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中文摘要

腹膜透析是一種用來治療腎衰竭患者的透析療法。為了避免透析過程中可能

會發生的腹膜發炎情形，監控透析液中白血球的比例及數目是非常重要的。傳統的

檢測方式是使用流式細胞儀及自動細胞計數器對透析液中的白血球做定量，然而

這些技術有以下的問題，像是(1)無法處理低濃度的樣本(<300 cells/μL)，(2)實驗儀

器較為龐大且昂貴，這些問題限制了其使用性。為解決以上問題，本論文開發一利

用流體動力學原理之微流道生醫晶片，此微流道系統操作簡單，製作成本低、製程

簡單，可同時進行細胞、免疫微珠的抓取及分類。為了讓此微流道平台更加符合定

點照護的需求，未來將與智慧型手機進行整合，並搭配軟體或是 APP 進行自動化

影像處理、分析及資料傳輸。本論文主要分兩大部分，第一部分為免疫微珠抓取中

性球之效率及能力測試，第二部分則為微流道分選並抓取白血球、免疫微珠的表現

測試，未來則希望以 Matlab 軟體對白血球數目及微珠抓取細胞結果進行自動化定

量。此微流道平台將能於定點照護的環境下偵測不同感染階段的腹膜炎，助醫生進

行即時且正確的治療。
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ABSTRACT

Peritoneal dialysis is a treatment for patients who suffer from severe chronic kidney 

disease. To prevent any infection during the treatment, it is important to monitor the 

population of white blood cell in peritoneal dialysis. At present, fluorescence-based flow 

cytometry and the automated hemocytometer are two prevailing methods to quantify the 

population of white blood cell. However, these techniques usually exist several 

limitations, such as (1) cannot deal with low white blood cell level (<300 cells/μL), (2)

laborious assay preparation and manipulation steps. To address the above problems, we 

develop a microfluidic device with hydrodynamic trap arrays to capture white blood cells.

The microfluidic microtrap array with multiple dimensions can trap general white blood 

cells and specific white blood cell subpopulation conjugated with 30μm polystyrene 

beads. This microfluidic platform enables simultaneously cell trapping, selection and can 

perform simple and real-time cell counting without complicated sample processing steps 

and equipment. To make the system more user-friendly and be suitable for point-of-care 

(POC) settings, we plan to make this microfluidic device compatible to existing 

smartphones and APP, which can perform image processing, analysis and data 

transmission. We believe this microfluidic platform for surveillance of white blood cell 

level will hold significant promise to provide the detailed infection status of patient for 

doctors to perform timely treatment.
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Chapter 1 緒論

研究背景

健康的人體中主要是由腎臟負責將體內多餘的水分或是代謝廢物排除體外，

但當腎臟功能衰竭而失去代謝功能時，體內的廢物無法順利排泄，導致毒素堆積時，

就需要利用腎臟移植或是透析治療的方式來代替原本腎臟的功能。根據台灣腎臟

醫學會的統計顯示，台灣的慢性腎衰竭盛行率及新發生率在全球名列前茅，有超過

一成的人口有慢性腎病的症狀，而這些慢性腎衰竭患者有一定的機率會惡化為較

嚴重的尿毒症，此時必須接受進一步的治療以延續生命，最常見的治療方式為透析

療法，目前有大約九成的患者會採用血液透析，即俗稱的洗腎，而另外有約一成的

患者採用腹膜透析的方式進行治療，只有極少數的病患能夠獲得進行腎臟移植手

術，根除腎衰竭的機會。

血液透析為目前最常見的腎衰竭治療方式，其工作原理為在病患手臂上開洞

架設透析導管，將血液抽出體外，搭配外部儀器的血液透析膜清除血液中之廢物、

毒素和雜質後，再流回病患體內。由於血液透析需要複雜的儀器操作，病患和醫院

往往需要耗費許多時間及人力成本，此外由於血液透析為在短時間內快速移除血

中毒素和水分，在過程中也易造成病患不適。不同於血液透析，腹膜透析為利用腹

腔中包覆內臟器官和腹壁上的半透膜，稱做腹膜，作為過濾、排除體內代謝物的一

種醫療方式。其治療方式為在腹腔內植入一條導管，經由導管將透析液引流注入腹

腔內，留置於體內一段時間進行換液的過程後再引流出來。由於腹膜透析療法為一

較長時間的液體交換方式，病患較不易感到不適，此外腹膜透析可直接在住家中自

行操作換液，亦可使用機器在睡眠中進行透析，正常情況下，只需每月一次定期回

診，可使病患保有良好的生活品質，並省去約兩成的醫療成本，若將來能夠繼續推

廣普及，將可讓健保資源得到更妥善的運用。

  雖然腹膜透析有許多的優點，然而由於患者採用腹膜透析療法之前，必須先開

刀於腹部置入導管，且透析過程由患者自行操作，增加了細菌及病毒入侵體內的機

會，也因此增加了發生腹膜炎的機率，而腹膜炎的發生，導致患者必須回診接受診

察，並接受抗生素治療，若發炎情況未因此好轉，就得改變抗生素的種類，因此增

加了腹膜炎惡化的機率。若腹膜炎發生，則患者可能無法再繼續接受腹膜透析療法，
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必須轉回傳統的血液透析，嚴重者甚至得接受換腎手術，否則有致命的風險存在。

目前尚無有效的方法可以提早偵測到腹膜炎的發生，往往都是病人已經感到嚴重

腹痛而回診時才能夠得知患者有腹膜發炎的情況，此時的發炎程度通常都已經相

當嚴重，若此時無法及時準確地投入適當的抗生素，會對患者的預後造成不好的影

響。

文獻回顧

微流道系統是從微機電(Micro Electro Mechanical Systems，MEMS)所延伸發展

的領域，被廣泛應用生醫檢測領域中，用微奈米製程方式，在微晶片上做出具有微

米等級的反應槽、幫浦、閥、管道、分離區等元件[1,2]。傳統上這些操作液體的儀

器，都具有可觀的體積及昂貴的價格，並且有複雜的操作流程，且需要專業受過訓

練的人員來操作，但還是難免會有人為操作的因素而影響結果。微流道將這些操作

液體的儀器微型化，將所有的功能整合在一片小小的晶片上，即所謂的實驗室晶片

(lab-on-a-chip，LOC)的概念[3,4]，把一個生化實驗室縮小整合，可消除人為造成實

驗結果不同的情形，並且可結合相關的偵測技術，完成所謂的微型全分析系統

(micro-total-analysis-system，μTAS)之應用[5-7]，目前亦廣泛的使用於細胞捕捉、細

胞培養、細胞分離等功能。微流道與傳統具相同功能的儀器相比，具有數項優點，

如：(1)較高的表面積-體面積比(surface-to-volume ratio)，可增加各種生化反應的接

觸反應面積，同時具有較低的擴散長度(diffusion length)，可明顯縮短各種生化反應

所需的反應時間，因此適合觀察低密度的細胞，提升量測的精準度(2)微流道晶片

通常製作成本低廉，且由於體積小具可攜性，因此相當適合作為定點照護(point-of-

care)的操作平台，且所需反應的樣本體積少，因此在樣本採集上具有較高的便利性。

(3)精密的微奈米製程方式製作，晶片的結構可精準地控制抓取細胞，亦能在表面

上進行特定的生化處理增加捕捉細胞的效率。

由於微流道具有可處理低濃度樣本(<100cells/μL)且所需樣本體積小(<20μL)的

特性，又可應用於遠端定點照護及監控的應用上，因此是一個具突破性的方案，可

解決目前現有技術如流式細胞儀，無法即時偵測早期腹膜炎的困境。
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1.2.1 腹膜炎感染階段與腹膜透析液中白血球數目及比例的關係

對於腹膜透析病患的發炎程度，許多文獻[8-12]指出腹膜透析液內的白血球個

數和種類可提供重要的訊息，若透析液中每單位微升的白血球個數超過 100 顆時

就代表有發炎反應的情形產生，此時病患就需要回診進行治療，在治療過程中，病

患仍需持續的觀測白血球個數。在初期的發炎期間，透析液會呈現淡黃色不透明狀，

其中約有 50%以上的白血球種類為嗜中性球(neutrophil)，經過適當的藥物治療後，

可發現腹膜透析液的白血球個數會逐漸減少，且比例會由主要為嗜中性球轉變為

淋巴球細胞(lymphocyte)，在經過持續的治療後，則可以發現腹膜透析液內白血球

下降至每單位微升小於 20個白血球。由上述的發炎過程可知，腹膜透析液內白血

球的個數和種類皆在判斷腹膜透析病患腹膜炎中扮演重要的角色，白血球的個數

主要為判斷發炎反應的產生與結束，而白血球的種類主要判斷發炎的階段，若能準

確的得知上述資訊，將有助於醫生做即時且正確的投藥治療處理。

1.2.2 於微流道以外力分離及捕捉細胞

近年來有許多文獻提出了各種可應用於分離或捕捉細胞及流體中微小粒子的

微流道系統[13,14]，捕捉這些細胞及粒子之後，可進行許多後續的應用，如微生物

培養[15]、微氣泡混合[16,17]，也可應用於生物分析、細胞檢測等[18]。另外也有

文獻使用微流道的特性並結合光學(圖 1-1)[19-22]、電學(圖 1-2)[23,24]、磁學(圖

1-3)[25,26]、聲學[27]的原理來分離或捕捉細胞。光鉗原理是一種被常常拿來應用

於捕捉細胞及控制細胞移動方向的方法，然而這種方法也須對細胞施加高能雷射，

可能會對細胞造成傷害。微流道結合介電泳也是其中一種常見應用於分離、捕捉細

胞的方式，然而由於使用電場的方式操作，必須非常小心的操作，否則會對細胞造

成不可逆的永久傷害，另外也需要在流道中額外製作電極，在製程上相對較複雜。

在微流道中利用磁力、聲學分離或捕捉細胞需要外加磁場、聲波源，在系統的架設

上較為不易，較不適合使用於定點照護的應用上。
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圖 1-1 利用光鉗子原理在微流道中進行細胞分選及捕捉[20]
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圖 1-2 使用介電泳原理進行細胞分選[24]

圖 1-3 利用層流及磁力的方式進行細胞分離[26]
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1.2.3 流體動力學式微流道分離及捕捉細胞

利用流體力學原理的方式，相對是對細胞傷害較小的方式，且原理簡單，只需

設計特定的微流道，影響流體的運行方式，細胞遵循流線而被捕捉，有些團隊使用

微井(圖 1-4)[28]、有些則使用微梳狀結構。普林斯頓大學 James C. Sturm教授研究

團隊開發一種類似彈珠台結構的側向位移結構微流道(圖 1-5)[29]，依據細胞大小

不同則會有不同的橫向位移，以此原理進行細胞分離；另外加州大學柏克萊分校的

Luke Lee 教授研發團隊研發了一個利用流體動力學進行單細胞捕捉的微流體細胞

分析晶片(圖 1-6)[30]，此晶片由高密度的微溝槽陣列組成，當細胞流入微流道晶

片時，由於流線的帶動，單顆細胞將被捕捉於微溝槽上，一旦微溝槽上帶有細胞時，

流線就會改變使下一個單細胞流入其他尚未捕捉到細胞的微溝槽，此系統只需利

用流體的壓力帶動，即能達到高密度的單細胞捕捉。雖然這些系統可進行多種細胞

分離、捕捉，然而這些方式因沒有任何細胞標定步驟，無法達成專一性的細胞捕捉，

此外細胞本身的尺寸差異，也會影響捕捉的效率(yield)，因此不適合進行低細胞數

捕捉的實驗。

圖 1-4 使用重力沉積方式進行單細胞捕捉之微反應槽[28]
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圖 1-5 使用特別的障礙物排列，以流線進行細胞分離[29]

圖 1-6 使用流體力學進行高密度細胞捕捉之微流體晶片[30]

過去亦有研究以多孔微透膜微流道晶片的方式進行細胞的攔截(圖 1-7)[31]，

由於透孔結構相對於其他的以障礙物的方式攔截細胞，有較高單位體積透孔率，意

思即為在同樣的流道體積內，可以抓取較多的細胞及粒子。然而這種結構的流體動

力學式微流道同樣具有低專一性的缺點，且由於流道是由三層結構所組成，製程難

度較高。
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圖 1-7 使用多孔微透膜進行細胞的捕捉[31]

另一種使用微流道晶片進行細胞捕捉的方式是由東京大學的 Takeuchi 教授的

研究團隊所開發的微流體晶片[32]，其利用不同流阻的捕捉井所組成的微流道進行

微珠或細胞的捕捉及釋放，此晶片運作原理可看以等效電阻的概念去理解，當微珠

或細胞進入晶片後，會順著流體先流往流阻小而流量大的路徑，而此路徑上設計有

一個窄口的通道，若粒子的尺寸較通道寬度為大，則會被此陷阱捕捉，反之則會通

過，而當陷阱中已有粒子佔據，造成流阻提高、流量變小，則粒子會順著流體沿著

主流道流至後方區域，以此設計進行粒子及細胞的捕捉。而加州理工學院的

Changhuei Yang 教授的研究團隊，延伸此種設計進行粒子的分選(圖 1-8)[33]，然

而此種設計是直接依靠粒子的尺寸去做篩選及捕捉，若樣本中不同的粒子沒有明

顯的尺寸差異，則無法以此設計將不同的粒子分開。

圖 1-8 利用不同流阻的流道進行細胞捕捉[33]
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1.2.4 使用生物標定技術在微流道進行分離及捕捉細胞

為能有效率的捕捉樣本中特定且少量的細胞或細菌，生物標定(labeling)的技術

一直以來皆被廣泛的使用，最主要的生物標定方法可分為光學和磁學的標定，藉由

帶有螢光或是磁力的微奈米球附著特定的生物標誌物抓取感興趣的細胞或細菌，

再由光學激發或是外加磁場能達到精確且少量的細胞捕捉。哈佛大學的 Donald 

Ingber 教授研究團隊就使用了磁性的微磁球捕捉患有敗血症病患血液中少量

C.albicans 真菌，再藉由整合高電磁場的微流體晶片捕捉吸附微磁球的真菌[34]。

他們期望藉由此方式幫助敗血症病患清除血液中的細菌。然而因為微流道晶片的

體積通常只有數微升，因此如何提升過濾血液之流量就成了此技術最主要的瓶頸。

圖 1-9 磁性微流體細胞捕捉晶片

研究動機及目的

目前流式細胞儀或細胞計數器為最廣為使用於量測白血球個數及種類的技術，

然而在白血球數目過少時(<300cells/μL)並無法得到準確的讀值，此外，上述技術亦

需要繁瑣的操作流程且須由受過專業訓練的人員來操作，且流式細胞儀造價昂貴，

無法提供即時的檢測，因此無法對早期的腹膜炎或是發炎症狀提供準確且即時的

診斷。

  有鑑於現有技術的限制，及為了解決流體動力學式微流道無法分選出不同種

類的白血球之問題，本論文開發一利用流體動力學原理之微流道生醫晶片進行腹
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膜透析液中之少量白血球種類和數目之即時監測，此微流道生醫晶片為聚二甲基

矽氧烷所做成(Polydimethylsiloxane，PDMS)，晶片中設計有三個捕捉區，分別捕捉

聚集的免疫微珠、單顆的免疫微珠、中性球之外的白血球，免疫微珠表面具有抗體，

會與中性球進行專一性的結合，藉此將中性球與其餘的白血球區分，再經由微流道

將較大顆的免疫微珠與白血球分別捕捉在不同的區域，即可分別計算中性球與其

餘白血球的比例及數目。

論文架構簡介

本論文由五個章節構成。

第一章為緒論，包含研究背景與動機、文獻回顧、論文架構，其中文獻回顧中

先說明腹膜炎感染階段與腹膜透析液中白血球的數目與比例的關係，再介紹傳統

的細胞分選方法以及各式微流道分選方法，最後比較各種方法的優缺點後，選擇適

合的實驗方法。

第二章為實驗原理介紹及微流道設計。先介紹在本論文中，流體動力學式微流

道分離及捕捉的原理，再說明設計的依據及原則，最後在實際以此設計用於後續的

實驗中。另外會介紹免疫微珠抓取特定白血球的原理。

第三章介紹實驗流程，包含模具的光微影製程、微流道晶片的軟微影製程以及

整體的實驗架設，另外說明免疫微珠抓取細胞的流程，並介紹實驗中會使用的儀器

設備。

第四章為實驗結果，首先說明免疫微珠的選擇及實際抓取中性球的實驗，然後

先以免疫微珠與螢光珠模擬真實使用情形，驗證實際流線、分離情形與預期之結果

相同，並計算捕捉及分選效率，接著以 THP-1 細胞與免疫微珠進行分離及捕捉的

實驗，最後以實際從腹膜透析病患身上所取之腹膜透析液，以所設計之微流道，捕

捉並分選出腹膜透析液中，不同種白血球，並以人工計數的方式計算細胞濃度，並

驗證是否與實際濃度相符。

第五章為本論文的結論與未來展望，總結本論文及說明未來規劃。
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Chapter 2 實驗原理介紹及微流道設計

流體動力學式微流道粒子分離及捕捉原理

本論文設計的流體動力學方式之微流道晶片，其運作原理如圖 2-1(A)，可以

電阻電路的概念理解，將電子視作流體分子，水流視作電流，流阻則視作電阻，而

流體壓力差可視作電壓差，在電阻電路中，電子在兩條具有相同壓力差的路徑，會

傾向往電阻小的路徑流動造成比較大的電流。以流體力學的方式理解，晶片內具有

不同流阻的流道，在粒子尚未被所設計的陷阱所捕捉前主流道具有較高的流阻，因

此會有較大流量的流體流往具有較低流阻的陷阱流道，而流體中的粒子，例如微珠

及細胞，則因為流線的帶動會傾向先流向側邊較低流阻的陷阱流道，當粒子直徑較

所設計的陷阱流道寬度來的大，則粒子會被陷阱攔截下來，並將陷阱流道堵住使流

阻提高，減少繼續進入陷阱流道的流體流量並避免其他粒子再度進入；當粒子直徑

較所設計的陷阱流道來的小，則粒子會順利通過陷阱繼續往後方流道前進而不會

影響流道的流阻。若流道中設計有不同的捕捉區，分別具有不同的流道尺寸設計，

則可依序的將樣本中的大小粒子捕捉在不同的區域。兩條不同流阻的流道在陷阱

流道尚未被粒子佔據之前，兩者之間的流量關係可簡化為圖 2-1(B)的公式，可看

出流量與流道的寬度、高度、長度及長寬比皆有關，若 Q1/Q2 的值大於 1，則晶片

會依設計的方式運作。
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圖 2-1 流體動力學式微流道晶片運作原理 (A)簡化等效電阻說明圖

(B)路徑 1及路徑 2流量比例簡化公式
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流體動力學式微流道設計

本論文是依據圖 2-1(B)之公式，設計出 Q1/Q2 的值大於 1 的微流道。先選定

了主流道及陷阱流道的寬度，主流道寬度及流道高度必須大於樣本中，最大欲捕捉

的粒子直徑，避免流道堵塞，根據文獻[32]，流道高度最高可設計為 1.4 倍的最大

粒子直徑，以此原則進行設計可達成最高的單一粒子捕捉率，因此本微流道高度設

計為 40μm；而陷阱流道寬度則必須小於欲捕捉的粒子半徑。在本論文中免疫微珠

是樣本中最大的粒子，直徑為 30μm，而腹膜透析液中白血球直徑則為 10~15μm，

在本論文中所設計的微流道希望分別對免疫微珠及白血球進行捕捉，並分離中性

球與其餘白血球。

本微流道共分三個捕捉區，如圖 2-2，第一區(Zone A)的陷阱流道寬度設計為：

60μm(一排)、45μm(兩排)、30μm(兩排)，主流道寬度為 120μm，共有 80 個陷阱，

Q1/Q2的值皆大於 3.79，是用來攔截因捕捉同一顆細胞而聚集在一起的免疫微珠，

以避免主流道堵塞，因此預期會有部份的單顆免疫微珠會被捕捉於第一區第四排、

第五排；第二區(Zone B)的陷阱流道寬度為：20μm，主流道寬度則為 90μm，共有

100個陷阱，Q1/Q2的值為 1.91，用來捕捉單顆的免疫微珠，方便後續的細胞計數；

第三區(Zone C)的陷阱流道寬度為：9μm，主流道寬度為 40μm，共有 102個陷阱，

Q1/Q2 的值為 1.42，用來捕捉未被免疫微珠所標定的其餘白血球，表 2-1 記錄了

詳細的流道尺寸。在第一區及第二區所捕捉的免疫微珠，表面具有能夠辨認腹膜透

析液中中性球的抗體，因此能夠與中性球進行鍵結，達到分離中性球與其餘白血球

的目標。
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圖 2-2 微流道設計示意圖

表 2-1 微流道設計詳細尺寸表

L1 (μm) L2 (μm) W1 (μm) W2 (μm) H (μm) Q1/Q2 # of traps

Zone A 20 780 60

45

30

120 40 14.35

8.97

3.79

80

Zone B 20 720 20 90 40 1.91 100

Zone C 25 1520 9 40 40 1.42 102
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免疫微珠抓取原理

  在人體中，白血球具有相當多樣化的分支，不同種的白血球具有不同的功能，

每種白血球表面都有許多特定的表面蛋白，這些表面蛋白質像是一種身分證，可用

特定的抗體與之結合。本論文中，希望將中性球(neutrophil)從腹膜透析液中，與其

他的白血球分離，然而，由於正常人類白血球的尺寸為 10~15μm，在各種不同種的

白血球中的差異不大，若希望直接以尺寸差異的方式將中性球與其他白血球分離，

是相當困難的。而 CD15、CD16 這種表面蛋白，在中性球的表面具有很高的表現

性[35]，而在其他的白血球具有相對低的表現性，因此我們選擇以表面已鍵結 Anti-

CD15、Anti-CD16抗體的免疫微珠來專一性的捕捉中性球。以下說明原理：

2.3.1 抗體抗原鍵結原理

抗體又稱為免疫球蛋白，由脊隨動物免疫細胞中的 B 細胞所分泌。抗體的單

體通常是一個 Y 型的分子，由 4 條多肽鏈所組成，分別為 2 條相同的重鏈與 2 條

相同的輕鏈，重鏈與輕鏈彼此之間以雙硫鍵鍵結，而每一條鏈均由免疫球蛋白結構

域所組成，這些結構域是由 70 到 110個胺基酸所組成，再經由摺疊後形成特定的

形狀，如圖 2-3。抗體能通過其可變區識別特定的外來物，也就是抗原，此可變區

通常位於 Y 字頂端兩側，而此兩個端點又被稱作互補位或是抗原結合位，該結構

僅針對一種特定的抗原表位，像是一把鑰匙只能開一把鎖一樣，這也是抗體和抗原

的結合具有專一性的原因。抗原通常為蛋白質或是多醣類，在生化實驗中，常用抗

體與特定抗原之間會發生結合的現象，標記特定的細胞或是蛋白質。在本論文中選

用的抗體為 Anti-CD15及 Anti-CD16，而抗原即為中性球表面之 CD15 及 CD16表

面蛋白。

圖 2-3 簡化抗體結構圖
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2.3.2 免疫微珠與抗體鍵結原理

  前節說明了抗體與抗原的鍵結原理，本節將說明在本論文中的免疫微珠是如

和與 Anti-CD15 抗體及 Anti-CD16 抗體進行鍵結。事實上 Y 型的抗體分子同樣能

成為其他種抗體所辨認之抗原，本論文中的免疫微珠即是以此種原理，將所選擇的

特殊抗體接在表面，如圖 2-4，pluriselect 原廠在免疫微珠表面預先以生物素(biotin)

與鏈親合素 (Streptavidin)的鍵結方式將 Anti-mouse IgG 之抗體接在 universal

pluribeads 上，再與 Anti-CD15 抗體(mouse)及 Anti-CD16 抗體(mouse)混合，即完

成 Anti-CD15 pluribeads 及 Anti-CD16 pluribeads。

圖 2-4 專一性抗體與免疫微珠鍵結原理
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Chapter 3 實驗流程

本章節將說明本論文中所進行的實驗流程，包含以光微影製程做出翻模所需

的矽晶圓模具及後續以軟微影製程做出 PDMS 微流道晶片的過程，並且說明樣本

的前處理、細胞染色、細胞濃度確認法，接著說明免疫微珠捕捉腹膜透析液樣本中

的中性球實驗步驟，最後則是以微流道晶片進行免疫微珠、螢光珠、白血球分離的

實驗流程。

晶片製程

3.1.1 模具製作－光微影製程流程

本論文中微流道所設計的流道高度為 40μm，因此使用 MICRO•CHEM SU-8 

2050負光阻進行模具結構的製作(可製作厚度：30μm~170μm)，全部流程可簡化如

圖 3-1。

圖 3-1 光微影製程簡要流程圖

本模具全程於奈米機電系統研究中心的無塵室中進行，裡面備有所需要的製

程設備及潔淨度高的環境，然而在矽晶圓在保存的過程中，還是很容易受到空氣中

的懸浮粒子沾黏，且表面難免會出現二氧化矽的氧化層，進而影響後續光阻結構及

圖樣的製作，因此在實際進入黃光製程前，會清洗矽晶圓以減少表面的細小粒子及
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汙染物沾黏，並蝕刻二氧化矽氧化層，以增加表面與光阻的附著性。清洗晶圓步驟

如下：

1. 使用超音波震洗機(E120H, ELMA)(圖 3-2)，分別以丙酮、異丙醇震洗 5分

鐘，再以去離子水沖洗矽晶圓表面，可有效去除表面微粒又不破壞表面結

構。

2. 浸泡在硫酸雙氧水(體積比 3:1)6分鐘，此步驟主要是依硫酸雙氧水強氧化性

和脫水性來破壞有機物的碳氫鍵結，達到去除有機不純物的效果。

3. 以去離子水沖洗殘餘的硫酸雙氧水溶液。

4. 由於矽晶圓在強酸或高溫下會加速表面氧化層的增長，會減少光阻對晶圓表

面的黏附力，因此必須透過二氧化矽蝕刻液(buffered oxide etch, BOE)去除表

面氧化層，浸泡約 2到 3分鐘後表面將變為疏水性。

5. 以去離子水沖洗，再以氮氣吹乾後放入 120˚烘箱中 10分鐘，烤乾水分子，

確保晶圓表面乾燥。

圖 3-2 超音波震洗機(E120H, ELMA)

待矽晶圓表面乾燥後，後續的製程將於黃光室中進行，避免光阻受到環境中的

紫外線(UV)或是特定波段的光照射激發，而產生化學變化而造成結構製作失敗。

光阻主要是以高分子聚合物、溶劑、感光劑所組成，其中高分子聚合物具有酸基，

作為黏合劑使用，溶劑則是用來溶解高分子聚合物及感光劑，並使光阻可藉由旋轉

塗佈法在矽晶圓表面形成平坦的薄膜層以進行後續的製程，感光劑則為光活性強

的化合物，遇到特定波段的光源會產生化學反應而使光阻在顯影液中的溶解度改

變。光阻可分為正光阻及負光阻兩種，正光阻本身難溶於顯影劑中，溶劑中的感光
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劑於樹脂中進行交聯作用(cross-link)，曝光後感光劑的交聯作用被切斷，而使光阻

結構可溶於鹼性顯影液中；負光阻正好相反，本身對於顯影液的溶解度高，經曝光

後感光劑產生交連作用，這些交連後的高分子具有較佳的抗化學蝕刻能力，且難溶

於顯影液。正光阻於顯影時較不會吸收顯影劑而膨脹，因此可得到較細的線寬結構，

然而成本較高，通常為業界製作積體電路所用；而使用負光阻雖然結構解析度較差，

但已經符合製作微流道晶片模具的需求，而且成本較低廉，因此負光阻是目前常見

的微流道模具製作原料。本論文實際黃光製程步驟如下：

1. 將測試用矽晶圓放置於旋轉塗佈機(SP-M3-P, apisc)(圖 3-3)的真空吸頭上，開啟

真空幫浦，並設置三階旋轉，第一階 500rpm，時間 15 秒，第二階 1500rpm，

時間 15秒，此兩階目的是使光阻能夠均勻分佈在矽晶圓表面；第三階 4000rpm，

時間 40 秒，此階段為控制最終光阻薄膜厚度最重要的階段。三階段加速度均

為 150rpm/sec。

2. 設置完成後，開始試轉，測試矽晶圓是否在三階旋轉中，皆能穩定的固定於吸

頭上。

3. 將已經過清洗後之矽晶圓以氮氣槍再次吹淨後，放置於旋轉塗佈機的真空吸頭

上，開啟真空幫浦，並滴上約 50元硬幣面積的 SU-8 2050 光阻，接著根據實驗

步驟 1所設置的轉速開始旋轉塗佈。

4. 將塗佈完光阻的矽晶圓放置在加熱板上進行軟烤，第一烤為 65°C，時間為 3分

鐘；第二烤為 95°C，時間為 7分鐘，目的是使光阻中的溶劑蒸發，讓光阻層從

原先的黏稠液體成為較乾燥的薄膜層，並增加光阻對晶圓表面的附著力。

5. 將軟烤後的矽晶圓，放置於單面對準曝光機(EVG620)(圖 3-4)中的曝光平台上，

並放上已黏上膠片光罩的光罩玻璃，開啟真空幫浦固定。接著設定曝光參數，

包含曝光時間及對位間距，曝光時間設定為 11.2秒，對位間距設定為 100μm。

6. 曝光後將矽晶圓放置在加熱板進行曝後烤，第一烤為 65°C，時間為 1分鐘；第

二烤為 95°C，時間為 7分鐘。由於在曝光時，部分未被感光劑吸收的光能會穿

透到基底，並且反射與入射光產生干涉現象，而引起駐波現象造成整體曝光強

度不一，而曝後烤能使光阻結構重新排列，減少此現象對結構的影響程度，幫

助後續顯影步驟的成功性。
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7. 曝後烤後將矽晶圓放入容器中並倒入 SU-8 顯影液中進行顯影，時間為 30 分

鐘，並在過程中保持輕微搖晃，幫助細部結構的顯影效果。時間結束後，以異

丙醇將殘餘在晶圓表面之顯影液沖洗掉，再以去離子水沖洗掉異丙醇，最後以

氮氣槍吹乾。

8. 將矽晶圓放上 200°C 的加熱板進行硬烤，時間 30 分鐘，此步驟目的為將光阻

中之溶劑量減至最低，並消除因顯影時造成之表面應力。

圖 3-3 旋轉塗佈機(SP-M3-P, apisc)

圖 3-4 單面對準曝光機(EVG 620)
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3.1.2 光微影製程參數設定

本論文中，光微影製程各項製程參數皆參考自 MICRO•CHEM 所提供之 SU-8 

2050 產品使用說明書，並結合過去的實驗經驗，以下說明各項參數設定依據：

SU-8 2050因為本身較為黏稠，不需倒入過多的光阻劑，在晶圓上倒上約 50元

硬幣大小的光阻劑即可。光阻結構目標厚度為 40μm，根據說明書中轉速資料，依

造厚度曲線決定所需要的轉速，如圖 3-5，得知所需轉速為 4000rpm。說明書中建

議旋轉階數為兩階，分別為第一階轉速 500rpm，時間 5~10 秒，加速度 100rpm/sec；

第二階轉速為目標轉速，時間 30 秒，加速度 300rpm/sec。然而根據實驗經驗，旋

轉階數設定為三階，可得到較平坦均勻的光阻層，第一階轉速 500rpm，時間 15 秒，

加速度 150rpm/sec；第二階轉速 1500rpm，時間 15 秒，加速度 150rpm/sec；第三

階轉速為目標轉速，即 4000rpm，時間 40秒，加速度 150rpm/sec。

圖 3-5 塗佈厚度與轉速曲線圖

軟烤之目的是將光阻內的有機溶劑蒸發使光阻凝固。塗佈好光阻的矽晶圓必

須放在加熱板上，有機溶劑從光阻內部蒸發，使光阻由液態成為固態。不同厚度的

光阻結構所需要的加熱時間不同，如表 3-1。實際上，加熱板上會墊上一層鋁箔紙

使加熱均勻及保持乾淨，造成實際在矽晶圓底下的溫度不足，而使光阻層受熱不足

還是黏稠的液態，在後續接觸曝光階段，部分未凝固的光阻會沾黏在光罩上，甚至

在光阻層上留下沾黏的痕跡，而使結構受損。因此在本論文中軟烤步驟會在 95°C

加熱階段增加一分鐘，使溶劑蒸發量足夠，因此實際軟烤步驟為，3 分鐘@65°C，

7分鐘@95°C。
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表 3-1 軟烤溫度及時間表

SU-8 2050負光阻在感光後產生交聯作用，使結構強度增加而不會溶於顯影劑。

曝光機光源為波長 365nm的紫外光，曝光強度為 10.7mW/cm2。根據表 3-2所示，

所需曝光能量為 160mJ/cm2，然而根據實驗經驗，若依造說明書內所建議的曝光能

量進行曝光，會造成光阻過曝的現象，使流道寬度變寬，如圖 3-6，因此實際上，

會減少曝光能量 25%，實際所需曝光能量為 120mJ/cm2，曝光時間設定為 11.2秒。

表 3-2 曝光能量及厚度對應表

圖 3-6 流道過曝結果 (A)SU-8 光阻結構 (B)PDMS 流道影像

曝光後會進行曝後烤的步驟，此步驟目的是將光阻內殘留的有機溶劑量降到

最低，使交聯後的光阻結構更加穩定，未交聯的光阻結構更容易被顯影劑溶解，不

同厚度的光阻結構所需要的加熱時間不同，如表 3-3。根據實驗經驗，在 95°C 時
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需要多烤 1 分鐘才能使有機溶劑完全蒸發，故實際曝後烤步驟為，1分鐘@65°C，

7分鐘@95°C。

表 3-3 曝後烤溫度及時間表

曝後烤後會進行顯影及硬烤，顯影的目的是將未感光而無交聯作用產生的光

阻結構溶解，根據表 3-4，40μm 的結構需要 5 分鐘的顯影時間。然而，由於本論

文設計的光罩，最小線寬為 9μm，且根據實驗室研究的操作經驗，SU-8 系列的光

阻在交聯後是一種穩定的結構，幾乎不會有過顯的現象出現，因此實際上顯影步驟

會進行 30分鐘。而硬烤是為了使光阻結構更加堅固，能承受後續的翻模，根據說

明書建議硬烤步驟為 30分鐘@200°C。

表 3-4 顯影時間對照表

3.1.3 軟微影製程

本論文使用聚二甲基矽氧烷(Polydimethylsiloxane , PDMS)做出實際的微流道

晶片。PDMS是一種高分子的有機矽化合物，具有透明性高、生物相容性佳、熔點

高、可塑性佳的優點，被廣泛應用於微流道系統、填縫劑、潤滑劑、隱形眼鏡。液

態之 PDMS 是一種黏稠的液體，是由主劑 A劑以及硬化劑 B劑所混合而成，待加

熱烤乾後，成為一種透明性高彈性固體。目前 PDMS 用於製作微流道的方法是一
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種軟微影製程(soft lithography)，將液態之 PDMS 倒至矽晶圓模板上，此時矽晶圓

上的微結構會被轉印至 PDMS，再以烘箱烤乾後翻模，再經過切割、翻模、打孔、

封裝等後製程，即可得到具有微結構的 PDMS 微流道晶片。封裝製程使用到氧氣

電漿組合法(Oxygen plasma bonding method)，其原理為對低壓腔體內的氧氣施加電

漿，而使氧氣解離並產生大量的自由基粒子，這些自由基粒子會與碳氫化合物及表

面的氧化物發生反應，造成腔體內材料表面氧化，而 PDMS 表面在此種環境下，

會產生官能基如羥基(-OH)、羧基(-COOH)等，取代原有的高分子鍊，而使表面特

性改變，而能與其他同樣經此種方法改變表面性質後的矽衍生物表面組合在一起。

以下詳細說明實驗步驟：

1. 製作液態 PDMS，將 A 劑與 B 劑以及幫助後續脫模過程的矽油以重量比 10：

1：0.3的比例調配，並以打蛋器混合均勻。

2. 利用真空皿抽出混合完成之 PDMS中的氣泡。

3. 以氮氣槍仔細清潔矽晶圓模具表面，避免灰塵的沾粘，接著倒入已除氣泡之

PDMS液體，靜置於平坦表面，使 PDMS 液面能夠保持水平，並填滿模具細部

結構。

4. 放入 60°C烘箱，時間 2小時，使 PDMS 硬化而能脫模。

5. 取出烤乾之矽晶圓模具與 PDMS，以解剖刀小心的切割並取下所需要的區域，

形成一塊一塊的 PDMS微流道，即完成翻模。

6. 以 1mm 的打孔器在流道的入口處打洞，並以 0.5mm 的打孔器在流道的出口處

打洞，並且以膠帶仔細清潔 PDMS 微流道的表面，避免任何灰塵微粒的沾粘。

7. 取載玻片，並以酒精清潔表面，再以氮氣槍吹乾。

8. 將PDMS與載玻片同時放入氧電漿機腔體內(PDC-001, Harrick plasma)(圖 3-7)，

關閉腔體門。

9. 開啟機台電源及真空幫浦電源將腔體壓力抽至 0.2mmHg，接著旋轉分向閥，將

氧氣輸入管線壓力抽至 0.43mmHg，再將氧氣鋼瓶氣閥打開，使壓力計刻度維

持在 0.58mmHg~0.62mmHg，時間 10分鐘。

10.將電漿強度調整鈕旋轉至 HI，並計時 30 秒，此時會觀測到腔體內部為淡淡的

藍白色，結束後將調整鈕旋轉回 OFF。
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11.取出 PDMS 與載玻片，並關閉腔體門，接著將 PDMS 以夾子夾住輕輕接觸玻

璃，兩者會立即的組合在一起。

12.放入 60°C烘箱，時間 15分鐘，此步驟目的為加強兩個介面之間的結合力。

13.取出物品，完成 PDMS微流道晶片。

圖 3-7 氧電漿機(PDC-001, Harrick plasma)
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腹膜透析液樣本處理方式

3.2.1 腹膜透析液樣本取得

本論文之樣本皆取自台大醫院，其來源為因腹膜炎發作，進而產生嚴重腹痛情

形而回診台大醫院之腹膜透析患者身上所取之腹膜透析液。在接獲醫院通知後，立

即前往台大醫院拿取樣本，並返回實驗室進行各項實驗，此時台大醫院檢驗科會同

時以流式細胞儀對樣本做檢查報告供後續比較所用，檢查報告主要包含病患的病

歷號及姓名，以及腹膜透析液中之紅血球數目以及各種白血球(中性球、嗜酸性球、

淋巴球、單核球)數目的資訊，我們可根據過去的記錄發現，本論文所使用之腹膜

透析液樣本原始濃度皆高於 1000 顆白血球/μL，皆屬腹膜發炎程度高的情形。然而

在送檢驗科檢查之樣本及本論文所做的實驗使用的樣本之間，樣本新鮮度約有 2~3

小時的差異，也因此造成部分細胞的凋亡及破裂，也是造成細胞濃度計算會有差異

的原因之一。

3.2.2 細胞染色

實驗中所使用之細胞螢光染劑為鈣黃綠素 -AM (Calcein-AM) (Life

Technologies)，是一種對活細胞進行螢光標記的染色試劑。Calcein-AM 為 Calcein

(鈣黃綠素)的衍生物，於 Calcein 上增加了疏水基團的修飾，因此能夠輕易的穿透

活細胞膜，當其進入細胞質後，酯酶會將其水解為鈣黃綠素，並留在細胞質內發出

黃綠色的螢光，用作標定細胞，其激發及發射波長為 490nm和 515nm，平時應於-

20°C的環境下保存。配置方法如下：

1. 將二甲基亞碸(Dimethyl sulfoxide, DMSO)當成溶劑，溶解粉末狀的 Calcein-AM，

實際比例為 50μg的 Calcein-AM 與 50μL的 DMSO，混合成 50μL，濃度為 1mM

的 Calcein-AM 溶液。

2. 根據細胞樣本體積加入調配好的 Calcein-AM，使整體濃度達到 1μM 至 10μM，

如 200μL的腹膜透析液樣本，則加入大約 0.2μL的 Calcein-AM 溶液。

3.2.3 樣本細胞濃度確認

由於每次從台大醫院所取得腹膜炎患者之腹膜透析液內白血球細胞濃度皆不

盡相同，且通常都是超過 1000 顆/μL 的濃度，因此本論文中相關的實驗皆會對原

始的腹膜透析液做稀釋的步驟，為了知道稀釋倍率，必須先知道原始樣本中細胞的
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濃度，使用的工具為常見的拋棄式細胞九宮格計數盤，如圖 3-8，使用方法簡單、

快速，其步驟如下：

1. 取欲測量濃度之樣本 14μL，由開口處滴入細胞計數盤內。

2. 將細胞計數盤放上倒立式螢光顯微鏡(IX73, Olympus)(圖 3-9)上，並以相位觀察

法觀測並計數未經染色的白血球。

3. 計數方法為，取九宮格中的四角，並分別計算其中之細胞數目，取平均數後乘

上 104倍，即為大略之樣本細胞濃度(cells/ml)，例：若計算出來之平均數為 30，

則代表樣本中的細胞濃度為 3x105 cells/ml。

圖 3-8 細胞計數盤

圖 3-9 倒立式螢光顯微鏡(IX73, Olympus)
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免疫微珠捕捉中性球實驗

使用表面具有抗體的免疫微珠捕捉中性球的目的是為了使腹膜透析液中不同

種白血球產生尺寸上的差異，再藉由微流道晶片分離。被免疫微珠標定後的中性球

就如同被放大了一般，與其他不同種的白血球成為兩個不同的群體。此章節分為兩

個部分說明，第一部分為藥品準備，介紹了需要準備的各種化學藥品、免疫微珠、

儀器設備。第二部分為實驗流程，包含了實驗步驟、樣品濃度及體積、反應時間等。

3.3.1 化學藥品與免疫微珠的準備

由於目標細胞中性球的表面有極高的 CD15、CD16 表面蛋白質的表現性，而

其他白血球則沒有此種表現性，因此我們採用表面已經預先鍵結 Anti-CD15 及

Anti-CD16抗體的免疫微珠 pluribeads來捕捉中性球，此免疫微珠購買自 pluriSelect，

尺寸為 30μm，原液濃度為 2500 顆/μL，保存於 4°C冰箱內，使用前放置於室溫下

退冰 10 分鐘，才可用於後續實驗。實驗中還有使用到同樣購買自 pluriSelect 的

EDTA，目的是為了避免樣本遭到二價金屬離子的汙染，平常保存於 4°C 冰箱內，

使用前放置於室溫下退冰 10分鐘。而由於從台大醫院所取得的腹膜透析樣本都是

從腹膜炎發炎程度嚴重的患者身上所取出，為了模擬早期腹膜炎的情況，我們使用

1x 的 PBS 稀釋樣本至低細胞濃度，實驗中使用的 1x PBS 購買自 Thermo Fisher，

酸鹼值為 pH 7.4，平時保存於室溫下。Calcein AM購買自 Thermo Fisher，為粉末

狀，使用前需先使用 50μL之 DMSO將 50μg 之 Calcein AM 溶解及增加抗凍能力，

調配完成後，放置於-20°C冰箱中保存。

3.3.2 實驗步驟

本實驗流程示意圖如圖 3-10，詳細實驗步驟如下：

1. 取出 3.9μL 的 pluribeads 以及 30μL 的 EDTA，裝入 200μL 的離心管放置於室

溫下退冰 10分鐘，其餘未使用的 pluribeads 及 EDTA 應盡速放回 4°C冰箱內存

放。

2. 取 16μL 的腹膜透析液滴入細胞計數盤中，再以光學顯微鏡以相位觀察法計算

腹膜透析液中初始細胞濃度。
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3. 根據所計算出的濃度，以序列稀釋法稀釋至三種不同的細胞濃度(50 顆/μL、100

顆/μL、200 顆/μL)，並分別取出 200μL，成為 sample A，放置於 1.5mL 的離心

管中供後續實驗使用。

4. 取 10μL 已退冰的 EDTA 加入 sample A，輕微搖晃 1 分鐘，再加入 1.3μL 的

pluribeads，成為 sample B(volume: 211.3μL)

5. 將 sample B放至旋轉混合機(MX-RL-E, Dragon LAB)(圖 3-11)上，以 40rpm的

轉速，溫和混合 30分鐘。

6. 取一管已分裝的 Calcein-AM 於室溫下退冰 5分鐘，其餘未使用的 Calcein-AM

應盡速放回-20°C冰箱內存放。

7. 取 0.4μL已退冰的 Calcein-AM 加入 sample B，成為 sample C(volume:211.7μL)，

再以旋轉混合機以 40rpm的轉速，溫和混合 10分鐘。

8. 取 20μL 之 sample C，滴至載玻片上，並以蓋玻片蓋上，於倒立式螢光顯微鏡

下進行觀測及拍照。

圖 3-10 免疫微珠於腹膜透析液捕捉中性球流程

圖 3-11 旋轉混合機(MX-RL-E, Dragon LAB)
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微流道實驗

本論文中，微流道實驗主要分為兩個部分，第一部分將進行微流道分離、捕捉

免疫微珠及螢光珠的實驗，以驗證流道是否如設計一般，能夠成功的將大小不同的

粒子分離、捕獲在不同的區域。第二部分則是將前節經混合過後的免疫微珠與真實

病患的腹膜透析液樣本，通入微流道晶片中，並記錄實際的分離、捕獲情形，最後

進行細胞計數，並與流式細胞儀的結果進行比較。實驗架設如圖 3-12，兩部份實

驗流程相同，僅在樣本的準備步驟上不同，以下將詳細說明。

圖 3-12 微流道實驗架設圖
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在微流道分離、捕捉免疫微珠與螢光珠的實驗中所使用的螢光珠購買自

Thermo Fisher，尺寸為 14.8μm，激發波長為 505nm，放射波長為 515nm，原液濃

度為 1000 顆/μL；而使用之免疫微珠則與前 3.3 節相同，原液濃度為 2500 顆/μL，

實驗進行前，會將樣本以 PBS 稀釋為所需的濃度。本實驗目的為預先測試本微流

道晶片實際捕捉免疫微珠及白血球的能力，我們進行實驗，將粒子濃度為 15顆/μL

的免疫微珠與濃度為 80顆/μL的螢光珠混合溶液以蠕動幫浦以流速 1μL/ min 抽入

微流道中，並記錄微流道捕捉的過程與結果，在本實驗中使用螢光珠是為了模擬真

實白血球於流道中的流動情形。實驗步驟如下：

1. 在微流道晶片的入口及出口處分別滴上濃度為 0.5%的 pluronic 溶液，放入真

空皿中抽真空 15 分鐘，此步驟是為了使流道中的氣體被抽出，並且被液體充

滿，而 pluronic 溶液是為了防止免疫微珠與螢光珠沾黏於流道中，造成流道阻

塞。

2. 架設蠕動幫浦，選擇管徑為 0.25mm 的專用太空管，設定流速為 1μL/ min，以

抽式模式運作。

3. 調配樣本，準備總體積約 100μL，免疫微珠濃度為 15顆/μL、螢光珠濃度為 80

顆 /μL 的 混 合 樣 本 ， 並 以 震 盪 機 (VORTEX-GENIE2 S5001, ZYMO 

RESEARCH)(圖 3-13)幫助混合。

4. 將抽真空完的微流道晶片放至倒立式螢光顯微鏡載物平台下，並將太空管與晶

片出口端連接，入口端則插上具有實驗步驟 3所調配之混合樣本，體積約 20μL

的微量吸管之吸管尖，連接過程必須避免氣泡於交接處產生。

5. 開啟汞燈及白光光源，並對流道進行對焦。

6. 開啟蠕動幫浦，開始實驗，約六分鐘後關閉幫浦。

7. 實驗中拍攝影片，實驗結束後分區拍攝照片，並拍攝放大的局部捕捉影像。
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圖 3-13 震盪機(VORTEX-GENIE2 S5001, ZYMO RESEARCH)

而微流道分離、捕捉免疫微珠與腹膜透析樣本實驗，與前項實驗僅在樣本準備

方式不同，其餘實驗步驟皆相同。在本實驗中會先依據節 3.2 中所述，對腹膜透析

樣本進行細胞濃度確認及稀釋，再依據節 3.3.2的實驗步驟進行免疫微珠與樣本的

混合，接著進行微流道實驗，實驗步驟與前述相同。
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Chapter 4 實驗結果

免疫微珠捕捉中性球

4.1.1 免疫微珠選擇

從文獻中發現，CD15及 CD16這兩種細胞表面蛋白質，在中性球的表面皆有

高的表現性，因此希望藉由實驗確定哪一種表面蛋白的表現性較佳。本實驗使用中

性球比例高於 95%的腹膜透析樣本，分別與 Anti-CD15 及 Anti-CD16 的免疫微珠

進行混合，實驗步驟如 3.3節所述，不同之處為細胞是以亞甲藍進行染色。在實驗

前，會先以細胞計數盤對原始樣本細胞濃度進行確認，接著將混合完畢之樣本，滴

入細胞計數盤，計算未與免疫微珠鍵結之白血球濃度，即可反推有多少比例的白血

球被免疫微珠所捕捉，藉此得到細胞捕捉率。圖 4-1(A)為中性球分別被 Anti-CD15

及 Anti-CD16免疫微珠捕捉的情形，可以發現在同樣的條件之下，Anti-CD15免疫

微珠明顯可以抓取較多的中性球；圖 4-1(B)則是使用細胞計數盤，以相位觀察法

觀測，藉此計算細胞捕捉率的影像，發現有 80.18%的中性球可以被 Anti-CD15 免

疫微珠抓取，而 Anti-CD16 免疫微珠則可抓取 58.78%的中性球。由此實驗結果可

以確定 Anti-CD15 免疫微珠對於中性球的捕捉能力較佳，造成此結果的原因推斷

有下兩種原因，一為中性球表面 CD15的表面蛋白表現性較高；二為免疫微珠表面

的 Anti-CD15 抗體對於中性球表面的 CD15 表面蛋白具有較高的親和力。根據此

實驗結果，本論文在之後的實驗中，皆使用 Anti-CD15免疫微珠進行。
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圖 4-1 Anti-CD15 及 Anti-CD16免疫微珠捕捉中性球顯微影像

(A)於蓋玻片 (B)於細胞計數盤

圖 4-2 Anti-CD15 與 Anti-CD16免疫微珠捕捉能力比較
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4.1.2 於不同中性球濃度免疫微珠捕捉實驗

  為確定本論文所選擇的 Anti-CD15 免疫微珠在不同的細胞濃度下，是否皆能

成功抓取腹膜透析液中之中性球，將混合後的樣本以微量吸管滴至蓋玻片上觀測。

本實驗所用免疫微珠表面具有許多抗體，根據原廠資料，一個免疫微珠表面具有約

12個可與細胞鍵結的抗體位，這表示一個免疫微珠最多可捕捉約 12顆細胞。

雖然本論文最終是以微流道晶片中不同的區域所捕捉到的白血球，做為區分

不同種白血球的依據，因此直觀判斷會認為加入越多的免疫微珠越好，因為可避免

中性球因為與免疫微珠表面的抗體結合位不足，而未被免疫微珠捕捉，造成計算上

的誤差，然而免疫微珠的濃度過高，將使微流道堵塞的機率提高，且高濃度細胞樣

本代表腹膜炎已趨嚴重，並非本論文的研究主軸，故事實上，所加入的免疫微珠總

量，僅需在低細胞濃度時，能提供足夠的抗體結合位用於捕捉中性球即可。最後選

擇於 200μL的腹膜透析液中加入 1.3μL的免疫微珠，此選擇的依據如下：

1. 假設樣本中皆為中性球，濃度為 100顆/μL，且中性球與免疫微珠結合率為 100%，

則平均每顆免疫微珠上具有約 6顆中性球，正好為原廠資料抗體結合位之中間

值。

2. 濃度高於 100 顆/μL 的樣本，尚有足夠的抗體結合位可抓取中性球，直到濃度

為 200 顆/μL 時，才會出現抗體結合位不足的情況，若樣本中性球到此濃度代

表發炎程度已趨嚴重，無須得知準確的比例關係。

3. 混合後之樣本中，免疫微珠濃度約為 15 顆/μL，對於微流道而言，是相對低的

濃度，可減少流道堵塞的機率。

  根據預測，當腹膜透析樣本中的中性球濃度越高，則平均每顆免疫微珠抓取的

中性球數目越多，濃度越低則相反，預測結果如圖 4-3，而實際實驗結果如圖 4-4。

從實驗結果可以發現當細胞濃度提升時，平均每顆免疫微珠抓取的中性球數目確

實如預期一般提高，因此可以在免疫微珠捕捉中性球實驗結束時，以捕捉的分布圖

進行初步的細胞濃度確認。
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圖 4-3 不同細胞濃度免疫微珠捕捉結果預測圖

圖 4-4 不同細胞濃度免疫微珠捕捉實際實驗結果

(A)免疫微珠捕捉細胞數目分佈圖 (B)免疫微珠捕捉細胞顯微影像

微流道製作結果與量測

以微奈米製程將矽晶圓模板製作完成，再經由軟微影製程製作出微流道晶片，

如圖 4-5，接著以倒立式螢光顯微鏡拍攝流道細部結構，結果如圖 4-6，第一區



doi:10.6342/NTU201603717

37

(ZoneA)設計為捕捉聚集在一起的免疫微珠，第二區(ZoneB)則是捕捉單顆的免疫微

珠，第三區(ZoneC)則是捕捉細胞的區域，流道厚度經由膜厚儀量測為 39μm，誤差

約為正負 2μm，另外實際以 CellSens 軟體量測陷阱流道寬度，即圖 4-6之白圈處，

量測結果如圖 4-7，第一區第一排(ZoneA_1)設計為 60μm，實際量測為 58.27μm；

第一區第二排(ZoneA_2)設計為 45μm，實際量測為 43.76μm；第一區第三排

(ZoneA_3)設計為 30μm，實際量測為 30.64μm；第二區設計為 20μm，實際量測為

19.03μm；第三區設計為 9μm，實際量測結果為 9.89μm。就結果而言，流道製作的

結果與設計非常接近，誤差小於 10%，且陣列之間非常均勻，異質性不大因此預期

能夠依造設計的方式，分別捕捉大小不同的粒子。

圖 4-5 微流道製作結果
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圖 4-6 流體動力學式微流道顯微影像

圖 4-7 陷阱流道寬度量測
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螢光珠及免疫微珠微流道捕捉及分離實驗

本實驗目的是以微流道分離並捕捉不同大小的粒子，以驗證微流道晶片實際

捕捉粒子的能力，並最佳化各項流體參數。本實驗以螢光珠模擬白血球細胞，與免

疫微珠樣本成為混合樣本，螢光珠濃度為 80顆/μL、免疫微珠濃度為 15顆/μL，在

實驗中以顯微鏡觀測，發現混合樣本中的免疫微珠，在流速 1μL/min 的流速下，由

實驗影片中得知，免疫微珠皆被捕獲於流道的第一區及第二區，沒有流入第三區或

是流出流道出口，捕獲率為 100%，且由實驗影像得知，所有的陷阱皆捕獲單一的

免疫微珠，而所有的螢光珠也都被捕捉於微流道中，沒有流失，並且有 93.5%在第

三區被捕捉。在整個晶片中，由於流道高度是 39μm，而螢光珠只有 14.8μm，因此

在第三區的陷阱中，會有兩顆螢光珠上下交疊堵住陷阱流道的情形，造成第三區陷

阱中單顆螢光珠捕捉率低，但仍然可利用影像處理軟體 ImageJ 分析螢光強度的方

式，計算出有多少顆螢光珠同時被一個陷阱所捕捉，如圖 4-8，實際操作方法為調

整影像中亮度的門檻值，將單顆螢光珠亮度的最高值設為門檻，高於此門檻的亮點

會以紅色顯示，將此紅點定義為兩顆螢光珠，再統計整體數量，計算後發現在已被

佔據的陷阱中有 85.3%的陷阱都具有兩顆的螢光珠，實驗顯微影像如圖 4-9，實驗

統計結果如圖 4-10，在此實驗中證實本論文所設計之微流道確實具有分離及捕捉

大小不同粒子的能力。
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圖 4-8 以 ImageJ 軟體分析螢光珠捕捉數

(A)原始圖片 (B)調整灰階 threshold 值後之圖片



doi:10.6342/NTU201603717

41

圖 4-9 微流道晶片分離及補捉單顆免疫微珠及螢光珠實驗顯微影像
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圖 4-10 微流道晶片分離及捕捉單顆免疫微珠及螢光珠實驗結果

(A)免疫微珠與螢光珠於不同區域捕捉效率圖 (B)單一陷阱捕捉粒子數目分布圖

THP-1 細胞及免疫微珠微流道捕捉及分離實驗

4.3節中證實本論文所設計之流體動力學式微流道可成功分離並捕捉大小不同

的粒子，為了證明本微流道能成功捕捉細胞，先以本實驗室有進行培養的 THP-1

細胞為測試樣本，與免疫微珠混合進行微流道捕捉及分離的實驗。THP-1細胞為人

類單核球細胞株，常用於細胞免疫分析實驗，細胞平均直徑為 11μm。細胞原始濃

度約為 1000~6000 顆/μL，免疫微珠原始濃度為 2500 顆/μL，實驗前會預先稀釋樣

本，並用細胞計數盤確認稀釋結果，如圖 4-11，THP-1細胞實驗濃度為 410顆/μL，

而免疫微珠實驗濃度則為 100 顆/μL。

根據多次實驗測試，發現本論文所設計之微流道在 1μL/min 的流速下，無法成

功捕捉細胞，細胞會因為變形作用而擠過陷阱流道，造成細胞流失，造成此現象的

原因為流道高度為 39μm，細胞可變形的自由空間很大，因此可以輕易的經由變形

作用通過陷阱，甚至在蠕動幫浦最低流速 0.16μL /min 的情形下，細胞還是無法被

捕捉到，僅會在陷阱流道上短暫卡住，再經變形作用通過陷阱，如圖 4-12。最後

以注射幫浦在 0.05μL /min 的流速下操作，細胞才可以穩定的被微流道所捕捉，而

免疫微珠則不受流速調整影響，皆可被捕捉於微流道第一區及第二區，如圖 4-13。

在實驗中，總共流入 1μL的樣本，因此預期約有 100顆免疫微珠及 410顆 THP-

1細胞進入微流道，實際上共有 154顆免疫微珠、400顆細胞進入微流道，造成免



doi:10.6342/NTU201603717

43

疫微珠濃度提高的原因是免疫微珠具較高的密度，在入口端會發生沉降而使濃度

相對提高。實驗結束後，經由顯微影像的記錄，發現共捕捉到 154 顆免疫微珠及

384顆細胞，因此免疫微珠及細胞補獲率分別為 100%及 96%，另外發現 THP-1細

胞具有表面蛋白 CD15 的表現性，有大約 54.25%的細胞與 Anti-CD15 免疫微珠鍵

結，實驗結果如圖 4-14，各區的捕捉情形如圖 4-15，最後分析了微流道整體的捕

捉及分離效率，結果如圖 4-16，免疫微珠的捕捉分布情形與節 4.3 相近，而單一

免疫微珠捕捉率則為 70.45%，造成比率下降的原因為樣本中複數顆免疫微珠同時

抓取同一顆 THP-1 細胞，因此在流道中會聚在一起流動，而被捕捉在同一個陷阱

中；而 THP-1 捕捉分布情形與節 4.3 中螢光珠的捕捉分布情形差異很大，原因為

THP-1 表面具有表面蛋白 CD15 的表現性，因此在第一區及第二區的捕捉率大幅

提升。

圖 4-11 THP-1細胞與免疫微珠於細胞計數盤影像
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圖 4-12 於 0.16μL /min 流速下，細胞流失過程，比例尺 50μm

圖 4-13 流體動力學式微流道捕捉免疫微珠及 THP-1 細胞顯微影像，

比例尺 100μm

圖 4-14 免疫微珠與 THP-1細胞捕捉效率圖
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圖 4-15 微流道晶片分離及捕捉免疫微珠及 THP-1細胞實驗顯微影像

(A、B)第一區 (C、D)第二區 (E、F)第三區
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圖 4-16 微流道晶片分離及捕捉免疫微珠及 THP-1 細胞實驗結果

(A) 免疫微珠與 THP-1細胞於不同區域捕捉效率圖

(B) 單一陷阱捕捉粒子數目分布圖
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真實腹膜透析液白血球捕捉及分離

本節說明實際將已經與免疫微珠進行混合的腹膜透析液樣本通入微流道的結

果。根據臺大醫院檢驗科所提供之資料，腹膜透析液細胞初始濃度為 735 顆/μL，

中性球比例為 69%，如圖 4-17，細胞平均半徑為 10μm。實驗前預先將樣本細胞濃

度稀釋至 140 顆/μL，並以細胞計數盤確認，然後進行免疫微珠與樣本的混合，待

混合完成後，將混合樣本滴入細胞計數盤計算未被免疫微珠捕捉之細胞濃度，以此

回推被捕捉的細胞比率有多少，如圖 4-18，在本次實驗有 50%的細胞被免疫微珠

所捕捉，本論文中假設這 50%的細胞都是中性球，因此共有 72.5%的中性球被免疫

微珠抓取。

接著將混合樣本以 0.16μL/min 的流速通入晶片，免疫微珠濃度為 15 顆/μL，

實驗中總共流入 4μL的樣本，因此預期會有 60顆免疫微珠及 560顆細胞流入微流

道中。根據實驗結果，實際上共有 69顆免疫微珠進入微流道並被捕捉於第一區及

第二區，然而總共只有 252 顆白血球留在微流道內，免疫微珠及白血球的捕獲影

像如圖 4-19，代表免疫微珠的捕獲率為 100%，而白血球的捕獲率只有 45%，如圖

4-20經由實驗影片發現，很多細胞無法在第三區被所設計的陷阱攔截，如圖 4-21，

造成此結果的原因已在節 4.4討論，必須要在未來優化的流道中進行改善。

本論文總共進行了 12次腹膜透析樣本的實驗，然而因為樣本可拿取時機無法

每次皆與實驗進度配合，且並非每次的樣本皆適合進行免疫微珠捕捉中性球實驗，

扣除初步尚在最佳化實驗參數的次數，以及失敗的實驗，有效的實驗結果目前共 8

次，實驗樣本資訊的紀錄，以及流式細胞儀所偵測中性球比例與免疫微珠抓取之中

性球比例的比較表格如表 4-1，發現每次實驗中若樣本具有不同的初始中性球比例，

則免疫微珠對於中性球的捕捉效率不同，如圖 4-22，推測原因為，樣本中的中性

球比例不同時，中性球與免疫微珠的接觸機率不同，因此每次實驗的捕捉效率不同，

未來將針對免疫微珠與樣本的混合過程進行調整，例如增加混合時間、增加旋轉混

合機轉速。雖然以免疫微珠抓取中性球的結果並非完全與流式細胞儀相同，但大致

上呈現固定比例的關係，如圖 4-23，因此未來若樣本量足夠，可以實驗結果乘上

固定的常數，即可由免疫微珠捕捉細胞數得到中性球比例。
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圖 4-17 以流式細胞儀檢測之樣本資訊

圖 4-18 使用細胞計數盤計算白血球被免疫微珠捕捉率之顯微影像

圖 4-19 免疫微珠及白血球捕獲影像
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圖 4-20 免疫微珠與白血球捕捉效率圖

圖 4-21 流速 1μL/min，細胞流失過程
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表 4-1 腹膜透析樣本實驗記錄及比較表

圖 4-22 中性球初始濃度對免疫微珠抓取結果之影響
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圖 4-23 流式細胞儀偵測與免疫微珠抓取中性球比例關係圖
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Chapter 5 結論與未來展望

結論

本論文開發流體動力學式微流道，並搭配表面具有專一性抗體的免疫微珠分

離並捕捉腹膜透析液中大小不同的白血球，希望能夠藉此開發出一個具有偵測早

期腹膜炎的平台。本論文中，以不同的實驗驗證微流道的表現，結果發現目前所選

之免疫微珠對於中性球具有 80.18%的捕捉能力，且微流道可以有效的分離免疫微

珠及螢光珠於不同的捕捉區域，並具有 100%的單一免疫微珠捕捉率，而由於流道

厚度為 39μm，因此在已捕獲螢光珠的陷阱中，則有約 85.3%捕捉到兩顆的螢光珠。

目前成功利用本論文中的微流道，在低流速的情況下，成功分離並捕捉了免疫微珠

及 THP-1細胞，分別具有 100%及 96%的捕獲率，分離率也達到 100%。由於流道

尺度設計的不完美，細胞捕捉區的流道厚度過高，使細胞能夠產生形變的自由空間

很大，造成細胞在高流速的流體中，無法被攔截在陷阱流道，因此目前尚無法成功

的達成微流道捕捉及分離腹膜透析液中白血球的結果，但以免疫微珠及細胞直徑

較大的 THP-1 細胞樣本所做的實驗，則可以證實若流道設計得宜，將可成功的以

此種微流道設計概念搭配適當的免疫微珠的選擇，對具有相似粒子大小的混合樣

本，進行捕捉及分離的應用。

本論文所設計之微流道目前雖然無法有效的捕捉腹膜透析液中未與免疫微珠

鍵結的其餘白血球，因此還無法直接以微流道實驗結果證實本晶片是否具有偵測

腹膜透析液中，不同白血球的比例與數目的能力，但以免疫微珠捕捉中性球的實驗

結果可證實，本論文所選擇的免疫微珠，對於腹膜透析液之中性球比例，已具有初

步的檢測能力。

未來展望

本論文目標為利用流體動力學式微流道分離、捕捉免疫微珠與腹膜透析液中

之白血球，雖然尚未達成目標，但在分離、捕捉免疫微珠與 THP-1 細胞的實驗上

已有初步成功的成果，以下將就未來可改進的部分做說明。

1. 免疫微珠在純中性球的環境下，對於中性球的捕捉率約為 80%，然而當中性球

比例減少時，免疫微珠的捕捉率會下降，未來將針對實驗中的參數進行最佳化，

例如混合時間、溶液 pH 值、免疫微珠加入體積等，使中性球捕捉率更高。在
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本論文中假設免疫微珠捕捉到的細胞都是中性球，然而並未以實驗驗證過，因

此需進行實驗確認免疫微珠所抓取的白血球中的中性球比例，即專一性免疫反

應實驗，在實驗中會預先將純中性球的樣本進行細胞染色，再加入其他對於

CD15 表現性低的白血球，最後與免疫微珠混合，並記錄其抓取的細胞中有染

色的比例，即可得到結果。另外在本論文中，計算有被免疫微珠所抓取的細胞

數目時，無法計算位於免疫微珠背面之細胞，此為其中一項誤差來源，未來將

確認有多少的比例的球面積是我們無法觀測到，再以此數據校正實際的細胞捕

捉數目。

2. 第三區陷阱流道的寬度在光罩上設計為 9μm，實際上量測為 9.89μm，而流道高

度為 39μm，造成細胞有很大的空間可以變形而通過陷阱，因此只有低流速時

可以成功捕捉細胞，未來必須調整陷阱流道的長寬設計，才能在合理的樣本檢

測體積，成功的捕捉到細胞，目前規劃將流道的第三區細胞捕捉區的流道高度

設計調整為 7μm，寬度調整為 6μm，並調整流道長度使陷阱流道流阻還是能低

於主流到流阻，以此設計將可使細胞可變形的自由空間減少，預期將可成功捕

捉細胞。未來將以新的流道設計，進行原先規劃的實驗進行驗證，希望能夠開

發出一個真正能應用在臨床上的微流道裝置。

3. 目前免疫微珠捕捉細胞的過程是在實驗室的環境下完成，且尚需受過訓練之人

員操作，未來希望能夠達成定點照護的應用，需要簡化樣本前處理的手續，在

晶片中自動化地完成樣本的稀釋、免疫微珠與細胞的混合，使整體過程皆能夠

在微流道中完成，並減少人為誤差。具體實現方式為下：利用微混合器、微幫

浦、微反應槽將腹膜透析液與免疫微珠在流道中進行混合，如圖 5-1即為以上

述方式自動化完成磁珠與目標細胞的混合之實例[36]，由於微流道的擴散長度

短，因此以此設計將可縮短整體操作時間，使系統更符合定點照護的應用。
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圖 5-1 以微幫浦、微混合器、微反應槽完成樣本混合前處理步驟實例[36]
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