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醋酸菌Gluconacetobacter xylinus轉殖類血紅素 
蛋白基因(vhb)對細菌纖維素產量之影響1 

楊祐俊2、洪爭坊3、趙雲鵬4 

摘  要 

本研究的主要目的是希望藉由轉殖類血紅素蛋白基因(vhb)，增加醋酸菌株在細菌纖

維素的表現量。針對醋酸菌BCRC 12334、12335、14101、14148及14182等菌株，測試各

菌株細菌纖維素的產量，以及對於抗生素的抗性等，發現菌株BCRC12334具有較佳的纖

維素產量與適合的抗生素敏感性，可供轉殖試驗之用。接著我們建構類血紅素基因表現

載體並完成定序分析後，將該表現載體轉型入BCRC 12334醋酸菌株內，得到重組菌株G. 

xylinus VHb。利用西方墨點法進行蛋白質表現分析，可分別在分子量大小為16.0 kDa處發

現預期的蛋白質條帶，進一步測試轉基因醋酸菌在細菌纖維素產量上的變化，結果轉型

菌株G. xylinus VHb較野生型菌株BCRC 12334的纖維素產量增加21.7%。 

關鍵字：醋酸菌、類血紅素蛋白、細菌纖維素。 

前  言 
纖維素為自然界中分布最廣，含量最多的多醣體，大多的纖維素來自於植物，且多應用

於造紙工業，由於來自植物的纖維素組成複雜且含蠟質，因此近年來科學家及工業界開始重

視細菌纖維素應用於不同領域之可行性(1)，其中，又以木質醋酸菌Acetobacter xylinum為主。

1997年時，Yamada氏等利用16S核醣體DNA序列分析，將該菌重新命名為Gluconacetobacter 
xylinus (30)，G. xylinus產生的纖維素具有純度高、彈性強度大、生體適合性高以及生物分解性

佳等優點，具有較高的應用價值，已廣泛被應用於生醫材料、造紙及食品等產業(4,16,26,31)。 
G. xylinus為絕對好氧菌，在生長環境下若能夠有充足的氧氣提供，對菌體生長有一定程

度的幫助，學者也發現當菌株培養在靜止狀態下可誘導大量生產細菌纖維素，一般認為乃因

為細菌纖維素的產生可幫助G. xylinus浮在醱酵液面，以便獲得足量的氧氣 (5,20)。然而，在靜

止的醱酵條件下，溶氧度卻會造成限制因素，因此許多學者改用攪拌槽或搖瓶培養(25)，認為

應可獲得較高的產量，但並非每株醋酸菌皆適合攪拌的生產模式(24)，也發現在攪拌的過程會 
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導致纖維膜的形態與結構產生變化，如此一來，以G. xylinus進行細菌纖維素之大規模醱酵生

產將是一項相當大的挑戰，因此本研究主要的目的是希望透過轉殖類血紅素蛋白基因的方

式，改善G. xylinus的氧氣利用率，以提高細菌纖維的產量。 
血紅素蛋白(hemoglobin)是一種普遍存在於各物種的蛋白質，此類蛋白質的特點在於含

有可以攜帶鐵離子的血基質(heme)，因此可以作為氧氣的輸送，改善氧氣利用率。1966年
Webster等人從停滯的湖泊及腐敗的植物體中發現透明顫菌(Vitreoscilla sp.) (27)，該細菌為長絲

狀好氧性細菌(filamentous aerobic bacteria)，在低溶氧條件下，透明顫菌屬細菌內會誘導生成

一種可溶性類血紅素蛋白質，稱之為透明顫菌血紅蛋白(VHb)，能有效提昇Vitreoscilla屬細菌

對氧氣的利用性。VHb的DNA序列是由441個鹼基對所構成，轉譯出146個胺基酸，估算約

15.775 kDa(3,28)，但與其他類血紅蛋白比較，透明顫菌血紅蛋白對於氧氣的親合力較差，但卻

具有極佳的氧氣釋放能力，這個特點使得表現透明顫菌血紅蛋白的大腸桿菌細胞內處於極度

氧化狀態 (6,15)，是目前最廣為研究的細菌血紅素蛋白。根據前人研究指出，在低溶氧條件

(hypoxic condition)的醱酵培養過程下，表現透明顫菌血紅蛋白基因的大腸桿菌細胞可促進其

生理代謝速率和增加細胞總質量 (7)。另有文獻報導，在低溶氧條件的醱酵培養過程中，生產

透明顫菌血紅蛋白的重組型大腸桿菌以及枯草桿菌可以有效地增加細胞本身蛋白質的生成量

以及重組型蛋白質產量 (8,9,10)。因此，本研究擬嘗試將vhb基因轉型入G. xylinus中，希望以基

因改造的方式，達到促進G. xylinus生長並且增加細菌纖維素產量的目的。 

材料與方法 
供試菌株之篩選與細菌纖維素產量之評估 

由財團法人食品工業發展研究所購得Gluconacetobacter xylinus subsp. xylinus BCRC 
12334、BCRC 12335、BCRC 14101、BCRC 14148及BCRC 14182等菌株，於M medium (glucose 
10 g; yeast extract 10 g; peptone 7 g; acetic acid 1.5 ml; succinate 0.2 g; agar 15 g; D.W. 1 L; 
pH=5.0)更新培養兩次後，取各菌株的單一菌落，於28℃下，培養於含有0.1% cellulase的M broth
中16 hrs。調整前述各菌株培養液中的細菌濃度，使OD600時的吸光值約0.3~0.4，取1 ml加入

20 ml的M broth中，於28℃靜置培養7天後，收集細菌纖維，將獲得的纖維以0.1 N的NaOH溶

液於80℃煮20分鐘後，以去離子水沖洗數次，並置於80℃烘箱中烘乾8小時後秤重，比較不同

醋酸菌株生產細菌纖維之差異，而完成轉殖的醋酸菌株亦利用上述方法進行細菌纖維素產量

評估。 
轉殖用抗生素之篩選 

於M培養基中分別加入kanamycin、ampicillin、tetracycline及chloramphenicol等不同抗生

素，使各抗生素於培養基中的最終濃度為50 ppm後，以劃線平板法將G. xylinus BCRC 12334、
BCRC 12335、BCRC 14101、BCRC 14148及BCRC 14182等菌株懸浮液，分別塗抹於含有不同

抗生素的培養基上，每個處理三重複，於室溫(26 ± 1℃)中培養5天後，觀察紀錄不同抗生素

對醋酸菌之抑制效果。 
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轉殖基因之廣寄主型載體建構 
建構以tac啟動子(lac啟動子衍生型)控制vhb、trxA/vhb基因表現之廣寄主型載體，建構流

程如圖二所示，首先利用PCR方法將vhb基因增幅生產，純化後之PCR DNA片段和純化後之質

體pJF-TrxFus、pJF118EH分別以SmaI/HindIII、EcoRI/HindIII剪切，接著以T4 DNA (promega)
黏接酶將PCR DNA片段和質體黏接在一起，並隨之轉殖入勝任大腸桿菌XL1-Blue中，最後將

轉殖細胞塗抹於內含50 ppm ampicillin的LB培養基篩選。選擇其中幾株轉殖菌株以內含50 
ppm ampicillin的LB培養液培養，收集細胞後，以質體純化組 (Quick plasmid miniprep kit, 
invitrogen)純化重組載體，並以PCR方法和限制酶剪切後的DNA限制圖譜來確認所建構之載體

pJF-TV和pJF-VHb。載體pJF-TV和pJF-VHb以EcoRV/HindIII來剪切，純化含有以tac啟動子控

制、trxA/vhb基因表現的DNA片段，再與EcoRV/HindIII剪切之廣寄主型質體pBBR1MCS-2黏
接在一起，黏接的DNA混合物則隨即轉殖入勝任大腸桿菌XL1-Blue中，最後將轉殖細胞塗抹

於內含50 ppm kanamycin的LB培養基篩選。選擇其中幾株轉殖菌株以內含50 ppm kanamycin
的LB培養液培養，收集細胞後，以質體純化組純化重組載體，並以PCR方法和限制酶剪切後

的DNA 限制圖譜來確認所建構之重組載體 pBBR-TV1和 pBBR-VHb1。為了確認選殖之

trxA/vhb、vhb基因的正確性，我們將所建構得到的重組載體pBBR-TV1和pBBR-VHb1委託國

際源資生技公司進行核酸序列分析。 
聚丙醯胺膠體電泳分析 

我們以內含 50 ppm kanamycin的LB培養液來培養重組菌株XL1-Blue/pBBR-TV1和
XL1-Blue/pBBR-VHb1，並分別以添加及不添加IPTG的方式誘導重組菌株生產蛋白質，醱酵

結束後收集並以超音波震盪方式來破碎細胞，接著離心分離細胞萃取液和細胞碎片，取等量

的總量蛋白進行12%聚丙醯胺膠體電泳，分析重組菌株蛋白質之表現，30 ml的聚丙醯胺膠體

中，含有3 g sucrose、7.5 ml 4X resolving buffer (1.5 M Tris, pH 8.8)、12 ml 30% acrylamide 
solution (acrylamide: bisacrylamide = 29.2 : 0.8)、0.3 ml 10% SDS、0.2 ml 10% APS、8.5 ml 
ddH2O。 
西方墨點免疫分析(Western blot immunoassay)  

本實驗中所使用之一次抗體為 anti-VHb多株抗體，二次抗體為購自 Sigma之 goat 
anti-rabbit IgG conjugated HRP抗體。將跑完 SDS電泳膠的蛋白質轉漬至 Immunobilon-P 
membrane (Bio-Rad)，使用前先以甲醇潤濕，再以transfer buffer (0.025 M Tris、0.19 M glycine、
20% methanol)漂洗，放置於4℃下，使用Bio-Rad蛋白質轉漬系統以固定電流200 mA轉漬1.5
小時。轉漬完成後，將Immobilon-P membrane以PBS緩衝液漂洗2分鐘，以去除methanol並轉

換成phosphate buffer環境，然後加入blocking solution漂洗過夜。隔天加入一次抗體溶液於室

溫(26 ± 1℃)下反應1小時，以PBST buffer漂洗10分鐘三次，接著加入二次抗體溶液於室溫(26 
± 1℃)下反應1小時，再以PBST buffer漂洗10分鐘三次，最後將轉漬膜取出，並稍微滴乾後，

置於TMB反應液進行呈色。 
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木質醋酸菌電穿孔轉殖方法 
將活化的醋酸菌菌液2 ml接種於含有0.1% cellulase的M培養液30 ml中，並在170 rpm、

28.5℃培養箱中振盪培養直至OD600介於0.3~0.4。接著收集菌液於離心管中，6,000 rpm、4℃
離心5分鐘，倒掉上清液收集菌體，利用25 ml事先預冷的1 mM HEPES Buffer pH 7.0重覆清洗

2次，菌體再以700 μl冰冷的15% glycerol懸浮，菌液每200 μl分裝成一管，此即為勝任細胞。

利用電壓(V)為2.5 kV時間常數設定為4.7 ms之條件進行電穿孔轉殖，電擊完畢立即將勝任細

胞加入含有0.1 % cellulase及35 ppm kanamycin的M培養液800 μl中，混合均勻後吸出勝任細胞

懸浮液至試管中，於28.5℃振盪隔夜培養。挑選可以在35 ppm kanamycin培養基生長之醋酸

菌，並且利用PCR方法以及限制酶剪切後的DNA限制圖譜確認。 

結  果 
醋酸菌對抗生素敏感性分析及細菌纖維素產量分析 

將G. xylinus BCRC12334、12335、14101、14148及14182等五個醋酸菌株分別培養於含

有50 ppm kanamycin、ampicillin、tetracycline及chloramphenicol等不同抗生素的M培養基中，

五天後觀察各菌株在培養基生長之狀況，結果各菌株呈現出不同的抗抗生素能力(表一)，其

中BCRC14182以及BCRC12334在大多數抗生素的培養基中均無法生長，具有較高的抗生素敏

感性，而各種抗生素中又以50 ppm tetracycline對醋酸菌株的生長抑制效果最好，其次則為50 
ppm的ampicillin。此外，比較不同醋酸菌株生產細菌纖維之差異，其中以BCRC 14148與BCRC 
12334菌株的纖維產量較高，約100 mg，而BCRC 14101的纖維產量則最低，僅約30 mg (圖一)。 

表一、各醋酸菌株對於不同抗生素之反應 
Table 1. Responses of Gluconacetobacter xylinus to different antibiotics on M medium for five days 

Response1 
Antiboitic 

12334 12335 14101 14148 14158 14182 
Ampicillin -2 - - - ++ - 
Chloramphenicol +3 +++ ++ ++ +++ - 
Kanamycin - +++ +++ ++ -(+) - 
Tetracycline - - - - - - 
1Each treatment has three replicates and each replicate has one plate of culture medium. 
2‘-’symbol means the strain can not grow on the culture medium with the antibiotic. 
3‘+’symbol means the strain can not grow on the culture medium with the antibiotic. 
 
VHb表現載體之建構與確效 

本實驗中選擇了廣寄主型載體pBBR1MCS-2為醋酸菌表現載體，以tac啟動子(lac啟動子

衍生型)控制vhb與trxA/vhb基因表現，建構流程如圖二，插入的vhb與trxA/vhb開讀股架分別為

441鹼基對以及813鹼基對，以PCR方法和限制酶剪切後的DNA限制圖譜來確認所建構之表現

載體pBBR-VHb1和pBBR-TV1，最後完成核酸定序分析，確認該基因之序列正確無誤(圖三)， 
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圖一、醋酸菌不同菌株纖維素產量分析。 
Fig. 1. Comparison of cellulose production of different strains of G. xylinus. 

預期分別可轉錄出146個胺基酸以及270個胺基酸殘基(residues)。經過誘導後的大腸桿菌菌株

如期生產可溶性的TrxA/VHb、VHb，發現經由IPTG誘導的菌株有較高的TrxA/VHb、VHb蛋
白質表現量(圖四)。此外，離心回收的重組菌株，以肉眼可觀察到呈桃紅色，這也顯示菌株

所生產之VHb具有相當程度之生物活性。確認VHb表現載體正確無誤後，將該表現載體利用

電穿孔轉型入醋酸菌G. xylinus BCRC 12334醋酸菌內，並分別命名為G. xylinus VHb與G. 
xylinus TV1轉殖醋酸菌株。 
轉型醋酸菌VHB蛋白質表現量測試 

分別將G. xylinus BCRC12334與完成轉殖的G. xylinus VHb及TV1醋酸菌株接種於含有

0.1% cellulase的M培養液30 ml中，並在170 rpm、28.5℃培養箱中振盪培養直至OD600=0.3-0.4，
取1 ml離心加入lysis buffer，取上清液10 μl進行SDS蛋白質電泳，並利用西方墨點法針對VHb
蛋白質進行表現狀態分析，相較於未轉殖的G. xylinus BCRC 12334菌株，轉殖醋酸菌G. xylinus 
VHb與TV1菌株分別在預期的16.0與29.7 kDa分子量大小有明顯的呈色訊號(圖五)，證實我們

所建構的表現載體已成功的轉型入醋酸菌中，並且能夠表現出如同預期大小的VHb以及

Trx/VHb蛋白質。 
VHb轉型醋酸菌纖維素產量測試 

為了解轉殖vhb基因對醋酸菌產生纖維素產量的影響，分別將G. xylinus BCRC 12334、
G. xylinus VHb與G. xylinus TV1菌株於28.5℃下靜置培養七天後，利用先前描述的方法收集其

產生之纖維膜。結果G. xylinus BCRC 12334、G. xylinus VHb與G. xylinus TV1菌株平均纖維素

產量分別為92 mg、112 mg及97 mg (圖六)，證實G. xylinus VHb菌株的纖維素生產能力較G. 
xylinus BCRC 12334增加幅度約21.7%。 
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圖二、VHb表現載體建構流程圖。 
Fig. 2. Flow chart of construction of vhb expression plasmid. 
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圖三、表現載體 pBBR-VHb 與 pBBR-TV1 序列分析。(A) pBBR-VHb (B) pBBR-TV1。 
Fig. 3. Sequence analysis of two expression plasmids. (A) pBBR-VHb (B) pBBR-TV1. 

(B) 

(A) 
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圖四、重組大腸桿菌培養後誘導生產之 VHb (Vgb)與 TrxA/VHb (TV)如圖中箭頭所示。Lane 1：蛋

白質標準品；Lane 2：經誘導生產 VHb 菌株；Lane 3：未經誘導生產 VHb 菌株；Lane 4：
經誘導生產 TrxA/VHb 菌株；Lane 5：未經誘導生產 TrxA/VHb 菌株。 

Fig. 4. Analysis of recombinant VHb (Vgb) and TrxA/VHb (TV) proteins (arrowed) produced by 
recombinant E. coli. Lane 1: protein marker; Lane 2: recombinant VHb protein was induced with 
IPTG; Lane 3: recombinant VHb protein was not induced with IPTG; Lane 4: recombinant 
TrxA/VHb protein was induced with IPTG; Lane 5: recombinant TrxA/VHb protein was not 
induced with IPTG. 

圖五、利用西方墨點法分析重組醋酸菌之蛋白質。Lane 1：蛋白質標準品；Lane 2: BCRC 12334; Lane 
3: G. xylinus VHb 菌株；Lane 4: G. xylinus TV1 菌株。 

Fig. 5. Western blotting analysis of recombinant G. xylinus and G. xylinus. Lane 1: protein marker; Lane 
2: G. xylinus BCRC 12334; Lane 3: G. xylinus VHb strain; Lane 4: G. xylinus TV1 strain. 
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圖六、醋酸菌野生型菌株 G. xylinus BCRC 12334 與重組醋酸菌株 G. xylinus VHb 及 TV1 之細菌纖

維素產量比較。 
Fig. 6. Comparison of bacterial cellulose production between transformed G. xylinus VHb and TV1 

strains and G. xylinus BCRC 12334 wild type strain. 

討  論 
影響醋酸菌產生纖維素有許多的因素，例如營養素來源、醱酵條件等，本研究的目的是

希望以基因工程的方式增進細菌纖維合成的效能。目前已有許多參與醋酸菌合成纖維的基因

被發現，包含acsAB、acsC、acsD、bcsA、bcsB、bcsC以及bcsD等(21,22,29)。其中纖維合成酵素

(cellulose synthase, BcsA)參與聚合作用(polymerization)，將葡萄糖(UDP-glucose)聚合成直鏈

葡萄糖鏈 (11)，BcsC和BcsD參與結晶作用(crystallization)與結構作用(structuraliztion)將直鏈葡

萄糖鏈聚合成緊密的纖維層(11,22)，而BcsB目前則認為是纖維合成酵素的次單體，與控制其活

性相關(11)，此酵素在有cyclic-di-GMP結合時具有較高的合成細菌纖維素活性(17,18)，因此控制

cyclic-di-GMP的濃度則成為醋酸菌調節纖維素合成效能的關鍵因子。Rony氏等(1998)指出，

在A. xylinum中，調控 cyclic-di-GMP濃度的酵素主要為DGC (diguanylate cyclase)與PDEA 
(phosphodiesterase A)(19)。DGC可將兩個GTP分子環化成一分子的cyclic-di-GMP，PDEA則具

有分解cyclic-di-GMP的功能，透過兩者的合作可以調節cyclic-di-GMP在醋酸菌體內的濃度，

進而改變纖維合成酵素的活性。其中，在DGC與PDEA蛋白質的N端被預測出一段可感受氧氣

狀態的PAS區域(domain)，功能可能相類似於NifL與FixL蛋白質的氧氣感受區域，透過這個區

域感受環境中的氧氣狀態，相互協調彼此的活性 (13,14)，控制cyclic-di-GMP的濃度，這也合理

的解釋了為何醱酵條件中氧氣與二氧化碳的濃度比例與細菌纖維素的產量有相當大的關係
(23)。 

由於醋酸菌是好氧菌，在醱酵的過程中需要充份的氧氣，菌體才能夠有良好的生長，但

許多研究指出，醋酸菌在微氧的狀態下為獲取較多氧氣，會產生較多的細菌纖維素。因此，
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想要增加醋酸菌的纖維素產量，如何讓醋酸菌處於微氧的狀態下同時擁有良好的生長狀況，

增加在微氧下的氧氣利用率是其中的方式之一，而轉殖類血紅素基因剛好符合了這樣的目

的。因此，本研究共建構了兩個與呼吸代謝作用有關的轉殖載體，其中一個為單獨的vhb，另

一個則是硫氧化還原蛋白(thioredoxin; TrxA)與類血紅素蛋白的融合基因trx/vhb。研究指出硫

氧化還原蛋白可促進大腸桿菌細胞內的還原狀態，增加蛋白質的溶解度(12, 32)，將兩個基因融

合在一起，是希望藉由相互的氧化還原作用，更能加強醋酸菌的氧氣利用率。本研究分別將

兩載體轉型入BCRC 12334醋酸菌，在利用西方墨點法進行蛋白質表現狀態分析時發現，無論

添加或不添加IPTG的狀態下，皆可在分子量大小分別為16.0與29.7 KDa處發現有預期的蛋白

質表現，代表我們所獲得的兩株轉殖醋酸菌皆是類血紅素蛋白持續性表現型。我們也發現轉

型醋酸菌的菌落與對照組有些微偏紅的狀況，表示外源蛋白的表現在醋酸菌內應具有相當程

度的活性。此外，在纖維素產量分析的實驗證實，轉殖vhb基因的醋酸菌株生產細菌纖維素的

能力相較野生型醋酸菌株BCRC 12334增加了21.7%，說明了轉殖vhb基因確實能提升細菌纖維

素的產量。但此一結果是否代表轉殖vhb基因會影響DGC與PDEA的活性，促進了醋酸菌體內

cyclic-di-GMP濃度累積，進而增進了纖維素的生產，由於本研究並未進行PDEA及DGC蛋白

質活性的測定，因此無法對此下定論。不過，Chien氏等(2006)的研究指出轉殖vhb基因能增加

細菌生長速度，此點則與其他研究相符，是否因此而間接導致細菌纖維素的產量增加，亦須

進一步研究證實。 
然而，本研究中的轉殖株G. xylinus VHb相較於野生型菌株的纖維素產量增幅為21.7%，

這卻與Chien氏等(2006)提出1倍提升有相當程度的落差 (2)，推測的原因可能與醱酵的條件有

關，例如不同的醱酵容器造成的表面積差異，或是醱酵時培養液種類與體積不同，這些都可

能影響醱酵時菌體代謝所造成的空氣組成比例，而導致結果有所差異。該篇內容也說明在微

氧的條件下轉殖vhb基因的效果較為明顯，在如此的條件下才能達到1倍的增加幅度，這顯然

也與我們本研究的條件有所不同。而且，在該篇研究中比較了醋酸菌不同醱酵起始濃度對於

纖維產量的影響，結果顯示在充氧的條件下，雖然起始濃度在OD600=0.05時比OD600=0.01時六

天後有較高的纖維素產量，但有趣的是，此條件下轉殖醋酸菌與非轉殖醋酸菌生產纖維膜的

增加幅度卻也從92%降為40%，這也就表示接種的起始濃度會影響到轉殖株纖維素增加的幅

度，而相較於我們起始濃度在OD600=0.3-0.4之間有著相當大的落差，這或許也是造成差異的

原因。不過，更令人意外的是，原本預期本研究所建構的另一株trx-vhb轉殖醋酸菌會有較佳

的效果，但結果卻發現相較於未轉殖BCRC12334在纖維素的表現上沒有太大的差異，這是否

也與醱酵的條件有關，或是其它原因，種種問題皆須要我們進一步的研究探討。 
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Effect of Transformation of vhb Gene on 
Bacterial Cellulose Production of 

Gluconacetobacter xylinus 1 

Yu-Chun Yang2, Cheng-Fang Hong3 and Yun-Peng Chao4
 

ABSTRACT 

This study is aimed to increase the cellulose production of Gluconacetobacter 
xylinus. G. xylinus strains BCRC12334, BCRC12335, BCRC 14101, BCRC 14148 and 
BCRC14182 were screened for their capability of cellulose production and antibiotic 
sensitivity. As a result, G. xylinus BCRC12334 was chosen for gene manipulation. 
Plasmid containing vhb under the control of the tac promoter was constructed and 
transformed into G. xylinus BCRC 12334. The recombinant strain was able to produce the 
encoding protein with the expected molecular weight of 16.0 kDa as analyzed by Western 
blotting. Consequently, we have found that the cellulose production of recombinant G. 
xylinus VHb was about 21.7% higher than that of wild type. 

Key words: Gluconacetobacter, Vitreoscilla hemoglobin, bacterial cellulose. 
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