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一、中文摘要

在 大 腸 桿 菌 內 ，延胡 索酸� （fumarase）

是檸檬酸循環（TCA cycle）中將延胡索酸

（fumarate）與蘋果酸（L-malate）相互轉

換的重要酵素。已知大腸桿菌含有 fumA，

fumB 及 fumC 三種不同延胡索酸酵素基

因。為探討細胞生長速率對各延胡索酸酵

素基因表現之影響，本實驗利用化學恆定

連續式培養法，控制細胞生長速率來觀察

大腸桿菌延胡索酸酵素突變株 (△fumA、

△fumB 及 △fumC)中酵素之相互調控關

係，結果發現各突變株之延胡酸酵素活性

皆隨生長速率之上升而減少，此現象與野

生株活性表現之趨勢相同。另一方面，分

別以不同碳源(葡萄糖及醋酸)培養大腸桿

菌野生株，發現 fumC mRNA 穩定性在葡

萄糖為碳源時，隨生長速率之增加而上

升，若以醋酸為碳源時卻出現相反之結

果，顯示碳源在 fumC mRNA 轉錄(後)層

面，亦扮演重要之調控角色。

Abstract

Escherichia coli contains three biochemically 

distinct fumarases to catalyze the 

interconversion of fumarate to L-malate in 

the tricarboxylic acid (TCA) cycle. In this 

study how the fumA and fumC genes are 

regulated by cell growth rates, we examined 

the fumarase activity of fumA, fumB and 

fumC mutants in continouscultures. The 

results showed that the fumarase activity of 

three mutants are regulated by the rate of cell 

growth as they shown in wild type strain. In 

addition , the regulation of the stability of 

fumC mRNA are carbon source dependent. 

The results suggest that the growth 

rate-dependent regulation of fumA and fumC

genes was affected by carbon source 

utilization at both transcriptional and 

translational levels.

二、緣由與目的

生長速率與環境因子

微生物會因應外界環境因子的改變，

進而調節細胞內的基因表現、細胞的生長

速率至最佳生長狀態。而影響微生物生長

的因子，可以大略分為物理性及化學性兩
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類：物理因子包括溫度、酸鹼度、滲透壓

等，化學因子則包括水、氧氣、碳源、氮

源等。

碳源的影響

大腸桿菌利用不同碳源當養分，進行

各種合成、代謝的途徑，建構了細胞的骨

架，也產生能量來維持細胞生長。不同的

碳源因為會經過不同的代謝途徑，得到不

同的能量導致不同的生長速率，當以葡萄

糖 為 碳 源 時 ， 葡 萄 糖 先 藉 由 PTS

(phosphoenolpyruvate：sugar phospho-

transferase systems)磷酸化後進入細胞內，

進 行 糖 解 反 應 EMP pathway 

(Embden-Meyerhof-Pathway)，以 acetyl-CoA

進入檸檬酸環，完成呼吸作用產生能量。

若是以醋酸為碳源，醋酸酸藉由主動運輸

進 入 細 胞 ， 經 由 acetate kinase 及

phosphotransacetylase 或 acetyl-CoA 

synthetase 作用形成 acetyl- CoA進入檸檬

酸環，同時大腸桿菌還會進行乙醛酸鹽支

路(glyoxylate bypass)，用以補充胺基酸合

成所需要的二元酸(dicarboxylic acid)。

生長速率與大腸桿菌細胞組成的關係

1958 年 ， Schaechter 等 人 研 究

Salmonella typhimurium時首先發現細胞內

巨分子的組成，例如：DNA、RNA、Protein，

會隨生長速率的增加而增加 (4)，當大腸

桿菌 B/r的生長速率由μ=0.6 (doublings/h)

升高至μ=2.5 時，DNA的量由 7.6μg/109

cell增加到 18.3μg/109 cell；RNA的量由

20μg/109 cell 增加到 211μg/109 cell；

protein 的量由 100μg/109 cell 增加到 450

μg/109 cell。此外，除了巨分子組成的改

變，其他關於基因調節的因子，例如：RNA 

polymerase數量、活性及 DNA、RNA、蛋

白質合成速率等都會受生長速率影響，由

此可知細胞的生長速率與核細胞生理、基

因調控有密切的關係。

四、結果與討論

生長速率及碳源對 fumA 與 fumC 基因的

mRNA表現量之影響

本實驗以化學恆定連續培養方式偵測

不同生長速率對大腸桿菌 K-12 細胞內

fumA與 fumC 基因的 mRNA 表現量的影

響。在以酸為碳源培養的情況下，測定比

生長速率為 0.48/h、0.72/h及 0.96/h時細胞

內 fumA的 mRNA表現量會隨著比生長速

率的增加而減少，其中 fumA的 mRNA 表

現量在三種比生長速率下分別為 1.5：1.2：

1。而 fumC基因 mRNA的表現量也隨著比

生長速率的增加而減少，其中 fumC 的

mRNA表現量則分別為 2.2：1.6：1。若以

葡萄糖為碳源時，測定比生長速率為

0.72/h、0.96/h 及 1.2/h 時細胞內 fumA與

fumC 基因 mRNA 的表現量，發現 mRNA

也會隨著比生長速率的增加而減少，其中

fumA基因 mRNA的表現量分別是 2：1.7：

1；而 fumC 基因 mRNA 的表現量分別是

1.7：1.3：1。因此我們發現大腸桿菌細胞

內的 fumA與 fumC基因mRNA的表現量均

會隨比生長速率的增加而減少，而且

mRNA穩定性也受生長速率所調控，除了

以醋酸培養且比生長速率為 0.96/h 時，其

餘生長條件下的mRNA均隨比生長速率的

增加而更穩定，顯示各生長條件下經由啟

動子轉錄出的mRNA在各比生長速率間的

差距原本應更大 (6)。fumA與 fumC 基因

的mRNA在各比生長速率的表現量可間接
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影響轉譯作用的蛋白表現(1)。目前在檸檬

酸環中也發現其他代謝 的基因會受生長

速率所調控 (2，3，5)，而這些代謝 的

表現可能也透過此轉錄(後)機制調節。
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