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矽奈米線場效電晶體偵測活體細胞研究 

 

 

學生：黃盈傑                         指導教授：許鉦宗 教授 

 

國立交通大學 奈米科技  學系﹙研究所﹚碩士班 

摘 要       

 

本論文探討神經分化導引晶片，藉由可重複大量製作的矽晶片微流道導引神經細

胞，影響神經細胞的分化行為，並藉由觀察神經細胞培養於不同尺寸的微流道其生長

分化的情形，來推論在多大的尺寸下神經細胞如何有效地被導引生長，以提供未來植

入生醫晶片與現有神經組織間形成有效神經網路介面連結的解決方法。另外，本論文

也運用矽奈米線場效電晶體做為高靈敏度的生物感測器，以 label-free 方式來偵測生

物小分子；矽奈米線對表面電位改變有極高的靈敏度，可以作為生物感測器偵測帶電

生物分子，矽奈米線會依據外圍的分子帶電荷的不同而造成其電性的改變，可以藉由

觀察矽奈米線場效電晶體的電導(Conductance) 變化來作為分子的偵測。Abl tyrosine 

kinase 是一種磷酸轉移酶，在本實驗中將 Abl tyrosine kinase 以共價鍵方式修飾在矽

奈米線的表面上，因為 Abl tyrosine kinase 對三磷酸腺苷（Adenosine triphosphate, 

ATP）有很好的親和力，所以可以用來偵測細胞的能量通貨 ATP 分子。最後、本實

驗將 HeLa cell 培養在矽奈米線場效電晶體晶片上，直接即時偵測由自由基(ROS) 刺

激後 HeLa cell 所釋放的 ATP ，證明矽奈米線場效電晶體可以即時偵測到生物體所

釋放的 ATP 分子。 
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ABSTRACT 
 

First part of this thesis introduces the PC-12 neural cells culture and guidance using 

microstructures and microfluidic channels on the silicon chip. The effectiveness of axon 

guidance with respect to the dimensions of microfuidic channel was explored. PC-12 

neural cells were successfully cultured on microstructures and axons grew along the 

microfluidic channels. The results provide a pathway that bridges the organic living system 

and the inorganic semiconductor devices. The second part of this study utilized extremely 

sensitive silicon nanowire field-effect transistors(SiNW-FETs) as label-free sensors in 

in-situ detection of the biological small molecules, Adenosine triphosphate（ATP）. The 

ATP molecules were released from HeLa Cells by reactive oxygen species(ROS) 

stimulation. The enzyme(Tyrosine kinases, Abl) was immobilized onto the 

aldehyde-terminal nanowire surface; when the ATP molecules were released from the 

HeLa cells and binded to Abl’s binding site resulted in a conductance change of 

SiNW-FETs. A real-time detection of ATP molecules from ROS stimulation of HeLa cells 

using SiNW-FETs was also demonstrated. 
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第一章 

緒論 

1-1、前言 

在現代高科技的世界裡，隨著人類知識水準提高、工商業發達，所帶來的環境衝

擊已逐漸對人們造成身體上的傷害，如癌症與眾多慢性病的產生，所以對於疾病的檢

測必須要做的更精良、更靈敏[1]。生物分子感測是生物醫學研究與應用的基礎，如

果可以準確的量測與分析標示人體內重要的生物分子，我們就可以明確地判斷一個人

的健康狀況，相同的技術還有其他廣泛的應用，如監控與日常生活息息相關的環境、

食品等。 

人類自出生後，即自然會使用鼻子的感覺神經細胞去偵測氣味，也懂得使用舌頭

的酵素反應去嘗試食物的滋味。經過科學家們不斷的研究，今日人類已經瞭解人體的

多數器官是如何去偵測微量的生化分子，特別是組織器官對於外來分子之特定辨識能

力(Recognition Ability)。 

隨著生物、化學、材料、電子等各種學科之間的整合及進步，結合生物科技和半

導體技術來製造未來的元件正在如火如荼的開始。無論是分子元件，或是生物感測器

等晶片，整合各種學科領域已經是必然的趨勢。在以往看來不相干的生物分子和半導

體元件之間，已經可以因為圖案尺度的奈米化而有了交集，因此在半導體晶片上透過

巧妙的固定化技術為介面，已經可以逐步將生物分子與半導體晶片來連結，再經科學

家們細心的研發未來將有可能應用到人體內分子之偵測。 

由於傳統之生物檢測技術很費時，且大量樣品需要做純化之後才能被感測，例如

ELISA 需費時 2 到 3 天的時間才能得到檢測結果，已趕不上現代人類的腳步，因

此推動了即時偵測生物感測器元件之研發。生物感測器的演進與近代電子資訊業的蓬

勃發展有很密切的關係，屬於跨領域的技術整合，將生物科技和半導體製程、微機電、

光電、數位訊號擷取與處理等技術結合，使檢測技術的的時間縮短、樣品減少，靈敏

度增加並且可以即時偵測。 
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在本實驗中修飾在矽奈米線的酵素 Tyrosine kinase 是細胞訊息傳遞的重要元

素，可以將胺基酸 Tyrosine 磷酸化，對 ATP (Adenosine triphosphate) 分子有很高的

親和力。當 ATP 分子與 Abl tyrosine kinase 結合時，矽奈米線場效電晶體的電導率 

(Conductance) 因而增加，效果相當於加上負閘極電壓，圖 1-1 為元件實驗結構示意

圖。 

 

 

Silicon

Oxide

SU-8

Au metal pad

Silicon nanowire

 

圖 1-1、元件實驗結構示意圖。 
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在本實驗中要完成以矽奈米線場效電晶體（SiNW-FET）來感測活體細胞 HeLa 

cell 所釋放的 ATP 分子，把矽奈米線場效電晶體與活體細胞結合，架構一個生物感

測的系統，讓生物感測系統能即時給予刺激與偵測細胞的行為，如即時偵測細胞所釋

放的 label-free 小分子，如圖 1-2 為矽奈米線場效電晶體感測活體細胞釋放 ATP 分

子示意圖。 

 

Path 1 : Apply ROS to real-time stimulation

Path 2 : HeLa cells release ATP

Path 3 : SiNW FETs adopt for the real-time detection of ATP

HeLa Cell

Abl

ATP

SiNW

ROS
Path 1

Path 2

Source Drain

Path 3

 

圖 1-2、矽奈米線場效電晶體感測活體細胞釋放 ATP 分子示意圖。 

 

1-2 神經系統簡介 

生物體為了生存和繁衍後代，能夠感受環境的種種變化，並產生適當的反應來保

護自己。神經系統是人體重要的調節機構，可因應外在環境的變化而產生適當反應，

使人們擁有思考、記憶以及情緒的能力。神經系統可分為中樞神經系統（Central 

Nervous System , CNS） 與周邊神經系統（Peripheral nervous system , PNS）。神經細

胞則是神經系統作用的基本單元，具快速傳遞訊息的功能[2]，如圖 1-3。以構造來說，

可分為細胞本體(Soma) 與突起(Neurite)，而突起又分為將訊息接收至神經細胞的樹

突(Dendrite) 和負責將訊息傳遞出去的軸突(Axon)，圖 1-4 為神經元結構。 
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圖 1-3、神經元之間的訊息溝通[3]。 

 

神經細胞彼此連結，藉由化學分子與電訊號傳遞於突觸(Synapse，神經細胞間交

界面) 形成神經網路，圖 1-5。在神經受傷時，神經網路的傳遞中斷，在此同時人體

內自然具備有神經網路修復的功能[3]。不同的神經系統，神經網路修復與重建的方

式不同，譬如中樞神經系統可以藉由增加神經之間溝通介面突觸來重新建立神經網

路。另一方面在周邊神經系統細胞除了增加突觸機會外，更可以藉由周邊神經再生，

並將神經之軸突導引至中斷的神經網路，以產生有效之傳遞系統[4]，圖 1-6。 
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圖 1-4、神經元結構[3]。 

 

 

圖 1-5、突觸間的分子傳遞[3]。 
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神經系統 (NS)

週邊神經系統 (PNS) 中樞神經系統 (CNS)

自主神經系統 軀體神經系統 腦 脊髓

交感神經系統 副交感神經系統 前腦 中腦 後腦

端腦 間腦

大腦皮質
基底核
海馬迴
杏仁核

丘腦
下視丘

中腦

頂蓋
大腦腳蓋

後腦 髓腦

橋腦
小腦

延腦

 

圖 1-6、神經系統分類。 

 

1-3 矽奈米線生物感測器簡介 

生物感測器被定義為一個元件是由生物辨識系統(Biological Recognition System) 

所組合成，基本上是由生物受體(Bioreceptor) 及轉換器(Transducer) 所組成。待測物

會與生物受體有特定的分子間作用，因為具有特定之專一性，故可以進行分子辨識。

常用的分子辨識方法有 5 類型，包括抗體/抗原反應、核酸反應、酶反應、細胞反應

及仿生材料反應，由於此分子間之特定作用力，會使轉換器感應到特殊的訊號變化。 

生物感測器由兩個主要關鍵部份所構成，一為生物分子和其反應之受體，二為硬

體元件，用來偵測生物分子反應後的訊號，主要為物理信號轉換元件。在本次實驗中，

我們所使用之硬體元件即為矽奈米線場效電晶體，感測分子為細胞釋放的三磷酸腺苷

（Adenosine triphosphate, ATP）。 

    未來的元件尺寸必須不斷縮小，需要高靈敏性、偵測快速、高選擇性、免標識及

即時反應的偵測到目標生物分子與修飾分子之間的作用，因為矽奈米線的表面積與體
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積比很大，所以只要些微的電荷就能影響奈米線的電導(Conductance)，這對生物領域

的研究或醫學上藥物的篩檢都有很大的幫助[5]，如癌症或是疾病生物的標示[6]，不

需使用任何標記就能即時偵測小型分子與蛋白質間的交互作用。其中最為大眾熟知的

商用生物感測器是使血糖生物感測器，它用酶(酵素)分解血糖。在這個過程中電子轉

移到電極上，從而可以測量血糖的濃度，市場對於類似感測器的大量需求大大促進了

相關感測器技術的開發。 

 

1-4 生物分子修飾與量測 

    本實驗將 Abl tyrosine kinase 修飾在矽奈米線上，用來即時感測細胞所釋放的 

ATP分子。ATP 是三磷酸腺苷（Adenosine triphosphate, ATP），為一種核苷酸 

(Nucleotide)，做爲細胞內能量傳遞的分子通貨，儲存和傳遞化學能。ATP 是人體主

要的能量來源，人類攝取食物中的葡萄糖，經一連串的化學反應後，會產生 ATP，

每分子的葡萄糖經生化反應後產生 36 到 38 個 ATP 分子。ATP 分子由腺苷和三個

磷酸基所組成，化學簡式為 C10H16N5O13P3，分子式 C10H8N4O2NH2(OH)2(PO3H)3H，

分子量為 507.18，三個磷酸基團從腺苷開始被編爲 α、β 和 γ 磷酸基。ATP 的化學

名稱爲 5'-三磷酸-9-β-D-呋喃核糖基腺嘌呤，或者為 5'-三磷酸-9-β-D-呋喃核糖基-6-

氨基嘌呤，如圖 1-7。    

 

圖 1-7、ATP 結構示意圖[7]。 
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如圖 1-8，ATP 主要分成三種功能，第一種為傳輸功能，在細胞膜上有很多膜蛋

白(Membrane protein)，膜蛋白上有許多通道(Channel) 負責選擇性的傳送物質進出細

胞，而膜蛋白傳輸的能量來源即為 ATP，可以藉由磷酸化或是去磷酸化將通道開放

或關閉。第二種功能是機械運動功能，肌蛋白上的 Motor protein 也可以藉由磷酸化

或是去磷酸化來移動。第三種為化學功能，在生理環境中有很多的功能都要藉由化學

反應而進行，這些化學反應的能量來源也都是 ATP 分子。 

 

 

圖 1-8、ATP 生理功能示意圖[7]。 

 

 

 

 

 

 



 9

在本實驗中，由  Aldehyde silane(3-(trimethoxysilyl)propyl aldehyde, United 

Chemical Technilogies,Bristol, PA) 與 Abl tyrosine kinase 作用形成 -C-N- 鍵結，使 

Abl tyrosine kinase 可以固定在製作完成的矽奈米線場效電晶體上，修飾流程如圖 1-9 

所示，圖 1-10 為表面修飾 Aldehyde-Abl tyrosine kinase 示意圖。Aldehyde silane 先

和 Silicon 上的 Silanol group 反應連接，加入 Abl tyrosine kinase 讓其一級胺(-NH2) 

與 Aldehyde group 反應，此為固定蛋白質在 Silicon 表面的方式之一。 

 

Si Si

OH OH OH

Si

O

O

OO

Aldehyde silane

silanol
group O O O

Si

ONH2 +

Si

O O O

Si

N

Abl
Abl

- H2O

 

圖 1-9、Aldehyde silane 修飾流程圖。 

 

Silicon

Aldehyde silane

Abl tyrosine kinase

 

圖 1-10、表面修飾 Aldehyde-Abl tyrosine kinase 示意圖。 

 

Abl 在細胞訊息傳遞中扮演重要的角色，生理環境中，Abl tyrosine kinase 會在

細胞要貼附於另一細胞時、細胞準備要生長或移動到另一位置時發出訊息。當在生理

情況下，磷酸化的調節失去控制時，可能是突變或是過度表現，都會造成很多種疾病

產生，也很有可能會導致癌症[8]。Abl tyrosine kinase 有 Active 和 Inactive 型態，
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如圖 1-11，上面是 Inactive 的型態，下方是 Active 的型態，各包含兩個 Regulatory 

domain、一個  Kinase domain、和多個可以與  Actin 和  DNA 做  binding 的 

Additional domain，來調節 Abl 的活性。在慢性骨髓性白血病(Chronic myelogenous 

leukemia) 的患者中，90% 的病患有 Abl tyrosine kinase 與基因 BCR 連結的突變，

造成 Abl tyrosine kinase 過度活化。由於 Abl tyrosine kinase 會與 ATP 分子結合，

將 ATP 分子上的磷酸轉移到另一個蛋白質上，為一磷酸轉移酶，所以 Abl tyrosine 

kinase 對 ATP 有很大的親和力，因此將 Abl tyrosine kinase 修飾在矽奈米線上，可

以用來感測 ATP 分子。 

 

 

圖 1-11、Abl tyrosine kinase 之 Active 和 Inactive 型態[8]。 
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1-5 研究動機及目標 

本研究要整合生物體與元件，進一步能運用在生物醫學治療方面。人體的溝通、

協調都是靠神經系統來完成，一個正常人的神經網路訊息傳遞是快速、順暢的，如果

神經網路受破壞，於受傷區域有效且具方向性地神經導引變得極為重要，因此相關研

究嘗試發展可以植入人體受損神經網路區的生物晶片，藉由晶片導引正常神經細胞向

受損處生長並修補，使訊息能重新傳遞下去。 

許多文獻報導，自由基是造成細胞病變的重大因素，癌細胞與正常細胞所釋放出

的 ATP 分子濃度也不盡相同，所以量測細胞受刺激後的 ATP 分子濃度即可分辨是

否可能有癌細胞的存在。本研究針對自由基對於細胞的刺激，用來量測細胞在受自由

基刺激過程中所釋放出的生物分子，經過以上對矽奈米線場效電晶體生物感測器介

紹，本實驗研究動機為進一步運用矽奈米線場效電晶體來結合生醫感測，如圖 1-12。

上述參考文獻中提到矽奈米線場效電晶體為一高靈敏度的生物感測器，在本研究中將

架構出一系統，作為刺激生物體和感測其所釋放的分子的感測器，以即時刺激和偵測

生物體行為做為目標。 

 

 

圖 1-12、矽奈米線場效電晶體結構。 
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    首先給予細胞自由基刺激，並測試細胞經由自由基刺激可以即時釋放我們要偵測

的 ATP 分子；另一架構為製作出高靈敏度的矽奈米線場效電晶體，且在矽奈米線修

飾上 Abl tyrosine kinase。最後，將活體 HeLa cell 經繼代培養(Subculture) 直接培養

在矽奈米線場效電晶體上，使細胞和矽奈米線場效電晶體結合，讓矽奈米線場效電晶

體生物感測系統能即時偵測細胞所釋放的 ATP 分子，如圖 1-13。 

 

Cell culture

SiNW FET fabrication

Abl tyrosine kinase binding

Cell subculture to SiNW FET

Release ATP

ROS stimulation

Device

detection

Modification

 

圖 1-13、實驗架構。 

 

1-6  文獻回顧  

 首先介紹一下文章內容的編排，本論文分兩大部分，第一部分為選擇性導引 

PC12 cell 細胞圖案；第二部份為選擇性導引 HeLa cell 細胞圖案，最後在結合細胞

與矽奈米線場效電晶體來感測細胞釋放的 ATP 分子。本研究的實驗編排也是依照類

似的順序來說明，從基本的細胞培養，元件結構製作，最後將細胞與元件整合，完成

整個生醫感測，如圖 1-14。 
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Research Included
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Neuron cell patterning Probing Cells with SiNW biosensor

 

圖 1-14、論文主軸。 

 

近年來由於半導體產業的快速發展，製作功能性晶片的方法也大幅進步，雖然有

許多種用半導體方法製成的生物感測晶片，但其中以矽奈米線作為感測元件展現出最

佳的表現。哈佛大學化學暨生化系的 Lieber 教授首先提出以奈米線組裝到晶片表面

的電極上而形成場效電晶體[9]。其係利用流體攜帶的方式將矽奈米線流到表面並跨

接在兩個電極上，稱為源極(Source) 與汲極(Drain)，然後將小分子的生物素(Biotin) 組

裝到奈米線的表面。接著若是分子量為 60,000 的 Streptavidin 蛋白質流過奈米線表

面，由於此蛋白質與 Biotin 分子間具有專一性，因此很快的反應到奈米線的表面，

進而影響到奈米線的電導率(Conductance)。由於奈米線場效電晶體極為靈敏，所以不

同濃度的 Streptavidin 蛋白質其對奈米線之電導效應可以被量測出。 

 在 2001 年，Charles M. Lieber 之團隊首先發表了利用矽奈米線製作之場效電晶

體，應用於生物感測器之技術[9]，也因此，後續許多研究團隊都致力於開發所謂的

一維奈米結構[10]，用來當作高靈敏度之生物分子感測器，偵測多種微小物質，例如:

離子、蛋白質、DNA 等等[11, 12]。 
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矽奈米線場效電晶體之生物感測器，主要即是利用對矽奈米線之表面做特定之修

飾後，接上特定之帶電微小物質，而形成類似一個上電極的結構，如圖 1-15 之示意

圖。 

 

 

圖 1-15、矽奈米線場效電晶體生物感測器之感測機制示意圖[13]。 

 

 Charles M. Lieber 之團隊所使用之矽奈米線為 P 型矽，因此若接上矽奈米線之

物質帶正電，則等效於對元件加上一個上電極之正電壓，造成 P 型矽載子空乏，而

使電晶體之電流及電導率因此下降; 同理，若接上之物質帶負電，則等效於對元件加

上一上電極之負電壓，造成 P 型矽載子聚集，而使電晶體之電流及電導率因此上升，

達到其感測分子之目的[13]。 
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圖 1-16、蛋白質感測之實驗結果[9]。 

 

    圖 1-16 為 2001 年 Charles M. Lieber 團隊發表在 Science 期刊[9] ，做蛋白質

感測之實驗結果，所要感測的目標蛋白質為 Streptavidin。Lieber 團隊先在矽奈米線

表面修飾 BSA-biotin 分子，利用 Biotin 與 Streptavidin 之間的生物專一性來結合，

由於 Streptavidin 帶負電，所以會使矽奈米線電晶體之電導上升，如圖 1-16B。圖 

1-16C 為表面未修飾 BSA-biotin 矽奈米線電晶體元件，若加上 Streptavidin，因不會

形成鍵結，所以對電性不會有任何影響。圖 1-16D 為表面修飾另一種 BSA-biotin 之

矽奈米線電晶體元件，但加入的 Streptavidin 會先與四倍濃度的 D-biotin 形成反

應，使 Streptavidin 上的 Biotin binding site 被佔滿，因為剩餘的 binding site 很少，

所以加入 Streptavidin 的對電性只有些微影響，利用此結果強調矽奈米線電晶體感測

器對生物專一性有良好辨別度。圖 1-16E 則表示此感測器對 Streptavidin 濃度之感

測極限，為 25 pM。 
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圖 1-17、神經細胞生長跨越矽奈米線[14]。 

 

 

圖 1-18、感測神經細胞動作電位[14]。 

 

    Charles M. Lieber 團隊除了將矽奈米線場效電晶體做為生物分子的感測器之

外，還將神經細胞長在矽奈米線上，圖 1-17，讓矽奈米線能給予神經細胞刺激的電

訊號，且觀測神經細胞的動作電位[14]。如圖 1-18，將神經細胞的生長侷限在特定區

域，橫跨矽奈米線，然後在第一條矽奈米線給予神經細胞電訊號，讓訊號藉由神經的
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軸突來傳送，經過 50 條矽奈米線讀取軸突的動作電位，實驗結果顯示，矽奈米線場

效電晶體可以運用做為神經細胞的動作電位感測陣列，給予電刺激且讀取神經細胞的

膜電位，如此可以對神經細胞的研究更快速，更可以進一步對神經細胞的訊息傳遞如

何阻斷或強化等功能做研究[14]。 

 

 

圖 1-19、偵測小分子與蛋白質間作用示意圖[15]。 

 

    以上介紹了幾種矽奈米線場效電晶體的原理及應用，除此之外，更重要的是將酵

素固定在矽奈米線上，並使其發揮功能，無論是做為生物感測器或是進一步運用在藥

物篩檢上，都有其重要性，Charles M. Lieber 團隊也對此有研究，他們在矽奈米線上

修飾 Abl tyrosine kinase 來做為藥物篩檢的感測器，如圖 1-19，修飾在矽奈米線上的 

Abl tyrosine kinase 對 ATP 有很大的親和力，Gleevec/SIT-571 是 ATP 的競爭型抑

制劑，兩者會搶 Abl tyrosine kinase 的 binding site，在此實驗中，使用的 Abl tyrosine 

kinase 在慢性骨髓性白血病(Chronic myelogenous leukemia) 的患者中，有90% 有 
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Abl tyrosine kinase 與基因 BCR 連結的突變，造成 Abl tyrosine kinase 過度活化，所

以此藥物篩檢系統可以偵測加入的抑制劑是否有效，能否成功的抑制 Abl tyrosine 

kinase 與 ATP 的結合，如圖1-18C，Gleevec/SIT-571 將 ATP 的 binding site 佔據，

使 ATP 不能與 Abl tyrosine kinase 結合[15]。 

   Prof. C. M. Lieber 指出，相較於其他如表面電漿共振及熱量計等免標記的方法，

這項技術在靈敏度上高出幾個數量級。此外、這項技術僅需少量蛋白質，這對於尚未

邁入量產階段的新酵素研究至為關鍵。 

 

 

圖 1-20、矽奈米線偵測 ATP 分子[15]。 

 

    圖 1-20 為 Prof. C. M. Lieber 團隊對 ATP 即時偵測的實驗結果，在圖 1-20A 

中分別加入 0.1 nM、3 nM、和 20 nM 的 ATP，觀察矽奈米線場效電晶體的電導率

的變化，紅色線是有修飾 Abl tyrosine kinase 的量測結果，黑色線是沒有修飾的量測

結果，由圖中可以知道修飾 Abl tyrosine kinase 在矽奈米線上，能夠靈敏的偵測 ATP 

分子，其偵測極限可到 0.1 nM；圖 1-20B 是 ATP 濃度對電導率變化量(△G) 做

圖，呈線性關係的改變[15]。 

圖 1-21 為 2007 年在 Small 期刊發表的文獻[16]，實驗以單壁奈米碳管場效電

晶體(Single-Walled Carbon-Nanotube Field-Effect Transistor, SWCNT-FET) 應用於生

物感測，來偵測神經細胞釋放的分子 Chromogranin A，簡稱 CgA。實驗首先設計出 
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SWCNT-FET 元件，將 Cortical neurons 細胞培養在元件上以 Glutamate 刺激，用 

SWCNT-FET 去量測細胞釋放出的  CgA，如圖  1-22。圖  1-23 是  2008 年在 

Nanotechnology 期刊發表的文獻[17]，實驗以 SWCNT 元件來感測血液中乳癌細

胞，先將 SWCNT 修飾上選擇性抗體，讓此抗體能與細胞上抗原做生物專一性結合，

之後再加入細胞之後可以明顯看到電流的變化。 

 

圖 1-21、SWCNT-FET 元件設計與製程[16]。 

 

圖 1-22、SWCNT-FET 感測神經細胞釋放出的分子 CgA[16]。 
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圖 1-23、SWCNT 元件感測血液中乳癌細胞[17]。 
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第二章 

選擇性導引 PC12 cell 細胞圖案 

2-1 實驗動機 

導引細胞運動被認為是組織工程學中的關鍵過程[18]。因此，控制細胞移動方法

的研究對於瞭解細胞基本形態發生過程是一重要的課題，利用微流道的相關研究已有

相當多的文獻發表。為瞭解細胞移植行為的機制，使用微製造技術製備精確地貌基板

相當有用，利用光學微影技術(Photolithography) 可將設計的圖案轉移到矽晶片的表

面，明確定義的表面地貌特徵包括孔洞、溝槽等。細胞對這些基板的響應深受其幾何

特徵尺寸的影響，細胞本身會適應周遭的環境來作排列；細胞的運動方向會由表面的

形狀所導引的現象已廣為人知。流道溝槽的圖案也被用來做此研究；微流道的寬度、

深度與重複的間隔都會影響細胞的位向和形狀。 

本文將介紹神經分化導引晶片，藉由可重複大量製作的矽晶片上之微流道導引神

經細胞，影響神經細胞的分化行為，並藉由觀察神經細胞生長於不同尺寸的微流道生

長分化的情形，來推論在多大的尺寸下神經細胞可以有效地被導引生長，以提供未來

植入晶片與現有神經組織間形成有效神經網路介面連結的解決方法。 

 

2-2 PC12 細胞培養 

    整合細胞與元件，需要有良好的細胞株；由於 PC12 細胞生長快速且具有類似

未分化神經細胞的特性，適合在實驗室持續生長，一旦受到神經生長因子 NGF 刺激

就會進一步分化成神經細胞，具有樹突、軸突以及與鄰近細胞形成突觸與神經網路的

能力[2]。 
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2-2-1  PC12 細胞簡介 

PC12 細 胞 是 由 一 個 大 白 鼠 腎 上 腺 髓 質 嗜 鉻 細 胞 瘤 (Rat adrenal 

pheochromocytoma) 選殖出的細胞株，命名為 PC12 細胞株。此細胞株是由外胚層 

（Ectoderm） 之細胞發育而成，當以神經成長因子 NGF（Nerve growth factor） 處

理造成分化後，PC12 細胞更明顯地表現出成熟神經細胞的特性，稱之為已分化 

(Differentiated) PC12 細胞。已分化的 PC12 細胞會生長出許多軸突(Axon) 和樹突 

(Dendrite)，總稱為突起(Neurite)，於細胞分枝的末端上累積許多小液泡(Vesicles)，能

合成與儲存神經傳導物質(Neurotransmitter)，因此 PC12 細胞無論是對於生物感測器

與神經科學領域而言都是一個很好的實驗材料[19]，圖 2-1。 

 

圖 2-1、倒立式顯微鏡觀察 PC12 cell 分化前後型態[19]。 

 

PC12 是一種常用來研究神經細胞分化行為的細胞株。傳統上 PC12 細胞生長於

聚苯乙烯(Polystyrene) 的塑膠盤上，其神經生長分化不具方向性。圖 2-2 是生物研

究團隊拍攝 PC12 cell 在 Confocal 螢光顯微鏡下的細胞型態[20]，從此研究可以很

清楚的看出從一個細胞本體分化出許多的突處以及突處末端的小液泡。 
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圖 2-2、Confocal 螢光顯微鏡下的 PC12 cell[20]。 

 

2-2-2   細胞培養實驗流程 

    PC12 細胞培養在 37℃、5％ CO2  培養液為 RPMI 1640 medium 混合馬血清 

(Horse serum) 和胎牛血清(Fetal bovine serum)，開始細胞培養以前先將培養液至於 

37℃ 水溫槽中回溫。 

    細胞培養步驟如下： 

(1) 配置細胞培養液。 

(2) 準備離心管。 

(3) 細胞離心。 

(4) 去除上清液。 

(5) 加入新的培養液。 

(6) 打散細胞。 

(7) 細胞加到新培養盤。 

(8) 置入 37℃、5 % CO2 細胞培養箱培養。 
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圖 2-3 是將 PC12 培養在有修飾蛋白的培養盤上，等細胞貼附在培養盤。以神

經成長因子 NGF（Nerve growth factor） 50 ng/ml 誘導 PC12 分化後，圖 2-4，每

隔 48 小時更換新的細胞培養液，並重新添加 NGF 生長因子。 

 

 

圖 2-3、未分化的 PC12 cell 細胞型態。 

 

 

圖 2-4、已分化的 PC12 cell 細胞型態。 
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2-3 微流道製作流程 

在本實驗中以負光阻(SU-8) 作為開放式微流道的材料。使用光學微影技術製做

開放式微流道，這是一個可靠、迅速且容易的方法，來生產大量相同的微流道結構以

從事細胞的體外研究，如圖 2-5。本實驗利用具有各種寬度與深度的微流道來探索細

胞的行為。本研究感興趣的是確定更寬且更深的平行微溝槽有導引細胞遷移的作用。

更深的微溝槽會比平坦的表面更能夠促進細胞的遷移，促進的程度將取決於微溝槽的

尺寸。開放式微流道製程步驟如下： 

(1) Initial clean、HMDS vapor 處理。 

(2) 旋塗光阻 SU-8 2015。 

(3) 軟烤 65℃ 1 分鐘、 

        95℃ 5 分鐘、 

        65℃ 1 分鐘。 

(4) 光罩對準曝光定義 Active area。 

(5) 曝後烤 65℃ 1 分鐘、 

          95℃ 2 分鐘、 

          65℃ 1 分鐘。 

(6) 光阻顯影。 

(7) 硬烤 150℃ 20 分鐘。 

   

圖 2-5、開放式微流道 SEM 圗。 
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2-4 蛋白質表面修飾 

微流道晶片的製作流程主要是利用光學微影技術(Photolithography) 來完成，如圖 

2-6 為玻璃開放式微流道製作流程圖以及俯視圖。本研究利用高分子負光阻 SU-8 所

製作出的微流道，其結構深度為 20 μm，如圖 2-7。晶片在經過臭氧(O3) 的處理後，

結構表面轉為附有 SiOH 基團而變成親水性表面(Hydrophilic surface)，可進一步修飾

上 Collagen 蛋白，讓 PC12 進行細胞的附著，如圖 2-8。 

 

glass chip

glass chip

glass chip

2015 2015

Spin-coated SU-8
2005 & exposure

Spin-coated SU-8
2015 & exposure

 

圖 2-6、玻璃開放式微流道製作流程。 
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圖 2-7、玻璃微流道照相圗。 

 

  

 

   

圖 2-8、微流道光學顯微鏡俯視圖。 
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為了證明蛋白確實會佈滿在整個微流道上，我們先把帶螢光的 Laminin 做流道

螢光測試，步驟如下： 

(1) 玻璃晶片。 

(2) SU-8 微流道製程。 

(3) O3 處理，使流道親水。 

(4) 微流道 Protein tank 注入帶有螢光的 Laminin 蛋白。 

(5) 等螢光 Laminin 佈滿流道。 

(6) 螢光顯微鏡觀測。 

實驗結果可以清楚的看到 Laminin 蛋白修飾前後的螢光圗，如圖 2-9。 

 

   

圖 2-9、Laminin 蛋白修飾前後的螢光圗。 

 

另外我們也用 Trypan blue 染劑測試流道流通情形，圖一可以很清楚得知染劑作

用前後流道顏色的變化，證明流道是可流通的，圖 2-10。 

 

   

圖 2-10、Trypan blue 染劑測試流道流通圗。 
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螢光測試結果證明出螢光 Laminin 蛋白確實有修飾到晶片上。之後我們直接在

微流道晶片上修飾 Collagen，步驟如下： 

(1)  Silicon 晶片 Initial clean。 

(2)  HMDS vapor 處理。 

(3)  SU-8 微流道製程。 

(4)  O3 處理，使流道親水。 

(5)  微流道注入 Collagen 蛋白。 

(6)  等 Collagen 佈滿流道。 

(7)  乾燥。 

(8)  加入細胞培養液。 
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2-5 選擇性導引 PC12 cell 細胞圖案 

將 PC12 細胞生長在具微流道且經分子表面處理的矽晶片上持續生長，於培養

皿加入 NGF 50 ng/mL 誘導神經細胞分化而生長出突起(Neurite)，並利用顯微鏡觀察 

PC12 細胞在 SU-8 微流道上的生長情形。本實驗分別以不同大小的微流道來培養 

PC12 細胞生長[19]。 

 

 

圖 2-11、PC12 細胞分化程度比較[19]。 

 

要使 PC12 在矽晶片上長出軸突和樹突前，必須選定蛋白來讓細胞貼附。本實

驗以矽晶片做為基底來做 2 種蛋白測試，分別是修飾上膠原蛋白(Collagen) 與長鏈

氨基酸 Poly-lysine，之後將 PC12 經細胞繼代培養(Subculture) 方法，培養到矽晶片

上。等 24 小時細胞貼附在矽晶片上時，施以濃度 50 ng/mL 的 NGF 處理，持續觀

察 PC12 軸突和樹突的生長狀態，圖 2-12。 
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Poly-lysine overnightCollagen overnight

overnight

NGF treatment : 50ng/ml
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PC-12 PC-12

 

圖 2-12、PC12 細胞培養在修飾 Collagen、Poly-lysine 矽晶片上實驗流程。 

 

 

圖 2-13 是 PC12 細胞生長在修飾 Collagen 矽晶片上的型態，顯示出 PC12 在 

Collagen 上是會貼附，並且生長的很好；圖  2-14 則是  PC12 細胞生長在修飾 

Poly-lysine 矽晶片上的生長型態，顯示出 PC12 在 Poly-lysine 上也是可以貼附，並

且生長的很好，由以上實驗結果得知 Collagen 與 Poly-lysine 皆可用來做 PC12 細

胞貼附，生長軸突、樹突實驗。 
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Collagen

 

圖 2-13、PC12 細胞培養在修飾 Collagen 矽晶片上生長型態。 

 

Polylysine

 

圖 2-14、PC12 細胞培養在修飾 Poly-lysine 矽晶片上生長型態。 

 

為了知道 PC12 在微結構凹槽的選擇性情形，本實驗設計大小 20 μm、30 μm、

40 μm、50 μm ，深度 20 μm 的微結構，將細胞繼代培養到微結構上。實驗結果得

知 PC12 在微結構裡大致上的選擇性比例，圖 2-15 說明四種大小為結構 20 μm、30 

μm、40 μm、50 μm 細胞的選擇性情形。實驗結果發現，長寬越大的微結構對於細胞圖

案的選擇性越不好，主要是因為底層細胞在大的微結構裡，很容易因為溶液的流動而

流出微結構中；然而在長寬較小的微結構中，底層細胞受溶液流動影響很小，也因此

細胞不容易因液體流動流出，造成細胞圖案選擇性較大。 
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圖 2-15、選擇性導引 PC12 在 20 μm、30 μm、40 μm、50 μm 微結構上。 

 

本實驗將上述不同大小的微結構對 PC12 cell 之 選擇性(Selectivity) 做統計圖

表，如圖 2-16；將不同大小微結構細胞數出現頻率做出統計表，如圖 2-17；不同大

小微結構出現頻率最高的細胞數，如圖 2-18。 
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圖 2-16、不同大小的微結構對 PC12 cell 之 Selectivity 統計圖。 



 34

Number of Cells per Well

0

10

20

30

40

1 3 5 7 9 11 13 15 17

F
re

q
u

ec
y

(%
)

 

圖 2-17、不同大小微結構細胞數出現頻率統計表。 
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圖 2-18、不同大小微結構出現頻率最高之細胞數。 

 

 

圖 2-19 則是長形微結構深度 20 μm 和 50 μm 測試所導引出的 PC12 細胞圖

案， 可以看出深度 50 μm 的微結構比深度 20 μm 的微結構導引效果更好，主要是

因為較深的微結構細胞不易被環境的擾動而流走，細胞也因此容易在微結構裡生長分

化。 
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thickness: 50μm

 

圖 2-19、選擇性導引 PC12 在深度 20 μm、50 μm 微結構。 

 

Snail neurons

 

圖 2-20、在矽晶片上導引神經細胞生長[4]。 

 

之後要進入導引 PC12 突處階段，首先設計的流道寬度為 20 μm、30 μm，微流

道深度為 20 μm 時觀察 PC12 細胞受到結構的導引而生長，並選擇位於同一平面的
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結構生長，圖 2-20。 

另一方面，培養細胞生長於更大流道 40 μm 和 50 μm，結構深度 20 μm 的流

道，觀察神經細胞是否會依溝槽形狀限制造成導引細胞的效果，發現到分化之神經細

胞長出的突起能夠成功的被導引[4]。由此觀察得知分化中的 PC12 神經細胞藉由高

分子微流道晶片，能夠將產生的突起有方向性地導引生長，以利於形成有效的神經網

路，同時當細胞生長於較大流道時，由於有較多細胞聚集在一起以及較大空間伸展，

其軸突(Axon) 導引效果最好。 

 

1μl collagen

Protein injection tank

Si

37 ℃

PC-12

RPMI 1640 mediumCulture dish

 

圖 2-21、選擇性導引 PC12 細胞流程。 

 

圖 2-21 為導引 PC12 細胞的實驗流程圖，經上述實驗方法處理後，將 sample

放入細胞培養箱裡培養，48 小時換一次培養液，再添加 NGF 神經生長因子。圖 2-22 

則是將 PC12 細胞導引在矽晶片微流道上的結果，證明出以開放式微流道來導引神

經細胞的生長分化是可行的。 
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圖 2-22、矽晶片上微流道導引 PC12 細胞圖。 

 

為了使細胞導引的型態更清楚，本實驗以玻璃為基底製作 SU-8 流道，由於 

SU-8 2015 不易附著在玻璃上，所以本實驗先旋上一層 SU-8 2005，之後再蓋上一層

厚度 20 μm 的 SU-8 2015，來做為導引神經細胞的微結構，如 2-4 節。圖 2-23 為

導引好的 PC12 細胞做細胞固定化處理之後所拍下的圖。 

 

 

圖 2-23、PC12 導引在以玻璃為基底之微流道。 
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首先將細胞固定，之後以免疫組織化學螢光染色方法處理，以一號抗體和細胞膜

上的抗原產生反應，反應完整之後再以帶有螢光的二號抗體去和一抗反應，整個反應

的示意圖，如圖 2-24。圖 2-25 則是經免疫組織化學螢光染色後在螢光顯微鏡下的 

PC12 型態，可以更清楚的看到細胞被導引的位置。 

 

Immunohistochemical Staining

Cell

Antibody 1

Antibody 2

Fluorescent/staining tag

Antigen

 

圖 2-24、免疫組織化學螢光染色。 

 

 

圖 2-25、染色後在螢光顯微鏡下之 PC12 型態。 
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2-6 整合導引 PC12 細胞與元件 

在以上 PC12 細胞導引結果成功後，本實驗進一步要把 PC12 導引在矽奈米線

場效電晶體上。 

首先本實驗先製做出矽奈米線場效電晶體，之後如第 2-3 節方法蓋上微流道，

經 2-5 節方式處理使 PC12 細胞在元件上被導引生長突處。圖 2-26 是元件上微流

道之 Auto CAD 設計圖與元件實體照相圖，圖 2-27 則是元件上微流道之顯微鏡圖。 

                                          

   

圖 2-26、元件上流道設計圖與照相圖。 

 

 

Source Drain

Microfluidic channel

SiNW

 

圖 2-27、元件微流道顯微鏡圖。 
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圖 2-28、PC12 細胞乾燥處理後 SEM 圖。 

 

 

圖 2-29、PC12 細胞導引在矽奈米線場效電晶體。 

 

從圖 2-29 可以明顯地看出 PC12 生長出的 Axon 導引在矽奈米線場效電晶體

上。並且生長跨過矽奈米線(Silicon nanowire)，符合本實驗要把 PC12 導引在矽奈米

線場效電晶體上的目標，圖 2-30。 
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SiNW

 

圖 2-30、PC12 細胞之 Axon 生長跨過矽奈米線。 

 

神經細胞的導引使細胞樹突、軸突間形成突觸。整合神經細胞與半導體元件，此

結果將可進一步提供未來植入人體生醫晶片與現有神經組織形成有效性神經網路介

面連結的解決方法，對神經科學醫療上有卓越影響。 

 

 



 42

第三章 

選擇性導引 HeLa cell 細胞圖案 

3-1 實驗動機 

導引細胞運動對於生物感測是非常重要的步驟[21, 22]。利用光學微影技術可將

設計的圖案轉移到矽晶片的表面，細胞對這些基板的響應深受其幾何特徵尺寸的影

響，細胞本身會適應周遭的環境來作排列；細胞的運動方向會由微流道表面的形狀所

導引。微流道溝槽的圖案也被用來做此研究，微流道的寬度、深度與重複的間隔都會

影響細胞生長的位向[23, 24]。 

 

3-2 HeLa cell 細胞培養 

    整合細胞與元件，需要有良好的細胞株，以便在實驗室培養。本實驗所選擇的細

胞為 HeLa cell，此細胞株具有繁殖力強、生長快速、不易死亡的特性，且易於在實

驗室培養。 

3-2-1  HeLa cell 簡介 

    HeLa cell 是生物醫學與生醫電子學研究中使用的一種細胞，源自於子宮頸癌細

胞的細胞系。從子宮頸癌的腫瘤組織中分離出癌細胞，並在離體培養(In vitro) 下發

展成為 HeLa cell 的細胞株。這是第一株可離體連續培養的人類細胞，由於 HeLa cell

很容易在離體培養下生長，故被研究人員廣泛的用來從事有關細胞生物醫學的研究，

如圖 3-1 為 HeLa cell 細胞型態。 
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圖 3-1、HeLa cell 細胞型態[25]。 

 

3-2-2  細胞培養實驗流程 

在 HeLa cell 生長狀況良好下，細胞密度達 7 分滿時，進行繼代培養 

(Subculture)。首先以細胞生理緩衝溶液 1xPBS 清洗，加入 Trypsin(Enzyme) 溶液使

其與細胞反應。Trypsin 為一種末端水解酵素(Endopeptidase)，在細胞培養常被用來

把黏附在瓶壁的細胞切離以便離心，然而 Trypsin 酵素最原始的作用是針對蛋白質胜

肽鏈 (Peptide chain) 上的  Lysine 和 Arginine 兩種胺基酸作用，從兩種胺基酸 

C-terminal 切斷，進行蛋白質的水解，這種特定性稱為專一性，但如果碰到 Proline 則

不會作用，因為其 N-terminal 被環起來受保護無法被水解。 

加入新 PBS 生理溶液清洗，進行離心，之後添加新的細胞培養液，取出後混合

均勻，轉移到新的培養盤中，放入相同條件的培養箱內培養。圖 3-2、圖 3-3、圖 3-4 

分別為 HeLa cell 培養 5 天，以 Trypan blue 染劑做細胞染色後的各種型態，實驗

加入的細胞其細胞密度為 2.3x105 cells /ml。 
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圖 3-2、HeLa cell 染色前後型態。 

 

 

圖 3-3、HeLa cell 細胞膜破裂染色型態。 

 

   

圖 3-4、倒立式顯微鏡觀察 HeLa cell 染色前後型態。 
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3-3 不同材料的細胞培養 

    為了得知 HeLa cell 在材料表面上的生長情形，本實驗先把細胞培養在幾種材料

上，進一步比較細胞在各種材料的生長狀況，找出適合做為選擇性導引 HeLa cell 的

材料。 

3-3-1  HeLa cell 在不同材料上培養 

    首先我們在矽晶片上分別覆蓋上金(Au)、二氧化矽(Oxide)、氮化矽(Nitride)、負

光阻 SU-8 等材料。金是用熱阻絲蒸鍍(Thermal coater) 系統沉積、二氧化矽以濕式

氧化(Wet oxidation) 爐管沉積、氮化矽則是以 PECVD 方式沉積。 

    之後本實驗將 HeLa cell 在相同條件下，依序培養在以上四種材料表面上。由圖

3-6 HeLa cell 培養在 Au、Oxide、Nitride、SU-8 上第 5 天之結果，可以清楚地證明

出，HeLa cell 在金、二氧化矽、氮化矽表面上生長的數目與在 SU-8 的數目差距蠻

大的，細胞在 SU-8 上的數量比起其他材料相對的少很多。 

    另外實驗又以  Trypan blue 染劑來測試  HeLa cell 的存活率，圖 3-7 是加 

Trypan blue 染劑測試完的結果，由此可以得知細胞的存活率和正常狀況將細胞培養

在培養盤裡的存活率都很高，證明 HeLa cell 生長在以上材料環境是沒問題的，並不

會使細胞大量死亡。 

實驗結果可以發現細胞在各種材料上的存活情形，本實驗更進一步對貼附在材料

上的 HeLa cell 其存活率做出統計。算出的細胞在材料上的存活率分別是 Au : 

96%、Oxide : 97%、Nitride : 98%、SU-8 : 91%。由此結果可以得知，生長貼附在材料

上的 HeLa cell 基本上細胞絕大多數是存活的，只是因為 HeLa cell 在這些材料上其

生長分化速度不同，而造成細胞的數量不同。 
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圖 3-5、HeLa cell 培養在 Au、Oxide、Nitride、SU-8 上第 0 天。 

 

   

   

圖 3-6、HeLa cell 培養在 Au、Oxide、Nitride、SU-8 上第 5 天。 

 

Au Oxide 

Nitride SU-8 

Au Oxide 

Nitride SU-8 
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圖 3-7、Trypan blue 染劑測試 HeLa cell 存活率。 

 

3-3-2 單位面積細胞數統計 

    HeLa cell 在材料表面上培養完之後，進一步計算細胞的數量，以單位面積細胞

的數量表示，如圖 3-8。實驗結果顯示 HeLa cell 在不同材料的生長速度是不同的，

在金表面上細胞的數量是最多的，其次是在二氧化矽與氮化矽上，細胞數量最少的則

是在 SU-8 上。 

    由此實驗結果得知，HeLa cell 在 SU-8 上的生長相對於其他材料是比較慢的，

加上 SU-8 開放式微結構的製程不會很複雜，利用光學微影技術就能完成，所以本研

究以 SU-8 用來做為微結構的材料。 

 

Au Oxide 

Nitride SU-8 
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圖 3-8、不同材料上的單位面積細胞數量統計。 

 

3-4 微結構製作流程 

    在本實驗中以負光阻(SU-8) 作為開放式微結構的材料。使用光學微影技術製做

微結構，這是一個可靠、迅速且容易的方法，來生產大量相同的微結構以從事細胞的

體外研究。開放式微流道製程步驟如下： 

(5) Initial clean。 

(6) HMDS vapor。 

(7) 旋塗負光阻 SU-8 2015；SU-8 2050。 

(8) 軟烤 65℃  1分鐘、   ；65℃  3 分鐘、 

        95℃  3分鐘、   ；95℃  6 分鐘、 

        65℃  1分鐘。   ；65℃  1 分鐘。 

(9) 光罩對準曝光定義 Active area。 

(5) 曝後烤 65℃  1分鐘、   ；65℃  1 分鐘、 

          95℃  2分鐘、   ；95℃  6 分鐘、 



 49

          65℃  1 分鐘。   ；65℃  1 分鐘。 

(6) 光阻顯影。 

(7) 硬烤 150℃  20 分鐘。 

    圖 3-9 SU-8 微結構示意圖，圖 3-10 與圖 3-11 為製程後微結構之 SEM 圖。 

Si

SU-8

 

圖 3-9、微結構示意圖。 

 

   
圖 3-10、深度 20 μm 微結構 SEM 圖。 

 

   
圖 3-11、深度 50 μm 微結構 SEM 圖。 
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3-5 選擇性導引 HeLa cell 細胞圖案 

在細胞生長狀況良好下，細胞密度達約 7 分滿時，進行繼代培養(Subculture)。

如同上述小節以 1xPBS 清洗，加入 Trypsin 溶液反應，使 HeLa cell 從培養盤中脫

離，加入 1xPBS 清洗，之後以離心機離心，加入新的細胞培養液(Medium)，將細胞

吸取出，轉移到 20 μm 和 50 μm 矽晶片微結構上，使細胞分散均勻，放入相同條

件的培養箱內培養，圖 3-12、圖 3-13。 

 

   

圖 3-12、HeLa cell 選擇性生長在深度 20 μm 微結構。 

 

   

圖 3-13、HeLa cell 選擇性生長在深度 50 μm 微結構。 
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第四章 

結合細胞與矽奈米線場效電晶體來感測細胞釋放的 ATP 

4-1 實驗動機 

在本實驗中所要量測的目標是細胞所釋放的 ATP 分子，所以量測過程必須要讓 

HeLa cell 維持在其正常的生長環境，因此在實驗中，所使用量測的緩衝溶液為符合

生理環境的離子濃度的 1X PBS(137 mM NaCl， 8.1 mM Na2HPO4，2.7 mM KCl，1.5 

mM KH2PO4) 緩衝溶液。 

製作矽奈米線場效電晶體，再修飾 Aldehyde silane 及 Abl tyrosine kinase，完成

感測 ATP 的矽奈米線場效電晶體。 

文獻中有許多利用矽奈米線與奈米碳管作為生物感測器[8, 27]。本實驗進行的主

要目的是要將 HeLa cell 培養在元件上，整合細胞與元件，將製作出的 ATP 分子生

物感測器矽奈米線場效電晶體運用在感測細胞所釋放的 ATP 分子。當 ATP 可以 

binding 在矽奈米線時，造成矽奈米線的載子濃度(電洞)被 Accumulation(堆積)，使電

流變大，也就是 Conductance 變大，由此觀察細胞經過電刺激之後的改變。所以將

細胞以 ROS 刺激後造成 Conductance 的變化，是因為細胞釋放的 ATP 分子被修飾

在矽奈米線上的 Abl tyrosine kinase 捕獲的關係，因此，本實驗的量測架構上，可以 

Real-time 偵測到細胞經自由基刺激所釋放出的 ATP 分子。 

 

4-2 自由基刺激 HeLa cell 釋放 ATP 

    在許多文獻上說明自由基對於細胞有重大影響，基於此論點，本研究想針對自由

基刺激細胞的 ATP 濃度變化，來探討自由基對 HeLa cell 的影響。 

 

4-2-1 Bioluminescence 測 ATP 濃度 

    在本實驗中以 Roche’s Bioluminescence assay kit 來測定 ATP 分子的濃度，實驗
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反應原理如圖 4-1，在 Kit 所附的 Luciferase reagent 中包含了 D-luciferin-H2 和 

Luciferase，當溶液含有 ATP 分子 的時候，反應便開始向右邊進行，Luciferase 會

將 D-luciferin-H2 氧化，並消耗 ATP 分子的兩個磷酸根，且放出冷光[26]，此反應放

出的冷光強度和 ATP 分子的濃度有相關，所以用偵測冷光的方式即可得知溶液中 

ATP 分子的濃度，如圖 4-2。 

 

 

圖 4-1、冷光反應生物分子示意圖[26]。 
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ATP

D-luciferin-H2 + ATP-Mg2+ + O2 → Oxy-luciferin + AMP + CO2 + PPi-Mg2+ + light (Hν)

Luciferase

Mitochondria

Degradation
Ecto-ATPase
Ecto-Apyrase
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圖 4-2、Bioluminescence 冷光反應化學示意圖。 

 

圖  4-3 則是  Bioluminescence 冷光的化學反應方程式，首先消耗反應物的 

ATP、D-luciferin、O2，化學反應後生成產物 Oxyluciferin、磷酸根、AMP、CO2 以及

發出螢光。 

ATP + D-luciferin + O2 → oxyluciferin + PPi + AMP + CO2 + light

Luciferase
 

圖 4-3、Bioluminescence 冷光化學反應式。 
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以  PBS 作為  Buffer 來配製不同濃度的  ATP 分子，加入體積  50 μl ATP 

sample、50 μl Dilution buffer、50 μl Luciferase reagent 混合，測冷光強度 10 秒，畫出 

ATP 分子濃度的標準曲線圖，如圖 4-4。 
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圖 4-4、ATP 濃度 Bioluminescence 標準曲線。 

 

4-2-2 Bioluminescence 測 HeLa cell 細胞外 ATP 分子濃度 

   由於 H2O2 在水溶液中會有自由基產生，加上其價格不會很高，所以我們以 H2O2

來測試。首先我們將 HeLa cell 分盤到 ELISA plate 中培養，給予不同濃度 H2O2 刺

激，觀察自由基刺激前後 HeLa cell 細胞外的 ATP 濃度改變量，以找出最好的條件

來刺激細胞釋放 ATP 分子。 
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圖 4-5、圖 4-6、圖 4-7 實驗组分別是以各種濃度 H2O2 刺激 10 分鐘、20 分

鐘、30 分鐘後，以 ELISA reader 冷光方式，偵測冷光 10 秒測出 HeLa cell 細胞外

ATP 分子濃度，控制组則是原始細胞外 ATP 分子濃度，圖 4-8 則是以上的統整圖。

實驗結果發現以 5 mM  H2O2  刺激 10 分鐘後，細胞所釋出的 ATP 分子濃度最大，

但當 ROS 濃度太高時，會直接傷害到細胞粒線體裡的呼吸鏈，當呼吸鏈受影響時，

其製造 ATP 的能力會下降，所以當 ROS 濃度過高時，細胞釋放出的 ATP 分子濃

度反而較小。 
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圖 4-5、HeLa cell 自由基刺激 10 分鐘前後細胞外 ATP 分子濃度變化。 
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圖 4-6、HeLa cell 自由基刺激 20 分鐘前後細胞外 ATP 分子濃度變化。 
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圖 4-7、HeLa cell 自由基刺激 30 分鐘前後細胞外 ATP 分子濃度變化。 
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圖 4-8、刺激前後細胞外 ATP 分子濃度變化統計圗。 
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圖 4-9、HeLa cell 於刺激前後的表面型態。 A : ROS 刺激前、B: ROS 刺激後、C: 培

養在 1x PBS 中之死亡率。 

 

圖 4-9 為 HeLa cell 經自由基刺激前後的表面型態，自由基刺激前後 HeLa cell 

的型態差異並不大，表示我們給予的自由基刺激並不會對細胞造成明顯的傷害，因此

本實驗中所測定的 ATP 分子是細胞經由自由基刺激後所釋放出來的，並不是細胞被

A 

B 

C 
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破壞所造成的。圖 4-9C 為 HeLa cell 培養在 標準 PBS 溶液裡，細胞死亡率，超過

兩小時後 HeLa cell 開使大量死亡。 

 

4-3 矽奈米線場效電晶體元件製作 

    本次實驗所選用的是 Silicon-on-Insulator(SOI)(100) 之晶片。其 SOI 晶片為 50 

nm 的矽在 150 nm 二氧化矽絕緣層之上。奈米線部份則是使用電子束微影(E-beam 

Lithography) 之技術所製作，奈米線之寬度為 50 nm，長度 10 μm，元件製作流程如

下，圖 4-10。 

 

4-3-1 元件製作流程 

(1). 成長氧化層: 

 利用乾式氧化成長 20 nm 之矽氧化層(Dry oxide) 來保護矽層不在離子佈植時

表面被破壞。 

(2). 離子佈植: 

    硼(Boron) 離子佈植，劑量為 5×1013 cm-2 ，能量 10 keV，離子佈植後矽層之參 雜

濃度為 1018 cm-2。 

(3). 光學微影定義源極(Source) 和洩極(Drain): 

    1. 旋塗光阻(FH6400)。 

    2. 光罩對準曝光定義源極(Source) 和洩極(Drain)。 

    3. 光阻顯影。 

    4. 硬烤 120℃, 10 分鐘。 

(4). 離子佈值: 

    硼(Boron) 離子佈植，劑量為 3×1015cm-2，能量 10 keV，離子佈植後矽層之參雜

濃度為 1020 cm-2。 

(5). 去光阻: 
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1. O-zone 加熱。 

2.煮硫酸去除有機污染。 

3.Acetone 超音波震。 

(6).  P+ annealing 退火，以活化佈植之離子。 

(7). 光學微影定義 Contact via: 

    1. 旋塗光阻(FH6400)。 

    2. 光罩對準曝光定義 Contact via。 

    3. 光阻顯影。 

    4. BOE，蝕刻去除矽氧化層。 

(8). 熱阻絲蒸鍍系統沉積 Ti/ Au。 

(10). 光學微影定義接觸金屬(Metal pad): 

   1.旋塗光阻(FH6400)。 

   2.光罩對準曝光定義 Active area。 

   3.光阻顯影。 

(11). 熱阻絲蒸鍍系統沉積 Ti/ Au 10 nm/ 100 nm。 

(12). 金屬熱退火 400℃, 30 分鐘。 

(13). SU-8 開放式微流道: 

   1. 旋塗光阻(SU-8 2005)。 

   2. 軟烤 65℃  1 分鐘、 

           95℃  3 分鐘、 

           65℃  1 分鐘。 

   3. 光罩對準曝光定義 Active area。 

   4. 曝後烤 65℃   1 分鐘、 

             95℃  1 分鐘、 

             65℃  1 分鐘。 

   5. 光阻顯影。 
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   6. 硬烤 150℃, 20 分鐘。 

   7. 電性量測。 

 

Silicon

Oxide

 
(a) 乾式氧化成長矽氧化層(Dry oxide)。 
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(b) 光學微影定義源極(Source) 和洩極(Drain) 與離子佈值。 
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P+ annealing

 
(c) 去光阻與 P+ annealing 退火。 
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Silicon

Oxide
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(d) 光學微影定義 Contact via。 

 

Silicon
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Silicon nanowire

 

(e) 光學微影定義與熱阻絲蒸鍍系統沉積。 

 

Silicon

Oxide

SU-8

Au

Silicon nanowire

 

圖 4-10、矽奈米線場效電晶體元件製作流程圖。 
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4-3-2 加入參考電極及微流道之生物感測元件 

由於我們所要量測的目標為生物分子，所以必須在水溶液下進行量測，因此加入

金屬參考電極(Au)，目的為維持平衡溶液中之電壓，並可在溶液中加入電壓比較兩種

元件對於帶電溶液之感測靈敏度，即可推測元件對於水溶液中生物分子之感測靈敏度

較高，圖 4-11。 

    元件完成後，將在中間元件部份蓋上 SU-8 2005 微流道，目的在使溶液只流經

奈米線的部份，而不會影響左右電極的電性量測，如圖 4-12。 

 

 

圖 4-11、加入參考電極與微流道之生物感測元件示意圖。 
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圖 4-12、矽奈米線場效電晶體光學顯微鏡俯視圖。 
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4-4 矽奈米線表面修飾 Abl tyrosine kinase 

    Abl tyrosine kinase 為磷酸化酵素，也是一種蛋白質，會將 ATP 分子的磷酸切

下，在 ATP 分子偵測系統為專一性的 ATP recepter，其表面修飾的系統和前一小節

的 Streptavidin 相同，也是藉由蛋白質的 -NH3 和 Aldehyde silane 作反應，形成 

-C-N-鍵結，不同的是，Abl tyrosine kinase 是酵素，為了維持其活性，所以沉積 Abl 

tyrosine kinase 的反應需要在 4℃[15]。 

修飾流程如下: 

(1) Silicon wafer 先做 Initial clean。 

(2) UV Ozone treatment。 

(3) 沉積 Aldehyde silane: 

    acetic acid: water: aldehyde siland: ethanol = 0.1: 4: 2: 93.9。 

    浸泡 1 小時。 

(4) 酒精沖洗 120℃, 10 分鐘。 

(5) 沉積 Abl tyrosine kinase: 

Abl tyrosine kinase 5 μg/ml with 5 mM NaBH3CN 

4℃, 2 小時。 

(6) PBS buffer 沖洗表面。 
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圖 4-13、Schiff base 醛或酮與胺基反應後之產物。 

 

圖 4-13 是 Aldehyde silane 修飾流程圖，首先 Aldehyde silane 會和 Silicon 上

的 Slianol group 互相鍵結。之後 Abl tyrosine kinase 的 -NH3 和 Aldehyde silane 作

反應，形成 -C-N- 鍵結，使 Abl tyrosine kinase 能接上去，如圖 4-14。 

 

Si Si

OH OH OH

Si

O

O

OO

Aldehyde silane

silanol
group O O O

Si

ONH2 +

Si

O O O

Si

N

Abl
Abl

- H2O

 



 66

Silicon

Aldehyde silane
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圖 4-14、表面修飾 Aldehyde-Abl tyrosine kinase 示意圖。 

 

4-5 矽奈米線場效電晶體電性量測 

本次實驗我們使用 ICS 程式以及 Agilent 4156 和 Probe station 來做電性上的

量測，Vg 為 liquid gate 外加的金屬探針，另外兩點探針則分別為 VD 及接地。 

    在矽奈米線場效電晶體元件製作完成時，首先量測其電流對電壓(I-V curve) 關

係，確認元件和金屬電極的接面是否為 Omic contact[27]。之後利用外加的金屬探針 

liquid gate 為 Vg，量測元件在 liquid environment 之下外加不同電壓時電性上的改

變，如圖 4-15。 

 

 
                          圖 4-15、元件架構與量測示意圖。 

  

 

Liquid gate 

Vg 

buffer
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4-5-1  電性量測方法 

在元件製作完成時，我們以 ICS 程式以及 Agilent 4156 和 Probe station 來量

測，首先 Vds Sweep 0.1 V 到 -0.1 V，測試元件電流對電壓(I-V curve) 關係，確認元

件和金屬電極的接面為 Omic contact。之後在元件上加 Buffer 做為 Liquid gate，Vds 

施加 0.1 V 時加不同的閘極電壓(Liquid gate voltage, Vg)，將閘極電壓 Sweep 50 mV 

到 -50 mV，觀察電流的變化；由於元件為 P-type 的矽奈米線，所以閘極施加負電

壓時會造成矽奈米線的載子濃度(電洞)被 Accumulation，使電流變大；反之，當所以

閘極施加正電壓時載子濃度(電洞)會被 Depletion，使電流變小[28]，圖 4-16。 

 

 

圖 4-16、ATP 分子量測示意圖。 

 

4-5-2 電性量測結果 

    由於實驗中需要在接近生理環境下來做 ATP 的感測，所以我們會使用靈敏度高

的矽奈米線場效電晶體來做生物感測器，因此製作了 50 nm 寬的矽奈米線場效電晶

體，圖 4-17 為其電流對電壓圖(I-V curve)，圖中電流對電壓為線性關係，表示元件

在金屬與半導體間為 Omic contact；圖 4-18 即為 50 nm 寬的矽奈米線場效電晶體電

Buffer,  ATP 

Vg=0 V 

Id=0.1 V 
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流對閘極電壓圖，量測條件也是在 Vds 加 0.1 V 時加不同的閘極電壓(Liquid gate)，

將閘極電壓從 50 mV sweep 到 -50 mV，觀察電流的變化，由於分子帶電荷約在此範

圍，所以證明元件在 50 mV 到 -50 mV 的 Sensitivity 程度才可做分子感測。在確認

元件可工作之後，即可進一步來量測分子，如圖所示，得知元件 Conductance 單位

變化量為 300 nS，由於靈敏度高，所以本研究以此元件來進行生物分子感測。 
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圖 4-17、50 nm 寬矽奈米線場效電晶體電流-電壓圖。 
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圖 4-18、50 nm 寬矽奈米線場效電晶體電流-閘極電壓圖。 
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4-6 結合細胞與矽奈米線場效電晶體感測細胞釋放的ATP分子 

在本實驗中要完成用矽奈米線場效電晶體（SiNW-FET） 來感測活體細胞 HeLa 

cell 所釋放的 ATP 分子，把矽奈米線場效電晶體與活體細胞結合，架構一個生物感

測的系統，讓生物感測系統能即時給予刺激和偵測細胞的行為[29, 30]，如即時偵測

細胞所釋放的 ATP 分子，圖 4-19。 

 

4-6-1  量測架構 

Silicon

Oxide

SU-8

Au metal pad

Silicon nanowire

 

圖 4-19、量測細胞所釋放的 ATP 的晶片與量測架構。 
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圖 4-20、矽奈米線場效電晶體感測活體細胞釋放 ATP 示意圖。 
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    為了量測 HeLa cell 所釋放出的 ATP 分子，本實驗首先製作出矽奈米線場效電

晶體，如 4-3-1 小節的元件製作流程，再修飾 Aldehyde silane 及 Abl tyrosine kinase，

完成感測 ATP 分子的矽奈米線場效電晶體。 

    實驗目的是為了能 Real-time 的方式刺激細胞並量測，所以必須將 HeLa cell 經

繼代培養培養到元件上，以自由基邊刺激邊做量測，釋放出的 ATP 分子能被修飾在

矽奈米線上的  Abl tyrosine kinase 補獲，此方法可以  Real-time 的方式觀察到 

Conductance 的變化，圖 4-20。 

 

4-6-2  電性量測 

當 ATP 分子 binding 到矽奈米線時，由於個 ATP 分子 帶 4 價負電，所以當 

ATP binding 到矽奈米線時，會造成矽奈米線的通道載子濃度(電洞)被 Accumulation 

(堆積)，使電流變大，也就是 Conductance 變大，由此觀察細胞經過自由基刺激之後

HeLa cell PBS 溶液環境 ATP 分子濃度的改變。 
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圖 4-21、利用矽奈米線場效電晶體感測細胞釋放的 ATP 分子。 
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量測的結果如圖 4-21 所示，首先是加入細胞生理緩衝液(1xPBS) 在元件上做為

量測的基準(baseline)，然後經細胞繼代培養(Subculure)，將 HeLa cell 的 sample 培

養到元件上，之後利用 H2O2 作為自由基以 Real-time 方式刺激 HeLa cell，並觀察

矽奈米線場效電晶體  Conductance 的變化，實驗結果顯示加入細胞生理緩衝液

(1xPBS) 時，其 Conductance 並無明顯的變化；在加入自由基刺激後，發現 

Conductance 有明顯的變化，顯示經過自由基刺激之後，細胞釋放 ATP 分子到細胞

外，所以在矽奈米線上的 Abl tyrosine kinase 會捕捉 ATP 分子，使矽奈米線的載子

濃度(電洞)增加，電流變大，也就是 Conductance 變大，在 ROS 刺激一段時間後 

Conductance 有些許變小，主要是因為  ATP 是生化分子，其本身會降解

(Degradation)，而且細胞上的 ATP 分子水解酵素本身也會水解 ATP 分子，如圖 4-2，

造成環境溶液中 ATP 分子的濃度變小，進而使 Conductance 變小。由上述結果可證

明在本實驗的量測架構上，是能夠 Real-time 偵測到細胞經自由基刺激所釋放出的 

ATP 分子。由圖 4-9C  HeLa cell 細胞死亡率，得知 HeLa cell 培養在 PBS 生理緩

衝溶液，到第 3 小時細胞死亡率會明顯增加，所以實驗量測的時間以 2 小時內完成

為最佳。 
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圖 4-22、利用矽奈米線場效電晶體感測細胞釋放的 ATP 分子(控制組)。 
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    完成圖 4-21 的實驗組，必須要再做控制組來確認自由基不會影響矽奈米線 

Conductance 的改變，所以將修飾 Abl tyrosine kinase 的矽奈米線場效電晶體，如圖 

4-22 所示，加入細胞生理緩衝液(1xPBS) 在元件上做為 baseline，然後再加入 H2O2，

觀察矽奈米線場效電晶體的 Conductance 變化。由圖中所示的結果，表示在 1xPBS 

緩衝溶液下，Conductance 沒有明顯的變化，加入雙氧水，其 Conductance 也沒有明

顯的變化，所以由圖 4-21 和圖 4-22 可以證明，將細胞經自由基刺激後造成的 

Conductance 的變化，是因為細胞所釋放的 ATP 分子被修飾在矽奈米線上的 Abl 

tyrosine kinase 抓住的關係，與刺激物無關。因此，本實驗的量測架構上，可以 

Real-time 偵測到細胞經自由基刺激所釋放出的 ATP 分子。 
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圖 4-23、利用矽奈米線場效電晶體感測細胞釋放 ATP 分子的電導變化(ΔG) 圖。 
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圖 4-24、利用矽奈米線場效電晶體感測細胞釋放的 ATP 分子(控制組)。 

 

將圖 4-21 的變化放大之後，觀察圖 4-23 發現在自由基刺激之後 Conductance

增加 (ΔG/G0 的值) 約為 2.8%，根據實驗室前人研究結果所得到的數據，當 ATP 分

子濃度增加 10 倍時，其 ΔG/G0 的值約增加 4%。以此 ΔG/G0 的值約為 2.8% 之實

驗結果做對照，可得知細胞外 ATP 分子濃度增加約為 7.5 倍，數值接近 4-2-1 小

節用 ELISA reader 所測出細胞外 ATP 濃度值。圖 4-24 控制組的部分 ΔG/G0 的值

約為 0.1%，幾乎沒變化，也就是說用矽奈米線場效電晶體感測細胞釋放的 ATP 分

子，不僅能很靈敏的偵測 ATP 分子的釋放，而且能夠以 Real-time 的方式，即時偵

測細胞的行為，此為奈米線生物感測器的一大突破。 

 

4-6-3  HeLa cell 與元件的整合 

本實驗目的是整合生醫與半導體奈米元件，在量測之後的重點就是細胞在元件上

的生長形態，圖 4-25、圖 4-26 分別是 HeLa cell 在元件周遭生長形態的光學顯微鏡

圖和 SEM 圖。證明本實驗能以 Real-time 的方式刺激細胞並量測。 
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圖 4-25、HeLa cell 培養在矽奈米線場效電晶體晶片上之顯微鏡圖。 
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圖 4-26、HeLa cell 培養在矽奈米線場效電晶體晶片上之 SEM 圖。 
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第五章  

結論與未來展望 

5-1 結論 

發展奈米生物感測器一直是人類相當重視的課題，特別是在後基因體時代。快速

檢驗及有效的藥物治療已經成為目前首要研究目標，要達到上述的目標仍然有很多事

情必須去克服，特別是整合的問題，例如生物分子和半導體晶片原來是沒有交集的兩

項重要技術。將半導體工程之製造技術與生物科技技術做整合，藉由固定化技術之聯

繫，可以製出未來之生物晶片。 

    超高靈敏性生物分子感測器研發成功將有助於人類對於疾病之早期測定，且有助

於新功能性藥物之開發。以半導體製程為基礎之生物分子感測器是相當具有潛力之技

術，因為其具有大量製造之優勢，並且有助於產品化後市場價格之競爭力。發展此新

式感測器必須同時整合奈米製造技術與表面固定化技術，仍然有許多的問題必須設法

解決，台灣由於半導體相關之高科技產業蓬勃發展，也相當具有利基去發展超高靈敏

生物分子感測器。 

 

由本論文之實驗結果與討論，可以歸納出以下之結論: 

1. 本實驗成功的以開放式 SU-8 微流道，針對想要培養細胞的位置，來導引 HeLa 

cell 和 PC12 神經細胞的生長在矽晶片上。此結果將可進一步提供未來植入晶

片與現有神經組織形成有效性神經網路介面連結的解決方法，對神經科學醫療上

有卓越影響。 

2. 本實驗製作出矽奈米線場效電晶體的生物感測器，在其表面修飾蛋白分子時，可

成功的感測表面之生物分子，其感測方式為可逆的，且感測之靈敏度相當高。 

3. 本實驗成功的將 HeLa cell 培養在矽奈米線場效電晶體生物感測器上，以自由基

刺激並即時偵測 HeLa cell 釋放的生物分子 ATP，成功量測到細胞外的 ATP 分

子，此結果可運用到疾病或癌症的檢測，使未來疾病篩檢更靈敏、更快速。 
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4. 本實驗成功的整合 HeLa cell、PC12 cell 與矽奈米線場效電晶體，讓生醫與半導

體兩種領域可以相互連結。 

 

5-2 未來展望 

    由以上所得到之結果，矽奈米線場效電晶體，能成為未來應用於生物分子感測之

主要元件。在本實驗中已經能成功的將細胞與元件做整合，並且能感測細胞所釋放的

分子，所以在未來有許多重要的研究可以繼續進行。 

    未來研究可行的方向: 

1. 本研究可以進一步在矽奈米線場效電晶體或電極上製作封閉式的微流道架構 

(PDMS)，直接在封閉式微流道上培養神經細胞，量測上能更方便、快速的更換細

胞溶液，用來感測神經細胞之間動作電位的訊息傳遞，圖 5-1。 

2. 將實驗中目前量測的架構整合，將電極結構和矽奈米線場效電晶體生物感測器用

微流道相連接，使量測時能在同一架構中以封閉式微流道進行刺激和生物分子的

量測。此方法好處是量測過程中不須將元件拿出來清洗，緩衝溶液用微流道流即

可，使實驗更方便、更快速[30]。 

3. 此研究的架構可以運用在細胞神經細胞訊息傳遞的研究，除了本實驗中所量測的 

ATP 分子之外，更可以研究如神經傳導物質 Dopamine、Norepinephrin 的釋放或

傳遞。 
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圖 5-1、PDMS 封閉式微流道架構。 
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