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【前言】 

合成生物學(synthetic biology)是現代生物學的新興研究領域，其利用基因重

組技術製造各種生物元件，組合成生物 IC電路(biological IC circuit)，讓其依循

可預期的方式表現出特定功能，控制細胞進行一系列的工作。合成生物學將機電

領域之系統設計理論應用到生物系統，開拓基因重組生物與工程的交集，產生真

正可由程式控制的生物。傳統遺傳工程學可在細菌或生物中嵌入少數基因，使生

物體內目標蛋白質大量表現。但是新興的合成生物學中的生物基因電路設計則以

更廣泛的規模重新設計生物體內生合成途徑，外加的將不是單一基因，而是要改

變過去的單基因移轉技術，將基因群組裝為生物 IC 電路轉移至宿主細胞，使其

表現出全新的基因調控網路(gene regulatory network)。2000年後，麻省理工學院、

普林斯頓大學及柏克萊大學等知名研究單位，建構出生物 IC 因電路，包括振盪

器[1]、扳鍵開關基因電路[2]、自動抑制基因電路[3]、生物距離感應器[4]、生物

底片[5] 及生物計數器[6]。等。這些生物電路雖然只是模擬工程中簡單電路，卻

已經受到科學界高度重視，先後發表於 Nature、Science等頂尖期刊。顯見在 21

世紀，生物基因電路設計用於合成生物學，將會像現代的電子電機技術一樣迅速

發展，用以改造細胞，設計經濟效益最佳的產物生產途徑，在製藥、化合物、生

質能源等領域應用廣泛、潛力無窮。[7]。 

經過基因改造的微生物只需要做一些生化合成途徑修改，就可以製造出一些

藥物或能源的化合物。例如以多個基因轉殖於大腸桿菌，組合成藥物合成路徑，

使其合成抗瘧疾藥物青蒿素(artemisnin)的研究是生物基因電路的重要成就之一。

由苦艾草純化的青蒿素能有效對抗瘧疾，但是由於含量太稀少，使得萃取成本很

高。雖然現有生物技術可以將相關的代謝途徑移轉到大腸桿菌上，但是要達到經

濟效益，其產量需要有 7個數量級的提升。為克服此瓶頸，美國 Keasling教授的

研究團隊對代謝途徑作了重新設計，在大腸桿菌中插入 10 個基因合成

amorphadiene，即青蒿素的前趨物[8]。被插入的基因群可以將生物體內常見的

acetyl-CoA 轉變成 amorphadiene，但是許多合成過程中的中間產物，包括

isopentanyl pyrophosphate (IPP)，在高濃度時會對菌體產生致命毒性。因此，實

驗成功的關鍵在於平衡細菌體內合成 amorphadiene 的多步反應，協調合成相關

基因以平衡 IPP 的合成與利用，確保 IPP 在傷害大腸桿菌前及時轉化為



amorphadiene。傳統基因工程都是將基因組裝於過量表現之啟動子之後，使生合

成途徑所需蛋白質過量表現，但是過量表現外來蛋白質會消耗菌體本身有限生長

資源，而且中間產物可能過量累積造成生物毒性，使細菌生長減緩，無法達到產

量最佳化。本計畫中將引進生物 IC 電路設計概念，通過生物基因電路設計精細

調整合成途徑中表現蛋白質的平衡，計算出外來蛋白質群表現與菌體生長速率的

最佳平衡點，藉以控制生合成途徑，使產物達到最佳化產量。 

現在生物 IC 電路用於製藥領域或是生質能源無法普及的最重要原因是化合

物的產量無法提升，使生合成產物單位生產成本過高，無法產生經濟效益。分解

生物廢棄物(如稻殼、麥桿，木材廢料等)產生植物纖維乙醇，生質柴油，生質丁

醇等多樣化生質能源是替代能源新趨勢。在微生物生產酒精、丁醇及長鏈醇類的

過程中，糖類利用速率決定產物生成速率，因此提高糖解作用速率是增加酒精產

率的重要關鍵。在酵母菌厭氧發酵產酒精路徑中，利用遺傳工程外加參與糖解作

用中的基因群於酵母菌中，無論是單獨表現一個或是同時過量表現多個基因群，

對最後酒精產量並沒有明顯影響，顯示利用外加載體過量表現糖解蛋白並不能再

增加糖解途徑的流量[9-10]。這些例子均說明在宿主細胞中，建立生物 IC電路架

構合成途徑表現外來生合成途徑時，常會有一些非期望中的改變發生。像是過量

表現外來基因佔用過多細胞資源，使生物生長速率減緩；或是有些酵素活性或表

現量過低，引起代謝中間產物堆積，造成生合成途徑不平衡或是產生細胞毒性等

等，這些都會使培養基到產物的效率無法最佳化[9]。為解決上述困難，需要調

整外加於宿主細胞中的生物 IC 電路基因群間的平衡，使每一步驟的中間產物都

能充分被下一步驟酵素使用，減少中間產物對宿主的生物毒性，並降低中間產物

對酵素的負迴饋抑制，使合成途徑在細胞穩定表現，達到最終產物產量最佳化的

目標。這些目的都需要考慮進行基因轉殖時送入宿主細胞的生物 IC 電路結構，

及各基因間的表現量控制。因此雜訊過濾、系統強健性設計、訊號與系統控制等

在電子電機領域已經是高度發展的理論，非常迫切需要引用到生物 IC電路設計，

帶領其朝向更複雜多工的跨領域發展。 

【研究目的】 

合成生物學是現代生物學的新興研究領域，其利用基因重組技術製造各種生

物元件，組合成生物 IC 電路，讓其依循可預期的方式表現出特定功能，控制細



胞進行一系列的工作。合成生物學將機電領域之系統設計理論應用到生物系統，

開拓基因重組生物與工程的交集，產生真正可由程式控制的生物。2004 年合成

生物學被美國麻省理工學院出版的 Technology Review評為“將改變世界的十大

新技術之一”。 

 

 

圖一：雙回饋控制設計的生物 IC 振盪器電路。a:基因電路架構圖。利用組

合啟動子(Plac/ara-1)控制 araC及 lacI基因表現，構築出生物 IC振盪器電路中的

正回饋及負回饋迴路。b:加入 IPTG及 arabinose誘發物後，紅線顯示出單一細胞

的螢光表現量。顯示出生物電路正在進行週期大約 13分鐘的振盪行為。[11] 

然而現今生物 IC電路面臨的難題是在生物體中，加入生物 IC電路表現外加

基因群修改合成途徑，並不一定能使最終產物產量增加，常會有一些非期望中的

改變發生。像是：一、過量表現前趨物到最終產物間的酵素群，會佔用細胞內資

源，造成宿主細胞生長負擔，減緩細胞本身的生長速率。二、某些外加於合成途

徑中的中間產物或最終產物有生物毒性，在生合成過程中累積於宿主細胞中，會

造成細胞生長遲緩或死亡。三、在代謝途徑中存在負迴饋控制，中間產物會抑制

合成途徑中酵素活性，使合成途徑流量無法持續增加[9]。四、生物電路在細胞

內表現短暫功能後會逐漸崩潰，無法穩定運作於細胞中，喪失實用價值。基因表

達時的雜訊，不同 RNA剪裁、DNA突變及熱擾動等造成內在生化參數變動，以

及細胞環境變遷與其他基因交互作用所造成的干擾，都會使人工製造出來的基因

電路無法穩定運作。而且當基因電路的複雜性增高，干擾會逐漸累加，嚴重影響

基因電路的運作。這也是現今目前發表的生物 IC 電路很難朝複雜化極多功能化

發展的重要原因[1-2, 4, 12]。圖一表示出加入雙回饋控制設計，使生物 IC振盪器

電路穩定性增加的新設計[11]。Hasty教授的研究團隊將 2000年發表於 Nature期



刊的振盪器迴路中加入回饋控制[1]，使其穩定性及同步性增加，結果再度發表

於 Nature期刊。圖一 b顯示宿主細胞會有週期約 13分鐘的閃爍螢光，但是不同

細胞或週期下，螢光表現量的震幅仍未能完全同步，而且在振盪次數增加後，細

胞的螢光不同步化會逐漸明顯，使振盪器電路趨向崩潰。顯見增加生物 IC 電路

的強健性，使其能克服各種外加或內在干擾，穩定表現變成出設計的功能是合成

生物學亟待解決的重要課題。 

整合型計畫總主持人陳博現教授已經發表多篇論文增加生物 IC 電路穩健性

的理論[13-19]。不過設計出來的生物 IC 電路如果要實際於生物體內表現，需要

瞭解生物電路在生物體中的運作情形並予以量化，例如 mRNA 和蛋白質的生成

速率、降解速率及穩定性，蛋白質和 DNA交互作用的強度，細胞內在或外在的

雜訊分布情形等參數提供都是不可或缺的重要因素。但是在整合型計畫進行初期，

這些參數無法全數取得，使得實現生物 IC 電路藍圖遭遇阻礙。為克服此難題，

本子計畫利用定向演化先進行人造基因電路 RBS（ribosome-binding site）序列突

變改造，先篩選出不同調控強度的生物電路組合，將系統的輸入(DNA序列，誘

發物濃度)及輸出(螢光表現強度)回傳給其他子計畫，讓合作子計畫估測基因電路

的生物參數數值，並建立系統動態方程組。其他子計畫並將利用此本子計畫實驗

資料調整模擬電路與實際生物電路的參數差異性，使架構的生物電路更符合實際

生物體內行為。此子計畫中並設計一個具有交互作用的生物 IC 電路來探討並驗

證系統強建設計理論。 
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【研究方法】 

單純的電機元件轉成生物元件後，就有許多生物參數需要控制。但在生物中

有許多行為尚未完全被瞭解，例如不同的啟動子 DNA序列到底會對應多少強度



的 mRNA或蛋白質表現，這是很難事先預測的。除非針對特定的啟動子 DNA序

列實際設計實驗去偵測下游基因表現強度，不然生物學家只能告知啟動子強或弱

的大概區間。在生物 IC 電路設計流程中，如果要開出強健性電路設計規格，就

會規定每一個基因的表現強度一定要在哪些範圍。生物學家拿到此設計藍圖，因

為生物元件庫組合還不夠多，往往無法由生物元件庫中取得所需元件，只能先組

裝出最接近設計藍圖的生物 IC電路。這種大概組裝出來的生物 IC電路不見得可

以在宿主細胞中穩定運作，這也是現今已發表的生物電路無法穩定表現的原因之

一。 

為克服上述生物元件庫可調控元件不足的困難，本子計畫引入定向演化技術

(圖二)，改良生物 IC 電路組裝無法逼近設計藍圖的問題。定向演化概念是利用

分生技術在 DNA序列產生些許改變，模擬自然界的突變作用，使子代的變異性

增加，之後在突變子代中選取想要特性(Chatterjee and Yuan, 2006; Yokobayashi, et 

al., 2002)。本計畫將在啟動子區域做定向演化，將利用 error-prone PCR 技術、

DNA shuffling 或是 random point mutagenesis 等分生技術在核糖體結合區域

（ribosome binding site: RBS）的 DNA序列做一些點突變，這可以使 RBS轉譯

強度發生強化弱的些微變化。我們再由各種不同調控強度組合的生物 IC電路中，

選取最接近設計藍圖的子代。於篩選出的子代中繼續做定向演化，可以逐漸逼近

設計藍圖。 

 

圖二：定向演化示意圖。先在親代 DNA序列中造成突變，產生含有不

同突變序列的子代組合。在由突變的子代組合中篩選出想要的基因表

現特性。於篩選出的子代中繼續做定向演化，可以逐漸逼近想要的表

現行為。 



建立 DNA 元件庫後，本子計畫將依據合作子計畫所提供的強健 IC 設計藍

圖，於今年已經建立的生物 IC元件庫中挑選元件，實際組裝生物 IC電路送到宿

主細胞。量測生物電路螢光蛋白輸出訊號，回傳給合作子計畫，檢測生物 IC 電

路使否達到強健化的設計目標。如果步驟一的系統無法達到強健化設計目標，將

利用定向演化技術，改變啟動子或 RBS序列，使生物 IC電路的基因群表現量產

生變化，創造不同基因群表現強度的基因電路組合。依據生物電路的螢光表現蛋

白輸出形式，挑選具有強健性表現之基因電路。回傳生物電路輸入及輸出訊號給

合作子計畫，分析達成生物 IC 電路強健化重要因素。比對模擬與實驗結果，修

正強健生物 IC 理論，再將新的生物電路設計圖回傳給本子計畫。本子計畫將以

生物實驗驗證合作子計畫所設計之生物 IC 電路的強健性，並使其正確表現出設

計功能，工作流程如下圖三。 

 

圖三：研究工作流程圖。 



【結果】 

一、利用定向演化技術擴增 RBS序列的多樣性 

要開出強健性電路設計規格，就會規定每一個基因的表現強度一定要在哪些

範圍。生物學家拿到此設計藍圖，因為生物元件庫組合還不夠多，往往無法由生

物元件庫中取得所需元件，為克服上述生物元件庫可調控元件不足的困難，本子

計畫中利用定向演化技術，改良生物 IC 電路組裝無法逼近設計藍圖的問題。利
用 error-prone PCR技術、DNA shuffling及 random point mutagenesis等分生技術
在 DNA序列做一些突變，使啟動子轉錄強度或是 RBS（ribosome-binding site）
轉譯強度發生強化弱變化（圖四及圖五），擴增元件資料庫中啟動子 DNA 序列
的多樣性，建立不同控制強度的生物 IC元件資料庫。 

 

圖四：利用 random point mutagenesis改變 ribosome-binding site序列，造成綠營光蛋白質產生速

度差異，使基因迴路有不同螢光蛋白強度輸出。突變後可以產生一系列不同強度啟動子，實驗結

果證實利用定向演化可以建立不同控制強度的生物 IC元件資料庫。 

 

 

圖五：利用 random point mutagenesis改變圖

螢光蛋白的 RBS序列，造成基因迴路有不同

螢光蛋白強度輸出。■◆：RBS原始序列

（~AAAGAGGAG~） ; ◆：64號樣品，RBS

突變序列（~AAAGAGAGG~）;▲: 40號樣

品，RBS突變序列（~AAAGACAGG~）。突

變後表現減弱序列說明利用定向演化可以擴

增元件資料庫中 DNA序列的多樣性，建立不

同控制強度的生物 IC元件資料庫。 



二、設計具有交互作用的生物 IC電路來探討並驗證系統強建設計理論 

利用生物元件庫組裝出生物 IC 電路（圖六）。迴路中由持續性表現的 PlacIq

啟動子表現出 tetR抑制子蛋白，tetR蛋白會抑制 Ptet啟動子的表現，使系統不會

表現出螢光蛋白 EYFP基因。當系統中加入 tetR蛋白之抑制物 anhydrotetracycline 
(aTc)時，aTc會解除 tetR蛋白對 Ptet啟動子的抑制作用，使綠螢光蛋白開始表現。 

 

 

 

 

將構築好的生物 IC 電路接於表現質體上，轉殖大腸桿菌中，利用流式細胞
儀分析螢光蛋白輸出形式及雜訊分佈情形，已經成功建立螢光蛋白定性及定量測

試方法。我們量測生物元件的輸出訊號(螢光強度)及輸入訊號(DNA 序列及誘發
物濃度)，實驗結果如圖七。將不同電路組合得到的綠螢光強度輸出訊號及外在
干擾雜訊形式，回傳給合作子計畫，用以建立生物 IC 電路數學模型，改良強健
系統設計理論。 

 

 

 

圖六：生物元件庫組裝出生物 IC電路。PlacIq啟動子表現出 tetR抑制子蛋白抑制

Ptet啟動子的表現，使系統不會表現出螢光蛋白 EYFP基因。當加入 aTc時，aTc

會解除 tetR蛋白對 Ptet啟動子的抑制作用，使螢光蛋白開始表現。 

圖七：利用擴增的 DNA元件資料庫改變圖六生物 IC電路組合，造成輸入訊

號強度差異，使生物 IC電路有不同螢光蛋白強度輸出。實驗結果說明組裝不

同控制強度的生物 IC元件資料庫可以創造出不同輸出的生物 IC電路。 



三、利用賽局理論設計強健性生物 IC電路 

現今已發表的生物 IC 電路面臨的難題是生物電路在細胞內表現短暫功能後
會逐漸崩潰，無法穩定運作於細胞中，喪失實用價值。基因表達時的雜訊，不同

RNA剪裁、DNA突變及熱擾動等造成內在生化參數變動，以及細胞環境變遷與
其他基因交互作用所造成的干擾，都會使人工製造出來的基因電路無法穩定運作。

本子計畫與子計畫一合作，利用賽局理論設計強健性生物 IC 電路，使基因迴路
表現能承受更多外加或內在雜訊干擾。並針對生物 IC 電路所受內在參數擾動及
環境干擾，建立一套仿真的非線性隨機行為模型，根據此模型提出在各種干擾存

在下，保證達成設計目標的生物 IC電路設計規格。成果已發表於 Bioinformatics 
2009. (Chen et al., 2009)。 

【討論】 

在強健性生物 IC 電路設計中，模型模擬出的參數值並不是直接對應到啟動
子的調控強度，而且表現酵素的活性會隨其 mRNA 及蛋白質的穩定性有個別差
異。所以在建構生合成途徑的實驗初期，仍需要利用定向演化技術產生不同強度

啟動子及 RBS 強度控制目標蛋白質群的表現量。藉由對應模型模擬和定向演化
下所選擇出的最佳生物 DNA元件輸出資料，列出模型模擬和啟動子序列資料調
控活性的對照表，提供未來構築生物 IC 電路時，選擇最適合的調控強度啟動子
及 RBS 序列的參考資料。此方式可以大幅縮短實驗時間，達到建構強健性生物
IC電路的目標。 

以定向演化改變啟動子及 RBS序列，這會使啟動子轉錄強度及 RBS轉譯強
度改變，但是無法預估強度變化量。還好在大腸桿菌中，做定向演化只要數個工

作天，而且一個人力同一天可以處理數個定向演化實驗樣品，可以由大量不同突

變點的啟動子轉錄強度資料選取想要的突變菌株。同時實驗中也可以累積各種啟

動子序列改變對轉錄強度的影響，由其中求出規則性，提供更有效率設計定向演

化方向的策略。 

 

【計畫成果自評】 

本整合研究計畫執行至今，各子計畫執行進度與預期相符。鑑於目前相關文獻

大多分開討論promoter在轉錄層級上的重要性以及RBS在轉譯層級上的必要性。
因此，本子計畫提供了一個新的方法來重新定義 RBS 在轉錄、轉譯層級上的強
度並確立其相關性。利用已知不同轉錄強度的 promoter 搭配已知不同轉譯強度
的 RBS建構成 9條具有完整功能的表現單位(device)，並將其放入特定載體後送



入宿主 E.coli表現之。目前已挑選其中六條 device並分析其對應的數據，模擬結
果與實驗結果相符程度符合當初預期結果。未來，本實驗室將完成並收齊 9 條
device的實驗數據，利用這 9條 device探討 RBS的 Translation強度以及其表現
蛋白的相關性。 

此計畫之獨特性在於：利用系統分析模擬技術結合分子生物學概念，將 RBS
調控強度量化，以量化後數據建立生物中蛋白質表現動態模型，之後可針對設計

者對蛋白質表現量的需求，組裝其相對應強度的 RBS 生物元件，調控蛋白質於
宿主細胞內的表現量。 

學術論文發表方面：由於本計畫建構 model的方法具有其獨創性，加上想法
上的新穎性。結合分子生物學及工程學之原理，將機電領域的系統設計理論應用

至生物系統，設計並建造標準化及可交換性 DNA 序列，以構成各式生物元件。
而這些生物元件與其他生物元件連結後，便能組成具有功能性的 device，執行不
同的功能，進而控制細胞進行一系列的工作，將遺傳工程拓展到多基因的研究。

因此，在跨領域期刊的接受度上，具有一定的前瞻性，目前有兩篇期刊論文正在

撰寫中。已有一篇研討會論文獲邀至新加坡進行口頭演講（註一）。 

國際競賽方面：2009年指導交通大學生物科技學生團隊赴美參加MIT舉辦
之國際基因工程競賽，以【細菌裁判】作品獲得銀牌獎，榮登交大首頁，校長並

召開記者會表揚成果，獲得媒體廣泛報導，為台灣爭光。 

國榮譽獎項：指導交通大學生物科技學生進行研究，成果榮獲中華創新發明

學會之【台灣國際發明獎】。 

 

註一：Hsiao-Ching Lee, Pei-Chun Shih, Yao-Te Tsai, Bor-Sen Chen, and Ching-Ping 
Tseng. Identifying the interaction function between promoters and ribosome binding 
sites. 2010 August 2-4, The 2nd international conference on cellular and molecular 
bioengineering 
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