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細胞膜蛋白佔全部蛋白的 30％，為蛋白質體學計畫中的

研究重點。然而目前蛋白質相關的研究方法難以對細胞膜蛋

白做非破壞的檢測，也無法長時間對單一樣本做連續變化的

觀察。基於此，我們製作出以 ITO 為電極材料的生物晶片，

非破壞性的連續測量細胞的交流阻抗。在本研究中 MG-63

細胞株培養於自製的 ITO 玻璃晶片上，當細胞成長數目越多

時，電阻抗的變化量也越大，此與測量細胞活性之 MTT 法

比較，有極高的線性相關(R2=0.9883，p<0.005)。本研究亦進
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一步結合免疫染色的原理，將帶有奈米級金粒子的抗體連結

到細胞膜上 Integrin β1蛋白，當有越多的 Integrin 膜蛋白存

在時，細胞膜上被連結的金粒子也越多，此時會產生越大的

電阻抗變化；與螢光染色法之讀值比較，亦有良好的線性相

關(R2=0.9178，p<0.005)。本研究以較經濟的 ITO 晶片做為細

胞膜蛋白非破壞性之研究方法，並為將來藥物篩選、癌細胞

檢驗之應用性提供了初步的數據，但仍需要更多實驗佐證細

胞膜蛋白量測相關之結果。

關鍵詞：生物感測器、氧化銦錫、細胞膜蛋白、細胞電阻抗

量測
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Abstract

Title of Thesis：

Development of bio-chips for cellular-membrane-protein detection

- continuous impedance measurement by ITO di-electrode

Author： Chun-Yen, Lin

Thesis directed by： Dr. Haw-Ming, Huang （Associate Professor,

Graduate Institute of Oral Science, College of Oral Medicine, Taipei Medical

University）

Membrane proteins, about 30% of the total proteins, become the

major research topics of proteomic projects. There were many techniques

were proposed for membrane proteins investigations. However, a method

for continuous and long-term protein detection is still unavailable.

Accordingly, in this study, we developed an ITO-based biochip for

non-destructive membrane protein detection.

In our study, when MG-63 cells were seeded on the ITO-based glass

chips, a liner relationship was found when comparing with MTT assay

(R2=0.9883, p<0.005). Additionally, when Integrin β1membrane protein

were taken into account, there exist a liner relationship between cell

impedance and immuno-fluorescence intensity (R2=0.9178, p<0.005).

In conclusion, we developed a novel ITO biochip for non-destructive

membrane protein detection, and provided some preliminary results for
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future applications. It will be a useful tool for drugs discovery and cancer

cells testing. The results obtained from this study can be a useful

reference for future advance investigations on membrane-proteins

detection.

Keywords：Biosensor、 indium-tin oxide (ITO)、Cellular membrane

protein、Electric cell-substrate impedance sensing
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第一章、緒論

第一節、研究動機與重要性

在這後基因體(Genome)時代，蛋白質體(Proteome)的研究將會比

基因體研究更為龐大、複雜且具挑戰性，並已成為 21 世紀生物科技

最主要的研究趨勢。蛋白質除了在數量上遠遠超過已知的基因數之

外，在研究方法上，其容易碎裂、易改變的特性增加了蛋白質在發現

與分析上的困難。在分析方法上，蛋白質的定量分析必須先以二維膠

體電泳(2-dimensional gel electrophoresis)進行蛋白質的初步分離，再配

合高效能液相層析儀(High Performance Liquid Chromatography, HPLC)

進行純化，最後再利用分子質譜儀(MS)或多重質譜儀(MS/MS)做蛋白

質的胺基酸序列分析。而這些分析方法所需要的儀器與耗材均非常昂

貴且耗費時間。此外，二維電泳不易辨識出特定的蛋白質也是一大問

題，這些特定的蛋白質包括膜蛋白、高度鹼性或高度酸性的蛋白以及

產量稀少的蛋白，其中尤以膜蛋白之研究與分析的難度最高，這是因

為當它們從膜上純化出來以後就無法維持其三度空間結構並行使其

正常功能，因此雖然細胞膜蛋白為蛋白質體計畫中研究的重點，但其

分析方法仍然受到限制。

對於蛋白質研究中已知的蛋白質種類，可以利用單株抗體

(Monoclonal antibodies)以免疫的方法對該蛋白質做標示或進一步的
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定量。雖然這種方法已經發展得相當成熟，並已大量運用在各種蛋白

質相關的檢測與研究上，但在蛋白質的抗體分析中，對細胞都有侵入

性及破壞性，不是需要將細胞穿孔就是要將細胞打破，所以在時間相

關(Time dependent)的細胞實驗中，細胞必須培養成多盤的形式，不同

時間點的實驗數據取自不同盤的細胞。例如：每天一個樣本做七天觀

察，就需要培養七盤細胞，每天取不同盤的細胞進行測試。而為了消

除不同盤細胞間的差異，每一組細胞還要以多重複樣品數來加以分

析，這不僅使分析時間拉長，也增加了誤差的機會。在現有的方法上，

利用共軛焦點顯微鏡進行細胞的螢光分析，雖然在相當程度上可以做

到連續、即時(Real time)的量測，但其價格昂貴、處理步驟繁雜，而

且此所謂的連續量測也僅限數小時而已。因此追求長時間(達數天或

數週)非破壞性的蛋白質測量方法，以能在同一個樣本中真正做到連

續的量測，也就是可以對同一盤細胞做無限制時間點的觀察，一直是

生物技術上的一大挑戰。若能達到這個目的將可以對細胞上蛋白質的

變化做較佳的監測，無論是研究蛋白質短時間的或長時間的變化都可

以連續記錄，且做到減少人為誤差、節省時間、降低實驗的成本。

有鑒於目前通用的許多實驗方法都將對細胞造成傷害，無法對單

一樣品做長時間的監測，因此近年來發展出一種利用不具傷害性的微

小交流訊號來偵測細胞，其可以連續記錄細胞生長於電極上的行為。
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這種方法也已經實際應用在許多不同種類的細胞上，在細胞株(Cell

line)或是初級培養(Primary culture)的細胞實驗中，已證實可以非破壞

性的對細胞行為做連續性的量測，但是到目前為止並無法對細胞蛋白

質做量測。

綜合以上幾點，細胞膜蛋白的研究在蛋白質體學中佔了重要的角

色，以傳統的實驗方法不只昂貴、費時且難以對膜蛋白做研究，因此

尋找一個新的實驗方法，可以對細胞做到非傷害性、非破壞性，而且

可以降低人為誤差、節省時間、減少實驗成本，這種新的方法將會是

蛋白質體學中的一大突破。

第二節、研究目的

本研究之目的為研發一種量測細胞膜蛋白的生物晶片。針對貼附

生長的哺乳類細胞，利用非破壞的方式對細胞膜蛋白做連續的量測，

並可連續觀察細胞膜蛋白的變化。

第三節、研究假設

在目前生物晶片的研究上，氧化銦錫(Indium-Tin Oxide, ITO)因為

它的透明、細胞相容性、售價便宜等優良特性，漸漸取代傳統以金、

鉑等貴金屬材料所做的電極。也因為取得容易與製程簡單，而在生物

感測器的研發上被廣為利用。
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在本研究中，細胞膜蛋白生物晶片，係在氧化銦錫(ITO)導電玻璃

上製作出特殊規格的感測雙電極，再將貼附生長的哺乳類細胞株培養

於其上，使細胞成為此感測電路的一部份。由於細胞具有高阻抗的特

性，因此當細胞數目越多則電路中的阻抗也越高，並可據此做為細胞

增殖、死亡的依據。此外，細胞在細胞膜上會表現許多蛋白質，諸如

離子通道、蛋白質受器、細胞標記、酵素等，以這些膜蛋白為研究對

象，皆可由特定的單株抗體辨識結合，進而利用帶有奈米級金粒子的

二級抗體標示已結合特定膜蛋白的一級抗體<圖 1>。利用導電能力的

差別(電阻係數：Au = 2.4×10-6 Ωcm；ITO ≒ 2×10-4 Ωcm；Cell ≒ 140

Ωcm)，金粒子優於 ITO 電極及細胞，所以當細胞膜上有連結上金粒

子時，此待測電路的阻抗特性也會隨之改變，藉由偵測此電阻抗的變

化，可進一步對此特定蛋白做定性或定量分析。並可從連續的觀測中

了解此膜蛋白的變化。

第四節、名詞界定

1. 蛋白質體學(Proteomics)

自從 1990 年人類基因體研究計畫(Human Genome Project, HGP)

開始以來，經過十幾年的基因體浪潮，在 2003 年人類基因體序列完

全解碼完成後可以說是達到了一個高峰。然而其序列中蘊藏的基因數
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量不如當初所預期的十萬個基因以上，卻僅有 3 萬到 4 萬個有限的基

因而已，可見還有更多的資訊潛藏。

基因是由四種鹼基分子排列組合而成的密碼，經由轉錄

(DNA→mRNA)及轉譯(mRNA→Protein)製造出一個個具有不同功能

的蛋白質，這也是分子生物學的中心定律(DNA→mRNA→Protein)，

在這些過程中富含了複雜的變異機制，使得 3 萬到 4 萬個有限的基因

可以生產數量龐大的蛋白質，而這些蛋白質才是真正具備實際功能的

單位。在這個後基因體時代，接下來要研究的是針對如此眾多的蛋白

質，進行胺基酸序列的分析、蛋白質的分類、蛋白質與蛋白質之間交

互關係的研究等等…，而這門學問就是－”蛋白質體學(Proteomics)”，

或稱為功能性基因體學(Functional genomics)。

在每一個個體中基因體是固定的，我們全身上下所有的細胞都擁

有相同的基因體，而位於不同位置不同組織的細胞，卻依其功能及生

長條件不同而表現著不同的蛋白質，具有不同的蛋白質體。因此，蛋

白質體的研究將會比基因體研究更為龐大、複雜及挑戰性，並已成為

21 世紀生物科技最主要的研究趨勢。

2. 細胞膜蛋白(Membrane proteins)

細胞膜是細胞的自然屏障，也將不同功能的部位做好了區分和隔
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離，也因為如此，細胞膜扮演了細胞內與環境溝通的重要角色。鑲嵌

於細胞膜上的膜蛋白(Membrane proteins)佔了全部蛋白的 30%，負責

訊息傳遞、細胞標示辨識、細胞連結、離子通道及物質的輸送等重要

的功能。

3. 免疫染色(Immunostain)

對於蛋白質研究中已知的蛋白質種類，可以利用單株抗體

(Monoclonal antibodies)以免疫的方法對該蛋白質做標示或進一步做

定量。然而這種方法已經發展得相當成熟，並已大量運用在各種蛋白

質相關的檢測與研究上。細胞免疫螢光染色(Immunocytochemistry)是

利用第二級抗體上所帶的螢光物質標示出蛋白質的位置，在螢光顯微

鏡下觀察蛋白質的分佈情況，或以共軛焦顯微鏡(Confocal Microscopy)

做精密的影像掃描，而這種染色也可以利用不同顏色的螢光物來標示

不同的蛋白質，做位置分佈的比較。西方墨漬法(Western blot)則是利

用第二級抗體上帶的過氧化氫酶來使受質呈色，經蛋白質膠體電泳

(SDS-PAGE)後將蛋白質轉印在轉漬膜上進行免疫染色，可分辨該類

蛋白質所在的分子量，若再經由影像分析可以做初步的定量。酵素免

疫分析法(ELISA)在多孔盤中使用帶酵素的抗體，對不同樣本做蛋白

質的分析，當蛋白質越多則呈色越濃，最後以光度計(如 ELISA reader)
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做顏色的定量。放射免疫分析(Radio Immuno Assay, RIA)則利用抗體

上帶同位素放射源，並使用α或γ計數器進行定量分析。

4. 交流阻抗分析

細胞由細胞膜(Cellular membrane)所包覆。細胞膜的主要組成是

磷脂質(Phospholipid)構成的雙層結構。磷脂質有一親水的頭部及一個

疏水的尾部，在構成細胞膜時，兩個脂質的親水端頭部分別面向細胞

外液及細胞內液，而兩個疏水端尾部則介在中間，形成雙層磷脂質

(Phospholipid bilayer)。由於離子無法自由通過脂質雙層，所以導電度

很低，一般而言其導電係數約在 10-6 S/m 的範圍。由於細胞膜中脂質

雙層的厚度很小，因此可以提供大約 20 μF/cm2 的電容量，所以對細

胞膜而言，其介電性質的重要性大於其導電性質。由於細胞膜具有電

容特性，因此直流或低頻交流電流不易通過，但可以容許高頻交流電

通過(交流耦合)。細胞內包括細胞核、粒腺體等胞器均外覆有一層膜，

這層膜的構造與細胞外膜類似，因此細胞內胞器亦具有「隔離直流耦

合交流」的特性。

在實際應用上，通常以組織為單位來作為呈現生物材料的電學特

性。這時我們可以把一個組織的交流阻抗表示成：

Z ＝ Z’－ j Z” 
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其中，Z’為生物組織的電阻抗值，而 Z”為電容抗值，其公式的意義

是：一個組織的交流阻抗是生物組織的電阻性阻抗與電容性阻抗的聯

合表現，因此一個組織在特定的電流頻率下，可以在以Z’為橫軸，-Z”

為縱軸的複數座標平面上對應到一個點。

基於分析上的方便與需要，有許多組織與細胞的等效電路模型被

發展出來。因為不論是細胞膜或細胞內外液均有非理想性的電學特

性，因此細胞膜或細胞內外液在此等效電路上所扮演的角色均須考慮

其電阻性與電容性。細胞內外液保有電解質導體的特性可以視為一導

體，這時電阻為重要參數；細胞膜近乎理想的介電特性，並在等效電

路上扮演電容器的功能。(黃豪銘, 醫用電子學)

5. ECIS (Electrical Cell Impedance Spectroscopy)

由諾貝爾物理獎得主 Giaever 和 Keese 所建立的一種細胞分析方

法。利用電學的方式來測量細胞行為，是一種非破壞性的細胞行為連

續偵測方法。在操作上是以微小的正弦交流信號偵測貼附於微小金電

極上的細胞，且藉由鎖相放大器(Lock-in amplifier)做雙電極的阻抗量

測，並連續記錄細胞電阻與電容抗的變化。因為細胞具有電阻性，因

此細胞越多則電阻值越大；而相反的，當細胞數越多總電容量就越小。
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6. ITO 玻璃

氧化銦錫(Indium-Tin Oxide, ITO)擁有導電性、化學穩定性、高可

見光穿透率、高紅外線反射率等特性，是現代最廣為使用的透明導電

材質，其可為粉末、漿料或靶材及薄膜材料。ITO 玻璃即是在原本不

導電的母玻璃基板上，鍍上一層均勻透明且可導電的氧化銦錫。在工

業上常被做為平面顯示器(如液晶顯示器、電漿電視、OLED 等…)面

板的重要零組件，其他方面也可以應用在高層建築節能玻璃、飛機.

汽車等交通工具防霧防霜風擋、太陽能電池及收集器、烘箱等的隔熱

材料或加熱板的集熱材料、氣體敏感材料等…。

7.鎖相放大器(Lock-in amplifier)

鎖相放大器是用於測量微弱週期性信號的儀器。這些微弱信號可

以小至數奈伏特(nV)，即使隱藏在大它數千倍的雜訊當中，亦能精確

的測得。鎖相放大器是利用所謂”相位靈敏偵測”(phase-sensitive

detection，PSD)的技術以取得具有特定頻率與相位的信號，而不同於

此頻率的其他雜訊則被抑制下來，使輸出訊號不受雜訊影響。而許多

鎖相放大器亦提供波形產生器作為調制電壓源以及作為內部參考信

號之用。

許多高階的鎖相放大器中具有兩個 PSD，且使參考信號進入此二
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者時相差 90°相位，則兩者的輸出將分別為V Cos(θ)信號與V Sin(θ)

信號。我們稱前者為 X 輸出(或'in-phase' component)，後者稱為 Y 輸

出(或'out-of-phase' component)。
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第二章、文獻回顧

第一節、細胞行為的連續偵測

有鑒於許多實驗的方法都將對細胞造成傷害，因此無法對單一樣

品做長時間的監測，所以非破壞性、可以連續偵測細胞狀態的感測方

式或裝置非常有其必要，但卻不多見且仍有限制。基於此，諾貝爾物

理獎得主Giaever在 1984年和 Keese共同提出了一套稱為細胞阻抗分

析(Electrical Cell Impedance Spectroscopy, ECIS)的方法，利用電學的

方式來測量細胞行為。他們利用 4000Hz 正弦交流信號偵測貼附於微

小金電極上的細胞，且藉由鎖相放大器(Lock-in amplifier)做雙電極的

阻抗量測，並連續記錄細胞與電極介面所產生的電阻與電容抗。他們

發現在使用金電極材質或施加電場之下都對細胞沒有影響，細胞無論

在貼附、伸展、生長上都一直表現正常(Giaever and Keese,1984)。此

外，在連續的細胞量測紀錄中，細胞總電阻值確實會隨細胞生長的密

度而增加。近年來隨著儀器技術的進步，許多學者曾嘗試著使用不同

的阻抗量測法對細胞進行分析，也有著相同的發現(Xing et al.,2005；

Yeon and Park, 2005；Guo et al.,2006)。而在細胞阻抗分析的連續記錄

中，甚至可以記錄到細胞在微小金電極上遊走所產生的微小信號變動

(Giaever and Keese,1984)，利用這些微小電阻抗的變動，可以作為即

時(Real time)觀察細胞微小移動的依據，當細胞運動性越強，信號的
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變動也越大，其偵測的靈敏度可達 1nm (Giaever and Keese,

1991,1993)。

在電極設計上，傳統的細胞阻抗分析將金電極設置在塑膠(PS)培

養盤上，其中又分為一個微小的偵測電極和一個較大的計數電極。研

究發現如果將此二電極改為兩個等大的電極將會無法測量到細胞的

變化(Giaever and Keese,1991)。另也有學者使用鉑製作兩個等面積的

指狀電極 (IDES)，成功地連續偵測細胞的貼附行為 (Yeon and

Park,2005；Xing et al.,2005；Nguyen et al.,2004)。這表示在細胞阻抗

量測分析時，電極的形式與大小對量測結果有很大的影響。而近年來

有越來越多的研究嘗試利用不同的電極形式設計來達到持續量測的

目的，這類研究已漸成為此一領域的另一重點(Yeon and Park,2005；

Xing et al.,2005；Nguyen et al.,2004)。

在電極表面的處理上，傳統的細胞阻抗分析晶片是在金電極上塗

佈一層光阻物質來進一步限制金電極的有效面積，也因為細胞對電極

的貼附性亦是影響細胞阻抗量測的因素之一，為了達到這個目的，最

後在電極上塗附一層蛋白質來幫助細胞的貼附(Wegener et al.,2000)

是最普遍的做法。而近年來細胞阻抗分析已不再侷限於細胞數目的行

為分析，進一步在晶片上加入多功能的感測器來記錄環境的變數，如

酸鹼感測器(pH sensor)、氧氣感測器(pO2 sensor)和溫度計等，提供更
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多細胞生長代謝的訊息之方法亦被提出(Ehret et al.,2001；Henning et

al.,2001；Otto et al.,2004)。然而這些電極的製作成本都很高，而且在

製程上也頗為繁雜。

在測量的方法上，上述分析大都以交流訊號來做阻抗的量測，這

是因為細胞膜如同電容器一般有隔離直流耦合交流的特性，因此必須

使用交流訊號來對細胞進行量測。其中傳統的細胞阻抗分析是以 1V

的正弦交流信號通過一個1MΩ限流電阻串聯到細胞待測電極，這使

得流經細胞的電流將會被控制在 1μA以下，再藉由鎖相放大器量測

細胞樣本兩端的微小電壓進一步做分析(Giaever and Keese,1991)。也

因為其測量電路中的電流小於1μA，且所需的測量時間極為短暫，因

此對細胞正常的生理並無影響，所以可以視為一種非破壞性的細胞行

為感測器，也可以連續觀察哺乳類細胞形態的改變 (Giaever and

Keese,1993)。此外，也有學者使用電感-電阻-電容計(LRC-meter)取代

鎖相放大器來量測電阻值及電容值(Ehret et al.,1998)。

因為細胞膜的電容特性使得細胞阻抗對通過的電流頻率極其敏

感，因此選擇適當的測量頻率亦是細胞阻抗分析中成功與否的一大因

素。傳統的細胞阻抗分析對於電阻值的量測在使用 4kHz 的交流電流

偵測時有最大的靈敏度，而電容值的測量則以 40kHz 的交流電流有較

大的變化量。在上述的電流頻率下，隨著細胞貼附的數量增加，電阻
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值的測量確實會隨之上升，而電容值則會下降。且細胞數的變化反應

在電容值的變化較之在電阻值的變化上有較好的線性關係(Wegener

et al.,2000)。

在應用上，目前細胞阻抗分析已被利用在細胞貼附、細胞運動、

化學刺激或藥物作用等細胞實驗中(Keese and Giaever,1994)。在一些

電穿孔的實驗中，甚至使用較高的電壓來達到細胞膜穿孔的目的，再

以小電壓對細胞行為做連續性的觀察(Ghosh et al.,1993)。在這類實驗

中多使用 5V 的電壓將微小電極上方的細胞做電穿孔使細胞死亡，在

單層培養的細胞中形成人工的創傷，藉由這個方法可用來觀察細胞創

傷復原的能力(Wegener et al.,2002；Keese et al.,2004)。近年來因為細

胞阻抗分析技術的成熟，已被廣泛的應用在：細胞間的邊界功能

(Tiruppathi et al.,1992；Moy et al.,2000)、PGE2/cAMP 對細胞形態的影

響(Smith et al.,1994；Reddy et al.,1998)、一氧化氮與血管增生素誘導

創傷的癒合 (Noiri et al.,1997,1998)、物理性水流刺激表皮細胞

(DePaola et al.,2001)等細胞研究中，作為非破壞性檢測的工具。

在研究的細胞種類中，細胞阻抗分析已經實際應用在許多不同的

細胞上，例如：纖維母細胞(fibroblast)(Giaever and Keese,1984,1991；

Ghosh PM et al.,1993；Smith et al.,1994；Reddy et al.,1998；Nguyen et

al.,2004；Xing et al.,2005)、上皮細胞(endothelial cell)(Tiruppathi et
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al.,1992；Lo et al.,1995；Noiri et al.,1997,1998；Moy et al.,2000；Wegener

et al.,2000；DePaola et al.,2001；Keese et al.,2002)、星狀細胞

(astrocyte)(O’Connor et al., 1993)、腎細胞(kidney cell)(Wegener et

al.,2002；Keese et al.,2004)、肝癌細胞(Yeon and Park,2005；Guo et

al.,2006)、表皮性癌細胞(Yu et al.,2006)等，這些細胞包括細胞株(Cell

line)或是初級培養(Primary culture)的細胞，其均已被證實可以非破壞

性地連續量測。雖然細胞阻抗分析已被應用在許多細胞研究中，但在

細胞蛋白質的量測上仍無相關的報導。

第二節、電學生物感測晶片之概況

目前以電學方法進行量測的生物感測晶片大致可分為兩類，一類

為 DNA 片段的感測器；另一類為測量蛋白質的免疫晶片。

在 DNA 片段感測器中，學者們在電極上設計不同的連結物來抓

取 DNA，並以電化學阻抗分析的方法研究與電極表面連結的 DNA。

利用貼附在銀電極上的 Avidin 偵測帶有 DNA 片段的 Biotin(Yan and

Sadik,2001)；將 DNA 片段連結在金電極上作偵測(Long et al.,2003)

等，這些研究皆發現，當與電極介面連接的 DNA 分子量越大時，所

量測的電阻也越大。另也有利用 DNA 可以連結到金表面的特性，使

加入的金粒子連接在金電極之間形成通路(Shiigi et al.,2005)；或使用
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帶有金粒子的 Avidin，在銀電極之間接上帶有 Biotin 的雙股 DNA，

造成阻抗降低(Möllar et al.,2005)。然而連接金粒子的這兩種方法中，

當與 DNA 連結的量越多時，所量測到的電阻反而會越低。

關於免疫晶片，主要是利用抗原抗體特異性結合的原理來對蛋白

質做量測，其方法是將抗原蛋白塗佈在半導體表面，以測量其電容特

性的改變。研究結果發現當抗原抗體結合時，電容的測量值將會下降

(Berney et al.,1998)此外；也有在導電性高分子表面接上抗體，以測量

抗原抗體結合後導電性的變化，研究發現也發現隨著待測抗原濃度的

增加，導電度的變化也越大(Kanungo et al.,2002)。

而這些檢測晶片的樣本皆需取自於 DNA 的萃取液或蛋白質的萃

取液，樣本的準備如傳統的檢測方法，都需先將實驗細胞破壞，所以

還是難以對單一樣本做連續性的測量。目前電學量測的分析方法，在

活細胞蛋白質表現的研究中仍未有報導。

第三節、ITO 在生物醫學的研究

ITO 在工業上原為平面顯示器與觸控面板等的重要零組件，但生

物學家也發現 ITO 與細胞之間有很好的相容性，所以開始有以 ITO

取代金、鉑這類貴金屬來做細胞電刺激的相關實驗 (Wong et

al.,1994；Aoli et al.,1996；Qiu,1998)，更有學者比較金、鉑、ITO 所
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製作的神經晶片，結果發現在 ITO 電極表面，神經細胞可以生長且

發展出類似突觸的結構，神經細胞的生長椎也可與 ITO 電極表面緊

密結合(Bieberich and Guiseppi-Elie,2004)。另一方面，在 ITO 施以強

電場導致細胞破壞的實驗當中，發現在 20V 以上的脈衝對細胞有明

顯的生理影響，在 70V 以上的脈衝則有明顯細胞死亡的情況，此研

究指出與金、鉑相較，ITO 本身的導電性雖然比較差，但因為價格

便宜且具有可拋棄的特性，可以降低細胞電極晶片的製作成本

(Tomai,2003)。

因此近年來 ITO在生物醫學領域已被使用做為各式感測器的電極

材料，諸如：神經細胞晶片(Neurochip)(Bieberich and Guiseppi-Elie,

2004；Buitenweg et al.,1998；Kimura et al.,1998；Schmidt et al.,1997)、

細胞電刺激實驗(Cell electrical stimulation)(Wong et al.,1994；Qiu et

al.,1998；Kojima et al.,1991)、電泳晶片(Capillary electrophoresis)(Hsieh

and Whang,2006)、蛋白質晶片 (Protein microarrays)(Yamamoto et

al.,2002；Liron et al.,2002；Konry et al.,2005；Cummins et al.,2006)、

基 因 晶 片 (DNA biosensor) 等 晶 片 的 電 極 材 料 (Armistead and

Thorp,2001；Lee et al.,2003,2005；Pan and Rothberg,2005；Arora et

al.,2006)與許多電化學生物感測器(Electrical chemistry biosensors)的
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電極材料(Mitsubayashi et al.,2003; Chaubey et al.,2003；Sharma et

al.,2004)，由此可見 ITO 玻璃的應用已不侷限於工業，其已成為生物

晶片感測器材料的明日之星。

其中 ITO 透明的特性尤其很適合用於細胞實驗中，此特性可方便

在光學顯微鏡下觀察細胞的形態。早期學者的應用還未在 ITO 上加入

電場，將 ITO 蝕刻成網狀的座標格，藉由製造的網格刻度在顯微鏡下

觀察中樞神經細胞的形態，如長度、大小等。此研究指出 ITO 網格經

過六個月重複的使用後，並無偵測到有任何細胞毒性(Lucas et al.,

1985)。在加入電場的實驗觀察中，將細胞培養在 ITO 表面與一般塑

膠培養盤上比較，無論是否有在 ITO 上施加電場，DNA 的合成量在

各組都無顯著的差異。也說明了在電流密度 20μA/㎝ 2下並不會影響

纖維母細胞的貼附、伸展及生長(Wong et al.,1994)。在顯微鏡下觀察

細胞生長於 ITO 表面的情形中，也發現細胞對 ITO 有相當好的貼附

性(Aoki et al.,1996)。除了藉由 ITO 做為細胞電刺激的電極或作為觀

察細胞貼附行為的材料以外，其也被利用在觀察細胞外觀形態與蛋白

質的表現上(Qiu,1998)。
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第三章、材料與方法

第一節、 細胞培養

1. 藥品配製

1.1. 細胞培養基

本研究使用 DMEM（Dulbecco’s Modified Eagle Medium）/High

Glucose 培養基(SH30022.02, HyClone Co., Utah, USA)，其中含有 10

％已經加熱去活化的小牛血清 (Bovin calf serum)(SH30073.03,

HyClone Co.)和 1％ 10000 unit/mL 的 Penicillin and Streptomycin

solution(SV30010, HyClone Co.) ，在經過 STERITOP™ 0.22μm 

membrane (SCGPT05RE, MILLIPORE Co., MA, USA)的抽氣過濾後

冷藏於 4℃備用。

1.2. PBS（phosphate-buffered saline）

磷酸鹽緩衝液(PBS)是作為細胞清洗或藥品稀釋的溶液，其為每公

升去離子水(DI water)中含有 0.2 克的 KCl、0.24 克的 K2HPO4、0.14

克的 Na2HPO4及 8 克的 NaCl，經過飽和水蒸氣、121℃、1.2 kg/cm2

之高溫高壓滅菌 20 分鐘後，冷卻且冷藏於 4℃備用。
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2. 細胞選取

本研究採用 MG-63 細胞株(BCRC No.60279, 國家衛生研究院細

胞庫)，來源是人類骨肉瘤(osteosarcoma)，其為具有許多骨母細胞

(osteoblast)特徵的類骨母細胞，包括擁有表現鹼性磷酸酶(alkaline

phosphatase)等特性。

MG-63所使用的培養基為含有 10％胎牛血清與 1％抗生素的 high

glucose DMEM 培養基。並置於 37℃，5％的 CO2細胞培養箱中。繼

代培養可使用胰蛋白酶(Trypsin-EDTA)(Sigma T4174, Sigma-Aldrich

Co., MO, USA)來進行。

3. 繼代培養方法

細胞在生長時，會有生長曲線的表現，當細胞生長至高密度時，

會造成生長空間過小、培養液的養分不足、細胞的廢棄物過多等，細

胞將會趨向死亡的路徑。所以，當細胞在培養皿裡達到近八成飽和狀

態時，必須將細胞行以繼代培養（sub-culture），以確保細胞可以繼

續維持生長。

我們以胰蛋白酶(Trypsin-EDTA)來進行繼代培養，胰蛋白酶可將

細胞周圍的蛋白質分解成片段，使細胞可以從培養皿上脫落，經過減

少細胞濃度後再繼續做新的培養，以達到細胞繼代培養的目的。
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10 ㎝培養皿之繼代步驟如下：將舊的培養液吸去後，使用10 mL

PBS 緩衝溶液清洗細胞並將清洗液吸去，此清洗步驟可重複2~3次。

加入1 mL的胰蛋白酶使其均勻擴散，並輕拍培養皿底部幫助細胞的脫

附，放入37℃培養箱中讓胰蛋白酶作用2分鐘，之後以顯微鏡確認細

胞是否完全呈現懸浮狀態。將細胞懸浮液均勻混合，並移除0.75 mL

的細胞懸浮液，最後加入10 mL的新鮮培養液至培養皿中，均勻混合

且移除氣泡，並置於37℃、5％的CO2細胞培養箱中作繼續的培養。

於接種24小時後，即細胞已完成貼附，此時將培養液做更換。並

於之後每兩天更換一次細胞培養液。
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第二節、晶片的製作及實驗設備

1. ITO 玻璃晶片之設計與製作

1.1. 晶片本身

本研究使用 350.0×300.0×0.5 mm(L×W×H)的 ITO玻璃 (GemTech

Optoelectronics Co., Taoyuan, Taiwan)為基材，此玻璃母基板上，已濺

鍍完成一層厚約 2600 Å 的 ITO 薄膜，表面電阻值約為5 (Ω/sq)，經表

面拋光後可見光穿透率≧80％。

ITO 玻璃晶片的大小設計為(76×28 mm)與一般玻片規格相同，電

極的形式將被設計成許多不同的規格及樣式。等面積平板間隙電極

(Gap electrodes)，其間隙又分為 0.05mm、0.1mm、0.2mm、0.4mm、

0.5mm、0.6mm、0.8mm、1mm、2mm、4mm、5mm、6mm、8mm、

10mm 等，如<圖 2>；成對趾狀電極(Interdigital electrode structures,

IDES)，其線寬及間距又分為 0.05mm、0.1mm、0.2mm、0.4mm，如<

圖 3>;趾狀十倍間隔電極，其線寬又分為 0.05mm、0.1mm、0.2mm、

0.4mm，如<圖 4>；趾狀十倍大小差距電極，其小電極之線寬及間距

又分為 0.05mm、0.1mm、0.2mm、0.4mm，如<圖 5>。另外也在晶片

側邊設計線路接觸片(Fingers)可與邊接頭(Edge Connector)拔插做連

結<圖 6>，電極圖案藉由 CAD 軟體繪製並製做成光罩(Photo mask)<

圖 7>
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在財團法人國家實驗研究院-儀器科技研究中心(ITRC)，我們利用

光微影技術(photo-lithography)將 ITO 玻璃晶片製作出來。首先將 ITO

玻璃裁切為 90×80 mm 長方，清洗並置於加熱板(hot plate)上 100℃乾

燥 10 分鐘<圖 8A>。ITO 玻璃經離心塗佈機(spin coater)將光阻(photo

resist)(AZ 6112, AZ Electronic Materials Taiwan Co., Ltd.)塗佈在 ITO層

的表面<圖 8B>，經加熱板 90℃軟烤 5 分鐘，去除光阻大部分溶劑，

增加和晶片的附著力<圖 8C>。將預先製作完成的光罩利用光罩對準

曝光系統(Mask Aligner System)(MA6, Karl Suss, Germany)將設計好

的線路圖形投影在晶片上<圖 8D>。我們使用的是正光阻，在顯影

(development)過程中，顯影液(KTD-1, Kemitek Industril Co., Hsinchu,

Taiwan)將經過光照分解的光阻層除去，保留未曝光部分的光阻層可

以保護底下的 ITO<圖 8E>。經 120℃將光阻中樹脂成分烤硬<圖 8C>，

以利於後續蝕刻處理。蝕刻以 ITO 蝕刻液(EG-462 ITO Etch, eSolv

Technology Co., Taipei, Taiwan)蝕刻無光阻保護的 ITO 部分<圖 8F>，

最後以丙酮移除剩餘的正光阻部分， 如此已完成 ITO 的電極在玻璃

母基板上的製作<圖 9>。之後再以烏鋼刀裁切玻璃晶片成確切的大

小，經細部磨邊導角之後成為我們實驗使用的晶片<圖 10>，詳細的

流程見<表 1>。
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1.2. 晶片上細胞培養格之建立

本研究選用可重複使用 8-well 的矽膠格(flexiPERM® 90032039,

Greiner bio-one, Frickenhausen, Germany)<圖 11A>貼附在 ITO 電極晶

片<圖 11B>上以製造八個細胞培養格<圖 11C>。此矽膠格包含八格分

隔，適合貼附在玻片等平滑表面，具有化學穩定性且可重複清洗、重

複高溫高壓滅菌及可重複組合使用的優點。

1.3. 清洗及滅菌

進行細胞培養實驗前晶片以超音波清洗機進行晶片清洗，以清潔

劑、丙酮、去離子水各 15 分鐘，每道清洗後皆以去離子水沖洗。晶

片以氮氣(N2 stream)吹乾後放進烘箱中乾燥。

8-well flexiPERM®以清潔劑、70%酒精、去離子水，超音波清洗

各 15 分鐘，每道清洗後皆以去離子水沖洗。吹乾後將 flexiPERM®與

晶片組合，以(飽和水蒸氣,120℃,1.2 kg/cm2)高溫高壓滅菌(Autoclave)

20 分鐘後乾燥備用。
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2. 實驗測量設備

2.1. 測量原理

參考傳統細胞阻抗分析的測量方法(Xiao and Luong,2005)，我們以

鎖相放大器(SIGNAL RECOVERY Model 7225 DSP Lock-in Amplifier,

AMETEK Inc., TN, USA)作為測量的主要工具。利用鎖相放大器測量

的相內(in-phase)電壓值即 X 輸出(VX)及相外(out-of-phase)電壓值即 Y

輸出(VY)，計算出電阻及電容抗。

在交流 R-C 電路中，總阻抗 Z(impedance)包括了電阻抗

R(resistance)的部分及電容抗 XC(capacitive reactance)的部分。其中通

過電容器的電壓將落後電流 90°。若以複數平面來表示，阻抗包括了

實部(real)電阻抗的部分以及虛部(image)電容抗的部分，如(式 1)。

Z ＝ R － j XC (式 1)

依據分壓定理推算與限流電阻串聯的帶測物阻抗，電阻抗與電容抗可

個別表示為(式 2)。R0: 1MΩ限流電阻，V0: 1V 參考訊號，VX: 相內

電壓測量值，VY: 相外電壓測量值。

R ＝ R0 (VX/V0)

XC ＝ R0 (VY/V0) (式 2)
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2.2. 設備架構

與晶片直接連結的是信號切換盒(Switch Box)，它用於切換欲偵測

的細胞格(well)，由電腦軟體控制切換器去指定哪一塊晶片上的哪一

格要被偵測，來達到多個樣本的自動量測。信號切換盒的內部電路以

數位訊號控制類比多工器(Analog multiplexer)選擇且驅動磁簧開關

(Relay)，藉此打開欲量測的細胞格，其電路設計如<圖 12>；信號切

換器的外部則密封處理，使其可置於細胞培養箱中與待測晶片連結<

圖 13>。

實驗設備的架設如<圖 14>所示。阻抗量測以鎖相放大器作為工

具。由鎖相放大器提供 1V 不同頻率(100~100K Hz)的參考交流訊號，

經過1MΩ金屬皮膜電阻串聯至待測樣本後到地，再由鎖相放大器測

量待測樣本兩端的相內(in phase)電壓及相外(out-of-phase)電壓，依前

述公式(式 2)分壓定理可以推算串聯電路中樣本的電阻抗(resistance)

值與電容抗(capacitive reactance)值。

儀器控制的部分，藉由 LabVIEW™(National Instrument Co., 

TX,USA)我們自行撰寫開發控制程式，透過電腦 RS-232 介面連結鎖

相放大器，做參數控制、程式化測量、數據擷取以及資料的記錄，

並透過這台鎖相放大器的數位輸出埠(Digital output port)來間接控制

我們的訊號切換盒(Switch Box)。
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2.3. 自動控制、數據的擷取、儲存與分析

儀器控制、數據的擷取與儲存由電腦程式所負責。我們使用

LabVIEW™撰寫程式，程式透過電腦 RS-232 介面與鎖相放大器連結

溝通，自動控制鎖相放大器的各種參數及功能，如：參考信號的振幅

及頻率、參考信號的相位、測量時的靈敏度及時間常數等等…。同時

也由鎖相放大器的數位輸出埠(Digital output port)來間接控制我們的

訊號切換盒(Switch Box)，選擇量測的細胞格(well)。並且依指定的時

間間隔做不同時間點的量測，達到連續量測的目的，最後再將這些不

同時間點、不同細胞格的測量結果儲存成檔案，以此檔案再由另一程

式做進一步的資料換算及作圖。簡易的程式流程如<圖 15>。程式之

人機介面圖示於<圖 16>。
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第三節、玻璃與 ITO 表面之細胞培養實驗

雖然如 Adrenal chromaffin cells (Aoki et al.,1996)，等許多細胞生

長在 ITO 表面能有很好的貼附、伸展現象。可是卻沒有文章確切地研

究我們使用的細胞株 MG-63 培養在 ITO 表面的形態是否正常。此外

在我們的晶片上擁有 ITO 電極的部分以及非電極的玻璃部分，所以必

須先驗証 MG-63 在玻璃及 ITO 表面的生長情形是否一致。

我們將玻璃和 ITO 的試片裁切成 1×1 cm 正方，每組有 6 片共 12

片，經過前述的晶片清洗步驟後放在玻璃皿中高溫高壓滅菌 20 分

鐘，烘乾後將試片置於 12-well plate，每格一片，並且使用三用電表

檢查 ITO 組的正反面。ITO 層必須朝上，細胞才可以貼附在 ITO 的

那一面。

詳細實驗流程如下：進行胰蛋白酶去貼附後的細胞以培養基稀釋

使其懸浮，利用血球計數盤(Hemocytometer)計算細胞懸浮液的細胞密

度，並將細胞培養成 1×104 cells/cm2，每格 1 mL，最後置於 37℃，5

％的 CO2細胞培養箱中。在接種後 24 小時，即等待細胞貼附完成後

視為第 0 天，並於每 12 小時以相機拍照記錄一次，連續觀察三天。

觀察細胞形態外，也計算細胞生長的密度製作成生長曲線。在實驗過

程中，皆不做任何細胞培養液的更換。
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第四節、ITO 電極選擇實驗

‘單一樣本的連續量測’是本晶片的重要特色，在細胞阻抗分析的

研究中，Giaever和Keese已經有相當多的成果(Giaever and Keese,1993;

Keese and Giaever,1994)。然而不同的是，我們的晶片以 ITO 做為電

極，電極的設計也有所不同，所以我們必須以不同的 ITO 電極形式來

培養 MG-63 細胞，並利用細胞生長所產生的數量變化，從許多不同

樣式的 ITO 電極中找出擁有最佳靈敏度的電極形式。

詳細實驗流程如下：進行胰蛋白酶去貼附後的細胞以培養基稀釋

使其懸浮，利用血球計數盤(Hemocytometer)計算細胞懸浮液的細胞密

度，並將細胞密度稀釋成 2×104 cells/mL 培養在晶片上，實驗組中每

格加入300μl的細胞懸浮液；控制組每格則加入300μl的新鮮培養基。

最後將晶片置於 37℃，5％的 CO2細胞培養箱中。在接種後 24 小時，

即等待細胞貼附完成後視為第 1 天，並於每 24 小時將晶片拿出細胞

培養箱，與訊號切換盒連結，並量測晶片在不同頻率下測量的阻抗

(100~100k Hz,共 28 個頻率)，連續 4 天記錄鎖相放大器的 X 輸出及 Y

輸出，以進一步換算電阻抗值及電容抗值，並將每天之測量值減去第

1 天的測量值作為”電阻抗變化值”(ΔR)，進一步作圖比較。
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第五節、細胞阻抗之量測實驗

1. 不同細胞濃度之 MTT、WST-1 與阻抗量測

MTT 與 WST-1 是傳統用於測量細胞活性或估算細胞數量的方

法。MTT 與 WST-1 經由粒線體代謝後，形成不同顏色的化合物，藉

由量測特定波長的吸光值，可以了解細胞的活性或細胞數量。

我們將處理以胰蛋白酶去貼附後的細胞以培養基稀釋使其懸

浮，利用血球計數盤計算細胞懸浮液的細胞密度，並將細胞密度稀釋

成七種不同的濃度，5×102、1×103、5×103、1×104、5×104、1×105、5×105、

1×106(cells/mL)培養在晶片上，實驗組的 4 格各加入300μL的細胞懸

浮液；對側之控制組的 4 格則各加入300μL的培養基。相同的培養方

式培養三組晶片(每組有兩片)，一組用於測量阻抗、其他兩組等待

MTT 與 WST-1 的測量。最後將晶片置於 37℃，5％的 CO2細胞培養

箱中。
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1.1. 阻抗量測

待細胞接種後 24 小時，阻抗測量組與訊號切換盒連接，設定以

4000Hz 每 2 分鐘自動測量一次，連續 1 小時記錄鎖相放大器的 X 輸

出及 Y 輸出，以進一步換算電阻抗值及電容抗值，且將實驗組減去

對側控制組的測量值作為 ΔR，並將這一小時之數據作平均及統計。

在實驗過程中，皆不做任何細胞培養液的更換。

1.2. MTT

待細胞接種後24小時，每格細胞加入30μL的MTT(M5655, Sigma,

MO, USA)。於 37℃培育 4 小時後，吸去上清液，並補上 330μL的

DMSO 均勻混和。最後取 100μL至 96 孔盤，並將測定波長設於

570nm、參考波長設於 690nm 讀取吸光值。

1.3. WST-1

待細胞接種後 24 小時，每格細胞加入 30μL的 Cell Proliferation

Reagent WST-1(1644807, Roche, NP, Germany)。於 37℃培育半小時。

均勻混和後取100μL至 96 孔盤，並將測定波長設於 450nm、參考波

長設於 690nm 進行吸光讀值。
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2. 細胞生長曲線之量測

利用上個實驗中找到靈敏度較佳的幾種電極形式，接下來使用這

些電極來對細胞進行更長時間的連續觀察，目的是希望可以觀察到整

個細胞生長或凋亡的變化。

我們的晶片組經過滅菌乾燥後，每組晶片上有 8 個細胞培養格。

進行胰蛋白酶去貼附後的細胞以培養基稀釋使其懸浮，利用血球計數

盤計算細胞懸浮液的細胞密度，並將細胞密度稀釋成 2×104 cells/mL

培養在晶片上，實驗組的 4 格各加入300μL的細胞懸浮液；對側之控

制組的 4 格則各加入300μL的新鮮培養基。最後將晶片置於 37℃，5

％的 CO2細胞培養箱中。於接種後 24 小時，即等待細胞貼附完成後

視為第 1 天，並於每 24 小時將晶片拿出細胞培養箱，與訊號切換盒

連結，並量測晶片在 4000Hz 下的電阻抗與電容抗，連續 11 天拍照記

錄細胞的形態，並記錄鎖相放大器的 X 輸出及 Y 輸出，以進一步換

算電阻抗值及電容抗值，且將實驗組減去對側控制組的測量值作為

ΔR。在實驗過程中，皆不做任何細胞培養液的更換，即細胞生長到

飽和後會因為培養基養分耗盡而死亡。
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3. 細胞貼附之連續阻抗量測

以上實驗中，阻抗測量與量測之間的時間間隔為 24 小時。在這

個實驗中，我們將使用較短的時間間隔做自動的量測，來觀察細胞由

懸浮狀態到貼附、伸展的這些行為。另一方面，也將訊號切換盒密封

以隔絕水氣，並將它置於細胞培養箱中與晶片連結，好讓電腦程式做

完全自動的量測與記錄。

我們將進行胰蛋白酶去貼附後的細胞以培養基稀釋使其懸浮，利

用血球計數盤計算細胞懸浮液的細胞密度，並將細胞密度稀釋成

5×104 cells/mL 培養在晶片上，實驗組的 4 格各加入300μL的細胞懸

浮液；對側之控制組的 4 格則各加入300μL的培養基。最後將晶片置

於 37℃，5％的 CO2 細胞培養箱中，並與訊號切換盒連接。設定在

4000Hz 下每 5 分鐘自動測一次，連續 24 小時記錄鎖相放大器的 X 輸

出及 Y 輸出，以進一步換算電阻抗值及電容抗值，且將實驗組減去

對側控制組的測量值作為 ΔR。在實驗過程中，皆不做任何細胞培養

液的更換。
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第六節、細胞膜蛋白之偵測

本研究針對細胞膜蛋白 Integrin β1，使用免疫染色的相關概念，

在培養液中加入抗體來抓住細胞膜上的Integrin β1蛋白。在這些實驗

中使用的抗體分為兩類：主要用來辨識膜蛋白的第一級抗體，以及用

於標示一級抗體的第二級抗體。

在第一級抗體中，一為 mouse anti- human Integrin β1 IgG (sc-9970,

Santa Cruz Biotechnology Inc., California, USA)可連結細胞表面的

Integrin 蛋白；另一個作為對照的 rabbit anti-Rat Ig (P0450,

DakoCytomation, Denmark)，將不與任何細胞膜蛋白結合。

在第二級抗體中，一為帶有直徑 10nm 金粒子的 goat anti-Mouse

IgG-Au (25129, Electron Microscopy Sciences, PA, USA)，原為電子顯

微鏡所使用的免疫標示抗體；另一為帶有綠色螢光的 goat anti-Mouse

IgG-FITC (sc-2010, Santa Cruz Biotechnology Inc., California, USA)，可

用於螢光顯微鏡或共軛焦顯微鏡的觀察。
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1. 不同濃度的 anti-Integrin 一級抗體之阻抗量測

第一級抗體使用 mouse anti-human Integrin β1 IgG；無使用第二級

抗體。

將 5×104 cells/mL 的細胞培養在晶片上，實驗組(共 4 格)加入

300μL的細胞懸浮液；對側之控制組(共 4 格)則加入300μL的新鮮培

養基，最後將晶片置於 37℃，5％的 CO2細胞培養箱中。於接種後 24

小時，即細胞貼附完成，在晶片上分別加入不同稀釋倍數的一級抗

體，100 倍稀釋(1:100)、300 倍稀釋(1:300)、500 倍稀釋(1:500)、以及

不加抗體。並設定以 4000Hz 每 5 分鐘自動量測一次，且記錄鎖相放

大器的 X 輸出及 Y 輸出，以進一步換算電阻抗值及電容抗值，且將

實驗組減去對側控制組的測量值作為 ΔR。在實驗過程中，皆不做任

何細胞培養液的更換。
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2. 金粒子抗體連結細胞膜蛋白Integrin β1之阻抗量測

第一級抗體使用 mouse anti-human Integrin β1 IgG；第二級抗體則

為帶有奈米級金粒子的 goat anti-Mouse IgG-Au。

將 1×105 cells/mL 的細胞培養在晶片上，實驗組的 4 格各加入

300μL的細胞懸浮液；對側之控制組的 4 格則各加入300μL的新鮮培

養基，以前述之相同方式培養在 A、B 兩片晶片中。最後將晶片置於

37℃，5％的 CO2細胞培養箱中。於接種後 24 小時，即細胞貼附完成，

在 A 晶片上分別加入一級抗體、二級抗體、一級加二級抗體、不加

抗體，其抗體加入細胞培養液後濃度為原始的 1/50 倍(1:50)；在 B 晶

片上其抗體加入細胞培養液後濃度為原始的 1/100 倍(1:100)。並設定

以 4000Hz 每 5 分鐘自動量測一次，且記錄鎖相放大器的 X 輸出及 Y

輸出，以進一步換算電阻抗值及電容抗值，且將實驗組減去對側控制

組的測量值作為ΔR。在實驗過程中，皆不做任何細胞培養液的更換。
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3. 不同一級抗體之阻抗量測

第一級抗體使用 mouse anti-human Integrin β1 IgG，以及 rabbit

anti-Rat Ig；第二級抗體則為帶金粒子的 goat anti-Mouse IgG-Au。

將 5×104 cells/mL 的細胞培養在晶片上，實驗組的 4 格各加入

300μL的細胞懸浮液；對側之控制組的 4 格則各加入300μL的新鮮培

養基，最後將晶片置於 37℃，5％的 CO2細胞培養箱中。於接種後 24

小時，即細胞貼附完成，在晶片上分別加入 anti-Integrin 一級抗體加

二級抗體、anti-Rat 一級抗體加二級抗體、只加二級抗體、不加抗體，

其抗體加入細胞培養液後濃度為原始的 1/100 倍(1:100)。並設定以

4000Hz 每 5 分鐘自動量測一次，且記錄鎖相放大器的 X 輸出及 Y 輸

出，以進一步換算電阻抗值及電容抗值，且將實驗組減去對側控制組

的測量值作為ΔR。在實驗過程中，皆不做任何細胞培養液的更換。
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4. 細胞免疫螢光染色

第一級抗體使用 mouse anti-Integrin β1 IgG；第二級抗體則改使用

帶螢光的 goat anti-Mouse IgG-FITC。

將 1×104 cells/mL 的細胞培養在晶片上，實驗組的 4 格各加入

300μL的細胞懸浮液；對側之控制組的 4 格則各加入300μL的新鮮培

養基，最後將晶片置於 37℃，5％的 CO2細胞培養箱中。於接種後 24

小時，即等待細胞貼附完成後，以 PBS 對細胞作清洗兩次，並以 4

％ paraformaldehyde 室溫固定 15 分鐘，再以 PBS 清洗兩次。隨後細

胞以 EtOH 95％ / CH3COOH 5％在-20℃穿孔 15 分鐘，並以 PBS 清

洗三次每次 5 分鐘。加入一級抗體，於 4℃過夜培育，之後以 PBST

清洗兩次；加入二級抗體，於室溫培育 1 小時，之後以 PBST 清洗兩

次。免疫螢光染色完成後，加上蓋玻片封片，最後螢光顯微鏡以激發

光 488nm 及發射光 530nm 觀察。
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5. Integrin 膜蛋白之定量試驗

將細胞以四種不同的濃度，5×105cells/mL、2.5×105cells/mL、

1.2×105cells/mL、5×104cells/mL，培養於晶片及 96 孔盤中。

待接種細胞 24 小時後加入抗體。於晶片實驗組中加入 mouse

anti-Integrin β1 IgG及帶金粒子的 goat anti-Mouse IgG-Au；對照組則

加入 PBS 及帶金粒子的 goat anti-Mouse IgG-Au。並且置於細胞培養

箱中與儀器連結，連續量測 24 小時。

96 孔盤待細胞接種後 24 小時後做免疫螢光染色。第一級抗體使

用 mouse anti-Integrin β1 IgG；第二級抗體則使用帶螢光的 goat

anti-Mouse IgG-FITC。在細胞培養箱中與細胞共同培養，於第 48 小

時結束實驗，並以 PBS 清洗 96 孔盤三次，移去液體後利用多功能微

盤分析儀(Chameleon, Hidex, Turka, Finland)於激發光 485nm及發射光

535nm 讀取螢光密度之數值。

最後將晶片第 48 小時之電阻抗變化量與螢光讀值做相關比較及

分析。
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第四章、結果

為了瞭解細胞在晶片表面的生長行為，我們分別將 MG-63 細胞培

養在玻璃表面及 ITO 表面上，觀察細胞的形態以及生長曲線。在細胞

形態上利用光學顯微鏡做觀察，在接種後 24 小時可以發現，無論是

在玻璃組或是在 ITO 組中，細胞的貼附情況都相當良好，在細胞形態

上不論是生長於玻璃上的細胞，還是生長於 ITO 表面上的細胞，均保

持良好的扁平梭狀之形態，且並沒有觀察到細胞程式性凋亡

(Apoptosis)或壞死(Necrosis)的現象<圖 17>。此外，在每 12 小時所觀

察的細胞數目中，隨著培養天數的增加，玻璃上細胞的數目由10.0±0.5

×103 cells/cm2 慢慢增加到 40.8±3.3 ×103 cells/cm2；ITO 上細胞的數目

由 10.3±1.1 ×103 cells/cm2慢慢增加到 46.6±1.1 ×103 cells/cm2。將每次

計算的細胞數製作成細胞生長曲線，並將玻璃組與 ITO 組的生長曲線

加以比較，我們發現兩條曲線幾乎是重疊在一起，在前二天的實驗中

並沒有顯著的差異<圖 18>。

在尋找靈敏度較佳的電極中，經幾次實驗測試，我們把每 well 不

同天的阻抗測量值減去第 1 天的測量值作為變化量。由於電容抗在不

同頻率時於不同天之測量值皆無明顯的變化，而電阻抗測量值有較明

顯的改變，且多在 4000Hz 有最大的測量差異，所以在接下來的實驗
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中，我們都以 4000Hz 之電阻抗測量值作為我們實驗之數據<圖 19>。

其於以上的結果，我們以電阻抗之變化量從 28 種不同的電極樣式中

選出了 4 種較佳的樣式，如<圖 20>所示；其分別為 A 電極、B 電極、

C 電極及 D 電極。由此圖可以看出，隨著細胞數目的增加，這 4 種電

極均有上升趨勢及明顯的上升變化量。

當以 A 電極進行細胞培養時，可以發現隨著時間的增加，電阻變

化值在四天中均有上升，其第 4 天的變化量為31.00±5.35 Ω較第 2 天

10.25±3.28 Ω明顯增加了 202％(p<0.05)。同理在 B、C、D 電極中進

行相同的分析，亦發現隨著時間的增加電阻變化值均有上升的情形，

分別為：B 電極第 4 天的平均值為19.00±4.86 Ω較第 2 天3.67±4.08 Ω

明顯增加了 418％(p<0.05)；C 電極第 4 天的平均值為 50.25±8.51 Ω

較第 2 天9.25±1.49 Ω明顯增加了 443％(p<0.05)；D 電極第 4 天的平

均值為 81.00±9.20 Ω 較第 2 天 8.75±2.38 Ω 明顯增加了 826％

(p<0.05)。其中以 D 電極之變化量最大，第 4 天較第 2 天成長之百分

比分別為 A、B、C 電極的 4.09 倍、1.98 倍、1.86 倍<圖 21>。因為 D

電極有最大的變化量，即擁有較佳的靈敏度，所以我們選用這個電極

來做為接下來實驗所使用的電極。

細胞阻抗量測的實驗中，我們將細胞組的電阻抗測量值減去對側

控制組的測量值作為ΔR值，作為我們的實驗數據。
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在不同細胞濃度下所測得的 ΔR值，於最高濃度 1×106 cells/mL

可測得平均值89.04±1.32 Ω、於最低濃度 5×102 cells/mL 測得平均值

0.11±2.45 Ω，高低值相差88.93Ω，其可偵測最低細胞濃度約為 1×104

cells/mL<圖 22>。在不同細胞濃度下所測得的 MTT 吸光值，可於最

高濃度 1×106 cells/mL 測得平均值 0.3743±0.0391、於最低濃度 5×102

cells/mL 測得平均值 0.0313±0.0017，高低值相差 0.3430，其可偵測最

低細胞濃度約為 1×104 cells/mL<圖 23>。在不同細胞濃度下所測得的

WST-1 吸光值，可於最高濃度 1×106 cells/mL 測得平均值

0.3160±0.0264 、 於 最 低 濃 度 5×102 cells/mL 測 得 平 均 值

0.1525±0.0064，高低值相差 0.1635，其可偵測最低細胞濃度約為 1×103

cells/mL<圖 24>。

若將 ΔR值與 MTT 吸光值作相關性分析，R2=0.9883，p 值小於

0.005，顯示有極高的線性相關<圖 25>。若將ΔR值與 WST-1 吸光值

作相關性分析，R2=0.9599，p 值小於 0.001，也顯示有極高的線性相

關<圖 26>。

以我們的晶片觀測 MG-63 的生長曲線，記錄長達 11 天的阻抗變

化。當細胞隨生長天數增加時，我們發現ΔR值也隨之明顯的增加，

並在第 7 天達到最大值246.00±29.35 Ω，即細胞在第 7 天時生長達到

飽和。此時ΔR值也從第 1 天的57.50±17.69 Ω上升至 246.00±29.35
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Ω，此時為最大值，其上升的變化量為 328%；第 7 天後，細胞趨向

死亡，ΔR也隨著細胞死亡明顯的降低<圖 27>，且在顯微鏡的觀察

中，在第 7 天細胞生長達到最大的密度之後，細胞形態開始不完整，

且有破裂、死亡的現象，即其已有趨向死亡的情況<圖 28>。其中ΔR

之標準差也隨細胞死亡程度而增大，這可能是因為細胞以不同的死亡

方式所造成的，也是典型細胞生長曲線會發生的現象，這結果如同文

獻中的發現(Yeon and Park,2005)。

觀察細胞的貼附行為中，細胞從懸浮狀態慢慢沉降至晶片表面，

並貼附延展開來。ΔR值由細胞接種後從 0Ω開始慢慢增加，到第 4

個小時達到最大值 126Ω，並趨向緩和，即所有細胞於 4 小時內貼附

且延展完成<圖 29>。

在細胞膜蛋白的偵測實驗中，利用抗體來針對細胞膜上的 Integrin

β1蛋白作研究。在加入不同稀釋倍數的 mouse anti-human Integrin β1

後 24 小時，稀釋 100 倍的ΔR值最高平均為88.64±2.25Ω、稀釋 300

倍的 ΔR值平均為 84.64±1.80Ω、稀釋 500 倍的 ΔR值平均為

80.18±1.99Ω、不加抗體的ΔR值為最低，平均為78.73±2.05Ω。加入

越高濃度的 mouse anti-Integrin β1有越高的ΔR值<圖 30>。

在加入一抗 (mouse anti-Integrin β1)與帶金粒子的二抗 (goat
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anti-Mouse IgG-Au)的實驗中，只加二抗的ΔR值為最高；一抗加二抗

的ΔR值會比只加二抗低；而只加入一抗的ΔR值也比只加二抗低；

不加任何抗體的控制組為最低。相同的結果出現在抗體稀釋 100 倍的

A 晶片<圖 31>以及抗體稀釋 50 倍的 B 晶片<圖 32>。

若將無法與細胞膜結合的抗體 (rabbit anti-Rat Ig)來作比較，

anti-Rat Ig 加上帶金粒子的二抗，ΔR值反而會比只加二抗來得高<圖

33>。一抗為 anti-Integrin 時，加入二抗的ΔR值會比只加二抗為低，

與<圖 31,32>相同。

進一步將細胞作免疫螢光染色，可以在螢光顯微鏡下清楚看到

FITC 的綠色螢光<圖 34,A>，與光學顯微鏡下的影像<圖 34,B>作比

對，可以發現螢光均勻的分佈在細胞上。

在嘗試對細胞膜 Integrin 蛋白定量的結果中，當培養的細胞濃度

越高時，可測得越高的電阻抗變化量：當初始濃度為 5×105cells/mL

時，於第 48 小時測得37Ω、2.5×105cells/mL 為20Ω、1.2×105cells/mL

為14Ω、5×104cells/mL 為11Ω。且細胞隨時間增生，電阻抗變化量也

隨之上升<圖 35>。到了第 48 小時，5×105cells/mL 組的螢光讀值測得

為 229.65±4.52、2.5×105cells/mL 為 224.39±3.93、1.2×105cells/mL 為

221.64±4.33、5×104cells/mL 為 217.51±4.20，即細胞越多有越多的

Integrin 蛋白<圖 36>。將所測得的電阻抗變化量(ΔR)與螢光讀值作線
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性迴歸分析，發現兩者間有良好的線性相關(R2=0.9178，p<0.005)<圖

37>。
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第五章、討論

由玻璃與 ITO 不同表面 MG-63 的培養結果，我們可以推論，我

們選用的 MG-63 細胞培養在此晶片上時，不會偏好生長於玻璃上或

偏好生長於 ITO 電極上，而且 MG-63 細胞無論在玻璃或 ITO 表面都

可以貼附的很好，且正常的生長。但使用 ITO 晶片做長時間的實驗是

否對 MG-63 有不良的影響，目前尚缺乏實驗證明，不過在文獻中重

複使用 ITO 晶片培養 PC-12 細胞六個月，仍不見不良的影響(Lucas et

al., 1985)。此外，我們也發現細胞貼附的情況雖然很好，但以胰蛋白

酶(Trypsin)嘗試將在玻璃或 ITO 表面的細胞去貼附時，卻因為 MG-63

細胞與晶片表面結合的太緊密，而無法順利將細胞全部打下來。

在尋找最佳電極樣式的實驗裡，由於採用每 24 小時將晶片拿出

培養箱測量的方法，造成一些培養液蒸發的情形，這會影響到測量的

結果。在只有培養液的控制組中，我們發現當蒸發量越大時，所量測

的電阻值將會越低。由此推論，培養液的蒸發會使剩下培養液的導電

性增加，然而這可能是培養液內離子濃度增加所導致。另一方面，我

們也曾嘗試將晶片做重複的使用，經過前述超音波清洗機的幾道清洗

程序後，發現晶片的靈敏度降低許多，約為新晶片的十分之一。原因

可能是 ITO 表面在實驗過程中鍵結了許多有機分子，使得 ITO 有效

的電極表面縮小，或細胞貼附環境改變導致貼附行為的變化。在我們
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前述的清洗過程中並無法洗去這些附著物，而導致重複使用時靈敏度

的降低。如果要讓晶片可以重複使用，未來需要另設計實驗，嘗試其

他的清洗程序，例如使用鹼性的洗劑來清洗等。

在測試許多不同的電極樣式時，本研究發現並不是越小或越接近

細胞尺寸的電極設計就有越好的靈敏度，反而是間距大的電極會有較

佳的表現。因此我們推測，我們所測量到的訊號可能是電極間細胞串

連所構成的電阻抗，電極間距越大，所經過的細胞串連越多，所以有

越好的靈敏度。另外我們發現隨細胞生長，電阻抗在 4000Hz 有較大

的變化量，此結果與其他文獻之研究結果相類似 (Giaever and

Keese,1991；Wegener et al.,2000)。

在 ITO 電極的設計中，我們發現在晶片上不同位置的電極將會有

一基礎的電阻背景值存在，這是因為 ITO 本身為半導體的緣故，其無

法像金、鉑一樣有優良的導電性。所以當 ITO 電極離線路接觸片

(Fingers)越遠時，所需要經過的連接導線(ITO)的長度就越長，因此離

線路接觸片越遠的電極，就有越高的電阻背景值。然而，晶片中左右

對稱的電極由於經過之導線長度相同，所以擁有相同的電阻背景值。

因此，我們將另一邊對稱位置的 well 設計為實驗的控制組，當實驗

組的數值減去對側控制組的數值時，即可排除此 ITO 導線長度所造成

的電阻效應。此外，經由這樣的背景校正也可以扣除由培養液所造成
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的干擾，如培養液的蒸發或二氧化碳濃度改變所引起的 pH 值改變。

在不同細胞濃度的實驗中，我們以電阻抗量測的方法比對傳統的

化學呈色方法(MTT、WST-1)，結果有相當好的線性相關。由此更可

以確定細胞數目與ΔR值的正相關性，也給予了ΔR值可信度的佐證。

此外，本研究所開發的晶片在細胞密度 5×104 cells/mL 以下並無法顯

示出差異，因此其偵測極限為 5×104 cells/mL，與 MTT 法相同。

在連續 11 天細胞生長曲線的觀察中，電阻抗測量值隨著細胞生長

的數目而上升，結果完全符合我們的理論假設，這個結果也與傳統

ECIS (Giaever and Keese,1984)或其他學者(Xing et al.,2005；Yeon and

Park, 2005；Guo et al.,2006)的研究結果相符合；實驗中因為培養液養

分用盡及細胞廢棄物過多，導致細胞自然死亡使得電阻抗測量值下降

的結果，也於文獻中有相同的發現(Yeon and Park,2005)。培養液蒸發

的現象，在這次實驗中也使得電阻抗測量值有些微的降低，但經過扣

除控制組的測量值已校正這個誤差，這電阻值降低的現象也與文獻中

所敘述之情形相符(Yeon and Park,2005)。

細胞貼附的觀察結果，也顯示了 ΔR值的靈敏度足以精確的觀測

細胞貼附的過程，這部份的數據也與文獻中類似 (Giaever and

Keese,1993；Smith et al.,1994)。在 ECIS 的一些文獻中(Giaever and

Keese,1993；Wegener et al.,2000；Keese et al.,2002)均提到電極表面需
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要塗佈一層幫助細胞貼附的蛋白質，不過在我們的晶片上並不需要預

先塗佈蛋白，MG-63 細胞就能夠獲得相當好的細胞貼附性。

Integrin 是貼附生長的哺乳類細胞普遍擁有的一種細胞膜蛋白，在

細胞免疫螢光染色的結果中，可以確定我們所使用的 MG-63 細胞膜

上帶有Integrin β1，也證明我們所使用的 mouse anti-human Integrinβ1

一級抗體可連結到 MG-63 的細胞膜上<圖 34>。

濃度越高的 mouse anti-Integrinβ1一級抗體，會使ΔR值越高，推

論是因為加入越濃的一抗會有越多過量的抗體懸浮在培養液中<圖

30>。因此培養液中擁有越多懸浮抗體，ΔR值也就會越大。再加上帶

金粒子的二抗(goat anti-Mouse IgG-Au)後，一抗加二抗[1+2]中，因為

連結在細胞膜上的一抗會把部份懸浮的二抗帶到細胞表面，因而使懸

浮的抗體總量下降，而使得ΔR值比只加二抗[0+2]的實驗組來的低。

而只加一抗[0+1]的實驗組因為部份抗體可連結在細胞膜上，所以懸

浮的抗體目較少；然而只加二抗[0+2]的實驗組因為沒有一抗的存

在，而無法直接連結在細胞膜上，因此抗體的懸浮量為最多，ΔR值

也就最高，如圖<31,32>。在加入另一種無法連結上細胞膜的一抗

(rabbit anti-Rat Ig)實驗中，證明了一抗有連結上細胞的能力才能使得

二抗連結，導致ΔR值的下降。否則，無法連結的一抗(rabbit anti-Rat

Ig)加上二抗，也只會使整體懸浮的抗體數目增加，導致ΔR值加成上
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升的結果<圖 33>。但這一方面的結果仍屬推論而缺乏相關的佐證，

其確切機制有待未來做進一步深入的實驗來加以探討。

Integrin 的定量實驗中，如<圖 35>，因為細胞數量越多就會有越

多的 Integrin 蛋白，也可以使得越多抗體連結上細胞表面，這可以由

螢光染色的讀值中看出。另外，也可以發現當越多的抗體與底層細胞

膜蛋白 Integrin 結合，電阻抗變化量有越高的的趨勢存在。由此可看

出抗體對於不同數量 Integrin 的影響，但其中也有可能是抗體非特異

性結合細胞所造成的結果。此外，帶金粒子的二抗在實驗中是增加阻

抗或是降低阻抗，目前仍然缺乏相關的證據。

本研究之系統未來也期待可以應用在臨床檢驗上。細胞膜上有一

群含醣鏈的蛋白質，作為細胞表面的標記(Surface marker)，不同種類

的細胞，表面標記也不盡相同，依照這些表面標記我們可以判別這細

胞的類別。在癌細胞方面，每種癌細胞都可能有特殊的表面標記存

在，藉由抗體可辨識且連結這些特殊的表面標記。在癌症專一給藥的

研究上，將藥物連在抗體上，藥物會因為抗體的專一性，而連結到特

定的癌細胞上達到毒殺的目的(Polakis, 2005)。目前關於癌細胞的特定

表面標記已有許多報導，在血液細胞方面：CD33 會表現在急性髓性

白血病 (Acute myeloid leukemia)的細胞表面、CD20 在淋巴癌

(Lymphomas)、CD22 在非何傑金氐淋巴癌(Non-Hodgkins' lymphomas)
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等(Polakis, 2005)；在其他腫瘤方面：HER-2 表現在乳癌(Breast cancer)

細胞表面(Nahta et al., 2006)、CD52 出現在 B 細胞慢性淋巴性白血病

(B-cell chronic lymphocytic leukemia)中(Waldmann, 2006)、VEGF 與

EGFR(HER-1)出現在大腸癌(Colorectal cancer)中(Waldmann, 2006)、

PSMA 與 PSCA 在前列腺癌(Prostate cancer)細胞上(Tricoli et al.,

2004)、Akt 與 mTOR 在乳癌(Breast cancer)細胞(Nahta et al., 2006)、

CD44v6 出現在一些淋巴癌 (Lymphoma)和血癌 (Leukemia)細胞上

(Shau et al., 2003)、CA 15-3 在乳癌方面及 CEA 在大腸癌(Shau et al.,

2003)等，為一些比較確定的表面標記<表 2>。隨著蛋白質體學的進

步，許多細胞表面標記陸續的發現，且印証這些標記的專一性及相關

性，而利用結合細胞表面標記的癌症抗體藥品也已陸續通過美國 FDA

並上市(Waldmann, 2006)。

但目前在使用抗體連結細胞膜蛋白的相關實驗中，未來仍有改善

的空間，原因可能是因為不同 well 細胞生長速率不同所造成的干擾，

或是手工製作的晶片品質良莠不齊所造成。在量測靈敏度上，因為細

胞培養液有良好的導電性，因此大部分訊號都流經上層液體，而流經

細胞的訊號較少，導致測量結果不明顯的情形。這部份將來可以嘗試

以低導電度的細胞培養液來操作而獲得解決；即藉由增加流經細胞的

訊號，來達到增加其靈敏度的目的。
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第六章、結論與未來研究目標

1.本研究之 ITO 細胞感測晶片成功的應用在細胞阻抗量測上，可達到

非破壞性連續量測單一樣本，可使用在細胞生長、細胞貼附、細胞毒

殺等細胞實驗。

2.細胞膜蛋白方面的研究成果需要更多實驗來加以驗證，若能如同我

們的研究假設，此套系統將可應用在許多細胞實驗中，如藥物反應、

訊息傳遞、物理性刺激等。這些關於活細胞培養、表面抗原抗體結合

的實驗，都將可以用這套系統做非破壞性的偵測。

3.本研究發展的晶片可以銜接這些癌細胞表面標記的研究，在臨床上

可以將病灶的細胞培養在我們的晶片上，藉由各種癌細胞的專一抗體

來做到癌細胞的定性或量測癌細胞位於正常組織中之比例，甚至可以

做初步藥物的篩選等等，這些皆有可能在同一片晶片上完成體外的測

試。

4.目前本研究範圍侷限於細胞膜表面蛋白的觀察，至於細胞內蛋白質

相關的量測，也是未來研究的方向之ㄧ。另外，雖然血液細胞不屬於

貼附生長的哺乳類細胞，無法自然貼附生長在晶片的表面，但未來也
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許可以藉由電極表面的處理或培養基的改良，進一步對懸浮生長的細

胞來作量測。至於其他腫瘤的細胞也許就可以比照一般初次培養

(Primary culture)的方法來進行。

5.在偵測系統中，本研究使用一般培養細胞的培養液，因為其具有良

好的導電能力，可能是造成測量靈敏度降低的原因。因此未來將嘗試

選擇低導電性的培養液，減少流經液體的測量電流；增加經過細胞的

電流，藉此設法提升測量之靈敏度。
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<表 1> ITO 玻璃晶片詳細製程

製程 內 容

薄膜 由正太科技完成 ITO 的濺鍍

清潔劑(detergent)

→去離子水(DI) →氮氣吹乾(N2 stream)

丙酮(Acetone)/丙二醇(2-Propanol)

→去離子水(DI) →氮氣吹乾(N2 stream)

玻璃清洗與乾燥 (CLEAN)

加熱器(Hot plate)100℃ 10 min 烤乾

光阻塗佈 (PR COAT) 正光阻 AZ6112

離心塗佈機(Spin coater) 5”1000rpm →30”3000rpm

90℃ 5min，烤去光阻大部分溶劑，增加和晶片附著力。軟烤 (SOFT BAKE)

冷卻至室溫(RT)

上光罩(Mask)曝光 (EXP.)

接觸式(Hard contact) 曝光 1.5 秒

顯影液(KTD-1) 將經過光照分解的光阻層除去，保留

未曝光部分的光阻層。

顯影 (DEVELOP)

→去離子水定影(DI) →氮氣吹乾(N2 stream)

120℃ 5min

將光阻中樹脂成分烤硬，以利於後續蝕刻處理。

黃光

硬烤 (HARD BAKE)

冷卻至室溫(RT)

ITO 蝕刻液(EG-462) 50℃ 3~5min蝕刻 (ETCHING)

→去離子水(DI) →氮氣吹乾(N2 stream)

去光阻 (STRIP CLEAN) 丙酮(Acetone)/丙二醇(2-Propanol) 去除正光阻。

蝕刻

清洗乾燥 (CLEAN) →去離子水(DI) →氮氣吹乾(N2 stream)

後製 鎢鋼刀裁切 →磨邊、導角 → 清洗乾燥
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<表二> Cancer surface markers

Type Surface Markers Indications

* CD 33 Acute myeloid leukemia
* CD 20 Normal B lymphocytes and

lymphomas

Blood

CD 22 Non-Hodgkins lymphoma

* HER-2/neu Positive metastatic breast cancer
* CD 52 B-cell chronic lymphocytic leukemia
* VEGF Colorectal cancer

Solid
tumor

* EGFR (HER-1) Colorectal cancer
PSMA Prostate cancer
PSCA Prostate cancer
Akt Breast cancer
mTOR Breast cancer
CD 44v6 Certain lymphoma and leukaemia
CA 15-3 Breast cancer
CEA Colon cancer
Emmprin
(basigin/CD 147)

Carcinoma cells

* 已有抗體藥品通過 FDA 認證，使用於臨床。
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<圖 1> 蛋白質偵測示意圖。一級抗體(1°Ab)辨識欲研究的細胞膜蛋

白，帶有金粒子的二級抗體(2°Ab)抓住一級抗體。當該蛋白質

表現越多，細胞表面連結的金粒子越多，會影響阻抗的量測。
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<圖 2> 等面積平板間隙電極(Gap electrodes)例圖。
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<圖 3> 成對趾狀電極(Interdigital electrode structures, IDES)，其線寬及

間距又分為 0.05mm、0.1mm、0.2mm、0.4mm。
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<圖 4> 趾狀十倍間隔電極，其線寬又分為 0.05mm、0.1mm、0.2mm、

0.4mm。
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<圖 5> 趾狀十倍大小差距電極，其小電極之線寬及間距又分為

0.05mm、0.1mm、0.2mm、0.4mm。
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<圖 6> 晶片設計圖。大小與一般玻片相似，依照 8-well flexiPERM®

設計電極的大小及位置，並在側邊放置線路接觸片(fingers)可

與邊接頭(Edge Connector) 做拔插連結。
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<圖 7> 4”光罩。每片光罩可容納兩個晶片，晶片上的電極被設計成許

多不同的樣式，同一片上最多有四個不同的電極樣式，其對

側為對稱的相同電極，以方便控制組的實驗設計。
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A B

C D

E F

<圖 8> 黃光室中 ITO 晶片的製作過程。清洗(A)；光阻塗佈(B)；烘烤

(C)；曝光(D)；顯影(E)；蝕刻(F)。
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<圖 9> 在儀科中心使用光微影技術製作完成的 ITO 電極晶片。
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<圖 10>經切割、磨邊後的晶片成品。
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A B

C

<圖 11>8-well flexiPERM®矽膠格(A)；切割完成的 ITO 晶片(B)；晶

片與矽膠格組合形成 8 個細胞培養格(C)。
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<圖 12>信號切換盒(Switch Box)之電路設計。
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<圖 13>訊號切換盒(Switch Box)。晶片組與邊接頭連結後，經過一段

排線接到訊換切換盒中，訊號切換盒再由另一排線與鎖相放

大器連結。
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<圖 14>裝置示意圖。鎖相放大器提供 1V 的交流訊號，通過1MΩ限

流電阻到訊號切換盒(Switch Box)，由電腦控制切換盒指定哪

一塊晶片上的哪一格要被偵測。最後由鎖相放大器讀出樣本

兩端的相內 (in-phase)電壓及相外(out-of-phase)電壓。
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<圖 15>LabVIEW 程式流程圖。負責實驗的儀器控制、自動化量測、

數據的擷取及資料的儲存。

儀器條件設定與儀器連結

實驗設定：wells、量測模式、
頻率、時間安排、儲存路徑

頻率設定

Well 選擇

延遲，等待測量完成

記錄 數據顯示

下一個 well 量測

連續量測之時間間隔

下一個量測頻率

實驗終止

結束實驗、終止儀器連結

Yes

Yes

Yes
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<圖 16>自行撰寫的程式，三個主要的人機介面視窗。第一個視窗，

做鎖相放大器的基本設定與連結；第二個視窗，做自動化量

測的相關設定；第三個視窗，數據的分析做圖。
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Glass surface

ITO surface

<圖 17>MG-63 分別培養在玻璃及 ITO 表面。在顯微鏡觀察下，細胞

的貼附行為及型態上都很正常
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<圖 18>以相片計算細胞密度，在細胞的生長曲線中，MG-63 培養在

玻璃上(▁)和培養在 ITO 表面(▂)，兩組曲線幾乎重疊無顯著

的差異。
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<圖 19>電阻抗(R)與電容抗(Xc)在不同頻率下不同天(不同的曲線)的

測量值。電容抗在各頻率不同天之測量值皆無明顯的變化，

而電阻抗測量值有較明顯的改變，且在4000Hz有較佳的差異。
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<圖 20>靈敏度較佳的四種電極。變化量(△Ω)是電阻抗讀值減去第一

天的電阻抗值。其中以 D 電極有最大的變化量。
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<圖 21>第 4 天較第 2 天成長之百分比(%)。D 電極分別為 A、B、C

電極的 4.09 倍、1.98 倍、1.86 倍。
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<圖 22>不同細胞濃度的電阻抗(ΔR)量測。最低可偵測的細胞濃度約

為 1×104 cells/mL。
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<圖 23>不同細胞濃度所測的 MTT 吸光值(OD 570-690)。最低可偵測

的細胞濃度約為 1×104 cells/mL。
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<圖 24>不同細胞濃度所測得的 WST-1 吸光值(OD 450-690)。最低可

偵測的細胞濃度約為 1×103 cells/mL。
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<圖 25>電阻抗變化值(ΔR)與 MTT 吸光值(OD 570-690)之相關性分

析。(p＜0.005)
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<圖 26>電阻抗變化值(ΔR)與 WST-1 吸光值(OD 450-690)之相關性分

析。(p＜0.001)
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<圖 27>連續量測 MG-63 生長的曲線，細胞组的電阻測量值減去只有

培養基的量測值為△R。△R 隨著細胞生長的情形所變化。第

1 天為(57.5Ω±17.69)上升至第 7 天為(246Ω±29.35)。
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<圖 28>MG-63 生長在晶片上的型態。至第七天長到最滿，之後死亡。
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<圖 29>細胞貼付之連續阻抗量測。細胞於第 4 個小時完成貼付，ΔR

也到達最大值，並趨於平緩。
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<圖 30>不同稀釋倍數的一級抗體(mouse anti-Integrin β1)，加入後 24

小時的阻抗測量紀錄。原倍抗體被稀釋 100 倍[1:100]、被稀釋

300 倍[1:300]、倍稀釋 500 倍[1:500]、無添加抗體之控制組[0]。

濃度越高的一抗伴隨越多過量的懸浮抗體，ΔR值也就越高。
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<圖 31>加入稀釋 100 倍的一抗(mouse anti-Integrin β1)及帶金粒子之

二抗(goat anti-Mouse IgG-Au)。一抗加二抗[1+2]的ΔR值比只

加二抗[0+2]來的低；只加一抗[0+1]的ΔR值也比只加二抗[0+2]

來的低。
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<圖 32>加入稀釋 50 倍的一抗(mouse anti-Integrin β1)及帶金粒子之二

抗(goat anti-Mouse IgG-Au)。一抗加二抗[1+2]的ΔR值比只加

二抗[0+2]來的低；只加一抗[0+1]的ΔR值也比只加二抗[0+2]

來的低。
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<圖 33>不與細胞膜連結的一抗(rabbit anti-Rat Ig)加上金粒子二抗

(goat anti Mouse IgG-Au)，[1(RatIg)+2]的ΔR值則會比只加二

抗[0+2]的高。
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<圖 34>細胞免疫螢光染色。使用的一抗為 mouse anti-Integrin β1，二

抗為帶螢光的 goat anti-Mouse IgG-FITC。在螢光顯微鏡下觀

察(A)；及光學顯微鏡下觀察(B)。
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<圖 35>不同細胞濃度加入 anti-Integrin 及帶金粒子二抗，24~48 小時

阻抗變化量(ΔR)之連續量測。接種細胞越多有越多的 Integrin

蛋白存在，ΔR值也越高。細胞隨時間增生，Integrin 的含量

也越多，ΔR值也有上升的趨勢。
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<圖 36>不同的細胞濃度 Integrin 的螢光染色，細胞數量越多細胞膜上

有越多的 Integrin 蛋白，也有越高的螢光密度讀值。



- 104 -

y = 0.4198x + 214.69

R2 = 0.9178

216

218

220

222

224

226

228

230

232

0 5 10 15 20 25 30 35 40

2d ΔR

FI
T
C
in
te
nc
ity

<圖 37>第 48 小時ΔR値與螢光讀值之相關性分析。其線性迴歸

R2=0.9178，p<0.005。


