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Development of High Activity Cellulases for Cellulosic 

Ethanol 

Abstract 

Global energy shortage has forced us not only to decrease energy 

consumption but also to pursue renewable energy sources. Cellulose is the 

most abundant bio-product that can be used as the source of renewable 

energy. The use of agricultural wastes that consist of high cellulose content 

as the source of bio-ethanol can avoid the competition with food which is a 

problem for current commercial bio-ethanol manufacture and help to deal 

with environmental problem for the treatment of agricultural wastes. 

Cellulase plays a very critical role and is one of the major costs in the 

bio-ethanol producing process. A research team that possesses expertise in 

microbiology, protein chemistry, structural biology and genetics 

engineering is formed to deal with these problems. We have completed or 

partially completed the following items aiming to produce suitable 

cellulose degrading enzymes with high cellulose-hydrolyzing activity and 

low affinity to cellulase inhibitors that can be used in bio-ethanol 

manufacture. 1.Screened suitable cellulase host. 2. Determined optimal 

growth condition of the cellulase host. 3. Cloned cellulase gene from the 

host. 4.Established cellulase overexpression system. 5. Purified cellulase. 

6.Crystallized cellulase. 7. Protein engineered cellulase. Most of the items 

described above were completed under very limited funding and timing. 

However, there are some items that require long term and continued efforts. 

 

Key word: Cellulase, cellulosic alcohol, renewable energy. 
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摘要摘要摘要摘要 

全球性的能源耗竭迫使人類不僅要節約能源，更要開發新的可持

續 性能源。纖維素為地球上產量最多的可利用再生能源，利用富含纖

維素原料之農業廢棄物為生質酒精原料，不但不與糧食競爭且可協 助

解決環保問題，是一理想的再生能源。於纖維酒精製程中，纖維素水

解酵素活性的高低將影響製程中所需的用量，是為生質酒精生產的關

鍵成本。本計畫將針對這些問題，結合微生物學、蛋白質化學、結構

生物學及基因工程等等技術，以尋求對纖維素水解酵素活性及抑制物

問題的根本解決之道。本計畫完成或部分完成下列各 項：1. 篩選高

纖維素水解酵素之木黴菌生；2.木黴菌株最佳纖維素水解酵素之活性

之生產條件；3. 木黴菌株中纖維素水解酵素基因選殖；4. 建立纖維素

水解酵素的大量表現系統；5. 纖維素水解酵素之分離與純化；6. 纖維

素水解酵素作蛋白質晶體及繞射研究；7. 纖維素水解酵素基因與蛋白

質工程。本計畫能在極有限的時間與經費支援下，整合六個專長互補

之研究團隊，共同完成上述大部分課題，但仍然有許多必須長期研究

的項目需持續進行方可達成。 

關鍵字關鍵字關鍵字關鍵字：：：：纖維素水解酵素，纖維酒精，再生能源。 

纖  維  酒  精  專  案 

核   能   研   究   所 
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計畫緣起與目的計畫緣起與目的計畫緣起與目的計畫緣起與目的 

纖維素是陸地環境中主要之光合作用產物，亦是生物圈中蕴藏最

豐富之可再生生物資源[1,2]。由於全球石化能源日益枯竭，加上人類

欲求二氧化碳減量之協定，因此世界各國無不全力推動此一生質能源

的開發，以求作為未來替代石油之新能源之一。纖維素傳統來源主要

為經由森林砍伐，經酸處理、加熱處理或酵素處理，此種方式或得之

纖維素已具備特定之經濟用途為紡織、造紙重要來源[3] ；澱粉生質酒

精之原料主要為玉米澱粉及稻米澱粉[4,5] ，二者皆為主要經濟作物。

澱粉為人類主要食物來源，將此重要民生物資用於能源酒精製造，已

造成食用物資及民生物資嚴重短缺；而森林砍伐更嚴重影響生態、氣

候、最終增加大氣及水中二氧化碳含量。故以農業廢棄物以生成酒精

之開發蔚為目前生質酒精主流[6,7,8]。利用富含纖維素原料之農業廢棄

物，如稻桿、稻殼、玉米桿、麥桿、蔗渣、廢木塊、林木廢棄物及樹

葉等，作為製取生質酒精的原料來源，是目前生質能源開發的一項趨

勢。然而，受限於纖維素水解酵素昂貴，且纖維素水解酵素活性無法

提升；同時，纖維素水解酵素易受其他抑制物影響，而降低其效能，

致使相關生質酒精的生產成本提高。因此開發纖維素水解酵素的大量

表現系統，使能大量製造具高酵素活性及高抑制物耐受性的纖維素水

解酵素以降低成本，是為生產纖維酒精重要的方向。 

利用富含纖維素原料之農業廢棄物，如稻桿、稻殼、玉米桿、麥

桿、蔗渣、廢木塊、林木廢棄物及樹葉等，作為製取生質酒精的原料

來源，是目前生質能源開發的一項趨勢。生質酒精製程中水解纖維素

所用的商業化纖維素水解酵素大部份都來自於木黴菌（Trichoderma 

species）與黑霉菌（Aspergillus species）所生產。目前，商業化的品牌
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有 Novozyme、Viscozyme、Spenzyme、Genozyme 等等，各家產品的

酵素活性均低於 60 FPU (Filter Paper Unit)。由於各不同國家地區的農

業廢物種類差異性很大，各公司原本開發時所針對的原物料都不同。

臺灣地區最大宗的農業廢物是稻草，自然成為生質酒精生產的主要原

料，雖使用各公司所售的纖維素水解酵素亦可行，但唯有開發稻草原

料專用的纖維素水解酵素，對於未來稻草纖維素的水解效率才可大幅

提昇。同時，在目前使用的製程中，原物料在加入水解酵素作用之前，

先經過弱酸的前處理程序，可能產生部份的小分子化學物質，例如某

些酚類及一些金屬離子(9)，將會對水解酵素產生抑制作用。未來當原

物料的固液比提高後，這些抑制物的濃度亦將大幅提高，藉時為避免

因抑制物對水解酵素的影響， 只有添加更多量的水解酵素，故如何降

低或甚至完全去除抑制物的影響，亦將是一重要關鍵因子。因此本計

畫目的為有效蒐集、保存、鑑定本土性之木黴菌，並透過有效率的篩

選，選擇出以稻草為基質，可分泌具較高酵素活性的纖維分解酵素的

木黴菌菌株，以作為將來量產標的產物之依據；再經由同步輻射 X-光

繞射方式得到纖維素水解酵素分子的結晶結構，據此酵素結構特徵進

行更進一步必須的基因工程研究，修飾此一本土性菌種纖維素水解酵

素基因。最終我們將得一株具高酵素活性，並高抑制物耐受性的纖維

素水解酵素分泌菌株；同時大幅度的提高纖維素水解酵素分泌量。 
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研究方法與過研究方法與過研究方法與過研究方法與過程程程程 

本研團隊究結合不同專長之研究人員，開發纖維轉化酒精技術中所

需之高活性纖維素水解酵素，以基因工程手段，配合蛋白質化學、酵

素學、結構生物學及微生物學等等技術，以期解決或改進現有的纖維

素水解問題。研究架構如圖一： 

圖一圖一圖一圖一、、、、計劃總流程計劃總流程計劃總流程計劃總流程 

 

 

 

 

 

 

 

 

虎尾科技大學團隊將篩選具高纖維素水解酵素活性的本土性菌

株；東華大學團隊將負責有關篩選菌株生產之纖維素水解酵素的分離

純化及相關基因的提取；同步輻射研究中心團隊將以臺灣國內唯一一

座的同步輻射 X 光光源對纖維素水解酵素及其相關抑制物覆合物作蛋

白質晶體繞射研究，以尋出水解酵素的活性區域結構特徵及其與酵素

活性的關係；這將提供有助於新菌種的篩選及相關酵素活性的改良之

資訊。交通大學團隊將根據同步輻射研究中心團隊的資料，針對纖維

素水解酵素的活性，進行一系列的基因工程研究。以準確的定點突變

或導向演化，修飾水解酵素的活性區域結構，以達提昇水解酵素活性
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及降低抑制物影響的目的，以提昇纖維轉化酒精製程的效率及酒精產

率。 

（（（（一一一一））））最佳的纖維素水解酵素菌種的篩選最佳的纖維素水解酵素菌種的篩選最佳的纖維素水解酵素菌種的篩選最佳的纖維素水解酵素菌種的篩選 

虎尾科技大學羅朝村教授團隊以超過十年以上時間，自臺灣國內各

種不同區域、不同海拔高度、不同生長環境等等條件，收集各種與纖

維素水解有關菌種。這些收集的菌株分別培養於鑑定培養基(主要以麥

芽抽出物瓊脂及馬鈴薯葡萄糖瓊脂)上，經適當天數(三至十天)後，依

拿大籍的 Bissett 氏及 Gams & Bissett 氏發表之木黴菌分類法[12,16]，

觀察記錄各菌株之形態特性。羅團隊目前已收集超過 5,000 餘種木黴

菌。羅朝村教授團隊將針對核能研究所纖維酒精專案需求，以此一菌

種庫為標的，較短的時間內，篩選出對稻草為原物料時較佳的臺灣本

土性木黴菌菌株。同時進行這些菌株的最佳生長與纖維素水解酵素產

量之培養基質的研究。此團隊的研究策略如圖二: 

圖二圖二圖二圖二、、、、菌種挑選實施方法菌種挑選實施方法菌種挑選實施方法菌種挑選實施方法與步驟與步驟與步驟與步驟 

菌種庫 

(目前，羅教授已收集超過 5,000 餘種) 

 

 

 

 

 

 

 

 

培養皿篩選 96 孔盤篩選 

(稻草為基質) 

纖維素水解活性最佳菌
 

羅教授將以此一菌種庫為基礎進行對稻草為基質反應效率率較高

的木黴菌進行篩選，將可其方法有二：(1) 將菌株分別接種於培養皿的
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固體培養基，於 50℃烘箱中 24 小時反應後，加入 0.1% Congo red 染

色一小時，利用 1 M NaCl 清洗，觀察紅色區域範圍大小，反應環直徑

愈大著即活性愈高；(2) 利用 96 孔盤，以固定量的稻草粉末或 1% 的

纖維素作基質，分別接種不同菌株於各孔內，經三天的培養，再加入

DNS 以光譜儀於 595nm 下比較所產生的總糖量，依此量化數字作為活

性高低依據。將可以以此兩種方法交叉比較，於最短時間內自菌種庫

內快速篩選出最適於稻草作為原物料時的菌株。同時，羅教授團隊將

針對篩選出的最適菌株作最適生長條件的研究，以供大量培養時之參

考。 

(二二二二) 纖維素水解酵素之分離純化纖維素水解酵素之分離純化纖維素水解酵素之分離純化纖維素水解酵素之分離純化 

 針對篩選出之最適菌進行放大培養(每批 2-3 公升)，並對其分泌各

不同纖維水解酵素(endoglucanases, exoglucanases,與 glucosidases) 作分

離純化，比較各不同纖維水解酵素的活性及產量。其研究策略如圖三： 

圖三圖三圖三圖三、、、、酵素之篩選流程圖酵素之篩選流程圖酵素之篩選流程圖酵素之篩選流程圖 

 

 

 

 

 

 

 

 

 菌株的放大培養及酵素的分離純化步驟，將依據以開發之步驟 (9) 

稍作修改。培養基成份包括 (gL
-1

)：KH2PO4，1.36；Na2CO3. H2O，0.5；

分離出之最適木黴菌

菌絲分離，菌液的濃縮 

纖維素之基礎液態培養基培養，2-3 公升 

酵素分離、純化及活性鑑定 
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MgSO4.7H2O，0.5；Peptone，1.0；FeCl3， 0.005；ZnSO4.7H2O；

CaCl2.2H2O；CMC，10；在 22°C 下，培養兩天。經過濾分離菌絲後，

菌液將以硫酸銨沉殿，或以其它儀器，例如 GE 的 Quicstand 或 Amicon

的 Diaflo 等設備加以濃縮、置換緩衝液，以備下一步驟的酵素分離純

化工作。 

 酵素之分離純化，以 GE 公司所生產的 FPLC 進行，將以不同的離

子交換樹脂、分子篩等不同管柱將各內切、外切及葡萄糖苷脢等一一

純化，並以電泳膠方式測定酵素的純度及活性。純化後之各個水解酵

素再經纖維素水解酵素活性的定性分析，可區別水解酵素的種類，內

切、外切及葡萄糖苷脢等。纖維素水解酵素的定量將針對內切、外切

及葡萄糖苷脢等不同種類，分別以 CMC、Avicel、Salicin 作為基質分

別反應，再加 DNS 以測定還原糖的量為之。 

(三三三三) 纖維素水解酵素與抑制物覆合物的晶體結構分析纖維素水解酵素與抑制物覆合物的晶體結構分析纖維素水解酵素與抑制物覆合物的晶體結構分析纖維素水解酵素與抑制物覆合物的晶體結構分析 

同步輻射研究中心團隊將以同步輻射 X 光對水解酵素及抑制物覆

合物作蛋白質晶體繞射研究，以尋出這些關鍵酵素的結構特徵及其與

酵素活性的關係。初期先針對具潛力之商業纖維素水解酵素進行酵素

分離及純化，利用同步輻射 X-光蛋白質結晶學方法解析水解酵素與受

質之高解析立體結構。待東華大學彭國証教授團隊完成新菌種新水解

酵素純化工作，本團隊亦將分析其結構，對比於其它較高活性的纖維

素水解酵素，以作為蛋白質工程修飾的模式。研究策略如圖四： 
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圖四圖四圖四圖四、、、、纖維素水解酵素晶體結構分析纖維素水解酵素晶體結構分析纖維素水解酵素晶體結構分析纖維素水解酵素晶體結構分析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

商業化水解酵素/ 

新菌種水解酵素純化 

蛋白質晶體培養 

晶體數據收集與分析 

晶體結構的建立 

結構特徵化比較 
 

培養蛋白質晶體：晶體培養的方法，採用懸吊式蒸氣擴散長晶法

（Hanging-drop Vapor Diffusion），此種方法的優點在於方便快速並且

所需蛋白量較少，所須蛋白質濃度約 10mg/ml。目前在本實驗室已有自

動化長晶設備與新設置的晶體觀察儲存系統，可縮短條件篩選時間與

減少人力。 

數據收集與處理：X-光繞射分析主要利用同步輻射光源。可以利用國

家同步輻射研究中心的兩座蛋白質結晶學專屬光束線，其中一座

(BL13B)為針對未知蛋白質結構解析用途，其能量是從 6.5 keV 到 19 

keV 之 MAD/SAD 光束線；另一條(BL13C)為晶體篩選、分子置換計算、

藥物設計及高解析度結構分析之用，其能量固定為 13 keV 之單色光束

線。兩座實驗站均配有最先進的高效率電荷耦合偵檢器(CCD)偵測器、

自動化的樣品更換及晶體定位機制、微小晶體所需之微聚焦光束以及

快速電腦資料處理分析等。另外，也可使用台灣位於日本 SPring-8 的

蛋白質結晶學實驗站，此實驗站亦配備有先進的 CCD detector 以利 X
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光繞射資料收集。 

蛋白質結構建立與精調：X 光繞射數據經結定相位角後，即可得到“清

晰”且“連續”的電子密度圖，可進行蛋白質分子結構的建立。在建立蛋

白質結構時在電腦上來回進行，依據電子密度圖建構越完整且正確之

模型所獲得之計算相位角越準確。如此反覆可得相位改善達到最佳

化，進而決定出最正確之蛋白質分子結構。可以利用一些電腦程式可

依據初始相位角與高解析電子密度自動進行精準化建構模型，加速結

構解析。 

結構特徵化與活性高低關係：多個酵素活性較佳的商業化或新菌株水

解酵素經酵素結構及酵素與受質共結構的分析後，比較其活性區域結

構，將可由對比其氨基酸與受質間交互作用的密切程度與活性高低，

來決定那幾個氨基酸與酵素活性有最大關聯。這些結果將影響基因工

程團隊修飾基因系列上的目標的決定。 

(四四四四)纖維素水解酵素大量表現系統纖維素水解酵素大量表現系統纖維素水解酵素大量表現系統纖維素水解酵素大量表現系統 

a) 研究策略研究策略研究策略研究策略:    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) b) b) b) 研究方法研究方法研究方法研究方法::::    

材料材料材料材料::::    

本土的木黴菌株（Trichoderma koningii TK23）由羅朝村教授(虎尾科技

大學)贈與，而木黴菌株(Trichoderma reesei; BCRC 31640)則由食品工

資料搜尋 

DNA 序列比對 
設計引子 木黴菌株培養

放大 

分離純化

mRNA 

RT-PCR DNA 定序 建構表現質

體 

蛋白質大量表

現 
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業研究所購得。馬鈴薯瓊脂培養基（39 g potato dextrose agar,1000 mL 

dist. H2O）由Merck購得，纖維素由Sigma購得。分生試藥及套組由

GIBCO Life Technology 購得，其餘藥品由Sigma購得。 

 

方法方法方法方法::::    

1. Trichoderma 培養方法培養方法培養方法培養方法 

先將 Trichoderma 培養在 PDB 中, 以 25℃震盪培養 3 天。 以

6000 rpm 離下菌體, 加入無菌水沖洗, 再度以 6000 rpm 離心, 重複三

次之後, 將菌體放入 basal medium ((NH4)2SO4, 0.5%; KH2PO4, 1.5%; 

MgSO4, 0.06%; CaCl2, 0.06%; FeSO4．7H2O, 0.0005%; MnSO4.H2O, 

0.00016%; ZnSO4．7H2O, 0.00014%; CoCl2, 0.0002%)+ 2% cellulose 中, 

以 25℃震盪培養 24 小時。  

(PDB 置備方法: 將 200 g 馬鈴薯切碎, 煮沸 30min, 去除雜質, 加

入 20g dextrose, 補水至 1000 ml) 

 

2. RNA 抽取抽取抽取抽取 

本實驗使用Qiagen公司所生產的 RNeasy Mini Kit。 簡略的描述

如下, 取30mg菌體放入研玻中, 加入液態氮磨碎. 將磨碎之組織倒入

eppendorf中, 加入450ul Buffer RLC, 強烈震盪30秒。 將混和完畢之液

體置入QIAshredder spin column中, 以13000 rpm 離心2分鐘, 取出混和

液並加入225 µL ethanol, 混和均勻後置入 RNeasy spin column, 以

10000 rpm 離心15秒。 去除下層液體後 加入 700 µL Buffer RW1, 以

10000 rpm 離心15秒. 去除下層液體後 加入 500 µL Buffer RPE, 以

10000 rpm 離心15秒. 重複 Buffer RPE的清洗程序一次。 之後以13000 

rpm 離心 2分鐘, 以去除多餘的酒精。 將上層的管柱取出, 至於新的 

eppendorf 上, 加入60 µL 無RNase的H2O, 以10000 rpm 離心 1分鐘, 

將RNA沖洗出來。 以分光光度記測量RNA的質量, 並將抽取出來的

RNA置於-80℃冰箱保存。 

 

3. RT-PCR 

本實驗使用 NEB 公司所生產的 Protoscript First Strand cDNA Synthesis 

kit 進行反轉錄。簡略的描述如下, 取 2 µg RNA 加入 2 µL poly T 

primer 及 4 ul dNTP mix, 補水至 16 µL, 以 70℃ 加熱 5 分鐘。迅速置

於冰上, 加入 2 µL 10X RT Buffer, 1 µL RNase inhibitor 及 1 µL  

M-MuLV Reverse Transcriptase, 置於 42℃中, 反應 60 分鐘, 接著再置
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於 95℃中, 反應 5 分鐘以去除酵素活性。反轉錄完畢之 cDNA 置於

-20℃冰箱保存。PCR 使用 1 µL cDNA; 4 mM dNTP, 3 µL; 10X reaction 

buffer, 5 µL; 20 uM primer I, 1 µL; 20 uM primer I, 1 µL; 4 U DNA 

polymerase, 0.5 µL; 補水至 50 µL。 

 

4. 4. 4. 4. 建構質體建構質體建構質體建構質體    

利用 NotI 酵素來切開 pGEMT/β-glucosidase 及 pET28a 質體，並藉

由瓊脂膠體電泳將β-glucosidase 及 pET28a 質體個別分離並進行膠萃取

(Gel Extraction)以將 DNA 片段純化回收；本實驗所採行之步驟依照 

Geneclean® III 套組, Biol0l； Cat#1001-600 之建議進行。cDNA 片段

之大小及濃度以 1%瓊脂膠體電泳確定之。小片段的β-glucosidase 

(~1.45 kb)及大片段(~5 kb)以莫耳數比 3 : 1 之比例混合，之後以 T4 

Ligase 於 16℃作用 12~16 小時進行接合反應，而後將反應完成之質體

pET28a/β-glucosidase 以轉殖作用送入大腸桿菌(DH5α)以進行篩選。 

    

5555. . . . 轉殖作用 (Transformation) 

取出預先置備之勝任細胞（Competent cell）待解凍後加入微量之 DNA 

(約 20 ng)，均勻混合後置於冰上 15 分鐘，將勝任細胞/DNA 混合液以

42 ℃進行熱休克 90 秒，之後將菌液置冰上 5 分鐘使其冷卻後，加入

500~1000 µL 的 LB 培養液，並在 37℃下震盪培養 1 小時。培養後之

菌液以 6000 rpm 離心 5 分鐘以分離培養基及菌體，將大部分培養液移

除，並保留約 50~100 µL 的上清液，重新將上清液與菌體均勻混合後，

轉移至平板式固態培養基上，以塗抹棒均勻塗盤，並移到 37 ℃恆溫培

養箱培養至菌落生成。本實驗所使用的勝任細胞 DH5α及 BL21(DE3)

大約於塗盤後培養 12~14 小時即可生成菌落， XL1-Blue 則需等待至

16~18 小時。    

    

6. 6. 6. 6. 大量表現重組蛋白大量表現重組蛋白大量表現重組蛋白大量表現重組蛋白    

將已經建構成之 pET28a/β-glucosidase質體以轉殖作用送入表現宿主大

腸桿菌 BL21(DE3)，待確定轉殖成功後取一單株菌落至含 50 µg/mL 

Kanamycin 之 10 mL LB 液態培養液中，經隔夜震盪培養後 (37℃, 200 

rpm) 加入 200 mL 新的 LB 培養液以 1000 mL 的錐形瓶，用 200 rpm 的

轉速搖至 OD600為 0.6-0.8 後，加入不同濃度的異丙基-β-D-硫代半乳糖

（isopropyl-β-D-thio- galactoside, 以下稱 IPTG）以刺激蛋白質的表達。

於不同溫度下震盪培養 10 小時後，以 6,000 rpm 的速度進行離心，以
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收集大腸桿菌。將大腸桿菌均勻的懸浮於 5 mL 磷酸緩衝液（50 mM 

potassium phosphate buffer，pH6.8 及 50µM CuSO4）中，以超音波振盪

（sonication；強度 3，採振 1 秒，停 1 秒的模式，一個週期共振 3 分鐘）

將菌體中蛋白質釋出，以 4℃高速離心 14,000 rpm 10 分鐘，取上清液

及蛋白原液來進行蛋白質電泳以測定蛋白質表現狀況。 

 

7. 7. 7. 7. 硫酸十二酯鈉硫酸十二酯鈉硫酸十二酯鈉硫酸十二酯鈉-聚丙烯醯胺凝膠電泳聚丙烯醯胺凝膠電泳聚丙烯醯胺凝膠電泳聚丙烯醯胺凝膠電泳 (SDS-PAGE) 

A.膠體膠體膠體膠體及樣品處理及樣品處理及樣品處理及樣品處理 

本實驗所選擇配置的膠體是 10%的 SDS-PAGE，將定量過之蛋白

質溶液與 5 倍樣品緩衝液混合後在 95℃加熱 3~5 分鐘以破壞蛋白質結

構。加熱後將樣品置於冰上 2 分鐘後以 14000 rpm 轉速離心 5 分鐘，

取上清液注入樣品槽內，先以 100 伏特進行 30 分鐘電泳，再以 150 伏

特進行電泳 2 小時。電泳結束後，拆下玻璃，將膠體移至適當之容器

內以待進一步處理。 

 

B.染色及褪染染色及褪染染色及褪染染色及褪染 

染劑及褪染劑配方如下: 

--染劑（Staining Solution） 

取 Coomassie Brilliant blue R250 0.5 克（最終為 0.025%重量體積

比），加入 800 mL 甲醇（methanol，最終濃度 40%），均勻混合至粉

末溶解，再加入 140 mL 冰醋酸（最終濃度 7%），加水至 2 L。避光並

保存於室溫下。 

--褪染劑 I (Destaining Solution I) 

甲醇 500 mL （最終濃度 50%），冰醋酸 100 mL（最終濃度為

10%），加入二次水至 1 L。避光並保存於室溫下。 

--褪染劑 II (Destaining solution II) 

甲醇 70 mL（最終濃度為 7%），冰醋酸 50 mL（最終濃度為 5%），

加入二次水至 1 L。避光並保存於室溫下。 

 

將完成電泳的膠體置於含有染劑的開口方盒子內，輕輕搖晃 30 分鐘，

使膠體內蛋白質能均勻地染上顏色，接著以褪染劑（I）取代染劑，並

在室溫下輕輕搖晃 30 分鐘，再換用褪染劑（II），以同樣方式褪染直

至膠體呈現最低的背景。之後使用 Image System 或數位相機拍照並使

用玻璃紙封膠保存。 
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(五五五五)蛋白質工程蛋白質工程蛋白質工程蛋白質工程 

本項工作的研究策略為找尋酵素活性區域、提高酵素催化效率、提高

受質專一性、提高受質進出的效率、初步篩選突變菌種之活性及純化，

生化特性之分析，彼此的關係如圖六： 

 

 

圖六圖六圖六圖六、、、、纖維素水解酵素蛋白質工程纖維素水解酵素蛋白質工程纖維素水解酵素蛋白質工程纖維素水解酵素蛋白質工程 

 

找尋酵素活性區域找尋酵素活性區域找尋酵素活性區域找尋酵素活性區域：：：：根據已知之纖維素水解酵素與其受質及產物的 X

光共晶結構，可以找到與受質或產物可能進行交互作用的胺基酸，並

且進一步推測纖維素水解之可能活性區域。。。。 

提高酵素催化效率提高酵素催化效率提高酵素催化效率提高酵素催化效率：：：：由已解析出來之纖維素水解酵素與其受質或產物

之共結晶結構，可分析、推測出在纖維素水解酵素內，參與受質之結

合與水解過程中所需要的胺基酸。針對可能參與纖維素水解過程的氨

基酸進行生化特性分析，如親疏水性、帶電荷與否等，再藉由胺基酸
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定點突變的方式，改變這些胺基酸的生化特性，進而分析這些突變種

對纖維素水解效率的影響。 

提高受質專一性提高受質專一性提高受質專一性提高受質專一性：：：：根據已得到之纖維素水解酵素與其受質之 X 光共結

晶結構，可以找到酵素中可能會與受質性產生交互作用之胺基酸，再

利用空間結構中受質與其周圍胺基酸的相對位置，透過定點突變的方

式，嘗試增加受質與其周圍胺基酸基的交互作用，以期達到提高纖維

素水解酵素之受質專一性的目的，最後再利用 X 光蛋白質結晶學方法

對突變酵素與受質做出高解析度之立體結構，以及純化出突變酵素並

測量其動力學參數，來檢驗纖維素水解酵素上特定位置胺基酸之生化

特性對受質專一性及催化效率的影響。 

提高受質進出的效率提高受質進出的效率提高受質進出的效率提高受質進出的效率：：：：經由突變纖維素水解酵素與受質結合位置的特

定胺基酸，使受質更容易進入酵素活性位置與纖維素水解酵素結合產

生催化反應。另外利用改變受質經催化產生產物時之產物與酵素結合

位置的特定胺基酸位置，使產物生成後能更容易的離開酵素，利用這

兩種設計使得酵素易接受受質，並且產物更易離開，使酵素的 km下降，

達到提高反應速率的目的，意謂提高纖維素水解酵素的活性。  

初步篩選突變菌種之活性初步篩選突變菌種之活性初步篩選突變菌種之活性初步篩選突變菌種之活性：：：：為了提高酵素催化速率而將纖維素水解酵

素基因上的特定胺基酸位置突變後，送回菌種中表現，再測試這些菌

種表現纖維素水解酵素的水解能力。經由比較其活性後可知特定胺基

酸改變對纖維素水解酵素活性的影響而找出設計後提高酵素催化速率

最多的位置。另外在酵素與受質專一性部分，利用在活性測量的同時

加入抑制劑，再測試其活性，以了解突變不同位置對其抵抗抑制劑的

能力測量。 

純化純化純化純化，，，，生化特性之分析生化特性之分析生化特性之分析生化特性之分析：：：：將初步篩選出可提高酵素催化效率或是受質
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專一性之突變種，進一步將其纖維素水解酵素純化出來；針對各個突

變之酵素，測量其動力學參數，分析各突變酵素對酵素動力學參數的

影響，進而了解在酵素活性中心內，各胺基酸在纖維素水解酵素催化

過程中的角色，以期對提高纖維素水解酵素的催化效率、受質專一性

有所助益。 

纖維素水解酵素基因之導向演化篩纖維素水解酵素基因之導向演化篩纖維素水解酵素基因之導向演化篩纖維素水解酵素基因之導向演化篩選選選選：：：：首先將利用化學藥劑或

error-prone PCR 之方法製備突變基因庫。在化學突變方法中將對纖維

素水解酵素基因以致癌化學藥品處理以使其產生突變。而在 error-prone 

PCR 中將經由調整不同之金屬離子或不同比例之 dNTPs，或經由改變

雜交或加長之時間而造成 PCR 反應度之降低。由上述方法所獲得之基

因庫將轉殖進入載體中成為突變重組基因庫。此突變重組基因庫將進

行最適化酵素篩選。針對熱穩定之突變基因將經由逐步提升反應之溫

度，並測試其酵素催化活性是否隨著溫度之上升而增加。針對篩選於

常溫下之最佳酵素活性之纖維素水解酶基因，將以定量之纖維素為受

質，測定最短時間內能水解最多量之受質以產生產物之纖維素水解酶

基因突變株。我們也將利用染劑在不同酸鹼值會呈現不同顏色之特性

進行不同酸鹼值最適化之突變株之篩選。 
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主要發現與結論主要發現與結論主要發現與結論主要發現與結論 

本計畫完成下列各項：篩選高纖維素水解酵素之木黴菌生；木黴菌株

中纖維素水解酵素基因選殖；纖維素水解酵素之分離與純化。本計畫

部分完成下列各項：木黴菌株最佳纖維素水解酵素之活性之生產條

件；建立纖維素水解酵素的大量表現系統；纖維素水解酵素作蛋白質

晶體及繞射研究；纖維素水解酵素基因與蛋白質工程。本計畫能在極

有限的時間與經費支援下，整合六個專長互補之研究團隊，共同完成

上述大部分課題，已相當不容易。未能全部完成部分之研究的項目，

必須長期持續進行方可達成。各項研究成果詳細說明如下： 

 

提供適當生產纖維素水解酵素之木黴菌菌種提供適當生產纖維素水解酵素之木黴菌菌種提供適當生產纖維素水解酵素之木黴菌菌種提供適當生產纖維素水解酵素之木黴菌菌種：：：： 

本土性之木黴菌菌株蒐集、保存：由於木黴菌屬有其溫度適應性的

分怖特性，依據海拔等高線及台灣北中南東為區分，海拔區分如 0-500, 

600-1000, 1100-2000 及 2000 公尺以上為採集標高。在台灣北、中、南、

東九個縣市地區採集 64 種植物，若以獲得 599 之菌株分析，主要以海

拔 500 公尺以下為最多；501 至 1000 公尺及 1001 至 1500 公尺等次之。

另外從平地一般作物根與土壤分離之菌株者計有 4850 株。上述經純化

培養後之木黴菌菌株，將依各菌系製作成孢子懸浮液，然後將其與無

菌之矽膠石(2mm)混合，保存於-20C。另外亦有部分經冷凍乾燥和於 

-80℃保存。 

本土性之木黴菌菌株鑑定：依加拿大籍的 Bissett 氏及 Gams & 

Bissett 氏發表之木黴菌分類法，鑑定顯示：四種木黴菌群在台灣皆可

發現；即包括有 Trichoderma、Longibrachiatum、Pachybasium 以及

Hypocreanum 等 section。主要種群(species, aggergate)有：Trichoderma 

viride, T. atroviride, T. hamatum,T. harzianum, T. koningii, T. polysporum, 

T. virens, and Hypocera spp.。 

木黴菌菌株產生纖維酵素之定性與篩選：目前已篩 400 支菌株（大

都具有產生纖維分解酵素之能力）；若以菌絲生長速度定為 100 而言，

約有 38％菌株低於 50，約有 60％菌株界於 51-95 及約有 2％菌株界於

96-200。 

較佳菌株之篩選：根據生長速度與分解能力大小等定性篩選，已獲

得一株 Trichoderma koningii strain TK23 較佳之菌株。並已提供東華大

學彭教授作酵素蛋白試驗及交通大學團隊從事基因與相關試驗之進

行。 

結論：木黴菌為一多用途之微生物，除用於病害生物防治與促進作
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物生長外，尚可利用其生產多種酵素方面之優點。目前已被大量開發

並應用於酒精工業、紡織工業、造紙工業、飼料工業與其他相關產業

等，因此實一值得注意與開發的應用微生物。台灣過去對木黴菌之分

類，雖亦有其零星記錄，但對其作系統分類，尚屬萌芽階段；如何收

集、歸類並作有系統之研究，實值得考慮。另外應用於相關產業，尤

其有用基因之開發與其產物之特性等，目前雖已有部份菌株作為植物

保護製劑（目前已進入田間試驗階段）；其他應用方面，實值得更進

步探討與開發。 

 

菌株纖維素水解酵素活性與菌株纖維素水解酵素活性與菌株纖維素水解酵素活性與菌株纖維素水解酵素活性與蛋白質濃度蛋白質濃度蛋白質濃度蛋白質濃度測試測試測試測試 

 

菌株之生長環境於不同生長期對於本土的木黴菌株 T. koningii TK32 纖

維素水解酵素活性有極大的影響，明確顯示有必要詳細研究木黴菌株

最佳之生長條件與所需之養分來源，以得到最佳之纖維素水解酵素之

活性。目前限於人力、物力，未能進行完整的測試，最適菌體之培養

條件無法於本計畫內完成。但下列分析證實木黴菌株 T. koningii TK32

具纖維素水解酵素之活性。 

 

1. 針對 xylanase 與 cellulase 在稻草桿培養基生長三天與四天期間的變

化： 

菌株培養與蛋白質濃度分析表 (蛋白質濃度測定以 BCA method) 

    OD570 
OD570

平均值 
Blank 

濃度

(mg/ml) 

1X 濃度

(mg/ml) 

濃度 

平均 

  0X 0.1 0.09 0.10 0 0 0  0 

1/10X 0.28 0.3 0.29 0.19 0.41 4.19 
第三天 

1/4X 0.62 0.56 0.59 0.49 1.05 4.21 
4.20 

1/10X 0.46 0.47 0.46 0.36 0.78 7.84 
第四天 

1/4X 0.90 0.96 0.93 0.83 1.77 7.10 
7.46 
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菌株培養與 Xylanase 與 Cellulase 活性分析表 

  Xylanase Cellulase 

  第三天 第四天 第三天 第四天 

稀釋

倍率 

OD570 

Blank 

酵素活

性(U/ml) 

OD570 

Blank 

酵素活

性(U/ml) 

OD570 

Blank 

酵素活性                        

(U/ml) 

OD570 

Blank 

酵素活性                  

(U/ml) 

1X 1.56 30.3 1.74 33.94 0.14 0.087 0.44 0.26 

1/2X 1.28 24.8 1.39 27.16 0.06 0.040 0.17 0.10 

 

菌株培養與 Xylanase 與 Cellulase 比活性分析表 

 

下列圖示用來映證上述蛋白質(SDS-PAGE)與水解酵素(染色分析技術)

之分析結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Xylanase Cellulase 

稀釋倍率 
蛋白質

量(µg) 
活性 比活性 活性 比活性 

1X(50 µl) 210 30 0.14 0.26 0.0012 

第 

三 

天 

1/2X(25 µl) 105 24 0.23 0.10 0.0010 

  Xylanase Cellulase 

稀釋倍率 
蛋白質

量(µg) 
活性 比活性 活性 比活性 

1X(50 µl) 373 33 0.09 0.087 0.00023 

第 

四 

天 

1/2X(25 µl) 186 27 0.14 0.040 0.00021 
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2. Koningii第一到五天(8/13-8/17)的培養液之上清液CMCase活性分析 

圖表說明圖表說明圖表說明圖表說明：：：：正常正常正常正常：：：：沒有經過任何處理，直接將培養液離心取上清液測得之數值；

變性變性變性變性：：：：將培養液離心取上清液後 95℃加熱十分鐘處理 
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Koningii 第一到五天(8/13-8/17)的蛋白質分析 

 

 
 

3. Koningii第一到五天(8/23-8/27)的培養液之上清液CMCase活性分析 

圖表說明圖表說明圖表說明圖表說明：：：：正常正常正常正常：：：：沒有經過任何處理，直接將培養液離心取上清液測得之數值；

變性變性變性變性：：：：將培養液離心取上清液後 95℃加熱十分鐘處理；還原醣還原醣還原醣還原醣：：：：將培養液離心

取上清液後以 DNS 試劑直接測試 
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Koningii 第一到五天(8/23-8/27)的蛋白質分析 

 

 
 

4. Koningii A 和 B 第一天到第五天(8/29-9/2) 的培養液之上清液

CMCase 活性分析 

圖表說明圖表說明圖表說明圖表說明：：：： 

正常正常正常正常：：：：沒有經過任何處理，直接將培養液離心取上清液測得之數值 

變性變性變性變性：：：：將培養液離心取上清液後 95℃加熱十分鐘處理 

還原醣還原醣還原醣還原醣：：：：將培養液離心取上清液後以 DNS 試劑直接測試 

A; Koningii 培養第一天到第五天的培養液之上清液 CMCase 活性分析 

B; 之前的 Koningii 培養液滅菌後再加入新的 Koningii 培養第一天到第五天   的

培養液之上清液 CMCase 活性分析 
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5. ETS3-2-3 培養第一天至第九天(9/10-9/18)的培養液之上清液

CMCase 活性分析 

圖表說明圖表說明圖表說明圖表說明：：：： 

正常正常正常正常：：：：沒有經過任何處理，直接將培養液離心取上清液測得之數值 

變性變性變性變性：：：：將培養液離心取上清液後 95℃加熱十分鐘處理 

還原醣還原醣還原醣還原醣：：：：將培養液離心取上清液後以 DNS 試劑直接測試 

 

 

Koningii 第一天到第八天(9/11-9/18)的培養液之上清液 CMCase 活性分

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

24hr 48hr 72hr 96hr 120hr 144hr 168hr 192hr 216hr (T)

O
.D

正常

變性

還原醣

0.1

0.12

0.14

0.16

0.18

0.2

0.22

0.24

0.26

24hr 48hr 72hr 84hr 96hr 120hr 144hr 168hr 192hr
(T)

O
.D

正常

加熱變性

還原醣
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析 

 

6. 另一批(新配方)Koningii 第 1 到 7 天(9/14-9/20) 的培養液之上清液

CMCase 活性分析 

 

7. Koningii(K)第一天到第八天(10/12-10/19)的培養液之上清液

CMCase 活性分析 

圖表說明圖表說明圖表說明圖表說明：：：： 

正常正常正常正常：：：：沒有經過任何處理，直接將培養液離心取上清液測得之數值 

變性變性變性變性：：：：將培養液離心取上清液後 95℃加熱十分鐘處理 

還原醣還原醣還原醣還原醣：：：：將培養液離心取上清液後以 DNS 試劑直接測試 

Koningii(K):跟平常一樣跟平常一樣跟平常一樣跟平常一樣.養在養在養在養在 250ml 的錐形瓶中的錐形瓶中的錐形瓶中的錐形瓶中 

Tea Koningii(TK):養在泡茶的裝置中養在泡茶的裝置中養在泡茶的裝置中養在泡茶的裝置中(把稻草關起來把稻草關起來把稻草關起來把稻草關起來,目的目的目的目的:避免菌絲被切斷避免菌絲被切斷避免菌絲被切斷避免菌絲被切斷) 

 

0

0.05

0.1

0.15

24hr 48hr 72hr 96hr 120hr 144hr 168hr

正常

變性

還原醣

 

0.2
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Tea Koningii(TK)第一天到第八天(10/12-10/19)的培養液之上清液

CMCase 活性分析 

0

0.05

0.1

0.15

24hr 48hr 72hr 96hr 120hr 144hr 168hr

正常

變性

還原醣

 
 

T 和 TK Filter paper activity 

(FPA)
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開發纖維素水解酵素大量表現系統開發纖維素水解酵素大量表現系統開發纖維素水解酵素大量表現系統開發纖維素水解酵素大量表現系統    

    

我們以本土的木黴菌株 T. koningii TK32 中選殖出β-1,4-gluclosidase

類似基因，從 T. reesei中選殖出 Cellobiohydrolase II 等兩類基因，

並經進一步以 DNA 定序確定無誤。我們將應用 InFusion 套組，從 T. 

reesei中選殖出Cellobiohydrolase I及 Endo-β-1,4-glucanase等剩

下的兩類基因。β-1,4-glucosidase 及 Cellobiohydrolase II 等兩類

基因在 pET28a 上的表現質體(pET28/glucosidas 及 pET28/CBH-II)已

建構完成。我們已嘗試將 T. koningii TK32 中選殖出之β-1,4-gluclosidase

在大腸桿菌中表現。我們分別在 37 ºC, 28 ºC 及 22 ºC 等溫度下，以 250 

或 500 µg/mL 之 IPTG 刺激下震盪培養 10 小時，然而我們發現

β-glucosidase 可在大腸桿菌中表現，但是卻形成了包涵體(inclusion 

body)。 

 

(1)(1)(1)(1)、、、、纖維素水解酵素蛋白序列比對纖維素水解酵素蛋白序列比對纖維素水解酵素蛋白序列比對纖維素水解酵素蛋白序列比對    

纖 維 素 水 解 酵 素 基 因 如 ， β-1,4-glucosidase, 

endo-β-1,4-glucanase [1,2]及 cellobiohydrolase [3]等已在木黴菌

株(Trichoderma reesei)中發現並選殖出，因此我們希望利用已知的

基因序列來設計 PCR 引子，希望藉此從本土的木黴菌株（Trichoderma 

koningii TK23）中選殖出 endo-β-1,4-glucanase, cellobiohydrolase

及 β-1,4-glucosidase 的類似基因。 

 我們首先將在 β-1,4-glucosidase, endo-β-1,4-glucanase 及

cellobiohydrolase I 在 T. harzianum, T. koningii, T. reesei 及 T. 

viride 等菌種中的蛋白質序列加以進行比對，並希望利用比對之結果

來設計 DNA 引子，以用於後續之 PCR 基因放大反應。其結果如圖一至

三所示： 
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比對的結果顯示 endo-β-1,4-glucanase 在 T. reesei及 T. koningii 
中的蛋白質序列有約 96%的相似度。而 T. koningii 與 T. viride中

的 endo-β-1,4-glucanase 則在蛋白質序列上只有約 84%的相似度。 

圖一圖一圖一圖一、、、、Endo-β-1,4-glucanase 在 T. reesei、T. koningii 及 T. viride 等菌

種中的蛋白質序列比對結果。 
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圖二、Cellobiohydrolase I 在 T. harzanumgi、T. koningii及 T. viride 等菌

種中的蛋白質序列比對結果。 
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表一、Cellobiohydrolase I 蛋白質序列相似度比較表 

 T. harzianum T. koningii T. viide 

T. harzianum 100 81 80 

T. koningii  100 99 

T. viide   100 

 

比對的結果顯示Cellobiohydrolase I在 T. harzianum及 T. koningii 
中的蛋白質序列有約 81%的相似度。而 T. koningii 與 T. viride中
的 Cellobiohydrolase I 則在蛋白質序列上只有約 99%的相似度(表

一)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖三、β-1,4-glucosidase 在 T. lixii及 T. reesei 等菌種中的蛋白質序列比對結

果。 
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比對的結果顯示β-1,4-glucosidase 在 T. reesei及 T. lixii 中的蛋

白質序列有約 87.1%的相似度。目前則尚無 T. koningii 之

β-1,4-glucosidase 蛋白質序列報導。 

 

((((2222))))、、、、PCRPCRPCRPCR 引子引子引子引子((((Primer))))設計設計設計設計    

 

Gene Species Primer 

Endo-β- 

1,4-glucanase 

T. reesei Forward primer :  

5’-TCTGAATTCATGAAGTTCCTTCAAGTCCTCCC-3’ 

Reverse primer :  

5’-GCGAAGCTTTTAGTTGATAGATGCGGTCCAGG-3’ 

 T. koningii  

Cellobio- 

hydrolase I  

T. reesei Forward primer : 

5’–GCGGAATTCATGTATCGGAAGTTGGCCG-3’ 

Reverse primer : 

5’–GCGAAGCTTTTACAGGCACTGAGAGTAGTAAGGG-3’ 

 T. koningii Forward primer : 

5’–GCGGAATTCATGTATCGGAAGTTGGCCG-3’ 

Reverse primer : 

5’–GCGAAGCTTTTACAGGCACTGAGAGTAGTAAGGG-3’ 

β-1,4- 

glucosidase 

T. reesei Forward primer : 

5’-GCTGAATTCATGTTGCCCAAGGACTTTCAG-3’ 

Reverse primer : 

5’-TATAAGCTTTCACGCCGCCGCAATC-3’ 

 T. koningii Forward primer : 

5’-GCTGAATTCATGTTGCCCAAGGACTTTCAG-3’ 

Reverse primer : 

5’-TATAAGCTTTCACGCCGCCGCAATC-3’ 

在引子的 5’-端各加了一組限制酵素切位，即 EcoR I 切位(Forward primer)和 Hind III 切

位(Reverse primer) 
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((((3333))))、、、、從從從從 T. reeseiT. reeseiT. reeseiT. reesei 及及及及 T. koningiiT. koningiiT. koningiiT. koningii 中中中中選殖選殖選殖選殖ββββ----1,41,41,41,4----glucosidaseglucosidaseglucosidaseglucosidase、、、、

cellobiohydrolase Icellobiohydrolase Icellobiohydrolase Icellobiohydrolase I 及及及及 endoglucanaseendoglucanaseendoglucanaseendoglucanase 之之之之

基因基因基因基因    

首先由 T. reesei及 T. koningii中抽

取純化之 RNA 其純度及完整性驗證如

圖四所示。另外以 T. reesei 及 T. 
koningii所抽取之 RNA 以所設計之

β-1,4-gluclosidase 引子經 PCR 放大

反應後各得到一約 1.5 kb 之 DNA 片段

(圖五)，經進一步 DNA 定序後確定其為

β-1,4-gluclosidase 全基因片段。 

T. reesei RNA以Cellobiohydrolase I 

引子經 PCR 放大反應後得一約 1.7 kb

之 DNA 片段 (圖六)，經 DNA 定序後發

現確為 T. reesei之
Cellobiohydrolase I 基因(如圖七所

示)，但發現其 DNA 片段中尚夾有兩小

段之 intron。此一發現證明所設計之引子沒問題，但問題可能是所抽

取之 

RNA 中 Cellobiohydrolase I 之 mRNA 含量太少的緣故。 

圖四、RNA 瓊酯膠電泳示意
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圖六、Cellobiohydrolase II 基因

之 PCR 產物。 

圖五、PCR 選殖之β-1,4- glucosidase 

DNA 片段。 
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要增加 RNA 中 Cellobiohydrolase I 之 mRNA 含量，可藉由Trichoderma

培養方法的改良加以改善，如在 RNA 抽取前先將 Trichoderma 培養於

含 2% cellulose 的基本培養基中 48~72 小時中，可能大量引發

cellulase 相關基因的大量表現。然而經過我們反復測試皆無法有效

的以 PCR 選殖出所需之 Cellobiohydrolase I 基因片段，因此我們推

論 Cellobiohydrolase I 的 mRNA 並不穩定，導致在抽取 RNA 的過程中

便已經破損斷裂，無法反轉錄成完整的 cDNA。而此一現象亦發生於

endoglucanase 基 因 的 選 殖 過 程 中 。 另 一 可 能 的 狀 況 為

圖七、選殖出之 T. reesei Cellobiohydrolase I 基因序列 
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Cellobiohydrolase I 及 endoglucanase 基因在 T. reesei 及 T. 
koningii 中 RNA 剪接(RNA splicing)作用發生問題。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

為解決此一問題，我們決定利用分生套組 InFusion 來移除上述的全長

基因中的 introns。 

 

1. 首先將帶有 introns 的全長基因置入一轉移質體中，本研究中採用

pGEMT easy vector (3015 bp)作為轉移質體(圖八)。 

 

2. 接著設計 Exon II(藍色箭號)及 Exon III(粉紅箭號)的引子，同時

所設計 Exon II 的正向引子(forward primer)的 5’-端帶有 Exon I

片段 3’-端 15 個鹼基的序列，而反向引子(reverse primer)的

5’-端帶有 Exon III 片段 3’-端 15 個鹼基的序列。相對的，所

設計 Exon III 的正向引子(forward primer)的 5’-端帶有 Exon II

片段 3’-端 15 個鹼基的序列，而反向引子(reverse primer)的

5’-端帶有 Exon IV 片段 3’-端 15 個鹼基的序列。 

圖八、去除全長基因中 introns 的

步驟示意圖。 

含 intron 基
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3. 以 PCR 放大基因中的 Exon II 及 Exon III。 

 

4. 以核酸外切酵素將 PCR 放大後的基因片段的 3’-端部份序列，使之

產生黏性末端(sticky end)。 

 

5. 將黏合好的質體轉殖入大腸桿菌 DH5D勝任細包中，以挑選帶有質

體的細菌菌落，並進一步抽取質體做 DNA 定序確認無突變發生。 

 

    

    

    

    

    

    

    

    

    

剔除剔除剔除剔除 T. reesei Cellobiohydrolase IIT. reesei Cellobiohydrolase IIT. reesei Cellobiohydrolase IIT. reesei Cellobiohydrolase II 基因之基因之基因之基因之 intronsintronsintronsintrons    

應用 InFusion 套組，我們將 T. reesei Cellobiohydrolase II 基因(圖

九)中之三組 introns 剔除，成功的得到一長度有~1.5 kb 的基因片段 

(圖十)。我們總共選取六株單一菌株進行檢試，發現其中四株菌株成

功帶有剔除 introns 後的 Cellobiohydrolase II 完整 cDNA。其後經

DNA 定序確認 DNA 序列無誤並無突變發生。 

 

圖九、帶有 Cellobiohydrolase II 全長基因片段的

pGEMT easy vector。 
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剔除剔除剔除剔除 T. reesei CelT. reesei CelT. reesei CelT. reesei Cellobiohydrolase Ilobiohydrolase Ilobiohydrolase Ilobiohydrolase I 及及及及 EndoEndoEndoEndo----ββββ----1,41,41,41,4----glucanaseglucanaseglucanaseglucanase 基因基因基因基因
之之之之 intronsintronsintronsintrons 

T. reesei Cellobiohydrolase I 基因為前述 Cellobiohydrolase II

基因的異形體(Isoform)，全長 RNA 中亦帶有三組 introns，我們會利

用上述技術加以剔除，以得到可用來大量表現的完整 cDNA。 

 

Endo-β-1,4-glucanase 基因的選殖過程亦如 Cellobiohydrolase 基因

選殖般並不順利，因此我們也嘗試應用 InFusion 套組，將 T. reesei 

Endo-β-1,4-glucanase 基因(圖十一)中之二組 introns 剔除。目前已

將帶有二組 introns 的全長基因片段(約 0.8 kb)置入 pGEMT easy 

vector 中(圖十二)。此基因已經 DNA 定序確認 DNA 序列無誤，將進行

後續 InFusion 作用以剔除 introns。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十、移除 intron 後之

Cellobiohydrolase II 基因 

圖十一、帶有 Endo-β-1,4-glucanase 全長

基因片段的 pGEMT easy vector。 

圖十二、從 T. reesei 總

RNA庫中以PCR放大所得到

之含 introns 全長基因片

段(約 0.8 kb; 右一行)。

(左一行)DNA 梯度標準標

記。 
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((((4444))))、、、、建構表現質體建構表現質體建構表現質體建構表現質體    

為讓目標基因(如:endo-β-1,4-glucanase, cellobiohydrolase 及

β-1,4-glucosidase)在大腸桿菌中能大量表現，我們採用常見的表現

質體 pET28a 為架構，將目標基因殖入。首先我們將建構在 pGEMT easy 

vector 上的目標基因(如 endo-β-1,4-glucanase, cellobiohydrolase 

及β-1,4-glucosidase)以限制酵素 NotI 截下，並直接接入 pET28a 質

體中NotI的切點內 (圖十三) 。目前 T. reesei Cellobiohydrolase II
基因的 pET28a 表現質體亦已建構完成。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十三、建構β-glucosidase 的於 pET28a 表現質體上。 
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((((5555))))、、、、大腸桿菌大量表現大腸桿菌大量表現大腸桿菌大量表現大腸桿菌大量表現    

我們將已經建構成之 pET28a/β-glucosidase質體以轉殖作用送入表現宿

主大腸桿菌 BL21(DE3)中，並以 250 µg/mL 及 500 µg/mL 的 IPTG 以

刺激蛋白質的表達。第一次嘗試是在 37 ºC 下進行震盪培養 10 小時，

結果發現β-glucosidase 可在大腸桿菌中表現，但是形成了包涵體

(inclusion) (圖十四-A)。為進一步試驗溫度對β-glucosidase 形成包涵體

的可能性，我們分別將大腸桿菌 BL21(DE3)在 28 ºC (圖十四-B) 及 22 

ºC (圖十四-C) 震盪培養 10 小時，結果發現大部份β-glucosidase 仍然形

成包涵體。我們將進一步測試在 16 ºC 下β-glucosidase 表現的狀況，如

果仍然無效，下一步可能是將β-glucosidase 基因換到不同的表現質體

上，以達到大量表現的目地。 

圖十四、10% 硫酸十二酯鈉-聚丙烯

醯胺凝膠電泳 (SDS-PAGE)分析

β-glucosidase 在大腸桿菌中表現狀

況。β-glucosidase 的表現在 250 及

500 µg/mL IPTG 刺激下於 37 ºC 

(A)、28 ºC (B) 及 22 ºC (C)等溫度下

震盪培養 10 小時後之結果。 

(A (B

(C
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纖維素水解酵素纖維素水解酵素纖維素水解酵素纖維素水解酵素之之之之分離與純化分離與純化分離與純化分離與純化    

 

1.分離純化商業化水解酵素分離純化商業化水解酵素分離純化商業化水解酵素分離純化商業化水解酵素：：：： 

下表中 Fraction 1-5 的蛋白質(Novozyme 188)已經利用不同條件的

Q-column 純化出，根據受質專一性測試 這些蛋白均有 exoglucanase 及

beta-glucosidase 的酵素活性。 

      
各酵素之純化結果如下列各圖所示： 

 

 
Ion-exchange chromatography with Q column 

利用離子交換層析在不同鹽梯度沖

堤下，可得到兩個純的蛋白質，分別

命名為 fraction 1及 fraction 2 

 

1 

2 
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Ion-exchange chromatography with Q column  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

同樣利用離子交換層析，改變鹽

梯度，可得到另一純的蛋白質， 

將它命名為 fraction 3 

 

3 

4 

5 

利用離子交換層析，改變鹽

梯度，可得到另一純的蛋白

質 fraction 4 

利用離子交換層析，改變

鹽梯度，可得到另一純的

蛋白質 fraction 5 
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2. 纖維水解酵素的純化與活性測試: 

(a) 利用 Q-sepharose 以不同的鹽(NaCl)梯度純化出一個主要的蛋白

(p1) 

 

 

 

在 200 mM 和 250 mM NaCl 鹽濃度可以得到一個主要的蛋白質‚收集較

純的 fractions 和濃縮後‚可看到分子量大約 65kD 的蛋白‚如下圖: 
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“p

1” 

pro

tei

n: 

 

 

“C

”為

初始

樣品、”1””2”分別為 buffer+200mM 與 250mM NaCl 沖提收集的 SDS PAGE。 

 

純化到的單一蛋白將進行活性測試。 

(b) 收取(a)的 flowthrough‚利用 FPLC 做 Heparin sepharose 管柱層

析: 

 

 

 

 

 

 

 

 

p2 

protein 
p3 

protein 
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出現 peaks 的 fractions 跑 SDS PAGE: 

可以看到有兩個較純的蛋白p2與 p3蛋白‚未來將測定其活性與大量純

化以利養晶。 

 

(c)收取(b)的 flowthrough,利用 FPLC 作 DEAE sepharose 管柱層析: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p4 

protein 

p5 

protein 

p6 

protein 
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出現 peaks 的 fractions 跑 SDS PAGE: 

 

p4 與 p5 蛋白將利用其他性質的管柱層析(ex: phenyl sepharose)進一

步純化‚p6 蛋白將大量純化並測定其活性。 

 

 

2. (A) p1 蛋白的活性測試: 

(a)利用 2% carboxymethylcellulose(CMC)為受質去測量此 p1 蛋白是

否有內切酶酵素活性‚活性測試方法如下: 

 

 

利

用

di

ni

tr

os

al

ic

yl

ic 

ac

id (DNS)可與還原糖反應在 540nm 有吸收質測得 cellulase 活性‚吸收

質 data 如下:    

CMC 活性測試結果得知‚p1 蛋白具有內切酶活性 
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(b)利用 cotton 為受質去測量此 p1 蛋白是否有外切酶酵素活性‚活性

測試方法同(a): 

Cotton 活性測試結果得知‚p1 蛋白具有外切酶活性 

(c) 

利

用

cel

lob

ios

e

為

受

質

去

測

量

此

p1 蛋白是否有可水解纖維雙糖的酵素活性‚活性測試方法同(a): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

受質

cellobiose加入en1酵素反應後所測得的吸收質與受質位加入p1酵素

的吸收質無差異‚故 en1 蛋白無水解纖維雙糖的活性 
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(B) p3 蛋

白的活性

測試:    

(a)利用

2% 

carboxymethylcellulose(CMC)為受質去測量此 p3蛋白是否有內切酶

酵素活性: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CMC 活性測試結果得知‚p3 蛋白具有內切酶活性 

 

(b)利用 cotton 為受質去測量此 p3 蛋白是否有外切酶酵素活性‚活性

測試方法同(a): 

 

 

 

 

Substrate : CMC 

1.200 ul Tris buffer 

2.100 ul  buffer + 100 ul substrate 

3.100 ul  buffer + 100 ul protein 

4.100 ul substrate + 100 ul protein 
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Cotton 活性測試結果得知, p3 蛋白具有外切酶活性 

(c) 利用雙糖 cellobiose 為受質去測量此 p3蛋白是否有可水解纖維

雙糖的酵素活性‚活性測試方法同(a): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

受質 cellobiose 加入 p3酵素反應後所測得的吸收質與受質加入p3酵

素的吸收質無差異‚故 p3蛋白無水解纖維雙糖的活性 

 

** 在此,我們成功的從 Novazyme crude enzyme 分離出 p1 與 p3 

protein, 並已大量純化,得到   約 15mg, 20 mg 的蛋白,濃縮至

12mg/ml(p1), 22mg/ml(p3)各 1ml 左右,目前已塞選各種條件培養蛋白

質晶體中. 

 

Substrate : cotton 

1.200 ul Tris buffer 

2.100 ul  buffer + 1 mg substrate 

3. 1 mg substrate + 100 ul protein 

Substrate : cellobios 

1.200 ul Tris buffer 

2.100 ul  buffer + 100 ul substrate 

3.100 ul substrate + 100 ul protein 
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3.增加 Novazyme cellulose mix crude protein 中 p3 protein 的濃
度, 希望增加水解 cellulose 的速度: 

 

(a) 先利用 BCA 定量 Novazyme cellulose mix crude 
protein and p3 protein 的蛋白濃度, 之後將兩種樣品都
調成 2 mg/ml 的蛋白濃度. 

 

(b) 以 Whatman filter paper 作為 substrate,固定 mix
的蛋白量,提高p3 protein 的濃度, 每5分鐘測一次活性,
測量一個小時, 觀察是否有效果. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The protein concentration of “crude protein” and “p3” are all 2 mg/ml. 

“S” is substrate (Whatman filter paper, every S weight are the same). 

“Buffer” is 20 mM Tris, pH 6.8 

 

 

cellulase   substrate 

(Whatman filter paper) 

Mix well and incubate for 

0-60 mins at 50 deg.. 

 

Add 

3,5-dinitrosalicylic 

acid (DNS) reagent 

to stop reaction  

Determine reducing 

sugar as glucose 

Place tubes in 

boiling water for 5 

min 
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此圖我們觀察到,當 mix protein 中增加 p3 protein 濃度時,並不會

增加水解 cellulose 的速度。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

國際國際國際國際期刊論文發表期刊論文發表期刊論文發表期刊論文發表 

 

預計結案後將可發表之資料收集完成及數據整理後即提出相關論文發

表。 

a

Blank (200 ul buffer + S)

200 ul crude protein + S

180ul crude + 20ul p3 + S

160ul crude + 40ul p3 +S

200ul p3 protein + S

0            5               10             20         40             60    time (min)
0

0.5

1

1.5

2.0

2.5

a

Blank (200 ul buffer + S)

200 ul crude protein + S

180ul crude + 20ul p3 + S

160ul crude + 40ul p3 +S

200ul p3 protein + S

0            5               10             20         40             60    time (min)
0

0.5

1

1.5

2.0

2.5
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纖維素水解酵素晶體纖維素水解酵素晶體纖維素水解酵素晶體纖維素水解酵素晶體培養培養培養培養：：：： 

上述純化後之纖維素水解酵素已進行長晶，結果如下列各圖： 

 
The image of salt crystal.  

使用的條件為:0.2 M sodium fluoride, 20% (w/v) PEG3350 

 

 

 
The image of salt crystal.  

條件的條件為: 0.2 M di-ammouinm hydrogen citrate, 20% (w/v)PEG3350. 
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The image of salt crystal.  

使用的條件為: 0.1 M sodium/potassium phosphate, pH 6.2 , 

0.2 M sodium chloride, 20% (w/v) PEG1000. 

 

 

 
The image of salt crystal.  

使用的條件為: 0.1 M imidazole, pH 8.0, 35% (v/v) 2- 

ethoxyethanol, 0.05 M calcium acetate hydrate. 
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The image of salt crystal.  

使用的條件為 : 0.1 M HEPES, pH7.3, 0.2 M CaCl2, 5% PEG8000. 

 

 

 
The image of protein crystal.  

使用的條件為 : 0.1 M sodium acetate trihydrate,  

1.0 M sodium formate, pH 4.6. 
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