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得獎感言 

渴望 

追逐夢想的經驗最是深刻，有如一次冒險，在漫漫薄霧的明滅之間尋找出路。

迷失成為一種獲得，曲折起伏之中才看清自己的渴望。 

那是一份恆古不變企求，源於祖先們對火焰或是漁網的渴望。進而昇華成一

種對知識的嚮往，並改變一個人。在實驗室中與橡膠手套及酒精為伍的這些日子

裡，除了知識的積累，我更清楚的了解了科學研究的精神。顯微鏡底下的世界如

此神秘複雜，卻又令我深深著迷、無法自拔。我不斷的吸收知識，從最初的懵懂

無知慢慢累積，越深入研究便越能感受自身的不足。然而，也就是這份不足讓我

更加渴望一頭栽入。一份份艱澀的研究資料與我分享它們的秘密，在無數個深夜

裡向我低語著生命世界的種種。途中的種種困難讓我學到更多、更深。最初的那

份渴望依舊，在迷失的日子裡引領著我前行，而峰迴路轉之間總會有一絲線索，

等待著我去發現。對知識、對未知以及對夢想的種種期盼，使我在製作科展作品

的期間學到了許多寶貴的課題，同時也在我心中留下難以忘懷的經驗。 

回顧這次參與科展的過程，初衷不過是一份簡單的渴望，讓我堅持到終點，

並獲得了許多當初所沒有發現的感動與喜悅。專題本身並不是多麼的艱深或偉大，

但卻成為我高中生活裡，最重要、最值得珍惜的一次經驗，並改變了我。 
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2013年全國第 53屆科展北一女中 6位同學得了物理、化學、

地科、應科等四個第一名以及學校團體獎第一名。 
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摘要 

 本實驗之目的在尋找臨床上針對檢查傷口有無細菌感染時更快速有效的方式，同時

期待能降低這方面的醫療成本。本實驗選擇以刀豆蛋白 A做為細菌的靶向配體，因為以刀

豆蛋白 A 製出的光學影像探針可以檢測出大部分常見的細菌。利用刀豆蛋白 A 與螢光染

劑合成所製出的光學影像探針吸附細菌，以達到檢驗有無細菌感染及標記細菌分布的目

的。 

 實驗結果顯示，製成的影像探針可以檢測和量化細菌的數量，同時不會對細胞產生

毒性。本研究結果初步支持了光學影像探針應用於細菌感染檢測的可行性。 
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一、 研究動機及目的 

         引起疾病的微生物種類極多，從極微小的濾過性病毒、細菌到較大一些

的黴菌、寄生蟲等都可能造成人類發生感染疾病，其中細菌佔了極關鍵的角色。細

菌感染是致病菌或條件致病菌侵入血循環中生長繁殖，產生毒素和其他代謝產物所引起的

急性感染。其中創傷患者最易感染，因為大多數細菌通過患者的開放性傷口進入，並進行

細菌繁植。在台灣，慢性非癒合傷口患者約占兩成，包括靜脈壓力和糖尿病所引起的潰

瘍。據統計，這些非癒合性傷口每年將花去 300 億新台幣，我們也同時發現在這些非癒合

性傷口特別容易遭受細菌感染。細菌在傷口上的繁殖進一步的造成了組織損傷以及更多的

發炎症狀，延長了傷口的癒合期 1。此外，慢性傷口感染也提高了病人的護理費用以及病

人的發病率 2。更糟的是，目前並沒有可靠的檢測技術檢測慢性傷口感染，臨床上更缺少

可以快速有效監視傷口癒合的工具。因此，當務之急就是尋找有效的治療方法以節省所需

的時間，精力和醫療成本。 

  目前臨床上所使用的方法包括了細菌培養及鑑定、菌體抗原、菌體酵素、菌體核酸和

在生物體中所誘發抗體的測定和以分子生物學技術進行基因檢測法等等。通常會採集血液

或組織液，再送到臨床實驗室以做細菌培養、鑑定以及相關實驗。這些檢測方式耗時甚

久，短則數十小時、長則數日，有些方法的靈敏度也不高，若只是些微的細菌感染也有可

能無法偵測。長時間的測試可能會耽誤了治療，並大幅提高住院和治療費用。有鑑於此，

尋找一個能在臨床上應用並且能快速有效、即時檢測菌感染的方式是絕對必要的。 

近年來，許多醫學影像方法已經應用於各類不同疾病的檢測，包括創傷、各類腦部

疾病和癌症。儘管這些方法在臨床上已被廣泛的應用，但是都需要使用特殊的設備和試

劑，也須擔負較高的治療費用。光學影像技術有成本低廉、操作簡便、檢測快速精準等優

點，因此常應用於疾病檢測。近年來有許多研究已經顯示利用不同類型的細胞標靶所製作

的光學影像探針，包含巨噬細胞，嗜中性粒細胞，和活性氧物種 3-5。然而，目前甚少研究

利用光學影像技術來檢測感染性的疾病。所以本研究旨在發展以快速有效的螢光影像技術

來即時檢測細菌感染。 

為了實現這一目標，本研究將著重在用於檢測感染的影像探針之發展。這種影像探

針有三個要素，細菌標靶配體、聚合物載體和螢光染劑探針。針對細菌標靶配體，我選擇

了刀豆蛋白 A 做為細菌的靶向配體，其原因是因為它能夠與大部分的細菌上的的α-D-甘

露糖基以及α-D-葡萄糖進行特定相互作用。此外，其成本相對較低，並且對各種細菌細

胞壁的碳水化合物上的革蘭氏陽性及陰性菌都具有高親和力 6-9。 

為了避免探針與細胞間產生相互作用，研究者參考最近發表的文獻來製作由 PNIPAM-

CO-ST 微粒做為基底材料的影像探針。另外利用帶有不同螢光染劑(包含羅丹明等)標記的
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細菌探針進行活體體內實驗的部分。我研究中的其中一部分將探討此細菌探針是否可以用

來檢測和量化細菌的數量。 

二、 研究設備及器材 

(一) 研究用藥品及試劑 

1. 2,20-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (V50) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

2. N-(3-aminopropyl) methacrylamide (APMA) (procured from Polysciences, 

Warrington, PA, USA). 

3. Concanavalin A (Con A) (purchased from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA). 

4. Dialysis membrane (6,000-8,000 Dalton, MWCO) (obtained from 

SpectrumLab, Rancho Dominguez, CA,USA). 

5. Divinylbenzene (DVB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

6. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (purchased from Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA). 

7. Dodecyl Trimethyl Ammonium Bromide (DTAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA). 

8. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) and alamarBlue® (purchased 

from Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY,USA).  

9. 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) (obtained from 

Thermo scientific, Rockford, IL, USA). 

10.Hydrogen Chloride (HCl ) (obtained from Thermo scientific, Rockford, 

IL, USA). 

11.1,1',3,3,3",3 ′ -Hexamethylindotricarbocyanine (IR750) ) (purchased 

from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

12.N-isopropylacrylamide (NIPAM) ) (purchased from Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA). 

13.Nitrogen gas (N2)(Matheson, Basking Ridge,NJ, USA). 

14.Potassium chloride (KCl) (purchased from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA). 

15.Rhodamine 6G  (染劑) ) (purchased from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA). 

16.Sodium chloride (NaCl) (purchased from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA). 
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17.Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4) (purchased from Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA). 

18.Sodium phosphate monobasic (KH2PO4) (purchased from Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA). 

19.Styrene (St) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

20.Tetrahydrofuran (THF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 

(二) 研究儀器 

1. Bacteria incubator (Lab-line 314 CO2 Incubator, Lab-line Instrument, 

Melrose Park, IL, USA) 

2. Biosafety cabinet (NU-425-400, Nuaire, Plymouth, MN, USA) 

3. Cell culture incubator ( Nuaire, Plymouth, MN, USA) 

4. Centrifuge( 5810R, Eppendorf, Hamburg, Germany) 

5. Fluorescence standing microscope (Leica, Wetzlar,Germany) 

6. Inverted microscope (Leica, Wetzlar,Germany) 

7. UV-Vis Spectrophotometer (Beckman DU640,Beckman Coulter, Brea, CA,USA) 

8. Microplate reader (Tecan Infinite M 200 plate reader, San Jose, CA, 

USA). 

9. Photon Correlation Spectroscopy (ZetaPALS, Brookhaven Instruments Co., 

Holtsville, NY, USA) 

10. In-Vivo FX Pro system (Carestream Health, Rochester, NY,USA).  

11. SpectraMax 340 Spectrophotometric plate Reader (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, USA). 

12. Fluorometer(Tecan Infinite M 200 plate reader, San Jose, CA,USA). 

 

(三) 試劑準備 

磷酸鹽緩衝鹽水(PBS) (毫莫耳) 的製備如下: 

             

1. 加入 800毫升的蒸餾水 

2. 加入 8克的 NaCl。 

3. 加入 0.2 克的 KCl。 

4. 加入 1.44 克 的 Na2HPO4。 
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5. 加入 0.24 克 的 KH2PO4。 

6. 利用 HCl將酸鹼值調整為 7.4。 

7. 加入去離子水至總體積為 1升。 

8. 然後將溶液高壓滅菌（20 分鐘，121⁰C）。 
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三、 研究過程或方法  

  (一)製作光學探針:  

1.製備氨化的微粒子:   

           在 500毫升帶磁力攪拌的反應器中, 

(1) 加入 NIPAM2.49克。 

(2) 加入 St. 1.61毫升。 

(3) 加入 DVB 0.28毫升。 

(4) 加入 0.36克 APMA。 

(5) 加入 DTAB0.6克。 

(6) 加入 200毫升的去離子水。 

(7) 通以氮氣 10分鐘，將反應器中的氣體加熱到 70℃。 

(8) V50水溶液（0.01克/毫升）向反應器中加入 5毫升。 

(9) 在 N2中反應 4小時 。 

(10) 將所製備的微粒以去離子水透析一周以上，此步驟的目的是除去未反應的單

體和表面活性劑.。 

(11) 純化的微粒分散液貯存於 4℃，以便後續使用。 

2. 螢光染劑負載微粒：在此研究中我們選擇羅丹明 6G 和 IR750 做為螢光染劑來標

記微粒，可同時應用於體外和體內成像。  

(1) 加入 10毫升的散狀微粒於玻璃瓶內。 

(2) 加入 5毫升的 IR750染劑十二烷基硫酸鈉溶液（0.2毫克/毫升）。 

(3) 在無光室溫的恆溫箱中靜置一天。 

(4) 以去離子水透析一星期左右，刪除嵌入式的染劑。純化的染劑負載的微粒分

散液貯存於 4℃以供進一步使用。 

3. 光學探針的製作：將刀豆蛋白 A 的選為配體是因為它對α-D-甘露糖基和α-D-葡

糖基皆有高的細菌表面親和性。 

(1) 加入 2毫升 l的散狀染劑負載微粒液到小瓶中。 

(2) 用 0.1莫耳的 HCl調整溶液的 pH值至 5.0 。 

(3) 加入 3 毫克的刀豆蛋白 A 至粒子分散液中。 

(4) 加入 1.8 毫克 的 EDC至粒子分散液中。 

(5) 放入 4oC冰箱中靜置一天。 

(6) 以去離子水透析一周以上，以除去未結合的刀豆蛋白 A。光學探針被存儲在

4℃，以供進一步使用。 

(二)、探針的特性分析： 
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1. 探針的大小和 zeta電位： 

(1) 加入一滴探針微粒到樣本至比色管中。 

(2) 加入 2.5毫升的去離子水稀釋。 

(3) 用光子相關光譜(ZetaPALS, Brookhaven Instruments Co., Holtsville, 

NY, USA) 測量顆粒和 Zeta 電位。 

(4) 利用 JEM-1200EX透射顯微鏡觀察微粒子的型態。  

2. 探針發射光譜測定：  

(1) 在 96 孔板中，將 2微升探針溶解到 200微升的去離子 DI水。 

(2) 利用 Tecan Infinite M 200 光譜分析儀(San Jose, CA)測量探針的光譜。 

(3) 將 IR750的激發波長固定為 730奈米，測量從 770到 850 奈米的光譜。 

(4) 羅丹明 6G的激發波長固定為 510奈米，測量從 540到 650奈米的光譜。 

3. 探針濃度和發射強度之間的關係的測定 

(1) 準備不同濃度的探針溶液 (0.0032,0.016,0.08,0.1和 0.4 毫克/毫升)。 

(2) 在 96 - 孔板中加入不同濃度的探針溶液(每個孔板內體積為 200 微升) 。 

(3) 利用 Tecan Infinite M 200 光譜分析儀測量 IR750(792 奈米)和羅丹明

6G(557奈米)的發射光譜。 

4. 刀豆蛋白 A結合效率的評估 

(1) 利用異硫氰酸螢光素(FITC)標記刀豆蛋白 A並與細胞探針做共軛結合。 

(2) 將此細菌探針冷凍乾燥後並秤重。  

(3) 準備不同濃度的探針溶液(0.0032、0.016、0.08、0.1 和 0.4 毫克/毫

升) ，並且使用 UV-vis 分光光度計測量 FITC 的螢光強度，以便計算每個

細菌探針上共軛結合的刀豆蛋白 A數量。 

5. 羅丹明 6G和 IR750染劑的裝載效率 

   研究者利用螢光儀(fluorometry)技術來評估羅丹明 6G 和 IR750 染劑的裝載效

率。3此部分的研究是以 Tecan Infinite M 200 光譜分析儀來量測羅丹明 6G(發射

波長 557nm)和 IR750(發射波長 792nm)的螢光強度。 

(1) 建立不同濃度的羅丹明 6G(0.0032、0.016、0.08、0.1 和 0.4 毫克/毫升)

和螢光強度(發射波長 510nm)間的相關性並計算出其線性方程式。以此線性

方程式來測量羅丹明 6G的濃度。  

(2) 建立不同濃度的 IR750染劑(0.0032、0.016、0.08、0.1和 0.4 毫克/毫升)

和螢光強度(發射波長 730nm)間的相關性並計算出其線性方程式。以此線性

方程式來測量 IR750染劑的濃度。  

裝載效率的計算公式如下:  

裝載效率 oad載入染劑的重量/乾燥為粒子的重量)。 
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6. 細菌影像探針的細胞毒性 3-4 

我利用標準的 MTS 細胞毒殺活性測試來評估細菌探針的細胞毒性。簡而言之，我

們將利用老鼠的成纖維細胞(3T3)和巨噬細胞(Raw 264.7) (ATCC, Manassas, VA.) 

做為研究對象。 

(1) 細胞接種於 96 孔板中，接種密度為每孔版中 1× 種密 4 個細胞。利用 DMEM

細胞培養液添加 10% 胎牛血清 (FBS)和 1% 抗生素，在 37℃，5% CO2 環境

培養。 

(2) 24 小時之後，我們用 200 微升的完全 DMEM 細胞培養液給細胞換液後並加

入在不同濃度的細菌探針。 

(3) 經過 24 小時培養後，移除培養液並用滅菌的 PBS(pH 7.4)清洗三次。另外

在每個孔版中加入 20 微升的  CellTiter 96® AQueous One Solution 

Reagent (Promega, USA)和 100微升的 DMEM培養液再培養 4小時。 

(4) 最後用 SpectraMax 340 Spectrophotometric plate Reader (Molecular 

Devices, USA)來測量 MTS反應的吸收度(波長設為 490 nm) 。 

(三)、 評估細菌探針之檢測和量化微生物的能力  

1. 細菌培養 

(1) 使 用 從 Caliper Life Science (Hopkinton, MA, USA) 買 來 的

Staphylococcus aureus (Xen43) 和 Staphylococcus epidermidis (Xen29, 

parental strain ATCC 12600)做為微生物模型來探討細菌探針對細菌感染

的檢測能力。這兩種菌株都有 luciferase 基因轉植且在 lucigenin 存在下

能導致生物發光。在每個實驗之前，細菌將被培養在 Trypticase Soy 

Broth (Becton Dickinson and Company, Cockeysville, MD) 上 18 小時

(37°C)。之後利用滅菌的 PBS 洗滌三次後，使用 spectrophotometry 方法來

計算細菌數目後利用結合 trypsinization 和 sonication的方法來證實。11  

(2) 細菌探針的最佳濃度  

首先，利用不同濃度的細菌探針來培養細菌(濃度為 1.6 x 108 cfu/毫升)。

30 分鐘(足夠使探針與細菌結合的時間)後，利用滅菌的 PBS 洗滌三次(用以

洗掉未結合的探針)。最後利用 Tecan Infinite M 200 光譜分析儀測量與

細菌結合的螢光強度(發射波長為 730nm)。此實驗能用以測量出何為最佳的

探針濃度。 

 

2. 細菌探針在檢測和量化微生物的靈敏度 

為了探討細菌探針對細菌偵測的靈敏度，我在 37°C 環境下培養不同數量的細

菌 (1.6 x 108, 0.8 x 108, 0.4 x 108, 0.2 x 108 cfu/毫升等) 30 分鐘。之後利

用滅菌的 PBS 洗滌三次(用以洗掉未結合的探針)。最後利用 Tecan Infinite M 
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200 光譜分析儀測量與細菌結合的螢光強度(發射波長為 730nm)。利用此方法我們

可以建立出螢光強度和細菌數目的關係曲線。 

 

3.細菌探針的專一性 

我使用模擬損傷模型來探討細菌探針用於檢測傷口感染的可能性。本實驗利

用金黃色葡萄球菌做為細菌模型，而成纖維細胞（3T3 細胞）做為對照組。不同數

量的細菌或細胞(1.0 x106, 5 x 105, 2.5 x 105, 1.25x 105, 0.625 x 105 /毫升等)

分別與細菌探針或對照探針分別與成纖維細胞和金黃色葡萄球菌作用 30 分鐘後並

用滅菌 PBS 洗滌三次(用以洗掉未結合的探針)。最後利用 Tecan Infinite M 200 

光譜分析儀測量與細菌結合的螢光強度(發射波長為 730nm)。 
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四、研究結果  

1 影像探針的物理表徵 

通過乳化聚合反應，合成了PNIPAM-CO-ST微粒（MPS）。使用動態光散射法，我

們測量出粒子的大小平均為204±4nm（圖1）。其聚分散度為0.137，可以推知這些微粒

子大小具有相當高的單分散性(圖1）。同時，通過透射電子顯微鏡（TEM）的圖像中可

以看出PNIPAM-co-St MPs的形態呈現均勻球形（圖2）。由於微粒子在製備過程期間會

有脫水現象，使微粒的直徑減小到約45 nm。 

 

 

 

 

 

 

 

2 細菌探針的化學特性 

為了測量共軛的表面配體，我們加入N-（3-氨基丙基）甲基丙烯酰胺溶液中於細

菌探針溶液中。微粒子上的氨基(amino group，-NH2)會造成粒子表面有帶正電的能

力。為了評估這樣的特性，我們使用光子相關光譜法（ZetaPALS，Brookhaven儀器公

司，Holtsville，紐約州紐約州，美國）測定該微粒的zeta 電位。Zeta分析結果顯示

微粒的帶正電荷且平均表面電位為27.5±1.2mV（圖3），此正電特性可能是來自於表面

氨基。 

 

 

 

圖一 利用動態光散射儀測量微粒子的

大小和分佈特性。微粒子的直徑大小

為204±4nm 且分散度為 0.137。 

 

圖二 利用透視電子顯微鏡影像觀察 

P(NIPAM-co-St)的型態，顯示此微

粒具有單分散性。 

圖三 利用光子相關譜法所測量微粒的zeta電

位。Zeta分析結果顯示微粒的帶正電荷且平均

表面電位為27.5±1.2mV，此正電特性可能是來

自於表面氨基。 
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3. 細菌探針的光學特性 

為了要檢測的細菌的存在和分佈，細菌探針攜帶了兩種不同的螢光染劑–羅丹明

6G和IR750。為了將染劑載入微粒，將微粒子放入同時含有螢光染劑的溶劑溶液中。在

溶劑揮發後，部分螢光染劑會被載入至探針的內部。為了要確定的光學性能的探針，

我們將進行了一系列的實驗來量測不同波長的螢光光譜。首先，通過測量兩個羅丹明

6G和IR750的螢光光譜中，我們發現其相對應的發射峰值分別在〜580 nm及〜800 nm；

正如我們所預期，我們也發現了兩個相應的峰值有大約30 nm的藍移現象（圖4）。 

 

 

 

 

 

 

 

另外我們還測量了游離的染劑的裝載效率。在測量之前，首先我們必須建立了染

劑濃度和紫外線吸光度之間的關係。如我們所預期，羅丹明6G濃度和紫外線吸光度之

間有著高度的相關性，兩者間的線性方程式為y=1.4801x+0.0157（R2 = 0.99）（圖

5）。此外，IR750濃度和UV吸光度之間也有很好的線性關係，且兩者間的線性方程式

為y=14.408x - 0.0303（R
2
= 0.998）(圖五) 。基於這些曲線，我們能夠計算細菌探

針中，羅丹明6G佔細菌探針的3.1％，而IR750則佔17.8％。 

 

 

 

 

 

 

圖四 左圖為羅丹明 6G 和 IR750 的螢光發射光譜。右圖為微粒子的螢光發射光譜，兩個

波峰值與上圖的羅丹明 6G 和 IR750 相近，此結果顯示此兩種染劑已經成功的載入微粒

子中。 

圖五 螢光染劑的濃度與 UV吸收度間的關係。左圖為 IR750染劑，右圖為羅丹明 6G 。 
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4. 刀豆蛋白A的結合效率 

我也測量每毫克細菌探針中共軛刀豆蛋白A的濃度。首先要決定游離FITC標記的

成分和螢光強度之間的關係。因此，我測量在細菌探針中FITC標記的成分，經過計

算，發現游離FTIC標記成分的吸收強度是10 奈米莫耳的0.89 ，而1.0毫升細菌探針

（1.0毫克/毫升時）的吸收強度為0.54。基於以上數據，我們可以計算出每毫克細菌

探針的刀豆蛋白A密度約6奈米莫耳。 

5. 探針的細胞毒性 

為了確定此細菌探針對人體和細胞沒有毒性，我進行了以下的實驗來評估。我們

使用的3T3成纖維細胞和巨噬細胞株RAW264.7來進行MTS 細胞毒殺活性測試（圖6）。

首先將3T3成纖維細胞培養在具有不同的濃度細菌探針中24小時後測量活細胞的數目，

然後再與未經處理的對照組相做比較，並計算出的細胞的存活百分比。我們發現細菌

探針在濃度為0.0025毫克/毫升時與對照組在統計上並無顯著差異。但是在濃度為0.01

和0.05毫克/毫升時，我們發現大約10-20％的細胞毒性。同樣的實驗也用在巨噬細胞

株RAW264.7上，結果顯示儘管探針劑量高達0.05毫克/毫升也只有小於10％的細胞毒

性。根據以上的結果，我們將利用此無毒劑量的細菌的探針（0.0025毫克/毫升）於以

下的實驗。 

 

 

 

 

 

 

6.細菌探針的親和性 

首先，我們將評估此細菌探針是否可用來檢測金黃色葡萄球菌（Xen43）。將已培養的

金黃色葡萄球菌（1.6x108CFU/ml）與不同濃度的細菌探針和對照探針（探針上不帶刀

豆蛋白 A）作用 30 分鐘，之後用滅菌 PBS 洗滌 3 次。利用螢光酶標儀測量細菌的螢光

信號，結果顯示細菌探針對細菌有很高的親和力，但是對照探針卻對細菌有很低或甚

至沒有親和力。另外我們也同時發現探針濃度和螢光強度之間有很好的線性關係（圖

圖六 將 3T3成纖維細胞(和巨噬細胞 Raw 264.7)培養在具有不同的濃度細菌探針中 24

小時後利用 MTS 細胞毒殺活性測試來測量活細胞的數目，然後再與未經處理的對照組

相做比較計算出的細胞的存活百分比。 
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7）。綜合以上結果，在這項研究中所使用的探針並沒有造成細菌壁的結合位點上的飽

和。在以下以下的實驗中，我將使用濃度 100微克/毫升的細菌探針。 

 

 

 

 

 

 

7. 利用細菌探針計算細菌的數量 

 引起疾病的微生物往往伴有大量的細菌感染。為了評估細菌感染的程度，定量

細菌數目是不可或缺的。所以我的第一個目標是要評估的是細菌探針是否可用於測量

活細菌的數目。為了實現這一目標，首先我先培養不同數量的金黃色葡萄球菌分別細

菌探頭或對照探頭（100 微克/毫升）作用 30 分鐘，之後用滅菌 PBS 洗滌 3 次。將一

些樣品置於載玻片上，然後在暗室中進行空氣乾燥。事實上，我們在細菌濃度最高的

情況（1.6x108/ml）觀察到最大的螢光信號。反之，細菌濃度較低時螢光強度較低

（圖 8 左）。此外，我同時發現細菌的數量和細菌探針的螢光強度之間有很好的線性

關係（Y = 6x10-5x + 1613，R2 = 0.947）（圖 8右）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖七 細菌探針(帶有刀豆蛋白 A配體的微粒子)和對照探針(僅微

粒子本身)對細菌親和性的 體外實驗。金黃葡萄球菌

(Staphylococcus aureus, 1.6 x 108 CFU/毫升)與不同濃度的

探針(12.5, 25, 50, 100, and 200 微克/毫升)作用 30分鐘然

後用滅菌 PBS洗滌三次。利用 Tecan Infinite M 200光譜分析

儀測量探針與細菌間結合產生的螢光強度。 

圖八 探討細菌探針對金黃葡萄球菌之特異性的體外研究。(左) 與細菌探針和對照

探針作用後的螢光顯微鏡影像，(右)細菌數量和與細菌探針(或對照探針)作用後與

細菌結合產生的螢光強度間的相關性。 
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8. 檢測細菌感染的模擬損傷模型 

我們使用模擬損傷模型來探討細菌探針用於檢測傷口感染的可能性。本實驗利用金黃色葡

萄球菌做為細菌模型，而成纖維細胞（3T3 細胞）做為對照組。細菌探針或對照探針分別

與成纖維細胞和金黃色葡萄球菌作用 30分鐘後並用滅菌 PBS洗滌三次。我們利用螢光顯

微鏡來評估細菌探針是否可用已檢測細菌。如我們所預期，發現有大量來自細菌探針的螢

光信號黏附的細菌，但是對照探針組幾乎沒有螢光信號(圖 9）。另一方面，細菌探針和

對照探針在成纖維細胞都只有微弱的螢光信號。整體來說，我們的新細菌探針可用於檢測

在宿主細胞和傷口周圍的細菌。 

 

圖 9  在體外，對金黃色葡萄球菌的細菌探針的特異性。（A）的熒光顯微鏡圖像的細菌培養

與的細菌探針與控制探頭（B）細菌的數量和細菌的任一的細菌探針或控制探頭與吸附後，熒

光強度的相關性。 

 

A 

B 
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五、結論  

為了探討如何檢測細菌，本研究選擇利用螢光成像的技術，製作螢光染劑探針偵

測細菌並同時標記位置。 

        這次的探針使用NIPAM基底，其優點是體積大，在表面上有較多配體，裏頭也

含有較多的螢光染劑，因此敏感度較高。也因為NIPAM的體積大，所以對組織的穿透性

小，只能停留在表面。另外在配體的選擇上，我們選用刀豆蛋白A的原因是因為它能和

大部分的細菌結合。但其缺點為對不同細菌的親和力差異太大，未來我們可試著發展

針對特定細菌的配體以便能更精確的檢測。我們也希望以後的研究能更進一步的快速

檢測出細菌種類，將其發揮更大的效果。藉由計算出的細菌數目和螢光信號強度的正

向關係圖，顯示兩者之間有高度的正相關。未來如果想進一步將此方法用於體內，我

們可以試著利用體積較小的探針。 

目前我們發展的細菌探針上裝載了兩種螢光染劑，其波段分別為可見螢光與近紅

外光。螢光觀察簡單，檢測快速，但螢光卻不一定是由於細菌感染，也有少數是自體

產生；紅外光則可免除這類的疑慮，相較可見螢光卻較難觀察。往後如果有機會，可

以試著裝載更多種類的螢光劑，同時以特定螢光劑探測特定的細菌，能夠更具準確

性。 

 

此方法可望改善目前的臨床檢測方法。以此作為基礎，我們可以進一步應用在

臨床檢測上，將會便於局部治療並降低醫療成本。除去繁瑣的樣本採集和送檢等步

驟，有效的縮短檢測時間，更能掌握細菌的分布和數量，有助於更準確及時的醫療照

顧。 
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六、 討論  

傷口所引起的細菌感染往往會導致嚴重的後果。這項研究的目的是找到一種非侵

入性且即時的方法來檢測細菌，並可進一步得到定量的結果。整體來說，結果顯示我

們已經可以成功構建新的細菌探針，且此探針對金黃色葡萄球菌等細菌具有高親和

性。探針必須對細菌有專一性且同時避免跟宿主細胞結合。此細菌探針的製備必須建

立在這兩種設計標準上。 

在這個研究中，我決定使用刀豆蛋白 A 來當作細菌的靶向配體，是因其對大部分

的細菌上的α-D-甘露糖基及α-D-葡糖基具有高的親和力。12 此外，刀豆蛋白 A 的成

本相對低廉並且有很多種類的碳水化合物能對細菌細胞壁的革蘭氏陽性和革蘭氏陰性

的細菌上的多醣體有特異性結合。6-9 還有許多其他的配體(化合物)也已經被證明對細

菌壁具有高的親和性（affinity）。例如嗜酸性粒細胞陽離子蛋白已被證明對革蘭氏

陽性和革蘭氏陰性菌株具有高的親合性。13 此外，最近開發的細胞膜親和層析法也已

被用來鑑定不同的微生物上新的胜肽。14 在不久的將來這些新的胜肽(化合物)可能對

不同的細菌菌株具有高的親合性。這些新的胜肽(化合物)可被做為細菌探針的配體然

後使用影像的方法檢測不同微生物的感染。 

微粒子往往與細胞會通過吞噬作用而產生相互作用–微粒的細胞攝取。為了減少

探針吸收的細胞，細菌探針技術製備由 PNIPAM-CO-ST微粒做為基底，研究證明此微粒

有很好的胜物相容性。還應當注意的是，我們也可以使用其他生物相容性材料製造類

似的探針，例如脫乙酰殼多醣，矽，金屬或合金製成的微粒。此外，該微探針有一個

均勻的直徑為〜200 nm，研究顯示這個尺寸的探針可以減少的細胞攝取。 

在活體體內影像的部分，我使用不同的螢光染劑(包含羅丹明 6G 和 IR750)所標記

的細菌探針。有趣的是，我發現經過微粒的包埋後，兩種染劑的波長都有紅移的現

象。緊密相鄰片段的聚苯乙烯鏈可能減少兩個發光團(chromophores)的能量轉換。3 利

用聚苯乙烯包埋的發光團也有許多優點，因為聚苯乙烯的疏水性會降低發光團因水分

發生降解的機會。因此，可以顯著的改進此種物理包埋的發光團之光穩定性。3 

目前對於細菌感染的研究和其抗微生物治療的發展已被視為重要的課題。然而，

幾乎所有的研究方法都依賴於傳統的細菌培養方法檢測細菌的存活，此方法相當的耗

時。我相信本研究提供了新的方法，不但可觀察微生物的存在也同時提供這些入侵者

的量化方法和其分佈。這些細菌探針還有許多有潛力的應用。細菌探針可開發成噴霧

式應用到傷口的地方，幫助患者確定傷口是否有發生感染。這些細菌探針也可改成帶

有放射性核苷酸，這類探針可以用來注射至病人體內，並幫助醫生識別患者在不同器
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官的感染位置。該探針也可與生物晶片合用並可用於協助檢測臥床病人所引起感染的

微生物的類型。 

本研究以刀豆蛋白A (Con A) 修飾螢光奈米顆粒(Fluorescent Nanoparticle)

作為標記物，辨識出細菌表面的蛋白質受體，成功的得知細菌分布，在短時間內即

可辨識出樣本有無細菌感染。 

如預期，細菌探針的細菌具有高親和力。刀豆蛋白 A 的細胞壁有高親和力是早

期觀察所支持的。此外，細菌探針可以結合不同的細菌。事實上，刀豆蛋白 A 已被

證明對許多不同類型的細菌擁有高親和力（包括革蘭氏陽菌和革蘭氏陰菌）。應當

指出，許多外源凝集素蛋白已被證明有很高的親和力細胞壁。換句話說，其他的外

源凝集素蛋白可能被用來製造類似的細菌探針。此外，外源凝集素蛋白已發現對不

同種細菌有不同的親和力。因此，製造可識別不同類型細菌的探針也是可行的研究

方向。 

   同時，一些細胞，包括血管內皮細胞，可以結合凝集素。然而，大部分在傷口的

細胞，包括成纖維細胞，免疫細胞，巨噬細胞，幾乎沒有凝集素受體。事實上，我

們的細胞培養實驗發現，細菌探針可以識別細菌在細菌與細胞共同培養。 

   臨床上的細菌的量化方法往往使用細菌培養和計數，這樣的測試流程通常需要 2

天以上的時間。我們的研究結果證實利用影像探針可以用低於 30 分鐘的時間計算出

細菌的數量。此外，體外實驗的結果也證明我們的影像探針可以用於檢測細菌數量

以及細菌的分佈。細菌探針是個可能的方法用於觀察皮膚或醫療器械所引發的細菌

感染。應當指出的設備為中心的感染是一個嚴重的疾病，並經常導致植入失敗。 

總而言之，我相信此新開發的細菌探針將大大提高我們對細菌感染過程和因素

的認識。此外，這種光學影像技術有可能實際應用於臨床上對各種感染的評估和檢

測。 
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【評語】040810  

本研究可視為〝生醫光電〞主題一極佳的範例。作品係結合細

菌標靶配體(刀豆蛋白 A)、聚合物載體(PNIPAM-CO-ST)和螢光染

劑探針(RGG)，藉以即時檢測細菌感染。 

作者對主題之選擇與技巧之掌握極佳，值得鼓勵。若能以醫院

院內感染作為應用之範疇，當可發現更多有趣的結果。 
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