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一、前言

近年來，由於生物技術突飛猛進的發展、再加

上微機電系統技術與封裝技術持續的發展並漸趨成

熟，因此跨領域整合式實驗室型生物晶片 (lab on a

chip) 的研究也隨之興起，並且已成為新世紀以來

最為熱門的研究課題之一。基本上，實驗室型生物

晶片的發展概念，乃在於將原本在試管中進行的許

多生化反應，能夠具體地被縮小至一個微小的晶片

上進行其完整功能，並儘量予以自動化。如此一

來，除了能大大地減少測試物品的所需劑量，可大

幅地節省實驗測試成本之外，更能加速所需的反應

速度，並因而縮短檢測反應的時間。目前常見的微

陣列晶片 (microarray)(1)
、毛細管電泳晶片 (capillary

electrophoresis chip, CE chip)(2-7)
以及聚合連鎖反

應晶片 (polymerase chain reaction chip, PCR chip)(7-15)

是其中幾項成品的實現。至於實驗室型生物晶片技

術在生物醫學方面的應用領域，主要包括基因表現

分析、疾病診斷、藥物篩選、基因定序、蛋白質分

析等相關應用。

而除了讓生化反應在晶片上能夠進行正常的功

能之外，另外還需要一套能夠讀取生化反應過程或

是反應進行後之結果的訊號偵測系統，目前的生物

晶片多半需要由特定的檢測系統加以讀取，此類檢

測系統相對於晶片本身，大部分都是體積龐大而價

格昂貴，並無法達到真正掌上型可攜式生醫檢測系

統晶片的目標。因此如何將檢測系統微小化並整合

在生醫晶片上，是進一步值得研究的方向，如此一

來才有機會達到真正的可攜帶式生醫晶片。

目前的生物檢測系統所運用的原理
(16)
包括有

近來由於生物技術發展上的突飛猛進，再加上整合工程領域上的微小化等技術，使得實驗室

型生物晶片 (lab on a chip) 的研發成為新世紀跨領域技術整合的重要課題之一。針對生物晶

片上的訊號偵測部分，本文介紹結合微光學系統技術利用於生物晶片上時，對於基礎的光源
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光學光譜的偵測，其中又可細分為螢光檢測法、反

射率量測法與吸收率檢測法等；另外還有電化學式

的偵測方式，其中又可再細分為電流檢測、導電率

檢測以及電位檢測等；此外，還有質譜分析法等其

他方式。在本文中主要是討論運用最為廣泛的螢光

檢測法，其運作的機制乃是利用配合所使用螢光分

子的特定波長之雷射激發光，用以激發具標定作用

的螢光分子，藉由一光學系統偵測收集被激發出來

的螢光能量，從而進一步分析得知待測樣品的成

份。

基於實驗室型生物晶片的種種優點，再加上可

輕易地重複複製以作為大量不同測試物的平行處理

檢測，近來也開始出現許多文獻報告，發表有關螢

光檢測系統微小化、平行處理的設計與研究
(17-19)
。

整個檢測系統架構如圖 1 所示，透過微流通道的導

通，將各種試劑引至所設計的位置 (flow chamber)

進行反應。利用波導的結構將半導體雷射 (diode

laser) 的雷射光導引到反應區，同時以內全反射式

(total internal reflection) 所附帶產生的漸逝波

(evanescent wave) 作為標定螢光的激發。之後，利

用微透鏡陣列 (grin lens array) 將激發出來的螢光收

集起來，再經過一前置濾光片 (emission filter) 以去

除原激發光的背景雜訊干擾，最後由 CCD 影像偵

測器 (CCD image array) 擷取各位置上的螢光光

量，以供後續的數據分析。

儘管作到如此已經是非常大的突破，但是如果

在微流通道 (microchannel) 中的待測物和螢光標定

分子相互接合後，也透過漸逝波 (evanescent wave)

的方式激發出螢光，能夠更進一步獲得完整收光的

螢光光譜，這可以經由插入一微光柵的作用，使得

不同形式的螢光能量會依照不同的波長分布而被分

配到不同的空間位置，從而得以記錄整個發光光

譜。有了整個螢光光譜的動態變化，即得以監控整

個生化反應的過程與其反應速率的快慢，而且也更

可以在應用上同時加入一種以上的螢光標定分子，

增加不同的測試反應數量。如此新的架構，除了將

能夠獲得更多有關待測物的資訊以外，同時藉由光

譜的變化與分析，將可以更精確地得到螢光的能量

大小而得到定量化的結果，也因此更能夠對待測物

的反應過程做即時的監控。因此基於以上的概念實

現，對於傳統大型的光學系統設計自然已經不是問

題，而對於必須整合進微型晶片內的微光學系統而

言，所需的各式微光學元件目前相關技術也已發展

成熟，如微透鏡、微光柵等
(20-21)
。只是在新的系統

架構下，必須回頭將所激發出來的螢光發光情形作

一清楚的瞭解，建立完整的螢光發光模型，才能有

更精確的微光學系統設計。

在建立螢光發光模型的過程中，將考慮到所使

用的激發雷射光源型式、所激發出的螢光分布情

形，以及此螢光訊號在射出微流通道之前，還會受

到整體待測物溶液中粒子的影響，例如其他未被激

發的螢光分子、生物探針、待測分子等等，而造成

不同的散射 (scattering) 效應，從而改變了螢光發光

的空間分布。本文以下將針對上述的概念，將實驗

室型生物晶片中的螢光光源模型建立做一介紹。

二、漸逝波的模擬
(22)

首先，考慮到螢光激發光源是在光波導內，經

由全內反射 (total internal reflection) 的方式引入，

而當一道光束從高折射率介質向低折射率介質入射

時，同時在入射角大於臨界角的條件下，就會有全

內反射的情況出現，此時激發光能量幾乎完全被反

射回高折射率介質內，但在低折射率介質內仍然有

漸逝波的產生，在此藉以用來激發螢光分子 (如圖

2 所示)。根據 Snell’s law，其臨界角為
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圖 1. 檢測系統架構示意圖
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上列公式中，nt和 ni分別是折射介質和入射介質的

折射率。就幾何光學而言，發生全反射時光無法傳

遞到透射介質 nt 中；然而就電磁波理論的角度來

看，在全反射的介面上仍有光能量可以穿透過一小

段距離，但其能量大小隨著穿透深度的增加而快速

地呈指數式衰減，這個穿透的光能量傳遞即為漸逝

波 (evanescent wave)。

1.平面波　
首先我們先考慮理想的平面波 (plane wave) 激

發光所造成的漸逝波，一般平面波可以分成 S-

polarization 和 P-polarization 二種偏振態，從描述

光束經過兩種不同介質之穿透的 Fresnel 方程式 (公

式 2 與 3) 中，我們可分別得到 S-polarization (公式

4) 和 P-polarization (公式 5) 所造成的漸逝波電場分

布 (公式 4 與 5) 和強度分布 (公式 6 與 7) 的關係式

如下：

其中
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在上述的公式中，E0i 與 I0i 分別為入射光之電場強

度與光強度，q i 和 q t 則分別代表入射角和折射

角，l 是入射光波長，z 為縱軸穿透距離，d 為特

徵深度。由公式 8 可知，當超過臨界角的入射角越

大時，特徵深度 d越小，也就是說漸逝波會隨著入

射角的變大而衰減越快；同時隨著入射光波長的不

同，d也會隨之改變。

一般微光學系統以及生物晶片常用的基板材質

之一為玻璃 (ni =1.52)，而待測物樣品通常以水溶

液的形式呈現 (nt =1.33)，由此兩種折射率所構成

的臨界角約為 61.04°，因此當入射光分別為理想的

S-polarization 或是 P-polarization 的平面波時，藉由

圖 4 所示，可以知道 P-polarization 的穿透深度比

S-polarization 還要來得深，而且其強度隨穿透距離

z 的增加而呈指數式遞減。其中橫軸代表強度，縱

軸代表穿透深度，並假定入射角為 62°。

2.高斯光束
考慮常見的的螢光激發光源為雷射光源，而雷

射光一般多屬於高斯光束。因此其所造成的漸逝波

電場和強度，在微流通道中的詳細空間分布情形，

也必然與平面波的情形不盡相同。整個架構的示意

圖可以參考圖 3，首先利用 Fourier 積分形來表示

圖 2.

全內反射式光波導 (WG) 架構，激發

光在微流通道與光波導的邊界上，

以漸逝波的形式進入微流通道內。
(18)

圖 3. 全反射之漸逝波分析所採用的座標系統。
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垂直入射的高斯光束 (Gaussian beam)(23)
：

上式表示有許多不同振幅 Ai(u, v) 的平面波相互疊

加，其中 (u,v,w1) 為在介質 ni 的波向量 (wave

vector)。為了定義此高斯光束的偏極態，還需把振

幅 Ai(u, v) 分為 x 方向和 y 方向，分別代表著 P-

polarization 和 S-polarization 的情況：
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其中定義 a = (ax , ay)，若表示成 P-polarization 時，

則 a  = (1, 0)，若表示成 S-polarization 時，則 a  =
(0, 1)；其振幅 A0(u, v) 滿足高斯表示形式：

在此 a即代表高斯光束的腰寬。

現進一步考慮斜向入射的高斯光束狀況，可藉

由簡單的座標轉換，將 (x, y, z) 座標系統轉成 (X, Y,

Z) 座標系統，並把全反射的條件帶入，最後即得

到如公式 13 的透射電場大小：

其中 T(U, V) 為穿透係數(23)
，W2 則是在介質 nt 中 z

方向的波向量，再由公式 13 的電場分布取其絕對

值的平方，可以得到漸逝波強度隨空間變化的分

布。

同樣地，考慮常見的狀況，其介質分別為玻璃

(ni = 1.52) 和水溶液 (nt = 1.33)，同時入射角為

62°，並假定高斯光束的光束大小為 1 mm，其波長

為 632.8 nm。由公式 13 可以計算得到，在此條件

狀況下的漸逝波在水溶液中的穿透強度分布情形，

如圖 5 所示。
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圖 4. 平面波在入射角 62° 時，其所產生的漸逝波

強度 I 和穿透深度 Z 的關係。 Ip 代表 P-

polarization 的情形，Is 則代表 S-polarization

的情形。

圖 5.

(a) 漸逝波在 X-Z 的空間強度

分布，(b) 漸逝波在 Y-Z 的空

間強度分布。
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有了漸逝波的光場分布狀況之後，接下來則要

進一步了解在微流道中，螢光分子受到漸逝波激發

初始發光的能量分布情形。

三、漸逝波激發螢光的機制

一般而言，雖然螢光分子是否能夠被激發僅由

激發光波長所決定，而控制螢光訊號的強弱卻有許

多因素，包含整個溶液的濃度、激發光強度、螢光

分子的吸收係數 (absorbed coefficient) 以及螢光分

子的激發量子效率 (quantum efficiency) 等等。參考

圖 6 的示意圖，因此激發出來的螢光強度 (F) 可以

被描述成：

其中 I0 為入射光強度，f 為量子效率。經由 Beer-

Lambert law 的推導，可把公式 15 表示成下式：

F I I= -f ( ) ( )0 15

上式的 e 為吸收係數或稱為消散係數 (extinction

coefficient)，c為螢光分子的濃度，b則為入射光路

徑長
(24)
。吸收係數和量子效率均是螢光分子的本質

特性，由公式 16 可知，當溶液的濃度越高或入射

光路徑越長，則螢光分子受到激發的機會就越大，

其螢光發光的強度也就越強。

不同的螢光分子，具有不同的激發波長

(excited wavelength) 和螢光輻射波長 (emission

wavelength)，螢光分子藉由吸收特定波長的激發光

能量，使得螢光分子中的電子躍遷到較高能量的激

發態 (excited state) 上，當再自然消逝地回到基態

(ground state) 時，此時能量即以螢光的形式輻射出

來。因此螢光輻射的波段會比原激發光的波長還要

來的長，而這兩個波段在光譜圖上表現出一個位移

量，稱為 Stokes shift 位移量。

若是採用 Molecular Probe 公司所生產的 Alexa

Fluor® 633 螢光分子為例，其吸收係數 e為 100000，

量子效率 f 為0.55，而且假使螢光分子的濃度 c 為

1 mM，入射光路徑長 b取較長的距離 5 mm。因此

可得到螢光受激初始發光的空間強度分布，如圖 7

所示。

四、螢光在待測物中的散射效應

接著則是考慮由螢光分子所初發出的螢光，在

微流通道的水溶液中所造成的散射效應，使得建立

的螢光光源更能趨近於實際狀況，進一步更可在後

續架設一系列的光學元件。以下將利用前述所得到

F I e bc= - -f e
0 1 16( ) ( )

圖 6. 入射光激發螢光。溶液的濃度、激發光強度、

螢光分子的吸收係數以及螢光分子的激發量子

效率等因素，均會影響螢光的激發結果。

圖 7.

螢光受激初始發光的空間強度

分布，(a) X-Z 平面上，(b) Y-Z

平面上。
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的螢光初始發光的空間強度分布，並載入光學模擬

軟體 ASAP 中當成新式的光源模型，進行散射過

程的模擬。

當待測溶液中受激發的螢光分子發出螢光時，

其螢光會再受到水溶液中各式分子的影響而有散射

(scattering) 的現象，進而影響到最後從微流道發出

的螢光光場分布。粒子會造成光散射的因素包括粒

子本身的折射率、粒徑的大小、粒子的形狀和粒子

在溶液中的濃度等。隨著上述條件的改變，其所造

成的散射效應也有所不同，依照 Mie theory(25)
所描

述不同粒徑圓球粒子 (spherical particle) 造成之散射

現象，來描述螢光在水溶液中受到散射的情形。由

於實驗型生物晶片目前仍多以 DNA 的相關實驗為

主，所以假設考慮 DNA 分子是造成散射的主要來

源之一。一般 20 bp 的 DNA 長度大小約為 6.8

nm(26)
，而 DNA 的折射率約為 1.75(27)

，DNA 濃度

設定為 1 mM，而微流道的基板材質一如前往，仍

為石英 (quartz)。

以上述的條件即可建立出如圖 8 的模型，圖中

紅色的立方體代表微流道中的水溶液部分，立方體

中的介質包含待測溶液 (折射率為 1.33) 和對螢光

造成散射的 DNA 分子 (折射率為 1.75)，周圍黑色

的部分則是石英 (折射率為 1.4565)，同時加入考量

石英的反射率為 8.2%，透射率為 91.2%，但暫不

考慮其吸收的情況。

假設固定的原始螢光發光通量 (flux)，而經由

DNA 分子散射後出微流道的螢光能量分布，如圖

9 至 11 所示，從而得到螢光的發光模型。

圖 8. 螢光散射模型，其中紅色立方體中的介質包

含待測溶液 (折射率 = 1.33)、和對螢光造成

散射的 DNA 分子 (折射率為 1.75)，周圍黑色

的部分則是石英 (折射率為 1.4565)，藉由灰

色的偵測面可得知其螢光能量分布。

圖 9.

螢光經過散射後的能量分布，

(a) 離微流道 35 微米 (mm) 遠處

的觀測結果，(b) 離微流道 85 微

米 (mm) 遠處的觀測結果。

圖 10.

螢 光 經 過 散 射 後

的 能 量 分 布 等 高

線圖。(a) 離微流

道 35 mm 遠處的

觀測結果，(b) 離

微流道 85 mm 遠

處的觀測結果。

(a)

(a) (b)
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在圖 11 中，紅色曲線和藍色曲線分別代表著

整個觀測半球空間中，經線和緯線方向的光強度分

布，並且徑向代表著光強度的大小。同時可和圖中

Lambertian 光源 (圓形虛線) 的情形比較可知，事實

上螢光的發光分布較集中在正中央的方向，距離越

遠處越偏離點光源的狀況。

五、結語

本文針對光學檢測系統微小化的模型之建立作

逐步的討論，由系統底層漸逝波到螢光溶液被漸逝

波激發產生螢光的模擬，再考慮螢光在待測溶液中

的散射行為，並分析討論其螢光射出微流道之後的

情況。藉由上述的模型建立，後續即可根據所得到

光源模型出發，重新進行微光學元件與微光學系統

的設計與製作。因為有了較為精準的光源模型，所

以微光學系統的功能也得以廣泛的發展，更可能實

現出監控整個生化反應的過程與其反應速率快慢的

微型光學偵測功能系統，而且也更可以在應用上同

時加入一種以上的螢光標定分子，增加不同的測試

反應數量，進而能夠實現多功能而可攜式生物晶片

的目標。
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