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  I

利用奈米粒子標定癌細胞的拉曼光譜量測 

 

學生：江宇涵                           指導教授：孫建文 博士 

 

國立交通大學 

分子科學研究所碩士班 

 

摘要 

  近年來，越來越多研究團隊將奈米粒子運用於生醫檢測與治療上，追

蹤奈米粒子在有機體內的流向，甚至當作藥物傳輸的載體。一般而言，一

個好的生物標記子需具有低生物毒性、高強度特徵峰、表面易改質等特性。 

本篇論文研究兩種不同的奈米粒子，第一部份是將奈米金球修飾孔雀綠，

電穿孔送入Hep G2細胞後，量測其拉曼訊號和在細胞內分佈的情形，接著

用hGH改變與細胞的連接方式，和前種方法相互比較。第二部份則是改用

奈米鑽石標定細胞，偵測其在細胞內分佈的情形，第三部份進一步利用

PDMS翻模法製作微流道，並將奈米金球與奈米鑽石分別送進微流道裡，觀

測其流速與訊號的變化，期望未來能將此兩種奈米粒子與微流道結合發展

成快速且自動化的生物晶片。 

 
 
 

關鍵字:奈米鑽石、奈米金球、拉曼光譜、細胞 



  II

The Raman measurement of nanoparticles on cancer cells 

 

Student：Yu-Han Chiang       Adviser：Dr. Kien-wen Sun 

 
Institute of Molecular Science 

National Chiao Tung University 

 

Abstract 
Recently, more and more researches focus on using nanoparticles for 

biomedical detection and as therapeutic tools, tracing their fate in organisms, or 
even used them for drug deliver. Generally speaking, a good biomarker should 
have the characteristics of low cytotoxicity, high emission intensity and specific 
peaks and easily surface functionalization, etc….   

This thesis studied two different nanoparticles in bio applications. In the 
first part of the work, we applied malachite green to modify gold nanoparticle 
surface and transferred them into Hep G2 cell by electroporation. Then the 
Raman signal mapping were taken from the cells to determine the nanoparticle 
distribution inside the cells. We also used hGH to change the connection path 
with Hep G2 cells and compare the results with the malachite green. And the 
second part is that the entire experiment processes were repeated with the gold 
nanoparticles replaced with nanodiamonds.  

The third part was to construct a microfluidic channel by using PDMS 
replica molding method. We investigated the correlation between the flow rate 
and the Raman signals when gold nanoparticles and nanodiamonds were 
pumped into the microfluidic channel respectively. It is possible to combine 
these two different nanoparticles with microfluidic channel to develop an 
automation biochip and to achieve real time detection in the near future. 
 
 
 
 
 
 
 

keywords： Nanodiamonds, Gold nanoparticles, Raman spectrum, cells 
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第一章 緒論 

1-1 前言-奈米科技 

  「底下還有廣大空間」(There’s plenty of room at the bottom)是物理

學家理查．費曼(Richard P. Feynman)在1959 年美國加州理工學院物理學年

會的所發表的專題演講，他預言人類將製造出微小尺寸的元件和機器，可

以將二十四大本的大英百科全書全寫在一個針尖上，甚至可達到操縱原子

的可能，發展出新的科學領域，至此開啟了人們對於奈米科技的興趣，而

在一九八二年， G. Binin g和H. Rochrer發明了可觀測原子尺度的掃描穿隧

顯微儀(Scanning Tunneling Microscope, STM)，使人類的觀察視野更進一步

到達原子等級的物質，也更加促進了奈米科技的發展。 

   「奈米」(nanometer)為十的負九次方米(10-9 m)，約為人類頭髮直徑的八

萬分之一，相當於十個氫原子之直徑長(10-10 m)[1]。當一物質結構的特徵尺

寸介於1-100 nm 時，定義為奈米材料，此時已不能再用巨觀現象來解釋，

物質會受到表面效應、小尺寸效應、量子尺寸效應、量子侷限效應(quantum 

confinement effect)、量子穿隧效應等影響，而產生許多新的特性，例如熔

點、磁性、光性、導熱性、導電性以及化學性質等皆不同於傳統材料，且

具有顆粒尺寸小、比表面積大、表面能高、表面原子所占比例大等特點，

以此為基礎，操作、控制原子或分子組合成新的奈米尺度結構，以展現新

功能和用途，並加以應用，此即為奈米科技的意義，而有別於傳統科技由
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大縮小(top down)的製程，奈米科技則是由小作大(bottom up)。 

    奈米科技包含的領域非常廣泛，從基礎科學乃至應用科學，包括物理、

化學、材料、光電、生物、微電子、環境及醫藥等，其對產業衝擊之大，

也被視為是第四波的工業革命，妥善應用奈米科技，將大幅增進人類生活

福祉和科技水平。 
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1-2 實驗室晶片 

    近年來微機電(Micro-electro-mechanical systems，簡稱MEMS)製程技術

蓬勃發展，利用小尺寸效應等現象製造出來的產品，具有縮小化、高效率

以及低耗能等優點，除了半導體製程領域外，實驗室晶片(lab-on-a-chip，簡

稱LOAC )也逐漸成為微機電發展的一個主要研究重點。實驗室晶片的概念

是由Manz和Ciba Geigy在1989年所提出，希望將原本在實驗室裡操作的不同

流程，例如樣品前處理、試劑混合、化學反應和生化分析等步驟微小化並

整合製作在一片晶片上。利用這種自動化的平行操作技術，可以取代昂貴

的儀器設備、節省操作的人力資源和時間、減少樣品使用量、即時獲得偵

測結果和增加實驗信賴度。我們也可以依照需求而設計出不同種具有強大

功能的實驗室晶片，例如偵測食物裡的病原菌或血液篩檢等[2]。 

   實驗室晶片的表面佈滿毛細管管道，藉由幫浦推動，使液體在管道中

進行流動、混和、分離等反應，而毛系管道的製作通常和微流體技術

(microfluidics technology)有關，在此系統中施以電壓或氣壓，利用電滲透

(electroosmosis)、電泳(electrophoresis)或壓力平衡原理，使微量溶液可在晶

片表面的毛細管道內流動。為了能夠在顯微鏡下觀察，實驗室晶片通常都

具有由聚二甲基矽氧烷(Polydimethyl siloxane，簡稱PDMS)所建構的流道，

PDMS是一種軟性的高子材料，其製程簡易且耗費時間短，且可抗絕大部分

酸鹼和有機溶劑並具有透光性佳、生物相容性好、表面修飾容易等優點，
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故PDMS翻製法廣泛應用在實驗室晶片的製程上[3]，微流道的製作過程見圖

1.1[4]，一開始先以光學微影或電子束微影製造出欲翻製的母模(template)，

並在表面旋塗脫模劑後，把PDMS倒入母模並進行加熱固化，完成之後剝

除，利用氧電漿處理將表面修飾成親水性，最後和基版黏合即完成密閉式

的流道結構。 

實驗室晶片可應用在細胞的觀察，取代傳統培養細胞所使用的培養

皿，例如Rhee等人利用電漿輔助乾式蝕刻法把細胞培養在微流道元件上，

這種方法可模擬細胞貼附和未貼附在玻璃以及聚苯乙烯基版上的情形，並

提供一個更加方便的途徑使細胞選擇性附著在基版上[5]。另外一個研究團

隊則藉由在微流道裡模仿白血球補充到血管壁的生理過程來蒐集並且分離

不同種類的細胞[6]。此外，Inoue團隊觀察了一系列的單一獨立細胞培養在

晶片系統上的情況[7]。Palkova´則是用微流道技術來分析染色過的酵母菌、

真菌孢子和哺乳細胞[8]。 

實驗室晶片也可運用在生物粒子的即時偵測，例如Cheng等人設計了一

種三維的介電泳動(dielectrophoretic)流道，利用不同生物粒子的介電泳動常

數不同，而達到連續過濾、集中、分類、捕捉和偵測大腸桿菌、乳酸菌、

乳膠粒子等[9]。Hou團隊則是利用高電場在液體表面會產生渦流，集中大腸

桿菌到滯留點來進行快速偵測[10]。此外，Katrin R. strehle等人製造了一種

分段式的微流道系統，可得到具有高再現性的結晶紫的表面增顯拉曼光
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譜，並且成功解決常見的記憶效應(memory effect)的問題[11]。南韓的

Sangyeop Lee團隊用PDMS建構了鋸齒形的微流道，可以有效的混和孔雀綠

(malachite green)和膠狀的奈米銀粒子，最後再用表面增顯拉曼光譜進行定

量分析[12]。而Ly Xuan Quang等人打造了一種微陣列柱狀晶片即時感測系

統，並分別對孔雀綠和啶二羧酸(dipicolinic acid)作定量偵測，這種方法可以

有效的解決再現性差和訊號靈敏度低等問題[13]。 

      

 

 

圖 1.1 微流道的製作過程[3]。 
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圖 1.2 Katrin R. strehle 等人設計的微流道示意圖[11] 

 
 

 
 

圖 1.3 Sangyeop Lee 等人設計的鋸齒形微流道示意圖[12] 
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圖 1.4 Ly Xuan Quang 等人設計的微陣列柱狀微流道示意圖[13] 
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1-3 奈米金粒子 

  金是一種常見的貴重金屬，原子序是79，具有金屬光澤及高延展性。金

的陰電性是2.4，是陰電性最高的金屬之一，因此很容易與其他金屬形成合

金，或是和銅、鋁、錫、鈦等金屬形成介金屬化合物。並且很少與氟以外

的高陰電性元素如硫或氧等直接反應，故金具有高抗氧化與高抗腐蝕的特

性，此外，金的活性低，不易與周圍物質反應。但在1987年，日本的春田

正毅(Masatake Haruta）博士發現把奈米級的金粒子承載到金屬氧化物上，

所製得的觸媒即使在攝氏零下73度仍可催化一氧化碳的氧化反應。這個結

果改變了以往認為金不具活性的印象，也立刻引起了科學家的注意[14]。 

  當金的尺寸縮小到1-100nm的超微顆粒時，會受到小尺寸效應、穿隧效

應和表面效應等影響，具有與原尺寸不同的光性、磁性、力學性質、熱力

學性質和化學性質等，舉例來說，金原本為黃色，但隨著尺寸縮小，會慢

慢變成紅色，當到達4 nm時，則會完全轉變為紅色。此外，奈米金具有良

好的生物相容性，並易與硫氫基結合，故常與DNA、蛋白質結合以用來做

基因檢測與疾病診斷。較常見的例子是驗孕棒的應用，因懷孕的女性會分

泌一種特殊的荷爾蒙hCG（human Chorionic Gonadotropin，人類絨毛膜促性

腺激素），把懷孕女性的尿液滴在含有奈米金試劑的驗孕棒上， hCG 荷爾

蒙便會與奈米金結合反應呈紅色，如此一來就可得知是否懷孕[15]。  

   Hua等人的研究團隊測量了38nm大小奈米金球的放光光譜，見圖
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1.5[16]，並利用金球不具有光漂白(photobleaching)特性，經過5分鐘以上的

照光，使癌細胞的自體螢光消失，但金球螢光仍存在的情況下，當作子宮

頸癌細胞的生物探針。 

由於奈米金的表面電漿共振(surface plasma resonance)特性，目前也有許

多科學家用奈米金吸附奈米粒子，增加其拉曼訊號的強度，以得到高品質

的光譜，或用奈米金結合特殊抗體來標定癌細胞。例如Ximei Qian等人[17]

使 用 孔 雀 綠 (malachite green) 吸 附 60nm 尺 寸 的 奈 米 金 ， 再 加 入

thiol-polyethyleneglycol(thiol-PEG)當作保護基，見圖1.6[17]，利用ScFv抗體

和EGFR可專一性鍵接在頭頸癌細胞Tu686的方式，見圖1.7[17]，偵測小白

鼠體內的癌細胞。 

 
 
 
 

 

圖1.5 38nm奈米金粒子的螢光光譜[16] 
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圖1.6 奈米金連接孔雀綠和保護基之示意圖[17] 

 
 

  

圖1.7 金球連接上頭頸癌細胞示意圖[17] 
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1-4  奈米鑽石 

  大部分的生物分子不能自己發螢光，故無法以光學方式偵測，因此找

尋一種能夠與生物分子結合的材料，並以光學方式量測分析，對生物系統

的檢測是一種相當大的突破。有機染料和螢光分子(fluorophores)是目前最為

廣泛使用的生物分子螢光標定物，但它們在連續放光下會產生光漂白

(photobleach)現象，光學穩定度低[18]。近年來，量子點(quantum dots, QDs) 

也常被用來當作生物標記的材料，因其具有較好的光學穩定度和低光漂白

性，此外，量子點會隨著尺寸的不同，而被激發出不同顏色的螢光，且螢

光強度高[19]。然而，量子點也具有致命性的缺陷，像是生物毒性(cytotoxicity)

和光閃爍性(photoblinking)[20],[21]。  

和以上這些奈米粒子相比，奈米鑽石(nanodiamonds, NDs)是一種較為優

越的生物標定材料，因其不具生物毒性、生物相容性佳、表面官能基化容

易、光穩定度好以及化學活性低。此外，在製作奈米鑽石的過程中，會產

生晶格缺陷(defects)，使其被激發後易產生螢光[22],[23]。而奈米鑽石的表

面一般覆蓋著一層疏水性的C-H 鍵結，在強氧化酸性處理下(H2SO4 : HNO3 

= 3 : 1)，鑽石表面生成羧基-COOH(carboxyl groups）或其他含氧的官能基(例

如 C=O、C-O-C等），因而產生親水性，並且可與核酸(nucleic acids)、蛋

白質(protein)和DNA等鍵結，產生良好的吸附性[24],[25]。 

  奈米鑽石和生物分子之間的交互作用可以藉由拉曼光譜來量測並研究，
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目前已經有許多的研究團隊觀察得知鑽石的sp3結構會導致在1332 cm-1的位

置產生一根尖銳且高強度的峰值，如圖1.8[26],[27]所示，此峰值不會受到表

面改質或連接的生物分子所影響，並且通常伴隨著兩根由鑽石表面的sp2石

墨結構所造成的峰一起出現(1355 cm-1的D-band和1575 cm-1的G-band)，幸運

的是，D-band和G-band通常可藉由酸化的步驟移除，因此1332 cm-1峰可獨

立出現並可當作鑽石位置的指標。然而，當鑽石尺寸慢慢減少，表面石墨

結構便會成為優勢，故1332 cm-1的峰值強度也隨之下降[28]。已有團隊針對

不同大小的鑽石作量測，並發現當鑽石大小為5nm或50nm時，同時在1600 

cm-1的位置也會產生拉曼訊號，見圖1.9[29]。此外，May團隊也發現用不同

雷射光源量測鑽石薄膜會在500 cm-1的位置有拉曼訊號，如圖1.10[30]。 

  近幾年來，越來越多團隊將鑽石的優異特性應用在治療與診斷的研究

上，舉例來說，Huang等人利用奈米鑽石當作攜帶藥物的載子，他們成功的

把抗癌藥物吸附在奈米鑽石表面並且聚集成團蔟，經由胞吞作用進入到細

胞內並藉由靜電和物理性交互作用到目的地釋放藥物[31]。另外一組團隊則

是藉由脂質體(liposome)把鑽石送進細胞裡作為光學標記，見圖1.11[32]。

Chao等人說明奈米鑽石可以當作探針用來偵測奈米粒子與生物體(例如細

菌或細胞)間的交互作用，並證明了奈米鑽石不具有生物毒性，見圖1.12、

1.13[28]。此外，Chang等人經由微波並加熱鍛燒將二茂鐵和奈米鑽石粉末

的混和物製造出具有螢光的磁性奈米鑽石，並於來標定子宮頸癌細胞，見
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圖1.14[33]。而台灣的團隊Wee等人利用高能質子束撞擊製造出具有高濃度

缺陷的奈米鑽石，在488 nm雷射激發下，會放出高強度的綠色螢光，利用

螢光影像來當作子宮頸癌細胞的生物標定[34]。Lim等人則是將奈米鑽石沈

積在銀薄膜上，以增加其螢光強度[35]。 

 

圖1.8 天然鑽石的拉曼譜線峰值 [27] 

 

 

圖1.9 在533nm激發波長下，不同大小奈米鑽石的拉曼光譜[29] 
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圖1.10 不同雷射激發光源下量測2 µm鑽石薄膜的拉曼光譜[30] 

 
 

 

圖1.11 奈米鑽石進入細胞的過程[32]。 
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圖1.12 酸化後的奈米鑽石在A549(人類肺上皮細胞)的細胞毒性測試[28]。

 

圖1.13 單一酸化奈米鑽石聚集在A549細胞裡的x、y軸掃描式共軛焦拉曼光

譜圖[28]。 

 

 

圖1.14 具磁性的奈米鑽石表面官能基改變示意圖[33]。 
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1-5 研究動機與目的 

  將奈米技術和生物科技結合是現今很受歡迎的議題，奈米粒子可用來當

作生物體的探針或感測器，為了達到這個目的，具有生物相容性和不具細

胞毒性是不可或缺的條件，此外，表面易官能基化和修飾，以利於和生物

體連接也是極為重要的因子。 

  本實驗室對於奈米鑽石的光性量測上具有相當程度的探討與瞭解，並

期望能在生醫領域有更深入的應用。故我們以具有拉曼訊號的奈米粒子結

合生物體做為標定，量測其訊號並觀察奈米粒子的分佈情形。另一方面，

我們嘗試用PDMS翻製法建構出微流道系統。接著，把奈米粒子注入流道，

定點偵測奈米粒子的拉曼訊號。這種方法的優點有減少樣品使用量、即時

獲得偵測訊號、低偵測極限以及不會破壞樣品。在未來，希望能夠建構一

整套全自動化的光學即時偵測系統，並能發展成為實際可應用的晶片。 
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第二章 實驗技術與原理 

2-1 微影技術與電子束微影 

2-1-1 微影技術簡介 

    微影(Lithography)、氧化(Oxidation)、蝕刻(Etching)、擴散(Difussion)、

沉積(Deposition)，是一般半導體製程的幾個主要步驟，而微影製程是其中

最為關鍵的技術，定義了圖案的精確度和微小化，根據統計，一家晶圓廠

內跟微影製成相關的經費超過全部預算的百分之三十，可看出微影技術對

整個積體電路製程的重要性。如果我們能在有限大小的晶圓寫出更多圖

案，不僅可以提高元件密度，更能增進產值，故微影技術也是整個半導體

工業發展水平的指標。傳統的光學微影微需選用適當的曝光光源、光罩

(mask)以及步進系統來完成，光學微影具有產量大、良率高以及低成本等優

點，故為現今微影技術的主流。根據雷利準則(Rayleigh criterion)，光學系

統所能區分的最小寬度為解析度(resolution)，和波長(λ)以及數值孔徑(NA)

有關，Resolution=K1λ/NA(K1為製程參數)，故我們可藉由選擇更短的波長

和較大的數值孔徑來增加解析度，但因數值孔徑的大小有一定的限制，較

好的方法是選擇短波長的曝光光源，舉例來說，光學微影所選用的曝光波

長，已經從G-line(436 nm)、I-line (365 nm)、KrF(248 nm), ArF(193 nm/DUV)、

F2 (157 nm/VUV) 發展到Ar2(126 nm)，見圖2.1[36] 

  但由於曝光波長的限制，傳統的光學微影即將到達極限，故需開發新的
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微影技術來取代原本的光學微影，一些更適合小尺寸的微影技術不斷被開

發，例如極紫外光微影(extreme UV lithography)、聚焦式離子束(focus ion 

beam, FIB)、X光微影( X-ray lithography, XRL) 和奈米壓印微影(nanoimprint 

lithography)、電子束微影(electron beam lithography)和離子束微影(ion beam 

lithography)等，見表2.1[37]。其中，電子束微影的波長為深紫外光的數千分

之一，因而具有極高解析度，且不需使用光罩，故電子束微影在下個世代

的微影技術中占有不可或缺的角色。 

      

 

 

 

 

 

 

 圖 2.1 光源波長與製程微小化的趨勢圖[36] 
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表2.1 各種微影技術比較[37] 
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2-1-2 電子束微影系統 

   電子束微影(Electron Beam Lithography)是利用高能電子群，經電磁裝

置控制方向後，照射於塗布光阻的基版上，經過軟烤和顯影等步驟，使圖

案顯現出來，基本製程見圖2.2。根據德布洛伊(de Broglie)物質波公式， 

λ＝h / P=h /(2mEK)1/2= h /(2mqV)1/2 

 =6.626*10-34J．s/(2*9.11*10-31kg*1.6022*10-19C*X eV) 1/2=1.23nm/( X ) 1/2，

其中λ為電子束的波長，h為浦朗克常數，P為動量，q為電子電荷，m為電子

質量，V為加速電壓。當電子的加速電壓為10kV時，物質波波長0.012 nm，

解析度遠比傳統光學微影系統高出許多。 

  電子束微影的主要組成為電子光學柱，包含電子槍（Electron Gun）、

開關（Blanking）、聚焦透鏡（Condense Lens）、像差校正器（Stigmator）、

物鏡（Objective Lens）、偏折器（Deflector）、電子偵測器（Electron Detector）

及移動平台（Stage Driver）等，見圖2.3[38]，電子光學柱為高真空狀態，

主要用來產生均勻分布的電子束，經由適當的成像系統控制電子束大小及

位置後，投射至基版上。而電子束的發射原有熱游離發射（Thermoionic 

Emission）、場發射（Field Emission）與蕭特基(Schottky)發射，其中蕭特

基發射結合了熱游離發射和場發射的優點，且電子束小、穩定度高、雜訊

低，故為現今主要的電子束發射原，不同電子束發射原的比較見表2.2[39]。 

  在此我使用國立交通大學奈米科技中心的電子束微影系統(Electron 
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Beam Lithography System)，型號為ELS-7500EX，由日本ELIONIX Inc.所製

造，電子槍為氧化鋯/鎢(ZrO/W)蕭特基場發射源，加速電壓可達50 kV，最

小線寬可至10 nm，見圖2.4[40]。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
圖2.2 電子束微影基本製程示意圖 
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圖2.3 電子光學柱的組成 [38] 

 

表2.2 不同發射原的比較[39] 

 

 SCHOTTKY COLD 

FIELD 

LaB6 TUNGSTEN 

Source Size(nm) 15 3 104 >104 

Energy Spread(eV) 0.3-1.0 0.2-0.3 1.0 1.0 

Brightness(A/cm25R) 5 x 108 109 107 106 

Short-term Beam Current 

Stability(%RMS) 

<1 4-6 <1 <1 

Operating Vacuum(Torr) 10-9 10-10 10-7 10-5 

Typical Service Life(hrs) 6000 2000 1000 100 
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圖2.4  電子束微影系統(ELS-7500EX)[40] 
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2-2 拉曼散射光譜和表面增顯拉曼光譜 

2-2-1 拉曼散射光譜 

  當入射光束照射到某物質，入射光子與分子碰撞，光子因動量改變而向

四面八方散射。大部分光子都是發生彈性碰撞，也就是說散射光子的頻率

和入射光子相同，並沒有發生能量交換，這種散射稱為瑞利散射(Rayleigh 

scattering)。然而，有一小部份的散射光子會和入射光子的頻率不同，當碰

撞發生時，聲子和光波發生交互作用，有些光子會將部份能量給予分子，

使分子處於轉動、振動或是純轉動、純振動的狀態，因此光子的頻率就會

減小，散射光的頻率小於入射光；然而如果分子一開始便處於轉動、振動

或是純轉動、純振動的狀態，則與光子碰撞後將會把能量給予光子，使得

分子本身回復到基態，如此一來，散射光的頻率會大於入射光，這種因能

量不足而使分子發生電子能階躍遷的非彈性碰撞現象稱為拉曼散射(Raman 

scattering)，是由印度科學家V. C. Raman在1928年發現，並於1931年獲得諾

貝爾物理獎。 

    我們可以用古典力學的觀點來說明拉曼散射，當一個等方性(isotropic)

的分子置於電場E

時，分子會產生偶極矩P


： P


＝ E


。此時，電場和偶極

矩之方向均指向同一方向，極化率 為一純量。但如果電場是由頻率 0之電

磁波所產生，則 0 0cos 2E E t ， 0 0cos 2p E t   ， 0E  為電場之振幅。如

果分子的極化率隨時間改變（分子以頻率 K 轉動或振動），則極化率變為：
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0 ( ) cos 2 Kt      ，其中 0 為平衡時的極化率，而  則為其最大改變量。

帶入極化率並積化和差後，偶極矩變為

0 0 0

0 0 0 0 0 0

[ ( ) cos 2 ] cos 2

1
cos 2 ( ) [cos 2 ( ) cos 2 ( ) ]

2

o

K K

p t E t

E t E t t

   

        

  

     
 

其中 0 、 0 K  、 0 K  分別表示瑞利散射、反史托克散射(anti-Stokes 

scattering)和史托克散射(Stokes scattering)，見圖2.5所示。  

    反史托散射和史托散射都屬於電磁輻射受物質的分子散射所產生的拉

曼散射現象。史托散射是當入射光子激發低能階的聲子時，光子給予聲子

能量，使聲子躍遷到高能階，並放射出能量變小、波長變長的光子;而反史

托散射則是聲子原本處在高能階狀態，與入射光子碰撞後，聲子失去能量

而躍遷至較低的能態上，如圖2.6[41]所示。 

     一般來說，反史托散射發生的機率比史托散射小很多，故反史托線強

度也相對弱很多，因此我們量測一般只看史托光譜的部份。拉曼散射的譜

線位移量通常是以cm-1的波數(wave number）來表示，其中拉曼譜線的波數

值和入射光譜線波數值的差值就稱為拉曼位移(Raman shift)。而值得一提

的是，不論是史托克譜線或是反史托克譜線，同類的聲子的拉曼譜線移位

量是一個固定的數值，不會隨著不同的入射光頻率而有所不同。 

    拉曼光譜初期由於光源不佳、光譜強度低，導致量測困難，故並未普

及，直至1964年，開始將雷射應用於拉曼散射光譜的測定，雷射的可聚焦

特性使拉曼光譜可運用在定量分析極小的樣品。又因電子儀器的進步，使
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微弱信號得以放大，光譜可以即時顯示，此外，新型偵測器、顯微技術、

光纖導光系統、高功能電腦系統的引入，更使拉曼光譜具有更多的發展的

空間。使用拉曼光譜的優點包括樣品需求量少、對於水的訊號干擾不靈敏、

具有環境靈敏度和對樣品不具破壞性，故目前拉曼光譜也已被廣泛的運用

在生物系統的量測上。 

 
 
 
 
 
 

 

圖2.5 拉曼光譜示意圖 
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圖2.6 Rayleigh散射、anti-Stokes散射和Stokes散射的能階躍遷 [41] 
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2-2-2表面增顯拉曼光譜 

   表面增顯拉曼散射(surface-enhanced Raman scattering)是在1974 年由

Fleischmann 等人觀察到pyridine吸附在粗糙銀電極表面會產生增強數百萬

倍的強大拉曼譜線[42]；且經由Van Duye 等人通過實驗和計算發現，吸附

在銀電極的表面pyridine分子對拉曼訊號的貢獻是溶液中分子的106 倍，之

後許多團隊陸續證明訊號增強不只是因為粗糙表面使表面積增加，更因貴

重金屬(如金、銀)的奈米結構而造成訊號強度顯著提昇。一般而言，表面增

強機制主要涉及兩種要素。第一種為電磁效應(electromagnetic effect)，又稱

為場效應(field effect)，通常會發生在接近金屬表面，分子偶極矩驅動產生

表面電漿共振(surfaceplasmon resonance)導致分子獲得極大的局部電磁場，

當發生電磁效應時，SERS的拉曼譜峰位置並不會改變，第二種為化學效應

(chemical effect)又稱為分子效應(molecular effect)，主要是由於分子與金屬

表面發生交互作用導致分子極化率受到影響，化學效應的產生通常伴隨拉

曼譜峰的位移。一般來說，電磁效應和化學效應幾乎同時存在，但分子的

種類、表面性質、環境條件甚至鍵結都會影響何者才是主導因素。 

  以下分別介紹電磁效應和化學效應的原理： 

(一) 電磁效應： 

電漿原本是用以描述熔融狀態的帶電離子系統，但因金屬內部的自由

電子可視為限制在金屬體積範圍內的高密度電子流體(electron liquid)，故可
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將金屬視為一種電漿系統。由古典理論來看，光是可以誘發分子偶極矩的

電磁波，而所誘發的偶極矩會變成分子的振動能。我們考慮一半徑a遠比入

射光波長λ 要小的圓球形金屬奈米粒子，因為奈米粒子非常小，金屬粒子

的集膚效應(Skindepth effect)可以忽略。因金屬中的自由電子可任意移動的

特性，自由電子會隨著電場的驅動而振盪。當電磁波通過一金屬奈米球，

產生電場會使金屬奈米球表面電子電荷規律性振盪，其頻率與外加電磁波

振盪頻率相同。也就是說，外加電磁波可使原本金屬奈米球內的不規律自

由電子轉變成規律振盪的電子運動，而形成電漿子共振(Plasmon  

resonance)，見圖2.7[43] 

一般正常拉曼散射之輻射功率可表示為： 

0( ) ( )RS R
s freeP N I      

其中，N 為所探測分子數目， R
free 為探測分子的正常拉曼散射截面， 0( )I  為

入射光強度。 

而考慮到表面增顯拉曼散射的情況則複雜許多，見圖2.8[44]，為探測

分子在聚簇的金屬球粒子中的情形。我們在此暫時先只計算吸附條件相同

的表面分子，其拉曼散射截面相同；並且假設這些表面分子所感受到的電

磁強化條件也會一樣。則表面增顯拉曼散射之輻射功率可表示為： 

2 2

0 0( ) ' ( ) ( ) ( )SERS R
s ads sP N A A I          

其中，N’為吸附在金屬粒子上所探測分子數目， R
ads 為探測分子的表面強化
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拉曼散射截面， 0( )A  、 ( )sA  分別為入射場及散射場的場強化因子，其與環

境介電常數、金屬球介電常數、金屬球半徑、及分子與金屬球的距離有關， 

0( )I  為入射光強度。 

圖2.9[44]為電磁波增顯拉曼之示意圖，其中，奈米金屬球的介電常數

為 ，周圍介質的介電常數為 0 ，分子與最鄰近奈米金屬球的距離為d，入

射電磁場強度為 0E ，所感受的電磁場強度為 ME ，而感受電磁場與入射電磁

場之比值即為場強化因子 ( )A  ，可表示為： 

30

0 0

( )( )
( ) ( )

( ) ( ) 2
ME R

A
E R d

  
   


 

 
 

當 ( )  的實部等於 02 且虛部極小時， ( )A  有極大值，此時可達到金屬

奈米球表面電漿共振激發，其共振頻率 R  ，共振波長
2

R

c


 。而當史

托克斯散射發生時，也會受到奈米金屬球團簇之電磁強化產生輻射，因此

史托克散射強度之總電磁強化可表示為： 

2 2
2 2 120 0

0 0

( ) ( )
( ) ( ( ) ( ( ) ( )

( ) 2 ( ) 2
L S

em s L S
L S

R
G A A

R d

       
     

 
  

  
 

以上結果敘述了電磁效應增顯拉曼散射光譜有幾個必要條件： 

1. 拉曼散射電磁強化為入射場強化因子與放射場強化因子的平方相乘，會

正比於場強化因子之四次方。 

2. 當入射頻率等於表面電漿共振頻率時，其低拉曼頻率較接近共振頻率，

故低拉曼頻率之拉曼散射電磁強化因子略大。 

3. 入射波長與散射波長同時激發表面電漿共振時，拉曼散射電磁強化為最
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大值。 

4. 電磁效應不需金屬奈米粒子與分子直接接觸即可發生表面增顯拉曼散

射。但一旦距離增加時，強化因子會急劇衰減，其值正比於 12( )
R

R d
，故

吸附分子不能跟表面距離太遠。 

5. 金屬奈米粒子內徑需小於入射光波長。 

(二)化學效應： 

我們可由圖2.10[45]來說明化學增顯的機制，其中吸附分子的最低未填

滿分子軌域(Lowest unoccupied molecular orbital，LUMO)會和最高填滿分

子軌域(highest occupied molecular orbital，HOMO)對稱分佈在金屬的費米能

階(Fermi level)之間。一般共振拉曼散射過程中，當光子消逝後，能量會轉

為電子所需的激發能，使熱電子經由最高填滿分子軌域躍遷到最低未填滿

分子軌域。而表面增顯拉曼散射則是需要分子極靠近金屬奈米結構的表

面，使激發後的熱電子直接由金屬導帶(conduction bond)躍遷到最低未填滿

分子軌域，再由最低未填滿分子軌域回到金屬，使電子回到基態時，能量

轉為stokes光子，並以拉曼散射的形式放出能量，故化學增顯效應的必要條

件為在金屬奈米粒子表面做出粗糙化結構，以增加局部電子密度，藉此使

躍遷熱電子數目遞增。 
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圖2.7 金屬奈米球受到外加電磁場作用下所產生的電漿子振盪示意圖[43] 

 
 

 

圖2.8  金屬球團簇的SERS 示意圖[44]。 
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圖2.9 電磁波增顯拉曼的示意圖。其中，  為金屬球的複介電常數， 0 為 

週圍介質的介電常數，金屬球之半徑R << λ [44] 

 
 

 

圖2.10分子吸附在金屬表面的能階圖[45] 
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2-3 共軛焦顯微技術 

    早在1884年Ernest Abbe就已提出因光波繞射的限制，使傳統光學顯微鏡

的解析力有限[46]，而Marvin Minsky在1957年提出「共焦」可以有效提高

光學顯微鏡的解析力，但當時由於沒有適當的光源以及相呼應的電腦系

統，故一直無法付諸實行。直到1969年，Paul Davidovits和M. David Egger

使用5 mW的He-Ne雷射當光源，建構了第一台可以應用的共軛焦顯微鏡系

統[47]，之後經過不斷的嘗試與改進，才於1987年推出商業化的共軛焦顯微

鏡。 

    我們由Fraunhoffer繞射條件可以計算出傳統光學顯微鏡的最小解析範

圍d，必須符合： 

NAn
d





61.0

sin2

22.1





  

其中λ是光波長、n為折射係數、θ是光孔徑半角，而NA則是透鏡數值孔徑

(numerical aperture, NA)，所以對於傳統顯微鏡，要提高解析度就必須採用

較短波長的光源和增大數值孔徑。又數值孔徑 sinnNA ，所以提使用高折

射係數的介質以及選用光孔徑半角大的物鏡，都可以提高NA值。 

    共軛焦指的是顯微鏡的物鏡(objective)焦點和聚焦透鏡(focusing lens)的

焦點位置互相對稱，樣本與影像的聚焦為點對點對稱，如圖2.11[48]。一雷

射光束經由物鏡聚焦於焦平面後，再自焦平面產生反射光，反射光經分光

鏡 (beam splitter) 分光和聚焦透鏡的聚焦，通過光路中的共焦針孔(confocal 
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pin hole)將反射光導入光偵測器(photon detector)中以偵測反射光強度，進行

光譜分析。而雷射光源在激發聚焦平面(Focus plane)樣品的同時，也會照射

到物鏡聚焦平面以外的區域(Reference plane)並且產生訊號，其中共焦針孔

的設置可以有效阻擋來自物鏡聚焦區域以外的反射光源，並更加精確的取

得聚焦平面上的訊號，如此一來，可得到比傳統光學顯微鏡更加清晰的訊

號及更好的鑑別率。經過計算共焦顯微鏡的橫向解析力d表示為: 

NA
d


5.0  

共焦顯微鏡的橫向解析力優於傳統的光學顯微鏡，主要是由於共焦針

孔的裝置，可以排除聚焦平面以外的訊號，並提高影像的鑑別度，而共焦

顯微鏡的縱向解析力主要來自光源在縱軸方向的深度，以下式表示之: 

2min )(

2

NA
Z


  

其中為聚焦面介質的折射係數。以傳統顯微鏡對樣品作觀測，當其偏離

焦平面時，會產生散焦的情況，對焦平面所產生的影像造成干擾，而此時

影像中心的強度亦會隨著降低，但經共焦顯微鏡所取得影像的強度隨散焦

距離的變化則比傳統顯微鏡劇烈得多。並配合掃描式共焦顯微鏡系統獨特

的共焦針孔僅擷取聚焦面上所產生的影像及訊號，若我們逐步移動聚焦平

面，則可得到樣品其深淺不同的切面影像及訊號，將這些切面的影像訊號

經過電腦處理之後，即可重組出相對應的三度空間影像訊號。 



  ‐ 36 ‐

    在此我使用的是國立交通大學奈米科技中心的共軛焦顯微鏡，型號為

LabRAM HR800，由法國HORIBA JOBIN YVON公司所製造，內建633 nm 

He-Ne雷射，光偵測器有兩種，一是SYMPHONY公司的CCD(Charge Coupled 

Device)偵測器，另一個是In/Ga/As photo diode。CCD是屬於液態氮冷卻(LN2 

cooling)，工作的範圍從200 nm~1000 nm，工作效率最佳的位置在700 nm附

近，而最低可偵測至200 nm的UV光波段。而In/Ga/As photo diode所針對的

量測波段是900 nm~1700 nm的近紅外光(NIR)波段。透過兩台光偵測器讓我

們可以蒐集200 nm~1700 nm的訊號，提供我們做為分析的依據。另外還搭

配了一個步進式的移動平台，再加上用壓電材料控制Z軸的物鏡，可做XY

二維平面掃描或XYZ三维深度切片的掃描，並配合電腦處理即可在不破壞

樣品的情況下得到三度空間形貌或是分析樣品深度切面的訊號。 

 

圖2.11 共軛焦顯微鏡原理及組成[48] 
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第三章 實驗方法與微流道製作 

3-1 實驗藥品與儀器 

3-1-1 實驗材料與樣品 

(1) Acetone 

(CH3)2CO，MW:58.08，購自TAIWAN MAXWAVE Co., Ltd. 

(2) Isopropanol(IPA) 

(CH3)2CHOH，MW:60.10，購自TAIWAN MAXWAVE Co., Ltd. 

(3) Nanodiamond 

Size:0-0.25μm，購自BAOO WEI International Co., Ltd. 

(4) Sulfuric Acid 

H2SO4，MW:98.08，購自TAIWAN MAXWAVE Co., Ltd. 

(5) Nitric Acid 

HNO3，MW:63.012，購自TAIWAN MAXWAVE Co., Ltd. 

(6) Ethanol 

CH3CH2OH，MW:46.07，95%，購自UNI-WARD Corp. 

(7)malachite green 

，購自invitrogen 

(8)Au particle 

Size: 13nm，購自sigma 

(9) dimethyl sulfoxide(DMSO) 

購自sigma 
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(10) trypsin-EDTA solution 

0.05% trypsin-0.53mM EDTA.4Na，購自invitrogen 

(11)Dulbecco’s phosphate buffer saline(DPBS) 

   購自invitrogen 

(12) Trypan blue 

   0.4% w/v，購自GIBCO 

(13)culture medium 

   購自invitrogen 

(14)SU-8 2015 
   
(15)SU-8 development 

   購自MicroChem 

(16)1H,1H,2H,2H-perflurooctyltrichlorosilane(FOTS) 

 

(17) Polydimethylsiloxane (PDMS) 

  
(18) Phosphate buffered saline(PBS) 

pH:7.4，購自Bio basic Inc. 

(19) EDC (or EDAC; 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide  
hydrochloride) 

CH3CH2N=C=N(CH2)3N(CH3)2‧HCl，MW:191.71，98+%，購自Alfa Aesar 

(20) N-hydroxy succinimide(NHS) 

C4H5NO3，MW:115.09，98+%，購自Alfa Aesar 
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(21) 2-(4-Morpholino) ethanesulfonic acid hydrate(MES) 

C6H13NO4S‧H2O，MW:213.26，98%，購自Alfa Aesar 

(22)Human Growth Hormone (hGH) 

MW：22.2k，購自Abcam 
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3-1-2 實驗儀器 

(1)旋轉塗佈機( Spin coater ) 

(2)微量離心機(Micro- centrifuge ) 

DENVILLE的桌上型離心機260D 

(3)加熱板( Hot plate ) 

(4)電子束微影系統( Electron Beam Lithography System，ELS-7500EX， 

ELIONIX Inc. )，交通大學奈米科技中心 

(5)共軛焦顯微鏡( Confocal microscopy，LabRAM HR800，HORIBA JOBIN 

YVON )，交通大學奈米科技中心 

(6)培養箱（incubator） 

COCONO恆溫培養箱，型號HR-80 

(7)氧電漿處理器 

All real 的plasma cleaner，型號PCD150 

(8)血球技術盤 

(9)計數器 

(10)二氧化碳培養箱(CO2 incubator) 

(11) 場發射穿透式電子顯微鏡(Field Emission Transmission Electron  

Microscope, FETEM)，交通大學奈米科技中心 

(12)振盪器 
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(13)電穿孔儀 

BTX 電穿孔儀，型號為ECM830 

(14)恆溫水浴槽(water bath) 

(15)離心機(centrifuge) 

BECKMAN的桌上型離心機，型號為Allegra X-12R 

(16)無菌操作台（laminar flow） 

   REVCD的垂直循環落地型無菌操作台，型號TBH-420 

(17)試管振盪器(maxi-mixer) 

  Scientific industries的試管振盪器，型號vortex-genie2  

(18) 共軛焦顯微鏡( Confocal microscopy) 

OLYMPUS公司生產的共軛焦顯微鏡，型號為FLUOVIEW™ 1000  
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3-2 細胞培養與金球表面修飾 

3-2-1 細胞繼代培養操作 

  本實驗使用的細胞為Hep G2，屬於附著型(adherent)細胞，ATCC編號

為60025，cell type為Human hepatoblastoma，是人類肝癌細胞的一種。當細

胞培養至高濃度，導致佔滿平面生存空間時(confluence)，需進行繼代培養

(subcluture)，收集細胞分殖進入新的培養皿中，操作步驟如下： 

(1) 吸去舊的培養液。 

(2) 用BPBS(Dulbecco’s phosphate-buffered saline)清洗兩次。 

(3) 加入1 ml的trypsin-EDTA溶液(0.05% trypsin-0.53mM EDTA.4Na)，並放

入37℃的CO2培養箱作用2分鐘。 

(4) 放置於倒立顯微鏡下觀察，可看到將要分離而成圓粒狀浮起的細胞或已 

剝落的細胞，此時輕敲培養皿，使更多細胞脫落，並加入1ml含血清之

新鮮培養基(90% Minimum essential medium with non-essential amino 

acids and Earle’s BSS+10% fetal bovine serum)，血清中的trypsin inhibitor

可終止trypsin的作用，用吸管吸放數次以打散細胞團塊，並依稀釋比例

轉移至添加新鮮培養基之培養皿，繼續放置CO2培養箱中培養。 
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3-2-2 奈米金修飾上孔雀綠步驟 

奈米金球可藉由表面電漿共振來增強吸附於其表面上的奈米粒子訊

號，此篇論文使用孔雀綠吸附在13 nm大小的奈米金上，修飾方法參考文獻

[33]，步驟如下： 

(1) 取40 µl的孔雀綠(20 µM) 和160 µl的DMSO混和，將孔雀綠濃度稀釋成  

4 µM。 

(2) 取420µl的金球和430µl的滅菌水混合，再加入150 µl的4 µM孔雀綠，在

25℃，速度120 rpm下shaking10分鐘。 

(3) 加入10 µl的hexanthiol，在25℃，速度120 rpm下反應1小時，此步驟為了

防止金球聚集。 

(4) 在轉速8rpm下離心5分鐘，去除上清液，取100 µl的DMSO回溶，並加入

100 µl的FBS，此步驟為了保護金球，使其不易聚集。 



  ‐ 44 ‐

3-2-3奈米金球結合人類生長激素步驟 

  人類生長激素(Human growth hormone，hGH)是一種蛋白質荷爾蒙，由

腦下垂體所分泌，含有192個胺基酸分子，分子量為22.2 kDa。而癌細胞含

有許多生長激素受器(Human growth hormone receptor，hGHR)，分佈在細胞

膜上，一旦與生長激素結合，形成激素-受器複合體，引發一系列的生化反

應，造成癌細胞的壯大[43]，也可以說，生長激素受器的多寡代表某些癌細

胞的發展情況，在此我使用奈米金和奈米鑽石分別結合生長激素，當作生

物探針，觀察生長激素受器在Hep G2肝癌細胞的分佈情形，奈米金球結合

hGH的步驟如下： 

1. 取420 µl的13 nm金球，加入420 µl的滅菌水，均勻混和 

2. 加入濃度為1 µg/ml的10 µlhGH，在4℃下反應2小時 

3. 加入濃度為4 µM的150 µl孔雀綠，在室溫下反應10分鐘 

4. 加入10 µl的保護基hexanethiol，在室溫下反應1小時 

5. 以轉速8000 rpm，離心8分鐘 

6. 去除上清液，取100 µl的PBST回溶，在4℃下保存 
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3-2-4 金球電穿孔送入細胞過程 

細胞膜或是平面的脂雙層膜，如果在極短時間內施加高電場，會造成細 

胞膜的導電性和滲透性雙雙增加，如果電場增強至某種程度，則會造成細

胞形成孔洞結構，這種現象稱為電性破裂（electrical breakdown），屬於可恢

復的破裂。 而電穿孔(electroporation)就是利用此種原理，在兩片距離極近

的電極板通以瞬間高壓，使置於其中的生物體之細胞膜膜電位改變，形成

可逆性孔洞，欲傳送物質經由細胞膜孔而進入細胞中，當電場消失後細胞

膜可再回復，使傳送物質保留在細胞內，此方法可適用於大部分細胞，操

作步驟如下所示：  

(1) 用trypsin把細胞打下，離心(800rpm、25℃、5分鐘)，去上清液並加入2-8 

ml純MEM回溶，吸放數次，使細胞均勻分佈。 

(2) 取10 µl的細胞懸浮液和10 µl的trypan blue等體積混和均勻。 

(3) 取10 µl的混和液自血球計數盤chamber上方的凹槽加入，並蓋上蓋玻

片，放置於倒立顯微鏡下觀察，活細胞不染色，死細胞則為藍色(活細胞

的細胞膜完整，故染料無法滲入細胞而不會呈色)。 

(4) 計算五大格細胞總數，再除以5，乘以稀釋倍數，最後乘以104(血球計數

盤內每個大正方形體積為1 mm2x0.1 mm=1.0x10-4 ml)，即為每ml中細胞

懸浮液的細胞總數。 

45
/

5
ml

 


大格細胞總數 2 10
細胞數  
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(5) 取50 µl的Au-MGITC溶液和750 µl的細胞懸浮液混和，進行電穿孔，電

壓600ｖ，施加時間100 µs，間隔100 ms，進行8次。 

(6) 把滅菌過的矽基版放置於6-well的培養皿內，將電穿孔完成的細胞滴在

基版上，並加入2 ml的新鮮培養基，放入CO2培養箱內一天，等待細胞

貼附。 

(7) 在倒立顯微鏡下觀察細胞有無貼附，吸起舊培養液，並用外用PBS沖洗

三次，再加入paratromaldehyde固定細胞，反應20分鐘。 

(8) 去除paratromaldehyde，用外用PBS清洗三次。 
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3-3 奈米鑽石酸化與表面修飾 

3-3-1 奈米鑽石酸化 

  經由酸洗過程可去除奈米鑽石表面的sp2結構，產生羧基-COOH，並可

和含有胺基-NH2的生物分子相互鍵結，強氧化酸洗奈米鑽石的方式則是參

考本實驗室林柏凡學長的論文，見圖3.1[48]，酸洗步驟如下： 

1. 取0.15克的100 nm奈米鑽石粉末。 

2. 取12 ml硫酸、4 ml硝酸，混合之後加入奈米鑽石粉末。 

3. 超音波振盪1小時，攪拌11小時，接著再振盪1小時，攪拌11小時。 

4. 離心5分鐘，去掉酸液。 

5. 加入D.I. water，離心5分鐘，去掉上清液，重複此步驟兩次。 

6. 加入D.I. water，超音波振盪5分鐘，接著全部裝入20 ml樣品瓶中，置於

90℃烘箱中烘乾。 

7. 刮下，即可得到酸化過的奈米鑽石粉末。 
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圖3.1 奈米鑽石的強氧化酸洗步驟[48] 
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3-3-2 奈米鑽石修飾上hGH步驟 

  在此部份我使用EDC/NHS試劑[49]活化奈米鑽石表面的羧基，讓羧基

容易與hGH形成醯胺鍵(Amide bond)而連接，反應機制如圖3.2[50]所示，試

劑比例是參考實驗室林柏帆學長的論文(MES buffer : ND :DI water : EDC : 

NHS = 3 ml : 6 ml : 3 ml : 6 ml : 6 ml)，故我將0.1 mM的MES buffer：30 µl、

0.025 M的EDC：60 µl、0.025 M的NHS：60 µl、100 µg/ml的鑽石:60 µl加入

濃度1 µl/ml的hGH:10 µl，在常溫下反應2小時，以轉速12000 rmp離心12分

鐘，去除上清液後加入100 µl的滅菌水回溶。 

 
 
 
 
 
 
 

 

圖3.2 形成醯胺鍵的反應機制[50] 
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3-4 PDMS翻製法製作微流道 

  本實驗中微流道成型是利用聚二甲基矽氧烷(PDMS)翻製法，參考文獻

[3]，其優勢有製作時間短、成本低、生物相容性佳、易與多種材質在室溫

下接合等，目前已是生醫微機電中最主流的製程技術，製作PDMS的流程圖

見3.3，實驗步驟如下所示： 

1. 將六吋晶圓切成2 cm × 2 cm大小的正方形破片，並進行清洗的動作，清

除破片表面的微粒，可使光阻分布較均勻。準備三個乾淨的燒杯，分別

加入丙酮(Acetone)、異丙醇(Isopropanol, IPA)以及去離子水(DI water)，

依序將破片放入清洗並配合超音波振盪五分鐘，最後用氮氣槍吹乾。 

2. 利用旋轉塗佈機(spin coater)將電子阻劑塗佈在清洗好的破片上，在此選

用的是SU-8 2015是一種可產生高圖像縱橫比(aspect ratio)結構的負光

阻，在顯影完後會把未曝光區域去除，已曝光部份則因分子形成鍵結而

留下圖案。參考MICROCHEM所提供的旋塗參數，見圖3.4[51]，我們選

用的旋塗參數為前10秒500 rpm，後50秒2000 rpm，可得到厚度約21 µm

的阻劑層，之後以95℃軟烤3分鐘，180℃硬烤30分鐘，此步驟為了減少

光阻中的溶劑含量，使光阻平坦化並增加光阻的附著力。 

3. 使用weacas繪圖程式設計圖型，為三條寬度不同的溝槽結構，寬度分別

是30 µm、45 µm、60 µm。 

4. 把晶片置於電子束微影的移動平台，推進電子光學柱的真空腔體中，進
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行曝光。加速電壓固定在50 kV，電流大小為600 pA，並利用電腦來控制

曝光時間、座標位置等得到製作圖形的最佳化參數。 

5. 把曝光完成後的樣品浸於顯影液中1分鐘，將未曝光區域的光阻去除，以

完成圖案轉移，並用異丙醇沖洗，最後用氮氣槍吹乾。 

6. 將晶片置於加熱板上，以180℃硬烤三分鐘，此步驟可將光阻內溶劑含量

降至最低並增加對酸的抵抗力，完成欲翻製的母模(template)。 

7. 將母模放入氣密容器內，滴入10 µm的FOTS並置於加熱爐管，在250℃下

加熱一小時，使FOTS蒸發吸附於模板表面做為脫模用，降低高分子沾黏

上模板。 

8. 將由Dow Corning公司所生產之矽膠樹酯(Sylgard 184 silicone elastomer)

和固化劑(Sylgard 184 elastomer curing agent)以重量10:1的比例混合，倒

於母模上，並用真空幫浦抽真空至150 mTorr，以去除混合時所產生的氣

泡。 

9. 放置於加熱板上，以150℃加熱15分鐘使其固化，即可將PDMS從母模上

剝除並用針頭鑽孔，完成流道結構。 

10.將製作好的流道和清洗過的矽晶圓破片以氧電漿處理使表面改質，成為 

親水性而接合，在此所使用的氧電漿機台是由交通大學奈米所許証宗老

師實驗室所提供，在打電漿前先抽真空至100 mTorr，之後以16 W的強度

進行30秒的氧電漿處理，處理完後要儘快將流道和矽基板黏合，避免接
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觸空氣太久而恢復成疏水性。 

 
 

 

圖3.3 流道製作流程 

 

 

圖3.4 轉速(rpm)和光阻厚度比較圖(µm)[51] 
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3-5 樣品注入與光譜量測 

  本篇論文分成三大主題，第一部份是用修飾上孔雀綠的奈米金球，標

定人類肝癌細胞(Hep G2)，偵測其拉曼訊號，並建立距離對強度的二維圖

譜，以觀察金球在細胞裡的分佈空間，之後接上hGH，改由標定細胞膜位

置，同樣偵測其拉曼訊號，並比較與前一種方式在細胞裡分佈位置的不同。

第二部份則是改用奈米鑽石來標記Hep G2細胞，第三部分則分別把奈米金

球和奈米鑽石注射進入微流道系統，量測其不同濃度和流速的拉曼訊號變

化情形。注射幫浦使用的是KDS100，見圖3.5，流速範圍可從0.1 µl/h~426 

ml/h。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

圖3.5 KDS 100注射幫浦 
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第四章 量測結果與討論 

4-1 金球量測分析 

4-1-1  金球修飾孔雀綠之拉曼光譜量測分析 

  在第一部份我所使用的是 13 nm 大小尺寸的奈米金球，一般而言，金球

大小在 60 nm 左右時，表面增顯效應最明顯，但經過實驗之後發現，隨著

金球尺寸越大，聚集情形也會越嚴重，而難以進入細胞中，故在此我使用

13 nm 大小的金球作為拉曼增顯因子，如圖 4.1 所示。  

   接著將金球撒在矽基板上，對其進行拉曼光譜量測，所使用的是實驗

室的共軛焦顯微鏡LabRAM HR800，而使用矽基板的原因是在我所想量測

的波段，訊號值很低，故不用扣掉背景訊號。我使用633 nm的氦氖雷射光

源，雷射強度為20 mW，並設定共焦針孔的大小、選擇的光柵、CCD 接受

訊號的積分時間以及量測波段範圍等參數，得到圖4.2(光柵600、共焦針孔

200 μm、積分時間10秒、量測波段1100-1800 cm-1)，可看出金球在此波段沒

有特別明顯的拉曼訊號。 

  為了要量測孔雀綠的拉曼光譜訊號，需先對其溶劑DMSO做量測，以避

免溶劑訊號和孔雀綠訊號相互混淆，DMSO的拉曼光譜如圖4.3所示(量測參

數：雷射光源633 nm、光柵600、共焦針孔200 μm、積分時間10秒、量測波

段200-2000 cm-1)，其中521 cm-1為矽基板之訊號，其餘的峰值為DMSO的特

徵峰(306 cm-1,334 cm-1,381 cm-1,700 cm-1,953 cm-1,1043 cm-1,1421 cm-1)。接著
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量測4 µM孔雀綠的拉曼訊號，並跟接上金球和保護基的孔雀綠做比較(量測

參數：雷射光源633nm、光柵600、共焦針孔200 μm、積分時間1秒、量測波

段200-1800 cm-1)，如圖4.4所示。孔雀綠在單獨存在情形下特徵峰不明顯，

反倒是溶劑DMSO的訊號強度較大，接上金球後可看出孔雀錄的特徵峰（435 

cm-1，732 cm-1，799 cm-1，915 cm-1，1169 cm-1，1165 cm-1，1590 cm-1，1615 

cm-1），其中，1615 cm-1是孔雀綠強度最強的特徵峰，是由phenyl C-C鍵所

造成。 

  之後將修飾上孔雀綠的金球以電穿孔的方式送進Hep G2細胞(電穿孔

參數：施加電壓600 V、施加電壓時間100 µs、間隔時間100 ms，總共進行8

次)，穿孔完成後養在培養皿內一天，用paratromaldehyde固定細胞和經過PBS

的反覆沖洗，即可對貼附在矽基板上的細胞進行光譜量測。首先需量測純

Hep G2細胞和只有送入金球的Hep G2細胞，以建立背景值訊號的圖譜並做

為對照組，先用100倍物鏡在光學顯微鏡下找到Hep G2細胞，如圖4.5(a)所

示，接著就可進行拉曼量測(量測參數：雷射光源633 nm、光柵600、共焦針

孔200 μm、積分時間10秒、量測波段1100-1800 cm-1) ，Hep G2細胞的拉曼

光譜圖見圖4.5(b)，可看出在1100-1800 cm-1的範圍內並無明顯訊號，接著我

們對其做xy平面的mapping圖，其OM見圖4.5(c)，掃描範圍見表4.1，鎖定1617 

cm-1做xy平面與訊號強度圖，如圖4.5(d)所示，也可看出並無特殊訊號。同

樣以100倍物鏡找到送入金球的Hep G2細胞，對其進行光學量測(量測參



  ‐ 56 ‐

數：雷射光源633 nm、光柵600、共焦針孔200 μm、積分時間5秒、量測波

段1100-1800 cm-1)，其OM圖如圖4.6(a)所示，拉曼光譜圖見圖4.6(b)，並無

明顯的訊號，對其做xy平面的mapping，OM如圖4.6(c)所示，掃描範圍見表

4.2，鎖定1617 cm-1峰值，對其做距離和訊號強度的2D圖，可發現訊號極弱，

並無孔雀綠訊號，見圖4.6(d)。最後，對送入修飾上孔雀綠金球的Hep G2細

胞做光學量測(量測參數：雷射光源633 nm、光柵600、共焦針孔200 μm、

積分時間5秒、量測波段1100-1800 cm-1)，OM見圖4.7(a)，拉曼光譜圖見

4.7(b)，可看出在1171 cm-1、1364 cm-1和1615 cm-1附近有明顯的孔雀綠特徵

峰，接著對其進行xy平面mapping，OM如圖4.7(c)所示，掃描範圍見表4.3，

並鎖定1617 cm-1峰值，對其做距離和訊號強度的2D圖，見圖4.7(d)，發現在

座標(-4,-9.7)的位置，有很強的孔雀綠訊號(~6000 cnt)，此訊號界定出金球

在細胞裡的分佈位置，對y軸在-9.7 µm的位置，做xz平面的mapping，OM如

圖4.7(e)所示，掃描範圍見表4.4，並鎖定1617 cm-1峰值，對其做距離和訊號

強度的2D圖，見圖4.7(f)，發現z軸深度在0~15 µm的位置，有較顯著的孔雀

綠拉曼訊號，顯示出金球分布在細胞中間層的位置。 

而根據文獻指出[16]，奈米金球在 532 nm 波長激發下，會放光，範圍在

600~630 nm 之間，但隨著金球大小改變，放光強度也跟著改變。在此我使用

共軛焦顯微鏡 FLUOVIEW™ 1000 得到金球在 Hep G2 細胞裡的螢光影像，

印證金球確實有進入細胞，修飾孔雀綠金球的 Hep G2 細胞明視野影像如圖
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4.8(a)所示，圖 4.8(b) 則是疊加上金球的螢光影像，紅色螢光為金球在 532 nm

波長激發下所放出，可看出金球在細胞裡的分佈情形，而圖 4.8(c)則是疊加

上金球螢光影像的 z 軸深度切面圖，每 0.5 µm 遞增一次，總共深度為 6 µm，

可看出金球在細胞內不同深度的分佈情形。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

圖 4.1 13 nm 大小金球的 TEM 圖，圖中尺標為 20 nm 
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圖 4.2 13 nm 金球的拉曼光譜圖 

 

 

圖 4.3 溶劑 DMSO 的拉曼光譜圖
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圖 4.4 接上金球前後的孔雀綠拉曼光譜比較圖 

 
 

 

圖 4.5(a) Hep G2 細胞的 OM 圖 
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圖 4.5(b) Hep G2 細胞的拉曼光譜圖 

 

 

圖 4.5(c) 對 Hep G2 細胞做 xy 平面的 mapping OM 圖 

表 4.1 Hep G2 細胞做 xy 平面的 mapping 點數表  

 Array size from to Increment(µm)

Y-axis 11 12 -8 2 

X-axis 11 8 -13 2 
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圖 4.5(d) 相對應於 om 的 xy 平面與訊號強度圖 

 

 

 

圖 4.6(a)以電穿孔法送入金球的 Hep G2 細胞 OM 圖 
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圖 4.6(b) 摻雜金球的 Hep G2 細胞拉曼光譜圖 

 

 

圖 4.6(c)以電穿孔法送入金球的 Hep G2 細胞 xy 平面 mapping OM 圖 

 

表 4.2 含金球的 Hep G2 細胞做 xy 平面的 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

Y-axis 12 14 -9 2 

X-axis 15 14 -15 2 
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圖 4.6(d) 與 OM 相對應的 xy 平面與訊號強度圖 

 

 

圖 4.7(a)以電穿孔法送入金球修飾孔雀綠的 Hep G2 細胞 OM 圖 
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圖 4.7(b) 以電穿孔法送入金球修飾孔雀綠的 Hep G2 細胞拉曼光譜圖 

 

 

 

 

圖 4.7(c) 含修飾孔雀綠金球的 Hep G2 細胞 xy 平面 mapping 的 OM 圖 
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表 4.3 含修飾孔雀綠金球的 Hep G2 細胞做 xy 平面的 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

Y-axis 14 8 -18 2 

X-axis 16 12 -18 2 

 

 

 

圖 4.7(d) 與 OM 相對應的 xy 平面與訊號強度圖 

 

 

圖 4.7(e) 含修飾孔雀綠金球的 Hep G2 細胞 xz 平面 mapping 的 OM 圖 
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表 4.4 含修飾孔雀綠金球的 Hep G2 細胞做 xz 平面的 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

x-axis 14 12 -18 2 

z-axis 16 20 -10 2 

 
 
 

 

圖 4.7(f) 與 OM 相對應的 xz 平面與訊號強度圖 
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圖 4.8(a) 含修飾孔雀綠金球的 Hep G2 細胞明視野影像 

 

 

圖 4.8(b) 疊加上金球螢光影像，可看出金球在細胞裡的分佈情形 
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圖 4.8(c) 疊加上金球螢光影像的 Z軸切面圖 
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4-1-2 金球修飾人類生長激素和孔雀綠之拉曼光譜分析 

    人類生長激素(Human growth hormone, hGH)，分子量為 22.2 kDa，具有

192 段胺基酸，會對細胞膜有專一性而接於細胞膜上。此部份同樣以 13 nm

的金球當作表面拉曼增顯因子，先接上 hGH 之後，再修飾上孔雀綠以及

保護基 hexanthiol，加入前一天先分在 6 well 培養皿內的 Hep G2 細胞裡，

對照組則是直接將修飾上孔雀綠的奈米金粒子加入 Hep G2 細胞裡，兩組

一起放入 CO2 培養箱培養三小時，之後以 PBS 反覆沖洗以及加入

paratromaldehyde 固定細胞後，就可進行後續光譜量測的步驟。 

本實驗一開始原本是餵食一天而非三小時，細胞的 om 圖如圖 4.9(a)

所示，拉曼光譜圖見圖 4.9(b)(量測參數：雷射光源 633 nm、光柵 600、共

焦針孔 200 μm、積分時間 5 秒、量測波段 1100-1800 cm-1)，可看出孔雀綠

的特徵峰，接著對其進行 xy 平面的 mapping，om 圖見圖 4.9(c)，掃描範圍

見表 4.5，並鎖定 1617cm-1，作距離對強度的二維平面圖，見圖 4.9(d)，可

發現在座標(2,-7)的位置有強度～7000 cnt 的孔雀綠訊號，分佈在細胞的外

圍，接著固定 y=7.5 的位置，做 xz 平面 mapping，發現訊號最強的位置是

在深度-6~-10 µm 的地方，已在細胞內部，具推測可能是作用時間太長，

導致部份的 hGH 被細胞自然代謝，並吞噬部份金球，故之後調整作用時

間，改以培養三小時。 

單獨修飾上孔雀綠的對照組細胞 om 見圖 4.10(a)，拉曼光譜圖如圖
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4.10(b)所示，量測參數如前述。對其做 xy 平面的 mapping，om 圖見圖

4.10(c)，掃描範圍見表 4.6，並鎖定 1617 cm-1，作距離對強度的二維平面

圖，見圖 4.10(d)，可看出在座標為(-3.5, -4)的地方有比較明顯的拉曼訊號，

但強度不強，大概在 1100 cnt 左右，與圖 4.7(d) 以電穿孔送入細胞的金球

相比，訊號弱了將近六倍。固定 y= -4 µm 位置，做 xz 平面掃描，om 圖

見圖 4.10(e)，掃描範圍見表 4.8，相對應 om 的距離對訊號強度圖見圖

4.10(f)，指出金球訊號最強的地方在深度為-7.5 µm 的位置，強度~190 cnt，

和圖 4.7(f)以電穿孔送入細胞的金球相比，訊號弱了將近四倍。對照組訊

號較弱的原因推測是由於培養時間不夠久，大部分的金球還來不及被細胞

吞噬，故訊號也相對較弱。 

   先加入 hGH 再以孔雀綠修飾的實驗組 Hep G2 細胞 om 圖見圖

4.11(a)，拉曼光譜圖如圖 4.11(b)所示(量測參數：雷射光源 633 nm、光柵

600、共焦針孔 200 μm、積分時間 1 秒、量測波段 1100-1800 cm-1)，發現

所有特徵峰都往右 shift 60 cm-1，推測是因為校正的步驟沒做好。對其做

xy 平面的 mapping，om 圖見圖 4.11(c)，掃描範圍見表 4.9，並鎖定 1617 

cm-1，作距離對強度的二維平面圖，見圖 4.11(d)，可看出細胞的外圍有較

強的拉曼訊號，固定在 y= 6 µm 的位置，做 xz 平面 mapping，om 圖見圖

4.11(e)，掃描範圍見表 4.10，相對應 om 的距離對訊號強度圖見圖 4.11(f)，

發現不僅在細胞表層 z =14 µm 的地方有金球分佈，連在細胞內部 z=-2 µm



  ‐ 72 ‐

的地方也有金球訊號，表示金球除了靠 hGH 辨認細胞膜而接在細胞表面

外，還會同時進行胞吞作用，推測是因為金球表面連接上的 hGH 數目不

夠多，故部份金球還是以胞吞作用進入細胞內。 

 

圖 4.9(a)修飾上 hGH 的金球送入 Hep G2 細胞之 om 圖 

 

 

圖 4.9(b)修飾上 hGH 的金球送入 Hep G2 細胞的拉曼光譜圖 
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圖 4.9(c)修飾上 hGH 的的金球送入 Hep G2 細胞的 xy 平面 mapping om 圖 

 
 

表 4.5 修飾上 hGH 的的金球送入 Hep G2 細胞作 xy 平面 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

Y axis 11 6 -16 2 

X axis 12 16 -8 2 

 
 

 

圖 4.9(d)與 om 圖相對應的 xy 平面與訊號強度圖 
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圖 4.9(e)修飾上 hGH 的的金球送入 Hep G2 細胞的 xz 平面 mapping om 圖 

 

表 4.6 修飾上 hGH 的的金球送入 Hep G2 細胞作 xz 平面 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

Y axis 10 8 -10 2 

X axis 16 20 -10 2 

 

 
 

圖 4.9(f)與 om 圖相對應的 xz 平面與訊號強度圖 
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圖 4.10(a)對照組 Hep G2 細胞 om 圖 

 
 

 

圖 4.10(b) 對照組 Hep G2 細胞的拉曼光譜圖 
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圖 4.10(c)對照組 Hep G2 細胞的 xy 平面 mapping om 圖 

 

表 4.7 對照組 Hep G2 細胞作 xy 平面 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

Y axis 9 10 -6 2 

X axis 8 5 -10 2 

 

 

圖 4.10(d) 與 om 圖相對應的 xy 平面與訊號強度圖 
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圖 4.10(e)對照組 Hep G2 細胞的 xz 平面 mapping om 圖 

 

表 4.8 對照組 Hep G2 細胞作 xz 平面 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

Z axis 16 20 -10 2 

x axis 8 5 -10 2 

 

 

圖 4.10(f) 與 om 圖相對應的 xz 平面與訊號強度圖 
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圖 4.11(a) 修飾上 hGH 的金球送入 Hep G2 細胞之 om 圖 

 
 

 

 圖 4.11(b) 修飾上 hGH 的金球送入 Hep G2 細胞的拉曼光譜圖 
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圖 4.11(c) 修飾上 hGH 的金球送入 Hep G2 細胞的 xy 平面 mapping om 圖 

 
 

表 4.9 修飾上 hGH 的金球送入 Hep G2 細胞作 xy 平面 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

y axis 19 13 -23 2 

x axis 16 13 -17 2 

 
 

 

圖 4.11(d) 與 om 圖相對應的 xy 平面與訊號強度圖 
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圖 4.11(e) 修飾上 hGH 的金球送入 Hep G2 細胞的 xz 平面 mapping om 圖 

 
 

表 4.10 修飾上 hGH 的金球送入 Hep G2 細胞作 xy 平面 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

z axis 21 30 -10 2 

x axis 16 13 -17 2 

 
 

 

圖 4.11(f) 與 om 圖相對應的 xz 平面與訊號強度圖 
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4-2 奈米鑽石量測分析 

4-2-1 奈米鑽石之拉曼光譜量測分析 

  在此部份我使用奈米鑽石當作拉曼偵測因子，因奈米鑽石本身具有獨

特的拉曼訊號，在 1332 cm-1 附近的位置會產生一根尖銳且高強度的峰，

可用來當作生物體的標定物質。 

參考文獻得知[28]，將奈米粒子送入細胞可直接餵食、電穿孔或用

lipsome 當作載體，經胞吞作用送入細胞質，在此我先嘗試用電穿孔的方

法(施加電壓 600 V、施加電壓時間 100 µs、間隔時間 100 ms，總共進行 8

次)，但試了幾次後，發現進入細胞的奈米鑽石甚少，故我後來就改用餵食

的方式，先將細胞養在 6 well 的培養皿中一天，之後加入體積為 100 µl、

濃度 100 µg/ml 的 100 nm 奈米鑽石，培養一天之後取出，以 PBS 反覆沖

洗以及加入 paratromaldehyde 固定細胞後，即可進行光譜量測。在 100 倍

物鏡下找到欲量測之細胞，OM 圖如圖 4.12(a)所示，以 633 nm 雷射光源

測量(光柵 600、共焦針孔 200 μm、積分時間 10 秒、量測波段 1100-1600 

cm-1，後續量測參數皆同上)，得到鑽石的拉曼光譜，如圖 4.12(b)所示，可

看出在 1332 cm-1附近有單一且尖銳的訊號，強度~90 cnt。欲得知鑽石分

佈在細胞裡的情形，對其做 xy 平面 mapping，om 圖見圖 4.12(c)，掃描範

圍見表 4.11，並鎖定鑽石的特徵峰，做訊號強度對距離的 2D 圖，見圖

4.12(d)，可發現鑽石最強的訊號在圖上座標為(-10,4)的位置，為了要看鑽
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石在深度切面分佈的位置，固定 y= 4，做 xz 平面 mapping，om 圖見圖

4.12(e)，掃描範圍見表 4.12，相對應的訊號強度圖如圖 4.12(f)所示，可看

出鑽石分佈在深度為-5 µm 附近，表示其進入細胞，而非吸附在細胞表層。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

圖 4.12(a)含奈米鑽石之 Hep G2 細胞 om 圖 

 

 

圖 4.12(b)含奈米鑽石之 Hep G2 細胞拉曼訊號 
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圖 4.12(c)含奈米鑽石之 Hep G2 細胞 xy 平面 mapping 的 om 圖 

 
 

表 4.11 含奈米鑽石的 Hep G2 細胞 xy 平面 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

Y axis 11 20 -20 4 

X axis 11 18 -22 4 

 
 

 

圖 4.12(d)和 om 相對應的 xy 平面與訊號強度圖 
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圖 4.12(e)含奈米鑽石之 Hep G2 細胞 xz 平面 mapping 的 om 圖 

 
 

表 4.12 含奈米鑽石的 Hep G2 細胞 xz 平面 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

z axis 8 20 -10 4 

x axis 11 18 -22 4 

 
 

 

圖 4.12(f)和 om 相對應的 xz 平面與訊號強度圖 
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4-2-2 奈米鑽石修飾上 hGH 之拉曼光譜量測分析 

  此部份對照組為直接餵食三小時的100nm鑽石，濃度為100 µg/ml、體

積100 µl，而實驗組則是加入EDC/NHS 試劑，使奈米鑽石表面的羧基活化，

讓羧基易與hGH形成醯胺鍵(Amide bond)而連接，之後餵食三小時，用PBS

反覆沖洗以及加入paratromaldehyde固定細胞後，即可進行光譜量測。在這

裡只餵食三小時而非一天的原因一樣是希望盡量減少以胞吞作用進入到細

胞質的奈米鑽石數量。在om下找到欲量測之細胞，對照組如圖4.13(a)所示，

以633nm雷射光源偵測(量測參數如上)，拉曼光譜圖見圖4.13(b)，其訊號極

弱，且無奈米鑽石的特徵峰，對其做xy平面mapping，om如圖4.13(c)，掃描

範圍見表4.13，鎖定1332 cm-1，做訊號強度對距離的2D圖，見圖4.13(d)，可

看出並無明顯的奈米鑽石訊號，推測由於作用時間太短，鑽石來不及被細

胞所吞食。連接上hGH的實驗組om如圖4.14(a)所示，以633 nm雷射光源偵

測(量測參數如上)，拉曼光譜圖見圖4.14(b)，可在1332 cm-1附近看見有一根

尖銳的拉曼訊號，此為奈米鑽石特徵峰，表示細胞上有奈米鑽石，為了進

一步得知其在細胞分佈的位置，對其做xy平面mapping，om圖如圖4.14(c)

所示，掃描範圍見表4.14，以程式鎖定1332 cm-1，做訊號強度對xy平面的二

度空間圖，見圖4.14(d)，發現在座標(12,10)和(17,8)的位置附近有較強的訊

號，顯示出奈米鑽石藉由hGH辨認細胞膜而吸附在細胞上。 
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圖 4.13(a)對照組 Hep G2 細胞 om 圖 

 
 

 

圖 4.13(b)對照組 Hep G2 細胞的拉曼光譜圖 



  ‐ 87 ‐

 

圖 4.13(c)對照組 Hep G2 細胞 xy 平面 mapping 的 om 圖  

 

表 4.13 對照組 Hep G2 細胞 xy 平面 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

y axis 8 0 -15 2 

x axis 9 0 -16 2 

 

 

圖 4.13(d)和 om 相對應的 xy 平面與訊號強度圖 
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圖 4.14(a)實驗組 Hep G2 細胞 om 圖 

 

圖 4.14(b)實驗組 Hep G2 細胞的拉曼光譜圖 

 

圖 4.14(c)對照組 Hep G2 細胞 xy 平面 mapping 的 om 圖  
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表 4.14 實驗組 Hep G2 細胞 xy 平面 mapping 點數表 

 Array size from to Increment(µm)

y axis 11 0 20 2 

x axis 11 0 26 2 

 
 

 

圖 4.14(d)和 om 相對應的 xy 平面與訊號強度圖 
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4-3 結合微流道偵測流速與時間之關係 

  此部份配置好不同濃度的奈米金球與奈米鑽石，分別抽進以PDMS翻模

製法製成的微流道內，再以633 nm雷射光源偵測不同時間、流速下，其訊

號的變化情形，微流道的成品圖與其架設在xy stage下示意圖見圖4.15，由

側面看微流道外觀呈現凹字型，其中兩側突起是為了讓塑膠軟管方便插

入，而中間凹陷則是為了使對焦容易。金球的部份我配置了6 nM、60 nM、

600 nM、1500 nM幾種不同的濃度，進行時間軸掃描拉曼光譜量測(量測參

數：雷射光源633 nm、光柵600、共焦針孔200 μm、積分時間5秒、量測波

段1100-1800 cm-1)，時間從0秒～300秒，每8秒遞增一次，並鎖定1617 cm-1

特徵峰，做訊號強度對時間變化圖，6 nM修飾孔雀綠金球的變化圖如圖4.16

所示，可明顯發現當流速為10 µl/h(黑色條狀圖)時，強度幾乎是流速為100 

µl/h(紅色條狀圖)的兩倍，而60 nM、600 nM、1500 nM修飾孔雀綠金球的變

化圖如圖4.17、4.18、4.19所示，也都出現同樣情況，可見當流速變快時，

趨向偵測效率降低的走勢。奈米鑽石的部份我用100 nm大小的鑽石粉末配

置了5x10-4 µg/ml和2.5x10-3 µg/ml兩種不同的濃度，同樣進行時間軸掃描拉

曼光譜量測(量測參數：雷射光源633nm、光柵600、共焦針孔200μm、積分

時間10秒、量測波段1100-1600 cm-1)，時間從0秒～300秒，每13秒遞增一次，

並鎖定1332 cm-1特徵峰，做訊號強度對時間變化圖，5x10-4 µg/ml奈米鑽石

的變化圖如圖4.20所示，在流速為10 µl/h時強度較100 µl/h和1000 µl/h高，但
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後兩著則差異不大，至於濃度為2.5x10-3 µg/ml的奈米鑽石則無論流速快慢

時，強度變化都不大，且偵測到的訊號強度都很低。為了改善奈米鑽石的

量測效率，我嘗試鍍一層厚度約100 nm的金電極在氧化矽基板上，經過氧

電漿處理後與PDMS接合，以 10µl/h的流速將濃度2.5x10-3 µg/ml的奈米鑽石

注入流道內，其在10倍物鏡下的om圖如圖4.22(a)所示，此時以633 nm雷射

光源偵測，訊號極微弱，與雜訊無法區分，我們在金電極兩端施加100 kHz、

10 Vpp的交流電，其om圖見圖4.22(b)，可明顯看見鑽石被捕捉在金電極中

間，以633 nm雷射光源偵測(量測參數：光柵600、共焦針孔200 μm、積分

時間20秒、量測波段1100-1600 cm-1)，得到拉曼光譜圖4.22(c)，在1332 cm-1

附近有鑽石的特徵峰。 
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圖4.15 製作完成的微流道示意圖 

 

圖4.16 6 nM 修飾孔雀綠金球的訊號對時間圖 
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圖4.17 60 nM 修飾孔雀綠金球的訊號對時間圖 

 
 

 

圖4.18(a) 600 nM 修飾孔雀綠金球的訊號對時間圖 
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圖4.18(b) 600 nM 修飾孔雀綠金球的訊號對時間圖 

 

 

圖4.19 1500 nM 修飾孔雀綠金球的訊號對時間圖 
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圖4.20 5x10-4 µg/ml奈米鑽石的訊號對時間圖 

 

 

圖4.21 2.5x10-3 µg/ml奈米鑽石的訊號對時間圖 
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圖4.22(a) 施加電壓前的流道om圖 

 

圖4.22(b) 施加電壓後的流道om圖 

 

圖4.22(c) 捕捉在金電極中間的奈米鑽石拉曼光譜圖 
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第五章 結論 

  第一部份利用修飾上孔雀綠的奈米金球標定Hep G2人類肝癌細胞，藉

由拉曼訊號觀察金球在細胞裡的分佈位置，並結合螢光影像，證實金球確

實有進入細胞，之後將金球連接上hGH，利用激素會和其特定受器結合的

原理使生長激素連接到癌細胞表面，藉此改變金球連接到細胞的位置，並

結合高解析度的拉曼光譜儀，辨別金球與細胞結合的位置。第二部份則是

改用奈米鑽石當作標定物質，藉由觀察鑽石獨特的拉曼訊號來建立其在細

胞內分布的二維圖譜，並使用EDC/NHS試劑連接上hGH，觀察癌細胞表面

的生長激素受器分佈情形。此結果證實了這兩種奈米粒子作為生物探針的

可行性，希望未來可比較多種惡化程度不同的腫瘤，計算生長激素受器的

多寡，同時找出對癌細胞更具專一性之蛋白質，結合非侵入性且高解析的

拉曼光譜儀，運用在癌細胞檢測上。 

  第三部份利用PDMS翻膜法製作具微小結構之流道，將奈米金球以及奈

米鑽石分別注入，改變不同流速，觀察其拉曼訊號強度的變化，證實了在

流動的情況下可以量測到金球與鑽石的拉曼訊號。但在此部份實驗中，發

現奈米鑽石的訊號在溶液中變得較微弱，此外，當鑽石和細胞結合注入流

道後，則完全測量不到訊號，推測原因有兩點：(1)鑽石進入細胞後，訊號

變得更加微弱，無法達到拉曼光譜儀的偵測極限(2)細胞尺寸太大，又易堆

疊，故全部阻塞在入口處，無法被幫浦抽進流道內，此次部份問題未來可
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以透過改善方法來解決。 

  改善的方式有(1)將細胞從培養皿取下時，重複多沖幾次，使細胞均勻

掉落，而較不會有堆疊現象(2)離心後，取較多的medium稀釋細胞，使細胞

數減少，並均勻分佈在溶液裡(3)在流道上製作電極，施加交流電使細胞被

捕捉或誘導到某個特定的出口進行偵測。期望未來能將奈米粒子結合細

胞，並在微流道上鍍電極，根據物質介電泳動力性質的不同，施加不同頻

率和電壓的交流電，將細胞加以捕捉、分離、過濾等，建立一套即時且全

自動化的生醫檢測系統。 
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