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一、簡介

微機電系統 (micro-electro-mechanical systems,

MEMS) 製程技術具有將傳統大型生化分析或檢測設

備微小化之能力，除縮小其尺寸外，更可增加其分

析速度與簡化人為操作程序，因此在分析化學與生

物醫學方面之應用深受矚目。利用微系統技術將分

析儀器微型化並整合於一小面積之生醫晶片上，不

但可大幅降低檢測之成本、增加檢測分析之速度，

另外也大幅增加偵測之靈敏度，因此微機電系統製

程技術是未來深具發展潛力的一種關鍵性科技。本

研究之目的即在利用微機電系統製程技術，設計及

製作微型流式細胞／顆粒計數及分類感測器 (micro

flow cytometers)，並應用於生物醫學之相關領域。

流式細胞／顆粒計數器及分類感測器已廣泛地應用在生醫研究等相關領域，其操作原理是利

用流體流動之特性及兩側快速的邊鞘流體之作用，可將細胞聚集於中央特定位置，再利用光

學檢測或電子感測系統，可偵測出細胞之種類或數量。配合後端之電場或流場控制，可將特

定細胞收集至預定之容器。本文將介紹如何利用微機電系統技術將流式細胞／顆粒計數及分

類器微型化。本微流體系統整合了 微型流體聚焦裝置 、 微型光學偵測裝置 及 微型流

體開關 ，可以對細胞／顆粒進行精密計數及分類，對於生物醫學之應用深具潛力。

Flow cytometry is a general method for analyzing micro-particles such as cells, bacteria and even
euglena with high efficiency. It has been a popular diagnostic equipment for clinical and
environmental applications. Typically, fluorescence-labeled micro-particles are hydrodynamically
focused in a flow chamber by neighboring sheath flows and pass through a region where scattered
light, fluorescence emission or absorption light is then collected by several sophisticated optical
detection equipments. Particles/cells are then sorted using electric or hydrodynamic forces
downstream. This paper reports that a micro flow cytometer fabricated using MEMS technology,
which combines three critical components including micro hydrodynamic modules, micro optical
detection modules and micro flow switches. The development of the micro flow cytometer could be
crucial for biomedical applications.
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在醫學和生物細胞研究上，利用傳統大型儀器

來測量與分類細胞顆粒，已是一項成熟穩定的技術
(1 )
。最常見到的傳統裝置為柯爾特粒子計數器

(Coulter particle counters, CPC)(2-4)
。圖 1 為其系統示意

圖，其操作原理是當顆粒被電解質包覆並通過一個

測量小孔時，顆粒與電解液的電阻不同，造成電阻

值瞬間改變並轉換成電子信號，因此可得知有無待

測顆粒通過。且依電子信號之強弱，亦可分辨通過

的顆粒大小並進行分類。以細胞分類器而言，依細

胞特徵性質之不同 (如電性、磁性、顆粒大小等性

質)，可將所需分析的細胞從分析樣品中分離出來。

流式細胞／顆粒計數及分類感測器的操作原理

則是利用水力所引發的流體聚焦效應 (hydrody-

namic focusing effect) 而進行細胞計數及分類。其

基本結構是由三條平行進樣管道、噴嘴及集中流管

道組成 (如圖 2)。樣品由中間管道注入，兩側管道

則注入邊鞘流體。若適當地控制各管道流體的注入

流速，兩側管道流體在噴嘴口擠壓中間樣品流，使

中間流體寬度變窄，兩側邊鞘流流速越快則集中效

果愈佳。在適當的邊鞘流流速之下，可將樣品流之

寬度縮減至單一細胞之尺寸。細胞先以光學檢測機

構進行細胞計數，再以水流切換 (flow switching)

之方式將細胞蒐集至不同的微管道中。

利用微機電系統製程技術可將傳統大型流式細

胞／顆粒計數及分類感測器微小化。微型流式細胞

／顆粒計數及分類感測器流體之操作原理如圖 3 所

示，待測之粒子於中央樣品流中行進，利用兩側流

速較快之邊鞘流對中央樣品流進行擠壓，形成流體

聚焦效應。適當調整邊鞘流與中央樣品流之流速

比，可將中央樣品流之寬度縮減至數微米寬。該寬

度可小於一個細胞之寬度，因此被聚焦之樣品流中

僅容許一個細胞通過。該細胞在流經整合於下游處

之光纖檢測機構時，會吸收、散射檢測光，而造成

檢測光強度之改變，因此可以測知是否有細胞流過

(圖 3b)。本研究除以微機電系統技術將上述微流體

結構微型化，並將光學檢測機構整合於該微流體細

胞計數器中，而免除傳統細胞計數器龐大複雜之光

學元件，製作出輕薄短小之微型流式細胞／顆粒計

數及分類器。本細胞計數器利用微影技術於玻璃上

製作光纖軸通道及光波導結構，檢測光可在其中以

全反射進行傳遞而不衰減。當細胞流中之細胞通過

該光波導檢測區時，將對檢測光造成阻擋或散射而

造成光強度之變化，其光訊號可由另一端之光波導

結構蒐集而加以檢測。本研究並成功地對微顆粒及

全血進行流體聚焦，並以該光學檢測機構完成細胞

計數之工作。

細胞計數器乃現今生醫及環境檢測上所不可或

缺之設備，但現行之設備均屬大型系統，該系統體

圖 1.傳統的柯爾特粒子計數器 (Coulter particle

counter) 裝置示意圖。利用顆粒通過測量小孔

產生電阻變化，再轉換為電子訊號
(2)
。

圖 2.微流體細胞計數器之電子顯微鏡影像。其基

本結構是由三條平行進樣管道、噴嘴及集中

流管道組成。
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積龐大且複雜度高，因此價格昂貴。今以微機電製

程技術製作小型化之細胞計數器，不僅具有體積

小、空間解析度高、檢測速度快之優點，並可製作

成可攜帶式系統，使檢測之機動性更為提昇。本文

接著將就其各個重要次裝置之設計及操作方式進行

詳細描述。

二、微流體聚焦現象

微流體聚焦現象 (micro flow focusing effect) 是

藉由兩側邊鞘流體對細胞流的水力集中效果而迫使

中央細胞流的流出寬度縮減至吾人所希望的尺寸。

此一預先縮減樣品流寬度步驟的優點在於事先對細

胞流作預集中處理，以便能將樣品精確的導向所預

定之出口槽，而避免在下游出口槽造成細胞誤入多

個管道的情況。

吾人已經有文獻發表以簡易理論模式來預測細

胞流集中時的寬度
(5)
。假設細胞流以及兩側邊鞘流

體間的混合及擴散的效應可忽略，因此吾人得到了

以下的理論公式 (圖 4)：

其中，d、D1、D2、D3 為細胞流集中寬度和 1－3
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入口微管道寬度，v1、v2 和 v3 為流體入口微管道之

流速，ra、r1、r2和 r3為注入流體於出口及入口微

管道 1－3 之流體密度。上述公式利用兩側邊鞘流

體和中間細胞流之關係來預測細胞流寬度。公式中

指出，細胞流的寬度與體積流量成正比，並與邊鞘

流體對細胞流之流量比成反比。上述的公式可作為

預測細胞流寬度之基準，並提供實驗時之實驗參考

依據。

圖 5 為本細胞計數器測試時之系統架設示意

圖。在該系統中，流體之驅動力乃由外部之注射幫

浦提供。圖 6 所示為該細胞計數器內部之流體聚焦

效應，在邊鞘流流速 0.2 mL/min 且樣品流流速為

0.05 mL/min 之情形下，中間樣品流將被壓縮成大

小為 10 mm 之寬度。且由於微流道中之流體流動

時均為穩定之層流，因此染料即使經過一段長距離

之流動後，其被聚焦後之寬度亦可維持不變，不致

因擴散或渦流攪拌而改變其寬度，因此細胞在樣品

流中可穩定流動。

將實驗所得之數據與流量比例預測法公式所預

測之流速值作比較，其結果表示於圖 7。由圖中可

知，本研究所提出之流量比例預測法理論公式確實

可以預測流體在微管道中之流動行為。

另外，微流體聚焦現象亦可經由電滲透流

(electroosmotic flow) 驅動之方式達成。電滲透流是

由外加的驅動電壓與流體之電荷分布 (電雙層) 之

間的相互作用所產生的驅動力來驅動流體。微流體

圖 3.

微流體細胞計數器操作原理示意圖。
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聚焦比 =        
此模式的聚焦電壓

(2)
聚焦比為 1 時的聚焦電壓

的聚焦現象主要是應用驅動電壓來限制樣品液的流

量大小。圖 8 是電壓驅動微流體聚焦晶片之照片，

其晶片與傳統的十字形晶片是相同的。在此晶片中

左右兩側的管道是作為聚焦用的管道，下管道是樣

品流的注射管道，上管道是收集管道；此微流體的

聚焦現象原理是利用左右兩側的電壓大小控制樣品

流的流量大小，在圖 9(a) 中所顯示的是聚焦比為 1

時樣品流的流量，此時樣品流有最大的流量，而圖

9(b) 為聚焦比 1.4 時樣品流的流量，此樣品流的流

量約為聚焦比為 1 時的 0.78 倍，而聚焦比的定義

為

因此當聚焦比較大時其樣品流的流量就越小 (如圖

9(c) 之聚焦比為 1.8，如圖 9(d) 之聚焦比為 2.2)。

由圖中顯示，對兩側之聚焦管道施予適當電壓後，

中間細胞流之寬度可隨之而改變。利用此種原理，

吾人可利用電場進行微流體聚集，其聚焦比與樣品

流體積大小之關係如圖 10 所示。

三、光纖／光波導偵測機構之整合

以光學偵測方式對生物樣本進行檢測具有許多

好處，包括檢測解析度高、檢測速度快，且不因接

觸而污染生物樣本，不會破壞生物活性，因此極為

適用於生物檢測。微機電技術發展至今已臻成熟，

圖 4.

微流體細胞計數器各管道間之參數

示意圖。

圖 5.微流體細胞計數器之實驗系統架設示意圖。
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要製作各式精密之微型元件並非難事。但截至目前

為止，利用微機電技術所發展之微型檢測系統，多

只做到檢測晶片之微型化。檢測時均需藉助大型之

檢測設備，如顯微鏡或各式精密之光學系統，以讀

取晶片中之微小訊號。因此，往往造成檢測晶片雖

然微小化，但檢測系統卻仍是大型系統的窘境。為

解決此一問題，唯有將檢測系統整合於微晶片中。

本研究將光學檢測機構整合於該微流體細胞計

數器中，進而免除傳統細胞計數器龐大複雜之光學

元件。本微型細胞計數器利用微影技術於玻璃上製

作光纖軸通道及光波導結構，檢測光可在其中以全

反射進行傳遞而不衰減。當細胞流中細胞通過該光

波導檢測區時，將對檢測光造成阻擋或散射而造成
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光強度之變化，其光訊號可由另一端之光波導結構

收集而加以檢測
(6)
。

整合於晶片中之光波導結構，乃由 SU-8 負型

光阻以及 SOG (spin-on-glass) 旋轉塗布玻璃雙層結

構所形成。SU-8 為一環氧樹脂型之負型光阻，其

透光性、生物相容性以及化學性質均十分良好。再

者，該光阻在交聯硬化後之折射係數 (n) 高達

1.8，若在其外圍被覆有一層低折射係數之物質 (如

有機系列之旋塗玻璃，n = 1.36)，則可形成一固態

光波導結構。本研究開發出一高效率之光耦合方

式，將蝕刻過之光纖直接插入該光纖軸通道中。由

於光纖出口與 SU-8 光阻間無間隙存在，因此不會

產生光散射損耗。該光波導結構可使檢測光在晶片

中以全反射方式行進，作為光學檢測之用。

本研究對該光波導之光傳輸效率進行量測，發

現其在 4 cm 長之光波導中，損耗僅 15 dB，適足

以符合各式微流體元件之應用。至今不僅利用染料

驗證，而且成功地以兩股邊鞘流對中央細胞流進行

流體聚焦，其聚焦後之寬度可小於一個細胞之直

徑，因而確保細胞流之細胞可依序排列經過檢測

圖 6.

細胞計數器之流體聚焦效應。(a) 藍

色染料於出口端被流體聚焦成 10 mm

之寬度，(b) 染料於樣品流中，在流

經 7 mm 後之檢測區時，依然保持其

寬度。(a) (b)

Width < 10 mm

圖 7.細胞流集中寬度理論值與實驗值之比較圖。 圖 8.電壓驅動微流體聚焦晶片之光學顯微鏡影像。
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區。此外，本研究並成功對大小為 20 mm 之微顆

粒，進行流體聚焦並以該光學檢測機構完成計數之

功能。

圖 11 為利用本光纖檢測機構整合之微流體細

胞計數器所進行之微粒子測試結果，測試所使用之

微粒子為大小 20 mm 之表面親水微珠 (POROS®,

selfpack poros 20 MC, Framingham, USA)，圖下方

為沒有通入微粒子時之訊號，上方之曲線則為通入

微粒子所獲得之訊號。圖中每一根尖峰之訊號代表

一個微粒子通過檢測區域，並被整合於晶片中之光

纖檢測機構所偵測到。為瞭解本細胞計數器檢測時

其訊號強度與粒子大小之關係，本研究分別利用大

小不同之微粒子進行測試，其結果如圖 12 所示。

結果顯示本細胞計數器不僅可以對微粒子進行計

數，更可以利用其訊號大小不同，而加以分辨不同

大小之粒子
(7)
。

四、具細胞／顆粒分類功能之微流體
開關

1.流體驅動模式
本研究提出一新式樣之 1 ¥ N 連續式微流體開

關 (micro flow switch) 晶片 (1 表示進樣樣品之數

目，N 表示出口槽之數目)，圖 13 為包含三個入口

和七個出口之可預先縮減樣品流寬度的 1 ¥ 7 微流

體開關晶片。此晶片除了具有樣品預集中之作用

外，另有無閥式開關切換 (valveless flow switching)

之功能，可控制樣品流注入任一出口流道，以進行

連續式細胞分類之功能。本微流體開關晶片模組包

含兩個部分：其一為水力預集中部分 (hydrodynamic

pre-focused section)，其二乃流向導引部分 (dispenser

section)。在水力預集中部分的設計上，利用兩側

邊鞘流所產生之水力集中效應驅使中間樣品流寬度

縮減至數微米之等級，以利於流體在流向導航時，

樣品能正確無誤的進入所預定之微管道內，避免樣

品流注入錯誤之管道。流向導引部分之設計，其原

理是以兩側快速邊鞘流速度不一致來控制樣品流之

流向。本研究提出 流量比預測法 (flow-rate-

ratio) 之理論模式，並利用理論公式來預測兩側邊

鞘流和樣品流注於入口槽之流量比值，作為實驗時

之重要依據參數
(8)
。此公式提供了一簡易理論模式

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

(V
)

(F/f)

(a)              (b)             (c)            (b)

waste

sample

Experiment

Numerical

Correlation

focus1 focus2

圖 9.樣品流的聚焦情況，上圖為實驗結果，下圖

為數值模擬結果。

1.2                 1.6                 2.0                 2.4

圖 10.聚焦比與樣品流體積大小關係圖。
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在通有微粒子的訊號中，每一根訊號即代表

一個微粒子通過檢測區域，實驗所設定之訊

號取樣頻率為 1 kHz。
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圖 12.粒子大小與訊號強度之關係圖。

圖 13.利用熱壓方式所製作之 1 ¥ 7 連續進樣晶片。

來預測樣品流切換之操作條件，並可簡單地推廣至

其他預集中 1 ¥ N微流體晶片，其中 N表示為 N 個

出口槽水道。研究發現預集中的效應十分重要，此

效應可避免產生樣品流部分注射至非所預期之出口

槽，即為滲漏現象 (smearing effect)。實驗中顯示出

一未預集中之樣品流，將導致樣品注射至二個出口

槽 (圖 14a)，此情況可以經由預集中之理論加以改

進 (如圖 14b)。圖 15 表示樣品流注射至特定出口

槽之現象，由實驗上確定了微流體切換效應，並且

可精確地將預集中後的樣品流注射至所期望之出口

槽。而其操作條件亦與簡易理論模式所預測之結果

相符合。由圖 15 中可以清楚看出所提出之流體在

微流體晶片上之流動行為可被預測。在實際操作

上，樣品流可連續式地在各出口槽之間切換，以達

到快速且準確地將樣品同時連續注入各種不同需求

的晶片中。在微型細胞計數器及分類器中，吾人可

利用此微型流體開關進行不同細胞之分類與蒐集。

2.電壓驅動模式
流體之切換亦可經由電壓驅動之方式來達成，

當微流體聚積電雙層 (electro-double-layer, EDL)

時，電壓會造成管道周圍之流體產生運動，並藉由

黏滯力之作用帶動其他區域之流體流動，此即所謂

之 電滲透流 。一個簡單的 1 ¥ 3 電壓驅動微流體

開關晶片幾何形狀如圖 16(a) 所示，吾人可以利用

不同的電壓驅動模式來達到所需的流體切換效果，

可將細胞檢體往不同管道收集，如圖 16(b) 所示。

五、細胞／顆粒計數及分類感測器之
製程

為了在鈉玻璃基材中製作微型流式細胞／顆粒

計數及分類感測器，本研究發展出許多創新之製程

方法，捨棄昂貴的金屬鍍膜製程，而以簡單之正光

阻做為玻璃濕式蝕刻之罩幕，並利用化學方法，將

蝕刻過程所產生的沈澱物去除，而得到表面平整度

良好之蝕刻結構。在玻璃接合方面，本研究發展出
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圖 14.預集中效應比較圖。(a) 樣品流未受水力集

中效應而產生滲漏之現象圖，(b) 加入水力

集中裝置，則可避免滲漏之現象。

(a)

(b)

圖 15.預集中後之樣品流注射至所預期之出口處實

驗圖形。

一快速之熱熔融接合製程，使得全部製程得以在十

小時之內完成，此乃文獻報導過最快速、簡單的一

套玻璃製程。傳統上，玻璃之蝕刻均利用金屬薄膜

當作蝕刻罩幕，但金屬薄膜之製作需要真空鍍膜程

序，該程序為一耗時且昂貴之製程，因此本研究開

發出利用 AZ4620 正光阻薄層做為玻璃蝕刻時之蝕

刻罩幕。圖 17 所示為玻璃製程之簡單示意圖。為

使簡單之 AZ4620 正型光阻能夠抵擋氫氟酸緩衝液

(buffered oxide etchant, BOE)，本研究利用兩階段烘

烤方式進行光阻之軟烤以及硬烤程序，並利用適當

之烘烤溫度烘烤，使光阻形成一低殘留應力之蝕刻

罩幕。該正光阻蝕刻罩幕，可在蝕刻液中抵擋超過

一小時，並輔以創新之蝕刻程序，將鈉玻璃蝕刻時

所產生之氯化鈣和氯化鎂沉澱物去除，而得到一光

滑之蝕刻表面。蝕刻後之玻璃基板利用高溫熔融接

合法，將兩片玻璃進行接合，而形成一具有高強度

之接合。

• 材料：一般市售的顯微鏡用載玻片或表面拋光處

理過的鈉玻璃。載玻片在使用前經過 400 °C 退

火 4 個小時以去除殘留應力。

• 清潔：將玻璃置於沸騰的 Piranha 溶液 (H2SO4

(%)： H2O2(%) = 3：1) 中煮 10 分鐘，並以去離

子水 (DI water) 沖洗後吹乾。然後將將其置於

100 °C 的電熱板烘烤 3 分鐘，以去除玻璃表面的

水分子。

• 微影製程：玻璃冷卻後，以蒸發法塗布 HMDS

(hexamethyldisilazane) 黏著層，完成後並於電熱

板上以 100 °C 烘烤 3 分鐘，使 HMDS 以共價鍵

附著於玻璃表面。之後將 AZ4620 正光阻均勻塗

布在玻璃表面，並以兩階段程序進行軟烤，並進

行曝光及顯影。光阻的硬烤以 150 °C 兩階段增

溫方式進行，以增加光阻在蝕刻緩衝液中之抵擋

時間。

• 蝕刻：玻璃基材以蝕刻緩衝液 (BOE 6：1) 進行

蝕刻，並輔以超音波振盪以加快其蝕刻速率。在
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(a) (b)

圖 16.

(a) 1 ¥ 3 微流體控制晶

片幾何形狀，(b) 三種不

同的微流體控制模式。

蝕刻的過程中會有沉澱物產生附著在微管道的表

面，而影響蝕刻品質。因此利用 1 M 的鹽酸來

除去這些表面的沉澱物。每隔 5 分鐘就將玻片從

蝕刻液中取出，先經過去離子水沖洗後，將其放

置於鹽酸溶液裡浸泡，稍微晃動攪拌，時間約

10－15 秒。完成後亦先浸泡過去離子水後，再

放回蝕刻液中進行蝕刻。如此反覆進行，直到完

成所設定之蝕刻深度。

• 晶片接合：將蝕刻完成的玻片清洗後對位，並在

上下兩塊玻璃板之間滴上少許的去離子水，利用

大氣壓力將兩塊玻璃板「黏」起來後，置於燒結

爐中。利用高溫將玻璃加溫至稍微融熔的狀態使

之接合。其升溫速率為 5 °C/min，並在 580 °C

的狀態下持溫 10 分鐘後降溫，而完成該玻璃生

醫檢測晶片。

圖 18 (a) 所示為光阻蝕刻罩幕在蝕刻後之電子

顯微鏡影像。光阻蝕刻罩幕在經過氫氟酸緩衝液蝕

刻後附著良好，絲毫沒有被侵蝕的現象，此現象顯

示利用本製程所製作之玻璃蝕刻罩幕可長時間抵擋

玻璃蝕刻液侵蝕之能力。圖 18 (b) 為蝕刻完成且剝

除光阻後之玻璃晶片。利用該光阻薄膜做為玻璃之

蝕刻罩幕，玻璃在蝕刻後可得良好之幾何形狀定

義，即使在極尖銳的角，亦可獲得良好之蝕刻結

果。圖 19 為熱熔融接合後之玻璃晶片斷面圖。玻

璃在經 580 °C 接合後，上下板合而為一，中間之

介面在接合後消失，顯示其接合效果極為良好。該

接合技術不僅提供材料性質均一之管道表面，且上

下板間無任何介面，不僅接合強度高，且可提高晶

片之效能。

六、結論

本研究發展出具有商業價值之微流體檢測元件

－微型流式細胞／顆粒計數及分類感測器，其特點

在於將光學檢測機構整合於晶片中，因此操作時可

以免除複雜之光學對位程序，更不需要大型之光學

設備，使得系統得以真正微小化，製作成低成本、

可攜帶式的生醫檢測系統。研究中成功地利用該細

胞計數器對微離子進行流體聚焦，並完成檢測。結

果顯示該細胞計數器可以在不經螢光標定之情況

下，對細胞進行計數，並可分辨大小不同之細胞。

本研究也成功地發展出一套玻璃晶片製程技術，該

製程使用低成本之鈉玻璃作為基材，並捨棄複雜之

真空鍍膜程序，利用正光阻當作玻璃之蝕刻罩幕，

改良的蝕刻程序使蝕刻之玻璃表面平整度極佳，並

以熱熔融方式接合玻璃上下板，而獲得良好之結合

強度。該製程之特點在於快速、簡單、可靠，全部

製程可在十小時內完成，並可應用於各式微流體晶

片之製作。
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圖 17.玻璃晶片製程簡單示意圖。




