
計畫名稱：微型生物晶片渠道中 DNA 配對偵測 

之光學量測理論及實驗 

計畫編號：NSC90-2212-E-009-031 
執行期限：90 年 8 月 1 日至 91 年 7 月 31 日 
主持人：林振德 國立交通大學機械系 

 
中文摘要 

本計畫中我們建立一光學折射率之量測理論模式，並

設計一實際量測之實驗，用以偵測 DNA 於溶液中之配對情

況。在考量一般現有的生物晶片之設計後，我們使用一多

層膜之結構，其中膜的厚度及排列方式各有不同組合，受

測之試樣為其中之一層，將光源入射到此結構，依照各層

光學性質的不同，經過多重反射之傳輸過程後，會產生部

分反射、部分穿透和部分吸收的效果，當膜的厚度小到某

一程度後，干涉效應應被考慮。我們首先推導出多層膜結

構之光學反射率及穿透率的公式，用來描述光在不同的光

學折射率及厚度的情形下，能量傳輸的結果，再利用最小

平方誤差法，來進行光學折射率之逆運算分析。我們探討

不同參數變化對於光反射及光穿透之影響，以期在逆運算

分析時，能取得最佳的實驗量測組合。在實驗的部分，我

們利用建立的量測理論，偵測含有 DNA 樣品之試液在不同

的濃度及配對程度下之光學折射率，並探討此方法在生物

分子定量量測之應用性。關於 DNA 配對過程中雙鏈 DNA

之解離，我們採取熱學方式來加以控制。 

 

英文摘要 

In this study, we develop an optical transduction for 

detection of DNA hybridization. After considering existing 

biosensors, the physical model adopted is a multi-layer 

structure for the present study. The arrangement of layer 

sequences and thicknesses might be random, and the testing 

sample layer is included. Due to various optical properties of 

layers, there exist different degrees of reflection, 

transmission and absorption of electromagnetic energy with 

multiple reflections inside the multi-layer structure. 

Interference effect is considered as the layer thickness is 

small. We first derive the expressions for reflectance and 

transmittance of the multi-layer structure, which describe the 

energy transport under different combination of optical 

properties and thicknesses of layers. For inverse estimation 

of optical properties of a specific layer in the structure, the 

least squared error method is then utilized. Results of the 

inverse analysis should lead to an optimal design for the 

experimental measurements. The optical properties of DNA 

fragment solution in different degrees of hybridization are 

then measured in association with above-mentioned analysis. 

As to the controlling of DNA hybridization degrees, the 

thermal denaturation is utilized. 

 
前言 

生物晶片是利用生物反應過程中的質量變化、熱散

失、光吸收或反射等物理性質改變，藉由電化學、熱學、

光學等方法量測，並將訊號加以分析的裝置[1]。現今 DNA

生物晶片，以光學量測法最為普遍[2-8]，且具極佳的分

辨率（Specificity）及靈敏度（Sensitivity）。常應用

於 DNA 生物晶片的光學量測方法如下：  

一、螢光標籤法（Fluorescence）[2,3] 

將 DNA 分子以螢光元素（Fluorescent Compound）加

以染色，以配對時產生的螢光訊號量值，判定配對之結

果。最常用的螢光元素為 Ethidium Bromide（EB）[9]，

其對波長 510 nm 的光有很強的吸收力，且易與 DNA 分子

形成鍵結。在理想的狀況下，進行量測，可以達到 5〜

50 ng 的靈敏度，但對於 DNA 配對分析應用上，仍嫌不足。 

二、表面電漿共振（SPR）[4-6] 

表面電漿波（Surface Plasma）存在於薄金屬層與介

電材質層間的電荷密度波，當以 TM（ Transverse 

Magnetic）波形式的光源入射至此一結構時，在某特定入

射角或特定波長情況下，光波和電荷密度波產生共振，即

為表面電漿共振現象（Surface Plasma Resonance），換

言之，光的反射率會驟減。利用 SPR 所設計的生物晶片，



多以玻璃／金／待測生物分子溶液順序排列而成的層狀

結構為主，生物分子會吸附於金的表面上，造成界面的介

電常數改變，表面電漿共振的條件（入射角、波長）也因

而改變，藉著此一變化，我們便可檢測不同的生物分子及

其性質。運用 SPR 設計的生物晶片，在偵測酵素、抗原－

抗體作用或 DNA 方面，已有相當不錯的效果，但在低濃度

的情況下，由於待測物在金屬表面的覆蓋度不足，造成了

靈敏度的限制（約為 1 2pg/mm ），故 SPR 方法尚待突破。 

若能採取直接量測 DNA 在均勻溶液中的情況，並避免

標籤的方式，可以更精確的評估 DNA 的配對過程，因此我

們利用薄膜光學（Thin Film Optics）原理來進行量測。

當薄膜的光學性質及厚度改變時，對入射光而言會有不同

的反射率及穿透率。因此量測反射率及穿透率值，可逆推

出薄膜的光學性質，此原理的應用已有許多文獻可參考

[10-12]。將待測的 DNA 溶液視為一層膜，當 DNA 進行配

對時，會改變膜層的光學性質，因而對光有不同的反射率

及穿透率，利用此原理，便可對不同配對程度的 DNA 作光

學性質的估算。 

 

量測理論之建立 

我們使用標準石英液槽來容納 DNA 溶液，並作物理模

式之推導，如圖１。此結構共有三層，依序為石英液槽壁、

DNA 溶液、石英液槽壁。以 id 表示各層的厚度， in) 表示各

層的光學折射率，除溶液層厚度及光學折射率待測外，其

餘均可由文獻查得光學折射率的資料。以波長λ 的非偏極

化（Unpolarized）光源，從空氣以入射角θ 進入三層膜

結構，進行 DNA 配對程度之偵測。 

假設波長為λ 的光源，從空氣（ 0n) ）以入射角θ 進

入，依序經過石英液槽壁（ 11C dn) ）、DNA 溶液（ 22C dn) ）、

石英液槽壁（ 33C dn) ），再次進入空氣（ 4n) ）。當考慮薄膜

時，干涉效應應被列入，在本報告中，限於篇幅我們列出

厚膜之理論推導結果，即膜層厚度遠大於入射光源之波

長，忽略干涉效應。關於此系統之總反射率 totalR ,04 及穿

透率 totalT ,04 之推導，參考Elizaldle and Rueda及Heavens

的著作，首先求得從 0n) 到 2n) 層之反射率 02R 及穿透率

02T ，然後有部分的光會因反射而產生由 2n) 到 0n) 層的行

進方向，必須另求得一反射率 20R 及穿透率 20T ，如下所

示 

[ ]@B/)cosIm(4exp

@
1

@C
1

@
1

@C
1

1111

2
11210

12110
202

11210

2
1

2
1210

1220

2
11210

11201
022

11210

2
1

2
0112

0102

λϕπ dnA
ARR

ATTT
ARR

ATRRR

ARR
ATTT

ARR
ATRRR

))−=
−

=
−

+=

−
=

−
+=

同理我們可求得從 0n) 到 3n) 層之 03R 及 03T ，
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最後我們可求得整個 0n) 到 4n) 層之 04R 及 04T ，如下式所示 
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其中 1A 、 2A 和 ‚RA 分別代表光通過 1n) 層、 2n) 層和 3n) 層時

的能量衰減，上述表示式適用於垂直偏極化及水平偏極化

的光源。在考慮非偏極化光源的情況下，總體的反射率

totalR ,04 及穿透率 totalT ,04 為垂直偏極化及水平偏極化的平

均值，即 
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下標ｓ及ｐ分別為垂直、水平偏極入射光。 

利用特定入射角光源之反射率和穿透率推算特定膜

層之光學折射率的方法，本文將採用最小平方誤差法

（Least Squared Error Method）來進行。我們欲逆運算

的參數為厚膜之 DNA 溶液之光學折射率，亦即（ 22C kn ），

其他膜層的光學折射率及厚度為已知，入射光源的入射角

和波長亦可由實驗控制。定義一誤差函數 ε  
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i 代表不同的入射角及波長的情況， eiei TR ,,A 是由實驗所

量測到的反射率及穿透率， cici TR ,,A 則是由理論計算出的

反射率及穿透率。將不同情況下的實驗值和理論值分別定

義出Y 和 ( )βη 二個矩陣，如下所示： 
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式中 2n=β 或 2k ，因此可將誤差函數ε 寫成 
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欲求得最小的 ε 值時的光學常數，我們首先將 ε 分別對

22 , kn 微分可得到下式 
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令 )()( βηβ β∇=X ， 此 為 敏 感 矩 陣 (Sensitivity 

Matrix)，其中的元素稱為敏感係數，可改寫 εβ∇ 為 
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當 0=∇ εβ 時，ε 存在著最小值，亦即我們試著尋找一組

β
)
，使得 
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取 ( )βη
)
在某一點 b 的泰勒展開（Taylor Expansion） 
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代入上式，並加以整理，我們可得 
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此式將作為逆運算之迭代關係式，即 
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當迭代 k 次後， β
)
成為 ( )1+kb ，可表示為下式 
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繼續此迭代過程，直到相對誤差滿足收斂條件，即 
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式中α 為收斂條件， 1α 為避免分母為零之微小量。 

符合上述之收斂條件下，即可求出 DNA 溶液之光學折

射率，亦即（ 22C kn ）。 

 

實驗方法 

在此對實驗系統、樣品溶液配製以及實驗步驟做說

明。 

一、實驗系統 

實驗系統包含光學量測系統及溫度控制系統，如圖

２。光學量測的部分，藉由紫外線/可見光分光光譜儀，

配合石英樣品液槽，直接作垂直穿透率之量測。垂直反射

率之量測，我們將光學鏡片組合在可移動之板上，此板移

開時可量穿透率，移入時可量反射率，所有的鏡片皆是適

用於紫外光波段並以 45 度的入射角擺設，其中之分光透

鏡(Beam Splitter)，在入射光波長為 260 nm 時，可以產

生 50%之反射率及 50%穿透率。溫度控制的部分，是利用

Peltier 效應來加熱或冷卻石英液槽的外部壁面，並藉由

感測壁面溫度和設定溫度之差值，來調節加熱或冷卻的功

率。 

二、樣品溶液的配製 

針對實驗需求，我們以五十五組鹼基對的雙股 DNA

為樣品，使用二次水作為溶劑，配製出不同莫耳濃度的雙

股 DNA 溶液。我們所取得樣品質量相當微小，且存放於離

心管內，故注入 1000 lµ 的水配製成濃度較高的母液，再

由母液取得所須的樣品量，分裝於離心管內便於實驗取

用。 

三、實驗步驟說明 

首先使用紫外線/可見光分光光譜儀來對 DNA 溶液進

行光譜掃描，因 DNA 對紫外光具有較強的吸收性，且光學

折射率和入射光的波長具有相關性，故在紫外光波段內尋

找最易被 DNA 吸收的波長，作為進行其他實驗和理論分析

之用。在此固定波長下，對於不同濃度之 DNA 樣品液進行

反射率和穿透率量測，並利用溫控裝置加溫樣品改變其配

對程度，依照 25、35、45、55、65、70~90(間隔 2.5 Co )、

95、100 Co 的順序加熱樣品，並量測樣品之反射率和穿透

率。最後以逆運算來估算對應的光學折射率，觀察 DNA

在配對過程中，折射率和溫度變化的關係。 

 

結果與討論 

三層膜物理模式數值分析部分，假設入射光的波長為

260 nm 的情況下進行。此波長下，空氣折射率實部（ 0n ）

為 1.0、虛部（ 0k ）為 0，石英液槽壁折射率實部（ 1n 及

3n ）為 1.59478、虛部（ 1k 及 3k ）為 0。 

反射率及穿透率之討論 

由於在不同之入射角下皆有相似趨勢，所以我們以 0

度入射的情況來討論。 

圖３是針對樣品的 2k 等於 0 、 610− 及 510− 下， R 與

2n 的關係。在此情況中，可觀察到 R 對 2n 的變化皆會有

一極小值區域，當 2n 值逐漸遠離此區域時， R 會有增加

的趨勢。當入射角較小時，R 值會以極小值區域為中心，

對 2n 作對稱的變化，即在固定 2k 值下，除了極小值發生



的點上有一個 R 值對應到單一 2n 值，其它的區域內，一

個 R 值會對應到二個 2n 值。故在 2n 值靠近 1附近時，一

個 R 值對應到單一 2n 值的機會就會增加。總體來說，當

入射角度逐漸增加時， R 有增加的趨勢。 

圖４表示和圖３相同 2k 和入射角下，T 與 2n 的關

係。我們可以觀察到T 對於 2n 的變化，恰好相反於 R 對

於 2n ，會有一極大值區域，當 2n 值逐漸遠離此區域時，

T 會有減少的趨勢。在 2k 不同的情況下，T 值對於 2n 變

化的趨勢類似，但當 2k 增大到某種程度後，T 值會變成

0，使得T 與 2n 的變化無關。  

圖５針對樣品的 2n 等於 1.0、2.0 及 3.0 時，表示 R

與 2k 的關係。當樣品 2k 逐漸增加時， R 有降低的趨勢，

且會趨近一定值。其原因在於：當樣品 2k 繼續增加到某

種程度後，光線穿過樣品層到達第三層石英液槽壁時所產

生的反射光線，返回到第一層石英液槽壁前即會被樣品層

吸收完畢，在這樣的情況下， R 值相當於光源入射至單

一石英液槽壁層所造成之反射率，實際以程式進行計算比

對後，結果確實符合上述現象。在不同 2n 的情況下，R 對

於 2k 的變化大致相同。 

圖６呈現和圖５在相同的 2n 值和光源入射角度下，

T 對於 2k 的關係。我們觀察到當 2k 逐漸增加時，T 皆會

有降低的趨勢，最後減少到 0。不同的 2n 值對於T 與 2k 的

變化趨勢影響不大。 

關於 R 和T 對於 2n 和 2k 變化的反應程度，我們觀察

其對應之敏感係數並加以比較。從圖８到圖１１中，可以

知道 R 和T 對 2n 的敏感係數絕對值較對 R 和T 對 2k 的

值小很多，因此 R 和 T 的變化主要是肇因於 2k 的改變

上， 2n 的影響性相對較小。 

逆運算結果分析 

進行逆運算之目的，在於利用量測特定入射角光源之

反射率和穿透率，以最小平方誤差法來推算樣品層之光學

折射率。 

圖７為波長 260 nm 的光線，以 0度和 75 度角入射至

三層物理模式時，反射率和穿透率對於光學折射率實數部

分（ 2n ）、虛數部分（ 2k ）之輪廓線圖，從圖中可以發現，

某些反射率及穿透率組合下，對應之 2n 、 2k 會有二組，

亦即呈現前述多值函數之特性，意謂著進行逆運算工作

時，得出的結果可能不是唯一解，因此在迭代過程中起始

值選定，必須要針對樣品層之光學折射率作估算，方能收

斂至正確的答案。 

在圖中，反射率輪廓線的部分分布較鬆散，表示反射

率對 2n 和 2k 的變化較不敏銳，以實驗量測的角度來看，

反射率的誤差對於逆運算之精確度影響較大。在穿透率輪

廓線的分布方面，呈現較密集的情況，且穿透率主要是隨

著 2k 變化，對於 2n 的反應較弱，因此穿透率的量測，在

2k 方面達到較精準的答案，且相對於反射率之量測，穿

透率之量測誤差對於逆運算的結果影響將會較小。 

反射率和穿透率之輪廓線間的交角，也是影響逆運算

的因素，以入射角為 75 度的圖形為例，在 2k 較小的區域

附近時，反射率和穿透率之輪廓線呈現近乎平行的狀態，

逆運算在此區域進行時，容易造成多重解甚至發散的情

況，其它輪廓線交角較大之區域，較不會有此狀況，故進

行逆運算工作時，應儘可能避開輪廓線交角較小的區域。 

圖八至十一顯示不同之樣本對於穿透率和反射率敏

感係數之影響。綜合以上觀察反射率和穿透率輪廓線圖之

結果，發現影響逆運算結果的因素有三項：適當之起始值

給定、輪廓線之疏密程度、反射率和穿透率輪廓線間之夾

角。經評估後，基於逆算結果和實驗操作方便性，決定採

用垂直入射光源的方式進行反射率和穿透率之量測。 

實驗量測結果 

  反射率的量測部分，因受限於實驗儀器之光學鏡片組

合，因此本計劃中只能對穿透率部分做完整的實驗量測。

又，標準石英液槽之尺寸為 DNA 液層厚度 10mm，二層石

英液槽壁厚度皆為 1.25 mm。 

以濃度為 0.4 Mµ 的樣品液之實驗結果來討論，穿透

率對於溫度變化之關係，如圖１2中虛線部分所示。當 DNA

樣品液溫度逐漸升高時，穿透率值有降低之趨勢。其降低

的原因，是因單股 DNA 之光吸收性優於雙股 DNA，因此會

直接反映在樣品之折射率虛部值的變化上。藉由逆運算之

程式，假設樣品液之折射率實部值（ 2n ）為 1.3330，可

利用穿透率推算出樣品液之折射率虛部值（ 2k ），因此得

到樣品液 2k 對於溫度變化之關係，如圖１2中實線部分所

示， 2k 有著隨溫度升高而增加的趨勢。 

進行 DNA 的生物實驗時，需知道熔點溫度（Melting 

Temperature，簡稱 Tm），其定義為假設以熱裂解的方式

控制配對程度的過程中，雙股 DNA 有 50%的量裂解成單股



DNA 時的溫度。我們嘗試以實驗的結果，來估算樣品 DNA

的熔點溫度，DNA 之配對過程可由下面反應式來表示： 

BAAB +↔ 。 

式中 AB 代表雙股 DNA，A 和 B 代表單股 DNA。由於 AB 、

A 和 B 具有不同的折射率虛部值，所以假設 DNA 在不同

配對程度下之光學折射率虛部值，是由 AB、A 和 B 分別

所造成的效應累積而成，如下所示： 

@B))(1( ,,2 BssAssds kkxxkk +−+=  

式中 x 代表配對程度， dsk 代表 AB 之光學折射率虛部

值， Assk , 及 Bssk , 分別代表單 A 和 B 之光學折射率虛部

值。 

假設 DNA 在 25 Co 時完全配對(即 x=1)，100 Co 時完

全裂解（即 x=0），利用逆運算求出對應溫度下之 Tk ，可

以得到 dsk 及 BssAss kk ,, + 的值，將這二個值代入 2k 表示

式，配對程度 x 可表示為： 

( )
( ) @B

,,

,,

dsBssAss

BssAssT

kkk
Kkk

x
−+

+−
=  

將各溫度對應的 Tk 值代入，即可得到當時樣品之配對程

度，針對濃度為 0.4 Mµ 的樣品液評估，配對程度隨溫度

變化的關係如圖１3，將配對程度(x)和溫度(T)的關係，

利用最小平方誤差的方式找出不同階(Order)的曲線方程

式來近似，在比較曲線方程式的平方誤差和的大小後，以

9 階的曲線方程式，來代表配對程度(x)和溫度(T)的關

係，如圖１4。由此方程式的計算，可以求得樣品在不同

溫度下的配對程度，當溫度值為 77.00 Co 時，所估算出

之配對程度約為 50%，此溫度即為樣品之熔點溫度。 

 

結論 

在物理模式之數值分析下，發現穿透率對於樣品層之

光學折射率虛部之變化較為敏感，且其量測誤差所造成之

影響較小，所以量測穿透率對於評估樣品之光吸收特性較

有幫助，相當適合於探討 DNA 之配對過程；反觀，反射率

在本物理模式中對於光學折射率變化之敏感度較小，實驗

誤差所造成之影響較大，惟有藉由良好之實驗設置，方能

夠量測出精確的變化。 

進行 DNA 配對程度之量測時，由於反射率量測不易，

且在敏感係數分析時，發現樣品液折射率實部值之變化對

於反射率及穿透率造成之影響，遠小於虛部值，所以將樣

品液之折射率實部以水來近似，並量測穿透率來推算樣品

之折射率虛部值，亦可達到觀測的目的。 
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 圖１ 物理模式     圖２ 實驗系統示意圖 
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圖３ 樣品之折射率虛部  圖４ 樣品之折射率虛部 

在不同之值，反射率與樣  在不同之值，穿透率與樣 

品折射率實部值的關係   品折射率實部值的關係 
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圖５ 樣品的折射率實部  圖６ 樣品之折射率實部 

在不同之值，穿透率與樣  在不同之值，反射率與樣 

品折射率虛部值的關係   品折射率虛部值的關係 
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圖７ 光源以不同角度入射時，反射率和 

穿透率對於折射率實部和虛部之輪廓線圖 
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圖８ 樣品之折射率虛部  圖９ 樣品之折射率虛部 

在不同值下，反射率敏感  在不同值下，穿透率敏感 

係數與折射率實部值關係  係數與折射率實部值關係 
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圖１０ 樣品折射率實部  圖１１ 樣品折射率實部 

在不同之值，反射率敏感  在不同之值，穿透率敏感 

係數與折射率虛部值關係  係數與折射率虛部值關係 
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圖１2 穿透率及樣品折射率 圖１3 配對程度與溫 

         虛部對溫度的關係           度之關係 
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圖１4 九階曲線方程式 


