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開發「鎖相放大掃描式倍頻顯微技術」於肌纖維

收縮之觀測 

學生：張嘉仁                                     指導教授：廖奕翰博士 

國立交通大學 分子科學研究所 

摘要 

掃描式光學影像顯微技術依照掃描方式可以分為雷射光束掃描與樣品移動

式掃描兩種。前者成像速度較快(約每秒ㄧ張)，而後者可結合「鎖像放大」或「光

子計數」技術大幅提升訊雜比。我們自行開發一套全新的光學成像系統，將鎖相

放大技術與雷射光束掃描式倍頻顯微技術結合，可獲得高訊雜比的動態影像，並

將此系統應用於觀測肌肉細胞之誘發收縮與心肌細胞之自主收縮。本論文首先介

紹實驗系統，並展現雙光子激發螢光訊號的提升，藉以驗證實驗系統之可行性。

接著應用此「鎖相放大掃描式倍頻光學顯微影像技術」觀察肌肉細胞株受電脈衝

刺激誘發之肌纖維收縮，並獲得肌小節收縮頻率與肌小節長度之變化。我們也應

用此系統觀察雞胚胎心肌細胞之自發性收縮，並透過影像分析獲得肌小節長度變

化與肌小節收縮與放鬆速度。我們初步發現肌纖維的位移與肌纖維內部肌小節長

度的改變雖然頻率近似，但在時間上並不完全同步，而有一定的相位差。肌小節

每次收縮的長度變化量也並不固定。在腎上腺素刺激後，肌小節之收縮速度有明

顯增加而放鬆速度則無顯著改變。我們的結果顯示，鎖相放大倍掃描式頻顯微成

像技術極適合應用於研究肌肉細胞的動態過程，除了可應用於研究肌纖維收縮之

基礎生理研究之外，也可應用於探討藥物或毒物對心肌收縮之影響。  
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Myocyte contraction visualized with lock-in 

amplified second-harmonic generation scanning 

microscopy 
Student: Chia-Jen Chang                               Advisor: Dr. Ian Liau 

Institute of Molecular Science National Chiao-Tung University 

ABSTRACT 

Optical microscopy, especially laser scanning microscopy, has been a powerful tool 

for biomedical research. Concerning laser scanning optical microscopy, a 

two-dimensional image is constructed by scanning the focus of a laser beam across a 

fixed sample or vice versa. The frame rate of the former is larger, but the latter allows 

incorporation of techniques such as lock-in amplification or photon counting to 

improve signal-to-noise ratio. We have developed a novel lock-in amplified laser 

scanning second-harmonic generation (SHG) microscopy system, by firstly 

integrating a pulsed laser into a commercial confocal microscope, and secondly 

incorporating modulation-demodulation technique into the system. The 

signal-to-noise ratio is significantly improved while maintaining fast frame rate. The 

thesis first details the setup of the system including the setting of experiment 

parameters, and follows with demonstration of the system to image the contraction of 

two distinct kinds of myocytes: electrically stimulated skeletal muscle cell line and 

spontaneously contracting chick embryo cardiomyocytes. We show that we can follow 

the contracting-resting cycle of either electrically induced contraction of skeletal 

muscles or spontaneous contraction of primary cardiomyocytes. Through image 

analysis, we can determine the change of sarcomere length during electrically 

stimulated or spontaneous contraction and examine the effect of hormone on 

sarcomere contractions.  
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第一章、背景介紹 

1-1 掃描式光學顯微影像技術 

 

在生物醫學上雷射掃描式光學顯微影像技術，已經充分運用於細胞、組織甚

至生物個體的觀察。從細胞上抗體抗原的螢光辨識 1、肝臟脂肪含量的定量分析

2 以及活體內腫瘤周圍的膠原蛋白動態調節過程 3，都顯示此技術運用於生醫研究

上的價值。 

    依照掃描樣品的方式，可分為兩類，一種是雷射光束掃描 (beam scanning)，

一種是樣品移動式掃描  (sample scanning) 。雷射光束掃描是利用一對

galvanometer mirror scanners，使雷射光點在樣品上做二維掃描。其中一個掃描器

以 57 Hz ~ 2 kHz 快速擺動，使雷射光點有規律性的來回移動。另一個掃描器以

0.02 Hz ~ 4 Hz 的速度擺動，將雷射光以另一個軸向量移動，使雷射光可以完整

的行經一個平面 (圖 1-1)。此種掃描方式的優點是可以在短時間內得到一張完整

的影像，掃描一張像素面積為 512 × 512 的影像只需要約 1 秒。由於快速掃

瞄，雷射在樣品的每個點停留時間極短，約數十微秒 (μs) 左右，訊號強度因此

很小。增強雷射的功率或者使用更高收光效率及更小背景雜訊值的偵測器，如：

雪崩光電二極管 (avalanche photodiode, APD)，此二種方式皆可提高影像的訊雜

比，然而增強雷射功率容易使樣品受到破壞，選用後者則價錢昂貴且訊號過大時

易壞損。因此雷射光束掃描式成像技術較不適合運用在訊號強度太微弱的樣品。

對於大部分應用螢光成像的研究，雷射光束掃描式成像技術卻可以在短時間內提

供大量的資訊，故絕大多數商品化的雷射掃瞄顯微影像系統即是使用雷射光束掃

描的方式。 

    樣品移動式掃描的特性在於雷射光點保持固定，測量的樣品透過三軸移動壓

電平台 (piezo scanning stage) 移動樣品，讓樣品的每一個位置依序受到雷射光的

激發釋放訊號。壓電平台每次移動所需的時間約數十至數百微秒，相較於雷射光
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束式掃描，樣品移動式掃描需要的時間較長。雖然需要花費較多的時間，但也因

為掃瞄的速度較慢，樣品單位面積受到雷射光照射的時間長，訊號的強度也相對

增強。當遇到訊號強度微弱時，可以搭配鎖相放大 (lock-in amplification) 技術或

光子計數 (photon counting) 技術，增加訊號雜訊比值，大幅提高訊號影像強度。 

    以上兩種掃描的方式都適合用來研究生物相關的問題，對於不同研究的主題

選擇適合的方式。當實驗上需要好的時間解析時，快速掃瞄的雷射光束掃描會是

一項很有利的工具。而樣品移動式掃描則可以用於分析微弱的樣品訊號，還能配

合鎖相放大技術及光子計數技術一起使用達到更好的效果。   
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Fast scan

Slow scan

57 Hz ~ 2 kHz 

0.02 Hz ~ 4 Hz 

 
圖 1-1 雷射光束掃描示意圖 

雷射光束掃描式 (beam scanning)成像是利用一對 galvanometer mirror scanners 

各自以固定的頻率來回擺動，完成二維影像的掃描。
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1-2 鎖相放大 (lock-in amplification) 技術  

 

如上節描述，今天要掃描的樣品訊號強度很小時，就可以使用樣品移動式掃

描技術與鎖相放大器增大訊號與雜訊之間的比值 (signal-to-noise ratio)。鎖相放

大技術常被用來偵測極小的交流訊號，偵測極限可達數個 nV。甚至可以從千倍

大的背景雜訊中，得到正確訊號值。它的基本運作方式是擷取特定相位與頻率的

交流訊號，經由訊號處理，從中取出交流訊號的振幅。實驗上讓雷射通過光學截

波器 (optical chopper)，旋轉的扇葉會阻擋雷射即可讓雷射強度有規律性的變

化，嵌入一個特定的頻率 (ωR)。此過程稱之為調變 (modulation)。因為訊號是由

雷射激發產生的，所以帶有相同頻率的交流訊號，表示為 

sin( )I RV t Iω θ+  

其中 表示訊號強度或是雷射有無照射於樣品之訊號差；IV Iθ 為相位角，是交流

訊號與光學截波器產生的參考訊號的相位差值。另一方面，鎖相放大器也會產生

一個與參考訊號相同頻率的參考訊號，表示為 

sin( )R RV t Rω θ+  

其中 由鎖相放大器自行擬定的，為一個常數，RV Rθ 為內部參考訊號與光學截波

器參考訊號的相位差值。 

鎖相放大器會將這兩組訊號相乘後得到以下的結果 

sin( )sin( )I R R I R RV V t tω θ ω θ+ +  

1 1cos( ) cos(2 )
2 2I R R I I R R R IV V V V tθ θ ω= − + +θ θ+  

得到一組頻率為零的直流訊號，另一組頻率為 2 Rω  的交流訊號。經由低通濾波

器 (low pass filter) 除去交流訊號後得到的直流訊號，以 X 表示： 

1 cos( )
2 I R R IX V V θ θ= −  

由上述式子中可以看出 X 值的大小與相位差， R Iθ θ−  有關。為了移除此因素，

現在雙通道(dual-channel)鎖相放大器會產生另一組與前述內部參考訊號相位差 
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90° 的內部參考訊號 

sin( 90)R R RV tω θ+ +  

經過相同的運算與低通濾波器的篩選後，得到直流訊號以 Y 表示輸出訊號。 

1 sin( )
2 I R R IY V V θ θ= −  

若將 X 與 Y 平方後相加便可除去相位差的影響。最後除去常數項次便可得到原

使訊號項，其結果以 R 表示： 
1

2 2 22 ( ) I
R

R X Y V
V

= + =  

一般實驗中均紀錄 R 值隨時間的變化。 

    在此，我們舉一個例子說明鎖相放大技術的運作 (圖 1-3)。假設有一個理想

的直流訊號其值大小為 1 伏特，經由光學截波器設定為 200 赫茲的調節下，訊

號會形成帶有 200 赫茲的交流訊號，當它同時受到頻率為 60 赫茲，強度為  

-1~1 伏特的交流電雜訊與頻率不規則強度為 -1~1 伏特的背景雜訊干擾，最後

形成一組雜亂的訊號總和，傳送至鎖相放大器。鎖相放大器本身也會產生一個與

光學截波器相同頻率的內部參考訊號。訊號總和與內部參考訊號經由鎖相放大器

處理後，將得到的訊號經過傅立葉轉換後得到圖 1-4 的結果。從圖上可以得知

頻率在 0 赫茲的地方會有最初假設的直流訊號，經低通濾波器移除高頻交流訊

號即可得到不受雜訊影響的直流訊號。另外，圖上有數個特定頻率的訊號其訊號

值較大，分別為光學截波器設定的 200 赫茲、與交流電雜訊形成的差頻 140 赫

茲與合頻 260 赫茲、還有訊號處理後產生 400 赫茲的二倍頻交流訊號。這說明

了雜訊會受到光學截波器設定頻率的影響，移至高頻率的位置。 

    低通濾波器的效能與「時間常數 (time constant)」值有所改變。效能越高代

表可以通過的頻率寬度越窄，只有接近設定頻率的訊號可以通過，因此濾除雜訊

的效果越好，所得到的效能與時間常數的關係如下 

/ (2 )LPF a πτΔ =  

LPFΔ  是濾波器的寬度，τ 則是儀器面板上可以調整的時間常數值。a 值的大小
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與選擇的過慮器值有關，在此先不考慮 a 值的影響。從關係式可以得知時間常

數值設定越高，低通濾波器的寬度越窄，能通過濾波器的雜訊比例越低，因此訊

雜比越高。除了上述的方法可以提高訊雜比外，也可以增加光學截波器調節的頻

率，將大部分的雜訊移至高頻，遠離直流訊號，此時儘管使用寬度較寬的低通濾

波器，同樣也可以提高訊雜比。 

    實驗室使用「同調反史托克拉曼散射顯微技術」的研究中，為了讓低通濾波

器有效分離訊號與雜訊，光學截波器頻率設定為 2670 赫茲，時間常數設定在 

3~10 ms，以得到高訊雜比的影像。  

 

 

 



 

 

 

 

 

光學截波器產生的參考訊號

內部參考訊號

交流訊號

θI

θR

 

圖 1-2 光學截波器產生之參考訊號與調變訊號、鎖相放大器內部參考訊號之時

間關係 

(a) 光學截波器產生的參考訊號。由光學截波器產生，雷射光在經過截波器後會

帶有相同的頻率。(b) 交流訊號。當樣品受到雷射光激發後，產生的訊號也會有

相同的頻率。(c) 內部參考訊號。解頻的過程中鎖相放大器會依照外部參考頻率

產生相同頻率的訊號。訊號彼此間會有固定相位差，使解頻後的訊號強度受影響。 
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圖 1-3 訊號處理的流程圖 

直流訊號 (a)。直流訊號經過光學截波器以頻率 200 赫茲規律性的阻斷，形成

交流訊號 (b)。交流訊號受到 -1~1 伏特的亂數背景雜訊 (c) 與 -1~1 伏特、60 

赫茲的交流電雜訊 (d) 影響，使交流訊號埋沒在混亂的雜訊中，形成訊號總和 (e) 

一併傳送至鎖相放大器。鎖相放大器產生的內部參考訊號 (f) 會與訊號總和相乘

得到 (g)，並進行下一步的處理。 
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圖 1-4 經由傅立葉轉換得到訊號頻率的分布 

由圖 1-3 (g) 的訊號經過傅立葉轉換，在 0 赫茲的地方會有最初的直流訊號，

經過低通濾波器(橘色區域代表)，擷取直流訊號。  

 9



1-3 肌肉簡介與相關文獻回顧 

    

    肌肉組織中單一肌肉細胞稱為肌纖維 (muscle fiber)，肌纖維內有許多排列

整齊的肌原纖維  (myofibril)。構成肌原纖維的主要成分為  myosin, actin 與 

Z-line (圖 1-5)，他們依照固定的排列方式重複出現在肌原纖維內，我們稱此結

構單位為肌小節 (sarcomere)。肌小節長度判斷的方式為 Z-line 到 Z-line 之間

的距離。在 1958 年 Huxley 與 Taylor4 發現在偏光顯微鏡下，肌肉影像有明帶 

(isotropic) 與暗帶 (anisotropic) 的區分，因此 myosin 與 actin 重疊的區域也稱

為 A band，而單獨只有 actin 的位置則稱為 I band。肌肉收縮的過程中，myosin 

上的 myosin head 會牽動 actin，使 myosin 與 actin 的重疊部分增多，肌小節

的長度縮短。另外，在 1997 年 Geo5 首次利用二倍頻影像系統對骨骼肌進行低

解析的掃描，發現肌小節有二倍頻訊號。經過幾年的研究，目前已經確定二倍頻

影像訊號是由 myosin 產生 6。 

    以下將會討論肌小節長度的測量方式與收縮-放鬆過程中力和鈣離子濃度的

測量方式，以及二倍頻影像技術。  

 

肌小節長度的測量方式 

 

    光學繞射技術(diffraction techniques)  早在 1874 年 Ranvier7 就使用單色

光照射青蛙與兔子的肌肉，並且得到繞射條紋。繞射條紋是由 A-I band 交叉排

列產生，所以由繞射條紋可以知道 A-I band 之間的距離，得到肌小節的長度。

也可以動態的監測肌肉的運動，所以有許多學者用此技術觀察分離的心肌細胞

8,9。在 1994 年 Lieber10 將此技術利用在人類身上。實驗上自願者將手臂表皮

切開露出肌肉，接著利用稜鏡將雷射光以一個角度引入照射肌肉，產生的繞射光

會以另一個角度散出，不受入射光的干擾，最後藉由繞射的結果，得到肌小節的
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長度為 2.6 ~ 3.4 μm，肌小節收縮量最大值為 0.15 μm。  

    電子顯微技術  (electron microscopy)  在  1950 年英國生物學家  Hugu 

Huxley 利用電子顯微影像觀察骨骼肌，建立 myosin 與 actin 兩者間的位置關

係。1978 年 Powell11 利用電子顯微鏡觀察大鼠的心臟組織切片，得到肌小節的

長度為 1.64 ± 0.21 μm。1987 年 Nassar12 觀察成熟心肌細胞與未成熟心肌細胞

形貌的差異性，作者發現未成熟的細胞僅有一層薄薄的肌原纖維環繞在四周，細

胞中央僅有鬆散的肌原纖維、線粒體和細胞核。但在成年細胞，細胞骨架支撐起

整個細胞，使細胞呈現方形，粒線體整齊的穿插在肌原纖維旁，肌原纖維則並列

在細胞內。 

    光學成像 (optical imaging)  此技術的演進有賴於偵測器的進步，因此是屬

於稍晚才興起的一項技術。1987 年  Roos13 使用單行陣列攝電荷耦合元件 

(charge coupled device single-line) 截取肌肉細胞收縮放鬆的一維影像，得到肌小

節的長度為 1.818 ~ 1.928 μm。1982 年 Roos14 使用自掃描式電荷耦合元件 

(self-scanning charge coupled device) 觀測收縮的動態過程。此實驗使用之細胞取

自成熟大鼠的心臟，利用酵素破壞細胞外基質的連結取出心肌細胞，成熟心肌細

胞的外觀可以明顯看到排列整齊的肌小節。在實驗的過程中變更不同鈣離子濃度

的培養液控制細胞的收縮與放鬆，並由電荷耦合元件記錄影像後得到位移對時間

的圖形，推得肌肉細胞收縮的長度與收縮的速率。1987 年 Nassar12 使用 60 Hz 

截取速度的二維成像電荷耦合元件測量心肌細胞肌小節的長度，得到成熟的心肌

細胞的肌小節平均長度為 1.91 ± 0.07 μm，未成熟的肌小節平均長度為 1.82 ± 

0.09 μm。2009 年  Kamgoue15 所使用的電荷耦合元件截取速度已經高達 

20MHz，在高速取得的影像中定量分析心肌細胞的收縮，觀察整個心臟細胞的肌

小節彼此傳遞的過程。 

    以上這些方式皆可以得到肌小節的長度，但是仍然有美中不足的地方。光學

繞射方法實際上是得到繞射圖形，是由多組肌小節相互影響的結果，不是直接得

到肌小節的長度。當細胞表面出現不規則形變，破壞原有 A-I band 排列的規律
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性，會使繞射條紋受到干擾。所以此技術不適合用在外觀排列不均勻的樣品，或

是測量過程中會產生不同步行為。電子顯微技術可以不用染色就有極高的解析度

與辨識能力，但是製作過程相當繁瑣，而且需要在乾燥、抽真空的環境才能進行

測量，因此不可能使用在活體。另外，在 1985 年 Severs16 提出樣品的製備方

法會影響到測量的長度，作者將肌肉組織切片固定後得到肌小節的長度為 1.65 ± 

0.04 μm，而厚的組織得到的長度為 1.86 ± 0.03 μm。這件事顯示樣品處理的方式

會造成不同的結果，失去準確性。光學成像技術在 CCD 的進步下得到的結果已

經有顯著的提升，得到的影像直接表示肌小節的長度，便利於數據分析，然而對

於一些反差性較低的樣品，得到的影像將不易判斷肌小節長度，而且在空間解析

能力光學成像技術仍然有進步空間。 

    肌肉收縮除了肌小節的長度發生改變外，過程中還會伴隨著力的產生與鈣離

子濃度的改變。對此也有不同的研究方式。 

 

收縮-放鬆過程中力和鈣離子濃度的測量方式   

   

    大多數的實驗藉由改變外在環境的鈣離子濃度，刺激肌肉產生收縮與放鬆的

行為，並藉由鈣離子螢光探測分子測量細胞內鈣離子濃度的改變。在 2003 年  

Rubart17 用 MHC-EGFP 基因轉殖老鼠使老鼠肌肉的 myosin heavy chain 蛋白

發出螢光訊號，並且加入 rhod-2 偵測鈣離子濃度。實驗上作者將 MHC-EGFP 

老鼠的心臟細胞移植到未基因轉殖的老鼠心臟，觀察心臟跳動時移植的細胞與宿

主細胞兩者的鈣離子傳遞關係。最後的結果證明移植的細胞可以與宿主細胞形成

有功能性的合體細胞(functional syncytium)。 

    細胞力量的測量在 2000 年 Velden18 嘗試測量。作者使用捐贈者的心肌細

胞作為樣品，將萃取出來的細胞移至玻片上，利用倒立式顯微鏡觀察心肌細胞在

鈣離子濃度的變化下，對於肌小節長度的影響。並在細胞兩端黏上不繡鋼針，偵

測細胞的收縮力。不同長度的肌小節產生的力也不盡相同，長度為 2.2 μm 的肌
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小節在鈣離子濃度為 3.16 × 10-5 測得力為 22 μN，1.8μm 的肌小節在鈣離子濃

度為 3.16 × 10-5 測得力為 15 μN。在 2001 年 Shevchuk19 將掃描離子電導顯

微術 (scanning ion conductance microscopy, SICM) 與雷射掃瞄顯微鏡結合，在樣

品中加入 Fluo-3 發光物質偵測鈣離子濃度變化，SICM 測量細胞收縮時向上振

動的幅度，達到同時測量心肌細胞的跳動與鈣離子的變化。2002 年 Stehle20 在

顯微鏡上加裝原子力懸臂系統，利用鈣離子濃度的變化讓肌原纖維收縮，測量肌

肉收縮時產生的力量。並且觀察移除鈣離子後肌原纖維回到放鬆狀態所需要的時

間，最後還有比較磷酸根的濃度對於收縮的力量與放鬆的時間做探討。2006 年 

Telley21 使用螢光抗體染色技術在蛋白質 α-actinin 的位置標記螢光訊號，使 

Z-line ( α-actinin 含量較多，螢光強度較強) 與 M-band  ( α-actinin 含量較少，

螢光強度較弱) 產生螢光訊號。此外作者在顯微鏡上架設原子力懸臂系統，將探

針接在肌原纖維的一端，肌原纖維的另一端固定在物台上，當肌肉在收縮時會去

拉動探針，改變探針的位置，推得力的大小。藉由螢光訊號的間隔得知肌小節的

長度、探針的移動量測量收縮力的大小，得知多組肌小節相互的化學與機械力的

相關性。 

    最後，我們將對本文中使用的實驗技術做相關的文獻回顧與使用在肌肉組織

的探討。 

 

二倍頻顯微技術 

 

    二倍頻顯微技術為非線性光學的應用之ㄧ。因為雷射波長選用紅外光或近紅

外光，所以對於樣品的破壞性較小，在掃描易造成散射的樣品時，雷射在聚焦的

過程中損失的能量較少，因此可以掃描較深層的影像 22。二倍頻訊號在 1961 年

由 Franken23 發現。在 1978 年 Sheppard24 將二倍頻顯微技術與光學顯微鏡結

合。2002 年 Campagnola25 發展出掃描式二倍頻顯微影像系統，可以快速得到

一張三維影像。有些非中心對稱的生物分子會產生此訊號，如細胞外基質富含的
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膠原蛋白 26，肌纖維 27。  

    在得知肌纖維會產生二倍頻訊號後，科學家對於訊號是從哪裡產生的開始感

到興趣。在 2003 年 Both28 提到 actomyosin 為訊號來源。同年 Mohler29 則提

出 myosin heavy chain 為訊號來源。2006 年 Plotnikov30 將 myosin head 移除

後二倍頻訊號的強度沒有受到影響，證實訊號的來源不是由 myosin head 產生。

接著作者進行極化各向異性 (polarization anisotropy) 證實訊號的產生是來自於 

myosin rod。 

    另外有學者實際運用二倍頻影像探討肌小節形體上的改變。在 2006 年 

Plotnikov30 利用免疫染色的方法標定 Z-line 的位置，觀察肌肉在不同收縮階段

螢光訊號與二倍頻訊號之間的距離。在 2008 年 Llewellyn 結合內視鏡與超快雷

射顯微影像系統，將直徑 350~1000 μm 的內視鏡植入活體動物的肌肉上，觀察

肌肉在收縮的過程中二倍頻訊號的變化，最後也將此技術運用在人體測量肌肉的

收縮。2008 年 Wallace31 使用波長 830 nm, 100 fs 的超快雷射激發成熟的心肌

細胞，在沒有染色的情況下獲得二倍頻訊號與細胞自體的雙光子激發螢光訊號

(two photon excited fluorescence, TPEF)，這兩種訊號提供豐富的細胞資訊，二倍

頻訊號辨識細胞內肌小節的分布，雙光子激發螢光訊號可以看到細胞的形貌甚至

是細胞核的數目，最後藉由兩種訊號定量出細胞的體積。 

    病理上也有學者使用二倍頻顯微影像系統觀察肌肉組織的破壞。在 2004 年 

Boulesteix32 用二倍頻顯微技術掃描青蛙的心肌細胞，並且對細胞加入貝類毒素

使肌肉細胞收縮。2008 年 Plotnikov33 觀察基因改造鼠，使肌肉細胞萎縮，觀察

肌小節長度的變化與整體形貌的改變。由上述的文獻顯示，二倍頻訊號影像系統

不僅可以在活體上進行實驗，而且訊號有其專一性，可以貼近真實生物體生理上

的反應。 

 

 



 

 

 

 

 

I band I band
A band

myosin

actin Z line

(a)

(b)

二倍頻訊號

 

Sarcomere length 

圖 1-5 肌小節結構圖與肌纖維之二倍頻訊號來源 

(a) 肌小節最主要由 myosin 與 actin 組成。肌小節的長度定義為 z-line 到 

z-line 的距離。(b) 肌纖維的二倍頻訊號來源是由肌小節中 myosin 產生。 
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1-4 研究動機及目標 

 

    雷射掃瞄技術 34,35與樣品移動技術 36,37在生物醫學的研究上已成為主要研究

工具之ㄧ。雷射掃描技術取得一張像素面積為 512 × 512 的影像只需要約一秒

鐘，然而當使用在訊號強度很小的樣品時，得到的影像因為訊號過小會顯的背景

雜訊過大。樣品移動技術雖然可以藉由鎖相放大技術或光子計數技術得到較好的

訊雜比，但是掃描一張影像需要耗費數分鐘，所以他不適合使用在快速變化的樣

品。有鑒於此，我們希望將兩種光學影像技術的優點結合。將雷射掃描技術與鎖

相放大器技術結合，並且使用它測量自發性跳動的心肌細胞，觀察收縮與放鬆過

程中肌小節的變化。 

    過去測量肌小節長度的方式大多使用侵入性的方式，例如：組織切片染色、

電子顯微鏡。染色可以標定出每個肌小節的距離，但是製作樣品的過程卻也會對

其造成傷害，使組織失去原始的形貌。使用電子顯微鏡觀察可以不用染色就有極

高的解析度與辨識能力，但是製作過程中相當繁瑣，且需要乾燥、抽真空的環境

才能進行測量，因此不適合用在活體上。有一種較為簡便且非侵入性的方式為亮

視野 (bright field) 的觀察，但是他需要樣品本身形貌上有明顯的變化否則對比

度不高，並且沒有任何特定的專一性以及空間解析能力尚有進步的空間。比起以

上的方式，二倍頻訊號影像的優點在於樣品不需要複雜的前置工作甚至可以直接

量取，訊號有專一性，在肌肉組織中只有 myosin 才會有訊號，不會受到肌肉周

圍的組織或者是細胞內胞器的影響，此外最大的優點是對於樣品的破壞性很小，

可以在活體上進行實驗 3,26, 38。 

    關於研究的部份，首先我們會先了解使用鎖相放大器對於訊雜比的提升程

度，並且找尋最適合的實驗條件。接著將超快雷射引進雷射光束掃描系統，建立

光束掃描式二倍頻影像系統，並且與鎖相放大技術結合。使用骨骼肌細胞株 

C2C12 作為樣品，此細胞受到電壓的刺激會產生非自主性收縮，在收縮與放鬆
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的過程中使用自行建立的系統追蹤整個過程，確認系統的可行性與靈敏度。最後

使用原代肌胚胎心肌細胞作為樣品，觀察加入腎上腺素觀察微觀上的變化。大部

分的研究使用動物體取下發育成熟的心肌細胞進行實驗，但是這種細胞不會有自

主性的跳動，必須藉由鈣離子濃度的調控與含有 ATP、Mg2+ 等物質的培養液，

刺激它收縮。相較於活體上的心肌細胞其生理狀況已經完全不同。我們選用的胚

胎心臟細胞是標準研究心臟的生物模型，本身會有自發性的跳動，並且達到一定

的密度後，所有的細胞跳動頻率會同步。 
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第二章、研究方法與實驗 

2-1 骨骼肌細胞株 (C2C12) 之培養流程 

 

本實驗使用的骨骼肌細胞自食品工業發展研究所生資中心  (bioresource 

collection and research center, BCRC) 為老鼠的肌母細胞 (myoblast) 株 C2C12 

(BCRC number: 60083, ATCC number: CRL-1772)，在培養的過程中變更培養液就

可以使肌母細胞分化成肌小管細胞 (myotube)，是一個常用來研究骨骼肌表現的

細胞株。培養的步驟如下： 

 

步驟 1：培養液的配製。C2C12 培養液分為分化前與分化後兩種，分化前的培養

液是由 500 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。分化後的培養液是將 10% 胎牛血

清改成 10% 馬血清 (Horse serum, HS, 16050, Invitrogen, U.S.A.)即可。 

 

步驟 2：將細胞解凍後加入分化前培養液至 5 ml，並移至 25T 長頸瓶 (flask, 

353108, BD Falcon, U.S.A.)，最後移到  37oC，5% CO2 的培養箱 

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

 

步驟 3：持續培養細胞 2~3 個繼代，讓細胞生理活性與機能回覆到正常的狀態 

(圖  2-1(a))，以細胞密度 105 個 / ml 將細胞種植到玻璃式培養皿 

(glass bottom culture dishes, P35GCol-1.5-14-C, MatTek Corporation, 

U.S.A.)。 

 

步驟 4：當細胞達到培養盤面積 60~70% 時 (約兩天) 將培養液置換成分化後的
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培養液，刺激肌母細胞分化。之後每兩天需要更新分化後培養液，持續

5~7 天就會有肌管細胞的生成。圖 2-1 (b) 是分化 10 天後肌管細胞的形

貌。肌肉細胞會從單核的肌母細胞演變成多核的肌管細胞，細胞的形貌

也由紡錘狀轉為長柱狀。 
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(a) (b)

 

圖 2-1 骨骼肌細胞影像  

(a) 肌母細胞。 (b) 肌管細胞。將肌母細胞培養在分化後培養液 10 天後的影

像。兩種時期細胞的個體大小差異很大，並且形貌上會從紡錘狀轉變成柱狀形。 
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2-2 雞胚胎心肌細胞 (chicken embryo cardiomyocyte) 之培養流程 

 

    實驗上使用的細胞為初代培養細胞 (primary cell culture)39。與細胞株不同的

地方在於初代培養細胞是直接從生物體中取出的細胞，他的形貌、狀態與活性更

接近活體但是缺點是細胞只能培養一小段時間，因此必須時常從生物體上取用。 

 

步驟 1：製備培養液 Barry’s salt solution。由五種不同的溶液混合成。以下為此

五種溶液的配方： 

Solution A (500 ml): NaCl 33.895 g + KCl 440 mg + MgSO4 481.5 mg +              

NaH2PO4 600 mg + 500 ml H2O 

Stock solution (50 ml): 

1. KCl (2.0 M) : 7.45 g 

2. CaCl2 (0.2 M) : 1.11 g 

3. Glucose (10X) : 5 g 

4. NaHCO3 (7.5 %) : 3.75 g 

最後將 50 ml Solution A + 12.34 ml solution 4. + 0.33 ml solution 1. + 5 

ml solution 3. + 380 ml H2O 混合均勻，再將 2.175 ml solution 2.加入 50ml 

H2O，緩緩滴入上述溶液，配出 500 ml 的 Barry’s salt solution。 

 

步驟 2：由雞蛋尖端處敲碎蛋殼，倒出受精後第 11 天的雞胚胎於 10 cm 的培養

皿 (cell culture dish, 430167, Corning, USA)中，使用剪刀與聶子取出心臟

後移除週邊的組織，將心臟至於 Hanks’ balanced salt solution (HBSS, 

14175, Invitrogen, U.S.A.) 的培養皿中，破壞細胞間的聯結，使細胞各自

分離。 
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步驟 3：將心臟用剪刀剪至 1~2 mm 小塊後， 置入 50 ml 離心管，加入 8~10 ml 

TS，接著拿到 37oC 水浴槽加熱 8 分鐘。 

 

步驟 4：將上層懸浮液移至另一個 50 ml 離心管，加入 15 ml TSS (trypsin stop 

solution, Invitrogen, U.S.A.)後，在 1200 rpm、4 oC 的條件下離心 5 分

鐘，移除上清液，在加入 5 ml TSS，重複上述步驟 5 次。最後一次離

心之後，再加入 5 ml TSS，接著用 70 μm 的濾膜 (strainer, 352350, BD 

Falcon, U.S.A.) 濾至 50 ml 離心管。 

 

步驟 5：同樣的條件離心 5 min 後，移除上清液，用 20 ml 培養液回溶，接著

倒入 10 cm 培養皿中，將培養皿放入培養箱 45 min 。 

 

步驟 6：將靜待 45 min 後的培養皿取出，吸取懸浮液並將液體移至 50 ml 離心

管離心 5 min 後，移除上清液，再加入 3 ml 培養液，分裝至數個玻璃

式培養皿，置入細胞培養中培養。 

 

步驟 7：經 12~18 小時後更換新的培養液。之後每三天換一次培養液。實驗上

使用的細胞約在此階段後的 4~6 天，細胞密度與個體的大小都如圖 

2-2 所示。 
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100 μm

圖 2-2 雞胚胎心肌細胞影像 

由受精後 11 天的雞胚胎取下的心肌細胞，以細胞密度 105 cells/ml 種在培養皿 

4 天後的情形。 
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2-3 二倍頻 (second-harmonic generation, SHG) 系統的架設與調整方

式 

 

    整套系統的設置如圖 2-3。我們使用鈦藍寶石脈衝雷射 (Ti-Sapphire laser,  

Tsunami broad band fs, Spectra-Physics, U.S.A.) 做為激發光源。鈦藍寶石脈衝雷射

由一台最大功率為  10 W，雷射波長為  532 nm 的固態雷射 (Millennia X, 

Spectra-Physics, U.S.A.) 做為驅動光源 (pump source)。鈦藍寶石脈衝雷射的波長

可在 700~1000 nm 之間調節，調整的方式是藉著改變光程與狹縫的位置選取出

我們所需的波長。鈦藍寶石脈衝雷射有兩組藍色與綠色旋鈕，分別可以改變正下

方鏡面架水平與垂直傾斜的角度。裝設在此鏡架上的高反射係數鏡面，會反射共

振腔內所有的光源，包含雷射與螢光。轉動旋鈕改變鏡面的角度，會造成來回穿

梭的光路徑長度改變 (圖 2-4 (a))。而鈦藍寶石晶體產生的螢光，在共振腔內會

經過由 4 個稜鏡組成的稜鏡對壓縮器 (prism-pair compressor) ，雷射光通過第一

面稜鏡會有散色現象，延伸成一條垂直於行徑方向的線前進，到達第二面稜鏡時

散色的光源受到補償，形成一條不再發散的光，並且會照著波長依序排列 (圖 

2-4 (b))。利用一組可調位置的狹縫做篩選，挑出我們需要的波長，之後光源又依

照相反的方式由直線變成點光源前進。在此選用 810 nm 最為激發光源。調整雷

射輸出波長的方式如下： 

 

1. 首先在雷射出口處放置雷射功率計並反射部份雷射光引入光譜儀 (USB2000, 

Ocean Optics, U.S.A.) 的光纖。 

2. 以有輸出雷射脈衝為前提下，調控狹縫的位置使輸出的雷射波長靠近我們所

需要的波長。 

3. 轉動 Tsunami 上方的調節器。每次僅調整單一方向(相同顏色的調節器)讓雷

射功率上升。在此過程中雷射波長也會有所改變。 
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4. 不斷的重複步驟 2、3 一直到雷射輸出最大功率。 

5. 最後按下 Model 3930 上的 Lock 鍵，發光二極體指示燈固定在一點定點上不

隨意移動即可。 

 

    鈦藍寶石脈衝雷射產生的雷射引進 FV 300 共焦顯微鏡前會先經過電光調

製器(electro optical modulator, EOM, 360-80, Conoptics, U.S.A.)。在此使用電光調

製器的目的和使用光學遮斷器的功能相似，藉由改變雷射的極化方向，讓特定極

化方向的雷射通電光調製器，使雷射強度有規律性的變化，過這個動作我們稱為

調變 (modulate)。電光調製器在使用上先將它固定在自製的固定座，固定座上有

兩組固定環可以調整電光調製器頭尾的擺設方向、傾斜角以及 Z 方向的旋轉角

度 (圖 2-5 (a,b))。這裡需要特別注意，電光調製器上有一個開口 (圖 2-5 (c))，

用來反射不同極化方向的雷射光，因此在調整的過程中要避免反射的光直射眼

睛。調整的方式如下： 

 

1. 降低雷射功率，在校正過程中雷射的能量要控制在 200 mW 以下，因為過高

的雷射功率在調整的過程中很有可能讓儀器內部光學元件受損。 

2. 在電光調節器後架設功率計測量通過後雷射的功率。 

3. 調整固定夾的位置與 Z 方向的旋轉角度，讓輸出的雷射功率達到最大值。 

4. 轉動電光調製器約 45°旋轉角後即完成。 

 

    連接電光調製器上的 REF IN、REF OUT 與 Volt. 到電壓功率放大器 (high 

voltage power amplifier, Model 25D, Conoptics, U.S.A.) ，連接方式如圖 2-6。電

壓功率放大器最多可以同時與兩台電光調製器一起使用，Volt. 選擇任何一個 

Bias 連結即可。接著設定任意波型產生器  (arbitrary waveform generator, 

AFG3022B, Tektronix, U.S.A.) ，它可以同時輸出兩組訊號。其中一個通道設定脈

衝頻率為 1.3~1.6 MHz ，最高電壓值設定在 3.5 V，最低電壓值設定在 0 V，之
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後接到電壓功率放大器的 “VIDEO INPUT”。另一通道脈衝頻率設定相同，電壓

最高值設定在 0.5 V，最低設定在 0 V，之後接到鎖相放大器上的 “reference 

input”。電壓功率放大器主要有兩個調節環(圖 2-6 )：驅動電壓 (drive voltage) 與

偏壓電壓 (bias voltage)。轉動「偏壓電壓」調節環使雷射經過電光調節器後輸出

最低功率。接著再調整驅動電壓，設定實驗需要的雷射功率即可。電壓功率放大

器輸入的電壓閥值為 3 V，當輸入電壓低於 3 V 時，驅動電壓將不會影響雷射

通過電光調節器的功率。 

    最後雷射會經過四分之ㄧ相差板  (quarter wave plate, WPQ05M-808, 

Thorlabs, U.S.A.)，將線性偏極光轉換成橢圓偏極光。因為產生倍頻訊號分子的

偶極方向與雷射極化方向的夾角，會影響二倍頻訊號的強度，因此我們將雷射的

極化方向由線性轉成圓形，避免此因素的影響。 

    共焦倒立式顯微系統 (FV300, Olympus, Japan) 裡使用雙色性濾光鏡 (780 

DCSPXR, AHF, Germany)，搭配物鏡為 60 倍水鏡 (UPLSAPO 60XW, N.A. = 

1.20, Olympus, Japan)。產生的二倍頻訊號由 N.A. 0.55 的聚光鏡 (condenser) 收

集訊號後經過雙色性濾光鏡 (HQ560LP, Chroma, U.S.A.) 讓波長大於 560 nm 

的光穿透，反射二倍頻的訊號到光電倍增管 (PMT, H7422-40, HAMAMATSU, 

Japan)，光電倍增管前方裝有濾片  (SP01-785RU, and FF01-405/10, Semrock, 

U.S.A.)，收光的波長在  400~410 nm。偵測到的訊號先經過訊號放大器 

(pre-amplifier, DHPCA-100, Femto, Germany)將光電倍增管輸出的電流轉換成電

壓並且放大訊號，接著傳送至鎖相放大器 (lock-in amplifier, SR844, Stanford 

Research System, U.S.A.) 將得到的訊號解調 (demodulate) 後，傳送至電腦軟體 

(Fluoview, Olympus, Japan) 繪製出影像。 

    實驗上的參數設定統整在表 2-1。 

  



 

 

 

 

EOM

Ti:sapphire laser (810 nm, 
rep rate = 76 MHz, pulse 
width = 100 fs)

PMT

QP

Arbitrary 
waveform 
generator 

High 
voltage 
power 

amplifier

Lock-in 
amplifier

OBJ

DM

CL
DM

SHG

Sample

BF

 
圖 2-3 二倍頻雷射掃瞄影像系統與電光調製器之配置示意圖 

EOM: electro optical modulator. QP: quarter wave plate. OBJ: microscopic objective. 

CL: condenser lens. DM: dichroic mirror. BP: band-pass filter. SHG: 

second-harmonic generation. PMT: Photomultipliers. 
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(a)

(b)

Pump beam Ti:Sapphire crystal

FM

CFM

HR

CFM

AOM

HR

slit

 
圖 2-4 鈦藍寶石脈衝雷射 (Tsunami) 內部光路圖 

(a) FM: focus mirror. CFM: cavity focus mirror. HR: high reflector. AOM: 

acousto-optical modulator. (b) 譜帶較寬的光源經過稜鏡，因不同波長的折射率不

同，因此點光源就被發散成線光源。在經過另一個稜鏡將發散的光矯正回平行

光。由狹縫選擇通過的波長，再縮成點光源。 
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pitch

yaw
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(c)

 
圖 2-5 電光調製器 (electro optical modulator) 

(a) 電光調製器自製固定座。前後各有三個懸軸支撐。(b) 在調整電光調製器的

過程中，必須要注意到的三種旋轉向量。(c) 反射不同極化方向的窗口。內有偏

光晶體。 
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REF IN REF OUT Volt 

Arbitrary waveform
generator

 

  

 

 

  

 

 

圖 2-6 電光調節器與電壓功率放大器 

    上層為電光調節器，中、下層是電壓功率放大器的背面與正面圖。電壓功率

放大器 VIDEO INPUT 的位置有描述限制電壓大小在 1 Vp.p。這是與同步計數

系統 (synchronous countdown system) 一併使用時，需要注意輸入的類比訊號

值，與本次實驗無關。 
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表 2-1 實驗參數 

 

Arbitrary waveform generator 
Channel 1 connect to high voltage power amplifier    

Frequemcy 1.3 ~ 1.6 MHz 
Voltage 0 ~ 3.5 V  

Channel 2 connect to lock-in amplifier  
Frequemcy 1.3 ~ 1.6 MHz 

Voltage 0 ~ 0.5 V 
 

FV300 
scan size 2048 × 2048 

scan speed  slow 
zoom in  7 ~ 10 

 

PMT 
Gain 0.8 

 

Pre-amplifier 
Gain setting (low noise) 104 V/A 

 

Lock-in amplifier 
Time constant 100 ms 

Sensititity 10 mV 
 

Laser power 
Millennia 7 W 

Output power (810 nm) 350 ~ 410 mW 
Before EOM 350 ~ 410 mW 

After EOM (bias voltage) 3 ~ 4 mW 
After EOM ( bias voltage + drive voltage ) 176~207 mW  

Before objective 16 mW 



2-4 電刺激的裝置設計 

     

    骨骼肌細胞株不會有自發性收縮，為了使細胞有收縮現象，我們對細胞施加

固定頻率的脈衝電壓。當細胞受到電的刺激後會造成細胞膜內外電位差的改變，

刺激肌質網釋放鈣離子使細胞質中鈣離子濃度上升，鈣離子將會與 myosin 鍵結

改變構形，讓肌動蛋白上的結合位置露出使肌凝蛋白可以銜接，進行橫橋週期 

(cross-bridge cycle) 一連串的肌肉動作。 

    實驗裝置如圖 2-8。任意波形產生器電壓輸出值設定在 5 V、脈衝寬度 

(pulse width) 設為  30 ms。輸出的電壓透過客製的電壓放大器  (Instrument 

Technology Research Center, Taiwan) 增強電壓並由三用電錶測量得知最後輸出

的電壓為 53 V。在刺激的過程中，為了避免培養液遭電解，我們在裝置上加裝 

220 μF 的電容器位於電壓放大器與電極間 40，並挑選鉑線做為電極。實驗時將電

極浸泡在培養液裡，但要小心避免刮到底層的細胞，否則實驗時會有細胞集體漂

浮的現象。 
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Cell culture dish

GND

Capacitor (220 μF)

Arbitrary waveform generator
High voltage supply

 
圖 2-7 電刺激骨骼肌細胞裝置圖 

首先由波形產生器產生訊號，經過電壓放大器增強電壓再導入培養液。假使實驗

進行超過數十小時，會有培養液蒸發的情形，會導致電極端未末入液面，此時就

需要再添加回溫的培養液。 
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2-5 實驗前的環境控制與樣品量測方法 

 

    為了在實驗的過程中確保細胞正常的機能，我們在顯微鏡平台上方架設二氧

化碳培養箱 (CO2 incubator, MIU-IBC, Olympus, Japan) ，比照細胞生存的環境。

因為二氧化碳培養箱的上蓋會引響到二倍頻訊號的接收，所以上蓋加熱器的部份

就沒有使用，改以自製的厚紙板罩蓋住。細胞最理想的生存溫度在 37oC，為了

達成此溫度我們將底盤加熱器設定在 37 OC，物鏡加熱器也調整到 37oC，水域

槽的溫度控制在 45oC 並在實驗時之前以 5% 二氧化碳混合氣體置換周圍空

氣。 

    當控制好環境後即可將樣品移入。因為四周的光學零件較多，在放入樣品時

要非常小心。由於聚光鏡的位置無法任意的移動而且培養箱放置培養皿的空間很

小，所以建議使用鑷子為輔助移取樣品，避免碰撞到聚焦鏡上的雙色性濾光鏡。

掃描樣品時為了減少對樣品的傷害，會先掃描範圍較大的區域選擇適合的位置後

再進一步以高取樣數做較精緻的掃描。細胞的二倍頻 訊號強度很小不易觀察，

而且細胞的厚度僅不到 5 μm，移動焦點的位置不能改變太快不然容易錯失訊

號。接下來改變參數得到一張清晰的影像，從影像上判斷肌小節的方向並畫上掃

描區域就可以開始做長度對時間的線性掃描。 
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圖 2-8 二氧化碳培養箱與自製的上蓋 

左圖為二氧化碳培養箱架設在顯微鏡移動平台上。右圖是自製的上蓋，可覆蓋於

整個二氧化碳培養箱。因為二倍頻訊號需要由平台上方的聚光鏡收集，因此我們

沒有使用培養箱的上蓋，改以自製的蓋子取代。刻意在上蓋的中央挖空，讓整體

環境更加緊密，確保實驗過程溫度與二氧化碳的穩定，避免環境上的改變造成實

驗上的誤差。  
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2-6 影像轉換為數據的方法 

 

    在本實驗中，我們最後取的資料皆為影像，因此在數據分析之前需要先將影

像的顯現的強度轉換為數值。整個流程如圖 2-9 所示。首先，使用 「Image-Pro 

Plus」 繪圖軟體，將得到的圖像先以 12 bits 灰階顯示 【Edit】→【Convert To】

→【Gray Scale 12】，之後選擇 【Measure】→【Bitmap Analysis】 轉為數值大

小後匯出至 「Origin 8」。從選單 【Worksheet】→【Convert to Matrix】 將數據

轉為矩陣。接著執行 【Plot】→【Contour】→【Profiles】 即可將矩陣重新繪圖，

並且可由上方的 cross section 得知波峰的位置。記錄每一個時間軸的波鋒位

置，在將紀錄的數據依照時間做圖，即可重新繪製成二倍頻訊號位置隨時間改變

的關係圖。 
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Cross section

Origin 8Image-Pro Plus

轉換成數據資料

轉為矩陣

Origin 8 Origin 8

重新繪圖

 
圖 2-9 影像數據化過程 

先將三原色的影像轉化灰階後，將強度值匯入 Origin 8。利用 Origin 8 將數據

換成矩陣重新繪圖，最後取出各點的波峰值，紀錄後再重新繪圖。



第三章、結果與討論 

3-1 使用鎖相放大器技術對於影像的訊號雜訊比之影響 

 

    首先我們改變各種不同調變頻率，比較訊雜比的變化，並觀察使用鎖相放大

器對於訊雜比的提升。實驗上選擇易測量訊號的螢光染劑-R6G (R634, Invitrogen, 

U.S.A.) 做為樣品，測量雙光子激發螢光的強度。螢光訊號強度即為光電倍增管

測量之訊號強度扣除背景值所得。雜訊的部份以水做為樣品，水本身不含螢光訊

號，所以測量到的強度為背景值，訊號的擾動量代表雜訊。實驗時將雷射的功率

設定在 20 mW，測量訊號雜訊比。之後開啟電光調節器，調節頻率設定在 1 kHz 

~ 2 MHz，工作週期為 50%，雷射平均功率同樣為 20 mW，鎖相放大器上時間

常數的設定值為調控頻率倒數的 3~6 倍。取樣率在有使用鎖相放大器時設定為

時間常數的 2 倍，未使用的情形下每秒取 5000 筆資料。結果顯示在表 3-1。

頻率 1 kHz ~ 20 kHz 使用的鎖相放大器 (SR830, Stanford Research Systems, 

U.S.A.) 與頻率 50 kHz ~ 2 MHz 使用的鎖相放大器 (SR844, Stanford Research 

Systems, U.S.A.) 不同，因為儀器上的限制所以必須使用兩種不同型號的鎖相放

大器。從結果顯示，在設定調節頻率 20 kHz 與 50 kHz 之間有明顯訊雜比的差

距，很有可能是因為使用不同儀器造成的結果。調節的頻率越高，訊雜比的值反

而越低，此結果或許是儀器在如此高頻的情形下，電光調節器或是任意波形產生

器產生額外的雜訊。儘管如此，使用鎖相放大器可以提升約 1127~11551 倍。 

    得到頻率與訊雜比的關係後，我們改變波形產生器的工作週期  (duty 

cycle)，觀察不同工作週期對於訊雜比的影響。如圖 (3-1)。脈衝持續時間會影響

電壓功率放大器的運作，當波形產生器輸入的電壓值達到電壓功率放大器的閾值

時它才會去控制電光調節器，調整雷射在電光調節器內穿透與反射的比例，造成

不同輸出功率。實驗上以相同功率的雷射引進電光調節器，改變工作週期輸出不

同雷射功率，在脈衝強度皆相同的情況下，觀察訊雜比的影響。最後由圖 3-2 顯
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示工作週期設定在 40% 時，相同脈衝強度下以較短脈衝持續時間激發樣品，得

到最佳的訊雜比，減少雷射對於樣品的破壞。 
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0.243.7 ×10-48.9 ×10-47.3 ×10-49 × 10-5non

270.61.7 × 10-33.9× 10-21.6 × 10-20.462M

317.61.7 × 10-3 4.7 × 10-32.2 × 10-20.541M

387.02.3 × 10-33.2 × 10-33.1 × 10-20.89500k

963.61.1 × 10-37.6 × 10-43.1 × 10-21.06200k

9501.2 × 10-31.1 × 10-33.2 × 10-21.14100k

9001.3 × 10-31.2 × 10-33.2 × 10-21.1750k

2529.48.5 × 10-41.4 × 10-33.58 × 10-22.1520k

2214.29.7 × 10-44.0 × 10-33.4 × 10-22.1510k

2772.27.9 × 10-41.5 × 10-32.1 × 10-22.195k

2768.67.9 × 10-41.3 × 10-31.8 × 10-22.192k

1866.71.2 × 10-33.8 × 10-31.6 × 10-22.231k

S/NS.D.Signal of 
water

S.D.Signal of 
R6G 

Modulation 
frequency

 

表 3-1 不同調控頻率的訊雜比 

在相同的樣品濃度與雷射功率下，比較不同調控頻率對於訊雜比的影響。最下面

一欄是沒有使用鎖相放大器時得到的訊號強度。使用鎖相放大器在調節頻率  

2MHz 時訊雜比依然提升 1127 倍。 
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脈衝持續時間

50 % Duty Cycle

30 % Duty Cycle

(a)

(b)

方波週期

 
圖 3-1 工作週期 

(a) 工作週期是指產生的脈衝訊號經歷高電壓的時間週期與脈衝週期的比例。(b) 

相同頻率下不同的工作週期輸出的方波。 
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15.31.9 × 10-24.3 × 10-2 6.1 × 10-2 0.2980%
22.11.9 × 10-28.0 × 10-2 5.6 × 10-2 0.4270%
23.71.9 × 10-2 6.1 × 10-2 5.2 × 10-2 0.4560%
23.61.9 × 10-26.3 × 10-2 5.0 × 10-2 0.4350%
23.71.9 × 10-29.0 × 10-2 4.9 × 10-2 0.4540%
18.41.9 × 10-25.7 × 10-2 4.5 × 10-2 0.3530%
12.61.9 × 10-2 5.5 × 10-2 3.8 × 10-2 0.2420%

S/NS.D.Signal of 
water

S.D.Signal of 
R6G

Duty cycle

 

表 3-2 工作週期對於訊雜比的影響 

相同脈衝強度下，工作週期設定在 40% 可以得到最佳的訊雜比。雖然工作週期

設定在 60% 可以得到相同的訊雜比，但是雷射輸出功率大，對生物樣品的破壞

性相對也較高。 
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3-2 雷射光掃描技術技術與鎖相放大器技術之結合 

 

    要將兩種技術結合，首先要先了解各個參數設定代表的意義與使用上的限

制。共焦顯微技術控制程式 “Fluoview” 有三種參數與掃描影像的面積或掃描時

間有關，分別為像素面積 (scan size)、掃描速度 (scan speed) 與顯示放大 (zoom 

in)。像素面積代表一張影像由多少像素組合成，因掃描每單位相素需要花費的

時間是相同的，所以越多像素組成的影像需要越久的時間。而像素面積與掃描所

得的影像大小無關，但卻會影響最後取得影像的解析度，若像素面積越大則影像

解析度越好。當每單位像素的面積大於光學解析極限時，影像的解析度即由單位

像素的面積決定，反之則由光學解析度決定。 

掃描速度會影響掃描每單位像素面積所需要的時間，掃描速度越快雜訊越

高。如：一張像素面積為 512 × 512 的影像最快只需要 0.25 秒，最慢則需要 2.71 

秒。 

顯示放大跟掃描影像的實際範圍有關，範圍由 1 到 10。參數設定在 1 時

掃描範圍最大，其餘的掃描面積大小依照最大面積除以設定的參數值。例如使用 

60 倍物鏡，顯示放大設定為 1，得到一張影像邊長為 235 μm，若更改為 5，則

影像的邊長為 47 μm。顯示放大會影響實際掃描的面積，因此也會影響像素的解

析度。 

    鎖相放大器的時間常數值會影響到數據的處理時間。時間常數值設定為 100 

μs, 12 dB 的條件下，訊號更新速率大約 12-24 kHz，大約 50 μsec 改變一次，

對於共焦顯微技術而言，若以像素面積: 512 × 512，顯示放大: 1.0，掃描速度: 慢， 

60X 物鏡，一張 235 μm × 235 μm 影像為實驗條件下，鎖相放大器輸出一個訊號

的間隔時間，影像已經掃描 2.22 μm，從影像上觀察會有 5 組相鄰的像素顯示

相同的訊號強度，也代表此時解析度為 2.22 μm。在這種實驗條件下得到的影

像，它的訊號雜訊比跟未使用鎖相放大器的共焦顯微影像，其值較大，但是因為
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解析度的關係影像看起來卻較為模糊。若是將像素面積的大小調整成 2048 × 

2048，其餘不變，則此時的解析度為 0.67 μm。改變顯示放大設定為 10，像素

面積: 512 × 512，解析度為 0.45 μm；像素面積: 2048 × 2048 時，此理論的解析

度為 0.13 μm。0.13 μm 已經低於光學解析度，影像上看起來也不會有因為使用

鎖相放大器造成失真的問題。 

    在實驗上要掃描一張範圍較大的影像，建議使用像素面積: 2048 × 2048, 顯

示放大: 5~10, 掃描的影像邊長約 117.5~23.5 μm 所需時間一張約 36 秒。不限

掃描的範圍時像素面積: 512 × 512, 顯示放大: 10 影像邊長 23.5 μm 一張影像

需要的時間約 3 秒，可以較快得到一張影像。 

    將上述分析的結果以實際的樣品進行測試，樣品使用老鼠尾巴組織切片以不

同的參數進行掃描，獲取二倍頻訊號影像。首先以像素面積: 512 × 512，顯示放

大: 1.0，掃描速度: 慢，60X 物鏡進行掃描，掃描一張邊長 235 μm 影像需要 

2.71 秒，影像上的解析度為 2.22 μm。得到的影像只能初略看出老鼠尾巴有呈現

絲狀的二倍頻訊號(圖 3-2 (a))。將像素面積調整成 2048 × 2048，其餘的參數不

變，一張影像需要花費 35.9 秒。得到的結果如圖 3-2 (b)。此張影像可以比較清

楚的觀察到細絲狀的結構，解析度為 0.67 μm。將得到的兩張影像放大十倍後，

觀察正中央 23.5 μm 內的影像 (圖 3-2 (c, d)) 與顯示放大設定 10 做比較(圖 

3-2 (e, f))。圖 3-2 (e) 像素面積: 512 × 512，顯示放大: 10，掃描速度: 慢，影像

的邊長為 23.5 μm，掃描時間為 2.71 秒，此時解析度為 0.45 μm，與圖 3-2 (d) 

做比較，當解析度越高看到的影像將越清晰。圖 3-2 (f) 像素解析度高達 1.15 × 

10-2 μm，已低於光學解析度，所得影像的畫面最清晰。藉由這六張影像的結果，

了解像素面積選用越大或掃描整張影像的範圍越小，所得到的影像越清晰。 

    到目前為止，已經知道使用鎖相放大器有助於訊號雜訊比的提升，也統整出

雷射光束掃描技術與鎖相放大技術一起使用時，最佳的參數設定。最後我們藉由

掃描得到的影像，了解鎖相放大技術對訊雜比的提升。樣品同樣使用老鼠尾巴組

織切片進行二倍頻訊號影像掃描。結果如圖 3-3 所示，將二倍頻影像進行訊號
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強度的分析，沒有使用鎖相放大技術的分析結果顯示二倍頻訊號的強度幾乎比雜

訊還小，訊號上下擾動的起伏已經嚴重影響對於二倍頻訊號強度的判斷。使用鎖

相放大技術後的結果顯示真正的二倍頻訊號經由鎖相放大器的放大後，已比雜訊

來的大。由以上的結果很清楚的說明使用鎖相放大技術對於訊雜比的提升。 

 



 

 

(a)

(b)

(c)

(d) (f)

(e)

 
圖 3-2 不同的參數掃描同一個樣品得到的二倍頻影像 

樣品使用含有豐富膠原蛋白的老鼠尾巴組織切片進行掃描 (Laser power: 7 mW; 

scan speed: slow; time constant: 100 μm; sensitivity: 10 mV)。(a) 像素面積：512 × 

512，顯示放大：1，影像大小：235 μm。(b) 像素面積：2048 × 2048, 顯示放大： 

1，影像大小：235 μm。(c) 將圖 (a) 的影像放大 10 倍後，觀察正中間 23.5 μm 

的影像。(d) 將圖 (b) 的影像放大 10 倍後，觀察正中間 23.5 μm 的影像。(e) 像

素面積： 512 × 512，顯示放大：10，影像大小：23.5 μm。(f) 像素面積：2048 × 

2048, 顯示放大：10，影像大小：23.5 μm。相同影像大小，像素越多解析度越高，

得到的影像越清晰。 
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圖 3-3 老鼠尾巴組織切片的二倍頻影像  

(a) 未使用鎖相放大器得到的結果。(b) 相同的位置在使用鎖相放大器後得到的

影像。(c, d)分別對紅線位置作強度的分布。由 (c, d)的結果可以得知使用鎖相放

大器後，可以在雜訊很大的情況下分離出訊號值並且放大。(laser power: 3 mW; 

scan size: 2048 × 2048; zoom in: 10; scan speed: slow; time constant: 100 μm; 

sensitivity: 10 mV; PMT: H7827-012 (HAMAMATSU, Japan); gain: 0.9) 
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3-3 骨骼肌細胞之二倍頻影像及三維組圖 

 

    在掃描初代心肌細胞之前，先嘗試以肌肉細胞作為樣品進行掃描。在高解析

度的掃描下，可以清楚看到 myosin 一節一節的排列，並藉由二倍頻訊號來判斷

肌小節的長度。肌小節的判定方式是從影像上取一條垂直的線，依強度與距離作

圖，波谷到波谷的距離即為肌小節的長度  (圖  3-4 )。得知肌小節的長度 

2.711±0.084 μm。另外，因為二倍頻訊號有很高的空間解析度，因此也可掃描 

XYZ 三軸影像後，再組成三維圖，觀看肌小節在空間上的分布情況 (圖 3-5 )。

藉由掃描不同 Z 軸影像，我們可以推估細胞的厚度。本次實驗 Z step size 為 0.5 

μm，共有 8 張影像有二倍頻訊，得知細胞厚度大約 3.5 μm。 
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圖 3-4 骨骼肌細胞二倍頻影像 

分化第 10 天後的肌管細胞進行二倍頻影像掃描 (laser power: 16 mW; scan size: 

2048 × 2048; zoom in: 5; scan speed: slow; time constant: 100 μm; sensitivity: 10 mV; 

PMT: H7422-40; PMT gain: 0.8)。SL：sacromere length。(a) 穿透影像。(b) 二倍

頻訊號影像。(c) 由圖 (b)紅線位置的訊號強度對距離作圖，得到八組肌小節長

度。經過平均後得到肌小節的長度為 2.711±0.084 μm。 
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圖 3-5 骨骼肌細胞二倍頻訊號三維影像 

Laser power: 16 mW; scan size: 2048 × 2048; zoom in: 5; scan speed: slow; Z step: 

0.5 μm; time constant: 100 μm; sensitivity: 10 mV; PMT: H7422-40; PMT gain: 0.8。 

由 8 張影像組合成的立體圖。影像長寬分別為 47.104 μm，厚度為 3.5 μm。 
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3-4 骨骼肌細胞收縮與放鬆之二倍頻動態影像 

 

    目前已確認在靜止的肌肉細胞我們可以得到清晰的二倍頻影像，並且可以分

析肌小節的長度與空間上的分布。接下來將試著對細胞進行電脈衝的刺激，觀察

收縮放鬆過程中肌小節的變化。細胞表面的離子通道受到電流的刺激下，鈉鉀離

子通道將逐一開啟，生成一個動作電位由細胞膜往細胞內傳遞。此動作電位將會

刺激細胞內鈣離子濃度的變化，促使肌肉細胞收縮。實驗上我們改變電流的頻

率，觀察細胞的收縮與放鬆過程。 

    任意波型產生器設定頻率為 1~2 Hz，脈衝寬度為 30 ms，電壓值為 5 V。

經由電壓放大器放大至 53 V 後再導入培養液。首先，先掃描一張 2D 影像 

(scan size: 2048 × 2048, zoom in 10)，選取一段有二倍頻訊號的區域進行一維掃描 

(圖 3-6 (a))，得到二倍頻訊號位置與時間的關係圖 (圖 3-6 (b))。二倍頻訊號的

位移量代表肌小節 myosin 的移動量，是所有肌小節收縮或放鬆過程的總和。過

程中改變電脈衝頻率，由初始設定的 2 Hz 降為 1 Hz。為了進行分析，必須先

將影像轉換為數據資料，步驟如下：    

1. 將每一條一維掃描影像轉換為強度對位置關係圖 (圖 3-6 (c))。 

2. 記錄每個波峰位置。 

3. 找出各波峰對應到不同時間的位置。 

4. 重新繪製位移對時間的關係圖。 

    最後我們選取其中一條二倍頻影像 (圖 3-6 (d)) 進行分析。在改變脈衝頻率

時，肌肉會有一小段時期跳動不規律，因此數據分析上選取 0~5 秒與 10~20 秒

進行傅立葉轉換 (圖 3-6 (e))。得到二倍頻訊號的變化頻率與電脈衝設定頻率相

同。另外也可藉由繪製強度、時間、與距離的 3D 影像圖，找出各波峰對應到

不同時間的位置，方便我們判斷每一組肌小節的位置 (圖 3-7)。 

    試著改變電壓的脈衝寬度與電壓值的大小，在亮視野上觀察細胞的變化。電
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壓值在小於 53 V 之前細胞沒有收縮與放鬆的行為，施加的電壓大於 100 V 

後，細胞膜會開始出現氣泡最後破裂。當施加電壓的脈衝寬度越寬，細胞收縮的

速度越快。 
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圖 3-6 不同電刺激頻率下的二倍頻影像 

(a) 掃描一張 2D 影像後，選取一段區域進行一維掃描的掃描，如藍色線條所

示。(b) 二倍頻訊號位置隨時間的關係圖。一維掃描的時間間隔為 5 ms。掃描的

長度為 9.108 μm，掃描時間為 20.3 秒。紅色箭頭處表示刺激頻率改變的時間。

(c) 將一維掃描得到的訊號繪製成訊號強度與位置關係圖。(d) 圖(b)橘色箭頭所

指示的二倍頻訊號影像重新描繪成位置與時間關係圖。(e) 對圖 (d) 做傅立葉轉

換。分別對 0~5 秒與 10~20 秒 線條進行分析。在 0~5 秒電壓脈衝頻率為 2 Hz，

10~20 秒電壓脈衝為 1 Hz，二倍頻 訊號的變化頻率正好吻合這兩個數值。(laser 

power: 16 mW; scan size: 2048 × 2048; zoom in: 5; scan speed: slow; time constant: 

100 μm; sensitivity: 10 mV; PMT: H7422-40; PMT gain: 0.8)  
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圖 3-7 強度對位置與影像作圖 

由 3D 影像可以判斷肌小節的長度與相對應 double peaks 的二倍頻訊號，並且

受到電壓調控而造成排列疏密不等的波形。 
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3-5 雞胚胎心肌細胞自主性收縮過程之量測 

 

    測量骨骼肌細胞動態收縮過程的結果，顯示細胞的收縮頻率會受到刺激頻率

的調控，也顯示此系統在追蹤肌小節長度變化的過程中，影像上可以準確的測量

肌肉細胞的收縮過程，且經由分析二倍頻訊號的移動量，得到訊號改變的頻率與

刺激頻率完全相同。在此，我們已可確定系統運用在觀察心肌細胞自主性收縮的

可行性。以下實驗將會掃描雞胚胎分離出的心肌細胞。 

    首先，先掃描一張二維的影像。因為心肌細胞正處於跳動的狀態，所以二維

影像可以觀察到二倍頻訊號有拖尾的痕跡  (圖  3-8 (a))，由透射影像 

(transmission image) 也可以看到規律性的位移軌跡。穿透影像不適合使用在這次

實驗中，因為我們使用的心肌細胞，細胞外觀沒有清楚的 A-I band 間隔 12，只

能得到細胞內胞器的輪廓 (圖 3-8 (b))。取二維影像時，先使用像素面積為 512 × 

512 快速尋找正確的 Z 軸位置，再掃描一張像素面積 2048 × 2048 高解析度的

影像。選擇二倍頻訊號強度強且均勻的肌小節進行一維掃描。得到的一維掃描影

像如圖 3-9 (a) 所示。接著分析每個時間點二倍頻訊號最高峰的位置，將它重新

繪製成位置隨時間的關係圖 (圖 3-9 (b))。我們發現二倍頻訊號的位置有規律性

的頻率，而且位移量也相似，但是肌小節長度變化量則顯得較為雜亂，每次的變

化量均不相同並且變化的頻率也沒有規律性 (圖 3-10)。此現象可能原因是細胞

中每個肌小節收縮的時間不同所導致的現象，因為細胞本體的運動是由內部每個

肌小節各自的收縮與放鬆累計的結果。得到這些數據後便可以分析肌小節收縮與

放鬆的平均速度與肌小節改變量 (圖 3-11)。心肌細胞在收縮時的速度為 0.19 ± 

0.11 μm/sec (n=10)，長度變化百分比為 4.78 ± 1.23 %。放鬆時的速度為 0.26 ± 

0.13 μm/sec (n=11)，長度變化百分比為 5.03 ± 2.38 %。實驗得到的結果顯示在圖 

3-12。 
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(a) (b)

5 μm 5 μm

 
圖 3-8 收縮-放鬆中的心肌細胞 

(a) 透射影像。在此無法由透射影像看到整齊排列的肌小節。(b) 心肌細胞的二

倍頻影像。影像中的訊號因為肌小節的移動而出現位移。圖上訊號強度較強的位

置進行一維掃描選擇一維掃描的區段可以判斷肌小節排列方向。進行一維掃描時

會選擇訊號強度較強且均勻的位置，避免肌肉在收縮與放鬆時 Z 軸的移動。(Laser 

power: 16 mW; scan size: 2048 × 2048; zoom in: 10; scan speed: slow; time constant: 

100 μm; sensitivity: 10 mV; PMT: H7422-40; PMT gain: 0.8)。 
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圖 3-9 心肌細胞一維掃描的二倍頻影像與時間對位置的關係圖 

(a) 進行一維掃描後得到的影像。由亮視野觀察到細胞整體的縮短與恢復。(b) 標

示出二倍頻訊號的位置並利用顏色區分每一條肌小節代表的二倍頻訊號。Myosin 

在收縮與放鬆的過程中，移動的速度不相同，並且移動的軌跡沒有很平順，表示

肌小節彼此間有互相拉引，才會有此現象。(Laser power: 16 mW; scan size: 2048 × 

2048; zoom in: 10; scan speed: slow; time constant: 100 μm; sensitivity: 10 mV; PMT: 

H7422-40; PMT gain: 0.8)。 
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圖 3-10 肌小節長度隨時間變化的關係圖 

由二倍頻訊號的位置判斷肌小節的長度，再對時間進行做圖。灰色區域表示肌小

節收縮的時間。比對心肌細胞的位移就會發現兩者沒有同步的情形，彼此間會有

一定的時間差。 
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圖 3-11 肌小節收縮與放鬆的平均速度 

肌小節收縮與放鬆的平均速度取波峰與波谷之間的斜率值。黑色線由肌小節長度

的變化量取平均速度後重新繪製。肌小節收縮與放鬆時長度的百分比定義如下：

收縮百分比 (縮短量 / 收縮前的長度 )，放鬆百分比 (伸長量 / 放鬆前的長度)。 
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圖 3-12 正常情況下心肌細胞收縮與放鬆的分析圖 

    (a, b) 二倍頻訊號隨著時間的位移圖，不同的顏色代表不同的肌小節。(c) 為

圖 (a) 肌小節長度隨著時間變化的示意圖，顏色對應到上方的位移圖。(d, e) 為

圖 (b) 肌小節長度隨著時間變化的示意圖。肌小節的長度每隻細胞都不太一

樣，但是相同細胞內的肌小節長度則變化幅度較小。二倍頻訊號移動的方向皆不

相同，此現象有可能是因為每個肌小節受到鄰近的肌小節影響，彼此受力程度皆

不同。(Laser power: 16 mW; scan size: 2048 × 2048; zoom in: 10; scan speed: slow; 

time constant: 100 μm; sensitivity: 10 mV; PMT: H7422-40; PMT gain: 0.8) 
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3-6 腎上腺素 (epinephrine) 對雞胚胎心肌細胞收縮之影響 

 

    根據上述的實驗結果，我們可以成功利用一維掃描方式獲取二倍頻訊號影

像，追蹤肌小節動態的收縮放鬆過程。我們將此技術更進一步應用在腎上腺素對

心肌細胞的影響。 

    腎上腺素是一種激素和神經傳導物質。當作用於心臟時，可以使心臟的收縮

力上升，心輸出量增多 41。實驗上我們使用移液管加入 3.6 mg/ml 腎上腺素到實

驗細胞的培養液，並小心的將他與培養液混合均勻，腎上腺素的最終濃度為 10-5 

M。掃描影像的方式同樣的先取得一張二微的影像，再對樣品進行區段性掃描。 

加入腎上腺素之後的心肌細胞在收縮時的速度為 0.33 ± 0.20 μm/sec (n=16)， 縮

短的百分比為 5.77 ± 2.81 %。放鬆時的速度為 0.26 ± 0.09 μm/sec (n=16)，伸長

的百分比為 5.88 ± 2.84 %。實驗得到的結果顯示在圖 3-13。加入腎上腺素後收

縮放鬆的長短差異性不大，但是速度會有差別，從圖中也可觀察到許多位置的斜

率比正常的情況大。與正常的心肌細胞相比，加入腎上腺素後肌小節的收縮速度

有顯著的提升 (圖 3-14)，然而肌小節在收縮與放鬆的過程中長度的變化百分比

卻沒有顯著改變 (圖 3-15)。 

    由上述的實驗，我們發現加入腎上腺素會使肌小節收縮的速度上升，但是對

於伸縮量與放鬆速度卻沒有太大的改變。在文獻上有提到腎上腺素與相關的前驅

物如: norepinephrine，會增加細胞內鈣離子的濃度，進而增強收縮幅度和收縮頻

率 42。本次實驗中同樣的也比較有無加入腎上腺素對於收縮頻率的影響。以肌小

節變化的次數做為肌肉收縮的次數，在正常的條件下得到心肌細胞跳動的頻率為 

1.32 赫茲 (n=2)，在加入腎上腺素後細胞的跳動頻率為 1.19 赫茲 (n=3)。由於

實驗樣本數不多且每盤細胞的狀況皆不同，因此實驗出來的數據與文獻上有差

異。
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圖 3-13 加入腎上腺素後心肌細胞收縮與放鬆的分析圖 

    (a ~ c) 二倍頻訊號隨時間的位移圖。(d ~ g) 肌小節長度隨著時間變化的示

意圖。(Laser power: 16 mW; scan size: 2048 × 2048; zoom in: 10; scan speed: slow; 

time constant: 100 μm; sensitivity: 10 mV; PMT: H7422-40; PMT gain: 0.8). 
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圖 3-14 加入腎上腺素對肌小節收縮與放鬆平均速度的影響 

黑色為正常的心肌細胞，紅色為培養液中含有 epinephrine (10-5 M) 的心肌細

胞。肌小節收縮的速度在加入 epinephrine 後會有加快的趨勢 (p = 2.9 × 10-2 )。

關於放鬆的速度兩者的差異性很小 (p = 0.95)。*: significantly different from 

control (p < 0.05)。 
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圖 3-15 加入腎上腺素對肌小節長度變化百分比的影響 

黑色為正常的心肌細胞，紅色為培養液中含有腎上腺素 (10-5 M) 的心肌細胞 

。在收縮或放鬆的階段，肌小節長度的變化百分比不會因為加入腎上腺素而有顯

著的差異性 (contracting, p = 0.299; resting, p = 0.506)。 
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第四章、結論與未來展望 

 
    本論文中，我們成功的將雷射光束掃描技術與鎖相放大器結合使用，開發出

一套高訊雜比與靈敏度的掃描技術。先利用老鼠尾巴富含的膠原蛋白作為樣品接

收二倍頻訊號，改變掃描的速度、像素面積、顯示大小等參數，找尋最適當的條

件。接著掃描骨骼肌細胞株。在不同的電脈衝刺激頻率下，肌肉收縮的頻率也隨

之改變，由分析所得的結果顯示，我們自行架設的系統可以測量動態的變化過

程，進行一維掃描時，每掃描一條線僅需要 5 ms，對於細胞的變化頻率 2 Hz 而

言，總共有 100 的點去描述肌小節的動態變化過程，最後得到肌小節的變化頻率

與刺激頻率相同。同時也利用非線性光學影像的特性，掃描骨骼肌細胞的三維立

體影像圖，了解肌小節在細胞內的分布。最後掃描自發性收縮的肌胚胎心肌細

胞，觀察收縮與放鬆速度與長度的變化，並且比較加入腎上腺素後的影響。肌小

節收縮的速度在正常的情況下測得 0.19 ± 0.11 μm/sec，放鬆的速度為 0.26 ± 0.13 

μm/sec。然而進入腎上腺素後，收縮的速度加快為 0.33 ± 0.20 μm/sec (p = 

0.029)，但是放鬆的速度為 0.26 ± 0.09 μm/sec 與正常的心肌細胞相似。長度百

分比變化量也試沒有太大的改變。 

    今後，我們會繼續使用此系統研究骨骼肌細胞株在不同電壓的刺激下以及改

變電壓脈衝的寬度，觀察對細胞的影響。此外還可加入其他的藥物，觀察對初代

心肌細胞的影響，在細胞層次下了解藥物的作用，做為動物實驗前的依據。不同

於其他技術與樣品，它可以簡單又快速的得到肌小節動態過程的變化。 
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