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摘要 

已經有許多研究確認微型核醣核酸（microRNA）的生物功能，發

現 miRNA具有調控基因表達的特性，也與疾病的發展有關係，使得

精確偵測 miRNA成為重要的研究課題。而肝癌屬於常見的癌症之一，

具有高度的致死率與復發率，已有研究發現肝癌細胞中的 has-miR-

10b-3p 具有高度表達之特性。以往檢測 miRNA 的表現量都是透過

RNA 萃取技術針對特定序列進行放大，但其步驟較為繁瑣。本實驗

利用分子信標（molecular beacon）的特異性辨識，對肝癌細胞中的目

標序列進行螢光雜合作用，再藉由高靈敏度 HILO螢光顯微鏡系統可

以直接觀測肝癌細胞中的 miRNA與其標靶 mRNA的螢光訊號，並透

過單分子影像分析其表現量。本實驗證明此方法可以透過設計不同的

molecular beacon 與不同激發波長的光源，同時觀測感興趣之序列並

由影像圖分析目標序列的表現量。已知 miRNA可以同時調控多種目

標 mRNA，為了探討 miRNA 與目標 mRNA 的相關性，利用超解析

技術進行觀測，並嘗試利用不同的激發光源強度、擷取螢光影像的數

量以及重組螢光影像之設定值篩選出最佳條件，希望可以藉由超解析

圖像進行分析，並進一步的探討 miRNA與目標 mRNA在細胞內部之

間的關係。 
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Abstract 

Many research have proved that the family of microRNAs (miRNAs) 

played an important role in gene regulation and also related to the 

occurrence of diseases. Therefore development of accurate detection of 

miRNAs has become an important research topic. 

Hepatic carcinoma is one of the most common cancers with a high  

mortality and recurrence rate. It has been found that hepatic carcinoma 

cells have a characteristic of has-miR-10b-3p high expression. RNA 

extraction was usually used to detect miRNA expression amount in 

previous researches, but the operation was so complicated that it was not 

applied easily. 

In this study, we used the molecular beacons, which specifically 

identified to perform fluorescence hybridization of miR-10b and its target 

(HOXD10 mRNA). Next, we detected slight fluctuations in ultra-trace 

amounts of miRNA by highly inclined and laminated optical sheet (HILO) 

fluorescence microscopy. The results showed that we could simultaneously 

observe the sequence of interest by designing different molecular beacons 

and using different excitation wavelengths. It was known that miRNAs can 

regulate a variety of mRNAs. In order to explore their correlation, we 

localized miRNA and mRNA at the same time by super-resolution 

microscopy. Moreover, we tested various excitation wavelengths, the 

amounts of fluorescence images, and parameters to choose the best 

condition. We expected this method could get more information about the 

relationship between miRNAs and mRNA by analyzing super-resolution 

images. 
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第一章 微型核醣核酸及螢光顯微鏡簡介 

1.1 微型核醣核酸（microRNA, miRNA） 

1.1.1 緒論 

近年來，隨著全基因組定序技術的進步，改變了生物學及分子偵

測之研究，陸續發現新的小短片段 RNA（small RNA, sRNA）可作為

疾病特異性之生物指標，而 miRNA 也被證實普遍存在於生物體中，

能作為非入侵性之生物指標。成熟的 miRNA 通常會標示為 5’或 3’，

如 miR-10b-3p，亦或以星號表示，如 miR-10b*。一段成熟的 miRNA

為長度約 19 至 23 個核苷酸的單股短序列 RNA，不會轉譯合成蛋白

質，但具有調控基因表達之特性 1。 

基因表達的過程為去氧核醣核酸（DNA）轉錄為訊息核醣核酸 

（messenger RNA, mRNA），再由 mRNA轉譯形成蛋白質（protein）。

隨著分子生物技術的發展，研究發現部分 RNA 分子並不會轉譯成蛋

白質，此種 RNA被命名為非編碼核醣核酸（noncoding RNA），包括

轉移 RNA（transfer RNA, tRNA）、核醣體 RNA（Ribosomal RNA, rRNA）

以及小片段 RNA，如 miRNA、小片段干擾核醣核酸（small interference 

RNA, siRNA）、piRNA（piwi interacting RNA）、snoRNA（small nucleolar 

RNA）、snRNA（small nuclear RNA）等，統稱為 RNA 干擾（RNA 

interference），可以調控 mRNA達到細胞分化、細胞增生、細胞死亡、
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腫瘤形成及致死基因之表達。 

目前在人體中已檢定出 1500種以上之 miRNA，其中超過 30%的

miRNA可以於人體基因中定位 2。且多種 miRNA可以共同調控單一

基因，而單一 miRNA 也可能具有多個目標基因，因此 miRNA 的基

因調控範圍很廣，也與許多疾病產生關連性，並對於疾病之診斷、偵

測、分類有很大的影響力，研究如何精準偵測 miRNA成為重要之課

題。 

1.1.2 微型核醣核酸之發現 

第一個 miRNA在 20世紀末被發現，直至 21世紀初 miRNA才被

認定為是一種獨特的生物調節劑。最早被發現的兩個 miRNAs 為秀麗

隱桿線蟲（Caenorhabditis elegans）中的 lin-4和 let-73。1990年 Napoli

等人於矮牽牛花基因轉染實驗中發現轉染程度與內生或外源引入之

chalcone 合成酶基因的 mRNA 有關，但對其同源基因共同抑制（co-

suppression）之現象無法解釋；1993年 Lee等人於秀麗隱桿線蟲的研

究中發現一段長度約為 22 個核苷酸的短片段 RNA，而後命名為 lin-

4 miRNA。lin-4 基因為 61 個核苷酸長的 miRNA 前驅物轉變而成的

成熟非編碼 RNA，其序列與 lin-4 mRNA的 3’端非編碼區（3’-UTR）

之序列有互補。當 miRNA 通過與 3’-UTR 內特定的結合位點結合時

會抑制 lin-14 mRNA的轉譯，進而影響 LIN-14 蛋白質的合成，產生
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基因抑制之現象。2000 年 Reinhart 等人在秀麗隱桿線蟲研究中發現

let-7 miRNA，其會抑制 lin-41 並對秀麗隱桿線蟲的後期發育有所影

響，此時開始將此種小調節 RNA 稱為 microRNA，簡稱為 miRNA，

而 let-7 miRNA成為第二個被發現的miRNA，並促進更多關於miRNA

的研究。 

之後陸續在動物與植物中發現一系列的 miRNA，例如：人類、老

鼠、線蟲、果蠅、擬南芥及野生稻等等。目前已發現 700多個 miRNA，

絕大多數的 miRNA 於哺乳類中得知 4，其他生物則以線蟲 88 個

miRNA 暫居第一，其次為 16 個 miRNA 的擬南芥，而 miRNA 之多

樣性逐漸受到研究重視。 

2008年從血清中發現穩定表達之 miRNA5，也在其他生物體液像

是尿液、唾液、淚液、腦脊液、母乳及羊水中發現 miRNA。並已經成

功利用福馬林固定石蠟包埋切片、骨髓穿刺活檢等技術從各種臨床樣

本中分離出 miRNA6。 

1.1.3 微型核醣核酸之生物合成途徑及調控機制 

miRNA存在於真核細胞之中，由部分 DNA轉錄而來，但無法進

一步轉譯成蛋白質的 RNA（非編碼 RNA）。miRNA通過與目標mRNA

結合，可以抑制轉錄後的基因表達，進而在調控基因表達、細胞周期、

生物體發育時序等方面起重要作用。miRNA 要達到調節基因之功能，
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必須先經過一連串之生化合成途徑。如圖 1-1 所示，DNA 在細胞核

中完成轉錄後形成長度約為數千個鹼基之 pri-miRNA（primary 

miRNA），是 miRNA形成之前最開始的樣子 7。pri-miRNA會被屬於

RNase III之Drosha切割成 3端OH基有兩個核苷酸突起的莖環（stem-

loop）pre-miRNA（precursor miRNA），此時長度約為 70個核苷酸 8。

RNA GTP-dependent transporter exportin 5 能辨識莖環之二級結構，並

將 pre-miRNA 傳送至細胞質 9。在細胞質中，RNase III家族的 Dicer

蛋白酶可以將 pre-miRNA切割成雙股 miRNA（miRNA* duplex）。接

著 miRNA* duplex 的雙股會解開形成成熟之單股 miRNA（mature 

miRNA），成熟 miRNA與 Argonaute蛋白（AGO）結合形成 RNA誘

導沉默複合體（RNA-induced silencing complex，RISC）蛋白，而帶有

miRNA 的 RISC 複合體稱之為 miRISC10，其最終長度約為長度約為

19至 25個核苷酸。miRISC中的 miRNA會與互補目標基因的 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，

造成 mRNA 斷裂，進而抑制蛋白質生成；當兩者序列為不完全結合

時，亦會影響 mRNA轉譯合成蛋白質，此為 miRNA調控基因表達之

機制 11, 12。 

 miRNA除了與 mRNA結合可以影響其作用，與蛋白質之間的作 
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圖 1-1 miRNA之生物功能。 
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用也存在重要的意義。近年來，研究發現一個 miRNA可能同時調控

多個 mRNA，其中以癌症最為常見 13，其次為心血管疾病，也曾於病

毒性之疾病中發現。 

1.1.4 微型核醣核酸與疾病之相關性 

 miRNA對於基因表達之調控有極大的影響，並與癌症及神經系統

疾病的發生有關，因此研究 miRNA之檢測對於了解細胞生化途徑及

預防疾病皆為重要的課題。過去研究已證實 miRNA會影響腫瘤的形

成及抑制，當目標基因為致癌基因（oncogene）時，miRNA會抑制致

癌基因，使其無法產生腫瘤生長所需之蛋白質，進而使腫瘤無法生成；

當目標基因為腫瘤抑制基因時，腫瘤細胞增殖少了負調控因子，則會

造成癌症惡化。miRNA被認為是重要的生物指標（biomarker），可以

藉由其數量變化來診斷或預測疾病。現今已發現多種癌症與 miRNA

表達有關，例如：骨髓性白血病、大腸癌 14、乳腺癌 15, 16、肝癌 17-19、

肺癌 20及前列腺癌等。除此之外，其亦會造成腦部疾病、心血管疾病、

神經系統疾病等。 

 對於 miRNA 之調節差異篩選，通常會選擇癌症組織或癌症周圍

組織，也可進一步選用存在於流體基質的個別 miRNA21。miRNA 之

研究常於血清及血液中進行，亦不乏其他生物體液。如唾液之 miRNA

與口腔癌有關 22，尿液之miRNA與腎癌及膀胱癌有關，痰液之miRNA
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與肺癌有關 23，而腦脊液之 miRNA則與淋巴瘤相關 24。 

 研究顯示，miRNA之含量與癌症類型或是疾病狀態密切相關，並

可作為具特異性之生物指標，具有預測癌症分期及分類之能力。Kong

等人以慢性胰腺癌樣本驗證 miR-196a之特異性；Hank等人使用患者

尿液樣本進行膀胱癌不同分期之研究；而 Asaga等人的研究顯示罹患

晚期乳腺癌之患者相較於早期乳腺癌之患者具有較高濃度的 miR-

2121。miRNA的生物指標尤其以心血管疾病最為重視，miR-1及 miR-

499已被證實可以用於急性心肌梗塞之生物指標，且被廣泛運用在高

血壓、心臟衰竭或冠狀動脈疾病等其他心臟疾病上 25。於口腔及尿液

樣本中的多種 miRNA，像是 miR-210 及 miR-18a 等，可作為急性或

慢性末期腎臟之生物指標 26；而在慢性 C型肝炎之肝臟中也發現大量

miR-122 和 miR-192，研究證實可用於藥物管理及化合物篩選毒性之

監測。 

 miRNA 近 20 年來受到普遍的研究，除了上述所提及的疾病，如

表 1-1，整理出現代較為常見的癌症，可以得知許多 miRNA 不僅能

夠調控單一基因，也會導致不同癌症之發生。為了更清楚得知 miRNA

所透露的訊息，可以藉由 miRBase資料庫搜索 miRNA之序列，或是

microRNA-cancer 資料庫中找尋 miRNA 相關之研究文獻，以了解

miRNA與癌症病理之相關性。 
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表 1-1 癌症與 miRNA之相關性。 
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1.1.5 微型核醣核酸檢測之方法 

 miRNAs 因為短小、高度同源且彼此之間僅有微小差異之特性， 

使得 miRNA 之檢測具有高度的挑戰性。傳統檢測 miRNA 之方法包

括北方墨點法（northern blot）27、反轉錄聚合酶連鎖反應（reverse 

transcription-PCR，RT-PCR）28、微陣列技術（microarrays）29等，但

這些方法都各自有其侷限性。北方墨點法是利用探針偵測由凝膠電泳

分離之RNA片段的特定序列，但此方法較複雜且須進行放射性標記，

會引起嚴重汙染，檢測效率低；而 RT-PCR與微陣列偵測極限雖良好，

但需負擔高成本之設備及材料，造成使用上之限制。 

 miRNA 是化學生物學研究領域的重要標靶，而後發展出各種方

法，如基於等溫指數擴增方法（Isothermal exponential amplification-

based methods）、基於滾動循環放大方法（Rolling cycle amplification-

based methods）皆不需 PCR 即有高效率及高靈敏之特性，但其探針

設計複雜，需使用多種酶；基於DSN和AuNP之系統（DSN and AuNPs-

based system）可偵測至 0.2fmol，探針設計簡單但耗時；基於毛細管

電泳的測定（Capillary-electrophoresis-based assay）則需要專業設備但

具有探針設計簡單，多目標檢測的優點。分析 miRNA的方法各有其

優缺點，如表 1-2，可以依照研究目標做設計調整。 
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表 1-2 檢測 miRNA之方法。 
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1.1.6 細胞內微型核醣核酸之偵測 

一般藉由間接測定之方法檢測細胞中 miRNA 的表現量，需要萃

取細胞的總核醣核酸，再利用不同方法放大 miRNA 序列。由於

miRNA 的生物功能及表達是以單細胞為基礎下進行探討，可以利用

螢光原位雜合（Fluorescence in situ hybridization，FISH）觀測單細胞

中的基因表達。FISH是藉由標記螢光分子的單鏈核酸（DNA或 RNA）

作為探針，以鹼基互補的原理與細胞上的 DNA 或 RNA 進行雜交，

形成雜交雙鍵核酸進而被偵測。此方法源自 1989年，DeLong等人利

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，

並使用螢光顯微鏡觀察探針上標記之螢光分子。需要注意的是，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

子之種類及螢光顯微鏡之操作與軟體分析皆為影響螢光原位雜合之

因素。 

 當探針與目標序列進行雜合反應，此時溫度須控制在 DNA 熔點

溫度，也就是探針與目標序列結合一半之溫度，而此溫度稱之為 Tm

值。影響雜合反應的主要因素為溫度、甲醯胺及鹽類濃度，其中溫度

依照序列有所差異，而甲醯胺與鹽類濃度能夠控制探針結合與否，若

增加甲醯胺之濃度可以幫助雙股核苷酸序列分開，並降低 Tm值；反

之增加鹽類之濃度則可提升 Tm值。 
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1.1.7 分子信標（Molecular beacon） 

 分子信標（Molecular beacon）為一段核酸序列探針，具特異性，

並透過雜合機制得到螢光訊號 30。molecular beacon 的螢光特異性來

自於它的結構，如圖 1-2所示，其是由一段夾板序列（stem sequence）

及環狀序列（loop sequence）所構成，且其長度不超過 30個核苷酸。

molecular beacon 的 5’端修飾一個螢光基團（fluorophore）、3’端修飾

一個消光基團（quencher），在正常情況下其髮夾結構使螢光基團與消

光基團靠在一起，當螢光基團受到光激發放光時，光會被消光基團所

吸收，便無法得到訊號；但若透過溫度調控使夾板序列打開，在於 Tm

下與目標序列進行雜合反應，因為這時消光基團與螢光基團並不會緊

密的靠再一起，當螢光基團受到光激發所放出來的光並不會被消光基

團所影響，因此可以偵測到其訊號。 

 近年來 molecular beacon 已廣泛運用在檢測 miRNA31，例如

miRNA 與 molecular beacon 於晶片電泳中進行雜合分析，或是利用

molecular beacon於總核糖核酸中定量 miRNA等。且 molecular beacon

能夠隨著實驗改變進行設計，除了能夠替換修飾的螢光基團與消光基

團，所使用的序列也可以選擇 DNA、RNA、及 LNA來改變 molecular 

beacon的穩定性，達到實驗條件的最佳化。 
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圖 1-2 molecular beacon的發光機制。 
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1.2 單分子螢光顯微系統 

1.2.1 緒論 

傳統生命科學實驗是在集合水平上進行的，以細胞培養物為例，

其中含有數千個細胞群，群體特徵可以平均該群體中潛在異常細胞之

觀察結果，但也同時提升了丟失有關生物學相關異質性研究之風險。

單分子研究與整體大分子之測量形成對比，單分子生物物理學研究專

注於以分子作為生物系統中最小的功能單位，可以更深入且準確的了

解重要的生物過程，像是人體免疫反應、基因表達和細胞分化。 

由於光學繞射極限（diffraction limit）之影響，要利用傳統光學方

法偵測單分子是困難的，因為當觀察的兩個物體距離小到一個程度時，

在影像上會呈現為一個點，無法區分兩者。可以利用計算或是以光程

差（Optical Path Difference, OPD）的峰谷差值（Peak to Valley）來判

斷系統是否到達繞射極限。傳統光學顯微鏡是利用光的吸收與反射來

觀測物體，而螢光顯微鏡是藉由光在波長方面的特性來觀測分子。特

定種類之螢光基團（fluorophore）可以吸收短波長的光並放出長波長

的光，觀測時將激發光過濾掉後便只可看見長波長的光，這樣一來即

可斷定特定之螢光分子是否存在。螢光顯微鏡可以提供卓越的對比度

及標記的高特異性，且對生物樣品的擾動相對較小，可以結合螢光分

子標記在目標生物分子上，藉由螢光間接觀測。例如在特定蛋白加上



 

15 
 

螢光蛋白，並將這類蛋白作為細胞內之追蹤分子，或是於抗體上加載

螢光蛋白，透過抗體抗原反應來辨識特定生物分子。標記多種螢光分

子可以得到多個通道的圖像，或是對他們進行共定位分析，有助於了

解生物結構與感興趣分子之間的相互作用。但當螢光分子相當靠近時

仍會受到繞射極限影響，單一螢光訊號非常微弱且生命期短，約為 10-

8 秒，加上粒子碰撞或其他原因導致能量損失，使得量子產率無法達

到百分之百，所以降低背景雜訊提升螢光訊號成為重要之課題。如今，

螢光顯微技術已是單分子研究中不可或缺之工具。 

1.2.2 螢光物理原理 

 當光子被螢光基團吸收時，螢光團中基態（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更高能量的激發態

（excited state），並隨即以光的形式衰退回基態，而此時所放出波長

較長且能量較低的光即為所謂的螢光（ fluorescence）或磷光

（phosphorescence）。 

 Jablonksi模型圖用圖形形式描述了不同能量狀態轉換之發光機制。

穩定分子多數都有偶數電子，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，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 
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圖 1-3 Jablonksi示意圖。S表示為單重態，T表示為三重態。 
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的任一振動能階而放出螢光，其生命期大約為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。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，最後由螢光放射模

式從激發態 S1回到基態 S0。除了螢光釋能的方式外，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 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 ~ 10-2秒。 

1.2.3 漸逝波 

漸逝波（Evanescent wave）是指當光從不同介質穿透時，由於不

同介質的折射率不同，導致穿透光偏離法線，並在介面產生隨著指數

衰減的一種波。 

雖然共軛焦顯微鏡（confocal microscopy）及全內反射螢光顯微鏡
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（total internal refection fluore）scence microscopy，TIRFM）觀察微弱

的螢光訊號都有不錯的效果，但大部分的單分子研究是採用 TIRFM。

因為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，但焦點處的雜訊仍無法去除。

而 TIRFM 將光源以超過臨界角的角度射入，進而產生漸逝波，其強

度會隨著深度增加而遞減，僅能激發深度約 200nm以內的螢光分子，

且激發光因為全反射的緣故，將所產生的散射光降至最低，即可大幅

增加訊號雜訊比。 

1.2.4 光學系統 

 螢光顯微技術所使用的光學系統大致分為 Epi-fluorescence 光學

系統 32、全內反射螢光顯微鏡（total internal reflection fluorescence 

microscopy, TIRFM）33, 34 及本文所使用的高度傾斜和層壓光學片

（highly inclined and laminated optical sheet, HILO）顯微鏡 35三種。

Epi-fluorescence使用於單分子研究的之入射光會完全穿透玻片，所以

背景訊號較高，且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，而 TIRFM 是單分子成像中最常使用的螢光顯微鏡，其主要

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界面

產生全反射現象，此時於另一面會產生漸逝波激發另一面的螢光分子，
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使受激發的樣本厚度僅 200 nm，降低了背景訊號，增加訊號雜訊比

（Signal-to-noise ratio, S/N）。然而當科學家開始對具有厚度的生物樣

品開始感興趣，但 TIRFM 僅限於表面偵測，即無法觀測深層的訊號，

而 HILO 之光學系統藉由改變入射光角度（略小於臨界角），使得部

分入射光穿過樣品，進而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，還能維持一定的訊號雜訊

比。於 2008年，HILO螢光顯微鏡系統被證實可於觀測細胞中的單分

子訊號，且可清楚的看到不同平面的單分子螢光訊號，厚度達 2μm32。 

 由於單分子的訊號非常的微弱，些許的雜訊都會使微弱的訊號被

忽略，所以訊號雜訊比在單分子的觀測上是十分關鍵的因素。螢光顯

微系統可以搭配電子倍增耦合元件（ electron-multiplying charge-

coupled device, EMCCD）技術，將在微光下測量到的畫素內極小電 荷

多次倍增，將訊號放大到雜訊基準（Noise Floor）以上並進行偵測。

一般掃描式顯微鏡，像是共軛焦雷射掃描顯微鏡（confocal laser 

scanning microscope, CLSM）可以對具有厚度的生物樣品進行 3D 影

像掃描，但其接收頻率大約只能達到 0.1 至 5MHz；而 EMCCD 的接

收訊號頻率可達到 10MHz 。 EMCCD 內含熱電致冷晶片

（Thermoelectric Cooler, TE-Cooler）可以將溫度降至-70℃，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。而電子顯  



 

20 
 

 

 

 

 
 

圖 1-4 螢光顯微系統之示意圖。 
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微鏡（electron microscope, EM）的解析度可以到 0.2nm，雖然提供了

極佳的分辨率，但其樣品製備繁瑣且無法用於活體細胞。綜觀不同的

顯微鏡系統，一般螢光顯微鏡較容易與其他光學技術進行配合，所以

本實驗選用 HILO螢光顯微鏡系統搭配 EMCCD，針對具有厚度的生

物樣品進行分析。 

1.2.5 單分子螢光顯微鏡之發展 

1961 年 Boris Rotman 使用螢光顯微鏡推斷單分子的存在；1976

年 Thomas Hirshfeld 用有機染料螢光團分子標記蛋白質球蛋白，為首

次使用螢光顯微鏡直接檢測單個分子，之後在 1990 年代利用螢光顯

微鏡提高單分子檢測空間分辨率方面取得許多重要的進展。2014年，

Eric Betzig、Stefan W. Hell及 William E. Moerner因為超解析螢光顯

微鏡（super-resolved fluorescence microscopy）的發展共同獲得諾貝爾

化學獎 36。超解析技術打破傳統光學顯微鏡的物理障礙，擁有比光學

分辨極限更好的精度渲染空間訊息，可以藉由開發一系列超解析技術

打破光學分辨率之極限，研究單分子水平下生物亞結構的功能定位及

相互作用，並達到奈米級解析度 37。至今超解析影像技術已經廣泛運

用在奈米材料、細胞研究、生物樣品及生物醫學研究上。 
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1.2.6 超解析顯微鏡（super-resolution microscopy） 

1.2.6.1 緒論 

 螢光成像在成像平面中空間分辨率受限在約 200奈米，但螢光

顯微鏡可以對活細胞中的動態過程進行成像，相較於電子顯微鏡或

其他成像技術仍具有優勢。螢光成像技術成為生物和生物醫學科學

中用於活細胞和組織的三維成像之必要工具。而近年來發展的超解

析顯微鏡是指一系列新的螢光顯微鏡方法，其突破了以往繞射極限

的限制。通過調製這些近距離的螢光分子到不同的狀態，從而區分

它們的螢光信號並突破繞射極限的空間分辨率。 

超解析顯微鏡大致可分為兩種方法：一種方法是在空間上調製照

明光，使用這種方法最著名的技術是刺激發射消耗（Stimulated 

Emission Depletion, STED）顯微鏡和照明結構顯微鏡（Structured 

Illumination Microscopy, SIM）38；另一種方法是基於隨機切換單個熒

光分子在螢光或黑暗狀態，藉由調節光可切換（photoswitchable）或

可光活化（photoactivatable）的螢光蛋白及有機螢光分子在螢光開關

之間的狀態轉化來控制螢光團的螢光發射。此類型有隨機光學重建顯

微鏡（Stochastic optical reconstruction microscopy, STORM）39、光活

化定位顯微鏡（Photoactivated localization microscopy, PALM）40和螢

光光活化定位顯微鏡（ Fluorescence photoactivated localization 
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microscopy, FPALM）41。STORM、PALM和 FPALM利用不同波長的

雷射光激發隨機的螢光分子或螢光蛋白，達到螢光開關的狀態。螢光

基團的光化學性質被用於誘導弱發射或不發射的非螢光狀態（off 

state）狀態，理想狀態下非常少部分的螢光基團被激發回到激發態並

被偵測，且圖像中只允許最小程度的重疊以便識別。而後利用單分子

定位的成像技術，取得一系列的影像並分析重組，進而得到超解析圖

像。而後對於此種方法再加以改良實施，進而產生了更多名詞，像是

直接隨機光學重建顯微鏡（dSTORM）42 和基態耗盡單個分子返回

（Ground State Depletion Microscopy Followed by Individual Molecule 

Return, GSDIM）43。但其實這些方法皆具有相同的基本原理和儀器，

並進行數據分析。 

1.2.6.2 光可切換螢光分子之特性 

 超解析影像是以單分子定位作為基礎，結合螢光分子在螢光態

（on state）及非螢光態（off state）兩者間的轉換特性，可以精確的定

位獨立螢光光點，進而得到超解析影像。螢光染料在 on state 與 off 

state 的轉換稱之為光可切換（photoswitch）。由於不同子集合在不同

時間放光，用偵測的光子數和螢光背景之高斯分布來定位這些放光點

的輪廓，而自體螢光與環境背景螢光即被定義為 off state。在 on state

的消光係數及量子產率皆大於 off state，使光切換時兩者有很明顯的
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差異性。 

 如圖 1-5所示，首先將可光切換的螢光分子密集標記於樣品，一

開始以強光激發樣品上的螢光分子，使大部分的螢光分子以 off state

存在，理想狀態下，單個螢光團可以隨機返回到 on state，被激發並

被檢測到，最後利用單分子定位的成像技術，將一系列的影像進行

分析重組得到超解析圖像。需要注意的是，發射輪廓必須在每個圖

像中表現出最小重疊才可被識別，並藉由重複的光活化、定位獨立

螢光分子、去活化及閃爍，提升螢光重建影像的解析度，甚至可達

到 20奈米。 

1.2.6.3 隨機光學重建顯微鏡（STORM） 

STORM是諾貝爾獎獲獎超分辨率單分子定位顯微鏡（SMLM）

家族之一，用於生物系統的可視化。STORM的光學配置幾乎與普

通的 TIRFM相同，只是入射角略小於臨界角，其儀器架構簡單及成

本相對較低，可以實現高空間分辨率，此優勢受到研究超分解析顯

微鏡技術的用戶歡迎。儘管設置相對容易，但在實際應用中要獲得

完美的 STORM圖像卻也不一定是簡單的。大多數研究是在培養細

胞中完成的，然而對於發展生物學的研究通常需要在組織中進行成

像，有時甚至需要在生物體中進行長期觀察，可想而知對超解析顯

微鏡是困難的挑戰。 
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圖 1-5 超解析技術的基本原理。將螢光分子標記於樣品上，並以強

雷射光進行激發，使大部分螢光分子達到 off state，而單個螢光分子

隨機返回 on state並被偵測，藉由獲取大量數據分析重組得到超解析

圖像。 
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STORM很適合用於亞細胞結構成像，包括三維、多色和實時成 

像，其組織成像主要面臨的挑戰是需要高靈敏度來檢測單個螢光團。

單一個螢光分子的信號非常微弱，典型的可光活化螢光蛋白允許在光

漂白之前檢測到少於 1000 個光子，有機染料則可以更亮，但大多數

情況下檢測到的光子數仍然小於 5000 個。然而，在大組織體積檢測

單一螢光分子仍會受到組織散射引起的信號損失和組織誘導的光學

像差以及來自自體螢光和離焦螢光團的高背景的影響。 

STORM 對於確定螢光分子位置的精度通常可以達到標準偏差至

10nm。而蛋白質分子的大小約為 1nm至 20nm，因此他們可以小於標

記樣品結構的相鄰螢光團之間的距離，並不會妨礙研究單個分子的特

性。為了避免單分子圖像的重疊阻礙單分子定位，激活的螢光團平均

密度不超過 0.5/μm2。可以藉由使用更快的相機或是使用即時圖像開

始重疊也可以識別單個分子的算法來改善時間分辨率。 

進行活細胞和組織成像的能力是螢光顯微鏡的特點之一，一般認

為 STORM不適用於活細胞成像，因為重建一個超解析成像通常需要

數千幀而耗費時間。然而一些研究成功證明 STORM的活細胞成像，

並使用合成染料代替螢光蛋白（fluorescent proteins, FPs）。 
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1.2.6.4 直接隨機重建光學顯微鏡（dSTORM） 

dSTORM不同於 STORM是藉由不同波長雷射激發隨機螢光分子

或螢光蛋白達到螢光開關的效果，而是使用單一激發光源，並控制緩

衝溶液環境達到超解析成像，也是本實驗所使用之超解析技術。 

dSTORM 使用光譜上不同的探針應用在市售的螢光基團和標記

試劑，但不同的螢光基團通常需要配合不同的緩衝溶液，而且色差

（Chromatic Aberration, CA）現象使得透鏡無法將各種波長的色光都

聚焦在同一個點上，雖然在一般光學顯微系統下通常影響並不大，不

過當在奈米尺度時這種現象會變得非常的顯著。dSTORM 使用的標

準有機螢光團，如 Alexa Fluor 和 ATTO 染料，可以作為可逆光開關

操作，代表覆蓋整個可見光譜。在水性緩衝液中存在活化劑螢光團及

毫莫爾濃度（mM）含有硫醇的還原劑，像是二硫蘇糖醇（dithiothereitol, 

DDT ）、穀胱甘肽（ glutathione, GSH ）或巰基乙胺（ beta-

Mercaptoethylamine, MEA）時，含硫醇和氧氣的緩衝液會形成一個氧

化還原系統（reducing and oxidization system, ROXS）可以實現光誘導

的可逆光切換。硫醇化合物的還原劑有效的淬滅螢光基團的三重態，

並產生穩定的 off state。on state可以藉由水性溶劑中天然存在的分子

氧（~250μΜ）自發恢復或光誘導。 

大多數螢光團轉移到非螢光黑暗狀態和單個螢光團的精確定位
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對於 dSTORM十分重要，與螢光團的亮度、螢光分子標記密度和 off 

state的穩定性及壽命都有密切的關係。如圖 1-6所示，高強度雷射激

發單分子染料，使其從基態（F0）越遷至激發態（F1），再以放出螢光

的方式回到基態（F0），此部分視為 on state。單一激發光使染料被激

發，但只有隨機子集的螢光分子可以放出螢光，而其他螢光分子會因

為電子的系統性穿越（intersystem crossing）自旋方向改變進入三重態

（triplet state, 3F），部分三重態的電子再經系統性的穿越近基態（F0）。

而另一部分的三重態電子則會經硫醇還原成陰離子自由基（3F’），最

後再被氧化回到基態。由於陰離子自由基很穩定，可以長時間存在，

且三重態不會放出螢光，此部分視為 off state。 

dSTORM結合化學標籤可以有效的提高超分辨率成像時間與空

間的分辨率潛力，這種光轉換是一些有機螢光分子本身的特性，不

需要第二個螢光團精確共軛，且在不同時間使螢光分子隨機返回到

on state，並達到奈米級的精準度。 

  



 

29 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

圖 1-6  dSTORM 示意圖。F0表示為基態，F1表示為激發態，3F 表

示為三重態，3F’表示為陰離子自由基。 

 

 

 

 

 

 

  



 

30 
 

第二章 結合超解析技術觀測肝癌細胞中微型核糖核酸 

2.1 研究動機 

 隨著越來越多研究確認 miRNA的生物功能，發現 miRNA具有調

控基因表達的特性，也與疾病發展有關，使得如何精確地偵測 miRNA

成為重要的課題。 

肝癌是常見的癌症之一，具有高度的致死率。近年來得知 has-miR-

10b-3p在肝癌細胞中有高度表達的特性，以往檢測 miRNA的表現量

都是透過繁瑣步驟，經過 RNA 萃取後針對特定序列進行複製放大，

而其中以 RT-qPCR 為目前最靈敏的方法之一，但在低濃度下不斷放

大存在著定量準確度不佳的情況。而本實驗利用分子信標（molecular 

beacon）對肝癌細胞中的目標序列進行螢光雜合作用（hybridization），

藉由高靈敏度 HILO 顯微鏡系統直接觀測肝癌細胞中 miRNA 的螢光

訊號，並透過單分子影像分析 miRNA之表現量。再進一步將分別標

記 hsa-miR-10b-3p 及 HOXD 10 之 molecular beacon 同時做螢光雜合

反應，藉由 647nm與 488nm激發兩種不同的 molecular beacon，再結

合超解析（super-resolution）技術對其進行共定位分析以確定兩者的

相對重疊，探討 miRNA在細胞內的相關訊息。 
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2.2 實驗流程及設備 

2.2.1 玻片前處理 

本實驗所使用之玻片由德國 Paul Marienfeld公司生產製造，型號

為 NO.1.5，硼矽酸玻璃材質製成，玻片厚度為 0.16至 0.19mm。玻片

使用前皆須於去離子水中以超音波震盪 5分鐘，再置於 1M HCl中以

超音波震盪 30分鐘，再以去離子水震盪 5分鐘後，置於 1M NaOH中

震盪 30分鐘，接著以去離子水震盪 5分鐘及 30分鐘，將玻片沖洗乾

淨。震盪後使用 95% EtOH 潤洗，再浸泡以 95% EtOH 配置之 5% 

APTES溶液 1小時，最後於 95% EtOH中以超音波震盪 5分鐘兩次，

去除多餘未反應之 APTES。 

塗覆 APTES 將玻片表面修飾成帶正電荷之胺基，以利生物樣品

吸附於玻片表面，再以高溫高壓滅菌即成為乾淨玻片。 

2.2.2 細胞培養 

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 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。 
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將肝癌細胞 Huh7 cell 培養於 6 cm的培養皿中，加入 3 mL 培養

液（包含 10%FBS、0.01x PSA及 1 mM 丙酮酸鈉之 DMEM培養液），

置於 37℃、5% CO2環境之培養箱內。待細胞滿盤後吸棄培養液，以

1x PBS清洗後吸棄，再加入 3 mL 1x trypsin in PBS 於 37℃培養箱中

反應 3分鐘，使細胞離開培養皿表面，再以等量培養液終止反應，收

集細胞至離心管中，並以 400 xg離心 5分鐘。吸棄上清液，以 3 mL

培養液沖散細胞，繼代培養。 

本實驗亦將 Huh7 cell 置於 0.1x 培養液中，將細胞溶液放置在塗

覆 APTES 且經高壓滅菌之玻片上，待細胞貼平於玻片後，使用顯微

鏡確認是否為分布均勻之單顆細胞，再利用 4%甲醛固定細胞

overnight，最後再用 1x PBS 清洗，即完成細胞培養，玻片之細胞樣

品可保存於-20℃。 

本實驗所使用之肝癌細胞株由台灣大學基因體中心腫瘤醫學研

究所歐大諒教授提供。 

2.2.3 溶液製備 

 細胞樣品前處理試藥：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）向美國 

Sigma-Aldrich 公司購買，EDC（1-（3-Dimethylaminopropyl）- 
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圖 2-1 細胞培養流程圖。 
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3ethylcarbodiimide hydrochloride）及  APTES（（ 3-Aminopropyl）

triethoxysilane）向美國 Alfa Aesar 公司購買，牛血清蛋白（Bovine 

serum albumin）向美國 UniRegion 公司購買，Proteinase K 向瑞士

Roche 公司購買，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。 

 TBS緩衝溶液之配製方法為取 Tris（50mM）及 NaCl（150mM），

並使用 HCl 調整至 pH7.4，即完成配製，再以此溶液配製 Proteinase 

K溶液（20µg/mL）、glycine溶液（0.2%）及 formaldehyde 溶液（4%）。

1-methylimidazole溶液之配製方法為取 1-methylimidazole（130mM），

使用 HCl調整至 pH8.0，再加入 NaCl（300mM），即完成配製。SSC

緩衝溶液配置之方法為取 NaCl（3M）及 sodium citrate（300mM），並

使用 HCl 調整至 pH7.0，即完成溶液濃度為 20x 之 SSC 緩衝溶液。

再依實驗所需濃度加去離子水稀釋，並以此溶液配製 formamide 溶液

（50%）。PBS緩衝溶液之配製方法為取 NaCl（137mM）、KCl（2.7mM）、

NaHPO4（10mM）及 KH2PO4（2mM），此時溶液 pH值為 7.4。 

 Switching buffer 製備方法為混和 Enzyme stock solution（A）、

Glucose stock solution（B）、Reducing agent stock solution（C）在 1x 
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PBS，其比例為 1：8：2：9。Enzyme stock solution（A）的配製方法

為取 catalase（20μg/mL）、Tris（2-carboxyelthyl）phosphine hydrochloride

（4mM）、glycerin（50%）、KCl（25mM）、Tris-HCl, pH 7.5（20mM）

及 glucose oxidase（1 mg/mL）；Glucose stock solution（B）的配製方

法為混和 glucose（100 mg/mL）及 glycerin（10%）；Reducing agent 

stock solution（C）則是配製 MEA-HCl（1M）。製備完成之 Enzyme 

stock solution（A）、Glucose stock solution（B）和 Reducing agent stock 

solution（C）分裝保存在-20℃，switching buffer需要使用時須立即配

製，不可久放。 

2.2.4 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些許，以利後續所加入的反應試劑能夠進入細胞。

使用 TBS緩衝溶液清洗三次，終止 Proteinase K之反應。浸泡於 4% 

Formaldehyde溶液反應 15分鐘，再浸泡 0.2% Glycine溶液 5分鐘，

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

反應 10 分鐘，重複二次，以加速 EDC 反應速率，接著使用 EDC 溶

液反應 1小時，以進行 miRNA固定反應。如圖 2-2所示，藉由 miRNA

的 5’端的磷酸基與蛋白質的胺基（ -NH2）形成氨基磷酸脂鍵
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（phosphoramidate linkages），使 miRNA固定於細胞內之蛋白質上 44，

避免之後清洗步驟造成 miRNA之流失。接著浸泡 0.2% Glycine 溶液

5 分鐘，再以 TBS 緩衝溶液清洗二次，其後加入 1μM 隨機短序列 

DNA 及 5% BSA 於 0.3x SSC 雜合溶液封片。此舉是為了將 BSA 及

DNA 吸附於玻片表面，以防止其後加入的標記螢光分子 molecular 

beacon會直接吸附於玻片表面。之後再使用紅色及綠色LED燈泡（3W）

照射一個晚上，可以大幅降低甲醛固定細胞和培養基的自體螢光

（autofluoresence）之背景干擾，使細胞背景螢光降低以利觀測螢光分

子訊號。照光後以去離子水清洗，再以 TBS緩衝溶液清洗，加入 0.1μM 

molecular beacon 及 5% BSA於 0.3x SSC 雜合溶液，在 Tm值 50℃下

避光進行雜合反應 1小時，使 molecular beacon與目標序列鍵結。完

成雜合反應後，在避光環境下使用含 50% Formamide的 2x SSC溶液、

含 50% Formamide 的 1x SSC 溶液於 Tm 值 50℃下將未鍵結的

molecular beacon 清洗乾淨，各洗 3 次，接著使用 0.3x SSC 溶液於

36℃下清洗，再以 1x SSC 溶液於室溫將樣品洗淨，去除 Formamide

溶液。最後使用 DAPI對細胞核進行染色並以 HILO螢光顯微鏡進行

觀測，或加入 switching buffer協助超解析影像之拍攝。 
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圖 2-2 利用 EDC反應固定 miRNA之機制圖。 
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圖 2-3 細胞實驗流程圖。 
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2.2.5 儀器設備 

 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。 

2.2.6 系統架構 

 本實驗所使用之高靈敏度螢光顯微系統設有四道功率可調式雷

射光源：一為 405nm的固態雷射，用於激發 DAPI螢光分子，以確定

觀測細胞之位置；二為 488nm的固態雷射，用於激發 6-FAM及 Alexa 

Flour 488 螢光分子之氬離子雷射；三為 561nm 的固態雷射；四為

640nm 的固態雷射，用於激發 Cy5 螢光分子，以進行螢光分子之偵

測。放置於光源前方之 405nm、488nm、561nm、647nm 干涉濾光片

（interference filter）為美國 Semrock公司製造，以利純化雷射光源，

再利用美國 Semrock 公司製造之 dichroic beamsplitters LM02-427-25

及 LM02-427-25 將四道雷射光源匯聚成單一光束，再通過由美國

Thorlabs公司製造之光閘，控制雷射通過與否，經由 10x beam expander

放大光束，並使用透鏡將光束聚焦於顯微鏡中的物鏡之聚焦面（back 

focal plane, BFP）上，亦可透過調整此透鏡之三為方向控制不同角度

之光束及調控光束聚焦的位置。 

 本實驗使用由美國 Olympus 公司製造之倒立式螢光顯微鏡，型號
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為 IX71，上方搭載二維式移動平台，可藉由控制平台之 Z 軸調整入

射光角度、X軸及 Y軸調整欲觀測樣品波片之位置。顯微鏡使用型號

為 ZEISS 100x之油鏡，由德國 ZEISS公司製造，其 N.A.為 1.46，油

鏡所使用之鏡油為 Olympus 所生產之 Immersion Oil Type-F。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

之雙色分光鏡（dichroic beamsplitters），型號為 FF409-Di03-25x36、

FF511-Di01-25x36及 FF650-Di01-25x36，加上型號為 FF01-447/60-25、

FF01-525/26-25 及 FF01-680/30-25 的可過濾螢光訊號之 interference 

filter，上述均由美國 Semrock公司所製造。 

 基於單分子之螢光訊號極為微弱，故需要使用較靈敏的電子倍增

電荷耦荷裝置（electron multiplying charge coupled device, EMCCD）

收集螢光影像，其型號為 ProEM：512B，512x512 個像素，由美國

Princeton Instruments 公司製造。本實驗使用 CCD之設定參數：曝光

時間（exposure）為 30 毫秒、Gain 值為 100，並經 Lightfield 軟體儲

存影像後，再使用 Image J軟體做影像之處理。 

此外，利用微米尺對畫面實際尺寸進行量測，如圖 2-4所示，已

知微米尺一小格為 10微米，經 Image J 測量得知一小格長度約為 69

個像素，則一個像素長度約為 0.145微米，即 145奈米。 
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圖 2-4 100倍油鏡下之微米尺。微米尺一小格長度為 10微米，約

為 69個像素，則一個像素長度約為 145奈米。  
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圖 2-5 螢光顯微鏡系統之裝置圖。代號 F表示為 interference 

filters，D表示為 dichroic beamsplitters，M表示為 mirror。 
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2.3 實驗結果 

2.3.1 比較 TB11-Alexa Fluor 647時間與吸附量之關係 

 TB11-Alexa Fluor 647 為一段合成之核甘酸（ TB11， 5’-

ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3’）在 5’端修飾一個螢光基團（Alexa 

Fluor 647，λex：650nm、λem：665nm）。將 10-9 M TB11- Alexa Fluor 

647 取 25μl 滴在塗覆 APTES 之玻片上，並分別放置 1 分鐘、10 分

鐘、1小時、3小時、6小時及 overnight，再以 1x PBS進行清洗，加

入 switching buffer 後，以 647nm 100mW（末端瓦數為 36.9mW）進

行觀測。 

如圖 2-6可以看出，TB11-Alexa Fluor 647吸附在玻片上的數量隨

著放置時間增加，當放置時間在 3小時以上時，常有染料聚集的現象。

利用 Image J 計算其亮點數目，依序為 714 個、2508 個、5965 個、

3236 個、1986 個及 824 個，放置 3 小時以上之樣品因為聚集的原因

進而影響到取得的亮點數目，使得無法利用亮點數目推斷 TB11-Alexa 

Fluor 647 放置時間與吸附量的關係。再利用 Image 計算單張螢光影

像的平均螢光亮度，其數值依序為 675.82、708.11、715.47、839.17、

1773.80及 3095.07。由於單個螢光分子的訊號是固定的，螢光訊號愈

高代表吸附之單分子數目愈多，如圖可以證明 TB11-Alexa Fluor 647

放置時間愈久，吸附在塗覆 APTES玻片的單分子數量也會愈多。 
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圖 2-6 以 647nm 100mW觀測放置不同時間之 Alexa 647。 
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圖 2-7 單分子吸附數量與時間之關係。 
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圖 2-8 單分子螢光訊號與時間之關係。 
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2.3.2 定量不同濃度之 TB11-Alexa Fluor 647 

 已知染料吸附程度與在玻片上放置的時間有關，此部分實驗依序

稀釋 TB11-Alexa Fluor 647，將 10-8 M至 10-15 M的 TB11-Alexa Fluor 

647分別取 10μl滴在塗覆 APTES之玻片上，放置 overnight，再使用

1x PBS清洗，並加入 switching buffer以 647nm 100mW（末端瓦數為

36.9mW）拍攝 1000張螢光影像進行觀測。如圖 2-9所示，10-13 M為

可觀測到單個螢光分子的最低濃度，為了確保低濃度如 10-14 M及 10-

15 M有對焦到正確的位置，在樣品製備時加入 TB11-Alexa Fluor 488

（Alexa Fluor 647，λex：495nm、λem：519nm）10-10 M幫助對焦。 

藉由 Image J計算亮點數目，可以得知 10-9 M至 10-15 M的亮點數

目分別為 1190個、2970個、287個、60個、8個、0個、0個。而由

於 10-8M TB11-Alexa Fluor 647 單分子聚集的情形較嚴重，便不列入

計算。實驗數據表明，實際吸附數量並未依照濃度等比例增加，除了

10-8M外，也可以 10-9 M的螢光影像圖看出 TB11-Alexa Fluor 647 有

明顯聚集的現象，而 10-10 M 也有少部分聚集的情況，這些聚集的單

分子會影響到影響亮點數目的可信度。 

 本實驗可以定量吸附在塗覆 APTES 玻片上不同濃度的 TB11-

Alexa Fluor 647，並藉由超解析圖像得知單分子數目，能應用在之後

單分子數量相對於多少濃度之參考。 
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圖 2-9 以 647nm 100mW觀測不同濃度之 Alexa 647。 
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圖 2-10 定量不同濃度之 TB11-Alexa Fluor 647。 
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2.3.3 毛細管電泳確認 RT-qPCR之產物 

 反轉錄即時定量聚合酶連鎖反應（RT-qPCR）是現今檢測 miRNA

最靈敏的方法之一，本實驗針對 has-miR-10b-3p進行反轉錄即時定量

聚合酶連鎖反應。第一階段反轉錄聚合酶連鎖反應（Reverse 

transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR）分別加入 1μl hsa-miR-

10b-3p RNA標準品、0.5μl dNTP（10 mM）及 1μl RT primer（0.5μM），

補水至總體積 6μl，反應 65℃ 5分鐘；再加入 2μl 5x First-Strand buffer、

0.1μl SuperScript Ⅲ Reverse transcriptase（200U/μl）及 0.5μl DTT（0.1M），

最後補水至總體積 10μl，反應於 25℃ 10分鐘，25℃至 55℃梯度升溫

60分鐘，55℃ 30分鐘，以進行反轉錄過程，最後於 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 polymerase chain 

reaction, qPCR），先將反轉錄之 DNA 產物（cDNA）稀釋 20 倍，再

分別加入 2μl Reverse primer（1μM）、2μl GS primer（1μM）、5μl SYBR 

Green Mix。反應條件 95℃ 4分鐘；接著 95℃ 15秒、63℃ 30秒，循

環兩次；接續 95℃ 15秒、45℃ 30秒、63℃ 30秒，循環 50次；最

後 63℃ 30 秒、25℃ 30 秒。為確定得到的最終產物產物複製結果是

否成功，利用 10 bp marker 與 has-miR-10b-3p stem loop RT-qPCR產

物混和後，以毛細管電泳分析判斷此 DNA產物之序列長度是否正確。 
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圖 2-11 has-miR-10b-3p stem loop RT-qPCR product電泳圖。（a）為

500ng Huh7 Total RNA 之 hsa-miR-10b-3p stem loop RT-qPCR product

之電泳圖，（b）為 10 bp marker 之電泳圖，（c）為兩者混合標示之

電泳圖。 
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實驗所使用的核苷酸 has-miR-10b-3p RNA 長度為 22，其序列為

5’-ACA GAU UCG AUU CUA GGG GAA U-3’；has-miR-10b RT primer

長度為 44，其序列為 5’-CTC AAC TGG TGT CGT GGA GTC GGC 

AAT TCA GTT GAG ATT CCC CT-3’；Reverse primer 長度為 24，其序

列為 5’-CTG GTG TCG TGG AGT CGG CAA TTC-3’；has-miR-10b GS 

primer 長度為 22，其序列為 5’-CGG CGG ACA GAT TCG ATT CTA G-

3’。 

2.3.4 確認 molecular beacon可經由雜合機制放光 

Molecular beacon 可以藉由螢光雜合法標記細胞樣品內的 miRNA，

本實驗針對 has-miR-10b、U6 snRNA及 HOXD10 mRNA 分別設計可

標記此序列之 molecular beacon。 

目標 miRNA has-miR-10b的序列為 5’-ACA GAU UCG AUU CUA 

GGG GAA U-3’，其 molecular beacon 序列為 5’-Cy5-GCA CAT TCC 

CCT AGA ATC GAA TCT GTG C-lowa Black RQ-Sp-3’，5’端標記 Cy5

螢光分子，而 3’端為 lowa Black RQ-Sp消光基團。當所設計 molecular 

beacon 之環狀序列與目標 miRNA 完全互補配對時，氫鍵部分打開，

使 Cy5 螢光分子不受 lowa Black RQ-Sp 消光分子影響放光；若為不

完全配對時，部分維持的氫鍵會使 Cy5螢光分子受到 lowa Black RQ-

Sp消光基團影響而無法放出螢光。Cy5螢光分子最大激發波長為 
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647nm，最大放射波長為 665nm，所以選用 647nm的固態雷射作為激

發光源。此序列由美國 Integrated DNA Technologies 公司生產合成。

另外再設計一段 molecular beacon來標記 has-muR-10b標的的 HOXD 

10 mRNA，來觀測 miRNA生物功能中影響標的 mRNA之關係。hsa-

miR-10b-3p是與 HOXD10 mRNA的 3’UTR區域黏合 45，為避免此區

域與其他 RNA結合導致 mRNA不穩定進而抑制轉譯作用，設計的黏

合序列為編碼區域（即不包含 5’UTR和 3’UTR），其序列為 5’-/Alexa 

488/-AGC AGG TCG GTG AGG TTA ACG CTC TTC CTG CT-/BHQ-1/-

3’，其中 Alexa 488 螢光分子最大激發波長為 495nm，最大放射波長

為 519nm，所以選擇 488nm 之氬離子雷射作為激發光源。此序列由

德國 IBA公司生產合成。 

 本實驗利用聚合酶連鎖反應（Polymerase chain reaction, PCR）來

確認所設計之 molecular beacon 是否可以經過雜合機制放光。首先配

製 HOXD10 DNA + HOXD10 beacon in 1xPCR buffer 及 miR-10b DNA 

+ miR-10b beacon in 1xPCR buffer，將混和均勻的兩管 tube放進 PCR

的熱循環設備，設定 55℃ 5分鐘，50℃ 10分鐘，36℃ 10分鐘，28℃ 

8分鐘，藉由高溫將其夾板序列打開。反應完成後將 HOXD10 beacon、

miR-10b beacon、HOXD10 DAN + HOXD10 beacon in 1xPCR buffer、

miR-10b DNA + miR-10b beacon in 1xPCR buffer，分別取 10µL 至

coating APTES之玻片，其濃度皆為 10-9M，並分別使用 488nm 20mW 
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圖 2-12 HOXD10 mRNA 之序列。紅色部分為與所設計之 HOXD10 

beacon雜合位點。 
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圖 2-13 miR-10b與目標 HOXD10結合位點。 
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圖 2-14 molecular beacon 雜合序列示意圖。（a）HOXD10 beacon與

目標 HOXD10 mRNA之雜合序列，（b）miR-10b beacon與目標 miR-

10b-3p之雜合序列。 
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圖 2-15 以螢光顯微鏡系統確認 molecular beacon 的放光。（a）647nm

激發 miR-10b beacon，（b）647nm激發 miR-10b DNA + miR-10b beacon 

in 1xPCR buffer，（c）488nm激發 HOXD10 beacon，（d）488nm激發

HOXD10 DNA + HOXD10 beacon in 1xPCR buffer。 
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（末端瓦數為 10.1mW）及 647nm 20mW（末端瓦數為 9.9mW）雷

射在螢光顯微鏡系統下觀測。如圖 2-15所示，miR-10b beacon經雜

合反應後其螢光亮度由 637提升至 751，HOXD10 beacon經雜合反

應後其螢光亮度則由 838提升至 1470，即可確認所設計之 molecular 

beacon可與目標序列完全結合而放出螢光。 

2.3.5 比較不同方法降低細胞背景值 

 較高的細胞自體螢光會影響到後續觀測之螢光訊號，為降低細胞

背景值，測試下列四種方法：未處理之細胞、經 LED 照射之細胞、

LED 照射加硫酸銅溶液處理之細胞及加熱後 LED照射加硫酸銅溶液

處理之細胞，經不同處理後使用 488nm 5.5mW（末端瓦數為 2.8mW）

觀測其細胞質平均螢光強度之差異性。 

 脂褐素（lipofuscin）為脂色素的一種，是含有脂肪的殘存物與溶

酶體消化物組成的顆粒狀黃色色素，會隨著年紀或細胞操勞而上升，

主要分布在細胞核周圍，可見於肝臟、腎臟、心肌、神經細胞等，且

已有研究指出硫酸銅溶液（10Mm CuSO4 in 50mM CH3COONH4, pH5.0）

可以減少或消除脂褐素的自發螢光 46。 

 實驗結果顯示，未處理之 Huh7 肝癌細胞其平均細胞質亮度為

900.51 ± 46.53；經 LED照射 20小時後的平均細胞質亮度為 815.31 ± 

13.85；LED照射 20小時後再使用硫酸銅溶液處理 1小時的平均細胞 
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圖 2-16 比較不同方法處理之細胞背景值。以 488nm 5.5mW進行觀

測（a）未處理之 Huh7肝癌細胞，（b）LED照射 20小時，（c）LED

照射 20 小時後硫酸銅溶液處理 1 小時，（d）56℃下加熱 18 小時經

LED照射 20小時後硫酸銅溶液處理 1小時。 
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亮度為 778.47 ± 24.56；56℃下加熱 18小時經 LED照射 20小時後

硫酸銅溶液處理 1小時之細胞樣品平均細胞亮度為 850.09 ± 47.33。

上述三種方法處理之 Huh7肝癌細胞比起未處理的細胞質平均亮度

皆有下降，考慮到實驗所需時間及降低背景值之幅度，選用 LED照

射 20小時的方法進行接下來的步驟。 

2.3.6 has-miR-10b-3p及 HOXD10的分子探測 

 將固定過的 Huh7肝癌細胞經過一連串的處理，並使用 LED照射

20小時降低細胞自體螢光，而本實驗所設計之 molecular beacon具有

專一性，只會與目標序列進行雜合反應。將兩種分別標記 hsa-miR-

10b-3p及 HOXD10之 molecular beacon同時做螢光雜合反應，並使用

DAPI（4',6-diamidino-2-phenylindole）對細胞核進行染色。以 405nm

雷射找到細胞位置，再藉由 647nm 與 488nm 激發兩種不同的

molecular beacon，透過HILO螢光顯微鏡系統得到之影像圖進行比較，

藉此同時檢測 miR-10b-3p miRNA 與 miR-10b 的標靶基因 HOXD10

之表達。 

 個別針對 30顆細胞影像進行量化，如圖 2-17，Huh7肝癌細胞在

未加入 molecular beacon 並使用 647nm 4.75mW（末端瓦數為 2mW）

及 488nm 2mW（末端瓦數為 1.1mW）所得到之細胞質自體螢光平均

訊號為 754.41 ± 26.59和 868.19 ± 97；同時雜合 has-miR-10b-3p及 
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圖 2-17 於 HILO 螢光顯微系統對 miR-10b 及 HOXD10 進行分子探

測。以 405nm雷射激發 DAPI，以 647nm雷射激發 miR-10b beacon，

以 488nm雷射激發 HOXD10 beacon。 
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圖 2-18 比較細胞背景值、未在 Tm下雜合之細胞及經雜合反應之細

胞的細胞質螢光強度差異。以 647nm 4.75mW、488nm 2mW 進行觀

測。 
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HOXD10 beacon的Huh7肝癌細胞其細胞質平均訊號為 1471 ± 463及

2786 ± 714。實驗與計算結果顯示，此方法可以透過設計不同 molecular 

beacon與不同激發波長之光源，同時觀測感興趣之序列。 

 為了確定雜合反應後未鍵結的 molecular beacon 的清洗程度，不

會影響分子探測之可信度，多設計一組實驗，將 molecular beacon在 

室溫下與細胞反應一小時，並在室溫下使用含有 Formamide 及 SSC

的溶液清洗，最後再利用 647nm 雷射及 488nm 觀測其螢光訊號，比

較其與細胞背景及雜合 molecular beacon 之細胞質平均螢光亮度之差

異。如圖 2-18，細胞背景值平均螢光亮度為分別為 751.82 ± 62.34、

873 ± 76.62；同時雜合 miR-10b beacon及 HOXD10 beacon螢光訊號

為 1520 ± 324、2623 ± 578；而 molecular beacon 在室溫下反應及清洗

之細胞質平均螢光亮度為 1105.94 ± 332、1298.51 ± 192，介於細胞背

景值與雜合完全的細胞之間，這表示使用含有 Formamide 及 SSC 的

溶液清洗只能清洗掉大部分未鍵結的 molecular beacon，但仍可以區

分三者之差異。 

2.3.7 利用超解析技術觀測細胞中的 microRNA 

本實驗使用 HILO螢光顯微鏡觀測細胞樣品中的螢光單分子訊號 

並利用 molecular beacon與細胞中的目標序列進行螢光雜合，不但可

以同時標記兩段不同的 molecular beacon，證明此方法的專一性，也
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能利用多光源同時偵測不同的目標序列，相對定量出 has-miR-10b-3p

於細胞中的表現量以及 has-miR-10b-3p 影響標的的 HOXD10 mRNA

之變化量。接著利用超解析技術更進一步觀測細胞中的 miRNA，在

樣品上加入 switching buffer反應，並使用 647nm 100mW（末端瓦數

為 36.9mW）獲取 10000 張螢光影像圖，利用 Image J 計算螢光亮點

定位，得到超解析影像圖。 

超解析技術是利用強雷射光激發將大多數螢光分子到達 off state，

使單個螢光分子可以隨機的返回到 on state。超解析圖像比起一般螢

光影像更能精確定位螢光分子，得到更多細胞內部訊息。圖 2-19 所

呈現的超解析影像是使用 Image J → Plugins → ThunderSTORM → 

Run analysis 計算得到的，其中 Peak intensity threshold 的設定值為

std(Wave.F1)*1。當設定值為 std(Wave.F1)*1 時，細胞背景值與雜合

miR-10b beacon的超解析圖像皆可清楚的辨識出細胞的樣子，並無法

區分兩者差異。 

可以藉由改變不同 filter的設定值控制 Image J對隨機閃爍螢光分

子的取點定位，如圖 2-20所示，隨著 Peak intensity threshold設定值

增加，過濾的螢光點也隨之增加。當設定值為 std(Wave.F1)*2以上時，

細胞背景值之超解析影像圖已經沒辦法識別出細胞的樣子，而雜合 

  



 

65 
 

 

 

 

 

 

圖 2-19 加入 switching buffer後使用 647nm 100mW觀測Huh7細胞。

（a）使用 647nm照射之細胞背景，（b）Huh7肝癌細胞背景之超解析

影像圖，（c）雜合 miR-10b beacon之 Huh7肝癌細胞，（d）雜合 miR-

10b beacon Huh7 肝癌細胞的超解析影像圖。 
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圖 2-20 比較不同設定參數對於細胞背景值與雜合 miR-10b beacon

樣品的超解析影像之差異。 
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miR-10b beacon 的 Huh7肝癌細胞超解析圖像依然可以辨識出細胞，

因此可以直接由超解析圖像區分兩者之差異。 

2.3.8 測試 K2PtCl4白金離子對細胞背景值之影響 

 先前實驗已經可以利用個別量化細胞質螢光訊號或是超解析影

像區分細胞背景值及雜合 molecular beacon之細胞，但兩者皆需要將

螢光影像進行處理，無法直觀的辨識出差異性。此部分實驗延續 LED

照射 20 小時降低細胞自體螢光，接續嘗試浸泡四氯鉑酸鉀（K2PtCl4

白金離子）overnight，再使用 1M 二甲基胺硼烷（Dimethylamine-

Borane, DMAB）將其還原成白金奈米粒子，DMAB終點濃度控制在

10mM。預期 K2PtCl4白金離子可以更進一步降低細胞背景值，並可以

直接用螢光影像清楚識別細胞背景及雜合之細胞差異。 

 首先，測試 K2PtCl4 白金離子反應之時間點：一為在 20μg/mL 

Proteinase K溶液在 37℃反應 5分鐘前，以 K2PtCl4白金離子 10-5M浸

泡細胞樣品 12 小時，再加入 1M DMAB 還原劑吸吐均勻放置 10 分

鐘後將液體倒乾；另一為在雜合實驗 wash 完畢後做 K2PtCl4 白金離

子處理。以 647nm 20mW（末端瓦數為 9.9mW）照射得到的螢光亮度

分別為 1105.58 和 1062.71，以 488nm 20mW（末端瓦數為 10.1mW）

照射得到的螢光亮度為 3478.22和 2688.45，實驗結果表明後者的對 
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圖 2-21 比較不同時間點加入 K2PtCl4對細胞背景值之影響。 

 

 

  



 

69 
 

 

 

 

 

 

 

圖 2-22 比較不同 K2PtCl4濃度對細胞背景值之影響。白光確定細胞

位置，並使用 647nm雷射及 488nm雷射激發，比較三者的細胞背景

值差異。 
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於降低細胞背景值有較好的效果，推論可能是因為 Proteinase K 與細

胞膜上的蛋白質作用，使 K2PtCl4白金離子較好進入細胞內反應。 

接著改變 K2PtCl4 白金離子的濃度對細胞背景值的影響。比較浸

泡 K2PtCl4 10-5M overnight 之白金離子及經浸泡 K2PtCl4 10-4M 

overnight之白金離子經 1M DMAB還原後，可發現濃度較高之K2PtCl4

其細胞自體螢光較濃度低之 K2PtCl4 明顯下降。再提高 K2PtCl4 之濃

度，發現浸泡 K2PtCl4 10-3M overnight之白金離子經 1M DMAB 還原

後，還原之液體明顯呈現灰黑色。以 647nm雷射經由 HILO螢光顯微

鏡系統並無法觀測到細胞之自體螢光，而 488nm 雷射偵測到訊號的

訊號也十分微弱，所以藉由白光清楚確定細胞位置，並可發現有黑色

顆粒在樣品上。實驗結果表明使用 K2PtCl4浸泡 overnight 後使用 1M 

DMAB 還原可以有效降低細胞的自體螢光，且細胞自體螢光強度與

K2PtCl4的濃度具有相關性。當 K2PtCl4濃度達到 10-3M，且以 647nm

雷射激發時，即無法分辨出細胞的自體螢光與暗電流之背景值。 

2.3.9 K2PtCl4處理細胞之超解析影像 

2.3.9.1 K2PtCl4 10-3M處理細胞之超解析影像 

已知白金離子可以有效降低細胞自體螢光，結合先前實驗，肝癌

細胞在一連串的反應及清洗步驟處理後，加入 K2PtCl4 10-3M overnight  
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圖 2-23 利用超解析技術觀測肝癌細胞中 hsa-miR-10b-3p之表現量。

比較經 K2PtCl4 10-3M 處理後經 647nm 雷射激發之肝癌細胞自體螢光

及雜合 miR-10b beacon 的螢光影像圖與經 Image J 處理之超解析圖

像。std(Wave.F1)*1為使用 Image J軟體計算之設定值。 
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並使用 1M DMAB還原，即完成樣品的製備。 

在細胞樣品上加入 switching buffer 蓋上蓋玻片並使用 647nm 雷

射激發，透過超解析技術得到的影像圖觀測細胞背景及加入molecular 

beacon 雜合後之差異。由於經 K2PtCl4 10-3M 處理後的細胞螢光亮度

會明顯下降，先使用白光確定細胞位置，在使用 647nm 雷射 20mW

（末端瓦數為 9.9mW）激發螢光，每個細胞樣品皆取 10000 張影像

圖，在經由 Image J處理得到超解析圖像。如圖 2-23所示，首先利用

白光找到完整細胞並觀察到 K2PtCl4離子還原後產生之黑色顆粒，接

著以 647nm雷射照射可以觀測到細胞經 K2PtCl4 10-3M 處理過後的細

胞背景值幾乎無法與 CCD 暗電流背景值作區分；而經雜合處理的細

胞樣品，其細胞質螢光強度雖然也受 K2PtCl4 10-3M影響而下降，但仍

可以清楚的識別出細胞。將螢光影像圖經由 Image J計算單個螢光分

子之定位，得到的超解析影像圖可以清楚比較出細胞背景及 Huh7細

胞中 has-miR-10b-3p表現量之差異。 

2.3.9.2 探討不同雷射強對超解析影像之影響 

 雖然經由 K2PtCl4 10-3M 處理之細胞背景值可以幾乎接近 CCD 暗

電流，但螢光分子隨機閃爍的程度也明顯下降。由於超解析技術是仰

賴於隨機閃爍的螢光分子進行定位，為了提升其閃爍程度，調整

K2PtCl4的濃度至 10-4M，並觀察不同雷射強度對其之影響。分別測試  



 

73 
 

 

 

圖 2-24 以 647nm雷射 60至 100mW取得之超解析影像。 
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圖 2-25 以 647nm雷射 10至 50mW取得之超解析影像。 
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圖 2-26 以 647nm雷射 2至 8mW取得之超解析影像。 
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圖 2-27 以 488nm雷射 60至 100mW取得之超解析影像。 
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圖 2-28 以 488nm雷射 10至 50mW取得之超解析影像。 
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圖 2-29 以 488nm雷射 2至 8mW取得之超解析影像。 
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647nm 及 488nm 雷射強度從 100mW 到 2mW，每一個雷射強度條件

皆拍攝 10000 張螢光影像圖彙整成一張超解析圖像，此部分 Peak 

intensity threshold 的設定值為 std(Wave.F1)*2。以 647nm 100mW照射

雜合 miR-10b beacon 的超解析圖像明顯比較低瓦數，例如 647nm 

90mW、647nm 80mW 得到的圖像相對不清晰，這是因為 647nm 

100mW雖然閃爍程度十分隨機，但大部分螢光分子達到 off state，需

要更多影像圖片才能組成更加完整的超解析圖像。當 647nm 雷射強

度為 60mW 至 10mW 時，皆可以由超解析圖像區分兩者差異；而

488nm 所激發的細胞背景值較強，雷射強度在 40mW 至 10mW 時，

勉強可以分辨出兩者差異。考慮到螢光分子隨機閃爍程度與細胞背景

值和雜合 molecular beacon 細胞之超解析圖像對比，647nm雷射強度

選用 50mW（末端瓦數為 24.3mW）、488nm雷射強度選用 30mW（末

端瓦數為 14.7mW）視為最佳條件。 

2.3.10 探討 miRNA及目標 mRNA在細胞內的共定位 

 肝癌細胞中 hsa-miR-10b-3p 直接影響之標的 mRNA 為 HOXD10 

mRNA，當 miRNA與 RNA誘導沉默複合體（RNA-induced silencing 

complex，RISC）蛋白結合後，其夾帶的 miRNA會與互補目標 mRNA

進行配對，當兩這序列完全結合時會誘導裂解之 mRNA 機制啟動，

導致 mRNA 斷裂，進而抑制蛋白質的合成。has-miR-10b-3p 會與
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HOXD10 mRNA之 3’UTR區域黏合，即中止密碼子之後的一段非編

碼區域，此序列不會轉譯出蛋白質，但這段區域若與其他 RNA 結合

會導致 mRNA不穩定進而抑制其轉譯作用。實驗針 HOXD10 mRNA

對所設計 molecular beacon之黏合序列為編碼區域（不包含 5’UTR及

3’UTR），及能轉譯出蛋白質的某段序列，並進行螢光訊號偵測。 

 將兩種分別標記 has-miR-10b-3p及 HOXD10 mRNA之 molecular 

beacon 同時作螢光雜合反應，再透過 647nm及 488nm激發兩種不同

的 molecular beacon，並配合超解析技術得到的影像圖進行疊圖分析。

由圖 2-30 所示，先使用 647nm 雷射 50mW（末端瓦數為 24.3mW）

激發 miR-10b beacon，並擷取 10000張影像圖；接著使用 488nm雷射

30mW（末端瓦數為 14.7mW）激發 HOXD10 beacon，同樣擷取 10000

張影像圖。再經由 Image J分析得到超解析影像，並將兩張超解析影

像作疊圖並放大觀測，其 Peak intensity threshold 的設定值為

std(Wave.F1)*2。由於以 488nm 30mW 所得到之超解析影像相對於

647nm 50mW較不完整，接著嘗試增加 488nm的雷射強度進行測試。 

圖 2-31 比較 488nm 雷射強度從 30mW 至 100mW 對於 miR-10b

及 HOXD10 mRNA 在肝癌細胞內共定位之影響，由局部放大圖片能

看出當雷射強度達到 50mW以上時，可以提升 HOXD10 beacon超解

析圖像的完整性。再將兩種光源激發得到之超解析圖像進行疊圖分析，   
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圖 2-30 miR-10b 及 HOXD10 mRNA 在肝癌細胞內共定位。（a）為

488nm 30mW 激發 HOXD10 beacon 之超解析圖像，（b）為 647nm 

50mW 激發 miR-10b beacon 之超解析圖像，（c）疊圖（a）（b）之影

像，（d）局部放大圖像。 
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圖 2-31 改變 488nm雷射強度對miR-10b及 HOXD10 mRNA在肝癌

細胞內共定位之影響。以 647nm 50mW，並配合不同瓦數之 488nm雷

射進行觀測，並將兩者取得之超解析影像疊圖及局部放大。 
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由圖片可以看出來兩者大部分有對在一起，但不完整而且也沒有完

全重疊，並無法清楚得知兩者在細胞內部之相關性。 

2.3.11 扣除細胞背景值對超解析影像之影響 

 經由測試不同的 Peak intensity threshold 設定值和雷射強度，可以

得到 647nm 激發 miR-10b beacon 之單分子閃爍明顯的螢光影像及完

整的超解析圖像，但 488nm激發 HOXD10 beacon所得到的影像圖並

不理想，學生認為也許跟 488nm 激發的細胞背景值較高，使得單分

子閃爍不明顯，進而影響單分子定位及超解析圖像。因此，嘗試使用

不同雷射條件扣除細胞背景值，探討扣除細胞背景值對超解析影像之

影響。 

首先嘗試兩種條件，第一種是以 561nm 50mW（末端瓦數為 26mW）

拍攝單張螢光影像圖當作對照之細胞背景值，接著利用 488nm 

100mW（末端瓦數為 40mW）照射 5 分鐘使大部分螢光分子達到 off 

state，再以 488nm 70mW（末端瓦數為 30mW）獲取 2000張影像，接

著使用 647nm 50mW（末端瓦數為 24.3mW）同樣擷取 2000 張影像

圖；第二種則以 561nm 10mW（末端瓦數為 5.95mW）拍攝單張螢光

影像圖當作對照之細胞背景值，同樣先用 488nm 100mW照射 5分鐘，

再以 488nm 50mW（末端瓦數為 23.2mW）及 647nm 50mW 各拍攝

2000張影像圖。如圖 2-32所示，隨著拍攝張數增加，經扣除細胞背  
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圖 2-32 扣除細胞背景值之螢光影像圖。分別以 561nm 10mW 及

50mW 拍攝之影像作為背景值，並比較以 488nm 及 647nm 扣除背景

值之效果。 
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圖 2-33 以 488nm照射細胞樣品並扣除不同細胞背景值。以 488nm 

70mW觀測細胞樣品並比較扣除不同雷射及瓦數得到的細胞背景值

之差異。 
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圖 2-34 以 647nm照射細胞樣品並扣除不同細胞背景值。以 647nm 

50mW觀測細胞樣品並比較扣除不同雷射及瓦數得到的細胞背景值

之差異。 
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景值的細胞質螢光訊號已經低於暗電流之背景值，使我們看到的螢光

影像呈現黑色之區塊。為了避免影像圖失真，去除 488nm 100mW照

射 5 分鐘之步驟，並嘗試降低 561nm 雷射之瓦數進行細胞背景值之

拍攝，此時 488nm雷射固定為 70mW、647nm雷射固定為 50mW。如

圖 2-33，當 561nm 5mW（末端瓦數為 3.33mW）以下時，由 488nm

的螢光影像圖可看出已無低於暗電流背景值之情形，而圖 2-34 以

647nm激發的螢光影像仍有部分黑色區塊之區域。 

由於雷射強度設定低於 1mW 時雷射會較不穩定，所以將拍攝單

張細胞背景值的 561nm 雷射固定在 1mW（末端瓦數為 0.25mW）並

縮短曝光時間（exposure），從原本設定的 30ms 降至 15ms、10ms、

5ms 及 1ms，488nm雷射與 647nm雷射強度接設定為 50mW，且拍攝

時曝光時間依然為 30ms。同時增加擷取影像，從 2000張提升至 10000

張。如圖 2-35，降低 561nm 雷射拍攝細胞背景時的曝光時間對於

488nm的螢光影像差異並不大，即使增加拍攝張數也只會觀察到螢光

亮度下降，並不會出現低於暗電流背景值之情形；而當 561nm 的曝

光時間下降到 10ms時，由圖 2-36可以看出 647nm螢光影像少於 2000

張時並不會有低於暗電流背景值的區域。隨著影像張數提升，螢光強

度逐漸下降，仍會出現黑色區塊部分，如要完全避免低於暗電流背景

值的情況，需要將 561nm的曝光時間下降至 5ms。 
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圖 2-35 以 488nm照射細胞樣品並改變細胞背景值之曝光時間。降

低 561nm 1mW照射細胞背景值之曝光時間，並以 488nm 50mW進

行觀測。 
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圖 2-36 以 647nm照射細胞樣品並改變細胞背景值之曝光時間。降

低 561nm 1mW照射細胞背景值之曝光時間，並以 647nm 50mW進

行觀測。 
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圖 2-37 扣除細胞背景值曝光時間 15ms 之超解析影像。（a）488nm 

50mW 扣除 561nm 1mW exposure 15ms 之超解析影像，（b）647nm 

50mW 扣除 561nm 1mW exposure 15ms 之超解析影像，（c）疊圖，

定位細胞中的 miR-10b及 HOXD10 mRNA。 
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圖 2-38 扣除不同曝光時間的細胞背景值對肝癌細胞內共定位之影

響。（a）扣除細胞背景值曝光時間 15ms 之超解析影像疊圖，（b）扣

除細胞背景值曝光時間 10ms 之超解析影像疊圖，（c）扣除細胞背景

值曝光時間 5ms之超解析影像疊圖，（d）扣除細胞背景值曝光時間

1ms 之超解析影像疊圖。 
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接著以超解析圖像觀測細胞中 miRNA及 mRNA的定位。先分別

取得以 488nm 50mW及 647nm 50mW扣除 561nm 1mW exposure 15ms

拍攝 10000張之超解析圖像，再將兩者疊圖並進行觀測。如圖 2-37， 

大部分 HOXD10 mRNA的定位都與 miR-10b重疊，再進一步比較扣

除不同曝光時間之背景值對於細胞內 mRNA 和 miRNA 共定位的影

響。可以由圖 2-38得知曝光時間為 5ms及 1ms 時的定位只有約一半

重疊，而曝光時間為 15ms 及 10ms 時的定位則有較好的一致性。 

2.3.12 比較不同方法防止吸附 

 樣品製備時有使用 1μM 隨機短序列 DNA及 5%BSA於 0.3x SSC

雜合溶液防止 molecular beacon 直接吸附於玻片表面，在低瓦數拍攝

單張螢光影像時，吸附於背景的 molecular beacon 相對於細胞質螢光

訊號是可以被忽略的，但當使用 switching buffer並配合高瓦數激發螢

光分子時，吸附於玻片表面的 molecular beacon也受到強光激發而變

得不可忽略，除了可以明顯從螢光影像上看出，甚至是超解析影像也

能定位到吸附的螢光分子。為了解決 molecular beacon吸附的影響，

除了原本的方法外，還嘗試了下列幾種不同的溶液：1μM 隨機短序

列 DNA及 5%脫脂奶粉於 0.3x SSC雜合溶液、全脂牛奶、低脂牛奶、

1μM 隨機短序列 DNA及全脂牛奶於 0.3x SSC雜合溶液、1μM 隨機

短序列 DNA及低脂牛奶於 0.3x SSC雜合溶液。在塗覆 APTES的玻
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片上分別加入上述溶液，在室溫下反應 1小時後使用去離子水清洗，

接著在 50℃下與含有 0.1μM molecular beacon 及 5%BSA於 0.3x SSC

雜合溶液反應 1小時，最後使用含有 Formamide 與 SSC之溶液清洗，

加入 switching buffer 後以 488nm雷射及 647nm雷射進行觀測。 

如圖 2-39 及圖 2-40 可以看出以 1μM 隨機短序列 DNA 及 5%脫

脂奶粉於 0.3x SSC 雜合溶液處理後的玻片吸附的螢光分子較少，並

實際計算不同溶液處理後的樣品螢光亮度。以 647nm 50mW（末端瓦

數為 24.3mW）照射的螢光亮度依序為 2985、1296、5367、3527、4978、

3756；以 488nm 50mW（末端瓦數為 23.2mW）照射的螢光亮度則分

別為 4946、2491、5210、3787、5315、3813。如圖 2-41 可以清楚比

較六種方法處理後樣品的螢光亮度，並藉此了解樣品吸附的程度。實

驗結果表明 1μM 隨機短序列 DNA 及 5%脫脂奶粉於 0.3x SSC 雜合

溶液防止吸附的能力最好，其次是原先使用的 1μM 隨機短序列 

DNA 及 5%BSA 於 0.3x SSC 雜合溶液，至於牛奶防止吸附的能力並

不如預期，其中低脂牛奶的效果較全脂牛奶來得好。 

實驗結果表明使用 1μM 隨機短序列 DNA及 5%脫脂奶粉於 0.3x 

SSC 雜合溶液防止 molecular beacon 吸附在塗覆 APTES 的玻片上的

能力更佳，之後將改用含有脫脂奶粉的 blocking溶液進行接下來的實

驗。 
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圖 2-39 以 647nm 50mW 觀測不同防止吸附之方法。樣品先以不同

溶液進行處理以防止吸附，再以 647nm雷射觀測含有 0.1μM molecular 

beacon之雜合溶液吸附之程度。防止吸附方法分別為（a）10-6M Primer 

+ 5%BSA in 0.3x SSC，（b）10-6M Primer + 5%脫脂奶粉 in 0.3x SSC，

（c）全脂牛奶，（d）低脂牛奶，（e）10-6M Primer + 全脂牛奶 in 0.3x 

SSC，（f）10-6M Primer + 低脂牛奶 in 0.3x SSC。 
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圖 2-40 以 488nm 50mW 觀測不同防止吸附之方法。樣品先以不同

溶液進行處理以防止吸附，再以 488nm雷射觀測含有 0.1μM molecular 

beacon之雜合溶液吸附之程度。防止吸附方法分別為（a）10-6M Primer 

+ 5%BSA in 0.3x SSC，（b）10-6M Primer + 5%脫脂奶粉 in 0.3x SSC，

（c）全脂牛奶，（d）低脂牛奶，（e）10-6M Primer + 全脂牛奶 in 0.3x 

SSC，（f）10-6M Primer + 低脂牛奶 in 0.3x SSC。  
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圖 2-41 比較不同防止吸附方法之螢光強度。（a）以 647nm 50mW觀

測不同方法處理後含有 0.1μM molecular beacon之雜合溶液吸附之螢

光強度，（b）以 488nm 50mW 觀測不同方法處理後含有 0.1μM 

molecular beacon之雜合溶液吸附之螢光強度。  
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2.4 結論與未來展望 

 本實驗利用molecular beacon與細胞中的miRNA進行螢光雜合作

用，並於 HILO 螢光顯微鏡系統下觀測同時標記之 HOXD10 mRNA

和 miR-10b。實驗結果表明此方法之專一性，且可以利用多光源同時

偵測不同的目標序列，也可直接觀測 has-miR-10b-3p於細胞中的表現

量。透過 LED照射及 K2PtCl4離子在細胞樣品上還原成白金奈米粒子

可以有效地降低細胞背景值，並藉由超解析成像可以直接區分出雜合

molecular beacon之樣品及細胞背景值。 

已知 miRNA 對於基因表達調控與疾病的發展有密切的關係，為

了進一步探討 miRNA與目標 mRNA在細胞內的相關性，利用不同雷

射激發螢光分子對 miRNA與目標 mRNA進行共定位，且藉由改變雷

射強度、扣除細胞背景值及不同計算設定值改善超解析圖像。目前共

定位的最佳觀測條件為以 488nm 50mW（末端瓦數為 23.2mW）及

647nm 50mW（末端瓦數為 24.3mW）進行拍攝，並同時扣除 561nm 

1mW（末端瓦數為 0.25mW） exposure 15ms，並測試出含有脫脂奶

粉的溶液可以更有效的防止 molecular beacon吸附於玻片。預期目標

mRNA 位置可以完全重疊於 miRNA，以提供學界一個新的資訊協助

了解兩者之間的關係。 
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