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摘要 

 隨著醫學的發展與需求，細胞於人造表面的貼附生長行為研究也愈來愈

受到重視，而細胞貼附行為更是許多細胞行為的基礎，如細胞的能動性、生

長與分裂。而人造表面的表面性質則是影響細胞貼附行為的重要因素之一。

相較於其他常用於細胞研究的人造表面，如聚苯乙烯、聚甲基丙烯酸甲酯、

纖維，自組裝單層膜 (SAMs) 能更精準的調控表面組成，進而調控表面性

質。 

 為了提高表面改質的彈性，本研究採用兩種官能基混合修飾的玻璃基材

的自組裝單層膜系統。選用的自組裝單層膜分子為 3-氨基丙三甲羥矽烷和 3-

巰基丙基-三甲羥矽烷。在 pH 7.4 的環境下，將兩種分子以不同比例混合修

飾玻璃表面，能得到一系列表面電位介於 24 mV 和-155 mV 之間的表面，並

以此探討表面電位對於細胞行為的影響。 

 研究中使用 X 光光電子光譜儀 (XPS) 量測自組裝單層膜表面的化學組

成，並由文獻得知其表面電位。另外以光學顯微鏡、螢光顯微鏡以及掃描式

電子顯微鏡觀察小鼠胚胎纖維細胞株 NIH3T3 在各個混合比例的自組裝單層

膜上的貼附與生長行為，包含貼附量、生長量、生長速率以及細胞形貌。研

究發現，由於細胞表面整體帶負電性，基材表面上 NH2 官能基比例愈多，表

面電位愈正，細胞的貼附量較多，細胞形狀較健康；反之，基材表面上 NH2

官能基比例愈少，表面電位愈負，細胞的貼附量較少，細胞生長情況較差。

而生長速率則主要受接觸抑制特性影響，表面電位對其影響不大。 

 關鍵字：細胞貼附、細胞生長、自組裝單層膜、混合官能基、表面電位 
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Abstract 

 With the development of medicine, cell behaviors on artificial surface have 

gained attention among researchers. Cell adhesion is central to many cell behaviors 

including motility, survival and differentiation. Surface properties of artificial 

surface are known to be one of the key factors in cell adhesion. Compared with 

other artificial surface usually used in cell research such as polystyrene, PMMA, 

and fiber, self-assembled monolayers are known for its excellent ability to modify 

surface. 

 To acquire better control of surface properties, mixed functional groups of 

silanes are introduced to glass surface. In this study, different ratio of 

3-aminopropyltrimethoxysilane and 3-mercaptopropyltrimethoxysilane are applied 

to glass substrate, surfaces with a series of zeta potentials from +24 to -155 mV at 

pH 7.4 are obtained.  

 The surface chemical composition of binary SAMs is quantified using x-ray 

photoelectron spectroscopy, while that of zeta potential can be found in reference. 

NIH3T3 cells are chosen to culture on these binary-SAM modified glass and 

incubated for several different time periods. The population density, proliferation 

rate and shape of cells adhered on surfaces of various potentials are examined 

using optical microscope, fluorescence microscope and scanning electron 
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microscope. The results showed that surface with higher positive potential 

promotes cell adhesion and proliferation. On the contrary, more negative the zeta 

potential is, worse the cells adhere and grow. And zeta potential have little effect 

on proliferation rate. 

 

 Keyword: Cell adhesion, cell proliferation, self-assembled monolayers, mixed 

functional groups, surface potential, zeta potential 
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第一章 緒論 

 

 細胞間傳遞訊息的管道有細胞間連結 (cell-cell junction) 或是經由細胞

外基質 (Extracellular matrix, ECM)。細胞的貼附行為會影響細胞間訊息的傳

導，同時也是細胞存活、分裂、能動性 (motility) 的基礎。透過傳遞與接收

訊息，除了影響細胞代謝與生長的速率，也影響了包含傷口癒合、組織修復

等生理反應。而這些行為都建立在細胞貼附行為的基礎上[1—3]。 

 由於細胞貼附行為的重要性，關於細胞於人造表面的細胞貼附行為的研

究也愈來愈受到重視。為了使細胞貼附得更順利，人造表面多會模仿 ECM

的性質，如以蛋白質覆蓋的聚苯乙烯 (polystyrene, PS) 、聚氯乙烯 

(polyvinylchloride, PVC) 、尼龍 (nylon)、聚甲基丙烯酸甲酯 

(polymethylmethacrylate, PMMA) 、金屬以及自組裝單層膜 (SAMs)。其中自

組裝單層膜為這之中最容易調控表面性質的系統，故被廣泛應用於細胞貼附

行為[1—6]。 

 自組裝單層膜 (self-assembled monolayers, SAMs)，泛指溶液中分子受到

材料表面分子的吸引，以化學吸附在材料表面，形成具高規則性的單分子層。

其製程簡單，不需昂貴的儀器，在室溫和一大氣壓的環境下即可反應，且生

成的單層膜能與基材形成穩定鍵結。 

 透過 SAMs 調控材料的表面性質，能產生各種不同的應用，如在矽基材

上沉積不同厚度的氧化釩薄膜，或是在矽基材上選擇性沉積鈦酸鍶薄膜，或

是在玻璃基材上選擇性沉積金[14 , 20—23]。 

 既然能夠以 SAMs 調控表面性質達到選擇性吸附，於是有許多研究團隊

開始以 SAMs 做為研究細胞行為的平台。由於金與玻璃的生物相容性較高，

因此採用的 SAMs 系統則以硫醇修飾金基材的系統以及矽烷修飾矽或玻璃基
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材的系統為主[19 , 24—27]。 

 為了提高 SAMs 對材料表面改質的彈性，許多研究團隊開始將兩種分子

混合生長於基材表面。但當溶液中同時含有兩種不同的 SAMs，其成膜的情

形會變得相當複雜。文獻中指出，雖然不會有相同分子聚集的現象產生，且

能透過調整兩者的比例來微調各種表面性質，但兩種 SAMs 的生長速度會有

所不同，使得表面生成的比例與溶液比例並不相同，而須做另外的定量測試

[10 , 11 , 28 , 29]。 

 本研究中的 SAMs 系統採用不同比例混合的 3-氨基丙三甲羥矽烷與 3-

巰基丙基-三甲羥矽烷來微調玻璃基材的表面電位。在 pH 7.4 的環境下，純

-NH2 和純-SH 表面的表面電位差異約為 180 mV，且以不同比例混合後，表

面電位與-NH2 的含量呈正相關。因此本研究將採此系統來探討表面電位對小

鼠纖維母細胞 (NIH3T3) 貼附與生長的影響。 
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第二章 文獻回顧 

 

2.1. 細胞貼附生長與人工表面 

2.1.1. 細胞外基質與細胞貼附生長 

 生物體內有相當多細胞同時在活動，為了順利運作，細胞間必須相互傳

遞訊息。而傳遞訊息的管道有細胞間連結 (cell-cell junction) 或是經由細胞外

基質 (Extracellular matrix, ECM)。為了傳遞訊息，細胞必須先彼此貼附或是

貼附在 ECM 上，因此細胞的貼附行為便顯得相當重要[1 , 2]。 

 細胞外基質 (Extracellular matrix, ECM) 是細胞與細胞之間物質的統稱，

由許多不同蛋白質所組成，如膠原蛋白 (collagen)、纖維蛋白 (fibronectin)、

纖維蛋白原 (fibrinogen)等等，不同的細胞周圍的 ECM 成分會根據需求的不

同而有相當大的差距。其主要功能有提供支撐、區隔不同組織、輔助細胞貼

附、提供細胞訊息傳導等等[1—3]。 

 細胞的貼附行為會影響細胞間訊息的傳導，同時也是細胞存活、分裂、

能動性 (motility) 的基礎。透過傳遞與接收訊息，除了影響細胞代謝與生長

的速率，也影響了包含傷口癒合、組織修復等生理反應。而這些行為都建立

在細胞貼附行為的基礎上[1 , 2]。 
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圖 2.1-1 細胞間連結以及細胞與 ECM 連結之示意圖[2]。 

  

2.1.2. 常見人造表面 

 由於細胞貼附行為的重要性，關於細胞於人造表面的細胞貼附行為的研

究也愈來愈受到重視。為了使細胞貼附得更順利，人造表面多會模仿 ECM

的性質，如在表面覆蓋纖維蛋白等輔助貼附的蛋白質。若細胞貼附於表面時，

表面有輔助貼附的蛋白質，能加速細胞貼附的速率，然而即使沒有這些蛋白

質，細胞仍然會貼附在表面，細胞必須先自行分泌輔助貼附的蛋白質，使得

貼附的速率較慢[2]。 

 目前最常使用的人造表面是以蛋白質覆蓋的聚苯乙烯 (polystyrene, PS) 

表面，是多數細胞培養盤的材料。除了 PS 之外，聚氯乙烯 (polyvinylchloride, 

PVC) 、尼龍 (nylon)、聚甲基丙烯酸甲酯 (polymethylmethacrylate, PMMA) 

等材料在覆蓋蛋白質之後，都可以當作人造表面。雖然細胞於這種表面的生

長情況十分良好，但這種表面無法進一步調控表面性質，因此無法用於研究

更細節的細胞行為[1 , 2 , 4]。 
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 除了高分子之外，亦有人將細胞培養在金屬表面。然而這種基材通常需

要在表面覆蓋一層蛋白質或是高分子進行表面改質，以幫助細胞貼附生長，

同樣遇到無法進一步調控表面性質的問題。因此自組裝單層膜 (SAMs) 這種

能調控表面性質的表面改質方式便逐漸被使用在研究細胞貼附行為上[5 , 

6]。 

2.1.3. ECM 對細胞貼附生長的影響 

 前兩節提到，ECM 會影響貼附，而許多人造表面都會仿 ECM 的性質來

幫助細胞貼附。而 Lehnert 等人利用微接觸印刷技術 (microcontact printing, 

μCP)，在鍍金玻璃片上，長上不同間隔的 ECM，控制 ECM 區域間隔大小來

探討表面分子均勻度對細胞行為的影響，其結果如圖 2.1-2 所示。結果顯示，

當 ECM 間隔小於 2 μm 時，細胞仍能正常生長；當間隔大於 10 μm 時，細胞

的形狀會 ECM 影響而變形；當間隔增加至 25 μm 時，細胞甚至無法順利攤

開而成球狀。[7] 
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圖 2.1-2 表面分子均勻度對細胞貼附行為的影響，為共焦螢光顯微鏡影像，紅色

為 ECM 區域，綠色為貼附之細胞，右下角為 ECM 區域的間距，比例尺為 10 μm 

[7]。 
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2.2. 自組裝單層膜 (SAMs) 簡介 

 溶液中分子受到材料表面分子的吸引，以化學吸附在材料表面，形成具

高規則性的單分子層即為自組裝單層膜 (SAMs) [36—38]。Zisman 在西元

1946 年發表有關 Eicosyl alcohol (C20H41OH) 自動吸附在鉑 (Platinum, Pt) 表

面的研究，這是 SAMs 這個名詞首次被提出，但這項技術在當時並沒有被深

入的研究[8]。直到 1980 年代左右，才開始出現較多研究團隊加入研究 SAMs

的行列，因此許多不同的自組裝單層膜系統逐漸被發展出來，如表 2.2-1 所

示[9]。其中最廣為使用與研究的是烷基硫醇 (alkanethiols) 與金基材之系統

[10 , 11 , 12]以及矽氧烷 (siloxane) 與矽或玻璃之系統[13 , 14]。 

 
表 2.2-1 各種自組裝單層膜系統的基材(substrate)與配位體(ligand)[9]。 

Substrate Ligand or Precursor Binding 

Au RSH, ArSH (thiols) RS-Au 
Au RSSR' (disulfides) RS-Au 
Au RSR' (sulfides) RS-Au 
Au RSO2H RSO2-Au 
Au R3P R3P-Au 
Ag RSH, ArSH RS-Ag 
Cu RSH, ArSH RS-Cu 
Pd RSH, ArSH RS-Pd 
Pt RNC RNC-Pt 
GaAs RSH RS-GaAs 
InP RSH RS-InP 
SiO2, Glass RSiCl3, RSi(OR')3 siloxane 
Si/Si-H (RCOO)2 (neat) R-Si 
Si/Si-H RCH=CH2 RCH2CH2-Si 
Si/Si-Cl RLi, RMgX R-Si 
Metal oxides RCOOH RCOO－⋯MOn 
Metal oxides RCONHOH RCONHOH⋯MOn 
ZrO2 RPO3H2 RPO3

2－⋯ZrIV 
In2O3/SnO2 (ITO) RPO3H2 RPO3

2－⋯Mn+ 
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 SAMs 的結構主要分成三個部份，如圖 2.2-1 所示。第一部分為頭基 (head 

group) ，負責與基材表面的分子產生化學吸附，是生成 SAMs 的關鍵，隨著

基材的不同，頭基的選擇也會不同。頭基與基材之間，多為共價鍵結，如：

矽烷與矽或玻璃之系統[15]；亦有少部分是離子鍵結，如：有機酸類與金屬

氧化物之系統[16]。以上兩種鍵結的鍵結能 (150~400 kJ/mole) 皆足以維持

SAMs 的穩定性，使其不易脫落。 

 第二部分為飽和碳鏈 (alkane chain) ，飽和碳鏈間有微弱的凡得瓦力 (< 

5 kJ/mole) 存在，使得碳鏈間互相吸引、排列，形成緊密且整齊的結構，以

降低整體的表面能[17 , 18]。 

 第三部分為尾基 (terminal group) ，由於位處材料最表層，尾基扮演了

調控與修飾材料表面性質的角色。藉由適當選擇不同的尾基，能調整材料表

面性質以因應不同的需求。近年來，亦有研究團隊藉由混合不同尾基的分子

來調控材料的表面性質，使得 SAMs 系統更加豐富多變[10 , 11 , 14 , 19]。 

 

 

圖 2.2-1 自組裝單層膜之結構示意圖。 
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2.3. 自組裝單層膜 (SAMs) 應用 

 自組裝單層膜能改變材料的表面性質，如：疏水性、表面電性、反應性

等等。而透過調控這些性質，就能產生各種不同的應用。 

2.3.1. 靜電吸附 

 利用 SAMs 系統在離子溶液中帶電的特性，吸引溶液中帶有相反電性的

離子吸附。利用此概念，Shyue 在西元 2004、2005 年間，發表數篇文章，討

論以 SAMs 修飾過的矽基材來促使金屬氧化物在表面沉積以生成薄膜。在其

中一篇文獻中，利用經過尾基為-NH2 與-N+(CH3)3 修飾過的矽基材，來生成

五氧化二釩 (V2O5) 薄膜。將上述兩種官能基修飾過的矽基材放入 10 mN 的

[V10O26(OH)2]
4－水溶液中，並控制溶液 pH 值介於 2.5 和 3 之間，此時溶液中

生成的氧化釩粒子帶微弱負電，受到帶正電性的 SAMs 吸引 (環境 pH 值為 3

時，尾基為- NH2 與-N+(CH3)3 的 SAMs 之 Zeta Potential 分別為 75 mV 和 105 

mV) 而沉積在矽基材上形成氧化釩薄膜。在相同實驗置備條件下，尾基為

-N+(CH3)3 之 SAMs 上所形成的氧化釩薄膜厚度是尾基為- NH2 之 SAMs 的 3

倍。這是因為尾基為-N+(CH3)3 之 SAMs 表面所帶正電位較大，能對氧化釩

粒子產生較大的靜電吸附力。此結果顯示 SAMs 可利用靜電庫侖力吸引陶瓷

粒子，而選擇不同尾基則能控制吸附的數量[14 , 20 , 21]。 

 

2.3.2. 選擇性沉積 

 Yanfeng Gao等人在西元2002年利用液相沉積法搭配SAMs的修飾技術，

將鈦酸鍶選擇性沉積並生成薄膜。首先用 HFDTS (CF3(CF2)7(CH2)2SiCl3) 在

矽基材上形成 SAMs，再將此試片表面擺上光罩後，以真空紫外光臭氧 

(UV-Ozone) 照射。經紫外光照射與臭氧反應的區域，其 HFDTS 上之疏水性

官能基-CF3 會被氧化移除並轉變為親水性的-OH，此時矽基材表面就產生了
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兩種具有不同性質與反應性的區塊。再將此矽基材浸泡在含有氟鈦酸銨 

((NH4)2TiF6)、硝酸鍶 (Sr(NO3)2) 與硼酸 (H3BO3) 的水溶液中，使鈦酸鍶薄

膜在矽基材表面生成。其實驗結果發現，鈦酸鍶會在短時間內迅速於含-OH

的 SAMs 上沉積，而不會沉積在 HFDTS 的 SAMs 上。此外，用膠帶測試法

與超音波震盪法測試矽基材後，在含-OH 的 SAMs 上之鈦酸鍶均未脫落，顯

示其與-OH 間產生之穩固化學鍵結是造成此選擇性沉積現象的主因[22]。 

 

2.3.3. 選擇性靜電吸附 

 結合以上兩小節的概念，若先將一種反應物以靜電吸附的方式吸附在特

定區域，在與另一種反應物反應，就能使其沉積在特定區域。Shyue 等人在

西元 2008 年發表相關研究，選用的基材為玻璃，而選用的 SAMs 分子為 OTS

與 APTES。首先在玻璃表面生成一層 OTS，接著將此試片表面擺上光罩，並

以 UV-Ozone 照射燒去部分 OTS，再在沒有 OTS 的玻璃表面上生成 APTES。

再將試片放入四氯金酸以及抗壞血酸溶液中，讓金的還原反應產生並沉積。

實驗結果發現，由 OTS 與 APTES 修飾過的玻璃表面，其等電位點 (Isoelectric 

Point, IEP) 分別為 pH 4.0 以及 pH 6.6。而當溶液 pH 值控制在 4.0 和 6.6 之間

時，金主要都沉積在 APTES 的區域上。這是因為在這段 pH 值範圍中，APTES

修飾的表面帶正電，會吸引帶負電的四氯化金離子 (AuCl4
－) ，而使還原後

的金主要沉積在此區域；而 OTS 修飾的表面帶負電，會排斥帶負電的四氯化

金離子，使得較少金沉積在此區域。而選擇性沉積的現象在 pH 值 6.5 時最為

明顯，因為此時 OTS 區域的負電性較大，對帶負電的四氯化金離子有較大的

排斥力[23]。 
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2.4. 以 SAMs 研究細胞貼附行為 

 既然能夠以 SAMs 調控表面性質達到選擇性吸附，於是有許多研究團隊

開始以 SAMs 做為研究細胞行為的平台。採用的 SAMs 系統則以硫醇修飾金

基材的系統[19 , 24]以及矽烷修飾矽或玻璃基材的系統為主[25 , 26 , 27]。 

 Margel 等人在 1993 年發表的文章中，將犬細胞 (Canine endothelial cell) 

種在以四種不同尾基 (-CH2OH, -CO2Me, -CH3, -CF3) 的矽烷修飾過的矽以及

玻璃上，以探討接觸角和細胞貼附與生長量之間的關係。四種尾基的接觸角

大小關係為：-CH2OH < -CO2Me < -CH3 < -CF3，而細胞的貼附量與生長量的

趨勢則正好相反：-CH2OH > -CO2Me > -CH3 > -CF3。因此當接觸角愈大時，

此犬細胞的貼附量與生長量會較低，代表疏水性愈高，表面將愈不利細胞貼

附與生長[27]。 

 

 
圖 2.4-1 接觸角與細胞貼附量、生長量之關係圖[27]。 

 

 但 Faucheux 於 2003 年發表的文章則有不同的看法。該研究同樣是使用

矽烷修飾過的矽和玻璃表面，選用的尾基有高疏水性的甲基 (CH3)、中等潤
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濕性的胺基 (-NH2)、酸基 (-COOH)，以及高親水性的乙二醇基 (-PEG)、羥

基 (-OH)。觀察人類纖維細胞 (human fibroblast) 在這些表面的貼附情形，結

果如圖 2.4-2 和 2.4-3 所示。其結果顯示，在高親水性和高疏水性的表面，細

胞的貼附量較少而細胞的生長情況較差；而在中等濕潤性的表面，細胞的貼

附量較多，生長的情況也較佳[26]。 

 

 
圖 2.4-2 培養 2 小時後之人類纖維細胞貼附比例關係圖[26]。 

 

 
圖 2.4-3 人類纖維細胞展開的面積，■為培養 45 分鐘，□為培養 2 小時[26]。 
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而在 Mrksich 於 2000 年發表的文章中，以兩種不同尾基的矽烷分子，在

矽和玻璃的表面生成兩種不同的區域，一區在表面長上 bioinert 的分子，如：

-OH、-PEG；另一區則覆蓋適合細胞貼附的分子，如：-NH2、-COOH。其結

果顯示，細胞會傾向在適合細胞貼附的區域進行貼附並生長[30]。 

  
圖 2.4-4 具有圖案的表面，細胞貼附生長的光學影像[30]。 

 

 而 Lin 等人於 2014 年發表的文章中，則以 APTMS 與 MPTMS 分別修飾

二氧化鈦奈米管，並在其上培養 NIH3T3 細胞。其結果顯示，以 APTMS 修

飾的二氧化鈦奈米管由於表面帶正電，會吸引整體表面帶負電的細胞，而使

得細胞的貼附生長量較多[46]。 
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2.5. 二元自組裝單層膜 

 為了提高 SAMs 對材料表面改質的彈性，許多研究團隊開始將兩種分子

混合生長於基材表面。但當溶液中同時含有兩種不同的 SAMs，其成膜的情

形會變得相當複雜，並不像一元 SAMs 那樣單純。 

2.5.1. SAMs 之成長速度與機制 

 Shyue 等人在 2009 年發表的文章中，利用不同比例 8-胺基辛基硫醇 

(HS(CH2)8NH2) 與 15-基十五烷基硫醇 (HS(CH2)15COOH) 修飾金基材，結果

溶液中的 SAMs 比例和實際在表面生成的 SAMs 比例並不相同，顯示兩者在

基材上的成長速率並不相同。這是因為兩種 SAMs 的碳鏈長度不同，且尾基

會互相吸引，導致當長碳鏈的 15-基十五烷基硫醇先與金基材產生鍵結時，

會阻礙短碳鏈的 8-胺基辛基硫醇與金基材鍵結，如圖 2.5-1 所示[10 , 11]。 

 

圖 2.5-1 SAMs 在金基材上之成長機制[10]。 
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 而在 Guo 等人於 2011 年發表的文章中，使用了兩種相同碳鏈長度的矽

烷分子 (APTMS、MPTMS) 修飾矽基材，以調控矽基材的等電位點 

(Iso-electric point, IEP)。在量測表面官能基比例時，仍然發現其與溶液中比例

不同，顯示有除了碳鏈長度以外的因素影響其成長速率。他們推測，這是因

為 APTMS 具有 NH2 官能基，在溶液中會有部分被質子化 (protonated) 形成

帶正電的-NH3
+；而矽的表面則因受過 UV-ozone 處理，使得表面氧化成 OH

官能基，在溶液中有部分會水解成-O－，使得表面會吸引較多的 APTMS，而

提高 APTMS 在表面的比例，使得表面官能基比例與溶液中分子比例不同。 

 

表 2.5-1 兩種 SAMs 分子在溶液中與試片上的比例[29]。 

 

 而在 Xavier Bulliard 等人於 2013 年發表的文章中，則混合了尾基為 NH2

以及另一低反應性 (non-reactive) 尾基的矽烷生長在 ZnO 上。結果發現最後

生長在基材上的 SAMs 比例與溶液中的 SAMs 比例有差距。他們推測，尾基

為 NH2 的矽烷具有自催化的效果 (autocatalytic effect) ，而使其沉積速率較快，

進而導致最後生長在基材上的 SAMs 比例與溶液中的 SAMs 比例有相當大的

差距[28]。 

 

圖 2.5-2 ZnO基材浸泡在混合 SAMs溶液 2.5小時後的表面組成以及矽的原子百分

比[28]。 
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圖 2.5-3 NH2 尾基的自催化機制[28]。 

 
 

2.5.2. SAMs 的均勻度 

 為了確認混合兩種不同 SAMs 時，不會產生有相同官能基聚集的現象，

文獻中以掃描式表面電位顯微鏡 (SEPM) 檢測 SAMs 試片。結果顯示，混合

修飾過的金基材表面，並無明顯對比，表示當混合兩種不同 SAMs 時，並不

會有相同官能基聚集的現象，因此證明二元自組裝單層膜能均勻修飾材料表

面性質[10]。 
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圖 2.5-4 混合官能基 SAMs 之 SEPM 圖，掃描範圍分別為(a) 2560 nm (b) 256 

nm[10]。 

 

2.5.3. 調控表面電位與偶極 

 使用單一 SAMs 修飾表面，只能得到單一的表面性質，而將兩種 SAMs

以不同比例混合，能否將表面性質在兩極端之間調控就顯得相當重要。 

 在 Shen 等人 2012 年發表的文章中，以金為基材，採用的混合官能基系

統有兩種，分別是-SO3H 與-N+(CH3)3 的混合系統以及-PO3H2 與-N+(CH3)3 的

混合系統。並探討不同比例混合後，對接觸角以及表面電位的影響。而結果

顯示，這兩個系統由於採用了離子性的表面分子 (-N+(CH3)3)，使得陰陽離子

彼此吸引力太強，而在溶液中先行結合，導致能實際調整的電位差異較小，

且並不成比例關係，而無法達到以混合分子微調表面電位的目的[44]。 

(b)(a) 
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圖 2.5-5 官能基混合比例與表面電位關係圖[44]。 

 

 而 Guo 等人則以矽為基材，並以-NH2 與-SH 兩種不同尾基的矽烷混合不

同比例修飾，之後在不同 pH 值下測量其表面電位。結果顯示，混合不同比

例的 SAMs 能有效調控材料的表面電位，藉此控制其與其他分子間的靜電吸

附與排斥力[29]。 

 
圖 2.5-6 經不同比例 SAMs 修飾後矽基材之 zeta potential 對 pH 值關係圖[29]。 
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 除了調控表面電位之外，利用 SAMs 分子所產生的 dipole，也能調控基

材的功函數[39—42]。而 Guo 等人在 2011 年發表的文章中，則混合了兩種不

同官能基的矽烷修飾矽基材，以觀察功函數的變化。結果顯示，混合官能基

的 SAMs 能有效調控其功函數，且約略與表面組成呈線性關係[43]。 

 
圖 2.5-7 混合官能基修飾之矽基材之表面組成與功函數關係圖[43]。 
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2.6. 二元自組裝單層膜與生物系統之交互作用 

 早期與 SAMs 相關的研究，採用的系統多為單一分子，因此表面的性質

會受到該分子的限制而無法精準的調控。因此近年來，為了更精準的調控表

面性質，愈來愈多研究團隊使用二元 SAMs 來進行研究。 

 Arima 等人在 2007 年發表了一篇文章，以不同比例混合不同尾基 (-CH3, 

-OH, -COOH, -NH2) 的 SAMs，以調控基材表面的接觸角，並探討其對於細

胞貼附的影響。用於測試貼附行為的細胞為 HUVECs 與 HeLa。兩種細胞的

貼附結果都顯示，當接觸角介於中間值 (40°~ 60°) 時，細胞貼附量最多。代

表當表面潤濕性適中時，最適合細胞貼附[19]。 

 

 
圖 2.6-1 接觸角對細胞貼附量的關係圖。○為 HUVECs，●為 HeLa cells [19]。 
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 而在 2.5.3 節提到，Shen 等人 2012 年發表的文章中，亦以混合系統來觀

測血小板的貼附情形。但由於其選用的混合系統無法明顯調控表面電位，而

使得此混合系統對血小板的貼附量並無明顯影響[44]。 

 
圖 2.6-2 官能基混合比例與血小板貼附量關係圖[44]。 

 

 而 Chang 等人在 2014 年發表的文章中，則以不同比例混合尾基為 NH2

和 COOH 的硫醇修飾金基材，以調控表面電位，並觀察 NIH3T3 細胞的貼附

與生長情形。結果發現，細胞貼附量隨著 zeta potential 增加而增加，但在培

養一天後，不同試片表面的細胞密度差異降低，顯示在 zeta potential 較正的

時候，細胞的生長速率反而較慢。他們推測，由於在 zeta potential 較正的試

片上會吸附較多的細胞，而使得 NIH3T3 細胞的接觸抑制特性影響了生長速

率，導致在 zeta potential 較正的試片上，細胞的生長速率較慢[45]。 
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圖 2.6-3 培養 4 小時與 24 小時後，試片表面的細胞密度，原始密度為 5×104 

(cells/cm2)[45]。 

 

 由以上文獻討論可知，能微調表面電性的-NH2 與-SH 混合官能基的

SAMs 搭配生物相容性高的玻璃基材，非常適合用來討論表面電位對細胞貼

附生長的影響。因此本研究將採用此系統來探討表面電位對小鼠纖維母細胞 

(NIH3T3) 貼附與生長的影響。 
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第三章 實驗 

 

3.1. 實驗藥品 

3.1.1. 試片製備 

1. 3-氨基丙三甲羥矽烷 (3-aminopropyltrimethoxysilane, 

H2N(CH2)3Si(OCH3)3, 97%, APTMS)，ALDRICH 

2. 3-巰基丙基-三甲羥矽烷 (3-mercaptopropyltrimethoxysilane, 

HS(CH2)3Si(OCH3)3, 95%, MPTMS)，ALFA AESAR 

3. 乙醇 (Ethanol absolute, C2H5OH, >99%)，Sigma-Aldrich, USA 

4. 丙酮 (Acetone, CH3COCH3, >99%)，ACROS 

5. 玻璃 

3.1.2. 細胞培養 

1. 小鼠胚胎纖維細胞株 NIH3T3 (財團法人食科所生物資源保存及研究中

心) 

2. 細胞培養液 (Dulbecco Modified Eagle Medium, DMEM) 

3. 磷酸鹽緩衝溶液 (Phosphate Buffered Saline, PBS) 

4. 胰島素 (Trypsin) 

5. 左旋穀胺醯酸 (L-Glutamine) 

6. 抗生素 (Pen-Strep Ampho Solution, PSA) 

7. 小牛血清 (Calf Serum, CS) 

8. 二甲基亞碸 (Dimethyl sulfoxide, DMSO) 

3.1.3. 細胞染色 

1. 細胞核螢光染劑 (Hoechst33342) 
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2. 細胞膜螢光染劑 (DiO’, DiOC 18(3), D275, 100mg) 

3. 二甲基甲醯胺 (N,N-Dimethylformamide, (CH3)2NCOH, DMF)，ACROS 

4. 氯仿 (Chloroform, CHCl3, >99%)，ACROS 

5. 甲醇 (Methanol, CH3OH, >99%)，ACROS 

6. 十八胺 (Octadecylamine, CH3(CH2)17NH2, 97%)，Merck 

 
圖 3.1-1 DiO 激發與發射光譜[31]。 

 

 
圖 3.1-2 Hoechst33342 激發與發射光譜[32]。 

 

3.1.4. 細胞固定 

1. 戊二醛 (Glutaraldehyde, OHC(CH2)3CHO)，Sigma-Aldrich, USA 

2. 乙醇 (Ethanol absolute, C2H5OH, >99%)，Sigma-Aldrich, USA 
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3.2. 儀器簡介及原理 

3.2.1. X 光光電子光譜儀 (X-ray Photoelectron Spectroscopy, XPS) 

 本研究使用 X 光光電子光譜儀 (FEI 5000 VersaProbe) 來量測表面實際

SAMs比例。X光光電子光譜儀又稱化學分析電子光譜 (Electron Spectroscopy 

for Chemical Analysis, ESCA)，是被廣泛使用的表面分析技術。XPS 是以 X

光為光源，激發樣品表面原子的內層電子，使其游離成為光電子。藉由量測

光電子的動能，可推得其束縛能，進而得到元素以及化學資訊。此外，藉由

對特定元素光譜峰值的積分，可定量樣品表面的元素組成。 

 光電子動能與原子束縛能的關係式如下： 

 k b sE h Eν ϕ= − −  

 kE ：光電子動能  

 hν： X入射 光能量  

 bE ：光電子束縛能  

 sϕ ：光譜儀本身功函數  

3.2.2. 倒立螢光顯微鏡 

 由於本研究所使用的基材為透光的玻璃，因此使用穿透式倒立螢光顯微

鏡 (Olympus IX51) 拍攝明場以及螢光染色照片。拍攝明場影像時，使用白

光光源；拍攝螢光染色影像時，則使用汞燈做為光源。 
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圖 3.2-1 螢光顯微鏡基本原理[33]。 

 螢光顯微鏡的原理如圖所示，以激發濾鏡 (excitation filter) 從光源中濾

出具特定激發波長 (excitation wavelengths) 的光射向螢光樣品，螢光樣品被

激發後，放出具特定發射波長 (emission wavelengths) 的光，接著以阻擋濾鏡 

(barrier filter) 將未被吸收的激發光和螢光分開，只讓螢光通過[33]。 

3.2.3. 超臨界流體乾燥機 

 生物樣品由於含有水分，在送入掃描式電子顯微鏡觀察前須要先乾燥，

而直接乾燥時，液體的表面張力會對細胞表面造成破壞，因此本研究使用超

臨界流體乾燥機 (Leica EM CPD 030) 來處理試片以避免在乾燥的過程中，

對樣品表面造成不必要的破壞。 

 使用超臨界流體乾燥機乾燥生物樣品前，須先對生物樣品進行多階段脫

水，將生物樣品中的水分替換成高純度乙醇 ( > 99 %)，再將其放入超臨界流

體乾燥機中乾燥。超臨界流體乾燥 (Supercritical drying) 的原理是在一個低

溫 (10 ℃) 腔體內注入液態二氧化碳緩慢的將腔體中的高純度乙醇置換掉，

接著將溫度、壓力提高到二氧化碳的臨界點之上 (31.1 ℃，7.39 MPa) ，形

成二氧化碳的超臨界流體。最後緩慢的將壓力釋放，即完成生物樣品的乾燥。 

3.2.4. 掃描式電子顯微鏡 

 根據波粒二象性，高速電子將形成可被探測的物質波，其波長約為 pm

等級。因此以高能電子束為入射光源的電子顯微鏡，能有效提高原本光學顯
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微鏡受可見光波長 (約 400 nm ~ 700 nm) 所限的解析度以及放大倍率，而能

更進一步觀察到樣品的細微結構。 

 一般掃描式電子顯微鏡在處理非導體樣品時，需額外鍍一層導電層 (例：

金) 以避免電荷累積。但在鍍金之後，樣品表面的細節會被金所覆蓋，且在

鍍金的過程中，容易對生物樣品表面造成破壞。因此本研究採用的方法是加

裝低真空偵測器 (Low vacuum detector, LVD) ，它透過加裝一系列的壓力限

制光圈(Pressure-limiting Apertures, PLAs)，來維持電子槍和主腔體的壓力差，

使得電子槍側能維持在高真空，而主腔體則利用水氣控制在低真空，水氣分

子則同時扮演訊號放大以及電荷補償的角色。 

 本研究使用掃描式電子顯微鏡 (FEI NOVA 200 nanoSEM) 來拍攝明場

影像，以觀察細胞的形貌結構。 
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3.3. 實驗步驟 

3.3.1. 二元自組裝單層膜製備 

 本研究採用蓋玻片做為試片基材。先分別以去離子水、高純度酒精浸泡

並放入超音波震盪機中清洗三次，再以氮氣槍吹乾試片，最後將其放入紫外

光臭氧清潔機 (UV-ozone cleaner, UV 波長為 193 nm) 中照射約 10 分鐘。依

照特定比例調配適當體積之 3-氨基丙三甲羥矽烷和 3-巰基丙基-三甲羥矽烷

丙酮溶液，再將清洗完畢的試片浸入溶液中，放置隔夜。浸泡隔夜之後，先

以高純度酒精清洗試片表面，去除表面未經化學吸附的分子，再將試片置於

70%酒精溶液中殺菌備用。 

3.3.2. 表面官能基比例測定 

 將試片自 70%酒精溶液中取出，並以氮氣槍吹乾。將乾燥的試片黏於

ULVAC PHI 5000 專用載台上，放入預抽腔體中預抽真空約 10 分鐘，再送入

主腔體中進行分析。所使用的光源為微米等級聚焦的 Al Kα X 光 (25W, 100 

μm)，起飛角為 45∘，能量分析器的通行能量 (pass energy) 設為 117.4 eV。

主要偵測元素為硫與氮，硫為 3-巰基丙基-三甲羥矽烷的尾基特徵元素，氮為

3-氨基丙三甲羥矽烷的尾基特徵元素。將測得之硫光譜與氮光譜以 MultiPak

軟體內建之積分模型算出硫氮比，即為試片表面兩種不同矽烷分子所佔之真

實比例。 

3.3.3. 細胞培養 

 將 NIH3T3 細胞自液態氮中取出，回溫至 37℃，並加入細胞培養液，

置於細胞培養盤中，培養兩代後，以適當濃度種在放有試片的 3 公分細胞培

養盤 (3 cm culture dish) 中，再將細胞培養盤放置於細胞培養箱中培養不同

時間後，取出使用。 

 本研究所採用的細胞培養液是以 2X DMEM 加入去離子水、左旋穀胺醯
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酸、抗生素和小牛血清調配而成。細胞培養箱內的環境維持在 5% CO2、37

℃。 

3.3.4. 細胞染色 

3.3.4.1. 細胞膜螢光染劑純化 

 先將 100 mg 細胞膜螢光染劑 (粉狀) 與 20 mg 十八胺 (粉狀)混合後，加

入 2 mL 氯仿，並加熱到 50℃，使其溶解。接著加入 4 mL 甲醇，並將溶

液置於冰中冷卻，使之析出。接著以 12000 rpm 的轉速，在微離心試管中

離心 5 分鐘。移除上清液後，將微離心試管放入乾燥箱中放置隔夜，乾燥

沉澱物。將 DMF 加入已乾燥的染劑中，配成 5% (w/v) 溶液，接著以超音

波震盪機震盪，並加熱到 50℃，使沉澱溶解。最後以 12000 rpm 的轉速，

在微離心試管中離心 10 分鐘，取澄清液儲存備用[31 , 35]。 

3.3.4.2. 細胞染色 

 將純化過的細胞膜螢光染劑與細胞核螢光染劑以細胞培養液為溶劑做適

當的稀釋後，滴 1 mL 在已有 NIH3T3 細胞貼附生長的試片上，放置於細

胞培養箱 40 分鐘後，將含有染劑的細胞培養液吸出，並以 PBS 和新鮮不

含染劑的細胞培養液沖洗三次，再以倒立螢光顯微鏡拍攝螢光照片。 

3.3.5. 細胞固定術、超臨界流體乾燥與電子顯微鏡影像拍攝 

 自細胞培養箱取出已培養 4 小時、24 小時的 NIH3T3 細胞，將試片自原

本的細胞培養盤中取出，放入新的細胞培養盤中，再以 PBS 沖洗兩次，以去

除試片表面殘餘的細胞培養液。接著加入適量 2.5%戊二醛 (Glutaraldehyde) 

水溶液以進行固定[34]。浸泡兩分鐘之後，將戊二醛吸出，接著以 50%、70%、

90%、99%四種不同體積百分濃度的酒精水溶液進行多階段脫水，每次更換

溶液時，均先沖洗一次，再浸泡兩分鐘。多階段脫水能避免細胞一次大量脫

水，減少對細胞表面形貌的破壞。 
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 先將 99%酒精溶液倒入超臨界流體乾燥機的腔體，再將完成多階段脫水

並浸泡在 99%酒精溶液中的試片置於其中。將腔體冷卻至 10℃，接著以液態

二氧化碳注入腔體，再將部分液體排出腔體，反覆操作，直到腔體中的酒精

溶液全部被置換成液態二氧化碳。接著開始加熱，直到腔體內達到二氧化碳

之臨界點之後，開啟氣閥，緩慢洩壓。洩壓完成後，即可將試片取出，送入

電子顯微鏡中拍攝，或將試片置於乾燥櫃中保存。 

 將乾燥完成的試片，黏貼於掃描式電子顯微鏡載台上，並將低真空偵測

器安裝至掃描式電子顯微鏡機台中，即可進行電子顯微鏡影像的拍攝。 
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第四章 結果討論 

 

4.1. 表面官能基比例 

 本研究將具有 NH2 與 SH 官能基的矽烷分子，以不同比例混合溶液修飾

玻璃表面，希望能藉此調控表面官能基比例，進而調控其表面電位。但由於

NH2 官能基是屬於反應性比較強的官能基(reactive functional group)，且具有

自催化的特性[28]，因此在不同比例下，兩種矽烷分子的沉積速率都會有所

不同，導致兩種矽烷分子在溶液中的比例與實際沉積在玻璃表面的比例並不

會相同，而須使用 XPS 量測表面官能基實際比例，來對應其實際表面電位。 

 進行兩種矽烷分子的定量時，以氮 (N) 代表胺基 (NH2)，以硫 (S) 代

表硫醇 (SH)，量測與計算氮硫之比例，代表玻璃表面實際沉積的兩種矽烷分

子比例，進而推算出胺基矽烷在玻璃表面所佔的實際百分比。為使胺基矽烷

在試片上所佔比例較為分散，必須不斷利用定量結果來調整製備溶液的比例，

反覆測試之後，最後挑選胺基矽烷實際比例為 0%、30%、50%、70%、100%

這五種比例進行後續實驗，後文中分別以其實際比例 0%、30%、50%、70%、

100%表示這五種試片。而各比例對應的表面電位 (zeta potential) 則從文獻中

得知[29]。溶液比例和實際比例與其對應的表面電位見表 4.1-1。 

 

表 4.1-1 SAMs 製備溶液與 SAMs 試片上實際胺基矽烷比例與對應表面電位[29]。 

製備溶液 NH2 比例 0% 2% 5% 50% 100% 

試片實際 NH2 比例 0% 30% 50% 70% 100% 

表面電位 zeta potential -155 mV -108 mV -46 mV -5 mV 24 mV 
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4.2. 表面電位對細胞貼附、生長的影響 

 為了探討表面電位是否對細胞貼附量、生長速率造成影響，以倒立光學

顯微鏡明場拍攝細胞於 SAMs 表面的情形，拍攝時間分別為細胞種在 SAMs

試片表面後 4 小時、24 小時和 48 小時，並以軟體 ImageJ 進行細胞計數。 

 

4.2.1. 表面電位對細胞貼附量的影響 

 將細胞以 4×104 cells/cm2 的密度種在長有 SAMs 的玻璃試片上，培養 4

小時之後，取出觀察其貼附情形。以光學顯微鏡拍攝各試片的明場影像並以

軟體 ImageJ 進行細胞計數，並配合 4.1 節中各試片的 zeta potential，可得圖

4.2-1。各試片間細胞貼附量之相對值由表 4.2-1 可知。試片的 Zeta potential

隨著表面 NH2 比例增加而從-155 mV 上升至 24 mV，而細胞密度則從 1.42×

104 增為 4.44×104，100% NH2 和 0% NH2 的比例約為 3.12 倍，顯示當 Zeta 

potential 增加時，細胞貼附量也會隨之增加。 

 
圖 4.2-1 培養 4 小時後，細胞貼附密度與 Zeta potential 之關係圖，原始密度

為 4×104 (cells/cm2)。 
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表 4.2-1 培養 4 小時後，各試片間細胞密度、相對密度、細胞貼附量與原始密度

比較表，原始密度為 4×104 (cells/cm2)。 

胺基矽烷比例 (%) 100 70 50 30 0 

Zeta potential (mV) 24 -5 -46 -108 -155 

細胞密度  

(104 cells/cm2) 
4.44±0.31 3.95±0.27 2.89±0.23 1.97±0.17 1.42±0.11

4 小時試片間相對密度 3.12 2.78 2.03 1.38 1 

貼附密度與原始密度比 111% 98.7% 72.2% 49.2% 35.5% 

  

 將貼附密度與原始密度 4×104 cells/cm2 做比較，結果如表 4.2-1。由表可

知：100% NH2 的表面上貼附了比原始密度更多的細胞，隨著試片表面胺基

比例下降，貼附的細胞量也隨之減少，70% NH2的表面由於表面帶電性極弱，

細胞貼附量約略與原始密度相同。而在純硫醇矽烷的表面則僅僅貼附了原始

密度 35% 的細胞量。推測可能原因是由於細胞外層整體帶負電性，因此當

材料表面帶正電性時，細胞會受到額外的吸引力，而使貼附量較大，反之當

材料表面帶負電性時，細胞會受到額外的排斥力，使得貼附量下降。此結果

亦與文獻相符合。 

 

4.2.2. 表面電位對細胞生長的影響 

 細胞後期之生長數量與生長速率的實驗，則是觀察細胞種在 SAMs 試片

上 24 小時以及 48 小時後的情形。觀察方法同樣為使用光學顯微鏡拍攝各試

片的明場影像並以軟體 ImageJ 進行細胞計數，並配合 4.1 節中各試片的 zeta 

potential，以及 4.2 節中培養 4 小時後的細胞密度，可得圖 4.2-2。各試片間

細胞貼附量之相對值由表 4.2-3 可知。 
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圖 4.2-2 培養不同時間後，細胞貼附密度與 Zeta potential 之關係圖，原始密

度為 4×104 (cells/cm2)。 

 

表 4.2-2 培養不同時間後，各試片間細胞密度、細胞相對密度與生長速率比較表，

原始密度為 4×104 (cells/cm2)。 

胺基矽烷比例 (%) 100 70 50 30 0 

Zeta potential (mV) 24 -5 -46 -108 -155 

24 小時細胞密度  

(104 cells/cm2) 
6.60±0.5 5.68±0.34 4.42±0.32 3.21±0.25 2.30±0.14

24 小時試片間相對密度 2.86 2.46 1.92 1.39 1 

生長速率 (24 小時/4 小時) 1.48 1.43 1.52 1.62 1.62 

48 小時細胞密度  

(104 cells/cm2) 
8.64±0.62 7.72±0.56 5.98±0.45 4.60±0.39 3.62±0.3

48 小時試片間相對密度 2.38 2.13 1.65 1.27 1 

生長速率 (48 小時/4 小時) 1.94 1.95 2.07 2.32 2.44 

 

 由圖 4.2-2 可知，細胞生長量隨著 zeta potential 增加而增加。推測是因為

貼附量同時會對後期的生長量產生影響，一開始貼附較多的細胞，進行分裂

的細胞也會較多，使得細胞的生長量較多。但從表 4.2-1 和表 4.2-2 中可知，

隨著培養時間的增長，100% NH2 和 0% NH2 試片細胞相對密度的比例從 4 小
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時的 3.12 倍縮小至 48 小時的 2.38 倍。而將各比例試片培養 48 小時後的細胞

密度除以培養 4 小時後的細胞密度，可得生長速率。顯示出當 zeta potential

較正時，雖然貼附量和生長量都較多，但其生長速率卻較低。這是由於

NIH3T3 具有接觸抑制 (contact inhibition) 的特性，因此當 zeta potential 較正

時，細胞貼附量較多，使得細胞較容易與其他細胞產生接觸，而使得生長速

率下降。 

 

4.2.3. 細胞密度對細胞貼附、生長的影響 

 由 4.2.2 節可知，當 zeta potential 較正時，由於細胞貼附量較多，細胞間

產生接觸抑制，使得生長速率較低，為了驗證此推測，本研究將細胞的原始

密度從 4×104 提高到 5×104 cells/cm2，並重複 4.2.2 節之實驗，利用光學顯微

鏡觀察培養 4、24、48 小時後，細胞的貼附與生長情形，並以軟體 ImageJ

進行細胞計數，結果如表 4.2-3。 

 由表 4.2-3 可知，培養 4 小時後，細胞的貼附比例，並不會因為細胞原

始密度提高至 5×104 cells/cm2 而有所下降，也就是接觸抑制的特性對於細胞

的貼附行為並不會有太大的影響。同樣地，細胞的貼附量和生長量仍然會隨

著 zeta potential 的增加而增加，若與文獻中 NIH3T3 於不同 zeta potential 金

表面上之貼附密度做比較 (圖 4.2-3)，發現細胞的貼附密度與 zeta potential

呈現高度的相關性，當 zeta potential 愈正，細胞的貼附密度也愈大[45]，且

與所使用的基材無顯著關係。觀察不同培養時間各試片間的細胞相對密度，

仍然可發現，當培養時間越長，各試片間的差異有逐漸縮小的趨勢。 

 若比較表 4.2-2 與表 4.2-3，可發現當細胞原始密度較高時，100% NH2、

70% NH2、50% NH2 上的細胞生長速率較細胞原始密度較低時慢，而對於

30%NH2、0%NH2的表面則影響不大。推測原因可能是 NH2比例較高的表面，

貼附了較多的細胞，因此接觸抑制的情形較為明顯，使得生長速率有較明顯
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的下降；而 NH2 比例較低的表面，貼附的細胞量較少，比較沒有產生接觸抑

制的現象，因此不同細胞原始密度對於生長速率並沒有太大的影響。 

 

表 4.2-3 改變細胞原始密度為 5×104 cells/cm2，並培養不同時間後，各試片間細胞

密度、細胞相對密度與生長速率比較表。 

胺基矽烷比例 (%) 100 70 50 30 0 

Zeta potential (mV) 24 -5 -46 -108 -155 

4 小時細胞密度  

(104 cells/cm2) 
5.35±0.35 4.84±0.34 3.69±0.26 2.51±0.19 1.92±0.11

4 小時試片間相對密度 2.78 2.52 1.92 1.30 1 

貼附密度與原始密度比 107% 96.8% 73.8% 50.2% 38.4% 

24 小時細胞密度  

(104 cells/cm2) 
7.55±0.49 6.95±0.53 5.53±0.35 4.04±0.31 3.18±0.24

24 小時試片間相對密度 2.37 2.18 1.73 1.27 1 

生長速率 (24 小時/4 小時) 1.41 1.43 1.49 1.60 1.65 

48 小時細胞密度  

(104 cells/cm2) 
9.11±0.71 8.55±0.54 7.36±0.46 5.92±0.53 4.86±0.28

48 小時試片間相對密度 1.87 1.75 1.51 1.21 1 

生長速率 (48 小時/4 小時) 1.70 1.76 1.99 2.35 2.53 
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圖 4.2-3 培養 4 小時後，比較在不同基材上，細胞貼附密度與 Zeta potential 之關

係圖，原始密度為 5×104 (cells/cm2)[45]。 
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4.3. 表面電位對細胞形貌的影響 

 為了探討表面電位是否對細胞形貌造成影響，本研究採用倒立光學顯微

鏡、倒立螢光顯微鏡與掃描式電子顯微鏡進行影像的拍攝。採用的細胞原始

密度為 4×104 cells/cm2。 

 

4.3.1. 以光學顯微鏡觀察表面電位對細胞形貌造成的影響 

 光學顯微鏡是觀察細胞形貌為基本的方法之一，因為其操作方法較為簡

單，也因此先以光學顯微鏡觀察細胞形貌。圖 4.3-1 至圖 4.3-5 是細胞在各比

例試片上培養 24 小時後的光學顯微鏡影像。 

 在 0% NH2 的表面上 (圖 4.3-1) ，細胞多為球型與長條型，而隨著表面

NH2 官能基比例上升，細胞呈現球型與長條型的比例逐漸下降，而多稜角型

的比例也逐漸上升，而在 100% NH2 的表面上，幾乎沒有球形的細胞出現。

 球型與長條型的細胞，代表其在表面攤開情形較差，即貼附狀況較差，

且與周遭細胞和環境連結較少，是屬於較不健康的細胞。多稜角型的細胞，

則表示其攤的比較平，且與周遭細胞和環境有較多的連結，屬於比較健康的

細胞。從光學影像可發現：表面 NH2 官能基比例愈高，細胞的形貌以多稜角

狀為主；表面 NH2 官能基比例愈低，細胞的形貌則以球型與長條型為主。顯

示當表面呈現弱電性時，細胞多呈健康的多稜角型，而隨著表面負電性的增

加，細胞則多呈較不健康的球型與長條型。 

 光學顯微鏡的影像雖然提供了部分的形貌資訊，但對於攤的較平的細胞

反而對比不佳，無法清楚判斷細胞的形狀，且光學顯微鏡無法呈現出更細微

的細胞形貌，和提供更大的放大倍率，因此需要螢光顯微鏡和電子顯微鏡的

輔助。 
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圖 4.3-1 0% NH2 表面上，細胞之光學影像，比例尺為 20 μm。 

 
圖 4.3-2 30% NH2 表面上，細胞之光學影像，比例尺為 20 μm。 
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圖 4.3-3 50% NH2 表面上，細胞之光學影像，比例尺為 20 μm。 

 
圖 4.3-4 70% NH2 表面上，細胞之光學影像，比例尺為 20 μm。 
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圖 4.3-5 100% NH2 表面上，細胞之光學影像，比例尺為 20 μm。 

 

4.3.2. 以螢光顯微鏡觀察表面電位對細胞形貌的影響 

 為了改善光學顯微鏡對比不佳的問題，改採螢光顯微鏡觀察細胞形貌。

當使用螢光顯微鏡拍攝影像時，只有接收激發光後產生的發射波長能夠順利

通過濾鏡，因此未與螢光染劑結合的玻璃基材便不會產生發射波長，而在影

像中呈現黑色。如此便能克服光學顯微鏡對比不佳的問題。 

 圖 4.3-6 至圖 4.3-10 是細胞在各比例試片上培養 24 小時後的螢光照片。

和光學影像比較，細胞的邊緣較為清楚，克服了原本對比較差的問題。各比

例間相互比較可以發現，在 100% NH2 表面上的細胞，有較多比例呈現多稜

角型，表示細胞較為健康；相較之下 0% NH2 表面上則多為球型與長條型的

細胞，表示細胞生長情況較差。從這一系列的圖中，可以得到，當表面 NH2 

比例愈高，zeta potential 愈正，細胞的生長情況較佳；反之，當表面 NH2 比
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例愈低，zeta potential 愈負，細胞的生長情況會愈差。這個結果與 4.3.1 節相

符合。 

 採用螢光顯微鏡有效改善了對比問題，但細胞間的連結，由於不易染色，

較難在螢光顯微鏡下觀察。此外，為了達到更大的放大倍率，仍必須使用電

子顯微鏡來拍攝影像。 

 

 
圖 4.3-6 0% NH2 表面上，細胞之螢光影像，藍色為細胞核，綠色為細胞膜，比例

尺為 20 μm。 
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圖 4.3-7 30% NH2 表面上，細胞之螢光影像，藍色為細胞核，綠色為細胞膜，比

例尺為 20 μm。 

 
圖 4.3-8 50% NH2 表面上，細胞之螢光影像，藍色為細胞核，綠色為細胞膜，比

例尺為 20 μm。 
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圖 4.3-9 70% NH2 表面上，細胞之螢光影像，藍色為細胞核，綠色為細胞膜，比

例尺為 20 μm。 

 
圖 4.3-10 100% NH2 表面上，細胞之螢光影像，藍色為細胞核，綠色為細胞膜，

比例尺為 20 μm。 
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4.3.3. 以掃描式電子顯微鏡觀察表面電位對細胞形貌的影響 

 圖 4.3-11 至圖 4.3-15 為細胞在各比例試片上培養 4 小時後的電子顯微鏡

影像。從影像中可知，100% NH2 表面上的細胞伸出了相當多且密集的突觸 

(protrusion) ，甚至已經與上方相鄰的細胞產生了連結。而隨著表面 NH2 官能

基比例的下降，細胞伸出的突觸量也隨之下降。推測可能原因有二，一種可

能是 zeta potential 較正的表面會使細胞貼附速率較快，而較早開始向外伸出

突觸，另一種可能是 zeta potential 較正的表面會使細胞生長較佳，而伸出較

多的突觸。 

 
圖 4.3-11 0% NH2 表面上，培養 4 小時後細胞的電子顯微鏡明場影像。 
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圖 4.3-12 30% NH2 表面上，培養 4 小時後細胞的電子顯微鏡明場影像。 

 

 
圖 4.3-13 50% NH2 表面上，培養 4 小時後細胞的電子顯微鏡明場影像。 
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圖 4.3-14 70% NH2 表面上，培養 4 小時後細胞的電子顯微鏡明場影像。 

 

 
圖 4.3-15 100% NH2 表面上，培養 4 小時後細胞的電子顯微鏡明場影像。 

 
  



 

48 
 

 圖 4.3-16 至圖 4.3-20 為細胞在各比例試片上培養 24 小時後的電子顯微

鏡影像。從圖中可看出，100% NH2 表面上的細胞攤的較平，外型也呈現多

稜角狀，與周圍的連結也較多，屬於比較健康的細胞。而在 0% NH2 表面上

的細胞則呈現長條型，也沒有正常的攤平在表面，與周圍的連結也較少，此

為較不健康的細胞。推測是因為在 100% NH2 表面上的細胞密度較高，較易

與周遭的細胞產生連結，使得細胞的生長狀況較佳，而在 0% NH2 的表面則

因細胞密度低，使得細胞與周遭連結較少，連結也較為細長。此結果與光學

顯微鏡、螢光顯微鏡的結果相同。當 zeta potential 愈正，細胞的貼附生長情

況較佳；zeta potential 愈負，細胞的生長情況則較差。 

 
圖 4.3-16 0% NH2 表面上，培養 24 小時後細胞的電子顯微鏡明場影像。 
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圖 4.3-17 30% NH2 表面上，培養 24 小時後細胞的電子顯微鏡明場影像。 

 

 
圖 4.3-18 50% NH2 表面上，培養 24 小時後細胞的電子顯微鏡明場影像。 
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圖 4.3-19 70% NH2 表面上，培養 24 小時後細胞的電子顯微鏡明場影像。 

 

 
圖 4.3-20 100% NH2 表面上，培養 24 小時後細胞的電子顯微鏡明場影像。 
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 透過拍攝光學顯微鏡、螢光顯微鏡以及電子顯微鏡三種不同的影像，都

得出相同的結果：當表面 NH2 官能基比例愈高，zeta potential 愈正，細胞的

貼附與生長情形都較佳，反之，當表面 NH2 官能基比例愈低，zeta potential

愈負，細胞的貼附與生長情形都較差。由此可知，zeta potential 對於細胞的

貼附生長行為有相當大的影響。 
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第五章 結論 

1. 本研究將具有NH2和SH官能基之矽烷分子，以不同比例混合修飾玻璃基材，

希望藉由調整玻璃表面的二元官能基比例來調控其表面電位。藉由 XPS 量測

表面官能基實際比例，由實驗結果可知，表面 NH2 官能基的實際比例較製備

溶液中大，顯示胺基矽烷在玻璃表面的生長速度較快。 

2. NIH3T3 細胞於 SAMs 試片上的貼附量隨著 zeta potential 增加而增加。這是

由於細胞外層整體帶負電性，因此當材料表面電性為正時，將吸引細胞貼附；

反之當材料表面電性為負，將與細胞表面產生排斥，而使細胞較不易貼附於

表面。 

3. 比較在 SAMs 試片上培養不同時間的 NIH3T3 細胞，其生長量隨著 zeta 

potential 增加而增加，但生長速率卻隨著 zeta potential 增加而下降。這是由

於當 zeta potential 較正時，會貼附較多的細胞，因此生長量較大，但因為貼

附於表面的細胞較多，較易產生接觸抑制而使生長速率下降。 

4. 提高 NIH3T3 細胞種下去的初始密度，會增加各試片的貼附量，但對於各試

片貼附的比例並沒有太大的影響。這是因為細胞貼附時，主要是受細胞整體

的負電性以及材料表面的電性影響，相較之下受細胞密度的影響則較小。  

5. 提高 NIH3T3 細胞種下去的初始密度，會降低 NH2 官能基比例較高的試片上

的細胞生長速率，對於 NH2 官能基比例較低的試片上的細胞生長速率則影響

較小。這是由於當提高細胞初始密度時，在 NH2 官能基比例較高的試片上，

會貼附較多的細胞，使得接觸抑制的情形更加嚴重，使得生長速率下降；而

在 NH2 官能基比例較低的試片上，由於細胞的貼附量較少，比較沒有接觸抑

制的情形發生，因此其生長速率受影響較小。 

6. 觀察 NIH3T3 細胞在 SAMs 試片上生長的形貌，當 zeta potential 愈正時，細

胞的形貌愈正常健康。這是由於當 zeta potential 愈正時，細胞的貼附量較多，

較易和其他細胞產生連結，使細胞生長情形較佳。 
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