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第一章　 緒論 

1-1 研究動機與目的 

病毒檢測過程不但程序複雜而且成本亦較高，尤其之前爆發

SARS病毒,從採取病人DNA到分析報告出來幾乎要一至兩個禮拜, 

因此難以普遍被運用於臨床實際檢測而只停留於實驗室使用階段。基

於這些理由，如果能將感測器檢測程序方便、檢測時間短之優點運用

在檢測不同病毒系統，再加上電化學基礎之應用，期望能發展出操作

程序簡便、檢測時間短、敏感性高並且成本低廉之電化學檢測法，以

改進傳統方法之缺點而能被廣泛採用，並對於感測器在檢測病毒之領

域能有進一步之發展。 

 

在近幾年來，DNA雜合技術被廣泛的應用於分子生物的基本研

究，且越來越被重視；且雜交型DNA電化學感測器也成為令人感興

趣一環，其應用原理基於固定在固相載體上具有特定序列的單股核

甘酸會與另一股互補的游離核酸形成雜合(Hybridization)，並用來達

成疾病的診斷與治療因為只要利用不同的探針(probe)，即可偵測到不

同的目標DNA。要偵測到有害的基因、突變的基因和確認所感染的

病原體，只需要合成單股一小段的互補DNA或RNA來當作探針，即

可精確的偵測出來。 
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本實驗主要的研究目的是利用電化學高靈敏性與鑑別率發展一

套快速病毒檢測製程，在設計這套製程而言，許多因素是需要多方考

慮的並相互影響的，如下所示： 

 

1. 選擇電極材料不受到有機溶劑及酸鹼溶液破壞等限制並

可增加其重複可利用性。 

2. 電極表面化學處理避免DNA非專一性吸附(non-specific 

binding) 。 

3. 如何固定探針DNA在電極表面，並探討DNA之表面覆蓋

率(surface coverage)影響對雜交作用。 

4. 選擇適當嵌合劑 (intercalator)在DNA鹼基中來當電子傳

遞媒介。 

5. 設計不同DNA的錯位(mismatch)使感測器提升鑑別率。 
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1-2 研究內容 

本實驗主要內容發展一套正確且快速檢測流程針對各種病毒，除

此之外，希望透過DNA錯配的設計，能鑑別出同一家族中病毒。 

 

對於雜交型DNA感測器首先需求是如何達到高雜交率，而高雜

交率取決單股對金電極覆蓋率。首先針對單股覆蓋率會遇到兩個問題 

，一是如何使DNA固定化(immobilization)在感測金表面；二是DNA

非專一性吸附(non-specific binding)。其次在選擇DNA有高親合性的嵌

合劑 (intercalator)來傳遞出電子訊號轉換。 

 

基於上述原因，在DNA固定在感測金面上會使用DNA末端具有

硫醇分子，因為硫醇分子彼此之間會藉者凡得瓦爾力(Van der Waal’s 

force)的相互擁擠促使分子之間排列更加緊密且有順序，形成穩定自

組分子單層薄膜(SAM)；但在此步驟中，部份單股DNA會像水草般倒

下與金表面產生氮-金之鍵結，此種使DNA倒下鍵結之作用力稱非專

一性吸附，所以在種完單股DNA後，添加巰基己醇 

(mercaptohexanol)，置換倒下單股DNA並因立體結構使單股DNA垂直

站立，此巰基己醇稱為間距物(spacer)。這種具有硫醇基DNA與間距

物之混合層可兼顧表面覆蓋率均勻及達成專一性高的感測金面，因為

使用專一性高的感測金面有利於精確判讀生物分子間雜合作用。最後
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選用陽離子嵌合劑 -次甲基藍(Methylene Blue；MB
+)配合赤血鹽 

(Potassium Ferricyanide；K3Fe[CN]6)組合是用來檢驗其表面覆蓋率

（定量）、完整性（定性）和單股DNA層固定在感測金面的電化學性

質。 

 

經由前面實驗遭遇上述問題而設定最佳參數與步驟，如單股及互

補股DNA濃度和DNA固定時間等等...得知一套快速檢驗方法，再經由

兩、三種形式(Type)病毒簡體取樣後分析電化學結果，證明此流程之

定性準確性與重複性。 

 

最後，經由同一種病毒搭配不同DNA錯位設計，可區分成V16之 

0、3、7 錯位與V18之0、2、4 錯位，並對於所量測的還原電位對此

錯位作圖，希望鑑別出DNA錯位後定量分析。 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



 5 
 

第二章　 文獻回顧 

2-1 　生物檢測器簡介 

 

2-1-1 生物感測器之緣起與發展 

生物感測器的發展，自1962年Clark和Lyon兩人提出酵素電極的

觀念以後[1]，YSI公司於七零年代即積極投入商品化開發與生產，啟

開了第一世代生物感測器於1979年投入醫檢市場，最早的商品為血糖

測試用酵素電極。YSI公司的上市成功與八零年代電子資訊業的蓬勃

發展有很密切的關係，並且一舉帶動了生物感測器的研發熱潮。 

 

Medisense公司繼續以研發第一代酵素電極為主，於1988年由於

成功的開發出調節 (mediator) 分子來加速回應時間與增強測試靈敏

度而聲名大噪[2]，並以筆型(Pen 2)及信用卡型 (companion 2) 之攜帶

型小型生物感測器產品，於1988年上市後立即襲捲70%以上的第一代

產品市場，成為生物感測器業的盟主[3]。第二世代的生物感測器定

義為使用抗體或受體蛋白當分子識別元件，換能器的選用則朝向更為

多樣化，，例如：壓電石英晶體微天平 (Piezoelectric quartz crystal 

microbalance；PQCM) [4-7]、離子選擇性場效半導體 (Ion sensitive 

field effect transistor；ISFET) [8,9]、光纖 (Fiber optic sensor；FOS) 

[10,11]。雖然第二世代的生物感測器，自八零年代中期即開始引起廣
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泛的研發興趣，但醫般認為尚未達醫檢應用階段，預定相關技術須待

世紀末前方能成熟。目前可稱的上帝二世代的生物感測器產品為1991

年上市的瑞典商Pharmacia所推出的BIAcore與BIAlite兩項產品。 

 

Pharmacia公司於1985年成功地開發出表面薄膜共振技術 (SPR, 

Surface Plasma Resonance)，利用此一光學特性開發出可以於10-6g/ml

到10-11g/ml之低濃度下[12]，進行生物分子間交互作用的即時偵測式

生物感測儀器。第三世代的生物感測器定位在更具攜帶式，自動化，

與即時測定功能，預測在二十一世紀初期可以達到上市目標。至於第

四世代具偵測/信號輸出/控制/自我組合/自我修補與複製等功能的生

物感測器將於何時出現，則尚無法預估。 

 

2-1-2 生物檢測器之定義與種類 

生物檢測器簡單定義為使用固定化的生物分子 (immobilized 

biomolecules) 結合換能器，用來偵測生體內或生體外的環境化學物

質或與之起特異性交互作用後產生回應的一種裝置。生物感測器是一

種整合性的裝置，主由兩個關鍵部分所構成，分別為生物感測元件 

(biological recognition element) 和換能器（transduction element），主

要功能是將生物訊號轉換成可量化之電子訊號，以便進行資料分析及

輸出處理。一般生物性的感測元件大致有生物親和性感測器（抗體、
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抗原等）與生物催化型感測器（酵素、細胞等）兩類，換能器依其原

理，主要有電化學（電流、電壓、電導、電容、電阻）、光學（漸逝

波技術 EW、表面薄膜共振技術 SPR 等）、質量 (壓電晶體 PZ 

等) 、聲學（表面聲波 SAW、）及熱學（熱傳導）等五大類，其相

關介紹如下所示。 

 

　 　 　 　  

圖2-1 生物檢測器結構示意圖；紅色部分為生物感測元件 (Receptor)，黑色部分

為待分析物(Analyte)，綠色部分代表換能器(Transducer)。如圖所示，藉修飾過的

感測元件得到化學訊號，並由換能器將化學訊號轉換成可辨識的訊號。 

如圖 2-1 所示為生物檢測器之基本架構；為了能夠獲得最佳的信

號傳遞，固定化的生物元件通常與信號轉換元件緊密地接合在一起。

基本上，由信號產生方式(mode of signal generation)的不同，可以將生

物感測器區分成兩種主要類型： 

(一)生物親和性感測器(Bioaffinity sensors) 

當固定生物元件與待測定之分析物發生親和性結合(bioaffinity 

binding)時，造成生物分子形狀改變與/或引起諸如荷電、厚度、質量、
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熱量或光學等物理量的變化。此種經由分子辨認─結合類型的生物感

測器有免疫感測器、化學受體感測器等，其分析可為荷爾蒙、蛋白質、

醣類、抗原或抗體，而相對應的受體可為荷爾蒙受體、染劑、外源凝

集素(lectins)、抗體或抗原等。 

 

(二)生物催化型感應器(Biocatalytic biosensors) 

此類感測器之信號偵測並不在於分子辨認─結合的階段，當固定

化分子與待測物反應後，產生生化代謝物質，經特定電極偵測特定代

謝物後以電子訊號表現出來。最為人所熟悉的為屬第一世代生物感測

器的酵素電極。目前有關此類生物感測器的兩個主要研究發展方向為

(1)使用酵素共軛物(enzyme conjugates)、環系酵素群(cycling enzymes)

和系列酵素來組合生物檢測器，(2)使用微生物細胞或動、植物組織

切片或可滲透性細胞(permealized cells)等來當作分子辨認元件。 

 

組成生物檢測器的第二部分為物理換能器，其換能器最主要的功

能便是將難以判定的化學性訊號轉換成為可被處理、儲存、顯示並加

以量化的訊號，例如電訊號、光強度、聲波以及熱能大小…等。依據

後續系統可加以收集、分析之訊號的不同而可以使用不同種類的換能
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器以供訊號之轉換，主要之換能器種類有下列幾種： 

 

(1) 電化學換能器 (Electrochemical transducers) 

信號輸出的方式又可分為電流、電壓與導電度測定等方法。電化

學換能器可以偵測出兩電極間導電率 (Conductivity) 之改變並依其

計算之不同又可以將其分成電流性換能器 (Amperometric devices)以

及電位性換能器 (Potentiometric devices)。電流性換能器可於相同電

位下可以偵測出電流之變化，而通常電流值為零時，利用電位性換能

器可以偵測出電位之改變。 

 

(2) 光學性換能器 (Optical transducers) 

依據其結構不同又可細分為外在模式 (Extrinsic mode)與內在模

式(Intrinsic mode)；外在模式之光入射波並不會直接穿透樣品而是在

樣品表面產生增值波 (Propagates wave)，接著樣品表面與其他材質之

介面會被興奮而產生共振波，例如表面電漿共振 (Surface　plasmon 

resonances；SPR)便屬此類。而內在模式之光入射波則直接穿透樣品

並與之作用。光學性換能器可以高靈敏地檢測生物樣品及化學性發

光，如螢光，還可以進行精細的免疫化學分析。 

 

(3) 質量偵測換能器 (Mass-detect transducers) 

主要是利用共振頻率改變來偵測壓電石英晶體表面微量的質量
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變化，其組成為兩片金屬電極(例如金、銀、鋁和鎳等)如同三明治般

地夾在中間。電極的作用為沿晶片表面垂直方向導入一振盪電場

(oscillating electric field)。此一振盪電場迫使晶體內部結晶格子產生類

似立波(standing wave)的機械振盪行為。壓電生醫感測器具有較高的

靈敏度、較好的選擇性以及響應快速等特點，且應用於液相環境又能

用於氣相環境。  

 

(4) 聲波性生醫感測器 (Sound wave-detect transducers) 

聲波性生醫感測器乃是以聲波作為信息載體，是從壓電生物傳感

器中分離出來並發展起來的一種新型生物傳感器，一般仍採用壓電晶

體為換能器，經常使用的壓電晶體有石英晶體、鈮酸鋰、鉭酸鋰幾種

晶體。由於聲學研究的不斷深入，聲表面波技術的成熟，現在不僅出

現了體波感測器，還發展出了以聲表面波技術為依托的聲表面激發波

生醫感測器。 

 

(5) 熱能偵測換能器 (Heat energy-detect transducers) 

則可以偵測微量之熱改變。熱敏生醫感測器顧名思義是以熱敏電

阻為測量元件，當生物辨識元件與待測物質產生反應時，伴隨其物理

或化學反應中產生之熱量便會被測量並轉換成電信號。熱敏生醫感測

器的工作原理簡單、靈敏度高、響應快；應用範圍比較廣泛，主要用
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於臨床化學分析、生化工業控制等領域。而其致命的缺點如抗干擾能

力很差以及特異性不高。 

 
 
 
 
 

2-2 　生物元件之修飾法 

影響生醫感測器辨識能力最重要的因素便是修飾於換能器表面

之生物元件，因此如何將生物元件有秩序的緊密排列在容易與待測物

反應之區域便顯得十分重要。在生醫感測器發展至今的數十年中，各

種針對不同生物元件之修飾法便孕育而生。這些不同的修飾法依其原

理主要可以概略分成吸附、包埋、架橋、共價鍵結等方法 (見表2-1)；

吸附及包埋法其修飾程序簡單但修飾元件結合力不強而且電極-酵素

複合體穩定性較差，如：靜電力(Static Force)、氫鍵或凡得瓦爾力 

(Hydrogen band and Van der Waals)、正負電荷吸引力(Electrical Force)

以及螯合劑鍵結 (Chelating)等，而架橋及共價鍵結其修飾程序較複雜

但結合力或穩定性皆較佳，如：有機矽烷類烷(Silanes)、表面酯類 

(Surface Ester)、單體聚合(Polymerization)、生物物質鍵

(Avidin-Biotin)、自吸附法修飾膜 (Self-Assembled Membrane)以及L-B 

修飾膜 (Langmuir-Blodgett Film)。 
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表2-1 多種修飾法之原理、優缺點比較 

 

方法  優點 缺點 

吸附 (利用凡得瓦爾 

力、原子力、親疏水 

力鍵結) 

程序簡單，應用範圍廣泛，

固定之生物元件不易喪失

活性。 

高度受限於固定時之環境

因素 (pH值、溫度、溶劑)，

感測靈敏度較差 

包埋 (利用瓊脂或高 

分子包埋酵素，並在 

表面覆蓋半透膜) 

 

程序簡單、時間短，比較不

浪費生物元件，此法廣泛使

用於酵素之固定。 

具有較大之擴散阻礙層，酵

素活性較易喪失，較易隨著

瓊脂脫落。 

架橋 (利用具有多官 

能基的反應物作為 

鍵結橋樑) 

 

步驟簡單，具有穩定的、強

力的化學鍵結，普遍使用於

固定蛋白質上。 

固定反應較難準確控制，酵

素的使用量、濃度較大、酵

素活性較低 

共價鍵結 (利用共價 

力鍵結在電極或修 

飾膜表面) 

 

具有穩定電極-酵素複合

體，生物元件良好固定於表

面之比例高，適合應用於大

量製造。 

固定時間久、程序複雜，酵

素活性較低。 
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2-3 　電化學簡介 

在電化學分析方法中以伏安法的使用率較高，所謂的伏安法其原

理就是改變施加電位的大小，紀錄所產生的電流，以電位與所產生的

電流作圖，用以探討物質隨著施加電位不同所產生的變化。本實驗當

中，所使用的方法主要為伏特安培法。茲對於伏特安培法方法作詳細

的介紹。 

 

2-3-1 電化學反應系統 

電化學反應是一種利用電位調整電極表面電子能量，使得電活性 

的物種 (electroactive species) 與電極發生電子轉移的化學反應

[13-15] ；當電子由該物種轉移至電極時，稱該反應為氧化反應，該

電極則稱為陽極。反之，則為還原反應，該電極則稱為陰極 [16] 。

一般電化學反應系統主要由陰極、陽極與電解質溶液所構成。由於電

化學反應乃是利用電位來驅動反應，非一般化學方法之驅動力所能

及，所以可以完成一些化學方法所不能完成的反應。 

 

通常三極電解槽 [13] 是最常被用來研究電化學反應的系統，而

三極電解槽的三極分別為工作電極 (indicating or working electrode, 

WE ) 、參考電極 ( reference electrode, RE )及對應電極 (auxiliary or 

counter electrode ,CE )。茲分述如下： 
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( 1 )工作電極 (WE )為欲研究、測試的電極。此電極不固定為 

陽極或陰極，端視反應的不同而異。若在電極上發生氧化反應，此工 

作電極為陽極；若發生還原反應，則此工作電極為陰極。 

 

( 2 )對應電極 ( CE ) 根據參考電極的電位，在輔助電極上施加

電流使工作電極達到使用者設定的偵測電位，並相對應於工作電

極，所以可能是陰極或是陽極 。此電極上發生電化學反應以不影響

工作電極為原則。一般常使用白金絲作為對應電極。 

 

( 3 )參考電極 ( RE ) 主要是在準確地設定工作電極上的電位。在

電化學中所有的電位值都是相對的，因此需要一個參考的基準，參

考電極即是扮演這個功能；所以此電極在測定的電流範圍內，本身

的電位必須幾乎維持一固定值。因此，一個理想參考電極其電化學性

能必須是可逆且穩定的，並擁有近似理想非極化電極( ideal　

nonpolarized electrode )的特性，例如高交換電流和快速的電位應答。 

 

2-3-2 影響電化學反應系統的因素 

在決定或設計一電化學反應系統時，通常必須考慮到下列幾個重 

要因素： 

( 1 ) 電極材料的選擇：電極材料的催化特性 [17-20] 對電化學

的反應速率之控制、產物之選擇性、 陰陽極的反應過電位及電流效
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率之提高等皆有影響，而過電位的大小受電極材料影響最大，故良好

的電極材料必須具有催化目標反應及降低反應過電位的特性。 

 

( 2 ) 電解質的選擇：一般電解質中所使用的溶劑，可簡單地區 

分為水溶液與非水溶液。此外，亦可分類為固態、膠態與液態電解質 

系統。例如：在鋰電池的設計上就應用到膠態與固態電解質。對於溶 

劑的選擇必須以電化學統的需要加以考慮；例如：電位的穩定範圍、 

對反應物及生物之溶解度、揮發性、適用溫度範圍、黏度與毒性等。 

 

( 3 ) 電解槽之設計：通常包括電極之組對與排列；電解質溶液 

之流動狀況以及陰陽極的隔離等問題。電解槽之設計目的，一般在於 

降低歐姆電位降 ( IR potential drop )，改善質傳、熱傳效果與提高產

濃度等。 

 

2-3-3 電極動力學：Bulter-Volmer方程式 

可逆電極的電位，相當於金屬電極及與金屬離子中所達到的現

象，如下所示： 

M ⎯→⎯Va M +n +e− ；M +n +e− ⎯→⎯Vc  M 

如上式所示，若正向的反應等於逆向的反應時，將不會產生任何的淨

電流。但為了產生反應，需施加有利於氧化或還原的電位對電極本

身，即會有微小的電流產生，因為在系統中施加了一過電位



 16 
 

（overpotential）超出了原先可以使電極平衡的電位值，促使了電流

的產生。在動力學的觀點，上式的 aV 為金屬離子化（或陽極程序速率，

anodic process），而 cV 為離子放電速率（或者是陰極程序速率，cathodic 

process）。而此兩個程序的活化能障礙，如圖所示般，皆必須克服才

能進行程序的反應。如圖2-2示，而此反應的速率皆可以用Arrhenius

方程式來表示： 

)exp(
RT
GKV a

aa

≠∆
−⋅=   

[ ] )exp(
RT
GMKV bn

cc

≠
+ ∆

−⋅⋅=  

而 aK ， cK 代表者對於於[ +nM ]的金屬濃度的速率常數，而當其達到平

衡的時候， ca VV = ，所以可以得到： 

exp⋅aK (-
RT
G a

≠∆ ) = [ ]⋅⋅ +n
c MK exp(-

RT
G b

≠∆ )　 　 　  

移項後，可得到： 

)exp(

)exp(

RT
G

K

RT
G

K

b
a

a
a

∆
−⋅

∆
−⋅

 = 
a

c

K
K

• [M +n ] 

又因為　 　 　 　 　  

≠≠ ∆−∆=∆ ac GGG    

所以可代換成　　 　  　 　 

exp (-
RT

G∆
) = 

a

c

K
K

• [M +n ] = exp [
RT

nF φ∆
] 

移項之後，可以得到： 
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[ ] [ ]++ +∆=+⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
=∆ nn

a

c M
nF
RTM

nF
RT

K
K

nF
RT lnlnln φφ  

 

 

如圖2-2 : 不可逆電極反應之自由能外形（a）過渡狀態之形成經由

施予陰極過電位活化能圖；（b）施加過電位於電極表面的影響圖[22] 

 

將△φ以電極電位符號E代替，此為涅斯特定律（Nernst Eqn.）。

而在不可逆反應的過程中，在過渡狀態的時候可以藉由施加一定量的

過電位η來促使反應的進行。此時，陽極與陰極的自由能的值會變成： 
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( ) ηαθ nFGG ca +∆=∆
≠≠    

( ) ( ) ηαθ nFGG cc −−∆=∆
≠≠ 1  

過電位施加於不可逆的系統，一方面用於幫助陰極的程序，而另

一方面用於阻礙陽極的程序。α代表用過電位用促使陰極反應的轉移

係數（transfer coefficient）。而(1-α)代表用過電位阻擋陽極反應的過

電位係數。經由過電位的施加，整個電極的反應速率式可以標示為： 

                  ⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡ +∆
−⋅=

≠

RT
nFG

KV c
cc

}){(
exp' ηαθ

 

⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡ −−∆
−⋅=

≠

RT
nFG

KV a
aa

})1(){(
exp' ηαθ

 

當我們以電流密度來表示整個電極反應的速率，V= io / nF代入 

⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡−⎥

⎦

⎤
⎢
⎣

⎡ ∆
−=

≠

RT
nF

RT
G

nFKi c
cc

ηαθ

exp
)(

exp   

⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡ −

⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡ ∆
−=

≠

RT
nF

RT
G

nFKi a
aa

ηαθ )1(exp
)(

exp  

將其簡化，我們可得到： 

　 　 　 　 　 　 　 ⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡−=

RT
nFiic

ηαexp0   

　 　 　 　 　 　 　 ⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡ −

=
RT

nFiia
ηα )1(exp0  

上式的io為交換電流密度（exchange current density），陰極的電

流密度可以表示為： 

　 　 　 })1(exp{exp0 ⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡ −

−⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡−=−=

RT
nF

RT
nFIiii ac

ηαηα
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此式稱為巴特勒-伏爾美方程式（Bulter-Volmer equation），可以用來

得知電流與過電位之間的關係 [21-22] 。 

 
 
 
 
 

2-4 伏特安培法(Voltammetry)： 

伏特安培分析法使用固電極，如鉑、金、石墨等為工作電極，並

施予線性電位掃瞄，並以一定的速率改變外加的電位，記錄瞬間電

流，並以電位與電流關係作圖。圖上不同的峰值電位代表著被分析物

的特性，而電流值則反映出分析物的量。本實驗所使用循環伏安法介

紹如下： 

循環伏安法(Cyclic Voltarmmetry，CV) [21,23] 

循環伏安法的方式是隨著時間的改變，對於再靜止溶液的工作電

極，藉由還原掃引及氧化掃引所表現出來的峰值電位、電流值及形狀

等可以判斷出物種的電化學特性。通常在幾分鐘內實驗可完成迅速得

到數據，故常用於對一個新系統的初步定性探討研究。因此在持續的

進行循環伏安的掃描下，原先依附在電極表面的雜質不純物在經由多

次的循環伏安的掃描，會呈現出其接近電極表面的反應機制 [21] 。

於此工作電極施予電位以線性方式掃引，即電位隨時間成線性增加或

減少，如圖2-3所示。記錄隨電位掃引而產生的電流，並由這些資料
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進行做圖，較常用的循環伏安圖譜是以電流對電位作成的曲線圖，電

流是受電子轉移速率(electron transfer rate)與電活性物種傳送到工作

電極表面的速率所控制。從循環伏安法上可獲得一些分析物的重要訊

息，如峰的電流(ip)、峰的電位(Ep)等等，對循環伏安的圖形而言，

產生的波峰大小主要與工作電極表面所形成的質量擴散層形成有著

密切的關係，尤其是電位的掃描速率的快慢。因此，電極上面的電化

學反應，所對應形成的電流量也隨之不同。這些數值對不同的分析物

具有獨特性，所以應用於定性上的分析更勝於應用在定量上的分析。 

　  

　圖 2-3 循環伏安法之電位施予形式示意圖 

 

2-4-1 可逆與不可逆反應[22,24,25,26] 

從循環伏安圖中可以得到氧化與還原間的關係。也可以簡單的由

圖形趨勢來得到反應是否可逆。  

（1） 可逆系統（Reversible system）：  
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對於具備有可逆性的氧化還原程序而言，再施加一循環往返的電

位掃描的時候，還原峰與氧化峰的兩波峰之間必須是極為接近的。而

用來判別是否具備有可逆性，則是以下式來作為判斷： 

               △Ep=△Ep,a-△Ep,c= V
n
059.0  

對於單電子轉移反應，當氧化峰與還原峰的相隔的的大小為

59mV時，代表此反應為具備有可逆性的反應。當我們得知整個整個

反應為可逆反應時（25℃），而根據Randles-Sevcilk 方程式可以得到

峰電流與其他變數的關係式： 

iP=(2.69∗105)∗n3/2∗A∗CD1/2∗ν1/2 

其中，ν為掃描速率（vs-1），A為工作電極面積（cm2），D為

電極與電解質之間的擴散係數（cm2s-1），C為整體電解質的濃度（mol 

cm-3）。在我們忽略其他可能變數的時候，可以視可逆反應的電流產

生量與循環伏安的掃描速率ν1/2成正比。另外，前向掃描的電流大小

與返向掃描的電流大小的比值會很接近於1。 

 

（2） 不可逆系統（Irreversible system）：  

相對於可逆現象，不可逆現象產生的時候，會有比可逆現象來的

有比較大的峰與峰分離情況產生，且電流的產生量會比可逆現象為

小。產生的峰與峰分離情形會隨著掃描速率的改變有所改變： 
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　 △Ep=△Eo- Fn
RT

aα
［0.78-ln( 2/1

0

D
K )+ln(

RT
naF aν )1/］ 

而峰電流與掃描速率的關係則變成： 

　 　 iP=(2.99∗105)∗n(αna)1/2ACD1/2ν1/2 

 

（3） 近可逆系統（Quasi- Reversible system）：  

在近可逆的系統，這時候的峰電流量是由電荷轉移和質傳所共同

所控制的。因此在循環伏安的圖形會隨著參數
aD

K
π

0

所控制住。當此

參數上升時，會越接近可逆現象，相對的，則會接近不可逆的現象。 

 
 
 
 
 

2-5交流阻抗法分析法 

 

2-5-1 交流阻抗分析法之原理 

利用交流阻抗分析法 [27] 分析電化學系統，是對系統施以一小

振幅頻率之交流訊號，對於此訊號，系統會有一對應之電流響應，並

且也是以正弦波的形式出現。同時可用歐姆定律來定義阻抗函數Z(ω)

為：                   

 )(/)()( tItVw =Ζ  

            其中，V：電壓  I：電流  t：時間 

各種電子元件的阻抗值形式不同，因此交流阻抗之圖譜也不盡相同。 
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2-5-2 交流阻抗分析法之應用 

流阻抗分析法的主要特色，是在對一個電化學系統中，可以提出

一對應的等效電路(Equivalent circuit)模型，因此其應用很廣。其優點

是非常靈敏，能忠實的反應出系統中的真實情況。 

 

在電化學系統中，電阻、電容及電感三種元件經常被用於模擬電

極與電解質介面的的電化學性質。電化學反應中電荷轉移所需之阻

抗，常以電荷轉移電阻(Charge transfer resistance, Rct)來表示。在電極

表面電雙層(Helmholtz mode)性質部分，以電雙層電容(Double layer 

capacitance, Cdl)表示，而高分子電解質對離子傳導的阻抗可以用整體

阻抗(Bulk resistance, Rb)來表示，Figure 2-4 為理想狀態之電化學介面

的阻抗圖譜與其等效電路。  

 

當電化學反應嚴重受到反應物的靠近或生成物遠離電極表面之

離子擴散速率影響時，對某些電化學系統而言，單純的RC等效電路

已不足以完整描述其電化學行為。此現象常發生在溶液中，物質在電

極表面擴散效應。當擴散效應完全支配電化學反應機構時，稱為

Warburg擴散阻抗 [27]。此時，在等效電路中加入Warburg擴散阻抗

元件與電荷轉移阻抗串聯，如Figure 2-5(a)所示。  
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Figure 2-5(b)的Nyquist圖譜中，高頻的部分近似一半圓形，在低

頻部分則呈現一斜率近似45°之直線。這是由於當電化學系統處於高

頻時，系統並不會產生電化學反應，故其Warburg擴散阻抗並不會顯

現。當施加的頻率降低時，Warburg擴散阻抗會隨之產生。在高頻部

分之半圓與實軸座標產生兩交點，左邊交點為電解質之阻抗(Rb)，右

邊之交點為電荷傳遞之阻抗(Rct)與電解質阻抗之和。電解質之阻抗(Rb)

代入下式中，可求得電解質的電導係數。 

 

AR
l

b ×
=σ   

其中，σ ：電導係數(S/cm) 

l：膜厚(cm)  

bR ：薄膜阻抗值(Ω)  

A：電極面積(cm
2
) 
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圖2-4 為理想狀態之電化學介面的(b)阻抗圖譜與其(a)等效電路[27] 
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圖2-5 (a) 等效電路中加入Warburg擴散阻抗元件與電荷轉移阻抗串

聯 (b) Warburg擴散阻抗在Nyquist圖譜中影響[27]. 
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2-6　化學修飾電極的備製方法 

化學修飾電極的製作方法大致可分為下列三種，茲分述如下： 

(A)單分子層吸附(Monomolecular Layer Adsorption) 

利用電極表面的性質即將修飾劑直接吸附於電極表面，如： 

(a)具有olefins 的π電子系統的分子對鉑電極的吸附 [28]， 

(b)金與硫原子之間特有的作用力所構成的自身堆疊修飾電極 

(self-assembling modified electrode, SAMelectrode)等 [29-31]。 

 

(B)共價鍵法： 

修飾劑與電極表面以共價鍵結的方式架接於電極表面，如:金屬或金 

屬氧化物電極上氫氧官能基部份(-OH)與被修飾物之間的反應 [32]。 

 

(C)混合物修飾： 

碳填充電極為混合物修飾電極中最典型的代表，將化學修飾劑與碳、

礦物油以適當的比例混合填入電極載體，再將電極表面磨平即可。此

電極的優點為便宜、背景電流小，且每次偵測完後只需將電極表面抹

去即可獲得新的工作電極表面。化學修飾劑可視其分析物或分析方法

之所需更換種類、增減添加量 [33]。 

 

本實驗所使用的方法為單分子層吸附，以特有的作用力(S-Au 

linkage)將DNA具有末端硫基固定於電極表面，再利用SAMs在電極表
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面組裝成ssDNA/MCH之混合層，以避免非專一性吸附（Non-specific 

binding）。本實驗中選用MCH(mercaptohexanol)為thiol-spacer，其主

要原因有三，藉由XPS可知非專一性吸附（non-specific adsorption）

並不會發生在混合層(ssDNA/MCH)中、可溶於水溶液並含有親水性

團基（OH-
），因為靜電排斥力的特性，可是DNA“站立＂，且不會

干涉雜交反應(Hybridization reaction)。MCH的另一項特色，為其可溶

於乙醇等低醇類等揮發性溶劑中，利用單分子層吸附製作化學修飾電

極的良好材料 [34]。 
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2-7　導電DNA簡介 

 

2-7-1　導電DNA歷史回顧 

追溯回1950年代，開始研究有關電荷移轉行為。電子移轉

（electron transfer）的行為可分為兩種：從一個分子移轉至另一個分

子，及一個分子內一端傳遞至另一端。物理化學家利用分子內原子間

的相對運動來描述電子傳遞的速度，加上一些量子力學效應，發展出

最初的電子移轉理論，下列為電子轉移機構。 

 

打從1953年Watson和Francis提出DNA具有雙螺旋結構之後，沒

多久在1962年，Daniel Eley和D I Spivey也發表了DNA分子可以當作

導體的研究結果 [35]。又因為DNA雙股內部的鹽基對中有π軌域堆

疊，很類似固態材料的π軌域堆疊，因此推斷 DNA 可以導電 [36] 。

對於 DNA 和固態材料之最大差別在於鹽基對在DNA中排列為非週

期性（西元2002年Carpena et al.指出DNA序列並非完全的亂數排列，

而是有長距離範圍的相關性 [37] ）；而固態材料則是排列為週期

性，所以兩者的π軌域堆疊是不完全相同的，推論其電子的傳輸模式

不完全相似的。 

 

2-7-2　去氧核醣核酸組成結構 
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DNA 是長條狀、雙螺旋結構的分子，主要有四個組成單位：鳥

嘌呤脫氧核苷酸（Guanine，簡稱為 G）、胞嘧啶脫氧核苷酸（Cytosine，

簡稱為 C）、腺嘌呤脫氧核苷酸（Adenine，簡稱為 A）和胸腺嘧啶

脫氧核苷酸（Thymine，簡稱為 T）[38-39]，如圖 2-6 所示。 

 

圖2-6 去氧核醣核酸組成結構[38-39] 

 

核苷酸是由一分子的五碳醣、磷酸和鹽基所組成的的單位，磷酸

和去氧核醣藉著磷酸二脂橋結合，鹽基則由醣的側面向內側延伸形成

橫軸。DNA 分子由核苷甘酸所組成，形成雙股螺旋狀，鹽基靠氫鍵

結合，每一對鹽基不是 G 和 C 就是 A 和 T [40-43] ，G 和 C 由三個

氫鍵結合（C≡G），A 和 T 由兩個氫鍵結合（A＝T） [44-46]。又由

於 G 和 A 的分子大於 C 和 T 分子，所以鹽基對形成時，就必須形成

螺旋結構，自然界中多屬右手旋者，如圖 2-7 所示。 



 31 
 

     

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Nucleotide　 

(sugar + base + phosphate group) 
 
 

 

圖2-7 核苷酸基本結構與鹽基鍵結示意圖 [44-46] 



 32 
 

2-7-3　DNA導電機制 

對於載子在DNA中的傳輸機制可分為兩大理論分別探討之，一

為載子利用超交換 (superexchange) 相互作用或穿遂 (tunneling ) 效

應作用於DNA bridge中；二為電荷跳躍 (charge hopping) 介於不連續

的分子軌域，如圖 2-8 中所示並詳細介紹如下。 

 

對於利用超交換或穿遂機制對應於電荷傳輸在DNA bridge中，電

子不會暫時性地停留在bridge 上並適用於短距離和injection barrier高

的電荷傳輸。從(a)圖中可看出電子直接靠量子力學的穿遂效應

（tunneling effect），以單一步驟從一端直接移轉至另一端，電子也

沒有定域化 (localized)；在這過程中並沒有能量轉換成其它形式之能

量，這樣的方式我們稱為諧振（coherent）[45]；而對於電荷傳輸速率

將會隨者 donor 跟acceptor 距離增加而成指數減慢 [47-48] 。 

 

相對於利用電荷跳躍機制對應於在不連續分子軌域當中，電子會

有定域化 (delocalized) 並適用於長距離和injection barrier低的電荷傳

輸 [45] 。從(b)圖中可看出電子在傳輸的過程中會因為分子內原子相

對運動而互相靠近而有部分電子能量能量被轉化成分子的動能，這樣

反應我們稱為非諧振 （incoherent）。 而電荷傳輸速率並不會隨著 

donor 跟 acceptor 距離增加而成指數減慢，代表受距離影響似乎不
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大 [47-48]。 

 

電子能透過 DNA 鹼基對導電之重要的原則「能趨低原理」

（principle of minimum-energy）。GC 鹽基對利用具位能較低電洞

（hole）特性傳遞電流，所以 GC 對電子吸引力較 AT 強；又 AT 能

量較高，利用電子傳遞電流，並成為電洞傳輸的能障，因此在雙螺旋

的 DNA 中，電荷移轉一般透過 GC 配對，即所謂的 G-hopping 

[45,49]，當電子遇到 AT 時則是因為穿遂效應，部分電子還是可以穿

過阻力較大的 AT 配對，但對於長距離 AT (n≥4) 配對會迫使電荷不

能傳輸，所以 G-hopping 已經不能滿足於長距離的電荷傳輸，因此有

所謂的 A-hopping  (n≥4) 適用於長距離的電荷傳輸 [49] ，而圖(c)

看出所謂 domain-hopping[50-51]。 
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Figure 2-8 Schematic representations of several possible mechanisms for 

charge transport through DNA.  
(a) Superexchange: charge tunnels form the donor to the acceptor through 

the bridge in a nonadiabatic process.  
(b) Hopping: charge occupies the bridge in traveling from donor to 

acceptor by hopping between discrete molecular orbitals on the bridge. 
If the rate of charge migration is faster than trapping, the charge 
should be able to migrate over long distances before getting trapped.  

(c) Domain Hopping: charge occupies the bridge by delocalizing over 
several bases, or a domain. This domain hops along the bridge to 
travel from donor to acceptor. As in a pure hopping mechanism, the 
charge should be able to travel long distances before getting trapped. 
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2-8　催化DNA訊號放大機制 

由Figure 2-9 所示，可以看出電子從金電極跑到 MB+，此時 MB+

就扮演還原 ferricyanide（Fe（CN）6
3-）的 mediator，並且可看出。

MBpapcLBpapc iiii )/()/( >> ，相對暗示LB會快速脫附DNA，所以如果不能

產生電子訊號，其原因應歸咎於LB氧化。相對的當Fe（CN）6
3-被氧

化，MB+依然扮演著 mediator的角色，讓電化學的反應能夠不斷的循

環下去。 

 

由以下式子(2-1) 可推得整個過程發生於DNA film開始充滿在

MB溶液中，當電位處於負電平衡時，MB+會得到2e-還原至LB+，此

時隨後分開從DNA film並使具有相同電子當量2個 3
6)( −CNFe 轉變再生

MB。可得知有 MB+來當 DNA的 intercalator，可以有效的促進電子

的傳輸，造成電化學訊號的增強。 
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Figure 2-9 Schematic representation of electrocatalytic reduction of  
Fe(CN)63- by MB+ at a DNA-modified electrode. Electrons flow from 
the electrode surface to intercalated MB+. Once reduced, LB+ can easily 
reduce Fe(CN)63- and regenerate MB+ that can continue on in the catalytic 
cycle, thus repeated interrogation of the DNA monolayer is achieved.  
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第三章 實驗材料、設備與方法 

3-1 病毒DNA序列介紹 

臨床已證實人類乳突病毒（Human papilloma virs,簡稱HPV）是

造成子宮頸細胞癌化的最主要原因。 

 

人類乳突病毒是DNA病毒，專門感染人類表皮及黏膜組織並潛

伏人體。目前發現人類乳突病毒超過80種，其中35種專門感染生殖道

上皮，造成各種良性及惡性疾病，包括菜花、子宮頸癌等等。其中被

認為高危險基因型的至少是16、18、31、33、35、39、45、51、52、

56、58、68型。 

 

本次實驗所選定的HPV是第16與第18型的高危險基因群，因為

HPV第16、18型引起的子宮頸癌佔三分之二，加上第45、31、33、58、

52型，則佔85.5％，且大部分的子宮頸癌患者，都可在其體內發現HPV

病毒，其V16與V18如Table1所示： 
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Table 1- DNA Sequences for two Probes and six targets 
 

Probe 16 
5｀-thiol-A A A T A G T T G G T T A C C C C A A C A A A T G C C A T T- 3'  

為 type16 的 HPV 病毒，序列長為 30 個 mer，並在末端接上 thiol，當作 probe 股。 

 

Target : type 16 (comp)                       
3'-T T T A T C A A C C A A T G G G G T T G T T T A C G G T A A-5‘ 

為 type16 的 HPV 病毒，序列長為 30 個 mer，未在末端接上 thiol，當作 target

股，與 probe16 —thiol 形成完全互補的雙股 DNA。 

 

Target : type 6 (3MM)                       
3'-T T T G T C A A C T A A T G G G G T T G T T T A T G G T A A-5‘ 

為 type16 的 HPV 病毒，序列長為 30 個 mer，未在末端接上 thiol，當作 target

股，與 V16 —thiol 形成互補的雙股 DNA，但是有 3 個 mismatch。 

 

Target : type 51 (7MM)                    
3'-T T T T T C G A C T A A C A A G G T C G T T T A C G G T A A-5‘ 

為 type51 的 HPV 病毒，序列長為 30 個 mer，未在末端接上 thiol，當作 target

股，與 V16 —thiol 形成互補的雙股 DNA，但是有 7 個 mismatch。 

 

Target : *Probe 16 (noncomp)                      
3'-T T A C C G T A A A C A A C C C C A T T G G T T G A T A A A-5‘ 

為 type16 的 HPV 病毒，序列長為 30 個 mer，未在末端接上 thiol，當作 probe 股

用於對照實驗。 
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Probe 18                             

   5｀-thiol-A A A T A A T T G A T T A T G C C A G C A A A C A C C A T T-3'  

為 type18 的 HPV 病毒，序列長為 30 個 mer，並在末端接上 thiol，當作 probe 股。 

 

Target : type 18(comp)                      

  3'-T T T A T T A A C T A A T A C G G T C G T T T G T G G T A A-5‘ 

為 type18 的 HPV 病毒，序列長為 30 個 mer，未在末端接上 thiol，當作 target

股，與 probe16 —thiol 形成完全互補的雙股 DNA。 

 

Target : type 45(4MM)                       
 3'-T T T G T T G A C T A A T A C G G T T G T T T A T G G T A A-5‘ 

為 type45 的 HPV 病毒，序列長為 30 個 mer，未在末端接上 thiol，當作 target

股，與 V16 —thiol 形成互補的雙股 DNA，但是有 4 個 mismatch。 

 

Target : type 6 (6MM)                      

  3'-T T T G T C A A C T A A T G G G G T T G T T T A T G G T A A-5‘ 

為 type6 的 HPV 病毒，序列長為 30 個 mer，未在末端接上 thiol，當作 target 股，

與 V16 —thiol 形成互補的雙股 DNA，但是有 6 個 mismatch。 

 
Target : *Probe 16(noncomp)                      

3'-T T A C C G T A A A C A A C C C C A T T G G T T G A T A A A-5‘ 

為 type16 的 HPV 病毒，序列長為 30 個 mer，未在末端接上 thiol，當作 probe 股

用於對照實驗。 

 
 
 
Non-complementary bases indicated by italics.  
*3MM, three internal mismatch; 4MM, four internal mismatches ; 6MM,  

six internal mismatches ; 7MM, seven internal mismatches. 
* Probe without thiol group 
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3-2  實驗藥品 

1. 6-Mercapto-1-hexanol (MCH)  

2. Methylene blue (MB) 

3. Potassium Ferricyanide ([Fe(CN)6]3-) 

4. Sulfur acid (H2SO4) 

5. Hydrogen Peroxide (H2O2) 

5. Hydrochloric Acid (HCl) 

6. Hydrogen Nitrate (HNO3) 

7. Sodium chloride crystal (NaCl) 

8. Potassium Chloride (KCl) 

9. Potassium Hydroxide (KOH) 

10. Potassium Nitride(KNO3) 

10. Dibasic Sodium Phosphate (Na2HPO4) 
 
 
 
 
 

3-3 緩衝液配置 

從文獻中 [53] 可得知緩衝液有無對於DNA吸附影響重大，主要

原因為實驗中單股DNA皆帶有負電荷的磷酸鹽分子，當單股NA在金

電極上有一定數量時，會因分子間靜電排斥力而使單股DNA互相排

斥使得在金電極上覆蓋率不佳。在本實驗中建立良好表面覆蓋率對於

量測不同病毒雜交時傳遞電化學訊號扮演者重要一環，以下為此實驗

中所使的緩衝液： 
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1. 固定單股DNA之緩衝液：1.0 M Na2HPO4 

2. 雜交時之緩衝液：1.0 M Na2HPO4 +1.0NaCl 

3. 嵌合劑之緩衝液 :  20mM phosphate so lu t ion  

4. 清洗單、雙股 DNA之緩衝液 :單股用 DI water清　 

　     洗；雙股用 1.0 M Na2HPO4 +1.0NaCl之緩衝液清洗 

     5. MCH　溶液：稀釋至10mM 在Na2HPO4緩衝液中 

 
 
 
 
 

3-4 實驗設備 

3-4-1　 電化學腐蝕量測系統(EG&G Model 273A) 

對於CV量測所需配件及控制參數如下所示： 

1. 感測單元 (三電極：金電極、白金電極、氯化銀電極）　 　 　  

2. 電腦×1    

3. 數據傳導線×1  

4.夾子×1 

5. O型環×2 

6. 掃瞄速率：20 s
mv  

7. 掃瞄電位範圍為0.5V至-0.2V 
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3-4-2　 石英晶體微量天平(QCA-922) 

所需配件如下所示： 

1. 軟體程式-WinEchem Software 

2. RG100 Cell 

3. 共振器(Resonator)-AT cut 

4. 設定參數： 

‧ Frequency Range: 1MHz -10MHz 
‧ Resolution: 0.1 Hz 
‧ Gate Time: ( 0.1s,  1.0s, 10.0s) 
‧ Resonant Resistance Range: 10ohm-16Kohm, 0.1ohm resolution 

5. 石英晶體微量天平使用運算公式： 

 

…..Sauerbrey Equation 
 

F0 is the original frequency of oscillation. 
 

For a 9 MHz crystals, a change of 1 Hz equals 1.068 ng 
 

3-5  其他實驗裝置設備 

1. 電子槍蒸鍍系統 (E/B Gun Coater)  

: VTI E/B Gun Coater 

2. 電漿輔助式化學氣相沈積 (PECVD) 

   : 英國Oxford Plasmalab System 100 

3. 自動化光阻塗佈及顯影系統 (Track)  

: Suss MicroTec ACS 200 
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4. 後段清洗蝕刻工作機台  

: 和益實業 

5. 大試片掃描探針顯微鏡 (Large Sample Scanning Probe 

Microscope ) : Digital Instruments DI 5000 
 

6. 接觸角量測系統分析儀 (Contact Angle System)   

: KRuSS GmbH (澳登堡公司代理)  

7. 紅外線光譜儀 (FTIR) 

 : ASTeX PDS-17 System，美國 

8. 恆溫震盪器： 

9. 電子天秤 :  

 
 
 
 
 

3-6  實驗方法(,sample preparation,scan parameters) 

3-6-1 金電極製作流程 

1. 四吋矽晶圓經標準RCA清洗，去除表面塵粒及化學不純物，得到

潔淨之晶圓。 

2. 經清洗後的晶圓分為兩大步驟來製作成為檢測用金電極。 

3. 利用電子槍蒸鍍(evaporation)方法製作：第一層為鉻(300A0)；第二

層為金(1000 A0)；第三層為鈦(100 A0)。鉻、鈦層又稱黏著層
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(Adhesion Layer)，其作用在於跟金與最上一層氧化矽間良好之接

著力特性。 

4. 利用PECVD來製備最後一層為氧化矽(5000 A0) ，而氧化矽用來當

　 抑制電子傳輸阻絕層(isolation Layer)，並給予作用面積定量化。 

5. 將正光阻(AZ5214E)均勻地塗佈在蒸鍍完後晶圓上，利用曝光顯

影製程配合軟、硬烤後將光罩上圖案顯現出來。 

6. 顯影後的晶圓須經兩大蝕刻程序去除金屬與氧化矽，裸露出種植

　 DNA所需金表面即達到實驗設計電極表面。 

7. 首先，浸泡在稀釋過後BOE約五至七分鐘，會發現表面原呈現紫色

　 的面會逐漸變成金黃色，表示氧化矽逐漸被蝕刻掉直至裸露出第 

二層鈦薄層，在經DI water清洗300秒。 

8. 把清洗完後晶圓浸泡在硫酸與過氧化氫(3:1)溶液中約一至兩分

　 鐘，會發現pattern上外圈會有咖啡色一層剝落，代表光阻脫落；

　 而外圈中鈦也會被蝕刻掉而露出金表面，經DI water清洗300秒，

　 即完成蝕刻的完整步驟。 
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Preparation of Gold electrode

Gold wafer

E-gun evaporation Ti  100 A

PECVD oxide 1000 A

Lithography and wet etching

Au

SiO2
Top view Side view

Au/Cr/Si

Ti/Au/Cr/Si

Ti/Au/Cr/Si
SiO2

Total area：0.031416 & 0.007856 cm2

Ti/Au/Cr/Si
SiO2

 

圖3-1 製備感測金電極之流程 

 
 
 
 
 

3-6-2 金電極清洗流程 

1.  電極用 DI water 沖洗 300 秒，使用氮氣槍使電極表面乾燥。 

2.  把金電極放入溫度約在80℃硫酸與過氧化氫混和(3 :1)稀釋溶液  

中約 60 秒，並重複步驟一動作。 

3.  再將配好硝酸與鹽酸混和(1:3)的溶液，稀釋成原來 20％，浸 

泡 30 秒，可得到裸金薄層。 



 46 
 

4.  最後，將金試片經 DI water 沖洗後，用氮氣槍使試片表面乾燥。 

 

3-6-3 量測電化學前置作業 

1.  將所需玻璃器皿用 10%硝酸清洗乾淨，避免殘餘粉末吸附在玻璃

瓶壁上而影響實驗準確性。 

2.  調配量測電化學所需溶液　 

3
6)( −CNFe 濃度 5mM，取 1.645 克 ； 3KNO 濃度 100mM，取 10.111

克兩者共重 11.756 克，溶在 1 公升 DI water 中。 

3.  要注意 3KNO 當電解質，若濃度不夠的話，則 23 ++ ⇔ FeFe 的氧化還 

原峰會有偏移或不明顯現象。 

 

3-6-4 單股 DNA 吸附金電極 

1.  首先將金電極經上述步驟(3-6-2)清洗流程過後用氮氣吹乾。 

2.  取V16-thiol DNA濃度1µM，在1.0 M Na2HPO4緩衝液中取體積

10µL。 

3.  滴到金電極表面，室溫下密封不同實驗所需時間。  

4.  再將金電極浸入 1.0 M Na2HPO4緩衝液 10 分鐘，再用 DI water 

清洗金電極表面，再以氮氣槍使之乾燥。 

5.  將修飾完後金電極，量測配好溶液量測電化學。 
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3-6-4-1 S-Au 鍵結原理 

在 probe DNA 末端接上硫基，再利用硫基與金鍵結，將單股的 

probe DNA 接到金上去。鍵結原理如下： 

 

西元 1980 年代初期，Allara 及 Nuzzo 針對有機硫化合物在固體

表面形成分子薄膜進行過大量的相關研究 [54]。隨著表面分析方法

的進步，以及著眼於這些新材料應用在先進技術上的潛力 [55]，促

使自組分子單層薄膜（self-assembled monolayers，簡稱為 SAMs）相

關的研究蓬勃發展，應用於生化薄膜、表面的濕潤、潤滑、抗腐蝕、

分子電子元件等技術上。自組有機分子的結構包含活性官能基及有機

長鏈，自組分子藉活性官能基吸附在固體基材的表面上，相鄰分子因

長鏈間的凡得瓦爾作用力（Van Der Waal’s forces）而平行的排列在

一起。當表面的覆蓋率增大後，分子間會緻密的堆積成 SAM。這成

膜過程屬於熱力學自發性反應，因此一般通稱為自組分子單層薄膜。

SAM 的形成，以硫醇在金表面吸引最多的注意 [56-60]，主要的原因

如下： 

 

1. 金為反應性較鈍的金屬，在大氣下不容易被氧化，有助於硫醇分

子的吸附 [61]，製備流程簡單且可靠性高 [62]。 
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2. 硫醇官能基和金之間有強烈的作用力 [63]，促使硫化合物吸附在

金表面，形成 SAM。 

 

3. 隨著烷基硫醇分子的碳鍊長度的增長，分子的排列也就愈具規則

性 [64-65]。依據 Nuzzo 所提出的是分子附著與載體上後，分子與

分子之間藉著凡得瓦爾力的相互作用，會使得分子為佔據吸附的

位置而彼此互相推擠，分子之間的排列更加緊密而有順序，所以

附著在載體上的單層薄膜也就更加的緊密且具規則性[66-68]。 

 

3-6-5 單股 DNA/MCH 修飾於金電極表面上 

1.  把已經清洗好不同時間單股 DNA 在金電極上，將 MCH 取 

2.  取MCH濃度 1mM在 10mM 在Na2HPO4緩衝液中，取體積 10µL。 

3.  滴到金電極表面，室溫下密封不同實驗所需時間。 

4.  再將金電極浸入 1.0 M Na2HPO4緩衝液 10 分鐘，再用 DI water 

清洗金電極表面，再以氮氣槍使之乾燥。 

5.  將修飾完後金電極，量測配好溶液量測電化學。 

 

3-6-5-1 MCH 當間距物原因 [53] 

當單股 DNA 種在金電極表面時，會有部分單股 DNA 如同水草

般倒下與金電極產生 N-Au 鍵結，並使另一股雜交 DNA 再次種下時，
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其雜交率大大，如 Figure 3-2 所示 [69] 。 

 

我們可從文獻中 [53] 找出避免 N-Au 鍵結，使用 MCH 來當

spacer 原因有下列所示： 

1. 可溶於在水溶液中。 

2. 可置換傾倒單股 DNA。 

3. 本身具有 6 個碳，跟 thiol-DNA 具有相同長度，所以不會有

立體障礙，若長度不夠會影響其雜交反應。 

 

 
Figure 3-2 (A) Single-stranded DNA (HS-ssDNA) which adsorbs to the 
gold substrate through the thiol end group as well as through backbone 
/substrate contacts. A multitude of adsorption states exists.(B) After the 
formation of a mercaptohexanol (MCH) monolayer that prevents contacts 
between the DNA backbone and the substrate, the HS-ssDNA is left 
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attached by the thiol end. (C) The end-tethered HS-ssDNA after 
hybridization to complementary oligonucleotides [69] . 
 
 

3-6-6 雙股 DNA 雜交 

1.  取T16（3MM、7MM）DNA濃度1µM，在1.0 M Na2HPO4 +1.0MNaCl

緩衝液中取體積10µL。 

2.  滴到已經在金電極修飾過 probe DNA 或 probe DNA/MCH 表面  

上，室溫下密封不同實驗所需時間。 

3.  再將金電極浸入 1.0 M Na2HPO4+1.0MNaCl 緩衝液 10 分鐘，再用

DI water 清洗金電極表面，再以氮氣槍使之乾燥。 

4.  將修飾完後金電極，量測配好溶液量測電化學。 

 

3-6-6-1 雜交原理 

雜交反應屬自發性反應，G/C 和 A/T 以氫鍵結合。但是室溫下

DNA 為捲曲狀，甚至形成環鍊狀，因此要雜合的機率大大的降低，

所以在進行雜合反應前，必須先加熱至 85℃，增加其熱活化能。 

 

在雙股進行雜交時， DNA 本身帶有磷酸鹽骨幹，彼此會因為帶

有負電荷而產生靜電力排斥，造成雜交率下降，故在種 target DNA

時，其緩衝液中需有 NaCl，目的是 NaCl 會解離成 Na+跟 Cl-兩種離子

態，且中和負電荷。 
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3-6-7 雙股 DNA/MB 作用 

1.  調配不同濃度次甲機藍溶液，取 10uL 的體積滴入在上述步驟-雜

交 DNA 所量測溶液當中( 3
3

6)( KNOCNFe +− )，並攪拌直至溶液變

成淺綠色為止。 

2.  在室溫下靜置至實驗所需時間。 

3.  等待時間完成後，即量測電化學。 

 

3-6-7-1 亞甲基藍(Intercalator) 

本次實驗所選定的 intercalator材料為亞甲基藍（Methylene 

Blue，簡稱為MB+）是一種藍色染料分子，其結構式如 Figure 3-3、

3-4，分子式為C16H18ClN3S，分子量319.5g/mol [70]，此次甲基藍分子

可視為一個單位體積為 17.0 Å × 7.6 Å × 3.25 Å 的長方體，對許多物

質的表面都能產生相當的吸附作用 [71-72]，次甲基藍吸附時的有效

面積為130 Å2，且不容易因照光而分解。 圖3-3 為一典型的次甲基藍

吸收光譜，從圖中可看出三個明顯的吸收峰，分別在波長為665 nm、

292 nm 及246 nm，其中665 nm是最大的吸收峰 [73-76]。 

 

       

圖 3-3  亞甲基藍化學結構  
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圖 3-4 This spectrum was taken with a HP spectrophotometer using a 1  

cm quartz cuvette filled with 10µM solution of Methylene Blue in Water  

by Scott.  
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第四章 結果與討論 

4-1  影響循環伏安法因素探討 

對於檢測HPV病毒之前，首先經由循環伏安法所觀察還原與氧化

峰值電流與電位對於之後比對是相當重要的。影響循環伏安法有眾多

因素，例如：電解質溶液中溶劑(solvent)、抗衡離子(counter ion)、DNA

結構(structure)與構型(conformation)等等都會影響之。 

 

4-1-1 電解液對伏安電位與電流之影響 

在本次實驗當中，為得一個最佳參數對於實際反映出電極表面上

所吸附離子的定性或定量並呈現於循環伏安圖中。在電解液中有主要

區別在電解質與抗衡離子濃度上不同。如表4-1所示： 

 
      3+Fe )(g  

3KNO )(g  

mM5  
 

mM50  mM100  

mM5  
 

1.645/0.50555 16.45/0.50555 32.9/0.50555 

mM50  
 

1.645/5.0555 16.45/5.0555 32.9/5.0555 

mM100  
 

1.645/10.111 16.45/10.111 32.9/10.111 

 

從圖4-1中可看出在電解液中電解質單純只有DI water，在鐵離子

濃度不同(5mM、50mM、100mM)對金電極上做循環伏安法。可看出

隨者鐵離子濃度增加，其氧還峰電流比值(
pa

pc
i

i )大約在1.723，氧還峰
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電位大概差在550伏特，遠大於一個電子傳輸電荷（60~120伏特），

屬於是不可逆反應。因為DI water是極弱的電解質，很難導電。如果

在DI water中加入強的含氧酸(如H2SO4)、活潑金屬的可溶性含氧酸鹽

(如Na2SO4、KNO3)或可溶性強鹼(如NaOH、KOH)。因溶液中的離子

越多，比導電度也越大，增加水的導電性，則鐵離子較易有氧化跟還

原峰值。， 

 

由圖4-2可知當固定電解質KNO3濃度為5mM時，變化鐵離子濃度

去做鐵離子循環伏安圖。由圖可知從5mM至100mM的鐵離子之氧還

峰電位差從550伏特降至430伏特，並且氧還峰電流比值(
pa

pc
i

i )都在

1.40上下，與圖4-1氧還峰電流比值(
pa

pc
i

i )為1.723相較下，證明加入

KNO3可促進鐵離子氧化還原作用，並由電流比值中可知當鐵離子濃

度達5mM時，已經足夠反應鐵離子循環伏安圖。而圖4-2中氧還峰電

流比值(
pa

pc
i

i )在1.40上下未達可逆反應主要原因為當電子傳輸至吸附

在金電極表面上鐵離子時卻因為溶液中導電離子濃度不夠大，未能完

全反應致電化學儀器中所致。  

 

由圖4-3當固定鐵離子濃度為5mM時，可看出電解質KNO3濃度變

化對循環伏安圖形變化。我們由圖中可看出兩點：一為電解質濃度增

加，其氧還峰電流比值(
pa

pc
i

i )約在1.08上下，理論上鐵離子可逆反應
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(
pa

pc
i

i )應當為1，但在本實驗中只添加一種電活化物(Fe(CN6)-3)，故氧

化峰電流值會比還原峰電流值低一點；二為氧還峰電位差會從550伏

特急遽縮減至180伏特，並且由標準電位表查知鐵三價還原成鐵二價

標準電位在+0.356伏特，而我們所使用參考電極為氯化銀(AgCl)，其

標準電位在+0.222伏特，兩者標準電位相扣得鐵三價離子在氯化銀參

考電極下還原電位+0.114伏特；與圖4-3中綠色線中的還原峰電位相

近，故我們選用鐵離子濃度為5mM並搭配電解質KNO3濃度為100mM

做為我們最佳參數來反應吸附在金電極表面上鐵三價離子之循環伏

安圖。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖4-1為電活化物(Fe+3)在不同濃度之下之循環伏安圖 
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圖4-2為在固定KNO3濃度--5mM下改變電活化物濃度(Fe+3)之循環伏

安圖 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖4-3為在固定電活化物濃度(Fe+3)濃度--5mM下改變KNO3濃度之循

環伏安圖 
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4-1-2 掃瞄速率對 )( 63 CNFeK 在金電極表面上伏安圖變化 

在4-1-1節敘述固定電解液中KNO3及Fe+3濃度以及圖四旁附操作

參數下，可由圖四可看出隨著掃瞄速率變大(10 100mv/s)，相對氧化

及還原峰電流值變大(16.27 38.85uA)。其原因是感測到電流值代表

發生在電極表面的電活化物之電解作用，而一電位改變相對反映出電

解作用大小；故較快電位改變(意指較大掃瞄速率)，會得到較大電解

速率，由此產生較大電流值。 

 

由圖4-4中我們可發現一項有趣現象，把不同掃瞄速率所得的還

原峰電流( pci )值取出後對各掃瞄速率平方根作圖4-5，發現呈線性增

加，並可延伸至電流值為零，並暗示異質還氧過程是有限擴散且

Fe(CN6)-3沒有吸附作用的。由文獻得知這現象代表電極表面是屬於可

逆反應。以下是Randles-Sevcik理論方程式 :  

ip = 2.69×10
5 
n

3/2 
A D

1/2 
C υ

1/2 
 

方程式各符號分別代表：  

* ip：波峰電流( peak current ),A             * n：電子轉移數  

* A：電極面積 ( electrode area ), cm
2 

 

* D：擴散係數 ( diffusion coefficient ),cm
2 
sec

-1 
 

* C：物種濃度 ( concentration ), mol cm
-3 

 

* υ：掃描速度 ( scan rate ), V sec
-1 
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   圖4-4為在變化掃瞄速率對固定濃度電活化物(Fe+3)之循環伏安圖 
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* Working electrode: Gold           * Reference electrode: Ag/AgCl 
* Counter electrode: Pt              * Scan rate: 20mV/s 
* Scan potentials: 0.5 ~ -0.2 Volt       * Store cycle: 3                
* Gold area: 0.031416cm2 

圖 4-5 為在掃瞄速率平方根 vs. 還原峰電流值 
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4-2  探討單股DNA覆蓋率影響之因素 

由於硫醇很容易與金產生化學鍵結而形成自組裝單層

(Self-Assembly Monolayer，SAMs)，因此末端具有硫醇寡聚核苷酸 

易在金電極表面形成自主裝單股DNA層；完全覆蓋單DNA層對於研

究堆疊干擾(stacking perturbations)是非常重要地。當單股DNA層堆疊

不緻密時，會提供路徑使嵌入劑(intercalator)與單股DNA層間空隙接

觸，此時所量測到電流值不是經由整體的螺旋雙股DNA傳遞。 

 

影響單股DNA覆蓋率主要區分兩種因素：一為緩衝液配置；二

為單股種植時間。 

 

4-2-1 緩衝液對單股DNA覆蓋於金電極上之影響 

各種生化溶液，均需維持其 pH 的恆定，是為緩衝作用 

(buffering)；緩衝液是因為其中含有緩衝分子，當溶液系統的pH改變

時 (即其 H+濃度改變)，緩衝分子可吸收或放出H+，如此可以調節溶

液中的游離 H+濃度，因而保持 pH 恆定。 

 

在本次實驗中，在緩衝液配置上主要濃度區分0M及1M兩種濃

度，且電解液配置都參考4-1-1節最佳參數。由圖4-6中可看出當緩衝

液為0M，也就是說為添加任何Na2HPO4。在金電極表面種單股DNA

這步驟中，氧化及還原峰訊號卻未被覆蓋掉，代表意義為單股DNA
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並未與金電極產生鍵結，相對應證緩衝液存在性對單股DNA重要

性，而之後再種互補股DNA也是一樣效果，因為沒有單股DNA在金

電極上，所以並不會有雜交(hybridization)動作，故其訊號依舊跟純金

訊號一樣，之後加入MB也是一樣效果。 

 

在圖4-7當中可發現與圖六不同處是在金電極加入單股DNA時氧

化跟還原峰的訊號已經被蓋住，主要原因是單股DNA中磷酸鹽骨幹

帶負電荷，為其緩衝液中有Na2HPO4時，會釋放出Na+離子存在，促

使單股DNA得以正負離子中和，不會有靜電排斥力影響，並且均勻

覆蓋於金電極表面上，而Fe(CN6)-3離子不能擴散至金電極表面並且參

與Fe(CN6)-3氧還反應，故沒有氧還峰訊號呈現。 

 

故之後所有實驗過程當中，其單、互補股DNA或錯位股DNA其

緩衝液配置濃度都在控制在1M。 
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            圖4-6為單股DNA在緩衝液濃度為0M之循環伏安圖；

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            圖4-7為單股DNA在緩衝液濃度為1M之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 

400 300 200 100 0 -100

 
 Buffer solution:1M Na2HPO4 pH=5.7

 

Potential(mV vs. Ag/AgCl)

 Au
 Au+V16
 Au+V16+T16
 Au+V16+T16+MB

400 300 200 100 0 -100

 

 Buffer solution : 0M Na
2
HPO

4
 pH=7.0

 

Potential(mV vs. Ag/AgCl)

 Au
 Au+V16
 Au+V16+T16
 Au+V16+T16+MB



 62 
 

4-2-2 種植單股DNA時間對於覆蓋金電極上之影響 

當緩衝液濃度固定在1M且電解液濃度也參考4-1-1節所述，由圖

八可看出單股DNA在金電極表面上15分鐘時，其Fe(CN6)-3離子氧化跟

還原峰訊號幾乎已經被消失，只剩在還原峰值還有不太明顯電流訊

號；隨單股DNA在金電極表面時間增加，其還原峰與氧化峰值幾乎

呈現沒有電流訊號，故我們將單股DNA種植時間選在120分鐘，因為

在圖4-8可看出在種植時間在120分與240分兩個循環伏安圖狀態已經

是一樣的。 

 

而另外一個原因是在檢測病毒流程當中，希望能相對縮短檢測時

間達到最大功效。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖4-8為單股DNA在金電極表面上不同時間之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 

400 300 200 100 0 -100

 
 Buffer solution : Na2HPO4=1M ; pH=5.7

 

Potential(mV vs. Ag/AgCl)
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 Au+V16 (240 min)



 63 
 

4-3 電極表面經DNA修飾之循環伏安之定性測試(Qualitative test) 

在量測之前，注意在燒杯中金電極、白金電極與氯化銀參考電極

之三電極彼此要分開。電化學分析之前，修飾過DNA後電極需用緩

衝液清洗，搭配5mMFe(CN6)-3/100mMKNO3電解液並掃瞄電位從0.5

至-0.2伏特，並固定掃瞄速率為20mv/s。 

 

由下圖4-9中可看出HS-5’單股DNA密集覆蓋在金電極表面藉由

硫-金鍵結，電極表面覆蓋一層具有帶負電荷磷酸鹽骨幹的寡聚核苷

酸膜(oligonucleotides)，又因為Fe(CN6)-3不能擴散至金電極表面並且

做Fe(CN6)-3氧還反應，故伏安圖呈現不明顯電流值。單股寡聚核苷酸

膜固定在金電極上很容易地與互補股進行雜交，此時，電極表面相對

覆蓋一層帶負電荷之雙股核苷酸。 

 

由圖4-9可證實經DNA修飾過後電極表面是帶有負電荷層。當把

修飾過後金電極至入電解液中，其Fe(CN6)-3是電活化物並且為高陰離

子性，我們預期靜電排斥力將使Fe(CN6)-3不接近帶負電荷雙股DNA

層，所以往返在電極表面之異質電子轉移(heterogonous electron 

transfer)能夠被阻擋介於還氧週期(redox cycling)。 

 

一裸露金電極在5mMFe(CN6)-3/100mMKNO3電解液中，可得一可

逆循環伏安圖，具有高電流值～15uA(沿黑線在圖4-9中)。金電極經



 64 
 

單股與雜交股後，其伏安圖呈現不明顯的電流值(沿紅跟綠線在圖4-9

中)，但在電極經雜交DNA中理論應當比單股DNA來得緻密，但綠線

電流值卻比紅線電流值來的大，其原因有可能為當單股DNA在金電

極上並不會垂直站立，單股DNA本身糾結在一起，故所佔金電極面

積較多，相對電流值訊號較低；而DNA雜交時，會因為DNA本身構

型上的問題，比較容易垂直排列好，相對裸露出金面積較高，電流值

訊號較高。綜合綠與紅線，暗示出可忽略一Fe(CN6)-3表面濃度在修飾

完的金電極上。值得注意的事是還原峰在氧還電流中經DNA修飾電

極表面可歸咎於Fe(CN6)-3與負電DNA層中靜電排斥力所致，將圖解於

圖4-10當中。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖4-9為金電極表面修飾過單、雜交股DNA之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
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圖4-10為改變金電極表面電荷和經表面修飾過後之電化學反應介於

Fe(CN6)-3和電極 

 
(a) Bare gold electrode:  
no charge on the electrode allows [Fe(CN)6]3- to approach the electrode surface and, 
therefore, the reduction/oxidation of [Fe(CN)6]3- occurs without difficulty.  
 
(b) ssDNA-modified electrode:  
negative charges on the sugar-phosphate backbone of ssDNA cover the electrode 
surface, which prevents [Fe(CN)6]3- from approaching the surface, and the 
reduction/oxidation demands excessive over voltages. 
 
(c) dsDNA-modified electrode:  
the situation is almost the same as that in (b). 
 

Fe(CN6)-3  +e-          Fe(CN6)-4 
 

Fe(CN6)-3           Fe(CN6)-4 

s s s s

(CH2)6 (CH2)6 

Fe(CN6)-3            

(CH2)6 (CH2)6 

s s s s 

(CH2)6 (CH2)6 

Fe(CN6)-3            

(CH2)6 (CH2)6 
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4-4 嵌入劑在多聚陰離子(polyanionic)雙股螺旋之電荷補償(charge 

compensation) 

在未探討電化學反應在DNA嵌入劑之前，在金電極表面上覆蓋

密集的DNA層事先要被預設成立的，在4-3節前實驗結果與參數下，

已經能把單或雜交股DNA均勻覆蓋在金電極表面上，再加入嵌入劑

所得到電化學訊號是經由金電極傳至雙股螺旋DNA中鹼基對，並透

過嵌入劑在溶液中帶正電而使雙股螺旋DNA中帶負電磷酸鹽骨幹可

以或至少部分電荷中和，並且促進Fe(CN6)-3與電極表面的DNA接近，

將電子傳輸至溶液中Fe(CN6)-3進行氧還作用。甚至利用嵌入劑放大功

效去檢測含有錯位(mismatch)或perturbations DNA。 

 

在本次實驗中選用嵌入劑-亞甲基藍(Methylene Blue)，濃度則有

2、6、10uM三種，而催化劑有以下三點被要求： 

1. 催化劑與DNA中鹼基對是靠插入(intercalation) 

2. 不會在太密集或太稀疏DNA層中進行作用 

3. 它的氧還電位介於-0.2~-0.6伏特 vs. 標準甘汞電極 

 

在探討電荷補償問題之前，主要會影響之因素在於選用催化劑的

濃度與催化劑與雙股螺旋反應時間，將在下兩小節探討之： 
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4-4-1 嵌入劑(MB)濃度對於完全互補股DNA之電化學訊號影響 

在圖4-11中可發現當DNA進行雜交完後，其電化學訊號依舊不明

顯，而其原因在4-3節中已敘述，主要因為靜電排斥力。而當添加不

同濃度亞甲基藍固定在10分鐘下，可看出其還原及氧化峰電流值隨者

濃度增加而又增大趨勢，主因為在相同時間內，完全互補DNA中插

入亞甲機藍量隨濃度增加而增加，其電荷補償作用相對增加，故單位

面積上/單位時間上帶負電之完全互補DNA被正負電荷中和並促使

Fe(CN6)-3 離子接近完全互補DNA量變多而伏安圖有所不同所致。氧

還峰電流比值為(
pa

pc
i

i )2um=1.57 > (
pa

pc
i

i )6um=1.51>(
pa

pc
i

i )10um=1.21 ，

可看出亞甲基藍的加入可促進Fe(CN6)-3可逆反應進行。 

 

在本實驗目的中，因為主要偵測HPV高危險病毒族群V16及V18

兩大種類，個別之間差異在於有DNA序列上有幾個錯位(mismatch)，

因為嵌入劑-亞甲基藍具有放大訊號效果，並由圖十可看出只要添加

亞甲基藍僅2uM，也具有放大機制，但在後續實驗中，我們選用濃度

為較高濃度10uM亞甲基藍作用偵測具有錯位(mismatch)DNA。 
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圖4-11為完全互補DNA在不同濃度之亞甲基藍10分鐘反應之循環伏

安圖 ( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 

 
 

4-4-2 嵌入劑(MB)時間對於完全互補股DNA之電化學訊號影響 

在圖4-12中可發現金電極表面修飾完全互補DNA後，其電化學訊

號依舊不明顯，而其原因在4-3節中已敘述，主要因為靜電排斥力。

而當添加不同時間亞甲基藍固定在10uM，可看出其還原及氧化峰電

流值隨者間增長而又增大趨勢，並且在還原及氧化尖峰電位之差距

( pcpp ,, φφφ α −=∆ )因插入時間增長而有 pφ∆ 有縮小現象（ ;162
min30,

Vp =∆φ  

;141
min60,

Vp =∆φ ;131
min120,

Vp =∆φ ;129
min240,

Vp =∆φ ） 

 

由伏安圖中可看出雜交過DNA經intercalator-亞甲基藍插入後分

離的波峰電位(peak potential)與金電極分離的波峰電位比較有所不同 
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，而其相異點歸咎於由DNA層提供電子轉移的阻礙所致。 

 

另一項有趣現象是注意亞甲基藍不是電活化物在實驗所掃瞄的

電位當中; 0.5~-0.2伏特，可由圖4-12中紫線與黃線看出其還原峰電流

值達13.6622uA(扣掉金電極起始點電流值)，可達幾乎金電極所轉移電

荷量的85%( %85
)(1607.16
)(6622,13
≅

uA
uA  )，可指出亞甲基藍對帶負電DNA產生

電荷中和是非常有效率的。 

 

由圖4-12之伏安圖中，我們選用1小時來作為亞甲基藍對雙股

DNA反應時間，而不選用2小時原因主要是因為放大功用幾近相同。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖4-12為完全互補DNA在固定亞甲基藍濃度配合不同插入時間下之

循環伏安圖 ( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
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4-4-3 嵌入劑(MB)分別在單/雙股DNA之插入之機制 

由圖4-13與圖4-14可看出無論是單股DNA或者是雙股DNA都會

藉硫-金基鍵結在金電極表面形成一層高覆蓋率薄膜(thin film)，來減

小Fe(CN6)-3氧化還原的峰值。 

 

然而，比較金電極經單或雙股DNA修飾過後加入亞甲基藍後，

可發現Fe(CN6)-3訊號變大，代表亞甲基藍分子會在金電極表面上吸附

單或雙股DNA。從下圖中雙股DNA/亞甲基藍的氧化還原峰的電流值

( )(303.10/)(444.13 uAiuAi papc == )都比單股DNA/亞甲基藍的氧化還原峰

的電流( )(115.7/)(115.10 uAiuAi papc == )來的大；且雙股DNA/亞甲基藍的

氧化還原峰電位差距( mVp 140=∆φ )也比單股DNA/亞甲基藍的氧化還

原峰電位差距( mVp 356=∆φ )來的小，代表亞甲基藍插入主要作用於雙

股DNA中。由文獻已知亞甲基藍分子主要是插入在雙股螺旋DNA中

鹼基對，而單股DNA我們猜測它之所以訊號會放大原因是因為亞甲

基藍分子會靜電力(electrostatic force)吸附在DNA hydrophobic處，並

促使溶液中Fe(CN6)-3離子接近。 
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圖4-13為亞甲基藍插入在完全互補DNA之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖4-14為亞甲基藍插入在單股DNA之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
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4-4-4 MCH在金電極表面之電化學訊號影響 

由下圖中可看出當Fe(CN6)-3離子金電極還原及氧化峰差距約在

110伏特，代表在一個電子轉移所需電位中。當MCH約在金電極表面

0.5小時候可發現氧化及還原波峰被掩蓋，其電位差距達至超過200伏

特以上 )10268( ,, −=−=∆ pcpp φφφ α 代表此反應為不可逆過程；因為MCH

會在金電極表面形成一層帶負電OH-基薄膜並阻擋Fe(CN6)-3離子與金

電極反應之。 
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圖4-15為MCH在在金電極之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
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4-5 電化學檢測V16序列之病毒 

本次實驗採用依序雜合的製程，共準備了三種材料：  

第一種：V16+T16 為長度 30 個 base pair，序列為完全互補的 DNA。 

第二種：V16+ T6 為長度 30 個 base pair，序列有 3 個 mismatch 的

DNA。 

第三種：V16+T51 為長度 30 個 base pair，序列有 7 個 mismatch 的

DNA。 

 

在下列實驗中，其亞甲基藍固定在濃度10uM/1小時；單股2小

時；雜交股4小時；。 

 

4-5-1  完全互補股DNA之電化學測試 

由圖4-16中可觀察Fe(CN6)-3離子在裸露金電極中，量測到分離波

峰電位(peak potentials)為110伏特 )159269( ,, −=−=∆ pcpp φφφ α ，而一個電

子轉移需要60~120伏特，代表電極表面上是乾淨且是可逆的。金電極

經單股與互補股後，其伏安圖呈現不明顯的電流值(沿紅跟綠線在圖

中)，其中V16+T16電流值卻比V16電流值來的明顯些，主要影響因素

可解釋兩點：一為DNA骨幹帶負電，會使Fe(CN6)-3離子因靜電排斥力

接近金電極表面產生作用。二為單/雙股構型上的問題，在4-3節有詳

細解釋。 
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在V16+T16+MB實驗中，我們可發現一個有趣現象，因為在本節

實驗中，V16+T16是完全互補型態，故雜交比例應相當高，但如何證

明雜交比例多高，我們圖中可由藍線與黑線相比，在分離波峰電位而

言，金電極(110mV)與V16+T16+MB(111mV ]159270[ ,, −=−=∆ pcpp φφφ α )

兩者都在一個電子可逆反應內，在氧化還原電流值而言，經加入嵌入

劑(MB)時，訊號放大至跟金電極產生電流訊號幾乎一樣。由上述電

流值與分離波峰電位兩者結果都可說明雜交比例很高，利用還原峰電

流值比較達至93% ( uAuAii AupcMBTvpc 25.16/23.15/ ,1616, =++ )，因為亞甲基藍並

不參與反應，只是當電子傳輸媒介角色。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖4-16為亞甲基藍插入在完全互補股DNA之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
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4-5-2  3 mismatch DNA之電化學測試 

由圖4-17中首先可量測到金電極分離波峰電位(peak potentials)為

105伏特 )162267( ,, −=−=∆ pcpp φφφ α ，符合Fe(CN6)-3  Fe(CN6)-4需要一

個電子轉移需要60~120伏特，這代表電極表面上是乾淨的。然而，金

電極經修飾過V16股與V16+T6後，其伏安圖呈現與圖4-15相同之狀況

(沿紅跟綠線在圖中)，其中V16+T6電流值卻比V16電流值來的明顯

些，主要影響因素皆在4-5-1節中詳細敘述。 

 

在V16+T6+MB實驗中，我們可發現一個現象，因V16+T6是3 

mismatch的型態，故雜交比例應當會下降，但如何說明雜交比例降多

低，我們圖中可由藍線與黑線相比，可看出雜交比例為65.4% 

( uAuAii AupcMBTvpc 008.20/137.13/ ,616, =++ )。在分離波峰電位相較下，V16+ T6 

+MB (166mV ]138292[ ,, −=−=∆ pcpp φφφ α )比金電極(105mV)更不可逆，

在氧化還原電流值而言，經加入嵌入劑(MB)時，氧化及還原電流值

與金電極相比較都變小。由上述電位差說明不可逆與電流值變小結果

可暗示mismatch應會降低雜交比例，並使雙股DNA結構不完全，影響

亞甲基藍接上的量，其放大訊號降低。 
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圖4-17為亞甲基藍插入在 3 Mismatch DNA之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
 
 

4-5-3  7 mismatch DNA之電化學測試 

由圖4-18中先觀察金電極分離波峰電位(peak potentials)為113伏

特 )156269( ,, −=−=∆ pcpp φφφ α ， 而Fe(CN6)-3  Fe(CN6)-4需要一個電子

轉移需要60~120伏特，這代表電極表面上是乾淨且是可逆的。然而，

由下圖中紅線與綠線比較出其中V16+T6電流值卻比V16電流值來的

明顯些，主要影響因素皆在4-5-1節中詳細敘述。 

 

在V16+T51+MB實驗中，我們可發現一個非常有趣現象，因

V16+T51是7 mismatch的型態，故雜交比例應當會大大下降，並且在

構型上排列是否還會垂直站立或傾倒，都是值得我們深切去探討之。 
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但如何說明雜交比例降多低，因為在V16+T51+MB其還原峰值電流值

不明確，不能比較其相對雜交率。尤其在分離波峰電位相較下，V16+ 

T51 +MB (超過200mV ]70292[ ,, −=−=∆ pcpp φφφ α )比V16+ T6 +MB 

(166mV ]138292[ ,, −=−=∆ pcpp φφφ α ) 更加不可逆；並在氧化還原電流值

而言，在加入嵌入劑(MB)之後，氧化及還原電流值幾乎跟V16+T51

股電流量差不多。由上述電位差說明較V16+T6+MB更加不可逆反應

與加入MB電流值與原來雙股電流值差不多大小。結果我們可猜測出

mismatch越多應會大量降低雜交比例，甚至因mismatch會影響整體構

型之外加因素，並使雙股DNA結構更加不完全，嚴重影響亞甲基藍

插入在DNA鹼基對中的量，幾乎沒有放大訊號。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖4-18為亞甲基藍插入在 7 Mismatch DNA之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
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4-6 電化學檢測V18序列之病毒 

本次實驗採用依序雜合的製程，共準備了三種材料：  

第一種：V18/MCH+T18 為長度 30 個 base pair，序列為完全互補的

DNA。 

第二種: V18/MCH+ T45為長度30個base pair，序列有4個mismatch

的 DNA。 

第三種：V18/MCH+T6 為長度 30 個 base pair，序列有 6 個 mismatch

的 DNA。 

在下列實驗中，其中種單股2小時；雜交股4小時；亞甲基藍固定

在濃度10uM/1小時；MCH在濃度1mM/0.5小時，本節實驗所添加MCH

目的是解決非專一性吸附(non-specific binding)且增大單股DNA直立

機率。 

 
 

4-6-1  完全互補股DNA之電化學測試 

由圖4-19中可觀察Fe(CN6)-3離子在裸露金電極中，量測到分離波

峰電位(peak potentials)為87伏特 )173260( ,, −=−=∆ pcpp φφφ α ，而一個電

子轉移需要60~120伏特，代表電極表面上是乾淨且是可逆的。金電極

經V18與MCH後，其伏安圖中還原及氧化波峰電位及電流值皆不太明

顯(沿紅跟綠線在圖中)，而V18/MCH+T18還原峰電流值與V18還原峰
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電流值幾乎相同，主要影響因素可解釋當MCH當spacer時，可有效填

補單股與單股之間空隙處且末端帶負電氫氧基會促使帶負電DNA不

會有傾倒並與金產生氮-金(N-Au)鍵結。 

 

在V18+T18+MB實驗中，我們可發現相當有趣現象，在本節實驗

中，V18+T18是完全互補型態，故雜交比例應相當高，但如何證明雜

交比例多高，我們圖中可由藍線與黑線相比，在分離波峰電位而言，

金電極(87mV ]173260[ ,, −=−=∆ pcpp φφφ α )與V18/MCH +T18+MB 

(121mV ]150271[ ,, −=−=∆ pcpp φφφ α )兩者都在一個電子可逆反應內。在

氧化還原電流值而言，經加入嵌入劑(MB)時訊號放大至比金電極產

生電流訊號要大上一點。上述氧化及還原電流值與分離波峰電位差距

兩者結果都可說明雜交比例很高，利用還原峰電流值比較其雜交率為

104% ( uAuAii AupcMBTvpc 89.14/63.15/ ,1616, =++ )，因為亞甲基藍並不參與反

應，只是當電子傳輸媒介角色。 

 

所以發現與4-5節相較下，將單股加入MCH可有效避免非專一性

吸附，並且有效增加雜交效率，對於區分mismatch具有更大鑑別率與

幫助。 
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圖4-19為亞甲基藍插入在完全互補DNA之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
 
 

4-6-2  4 mismatch DNA之電化學測試 

由圖4-20中可得金電極分離波峰電位(peak potentials)為105伏特

)159264( ,, −=−=∆ pcpp φφφ α ，符合Fe(CN6)-3+ e-  Fe(CN6)-4需要60至120

伏特，這代表電極表面上是乾淨且是可逆的。而後金電極經修飾過

V18/MCH與V18/MCH+T45後，伏安圖呈現與圖4-18相同之狀況(沿紅

跟綠線在圖中)，其中V18/MCH+T45電流值卻比V18/MCH電流值來的

明顯些，原因猜測當單純只有V18股時，DNA會因本身構型而捲曲成

一團，或者是V18之間再結合為更大一團，加上MCH去佔據單股間空

隙時，當進行雜交時，會因為雙股間結合而站立，並裸露出些許金電
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極，而造成V18/MCH+T45電流值比V18/MCH電流值來的大一些。 

 

在V18/MCH+T45+MB實驗中，我們可發現一個現象，因

V18/MCH+T45是4 mismatch的型態，故雜交比例應當會下降，但如何

說明雜交比例降多低，我們圖中可由藍線與黑線相比，可看出雜交比

例為63.6% ( uAuAii AupcMBTvpc 881.14/478.9/ ,616, =++ )。在分離波峰電位相較

下，V18/MCH+ T45 +MB (209mV ]92301[ ,, −=−=∆ pcpp φφφ α )比金電極

(105mV)更不可逆，在氧化還原電流值而言，經加入嵌入劑(MB)時，

氧化及還原電流值與金電極相比較都變小。由上述電位差說明不可逆

與電流值變小結果可暗示mismatch應會降低雜交比例，並使雙股DNA

結構不完全，影響亞甲基藍接上的量，其放大訊號降低。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖4-20為亞甲基藍插入在 4 Mismatch DNA之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
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4-6-3  6 mismatch DNA之電化學測試 

由圖4-21中先觀察金電極分離波峰電位(peak potentials)為107伏

特 )157264( ,, −=−=∆ pcpp φφφ α ，符合Fe(CN6)-3+ e-  Fe(CN6)-4需要60至

120伏特，這代表電極表面上是乾淨且是可逆的。伏安圖呈現與圖4-18

相同之狀況(沿紅跟綠線在圖中)，其中V18/MCH+T6電流值卻比

V18/MCH電流值來的明顯些，原因猜測當單純只有V18股時，DNA

會因本身構型捲曲成一團，或更大一團，加上MCH去佔據單股間空

隙時，當進行雙股間雜交結合而使雙股DNA站立，並裸露出些許金

電極，而造成V18/MCH+T6電流值比V18/MCH電流值來的大一些。。 

 

在V18/MCH+T6+MB實驗中，我們可發現一個非常有趣現象，因

V18/MCH+T6是6 mismatch的型態，故雜交比例應當會大大下降，但

如何說明雜交比例降多低，因為在V18/MCH+T6+MB其還原峰值電流

值不明確，不能比較其相對雜交率。尤其在分離波峰電位相較下，

V18/MCH+T6+MB (超過300mV ]26317[ ,, +=−=∆ pcpp φφφ α )比

V18/MCH+T45 +MB (209mV ]92301[ ,, −=−=∆ pcpp φφφ α ) 更加不可逆；

並在氧化還原電流值而言，在加入嵌入劑(MB)之後，氧化及還原電

流值並沒有增大現象。上述電位差說明較V18/MCH+T45+MB更加不

可逆反應且加入MB電流值與原來雙股電流值相較下並沒有放大效

果。結果我們可猜測出雖有MCH能使雜交率提高並使MB有效放大其
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訊號，但是隨mismatch越多應會大量降低雜交比例，並會影響雙股

DNA結構更加不完全，嚴重影響亞甲基藍插入在DNA鹼基對中的

量，而幾乎沒有放大訊號。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖4-21為亞甲基藍插入在 6 Mismatch DNA之循環伏安圖 

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
 
 

4-6-4  完全不互補DNA之電化學測試 

在本實驗中，主要為驗證當雜交股為完全不互補時，其電化學訊

號應呈現跟V18時訊號一樣，因為理論上當雜交股在進行雜交完後，

會被緩衝液給洗掉，只剩下原來單股DNA，但是在V18+T16訊號反而

更不明顯原因為當T16股在進行雜交階段，會因氮-金鍵結而使雜交股

鍵結於單股與金電極空隙之間上，而使訊號峰值降低。  
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而V18+T16+MB會放大原因可能為MB吸附在單股之hydrophobic

處，而放大其訊號。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

圖4-22為完全不互補DNA之循環伏安圖  

( K3Fe(CN)6--5mM ; KNO3--100mM ) 
 

表4-2 Probe 16與Probe 18加入不同雜交股之可逆反應 

(1) Au V16 V16+T16 V16+T16+MB 

0MM reversible irreversible quasi-reversible reversible 

3MM reversible irreversible quasi-reversible quasi-reversible 

7MM reversible irreversible irreversible irreversible 

(2) Au V18+MCH V18+MCH+T18V18+MCH+T18+MB

0MM reversible irreversible quasi-reversible reversible 

4MM reversible irreversible quasi-reversible quasi-reversible 

6MM reversible irreversible irreversible irreversible 
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4-7 利用接觸角測量在金電極上不同單/雙股之特性 

由圖4-23中可看出當金電極表面上沒有DNA時，水跟金表面形成

疏水性，其角度逼近90度。當單股DNA種在電極時間越長(約在24小

時)，其角度會從85度降至30度左右，並可看出單股DNA約在種兩小

時過後在角度上將沒有太大變化，可間接說明單股DNA在金電極表

面上去的量約在兩小時達至短暫最大量，。 

 

由圖4-24中可瞭解DI water對於雙股DNA之影響，在量測過程當

中，我們可發現當金電極上覆蓋單股/雜交股DNA時，角度會從將近

85度降至25度，代表意義為當DNA在金電極時會形成一層親水性

DNA薄膜層；在之前每步驟都會用緩衝液清洗，但是在雙股DNA清

洗過程當中，若是清洗緩衝液只有水，會把雜交股部分洗掉，是猜測

因緩衝液沒有足夠正離子讓兩股DNA雜交，如果把清洗時間拉長，

從角度變化來看，又從25度回復到跟單股一樣40度，可想像金電極表

面最後只剩單股DNA存在。 
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圖4-23為單股DNA隨種在金電極表面時間之角度變化  
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圖4-24為DI water對單/雙股之接觸角度之變化  



 87 
 

4-8 利用石英晶體微量天平量測單/雙DNA間質量變化 

在實驗中敘述出當DNA覆蓋在金電極中，最大影響是電化學氧

化還原峰訊號被掩蓋掉，利用MB插入放大訊號來比較不同序列間訊

號差，在下列實驗中，利用QCM量測微量單股與雜交股後重量上差

別，加以佐證之前電化學實驗上數據。 

 
 

4-8-1 V16+T16 DNA之微量天平圖 

由下圖中可觀察出硫酸清洗過後金電極，其基頻FAu=8975661；

當金電極上覆蓋V16時，可發現頻率下降約190赫茲(FV16-FAu= 

8975848-8975661)，代表意義是V16股鍵結於金電極表面上，而使電

極震盪頻率減緩，振盪頻率衰減值計算出V16在金電極的量約202.92 

(ng)；當完全互補股進行雜交時，鹼基對靠氫鍵間(hydrogen-bonding)

鍵結，可發現頻率再次下降170赫茲(FV16-FAu=8975661-8975491)，代

表雜交股種上去的量約在181.56 (ng)，而雜交率粗估約90% [FT16-FV16 

/FV16-FAu=170/190(Hz/Hz)]。 
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圖4-25為bare Au+V16+T16之頻率變化圖  

 
 

4-8-2 V16+ T6 DNA之微量天平圖 

由下圖中看出硫酸清洗過後金電極，其基頻FAu=8965894；當金

電極上有覆蓋V16時，可發現頻率下降約127赫茲(FV16-FAu= 8966021 

-8965894)，代表意義是V16股鍵結於金電極表面上，而使電極震盪頻

率減緩，振盪頻率衰減值計算出V16在金電極的量約135.64(ng)；當有

3mismatch之T6進行雜交時，可發現頻率只下降66赫茲(FV16-FAu= 

8965894-8965828)，代表種上去的量約在70.488 (ng)，而雜交率降低

至約52% [FT6-FV16/FV16-FAu=66/127(Hz/Hz)]。 
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圖4-26為bare Au+V16+T6之頻率變化圖 

 
 

4-8-3 V16+*T16 DNA之微量天平圖 

由下圖中可看出硫酸清洗過後金電極，其基頻FAu=8978756；當

金電極上有覆蓋V16時，可發現頻率下降約97赫茲(FV16-FAu= 8978853 

-8978756)，代表意義是V16股鍵結於金電極表面上，而使電極震盪頻

率減緩，振盪頻率衰減值計算出V16在金電極的量約103.6(ng)；當完

全不互補之*T16進行雜交時，可發現頻率才下降4赫茲(FV16-FAu= 

8978752-8978756)，代表*T16種上去的量約在4.272(ng)，而雜交率粗

估不到5% [F*T16-FV16/FV16-FAu=4/97(Hz/Hz)]。 
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圖 4-27 為 bare Au+V16+*T16 之頻率變化圖 
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第五章　 結論 

 

1. S 與 Au 共價鍵結，最主要決定 S 鍵結在金電極表面上的因素是金

電極表面的潔淨度，潔淨度愈高則鍵結密度愈高；相反的，潔淨

度愈低則鍵結密度愈低。 

 

2. 緩衝液濃度配置與電解質濃度皆會影響 DNA 在金電極表面之

3
6)( −CNFe 的氧化還原的峰電流與峰電位。 

 

3. 單股 DNA 無法傳輸電子，但可靠靜電力吸附 MB 放大其電子訊

號；完全互補的雙股 DNA 不可傳輸電子，但未達可逆反應，需加

入 MB 後，才可經 DNA 鹼基對傳輸電子給 3
6)( −CNFe 做可逆反應；

若序列有 mismatch 的雙股 DNA，則電荷傳輸效果會大大降低。 

 

4. 在完全互補系統中，加入 MCH 後，可使兩股雜交率由 93%至

100%，可證明 MCH 有助於提高雜交率；在三跟四個 mismatch 系

統中，其雜交率達 60%左右；在六跟七 mismatch 系統中，因其還

原峰不能判斷，故雜交率不易判之，在完全不互補系統中，雜交

率更不易判斷。。 
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5. MB+很容易接在 DNA film 上，用 MB+來做 intercalator，可以促進

雙股 DNA 的電子傳輸。 

 

6. 電化學整體量測流程總共需花七之八小時便完成，比一般病毒檢

測縮短一半時間以上。 

 

7. 由 Probe 16 與 Probe 18 兩種序列得知，可推測當錯位超過 6 個以

上，其反應為完全不可逆；但介於 0 至 4 錯位，其反應式為半-可

逆反應；而 0 錯位則是屬於完全可逆反應。 
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