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生物高感度偵測技術快速鑑別人類血紅素結合蛋白之表現型 

學生: 李子正                                          指導教授: 張家靖 博士 

國立交通大學生物醫學研究所 碩士班 

摘要 

  人體血紅素結合蛋白(Human Haptoglobin, Hp)可以被劃分為三種型態，分別是 Hp 1-1, 

2-1, 及 2-2。 Hp 1-1 具有雙單元 (α1β)2 構型, Hp 2-2 為不同單元數之環形聚合

的混合物 (α2β)n ，以及 Hp 2-1 由不同長度的線性聚合 (α1.2.β)n 所組成。就如同

血型一樣，每個人只會有其中一種型態，目前報導指出，許多疾病與 Hp 的表現型以及

在血液中的 Hp 濃度有關聯，例如腎衰竭、狹心症、以及冠心病等。然而，目前要從血

清中以傳統生化分析方式分辨出 Hp 表現型與血清中濃度，必需精準的操作與耗費漫長

的實驗時間，例如 ELISA 以及 RIA 等方法。所以，本實驗致力於發展生物電化學感測器

來作抗原(Hp)抗體的親和附著分析，作一快速，操作簡便之生物感測器。分析步驟如下。

先將抗體固定在電極的金表面上，再將含有待測的血紅素結合蛋白樣品放入反應槽，測

量電極表面的氧化還原電流與阻抗。藉由循環伏安法與電化學阻抗頻譜(electrochemical 

impedance spectroscopy,EIS)分析，我們可以得知是否有血清結合珠蛋白的存在。而利用

Randles’等效電路，更可以將流到電極電子的等效串電阻(electron transfer resistance ,Rct) 

予以量化，並藉此有效的對血紅素結蛋白進行表現性之分型與濃度量化。 
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Abstract 

  Haptoglobin (Hp) is an acute phase protein, similar to blood type, Hp have been 

classified into three phenotypes: Hp 1-1, 2-1, and 2-2. Briefly, Hp 1-1 represents the dimeric 

(α1β)2 conformation, Hp 2-2 are mixed cyclic complexes of (α2β)n, and Hp 2-1 are 

heterogeneous linear complexes (α1β)2(α2β)n. Hp phenotypes have been reported to be 

associated with diseases, such as myocardial infarction, kidney failure, and coronary artery 

diseases in diabetics. Meanwhile, it is a challenge to determine the phenotypes and 

concentrations of human haptoglobin in serum. 

    In this study, a homemade portable, high sensitivily bio-electrochemical analyzer (BEA) 

is design and developed. The developed BEA can rapidly identify the phenotype and 

quantitate the concentration of Hp. After immobilizing antibodies onto the gold electrode, the 

interfacial electron transfer rate on the electrode surface with and without antigens is 

measured by cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). 

Furthermore, Randles’ equivalent circuit is applied to evaluate the electron transfer resistance 

(Rct) of bio-molecular interactions. The heterogeneous of Hp and concentrations can be 

determined easily by this analysis. 
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第一章 緒論 

1-1 研究動機與實驗目的 

  人體中，有許多與疾病直接或間接相關的特定蛋白質，該蛋白質的濃度異常改變或是

結構上的變化，時常被作為檢驗疾病的重要指標，目前在臨床檢驗上，以免疫分析法為

主要的疾病檢測方式，免疫分析法之高靈敏度與高專一性使該方法被廣泛的應用在特定

蛋白質的濃度分析上(詳見章節 1-3)。然而，此方法亦存在著許多缺點，例如，免疫分

析法所需之儀器與試劑售價昂貴，操作繁瑣費時，實驗人員之技術需求較高……等因

素。另一方面，1960 年代起，生物感測器(Biosensor)之觀念逐漸萌芽，其主要以檢測

準確快速、操作簡便為訴求(詳見章節 1-4)，經過電路設計的改進與生物分子固定技術

的成熟，近十年來，生物感測器的相關研究報告數量呈現指數型的上昇，舉例來說，以

＂impedance spectroscopy"以及＂Biosensor＂為關鍵字的文獻數目由 1996 年個位數

目的篇數上升至 2006 年時，每年可有上百篇的文獻發表，見下圖一.1，至今仍在增加

當中。但儘管生物電感測器已是如此蓬勃的研究領域，也已經被廣泛地應用在商業檢測

儀器上，例如血糖計等，相關的電化學研究依然要依賴傳統商品化的電化學分析儀，其

外型巨大且售價昂貴；此外，相關配件耗材也受限於原機器之設計，如此即減慢了學生

的實驗進度以及阻礙了生醫議題發展的時間迫切性。本實驗室了解客製化，個別實驗差

異的重要，所以致力於：發展快速、操作容易、成本低廉的可攜式生物檢測器，作為本

實驗室與本論文重要之出發點與欲達成之目的。 

 

圖 一.1 近年來阻抗頻譜與生物感測器相關文獻之數目[1] 

空心柱狀圖為＂ISI web of Science＂搜尋而得，實心部分來自＂PubMed＂之結果。 

  除此之外，本實驗室研究人類血紅素結合蛋白(Haptoglobin, Hp)之相關文獻，發現

其為一相當特別的蛋白質；舉例來說，一般蛋白質相關的疾病表現多與該蛋白之異常濃

度或結構有關，但 Hp 不只如此，人類 Haptoglobin 有三種不同的表現型(Phenotype)，
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而該表現型的差異只有發生在人類上，其不同表現型之間的胺基酸組成近似，但分子量

與立體構型卻呈現明顯的差異[2]。再者，不同表現型的血紅素結合蛋白對於疾病會有

不一樣的臨床反應，其中，2-2 型 Hp 更被用來作為預測冠狀動脈血管疾病(coronary 

vascular disease)及其併發症的指標[3](見章節 1-6)，所以，如果可以發展可辨識不

同 Hp 表現型與正確檢測 Hp 濃度的新方法，並符合上述所說對於生物檢測器的要求，則

可以大大增近醫療品質與縮短臨床研究的時間，也正是本論文欲研究之主要目標。 

 

1-2 生物巨分子的自組織與自組裝 

    生物巨分子之自組織(self-organization)、自組裝 (self-assembly)特性，已成為

操作此類生物分子形成特殊結構之重要步驟[4,5]。這些分子所形成之構形與其自組裝

成長環境有著密切的關聯。生物巨分子為碳、氫、氧、氮、硫等組成之複雜有機化合物。

雖然其結構複雜，但是此類生物巨分子在非均相系統中生物巨分子會受系統作用

力,entropically force，驅動下形成特定的構形及所謂之自組織，此外 entropically 

force 亦會驅動生物巨分子排列出特殊分子級圖形與結構此即為自組裝 

(self-assembly)之特性[6-8]。正因為生物分子具有自組織之特性，因此同一類分子在

同一環境下達平衡後所形成之特徵結構幾乎相同，其差異性極低，而且這些分子之特徵

結構大小在數個奈米左右[9]。因此，此類型分子，具有相同化學官能基，但不同的物

理量(例:分子量、相變點、立體結構……等)，成為了一般生化方法較困難與較費時處

理的生物樣品類型。 

 

1-3 生物感測器之發展與分類 

  近數十年來，酵素免疫分析法 (ELISA:＂Enzyme Linked Immunosorbent Assay＂) 

[10-12]，漸漸取代了放射線免疫分析法(radio-immunoassay, RIA)[13]作為分析生物

樣品之免疫反應的主要方法與實驗設計。其原因始於以 RIA 作樣品分析時，對於放射線

標定物的操作、保存以及廢棄處理等都必須有較繁瑣的實驗規範與安全防護；使其漸漸

被 ELISA 之安全、易操作等特性所取代。而 ELISA 被大量應用來作為分析血液中各類抗

原或抗體濃度的工具，例如，HIV test, West Nile Virus test 等[14]。另外各式食品

中的過敏原含量檢測，例如：牛奶，花生，杏仁，雞蛋等檢驗，也常使用 ELISA 的方式

作檢測[15]。目前已知所使用的 ELISA 方式進行樣品分析，其靈敏度約高達 15 

pg/ml[16]。 

  隨者 ELISA 分析方法的普及，利用＂生物感測器＂概念作為分析方法的實驗設計也漸

漸顯現其多樣性與可行性[17]，不同類型的實驗以嘗試取代 ELISA 生物膜微量培養盤試
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驗(Biofilm microtiter plate test)的操作與節省 ELISA 實驗時間而設計。其策略大

致為，一端將可與待測物反應之物質(偵測物質)，以各種不同的實驗設計固定於

(immobilized)某固態基質上，且通常該基質與待測物極為接近，以增進偵測靈敏度與

速度；另外，設計可更換的偵測物質，以達到同一感測器可用於多樣待測物的分析，其

分析之訊號可為電子、離子、氣體分子、熱能、光子及質量改變等轉換之訊號；最後，

縮小固定基質的體積並且與電路設計作整合，以達到可攜體積與可量產之成本。一般生

物感測器之設計概念簡述如下: 

 

圖 一.2 一般生物感測器之設計原理簡圖[18] 

待測物，例如蛋白質、病毒、細菌等，經過過濾、離心等方式作初步的純化後，與生物感測器上的固定

分子（例如：抗體）發生反應，藉由電、熱或光等訊號傳遞至感測器的電路接收器（例如：工作電極）

上，再經由一定的轉換、放大與計算後，表達為感測器之電訊號。 

 

1-3-1 各式生化反應之生物感測器設計 

Christiane Ziegler et al.在 1998 年 Curr Opin Chemi Biol 中的 review 文章中[18]，

將不同偵測介面設計的生物感測器歸納為下列幾項： 

A. 生物親和吸附感測器 (Bioaffinity sensors) 

  以生物親和吸附為設計基礎的感測器為目前設計變化性最大的一個類別，其中，

以 DNA 感測器最引人注目，其設計原理為利用帶有固定單股 DNA 的感測器，被待測

物中的另一股鹼基片段或酵素所辨認進行結合，利用電訊號或光訊號的改變進行偵

測，此類型的感測器發展對於鑑識科學與相關酵素研究有極大的潛在貢獻。目前該

類型研究正致力於提高靈敏度至欲克服辨認單一鹼基的不同，已知可利用電中性

(neutral aminoethyl-glycine based)的仿 DNA 骨架(peptide nucleic acid,PNAs)

作取代，以降低電性耦合所形成錯位接合(mismatch)的機率[19]。另外，利用抗原

抗體或是酵素辨認結合的生物感測器則是另一大宗，其複合體在生物感測器上結合
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後，藉由質量、光學訊號或電阻訊號的改變(詳見章節 1-3-2)，來作生物偵測的應

用，其特點是該類型生物感測器多半朝向取代螢光標定或放射線標定實驗方法，強

調＂無需標定(lable-free)＂的實驗設計，大大提升了實務應用的可能性。在其他

應用方面，例如：以化學片段篩選適合製藥的分子結構、以可捕捉金屬的酵素或化

合物來對於環境中的重金屬含量進行分析[20]以及快速的對恐怖攻擊與不明生化

樣品進行判斷[21] ……等眾多議題上，生物親和力感測器都占有重要實際應用，

其高度應用性與大量的文獻發展等優勢，所以本實驗亦利用生物親和吸附感測器作

為 Hp-BEA 之設計依據(詳見章節 2-1)。 

B. 酵素催化感測器 (Enzyme biosensors) 

  酵素催化感測器在目前已商品化的生物感測器占有極大的比例，其中最普及的便

是糖尿病血糖感測器，利用葡萄糖氧化酵素(glucose oxidase)的固定，即可針對

其不同葡萄糖催化量產生之電流大小不同以用來判斷人體的血糖濃度，目前各研究

正致力於發展殖入式長效型的血糖偵測器，來改善目前血糖計之侵入式血液樣品取

得的缺點[10-12]。一般來說，酵素催化感測器多受限於其固定分子必須本身即具

備氧化還原特性，所以其發展性並不如生物親和吸附感測器來的廣泛。 

C. 膜通透感測器 (Transmembrane sensors) 

  膜通透感測器最大的挑戰即是如何固定生物膜在感測器上並且維持它的活性，再

者，如何分離並放大的膜上的離子訊號也是另外一個待克服的問題，目前研究團隊

利用黑雙層脂膜(black lipid membranes, BLMs)與磷脂(phospholipids)作為基質

模擬膜通道的開關等[22]，並利用離子電訊號或表面電漿共振(surface plasmon 

resonance,SPR)的方法進行訊號量測，用以觀察各類型生物分子，如 antiboies、

nucleotides，對於膜通道開關的影響。 

D. 細胞作用感測器 (Cell biosensors) 

  此類型感測器設計又可細分為兩種，其一為以光學訊號偵測細胞作用，其作法為

將光纖束利用蝕刻的方法把尖端加工為數飛升(femtoliter,~85 fL)的凹槽，理想

上，洽可容納一個細胞生長，利用特殊胞器的螢光標定，可對酸鹼值、鈉鉀離子濃

度、一氧化氮、氧與葡萄糖等，與細胞作用作即時的(time-resolved)觀測，並同

時分辨反應部位[23]。另一類型為利用捕捉細胞內外離子變化作電訊號的分析或是

神經細胞與細胞間的訊息傳遞之電生理分析等，都屬於細胞作用感測器的應用

[24]。不同於本實驗之設計，細胞作用感測器著重於胞器等級的即時訊號觀測，其

儀器設計複雜，操作門檻高，人為影響因素大。相對的來說，本實驗則著重於巨分

子快速判別簡易實驗設計。 (見下頁) 
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圖 一.3 不同生化反應之生物感測器設計示意圖[18] 

(a).生物親和吸附感測器 Bioaffinity sensors。(b).酵素催化感測器 Enzyme biosensors。(c).膜通

透感測器 Transmembrane sensors。(i)表示一般鹽類或小分子藉由蛋白質通道進入細胞內，(ii)表示抗

原分子與通道蛋白質作用以填空膜通道的開合，(iii)表示抗原分子與通道蛋白質作用後以啟動細胞內的

酵素催化反應。(d).細胞作用感測器 Cell biosensors。(i)表示細胞對反應物(分析物)產生轉換(convert)

式的反應，(ii)細胞與反應物產生鍵結(bind)式的反應。 

＂A＂表示欲分析物~Analyte。＂R＂表示固定的辨識分子~Recognition。＂T＂表示電訊號轉換器

~Transducer。＂S＂表示訊號~Signal。＂E＂表示酵素~Enzyme。＂P＂表示反應產物~Product。＂M＂表

示生物雙層膜~Membrane。＂C＂表示細胞~Cell。詳細圖示代表意義:見內文 1-3-1。 

, ：分別表示抗原與抗體分子； , ：分別表示與酵素反應前後之反應物。 

 

 

1-3-2 不同物理量偵測之生物感測器設計 

  相同的生化反應，在不同設計的生物感測器中，可能被轉換成不同的物理量被改測器

接收與記錄。以下以最常見的生物親合吸附感測器(Bioaffinity sensors)為例，就不

同的物理量偵測原理作分類，對各類型生物感測器作介紹[17,18]，以利於讀者對於本

實驗選擇之實驗設計有更多的認識： 

A. 石英晶體微天平儀 (Quartz crystal microbalance, QCM) 

  QCM 設計原理是藉由將抗原與抗體固定於某壓電材料表面上(piezo-electric 
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material)。藉由基質本身(quartz)的振動頻率在生物反應後發生調變，以頻率差

值來計算感測器表面上質量的變化，推測是否有抗原抗體的辨識作用產生[25]。目

前此類型的感測器在發展上最大的障礙是使用複合材料作固定時，其會干擾基質本

身的振動現象，使其產生雜訊誤差。另外，緩衝溶液的溫度以及其介電常數也是影

響訊號量測的重要變因[26]。目前文獻上指出，QCM 可達到之濃度偵測極限約為 40 

ppb，偵測時間約需 1~2 分鐘[17]。另外，將待測樣品加以＂前處理＂，例如，以

乳膠顆粒(latex beads)[27]、奈米金球(gold nanoparticles)[28]等方法來加大

待測物的質量，用以改善感測器之靈敏度，則是目前 QCM 常用的樣品製備模式。 

B. 電化學感測器 (Electrochemical sensors) 

  利用電化學的氧化還原現象來作為生物感測器的偵測方式，為目前最為廣泛使用

的作法，其原理大致為將待反應的抗原或是抗體固定在導電基質上,例如:石墨電極

[29]、金電極[29]、導電玻璃電極[30]、特殊薄膜電極[31]與高分子聚合物電極

[32,33]等。固定在基質上的抗原或抗體互相反應後，產生氧化還原反應，直接的

或間接的放出電子並被電路設計所捕捉並放大，產生電流訊號則作為免疫發生之訊

息，反應其分子作用變化程度。另一類型則是利用溶液中所添加的電解質，利用其

自身氧化還原反應的難易程度差異，反應出電極表面的電阻或是反應槽之電容。詳

細設計後續文章中(見章節 3)作介紹。 

C. 光柵耦合式感測器 (Grating coupling sensors) 

  光柵耦合式感測器可分為反射式、進光式與出光式等數種，反射式原理為將光束

線聚焦至帶有欲反應抗體之光柵，反射光的波長與強度分佈，對照於未與抗原反應

之波長與強度分佈會發生改變，將此改變以光電偵測器紀錄之，用以計算介質折射

系數(refractive index)的變化，來推測抗原之濃度[34]。另外一類型設計為利用

對全反射表面的倏逝波(evanescence wave)吸收，在距離焦平面(反射面)約 200 nm

的高度內，其能量足以將抗原表面修飾之螢光分子作激發，用此原理來觀測免疫反

應的發生，其設計類似於內全反式螢光顯微鏡(Total Internal Reflection 

Fluorescence spectroscopy, TIRF)[35]。 

D. 表面電漿共振感測器 (Surface Plasmon Resonance sensors) 

  在奈米尺寸的金屬表面產生電磁波的傳遞時，特定波長且滿足特定入射角度的電

磁波，該能量正好可以被奈米金屬粒子吸收進而產生電子共振(resonance)效應，

稱作表面電漿共振效應(SPR)；影響 SPR 中＂可反應激發光＂的入射角度的因素有

波長、光偏振(polarization)等，也與金屬粒子的表面環境有關，藉由不同的金屬

表面的抗原抗體修飾步驟，與光束線角度的變化，可以用來觀測免疫反應的程度
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[36-38]。詳細原理如下圖所示： 

 

圖 一.4 SPR 類型感測器之偵測原理[17] 

當有待測物(抗原)與抗體(Y 型表示)反應時，SPR 感測器上的奈米金屬粒子表面環境產生改變，使得可激

發表面電漿共振的入射光吸收產生角度(或波長)偏移，如右半圖所示。(θ)表示尚未與抗原結合時之 SPR

吸收反射角度，(θ＇)表示接上抗原後，改變後的 SPR 吸收反射角度。n 表示不同物值之折射系數

(Refrection Index)。R 表示在接收器(receptor)觀察到的訊號強弱大小。 

 

 

E. 反射式干涉儀 (Reflectometric Interference Spectroscopy, RIfS) 

  利用光在不同介面與介面之間的反射，互相產生干涉效應形成亮暗紋，當有免疫

反應發生時，及最上層薄膜發生厚度(optical thickness, ＂n＂× ＂d＂)的改變，

因此，干涉條紋的亮暗紋位置也會偏離(shift)，藉此原理，即可以觀測基質上是

否有免疫作用的發生及其程度[39,40]。 

F. Mach-Zehnder 分光式干涉儀  

  分光式干涉儀，其偵測免疫反應之設計原理相同於上述反射式干涉儀，都是利用

光學干涉條紋的變化，來推之因免疫反應產生的厚度或折射系數(refractive index)

的改變，不同的設計在於後者是利用分光鏡，將光路導至不同光路，所以其中樣品

放置與固定方式與前者不同，最後再互相產生的干涉條紋作應用[41]。 
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圖 一.5 Mach-Zehnder 式干涉儀設計示意圖 

此類型設計利用兩片分光鏡(beam-splitter)分別在通過樣品前後，將光束保持分離，之後分別在兩個不

同的光感測器上作光程差的量測。 SB 表示經過樣品的光束，Sample Beam；RB 表示對照光束，Reference 

Beam。(created with Inkscape, October 06 2005, Freiburg i.Brsg., Germany) 

 

 
圖 一.6 不同物理量偵測之生物感測器設計[18] 

以上所敘述之六種感測計之設計分別為：(a). 石英晶體微天平儀 Quartz crystal microbalance, QCM。

(b). 電化學感測器 Electrochemical sensors。(c). 光柵耦合式感測器 (Grating coupling sensors)。

(d). 表面電漿共振感測器 (Surface Plasmon Resonance sensors)。(e).反射式干涉儀 (Reflectometric 

Interference Spectroscopy, RIfS) 。(f). Mach-Zehnder 分光式干涉儀。＂A＂表示欲分析物~Analyte。

＂R＂表示固定的辨識分子~Recognition。＂I0 or I＂表示光強度~Intensity。 , ：分別表示抗

原與抗體分子 

 

1-4 電化學生物感測器 

    傳統分析用之生物化學實驗設計多半為昂貴以及耗時的，例如：RIA、ELISA 等，另外
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越來越多實驗需求指向非實驗室操作設計，例如：戶外採樣分析、居家遠距醫療、現場

(on site)診斷等。所以，電化學感測器之低成本、反應時間快速、輕便可攜帶等優勢，

加上其高靈敏度、專一性與準確性等特點，使得此類型之感測器漸漸受到實驗室甚至是

臨床研究上的青睞。現今電化學感測器應用在生物樣品上的分析上，起始於 1962 年，

Clark and Lyons 設計了第一套電化學生物感測器，稱之為＂enzyme electrode＂，將

葡萄糖氧化酵素(glucose oxidase,GOx)固定於電極上，量測氧溶解之含量，此一實驗

設計後續也被應用在商品化的血糖計上，造福無數需長期追蹤血糖濃度的糖尿病病患

[42]。目前電化學生物感測器已日趨成熟，雖然在發展歷程中還是有數個應用上的問題

需要克服，例如：電化學偵測用的氧化還原物質與待測物的干擾、長時間的固定物保存

等，但儘管如此，電化學生物感測器已是最具有發展規模的產業與最多臨床分析用的指

標性感測器設計。 

  下圖為目前常見的樣品分析應用，於此我們以電訊號來源的不同，將電化學生物感測

器分為電位感測器(Potentiometric sensors)、電流感測器(Amperometric sensors)與

電阻感測器(Impedimetric sensors)。 

 
表格 一.1 常見的電化學生物感測器[43] 

 

A. 電位感測器 (Potentiometric sensors) 

  不同的帶電分子，其等電位(isoelectric point)不盡相同，對溶液的靜電荷改

變也不同；電位感測器即是利用溶液中分子(例:抗體)與待測物(例:抗原)產生反應

後，與發生反應前的電位，作靜電荷的電位偏差(potential shift)的紀錄，以此

作為生物反應發生的指標訊號，其電位與溫度、酸鹼值及待測物濃度等皆有關係

[44,45]。 

B. 電流感測器(Amperometric sensors) 
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  電流感測器的原理即是利用待測物在接收到電極表面酵素或其他分子的催化進

而產生氧化還原反應，釋放出微電流訊號。而基本上待測物反應濃度在電流操作極

限(limiting current operating mode)之前，電流感測器偵測的電流大小與待測

物濃度呈一線性關係，以此效應來檢測生化反應的發生[46-48]。下圖為電流感測

器之電流傳遞設計之示意圖： 

 

圖 一.7 電流生物感測計之設計原理示意圖 

圖左為＂一階段產生型＂的電流感測器，其設計為當反應物氧化為產物時，表面的酵素吸收電子產生酵

素還原態，再將電子釋放至溶液中，使其產生中間態，過氧化氫，其不穩定之中間態再將電子傳遞至電

極產生電訊號與氧氣。圖右為＂二階段產生型＂電流感測器，其與左圖不同處為再固定一可氧化還原之

中間物以取代水溶液作酵素電訊號之傳遞。＂red＂表示酵素分子之還原態，＂ox＂表示酵素分子之氧化

態。圖表重製自參考文獻[43]。 

 

C. 電阻感測器(Impedimetric sensors) 

  電阻感測計的設計略相同於上述所介紹之電流感測器，不同之處在於電阻感測器

操作時，待測物不直接參與氧化還原反應，而是間接的利用緩衝溶液中所添加的電

解質金屬離子(detection buffer)作為訊號發生的啟動器，換句話說，緩衝溶液中

離子發生氧化還原反應的難易程度，即取決於工作電極上的覆蓋是否緊密[49]。例

如，當工作電極表面上之抗體與待測物中的抗原作結合時，其電極上的遮蔽效應較

沒有抗原存在時為大，致使緩衝溶液中的金屬離子較難發生氧化還原反應，電阻值

較反應前為高，電阻感測器於此原理偵測生化反應的發生。本論文也是使用此種模

式探討 Hp 的表現型與濃度。 

 

1-5 奈米金粒子修飾之生物電化學感測器 

    奈米粒子多定義為尺寸介於 1~100 nm 大小的顆粒性材料，奈米粒子修飾的生物電化

學感測器在近年來逐漸應用在商品化儀器上，其中又以奈米金粒子(gold nanoparticles, 

AuNPs)應用案例最多[50];其原因主要為奈米金粒子提供了一個穩定的固定平台可以讓

生物分子(例：抗體)有更多的空間方向自由度(enhanced orientational freedom)，以
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利抗體較不受立體障礙(steric hindrance)的影響固定在生物感測器上。再者，奈米金

粒子的修飾，提供了更高的面積體積比，使感測器可以在有限的體積內固定更多數目的

偵測分子(例:抗體)，提高偵測器的靈敏度[50,51]，目前所知的此類型(奈米金粒子修

飾)感測器的偵測極限可至 0.34 ng/ml(抗原濃度)[52]。另外，金奈米粒子本身也是電

子傳遞的良導體，所以不需要再透過中間物(mediator)，即可成為氧化還原反應的電子

傳輸通道。最後，奈米金粒子與奈米碳管(carbon nanotubes)[53]，兩者皆是高生物相

容系(bio-compatible)的材料，也同樣常見用來修飾生物電化學感測器，但是奈米金粒

子的製備與處理則遠遠較奈米碳管來的簡單(利用 HAuCl4作還原,見第三章)，一般生化

實驗室即可操作，這也是奈米金粒子被廣泛應用的重要原因。 

  目前常見的奈米粒子修飾電極的方法有三：第一，利用物理吸附的方式，將奈米金粒

子噴附在電極表面上，此類型多半為在工業大量製造時的製備方式。第二，利用電極表

面的官能基修飾，使其產生帶有官能基之自組裝單層膜(self-assembly monolayer)，

將金粒子以金硫鍵的方式固定。第三，利用類似溶膠凝膠(sol-gel)的方式捕捉奈米金

粒子，形成帶有金粒子的孔洞性高分子基質，優點為製備快速，化學穩定性高[54]。 

 

1-6 血紅素結合蛋白 (Haptoglobin, Hp) 

1-6-1 Hp 結構與基因遺傳表現 

A. 蛋白質構型 (Structure) 

  Hp 巨分子存在於所有哺乳類動物中，但特別的是，人類 Hp 演化出三種不同的表現

型(Phenotype)[55]。Hp 中含有兩種不同組成的多肽鏈: β鏈 (Heavy, 40 kD)與α鏈 

(Light, α1, 8.9 kD; α2, 16 kD)[2,56]。在所有表現型的 Hp 中，β鏈都是相同的，

不同的是α1鏈與α2鏈的組成比例不同與其所造成的幾何構型差異。每一個α鏈都會與

一個β鏈或是另一個α鏈利用雙硫鍵結合，但β鏈彼此不產生鍵結[3]。依照構型以及

組成單位的不同，我們將 Hp 表現型分為下列三種 Hp 1-1、Hp 2-1 與 Hp 2-2。 

Hp 1-1 為以α1β為組成的雙體(dimer)，亦為體積最小之 Hp，分子量約為 86 kD[2] 

(此處文獻是以單純胺基酸聚合之分子量數目作計算)。Hp 2-2 是以α2β為組成的環狀

(Cyclic)結構非均相(heterogeneous)複合體。分子量為 170~900 kD，是三種表現型

中分子量最大的一類。Hp 2-1 分子量則介於上述二者，約 86~300 kD，為前後兩個α1β

單體與中間數個α2β組成的線性(linear)巨分子。 
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表格 一.2 Hp 三種不同表現型之物理性質與濃度介紹[2] 

 

 

圖 一.8 人類各種不同表現型之 Hp 組成示意圖[57] 

上圖所顯示三種不同表現型之血紅素結合蛋白(Hp)；如圖所示，不同表現型之 Hp，其分子構型，分子量，

以及組成單位皆不盡相同。 

 

B. 基因遺傳表現 (Genetics) 

  Hp 中的α鏈與β鏈為兩處基因位點(Genetic Locus)所控制，α鏈基因位點位於第

16 號(16q22)染色體上[58]，α鏈中的α1又可分為α1f與α1s的差異。而三種不同的α鏈

控制於三個不同的對偶基因(Hpα1f,Hpα1s 與 Hpα2)[59]，前兩項對偶基因共稱為 Hp1,

第三項稱為 Hp2。α1包含有 84 個胺基酸，而α1f與α1s差別在於第 54 號胺基酸位置組

成不同(α1s 為 glutamic acid 而 α1f 為 lysine)[59]。α2組成近似於α1，但是α2多

帶有α1四分之三的胺基酸片斷重複，共帶有 142 個胺基酸。β鏈則包含有 245 個胺基

酸。 

  下圖為不同地域與不同人種之 Hp 表現型分佈百分比關係表，可見三類型之 Hp 表

現型在人口所占百分比之歧異度非常大[2]。 
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表格 一.3 Hp 表現型與各人種,地域分佈之節錄關係[2] 

(其人口分布百分比不足 100 者，肇因為引用文獻中部分樣品訊號難以判斷表現型，故

以 Hp
0作替代。) 

 

1-6-2 Hp 相關之生理功能 

A. 抗氧化活性 (Antioxidant Activity) 

  血紅蛋白(Hemoglobin,Hb)帶有人體中最豐富之鐵離子，而這些鐵離子與含鐵化合

物易形成高反應活性之氧化物對人體造成傷害[60,61]，例如不正常的血基質(Heme 

protein)釋放鐵離子會催化對神經細胞膜上的氧化作用，嚴重會造成中樞神經系統

(Central Nervous System, CNS)損傷[62]。另外，對低密度脂蛋白的氧化作用易會

造 成 血 管 內 皮 細 胞 (vascular endothelial cell) 損 傷 與 動 脈 粥 狀 硬 化

(Atherosclerosis)[62]。因此，藉由 Hp 與 Hb 之間極強鍵結能力(Kａ ≒1 × 1015 

mol/L)[63]，可以將人體循環系統中 Free Hb 移除，避免其產生氧化自由基，達成

抗氧化活性之效果。 

B. 避免腎臟傷害 (Prevention of Renal Damage) 

  Hb 的氧化活性亦會造成腎臟血管間產生紅血球溶解(Hemolysis) ，致使腎臟組織

損傷。當 Hp 與 Hb 結合後，複合體積變大以致於無法通過腎小球(Glomeruli)，其後

由網狀內皮組織(Reticiloendothelial)系統排出，避免 Hb 誘發之腎臟傷害[64]。 

C. 抗生素特性 (Antibacterial Activity) 

  組織大量出血與病原菌感染同時發生時，可能對人體造成致命性的後果。而因為

鐵元素為細菌生長的必要元素，所以當 Hp 存在時，其與 Hb 的強鍵結能力，可視為

防止細菌生長的抑制劑[65]。在人體肺泡與肺部黏膜中也有相類似的抑菌機制[66]。 

D. 抑制一氧化氮反應 (Inhibition of Nitric Oxide)  

  當活化的巨噬細胞(Macrophage)進行免疫反應時，會大量分泌一氧化氮(Nitric 
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Oxide, NO)，NO 不但是強烈的血管擴張劑，過多的 NO 亦會造成血小板聚集與心肌收

縮的失衡[67]。當有 Hp 鍵結時，Hb 可調控 NO 的反應活性，避免血管內皮細胞過度

舒張[68]。 

E. 前列腺素的抑制 (Inhibition of Prostaglandins) 

  前列腺素(Prostaglandin，PG)在於生物體內扮演著調節血小板功能的重要角色，

除此之外，有些 PG，例如白血球間素(Leukotrienes)會造成體內的發炎反應[69]，

同樣的，Hp 與 Hb 的結合可抑制白血球間素的生成，在人體內抗發炎反應功能上扮演

著重要的角色[70]。 

F. 血管新生 (Angiogenesis) 

血漿中的 Hp 會促進內皮細胞的生長與分化，是人體內血管新生的重要因子

(Angiogenic factor)與組織修復的重要蛋白質[71]。 

G. 免疫系統之調控 (Regulation of the Immune system) 

Hp 被發現在體外實驗可調控第一型與第二型輔助 T細胞(Th1,Th2)的平衡[72]，除此

之外，Hp 被發現可抑制 Cathepsin B 與 L 的功能、降低噬中性白血球(neutrophil)

的代謝以及降低發炎現象引起的抗體合成反應[73]。也有研究指出 Hp 會抑制單核白

血球與巨噬細胞的功能[74]。 

 

表格 一.4 Hp 生理功能與不同表現型之相關性[2] 

 

1-6-3 傳統檢測 Hp 濃度與表現型之方法 

A. 傳統量測 Hp 濃度方法 

  最初 Hp 濃度檢測的方法是利用與 Hb 結合後，對於過氧化酵素的活性(peroxidase 

activity)有不同的反應來作為濃度的判定，或是與 Hb 結合後造成吸光值的改變，

另外，檢測未結合的 Hb 濃度也是間接偵測 Hp 的方法[75]。但以上偵測極限都限制

在每公升數公克以上。近期，利用抗體與 Hp 結合的方法，對其吸光值進行量測，例

如 免 疫 速 率 散 射 濁 度 法 (immunonephelometric) 與 免 疫 濁 度 檢 測 法 ，
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(immunoturbidimetric)[70]；是現在實驗室最常用來量化 Hp 之方法。目前市面上

已經自動化儀器可搭配使用，可大大縮短分析時間。在較低濃度的情況下，酵素免

疫分析法（Enzyme-linked immunoassay, ELISA），目前也已被發展用來偵測 Hp 的

濃度。 

B. 傳統分辨 Hp 表現型方法 

    目前最準確的表現型判斷法還是建立的膠體電泳(Gel electrophoresis)的分離

上，其作法約是利用 Hp 與 Hb 結合用，以 SDS-膠體電泳(Sodium Dodecyl Sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis)分離[76]並利用過氧化酵素使其呈色

(peroxidase staining)[77]。另外，基於不同表現型之 Hp，體積大小互異，致使其

在 膠 體 內 擴 散 速 率 不 同 的 原 理 所 發 展 出 之 輻 射 性 免 疫 擴 散 法 (Radial 

Immunodiffusion, RID)[78]，此方法依舊受限於 Hp 濃度的差異，尚待解決。 

 

圖 一.9 利用膠體電泳分辨不同表現型之 Hp[57] 

該文獻中作者先以 mAb-based affinity column 以及 superose-12 管柱作 HPLC 純化後作 7%的

Native-PAGE，圖中可藉由三種表現型之次單位分佈以辨識 Hp 之不同表現型；上圖右利用

2-mercaptoethanol 將雙硫鍵還原作 15% SDS-PAGE 分離，可以α1與α2的位置來分辨不同表現型之 Hp，例

如 1-1 只帶有α1位置 band，2-2 只帶有α2位置 band，而 2-1 則是兩條訊號皆有。 
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圖 一.10 利用免疫擴散法分辨不同表現型之 Hp[57] 

該文獻中作者利用 1.5% agarose gel 加上體積比 1% 的 Hp 抗體，加入 Hp 樣品後帶其擴散 48 小時，以擴

散圖譜直徑大小分辨不同表現型之 Hp。1-1 分子量，立體構型皆最小，擴散最容易，直徑最大；2-2 分子

量大，環狀結構大，擴散不易，直徑最小。 

 

1-6-4 Hp 濃度異常所代表之臨床意義 

    不正常的Hp濃度上升可能肇因於發炎反應、皮膚外傷(trauma)、燒傷以及腫瘤(tumors)

等。舉例來說，人體內發生發炎反應的四至五天內，Hp 濃度大量上升，約持續至致病原

因(causative agent)消除後的兩個禮拜為止。另外，在急性心肌炎的初期(initial 

phase of acute myocardial infarction)，也常可見到 Hp 濃度的異常增大[3]。 

  低濃度 Hp 案例可能發生於血球溶解(hemolysis)、營養失調(malnutrition)、造血失

敗(ineffective erythropoiesis)、肝細胞異常(Heptocellular disorder)、妊娠晚期

(late pregnancy)與新生嬰兒等案例上[3,79]。另一方面，在對花粉(pollens)、塵蝨

(house dust mite)過敏與過敏性鼻炎(rhinitis)、過敏性氣喘(allergic asthma)等體

內高濃度 IgE 抗體反應之案例中，可發現其 Hp 濃度低於一般成人標準[80]。此外，在

Hp 引起之中樞神經系統傷害(CNS damage)的案例中，發現其與極低的 Hp 濃度以及家族

性癲癇病史(seizure in familial idiopathic epilepsy)有極高的相關性[81]，其中

詳細作用機制仍是未知，但若能及時檢測追蹤 Hp 之濃度則可以藥物控制避免發病。 

 

1-6-5 Hp 表現型相異性導致之不同病理結果 

S.M.Sadrzadeh et al.在 2004 年 Am J Clin Pathol 的 review 文章中， 將與 Hp 表現

型關係的疾病分為下列幾項[3]： 

A. 心血管疾病 (Cardiovascular disorders) 

  探討 Hp 表現型與冠狀動脈疾病關聯性的研究以行之有年，目前，2-2 表現型為一

處理心肌梗塞(myocardial infarction)的獨立指標[82]，在案例中，2-2 表現型被

發現明顯的較其他表現型 Hp,對於該疾病有較嚴重的與較廣泛的心肌傷害程度
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[83]。另外，在冠狀動脈繞動手術(coronary artery bypass graft surgery)的研

究中，2-2 表現型者的術後存活時間也較其他類型短，預料其影響與抗氧化活性有

關聯[84]。在高血壓的研究方面，2-2 表現型者，被發現其膽固醇濃度統計上較其

他表現型為高，也有研究指出其需要較多組合的抗高血壓藥物來控制血壓，也有較

大的風險演變為頑固性高血壓(refractory hypertension)。相對的，1-1 表現型在

高血壓所引發併發症的機率是最低的[85,86]。 

B. 糖尿病 (Diabetes) 

  研究推論，因為 1-1 表現型者其 Hp 有較高的抗氧化能力，所以有較大機率可避

免產生糖尿病型血管併發症(diabetic vascular complication)[87]。Hp 表現型也

常常被用來作為預測冠狀動脈血管疾病(coronary vascular disease)的指標，相

較於 1-1 比現型，2-2 表現型據統計有五倍的機率，容易罹患冠狀動脈疾病[88]。

另外 1-1 表現型者也較不容易產生冠狀動脈支架置放術(coronary artery stent 

implantation)後再狹窄(restenosis)[89]。2-2 表現型之 Hp 也被發現與糖尿病型

腎病(diabetic nephropathy)的成因有很大的關係[90]。 

C. 血液疾病 (Hematologic disorders) 

  研究指出，2-2 表現型者有較多視網膜出血與剝離(retinal hemorrhage and 

detachment)的案例[91]，相反的，1-1 表現型則有較多鐮刀型貧血症(sickle cell 

disease)、骨髓性白血病(myeloid leukemia)、淋巴性白血病(lymphoid leukemia)

的案例[2]。 

D. 感染性疾病 (Infectious diseases)  

  2-2 表現型者，相較於其他表現型之 Hp 有較高的肺結核病菌(tuberculosis)致死

率與感染率[92]；HIV 患者血漿中，也較其他表現型者有較高之 HIV-1 RNA 濃度，

以致其對於愛滋病生存機率最低[93]。另一方面 Hp 表現型對於接種疫苗的免疫效

果也有不同的影響，舉例來說，2-2 表現型對於 B型肝炎(hepatitis B)疫苗的抗體

反應濃度較其他表現型低[94]，但對於傷寒(typhus)與破傷風(tetanus)疫苗則有

相對較強的抗體反應[2]。 

E. 惡性腫瘤 (Malignant neoplasm) 

  1-1 表現型者被發現有較高機率罹患乳癌與子宮頸癌(cervical carcinoma)，2-1

表現型者則被發現與家族性遺傳卵巢癌(ovarian carcinoma)病史有高相關性

[95]。另一方面，2-2 表現型者則有較低罹患膀胱癌(bladder carcinoma)與肺腺癌

(adenocarcinoma of the lung)的機率[2]。 

F. 婦產科學 (Obsterics and Gynecology) 
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  2-2 表現型者，有較多妊娠引起之高血壓案例[3]。此外 1-1 表現型婦女則被發現

有較高機率發生停經後骨質疏鬆症(postmenopausal osteoporosis)[96]。也有研

究指出 1-1 表現型婦女在年輕時相較於其他表現型婦女有較高生育率[97]。 

G. 神經學疾病 (Neurologic disorders) 

  近期研究指出，2-2 表現型與自發家族性癲癇病(idiopathic familial epilepsy) 

患者的發作(seizure)有極大的相關性(67% vs. 35%：2-2 表現型在該研究所占的比

例)[98]，另外 2-2 表現型者在精神分裂症（schizophrenia），神經疾病

(psychoses)，酗酒及濫用藥物上，都有較高的比例[99]。也有研究指出，帶有 Hp
1

基因者，較少患有阿茲罕默型失智症（dementia of Alzheimer type）的案例[100]。 

 

表格 一.5 Hp 表現型與相關連疾病之節錄簡表[101] 

表格 一.5 中，↑：表示有正相關性，↓：表示有負相關性，--：表示沒有明顯影響，空白處則為未知。 

 

    綜合章節 1-6 所述，肇因於人類 Hp 的基因型差異，致使人類特有三種不同 Hp 表現型；

而 Hp 又與人體內各類生理功能有相關，尤其是心血官與糖尿病相關的疾病。不同的 Hp

表現型與異常的 Hp 濃度，將有不同的臨床結果與生理反應。傳統的分類與定濃度的方

法費時費力，人為操作變因大，如此則顯現出發展 Hp-BEA 之重要性。 
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第二章 實驗策略 

2-1 Hp-BEA 之實驗設計 

  此實驗乃利用不同表現型 Hp 之分子量與構型的歧異，對於工作電極(金電極)所造成

不同程度的遮蔽效應，以 Detection Buffer (Redox probe, FeCN6
3-/4-) 之氧化還原難易

程度對不同表現型之 Hp 作快速的判定。其實驗設計示意圖如下： 

 

圖 二.1 實驗核心架構示意圖 

將工作電極作官能基修飾，使其可以接上金奈米粒子以增大感測器之反應面積，再將抗體以硫金鍵的方

式接上金粒子，加上 Blocking reagent(橘色)，以確保抗原(Hp)只會與抗體產生反應，而不會與金奈米

粒子產生非專一性鍵結。另一方面，相同各數不同表現型之 Hp，因其分子量與構型大小不同，對於電極

產生的遮蔽效應也會不同，本實驗利用 Fe(CN)6
3-/4-，作為氧化還原指示劑(Redox probe)，以 Fe(CN)6

3-/4-

所產生的電流與相位的不同，求得不同的電荷傳遞電阻值(Charge transfer resistance, Rct) ，以判

斷不同表現型之 Hp。 

 

 

 

 

2-2 Hp-BEA 之實驗總流程 

此實驗始製備至得到訊號之流程簡述如下： 

步驟一: 製備工作電極，以漸進式機械研磨方式使表面光滑無刮痕，並在超
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音波震盪器中以二次去離子水→無水酒精→二次去離子水之順序清

洗金電極表面(詳見章節 4-2-1)。 

 ↓ 

步驟二: 將工作電極放入稀硫酸中，以循環伏安法進行化學研磨，清洗並檢

驗金電極表面是否乾淨無雜質，表面金相是否規則排列。至於二次

去離子水中清洗稀硫酸之殘留(詳見章節 4-2-2)。 

 ↓ 

步驟三: 將工作電極表面進行官能基之化學修飾，產生自組裝單層膜，浸置

於奈米金溶液中行奈米金粒子修飾後，依序接上待測物之抗體與遮

蔽劑，完成待測電極的官能基修飾(詳見章節 4-3-1 與 4-5-1)。 

 ↓ 

步驟四: 將表面修飾過之電極浸置至待測物(抗原)中使其產生抗原抗體專一

性結合，使用緩衝溶液清洗電極表面，以去除非專一性之附著，接

下來至於電化學反應槽中，測量其電流與電阻(詳見章節 4-6 與

4-7 )。 

 ↓ 

步驟五: 將所得之實部電阻，虛部電阻與頻率之關係數據，輸入至電阻分析

軟體中，選定相對等效電路進行模擬，求得各電阻電容值。 

 ↓ 

步驟六: 將相對電阻值訊號對不同表現型，不同濃度或不同反應時間等操縱

變因之抗原樣品作圖，得最終實驗數據。 
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第三章 實驗原理 

3-1 循環伏安法 (Cyclic Voltammetry, CV) 

    對於不同之分析物，其分子軌域與能階變化均不盡相同，亦即其氧化還原電位也不盡

相同。循環伏安法主要藉由其對可氧化還原物(redox probe)施加一偏壓(bias)後，藉

由工作電極提供一三角波形的電位掃描，當電位掃描到一特定的伏特數時，溶液中開始

發生氧化或還原反應的現象產生，偵測其電流的變化並作圖，藉由改變電位與電流變化

的關係圖，可以得到相關電化學資訊。電流的產生，主要是由於電子轉移所造成的，因

此對於不同的分析物而言，發生反應的電位也有所不同。另外，使用相同氧化還原物而

工作電極表面狀況不同時(例：電極表面修飾官能基)，其發生反應的電位與電流也會有

所不同，並且對應電極表面的穩定度而有可逆與不可逆的反應差異。而循環伏安法之原

理，則是藉由工作電極提供一三角波型式的電位掃描，當電位掃描到一特定的伏特數

時，溶液中開始發生氧化或還原反應的現象。 

 

圖 三.1 循環伏安法中電位與時間變化之示意圖[102] 

 

  得到的電流電壓對應曲線，包含兩個分支，如果上半部分電位改變向陰極方向遞增，

氧化還原物質在電極上還原，產生還原波，下半部分電位元向陽極方向遞增時，還原產

物又會重新在電極上氧化，產生氧化波。因此一次三角波型的電位掃描，完成一個還原

和氧化過程的循環，故該法稱為循環伏安法，其電流電壓曲線稱為循環伏安圖。 
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圖 三.2 典型 O + ne−⇔ R(可逆氧化還原反應)循環伏安圖(美式)範例[102] 

圖中下半部分為陽極(Anode)發生之氧化反應，將氧化還原物質(Redox probe)由還原態釋出電子流變為

氧化態，故電流增大且為負；當大部分氧化還原物質皆轉變為氧化態後，電子流強度漸漸變小至接近零，

此時反轉電位方向，將氧化態還原，即完成一循環伏安圖週期。 

 

  根據循環伏安圖中峰電流(ip)、峰電勢(Ep)及電位差(ΔEp)和掃描速率(v)之間的關

係，可以判斷電極反應的可逆性。當電極反應完全可逆時，在 25℃下，這些數據可用

Randles–Sevčik equation 解釋[102,103]: 

21
0

21
0

23521
0

21
02121

2323

 ) 10 * (2.694463.0 vCADnvCAD
TR
Fnip ≈=   

  n 為參與反應之電子數，F 為法拉第常數(Faraday＇s constant, 96485 C / mol)，

R 氣體常數(8.314 J / mol K)，A 為電極表面積(cm
2
)，T 為絕對溫度(k)，C0 為氧化

反應物質之濃度(mol/cm3)，D0 為擴散常數(cm2/s)，and v 為掃描電壓改變速率(V/s)。 

另外，        mV
n

EEE pcpap
59

=−=Δ  →at 298
。
k 
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圖 三.3 循環伏安法中峰電流與峰電位之表示圖(美式) 

循環伏安圖中，通常以峰電流(ip)、峰電位(Ep)之變化來表是每個階段電極的化學修飾情形，其中 ipc、

Epc 用以表示陰極(cathode)的峰電流、電位值；同樣的，ipa、Epa 用以表示陽極(anode)的峰電流、電

位值。其電流變化值計算與氧化反應方向有關。 

 

另外，依據對循環伏安圖座標軸定義的不同，常見有以下兩種不同的作圖格式，其一

為＂American style＂其將工作電極(陽極, anodic)產生的電子流以其電性定義為負電

流，且電壓向＂左＂加大使得循環伏安圖下半部的氧化反應發生，此類型表現優點為符

合電子流的通用定義為：負(-)。相反的，依據＂國際純粹與應用化學聯合學會(IUPAC)＂

的定義，其將陽極反應所產生的電流定義為正(+)，上半部循環伏安圖像＂右＂增大電

壓使得氧化反應發生，以符合一般對於作標Ｘ軸右邊為大，左邊為小的觀念。 

 

圖 三.4 美式(左) 與 IUPAC 式(右) 循環伏安圖表示法[103] 

 

3-2 Randles＇等效模擬電路 (Randles＇ Equivalent Circuit) 

    電化學反應之物理量(訊號)通常可用數個電阻與電容表示之，Randles＇等效模擬電

路為最常用來解釋簡單電化學反應系統的模擬方式[104]，其中，Rct 為電極表面氧化還

原反應產生之電荷傳遞阻抗(charge transfer resistance)，其數值與電荷傳遞速率成
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正比；Cdl為電雙層的電容值(double-layer capacitance)，表示電極表面上儲存之電荷

量；Rs 為溶液項的阻抗值；Zw 則為 Warburg impedance，其代表電極表面與溶液之間產

生的擴散效應所產生的阻抗值[53]。其電路配置如下圖。 

Rs

Rct
Zw

Cdl

 

圖 三.5 一簡單電化學系統之 Randles＇等效模擬電路圖 

以標準 Randles＇等效電路圖來模擬電化學反應槽之各種物理量，其中 Rct 為工作電極之電荷傳遞阻抗；

Cdl 為電雙層的電容值，上述兩者經常被用來作為感測器之觀察物理量；Rs 為溶液相的阻抗值，電解質

環境中通常極小；Zw 則為 Warburg impedance，表示電極表面上的擴散效應，通常在 EIS 頻譜的低頻區

可以觀察到。 

 

3-3 電化學阻抗頻譜 (Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS) 

    電化學阻抗頻譜 (Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS)，長期被用來研

究 各 類 型 的 電 化 學 系 統 ， 例 如 ： 腐 蝕 效 應 (corrosion) 、 電 解 沉 積 效 應

(electro-deposition)、電池(batteries)與燃料電池(fuel cell)等。在 1980 年代後

期，EIS 方法漸漸被應用於生物偵測之上，其主要原因為利用電阻抗的差異不但可取代

傳統的螢光標定（fluorescence dyes）與放射物標定(radioactive labels)的方式亦

可取代氧化還原物質的固定(為電流式偵測器之必要步驟)，成為一不需標定

(label-free)物的偵測方式。其中原理為利用一微小的(2~10 mV)正弦波交流電訊號

(sinusoidal AC voltage)擾動作為偵測電壓，量測系統反應之電流訊號。 
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圖 三.6 以 EIS 原理設計之生物感測器示意圖 

從以上標準示意圖中得知，當電極表面產生抗體抗原結合反應時，電極的電阻、電容產生變化；此時，

輸入的擾動電壓會得到與沒有產生抗原抗體結合反應時之不同(電流大小、相位差)反應電流。 

 

已知電阻遵守歐姆定律(ohm＇s law, E=IR)，但在交流電系統中(frequency≠0)，則

下列關係式成立(E=IZ)，其中 Z表示為阻抗，阻抗與電阻都代表著抗拒電流的能力，在

直流電下稱為電阻，全部稱為阻抗。所以輸入一電壓隨時間變化的函數可得一電流隨時

間變化之含數，其比值即為Ｚ值如下[1,53]： 

)2sin(
)2sin(

)(
)(

0

0

ϕπ
π

+
==

ftI
ftV

tI
tVZ  

 
圖 三.7 EIS 電壓電流變化之相位差示意圖[1] 

電極表面有電容效應時時，輸入的擾動電壓會得到不同相位(φ)的電流反應。 

 

  其中 V0 與 I0 分別代表電壓與電流的最大值，ｆ為偵測頻率，φ為相位差(phase 
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shift)，其 Z值於向量坐標平面上表示時，可將 in-phase(x 軸)電阻反應(R, resistive)

視為實部(real component)電阻(Zre, ZR)，而 out-of-phase(y 軸)的電容反應(C or 

Cd,capacitance)可視為虛部(imaginary component)電阻(Zim, ZI)。 

 

圖 三.8 EIS 阻抗與相位差之向量圖表示[1] 

ZR 表示實部電阻，ZI 則表示虛部電阻 

 

 

表格 三.1 阻抗元素之定義與其物理意義[1] 

ω為角速度(rad/s)；j 為虛數相的向量值；CPE 可視為不理想之電容值(imperfect capacitor)；A 為阻

抗(Z)之倒數；a 表示複數平面之角度，定義為–(90*a)=φ；σ為 Warburg coefficient：其中，D 為擴

散常數(diffusion coefficient)；C 表示為濃度(bulk concentration)；下標 R 與 O 分別表示還原態與

氧化態；R為氣體常數；T為絕對溫度；F為法拉第常數；n為其當量。 

 

    綜合以上物理量之定義與推導，可得實部電阻與虛部電阻如下列方程式所示[103]： 
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  另外，將實部電阻與虛部電阻以複數平面表示時，可得 EIS 常使用之表示法:極座標

圖示法(Nyquist plot, polar plot)[1,102,103]，可得各 Randles＇ plot 所標示之物

理量: 

 

圖 三.9 標準 Nyquist plot 表示法與其代表之物理量 

由 Nyquist plot 之 x 軸截距即可得知溶液之阻抗(Rs, RΩ)，在半圓形之頂點對照頻率值可求得電容值

(C, Cd, Cdl)，再者，由半圓圖形之直徑可求得 R值(Rs+Rct)，最後於低頻區可求得 Warburg Coefficient。 

 

3-4 微溫差掃描熱卡路里計 (Differential Scanning Calorimetry, DSC) 

    蛋白質摺疊通常是由高構型能階態往低構型能階態進行，大部分自然態的蛋白質，皆

處於構型能量最低態。所以接近自然結構的蛋白質，對熱的穩定性就越高。加熱使蛋白

質變性，可觀察其三級結構的穩定性。加熱會使蛋白質產生變性，也就是形成相變，蛋

白質變性後，其比熱會發生變化。我們利用微溫差掃描熱卡路里計 (Differential 

Scanning Calorimeter) 觀察蛋白質的比熱變化，即可得到蛋白質對熱的穩定性。微溫

差掃描熱卡路里計可分為熱流式 (Heat flux DSC) 與熱補償式(Compensation 

Calorimeters) 兩種，熱流式是對樣品端 (sample) 及參考端 (reference) 提供相同
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的功率的能量將兩端同時加熱，當樣品達到相變點時，會吸收或釋放出額外的熱量，使

得兩端溫度產生了溫度差，再使用熱電偶 (thermocouple) 將此溫度差轉換成熱量差，

由此計算出樣品的相變點以及比熱變化。而補償式的則是提供不同功率的熱量，去維持

樣品端以及參考端的溫度相同，根據所提供的熱量不同，也可以計算出樣品的相變點及

比熱變化[105]。本實驗所使用儀器為 CSC 公司所出產的 N-DSC-II (Lindon, UT, USA)，

可測量的溫度範圍從-10℃到 130℃，升溫度速率可從 0.125℃/min 到 2℃/min；cell 容

量為 0.33ml；靈敏感為 0.2μcal。 

 

3-5 動態光散射儀 (Dynamic Light Scattering, DLS) 

    雷射光射入含有懸浮粒子的溶液中時，雷射光因粒子而產生散射光，散射的雷射光會

隨時間改變，再由散射光的變化計算出平均粒徑大小。因為粒子所處的環境並非絕對零

度，本身含有動能而進行布朗運動 (Brownian Motion) ，粒子大小不同會造成不同的

擴散運動，因為粒子隨時在移動而相對位置不斷變化，各個粒子的散射光互相干涉也隨

時在變化，因此散射光強度也隨時間在變化，粒子越小，擴散運動速度越快，粒子越大，

擴散運動越慢，利用雷射光穿透溶液時，粒子會產生散射光，粒子因為大小及位置的不

同，產生的散射光到達檢測器時會有光程差。不同時間粒子位置會改變，散射光也跟著

改變，可利用 Stokes-Einstein equation 可計算出粒徑大小[106]。 

 

 

3-6 自組裝單層膜 (Self-Assembly Monolayer, SAM)  

    如何將生物分子固定至感測器表面之上，已達到偵測目標物之目的，為一生物感測器

之關鍵製備步驟。奈米技術的多樣性發展對於生物感測器有相當大的助益[9]，其中，

利用自組裝單層膜（self-assembly monolayer, SAM）技術用以固定欲修飾之生物分子，

為最為重要的製備方法[107,108]，此技術之特點為[109]：(1) 單分子層厚度約數十個

Å，(2) 單分子曾以化學共價鍵為其鍵結力，(3)單分子層排列緻密且具有方向性，(4)

可依不同基質或不同待測物更換單層膜之官能基作應用。其作用原理與方是多是藉由將

電極置於硫醇或矽烷類之中，藉硫醇與白金、金、銀、鎳等的化學吸附作用，或矽烷於

表面氫氧根(-OH)間的化學鍵結，而形成一單分子層。又此類型反應在熱力學上屬於自

發性反應，故形成之單分子層稱為＂自組裝＂單層膜。 
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圖 三.10 硫醇烷鏈分子於金電極表面之反應機制示意圖[110] 

如圖所示，分子因為受熱力學的驅動，在低濃度時，烷鏈分子平鋪於電極上，並且隨意移動，但當濃度

漸漸提高時，其分佈位置逐漸固定，待其濃度更高時，烷鏈分子欲尋求更高的穩定性便直立排列於電極

上；由此示意圖可知，當硫醇烷鏈分子濃度過量時，即可視為其可直立排列於電極上修飾。 

 

  SAM 技術始於 1946 年 Zisman 發現長鏈胺類可以吸附在白金上，1980 年代後始有大量

文獻指出長碳鏈硫醇分子與雙硫醇分子穩定的鍵結於金分子表面[111,112]。 

 

表格 三.2 SAM 常見之配位分子與其基材[113] 

此處 R表示長烷鏈(Alkane)；Ar 表示芳香類(Aromatic)；Silane 則是指矽烷類(SiH4) 
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  SAM 技術可歸納為三個部分[114]，分別為與基質鍵結的接觸分子(Head group):此類

型分子以共價鍵結鍵結於基質表面上，以硫醇吸附於金電極表面上而言，S-Au 的鍵結強

度約為 40~45 kcal/mol。烷基碳鏈(alkyl chain):連接接觸分子與官能基分子的部分，

通常為烷基組成之長鏈，烷基碳鏈間產生的凡得瓦力約小於 10 kcal/mol，故接觸分子

可不受影響。官能基分子(functional group, terminal functionality):此端為官能

基最具變化性的部分，常見的鍵結官能基為-CH3、-COOH、-NH2、-OH 等，多用來與生物

分子或是奈米金屬粒子作鍵結。 

~ 30∘

Headgroup

Functional group

Alkyl chain

Surface  

圖 三.11 自組裝單層膜組成示意圖[114] 

一般自組裝單層膜組成可分為三部分：接觸分子(Head group)，烷基碳鏈(Alkyl chain)與官能基分子

(Functional group) 

 

  SAM 技術應用中以 Au (111) 為最常見之工作電極，上述之 Alkylthiol 會形成 

( 3 x 3 )R30∘的結構[103,115]，見圖表四.5，實心圓表示硫原子，空心圓代表金原

子。 

 

  
圖 三.12 乙硫醇(ethanethiolate) 鍵結於 Au(111) 之掃描穿隧式(STM)顯微圖[115] 

圖中白色影像為硫醇分子；上圖右則為其截面圖。 
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圖 三.13 硫醇分子單層膜與金表面排列之示意圖[115] 

黑色圓圈為硫醇分子，空心圓圈為 Au(111)之表面 
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第四章 實驗步驟 

4-1 自製三電極電化學反應槽 

    傳統二電極的量測系統測定了工作電極(working electrode, WE)與輔助電極

(counter electrode, CE)之間的電壓-電流訊號，為了瞭解工作電極是在何種電位下進

行反應，這時即會加入另一電極，稱作參考電極(reference electrode, RE)，作為量

測氧化還原反應的基準電極，即稱為三電極量測，其個別功能皆有所不同，輔助電極主

要是與工作電極形成一迴路，因此其面機通常都要比工作電極大上許多，使得電化學反

應之電子都能經由此迴路作為傳遞，本實驗使用穩定性高的白金線作為輔助電極；參考

電極主要為提供一基準電位，故其電位不隨電流增大而有所改變，目前常使用的參考電

極有 Ag/AgCl, H2(Pt), SCE 等，本實驗使用前者(Ag/AgCl)作為標準電極[102,116]，其

方式為利用銀線浸泡至漂白水中，使其表面反應為 AgCl，並將銀線插入至玻璃毛細管

內；將玻璃管內注入 3N KCl，前端並以 5% 的 agarose 封口，作為與電解液接觸的介質。

其實驗配置如下圖： 

 
圖 四.1 實驗室自製之三電極反應槽之配置圖 

 

     

圖 四.2 實驗室自製之三電極反應槽之實體相片 
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4-2 工作電極之研磨與清洗 

工作電極(Working electrode, WE)之製備分為電極灌模組裝(molding)、機械研磨、

化學研磨(polish)與章節 4-3 所介紹之官能能機修飾(surface modification)等步驟。 

 
圖 四.3 工作電極之製備步驟 

 

4-2-1 金電極組裝與機械研磨 

步驟一: 取 0.5 公分長、純度 99.99、直徑 0.5 公釐之金線約與約 3公分長之

銀線(或銅線)以薄銅環相連接，並以三用電錶測試電流是否可導

通。將製備之電極置入直徑約 1.3 公分之鐵氟龍模具中，下端固定。

 ↓ 

步驟二: 以三比一之比例配製編號為 174 之壓克力樹酯(AB 膠形式)，充分混

合，去除產生之氣泡後，灌入上述所說之鐵氟龍模具，放入真空反

應槽中。 

 ↓ 

步驟三: 將反應槽抽高真空至約 1×10-5 pa，去除未反應之高揮發性溶劑，中

間反覆真空破真空以抑制氣泡凝固成型，約 30 分鐘後回復常壓，加

熱至攝氏 85 度約 120 分鐘，使其固化。退出模具取出電極備用。 

 ↓ 

步驟四: 將金電極表面先依序使用 2000、3000 目水砂紙(Silicon Carbide)

作初步拋光，以超音波震盪器清洗殘餘粉末後，使用八吋鑽石砂紙

依 10、5、3、1 毫微米(μm)尺寸研磨之，各約 15 分鐘，再次以超音

波震盪器清洗，最後使用研磨用絨布配合 0.3、0.05 毫微米(μm)進

行細部拋光，各約 30 分鐘。電極以二次水，無水酒精，二次水之順

序震盪清洗備用之，或充填氮氣保存。 
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4-2-2 金電極之化學研磨 

步驟一: 將上述經過機械研磨清洗過之金電極，至於三電極反應槽之中。加

入約 3 ml 之 0.5 M 稀硫酸(H2SO4)。 

 ↓ 

步驟二: 設定掃瞄電壓範圍為 0~+1.6 V，掃描速率為 100 mV/sec。 

 ↓ 

步驟三: 以循環伏安法的方式反覆循環約 15 次，藉由硫酸的氧化能力清洗金

電極表面，使得表面雜質藉由金電極的氧化還原反應而脫落。 

 ↓ 

步驟四: 檢測是否有明顯之氧化還原電位峰：Au(111) 與 Au(100)的氧化還

原電位，不同的潔淨程度與金電極晶相排列則會有不同的循環伏安

圖，見下圖四.4，一般來說，清洗至如下圖紅色曲線，即為完成化

學清洗動作(電位峰值明顯)。 
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圖 四.4 以循環伏安法進行化學研磨 (in H2SO4) 

上圖中＂I＂代表的是 Au(100)的氧化電位值，＂II＂代表的是 Au(111)的氧化電位值，循環伏安圖下半

部則為還原電位值。由圖可知工作電極表面以兩種晶相為主要排列，其於雜晶相都可視為被研磨而消失。 

 

4-3 工作電極表面之感測分子固定  

    本實驗欲在工作電極上固定生物分子以利後續生物感測之功能，其步驟就方法不同分

為下列三種： 
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4-3-1 含奈米金粒子之官能基修飾 

本實驗操作之含奈米金粒子之電極修飾步驟詳參見文獻[117,118]與附錄六： 

 
圖 四.5 含奈米金粒子之電極修飾步驟 

 

4-3-2 不含奈米金粒子之官能基修飾 

本實驗操作之不含奈米金粒子之電極修飾步驟詳參見文獻[119,120]與附錄七： 

 

圖 四.6 不含奈米金粒子之電極修飾步驟 
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4-3-3 含奈米金粒子之官能基修飾(以聚合物包覆) 

本實驗操作之以 2-胺基苯酚包覆奈米金粒子之電極修飾步驟詳參見文獻[32,121]與附

錄八: 

 

圖 四.7 含奈米金粒子之電極修飾步驟(以聚合物包覆) 

 

 

4-4 生物樣品之製備 

本部分由實驗室博士後研究員鄭財木博士與姜芳馨同學完成製備工作： Hp 抗體分子

來自鄭財木博士於實驗室以小鼠腹水所製備之 monoclonal antibodies，其過程詳述於

鄭博士於 2007 年發表在 Clinical Biochemistry 的文獻中[57]，取部分測其濃度約為 2 

mg/ml。測試表現型之 Hp 分子為健康自願者禁食抽血後，以低轉速離心(~3000 rpm)後，

取上清血漿並去除漂浮之脂質。正常人體血液內之 Hp 濃度皆在 0.5 mg/ml 以上。Hb 分

子則為離心後之血球破裂後即可取得 95%濃度以上之 Hemoglobin。 

 

4-5 奈米金粒子之製備 

4-5-1 水溶液奈米金粒子之製備(Colloidal AuNPs) 

30 nm 檸檬酸鈉還原之水溶液金粒子製備步驟[122,123]: 

步驟一: 以二次去離子水配製 4%的 HAuCl4 溶液 1 ml。  

 ↓ 

I 

II 
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4-5-2 單分子層包覆奈米金粒子之製備(AuMPCs)  

7 nm Tiopronin 包覆之奈米金粒子(Au@Tiopronin)之製備步驟[124]： 

 

圖 四.8 Au@Tiopronin 合成示意圖[124] 

 

步驟二: 取 0.5 ml 上述配置之溶液加入製 200 ml 二次去離子水中加熱至沸

騰並充分攪拌。 

 ↓ 

步驟三: 劇烈攪拌上，緩慢加入濃度為 1%的 Sodium citrate 溶液 3 ml 至上

述沸騰溶液中，迴流冷凝(Reflux)加熱反應 30 分鐘。 

 ↓ 

步驟四: 觀察溶液顏色由藍黑色轉變為酒紅色後即告反應完全，關閉加熱袁

使其回溫至室溫，放至攝氏四度冰箱保存備用。 

步驟一: 取 0.31克 HAuCl4 (>45 %) 與 0.38克之 Tiopronin 一同溶解於 35

毫升之甲醇/乙酸 (6:1)溶液中，生成寶石紅色水溶液。  

 ↓ 

步驟二: 現配製 0.6 g 克 NaBH4 15 mL 水溶液緩慢加入至劇烈攪拌之上述溶

液中，於４℃環境下待其反應 30 分鐘。 

 ↓ 

步驟三: 以冷凍乾燥方式去除溶液並收集上層懸浮之黑藍色乾燥固體。取該

粗製之 Au@Tiopronin 固體 150 毫克溶解至 75 毫升之 dd-H2O 中，以

鹽酸調控其酸鹼度至 pH 值為 1。 

 ↓ 

步驟四: 將上述溶液以分子量孔洞約為 3000 之透析袋以大量 dd-H2O (4 L)緩

慢進行透析約 72 小時，並更換水溶液五次以完整去除殘餘鹽類。收

集並置於 4℃保存，如此即可得帶有酸根包覆之奈米金粒子。 
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4-6 CV 與 EIS 量測之儀器設定 

    如無特別加註，本論文之 CV 與 EIS 實驗皆是以 2.5 mM 之 FeCN6
3-/4-作為氧化還原溶液

(Redox probe)，並以自製之三電極反應槽作為反應容器，其中數據量測之細部設定如

下表所示： 

 

表格 四.1 CV 與 EIS 之量測條件設定 

 

4-7 電阻分析模擬軟體 

  本次實驗使用 ZSimpWin V.3.20 (Princeton Applied Research, Oak Ridge, 

Tennessee, USA.)作為分析 Nyquist plot 之工具，所有數據皆帶入至簡單 Randles' 

Equivalent Circuit 作模擬，得各電阻電容值，主要利用 Rct值作為實驗結果分析用，

其介面操作如下圖所示：(紅色為實際測量值，綠色為軟體模擬趨近數值)  
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圖 四.9 ZSimpWin 軟體之模擬曲線 
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表格 四.2 ZSimpWin 軟體分析之數據格式 
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第五章 實驗結果 

5-1 實驗室自製電極 

    本論文主要論述之一遍為以較低價，較方便的方式製備生物電感測器，其中，取代傳

統昂貴的金柱狀電極便是本論文欲達成的目標之一，在本系所助理研究員曾信華博士的

設計指導下，我們利用金線來取到一般使用的柱狀電極，以節省成本，可大量製造，以

利實驗進行，如上一章節實驗步驟中所敘述的，將金線聯接導線後，灌入壓克力膠，真

空下緩慢加熱使之固化，退出模具後，將表面拋光，即初步完成自製金電極的製備，如

下圖所示。其電極柱高度約為 2.5~3.0 公分高，表面約為直徑 4.5 公釐，中央金線截面

約為直徑 0.5 公釐。 

   

 

圖 五.1 實驗室自製電極實物 

上圖左為側拍工作電極之實物，如圖所示，金線與銅線藉由銅環片相連接，外面再以壓克力膠作包覆，

其圓柱高度約 3公分，直徑約 1公分，金屬截面積則約 4.5 公釐。右圖為其工作電極截面實物圖。 

 

 

5-2 電極之化學研磨與清洗 

    在電極以 Al2O3 粒子完成機械研磨後，將工作電極置於硫酸溶液中，以循環伏安法進

行化學研磨與清洗，實驗結果可發現反應初期：以循環伏安法清洗一個回合（藍色），
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可見上半部伏安圖在進行氧化反應時，並無明顯的氧化電位峰值產生，推測可與硫酸發

生氧化反應之金電極晶相排列組態眾多(Poly crystalline gold)。在數次稀硫酸清洗

研磨後（紅色），可發現兩個明顯的氧化峰電位值分別為 1.02 與 1.18(V)，推測分別為

Au(100)與 Au(111)之氧化反應電位，而下半部則有明顯的還原電位分別為 0.86 V：

Au(111)與 0.73 V：Au(100)，由此四個電位峰值可推斷：第一，金電極表面並無明顯的

雜質覆蓋，所以氧化還原反應值明顯，為一潔淨之工作電極。第二，氧化電位由數個縮

減為兩個，可推測為金電極表面晶相趨於單純，可視為化學研磨之完成。由圖五.三也

可進一步證明硫酸對於金電極雜晶相之侵蝕作用。 
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圖 五.2 化學研磨前後以循環伏安圖之比較 (in H2SO4) 

由上圖可見，＂藍色＂代表甫進行化學研磨之工作電極表面，其氧化電位模糊不明顯，推知其晶相排列

組態眾多(Poly crystalline gold)；而＂紅色＂則為化學研磨完成之金電極表面，其 Au(100)與 Au(111)

之氧化還原電位分別為 Au(111): 1.18, 0.86 V 與 Au(100):1.02, 0.73 V (詳見章節 4.2.2)，可視為化

學研磨完成之指標。 

為了進一步觀測並驗證化學研磨之效果，我們使用掃描式電子顯微鏡(Hitachi S-4000 

FESEM)觀測電極表面在化學研磨前後的改變，如圖 5.3 所示，在同樣放大１萬倍的倍率

下，可見未進行化學研磨之電極其表面大多平坦，但仍有少數明顯機械研磨留下之刮

痕；而在化學研磨後(以 0.5 M 硫酸清洗 15 個回合)，可觀察到長條形之機械研磨刮痕

變少，但新生成許多圓形的侵蝕孔洞於電極表面，推測為硫酸對非 Au(111)與 Au(100)

晶相進行研磨而成。  
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圖 五.3 化學研磨前後以掃描式電子顯微圖之比較 (in 10,000x) 

由上圖左可見，尚未進行化學研磨之工作電極表面，其電極表面平坦，但偶有機械研磨之刮痕氧化。上

圖右為化學研磨完成之金電極表面，已不見其機械研磨之刮痕，但發現眾多淺層圓形侵蝕孔洞。 

 

5-3 金奈米粒子之製備 

    金奈米粒子製備完成後，稀釋 10 倍，以 UV-Vis 吸收光譜儀(JASCO V-500)測量其吸

收值，確認其在 525 nm 附近有明顯的吸收峰，推測原因為表面電漿(surface Plasmon)

所產生的吸收效應[125]，其可視為金奈米粒子的特偵訊號。AuMCPs 則為尺寸太小所以

其吸收峰不明顯。 
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圖 五.4 金奈米粒子(S.Citrate)的吸收光譜圖 

 

  另一方面本論文利用動態光散射儀(DLS)，來測量金奈米粒子是否形成子及其顆粒大

小是否符合預期。可以發現水溶液金奈米粒子大約分部約落在 25~40 nm 之間，符合檸

檬酸鈉還原機制的最適合大小，其最多分佈尺寸約為 27.5~30 nm 之間，與文獻中[123]

敘述符合(~28 nm)。此批樣品平均大小約為 30 nm。單分子層包覆之奈米金粒子之大小
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則約為 7 nm。 
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圖 五.5 以 DLS 量測金奈米粒子(S.Citrate)尺寸約為 30 nm 
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圖 五.6 以 DLS 量測單分子層包覆奈米金粒子(Au@Tiopronin)尺寸約為 7 nm 

 

5-4 以循環伏安法檢測電極表面之修飾 

    利用循環伏安法量測各個階段的電極表面修飾，從中我們可以藉由陰極與陽極的電流

電壓變化而推論官能基或抗體修飾是否成功。方法為將修飾後之工作電極（金電極）放

入實驗室自製之三電極化學反應槽中，在反應槽中加入 2.5 mM K3Fe(CN)6 與 K4Fe(CN)6 

當作為氧化還原溶液(redox probe)。設定掃瞄電壓範圍為-0.2 ~ +0.6 V，掃描速率為

100 mV/sec。待訊號穩定後記錄之。由 CV 圖可以觀察到，在每一個修飾步驟後，氧化

還原電位與反應電流值皆會發生變化，見圖 五.7 與表格 五.1，電位差值自 0.079 V

增大至 0.174 V，電流變化也自單純的金電極約 17 nA 左右減少至接上抗體時的 7 nA。

即代表氧化還原的難易程度與反應的分子數量發生改變。由此現象可推估，本實驗化學
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官能基修飾步驟與抗體分子固定的程序確實完成。另外在接上金奈米粒子時，可見其電

位改變不增反降(0.083 V → 0.067 V)，推測其為金本身即具有導電效應的表現[126]，

充分證實了金奈米粒子有效的被固定在電極之上。 
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圖 五.7 以 CV 檢測各階段電極修飾之情形 

由 CV 圖可以觀察到，在每一個修飾步驟後，氧化還原電位與反應電流值皆會發生變化，即代表氧化還原

的難易程度與反應的分子數量發生改變。由此現象可推估，本實驗化學官能基修飾步驟與抗體抗原分子

固定的程序確實完成。 

 

可再以峰電位峰電流值作表示，如下表所示： 

 

表格 五.1 比較 CV 圖中各階段修飾之峰電位變化值與峰電流值 

註: Ep, Ip 分別表示電位峰值與電流峰值; 下標號＂a＂與＂c＂則分別代表陽極(anode)發生的氧化效應

與陰極(cathode)發生的還原反應。  
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5-5 以 Hp-BEA 分辨三種不同表現型之 Hp 

    本論文研究目的除了如前述所述發展更輕巧更廉價的電化學分析儀以外，也希望利用

此儀器設計來應用在實際臨床檢測上，其中，主要的研究標的就是 Hp 的表現型分類，

我們將已知 Hp 表現型的受試者抽血，將血液初步離心，取上清的血漿部分(human 

plasma)，再將前述之修飾過後的實驗室自製金電極浸泡至血清樣品約 120 μl，置於 4

∘C 中等待約 90 分鐘後，以大量 1x PBS buffer 潤洗，以去除物理吸附之 Hp，將其放

入至三電極氧化還原反應槽中，以作 EIS 分析。反應槽中加入 2.5 mM K3Fe(CN)6 與 

K4Fe(CN)6 當作為氧化還原溶液(redox probe)。設定固定直流偏壓為 0.23 V，以利

Fe(CN)6
3-/4-離子至氧化電極反應。掃描頻率為 105~0.1Hz，交流偏壓為 10 mV，詳細儀器

設定見表格四.1。 

  由結果可以看出三類型的 Hp 在 EIS 的頻譜中，明顯的對於工作電極產生不一樣的遮

蔽效應，以致於圖中半圓直徑:電荷傳遞阻抗（Rct)值，如表格五.2 所示，接上抗原分子

之 Hp-BEA，其訊號反應值皆為尚未接上抗原分子之訊號（Rct=6150 ohm）的一點五倍以

上，差異極大，可有效判斷抗原抗體分子是否接合，並且比較電荷傳遞阻抗即可分辨三

種不同表現型之 Hp。 
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圖 五.8 以 EIS 量測三種不同表現型之 Hp 

由 Nyquist plot 圖中可觀察到三種不同表現型之 Hp 以不同順序分別與 Hp-BEA 反應 90 分鐘，在 EIS 量

測中有相當不同的反應圖譜。如實驗設計所預測，因不同表現型 Hp 之間其分子量與構型有歧異，所以在

電荷傳遞阻抗(Rct, 半圓直徑)有相當明顯的差異，也因此本實驗證明 Hp-BEA 可成功分辨三種不同表現
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型之 Hp。(圖中數據點均為實際實驗數據；實線則為使用 Randles＇等校電路經由 Zsimpwin 軟體所模擬

之數據) 

 

表格 五.2 以阻抗分析軟體模擬 Hp-BEA 對三種不同表現型 Hp 之偵測結果 

 

5-6 檢視 Hp-BEA 基本性質 

5-6-1 重複使用性質 

    將電化學分析儀應用在實際的生物感測上，以未來的商業應用來說，壓低成本與可重

複使用性質必定是最重要的發展方向，也左右了此類型商品的普及程度，本部分實驗欲

探討此類型的實驗設計是否可以重複使用以及是否依然可辨識三種表現型作實驗。 

  將修飾過後的金電極浸泡至血清樣品約 120 μl，置於 4∘C 中等待約 90 分鐘後，以

大量 1x PBS buffer(pH=7.2)潤洗，以去除物理吸附之 Hp，之後放入至三電極氧化還原

反應槽中，以作 EIS 分析。反應槽中加入 2.5 mM K3Fe(CN)6 與 K4Fe(CN)6 當作為氧化還

原溶液(redox probe)。設定固定直流偏壓為 0.23 V，以利 Fe(CN)6
3-/4-離子至氧化電極

反應。掃描頻率為 10
5~0.1Hz，交流偏壓為 10 mV，詳細儀器設定見表格四.1。待其掃描

完成後，以 pH=12 的緩衝溶液清洗數次，欲使抗體結構變性，將抗原(Hp)釋放，再用中

性緩衝溶液潤洗使其活性恢復，放入另外一樣品中，如此重複，作完不同表現型之 Hp。 

  由結果可驗證 Hp-BEA 之可重覆使用性，並且其不會受樣品測試順序之影響，其模擬

出來的電荷傳遞阻抗值，見表格五.3，依照樣品測試的順序(Hp 2-2 →Hp 1-1→Hp 2-1)

分別為 12140， 6625，8417 (ohm)。符合我們對於＂不同分子量所造成的工作電極遮蔽

效應不同＂的預期，分子量越大所造成的阻抗越大，不受測試順序所影響。由此實驗可

證明 Hp-BEA 至少可以重複使用三次，並且樣品偵測順序之影響並不存在。 (見下頁) 

。 
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圖 五.9 以 Hp-BEA 重覆檢測不同表現型之 Hp 

由 Nyquist plot 圖中可觀察到三種不同表現型之 Hp 以不同順序分別與 Hp-BEA 反應 90 分鐘，在 EIS 量

測中有明顯相異的反應圖譜。為了避免抗原殘留效應影響實驗電阻量測，本實驗將分子量最大的 2-2 表

現型先行量測，再量測分子量最小的 1-1 表現型，發現其電荷傳遞阻抗值(Rct, 半圓直徑)依然有明顯的

差異與正確的趨勢（半圓直徑:Hp 2-2>Hp 2-1>Hp 1-1），也因此本實驗證明 Hp-BEA 可重覆使用並成功分

辨三種不同表現型之 Hp。(圖中數據點均為實際實驗數據；實線則為使用 Randles＇等校電路經由

Zsimpwin 軟體所模擬之數據) 

 

 

表格 五.3 以阻抗分析軟體模擬 Hp-BEA 對不同表現型 Hp 之重複使用性偵測 

 

5-6-2 專一性程度 

    此部分實驗在於驗證 Hp-BEA 之專一程度，實驗方法為配置不同濃度的 Lysozyme 

from(序列稀釋)，將修飾過後的金電極浸泡至最稀樣品約 120 μl，置於 4∘C中等待約

90 分鐘後，以大量 1x PBS buffer(pH=7.2)潤洗，以去除物理吸附效應，之後放入至三
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電極氧化還原反應槽中，以作 EIS 分析。反應槽中加入 2.5 mM K3Fe(CN)6 與 K4Fe(CN)6 當

作為氧化還原溶液(redox probe)。設定固定直流偏壓為 0.23 V，以利 Fe(CN)6
3-/4-離子

至氧化電極反應。掃描頻率為 10
5~0.1Hz，交流偏壓為 10 mV，詳細儀器設定見表格四.1。

待其掃描完成，取出後再以大量 PBS buffer 潤洗，之後在置於次稀薄的樣品中，如此

重複數次，並且將EIS圖譜作ZSimpWin軟體分析，取其ΔRct值對濃度變化作圖。如圖五.10

所示:可發現其半圓直徑變化並不依照濃度變化做改變，其改變順序沒有規則性，可初

步推斷 Hp-BEA 仍然會少量的受到 Lysozyme 濃度變化的影響，但是其效應不大，並且沒

有規律性，也有可能為雜質效應所產生的訊號變化。 
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圖 五.10 Hp-BEA 對於 Lysozyme 濃度作檢測 (EIS) 
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將 Hp-BEA 依序插入至序列稀釋過後的 Lysozyme 樣品中，作對照組實驗，發現在

Nyquist plot 圖譜中，高濃度之對照組樣品(Lysozyme)有小幅度的波動，皆位於 0附近

震盪，但幅度(~0.2)與趨勢不若 Hp 明顯正確，將電荷傳遞阻抗值(Rct, 半圓直徑)作整

理與標準化，於此可證明 Hp-BEA 之高專一性程度。如下圖所示：  
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圖 五.11 Hp-BEA 對於 Lysozyme 濃度作檢測 (n=3)* 

*原始數據詳見附錄二 

 

5-6-3 辨識樣品速度 

    此實驗設計目的在於欲了解抗原(Hp)與抗體反應後，需要多少時間才可以偵測到正確

而且穩定的訊號，實驗條件為將修飾過後的金電極浸泡至 Hp 2-2 血清樣品約 120 μl，

置於 4∘C中等待欲控制之時間後，以大量 1x PBS buffer(pH=7.2)潤洗，以去除物理吸

附之 Hp，之後放入至三電極氧化還原反應槽中，以作 EIS 分析。反應槽中加入 2.5 mM 

K3Fe(CN)6 與 K4Fe(CN)6 當作為氧化還原溶液(redox probe)。設定固定直流偏壓為 0.23 

V，以利 Fe(CN)6
3-/4-離子至氧化電極反應。掃描頻率為 105~0.1Hz，交流偏壓為 10 mV，

詳細儀器設定見表格四.1。待其掃描完成，清洗後再放入 Hp 2-2 血清樣品中，如此重

複數次。由圖五.12 可觀測到電極與樣品反應 30 秒，60 秒後，其阻抗變化(~900 ohm)

較反應兩分鐘至三分鐘之阻抗變化(~350 ohm)來的大，見表格五.4，推測其接近於飽和

反應時間，數據如下所示 



50 
 

0 1 2 3 4 5 6 7
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

180 sec

120 sec
60 sec

Hp2-2/Ab/AuNPs/SAM/Au
-Z

im
 (k

Ω
)

Zre (kΩ)

Ab/AuNPs/SAM/Au
30 sec

 

圖 五.12 Hp-BEA 對於 Hp 2-2 作不同反應時間之檢測 (EIS) 

由 Nyquist plot 圖譜可觀察到，相同樣品，不同抗體抗原反應時間之 Hp-BEA 訊號，其值有所不同，並

且電荷傳遞阻抗值(Rct, 半圓直徑)在反應 60 秒後差值漸漸變小，推測其穩定訊號時間值並不長約落在

數百秒之間。(圖中數據點均為實際實驗數據；實線則為使用 Randles＇等校電路經由 Zsimpwin 軟體所模

擬之數據) 

 

 

表格 五.4 以阻抗分析軟體模擬 Hp-BEA 對 Hp 樣品有效反應時間之偵測 

 

於此推論，將 Rct作整理並標準化作圖，以 Sigmoidal model 作分析，結果如下圖所示： 
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圖 五.13 Hp-BEA 對於 Hp 2-2 作不同反應時間之阻抗變化 (Fit in Sigmoidal Logistic 

function) 

得其函數為：            )))(exp(1/( xcxkay −−+=       其中: 

0527.0
2094.38

9652.0

=
=

=

k
xc
a

 

將時間帶入一極大值(t=104 sec)，得 y軸約為 0.97，對照後述圖五.19，其值落在正

確範圍*之內(>0.9)；相反的，按照趨近函數回推可得，反應時間約在 180 秒處其 y軸反

應值即至 0.964，所以可說 Hp-BEA 在抗原抗體反應三分鐘後即可作正確的表現型判定。 

*:統計歸納之表現型判定範圍見圖五.19 

 

5-7 以 DSC 分辨三種不同表現型之 Hp 

  本實驗目的之一為希望有別於傳統電泳的方法鑑別三種不同表現型之 Hp，其中，熱訊

號也是一般感測器常應用之物理量，本實驗利用微溫差掃描熱卡路里計來量測不同表現

型之 Hp，藉由不同 Hp 之組成次單位不同來藉此分辨各種表現型之 Hp，其量測結果如下

圖五.14 所示，Hp 2-1 之變性溫度約在 61.5℃ ，Hp 2-2 則落在 59.5℃，尚無 Hp 1-1

之數據導因於 DSC 樣品純化過程中消耗大，加上 Hp 1-1 樣品本取得不易，所以實驗仍

在進行當中。焓改變量(enthalpy change)，Hp 2-1 為 212 kcal/kmol，Hp 2-2=146 

kcal/kmol 。由此推估 Hp 2-1 之次單位組成之鍵結能力較 Hp 2-2 來的強。 



52 
 

35 40 45 50 55 60 65 70 75
0

5

10

15

20

25

30

61.5 oC

Hp 2-1

Temperature (oC)

Δ
C

p 
(k

 c
al

/k
 m

ol
)

Hp 2-2

59.5 oC

 

圖 五.14 以 DSC 來量測不同表現型之 Hp 

溫度掃描範圍：25~100℃，溫度掃描速率：1℃/min，樣品濃度: [Hp 2-1]=0.39 mg/ml ；[Hp 2-2]=0.9 

mg/ml。蛋白質變性溫度(Melting temperature)：Hp 2-1=61.5℃ ；Hp 2-2=59.5℃。焓改變量(Enthalpy 

change)：Hp 2-1=212 kcal/kmol；Hp 2-2=146 kcal/kmol 。 

 

5-8 以 DLS 分辨三種不同表現型之 Hp 

    本實驗目的之一為希望有別於傳統電泳的方法鑑別三種不同表現型之 Hp，其中，應用

動態光散射儀來量測三種不同表現型之 Hp，來實際觀測印證 Hp 之立體結構在大小上的

歧異程度，取個別濃度約為 0.5 mg/ml 之純化 Hp，測得分子水合直徑大小為 Hp 1-1：

8.19±0.34 nm，Hp 2-1：10.41±1.67 nm，Hp 2-2：16.90±1.52 nm，與分子量之大小順

序相同，數據符合預期，在 DLS 中分佈圖如以下所示: 
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圖 五.15 Hp 1-1 的粒徑大小量測 (DLS) 
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圖 五.16 Hp 2-1 的粒徑大小量測 (DLS) 
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圖 五.17 Hp 2-2 的粒徑大小量測 (DLS) 
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圖 五.18 不同表現型之 Hp 之水合直徑統計圖 (DLS) 

 

5-9 不同表現型之 Hp 於 Hp-BEA 之訊號歸納 

    由前述結果已知三種不同表現型之 Hp 在於 EIS 量測上會有不一樣的 Rct值，但前述只

限於三者相對的表面電荷傳遞差異，此部分實驗欲了解使否可藉由電阻抗值直接分辨到
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一未知血液樣品的 Hp 表現型。 

  大量製備金電極並予以修飾上抗體，分別浸泡置不同的血清樣品中(來源數: Hp 1-1:1, 

2-1:2，Hp 2-2:2)約 120 μl，置於4∘C中等待約90分鐘後，以大量1x PBS buffer(pH=7.2)

潤洗，以去除物理吸附效應，之後放入至三電極氧化還原反應槽中，以作 EIS 分析，反

應槽中加入 2.5 mM K3Fe(CN)6 與 K4Fe(CN)6 當作為氧化還原溶液(redox probe)。設定

固定直流偏壓為 0.23 V，以利 Fe(CN)6
3-/4-離子至氧化電極反應。掃描頻率為 105~0.1Hz，

交流偏壓為 10 mV，詳細儀器設定見表格四.1。將 EIS 圖譜作 ZSimpWin 軟體分析，原始

數據見附錄二，取其ΔRct值，以無抗原的電極訊號 normalize 後，對不同的 Hp 表現型作

圖。 

  由統計結果可發現，Hp 1-1 型的阻抗反應為 0.282 ±0.13，絕大多數落在 0.45 以下，

而分子量最大的 Hp 2-2 則在統計中為 1.371 ±0.19，絕大多數數據皆位於 0.9 以上，而

Hp 2-1 則介於兩者之間，反應值為 0.638 ±0.10，當標準化後阻抗數據落在 0.45~0.90

之間時，可推論其為 Hp 2-1 之樣品。預計此統計歸納可以有效的建立出快速辨別未知

血液樣品的方法。 

Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75

Δ
R

ct
 / 

R
ct

, A
b(

w
/B

SA
) 

1.371 +/- 0.19

0.638 +/- 0.10

Hp phenotype

0.282 +/- 0.13 

 

圖 五.19 不同表現型之 Hp 之電阻抗值歸納表 (n≧4)
* 

*原始數據詳見附錄三 
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5-10 Hp 濃度變化之於 Hp-BEA 訊號變化 

    如第一章節所指出的，不同的 Hp 的濃度帶有不同的臨床意義，本部分實驗欲探討是

否 Hp-BEA 也可以當作濃度的檢測器，將以 HPLC 純化過的 Hp 以 UV-Vis 吸收光譜儀確定

濃度後，以 1x PBS buffer(pH=7.2)作十倍濃度序列稀釋，配置濃度範圍為 90 pg/ml~ 90 

μg/ml，將金電極至於 Hp 中約 120 μl，置於 4∘C 中等待約 90 分鐘後，以大量 1x PBS 

buffer(pH=7.2)潤洗，以去除物理吸附效應，之後放入至三電極氧化還原反應槽中，以

作 EIS 分析。反應槽中加入 2.5 mM K3Fe(CN)6 與 K4Fe(CN)6 當作為氧化還原溶液(redox 

probe)。設定固定直流偏壓為 0.23 V，以利 Fe(CN)6
3-/4-離子至氧化電極反應。掃描頻率

為 105~0.1Hz，交流偏壓為 10 mV，詳細儀器設定見表格四.1。待其掃描完成，取出後再

以大量 PBS buffer 潤洗，之後在置於次稀薄的樣品中，如此重複數次，結果如下圖五.20

所示，其半圓直徑（電荷傳遞阻抗）隨著濃度變化而增大，推測其對於濃度變化有靈敏

的反應程度，並且將 EIS 圖譜作 ZSimpWin 軟體分析，取其ΔRct值對濃度變化作圖。得前

半段約可見線性的濃度對訊號的反應範圍，後半段數據則是漸漸收斂為水平直線（約

=1.5），見圖五.21。 
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圖 五.20 Hp-BEA 對於 Hp 2-2 濃度作檢測 (EIS) 
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圖 五.21 Hp-BEA 對於 Hp 濃度作檢測 （n=3 for Hp 2-2*） 

*原始數據詳見附錄四 

 

5-11 其他不同的 Hp-BEA 之實驗設計 

5-11-1 Non-AuNPs based Hp-BEA 

    本實驗起初以單純的金電極直接使用cross linker (EDC/sulfo-NHS) 連結抗體作EIS

的量測，目的為更簡化修飾的步驟，但是其穩定性並不如金奈米粒子修飾來的好，再現

性並不高，但依舊可以分辨三種不同表現型之 Hp 之差異。步驟為將前述之修飾過後的

實驗室自製金電極浸泡至血清樣品約 120 μl，置於 4∘C 中等待約 90 分鐘後，以大量

1x PBS buffer 潤洗，以去除物理吸附之 Hp，將其放入至三電極氧化還原反應槽中，以

作 EIS 分析。反應槽中加入 2.5 mM K3Fe(CN)6 與 K4Fe(CN)6 當作為氧化還原溶液(redox 

probe)。設定固定直流偏壓為 0.23 V，以利 Fe(CN)6
3-/4-離子至氧化電極反應。掃描頻率

為 105~0.1Hz，交流偏壓為 10 mV，詳細儀器設定見表格四.1。相同於前述之 Hp-BEA 之

設計，non-AuNPs based Hp-BEA 也相同的可以見得其 Rct 值在電極於抗原反應後，至少

有兩倍以上的阻抗變化反應(5649→16490 ohm)，見表格五.5，也因此本實驗證明

non-AuNPs based Hp-BEA 亦可成功分辨三種不同表現型之 Hp，但就操作者經驗來說，

再現性較低，推測其分子固定較不穩定，亦可能反應面積不若有奈米金粒子修飾之

Hp-BEA 來的大。 
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圖 五.22 以無金粒子修飾之 Hp-BEA 偵測不同表現型之 Hp 

由 Nyquist plot 圖中亦可觀察到三種不同表現型之 Hp 在 EIS 量測中有相當不同的反應圖譜。如前述實

驗設計所預測，在電荷傳遞阻抗(Rct, 半圓直徑)有相當明顯的差異。(圖中數據點均為實際實驗數據；

實線則為使用 Randles＇等校電路經由 Zsimpwin 軟體所模擬之數據) 

 

 

表格 五.5 以阻抗分析軟體模擬 non-AuNPs Hp-BEA 對不同表現型 Hp 之偵測 

 

5-11-2 Poly o-aminophenol based Hp-BEA 

本實驗以溶膠-凝膠(sol-gel)的形式來固定感測分子，以簡單的鄰-胺基苯酚

(o-aminophenol)單體與帶有抗體之酸根金奈米粒子(Au@Tiopronin)一同產生電聚合反

應(electro-copolymerization)以產生 HpAb-AuMCPs-POAP 聚合物。目的為一步驟製備
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完成工作電極的感測分子(Hp 抗體)固定。以下為製備之 CV 圖，製備步驟見章節 4-3-3: 

由以上製備之循環伏安圖可見，通以循環電壓越多回時，其反應電流越小且位於 0.31 V

之氧化電位也趨於平緩，此現象為聚合物(Poly-o-Aminophenol)大量附著於工作電極表

面之結果，可將此視為 POAP based Hp-BEA 製備完成之指標。 
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圖 五.23 以伏安法製備並觀測電極表面之 Electro-copolymerization 

上圖中，分別記錄通以循環伏安電位第一，第三與第五次訊號之電流記錄；可見圖中在 0.311 V 的 OAP

氧化電位，因為 POAP 生成覆蓋電極的關係，使得電流反應趨於平緩，成為一不可逆反應之循環伏安圖。 

 

反應槽中加入 2.5 mM K3Fe(CN)6 與 K4Fe(CN)6 當作為氧化還原溶液(redox probe)。

設定掃瞄電壓範圍為-0.2~ +0.6 V，掃描速率為 100 mV/sec。待訊號穩定後記錄之，由

下圖五.24 可見，原本位於 0.256 V(氧化電位)與 0.193 V(還原電位)之訊號在電聚合效

應之 POAP 生成後，完全不復見，可再度證明 POAP 薄膜確實的生成於電極之上。 
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圖 五.24 以伏安法檢測電極表面之 Electro-polymerization (in FeCN6
3-/4-) 

由上圖可電流與電位值可見，POAP 生成前後對於氧化還原溶液(Redox probe, FeCN6
3-/4-)之阻擋效應非常

明顯。 

 

  作 EIS的量測，詳細製備步驟見章節4-3-3，將製備完成之金電極以大量1x PBS buffer

潤洗，以去除物理吸附之 Hp，將其放入至三電極氧化還原反應槽中，以作 EIS 分析。反

應槽中加入 2.5 mM K3Fe(CN)6 與 K4Fe(CN)6 當作為氧化還原溶液(redox probe)。設定

固定直流偏壓為 0.23 V，以利 Fe(CN)6
3-/4-離子至氧化電極反應。掃描頻率為 105~0.1Hz，

交流偏壓為 10 mV，詳細儀器設定見表格四.1。由圖五.25~28 可見，POAP based Hp-BEA

對於各種表現型之 Hp 皆有不同程度的反應，並將 EIS 圖譜作 ZSimpWin 軟體分析，得表

格五.6，比較 Rct值皆有改變，最小程度之 Hp 1-1 樣品也有接近 100 (k·ohm)的變化，

進一步討論見章節 6-6。 
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圖 五.25 以 POAP based BEA 檢測 Hp 1-1 之 EIS 訊號 

上圖中: ■表示 Ab-AuMCPs/POAP 作為空白對照組; ●表示 Hp 1-1/Ab-AuMCPs/POAP 作為實驗組(圖中數

據點均為實際實驗數據；實線則為使用 Randles＇等校電路經由 Zsimpwin 軟體所模擬之數據) 
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圖 五.26 以 POAP based BEA 檢測 Hp 2-1 之 EIS 訊號 

上圖中: ■表示 Ab-AuMCPs/POAP 作為空白對照組; ●表示 Hp 2-1/Ab-AuMCPs/POAP 作為實驗組(圖中數

據點均為實際實驗數據；實線則為使用 Randles＇等校電路經由 Zsimpwin 軟體所模擬之數據) 
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圖 五.27 以 POAP based BEA 檢測 Hp 2-2 之 EIS 訊號 

上圖中: ■表示 Ab-AuMCPs/POAP 作為空白對照組; ●表示 Hp 1-1/Ab-AuMCPs/POAP 作為實驗組(圖中數

據點均為實際實驗數據；實線則為使用 Randles＇等校電路經由 Zsimpwin 軟體所模擬之數據) 
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圖 五.28 以 POAP based BEA 檢測 Lysozyme 之 EIS 訊號(對照組) 

上圖中: ■表示 Ab-AuMCPs/POAP 作為空白對照組; ▲表示接上 Lysozyme 之專一性實驗， 

[Lysozyme]=0.1 mg/ml。(圖中數據點均為實際實驗數據；實線則為使用 Randles＇等校電路經由 Zsimpwin
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軟體所模擬之數據) 

 

 

表格 五.6 以阻抗分析軟體模擬 POAP based Hp-BEA 對不同表現型 Hp 之偵測 

 

本實驗證明 POAP based Hp-BEA 可成功分辨三種不同表現型之 Hp，雖然專一性程度不

高，但已找到相對應之解決辦法。其簡單快速之工作電極修飾步驟，現今已為本實驗室

欲發展之生物感測器之製備方向。 

 

5-11-3 Hemoglobin based Hp-BEA 

    在 Hp-BEA 製備中，其中耗時且昂貴的步驟便是抗體製備了，如果可以將抗體置換成

更便宜更易取得的樣品想必可以對於 Hp-BEA 未來的應用性有突破性的進展，有鑑於此，

我們使用血紅蛋白(Hb)來作為辨識 Hp 的樣品；也正因為 Hb 在人體血球中占有 95% 以上

的含量，所以樣品取得非常容易，設計了這項實驗，作為嘗試。 

  電極製備步驟一如前述，不同處在於以 Hemoglobin(over 95%)取代 Ab 鍵結於金奈米

粒子上。之後，將修飾過後金電極浸泡至血清樣品約 120 μl，置於 4∘C中等待約 90

分鐘後，以大量 1x PBS buffer 潤洗，以去除物理吸附之 Hp，將其放入至三電極氧化還

原反應槽中，以作 EIS 分析。反應槽中加入 2.5 mM K3Fe(CN)6 與 K4Fe(CN)6 當作為氧化

還原溶液(redox probe)。設定固定直流偏壓為 0.23 V，以利 Fe(CN)6
3-/4-離子至氧化電

極反應。掃描頻率為 105~0.1Hz，交流偏壓為 10 mV，詳細儀器設定見表格四.1。結果如

下圖所見，三種表現型之抗原分子(Hp)在 Hb based Hp-BEA 上皆有不同的阻抗反應，見

表格五.7，其電荷傳遞阻抗由小至大分別為(Hp 1-1:3129 ohm, Hp 2-1:3633 ohm, Hp 
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2-2:4425 ohm)，雖然相對阻抗變化並不像前述設計之 Hp-BEA 來的大，但初步看來，仍

是有效的 Hp-BEA 之設計。 
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圖 五.29 以 Hb based HpBEA 偵測不同表現型之 Hp 

由 Nyquist plot 圖可觀察到三種不同表現型之 Hp在 EIS 量測中有不同的反應圖譜。電荷傳遞阻抗(Rct, 

半圓直徑)有些微程度的差異。(圖中數據點均為實際實驗數據；實線則為使用 Randles＇等校電路經由

Zsimpwin 軟體所模擬之數據) 

 

 

表格 五.7 以阻抗分析軟體模擬 Hb based Hp-BEA 對不同表現型 Hp 之偵測 

 

本實驗證明 Haptoglobin based Hp-BEA 亦可成功分辨三種不同表現型之 Hp，雖然反應

程度不大，但其樣品製備容易，所以為目前實驗室努力突破之研究方向。 
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第六章 討論 

6-1 本自製感測器可取代商品化之電化學分析儀 

    本實驗室曾信華博士利用簡單的電路板設計與購置之數據擷取卡設計了此三電極式

電化學分析儀，由第五章節之實驗數據可得知，測得之循環伏安法氧化還原電位與電化

學阻抗頻譜之趨勢，皆與教科書、文獻記載之結果相符合，由此證明，該實驗工具為一

可靠之電化學分析儀。 

 

6-2 使用 Hp-BEA 可以準確的分辨三種不同表現型 

    本實驗使用設計 Hp-BEA，希望藉由其不用標定(label-free)，非破壞性的偵測原理來

取代原有的膠體電泳方式鑑別，以電泳方法從得到樣品到判斷表現型大都需要數小時操

作時間，除此之外，經驗指出一般以電泳形式(native page)分辨不同表現型之 Hp 時，

Hp 2-1 與 Hp 2-2 經常難以分辨，原因是兩者最明顯差異只有α1β的不同，其餘則較難直

接以有無呈色(band)來判定。使用 Hp-BEA 就不會有這方面的問題，與膠體電泳不同的

是，EIS 是以 Hp 整體對於工作電極的遮蔽效應作為對於電解質(Redox probe)的影響作

為表現型的判斷，並且從量測頻率自 105~0.1 Hz 只需要五分鐘的時間。準確度方面，如

同圖五.13 所示，實驗以接上不同表現型 Hp 時的電荷傳遞電阻相對於沒有接上 Hp 時的

阻抗取其變化量，並且在不同工作電極間加以標準化(normalize)，由數次實驗的統計

圖可知，從標準化過後的電荷傳遞電阻變化值可以清楚的分辨出三種不同的表現型:Hp 

1-1 <0.45, Hp 2-1 0.5~0.9, Hp 2-2 >1.0。就已往文獻的調查，本論文是第一個結合

EIS 與 Hp 表現型判定的研究，相信此次研究可以對於 Hp 表現型判別作出實質的貢獻。 

 

6-3 Hp-BEA 亦可作為濃度檢測計 

    一般而言，EIS 已經被廣泛的用作在生物樣品的濃度檢測上，無論是蛋白質或病毒皆

有相關的研究[119,127,128]，並且致力於改善其偵測的極限，目前已知 EIS 對於一般

生物樣品的線性偵測極限可達 0.34 ng/ml[52]。本實驗欲探討使否在分辨 Hp 之表現型

之外，還可以達到判定濃度的效果，由圖五.21 與下圖可發現，Hp-BEA 其線性偵測範圍

約落在 ng/ml 的等級，其極限甚至可至 sub-ng/ml 等級，而該區間由下圖可見，為一線

性濃度反應區，也就是說測試者可以將一般血漿樣品稀釋數倍至改區間即可由稀釋倍率

回推其樣品濃度；而當樣品濃度在 μg/ml 的等級時，訊號則呈現一個線性的訊號飽和

區間，也符合了我們之前預期的在一般血液中，Hp 皆已過量於 Hp-BEA 的型態存在，也
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解決了濃度與表現型混淆阻抗的疑慮。如此以來，以一般的血液案例來說，正常 Hp 濃

度在血液中皆為過量值(>0.5 mg/ml 以上)，將血液離心取血漿即可判定其表現型，將其

稀釋，使其濃度可達線性偵測範圍，即可以同一裝置判斷出 Hp 於血液中的濃度量，於

此更加大了 Hp-BEA 的臨床應用潛力。 

 

圖 六.1 Hp-BEA 於 Hp 濃度偵測之線性反應區間與飽和濃度 

 

6-4 Hp-BEA 為一可重覆使用,高專一性之穩定生物偵測器 

    一樣普及化檢測器必定朝著降低生產成本以及提高重複使用性來做改善，Hp-BEA 在對

於重複使用性方面，還在嘗試著提高穩定度與重複使用率，如圖章節 5-6-1 與圖六.2

所表示，利用不同酸鹼性的緩衝溶液(wash buffer)，使得抗體分子產生構型上的改變，

以致使釋放原有的抗原分子，達到重複使用的效果，由實驗結果可得知，Hp-BEA 之重複

使用性質並不受到 Hp 樣品測試順序的影響而可以有效的明顯分辨三種不同表現型之

Hp 。目前本實驗正致力於提高重覆使用之極限，如下圖六.2 所示，目前可靠之重覆極

限約三次，見綠色方框，其值皆位在虛線(1.6)以下，目前為 Hp 2-2 樣品判斷之標準差

上限，推測為處理樣品時易接觸到汙染，也有可能為抗體分子在多次構型改變之後即失

去原有之活性，亦可能為高 pH 值之緩衝溶液大量殘留致使偵測溶液(redox probe)被其

電性影響。為目前欲解決之課題。在專一性方面，不同於 Hp 濃度的量測，Hp-BEA 於

Lysozyme 中並沒有明顯的濃度依數趨勢，可以作為參考的是，當 Lysozyme 濃度低於 sub 

ng/ml 時，訊號易受雜質的干擾，也印證了前述之可靠濃度線性區間約落在每毫升數個

奈公克之等級。 
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圖 六.2 Hp-BEA 重覆性測試  

兩組數據, 分別為●與■，綠色方框分別為依序三次與抗原(Hp 2-2)反應之實驗，其值

皆落在虛線(1.6)以下，尚可認定為正確的 Hp 2-2 反應，待清洗三次之後，則兩組數據

皆成沒有規律之反應，故推測偵測極限約為三次。 

 

6-5 Hp-BEA 提供了一個操作、攜帶容易,成本低廉的檢測方法 

    目前據實驗室初步作計算，一跟工作電極的大約是新台幣 100 元的成本，比起一般 7、 

8000 元等級的工作電極自然是便宜許多，重點在於讓實驗者，或一般醫檢人員有機會可

以同時測試大量的生物樣品。另一方面，本實驗室設計之感測器電路板成本也在數百元

之內，較商用之電化學分析儀便宜百倍以上，使得 Hp-BEA 有大量推廣的可能性。再者，

Hp-BEA 在體積方面，在不含數據截取卡(DAQ)的條件下，只有約 12x5 cm 的大小，使用

USB 介面，普通低階 netbook 即可操作使用。 

  在操作上，只需將血液樣品初步離心再放入修飾之電極即可成功分辨不同表現型之

Hp，長期目標為待標準化製備程序完成後，操作人員只需拿商品化之電極放入待測血清

中即可得知此樣品之 Hp 表現型與濃度。相較於膠體電泳分辨表現型與利用 ELISA 得之

濃度，其操作技術門檻與時間都可以大大的減少。當然，本實驗目前最重要的課題便是

簡化電極修飾製備的時間。 

 

6-6 使用 POAP based Hp-BEA 以簡化製備程序 

  如章節 4.3.3 所敘述之，改 POAP-based Hp-BEA 只需兩個實驗步驟即可製備完成，為
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本實驗室所有 Hp-BEA 製備方式之中最簡便省時的，約只需要兩個小時的時間就可以製

備完成。POAP based Hp-BEA 可清楚的分辨三種不同表現型之 Hp，其趨勢極近似於前述

之 Hp-BEA 量測知結果(Hp-BEA 對 Hp 分子標準化後之訊號變化由小至大分別為 0.282, 

0.638 與 1.371：而 POAP based Hp-BEA 由小至大為 0.343, 0.641 與 1.615)，見下圖

六.3。惟其專一性部分至現在仍難以掌握（POAP based Hp-BEA 對 0.1 mg/ml 之 Lysozyme 

分子標準化後之訊號變化達 1.043），見圖六.4，推測原因為固定之高分子層過厚（目前

循環伏安置備之高分子層為五個回合)，以致抗體表現不明顯。本實驗正朝探討高分子

層厚度對於 Hp 感測靈敏度與專一性的影響作研究。 

   

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6
1.615

0.641

1.371 
+/- 0.19

0.638 
+/- 0.10

0.282 
+/- 0.13

Δ
R

ct
 / 

R
ct

, A
b(

w
/A

uM
C

Ps
) 

Hp 2-2Hp 2-1
Hp phenotypes

Hp 1-1

0.343

 

圖 六.3 POAP Based Hp-BEA(斜紋柱狀圖)與之前數據(Hp=BEA, 實心柱狀圖)作比較 
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圖 六.4 POAP Based Hp-BEA 對三種表現型之 Hp 作比較以及其對照組實驗 

 

6-7 使用 Hb-based Hp-BEA 以簡化製備程序 

    從文獻上得知，目前已有研究將 Hemoglobin-Haptoglogin 與電化學感測器

(Amperometric type sensors)作結合[129]，也因為 monoclonal antibody 製備不易，

所以計畫設計 Hb-based Hp-BEA 感測器，讓樣品取得更容易，操作環境更廣泛，由圖

五.29 可見，Hb-based Hp-BEA 可以成功的分辨三種表現型的 Hp，但是不同的是，ΔRct

訊號個別表現型差異性並不如抗體製備的Hp-BEA來的明顯(Hp-BEA 對 Hp分子標準化後

之訊號變化由小至大分別為 0.282, 0.638 與 1.371：而 Hb based Hp-BEA 由小至大為

0.035, 0.201 與 0.464)，如下圖六.5 所示，推論因是 Hb 立體構型龐大的關係，使得表

面抗原對於電極的遮蔽效果來的較為小。即便如此，使用 Hb 來當作偵測分子已是未來

本實驗室努力的方向，希望欲結合其他增大訊號的方法（例如：後製加大 Hp 體積等），

來改善目前的量測訊號。 
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圖 六.5 Hb Based Hp-BEA(斜紋柱狀圖)與之前數據(實心柱狀圖)作比較 

 

6-8 Hp-BEA 與 DSC、DLS 對於分辨 Hp 表現型作比較 

    目前就本實驗室已知的文獻搜尋，尚未有與 Hp 相關之 DSC 與 DLS 文獻刊登，所以目

前以 DSC 與 DLS 作 Hp 表現型的判定，本實驗室葉奕辰、周輔宣學長應為其先驅者。由

DSC 原理可知，主要測其蛋白質之熱變性溫度，也就是 Hp 次單元(α1β or α2β)之雙硫鍵

斷鍵溫度。由數據可知，Hp 2-1 變性分佈溫度較 2-2 為高(61.5 vs 59.5℃)，推測其原

因為 2-1 表現型亦含有α1β單體，而α1β次單元較α２β分子間作用力來的強，所以依其變

性溫度的不同，理論上我們可以 DSC 的方法判斷不同表現型之 Hp。另一方面，以 DLS

散射光的方式量測蛋白質的水合直徑亦為本論文欲嘗試之 Hp 判定方法之一，由實驗數

據可見，其大小由小至大分別為 8、10.5、17 nm (Hp1-1、2-1、2-2)，驗證了 Hp 表現

型亦可以 DLS 作判斷。綜合以上兩種分別以熱學與光學判斷 Hp 表現型之方法，與先前

敘述之 Hp-BEA 相比較，Hp-BEA 最大之優勢在於其帶有 Hp 之抗體，所以樣品前處理較後

二者容易，只需要簡單的血液離心，取其血漿即可；DSC 與 DLS 因為對於樣品內含物沒

有鑑別能力，所以必須要以各式層析法(chromatography)的方式先將血漿中的雜蛋白質

去除，其過程冗長繁複。另外，Hp-BEA 之儀器體積遠較 DSC 與 DLS 來的小巧，對於推廣

至臨床檢驗為絕對的優勢。  
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第七章 未來展望 

  如同第一章節所敘述的論文實驗目的本論文欲達到發展快速、操作容易、成本低廉的

可攜式生物檢測器與發展可辨識不同Hp表現型與正確檢測Hp濃度的新方法已達到初步

的成果，目前針對實驗製備、研究樣品即電極設計等尚有相當多的想法與規劃，簡述如

下： 

 將相同設計之 BEA 應用於流行性疾病的病毒類型與濃度檢測 

目前流感，禽流感，腸病毒等為世界各國頂尖實驗室積極研究的目標，每年發表之

文獻更是不計其數，本實驗室認為，如果有一簡易的實驗儀器可以分辨出不同病毒

的突變型以及濃度，將大大的增進實驗進度並縮短各地衛生機構對於病毒突變的控

制時間，另一方面，對疑似發病者可縮短檢測時間，已近一步改善衛生安全與人身

自由的之間的衝突兩難。目前對於流感病毒已有部分的文獻發表[127]，本實驗室

則針對腸病毒 71 型(Entereovirus 71)作濃度的檢測作研究，已有初步的結果，如

下列所示： 

其實驗步驟皆相同於 Hp-BEA 之設計，惟抗體使用不同。 
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圖 七.1 Virus-BEA 針對不同濃度之 Ev71 作 EIS 分析 

由 Nyquist plot 圖中可觀察到 Virus-BEA 在 EIS 量測中有相當程度的反應。如實驗設計所預測，因不同

濃度的樣品所影響，在電荷傳遞阻抗(Rct, 半圓直徑)有相當明顯的差異，也因此本實驗證明 Virus-BEA

對於不同濃度之 Ev71 病毒有不同的訊號反應。並將作為病毒濃度檢測器。 
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 利用 sol-gel 設計之 ITO-BEA 應用於各類抗原之檢測 

另一方面，本實驗室所設計之 Hp-BEA 在數據量測時間(一分鐘內)以及樣品反應時

間(六分鐘內)的研究上都有想當理想的結果，相較於傳統生化分析法也有長足的改

善。惟長時間製備過程與重複使用次數依然是本實驗室欲改進努力之目標。目前本

研究正在嘗試朝 sol-gel(polymer-film)設計為發展的目標，如同 POAP based 

Hp-BEA 一樣，其原理為利用生物相容性高的高分子單體，在電極表面產生長鏈網狀

聚集，形成孔洞性材質，同時將據有生化活性的抗體分子一定包覆進孔洞中，優點

為固定步驟快速，整理化學性質穩定，亦即縮短製備時間與增加 BEA 的重複使用性；

不同的是，本實驗目前欲利用導電玻璃(ITO，Indium Tin Oxide)來作為此類設計

的基材[130]，可省略掉工作電極研磨的實驗前置時間，又可以藉由其高透光度來

即時作光學的量測，如果該實驗設計成功，那將會是本系列實驗之中最省時，最低

成本，推廣價值最高的生物感測器設計，下圖為目前利用導電玻璃來生成 POAP 聚

合物的初步實驗，步驟同 POAP based Hp-BEA，在數次電聚合效應之後，可見表面

有一層咖啡色的聚合物薄膜生成，本實驗設計即是想利用該薄膜來固定偵測物分

子。 

 

 

 

 利用融溶態金球作 BEA 工作電極製備 

本論文研究亦欲取代傳統商品化電極設計，朝客製化，微小化與低價化發展；研究

經驗指出，一般品質之較廉價金導線在電子顯微鏡下可見為數頗多的孔洞，推測其

原因應為拉線時的速度過快已致孔洞的產生，目前本實驗室正研究利用將金線重新

融溶為液體使其自然聚集為微小金球，再將金球置入於高分子塑膠中，接以導線即

完成一簡易之高品質工作電極，在電子顯微鏡下也證明孔洞數目明顯變少，推論可

圖 七.2 空白ITO玻璃 (左) 與 POAP附著之ITO玻璃(右,紅色方框標示處)作比

較 
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增大電極之穩定程度與增加抗體固定數目已加大訊號反應。 

 

 作大量已知表現型之血液樣品測試以驗證 Hp-BEA 之準確度與穩定性 

目前所有關於本論文研究的血液樣品皆來自於自願者提供，尚未有任何大規模的樣

品檢測，使得本研究尚停留在實驗階段而無法往臨床實驗上應用，而且 Hp 1-1 始

終有樣品取得不易的問題。目前本實驗室透過鄭財木博士的引薦，與台北榮民總醫

院潘如濱醫師作合作，短期之內應該可以有較為多數的血液樣品可作研究，如此即

有利於 Hp-BEA 的驗證與推廣。 
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附錄 

附錄一 實驗相關藥品 

論文使用名稱 藥品說明 供應商 編號 

3‐MPA  3-Mercaptopropionic acid, ≥99% Aldrich M5801 

BSA  Albumine, Bovine, 

Biotechnology grade 
Amresco 0332 

Cysteamine  2-Aminoethanethiol, BioChemika, 

≥98.0% (RT) 
Fluka 30070 

EDC  1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] 

carbodiimide hydrochloride 
Pierce PI-22980

Glutaraldehyde Grade I, 25% in H2O Sigma-Aldrich G5882 

HAuCl4  Hydrogen tetrachloroaurate(III) 

trihydrate, ACS, 99.99%, Au 

49.5% min 

Alfa Aesar 36400 

K3Fe(CN)6  Potassium hexacyanoferrate (III), 

ACS reagent, ≥99% 
Riedel-de Haën 31253 

K4Fe(CN)6  Potassium hexacyanoferrate(II), 

trihydrate, ACS Reagent 
J.T.Baker 3114-01

NaBH4  Sodium borohydride, purum p.a., 

≥96% (gas-volumetric) 
Aldrich 71320 

o‐Aminophenol 2-Aminophenol, 99% Alfa Aesar A13735 

Sulfo‐NHS  N-hydroxysulfosuccinimide Thermo-Scientific Pl-24510

Tiopronin  N-(2-Mercaptopropionyl)glycine, 

purum, ≥98.0% (RT) 
Fluka 63794 
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附錄二 Hp-BEA 對 Lysozyme 濃度作檢測之原始 EIS 數據與模擬值 
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附錄三 不同表現型之電阻抗值歸納表之原始 EIS 數據與模擬值 
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附錄四 Hp-BEA 對 Hp 2-2 濃度作檢測之原始 EIS 數據與模擬值 
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附錄五 本論文研究相關獲獎紀錄 
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