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一、前言

生物體中其各蛋白質的表現量與其何時表現都

有其相對之涵意，而現今之研究探討仍然以蛋白質

之表現情況為主要之基礎研究，此外仍然包含特

定疾病分子生物標靶 (biomarker)(1)
、幹細胞再生研

究 (stem cell regeneration)(2)
、生物組織工程 (tissue 

engineering)(3) 等。而這些蛋白質的偵測方式包含
了尼爾·伯奈特 (Neal Burnette) 於 1981 年所著的
《分析生物化學》 (Analytical Biochemistry) 中首次
被稱為 Western Blot 的西方墨點法或稱蛋白質轉漬
法或免疫墨點法 (immunoblot)，與 1971 年首次由 

Engvall 和 Perlman 所介紹由酵素所間接偵測的酵
素免疫分析法 (enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA)，與藉由螢光所辨認的螢光共振能量轉移 
(fluorescence resonance energy transfer, FRET)，以
及流式細胞儀 (flow cytometry)，此幾種方式都是藉
由具有高度專一性的一抗與二抗作為辨認工具，藉

由最後的成色或是偵測方式的不同而有其限制，例

如自體螢光的干擾或是螢光的衰敗、外來物的汙染

以及前處理方的不同，對於樣品本身所產生的人為

影響都會對於蛋白質最後的偵測果產生干擾甚至是

誤判。
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生物醫學中蛋白質的存在與其表現量在生物體中占有十分重要的角色，藉由蛋白質所傳遞的訊號以及本身

的功能可以調控生物體中各種不同的反應機制。對於蛋白質傳統的偵測方式包括了西方墨點法、酵素免疫

分析法、螢光共振轉移法等，但這些方法都有其限制及缺點，藉由跨領域之結合將利用在半導體工業上的

掃描式電化學顯微鏡技術應用至生物醫學樣品分析上，將可獲得更加靈敏及準確的分析結果。

The exits of protein and expression level play important roles of living organisms. Different proteins can regulation 
of single transduction and much different response on organisms. All the detection methods include western blot, 
enzyme-linked immunosorbent assay, fluorescence resonance energy transfer and flow cytometry. But these methods 
have some limitations and defect during analysis process. Go through by integration and combination of cross-
cutting on semiconductor industry - scanning electrochemical microscopy technology to application on biological 
protein analysis will get more sensitive and accurate detection results.
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二、傳統蛋白質偵測方式

對於蛋白質的偵測中最廣為人知的就是被稱為 
Western Blot 的西方墨點法，是可以強力偵測細胞
或體液中特定的微量蛋白質，這項技術是結合膠體

電泳 (gel electrophoresis) 的優越解析力、抗體的專
一性、enzyme 的敏感性。如此一來使得在複合物
中，海底撈針地找尋一蛋白質，成為可能。

主要分成三個步驟：如圖 1 所示，第一步，
將蛋白質混合物置於 SDS-polyacrylamide 膠體
上，電泳分離，接著是 blotting：解析的蛋白質
在電場中，從膠體轉移到 Nitrocellulose transfer 
membrane。第二步，將 transfer membrane 浸於含
有標的蛋白質的抗體 (primary antibody) 溶液中，
形成抗原－抗體複合體。第三步，藉由對 primary 
antibody 具專一性的 enzyme-linked 抗體 (secondary 
antibody)，來漂洗此 membrane，再加入受質，產
生有色物質，而偵測得知感興趣蛋白質。但此項技

術對於尋找未知蛋白質有其限制，並且在抗體的選

擇上必須有其精細度以避免因抗體本身所產生的實

驗誤差，雖然有其缺失但此方法對於蛋白質基本研

究上有很大的幫助。

當細胞受到損傷時如細胞激素介白素三

號 (interleukin-3, IL-3)(4) 或是某些特定會釋放到
細胞外的蛋白質如血管內皮成長因子  (vascular 
endothelial growth factor, VEGF)(5) 其偵測方是大多
會選擇酵素免疫分析法來作為偵測的方式，此方

法的基本原理為利用抗原抗體之間專一性鍵結之

特性，對檢體進行檢測；由於結合於固體承載物 
(一般為塑膠孔盤) 上之抗原或抗體仍可具有免疫活
性，因此設計其鍵結機制後，配合酵素呈色反應，

即可顯示特定抗原或抗體是否存在，實驗中，將過

多且未被結合到免疫複合物上的酵素連結物洗去，

接著加入受質使其與酵素反應，會產生有顏色的產

物，經由光學密度 (optical density) 的測量，即可
定量之。由於酵素免疫分析法既簡單又靈敏，在一

個簡單的實驗環境中，可被用來測定大量的微量樣

本；因此，其已廣泛地被使用在流行病學與病毒感

染性疾病的偵測，而根據待測樣品與鍵結機制的不

同，ELISA 可設計出各種不同類型的檢測方式，

主要以三明治法 (sandwich)、間接法 (indirect) 以及
競爭法 (competitive) 三種為主，如圖 2 所示，其優
點在於可以快速與大量檢體的篩選但其準確率就不

如需要長時間的西方墨點法了。

隨者科技的進步螢光觀察是現今十分熱門的

觀察技術而對於蛋白質的觀察中也是十分的有幫

助，而蛋白質的存在並不是單一分子即可，對於

細胞內的訊號傳遞往往需要蛋白質之間的交互作

用，而觀察此作用目前多是利用螢光共振能量轉移 
(fluorescence resonance energy transfer, FRET)。

FRET 的原理是利用兩個發出不同顏色的螢光
蛋白，分別以能量供給者及能量接受者的角色存

在，當兩者靠近到一定距離 (10－100 Å) 時，做為
能量供給者的螢光蛋白，經過激發光激發後，散射

出的螢光被能量接受者吸收，而使能量接受者釋放

另一種顏色的螢光，如圖 3 所示。使兩蛋白質分別
和兩種不同的螢光蛋白進行融合，若在兩個蛋白質

間偵測到 FRET 的訊號，便表示這兩個蛋白質有交
互作用或結合的現象發生。它可應用在蛋白質的交

互作用，也可以用在偵測酵素動力反應、高能量分

子 (例如 ATP 、GTP) 等。但由於螢光觀測上本身
有其限制如螢光的衰敗、或是激發波長的選擇都會

限制到觀察的結果。

圖 1. 西方墨點示意簡圖。
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三、掃描式電化學顯微鏡

掃描式電化學顯微鏡或稱電化學掃描顯微鏡 
(scanning electrochemical microscopy, SECM)，是一
個表面掃描多種表面考慮到高解析度電化學資料的

集合物件的探針技術
(6)
。對於表面成像上有一定的

效果，對於材料特性表現或是不同介質之間的電化

學都可應用，基於其電化學原理工作，可測量微區

內物質氧化或還原時所給出的電化學電流。藉由微

小的電流改變而反應出物質的改變或是不同層面的

介質轉換，傳統多用於半導體或導體工業的檢測，

利用驅動非常小的電極 (探針；一支直徑約 1－10 
mm 超微電極 (ultramicroelectrode, UME)) 在靠近樣
品處進行掃描，樣品可以是導體、絕緣體或半導

體，從而獲得對應的微區電化學和相關信息。因其

探針的尺寸僅有微米大小，在性能上以及對於所偵

測的電流靈敏度大幅的增加，由於其可偵測的對象

包含許多的種類，近幾年開始發展到生物醫學方面

的應用。

SECM 發明於 1989 年並獲得美國專利。CH 

Instruments 與 University of Taxesat Austin 化學系的 
Allen J. Bard 教授合作實現了電化學掃描顯微鏡的
儀器商品化，從而使得這一強有力的研究方法走進

了更多的實驗室，它主要由電化學部分 (電解池、
探頭、基底、各種電極和雙恒電位儀器)，用來精
確地控制、操作探頭和基底位置的位移驅動器，以

及用來控製操作、獲取和分析數據的電腦 (包括接
口) 等三部分組成，如圖 4 所示。
當電流經過參考電極與工作電極時所提供的

微電流，使得待測樣品產生氧化或還原反應，而

這微小的氧化或還原電流就經由探針 (UME) 偵測

圖 2. 
不同類型的酵素免疫分

析檢測方式， (a )  間接

法，(b) 三明治法，(c) 
競爭法。

圖 3. 螢光共振能量轉移示意圖。

Antigen-
coated well

Add specific
antibody

wash wash wash

(a) Indirect ELISA

Add enzyme-
conjugated
secondary
antibody

no FRET FRET
Non-radiative energy transfer

Ro

Add substrate (s)
and measure

color

(b) Sandwich ELISA

Antibody-
coated well

Add antigen Add enzyme-
conjugated
secondary
antibody

Add substrate
and measure

color

Add enzyme-
conjugated
secondary
antibody

Add substrate
no color

(b) Competitive

Incubate
antibody with

antigen Add (Ag-Ab)
to antigen-
coated well

wash wash wash

wash wash

E E E E

S S
E

E

E E E ES S

S



54 科儀新知第三十二卷第四期 100.2

回傳至電腦，而獲得電流數據，由於 SECM 具有
化學靈敏性且其空間解析度是因其電化學探針的

尺寸與種類而定，使其對於低導電性的物質在電

化學上也可獲得詳盡的數據。SECM 的解析度主
要由 UME 尖端的形狀與大小決定。此外溶液阻
抗、質量與電荷轉移速率等影響電流密度分布的

因素，也是重要因素。流經 UME 尖端與基底之間
的穩定狀態 (steady-state current) 電流，是研究地形 
(topographic) 的有利工具不同的表面電極，在「產
生－收集 (generation/collection)」模式所得到穩定
狀態的電流值可以用下列公式表示

(7)
：

(1) 平面電極 (planar UME) 尖端

*nFADCi
d

=

其中，d 為 UME 尖端與基底之間的距離，C* 為
氧化物 (CO) 與還原物 (CR) 的濃度總和，D 為擴散
係數 (diffusion coefficient)，假設氧化物 (DO) 與還
原物 (DR) 擴散係數= D，A 為電極面積 (electrode 
area)。

(2) 球面電極 (spherical/hemispherical UME) 尖端

i = 2pnFDC*r ln [1 + (r/d)]

其中，a 為盤狀電極半徑 (radius of the disk)，r 為
球面半徑 (radius of the sphere)。當 d >> a，平面電
極的行為會趨近球面電極的行為。

(3) 圓柱電極 (cone-shaped UME) 尖端

i = 2pnFDC*a*(1 + a 2)1/2 [1 - g ln(1 + 1/g ׳ [(׳
a  = a*/H
g d/H = ׳

其中，a* 為圓柱電極半徑 (cone base radius)，H 
為圓柱電極高度。當 d 很小時 (g  電流與，(0 →׳
UME 尖端與基底之間的距離 (d) 無關。因此圓錐
形 (conical) 或錐形圓柱體 (tapered cylindrical tip) 電
極尖端，比鑲嵌盤狀半球型 (inlaid disk hemisphere) 
電極尖端的用途較少。

電化學掃描顯微鏡目前應用於樣品表面化學、

生物化學、動態、電極面沉積腐蝕、奈米加工、膜

界面研究等。在化學反應的部份由於整體樣品分析

往往只能得到平均數據，但透過 SECM 可在單個
分子的分辨率上解析化學系統和反應

(8) 獲取更多
的信息。此外在生物化學的部分近年也有研究指出

可利用 SECM 對於細胞的分泌作用以及發育的過
程做一探討

(9)
，另外也有利用 SECM 將奈米研究與

細胞生物學做一結合
(10)
，一些最近的研究把重心

集中在研究生物細胞被的電位分析的掃描探查技術
(11, 12)

。如此的研究的目的在離子通道的檢測成像
(13, 14) 引導到調查在一個細胞(15-17) 氧化還原活動到
測量各種不同藥物的濃度被消耗。

在 SECM 的第一個生物的應用程式中，是使
用獲得金屬性碳絲的即時影像和 Ligustrum sinensis 
樹葉和測量 Elodea 的氧的製造在光合作用期間
(18)
。最近已經變為調查即時現象的一個重要的工

具在其他的生物系統中。舉例來說，Matsue 調

圖 4. 
掃描式電化學顯微鏡整體構造圖。
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查在光合作用與一般呼吸作用期間的細胞外的氧

中改變
(19)
。在一最近系列研究中，Mirkin 使用了 

SECM 測量氧化活動、以酸為基礎的反應度和在不
同細胞中

(13, 14, 19)
。

四、SECM 掃描之分析方式
在  SECM 掃描之分析方式收集實驗有幾種

操作模式
(7)
： (1)  瞬變產生 固定電位收集模式 

(transient generation/constant potential collection, 
TG/CPC mode)，(2) 產生／循環伏安收集模式 
(generation/cyclic voltammetric collection, G/CVC 
mode)，(3) AC 產生/收集模式 (AC generation/
collection mode)。

1. 瞬變產生／固定電位收集模式
將基底 (substrate) 的電位逐步升到 ES，以產生

電化學反應 (例如 R → O + ne)。固定 UME 尖端的
電位 (ET)，將 O 還原為 R。並且在固定的距離下 
(z)，偵測尖端 (tip) 電流值 (iT) 的時間函數。
(1) TG/CPC 模式與旋轉環碟電極 (rotating ring-disk 

electrode, RRDE) 的瞬變 (transient) 實驗類似，
disk 生成的產物在 collector ring 進行對流掃
描。利用 TG/CPC 模式，可以從開始收集電流
之時間 (從基底產生 O 及抵達尖端所需的時間) 
起，計算尖端與基底之間的距離。利用這個方

法，可以測定氧化物在距離基底 2－75 mm，時
間 0－4 s 的濃度分布 (CO(z, t))，忽略尖端造成
擴散層 (diffusion layer) 的扭曲。

(2) T G / C P C  模式的基底會產生包括非法拉第 
(nonfaradaic，charging) 與法拉第 (faradaic) 電
流，經由電極間電容 (interelectrode capacitance) 
與阻抗 (resistance)，讓尖端產生短暫的電流，
而干擾 iT 法拉第電流的測定。t 與 z 愈小愈明
顯。

2. 產生／循環伏安收集模式
在尖端進行線性電位掃描，改變基底 

(substrate) 的電位以觀察尖端生成的產物。尖端的
電流與掃描速度 (scan rate, υ )、距離 (d) 與基底電
位 (ES) 有關。

(1) 距離 (d) 大的時候 (5 mm)，基底不會影響尖
端電流；可以看到微電極 (ultramicroelectrode, 
UME) 的行為。低掃描速度時 (≤ 1 V/s)，可以
得到分析物 (如 Fc) 穩定狀態氧化電流 (anodic 
current，i = 4nFDC*a)。a 為微電極的半徑；
C* 為分析物 (如 Fc) 的 bulk 濃度，沒有還原電
流 (cathodic current)。在高掃描速度時 (≥ 100 V/
s)，可以得到接近無窮遠線性擴散 (semiinfinite 
l inear  d i ffus ion)  的循環伏安圖譜  ( cyc l ic 
voltammogram)。

(2) 當尖端移近基底 (如 2.5 m m) 時，尖端電流與
基底的特性與電位有關。例如基底的電位是 0 
V，尖端產生的 Fc+ 會還原成 Fc，使還原電流 
(cathodic current) 增加 (相對於 d 大的時候)。
此一回饋效應 (feedback effect)，在氧化電流 
(anodic current) 在大、小掃描速度 (υ ) 時也會產
生。在高掃描速度 (υ ) 時，因為在尖端產生的 
Fc+ 會在基底被消耗掉，使還原電流減少。當
基底的電位是 1.0 V 且 d 值較小時，因為在尖
端附近未氧化的 Fc 較少，因此氧化電流會大幅
下降。因為尖端是收集模式，而且基底會產生

Fc+
，使還原電流 (cathodic current) 增加。

(3) 此一 CV 操作模式，特別適合鑑定物種或研究
不穩定物種的動力學。

3. AC 產生／收集模式
(1) 在一個控制的直流電 (direct current, dc) 基底
電位  ES 上施加交變電位或電流，然後在特
定 ET，以放大器 (lock-in amplifier) 參考基底
信號，測定尖端電流的交流電流 (alternating 
current, ac) 部分。

AC 產生/收集模式的原理：將交流電 (i = I sin 
w t) 施加於導電、浸泡在含有 redox 分析物 (O/R) 
溶液的基底電極上，產生的電化學反應會在電極表

面造成 O 與 R 濃度產生正弦曲線 (sinusoidal) 的變
化。在基底電極表面附近的濃度變化，是分析物 
(j = O, R) 指數衰減正弦曲線 (exponentially damped 
sinusoid)：
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其中，Cj 為 j (j = O, R) 平衡濃度，D 為擴散係數，
A* = I/nF(Dω )1/2。
(2) 將尖端固定在適當的電位，可以利用 iT 的改
變，偵測尖端附近的分析物濃度。iT 隨 z (尖端
與基底電極之間的距離) 值而異，是分析物穩
定狀態濃度的指數衰減正弦曲線 (exponentially 
decaying sinusoid) 函數。如果不考慮施加給基
底的電流 (iS) 而測定 iT，例如放大器 (lock-in 
amplifier)，則會有以下特性：

(a) 所測定波峰到波峰的尖端電流，會隨尖端與基
底之間的距離 (z)，而呈指數衰減。

(b) 基底電流與尖端電流之間的相角 (phase angle，
θ  = |z/z0 + π /4|)，會與 z 值成正比，當 z 值 → 0 
時，θ 會趨近→ 45°。

(c) ∂θ /∂z = (ω /2D)1/2
，因此 ∂θ /∂z 與 f 1/2 成正比，f 

是交流電的頻率 (ω  = 2π f )。
(d) 濃度正弦曲線的大小，R = A*exp(-z/z0)，|∂ ln 

R/∂z| = 1/z0 = (ω /2D)1/2
，由於尖端電流與濃度成

正比，因此 |∂ log iT/∂z| 也與 f 1/2 成正比。

五、掃描式電化學顯微鏡對蛋白質的
偵測

細胞內的反應不外乎離子交換、訊號傳遞與各

蛋白質的表現，而這些反應的產生都會有些微的電

流產生，特別是位於細胞膜表面的各種膜蛋白質如

圖 5 所示，由於這些細胞膜表面的蛋白質藉由與外
界接觸來傳遞訊號分子使其活化後續路徑，或是經

由細胞內各訊息路徑所調控而轉移至細胞膜表面的

蛋白，由於掃描式電化學顯微鏡為一非破壞性的檢

測儀器，對於細胞表面的蛋白質可以提供一個分析

的方向，與傳統方式相比較下雖然也是利用抗體的

專一性去做辨認的方式，如圖 6 所示，但是由於其
不須有對於細胞產生的外力傷害如胰蛋白酶的作

用、或是螢光的干擾以及訊號過低無法偵測等限

制，與傳統方式比較下仍有其優勢存在。

近年來利用 SECM 對於細胞蛋白質的偵測除
了位於細胞膜上的之外也有利用基因轉殖的方式使

其所想要觀察的蛋白分泌到細胞外
(20)
，由 Tatsuya 

Murata 的實驗結果得知與利用螢光分析的方式
(21)
，如圖 7 所示，相比較可發現利用 SECM 偵測

的靈敏度高於螢光分析方式，也證實了利用 SECM 
的對於偵測上的高靈敏度，除此之外對於細胞內所

反映的情況不同也可藉由利用 SECM 所反映出的
電流不同

(22) 作一判斷，如圖 8 所示，此外 SECM 
對於細胞表面上的膜蛋白也有良好的分析能力，以

往對於單一細胞的蛋白質分析可能需要利用到流式

圖 5. 
細胞上蛋白質種類圖。

圖 6. 掃描式電化學顯微鏡利用抗體偵測蛋白質方式。
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細胞儀，但其所分析出的也是屬於大量收集後所

獲得的百分比，但經由 Yasufumi Takahashi 在 2009 
的研究結果中

(23)
，SECM 不只是針對一群細胞可

以藉由電流量化分析其蛋白表現量，對於單一細胞

的偵測也十分的靈敏，如圖 9 所示。
而目前對於利用 SECM 偵測細胞蛋白表現除

了在方法上的修正之外對於樣品的處理方式也不斷

的進步如 Tatsuya Murata 於 2009 發表在 Biosensors 
and Bioelectronics 的文章中指出不同的細胞理方
式可以獲得更良好的電流偵測方式

(24)
，如圖 10 所

示。

六、總結

目前對於生物醫學領域的研究以不像傳統單一

領域的努力，而是需要更多跨領域的結合，掃描式

電化學顯微鏡以往是利用在半導體業界，如今藉由

技術的進步與領域的結合使其能獲得更大的應用價

值，不只是單單對於儀器本身的進步有所助益也對

於目前已知領域的研究達到更深入的探討。而在掃

描式電化學顯微鏡的幫助下對於細胞膜上的蛋白質

表現又有更精確且快速的方式。
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