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利用螢光相關光譜與拉曼光譜技術探討 

活性氧化物質對脂質膜流動性與結構之影響 
學生：戴菀俞 指導教授：廖奕翰

國立交通大學理學院應用化學系碩士班 

摘 要       

脂質為細胞膜以及細胞內胞器膜的主要成分。細胞膜流動性是脂質膜的重要特徵，

維持適當的流動性對脂質膜正常功能十分重要。細胞內粒線體的電子傳遞鏈以及其他反

應會產生各種活性氧化物質  (reactive oxygen species, ROS)，例如超氧自由基 

(superoxide, −•
2O )、氫氧自由基 (hydroxyl radical, OH ) 和過氧化氫 (hydrogen peroxide, 

H2O2) 等。這些活性氧化物質容易和生物分子，例如脂質、DNA 或是蛋白質分子產生

反應，改變其功能。由於脂質膜上含有不飽和脂質，因此容易受到氧化物質的影響造成

脂質過氧化，脂質被氧化之後除可能造成結構上的改變外，也會影響脂質膜的正常流動

性，造成細胞傷害。過去文獻上較少系統性探討脂質過氧化後脂質膜結構變化與脂質膜

流動性改變之間的關係。在本研究中，我利用成分單純的脂質體 (liposome) 作為研究

細胞脂質膜的模型系統，並利用螢光相關光譜 (fluorescence correlation spectroscopy, FCS) 

與拉曼光譜 (Raman spectroscopy) 技術觀察在活性氧化物質的影響之下，脂質受到氧化

之後其結構與流動性變化之間的關係。我也分別探討不同的抗氧化物質以及不同膽固醇

比例對於脂質過氧化後的流動性與結構之影響。螢光相關光譜實驗結果顯示，加入過氧

化氫對脂質體膜流動性沒有影響，而氫氧自由基則會造成脂質膜流動性顯著增快；拉曼

光譜則顯示氫氧自由基對脂質雙鍵和單鍵都有破壞，而過氧化氫對脂質膜沒有明顯的結

構破壞。以上結果可以解釋為氫氧自由基對於脂質過氧化造成碳鏈變短，導致脂質膜流

動性的增快。我也探討加入了維他命 C 和維他命 E 兩種抗氧化劑的影響，結果發現兩者

對於氫氧自由基造成的脂質體膜流動性增快與脂質結構破壞均有明顯抑制效果。最後，

我探討不同比例膽固醇對於脂質過氧化後膜流動性與結構改變的影響。我發現膽固醇的

比例越高，對於氫氧自由基造成脂質膜流動性增快的現象有抑制的趨勢，同時對於脂質

雙鍵被破壞也有保護作用。較特別的是對含高比例膽固醇的脂質體加入氫氧自由基後，

有造成脂質雙鍵的破壞但是脂質膜流動性並未變快，我也提出一個反應機制解釋以上現

象。我的研究成果展現了應用螢光相關光譜與拉曼技術探討脂質膜過氧化之後流動性與

結構改變之間的關係。 
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Abstract 
英文摘要 

 The membrane of biological cells or intra-cellular organelles plays an important role in 

maintaining cellular physiological functions. For example, the lateral fluidity of membranes is 

essential to regulate cellular activities occurring on membranes such as enzymatic reactions, 

cell-cell communication, and endocytosis. Unsaturated lipids, one of the main components of 

biological membranes, are susceptible to the attack of reactive oxygen species (ROS). The 

oxidation of lipids can lead to structural derangement of membranes, which may eventually 

compromise the membrane fluidity. Herein, we employ fluorescence correlation spectroscopy 

(FCS) and Raman spectroscopy to systematically characterize the membrane fluidity and lipid 

structures under the treatment of ROS, respectively. We show that hydrogen peroxide does not 

either change the membrane fluidity or modify the lipid structure. In contrast, hydroxyl 

radical induces a significant increase in membrane fluidity. This observation is rationalized 

with the diminished –CH2 and C=C moieties in lipids. We also show that vitamin C and 

vitamin E can protect membranes by preventing lipid peroxidation induced fluidity change. 

Most remarkably, a high percentage of cholesterol contents in membranes can effectively 

inhibit the attack of ROS to membranes. All the above observation can be accounted with the 

result of Raman on membrane. Our study demonstrates a correlative approach using FCS and 

Raman spectroscopy to address the structure-fluidity interplay of membranes, providing new 

insight to the modified membrane fluidity induced by ROS attack. 
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1 第一章 背景介紹 

1-1 細胞膜流動性 

1-1-1 細胞膜簡介 

細胞膜是動物細胞最外層的結構 1。細胞膜的結構主要由脂質 (lipid) 組成，外加一

些蛋白質與醣類。脂質主要由一個極性端接上兩條碳長鏈所構成，一般脂質碳鏈數量約

為 14~24 個碳；細胞膜的性質可因脂質上碳鏈長短、極性端所接的官能基 (functional 

group) 和碳鏈飽和程度有所不同。細胞膜厚度大約 4-10 nm，主要由脂質長度所決定，

會因為脂質的排列情形和脂質中所嵌入的膽固醇含量使得細胞膜厚度有稍微變化 2。在

細胞膜上的脂質是以脂雙層 (lipid bilayer) 的形式排列，脂質的極性端朝外部，與水靠

近。極性端的部分可分成：磷脂酸 (phosphatidic acid, PA)、磷脂醯膽鹼 (phosphatidyl 

choline, PC)、磷脂醯乙醇胺 (phosphatidyl ethanolamine, PE)、磷脂醯絲氨酸 (phosphatidyl 

serine, PS)、磷脂醯肌醇 (phosphatidyl inositol, PI) 與磷脂醯甘油 (phosphatidyl glcerol, 

PG)，其中有帶電荷的為磷脂醯絲氨酸、磷脂醯肌醇和磷脂醯甘油。在哺乳細胞的外層

膜主要是由磷脂醯膽鹼、鞘磷脂 (sphingomyelin)、磷脂醯乙醇胺和膽固醇所構成，內層

主要是由磷脂醯乙醇胺和磷脂醯絲氨酸構成，在正常生理 pH 值的情況下哺乳細胞的外

層膜是呈現電中性；相對於哺乳細胞，細菌的外層膜則主要是有帶負電的磷脂質如磷脂

醯甘油所構成 3。 

脂雙層中鉗入的蛋白質提供了細胞膜功能，例如通道 (channel)、受器 (receptor)和

運輸 (transport) 等。細胞膜的功能很多，最基本功能就是隔離細胞質與細胞外的環境，

且形成一個可通透的膜層；細胞內與外在環境的能量、物質和訊息交換也是透過細胞膜

控制 4-6。膜上的蛋白提供了細胞膜的功能，許多重要的生理過程例如細胞識別、細胞免

疫、神經傳導與代謝調控等與細胞膜相關，細胞膜上的膜蛋白也提供了細胞與細胞之間

的溝通。細胞膜的物理與化學特性主要由脂質做調節，流動性是脂質重要的物理特性，

維持一定的流動性才能使細胞膜功能發揮 7, 8。 
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1-1-2 細胞膜流動性 

細胞膜流體鑲嵌模型在 1972 年被提出 9，對於後來人類思考細胞膜的組織、物質通

透和細胞膜分子側向擴散性質是一個偉大的啟發 7。 

細胞膜的流動性是細胞膜的重要特徵，合適的流動性對生物膜表現正常功能具有十

分重要的作用；許多細胞功能例如能量轉換、物質運送、信息傳遞、細胞分裂、細胞融

合、胞吞、胞吐以及激素作用等都與細胞膜的流動性相關。維持適當的細胞膜流動性對

於細胞來說是非常重要，例如巨噬細胞在吞噬外來物時，適當的膜流動性對於吞噬量是

有幫助的；在正常膜流動速度範圍內，膜流動速度越快其吞噬效果越佳 10。膜蛋白在膜

上側向移動 (lateral diffusion)，與細胞分裂時能有適當的分離有關 8。細胞膜流動性的快

慢會影響膜蛋白的功能，當膜流動性改變可能會造成膜蛋白功能失效 8。 

細胞膜流動性的快慢可以分成兩個部分因素影響，一是外在因素，另一是細胞膜成

分因素。外在如溫度增加會使膜流動性增快，壓力增加則使膜流動性變慢，脂質極性端

造成的 pH 變化也會使流動性改變。細胞膜成分因素例如膽固醇、鞘磷脂、蛋白質與脂

質比例、碳鏈飽和與不飽和比例和碳鏈長度，以上因素的增加都會造成流動性的變慢 1, 11, 

12。膜流動性與細胞膜成分有極重要的關係，當細胞膜處於流動態時，碳數一樣的脂質，

不飽和鍵數量較多的脂質流動速度較快；而當不飽和鍵數量相同或是沒有不飽和鍵時，

碳數越短的脂質流動速度較快；碳數短比不飽和鍵增多造成的流動性改變較大。此外，

分子排列的緊密度也會影響細胞膜流動速度。  

在生物系統中，維持細胞膜正常的流動性是維持脂質飽和與不飽和鍵的平衡。細胞

膜流動性的快慢與其脂質成分有極大的關係，細胞膜在相轉變溫度之下時處於液晶態，

膜上的脂質排列整齊 (order)；但是當環境高於膜相轉變溫度時，細胞膜是處於流動態，

膜上的脂質排列較零亂 (disorder)。增加細胞膜上脂質的不飽和鍵數量與減短脂質的碳

長鏈都能降低細胞膜的相轉變溫度，在一些變溫動物或是植物細胞為了在低溫下維持細

胞膜流動，則會改變本身脂質的結構使其相轉變溫度維持在外界溫度之下，此現象稱為

恆黏適應性 (homeoviscous adaptation)5。 
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1-2 活性氧化物質  

1-2-1 活性氧化物質生成途徑  

活性氧化物質 (reactive oxygen species, ROS) 是指含有氧分子，容易與其他物質發

生反應的物質，其中含有自由基的活性氧化物質較容易造成生物體系統傷害。適當的活

性氧化物質是細胞發揮正常功能所必需的，例如生物體內對付外來入侵物質、細胞間信

息傳遞、精蟲的頂體反應和精卵結合細胞生長調節等。但是在活性氧化物質過量的情況

下，生物體內的抗氧化基機制無法去除過多的活性氧化物質，將會造成細胞膜、DNA

和蛋白質的損傷，並且導致相關疾病發生。 

活性氧化物質的生成可從外界與生物體內來區分，外界如 UV、酒精、輻射或藥物

等都是生成活性氧化物質的來源，生物體則主要是從粒線體、酵素作用和金屬的催化反

應為主要來源 13。 

在生物體中常見的活性氧化物質為超氧自由基  (superoxide, −•
2O )、過氧化氫

(hydrogen peroxide, H2O2) 和氫氧自由基 (hydroxyl radical, OH )。超氧自由基雖然有帶一

個自由基，但是對於生物體的傷害卻不嚴重；超氧自由基在自然環境中很容易發生氧化

還原，會和金屬離子反應，在生物體內也是生成過氧化氫的來源之一。過氧化氫屬於氧

化劑，在生物體中過氧化氫是多種氧化物質的來源，和金屬離子反應則會生成氫氧自由

基，和過氧化氫酶 (catalase) 反應形成水；只有在高濃度過氧化氫對細胞有傷害，在一

般濃度下過氧化氫如果不與金屬離子反應，對於生物體的傷害是很小的。氫氧自由基含

有不成對電子，半衰期短，是反應性極高的氧化物質。不成對電子容易從其他物質如脂

質、DNA 或蛋白質搶走氫離子，造成結構改變；對於細胞膜，可能造成脂質過氧化甚

至是造成膜上蛋白質與蛋白質交聯，使膜蛋白失去功能。氫氧自由基的半生期極短 (約

10-8 秒) 14，生成之後能夠擴散的範圍極小 (約 10 μm)，但是一旦被氫氧自由基接觸，則

會造成一定的傷害 15, 16。  
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1-2-2 活性氧化物質對流動性的影響  

 細胞膜是活性氧化物質反應的主要目標之一 17，由於細胞膜上含有大量的不飽和脂

質，容易受到氧化物質反應之後造成脂質過氧化；一旦發生了脂質過氧化之後，可能會

減少不飽和鍵的含量或是產生丙二醛等副產物 18，使脂質結構改變，進而影響細胞膜的

流動性質。 

在文獻上針對脂質過氧化後造成細胞膜流動性變化有許多不一致的結果。大多數提

出的研究結果是加入氧化劑形成脂質過氧化後，造成流動性變慢 19-29，但是也有人提出

在細胞膜在加入氧化劑之後流動速度會變快 30-32。有文獻提出在精蟲的不同部位做膜流

動性的測量，發現不同部位受到氧化劑作用之後，其流動性的變化不一致 33。在文獻上

決定細胞膜流動性的方法大多是利用電子自旋共振與螢光極化法，這些測量方法不是直

接偵測細胞膜脂質的流動，而是利用細胞膜上的脂質之間排列緊密程度來推測細胞膜流

動性質，可能是造成脂質過氧化後細胞膜流動性沒有一致結果的原因。 

 



 5

1-3 測量流動性方法介紹 

測量細胞膜流動性的方法，目前文獻上使用下列幾種方法做為測量：螢光各向異性 

(fluorescence anisotropy)、螢光極化法 (fluorescence polarization)、電子自旋共振 (electron 

spin resonance, ESR)、螢光漂白再恢復 (fluorescence recovery after photobleach, FRAP)、

單分子影像追蹤 (single particle tracking, SPT) 和螢光相關光譜 (fluorescence correlation 

spectroscopy, FCS)。我們將針對這幾種測量方式做簡單原理介紹： 

 

1. 螢光各向異性和螢光極化法 

螢光各向異性和螢光極化法通常使用染料 1,6-Diphenylhexatriene (DPH) 在膜上做

標定。DPH 的結構是非極性、類似柱狀的對稱性，且由許多反式的烯類構成。DPH 會

嵌在膜當中，在膜上時會讓自己的結構傾向與脂質的碳鏈平行。在測量螢光的時候，光

源前加上極化片 (polarizer) 以產生一特定極化方向的激發光，使 DPH 分子被光源激發

之後分子能夠形成一致的特定方向排列；隨著膜上脂質碳鏈因流動狀態不同，排列方向

與有序度也不同，DPH 分子傾向於平行脂質碳鏈位置而有不同方向的翻轉。最後在偵測

器前放置極化片，測量 DPH 分子在不同方向的翻轉之後，平行與垂直激發光的螢光強

度，再換算成參數 34：  

Fluorescence anisotropy：
⊥

⊥

+
−

=
II

II
A

2//

//                                         ( 1 ) 

Fluorescence polarization：
GII

II
A

⊥

⊥

+
−

=
//

//                                       ( 2 ) 

//I 、 ⊥I ：在平行與垂直方向測量到的螢光強度 

G：系統參數 

根據此參數的大小判斷細胞膜流動性的快慢，值越大代表流動速度越慢，值越小代

表流動速度越快。當細胞膜處於高流動狀態時其脂質碳鏈排列較不緊密且沒有一定的排

序，碳鏈整體沒有一定的方向，所以 DPH 在平行與垂直於激發光極化方向的螢光強度

幾乎相同；換算參數會得到一個極小值，所以從參數上可以判斷細胞膜的流動性質。 
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2. 電子自旋共振 

電子自旋共振是在膜上標定自旋脂肪酸偵測劑 (spin fatty acid probe)，常用的是

5-Doxyl-stearic acid (5-DS)或 12-Doxyl-stearic acid (12-DS)，這種偵測分子的特性為結構

上有一碳長鏈，一端含有 NO 官能基；官能基上含有一個穩定自由基，使偵測分子在各

個位置皆能被偵測到。測量時改變極化方向，從測量到的 T 張量換算成排列參數 (order 

parameter)35： 

)(5.0
//

yyxxzz TTT
TT

S
+−

−
= ⊥                                                      ( 3 ) 

//T 、 ⊥T ：平行與垂直極化方向測得的 T 張量 

xxT 、 yyT 、 zzT ：NO 分子在三個維度的 T 張量 

根據排列參數大小判斷流動性的快慢，值越大代表流動性變慢，其原理與螢光極化

法測量的方法類似，細胞膜處於流動狀態脂質排列較無一定的方向性，水平與垂直方向

的強度會較接近，排列參數較小。 

 

3. 螢光漂白再恢復 

 螢光漂白再恢復常使用來觀察膜上蛋白的流動，在欲觀察流動性質的樣品上標定染

料，先利用雷射或高強度的光源將部分區域的螢光破壞使其光漂白 (photobleach)。再觀

測因為整體的流動，周圍的螢光分子會流至光漂白區域，使光漂白區域螢光再恢復 

(recovery)。利用式子(4)去擬合 (fitting) 螢光漂白的區域 (region of interesting, ROI) 螢

光隨時間的變化，得到整體擴散係數 36，得知細胞膜流動性 37。 

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛

+
−= ∞ Dts

sItI
π4

1)(                                                    ( 4 ) 

∞I ：無限久時間的螢光恢復強度 

s：螢光漂白範圍 

D：擴散係數  
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4. 單分子影像追蹤 

 單分子影像是在膜上標定極少量的染料，利用高靈敏度的電荷耦合元件 (charge 

couple device, CCD) 記錄在短時間內螢光染料的影像，利用影像結果來追蹤染料在膜上

的流動性質 37, 38。 

 

5. 螢光相關光譜 

在細胞膜上標定極少量的類脂質螢光染料，觀察極少螢光分子進出雷射聚焦時形成

的有限觀測體積，針對其螢光分子造成的螢光擾動，將螢光擾動帶入自相關函數，運用

訊號間的相關性，一致性將訊號加權放大；在數學上利用相關函數表示成 G(τ)，隨時間

的螢光變化強度 F(t)，其自相關函數定義為式子(5)。經計算之後可以求得一隨著時間增

長相關性衰減的曲線，此曲線則是螢光相關曲線 37, 39 

2)(

)()(
)(

tF

tFtF
G

τ
τ

+
=                                                       ( 5 ) 

 利用數學式子(6)去擬合自相關函數曲線，在相關值一半的所對應到的相關時間即為

染料在細胞膜上的擴散時間，代入式子(7)可換算出染料的擴散係數 

1

11)(
−

⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
+=

DN
G

τ
ττ                                                        ( 6 ) 

D
r

diff 4

2
0=τ                                                                ( 7 ) 

 

這些測量膜流動性的方法在使用上有幾個限制： 

(1) 無法對於擴散係數做直接定量：螢光極化法和電子自旋共振觀察流動性是在觀

測分子不同極化方向測量，將測量強度換算成參數，利用這個參數變大或變小來判斷流

動性的變化，無法直接得到擴散係數。 

(2) 必須使用大量的螢光染料或標定物 (> 1 μM)：螢光極化法、螢光漂白再恢復技

術和電子自旋共振需要標定大量螢光染料或標定物，而螢光染料或有機分子本身具有毒

性，對於細胞來說，大於 1 μM 的螢光染料或有機分子除了對細胞環境是大量的外來物
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入侵，更有可能會直接傷害細胞，造成細胞死亡。 

 (3) 無法觀察側向移動資訊：在細胞膜上蛋白質在膜上的移動膜是主要是側向移

動，利用螢光極化性或電子自旋共振係觀察脂質分子的排列，得知膜的流動情形，無法

觀測到膜側向移動的資訊。 

(4) 容易受到生物自體螢光干擾：螢光相關光譜標定的極少染料螢光分子進出觀測

體積造成的螢光擾動，而生物體本身的自體螢光可能會干擾判讀螢光染料分子擾動情

形，造成結果上的誤差。 

 (5) 單分子影像是利用影像方法分析，由於影像紀錄需要一定的積分時間，在液晶

態的膜流動速度比影像紀錄的時間還快，無法判斷在這個範圍內染料的移動路徑，所以

單分子大多是應用在凝膠態的膜觀察，與真實細胞膜的流動形態不同。 
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1-4 脂質體 

脂質體 (liposome) 1964 年被研究發表，之後常被利用作為研究細胞膜的模型。脂

質體是以磷脂質構成，與細胞膜基本組成脂質類似，整體結構上也類似細胞膜是以脂雙

層形式存在；細胞膜含有的物理特性在脂質體上都存在，例如膜流動性、通透性和相轉

換等 40，所以脂質體常被使用做為細胞膜物理性質研究模型。 

利用脂質體作為研究細胞膜的模型的優點在脂質體的成分單純。細胞膜組成除了脂

質外還有蛋白質、醣類的存在，如果僅研究單純的細胞膜的單一性質，真實細胞膜研究

可能會因為其他物質存在造成干擾。如果要探討結膜構變化，細胞膜上不同部位成分不

相同，則無法專一的探討脂質結構變化的趨勢。而脂質體大多是利用單一成分的脂質體

所構成，對於特定脂質的探討較有幫助。 
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1-5 研究動機與目標 

(1) 在脂質過氧化後對於膜流動性的影響有許多不一致的結果：細胞膜流動性對於

細胞要維持正常功能非常重要，然而細胞膜容易受到活性氧化物質而發生脂質過氧化，

脂質過氧化則會影響細胞膜流動性，可能造成細胞膜功能喪失。在之前文獻對於脂質過

氧化造成細胞膜流動性有許多不一致的結果，可能是因為研究方法限制與研究系統的複

雜，使得結果不一。在本實驗將利用螢光相關光譜，觀察成分單純的脂質體在脂質過氧

化後膜流動性變化。 

(2) 較少同時探討脂質過氧化後結構變化與膜流動性變化之間的關係：在之前文獻

上較少同時探討脂質過氧化後膜流動性與結構之間的關係，而我們將同時利用螢光相關

光譜和拉曼光譜，測量脂質過氧化後膜流動性與結構變化，且探討流動性與結構變化之

間的關係。 

(3) 探討抗氧化劑對於脂質過氧化造成膜流動性的影響：生物體內含有多種抗氧化

劑如維他命 C、維他命 E、過氧化氫酶與超氧岐化酶等等。這些抗氧化劑的功能皆不同，

有些是扮演酵素的角色，抑制氧化劑生成或是與氧化劑競爭反應；有些抗氧化劑是有捕

捉自由基功能，在自由基攻擊脂質之前先清除自由基；有些抗氧化劑是破壞脂質過氧化

的鏈連鎖反應 8。在本實驗中將使用人體內重要抗氧化劑維他命 C（水溶性）和維他命 E

（脂溶性），觀察因為氫氧自由基造成細胞膜流動性改變或是結構改變，是否有因為抗

氧化劑的加入造成抑制或是其他改變。 

(4) 膽固醇對於脂質過氧化造成膜流動性的影響目前也尚未有人詳細的探討：膽固

醇在細胞膜中扮演著重要的角色，主要功能為鞏固細胞膜結構與調節細胞膜流動性；對

於膽固醇在脂質過氧化後膜結構與膜流動性，目前尚未有人仔細的探討。在本實驗中也

在脂質體中加入不同比例膽固醇，讓脂質體能夠與真實細胞膜的結構更相似，同時也觀

察含有不同比例膽固醇的脂質體在加入氫氧自由基後膜流動性與結構改變之間的關係。 

 

在本實驗中將利用脂質體模擬細胞膜系統，加入氧化物質後利用螢光相關光譜觀察

脂質膜流動性和拉曼光譜觀察脂質體結構改變；同時我們也加入膽固醇和抗氧化劑，比

較其在加入氧化物質後是否有造成脂質過氧化後膜流動性的差異。 
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2 第二章 研究方法與原理 

2-1 螢光相關光譜 

自從 1972 年 Magde D.等人開發出螢光相關光譜技術 39 後，此技術就常被應用於觀

察分子在水溶液中之運動行為，之後更應用於觀察細胞內酵素之動態行為。螢光相關光

譜發展至今已經三十多年，其技術上從一開始的自相關到後來發展了異相關，解析度也

配合光學解析度的技術增進，使得應用上更為廣闊，可以測量濃度、移動性、粒子尺寸、

結合 (binding)、體外 (in vitro) 與體內 (in vivo) 的實驗。螢光相關光譜非常適合觀察生

物體內動力學研究，目前應用範圍也非常的廣。 

螢光相關光譜開發到現在已與許多技術結合，使螢光相關光譜在生物系統上的應用

更加多元：1993年將共軛焦系統與螢光相關光譜 (confocal-FCS) 結合，改善了實驗系統

靈敏度與減低背景雜訊 41。1995年雙光子螢光相關光譜  (two-photon fluorescence 

correlation spectroscopy)42發明，雙光子激發光譜利用非線性光學原理，讓只在雷射聚焦

焦點處的螢光分子被激發，改善了在焦點處外的雜訊干擾。1997年單光子雙色螢光異相

關光譜 (one-photon dual-color cross-correlation spectroscopy)43 和2002年雙光子螢光異相

關光譜 (two-photon dual-color cross-correlation spectroscopy)44的研發，對於觀察分子之間

的動力學研究開啟另一個研究方向。掃描螢光相關光譜 (scanning-FCS)在1986年開始發

展45，藉由雷射光束掃描樣品或是樣品的移動使之通過雷射光束，觀察偵測體積內的螢

光強度擾動，與標準的螢光相關光譜相同，觀察相關函數的振幅可以推論螢光分子個

數。將相同的想法應用在影像相關光譜 (image correlation spectroscopy) ，影像相關光譜

在1993年被報導46，將原先是使用時間上的相關性，以空間區域間的相關性來換算。1981

年全反射螢光相關光譜 (TIR-FCS) 的發明47，對於光學的縱向解析度是一大躍進；由於

只觀察200 nm內的螢光擾動，對於觀察薄膜表面變化是一大利器。2005年受激發射損耗

螢光相關光譜 (STED-FCS) 的問世48，將光學橫向解析度降到次微米程度，對於生物上

將推進更小尺寸內的觀察。 

1976 年 Elson, E.L.等人使用螢光相關光譜觀察真實細胞膜上染料的橫向移動 49。
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1977 年 Fahey P. F.等人首次使用螢光相關光譜觀察在脂質薄膜上的脂質側向移動 50。

1999 年 Jonas Korlac 等人使用螢光相關光譜與共軛焦掃描顯微鏡結合觀察脂雙層結構上

因為不同脂質與膽固醇，形成脂質雙層有區域的相分離狀態 51。在 1999 年由 Petra 

Schwille 等人發表在老鼠嗜鹼性白血球細胞上利用 DiIC-12 標定，利用螢光相關光譜測

量真實細胞膜的流動性 52。2002 年 Kirsten Bacia 等人在霍亂病毒 AB 兩端各標定不同顏

色螢光染料，利用雙色螢光相關光譜觀察霍亂病毒在進入細胞內後，AB 兩端在細胞內

不同區域分離的情形 53。1998 年 Ulrich Haupts 等人利用螢光相關光譜觀察綠色螢光蛋

白的螢光擾動 54。1998 年 Ulrich Kettling 等人首次發表利用雙色異相關螢光相關光譜即

時的觀察酵素動力學行為 55。2004 年 Kirsten Bacia 等人使用雙光子螢光相關光譜測量活

體器官上的腫瘤細胞外的物質，同時觀測分子尺寸不同的樣品在活體腫瘤細胞外含有玻

尿酸酶與膠原蛋白酶時的擴散係數表現，此項報導有助於了解研究藥物至腫瘤細胞間的

傳遞行為。2009 年 Christian Eggeling 等人將螢光相關光譜與受激發射損耗 (stimulated 

emission depletion, STED) 技術結合，觀察活體細胞膜上脂質更小區域的動力學行為，

為螢光相關光譜的技術推進更細微尺度的觀察 56。利用自相關螢光相關光譜可觀察生物

體內的 pH 值變化、濃度變化、生物分子尺寸變化、環境黏致性和分子與細胞膜結合等，

利用異相關螢光相關光譜可觀察生物分子之間的結合或解離、酵素動力學和分子定位 

(colocalization) 等。螢光相關光譜用來觀測細胞內的動力學是非常合適的工具。 

螢光相關光譜技術利用高倍物鏡及共焦距小孔 (confocal pinhole) 形成的有限觀測

體積，觀察並紀錄螢光分子進出此雷射聚焦時造成的螢光訊號擾動。再利用硬體相關計

算器 (hardware correlator) 即時計算此時間變化 (time varying) 螢光訊號之自相關函數 

(auto-correlation function)。若將隨時間變化的螢光強度表示為 )(tF ，自相關函數表示為

)(τG ，τ 為相關時間 (correlation time)，則自相關函數 )(τG 可定義為 57, 58 

2)
F(t)

τ)F(t)F(t
G(τ

+
≡                                                    ( 8 ) 

自相關函數為延遲時間的函數，其數值(或稱振幅)會隨著延遲時間衰減。螢光訊號

之相關函數曲線亦稱為螢光相關曲線 (correlation curve)。 
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 自相關函數可以有不同的表示法如下: 

1
)(

)0()(
1

)(
)()(

)(
) 222 +=+

+
=

+
≡

tF
FF

tF
tFtF

tF
τ)F(t)F(t

G(τ
δτδδτδ

                  ( 9 ) 

其中， FtFF −≡ )(δ ，代表在時間 t 時的螢光強度和平均螢光強度 F 的差異量，

也表示螢光強度在某一時間點的時變擾動量。因此， Fδ 可表示為 

∫=−= ),()()()( 3 trCQrIrdFtFtF δδ                                    ( 10 ) 

其中 )(rI 代表激發光強度在空間的分佈；Q為樣品之螢光激發效率； ),( trCδ 為樣

品濃度之擾動量，為位置及時間的函數。如果假設激發光強度之空間分布為一個高斯函

數，則 )(rI 可表示為 

( ) )2)(2exp( 2

2

2

22

0
zxy

zyxIrI
ωω

−
+

−=                                         ( 11 ) 

其中， 0I 代表激發雷射光束在焦點的強度； xyω 為自聚焦中心開始，光強度下降至

2
1

e 的橫向距離； zω 為自聚焦中心開始光強度下降至 2
1

e 的縱向距離。將式子(11)代入

式子(10)，再將式子(10)代入式子(9)並簡化後可得 

1
))((

),()0,()()(
)(

23

'''332
'

+=
∫

∫ ∫
V

V V

rdrICQ

rCrCrIrIrrddQ
G

τδδ
τ                        ( 12 ) 

若只考慮單一成分的物質在溶液中的自由擴散，則必須遵照擴散定律 

),(),( 2 trCD
t

trC δδ
∇=

∂
∂                                                ( 13 ) 

將式子(13)帶入式子(12)並簡化後可得當螢光分子在溶液中行布朗運動 (Brownian 

motion)，在一個有限觀測體積中進出所造成的螢光訊號變化之相關函數為 
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141411
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τ
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                             ( 14 ) 

其中 0
2

0
2

3
zrVeff π≡ 為有效觀測體積；N 為有限觀測體積內的平均分子數目；C 為溶

液平均濃度；D 為分子之擴散係數； xyω 及 zω 之定義如前述； 
D
xy

diff 4

2ω
τ ≡ 為橫向擴散時

間。 

當分子運動被侷限在二維空間，例如脂質分子在細胞膜上流動，則分子只能以水平

運動的方式進出觀測體積。其相關函數可將式子 (14) 中的 z 趨近於 0 得到，表示式如

下 

1

11)(
−

⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
+=

DN
G

τ
ττ                                                   ( 15 ) 

圖 2-1 的示意圖顯示了螢光分子在三維空間自由運動以及侷限在二維空間上移動

的差異，也顯示了此兩種運動情形之相關函數。在本實驗中，我們先量測螢光分子在水

溶液中的運動，由已知螢光分子的擴散係數，再將實驗得到的相關函數利用式子 (13) 作

擬合，便可決定系統參數 r0。接著再決定嵌在脂質膜上的染料分子的相關函數並用式子 

(14) 作擬合得到相關時間。最後再將相關時間帶入 
D

r
diff 4

2
0≡τ  得到染料分子在膜上運

動之擴散係數，進而得知脂質膜的流動性。有別於之前介紹的幾種方法，螢光相關光譜

只需要加入極少量的染料分子 (~1 nM) 便可以直接得到脂質膜的流動性，避免了外加

染料分子對脂質膜性質的可能影響。 
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圖 2-1 螢光相關光譜觀察螢光分子在二維和三維空間移動的示意圖 
螢光分子在三維空間自由進出或是侷限在二維空間上移動，其螢光相關光譜曲線可以使

用不同的數學式子去做擬合，同時可以發現同一個分子在不同環境做移動時會造成流動

速度上有明顯的差異。 
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2-2 拉曼光譜 

當光子與分子之間在碰撞的過程中發生了能量轉換導致散射光子頻率與波長發生

變化，這種散射稱為拉曼散射。雷射將分子的電子激發到一個虛擬能階 (virtual state) 之

後，電子自虛擬能階分別掉到不同振動能階上，反應出這個分子的不同振動能階資訊。

從拉曼光譜中可以得到分子振動能階，提供化學資訊，在測量時比較於紅外光光譜，水

的訊號干擾較小，所以拉曼光譜更適合應用在生物方面的測量 59。 

在本實驗中我們利用拉曼光譜技術決定脂質體在受到氧化物質的作用之後之結構

變化，並探討結構變化與膜流動性的變化之關係。實驗中我們利用雷射光鉗技術鉗住單

一脂質體 60，並利用此雷射產生脂質體之拉曼散射觀察脂質分子受到氧化物質的影響之

結構變化。 
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3 第三章 研究方法與實驗 

3-1 研究方法 

本實驗將使用螢光相關光譜觀察細胞膜的流動性，同時配合拉曼光譜即時觀測脂質

體隨時間的結構變化。如圖 3-1 所示。 

在脂質體上標定類脂質螢光染料，取 20 μm 大小的脂質體做觀察，螢光分子進出雷

射聚焦所有限體積造成擾動，螢光擾動代入自相關函數，從自相關函數的擴散時間求得

染料在脂質體膜上的擴散速度，得知脂質體膜流動性；同時利用拉曼光鉗系統鉗住約 5 

μm 大小的脂質體，在雷射光激發之後，在拉曼光譜結果顯示脂質分子本身不同的振動

模式，從光譜強度變化得知脂質結構變化。 
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圖 3-1 研究方法示意圖 

  



 18

3-1-1 藥品 

1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DOPC); Avanti Polar Lipids, U.S.A. 

Cholesterol; Sigma Aldrich, U.S.A. 

1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindodicarbocyanine perchlorate (DiD); Molecular Probes, 

U.S.A. 

1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (DiI); Molecular Probes, 

U.S.A. 

3,3'-dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate (DiO); Molecular Probes, U.S.A. 

Alexa Flour 633; Molecular Probes, U.S.A. 

Glucose; Sigma Aldrich, U.S.A. 

NaCl; Sigma Aldrich, U.S.A. 

Choloform; J.T. Baker, U.S.A. 

Methanol; J.T. Baker, U.S.A. 

FeSO4•7H2O; Sigma Aldrich, U.S.A. 

H2O2; Sigma Aldrich, U.S.A. 

α-Tocopherol (vitamin E); Sigma Aldrich, U.S.A. 

L-ascorbaic acid (vitamin C); Sigma Aldrich, U.S.A. 

脂質、膽固醇和抗氧化劑結構如圖 3-2。 
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3-1-2 微脂體製備 

本實驗所使用的脂質體做法使用電生成法 (electroformation)61，脂質體電生成法在

1986 年發明後，對於生成大尺寸的脂質體的方法有很大的進展，也是最常被利用來生成

大尺寸脂質體方法。脂質在使用前存放於攝氏-20 度，在使用前放到回到室溫在開啟使

用。脂質溶入氯仿/甲醇 (體積比 9/1) 的溶劑中 (5mg/mL) ，製作脂質體前先與染料混

合（拉曼實驗不加入染料），共軛焦掃描影像使用的染料濃度與脂質莫耳數比為 1 比 

1000，螢光相關光譜使用染料濃度與脂質的莫耳數比為 1 比 100000。氧化銦錫 (indium 

tin oxide, ITO) 玻璃在使用之前以甲醇擦拭過後，分別在兩片氧化銦錫玻璃導電面上用

銅膜膠帶固定電線當作電傳導用，之後分別在兩片氧化銦錫玻璃導電面上各滴上 20 μL

脂質或脂質染料混合的溶液，使其均勻分布在氧化銦錫玻璃上；待其有機溶劑揮發之

後，讓氧化銦錫玻璃置於真空環境 1 小時。之後將氧化銦錫玻璃從真空環境取出後，在

氧化銦錫玻璃上放上 O 環 (O-ring) 當做間隔，在 O 環中加入 0.2 M 葡萄糖溶液，再將

兩片氧化銦錫玻璃上有脂質層的面對夾，使脂質都能與葡萄糖溶液接觸後，將電線接上

波型產生器 (function generator)。啟動波型產生器，並將參數調整為 10 赫茲、正弦波、

3 伏 (peak to peak)，通電三小時後取出脂質體溶液放入深褐色的小離心管中待實驗時使

用。製作流程見圖 3-3。 

在膽固醇的實驗，將膽固醇分別與脂質的莫耳數比為 5%、10%、20%、25%、33%

和 50%（質量比為 2.5%、5.1%、10.9%、14%、19.4% 和 32.9%），在脂質體要溶解時

加入，一起製備成脂質體。 

由於氧化銦錫玻璃在實驗後可能會有有機物或是髒汙殘留，為了避免這些髒污會影

響脂質體的生成或是環境，在每次要使用氧化銦錫玻璃前會依造下列清洗溶劑與浸泡時

間配合超音波清洗機清洗： 

(1) 玻璃清潔劑 10 min； 

(2) 丙酮 10min 

(3) 玻璃清潔劑 10 min 

(4) 純水 10 min 

(5) 異丙醇 10 min 
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3-1-3 氧化物質與抗氧化劑配法 

在實驗中所使用的氧化物質有氫氧自由基 (OH ) 與過氧化氫 (H2O2) 兩種，反應持

續一個小時，在流動性的實驗觀察反應前與反應後流動性的差異，在結構上的變化則是

觀察隨時間變化。 

過氧化氫的實驗在使用時將 35%（約 15.834 M）的過氧化氫稀釋成 3 mM，再取等

量體積的脂質體溶液與 0.1 M 氯化鈉溶液混合，過氧化氫最終濃度為 1 mM。 

氫氧自由基的生成方法使用芬頓反應 (Fenton reaction)62，利用 Fe2+與 H2O2 反應。 

−•++ ++→+ OHOHFeOHFe 3
22

2
                                          ( 16 ) 

取等量體積脂質體溶液、0.15 mM 硫酸亞鐵、1.5 mM 過氧化氫混和可生成 0.05mM

的氫氧自由基。 

在實驗中所使用的抗氧化劑有維他命 C 和維他命 E 兩種，反應持續一個小時，在流

動性的實驗觀察反應前與反應後流動性的差異，在結構上的變化則是觀察隨時間變化。 

維他命 C 為水溶性的抗氧化劑，在實驗的時候先配成 4 mM 的維他命 C 溶液，與等

量體積的脂質體溶液先預混合後，在與等量體積的 0.2 mM 硫酸亞鐵、2 mM 過氧化氫

混合，維他命 C 最終濃度為 1 mM，氫氧自由基最終濃度為 0.05 mM。 

維他命 E 為脂溶性的抗氧化劑，在實驗時須在脂質體生成時與脂質溶液先混合，再

利用電生成法生成脂質體。在生成脂質體時加入 0.25 mM 維他命 E，生成的脂質體取等

量體積脂質體溶液、0.15 mM 硫酸亞鐵、1.5 mM 過氧化氫混和，氫氧自由基最終濃度

為 0.05 mM。 

實驗為求對照組的條件相同，所以過氧化氫、硫酸亞鐵、維他命 C 和維他命 E 在配

製與稀釋均使用 0.1 M 的氯化鈉溶液。 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 

 
圖 3-2 藥品結構 
(a) DOPC; (b) cholesterol; (c) vitamin C; (d) vitamin E 
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圖 3-3 脂質體製作流程 
脂質溶入氯仿/甲醇 (體積比 9/1) 的溶劑中 (5mg/mL)，製作脂質體前先與染料混合（拉

曼實驗不加入染料），共軛焦掃描影像使用的染料濃度與脂質莫耳數比 1:1000，螢光相

關光譜使用染料濃度與脂質莫耳數比 1:100000。之後分別在兩片氧化銦錫玻璃導電面上

各滴上 20 μL 脂質或脂質染料混合的溶液，使其均勻分布在氧化銦錫玻璃上；待其有機

溶劑揮發之後，讓氧化銦錫玻璃置於真空環境 1 小時。之後將氧化銦錫玻璃從真空環境

取出後，在氧化銦錫玻璃上放上 O 環當做間隔，在 O 環中加入 0.2 M 葡萄糖溶液，再

將兩片氧化銦錫玻璃上有脂質層的面對夾，使脂質都能與葡萄糖溶液接觸後，將電線接

上波型產生器。啟動波型產生器，並將參數調整為 10 赫茲、正弦波、3 伏 (peak to peak)，
通電三小時後取出脂質體溶液放入深褐色的小離心管中待實驗時使用。觀察的時候，取

20 μL 的脂質體溶液與 40 μL 氯化鈉溶液加進已黏上玻片的墊片中。 
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3-2 螢光相關光譜 

3-2-1 螢光相關光譜系統架設 

在實驗中所使用的螢光相關光譜系統為自行組裝之系統如圖 3-4。激發光是波長

632.8 nm 的氦氖雷射 (1137P; JDS Uniphase, U.S.A.)，利用 ND filter 去調整實驗所需要

的雷射功率  (laser power)；在螢光相關光譜系統中，雷射形狀需要形成高斯光束 

(Gaussian beam) 激發，所以在光路上加上空間濾波器 (spatial filter)，一方面將雷射光束

放大，以填滿物鏡的背面孔徑  (back aperture) 使其配合高數值孔徑  (numerical 

aperture，N.A.) 的物鏡達到最佳聚焦效果，另一方面空間濾波器可以只讓中間強度較均

勻的部分通過，使螢光可以均勻受光。雷射經過兩色濾光片 (dichroic mirror) (FF500/646; 

Semrock, U.S.A.) 反射進顯微鏡，系統使用倒立式顯微鏡 (IX-71, inverted microscope; 

Olympus, Japan)，雷射經過浸水式物鏡 (water immersion objective, UPLSAPO 60xW, N.A. 

1.2; Olympus, Japan) 激發樣品後螢光延著物鏡往回到原光路上；螢光的波長較雷射光源

長，可穿過兩色濾光片。穿過兩色濾光片的光，再經過透鏡聚焦，而聚焦前螢光會通過

分光鏡 (50/50 beam splitter) 讓螢光均勻分成兩道之後，同時通過適當波段的濾光片 

(HQ680/60m; Chroma, U.S.A.) 以蒐集最大量的螢光，再聚焦到共焦針孔上，我們以孔徑

50 μm 取代共焦針孔，目的是為了以營造一個有限的偵測體積，再導入偵測器；在這理

使用雪崩光電二極管 (Avalanched photodiode, SPCM-AQR-15-FC; PerkinElmer, U.S.A.) 

做為偵測器，光子訊號會轉為電子脈衝訊號，電子訊號再傳送到時間相關單光子計數器 

(Flex02-01D; Correlator, U.S.A.)，再利用時間相關單光子計數器計算出螢光分子的相關

情形。雷射與所使用的光學組件與染料光譜見圖 3-5。 

 



 24

3-2-2 系統校正方法 

系統校正時使用 1nM 的螢光染料 Alexa Fluor 633（溶在 PBS 溶液，擴散係數為 1.35

×10-10 m2/s）63。理想的螢光相關光譜系統參數決定於聚焦處體積 (focal volume) 的 r/z

值，理想的值約在 0.17~0.33。在系統的校正上，會先利用移動平台調整光纖收光的位置，

粗調到螢光最強的位置後，在細調光纖 z 方向的位置。找到螢光值都沒有太大變化之後

就微調物鏡的修正環 (correction ring)。螢光相關光譜對於玻片的厚度非常地靈敏，所以

要得到最佳系統參數必須要將修正環作細調，調整到可以得到最佳參數的位置。在做系

統調整的時候曾經遇到過 r/z 值為極小 (< 0.0001)，參考文獻後試過下列方法作調整 5： 

(1) 調整空間濾波器 (spatial filter) 的針孔 (pinhole) 位置：調整針孔的位置使其針孔能

發揮最佳功能，針孔位置位於光束聚焦點前會導致光通過的量過少，位於光束聚焦

點後面則會因光已經發散而沒有效果，準確位於光束聚焦點才能使針孔效果最佳。 

(2) 調整空間濾波器的透鏡 (lens) 位置，確定光束是平行 (collimator)：因所使用的物鏡

需要平行光源才有最佳的聚焦效果。 

(3) 更換空間濾波器的透鏡，使光束的大小改變：我們會在空間濾波器之後放一個 IRIS

來調整光通過的量的大小，如果經過了空間濾波器後光束放大那可以只選擇中間品

質較好的光通過。 

(4) 調整進入顯微鏡前雷射光束的大小：進入物鏡的雷射光束大小會影響在利用物鏡聚

焦之後光束的形狀，而在文獻上有提到進入物鏡前的雷射雙束在單光子 (single 

photon) 螢光相關光譜只需比物鏡背面孔徑小一點 (under filled)，而在雙光子 (two 

photon) 螢光相關光譜則需大於物鏡背面孔徑 (over filled)。 

(5) 更換收光前聚焦的透鏡：因收光的部分是利用光纖代替針孔 (pinhole)，所以螢光光

束在經透鏡聚焦時形成的的角度須與光纖配合，利用焦距較短的透鏡會讓聚焦光束

的角度較大，反之焦距較長的透鏡會讓聚焦光束的角度較小. 

(6) 將原先在收光會分成兩道光束的雙色鏡 (dichroic mirror) 換成分光鏡 (50/50 beam 

splitter)：因收光的位置是為了反應物鏡聚焦處的情形，而在光路架設上發現有時後

使用雙色鏡會讓光束的形狀變形，所以換成分光鏡有減少光束的形狀變形的現象。 

(7) 更換收光的光纖大小：收光的光纖大小會影響收光的量，測到 r 值太小有可能是光
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纖的孔徑太小。 

(8) 調整與光軸平行方向的光纖位置：光纖在光行進方向的位置非常的要求精確，在實

驗上需要仔細的調整光纖的位置已達到最佳的系統設定。 

    本實驗系統已經利用上述方式校正後，測量已知擴散係數染料 Alexa Flour 633（溶

在 PBS 溶液） 1nM（diffusion coefficient 為 1.35×10-10 m2/s）63 的自相關函數。將測量到

的自相關函數利用式子 1111)(
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系統參數 (r/z) 達 0.18，r0 為 203 nm，結果如圖 3-6。 
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3-2-3 實驗步驟 

脂質體在測量時，先將中間有直徑 25 mm 孔洞的墊片 (chamber: FW-9; Grace 

Bio-Labs) 與玻片 (cover glass: Electron Microscopy Science) 黏貼後，加入 0.1 M 40 μL

氯化鈉溶液，再加入脂質體溶液 20 μL。利用脂質體內外密度與折射率不同，脂質體會

沉到玻片上且可以清楚看見脂質體的輪廓。因為要模擬真實細胞大小，所以在實驗時所

挑選測量的脂質體的大小選擇在 20~30 μm；測量時雷射功率約為 47 μW，每顆脂質體

測量 10 次，每次 10 秒，10 次的數據取平均後則為此顆脂質體的數據。在尋找膜的位置，

配合使用電動移動平台移動脂質體；測量所使用的軟體為 flex02-01C，隨時間相關單光

子計數器 (correlator) 所附軟體。 

因為下層膜會受到玻片的影響，所以在實驗中都是觀察上層膜的訊號。先在亮視野 

(bright field) 下將脂質體的中心移到雷射光束聚焦的點上，之後切換顯微鏡的轉盤使雷

射進入，讓雷射在上層脂質膜聚焦，之後利用光子數和粒子數與擴散時間 (diffusion time) 

來決定膜的位置。延著光行進的方向（縱軸）對不同位置的脂質體做掃描，從圖 3-6 的

結果得知：當找到正確膜的位置會得到 (1) 光子數最高；(2) 粒子數最少（即螢光相關

函數曲線的振幅 (amplitude) 最大，相關值最大）；(3) 擴散時間 (diffusion time) 最短 64。 

在分析經螢光相關光譜所得到的數據時，利用以下三個原則決定這組數據是否可使

用：(1) 起始 count rate 至少大於 10000 counts；(2) 只取 count rate 大於 3000 counts 的數

據；(3) 10 次的測量其標準差 (standard deviation) 在 10%內，符合以上三個條件此顆脂

質體的結果才使用。 

實驗測量結果將利用

1

11)(
−
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⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
+=
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G

τ
ττ 做擬合 (fitting)。每次做實驗前先測量系統

參數得到當次實驗系統 r0 值，再將脂質體上測量到的流動時間利用
D

r
diffusion 4

2
0=τ 換算成

擴散係數做比較。 

圖 3-7 是 DiD 在脂質體 DOPC 膜上量到自相關函數，擬合結果所得到的擴散時間

1.57 ms，與三維自相關函數所求得的系統半徑 203 nm，求得擴散係數為 6.56×10-8 cm2/s。 
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圖 3-4 螢光相關光譜系統架構圖 
激發光是波長 632.8 nm 的氦氖雷射 (1137P; JDS Uniphase, U.S.A.)，雷射形狀需要形成

高斯光束 (Gaussian beam) 激發，所以在光路上加上空間濾波器 (spatial filter)，一方

面將雷射光束放大，以填滿物鏡的背面孔徑 (back aperture) 使其配合高數值孔徑

(numerical aperture，N.A.) 的物鏡達到最佳聚焦效果，另一方面空間濾波器可以只讓

中間強度較均勻的部分通過，使螢光可以均勻受光。雷射經過兩色濾光片 (dichroic 
mirror) (FF500/646; Semrock, U.S.A.) 反射進顯微鏡，系統使用倒立式顯微鏡 (IX-71, 
inverted microscope; Olympus, Japan)，雷射經過浸水式物鏡 (water immersion objective, 
UPLSAPO 60xW, N.A. 1.2; Olympus, Japan) 激發樣品後螢光延著物鏡往回到原光路

上。穿過兩色濾光片的光，再經過透鏡聚焦，同時通過適當波段的濾光片 (HQ680/60m; 
Chroma, U.S.A.) 再聚焦到共焦針孔上，我們以孔徑 50 μm 取代共焦針孔，再導入偵測

器雪崩光電二極管 (Avalanched photodiode, SPCM-AQR-15-FC; PerkinElmer, U.S.A.)，
光子訊號會轉為電子脈衝訊號，電子訊號再傳送到時間相關單光子計數器

(Flex02-01D; Correlator, U.S.A.)，再利用時間相關單光子計數器計算出螢光分子的相關

情形。 
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圖 3-5 雷射光源、主要光學組件與螢光染料之特性光譜 
激發光是波長 632.8 nm 的氦氖雷射 (1137P; JDS Uniphase, U.S.A.)，雷射經過兩色濾光

片 (dichroic mirror) (FF500/646; Semrock, U.S.A.) 反射進顯微鏡，螢光會通過分光鏡 
(50/50 beam splitter) 讓螢光均勻分成兩道之後，同時通過適當波段的濾光片 
(HQ680/60m; Chroma, U.S.A.) 以蒐集最大量的螢光。 
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圖 3-6 Alexa 633 在 PBS 溶液中的自相關函數與擬合 
測量已知擴散係數染料 1nM 的 Alexa 633 (溶在 PBS 溶液，擴散係數為 1.35×10-10 m2/s）
63 的 自 相 關 函 數 。 將 測 量 到 的 自 相 關 函 數 利 用 式 子
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ττ  擬合。擬合結果顯示系統參數 (r/z) 達 0.18，

r0 為 203 nm。 
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圖 3-7 DiD 在脂質體 DOPC 膜上的自相關曲線與螢光強度變化 
圖左為 DiD 在脂質體 DOPC 膜上的自相關曲線，圖右是 DiD 在脂質體 DOPC 膜上的隨

時間螢光強度變化，圖上是擬合函數與數據之誤差。利用二維自相關函數將擬合結果所

得到的擴散時間 1.57 ms，與三維自相關函數所求得的系統半徑 203 nm，代入

D
r

diffusion 4

2
0=τ ，求得擴散係數為 6.56×10-8 cm2/s。 
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3-3 拉曼光譜 

3-3-1 拉曼系統架設 

在實驗中所使用的螢光相關光譜系統為自行組裝之系統如圖 3-8。激發光使用的是

波長 532 nm 的 DPSS 雷射 (532-25; DPSS, U.S.A.)，雷射經過擴束裝置，將雷射光束放

大，以填滿物鏡的背面孔徑 (back aperture) 使其配合高數值孔徑 (numerical aperture，

N.A.) 的物鏡達到最佳聚焦效果，之後雷射經過Edge filter (LP03-532RS; Semrock, U.S.A.) 

反射進顯微鏡，系統使用倒立式顯微鏡 (IX-71, inverted microscope; Olympus, Japan)，雷

射經過浸油式物鏡 (oil immersion objective, UPLSAPO 100x Oil, N.A. 1.4; Olympus, 

Japan) 後激發樣品，其拉曼訊號由同一個物鏡蒐集往回經原路徑；此時因拉曼主要蒐集

Stokes 的訊號，屬於長波長的訊號，所以會通過反射進顯微鏡的 Edge Filter，再利用光

譜儀 (Shamrock SR-303i-A; Andor, U.S.A. & iDus DV420A-OE; Andor, U.S.A.) 收集訊

號。在光譜儀之前使用針孔 (pinhole)，可去除非焦點上的樣品的訊號例如水，讓收集到

的訊號大都是來自雷射聚焦處樣品訊號。 
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3-3-2 實驗步驟 

(1) 開啟 laser 電源，待開啟一小時後雷射較穩定，再開始測量。 

(2) 開始光譜儀程式，等待 CCD 的溫度冷卻達到較低的 dark count。 

(3) 調整 Grating 為 600 l/mm，設定觀察波長範圍。 

(4) 測量當日的 laser 波長，在 Calibrate→X-calibrate 將測量改成 Raman Shift 後鍵入當日

的 laser 波長。 

(5) 測量 2 μm polystyrene 的訊號，在 Calibrate→manual calibrate 對照標準光譜後校正訊

號位置。 

(6) 放上樣品，先在亮視野 (bright field) 下尋找約 5~10 μm 大小的脂質體後移至雷射聚

焦處。 

(7) 切換顯微鏡的 cube 讓雷射進來，雷射會把脂質體給鉗住在聚焦的位置。 

(8) 積分 30 秒確定這顆脂質體的訊雜比是否夠清楚（判斷~2900 cm-1 的 C-H stretching

強度是否大於 3000 cm-1 的 OH stretching 強度）。 

(9) Acquire→setup acquirement 調整測量為每次積分 60 秒，共測六十分鐘。 

分析拉曼光譜數據則是將每張光譜先扣除背景值後，將光譜分類成 0 min、10 min

等。0 min 指雷射連續抓住脂質體一小時時，第一至第五張光譜取平均，10 min 指雷射

連續抓住脂質體一小時時，第五至第十張光譜取平均，20 min 指雷射連續抓住脂質體

一小時時，第十五至第二十張光譜取平均，以下類推。分析光譜使用兩種方法： 

(1) 每組光譜對 1440 cm-1 的 C-C 做強度的均一化 (normalize) 後（即將強度都除以

1440 cm-1 的強度），再將每組 1653 cm-1 均一化後的強度除以第 0 min 組的 1653 cm-1 均

一化後的強度，觀察 C=C 鍵強度的變化。 

(2) 每個時間點的光譜除以第 0 min 時間的光譜，觀察 1440 cm-1 與 1653 cm-1 的強

度隨時間的變化。 
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圖 3-8 拉曼光譜系統架構圖 
激發光使用的是波長 532 nm 的 DPSS laser，雷射經過擴束裝置，將雷射光束放大，以

填滿物鏡的背面孔徑 (back aperture) 使其配合高數值孔徑 (numerical aperture，N.A.) 的
物鏡達到最佳聚焦效果，之後雷射經過 Edge filter (LP03-532RS; Semrock, U.S.A.) 反射

進顯微鏡，系統使用倒立式顯微鏡 (IX-71, inverted microscope; Olympus, Japan)，雷射經

過浸油式物鏡 (oil immersion objective, UPLSAPO 100x Oil, N.A. 1.4; Olympus, Japan) 
後激發樣品，其拉曼訊號由同一個物鏡蒐集往回經原路徑，再利用光譜儀收集訊號。 
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3-4 統計分析 

虛無假設 (null hypothesis, H0)：μ1=μ2 

虛無假設是指假設所比較母群體間之母數無差異。亦即要比較之兩組所對應的母體

平均數(μ)是相同的，有時候比較的不一定是平均數，也有可能是比值。 

對立假設 (alternative hypothesis, H1)：μ1≠μ2 

對立假設是指兩組作對應的母體平均數是不同亦即是有差異的。 

實驗結果的數據使用的 t 檢定 (t-test) 來判斷是否有實驗結果之間顯著差異。由於

是比較加入氧化劑前後的差異，我們假設實驗前後數據的變異數數值不相等，則我們檢

定實驗前後的平均值是否有顯著差異，計算方法如下： 

( ) ( )

2

2
2

1

2
1

2121'

n
S

n
S

XXt
+

−−−
=

μμ  

21 , XX =母體平均值 

μ1-μ2=假設的平均數差 

S1,S2=母體標準差 

n1,n2=母體樣本數 

此統計量為近似 t 分布，其自由度為 

11 2

2

2

2
2

1

2

1

2
1

2

2

2
2

1

2
1

−

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛

+
−

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+

=

n
n
S

n
n
S

n
S

n
S

υ  

    其計算結果可得一 t 值，即對照 t-test 表可以得到一個 p 值，判斷此 p 值的量來鑑定

兩樣本數平均值是否有顯著差異。p 值代表的是虛無假設成立的機會，若檢定有統計差

異則推翻虛無假設，接受對立假設；若檢定無統計差異則不要推翻即接受虛無假設。 

    顯著水準即要推翻或成立虛無假設所設的臨界值，一般臨界值通常是定 0.05；當 p

值小於或等於顯著水準時，就如同樣本資料計算而得的檢定統計數值落於拒絕區，意指
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要成立虛無假設的機會過小（小於 5%），推翻虛無假設，這時稱此假設檢定於顯著水準

下達統計顯著。65 

 

    實驗結果使用 Microsoft Office Excel 2003 資料分析工具中的「t 檢定：兩個母群體

平均數差的檢定，假設變異數不相等」來做統計，檢定的信賴度α定為 0.05。 

    利用本實驗的結果，檢定 DOPC 加入氫氧自由基與過氧化氫前後的流動性變化是否

有顯著差異，步驟如下： 

1. 將實驗得到的數據貼到 excel 上。 

2. 選取【工具】→【資料分析】→【t 檢定：兩個母群體平均數差的檢定，假設變異數

不相等】 

3. 在對話視窗中 

在【變數 1 的範圍】選取 control 組的 data 

在【變數 2 的範圍】選取 OH 組的 data 

在【假設的均數差】輸入 0，假設兩組 data 沒有差異 

如果有打上每組資料的標籤，則【標記】勾選。 

【α】代表顯著水準，在本實驗輸入 0.05 

在輸出選項選擇結果要輸入在同一工作表上的任一儲存格或是使用新的工作表或是活

頁簿 

圖 3-9(a)是實驗中的原始數據，3-9(b)為計算 t 檢定的對話視窗。 
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(a) 

 

 

(b) 

 

圖 3-9 利用 excel 計算 p 值 

(a) 實驗數據; (b)「t 檢定：兩個母群體平均數差的檢定，假設變異數不相等」對話視窗
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圖 3-10 t 檢定計算結果 

 

    從圖 3-10 輸出的結果可以得到兩組 data 各別的平均數、變異數與個數，也可以得

到這兩組 data 之間的自由度，最重要的是可以得到一個 t 統計值。如果將得到的資料去

對 t 統計值查表，可以知道 p 值是落在<0.005 的區域即拒絕區域，而從 excel 的結果可

以知道此 data 的 t 統計值落在雙尾臨界值 (±2.036933) 外，即代表 p 值<0.05（設定的顯

著水準值），data 的 p 值為 5.87×10-8，拒絕兩組 data 平均數相等的假設。因為假設的平

均數差為 0 所以觀察雙尾的結果，如果假設平均數差為>0，則需觀察單尾的結果。 
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圖 3-11 t 檢定計算結果 

 

    如果改成選擇 control 組與 H2O2 組的比較，從圖 3-11 的結果查表可以知道得到的 t

統計值落在雙尾臨界值內 (±2.144787) 屬於非拒絕區，p 值為 0.89，顯示加入 H2O2 後對

於 control 組的擴散係數平均值沒有顯著的改變。 

    在本實驗中後續實驗將使用「t 檢定：兩個母群體平均數差的檢定，假設變異數不

相等」來判斷 p 值，以確定實驗組之間是否有顯著的差異。 
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4 第四章 結果與討論 

4-1 脂質體之基本鑑定 

在此研究工作我利用電生成法製備脂質體。為能對同一個脂質體進行長時間觀察，

我在製備脂質體時加入 0.2 M 葡萄糖溶液；觀察的時候，溶液再加入 0.1 M 氯化鈉溶液，

使脂質體內溶液的密度大於脂質體外溶液的密度。這時大多數的脂質體會下沉到玻片表

面，維持靜止，且因為脂質體內外溶液的折射率不同，可以明顯觀察脂質的輪廓。 

以下我將討論脂質體基本鑑定的實驗結果： 

首先我利用雷射共軛焦掃描顯微鏡 (laser confocal scanning microscopy) 觀察脂質

體的形貌。為了利用螢光成像方法觀察脂質體，我在電生成法製備脂質體時加入少量類

脂質染料 DiO (DOPC 與 DiO 之莫耳數比為 1000 比 1) 做螢光標定。圖 4-1(a)是脂質體

之共軛焦螢光影像，圖 4-1(b)則是在同時間取得之亮場 (bright field) 影像。圖 4-1 的結

果顯示電生成法可成功的製備單一雙層 (single bilayer) 的脂質體，而直徑大多在 20 至

30 μm 之間。這個尺寸的脂質體非常適合應用於螢光相關光譜技術測量膜的流動性。 

為了應用螢光相關光譜技術測量膜的流動性，我在 DOPC 脂質膜上標定更少量的類

脂質染料 DiD (DOPC 與 DiD 之莫耳數比為 100000 比 1)，再利用自行架設的螢光相關

光譜系統配合電動移動平台，做脂質體橫向與縱向掃描。圖 4-2 是脂質體隨著電動移動

平台的移動，螢光強度的變化，橫向掃描為每步 0.1 μm，縱向掃描為每步 0.2 μm。從圖

4-2 的結果可知，不論是做橫向或是縱向的掃描，最強的螢光強度只出現在脂質體膜的

位置，可確定染料只標定在脂質上。將圖 4-2 分別對橫向與縱向掃描的螢光強度峰用高

斯函數 (Gaussian function) 做擬合 (fitting)，從最佳擬合函數之半高寬可得到實驗系統

的橫向解析度達 0.3 μm，而縱向解析度達 1.1 μm。此結果反映出我的實驗系統已調整到

最佳狀態。脂質體縱向掃描結果顯示螢光強度在脂質體下層膜似乎較大，這可能是受到

玻片反射的影響。為一致起見，之後的螢光相關光譜實驗結果均是由測量脂質體上層膜

獲得。 

在脂質體上層膜不同高度取螢光相關光譜測量，自相關曲線和隨著時間變化的螢光
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如圖 4-3 所示。從圖 4-3 的結果顯示只有在雷射準確聚焦在膜的位置時可得到最大的相

關值 (amplitude 最大)。這是由於當雷射焦距與膜重合時，偵測範圍最小，偵測到的分

子數也最少，因此可得到最大的螢光擾動。 

在不同聚焦深度所測得到的螢光相關光譜數據可利用

1
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τ
ττ 做擬合，

求得偵測範圍內的螢光分子數目 N (number of molecule) 與相關時間 (correlation time) 

或有時稱為擴散時間 τD (diffusion time) 值。決定 τD 值後，再利用
diff

r
D

τ4

2
0= 以及獨立

得到的系統參數 0r  決定擴散係數 D。圖 4-4 顯示擴散係數與聚焦深度的關係。圖 4-4

的結果顯示，當雷射準確聚焦在膜的位置時，由於偵測範圍最小，會偵測到數目最少的

分子，且得到最小的擴散時間 (進而得到最大的擴散係數)。這些特徵都與文獻上所提到

相同 64，此結果顯示本實驗系統可準確的觀察脂質體上膜的流動性。 

接下來的實驗將利用上述步驟找到脂質體上層膜的位置，並觀察染料分子在脂質體

膜上水平運動造成的螢光訊號自相關曲線，並依此決定膜的流動性。圖 4-5 是染料分子

Alexa 633 在溶液中，以及染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的螢光自相關曲線及擬

合的結果。自相關曲線圖的橫軸代表相關時間，縱軸代表相關程度，圖 4-5 已經對於相

關值做均一化的處理，從相關值 0.5 所對應到的相關時間即代表樣品的擴散時間。從圖

4-5 的結果明顯分出染料分子在水溶液中進行三維空間自由移動與被侷限在二維空間上

移動其擴散時間有極大差異。從多次測量的結果得到染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動

的擴散係數為 6~7×10-8 cm2/s，與文獻值一致。 

接下來將利用未標定染料的小尺寸脂質體做為拉曼光鉗系統樣品，利用電生成法製

備的脂質體有些生成尺寸較小 (< 10 μm)，是光鉗較容易抓住的尺寸。圖 4-6 是利用光

鉗抓住單一 DOPC 脂質體所量測到的拉曼光譜。圖中的光譜強度已經對最強強度峰 1440 

cm-1 做均一化的處理。圖 4-6 的結果參考文獻將這些峰值所代表的振動模式找出 66，其

結果如下：  714 cm-1: C-N/choline group；  877 cm-1: C-C-N+ symmetric stretching；  

1064 cm-1: Skeletal C-C stretch of lipids；  1083 cm-1: C-N stretching；  1119 cm-1: C-C 

stretch；  1267 cm-1: C-H (lipid)；  1300 cm-1: α(CH2) (lipids)；  1440 cm-1: δ(CH2) 
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(lipids)；  1653 cm-1: C=C stretch (lipids)；  1740 cm-1: C=O stretch。在之後的實驗我們

將利用 1440 cm-1 的強度做均一化之後，觀察 1653 cm-1 的 C=C 在加入氧化物質前後強度

變化，並以此訊號之變化代表脂質的氧化程度；我們也將未對 1440 cm-1 均一化的光譜，

觀察 1440 cm-1 與 1653 cm-1 隨時間的強度變化。 

接下來將利用螢光相關光譜測量 DOPC 脂質體膜的流動性，並利用拉曼光鉗系統測

量 DOPC 脂質體的分子結構變化，並探討不同氧化物質、抗氧化劑和膽固醇這些因素對

於流動性與結構變化的影響。 
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(a) 

 
(b) 

 
圖 4-1 利用電生成法所製備脂質體之顯微影像 
圖 4-1(a)是共軛焦掃描影像，圖 4-1(b)是同時取得之亮場 (bright field) 影像；由圖之結

果顯示，利用電生成法製備的脂質體之直徑大多在 20 μm 上下。Scale bar = 20 μm。 
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圖 4-2 將單一脂質體對雷射焦點進行軸向掃描，並記錄螢光強度之結果 
圖中黑色點為原始數據，灰色線為利用高斯函數擬合 (fitting) 之結果。從擬合函數的半

高寬 (FWHM) 可知顯微鏡系統之橫向及縱向解析度分別為 0.3 μm 及 1.1 μm。 
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圖 4-3 在不同聚焦深度對脂質體進行螢光強度及螢光相關光譜量測的結果 
圖右為螢光強度隨時間的變化，圖左為對應之螢光相關光譜函數。由圖之結果顯示，當

雷射聚焦在膜上時 (以黑色線表示)，螢光相關光譜的相關值最大。 
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圖 4-4 在不同聚焦深度對脂質體做螢光相關光譜測量結果 
圖中黑色實心點為不同深度所測量到的擴散係數，灰色空心點為不同深度所測量到的平

均螢光分子數量。結果顯示當雷射聚焦在脂質體膜上將測到最少螢光分子數與最大擴散

係數值。 
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圖 4-5 對水溶液中染料 (Alexa 633) 及在 DOPC 磷脂膜上之染料 (DiD) 進行螢光自

相關函數測量之結果 
圖中灰色圓及線分別為對水溶液中染料測量之數據及利用三維擴散模型擬合之結果；

黑色圓及線則為對膜上之染料測量之數據及利用二維擴散模型擬合之結果。上圖則為

擬合函數與數據之誤差。由擬合結果可得到染料分子在水溶液中及膜上運動之擴散係

數分別為 1.35×10-6 cm2/s 和 6.5×10-8 cm2/s 。以上結果顯示染料分子在水溶液中之擴

散遠快於在膜上之運動。 
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圖 4-6 DOPC 脂質體之拉曼光譜 
脂質體拉曼光譜之主要譜峰分別對應到以下脂質之官能基振動: 

 714 cm-1: C-N/choline group 
 877 cm-1: C-C-N+ symmetric stretching (lipids) 
 1064 cm-1: skeletal C-C stretch of lipids 
 1083 cm-1: C-N stretching 
 1119 cm-1: C-C stretch 
 1267 cm-1: C-H (lipid) 
 1300 cm-1: α(CH2) (lipids) 
 1440 cm-1: δ(CH2) (lipids) 
 1653 cm-1: C=C stretch (lipids)  
 1740 cm-1: C=O stretch 
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4-2 不同氧化物質的影響 

在生物體內的活性氧化物質中，過氧化氫和氫氧自由基屬於常見的兩種。過氧化氫

與金屬離子或酵素反應形成其它活性氧化物質，而氫氧自由基在生物體內主要由過氧化

氫與金屬離子反應生成。接下來我們將觀察過氧化氫和氫氧自由基是否會對脂質體

DOPC 膜流動性與結構造成改變，並且探討流動性改變與結構改變之間的關係。 

我們在脂質體 DOPC 中加入 0.05 mM 氫氧自由基和 1 mM 過氧化氫，反應一小時之

後，利用螢光相關光譜測量反應前後染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動的擴散時間。圖

4-6 是脂質體 DOPC 加入 0.05 mM 氫氧自由基和 1 mM 過氧化氫反應前後染料分子 DiD

在 DOPC 膜上運動得到的螢光自相關曲線，且相關值已做均一化的處理。從圖 4-7 的結

果顯示加入氫氧自由基的脂質體 DOPC，其染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的擴

散時間明顯較未加入之前短，而加入過氧化氫其染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到

的擴散時間與未加入之前比較無差異。 

利用二維移動式子擬合得到擴散時間，代入
diff

r
D

τ4

2
0= 得到擴散係數，將多次測量

結果做統計，統計結果如圖 4-8 與表 4-1 所示。結果顯示未加入氧化物質前的染料分子

DiD 在 DOPC 膜上運動得到的平均擴散係數為 6.52±0.33×10-8 cm2/s (n = 29)，加入氫氧

自由基的染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的平均擴散係數為 10.59±2.67×10-8 cm2/s 

(n = 31)，相較於未加入氫氧自由基之前的脂質體 DOPC，染料分子 DiD 在 DOPC 膜上

運動得到的擴散係數有顯著變大，反映脂質體 DOPC 膜流動速度有顯著的增快 (P = 

5.87×10-8)；加入過氧化氫的染料分子 DiD在 DOPC 膜上運動得到的平均擴散係數為 6.49

±0.62×10-8 cm2/s (n = 12)，相較於未加入過氧化氫之前的脂質體 DOPC，染料分子 DiD

在DOPC膜上運動得到的擴散係數沒有顯著的差異，反映膜流動速度沒有顯著改變 (P = 

0.89)。 

將相同的實驗條件，利用拉曼光鉗系統抓住脂質體 DOPC，測量脂質體 DOPC 隨著

時間變化的拉曼光譜。圖 4-9 是脂質體 DOPC 在未加入氧化物質 (control) 和分別加入

0.05 mM 氫氧自由基與 1 mM 過氧化氫隨時間變化的拉曼光譜，第 0 分鐘係指在 0~5 分
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鐘測量到的光譜平均，第 10 分鐘係指 6~10 分鐘測量到的光譜平均，依此類推；每個時

間的光譜均扣除背景值後強度對 1440 cm-1 均一化處理。從圖 4-9 結果可以看出在未加入

氧化物質前與加入過氧化氫後，1653 cm-1 的強度沒有明顯的變化，但是加入了氫氧自由

基後則有隨時間強度下降的趨勢。圖 4-10 是用圖 4-9 處理方式再取多筆數據平均統計的

結果。統計的結果顯示，加入氫氧自由基 60分鐘後脂質的 C=C 雙鍵強度下降約 15% (P 

= 0.004)，但是加入過氧化氫 60 分鐘後雙鍵強度並無顯著差異 (P = 0.3)。從拉曼光譜的

結果推論脂質體 DOPC 的 C=C 有受到氫氧自由基破壞，但是不受過氧化氫影響。在文

獻上有人提出在活性氧化物質中，氫氧自由基會造成脂質過氧化，而過氧化氫不會，而

我們也測量到氫氧自由基的確造成了流動性與結構變化。接下來我們將對流動性與結構

變化提出解釋。 

圖 4-11 是未加入氧化物質的脂質體與加入氫氧自由基或過氧化氫的脂質體未做過

均一化處理的拉曼光譜，將每個時間光譜除以第 0 分鐘光譜，觀察脂質體 DOPC 1440 

cm-1 (-CH2) 與 1653 cm-1 (C=C) 隨著時間的強度變化。圖 4-11 的結果顯示未加入氧化

物質前的脂質體其單鍵與雙鍵之強度隨著時間幾乎沒有變化；加入氫氧自由基的脂質體

其單鍵與雙鍵之強度隨著時間都有下降，加入氫氧自由基一小時後單鍵強度約下降

10%，雙鍵強度約下降 25%；加入過氧化氫的脂質體其單鍵強度隨著時間幾乎沒有變化，

雙鍵強度在加入過氧化氫一小時後約下降 10%。 

從螢光相關光譜得到的結果是氫氧自由基造成脂質體 DOPC 膜流動性增快，過氧化

氫則沒有造成膜流動速度變化；從拉曼光譜得到的結果是加入氫氧自由基後脂質體

DOPC 的雙鍵強度有隨時間下降，但是加入過氧化氫卻沒有，且氫氧自由基加入也會造

成脂質體 DOPC 的單鍵破壞。從結構變化與流動性變化的結果推論：脂質體 DOPC 在

氫氧自由基的加入後，會影響結構的變化，造成雙鍵與單鍵的破壞，但是碳鏈變短使脂

質體 DOPC 的流動性增快，我們將利用圖 4-12 來說明脂質過氧化機制。 

從圖 4-12 所提出的機制來看，氫氧自由基會攻擊雙鍵旁邊碳上氫，使之脫氫後，

將不成對電子留在碳鏈上；由於雙鍵兩邊的碳上氫都有可能被攻擊，所以反應將有兩種

趨勢產生。隨著環境中氧氣加入，氧分子會接在原本不成對電子的位置上，中間可能會

形成過氧化狀態，最終碳鏈斷鍵生成醛類。最後的片段有可能是斷鍵之後雙鍵與醛類接



 50

在靠近極性端，也有可能是接在碳長鏈上的那端。 

文獻上提到，較短的碳鏈和雙鍵數量的增加都能夠增加膜的流動性，但是在兩個條

件皆存在下，碳鏈較短的脂質流動速度會比含有雙鍵的脂質更快。拉曼結果顯示脂質體

加入氫氧自由基後，碳鏈雙鍵與單鍵皆有破壞情形，但是脂質體碳鏈變短影響流動速度

較大，所以在脂質體受到氫氧自由基的攻擊之下可以得到流動性增快的情形。 

在進行加入氫氧自由基的實驗時，發現在玻片底部有脂質碎片的形成。從圖 4-12

提出的機制推論有可能是因為氫氧自由基加入造成脂質體 DOPC 碳鏈變短，碳鏈變短讓

脂質體結構不穩定，有些脂質體會破裂，所以形成碎片。為了鑑定這些碎片是否真的是

脂質體 DOPC 的碎片，我們在脂質體上標定濃度較高的染料，且加入濃度更高的氫氧自

由基 (0.1 mM)，做長時間的共軛焦掃描影像觀察。圖 4-13 是在不同時間的共軛焦掃描

影像結果，結果顯示隨著加入氫氧自由基的時間增長，在玻片底部的碎片越來越多，由

於染料只會標定在脂質上，所以可以確認這些碎片都是脂質碎片。從圖 4-13 的結果印

證我們所提出的機制：脂質體加入氫氧自由基會造成碳鏈變短，讓脂質體結構不穩定，

有些脂質體會破裂，所以形成碎片。 

我們利用了螢光相關光譜與拉曼光譜測量了氧化物質對於脂質體 DOPC 流動性與

結構上的變化，同時利用結構變化的結果來解釋流動性的改變；我們得到的結果是氫氧

自由基會造成脂質碳鏈的變短，促使流動性增快，而過氧化氫則沒有影響脂質體的流動

性與結構。接下來將利用螢光相關光譜與拉曼光譜繼續研究抗氧化劑與膽固醇如何影響

脂質過氧化後流動性與結構變化。 
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圖 4-7 不同氧化物質對膜流動性之影響 
左圖中黑色及灰色線分別為未加氫氧自由基之控制組與加入氫氧自由基 0.05 mM 之實

驗組的結果。右圖黑色及灰色線分別為未加氫氧自由基之控制組與過氧化氫 1 mM 實驗

之結果。以上數據顯示過氧化氫對膜的流動性沒有顯著影響，而加入了氫氧自由基後則

造成膜的流動性有顯著增加。  
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圖 4-8 量測氫氧自由基及過氧化氫對 DOPC 膜流動性影響之統計結果  
以上結果顯示，在加入氫氧自由基後 DOPC 膜的流動性有顯著增快 (D = 6.52×10-8 cm2/s
vs. D = 10.59×10-8 cm2/s, P =5.87×10-8)，加入過氧化氫後膜的流動性則無顯著差異 (D = 
6.52×10-8 cm2/s vs. D = 6.49×10-8 cm2/s , P = 0.88)。 
*: significantly different from the control (P < 0.05), 
**: significantly different from the control (P < 0.01), 
NS : non-significant (P > 0.05). 
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表 4-1 氫氧自由基及過氧化氫對脂質體 DOPC 膜流動性影響的整理結果 

 Diffusion coefficient / 10-8 cm2/s P value 

Control 6.52±0.33 (n = 29)  

Treated with 0.05 mM OH  10.59±2.67 (n = 31) 5.87×10-8 

Treated with 1 mM H2O2 6.49±0.62 (n = 12) 0.88 
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圖 4-9 加入氫氧自由基及過氧化氫後 DOPC 脂質分子之動態拉曼光譜變化 
左、中及右圖分別為控制組、加入氫氧自由基和加入過氧化氫。為便於比較，圖中對應

到脂質 C=C 雙鍵的拉曼譜峰均以藍色標定。上面之結果顯示，加入氫氧自由基後，對

應到脂質 C=C 雙鍵的拉曼譜峰強度隨時間有明顯下降的趨勢；而加入過氧化氫後，對

應到脂質 C=C 雙鍵的拉曼譜峰強度隨時間沒有明顯的變化。 
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圖 4-10 加入氫氧自由基及過氧化氫後脂質 C=C 雙鍵的拉曼譜峰強度隨時間變化 
藍、紅及綠色分別代表控制組、加入氫氧自由基及加入過氧化氫。上面之結果顯示，加

入氫氧自由基 60 分鐘後脂質的 C=C 雙鍵強度下降約 15% (P = 0.004)，但是加入過氧

化氫 60 分鐘後雙鍵強度並無顯著差異 (P = 0.3)。 
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圖 4-11 脂質體加入氧化物質前後之單鍵-CH2 和雙鍵 C=C 拉曼譜峰強度隨時間變化 
圖左到右依序是未加入氧化物質、加入氫氧自由基及加入過氧化氫的脂質體拉曼光譜隨

時間強度變化，黑色實心代表 1440 cm-1 強度，灰色空心代表 1653 cm-1 強度，將每個時

間光譜除以第 0 分鐘光譜，觀察脂質體單鍵 1440 cm-1 (-CH2) 與雙鍵 1653 cm-1 (C=C) 隨
著時間的強度變化。未加入氧化物質前的脂質體其單鍵與雙鍵之強度隨著時間幾乎沒有

變化；加入氫氧自由基的脂質體其單鍵與雙鍵之強度隨著時間都有下降，加入氫氧自由

基一小時後單鍵強度約下降 15% (P = 0.13)，雙鍵強度約下降 25% (P = 0.016)；加入過

氧化氫的脂質體其單鍵強度隨著時間幾乎沒有變化，雙鍵強度在加入過氧化氫一小時後

約下降 10% (P = 0.0011)。 
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圖 4-12 脂質過氧化機制 
氫氧自由基會攻擊雙鍵旁邊碳上氫，使之脫氫後，將不成對電子留在碳鏈上；由於雙鍵

兩邊的碳上氫都有可能被攻擊，所以反應將有兩種趨勢產生。隨著環境中氧氣加入，氧

分子會接在原本不成對電子的位置上，中間可能會形成過氧化狀態，最終碳鏈斷鍵生成

醛類。最後的片段有可能是斷鍵之後雙鍵與醛類接在靠近極性端，也有可能是接在碳長

鏈上的那端。 
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Immediately after adding OH 10 min 60 min

圖 4-13 DOPC 加入氫氧自由基之共軛焦影像掃描 
從左到右依序是剛加入氫氧自由基、加入 10 分鐘後與加入 60 分鐘後脂質體的共軛焦掃

描影像結果，結果顯示隨著加入氫氧自由基的時間增長，在玻片底部的碎片越來越多。
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4-3 抗氧化劑的效應 

抗氧化劑在人體中是不可或缺，抗氧化劑可以分為是預防型或是阻斷型，預防型的

例如過氧化氫酶 (catalase) 或是超氧岐化酶 (SOD)，其消除鏈反應引發階段的自由基，

減少自由基生成的可能；阻斷型的例如維他命E、維他命C和維他命A等，其捕捉或消除

鏈反應中產生的自由基，中斷或延遲鏈反應的進行8。接下來我們將觀察阻斷型抗氧化

劑維他命C和維他命E如何影響在氫氧自由基加入後脂質體DOPC的流動性與結構改變。 

在實驗中使用水溶性抗氧化劑維他命 C 與脂質體 DOPC 先預混合後，加入氫氧自

由基；同時也將脂溶性維他命 E 與脂質混合後製備脂質體，加入氫氧自由基，利用螢光

相關光譜與拉曼光譜測量流動性與結構變化。 

圖 4-14 是脂質體 DOPC 與 1 mM 維他命 C 預混合和脂質與 0.25 mM 維他命 E 混和

後製備成脂質體，加入 0.05 mM 氫氧自由基後染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的

自相關曲線。圖 4-14 的結果顯示，預先混合維他命 C 或維他命 E 已嵌在脂質體中的脂

質體 DOPC，加入了氫氧自由基後其染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的擴散時間

沒有明顯的增快或變慢。 

擴散時間換算成擴散係數，將多組測量結果做平均，統計結果如圖 4-15 和表 4-2 所

示。在含有維他命 C 的脂質體 DOPC 在未加入氫氧自由基前，染料分子 DiD 在 DOPC

膜上運動得到的平均擴散係數為 5.74±0.66×10-8 cm2/s (n = 14)，比未含有維他命 C 的脂

質體 DOPC 其染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的擴散係數略小；但是再加入氫氧

自由基後，染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的平均擴散係數為 5.93±0.84×10-8 cm2/s 

(n = 16)，比起未加入氫氧自由基之前沒有顯著的變化 (P = 0.494)。脂質中嵌入維他命 E

的脂質體 DOPC 在未加入氫氧自由基前，染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的平均

擴散係數為 5.98±0.43×10-8 cm2/s n = 22)，也比脂質中未嵌入維他命 E 的脂質體 DOPC

其染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的擴散係數略小；加入了氫氧自由基後，染料

分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的平均擴散係數為 5.61±0.85×10-8 cm2/s (n = 22)，比起

未加入氫氧自由基前也沒有顯著的變化 (P = 0.081)。從螢光相關光譜測量的結果顯示，

相較於未含有抗氧化劑的脂質體 DOPC，含有維他命 C 或脂質中嵌入維他命 E 的脂質體
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DOPC，流動性皆不會受到氫氧自由基的影響而增快。 

將相同的實驗條件，利用拉曼光鉗系統測量，圖 4-16 是脂質體 DOPC 預先與維他

命 C 混合和和脂質體中嵌入維他命 E 再加入氫氧自由基，隨時間變化的拉曼光譜，光譜

均先將每個時間的光譜均扣除背景值後對 1440 cm-1 均一化處理。從結果得知，脂質體

預先加入了抗氧化劑維他命 C 和維他命 E，再加入氫氧自由基後，造成 1653 cm-1(C=C)

強度下降有明顯的抑制效果。圖 4-17 是用圖 4-16 處理光譜的方式，取多筆數據平均統

計的結果。圖 4-17 統計的結果顯示，含有維他命 C 和脂質中嵌入維他命 E 的脂質體

DOPC，其碳鏈雙鍵強度都沒有隨時間下降。從拉曼光譜的結果得到脂質體 DOPC 在氫

氧自由基加入會有雙鍵破壞的現象，而預先加入了維他命 C 或維他命 E 對於雙鍵破壞皆

有明顯的抑制效果。 

維他命 E 雖然是抗氧化劑中重要的一種，但是與脂質的比值也會影響脂質體結構穩

定性，影響脂質體的生成。在製備脂質體的時候曾經嘗試加入更濃的維他命 E，結果造

成大部分脂質體無法生成大顆單層脂質體；最後找到合適的維他命 E 濃度，在配製的時

候只加入 0.25 mM，約是脂質濃度的二十分之一，在此濃度下不影響脂質體的生長。 

維他命 C 和維他命 E 皆屬於阻斷型的抗氧化劑，但是抗氧化的方法不同：維他命 C

屬於水溶性抗氧化劑，是人體內本身含有的抗氧化劑之一，主要是利用捕捉自由基來達

到抗氧化的作用。維他命 E 屬於脂溶性的抗氧化劑，也是人體內本身就含有的抗氧化

劑，主要抗氧化的方法是破壞在發生氧化作用的連鎖反應 (chain breaking)，使其氧化效

果減少。維他命 E 多種形式中α-tocopherol 的活性最強，是生物體內最重要的抗氧化劑。 

從螢光相關光譜的結果和拉曼光譜的結果顯示，加入了維他命 C 或維他命 E 的脂質

體 DOPC，對於氫氧自由基造成的結構破壞有顯著抑制效果，同時也觀察到流動性增快

抑制的現象。我們推論是氫氧自由基被維他命C和維他命E抑制，無法破壞脂質體DOPC

的結構，所以也沒有觀察到流動性的改變。 

在本實驗中探討的抗氧化劑屬於阻斷型抗氧化劑，針對於氫氧自由基造成結構與流

動性的變化皆有抑制的效果。在文獻上有提到抗氧化劑對於氧化劑造成流動性影響，大

多也是使用阻斷型的抗氧化劑例如 flavonoid67、pyruvate68，有些可以有效的抑制氫氧自

由基造成的流動性改變，有些則無法。而我們所使用的抗氧化劑維他命 C 和維他命 E
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皆一致的觀察到可以抑制流動性的變化，同時也抑制了結構變化。 

我們利用了螢光相關光譜與拉曼光譜技術得到：含有抗氧化劑維他命 C 或脂質中嵌

入維他命 E 的脂質體 DOPC 能夠有效的抑制氫氧自由基造成的結構上變化，也抑制了氫

氧自由基造成的流動性的增快，也顯示維他命 C 與維他命 E 均達到抗氧化劑的功效。 
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圖 4-14 含維他命 C 或脂質嵌入維他命 E 的脂質體在加入氫氧自由基前後染料分子 DiD
在 DOPC 膜上運動得到的自相關函數曲線 
圖左是含維他命 C 的脂質體膜之自相關函數曲線，圖右是脂質嵌入維他命 E 的脂質體

膜之自相關函數曲線，黑色線代表未加入氫氧自由基前，灰色線代表加入氫氧自由基

後。結果顯示含有維他命 C 和維他命 E 的脂質體，加入氫氧自由基後，其染料分子 DiD
在 DOPC 膜上運動得到的的自相關曲線沒有明顯的變化。 
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圖 4-15 含不同抗氧化劑的脂質體加入氫氧自由基前後膜之流動性變化統計圖 
空白線條部分代表未加入氫氧自由基，虛線線條部分代表加入氫氧自由基。結果顯示，

含有維他命 C 或是維他命 E 的脂質體，加入了氫氧自由基後染料分子 DiD 在 DOPC 膜

上運動得到的擴散係數沒有顯著差異。 
*: significantly different from the control (P < 0.05), 
**: significantly different from the control (P < 0.01), 
NS : non-significant (P > 0.05). 
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表 4-2 不同抗氧化劑對脂質體 DOPC 加入氫氧自由基後膜流動性影響的整理結果 

Diffusion coefficient / 10-8 cm2/s  

Control OH• treated 
P value 

Pure 6.52±0.33 (n = 29) 10.59±2.67 (n = 31) 5.87×10-8 

Incubation with  

1 mM vitamin C 

5.74±0.66 (n = 14) 5.93±0.84 (n = 16) 0.494 

Incorporation with  

0.25 mM vitamin E 

5.98±0.43 (n = 22) 5.61±0.85 (n = 22) 0.081 
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圖 4-16 含不同抗氧化劑的脂質體加入氫氧自由基後脂質 C=C 雙鍵的拉曼譜峰強度

隨時間變化 
上圖：維他命 C；下圖：維他命 E，為便於比較，圖中對應到脂質 C=C 雙鍵的拉曼

譜峰均以藍色標定。結果顯示含維他命 C 和維他命 E 的脂質體加入氫氧自由基後，脂

質碳鏈雙鍵強度隨時間皆沒有明顯的變化。 
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圖 4-17 含不同抗氧化劑的脂質體加入氫氧自由基後脂質 C=C 雙鍵的拉曼譜峰強度隨

時間變化統計圖 
圖左是含維他命 C 的脂質體，圖右是含維他命 E 的脂質體，黑色實心代表未加入氫氧

自由基，灰色空心代表加入氫氧自由基，拉曼光譜對 1440 cm-1 均一化後，觀察 1653 cm-1

強度隨時間的變化。結果顯示維他命 C 和維他命 E 對於脂質雙鍵被氫氧自由基破壞的

皆有減少的現象。 
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4-4 膽固醇比例的效應 

膽固醇在細胞膜中扮演著重要的角色。類似脂質分子，膽固醇的結構可有極性與非

極性端。膽固醇在細胞膜當中是以極性端與脂質的極性端靠近，嵌在脂質之間，穩固細

胞膜結構。除了鞏固細胞膜結構之外，膽固醇另一個重要功能是調節細胞膜流動性：當

環境處於膜相變化溫度之上時，膽固醇會干擾分子醯脂鏈的旋轉異構化運動，降低膜的

流動性；但是當環境在相變化溫度之下，膽固醇的存在會阻止醯脂鏈的有序排列，使細

胞膜相變化溫度下降，抑制成為凝膠狀，保持膜的流動性。8 在這一節我將先討論不同

比例的膽固醇對於脂質體 DOPC 膜的流動性影響，接著討論膽固醇比例如何影響脂質氧

化造成的膜流動性改變。 

4-4-1 不同比例膽固醇造成膜流動性變化 

我在製備脂質體時在 DOPC 脂質溶液中加入了不同比例的膽固醇（膽固醇與脂質的

質量比分別為 2.5%、5.1%、10.9%、14%、19.4%和 32.9%），並利用螢光相關光譜觀察

脂質體含有不同比例膽固醇其膜流動性的變化。 

針對不同膽固醇比例 (膽固醇與脂質質量比 0%、5.1%、14%和 32%) 的染料分子

DiD 在 DOPC 膜上運動所得到的螢光自相關曲線如圖 4-18 所示。從圖 4-18 的結果顯示

隨著膽固醇比例增加，擴散時間有變長的趨勢，將相關時間在 0.005 秒到 0.01 秒的範圍

放大來看，可以更清楚看出擴散時間變慢。 

將擴散時間換成擴散係數後，多筆數據平均結果如圖 4-19 所示。圖 4-19 顯示隨著

膽固醇的比例越來越多，造成流動性的變慢的趨勢也越來越明顯。此結果與文獻報導知

結果吻合 69。膽固醇在細胞膜當中功能之一就是鞏固細胞膜的結構，使細胞膜的結構更

緊密；然而排列緊密的細胞膜較不容易流動。膽固醇含量增多的時候使膜結構更加穩

定，進而造成膜流動性的變慢的現象。 
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圖 4-18 含不同比例膽固醇的脂質體膜之自相關函數曲線 
圖中紅線代表未含膽固醇脂質體膜的自相關曲線，綠線代表含 5.1%膽固醇脂質體膜的

自相關線，藍線代表含 14%膽固醇脂質體膜的自相關曲線，紫線代表含 32.9%膽固醇脂

質體膜的自相關曲線。結果顯示隨著脂質體含膽固醇比例增加，脂質體膜自相關曲線向

右移，即代表擴散時間變長或膜的流動性下降。 
 
 
 
 
 
 



 69

 

0 2.5 5.1 10.9 14 19.4 32.9
3

4

5

6

7

 

 

D
 / 

10
-8
 c

m
2 /s

Mass % of cholesterol in total lipids
圖 4-19 含不同比例膽固醇的 DOPC 膜之流動性的統計結果 
將多組自相關函數結果取平均顯示隨著脂質體上膽固醇的含量增加，染料分子在脂質體

膜上運動的擴散係數顯著變小，代表膜的流動性下降 
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4-4-2 氫氧自由基加入對於流動性與結構變化 

在脂質體 DOPC 中加入了不同比例的膽固醇（與脂質的質量比為 2.5%、5.1%、

10.9%、14%、19.4%和 32.9%），利用螢光相關光譜觀察脂質體加入 0.05 mM 氫氧自由

基前後流動性的變化。 

含不同比例膽固醇的脂質體 DOPC 加入 0.05 mM 氫氧自由基後染料分子 DiD 在

DOPC 膜上運動得到的自相關曲線結果如圖 4-20 所示，圖 4-20 是含有 0%、5.1%、14%

和 32.9%膽固醇的脂質體 DOPC 的加入氫氧自由基前後染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運

動得到的自相關曲線。從圖 4-20 結果顯示在未含有膽固醇的脂質體 DOPC，加入了氫氧

自由基後，從自相關曲線的結果顯示擴散時間是變短的，但是當脂質體 DOPC 含有膽固

醇的時候，在含 5.1%膽固醇的脂質體 DOPC 加入氫氧自由基後擴散時間也是變短的情

形，但是在含有 14%和 32.9%膽固醇的脂質體 DOPC 加入氫氧自由基後擴散時間只有些

微的變快。從圖 4-20 的結果得到含有膽固醇的脂質體 DOPC 在加入氫氧自由基後，其

膜擴散時間增快的現象有減緩。 

將擴散時間換算成擴散係數後，取多筆數據平均結果統計，統計的結果如圖 4-21

和表 4-3 所示。圖 4-21 的結果顯示在脂質體 DOPC 含有少量的膽固醇（2.5%和 5.1%）

時，加入氫氧自由基後還是有明顯造成流動性增快的現象；但是隨著膽固醇比例的增高

（10.9%、14%和 19%），加入氫氧自由基造成流動性增快的現象有被抑制；含有高比例

膽固醇 (32.9%) 的脂質體 DOPC 加入氫氧自由基造成的流動性增快現象則完全被抑

制，加入氫氧自由基前後染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的擴散係數沒有顯著的

差異。從圖 4-21 的結果得到原先在加入氫氧自由基會造成流動性增快的脂質體 DOPC，

隨著膽固醇存在的比例增加，流動性增快的現象有抑制的現象，甚至在含高比例 (32.9%) 

膽固醇的脂質體 DOPC 在加入氫氧自由基之後沒有顯著的增快現象。 

因為含不同比例膽固醇的脂質體 DOPC 在加入氫氧自由基前的擴散係數皆不同，所

以我們比較加入氫氧自由基後的擴散係數改變量，結果如圖 4-22 所示。比起沒有含膽

固醇的脂質體 DOPC，含有膽固醇的脂質體 DOPC 加入氫氧自由基後，染料分子 DiD

在 DOPC 膜上運動得到的擴散係數其增加量較少；隨著加入的膽固醇量增高，加入氫氧

自由基造成染料分子 DiD 在 DOPC 膜上運動得到的擴散係數其上昇現象越來越緩和，
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此結果與圖 4-21 統計結果得到的趨勢相符，可以推論為含有膽固醇的存在可以抑制因

氫氧自由基造成的流動性增快的現象。  

相同的實驗條件，我們也觀察含不同量膽固醇的脂質體 DOPC 在加入氫氧自由基後

其拉曼光譜的變化。 

首先，先測量含有膽固醇的脂質體 DOPC 的拉曼光譜。我們觀察不含膽固醇、含

5.1%、14%和 32.9%的膽固醇量的脂質體 DOPC，結果如圖 4-23 所示。圖 4-23 結果顯

示含膽固醇的脂質體 DOPC 在 700 cm-1 和小於 700 cm-1 有屬於膽固醇的特徵峰出現；

在 C=C 鍵的部分，DOPC 的 C=C 鍵出現在 1653 cm-1，而膽固醇上的 C=C 鍵是出現在

1670 cm-1 66，這些特徵在含 32.9%膽固醇的脂質體 DOPC 較為明顯，含 5.1%和 14%膽固

醇的脂質體 DOPC 的 1670 cm-1 強度較不明顯。 

圖 4-24 是含 5.1%、14%和 32.9%膽固醇的脂質體 DOPC 加入氫氧自由基前後隨著

時間變化的拉曼光譜，光譜均先將每個時間的光譜均扣除背景值後對 1440 cm-1 均一化

處理。圖 4-24 的結果顯示含 5.1%膽固醇的脂質體 DOPC 在加入氫氧自由基後，1653 cm-1

強度有下降與峰變寬的情形；含 14%膽固醇的脂質體DOPC光譜變化上也有類似含 5.1%

膽固醇的脂質體 DOPC 的情形，但是有較為趨緩；相較於含 5.1%和 14%膽固醇的脂質

體 DOPC，含 32.9%膽固醇的 DOPC 加入氫氧自由基後在 1653 cm-1 強度變化較小，且

也沒有觀察到峰變寬的現象。 

將多筆數據的結果平均統計，結果如圖 4-25 所示。統計的結果加入氫氧自由基後，

含膽固醇 5.1%的脂質體其 1653 cm-1 強度隨著時間下降量較多，加入氫氧自由基一小時

後強度下降了約 30%；含 14%膽固醇的脂質體其 1653 cm-1 強度隨著時間下降量有減少，

加入氫氧自由基一小時後強度下降約 20%；含 32.9%膽固醇的脂質體其 1653 cm-1強度

隨著時間下降量最小，加入氫氧自由基一小時後其 1653 cm-1 強度隨著時間下降約 10%。 

含 32.9% 膽固醇的脂質 DOPC 在加入了氫氧自由基之後，脂質雙鍵有被破壞的情

形，但是從流動性的結果卻沒有顯著的改變，我們將對含 32.9%膽固醇的脂質體 DOPC

加入氫氧自由基後的光譜做分析。光譜在扣除背景值後皆先對 1440 cm-1 做均一化的處

理，將光譜分別對脂質雙鍵 1653 cm-1 和膽固醇雙鍵 1670 cm-1 做峰擬合分析。從圖 4-26

擬合的結果顯示加入氫氧自由基之後隨著時間變化，脂質雙鍵強度有隨著時間下降，但
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是膽固醇雙鍵強度卻沒有隨著時間下降。在這裡我們推測在加入氫氧自由基之後，大多

數氫氧自由基造成脂質的雙鍵氧化，所以脂質雙鍵強度下降；但是膽固醇只受到少量的

氫氧自由基影響，所以強度上沒有明顯變化。 

圖 4-22 的結果觀察到隨著膽固醇比例增加，脂質體 DOPC 受到氫氧自由基影響造

成流動性上昇的現象有減緩的趨勢。膽固醇在細胞膜中其中一個角色就是鞏固細胞膜的

結構，在含大量膽固醇的脂質體 DOPC 受到氫氧自由基的攻擊後，膽固醇本身被氧化的

比例很少，所以鞏固細胞膜結構的功能還在，抑制了因為氫氧自由基攻擊造成流動速度

變快的現象。在比例較少膽固醇的脂質體 DOPC，雖然膽固醇被氧化的比例很少，但是

膽固醇的含量較少，沒有辦法完整鞏固細胞膜結構，使得脂質體 DOPC 受到氧化造成流

動性增快的現象只有少量的抑制。 

在文獻上有提到膽固醇在細胞膜當中也有類似抗氧化劑的功能，其抗氧化的方式與

維他命 E 相同，皆是破壞脂質氧化連鎖鏈 70。推測可能在本實驗中，膽固醇也發揮破壞

DOPC 被氫氧自由基破壞的連鎖鏈，所以在實驗結果才有隨著膽固醇含量的增多而脂質

雙鍵下降的趨勢減緩現象。同時在本實驗中流動性測量也有觀察到：隨著膽固醇的比例

越來越高，氫氧自由基造成流動性增快現象有減緩，甚至在更高比例膽固醇的時候還能

有效的抑止流動性增快；配合結構變化的觀察也有觀察到：膽固醇的比例增加能減緩脂

質雙鍵被氫氧自由基破壞的現象，這或許可以說明膽固醇確實有保護脂質的結構穩定。

在文獻上也有提到當脂質含有膽固醇時，會抑制脂質在沒有膽固醇時受到銅誘導的脂質

過氧化現象，這部分也可以說明膽固醇有抑制脂質氧化的功能。 

從螢光相關光譜與拉曼光譜的結果得到，含有膽固醇的脂質體 DOPC 會減緩氫氧自

由基造成的流動性增快；隨著膽固醇的比例增多，抑制流動性增快的現象越為明顯。同

時也觀察到隨著膽固醇比例的增多，脂質雙鍵受到破壞的現象也有抑制的效果。 

不同種類的細胞或胞器的膜所含膽固醇量皆不相同，例如粒線體 (mitochondrion) 

的膜含膽固醇約 3%、神經  (neuron) 的膜含膽固醇約 11%、人類紅血球  (human 

erythrocyte) 的膜含膽固醇約 20%、髓鞘 (myelin) 的膜含膽固醇約 28%（以上皆是膽固

醇在所有脂質中的重量比值）。在這些細胞當中，粒線體膜上的膜蛋白種類最多，本身

功能性最複雜，但是膽固醇量最少；髓鞘細胞膜上膜蛋白種類最少，功能也十分單純，
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膜上的膽固醇比例最多。由於粒線體本身容易生成活性氧化物質，同時也是最容易受到

氧化物質破壞的位置。在本實驗結果得到含膽固醇比例較少的脂質膜，容易受到氫氧自

由基的影響造成脂質過氧化與流動性變快；我們可以推論粒線體受到氧化物質如氫氧自

由基攻擊時，因為膜上的膽固醇比例很少，所以膜容易受到氧化而造成流動性增快，流

動性的異常增快則有可能造成膜上蛋白的功能失效，更有可能會造成粒線體的死亡。 
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圖 4-20 含不同比例膽固醇的脂質體加入氫氧自由基前後膜之自相關函數曲線 
圖左上是不含膽固醇的脂質體、圖右上是含 5.1%膽固醇的脂質體、圖左下是含 14%膽

固醇的脂質體及圖右下是含 32.9%膽固醇的脂質體，黑線代表未加入氫氧自由基膜的自

相關曲線，灰線代表加入氫氧自由基後膜的自相關曲線。結果顯示隨著膽固醇量的增

加，加入氫氧自由基造成流動速度變快有被抑制的現象。 
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圖 4-21 含不同比例膽固醇的 DOPC 加入氫氧自由基之流動性變化統計圖 
空白線條部分表示未加入氫氧自由基，斜線線條部分表示加入氫氧自由基。結果顯示隨

著膽固醇量的比例增加，加入氫氧自由基造成流動性變快的現象有抑制，在含 32.9%膽

固醇的脂質體加入氫氧自由基後沒有變化。 
*: significantly different from the control (P < 0.05), 
**: significantly different from the control (P < 0.01), 
NS : non-significant (P > 0.05). 
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表 4-3 含不同比例膽固醇的脂質體在加入氫氧自由基後膜流動性影響的整理結果 

Diffusion coefficient / 10-8 cm2/s Mass % of cholesterol

in total lipids Control OH• treated  

P value 

0 6.52±0.33 (n = 29) 10.59±2.67 (n = 31) 5.87×10-8 

2.5 5.96±0.78 (n = 24) 7.6±2.26 (n = 24) 0.00217 

5.1 5.72±0.8 (n = 25) 7.69±1.46 (n = 32) 2.91×10-7 

10.9 5.31±0.66 (n = 23) 5.97±1.16 (n = 25) 0.00841 

14 5.41±0.65 (n = 26) 6.18±1.62 (n = 23) 0.0281 

19.4 4.91±0.46 (n = 33) 5.63±1.48 (n = 36) 0.008067 

32.9 3.88±0.56 (n = 22) 4.03±0.73 (n = 21) 0.21898 
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圖 4-22 含不同比例膽固醇的 DOPC 加入氫氧自由基之流動性變化量比率 
含不同比例膽固醇的脂質體，將加入氫氧自由基前後的膜擴散係數差除以未加入氫氧

自由基的膜擴散係數。結果顯示隨著膽固醇量的增加，氫氧自由基造成脂質體膜流動

速度增快的現象有抑制的效果。 
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圖 4-23 含不同膽固醇的 DOPC 之拉曼光譜 
圖由上到下為不含膽固醇的脂質體、含 5.1%膽固醇的脂質體、含 14%膽固醇的脂質體

及含 32.9%膽固醇的脂質體之拉曼光譜。含膽固醇的脂質體 DOPC 在 700 cm-1 和小於

700 cm-1 有屬於膽固醇的特徵峰出現；在 C=C 鍵的部分，DOPC 的 C=C 鍵出現在 1653 
cm-1，而膽固醇上的 C=C 鍵是出現在 1670 cm-1。以上特徵在含 32.9%膽固醇的脂質體

DOPC 較為明顯，含 5.1%和 14%膽固醇的脂質體則較不明顯。 
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圖 4-24 含不同比例膽固醇的脂質體加入氫氧自由基後脂質 C=C 雙鍵的拉曼譜峰強度

隨時間變化 
圖上為含 5.1%膽固醇的脂質體，圖中為含 14%膽固醇的脂質體，圖下為含 32.9%膽固醇

的脂質體。結果顯示脂質體在含有膽固醇的情況下，加入氫氧自由基後其脂質雙鍵皆有

隨著時間強度減少的現象。 
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圖 4-25 含不同比例膽固醇的脂質體加入氫氧自由基後脂質 C=C 雙鍵的拉曼譜峰強度

隨時間變化統計圖 
圖左到右依序為含膽固醇 5.1%的脂質體、含膽固醇 14%的脂質體及含膽固醇 32.9%的脂

質體，黑色實心代表未加入氫氧自由基，灰色空心代表加入氫氧自由基，拉曼光譜對 1440 
cm-1 均一化後，觀察 1653 cm-1 強度隨時間的變化。結果顯示加入氫氧自由基後，含膽

固醇 5.1%的脂質體其 1653 cm-1 強度隨著時間下降量較多，加入氫氧自由基一小時後強

度下降了約 30%；含 14%膽固醇的脂質體其 1653 cm-1 強度隨著時間下降量有減少，加

入氫氧自由基一小時後強度下降約 20%；含 32.9%膽固醇的脂質體其 1653 cm-1 強度隨

著時間下降量最小，加入氫氧自由基一小時後其 1653 cm-1 強度隨著時間下降約 10%。
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圖 4-26 含 32.9%膽固醇的脂質體加入氫氧自由基後在不同時間之拉曼光譜譜峰擬合 
圖左到右依序是加入氫氧自由基前、加入氫氧自由基 10 分鐘和加入氫氧自由基 60 分鐘

的拉曼光譜，範圍取 1620 cm-1 到 1700 cm-1，且對 1653 cm-1 和 1670 cm-1 譜峰做擬合。

擬合結果顯示：加入了氫氧自由基，含 32.9%膽固醇的脂質體其脂質雙鍵 1653 cm-1 強

度有隨著時間下降，但是膽固醇雙鍵 1670 cm-1 卻沒有隨時間有明顯的變化。 
 
 
 
 
 



 82

5 第五章 結論 

在本實驗中利用螢光相關光譜測量脂質體 DOPC 的膜流動性，配合拉曼光譜測量脂

質體 DOPC 的結構變化。實驗中加入過氧化氫對於脂質體 DOPC 膜的流動性與結構沒

有明顯的變化；加入氫氧自由基後對於 DOPC 的流動性有顯著的增快情形，同時觀察結

構變化也發現脂質體的雙鍵有受到破壞的現象。我們推論是因為脂質受到氧化之後造成

碳鏈變短，使得流動性變快。 

在實驗中也分別在脂質體加入了水溶性抗氧化劑維他命 C 和脂質中嵌入脂溶性抗

氧化劑維他命 E，這兩種抗氧化劑皆屬於阻斷氧化反應持續生成的抗氧化劑。從實驗結

果得到含有抗氧化劑的脂質體對於加入氫氧自由基造成流動性變快的現象，有明顯抑制

的結果，脂質雙鍵被破壞的情形也有減緩，確實脂質體是因為發生氧化造成結構破壞與

流動性增快。 

為了讓脂質體模型更接近真實細胞膜，我們在脂質體膜上也嵌入不同比例的膽固

醇。含有膽固醇的脂質體 DOPC 在膜流動性上有隨著膽固醇比例增加而減慢；加入了氫

氧自由基後含有少量膽固醇的脂質體 DOPC 還是有膜流動性增快的現象。但是在含

32.9%膽固醇的脂質體 DOPC 卻沒有變快；從拉曼光譜的結果在每種含膽固醇的脂質體

DOPC 皆有脂質雙鍵被破壞的情形。我們推斷是大部分氫氧自由基是破壞脂質雙鍵，僅

有少量受到氫氧自由基破壞膽固醇結構，然而在高比例膽固醇存在的時候，大部分膽固

醇沒有被破壞所以還是有維持細胞膜結構的功能存在，穩固了脂質體 DOPC 因為氫氧自

由基的攻擊造成的流動速度變快現象。 

我們利用了螢光相關光譜和拉曼光譜推論出了脂質過氧化膜流動性與結構變化之

間的關係，未來將可以使用這次實驗所得到的技術，研究其他不同模型。真實細胞上含

有蛋白質的存在，可以使用紅血球造影 (red blood cell ghost)，將研究模型推進真實細

胞。利用螢光相關光譜技術也更準確與直接的定量膜流動性的改變，未來也可以使用螢

光相關光譜研究真實細胞膜的流動性與使用拉曼光譜觀察是否有結構上的變化，了解脂

質過氧化後，流動性與結構之間的相關性。 
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