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螢光分子，照亮細胞

光學顯微鏡的發明，距今已有三百多年的

歷史；之後歷經不斷地改良，到了二十世紀更

是進步神速，包括螢光顯微鏡、共軛焦顯微鏡

相繼被發明，乃至於近年的全反射顯微鏡，及

可顯示蛋白質間交互作用的螢光共振能量轉移

(fluorescence resonance energy transfer)，更將

顯微鏡的應用往功能化推進。

目前臨床上，光學解析顯微鏡與螢光顯

微鏡仍是十分基本而重要的工具，臨床工作人

員或研究者可觀測並記錄一個或數個單一生命

體的內部型態或數位化影像。螢光顯微鏡的原

理，是利用螢光染劑或螢光蛋白等的發光特

性，由雷射產出的激發光經物鏡聚焦後打在樣

品上，樣品上的染劑分子散射產生比先前激發

光波長較長的螢光訊號，此訊號再透過電荷耦

合元件(charge-coupled device)轉換為數位影像

º而可利用的螢光分子，包括離子螢光染劑、

蛋白質免疫螢光染劑、遺傳物質染劑、及綠螢

光蛋白；其中參與綠螢光蛋白發明與改進的三

位科學家 - 下村脩、Martin Chalfie及錢永健，

因此獲得2008年的諾貝爾化學獎肯定其貢獻。

螢光免疫分析法(fluorescence immunoassay)

螢光免疫分析法也稱為螢光抗體法，如

同組織免疫染色一般也可分為直接與非直接的

方式。直接螢光免疫分析法是將抗體或抗原標

記上螢光化合物，然後與相對應的抗原或抗體

發生反應；而非直接螢光免疫分析法則是在

與第一抗體作用的第二抗體上標上螢光。螢

光免疫分析法本身的敏感度約在1.0 µg/ml，

與radioimmunoassay (0.0006-0.006µg/ml)，

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

(<0.0001-0.01µg/ml)、flow cytometry (0.06-

0.006µg/ml)相差很多；然而，它應用於顯微

鏡下的觀察，可呈現不同物質間型態位置的關

係(如圖)，則是其他免疫分析法無法達到的。

運用tyramide進行訊號放大

螢光顯微鏡下的世界宛如夜晚的天空，

無訊號時漆黑一片；當訊號出現，有時則如繁

星閃耀般美麗。在使用多色螢光時，每次只能

觀察一種激發光下產生的影像，分別照相儲存

再以電腦軟體組合，才呈現色彩斑斕的景象。

然而螢光免疫分析有二大缺點，一是前述的敏

感度，另一則是螢光強度的快速萎凋(decay)；

常常在3、4天後，螢光訊號已較第一天減弱許

多。

早在約二十年前，就有學者發表使用

Tyramide可催化phenolic group的活化，使已標

記的受質結合到固態表面上，而使訊號放大。

最初此技術被應用於ELISA或西方點墨法上，

能讓可偵測濃度的下限降低200倍；後來被使

用於免疫組織染色，則可讓第一抗體的稀釋倍

率提高，而達到較佳的染色效果。筆者在螢光

免疫染色上也曾嘗試使用tyramide，當之前看

不到的皮釋素受體，經使用了tyramide後，在

螢光顯微鏡下呈現一個個發亮的圓圈，當時的

興奮至今仍難以忘懷 另外，tyramide還可使螢

光存在的時間延長，在筆者的經驗可維持至二

個月，而是怎樣的機制造成螢光分子半衰期的

改變則仍未知。不過，在敏感度提高的同時，

相對而來的便是特異性的考量，主要是自體螢

光(autofluorescence)的問題。減少自體螢光干
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擾的最好方法是使用共軛焦顯微鏡，因其有針

孔(pinhole)的裝置使得僅有極小頻寬(<5nm)的

雷射光可到達樣本；若是使用ㄧ般的螢光顯微

鏡，則可能需要加入化學藥劑以盡量降低背景

值。

結語

雖然顯微鏡與螢光免疫染色談不上是尖

端前衛的儀器與技術，但是每一次的觀察都是

研究者與真正存在於患者身上的細胞組織的直

接對話。很多人喜歡暢遊五湖四海欣賞美麗景

緻，而在顯微鏡下的微觀宇宙，透露著生命的

奧秘，也是這世界的另一番風景。(圖1)
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圖1 在腦下垂體的促皮狀質細胞(corticotropic 
cell)上呈環狀的皮釋素受體(corticotropin-
releasing hormone receptor, CRHR)。
綠色螢光(fluorescein)，標記皮釋素受體；
紅色螢光(Alexa Fluor 568)，標記腎上腺
皮促素(adrenocorticotropic hormone, 
ACTH)；藍色螢光(DAPI)，標記DNA(即
細胞核所在)。以螢光顯微鏡 (Zeiss)拍攝。
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