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報告內容：請包括前言、研究目的、文獻探討、研究方法、結果與討論（含結論與
建議）…等。若該計畫已有論文發表者，可以 A4 紙影印，作為成果報告內容
或附錄，並請註明發表刊物名稱、卷期及出版日期。若有與執行本計畫相關
之著作、專利、技術報告、或學生畢業論文等，請在參考文獻內註明之，俾
可供進一步查考。

研究計畫之背景及目的

目前分離技術中利用物理性質為分離基礎的技術大都是以物質的大小、密度、電

荷、擴散係數等為主，對於日益複雜的樣品單由以上一種物理性質來做分離往往未能達

到有效的分離的效果，另外發展及使用其他具選擇性的物理性質來達到有效的分離在生

化樣品之應用上是非常的重要且必需的。磁場具有高的選擇性且使用簡單，應用於水溶

液中的樣品時，較使用離心場在儀器上是更較簡單且快速，若與電場比較，因其不受電

解產物的干擾，所以較簡單方便。若使用永久磁鐵來組合磁場在，在儀器設備上更是非

常的簡便與經濟。由於它的速度和選擇性的特點，磁性分離技術已陸續被使用在生物技

術相關的應用。分析磁泳(analytical magnetapheresis)應用於有磁性感受性物質的分析則是

相對較新的技術。

傳統上磁場是應用於採礦業上將磁化率高的物質分離出來[1-3]，近來在國際上有將磁

場應用於顆粒[3-6]及血球[7-11]等的分離，技術上主要是利用磁場的高選擇性及簡單性，但

這些應用大都使用電磁鐵以產生高的磁場強度來完成，但有些未能有效的控制流速或未

能使用流洗 (e1ution) 的方式完成，所以成本高且不方便。發展以永久磁鐵組合磁場來

做分離技術的基礎是非常的值得且有經濟價值，它的應用很多，包括顆粒方面、環境方

面、生物 (或微生物)方面等。

過去幾年本研究團隊已建立以永久磁鐵為基礎磁場的磁性分離系統為基礎，結合免

疫分析及分析磁泳建立簡單、快速、高選擇性的磁性分離技術，但大都利用顯微鏡off-line

的偵測方式，本研究探討分析磁永結合QCM偵測之可行性，並陸續地進一步來探討它在

生化相關分析上的應用，如 immunomagnetic assays。
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文獻探討與研究方法

磁性分離技術使用功能性之磁性顆粒，是靈敏可靠的方法，可快速且容易的捕獲特

定的蛋白質、基因和其它生物物質。此技術相對於其他分析方法而言，對分析物質

(analytes)產生較少機械壓力(mechanical stress)且較簡便、便宜的，而且可自動化和小型

化。

磁性流體或 ferrofluids 主要包括微米或奈米大小的氧化鐵顆粒(Fe3O4 或 γ- Fe2O3)

分散在載體液體。近年來，根據使用磁性固態支持(magnetisable solid phase supports,

MSPS) 發現了許多在生物領域應用即診斷、藥物標的、分子生物學、細胞分離和純化、

免疫分析等 [12-14] 。當前被使用的許多磁性顆粒是超順磁性的(superparamagnetic)，即這

些顆粒在一個外加磁場下可容易地被磁化，當磁場被去除時立刻再分散。商業化的磁性

顆粒一般分類為赤裸顆粒(unmodified magnetic particles)、化學衍生化的顆粒(chemically

derivatized)、以及一般特異性配位基(general specificity ligands)，如 streptavidin, 蛋白質

A 或 monoclonal 和 polyclonal 抗體。

Immunoassays 由於它的敏感性、特異性和一般適用性，在臨床診斷和在基礎研究上

成為一個重要工具。包括 fluoroimmunoassays 、酵素 immunoassays 或放射免疫測定的

各式各樣的 immunoassays，主要是將酵素或抗體固定化在為微盤上，再經過與分析物反

應(incubation)、清洗(wash)…… 等步驟，所需步驟多，時間長。磁性顆粒已應用於與一

級或二級抗體，用來分離和定量抗原。此方法可減少離心試樣的步驟，如此可減少分析

試樣的時間和簡化操作，因此增加效率和準確性。 Matsunaga 等人 [15] 開發了一個新穎

的 fluoroimmunoassay 方法, 螢光素 isothiocyanate (FITC) 被共軛的單株抗體（conjugated

monoclonal），anti-Escherichia coli 抗體，固定在細菌磁性顆粒(bacterial magnetic particles,

BMPs) 用來作為 E. coli 之偵查和移除。 在分析磁泳系統中若要利用 fluoroimmunoassay

方法作定量, 一般需利用 competitive binding assay，即將被分析物( substrate/analyte)之標

準品進行螢光標示，再加入被分析的 biological sample 中，與 biological sample 中之

substrate 對磁珠上之 antibody 產生競爭反應，如果 biological sample 中之 substrate 濃度
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高，則樣品流過分析磁泳分離槽後進入螢光偵測器之訊號會較 substrate 濃度低時之訊號

弱。此種方法較不符合經濟效益。

石英震盪微量天秤(quartz crystal microbalcne, QCM)應用在immunoassay 上已有

很多文獻報導[16-43]， 但其偵測之線性範圍受塗佈(coating)在其金屬電極表面之抗體

(antibody)的量而有所影響，應用在 flow-cell 的偵測上一般選用金電極之壓電晶片價格

較為昂貴， 且塗佈之抗體與抗原作用後利用 glycine HCl 清洗，以斷掉antibody-antigen

之鍵結，此過程會使原先之antibody 喪失部分活性， 需重新coating， 無法達到快速重

複偵測[43]。本計劃將結合分析磁泳快速分離之特性與QCM 對表面重量改變靈敏的感應

發展分析磁泳”nonlabeling” 之線上偵測技術(on-line detection)，建立一套不需標示螢光

或化學發光、亦不需對壓電晶片電極塗佈抗體，簡單、快速、高選擇性的磁性分離與分

析之技術，並進一步應用在biomarker定量之生化相關分析上的應用。

本實驗偵測定量乃以 Sauerbrey’s equation為基礎。將使用Thickness shear mode

AT-Cut的石英震盪器, The Sauerbrey’s equation 顯示, 其震動頻率之改變

mSf f  , 即其 frequency 之改變(減少的量)正比於石英表面上電極上沉積物質的

質量。 The Sauerbrey’s equation 顯示QCM 是 mass sensitivity, 石英震盪器本身並無選

擇性, 因此 QCM biosensor 通常要在電極表面塗布(coating)一層選擇性物質 (如

antibody or receptor)，在flow system中, 當分析物(如特定之antigen or substrate)通過已塗

布antibody的表面, 特定的antigen 將與antibody結合, 而增加 sensor 表面之質量, 因此

QCM的 frequency 下降, 且藉由電極表面塗布選擇性物質使QCM達到具選擇性的偵

測。在本研究將使用已有特殊標示的磁性顆粒，將此顆粒注射入系統 (磁泳系統)，其系

統設計如圖 1a, 紅色線表示石英震盪片, 磁性顆粒通過該系統將會受磁場作用而沉積在

QCM電極表面, QCM之震盪頻率即會隨之改變，即本研究利用磁場作用達到將有選擇性

作用物質 immobilized 在電極表面。然後可注射入待測物質(有或沒有磁性均可)。待

測物質與先沉積在電極表面之磁性顆粒作用, 增加電極表面之質量, QCM頻率下降。
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實施流程簡圖：

1. 磁場強度、組裝方式
2. 磁性顆粒之磁化率
3. 流速
均會影響顆粒之沉積，及進一步影響後續之偵測,
因此須對相關參數進行探討

1. 功能性磁性顆粒選擇性偵測之探討
2. 偵測線性範圍、偵測極限之探討
3. 透過流速的改變亦可探討 antibody-antigen

或 recoptor-ligand 之 kinetic rate.

1. 透過分析磁泳, 做 biological matrix 選擇性之分
離，並用 QCM 做線上偵測。

2. 利用螢光標示之 biomarker 與 biomarker 競爭性
反應，比較線上螢光偵測及 QCM 偵測之結果。

分析磁泳與 QCM 結合系統組裝

沉積功能性磁性顆粒於裝置有 QCM 功能之 flow cell

注射待測物標準溶液，製作 calibration curve (f vs. Concentration)

Biomaker 之偵測

Method validation
Writing report and publish

未來應用目標
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接震盪/訊
號轉換系

接震盪/訊
號轉換系

1a或接螢光
偵測器

圖 1 Front and side views of analytical magnetapheresis with multi-channels
coupling with QCM
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結果與討論：

本計畫與師大施正雄教授合作自行研製QCM感測器儀器之震盪/訊號轉換界面

(interface board)，組裝頻率/ 數位界面(frequency/digital converter) 及微電腦訊號處理。並

設計、製作分析磁泳之分離槽，將石英晶片置入其中。建立運作介面，組裝完成的系統(如

圖1)，並用標準 magnetic bead 探討顆粒沉積與QCM頻率變化之關係，已確認系統運作

無誤。並探討最適化條件，圖二為探討磁性顆粒注射流速與沉積量，流速愈小沉積愈多，

但流速小耗時較久，因此選擇性即線性探討均以 50 ul/min 為主。注射量超過1 mg已達

沉積飽和度。

(a) 不同流速下對磁性顆粒沉積效果的影響
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(b) 注射磁性顆粒量與沉積效果, QCM 晶片距離磁場 2.5mm， carrier 為 PBS 緩衝溶液
pH 7.4, 流速 50l/min，每次注射量：0.1ml PGMA@Fe4O3 Anti-BSA-80nm，濃度
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圖 2 磁性顆粒沉積條件之探討
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圖三與圖四為選擇性吸附之探討，結果顯示預先沉積有生化標示之磁性顆粒於QCM

晶片上，可有限現關係地偵測其對應之ligand.

圖三 比較 Streptavidin 在 predeposited biottin-labeled 磁性顆粒之作用與非選擇性吸附在
QCM 金電級之差異

圖四 比較 IgG 在 predeposited AntiIgG-labeled磁性顆粒之作用與非選擇性吸附在

QCM金電級之差異
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結論：

本研究成功地將分析磁泳與 QCM 兩系統的結合，研究人員自行設計整個系統，建

立QCM與分析磁泳之介面 (Interface of QCM and magnetapheresis)， 奈米磁性顆粒之合

成與生化標示，初步結果顯示可有線性地偵測樣品中的 ligands.

此果將搭配暨大傅傳博教授研究室自製之功能性磁性奈米顆粒，進行生化分析之應

用。可使分析磁泳在應用上更方便, 並有全自動化之可行性。 對QCM的應用也可增加

另一可行性，即不需電極表面之塗佈。改由透過磁場之作用，把功能性之磁性顆粒先沉

積在晶片之電極上。
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