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一、摘要 
本論文主要是利用化學鍵結的方法，將

DNA 固定在多孔型 PVDF 薄膜表面上，以便往
後進行生醫方面應用研究。薄膜將採用浸漬沈澱

法來製備，而製膜溶劑選用 TEP，非溶劑則採用
水及異丙醇。隨著薄膜結構(緻密型、非對稱型、
對稱型)不同，薄膜上 DNA的固定量有所改變。
固定 DNA 將分兩步驟進行，首先將薄膜利用電
漿法接枝聚壓克力酸，再將 DNA 接在 PVDF 表
面的聚壓克力酸上形成共價鍵。而此方法會因反

應條件的不同，如溫度、反應物濃度、pH值等，
而影響 DNA 的固定量，此為本研究所要探討的
主要課題。 

 
Abstract 

Attempts are made to chemically immobilize 
DNA onto porous PVDF membranes that are 
prepared by immersion precipitation method. The 
solvent for membrane formation is TEP, whereas 
the nonsolvents are water and 2-propanol. The 
amounts of immobilized DNA are found to change 
depending upon the structures of the membranes 
(dense, asymmetric, symmetric). DNA are 
immobilized onto the membrane by two steps: (1) 
the membrane is first grafted with poly(acrylic acid) 
using plasma method; (2) DNA is then reacted with 
the grafted acrylic acid on PVDF membrane to 
form amide bondings . The reaction conditions such 
as temperature, concentration of reactants, pH etc., 
affect the amount of immobilization, which are the 
central subjects of this research. 

 
二.實驗 
1.實驗材料 
(1)高分子薄膜 
高分子：聚偏二氟乙烯 (PVDF)，溶劑：磷酸三
乙酯 (TEP)，非溶劑：異丙醇 (IPA)，正己烷
(1-Hexane)，水(Water)。 
(2)電漿之聚丙烯酸接枝 
丙烯酸，Ethyl-3-Aminocrotonate。 
(3)薄膜固定 DNA 
DNA，活化劑：(EDC)，緩衝液：TE緩衝溶液，
指示劑：acid orange 7，其他：NaCl，0.1N HCl，

正己烷，蒸餾去離子水。 
2.實驗方法與測量 
(1) 高分子薄膜製備 

利用浸漬─沈澱法【1，2】製備 PVDF薄膜，
將 20%PVDF 加入 80%TEP 中，置於控溫在 60
℃的旋轉烘箱中，攪拌 12 小時，取出製膜液，
將其靜置於室溫下 (25℃) 3個小時，以除去製膜
液中之氣泡；將適量製膜液均勻塗佈於玻璃板

上，然後將其迅速浸入沉澱槽中，待薄膜成型與

玻璃分離，將薄膜浸於純水中一天，再浸漬於異

丙醇溶液中一天置，最後再浸泡於正己烷中一

天，在真空烘箱中抽真空，使其完全乾燥。 
(2) 電漿之聚丙烯酸接枝 
a.單體純化：取壓克力酸溶液，蒸餾去除抑止劑
(MEHQ)，純化後壓克力酸單體。 
b.除氧：將純化後壓克力酸單體與蒸餾水混合，
配製成所需濃度之水溶液，氮氣除氧 20分鐘。 
c.電漿之聚丙烯酸接枝：將 PVDF 薄膜放入電漿
反應器中; 將反應室抽真空至 1× 10-3 torr以下除
氧二十分鐘，通入氬氣使壓力在 0.4 torr，打開電
漿(10~180秒)使薄膜的表面產生自由基，然後將
其曝於空氣中 10 分鐘使自由基轉換為過氧化
基；將薄膜放入配製好的壓克力酸溶液之中，置

於 50~80 oC下反應，約 16~30小時後取出，以去
離子水清洗 24小時，烘乾備用。 
d.定量：將已接枝聚丙烯酸的薄膜裁成 3× 3㎝ 2

的面積，加入 0.01N氫氧化鈉水溶液 20ml，放震
盪機中 24hr，取 10 ml用 0.001N鹽酸水溶液滴定。 
(3) 薄膜表面固定 DNA 
a.接枝膜活化反應：如圖一，將已接枝聚丙烯酸
的薄膜放入活化劑中(EDC溶於緩衝溶液中)，主
要的目的是將丙稀酸上的羧基轉變成酸酐的形

式，活化劑的 PH 值 1 至 5(需在酸性環境下反
應)，溫度保持在 4℃，反應 6 小時，然後用 TE
緩衝溶液清洗、烘乾。 
b. DNA的熱變性反應：如圖二，將 DNA配置於
TE緩衝溶液中，濃度為 1.0 mg/ml，將溶液置於
90℃高溫下 5 分鐘，再放入冰浴中，使 DNA 由
雙螺旋結構成單股結構，並且能維持約 24小時。 
c. DNA接枝反應：將活化完成接枝膜置於熱處理
後的 DNA 溶液中，在 4℃的低溫下反應，經過
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24小時反應後取出，用緩衝液清洗兩次即可。 
d.比色法定量：DNA固定量分析可利用 UV比色
法來實施【3】。指示劑 acid orange 7會和 DNA
上的胺基產生錯合物，而由減少的 acid orange 7
量即可知道 DNA的含量。首先製作檢量線，acid 
orange 7在 UV 485nm的地方具有一特定波長(如
圖三)，當 DNA量越多，消耗的 acid orange 7也
越多，吸收強度即變小【4】，檢量線如圖四。 

取 1 × 1cm2固定 DNA薄膜，加入固定量的
acid orange 7溶液，放入震盪機中震盪 10分鐘，
使其反應形成染色 DNA，取出薄膜後，測其 UV
吸收率，檢量線比較可定出薄膜之 DNA固定量。 

 
三.結果與討論 
1. 高分子薄膜 
薄膜結構之分析 

圖五為薄膜上表面結構之 SEM 結構圖。圖

五(a)為將 20%製膜液浸漬於純水所生成薄膜，可
發現此上表面為一平整且緻密的皮層；當沉澱槽

含 50%TEP時其薄膜結構示於圖五(b)，可以發現
表面有不規則隆起且又稍具皮層，但並不平整；

當沉澱槽含 70%TEP 時其薄膜結構示於圖五
(c)，可發現已有條狀結構產生，但不明顯，三薄
膜的上表面差異極大，可能是因為製膜液中溶劑

和沉澱槽中非溶劑，相互間質傳速度不同所導致

的結果。而三者的截面類似，但並不完全相同，

是因為內部的質傳效果會降低的緣故。 
2. 電漿之聚丙烯酸接枝 
(1)FT-IR全反射光譜對薄膜接枝聚丙烯酸分析 

圖六為 FT-IR全反射光譜分析圖，從圖中可
以明顯看出，薄膜有無接枝壓克力酸與否的差

異，(a)為未接枝前的薄膜，其在 1714㎝-1無吸收

峰，而(b)則有明顯的吸收峰（1714㎝-1為聚丙烯

酸結構中的 C=O stretching）。 
(2)電漿處理時間對接枝量的影響 

電漿處理主要是將薄膜表面活化，使表面產

生自由基，經過曝氣後，形成過氧化基，進而進

行接枝反應。而電漿處理時間的長短，對於自由

基產生的程度有相當的影響。由文獻可以得知，

基材表面所能產生的自由基對處理時間作圖有

一極大值【5】，而不同材質之極大值位置皆不相
同【6】，由圖七薄膜 A在 120秒時有極大值，薄
膜 B在 100秒左右有極大值，而薄膜 C極大值出
現於 90 秒左右，是因為薄膜 A具有皮層，薄膜
B的結構較薄膜 A豐富且脆弱，而薄膜 C則完全
呈現多孔型結構；但電漿處理過久，電漿處理器

的離子束會破壞表面結構，接枝量就有下降的趨

勢。整體的接枝效果中薄膜 C ﹥薄膜 B ﹥薄膜
A，是因為薄膜 C結構中表面積最大的緣故。 
(3)丙烯酸濃度與接枝時間對接枝量的影響 

取其中薄膜A與薄膜C兩個結構差距較大的
材質來做討論，由圖八(a)、(b)可以觀察到接枝量
隨丙烯酸濃度增高而增加，而且當丙烯酸濃度達

到 60%時，接枝效果是最好的而接枝量也隨接枝
時間增長而放大，其中有兩個主要的理由：(1)
丙烯酸濃度高，自由基接枝的機率增加，接枝量

較大(但是丙烯酸濃度過高，會導致快速結膠，薄
膜無法取出)。(2)接枝時間較長，所能反應的時
間長，相對的接枝量就增加。 
(4) 接枝溫度對接枝量的影響 

溫度的高低對接枝量的影響相當的大，由圖

九(a)、(b)可觀察到接枝量隨溫度上升而增加，當
溫度到達 80℃時，接枝量明顯較高，溫度在 80
℃下的化學反應，相當劇烈，很容易快速形成接

枝反應(當然要配合接枝時間，90℃的接枝時間太
短)，所以在 80℃下的反應是最理想的。 
3. 薄膜固定 DNA 
(1)活化劑濃度對 DNA固定量的影響 

EDC活化劑是將丙烯酸羧基轉變成酸酣，活
化劑濃度會影響活化的程度，間接的會影響 DNA
鍵結的數量，由圖十可以觀察到 EDC 濃度增加
時，DNA固定量也隨之小幅度增加，但是薄膜 C
在 EDC濃度達到 4.35×10-2M時，薄膜 A在 EDC
濃度達到 2.61×10-2M時，接枝量已不再增加了，
這表示羧基完全轉化成酸酐，或是活化已達飽

和，以增加 EDC濃度，卻無增加 DNA固定量。 
(2)酸鹼度對 DNA固定量的影響 
a.活化過程之 pH值對 DNA固定量的影  

活化過程中酸鹼對丙烯酸活化度有影響，

EDC 與 羧 基 須 在 酸 性 下 有 利 反 應 生 成

O-acylisourea，對縮合反應更有利進行。圖十一
pH值 2∼3左右時接枝量最大，但在過酸環境下
會抑制活化反應進行，導致 DNA的接枝量下降。 
b.接枝反應之 pH值對 DNA固定量的影響 

圖十一當 pH值 3∼4時接枝效果最好，因為
接枝時處在低溫的情況下，會有部分 DNA 由單
股回覆成雙螺旋狀態，可是在酸性的環境下會抑

制雙螺旋的回覆，使得 DNA的接枝量能夠增加。 
 

四.結論 
1.高分子薄膜 

改變沉澱槽濃度可以改變薄膜的結構，不同

的結構，將有利於隨後的改質與應用。 
2.電漿之聚丙烯酸接枝 
(1)電漿處理時間長短，對於接枝效果有相當影
響。對不同材質基材，所能產生最大接枝量之時

間並不相同，而薄膜 A為 120秒，薄膜 B為 100
秒，薄膜 C為 90秒。 
(2)影響接枝反應因素很多，其中接枝濃度、溫度
與時間等三者對接枝量的影響最大，其相互的關
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係也是密不可分的。接枝聚丙烯酸實驗中，達到

最大接枝量的條件為，接枝濃度：60%丙烯酸溶
液，溫度：80℃，時間：16∼20小時。 
(3)不同結構的薄膜其接枝量也不同，本研究發現
孔隙愈大愈多者，接枝量也愈高，即薄膜 C﹥薄
膜 B﹥薄膜 A，而薄膜 C對丙烯酸的最大接枝量
為：0.6552mg/㎝ 2。 
3.薄膜固定 DNA 
(1)DNA本身為雙螺旋結構(一般穩定狀態下)，為
了利用它的-NH2 官能基進行固定反應，我們必
須使它變性為單股結構，在 90∼100℃左右，變
性情況已達 80%以上，所以加熱是使其變性的一
個好方法【7】。 
(2)在丙烯酸接枝 DNA 部分，需使用 EDC 活化
劑，其濃度對活化程度有一定影響，但濃度到

4.35×10-2M時即達飽和；酸鹼度對此活化反應也
有相當的影響，由實驗觀察到此反應需在酸性環

境進行，而在 pH為 2∼3時最佳。 
 (3)在丙烯酸與 DNA 反應時 pH 值控制於 3∼4
之間，接枝效果將處於最佳狀態；在丙烯酸接枝

DNA部分，DNA最大定量為：0.098169µg/ cm2。 
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六.附圖 

薄膜 製膜液成分 沉澱槽成分 

薄膜 A 20 %PVDF + 
80%TEP 純水 

薄膜 B 20 %PVDF + 
80%TEP 50%水+50%TEP 

薄膜 C 20 %PVDF + 
80%TEP 30%水+70%TEP 

表一 各薄膜之成分 
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圖一  聚丙烯酸薄膜活化反應 
 

ssDNAC

O

C

O

O

C

O

NH

C

O

OH

ssDNA

 
圖二  DNA與酸酐反應示意圖 
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圖三 acid orange 7在 UV之特定波長 
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圖四 DNA檢量線圖 

 
(a)                  (b) 

  
(c) 

 
 
圖五  PVDF 薄膜上表面結構 (50000 倍 )         

沉澱槽 : (a)純水， (b) 50%TEP， (c) 
70%TEP 
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圖六 薄膜 FT-IR光譜， (a)接枝前(b)接枝後 
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圖七 電漿處理時間對聚丙烯酸接枝量之影響    
◆薄膜 A  ■薄膜 B  ▲薄膜 C   
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圖八 薄膜丙烯酸接枝量隨時間與接枝濃度變化 
(a) 薄膜 A  (b) 薄膜 C                     
◆40%，■50%，▲60%，X70%丙烯酸         
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(b) 
**Tue Jul 18 17:16:39 2000

 0.05

 0.10

 0.15

 0.20

 0.25

 0.30

 0.35

A
bs

17
14

.1
8

***Mon Aug 28 17:54:31 2000

 0.010

 0.015

 0.020

 0.025

 0.030

 0.035

A
bs

 1000   2000   3000   4000  
Wavenumbers (c m-1)

(a) 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 5 10 15 20 25 30 35

接枝時間(小時)

接
枝
量

(m
g/

cm
2 )

 

(b) 

圖九 薄膜聚丙烯酸接枝量與反應溫度之關係      
(a) 薄膜 A ， (b) 薄膜 C                    

◆：60℃，■：70℃，▲：80℃，X：90℃             
電漿 90∼120秒，60%丙烯酸，接枝 16∼20小時 
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圖十 活化劑 EDC對接枝量之影響            
■ ：薄膜 A    ◆：薄膜 C                      
固定：活化 6小時，溫度 4℃，pH 2∼3； 接枝
時間：24小時，溫度：4℃，酸鹼度：pH 3∼4 
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圖十一  酸鹼度與 DNA固定量的關係      

◆：pH 1   ■：pH 2   ▲：pH 3   X ：pH 4 
＊：pH 5   ●：pH6   ＋：pH 7             
固定：活化劑：4.35×10-2M，時間：6小時，溫
度：4℃，接枝濃度：1μg/ml，時間：24小時，
溫度：4℃
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