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一、前言

用於觀測生物樣本及進行其相關實驗的方式或

技術大致上分為兩類，第一類乃以光學顯微術為

主，包括拉曼光譜儀 (Raman spectroscope)、時間

解析之單光子計數系統 (time-resolved single photon

counting system)、全反射螢光顯微鏡 (total internal

reflection microscope)、共軛焦雷射掃描顯微鏡

(confocal laser scanning microscope) 等整合型光電影

像設備，可透過分析生物分子對雷射光之散射性

質，或利用螢光染劑與生物分子本身自發之螢光，

來觀察及即時監測生物分子之功能或是代謝情況。

此方法乃適用於試管內 (in vitro) 及細胞體內 (in

vivo) 之實驗，惟影像之空間解析度有限，約僅 0.2

利用原子力顯微術於液態環境下觀察
DNA 分子之型態變化
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在過去的二十年裡，由於原子力顯微術能於液態環境下及於可控制之溫度下進行掃描，並具

有能提供奈米級解析度影像之優異特性，使得有越來越多的研究學者，包含工程學家、化學

家，以及生物學家，乃有興趣於其相關之應用及研究。在這篇文章中，我們將透過原子力顯

微術於液態環境下觀測 DNA 分子貼附於經氯化鎳及 APTES 處理後之雲母片表面上所呈現

之型態。此外，我們亦觀測到，若將 DNA 分子預先與氯化鎳溶液或 APTES 溶液混合，再

滴至雲母片表面進行掃描，將導致 DNA 分子產生不同型態之結果。

For the past two decades, more and more researchers, including engineers, chemists, and biologists,
were interested in the studies about the applications of atomic force microscopy in their research fields
due to its capabilities that can be operated in liquid phase and at a controlled temperature, and provide
nano-scale image resolution. In this study, we have observed the conformations of plasmid DNA molecules
deposited on Ni- and APTES-treated mica surfaces by AFM in liquid phase. Another interesting study
was also carried out in this report that DNA molecules would exhibit different conformations, while they
were pre-mixed with NiCl2 solution and APTES solution before depositing on fresh cleaved mica surfaces.
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mm 左右。另一類之技術主要是利用電子顯微鏡來

提供更高之空間解析度，惟運用此技術時，生物樣

本需進行複雜之製備過程，並於真空環境中觀察，

更無法作動態之即時偵測，因此，整個過程將無法

呈現生物分子之原貌。而自 1986 年，Binnig 等人

發明了原子力顯微鏡 (atomic force microscope,

AFM)(1)
，乃解決上述兩類技術上之不足處，並在

生物醫學上之研究逐漸嶄露頭角。此法乃利用微小

探針來掃描生物樣本，針尖曲率半徑約 15 nm 以

下，並可於乾燥環境及接近生物樣本生理狀態之液

態環境下進行實驗，故可進行生物分子間反應之即

時偵測。此外，透過對探針表面性質之修飾，亦可

進行生物分子間反應作用力學及表面化學性質之量

測。因此，透過原子力顯微術之優異特性，將於本

實驗中，在液態環境下來觀測環狀之 plasmid DNA

分子之型態變化。

二、基本架構及原理

原子力顯微鏡之基本架構主要是由壓電掃描

器、回饋控制系統、懸臂及其末端上之探針、光感

測器，以及相關電腦影像軟體組成。此外，針對個

別實驗設計，可能會有其他相關之設備，包括防震

系統、溫濕度控制箱以及隔音罩等設備。而此技術

之缺點乃在於掃描時間相較於光學或電子顯微鏡設

備較長，取得一張影像約需數分鐘之時間，較大部

分的分子完成反應所需之時間長了許多，因此，在

動態即時偵測之實驗上，時間解析度將大大之降

低。此外，由於掃描時間較長，且掃描範圍有限，

通常尋找到合適之目標區所耗之時間會再拉長。近

年來，已有實驗性或商業化產品，除致力於改善掃

描速度不足之缺點外，乃嘗試將常見之光學顯微設

備或光學技術與原子力顯微鏡結合在一起，因而大

大提升原子力顯微鏡在生物醫學上之應用及使用操

作之效率。

如圖 1(a) 所示，乃於本實驗室所架設根據市

售生物醫學用原子力顯微鏡 (BioScope AFM,

Digital Instruments, Santa Barbara, CA) 所描繪之圖

形，乃將壓電掃描器安置在一倒立式顯微鏡上，藉

由此光學顯微鏡可幫助使用者快速尋找到合適目標

區域，隨後再以裝置於壓電掃描器上之探針進行掃

描，得到高解析度之微觀資訊。另外，本實驗室亦

按顯微鏡之外在形狀，自製溫濕度控制箱，罩蓋整

個儀器設備，若為進行活體細胞之實驗時，可大概

控制實驗環境溫度接近 37 °C，並通入合適濃度之

二氧化碳；若是進行乾燥性樣本實驗，則可通入氮
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圖 1. (a) 包含倒立式光學顯微鏡以及溫濕度控制箱罩之生物醫學用原子力顯微鏡示意圖；(b) 於液態環境下

掃描時，探針與樣品表面被溶液水柱所包覆。

(a) (b)
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氣，以維持操作環境及樣本之乾燥度。除此之外，

此箱罩還能阻隔噪音之干擾，而增加實驗環境之穩

定性。而實驗樣品之載具可為蓋玻片、載玻片、培

養皿，以及其他可置放樣品之平坦基材，如雲母片

或矽晶片表面。若於液態環境下進行掃描時，溶液

將形成一水柱狀體積，如圖 1(b) 所示，乃包覆整

個探針與試片表面區域，此設計為開放式工作環

境，隨著掃描時間之延長，液體體積將逐漸蒸發流

失，故需以外加方式補充液體，維持溶液體積。

原子力顯微術主要之操作模式包括非接觸式

(non-contact mode)、接觸式 (contact mode)，以及輕

敲式 (tapping mode) 等三種。在觀察生物性樣本

時，所選用操作模式之主要考量乃在於，何種模式

能減輕探針對生物樣本之破壞，以維持生物樣本之

原貌，並能夠不損失影像解析度。非接觸式主要是

將探針盤旋於樣品上方約幾個奈米之距離，並量測

探針尖端與樣品間所形成之凡得瓦爾力，此法雖不

會造成生物樣本之破壞，但掃描速度過於緩慢，以

及解析度差是本模式之缺點。而接觸式有解析度高

及掃描速度快之優點，惟若因探針施力過度，容易

造成生物樣本之破壞。輕敲式則能有效降低對樣本

之破壞，且能保有相當之解析度，唯獨掃描速度不

若接觸式快。衡量上述三種操作模式，以輕敲式較

為廣泛接受之操作模式，但仍有不少有關生物性樣

品之實驗成果，仍嘗試以接觸式為操作模式。在本

實驗中，乃以輕敲式為操作模式，並於液態環境下

進行掃描。

本實驗架設所採用之 G 型壓電掃描器可進行

大範圍之掃描，最大可達 100 mm ¥ 100 mm 之面

積，而縱深掃描範圍最高為 6 mm，因此，可適用

於掃描生物樣品種類，最大如細胞，而最小則能掃

描單一之生物分子。如圖 2(a) 所示，於液態環境

下，利用接觸式掃描所得高度差異 (height image)

顯示之中國倉鼠卵巢細胞 (Chinese hamster ovary

cell, CHO cell)，尺標為 10 mm，右側之顏色指標顯

示為縱深高度相對值，圖 2(b) 為相同掃描位置之

探針與樣品摩擦力差異顯示圖 (friction image)，右

側顏色指標顯示為探針與樣品摩擦力大小相對值。

圖 3(a) 為利用輕敲式所得高度差異顯示乾燥之

type I 膠原蛋白纖維 (collagen fibers)，尺標為 300

nm，圖 3(b) 為相同掃描位置之探針與樣品黏滯性

差異顯示圖 (phase image)，右側顏色指標顯示為探

針與樣品黏滯性差異大小相對值。進行乾燥性樣品

掃描時，所採用探針震動頻率於約為數百 kHz；若

於液態環境下操作時，則約為數 kHz，以避免探針

之高頻率擺動而引起液體之擾動現象。而實際所使

用之震動頻率，將透過系統本身軟體之頻率測試，

自動取得每一探針之震動頻率與震幅，而於掃描進

行時，可針對頻率及震幅作微調，以達最佳之掃描

條件。

三、樣品製備

1.基材表面性質
利用原子力顯微鏡來觀測生物分子之型態，必

須將其固定或貼附在基材 (substrate) 上，而在基材

之選用上，會因所欲觀測之樣品大小而選擇不同表

面粗糙度之基材。例如，在觀測細胞時，細胞可選

圖 2.

(a) 於液態環下，

利用接觸式掃描所

得高度差異顯示之

中國倉鼠卵巢細胞

影像，尺標為 10

mm；(b) 為相同掃

描位置之探針與樣

品摩擦力差異顯示

圖。
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擇貼附在蓋玻片、培養皿、矽晶片，以及雲母片

上，也就是在觀測較大型樣品時，對基材之粗糙度

就比較不要求；而當觀測較小生物分子時，類似膠

原蛋白般大小，則將提高所選用基材之粗糙度，如

經酸洗之蓋玻片；而當觀測更小生物分子時，如

DNA 分子，則必須選用平整度高之雲母片，或是

矽晶片之基材。除了在基材之選擇問題外，觀測乾

燥性生物樣品常常遇到生物分子原存在之緩衝溶液

或其他處理樣品之溶液乾燥後所殘留之結晶鹽類問

題，使得操作者不易掃描到欲觀測之生物樣品原

貌。而通常解決之方式，包括將含有欲觀測生物樣

品之溶液滴在基材表面上，等待乾燥後，再以乾淨

之去離子水或不會殘留鹽類之液體將結晶鹽類清洗

掉。但此法亦可能會將生物樣品沖刷掉，除非先將

生物分子牢固的貼附在基材表面上，或是先以乾淨

之去離子水將鹽類成分稀釋，並透過幾次的離心及

稀釋清洗動作，而將鹽類成分去除。惟此法在清洗

過程中，生物分子會因所存在之環境不同，而改變

原有之型態；而若是直接於液態環境下進行掃描，

將可省去乾燥後殘留結晶鹽類之問題。但另一個需

要去面對的難題是，如何使生物分子在液態環境下

能夠穩定的貼附在基材上，不單如此，若是要進行

動態生物分子間反應之即時觀測，如何使生物分子

合適的貼附在基材表面，但又能保有生物分子之活

動性而能夠在基材表面上活動，將又是在液態環境

進行觀測時，所要面對的另一項課題。

2.基材之表面處理與生物樣本
本實驗欲觀測有關 DNA 分子之型態變化，所

使用之 plasmid DNA 為環狀之 MGC 668/Plp-C1-

f1ag，分子量約為 8000 bp。另一方面，基材之選

用上，主要是以雲母片為主，其表面是帶負電。由

於 DNA 本身亦是帶有淨負電 (net charge)，故若是

要使 DNA 分子能吸附在雲母片表面，勢必要對雲

母片表面作修飾。在本實驗用來處理雲母片之表面

性質使其具有吸附 DNA 能力之方式主要有兩種。

第一種為 3-aminoproply-triethoxysilane (APTES)

(Sigma-Aldrich, Germany)，透過將剛擘開之雲母片

浸泡至 0.1 % (v/v) APTES 溶液中約 10 分鐘，使雲

母片表面經過 silanes 基修飾後(2,3)
，能夠與 DNA 分

子產生共價鍵結
(4-7)
，或是將 DNA 預先與 APTES

溶液混合後 (APTES 最終濃度為 0.1% (v/v))，再滴

至雲母片表面，並靜置一段時間，使 DNA 分子能

穩定被吸附於雲母片表面。另一方式，則是將剛擘

開之雲母片浸泡至氯化鎳 (Sigma-Aldrich, Germany)

溶液中
(8)
約 15 分鐘，解離後帶有二價正電之鎳離

子，其一端會吸附在雲母片，另一端則能用於吸附

DNA 分子(9-12)
，或是預先將 DNA 與氯化鎳溶液混

和後，靜置約 15 分鐘，再滴至雲母片表面，隨後

進行原子力顯微鏡之觀察。經表面處理後之雲母

片，以乾淨之去離子水清洗，並晾乾等候使用。另

外，所有滴至雲母片表面之 plasmid DNA 最終濃度

均約為 1 ng/mL。

3.原子力顯微鏡掃描
本次實驗所使用之設備為市售之生物醫學用原

子力顯微鏡 (BioScope AFM, Digital Instruments, Santa

Barbara, CA)，操作模式為輕敲式掃描，所使用之

圖 3.

(a) 利用輕敲式所

得高度差異顯示乾

燥之 type I 膠原蛋

白纖維，尺標為

300 nm；(b) 為相

同掃描位置之探針

與樣品黏滯性差異

顯示圖。(a)

250 nm

0 nm

70°

0°(b)300 nm



41科儀新知第二十七卷第三期 94.12

探針為 V 型 (V shape) 探針，掃描震動頻率約為 5

－10 kHz，掃描速度約為 0.4－0.6 Hz，而所得影像

之畫像數為 512 ¥ 512 pixels，掃描範圍為 1 mm ¥ 1

mm。掃描進行時，溶液體積約維持在 200 mL。

四、結果與討論

1. DNA影像－於經APTES表面修飾之雲母片
將 DNA 滴至經 APTES 處理後之雲母片，並

靜置約 5 分鐘後，於液態環境下進行掃描，如圖

4(a) 所示，可得清晰之 plasmid DNA 影像，圖上尺

標為 100 nm，右側之顏色指標顯示為縱深高度相

對值。而圖 4(b) 為經過約二十分鐘後，掃描同樣

之位置所得之圖。由圖 4(b) 上可得知，除了試片

本身之熱漂移 (thermal shift) 所造成影像位置移動

外 (箭號所指為漂移方向)，此 DNA 影像與先前所

得結果並無明顯型態 (conformation) 之改變，由此

顯示著，在此時間內，DNA 乃穩定且 分散均勻

地 貼附於雲母片表面。從所得到之影像，透過軟

體分析 (NanoScope SPMV5) 所量得之 DNA 橫向尺

寸約為 8.5 ± 0.5 nm，縱像尺寸約為 1.2 ±  0.2 nm。

一般來說，影響 AFM 影像解析度之因素常包含：

環境之影響，周遭環境之干擾或無法被防震系統所

平衡之震動，通常將造成訊號雜訊比 (single to

noise ratio) 過低，導致無法清楚量測到目標物之影

像及尺寸；試片之製備過程，即便在液態環境下掃

描，溶液中若存在過多無法溶解之雜質，或是樣品

本身無法與所使用之基材有穩定之貼附作用，乃影

像探針與樣品之接觸作用力，進而影響到影像之解

析度；掃描探針之性質，探針針尖曲率半徑大小，

亦會影響所得影像之解析度，掃描時，探針針尖之

側邊往往會先碰觸到樣品，此時探針會誤以為已掃

描到樣品，便進行上移動作，因此，所得之影像尺

寸會比實際尺寸來得大
(13)
。雙股螺旋之 plasmid

DNA 直徑約為 2.5 nm，從掃描所得之尺寸確實會

略大於實際尺寸。

2. DNA影像－DNA預先與 APTES混和
DNA 預先與 APTES 混和靜置 5 分鐘後，再滴

至剛擘開之雲母片表面，並等候約 5－10 分鐘，使

進行掃描。如圖 5(a) 所示，此法同樣可以使 DNA

分子穩定的貼附在雲母片上，惟 plasmid DNA 所存

在之型態與圖 4(a) 有很大之不同，此時之 DNA 呈

現多種型態，如集結 (condensation) 之型態 (位置 a

處)、高度集結成圓團狀 (位置 b 處)、高度集結成

繩捆狀 (位置 c 處)，以及集結成混合之型態 (位置 d

處)。若將 DNA 預先與 APTES 混和靜置 15 分鐘，

所得影像除了有高度集結成繩捆狀之 DNA 外，高

度集結成圓團狀之DNA 數量明顯增多，如圖 5(b) 所

示。如此顯示，APTES 對 DNA 有很明顯之集結作

用，並隨處理時間之不同，產生不同之集結程度。

3. DNA 影像－於經氯化鎳表面修飾之雲母片
將 1 mM 之氯化鎳溶液滴至剛擘開之雲母片處

理約 15分鐘後，清洗晾乾後，再將 plasmid DNA

滴至雲母片表面，並等候約 15 分鐘後，乃進行掃

描。如圖 6(a) 所示，此法似乎無法得到理想之

DNA 影像，或是 DNA 無法穩定的貼附於雲母片

圖 4.

(a) DNA 分子貼附

於經 APTES 處理

之雲母片表面，於

液態環境下，利用

輕敲式所掃描得高

度差異之影像，尺

標為 100 nm；(b)

經過 20 分鐘後，

相同位置掃描所得

之影像。

(a)

5 nm

0 nm

5 nm

0 nm(b)100 nm 100 nm
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上。探討其原因，可能是氯化鎳溶液中無法溶解之

雜質成分於表面處理過程中，會先堆積於雲母片表

面，使雲母片表面之粗糙度提高而不易解析出

DNA 與背景之差異，亦或導致 DNA 分子無法穩

定貼附於雲母片；其次，亦有可能是所使用之氯化

鎳濃度不足。因此，乃嘗試將氯化鎳濃度提升至 5

mM，並用於處理雲母片表面。如圖 6(b) 所示，所

得結果仍無法得到理想之 DNA 影像。

4. DNA影像－DNA預先與氯化鎳混和
DNA 預先與 1 mM 氯化鎳溶液混合靜置 15 分

鐘後，再滴至剛擘開之雲母片表面，靜置 15 分鐘

後，便進行掃描。如圖 7(a) 所示，透過此法，可

使 DNA 分子貼附於雲母片表面，而 DNA 分子乃

呈現集結之型態，惟集結之程度不若 DNA 以

APTES 預先處理條件下明顯，所量測到之 DNA 寬

度約為 8.0 ± 0.5 nm，高度約為 2.4 ±  0.2 nm。另

外，從圖 7(a) 上所顯示多處橫向之雜訊，起因可

能歸咎於 DNA 分子與雲母片表面之吸附力不足所

致，亦即所使用之氯化鎳溶液濃度不足，故此，改

採 5 mM 之氯化鎳溶液預先與 DNA 混合相同時

間，再滴至剛擘開之雲母片表面，靜置 15 分鐘

後，便進行掃描。如圖 7(b) 所示，可得到更穩定

清楚之 DNA 影像，且經由量測所得之 DNA 寬度

約為 11.5 ±  0.5 nm，高度則約為 1.5 ±  0.3 nm。經由

此法製備樣品，初始掃描時，並無雜質成分堆積現

象發生，但隨著掃描時間之延長，堆積現象將逐漸

明顯 (圖未展示)，至終將影響掃描之品質。從此實

驗結果可知，若利用氯化鎳作為 DNA 吸附於雲母

片之媒介，其優點是，所形成較弱之 DNA 分子與

雲母片吸附力，可使 DNA 分子貼附於雲母片表

面，但仍可維持其活動性，可進行動態之 DNA 分

子與相關分子交互作用觀測；惟其缺點將是需調製

合適之氯化鎳濃度，以達 AFM 掃描及維持 DNA

圖 5.

DNA 分子預先與

APTES 混和 (a) 5

分鐘，(b) 15 分鐘

後，再滴至雲母

片，於液態環境

下，利用輕敲式掃

描所得高度差異之

影像，尺標為 100

nm。

(a)

5 nm

0 nm

5 nm

0 nm(b)100 nm 100 nm

圖 6.

將 DNA 分子滴至

經 (a) 1 mM，(b) 5

mM 氯化鎳溶液處

理後之雲母片表

面，於液態環境

下，利用輕敲式掃

描所得高度差異之

影像，尺標為 100

nm。

(a)

5 nm

0 nm

5 nm

0 nm(b)100 nm 100 nm
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活動性所需，並避免溶液中雜質成分之沈澱所造成

掃描之干擾。

五、結論

由於原子力顯微鏡結合高解析度，以及能於液

態環境下操作之獨特性質，使得此技術不僅在物理

或材料科學上被廣泛應用，於生物醫學領域更是逐

漸嶄露頭角，並開拓另一片新的視野。且透過技術

不斷之改良，乃提供整合其他光學技術之研究平

台，因此，其運用之廣泛性，將在奈米科技上佔重

要之地位。

在本實驗中，乃利用原子力顯微術觀測 DNA

分子於經過不同表面處理後之雲母片表面上，所呈

現不同之型態。經 APTES 處理後之雲母片可穩定

吸附 DNA 分子，若預先將 DNA 分子與 APTES 混

合，再滴至雲母片表面上，將使 DNA 分子產生集

結現象，並隨著混合時間之長短，導致集結程度之

不同。而利用氯化鎳溶液處理雲母片表面，可能因

雜質成分堆積之緣故，以及氯化鎳濃度不足，無法

得到理想之影像，若預先將 DNA 與氯化鎳溶液混

合，並提升氯化鎳濃度，則能得到理想之 DNA 影

像。利用上述來吸附 DNA 分子之方式，所量得之

DNA 寬度，均約 10 nm 左右，高度則約為 1.5 nm

左右。
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