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細胞代謝工程在農業生技產業的應用細胞代謝工程在農業生技產業的應用
陳裕星

摘要摘要

利用基因工程技術改善微生物、植物及哺乳動物細胞以製備重組蛋白質、疫

苗、單株抗體或生產二次代謝物等，是生物科技產業中一大應用領域。然而培養

中的細胞在代謝上有往往會產生許多不利生長的特徵，包括過度依賴糖解作用製

造能量、高糖條件下容易產生乳酸、醋酸、TCA循環酵素活性低、代謝glutamine
作為能量基質而產生氨毒害，使細胞凋亡及不易達成高密度細胞培養，進而限制

了細胞生長以及目標物質的產量。研究人員透過基因工程的操作，以期使細胞可

以合成自身所需的生長因子、可調控細胞週期，改變關鍵代謝物質流量以及提升

細胞活性等。

在調控細胞中間代謝所使用之基因中，透明顫菌之血紅蛋白(Vitreoscilla 
hemoglobin, VHb)相當受到矚目，此蛋白在雙體構型時對氧氣有高度親和性可截取

氧氣以提供代謝所需，在低氧的環境下結合VHb之重組菌株可以顯著提高大腸桿

菌之密度、改變生長速率、提高蛋白質產量，提高抗生素產量，促進核糖體之合

成，顯著促進有機化合物如benzoic acid，2,4-DNT(2,4-dinitrotoluene)等之分解。提

高ATP、NAD(P)H的利用率，提高細胞呼吸速率，促進氧化酵素之活性，改變氧

氣利用性質等。在代謝上之改變則傾向於增加糖解作用(glycolysis)以因應對ATP及
其他還原劑如NAD(P)H等增加之需求。表達VHb基因到動物細胞後可發現轉染之

細胞生長優於對照，細胞株對FBS依賴度較低、細胞可維持高的生長速率，有效

利用培養基並減少乳酸堆積，清除自由基與促進細胞抗凋亡。

研究人員將VHb表現於植物中，發現轉殖VHb基因於菸草植物中增加了將近

10%的植物物質(plant material)產量，和控制組的植物相比，植物體中葉綠素含量

也增加了30-40%。此外，植物體中尼古丁的合成也增加了，因為尼古丁的合成

反應需要更多的氧氣參與，所以可能是VHb加強了氧氣的利用率所造成的結果。

VHb也被轉殖到白楊樹，希望在樹木生長作為紙漿材料的過程中，也可以增加其

耐淹水特性，並藉本基因增加其根圈氧氣有效性來促進廢汙水的分解處理。轉殖

本基因到天仙子(Hyoscyamus muticus)則可發現培養中的細胞其培養基養分利用幅

度增加，二次代謝物組成改變，本基因在細胞大規模培養的生產系統中相當具有

開發應用價值。
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前言前言

利用植物生產重組蛋白質，包括醫療性蛋白質如抗體、疫苗、醫療性酵素被

認為是生物技術產業中有極大發展潛力的一環，從1990年開始，在經過十五年的

發展之後，第一個利用植物生產的重組蛋白質商品目前已經成功上市，許多治療

人類疾病用，以及動物用的植物衍生重組蛋白質或疫苗產品也接近上市階段(Ma et 
al., 2005)，使植物分子農場的概念由理念邁入實用之階段。

由於基因轉殖作物在田間生產的潛在生態風險，與轉殖植物於田間生產時產

量的不穩定性而使基因轉殖植物的發展遭遇瓶頸，因此利用植物懸浮細胞生產重

組蛋白質是一相當值得研發的領域。以植物懸浮細胞生產重組蛋白質之優點包括

植物為真核生物，所生產之蛋白質可正確摺疊與進行糖基化，所生產之重組蛋白

質可以利用適當的啟動子與訊息序列分泌至細胞外，因此可以持續收穫生產。使

用基本鹽類培養基與少量維生素及蔗糖、微量元素即可生產，成本低廉，以及無

人畜共通疾病或病毒污染之疑慮等(Fisher et al., 1999a, 1999b)。相對的目前產業主

流為利用哺乳動物細胞生產重組蛋白質，則有使用之動物血清必須經過嚴密的病

毒檢測、血清來源有限使生產成本昂貴，或是必須使用無血清甚至無蛋白質之培

養基之限制，使其生產成本十分昂貴。同時由於細胞擴大量產不易，整體動物細

胞生產系統產能有限，使許多生技藥品單純因為無法生產足夠的藥物提供給臨床

試驗之用，而限制了這些生技藥品進入市場之時機(Daniel et al., 2001；Schillberg 
et al., 2003)。

因此，利用植物懸浮細胞為生產重組蛋白質之宿主具有相當大的產業應用潛

力，如果能有效提高植物懸浮生產重組蛋白質之產能，使其等於甚或高於動物細

胞產能，以植物懸浮細胞低廉成本且安全之生產方式，當可加速相關應用植物生

產重組蛋白質產業之發展。而在現有植物懸浮細胞培養系統中，菸草因為懸浮細

胞再生容易、生長迅速，同時已經有相當豐富的研究基礎，是極為理想的生產宿

主系統。

雖然利用作物於田間生產重組蛋白質具有相當多之優點，包括易於擴大生

產，生產成本低，生產技術成熟穩定等，以菸草生產重組蛋白質的另一優點為其

並非糧食作物，因此不會進入食物鏈。據Larrick氏等(2001)估計，利用作物生產重

組蛋白質其成本為利用大腸桿菌系統生產的1/10至1/50，但是田間生產則受到光合

作用效率、逆境與不同作物生理狀況影響，影響因素較多。

利用菸草懸浮細胞生產重組蛋白質之優點則為減少田間生產之氣候與病

蟲害風險，培養生產技術成熟，然而細胞株之間產量差異頗大，由0.01%-0.3% 
TSP(total soluble protein)或10-500μg /g F.W.，仍有改進空間，此外如何使懸浮細

胞能在長期培養過程中穩定生產重組蛋白質也是一大挑戰，細胞代謝工程或許是

改善細胞株產率穩定性的重要工具。
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內容內容

一、影響植物生長主要之代謝活動

影響植物生長的主要代謝活動包括糖解作用以降之TCA循環及光合作用(卡
耳文循環)。糖解作用由澱粉的水解生成單醣之葡萄糖，而葡萄糖經由醣解途徑

(glycolysis)轉化為pyruvate或malate，兩種代謝物質經由不同代謝路徑進入三羧酸

循環(參見圖一)。最後葡萄糖完全氧化成二氧化碳，同時並生成許多前驅代謝物

和衍生能量(包括合成氨基酸骨架之α-ketoglutarate、fumarate和NADH)，其中生成

之前驅代謝物可以提供許多植物細胞所需的構造物質例如胺基酸、脂類、二次代

謝物等等(參見圖二)。另一方面，累積生成之NADH則可經由粒線體中的呼吸系統

(或稱電子傳遞系統)氧化，釋出之游離電子則由氧氣吸收形成水，完成一個氧化還

原反應而轉化生成質子驅動力(proton motive force)，這個結合電位能和化學位能之

能量可經由細胞膜上的ATP synthase作用轉化為ATP。

圖一、在高等植物細胞中，經由醣分解途徑生成之pyruvate及 malate進入三羧酸循

環的相關代謝路徑。(Reprinted from Taiz & Zeiger, 1991)
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圖二、在高等植物細胞中，醣解作用和三羧酸循環可提供細胞生長及結構所需的

中間代謝物質。(Reprinted from Taiz & Zeiger, 1991)

在Calvin cycle中，一連串複雜的酵素反應可將二氧化碳、水和ribulose 
1 ,5-bisphosphate(RuBP)結合，利用光能合成生成ATP和NADPH，並產生

glyceraldehyde 3-phosphate，最後這個含有三個碳原子的中間代謝物(或稱三碳醣)
可傳送至葉綠體和細胞質中，分別經由不同的酵素反應路徑而形成澱粉和蔗糖提

供生長發育代謝所需。在植物細胞懸浮培養過程中，由於缺乏光合作用之反應，

因此，糖解作用、三羧酸循環與呼吸作用成為提供植物成長動力最主要之來源。

很顯然地，營養基質和能量是生物細胞賴以生長的兩大要素，其中碳源可謂

是細胞生長所需的最具代表性之營養元素，而碳源經代謝後所衍生出的能量和中

間代謝物質(即前驅代謝物)將是支持細胞生長的關鍵因素。綜合上述，植物細胞

的基本代謝模式可簡化為：利用光合作用將空氣中的二氧化碳製造出三碳醣和氧

氣，三碳醣經由醣生成途徑(gluconeogensis)合成多醣(如澱粉和蔗糖)儲存，接著

分解多醣為六碳醣，經由醣分解途徑分解生成三或四碳醣，再經三羧酸循環反應

產生NADH，此DADH經由呼吸作用之電子傳遞鏈將電子傳遞給氧氣形成二氧化

碳，同時產生製造植物細胞生命活動所需的ATP。由以上的基本代謝流程中不難
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發現，氧氣和碳源的提供對於植物細胞生長發展實具有關鍵性之影響。

二、透明顫菌(Vitreoscilla sp)血紅素基因(homodimeric hemoglobin)與大腸桿菌硫氧

還原蛋白基因之特性

Vitreoscilla sp. 為好氣性格蘭氏陰性菌(Dikshit and Webster, 1988; Khosla and 
Bailey, 1988)，研究顯示在氧氣供應受到限制之培養環境下，會產生高量的類血

紅素雙體蛋白(VHb, Vitreoscilla homodimeric hemoglobin; Chen et al., 1994; Kallio 
et al., 1994)，此蛋白在雙體構型時對氧氣有高度親和性可截取氧氣以提供代謝所

需，反之，當氧氣供應無虞時，此蛋白基因之表達則被抑制。在VHb的兩個單體

蛋白之間僅有一個小次單元的蛋白質介面(Tarricone et al., 1997; Giangiacomo et al., 
2001; Kaur et al., 2002)，顯示此雙體蛋白可以容易地解離成單體，利用膠體過濾層

析研究顯示，當總蛋白質含量低時(0.05mg/ml)，約有25-30%為單體，當總蛋白質

含量高時(10mg/ml)，則以雙體構形為主。

在利用基因重組大腸桿菌於生物反應器進行蛋白質或其他化合物生產時，

氧氣供應不足是限制細胞密度乃至於蛋白質生產之重要因子。而結合VHb之重組

菌株可以顯著提高大腸桿菌之密度(Khosravi et al., 1990; Liu et al., 1992; Enayati et 
al., 1999)、改變生長速率、提高蛋白質產量(Aydin et al., 2001)，提高抗生素產量

(Minas et al., 1998)，促進核糖體之合成(Nilsson et al., 1999)，適度添加代謝物或生

長所需物質如succinate, yeast extract 等則可顯著促進有機化合物之分解(Nasr et al., 
2001)，如benzoic acid，2,4-DNT(2,4-dinitrotoluene)等。這些促進生長之機制包括

了提高ATP、NAD(P)H的利用率，提高細胞呼吸速率，促進氧化酵素之活性，改

變氧氣利用性質等(Wei et al., 1998; Frey et al., 2001; Geckil et al., 2001; Youn et al., 
2001)。在代謝上之改變則傾向於增加糖解作用(glycolysis)以因應對ATP及其他還

原劑如NAD(P)H等增加之需求。

Thioredoxins(硫氧化還原蛋白，trx)是一含雙硫鍵小分子蛋白質，在幾乎所

有的生物中皆可以發現，廣泛的作為蛋白質雙硫鍵氧化還原之用，trx藉由可逆的

cysteine thiol-disulfide 交換氧化還原機制，將與其接觸的蛋白質還原，本身被氧

化之後再由thioredoxin reductase(TR)將之還原(Holmgren, 1989; Broin et al., 2002)。
在植物中，硫氧化還原蛋白已知參與相當多的反應過程，包括硫的同化、DNA轉

錄、保護光合作用PS II避免氧化傷害(Broin et al., 2002)等。在細菌與酵母菌中，

TRX也參與了氧化逆境反應的保護，TRX缺失的酵母菌突變株對於H2O2特別敏感

(Holmgren and Bjornstedt, 1995)。在動物細胞，TRX被發現可收集來自於磷脂質或

脂肪酸的過氧化物如過氧化氫等所產生的free radical(自由基)，避免紅血球或其他

細胞遭受攻擊，thioredoxin也被發現關係著癌症細胞成長及保護癌症細胞免於受

損和死亡，同時許多轉型細胞都含有高量的thioredoxin，這暗示著即使在不利的

生長條件下，thioredoxin仍可以使細胞維持在一個活躍的生長代謝狀況(Arner and 
Holmgren, 2006)。
三、植物轉殖VHb與TRX基因對植物生長代謝之影響
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植物轉殖VHb基因之ㄧ主要研究為Holmberg氏等(1997)所揭示，轉殖VHb基因

的煙草T0轉殖植株其葉片葉綠素含量高於對照30-40%，尼古丁含量也增加34%，

前述兩者的生合成步驟中都需要氧氣參與，可能原因為VHb基因表達使得與細胞

中氧氣有效性較高相關(Bulow et al., 1999)，其他效果包括縮短T1種子發芽日數以

及縮短菸草由種植到開花所需之時間。然而 Frey 氏等(2004)以該菸草轉殖細胞之

T2種子進行測試則無法獲得相同之效果。筆者檢視此二研究發現，此縮短菸草由

種植到開花所需之時間乃與種子較短的發芽日數相關，亦即單獨轉殖VHb基因並

無促進轉殖植株生長之效果。Farres與Kallio(2002)進而運用該轉殖菸草之T2植株

葉片誘導懸浮細胞培養後則發現在低氧氣分壓下懸浮培養時，轉殖VHb基因對煙

草細胞有促進之效果，在較佳溶氧條件下，轉殖懸浮細胞的生長遲滯期較短。

Häggman氏等(2003)則發現轉殖VHb基因的雜交白楊樹其葉片粒線體較對照為大，

葉綠體中也累積較多的澱粉，在增加UVB照射下，二次代謝物質如多元酚類化合

物也增加，顯示轉殖VHb基因改變了能量代謝。此外，轉殖VHb基因至藥用植物 
Hyoscyamus muticus中發現二次代謝物組成略為改變，但是主成分hyoscyamine含量

並不受到影響(Wilhelmson et al., 2006)。
關於轉殖TRX基因對植物之影響方面，Cho 氏等(1999)以 Hordein 啟動子驅

動TRX基因於大麥種子中表達，提高了種子中與支鏈澱粉分解的酵素(pullulanase)
活性及直鏈澱粉的含量，Wong 氏等(2002)則發現TRX在發芽之種子中除了改變上

述支鏈澱粉分解酵素之外，也藉由TRX所調節之細胞氧化還原狀態與與胚及糊粉

層細胞進行訊息交換。Montrichard氏等(2003) 發現TRX基因與發芽中種子積貯養

分的代謝與運移利用相關。截至目前為止，TRX在植物中的研究主要仍以與種子

發芽及葉片與種子澱粉代謝相關(Balmer et al., 2006)，對於其可能在抗逆境與類似

TRX在癌症細胞中的保護作用，以及其他潛在的用途則尚未開發。

對於一般植物而言，C3或C4植物的葉片較薄，因此氧氣易於擴散而不致於

限制呼吸作用，然而在貯存性器官如馬鈴薯塊莖及胡蘿蔔塊根中，經實測發現中

心部位氧氣分壓較低，呼吸速率亦較低(Salisbury and Ross, 1992)。相對的，以發

酵槽懸浮培養菸草細胞時，在細胞中氧氣有效性也將因氧氣對水的溶解度較低而

受到限制，進而影響到細胞呼吸作用活性、養份利用效率乃至於蛋白質產量。由

上述關於VHb與TRX基因的研究顯示，VHb基因確定可以增加細胞內氧氣的有效

性，對於生長的促進效果可能是藉由提供氧氣作為呼吸作用中電子傳遞鏈最終的

電子接受者，使細胞能夠有效的利用NADH產生足夠的ATP供細胞生長代謝所需，

使糖解作用與TCA循環所產生之NADH不至於因為堆積而產生回饋抑制限制糖解

作用之進行，進而有效促進碳水化合物的降解。而TRX基因則可協助清除自由

基，以及進行細胞中數十種蛋白質之氧化還原作用，維持細胞正常之氧化還原狀

態，避免過度氧化壓力之傷害。

同時表達VHb 與 TRX 基因，或是融合此二基因表達於植物或大腸桿菌則截至

目前為止尚未有文獻報導，為了了解前述問題，筆者於先期研究中陸續以Cambia 
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1302載體分別插入VHb、TRX以及TRX-VHb fusion gene，並分別轉殖至菸草萬國

士品種，觀察癒合組織生長之情形，可發現含VHb基因之擬轉殖培植體具有極旺

盛之呼吸率、轉殖TRX之擬轉殖培植體則可在已經褐化之液體培養基中長期培養

仍維持正常表現型，轉殖TRX-VHb fusion gene之培植體則顯著提高癒合組織之生

長(P < 0.001)，增加單位鮮重之可溶性蛋白質含量達10%(P = 0.062)。初步推測為

VHb基因可有效促進細胞呼吸代謝產生能量，而當氧氣分子接受電子傳遞鏈之電

子時，TRX-VHb融合基因或可協助減緩過渡性氧氣自由基(O2
- )對細胞其他胞器

與分子所造成之傷害。然而受限於時間、經費與人力，對此現象無法進行進一步

探討。在未來值得進一步探討轉殖VHb、TRX基因，以及融合此二基因後，對於

細胞呼吸作用速率變化及其對生長，維持粒線體之活性與減緩老化可能產生之影

響，而由其可促進細胞生長達一倍與增加可溶性蛋白質10%之初步成果觀之，極

有可能可有效增進重組蛋白質之產量。

結論結論

生化工程大量運用細胞代謝工程技術，改善生產細胞的代謝特性，其成果已

經悄悄的滲入現代生活各個不同層面，從農業、食品、環保、能源與醫療等，例

如在環保方面運用加強微生物之乳酸代謝途徑，可以強化乳酸生產作為生物可分

解高分子聚乳酸環保塑料的生產，取代塑膠包裝材料。在醫療方面，加強CHO
細胞的抗凋亡與蛋白質分泌功能，可以有效提高醫療用重組蛋白質之生產。在農

業，加強胡蘿蔔素與葉酸的代謝途徑，可以提高作物胡蘿蔔素及葉酸等之營養成

份密度等，運用代謝工程改善生物特性的例子不勝枚舉，本文僅以其中的細胞中

間代謝為主，探討如何透過代謝工程技術改變細胞的呼吸代謝，達到促進細胞生

長，生產所需物質的效果，未來類似的研發充滿各種想像與可能性。
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