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中英文對照縮寫表 

縮寫 全名 中文 

AM anchoring motif 錨狀結構 

AT autotransproter protein 自運蛋白 

ATP adenosine-5’-triphosphate 三磷酸腺苷 

AV acid value 酸價 

CEr03Lip cytosolic expressed r03Lip 胞內表現 r03Lip 

CHAPS 
3-(3-cholamidopropyl) 

dimethylammonio-1-propanesulfonate 
羥乙基爪秦乙磺酸 

CN cetane number 十六烷值 

CP cloud point 雲點 

CSEr03Lip cell surface expressed r03Lip 細胞表面表現 r03Lip 

CTAB cetyl trimethylammonium bromide 十六烷基三甲基溴化銨 

DMSO dimethyl sulfoxide 二甲亞碸 

DTT dithiothreitol 二硫蘚糖醇 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 二乙胺四醋酸 

EGFP enhanced green fluorescence protein 增強型綠螢光蛋白 

EtBr ethidium bromide 溴化乙錠 

FACS fluorescence-activated cell sorting 流式細胞儀 

FAME fatty acid methyl ester 脂肪酸甲酯 

FAIPE fatty acid isopropyl ester 脂肪酸異丙酯 

FFA free fatty acid 游離脂肪酸 

FITC fluorescein isothiocyanate 異硫氰酸螢光素 

GFP green fluorescent protein 綠螢光蛋白 

IgA immunoglobulin A 免疫球蛋白 A 

INP ice nucleation protein 冰核蛋白 

LB Luria broth 盧亞氏培養基 

logP logarithm of partition coefficient 分配係數的對數值 
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Lpp lipoprotein 脂蛋白 

OMP outer membrane protein 外膜蛋白 

PAL peptidoglycan-associated lipoprotein 肽聚糖脂蛋白 

PLD phospholipase D 磷脂酶 D 

PMSF phenylmethanesulfonylfluoride 苯甲硫醯氟 

pNP p-nitrophenol 對硝基苯酚 

pNPP p-nitrophenyl palmitate 對-硝基酚棕櫚酸 

POV peroxide value 過氧化價 

r03Lip 
recombinant lipase of G. 

thermocatenulatus NTU 03 
重組 NTU 03 脂肪酶 

SDS sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸鈉 

SFA saturated fatty acid 飽和脂肪酸 

TBA tributyrin agar plate 
三丁酸甘油酯瓊脂帄板

培養基 
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中文摘要  

近年原油價格高漲，替代能源開發備受重視，其中生質柴油 (biodiesel) 為一

種可再生性能源，可作為石化柴油的替代品。生產生質柴油之製程，使用全細胞

生物觸媒 (whole-cell biocatalyst) 之脂肪酶催化法，可克服鹼催化法之催化劑無法

回收和產率不高等缺點，且降低酵素純化與分離過程之成本，然而胞內酵素之全

細胞生物觸媒受限於細胞壁和細胞膜之屏障而降低轉化效率，研究以細胞表面表

現酵素之系統，應用於全細胞生物之生物轉化為近年研究發展之方向。 

本研究使用 Lpp-OmpA 融合方式，建構重組 Geobacillus thermocatenulatus 

NTU 03 脂肪酶 (r03Lip) 之大腸桿菌表面表現系統，表現 Lpp-OmpA-r03Lip 之融

合蛋白至大腸桿菌  BL21(DE3) 細胞表面  (cell surface expressed r03Lip, 

CSEr03Lip)。由西方點墨法、流式細胞儀 (FACS) 和螢光顯微鏡證實 CSEr03Lip 

表現於大腸桿菌細胞表面，且不會影響大腸桿菌細胞之生長及外細胞膜結構的穩

定性。酵素活性分析證實 CSEr03Lip 具完整之酵素活性，研究結果 CSEr03Lip 之

最適反應溫度為 55
o
C、最適反應 pH 值為 9，熱穩定性和 pH 值穩定性皆與游

離態 r03Lip 相似，且部分之金屬離子、界面活性劑和有機溶劑不影響其之活性，

顯示  CSEr03Lip 保有高度之活性與穩定性。然而研究發現  CHAPS 提升 

CSEr03Lip 活性與穩定性 21.9% 和 28.9%，鎂離子和丙酮 (acetone) 分別降低其

活性及穩定性 26.4% 和 55.2%，此現象未見於游離態 r03Lip。 

以 CSEr03Lip 與胞內表現 r03Lip (cytosolic expressed r03Lip, CEr03Lip) 作

為全細胞生物觸媒進行脂肪酸異丙酯 (FAIPEs) 之轉化。兩者之適合轉化條件為油

醇莫耳比 1：4、水含量小於 10% (w/w of oil)、反應溫度 55
o
C 和生物觸媒使用量 

10% (w/w of oil) 以上，分別反應 20 和 28 小時轉化率可達 90% 以上。使用油

炸廢棄油為原料，油脂中酸價、過氧化價隨高溫烹調時間而增加，但不影響全細

胞生物觸媒對 FAIPEs 之轉化率，將 CSEr03Lip 與 CEr03Lip 之全細胞生物觸媒

回收再利用，兩者使用前 4 次內轉化率達 80% 以上。 

本研究使用 CSEr03Lip 之全細胞生物觸媒，相較於 CEr03Lip 系統，結果顯

示 CSEr03Lip 確實增加轉化速率並降低生產 FAIPEs 之成本，但酵素提升再利用

率為未來發展之重點。 

 



 iv 

關鍵字：Lpp-OmpA、熱穩定性脂肪酶、細胞表面表現系統、生質柴油、全菌體生

物觸媒、脂肪酸異丙酯 
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Abstract 

Biodiesel is one of the possible alternative energies to petroleum. Traditional 

biodiesel processings have disadvantages of low conversion ratio or catalyst 

comsumption. Comparing to that, the whole-cell enzymatic catalysts may have the 

higher conversion ratio and are reusable. However, the substrates and enzymes are 

compartmentalized by cell membranes or cell walls. To overcome this problem, we need 

to elevate the conversion rate of cytosolic enzyme expressed by whole-cell biocatalysts. 

In recent years, some literatures have shown that using cell-surface expressing system 

can solve this limitaion. 

Peptides or proteins can be inserted in a suitable outer membrane protein for 

displaying on the surface of bacteria. Using Lpp-OmpA as an anchoring motif, we 

investigated the functional display of Geobacillus thermocatenulatus NTU 03 lipase 

(r03Lip), on the cell surface of Escherichia coli (cell surface expressed r03Lip, 

CSEr03Lip). The fusion protein Lpp-OmpA-r03Lip expressed on the cell surface was 

found to retain whole-cell lipase activities. The surface localization of r03Lip was 

further verified by Western blot, fluorescence-activated cell sorting (FACS) flow 

cytometry and fluorescence microscopy. We did not observe the growth inhibition or 

changes in the outer membrane integrity upon the induction of the fusion protein 

synthesis. The enzyme activities of whole-cell CSEr03Lip and free-form r03Lip were 

similar except the effects of 3-(3-cholamidopropyl) dimethylammonio- 

1-propanesulfonate (CHAPS), Mg
2+

 and acetone: CHPAS enhanced the CSEr03Lip 

activity and stability by 21.9% and 28.9%; Mg
2+

 and acetone reduced the CSEr03Lip 

activity and stability by 26.4% and 55.2%, respectively. 

When the lipase-displayed cells were used as the enzyme source, fatty acid 

isopropyl esters (FAIPEs) were efficiently synthesized in the molar ratio of 
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oil/isopropanol 1:4, 10% (w/w of oil) of water content, and 10% (w/w of oil) of 

biocatalyst loading at 55
o
C. We found that the whole-cell CSEr03Lip and CEr03Lip 

yielded more than 90% conversion ratio after incubation for 20 hrs and 28 hrs, 

respectively. Using the deep frying oil for FAIPEs production, the conversion ratio was 

not affected by acid and peroxide value and remained above 80% in the first 4 reactions.  

These results suggest that the surface-display system may be a useful whole-cell 

biocatalyst for biodiesel production. However, the recycling of the biocatalyst need to 

be improved for further industrial application. 

 

Keywords: Lpp-OmpA, thermostable lipase, cell surface expression system, biodiesel, 

whole-cell biocatalyst, fatty acid isopropyl ester 
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第一章 研究背景 

 脂肪酶 一、

 脂肪酶簡介 (一)

脂肪酶 (lipase, E.C. 3.1.1.3) 廣泛存在於生物體中，參與生物體之消化、防

禦或細胞訊息傳遞等功能。脂肪酶主要進行酯類化合物水解 (hydrolysis)、酯化 

(esterification) 與轉酯化 (transesterification) 反應，其具可進行不同之催化反應、

不需輔酶參與、反應條件溫和且副產物少等優點 (Jaeger et al., 1999)。脂肪酶為

特殊的酯鍵水解酶，在有機相或非均相中 (例如油─水界面) 具最佳活性表現，

稱為界面活化 (interfacial activation) 特性；相較於另一類性質相近之羰酸酯解酶 

(carboxylesterase, E.C. 3.1.1.1)，雖同屬於 /水解酶 (/-hydrolase) (Ollis et al., 

1992; Verma et al., 2008)，但酯解酶 (esterase) 並無界面活化之特性。 

脂肪酶之發現歷史上，動植物體內脂肪酶發現時間較微生物脂肪酶早；1834 

年發現兔胰脂肪酶，1854 年發現胃脂肪酶，1871 年發現植物種子之脂肪酶，但

微生物脂肪酶卻於 20 世紀初期才被發現。微生物脂肪酶雖發現時間較晚，但因

微生物具種類多樣化、生長週期短、生產條件易於人工控制和成本較低等優點而

受到重視並廣泛應用。 

 脂肪酶結構 (二)

脂肪酶中心之 3 級結構由  螺旋 (-helices) 和  摺板 (-sheets) 規則

排列組成，與水解酵素之 / 折疊 (/ hydrolase fold) 結構相似，故歸類為 / 

水解酶。脂肪酶之結構具 2 個特點：(1) 含同源序列：His-X-Y-Gly-Z-Ser-W-Gly 

或 Y-Gly-His-Ser-W-Gly (X、Y、W 和 Z 為任意之胺基酸)；(2) 催化 3 元體 

(catalytic triad)：Ser-Asp-His 組成其催化中心，部分脂肪酶催化 3 元體中的 Asp 
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以 Gly 取代。 

此外大部分脂肪酶具頂蓋 (lid) 之結構，由數段 螺旋組成並覆蓋於催化中

心之上。當脂肪酶於油─水界面時，頂蓋會打開並暴露催化中心，與基質 

(substrate) 結合後進行催化反應 (Bornscheuer, 2002; Bornscheuer and Kazlauskas, 

2006)。其反應機制為：基質與催化  3 元體之  Ser 結合形成四面體中間物 

(tetrahedral intermediate)，並藉由催化中心 His 及 Asp 等胺基酸穩定此中間物，

經電子轉移釋出醇類，形成醯基─酵素複合體。最後親核性物質 (水或酯類) 攻

擊再度形成四面體中間物，分解產生酸或酯，釋出游離酵素  (Bornscheuer, 

2002)。 

脂肪酶分子具有親水和疏水兩區，催化中心包埋於中心疏水區。脂肪酶因結

構上差異，產生不同的化學、立體或區位選擇性  (chemo-, region- or 

stereoselective)。化學選擇性為脂肪酶對於不同基質之選擇，如不同長度之三酸

甘油酯  (triacylglyceride)；立體選擇性則是脂肪酶對於立體異構物  (chiral 

molecular) 具不同選擇性，如鏡像異構物 (enantiomer)；區位選擇性是指脂肪酶

對三酸甘油酯 sn-1 (或 sn-3) 和 sn-2 位的酯鍵識別和選擇性水解，如豬胰脂肪

酶不具 sn-1 (或 sn-3) 之區位選擇性，而牛奶中脂蛋白脂肪酶會優先水解 sn-1 

位酯鍵 (Jaeger et al., 1999)。 

 脂肪酶分類 (三)

酵素分類可依基質特異性  (substrate specificity) 和序列比對  (sequence 

alignment) 為分類依據。然而脂肪酶催化反應相當多樣化，多種催化反應與羰酸

酯解酶相似，且兩者結構相近，故脂肪酶之分類相較之下不明確。近年隨蛋白結

構生物學之快速發展，脂肪酶和羰酸酯解酶之結晶結構大量解開，加上已發表之

基因序列，使得脂肪酶需使用更多資訊來進行分類。Arpigny 和 Jaeger 兩位學

者收集 53 個細菌脂肪酶和羰酸酯解酶之基因序列，利用序列相似性為主，酵素

生化特性為輔方式，將酵素分為 8 大類 (Arpigny and Jaeger, 1999)。其後 Jaeger 



 3 

和 Eggert 等學者以原有之分類基礎，將嗜熱菌 Geobacillus 屬 (Nazina et al., 

2001) 與 Staphylococcus 屬之脂肪酶再各自分類 (Jaeger and Eggert, 2002) (表 

1)。 

脂肪酶 Family I 以 Pseudomonas 屬脂肪酶為主，因其為最早研究之脂肪酶，

定義為真正脂肪酶 (true lipase)；Family II (Gly-Asp-Ser-Leu family, GDSL family) 

脂肪酶之保守序列為 Gly-Asp-Ser-Leu，而非一般 Gly-X-Ser-X-Gly，故以此分類

之；Family III 以 Streptomyces exfoliates 脂肪酶為分類依據，該類脂肪酶與人類

血小板活化因子乙醯水解酶 (PAF-AH) 有 20% 胺基酸序列相似度；Family IV 

(hormone-sensitive lipase) 與哺乳類賀爾蒙敏感性脂肪酶有高相似度；Family V 

與非酯解酶序列有  20-25% 相似度，非酯解酶包含環氧物水解酶  (epoxide 

hydrolase)、去鹵酶 (dehalogenases) 和鹵素過氧化酶 (haloperoxidase) 等；分子

量最小之酯解酶 (23-26 kDa) 歸類為 Family VI 中，Family VI 酯解酶與真核溶

磷酯酶 (lysophospholipase, Ca
2+

-independent phospholipase A2) 序列有 40% 相

似度；Family VII 與真核生物之乙醯膽鹼酶 (acetylcholine esterase) 及腸道/肝臟

羰酸酯解酶 (intestine/liver carboxylesterase) 序列有 30% 一致性 (identity) 和 

40% 相似度；Family VIII 酯解酶與 class C 乙醯胺酶 (-lactamase) 同樣具有 

N 端 Ser-X-X-Lys 之保守序列 (Jaeger and Eggert, 2002)。 

 脂肪酶之應用 (四)

脂肪酶之界面活化特性，使其應用於有機溶劑的反應系統中具有良好穩定性，

加上基質特異性、區位選擇性及立體選擇性等優點，脂肪酶於工業用途上具有廣

泛的應用 (Jaeger et al., 1999)。 

 食品之應用 1.

脂肪酶廣泛應用於食品加工及品質改良，例如改良乳製品和黃油之香味；利

用區位選擇性催化油脂中酯鍵水解，提高食用油脂營養價值；脂肪酶亦應用於魚

類加工，分解魚肉中的脂肪；以脂肪酶催化酯化反應，轉化棕櫚油生成類可可脂；
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表 1 微生物之脂解酵素分類 

Table 1 Families of lipolytic enzymes 

Family 
 

Subfamily 
 

Enzyme-producing strain 
 Accession 

no. 

 Similarity (%)  
Properties 

    Family  Subfamily  

I  1  Pseudomonas aeruginosa (LipA)*  D50587  100    True lipases 

    Pseudomonas fluorescens C9  AF031226  95     

    Vibrio cholerae  X16945  57     

    Pseudomonas aeruginosa (LipC)  U75975  51     

    Acinetobacter calcoaceticus  X80800  43     

    Pseudomonas fragi  X14033  40     

    Pseudomonas wisconsinensis  U88907  39     

    Proteus vulgaris  U33845  38     

  2  Burkholderia glumae*  X70354  35  100   

    Chromobacterium viscosum*  Q05489  35  100   

    Burkholderia cepacia*  M58494  33  78   

    Pseudomonas luteola  AF050153  33  77   

  3  Pseudomonas fluorescens SIKW1  D11455  14  100   

    Serratia morcescens  D13253  15  51   

  4  Bacillus subtilis (LipA)*  M74010  16  100   

    Bacillus pumilus  A34992  13  80   

    Bacillus licheniformis  U35855  13  80   

    Bacillus subtilis (LipB)  C69652  17  74   

  5  Geobacillus stearothermophilus L1  U78785  15  100   

    Geobacillus stearothermophilus P1  AF237623  15  94   

    Geobacillus thermocatenulatus  X95309  14  94   

    Geobacillus thermoleovrans  AF134840  14  92   

4
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表 1 微生物之脂解酵素分類 (續前頁) 

Table 1 Families of lipolytic enzymes (continued) 

 

Family  Subfamily  Enzyme-producing strain  
Accession 

no. 
 

Similarity (%) 
 Properties 

Family  Subfamily 

  6  Staphylococcus aureus  M12715  14  100   

    Staphylococcus haemolytics  AF096928  15  45   

    Staphylococcus epidermidis  AF090142  13  44   

    Staphylococcus hyicus  X02844  15  36  Phospholipase 

    Staphylococcus xylosus  AF208229  14  36   

    Staphylococcus warneri  AF208033  12  36   

  7  Propionibacterium acnes  X99255  14  100   

    Streptomyces cinnamoneus  U80063  14  50   

II 

(GDSL) 
  

 Aeromonas hydrophila  
P10480 

 100    Secreted 

acyltransferase 

    Streptomyces scabies*  M57297  36    Secreted esterase 

    Pseudomonas aeruginosa  AF005091  35    OM-bound esterase 

    Salmonella typhimurium  AF047014  28    OM-bound esterase 

    Photorhabdus luminescens  X66379  28    Secreted esterase 

III    Streptomyces exfoliates*  M86351  100    Extracellular lipase 

    Streptomyces albus  U03114  82    Extracellular lipase 

   
 Moraxella sp.  

X53053 
 33    Extracellular 

esterase 1 

IV 

(HSL) 
  

 
Alicyclobacillus acidocaldarius  X62835  100    Esterase 

    Pseudomonas sp. B11-1  AF034088  54    Lipase 

    Archaeoglobus fulgidus  AE000985  48    Carboxylesterase 

5
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表 1 微生物之脂解酵素分類 (續前頁) 

Table 1 Families of lipolytic enzymes (continued) 

Family 
 

Subfamily 
 

Enzyme-producing strain 
 Accession 

no. 

 Subfamily (%)  
Properties 

    Family  Subfamily  

    Alcaligenes eutrophus  L36817  40    Putative lipase 

    Escherichia coli  AE000153  36    Carboxylesterase 

    Moraxella sp.  X53868  25    Extracellular esterase 2 

V    Pseudomonas oleovorans  M58445  100    PHA-depolymerase 

    Haemophilus influenzae  U32704  41    Putative esterase 

    Psychrobacter immobilis  X67712  34    Extracellular esterase 

    Moraxella sp.  X53869  34    Extracellular esterase 3 

    Sulfolobus acidocaldarius  AF071233  32    Esterase 

    Acetobacter pasteurianus  AB013096  20    Esterase 

VI    Synechocystis sp.  D90904  100    Carboxylesterase 

    Spirulina platensis  S70419  50     

    Pseudomonas fluorescens*  S79600  24     

    Rickettsia prowazekii  Y11778  20     

    Chlamydia trachomatis  AE001287  16     

VII    Arthrobacter oxydans  Q01470  100    Carbamate hydrolase 

    Bacillus subtilis  P37967  48    p-Nitrobenzyl esterase 

   
 Streptomyces coelicolor  

CAA22794 
 45    Putative 

carboxylesterase 

VIII    Arthrobacter globiformis  AAA99492  100    Stereoselective esterase 

    Streptomyces chrysomallus  CAA78842  43    Cell-bound esterase 

    Pseudomonas fluorescens SIK W1  AAC60471  40    Esterase III 

 (Jaeger and Eggert, 2002) 

Amino acid sequence similarities were determined with the program MEGALIGN (DNASTAR), with the first member of each family (subfamily) 

arbitrary set at 100%. Abbreviations: OM, outer membrane; PHA, polyhydroxyalkanoate. GDSL: Gly-Asp-Ser-Leu. HSL: hormone-sensitive 

lipase. 

*Lipolytic enzyme with known 3D structure.

6
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酒精飲品發酵過程加入脂肪酶可改變產品口味；將脂肪酶加入生麵團中，分解

三酸甘油酯並增加單酸甘油酯含量可延緩變質，另外單酸甘油酯和雙酸甘油酯亦

可改善蛋白氣泡之特性。 

 醫藥之應用 2.

脂肪酶可應用於診斷急性胰腺炎和胰腺損傷、改善放射性治療或腸胃功能障

礙引起的營養不良等症狀 (Al-Bahrani and Ammori, 2005)。此外因多元不飽和脂

肪酸之保健功能受到重視，脂肪酶亦被應用於多元不飽和脂肪酸的生產。另外脂

肪酶之立體選擇性被應用於藥物合成，例如合成癌症治療藥物 Taxol
®
 (paclitaxel) 

之前驅物 (Patel, 1998)。 

 清潔劑之應用 3.

衣物中之污垢約四分之三為脂肪污垢，加入脂肪酶可有效分解三酸甘油酯生

成易去除之脂肪酸和甘油，故脂肪酶可增加清潔劑之去污效果，另外脂肪酶為生

物產品，易被降解且不污染環境。環保意識觀念崛起，使用易於生物降解之清潔

劑受到重視，酵素清潔產品已於市面上販售。例如：Lipolase
®、Lipolase

®
 Ultra、

Lipo Prime
TM

 和 Lipex
®
 Novozymes 等。 

 皮革工業之應用 4.

皮革製程中需去除皮毛上的脂肪，相較於傳統石灰去除方式，以脂肪酶分解

脂肪生成易去除之脂肪酸和甘油，可提高皮革品質。 

 飼料之應用 5.

脂肪為生物體內重要的能量來源，由於帅禽帅畜之消化機能發育尚未完全，

使得內源性消化酶分泌不足而導致消化不完全，無法完全利用飼料中之營養成分

而影響生長。Meng 等學者將脂肪酶加入飼料中，研究其對雞隻生長與脂肪消化

的影響，然而結果顯示脂肪酶處理過的飼料不影響雞隻之營養攝取 (Meng et al., 

2004)。 

 造紙工業的應用 6.

造紙過程中，原料木漿的樹脂常會沈積於乾燥的轉輪上，影響製紙的品質及
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效率。利用脂肪酶分解樹脂，相較於傳統化學處理效率明顯提高，且紙張的製成

率及其品質均有改善 (Fredrik et al., 1991)。 

 合成生質柴油 7.

替代性能源之一─生質柴油 (biodiesel)，為自然油脂與醇類進行轉酯化反應

生成之產物，具有環保、可再生性、可取代石化柴油並且與現行柴油引擎相容等

優點，能夠緩解石油枯竭及環境污染問題，為目前各國替代能源研究重點之一。

目前已有許多生質柴油製程研究報告 (Akoh et al., 2007; Ranganathan et al., 2008; 

Hara, 2009)。然而使用化學催化方式等製程，無法滿足環保議題之訴求，且分離

副產物困難等問題，生質柴油的製程仍需改進。研究微生物脂肪酶，尤其為嗜熱

菌脂肪酶為催化劑，具有溫和的反應條件、催化劑可回收再利用、基質選擇多樣

性、反應專一性和副產物回收容易等優點，成為生質柴油製程的新方向。 

 其他應用 8.

脂肪酶其他應用包含：有機合成、水溶液或有機溶劑中之生物轉化 

(bioconversion)、區位選擇性之醯化反應 (regioselective acylation) 和油脂工業

等。 

 生質柴油 二、

 簡介 (一)

生質柴油 (biodiesel) 屬於可再生性能源 (renewable energy)，可作為石化柴

油 (fossil diesel) 之替代品。天然生物油脂中的三酸甘油酯與醇類 (甲醇、乙醇

或異丙醇) 進行轉酯化 (transesterification) 反應，生成脂肪酸酯類 (fatty acid 

alkyl esters)，為生質柴油的主要成分。其具有之優點如下：(1) 原料來源為可再

生性物質，供應不致匱乏；(2) 與現行柴油引擎系統相容，可直接加入使用；(3) 

具良好之潤滑性能，降低引擎磨損率；(4) 具良好之低溫起動性能，可保護引擎；
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(5) 環保：燃燒生質柴油排放有毒廢氣量為柴油的 10%，懸浮顆粒物為 20%，

一氧化碳為 10%，另外減少硫化物排放量 20%，也減少二氧化碳和溫室氣體之

排放量；(6) 安全：生質柴油閃點高，易於運輸及儲存；(7) 具生物可分解性，

無毒性 (Bajpai and Tyagi, 2006)。B100 表示含有 100% 之生質柴油，然而考慮

經濟成本之因素，現行市售之生質柴油多以與石化柴油混合方式出售，產品為 

B1 (1%)、B2 (2%)、B5 (5%) 與 B20 (20%) 等 (Vasudevan and Briggs, 2008)，台

灣中油公司出售之超級柴油即為 B2 生質柴油。 

 生產製程 (二)

依據相關標準  (中華民國國家標準 CNS 15072、美國國家標準  ASTM 

D6751 和歐盟標準 EN 14213/14214)，脂肪酸甲酯 (fatty acid methyl ester, FAME) 

為生質柴油之主要成分。現行之生質柴油定義為：以天然生物油脂 (動物脂肪或

植物油脂) 中之主要成分三酸甘油酯，與甲醇進行轉酯化反應生成脂肪酸甲酯 

(圖 1)，此外其他醇類用以轉化為生質柴油亦為研究議題  (Bajpai and Tyagi, 

2006)。轉酯化為一可逆反應 (reversible process) (Parawira, 2009)，1 莫耳之三酸

甘油酯與 3 莫耳甲醇反應，生成 3 莫耳脂肪酸和 1 莫耳甘油。以轉酯化反應

生產生質柴油之製程，可分為以下方式： 

 均相鹼催化法 (homogeneous alkali catalyzed transesterification) 1.

鹼催化法是以鹼性物質作為催化劑進行轉酯化反應，具有催化活性高、反應

速率快、反應溫度低和催化劑成本低等優點，現行全球 99% 以上所販售之生質

柴油，生產製程皆是以此方法為基礎 (Ghaly et al., 2010)。鹼催化劑包含無機鹼

催化劑 (如甲醇鈉、甲醇鉀、氫氧化鈉和氫氧化鉀等)、有機催化劑 [如有機胺類 

(organic amine) 和有機鹼胍類化合物 (alkylguanidine)] 和固體鹼催化劑 (如氧

化鈣和氧化鎂) (Ghaly et al., 2010)。 

鹼催化法製程中，控制因子包含溫度、油醇比、催化劑用量和攪拌速率等。

常見之條件為：反應溫度 60
o
C、原料油 (油菜籽油或大豆油) 與甲醇莫耳比 1：
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方程式 1 

 

圖 1 三酸甘油酯與醇類進行轉酯化反應 

Figure 1 Transesterfication of triglycerides with alcohol
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6、鹼催化劑用量 1% (相對於原料油之重量百分比)，轉化率達 90% 以上 (Bajpai 

and Tyagi, 2006)。Alcantara 等學者使用甲醇鈉作為催化劑，於反應溫度 60
o
C、

油醇莫耳比 7.5：1、催化劑用量 1% 進行反應，轉化率近 100% (Alcantara et al., 

2000)。Tsai 等學者以廢棄食用油為原料，氫氧化鈉為催化劑，於反應溫度 60
o
C 

下調整不同比例之油醇比，轉化率近 100% (Tsai et al., 2005)。Foidl 等學者採用

兩步鹼催化法，轉化率可達 92% (Foidl et al., 1996)。 

鹼催化法之反應系統中，原料油之游離脂肪酸 (free fatty acid, FFA) 及水含

量影響反應甚劇：游離脂肪酸與氫氧化鈉發生皂化反應 (saponification)，而反應

系統中含水量過多則引起酯水解，生成更多游離脂肪酸進而加速皂化反應發生，

造成後續產物 (甘油與脂肪酸甲酯) 難以分離，降低轉化效率。因此欲使用鹼催

化法生產生質柴油，必須嚴格控制原料中游離脂肪酸和水含量，如以氫氧化鈉、

氫氧化鉀或甲醇鉀等為催化劑時，原料油之酸價 (acid value, AV) 需小於 1 毫克

氫氧化鉀/克油重 (mg KOH/g of oil)，水分含量需小於 0.06%。故一般高含量 FFA 

和水分之原料油，則需採用結合酸、鹼催化法之兩步反應系統 (圖 2) (Fjerbaek et 

al., 2009)。另外 Canakci 和 van Gerpen 兩位學者以酸催化劑將原料油預先酯化，

再以鹼催化法進行轉酯化反應，使用 FFA 高含量 (9%-40%) 之原料油生產生質

柴油，轉化率可達 90% 以上 (Canakci and van Gerpen, 2003)。 

 均相酸催化法 (homogeneous acidic catalyzed transesterification) 2.

酸催化法是以酸性物質作為催化劑進行轉酯化反應，常見之催化劑為濃硫酸、

鹽酸和苯磺酸等 (Fjerbaek et al., 2009)，其中濃硫酸因價格便宜和資源豐富等因

素，為最常見之酸催化劑。相較於鹼催化法，酸催化法優點為不受原料油中 FFA 

及水含量之限制，其可進行 FFA 酯化反應，再經轉酯化反應生成脂肪酸酯，故

酸催化法適用於 FFA 及水含量高之原料油製備生質柴油。然而酸催化法具反應

速率慢、反應時間長、反應溫度高、能源消耗大、甲醇用量大、轉化率低和易腐

蝕設備等問題，故現行工業上鮮少單獨採用，而是結合酸催化法與鹼催化法之兩

步反應：以酸催化法酯化油脂中的 FFA，以減少 FFA 對下一步鹼催化法之影響 
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方程式 2 

 

 (Fjerbaek et al., 2009) 

圖 2 傳統酸鹼兩步法生質柴油生產製程 

A：反應器；B：分離器 (離心機或靜置槽)；D：產品純化與醇類回收 

Figure 2 Traditional biodiesel process with an acidic pretreatment step followed by 

alkaline catalysis. A: reactor; B: separation (centrifuge or decanter); D: production 

purification and alcohol recovery 
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並增加脂肪酸酯產量，如此得以使用高酸價油脂原料 (如廢棄炸油或動物油脂)。

常見之酸催化法反應條件為：反應溫度 90
o
C、棕櫚油與甲醇之莫耳比 1：40、

催化劑 (濃硫酸) 用量 5% 和反應時間 9 小時，轉化率達 97%，但反應溫度降

至 80
o
C 時，卻需 24 小時方可達到同樣轉化率 (Grabbe et al., 2001)。Zullaikah 

等學者以濃硫酸為催化劑，FFA 含量 49.18% 之米糠油為原料，以兩步反應方

式製備生質柴油，經兩步酸催化反應後，其脂肪酸甲酯含量達 97%，研究發現 

FFA 含量、儲存溫度、時間和濕度彼此相關，且 FFA 含量高時，使用兩步反應

法之轉化率較高 (Zullaikah et al., 2005)。Freedman 等學者以大豆油為原料，大

豆油與丁醇 (butanol) 莫耳比 1：30，濃硫酸為催化劑 (1%)，反應溫度 117
o
C 反

應 3 小時後，脂肪酸丁酯之轉化率達 99%，但反應溫度降至 65
o
C 時，需 50 小

時方可達到同樣轉化率 (Freedman et al., 1986)。 

 異相酸鹼催化法 (heterogeneous acidic-/alkali catalyzed transesterification) 3.

採用均相酸催化法或均相鹼催化法，由於催化劑與反應系統或產物屬同相，

催化劑不易與產物分離，必須以中和與水洗方式去除，而此方式生產大量污水和

催化劑無法重複使用，增加以均相催化法生產之成本。為克服催化劑與產物分離

問題，近年研究發展聚焦於使用固體酸、鹼催化劑，如樹脂、黏土、分子篩、硫

酸鹽、碳酸鹽和複合氧化物等。Gryglewicz 等學者以油菜籽油為原料，比較氧

化鈣、甲醇鈣和氫氧化鋇等鹼土金屬化合物之催化活性，研究發現此類催化劑皆

有較高之活性，於反應溫度 64.5
o
C、油醇莫耳比 1：4.5 反應 2.5 小時後，轉

化率達 90% 以上 (Gryglewicz, 1999)。此外，Cd、Mn、Pb、Zn 金屬羰酸鹽類、

WO3/ZrO2-Al2O3、SO4/SnO2、SO4/ZrO2-Al2O3、TiO2-SO4
2-、ZrO2-SO4

2-
 之固體強

酸及鎂鋁複合氧化物等，亦為固體催化劑之研究主題 (Satoshi et al., 2004; Di 

Serio et al., 2005; Yusuf et al., 2011)。 

 酵素催化法 (enzymatic catalyzed transesterification) 4.

傳統之酸、鹼催化法等化學方式製備生質柴油，具製程複雜、醇消耗量大、

產物回收困難、環境污染和腐蝕設備等問題，因而研究發展趨於尋找可取代酸、
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鹼物質之催化劑，使用酵素催化方式製備生質柴油，稱為酵素催化法。酵素催化

法由於反應條件溫和、醇用量少、催化劑可回收再利用、產物分離容易等優點，

成為生質柴油發展研究重點之一 (圖 3)。然而酵素催化法仍有問題待克服，如：

(1) 短鏈醇對脂肪酶具毒性，降低脂肪酶活性、脂肪酶使用壽命和轉化率；(2) 脂

肪酶價格昂貴：現行市售之脂肪酶 Novozyme-435，其價格約為 1,000 USD/kg 

(Fjerbaek et al., 2009)；(3) 脂肪酶於非極性之有機溶劑中易聚集 (aggregation) 而

降低轉化率；(4) 副產物甘油易黏附於酵素表面，影響基質傳遞 (mass transfer)。

上述酵素催化法之問題，限制其應用於工業規模生產生質柴油。 

近年之研究發現，酵素固定化 (immobilization) 技術可增加脂肪酶的穩定性

和再使用率。Iso 等學者比較固定化脂肪酶與游離態脂肪酶之催化效率，前者反

應速率為後者之 2.5 倍 (Iso et al., 2001)。另外於反應系統中分批加入甲醇，可

降低甲醇對脂肪酶的傷害 (Gao et al., 2009)，或以有機溶劑清洗固定化脂肪酶，

可去除黏附於表面之甘油，以增加催化活性和穩定性 (Huang et al., 2010)。此外

全細胞催化劑 (whole-cell biocatalyst) 為近年新興之研究主題，使用全細胞作為

催化劑，可有效減少酵素純化、分離與固定化等步驟之生產成本。Tamalampudi 等

學者比較固定化全細胞催化劑與固定化酵素 Novozyme-435 之轉化效果，研究

發現兩者具相近之催化效率，且前者之生產成本低於後者 (Tamalampudi et al., 

2008)。其他研究還包含：尋找熱穩定性與耐有機溶劑之新脂肪酶；或以基因工

程等方式改造現有脂肪酶之特性 (Fukuda et al., 2008; Parawira, 2009; Vyas et al., 

2010; Ebrahimpour et al., 2011)。 

 其他方法 5.

其 他 方 法 如 超 臨 界 流 體 法  (supercritical and subcritical alcohol 

transesterification) (He et al., 2007)、微波輔助轉酯法  (microwave assisted 

transesterification) (Azcan and Danisman, 2007) 和超音波輔助轉酯法 (ultrasound 

assisted transesterification) (Singh et al., 2007) 等。然而這些技術於耗能、成本及

生產規模等方面，尚需更多研究以符合市場考量。
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方程式 3 

 

                                      (Fjerbaek et al., 2009) 

圖 3 理論之生質柴油酵素法製程 

A：反應器；B：分離器 (離心機或靜置槽)；C：過濾器；D：

產品純化與醇類回收 

Figure 3 Ideal process design for enzymatic biodiesel production. A: 

reactor; B: separation (centrifuge or decanter); C: filter; D: production 

purification and alcohol recovery 
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 生質柴油相關議題 (三)

雖然生質柴油具有許多優點，但仍有部分議題尚待發展與突破。其中生產成

本為生質柴油之最大考驗，研究如何降低生產成本仍為現今之研究重點。生質柴

油之成本來源為原料油和製程。原料油佔生質柴油之總成本 70%，常見生產生

質柴油之原料油，分別為大豆油 (美國)、油菜籽油 (歐盟為主)、廢食用油 (日

本)、橄欖油、葵花油和棉籽油等，但使用精製食用油因價格昂貴，大幅增加生

質柴油之生產成本 (Kemp, 2006)。故適合於生產生質柴油之原料油，需有低價

格和高產量等特性，且其價格不受糧食或醫藥應用之影響，如麻風樹籽油 

(jatropha oil)、棕櫚油 (palm oil)、桐油 (tung oil)、米糠油、廢食用油或動物脂 

(tallow 和 grease) 等。其中廢食用油品質不一，需經前處理 (如去除 FFA) 或

使用酸鹼兩步反應方可轉化為生質柴油，卻增加其製程之成本。研究發現雖然廢

食用油成本為新鮮食用油之 20%，但因製程成本增加而致最終產品價格僅減少 

50% (Huang and Wu, 2008)。目前我國以廢食用油為原料，年產量約 8 x 10
8
 公升 

(Huang and Wu, 2008)，為柴油年需求量之 10%。 

生質柴油另一項討論問題為低溫性質 (low-temperature properties) (Smith et 

al., 2010)。石化柴油低於特定溫度時，因其所含之石蠟 (paraffin wax) 結晶並產

生霧狀現象，進而堵塞引擎油路，該溫度稱為雲點 (cloud point, CP)。一般柴油

之 CP 為 -16
o
C，而 FAME 生質柴油 (B100) 之 CP 為 0

o
C。低溫性質限制生

質柴油使用於高緯度或高海拔等低溫地區，亦為目前生質柴油/柴油混合比例鮮

少高於 B20 的原因之一。飽和脂肪酸 (saturated fatty acid, SFA) 含量為影響 CP 

之主要因素。除可可油 (coconut oil) 和棕櫚油外，一般食用植物油之 SFA 含量

大多低於 20% (表 2)，但經由高溫烹調後油脂中 SAF 含量增加，導致 CP 值

上升 (Smith et al., 2010)。改善低溫條件方法有：(1) 使用添加劑，如 Tween 80、

dihydroxy fatty acid (DHFA)、acrylated polyester prepolymer (APP)、palm-based 

polyol (PP) 和 DHFA 與 ethylhexanol 之混合物等；(2) 低溫處理原料油或生質 
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表 2 常見天然油脂之脂肪酸組成 

Table 2 Fatty acid compositions of naturally occurring fats and oils 

Fat or oil 
Fatty acid (%) Saturated 

(%) 

Unsaturated 

(%) 

 

6:0 8:0 10:0 12:0 14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 22:0 22:1  

Canola      3.9 0.2 1.9 64.1 18.7 9.2 0.6 0.2  6.6 92.2  

Coconut 0.5 8.0 6.4 48.5 17.6 8.4  2.5 6.5 1.5  0.1   92.0 8.0  

Corn      12.2 0.1 2.2 27.5 57.0 0.9 0.1   14.5 85.5  

Olive      13.7 1.2 2.5 71.1 10.0 0.6 0.9   17.1 82.9  

Palm    0.3 1.1 45.1 0.1 4.7 38.5 9.4 0.3 0.2   51.4 48.3  

Rapeseed     0.1 2.8 0.2 1.3 21.8 14.6 7.3 0.7 0.4 34.8 5.3 78.7  

Soybean     0.1 10.9 0.1 4.2 25.0 52.7 6.2 0.3 0.1  15.6 84.0  

Sunflower    0.5 0.2 6.8 0.1 4.7 18.6 68.2 0.5 0.4   12.6 87.4  

Beef tallow   0.1 0.1 3.3 25.5 3.4 21.6 38.7 2.2 0.6 0.1   50.7 44.9  

(Smith et al., 2010) 

1
7
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柴油產品；(3) 有機溶劑萃取；(4) 使用長鏈 (碳數 3-8) 或支鏈醇 (branched 

chain) 取代甲醇 (表 3) (Smith et al., 2010)。其中使用長鏈或支鏈醇方式，可不

需修正現有生質柴油的製程，且可增加生質柴油之十六烷值 (cetane number, CN)，

彌補生質柴油點火延緩時間 (ignition delay time) 不足的問題，然而長/支鏈醇價

格偏高，是其面臨的問題。 

 細胞表面工程 三、

 研究源起 (一)

細胞生理反應與蛋白分子間之交互作用息息相關，細胞表面存在多種蛋白分

子參與其生理反應，例如：訊息傳遞 (signal transduction)、細胞表面吸附作用 

(surface adhesion)、細胞間之辨識作用  (cell-cell recognition)、參與免疫反應 

(immunoreactions) 和控制離子通道 (ion channels) 等。研究細胞表面蛋白之結構

與功能可以分子層次觀察細胞之生理機制，隨著基因工程技術大幅進展，研究進

一步以細胞表面蛋白分子為載體，表現具功能之異源蛋白至細胞表面，可直接與

胞外接觸，增加異源蛋白之利用效率。利用細胞表面蛋白之特性，加上分子生物

與蛋白質工程技術，建構表現異源蛋白至細胞表面的系統，稱為細胞表面工程技

術。 

 細胞表面表現系統之組成 (二)

細胞表面工程技術之基礎，是利用細胞表面蛋白的 anchoring motifs (AM) 

作為載體蛋白 (carrier protein)，與欲研究之目標蛋白 (passenger protein) 融合 

(fusion) 後，透過細胞之蛋白運輸系統 (transport system) 攜帶目標蛋白至細胞表

面。根據載體蛋白與目標蛋白之融合方式，可分為三類：N 端融合 (N-terminal 

fusion)、C 端融合 (C-terminal fusion) 和三明治融合 (sandwich fusion)。
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表 3 天然油/脂酯化物的雲點 

Table 3 Cloud point of esters of fats/oils 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oil or fat Ester Cloud point (
o
C) 

Canola Methyl 1 

 Ethyl -1 

 Isopropyl 7 

 n-Butyl -6 

Coconut Ethyl 5 

Corn Methyl -3 

Olive Methyl -2 

Palm Methyl 13 

 Ethyl 8 

Sunflower Methyl 2 

 Ethyl -1 

Soybean Methyl 0 

 Ethyl 1 

 Isopropyl -9 

 n-Butyl -3 

 2-Butyl -12 

Beef tallow Methyl 17 

 Ethyl 15 

 n-propyl 12 

 Isopropyl 8 

 n-Butyl 9 

 Isobutyl 8 

        (Smith et al., 2010) 
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欲建構成功的細胞表面表現系統，需詳細選擇適合之載體蛋白、目標蛋白和

宿主細胞： 

 載體蛋白 1.

自 1990 年代研究至今，已發表各種載體蛋白可應用於細胞表面表現系統，

但宿主表現載體蛋白至細胞表面，可能會影響宿主細胞之生理作用 (Georgiou et 

al., 1996; Georgiou et al., 1997)。欲選擇適合於細胞表面表現之載體蛋白，需包含

下列因素：(1) 帶有訊息序列，可正確運輸至胞膜間區 (periplasm) 或胞外；(2) 具

有堅定的  AM 結構，不易自細胞膜上脫落；(3) 蛋白結構穩定和具蛋白酶 

(protease) 耐受性。除選擇適合之載體蛋白外，尚需考量載體蛋白之特性是否有

其特殊應用領域，例如細菌線毛  (fimbriae)、S-layer 蛋白、冰核蛋白  (ice 

nucleation protein, INP) 和部分外膜蛋白 (例如 Escherichia coli TraT) 可特別應

用於刺激免疫反應以生產疫苗 (Lee et al, 2000; Chang et al, 1999; Chang and Lo, 

2000)。 

另外，研究需詳細確認載體蛋白和目標蛋白之融合方式及位置。目標蛋白與

載體蛋白融合之相對位置，會影響目標蛋白固定化效率、穩定性、活性和後轉譯

修 飾  (post-translational modification) 等 。 Stentebjerg-Olesen 等 學 者 將 

choleratoxin B chain 的抗原決定位置 (epitope)，分別插入線毛次單元 (fimbrial 

subunit) 蛋白 FimA 中的 4 個胺基酸位置 (第 25、45、80 和 105 胺基酸)，

發現其中 3 個胺基酸位置 (第 25、45、和 80 胺基酸) 可成功融合，但其中 1 

個胺基酸位置卻無法成功融合 (Stentebjerg-Olesen et al, 1997)。此外，研究需確

認目標蛋白與載體蛋白之融合位置，是否將目標蛋白表現於細胞外。常見之確認

方法有：預測同源胺基酸序列及蛋白結構 (Xu and Lee, 1999)、計算載體蛋白的

親水區域 (Suzuki et al, 1995) 和隨機插入等方式。 

 目標蛋白 2.

研究選擇欲應用之目標蛋白，需注意目標蛋白本身是否具毒性、影響宿主生

長和影響目標蛋白之表現位置。Stathopoulos 等學者使用不同的目標蛋白，分別
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與相同之載體蛋白融合，並且表現於相同宿主細胞中，研究發現其表現位置並非

完全相同 (Stathopoulos et al, 1996)。另外，目標蛋白在胞膜間區的折疊構造 (例

如雙硫鍵) (Maurer et al, 1997; Jose et al, 1996) 和插入之胺基酸的帶電性或疏水

性 (Nguyen et al, 1995) 亦會影響蛋白分泌或表現位置。 

 宿主細胞 3.

選擇適合之細胞表面表現宿主，需有易培養、可與表面蛋白共存且不會造成

細胞溶解 (lysis) 和細胞壁可耐蛋白酶之特性。格蘭氏陽性菌由於有堅硬之細胞

壁結構，適合應用於全細胞轉化和全細胞吸附，常見使用菌株有芽孢桿菌 

(Bacillus) 和葡萄球菌 (Staphylococcus) 等。格蘭氏陰性菌，例如大腸桿菌，雖

然外膜結構較脆弱，但因大腸桿菌有豐富的基因資料庫、大量表現異源蛋白和轉

形效率高等優點，為目前理想用來細胞表面表現的菌株。 

 微生物表面表現系統 (三)

1980 年代中期，Smith 學者融合胜肽 (peptide) 與 pIII 蛋白，表現於嗜菌

體表面，為最早使用細胞表面工程技術之表現系統 (Smith, 1985)。自此，研究發

展許多嗜菌體的表面表現系統以表現各種異源蛋白，然而受限於嗜菌體個體大小，

無法表現大分子量之異源蛋白質 (Li, 2000)。因此，研究發展趨於使用微生物細

胞作為宿主，以解決分子量限制問題。 

 格蘭氏陰性菌之細胞表面表現系統 1.

格蘭氏陰性菌具有較複雜的細胞質膜結構 (cell envelope structure)，包含內

膜 (cytoplasmic membrane)、胞膜間區和外膜 (outer membrane)，因此進行細胞

表面表現時，載體蛋白和目標蛋白需穿過細胞質膜結構，運輸至外膜上。目前已

知多種基因融合方式，可成功將目標蛋白表現於格蘭氏陰性菌之細胞表面。利用 

N 端融合方式，融合目標蛋白與載體蛋白之 C 端 AM，可運送至細胞表面，例

如：peptidoglycan-associated lipoprotein (PAL) (Dhillon et al, 1999)、免疫球蛋白 A 

(immunoglobulin A, IgA) 蛋白酶家族 (Jose et al, 1996)、大腸桿菌黏附蛋白 (E. 



 22 

coli adhesion protein) AIDA-I (Liljeqvist et al., 1997; Maurer et al, 1997; Jose et al, 

2002) 和志賀氏桿菌 (Shigella) VirG 蛋白 (Suzuki et al, 1995) 等。另外，許多外

膜蛋白之 N 端具有訊息序列，可利用 C 端融合方式將目標蛋白運送至細胞表

面，例如 Lpp-OmpA (Francisco et al., 1992; Richins et al., 1997; Bae et al., 2000; 

Samuelson et al., 2002; Yang et al., 2008a & b)、冰核蛋白 (ice nucleation protein, 

INP) (Jung et al., 1998a & b; Jeong et al., 2001; Cho et al., 2002) 和支鏈澱粉酶 

(pullulanase) (Kornacker and Pugsley, 1990) 等。三明治融合方式則有：外膜蛋白 

(Georgiou et al., 1997; Xu and Lee, 1999)、大腸桿菌運輸蛋白 LamB (Martineau et 

al., 1991; Sousa et al., 1998)、大腸桿菌 TraT 蛋白 (Taylor et al., 1990)、大腸桿菌

鞭 毛  (fragella) 和 線 毛  (fimbriae) 的 次 體 蛋 白  (subunit protein) 

(Westerlund-Wikstrom et al., 1997; Stentebjerg-Olesen et al., 1997) 和 S-layer 蛋白 

(Bingle et al., 1997)。 

 格蘭氏陽性菌之細胞表面表現系統 2.

許多格蘭氏陽性菌表面蛋白以共價鍵結合在細胞壁上，且大部分 C 端含有 

32-38 個胺基酸組成的訊息序列，訊息序列由一段 LPXTG (胺基酸單一字母縮

寫，X 表示為任一胺基酸) 序列加上約 23 個疏水性胺基酸，再加上 C 端 6-7 

個正電胺基酸所組成 (Schneewind et al., 1993)。LPXTG 為一段鑲嵌於細胞壁上

的保留序列 (conserve sequence)，轉肽酶 (sortase) SrtA 可作用於 threonine 和 

glycine 之間，經由 LPTXG 序列將蛋白鑲嵌至細胞壁上；疏水性胺基酸為一段

穿膜區序列；C 端的正電胺基酸可避免胜肽鏈分泌至胞外培養基中，利用 

LPXTG 序列和穿膜區序列可表現蛋白於格蘭氏陽性菌表面上。 

除了 LPXTG 序列外，格蘭氏陽性菌亦有多種載體蛋白可運用於細胞表面

表現。例如：Staphylococcus aureus protein A 作為 AM 已成功的將外源蛋白表

現於 S. xylosus、S. carnosus 與 Lactococcus lactis 細胞表面；M6 蛋白具有 N 端

訊息胜肽和 C 端分揀訊息 (sorting signal) 特徵，亦可作為載體蛋白 (Wernérus 

and Ståhl, 2004)。另外，格蘭氏陽性菌中有許多約 50 個胺基酸的表面蛋白，稱
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為 S-layer homology motifs，可與次生細胞壁 (secondary cell wall) 之肽聚醣層 

(peptidoglycan layer) 共價鍵結合，表現於細胞表面。如 Bacillus anthracis 的 

S-layer 蛋白 EA1 已成功表現 tetanus toxin fragment C 至細胞表面 (Mesnage, 

et al., 1999)。 

 大腸桿菌之細胞表面表現系統 3.

大腸桿菌具有生長快速、異源蛋白產率高和基因操作方便等優點，為常用之

細胞表面表現系統的宿主。總觀大腸桿菌之細胞表面表現系統，常見之載體蛋白

如表 4 所示，根據使用之載體蛋白種類，可分為： 

(1) 外膜蛋白系統 

-barrel 外膜蛋白為常見之外膜蛋白系統，其結構是以反向排列 (antiparallel) 

之 摺板鑲嵌於外膜上，形成桶狀 (barrel-like) 之構造，例如 LamB、FhuA、

OmpA、OmpC 和 OmpX (Samuelson et al., 2002; Rice and Daugherty, 2008; Baek 

et al., 2009; Verhoeven et al., 2009)。 

以基因工程方式將目標蛋白插入外膜蛋白的一段胺基酸序列中，使目標蛋白

表現於細胞表面，然而若插入之目標蛋白分子量過大，會降低外膜蛋白結構的穩

定性。外膜蛋白表現系統受到目標蛋白分子量之限制，為了解決此問題，enhanced 

circularly permuted OmpX 系統將目標蛋白與 OmpX 之 N 端或 C 端融合，成

功表現大分子量之目標蛋白至細胞表面 (He et al., 2008; Baek et al., 2009)。此外，

將 Bacillus subtilis 蛋白 PgsA 異源表現至大腸桿菌，可作為載體蛋白並成功表

現  澱粉酶 (-amylase) (77 kDa) 與脂肪酶 B (lipase B) (34 kDa) 至細胞表面 

(Narita et al., 2006)。 

(2) 表面附屬絲系統 

細菌表面生長數目不等之蛋白質絲狀物，如鞭毛 (fragella)、纖毛 (pili) 或

線毛 (fimbriae)，稱為表面附屬絲 (surface appendages)，可作為細胞表面表現系

統之載體蛋白。例如：將目標胜肽插入鞭毛組成蛋白 FliC 和 FliD (Samuelson et  
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表 4 常見之大腸桿菌細胞表面表現系統 

Table 4 Typical surface display systems for E. coli 

Scaffold  Type of fusion  
Passenger 

size (kDa) 
 Application  Reference 

Outer membrane proteins 

eCPX derived from 

OmpX 
 Biterminal  0.8-1.6  Peptide library screening  Rice and Daugherty, 2008 

FhuA  Insertional  1.1-3.3  Peptide library screening  Samuelson et al., 2002 

LamB  Insertional  1.2-25.5  
Bioremediation, peptide library screening, vaccine 

development 
 Samuelson et al., 2002 

Omp1  C-terminal  56  Biocatalysis  He et al., 2008 

OmpA 
 Insertional  1-50  

Peptide library screening, peptide display, vaccine 

development 
 

Verhoeven et al., 2009, Samuelson et al., 2002, 

Daugherty, 2007 and Hall, 2007 

OmpC  
Insertional, 

C-terminal 
 18-52  Bioremediation, biocatalysis  Baek et al., 2009 

OmpT    35  Directed evolution, substrate profiling  Varadarajan et al., 2009 

OprF  C-terminal  50  Biocatalysis  Lee et al., 2005 

PgsA  C-terminal  34-77  Biocatalysis  Narita et al, 2006 

Wza-omp 

orf1/OmpU/Omp26La 
 C-terminal  27-50  Translocation studies  Yang et al., 2008c 

Surface appendages 

F pillin  Insertional  1.6  Peptide antigen display  Samuelson et al., 2002 

Fimbriae (FimH and 

FimA) 
 Insertional  1-4  

Peptide library screening, immunogenic peptide 

display, bioremediation 
 Lee et al., 2003 

2
4
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表 4 續前頁 

Table 4 Continued 

Scaffold  Type of fusion  
Passenger 

size (kDa) 
 Application  Reference 

Flagellin (FliC and 

FliD) 
 Insertional  1.2-33  

Peptide display, peptide library screening, vaccines, 

bioremediation, exploring protein-protein interactions 
 Samuelson et al., 2002 and Majander et al., 2005 

Lipoproteins 

INP  C-terminal  7-119  
Epitope mapping, biocatalysis, vaccines, protein 

library screening 
 

Samuelson et al., 2002, Yim et al., 2010 and Kang et al., 

2003 

Lpp-OmpA  C-terminal  27-74  
Bioremediation, biocatalysis, antibody library 

screening 
 

Samuelson et al., 2002, Yang et al., 2008a and Yang et 

al., 2008b 

PAL  N-terminal  29  Display antibody fragments, bioremediation  Samuelson et al., 2002 

Tat-dependent 

lipoprotein 
 C-terminal  27  Translocation studies  Shruthi et al., 2010 

TraT  
Insertional, 

C-terminal 
 1.2-11  Antigen display  Samuelson et al., 2002 

Virulence factors 

AIDA-I  N-terminal  12-65  
Biocatalysis, protein library screening, vaccine 

development 
 

Jose and Meyer, 2007, Li et al., 2008 and Binder et al., 

2010 

EaeA  C-terminal  3.9-31.6  Translocation studies  Lee et al., 2003 and Becker et al., 2005 

EspP  N-terminal  20  Protein library screening  Jose and Meyer, 2007 and Binder et al., 2010 

EstA  N-terminal  38-60  Biocatalysis, protein library screening  
Jose and Meyer, 2007, Becker et al., 2005, Yang et al., 

2010 and Wilhelm et al., 2007 

Invasin  C-terminal  1.1  Peptide library screening  Lee et al., 2003 

MSP1a  N-terminal  4.6  Immunogenic peptide display  Canales et al., 2008 

(van Boois et al., 2011)

2
5
 



 26 

al., 2002; Majander et al., 2005)、線毛次單元 FimH 和 FimA (Lee et al., 2003) 和

纖毛次單元 (pillus subunit) F pilin (Samuelson et al., 2002) 中，可表現至細胞表面。

另外，商品化之 FliTrx 亦是以鞭毛為載體蛋白之細胞表面表現系統，應用於研

究蛋白與蛋白間之交互作用  (protein-protein interaction) (Samuelson et al., 

2002)。 

(3) 脂蛋白系統 

脂蛋白 (lipoprotein, Lpp) 於 N 端經脂質修飾 (lipid-modified) 並鑲嵌在外

膜上，屬於另一類之外膜蛋白。目前已有兩種 Lpp 可作為載體蛋白，分別為 TraT 

和 PAL (Taylor et al., 1990; Fuchs et al., 1991; Dhillon et al., 1999)。此外 Lpp 

(Braun’s lipoprotein) 屬大腸桿菌主要表現之脂蛋白，將  Lpp 之訊息胜肽與 

OmpA 部分胺基酸片段融合 (Lpp-OmpA) 作為載體蛋白，可成功表現大分子量

之目標蛋白至細胞表面，如乙醯胺酶 (-lactamase) (30 kDa)、綠螢光蛋白 (green 

fluorescent protein, GFP) (27 kDa) 和甲基巴拉松水解酶  (methyl parathion 

hydrolase) 與綠螢光蛋白之融合蛋白 (60 kDa) (Francisco et al., 1992; Yang et al., 

2008a & b)。 

(4) 致病因子系統 

病原菌會表現大量致病因子 (virulence factor) 於細胞表面，致病因子於感染

和致病過程中扮演重要角色。目前已知兩種致病因子可應用於細胞表面表現系統：

侵襲素 (invasion) 和 intimin 蛋白 EaeA。侵襲素為分子量 106 kDa 之致病因子，

存在於假結核耶爾森氏菌 (Yersinia pseudotuberculosis) 之外膜上，將侵襲素和外

膜蛋白 DppE 或細胞壁蛋白 CwbA 融合可作為載體蛋白，可成功表現抗原於細

胞表面 (Acheson et al., 1997)；病原性大腸桿菌利用細胞表面之 EaeA 蛋白附著

於腸道壁上，EaeA 為大小 102 kDa 之膜蛋白，將目標蛋白以 C 端融合方式與 

EaeA 融合，可成功表現至細胞表面 (Wentzel et al., 2001; Adams et al., 2005)。此

外立克次體邊蟲 (Anaplasma marginale) 發現之表面蛋白 1a，亦為有效之表面載

體蛋白 (Canales et al., 2008)。 
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(5) Tat 運輸系統 

大腸桿菌之胞膜間區蛋白 (periplasmic protein) 或外膜蛋白，是透過內膜上

的 Sec 通道 (Sec-translocon) 負責其蛋白折疊 (folding) 及運輸 (Driessen and 

Nouwen, 2008)，故大部分之大腸桿菌細胞表面表現系統皆透過 Sec 系統運輸至

細胞表面，但 Sec 系統運輸之蛋白需進一步透過胞膜間區的折疊調節蛋白 

(folding modulator) 修飾，方能形成正確結構與功能 (Baneyx and Mujacic, 2004)。

然而大腸桿菌運輸系統─雙精氨酸轉位 (twin-arginine translocation, Tat) 系統為

另一已知之蛋白運輸系統，其負責運輸已正確折疊蛋白至胞膜間區 (Lee et al., 

2006)，以及參與外膜蛋白或脂蛋白之合成  (Ferrandez and Condemine, 2008; 

Shruthi et al., 2010; Thompson et al., 2010) 等，可應用於細胞表面表現系統。研究

融合 Tat 訊息胜肽、脂蛋白之修飾訊息胜肽和增強型綠螢光蛋白 (enhanced 

green fluorescence protein, EGFP)，證實其為有效的大腸桿菌細胞表面表現系統 

(Shruthi et al., 2010)。 

(6) Autotransporter 系統 

自運蛋白 (autotransproter protein, AT) 系統為格蘭氏陰性菌特有之運輸系統，

其運輸目標蛋白至胞外過程中，除了藉由 Sec 系統跨越內膜至胞膜間區外，不

需其他蛋白參與運輸過程，因此稱為自運蛋白系統。AT 包含兩部分：轉位蛋白 

(translocator) 和目標胜肽，AT 藉由 Sec 系統運輸至胞膜間區，轉位蛋白鑲嵌於

外膜上後釋出目標胜肽至胞外，但運送至胞外的目標胜肽片段大小如何取決，目

前機制尚未確定 (Nishimura et al., 2010)。最早研究之 AT 為 IgA1 蛋白酶。

Klauser 等學者取代 IgA1 之目標胜肽，成功表現霍亂毒素 B (cholera toxin B, 

CTB) 至細胞表面 (Klauser et al., 1990)；大腸桿菌黏附素 (adhesin) AIDI-I 為廣

泛使用之 AT，已成功表現有機磷水解酶 (organophosphorus hydrolase)、綠色螢

光蛋白 (Li et al., 2008)、山梨醇脫氫酶 (sorbitol dehydrogenase) (Jose and von 

Schwichow, 2004)、乙醯胺酶 (Lattemann et al., 2000) 和脂解酶 (esterase) ApeE 

(Schultheiss et al., 2008) 至細胞表面；另外，綠膿桿菌 (Pseudomonas aeruginosa) 
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的 AT EstA 可表現脂肪酶至細胞表面 (Becker et al., 2005)。 

(7) Lpp-OmpA 系統 

Lpp-OmpA 為有效之大腸桿菌表面表現系統，於 1992 年由 Francisco 等學

者建構，可表現乙醯胺酶至大腸桿菌表面 (Francisco et al., 1992)，後續研究其可

成功表現多種異源蛋白，如纖維素酶 (cellulose) (Francisco et al., 1993)、single 

chain Fv (scFv) 抗體  (Daugherty et al., 1998)、環狀糊精葡萄糖苷轉移酶 

(cyclodextrin glucanotransferase) (Wan et al., 2002) 和幾丁質結合蛋白區 

(chitin-binding domain) (Wang and Chao, 2006) 等。 

Lpp-OmpA 系統架構包含 3 部分：(a) 脂蛋白前 9 個胺基酸 (a.a. 1-9) 序

列：為 Lpp-OmpA 系統之訊息胜肽，與 Lpp 融合之蛋白將於 N 端進行脂質修

飾並運送至胞膜間區 (Gennity and Inouye, 1991)，利用其 N 端脂溶性鑲嵌於外

膜上 (Kornacker and Pugsley, 1990)；(b) OmpA 之胺基酸 46-159 片段：為 OmpA 

之主要穿膜區片段 (transmembrane domain) (B3-B7)，鑲嵌於外膜上。由拓樸模

型 (topological model) 預測，目標蛋白與 OmpA 之 C 端融合會位於細胞表面

上 (圖 4) (Vogel and Jähnig, 1986)；(c) 目標蛋白：乙醯胺酶。 

相較於格蘭氏陰性菌大部分之表面表現系統，Lpp-OmpA 系統具應用層面

廣、系統穩定及目標蛋白分子量限制小等優點 (表 4)，為本研究所使用之表現

系統。 

 細胞表面表現系統之應用 (四)

微生物為主之細胞表面工程技術，迄今各種細胞表面表現系統發展快速，已

廣泛運用於各領域。包含應用微生物學、免疫學、生物醫藥 (biomedicine)、生

物轉化 (bioconversion) 及生物感測工程技術 (biosensor technology) 等。目前研

究的重點包含建構全細胞生物轉化觸媒 (whole-cell biocatalyst for bioconversion)、

開發疫苗載體 (vaccines vehicles)、生物感測器 (biosensor)、蛋白篩選 (protein 

library screening) 和生物吸附劑 (environmental bioadsorbent) 等 (圖 5)。
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(Francisco et al., 1992) 

圖 4 Lpp-OmpA--lactamase 之結構模擬圖 

Figure 4 Schematic of the expected structure of the Lpp-OmpA--lactamase fusion in 

the outer membrane
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(Lee et al., 2003) 

圖 5 微生物細胞表面表現系統之應用 

Figure 5 Applications of microbial cell surface display
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研究目的 

近年來由於原油價格高漲，替代能源開發備受重視，其中生質柴油 (biodiesel) 

為一種可再生性能源，可作為石化柴油的替代品，其優點有具可再生性、與現行

柴油引擎相容及減少 CO2、CO、溫室氣體、硫化物和懸浮顆粒的排放等。生質

柴油定義為天然生物油脂中的三酸甘油酯 (triglycerides)，與醇類 (甲醇、乙醇或

異丙醇) 進行轉酯化反應，生成脂肪酸酯類 (fatty acid alkyl esters)，為生質柴油

的主要成分。 

目前常見生質柴油之催化方式為：鹼催化法、酸催化法和酵素催化法。工業

製造生質柴油以鹼催化法為主，具有反應溫度低、反應速率快及成本低等優點，

但缺點為反應易受游離脂肪酸和水分影響、產物回收繁複、催化劑無法回收和產

率不高等；酵素催化法因反應條件溫和、產物回收容易和催化劑可再利用而受到

重視，但酵素成本昂貴為目前發展限制的原因。傳統使用游離態酵素或進一步固

定化 (immobilized) 酵素為催化劑，無論純化或固定化酵素步驟皆會增加生產成

本。使用全菌體生物觸媒 (whole-cell biocatalyst) 為近年發展之新概念，可大幅

降低生產成本，但受限於細胞壁和細胞膜之屏障，胞內表現酵素之生物觸媒可能

大幅降低其轉化效率。 

隨著細胞表面工程技術之發展，將酵素表現至細胞表面亦應用於全菌體生物

轉化，並可突破胞內酵素生物觸媒之限制。本研究以 Lpp-OmpA 系統，表現嗜

熱菌 Geobacillus thermocatenulatus NTU 03 脂肪酶 (r03Lip) 至大腸桿菌細胞表

面，以解決胞內表現 r03Lip (cytosolic expressed r03Lip, CEr03Lip) 之生物觸媒轉

化速率慢之問題，並進一步探討應用於生產生質柴油之效率，發展可降低成本之

生質柴油酵素製程。 
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研究架構 

本研究欲建構嗜熱菌 Geobacillus NTU 03 脂肪酶 (r03Lip) 之大腸桿菌細

胞表面表現系統，作為全菌體生物觸媒並應用於生產脂肪酸異丙酯 (FAIPEs)，

以解決胞內表現 r03Lip 之生物觸媒轉化速率慢之問題，發展可降低成本之生質

柴油酵素製程，其研究架構如下： 
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第二章 實驗材料及方法 

 實驗材料 一、

 藥品詴劑 (一)

1. 本研究所使用之藥品詴劑，除特別註明者外，皆購自 Sigma (St. Louis, MO, 

USA)。 

2. Luria broth (LB)、瓊脂 (agar 或 agarose)、溶菌酶 (lysozyme)、isopropyl 

-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)、大腸桿菌 BL21(DE3) 勝任細胞和蛋白

分子量標準品 (protein ladder marker) 購自慧眾生物科技有限公司 (Bioman, 

Taipei, Taiwan)。 

3. 基因操作及表現之質體 pET-29a (+) 購自 Novagen (Madison, WI, USA)。 

4. 限制酶 (restriction enzyme)、T4 DNA 接合酶 (ligase)、Taq DNA 聚合酶 

(polymerase)、dNTP、100 bp DNA 分子量標準品 (DNA ladder marker) 和 

DNA loading dye 購自伯昂興業有限公司 (Bertec, Taipei, Taiwan)。 

 儀器設備 (二)

1. 分光光度計 (Model U-2001, Hitachi Co., Tokyo, Japan) 

2. 恆溫振盪培養箱 (Model 717, Hotech Co., Taipei, Taiwan) 

3. 離心機 (Himac CR-21, Hitchi Co., Tokyo, Japan) 

4. PCR 反應器 (PCR Express, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 

USA) 

5. 無菌操作台 (Kansin Co., Taipei, Taiwan) 

6. 超音波破碎機 (Misonix XL-2020, Farmingdale, NY, USA) 

7. 快速蛋白質液相層析系統 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) 
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8. 親和性管柱 HisTrap
TM

 HP 1 mL (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) 

9. 劃分收集器 (Model Frac-900, GE Healthcare, Uppsala, Sweden) 

10. 濃縮管 (Amicon
®
 Ultra-15, 30 kDa cutoff, Millipore, Billerica, MA, USA) 

11. 照相系統 UVP AutoChemi image system (UVP Inc., Upland, CA, USA) 

12. ELISA reader (SpectraMax
®
, Kelowna International Scientific Inc., Taipei, 

Taiwan) 

13. pH meter (Model 6071, Jenco Co., San Diego, CA, USA) 

14. 滅菌釜 (Model SS-320, Tomy Co., Tokyo, Japan) 

15. 超音波振盪器 (Model 690D, ETL testing laboratories Inc., Cortland, NY, USA) 

16. 流式細胞儀 (FACSScan-LSR, Becton-Dickinson Lmmunocytometery Systems, 

San Jose, CA, USA) 

17. 高解析度細胞影像分析系統 (DeltaVision Core, Applied Precision, Inc., WA, 

USA) 

18. 冷凍乾燥機 (Bench Top3R, Virtis Co., Tokyo, Japan) 

19. 0.22 m 孔徑過濾膜 (Millipore, Billerica, MA, USA) 

20. 高效液相層析儀幫浦 (PU2089 plus, Jasco Co., Tokyo, Japan) 

21. HPLC 樣本注入器 (7725i, Rheodyne Co., Robert Park, CA, USA) 

22. HPLC UV/ VIS 偵測器 (UV-2075, Jasco Co., Tokyo, Japan) 

23. 層析管柱 Luna
®

 C18 (30 mm x 2 mm, i.d. 3 m) (Phenomenex, Torrance, CA, 

USA) 

 實驗方法 二、

 建構細胞表面表現脂肪酶系統 (一)

 菌株、培養基和質體 1.
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本研究基因操作及表現菌株為大腸桿菌 BL21(DE3)，質體保存菌株為大腸

桿菌 DH5。 

本研究使用的脂肪酶基因，為潘子明教授研究室選殖自嗜熱菌株 

Geobacillus thermocatenulatus NTU 03 之熱穩定性脂肪酶 (r03Lip)，表現質體為 

pETr03Lip，可異源表現 r03Lip 於大腸桿菌 BL21(DE3) (GenBank: FJ774007.1) 

(Shih and Pan, 2010) 。 Lpp-OmpA 基因來源為質體  pSD192 ，其帶有 

Lpp-OmpA-scFv 基因，分別為脂蛋白 (lipoprotein, Lpp) 之前 9 個胺基酸 (aa 

1-9)、外膜蛋白 A (outer membrane protein A, OmpA) 之第 46-159 胺基酸 (aa 

46-159) 與 single chain Fv (scFv) 抗體基因，可將 scFv 表現於大腸桿菌 JM109 

細胞表面 (圖 6) (表 5) (Daugherty et al., 1998)。 

大腸桿菌培養於含 30 g/L kanamycin 的 Luria broth (kam-LB) 中。脂肪酶

活性篩選用的培養基─三丁酸甘油酯瓊脂帄板 (tributyrin agar plate, TBA)，為上

述 kam-LB 另添加 1% (v/v) tributyrin (TB)、1.5% 瓊脂 (agar)、1% 阿拉伯膠 

(gum arabic)、0.5% Tween 80 和 10 mM CaCl2 (Lawerence et al., 1967)。具適當脂

肪酶活性之轉形株，於 TBA 篩選帄板上會形成透明圈 (Samad et al., 1989; 

Sharma et al., 2001)。 

 聚合酶鏈連鎖反應產物純化與回收 2.

使用 Bioman 公司 PCR/gel extraction kit (Bioman, Taipei, Taiwan)，實驗方法

皆依照使用說明書，詳細步驟如下：取適量 PCR 產物至微量離心管，加入 5 倍

體積 PG 緩衝液混合均勻。將 PG 管柱置於 2 mL 收集管，取上述之混合液至 

PG 管柱，13,000 x g 離心 30 秒，移除收集管中液體並置回 PG 管柱，加入 600 

L 清洗緩衝液 (wash buffer) 於 PG 管柱中，13,000 x g 離心 30 秒，移除收集

管中液體並置回 PD 管柱，再以 13,000 x g 離心 3 分鐘乾燥吸附膜，轉移 PG 

管柱至乾淨微量離心管，加入 50 L 溶離緩衝液 (elution buffer) 並置於室溫下 

2 分鐘直至吸附膜完全吸收緩衝液後，13,000 x g 離心 2 分鐘，以 2% 瓊脂膠

體電泳分析結果，PCR 產物保存於 -20
o
C 冰箱。
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(Daugherty et al., 1998) 

圖 6 質體 pSD192 圖譜 

Figure 6 The surface display vector pSD192
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表 5 實驗中使用之菌株、質體和引子 

Table 5 Strains, plasmids and oligonucleotides 

Materials Characteristics Source and reference 

E. coli   

BL21 (DE3) F
－
ompT dcm lon hsdSB(rB

－
mB

－
) gal λ(DE3[lacI ind1 sam7 

nin5 lacUV5-T7 gene 1]) 
Novagen 

DH5 
F’(80 dlac Δ(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 endA1 

hsdR17(rK
－
mK

+
) phoA supE44 lambda-thi-l gyrA96 relA1) 

Bioman 

Plasmid   

pET29a (+) PT7::gst::6x his, Km
R
 Novagen 

pETr03Lip PT7::gst::r03Lip::6x his, Km
R
 Shih and Pan, 2010 

pETOmpA PT7::Lpp-OmpA::6x his, Km
R
 This study 

pETOmpA-r03Lip PT7::Lpp-OmpA::r03Lip::6x his, Km
R
 This study 

pSD192 Plpp-lac::Lpp-OmpA::scFv(dig), Am
R
, Cm

R
 Daugherty et al., 1998 

Oligonucleotides   

Lpp-OmpA-F 5’-ATTACATATGAAAGCTACTAAACTGGTAC-3’ Wang and Chao, 2006 

Lpp-OmpA-R 5’-CATGGATCCCCATGGGTTGTCCGGACGAGTGC-3’ Wang and Chao, 2006 

T7 promoter primer 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ Wallace et al., 1981 

T7 terminator primer 5’-TGCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’ Wallace et al., 1981 
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 瓊脂膠體電泳分析 3.

取所需量之瓊脂 (agarose)，以 TAE 緩衝液 [50 mM Tris-HCl、50 mM 醋酸 

(acetic acid) 和 1 mM EDTA，pH 8.0] 混合，經微波爐加熱溶解後放置於室溫，

稍冷後倒至鑄膠盤上，並插入齒梳 (comb)。待凝結後取瓊脂膠至電泳槽中，以 

TAE 緩衝液覆滿。取欲電泳之 DNA 加入染液 (DNA loading dye)，混合後加入

瓊脂凹槽中，同時注入 DNA 分子量標準品，以 100 V 進行電泳約 30 分鐘。

電泳結束後取出膠片以 0.5 g/mL 溴化乙錠 (ethidium bromide, EtBr) 染色 10 

分鐘，於水中脫色 10 分鐘後置於紫外光下觀察色帶，與 DNA 標準分子量比

較並推算相對分子量。 

 大腸桿菌質體 DNA 抽取 4.

使用 Bioman 公司 plasmid DNA miniprep kit (Bioman, Taipei, Taiwan)，實驗

方法皆依照使用說明書，詳細步驟如下：挑含有質體之大腸桿菌單一菌落，接種

至 10 mL LB 培養液並加入適量抗生素，於 37
o
C 培養 12-16 小時，取 1.5 mL 

菌液至微量離心管，13,000 x g 離心 1 分鐘，移除上清液後加入 200 L PD1 緩

衝液重新懸浮菌體，加入 200 L PD2 緩衝液翻轉微量離心管數次，置於室溫 2 

分鐘待菌液呈透明，加入 300 L PD3 緩衝液迅速翻轉微量離心管數次，13,000 

x g 離心 2 分鐘。將 PD 管柱置於 2 mL 收集管，取上述之上清液至 PD 管柱，

13,000 x g 離心 30 秒，移除收集管中液體並置回 PD 管柱，加入 400 L W1 緩

衝液於 PD 管柱中，13,000 x g 離心 30 秒，移除收集管中液體並置回 PD 管

柱，加入 600 L 清洗緩衝液於 PD 管柱中，13,000 x g 離心 30 秒，移除收集

管中液體並置回 PD 管柱，再以 13,000 x g 離心 3 分鐘乾燥吸附膜，轉移 PD 

管柱至乾淨微量離心管，加入 50 L 溶離緩衝液並置於室溫下 2 分鐘直至吸附

膜完全吸收緩衝液後，13,000 x g 離心 2 分鐘，以 1.2% 瓊脂膠體電泳分析結

果，質體 DNA 保存於 -20
o
C 冰箱。 

 建構質體 pETOmpA 和 pETOmpA-r03Lip 5.

參考  Wang and Chao 之研究  (Wang and Chao, 2006)，設計引子對 
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Lpp-OmpA-F: 5’-ATTACATATGAAAGCTACTAAACTGGTAC-3’ 和 

Lpp-OmpA-R: 5’-CATGGATCCCCATGGGTTGTCCGGACGAGTGC-3’，以質體 

pSD192 為模板進行 PCR 增殖，條件為：94
o
C 反應 5 分鐘，再以 94

o
C 反應 

30 秒、60
o
C 反應 30 秒和 72

o
C 反應 1 分鐘，重複 30 個循環，最後 72

o
C 反

應 20 分鐘。PCR 放大之 Lpp-OmpA 基因片段，經限制酶 NdeI-BamHI 於 

37
o
C 作用 16 小時後，以 T4 DNA 接合酶於 16

o
C 反應 1 小時接合至相同限

制酶作用之質體  pET29a (+) 和  pETr03Lip ，得到質體  pETOmpA 和 

pETOmpA-r03Lip，轉形至大腸桿菌 BL21(DE3)，可表現表面蛋白 OmpA 與 

Lpp-OmpA-r03Lip 融合蛋白。 

 大腸桿菌勝任細胞製備與轉形作用 6.

使用商業化大腸桿菌 BL21(DE3) 勝任細胞 (HIT-21 Value 10
7
) 或自行製備，

詳細方法如下：取出貯存之大腸桿菌菌種，以劃單一菌落方式接種至 SOB 固體

培養基 [含 2% 胰蛋白腖 (tryptone)、0.5% 酵母菌萃取物 (yeast extract)、10 mM 

NaCl、2.5 mM KCl、1.5% 瓊脂 (agar) 和 10 mM Mg
2+

]，37
o
C 培養 16-20 小時。

取單一菌落接種至 40 mL SOB 液態培養基 (含 2% 胰蛋白腖、0.5% 酵母菌萃

取物、10 mM NaCl、2.5 mM KCl 和 10 mM Mg
2+

)，37
o
C 培養至細胞數為 4-7 x 

10
7
/mL。收集菌液於離心管中，置冰浴上 10 分鐘，1,000 x g 低溫離心 (4

o
C) 15 

分鐘，移除上清並加入 13 mL 冰冷 0.1 M CaCl2 混合均勻，置冰浴上 10 分鐘。

重複上述步驟 2-3 次，1,000 x g 低溫離心 (4
o
C) 15 分鐘，移除上清並加入 1.5 

mL 冰冷 0.1 M CaCl2 混合均勻，每 100 L 分裝至微量離心管，未使用之勝任

細胞以液態氮冷凍後保存於  -70
o
C 冰箱。取預冷過質體  pETOmpA 和 

pETOmpA-r03Lip (<10 L) 加入勝任細胞中混合均勻，置冰浴上 20-40 分鐘，

42
o
C 處理 90 秒，置冰浴上 2 分鐘後加入 800 L SOC (上述 SOB 液態培養

基中加入 20 mM 葡萄糖)，37
o
C 培養 30-60 分鐘，將轉形液塗佈於含適量抗生

素之 LB 或 TBA 培養基，培養 16-20 小時。挑選具有活性的單一菌落，以 T7 

promoter 引子和 T7 terminator 引子進行 colony PCR，確認轉殖基因片段大小後，
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委託明欣生物有限公司  (Missionbiotech, Taipei, Taiwan) 定序。以電腦軟體 

Vector NTI advance 10 (Invitrogen Co., NY, USA) 分析基因序列，與已知的 

OmpA 和 r03Lip 序列比對，確認基因序列無誤且沒有發生突變後，進行後續實

驗。 

 表現融合蛋白 (二)

 培養方式 1.

取出貯存之大腸桿菌 BL21(DE3)、大腸桿菌 BL21(DE3) [pETr03Lip]、大腸

桿菌 BL21(DE3) [pETOmpA] 和大腸桿菌 BL21(DE3) [pETOmpA-r03Lip]，接種

至 10 mL 含適量抗生素的 LB 液態培養基，37
o
C 培養隔夜，取 1% 菌液重新

接種至 100 mL 含適量抗生素的 LB 液態培養基，37
o
C 培養至 0.6 OD600nm，

加入 1 mM isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 後於 25
o
C 培養 24 小

時，誘導表現 r03Lip、OmpA 與融合蛋白 Lpp-OmpA-r03Lip，未轉形之大腸桿

菌 BL21(DE3) 為負控制組別。 

 細胞膜分離 2.

參考 Francisco 等人之研究 (Francisco et al., 1992)，分離細胞膜方式為：取

上述表現蛋白的菌液，8,000 x g 離心 10 分鐘收集菌體，加入 1/10 倍菌液體積 

PBS 緩衝液 [含 1 mM EDTA 和 10 g/mL 溶菌酶 (lysozyme)] 回溶菌體，以超

音波破碎機於冰上處理 2 分鐘，條件為：功率 85.5-95 W，處理時間 10 秒 

(pulse on time 10 sec)，停滯時間 10 秒 (pulse off time 10 sec)。8,000 x g 離心 10 

分鐘移除細胞殘骸，取上清液以 170,000 x g 超高速離心 1.5 小時後，收集上清

液至微量離心管，為可溶蛋白劃分 (soluble fraction)；取 PBS 緩衝液 (含 0.01 

mM MgCl2 和 2% Triton X-100) 回溶沉澱，於 4
o
C 反應隔夜後，20,000 x g 離

心 1.5 小時，收集上清液至微量離心管，為細胞膜劃分 (membrane fraction)。 

 r03Lip 分離與純化 3.

取大腸桿菌 BL21(DE3) [pETr03Lip]，依上述培養方式誘導 r03Lip 大量表
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現，經細胞膜分離後，將可溶蛋白劃分以快速蛋白質液相層析系統 (fast protein 

liquid chromatography, FPLC) 純化，管柱為 HisTrap
TM

 HP 1 mL。使用之緩衝液

為：緩衝液 A：50 mM NaH2PO4 和 300 mM NaCl，pH 8.0 和緩衝液 B：50 mM 

NaH2PO4、300 mM NaCl 和 500 mM imidazole，pH 8.0。將樣本以濃縮管置換為

緩衝液 A (含 10 mM imidazole)，再經過 0.22 m 孔徑濾膜過濾。樣本注入體積 

500 L，流速 1 mL/min，分析條件為：98% A + 2% B (10 mM imidazole) 帄衡 20 

倍管柱體積 (column volumn, CV)，注入樣本，96% A + 4% B (20 mM imidazole) 

流洗 10 倍管柱體積，最後以梯度變換方式，於 10%-100% B (50 mM-500 mM 

imidazole) 區間，每 10% 為間隔流洗 5 倍管柱體積，溶離之樣本以劃分收集

器 (fraction collector) 收集。樣本偵測光波長為 280 nm，並以脂肪酶水解活性分

析確認結果。 

 r03Lip 多株抗體製備 4.

多株抗體製備方式是參考  Wakayama 等學者之研究  (Wakayama et al., 

2006)。使用 10 週齡之 Wistar 大鼠為免疫處理實驗動物。抗原製備方式依上述 

r03Lip 分離與純化，收集具脂肪酶活性的劃分，以濃縮管 (Millipore) 置換為 

PBS 緩衝液並濃縮後，取 200 g r03Lip 與佐劑 (ImmunoFast
TM

 adjuvant, Visual 

Protein Co., Taipei, Taiwan) 以三向閥 (3-way stopcocks) 混合均勻後，於背部皮

下注射至大鼠體內，詳細免疫與血清收集時間如圖 7 所示。於第 0 週注射佐劑

乳化疫苗，第 2 週追加疫苗 (booster)，期間於第 2 週和第 3 週以眼窩採血方

式收集血液，取得之血液放置於室溫 1 小時，再於 4
o
C 下放置隔夜。待血液凝

固後，13,000 x g 離心 30 分鐘，小心取出血清。血清中含有針對 r03Lip 之特

異性抗體，可運用於西方點墨法、流式細胞儀 (fluorescence-activated cell sorting, 

FACS) 和免疫染色實驗。
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圖 7 以 r03Lip 免疫 Wistar 大鼠與血清收集時間 

免疫時間為第 0 週和第 2 週，注射 r03Lip 佐劑乳化疫苗，期間於第 2 週

和第 3 週以眼窩採血方式收集血清 

Figure 7 Immunization method. The initial immunization was performed at 0 week 

followed by the booster after 2 weeks. Serum were collected at 2 and 3 weeks after 

the initial immunization
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 SDS-PAGE 和西方點墨法 5.

 使用奇異公司  (GE Healthcare) 10% Amersham
TM 

ECL
TM 

gel 和  1x 

Amersham
TM 

ECL
TM 

gel running buffer，電泳設備為 Amersham ECL gel box (GE 

Healthcare)。實驗方法皆依照使用說明書，詳細步驟如下：取 180 mL 1x gel 

running buffer 加入 gel box 凹槽中，拆掉 10% 膠體包裝並置於 gel box 上，覆

蓋 2 mL 1x gel running buffer 於樣本槽上。取同體積的 2x SDS-PAGE 樣本溶液 

(250 mM Tris base、4 mM EDTA、4% SDS 和 10% -mercaptoethanol) 和 2x 追

蹤染劑 (tracking dye) 加入蛋白質樣本，混合均勻後於 100
o
C 加熱 5 分鐘，短

暫離心後注入樣本槽，同時注入蛋白分子量標準品 (protein ladder marker)，以 

160 V 進行電泳 1 小時。電泳結束取出膠片置於方盒中，加入適量 CBR 染色

液 (0.13% coomassie brilliant blue R-250、45% 甲醇和 9% 醋酸)，置於旋轉帄台 

50 rpm 慢速搖盪 15 分鐘，倒掉 CBR 染色液後加入適量脫色液 (20% 甲醇和 

10% 醋酸) 脫色 1 小時，掃描膠片儲存之，與標準分子量比較並推算分子量大

小。西方點墨法則不進行 CBR 染色，電泳結束後，取出膠片浸泡於轉印緩衝液 

(25 mM Tris base 和 0.192 M glycine，pH 8.3) 20-30 分鐘，剪下適當大小聚偏二

氟乙烯 (polyvinylidene fluoride, PVDF) 轉印膜以甲醇浸溼後，浸泡於轉印緩衝

液 10 分鐘。取出轉印槽，依序鋪上海綿、濾紙、聚偏二氟乙烯轉印膜、膠片、

濾紙和海綿，加入轉印緩衝液潤濕並驅趕氣泡，蓋上電源蓋以 400 mA 轉印 40 

分鐘。轉印結束後，小心取出轉印膜浸洗於 PBST (1x PBS 緩衝液加入 0.5% 

Tween 20) 3 次，每次 10 分鐘，倒去 PBST 後加入 blocking 緩衝液 (5% 脫脂

奶粉溶於 PBST)，置於旋轉帄台 50 rpm 慢速搖盪 1 小時，倒去 blocking 緩衝

液後以 PBST 浸洗 3 次，加入一次抗體 (1:500-10000) 浸洗 1 小時，PBST 浸

洗 3 次，加入二次抗體 (1:500-10000) 浸洗 1 小時，PBST 浸洗 3 次。加入 

enhanced chemiluminescence (ECL) (WesternBright
TM

 ECL-spray, Advansta Inc., CA, 

USA) 反應劑反應 1 分鐘，以 UVP AutoChemi image system 呈色照相。 
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 FACS 和螢光顯微鏡 6.

 取上述表現蛋白的菌液，8,000 x g 離心 10 分鐘收集菌體，以 PBS 緩衝液

清洗數次，重新懸浮菌體於 PBS 緩衝液 (含 1% BSA) 並稀釋至 0.5 OD600nm。

加入一次抗體  (1:1000-10000)，30
o
C 反應  2 小時，PBS 清洗  3 次，加入 

fluorescein isothiocyanate (FITC) 標定之二次抗體 (1:100)，30
o
C 反應 1.5 小時，

PBS 清洗  5 次，加入  500 L PBS 重新懸浮菌體，以流式細胞儀  (flow 

cytometer) 和高解析度細胞影像分析系統 (The fluorescent live-cell microscopy) 

觀察並照相。 

 脂肪酶之水解活性分析 7.

脂肪酶水解活性分析法是參考 Kordel 等人所建立，利用對-硝基酚棕櫚酸 

(p-nitrophenyl plamitate, pNPP) 為酵素基質的分析方法 (Kordel et al., 1991)。

pNPP 經脂肪酶分解後，產生對-硝基酚 (p-nitrophenol, pNP)，可以 ELISA reader 

測量 OD405nm 進行定量。此分析條件下測得之 pNP 消光係數為 1.5 x 10
5
 

cm
2
/mol。酵素活性單位定義為：1 分鐘內產生 1 μmole 的 pNP 所需之酵素量。

使用之反應溶液為：溶液 A：16.5 mM pNPP 溶於異丙醇、溶液 B：50 mM 

Tris-HCl、0.4% (v/v) Triton X-100 和 0.1% (w/v) 阿拉伯膠，pH 8.0 和溶液 C：

取 1 mL 溶液 A 加入 9 mL 溶液 B，振盪混合 10 分鐘後備用。以 PCR 反應

器 (PCR thermocycler) 為溫度控制器，測詴脂肪酶水解活性。 

取表現融合蛋白的菌液，8,000 x g 離心 10 分鐘收集菌體，以 PBS 緩衝液

清洗 3 次後稀釋至 1.0 OD600nm。取 10 L 純化過之脂肪酶溶液 (胞內大量表現

之脂肪酶) 或菌液，與 90 L 溶液 C 混合均勻後加入 PCR 專用之 96 孔盤，

置於 PCR 反應器反應 5 分鐘後，以 ELISA reader 測量 OD405nm 進行定量。 

最適反應溫度之測定：於溫度 25
o
C 到 80

o
C 間，每間隔 5

o
C 測量脂肪酶

之相對活性；熱穩定性之測定是將樣本置於各溫度下處理 30 分鐘後，與未處理

的樣本於 55
o
C 反應 5 分鐘後，測量其殘餘活性。最適反應 pH 之測定：使用 

50 mM 之醋酸緩衝液  (acetate buffer) (pH 4-6)、磷酸鉀緩衝液  (potassium 
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phosphate buffer) (pH 6-8)、Tris-HCl 緩衝液 (pH 8-9)、甘胺酸-氫氧化鈉緩衝液 

(glycine-NaOH buffer) (pH 9-11)、磷酸氫二鈉-氫氧化鈉緩衝液 (Na2HPO4/NaOH 

buffer) (pH 11-12) 和氯化鉀-氫氧化鉀緩衝液 (KCl/KOH buffer) (pH 12-13)。將樣

本置於各 pH 之緩衝溶液中，於 55
o
C 反應 5 分鐘後，測量其活性；pH 穩定

性是將樣本置於各 pH 值處理 30 分鐘後，與未處理的樣本於 55
o
C 反應 5 分

鐘後，測量其殘餘活性。 

探討不同金屬離子 (10 mM)、ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (10 

mM) 、界面活性劑  (detergent) (10%) 、還原劑  (reducants) (10 mM) 與 

phenylmethane sulfonylfluoride (PMSF) (1 mM) 對酵素活性的影響，是將上述各

成分加入溶液 C 後，加入各樣本於 55
o
C 反應 5 分鐘後，測量其活性。探討

有機溶劑對酵素活性的影響，是以 50% (v/w) 有機溶劑與樣本混合，55
o
C 反應 

5 分鐘後，測量其活性；穩定性測詴是將上述樣本於 25
o
C 下，100 rpm 攪拌處

理 30 分鐘，與未處理的樣本於 55
o
C 反應 5 分鐘後，測量其殘餘活性。 

 大腸桿菌生長曲線和細胞膜穩定性分析 8.

研究指出表現異源蛋白至細胞表面，可能會破壞細胞膜穩定性或抑制宿主生

長 (Georgiou et al., 1996; Georgiou et al., 1997)，本實驗探討 r03Lip 表現於大腸

桿菌細胞表面對宿主之影響。實驗方法如下：依上述培養方式，於不同時間點以

分光光度計測量 OD600nm；CFU (colony forming unit) 之計算是將菌液序列稀釋

後，塗布於含 30 g/mL kanamycin 的 LB 瓊脂膠帄板上，37
o
C 培養 16 小時

後計算菌落數量。細胞膜穩定性分析：取上述表現蛋白的菌液，8,000 x g 離心 10 

分鐘收集菌體，以 PBS 緩衝液清洗數次，重新懸浮菌體於 PBS 緩衝液並稀釋

至 1.0 OD600nm，加入 0.1% SDS 或 2 mM EDTA 處理 5 小時，每小時取適量

菌液以分光光度計測量 OD600nm。 
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 全細胞之生物轉化 (三)

 大腸桿菌全菌體生物觸媒製備 1.

培 養 大 腸 桿 菌  BL21(DE3) [pETr03Lip] 和 大 腸 桿 菌  BL21(DE3) 

[pETOmpA-r03Lip] 細胞於 100 mL 含適量抗生素的 LB 培養基中，加入 1 mM 

IPTG 誘導，於 25
o
C 培養 24 小時後收集菌體，以 PBS 緩衝液清洗 3 次並凍

乾備用。 

 探討 FAIPEs 之反應條件 2.

生質柴油產率受到油醇莫耳比、反應溫度、水含量與催化劑使用量等因子影

響。本實驗探討上述因子對脂肪酸異丙酯 (fatty acid isopropyl esters, FAIPEs) 生

產之影響。使用之精緻大豆沙拉油油購自本地超市，脂肪酸組成：棕櫚酸 

(palmitic acid) 11.4%、硬脂酸 (stearic acid) 4.4%、油酸 (oleic acid) 20.8%、亞油

酸 (linoleic acid) 53.8%、亞麻油酸 (-linolenic acid) 9.3% 和花生酸 (arachidic 

acid) 0.3%。使用之有機溶劑皆為層析級或更高等級，使用前以分子篩 (molecular 

sieves, nominal pore diameter 4Å ) 去除水分。反應系統中分別加入不同量的油和

醇、水含量 (v/w) (相對於油重) 或生物觸媒使用量 (w/w) (相對於油重)，溶於 4 

倍體積之 n-hexane (相對於油重)，於 50
o
C、55

o
C 和 60

o
C 下以 180 rpm 攪拌

速率反應 24 小時，再以下述 FAIPEs 分析方法分析其轉化率。 

 以油炸廢棄油生產 FAIPEs 3.

油炸廢棄油分為炸薯條油與炸雞塊油，精緻大豆油、薯條與雞塊皆購自本地

超市。製備過程如下：取 1 L 精緻大豆油，緩慢加熱至 180
o
C，加入 10% (w/v) 

(相對於油體積) 薯條或雞塊烹調 3 分鐘後，取出油炸品並加入下一批油炸品，

間隔時間以油脂老化詴紙 (3M
TM

 oil quality test strips, 3M Co., Taipei, Taiwan) 測

詴酸價並取樣，直至油脂達更換標準 (酸價值 ≥ 2.0 mg KOH/g oil) 時結束。靜

置油炸樣本，冷卻至室溫後，依照中華民國國家標準 (Chinese national standards, 

CNS) 分析酸價、過氧化價和碘價，並依上述 FAIPEs 之反應條件測量全菌體生
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物觸媒對 FAIPEs 的轉化率，條件為：油醇莫耳比 1：4、水含量 10% (v/w) (相

對於油重) 與生物觸媒使用量 10% (w/w) (相對於油重)，於 55
o
C 下反應 20 小

時，再以下述 FAIPEs 分析方法分析其轉化率。 

 全菌體生物觸媒回收再利用 4.

取精緻大豆油、炸薯條廢棄油與炸雞塊廢棄油為原料，依上述 FAIPEs 之反

應條件測量全菌體生物觸媒對 FAIPEs 的轉化率。反應結束後過濾之，回收全菌

體生物觸媒，以異丙醇清洗後風乾，應用於下一次反應。 

 FAIPEs 分析 5.

FAIPEs 分析方法是參考 Holčapek 等人之研究 (Holčapek et al., 1999)，以高

效液相層析法 (high performance liquid chromatography, HPLC) 分析生質柴油並

加以調整。使用之移動相為：移動相  A：100% acetonitrile、移動相  B：

isopropanol-hexane (5:4, v/v) 和移動相 C：去離子水，移動相皆經過 0.22 m 孔

徑濾膜過濾與超音波振盪除氣。待樣本反應完成，取定量體積之樣本以移動相 B 

稀釋並經過 0.22 m 孔徑濾膜過濾，注入體積為 10 L，流速為 1 mL/min，管

柱溫度 40
o
C。移動相梯度設定為：70% A + 30% C 流洗 30 分鐘，再於 30 分

鐘內  (program 30-60 min) 以梯度變換切換至  100% A，再於  10 分鐘內 

(program 60-70 min) 以梯度變換切換至  50% A + 50% B 後流洗  5 分鐘 

(program 70-75 min)。樣本偵測光波長為 205 nm，FAIPE 之成分是以脂肪酸異

丙酯標準品的留滯時間確認。 
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第三章 結果 

 建構細胞表面表現脂肪酶系統 一、

 建構 pETOmpA 與 pETOmpA-r03Lip 質體 (一)

本研究欲建立嗜熱菌 Geobacillus sp. NTU 03 lipase (r03Lip) 之大腸桿菌細

胞表面表現系統。質體 pETOmpA-r03Lip 可大量表現 Lpp-OmpA-r03Lip 融合

蛋白至大腸桿菌 BL21(DE3) 細胞表面 (圖 8)；pETOmpA 為控制組別，可單獨

表現 Lpp-OmpA 至細胞表面 (圖 9)。使用 pSD192 為模板，進行 PCR 增殖 

Lpp-OmpA 基因片段，約 438 bp (圖 10)，經 NdeI-BamHI 作用後接合至質體 

pET29a (+) 和 pETr03Lip，得到質體 pETOmpA 和 pETOmpA-r03Lip。以熱衝

擊法轉形至大腸桿菌 BL21(DE3) 中，塗布於含 30 g/mL kanamycin 之 TBA 

篩選帄板，挑選具透明圈之菌落 (圖 11)，進行 colony PCR 確認片段大小 (圖 

10) 並委託明欣生物有限公司定序，與已發表之 OmpA (GenBank: V00307.1) 和 

r03Lip (GenBank: FJ774007.1) 序列比對，確認無誤後進行後續實驗。 

 Lpp-OmpA-r03Lip 融合蛋白之結構模擬 (二)

Lpp-OmpA-r03Lip 之胺基酸序列如圖 12 所示，利用已知 OmpA (PDB ID: 

1qjp) 和 Geobacillus stearotheomophilus L1 脂肪酶 (PDB ID: 1ku0_A) 之結晶結

構為模板，以電腦軟體 PyMOL (Schrödinger Co., New York, NY, USA) 模擬 

Lpp-OmpA-r03Lip 之結構。由圖 13 所示，OmpA (第 46-159 胺基酸) 由 5 個 

 摺板 (-sheet) 構成之穿膜蛋白，其鑲嵌於大腸桿菌之外膜上，N 端位於胞膜

區間且帶有 Lpp 訊息胜肽 (圖 13 紅色所示)，C 端之胺基酸則穿越外膜裸露於

細胞外 (圖 4)。OmpA 為 Lpp-OmpA 表現系統之 anchoring motif (AM) 主體，

可固定目標蛋白至細胞表面。另外，本研究之目標蛋白─r03Lip，其 N 端與  
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圖 8 質體 pETOmpA-r03Lip 圖譜 

lpp：大腸桿菌脂蛋白前 9 個胺基酸之訊息序列；ompA：外膜蛋白 A 之

第 46-159 個胺基酸片段；r03Lip：NTU03 脂肪酶基因；lacI：乳糖抑制子；

Kan：kanamycin 耐受基因；ori：複製起始點 

Figure 8 Diagram of pETOmpA-r03Lip. lpp, the signal sequence and first nine 

N-terminal amino acids of the E. coli major outer membrane lipoprotein; ompA, 

amino acid 46-159 of outer membrane protein A; r03Lip, the mature NTU03 lipase 

protein; lacI, the lactose repressor; Kan, kanamycin-resistance gene; ori, the origin of 

replication
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圖 9 質體 pETOmpA 圖譜 

lpp：大腸桿菌脂蛋白前 9 個胺基酸之訊息序列；ompA：外膜蛋白 A 之

第 46-159 個胺基酸片段；lacI：乳糖抑制子；Kan：kanamycin 耐受基因；

ori：複製起始點 

Figure 9 Diagram of pETOmpA. lpp, the signal sequence and first nine N-terminal 

amino acids of the E. coli major outer membrane lipoprotein; ompA, amino acid 

46-159 of outer membrane protein A; lacI, the lactose repressor; Kan, 

kanamycin-resistance gene; ori, the origin of replication
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圖 10 瓊脂膠體電泳分析 PCR 產物之片段 

1：Lpp-OmpA-r03Lip；2：r03Lip；3：Lpp-OmpA 

Figure 10 The PCR products analyzed by agarose gel electrophoresis. Lane 1: 

Lpp-OmpA-r03Lip; lane 2: r03Lip; lane 3: Lpp-OmpA
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圖 11 轉形株於三丁酸甘油酯瓊脂帄板上形成透明圈 

Figure 11 The transformants create a clear zone on tributyrin agar plate



 53 

 

 

 

 

 

圖 12 Lpp-OmpA-r03Lip 胺基酸序列 

 Lpp-OmpA：a. a. 1-149；r03Lip：a. a. 150-537；linker：a. a. 538-552；His-tag：

a. a. 553-558 

Figure 12 The amino acids sequence of Lpp-OmpA-r03Lip



 54 

 

圖 13 Lpp-OmpA-r03Lip 融合蛋白之結構模擬圖 

α 螺旋、β 摺板和環分別以青綠色、紫色和褐色表示 

Figure 13 Structure of Lpp-OmpA-r03Lip fusion protein. -helices, -sheets and 

loops are shown in cyan, purple and brown



 55 

OmpA 之 C 端胺基酸融合，表現於細胞外並藉由胜肽鍵作用固定至細胞表面。

r03Lip 之頂蓋 (lid) 由 6-helices 組成 (圖 13 藍色所示)，由結構模擬圖可見 

r03Lip 之頂蓋面向細胞外，且催化中心含有催化  3 元體，分別為 Ser113、

Asp317 和 His358 (圖 13 黃色所示)。 

 表現融合蛋白 二、

 誘導表現融合蛋白 (一)

大腸桿菌  BL21(DE3)、大腸桿菌  BL21(DE3) [pETr03Lip]、大腸桿菌 

BL21(DE3) [pETOmpA] 和大腸桿菌 BL21(DE3) [pETOmpA-r03Lip] 經培養和

誘導後，進行細胞膜分離，以 SDS-PAGE 分析蛋白表現情形，結果如圖 14 所

示。pETr03Lip 於總蛋白 (total protein, T) 可見蛋白色帶 (band) (箭頭所指之處)，

證實其大量表現 r03Lip，分子量為 43 kDa。表現之 Lpp-OmpA-r03Lip 融合蛋

白包含 3 部分：Lpp-OmpA 片段 (16 kDa)、r03Lip (43 kDa) 和 His-tag (含連接

之胺基酸片段) (2.2 kDa) (圖 12)，故推測分子量應為 61.2 kDa。然而 pETOmpA 

和  pETOmpA-r03Lip 組 未 見 明 顯 蛋 白 色 帶 變 化 ， 顯 示  OmpA 及 

Lpp-OmpA-r03Lip 融合蛋白表現量不高，無法由 SDS-PAGE 觀察。進一步以 

His-tag 和  r03Lip 抗 體 進 行 西 方 點 墨 法 ， 發 現 於  pETr03Lip 和 

pETOmpA-r03Lip 組之總蛋白的 43 kDa 及 61.2 kDa 位置有蛋白色帶，顯示 

r03Lip 與 Lpp-OmpA-r03Lip 融合蛋白成功表現。 

 融合蛋白之表現位置 (二)

由 SDS-PAGE 和西方點墨法結果 (圖 15)，pETr03Lip 於總蛋白和可溶蛋

白劃分 (soluble fraction, SF) 具明顯蛋白色帶 (圖 14 和圖 15)。由圖 15 發現 

pETOmpA-r03Lip 於總蛋白和細胞膜劃分 (membrane fraction, MF) 具蛋白色帶， 
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方程式 4 

 

 

 

圖 14 以 SDS-PAGE 分析 r03Lip 融合蛋白之表現位置 

T：總蛋白；SF：可溶蛋白劃分；MF：細胞膜劃分 

Figure 14 Expression of r03Lip fusions analyzed by 10% SDS-PAGE. T, total protein; 

SF, soluble fraction and MF, membrane fraction
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圖 15 以西方點墨法分析 r03Lip 融合蛋白之表現位置 

T：總蛋白；SF：可溶蛋白劃分；MF：細胞膜劃分 

Figure 15 Expression of r03Lip fusions analyzed by Western blot. T, total protein; SF, 

soluble fraction and MF, membrane fraction
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而可溶蛋白劃分未觀察到。 

進一步以螢光顯微鏡和流式細胞儀觀察蛋白表現位置。經誘導之大腸桿菌細

胞，分別處理  His-tag、 r03Lip 和  OmpA 一次抗體和帶有  fluorescein 

isothiocyanate (FITC) 之二次抗體後，以螢光顯微鏡和流式細胞儀觀察之，細胞

表面若帶有上述抗體辨認之抗原，於細胞表面將會偵測到 FITC 放出之綠色螢

光。由  FACS 之結果，pETOmpA 之細胞表面具  His-tag 和 OmpA 抗原，

pETOmpA-r03Lip 之細胞表面具 His-tag、r03Lip 和 OmpA 抗原，然而 pETr03 

和負控制組之細胞表面未觀察到 His-tag 和 r03Lip 抗原。OmpA 普遍存在於大

腸桿菌之細胞表面 (Henning et al., 1979)，相較於 His-tag 和 r03Lip 抗體處理之

組別，以 OmpA 抗體處理之大腸桿菌細胞皆有螢光表現，且 pETOmpA 和 

pETOmpA-r03Lip 轉形株可誘導額外 OmpA 表現，故螢光強度增加 (圖 16)。

另外由螢光顯微鏡結果發現，pETOmpA 和 pETOmpA-r03Lip 可被 His-tag 抗

體辨認，於細胞周圍具綠色螢光，而未轉形之大腸桿菌細胞則未見此現象 (圖 

17)。以上結果顯示，pETr03Lip 大量表現 r03Lip 於細胞質內 (cytosolic expressed 

r03Lip, CEr03Lip)；pETOmpA 可單獨表現 OmpA 至細胞表面；將 r03Lip 與 

Lpp-OmpA 融 合 之 轉 形 株  pETOmpA-r03Lip ， 可 表 現 融 合 蛋 白 

Lpp-OmpA-r03Lip 至細胞表面 (cell surface expressed r03Lip, CSEr03Lip)。 

 另外測量不同細胞劃分之脂肪酶活性，結果如表 6 所示。CSEr03Lip 於細

胞膜劃分或以全菌體作為催化酵素時有較高之活性，分別為 r03Lip 之 2.3 和 

1.2 倍，證實 CSEr03Lip 成功表現於細胞表面並具酵素活性；但測量總蛋白中 

的 CSEr03Lip 和 r03Lip 活性，發現 CSEr03Lip 為 CSEr03Lip 之 0.1 倍，此

結果顯示 CSEr03Lip 之表現量明顯低於 r03Lip (表 6)。 

 大腸桿菌生長曲線和細胞膜穩定性分析 (三)

使用經修飾之細胞表面蛋白系統，表現之載體蛋白或目標蛋白運送至細胞表

面上，可能抑制宿主細胞生長或破壞細胞膜結構之穩定性，造成細胞溶解 (cell 
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圖 16 以 FACS 觀察 r03Lip 融合蛋白之表現位置 

經培養與誘導之大腸桿菌 BL21(DE3) [pETOmpA] 和大腸桿菌 BL21(DE3) 

[pETOmpA-r03Lip]，分別處理 His-tag、r03Lip 和 OmpA 之一次抗體與 

FITC 之二次抗體進行免疫染色，以流式細胞儀觀察結果。FACS：流式細

胞儀；FITC：異硫氰酸螢光素 

Figure 16 FACS histograms of recombinant E. coli BL21(DE3) cells to determine 

surface localization of r03Lip. Cells were treated with anti-His tag, anti-r03Lip and 

anti-OmpA antibody, followed by FITC-conjugated antibody Antibodies used are 

shown at the top and plasmids are at the right side of the figure. FACS: 

fluorescence-activated cell sorting; FITC: fluorescein isothiocyanate
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圖 17 以螢光顯微鏡觀察 OmpA 和 Lpp-OmpA-r03Lip 融合蛋白之表現位置 

經培養與誘導之大腸桿菌 BL21(DE3) [pETOmpA] 和大腸桿菌 BL21(DE3) 

[pETOmpA-r03Lip]，以 His-tag 一次抗體和 FITC 之二次抗體進行免疫染

色，於可見光和綠色螢光濾鏡下觀察結果。FITC：異硫氰酸螢光素 

Figure 17 Microscopic observation of E. coli BL21(DE3) cells expressing Lpp-OmpA 

and Lpp-OmpA-r03Lip fusion protein. Cells were treated with anti-His-tag antibody, 

followed by goat anti-mouse FITC-conjugated antibody. Panels show phase contrast 

microscopy and fluorescence microscopy using green emission filters. FITC: 

fluorescein isothiocyanate
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表 6 r03Lip 與 CSEr03Lip 之活性比較 

Table 6 The cell fraction and whole-cell enzyme activity of r03Lip and CSEr03Lip 

 

Fraction/cell 
  Specific activity  Total protein/cells  Total activity (U)  

 r03Lip  CSEr03Lip  r03Lip  CSEr03Lip  r03Lip  CSEr03Lip  

Cell lysate  5282  U/mg  651  U/mg  3.27  mg  3.35  mg  17273  2181  

Soluble fraction  6210  U/mg  209  U/mg  2.30  mg  2.06  mg  14285  431  

Membrane fraction  163  U/mg  371 U/mg  4.19  mg  4.16  mg  683  1546  

Cell  3529  U/OD600nm  4228  U/OD600nm  2.27 OD600nm  2.24 OD600nm  8016  9470  

Freeze-dried cell  2137  U/mg  2435  U/mg  2.70  mg  2.43  mg  5769  5925  

6
1
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lysis) (Georgiou et al., 1996; Georgiou et al., 1997)。本實驗欲研究細胞表面蛋白 

OmpA 和 CSEr03Lip 是否影響宿主細胞之生長及細胞膜穩定性。測量經培養與

誘導之大腸桿菌生長曲線，由圖 18 結果顯示，pETOmpA 與 pETOmpA-r03Lip 

可表現  OmpA 和  CSEr03Lip 至細胞表面，其生長情形與負控制組和 

pETr03Lip 相似，於 10 小時生長至靜止期 (stationary phase) (圖 18)。 

低濃度之界面活性劑可能會造成細胞溶解並改變細胞膜之通透性 (Georgiou 

et al., 1988)，以及部分細胞膜蛋白若發生突變，將會增加細胞對 EDTA 之敏感

度，造成細胞溶解 (Sukupolvi and Vaara, 1989)。將培養與誘導之大腸桿菌細胞，

分別處理 2 mM EDTA 和 0.1% SDS 後，測量其相對 OD600nm 值。圖 19 結果

顯示，pETOmpA 與 pETOmpA-r03Lip 經 EDTA 處理 5 小時後，相對 OD600nm 

為  97% 和  99%，與負控制組和  pETr03Lip 相似，顯示  pETOmpA 和 

pETOmpA-r03Lip 轉形株未改變對 EDTA 之敏感度 (圖 19)。由圖 20 結果得

知，大腸桿菌細胞經 SDS 處理 1 小時後，負控制組、pETr03Lip、pETOmpA 和 

pETOmpA-r03Lip 之相對 OD600nm 分別為 54%、39%、47% 和 45%，顯示 4 個

組別皆有細胞溶解之現象，且 pETOmpA 和 pETOmpA-r03Lip 轉形株對 SDS 

之耐受性較負控制組低，但相較於 pETr03Lip 卻具有較高之 SDS 耐受性 (圖 

20)。 

 r03Lip 與 CSEr03Lip 之酵素活性分析 (四)

本實驗欲探討 CSEr03Lip 之酵素活性是否改變。使用大腸桿菌 BL21(DE3) 

[pETOmpA-r03Lip] 之全細胞酵素與游離態 r03Lip 進行脂肪酶活性分析。研究

結果顯示，兩者之最適反應溫度為 55
o
C (圖 21)；經不同溫度處理 30 分鐘後，

r03Lip 在 55
o
C 有 80% 之活性，而 CSEr03Lip 有 89% 之活性 (圖 22)。於 

55
o
C 下兩者最適反應 pH 值為 9，且在鹼性 pH 值有較高活性 (圖 23)；經不

同 pH 值處理 30 分鐘後，在 pH 5-12 範圍內兩者皆保持良好活性 (圖 24)。 

於 55
o
C 下，不同金屬離子及 EDTA 對 r03Lip 與 CSEr03Lip 活性及穩定 



 63 

 

 

圖 18 大腸桿菌轉型株之生長動力學 

大腸桿菌  BL21(DE3) [pETOmpA] (□ )、  [pETOmpA-r03Lip] (◇ )、

[pETr03Lip] (▽) 和負控制組 (○) 經誘導並培養於 25
o
C 下 24 小時，間

隔時間測量其 OD600nm 和菌落形成單位 (CFU/mL) (黑色圖形) 

Figure 18 Growth kinetics of E. coli BL21(DE3) cells containing pETOmpA (□), 

pETOmpA-r03Lip (◇), and pETr03Lip (▽) and control cells (○) growth in LB at 

25
o
C and induced for 24 hours. Viable cells (closed symbols) are shown in colony 

forming units per mL of culture broth (CFU/mL)
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圖 19 大腸桿菌轉型株對 EDTA 耐受性測詴結果 

大腸桿菌  BL21(DE3) [pETOmpA] (□ )、 [pETOmpA-r03Lip] (◇ )、

[pETr03Lip] (▽) 和負控制組 (○) 經誘導並培養於 25
o
C 下 24 小時，以 

PBS 緩衝液重新懸浮菌體並加入 2 mM EDTA，測量其相對 OD600nm 

Figure 19 EDTA sensitivity assays for E. coli BL21(DE3) cells containing pETOmpA 

(□), pETOmpA-r03Lip (◇), and pETr03Lip (▽) and control cells (○). Cells growth 

in LB at 25
o
C and induced for 24 hours. Cells resuspended in PBS buffer, pH 7.4, 

were incubated with 2 mM EDTA. Results are presented as the percentage of OD600nm 

prior to addition of the tested agent
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圖 20 大腸桿菌轉型株對 SDS 耐受性測詴結果 

大腸桿菌  BL21(DE3) [pETOmpA] (□ )、 [pETOmpA-r03Lip] (◇ )、

[pETr03Lip] (▽) 和負控制組 (○) 經誘導並培養於 25
o
C 下 24 小時，以 

PBS 緩衝液重新懸浮菌體並加入 0.1% SDS，測量其相對 OD600nm 

Figure 20 SDS sensitivity assays for E. coli BL21(DE3) cells containing pETOmpA 

(□), pETOmpA-r03Lip (◇), and pETr03Lip (▽) and control cells (○). Cells growth 

in LB at 25
o
C and induced for 24 hours. Cells resuspended in PBS buffer, pH 7.4, 

were incubated with 0.1% SDS. Results are presented as the percentage of OD600nm 

prior to addition of the tested agent
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圖 21 r03Lip 之最適反應溫度 

經純化之游離態  r03Lip ( 黑色圖形 ) 與大腸桿菌  BL21(DE3) 

[pETOmpA-r03Lip] (白色圖形)，依酵素活性分析方法於不同溫度下測量其

相對活性 

Figure 21 Enzyme characteristics of optimal reaction temperature. The purified 

r03Lip (closed symbols) and E. coli BL21(DE3) cells containing pETOmpA-r03Lip 

(opened symbols) were measured the relative activity at various temperature by 

standard activity assay
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圖 22 r03Lip 之熱穩定性 

經純化之游離態  r03Lip ( 黑色圓形 ) 與大腸桿菌  BL21(DE3) 

[pETOmpA-r03Lip] (白色圓形)，於不同溫度下處理 30 分鐘後，依酵素活

性分析方法測量其殘餘活性 

Figure 22 Enzyme characteristics of thermostablilty. The purified r03Lip (closed 

symbols) and E. coli BL21(DE3) cells containing pETOmpA-r03Lip (opened symbols) 

the enzyme/cells were incubated at various temperatures for 30 min and then 

measured the relative activity after by standard activity assay
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圖 23 r03Lip 於 pH 4-13 下之最適反應 pH 值 

經純化之游離態  r03Lip ( 黑色圖形 ) 與大腸桿菌  BL21(DE3) 

[pETOmpA-r03Lip] (白色圖形)，依酵素活性分析方法於醋酸緩衝液 (○)、

磷酸鉀緩衝液 (▽),、Tris-HCl 緩衝液 (□)、甘胺酸-氫氧化鈉緩衝液 (◇)、

磷酸氫二鈉-氫氧化鈉緩衝液 (△) 和氯化鉀-氫氧化鉀緩衝液 (  ) 中測量

其相對活性 

Figure 23 Effects of pH value between pH 4-13 on enzyme activity. The purified 

r03Lip (closed symbols) and E. coli BL21(DE3) cells containing pETOmpA-r03Lip 

(opened symbols) were measured the relative activity in acetate buffer (○), potassium 

phosphate buffer ( ▽ ), Tris-HCl buffer ( □ ), glycine-NaOH buffer ( ◇ ), 

Na2HPO4/NaOH buffer (△) and KCl/KOH buffer (  ) by standard activity assay
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圖 24 r03Lip 於 pH 4-13 下之 pH 值穩定性 

經純化之游離態  r03Lip ( 黑色圖形 ) 與大腸桿菌  BL21(DE3) 

[pETOmpA-r03Lip] (白色圖形)，於醋酸緩衝液 (○)、磷酸鉀緩衝液 (▽),、

Tris-HCl 緩衝液 (□)、甘胺酸-氫氧化鈉緩衝液 (◇)、磷酸氫二鈉-氫氧化

鈉緩衝液 (△) 和氯化鉀-氫氧化鉀緩衝液 (  ) 中處理 30 分鐘後，依酵素

活性分析方法測量其殘餘活性 

Figure 24 Effects of pH value between pH 4-13 on enzyme stability. The purified 

r03Lip (closed symbols) and E. coli BL21(DE3) cells containing pETOmpA-r03Lip 

(opened symbols) were incubated with acetate buffer (○), potassium phosphate 

buffer (▽), Tris-HCl buffer (□), glycine-NaOH buffer (◇), Na2HPO4/NaOH buffer 

(△) and KCl/KOH buffer (  ) for 30 min and then measured the relative activity by 

standard activity assay
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性影響之比較如表 7 所示。鈉離子、鉀離子和鈣離子對兩者之活性及穩定性無 

明顯影響；以鎂離子處理 r03Lip 與 CSEr03Lip 30 分鐘後，分別降低穩定性 

26.7% 和 25.8%，且鎂離子降低 CSEr03Lip 活性 26.4%，而 r03Lip 未見此現

象；而鋅離子和 EDTA 對兩者之活性與穩定性具抑制效果 (表 7)。 

界面活性劑、還原劑及 PMSF 於 55
o
C 下對 r03Lip 與 CSEr03Lip 活性及

穩定性影響之比較如表 8 所示。SDS 和 Triton X-100 對兩者活性及穩定性具抑

制效果；3-(3-cholamidopropyl) dimethylammonio-1-propanesulfonate (CHAPS) 提

升 CSEr03Lip 之活性及穩定性 21% 與 28%，但 r03Lip 未見此現象；cetyl 

trimethylammonium bromide (CTAB)、Tween 20、Tween 80、PMSF、dithiothreitol 

(DTT) 和 -mercaptoethanol 對兩者之活性及穩定性無明顯影響 (表 8)。 

以 50% 之有機溶劑處理 r03Lip 與 CSEr03Lip 後，分析有機溶劑對兩者

之影響，結果如表 9 所示。Logarithm of partition coefficient (logP) 表示各溶劑

之極性 (solvent polarity)，以此為各溶劑對 r03Lip 影響的參考指標 (Laane et al., 

1987; Stampfer et al., 2003; Luo et al., 2003; Salah et al., 2007)。結果顯示兩者受有

機溶劑之影響相似：直鏈醇 (1-propanol 和 butanol) 對酵素之負面影響大於支鏈

醇 (isopropanol 和 tert-butanol)；直鏈醇對酵素之負面影響隨鏈長增加而降低；

dimethyl sulfoxide (DMSO) 和 log P 值較大之有機溶劑對酵素無負面影響或有

提升現象，如 chloroform、toluene、pentane、xylene、hexane、heptane、octane、

isooctane 和 hexadacane，其中 hexane 對 r03Lip 與 CSEr03Lip 皆具最佳提升

效果，增加活性及穩定性各約為 90% 和 70%。然而結果發現 acetone 降低 

CSEr03Lip 之穩定性 55.2%，而 r03Lip 未見此現象 (表 9)。 
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方程式 5 

表 7 金屬離子與 EDTA 對 r03Lip 與 CSEr03Lip 活性及穩定性影響之比較 

Table 7 Effect of metal ions and EDTA on activity and stability of r03Lip and CSEr03Lip 

 

 

 

Test group 

(10 mM) 

 

Relative activity (%) 

Activity  Stability 

r03Lip  CSEr03Lip  r03Lip  CSEr03Lip 

Control 100.0 ± 3.2  100.0 ± 7.3  100.0 ± 5.9  100.0 ± 3.1 

K 100.7  ± 7.8   99.1  ± 9.5   102.1  ± 10.0   106.6  ± 2.0  

Na 110.5  ± 10.0   105.6  ± 3.9   107.8  ± 11.9   101.0  ± 9.7  

Ca 101.5  ± 10.3   97.3  ± 5.7   96.4  ± 3.5   96.7  ± 0.6  

Mg 95.7  ± 10.8   73.6  ± 2.0   69.0  ± 1.4   67.8  ± 3.3  

Zn 30.6  ± 2.6   22.4  ± 10.2   30.2  ± 2.4   28.2  ± 0.8  

EDTA  23.9  ± 2.4   22.7  ± 0.9   22.2  ± 1.2   23.2  ± 0.7  
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表 8 界面活性劑、PMSF 與還原劑對 r03Lip 與 CSEr03Lip 活性及穩定性之影響 

Table 8 Effect of various detergents, PMSF and reductants on activity and stability of r03Lip and CSEr03Lip 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SDS: sodium dodecyl sulfate; CTAB: cetyl trimethylammonium bromide; CHAPS: 3-(3-cholamidopropyl) 

dimethylammonio-1-propanesulfonate; PMSF: phenylmethanesulfonylfluoride; DTT: dithiothreitol

Reagent 

 

Concentration 

 

Relative activity (%) 

 Activity  Stability 

 r03Lip  CSEr03Lip  r03Lip  CSEr03Lip 

Control  - 100.0  ± 1.7   100.0  ± 2.9   100.0  ± 5.0   100.0  ± 0.1  

SDS  10% 0.6  ± 0.1   4.4  ± 1.6   0.4  ± 0.9   6.8  ± 6.4  

CTAB  10% 105.4  ± 0.6   118.3  ± 6.1   107.6  ± 10.7   112.8  ± 4.9  

CHAPS  10% 89.2  ± 1.1   121.9  ± 1.3   87.2  ± 3.9   128.9  ± 3.2  

Tween 20  10% 97.0  ± 1.3   98.6  ± 5.0   90.6  ± 2.3   96.0  ± 1.0  

Tween 80  10% 96.7  ± 0.6   95.2  ± 0.1   92.5  ± 1.7   95.6  ± 2.8  

Triton X-100  10%  20.5  ± 1.7   14.4  ± 2.5   2.8  ± 0.7   8.7  ± 3.0  

PMSF  1 mM  113.0  ± 3.7   135.8  ± 7.0   111.2  ± 0.7   128.3  ± 2.9  

DTT  10 mM  122.7  ± 7.0   106.1  ± 3.3   104.6  ± 0.7   105.2  ± 6.8  

-mercaptoethanol  10%  103.0  ± 4.0   103.3  ± 3.3   92.8  ± 2.7   90.5  ± 6.2  

7
2
 



 73 

表 9 有機溶劑對 r03Lip 與 CSEr03Lip 活性及穩定性之影響 

Table 9 Effect of organic solvents on activity and stability of r03Lip and CSEr03Lip 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LogP: the logarithm of partition coefficient (log P). The log P is taken as an indicator of solvent polarity (Laane et al., 1987) 

a: Laane et al., 1987; b: Stampfer et al., 2003; c: Salah et al., 2007; d: Luo et al., 2003

Organic solvent 

 

Relative activity (%) 
 

LogP 
Activity  Stability  

r03Lip  CSEr03Lip  r03Lip  CSEr03Lip  

Control 100.0  ± 0.9   100.0  ± 10.2   100.0  ± 8.9   100.0  ± 2.5    

Dimethyl sulfoxide 119.8  ± 1.1   101.3  ± 2.5   111.6  ± 3.1   98.1  ± 2.5   -1.30
a
 

Methanol 49.9  ± 1.3   44.8  ± 2.8   46.1  ± 0.8   42.6  ± 1.4   -0.76
 a
 

Acetonitrile 44.5  ± 0.7   51.6  ± 2.4   33.2  ± 1.0   34.7  ± 2.7   -0.33
 a
 

Ethanol 71.9  ± 5.3   60.2  ± 1.7   59.6  ± 2.9   49.0  ± 3.6   -0.24
 a
 

Acetone 106.0  ± 2.4   108.8  ± 6.2   101.0  ± 16.2   53.6  ± 2.9   -0.23
 a
 

1-propanol  42.4  ± 2.1   40.6  ± 2.8   32.1  ± 2.0   39.0  ± 0.3   0.28
 a
 

Isopropanol  52.2  ± 1.1   51.5  ± 1.9   41.6  ± 2.3   37.9  ± 2.6   0.28
 b
 

tert-butanol  79.2  ± 0.6   72.2  ± 0.3   69.2  ± 1.4   74.3  ± 1.5   0.40
 c
 

Ethylacetate  40.1  ± 11.8   55.7  ± 6.4   15.2  ± 2.3   17.8  ± 1.9   0.68
 a
 

Butanol  68.8  ± 1.0   67.0  ± 4.2   54.3  ± 1.4   63.1  ± 2.6   0.80
 a
 

Chloroform  153.4  ± 13.6   132.1  ± 19.8   145.9  ± 3.8   181.4  ± 12.0   2.00
 a
 

Toluene  155.4  ± 12.0   101.2  ± 14.5   176.5  ± 16.5   102.7  ± 10.4   2.50
 a
 

Pentane  180.5  ± 16.4   183.7  ± 17.0   172.3  ± 3.3   129.5  ± 13.5   3.00
 a
 

Xylene  169.3  ± 5.3   129.1  ± 19.4   91.4  ± 8.7   94.4  ± 8.5   3.10
 a
 

Hexane  196.9  ± 13.8   193.0  ± 12.6   177.5  ± 10.4   178.4  ± 16.5   3.50
 a
 

Heptane  131.9  ± 2.5   127.9  ± 14.0   74.4  ± 5.3   183.7  ± 13.9   4.00
 a
 

Octane  169.4  ± 21.0   132.2  ± 12.1   161.1  ± 12.2   90.2  ± 10.8   4.50
 a
 

Isooctane  177.6  ± 12.6   128.4  ± 19.6   156.1  ± 13.2   137.1  ± 9.9   4.70
 d
 

Hexadacane  100.3  ± 2.4   128.4  ± 8.6   135.9  ± 6.1   134.6  ± 10.2   8.80
 a
 

7
3
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 全細胞之生物轉化 三、

 探討 FAIPEs 之反應條件 (一)

生質柴油產率受到油醇莫耳比、反應溫度、水含量與催化劑使用量等因子影 

響。探討上述因子對脂肪酸異丙酯 (fatty acid isopropyl esters, FAIPEs) 生產之影

響結果，大腸桿菌  BL21(DE3) [pETr03Lip] 和大腸桿菌  BL21(DE3) 

[pETOmpA-r03Lip] 經培養和誘導後，分別表現胞內 r03Lip (cytosolic expressed 

r03Lip, CEr03Lip) 與 CSEr03Lip，全菌體酵素之活性如表 6 所示。使用全菌體

作為生物觸媒生產 FAIPEs，反應溫度對 FAIPEs 轉化率之影響結果如圖 25 所

示，CEr03Lip 和 CSEr03Lip 於反應溫度 55
o
C 下轉化率可達 98% (圖 25)；生

物觸媒使用量大於 10% 時，兩者轉化率可達 95% 以上 (圖 26)；油醇莫耳比

為 1:2、1:3、1:4 和 1:5 時，兩者轉化率皆達 80% 以上，其中 1:4 之轉化率

最佳，為 98% (圖 27)；含水量 10% 以下時，兩者轉化率仍有 90% 以上 (圖 28)。

以上結果顯示 CEr03Lip 和 CSEr03Lip 生物觸媒對於 FAIPEs 之反應條件相

似。 

依上述之最適條件探討反應時間與 FAIPEs 轉化率之關係，如圖 29 所示。

CSEr03Lip 和 CEr03Lip 於反應時間 16 和 20 小時轉化率有顯著差異，且若轉

化率欲達 90% 以上，CSEr03Lip 需反應 20 小時，而 CEr03Lip 需反應 28 小

時後方可達成，CSEr03Lip 之轉化速率為 CEr03Lip 之 1.4 倍，但兩者反應時

間 24 小時後轉化率無顯著差異 (圖 29)。由此合理推測以大腸桿菌 BL21(DE3) 

[pETOmpA-r03Lip] 為生物觸媒時，其反應速率大於大腸桿菌  BL21(DE3) 

[pETr03Lip]，於較短時間內可完成反應。
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方程式 6 

 

圖 25 反應溫度對 FAIPEs 轉化率之影響 

以大腸桿菌 BL21(DE3) [pETr03Lip] (黑色) 和 [pETOmpA-r03Lip] (灰色) 

為全細胞生物觸媒，反應條件為：油醇莫耳比 1：4、含水量 10% (w/w of oil) 

和生物觸媒使用量 10% (w/w of oil)，於不同溫度下反應 24 小時後，以 

HPLC 分析 FAIPEs 之轉化率 

Figure 25 Effect of reaction temperature in conversion ratio of FAIPEs. Using E. coli 

BL21(DE3) cells containing pETr03Lip (black bar) and pETOmpA-r03Lip (grey bar) 

as biocatalysts for FAIPEs production. The biocatalysts (10% w/w of oil) were 

incubated in the molar ratio of oil/isopropanol 1:4 and 10% (w/w of oil) of water 

content at various temperatures for 24 hours. The conversion ratio was measured by 

HPLC
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圖 26 生物觸媒使用量對 FAIPEs 轉化率之影響 

使 用 不 同 量 之 大 腸 桿 菌  BL21(DE3) [pETr03Lip] ( 黑 色 ) 和 

[pETOmpA-r03Lip] (灰色) 為全細胞生物觸媒，反應條件為：油醇莫耳比 1：

4 和含水量 10% (w/w of oil)，於 55
o
C 下反應 24 小時後，以 HPLC 分

析 FAIPEs 之轉化率 

Figure 26 Effect of biocatalyst loading in conversion ratio of FAIPEs. Using various 

weight of E. coli BL21(DE3) cells containing pETr03Lip (black bar) and 

pETOmpA-r03Lip (grey bar) as biocatalysts for FAIPEs production. The biocatalysts 

were incubated in the molar ratio of oil/isopropanol 1:4 and 10% (w/w of oil) of water 

content at 55
o
C for 24 hours. The conversion ratio was measured by HPLC 
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圖 27 油醇莫耳比對 FAIPEs 轉化率之影響 

以大腸桿菌 BL21(DE3) [pETr03Lip] (黑色) 和 [pETOmpA-r03Lip] (灰色) 

為全細胞生物觸媒，反應系統中加入不同莫耳比例之大豆沙拉油和異丙醇，

反應條件為：含水量 10% (w/w of oil) 和生物觸媒使用量 10% (w/w of oil)，

於 55
o
C 下反應 24 小時後，以 HPLC 分析 FAIPEs 之轉化率 

Figure 27 Effect of oil/isopropanol molar ratio in conversion ratio of FAIPEs. Using E. 

coli BL21(DE3) cells containing pETr03Lip (black bar) and pETOmpA-r03Lip (grey 

bar) as biocatalysts for FAIPEs production. The biocatalysts (10% w/w of oil) were 

incubated in various molar ratio of oil/isopropanol and 10% (w/w of oil) of water 

content at 55
o
C for 24 hours. The conversion ratio was measured by HPLC
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圖 28 水含量對 FAIPEs 轉化率之影響 

以大腸桿菌 BL21(DE3) [pETr03Lip] (黑色) 和 [pETOmpA-r03Lip] (灰色) 

為全細胞生物觸媒，反應系統中加入不同含量之水，反應條件為：油醇莫

耳比 1：4 和生物觸媒使用量 10% (w/w of oil)，於 55
o
C 下反應 24 小時

後，以 HPLC 分析 FAIPEs 之轉化率 

Figure 28 Effect of water content in conversion ratio of FAIPEs. Using E. coli 

BL21(DE3) cells containing pETr03Lip (black bar) and pETOmpA-r03Lip (grey bar) 

as biocatalysts for FAIPEs production. The biocatalysts (10% w/w of oil) were 

incubated in the molar ratio of oil/isopropanol 1:4 and various content of water at 

55
o
C for 24 hours. The conversion ratio was measured by HPLC
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圖 29 反應時間與 FAIPEs 轉化率之關係 

以大腸桿菌 BL21(DE3) [pETr03Lip] (黑色) 和 [pETOmpA-r03Lip] (白色) 

為全細胞生物觸媒，於不同時間以 HPLC 分析 FAIPEs 之轉化率。*：p < 

0.05；**：p < 0.01 

Figure 29 Time course of producing FAIPEs. Using E. coli BL21(DE3) cells 

containing pETr03Lip (black) and pETOmpA-r03Lip (white) as biocatalysts for 

FAIPEs production. Cells were incubated with substrate at 55
o
C and measured the 

conversion ratio by HPLC. *: p < 0.05；**: p < 0.01
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 以油炸廢棄油生產 FAIPEs (二)

本實驗模仿速食餐廳之用油方式，使用大豆沙拉油油炸薯條和雞塊，並使用

油脂老化測詴紙判定換油時間點 (圖 30)，探討現行油炸廢棄油對 FAIPEs 轉化

率之影響。圖 31 和圖 32 顯示大豆沙拉油經高溫烹調後，酸價、碘價、過氧化

價和 FAIPEs 轉化率之變化。炸薯條油與炸雞塊油分別經油炸處理 6 小時和 3 

小時後，酸價值達 2 mg KOH/g oil；過氧化價隨油炸時間而上升；碘價則無明顯

變化。分別以大腸桿菌 CEr03Lip 和 CSEr03Lip 為生物觸媒，取油炸薯條和雞

塊廢棄油生產 FAIPEs，轉化率皆可達 80% 以上 (圖 31 和圖 32)。 

上述結果顯示，炸雞塊油之酸敗速率約為炸薯條油之 2 倍，經高溫油炸之 

廢棄油酸價和過氧化價會增加，但不影響 FAIPEs 之轉化率。 

 全菌體生物觸媒回收再利用 (三)

以大腸桿菌 CEr03Lip 和 CSEr03Lip 為生物觸媒生產 FAIPEs，反應完成

以過濾方式回收菌體，再以異丙醇清洗並風乾，應用於下一次反應。以新鮮大豆

沙拉油和油炸廢棄油為原料進行生產，前 4 次之轉化率皆達 80% 以上，第 5 

次起活性明顯下降，新鮮大豆沙拉油與油炸廢棄油之轉化率分別約為 70% 和 

50%。比較 CEr03Lip 與 CSEr03Lip 分別在使用次數 1-8 次下的轉化率，兩者

之間皆無顯著差異，證實兩者之轉化率及再使用次數相似 (圖 33)。
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方程式 7 

 

圖 30 以油脂老化測詴紙測詴油炸油之酸價 

將測詴紙置於高溫油炸油中 2-3 秒後，至於室溫 30 秒待色帶變色，最下

方之色帶變為黃色代表油脂之酸價約為 2 mg KOH/g oil。a：未變質之油炸

油；b：達更換標準之酸敗油炸油 

Figure 30 Using the oil quality test strips for testing frying oil. Dip the test strip in hot 

(operating temperature) oil for 2-3 second and read the test strip after 30 second wait. 

The acid value of oil was 2 mg KOH/g oil while the color of first band (the bottom) 

changed to yellow. a: the fresh oil; b: the deep frying oil
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圖 31 以油炸薯條廢棄油生產 FAIPEs 

以大豆沙拉油油炸薯條，分析其酸價 (△)、過氧化價 (▽) 和碘價 (□)，

且以大腸桿菌 BL21(DE3) [pETr03Lip] (黑色) 和 [pETOmpA-r03Lip] (白色) 

為全細胞生物觸媒，分析其對 FAIPEs 之轉化率 (○) 

Figure 31 Using waste frying oil of Franch fries for FAIPEs production. The acid 

value (△), peroxide value (▽), and iodine value (□) were measured by Chinese 

National Standards. Using E. coli BL21(DE3) cells containing pETr03Lip (black) and 

pETOmpA-r03Lip (white) as biocatalysts for FAIPEs production, and the conversion 

ratio (○) was measured by HPLC
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圖 32 以油炸雞塊廢棄油生產 FAIPEs 

以大豆沙拉油油炸雞塊，分析其酸價 (△)、過氧化價 (▽) 和碘價 (□)，

且以大腸桿菌 BL21(DE3) [pETr03Lip] (黑色) 和 [pETOmpA-r03Lip] (白色) 

為全細胞生物觸媒，分析其對 FAIPEs 之轉化率 (○) 

Figure 32 Using waste frying oil of chicken nuggets for FAIPEs production. The acid 

value (△), peroxide value (▽), and iodine value (□) were measured by Chinese 

National Standards. Using E. coli BL21(DE3) cells containing pETr03Lip (black) and 

pETOmpA-r03Lip (white) as biocatalysts for FAIPEs production, and the conversion 

ratio (○) was measured by HPLC



 84 

 

圖 33 全菌體生物觸媒再利用之穩定性 

以大腸桿菌 BL21(DE3) [pETr03Lip] (灰色) 和 [pETOmpA-r03Lip] (白色) 

為全細胞生物觸媒，並且以大豆沙拉油 (無線條)、炸薯條廢棄油 (斜線) 和

炸雞塊廢棄油 (橫線) 為原料生產 FAIPEs。反應完成後以異丙醇清洗全細

胞生物觸媒並風乾，進行下一次反應。FAIPEs 之轉化率是以 HPLC 分析 

Figure 33 Recycled stability of whole-cell biocatalyst. Using E. coli BL21(DE3) cells 

containing pETr03Lip (grey bar) and pETOmpA-r03Lip (white bar) as biocatalysts 

and soybean oil (blank space), waste frying oil of Franch fries (slash) and waste 

frying oil of chicken nuggets (horizontal line) as substrate for FAIPEs production. The 

cells were washed by isopropanol and dried for next reaction. The conversion ratio 

was measured by HPL
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討論 

本研究欲建構嗜熱菌 NTU 03 脂肪酶 (r03Lip) 之大腸桿菌細胞表面表現系

統，表現 r03Lip 至大腸桿菌 BL21(DE3) 細胞表面 (cell surface expressed r03Lip, 

CSEr03Lip)，作為全菌體生物觸媒並應用於生產 FAIPEs，以解決胞內表現 r03Lip 

(cytosolic expressed r03Lip, CEr03Lip) 之生物觸媒轉化速率慢之問題，發展可降低

成本之生質柴油酵素製程。本研究成功將 r03Lip 表現至大腸桿菌之細胞表面，且

不會影響宿主之生長和細胞膜穩定性，另外與游離態  r03Lip 之活性比較，

CSEr03Lip 之最適反應溫度、熱穩定性、最適反應 pH 值、pH 值穩定性皆相似，

且部分之金屬離子、界面活性劑和有機溶劑不影響其之活性，顯示 CSEr03Lip 保

有高度之活性與穩定性。CHAPS 之添加可提升 CSEr03Lip 活性與穩定性 21.9% 

和 28.9% (表 8)，而鎂離子和丙酮 (acetone) 分別降低其活性及穩定性 26.4% 和 

55.2% (表 7 和表 9)，此現象未見於游離態 r03Lip。以全菌體 CSEr03Lip 和 

CEr03Lip 之生物觸媒生產 FAIPEs，結果顯示兩者轉化條件和再使用次數相似，

但  CSEr03Lip 系統之轉化速率較快，為  CEr03Lip 之  1.4 倍  (CESr03Lip 和 

CEr03Lip 分別需反應 20 和 28 小時後轉化率達 90% 以上) (圖 29)。 

先前研究已發現鎂離子可藉由改變細胞膜脂質之物理性質，進而提升粒線體 

ATP 水解酶活性 (黃有國等，1994)，另外鎂離子對重組細胞色素 c (cytochrome c) 

及豬腎外髓質 ATP 水解酶等重組蛋白亦有提升效果。本研究發現鎂離子降低 

CSEr03Lip 的活性，卻不影響游離態 r03Lip，此結果與 Wang 等學者研究相符 

(Wang et al., 1991)：10 mM 鎂離子降低細胞膜結合之 phospholipase D (PLD) 的活

性 55%，但不影響細胞質內 PLD (Wang et al., 1991)。細胞膜脂質之物理性質改變

是否影響膜蛋白之功能，至今尚有不同之見解，黃有國等學者之研究發現，鎂離

子可增加細胞膜脂質之流動性 (fluidity)，使內嵌之 ATP 水解酶形成適當之構形而

增加活性 (黃有國等，1994)。由上述結果發現，CSEr03Lip 與 PLD 並非鑲嵌於

細胞膜上，因此細胞膜流動性影響其活性並非源自構形改變，但細胞膜之流動性

增加可能造成 CSEr03Lip 翻轉 (flip flop)，改變其頂蓋位置之裸露方向，減少與

基質結合效率而降低活性。 

CHAPS 為非離子性之界面活性劑，已廣泛使用於蛋白質純化和二維蛋白膠體

電泳 (2-dimensional gel electrophoresis)。研究發現 CHAPS 對於多種疏水性蛋白或
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細胞膜結合蛋白具良好之溶解度 (Yoda et al., 1984; Helmke and Howard, 1987; 

Schurholz et al., 1992; Klein and Fahrenholz, 1994)，故推測  CHPAS 有助於 

CSEr03Lip 與反應基質間之乳化作用，降低因細胞膜引起之疏水效應，增加兩者

結合效率而增加活性。另外，丙酮可有效沉澱水溶性之蛋白質 (Srivastava and 

Srivastava, 1998)，其原理為稀釋水溶液中的水濃度而降低水活性 (water activity)，

蛋白上之親水性區域因水合度下降而開始聚集，產生沉澱。因此推測以 50% (v/v) 

之丙酮處理游離態 r03Lip 與 CSEr03Lip 時，游離態 r03Lip 可藉由蛋白間親水

性區域之聚集而形成穩定構形，但 CSEr03Lip 受限於細胞表面，無法有效進行蛋

白間聚集作用，進而裸露疏水性之催化中心，降低酵素之穩定性。上述之 CHPAS、

鎂離子和丙酮對 CSEr03Lip 之影響，說明欲發展全細胞表面酵素進行生物轉化時，

需考量反應系統中是否含有二價金屬離子或有機溶劑而影響酵素活性，此觀點至

今尚未有研究報告詳細佐證，關於二價金屬離子或有機溶劑影響細胞表面酵素之

機制，是未來可研究之方向之一。 

先前研究指出欲實行生質柴油商業化，生產成本為重要之影響因子 (Ghaly et 

al., 2010; Wang et al., 2011; Tufvesson et al., 2011)。影響 FAIPEs 生產成本主要因子

為異丙醇和催化劑之價格。鹼催化法、固定化酵素 Novozyme-435 和本研究之 

CSEr03Lip 全菌體生物觸媒製程的成本影響分析如表 10 所示。鹼催化法製程需

較高之油醇莫耳比 (1：20)，故成本大幅增加。使用酵素催化法雖可減少異丙醇之

使用量，但酵素成本高昂卻抵銷其優勢，其中固定化酵素由於載體 (carrier materials) 

昂貴，其成本又高於全菌體生物觸媒。酵素催化法製程另一優勢為觸媒可再回收

利用，使用固定化載體可增加酵素之穩定性，增加再利用次數而降低成本，然而

固定化載體價格昂貴為其所面臨之問題，因此使用其他便宜之固定化載體，如 

silica gel、celite 或 kaolinite 等為其必要條件 (Robles-Medina et al., 2009)。使用全

菌體生物觸媒可有效降低固定化酵素之成本，包含固定化載體及酵素分離過程所

需之成本 (Tufvesson et al., 2011)，但研究顯示細胞膜對油脂及醇類之通透性 

(permeability) 較低 (Robles-Medina et al., 2009)，導致細胞內表現之酵素無法有效

與外界之基質結合，而降低全菌體生物觸媒之效率。對此本研究建構之 CSEr03Lip 

系統並作為全菌體生物觸媒，研究發現此系統之轉化速率大於 CEr03Lip 之全菌

體生物觸媒 (圖 29)，證實 Robles-Medina 等學者提出觀點。由生產 FAIPEs 之成
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本分析，相對於 CEr03Lip 全菌體生物觸媒，CSEr03Lip 反應速率的增加可減少

成本 28.4% (表 10)。然而 CSEr03Lip 受限於細胞膜面積與宿主之生理功能，無

法有效且大量表現酵素至細胞表面上，雖具較高之轉化效率，但表現量仍低於 

CEr03Lip (表 6)。對此，研究以外泌表現系統生產 r03Lip，如 Saccharomyces 

cerevisiae 和 Pichia pastoris 等表現系統，大量表現 r03Lip 並分泌至培養基中，

除可免去酵素純化步驟和成本外，亦可解決 CSEr03Lip 表現量不足之問題。另外，

使用大規模培養方式探討 CSEr03Lip 之最佳表現條件，如誘導時間、IPTG 添加

濃度、培養溫度和培養時間等，或許可進一步提升 CSEr03Lip 於細胞膜上的表現

量。 

本研究建構之 CSEr03Lip 系統，確實能提升全細胞生物觸媒之轉化速率並降

低 FAIPEs 之生產成本，使用低價和高穩定性之固定化載體以提升再利用率為未

來發展之重點。另外，使用較低成本之原料，如藻類生產油脂和以基因工程方式

修改微生物之代謝系統以生產長鏈油脂等，或使用較便宜之蛋白調控系統，如 

arabinose 以取代 IPTG，可進一步降低更多之製程成本。
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表 10 FAIPEs 生產成本影響因子 

Table 10 The factors effect on the cost of production FAIPEs
a
 

 Alkaline
b
 Novozyme-435

c
 

Whole-cell biocatalyst 

Cytosolic 

lipase 

Cell surface 

expressed 

lipase 

Immobilized
d
 

Oil/isopropanol molar ratio 1:20 1:4 1:4 

Isopropanol cost ($) 24 4.8 4.8 

Catalyst loading 

3% 

potassium 

methylate 

10%  

(10,000 U/g) 

10% 

(2,000 U/mg) 

15% 

(1,000 U/g) 

Catalyst reused cycle  12 4 4 3 

Catalyst cost ($)      

 
Virgin catalyst 0.132 100 10 10 40 

Reused catalyst - 8.3 2.5 2.5 13.3 

Yield 71.1% 93.4% 98.3% 94.0% 90.3% 

Batch cost ($)      

 
Virgin catalyst 33.9 112.2 15.1 15.1 49.6 

Reused catalyst - 14.0 7.4 7.4 20.1 

Cost that calculate involving reaction time ($) 

 

Reaction time (hr) 8 8 28 20 24 

Virgin catalyst 9.7 32.1 10.8 12.6 42.5 

Reused catalyst - 4.0 7.4 5.3 17.2 

 

a: The reference prices of isopropanol (contract price of the first season of 2012), potassium 

methylate (contract price of the first season of 2012), Novozyme-435 (Fjerbaek et al., 

2009) were $1.2/kg, $4.4/kg and $1,000/kg. The cost of whole-cell biocatalyst in this 

study was $100/kg that was according to Tufvesson et al., 2011. All the cost was 

calculated that based on using one kg soybean oil as substrate. 

b: The alkaline transesterification process was according to Wang et al., 2005 

c: The enzymatic transesterification process was according to Modi et al., 2006 

d: The cost of immobilized whole-cell biocatalyst was calculated that based on the free one 

and added a cost of carrier for immobilization. The used cost of carrier was according to 

the Tufvesson et al., 2011
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結論 

本研究以大腸桿菌細胞表面表現系統生產嗜熱菌 Geobacillus sp. NTU 03 重

組脂肪酶 (r03Lip)，作為全菌體生物觸媒並應用於生產 FAIPEs，以解決 CEr03Lip 

之生物觸媒轉化速率慢的問題，發展可降低成本之生質柴油酵素製程。本研究成

功利用細胞表面工程技術融合 Lpp-OmpA 蛋白與 r03Lip 並成功表現至大腸桿菌

細胞表面，且不影響大腸桿菌細胞之生長和細胞膜穩定性。CSEr03Lip 具完整酵

素活性與穩定性，但會受到 CHAPS、鎂離子和丙酮影響活性。此結果顯示，

CSEr03Lip 受二價金屬離子和有機溶劑影響，其機制需進一步進行探討。本研究

中以全菌體 CSEr03Lip 和 CEr03Lip 作為生物觸媒生產 FAIPEs 的結果顯示兩

者轉化特性相似，惟 CSEr03Lip 系統之轉化速率較 CEr03Lip 系統快，當使用油

炸廢棄油為原料生產 FAIPEs 時，可降低成本 28.4%。 

本研究證實 CSEr03Lip 系統可解決 CEr03Lip 因細胞壁或細胞膜通透性不

佳而致轉化速率慢之問題，且可有效降低製程成本，然而全細胞 CSEr03Lip 生物

觸媒之再使用率和表現量仍有提升之空間。除了應用於生質柴油製程，CSEr03Lip 

於傳統脂肪酶應用之領域，亦有發展之空間與價值。 
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