是將分裝凍管插入保麗龍後，依序放入 4℃冰箱十分鐘，-20℃三十



 

36 
 

分鐘，-80℃二十四小時，最後移入液態氮中保存。 

一般癌症細胞冷凍於-80℃冰箱最多可維持半年，細胞存活率會逐漸減低，冷

凍於液態氮中可保存一年以上。 

 

3.4.4 細胞解凍活化 

細胞解凍的重點在於快速解凍，解凍過程中尚未完全解凍的部分冰晶會再次

凝結，很可能因此刺破細胞，導致細胞存活率不高。解凍前預先打開水浴槽(Water 

bath)，將溫度設定至 37℃，並等待水浴槽升溫完成，取出冷凍管後立即放入水浴

槽中回溫，輕輕搖晃使冰塊完全溶解，過程中留意勿讓液面高過凍管瓶口，以免

解凍時汙染細胞，接著將解凍後之細胞懸浮液加入 5ml 的新鮮培養基中培養，某

些種類的細胞較為脆弱，需要先離心去除抗凍劑，大部分癌細胞則不需要，僅需

在解凍後培養隔日更換培養液以排除抗凍劑。 

細胞剛解凍活化後較為脆弱，需要繼代一至二次後才能恢復其原先的細胞特

性以進行實驗。 
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3.5 微型細胞培養環境 

為了能夠觀測活體且在正常狀態下的細胞螢光，我們設計了一個能夠架設在

倒立顯微鏡上的微型細胞培養箱，如圖 3.3，這能夠讓細胞在顯微鏡下仍然維持細

胞生長的環境、溫度與酸鹼度，相較於傳統固定之後封片的細胞，量測出來的數

據更為接近培養箱中健康生長的細胞。 

 

圖 3.3 架設在倒立顯微鏡系統上的細胞培養環境 

微型培養環境所用來調控溫度的方式是以循環恆溫水來加熱顯微鏡載台與培養箱，

考慮到顯微鏡載台上的溫度散失，我們實際測詴培養箱周圍循環水溫設定在 50℃

的時候，如圖 3.4 左圖，培養箱中心的溫度大約為 37℃。並且培養箱設計以圖 3.4

右圖的調控設備將 5%二氧化碳混合水蒸氣之後亦經由培養箱之循環氣槽流動，周

遭有小孔向培養箱內釋出水氣以調控濕度，二氧化碳以調整酸鹼值，循環方式如

圖 3.5 所示。 
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圖 3.4 循環水溫設定為 50℃以及氣體混合裝置 

 

圖 3.5 微型細胞培養盤的環境調控方式 
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第四章 實驗結果與討論 

4.1 雙光子螢光光譜 

本研究中為了辨識在口腔癌細胞中的背景紅螢光來源，量測了 DOK、OECM-1、

SCC-15、HSC-3 四株口腔癌細胞的雙光子螢光光譜，如圖 4.1 所示，我們可以發

現在細胞的螢光光譜中，峰值大致上都座落於 660~670nm 之間。與在本研究中的

光學系統能有效激發出螢光的內源性螢光分子－膽紅素氧化物極為相似，膽紅素

氧化物的雙光子螢光光譜如圖 4.2 所示，因此口腔癌細胞中的紅螢光成分大多數極

有可能是來自於膽紅素氧化物所產生。 
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圖 4.1 口腔癌細胞的雙光子螢光光譜 
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圖 4.2 膽紅素氧化物的雙光子螢光光譜 

 

4.2 標準品螢光生命週期 

我們量測了濃度均在 20M 的光氧化膽紅素氧化物及其與膽綠素還原酶、胎

牛血清、血紅素加氧酶、脂質等蛋白結合後的五種標準溶液之螢光生命週期衰減

曲線，衰減曲線如圖 4.3。由圖中可以初步看出膽紅素氧化物的光子數目衰減速度

較快，表示螢光生命週期較短，膽紅素氧化物與膽綠素還原酶、脂質結合後生命

週期並沒有明顯的改變，在與細胞培養時使用的胎牛血清結合，會將生命周期延

長，而與血紅素加氧酶的結合又更加的拉長螢光生命週期。 
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圖 4.3 標準品溶液螢光衰減曲線 

BRO:光氧化膽紅素氧化物，FBS:胎牛血清，BVR:膽綠素還原酶， 

HO-1:血紅素加氧酶，Lipid:脂質 

 

藉由螢光生命週期影像系統的近似模擬來計算衰減時間常數的準確差異，我

們使用兩種時間常數成分(Two component)的模擬方法，結果如圖 4.4 所示，使用兩

種時間常數成分的模擬方式能夠使原始量測資料(Measurement Data)與模擬近似曲

線的誤差最小平方和(

)為最小，使得模擬結果的可信度提高。 
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圖 4.4 標準溶液的時間常數模擬計算結果 

結果顯示光氧化膽紅素氧化物生命週期的兩個時間常數約在 t1 為 130 ps 與 t2

為900 ps (ps:皮秒，兆分之一秒)，而對應個別成分占有比例a1為92.3%、a2為7.7%。

總觀五種標準溶液均是以第一種成分的時間常數比例為主，因此我們著重於觀察

t1 的時間常數改變情況，並以各標準溶液 t1 的時間常數結果做為後續研究的參考

數據。 

為了比較並證實膽紅素氧化物與某些蛋白結合後生命週期有明顯改變，我們

製作了長方圖並將重要的標準溶液重複測量數次。 

由於在細胞中膽紅素的氧化物濃度可能因為細胞類型或代謝狀態不同而有所

差異，我們量測了膽紅素氧化物不同的濃度變化對其生命週期的影響，結果如圖
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4.5 所示，我們稀釋了濃度分別為 100M、75M、50M 與 25M 的四種濃度做為

量測樣品，結果發現 t1 的生命週期約在 130ps 上下，t2 約在 550~750ps 之間，t2

變動幅度較大，但在這微量的濃度變化間與生命週期的結果並沒有顯著的相關

性。 

 

 

 

 

 

 

圖 4.5 膽紅素氧化物的重複量測結果 

 

我們也重複量測了膽紅素氧化物與血紅素加氧酶濃度 20M 的生命週期，藉

以確認生命週期的變化是否受到結合過程的時間因素影響，如圖 4.6 所示，血紅素

加氧酶與膽紅素氧化物結合後的 t1 生命週期大致穩定呈現在 350 皮秒，而 t2 由剛

開始略高的 2 奈秒逐漸穩定至 1.5 奈秒，膽紅素氧化物與血紅素加氧酶結合後生命

週期明顯的被拉長。 
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圖 4.6 膽紅素氧化物與血紅素加氧酶結合的重複量測結果 

 

在量測膽紅素氧化物與脂質、膽綠素還原酶的量測結果發現，多次量測結果

生命週期幾乎沒有改變，因此以平均數值表示如圖 4.7 所示，這兩種分子與膽紅素

氧化物結合後可能並不直接影響到生命週期的表現。 

 

 

 

 

圖 4.7 膽紅素氧化物與脂質、膽綠素還原酶結合後的生命週期 
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對於胎牛血清的影響，我們額外測詴逐漸稀釋的膽紅素氧化物與胎牛血清的

混合溶液，實驗結果如圖 4.8，我們發現在高濃度上的混合溶液生命週期會較長，

而逐漸稀釋後仍然具有提升膽紅素氧化物螢光生命週期的能力，無論如何胎牛血

清均會對實驗的結果造成影響，但為了考慮在人體中細胞的環境並不會有胎牛血

清的存在，因此在細胞實驗中，必頇排除掉細胞培養基中胎牛血清對實驗結果的

影響(F. R. Trull et al., 1992)，我們使用的解決方法為在量測活體細胞前以磷酸緩衝

液(PBS Buffer) 輕晃清洗細胞表面兩次，再以磷酸緩衝液浸潤細胞以保持細胞的濕

度。 

 

 

 

 

 

圖 4.8 膽紅素氧化物與胎牛血清結合後的濃度差異測詴 
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4.3 口腔癌細胞的螢光生命週期影像 

量測細胞生命週期與標準溶液不同，標準溶液由於混合均勻，理論上溶液均

是均勻混合鍵結的分子，因此我們量測其單一螢光衰減曲線便足以代表溶液各處

的表現。在細胞實驗中，細胞質的各種胞器可能存在著不同的分子，造成單一的

衰減曲線並不能代表細胞中各處的螢光表現，我們使用二維的螢光生命週期影像

來產生整個細胞切面的螢光生命週期分布，由二維細胞影像中能後較清楚的看出

細胞外觀與型態。如圖 4.9 所示，口腔角質異常增生的癌前細胞 DOK，螢光分部

主要在細胞核外，而細胞輪廓並不明顯，表示在細胞膜上螢光的表現並不活躍，

而其餘三株的癌症細胞則主要會較集中分布在細胞內質網中，此外在細胞膜的表

面上也有一些螢光表現，能看出細胞輪廓，可以由此得知四株細胞內的分子活動

有些異常值得探討。 

 

圖 4.9 口腔癌細胞的平均螢光生命週期影像 
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圖 4.9 為四種口腔癌細胞的平均生命週期影像，即為 t1 與 t2 兩種成分依其光

子數比例加成後所得的平均生命週期 tm，如下式： 

tm = t1×a1(%) + t2×a2(%) 

接著我們將量測到的螢光生命週期影像分為 t1 與 t2 的影像做為比較的方式，

觀察正常口腔癌細胞與四種不同口腔癌細胞間的生命週期與分布差異，t1 影像與

強度分別如圖 4.10 所示，上圖為 t1 分布影像，色彩代表 0~2 奈秒(ns)的生命週期

時間，由此可以比較得知正常(S-G)口腔細胞的 t1 生命週期明顯的較其他口腔癌細

胞為短，口腔癌細胞間又可粗分為較短的生命週期(SCC-15 與 HSC-3)及較長的生

命週期(DOK 與 OECM-1)，下圖為對應的強度灰階影像。 

 

 

圖 4.10 正常與口腔癌細胞的 t1 螢光生命週期影像與強度 

(S-G:正常口腔細胞、DOK:口腔角質異常增生細胞、 

HSC-3:具高度轉移性口腔癌細胞、OECM-1 與 SCC-15:鱗狀上皮細胞癌) 
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細胞生命週期 t2 的影像如圖 4.11 上圖所示，色彩代表 0~5 奈秒的時間，在 t2

的影像中則沒有辦法如 t1 一般具有明顯的差異，大略可以觀察出正常口腔細胞的

生命週期仍然較短，HSC-3 次之，其餘三株癌細胞則相當接近，下圖為影像強度

灰階圖。 

 

 

圖 4.11 正常與口腔癌細胞的 t2 螢光生命週期影像與強度 

(S-G:正常口腔細胞、DOK:口腔角質異常增生細胞、 

HSC-3:具高度轉移性口腔癌細胞、OECM-1 與 SCC-15:鱗狀上皮細胞癌) 
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4.4 螢光生命週期累積統計圖表(Histogram) 

將量測到的螢光生命週期影像經由 TCSPC 程式統計每個像素的螢光生命週期

後，可以獲得累積統計的螢光生命衰減週期分布，以二維的螢光生命週期影像分

析的優點是可由 TCSPC 其下的 SPCImage 程式，選擇影像中想要分析的區域單獨

做分析，在實驗結果的分析中，我們將每一顆細胞分別計算其衰減曲線，為了具

有足夠的統計樣本點，需要使每一株細胞量測到至少三十顆完整的細胞來分析，

並除去少數型態異常的細胞，這類的細胞可能正在進行細胞分裂、或者即將死亡

等等因素，為統一標準我們不採用這類資料，以便統計生長正常的細胞狀態。將

三十顆細胞的衰減曲線做加總後標準化以便排除掉強度差異，而觀察彼此間峰值

的不同。 

下圖4.12是 t1的累積統計圖表，從 t1可以明顯的看出細胞間峰值明顯的差異，

正常細胞(S-G)峰值約為 250ps、SCC-15 約為 400ps、HSC-3 約為 550ps、DOK 與

OECM-1 約為 700ps，能夠看出其間有明顯的差異存在，這可做為辨別口腔癌的依

據。其中 DOK 為癌前角質異常增生細胞，在 DOK 細胞的生命週期曲線中能看出

兩種成分存在，其一是峰值約在 700ps 的主要成分，這部分近似其他的癌細胞，具

有較長的生命週期；另一種成分峰值約在250ps，與正常細胞的生命週期非常類似，

我們認為這是口腔細胞漸趨癌化的階段性表現，然後推論可能經由此階段後細胞

中某種分子或是微環境的變化，導致逐漸的拉長膽紅素氧化物的螢光生命週期。
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而在已經癌化的口腔癌細胞中，OECM-1 較明顯也有兩個峰值的成分存在，600 皮

秒與 450 皮秒，主要的成分幾乎是在 600 皮秒左右，這項表現與轉移的 HSC-3 性

質類似，SCC-15 異於其他惡性細胞，有單一又集中的的短峰值在 450 皮秒左右，

但與正常細胞的 250 皮秒又有明顯的區別。 

 

 

 

 

 

 

圖 4.12 加總三十顆細胞的 t1 螢光生命週期累積圖表 

 

 

 

 

 

 

圖 4.13 加總三十顆細胞的 t2 螢光生命週期累積圖表 
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而在圖 4.13 是 t2 的生命週期累積統計圖，t2 的生命週期表現便沒有明顯的差

異性，或者說期影響到的成分可能更為複雜與紊亂，不過在峰值仍然可見正常細

胞約在 1.5ns 左右，與癌症細胞有些微的區別，其餘峰值皆趨近於 1.9ns，峰值的

差異性略為能與 t1 結果相呼應，但 t2 的成分可能有較多不確定性的因素干擾著，

因此主要仍以 t1 的差異較具有象徵性。 

 

4.5 以螢光生命週期區別口腔癌細胞 

最後我們統計每一顆細胞的生命週期峰值落點，製成圖表以分析個細胞生命

週期峰值的離散性，t1 統計結果如圖 4.14 所示。 

 

圖 4.14 口腔細胞的 t1 生命週期離散性 
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由圖中清楚的可看見三個區域，實線部分以 330ps 的界限區分出正常口腔細胞

與口腔癌細胞，t1 生命週期較 330 為短的是正常的口腔細胞，而較為長的均是口

腔癌細胞。在口腔癌細胞之中又可以分為兩個區域，以 440ps 的界限劃分出 DOK

與 OECM-1 以及 SCC-15 與 HSC-3，不同的區域有著接近的生命週期，我們推論

這可能代表著具有相似的代謝方式或機制，也因此正常細胞與癌症細胞有著迥然

的差異，詳細的機制需要更多的生化分析來確認。 

 

圖 4.15 口腔細胞的 t2 生命週期離散性 

在 t2 的分析中，也能發現正常細胞的生命週期在 1.75ns 以下，如圖 4.15 所示，

DOK 細胞橫跨了很長的時間區段，可能代表著癌前細胞的分子有許多與膽紅素氧

化物的結合，形成一個較廣的分布範圍，t2 的生命週期依然具有著區分癌細胞的

可能性。 
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第五章 結論 

藉由螢光生命週期影像，我們已經初步的從細胞實驗中得知，螢光生命週期

可做為區別口腔癌細胞與正常細胞的工具，在以往的文獻中亦有許多應用螢光生

命週期來檢測癌症的研究(Damian K, et al., 2005)，在我們的研究中判斷能夠以 330

皮秒的界線區別了正常與口腔癌細胞，並且在口腔癌細胞中又能再以 440 皮秒區

分為兩類，330 皮秒至 440 皮秒之間是鱗狀口腔癌細胞 SCC-15 與聚轉移特性的

HSC-3 細胞，440 皮秒以上的是角質異常增生的 DOK 細胞與鱗狀上皮細胞癌

OECM-1。 

我們已知膽紅素的氧化物在細胞中是一種螢光來源，且由先前標準溶液的測

詴得知螢光生命週期約在 130ps，在細胞代謝後會產生許多的自由膽紅素氧化物，

因此在正常細胞狀態下，可能有大量的自由膽紅素氧化物使得正常口腔細胞的生

命週期很短(~250ps)，而在惡性化後的口腔細胞可能由於代謝異常或其他因素，使

得膽紅素的氧化物大量偏好鍵結在某些蛋白質上而改變生命週期，目前我們已發

現其中一種內生性且會明顯影響到生命週期的便是血紅素加氧酶(HO-1)，他使得

原先生命週期短的膽紅素氧化物鍵結後拉長了生命週期，成為約 300ps，我們推論

這可能是惡性腫瘤生命週期(>330ps)指標的成因之一，除此之外其他或許尚有某些

因素可能影響到細胞的生命週期變化，如細胞的 pH 值(Hai-Jui Lin, et al., 2003)，仍

是將來除了蛋白質以外可以做進一步探討與研究的許多變因之一。 
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在以往的文獻中顯示(Schwertner et al.,1994)，最早在 1994 年即發現膽紅素的

濃度與某些疾病的發病率呈現負相關，意即當細胞或組織代謝後排至血液的膽紅

素濃度不高時，器官的發病率就會提高。已知膽紅素代謝是清除自由基的一種機

制(Yingru Liua et al.,2006)，一般正常細胞代謝均會產生一些自由的膽綠素，再由

膽綠素還原酶還原為膽紅素，其中血紅素加氧酶是反應中的限速酶，使得細胞依

正常的不掉代謝掉膽綠素與自由基。假定細胞代謝發生異常，而產生大量的自由

基，這時候也同時產生大量的自由膽綠素，為了代謝掉自由基，膽綠素還原為膽

紅素的程序持續且大量的進行，便可能有較高數量的膽綠素(或膽紅素氧化物)與限

速酶(血紅素加氧酶)的作用，我們推測因此實驗結果的差異是肇因於，異常的口腔

癌細胞的膽紅素氧化物與血紅素加氧酶的作用頻繁，所以容易被光學系統偵測到

較長的螢光生命週期，或者是膽紅素氧化物與血紅素加氧酶作用後，因為缺少某

些未知的因素，無法順利轉換為膽紅素，才產生代謝異常，綜合以上的推論，膽

色素的行為與代謝雖然是微量的，但在將來的研究中，仍然具有許多可能突破生

醫檢測的潛能，是極具探討價值的分子生物指標之一。 
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