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中文摘要 

  近年來由於奈米科技蓬勃發展，奈米粒子對於環境及生物的影

響也更受人矚目，因此我們有必要開發一些方法來偵測環境中的奈

米粒子，其中金奈米粒子的應用也是較為廣泛的一種。本實驗則是

利用金奈米粒子本身具有雷利散射（rayleigh scattering）訊號作為偵

測，並以物鏡式暗視野之裝置結合毛細管電泳，來偵測金奈米粒

子。學生所使用之毛細管為方形毛細管，並非傳統圓形毛細管，藉

由方形毛細管的特性能夠有效降低不必要的背景散射光。分離條件

上，學生選擇在毛細管內通入 50 mM Glycine，為了增加其解析度，

學生在近樣前端添加十二烷基硫酸鈉（sodium dodecyl sulfate, 

SDS），經過優化後之裝置及實驗條件下，能成功偵測到金奈米粒子

之散射光，為了達到更好的偵測極限，學生運用了樣品堆積，使此

系統能夠偵測到 10 pM的金奈米粒子訊號。學生更近一步在無電滲

流之條件下，分離電壓- 5 Kv，並藉由 1% PVP做為篩分介質，且將

修飾於金奈米表面之 MPA替換為MUA，在此條件下，學生能夠成

功的將 13 nm 及 32 nm之金奈米粒子從毛細管電泳中分離開來，並

利用標準添加法來確定其訊號位置，亦能夠成功確認兩種不同大小

之金奈米粒子。因此，學生所開發出此套系統，不僅有好的偵測極

限，並且還能夠成功的將 13 nm 及 32 nm 之金奈米粒子分離開來。 
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Abstract 

  In recent years, due to the vigorous development of nanotechnology, 

the impact of nanoparticles on the environment and the biology attracted 

much more attention. Therefore, we need to develop some methods to 

detect nanoparticles in the environment, which the application of gold 

nanoparticles is more widely used. In this study, we take advantage of gold 

particles which themselves have a Rayleigh scattering characteristic as a 

detection signal, and also collect the signal of gold nanoparticles by 

capillary electrophoresis with objective-type dark field scattering. We 

choose the square capillary instead of circular capillary. With the square 

capillary’s unique characteristics can effectively reduce unwanted 

background scattering. The separation condition of gold nanoparticles is 

50 mM Glycine and in order to improve the separation efficiency, we add 

sodium dodecyl sulfate in the capillary. Under experimental conditions and 

apparatus through optimized, it can successfully detect the gold 

nanoparticle’s scattering. In order to have better detection limit, we use the 

on line sample stacking. The limits of detection of gold nanoparticles were 

10 pM. We investigate in non- electroosmotic flow condition and 

separation voltage is -5 kV. We also modify the gold nanoparticles by MUA. 

Under this condition, we can separate 13 nm and 32 nm successfully by 

capillary electrophoresis. We even use the standard addition method to 

determine exactly peak location. Therefore, we develop this set of system 

not only have good detect limits but also can separate the different size of 

gold nanoparticles. 
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第一章 毛細管電泳及其應用之簡介 

1.1 毛細管電泳之簡介 

  電泳（electrophoresis）技術至今發展已有百年的歷史，而電泳

是受到電場的作用力，分散在液體中之粒子發生移動之現象，且溶

液中之物質所帶電荷不同，而產生了不同質荷比（m/z），進而造成

不同物質會有不同的遷移速度[1]，使得溶液中不同之物質能分離開

來，而此技術即為電泳分離。電泳此一名詞由 Michaelis 所提出於

1909 年[2]，直到 1937 年之後 Tiselius 才藉由電泳技術，從血漿蛋白

中成功分離出白蛋白及 α、β、γ 三大類的球蛋白[3]，並於 1948 年獲

得諾貝爾化學獎。 

  早期電泳是在自由溶液下進行，當施加高電壓時會產生高焦耳

熱之問題，如此會對分離的解析度造成嚴重影響，因此後來科學家

發展出平板凝膠電泳(slab gel electrophoresis），將原本在自由溶液下

所進行之實驗改為使用流動性較差凝膠做為篩分（sieving）樣品的

物質，平板凝膠電泳能同時分離多種樣品，其中最常使用的樣品有

蛋白質（protein）、胜肽（peptide）、去氧核醣核酸（DNA）等生物

樣品。但由於製備平板凝膠不易且散熱效果不佳，使得進行平板凝

膠電泳時所能給予的電壓較低，所以在分離時會造成分析時間較

久。 
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因此瑞典科學家 Hjérten 於 1967 年，使用 3 mm 的玻璃管柱來進

行自由溶液下區帶電泳的實驗，並結合 UV 吸收光譜儀來偵測分析

物，可成功地分離蛋白質、核酸、病毒以及無機離子[4]。此外，因玻

璃管柱變小可減少焦耳熱所產生的熱對流影響，所以接著 Virtanen 於

1974 年以相同方法將毛細管內徑縮小至 0.2～0.5 mm，成功地在 10

分鐘內分離 16 種陰離子[5]。雖然已經大幅降低熱對流的影響，但是

當施加高電壓時還是會有熱對流的問題存在，而造成分離時間較長、

波峰變寬、低靈敏度等多項缺點，使得毛細管電泳無法成為當時主要

的分析方法。直到 1981 年由 Jorgenson 及 Lukacs 等人使用內徑 75 μm 

毛細管成功地分離衍生化的胺基酸[6-8]，並且結合螢光系統完成了線

上偵測。此方法不僅提高實驗靈敏度，也因為內徑變小，使表面積與

體積比值變大，散熱效果大幅提升，因此可使用更高的電場來進行電

泳分離，進而能將分離時間減少許多，其理論板數可達到數十萬以上，

且為毛細管區帶電泳(capillary zone electrophoresis, CZE)[9]奠定基礎，

也為日後毛細管電泳相關之研究打下根基。毛細管電泳發展至今大致

可分為六大類：毛細管區帶電泳（capillary zone electrophoresis, CZE）

[10]為毛細管電泳中最常使用且最簡單的一種方法、毛細管等電聚焦法

（capillary isoelectric focusing, CIEF）[11]、毛細管等速電泳法（capillary 

isotachophoresis, CITP ） [12] 、毛細管凝膠電泳（ capillary gel 
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electrophoresis, CGE ） [13] 、 毛 細 管 電 層 析 法 （ capillary 

electrochromatography, CEC）[14]及用來分離中性分子和帶電粒子的微

胞電動力層析法（micellar electrokinetic chromatography, MEKC）[15]等

方法。由於科技日漸發展，科學家也將電泳技術應用於微晶片上，利

用蝕刻在微晶片上刻出小型通道（channel）[16, 17]，其優點有分析時間

快、樣品消耗量少以及具有高通量等，並朝著可在單一晶片上完成樣

品前處理、分離及偵測等步驟來發展，亦即實驗室晶片（lab-on-a-chip）

[18]。 

    上文已提到平板凝膠電泳是使用流動性較差的凝膠作為篩分介

質來改善電泳的解析度。凝膠的篩分原理是根據聚合物分子量大小來

達到分離效果，而平板凝膠電泳最常使用的樣品為生物巨分子。但因

為使用平板凝膠電泳最大的困難點就是焦耳熱的影響使得解析度不

佳，所以後來發展出毛細管凝膠電泳（capillary gel electrophoresis）此

分離技術[19] ，發展初期使用的凝膠為交聯性聚丙烯醯胺（cross-linked 

polyacrylamide, CPA）[20]和當初平板凝膠電泳使用的凝膠相同，但因

製備繁瑣、黏性高，難以利用壓力方式注入到毛細管中，所以利用管

內聚合方式注入到毛細管中。但由於毛細管徑小，要在管內聚合其製

備的困難度比製備平板凝膠來的高，且管內聚合常遇到凝膠產生體積

變化而產生氣泡、聚合的再現性低及毛細管使用壽命短等問題存在，
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因此發展可用的凝膠或聚合物溶液成為當時毛細管電泳的重要目標。 

  1989年，Zhu和Colbum找到可以替代交聯性聚丙烯醯胺的凝膠，

利用非交聯性的線性聚合物成功分離 DNA 片段[21, 22]，而線性聚合物

的優點在於黏度低，先在毛細管外完成聚合，再利用壓力方式注入毛

細管，因使用黏度低的凝膠提升了實驗的再現性，也增加了毛細管的

使用壽命，現今毛細管凝膠電泳使用的凝膠還是以線性聚合物為主，

常見的線性聚合物包括，聚環氧乙烷（poly (ethylene oxide), PEO）[23, 

24]、線性聚丙烯醯胺（linear polyacrylamide, LPA）[25, 26]、聚乙烯醇

（polyvinyl alcohol）[27]、各種纖維素（cellulose）衍生物[28-30]以及瓊

脂膠（agarose）[31]等。  

    近年來毛細管電泳已經成為良好的分析工具之一，可適用於帶電

分子、中性分子、無機分子及有機分子，近幾年來更廣泛運用於生物

分子，例如：DNA[32]、RNA[33]、胺基酸（amino acid）[34, 35]、蛋白質

[36]及醣類（carbohydrates）[37]等。毛細管電泳具有分離效率高、所需

樣品少、分析時間短、高偵測靈敏度、高通量以及可自動化等優點[38, 

39]。  

 

 

 

 

 



5 
 

1.1.1 分離原理 

1.1.1.1 淌度（mobility） 

  毛細管電泳分離的原理是利用不同物質在施加電場時會因為遷

移速率不同而達到分離，帶電粒子在電場中會以一個速度（vep）前進，

而且與電場強度（E）成正比，其關係式為： 

μ
ep

 = 
νep

E
                        （1-1） 

μ
ep
為電泳淌度（mobility），為單位電場下粒子的電泳遷移速度。當施

加一電場時，帶電粒子因庫倫作用力（F）而加速移動[33]，其庫侖作

用力會與有效電荷（q）和電場強度（E）成正比，其關係式為： 

F = q E                                                 （1-2）       

帶電粒子在運動過程中會與介質碰撞而產生摩擦力（f）造成移動速率

變慢，但是當帶電粒子加速到某個程度時，庫倫作用力與摩擦力會達

到一個平衡，此時帶電粒子不再做加速運動而變成等速運動。從

Stokes 定律中，假設帶電粒子為剛性球體，當受到摩擦力時，其關係

式為： 

f = f v = 6 π η r νep                                       （1-3） 

f 為剛性球體的動摩擦係數，η 為緩衝溶液黏度，而 r 為粒子半徑。

當帶電粒子作等速運動時，其庫倫作用力與摩擦力相等，其關係式為： 

F = q E = 6 π η r νep                                     （1-4） 
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由以上公式代入方程式（1-1）可得： 

μ
ep

 = 
νep 

E 
 = 

  q   

6πηr
                                    （1-5） 

以上公式可以說明電泳淌度與有效電荷成正比關係，並且與粒子半徑

成反比關係。因此可得知電泳淌度會受粒子電荷及半徑影響。 

 

1.1.1.2 電滲流（electrosmotic flow, EOF） 

    電滲流為毛細管電泳中驅動力的其中一種，因毛細管的主要材質

為融熔矽（fused silica），毛細管中溶液的離子在電場作用下移動而產

生電滲流，當電解質溶液 pH 值大於 3.0 時，管壁的矽醇基（SiOH）

會解離變成矽醇陰離子（SiO-），使得管壁帶負電荷，當溶液中陽離子

通過毛細管時會被 SiO- 吸引，而在毛細管內壁產生雙電層（electrical 

double layer）。被 SiO- 所吸引的陽離子為固定層（stern layer），固定

層外則是擴散層（diffusion layer），如圖 1-1 所示。當施加正電壓時，

擴散層中的陽離子會受到庫倫吸引力而往負極移動，此作用力會帶動

溶液中的整體溶液（bulk solution）一起往負極移動而產生電滲流。毛

細管內固定層與擴散層的電荷分布不均勻，導致整體溶液與電雙層之

間產生一電位差，稱之為 ζ 電位（zeta potential）。其關係式為[40]： 

ζ = 
4 π δ e 

 ε
                           （1-6） 

δ 為電雙層之厚度，e 為單位面積之總電荷，而 ε 為緩衝溶液之介電 
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圖 1-1 電雙層的結構及 ζ 電位 
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常數。電滲流與 ζ 電位，其關係式為： 

μ
eo

 = 
ε ζ

η
                            （1-7） 

μ
eo
為電滲流之遷移速率，η為緩衝溶液之黏度。由此公式可看出，電

滲流之遷移速率與 ζ 電位和緩衝溶液之介電常數（ε）成正比關係，

與緩衝溶液之黏度成反比關係。而 ζ 電位的大小與毛細管內壁矽醇基

的解離程度有關，假設毛細管內壁的矽醇基解離愈多，就會吸引愈多

的正離子，形成的電雙層厚度也會愈厚，ζ 電位也會變大，使電滲流

之遷移速率變快了。緩衝溶液的選擇也會造成電滲流之遷移速率不同，

包括緩衝溶液之 pH 值、離子強度、種類及添加物。緩衝溶液之 pH 值

大於 3.0 時，電滲流值也會明顯增加，且隨著 pH 增加而變大，直到

pH 值大於 8.0 時，電滲流才會趨於一個定值。而緩衝溶液的離子強

度也是影響電滲流的因素之一，當離子強度增強時，毛細管壁上所吸

附的陽離子會與溶液中陽離子的數目相近，使電雙層變緊密，ζ 電位

變小，相對的電滲流也會變小，另外改變溫度或將毛細管內壁進行改

質也會影響電滲流之大小[41]。電滲流是因擴散層中對離子受電場影響

而產生移動，不會在毛細管壁施予額外的壓力，所以理論上毛細管內

壁的每一個地方的流速幾乎相同，如圖 1-2 所示，毛細管電泳中內壁

溶液之形狀趨近於一平面。相較於其他管柱層析法，管柱中的動相是

利用幫浦產生壓力來推動，受到溶液與管壁間的摩擦力及剪切力的影 
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圖 1-2 ( a ) 電滲流及 ( b ) 層流之比較圖 
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響而產生層流（laminar flow），使管柱中的溶液形狀呈現拋物狀。層

流會造成樣品注入後區帶分散，致使解析度不佳，因此具有電滲流之

毛細管不會使樣品區帶變寬，其理論平板數還能提高至數百萬以上。

雖毛細管電泳本身具有電滲流之特性，但一般於分析 DNA 或蛋白質

時，常會有樣品吸附於管壁的問題發生，所以通常要進行電泳分析時，

會於毛細管內壁塗覆聚合物來減少樣品的吸附[42, 43]，但毛細管壁塗覆

聚合物後其本身的 ζ 電位也消失了，所以通常分析生物樣品時都會在

電滲流很微小的情況下進行，此時後生物分子的遷移則是利用自身的

電荷受到電場影響而移動。 

 

1.1.1.3 流動式毛細管凝膠電泳 

  到目前為止，使用毛細管凝膠電泳分離 DNA 片段，為了避免

DNA 分子和聚合物溶液易吸附於毛細管壁電滲流隨時間改變，及電

滲流隨時間改變，造成再現性不佳。所以實驗前必須先進行毛細管壁

的塗覆，抑制電滲流產生，因此過去在分離 DNA 片段時，皆是在無

電滲流情況下進行。但由於經過塗覆的毛細管生命期較短、製備昂貴

及塗覆的聚合物容易隨時間改變，所以過去已有許多研究者開發多種

在電滲流存在下分離 DNA 片段的技術[44, 45]，先把樣品注入到充滿高

濃度聚合物之 TB（tris-borate）緩衝液中，並直接將電滲流引入毛細

管中，因為 DNA 分子在系統中的移動方向與電滲流反向，且較大片
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段之 DNA 在聚合物溶液中的淌度較小，所以大片段之 DNA 會先被

偵測到，DNA 於毛細管凝膠電泳在電滲流存在下的分離過程，如圖

1-3 所示。進行實驗的聚合物溶液包括纖維素衍生物（cellulose 

derivatives）、聚環氧乙烷、聚乙烯吡咯烷酮（polyvinyl pyrrolidone, PVP）

會在毛細管壁進行動力學之塗覆（dynamic coating），因此減少 DNA

分子毛細管壁之作用，電滲流也隨著時間而減少[46, 47]。為了使得實驗

的再現性佳，於每次實驗完後，以 0.5 M 的氫氧化鈉溶液在 1 kV 電

壓下清洗毛細管壁，並持續 10 分鐘使毛細管壁再次充滿負電荷。過

去已有學者在電滲流存在下以毛細管區帶電泳方法成功地分析大體

積 DNA 分子量標準液（DNA markers）及聚合酶連鎖反應（polymerase 

chain reaction, PCR）產物[48]。 

 

1.1.1.4 DNA 於毛細管凝膠電泳中之分離機制 

  毛細管凝膠電泳因具有高解析度及所需樣品少等優點，近年來已

成功地應用於分析 DNA。其中影響分析 DNA 的實驗參數包括：溫

度、毛細管表面、電場強度、凝膠介質、進樣及偵測系統等。DNA 在

自由溶液下會以隨機盤繞的方式存在，但當受到電場的影響時會展開

成長鏈狀，使得 DNA 的每一處都會接觸到溶液，而 DNA 分子中鹼

基對（base pair）之數目（N）會與摩擦力成正比，其關係式為： 

f ∝ N                                             （1-8） 
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圖 1-3 毛細管凝膠電泳在電滲流存在下分離 DNA 片段之示意圖 
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且 DNA 分子中的磷酸根之負電荷（Q）也會與鹼基對之數目成正比，

其關係式為： 

 

 

Q ∝ N                                              （1-9）

所以在自由溶液中的 DNA 之淌度為一定值[49]： 

μ = 
V

E
 = 

Q

f
 ∝ 

N

N
 = constant                 （1-10）

由以上推論可得知 DNA 在自由溶液下是無法進行分離的，到目前為

止 DNA 分離皆著重在凝膠的選擇，凝膠具有非傳導性的介質，減低

樣品於毛細管中擴散導致區帶變寬的現象，且凝膠具有網狀結構之特

性可對 DNA 進行篩分的動作進而分離，不同長度 DNA 分子利用通

過網狀結構困難程度不同而得到不同淌度，達到分離的效果。長度較

短之 DNA 容易通過凝膠孔隙中，所以分離時間短，相對的長度較長

之 DNA 則分離時間較長。 

  凝膠為聚合物是以單體的形式存在，當聚合物分子在濃度低時，

分子間碰撞機率較低彼此之間也較難產生任何作用，聚合物溶液的黏

度也較低，當濃度增加至某一程度時，分子間碰撞機率增加了，彼此

之間作用產生糾結，則會開始形成網狀結構，當聚合物的濃度超過糾

結界限（entangled limit）時網狀結構就會形成孔隙。糾結界限的定義

是假設每個聚合物分子的體積都相同時，所有聚合物所佔的總體積與
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溶液體積相同時的濃度。可表示為： 

φ＊ ≈ 
3 Mw

4 π NA Rg
3
                                           （1-11）

或 

φ＊ ∝ N -0.8                                             （1-12）

φ＊為糾結界限，MW為聚合物分子量，NA為亞佛加厥常數，Rg為聚合

物分子的迴旋半徑（radius of gyration），而N為聚合物分子所含的單

體數目。但因為聚合物的分子量不是定值而是以平均分子量表示，所

以如果要得知其實際的糾結界限必須透過實驗才能得知[50]。 

  凝膠為一分離介質，是利用凝膠之網狀結構所形成的孔隙（mesh）

來篩分分析物進而達到分離效果，當聚合物濃度高於糾結界限時就會

形成網狀結構，而網狀結構之孔隙大小與聚合物濃度有關，其關係式

為： 

ξ = Rg (
C

 φ＊
)
-0.75

                                         （1-13）

ξ ∝ a φ＊
0.75

                        （1-14）

ξ為孔隙大小，C為聚合物濃度，而 a 為常數[51]，不同聚合物溶液可得

不同的值。由以上公式可得知凝膠的孔隙大小與聚合物的濃度及特性

有關，而聚合物單體濃度越高形成的孔隙就越小。 

  毛細管凝膠電泳可以有效的分離 DNA 分子，研究者探討生物分

子在凝膠網狀結構中的遷移行為上，從早期的 Ogston 模型（Ogston 
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model）[52]及爬行模型（repatation model）[53]。這兩種模型可以解釋

DNA 於毛細管凝膠電泳中的分離機制。Ogston 模型適合用來解釋小

片段的 DNA 分子（< 3000 bp）之遷移，但前提必須先假設 DNA 分

子為剛性球體，並利用較小片段之 DNA 分子能通過網狀結構中大孔

隙之理論，使小片段之 DNA 分子能被篩分出來，而大片段之 DNA 分

子則沒辦法通過，其 DNA 之淌度關係式為： 

μ = μ*P                                                （1-15） 

μ*為 DNA 在自由溶液下之淌度，P為 DNA 分子小於網狀結構之孔隙

的機率。 

P 可表示為： 

P = exp [ -KC ( r + Rg )
2
 ]                                  （1-16） 

K為比例常數，C 為聚合物濃度，r 為聚合物分子鏈厚度，而Rg為假設

DNA 分子為剛性球體時的半徑，結合了上述兩公式，其 DNA 之淌度

關係式為： 

μ = μ* exp [ -KC ( r + Rg )
2
 ]                               （1-17）

爬行模型適合用來解釋大片段之 DNA 分子，當 DNA 剛性球體的直

徑大於網狀結構之孔隙時，DNA 會以隨機變形的長鏈分子的形式存

在，並以蛇行方式通過聚合物往前移動，所以 DNA 的移動不會受限

於孔隙的大小，此時 DNA 之淌度與 DNA 分子大小其關係式為： 
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μ ∝ 
N

N2  = 
1

N
                                             （1-18）

以上兩種模式一開始皆建立於平板凝膠電泳上，但毛細管凝膠電泳是

在高電壓下進行實驗的，所以必須考慮 DNA 的構型會受到電場而改

變。此外毛細管內的線性聚合物，形成之網狀結構可能會隨著時間而

改變，並非永久性的（permanent），所以若要深入探討 DNA 分子於

毛細管凝膠電泳之分離機制則必須考慮電場強度及聚合物溶液之網

狀結構這兩個問題，目前 DNA 分子於聚合物溶液中之分離機制都以

上述兩個模型作解釋，但實際上詳細的分離機制到目前為止已經有許

多學者致力於研究膠體相關之力學，期望未來學者們可以利用更精確

的儀器及電腦模擬分析才能有較完整之分離機制的理論出現。 

 

1.1.1.5 毛細管內壁塗覆 

毛細管內壁於 pH 大於 2 的時候會開始解離並帶負電荷，此時容

易吸引正電荷之分析物，因此蛋白質、DNA 等分析物皆可能吸附於

毛細管壁上，而影響分離的解析度，因此在分離蛋白質或 DNA 時，

往往會在毛細管壁上塗覆一層聚合物，來抑制 EOF 的產生防止分析

物吸附。以往抑制 EOF 的方式是降低 pH 值、高離子強度之陽離子介

面活性劑[54]或於背景電解質中加入有機溶劑[55]。但是這些方法不適合

用於分離金奈米粒子，因為在這些條件下會造成金奈米粒子聚集。因

此利用管壁內徑塗覆聚合物的方法可以有效的抑制 EOF 的產生也可
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以降低樣品的吸附，塗覆是聚合物與毛細管內壁之矽醇基以共價鍵結

而成。圖 1-4 為在沒有 EOF 的狀態下，將毛細管塗覆一層聚合物抑

制 EOF 的產生，並利用適合的聚合物緩衝溶液分離經表面修飾之金

奈米粒子。 

 

1.1.1.6 樣品注射方式 

  毛細管電泳中最常使用之樣品進樣方法有以下幾種分別為：壓力

進樣（ hydrostatically ）、虹吸進樣（ siphoning ）及電動進樣

（electrokinetically）。壓力進樣為在樣品端施加壓力或是末端抽真空

（pump），將樣品引入毛細管中，但此方法較不方便使用；虹吸進樣

是將樣品放置於一高度，利用重力差方式，驅使樣品吸入毛細管中。

壓力及虹吸進樣之優點為不會受到離子之移動力使進樣總量改變；電

動進樣，樣品進樣是將毛細管末端與其電極一起放置於樣品中，對其

施加電場藉由離子移動與電滲流兩現象，使得樣品進入毛細管中。最

後再將毛細管末端及電極放回緩衝溶液中，即可進行分離。電動進樣

之優點為注射之體積量較多。一般而言虹吸進樣，使用 75 μL 內徑的

毛細管，維持 5 公分高度差進樣 10 秒時，進樣總量約為 6 nL；電動

進樣，注射之體積量約為 5 至 50 nL。 
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圖 1-4 毛細管凝膠電泳在無電滲流存在下分離金奈米粒子之示意圖 
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1.1.1.7 線上濃縮技術 

  線上濃縮技術（on-line concentration）於 1979 年由 Mikkers 在實

驗過程中發現樣品堆積（sample stacking）的現象[56]，當增加分析物

注射的時間時，樣品區帶亦會隨著增加。其原理為樣品溶液與緩衝溶

液之間的導電度不同，產生的電場強度也不同，使分析物在此兩種環

境中的遷移速度有所改變，造成樣品區帶堆積，並稱此方法為樣品堆

積技術。於 1989 年 Chien 和 Burgi 等人進一步研究樣品堆積，才成為

毛細管電泳線上濃縮的重要技術之一[57-59]。學者亦成功開發了在電滲

流存在下，使用聚環氧乙烷溶液分離 DNA，並進行線上濃縮技術[44, 

45, 60, 61]。樣品進樣最高注入量約為 5 μL，藉由此技術可降低偵測極限

且提高靈敏度。於具有電滲流的系統下，電滲流的方向與 DNA 剛好

為反向，當施加電場時樣品會開始移動進入聚合物溶液中，受到高濃

度的聚合物溶液阻擋，樣品具有堆積作用。線上濃縮技術中，又有運

用不同原理之方法，如 : 電場放大堆積 ( Field-amplified sample 

stacking )、掃掠式線上濃縮( Sweeping-MEKC )。電場放大堆積之原理

是根據歐姆定律得知，由於樣品區帶為低導電性之緩衝溶液，所受到

的電場強度較強，因此分析物會快速通過樣品區帶，當進入到緩衝溶

液區帶時，由於緩衝溶液為高導電性，所受到的電場強度較弱，形成

遷移速度改變，使得分析物會在樣品區帶前方介面處濃縮堆積。而掃
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掠式線上濃縮是利用分析物在含有界面活性劑微胞與不含界面活性

劑微胞溶液遷移速度不同，而形成樣品堆積。 

 

1.1.1.8 偵測系統 

  毛細管電泳之偵測系統有許多種類，包括螢光（fluorescence）放

射法[62]、質譜儀（mass spectroscopy, MS）[63, 64]及紫外光-可見光吸收

（ultraviolet-visible absorption）[65]。而螢光放射法又可以分為傳統光

源激發螢光及雷射誘發光螢光，其中以雷射誘發螢光（laser-induced 

fluorescence, LIF）偵測器的靈敏度最高。雷射可輕易聚焦至微米

（micrometer）大小的直徑，可減少訊號峰因偵測器造成的譜帶變寬。

已有文獻發表利用雷射誘發螢光的偵測極限可達 50 yoctomoles（1 

yoctomole = 1 ymol = 1×10-24 M）[64]，且此系統可應用於偵測單分子

及單細胞[66, 67]。 

  雷射波長的選擇也極為重要，一般都使用氦氖雷射（He-Ne laser）、

固態雷射（solid-state laser）、氬離子雷射（argon ion laser）及紅寶石

雷射（Nd：YAG laser），以上這些都可作為毛細管電泳之激發光源[68-

72]，由於生物分子絕大部分都不具有螢光，所以生物分子必須使用染

料進行衍生化或將染料加入至緩衝溶液中快速與 DNA嵌合[73]後進行

分析，到目前為止毛細管電泳結合了雷射誘發螢光偵測系統廣泛地被

應用於 DNA 定序[74]及基因突變[75]等研究。 
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1.1.2 毛細管電泳之應用 

   毛細管電泳具有、高靈敏度、樣品需求量少、分析時間短及易於

自動化等優點。到目前為止，毛細管電泳在許多領域中都已作為主要

的分析工具包括分析化學、臨床化學、生物化學及有機化學等等。尤

其在近幾年，在生物學中廣泛的被應於短序列重複（short tandem 

repeats, STRs）的偵測及分析上[76, 77]。而其他應用包括植物或病毒

DNA 的基因突變偵測[78]、定量聚合酶連鎖反應產物[79]、單核苷酸多

型性（single nucleotide polymorphisms, SNPs）[80, 81]、粒腺體 DNA 定

序及 Y 染色體[82]，並於 DNA 定序中發現不同個體間的序列幾乎都只

有改變單一核苷酸，且已知 SNPs 可能與疾病的表現有關，其單一核

苷酸之微小差異已成為日後研究的目標。此外，毛細管電泳也常被應

用於人體體液的定量分析[83-85]，例如：唾液[86]、血漿[86-88]、尿液[89, 90]、

腦脊髓液[91, 92]等。在人體體液中含有大量的胺基酸[93-95]與無機鹽類[96-

98]等小分子，在傳統的體液檢體檢測是使用酶聯吸附免疫測試

(Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)[99-101]，但是此法主要是檢

測人體體液中含有抗原抗體[102, 103]之大小分子。而在近期有許多醫學

文獻顯示出人體體液中的胺基酸濃度與手術後患者之調養[104]以及許

多疾病有著密切的關係[105-107]，包含癌症[108-110]。例如：在肝癌患者身

上所取出之血漿中的支鏈胺基酸(Branched-chain amino acid, BCAA)
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與酪胺酸(tyrosine, Tyr)的比值[111, 112]相較於正常人的比值有著明顯的

差異。毛細管電泳擁有快速、高解析度、高理論板數、也具有極高的

再現性等優點。因此，毛細管電泳除了用於 RNA 與 DNA 的檢測之

外，也被用來檢測人體體液中胺基酸[113]或無機鹽類[114]之濃度並定量。 
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1.2 奈米粒子（gold nanoparticle, Au NPs）之簡介 

 

1.2.1 緒論 

  在自然界中的蓮花效應，即是蓮葉表面的奈米結構，使葉片上之

水滴形成晶瑩剔透的圓形水珠，而不會攤平。近代奈米技術的發展源

自 1950 年代，美國物理學家費曼提出奈米科技的概念，從單一分子

或原子開始組裝，以達到奈米等級，並於 1965 年獲得諾貝爾物理獎。

而後日本科學家谷口在其論文中首度提出奈米科技（nanotechnology）

一詞，用以描述小於微米的機械。 

  隨著尺寸的減小，一系列的物理現象會顯現出來，許多物理性質

會改變，最明顯的例子為材料的表面積比，當材料的尺寸降至奈米等

級時，因其接觸表面機會大幅提升，所以能夠造成其催化性或反應效

果大幅提升，由於這些優點，在化學、光電、物理、材料及醫學等方

面的研究，都試圖將儀器及元件縮小至奈米等級的尺寸，以增加應用

的功能性。將基礎科學結合奈米材料，應用於光電材料、藥物篩選、

奈米感測材料及生物疾病檢測等領域，都已成為相當熱門的研究目標

[115, 116]。 
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1.2.2 奈米粒子的定義及性質 

  奈米（nanometer, nm）為一度量單位，一奈米為一公尺的十億分

之一，奈米粒子通常指的是尺寸介於 1-100 nm 的物質，其形狀可分

為線狀、棒狀、球狀或是層狀。當物質小至奈米尺寸時，可能會出現

小尺寸效應（small size effect）、量子效應（quantum effect）、表面效

應（surface effect）等，導致奈米粒子之光學、物理及化學性質都有明

顯改變，由於這些特殊的性質，奈米材料目前已被應用在各領域，包

括感測器、催化劑、新能源及醫藥等。 

  當奈米粒子的粒徑越小，包含的原子數目越少，表面原子數目相

對於總原子數目的比例大幅增加，表面原子的熱力學穩定性差且具有

較大的化學活性，容易與其他原子結合，可以應用於奈米催化或微粒

觸媒，被稱為表面效應[117]。小尺寸效應是指當奈米粒子粒徑變小時，

所導致光學、電學及磁性等物理性質，以及其他化學性質的變化[118]。

奈米粒子的粒徑比一般的紫外光、可見光及紅外光的波長來得小，對

光的反射量及散射降低，可以應用於光電及光熱轉換材料或透明材料。

在金屬能帶理論（energy band theory）中，金屬塊材的電子能階在費

米能階（Fermi energy level）附近為連續性的能帶，隨著奈米粒子粒

徑的減小，導致能階的間距增加，電子能階會轉變為不連續的獨立能

階，使能導電的金屬在奈米等級時變成絕緣體，即為量子效應。 
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  在感測器中最常使用的奈米材料為金奈米粒子，其具有製備簡易、

生物相容性高、無毒性、穩定性好、特殊光學活性及符合經濟效益等

優點[119]。最重要之特性為硫基修飾之探針（probe）可藉由金硫（Au-

thiol）鍵自組裝方式固定於金奈米粒子表面，以及金奈米表面吸附能

力強之特性將生物分子附著。 

  常用的金奈米粒子尺寸通常為幾奈米到 30 奈米左右，在可見光

波長 510-550 nm 之間有特徵吸收峰，稱之為局部表面電漿共振 

(Localized Surface Plasmon Resonance, LSPR)[120]。此 LSPR 吸收峰位

置隨粒子大小改變，其原因為金奈米粒子受到可見光源擾動，造成粒

子內部之電子產生變動，瞬間極化，而受到極化之電子為抵抗其外力，

而使電子在奈米粒子內部產生簡諧震盪，因此奈米粒子粒徑愈小，震

盪頻率愈快，所吸收的可見光波長愈短，相反地，奈米粒子粒徑愈大，

震盪頻率愈慢，所吸收的可見光波長愈長，因上述原因金奈米粒子隨

著粒徑增加，特徵吸收峰也會往長波長位移（red shift），且溶液顏色

隨著粒子大小的不同而不同。此外，奈米粒子的形狀和周圍環境也會

影響其 LSPR 吸收波長。 

  由於上述那些特殊性質，使得金奈米粒子已廣泛地應用於重金屬

分析、免疫分析[121, 122]、DNA 分析[123, 124]、胺基酸分析及生物晶片[125, 

126]等研究。 
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1.2.3 金奈米粒子之偵測方法 

  以金奈米粒子作為感測器材料之偵測方法有很多種，其中包括吸

收，使用可見光吸收光譜判定金奈米粒子大小及聚集程度、螢光消光，

藉由金奈米粒子的消光係數 (extinction coefficient)比其它有機染料大

千倍，當螢光試劑分子接近或吸附於金奈米粒子表面時，能有效透過

能量或電子轉移方式使螢光消光，利用金奈米粒子具有雷利（rayleigh）

散射訊號，粒徑及聚集程度愈大散射光愈強，表面增強拉曼散射

（surface enhanced raman scattering, SERS），當分子吸附於金奈米表

面時，因表面電漿共振造成局部電場增加，使原本較微弱的拉曼散射

訊號增強104至107倍，以及表面電漿共振法（surface plasmon resonance, 

SPR）利用分析物吸附於金奈米表面引起介電常數的變化來進行偵測。

而本實驗則是利用金奈米粒子本身具有雷利散射（rayleigh scattering）

訊號作為偵測。奈米粒子之散射訊號與粒徑的六次方成正比，但吸收

訊號只與粒徑三次方成正比，意指當奈米粒子粒徑變大時，散射強度

也愈強。因此可利用此特性應用於生物分析，當未加入分析物時散射

光強度較弱，而加入分析物時造成金奈米粒子聚集且粒徑變大，因此 

報導銀奈米粒子（silver nanoparticle）其共振雷利散射效率相當於螢

光團106 倍[127]。近年來偵測金奈米粒子之方法也隨著科技進步變得更

多元，如穿透式電子顯微鏡( transmission electron microscope )，此技
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術能夠讓我們能夠直接觀測到奈米粒子之精確粒徑大小，但其缺點為

穿透式電子顯微鏡是藉由電子束打至試片上，再經放大而成像，所以

試片之薄度必須達到電子束能穿透的等級，因此試片之耗費相對昂貴，

且儀器之價格也較為昂貴且須要在高度真空之環境。另一種方法為，

雷射粒徑分析儀 (Laser diffraction particle size analyzer)，此儀器所利

用之原理為，光線在無阻礙物之情況下，會一直筆直延伸，一旦遇到

阻礙物後，便會產生偏離，此時則會產生散射光偏往不同的偵測器。

因此，當奈米粒子之顆粒較小時，所產生散射光之偏離角度就會較小，

而較大的奈米粒子所產生之散射光偏離角度就會較大，之後再透過特

定的數學公式進行計算，就能夠算出粒子的粒徑大小，但此處所計算

出的粒徑大小並非單一顆奈米粒子之粒徑，而是平均值，此原因是由 

於樣品的尺寸都非常的小，難以一個一個分離出來，因此樣品通常都

是分散在溶液裡。此方法不僅能夠量測粒徑之大小，有些機型甚至能

夠測量奈米粒子之介面電位( Zeta potential )，由於奈米粒子表面帶有

電荷的原因，因此會進行布朗運動，為了瞭解奈米粒子之行為就必須 

量測其介面電位，如此便能了解粒子與粒子間之作用。但此方法一樣

受限於儀器價格較為昂貴之問題，且其儀器所量測之奈米粒子粒徑為

平均值，無法如穿透式電子顯微鏡量測出一顆奈米粒子之真實粒徑大

小。另外一種方式，是藉由感應耦合電漿串聯質譜儀來偵測不同元素 
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表 1-1 比較不同方法偵測奈米粒子之優缺點 
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之奈米粒子大小，其方法是由於懸浮在霧化液滴中的顆粒，被導入至

進樣口時，液滴會被脫溶，其分析物會被原子化和離子化後進如質譜

儀中，能透過質荷比( m/z )進行分離。此方法有一重要的調控因素是

取樣時間，若取樣時間不正確則可能會擷取到一個不完整的顆粒訊號，

此方法之好處是有好的偵測極限，但缺點為儀器十分昂貴，且質譜儀

之使用也須在高度真空之環境。 

 

1.2.4 雷利散射應用於生物檢測及影像 

  雷利光散射具有高選擇性以及高靈敏度，當其應用在生物晶片或

其他生物分析和檢測上，由於生物分子不需要進行螢光標記

（labeling），因此雷利散射具備快速、即時（real time）、不需事先標

定生物分子（label-free）、高靈敏度（high sensitivity）、定性（qualitative）、

定量（quantitative）以及可大量平行篩選（high throughput screening）

等優點，成為具發展潛力的一種偵測方法。 

  當可見光照射到金奈米粒子時，受粒子的形狀及大小不同影響，

會和特定波長產生局部表面電漿共振，使得雷利散射強度增強。由於

雷利散射是藉由入射光共振而發光不會因為時間而減弱，所以可以長

時間觀察金奈米粒子之運動，但前提是金奈米粒子必須足夠穩定，在

進行可見光照射實驗後不會因為不穩定造成聚集，而影響實驗的再現
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性。近年來已有許多文獻利用增強雷利散射偵測各種生物分子。

Mirkin 等人將探針（probe）DNA 固定於基板上，當目標（target）DNA

存在時，修飾上互補之 probe DNA 金奈米粒子固定於基板表面，再利

用銀放大試劑將銀沉積於金奈米粒子表面以增強散射訊號[128]。Sang

等人在金奈米粒子表面修飾 SH-(OEG)6-COOH 與抗體形成醯胺鍵，

當特定抗原接上金奈米粒子時，再利用暗視野顯微鏡可觀察到雷利散

射增強[129]。 

  由於金奈米粒子雷利散射靈敏度比螢光高，又具有較高的再現性

且可重複使用等優點，相信在未來可以應用於基因學、免疫學、臨床

診斷等研究。 

 

1.2.5 暗視野顯微鏡之構造 

  暗視野顯微鏡主要是在普通光學顯微鏡的基礎結構上改造而成，

利用一個折射聚光鏡（condenser lens）及一個擋光片（field stop）所

組成。擋光片將直射光（zero-order light）擋住，只允許未聚焦的散射

光由周圍空隙通過，再經由聚光鏡將光柱聚焦於一點並投射在樣品上。

進光量與物鏡之數值孔徑（numerical aperture, N.A.）成正比，物鏡數

值孔徑愈大表示可通過光量愈大。在暗視野顯微鏡中，通常使用的物

鏡數值孔徑略小於聚光鏡，因此將樣品置於觀測平台時，物鏡所產生
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空心光錐入射至樣品上，利用物鏡收集物體所產生之光線散射，最後

以目鏡進行觀測。當無任何樣品置於觀測平台時，其空心光錐聚焦後

發散，由於物鏡孔徑數值小於聚光鏡，使得空心光錐無法被物鏡所收

集，產生深暗背景。暗視野顯微鏡主要利用樣品邊緣輪廓所產生之散

射光且背景視野暗黑，與樣品產生較高對比以利於觀測。因此暗視野

顯微鏡常用於觀測未染色或金屬奈米粒子等樣品。除了此傳統暗視野

成像方法之外，Brown 等人利用偏振技術，只偵測物體其邊緣所反射

的散射光，原理與傳統暗視野顯微鏡相同[130]。而 Yao 等人使用 Axicon

透鏡取代擋光片，保留大部分的光源亮度，藉此得到較高訊號雜訊比

（Signal to Noise Ratio, S/N），以增強粒子散射光[131, 132]；亦有學者利

用拋物線形狀之反射面作為聚光鏡，獲得較高的孔徑數值及消除因折

射光產生的像差現象[133]。 

 

1.2.6 金屬奈米粒子（metal nanoparticles）的製備 

  金屬奈米粒子的製備分為三種方法，第一種為雷射消熔法（laser 

ablation method），第二種為金屬氣相合成法（metal vapor synthesis 

method），第三種為本實驗所使用的化學還原法（chemical reduction 

method）。藉由控制反應的試劑及條件，即可合成出不同大小及形狀

的奈米粒子，例如奈米球、奈米棒及奈米立方。 
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  雷射消熔法，將雷射聚焦並射入含有金屬塊材的溶液中，利用雷

射光的高能量對金屬產生消熔，溶液所處環境為低溫且作為穩定劑，

有助於金屬奈米粒子均勻分散於溶液中，避免進一步發生融合[134]。 

  金屬氣相合成法，因為氣態的金屬原子本身容易形成聚集，藉由

惰性氣體將金屬原子導入低溫之環境，使其在奈米尺度內成核長晶，

並可藉惰性氣體的壓力及溫度來控制金屬奈米粒子的粒徑大小[135]。 

  利用還原劑或電化學系統，將溶液中各種氧化態的金屬離子，在

自由空間（free space）或侷限空間（confined space）中還原成零價金

屬，並控制反應及還原劑之條件，例如試劑濃度、pH值及反應的溫度，

合成出不同大小及形狀的金屬奈米粒子，此方法被稱為化學還原法。 

  本實驗使用化學還原法合成金奈米粒子，利用還原劑檸檬酸鈉將

含有金離子的溶液還原成大小約為13 nm及32 nm的金奈米粒子，反應

過程中檸檬酸鈉也作為保護劑，使金奈米粒子間不會發生聚集，保持

金奈米粒子的穩定狀態，均勻分散於溶液中。 

 

1.2.7 金奈米粒子（gold nanoparticles）的應用 

  由於金奈米粒子有許多特殊的光學性質、分子識別性質，與良好

的生物相容性，因此被廣泛地運用在各個領域。金奈米粒子也運用在

環境檢測方面，近年來的研究指出，汞為一種廣為人知的汙染物，在
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自然環境中，微生物能將浮於水面上的汞轉換為甲基汞，而水中之魚

類又以微生物為食，進而造成了甲基汞侵入食物鏈中，且甲基汞進入

生物體後能造成其神經受損，進入人體後會造成汞中毒[136]。因此有

研究利用金奈米粒子作為汞離子之偵測器，在其表面接上許多的

DNA，利用 T – Hg – T 的原理[137]，會使得金奈米粒子產生聚集，並

能夠從金奈米聚集程度之不同，隨著汞離子濃度提高，金奈米之顏色

會愈趨深藍色，藉由此顏色變化並能夠偵測汞離子之濃度。除此之外，

金奈米更能夠應用在增強免疫傳感( Immuno-Sensing )之技術上，在過

去的研究中，他們將金奈米粒子標幟在抗原上以進行檢測[138]，並利

用抗體抗原之反應來進行特定分子之測定。金奈米粒子除了在小分子

及環境檢測上被大量使用外，也能夠被用為反應中的催化劑，在 1970

年代時，Parravano 的研究團隊就已發現，金在氫/氧轉移反應中活性

的研究[139]。 
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第二章 以物鏡式暗視野之散射光學結合毛細管電泳

偵測金奈米粒子 

2.1 緒論 

  近年來由於奈米粒子的蓬勃發展，許多的應用也因應而生，在

研究方面如金奈米粒子能夠增強表面增顯拉曼[1]，或是運用硫金鍵

結來修飾金奈米表面以做為生物標識物[2]，也有運用金奈米粒子其

靈敏的特性來作為偵測汞離子之感測器[3]，近年來更是廣泛運用來

做為生物感測器[4, 5]、胺基酸分析及生物晶片[6, 7]，能夠利用金奈米

之聚集程度來辨別 DNA 甲基化程度等其他應用[8]。而在生活應用方

面，也有許多標榜使用奈米科技之產品，如奈米衣料、奈米襪、奈

米化妝品、奈米塗料等應用，由此我們可以知道奈米科技的應用已

經十分的廣泛且普及，但隨著奈米科技的發展，我們需要更進一步

的探討，奈米粒子對環境的影響，以及對人體或生物體是否會產生

危害。 

  最近有許多研究報告指出，當一般無害物質其尺寸縮減至奈米

等級時，會產生一系列不同的物理、化學變化，且也有可能會產生

細胞毒性。在一般情況下，奈米粒子進入人體的途徑有四種：吸

入、吞嚥、經由皮膚吸收或是醫療過程注入體內，進入人體後，奈

米粒子的大小及形狀皆會影響周圍組織的相互作用活動性，它們可
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能會引起巨噬細胞的過載，引發出許多防禦性的發燒或甚至降低了

自體免疫力，且在器官中它們無法降解或其速度十分緩慢，會持續

堆積於器官中，進而影響了各器官的功能，因此現階段許多科學

家，致力於研發偵測不同奈米粒子之偵測方式，甚至希望能訂定奈

米粒子對環境危害的標準。所以開發不同的方法來偵測奈米粒子的

課題也為十分重要，在過去用來偵測奈米粒子之方法，多為使用放

射性同位素或利用吸收光譜來進行奈米粒子[9]之檢測。而近年來也

有研究運用感應耦合電漿串連質譜儀[10]來進行檢測，但不同之方法

都有各自之優缺點，如放射性同位素，其優點為專一性高，不容易

與其他物質產生干擾，但其缺點為所產生之放射線有可能對環境產

生污染。而吸收光譜儀之優點為操作簡便，且能夠透過不同之吸收

值來確定不同大小奈米粒子，缺點為偵測極限較差，無法偵測到低

濃度之金奈米粒子。感應耦合電漿串連質譜儀則是在偵測極限上有

好的表現，且也有較寬的線性範圍，缺點為儀器的價格十分昂貴。

另外也還有利用雷射粒徑分析儀 (Particle size distribution analyzer)來

偵測奈米粒子，其原理利用光在行進中遇到不同大小之奈米粒子，

所產生之偏離之散射光角度不同，經由軟體計算後，能獲得其樣品

中之平均粒徑，並可藉由此機器測出奈米粒子之介面電位，但其缺

點為無法量測出精確的奈米粒子顆粒大小，且儀器之價格也是較為
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昂貴。想偵測更準確的奈米粒子大小可以藉由穿透式電子顯微鏡來

獲得其數據，其原理藉由電子束打至試片上，再經放大而成像，所

以能夠經由影像中清楚的計算出精確的奈米粒子顆粒大小，但缺點

也是儀器價格十分昂貴。因此學生希望能開發出一套操作簡便，且

具有高偵測極限之系統，並可藉由此系統分離出不同大小之金奈米

粒子。 

  學生實驗部分是利用金奈米粒子之光學特性，當可見光照射到

金奈米粒子時，受粒子的形狀及大小不同之影響，而產生不同之雷

利散射光強度，並利用方形毛細管採用物鏡式暗視野之方式，來有

效降低背景散射光，並可成功偵測到金奈米粒子之訊號，且其偵測

極限利用樣品堆積可達到 10 pM，且所需之樣品極少，分離所需時

間也僅需 5 分鐘，即可偵測到金奈米粒子之訊號。  
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2.2 實驗部分 

 

2.2.1 實驗試藥 

  四氯金酸鈉（sodium tetrachloroaurate（III）dihydrate）、PEO

（poly(ethylene oxide), Mave 4,000,000 Da）係向美國 Alfa–Aesar購買。

檸檬酸鈉（sodium citrate tribasic）、3-硫醇丙酸（3-mercaptopropionic 

acid MPA）、三羥甲基氨基甲烷（tris(hydroxymethyl)aminomethane, tris）、

氫氧化鈉（sodium hydroxide）係向美國 Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, 

USA）購買。氨基乙酸( glycine )、係向美國 J.T.Baker 購買。十二烷

基硫酸鈉( Sodium Dodecyl Sulfate )係向美國 UniRegion Bio-Tech 購

買。 

 

2.2.2 毛細管電泳結合散射光學儀器裝置圖 

  最初始的儀器裝置首先要克服的問題是如何將方形毛細管建置

在 2維移動平台上，以往的方式是裝入鐵氟龍管中固定，但如果依照

此方法，學生將無法確認聚焦後的光點能否打在方形毛細管的表面，

且在更換毛細管時也要以方便校光為前提。學生經過思考後想出可以

將方形毛細管使用 AB 膠黏於玻片上，並將中間接觸到偵測視窗之玻

片切除，此步驟能避免毛細管與玻片間產生的散射光，如此不僅可固 
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圖 2-1 初始儀器裝置圖 



50 
 

定方形毛細管的平面與光源垂直，來減少散射光的產生，接著是收光

裝置的架設，最一初始的方式是使用垂直收光如圖 2-1但此一方法無

法有效降低背景值，且雜訊也較多，導致金奈米的訊號不明顯。因此

改為以物鏡式暗視野的方式來收集訊號，如圖 2-2，利用此裝置能有

效的降低背景，所以最後學生選擇以物鏡式暗視野之散射光學結合毛

細管電泳偵測金奈米粒子。 

  此系統整合不同元件所組裝之儀器裝置，如圖 2-2所示，此為自

組裝之儀器架構，進行毛細管電泳之高電壓電源供應器購自 Gamma 

High Voltage Research 公司(Ormond, FL, USA)，電壓範圍 0~20 kV。

裝置所使用之激發波長為 445 nm 的固態雷射作為激發光源，功率為

10 mW，本實驗所使用之毛細管為內徑 45微米的方形毛細管，接著通

過一聚焦鏡 ( F = 25 cm ) 將光束集中後再進入 20高數值接物鏡

（numerical aperture = 0.75），利用物鏡式暗視野之方式收光後再使用

一個小的反射鏡呈 45 度角將金奈米粒子之散射光反射到後方。接著

經過一擋板先過濾大部分的散射光干擾，之後再經過一直徑約 0.5 公

分之針孔，過濾純化金奈米粒子散射光，接著將奈米粒子之散射光經

過一反射鏡上，此一目的是由於實驗空間之受限，再將散射光通過一

聚焦鏡 ( F = 15 cm )，並通過一針孔直徑為 1000 微米之孔洞後進入

光電倍增管，訊號經光電倍增管放大後，經由 10 Ω 的電阻將產生的 



51 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-2 以散射光學為基礎結合毛細管電泳之儀器裝置圖 
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電流訊號轉換成電壓訊號，並由 24-bit數位類比轉換器（A/D converter, 

JMBS Development）以 10 Hz 的頻率擷取訊號並轉換成數位資料儲存

於電腦中。最後運用層析軟體 Clarity（DataApex, Prague, Czech 

Republic）將訊號轉換成電泳圖。本實驗是在一密閉的黑箱裡進行以

避免環境光源的干擾。 

 

2.2.3 金奈米粒子及銀奈米粒子之製備 

  本實驗是使用化學還原法來合成金奈米粒子，利用還原劑

sodium citrate tribasic 將 AuCl4
- 溶液中的三價金離子還原成零價的原

子態[11]。製備 32 nm 金奈米粒子首先須在圓底燒瓶中加入 249.75 

mL 去離子水，再加入 250 μL AuCl4
-（0.25 mM），加熱迴流至完全

沸騰。接著加入 2.5 mL 還原劑 sodium citrate tribasic（0.85 mM），

等溶液變紫色開始計時 8 分鐘，移開加熱器後用冰塊降溫，即完成

製備。此時溶液顏色為紫色，在 528 nm 有最大吸收峰。而本實驗合

成 13 nm 金奈米粒子， 其製備方法大致與 32 nm 金奈米粒子相同，

只改變 AuCl4
- 及還原劑的濃度，製備步驟為在圓底燒瓶中加入 249 

mL 去離子水，再加入 1 mL AuCl4
- （1 mM）加熱迴流至沸騰，接

著加入 5 mL 的 sodium citrate tribasic （3.88 mM），待溶液完全變黑

色開始計時十五分鐘，其餘步驟與製備 32 nm 金奈米粒子相同，此
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合成完之溶液為酒紅色，在 518 nm 有最大吸收峰，而本實驗合成

56 nm 金奈米粒子，其製備方法大致與 13 與 32 nm 金奈米粒子相

同，也是藉由改變 AuCl4
- 及還原劑的濃度，製備步驟為在圓底燒瓶

中加入 99.882 mL 去離子水，再加入 117.6μL AuCl4
- （0.294 mM）

加熱迴流至沸騰，接著加入 600μL 的 sodium citrate tribasic （0.204 

mM），待溶液完全變黑色開始計時八分鐘，其餘步驟與製備 32 nm

金奈米粒子相同，此時溶液為紫褐色，在 533 nm 有最大吸收波

長，學生所合成完後的金奈米粒子，皆有去測其吸收值，先初步藉

由最大吸收值來判定合成的金奈米粒子粒徑分布是否符合預期[9]，

如圖 2-3。 

  為了進一步計算學生所合成之金奈米粒子之平均粒徑，學生將

金奈米粒子滴至銅網上以進行電子顯微鏡的觀測，圖 2-5（a）為 13 

nm 金奈米粒子的穿透式電子顯微鏡（TEM, transmission electron 

microscopy, JEM-2010, jeol Ltd., Japan）影像圖，平均粒徑大小為

12.493 ± 1.455 nm，13 nm 金奈米粒子濃度約為 8.81 nM。圖 2-5

（b）為 32 nm 金奈米粒子穿透式電子顯微鏡影像圖，平均粒徑大小

為 31.624 ± 4.272 nm ，32 nm 金奈米粒子濃度約為 0.36 nM。圖 2-5

（c）為 56 nm 金奈米粒子的穿透式電子顯微鏡影像圖，平均粒徑大

小為 53.068 ± 6.614 nm，56 nm 金奈米粒子濃度約為 0.03 nM。此三
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種奈米粒子之平均粒徑，皆是透過 scan pro 3 分別圈選 100 顆奈米粒

子進行計算，如表 2-1。而此三種金奈米粒子濃度之換算則是透過表

2-2 所提供之莫耳消光係數或稱為莫耳吸光度，並藉由比爾定律 :  

A = εbc，分別能計算出學生所合成之金奈米粒子溶液之濃度。 

  為了避免製備完成的金奈米粒子聚集及維持其穩定的狀態，須

將金奈米粒子進行表面修飾。於上述溶液製備好的 250 mL 金奈米 

粒子溶液中加入 250 µL MPA ( 1 mM ) 攪拌一晚，即完成 Au NPs- 

MPA 溶液的製備。 

  而 12 nm 之銀奈米粒子之製備步驟如下，首先先配置 30 mL 之

NaBH4 ( 2 mM )於冰浴下及 10 mL 之 AgNO3 ( 1 mM )，接著將硝酸

銀以滴定之方式加入，並且在三分鐘內滴定完畢，且立即停止磁石

攪拌，此時溶液顏色會成黃色，在 397.5 nm 有最大吸收值。 

  而 30 nm 之銀奈米粒子之製備步驟為配置 50 mL 之 AgNO3 ( 1 

mM )並將其煮至沸騰，並以滴定方式加入 5 mL 1%之檸檬酸鈉，當

溶液變色為黃色時，計時十分鐘後停止加熱攪拌，此時溶液呈墨綠

色，在 407.5 nm 下有最大吸收值。此兩種銀奈米粒子之吸收圖為圖

2-4 
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圖 2-3 金奈米粒子之吸收圖以確保合成之金奈米粒徑分布 
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圖 2-4 銀奈米粒子之吸收圖 
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圖 2-5 金奈米粒子高解析度穿透電子顯微鏡圖。a)13 nm。b)為 13 

nm 之放大圖。c)32 nm。d)為 32 nm 之放大圖 e) 56 nm。f)為 56 nm 

之放大圖。 

 

b) 

c) d) 

e) f) 

a) 
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 N  Total Mean 
Standard 

Deviation 
Minimum Maximum 

13 nm 100 12.493 1.4555 7.9 17.08 

32 nm 100 31.624 4.27255 21.57 47.63 

56 nm 100 53.068 6.61405 37.29 70.51 

表 2-1 利用 Scan pro 3進行粒徑平均值之計算 
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表 2-2 利用莫耳消光係數來計算金奈米粒子之濃度。此表格是摘錄自

http://www.cytodiagnostics.com/store/pc/Gold-Nanoparticle-Properties-

d2.htm 
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2.2.4 毛細管前處理 

  實驗用的毛細管材質為熔融矽（ fused silica），購自於美國

PolymicroTechnologies 公司，毛細管內徑為 46.7 μm，外徑為 354.4 

μm，毛細管外部塗覆了一層聚亞烯胺（polyimide），每根新的熔融矽

毛細管先以石英片切割成總長度為 40 公分，並於 33 公分處燒出約 1

公分的偵測視窗，接著注入 0.5 M 的 NaOH 溶液浸泡十二小時以上，

使毛細管內壁矽醇解離。在每次實驗之間，先以高壓氮氣將毛細管內

的 PEO 溶液沖出後，注入 100 Mm Tris-HCl pH 9.0 + 20 mM SDS 緩

衝溶液，推出殘餘的 PEO。接著再通入 0.5 M 的 NaOH 溶液，以 1 kV

電壓清洗毛細管壁 10 分鐘，將毛細管內壁殘餘的 PEO 洗淨，使得毛

細管內壁再度矽醇解離以進行下次實驗。 

 

2.2.5 聚合物溶液製備 

  緩衝溶液及聚合物溶液配製前，都須先用沙拉脫將容器刷洗乾淨，

接著用容器裝滿去離子水，再以超音波震盪器震盪五分鐘來清洗容器。

首先配製 100 mM Tris-HCl, pH 9.0 緩衝溶液（100 mM Tris 加入 HCl

將 pH 調至 9.0 即可得到緩衝溶液）。配製聚合物溶液時先將攪拌子放

入錐形瓶中，再放置於攪拌器上，可幫助聚合物溶液能攪拌均勻。接

著取 50 mL 配製好的 100 mM Tris-HCl pH 9.0 緩衝溶液倒入量筒再倒



61 
 

入錐形瓶中，慢慢增強攪拌速度使緩衝溶液成漩渦狀。取 0.25 g 的 8 

M PEO，配製 0.5 % 8 M PEO 聚合物溶液，將聚合物粉末緩慢倒入錐

形瓶，配製過程中應避免倒入速度太快而導致粉末無法均勻分布於溶

液中。溶液須攪拌至少十二小時確定聚合物粉末已完全溶解且均勻分

布。將配製好的聚合物溶液倒入乾淨的 50 mL 離心管中，大約可保存

一週。若放置時間過久，PEO 溶液在高 pH 值會水解而無法使用。 

 

2.2.5 實驗流程 

  每次實驗前會先將分離所使用的膠體溶液或緩衝溶液置於 50 

mL 之離心管以 15000 xg 15 分鐘先將溶液中的雜質去除，接著再將

膠體溶液取出並裝入 1.5 mL 之離心管，並將膠體溶液放入真空幫浦

抽真空 15 分鐘後再以 15000x g 15 分鐘使其膠體溶液不會再受氣泡

或其他雜質干擾產生散射光。 

  在進行分離不同大小之金奈米粒子時所需進行的前處理，我們須

先將 13 nm、32 nm、56 nm 之金奈米粒子分別以 10000 xg、1000 xg、

500 xg 離心 30 分鐘，接著將上清液去除後回溶於二次水中，以去除

在合成金奈米粒子時，所加入之檸檬酸鈉及進行金奈米表面修飾時所

加入過量的 MPA 所造成的基質干擾。 
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2.3 結果與討論 

  本實驗以物鏡式暗視野之散射光學結合毛細管電泳來進行金奈

米粒子之偵測，在偵測金奈米粒子的實驗條件是以 50 mM Glycine pH 

8.0 + 20 mM SDS 在有 EOF 的條件下，其原理是運用 SDS 之疏水端

與金表面會產生作用力，進而能改善分離解析度，並且學生增加進樣

時間，達到線上樣品濃縮的效果來進行金奈米粒子的偵測極限之實驗，

可偵測的最低金奈米濃度為 10 pM，實驗將欲分析之金奈米樣品利用

虹吸方式引入毛細管中，在施加正電壓時，金奈米粒子由於所修飾之

MPA 所帶的負電荷不足以拉動金奈米粒子，因此在此條件下金奈米

的遷移時間，幾乎與 EOF 的遷移時間相同。 

 

2.3.1 緩衝溶液濃度對金奈米粒子偵測的影響 

  在毛細管電泳中緩衝溶液的選擇對金奈米粒子分離是十分之重

要，由於緩衝溶液的濃度會影響電滲流之強度且樣品與毛細管間會有

吸附力，因此需要選擇適當的緩衝溶液來防止電流過大，或是金奈米

粒子與毛細管內壁之吸附力過強。因此學生選擇了 Glycine 來進行電

泳分離的分離緩衝溶液，選擇此溶液是希望不要產生過大的電流，避

免產生過高的焦耳熱而影響電泳分離，且希望金奈米粒子在此緩衝溶

液條件下不會產生聚集。學生測試了 3 種不同濃度的 Glycine 緩衝溶  
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圖 2-6 緩衝溶液濃度對金奈米粒子之訊號影響，實驗條件為 1X 32 

nm Au - MPA 分離電壓+ 10 kV。a) 1 M Glycine pH 8.0。b) 100 mM 

Glycine pH 8.0。c) 10 mM Glycine pH 8.0 
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液，從圖 2-6 中學生能發現隨著緩衝溶液濃度的降低，在 10 mM 

Glycine 緩衝溶液下金奈米粒子之訊號高度會降低許多，此現象的造

成是由於金奈米粒子與毛細管壁產生了吸附的作用力，導致訊號時間

延遲且高度下降，而沒有選擇 1 M Glycine 緩衝溶液則是不想使緩衝

溶液的離子強度過高，且消耗試劑的使用量過高，最後我們選擇了濃

度為 100 mM Glycine pH 8 的條件進行實驗。 

 

2.3.2 加入不同濃度之界面活性劑 

  從過去的文獻中能發現，在分離金奈米粒子時能在緩衝溶液中加

入 SDS 來改善金奈米粒子之分離效率[12]，其原理是因為當我們加入

SDS 的濃度提高時也同時能夠增加金奈米粒子的電泳淌度，這顯示在

加入 SDS 後金奈米粒子在分離過程中會產生電荷尺寸比( charge to 

ratio )的改變，此原因是由於 SDS 的疏水端長鏈會與金奈米表面產生

吸附力，因此能有效地改善圖譜波寬，我們能從圖 2-7能看到隨著 SDS

濃度的增加從 5 mM 增加到 50 mＭ我們能發現能有效的改善分離時

間過長的缺點，但 SDS 在高濃度下時會發現訊號高度的驟減，此原

因的造成是由於當高濃度的界面活性劑通入毛細管中時，會產生較高

的離子強度，進而產生焦耳熱，使得訊號高度驟降，但在低濃度時 SDS

的作用力卻不足以完整改善金奈米粒子的波寬，因此學生將緩衝溶液 
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圖 2-7 SDS 濃度對分離金奈米之影響，實驗條件為 Inlet, outlet 為 50 

mM Glycine pH 8.0，SDS 只添加於毛細管內，而樣品為 1X 32 nm Au 

– MPA。a) SDS 之濃度為 5 mM。b) SDS 之濃度為 10 mM。c) SDS 之

濃度為 15 mM。d) SDS 之濃度為 20 Mm。e) SDS 之濃度為 50 mM 
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濃度稍微降低為 50 mM Glycine pH 8.0 此目的也是為了降低電流值， 

進而能夠在 20 mM SDS 進行金奈米粒子之偵測訊號的實驗。 

 

2.3.3 測試不同電壓對訊號高度之影響 

  在電泳分離的過程中，分離電壓對金奈米分離的選擇也是一個重

要的分離變因，在不同的電壓情況下所產生的電流也會有所不同。在

高電場的條件下，所產生的電流會較高，所以會造成緩衝溶液的溫度

產生變化進而改變了分析物訊號高度或其解析度，也可能會造成學生

所修飾於金奈米表面之 MPA 由於高電場的環境而被扯離金奈米表面。

因此在分離圖譜中能看到訊號的變化，從圖 2-8 中，我們測試了三種

分離電壓分別為: 10 kV、15kV 及 20Kv，從電泳圖中能看出，在高電

場的條件下，金奈米粒子之訊號會遞減的十分嚴重，造成此現象的原

因可能就是修飾於金奈米表之 MPA 受到高電場影響而脫離金奈米表

面，可能造成金奈米吸附於毛細管內壁，因此我們選擇了+10 kV 來

進行偵測金奈米粒子訊號之實驗條件。 

 

 

 

 

 

 



67 
 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-8 分離電壓對金奈米粒子訊號高度之影響，實驗條件為毛細管內

為 50 mM Glycine pH 8.0 + 20 mM SDS，Inlet, outlet 為 50 mM Glycine 

pH 8.0 樣品為 1X 32 nm Au – MPA。a) + 10 kV。b) + 15 kV。c) + 20 

kV。 
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2.3.4 利用樣品堆積偵測金奈米粒子之偵測極限 

  在毛細管電泳中，樣品堆積時常被用來增加偵測極限，其原理是

藉由增加分析物進樣的時間，透過溶液黏度不同或是緩衝溶液中離子

強度不同，造成單位電場不同，使分析物能在毛細管的區間內堆積濃

縮，並大幅的增加毛細管電泳之偵測極限。經學生優化之實驗條件，

利用樣品堆積來提高偵測極限，學生將樣品堆積時間堆積至五分鐘，

從圖 2-9 中能看到學生分別將 32nm - MPA 之金奈米由一倍稀釋至千

分之一倍，從圖中依然能看到在 32 nm - MPA 稀釋至千分之一倍時，

光電倍增管依然能夠偵測到金奈米粒子之散射光。依照同樣的步驟，

學生也進行了 13 nm - MPA 偵測極限的測試，從圖 2-10 中同樣也能

看出將 13 nm - MPA 稀釋至千分之一倍時，我們依然能從電泳圖中

看到 13 nm - MPA 之散射光訊號，因此在我們的系統中不僅能夠成功

偵測到金奈米粒子之散射光，且還能將偵測極限提高至 10 pM。 
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圖 2-9 利用樣品堆積測試 32 nm Au – MPA 其偵測極限，樣品堆積時

間為五分鐘，可偵測最低濃度為 0.001X 32 nm Au – MPA，實驗條件

為毛細管內為 50 mM Glycine pH 8.0 + 20 mM SDS，Inlet, outlet 為 50 

mM Glycine pH 8.0 分離電壓+ 10 kV。a) 1X 32 nm Au – MPA。b) 0.1 

X 32 nm Au – MPA。c) 0.01 X 32 nm Au – MPA。d) 0.001 X 32 nm Au – 

MPA。 
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圖 2-10 利用樣品堆積測試 13 nm Au – MPA 其偵測極限，樣品堆積時

間為五分鐘，可偵測最低濃度為 0.001X 13 nm Au – MPA，實驗條件

為毛細管內為 50 mM Glycine pH 8.0 + 20 mM SDS，Inlet, outlet 為 50 

mM Glycine pH 8.0 分離電壓+ 10 kV。a) 1X 13 nm Au – MPA。b) 0.1 

X 13 nm Au – MPA。c) 0.01 X 13 nm Au – MPA。d) 0.001 X 13 nm Au – 

MPA。 
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2.3.5 利用優化後之實驗條件偵測銀奈米粒子 

  由以上之實驗條件，學生已能確定透過我們的系統能夠成功偵測

到金奈米粒子之訊號，因此將會嘗試偵測不同之金屬奈米粒子之訊號，

此部分是以銀奈米粒子作為樣品，圖 2-11 為 12 nm 及 30 nm 之銀奈

米粒子，經過優化後之條件進行電泳偵測，從圖中也能明顯看到銀奈

米粒子之訊號，因此藉由學生之系統，不僅能看到金奈米粒子之訊號，

也能夠看到銀奈米粒子之訊號，並且希望能更進一步嘗試分離不同奈

米粒子。 

2.3.6 加入聚合物溶液進行金奈米粒子之分離 

  由以上之實驗條件，學生已能確定透過我們的系統能夠成功偵測

到奈米粒子之散射光訊號，因此希望能更進一步分離不同大小的金奈

米粒子在此系統中。首先學生先在有電滲流之條件下進行分離，學生

選擇了較不會抑制電滲流之聚合物 PEO，並且選擇以 0.5%之濃度來

進行分離實驗，在此濃度下經學生測試是不會造成金奈米粒子之聚集，

且也不易造成背景散射光，在進樣前先將聚合物溶液通入毛細管中，

由於聚合物黏度過黏，不易使用虹吸進樣進行樣品進樣，因此學生使

用幫浦將金奈米打入毛細管內，進樣時間為一分鐘。但從圖 2-12 中

能發現儘管在各別進樣不同大小之奈米粒子能在圖譜中觀察到出現

在不同之位置，但從圖譜中難 
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圖 2-11 利用正電系統偵測不同大小之銀奈米粒子，樣品進樣時間為

30 秒，實驗條件為毛細管內為 50 mM Glycine pH 8.0 + 20 mM SDS，

Inlet, outlet 為 50 mM Glycine pH 8.0 分離電壓+ 10 kV。a) 1X 12 nm 

Ag。b) 1 X 30 nm Ag。 
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以說明其個別的時間差異，且將樣品混合後其原始的波形及遷移時間

皆會改變，且無法進行訊號之標定，因此學生會將系統和金奈米表面

修飾進行修正。 

 

2.3.7 改變金奈米粒子表面修飾來進行分離 

  在正電系統下，學生先將金奈米粒子之表面修飾物先由 MPA 更

換為 MUA，藉此比較再更換不同之表面修飾物後對分離是否能有顯

著之改變，但由於在有 EOF 之條件下，從圖 2-13 中學生依然無法

在電泳圖中明顯的辨別不同大小之奈米粒子，因此學生將會更進一

步的將整套系統換為負電系統，並單純地藉由不同奈米粒子大小，

所帶表面電荷不同來進一步進行分離。 
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圖 2-12 加入聚合物來進行金奈米之分離，實驗條件為 100 mM Tris – 

HCl pH 9.0+ 20 mM SDS，電壓 + 20 kV。a) 1X 13 nm Au - MPA。b) 

1X 32 nm Au - MPA。c) 1X 56 nm Au - MPA。d) 將三種金奈米以 1:1:1

之比例混合 
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圖 2-13 金奈米表面修飾 MUA 對分離的影響，實驗條件為 0.5 % PEO 

in 1X TBE buffer 分離電壓+ 20 kV。a) 1X 13 nm Au -MUA。b) 1X 32 

nm Au -MUA。c) 金奈米以 1:1 比例混和 
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2.4 結論 

  此實驗是以散射光學為基礎結合毛細管電泳分離金奈米粒子，並

在有電滲流之條件下使用虹吸進樣進行金奈米粒子偵測，且利用樣品

堆積能成功偵測到 10 pM 之金奈米粒子訊號，此方法不僅樣品消耗

量少，偵測時間所需極短，僅需五分鐘即可偵測到金奈米之訊號，且

在經過條件優化後，此系統亦能偵測到銀奈米粒子之散射光訊號，而

將系統換為無電滲流之條件以電壓近樣，並將金奈米之表面修飾換為

MUA，學生能成功的辨別 13 nm 及 32 nm 在電泳圖中之相對位置，

經過以上條件之測試，學生開發出了一套既便利且樣品消耗少之系統，

此系統不僅有高靈敏度，與傳統吸收光譜之偵測極限相比較，甚至能

提高兩個級數。  
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第三章 以物鏡式暗視野之散射光學結合毛細管電泳

分離金奈米粒子 

3.1 實驗部分 

3.1.1 實驗試藥 

  四氯金酸鈉（sodium tetrachloroaurate（III）dihydrate）係向美

國 Alfa–Aesar 購買 Polyvinylpyrrolidone (PVP, Mave 1,300,000 g / mol )

購自英國 Alfa Aesar。11-巰基十一烷酸( 11-mercaptoundecanoic 

acid )、三羥甲基氨基甲烷（tris(hydroxymethyl)aminomethane, tris）、

硼酸（boric acid, H3BO3）、氫氧化鈉（sodium hydroxide）、檸檬酸鈉

（sodium citrate tribasic）係向美國 Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, 

USA）購買。乙二胺四醋酸二鈉( EDTA, Disodium Salt, Dihydrate, 

Crystal )係向美國 J.T.Baker 購買。 

 

3.1.2 金奈米粒子製備 

  本章節之金奈米粒子合成方法皆與第二章相同，唯一不同之處

是修飾於金奈米表面之修飾物換為 MUA，其目的是為了增加金奈米

粒子之穩定性和表面電荷。我們選擇了 MUA 修飾 13 nm及 32 nm

此方法為參考過去文獻修飾方法[1]，其實驗步驟為，取 100 mL製備

好的金奈米粒子溶液，將其 pH值以 0.5 M NaOH 調整至 pH 8.4，此



80 
 

目的是由於 MUA 需在高 pH 值時才會帶負電，接著加入 2 mg 11-

mercaptoundecanoic acid，並以磁石攪拌，計時 20 分鐘，最後將溶

液中多餘的 11-mercaptoundecanoic acid 粉末過濾後放置於 4 度冰箱

中保存即可。 

 

3.1.3 毛細管前處理 

  實驗用的毛細管材質為熔融矽（ fused silica），購自於美國

PolymicroTechnologies 公司，毛細管內徑為 46.7 μm，外徑為 354.4 

μm，毛細管外部塗覆了一層聚亞烯胺（polyimide），每根新的熔融矽

毛細管先以石英片切割成總長度為 40 公分，並於 33 公分處燒出約 1

公分的偵測視窗，熔融矽毛細管則是注入分子量 1,300,000 Da 的 PVP

聚合物溶液(5 % in H2O)塗覆於毛細管內壁靜置至隔天。塗覆完 PVP

的毛細管以去離子水沖洗管內多餘的 PVP 聚合物溶液，最後保存於

去離子水中，毛細管塗覆聚合物主要是要抑制 EOF 的產生，並提高

實驗之再現性。 
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3.1.4 聚合物溶液製備 

  此負電系統之聚合物溶液製備如下，首先需配置 1X TBE 緩衝溶

液其溶液所含為 Tris 89 mM、Boric acid 89 mM、EDTA 2 mM ，將其

混合後 pH 值為 8.3，配置聚合物時先將攪拌子放入錐形瓶中，再取

配置好的 1X TBE 緩衝溶液 50 mL 到入量筒再倒入錐形瓶中，接著增

強攪拌速度，取 0.5g 分子量 1,300,000 Da 的 PVP 聚合物粉末，配置

1% PVP 聚合物溶液，溶液需攪拌至少十二個小時確定聚合物粉末已

完全溶解且均勻分布於溶液中。配製好的聚合物溶液倒入乾淨的 50 

mL 離心管中，大約可保存一週。 

 

3.1.5 實驗流程 

  每次實驗前會先將分離所使用的膠體溶液置裝入 1.5 mL 之離心

管，並將膠體溶液放入真空幫浦抽真空 15 分鐘，再以 15000x g 15

分鐘使其膠體溶液不會再受氣泡或其他雜質干擾產生散射光。 

  在進行分離不同大小之金奈米粒子時需進行樣品前處理，我們

須先將 13 nm、32 nm、56 nm 之金奈米粒子分別以 10000 xg、1000 

xg、500 xg 離心 30 分鐘，將上清液去除後回溶於 1X TBE 緩衝溶液

中，以去除在合成金奈米粒子時，所加入之檸檬酸鈉及金奈米表面

修飾時所加入過量的 MUA 所造成的基質干擾。 
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3.2 結果與討論 

  在前一章節中，學生想藉由電滲流與不同大小之金奈米表面所

帶電荷之不同來進行分離，但從其結果顯示，在有電滲流的影響

下，會使得無法藉由不同奈米粒子大小間表面帶電荷不同來進行分

離。為了將不同大小金奈米所分離，我們選擇了 1.0%聚乙烯比格烷

酮（ Polyvinylpyrrolidone, PVP, Mave 1,300,000 g / mol ）作為篩分的

介質，且將金奈米粒子表面所修飾之 MPA 取代為 MUA，分離電壓

為 5 kV ，在無電滲流的條件下，由於 13 nm 與 32 nm 之 m/z 不

同，13 nm 所帶之電荷較高，因此其遷移時間較短，而 32 nm 質量

較大所以遷移時間較晚，且從訊號高度來看也可以看出金奈米粒徑

愈大，所產生之散射光也較為強，在此分離系統下可在 25 分鐘內將

13 nm 及 32nm 兩種不同大小之奈米粒子分離開來，且可藉由 peak

標定辨別出 13 nm 及 32 nm。除此之外，為了能夠分辨更多不同之

金奈米粒子，學生試著測試不同濃度之聚合物以及不同的電場強

度，來觀察在不同之環境下能否提高分離解析度及理論平板數。 
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3.2.1 改變系統及金奈米表面修飾來進行分離 

  在學生原先的系統下，金奈米粒子表面所修飾之 MPA 其保護性

及帶電荷皆不足，造成學生在原先的系統中無法分離，因此在參考了

其他文獻後[1]，學生將修飾金奈米粒子之 MPA 替換為 MUA，且將毛

細管塗覆 5% PVP 抑制 EOF 並改為負電系統，經過 MUA 修飾後的

金奈米粒子不僅保護力較佳，且 13 nm 及 32 nm 之間所帶的電荷也

會有顯著的不同，學生以 1% PVP in 1X TBE buffer 電壓進樣 30 秒分

離電壓- 5 kV 來進行分離從圖 3-1 中能看到，13 nm 及 32 nm 再分別

的電泳圖中，就已出現在不同的遷移時間上，因此學生進而將 13 nm 

及 32 nm 以 1:1 之比例混合後能夠偵測到兩支訊號峰。 

  因此學生接著會進行訊號的標定，從圖 3-2 中能看到 a 圖為 1:1

比例混合，而 b 圖則是將 13 nm 之比例提高至兩倍，可以從電泳圖中

明顯看出在 13 nm 的位置上訊號有明顯的增高，而圖 c 則是將 32 nm

的濃度提高至兩倍，且實驗結果也符合學生之預期，同樣能在 32 nm

之位置上能看到訊號的增高，經過此兩張電泳圖證明，我們能夠成功

辨別出 13 nm 及 32 nm 其在電泳圖中之相對位置。 

 

 

 

 

 



84 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-1 利用無電滲流之系統分離金奈米粒子，實驗條件為 1% PVP in 

1X TBE pH 8.3，電壓進樣 30 秒，分離電壓- 5 kV。a) 1X 13 nm Au – 

MUA。b) 1X 32 nm Au – MUA。c) 將兩種金奈米以 1:1 之比例混合。 
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圖 3-2 利用無電滲流之系統進行金奈米粒子訊號之標幟，實驗條件為

1% PVP in 1X TBE pH 8.3，電壓進樣 30 秒，分離電壓- 5 kV。a) 金奈

米以 1:1 之比例混合。b) 2X 13 nm Au – MUA + 0.5X 32 nm Au – 

MUA。c) 0.5X 13 nm Au – MUA + 2X 32 nm Au – MUA。 



86 
 

3.2.2 改變篩分介質濃度及分離電壓對分離的影響 

  在確定金奈米粒子已經由我們的系統可進行分離後，學生想改變

篩分介質或分離電壓來提高其訊號解析度，從圖 3-3 中學生所使用之

聚合物溶液為 1%PVP 溶在 1X TBE 緩衝溶液中，改變分離電壓分別

為- 5 kV、- 10 kV、- 15 kV、- 20 kV 但從電泳圖中能發現，當我們施

加高電壓後原先分開的 13 nm 及 32 nm 反倒無法分離，因此我們試

著增加聚合物濃度。而圖 3-4 則是將聚合物溶液提高為 2% PVP 且分

離電壓也依序由- 5 kV 增加至- 20 kV 可以從電泳圖中發現，在提高

電壓的情況下 13 nm 及 32 nm 之訊號峰又能再度分開，但若再將電壓

提高，則還是無法分離，因此學生又再進一步嘗試將 PVP 濃度提高

至 5%如圖 3-5，雖然在- 15 kV 的條件下時是能將奈米粒子分離，但

此條件下會產生較多的背景雜訊，且將電壓進一步提高至- 20 kV 圖

譜則變得完全無法分離，且在如此高的電壓下會使得毛細管容易產生

EOF，進而導致圖譜再現性不佳。因此學生將不同篩分介質濃度及分

離電壓之電泳圖分別進行了其訊號解析度及平均理論平板數之計算，

圖 3-3 a 圖中計算出其分離解析度為 0.968 而平均理論平板數為

8874.48，由此可知在此條件下我們訊號並未完全分離。接這計算圖 3-

4 a 圖可得知此電泳圖解析度達到 3.44，已能確定訊號完全分離，而

平均理論平板數為 7900.48，而 b 圖所算出之解析度為 0.463，平均理
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論平板數為 1143.31。接著比較圖 3-5，a 圖之解析度也能達到 3.03，

但在平均理論平板數僅有 2886.17，而圖 b 中分離解析度為 1.40，而

理論平板數為 588.02，圖 c 之解析度為 0.712，平均理論平板數為

565.60。由以上之解析度及平均理論平板數計算來看，在 1%下的 PVP

之解析度並沒有大於 1.5，這表示兩隻訊號峰並沒有完全分離，而在

2% PVP 分離電壓-5 kV 之條件下其解析度能達到 3.44，而平均理論

平板數僅略低於 1% PVP，但至少我們能確認兩隻訊號峰是完全分離，

而在 5% PVP 之條件下，雖然整體解析度皆有提高，但平均理論平板

數都下降的非常多，因此現階段來說，在篩分介質為 2% PVP 而分離

電壓為-5 kV之條下，我們能有較佳的分離解析度及平均理論平板數，

學生未來希望能在使用不同的聚合物來做為篩分介質，進而提高分離

解析度。 
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圖 3-3 電場對金奈米粒子分離的影響，實驗條件為( 0.5X 13 nm + 0.5X 

32 nm )Au – MUA 及篩分介質為 1.0% PVP in 1X TBE buffer pH 8.3。a) 

-5 kV。b) -10 kV。c) -15 kV。d) -20 kV。 
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圖 3-4 電場及篩分介質對金奈米粒子分離的影響，實驗條件為( 0.5X 

13 nm + 0.5X 32 nm )Au – MUA 及篩分介質為 2.0% PVP in 1X TBE 

buffer pH 8.3。a) -5 kV。b) -10 kV。c) -15 kV。d) -20 kV。 
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圖 3-5 電場及篩分介質對金奈米粒子分離的影響，實驗條件為( 0.5X 

13 nm + 0.5X 32 nm )Au – MUA 及分離介質為 5.0% PVP in 1X TBE 

buffer pH 8.3。a) -5 kV。b) -10 kV。c) -15 kV。d) -20 kV。 
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表 3-1 不同 PVP 濃度及不同電壓之解析度 

表 3-2 不同 PVP 濃度及不同電壓之平均理論平板數 
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3.3 結論 

  透過此實驗結果，學生能夠在無電滲流的條件下，使用 1 % PVP

作為篩分介質，並將金奈米粒子之表面修飾由 MPA 換為 MUA 後，

能夠成功的分離 13 nm 及 32 nm 此兩種大小之奈米粒子，並藉由

訊號標定能確認其精確位置，但目前僅能分辨此兩種金奈米粒子，

由於 56 nm 之金奈米粒子所合成的顆粒大小，很有可能會與 32 nm

之金奈米粒子的粒徑有所重疊，因此目前還無法精確地將 32 nm 及

56 nm 給區分出來。  
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3.4 未來展望 

  在未來實驗方向，希望能合成更多不同金屬之奈米粒子來偵測並

分離更多種類之奈米粒子，如 : 貴重金屬或過度金屬之奈米粒子，且

希望也能藉由此系統來分辨不同形狀之奈米粒子，期望在此系統中能

看到不同奈米粒子會有不同散射光強度之變化，如同金棒子或星形等

不同形狀之奈米粒子，此外希望能藉由金奈米粒子設計一段探針來取

代傳統的螢光標幟物，進而應用在生物樣品中，藉由接收散射光之訊

號，也能同樣達成偵測訊號的目的。 
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