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一、摘要 
    微生物利用不同受質獲取能量，大腸桿菌代謝碳源產生能量的途徑與生長速
率亦隨受質不同而改變。本研究以醋酸、葡萄糖、甘油與琥珀酸四種碳源作為大

腸桿菌生長基質，結果發現碳源改變細胞生長速率與細胞內高能磷酸物質 ATP
與 ADP含量。另外也發現 DNA 超螺旋結構受 ATP/ADP 比例調控，因此細胞
內 ATP 與 ADP 含量以及 ATP/ADP比例會隨碳源不同而上升或下降，當生長
速率加快時，因 ATP/ADP 比例上升，促使 DNA 超螺旋結構變得緊密。另外
因細胞內能量狀態與 RNA表現及降解息息相關，因此調控 RNA降解之 rne基因
為另一研究方向，結果藉由偵測 rne-lacZ operon fusion之β-galactosidase活性得
知 rne基因在轉錄層次之表現情形，發現碳源、氧氣、酸鹼值、溫度以及滲透壓
等環境因子皆影響了 rne基因轉錄活性。另外也藉由突變株之構築以釐清其間調
控關係，發現當 cya、crp突變後 rne基因表現上升，而 fnr、arcA突變後並不影
響 rne基因轉錄作用，故推測 cAMP、CRP為 rne基因表現之調控因子 
綜合上述，結果可歸納環境因子中碳源、供氧量與生長速率會對大腸桿菌體

內能量狀態影響，以及代謝途徑中與ATP合成之基因可隨細菌生理需求而調整，
並經由探討RNase E 基因（rne）在transcription層次調控機制，使我們對微生物
在不同環境中基因表現與生理相互關係有更深一層的認識，並了解細胞內能量狀

態在基因表現上所扮演的角色。 
 
關鍵詞：大腸桿菌、能量狀態、DNA超螺旋、ATP合成、生長速率、rne基因 
 
Abstract 

To understand the intracellular energy state and gene expression in different 
carbon sources, we used acetate, glucose, glycerol or succinate as carbons for energy 
source. The results of this study showed that the energy state （ATP/ADP ratio）varied 
with carbon sources and ATP concentration increased with cell growth rate. 
Furthermore, DNA supercoiling was regulated by ATP/ADP ratio.  

Because the degradation of bulk mRNA in E. coli is initiated by RNase E cleavage, 
we examed the rne gene expression under different conditions in order to understand 
the gene expression. The results suggested that the expressions of rne-lacZ were 
varied by oxygen and carbon sources, and it was also regulated by pH value, 
osmolarity and temperature. Moreover, we constructed cya, crp, arcA, fnr mutants to 
show that rne-lacZ expression was increased in cya and crp mutant strains, but was 
not in fnr and arcA mutants. Therefore, cAMP and CRP were involved in regulation 
of rne expression in different environmental conditions. 

Thus, in this study we demonstrated that the energy state, DNA supercoiling 
related genes and RNase E gene expression were changed at different growth 
conditions. It provides a useful information to understand the role of energy state on 
gene expression. 
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二、研究目的與方向 
 
隨著生物技術之精進，以大腸桿菌為表現系統的蛋白重組技術日趨重要。先

前文獻指出大腸桿菌生長狀態受環境因子調控，在許多影響層面中，細胞內能量

狀態（ATP/ADP ratio）與 RNA降解機制是決定蛋白表現的重要環節。 
在環境因子方面，當大腸桿菌量化培養時，營養源的使用直接影響大腸桿菌

生長狀態，為此我們挑選不同碳源（葡萄糖、醋酸）以及飢餓培養作為試驗變因。

另外因生長條件不同而造成生長速率之差異，故利用連續式培養調控菌體生長速

度，藉以觀察菌體生理變化。接續為了釐清環境因子對大腸桿菌能量狀態及 RNA
降解機制之關係，研究方向分為以下兩部分： 
( I ) 細胞內能量狀態：研究環境因子（包括碳源、生長速率、供氧量）對細胞內   
    能量狀態及DNA 超螺旋結構的改變情形 
( II ) RNA降解模式：針對負責RNA降解之核酸內切酶RNase E在transcription 層   
    次，探討各種環境因子對rne-lacZ 的表現之影響。 
    希望藉由兩部分實驗之結合建立碳源、生長速率與迫切反應對能量狀態變化
與 RNase E基因表現之關係模式，進而明瞭在蛋白重組技術中基因表現之調控作
用。 
 
三、結果 
 
( I ) 細胞內能量狀態 
1. 不同碳源下，細胞內ATP、ADP 與AMP 含量的變化以及對細胞內energy 

charge之影響 
    我們使用基礎培養基分別添加2.25 mM 醋酸、葡萄糖、甘油及琥珀酸為碳
源限制條件進行批次培養。在OD 600 到達0.4~0.45 時收集細胞，以luciferase 反
應法測得細胞內ATP含量。並利用pyruvate kinase 將ADP 及AMP 轉換成ATP 
後，測量所得結果扣除同一樣本之ATP 含量而得到ADP 含量。 
綜觀所得結果（table 1），比較醋酸、葡萄糖、甘油與琥珀酸四種不同碳源

下大腸桿菌細胞內之能量狀態，結果顯示在不同碳源下大腸桿菌體內ATP、ADP 
含量及ATP/ADP 比例皆隨之改變。以葡萄糖為碳源時菌體中ATP 含量為最高
（64.8 pmol/107 cell），而以醋酸為碳源時ATP 含量為最低（7.4 pmol/107cell）。 
 
2. 利用不同碳源時，細胞內ATP/ADP 比例與生長速率之關係 
若將上述菌體的倍增時間與細胞內ATP 含量合併作圖可觀察到生長速率與

細胞內ATP含量具有線性關係（fig.1），得知大腸桿菌體內ATP 的含量會隨生
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長速率上升而增加。此外以葡萄糖為碳源時菌體中ADP 含量最高（17.1 pmol/107 
cell），而以醋酸與琥珀酸為碳源時ADP 含量最低（3.1pmol/107 cell）。ATP 與
ADP 含量的不同使得這四種不同碳源下所生長之菌體有不同ATP/ADP 比例，
以琥珀酸為碳源時ATP/ADP 比例最高，以醋酸為碳源時最低為，所得結果分別
為7.3 與2.4 。此結果顯示出不同碳源會對菌體中的能量狀態產生明顯影響。 
 
3. 碳源對DNA 超螺旋結構之影響 
以醋酸、葡萄糖、甘油及琥珀酸分別加入基礎培養基中作為碳源，使其最終

濃度為2.25 mM，在OD 600 到達0.4 ~ 0.45 時收取菌體內的質體pBR322 ，其超
螺旋結構的分布狀態可由電泳圖（fig.2）中得知。我們在批次培養下，於不同碳
源培養基觀察大腸桿菌超螺旋結構分布狀態，由電泳圖發現以琥珀酸為碳源時質

體DNA 的拓樸異構物較少，甘油次之、葡萄糖再次之，而以醋酸為碳源時質體
DNA 的拓樸異構物相對地較多，證明DNA 超螺旋結構會受碳源改變。對照細
胞內ATP/ADP 比例變化，可看出ATP/ADP 比例上升時DNA 超螺旋結構旋緊的
程度也愈大，以琥珀酸為碳源時ATP/ADP 比例較高，其DNA 超螺旋結構也較
為緊密；而以醋酸為碳源時ATP/ADP 比例最低，DNA 超螺旋結構也較為鬆散。
證實細胞內能量狀態變動時，細胞會改變其DNA超螺旋結構。 
 
( II ) RNA降解模式 
1. 環境因子（酸鹼度、溫度與滲透壓）對rne-lacZ 表現之影響 

  大腸桿菌為嗜中性菌 (neutrophilic bacteria) ，可生長的 pH 值範圍介於 5
∼9之間，最適宜的 pH值為 6∼8，超過此範圍大腸桿菌的生長變得非常緩慢並
影響菌體內的代謝。為了暸解 rne基因於不同酸鹼值時的表現情形，我們利用 0.1 
M potassium phosphate buffer (Sambrook and Russell, 1989) 將基礎培養液的酸鹼
值調整至 5.8、7及 8，並以 40 mM葡萄糖為碳源。結果（fig.3）顯示在有氧環
境中培養基的酸鹼值改變時所測得 β-galactosidase活性皆相同，即 rne-lacZ的表
現量在氧氣存在時並不隨酸鹼值改變而有所變化。但在厭氧環境中，rne-lacZ的
表現會隨著酸鹼值上升而上升，即 pH 5.8時，rne基因表現量最低，pH 7時次之，
而 pH 8時表現量最高，且增加約 1.8倍，所以酸鹼值的改變在厭氧環境下對 rne
基因有較明顯的影響。 
另外，我們以 40 mM 葡萄糖為碳源，在有氧及厭氧的基礎培養液內，將含

rne-lacZ operon fusion的大腸桿菌分別培養於 30 ℃、37 ℃及 42 ℃的環境中。結
果顯示在有氧及厭氧環境下，rne-lacZ 皆會隨著溫度上升而增加其表現量
（fig.5），即溫度 30 ℃時表現量最低，其次為 37 ℃，溫度為 42 ℃時最高。另外
在有氧環境中，溫度 30℃時，rne-lacZ表現量比 37 ℃減少約 1.3倍，當溫度上
升至 42 ℃時，rne-lacZ表現量則比 37 ℃增加 1.7倍。而在厭氧環境中，溫度 30 
℃時，rne-lacZ表現量比 37 ℃減少約 1.3倍；溫度 42 ℃時，則增加 1.4倍。由
此可知溫度改變會影響 rne基因的表現。 
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在滲透壓探討方面，我們利用 1 ﹪∼ 5 ﹪NaCl調整基礎培養液的滲透壓，
利用 40 mM葡萄糖為碳源並將含 rne-lacZ operon fusion的大腸桿菌分別培養在
有氧與厭氧環境中，藉由偵測 β-galactosidase活性以暸解滲透壓改變對 rne基因
表現之影響。發現（fig.4）在有氧環境中，培養液無添加 NaCl 時，rne-lacZ 表
現量最低；隨著滲透壓逐漸增加，rne-lacZ表現量會緩慢增加，當培養液中 NaCl
濃度達 5 ﹪時，rne-lacZ表現量最高，增加 2.1倍。在厭氧環境也有類似的結果，
即培養液中無添加 NaCl 時，rne-lacZ 表現量最低，且 rne 基因亦隨著滲透壓增
加而增加其表現量。與有氧環境相異的是 rne-lacZ表現量於 NaCl濃度為 3 ﹪時
最高，約增加 2倍，若 NaCl濃度超過 3 ﹪，其表現量反而下降，此時菌體生長
得非常緩慢，推測可能是因為高 NaCl抑制生長所造成的結果。 
 
2. rne-lacZ 在cya 與crp 突變株中的表現與catabolic repression之相關性 
由本實驗室先前研究可知 rne-lacZ的表現具有 catabolic repression的現象，即

微生物處於兩種不同碳源的環境下時，它們會先分解較易利用的受質來作為能源

而抑制另一受質的利用。由於已知 catabolic repression反應其調控方式是 cAMP
與其調節蛋白質 CRP (cAMP receptor protein) 形成複合物，再藉由此複合物來調
控不同基因的表現。因此我們分別構築 cya與 crp突變株，於有氧及厭氧環境下
以終濃度 40 mM葡萄糖為碳源，測量突變株 β-galactosidase活性以得知 rne基因
的表現情形。結果顯示無論在有氧或厭氧環境下，cya突變或 crp突變後 rne-lacZ
表現量皆比野生株高。在有氧環境下，cya突變後 rne-lacZ表現量比野生株增加
2倍，crp突變株則增加 1.4倍；厭氧環境下 cya突變株增加 1.5倍，而 crp突變
株則增加 1.4倍（fig.6）。因此推測當 cAMP及 CRP蛋白存在時會抑制 rne基因
表現，所以 cAMP 及 CRP 無論在有氧或無氧的環境中皆扮演抑制者 (repressor) 
的角色。 

 
3. rne-lacZ 在fnr 與arcA 突變株中的表現與氧氣效應之相關性 
本實驗室先前發現 rne基因的表現量受氧氣影響，而 Fnr與 ArcA為大腸桿菌

體內兩組重要轉錄因子，可將外界是否有氧的訊息傳入細胞內進而調控不同代謝

途徑基因之表現。為了暸解 rne基因是否受到此二蛋白質的調控，我們分別構築
arcA 與 fnr 突變株，在有氧及厭氧環境以終濃度 40 mM 葡萄糖為碳源來觀察

β-galactosidase活性的變化。由結果可發現無論在有氧或厭氧環境下，arcA與 fnr
突變後 rne-lacZ 表現量並無因此增加或減少（fig.6），而與野生株具有相同表現
值，因此 Fnr與 ArcA這兩組轉錄因子並不參與調控 rne基因於厭氧環境時之表
現。 
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四、討論 
( I ) 細胞內能量狀態 
1. 不同碳源下，細胞內ATP、ADP 與AMP 含量的變化以及對細胞內energy 

charge之影響 
自然界之生物體需要自由能持續供應以維持生命系統，而微生物吸收並分解

環境或培養基中的養分，產生能量後以ATP 的形式存在於細胞內。我們利用批
次培養來探討細胞生長速率的研究發現，在不同碳源限制下，細胞內的ATP 含
量會隨生長速率加快而上升。ATP 增加顯示生長速率快的細胞較生長速率慢的
細胞有較高的能量，處於高生長速率下的細胞其分裂速率較快，因此消耗在細胞

內溶質的運送、單體與大分子合成等各種生化需能反應較低生長速率的細胞為多

（Gottschalk, 1988）。由於高生長速率的細胞與低生長速率細胞內ATP 的含量
有明顯差異，而生長可說是生化反應的總體結果，這些生化反應所得到最終現象

可以細胞質量改變代表，因此在加快生化反應的同時亦造成了細胞重量的增加。 
微生物可利用不同的受質來獲取能量，在不同的環境下大腸桿菌利用碳源的

代謝產能途徑亦隨之改變。我們分析所使用之四種不同碳源其所依循的代謝途

徑， 當以葡萄糖為碳源時， 大腸桿菌利用hosphoenopyruvate 
phosphotransferase system（PTS）將細胞外葡萄糖磷酸化後帶入細胞中，經由糖
解作用以acetyl-CoA 為主要分解代謝產物，進行完整的TCA cycle 後氧化成二氧
化碳並獲得能量（Furano, 1975）。當以甘油為碳源時，大腸桿菌可利用被動運
輸系統（passive diffusion）進入細胞中，在傳遞的過程中藉由glycerol facilitator 作
為運送通道以通過細胞膜，再經由glycerol kinase將甘油磷酸化轉換為
glycerol-3-phosphate進入細胞內代謝循環，因此細胞中並不存在自由態的甘油分
子（Voegele et al., 1993）。雖然glycerol kinase已證明可被PTS 與果fructose 
1,6-bisphosphate所調控（De Boeret al., 1986），但在僅以甘油為碳源時，細胞對
甘油的攝入與代謝所受到的影響因子便可減少。以琥珀酸為碳源時大腸桿菌則是

利用C4-dicarboxylate transporter 將琥珀酸運送進入細胞內，可直接進入TCA 
cycle 與電子傳遞鏈進行代謝利用，此時能量的產生便取決於氧化磷酸化反應
（Boogerd et al., 1998）。若以醋酸為碳源供應者，此時醋酸可經由主動運輸傳
送至細胞中，隨即藉由acetyl-CoA synthetase將醋酸轉換成acetyl-CoA後便可進入
TCA cycle 代謝產能。然而為了生化合成的需要，在以醋酸為碳源的同時，大腸
桿菌亦可能部分由glyoxylate cycle 來代謝acetyl-CoA（Furano, 1975）。由於這些
複雜的生理機制使得利用不同碳源生長時菌體內的能量狀態也有所差異。 
由本實驗可了解菌體於對數生長期時，細胞內ATP 與ADP 含量有明顯差

異，這是由於不同碳源或生長速率變化導致ATP 與ADP以及ATP其相對比例隨
之改變，因此ATP 與ADP 之間的轉換成為生物能量重要指標。同時，細胞所得
的能量狀態也對碳源的傳輸造成不同的影響，由於葡萄糖的傳送系統為

ATP-depentent ，且PTS 系統亦需要高能的PEP 作用，因此處於高能量狀態下有
助於細胞對葡萄糖的攝取。最近研究也發現大腸桿菌對於甘油正向趨化性
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（ chemotaxis ） 為energy-dependent（Zhulin et al., 1997）；而在atp（H+-ATPase）
突變的大腸桿菌菌株中因缺乏C4-dicarboxylate transportor ，所以無法在以琥珀酸
為碳源的環境下生長（Boogerd et al., 1998）。因此依據我們所得的結果可推論
在批次培 
養下ATP/ADP 比例較高時，也增加了菌體對葡萄糖及琥珀酸的攝取以及對甘油
的趨化性反應。 
 
2. 利用不同碳源時，細胞內ATP/ADP 比例與生長速率之關係 
我們以醋酸、葡萄糖、甘油與琥珀酸四種不同碳源作為大腸桿菌之生長基質，

在批次培養下，這四種不同基質的細胞生長速率以葡萄糖最快，其次是甘油與琥

珀酸，以醋酸為碳源時則最慢，碳源的不同造成細胞生長速率的變化，影響了細

胞內的ATP 與ADP 含量之外，也調控了ATP/ADP 的比例。由結果可知生長速
率愈快時細胞內ATP 含量愈高，此現象為growth rate-dependent，因此推論在較
高的生長速率時，細胞內將ADP 轉換成ATP 的速率快了許多。 
由最近的研究也發現糖解作用的效率並非由ATP/ ADP 比例所調控，而是直

接受ATP 含量所影響，當H+- ATP 合成.活性上升時，發現ATP 含量增加且糖
解作用效率提高70%（Koebmann et al., 2002），我們也觀察到以葡萄糖為碳源時， 
ATP 含量最高且生長速率較其他碳源來得快速，可知ATP 含量較高使得生化代
謝途徑加速進行，有利於細胞生長所需之巨分子合成，也證實能量的確會調控生

化合成途徑並影響基質的吸收，也與生長速率有密切關係。 
 
3. 碳源對DNA 超螺旋結構之影響 
許多研究證明外界環境的刺激如：溫度、滲透壓、含氧量等所造成的 

ATP/ADP 比例改變與DNA 超螺旋結構的變化皆相互伴隨而生。除此之外，當
uncoupler 化合物加入後細胞內ATP/ADP 比例迅速下降，同時DNA 超螺旋結構
LK 值變化亦變得不明顯（Workum et al., 1996）。本實驗探討批次培養條件下，
就不同碳源下觀察大腸桿菌超螺旋結構分布狀態亦可看出在ATP/ADP 比例高
時， pBR322 質體的拓樸異構物較少，當ATP/ADP 比例低時則pBR322 質體的
拓樸異構物則較多。由這些結果分析可知細胞內能量狀態變動時細胞會改變其

DNA 超螺旋結構。 
 
( II ) RNA降解模式 
1. 環境因子（酸鹼度、溫度與滲透壓）對rne-lacZ 表現之影響 
多數細菌其生長的 pH 值範圍為 5∼9，此類細菌稱為嗜中性菌 (neutrophilic 

bacteria)。大腸桿菌為其典型代表，其適宜生長的 pH值範圍在 6∼8之間，超過
此範圍大腸桿菌的生長變得非常緩慢，並產生一些代謝上的問題。大部分生物活

性 (包括溶解、離子化及氧化還原反應) 適宜中性範圍的 pH 值，若無法維持其
細胞內 pH值的恆定，將導致許多酵素在極酸或極鹼的環境下被破壞，無法行使
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正常功能而降低了生長速率。大腸桿菌中演化出一些特殊的機制來保持細胞內

pH值的恆定。研究發現大腸桿菌細胞內 pH值變化與所存在的外在環境 pH值變
化有 0.07∼0.11的關係，亦即一般大腸桿菌 pH值為 7.63，若外在環境 pH提升
至 8.63，則此時測得大腸桿菌細胞內 pH值約為 7.74，其它細菌也同樣會有此機
制來保持細胞內 pH值恆定 (Ingraham, 1987)。過去於 in vitro的研究發現RNase E
在 pH為 7.2 ∼ 9.0具有活性，其中在 pH範圍介於 7.6 ∼ 8.0時活性最大 (Misra 
and Apirion, 1979)。在本實驗中發現在有氧環境中 rne-lacZ表現量不隨著菌體外
pH 改變而有所變化，可能是因為大腸桿菌能維持菌體內酸鹼值恆定，所以在 in 
vivo中對 rne-lacZ表現影響不大。同樣的酸鹼值，在厭氧的環境下，rne-lacZ卻
會隨著 pH值上升而增加其表現值，此現象可能是因為維持菌體內酸鹼值的主要
機制 Na+ /H+ antiporter於厭氧環境中作用能力下降 (Trchounian and Kobayashi, 
1999)，菌體內無法維持酸鹼值恆定，使得菌體內基因或酵素受到影響，間接或
直接影響到 rne啟動子的轉錄能力或 RNase E的切割活性所造成。 
    另外，大腸桿菌可生長於高滲透壓環境中，研究發現當環境中鈉離子濃度增
加時會導致菌體內鈉離子濃度上升並抑制其生長。因此為了維持菌體內鈉離子的

濃度，大腸桿菌會啟動許多機制包括排出鈉離子並累積菌體內的鉀離子濃度、產

生 glutamate、合成 trehalose及產生 gycine betaine (Trchounian and Kobayashi, 
1999)。結果顯示 rne基因會隨著滲透壓的上升而增加其表現量，特別是厭氧環
境下，滲透壓增加對 rne基因的影響更為明顯。另外在實驗過程中發現增加 NaCl
濃度會影響菌體生長，而在厭氧環境下使菌體生長得更加遲緩。經儀器測定含

40 mM葡萄糖的培養液加入 0 ∼ 5 ﹪NaCl後的溶液滲透壓分別為：310、632、
951、1260、1581及 1905 mOsm/Kg，由文獻得知大腸桿菌可生長的滲透壓範圍
為 0 ∼1,200 mOsm/Kg (Gowrishankar, 1985)，但是大腸桿菌在厭氧環境中對於細
胞外鈉離子濃度會比在有氧環境下還敏感，且厭氧下滲透壓上升會抑制醱酵及厭

氧呼吸途徑的酵素並減緩細菌的生長，這可能是因為厭氧時細菌排出鈉離子的能

力下降及菌體內累積太多鉀離子所致 (Trchounian and Kobayashi, 1999)，因此厭
氧環境下當 NaCl濃度增加至 4 ﹪以上時，rne-lacZ表現量會開始下降，推測可
能是因為抑制細菌生長所造成的結果。 

 此外因細菌生長時其合成及代謝過程都仰賴化學反應，而化學反應速率係受
溫度影響，因此細菌生長深受溫度影響。大腸桿菌是嗜中溫菌，其適宜生長的溫

度範圍約 20 ℃至 44 ℃。最高生長溫度約 49 ℃，超過 49 ℃時大腸桿菌即無法生
長 (Ingraham, 1987)。過去 in vitro的研究發現 RNase E在 25 ℃∼50 ℃皆有活性，
但以溫度為 30 ℃時活性最大 (Misra and Apirion, 1979; Roy and Apirion, 1983)，
這與我們得到的結果相符合，所以溫度會影響 RNase E的活性，進而調控 rne基
因的表現。 
 
2. rne-lacZ 在cya 與crp 突變株中的表現與catabolic repression之相關性 

rne-lacZ的表現具有 catabolic repression的現象，已知 catabolic repression反
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應與細胞內 cAMP的濃度有密切相關，由結果發現當 cya及 crp突變後，無論在
有氧或厭氧環境下，rne-lacZ的表現皆會上升，因此 cAMP與 CRP對 rne基因表
現可能是扮演 repressor 的角色。但在過去文獻中提到，細菌在厭氧的情況下生
長，其所產生的 cAMP會較有氧的狀態多 (Botsford and Harman, 1992)，且本實
驗室發現當 cya突變後，細胞內 ATP的含量會上升。另外已知 CRP在 DNA上
所結合的保留序列  (consensus sequences) 約有 22 個鹼基對，其序列為
AAATGTGATCT [N6] AGATCACATTT (N6為任何六個鹼基對)，這段序列具反
轉重覆 (palindrome) 的特性，並位於轉錄起始點之後 (Berg and von Hippel, 
1988)，經過比對發現 rne的 promoter及 5’-UTR處並沒有 CRP的結合位，因此
推測 cAMP與 CRP可能是間接影響 rne-lacZ的表現，但詳細機制仍有待進一步
研究。 
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