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摘要 

由於蛋白質種類繁多、結構複雜、性質多變使得蛋白質分析的過程耗時費事。近年

來，透過微機電工程與生物科技的合作，嘗試利用微製造技術將傳統的分析儀器微小化

以提升蛋白質分析的效率及精確性，目前這些研究已有相當程度的進展，包括處理透析、

層析及電泳程序的微流體晶片均已成功地開發出來。這些應用於蛋白質的純化、分離的

微流體晶片可進一步透過微小化的電灑離子化器與質譜儀連接，構成簡易的蛋白質分析

系統，使蛋白質分析工作可一貫化作業。 

 
一、簡介 

在西元 2000年六月，美國人類基因體計畫(Human Genome Project) 及 Celera 的研究
團隊宣布了人類基因圖譜草稿完成的消息，也預告了後基因時代的來臨。全球生物科技

研究者的目光焦點已對準下一個更艱鉅的目標-蛋白質體學的建構工程。而除了學界，產
業界也相當看好這項新興學門所潛藏的龐大商機。一九九九年美國的蛋白質體

（Proteomics）產業市場包括相關儀器、服務及生物資訊學等約為七億美元，預計到西元
2005年將達五十八億美元。 

 
蛋白質體學的主要研究內容包括尋找基因體與蛋白質群體的關連性，研究蛋白質在

細胞內的表現和對生理現象的調控。由於蛋白質直接參與各種生理機制、病理反應，我

們便可藉由蛋白質體學、蛋白質表現的偵測與分析技術，進行致病機制或藥物作用機制

的研究與監控、特定疾病的診斷與治療及農業技術的改良等工作。 

 
然而，由於蛋白質的種類繁雜、對環境變化過於敏感、易於變性、其表現特性又受

成分與結構、環境等多重因素的影響，使得蛋白質體學的研究成為一項高難度的工作。

完整的蛋白質體研究程序包括蛋白質樣本操作、分離、篩選及測定等實驗過程，目前，

蛋白質的分離是以二維膠電泳技術為主體，而在蛋白質鑑定及特性分析方面，則是利用

質譜儀來對水解蛋白質片段進行序列分析、被修飾氨基酸單元體的鑑定。由於儀器設計

的改良，整個蛋白質分析過程的效率已有顯著的改善，但對於複雜的蛋白質體研究，其

效率仍有待提升。而研究單位也必須為精密的儀器付出高昂的成本。 

     
為了加速蛋白質體學的研究進展及產業成長，急需發展一種大量、快速、自動化、

多工、批次及低成本的分析技術。於是，微型全分析系統（Miniaturized Total Analysis 
Systems）概念應運而生[1,2]。所謂微型全分析系統是利用微製造技術將傳統的大型生化



分析儀器微小化、積集化於一個單一微流體晶片上，完整而連續地進行樣品的純化、分

離、測定與分析工作。這樣的設計不但可滿足上述需求也具有提高訊號偵測靈敏度及降

低樣品用量的優點。近年來，經過全球研究學者、專家的努力，微型全分析系統已漸具

雛形[3,4-10]。本文將針對目前成功地應用於蛋白質分析的微流體晶片與質譜儀連接系統
之設計與製作做一介紹。 

 
二、現行蛋白質分析技術 

 
圖一、蛋白質分析程序 

 
蛋白質分析的一般程序如圖一，首先將樣品中目標蛋白質利用二維膠體電泳純化，

純化的蛋白質再利用蛋白脢切成 peptide。peptide片段之分離與組成分析可利用高效液相



層析儀（HPLC）或雙向電泳技術來進行。而特定 peptide 片段的氨基酸的定序則可利用
自動定序儀或質譜儀來完成。經由氨基酸的定序可推知蛋白質的等電點、分子量、抗原

決定基片段、各種蛋白脢的水解點等資料。 

 
目前有關蛋白質體的研究工作大致透過上述方法進行。而在早期則是利用樣品分子

大小、極性、電性及親和力等性質的差異透過管柱層析的方式來分離蛋白質。隨後高效

液相層析儀、二維凝膠電泳(2-dimensional ge l electrophoresis)、毛細電泳的問世使分離效
率提升不少。氨基酸定序的方法則是發展出利用��降解反應（Edman degredation）定
序原理進行定序工作的的自動化定序儀。但是這些分離技術仍無法辨認出某些特定種類

的蛋白質及蛋白質的三級結構。為了改善這些缺點，Aebersold等人[3]首次利用“質譜儀
分析”(Mass Spectrometry)進行蛋白質的辨認及定量，而得到良好的結果。此後質譜儀便
成為辨認、分類蛋白質的基本研究工具。目前新一代的質譜儀已可應用於蛋白質與胺基

酸的定序、結構、純度與後轉錄調節等檢測，而分析結果的正確性、靈敏度，效率均大

幅提昇。 

 
三、微型蛋白質分析系統 

 
1. 系統架構與操作 

 

圖二、微流體晶片/質譜儀連接系統 
微流體晶片與質譜儀連接系統可分為三個部分：（1）微流體晶片（2）噴霧離子化器

（3）質譜儀，如圖二。由微流體晶片上的微管道中利用層析、電泳及透析法進行蛋白質
或 peptide 樣品的純化、分離及濃縮處理。分離後的 peptide 片段流入噴霧離子化器中，
在此樣品被霧化並游離成帶電液滴，然後注入質譜儀中，質譜儀分析原理利用樣品在電

場中會因荷質比的差異而具有不同飛行時間的特性，產生質譜圖。各程序的連線進行將

可有效減少在耗時的除鹽或樣品純化過程中所造成的樣品活性喪失問題，並可改善質譜

儀的靈敏度。 

 
目前研發的微流體晶片與質譜儀連接分析系統在進行蛋白質分析測試時，多是以蛋



白脢水解後的 peptide片段為樣品。利用電腦控制的注射筒將樣品注入系統中，再進行各
��片段分離與分析。本文將這些微型蛋白質分析系統歸納為下列三類： 

 
（1） 透析-質譜串連系統[4,5]： 

 

圖三、透析晶片截面示意圖[4,5] 
此系統由三層高分子及兩片透析膜組成，兩片透析膜作為三層高分子的夾層，如圖

三。第二層高分子層的上、下面均含微管道結構且以鑽孔連通。第一層高分子層的微管

道與第二層上表面的管道利用一片透析層分隔。第三層高分子層的微管道同樣利用透析

膜與第二層高分子層下表面的微管道相隔。電灑噴嘴接於中間層。樣品由第一層入口流

入後管道後，樣品溶液透過透析膜流入第二層之上表面微管道，但高分子量的物質則留

在第一層的管道中並流向廢液出口。濾除高分子量雜質的樣品在第二層中繼續沿管道流

動，並由第二層的上表面管道流入下表面管道。樣品在第二層的下表面管道流動時，樣

品溶液中的低分子量物質及鹽類會透過透析膜而被濾至第三層的微管道。最後，乾淨的

樣品直接流入噴嘴。影響蛋白質通過透析元件的效率的因素包括蛋白質的分子量、構型

和拒水性及溶劑流速、膜之間的壓力差。由於透析晶片的串連使質譜分析的訊號雜訊比

提高二十倍。 

 
（2） 層析-質譜串連系統[6,7]： 

 
此系統由一組溶劑輸送管道、反相微管柱、電灑離子化質譜儀組成。反相微管柱內

填入樹脂，作為吸附基材，結構如圖四。使用時，先將樣品注入樹脂管柱中，再將有機

溶劑（A 相）及水溶液（B 相）分別注入不同儲液槽中，再利用電腦控制各儲液槽的電
壓差來調控各溶劑的流動。首先如圖四（A）的電壓操作模式，則 A 相流出並導入反相
微管柱中，接著改為圖四（B）電壓操作模式，A 相與 B 相均被注入管道中，最後以圖
四（C）模式操作，則 A相停止輸送，而 B相仍繼續被導入反相微管柱。因此，微管道
中便產生由有機相與水溶液相所形成的溶劑梯度（solvent gradient），管道中離子組成跟
著溶劑梯度改變，溶劑梯度的起點和終點受樹酯管柱的尺寸影響。樣品分子在管道中流

動時，因各成分分子對不同溶劑相的親和度不同，而造成流速梯度，產生分離的效果。



這項設計具有消除基質效應、控制分析時間等優點。梯度的分佈受溶劑流速、施加電壓

和毛細管表面化學性質的影響。梯度分佈與��擴散係數則會影響質譜訊號峰的寬度。 

 

圖四、層析晶片之溶劑梯度建立過程[6,7] 
 
（3） 電泳-質譜串連系統[8-10]： 
電泳的分離作用的原理是利用帶電及中性粒子在電場作用下於毛細管內有不同遷移

速度而達到分離的效果。而樣品的在管道內的輸送則是靠電滲透作用，也就是利用在微

管道中施加電場則管壁與液面會聚集表面電荷而引發管內緩衝液整體流動的現象。此系

統可使純化樣品，對多成分樣品做部分分離藉以提高質譜分析的效能。元件組成是由輸

送管道、分離管道及儲液槽所構成，如圖五。樣品注入儲液槽後透過電滲透作用輸送至

分離管道口（圖（A）、（B）），再利用電泳原理在分離管道兩端加上電位壓進行樣品分離
（圖（C）），在數十秒內便可完成 peptide 的分離。透過電灑噴嘴的連接，電泳晶片可與
飛行時間質譜儀(Time of flight MS)配合進行快速分析。與 HPLC相較，毛細電泳的分離
具有效率高、速度快、譜峰解析度佳及使用樣品量少的優點。 

 



 

2. 系統製程 
以下簡述微流體晶片與噴霧離子化器之製作過程： 

 
（1）微流體晶片的製作: 
微流體晶片的主要結構包括分離及輸送用的微管道及儲存樣品的儲液槽。利用微影

製程將設計好的微管道及儲液槽圖樣轉印於事先塗佈光阻的石英、玻璃或矽基板上，再

經過顯影、蝕刻等步驟便可完成微管道的製作[10]，如圖六。一般微管道尺寸約為數十微
米。最後，此基板再與鑽有樣品出、入孔的上蓋板接著，便完成晶片製作。為達大量製

造及降低材料成本的要求，可採用熱壓、射出成型等加工技術製作以高分子為基材的微

流體晶片。熱壓法是利用前述微影方法製作出硬質母模，然後將母模壓印於受熱軟化的

高分子板上，使微管道圖樣轉印於高分子板上。射出成型模技術則是使液態的高分子直

接在母模中硬化成型，母模上的管道圖樣可直接複製在成型的高分子基材上。製作好的

微流體晶片在使用前依分離技術的需求必須加上電極或作適當的表面處理。 



 

（2）噴霧離子化器的製作： 
噴霧離子化器的作用是使微流體晶片所分離的樣品形成微小的帶電離子液滴作為質

譜儀分析的離子源。使樣品產生離子化液滴的方法分為兩種[11,12]：(1)電噴灑離子化法
（electro ionspray）:在晶片上設計兩條微管道作為氣體管道，也有利用毛細管外包覆金屬
圓管，中間通以氮氣。樣品在電灑離子化器的噴嘴口形成液滴的過程如圖七[11]。當樣品
流出管尖，電源供應器施加電位差於與注射幫浦連接的毛細管金屬環（陽極），產生電游

離的效果，帶負電的離子向管壁移動，而帶正電的離子則向管中心聚集，此游離效應克

服液體之表面張力而形成尖錐狀（Taylor cone），但錐尖的正電離子團間排斥作用及質譜
儀入口之負電極吸引而脫離噴嘴，形成液滴。氣體管道噴出的氣體會噴散液滴，於是形

成帶電荷霧滴，電荷會分佈於霧滴表面，同時，液滴逐漸揮發變小、最後形成帶電的單

一離子型態，進入質譜儀。若金屬管通正電，液滴帶正電。反之，則液滴帶負電。（2）
化學游離化法（chemical ionization）：此法是作用於不易被電場游離的之樣品。基本裝置
是將樣品與溶劑通入不鏽鋼管，管外圍包覆另一層金屬管，管中通熱氣流，管口有放電

針，加高壓電。當樣品與溶劑流出管口時被氣體噴霧成氣態分子，同時溶劑受到放電針

尖端放電作用而產生與高壓電同極電荷。隨後溶劑再與樣品進行離子-分子反應而使樣品
達到離子化的目的。 



 

圖七、電灑噴霧離子化過程[11] 
噴嘴產生的液滴聚集程度與元件材料的表面性質及溶液的表面張力有關。噴嘴表面

的濕潤度愈低形成的液滴愈小，電灑的穩定度愈好。電灑噴嘴的出口可利用化學改質使

表面產生拒水性，降低濕潤程度。平面化的電灑離子化器噴出口所產生的液滴會累積較

大的溢管體積（extra column volume）而破壞樣品的分離效果。解決之道是利用輔助側流
(sheath flow)，一般為氮氣流，但要注意控制電泳流速低於輔助氣流速，使樣品離子不致
流入輔助管道中。輔助氣體流有助於移除在噴嘴出口的液滴，縮小溢管體積，並可調節

樣品流速。在出口前氣流與分離管道合併的距離也會影響分散液滴的效果。低流速可大

量降低樣品消耗並加強游離過程的靈敏度。電灑離子化的樣品可作為碰撞引發游離頻譜

（collision- induced dissociation spectra）的離子源，進一步分析特定 peptide片段的氨基酸
序列。一般而言，電灑噴嘴愈細電灑的效率和穩定性愈高。 

 
至於噴霧離子化器的製作，在早期電噴灑作用直接在玻璃晶片邊緣的微流體管道開

口進行[13,14]，這會造成液滴在開口處累積使分離系統的解析度降低。而大部分的電灑
微流體晶片則利用傳統電灑激發器如熔矽毛細管連接，但仍存在兩個問題，第一、接點

所造成的滯留體積（dead volume）會導致分離品質的降低。第二、失去微製造技術的優
勢。目前的製作方式可分為下列兩類： 

 
（1） 毛細管組合[4,8,15,16]： 

此噴霧離子化器一般由毛細管、不鏽鋼管及鐵氟龍套管組成。可在晶片邊緣分離

管道口鑽孔，作為與毛細管的連接位置，使滯留體積降至最低。將一段 12公分長，內徑
75µm，外徑 150µm熔矽毛細管插入接孔，晶片與毛細管之間利用封膠及鐵氟龍套管連接
固定，毛細管另一端再與內徑 30µm、3cm長的不鏽鋼管相接，再接上電源施以 1.7-1.9kV
的電壓產生電灑離子。毛細管的尺寸和電位差可控制流速。管路選擇需耐高壓的材質，

使用內徑、長度較小的管路避免分離物種在介面處發生擴散效應使頻譜峰變寬，影響到

鑑別能力。 

 
另一種以聚二甲基矽烷(PDMS)灌模技術製作毛細管噴嘴的方法將可消除滯留體



積。其作法是先製作一簡單的電灑元件灌模模型，再以一細金屬線（76μm）穿入拉尖
之毛細管(內徑 200μm)，並固定在模型上。然後將液態的 PDMS與硬化劑灌入模中，再
經過加溫硬化，成型後抽取出內部的金屬線。此製程的特點是在灌模成型的過程中，利

用金屬線的鑲埋可形成管道，而且可同時將毛細管接著於晶片上而不致產生滯留體積（圖

八）。 

 

 
 

（2）高分子加工[17,18]：利用高分子加工技術製作電灑噴嘴的優點包括成本低廉、可進
行光訊號偵測及快速、簡易的製程。製作技術包括：（a）注模成型技術：此製造技術可
一體成型，不需做個別零件組裝。以聚二甲基矽烷為注模材料，其製程是利用微影製程

在矽晶片上製作含微管道圖樣光阻之灌注母模，同時在負光阻所形成的微管道結構末端

覆蓋一層彎曲的透明薄膜，藉以在注模時形成噴嘴的側曲面（如圖九），然後插入毛細管，

使其接觸到光阻，再將液態 PDMS與硬化劑注入模中，並加熱硬化。元件硬化後將毛細
管抽出。另以同樣方式製作上蓋板。成型的上下板接面以電漿處理再加熱接著。最後利

用機械加工的方式削出噴嘴尖端。PDMS的拒水性有助於降低形成 Taylor錐的電壓。 
（b）準分子雷射加工：在聚碳酸酯或壓克力基材上利用雷射加工技術直接刻製出錐狀的
電灑離子噴嘴，如圖十 a。此加工方式可達到自動化及大量製造的目的。圖十 b及 c顯示
由壓克力製作的噴嘴產生的電噴灑現象及 10pmol/µl Bradykinin之質譜分析圖。 

 

圖九、射出成型技術製作之 PDMS噴嘴[18] 



 
圖十、(a)雷射加工技術製作壓克力電灑噴嘴(b)壓克力噴嘴產生之電噴灑現象 

(c)壓克力噴嘴產稱的離子化樣品之質譜分析圖 
 

3. 應用於蛋白質分析之高效率多管道微流體晶片之研發計畫 
    成功大學工程科學系、化學系及環境醫學系所組成的蛋白質分析晶片的研發團

隊於去年成軍。在過去一年中已先後完成蛋白質分析微流體晶片之系列元件[10,19-21]，
包括（1）進樣系統部分：無滯留體積進樣接頭、連續進樣元件、多流道切換元件。（2）
微流體晶片部分：玻璃、石英及壓克力材料的微電泳晶片。（3）電灑離子化噴嘴部分：
以準分子雷射加工技術製作之壓克力電灑噴嘴、射出成型技術製作之 PDMS無滯留體積
毛細噴嘴等。其中，微電泳晶片配合雷射誘導螢光技術已成功的應用於 DNA片段的分析
[10]，而壓克力電灑噴嘴功能也順利通過質譜分析測試（圖十）。未來將進一步整合各功
能元件並配合蛋白質純化技術及質譜分析技術完成高靈敏度，高效率及低成本之微型蛋

白質分析系統晶片之開發，對大量未知之蛋白質進行快速篩檢。 

 
四、未來展望 

 
微小化的透析、層析及電泳晶片的應用改善了蛋白質分離程序的靈敏度及效率。而

藉由與質譜儀的連線設計可即時提供質譜儀高度純化的離子化樣品，同時也降低蛋白質

樣品去活性的機率，進而得到更精確的蛋白質分析結果。 

 



目前微製造技術在生物科技上的應用均屬於研發階段，而作為一項生物醫學的分析

利器除達到精確度的要求外也必須能夠落實實用的目的。為使微流體生物晶片能夠早日

由出實驗室推向市場，形成產業，必須朝下列幾個目標來努力：（1）產業化-必須開發自
動化及量產化的製程技術。（2）商品化-考慮功能性、實用性及成本因素，必須具備自動
化連續性的樣品處理方式、良好的使用者介面設計及低成本套件的條件（3）系統化-整
合完整的蛋白質分析程序，製作出功能強大的微型全分析系統，使血液取樣、萃取、純

化、分離、偵測及分析等程序能夠完全在單一的微流體裝置上完成。這些工作必須透過

產業界與學術界的密切配合才能獲致實質的成功。 
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