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菌動態過程 

 

學生: 楊逸群                               指導教授: 廖奕翰 博士 

國立交通大學 應用化學系碩士班 

摘 要 

    白血球細胞如巨噬細胞 (macrophage) 受外來入侵物例如細菌刺激後，能藉由變形

運動向入侵物靠近，接著靠其偽足將入侵物噬入細胞內，此過程稱為吞噬作用 

(phagocytosis)。在吞噬作用之後，白血球細胞可利用具有高細胞毒性之活性氧化物 

(reactive oxygen species, ROS) 或酵素將外來異物分解。過去觀察此過程主要仰賴電子顯

微鏡或光學螢光成像技術。前者僅能提供高解析度之形貌 (morphology) 上的訊息，也

無法觀測活細胞。光學螢光成像雖可提供專一性影像，但細胞染色過程不但繁瑣，染劑

對免疫細胞本身也屬於一種異物刺激。在此，我們利用共焦自體螢光成像 (confocal 

autofluorescence imaging) 及共焦拉曼顯微光譜 (confocal Raman micro-spectroscopy) 系

統研究巨噬細胞吞噬酵母菌 (yeast) 之動態過程。發現在受刺激後，巨噬細胞內之自體

螢光顯著增強。我們更進一步發現當酵母菌被吞噬入細胞內之後，相同的自體螢光集中

在酵母菌周圍。此自體螢光之光譜特徵與 NADPH 氧化酶中之黃素蛋白 (flavoprotein) 

吻合。以上觀察可解釋為含黃素蛋白之 NADPH 氧化酶在巨噬細胞受刺激後表現量增

加，而巨噬細胞將酵母菌吞噬後，含 NADPH 氧化酶之囊泡會向內含酵母菌之吞噬體

靠近並啟動活性氧化物的製造。為了支持以上解釋，並驗證 NADPH 氧化酶產生的活

性氧化物的確作用於入侵之酵母菌，我們利用拉曼顯微光譜技術觀察酵母菌在巨噬細胞

吞噬後之動態光譜變化。我們發現隨吞噬過程進行，酵母菌不飽和碳鏈相關的振動譜

線，如 1651 cm-1 (C=C) 以及 1266 cm-1 (=CH)，其強度逐漸減弱。此結果與酵母菌脂質

的過氧化 (lipid peroxidation) 反應吻合。此外，在細胞外施加活性氧化物 (氫氧自由基、
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次氯酸) 至酵母菌的對照實驗也發現有相似結果。而加入 NADPH 氧化酶抑制劑 – 

apocynin 後，此不飽和碳鏈振動譜線減弱的現象便不再發生。以上實驗結果均與上述解

釋吻合。我們結合自體螢光成像及拉曼光譜技術成功觀察到巨噬細胞之活化及吞噬動態

過程，也定量量測到巨噬細胞以活性氧化物為武器，氧化外來異物脂質。此方法之特色

在於無需任何染色及細胞前處理便可對單一細胞之生理過程提供高解析度、動態及分子

層次的訊息，也提供了一個新的定量白血球破壞能力之方法。我們預期相同技術未來亦

可能進一步應用於研究活體動物 (living animal) 中之細胞過程 (cellular process)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 iii

Spatio-temporal Characterization of the Phagocytic Process 

Using Autofluorescence Imaging and Raman 

Micro-spectroscopy 
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ABSTRACT 

    For the first time, kinetic Raman spectroscopy and time-lapse autofluorescence 

microscopy have been employed to follow the phagocytosis of invading yeasts by single 

macrophages in a label-free manner. We found the stimulated macrophages exhibit a drastic 

increase of autofluorescence in their cytoplasms, and, more remarkably, the autofluorescence 

localized around the phagocytosed yeasts. These observations can be rationalized with the 

assembly of FAD to NADPH oxidase, and the translocation of the assembled NADPH 

oxidase to phagosomes. In order to consolidate this hypothesis, we examined the kinetic 

Raman spectra of single phagocytosed yeasts and found the intensity of the band associated 

with the C=C stretching declined progressively as the phagocytic process proceeds. The same 

trend was also observed in ex vivo experiments on yeast cells treated with OH• and HOCl. In 

contrast, the treatment of an NADPH inhibitor – apocynin, entirely prevented the oxidation of 

phagocytic yeasts. These observations are consistent with the lipid peroxidation of 

phagocytosed yeasts by the action of reactive oxygen species (ROS) produced by 

macrophages. Our results demonstrate that confocal autofluorescence imaging and Raman 

micro-spectroscopy can reveal the spatio-temporal change of intracellular molecular processes 

without employing any labeling reagents. Most significantly, our approach demonstrates the 
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quantification of the bactericidal capability of phagocytic cells using label-free Raman 

micro-spectroscopy. This unique information is otherwise very difficult to obtain, if not 

possible, using other methods. We expect that the same approach can potentially be extended 

to investigate to the phagocytic process in living animals.  
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入碩士班，但是每個人都很專心於實驗，幫實驗室學長姊們很多忙，也帶來歡樂。 
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第一章、 背景介紹 

 

1 – 1 白血球與免疫系統之簡介 

 

    動、植物體利用所謂「免疫系統」以防衛微生物的入侵。一般的動植物皆具有兩層

基本防衛體系：體表障礙和先天免疫系統 (innate immune system)。而脊椎動物又多了一

道運作機制較複雜的後天免疫系統 (adaptive immune system)。 

  體表障礙正如其名，是由動植物體體表產生物理性、化學性或生物性的障礙來防止

微生物進入體內的方式。葉子表面的角質層、蛋的殼膜和皮膚都是屬於物理障礙，也是

最前線的防衛方式；眼淚和唾液中的抗菌性酵素、呼吸道和皮膚產生的抗生素則屬於化

學屏障；動植物體的共生菌要和外來病菌爭奪生活空間和食物時，也會透過改變環境的

酸鹼值或離子含量來增加自己存活的機會，這就是生物性的屏障。 

    一但病菌突破體表障礙的防衛線而進入體內後，首先啟動的是非專一性也不具免疫

記憶的「先天免疫系統」，而先天免疫系統又可分成吞噬作用 (phagocytosis)、發炎反應 

(inflammation) 及補體系統 (complement system)。 

    具備吞噬功能的細胞稱為吞噬細胞 (phagocyte)。白血球細胞中的幾種類型例如顆粒

細胞  (granulocytes)、單核細胞  (monocytes)、巨噬細胞  (macrophages) 及樹突細胞 

(dendritic cell) 便為吞噬細胞。當外來異物例如病菌入侵時，吞噬細胞會穿過微血管或

微淋管進入組織間隙，並將病菌吞入形成所謂的吞噬體 (phagosome)。吞噬體會再與帶

有酵素的溶酶體 (lysosome) 結合而形成所謂噬溶體 (phagolysosome)。最後病菌便會被

溶酶體內的酵素或所謂「活性氧化物質」破壞。本研究的主題便在吞噬細胞利用「活性

氧化物質」氧化外來異物之動態過程。 

    發炎反應是在病原體侵入後組織局部產生紅、熱、腫、痛的徵狀。造成發炎反應的

原因是受傷的組織細胞釋放出組織胺，使附近的血管擴張並增大微血管之通透性。血管
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擴張會增加血流量，進而帶來更多的吞噬細胞和具破壞病原體能力的免疫球蛋白。通透

性增加的微血管亦有助於吞噬細胞和免疫球蛋白穿過血管。然而，增大的血流會使組織

附近產生紅、熱現象，微血管通透性變大也增加血漿滲出，造成腫脹，進而壓迫神經而

產生疼痛。在發炎區域產生的黏稠狀液體一般稱之為膿。膿就是死亡的組織細胞、吞噬

細胞、入侵的病原體及組織滲出液。 

  補體系統因其能補足抗體消滅致病原的能力而得名。整個補體系統包含二十個以上

的蛋白質。補體反應能導致多種細胞如紅血球、血小板和細菌等產生免疫性溶解。當補

體被活化結合到細胞膜時，細胞膜會出現腫脹和結構上改變，導致細胞溶解。當活化的

補體蛋白黏附在外來的入侵物上，也能刺激吞噬細胞的吞噬作用 (抗體覆蓋至入侵病原

體也具有同樣的效果)，這個過程稱為調理作用 (opsonization)。並且，受到補體蛋白附

著的入侵物，也會較容易黏附在血管壁的表面，這也提升在血液中流動的吞噬細胞對入

侵物之吞噬效率。 

  先天免疫系統幾乎能消滅大部分的致病原。如果仍有無法清除的部份，就得由扮演

第三道防線的後天免疫系統來處理。相較於先天免疫系統，後天免疫系統較具專一性，

且具有免疫記憶。 

    後天免疫系統會根據巨噬細胞及樹突細胞提供的入侵物訊息，活化針對該入侵物的

抑制性 T 細胞 (suppressor T cell) ，使其分化且增殖成殺手 T 細胞 (killer T cell) 或輔

助 T 細胞 (helper T cell)。殺手 T 細胞會負責清除被入侵物感染的細胞，而輔助 T 細

胞則會把入侵物的訊息又傳遞給 B 細胞，造成針對該入侵物的 B 細胞活化、增殖，

並篩選出對抗原最具親和力的抗體。抗體的變異區 (variable region) 能與抗原形成專一

性結合，阻止它感染正常細胞，並用另一端和巨噬細胞結合，使巨噬細胞吞噬已結合抗

原的細菌，進而達到滅菌的作用。受過第一次刺激的 B 細胞能轉變為記憶 B 細胞 

(memory B cell)，可在下次受到相同入侵物攻擊時，迅速產生更多抗體。同時，記憶 B 細

胞對特定抗原的感染具有終身保護作用，施打疫苗預防某些疾病便是基於此原理。 

    本論文的研究重點在於利用影像及光譜技術探討吞噬細胞 (巨噬細胞) 進行吞噬作

用後，細胞內成分分佈的動態變化，以及入侵物受巨噬細胞破壞的情形。 
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1 – 1 – 1 巨噬細胞利用吞噬作用隔離入侵異物  

    

    巨噬細胞源自於單核細胞，當單核細胞受到受傷細胞、病原體或組織胺的刺激後，

可穿過血管的內皮細胞層進入組織，再轉變成巨噬細胞。 

    巨噬細胞可同時參與先天免疫系統及後天免疫系統。在先天免疫系統中，巨噬細胞

主要功能在清除死傷的細胞以及外來的塵埃和病原體。在組織產生發炎反應時，大量的

嗜中性球會先佔據該受傷的區域。當這些細胞死亡以後，巨噬細胞就會負責清理這個區

域。此外，巨噬細胞也會駐守在肺臟、肝臟、神經中樞的組織、骨或脾臟等器官，以即

時吞噬外來的物質如塵埃或病原體。巨噬細胞吞噬外來入侵物後，會將外來入侵物存在

由細胞膜摺疊組成的吞噬體內。接著，吞噬體會跟含有酵素和活性氧化物的溶酶體結

合，形成所謂噬溶體。這些酵素和活性氧化物具細胞毒性，可破壞及殺死外來入侵物。

最後巨噬細胞可再將入侵物之殘骸排出。因此吞噬作用的主要功能，不但可隔離入侵

物，避免入侵病菌在動物體內繼續擴散，造成更大範圍的感染，同時也可破壞殺死入侵

病菌。此外，巨噬細胞比嗜中性球的吞噬能力高五倍以上，能夠吞噬的外來物體體型也

較大，可同時消化達一百個以上的細菌。 

    巨噬細胞除了在先天免疫系統中能施行吞噬作用外，更是眾多細胞中第一個呈遞抗

原的細胞。巨噬細胞的另一個主要功能即是啟動後天免疫系統。當巨噬細胞消化病原體

後，巨噬細胞會把抗原呈遞給相應的輔助 T 細胞。在這過程中，巨噬細胞會把抗原整

合至細胞膜，並把抗原結合在主要組織相容性複合體 II 型分子 (MHCII) 之上，以告知

其他白血球細胞。接著抗原呈遞導致了抗體的產生。抗體會附著在病原體的抗原上，使

病原體更容易被巨噬細胞的細胞膜黏附，甚至被巨噬細胞吞噬。另外淋巴核中受感染的

巨噬細胞的表面所發生的抗原呈遞會刺激 1 型輔助 T 細胞 (TH1) 增殖，當處於淋巴

核中的 B 細胞通過其抗體來辨識病原體表面相同卻未受處理的抗原時，這些病原體就

會被吞噬並處理。之後，被處理的抗原又會透過 B 細胞表面的 (MHCII) 呈遞，使 TH1 

上的受體開始對抗原－MHCII 進行辨認，並導致 B 細胞產生可以幫助抗原調理作用的
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抗體，使吞噬細胞可以更好清除致病原。 

  從以上的介紹可以知道，巨噬細胞不但能扮演清道夫的角色，主動清除入侵的病原

體，還能變成傳令兵，吹響號角喚醒後天免疫系統，並和後天免疫系統互相配合，達到

更佳的清除病原體效果，其在免疫系統的功能十分重要。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 5

 

 

 

 

 

phagocyte

pathogen

nucleus

lysosome

phagosome
 

圖 1 – 1 吞噬細胞 (phagocytes) 例如巨噬細胞 (macrophage) 對外來異物進行吞噬

之示意圖。外來入侵物受到巨噬細胞吞噬後，會存在由細胞膜摺疊組成的吞噬體內。

吞噬體會跟內有酵素和活性氧化物的溶酶體結合，形成噬溶體。入侵物就會被這些酵

素和活性氧化物破壞導致死亡，最後再被巨噬細胞排出。 
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1 – 1 – 2 巨噬細胞製造活性氧化物質消滅入侵異物 

 

由前面章節所提到的資訊，我們知道白血球消滅入侵物的方法，是利用溶酶體裡面

的酵素和所謂的活性氧化物質 (reactive oxygen species, ROS) 來破壞入侵物，最後導致

入侵物死亡 1-3。接下來我們將進一步介紹白血球內產生活性氧化物質的過程。 

白血球內產生活性氧化物質的媒介是  NADPH 氧化酶  (nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate-oxidase, NADPH oxidase) 。 NADPH 氧 化 酶 有 時 又 稱 為 

respiratory burst 氧化酶，是一個連接在細胞膜或是吞噬體膜上的酵素複合體。NADPH 

氧化酶由六個單元組成 4，包括 Rho guanosine triphosphatase (GTPase, Rac1 或 Rac2)，

以及五個 phox (phagocytic oxidase) 單元，gp91phox、p22phox、p40phox、p47phox 和

p67phox。 

NADPH 氧化酶的主要功能是將細胞質中的 NADPH 氧化，並將吞噬體內的氧氣

轉變成超氧化物 (O2
-)。如圖 1 – 2 所示 cytochrome-b 是 NADPH 氧化酶其中的一部

分。cytochrome-b 由 gp91phox 和 p22phox 在膜上組成，cytochrome-b 的其中一個還原

中心接了 FAD (flavin adenine dinucleotide)5。NADPH 氧化酶就透過 NADPH 及 FAD 

等物質間的電子交換，最後將氧氣轉變成超氧化物。在產生超氧化物後，白血球細胞會

繼續將超氧化物轉換成過氧化氫 (hydrogen peroxide, H2O2)。過氧化氫可在其他酵素例

如 myeloperoxidase (MPO) 作用下變成次氯酸 (HOCl) 6, 7。這些和氧相關的氧化物統稱

為活性氧化物質 (ROS)，是白血球用來攻擊入侵物的一項重要武器。 

    NADPH 氧化酶活化時，p47phox、p67phox 和 GTPase 等原本存在細胞質中的物

質會開始向原本結合在膜上的 cytochrome-b (gp91phox 和 p22phox 組成) 移動並與其

結合 8，以造成電子的傳遞，最終導致氧氣被轉變成超氧化物。 
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圖 1 – 2 NADPH 氧化酶組裝過程示意圖。當白血球受到異物刺激後，原本處於細胞質

中的 NADPH 氧化酶次單元，會向膜上之次單元靠近、結合，而形成具活性氧化物產

生功能之活化態。圖中 gp91phox 具有 FAD 之結合位置，為一種黃素蛋白。而 gp91 

phox 與 p22phox 為含有鐵之次單元，兩者結合後稱為細胞色素 (cytochrome-b 或 

flavocytochrome-b)。 
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圖 1 – 3 組裝完成之NADPH 氧化酶透過氧化細胞質內的 NADPH 在吞噬體內產生活

性氧化物的過程。 
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1 – 1 – 3 白血球功能異常之相關疾病 

 

  由前面對免疫系統的介紹，我們可以了解白血球對人體防衛系統的重要性，所以，

一旦白血球功能不正常，人體對外來物的抵抗能力就會減弱，容易造成疾病的產生。以

下就介紹幾種因白血球功能異常的疾病。 

(1) 慢性肉芽腫 (chronic granulomatous disease, CGD)： 

    慢性肉芽腫是一種遺傳性的疾病，遺傳模式有三分之二是性聯隱性遺傳，另外三分

之一是體隱性遺傳，所以發病的患者大部分是男性，女性易為隱性帶原者，較少發病。

之前我們介紹過，白血球是藉由產生活性氧化物質來消滅病原體，而產生活性氧化物的

重要關鍵為 NADPH 氧化酶，慢性肉芽腫的病因是因為 NADPH 氧化酶的部分次單元 

(cytochrome-b、p47phox、p67phox 等) 有缺陷，造成其無法被正常用來產生活性氧化物。

所以在這樣的患者，其白血球雖然能正常的吞噬病原體，但是卻沒有足夠的活性氧化物

來清除它，因此特別容易受到微生物感染，例如沙門氏菌、具有催化酶的金黃色葡萄球

菌等。而由於其容易受到微生物的反覆感染，所以會在其肺臟、肝臟等地方發現膿傷。 

(2) Chediak-Higashi 症候群 

    又稱為遺傳性白血球顆粒異常綜合症，這種病的病因雖然還沒有明確得知，但是一

般科學家認為這跟 LYST 基因的變異有關。LYST 是用來指示 lysosomal trafficking 

regulator 這種蛋白質製造的基因，而此種蛋白質會控制物質運輸進入溶酶體。所以在 

LYST 無法正常運作下，溶酶體無法正常和吞噬體形成噬溶體。因此，在這種疾病下，

微生物就算被吞噬進入白血球，也沒有辦法被溶酶體內的酵素和活性氧化物清除，所以

造成跟慢性肉芽腫一樣，很容易受到微生物反覆感染。 

(3) 免疫球蛋白 E 過多症 (hyperimmunoglobulin E syndrome) 

    免疫球蛋白 E 是造成大部分過敏反應的原因，過敏反應起始於過敏原與結合在白

血球細胞表面的免疫球蛋白 E 接觸後，激發白血球細胞釋放出抗阻織胺、前列腺素及

調節細胞的細胞素等，這些物質都能造成發炎的效應。而在免疫球蛋白 E 過多症中，
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其原因尚未清楚，一般猜測有可能是細胞性免疫失調造成免疫球蛋白數量過多，而產生

過多的組織胺，或 T 細胞產生趨化抑制因子，而使吞噬細胞功能不良。常見的症狀為

慢性濕疹樣皮膚炎及反覆的細菌感染。 

(4) myeloperoxidase (MPO) 缺乏症 

    由前面章節可知，在 NADPH 氧化酶利用氧氣產生超氧化物 (O2
-) 之後，白血球

內仍有其他酵素會利用超氧化物或過氧化氫  (H2O2) 產生其他的活性氧化物質，

myeloperoxidase 就是其中一個。myeloperoxidase 會在過氧呼吸過程利用過氧化氫和氯

離子產生次氯酸 (HOCl)，而次氯酸亦是白血球用來消滅外來物的利器之一。雖然嚴重

性不如 CGD，但是 MPO 缺乏症也會造成消滅微生物能力下降，而使患者易受感染。 

  由以上的疾病介紹可以發現，這些跟白血球相關的疾病，大部分均不影響白血球原

有的吞噬能力，而是造成其破壞入侵物能力的下降。所以，如果單純觀察白血球吞噬能

力的變化，是無法察覺這些疾病的存在。並且，這些疾病並不是讓白血球破壞病菌的能

力完全消失，而是降低其效率，所以我們也需要一個可以直接定量白血球破壞能力的指

標，幫助我們檢測出疾病的存在。但是，這也是現有技術比較缺乏的部份。 
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1 – 2  相關研究之文獻回顧 

 

  在此節裡面，我們將分別對本論文中兩種實驗技術 (共焦自體螢光影像、拉曼光譜

技術) 在生物領域上的應用及白血球在吞噬作用後的反應做相關文獻回顧。這可以幫助

我們了解在這個研究主題上，其他研究團隊對相關問題到目前的了解程度及欠缺的資

訊，這將有助於我們從各方研究截長補短，提供一個較佳的研究方法。另外，從本實驗

中所用兩種技術的回顧，也可以幫助我們了解該技術的優點、限制，以及預測我們將會

碰到的困難。 

 

自體螢光影像 

 

    首先，我們從自體螢光影像及拉曼光譜技術在生物領域上的應用做簡單回顧。生物

體系是一個相當龐大的系統，其組成錯綜複雜，而其中很多物質已經被指出具有自體螢

光 (autofluorescence) 的性質。自體螢光指的是我們不必外加染劑去做染色動作，該物

質本身就能在激發之後放出螢光，這對生物系統的研究有相當大的助益。因為施加螢光

染劑對細胞、組織造成干擾是必然的結果。因此，如果能利用生物體內的自體螢光來做

研究，就能避免染劑的影響。而在相關文獻中指出，生物體內的很多維他命單元都具有

自體螢光的效果 9，例如維他命 A、維他命 B2、維他命 B6、維他命 B9、維他命 D3 等，

其他還有像輔酶 (NAD(P)H)、彈性蛋白 (elastin) 還有胺基酸 (tyrosine、tryptophan 等) 

也都有自體螢光的現象。而這些物質的激發波長大約在 300 ~ 500 nm (單光子激發) 和 

700 ~ 800 nm (多光子激發)，放出螢光的範圍則約在 350 ~ 650 nm。 

    自體螢光相關的研究主題相當廣泛，例如 1995 年 Monici 等人 10 即利用不同波長

光源激發下，不同種的白血球 (單核球、嗜中性球、嗜酸性球) 及淋巴細胞會有不同強

度、峰值位置的自體螢光放射光譜，希望發展出一套能快速從血液中篩選不同種白血球

的方法。 
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  而自體螢光光譜及影像也常被用在組織、疾病上的探討，尤其是針對癌症的探討。

例如 1996 年 Zonios 等人 11 就用自體螢光探討了正常結腸細胞及癌化結腸細胞的差

別。並推測兩者螢光強度的差異可能來自於血紅素吸收度的增加、黏膜區域螢光強度的

減少以及腫瘤凸出處黏膜下層螢光的消失。而 Betz 等人 12 則是研究口腔癌，發現在癌

細胞的位置，綠光部分的螢光強度會較正常細胞弱。而 Brancaleon 等人 13 在皮膚癌上

的研究則是發現，在癌細胞的部分，胺基酸殘基所產生的訊號較正常細胞強，但是在真

皮層中的膠原蛋白螢光卻較正常細胞弱，前者推測是因為表皮的增厚或過度增生所引

起，後者則可能是癌細胞分泌酵素對周圍組織的破壞造成。 

    另外，還有很多的研究團隊則是專注在細胞、組織上 NADPH 及 FAD 這兩種氧

化還原劑的螢光表現。因為這兩種氧化還原劑是細胞能量產生的重要物質，其大部分位

於細胞的粒腺體中，參與了細胞產生 ATP 的電子傳遞鏈。並且，更有趣的是，他們只

在其中一種氧化還原形式下才具有自體螢光，例如 NADPH 在被氧化成 NADP+ 後即

不具自體螢光效果，而 FAD 被還原成 FADH2 後同樣消失產生自體螢光的能力。而在

細胞內產生 ATP 的不同階段，此兩者的氧化還原狀態也會隨著改變，因此可以用來作

為檢測細胞代謝能力的指標。例如在 1996 年，Bennett 等人 14 即利用胰島細胞的 

NAD(P)H 自體螢光來觀察代謝表現，因為在他們之前的研究，大部分的研究都以分離

出來的分散細胞來推測在完整胰島內之代謝表現，但是他們利用自體螢光發現在胰島內

的細胞比分離出來的細胞具有更一致性的代謝表現。並且發現此細胞對葡萄糖的代謝反

應隨濃度呈 S 型分佈，而轉折點在 8 mM，這支持了葡萄糖激酶 (glucokinase) 是胰島

細胞葡萄糖反應的速率決定酵素。而 2000 年 15，此團隊也同樣用胰島細胞做了葡萄糖

刺激胰島素分泌的研究，而因為此行為與糖解作用  (glycolytic cycle) 及克氏循環 

(Kreb’s cycle) 皆有相關，所以他們分別對細胞質及粒腺體受葡萄糖影響後做探討，並且

發現在細胞質中因葡萄糖刺激而造成的 NAD(P)H 濃度增加約 7 μM，而在粒腺體中約

60 μM，且反應時間比在細胞質中慢約 20 秒。2004 年 16，此團隊利用另一種自體螢光

物質 LipDH 的幫助，分辨出 NADH 及 NADPH 的貢獻。並且利用此方法證明了丙酮

酸並不會使粒腺體內  NADH 有明顯增加的情形。2002 年  Huang 等人 17，對 
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NAD(P)H、FAD、LipDH 等自體螢光物質做了完整的激發光譜、放射光譜及 cross-section 

量測。並欲利用 FAD 和 NAD(P)H 的螢光強度比值，當作一個定量的數據，探討細胞

代謝能力的好壞。而在 2007 年 PNAS 上 18，Skala 等人也同樣利用 FAD 和 NADH 

比值當做細胞代謝的指標，並且搭配螢光半生期及三維影像，探討癌症細胞和正常細胞

代謝能力。不過在 FAD 及 NADH 比值上，他們發現差異性不大。而在螢光半生期的

觀察，他們推測 NADH 半生期的下降和癌細胞較易行糖解作用有關，而 FAD 半生期

的上升則和癌細胞 NAD+ 量的下降有關。 

 

拉曼散射光譜 

 

    拉曼光譜提供了化學結構資訊、免染色、可用於水溶液系統、可應用於活細胞動態

過程觀察等適合用於生物系統的優點，使其近幾年來常被用於生物問題的探討。接下

來，我們就分別對拉曼散射光譜在蛋白質、細胞、組織等不同生物層次的應用做回顧。 

    在 1999 年 Miura 等人 19，利用拉曼光譜提供的化學結構資訊，探討了狂牛症蛋

白和銅離子鍵結間的模式，以及在不同酸鹼值下的變化情形，並且結論出蛋白和銅離子

鍵結的模型。在 2002 20 年，Cao 等人則利用不同拉曼探針接合在不同 DNA 或 RNA 

上，並藉由這個方式來快速區別不同的 DNA 或 RNA。 

  在細胞上的應用方面，2002 年 Xie 等人 21 取得了紅血球及酵母菌的光譜資訊，並

且發現，酵母菌在死亡後，光譜譜線會有消失的情形。同樣的研究團隊在 2003 年 22，

則是對酵母菌、大腸桿菌等做了變溫實驗，並發現在加熱之後，其蛋白質 (phenylalanine)

的訊號會有變化，並在驗證下，他們相信這是溫度升高後蛋白質變性所造成。此團隊後

來也利用拉曼散射光譜觀察了在酒精影響下紅血球去活性的現象 23、發展在水溶液下快

速辨識細胞、病菌的方法 24, 25。而在其他團隊方面，2003 及 2005 年 Huang 等人 26, 27，

則是對酵母菌不同分裂期及不同區域做了光譜比較，並探討其不同分裂期時的組成變

化。並且 2004 年 28 則是發現了和酵母菌生命現象相關的拉曼譜線，並推測其是粒腺體

所造成。2007 年 29 則是利用養份差異、氧氣濃度及化學物質傷害下，酵母菌光譜的變
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化，更進一步驗證他們所發現和生命現象相關的拉曼譜線。 

  而在組織層次上的應用，2003 年 Huang 等人30，將拉曼用於肺癌的檢測。並發現

在癌症組織區域的核酸及兩種脂肪酸 (tryptophan, phenylalanine) 之訊號較正常細胞豐

富，但是磷脂質及 proline 和 valine 則較正常細胞少。在 2000 年 Hanlon 等人31的回

顧文章中，也將拉曼在動脈粥狀硬化症、乳癌以及阿茲海默症上的研究做詳細回顧。而

我們實驗室之前的研究裡，也將拉曼用於皮膚組成32以及肝臟脂質33的成分分析。 

  但是拉曼光譜訊號強度微弱一直是科學家們想解決的問題，因此，各種增強拉曼訊

號的方法就被逐漸提出。例如共振拉曼光譜技術 34, 35 (resonance Raman spectroscopy, 

RRS)、表面增強拉曼光譜技術 36, 37 (surface-enhaned Rama scattering, SERS) 及同調反史

托克拉曼散射技術 32, 33, 38, 39 (coherent anti-Stokes Raman scattering)。共振拉曼光譜相較於

非共振拉曼光譜而言，在於其將物質分子激發到電子激發能階上，而非共振拉曼光譜只

激發到虛態能階上，經過此種激發過程能有效的將拉曼訊號放大。表面增強拉曼是利用

金屬表面因表面電漿共振 (surface plasmon resonance) 所形成的增幅電場，提升物體表

面受測分子的拉曼訊號。同調反史托克拉曼散射技術是一種非線性光學的過程，原理是

增加處於振動激發態上的分子，使我們能得到較強的反史托克散射訊號，其利用兩道波

長不同的超快雷射，將物質分子引誘到一個分子的振動激發態能階上，並且同時另一道

雷射將處在振動激發態上的分子激發，最後放出拉曼散射中的反史托克散射訊號。 

    而為了在生物系統中量測單一細胞的化學結構，拉曼散射光譜技術也經常和其他的

技術結合，例如雷射光鉗技術和拉曼影像技術。雷射光鉗指的是利用雷射在高度聚焦下

所產生的光壓，在光焦點處鉗住甚至操控微小物體的一種技術，這對於在水溶液系統中

的量測有很大的幫助，因為在雷射光鉗的作用下，我們可以確定量測到的訊號只來至於

被鉗在雷射焦點處的樣品。在拉曼光譜結合雷射光鉗後所成的拉曼光鉗，就非常適合當

作細胞 21, 40-42 或微小物質 43-46 在水溶液中的研究工具。而在某些研究中，我們會想得到

單一物質在整體環境中的分佈情形，或者相反的，我們想了解在一個複雜的樣品中到底

有多少不同物質分佈其中，這時候，我們就會將拉曼光譜技術結合二維或三維的掃描技

術，成為拉曼影像技術。例如有人利用這樣的技術來同時顯現細胞輪廓及受細胞吞噬的
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微脂體位置 47；也有人用來觀察白血球吞噬入侵物後，細胞內產生物質和入侵物間的關

係 48，或是白血球和生物降解性物質間的關係 49。 

 

白血球免疫反應 

 

  最後，我們從白血球免疫反應相關的文獻做一個整理。吞噬作用及白血球相關的免

疫行為研究已超過一世紀，研究的主題五花八門，從入侵物大小跟吞噬能力的比較、

NADPH 氧化酶組成分析到活性氧化物產生的類型都有人感興趣且投入研究。       

  Champion50 等人在 2008 年作了一個有趣的實驗，他們想了解當一個聚合物入侵

免疫系統後，聚合物的大小和其被吞噬效果間的關係。這個問題的根源，是因為現在很

多藥物都會利用聚合物微粒來當載體，但是這些包埋在聚合物微粒中的藥物一進到人體

之後，會碰到的第一個問題即是受到白血球細胞的吞噬而影響其運送，因為它本質上對

人體也是一個外來物。實驗的結論發現，在 1 ~ 4 μm 左右的聚合物小球都有被吞噬的

現象，且在 2 ~ 3 μm 左右的聚合物小球最容易受到吞噬。作者推測這和人體常見入侵

物的大小有一定關係，造成白血球細胞有選擇性地對這些尺寸微粒有較好的吞噬效果。

而本論文中所使用的入侵物 － 酵母菌，其大小也在此範圍內，預期能有不錯的吞噬效

果。 

  在 2004 年的 Science 期刊上，Brinkmann51 等人利用電子顯微鏡觀察到，當白血

球受到刺激後，其周圍會產生絲狀結構，這和在受刺激前的形貌相當不同。並且當真正

有微生物入侵時，這些微生物會被纏繞在絲狀結構上。這表示白血球不但能靠吞噬作用

噬入並消化微生物，也可以靠著向外產生絲狀結構來避免微生物繼續擴散，並且也因為

微生物位置被限制在白血球周圍，使白血球向外產生的破壞性物質能有效的來消滅入侵

物，避免因為距離太遠而使濃度不夠。 

  接下來，有一大部分的科學家都致力於釐清白血球產生破壞性物質的方式及機制。

例如在 1999 年，DeLeo 等人 8 觀察到在白血球受刺激後，科學家們所推測能產生破壞

性物質 (活性氧化物) 的相關酵素 NADPH 氧化酶，其次單元中原本處於細胞膜的 
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cytochrome-b 會圍繞在入侵物周圍，這表示吞噬體的形成。並且處在細胞質中的次單元

p67phox、p47phox 等也會往吞噬體靠近。在經過實驗之後，他們認為產生活性氧化物

過程的起始，和 p47phox 的磷酸化及向吞噬體轉移的動作有關，並且此過程的中止和 

p46phox 及 p67phox 從吞噬體離開有關。在 2009 年 Casbon 等人 52 則是觀察了 

NADPH 氧化酶上的 flavocytochrome-b，並且是在較少受研究的巨噬細胞上。而在這部

份，他們發現未結合的 flavocytochrome-b 次單元 (gp91phox、p22phox) 會分佈在內質

網，並且在結合後往細胞膜或吞噬體移動。而 flavocytochrome-b 會分佈在巨噬細胞內

的囊泡，這些囊泡推測是用來儲存和運送 flavocytochrome-b 至細胞膜及吞噬體膜上。

另外，在 2002 年的 Science2 及 Nature53 及其他論文也對白血球細胞受刺激前後，細

胞內氧氣濃度、活性氧化物濃度 6, 7、pH 值 54、酵素活性、入侵物存活率 6, 55 等作了相

當完整的探討。 

  當然也有研究團隊利用較不一樣的方式來探討這相關問題。例如 2000 年 Paclet 

等人 56 就利用原子力顯微鏡 (atomic force microscopy, AFM)，觀察 NADPH 氧化酶的組

裝情形。NADPH 氧化酶是一個多次單元的酵素，其次單元必須正確的組裝才能使酵素

有正常功能。他們觀察到了 cytochrome-b 在去糖基化前後大小的改變，還有細胞質中 

NADPH 氧化酶次單元組裝到細胞膜後使該酵素高度增高的情形。並且，在酵素組裝的

模型上，他們認為，在細胞質中的次單元組裝到細胞膜上時，p67phox 會和 p40phox 脫

離，而 Rac-GTP 是這其中的受動器。並且，他們也認為 p67phox 才是跟此酵素活化最

有直接關係的次單元，p47phox 只是扮演增強效果的角色。 

  在 2005 年 Palazzolo 等人 57發現，受基因轉殖綠螢光蛋白 (GFP) 的大腸桿菌 (E. 

coli)，具有能選擇性呈現受白血球內 HOCl 影響的結果。在受到 HOCl 作用後，大腸

桿菌的 GFP 螢光會有減弱的情形，而且此現象在其它活性氧化物 (H2O2, OH•) 或含氮

氧化物 (NO2
•) 都不明顯。這對過去用螢光染劑來偵測活性氧化物，但是專一性卻不足

的缺點，相信是一大令人振奮的發現。 

    其它，也有同樣利用拉曼散射光譜從事跟免疫相關研究的團隊，這部份以 Otto 團

隊有較深入的研究。在 2000 年 58，他們即利用拉曼光譜觀察到白血球內產生活性氧化
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物的兩個酵素 (NADPH 氧化酶、MPO)，在受刺激過後其氧化還原狀態的改變，並推測

其跟活性氧化物的產生有關。這個實驗提供了一個新的方式，而且是更直接的方式來解

釋活性氧化物的產生。而在 2003 年 JACS 上 34，他們進一步使用拉曼散射影像技術，

觀察到 NADPH 氧化酶的次單元 (cytochrome-b) 和入侵物微粒在白血球內的相關分佈

情形。而在隔年同樣刊登在 JACS 49，他們從光譜上得知，聚合物微粒在受吞噬後其化

學結構組成會有變化，這事實上也就代表了白血球消化物來物的一種過程。另外，從拉

曼散射影像，他們更得到此聚合物微粒除了化學結構上的改變，其形貌上也會有所改

變。這表示此種光譜技術不僅能得到化學結構資訊，更是一種很好的二維、三維影像的

方法。在同一年 59，同樣利用拉曼散射影像技術，他們發現在利用化學物質和實際入侵

物兩種不同刺激方法下，雖然 cytochrome-b 的量都有明顯增加，但是其分布情形會相

當不同。在化學物質的刺激之下，cytochrome-b 的分布較靠近細胞膜，而在實際有入侵

物 (聚合物微粒) 時，cytochrome-b 則大多聚集在入侵物周圍。這樣的情形和之前其他

技術得到的結果相同，作者認為在沒有實際入侵物而受到刺激後，cytochrome-b 向細胞

膜移動是為了向細胞外產生活性氧化物，以破壞它認為在細胞外的刺激源。而吞噬了入

侵物後，則是要直接向入侵物產生活性氧化物，所以聚集在其周圍。而在 2005 年 48，

他們發現和發炎反應相關的物質 AA (arachidonic acid) 有可能會儲存在白血球細胞內

的脂肪體 (lipid bodies)，並且這些脂肪體和吞噬體間會有他們稱之為 “kiss and run” 的

有趣行為，他們推測這樣的互動模式跟吞噬體的形成及 NADPH 氧化酶的活化有關。

以上的研究相較於傳統的方法，利用振動光譜提供物質的內在化學資訊，使研究中不再

需要染色，並且也不會有專一性的問題，是一項值得運用的技術。 
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1 – 3  研究動機及目標 

 

    根據前面章節的介紹，我們可以理解到，免疫反應是一個極為複雜且龐大的系統，

很多跟免疫相關的疾病甚至免疫系統本身的資訊，都由於過去研究技術的限制，到目前

細節還尚未了解。 

  探究過去的研究方式，大多建立在各種染色的方法上，藉助染劑的幫助來分別標定

細胞中各胞器的位置，再藉由影像來觀察這個過程。但是染劑本身即是一個對細胞有干

擾的物質，使用後細胞表現的行為是否還能跟正常時期一樣，一直是個爭議。而且染色

的過程甚是繁複，染劑的專一性亦非百分之百，這些都是有可能造成後續判圖誤差的原

因。另外也有些研究藉助電子顯微鏡來做觀察，雖然這樣的方法不需要做染色並且具有

高解析度，但是最大的缺點是其需要在乾燥、真空下取得影像，因此就無法觀察活細胞

的動態過程。另外如果欲觀測其中發生的化學變化，亦需透過特殊螢光染料的幫忙，例

如用來觀測活性氧化物產生的 DCF8, 60, 61、DHR62、HE62，偵測 pH 值變化的 BCECF 

AM60，這也同樣遇到使用染料的疑慮。其它也有利用化學反應產物來推測活性氧化物造

成破壞的方法，例如偵測活性氧化物造成脂質過氧化傷害後產物丙二醛  (MDA, 

malondialdehyde) 的化驗方法 63 ，此方法利用丙二醛和硫代巴比妥酸  (TBA , 

thiobarbituric acid) 反應後會產生螢光的原理，很常被用來做氧化傷害的檢測，但是畢竟

訊號的來源並非跟傷害過程直接有關，所以獲得的資訊仍然有限。 

  有了前面各種習知技術的啟發，我們欲發展出一套不必染色、對樣品低破壞性、具

有分子層次化學結構資訊，並且能即時、動態獲取活細胞資訊的研究方法，來幫助釐清

免疫系統中層層繁複的過程。拉曼散射光譜技術由於能即時提供分子結構、組成上的資

訊，並且其不必經過染色或繁複的樣品處理就能得到具有化學資訊的訊息。而相較於另

一種常用的振動光譜－紅外線光譜而言，拉曼散射光譜又不會有水的干擾，能在水溶液

的系統下操作，這對於活細胞的長時間量測十分有利。又經過了長時間的技術改良、演

進，拉曼光譜技術已經趨於成熟，因此近年來已經成為研究各種細胞資訊的良好工具。
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共焦螢光顯微鏡技術，相較於傳統的螢光影像技術而言，在系統設計上多了所謂的共軛

焦光圈 (confocal pinhole)，使其三維解析能力遠優於傳統螢光影像方法。並且搭配雷射

來做激發光源，其具有一個單一波長的強光源。以上的改進方式，使共焦螢光顯微鏡技

術不但具有高解析力，且獲取影像時間短，已經成為螢光影像技術中的新興利器。因此，

我們結合以上兩種各具特色的工具，來獲取免疫過程中的資訊。 

  首先，我們欲了解，在外來物被白血球吞噬後，其被消化的過程中，可能經過何種

機制。因為，以這方面的研究，大家提出了各種假設，包含利用溶酶體內的酵素或過氧

呼吸後產生的活性氧化物來破壞入侵物，但是其中明確的機制尚未清楚。所以我們欲藉

由共焦螢光影像來偵測活性氧化物質產生的媒介物 FAD，透過其和入侵物的互動關

係，解釋活性氧化物和白血球消化過程的相關性。接著，為更進一步證明活性氧化物和

此消化過程的關係，我們也利用拉曼散射光譜所提供的化學結構資訊，觀察這個過程中

化學結構的改變，並提出可能的機制。 
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第二章 、 研究材料及實驗方法 

 

2 – 1 巨噬細胞細胞株之培養流程 

 

    本實驗所用之白血球細胞為老鼠巨噬細胞株 RAW 264.7 (BCRC number: 60001, 

ATCC number: TIB-71)，是一個標準用來研究巨噬細胞表現系統的細胞株。培養步驟如

下 64, 65： 

 

步驟 1：培養基 (medium) 的配製，將 1000 mL 的 DMEM (11965, Invitrogen, U.S.A)    

        加入 10% 胎牛血清 (FBS, 26140, Invitrogen, U.S.A)) 及 1% 青黴素 - 鏈黴 

        素溶液 (PS, 10378, Invitrogen, U.S.A)，混合均勻後通 0.2 μm 的濾網過濾掉 

        細菌。 

↓ 
步驟 2：將細胞解凍後加培養基至 5 mL，並移到 polystyrene 材質之 25T 長頸 

        瓶 (flask, 353108, BD Falcon, U.S.A)，最後放到 37 oC，5% CO2 的培養箱  

        (Incubator, NU-5500, Nuaire, U.S.A)。  

↓ 
步驟 3：當細胞數達到培養盤面積 70 ~ 80% 時進行繼代培養 (取 10% 細胞至新培 

        養盤繼續培養)。 
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DMEM 1000 mL
10% FBS 

1% PS

37 oC
5% CO2

 
圖 2 – 1 巨噬細胞細胞株 (RAW 264.7) 之培養流程。 
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2 – 2 酵母菌之培養流程 

 

  本實驗所使用之酵母菌為 Pichia pastoris (X-33, Invitrogen, U.S.A)，因其生長速率

快、容易培養在簡單的培養基內，並且也很適應一般的培養條件，是常被用來當蛋白質

表現的模型系統之ㄧ66, 67。 

 

步驟1：培養基 (medium) 的配製，將 100 mL 的 DI water 倒入三角燒瓶中，再       

       加入 meat peptone 2g、酵母萃取物 (yeast extract) 1g 與葡萄糖 (glucose) 

       1g，再攪拌混合之。 

↓ 
步驟2：將燒瓶用錫箔紙緊密蓋住後，連同配好的培養基置入高溫高壓滅菌鍋內，  

       以高溫高壓 (120 , 15 psi)℃  滅菌 60 min，用以除去可能存在的微生物。  

       滅菌完成後，並待其溫度回到室溫。 

↓ 
步驟3：取 5 mL 之培養基溶液置入試管內，並取適量的酵母菌接種至試管中。 

↓ 
步驟4：將試管放入旋轉式細胞培養儀中，在室溫下 (25 ℃~28 ℃) 培養 12 小時。 

↓ 
步驟5：12 小時後，將試管取出，此時應可在試管底部周圍發現有白色的沉澱 

物，即為酵母菌。 
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DI water 100 mL
meat peptone 2 g
yeast extract 1 g

glucose 1 g

120 oC
15 psi
60 min

25 oC ~ 28 oC
12 hours

 
圖 2 – 2 酵母菌 (Pichia Pastoris) 之培養流程。 
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2 – 3 同位素標定酵母菌之流程 

 

  在同位素標定的部份，我們知道生物體內很多代謝過程都涉及水的利用，例如脂肪

酸的分解、糖解作用 (G6P 轉變成 F6P)、檸檬酸循環 (延胡索酸轉變成蘋果酸、異檸

檬酸轉變成琥珀酸)。所以，如果我們將原本培養酵母菌的去離子水，更換成重水，將

可能藉由重水被代謝的結果，而將氫或氫氧基取代成氘或氘氧基。因此，在此同位素標

定過程，其步驟和一般酵母菌的培養相同，唯一的差別只在培養基 (medium) 的配製。

在培養基裡，我們將原本的去離子水更換成重水 (D2O,151882-100G, Sigma-Aldrich)，其

他成分 (酵母菌萃取物、葡萄糖、meat peptone) 仍維持同樣的量。希望透過較自然的方

式讓酵母菌具有同位素訊號，而不至於對其生長造成太大影響。 

  而在同位素取代過後酵母菌之拉曼光譜量測，我們會在實驗中所需之各時間點，將

處於重水製備之培養液內的酵母菌離心 (1100 rpm, 6 min)，除去帶有重水之培養液，並

以緩衝溶液 (PBS) 沖洗並離心兩次，最後保存在緩衝溶液內以量取光譜。 
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2 – 4 雷射共焦自體螢光顯微鏡技術應用於巨噬細胞吞噬酵母菌  

     之動態成像 

     

 為了獲取細胞內自體螢光隨吞噬過程的變化，我們利用  FV300 共焦顯微鏡 

(Olympus, Japan) 來達成此目的，使用的光源為 488 nm 之氬離子雷射 (CVI Melles 

Griot, USA)，搭配使用的物鏡為 60 倍水鏡 (UPLSAPO 60XW, N.A. = 1.20, Olympus, 

Japan)。掃描時所用的雷射強度約為 1 mW，每張影像為 15 次掃描 (1.65 s/frame) 的平

均，掃描範圍約 60 μm×60 μm (512 pixels×512 pixels)，共焦光圈大小為 100 μm。使用

的偵測器為 R7400U-02 (Hamamatsu, Japan)，並在偵測器前利用 510 nm 以上波長穿透

的長波長穿透濾鏡 (BA510IF,Olympus, Japan)，收集在 500 ~ 750 nm 間來自黃素蛋白的

自體螢光 68。影像中強度的分析及橫截面強度分析則是利用  Fluoview (Olympus, 

Japan)。在影像強度分析上，我們在每個掃描區域上均作 9 層之深度 (z 軸) 掃描 (每

層間隔 0.5 μm)，再從此 9 張影像中挑選強度最強的一張，並找影像中細胞邊界清晰者

來做比較，以細胞扣除細胞核後的影像強度及面積大小之比值為比較值。而橫截面強度

分析方面，我們以挑選後之截線兩旁各兩影像點 (pixel) 的強度作平均，因此每一個數

據點之強度為鄰近五個點的平均結果。 
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2 – 5 拉曼散射光譜技術應用於量測酵母菌於巨噬細胞內及細胞 

     外之氧化傷害 

 

   本論文中拉曼光譜的量測，所使用的是實驗室自行架設的系統，相關設備如下 (圖 

2 – 3)。激發光源的部份，我們選用波長為 532 nm 的綠光固態雷射 (532-25, DPSS, 

USA)，並利用邊境濾光片 (edge filter, LP03-532RU-25, Semrock, U.S.A) 及反射鏡將雷

射光引入顯微鏡 (IX71, Olympus, Japan)，靠著高 N.A. 值的物鏡 (UPLSAPO 100X Oil, 

Olympus, Japan) 將雷射光高度聚焦至樣品上。產生的 Stokes scattering 會經由同一個物

鏡被收集並通過邊境濾光片。在邊境濾光片之後為一個 25 μm 之共軛焦光圈 (confocal 

pinhole)。最後，我們透過光纖將訊號傳送至光譜儀 (SR-303i-A, Andor Technology, 

U.S.A)，經過光譜儀分光處理後，再利用置於光譜之後的電荷耦合元件 (Charge-coupled 

Device, CCD, iDus DV420A-OE, Andor Technology, U.S.A) 收集光譜訊號，並由電腦來接

收 CCD 獲得的光譜訊號。另外，由於我們也需要透過顯微鏡的亮視野影像 (bright field 

image) 來找尋樣品的位置，所以我們架設一個 CCD (Wat-902H, Watec, Japan) 於顯微鏡

上，並將影像即時傳送至顯示器及電腦上。 

  在光譜的擷取條件，我們所使用的雷射強度為 7 mW (於物鏡聚焦後量測)，光譜的

積分時間為 30 秒。另外，在白血球細胞內的實驗，每個擷取時間點皆只取一張光譜，

且間隔時間內雷射會關閉，並不持續施加雷射在細胞上。而在細胞外模擬的部份，我們

持續抓取同一個酵母菌 35 ~ 45 分鐘，光譜積分時間仍是 30 秒，而最後呈現光譜是 5 

張光譜的平均 (例如第一張是 30 ~ 150 秒所取光譜的平均)。 
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圖 2 – 3 拉曼散射光譜系統架設圖。 
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第三章、 結果與討論 

 

3 – 1 巨噬細胞吞噬酵母菌過程之動態自體螢光影像變化 

 

    由於我們想了解在白血球 (巨噬細胞) 噬入外來物後的消化過程，是否與 NADPH 

氧化酶產生活性氧化物有關。我們追蹤白血球細胞中和活性氧化物產生相關的媒介物黃

素蛋白 (參考圖 1 – 2)，利用其在吞噬作用後的變化情形，幫助我們理解其中相關性。 

  在追蹤黃素蛋白的方法，由之前提到的文獻中被證明，黃素蛋白具有自體螢光，能

夠利用波長 400 ~ 500 nm 的光源來激發螢光，而其螢光的放射位置在 500 ~ 700 nm 之

間 16, 17, 68, 69，因此我們利用波長 488 nm 的藍光雷射做細胞內黃素蛋白螢光激發，並收

集 510 nm 以後的放射光，利用黃素蛋白的位置來追蹤活性氧化物產生的可能區域，及

活性氧化物產生位置和酵母菌 (入侵物) 間的相互位置。 

  首先，我們利用脂多醣 (lipopolysaccharide, LPS) 刺激巨噬細胞，並觀察黃素蛋白

螢光影像之變化。由於脂多醣是革蘭氏陰性細菌外膜所共有的醣脂，對白血球來說是一

個可辨識的入侵物目標，因此有刺激白血球活性的作用。從實驗中我們欲得知黃素蛋白

是否隨著巨噬細胞受刺激而改變，藉此理解 NADPH 氧化酶和吞噬作用後之殺菌過程

的關聯性。圖 3 – 1 為在細胞培養液內添加脂多醣與否，對巨噬細胞內螢光的影響情

形。從螢光變化可以發現，在加入脂多醣之後，細胞內的螢光訊號有大幅增加的情形。

接著，我們將單一巨噬細胞內的螢光訊號強度除以其面積，利用此比例來比較脂多醣刺

激前後的螢光變化。然而，我們發現在細胞核的位置並無明顯螢光訊號，因此，我們只

取細胞質中的螢光訊號來做比較，其統計結果如圖 3 – 1 (C)。由該統計圖可知，加入脂

多醣後，螢光強度和細胞質面積的比值有近六倍的增強 (P = 1.9×10-5, n = 17)，這表示在

此過程中黃素蛋白訊號有增強的情形。我們推測這是因為在巨噬細胞受到異物刺激後，

欲活化其細胞內之 NADPH 氧化酶以消滅入侵物，所以 NADPH 氧化酶上之黃素蛋白

才會有被活化、增量的情形。 
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    並且，從圖中我們可以發現，無論在脂多醣刺激前後，巨噬細胞內帶有較強螢光的

部份皆屬於顆粒狀，而在受到脂多醣刺激後，螢光的增強也大多來自於這些顆粒狀物質

的增多。這樣的現象，我們推測是在異物刺激過後，巨噬細胞內帶有黃素蛋白的囊泡被

活化、增殖所造成，這也和文獻 52 中發現巨噬細胞具有運送及儲存細胞色素 

(flavocytochrome-b，參考圖 1 – 2) 的囊泡吻合。 

  接著，我們也想知道，巨噬細胞內螢光訊號跟入侵物 (吞噬體) 間會有何互動關係。

因此，我們利用酵母菌當作入侵物，將酵母菌加至巨噬細胞培養液內，在酵母菌受吞噬

後觀察巨噬細胞內之螢光影像變化。圖 3 – 2 即為典型之結果，我們可以觀察到，受吞

噬的酵母菌和存在培養液中的酵母菌，螢光分布情形有很大的不同。存在培養液中的酵

母菌雖然也有螢光訊號的貢獻，但是強度不高，且其分布屬於均勻散佈。但是受白血球

吞噬的酵母菌螢光表現就截然不同，不但其分布趨向於圍繞在酵母菌周圍，螢光強度也

強上數倍。 

  為了更進一步確認此種螢光的變化的確只出現在受吞噬的酵母菌，我們在同一區域

內找到已被吞噬及正在被吞噬的兩種酵母菌 (圖 3 – 3 )。可以發現已被吞噬之酵母菌 

(圖中白色箭頭) 如同先前觀察到的結果，圍繞著帶有螢光的物質，但是正在受吞噬的酵

母菌 (圖中紅色箭頭) 則無此情形。更有趣的是，圖中欲吞噬該酵母菌 (紅色箭頭) 之

巨噬細胞，靠近酵母菌的部分呈現半圓形的凹陷 (圖 3 – 3 (A))，和圖 1 – 1 中巨噬細

胞欲吞噬入侵物的情形相同。並且大量帶有螢光訊號的顆粒也會在附近聚集。由這樣的

結果，我們推測受吞噬後酵母菌周圍的螢光聚集情形，在巨噬細胞利用偽足靠近並欲進

行吞噬時，已經開始產生。 

  而分析吞噬作用後圍繞在酵母菌外圍的螢光，又可以發現兩種現象，即一層較薄的

區域 (圖 3 – 2 白色箭頭) 有螢光增強情形外，還有大量具有自體螢光的顆粒 (圖 3 – 2 

紅色箭頭) 也聚集到酵母菌周圍。為更清楚了解螢光分部的情形，我們也將在培養液中

及受吞噬的酵母菌做橫截面螢光強度分析 (圖 3 – 4 )。從圖中可以發現，在酵母菌中間

的螢光強度於受吞噬前後並無明顯變化，但是圍繞在酵母菌周圍的螢光薄層強度卻在吞

噬作用後增強了近七倍。我們推測以上現象和白血球細胞質內攜帶黃素蛋白的囊泡往吞
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噬體靠近、補充有關。因為從文獻 52 中得知，巨噬細胞內有大量帶有細胞色素 

(flavocytochrom-b) 的囊泡，雖然其功能尚未確定，但是推測和細胞色素的儲存和運送

有關。在本實驗中追蹤的黃素蛋白就是該細胞色素的組成之ㄧ (參考圖 1 – 2)，我們觀

察到這些儲存黃素蛋白的囊泡向吞噬體 (酵母菌) 聚集，同時吞噬體膜上的黃素蛋白螢

光也被增強，這和文獻中推測該囊泡具有儲存和運送細胞色素的推測吻合。 

    為了更確定巨噬細胞內自體螢光來源，我們也量取了細胞內螢光的放射光譜。圖 3 – 

5 為我們量取巨噬細胞內聚集在酵母菌旁螢光區域之螢光放射光譜，圖中紅色虛線為純

的 FAD 之螢光放射光譜，黑色實線則為巨噬細胞內之自體螢光放射光譜。從兩者之比

較可發現，其光譜特徵相似，但是聚集在酵母菌旁之螢光放射光譜較純的 FAD 寬，且

峰值有些許位移。我們推測這是因為 FAD 結合至 NADPH 氧化酶形成黃素蛋白後，

其結構受到周圍環境影響，而改變了螢光的放射特徵。並且我們量取到的巨噬細胞內自

體螢光放射光譜，其特徵也跟文獻 17, 68 中相似。所以，我們可以確定細胞內螢光的來源

為黃素蛋白所造成。得到螢光影像上的結果，我們確定利用 NADPH 氧化酶產生活性

氧化物的方式，在白血球消滅入侵物的過程的確具有一定貢獻。 
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圖 3 – 1 異物刺激後白血球自體螢光變化之影像及統計結果。(A)、(B) 上圖為自體螢光

影像，下圖為雷射穿透光影像。比例尺代表 10 μm。(C) LPS 刺激與否，巨噬細胞細胞

質之螢光強度與面積之比值。***： significantly different from control (P < 0.001)。 
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(A) Yeasts (B) Macrophages + LPS (C) Macrophages + LPS
+ yeasts

 
圖 3 – 2 吞噬作用後白血球自體螢光的分佈情形。(A)、(B)、(C)上圖為自體螢光影像，

下圖為雷射穿透光影像。比例尺代表 10 μm。(C) 圖中白色箭頭為酵母菌外圍具螢光之

薄層，紅色箭頭為具有自體螢光之顆粒。 

 

 

 

 

 

 



 33

 

 

 

 

(A) autofluorescence (B) bright field

 
圖 3 – 3 吞噬作用前後酵母菌周圍螢光之變化。白色箭頭為已受吞噬之酵母菌，紅色箭

頭為正在受吞噬之酵母菌。比例尺為 10 μm。 

 

 

 

 

 

 

 



 34

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

0 1 2 3 4

 

 

In
te

ns
ity

Distance / μm

 
(A)

(B)

 
圖 3 – 4 受吞噬後酵母菌之橫截面螢光強度分析。(A) 圖左方為未受吞噬之酵母菌自體

螢光影像，右方為受吞噬之酵母菌自體螢光影像。紅色及藍色虛線為 (B) 圖中橫截面

螢光強度分析中所選擇之切面。比例尺為 1 μm。 
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圖 3 – 5 白血球細胞內自體螢光之放射光譜。右上角附圖為受白血球吞噬酵母菌之典型

自體螢光影像，圖中星號為量取螢光放射光譜的位置。紅色虛線則是純 FAD 之放射光

譜。 
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3 – 2 單一酵母菌被巨噬細胞吞噬後之動態拉曼光譜變化 

 

    更進一步，我們也想利用拉曼散射光譜，提供受巨噬細胞吞噬之酵母菌的化學結構

變化，搭配之前螢光影像的結果，希望能對活性氧化物的產生及破壞機制有更多證據。

因此，同自體螢光的實驗方式，我們將酵母菌加至巨噬細胞之培養液，並在酵母菌受吞

噬不同時間下，量取酵母菌拉曼光譜的變化。 

  圖 3 – 6 為此動態過程的一種典型變化趨勢，右側是相對應時間的亮視野影像，紅

色框框內為一個酵母菌，並且也是我們拉曼光譜量取的區域，左側則是受巨噬細胞吞噬

後不同時間點下，同一個酵母菌之拉曼光譜。在光譜隨時間的變化方面，可以看到一個

很明顯的趨勢，即在 1265 cm-1 及 1651 cm-1 的拉曼光譜譜線，相較於 1300 cm-1 及 

1441 cm-1 的譜線而言，有隨著時間變弱的傾向。 

  為了確認此相對變化是來自於 1265 cm-1 及 1651 cm-1 譜線之下降，而非 1300 cm-1 

及 1441 cm-1 譜線的增強，我們將動態光譜中每個時間點的 1441 cm-1 譜線絕對強度做

比較 (圖 3 – 7)。從 1441 cm-1 譜線強度隨時間之變化可發現，其在吞噬作用後各時間

點沒有太明顯的變化，只呈現小幅度的擾動。因此，我們可以確定酵母菌光譜上的相對

變化，是來自於拉曼光譜譜線 1265 cm-1 及 1651 cm-1 之下降。 

    由於我們觀察到在吞噬作用發生後，酵母菌本身光譜的訊號，在 1265 cm-1 及 1651 

cm-1 的部份會有下降的傾向。我們也將此兩者隨時間變化的比例 (1651 cm-1 / 1441 cm-1)

作成統計圖 (圖 3 – 8，1265 cm-1 之資料未展現)，藉由此比例來比較下降之幅度。從圖

中可以觀察到，在兩個小時之中，1651 cm-1 和 1441 cm-1 比例下降至 81.0% (標準差 

9.5%，n = 3)，和起始點相比變化顯著 (P = 7.2×10-5)。再將此結果與對照組 (對照組之

討論請參考附錄 III) 相比，在第 2 小時實驗組與對照組比較也有明顯之改變 (P = 

0.00022)，再次說明了此變化之可信度。 

    雖然，在此尚未清楚以上拉曼光譜譜線所代表的官能基，但是我們總結出在酵母菌

受到巨噬細胞吞噬後，其結構組成上 1265 cm-1 及 1651 cm-1 譜線所代表的官能基會隨
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著時間有減少的趨勢。因此，在下個章節，我們將對酵母菌拉曼光譜上的各特徵譜線作

分析，找出其代表的官能基振動模式，以解釋我們在此看到的變化情形。 
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圖 3 – 6 吞噬作用後酵母菌隨時間之拉曼散射光譜變化。右圖為酵母菌受巨噬細胞吞噬

之亮視野動態影像。紅色圓圈標示為一酵母菌細胞。左圖為此動態過程中各時間點之拉

曼光譜變化。 
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圖 3 – 7 吞噬作用後酵母菌 1441 cm-1 訊號隨時間之變化。為圖 3 – 6 中拉曼動態光譜

之 1441 cm-1 譜線強度隨時間變化情形。 
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圖 3 – 8 吞噬作用後酵母菌拉曼光譜中， 1651 cm-1 和 1441 cm-1 譜線強度比例隨時間

之變化情形。***： significantly different from control (P < 0.001)。***： significantly 

different from start (P < 0.001)。 
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3 – 3 酵母菌之拉曼光譜分析 

 

  從上一個章節在細胞中的觀察，我們發現到在受巨噬細胞吞噬後的酵母菌，其 1265 

cm-1 及 1651 cm-1 的拉曼光譜譜線會有隨時間變弱的情形。我們想更進一步了解此譜

線下降所代表的涵意，因此，我們必須先了解單一酵母菌光譜上每個特徵譜線所代表的

官能基。圖 3 – 9 即是處在緩衝溶液內酵母菌所量測到的拉曼光譜，其各譜線位置，和

常見脂質的形式相當類似。並且由文獻可以知道，酵母菌的細胞膜組成大部分 (可近 

70%) 是不飽和脂肪酸，細胞整體含不飽合脂肪酸的比例也可高達 81%70, 71。雖然此比

例會隨不同細胞分裂週期和生長環境 (溫度或培養液成分等) 而改變，但是整體而言，

酵母菌仍是一個富含不飽和脂肪酸的細胞。 

  因此，我們挑選了一種酵母菌脂肪酸組成的種類 – PC (phosphatidylcholine)，選擇

該種類中不飽和雙鍵數不同，並且光譜已經熟知的脂質 DOPC72, 73 及 DLPC73 (其中 

DOPC 帶有兩個不飽和的雙鍵，而 DLPC 為飽和脂質)，利用兩者的拉曼光譜來幫助我

們判別酵母菌拉曼光譜中的訊號來源。 

  經過和兩種脂質的比較，我們整理出酵母菌拉曼光譜中五個較明顯訊號的來源，分

別是 =CH bending vibration (1266 cm-1)、–CH2 twisting vibration (1300 cm-1)、–CH2 

bending vibration (1441 cm-1)、cis C=C stretching vibration (1651 cm-1) 及 C=O stretching 

vibration (1740 cm-1)。因此，從上個實驗所觀察到的結果，即 1266 cm-1 和 1651 cm-1 隨

時間會有變弱的趨勢，但 1300 cm-1 與 1441 cm-1 並無明顯變化，就可以解釋為酵母菌

受吞噬後，和碳鏈雙鍵相關的訊號會有下降的情形，而和碳鏈單鍵相關的訊號則無變

化。更進一步，我們推測此情形為酵母菌脂質組成上的 C=C 結構，在受到巨噬細胞吞

噬之後，遭到巨噬細胞產生之活性氧化物破壞的結果。 
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圖 3 – 9 酵母菌拉曼散射光譜譜線解析。右列為 DOPC、DLPC 兩種脂質之化學結構，

以及酵母菌之亮視野影像。左列分別為上述三物之拉曼光譜。 
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3 – 4 利用同位素取代法證明巨噬細胞內之酵母菌為拉曼光譜變

化之來源 

 

  一般細胞內組成胞器十分複雜，並且部份胞器組成的結構也都含有脂質 (粒腺體、

高基氏體等)，所以在得到受吞噬酵母菌雙鍵結構會改變的結果後，我們為排除此結果

是由巨噬細胞內物質進入到量測範圍內而造成。我們必須對受吞噬之酵母菌做標定，並

藉由標定之訊號在巨噬細胞內明確的找出酵母菌及取得其光譜，如此即可避免前述之問

題。 

    而在酵母菌標定的方法上，我們想藉由重水中的氘或氘氧基來取代酵母菌原本結構

上的氫或氫氧基，再利用其產生的特殊光譜訊號，來幫助我們找出在巨噬細胞中的酵母

菌。用此種標定方法的好處，在於我們不必搭配其它儀器，能夠在量取酵母菌拉曼散射

光譜的同時，從光譜中氘或氘氧的特殊振動光譜譜線，確認是否為受過標定的酵母菌。

並且，相較於使用染劑作標定的方式，重水對一般生物的影響相對較小，可避免因標定

對酵母菌造成傷害，影響到最後的實驗結果。 

  在此，我們必須先了解，在同位素取代的過程前後，酵母菌本身的光譜訊號到底有

哪些變化。圖 3 – 10 分別為重水、去離子水、緩衝溶液 (PBS, Phosphate Buffered 

Saline)、同位素取代過後的酵母菌及一般酵母菌的拉曼光譜。我們發現在同位素取代過

後的酵母菌，於 2100 cm-1 ~ 2250 cm-1 間有一個很寬的拉曼峰，經文獻的查找後得知其

為 C-D stretching 的訊號 47, 74, 75。因此，看到此訊號的出現，表示該酵母菌的確有經過

同位素的取代，將原本 C-H 置換成 C-D。將圖 3 – 10 同位素取代後的酵母菌和一般酵

母菌的拉曼光譜局部放大 (紅色方框)，可發現在 2100 cm-1 ~ 2250 cm-1 的 C-D 

stretching 訊號的確為經過重水處理後才會有。並且，從實驗中使用的去離子水、細胞

實驗中使用的緩衝溶液以及用於同位素取代的重水之光譜來看，他們的光譜在 2100 

cm-1 ~ 2250 cm-1 也無譜線出現，因此，我們可以排除上述變化是由水溶液造成。 

  另外，圖 3 – 11 為在重水中培養不同時間之酵母菌的拉曼光譜，可看到隨著在重
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水中培養的時間增長，2100 cm-1 ~ 2250 cm-1 訊號越來越強，這也更加確定此訊號的來

源的確跟同位素取代有關，並且隨著取代時間越長，其訊號表現越明顯，表示受到取代

之碳氫鍵越多。 

  在確定了同位素取代的效果無異之後，我們也重複了在細胞內的實驗，利用受過同

位素取代的酵母菌當作入侵物，隨著被巨噬細胞吞噬後不同時間點，量取其拉曼散射光

譜之變化。一來可以確認同位素取代是否對酵母菌受到破壞之狀況產生影響，再來即是

證明之前觀察到受吞噬之酵母菌碳鏈雙鍵受到破壞之情形，的確是反映自目標酵母菌本

身的光譜變化，而非巨噬細胞內之胞器往量測範圍靠近引起。最後，我們得到的結果的

確和先前沒有同位素取代之酵母菌相同 (圖 3 – 12) ，皆觀察到雙鍵訊號隨著時間有下

降的情形，並且從光譜中帶有的同位素訊號，我們也能確定所量測之位置的確是受到標

定之酵母菌。這樣的結果表示此種標定的方法不但有效讓我們確定光譜的來源，也不會

對酵母菌結構造成重大變化，而對觀察之過程有明顯影響。 
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圖 3 – 10 同位素取代過後酵母菌拉曼光譜解析。最上方兩光譜右側為紅色方框區域內

之局部放大圖。 
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圖 3 – 11 酵母菌隨同位素取代時間之動態拉曼光譜變化。紫色區域之拉曼譜線為 C-D 

stretching 之振動譜線。 
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圖 3 – 12 同位素標定之酵母菌在吞噬作用後之動態拉曼光譜變化。綠色區域為 C-D 

stretching 之拉曼譜線，紅色區域為碳鏈雙鍵相關之譜線。 
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3 – 5 培養液、酵母菌與巨噬細胞對所觀測拉曼光譜強度之貢獻 

 

  在做了同位素取代之後，我們還必須進一步了解，巨噬細胞內的複雜組成及細胞外

大量的培養液是否如預期對酵母菌拉曼光譜訊號無干擾。因此，我們在同一個巨噬細胞

的三個不同位置 (巨噬細胞外的細胞培養液、巨噬細胞之細胞質、巨噬細胞內有酵母菌

的位置)，以同一個高度為起點，作細胞 z 軸 (從細胞貼至蓋培養皿之細胞底部往上方

之細胞膜) 的光譜掃描，以分辨三種組成在拉曼光譜強度上之貢獻。圖 3 – 13 是以此

三種位置所量到的 C=C (1651 cm-1) 光譜譜線強度和其 z 軸高度所畫出的關係圖。可以

看到在有酵母菌的位置，此光譜譜線的訊號強度比在培養液或巨噬細胞細胞質的位置強

很多，並且在只有培養液或巨噬細胞細胞質的位置，其訊號幾乎跟背景訊號強度一樣，

無太大貢獻。而用 –CH2 (1441 cm-1) 光譜譜線強度來做比較的話，也得到同樣的結果 

(文中沒有展現)。所以，由於光譜譜線強度上有極大的差異，使我們可以從實驗中得到

之酵母菌拉曼光譜變化，排除培養液和巨噬細胞細胞質的貢獻，確認光譜訊號的變化只

跟酵母菌本身結構改變有關。 
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圖 3 – 13 培養液、巨噬細胞細胞質、酵母菌在拉曼散射光譜中的貢獻 (1651 cm-1, 

C=C)。右圖中不同顏色星號分別為培養液 (黑色)、巨噬細胞細胞質 (藍色) 及受巨噬細

胞吞噬之酵母菌 (紅色) 三個不同的量測位置。左圖為上訴三個量測 (顏色表示同右圖) 

位置隨 z 軸變化的拉曼光譜譜線強度變化。 
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3 – 6  NADPH 氧化酶抑制劑 - apocynin 對巨噬細胞自體螢光

影像及酵母菌拉曼光譜之影響 

 

    在前面章節中，我們從巨噬細胞自體螢光影像隨吞噬作用後之變化，以及單一酵母

菌受巨噬細胞吞噬後之拉曼散射光譜變化，推測在巨噬細胞吞噬並破壞入侵物的過程，

需要 NADPH 氧化酶產生的活性氧化物之參與。因此，為了驗證此假設，在此章節我

們透過抑制 NADPH 氧化酶產生活性氧化物之功能，再次利用自體螢光影像及拉曼散

射光譜，觀察影像及光譜之結論是否符合假設。 

    從之前文獻 76, 77 的查找，我們發現了能夠抑制白血球細胞內 NADPH 氧化酶的藥

物 apocynin，此藥物現在雖然還沒有明確的抑制機制，但是一般推測是其阻礙了細胞質

內的 NADPH 氧化酶次單元 (p47phox、p67phox 等) 向吞噬體膜 (或細胞膜) 上的次單

元移動。缺少了這些次單元的結合，NADPH 氧化酶不能完整組裝成活性態，因此利用

電子傳遞以製作活性氧化物的功能就會被終止 (圖 3 – 14)。在此，我們利用此種抑制藥

物加至細胞培養液中，以停止 NADPH 氧化酶之功能 (活性氧化物的製造)，觀察在這

種狀態下，受吞噬的酵母菌其雙鍵被破壞的情形是否會被抑制，如果會即表示此破壞過

程跟活性氧化物及 NADPH 氧化酶有一定關聯。另外，也利用自體螢光影像，觀察 

NADPH 氧化酶受抑制後，黃素蛋白在巨噬細胞內含量及分布的變化，藉此也可幫助我

們了解 apocynin 的抑制機制是否跟黃素蛋白有關。 

    圖 3 – 15 是在細胞培養液中施加 apocynin 後，受巨噬細胞吞噬之酵母菌在兩小時

內的光譜變化情形，可以看到在觀測時間內，酵母菌本身的各特徵譜線並無明顯變化。

並且從圖 3 – 16 的統計結果來看，如果在正常處理條件下 (僅有脂多醣)，酵母菌光譜

中的雙鍵訊號與單鍵訊號之比例下降了 20%。但是在細胞培養液中添加 apocynin 來抑

制 NADPH 氧化酶活性後，兩小時觀察時間內，實驗組碳鏈雙鍵和單鍵之譜線強度比

例下降至 97.4% (標準差 1.7%，n = 5)，對照組則為 98.1% (標準差 5.1%，n = 10)，實

驗組和對照組無明顯之差異 (P = 0.86)。說明了 NADPH 氧化酶受抑制後，雙鍵比例下
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降之趨勢的確消失了。此實驗的結果展現 apocynin 對 NAPDH 氧化酶抑制後，由於

NADPH 氧化酶無法產生活性氧化物來破壞入侵物，使入侵物 (酵母菌) 組成上之碳鏈

雙鍵受破壞的情形消失。符合我們一開始認為 NADPH 氧化酶產生之活性氧化物為巨

噬細胞破壞入侵物之重要成分的假設，也說明了用拉曼散射光譜技術探究巨噬細胞破壞

入侵物能力的可能性。 

    而從自體螢光影像 (圖 3 – 17) 的部份，我們則是發現，不管細胞培養液內存在 

apocynin 與否，巨噬細胞在吞噬作用後，吞噬體周圍的螢光皆有變強，且顆粒狀的自體

螢光物質同樣有聚集在吞噬體周圍的現象。因此，我們認為在巨噬細胞的 NADPH 氧

化酶受到抑制之後，巨噬細胞細胞質內之 FAD 組裝至吞噬體上 NADPH 氧化酶的功

能並不會受到阻礙 (參考圖 1 – 2)，而且攜帶細胞色素 (cytochrom-b) 的囊泡仍會往吞

噬體聚集，這使我們對 apocynin 抑制 NADPH 氧化酶的機制有更進一步的了解。 
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圖 3 – 14 apocynin 對 NADPH 氧化酶抑制方式示意圖。apocynin 阻擾了在細胞質中

的 NADPH 氧化酶次單元向膜上聚集，在不能完整組裝下，NADPH 氧化酶即失去其

產生活性氧化物的能力。 
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圖 3 – 15 施加 NADPH 氧化酶抑制劑後，受吞噬酵母菌隨時間之動態拉曼光譜變化。 
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圖 3 – 16 施加 NADPH 氧化酶抑制劑前後，受吞噬酵母菌拉曼光譜譜線 1651 cm-1 / 

1441 cm-1 隨時間之變化。黑色方框為對照組、紅色三角形為在巨噬細胞培養液內添加

脂多醣之實驗組、綠色六邊形則為添加脂多醣及 apocynin 之實驗組。***： significantly 

different from control (P < 0.001)，NS： non-significantly different from control (P > 0.05)。 
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(A) control (B) apocynin treated

 
圖 3 – 17 施加 NADPH 氧化酶抑制劑對巨噬細胞在吞噬作用後自體螢光之影響。

(A)、(B) 上圖為自體螢光影像，下圖為雷射穿透光影像。比例尺為 10 μm。 
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3 – 7 利用化學方法產生活性氧化物模擬酵母菌氧化傷害與細胞 

內實驗結果之比較 

   

    由之前觀察到受巨噬細胞吞噬之酵母菌的拉曼光譜變化情形，其結論為和雙鍵相關

的譜線會隨著時間有下降的趨勢，我們推測此變化為巨噬細胞產生之活性氧化物對酵母

菌脂質造成脂質過氧化傷害的結果。因此，為了確認酵母菌碳鏈雙鍵之變化，是否為活

性氧化物所造成，我們設計了實驗來驗證此假設。即假使酵母菌拉曼光譜上和雙鍵相關

譜線的變化是由巨噬細胞產生活性氧化物所導致，那我們在細胞外同樣利用活性氧化物

施加在酵母菌上，應該會觀察到相同的光譜變化情形。所以，在這部分我們挑選了三種

活性氧化物 (過氧化氫、次氯酸、氫氧自由基，參考圖 1 – 3) 來做細胞外實驗，觀察光

譜的變化情形。實驗中所使用的濃度皆為 0.1 mM，而產生的方法如下。 

  產生氫氧自由基的方法是透過 Fenton reaction，這是一個在生物體內就具有的自由

基產生機制，此方法產生氫氧自由基的過程如下： 

           −+⋅+→+ ++ OHOHFeOHFe 3
22

2         (3 – 1 ) 

大致來說，在有金屬離子 (Fe2+) 存在下，過氧化氫會和鐵離子反應，產生大量的氫氧

自由基，而且氫氧自由基也被推論為白血球細胞中，清除外來物的物質之ㄧ。 

  另外，我們也同時使用白血球細胞中具有的過氧化氫來做相關的實驗，一方面可以

幫助我們了解過氧化氫是否具有清除外來物的能力，另一方面也可以幫助我們了解，在

我們的操作條件下，Fenton reaction 是否有產生氫氧自由基。 

    而在次氯酸的產生方式，我們是利用次氯酸鈉 (NaOCl) 水溶液來調配，根據以下

反應式 

        HOClNaOHOHNaOCl +→+ 2           (3 – 2)  

我們可以利用次氯酸鈉加上水來產生次氯酸，並且利用次氯酸在 292 nm (吸收係數為 

350 M-1cm-1) 下的吸收值來求得其濃度 78。 

  首先，我們利用 Fenton reaction 在酵母菌所處環境中製造 0.1 mM 氫氧自由基，
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並持續量取其拉曼光譜之變化 (圖 3 – 18)。從動態光譜變化可以發現，這和受巨噬細胞

吞噬之酵母菌情形相同，都是在 1265 cm-1 及 1651 cm-1 的拉曼光譜譜線會隨著時間比

例下降，其它的譜線並無太明顯變化。再從圖 3 – 18 (B) 中拉曼光譜譜線的強度比例 

(1651 cm-1 / 1441 cm-1)，可以更清楚看到，在 30 分鐘裡，1651 cm-1 的訊號下降至 43.7% 

(標準差 9.6%，n = 11)，第 0 分鐘和第 30 分鐘比較之下變化非常明顯 (P = 2.8×10-9)。

以上譜線的變化，根據先前對酵母菌訊號的分析，代表的是碳鏈雙鍵訊號隨時間減弱。

更進一步，我們推測這是因為酵母菌在氫氧自由基的環境下，組成成分中之碳鏈雙鍵受

到破壞的結果。  

  再來，我們也檢測過氧化氫對酵母菌破壞的情形。在這個部份，我們想得到兩個資

訊，第一，過氧化氫是否也會對酵母菌造成破壞，如果有，破壞情形是否和細胞內實驗

相同。第二，由於在利用 Fenton reaction 產生氫氧自由基時，會利用到過氧化氫，我們

想確認在進行 Fenton reaction 時，如果有過量的過氧化氫殘留，是否也會對細胞造成破

壞，以分辨氫氧自由基和過氧化氫的貢獻。圖 3 – 19 展示了在 0.1 mM 過氧化氫下酵

母菌 45 分鐘內的拉曼光譜變化，在這部份，由於前 30 分鐘並無明顯變化，因此，我

們延長至 45 分鐘。從圖中我們可以發現，這和氫氧自由基下的變化不同，在 30 分鐘

的觀察時間內，光譜各譜線均無明顯改變。再由 3 – 19 (B) 中拉曼光譜譜線的強度比例 

(1651 cm-1 / 1441 cm-1) 變化，可以得知在經過 30 分鐘後，1651 cm-1 只些微的下降至 

95.9% (標準差 5.7%，n = 4)，第 0 分鐘和第 30 分鐘比較之下並無明顯差異 (P = 

0.25)。這樣的結果表示在過氧化氫作用之下，酵母菌雙鍵在觀察時間內並無可見之變

化，這和在巨噬細胞內之情形不同。因此，我們推測雖然過氧化氫是產生後續活性氧化

物的重要物質，但是在白血球消滅外來物的貢獻並非主要。另外，此結果也佐證了先前

氫氧自由基實驗中的結論，因為由這邊的實驗，我們發現在單純只有過氧化氫的狀態下

酵母菌並不會有受破壞的情形，所以如果氫氧自由基沒有被產生，在先前實驗中酵母菌

的雙鍵相關譜線不會有如此劇烈之變化。 

  最後，我們測試次氯酸對酵母菌的破壞行為，濃度同樣是 0.1 mM。從圖 3 – 20 之

動態光譜變化情形，發現他造成和巨噬細胞內及細胞外添加氫氧自由基相似的結果，皆
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是使拉曼光譜之 1265 cm-1 及 1651 cm-1 譜線隨著時間下降。而從拉曼光譜譜線強度 

(1651 cm-1 / 1441 cm-1) 的統計結果 (圖 3 – 20 (B)) 可以看到，在 30 分鐘內 1651 cm-1 

比例下降至 64.6% (標準差 3.6%，n = 7)，第 0 分鐘和第 30 分鐘相比之下差異明顯 (P 

= 2.2×10-7)。這說明了在次氯酸環境下，酵母菌碳鏈結構上的雙鍵也同樣會受到破壞的

情形。也再一次證明拉曼光譜能夠用來量測活性氧化物對外來物破壞的情形，並且可以

透過雙鍵和單鍵強度的比例，觀察該活性氧化物破壞能力，以找出白血球細胞內最可能

利用的活性氧化物種類。 

  圖 3 – 21 為在酵母菌環境下分別添加以上三種活性氧化物，對酵母菌拉曼光譜譜

線 (1651 cm-1 / 1441 cm-1) 隨時間影響的統計圖總合 (對照組請參考附錄 III)。從此統計

的資料我們可以清楚了解，這三種不同活性氧化物在相同濃度下，以氫氧自由基造成的

比例變化最明顯，而過氧化氫最不具效果，次氯酸也具有一定的影響能力，不過其程度

略小於氫氧自由基。這樣的結果展現了拉曼光譜能藉由酵母菌特徵光譜中，雙鍵 (1651 

cm-1) 和單鍵 (1441 cm-1) 的比例變化，成為檢測活性氧化物破壞能力，甚至是白血球

活性能力的定量工具，這也是本論文的貢獻之一。 
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圖 3 – 18 酵母菌在 0.1 mM 氫氧自由基下，三十分鐘的拉曼光譜變化。(A) 動態拉曼

光譜變化，(B) 拉曼光譜中譜線 1651 cm-1 / 1441 cm-1 比例隨時間變化的統計資料。 
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圖 3 – 19 酵母菌在 0.1 mM 過氧化氫下，四十五分的拉曼光譜變化。(A) 動態拉曼光

譜變化，(B) 拉曼光譜中譜線 1651 cm-1 / 1441 cm-1 比例隨時間變化的統計資料。 
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圖 3 – 20 酵母菌在 0.1 mM 次氯酸下，三十分鐘的動態拉曼光譜變化。(A) 動態拉曼

光譜變化，(B) 拉曼光譜中譜線 1651 cm-1 / 1441 cm-1 比例隨時間變化的統計資料 

 

 

 

 

 

 

 



 62

 

 

 

 

 

0 5 10 15 20 25 30
0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

C
=C

 (1
65

1 
cm

-1
) /

 -C
H

2 (
14

41
 c

m
-1
)

Time / minutes

 Control
 H2O2

 OH•

 

 

 HOCl

***

***

NS

 
圖 3 – 21 酵母菌在活性氧化物作用下，拉曼光譜譜線 1651 cm-1 / 1441 cm-1 比例隨時 

間的變化。NS： non-significantly different from control, (P > 0.05)，***：significantly 

different from control (P < 0.001)。 
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第四章、 結論與未來展望 

 

  本論文中，我們成功的利用自體螢光影像，觀察到巨噬細胞在受異物刺激及吞噬作

用後，NADPH 氧化酶的增量及重新分佈，以及運送細胞色素的囊泡往吞噬體聚集的情

形。並且利用共軛焦拉曼散射光譜技術，觀察到巨噬細胞對入侵物 (酵母菌) 施加活性

氧化物並破壞其雙鍵結構的過程。以上都是在活細胞內，以非染色，無破壞性的方法得

到之即時、動態之資訊。 

  首先，我們使用共焦螢光影像來追蹤巨噬細胞內黃素蛋白和入侵物 (酵母菌) 間的

相對關係，黃素蛋白為產生活性氧化物的重要媒介者，因此，我們可以藉由他的位置來

觀測活性氧化物產生的位置。實驗中我們發現，在加入脂多醣活化巨噬細胞之後，細胞

內的螢光強度有近六倍的增強情形。我們推測這是巨噬細胞在接受外來的刺激後，啟動

其防衛機制，即是利用 NADPH 氧化酶產生活性氧化物來抵禦外來物，因此過程必須

先產生大量具有黃素蛋白的細胞色素，以組裝成足夠的 NADPH 氧化酶。並且，在吞

噬作用後，我們發現吞噬體膜上的螢光訊號會增強，並且有顆粒狀的自體螢光物質會向

吞噬體 (酵母菌) 聚集。我們將此現象解釋為巨噬細胞在吞噬作用後，欲產生大量的活

性氧化物來有效消滅入侵物，因此在吞噬體膜上開始組裝大量的 NADPH 氧化酶。並

且，也同時促使帶有 NADPH 氧化酶次單元 (黃素蛋白) 的囊泡向吞噬體補充，以持續

提供足夠的活性氧化物。 

  接著，為了驗證在自體螢光影像上的變化的確跟 NADPH 氧化酶產生活性氧化物

有關，並且也從化學結構上的資訊來解釋巨噬細胞破壞酵母菌的過程，我們利用拉曼散

射光譜來觀察吞噬作用後，入侵物結構上的改變情形。發現在受巨噬細胞吞噬之酵母

菌，其拉曼光譜中 1266 cm-1 (=CH bending vibration) 及 1651 cm-1 (cis C=C stretching 

vibration) 譜線有明顯的強度下降。而 1300 cm-1 (–CH2 twisting vibration) 和 1441 cm-1 

(–CH2 bending vibration) 譜線隨時間只有些微的擾動情形。這表示在巨噬細胞消滅酵母

菌的過程中，酵母菌結構組成中的雙鍵受到了破壞，而單鍵的部分卻無太大影響。上述
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酵母菌雙鍵結構的變化，在我們將巨噬細胞可能產生的活性氧化物 (氫氧自由基、次氯

酸) 拿至細胞外測試時，得到同樣的結果。並且在加入 NADPH 氧化酶抑制劑後，此情

形受到了抑制。由此兩種證據，再搭配之前自體螢光影像上的結果，我們可以確定 

NADPH 氧化酶及其產生的活性氧化物，是巨噬細胞消滅入侵物的重要工具之一。並且

破壞入侵物的方式，可能是經由活性氧化物對入侵物之脂質結構造成脂質過氧化傷害的

結果。因為在脂質過氧化傷害過程中，不飽和脂肪酸的雙鍵會受到自由基攻擊，造成雙

鍵斷裂而生成丙二醛 (見附錄 IV)。這和拉曼散射光譜上觀察到入侵物 (酵母菌) 雙鍵

訊號受到破壞的情形吻合。巨噬細胞可能透過脂質過氧化破壞入侵物的細胞膜組成，造

成其細胞膜的功能 (細胞膜流動性、離子通道的開關…) 改變，或者更進一步靠著破壞

性酵素及活性氧化物直接破壞細胞胞器 (粒線體、細胞核…)，而導致入侵物死亡。 

  另外，由本論文中的結果，我們也提出了幾項發現。首先，在自體螢光影像的部份，

我們觀察到巨噬細胞在受刺激後會具有大量含有黃素蛋白自體螢光之顆粒，證實了 

Casbon 等人在 2009 年發表的文章中，提出巨噬細胞內具有運輸及儲存細胞色素之囊

泡的推論。再者，在 NADPH 氧化酶抑制劑 – apocynin 的抑制機制上，我們由施加 

apocynin 前後自體螢光的分佈，認為 apocynin 並不會影響巨噬細胞內 FAD 結合至 

NADPH 氧化酶以形成黃素蛋白，也不會阻礙攜帶細胞色素之囊泡往吞噬體聚集之現

象。而在拉曼光譜方面，我們首度利用此種振動光譜方法，研究活細胞 (巨噬細胞) 產

生之化學物質對另一活細胞 (酵母菌) 的影響情形，並可依受破壞之入侵物光譜譜線的

比例 (1651 cm-1 / 1441 cm-1) 當作一定量之數據，提供該白血球之活性比較。這樣的方

法，解決了以往螢光影像或電子顯微鏡的缺點，即此兩種常用之量測技術，皆難以提供

直接相關且可定量的數據，來描述入侵物受破壞的程度。並且我們以相同的光譜比例方

法，也比較出白血球可能具有之活性氧化物對入侵物破壞的程度，得到的結論為氫氧自

由基強於次氯酸，而過氧化氫之效用則最弱。因此，我們推測氫氧自由基及次氯酸較有

可能是白血球用以破壞入侵物之活性氧化物。 

    本論文提供了一種免染色、無破壞性且又能即時、動態獲取單一活細胞化學資訊的

研究方法，而且成功的應用在巨噬細胞破壞入侵微生物的機制研究上，相信此方法將來
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可以被廣泛的應用在白血球活性的量測，更可以進一步推廣至活體細胞及免疫疾病的檢

驗。 
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附錄 

 

I 光譜儀校正步驟 

 

    為了使每天量測到的光譜在訊號強度及譜線位置維持固定，所以在每次實驗開始之

前，皆會對系統做基本的檢測及校正。 

    首先，我們必須確定每天光譜儀在波長位置上的表現是一樣的，這樣才不會造成每

次雖然量測相同物質，但是譜線位置卻不相同的情形。所以，我們利用一個已經明確知

道所有譜線位置的 Hg – Ar 光源，來校正我們光譜儀的位置。 

 

步驟 1： 打開光譜儀控制程式 (Andor iDus)，並等待光譜儀後方之 CCD 降溫至負六  

         十度。 

↓ 
步驟 2： 打開 Hg –Ar 光源，並連接至光譜儀收光用的光纖。 

↓ 
步驟 3： 量取一張 Hg –Ar 光源的光譜，並和標準光譜做對照。 

↓ 
步驟 4： 如兩者之間有位移，則打開光譜儀的校正程式 (Calibrate －＞ Manual X   

         calibration) 

↓ 
步驟 5： 將游標指向有位移的譜線上，並按下 capture 以抓取該譜線的位置，接著輸   

         入正確的譜線數值，最後按下 calibrate 完成校正。 
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圖 I – 1 Hg – Ar 光源之光譜。 
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II 最佳化拉曼光譜系統之步驟 

 

為了了解當天系統是否有重大變化而造成光譜量測效率變差，我們必須使用一個標

準的樣品來檢測系統效率。而在這邊我們利用的是聚苯乙烯微粒的光譜訊號，根據其特

徵譜線 (1001 cm-1，Breathing vibration of benzene ring) 當天量測到的強度，判斷系統有

無重大問題。 

接著，由之前拉曼系統架設可知，在光進入光纖之前，架設了一組共焦光圈，由於

此共焦光圈的位置非常重要，稍微有點偏差，樣品的光譜訊號受到周圍培養液及細胞影

響會相當明顯。因此，在使用系統開始當天實驗前，也會測試當天共焦光圈位置是否正

確。使用的方法是量測在水溶液中的單顆聚苯乙烯微粒，如果在共焦光圈位置不對時，

將量到水在 3100 cm-1 ~ 3600 cm-1 很寬的譜線，及 1700 cm-1 之前不太平整的訊號，表

示此時共焦光圈選擇到的位置有部分在水溶液裡；相反的，如果共焦光圈選擇的位置正

確，即使在水溶液中，水的訊號亦不會有明顯的貢獻。這樣的比較可由圖 II - 2 理解，

在裝置了共焦光圈之後，雖然因為些許光 (非來自樣品焦點裡的訊號) 被其阻擋住，造

成最後訊號強度稍微降低，但是來自樣品之外 (例如水) 的訊號將有效的被消除。 
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圖 II – 1 聚苯乙烯微粒之拉曼散射光譜。 
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圖 II – 2 共焦光圈位置檢測。 
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III 排除雷射對所觀測酵母菌拉曼光譜強度變化之影響 

 

  不管在細胞內抑或是細胞外之光譜實驗，光譜量取過程我們會短暫施與雷射在酵母

菌上。我們必須確定所有量測到的酵母菌光譜變化，皆不是源自於雷射對酵母菌產生的

破壞。所以我們利用和兩種實驗情況 (細胞內及細胞外模擬) 下一樣的量取方式，在細

胞外正常培養環境，觀察單一酵母菌於此雷射照射下隨時間的變化情形。圖 III – 1 為

模擬細胞內實驗之對照組，在此條件之下，單一酵母菌於兩個小時的觀察時間之內，光

譜並無明顯變化。圖 III – 1 (B) 為拉曼光譜譜線 1651 cm-1 / 1441 cm-1 比例隨時間的統

計資料，從統計結果可以看到，在 2 小時內 1651 cm-1 比例只下降至 98.0% (標準差 

5.0%，n = 10)，第 0 小時和第 2 小時相比並無明顯差異 (P = 0.24)。表示在此量測條

件下，酵母菌無明顯雙鍵受到破壞情形，所以可以確認在細胞內光譜變化之可信度，並

搭配之前做過的同位素取代及光譜貢獻分析，我們可以證明酵母菌光譜上的變化的確來

自於巨噬細胞對其之影響。而圖 III – 2 為模擬在細胞外添加活性氧化物時，酵母菌受

雷射影響的情形，同樣，從動態光譜我們沒有看到明顯改變。再從拉曼光譜譜線的強度

比例 (1651 cm-1 / 1441 cm-1) 變化 (圖 III – 2 (B))，可以得知在經過 30 分鐘後，1651 

cm-1 只些微的下降至 97.4% (標準差 5.6%，n = 7)，第 0 分鐘和第 30 分鐘比較無明

顯變化 (P > 0.05 )。此結果顯示在添加活性氧化物的實驗條件下，雷射並無對酵母菌造

可破壞的情形，因此，同樣確認了光譜上的變化反映至活性氧化物對酵母菌的影響。 
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圖 III – 1 模擬酵母菌在白血球吞噬作用實驗下之雷射破壞測試。(A) 動態拉曼光譜變

化，(B) 拉曼光譜中譜線 1651 cm-1 / 1441 cm-1 比例隨時間變化的統計資料。NS： non 

-significantly different from control, P > 0.05)。 
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圖 III – 2 酵母菌在三十分鐘雷射持續施加下拉曼光譜變化。(A) 動態拉曼光譜變化，

(B) 拉曼光譜中譜線 1651 cm-1 / 1441 cm-1 比例隨時間變化的統計資料。NS： non 

-significantly different from control, P > 0.05)。 
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VI 脂質過氧化機制之簡介 

 

  由之前白血球吞噬酵母菌後，酵母菌光譜訊號隨時間變化的趨勢，我們歸納出此免

疫反應過程，促使酵母菌脂質組成中的雙鍵部份受到破壞，但是跟單鍵相關的訊號卻無

太大變化，因此，我們推論這個過程應該是屬於脂質過氧化 (lipid per-oxidation) 反應。 

以下將對脂質過氧化機制做基本介紹，並探討此機制跟實驗結果的相關性。 

  以公式 VI – 1 ~ VI – 4 為例，這是一個多元不飽和脂肪酸 (PUFA，polyunsaturated 

fatty acid) 脂質過氧化反應的過程。如果多元不飽和脂肪酸受到自由基 (radical，R‧) 的

攻擊，其 C=C 旁的氫有可能會被自由基抓走，形成脂質自由基 (lipid radical，PUFA‧)。

並且原本處於 cis C=C 的脂肪酸長碳鏈，會折疊成 trans C=C 的形式，並和氧反應，

進一步形成脂質過氧化自由基 (lipid peroxyl radical，PUFAO2‧)。再來可能會有兩種主

要的反應途徑，第一種是脂質過氧化自由基從其他脂質上取得一個氫原子，形成脂質過

氧化物 (lipid peroxide，PUFAO2H)，而脂質過氧化物如果在過渡金屬 (如 Fe2+) 存在的

環境之下，會被轉變成脂質自由基，如此一來又可回到反應初期再被利用。另一個路徑

則是脂質過氧化自由基會經過一連串的環化 (cyclization)，形成內生環過氧化物(cyclic 

endoperoxide)，最後被水解 (hydrolysis) 生成丙二醛 (malondialdehyde，MDA)、

4-hydroxynonenal (4-HNE) 和各式各樣的烷類、醛類。其中丙二醛及 4-HNE 也是一般

生化檢測中，常被用來觀察脂質過氧反應程度的根據。 

 

(VI – 2) 

(VI – 3) 

(VI – 4) 

 (VI – 1) 
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  另外，從 VI – 1 的圖解也能幫助我們更進一步從化學結構來了解脂質過氧化的過

程。並且，從圖中我們可以總結出，在一連串的脂質過氧化反應之後，原本帶有數個雙

鍵的不飽和脂肪酸，在 C=C 的位置會被氧化形成 C=O，導致 C=C 的數量減少，但是

單鍵的部分卻不會受到自由基攻擊，因此，並不會產生任何變化。這樣的結果和之前拉

曼光譜所得到的結論十分吻合，因為之前得到的光譜資訊告訴我們，在白血球吞噬酵母

菌之後，酵母菌脂質訊號中的 1265 cm-1 及 1651 cm-1 會有隨時間明顯下降的傾向，但

是 1300 cm-1 及 1441 cm-1 卻沒有明顯的變化趨勢。而經由更前面章節對酵母菌光譜訊

號的分析，1265 cm-1 和 1651 cm-1 分別代表 =CH bending vibration 及 cis C=C 

stretching vibration，皆和雙鍵有關。而 1300 cm-1 及 1441 cm-1 則是 –CH2 twisting 

vibration 和 –CH2 bending vibration，是和單鍵相關的訊號。機制和實驗結果皆表示，在

脂質過氧化傷害後，脂質雙鍵會受到破壞，而單鍵不會受到影響。 

 

 

 

 

 

 



 76

 
圖 VI – 1 脂質過氧化過程示意圖 
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