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摘要 

小分子核糖核酸（microRNA）為非蛋白質編碼且含有 22 個核苷

酸的核糖核酸分子，其對於目標 RNA 可進行分解或轉譯抑制，因此

在動、植物中扮演重要的調控角色。研究指出，當植物受病毒入侵後，

已存在於植物體中的 miRNA 能作為提前對抗感染的防禦機制，成熟

miRNA 所 形 成 的 RNA 誘 導 沉 默 複 合 體 （ RNA-induced silencing 

complex, RISC）會將互補的目標病毒 mRNA 切斷，使病毒無法轉譯成

蛋白質，進而達成防禦的目的。由於病毒感染植物後，特定 miRNA

的量會急遽增加，因此本論文中將藉由靈敏之矽奈米線場效電晶體

（ silicon nanowire field-effect transistor, SiNW-FET ） 來 偵 測 特 定

miRNA，以決定植物感染與否。此外在哺乳動物方面，近期研究發現

miRNA 的突變或過量表現與人類癌症有關，若抑制腫瘤之 miRNA 的

生物合成步驟中有缺陷，或是會致癌的 miRNA 於不當時間或組織中

過度增殖，皆會造成腫瘤的產生。因此，特定 miRNA 在癌症細胞及

正常細胞中的數量會有所差異，且能作為生物標誌物。在本論文中，

我們將使用 SiNW-FET 偵測 miRNA 生物標誌物，以作為一種早期診

斷的方法。 SiNW-FET 由於擁有極佳的靈敏度、高度選擇性、不需標

記、以及即時偵測等優點，可廣泛的應用在生物及化學物種的偵測，

包含蛋白質、核酸、小分子、和病毒等。首先，我們利用化學鍵結方

法將 DNA 探針以雙硫鍵修飾於 SiNW-FET 表面，而後可藉由 DNA- 

RNA 雜交來偵測特定的目標 miRNA。當檢測結束後，以二硫蘇糖醇

（ dithiothreitol, DTT）將雙硫鍵切斷，便可再次進行偵測，而達成重

複使用 SiNW-FET 元件的目的。檢測將分為三部分，首先測單一片段

的合成 RNA，結果顯示 SiNW-FET 可以成功得藉由 DNA 作為檢測 RNA
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的探針。接著，則自植物之總 RNA 中，偵測與植物葉片生長有關的

miR159 之特定 RNA ，並以人類的總 RNA 作為控制組，實驗結果說

明了 SiNW-FET 有良好的選擇性，能由不同片段的 RNA 中偵測到目標

序列，並且證明 SiNW-FET 擁有重複使用的能力，再現性佳。最後，

我們選擇乳癌生物標誌物之一的 miR21，作為目標來比較癌細胞和正

常細胞。在高濃度下，由於目標物在 SiNW-FET 表面達到飽和，因而

難以區別癌細胞與正常細胞，但當濃度逐漸降低後，即可觀察出 miR21

在癌細胞中的量，明顯比正常細胞來的多。此說明 SiNW-FET 的高靈

敏度，在低濃度下偵測能力不減，且能顯著分辨致病與健康的樣品。

由以上實驗得知 SiNW-FET 不但提供了很好的平台來偵測 miRNA 的

生物標記，並可作為診斷植物致病與癌症樣品的有效工具。  

 

 

 

 

關鍵字：矽奈米線場效電晶體；生物感測器；小分子核糖核酸；癌症

生物標誌物。  
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Abstract 

  MicroRNAs (miRNA) of around 22 nucleotides and long 

non-protein-coding RNAs can play an important regulatory role in 

animals and plants by targeting mRNA for cleavage or translational  

repression. Recent research finding shows that miRNAs, which had 

already existed in a cell before viruses invaded, help to serve as an 

advanced preparation to counteract infection. Viral mRNA might be 

regulated by the cleavage directed by miRNA-programmed RNA-induced 

silencing complex (RISC). Since plant virus infections resulted in a 

dramatic increase in miRNA, we detected specific miRNA with a 

sensitive silicon nanowire field-effect transistor (SiNW-FET) biosensor 

to confirm if the plant was infected. In addition, recent studies have 

evidenced that miRNA mutation or mis-expression is responsible for 

various human cancers. The reduction or deletion of some significant 

miRNAs, acting as tumor suppressors, might lead to the tumor formation 

during miRNA biogenesis. The amplification or overexpression of the 

specific miRNA at inappropriate time or in wrong tissues would also 

result in tumor formation. Therefore, different amounts of specific 

miRNA from cancer cells and normal cells could make miRNA act as a 

biomarker for cancer diagnosis. In this study, SiNW-FETs were utilized 

to detect a specific miRNA biomarker for early cancer diagnosis. Based 

on its high sensitivity and selectivity, real-time response, and label-free 

detection capabilities, SiNW-FET has been widely used in a variety of 

detections, including protein, nucleic acid, small molecules, and virus. 
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Here, we immobilized DNA probes on the SiNW-FET surface via a 

disulfide linker, which was then applied to detect target RNAs through 

DNA-RNA hybridization. After detection, dithiothreitol (DTT) was 

employed to cleave the disulfide linker, concurrently removing the 

DNA-RNA complex and allowing for the SiNW-FET device reusable. Our 

experiments show that a DNA-modified SiNW-FET is able to probe 

target miRNAs from a cocktail solution, such as the detection of miR159 

in total RNA extracted from leaves. Moreover, the reusable SiNW-FET 

has made it  possible to fast screen various target RNAs by easily 

replacing different DNA probes. Finally, miR21, a biomarker of breast 

cancer, was selected as the target sequence to diagnose cancer and 

normal cells. However, i t  was difficult to distinguish cancer cells from 

normal ones at high sample concentrations, because of the binding 

saturation on the SiNW-FET sensing device. Fortunately, distinction 

became apparent as the concentration decreased, where the amount of 

miR21 from cancer cells was measured to be more than that from normal 

cells.  As a conclusion, a SiNW-FET modified with specific DNA probes 

not only provides an excellent platform for miRNA biomarker detections, 

but also exhibits the potential in biomedical applications for early cancer 

diagnosis. 

 

 

Keywords: silicon nanowire field-effect transistor, biosensor, microRNA, 

cancer biomarker. 
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第一章 序論 

1-1 感測小分子核糖核酸 (microRNA) 之研究目標 

1-1.1 小分子核糖核酸在動、植物內之機制 

1993 年，Victor Ambros 與他的研究團隊發現一段控制線蟲幼蟲成

長的 lin-4 基因，其產物並非蛋白質，而是生成小片段的核糖核酸  

(ribonucleic acid, RNA) 分子 1 ,  2。並且他們也發現到此 l in-4 RNAs 擁

有在 lin-14 基因 3’端非轉錄區多個位置互補的反股，這會使 lin-4 RNA

對 lin-14 產生抑制的行為，因而在沒有明顯改變 lin-14 訊息 RNA 的

水平下降低 LIN-14 蛋白的表現量 2 ,  3，這些小型的調控 RNA 即為小分

子核糖核酸  (microRNA 或 miRNA)。MiRNA 為約 22 個核苷酸的內源

單股 RNA 分子，其在動、植物中藉由針對訊息 RNA (messenger RNA, 

mRNA)的 切 割 或 抑 制 轉 譯 而 扮 演 重 要 的 調 控 角 色 ， 且 它 為 非 編 碼

RNA，因而無法轉譯成蛋白質。近來，已知的 miRNA 功能包含細胞

增殖與細胞死亡的調控、蒼蠅  (fly) 的脂肪代謝、線蟲  (nematode) 的

神經分化、哺乳類造血譜系分化  (hematopoietic lineage differentiation) 

的調控、以及植物葉片與花朵生長的控制 4 等。  

圖 1-1 (a) 為 miRNA 的生物合成步驟 5。首先，miRNA 基因會先

在細胞核中經由 RNA 聚合酶Ⅱ  (ribonuclease Ⅱ ) 轉錄成較長的初級

miRNA (primary miRNA) 產 物 ， 且 自 行 摺 疊 成 莖 環 結 構 。 此 初 級

miRNA 再 被 核 糖 核 酸 酶 Ⅲ 切 割 而 成 為 前 導 miRNA (precursor 

miRNA) ，接著一些蛋白質會將其帶出細胞核至細胞質中。接下來一

種稱作 Dicer 的核糖核酸酶Ⅲ  (ribonuclease Ⅲ ) 把前導 miRNA 切割成

約 22 個核苷酸的 miRNA: miRNA* 的雙股分子，且 miRNA*會被降解

掉  (星號通常表示為降解股 )。脫離雙股結構的成熟 miRNA 會和多種
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蛋白質形成 RNA 誘導沉默複合體  (RNA-induced silencing complex, 

RISC)，而此複合體便可依其所攜帶的 miRNA 與具互補序列的目標

mRNA 連接，並進行其功能。  

對目標進行切割或抑制轉譯兩種反應機制，取決於 miRNA 和其目

標的互補程度高低 1：若 miRNA 和目標序列並非完全互補，則會抑制

目標基因的蛋白質轉譯；如果和目標 mRNA 完美互補，則會將此段

mRNA 切斷  (圖 1-1 (b)和 (c))。分解 mRNA 的機制常發生於植物體中，

但大部分哺乳動物的 miRNA 通常則是進行轉譯抑制 6。且在抑制轉譯

的機制中，miRNA 只會降低目標基因轉錄後表現出的蛋白質量，並且

幾乎不影響 mRNA 的數量。  
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圖  1 - 1 (a) miRNA 的生物合成步驟。miRNA 基因會先在細胞核中經

由 RNA 聚合酶Ⅱ轉錄成較長的初級  miRNA (pri-miRNA)，再被核糖

核酸酶Ⅲ切割而成為前導  miRNA (pre-miRNA) ，並被帶至細胞質

中。接下來 Dicer 把 pre-miRNA 切割成約 22 個核苷酸的 miRNA: 

miRNA* 的雙股分子，並降解 miRNA*。脫離雙股結構的成熟 miRNA

會和多種蛋白質形成 RISC，而此複合體便可依其所攜帶的 miRNA 與

具互補序列的目標 mRNA 連接，並進行其功能。 (b) miRNA 分解特定

mRNA。 (c) miRNA 抑制特定 mRNA 轉譯。 1 ,  6  
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以下將分別介紹 miRNA 在植物內與癌症中扮演的角色與作用機

制。  

 

（ a）植物的 miRNA 

在演化過程中，受病毒感染的原始植物演化出一系列的機制對抗

病毒感染，其中一種便是基因沉默  (gene silencing)。在植物中發現的

原 始 基 因 沉 默 類 似 須 完 全 互 補 的 同 源 型 基 因 沉 默  

(homology-dependent gene silencing)，此機制最早發現於受菸草花葉病

毒  (Tobacco mosaic virus) 感染的植物中 7，作為抵禦入侵的方法，然

而由於病毒易突變使得此策略的效率不高。演化過程裡，短干擾 RNA 

(short-interfering RNA, siRNA) 基因沉默成為一種保護遺傳密碼的機

制，當病毒入侵，會進行複製並傳播至鄰近細胞中，此時寄主植物啟

動 siRNA 沉默機制來對抗病毒 RNA，調控其表現量，並且經病毒移

動的路徑傳遞沉默信號 8，此特點可賦予對周圍細胞的免疫接種 9。然

而此機制只會發生在植物被感染後，植物防禦信號和病毒間的傳遞競

爭，結果無法預測，因此需要一個主動的機制。內源的 miRNA 即存

在 這 種 預 備 的 特 性 ， 在 植 物 受 病 毒 入侵 時 ， 已 存 在 於 植 物 體 中 的

miRNA 能作為提前對抗感染的防禦機制，成熟 miRNA 所形成的 RISC

複合體會將互補的目標病毒 mRNA 切斷，達成防禦目的  (圖 1-2)5。

miRNA 和 目 標 RNA 之 間 允 許 有 三 個 或 更 多 的 鹼 基 非 互 補  

(mismatch)，如此可以擴大目標的範圍，且易使 RISC 複合體和被分解

的目標 RNA 分離，增加反應的速率。某種程度來說，miRNA 沉默作

用被當作 siRNA 沉默作用的救援機制，且這兩個不同的機制對目標

mRNA 的破壞會彼此合作。  
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圖  1 -  2  植物 miRNA 對病毒感染的防禦機制示意圖。在植物受病毒

入侵時，已存在於植物體中的 miRNA 所形成的 RISC 複合體會將互補

的目標病毒 mRNA 切斷，達成防禦目的。  

 

 

（ b）癌症與 miRNA 

miRNA 的表現與許多癌症有相關，這些基因被認為是腫瘤抑制子  

(tumor suppressor) 或是致癌基因  (oncogene) ，近期研究指出，絕大

部分人類 miRNA 位於和癌症有關的基因組區域內，此表示 miRNA 在

癌症發展的過程扮演了關鍵的功能 10。身為腫瘤抑制子的 miRNA 會

因為生物合成的步驟中產生缺陷，使得成熟的 miRNA 減少而使得目

標致癌蛋白不當增生而造成腫瘤的產生。另一方面，致癌的 miRNA

在不當時間或組織中增殖，會消減 miRNA 目標腫瘤抑制基因的表現，

進而造成癌症發生。兩者 miRNA 失調的結果包含細胞不正常增殖、

損害增加或新生血管的增生，並且降低細胞凋亡及組織的去分化  (圖

1-3)6。特定的 miRNA 失調會造成不同的腫瘤發生，例如本論文中所

採用的 miR21 在許多腫瘤中皆有過度增殖的現象，如乳癌細胞；而

miR143 和 miR145 在大腸癌組織中則是表現量降低 11 -1 3。  
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由於下列因素，miRNA 成為理想的癌症生物標記物，來作為偵測

癌症的有利工具 14：  

1. 癌症組織中，特定的 miRNA 表現量會異常。  

2. miRNA 的表現擁有病症特定性或組織特異性。  

3. miRNA 是相對穩定的分子。  

 

 
圖  1 - 3 (a) 腫瘤抑制 miRNA 在生物合成步驟產生缺陷而造成腫瘤。

(b) 致癌的 miRNA 在不當時間或組織中增殖造成腫瘤的產生。 6 

(a) (b) 
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1-1.2 研究動機與實驗構思 

於上一節中提到，植物受病毒感染後，特定 miRNA 的量會急遽增

加以進行防禦機制 1 5；此外，某些特定的致癌 miRNA 明顯的增加或

抑制腫瘤的 miRNA 減少，皆會造成人體內的癌細胞生成 5。因此，本

實驗希望利用偵測 miRNA 作為快速診斷病毒感染以及癌細胞樣品的

方法。  

在以往偵測 miRNA 的方法中，常利用的方法為微陣列  (microarray) 

或北方點墨法  (Northern blot)16，然而這些技術一般需要較多的樣品

量，且還要加入其他反應試劑，提升了實驗的複雜度 17。隨著奈米科

技的成長，發展出擁有極佳的靈敏度、高度選擇性、不需標記、以及

即時偵測等優點的矽奈米線場效電晶體  (silicon nanowire field-effect  

transistor, SiNW-FET)，廣泛的應用在生物及化學物種的偵測上。在早

期的研究中，利用與 DNA 結構類似的中性分子肽核酸  (peptide nucleic 

acid, PNA)，修飾在矽奈米線表面，用來偵測 DNA (如圖 1-4)，其結果

顯示此技術可以輕易的自電訊號中區分正常以及突變的序列 1 8。  
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圖  1 - 4 利用微流體通道  (綠色區域 ) 依箭頭方向，流經 SiNW (黃色

標記 ) 表面固定上 PNA，以便偵測特定 DNA1 8。  

 

接著，在另一項研究中，將表面修飾有 PNA 的 SiNW 作 miRNA

的偵測  (圖 1-5)，其發現此項技術具有對非互補 RNA 的選擇性，並且

指出當 DNA 取代 PNA 作為探偵時，其與 RNA 結合所產生的導電度

會明顯下降，原因是 DNA 和 RNA 彼此的負電荷所造成的排斥 1 9。  

 

 

圖  1 - 5 在 SiNW 生物感測器表面修飾上 PNA 偵測 miRNA1 9。  

 

 



 

9 
 

 

在本論文中，雖然 PNA 的不帶電性質易於和 RNA 作結合，不過

其合成成本較高，不易作為診斷的工具，因此仍選擇 DNA 當作偵測

特定 miRNA 的探針。此外，將 DNA 固定在感測器表面，一般會使用

APTMS (3-aminopropyltrimethoxysilane) 和 MBS (3-maleimidobenzoic 

acid N-hydroxysuccinimde ester) 修飾在 SiNW 上，使 DNA 與矽奈米

線表面以化學鍵結固定。然而經上述方式修飾後的元件只具有一次使

用性，不但浪費，若將表面完全清除再次修飾，更會傷害元件。因此

在 本 實 驗 使 用 MPTMS (3-mercaptopropyltrimethoxysilane) 取 代

APTMS 的修飾，並改以帶有硫醇基  (thiol group) 的 DNA 作探針，使

表面與 DNA 之間形成雙硫鍵  (disulfide bond)。當偵測結束時，以二

硫蘇糖醇  (dithiothreitol,  DTT) 分子流經元件表面，可將雙硫鍵切

斷，恢復成硫醇基  (thiol group)的表面，即可再次修飾新的 DNA，繼

續下次的檢測。因此，本論文希望藉由可重複使用的 SiNW-FET，作

為偵測 miRNA 的生物標記，並可作為診斷植物致病與癌症樣品的有

效工具。  

 



 

10 
 

1-2 以奈米場效電晶體作為生物感測器 

1-2.1 發展簡史 

生物定量及分析對於生物醫學應用與細胞偵測極其重要，而電化學

感應器由於能夠將生物資訊直接轉換成電訊號，使偵測更為方便且快

速，因此提供一個絕佳的平台來分析生物樣品中的組成。電化學感測

器之材料與方法的研究已歷經數十年，在過去二十年中，如量子微粒、

奈米粒子、奈米線、奈米管和奈米薄膜等奈米材料已被用於奈米級感

測器的研發中。尺寸在 1 – 100 nm大小的奈米物質與核酸、蛋白質、病

毒以及細胞等生物分子的大小相近  (圖 1-6)20，因此對於這些生物分子

所造成的作用會特別顯著。此外，由於這些奈米物質尺寸縮小，而擁

有較大的表面積對體積比  (surface-to-volume ratio)，讓表面的原子決

定了物性、化性甚至是電子性質。再者，有些奈米物質的表面易進行

化學修飾，例如矽奈米線表面的二氧化矽  (SiO2)，而適合用於奈米級

感測器的應用 21。  

 

 

圖  1 - 6 奈米物質與生化分子尺寸之示意圖 20。  
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至目前為止，許多奈米級感測技術已應用於生物研究及應用，生物

監測系統需要快速且精確的偵測，因此絕佳靈敏度、特異性、快速樣

品傳遞、和低成本等特點就被考慮進奈米級感測器的設計和製程中，

而場效應電晶體  (field-effect transistor,  FET) 因可將表面受體分子與

目標分子作用的資訊轉換成易讀取的電訊號，而適合作為感測器。  

FET擁有三個電極，分別為源極  (source)、集極  (drain)、以及閘極  

(gate)，源極與集極間為半導體通道，而通道的大小受閘極所控制，調

控源極和集極之間的電流大小。FET的種類依閘極的結構來區分，最常

見的稱為金氧半場效電晶體  (metal-oxide-semiconductor field effect 

transistor, MOSFET)，大多使用於電腦與通訊相關的電子設備中，閘極

是由金屬、氧化層和半導體依序疊在一起所形成類似電容的結構 (氧

化層當作介電質)，現代的半導體技術能在矽晶圓表面形成結構緻密的

二氧化矽 (SiO2) 層，而且介面的品質可以有效的被控制，故MOSFET

元件均以矽晶圓作基板材料。MOSFET依導通用的載體可分成利用電子

流工作的 n通道MOS (n-channel MOSFET, NMOS) 和利用電洞流來工

作的 p通道MOS (p-channel MOSFET)。圖 1-7(a) 為 n型金氧半場效電晶

體  (NMOS) 的截面圖，若於閘極慢慢加上正電壓，閘極的金屬導體會

堆積一些正電荷，而氧化層另一邊則會吸引等量的負電，使得靠近氧

化層的 p型半導體內形成通道，此時載子數目增加使通道加寬，造成源

極和集極間電流增加；相反的，若在閘極施以負電壓則會使電流減少。 
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圖  1 -  7  (a) n型金氧半場效電晶體  (NMOS)示意圖。  

(b) 奈米線場效電晶體  (SiNW) 示意圖。  

 

 

在本論文中所使用的為 SiNW-FET，如圖 1-7(b) 所示，其工作原理

和MOSFET相似，差別在於以矽奈米線取代傳統MOSFET的二維材料，

並可藉由參雜  (doping) 不同的元素來控制通道的載子種類 22。由於

SiNW-FET元件具有一維載子通道的性質，外界分子在閘極所施加的電

場較能貫穿通道，而非侷限在表面的區域，因此造成的電場效應會遠

大於二維平面 FET。  

SiNW-FET有兩種主要製程方法，分別是由上至下  (top down) 和

由下到上  (bottom up)，如圖 1-8所示 21。Top-down的方法是藉由黃光顯

影  (lithographic) 技 術 結 合 電 子 束  (electrom beam) 蝕 刻 來 定 義

SiNW-FET；而 bottom-up則是先合成矽奈米線後，再經由光顯影或電子

束顯影法來合成電極並完成元件。  
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圖  1 - 8 (a) Top-down 製程流程：(i) 在矽層摻雜低密度的硼或磷；(ii) 

以光罩定義電極位置，並高度摻雜於此區域；(ii i) 以 RIE 蝕刻出微米

級的電極； (iv) 以電子束蝕刻晚成奈米級 SiNW。  

(b) Bottom-up 製程流程。 (i) 以 CVD-VLS 機制合成 SiNW； (ii) 將

SiNW 鋪於晶片表面； (ii i) 光罩定義出電極位置； (iv) 熱蒸鍍沉積金

屬於晶片表面； (v) PG remover 除去光阻完成電極。 21  

 

 

 

 

 

 



 

14 
 

圖 1-8(a) 為傳統 top-down 製程 SiNW-FET 的步驟。首先會在矽層

摻雜低密度的硼  (boron) 或磷  (phosphorous)，參雜的種類與比例會

決定其為 n 或 p 型半導體及其性質，接著在光罩  (photomask) 設計的

電極位置施以高密度摻雜來定義源極和集極，並且以反應式離子蝕刻  

(reactive ion etching, RIE) 完成電極與奈米級的矽奈米線，最後利用

熱蒸鍍法  (thermal evaporation) 製作背向閘極  (back-gate)，並於晶片

正面的矽奈米線上鍍上絕緣層。相較於 bottom-up 的製程， top-down

方法由於要仰賴高解析度的光顯影技術而變得較為複雜，因而需選用

電子束顯影法等昂貴的設備來製備。此外，此方法所製作出的矽奈米

線最小寬度僅約為 100 nm，因此克服這兩項缺點成為 top-down 製程

首要的課題。不過利用此方法製造出的元件較穩定且再現性高，具有

較高的耐用度，而能與現今工業製程接軌。  

Bottom-up 的製程中 (圖 1-8(b))，先以化學氣相沉積法  (chemical  

vapor deposition, CVD)經由氣 -液 -固  (vapor-liquid-solid, VLS)2 3 的生

長機制合成矽奈米線，此合成步驟通常會利用金屬奈米粒子催化矽奈

米線的生長，且金屬奈米粒子大小還決定了矽奈米線的粗細。合成出

的矽奈米線接著會懸浮在乙醇溶液中，並且散佈於矽基底的表面。此

時，兩層光阻  (LOR3A 和 S1805) 以旋轉塗佈  (spin coating) 的方式

覆蓋於矽基底表面，透過光罩定義出電極位置，再以熱蒸鍍法在源極

和集極位置鍍上金屬。最後以去光阻劑  (remover PG) 移除光阻層，

即完成製作步驟。比起 top-down 的製程，以 bottom-up 的方法合成出

的矽奈米線擁有高結晶度、可調控摻雜密度、可控制矽奈米線上氧化

層薄度、以及易掌控其直徑大小的優點。然而基底上的矽奈米線可能

呈現性質無法完全均一，會造成元件的良率不易掌控，使此因素成為

工業應用發展上的限制。  
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1-2.2 應用與發展 

如何有效率及穩定的將生化分子與奈米元件整合為一重要議題，

而 SiNW-FET 可 以 利 用 共 價 鍵  (covalent bond) 或 是 靜 電 作 用 力  

(electrostatic force) 等固定化技術，將生物受體  (receptor) 修飾在矽

奈米線表面，接著利用分析物本身所帶的電荷作為閘極電壓，即可進

行免標記、高靈敏度及高選擇性的即時偵測。近年來，SiNW-FET 已

成功廣泛運用於蛋白質間交互作用的偵測、DNA 雜交研究、檢測生物

體 之 病 毒 感 染 、 監 控 腫 瘤 細 胞 、 即 時記 綠 神 經 細 胞 電 訊 號 等 ， 而

SiNW-FET 的 發 展 也 達 成 可 重 複 使 用 的 目 的 ， 並 且 設 計 出 三 維 的

SiNW-FET。接下來將分別介紹 SiNW-FET 的應用與發展。  
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1. 蛋白質間的交互作用  

一般蛋白質間的結合常數  (association constant, Ka) 約在 106-109 

M- 1，較抗體與抗原結合之 Ka＞ 109 M- 1 要微弱的多，而不易測量，因

此希望發展出一個快速且能準確檢測蛋白質間交互作用的方法。近年

研究發展出可重複使用的 SiNW-FET，作為蛋白質交互作用的偵測平

台，其方法將鈣調素  (calmodulin, CaM) 修飾在矽奈米線表面，偵測

鈣離子及可和 CaM 作用的蛋白質。結果  (圖 1-9) 說明利用 SiNW-FET

可證明系統具有選擇性 CaM 與 N-型閘門鈣離子通道  (voltage-gate 

Ca2 + channel, VGCC) 有直接交互作用，此外，研究中還利用穀胱甘肽  

(glutathione, GSH) 與穀胱甘肽轉移酶  (glutathione S-transferase, GST) 

之可逆結合性質，將 SiNW-FET 重複使用以提高其實用性 24。  

 

 

圖  1 - 9 利用 SiNW-FET 偵測 CaM 與離子及 N-型 VGCC 之交互作用。

(a) N-型 VACC 經細胞表現與純化後，導入 SiNW-FET 量測。  

(b-c) N-型 VACC 與 CaM 結合之電訊號圖。 24 
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2. DNA 雜交研究  

除了針對蛋白質間交互作用的研究，SiNW-FET 亦可作為 DNA 或

RNA 的檢測工具。由於 DNA 或 RNA 的磷酸骨架帶有大量的負電荷，

可利用感應電場作偵測，使 SiNW-FET 成為檢測 DNA 或 RNA 很有力

的工具。肽核酸  (peptide nucleic acid, PNA)是一種與 DNA 相似的人

工合成聚合物，常用於生物研究，特別是在 DNA 或 RNA 的雜交上。

由於 PNA 不具有帶電的磷酸骨架，使 PNA-DNA 或 PNA-RNA 間沒有

電荷的排斥力，結合能力比起 DNA-DNA 或 DNA-RNA 來的更大。在

圖 1-10 中的研究將 PNA 修飾於 p-型 SiNW-FET 表面來做免標記的

DNA 即時偵測， 由於 DNA 帶負電荷的磷酸骨架，可使 PNA-DNA 結

合後導電度明顯增加 25。  

 

 

 

圖  1 - 10 (a) PNA 與 DNA 結合示意圖。 (b) 實驗裝置。 25 
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3.腫瘤檢測  

生物標誌物  (biomarker) 是可用作指出特定疾病或生物體的生理

狀態的生物分子，因此偵測特定生物標記物可作為某些疾病的篩檢。

然而這類生物標記物在血液中的濃度極低，因此臨床檢驗上須要能夠

快速且精準的診斷方式。近年有研究設計陣列形式的 SiNW-FET 以同

時 檢 測 多 種 腫 瘤 標 誌 物  ( 圖 1-11) ， 其 由 修 飾 三 種 不 同 抗 體 的

SiNW-FET 元件組成，且對應的三種抗原皆為臨床診斷的腫瘤標記

物，分別為前列腺特異性抗原  (prostate specific antigen, PSA)、癌胚

抗原  (cancinoembryonic antigen, CEA)以及粘蛋白 -1 (mucin-1)。當有

對應的抗原與抗體結合時，會造成 SiNW-FET 的導電度改變，即表示

此檢體來源很可能為腫瘤病患。儘管 SiNW-FET 對腫瘤標記物的檢測

很有效，然而血液樣品的生物汙染或量測時的非特異性鍵結皆可能影

響偵測結果，此外血液中的高離子強度會使得 Debye-Hückel 長度變

短，而造成 FET 量測時的遮蔽效應，因此對於 SiNW-FET，血液樣品

的前處理會格外重要 26。  

 

 

圖  1 - 11 (a) 利用修飾腫瘤標記物的 SiNW-FET 陣列檢測示意圖。  

(b) 分別流入不同濃度的三種抗原所反應的電訊號圖。 26 
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4. 可重複使用之 SiNW-FET 

進行 SiNW-FET 的量測時，通常將特定抗體修飾於元件表面上，以

偵測相對應的特定抗原，然而抗體與抗原間的結合力很強，反應後很

難將其完全清除，而無法重複使用同一晶片造成浪費與操作上的不

便，因此便發展出以 GSH-GST 之可逆的系統設計，如圖 1-12 所表示。

利用 GSH 和 GST 間可逆結合的性質，將 GSH 先修飾在 SiNW-FET 上，

同時以基因重組技術在特定蛋白質接上 GST，此特定蛋白即可修飾在

元件上，而後開始檢測可與其作用之物質。當量測完畢，以高濃度 GSH 

(≧  1 mM) 清洗表面，便能再次修飾特定蛋白於元件上，進行下一次

的檢測。採用這種方法可以達到定量檢測、快速有效的多次利用裝置

而降低成本的目的 2 7。  

 

 

 
圖  1 -  12 可重複使用之 SiNW-FET2 7。  
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5. 三維之 SiNW-FET 

SiNW-FET 的裝置一般是設計在平面的基底上，使得不易偵測三維

空間中樣品的訊息，因此需要一個可動式三維奈米場效電晶體，方可

與細胞作接觸甚至細胞內部的測量。近期研究顯示，藉由改變反應壓

力及反應氣體的組成，以 CVD 反應經過 VLS 的生長機制可以合成出

彎 曲 的 矽 奈 米 線 ， 並 運 用 微 電 極 製 作 技 巧 ， 設 計 出 可 動 式 三 維

SiNW-FET (圖 1-13(a-c))。此外，在彎曲奈米線外修飾一層磷脂雙層

膜，其便可無破壞性的進入細胞內，成功量測細胞內的電訊號  (圖

1-13(d-f))2 8。  

 

 
圖  1 - 13 三維 SiNW-FET 探針之  (a) 示意圖、 (b) 掃描式電子顯微

鏡影像  (scanning electron microscope, SEM)、與  (c) 光學顯微鏡影

像。三維 SiNW-FET 探針進入細胞並偵測電壓之  (d) 示意圖、(e) 光

學顯微鏡影像、及  (f) 電訊號圖。 2 8 
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第二章 實驗方法 

2-1 矽奈米線場效電晶體的製作  

本實驗所使用的感測晶片有兩種，其一是由中研院物理所陳啟東

老師所提供以 top-down 方式製成的 n-型 SiNW-FET，而另一種是本實

驗室於中研院奈米核心設施以 bottom-up 方式完成的 p-型 SiNW-FET。 

以 top-down 方 式 製 成 的 晶 片 材 料 採 用 四 吋 的 SOI 

(silicon-on-insulator) 晶圓：晶圓表面是 50 nm 厚的矽，而中間為 390 

nm 的二氧化矽  (SiO2) 絕緣層，晶圓最底層則是矽基底。首先在矽晶

圓表面摻雜低密度  ( 1015  atom/cm3) 的磷  (phosphorous)，並以光罩定

義電極位置。接著以離子植入技術  (ion implantation, 11 eV) 高度摻

雜  (1019 atom /cm3) 於電極位置，植入深度約 40 nm，再用反應式離

子蝕刻法  (reactive ion etching, RIE) 切割出電極部分，且以電子束微

顯影製程技術  (electron-beam lithography) 和反應性離子蝕刻法將奈

米級的矽奈米線蝕刻出來。而後置於 900℃的氧氣環境下，熱處理 20

分鐘，使表面產生約 10 nm 厚的二氧化矽絕緣層，其不但可與水溶液

絕緣，也易於進行後續的表面修飾步驟。此外，在電極位置會以熱蒸

鍍法  (thermal evaporation) 鍍上 50 nm 金和 10 nm 鎳的金屬層，最後

將晶圓切割成許多 14 mm × 14 mm 的晶片，即完成 SiNW-FET 的製作。

圖 2-1 為 SOI 晶片的截面圖，奈米線寬度約 100 nm，而線與線之間約

有 2 μm 的距離；圖 2-2 則是 SOI 晶片的實際影像以及光學顯微鏡下

的放大圖。  
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圖  2 - 1 SOI 晶片截面圖。  

 

 

圖  2 - 2 (a) 14 mm ×  14 mm 的 SOI 晶片。 (b) 晶片中央 8 組元件放

大圖。 (c) 單根矽奈米線的 SEM 影像。  
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Bottom-up 的製程方法是參考 Lieber 等人發表於 Nature protocol

的參數 29 和本實驗室改良過後的結果。首先在晶片上先製作 1.5 mm ×  

1.5 mm 大小的外部電極  (圖 2-4(a))，接著以氣 -液 -固三相化學氣相沉

積法  (VLS-CVD)23 將金奈米粒子和矽烷  (silane) 在氧化矽的破片

表面長出矽奈米線。含有矽奈米線的破片接著會被切割成合適的大

小，並以氮氣槍輕吹表面後，將其以適當的力道將合成後的矽奈米線

以接觸轉印  (contact printing) 的方式抹於晶片表面，最後用黃光顯影

技術和熱蒸鍍方式完成內電極，並於電極表面鍍上一層鋁的防水層  

(圖 2-3)。圖 2-4(b) 為實驗所使用的網絡式晶片，黃色區域是內電極，

分別為一對、八對、和四對 source 和 drain 共 6 組電極，此多個平行

電極的設計藉由並聯多根矽奈米線，能夠讓電流值增加、提高訊噪比  

(signal to noise ratio, S/N)，達成靈敏的元件系統 30。  

 
圖  2 - 3 網絡式 SiNW-FET 截面圖。  

 

圖  2 - 4 (a) 網絡式晶片外電極設計圖。 (b) 晶片內電極的放大圖。  

(c) 單獨一組電極的放大圖，白色細線為矽奈米線。  
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無論 n-型或是 p-型的 SiNW-FET，製作完成的元件，我們會藉由

電阻或跨導  (transconductance) 的性質來判斷此元件是否可用。通常

用 I-Vg (圖 2-5) 表示元件的跨導 G：在固定偏壓  (Vsd) 下，電流  (I sd)  

隨外場電壓  (Vg) 變化的改變量，即  。若此改變量高低表示元

件對外場電壓的靈敏度，數值越高表示越靈敏，越適合進行偵測實驗

的元件。量測時在源極與集極間施加 0.03V，再由參考電極自水閘門  

(water gate) 給予 -0.5 V 到 0.5 V 的掃描範圍。施加正電壓時，因為矽

奈米線的電洞排斥而使通道變窄，造成電流下降；反之，若給負電壓

則電流增加。  

 

 

圖  2 -  5  p-型矽奈米線場效電晶體於水中之 I-Vg 圖。  
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2-2 表面修飾 

一般而言，通常 DNA 以化學鍵結的方式固定在修飾 APTMS 

(3-aminopropyltrimethoxysilane) 以及 MBS (3-maleimidobenzoic acid 

N-hydroxysuccinimde ester) 的矽奈米線上，然而這個方法在一次測量

後，元件只能將表面的修飾完全除去後才能進行重複使用，此舉多少

會對矽奈米線表面的氧化層及防水層造成破壞，降低實驗的再現性，

並且增加實驗操作的複雜度。  

此實驗參考本實驗室先前的實驗技術，以 3-硫丙基三甲氧基矽烷  

(3-mercaptopropyltrimethoxysilane, MPTMS) 和矽奈米線表面的矽醇  

(silanol) 結合，使矽線表面成為巰基  (sulfhydryl group)。經由表面的

巰基形成雙硫鍵，便能讓修飾有硫醇基的 DNA 固定在奈米線上，進

而可偵測特定片段的互補 RNA。當偵測結束後，僅需要以弱還原劑二

硫蘇糖醇  (dithiothreitol, DTT) 即可切斷 DNA 與奈米線的雙硫鍵，將

表面的 DNA- RNA 雜交去除，恢復原先只有 MPTMS 修飾後的元件表

面。藉此方法，我們便可在不傷害元件的前提下進行重複使用。  
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表面修飾詳細步驟  (圖 2-6)：  

1. 首先使用氧電漿  (oxygen plasma) 以 30 瓦、 50 sccm 清潔晶片 60

秒，將表面的有機物氧化成二氧化碳後去除。  

2. 將清潔後的晶片於  1％  的 MPTMS 酒精溶液中浸泡 30 分鐘。由

於硫醇基易氧化的特性，空氣下表面的硫醇基可能形成分子間的

雙硫鍵或形成氧化硫，因此在修飾 DNA 探針前，先利用 DTT 還原

確定表面為硫醇基，避免降低後續的修飾效率。  

3. 自微流道流入  DNA 溶液，將 DNA 探針固定於元件表面，即可進

行樣品偵測。完成偵測後，以 DTT 流經元件表面讓雙硫鍵斷裂，

便可重複使用繼續下次偵測。  

 

 

圖  2 - 6 可重複使用之 SiNW-FET 實驗流程圖。  
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2-3 樣品製備  

2-3.1 緩衝溶液與二硫蘇糖醇  (DTT) 

為了與生理條件相同的環境，本實驗使用的緩衝溶液為以單純含

有 磷 酸 共 軛 鹽 ， 而 無 其 他 多 餘 鹽 類 調 節 滲 透 壓 的 基 礎 緩 衝 溶 液  

(phosphate buffer solution)，簡稱 PS 溶液。 0.1×  PS 配方： 0.24 mM 

NaH2PO4 和 0.76 mM Na2HPO4。此緩衝溶液以超純水配置而成，並以

1N NaOH 和 1N HCl 的標準液調至 pH 7.4。  

SiNW-FET 測量時，緩衝溶液環境對 FET 感測表現有很大的影響。

當溶液存在高濃度鹽類，接受器和分析物間造成 FET 電導改變的電場

會因緩衝液的高離子強度  (ionic strength) 給部分遮蔽，因此會降低

測 量 時 的 訊 號 強 度 ， 此 即 為 Debye-Hückel 屏 蔽 效 應  (shielding 

effect)31。  

FET 量測的電位 V(r)會因 FET 表面到接受器和分析物鍵結位置的

距離  (rb s)，呈現指數變化，表示如下  

 
 

λ D 為 Debye-Hückel 長度，其定義為  

 
 

其中 ε0 為真空介電常數  (permittivity)，ε r 為溶液介電常數，kB 為波茲

曼常數  (Boltzmann constant)， T 為絕對溫度， NA 為亞佛加厥常數  

(Avogadro’s number)， e 是基本電荷， I 為緩衝溶液的離子強度，計算
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方式為  

，  

 

C 為離子莫耳濃度  (molar concentration)， Z 為離子電荷數  (charge 

number)。  

由方程式了解電解質離子強度越強，λ D 則越短，使得對 FET 量測

會 造 成 越 大 的 遮 蔽 效 應 。 經 由 上 述 式 子 所 算 出 不 同 緩 衝 溶 液 的

Debye-Hückel 長度：  

 

 1× PBS 1× PS 0.1× PS 

λD (nm) 0.7 1.9 6.1 

 

在本實驗中，由於 0.1×  PS 的λ D  與 DNA 探針修飾高度  (6 nm) 差不

多，不易有遮蔽效應而能進行有效的量測。其他樣品處理皆使用此磷

酸緩衝溶液 0.1×  PS 作溶解或稀釋溶液，且確保每個樣品的 pH 值皆

於 7.4 的範圍中。  
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二硫蘇糖醇  (dithiothreitol,  DTT) 是小分子的有機還原劑，圖

2-7(a)為 DTT 分子結構，其還原態下為線性分子，被氧化後成為含有

雙硫鍵的六圓環結構  (圖 2-7(b))。DTT 的還原力受 pH 值影響，在 pH

大於 7 時才能發揮其還原力，隨著 pH 值的降低，DTT 的有效還原力

也雖之降低。本實驗裡，我們配製濃度為 5 mM 的 DTT，並將 pH 調

整到 7.4 來進行反應。  

 

 

圖  2 - 7 (a) DTT 結構式。 (b) DTT 切除雙硫鍵的反應機構。  
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2-3.2 去氧核醣核酸  (DNA) 探針  

在本實驗中我們使用了三種 DNA 探針做偵測，分別為  

 合成 RNA 探針：  

5’ - AACGTACGCGGAATACTTCGA - 3’ 

 miR159 探針  

5’ - TAGAGCTCCCTTCAATCCAAA - 3’ 

 miR21 探針  

5’ - TCAACATCAGTCTGATAAGCTA - 3’ 

以上三段 DNA 引子皆是向生化公司訂購的化學合成 DNA，並且修飾

硫醇官能基  (thiol group) 在 5’尾端位置，以便將其固定在矽奈米線

表面。實驗中皆以 0.1×  PS 緩衝溶液溶解或稀釋。  

 

 

 

2-3.3 核醣核酸  (RNA) 樣品  

本論文實驗檢測的 RNA 樣品分為 3 部分，分別是合成 RNA、植物 RNA

樣品、以及人類細胞 RNA 樣品，以下將依序詳盡說明其製備方法。  

 

(a) 合成 RNA 

實驗中量測的合成 RNA 是向生化公司所訂購，其序列為  

5’ - UCGAAGUAUUCCGCGUACGUU - 3’。  實驗中以 0.1×  PS 溶解買

來的樣品，並稀釋至 2 μM 做偵測。  
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(b) 植物樣品 

本實驗使用的植物樣品為生物科技研究所林詩舜老師所提供的阿

拉伯芥 (Arabidopsis thaliana)。以下為萃取植物 RNA 的詳細步驟。 

1. 首先將葉片秤重約 1 克，加入 1 mL trizol 後磨碎至粉狀。  

2. 室溫下浸在 trizol 中約 5 分鐘，樣品漸漸液化。  

3. 加 500 μL 的氯仿  (chloroform) 萃取 1 mL 的植物液，以旋轉混

合機混合 5 分鐘，在 4℃中 13000 轉下離心 15 分鐘。  

4. 小心吸取上層液，再次重複上個步驟。  

5. 將上層液小心取出後加入 500 μL 的異丙醇  (isopropanol)，混合

5 分鐘後， 4℃中 13000 轉下離心 10 分鐘。  

6. 除去上清液，加入 100％酒精以震盪機清洗沉澱物，4℃中 7500

轉下離心 5 分鐘。  

7. 於抽氣箱內風乾完全，加入 20-50 μL 0.1× PS 回溶沉澱物，加

熱 65℃約 10 分鐘，最後使用光譜分析儀測定 RNA 溶液的濃度。 

 

(c) 人類細胞樣品 

本實驗使用的細胞樣品由中研院農業生物科技中心的徐麗芬教授提供，

並於生物科技研究所林詩舜老師實驗室進行細胞培養。癌細胞的樣品為乳癌

細胞的 MCF-7 細胞株 32，正常細胞樣品則為 M10 細胞株，圖 2-8 為光學顯

微鏡下的細胞圖。細胞培養流程可分為：解凍細胞、更換細胞培養基、繼代

培養、凍存細胞。接下來將詳述細胞培養的材料與流程以及抽取細胞 RNA

的步驟。 
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圖  2 - 8 光學顯微鏡下的  (a) 癌細胞 MCF-7 與  (b) 健康細胞 M10。 

 

  細胞培養材料  

 基礎細胞培養基  (medium)：Minimum Essential Medium (MEM), 

GIBCO 

( 含 Earle’s salts,  L-glutamine, non-essential amino acids, 不 含

NaHCO3) 

 緩衝液 HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid),  

Sigma 

 胎牛血清  (fetal bovine serum, FBS), GIBCO 

 青黴素 /鏈黴素  (penicillin/streptomycin, P/S), Caisson 

 5×  胰蛋白酶  (0.25％  trypsin), GIBCO 

 緩衝液 1× PBS (phosphate buffer saline)：135 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 

10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4 

 細胞抗凍液： 20％  DMSO，溶於細胞培養基  

 50 mL 與 15 mL 離心管、 2 mL 抗凍管、 75T 細頸瓶  

細胞培養基配方： 1 L MEM, 3.6 g HEPES, 10％  FBS, 1％  P/S 
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  細胞培養流程  

所有細胞培養的步驟皆必須要在細胞培養室中操作，並且進入操

作台進行實驗前，須徹底將器具以及操作人員以 70％酒精消毒，因為

過程中若沾染其他雜菌，易引發細胞遭受汙染而造成實驗失敗，因此

成功的消毒是非常重要的。  

 

 解凍細胞  

將細胞自液態氮桶中小心取出，置於 37℃水浴槽快速回溫，回溫

剩一點點冰時，以細胞用定量吸液管吸出所有細胞液至 15 mL 離心

管，1200 轉離心 5 分鐘。離心後小心的吸除上清液以便除去凍存液中

的 DMSO。打散細胞且加入 1 mL 細胞培養基後移至細頸瓶中，最後

慢慢加細胞培養基至總體積為 15 mL。平放入 37℃細胞培養箱中，天

天觀察。  

 

 更換細胞培養基  

當細胞成長 2 至 3 天後，細胞培養基中的細胞代謝物會增加影響

細胞生長，因此需定期更換。吸出所有的變黃的細胞培養基，以 5 mL 

1× PBS 洗過細胞後，加入新的細胞培養基。最後平放回細胞培養箱中。 

 

 繼代培養  

當細胞在細頸瓶中達到 80％得滿盤程度時，則要進行此步驟。吸

去所有細胞培養基後，用 5 mL 1 × PBS 洗過細胞後，吸掉剩餘 2 mL 

PBS 再加入 2 mL 2× trypsin，目的是將貼壁細胞懸浮。將細頸瓶置回

細胞培養箱中放 5 分鐘，取出觀察並拍打，確認瓶上的細胞已全數懸

浮。吸起所有細胞收集在 15 mL 離心管中，加入 1 mL 細胞培養基停
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止 trypsin 作用，再取 5 mL 細胞培養液回收細頸瓶內細胞至前述離心

管中， 1200 轉離心 5 分鐘。倒去上清液，先以 1 mL 細胞培養基打散

沉澱的細胞，再加至總體積 10 mL。取 100 μL 細胞液稀釋至 1 mL 後

計算細胞數目。最後將細胞液平分在兩個細頸瓶中，以細胞培養基加

至 15 mL，將細頸瓶放回細胞培養箱中繼續培養。  

細胞計數方法：  

將注入細胞稀釋液的計數板置於光學顯微鏡下觀察，以計數器記

錄圖 2-9 中 A、B、C、D 以及正中心區域內的細胞數量  (避免重複計

算 )，再將計算的細胞數 N 代入下列的公式中即可得到培養的總細胞

數  (cells/ mL)。  

(N/5) ×  10 ×  104 ×  10 

 

 

圖  2 - 9 (a) 細胞計數板內網格。 (b) 細胞計數板外觀。  
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 凍存細胞  

當有多餘細胞時，我們便會進行以下的動作。去除細胞培養基後

是以 trypsin 使細胞懸浮，並計算細胞總數。接著再次離心留下沉澱的

細胞，每管抗凍小管加入 900 μL 含細胞的細胞培養液，並且慢慢滴入

900 μL 含 20％  DMSO 的細胞培養液。於 -20℃放 2 小時，再於 -80℃

放置過夜，最後冰存在液態氮桶中長期保存。  

 

  抽取細胞 RNA 

當細胞長至 70％滿時，便可抽取細胞的 RNA。去除細胞培養基且

以 5 mL 1×  PBS 清洗後，加入 3 mL trizol，輕拍與沖提將細胞全數懸

浮，分裝在三管反應管中，再進行與植物相同的氯仿萃取步驟：  

1. 加 500 μL 的氯仿  (chloroform) 萃取 1 mL 的細胞液，以旋轉混

合機混合 5 分鐘，在 4℃中 13000 轉下離心 15 分鐘。  

2. 小心吸起上層液，再次重複上個步驟。  

3. 將上層液小心取出後加入 500 μL 的異丙醇  (isopropanol)，混合

5 分鐘後， 4℃中 13000 轉下離心 10 分鐘。  

4. 除去上清液，加入 100％酒精以震盪機清洗沉澱物，4℃中 7500

轉下離心 5 分鐘。  

5. 於抽氣箱內風乾完全，加入 20-50 μL 0.1× PS 回溶沉澱物，加

熱 65℃約 10 分鐘，最後使用光譜分析儀測定 RNA 溶液的濃度。 
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2-4 電性量測系統  

(a) 微流體通道製作  

架設量測系統前我們會先製作微流體通道，其可限制溶液只會在

奈米線附近通過。製做步驟如下：  

1. 製作首先將 polydimethysiloxane (PDMS, SYLGARD 184 

silicone elastomer) A 劑與 B 劑以 10: 1 的體積比例混合，置入

備有由黃光顯影製程之母模  (圖 2-10(a)) 的玻璃皿中，每個母

膜尺寸為： 6.25 mm × 0.5 mm × 0.05 mm。  

2. 以幫浦抽氣迫使混合劑中氣泡被趕出，須直到所有可見氣泡均

被抽出，呈現透明貌。  

3. 接著放入 80℃烘箱烤乾約 15 分鐘，可依所需軟硬度與黏度調整

烘乾時間。  

4. 冷卻後將硬化後的 PDMS 取下，裁切成適合的大小，最後以適

當管徑的鋼管將微流道兩端鑽孔，穿入聚乙烯管  (polyethylene, 

PE) 後整個微流通道就完成了  (圖 2-10(b))。  

 

 

圖  2 - 10 (a) 經黃光顯影製程的母模。 (b) PDMS 微流體通道示意圖。 
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(b) 架設量測系統  

當晶片完成 MPTMS 的修飾後，將晶片以銅膠固定在塑膠電路板

上，利用超音波打線器  (SPB-U668) 將晶片上的電極連接到塑膠電路

板上  (圖 2-11(a))，並在晶片上架設 PDMS 的微流體通道，須注意要

將 微 流 通 道 覆 蓋 於 奈 米 線 偵 測 位 置 。以 壓 克 力 板 將 塑 膠 電 路 板 與

PDMS 結合，並以螺絲固定  (圖 2-11(b))。然後利用針筒抽拉泵浦  

(syringe pump, KD-101, KD-Scientific) 以 0.3 mL/ hr 的流速將溶液導

入通道以經過奈米線表面。接上電線連接訊號處理系統，即可進行電

訊號的測量。整個實驗系統與量測皆於光學桌上進行，此外使用參考

電極  (reference electrode) 接地以確保溶液的電位保持在 0 V，不會因

為流動造成的液體與晶片表面磨擦，而產生多餘的雜訊。且為了避免

靜電干擾，外頭會以銅製的法拉第籠  (Faraday cage) 罩住實驗系統。 

 

圖  2 - 11 (a) 塑膠電路板上之晶片。 (b) 以壓克力板固定 PDMA 微流

體通道。 (c) 鎖相放大器。 (d) 流體系統架設完成圖。  
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量測電流的系統，是依靠鎖相放大器  (lock-in amplifier, Stanford 

Research SR830) (圖 2-11(c)) 做為訊號放大與雜訊處理，其能鎖定電

路中特定的相位與頻率，並且過濾掉雜訊而獲得準確的訊號資訊，此

外，以 Labview 程式記錄這些大量實驗訊號。量測時，以鎖相放大器

施加 0.03 V、 79 Hz 的交流電壓 Vs d。整個實驗系統的架設表示在圖

2-12 中。  

 

 

圖  2 -  12 實驗系統架設。  

 

(c) 樣品量測  

當樣品準備齊全且量測系統架設完畢後，即可開始進行電性量

測。在前述 2-2 節中提及，導入 1 μM 的 DNA 溶液 30 分鐘，將 DNA

探針固定在矽奈米線表面。接著，可流入 5 分鐘的 0.1×  PS 緩衝溶液

清洗表面，以帶走未鍵結在表面上的 DNA 分子，此時再讓待測的 RNA

樣品溶液流入 10 分鐘作偵測，即可得樣品檢測結果。當偵測結束後，

最後加入 DTT 將表面結合的 DNR-RNA 去除，過程約 30 分鐘，而後

繼續下次檢測。  
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2-5 即時定量聚合酶連鎖反應  (qRT-PCR) 

在 RNA 的檢驗中，即時定量聚合酶連鎖反應  (quantitative real 

time polymerase chain reaction, qRT-PCR) 是很常採用的方法，因此本

實驗利用此方法做為二次應證。 PCR 的基本原理是利用人工的方法，

以聚合酶經過反覆相同的程序來擴增特定 RNA 片段。當反應循環數

逐次增加時，反應管中的自特定 RNA 反轉錄出的 cDNA 量也隨之增

加。於 PCR 反應中添加特定的螢光物質，此時特定螢光物質會與 cDNA

結合並顯現螢光。因此反應管中的 cDNA 越多，所發出的螢光也就會

越強，並達到偵測的閥值  (threshold)。當螢光到達閥值時，對應其所

進行到的循環數  (cycle) 稱為 Ct 值，若 cDNA 越多，Ct 值會越小。

本實驗中採用 Universal ProbeLibrary (UPL) 探針法，探針的 5’端為螢

光基團  (fluorophore)， 3’端則是接上消光基團  (quencher)，並且專一

性的與目標序列結合。當激發螢光基團時，由於螢光基團和消光基團

間 距 離 夠 短 ， 會 發 生 螢 光 共 振 能 量 轉 移  (fluorescence resesonance 

energy transfer, FRET)的現象，使螢光基團的螢光受消光基團吸收而消

失。接著 Taq DNA 聚合酶會延伸序列，其所帶的水解酵素會將探針分

解，使螢光基團和消光基團分解而發出螢光，並延伸的序列取代了探

針結合位置。因此，只要探針能夠與目標序列結合，即可被 DNA 聚

合酶分解，藉由觀察到的螢光強度便可推算 PCR 累積的產物  (圖

2-13)。  
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圖  2 - 13 水解探針  (hydrolysis probe) 作用方式：探針的 5’端為螢光

基團， 3’端則是接上消光基團，並且專一性的與目標序列結合。當激

發螢光基團時，由於螢光基團和消光基團間距離夠短，會發生 FRET

的現象，使螢光基團的螢光受消光基團吸收而消失。接著 DNA 聚合

酶延伸序列，其所帶的水解酵素會將探針分解，使螢光基團和消光基

團分解而發出螢光，並延伸的序列取代了探針結合位置。  

 

 

RT-PCR 的 RNA 偵測含有兩個步驟  (圖 2-14)，首先莖環反轉錄引

子  (stem-loop RT primer) 接在目標 RNA 3 端的位置，啟動目標 RNA

的反轉錄步驟。接著反轉錄的產物藉 RNA 特定的正向引子  (forward 

primer) 和通用反向引子  (universal reverse primer) 經由 PCR 的步驟

被擴增，最後以 Universal ProbeLibrary 探針法定量 3 3。  

 



 

41 
 

 
圖  2 - 14 RT-PCR 基本原理：步驟 1，目標 miRNA (藍色序列 )經

stem-loop RT primer 反轉錄成 cDNA (紅色序列 )；步驟 2，加入的

forward primer 和 universal reverse primer 擴增 cDNA，且 probe #21 結

合於黃色區段，進行水解探針作用。 3 3  
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以下為實驗步驟：  

1. 反轉錄  (Reverse Transcription)。  

將所有反應物依表 2-1 所示體積混合於反應管中，置於 PCR 機器  

(T3000 thermocycle, Biometra)中進行反轉錄反應：○1 16  30℃ 分鐘；○2

30 個循環含 30  30℃ 秒，42  30℃ 秒，50  1℃ 秒；○3 85  5℃ 分鐘；○4 4℃。 

 

RNA 1 μM stem-loop 

RT primer 

10 mM 

dNTP 

10 ×  

buffer

25 mM 

MgCl2 

0.1 M 

DTT 

RNase 

OUT 

Super 

Script Ⅲ 

4.5 0.3 1 1 2 1 0.1 0.1 

表 2 - 1 反轉錄反應中所含的各反應物體積  (μL)。  

 

2. 定量聚合酶連鎖反應  (qPCR)。  

將上一步驟反應後的溶液  (cDNA) 和表 2-2 中的反應物，依所示

體積重複 3 次添加在 PCR 陣列反應槽中。以離心機在 2000 轉下平衡

2 分鐘，最後置於 qPCR 機器  (Roche lightcycle 480) 進行聚合酶連鎖

反應：○1 95  10℃ 分鐘；○2 45 個循環含 95  5℃ 秒， 60  10℃ 秒， 72  1℃

秒。  

 

cDNA 0.5 μM forward primer + 

0.5 μM universal reverse primer 

2 × master solution 10 μM 

probe #21 

2.9 1 + 1 5 0.1 

表 2 - 2 定量聚合酶連鎖反應中所含的各反應物體積  (μL)。  
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第三章 實驗結果與討論 

3-1 表面修飾證明  

為了確定表面修飾是否成功並且 DNA 能夠與 RNA 雜交，我們使

用了螢光作驗證。我們使用能與表面的 DNA 探針作結合的螢光 RNA 

(FITC-RNA)，若可以看到螢光反應則表示為成功的修飾。  

在同為 SiO2 基底的矽晶圓上，我們利用旋轉塗佈  (spin coating) 

的方式上光阻，接著使用傳統黃光製程技術  (photolithography)，製作

出特定的圖案  (pattern)，如圖 3-1(a) 所示，便可使用前章所述的修

飾方法進行螢光的修飾證明。  

1. 首先將破片在丙酮中沖洗 15 分鐘。  

2. 浸於 1％MPTMS 的酒精溶液中 30 分鐘。  

3. 以 PG 去除劑  (PG remover) 浸泡破片，並放置於烘箱中  (70 ) ℃

30 分鐘將光阻去除。  

4. 將破片自烘箱取出後，PG 去除劑倒於廢液桶回收，再重複上一

步驟。  

5. 把 DNA 探針溶液以 0.1× PS 稀釋後滴於破片修飾 30 分鐘。  

6. 經氮氣槍吹乾再以 0.1× PS 稀釋後的 FITC-RNA 滴在破片上避

光修飾 30 分鐘。  

7. 最後使用螢光顯微鏡擷取影像觀察結果。  
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圖 3-1(b) 為螢光的結果圖，可以看到沒有光阻的矽基質部分呈現

明顯的綠色螢光反應，表示 FITC-RNA 可以固定在晶片表面，顯示修

飾是成功的。因此，在接下來的實驗中，我們都將遵循這樣的修飾模

式，藉由表面固定 DNA 探針，來偵測樣品中的目標 RNA 序列。  

 

 

 
圖  3 - 1 (a) 螢光晶片示意圖，黑色部分為光阻位置，白色部分為矽

晶圓板表面。 (b) 綠色螢光顯示成功修飾上 FITC-RNA。  
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3-2 電性量測與即時定量聚合酶連鎖反應結果  

在 DNA-RNA 間作用力的電性量測，皆於 0.1×  PS 緩衝溶液的環

境下所進行的。以下實驗結果將分為三大部分，接著將分別依序說明。 

3-2.1 單一片段合成核醣核酸檢測  

首先，我們先利用只具單一片段的合成 RNA 進行檢測。此電訊號

量測時，使用的是 n-型的 SOI 晶片，由於 RNA 帶有負電荷的磷酸骨

架，使 RNA 與 DNA 探針結合後所產生的導電度會下降，從圖 3-2 所

示，看出合成 RNA 和 DNA 探針結合後，導電度下降，與預期結果相

同。此外，在合成 RNA 流進矽奈米線後開始與 DNA 探針結合，直到

結合完畢達成平衡時的時間，大約經過了 5 分鐘之久。對於此情況的

解釋，我們推測因為 DNA 和 RNA 皆是負電荷的磷酸骨架，當它們結

合時，會因為彼此所帶的負電而產生排斥力，導致當兩者結合到達平

衡需要花較長的時間。  

 
圖  3 - 2 以 n-型 SiNW-FET 檢測單一片段的合成 RNA。紅色箭頭處為

流進矽奈米線區域的 RNA 和 DNA 探針結合達成平衡後的基線。  

 



 

46 
 

接著我們將未流進 SiNW-FET 做偵測的合成 RNA 樣品，以及自表

面以 DTT 切除後收集的 DNA-RNA 樣品，一同進行 RT-PCR 檢測。圖

3-3 左圖為螢光強度對循環數作圖，右圖則是轉換後的相對濃度。結

果顯示，SiNW-FET 確實可藉由 DNA 探針捕捉到預期中的 RNA 序列。 

不過由於 RT-PCR 的結果是以相對濃度作表現，因此經過 DNA 探針捕

捉後的 RNA 明顯得少了許多，不過這也表示 SiNW-FET 的偵測靈敏度

很高，只需要少量的樣品即可求得訊號。  

總結以上實驗結果，我們知道藉由固定在 SiNW-FET 表面的 DNA

探針，可以專一性的與特定片段的 RNA 作結合，並觀察到 DNA 和 RNA

間電荷排斥力會延遲平衡發生的時間，因此以下將藉此技術偵測特定

片段 miRNA 以研究動、植物的生理狀態。  

 

 

圖  3 - 3 合成 RNA 的 RT-PCR 結果。紅色表示未流進 SiNW-FET 的

RNA 樣品，藍色為以 DTT 切除表面 DNA-RNA 後收集的樣品。  
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3-2.2 植物樣品檢測  

在這段的實驗中，我們採用 miR159 做為偵測目標，此 miR159 序

列在過去文獻中指出與菸草葉片生長有關 4 ,  34，且不論在感病或健康

的植株中均存在。若此實驗結果能成功偵測此片段 RNA，而後即可作

為植物感病研究的一項利器。  

將自植物中萃取出的總 RNA 稀釋，以帶有與 miR159 互補的 DNA

探針的 SiNW-FET 晶片做偵測。由結果可得知，利用 SiNW-FET 可以

自含多種 RNA 的總 RNA 中偵測到目標的 RNA 片段，並且當我們以

DTT 去除表面結合的 DNA-RNA，再次固定 DNA 探針重複實驗後，元

件依舊呈現相同的訊號反應，證明了此可重複使用的 SiNW-FET 具有

高度選擇性以及良好的再現性。  

由於人類細胞是不含有 miR159 這段 RNA 序列的，因此我們將人

類細胞內的總 RNA 作為對照組。在電訊號圖  (圖 3-4(a)) 顯示出，以

miR159 互補的 DNA 探針確實未在人類樣品中偵測到 miR159 的存

在，符合我們預期的結果；此外，我們使用 RT-PCR 針對 miR159 序列

分別檢測菸草以及人類細胞的總 RNA (圖 3-4(b))，其結果也是只有菸

草樣品有訊號出現，再次證實 SiNW-FET 的選擇性高，能夠區別兩項

不同的樣品，因此我們可以將此技術運用在檢驗植物感病與否的研究

上。  
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圖  3 - 4 (a) 以 p-型 SiNW-FET 偵測菸草及人類細胞中 miR159 序列。

(b) 以 RT-PCR 針對 miR159 序列檢驗菸草及人類細胞。  

 

 

 

將未流進 SiNW-FET 的植物總 RNA (圖 3-5 紅色標記 )，以及經

miR159 互補 DNA 捕捉後再以 DTT 切下收集的樣品 (圖 3-5 藍色標

記 )，兩者皆針對 miR159 和 miR168 兩種序列進行 RT-PCR 的檢測。

圖 3-5 的實驗結果說明，miR159 和 miR168 兩種 RNA 均存在於植物

體中，但經過 miR159 互補 DNA 篩選後，只有在針對 miR159 作的

RT-PCR 結果中顯示有 RNA 的存在。而針對 miR168 的 RT-PCR 結果

雖也有螢光反應，但當半閥值的循環數在 40 以上時，可能是引子間相
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互作用而產生的現象，則我們將其認為沒有 RNA 的反應。此表現又

再次證明利用 SiNW-FET 修飾 DNA 探針做特定片段 RNA 的偵測，具

有高度專一性，對於診斷方面的研究，可信度很高。  

 

 

 

圖  3 - 5  SiNW-FET 偵測 miR159 序列前  (紅 ) 後  (藍 ) 的 RT-PCR

結果。(a) 針對 miR159 序列所做的 RT-PCR。(b) 針對 miR168 序列所

做的 RT-PCR。  
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3-2.3 癌細胞檢測  

在 1-1 節中提及，特定的 miRNA 異常增加會造成腫瘤的生成，過

去的文獻也指出，  miR21 這段 RNA 在乳癌中比起正常細胞有過度表

現的現象 6 ,  13，因此在這部分實驗中，我們分別偵測乳癌細胞和正常

細胞中 miR21 這段乳癌標記物，藉由 RNA 量的不同產生的電導差異，

分辨兩項樣品。  

實驗一開始我們是將癌細胞和正常細胞的總 RNA 稀釋至 0.07 

μg/μL 做偵測，不過在圖 3-7 的結果中，看到兩者的導電度差異幾乎

無法做區分，此現象和我們預期的結果有很大的出入。因此我們推測

是否在較高濃度下，兩項樣品中所含的 RNA 數量在表面均達到飽和。

根據以上的推論，我們逐步降低兩者總 RNA 的濃度，從圖 3-6 中可以

發現，癌細胞與正常細胞間電導差的差異越來越明顯，表示兩者的

miR21 量有很顯著的差異，顯示我們可以利用 SiNW-FET 正確的區分

癌症樣品和健康樣品，且靈敏度佳。  
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圖  3 - 6 不同濃度下偵測癌細胞  (紅 ) 和正常細胞  (藍 ) 中 miR21 的

電訊號圖以及電導差對濃度圖。  

 

另外此實驗結果還印證了我們的推論是合理的：針對較高濃度的

總 RNA 作偵測，癌細胞和正常細胞內的 miR21 數量雖彼此有差異，

但其量應該還是比固定在 SiNW 表面的 DNA (約 106 條 ) 來的多，使

得兩樣品在偵測時，表面 DNA 捕捉到的 RNA 皆達飽和，因此所產生

的導電度改變差異不大。  
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除了電訊號的量測，我們將乳癌細胞株與健康細胞株的不同濃度

樣品，針對 miR21 序列作 RT-PCT 的檢測。圖 3-7 的結果裡，只有 0.03 

μg 和 0.07 μg 的乳癌細胞 MCF-7 兩項樣品中，看到目標序列存在的螢

光訊號，在 0.01 μg 的乳癌細胞以及所有的正常細胞中皆沒有看到訊

號，從此現象中得知，對於低濃度的樣品偵測， SiNW-FET 可以比

RT-PCR 有更好的靈敏度，且不需標記的即時偵測，提供了生物醫學

上早期診斷的優良平台。  

 

 

 

圖  3 - 7 將不同濃度的細胞樣品針對 miR21 序列作 RT-PCR 的檢測結

果。 (MCF-7 為乳癌細胞株，M10 為健康細胞株。 ) 
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第四章 結論 

我們改良過去 DNA 的修飾方式，使矽奈米線表面形成硫醇官能

基，順利的將帶有硫醇基的 DNA 探針以雙硫鍵固定於矽奈米線表面，

並且成功的偵測到目標的 miRNA 序列。在本論文中採用雙硫鍵的修

飾方式，並以 DTT 做表面清除，而達到重複利用的目的。  

在單一片段合成 RNA 的量測中，從電訊號的資訊得到，RNA 與

DNA 結合時的電荷改變所產生的電流改變，且結合時會因為兩者間電

荷排斥，造成平衡時間的增加。此外，以 RT-PCR 分析收集自偵測後

的表面樣品，證實了表面探針確實捕捉到目標的序列，也說明的確可

以 DNA 作為探針，專一性的偵測特定序列的 RNA 片段。  

接著檢測植物總 RNA 中的 miR159 序列，並以人類總 RNA 做為

對照組，不但依舊能看到明顯的 DNA-RNA 結合後產生的電訊號，並

且重複此量測達三次，每項樣品所反映出的電訊號基線也未偏移，顯

示此可重複使用的 SiNW-FET 再現性佳。此外，針對 miR159 以及

miR168 作 RT-PCR，雖偵測前含有兩種序列，但檢測後收集的樣品中

只有 miR159 的存在，說明的 SiNW-FET 的高選擇性，能夠輕易地自

含有多種序列中的總 RNA 中，捕捉到目標序列，其專一性質適合利

用於診斷方面。對於癌症以及健康樣品的檢測，我們針對乳癌生物標

記物 miR21 作量測，成功的在低濃度下區分出乳癌樣品和正常樣品， 

且以 RT-PCR 做二次確認，結果顯示 SiNW-FET 高度的靈敏度。  

總結實驗結果，SiNW-FET 擁有免標記、高選擇性、高靈敏度、以

及即時偵測的優點，提供了很好的平台來偵測 miRNA 的生物標記，

並可作為診斷植物致病與癌症樣品的有效工具。  
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