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中文摘要 

 核酸分析於生物化學以及分子生物學的研究中扮演著重要的角色，它被廣泛

的應用於傳染病、流行病、癌症以及遺傳疾病等的臨床檢測以及食品衛生檢驗、

法醫檢測、環境監控等方面。由於利用放射性同位素標定核酸探針的傳統核酸分

析方法存在安全性的考量，因此非放射性標定 DNA 探針的技術更受到大家的重

視。由於電化學方法具有高靈敏度與操作簡便等優點，因此電化學 DNA 感測器

為一種具有發展性的生物感測器。 

 本研究探討三種電極分別為：(1)於碳糊電極上(CPE)修飾對氨基苯甲酸

(4-ABA)、(2)將多層奈米碳管(MWNT)酸處理作為碳糊電極材料以及(3)先於白金

絲上聚合二氧乙烯噻吩(PEDOT)，然後再修飾對氨基苯甲酸，接著利用 1-乙基

-(3-二甲基氨基丙基)碳二亞胺鹽酸鹽(EDC)與 N-羥基琥珀硫亞氨(NHS)為表面

活化劑與媒合劑，將一端修飾有氨根(-NH2)之單鏈 DNA(ssDNA)固定於具有羧基

(-COOH)之電極表面上，經雜合作用後將具有電化學活性之道諾霉素(DNM)嵌入

雙鏈 DNA(dsDNA)的鹼基對中，通過微分脈衝伏安法(DPV)檢測嵌入之道諾霉素

之波峰電流，可以識別不同濃度之完全互補之單鏈 DNA 當完全互補序列濃度介

於 20 nM~100 nM 範圍內，利用所製成之電極感測所得波峰電流與濃度有良好

之線性關係，檢測靈敏度可達 2.6802 μA nM-1cm-2，此外本電極亦可應用於檢驗

具有錯配之單鏈 DNA，並可藉由提高雜合溫度來提高檢測之特異性。 
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關鍵字：生物感測器(biosensor)、道諾霉素(daunomycin, DNM)、微分脈衝伏安

法(Differential Pulse Voltammetry, DPV)、錯配(mismatch) 
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ABSTRACT 

The nucleic acid analysis plays an important role in biochemistry and 

molecular biology researches. It has been widely used in clinical examinations 

of infections, epidemics, cancers,heredity diseases , as well as the 

examinations of food sanitation and environmental monitoring. Due to the 

safety considerations of the traditional nucleic acid analysis by using 

radioactive labeled nucleic acid probe, the techniques that use nonradioactive 

DNA probe have received many attentions. Recently, the electrochemical DNA 

sensor has provided the nucleic acid analysis with high sensitivity and simple 

procedure, thus is a promising approach in the development of biological DNA 

measurement. 

The current research has constructed 4-ABA/CPE/Pt, MWNT/CPE/Pt, and 

4-ABA/PEDOT/Pt electrodes, then used EDC and NHS as crosslinker agents 

to covalently attach the single strand DNA probe through the amino group at its 

3’ terminal to the surface of electrode that had been modified with carboxyl 

groups. The constructed DNA electrodes were then hybrided with target oligo 

DNA under a proper condition, and then DNM intercalated into the hybrid DNA 

structure. Due to the electrochemical activity of DNM, DPV can be employed to 

quantify the amount of DNM bound, and the concentration to target DNA as 

well. In this study, we have compared the performances of three types of 

electrode, and we emphasized the 4-ABA/PEDOT/Pt electrode because of its 

higher stability and sensitivity. Our results has demonstrated that the 

4-ABA/PEDOT/Pt electrode exhibited a nice linear correlation between the 

peak current and the concentration of target DNA in the range of 20 nM ~ 100 

nM, and the sensitivity was estimated as 2.6802 μA nM-1cm-2. Meanwhile, it 
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was able to distinguish the target DNA with or without mismatched bases. 

Finally, the sensitivity of the electrode was further improved by optimizing the 

annealing temperature.  

Key words: biosensor, daunomycin(DNM), Differential Pulse 

Voltammetry(DPV), mismatch. 
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第一章  緒論 

1-1  生物感測器簡介 

 近年來，生物感測器因為具備專一性高、靈敏度高、分析速度快、使用簡便、

體積小、不需前處理、可連續分析、適合商業化等優點，而被廣泛的應用在許多

領域，其中包含了醫療檢測、環境檢測、藥物開發等多方面。生物感測器主要由

兩個部份構成，第一部份為生物元件(biological component)，主要包含具有偵測

待測物質能力之生物分子(biomelecules)，第二部份則是物理或化學轉化器

(physical or chemical transducer)，其功用為偵測、轉化及判讀生物分子所產生

的訊號，進而提所需要的感測資訊，表 1-1 所列為常見之生物元件與物理轉化器。 

生物感測器依據生物元件所產生之訊號方式的不同可分成兩大類，一類為催

化型生物感測器，此類感測器之生物元件對待測物質具有選擇性之催化能力，並

將其催化反應所產生的變化，如產生之電子轉移或是其產物之形成，藉由轉化元

件偵測後，將訊號表達出來；而另一類為親合型生物元件，此類感測器之生物元

件對待測物質不具有催化能力，但因與待測物之間具有特異親和力而彼此結合，

兩者結合時所產生的電化學、光、熱或是質量變化，可藉由轉化元件偵測後，將

訊號表達出來。本研究所製作之 DNA 生物感測器利用序列互補之 DNA 間具有

特異性結合的特性，待測 DNA 與電極片上之探針 DNA 雜合後加入電化學指示

劑道諾霉素嵌入雙股 DNA 而產生的電化學訊號變化，最後藉由電化學交流阻抗
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分析儀將電化學訊號放大並呈現出來，所以應歸類為親和性生物元件型感測器。 

以下將對 DNA 生物感測器、核酸探針、製作 DNA 生物感測器所使用的材

料，包含聚二氧乙烯噻吩(PEDOT)、對氨基苯甲酸(4-ABA)及作為電化學指示劑

的道諾霉素(DNM)做更詳細之介紹。 

表 1- 1 常見的生物元件與物理化學轉換器(Byfield and Abuknesha, 1994) 

Biological components Transducer 

Cofactors Optical 

Antibodies Fluorescence 

Receptors Absorbance 

Enzymes Electrochemical 

Enzyme systems Amperometric 

Membranes Potentiometric 

Organelles Conductimetric 

Cells Piezo-electric 

Tissues Calorimetric 

Organisms Acoustic 

 Mechanical 
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1-2  電化學 DNA 生物感測器之簡介 

電化學 DNA 生物感測器為 90 年代所發展出的一種新的基因感測技術，是

由一個固定了特定 DNA 片段之電極，及能檢測具電化學活性之識別元素所構

成，探針 DNA 為單鏈 DNA(或 ss-DNA)片段，長度從數十個到上千個核苷酸不

等，一般皆採用人工合成之寡聚去氧核糖核酸，探針(probe)DNA 與被檢測之目

標(target)DNA 為序列互補之關係；由於單鏈 DNA 與其序列互補之 DNA 雜合時

具有高度之序列選擇性，將探針 DNA 固定在電極表面製成 DNA 修飾電極，即

使得此電極對於序列互補之 DNA 擁有極強的分子識別功能。在適當之溫度、pH

值及離子強度下，電極表面之 DNA 探針能夠藉由與目標 DNA 有選擇性之雜合，

形成雙鏈 DNA(或 ds-DNA)，接著可以使用具有電化學活性之雜合指示劑來識

別，進而達到了定性定量檢測目標 DNA 序列之目的。 

相較於目前常用的基因檢測方法如光譜法、聚合酶鏈式反應(PCR)與放射性

同位素標定法，電化學法檢測因其快速、靈敏、低消耗、低成本與活體檢測等優

點而在臨床診斷以及藥物分析上受到重視；一般在醫學上病毒的檢測或者是親子

鑑定所檢測的 DNA 序列，都是利用特定儀器檢測後再經數個的工作天後才能夠

得知送檢 DNA 樣品的序列，除了時間上的耗費，所需的成本也是一個考量，因

此希望能夠開發出除了可以迅速檢驗出 DNA 序列的感測器，並且能夠降低檢測

所需的成本。 

目前 DNA 固定方法主要有直接吸附法(Pang and Abruna, 1998, Su, et al., 
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1994)、蛋白質結合法(Liu, et al., 1996)與直接共價結合法(Millan and Mikkelsen, 

1993, Millan, et al., 1994, Millan, et al., 1992)三種方式。目前有較多的研究致力

於將 DNA 固定在電極上並應用於 DNA 生物感測器，如 Wang 等人，利用碳糊

電極在通正電的條件下將帶負電之 DNA 磷酸骨架吸附在電極上，製成電化學

DNA 生物感測器(Wang, et al., 1996)；Qi 與 Wang 等人則是分別利用奈米碳管

與玻璃碳為電極材料製成電極，在吡咯溶液中加入 DNA 探針，在聚吡咯膜形成

的同時將探針固定在膜之三維網狀結構內，製成電極(Qi, et al., 2007, Wang, et 

al., 1999)；Wong 等人則是在核酸探針上修飾硫醇並與黃金電極產生金硫鍵結，

進而將核酸探針固定在電極上(Wong, et al., 2005)。 

1-3  核酸探針簡介 

80 年代以後人們致力於建立非同位素標記技術，其中應用最為廣泛的是生

物素標記的核酸探針。用探針進行基因診斷的關鍵首先是要取得探針。 

探針是一段有特定序列、一定長度(數十個至近千個核苷酸)的單鏈核酸片

段，也可以是一完整基因的一條鏈，或是其一部分的片斷；或靠人工合成之特定

序列，通常在應用時皆必須加以標記，然後通過核酸之間選擇性雜合來檢查標本

中序列互補之 DNA。對基因探針進行標記最常用的方法為同位素標記和非同位

素標記兩大類。 

同位素標記的核酸探針，通常使用半衰期較短的放射性同位素(如 125I、32P)，

雖然操作較為簡便，但在用於常規使用時卻會有易環境污染、操作者個人安全、
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放射性同位素廢物處理等問題。由於這些限制，非放射性標記探針，在生物特定

核酸的定序及定量檢測方面，得以迅速發展。目前應用核酸探針較具實用價值的

領域有遺傳病的產前診斷、致病病原體的檢測、癌基因的檢測和診斷及用於個體

識別、親子關係鑑定及法醫物證等。 

1-4 聚二氧乙烯噻吩(Poly(3,4-ethylenedioxythiophene),PEDOT)簡介 

 聚二氧乙烯噻吩是一種新型的導電性高分子，是在 1991 年由德國 Bayer 公

司首先合成出來(Jonas and Schrader, 1991)，具有導電率高、環境穩定性好、

薄膜容易製作且透明性高等優點，分子結構如圖 1-1 所示。聚二氧乙烯噻吩目前

應用於許多方面，例如在抗靜電包裝、電化學容器、製備發光二極管與太陽能電

池等領域上，皆佔有一席之地。目前較受到注目的發展則是可成為超導體的原料

以及訊息儲存的材料，由於有上述多種的優點與潛在的發展性，因此受到科學家

們的重視，也使得聚二氧乙烯噻吩成為導電性高分子裡熱門的研究對象之一。 

 聚二氧乙烯噻吩、聚吡咯與聚苯胺等常見之導電性高分子，一樣皆可採用電

化學氧化還原法聚合在所需之載體上，但由於聚苯胺對環境污染的問題較高，穩

定性也較聚二氧乙烯噻吩差，並且聚二氧乙烯噻吩在導電度以及環境穩定性都高

於聚吡咯，因此本研究選用聚二氧乙烯噻吩來當作電極之材料。 
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圖 1-1  二氧乙烯噻吩(EDOT)與聚二氧乙烯噻吩(PEDOT)之化學結構圖(Xiao, et al. 
2007) 

1-5  對氨基苯甲酸(4-aminobenzoic acid, 4-ABA)簡介 

 對氨基苯甲酸通常的縮寫為 4-ABA 或 PABA，是維生素 B 的複合物之一，

其結構中之苯環上有一個羧酸基(-COOH)與一個氨基(-NH2)，如圖 1-2 所示。

4-ABA 通常為一種淡棕黃色晶體，純品為無色針狀晶體，久置空氣或者曝光太

久容易氧化而變成黃色，並可穩定的溶於酸鹼溶液中，易溶於沸水、醇、醚、乙

酸乙酯和冰醋酸，稍溶於冷水；此外，4-ABA 是生物合成葉酸的一個中間體，

也存在自然界中多種食物裡(Budavari, 1996)，其存在的形式多以游離態或者以

酯類(ester)化合物為主。 

 

圖 1-2  對氨基苯甲酸之化學結構式 



 7

1-6  道諾霉素(daunomycin, DNM)簡介 

 去氧核糖核酸(DNA)為生物傳遞遺傳訊息的主要工具。許多小分子能夠

與DNA發生交互作用並破壞其結構，進而影響到基因的調控和表達的功能，小

分子與DNA作用可分為表面結合、溝槽結合與嵌入結合三種模式(Jiang, et al., 

2007)，Zhao與Barthwal等人分別利用共振拉曼光譜(Resonance Raman 

spectroscopy, RR)(Zhao, et al., 1994)以及核磁共振(Nuclear Magnetic 

Resonance, NMR)(Barthwal, et al., 2006) 分析DNM與DNA之間的交互作用，

經實驗指出DNM與DNA作用是通過與G≡C鹼基對之間的作用而嵌入DNA的雙股

螺旋結構中，這種嵌入作用並不會破壞鹼基對之間的氫鍵結合，也不會影響到道

諾霉素的活性。相反的，DNM對於單股DNA僅具微弱的交互作用能力(Changhou, 

et al., 1999)。 

道諾霉素是一種被臨床廣泛使用具有高度抗癌細胞活性的蔥環類藥物，尤其

適用在急性白血病的治療，核酸為此類藥物主要作用的目標。此化合物由一個平

坦的疏水四環素環與一個六碳氨糖所構成(如圖1-3)，兩者之間通過糖苷鍵相

連，且由於環上有一部分為醌式結構，得到電子後會於使結構帶負電，使得道諾

霉素可以參與電子轉移反應而具有電化學活性(Sun, et al., 1998)，其反應機構如

圖1-4。 
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圖1-3  道諾霉素化學結構式(Trieb, et al., 2004) 

 

 

圖1-4  道諾霉素電化學氧化還原反應機構圖(Malatesta, et al., 1984) 

 

於1994年Hashimoto等人利用了石墨電極上具有低氧化電位和高電流密度

之道諾霉素對單鏈DNA(ss-DNA)與雙鏈DNA(ds-DNA)之電化學識別進行了研

究，並首先將其作為電化學雜合指示劑應用於目標DNA之檢測，獲得了10-8 g/ml

的檢測極限(Hashimoto, et al., 1994)，並由此揭開了利用道諾霉素作為電化學

DNA生物感測器之電化學指示劑的大門。 
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1-7  研究動機與方法 

最新的人類基因解碼結果顯示，人類基因約有 3萬個，不過目前已知其功

能的基因卻還不到其十分之一。透過了解疾病與特定基因間的關係，使得疾病

的診斷與治療將可更加精確。 

人類基因解碼後許多引發疾病與誘導癌症之基因序列被找出，但仍有許多

學者正積極的研究並尋找新的致病基因序列。如何快速檢測出樣品中是否有含

致病基因存在以及該致病基因於樣品中濃度的多寡，是一個值得研究的方向；

由於電化學 DNA 生物感測器能夠憑藉 DNA 本身具有的特異性親和力，能快速

的識別特定序列之 DNA，因此製作可以快速檢驗特定致病基因之電化學 DNA

生物感測器為一個值得探討的研究方向。 

如何有效的將探針 DNA 穩定的固定在電極上，為製作 DNA 生物感測器的

關鍵影響因素。本論文則是探討 DNA 電化學感測於碳糊電極(CPE)及白金電極

上之研究(DNA/4-ABA/CPE、DNA/MWNT/CPE 與 DNA/4-ABA/PEDOT/Pt)，此

系統是先在電極上修飾羧酸基接著以 1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亞胺鹽酸

鹽(1-Ethyl-3-(3-dimenthylaminopropyl)carbodiimide, EDC)與 N-羥基琥珀硫亞

氨(N-Hydroxysuccinimide, NHS)為表面活化劑與媒合劑，將一端修飾氨根(-NH2)

之單股探針 DNA 固定在電極上(Teh, et al., 2005)，然後藉由電化學方法來偵測

與之互補的目標 DNA，但由於 DNA 雙股之間是以氫鍵互相結合，無共價鍵的生

成及電子轉移，無法依靠雜合目標 DNA 就能有電化學訊號之產生，因此需要添
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加電化學雜合指示劑來幫助產生電化學的訊號，選擇一個好的雜合指示劑除了可

以提供檢測之外，亦可提高感測器的選擇性與靈敏度。 

目前常見的雜合指示劑有亞甲基藍(Methylene blue, MB)、溴化乙錠

(Ethidium Bromide, EtBr)與道諾霉素等。亞甲基藍為目前使用率最高的電化學雜

合指示劑之一，其作用與 DNA 中之 G 鹼基(鳥糞嘌呤)產生共價作用(Kara, et al., 

2002, Yang, et al., 2002)，因為 ss-DNA 其雙股螺旋結構被破壞，大部分鹼基都

暴露於外在環境，而 ds-DNA 中的 G 鹼基卻受到外圍雙股螺旋的磷酸骨架屏蔽，

因此反應活性明顯比 ss-DNA 來的低(約 200 倍)(Tani, et al., 2001)，因此若使用

MB 為 DNA 生物感測器之電化學指示劑，得到的訊號與雜合濃度成反比，對於

檢測互補序列濃度有所侷限。溴化乙錠因具扁平結構而可以嵌入 DNA 之結構

內，長久以來普遍應用於 DNA 之染劑，由於 EtBr 與 DNA 結合後影響到核酸複

製之過程，進而導致癌症之發生，因此被認定為是一種有毒性之致癌物質或突變

劑，因此處理含 EtBr 之溶液與廢液時得更加小心。由於道諾霉素能夠識別

ss-DNA 與 ds-DNA，及能夠嵌入 DNA 雙股螺旋分子結構的鹼基中又不會改變

DNA 之結構，並具有電化學活性，因此挑選道諾霉素作為本實驗所使用之電化

學指示劑。 
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第二章  實驗藥品、儀器與流程簡介 

2-1 實驗儀器設備 

    本論文所使用的儀器設備如下表 2-1 所示： 

表 2-1 本論文使用儀器設備一欄表 

儀器名稱 製造商名稱 型號 

Electrochemical Analyzer 

(電化學分析儀) 

CH Instruments 

(Austin, USA) 

CHI621B 

FESEM  

(場發式掃描電子顯微鏡) 

JEOL 

(Tokyo, Japan) 

JSM-7000F 

Fourier-Transform       

Infrared Spectrometer(FTIR) 

(霍氏轉換紅外光譜儀) 

Bomem 

(Canada) 

DA8.3 

Hotplate Stirrer 

(磁石攪拌加熱器) 

LabTECH 

(Beijing, China) 

LMS-1003 

Micro-Electronic Balance 

(微量電子天秤) 

OHAUS 

(New Jersey, USA) 

AR1530 

 

Micro-Pipette  

(微量移液吸取器) 

Eppendorf 

(Hamburg, Germany) 

Research 

1000/200/100/20/2.5

Oven 

(烘箱) 

DENG YNG 

(Taipei, Taiwan ) 

DOV30 

 

pH meter 

(酸鹼度計) 

Suntex 

(Taipei, Taiwan ) 

SP-701 
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refrigerator( 4°C＆-20℃) 

(一般冰箱) 

TECO 

(Taipei, Taiwan ) 

RE7222 

 

TEM  

(穿透式電子顯微鏡) 

JEOL 

(Tokyo, Japan) 

JEM-2010 

Ultrapure Water system 

(超純水機) 

Barnstead 

(Dubuque,Iowa, USA)

NANO  

pure DlamondTM 

UV/visible Spectrophotometer 

(紫外線及可見光光譜儀) 

Spectronic 

instruments 

(New York, USA) 

Genesys2 

Vortex-Mixer 

(試管震盪器) 

Scientific Industries 

(New York, USA) 

VORTEX-2 GENIE 

Thermostat Bath 

(恆溫水浴槽) 

FIRSTEK 

(Taipei, Taiwan ) 

B206 
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2-2 實驗藥品 

    本論文所使用的實驗藥品相關資訊如下表 2-2 所示： 

表 2-2 本論文使用藥品一欄表 

藥品名稱 廠商 產品序號 藥品等級

4-Aminobenzoic acid 

(4-ABA) 

Sigma 

(St. Louis, MO, USA) 
A9878-25G 99％ 

Daunorubicin Hydrocholride 

(DNM) 

Sigma 

(St. Louis, MO, USA) 
D8809-1MG  

2,3-Dihydrothieno[3,4-b]-1,4

-dioxin 

(EDOT) 

Aldrich 

(St. Louis, MO, USA) 483028-10G  

Dipotassium 

hydrogenphosphate 

Showa 

(Tokyo, Japan) 
1645-8150  

Disodium 

hydrogenphosphate 

Kento 

(Tokyo, Japan) 
37243-00  

1-Ethyl-3-(3-dimenthylamin

opropyl)carbodiimide HCl 

(EDC) 

Pierce 

(Boston, USA) 22980  

Graphite  Fluka 

(Buchs, Switzerland) 
50870 ≦0.1mm

Hydrochloric acid Merck 

(Darmstadt, Germany) 
1.00317.2000 Analysis

Lithium perchlorate Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA) 
20528-1 95％ 
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Multi-wall Carbon Nanotube 

(MWNT) 

東成昌 

(Taipei, Taiwan)  95％ 

N-Hydroxysuccinimide 

(NHS) 

Pierce 

(Boston, USA) 

24500 

 
 

Nitric acid Merck 

(Darmstadt, Germany) 
1.00456.1000 Analysis

Paraffin oil Fluka 

(Buchs, Switzerland) 
76235  

Potassium 

dihydrogenphosphate 

Kento 

(Tokyo, Japan) 
32379-00  

Potassium chloride(KCl) Showa 

(Tokyo, Japan) 
1630-5150  

Platinum 麗山 

(Tainan, Taiwan) 
PT35004 99.95％

Sodium chloride Merck 

(Darmstadt, Germany) 
1.6404.1000 Analysis

Silver 麗山 

(Tainan, Taiwan) 
AG35004 99.95％

Sodium hydroxide Merck 

(Darmstadt, Germany) 
1.06498.1000 Analysis

Sulfuric acid Merck 

(Darmstadt, Germany) 
1.00781.1000 Analysis
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2-3 DNA 引子 

 本論文所使用的 DNA 引子相關資訊如下表 2-3 所示： 

表 2-3 本論文使用之引子一欄表 

引子編號 序列(5’→3’) 備註 TM(℃)

THU-DJ1 CGCCGGCCACGAGAATAGCaminoC6 3'端修飾氨根 52.4 

THU-DJ2 GCTATTCTCGTGGCCGGCG 
與THU-DJ1完

全互補 
52.4 

THU-DJ3 GCTATTCTCATGGCCGGCG 
與THU-DJ1有
一個鹼基錯配 

50.3 

THU-DJ4 GCTATTCTTAGGGCCGGCG 
與THU-DJ1有 

三個鹼基錯配 
50.3 

THU-DJ5 GCTATTCCTAGAGCCGGCG 
與THU-DJ1有 

五個鹼基錯配 
50.3 
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2-4 實驗流程 

 分別以碳粉、奈米碳管及白金為工作電極，經過修飾 4-ABA 或酸處理使電

極於表面生成羧酸基後，用 EDC 與 NHS 將一端修飾氨根之 DNA 探針與電極形

成肽鍵後固定於電極表面，製成 DNA 生物感測器。感測時感測器先與待感測之

目標 DNA 行雜合作用形成雙股 DNA，浸入道諾霉素溶液中使道諾霉素嵌入雙股

DNA 之間，最後以 DPV 法檢測嵌入雙股 DNA 之道諾霉素，並討論因檢測樣品

之不同所得之訊號。 

 

圖 2-1 實驗架構 
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第三章  探討以碳粉與多層奈米碳管為 DNA 生物感測器之材料 

3-1 實驗目的 

 在許多研究中，碳粉(carbon powder)與多層奈米碳管(MWNT)常被應用於製

作 DNA 之生物感測器，其原因除了它們易製作成電極之外，單位體積之總表面

積大也是一個受矚目的優點；因此本章節的主要目標為使用碳粉與多層奈米碳管

來製成 DNA 生物感測器，並通過實際的感測，討論不同修飾條件對 DNA 生物

感測器感測效果之影響。 
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3-2 實驗原理 

3-2-1  核酸探針固定化原理 

 如何將核酸探針穩定的固定在電極片上為製備 DNA 生物感測器之關鍵，由

於形成共價鍵比物理吸附以及氫鍵吸附等方法都要來的穩固，因此將核酸探針通

過共價鍵固定在電極片上為最合適之方式。以何種共價鍵鍵結則由電極上之自由

官能基與核酸探針之末端官能基決定，而生成共價鍵難易程度則也是主要的考量

因素。 

圖 3-1 為 EDC 與 NHS 交互作用後將羧酸基與氨根形成共價鍵之流程圖，

從圖中可以看到含有羧酸基的編號 1 分子，先與官能基媒合活化劑 EDC 進行反

應後形成一個不穩定之反應中間體，接著再與輔助媒合劑 NHS 反應形成一個半

穩定之中間體，最後加入含有氨根之編號 2 分子與半穩定之中間體反應，結果在

編號 1 與編號 2 兩分子之間形成肽鍵並將兩分子以共價鍵連結，形成一個穩定

的型態。 

本研究首先在電極上修飾羧酸基(-COOH)而在核酸探針上修飾氨根

(-NH2)，然後利用 EDC 與 NHS 活化羧酸基後，使羧酸基與氨基形成肽鍵(peptide 

bond) (Sehgal and Vijay, 1994)，最後將核酸探針以共價鍵之方式固定在電極片

上，製成 DNA 生物感測器。 
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圖 3-1  EDC 與 NHS 活化羧酸基流程圖 
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3-2-2  道諾霉素於 DNA 生物感測器之應用 

 道諾霉素以糖苷鍵連結之兩平面具有彈性，當兩平面處於不同角度時與雙鏈

DNA作用方式亦不同。圖3-2之(A)、(B)與(C)為當糖苷鍵連接兩平面角度呈59°、

137°與159°時道諾霉素嵌入DNA的示意圖，在59°的型態道諾霉素與鳥嘌呤(G)

產生3個氫鍵，137°型態時道諾霉素與胞嘧啶(C)產生2個氫鍵，159°型態時道

諾霉素與胞嘧啶(C)與胸腺嘧啶(T)分別產生2個氫鍵與1個氫鍵。 

本研究主要是希望利用道諾霉素嵌入雙股DNA結構之後，利用其具有產生

電化學氧化還原的訊號之結構，接上電化學分析儀後產生電化學訊號，藉此可以

了解與探針互補之目標DNA的濃度，同時亦可利用道諾霉素對單鏈DNA交互作

用差之特性，感測目標DNA與探針DNA為互補或是錯配之程度。 
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圖3-2  道諾霉素兩平面呈59°(A)、137°(B)與159°(C)時嵌入DNA結構示意圖

(Trieb, et al., 2004) 
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3-2-3  多層奈米碳管表面羧酸基化之原理 

 奈米碳管為1991年由Iijima利用電弧法合成C60分子時，偶然於陰極發現針狀

物(Iijima, 1991)，其管狀結構具數十層石墨網狀結構，具有優異的機械性質，其

抗拉強度為20GPa，楊氏係數為1TPa，並在其他方面有許多特質如高表面積、

高韌性、高熱導度及導電性，因此具有潛在的用途。但由於奈米碳管之間具有吸

引力，易聚集在一起不易分散於水或有機溶液中，為了提高其應用價值，將奈米

碳管表面官能基化可以幫助奈米碳管分散於溶劑中，也可增加奈米碳管與其他物

質的結合能力。奈米碳管的官能基化研究最初是以奈米碳管的化學切斷作用開

始。有研究指出，利用強酸溶液對奈米碳管進行化學切斷作用，可以得到開口之

奈米碳管(Tsang, et al., 1994)。在之後的研究中，發現開口後的奈米碳管頂端含

有一定數量的官能基團，如羧基、羰基等(Hiura, et al., 1995, Lago, et al., 

1995)。此外，奈米碳管的長度為數十微米到數百微米，且可反應的位點會很有

限，有研究利用硫酸與硝酸比為3：1(v/v)的混合酸液，經超音波震盪處理後，可

將奈米碳管切成100～300 nm且兩端開口的小碳管(Kuznetsova, et al., 2001)。

而在反應的過程中碳管的管壁或頭尾末端會因反應而成含氧的官能基，其中包括

羧基、羰基及醇基。 

 多層奈米碳管之氧化作用機制為：當硫酸與硝酸混合後產生SO2與NO2和自

由氧原子，如果兩個自由氧原子與奈米碳管結構中的一個碳原子結合，即形成

CO2氣體分子，此過程造成奈米碳管結構破損甚至產生斷裂之行為，因此酸處理

奈米碳管一方面可使得奈米碳管產生切斷之效應，將原本長的碳管切成數百nm
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長之小碳管，另一方面使得奈米碳管斷裂處的碳原子由於不飽和而被活化，容易

被氧化成羧酸基或其他官能基團。當一個氧原子與一個碳原子結合時，可能在奈

米碳管上形成一個羰基(C=O)，並進而與水中的H+、OH-以及自由氧原子等結合

形成羧酸基(-COOH)，或羥基(-OH)等含氧的官能基，其氧化作用的主要化學反

應如下(魏向辰，2007)： 

H2SO4+HNO3+C→SO2↑+NO2↑+CO2↑+H2O 

 

圖3-3  羧化奈米碳管示意圖(林彥文, 2004) 
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3-2-4  微分脈衝伏安法(Differential Pulse Voltammetry, DPV) 

 圖3-4為微分脈衝伏安法所施加之電位波形圖，其電位施加方式是從一固定

的初始電位開始(Ei)開始，週期性的將一固定振幅的脈衝電位(pulse amplitude, 

ΔE)施加在一隨時間做線性增加的電位掃描線上，直到設定之末電位(Ef)為止，

施加的脈衝電位之週期稱為脈衝週期(pulse period, T)，而脈衝電位持續的時間

稱為脈衝寬度(pulse width, P)，然後分別在每一次施加脈衝電位前16.7ms 

(sample width, S1)與施加脈衝電位結束前16.7ms(sample width, S2)分別測量電

流，而將這兩點所測得的電流值相減的電流差(Δi=i2-i1)即為測得訊號。此種電位

掃描方式最大的優點是能夠削減背景電流，以提高訊號對電流的比值(S/N)。其

方法是利用瞬間施加上脈衝電位後，法拉第電流(faraday current, If)與充電電流

(charging current, Ic)皆會急速上升，接著兩者皆會隨著時間而降低，其中充電電

流降低的速度遠高於法拉第電流，因此在脈衝電壓結束前取電流時(S2)，充電電

流已經降得很低，且與在ES1所測得的充電電流幾乎相等，故i2- i1所得之Δi值幾

乎是由待分析物氧化或還原所得的電流訊號。 
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圖3-4  微分脈衝伏安法施加電位波形圖 
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3-3 實驗步驟 

 本研究中所使用之電極材料，分為碳粉、多層奈米碳管(MWNT)。碳粉製成

碳糊電極後利用循環伏安法或定電流法聚合 4-ABA，多層奈米碳管則是經過酸

處理後製成碳糊電極；於電極表面生成羧酸基(-COOH)之後，使用 EDC 與 NHS

將羧酸基活化，藉此將已修飾氨根(-NH2)之核酸探針以形成肽鍵之方式固定在電

極上，製成所需之 DNA 生物感測器，以下分別加以說明。 

3-3-1  4-ABA/CPE 電極之製備 

3-3-1-1  CPE 電極之製備 

1. 將直徑 0.3 cm 之聚乙烯(PE)管切成 1.0 cm 的長度，並保持切面之平整。 

2. 截取適當長度之導線，剝去 0.5 cm 之絕緣部份將導線部份放入塑膠管，接

著用熱融膠封住，待熱融膠冷卻後秤取碳糊電極容器之重量，完成電極容器

之製作。 

3. 將秤取的 0.2 g 之碳粉與 0.0656 g 之石蠟油以 3:1(W/W)的比例混合，並在

瑪瑙缽上混合均勻後填入步驟 2.製成之碳糊電極容器內，待填至電極容器內

部緊實後將電極表面磨至光滑，最後秤取電極片總重量後，求得填入電極容

器內碳糊的總重，並放入 4℃冰箱保存待用。 
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3-3-1-2  4-ABA 循環伏安法聚合流程 

1. 秤取0.01 g之4-ABA，溶解至0.1 M之LiClO4溶液中，配製成6 mM之4-ABA

溶液 12.3 ml。 

2. 取步驟 1.之溶液 3 ml，稀釋成 3 mM 之 4-ABA 溶液 6 ml，將 3-3-1-1 節所

製成之電極片置入 4-ABA 溶液中，直至電極表面完全沒入溶液中。 

3. 將步驟 2.之裝置如圖 3-5 所示完成線路連結。 

4. 啟動電化學分析儀做循環伏安實驗掃描，掃描電位範圍為 0.0~1.4 V，掃描

速率為 10 mV S-1，掃描圈數為 20 圈，溫度為 25℃。 

5. 以上述方法製備好 4-ABA/CPE之電極後，用鱷魚夾固定在試管內保存待用。 

3-3-1-3  4-ABA 定電壓法聚合流程 

1. 秤取0.01 g之4-ABA，溶解至0.1 M之LiClO4溶液中，配製成6 mM之4-ABA

溶液 12.3 ml。 

2. 取步驟 1.之溶液 3 ml，稀釋成 3  mM 之 4-ABA 溶液 6 ml，將 3-3-1-1 節

所製成之電極片置入 4-ABA 溶液中，直至電極表面完全沒入溶液中。 

3. 將步驟 2.之裝置如圖 3-5 所示完成線路連結。 

4. 啟動電化學分析儀做定電壓實驗掃描，電壓定為 1.0 V，時間為 2400 秒。 

5. 以上述方法製備好 4-ABA/CPE之電極後，用鱷魚夾固定在試管內保存待用。 
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3-3-2  酸處理多層奈米碳管(MWNT)電極之製備流程 

3-3-2-1  酸處理 MWNT 之流程 

1. 在血清瓶內以 3:1(v/v)的比例混合 97%的 H2SO4與 65%的 HNO3。 

2. 秤取 0.2 g 之多層奈米碳管加入血清瓶。 

3. 在 25℃與 50℃下超音波震盪 3 小時。 

4. 使用濾紙過濾酸處理後之多層奈米碳管，並用去離子水沖洗至濾液之 pH 值

為 7。 

5. 使用冷凍乾燥機乾燥 8 小時，收集並稱重後放入乾燥箱內保存待用。 

3-3-2-2  製備酸處理 MWNT 電極 

1. 將直徑 0.3 cm 之 PE 管切成 1.0 cm 的長度，並保持切面之平整。 

2. 截取適當長度之導線，剝去 0.5 cm 之絕緣部份將金屬部份放入塑膠管，接

著用熱融膠封住，待熱融膠冷卻後秤取碳糊電極容器之重量，完成電極容器

之製作。 

3. 取經酸處理之多層奈米碳管 0.1312 g 與石蠟油 0.0656 g 以 2:1(W/W)的比

例混合，並在瑪瑙缽上混合均勻後填入步驟 2.製成之電極容器內，待填至電

極容器內部緊實後將電極表面磨至光滑，最後秤取電極片總重量後，放入冰

箱保存待用。 
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圖 3-5 電化學分析儀裝置圖 
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3-3-3 工作電極之導電度測試 

1. 秤取 1.6463 g 之赤血鹽與適量之去離子水，配製成 0.01 M，500 ml 之赤血

鹽溶液。 

2. 取上述步驟中之 0.01 M 赤血鹽溶液 30 ml 於 100 ml 燒杯中，將所製備完成

之工作電極(4-ABA/CPE 或 MWNT/CPE)分別置入赤血鹽溶液中，直至電極

表面完全沒入溶液中。 

3. 將步驟 2.中之電解槽如圖 3-5 所示完成線路連結。 

4. 啟動電化學分析儀做循環伏安實驗掃描，掃描電位範圍為-0.5~0.8 V，掃描

速率為 20 mV S-1，掃描圈數為 10 圈。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 31

3-3-4  DNA 生物感測器感測完全互補序列之靈敏度 

此實驗為本研究中最主要之部份，本實驗中利用前述步驟所得之各工作電極

( 4-ABA/CPE 或 MWNT/CPE )為感測電極片，實驗裝置如前述之圖 3-4 所示；

其中參考電極為 Ag/AgCl ，相對電極為白金絲，實驗中以 PBS 緩衝液(pH=7.4)

為感測溶液。 

3-3-4-1 實驗操作程序 

1. 秤取 0.0096 g 之 EDC 與 0.0092 g 之 NHS，溶入 1 ml 之 0.05 M 磷酸緩衝

液(pH=7.0)，配製成 EDC 為 50 mM，NHS 為 80 mM 之溶液(Lin, et al., 

2007)。 

2. 將前述步驟完成之各工作電極(4-ABA/CPE或MWNT/CPE)固定於鱷魚夾上

並將電極面朝上，滴上步驟 1.所配製成之溶液 20 μl，在室溫下(25℃)反應 1

小時。 

3. 待步驟 2.完成後先以 PBS 緩衝液(pH=7.4)沖洗，接著在電極片上滴不同濃

度(1.75 μM 與 3.50 μM)之核酸探針溶液(DJ1) 20 μl，在室溫下(25℃)反應

12 小時。 

4. 待步驟 3.取出各工作電極後，先以 PBS 緩衝液(pH=7.4)沖去未與電極連接

之核酸探針，接著滴上不同濃度之目標引子(DJ2) 20 μl，在 55℃之條件下

反應 1 小時。 

5. 取出步驟 4.所製成之工作電極後，以 PBS 緩衝液(pH=7.4)沖去未與電極上



 32

探針雜合之目標引子，之後以鱷魚夾固定在試管內待用。 

6. 取 3 μl之 1 mM道諾霉素溶入 2997 μl之PBS緩衝液(pH=7.4)，配製成 1 μM

之道諾霉素溶液，接著將步驟 5.所製成之工作電極表面完全浸入後，磁石攪

拌 15 分鐘。 

7. 取 6 ml 之 PBS 緩衝液為感測溶液，將步驟 6.所製成之各工作電極置入，直

至電極表面完全沒入溶液中。 

8. 將步驟 7.之電解槽如圖 3-5 所示完成線路連接。 

9. 啟動電化學分析儀做微分脈衝伏安法實驗掃描，掃描電位範圍為 0.2~0.7 

V，振幅( amplitude )為 0.05 V，脈寬( pulse width )為 0.06 秒，脈衝週期

( pulse period )為 0.2 秒。 
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3-4  實驗結果與討論 

3-4-1  電極之掃描式電子顯微鏡分析 

在利用 SEM 分析電極表面型態之前，先利用濺鍍機於樣品表面鍍上白金，

以增加導電度，提高 SEM 掃描的清晰度；所有製備得到之電極表面樣品，SEM 

型態分析之放大倍率均控制在 1000~5000 倍。 

a. 未經修飾與經對胺基苯甲酸(4-ABA)修飾之碳糊電極 

碳糊電極擁有生產成本低與製作方法簡便之優點，卻在電極表面無法提供官

能基以便作 DNA 固定化之用，因此可以在電極表面進行修飾，來提供所需之官

能基，並達到本研究製備 DNA 生物感測器之目標。 

圖 3-6 與圖 3-7 為未經修飾對胺基苯甲酸之碳糊電極表面的 SEM 分析結

果，而圖 3-8 與圖 3-9 為碳糊電極經循環伏安法聚合對胺基苯甲酸之後所得到之 

SEM 表面型態分析之結果。比較圖 3-6 與圖 3-8 之差異，顯示碳粉在修飾前後

均具片狀形態，但從圖 3-6 發現在聚合對胺基苯甲酸之前，碳粉呈現一個顏色較

為均勻的型態，且碳粉碎片之表面較為完整平滑，反觀經過聚合對胺基苯甲酸之

後，在碳粉碎片之上出現裂縫且顏色也變深，這應為經修飾對胺基苯甲酸步驟後

碳粉碎片被對胺基苯甲酸包覆而導致呈現顏色變深之現象。 
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圖 3-6 未經修飾之碳粉的 SEM 圖(1000 倍) 

 

 

圖 3-7 未經修飾之碳粉的 SEM 圖(5000 倍) 
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圖 3-8 碳粉以循環伏安法聚合 4-ABA 之 SEM 圖(1000 倍) 
聚合液：[4-ABA]=3mM, [LiClO4]=0.1M 

掃描範圍:0.0~1.4V, 掃描速率:10mV/s, 掃描圈數:20 

 

 

圖 3-9 碳粉以循環伏安法聚合 4-ABA 之 SEM 圖(5000 倍) 
聚合液：[4-ABA]=3mM, [LiClO4]=0.1M 

掃描範圍:0.0~1.4V, 掃描速率:10mV/s, 掃描圈數:20 
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b. 經酸處理前後之多層奈米碳管 

奈米碳管為 90 年代所發現之一種新的碳結構，因為其管徑與型態之不同可

以使奈米碳管擁有金屬導體或半導體之特性，尤其作為電極使用時，其高導電之

性質亦是一個令人矚目的特性，且奈米碳管之表面存在著許多化學活性高之缺

陷，可以應用化學方法在奈米碳管之表面缺陷進行修飾而得到羧酸基(-COOH)，

進而達到本研究製作 DNA 生物感測器之目標。 

圖 3-10 與圖 3-11 為多層奈米碳管經酸處理前之 SEM 細微型態分析之結

果，而圖 3-12 與圖 3-13 則是在 25℃條件下經酸處理氧化後所得到之 SEM 細

微型態分析之結果，圖 3-14 與 3-15 則是在 50℃條件下經酸處理氧化後所得到

之 SEM 細微型態分析之結果。由圖中可以清楚的看到，未經酸處理的多層奈

米碳管長度較長可以達到數十微米，但經過了 25℃與 50℃條件下的酸處理之

後，奈米碳管長度則只剩數微米與數百奈米，證明經酸處理之多壁奈米碳管表面

被破壞而造成斷裂，並使得原本的長度會縮短，此現象符合文獻中利用強氧化劑

氧化奈米碳管之表面缺陷處而形成羧酸基，並造成碳管之斷裂，導致碳管長度的

縮短(魏向辰，2007)。 
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圖 3-10 奈米碳管未經酸處理之 SEM 圖(5000 倍) 

 

 

圖 3-11 奈米碳管未經酸處理之 SEM 圖(30000 倍) 
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圖 3-12 酸處理奈米碳管之 SEM 圖(5000 倍) 
酸處理條件:[H2SO4:HNO3]=3:1, 溫度:25℃ 

 
 

 

圖 3-13 酸處理奈米碳管之 SEM 圖(30000 倍) 
酸處理條件:[H2SO4:HNO3]=3:1, 溫度:25℃ 

 



 39

 

圖 3-14 酸處理奈米碳管之 SEM 圖(5000 倍) 
酸處理條件:[H2SO4:HNO3]=3:1, 溫度:50℃ 

 

 

圖 3-15 酸處理奈米碳管之 SEM 圖(30000 倍) 
酸處理條件:[H2SO4:HNO3]=3:1, 溫度:50℃ 
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3-4-2  電極之穿透式電子顯微鏡分析 

穿透式電子顯微鏡是利用高能量電子束(一般約在 100 keV~1 MeV)穿透厚

度低於 100 nm 之待測樣品，和樣品內的各種組織產生不同程度之散射，散射後

之電子束以不同路徑通過後續的透鏡組合，形成明暗對比之影像，接著利用 CCD

轉成數位訊號後，於電腦螢幕上顯現並儲存影像。 

圖 3-16 到圖 3-18 為多層奈米碳管經酸處理前之 TEM 細微型態分析之結

果，圖 3-19 與圖 3-21 為多層奈米碳管經酸處理後之 TEM 細微型態分析之結果；

從圖中可看到經酸處理前後之多層奈米碳管在各 TEM 圖中呈現多層次之樣貌，

且未經酸處理之多層奈米碳管之最外層管壁都呈現完整的樣貌，反觀經酸處理後

之多層奈米碳管，在較小的放大倍率下與經酸處理前之 TEM 圖並無太大之差

別，但在倍率較大之 TEM 圖即可看見碳管之最外層呈現模糊之樣貌，說明經酸

處理後之多層奈米碳管外層被強氧化劑給氧化，並造成碳管之管壁的破壞，進而

導致碳管的斷裂，碳管斷裂處是否符合文獻所說生成羧基等官能基，則需進一步

做確認。 
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圖 3-16 多層奈米碳管未經酸處理之 TEM 圖 

 
 

 
圖 3-17 多層奈米碳管未經酸處理之 TEM 圖 
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圖 3-18 多層奈米碳管未經酸處理之 TEM 圖 

 
 

 

圖 3-19 多層奈米碳管經酸處理之 TEM 圖 
酸處理條件:[H2SO4:HNO3]=3:1, 溫度:25℃ 
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圖 3-20 多層奈米碳管經酸處理之 TEM 圖 
酸處理條件:[H2SO4:HNO3]=3:1, 溫度:25℃ 

 

 

圖 3-21 多層奈米碳管經酸處理之 TEM 圖 
酸處理條件:[H2SO4:HNO3]=3:1, 溫度:25℃ 
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3-4-3  能量分散式光譜儀(EDS)元素分析 

當電子束撞擊樣品中組成上成份元素之原子時，特定能量上之電子可能被撞

離原有軌域而形成二次電子，其他較高能階之電子就會過來補充，此種電子在不

同能階上的跳動將釋出能量，並以X射線表現。由於不同元素之原子每一電子能

階各不相同，從所接收到的X光之波長或能量便可判定其為何種元素的哪一個電

子能階所釋出，再利用放大器作訊號放大，最後在螢幕上顯示光譜，藉此可分析

樣品中組成成份元素之種類。 

3-4-3-1  多層奈米碳管經酸處理前後比較 

圖 3-22 為比較多層奈米碳管經酸處理前後之能量分散式光譜儀元素分析

圖，從圖中可看到未經酸處理之多層奈米碳管碳元素的比例為 93.6 %且無氧元

素之存在，但經過酸處理之後碳元素的比例下降至 87.3 %，而氧元素之比例則

提高至 9.1 % ，雖然可能有部分為未清洗乾淨之 H2SO4 所提供之氧原子，但硫

元素所佔之比例極少，經按 S:O=1:4 比例扣除後，在多層奈米碳管管壁上仍有

約 7.0 % 之氧元素存在，證明多層奈米碳管之管壁經過酸處理之後被氧化，造

成氧元素之訊號產生，說明含氧官能基的存在。 



 45

 

 

 

 

 
圖 3-22 多層奈米碳管酸處理前後之能量分散式光譜儀元素分析圖 

酸處理條件:[H2SO4:HNO3]=3:1, 溫度:25℃ 
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3-4-4  電極之傅立葉轉換紅外線光譜(FTIR)分析 

紅外線光譜乃是利用待研究物質對紅外線輻射吸收之特性，將其轉成分子轉

動動能或振動能，分子中如存在特殊官能基則往往會吸收特定之波長；因本研究

所需之羧酸基可分成兩種基本的官能基， C=O 與 O-H ，其特定吸收鋒之波長

分別在 1680 cm-1~1750 cm-1 之間與 3230 cm-1~3550 cm-1 之間，在本研究中

波長範圍選取為 450 cm-1~4000 cm-1。 

a. 多層奈米碳管經酸處理前後之對照 

圖 3-23 為奈米碳管經酸處理前後之紅外線光譜訊號對照圖，由於使用紅外

線光譜儀偵測奈米碳管時，不易產生明顯之波峰訊號，為了得到較易觀察之波

峰，因此以經酸處理多層奈米碳管之紅外線光譜數據，除以未經酸處理多層奈米

碳管所得之紅外線光譜儀數據，所得之數據整理後即為經酸處理後之所生成之主

要官能基波峰吸收訊號；由圖中可看到幾個明顯之波峰，分別列於表 3-1 之中，

由此可以確定經酸處理之奈米碳管管壁被強氧化劑氧化而生成了羰基(C=O)、羥

基(-OH)及羧酸基(-COOH)等官能基。 
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表 3-1  多層奈米碳管經酸處理之紅外線光譜分析波峰與官能基對照表 

波峰(cm-1) 官能基 

858 C-H 

1262 C-O 

1599 C=C 

1754 C=O 

3225 O-H 

 

 

圖 3-23 多層奈米碳管經酸處理前後之 FTIR 訊號相除比較圖 

酸處理條件:[H2SO4:HNO3]=3:1, 溫度:25℃ 
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3-4-5 經酸處理之奈米碳管親水性提昇之觀察 

取未經處理與經酸處理後之多層奈米碳管樣品加入去離子水後經超音波震

盪，圖 3-24(A)為經酸處理之多層奈米碳管，(B)為未經酸處理之多層奈米碳管，

圖 3-25 為經過一小時靜置後兩管之比較情形，而圖 3-26 為使用離心機以 10000 

rpm 離心 10 min 後之結果；從圖中可以清楚的看到未經處理之碳管一開始經超

音波震盪後，在水中之分散性仍然不佳，反觀經酸處理之碳管很均勻的分散在水

中。經過一小時之後，經酸處理之碳管仍然很均勻的分散在水中，但是未經酸處

理之碳管已經很明顯的看到沈澱之現象；經過離心之後經酸處理之碳管還是很均

勻的分散在水中，未經酸處理之碳管則大部分都沈澱在試管底部。 

由此可以很清楚的看到，經酸處理之碳管的親水性比未經酸處理之碳管來的

好，證明經酸處理之後碳管壁生成了親水之官能基團，才能夠使其在水中有較好

的分散，不因為靜置或離心而沈澱。 
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圖 3-24  碳管經酸修飾(A)與未修飾碳管(B)經超音波震盪後之親水性比較圖 

 

圖 3-25  碳管經酸修飾(A)與未修飾碳管 (B)經 1hr 靜置之親水性比較圖 

 

圖 3-26  碳管經酸修飾(A)與未修飾碳管 (B)經離心之親水性比較圖 
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3-4-6 碳糊電極(CPE)之電化學反應特性 

3-4-6-1 4-ABA/CPE 電極之製備 

 圖 3-27 為使用 CPE 電極在含 3.0 mM 對胺基苯甲酸的 0.1 M LiClO4溶液，

經不同圈數之循環伏安法處理，可以發現在 0.358 V 與 0.267 V 兩電壓下分別產

生了氧化與還原波峰，波峰電流會隨著掃描圈數之增加而增加，其原因為隨著掃

描圈數的增加而沈積在電極上之對胺基苯甲酸膜厚度也隨之增加，導致電化學活

性面積的增加，因此聚合產生之氧化與還原波峰電流增加。 

 

圖 3-27 碳糊電極聚合 4-ABA 之循環伏安圖 

聚合液：[4-ABA]=3.0 mM, [LiClO4]=0.1M 
工作電極：CPE 
掃描範圍：0.0 V~1.4 V(vs. Ag/AgCl) 
掃描速率：10 mV/s 
溫度：25℃ 
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3-4-6-2 碳糊電極(CPE)修飾前後之電極導電度變化 

 圖 3-28 為碳糊電極聚合對胺基苯甲酸前後以循環伏安法感測赤血鹽比較

圖；從圖中可以看到在聚合對胺基苯甲酸之前，碳糊電極感測赤血鹽具有明顯的

氧化波峰及還原波峰，但經過聚合對胺基苯甲酸之後，其循環伏安法圖顯示感測

赤血鹽波峰電流下降與文獻研究相同(Yang, et al., 2006)，此現象有兩種原因：

第一個原因為聚合於碳糊電極表面之 4-ABA 對於赤血鹽不具活性，在經聚合對

胺基苯甲酸之後，對胺基苯甲酸於電極表面生成一層聚合物後阻擋了電極表面與

赤血鹽溶液之接觸，因此檢測不出赤血鹽之氧化還原波峰；第二個原因為 4-ABA

為一種導電度不佳之物質，當 4-ABA 於電極表面生成一層聚合物後，降低了電

極之導電度，因此使得感測得到赤血鹽的氧化及還原波峰變小。因為赤血鹽為一

種電化學活性高之化合物，因此認為第二個原因為主要降低赤血鹽氧化還原波峰

之原因，但確切的原因還是得靠近一步實驗來做確認。 
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圖 3-28  修飾對胺基苯甲酸碳糊電極(4-ABA/CPE)與未修飾碳糊電極(CPE)感

測赤血鹽之循環伏安圖 

工作電極：4-ABA/CPE 與 CPE 
掃描範圍：-0.5 V~0.8 V(vs. Ag/AgCl) 
掃描速率：20 mV/s 
赤血鹽濃度：0.1 M 
溫度：25℃ 
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3-4-6-3 未經修飾電極感測道諾霉素 

由於道諾霉素在本研究中扮演一個指示劑之角色，因此要先測試道諾霉素是

否擁有一個好的電化學氧化還原特性，圖 3-29 為使用未聚合對胺基苯甲酸之碳

糊電極，以循環伏安法感測不同濃度之道諾霉素；從圖中可以清楚看到當 PBS

緩衝液中無道諾霉素存在時，並不會出現氧化及還原之波峰，但於 PBS 緩衝液

中添加道諾霉素使得濃度成為 1μM 之後，經循環伏安法感測後可以看到在電壓

為 0.5 V 時產生了電流為 0.3 μA 之氧化波峰，並在電壓為 0.4 V 時產生了電流為

0.2 μA 之還原波峰，增加道諾霉素濃度至 2 μM 之後，在電壓為 0.5 V 時產生了

電流高度為 0.6 μA 之氧化波峰，並在電壓為 0.4 V 時產生了電流高度為 0.4μA

之還原波峰，而波峰之電流會隨著濃度增加而增加並有著良好之線性關係，證明

道諾霉素為一個電化學活性高之物質，因此可應用在本實驗並作為電化學之指示

劑。 
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圖 3-29 以碳糊電極用循環伏安法感測不同濃度道諾霉素之循環伏安圖 

工作電極：CPE 
掃描範圍：0.0 V~1.0 V(vs. Ag/AgCl) 
掃描速率：50 mV/s 
緩衝液：PBS (pH=7.4) 
道諾霉素濃度：0 ~ 2 μM 
掃描圈數：10 圈 
溫度：25℃ 
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3-4-6-4 修飾不同濃度對胺基苯甲酸對 DNA 感測器靈敏度之影響 

本實驗探討以循環伏安法聚合不同濃度之對胺基苯甲酸以微分脈衝伏安法

感測目標 DNA 之影響，如圖 3-30 所示可以看到在修飾相同濃度之探針 DNA 並

感測相同濃度之目標 DNA，當對胺基苯甲酸濃度為 6.0 mM 與 9.0 mM 時，以微

分脈衝伏安法感測電流之波峰高度分別為 0.3 μA 與 0.4 μA，反觀當對胺基苯甲

酸濃度為 1.5 mM 與 3.0 mM 之情況下，微分脈衝伏安法感測電流之波峰高度分

別為 1.9 μA 與 1.8 μA，說明在對胺基苯甲酸濃度過高會抑制感測訊號，而降低

其濃度則可增加訊號。此結果也顯示對胺基苯甲酸的聚合所導致導電性的下降，

但考慮到濃度太低又會造成固定在電極上之探針 DNA 數量的減少，因此本研究

以後之實驗選擇修飾對胺基苯甲酸的濃度為 3.0 mM。 
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圖 3-30 碳糊電極修飾不同濃度對胺基苯甲酸感測道諾霉素之微分脈衝伏安圖 

工作電極：4-ABA/CPE 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
緩衝液：PBS (pH=7.4) 
溫度：25℃ 
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3-4-6-5 聚合不同圈數 4-ABA 對 DNA 感測器靈敏度之影響 

本實驗探討利用循環伏安法於碳糊電極上聚合對胺基苯甲酸時的聚合圈數

對以微分脈衝伏安法感測之影響，圖 3-31 為以循環伏安法聚合 3.0 mM 之對胺

基苯甲酸，改變不同聚合圈數對感測之影響；從圖中可以看到修飾相同濃度之探

針 DNA 並感測相同濃度之目標 DNA 之條件下，對胺基苯甲酸聚合圈數為 10 圈

與 30 圈之情況下，微分脈衝伏安法感測電流之波峰高度分別為 0.4 μA 與 0.8 

μA，而在聚合 20 圈之條件下，所得之波峰訊號高度為 1.8 μA，說明在電極上聚

合過多對胺基苯甲酸會導致電極導電度的下降而聚合過少對又會使羧基的數量

減少，進而造成固定之探針 DNA 數量減少，最後導致微分脈衝伏安法感測電流

之波峰電流降低，因此選擇以循環伏安法聚合 20 圈之對胺基苯甲酸作為之後實

驗之條件。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 58

 

 

 

 

 

圖 3-31 在碳糊電極上聚合不同圈數之 4-ABA 感測道諾霉素之微分脈衝伏安圖 

工作電極：4-ABA/CPE 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
緩衝液：PBS (pH=7.4) 
溫度：25℃ 
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3-4-6-6 修飾不同濃度之 DNA 探針對 DNA 感測器靈敏度之影響 

為了進一步改善感測條件，本實驗探討了於電極上修飾不同濃度之 DNA 探

針以感測不同濃度之目標 DNA，圖 3-32 為分別在電極片上修飾 1.75 μM 與 3.50 

μM 之 DNA 探針，並以微分脈衝伏安法分別感測 1.75 μM 與 3.50 μM 之目標

DNA；從圖中可以看到在電極上修飾 1.75 μM 與 3.50 μM 之 DNA 探針時，感測

1.75 μM 之目標 DNA 所得之微分脈衝伏安法波峰訊號皆約為 0.3 μA，說明於電

極片上修飾 1.75 μM 之 DNA 探針已經足夠，增加 DNA 探針也不會提高感測所

得到之波峰訊號。 

而在電極上修飾 1.75 μM 之 DNA 探針後，分別以微分脈衝伏安法感測 1.75 

μM 與 3.50 μM 之目標 DNA 時，發現微分脈衝伏安法波峰訊號為 0.3 μA 與 0.6 

μA，且當目標 DNA 的濃度增加兩倍時 DPV 感測電流之波峰高度也隨之增加兩

倍，顯示目標 DNA 的濃度與微分脈衝伏安法檢測之訊號呈現一個很好的線性關

係。 
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圖 3-32 修飾不同濃度之 DNA 探針感測不同濃度目標 DNA 之微分脈衝伏安圖 

工作電極：DNA/4-ABA/CPE 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
緩衝液：PBS (pH=7.4) 
溫度：25℃ 
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3-4-7 以奈米碳管為碳糊電極材料之電化學反應特性 

3-4-7-1  奈米碳管經酸處理前後製成 MWNT/CPE 之導電度變化 

 圖 3-33 為未經酸處理之奈米碳管製成碳糊電極後感測赤血鹽之循環伏安法

檢測圖，圖中可以清楚的看到氧化及還原波峰，而從圖 3-34 可看到使用經酸處

理後之奈米碳管所製成之碳糊電極，其背景電流遠大於使用未經酸處理奈米碳管

製成之碳糊電極，證明經酸處理後碳管被切斷導致於相同體積下可填充時可填充

較緊密，除了導致導電度增加，同時也增加了電極表面的活性面積。 

 

圖 3-33  MWNT/CPE 以循環伏安法感測赤血鹽 

工作電極：MWNT/CPE 
掃描範圍：-0.5 V~0.8 V(vs. Ag/AgCl) 
掃描速率：20 mV/s 
赤血鹽濃度：0.1 M 
溫度：25℃ 
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圖 3-34  以循環伏安法感測赤血鹽比較酸處理前後奈米碳管為碳糊電極材料 

工作電極：MWNT/CPE 
掃描範圍：-0.5 V~0.8 V(vs. Ag/AgCl) 
掃描速率：20 mV/s 
赤血鹽濃度：0.1 M 
溫度：25℃ 
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3-4-7-2 MWNT/CPE 感測道諾霉素 

為了測試道諾霉素在以奈米碳管為材料之碳糊電極上是否仍具有電化學之

活性，圖 3-35 為以奈米碳管為材料製成之碳糊電極，以循環伏安法感測不同濃

度道諾霉素之結果，從圖中可以看到當背景溶液未加入道諾霉素時，並無明顯成

對的氧化及還原波峰，但經過添加道諾霉素之後在電壓為 0.5 V 時產生了氧化波

峰，且波峰之電流高度會隨 DNM 濃度增加而增加，說明以奈米碳管為電極材料

之碳糊電極仍然可以使用道諾霉素作為電化學指示劑。 

 

圖 3-35  以奈米碳管為碳糊電極材料感測道諾霉素之循環伏安法圖 

工作電極：MWNT/CPE 
掃描範圍：0.0 V~1.0 V(vs. Ag/AgCl) 
掃描速率：50 mV/s 
緩衝液：PBS (pH=7.4) 
道諾霉素濃度：0 ~ 2 μM 
溫度：25℃ 
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3-4-7-3  以酸處理多層奈米碳管為電極材料對 DNA 感測器靈敏度之影響 

圖 3-36 比較了以經酸處理前後之奈米碳管為電極材料製成的 MWNT/CPE

與DNA/MWNT/CPE之DNA生物感測器以微分脈衝伏安法感測嵌入電極上雙鏈

DNA 的道諾霉素之結果，從圖中可以看到經酸處理前之奈米碳管為材料，使用

微分脈衝伏安法檢測並無明顯之波峰訊號；反觀以經酸處理之奈米碳管為電極材

料，在電極上修飾 3.50μM 之核酸探針後，並與 3.50μM 之完全互補目標探針做

雜合之作用，在 0.4V 電壓下所得到之波峰訊號相當明顯，波峰高度為 200μA，

說明以碳管為材料可以得到比以碳粉為材料之碳糊電極更佳之感測靈敏度。 
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圖 3-36 以經酸處理之多層奈米碳管為電極材料做感測之影響圖 
 

工作電極：MWNT/CPE 與 DNA/MWNT/CPE 
掃描範圍：0.2V~0.7V(vs. Ag/AgCl) 
振幅：50mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
緩衝液：PBS (pH=7.4) 
溫度：25℃ 
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3-5 綜合討論 

經由 FTIR 確認 4-ABA/CPE 電極與 MWNT/CPE 電極已成功的於電極表面

修飾羧基，再經過固定探針 DNA、雜合目標 DNA 以及嵌入道諾霉素等步驟，使

用微分脈衝伏安法檢測，都可以於 0.4V 得到波峰電流訊號，但兩電極的經檢測

後所得之波峰電流高度相差極大，MWNT/CPE 約為 4-ABA/CPE 的 200 倍而對

於 MWNT/CPE 電極使用循環伏安法感測道諾霉素所得之波峰電流只有 0.2 

μA，因此可排除上述之差別是由於道諾霉素滲入電極內而導致；兩種電極製作

過程上之差異在於使用經酸處理奈米碳管之碳糊電極材料時，若添加的碳管與石

蠟油採用與碳糊電極相同的比例為 4:1 時，碳管仍呈現乾燥之狀態，考慮到石蠟

油添加比例過高會影響其導電度，因此碳管與石蠟油比例採用 2:1，即使如此經

感測之步驟後 MWNT/CPE 電極表面仍容易剝落，容易影響感測之效果；雖然其

導電度較普通碳粉高，但穩定度不佳這個缺點則是有改進的空間，可考慮將經酸

處理碳管應用其他修飾或是應用於其他電極來增加其穩定性。 
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第四章  探討以 4-ABA/PEDOT/Pt 為 DNA 生物感測器之材料 

4-1  實驗目的 

 有鑑於第三章以碳糊電極作為 DNA 生物感測器所測出來之波峰訊號只有

1~2 個微安培，雖然使用以 MWNT 為電極材料可以得到較佳之感測靈敏度，但

是電極之穩定性不佳。為了提昇感測之靈敏度及穩定性，因此使用白金絲為材料

再以對胺基苯甲酸(4-ABA)進行修飾，但因對胺基苯甲酸之修飾會造成導電度之

下降，且其穩定性也不佳，因此改用在白金絲上先鍍上一層聚二氧乙烯噻吩

(PEDOT)，之後再以對胺基苯甲酸修飾來提供所需之羧酸基，而羧酸基則可經

由 EDC 和 NHS 之交互作用將修飾了氨根之核酸探針固定在電極片上，如此一

來除了可以改善 DNA 生物感測器之導電度與穩定性，與碳糊電極相比也能大幅

的縮小電極體積，方便於臨床測量之應用。 

 本章節除了探討所建立的 DNA 生物感測器在感測與探針 DNA 互補之目標

DNA 濃度之效果外，也探討了目標 DNA 中含錯配鹼基對感測所造成之影響。同

時，通過調整雜合溫度來增加鑑別度，最後探討感測樣品中同時含有錯配與完全

互補目標 DNA 對感測之影響，以模擬實際於臨床測量應用時可能遭遇之情況。 
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4-2  實驗原理 

4-2-1  PEDOT 電化學聚合原理 

由於導電聚合物聚二氧乙烯噻吩(PEDOT)擁有高的導電度(>102 S/cm)、良

好的化學穩定性與熱穩定性之優點(Groenendaal, et al., 2000; Groenendaal, et 

al., 2003)，因此可以應用在許多領域，如固體電解質之陽極材料、塑料抗靜電

塗料、可充電電池與感測器材料等)。同時電化學聚合之 PEDOT 的特性也引起

廣泛的研究。 

實驗所用之二氧乙烯噻吩(EDOT)加入電解質溶液中，在攪拌或長時間放置

於室溫下之條件下可微溶於水溶液中，由於噻吩環上之次乙二氧基使得二氧乙烯

噻吩較噻吩更具反應活性，於 0.95 V 之電壓下即可在電極表面產生電化學聚

合，聚合過程為陽離子自由基聚合，其機制如圖 4-2 所示。(Fang, et. al., 1995) 

 

圖 4-1  二氧乙烯噻吩聚合過程圖(Fang, et. al., 1995) 
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4-3  實驗步驟 

4-3-1  白金絲之前處理 

1. 將直徑 0.6 mm 白金絲置入 3.0 M NaOH 中，浸泡 15 分鐘。 

2. 將鹼洗後之白金絲，以大量的蒸餾水沖洗數次。 

3. 將白金絲置入 3.0 M HCl 中，浸泡 15 分鐘。 

4. 將酸洗後之白金絲，以大量的蒸餾水沖洗數次。 

5. 置入烘箱烘乾後放入乾燥箱備用。 

4-3-2  製備 PEDOT/Pt 電極 

1. 秤取 1.4215 g 二氧乙烯噻吩單體與 10.6390 g LiClO4加入去去離子水至

1000 ml，待攪拌至完全溶解，配製成含 0.01 M 之二氧乙烯噻吩單體的 0.1 

M 的 LiClO4溶液。 

2. 以 0.3 mm 的白金絲為工作電極相對電極，取步驟 1.之溶液 6ml，將之浸入

液面 0.5 cm，並同樣以 0.3 mm 的白金絲工作電極，Ag/AgCl 為參考電極，

裝置成如圖 4-2 所示之電化學分析裝置。 

3. 啟動電化學分析儀做循環伏安實驗掃描，掃描電位為 0.0~1.0 V，掃描速率

為 10 mV S-1，掃描圈數為 5 圈，溫度為 25 ℃。 

4. 將聚合完畢之電極浸入去離子水內 4 小時，使用鱷魚夾固定於試管內待用。 
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圖 4-2  電化學分析系統裝置圖 
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4-3-3  製備 4-ABA/PEDOT/Pt 電極 

1. 秤取 0.01 g 之對胺基苯甲酸粉末，溶解至 12.3 ml 的 0.1 M LiClO4溶液中，

配製成 6 mM 之對胺基苯甲酸溶液。 

2. 取步驟 1.之溶液 3 ml，稀釋成 3 mM 之胺基苯甲酸溶液 6 ml，將 4-3-2 節

所製成之電極片(PEDOT/Pt)置入對胺基苯甲酸溶液中，直至電極表面完全

沒入溶液中。 

3. 以 3-1-3-2 節製作成之 PEDOT/Pt 為工作電極，Ag/AgCl 為參考電極，白金

絲為相對電極，將步驟 2.之裝置如圖 4-2 所示完成線路連結。 

4. 於 25℃之環境下啟動電化學分析儀做定電壓實驗掃描，電壓定為 1.0 V，修

飾時間為 4000 秒。 

5. 修飾胺基苯甲酸結束後使用鱷魚夾固定在試管內待用。 

4-3-4  DNA 感測器感測完全互補序列之靈敏度 

1. 秤取 0.0282 g EDC 與 0.0276 g NHS，分別溶入 3 ml 之 0.05 M 磷酸緩衝

液(pH=7.0)，配製成 50 mM 的 EDC 溶液，與 80 mM 的 NHS 溶液。 

2. 將步驟 1.所配製成之溶液，分別以 0.05 M 之磷酸緩衝液(pH=7.0)稀釋，得

到 EDC 濃度為 5 mM，NHS 濃度為 8 mM 之溶液。 

3. 取步驟 2. 配製之溶液 3 ml 將前述步驟完成之工作電極(4-ABA/PEDOT/Pt)

浸入，在室溫下(25℃)反應 1 小時。 
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4. 以去離子水配製 100 nM 之核酸探針溶液(DJ1)3 ml，將步驟 3.取出之工作

電極浸入核酸探針溶液，在 25℃條件下反應 12 小時。 

5. 待步驟 4.取出各工作電極後，先以 PBS 緩衝液 (pH=7.4) 沖去未與電極連

接之核酸探針，接著浸入不同濃度之目標 DNA(DJ2)，在 55℃之條件下反

應 1 小時。 

6. 取出步驟 5.所製成之工作電極後，以 PBS 緩衝液(pH=7.4)沖去未與電極連

接之目標 DNA，之後以鱷魚夾固定在試管內待用。 

7. 取 3 μl之 1 mM道諾霉素溶入 2997 μl之PBS緩衝液(pH=7.4)，配製成 1 μM

之道諾霉素溶液，接著將步驟 6.所製成各工作電極完全浸入後，磁石攪拌

15 分鐘。 

8. 以 PBS 緩衝液(pH=7.4)沖洗後另取 6 ml 之 PBS 緩衝液(pH=7.4)為感測溶

液，將步驟 7.所製成之各工作電極置入，直至電極完全沒入溶液中。 

9. 將步驟 8.之電解槽如圖 4-2 所示完成線路連接。 

10. 啟動電化學分析儀做微分脈衝伏安法實驗掃描，掃描電位範圍為

0.2~0.7V，脈衝電位(amplitude)為 0.05V，脈衝寬度(pulse width)為 0.06 秒，

脈衝週期(pulse period)為 0.2 秒。 

4-3-5  DNA 感測器感測錯配序列之靈敏度 

1. 秤取 0.0282 g EDC 與 0.0276 g NHS，分別溶入 3 ml 之 0.05 M 磷酸緩衝

液(pH=7.0)，配製成 50 mM 的 EDC 溶液，與 80 mM 的 NHS 溶液。 



 73

2. 將步驟 1.所配製成之溶液，分別以 0.05 M 之磷酸緩衝液(pH=7.0)稀釋，得

到 EDC 濃度為 5 mM，NHS 濃度為 8 mM 之溶液。 

3. 取步驟 2. 配製之溶液 3 ml 將前述步驟完成之工作電極(4-ABA/PEDOT/Pt)

浸入，在室溫下(25℃)反應 1 小時。 

4. 以去離子水配製 100 nM 之核酸探針溶液(DJ1)3 ml，在步驟 3.取出之工作

電極浸入核酸探針溶液，在 25℃條件下反應 12 小時。 

5. 待步驟 4.取出各工作電極後，先以 PBS 緩衝液 (pH=7.4) 沖去未與電極連

接之核酸探針，接著浸入不同濃度之目標 DNA(DJ3、DJ 4 與 DJ 5)，在 55℃

之條件下反應 1 小時。 

6. 取出步驟 5.所製成之工作電極後，以 PBS 緩衝液(pH=7.4)沖去未與電極連

接之目標 DNA，之後以鱷魚夾固定在試管內待用。 

7. 取 3 μl之 1 mM道諾霉素溶入 2997 μl之PBS緩衝液(pH=7.4)，配製成 1 μM

之道諾霉素溶液，接著將步驟 6.所製成各工作電極完全浸入後，磁石攪拌

15 分鐘。 

8. 以 PBS 緩衝液(pH=7.4)沖洗後另取 6 ml 之 PBS 緩衝液(pH=7.4)為感測溶

液，將步驟 7.所製成之各工作電極置入，直至電極完全沒入溶液中。 

9. 將步驟 8.之電解槽如圖 4-2 所示完成線路連接。 

10. 啟動電化學分析儀做微分脈衝伏安法實驗掃描，掃描電位範圍為

0.2~0.7V，脈衝電位(amplitude)為 0.05V，脈衝寬度(pulse width)為 0.06 秒，

脈衝週期(pulse period)為 0.2 秒。 
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 圖 4-3 以白金為工作電極之實驗流程圖 
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4-4  實驗結果與討論 

4-4-1  4-ABA/PEDOT/Pt 電極之表面形態 

  以掃描式電子顯微鏡(SEM)觀察白金絲表面形態如圖 4-4 與圖 4-5 所示，

圖 4-6 與圖 4-7 為在白金絲上聚合聚二氧乙烯噻吩(PEDOT/Pt 電極)之表面形

態，圖 4-8 與圖 4-9 則為 PEDOT/Pt 電極，再經對胺基苯甲酸修飾後

(4-ABA/PEDOT/Pt)之表面形態。從圖 4-4 與圖 4-5 中可以看到白金絲表面呈平

滑的形態，而經聚合二氧乙烯噻吩之後其表面變得較為粗糙，有局部隆起(如圖

4-6 與 4-7 所示)，放大後可以更清楚看到隆起部份由大小在數十奈米的顆粒所組

成之結構，而 4-ABA/PEDOT/Pt 電極之表面如圖 4-8 與圖 4-9，可以看到電極表

面經對胺基苯甲酸修飾又變得較為平滑，顯示聚對胺基苯甲酸膜的形成，然而放

大後可發現表面呈碎片之結構，其結構與圖 3-9 聚合於碳糊電極表面之對胺基苯

甲酸相同，同時也發現仍然留有數十奈米的聚二氧乙烯噻吩顆粒，說明以此步驟

聚合對胺基苯甲酸為可行之實驗方法，但是否於電極上留有本研究所需之羧酸基

則待更進一步的確認。 
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圖 4-4  Pt 電極表面形態 (200 倍 SEM 圖) 

 
 

 
圖 4-5  Pt 電極表面形態 (10000 倍 SEM 圖) 
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圖 4-6  PEDOT/Pt 電極表面之形態 (200 倍 SEM 圖) 

聚合液:[EDOT]=0.01 M, [LiClO4]=0.1 M 
聚合方法：循環伏安法, 掃描範圍：0~1 V, 掃描速率：20 mV/s, 溫度:25℃ 

 

 
圖 4-7  PEDOT/Pt 電極表面之形態 (10000 倍 SEM 圖) 

聚合液:[EDOT]=0.01 M, [LiClO4]=0.1 M 
聚合方法：循環伏安法, 掃描範圍：0~1 V, 掃描速率：20 mV/s, 溫度:25℃ 
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圖 4-8  4-ABA/PEDOT/Pt 電極表面之形態(200 倍 SEM 圖) 
聚合液:[4-ABA]=0.01 M, [LiClO4]=0.1 M 

聚合方法：定電壓, 施加電位：1.0 V, 掃描時間：4000 秒, 溫度:25℃ 
 

 
圖 4-9  4-ABA/PEDOT/Pt 電極表面之形態(10000 倍 SEM 圖) 

聚合液:[4-ABA]=0.01 M, [LiClO4]=0.1 M 
聚合方法：定電壓, 施加電位：1.0 V, 掃描時間：4000 秒, 溫度:25℃ 
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4-4-2  4-ABA/PEDOT/Pt 電極之傅立葉轉換紅外線光譜(FTIR)分析 

為了確認 4-ABA/PEDOT/Pt 電極上擁有所需之羧酸基，因此利用紅外線光

譜進行分析，圖 4-10 為在白金上聚合二氧乙烯噻吩(PEDOT/Pt 電極)之紅外線光

譜分析圖，圖 4-11 為在白金上聚合對胺基苯甲酸(4-ABA/Pt 電極)之紅外線光譜

分析圖，圖 4-12 為先在白金上聚合聚二氧乙烯噻吩之後，再聚合對胺基苯甲酸

(4-ABA/PEDOT/Pt 電極)之紅外線光譜分析圖。 

從圖 4-11 可以看到幾個明顯的波峰，所代表之官能基分別列於表 4-1 中，

從表中可得到 C=O 基(1718 cm-1)、C-O 基(1094 cm-1)與 O-H 基(3505 cm-1)，

證明成功在白金上聚合了對胺基苯甲酸以進行羧酸基(-COOH)之修飾；從

4-ABA/PEDOT/Pt 電極之紅外線光譜分析圖(圖 4-12)來看，除了 PEDOT/Pt 原

本就存在之特徵峰，同時也存在著上述幾個能代表羧酸基之特徵峰，因此可以證

明在白金絲上先鍍上聚二氧乙烯噻吩再修飾對胺基苯甲酸，以產生羧酸基亦是可

行的。 
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圖 4-10  PEDOT/Pt 電極之紅外線光譜儀訊號圖 
聚合液:[EDOT]=0.01 M, [LiClO4]=0.1 M 

聚合方法：循環伏安法, 掃描範圍：0~1 V, 掃描速率：20 mV/s, 溫度:25℃ 

 

 
圖 4-11  4-ABA/Pt 電極之紅外線光譜儀訊號圖 

聚合液:[4-ABA]=0.01 M, [LiClO4]=0.1 M 
聚合方法：定電壓, 施加電位：1.0 V, 掃描時間：4000 秒, 溫度:25℃ 
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圖 4-12  4-ABA/PEDOT/Pt 電極之紅外線光譜儀訊號圖 

聚合液:[4-ABA]=0.01 M, [LiClO4]=0.1 M 
聚合方法：定電壓, 施加電位：1.0 V, 掃描時間：4000 秒, 溫度:25℃ 

 

表 4-1 白金鍍上胺基苯甲酸之紅外線光譜分析波峰與官能基對照表 

波峰(cm-1) 官能基 

641 C-O 

851 C-H 

1169 C-O 

1637 C=C 

1708 C=O 

3507 O-H 

3548 -NH- 
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4-4-3 4-ABA/PEDOT/Pt 電極修飾前後之電極導電度變化 

在確定了白金電極表面可以成功的提供羧酸基之修飾，我們探討了經由聚合

二氧乙烯噻吩(PEDOT/Pt)，再聚合對胺基苯甲酸電極的修飾對其感測赤血鹽之

影響。從圖 4-13 的循環伏安法(CV)圖中可以看到感測相同之赤血鹽濃度時，

PEDOT/Pt 電極感測得到之氧化及還原波峰電流都較使用 4-ABA/PEDOT/Pt 電

極感測所得之訊號要來的高，說明聚二氧乙烯噻吩具有較佳的導電度，但經過聚

對胺基苯甲酸進一步修飾後，雖能夠提供本研究所需之羧酸基，卻也降低了整個

電極之導電度。 

 
圖 4-13 電極修飾聚合物前後感測赤血鹽之循環伏安圖 

工作電極：4-ABA/CPE 與 CPE 
掃描範圍：-0.5 V~0.8 V(vs. Ag/AgCl) 
掃描速率：20 mV/s 
掃描圈數：20 圈 
赤血鹽濃度：0.1 M 

感測溫度：25℃ 
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4-4-4  DNA 於電極上對感測之影響 

為了了解固定在電極上之 DNA 對電極感測訊號之影響，實驗中比較了三種

電極(PEDOT/Pt、4-ABA/PEDOT/Pt 與 DNA/4-ABA/PEDOT/Pt)以微分脈衝伏安

法檢測的感測結果。電極均分別經過 4-3-4 節的步驟 5.到步驟 10.的處理；從圖

4-14 中可以看到 PEDOT/Pt 電極的微分脈衝伏安圖感測電流相當大，也顯示了

導電性高分子 PEDOT 良好的導電性，適合作為電極的導電介質，但在 0.35 V

之電壓下並無 DPV 電流波峰之產生。由於 PEDOT/Pt 電極所測得之背景電流太

大，不易觀察 4-ABA/PEDOT/Pt 與 DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 兩電極之微分脈衝伏

安感測電流訊號，因此將 PEDOT/Pt 之數據去除後畫出圖 4-15。從圖 4-15 中可

看到 4-ABA/PEDOT/Pt 電極在 0.35 V 之電壓下也無明顯之波峰，但

DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 電極卻在 0.35 V 之電壓下產生了 10 μA 之波峰電流，因

此可說明電極上之 DNA 會產生可感測之微分脈衝伏安波峰訊號，也證明了利用

本研究方法感測 DNA 的可行性。 
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圖 4-14 不同電極(PEDOT/PT、 4-ABA/PEDOT/Pt 與 DNA/4-ABA/PEDOT/Pt)

以微分脈衝伏安法感測比較圖 

工作電極：(a)PEDOT/PT、(b)4-ABA/PEDOT/Pt 與
(c)DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 

掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
脈衝振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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圖 4-15 不同電極(4-ABA/PEDOT/Pt 與 DNA/4-ABA/PEDOT/Pt) 以微分脈衝伏

安法感測比較圖 

工作電極：(b)4-ABA/PEDOT/Pt 與(c)DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
脈衝振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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4-4-5 感測不同濃度之完全互補目標 DNA 及 DNA 感測器之靈敏度 

利用已經製備好之 4-ABA/PEDOT/Pt 電極為工作電極，暸解不同濃度之目

標 DNA 以微分脈衝伏安法感測對感測之影響，此實驗中使用與探針 DNA 完全

互補之目標 DNA(DJ2)，其濃度分別為 33.3 nM、66.7 nM、80.0 nM 與 100 nM，

各濃度下所得之實驗結果如圖 4-16 所示。從圖中可以看到於 0.35 V 下感測之微

分脈衝伏安波峰電流會隨著目標 DNA 的濃度增加而增加。將波峰電流對目標

DNA的濃度作圖可得圖 4-17，由圖中可知此電極對於完全互補之目標 DNA (DJ2

序列)在其濃度 20.0~100.0 nM 範圍內，0.35 V 感測電壓下的微分脈衝伏安波峰

電流值與目標 DNA 的濃度有良好的線性關係。 

於本實驗中作為工作電極白金絲直徑為 0.03 cm 且經修飾長度為 0.50 cm，

工作電極面積為 0.047cm2，算出使用本工作電極以微分脈衝伏安法感測完全互

補序列之目標 DNA 其靈敏度為 2.6802 μA nM-1cm-2。 
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圖4-16  雜合不同濃度之完全互補目標DNA對感測器電化學訊號之微分脈衝伏

安圖 

a.[DJ2]=100.0 nM, b.[DJ2]=80.0 nM, c.[DJ2]=66.6 nM, d.[DJ2]=33.3 nM, 

工作電極：DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
脈衝振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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圖 4-17 雜合完全互補目標 DNA 之濃度對波峰電流圖 

 

 

 

 



 89

4-4-6 感測含錯配鹼基之目標 DNA 探針對 DNA 感測器靈敏度之影響 

除了能定量感測目標 DNA 之外，期待所製備之 DNA 生物感測器也能應用

在判別目標 DNA 是否會含有錯配之鹼基。為此，設計出與探針 DNA 具錯配鹼

基之目標 DNA，分別為含 1 個鹼基錯配之 DJ3 序列、含 3 個鹼基錯配之 DJ4

序列與含 5 個鹼基錯配之 DJ5 序列，以探討含錯配鹼基之目標 DNA 對感測的影

響。 

利用所製備之DNA/4-ABA/PEDOT/Pt為工作電極，以DPV法感測鑲於DNA

上之道諾霉素，其所得微分脈衝伏安法圖譜結果如圖 4-18 所示，並將所得之波

峰電流高度畫成圖 4-25。由微分脈衝伏安法圖譜可以得知在 0.35 V 電位有一還

原波峰訊號，在各目標 DNA 濃度皆相同之情況下，隨著具錯配鹼基之增加，其

波峰電流高度由完全互補的 12.9 μA 降低至五個鹼基錯配的 3.4 μA，說明當目

標 DNA 上具有與探針 DNA 錯配之鹼基時，其波峰訊號會隨著鹼基錯配數量增

加而降低。由於當目標 DNA 具有錯配之鹼基存在時，以氫鍵方式結合形成的雙

股 DNA 穩定性降低，以至於在相同雜合溫度與相同目標 DNA 濃度之條件下雜

合在電極上之目標 DNA 數量減少，也使得嵌入雙股 DNA 上之道諾霉素數量降

低，最後導致其波峰訊號降低。 

由於 DNA 之雜合受溫度的影響非常明顯，因此可以利用升高雜合溫度來提

高 DNA 生物感測器對目標 DNA 的鑑別度，圖 4-19 與圖 4-20 則分別為在 56 ℃

與 57 ℃之環境下利用所製備之 DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 為工作電極，以微分脈
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衝伏安法感測鑲於 DNA 上之道諾霉素，其所得之微分脈衝伏安法圖譜。 

將各目標 DNA(DJ2、DJ3、DJ4 與 DJ5 等目標 DNA 序列)感測訊號於不同

溫度下分別畫成圖 4-21 到圖 4-24，由此可以看到錯配鹼基越多對於含相同濃度

的目標 DNA，提高雜合的溫度均使得以微分脈衝伏安法感測得到之波峰訊號下

降。 

將各感測條件下所得到之波峰電流高度整理得到圖 4-25。由圖中可得知在

各目標 DNA 濃度皆相同之情況下，隨著雜合溫度的提高，感測完全互補之目標

DNA 所得之還原波峰訊號由 55℃的 12.9 μA 明顯下降至 56℃的 9.5 μA，而當

溫度進一步提昇至 57℃，其波峰電流則稍微下降至 9.1 μA。但在感測具有 5 個

鹼基錯配之目標 DNA 時其所得之波峰訊號則由 55℃的 3.4 μA 大幅的下降至 56

℃的 1.8 μA，最後明顯的下降至 57℃的 0.9 μA，由此實驗可以看到當目標 DNA

含有與探針 DNA 錯配的鹼基時，其波峰電流則受雜合溫度的影響更加顯著，故

可以利用提高雜合溫度來提高 DNA 生物感測器對鹼基錯配之目標 DNA 的鑑別

度，實驗結果說明本實驗中所製成之 DNA 生物感測器在 57 ℃之環境下進行雜

合，可以達到較佳之感測鑑別度。 
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圖 4-18  雜合溫度 55℃感測同濃度含錯配鹼基目標 DNA 之微分脈衝伏安圖 

a.[DJ2]=100nM, b. [DJ3]=100nM, c. [DJ4]=100nM, d. [DJ5]=100nM 

工作電極：DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
脈衝振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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圖 4-19  雜合溫度 56℃感測同濃度含錯配鹼基目標 DNA 之微分脈衝伏安圖 

a.[DJ2]=100nM, b. [DJ3]=100nM, c. [DJ4]=100nM, d. [DJ5]=100nM 

工作電極：DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
脈衝振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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圖 4-20  雜合溫度 57℃感測同濃度含錯配鹼基目標 DNA 之微分脈衝伏安圖 

a.[DJ2]=100nM, b. [DJ3]=100nM, c. [DJ4]=100nM, d. [DJ5]=100nM 

工作電極：DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
脈衝振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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圖 4-21  於不同雜合溫度下感測 DJ2 序列之微分脈衝伏安圖 

a.55℃, b. 56℃, c. 57℃ 

工作電極：DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
脈衝振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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圖 4-22  於不同雜合溫度下感測 DJ3 序列之微分脈衝伏安圖 

a.55℃, b. 56℃, c. 57℃ 

工作電極：DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
脈衝振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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圖 4-23  於不同雜合溫度下感測 DJ4 序列之微分脈衝伏安圖 

a.55℃, b. 56℃, c. 57℃ 

工作電極：DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
脈衝振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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圖 4-24  於不同雜合溫度下感測 DJ5 序列之微分脈衝伏安圖 

a.55℃, b. 56℃, c. 57℃ 

工作電極：DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
脈衝振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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圖 4-25 各目標 DNA(DJ2、DJ3、DJ4 與 DJ5)於不同溫度下對所得波峰電流高

度之影響圖 

 

 

 

 

 



 99

4-4-7 感測不同比例之完全互補與含錯配之 DNA 

在利用本實驗所製成之 DNA 生物感測器應用於臨床感測時，會碰到幾個問

題，其中一個問題就是在待感測的樣品中，可能會同時存在著與探針 DNA 完全

互補與具錯配鹼基之序列，因此考慮在待測樣品中同時加入不同比例之完全互補

與具有錯配鹼基的目標 DNA，來探討實際應用時可能遇到的情況。此實驗分成

兩個部份，第一部份為固定總目標 DNA 的濃度皆為 100 nM 時，選擇完全互補

之目標 DNA(DJ2)與具 1 鹼基錯配之目標 DNA(DJ3)，配製比例分別為 100:0、

60:40、40:60與20:80之待測溶液，第二部份則是固定完全互補之目標DNA(DJ2)

濃度皆為 100 nM 接著添加不同比例之具 1 鹼基錯配之目標目標 DNA(DJ3)，配

製比例分別為 100:0、100:6.67、100:20 與 100:26.67 之待測溶液，來實際模擬

感測時可能會遇到之情況。 

利用所製備之DNA/4-ABA/PEDOT/Pt為工作電極，以DPV法感測鑲於DNA

上之道諾霉素，其所得微分脈衝伏安法圖譜結果如圖 4-26 與 4-27 所示。在感測

各比例之樣品時，在相同的總目標DNA濃度情況下，隨著具錯配鹼基之目標DNA

比例的增加，其還原波峰電流高度由 12.9 μA 降低至 1.5 μA；而在固定完全互

補目標 DNA(DJ2)濃度的情況下，隨著添加 DJ3 的濃度越高，其還原波峰電流高

度由 12.9 μA 降低至 2.6 μA。因此，實驗證明具錯配鹼基之目標 DNA 會與完全

互補之目標 DNA 競爭電極上之 DNA 探針，而產生雜合，但具錯配鹼基的目標

DNA 與 DNA 探針的雜合穩定性差，在感測的過程中使得穩定雜合在電極上的目
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標 DNA 數量減少，同時道諾霉素嵌入在錯配雜合之 DNA 上的數量也比鑲在完

全配對之 DNA 上的數量少，因此，錯配鹼基之目標 DNA 的比例增加，導致感

測得到之波峰訊號降低。 

而在實際應用時，我們可以先使用本實驗所製成之 DNA 生物感測器檢測與

DNA 探針序列完全互補的目標 DNA，然後再感測相同 DNA 濃度的未知樣品，

可藉由波峰訊號的減弱得知樣品中是否含有具錯配之序列，因此本實驗所製成之

DNA 生物感測器亦可用於感測樣品中同時含有完全互補與具錯配鹼基之目標

DNA，已達到基因篩選之目的。 
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圖 4-26  感測不同比例之完全互補與含錯配鹼基目標 DNA 之微分脈衝伏安圖 

DJ2:DJ3= 100:0(a)、60:40(b)、40:60(c)與 20:80(d) 

工作電極：DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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圖 4-27  感測固定完全互補目標 DNA 濃度添加含錯配鹼基目標 DNA 比例之微

分脈衝伏安法圖 

DJ2:DJ3= 100:0(a)、100:6.67(b)、100:20(c)與 100:26.67(d) 

工作電極：DNA/4-ABA/PEDOT/Pt 
掃描範圍：0.2 V~0.7 V(vs. Ag/AgCl) 
振幅：50 mV 
脈衝寬度：0.06 秒 
脈衝週期：0.2 秒 
感測緩衝液：PBS (pH=7.4) 
感測溫度：25℃ 
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4-5 綜合討論 

本研究所製成之 DNA 生物感測器用來感測具錯配鹼基之目標 DNA 時，可

以得到鹼基錯配數量越多則波峰電流越小的關係，說明當錯配鹼基越多時 DNA

兩股序列之間的穩定度變小，因此容易脫落而導致道諾霉素無法嵌入，最後導致

電化學訊號的下降；此外亦可利用此特性，提高雜合溫度來增加 DNA 生物感測

器之鑑別度。檢測 DNA 樣品中，若同時含有互補以及含錯配鹼基之目標 DNA

序列時，也會造成電流訊號的下降，說明兩序列於雜合作用時會有競爭的效果，

最後導致雜合上去的互補序列數量減少，而導致道諾霉素無法嵌入，但同時也可

利用此特點來判斷檢測樣品中是否含有錯配鹼基的依據。 

相較 Teh 等學者以玻璃碳電極聚合 4-ABA 製成之 DNA 生物感測器，以亞

甲基藍為電化學指示劑，其感測之極限為 0.5 ng/μl(Teh, et. al., 2005)，相較本

研究所製成之 DNA 生物感測器感測極限為 20 nM，依 DJ2(分子量 5812)換算後

為 0.116 ng/μl，可感測之極限值較文獻低；此外，較少文獻討論感測含錯配鹼

基之目標 DNA，或是提高溫度討論 DNA 生物感測器之鑑別度，甚至是檢測樣品

中同時含有互補及錯配鹼基之目標 DNA，因此本研究實驗的結果為 DNA 生物感

測器之應用開啟了一個新的領域。 
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第五章  實驗結論與建議 

 本研究目的是以電化學方法來定性定量檢測 DNA，為此建立了

4-ABA/CPE、MWNT/CPE 與 4-ABA/PEDOT/Pt 三種電極。在確認了實驗方法

可行之後，又針對不同條件進行了分析。綜合第三章與第四章之結果，於 5-1 節

中歸納出以下結果，並就待改進或需進一步探討之處，於 5-2 節中歸納出幾點建

議。 

5-1 實驗結論 

1. 於直徑 3 mm 之碳糊電極表面修飾官能基時，使用循環伏安法聚合對胺基苯

甲酸，感測之波峰電流高度會隨著聚合圈數增加與對氨基苯甲酸濃度增加而

下降。實驗顯示，聚合圈數為 20 圈，且對氨基苯甲酸聚合濃度為 3 mM 時

可得到最佳之感測效果。 

2. 於碳糊電極上分別修飾 1.75 μM 與 3.50 μM 之 DNA 探針感測 1.75 μM 之目

標探針所得到之波峰訊號分別為 0.32 μA 與 0.34 μA，說明於碳糊電極表面

修飾 1.75 μM 之核酸探針已經接近修飾飽和，修飾濃度再提高亦不會增加

碳糊電極表面核酸探針的量；而當於電極上修飾 1.75 μM 之 DNA 探針感測

1.75 μM 與 3.50 μM 之目標探針得到之波峰訊號分別為 0.32 μA 與 0.66 

μA，峰值訊號隨目標 DNA 濃度增加而增加，且與感測目標探針濃度成正比。 
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3. 於 50℃之條件下酸處理奈米碳管時，可將原本長度數十微米長之奈米碳管

切成數百奈米之長度，其切斷效果比於 25℃下酸處理之效果更佳，但酸處

理溫度過高會導致碳管加速溶解最後導致回收率的下降。 

4. 將經酸處理之奈米碳管經 FTIR 檢測後，確定碳管經酸處理後呈現 C=O 基

(1754 cm-1)、C-O 基(1262 cm-1)與 O-H 基(3225 cm-1)等代表羧基的特徵

峰，顯示修飾成功，可供本實驗所用。 

5. 使用經酸處理之奈米碳管作為 DNA 生物感測器之材料時，所製成之碳糊電

極具有高靈敏度，檢測所得之波峰高度可以達 200μA。 

6. 為了解決對胺基苯甲酸導電度低的問題，因此在白金絲上先鍍聚二氧乙烯噻

吩後，再修飾對胺基苯甲酸，經 FTIR 檢測確定電極上有 C=O 基(1692 

cm-1)、C-O 基(1085 cm-1)與 O-H 基(3513 cm-1)等代表羧基的特徵峰，顯示

羧基之存在。 

7. 利用製備好之 4-ABA/PEDOT/Pt 電極，檢測完全互補之目標 DNA(DJ2)時，

在濃度範圍從 20.0 到 100.0 nM 時，於 0.35 V 下所產生之波峰電流與目標

DNA 濃度有良好之線性關係，其靈敏度為 2.6802 μA nM-1cm-2。 

8. 感測完全互補之 DJ2 序列，當溫度從 55℃提高至 57℃時，波峰電流高度由

12.9 μA 降至 9.1 μA，下降比例為 29%，反觀於相同檢測條件下感測 DJ3、

DJ4 與 DJ5 的時候，下降比例分別為 82%、85%與 74%，說明提高雜合溫
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度可使本研究所製成之 DNA 生物感測器增加感測之特異性。 

9. 於目標 DNA 總濃度相同之情況下 DJ2 與 DJ3(具一鹼基錯配之目標 DNA)

之比例由 100:0 變成 20:80，其檢測得到之波峰電流高度由 12.9 μA 降低至

1.5 μA；固定 DJ2 濃度而將 DJ3 濃度從 0 nM 提高至 26.67 nM，其還原波

峰電流高度由 12.9 μA 降低至 2.6 μA，說明在完全互補之目標 DNA 中摻雜

中具錯配鹼基之目標 DNA 會導致檢測之波峰電流的下降，因此可藉此感測

結果應用於檢測真實樣品是否含有錯配之 DNA 存在。 

5-2 建議 

1. 多層奈米碳管經酸處理後於表面生成了羧酸基，可以應用於本研究作為製作

電極之材料，但與石蠟油按 2:1(w/w)混合時，碳管呈現乾燥之狀態，製成之

碳糊電極在應用於感測樣品時相當容易剝落，建議可以尋找一個較佳之應用

方式將碳管固定在電極上，如將碳管溶於水中與導電性高分子共聚合，並探

討其感測特性。 

2. 碳糊電極感測 DNA 時產生較為明顯的波峰但其波峰電流卻皆小於 2 μA，推

測與其導電度較低有關，可以使用其他如玻璃碳電極等，導電度較高之電極

材料製作電極，並探討其感測特性。 

3. 本研究中所使用之引子皆為 19 mer 鹼基，討論了其濃度以及具錯配鹼基對

感測所造成之影響，由於實際目標 DNA 長度不一，因此可以探討目標 DNA
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長度對於本研究製成之 DNA 生物感測器之影響。 

4. 目前本研究中於電極上固定之 DNA 探針濃度為 100 nM，感測目標 DNA 濃

度範圍介於 20 nm 至 100 nm，為了能夠增加可應用之範圍，較廣的感測濃

度範圍與其感測條件有待進一步探討。 

5. 由於電極上是以共價鍵方式固定 DNA 探針，而目標 DNA 是以氫鍵與 DNA

探針結合，因此可探討提高溫度(90~95℃)、加鹼或者是加入化學藥品使之

解雜合後，再次應用並討論感測之效果。 

6. 利用聚合酵素鏈鎖反應(PCR)來大量生產已知致病基因之目標 DNA(如大腸

直腸癌等)序列，並使用本實驗製成之 DNA 生物感測器來做檢測。 
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