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以基因重組技術，將外來基因與乳酸菌質體建構成穿梭載體，

運送到乳酸菌，產生生理蛋白而被人體吸收。

顏聰榮

廣義而言，乳酸菌是一群利用碳水化合物進行醱

酵，產生多量乳酸的細菌，自古即被廣泛應用於乳製

品、食品加工或保存，為應用最多、經濟效益最大的

工業用菌之一。經乳酸菌醱酵的食品，如乾酪、泡

菜、醬油、養樂多、優酪乳等，具有特殊風味與質

感。此外，乳酸菌更被應用於腸胃保健、抗過敏等藥

物，甚至活菌疫苗的開發利用。

●質體與乳酸菌的生理功能

質體是細胞內獨立於染色體之外能自行複製的遺

傳物質，存在細菌、古生菌或酵母菌等原核生物中。

乳酸菌含有各種質體 DNA，所含的質體數目和大小

因菌種而異。筆者研究團隊曾分析市售乳酸醱酵食

品，包括優酪乳、醱酵乳、乳酸飲料、酒釀食品及泡

菜食品所含的乳酸菌，發現大多數乳酸菌株至少含有

一個以上的質體，最多10個，質體大小介於2.1kb∼

76.5kb之間。

質體和乳酸菌的生理功能，例如乳糖、麥芽糖的

利用、檸檬酸（citric acid）代謝系統、抑菌素的生成

與免疫防禦系統、風味生成、噬菌體抗性及蛋白分解

酵素生成等有關聯。醱酵過程中，產物可能會因為質

體遺傳發生變異，而有品質、風味及產程穩定性改變

等問題，以致醱酵失敗。質體的功能與穩定性，影響

乳酸菌能否在實際醱酵應用上，發揮醱酵菌的功能，

而質體複製型態與複製次數的調控，是影響醱酵功能

穩定與否的重要因子。

●乳酸菌質體的複製型態

就功能而言，乳酸菌質體可以分為無性狀質體

（crypt ic  plasmid）及廣宿主質體（ broad-host

plasmid）。在無性狀質體中沒有特定功能的基因，

但是經過修飾可加上抗抗生素基因，用以構築篩選質

體；廣宿主質體能在多種菌株內複製，可開發成穿梭

載體。就質體複製型態差異，可分成滾動環狀型

（rolling-circle type）及西塔型（theta-type）兩種。兩

者最大的差別在於，前者在複製過程會產生單股

DNA，後者則無。

一般而言，西塔型複製質體的分子量比較大
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（＞ 5kb）、複製速度較慢、複製次數較少；而滾動

環狀型複製質體分子量較小（＜10kb）、複製速度較

快、複製次數較多。但滾動環狀型複製質體在複製過

程，因會產生單股 DNA容易被篩檢，導致質體消失

或突變。而西塔型質體複製過程均以雙股出現，故就

質體複製型態的穩定性上，以西塔複製質體較佳，且

較能接納較大異源或同源性外來 DNA片段。故在乳

酸菌基因工程表現上，以西塔型複製質體較適合。質

體複製數的調控也會影響質體的穩定性。在正常宿主

中，質體複製數的數目會維持一定。但在細胞分裂或

轉移至新的宿主時，都有可能造成質體複製數的減少

而影響質體的穩定性。無論是西塔型或滾動環狀型複

製的質體，均可藉由細胞內調控蛋白及反譯 RNA

（antisense RNA）來調控質體複製數的數目。

●建構乳酸菌載體

乳酸菌被歸類為公認安全菌屬（GRAS）範疇，

具促進健康活性、抗體佐劑特性、黏膜吸附性及體內

免疫性低等諸多特性，對照於其他活菌疫苗媒介如沙

門氏桿菌、大腸桿菌等，除了非屬安全菌株，其本身

免疫性高，能定殖於黏膜的特性部位，誘導局部免疫

反應及自身免疫性反應，因此乳酸菌被視為疫苗傳遞

賦形藥的工具，可見以乳酸菌當作表現宿主的優勢。

此外，乳酸菌也是一個良好的表現系統，可應用

在食品、醫藥用蛋白之生產，其具有分泌蛋白質的能

力，故能用以產生胞外蛋白質，被認為是最佳的微生

物蛋白質生產工廠。目前已有許多同源或異源蛋白質

於乳酸菌中表現的實例，例如纖維素 、α -澱粉

、木聚糖 、蛋白 、脂肪 等酵素；免疫球蛋

白、綠色螢光蛋白；病菌的毒素蛋白或抗體蛋白片

段，如破傷風毒素蛋白片段 C，人類乳突狀瘤病毒

16型 E7蛋白，和塵 致過敏原蛋白片段等。

●表現分泌載體的必備要件

就乳酸菌表現載體系統上，構築表現分泌載體的

要件有幾項，例如可在菌體中裂殖的複製起始區；可

顯示表現分泌載體確實進入，並存在細菌內的篩選性

標誌；可供各類基因插入的轉殖區域；可表現基因並

將其送出細胞膜外的啟動子，及分泌轉錄訊息序列

等。其中，內源性質體複製起始區是一項重要因素，

能影響表現分泌載體在宿主內自動複製功能、複製次

數、宿主種類，及穩定度等重要性質。

為方便基因選殖及表現，我們找到一種分子量為

5.4kb、屬於西塔複製型的質體 pL2，進行核酸序列

分析，並將其複製元和來自 pUC 表現載體整合，建

構成穿梭載體，以利後續的研究工作。本文接下來針

對以此質體建構乳酸菌 -大腸桿菌穿梭載體和乳酸菌

表現載體進行介紹。

●建構大腸桿菌及乳酸菌穿梭載體

首先，我們利用限制 PstⅠ及HindⅢ截切載體

pVA838的抗紅黴素基因，作為篩選標誌。以連結

乳酸菌質體複製型態模式圖。滾動環狀型複製質體因為過程中

會產生單股DNA，容易被篩檢而被刪除或突變，西塔型複製質

體因為都以雙股DNA進行整個流程而較穩定，故以西塔型較適

合作為乳酸菌基因工程載體。

環滾型

西塔型
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以利用碘液染色快速篩選澱粉 的產生與否，在建構

表現載體時，作為種一具食用安全性的報告基因

（reporter gene）。

我們利用限制 NdeⅠ及 EcoRⅠ截切 Amy基

因，以連結 黏接至含有 6個His（組氨酸, histidine）

及終止區域的表現質體 pET23a ，形成重組質體

pETAmy（5.1 kb）。再利用限制 Nde I及 Sca I截

切含 Amy-6His的終止區域，黏接至 pGMET質體，

使形成重組質體pGMETAmy（4.7 kb）。之後利用限

制 NdeⅠ及PvuⅡ，從 pL2質體截切一段含有複製

起始區域的片段，並黏接至質體 pGMETAmy上，形

成大腸桿菌與乳酸菌的穿梭載體 pL2pGMETAmy（7.

4kb）。經澱粉培養基篩選，重組質體可以分泌出澱

粉 而分解培養基中的澱粉，在菌落周圍可以產生透

明的圈環（clear zone）。確認此穿梭載體可在大腸桿

菌宿主 DH5 α中複製及表現澱粉 基因，經異丙基

硫半乳糖 （isopropylthiogalactoside, IPTG）誘導及

電泳確認此載體表現系統可大量複製澱粉 基因。再

黏接至質體pUC19上，形成重組質體pUC19erm。利

用限制 EcoRⅠ從乳酸菌的質體 pL2截切一段含複製

起始區域的片段 DNA（3.3kb ），並黏接至質體

pUC19erm 上，形成大腸桿菌及乳酸菌的穿梭載體

pUL6erm（8.4kb）。經電脈衝及基因轉形結果，確認

此穿梭載體可在大腸桿菌宿主 DH5α及乳酸球菌宿

主11080中複製。此穿梭載體的電脈衝轉形效率為 1.

64× 106（轉殖菌落 /μ gDNA）；經連續培養 88小

時（約歷經74世代，一個世代約 1.183小時）都仍有

100％的穩定度；複製數（copy number）約為9。結

果顯示，如此建構的穿梭載體可在大腸桿菌宿主DH5

α及乳酸球菌宿主 11080中穩定複製。

●建構乳酸菌表現載體

澱粉 （α -amylase）為一 1,4- α -D-glucan

glucoanohydrolase 的酵素，可以水解α -1, 4-glucan

鍵結的澱粉，產生麥芽糖。在含有澱粉的培養基，可

乳酸菌生產外來生理性物質示意圖。將具有生理活性的蛋白質基因goi，重組到基因表現載體，形成有特定基因

且可在大腸桿菌及乳酸菌內表現的重組質體，再以電衝技術將此重組質體送入乳酸菌體內，測試轉殖乳酸菌的確

能表現特定蛋白質後，即表示基因重組工作完成。而若選用能在腸道吸附、生長的益生菌當宿主，可定居於腸道

絨毛細胞表層並經由特定管道，將所生產的、具有生理功能的蛋白質直接送入人體腸道。

（葉敏華繪製）
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將乳酸菌表現啟動子nisA（Nisin A，一種抑菌素）以

聚合 連鎖反應（PCR）技術合成，並黏接到穿梭載

體 p L 2 p G M E T A m y ，即形成乳酸菌表現載體

pL2pGMETnisAAmy（8.0kb）。

總而言之，乳酸菌含有各種質體 DNA，而質體

的存在會影響乳酸菌的生理及安定。以西塔型複製質

體，在質體穩定性上較佳，較適用於乳酸菌基因工程

表現載體上。乳酸菌穿梭載體及表現載體的建構，將

可表現機能性外來蛋白基因。生理活性物質及胜 藥

物，可藉由乳酸菌基因傳遞系統的觀點，利用乳酸菌

載體運送到能駐留人體腸道細胞的乳酸菌，再釋放到

腸道細胞而為人體吸收利用，最後藉由食物補給益生

性乳酸菌而達到「醫食同源」的效果。
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