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中文摘要 

    石英晶體微量天平 QCM(quartz crystal microbalance)，在上

下表面之間加上交變電壓就會引起振動。待測物質與 QCM 相接觸時，

會引起 QCM 諧振頻率得變化，通過諧振頻率的變化，即可檢測待測物

質的物理特性。在前人的研究中發現在液相介質當中只要保持液體的

密度和黏度不變，通過 QCM 的諧振頻率變化同樣可以測出電極表面的

質量變化。在本論文中，QCM 電極表面覆蓋有高專一性的抗原與抗體

通過流體分析儀(Liquid flow cells)，來測定特定的待測物質的原

理，成功偵測到金奈米粒子的存在。 

     第二部分，我們使用 17nm GNPs 與 H5N1/FMDV peptide 混合要

引起生物的免疫反應，將免疫反應產生之抗體進行 QCM 的量測。與

GNPs 結合與 H5N1/FMDV peptide conjugate 的反應優於單 H5N1/FMDV 

peptide所引起的 QCM頻率響應。利用此結論實際應用到禽流感(H5N1)

膜蛋白進行 QCM 的檢測，成功放大信號 300%。 

 

 

 

 

 



Abstract 
 

A quartz crystal microbalance (QCM) is a micro-mass-detection device 
that operates based on the piezoelectric properties of quartz crystals.  
 
Part I : A nanoparticle detection system was constructed by cross-linking 
antibodies onto the gold electrode of quartz crystal microbalance (QCM).  
The sensitivity of gold nanoparticle detection was118 Hz . Surface 
structured modification of quartz crystal microbalance (QCM) binding to 
gold nanoparticle was characterized by atomic force microscopy (AFM). 
The current study provides the first example of detected nanoparticle 
sensor by piezoelectric sensor showing high sensitivity and specific to 
gold nanoparticle. 
   
Part II : In this research, a method that amplified the quartz crystal 
microbalance (QCM) signals was found which gold nanoparticles were 
used to conjugate H5N1 and FMDV peptide for quartz crystal 
microbalance (QCM) detection signals could be amplified more than 
200%. H5N1 membrane protein with gold nanoparticles conjugate could 
be detected and the signals could be amplified about 300% in our system. 
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第壹章 緒論 

1.1 前言 

    奈米科技是新世紀的明星，影響之層級深入到各個領域當中，許

多的學者視它為第四次的工業革命。因為在介觀的尺寸(1~100 nm)

裡，材料具有新穎的特性，預期將會把產業帶入新的發展方向，大幅

提升產品的附加價值與競爭力。世界各國的政府也相繼投入龐大的經

費，台灣也在 2006 年宣布了“奈米國家型科技計畫＂，預計在 2008

年底所有奈米科技相關技術產業的產值可以達到 3000 億新台幣。 

    近年來奈米科技的崛起竄紅，主要是因為國內半導體先進製程進

入微米階段後，在 0.13 微米下的製程遇到技術上的瓶頸，而奈米科

技就是針對更細微元件製程的研發，提供一突破的可能性，因而產生

了許多新的結構與新的用途。在奈米科技中，不僅僅是把東西變小了

而已，更改變了其物理性質，這一方面使工程領域裡的研究人員相當

興奮，也為奈米科技產業注入了相當多的原動力。 

    生物科技是一個跨學門的新興研究領域，它包括了生物、化學和

工程三大科學領域，它的應用範圍涵蓋了農業、製藥工業、特化工業

和環保工業等。由於生物科技產業對於人類未來的生活、健康、和環

境品質有深遠的影響，因此它與奈米科技已被公認為二十一世紀最具
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有發展潛力的高科技產業之基礎。 

    奈米科技在生物醫學上的應用如雨後春筍般冒出頭來；從中國傳

統的中草藥到西方世界的先進醫療技術，也和奈米科技緊緊結合著。

比方說：在科學中藥的製程中，將原先的生藥製成奈米粉末，由於與

組織的接觸表面積增加，使致藥效的大幅提升、吸收率亦獲得改善，

且相對給予的劑量減少了，副作用進而下降了…等等的優勢；再者，

奈米粉末具有強滲透性，將其製成貼劑(transdermal system)或噴劑

(inhaled route)，可以避免藥物經過胃腸吸收時，造成可能會被胃

酸分解掉，或是導致吸收不穩定，無法達到藥物的有效劑量。奈米粒

子(nanoparticles, NPs)的細微結構，目前已有用於生態環境中的化

學檢測，及標定人體內的病原體，作為早期診斷的工具，以磁振造影

(MRI)顯影劑為例，將螢光染劑鍵結在奈米顆粒上時，較不易受到背

景值的干擾，也不容易衰退變淡，因此可以增加檢驗的靈敏度；而檢

測腫瘤細胞時，可以利用磁性奈米粒子作為抗癌藥物的載體

(carrier)，注入體內後，藥物經過我們的控制下能聚集於病灶的部

位，因而降低對於人體的副作用小，又可以對病理位置進行高濃度的

藥物治療。這對於腫瘤、結核等有固定病灶的疾病有相當的療效。 

生物感測器(biosensor)則是另外一個奈米科技技術與生物學結合的

跨領域應用範圍。生物感測器主要是運用生物分子如：抗體
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(antobody)、抗原(antigen)、酵素(enzyme)、蛋白質(protein)、及

核酸(nuclear acid)等來做為量測某種特定化合物或離子的工具。一

般而言，其量測的化合物是具有選擇性(selectivity)且為一可逆反

應。隨著感測技術的演進，生物感測器已有長足的進步。常見的生物

感測器有壓電晶體感測器(piezoelectric crystal sensor)、光纖感

測器(optic fiber sensor)、場效電晶體感測器(field effect 

transistor sensor)等等，可以預見的是，隨著奈米生物技術的成熟，

用生物感測器來檢測重大疾病將越來越廣泛，越來越準確。 

1.2 研究動機 

    目前的生物感測器受限於許多的限制，如生物樣本本身的選擇性

不夠專一而常被不反應的物質(inactive)所阻隔；或是所要偵測的樣

本濃度要高濃度才能被偵測，故其實測的應用性及準確度都有待加

強。 

    因此我們希望利用強大的奈米技術當成我們的資料庫，並利用生

物分子的特性，來進行生物感測器的改良，目標將朝向建立多樣化及

高靈敏度的檢測平台邁進。 
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第貳章 文獻回顧 

2.1 生物感測器(Bio-sensors) 

2.1.1 奈米生物技術 

    在近年來科學的研究領域中，研究微小的生物元件或生物分子的

奈米級技術或檢測技術統稱為奈米生物技術(nano-bio-technology)，

奈米生物技術的發展可以進一步促成研究了解生物體內分子間的運

作模式，借由對此模式知識取得生命體內所有微小而分工細膩的規則

將逐一被解開，我們對大自然生命奧妙的認識也將完整呈現在所有世

人的眼前。 

    在奈米生物技術中，生物感測器的地位站有一個重要地位。所有

研究學者的結論大多都有一種共識：“生物感測器是往後奈米生物科

技技術發展的重點＂，雖然仍在發展中，但已有部份的成果已成功的

商品化，列如：血糖計等等…。然絕大部分的研究成果，卻還停留在

實驗室階段，離商品化、實用化仍需要有研究學者以及專家的努力。

生物感測器可以針對預期要之到的結果做量測上的設計，特別在藥品

的篩檢與代謝或是其他生物分子間交互作用的量測上。與其他傳統分

析儀器相比，生物感測器最獨特的地方就是來自生物體的元件與其所
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具備的高特異性、高靈敏度或高選擇性，與即時監控等特性，而且真

實地結合生物感測元件當作感測器或探針來進行我們所需要的量測。

生物與奈米技術成果的運用廣泛，涵蓋了醫藥、生化、環保、農業、

材料工程等等得研究領域，期未來的影響層面不僅有助精密機具的開

發，亦將遍及日常生活用品，它的貢獻也將是無可取代。 

2.1.2 生物感測器的發展之歷史與其之定義 

   生物感測器主要是以生物分子如抗體、抗原、酵素、蛋白質以及

核酸等來做為量測某種特定物質的工具 1962 年，Clark 和 Lyons 開

發酵素電極(enzyme electrode)[1]最先提出生物感測器的概念距今

已快半世紀的歷史，生物感測器已有長足的進步。生物感測器在發酵

工藝、環境監測、食品工程、臨床醫學、軍事及軍事醫學等方面得到

了深度重視和廣泛應用。在最初 15 年裡，生物感測器主要是以研製

酵素電極製作的生物感測器為主，但是由於酵素的價格昂貴並不夠穩

定，因此以酵素作為敏感材料的感測器，其應用受到一定的限制。 最

近的研究指出，特定生物分子固定化技術的不斷發展，產生了跨領域

的結合。特定的生物電極以生物受體作為分子識別元件，與酵素電極

相比有其獨到之處。它可以克服價格昂貴、提取困難及不穩定等弱

點。 

生命體本身就具有各式各樣的化學量感受器，包括味覺、嗅覺、
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內分泌系統的荷爾蒙受體，神經傳導系統的神經化學傳遞物質與受體

蛋白質，酵素與基質及免疫系統中的抗體與抗原等等。因此，生物體

本身實際上式一個化學受體(chemoreceptors)的集合體。這些化學受

體均具有高度的特異性/選擇性與靈敏度，而且絕大部分係屬於受體

蛋白質分子。生物感測器最重要的原理就是利用在感測器上加裝生物

原件來增加偵測的選擇性與敏感度，因此我們可以將生物感測器定義

為：＂使用固定化的生物分子(immobilized bio-molecules)結合某

種轉換器(transistor)，其轉換器可以光學、電性或是質量上的改變，

主要的目定用來偵測生物體內或生物體外的環境化學物質或與之起

特異性交互作用後產生回應的一種裝置＂。 

生物感測器由兩個主要關鍵部份所構成，一是來自於生物體分子、

組織部份或個體細胞的分子特定的辨認元件，此一元件為生物感測器

信號接收或產生部份。另一為屬於硬體儀器元件部份，主要為光學、

電性或物理信號轉換元件。因此，如何已生化方法分離、純化甚或設

計合成特定的生物活性分子(biological active materials)，結合

精確而且回應快速的換能器(transducers)組合成生物感測器反應系

統，是做為一個研究生物感測器學者最主要目的。 
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Fig.2- 1  生物感測器示意圖 

  

    近來年許多的工程學者致力發展生物感測器，產生的許多跨領域

結合的生物感測器也將這個領域推向另一個顛峰。從 1962 的 Clark

開發出酵素電極，隨著感測技術的快速演進，共計發明了壓電晶體感

測器(piezoelectric crystal sensor，1964)[2]、離子選擇性場效

電晶體感測器(ion selective field effect transistor sensor，

1970)[3]，光纖感測器(optic fiber sensor，1975)[4]，酵素修飾

電極生物感測器(enzyme modified electrode biosensor，1977)[5]、

生物晶片(bio-chip，1987)[6]以及陣列式微電極感測器(matrix 

micro-electrode sensor，1997)[7]等等。由這些生物感測器的發展

可以預期的是，隨著奈米生物技術的成熟，最大的受益者將是全世界
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的生物體。 

2.1.3 生物感測器的類型 

依照使用生物分子的不同可以區分為酵素感測器(enzyme 

sensor)、免疫感測器(immune-sensor)、受體感測器(receptor 

sensor)、微生物感測器(microbial sensor)、細胞及組織感測器

(cell and tissue sensor)及核酸感測器(nucleic acid sensor)等

等…，其中最大差異就是在我們所修飾在感測器表面的生物分子的種

類。 

生物檢測器依據偵測原理的不同，大致可分為光學(optic)、放

熱(thermal) 、電化學(electrochemical) 以及質量感測

(mass-sensitive)等四種方法，而偵測器之選定則需考慮檢測系統的

特性、反應機制、訊號模式、待測物型態、檢體濃度範圍、操作環境

等因素。不同的偵測方式有不同的檢測器，其主要的代表如下： 

(1)光學式生物感測器(optical biosensor) 

    光學式感測器主要在光纖的縱切端面，固定化一層適當的指示劑

材料(例如生物螢光物質，化學發光物質或染料)，當測定溶液內發生

生化反應時，由指示劑材料的變化產生光學訊號。依據不同之檢測原

理分為分光光度法（spectrophotometry）、螢光法（fluoresence）

以及反射光法（reflectometry）等，雖然不受電子訊號干擾，但易
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受到其他光源干擾且檢測範圍較窄。  

(2)熱交換式生物感測器(thermometric biosensor) 

熱交換式生物感測器其檢測原理主要是利用生物分子與待測物

質結合反應時，藉由熱量轉換便可以利用精密微卡計量測，即利用生

物分子結合生成反應所產生的熱量做為量測的依據。其優點為不受電

子與光學的干擾，但其成本昂貴、靈敏度低且需要大量之檢測物質為

其缺點。 

(3)電化學式生物感測器(electrochemical biosensor) 

    電化學式生物感測器分析原理主要利用其於生物系統交互作用

所產生之電子轉移。此類型的感測器發展的最早，Clark 和Lyons 首

先開發出酵素電極生物感測器，在一定的條件下，當電極表面物質濃

度改變或電極產生反應時，可以使電極產生電位、電阻與電流等電性

訊號，借由電性訊號的產生用以定量帶測物質的濃度。此類型生物感

測器具有簡單、高選擇性之優點，但應用於檢測時易受物理、化學或

生物間反應產生之電子雜訊干擾為其缺點。 

(4)壓電式生物感測器(piezoelectric crystal biosensor) 

    當壓電材料為石英晶體時，外加一個固定電壓時，晶體及產生一

個固定交叉震盪頻率之機械性的形變，當質量改變時其震盪頻率亦隨

之變化，本論文主要選用的感測器為石英震盪晶體，其特性之後會有
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詳細的介紹。 

    另一與表面聲波(surface acoustic wave：SAW)換能器有關，表

面聲波換能器亦利用壓電特性而設計，表面聲波由聲原產生經由吸附

器傳到接收器，主要利用壓電晶體之基礎頻率與晶體表面質量負載之

線性關係藉以檢測，其具有直接檢測、高靈敏度、應答快速、成本低

廉與檢測簡便等優點，但於液相檢測時，靈敏度會降低，且易遭非特

異性鍵結干擾。 

    而近年來因為奈米製程技術的發展，產生了另一種新的技術光學

檢測技術 SPR(surface plasmon resonance，SPR)。 SPR 生物感測器

的原理是利用感測器上探針吸附樣品溶液中的待測物，當反應發生時

共振條件發生改變，使反射波長產生位移，藉此偵測訊號，此方法年

來常使用在奈米粒子的檢測上。 
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Table. 1   常見生物檢測器的比較表 

2.1.4 生物感測器常用的表面修飾方法 

常見的表面修飾方法有下列幾種： 

(1)物理性吸附(physical absorption) 

  這個方法主要是利用分子間的凡得瓦力(van der waals)、靜電力

(electrostatic)、親和性(affinity)的物理性質吸附特定的分子，

優點是方法便宜、簡單；缺點是容易因外在的環境溫度、酸鹼值、容

易中離子的強度之改變，而導致分子脫落。 
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(2)離子鍵結(ion bonding) 

    此方法利用蛋白質具有被離子化性質，將蛋白質以離子鍵結形式

結合於離子交換體，比物理性吸附有較強的結合力，但相同的蛋白質

反應中緩衝溶液的種類、酸鹼值、離子強度、溫度等，都會對固定化

的效率蛋白質的脫離有很大的影響。 

(3)共價鍵結(covalent bonding) 

    蛋白質含有與活性無直接關係的反應性游離基，由其是羥基、羧

基與氨基之含量很高，可用來與基材表面具有的官能機發生共價鍵結，

此種鍵結形式具有結合力強的特性，故被固定之蛋白質不易受外在環

境影響而脫離基材。由此可知，將蛋白質在體外被固定後分析，對其

結構而言，易受固定及結晶技術的影響；且蛋白質離開人體後，可能

產生活性及結構上的變異，都是我們應該考慮的地方。在本文章當中

主要也是使用此鍵結方式，增加我們固定的生物分子量，所使用的化

學物質為戊二醛 (Glutaraldehyde，C5H8O2)與烷基雙硫醇 

(1,6-hexanedithiol，C4H14S2)。 
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(a) (b) 

 

  Fig.2‐ 2  (a)戊二醛(Glutaraldehyde)分子式；(b)烷基雙硫醇

(1,6-hexanedithiol)分子式。 

 

2.2 免疫反應 

2.2.1 免疫反應基本理論 

    免疫反應是病原體侵入人體，刺激免疫系統引起的另一種反應，

這是特異性防衛機制。免疫系統是個極為複雜的系統，某些免疫作用

是與生俱來的，某些則在出生之後才產生出來，出來之後才獲得的免

疫能力稱為後天性免疫(acquired immunity)，後天性免疫皆為專一

性免疫(specific immunity)；而與生俱來的免疫能力稱為先天性免

疫(innate immunity)，先天性免疫皆為非專一性免疫(non-specific 

immunity)。在此篇文章當中我們所要探討的皆屬於後天性免疫。 

2.2.2 免疫系統 

免疫系統由淋巴結、淋巴組織，淋巴細胞以及巨噬細胞等組成。
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在針對病原體進行的免疫反應過程中，淋巴器官能大量生產淋巴細胞。

這些淋巴細胞可經過淋巴管或者直接進入血循環。  

免疫系統的器官與組織分為兩大類： 

(1)初級淋巴器官，包括骨髓及胸線，是白血球心聲及發育的場所；

以人體而言，骨髓是所有白血球的發源地，也是大多數白血球發育的

場所，不過對T淋巴球會轉移胸線發育、成熟。 

(2)次級初級淋巴器官，包括淋巴結、脾臟、黏膜層淋巴組織等；淋

巴結負責對淋巴管系統中的異物起免疫反應，脾臟負責血液循環系統

中的異物清除工作，黏膜層淋巴組織則是黏膜層下的防禦系統；這些

次級的淋巴器官與組織中的專一性免疫反應，主要在淋巴濾泡中發生，

淋巴濾泡能進一步發育成萌發中心。 

2.2.3 抗原與抗體 

    不論是專一性或非專一性免疫反應，皆有賴外原性或內生性的刺

激才能被活化；這些刺激因子包括各種外來的微生物、寄生蟲、真菌、

異類蛋白等，以及體內組織損傷產生的細胞內含物與細胞碎片。雖然

這些刺激物往往先刺激第一線的防禦系統的非專一性免疫反應，但不

是所有能活化非專一性免疫反應的刺激因子皆能活化專一性免疫反

應，其中能刺激專一性免疫反應的物質稱為抗原，而這種能激發免疫

反應的特性被稱為抗原性(antigenicity)。 
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    由免疫器官與組織來解釋就是T-淋巴細胞負責辨別「自己」和「異

己」。病原體侵入人體後，會被T-淋巴細胞認出是「異己」。受到刺激

的T-淋巴細胞會發出攻擊的命令，促使B-淋巴細胞產生抗體。那些能

刺激淋巴細胞產生抗體的異己蛋白質就是抗原。 

    在免疫系中，抗體是最早被研究的免疫活性物質。在學者的研究

當中抗體具有下列幾種主要的效應才能防止或治療動物及人類的疾

病，其效應分別是：沉澱效應、凝聚反應、中和毒素、干擾病毒活性，

活化補體系統、調理作用、抗體依賴型細胞性胞殺作用(ADCC)及過敏

免應。 

    由免疫器官與組織來解釋就是抗體是由B-淋巴細胞產生的，它是

蛋白質的Y形結構。抗體可到達病原體，並與病原體上的抗原結合。

抗原抗體結合的結果引至病原體被直接破壞，或者被巨噬細胞吞噬。

抗體與抗原的結合有高度的專一性，即每一種抗體只能與引起它產生

的抗原結合，而每種抗原只能誘發一種抗體產生。抗體在抗原的刺激

下產生，並與抗原結合的過程，就是免疫反應。淋巴細胞受到抗原刺

激而增生、分化的時候，還產生少量的記憶細胞。但記憶細胞並不立

即與抗原作出反應。 

    抗體是一種蛋白質，故與所有蛋白質的生化特性及合成途徑相同，

基本上由4條多肽鍵所組成。四條多肽鍵中可分為兩對，每一對所含2
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條多肽鍵完全相同，其中一條得分子量較輕，稱為“輕鍵＂，另一對

的分子量較重，稱為“重鍵＂，重鍵的分子量約為輕鍵的兩倍，四條

多肽鍵互相以雙硫鍵連接在一起。 

 

Fig.2‐ 3    抗體(Antibody)示意圖 

 

    生物體初次受到某種抗原刺激，抗體的產生比較慢，血液中抗體

的濃度要若干天後才明顯增加。所以病原體從入侵到被消滅需要一段

時間。假若同一種抗原再次入侵，短時間內便會有大量抗體產生。這

是因為在第一次抗原刺激時，分裂增生的細胞中一部分轉為記憶細胞。

同種抗原再次入侵時，記憶細胞會很快分裂生並產生抗體。記憶細胞

能存在較長時期，並在血液中循環。由於記憶細胞的存在，人體對入
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侵過的病原體就有了抵抗力，也就是說有了對該疾病的免疫能力。 

 

2.2.4 抗原抗體反應與應用 

    抗原與抗體反應的專一性，只能用情人眼裡容不下一個小沙粒來

形容，因為抗體能辨識抗原分子中非常細微的差異，可見抗體分子結

合抗原部位，必定有其特殊的組成分子與化學特性。任何兩種分子之

間的作用，皆利用一定的化學鍵結。事實上，抗體抗原分子間的結合

方式，除了共價鍵之外，尚包括離子鍵(ion strength)、凡得爾力(van 

der waals force)、氫鍵(hydrogen bond)、厭水性作用力

(hydrophobic interaction)等皆可以作用。抗原與抗體間的作用力

約 5kacl/mole，相較於共價鍵的80~150 kcal/mole而言，是很弱的

作用力，也因為如此，抗原抗體間的結合反應是可逆的。利用抗原與

抗體反應的專一性與親和性，研究學者發展出許多靈敏度與準確度都

很高的檢驗技術，如沉澱環檢驗法(ring test)、放射狀免疫擴散法

(radial immuno-diffusion)、免疫電泳法(immune-electrophoresis)

以及酵素免疫吸附檢驗法(enzyme-linked immunosorbent assay，

ELISA)等等。在本實驗當中也將利用抗原與抗體反應的專一性來進行

石英晶體微量天平的量測。 
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2.3 石英晶體微量天平 

2.3.1 石英晶體微量天平簡介 

    石英晶體微量天平QCM(quartz crystal microbalance)是在圓形

AT切石英片的上下表面鍍上金電極構成的。在上下表面之間加上交變

電壓就會引起QCM的振動。當石英片的厚度為半波長的整數倍時就會

產生諧振。待測物質與QCM相接觸時，會引起QCM諧振頻率得變化，通

過諧振頻率的變化，即可檢測待測物質的物理特性。QCM作為微質量

感測器最早用於檢測沉澱積膜的厚度。現在QCM已被廣泛應用於化學

和生物等領域，如電化學感測器，免疫感測器等等。 

 

 

Fig.2‐ 4    QCM 實體圖 
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QCM有下列幾項優點可以供研究學者製作成高靈敏度的感測器：

(1)檢測靈敏度高，可到達ng等級；(2)振動Q值大，解析度高；(3)

製造容易，成本低；(4)結構簡單，應用範圍廣；(5)可作即時線上檢

測；(6)輸出為數位模式等等的優點。Rechenbach[8]等的研究，將QCM

用於氨的檢測，並且不受濕度的影響；Hierlemann[9]和Chang[10]

的研究則是利用QCM來偵測有機氣體分子；G. Steven Huang[11]也利

用QCM裝置測得重金屬離子而且其靈敏度更可達Picogram (10
-12 

g)，

本論文也選用石英晶體微量來作為感測器。 

2.3.2 石英晶體微量天平工作原理 

當石英晶體微量天平的振動為厚度剪切模態時，在液相中的阻尼

小，容易起振，諧振頻率受溫度影響也小。在1959年Sauerbrey的文

獻中指中[12]，電極表面的質量變化會引起QCM諧振頻率的變化，而

兩者的關係呈線性變化： 

 

式中：A為電極面積，ρq和Gq分別為石英的密度和剪切模量，△m為質

量變化，f0為基頻。此公式適用的條件式，外加質量均於分佈在電極

表面，形成一極薄膜，並與石英晶片同步振動。 
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在生物與化學等領域通常要求QCM在液相介質中工作，在這種情

況下，QCM通常只有一個電極與液相介質相接觸，而另外一個電極則

與空氣相接觸。與電極相接觸的液相介質也會引起QCM諧振頻率的變

化。1982年Nomura和Okuhara[13]成功的使QCM在液相中保持震盪；

1985年Kanazawa[14]的文獻中詳細的解釋了在這種工作環境中影響

諧振頻率的變化與介質黏度ηl和密度ρq有關，詳細的關係式如下： 

 

 

 

Martin[15]也指出了，電極表面質量的變化和液相介質引起的諧振頻

率是可以疊加的，也就是 

 

 

 

式中ρs = △m/A 
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由公式(1)中可以看出，真空或空氣中通過QCM諧振頻率的變化即

可以測出電極表面的質量變化。由公式(2)、公式(3)不難發現在液相

介質當中只要保持液體的密度和黏度不變，通過QCM的諧振頻率變化

同樣可以測出電極表面的質量變化。在本論文中，QCM電極表面覆蓋

有高專一性的抗原與抗體，來測定特定的待測物質。 

2.4 奈米粒子  

2.4.1 奈米粒子簡介 

    微小的粒子其實充滿在我們的生活空間中，不論是在化學，光學、

紡織、藥妝與食品等領域，帶來了極大的商機跟利益，但是它的負面

影響也不容我們忽視。超微粒子(ultrafine particles)就是我們所

稱的奈米粒子(nano-particles)，奈米粒子為奈米級之高精製粒子，

其粒子徑達十億分之一公尺。具有表面之力學性質，高統動性及高分

散性。以這些性質來生產具化學，機械，電子及光學效能之材料而超

越原始材料之性能。另一方面，奈米材料之所以吸引大家重視的原因

之一，是它的尺度介於原子與塊材之間，性質會隨著尺度不同而改

變。 

    奈米粒子的性質決定於它的大小、結構及組成，除了可以直接利

用外，並可做為砌塊用來建構較高級的結構材料及多功能元件。不過，
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由單一成分所構成的奈米粒子，儘管它的性質可藉由尺度與結構的變

化加以調整，但應用仍受限於固有的性質。奈米粒子有哪些不同一般

物質之效應呢？(1)小尺寸效應：觸於表面粒子之比率越來越大，活

性就越大；(2)表面效應：催化效果，表面吸附特性，荷葉效應；(3)

量子效應：量子尺寸效應(非連續性電子能階)，量子穿隧效應等等的

特性。 

    近年有研究報告指出某些粒子進入奈米尺度時可能具有毒性，如

這些奈米粒子進入人體，將會對生命體的健康造成危害。隨著奈米科

技的演進，我們擁有所多先進的觀測儀器可以對奈米粒子作研究，我

們可以清楚的了解到奈米粒子對生命體健康的影響，並且對真正危害

人體的奈米粒子應多加以管制，以保護地球生命的永續延伸。 

2.4.2 金奈米粒子 

    約在西元十七世紀時，歐美的煉金術士利用植物酒精萃取物

(alcoholic extract of plants)還原金氯酸根離子用以製備含有褐

紅色膠體金粒子之黃金飲料，其中所含之奈米金粒子因受到植物酒精

萃取物的保護，可長期保存而不聚集(aggregate)，但當時的人們並

不知道這褐紅色飲料便是包含著均勻的金膠體粒子。科學家Faraday 

[16]於1857年時，將 [AuCl4]- 水溶液（chloroaurate）以磷

（phosphorus）來還原，而得到呈深紅色之金膠體粒子溶液，開始了
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金膠體粒子製備方法及性質的研究。 

     金在最近幾年的熱門話題，就是把金加入我們的飲食中，一般

認為金是生物相容性高的金屬對人體應無為害，在中國明朝李時珍的

本草綱木記載寫著，金有安神、去風、鎮靜等功效；但由於奈米科技

技術的蓬勃發展，當金進入了奈米的尺度，是否還具有相同穩定的性

質，對生命體本身是否有跟以往不同的危害產生都是我們要注意的。

許多學者也都在對金奈米粒子與生命體之間的許多可能進行探討，

Warren C. W. Chan [17]的研究中發現其實金奈米粒子對細胞有一定

的效應影響；G. Steven Huang[18]利用不同粒徑的金奈米粒子打入

老鼠體內，發現不同粒徑的金奈米粒子所產生的免疫反應均不相同，

甚至會導致老鼠死亡。 

    在本實驗中需要使用到相當多的金奈米粒子，主要的合成的方式

是根據在1973 年，Frens提出一個簡單合成金奈米粒子的方法[19]，

主要使用檸檬酸鈉還原法來製備粒徑均一的金奈米粒子溶液，這樣的

一個方法提出後，馬上被應用於生物上的研究，同樣使用類似的方法

亦有 Stathis 和 Fabrikanas 等人使用 sodium ascorbate 來還原四氯

金酸溶液來生產金奈米粒子[20]。這些方法所合成出來的金奈米粒子

皆是內層由奈米金球所構成，外層則是包覆了一層帶負電荷的離子層，

以化學還原方式 (Chemical reduction method) 還原的金奈米粒子，
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在粒子外層會包覆一層界面活性劑，避免金奈米粒子再度聚集成塊狀

金，所以說即使是相同尺寸的金奈米粒子，但可因其還原或合成方式

的不同而有不同的殼層。所以這些金奈米粒子會因為靜電排斥而分散

於溶液相中。使用還原法的優點在於在製備奈米粒子時，不需有機溶

劑來參與反應。詳細的製作方法在之後的文章中會有詳述。 

2.4.3 二氧化鈦奈米粒子 

    奈米粒子的種類相當眾多，近來最熱門的便是「奈米二氧化鈦光

觸媒」了。一般我們所說的觸媒，是一種可以促進化學反應進行的材

料，但觸媒本身在反應前後並不會改變或減少。而光觸媒顧名思義就

是可以利用光當能量，在光觸媒材料表面上進行觸媒反應。  

    光觸媒材料在光的照射下，會把光能轉變成化學能，促進有機物

的合成或分解，這樣的過程稱為光觸媒反應。利用這樣的光觸媒反應，

我們可以分解一些污染物質、去除空氣中的臭味或分解水中的雜質，

進而達到去污、除臭、淨水等功效，可說是具有相當發展潛力的綠色

環保材料。  

    光觸媒是由日本東京大學的藤嵨昭(Fujishima Akira)[21]教授

在一九七二年發現，其發現被稱為「藤嵨效應」。當時他發現二氧化

鈦在紫外光的照射下，可以把水分子分解產生氫氣，因而發現二氧化



25 
 

鈦的光化學特性。後來由於全球環保意識高漲，使得二氧化鈦的光觸

媒特性引起世界各國的重視，尤其在日本更是掀起研究熱潮。  

近年來發現許多半導體材料都具有光觸媒特性，但是後來的研究

發現，部分半導體材料在酸性或鹼性的環境中容易變質，另外有些化

合物容易發生化學或光化學腐蝕性，所以不太適合做淨水用的光觸媒。

反觀二氧化鈦，不但具有相當優良的光觸媒活性，而且有物理與化學

性質穩定，耐酸鹼、價格便宜、容易製備、無毒等優點，所以成為最

具發展潛力的光觸媒材料。 

2.4.4 氧化鋅奈米粒子 

    氧化鋅奈米粒子是一種多功能性的新型無機材料，其顆粒大小約

在 1～100 nm。由於晶粒的細微化，其表面電子結構和晶體結構發生

變化，產生了宏觀物體所不具有的表面效應、體積效應、量子尺寸效

應和宏觀隧道效應以及高透明度、高分散性等特點。近年來發現它在

催化、光學、磁學、力學等方面展現出許多特殊功能，使其在陶瓷、

化工、電子、光學、生物、醫藥等許多領域有重要的應用價值，具有

普通氧化鋅所無法比較的特殊性和用途。氧化鋅奈米粒子在紡織領域

可用於紫外光遮蔽材料、抗菌劑、螢光材料、光催化材料等。 

    氧化鋅也是化妝品常用的白色顏料，具有中等的收斂作用、抗菌

作用和緩解作用，所以能舒緩輕微的皮膚刺激作用。太陽光中的紫外
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線按其波長可分為 UVA (320 mm～400mm)、UVB (290 mm～320mm)和

UVC (200mm ～290mm)。UVB 是導致灼傷、間接色素沉積和皮膚癌的

主要根源，灼傷主要表現皮膚出現紅斑，嚴重者還可能伴有水腫、水

皰、脫皮、發燒和噁心的症狀。目前，防曬化妝品中的防曬指數(SPF)

就是針對 UVB 的防護。UVC 雖絕大部分被大氣平流層中的臭氧層所吸

收，但由於其波長短、能量高和臭氧層破壞的日益加劇，對人類造成

的傷害也不能忽視。隨著全球紫外線輻射強度的不斷增加和皮膚科學

的發展，UVA 對人體的傷害逐漸引起人們的關注。UVA 的穿透能力強

且具有累積性，長期作用於皮膚可造成皮膚彈性降低、皮膚粗糙和皺

紋增多等光老化現象，UVA 還能加劇 UVB 造成的傷害。氧化鋅奈米粒

子能夠有效屏蔽 UVA，近年來在防曬化妝品中得到廣泛應用。 

2.4.5 四氧化三鐵奈米粒子 

     科學家用磁性奈米粒子把癌細胞變成微小的“磁鐵＂，使其在

有磁性的檢測設備面前無所遁形，這項新技術可望大幅提高癌症診斷

的準確度和效率。目前的癌症活組織檢查有時不準確，例如檢查所取

的組織樣本中恰好癌細胞太少，於是檢查得出陰性的結果，但實際上

患者體內有癌細胞存在。經過這樣處理的奈米粒子注射到人體中後，

數以千計的粒子因抗體作用而附著在癌細胞上，使癌細胞變成微小
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“磁鐵＂。此時用帶有磁性的探針進行檢查，癌細胞就會在磁性吸引

力作用下游向探針。 

      數學模型顯示，利用這種方法，在兩到三分鐘之內就會有相當

數量的癌細胞被吸引到探針上。研究人員在試驗中成功地用磁性探針

吸引了血液和其他液體中經奈米粒子處理的血癌細胞。癌症患者需要

經常檢查以確定病情，其中一些檢查非常痛苦，例如血癌患者的骨髓

穿刺，這項技術可以減少檢查次數。它還可用於檢查癌細胞是否有擴

散跡象，癌細胞擴散數量有時極為微小，普通方法難以檢查出來。 

     磁性四氧化三鐵奈米粒子被廣泛用作各種抗癌藥物的載體，形

成一種磁靶向給藥係統；用磁性四氧化三鐵奈米粒子製成的磁性微球

還可廣泛用於磁性免疫細胞的分離，核磁共振造影成像等方面。利用

磁性四氧化三鐵奈米粒子在外加交變電磁場作用下能產生熱量的特

性，殺死腫瘤細胞，達到治療腫瘤的目的。 

2.4.6 奈米粒子的檢測 

電子於1897年由英國人J.J.Thomson發現，到量子力學的出現，

提出電子波質二元論的理論，即電子既然 有粒子的特性，亦有波動

的特性，所以電子亦應該有繞射現象；1927 年美國 Davisson 和 

Germer 兩氏以電子繞射實驗證實了電子的波性。 1927 年德國 Busch

實驗發現可藉電磁場聚焦電子，產生放大作用。 
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(1)穿透式電子顯微鏡(Transmission Electron Microscopy；TEM) 

    對於近十年來迅速發展的半導體製程，以及奈米尺度的先進材料，

材料的研究已進入原子尺度大小，為了觀察如此微小的尺度，新的研

究工具也陸續出現。在這些新的研究工具當中，穿透式電子顯微鏡

(Transmission Electron Microscopy；TEM )可提供材料內部的形態、

晶體原子結構。 

    自1936年第一台商用電子顯微鏡於英國建立以來，穿透式電子顯

微鏡不斷地進步與突破，其最重要指標就在於影像解析度。隨著高壓

設備之成熟技術發展與建立，一百萬伏特(volts)以上之超高電壓穿

透式電子顯微鏡也已問世。因此原子級的影像解析度早已不再是遙不

可及之夢想。 

(2)掃描式電子顯微鏡 (scanning electron microscope，SEM)  

原理的提出與發展，約與 TEM 同時。但到 1964 年，第一台商售

SEM 才問世。由於 SEM 為研究物體表面結構及成份的利器，成像及使

用較容易，此外還有許多其他優點，目前已被廣泛的使用；同時，SEM

亦廣泛的應用於生物學及醫學上。電子顯微鏡和光學顯微鏡最大的不

同，在於光學顯微鏡以「可見光」為光源，由透鏡組將影像放大。而

電子顯微鏡則以「電子束」，由「磁場」來作「透 鏡」來「折射」電
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子束。電磁場對電子之作用與光學透鏡對光 波之作用非常相似，因

而發展出電磁透鏡。 

 

 

Table. 2    TEM 與 SEM 的特點 

 

    以上兩種方發是常用來檢測奈米粒子的方法，但要使用這兩種方

法檢測時都會遇到價格昂貴及試片不易製作的問題，因此我們想做一

種可以簡單檢測奈米粒子的方法，在本論文後段文章中，利用 QCM 成

功製作中檢測 5nm 金奈米粒子的裝置，雖然現在只完成 5nm 金奈米粒

子偵測，但以為之後的研究跨出了一大步。 
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2.5 台灣地區重要經濟作物疾病 

2.5.1 H5N1 流感病毒 

    H5N1 流感病毒主要感染鳥類，在鳥類間的傳染性高並易致死。

禽鳥的 H5N1 流感疫情自 2003 年底至 2004 年初之間，在亞洲 8個國

家發生流行，並造成至少 1億隻禽鳥因染病或撲殺而死亡。疫情至

2004 年 3 月始獲控制。2004 年 6 月起，亞洲再度發生家禽及野鳥之

H5N1 流感流行，病毒並開始擴展其地理分布，2005 至 2006 年間，歐

洲、非洲及中東陸續報告野鳥或家禽之 H5N1 流感案例。 H5N1 流感

病毒通常並不會感染人類，但自 2003 年底開始，世界衛生組織(WHO)

陸續接獲人類 H5N1 流感之病例報告。病例以孩童及少年為多，且多

數曾直接或密切接觸感染H5N1的病禽，或曾處於受病毒污染的環境。

一般而言，感染者通常也很難將病毒傳播給其他人，僅有泰國及印尼

通報有限性人傳人之家庭聚集案例。在現有的人類H5N1流感案例中，

患者在染病初期多有類流感症狀，如發燒(耳溫 38℃以上)、喉嚨痛、

咳嗽、肌肉酸痛、頭痛、全身倦怠等，部分患者有嘔吐、腹瀉和腹痛

等症狀。患者可能在發病數天後，發生呼吸困難等下呼吸道症狀。依

現有經驗，許多病人出現嚴重的臨床症狀，導致快速惡化或死亡，致

死率高達五成以上。但亦有可能嚴重病例較有機會送醫診斷與通報。
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儘管如此，因所有的流感病毒均有可能發生抗原變異，H5N1 流感病

毒不無可能演變至可在人與人之間迅速傳播，而由於人類幾無免疫抗

體，將會造成＂流感大流行 (influenza pandemic)＂。 

 

Fig.2‐ 5    H5N1 禽流感病毒示意圖  [22] 

 

    家禽產業所發生的高病原性家禽流行性感冒，其 H抗原皆屬於

H5 或 H7 兩種亞型。人類流行的 A型感冒，都屬於 H1、H2 或 H3 亞型，

而首度驗出 H5 型的則是在香港。H5N1 禽流感病毒只會影響禽鳥，對

雞隻具有高致病力，但是因病毒會不定時基因突變，產生新的品種，

導致原來僅感染禽類的流感病毒，變得可以影響人類，面對如此的變

化我們不可不慎。因此發展出一個可以檢測 H5N1 的生物感測器，是

一個迫切並且需要解決的問題。 
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第参章 實驗設備、藥品及方法 

3.1 實驗藥品與設備 

3.1.1 實驗藥品 

氯化鈉(Sodium chloride，NaCl) 

氯化鉀(Potassium Chloride，KCl) 

磷酸氫二(Sodium Phosphate Dibasic，Na2HPO4) 

磷酸二氫鉀(Potassium dihydrogen phosphate，KH2PO4) 

氯化氫(Hydrochloric acid，HCl ) 

戊二醛 (Glutaraldehyde，C5H8O2) 

烷基雙硫醇 (1,6-hexanedithiol，C4H14S2) 

乙醇(Absolute Ethanol，CH3CH2OH) 

硫酸(Sulfuric acid，H2SO4) 

過氧化氫(Hydrogen Peroxide，H2O2) 

去離子水(DD Water) 

氮氣(Nitrogen，N2) 

碳酸鈉(Sodium Carbonate，Na2CO3) 

碳酸氫鈉(Sodium Bicarbonate ，NaHCO3) 
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小牛血清(Bovine serum albumin，BSA) 

氯金酸(Hydrogen tetrachloroaurate(Ⅲ)，HAuCl4) 

硼氫化鈉(Sodium borohydride，NaBH4) 

檸檬酸鈉(Sodium citrate，C6H5Na3O7‧2H2O) 

硝酸(Nitric acid，HNO3) 

二氧化鈦(Titanium dioxide ，TiO2) 

氧化鋅(Zinc oxide ，ZnO) 

四氧化三鐵(Ferric oxide black，Fe3O4) 

Anti-5nm GNPs  Antiserum 

Anti-H5N1(Peptide)-17nm  Antiserum 

Anti-FMDV(Peptide)-17nm  Antiserum 

蘭花葉病毒 CymMV Antiserum 

H5N1 Antiserum 

3.1.2 實驗儀器 

量筒 

電子秤 

攪拌器 

pH Meter 

真空馬達 
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過濾器 

15ml 離心管 

微量吸管 

Dish 

華碩個人電腦(ASUS D670) 

ICM 石英震盪器(ICM，QCM Crystal) 

ICM 10Mhz 振盪器(ICM LAB OSCILLATOR (LEVER) (10.00MHZ)，35366) 

流體檢測儀(Liquid flow cells) 

注射器 

KDS 注射針幫浦 

安捷倫計頻器(Agilent ，53132A) 

樣本注入口 

電腦 PCI -GPIB 介面卡(Agilent ，PCI-GPIB，IEEE 466.2) 

3.2 實驗溶液泡製 

3.2.1 1X 生物緩衝劑（Phosphate buffered solution,PBS） 

使用藥品：氯化鈉(Sodium chloride) 、氯化鉀(Potassium Chloride 

磷酸氫二(Sodium Phosphate Dibasic)、磷酸二氫鉀(Potassium  

dihydrogen phosphate)、氯化氫(Hydrochloric acid )、去離子水 
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(DD Water)。 

使用儀器：量筒、燒杯、電子秤、攪拌器、pH Meter、真空馬達、過 

濾器。 

泡製方法： 

1.取去離子水 1 L。 

2.以電子秤量取 

            NaCl       8.0g 

            KCl        0.2g 

            Na2HPO4   1.44g 

            KH2PO4    0.24g 

3.將藥品放入去離子水中，並且以攪拌器均勻攪拌至無沉澱物。 

4.利用 pH Meter 檢測 PBS 的 pH 值。 

5.使用 HCl 滴定 PBS 至 pH 值到 7.4。 

6.將 PBS 放置過濾器過濾。 

7.完成 PBS 備用。 

3.2.2 2.5 % (v/v) 戊二醛 (Glutaraldehyde) 溶液 

使用藥品：戊二醛 (Glutaraldehyde)、 1X 生物緩衝劑 (Phosphate    

buffered solution, PBS)。 

使用儀器：15ml 離心管、微量吸管。 
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泡製方法： 

1.計算總體積 10ml 所需之 50% 戊二醛原液之體積 

0.025 ൌ ଴.ହ ൈ X
ଵ଴

 ,X ൌ 0.5， 

取戊二醛原液 0.5 ml。 

2.取 1X 生物緩衝劑 10 - 0.5 = 9.5 ml。 

3.將 0.5 ml 戊二醛原液加入 9.5 ml 1X PBS 中，均勻搖晃。 

4.完成 2.5 % (v/v) 戊二醛溶液備用。 

3.2.3 0.5 % (v/v) 烷基雙硫醇溶液 

使用藥品：烷基雙硫醇 (1,6-hexanedithiol)、乙醇(Absolute  

Ethanol) 。 

使用儀器：15ml 離心管、微量吸管。 

泡製方法： 

1.計算總體積 10ml 所需之烷基雙硫醇之體積 

0.005 ൌ  X
ଵ଴
 ， X ൌ 0.05， 

取烷基雙硫醇原液 0.05 ml。 

2.取乙醇 10 - 0.05 = 9.95 ml。 

3.將 0.05 ml 雙硫醇原液加入 9.95 ml 1 乙醇中，均勻搖晃。 

4.完成 0.5 % (v/v) 烷基雙硫醇溶液備用。 
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3.2.4 奈米金粒子溶液 

使用藥品：氯金酸(Hydrogen tetrachloroaurate(Ⅲ))、硼氫化鈉

(Sodium borohydride)、檸檬酸鈉(Sodium citrate)、氯化氫

(Hydrochloric acid )、硝酸(Nitric acid) 。 

使用儀器：燒杯、攪拌器、微量吸管。 

泡製方法： 

1.先以王水(HNO3:HCl = 1:3，v/v )清洗玻璃燒杯 

2.配製 0.2 mM，500 mL 的 HAuCl4‧3H2O 溶液 

3.配製 38.8 mM，50 mL 的檸檬酸鈉溶液 

4.把兩者溶液(1.)及(2.)混合攪拌並且加熱至沸騰 30 分鐘，反應時   

其溶液顏色變化由淡黃色變成深紅紫色。 

5.利用氯金酸與檸檬酸鈉溶液的比例，配製不同粒徑的金奈米粒子。 

3.3 QCM 表面修飾 

3.3.1 QCM 前處理 

使用藥品：硫酸(Sulfuric acid) 、過氧化氫(Hydrogen Peroxide)、 

去離子水(DD Water)。 

使用儀器：燒杯 500ml、夾子、氮氣。 

實驗步驟： 
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1.以硫酸：過氧化氫 = 3：1, v/v，配置 SPM 溶液於燒杯中。 

2.將 QCM 放入 SPM 溶液中，10 分鐘；此步驟可將殘留在 QCM 表面之

微小粒子帶走。 

3.將 SPM 溶液中的 QCM 取出，以去離子水清洗 3 次。 

4.利用氮氣將 QCM 表面水漬吹乾。 

5.完成 QCM 前處理。 

3.3.2 QCM 表面修飾 Anti-5nm GNPs Antiserum 

使用藥品：氯化氫(Hydrochloric acid )、氫氧化鈉(Sodium            

hydroxide)、乙醇(Ethanol)、去離子水(DD Water)、戊二醛

(Glutaraldehyde)、Anti-5nm GNPs Antiserum、小牛血清(Bovine 

serum albumin) 。 

使用儀器：6 Wells Dish、夾子、微量吸管。 

實驗步驟： 

1.配置 1.2M NaOH 溶液備用。 

2.配置 1.2M HCl 溶液備用。 

3.配置 2.5 % 戊二醛溶液備用。 

4.配置 1mg/ml 小牛血清溶液備用。 

5.將前處理完畢之 QCM 放入 1.2M NaOH 溶液中，靜待 15 分鐘。 

6.取出 QCM 以去離子水清洗 3 次。 
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7.再將 QCM 放入 1.2M HCl 溶液中，靜待 5分鐘。 

8.利用去離子水將 QCM 清洗 3 次。 

9.將 QCM 放入 95%乙醇中，靜待 3分鐘。 

10.取出 QCM 放到室溫中自然乾燥。 

11.使用微量吸管抽取 2.5 % 戊二醛溶液 20μl，小心滴至 QCM 表面

金電極正上方，此步驟需要避光，靜待 30 分鐘。 

12.利用去離子水小心清洗 QCM 表面，將多餘的戊二醛溶液沖洗乾

淨。 

13.使用微量吸管抽取 Anti-5nm GNPs Antiserum 20μl，小心滴至

QCM 表面金電極正上方，避光，靜待 40 分鐘。 

14.利用去離子水小心清洗 QCM 表面，將多餘的 Anti-5nm GNPs 

Antiserum 沖洗乾淨。 

15.把表面修飾完成的QCM放入1mg/ml小牛血清溶液中Over night。 

3.3.3 QCM 表面修飾奈米金粒子 

使用藥品：氯化氫(Hydrochloric acid )、氫氧化鈉(Sodium 

hydroxide)、乙醇(Ethanol)、去離子水(DD Water)、烷基雙硫醇 

(1,6-hexanedithiol)、不同尺寸之奈米金粒子、小牛血清(Bovine 

serum albumin) 。 

使用儀器：6 Wells Dish、夾子、微量吸管。 
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實驗步驟： 

1.配置 1.2M NaOH 溶液備用。 

2.配置 1.2M HCl 溶液備用。 

3.配置 0.5 % ( v/v) 烷基雙硫醇溶液備用。 

4.配置不同尺寸之奈米金粒子溶液備用。 

5.配置 1mg/ml 小牛血清溶液備用。 

6.將前處理完畢之 QCM 放入 1.2M NaOH 溶液中，靜待 15 分鐘。 

7.取出 QCM 以去離子水清洗 3 次。 

8.再將 QCM 放入 1.2M HCl 溶液中，靜待 5分鐘。 

9.利用去離子水將 QCM 清洗 3 次。 

10.將 QCM 放入 95%乙醇中，靜待 5分鐘。 

11.把 QCM 移至 0.5 % (v/v) 烷基雙硫醇溶液中，靜待 30 分鐘。 

12.取出 QCM 以乙醇輕輕沖洗表面。 

13.利用氮氣將 QCM 表面水漬吹乾。 

14.使用微量吸管抽取不同尺寸之奈米金粒子溶液 20μl，小心滴至

QCM 表面金電極正上方，靜待 1 小時。 

15.利用去離子水小心清洗 QCM 表面，將多餘的溶液沖洗乾淨。 

16.把表面修飾完成的QCM放入1mg/ml小牛血清溶液中Over night。 
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3.3.4 QCM 表面修飾 Anti-H5N1(Piptide)-17nm Antiserum 

使用藥品：氯化氫(Hydrochloric acid )、氫氧化鈉(Sodium            

hydroxide)、 乙醇(Ethanol)、去離子水(DD Water)、戊二醛

(Glutaraldehyde)、Anti-H5N1(Piptide)-17nm Antiserum、小牛血

清(Bovine serum albumin) 。 

使用儀器：6 Wells Dish、夾子、微量吸管。 

實驗步驟： 

1.配置 1.2M NaOH 溶液備用。 

2.配置 1.2M HCl 溶液備用。 

3.配置 2.5 % 戊二醛溶液備用。 

4.配置 1mg/ml 小牛血清溶液備用。 

5.將前處理完畢之 QCM 放入 1.2M NaOH 溶液中，靜待 15 分鐘。 

6.取出 QCM 以去離子水清洗 3 次。 

7.再將 QCM 放入 1.2M HCl 溶液中，靜待 5分鐘。 

8.利用去離子水將 QCM 清洗 3 次。 

9.將 QCM 放入 95%乙醇中，靜待 3分鐘。 

10.取出 QCM 放到室溫中自然乾燥。 

11.使用微量吸管抽取 2.5 % 戊二醛溶液 20μl，小心滴至 QCM 表面

金電極正上方，此步驟需要避光，靜待 30 分鐘。 
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12.利用去離子水小心清洗 QCM 表面，將多餘的戊二醛溶液沖洗乾

淨。 

13.使用微量吸管抽取Anti-H5N1(Piptide)-17nm Antiserum 20μl，

心滴至 QCM 表面金電極正上方，避光，靜待 40 分鐘。 

14.利用去離子水小心清洗 QCM 表面，將多餘的 Anti H5N1(Piptide) 

-17nm Antiserum 沖洗乾淨。 

15.把表面修飾完成的QCM放入1mg/ml小牛血清溶液中Over night。 

3.3.5 QCM 表面修飾 Anti-FMDV(Piptide)-17nm Antiserum 

使用藥品：氯化氫(Hydrochloric acid )、氫氧化鈉(Sodium            

hydroxide)、乙醇(Ethanol)、去離子水(DD Water)、戊二醛

(Glutaraldehyde)、Anti-FMDV(Piptide)-17nm Antiserum、小牛血

清(Bovine serum albumin) 。 

使用儀器：6 Wells Dish、夾子、微量吸管。 

實驗步驟： 

1.配置 1.2M NaOH 溶液備用。 

2.配置 1.2M HCl 溶液備用。 

3.配置 2.5 % 戊二醛溶液備用。 

4.配置 1mg/ml 小牛血清溶液備用。 

5.將前處理完畢之 QCM 放入 1.2M NaOH 溶液中，靜待 15 分鐘。 
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6.取出 QCM 以去離子水清洗 3 次。 

7.再將 QCM 放入 1.2M HCl 溶液中，靜待 5分鐘。 

8.利用去離子水將 QCM 清洗 3 次。 

9.將 QCM 放入 95%乙醇中，靜待 3分鐘。 

10.取出 QCM 放到室溫中自然乾燥。 

11.使用微量吸管抽取 2.5 % 戊二醛溶液 20μl，小心滴至 QCM 表面

金電極正上方，此步驟需要避光，靜待 30 分鐘。 

12.利用去離子水小心清洗 QCM 表面，將多餘的戊二醛溶液沖洗乾

淨。 

13.使用微量吸管抽取 Anti-FMDV(Piptide)-17nm Antiserum 20μl，

小心滴至 QCM 表面金電極正上方，避光，靜待 40 分鐘。 

14.利用去離子水小心清洗 QCM 表面，將多 Anti-FMDV(Piptide)-17nm  

Antiserum 沖洗乾淨。 

15.把表面修飾完成的QCM放入1mg/ml小牛血清溶液中Over night。 

3.3.6 QCM 表面修飾 H5N1 Antiserum 

使用藥品：氯化氫(Hydrochloric acid )、氫氧化鈉(Sodium            

hydroxide)、 乙醇(Ethanol)、去離子水(DD Water)、戊二醛

(Glutaraldehyde)、H5N1 Antiserum、小牛血清(Bovine serum 

albumin) 。 
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使用儀器：6 Wells Dish、夾子、微量吸管。 

實驗步驟： 

1.配置 1.2M NaOH 溶液備用。 

2.配置 1.2M HCl 溶液備用。 

3.配置 2.5 % 戊二醛溶液備用。 

4.配置 1mg/ml 小牛血清溶液備用。 

5.將前處理完畢之 QCM 放入 1.2M NaOH 溶液中，靜待 15 分鐘。 

6.取出 QCM 以去離子水清洗 3 次。 

7.再將 QCM 放入 1.2M HCl 溶液中，靜待 5分鐘。 

8.利用去離子水將 QCM 清洗 3 次。 

9.將 QCM 放入 95%乙醇中，靜待 3分鐘。 

10.取出 QCM 放到室溫中自然乾燥。 

11.使用微量吸管抽取 2.5 % 戊二醛溶液 20μl，小心滴至 QCM 表面

金電極正上方，此步驟需要避光，靜待 30 分鐘。 

12.利用去離子水小心清洗 QCM 表面，將多餘的戊二醛溶液沖洗乾

淨。 

13.使用微量吸管抽取 H5N1 Antiserum 20μl，小心滴至 QCM 表面金

電極正上方，避光，靜待 40 分鐘。 

14.利用去離子水小心清洗 QCM 表面，將多餘的 H5N1 Antiserum 沖洗
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乾淨。 

15.把表面修飾完成的QCM放入1mg/ml小牛血清溶液中Over night。 

3.4 實驗方法 

3.4.1 抗體濃度稀釋 

     在本實驗中抗體稀釋皆利用 1X 生物緩衝劑，由於 QCM 晶片的靈

敏度達 11ng/Hz，可以偵測到的濃度非常的準確，所以我們必須將原

始抗體稀釋後在進行量測，在濃度定量方面我們使用 UV-OD 波段

280nm 定量。 

使用藥品：去離子水(DD Water)、待測樣本、1X 生物緩衝劑 

使用儀器：Hitachi Spectrophotometer U-2800、玻璃分光液槽 

(Cuvette)、微量吸管 

實驗步驟： 

1.將待測樣品稀釋為0.01X、0.008X、0.006X、0.004X、0.002X、0.001X，

稀釋溶劑為 1X 生物緩衝劑，完成備用。 

2.用去離子水將玻璃兩個分光液槽內部清洗乾淨。 

3.注入 1X 生物緩衝劑至兩個分光液槽達八分滿。 

4.開啟軟體 UV Solutions 2.1 做 Base Line 校正，使吸收值

(Abs.)>0.002。 
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5.將待測液體分光液槽用去離子水清洗乾淨。 

6.將待測樣本 0.01X 注入分光液槽，並量測記錄λ280吸收值。 

7.重複步驟 5.步驟 6.，樣本依序更換為 0.008X、0.006X、0.004X、

0.002X 與 0.001X。 

8.利用λ280吸收值繪出樣本檢量線。 

9.校正檢量線使 R值大於 0.98。 

3.4.2 Anti-5nm GNPs Antiserum 對不同粒徑奈米金粒子的 QCM 頻率

響應 

    在文獻[18]中得知，Antiserum 的 Fab 兩端具有彈性，所可以接

受的金奈米粒子粒徑範圍有一定的區間。我們將施打不同粒徑奈米金

粒子並且已產生免疫反應的老鼠作取血的動作，再將血液分離，取出

我們所需的抗體。 

    根據生物免疫學的抗原與抗體會有專一性的結合，我們將抗體經

由表面修飾在QCM金電極表面上，再把QCM晶片放至在流體分析儀中，

打入不同粒徑的金奈米粒子，由電腦記錄 QCM 晶片的頻率響應，如此

將可以對抗體所可以認取到金奈米粒子抗原粒徑區間所產生的頻率

差。 
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<實驗一> 

使用藥品：去離子水(DD Water)、不同尺寸之奈米金粒子(0~13nm) 。 

使用儀器：華碩個人電腦(ASUS D670)、ICM 石英震盪器、ICM 10Mhz  

振盪器、流體檢測儀(Liquid flow cells)、注射器、KDS 注射針幫

浦、安捷倫計頻器 53132A、樣本注入口。 

實驗步驟： 

1.取出完成表面修飾 Anti-5nm GNPs Antiserum 的 QCM 晶片，並以去

離子水輕輕沖洗 QCM 金電極表面。 

2.將 QCM 晶片裝置電極並放置流體檢測儀中。 

3.開啟安捷倫計頻器 53132A 與 ICM 10Mhz 振盪器電源。 

4.使 QCM 晶片電極兩端接於 ICM 10Mhz 振盪器，若連接成功計頻器

上會顯示約 9.997Mhz 的頻率響應，此為 QCM 晶片自然頻率。 

5.設定 KDS 注射針幫浦緩衝劑流量 3ml/Hr，緩衝劑為去離子水。 

6.開始 Excel 記錄頻率響應，等待 QCM 晶片動態穩定(±1Hz/60s)。 

7.用注射器抽取 20μl 奈米金粒子的樣品注入樣本注入口，並旋開開

關。 

8.記錄樣品注入後的頻率響應反應。 

9.重複步驟 1.到步驟 8.，並更換不同尺寸之奈米金粒子的樣品。 
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<實驗二> 

使用藥品：去離子水(DD Water)、Anti-5nm GNPs  Antiserum 

使用儀器：華碩個人電腦(ASUS D670)、ICM 石英震盪器、ICM 10Mhz    

振盪器、流體檢測儀(Liquid flow cells)、注射器、KDS 注射針幫

浦、安捷倫計頻器 53132A、樣本注入口。 

實驗步驟： 

1.取出完成表面修飾不同粒徑奈米金粒子的 QCM 晶片，並以去離子水

輕輕沖洗 QCM 金電極表面。 

2.將 QCM 晶片裝置電極並放置流體檢測儀中。 

3.開啟安捷倫計頻器 53132A 與 ICM 10Mhz 振盪器電源。 

4.使 QCM 晶片電極兩端接於 ICM 10Mhz 振盪器，若連接成功計頻器

上會顯示約 9.997Mhz 的頻率響應，此為 QCM 晶片自然頻率。 

5.設定 KDS 注射針幫浦緩衝劑流量 3ml/Hr，緩衝劑為去離子水。 

6.開始 Excel 記錄頻率響應，等待 QCM 晶片動態穩定(±1Hz/60s)。 

7.用注射器抽取 20μl Anti-5nm GNPs Antiserum 的樣品注入樣本注

入口，並旋開開關。 

8.記錄樣品注入後的頻率響應反應。 

9.重複步驟 1.到步驟 8.，並更換不同的 Antiserum。 
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3.4.3 Anti-5nm GNPs Antiserum 對相同粒徑不同材質之奈米粒子的

QCM 頻率響應 

<實驗三> 

使用藥品：去離子水(DD Water)、二氧化鈦(Titanium dioxide，TiO2，

5nm)、氧化鋅(Zinc oxide，ZnO，5nm)、四氧化三鐵(Ferric oxide 

black)、奈米金粒子(Au，5nm)、1X 生物緩衝劑。 

使用儀器：華碩個人電腦(ASUS D670)、ICM 石英震盪器、ICM 10Mhz 

振盪器、流體檢測儀(Liquid flow cells)、注射器、KDS 注射針幫

浦、安捷倫計頻器 53132A、樣本注入口。 

實驗步驟： 

1.配置不同濃度之二氧化鈦、氧化鋅及金奈米粒子溶液備用，其濃度

分別為 1X10
-2
、1X10

-3
、1X10

-4
、1X10

-5
、1X10

-6 
mg/ml，稀釋溶劑為 1X 

生物緩衝劑，完成備用。 

2.取出完成表面修飾前處理的 QCM 晶片，並以去離子水輕輕沖洗 QCM

金電極表面。 

3.將 QCM 晶片裝置電極並放置流體檢測儀中。 

4.開啟安捷倫計頻器 53132A 與 ICM 10Mhz 振盪器電源。 

5.使 QCM 晶片電極兩端接於 ICM 10Mhz 振盪器，若連接成功計頻器
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上會顯示約 9.997Mhz 的頻率響應，此為 QCM 晶片自然頻率。 

6.設定 KDS 注射針幫浦緩衝劑流量 3ml/Hr，緩衝劑為去離子水。 

7.開始 Excel 記錄頻率響應，等待 QCM 晶片動態穩定(±1Hz/60s)。 

8.用注射器抽取 20μl 的樣品注入樣本注入口，並旋開開關。 

9.記錄樣品注入後的頻率響應反應。 

10.重複步驟 2.到步驟 9.，並更換不同濃度、不同材質之奈米粒子的

樣品。 

<實驗四> 

使用藥品：去離子水(DD Water)、二氧化鈦(Titanium dioxide，TiO2， 

 5nm)、氧化鋅(Zinc oxide，ZnO，5nm)、奈米金粒子(Au，5nm)。 

使用儀器：華碩個人電腦(ASUS D670)、ICM 石英震盪器、ICM 10Mhz  

振盪器、流體檢測儀(Liquid flow cells)、注射器、KDS 注射針幫

浦、安捷倫計頻器 53132A、樣本注入口。 

實驗步驟： 

1.配置不同濃度之二氧化鈦、氧化鋅、四氧化三鐵與奈米 金粒子溶

液備用，其濃度分別為 1X10
-4
、1X10

-5
、1X10

-6
  mg/ml，稀釋溶劑為

1X 生物緩衝劑，完成備用。 

2.取出完成表面修飾 Anti-5nm GNPs Antiserum 的 QCM 晶片，並以去

離子水輕輕沖洗 QCM 金電極表面。 
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3.將 QCM 晶片裝置電極並放置流體檢測儀中。 

4.開啟安捷倫計頻器 53132A 與 ICM 10Mhz 振盪器電源。 

5.使 QCM 晶片電極兩端接於 ICM 10Mhz 振盪器，若連接成功計頻器

上會顯示約 9.997Mhz 的頻率響應，此為 QCM 晶片自然頻率。 

6.設定 KDS 注射針幫浦緩衝劑流量 3ml/Hr，緩衝劑為去離子水。 

7.開始 Excel 記錄頻率響應，等待 QCM 晶片動態穩定(±1Hz/60s)。 

8.用注射器抽取 20μl 不同濃度之二氧化鈦、氧化鋅、四氧化三鐵及

奈米金粒子的樣品注入樣本注入口，並旋開開關。 

9.記錄樣品注入後的頻率響應反應。 

10.重複步驟 2.到步驟 9.，並更換不同濃度、不同材質之奈米粒子的

樣品。 

3.4.4 奈米金粒子與禽流感H5N1(peptide) conjugate的 QCM頻率響

應 

<實驗五> 

使用藥品：去離子水(DD Water)、H5N1(Peptide)、1X 生物緩衝劑。 

使用儀器：華碩個人電腦(ASUS D670)、ICM 石英震盪器、ICM 10Mhz 

振盪器、流體檢測儀(Liquid flow cells)、注射器、KDS 注射針幫

浦、安捷倫計頻器 53132A、樣本注入口。 
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實驗步驟： 

1.配置不同濃度的 H5N1(Peptide)，其濃度比例為 0.01X、0.008X、

0.0067X、0.0057X、0.005X、0.0044X、0.004X、0.0036X、0.0033X，

稀釋溶劑為 1X 生物緩衝劑，保存至 4 ℃冰箱備用。 

2.取出完成表面修飾 Anti-H5N1(Peptide)-17nm Antiserum 的 QCM晶

片，並以去離子水輕輕沖洗 QCM 金電極表面。 

3.將 QCM 晶片裝置電極並放置流體檢測儀中。 

4.開啟安捷倫計頻器 53132A 與 ICM 10Mhz 振盪器電源。 

5.使 QCM 晶片電極兩端接於 ICM 10Mhz 振盪器，若連接成功計頻器

上會顯示約 9.997Mhz 的頻率響應，此為 QCM 晶片自然頻率。 

6.設定 KDS 注射針幫浦緩衝劑流量 3ml/Hr，緩衝劑為去離子水。 

7.開始 Excel 記錄頻率響應，等待 QCM 晶片動態穩定(±1Hz/60s)。 

8.用注射器抽取 20μl H5N1(Peptide) 的樣品注入樣本注入口，並

旋開開關。 

9.記錄樣品注入後的頻率響應反應。 

10.重複步驟 2.到步驟 10.，並更換不同濃度的 H5N1(Peptide)。 

<實驗六> 

使用藥品：去離子水(DD Water)、H5N1(Peptide)、奈米金粒子(Au， 

17nm)、1X 生物緩衝劑。 
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使用儀器：華碩個人電腦(ASUS D670)、ICM 石英震盪器、ICM 10Mhz  

振盪器、流體檢測儀(Liquid flow cells)、注射器、KDS 注射針幫

浦、安捷倫計頻器 53132A、樣本注入口。 

實驗步驟： 

1.配置不同濃度的 H5N1(Peptide)，其濃度比例為 0.01X、0.008X、

0.0067X、0.0057X、0.005X、0.0044X、0.004X、0.0036X、0.0033X，

稀釋溶劑為 1X 生物緩衝劑，保存至 4 ℃冰箱備用。 

2.取出完成表面修飾 Anti-H5N1(Peptide)-17nm Antiserum 的 QCM晶

片，並以去離子水輕輕沖洗 QCM 金電極表面。 

3.將 QCM 晶片裝置電極並放置流體檢測儀中。 

4.開啟安捷倫計頻器 53132A 與 ICM 10Mhz 振盪器電源。 

5.使 QCM 晶片電極兩端接於 ICM 10Mhz 振盪器，若連接成功計頻器

上會顯示約 9.997Mhz 的頻率響應，此為 QCM 晶片自然頻率。 

6.設定 KDS 注射針幫浦緩衝劑流量 3ml/Hr，緩衝劑為去離子水。 

7.開始 Excel 記錄頻率響應，等待 QCM 晶片動態穩定(±1Hz/60s)。 

8.將 H5N1(Peptide)與奈米金粒子以體積比 1:1 的方式均勻混合。 

9.用注射器抽取 20μl H5N1(Peptide)與奈米金粒子 conjugate 的樣

品注入樣本注入口，並旋開開關。 

10.記錄樣品注入後的頻率響應反應。 
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11.重複步驟 2.到步驟 10.，並更換不同濃度的 H5N1(Peptide) 與奈

米金粒子混合之樣本。 

3.4.5 奈米金粒子與口蹄疫病毒 FMDV(peptide) conjugate 的 QCM

頻率響應 

<實驗七> 

使用藥品：去離子水(DD Water)、FMDV(Peptide)、1X 生物緩衝劑。 

使用儀器：華碩個人電腦(ASUS D670)、ICM 石英震盪器、ICM 10Mhz  

振盪器、流體檢測儀(Liquid flow cells)、注射器、KDS 注射針幫

浦、安捷倫計頻器 53132A、樣本注入口。 

實驗步驟： 

1.配置不同濃度的 FMDV(Peptide)，其濃度比例為 0.01X、0.008X、

0.0067X、0.0057X、0.005X、0.0044X、0.004X、0.0036X、0.0033X，

稀釋溶劑為 1X 生物緩衝劑，保存至 4 ℃冰箱備用。 

2.取出完成表面修飾 Anti-FMDV(Peptide)-17nm Antiserum 的 QCM 晶

片，並以去離子水輕輕沖洗 QCM 金電極表面。 

3.將 QCM 晶片裝置電極並放置流體檢測儀中。 

4.開啟安捷倫計頻器 53132A 與 ICM 10Mhz 振盪器電源。 

5.使 QCM 晶片電極兩端接於 ICM 10Mhz 振盪器，若連接成功計頻器
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上會顯示約 9.997Mhz 的頻率響應，此為 QCM 晶片自然頻率。 

6.設定 KDS 注射針幫浦緩衝劑流量 3ml/Hr，緩衝劑為去離子水。 

7.開始 Excel 記錄頻率響應，等待 QCM 晶片動態穩定(±1Hz/60s)。 

8.用注射器抽取 20μl FMDV(Peptide) 的樣品注入樣本注入口，並

旋開開關。 

9.記錄樣品注入後的頻率響應反應。 

10.重複步驟 2.到步驟 10.，並更換不同濃度的 FMDV(Peptide)。 

<實驗八> 

使用藥品：去離子水(DD Water)、FMDV(Peptide)、奈米金粒子(Au， 

17nm)、1X 生物緩衝劑。 

使用儀器：華碩個人電腦(ASUS D670)、ICM 石英震盪器、ICM 10Mhz  

振盪器、流體檢測儀(Liquid flow cells)、注射器、KDS 注射針幫

浦、安捷倫計頻器 53132A、樣本注入口。 

實驗步驟： 

1.配置不同濃度的 FMDV(Peptide)，其濃度比例為 0.01X、0.008X、

0.0067X、0.0057X、0.005X、0.0044X、0.004X、0.0036X、0.0033X，

稀釋溶劑為 1X 生物緩衝劑，保存至 4 ℃冰箱備用。 

2.取出完成表面修飾 Anti-FMDV(Peptide)-17nm Antiserum 的 QCM晶

片，並以去離子水輕輕沖洗 QCM 金電極表面。 
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3.將 QCM 晶片裝置電極並放置流體檢測儀中。 

4.開啟安捷倫計頻器 53132A 與 ICM 10Mhz 振盪器電源。 

5.使 QCM 晶片電極兩端接於 ICM 10Mhz 振盪器，若連接成功計頻器

上會顯示約 9.997Mhz 的頻率響應，此為 QCM 晶片自然頻率。 

6.設定 KDS 注射針幫浦緩衝劑流量 3ml/Hr，緩衝劑為去離子水。 

7.開始 Excel 記錄頻率響應，等待 QCM 晶片動態穩定(±1Hz/60s)。 

8.將 FMDV(Peptide)與奈米金粒子以體積比 1:1 的方式均勻混合。 

9.用注射器抽取 20μl FMDV(Peptide)與奈米金粒子 conjugate 的樣

品注入樣本注入口，並旋開開關。 

10.記錄樣品注入後的頻率響應反應。 

11.重複步驟 2.到步驟 10.，並更換不同濃度的 FMDV(Peptide) 與奈

米金粒子混合之樣本。 

3.4.6 奈米金粒子與禽流感 H5N1 病毒膜蛋白 conjugate 的 QCM 頻率

響應 

<實驗九> 

使用藥品：去離子水(DD Water)、禽流感 H5N1 病毒膜蛋白、1X 生物 

緩衝劑。 

使用儀器：華碩個人電腦(ASUS D670)、ICM 石英震盪器、ICM 10Mhz  
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振盪器、流體檢測儀(Liquid flow cells)、注射器、KDS 注射針幫

浦、安捷倫計頻器 53132A、樣本注入口。 

實驗步驟： 

1.配置不同濃度的禽流感 H5N1 病毒膜蛋白，其濃度比例為 0.01X、

0.008X、0.0067X、0.0057X、0.005X、0.0044X、0.004X、0.0036X、

0.0033X，稀釋溶劑為 1X 生物緩衝劑，保存至 4 ℃冰箱備用。 

2.取出完成表面修飾 H5-10 Antiserum 的 QCM 晶片，並以去離子水輕

輕沖洗 QCM 金電極表面。 

3.將 QCM 晶片裝置電極並放置流體檢測儀中。 

4.開啟安捷倫計頻器 53132A 與 ICM 10Mhz 振盪器電源。 

5.使 QCM 晶片電極兩端接於 ICM 10Mhz 振盪器，若連接成功計頻器

上會顯示約 9.997Mhz 的頻率響應，此為 QCM 晶片自然頻率。 

6.設定 KDS 注射針幫浦緩衝劑流量 3ml/Hr，緩衝劑為去離子水。 

7.開始 Excel 記錄頻率響應，等待 QCM 晶片動態穩定(±1Hz/60s)。 

8.將禽流感 H5N1 病毒膜蛋白加熱至 95℃，5分鐘。 

9.用注射器抽取 20μl 禽流感 H5N1 病毒膜蛋白的樣品注入樣本注入

口，並旋開開關。 

10.記錄樣品注入後的頻率響應反應。 

11.重複步驟 2.到步驟 10.，並更換不同濃度的禽流感 H5N1 病毒膜蛋
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白。 

<實驗十> 

使用藥品：去離子水(DD Water)、禽流感 H5N1 病毒膜蛋白、1X 生物  

緩衝劑、奈米金粒子(Au，17nm) 。 

使用儀器：華碩個人電腦(ASUS D670)、ICM 石英震盪器、ICM 10Mhz  

振盪器、流體檢測儀(Liquid flow cells)、注射器、KDS 注射針幫

浦、安捷倫計頻器 53132A、樣本注入口。 

實驗步驟： 

1.配置不同濃度的禽流感 H5N1 病毒膜蛋白，其濃度比例為 0.01X、

0.008X、0.0067X、0.0057X、0.005X、0.0044X、0.004X、0.0036X、

0.0033X，稀釋溶劑為 1X 生物緩衝劑，保存至 4 ℃冰箱備用。 

2.取出完成表面修飾 H5-10 Antiserum 的 QCM 晶片，並以去離子水輕

輕沖洗 QCM 金電極表面。 

3.將 QCM 晶片裝置電極並放置流體檢測儀中。 

4.開啟安捷倫計頻器 53132A 與 ICM 10Mhz 振盪器電源。 

5.使 QCM 晶片電極兩端接於 ICM 10Mhz 振盪器，若連接成功計頻器

上會顯示約 9.997Mhz 的頻率響應，此為 QCM 晶片自然頻率。 

6.設定 KDS 注射針幫浦緩衝劑流量 3ml/Hr，緩衝劑為去離子水。 

7.開始 Excel 記錄頻率響應，等待 QCM 晶片動態穩定(±1Hz/60s)。 
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8.將禽流感 H5N1 病毒膜蛋白加熱至 95℃，5分鐘。 

9.將禽流感 H5N1病毒膜蛋白與奈米金粒子以體積比 1:1的方式均勻

混合。 

10.用注射器抽取 20μl禽流感 H5N1 病毒膜蛋白與奈米金粒子

conjugate 的樣品注入樣本注入口，並旋開開關。 

11.記錄樣品注入後的頻率響應反應。 

12.重複步驟 2.到步驟 10.，並更換不同濃度的禽流感 H5N1 病毒膜蛋

白。 
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第肆章 結果與討論 

4.1 粒徑分析 

    奈米粒子在溶液中間彼此會有互相聚集的現象產生，因此實際上

的粒徑可能會遠大於我們所估計的尺寸。而金奈米粒子在和成的時候

是採用化學合成的方式，表面也許會殘留所多不必要的化學成份而影

響到粒徑的尺寸。在本次實驗當中粒徑的大小會影響到實驗數據的準

確度，我們利用 SEM 照片與影像處理程式 Image-J 來進行粒徑分析，

確定我們所使用的奈米粒子粒徑的準確度。 

 

4.1.1 金奈米粒子粒徑分析 

 

Fig.4‐ 1    2、4、5 nm GNPs 穿隧式電子顯微鏡影像(TEM) 
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Fig.4‐ 2    5 nm GNPs 原子力顯微鏡(AFM)影像 

 

    由於 SEM 可以觀察到的尺寸極限約到 10nm，在往下就會有失真

的現象產生，對於 5nm 的金奈米粒子，我們使用原子力顯微鏡(AFM)

來進行觀測，Fig.4-2 中 Z 軸最高值為 20nm，可以發現 5nm 的金奈米

粒子分佈在基材上的情形非常理想。 
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Fig.4‐ 3    17 nm GNPs 掃瞄式電子顯微鏡影像 

Fig.4‐ 4    Image-J 粒徑分析 
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    我們根據 Fig.4-3 經由 Image-J 影像辨識軟體處理後的 17nm 金

奈米粒子粒徑分析如 Fig.4-4 所示。粒徑大小由 15nm 到 24nm 不等，

而大約有 0.69 的數據在我們所設定的 17nm 左右一個刻度內，有 0.90

的數據在所設定的 17nm 左右二個刻度內，符合統計學上的常態分佈

(normal distribution)。 

4.1.2 二氧化鈦粒徑分析 

Fig.4‐ 5    TiO2 原子力顯微鏡(AFM)影像 

 

   在 Fig.4-5 中原子力顯微鏡影像 Z軸高度為 20nm，從影像中判讀

TiO2在基材上的分佈無聚集的現象，但粒徑範圍分佈較金粒子大。 
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4.1.3 氧化鋅粒徑分析 

 

Fig.4‐ 6    ZnO 原子力顯微鏡(AFM)影像 

   

    在 Fig.4-6 中原子力顯微鏡影像 Z 軸高度為 20nm，從影像中判

讀 ZnO 在基材上的分佈均勻。且粒徑大小情形與金奈米粒子相同。 
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4.1.4 四氧化三鐵粒徑分析 

 

Fig.4‐ 7    Fe3O4 原子力顯微鏡(AFM)影像 

 

    在 Fig.4-6 中原子力顯微鏡影像 Z 軸高度為 20nm，從影像中判

讀 Fe3O4在基材上的分佈有聚集的現象與其他三組粒子比較明顯粒徑

較大，由於 Fe3O4本身溶於特定的溶液中，再用去離子水稀釋才會產

生此現象，但粒徑分佈 60％仍控制在 5nm 區間內。 
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4.2 Anti-5nm GNPs Antiserum QCM 頻率響應分析 

    在分析頻率響應前，要先定義有效的數值分析方法；由於 QCM 在

空氣中穩定只需數分鐘而已，但在流體的應用上必須要達到動態上的

穩定才能進行我們的樣品量測。在 QCM 對時間軸作圖時，我們可以發

現大約可以分為四間階段：(I)前置期，(II)前穩定期，(III)樣品注

入期與(IV)後穩定期 

Fig.4‐ 8    QCM 頻率響應圖 

 

    在前置期時中，由於系統中的緩衝液藉由針筒式幫浦的作用，迫

使緩衝液進入流體檢測儀中，此階段 QCM 的頻率響應呈現大幅度的震
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盪。經過一段時間後，系統便會進入前穩定期，此時 QCM 頻率響應的

上下震盪範圍縮小，在本實驗中如 QCM 頻率響應維持在一分鐘內只有

±1Hz 的差異，我們便視為動態穩定。前穩定期的判斷會影響到之後

的數據分析，儀器偵測極限(Instrument detection limit ，IDL)

可以定義如下：待測物之最低量或最小濃度，足夠在儀器偵測時，產

生一可與空白訊號區別之訊號者。亦即該待測物之量或濃度在 99%之

可信度下，可產生大於平均雜訊之標準偏差 3倍之訊號，也就是說當

前穩定期只有±1Hz 的差異，我們將有效訊號定義在大於±3Hz。 

     當我們判斷 QCM 狀態處於動態穩定時期後，便會將待測物經由

樣本注入口進入流體檢測儀中，也就是樣品注入期。此時期如果待測

樣本會與 QCM 表面修飾的特殊分子結合，QCM 頻率響應就會有明顯的

變化，有可能是上升或下降。經過分子間的反應後，QCM 的頻率響應

又會趨於動態穩定，進入後穩定期，實驗主要數據的判斷是依據此時

期的頻率響應與前穩定期的頻率響應，兩者間的差異作為 QCM 有效訊

號的辨讀。 
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4.2.1 不同尺寸之金奈米粒子的 QCM 頻率響應分析 

 

Fig.4‐ 9    注入不同粒徑金奈米粒子的 QCM 頻率響應圖 

 

Fig.4‐ 10  表面修飾不同粒徑金奈米粒子的 QCM 頻率響應圖 
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    在之前的文獻中[18]得知抗體的 Fab 兩端具有彈性，因此可認取

的抗原應該有一定的範圍拘束，由 Fig.4-9 可以看到 IgG1 到 IgG4 的

四組樣本中，除了 IgG3 的反應不明顯外，其餘三組的曲線，半高寬

皆處於 4到 7nm 之間。經由這組資料我們可以得知 Fab 兩端可以接

受的 Antigen 範圍應該在 4到 7nm 這個區間內。相同的，我們將 QCM

晶片表面的修飾改為金奈米粒子的 Antigen，也獲得同樣的結果，經

由 Fig.4-10 上得曲線所示，四組樣本將 IgG3 剔除後，曲線的半高寬

依然介於 4 到 7nm 區間當中。 

    根據上面所示的結果，我們可以得知 Anti-5nm Antiserum 可以

認取 Antigen 也就是金奈米粒子的範圍在 4 到 7nm 間。 
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4.2.2 相同尺寸，不同材質之金、二氧化鈦、氧化鋅與四氧化三鐵奈

米粒子的 QCM 頻率響應分析 

Fig.4‐ 11    不同材質、相同粒徑奈米粒子的 QCM 頻率響應圖 

 

    在上一個實驗中，我們使用相同材質的 Antigen 也就是金奈米粒

子，所得到的 QCM 頻率響應相當的明顯，那我們不禁懷疑 Antiserum

是對尺寸有特異性的反應，或是對材質上有特異性的反應。於是我們

使用了 Antiserum 對尺寸反應最強烈的尺寸，也就是選擇 5nm，挑選

的相同尺寸但式不同材質的奈米粒子；在 Fig.4-11 顯示出，除了含

有混合金奈米粒子的樣本之外，其他材質的 Antigen 所產生的 QCM 頻
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率響應，都只有達到背景值的訊號。 

根據這樣的 QCM 頻率響應，我們可以得到一個結論；在打入 5nm 

GNPs 所產生的抗體，只對奈米金材質且尺寸介於 4 到 7nm 間的粒子

有免疫上的反應。 

 

Fig.4‐ 12    混合奈米粒子對單純金奈米粒子 % bound 圖 

 

在 Fig.4-11 可以看出抗體只對含有金奈米粒子的樣本有 QCM頻

率上的明顯差異，但如果我們將皆與金奈米粒子的樣本，把金奈米粒

子所產生的 QCM 頻率差當 100%下去做圖 Fig4-12，可以發現有一組數

據明顯高過單純金奈米粒子樣本，就是二氧化鈦與金奈米粒子混合這

組，但根據前面所得到的結論，抗體只對奈米金材質且尺寸介於 4 到
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7nm 間的粒子有免疫上的反應；我們推論應該是混合的過程中二氧化

鈦與金奈米粒子產生吸附的作用，這組數據是對金奈米粒子與二氧化

鈦的 QCM 頻率響應，而不是對二氧化鈦的 QCM 頻率響應反應，由於

QCM 晶片本身對質量上的反應非常的靈敏，因此當二氧化鈦與金奈米

粒子產生吸附的作用相對的質量上產生增加，所以得到的 QCM 頻率響

應也會較單純金奈米粒子的 QCM 頻率響應高。 

4.3 金奈米粒子與 H5N1/FMDV(peptide) conjugate

的 QCM 頻率響應分析 

 

Fig.4‐ 13    H5N1(peptide)的 QCM 頻率響應圖 
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Fig.4‐ 14    FMDV(peptide)的 QCM 頻率響應圖 

 

我們使用 17nm GNPs 與 H5N1 peptide 混合要引起生物的免疫反

應，從 Fig.4-13 可以看到兩種物質的混合確實引起免疫反應，但就

QCM 的頻率響應而言，與 GNPs 結合與 H5N1 peptide conjugate 的反

應優於單純 H5N1 peptide 所引起的 QCM 頻率響應，如果我們可以將

此機制運用到實際上的生物抗體與抗原上，可以使 QCM 晶片偵測靈敏

度提升。 
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4.4 金奈米粒子與禽流感(H5N1)病毒膜蛋白 

conjugate 的 QCM 頻率響應分析 

 

Fig.4‐ 15    H5N1 的 QCM 頻率響應圖 

     

    我們預計使用金奈米粒子來增加 QCM 的靈敏度；根據 4.3 節的結

論金奈米粒子可以與 H5N1 跟 FMDV 的 peptide 成功 conjugate，並且

在同一濃度之 QCM 偵測訊號有放大 200%的效果。因此我們想利用這

個結果實際應用到台灣地區常見的疫病上，在本實驗中選擇了最近幾

年引起恐慌的禽流感(H5N1)膜蛋白進行 QCM 的檢測。在 Fig.4-15 中

可以發現與 Fig.4-13 禽流感(H5N1，peptide)較大的差異，在自製的
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H5N1(peptide)在與金奈米粒子conjugate後的QCM頻率響應的表現，

幾乎與不添加金奈米粒子呈現一個線性表現；但真實的禽流感(H5N1)

膜蛋白卻只在特定濃度有放大的效果，antigen 濃度在 0.04 mg/ml

時最大可將 QCM 的量測訊號放大 300%；但是訊號放大的範圍只限制

antigen 濃度在 0.08 mg/ml 到 0.03mg/ml 間，推測會產生這種結果

的原因是當 antigen 與 17nm 金奈米粒子進行體積比(v/v) 1：1 混合

時，在 antigen 濃度在 0.04 mg/ml 時為與金奈米粒子的飽和點，因

此所產生訊號放大的效果也是最大放大值。 

    那為什麼會與 H5N1(peptide)有不一樣的結果呢？因為 peptide

只合成出所需的抗原決定基(Synthesis Peptide)，也就是 H5N1 的特

徵序列，與實際上真實H5N1的病毒膜蛋白應該有一定程度上的差異，

所以導致這樣的結果。 

4.5 結論 

    本論文主要的研究主軸在於 QCM 檢測平台檢測方法的開發應用

與靈敏度的提升。在分析了 4.2 節的實驗數據之後，我們成功的利用

表面修飾 Anti-5nm GNPs Antiserum 檢測出奈米粒子的存在。並且根

據抗原與抗體高專一性的性質，將所偵測的奈米粒子特性也侷限在特

定區域，也就是我們完整的製作出檢測 5nm 金奈米粒子的裝置。在目

前學界的研究中，檢測奈米粒子的方法都限制在化學與材料領域，我
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們是第一個提供根據生物機制，而且可以成功檢測金奈米粒子的存在

的檢測方法，這對之後的檢測方法貢獻了不一樣的想法，對於跨領域

的整合邁出了一大步。 

    雖然 QCM 檢測平台可以達到 picogram(10
-12
g)的等級，但對於分

析領域想要的偵測極限當然是越低越好。每種抗原與抗體所能結合的

飽和度都有一個固定值存在，不可能無限制的提升。所以我們必須想

出一個增加訊號強度的方法，由於 QCM 訊號強弱的來源是根據表面質

量改變的多寡來決定，於是我們想出了一個增加質量方法，利用了生

物相容性最佳的金奈米粒子會與蛋白質 conjugate 的特性，以特定的

比例加入到我們待測的生物樣本達到飽和點，此方法成功的放大 QCM

頻率響應達 300%。雖然效果有限，不過也提供了一個方式可以使 QCM

的訊號放大。 
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第伍章 未來展望 

        目前這些對奈米粒子的檢測方法都只是初步的開端，奈米粒子具

有不同的形狀、大小與材質，甚至有我們沒想到的特性。這些必須留

給接下的人繼續探討。現在我們只針對球形且直徑在 5 nm 的金奈米

粒子，但是金粒子的形狀並不只侷限在球型，許多的研究都可以將金

奈米粒子和成為奈米桿狀(nanorods)。因此要作出符合各式各樣形狀

的金奈米粒子檢測器還要投入更多的努力。但光只能檢測金奈米粒子

還不夠，我們生活的周遭充滿許多無法以肉眼看見的奈米粒子，如汽

機車排放的廢氣當中就含有奈米級的碳分子，這種分子在組成奈米級

聚合體便形成有毒性的富勒烯分子[23]，研究人員推測富勒烯分子能

產生氧化劑氧化細胞膜進而殺死細胞。面對這些有毒的分子我們必須

做到有效的監控，而 QCM 則提供了一個方便而且快速的選擇，如果能

成功的將生物科技技術與 QCM 作跨領域的整合，相信我們之後對奈米

粒子的監控便能迅速的掌握，如此一來就可以讓人們生活在無奈米粒

子汙染的空間，也達到生命的永續延伸。 

    在檢測生物樣本的技術中，所要追求的是以最少的樣品獲得最好

的偵測訊號，在本論文中提供了一種可以成功放大 QCM 檢測平台訊號

的方法，此方法在研究領域中只應用在標準的生物模型當中，我們成
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功的使用在禽流感(H5N1)病毒膜蛋白中，並放大 QCM 訊號達 300%。

未來可以朝著 QCM 表面改質的方式來增進與特殊生物分子的鍵結放

大訊號，也可以利用奈米科技成熟的技術，將表面奈米化後大量增加

QCM 電極表面積，如此一來也可成功提升 QCM 量測訊號的強度。 
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