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摘要 

 

細胞是所有生物有機體中最基本和最重要的單位，藉由細胞型態和大小來了解細胞

的狀態是生物細胞學中重要的研究方向。藉由細胞工程學的微米操控技術將細胞吸附於特

定的二維空間，形狀及尺寸將有利於了解細胞對其微環境(Microenvironment) 之間的交互作

用，更進一步了解外在刺激物質對細胞的影響，例如藥物，細胞培養基質。本研究首先利

用軟硬刷術中普遍使用的微米印刷術將細胞吸附蛋白質以特定的尺寸及形狀轉印在細胞培

養盤中，用其誘導細胞吸附在相對應的圖案上。相較於傳統的微米印刷術利用蛋白質誘導

細胞吸附，此研究用自行開發的微米穿孔薄膜直接將細胞生長於微米槽之中，此方法是利

用物理邊界的限制將細胞生長於特定微米環境之中，其結果顯示利用物理邊界來操控細胞

吸附相較蛋白質誘導來得明顯及有效。最後我們利用此方法來研究肺癌細胞對於抗癌藥物

的影響。 

 

壹、 研究動機 

 

細胞型態的異質性是對於許多細胞療法是否能成功轉化到臨床應用主要的挑戰。過

去已有許多生物工程學領域所發展的工具用來協助了解細胞對其微環境之間的相互影響，

目的是針對單細胞或多細胞的型態做有效的操控進而簡化細胞型態的異質性，其中包括利

用圖案化的細胞外基質(Extracellular Matrix, ECM)來誘導細胞吸附， (Extracellular Matrix, 

ECM)來誘導細胞吸附[1-5]，可控式親疏水表面[6]。雖然這些方法能成功操控細胞的吸附

行為，如需更近一步的臨床應用，其易用性、穩定性和高通量是需要重點被考慮。ECM

微米陣列是較廣泛應用於細胞型態的控制，利用其軟硬刷術的特性，蛋白質可以有效以特

定大小及形狀轉印於多數的機材表面[2, 3]。但其最大挑戰是保持蛋白質的穩定性，首先

蛋白質在轉印的過程如何保持其均值性[7]，還有在細胞培養的過程中會和蛋白質產生交

互作用並將其分解，因此在細胞長時間培養的過程中會造成蛋白質微米塗層產生不穩定



 

 3 

性。因此如何能有效控制細胞異質性且保持其穩定性是目前重要的議題。此研究主要的發

想是利用物理限制直接規範細胞所能吸附的空間，用其操控細胞的型態且物理邊界非常穩

定，可補足上述蛋白質微米塗層對於實現高通量與穩定性的不足。 

 

貳、研究目的 

 

台灣生醫產業發展快速，尤其是新藥開發和生醫材料發展成果令人振奮。鑑於台灣

過去發展半導體產業的經驗，關鍵設備的發展與研發是形成產業鍊的重要環節，因此開

發關鍵生醫設備對未來台灣發展生技產業是至關重要。本研究重點是希望利用生醫工程

的微米製程技術將細胞有系統的控制其生長大小及形狀，作為藥物篩選系統的前驅應

用。本技術的優點在於製程技術簡易成本低，可以穩定控制細胞生長範圍並可相容現有

藥物篩選平台長時間測量細胞對藥物的反應。 

 

 

參、研究設備及器材 

 

ㄧ、實驗材料 

 

名稱 備註 

A549 (肺線癌細胞株) Thermo Fisher Scientific 

Medium DMEM Invitrogen 

Trypsin-EDTA Thermo Fisher Scientific 

Phosphate buffered saline Biomate 

0.1% PFA Santa Cruz 

5-fluorouracil Sigma-Aldrich 

DAPI Sigma-Aldrich 

Alexa Fluor™ 488 Phalloidin Invitrogen 

Vybrant Dil Cell-Labeling Solution Invitrogen 
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Pluronic® F-127 Sigma-Aldrich 

Triton X-100 BioBasic 

Bovine Serum Albumin Gibco 

Sylgard 矽利光 AB 膠 PDMS 184 Dow Corning 

 

二、實驗器材 

 

細胞培養箱 Eppendorf international inc. 

生物安全操作台 Thermo fisher scientific 

離心機 Eppendorf international inc. 

離心管 Thermo fisher scientific 

Vortex Mixer Digisystem laboratory instrument inc. 

Pipette Eppendorf international inc. 

移液器 DLAB scientific inc. 

6-well plate Simply 

Patterning 薄膜 Bemis 

培養皿 Simply 

冰塊 製冰機 

攝氏-30 度冰箱 PHC Corporation Singapore 

電腦 ASUS 

攝氏 4 度冰箱 雙鷹企業有限公司 

光學顯微鏡 元利儀器有限公司 

螢光顯微鏡 元利儀器有限公司 

氧電漿機 Harrick plasma inc. 

大容量格式化硬碟 Transcend 

氣槍 昞暉有限公司 

水浴槽 Digisystem laboratory instrument inc. 

微盤分析儀 BioTek 
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肆、研究過程或方法 

 

一、實驗架構圖          

 

 

 

 

 

 

驗證微米印刷技術是否能有

效顯現微環境變化對細胞的

影響 

 

 

 

 

使用螢光顯微鏡 

觀測試驗結果 

 

 

 

研究是否有其他方法能更有

效呈現細胞對微環境的反應 

 

 

1. 參考國際上常用的微米印刷技 

術，並實際操作 

2. 操縱組加入 5 Fu 藥物，檢視與控 

制組是否呈現明顯差異 

 

 

1. 固定細胞並以 DAPI 及 Fluorescent Dye 

488nm 染色 

2. 使用螢光顯微鏡觀察細胞微絲及細胞核的分

佈與控制組是否有顯著差異 

 

1. 分析利弊，嘗試使用不同原理定量分析細胞

的活動。 

2. 嘗試使用微米穿孔薄膜，從物理層面限制並

統一細胞生長區域。 

3. 在操縱組加入 5 Fu 藥物，重新檢視與控制組

是否呈現明顯差異 
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二、研究方法步驟 

 

（一）細胞培養 

 

1. 將 trypsin EDTA、medium 及 PBS 自 4C 冰箱中取出放水 

浴槽回溫 

2. 啟動除菌箱、開 UV 20 分鐘殺去殘餘細菌 

3. 將 trypsin EDTA ,Medium 及 PBS 放入其中 

4. 將細胞從培養箱中取出，以顯微鏡觀察確認無受到汙染後，用 75%酒精消

毒培養皿外部，放入除菌箱進行操作 

 

 

使用程式分析實驗數據 

並以其他技術重複驗證實驗

結果 

 

 

 

1. 作圖並 分析顯微鏡拍攝的圖片 

 

2. 使用力學測試晶片輔助驗證微米穿孔薄膜技

術實驗結果。 

 

 

 

 

使用螢光顯微鏡 

觀測試驗結果 

 

 

1. 以 Vybrant Dil Cell-Labeling Solution 進行細胞

膜染色，置於顯微鏡下觀察。 

2. 固定細胞並以 DAPI 及 Fluorescent Dye 488nm 

染色 

3. 使用螢光顯微鏡觀察細胞微絲及細胞核的分

佈與控制組是否有顯著差異 
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5. 吸去培養液並以 PBS 清洗兩次（除去殘留的 medium 及細胞代謝廢物） 

6. 滴加 1～2mL Trypsin-EDTA 後放入 incubator 兩分鐘 使細胞不再貼附於培

養皿上轉而懸浮 

7. 加入 3mL Medium 中和 Trypsin-EDTA，並將細胞懸浮液吸入至離心管 

8. 以 0.6 rcf 離心兩分半鐘後（使細胞沉澱在離心管底部以便分離）再吸去

上清液 

9. 於離心管加入 3ml Medium 並 pipette 將細胞液混合均勻 

10. 取染劑 10μl 置於 Eppendorf 的蓋子上 

11. 從離心管內的細胞液裡取 10μl 置於 Eppendorf 的蓋子上和染劑 pipette 均

勻 

12. 取出計數盤並先用 99.5%酒精擦拭蓋玻片 

13. 從蓋子上各吸取 10μl 混合液到計數盤兩側 

14. 將計數盤放置顯微鏡下並用計數器輔助計數，計算計數盤四個角落細胞

數目總和再將兩側的計算結果平均可得 0.1μl 中的活細胞數目 

15. 依 10mm dish 建議繼代細胞數目 (2.2*10^6) 從離心管中吸取均勻細胞液

至新培養皿再加入足量 medium 

16. 在顯微鏡下確認細胞數目及狀態之後放入培養箱中繼續培養 

 

（二）細胞計數 

 

1. 取 10μL 均勻細胞懸浮液與 10μL Trypan blue 均勻混合 

2. 取 10μL 滴至（）計數器一邊及剩餘 10μL 至另外一邊 

3. 放置顯微鏡下計數位於九宮格四角的細胞數目總和 

4. 將兩邊觀測結果取平均後以下列公式計算每 1mL 所含的細胞數目：觀

測平均*2*10000/4 

 

（三）印章製作 

 

1. 將樹酯與固著劑以 10：1 混合均勻 
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2. 以幫浦將氣泡吸除後倒入 cell patterning well 模型矽晶盤 

3. 待固著（用烤箱以 80 度烘烤一小時）後切下所需大小 

4. 將切下之樹酯放入氧電漿機後將空氣抽至 20 torr 後開始通電（RF  

level 開至最高）半分鐘 

5. 將處理好之樹酯 well printing 那一面滴上 ECM 靜放 15 分鐘等待附著 

後用 PBS 清洗三次 

6. 將附著面朝下置入適合培養皿以 10g 砝碼壓 15 分鐘 

7. 在培養皿滴入一層能覆蓋培養皿底部的 F-127，等待 15 分鐘 

8. 以 pbs 清洗並滅菌後可以開始植入細胞 

 

（四）孔盤製作 

 

1. 將樹酯做成薄膜後以雷射切割出孔狀構造 

2. 將薄膜覆貼於培養皿中後，加入 F-127 直到覆蓋薄膜  

3. 十五分鐘後以 pbs 清洗後以 PBS 保存放入操作台滅菌 

4. 透過 pipetting 將大部分孔內氣泡沖出並放入培養箱中放置等剩餘氣泡

消失 

5. 將 PBS 置換成 Medium（過程中避免液面低過薄膜）後，即可培養細

胞 

 

（五）細胞固定 

 

1. 吸走 medium 並以 PBS 清洗細胞 3 次 

2. 加入 3.7% PFA 固定細胞 10 到 15 分鐘後用 PBS 洗 3 次 

3. 加入 PBS 保存 

 

（六）螢光染色 

 

1. 加入 0.1% Triton x-100 in PBS 15 分鐘後以 PBS 清洗 3 次 
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2. 加入 0.1% BSA，30 到 40 分鐘後以 PBS 清洗 3 次 

3. 依需要進行以下處理： 

i. 加入 DAPI 染 10～15 分鐘（ 染劑與 PBS 比例 1:999） 

ii. 加入 Fluorescent Dye (488nm) 染 30 到 40 分鐘（ 染劑與 PBS            

比例 1:499） 

 

（七）細胞膜染色 

 

1. 將細胞懸浮液加入離心管以離心 0.6 rcf 離心兩分半鐘 

2. 加入（染細胞膜染劑）30 到 40 分鐘。（ 染劑與 PBS 比例 1:200） 

 

（八）ELISA  

 

1. 將細胞轉移至多孔盤 

        2.   將藥物序列稀釋，加入多孔盤中，並於一旁紀錄濃度順序 

        3.   將 cck-8 各加 50μL 至各個孔中 

        4.   設定吸光值 450nm 並將多孔盤放入 

        5.   測定數據 

 

伍、研究結果 

 

一、微米印刷術 

利用黃光顯影技術先將所需的微米尺寸圖案在矽基板上製作成母模    (圖四

a&b)，利用 PDMS 翻印母模 (圖四 b) 後製成微米印章，將氧電漿處理後的微米印章

塗覆螢光混合的 FN(Alexa 488)後靜置 15 分鐘，用氮氣槍吹乾多餘的蛋白質後小心放

置於培養皿並加上 5 克法瑪 15 分鐘，分離微米圖章與培養皿後加入 1%F-127 靜置 15

分鐘， F-127 僅會與 FN 之外的區域附著且細胞無法附著至其表面。(圖四 c)為螢光顯
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微鏡下微米蛋白圖章轉印的結果，不同圖案及大小的 FN 蛋白質可以被成功轉印在細

胞培養皿表面。 

 

二、細胞培養在微米蛋白質陣列表面 

 

非小肺癌細胞(non-small lung cancer) A549 以細胞數 100000 的條件下培養在微米

蛋白質陣列中持續 24 小時，之後細胞用 4%福馬林浸泡 15 分鐘將其固定。固定的細

胞用不同螢光染劑進行染色，分別為肌動蛋白(actin filament, Alexa Fluor™ 488 

Phalloidin)和細胞核(nucleus, DAPI)。染色後的細胞用螢光顯微鏡進行觀測，其結果顯

示大部分細胞會附著在微米蛋白質陣列上，但有部分細胞也會附著在微米蛋白質陣

列外(圖五)，詳細原因請見討論部分。 

 

 三、細胞培養在微米多孔表面 

 

我們利用聚二甲基矽氧烷(polydimethylsiloxane, PDMS)(Sylgard 184)矽橡膠和固化

劑已 10:1 的比例混合，接著塗覆在塑膠培養皿上，經過加熱固化(80 度 1 小時)PDMS

薄膜會固化在塑膠盤上。我們將薄膜樣品利用雷射雕刻機將薄膜以直徑 60 微米大小

打孔成多孔陣列，打完孔後的薄膜用鑷子小心將其與塑膠盤分離並浸泡於 1%F-127

中 15 分鐘後用氮氣將其吹乾，接著將 PDMS 薄膜放置於細胞培養盤中並加入細胞進

行培養(圖六 a&b)，24 小時過後將細胞固定並染色，顯微鏡結果顯示大部分的細胞都

僅附著在微米孔洞內(圖六 c)。 

 

四、癌細胞在微米孔洞中的抗癌藥物測試 

 

此實驗我們利用 Fluorouracil (5-FU)抗癌藥物測試 A549 細胞對其產生的影響，

首先我們用 CCK8 kit 與 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)測試不同濃度 5-FU

對 A549 的毒性，其結果顯示加藥後濃度在 200µＭ時間 24 小時後細胞存活率接近

50%(IC50)(圖七 a)，因此我們用此條件來測試細胞在微米多孔盤中的反應。做為對照
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我們將細胞分別培養在微米多空盤與一般培養盤上，以相同條件比較加藥與不加藥

的差異，細胞先以相同數量培養 24 小時後加入 200µM 5-FU 後再接著培養 24 小時，

之後將細胞固定和染色(Alexa Fluor™ 488 Phalloidin, DAPI)(圖七 b&c)。我們將顯微鏡

拍照的圖相利用 ImageJ 的軟體來做分析，這裡我們使用 Orientation 的 Plugins 來分析

肌動蛋白纖維的方向性 (Orientation)，其結果顯示當細胞在一般的培養盤條件下，加

藥與不加藥纖維的方向性較無明顯區別 (圖七 d) ，當細胞培養在微米多孔薄膜中，

不加藥細胞的肌動蛋白纖維比加藥條件下來的明顯且具有方向性。 

 

 
圖（四）、微米印章的原理及外觀 

a. 實驗流程圖，b. 母模(左)、PDMS 印章, c. 螢光顯微鏡下 FN 蛋白微米圖案 
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圖（五）螢光顯微鏡下 FN 微米印章(左)與細胞附(右)著情形 

 

圖（六）、微米多孔陣列的原理及外觀 

a. 實驗流程圖，b. PDMS 微米多孔薄膜, c. 細胞吸附於微米多孔薄膜中 
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圖（七）、以 Microwell 和 Flat dish 觀察 5-FU 對細胞影響 

 

a. CCK8 活性測試 A549 在不同濃度 5-FU 下的反應, b＆d. A549 在正常培養皿

下對藥物的反應(5-FU)，肌動蛋白纖維方向性分析, c&e. A549 在微米多孔薄膜

下對藥物的反應(5-FU) ，肌動蛋白纖維方向性分析，Scale bar 20µm  
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陸、討論 

一、實驗討論 

 

細胞作為生物有機體中最基本的單位，任何外在物質對其的影響與細胞的反饋

都是最初始且直接，因此觀測細胞行為對對不同藥物的影響是新藥開發的重要環節。

又如細胞療法，幹細胞再生和近期的免疫細胞療法都必需要清楚了解細胞的狀態後方

能應用於臨床實驗。有鑒於細胞生長機制複雜，即使同一種細胞其生長的大小，形狀

都有很大的不同，過去有許多研究利用表面工程技術來規範細胞吸附的大小和形狀進

一步簡化細胞的異質性，進而提升細胞狀態辨識的準確性。 

首先我們使用過去較常使用的的細胞操控技術“微米接觸應刷”，藉由具有微

米圖案的軟性圖章將幫助細胞吸附的蛋白質轉印於基材表面形成特定形狀，大小的蛋

白質圖案並將抗細胞吸附分子吸附於蛋白質圖案外，當細胞培養於此基材表面時，細

胞原則上會以蛋白質圖案相同的形狀和大小附著於機材表面，由我們實驗結果發現，

微米蛋白質圖案可以成功轉印於機材表面，但附細胞覆著蛋白質圖案陣列後，有部分

細胞會吸附在微米蛋白質圖案之外，我們推測原因為抗吸附層分子沒有穩定吸附在微

米蛋白質圖案之外，特別是細胞在長時間生長後，細胞會與蛋白質產生交互作用並吸

收部分的蛋白質。 

為了可以達成細胞能以穩定特定尺寸吸附在機材表面，我們希望利用物理邊界

來限制細胞生長的形狀與大小，結果也成功驗證細胞能穩定且長時間被控制在微米多

孔薄膜中，此方法對於控制單細胞較具有挑戰，首先雷色雕刻機能形成最小的微米孔

徑為 60 微米，細胞大小約略 10 微米，經常發生會有多個細胞聚集在單一孔洞之中，

即使降低細胞濃度後能成功控制單細胞在單個微孔中的機率約 20-30%，因此我們先將

細胞數調整到可以覆蓋至整個微米多孔陣列，先讓細胞覆著 3-6 小時，由於薄膜表層

有吸附抗吸附層，在孔洞外的細胞可以很容易被沖開並用微量滴管抽掉，細胞僅在孔

洞內穩定生長，經過統計平均有 20 個細胞附著在每一個微米孔洞中。 

要了解細胞在微米孔洞中的生長狀態，我們利用螢光染色標的細胞的肌動蛋白

纖維，肌動蛋白是細胞用來控制細胞型態並與其微環境產生力學相關的交互作用[8]，

觀測其纖維結構的表現，如數量，方向可了解細胞的吸附狀態。此研究利用肺癌細胞

來測試微米孔洞系統，肺細胞的機械力學對細胞能否正常生長有很重要的影響，不正
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常的力學表現會導致肺纖維化進而導致癌化的風險。 Fluorouracil (5-FU)是一般普遍使

用的抗腫瘤藥物，主要用來抗代謝物會阻止癌細胞正常工作，會阻止細胞製造和修復 

DNA，我們比較細胞在一般培養盤和微米孔盤下受 5-FU 藥物的影響，當細胞在一般培

養盤生長受 5-FU 影響後，其肌動蛋白纖維與不加藥的條件比較有些許分佈上的不同，

經由肌動蛋白纖維方向性分析區別較不顯著， 

            當細胞附著在微米孔洞中，相同的測試條件可以顯著發現肌動蛋白纖維在加藥

後其纖維較隨雞排列不具方向性，相較不加藥條件，其肌動蛋白纖維明顯且朝特定方

向延伸。由此可推論，當數個細胞吸附在有限的範圍裡形成 60 微米大小的單層聚落

(micro-monolayer)其對藥物的影響較為明顯，換句話說，利用微孔陣列作為細胞藥物測

試基材可以有效提升其靈敏度，相同微孔以陣列的方式排列可達到每平方公分 1000 個

微孔，進而實現高通量細胞藥物篩選。由於細胞體內的激動蛋白纖維會直接影響細胞

的機械力學，我們將微米多孔薄膜整合到徐教授實驗室發展的細胞力學量測系統 

[9,10] ，其結果顯示，在微孔中 A549 細胞牽引力(traction force)有顯著下降當細胞接觸

5-FU 24 小時後 (圖八)。 

         

 

圖（八）、細胞力學晶片分析 
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二、實驗注意事項 

 

在這次的研究，我們學會了實驗的設計，方法以及發現問題與如何解決問題的

能力，以下列表為我們總結會影響實驗結果而需注意的事項： 

 

1. 進行細胞計數時，可以利用 99.5%酒精擦拭計數盤之蓋玻片，使細胞懸浮液

滴加後之細胞能在計數盤上均勻分布。 

2. 模型製作完畢後，需在培養細胞前以操作櫃之滅菌紫外燈滅菌，避免細胞受

黴菌汙染。 

3. 配置最適濃度之染劑時須大量配置，以降低使用微量吸管時之儀器誤差導致

最後濃度之誤差過大，並在混和過程中使用試管震盪器使均勻混和。 

4. 實驗進行中，應避免操作櫃內微量吸管及移液器等碰觸試管壁或檯面等，以

免造成試劑及培養之細胞有受汙染之情形。 

5. 進行須於操作櫃進行之實驗時，應先消毒手部及前臂等可能進入操作櫃內之

身體部位，避免無意間造成細菌及黴菌之汙染。 

6. 以現行既有印章模型而言，長時間的放置會使複印上去的胞外基質因未知原

因導致培養細胞時誘導細胞生長之效果較弱，而導致細胞無法完全附生於指

定位點上，所以模型製作完成後應在短時間內進行後續實驗。 

7. 將細胞進行繼代前須確認細胞數是否過少，避免產生細胞量不夠導致繼代後

之細胞有無法生長之情況。 

8. 需低溫保存的藥品及試劑在未使用時須將其保存於冰塊中，盡量避免將其置

於室溫過久破壞其化合物之活性。 

9. 處理細胞照片時應避免產生無法選取之死角，否則其將影響最後數據之準確

性。 

10. 使用氣槍及氧電漿機時應避免產生過大氣壓差導致樣品有被吹翻之情況，以

免模型品質過低之虞。 

11. 進行去除孔狀薄膜模型中小氣泡時，應避免過程中液面低於薄膜之情況，導

致孔中再次出現小氣泡。 
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柒、未來展望 

 

此系統製作容易且生產成本低，未來我們希望可以繼續測試此系統的可能性，

例如改變孔洞的大小，形狀並測試不同種類細胞，同時觀測細胞的功能如細胞機械

力，細胞遷移在藥物刺激下的行為，更進一步我們希望可以將此系統整合到不同的藥

物檢測平台。  

 

捌、結論 

 

單細胞和多細胞形態特徵是整個細胞內部訊號傳遞和功能表現的總和，近期先

進影像技術的進步結合細胞工程學工具的發展推動了基於形態學的研究。由於形態學

和細胞功能之間建立了良好的關係，形態學分析已越來越多的用於了解功能異質性及

其對治療發展的影響。 在這個研究裏我們首先使用過去發展的微米印刷術來控制細胞

型態，微米印刷能有效且精準將體外基質以不同形狀與大小轉印於基材表面，但在細

胞與其交互中如何保持蛋白質的穩定性相對不容易達成，我們使用自行製備的 PDMS

微米孔洞薄膜，成功的長時間且穩定控制細胞生長範圍，藥物測試結果也指出當有效

控制細胞生長環境能有效提升藥物測試的靈敏度，利用週期性陣列的微米孔洞操控細

胞可顯著的降低細胞型態異質性，提升藥物測試靈敏度且可高通量提取細胞信息提供

統計分析的準確性。 
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