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一、前言

生物膜是細胞重要的組成成分，除了支持整個

細胞，並作為區分細胞內外的 圍牆 外，更是掌

管細胞內外物質溝通的橋樑。細胞膜上存在許多功

能性的分子，如蛋白質、醣類、膽固醇和維生素
(1)

，這些分子都需要和生物膜作用才能發揮功能。

除此之外，生物膜也是區隔細胞內胞器及傳遞細胞

內物質如 DNA 及 RNA 等的橋樑，因此生物膜結

構的研究已成為生物和醫學上的重要議題。

生物膜主要成分是脂質分子 (lipid)，其分子結

構可分為親水的頭部區及親油的腳區，在水中會自

己組成頭部區朝外腳區朝內的脂質雙層膜 (lipid

bilayer) 結構，參見圖 1。膜的厚度因腳區碳鏈長

度不同而改變，一般為 3－5 奈米，脂質雙層膜結

構與物理性質會隨著溫度、濕度、壓力及酸鹼度等

外在環境條件而改變，衍生多變且有趣的相變化行

為，屬於複雜系統的範疇，其很適合作為研究軟凝
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體及薄膜物理的二維流體系統。

X 光一直是研究分子生物學的利器，不論在生

物膜結構、蛋白質結構、離子通道及最近很熱門的

DNA 相關研究上，X 光的繞射及散射技術都占了

很重要的地位。生物膜是尺度 3－5 奈米的二維流

體，所以生物膜結構的決定上，X 光繞射技術是公

認最可信的技術，相較於電子顯微鏡需要破壞生物

膜的存在環境 (需冷凍乾燥且在真空環境觀察)，X

光技術能在更接近生物真實環境中測量 (如在水溶

液中或高濕度的環境下)。

早期使用 X 光繞射技術量測生物膜結構是在

水溶液中製備成多層膜微胞，將樣品置於可控溫的

繞射腔內，進行 X 光繞射實驗，經數據分析可得

到繞射訊號。此方法的優點為樣品在水溶液中，接

近生物細胞生存的環境，但缺點為在水中樣品受到

之擾動很大，造成繞射訊號減弱及背景雜訊升高，

因此通常只能量測到 4 個繞射峰值，準確度受到很

大的限制，以致無法量測生物膜的精細結構及微小

的變化，且其多層膜結構與生物細胞的單層膜結構

不同，不能完全反應真實情況。

為了提昇準確度，近年來許多研究人員開始將

樣品製備成在基底上的多片層生物膜，如圖 2 所

示，置於精準控溫及控濕的繞射腔內，控制在高濕

度 (> 90%) 的條件下，進行多片層 X 光繞射實驗

(lamellar X-ray diffraction, LXD)，經數據分析可得繞

射訊號，少了溶液中的擾動，通常可以得到 6－9

個繞射峰值，大幅提高實驗的準確度，最近幾年常

被應用在生物膜精細結構的測量
(2)

。

多片層 X 光繞射實驗雖然可以大幅提高實驗

的準確度，但生物學家仍對多片層樣品與真實細胞

不同的地方提出許多質疑：(1) 不在水溶液中、(2)

不是單層膜、(3) 不是球形的，所以研究人員開始

嘗試量測單層生物膜微胞在水溶液中的結構。單層

膜微胞不具有建設性干涉，故沒有繞射而只有微弱

的散射訊號，無法直接得到生物膜的電子密度，加

上水中的擾動及雜訊，增加實驗的困難度，因此發

展出結合 X 光散射技術與建立模型的方法，用來

量測單層生物膜在水中的厚度
(3)

。

X 光繞射技術可與散射技術相輔相成，不但可

以得到高準確度的生物膜結構，也可以模擬細胞在

水溶液環境下細胞膜的厚度及其變化，將大大提高

二者在生物領域的應用，對生物分子與生物膜作用

的研究更是大有幫助。

同步輻射 X 光有 (1) 高強度、(2) 高準直性與

(3) 小光束尺寸等優點，不但有助於進一步提高實

驗的準確度，也可減少 90% 樣品的用量，對於極

端昂貴或取得困難的生物樣品，可減低成本，對於

X 光散射實驗，更是可以將實驗時間從數小時縮短

為數分鐘，大幅提高實驗的可行性及效率。本文將

分別介紹在國家同步輻射研究中心光束線 BL13A

進行的 X 光繞射實驗及在光束線 BL17B 進行的 X

光散射實驗在生物膜結構方面的研究。圖 1.脂質雙層膜示意圖。

圖 2.多片層生物膜樣品製備流程。
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二、樣品製備

1.多片層生物膜樣品製備
製備方法採用溶劑多重堆積法

(4)
，取適當數量

的脂質分子溶在甲醇和氯仿混合溶劑 (脂質分子濃

度為 1 mg/20 mm、體積比 1：1 甲醇氯仿）中，抽

取其中適當數量的溶液，多次均勻地滴定在乾淨的

基底 (玻片、石英玻片或矽晶片) 上，待 30 分鐘後

溶劑揮發，即可堆積出脂質雙層膜的多片層樣品

(如圖 2)。將樣品抽真空至少 3 小時以去除殘留的

溶劑，然後置於高溫高濕的環境下讓生物膜樣品濕

潤至流體態，並重新排列 1－3 小時，目視樣品呈

半透明狀態後，即可準備進行測量。

2.單層生物膜微胞樣品製備
先將人工合成的脂質分子溶於適當比例的甲醇

及氯仿中充分混合，取適量的溶液滴於燒杯或大試

管中，用氮氣吹乾，此時脂質分子會在杯底形成透

明的多層薄膜，再將燒杯置於真空烤箱中，抽氣約

1－2 小時，以富含水氣的氮氣對多層薄膜進行緩

慢潤濕後，加入適量緩衝溶液於燒杯中，靜置 20

分鐘後，用超音波池震盪 20 分鐘，再以液態氮及

40 °C 的溫水對燒杯中的溶液作冷凍回溫的過程 5

次，最後在充滿氮氣的環境下，將溶液用 80 W 的

超音波震盪棒震盪 40 分鐘，則可得到 60 nm 大小

的微胞 (small unilamellar vesicles, SUVs) 樣品溶

液。

三、實驗方法

1.多片層 X光繞射實驗
多片層繞射技術的原理如圖 3 所示。圖 3(a)

為多片層脂質雙層膜之示意圖，脂質雙層膜沿垂直

於基底的方向 (圖中之 Z 軸方向) 堆積數百層，雙

層膜之間淡藍色部分為水層；X 光入射方向與膜面

的夾角為 q，入射波向量為 ki，經多片層脂膜反

射，反射波向量為 ks，與 ki 的夾角為 2q，X 光沿

Z 軸方向動量轉換的大小

(1)Q s i= - = Ê
Ë

ˆ
¯k k

4p
l

qsin

其中 l 為 X 光的波長。由於多片層脂質雙層膜沿

Z 軸堆積，其電子密度 r 在 Z 軸方向會形成週期性

排列，重複的週期距離 D (如圖 3(a) 所示) 即為雙

層膜的厚度 PtP 加上水層厚度 Dw。此週期性多層

膜產生繞射峰之條件為

(2)

結合 (1) 和 (2) 可得

hl = 2Dsinqh;  h = 1,2,3..... (3)

即為一般所常用的布拉格繞射公式。在符合此公式

的條件下，與多層膜作用的 X 光散射強度會在特

定的角度有建設性干涉，形成繞射峰 (如圖 3(b) 所

示)。繞射數據分析的步驟如下：首先修正脂膜對

不同角度入射 X 光的吸收，其吸收因子 fa ≈ [1 – exp

(–2md/sinq)]，其中 d 為多片層脂膜的總厚度，m 為

Q h
D

hh = =2
1 2 3

p
; , ,  

圖 3.多片層 X 光繞射原理。
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脂質分子對 X 光的吸收係數 (可由組成脂質分子的

個別原子之吸收係數計算得到)。接著移除背景雜

訊，再將各個繞射峰對 q 作積分，分別得到在 Qh

時的繞射強度 Ih。根據片層樣品的 X 光繞射原理，

(4)

其中 Ph 為極化修正因子，Lh 為羅侖茲修正因子，

Fh 為 Qh 時的繞射振幅。根據公式 (4)，對 Ih 作極

化和羅侖茲修正，即可得到︱Fh︱
2

因脂質雙層膜為

中心對稱結構，故繞射振幅︱Fh︱的相位只有 +1 和

–1 兩種可能。一旦相位決定之後 (如圖 3(c) 所

示)，將繞射振幅作傅利葉轉換，即可得到脂膜的

相對電子密度圖 (如圖 3(d) 所示)，所作的轉換為

(5)

其中 Qh 由 Qh = (4p /l) sinqh 決定。因為脂質分子頭

r z F Q zh

h

h( ) = ( )Â cos

I P L Fh h h hª ¥ ¥ 2

部區有一個磷原子，相對於其他的碳氫氧氮原子有

很大的電子密度，故電子密度圖中雙正峰間的距離

(PtP) 即代表脂質雙層膜中磷原子到磷原子的距

離，此距離被定義為脂膜的厚度。

為了決定繞射振幅的相位，必須在固定溫度

下，進行濕度小於 98% 不同濕度的測量，以獲得

不同 D 值時的繞射圖形，將所求得之各組繞射振

幅用 Blaurock 方法
(5)

歸一化後對 Q 作圖，再用

swelling 原理
(6)

決定相位即可 (圖 3(c))。圖 4 為使

用多片層 X 光繞射所得到的電子密度圖，從中可

以了解生物膜的細微結構和膜的厚度。

2.單層生物膜微胞的 X光散射實驗
利用 X 光散射技術測量單層生物膜微胞在水

溶液中膜厚度的構想，最早是由 Engelman 所提出
(7)

，利用散射訊號強度對動量變化 Q 作圖，請參見

圖 5 所示，其中 Q = (4p /l) sinq，找出第二個峰值

的 Q 值，Q2nd
，再利用

(6)

可得膜的厚度 PtP。他更進一步指出，在生物膜與

蛋白質等生物分子作用而受到擾動後，Q
2nd

受到的

影響最小，仍然可以得到準確的膜厚度，如此提供

一個非常簡單而直接的方法去得到單層生物膜在水

溶液中的厚度。但早期受限於實驗室 X 光機強度太

弱，一個數據點動輒十幾個小時，且準確度很低，

PtP
Q

= 4
2

p
nd

圖 4.脂質雙層膜的電子密度圖(9)
。
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使得此方法很少被使用。近年來自從同步輻射提供

高品質及高強度的 X 光光源後，已縮短時間至十

分鐘，且準確度大輻提升，以下將用理論上的數值

分析來了解這個方法，並以實驗數據來驗證它。

根據散射理論，散射強度正比於樣品電子密度

的傅利葉轉換的平方，考慮簡化的一維情況如下

式：

(7)

其中 Is 為散射強度，r(x) 為一維的電子密度，k =

2p /l 為波向量。散射強度沒有相位的資訊，無法

直接得到電子密度，一般的作法是先建立簡單的電

子密度模型，其中包含數個可調整的參數，對其作

傅利葉轉換取平方，與散射強度的實驗數據作比

較，調整參數至最吻合實驗數據，即可得到正確的

電子密度
(3)

。這種作法成功與否取決於模型的選

I k x e dxs
ikx( ) µ ( )Ú r

2

取，所使用之模型需具有真實樣品的電子密度之重

要特徵，又不能太複雜，否則會導致運算量過大。

但是 Engelman 的方法是以這樣的基礎找到規

則，可以更容易得到膜的厚度，以下將進一步探討

其可行性及準確性。以生物膜為例，其典型的電子

密度如圖 3(d) 所示，選取三個高斯峰 (兩正一負)

作為電子密度模型，如圖 6(a) 所示，其中調整的

參數為兩正峰的距離 PtP、正峰的寬度 W1、負峰

的寬度 W2、正負峰值比 P1/P2，見圖 6(a)，選定一

組參數值，將電子密度模型作傅利葉轉換取平方，

結果如圖 6(b)。利用公式 (6)，可以得到膜厚度 PtP

為 37.18 Å，與電子密度模型的 37 Å 非常吻合，可

以證明 Engelman 的方法是可行的。

接下來，則是討論為什要用第二峰的 Q 值，

而非第一或第三峰的 Q 值 (不考慮第四峰或以上，

是因為實驗上其強度太弱，與背景雜訊同一尺度，

無法正確而有效的量測)。首先考慮最簡單的電子

密度模型，兩個正 d 函數，如圖 7(a) 所示，其距

離即為膜厚度 PtP，對其作傅利葉轉換取平方，得

到結果如圖 7(c) 所示，很明顯地，

此時使用任一峰值皆相同，且無誤差。若再增加一

負 d 函數在兩個正 d 函數的對稱中心，其結果依然

不變，請見圖 7(b) 與 (c) 的藍色部分。但若是把三

個 d 函數轉換成很窄的高斯函數，再依次變寬，如

圖 8(a) 所示，同樣地作傅利葉轉換取平方，結果

如圖 8(b) 所示，可以看出在三個高斯函數很窄而

未有重疊時，圖 8(b) 黑色及紅色線，結果與 d 函

數相同，但當三個高斯函數越來越寬而開始重疊

時，傅利葉轉換取平方的結果開始變形，見圖

8(b)。使得用

計算出來的 PtP 值誤差漸漸增加，將其誤差整理於

圖 8(c)，顯而易見地，使用第二峰 Q 值的誤差最

小，這也就是 Engelman 採用第二峰 Q 值的原因，
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Q Q Q

= = =2 4 6
1 2 3

p p p
st nd rd .......

PtP
Q Q Q

= = =2 4 6
1 2 3

p p p
st nd rd .......

圖 6. (a) 高斯函數電子密度模型，(b) (a) 中電子密

度經傅利葉轉換取平方。
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也說明了當生物膜與蛋白質等生物分子作用而受到

擾動後，為什麼第二峰 Q 值受到的影響最小，且當

電子密度受到擾動後，建立模型將會變得非常困

難，因此使用第二峰 Q 值的方法提供了簡單又可行

的方案。

最後將採用實際的實驗數據來驗證此方法的可

行性及其誤差，實驗是在同步輻射中心光束線

BL17B3X 光小角度散射實驗站進行，見圖 9 所

示，X 光的能量是 10.5 keV，樣品到偵測器距離為

1.2 公尺，濃度為 10－30 mM 的單層膜微胞溶液樣

品被裝在一個可控溫的腔內，測量不同脂質組成的

微胞樣品在不同溫度條件下之散射訊號，經過數據

處理
(8)

，即可得到散射強度對 Q 值的關係。圖 5 為

一典型的例子，找出 Q
2nd

，再根據 (6) 式，即可得

到膜厚度。

表 1 為各種不同脂質組成的微胞樣品在低溫的

有序態 (order phase) 及高溫的無序態 (disorder

圖 7. (a) 二 d 函數電子密度模型，(b) 三個 d 函數
電子密度模型，(c) 由 (a) 與 (b) 電子密度經傅

利葉轉換取平方。

圖 8. (a) 不同寬度高斯函數電子密度模型，(b) (a)

中電子密度經傅利葉轉換取平方，(c) 利用圖

(b) 中第一、二、三峰的 Q值求出膜的厚度與

真實膜厚度的偏差，虛線為真實膜厚度。
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phase) 的膜厚度及與參考文獻的比較，可以清楚地

看到其差別都在百分之五以下，小於實驗的誤差，

對於膜厚度的量測而言，算是非常準確。另外，圖

10 則是小蛋白 (peptide) Gramicidin A 與生物膜作用

使膜厚度增加的例子，從圖中可以看到，此方法可

以精準地量測到 1 Å 的膜厚度變化，再次驗證此方

法適合用來研究生物分子與生物膜的作用。

四、結論

本文提供兩種方法來研究生物膜結構，用多片

層 X 光繞射以研究材料的方式可以得到高解析度

(小於 1 Å) 的生物膜結構，單層生物膜微胞的 X 光

散射則可以測量在水溶液中單層生物膜厚度，此兩

種方法可以截長補短，搭配運用將成為研究生物分

子與生物膜作用的利器。

圖 9.同步輻射中心光束線 BL17B3 X 光小角度散

射實驗站。

圖 10. Gramicidin A 與 DLPC 脂質雙層膜作用，使

膜厚度增厚 1.6 Å。

DPPC DPPC DPPC DPPC DMPC DMPC
20 °C 20 °C 50 °C 50 °C
30 mM 10 mM 30 mM 10 mM 10 mM 10 mM

Q2nd 0.2805 0.2810 0.3253 0.3262 0.3163 (10 °C) 0.3601 (30 °C)
0.3183 (10 °C) 0.3563 (30 °C)

0.3577 (35 °C)

PtP = 44.8 Å 44.7 Å 38.6 Å 38.5Å 39.7 Å (10 °C) 34.9 Å (30 °C)
4p /Q 2nd 39.5 Å (10 °C) 35.3 Å (30 °C)

35.1 Å (35 °C)

PtP (ref.) 44.2 Å 38.3 Å 36.0 Å (30 °C)
35.3 Å (35 °C)
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