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同步輻射在蛋白質結晶學上的應用
Recent Progress of Protein X-Ray Crystallography
and Synchrotron Radiation

蛋白質的立體結構是了解其功能及活性的重要依據，在各國的基因體計畫中扮演重要的角色。在解決蛋白

質結構的數種技術之中，使同步輻射 X 光源的蛋白質結晶學則是最被廣泛使用且不可或缺的。本文介紹

蛋白質結晶學在最近幾年的發展，包含使用硫原子解決相位角問題，使用無細胞技術表現蛋白質，以及使

用脂質立方體培養蛋白質結晶。最後舉兩個最近解出之膜蛋白結構，分享其使用的技術。

陳彥儒
Yen-Ju Chen

Protein structures play important roles in understanding their functions and activities. Structural research is a corner
stone in every genomic project worldwide. Among all the techniques used to solve protein structures, protein X-ray
crystallography is the most widely used and indispensable. And synchrotron raidation is an essential tool for protein
X-ray crystallography. In this article, latest techinques will be introduced, including using sulfur-SAD for phase
problem, expressing proteins with cell-free system and crystalizing membrane protein with lipidic cubic phase. Two
examples of recently solved membrane proteins will show the progress of protein crystallography in last few years.

一、前言

蛋白質為氨基酸組成的長鏈，再折疊為立體結

構，大小在奈米階層。蛋白質在細胞中如同零件一

般，各自扮演不同的功能。要了解蛋白質的特性與

功能，其立體結構為不可或缺的資料，而使用 X

光繞射 (X-ray diffraction) 的蛋白質結晶學是了解蛋

白質結構的主要技術之一。自 1958 年第一個蛋白

質 myoglobin 結構被解出之後
(1)

，蛋白質結晶學已

被廣泛地應用在生命科學的領域。生物資料庫

(Protein Data Bank, PDB) 自 1971 年成立以來，已

經有超過五萬個蛋白質結構被解出來。自 2000 以

來，每年平均皆有超過五千個蛋白質結構被解出
(2)
，

以 X 光繞射技術所解出之結構約占總數的百分之

八十五。

自 1980 年代第二代同步輻射加速器陸續成立

之後，使用同步輻射 X 光繞射技術所解出之蛋白

質結構就以倍數成長。在 1991 年 5% 的 PDB 結構

是由同步輻射 X 光繞射所解出，至 1999 年時達到

62%(3)
。至今使用同步輻射 X 光繞射解蛋白質結構

已成為標準的實驗技術。國家同步輻射研究中心在

新竹及日本提供幾條光束線，專為研究蛋白質結構

之用。 科儀新知 雙月刊曾於民國 95 年第 150 期

專題報導結構基因體學，其中詳述蛋白質結晶學之

技術及發展。本文以此為基礎，介紹這幾年來的最

新發展。

同步光源與

生命科學專題
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二、硫原子單波長異常散射相位解析
法 (Sulfur-SAD)

相位角問題 (phase problem) 一直是蛋白質結晶

學的重要課題，為了要計算出蛋白質繞射的相位

角，必須在蛋白質分子中固定的位置植入重原子。

目前常用的技術需將蛋白質結晶浸泡在含有重原子

的溶液中，待重原子被吸附到蛋白質上的特定位

置，再利用重原子對 X 光的異常散射 (anomalous

scattering) 來解決相位角問題 (詳見 科儀新知 第

150 期)。常用的重原子有 Pt、Hg、Au 及 Os 等，

這些重原子的化合物都非常毒，誤食嚴重會致命，

在處理時及實驗室的管理上要非常小心。

另 外 一 個 方 法 是 在 蛋 白 質 表 現 時 ， 使 用

seleno-methionine 取代 methionine，並強迫細菌使

用人工添加的 seleno-methionine。如此一來，表現

出來的蛋白質便內含重原子硒，不需在結晶之後額

外加入。Seleno-methionine 是加在培養液中，且仍

是微毒的，若是使用量大，廢液處理是個大問題。

即便大部分的蛋白質結構可以使用硒或其他重原子

解決相位角問題，仍有許多蛋白質無法植入重原

子，失敗的原因可能是含重原子溶液會破壞蛋白質

結晶，或是使用 seleno-methionine 時蛋白質表示的

結果不佳，無法取得足夠的蛋白質。

近年來研究人員嘗試使用蛋白質本身就含有的

硫原子 (cysteine 及 methionine)，來解決相位角問

題，並有成功的結果，最近解出的結構為 VEGF–E
(4)

。針對能成功使用硫原子解決相位角的條件，之

前推算 phasing power · DF
+/–Ò/·F Ò 需大於 0.6% (最好

大於1%)。最新的分析指出，在每一個解析度範圍

(resolution shell)，·｜D ano｜/s (D ano) Ò 都要大於 1.5 是

較好的判斷依據。如果繞射的訊號較弱，可使用較

長的波長 (大於 2Å) 來提高異常散射的強度，或是

增加資料重複性 (redundancy)，以降低雜訊
(5)

。以

Lysozyme 為例，使用波長 2.29 Å 時需要收集 120

度資料，才能使用 SHELXD 找到硫的位置，使用

波長 0.979 Å 時，則需要收集 991 度，這個作法的

前提是蛋白質結晶能忍受較長的資料收集時間及其

所造成的輻射傷害。

三、無細胞蛋白質表現

蛋白質結晶學的一個困難之處在於取得足夠的

蛋白質分子，這個問題在膜蛋白上更是嚴重。無細

胞 (cell-free) 蛋白質表現在最近有普遍化的趨勢，

尤其是大腸桿菌及小麥胚芽 (wheat germ) 兩種系

統。大腸桿菌系統在製作上較為簡單，一般實驗室

的設備即可處理，只是在準備所需的成分則需要有

一些經驗 (如表 1 所示)。目前已有實驗室大量使用

在蛋白質的產生
(6)

，詳細的方法可以查閱參考文獻

(7) 及 (8)。

使用無細胞蛋白質表現的另一項好處是，無細

胞蛋白質表現的產量一般在一亳升的反應可以產生

一毫克的蛋白質。如果使用 seleno-methinine 來植

入重原子，蛋白質表現所得的廢液只有幾毫升，比

起一般養菌產生的幾公升廢液少了許多，同時也可

節省實驗成本。儘管無細胞蛋白質表現較一般養菌

的方法來得簡單，但由於無細胞蛋白質表示所做出

來的蛋白是處於一個非自然的環境，對於該蛋白活

性的影響需要進一步確認。針對膜蛋白的表現，會

在無細胞蛋白質表現的反應中加入界面活性劑

(detergent)。

最常使用的界面活性劑為 Brij 系列，按分子

長度有 Brij-35, Brij-58 等多種選擇，但 Brij 並非蛋

白質純化常用的界面活性劑，其分子量亦較一般常

用的界面活性劑大上兩倍。將膜蛋白分子從含 Brij

功能 成分

酵素
細胞萃取物 (S30 lysate)
T7 polymerase

Hepes

緩衝液
Potassium Glutamate
Ammonium Acetate
Magniseum Acetate

原料
dNTP
20 種氨基酸

Pyruvate Phosphoenolpyruvate (PEP)
能量來源 3-phosphoglycerate

Glucose-6-phosphate

基因
為無細胞蛋白質表現而設計的載體 (vector)，
如 pIVEX。

表 1.大腸桿菌無細胞蛋白質表現主要成分。
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的溶液換至一般常用的界面活性劑不見得能成功，

在很多情況下膜蛋白會因此沈澱。

根據 lactose permease (LacY) 的研究指出，脂

質含量在膜蛋白結晶中扮演重要的角色
(9)

，並表示

在膜蛋白純化的過程中，脂質會不斷的流失。無細

胞蛋白質表現中所取得有膜蛋白，與一般從大腸桿

菌取得的，理論上有較少的脂質，因此膜蛋白可能

處於較不穩定的狀態，在界面活性劑交換時，較易

沈澱。無細胞蛋白質表現雖是以大腸桿菌為基礎，

亦可以成功地表現真核生物的膜蛋白，但缺乏真核

生物細胞中常有的脂質種類。

最近數個 G protein-coupled receptor (GPCR) 的

結構顯示膽固醇會結合在 GPCR 的表面上，因此

在無細胞蛋白質表現的過程中，可能要額外添加膽

固醇。因為這種種因素，無細胞蛋白質表現所取得

的膜蛋白與一般養菌所取得的，其活性及功能需要

進一步的比較。無細胞蛋白質表現也缺乏一般所有

的蛋白質折疊系統 (folding machinery)，這個問題

可 以 藉 由 加 入 大 腸 桿 菌 內 層 細 胞 膜 (inner

membrane vesicle) 來解決
(10)

。

內層細胞膜含有膜蛋白所需要的蛋白質折疊系

統，可以將膜蛋白整合進入內層細胞膜中。若是使

用界面活性劑，則膜蛋白質是否正確折疊有待確

定。筆者曾接觸過一個 beta-barrel 的膜蛋白，在含

Brij 界面活性劑的無細胞蛋白質表現中是 alpha-

helices 結構，待交換至另一種界面活性劑之後，再

轉為 beta-barrel，可見膜蛋白在無細胞蛋白質表現

的系統中，其立體結構會隨著環境中的界面活性劑

而改變。整體來說，無細胞蛋白質表現提供了一個

快速的蛋白質表現方法，可以節省養菌及破菌的時

間。但畢竟是人工組成的系統，其產出的蛋白質，

尤其是膜蛋白，需要確認其活性及折疊，才能進一

步到長晶的步驟。

四、脂質立方結構相

膜蛋白結構一直是蛋白質結晶學的一大難題。

膜蛋白約占所有基因之百分之三十，其中一半為發

展新藥的目標。但上述五萬個解出之蛋白質結構

中，只有四百多個是膜蛋白，其中只有一百多種膜

蛋白 (unique proteins)(11)
，在比列上相當低，其中一

個困難為膜蛋白結晶不易。為了要使膜蛋白溶於水

中，界面活性劑常被用於將膜蛋白自細胞膜中取

出，並使其在水溶液中保持穩定。界面活性劑的使

用，使得膜蛋白研究迅速成長。但界面活性劑也可

能是妨礙膜蛋白形成結晶的原因，且膜蛋白處於細

胞膜及界面活性劑中的環境不同，解出的結構不見

得會與生理上的結構相同。

近幾年來研究人員使用脂質立方結構相
(12)

，

成功地解出數個 G protein-coupled receptor，為膜蛋

白結晶打開了一扇窗。脂質立方結構相 (lipid cubic

phase) 的發現源自對脂質於水溶液中的相變化

(phase transition) 的研究。Monoolein 與水以 4：6

至 6：4 的比例在室溫混合時，會形成立方結構

相。立方結構相基本上是一個連續的雙層脂質膜

(bilayer membrance) 與水分子交錯，此雙層脂質膜

結構與細胞膜相同。將含有膜蛋白的溶液與脂質以

適當的比例混合，形成立方結構體，膜蛋白會處於

與生理環境相類似的環境中。這時再混以其他常用

於蛋白質結晶中的沈澱液 (percipitant)，將雙層膜

緩慢破壞。這會將膜蛋白推擠至有限的空間，而形

成三度空間結晶。這個技術最早成功的使用在

rhodopsin，後來更延伸至其他膜蛋白。

使用脂質立方體有兩項問題，一是所取得的結

晶較小，需要微聚焦 (microfocus)，這必須有同步

輻射光束線的配合。脂質立方體在冷凍時會變得不

透明，無法觀察到蛋白質結晶是否在 X 光的範圍

之內，因此在收集實驗結果時，會有操作上的困

難。自 2007 年底，數個重要的 GPCR 以這個方式

解出結構。脂質立方體如同牙膏，非一般實驗室所

熟悉的液體，因此在製作及操作上也相較繁瑣許

多，一般需要使用自動化機器的協助。另外有研究

指出，被沈澱液破壞的脂質立方體，會形成海棉結

構相 (sponge phase)(13)
，這種結構相也可以協助膜

蛋白形成結晶，並且在操作上較為簡單。

五、最新研究成果

在此介紹兩項最新的研究成果，一是 GPCR，

另一是 VDAC。
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1. G Protein-Coupled Receptor (GPCR)
GPCR 是真核生物中重要的膜蛋白，負責將許

多外界的刺激傳遞進入細胞，視覺及味覺都是通過

GPCR 傳入細胞之中。GPCR 是藥廠的主要研究目

標。除 了rhodopsin 之外，自 2007 年底，數個

GPCR 結 構 陸 續 被 解 出 ， 其 技 術 皆 源 自 於

Kobilka(14)
及 Stevens(15)

等人於 2007 年底所發表的

研究。 Rasmussen 等人以抗體接合至 beta-2-

adrenergic G protein-coupled receptor (b2AR) 於第五

及第六個 transmembrane helices 的 loop。這個方法

類似於 MacKinnon 於 2005 解出的鉀離子通道
(16)

。

蛋白質在形成結晶的過程之中，蛋白質間接觸

(protein-protein contact) 是形成蛋白質結晶的主要原

因。如前所述，膜蛋白斥水性的部分會與界面活性

劑結合，不易形成蛋白質間接觸，因此對膜蛋白而

言，蛋白質間接觸主要是由親水性的部分組成。為

了增加這些接觸，使用抗體去結合膜蛋白的特定部

位後再結晶，可以增加蛋白質間接觸而提高成功

率。

Rasmussen 等人使用這個方法，可以得到

3.4 Å/3.7 Å 解析度的 b2AR 結構。Cherezov 等人則

直接將這個 loop 改成有固定結構的 T4 lysozyme。

這樣子不但減少了一段活動的 loop，還可以大幅增

加蛋白質間接觸，再加上脂質立方體的使用，使得

其結構的解析度達到 2.4 Å (圖 1)。以同樣的系統

(T4 lysozyme 及 脂 質 立 方 體 )， human A2A

adenosine receptor 的結構也於 2008 年被解出
(17)

。

2. VDAC
VDAC 是粒線體上的一個離子通道，為 beta-

barrel 結構，被認為與細胞死亡 (apoptosis) 有關。

在 2008 年三個 VDAC 結構透過 NMR 及 X 光結晶

學兩種方法解出
(18-20) (圖 2)。VDAC 分子量為 30

kD，有 19 beta-strand 形成一個孔洞，一個 alpha-

helix 在通道中間。使用 NMR 解蛋白質結構 一般

有分子大小的限制。VDAC 在 LDAO 界面活性劑

中預估的分子量為 75－90 kD，推估一個 VDAC 週

邊約有 250－300 個 LDAO 分子。相較於 X 光結晶

學，NMR 較少被使用來解膜蛋白結構，但 NMR

適合研究膜蛋白在水溶液中的活性，與 X 光結晶

學算是相輔相成的技術。NMR 需要在蛋白質上使

用同位素原子，如
13C、

15N 等。無細胞蛋白質表

現也可以提供 NMR 一個簡單而快速的技術來植入

所需的同位素。研究亦指出 VDAC 需要膽固醇才

能有與生理環境下接近的功能，再次說明了膽固醇

在真核生物膜蛋白的重要性。

最後值得一提的是，全球數個同步輻射中心正

在發展 X 光自由電子雷射 (X-ray free-electron laser,

XFEL)，其中一個目標就是要解困難的蛋白質結

構，特別是膜蛋白
(21)

。筆者這次參加於澳洲墨爾本

舉行的 Asia-Oceania Synchrotron Radiation Research

Forum 2008，在其中有許多 XFEL 的討論，德國

DESY 的 FLASH 是目前第一台 XFEL，提供軟 X

光範圍 (soft X-ray) 的自由電子雷射。美國 SLAC

的 LCLS 預計在今年可以提供硬 X 光 (hard X-ray)

自由電子雷射，可用在蛋白質分子的研究。日本

Spring-8 的 XFEL 預計在 2010 左右可以完成。

XFEL 在蛋白質結構上的應用，簡單來說，是

使用高強度度的 X 光照射單一蛋白質分子，收集

圖 1. Beta-2-adrenergic receptor 三維立體結構

(2RH1)。



22 科儀新知第三十卷第五期 98.4

其產生的散射。在概念上如同低溫穿透式電子顯微

鏡 (cryo-TEM) 重組蛋白質結構 (single-protein

reconstruction) 一般，在收集上萬個蛋白質分子的

散射之後 (在 cryo-TEM 中為蛋白質分子的投影，

projection)，用電腦找出每個散射影像在三維空間

中的相對位置，即可還原這蛋白質分子在三度空間

的散射，進而計算出其立體結構。在 cryo-TEM 中

所取得的投影含有相位角的資訊，在 XFEL 則需要

使用 density modification 來計算出可能的相位角。

XFEL 不需要蛋白質結晶，可以避免相位角問題，

但該技術還在早期發現階段，仍有許多困難有待克

服。

六、結論

蛋白質結晶學經過五十多年的發展，一方面數

萬個蛋白質結構被解出，提供生命科學研究不可或

缺的知識，另一方面在技術上不斷的發展，已達到

自動化及高效能 (high throughput) 的地步。研究者

可以在自己的實驗室將結晶準備好，郵寄至同步輻

射加速中心，使用機器手臂及遠端操作 (remote

control) 來收集資料，大大地提升了研究上的效

率。如上所述，往後的幾個方向，一是針對困難處

理的蛋白質，特別是膜蛋白，提高其產量及結晶的

成功率；二是為相位角問題找出更簡易的解決方

法，如此可減少對蛋白質結晶數量上的需求；三是

發展其他新的技術，如 X 光自由電子雷射，在未

來也許可以取代 X 光繞射蛋白質結晶學。

在研究題材上，也將由單一蛋白質結構往更大

分子或數個蛋白質結合體 (protein complex) 的方向

移動。研究者不但要能看到蛋白質結構，更要能藉

由蛋白質結構解釋其重要的生理功能。配合其他能

觀察蛋白質動態的技術，如核磁共振 (NMR)、圓

二色旋光光譜 (circular dichroism, CD) 及小角度散

射 (small angle X-ray scattering, SAXS)，將能完全

了解蛋白質在生物體內的地位及其所扮演的角色。
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