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中文摘要 

微藻纖維素或糖可作為生質酒精生產，而如何提高微藻大量培養

之效率及增加纖維素或醣為主的生質產量是以微藻生產纖維素或糖的

開發關鍵。本研究目的為建立微藻為纖維素及醣類的生產平台，目前已

分別建構淡水藍綠菌 Synechococcus sp. PCC7942 與海水藍綠菌

Synechococcus sp. PCC7002之纖維素生產藻株，及建立Synechococcus sp. 

PCC7942 V 型槽光反應器大量培養系統。由實驗結果，Synechococcus sp. 

PCC7942 轉殖 ictB 基因，與共轉殖 acsAB 及 ictB 基因後，不僅光合作

用與細胞之生長速率提高，纖維素之產量亦明顯提高，所以提高 acsAB 

轉殖株的 Ci (inorganic C)的利用是增加生物量的可行方法之一。以

Calcofluor white 染色檢測纖維素，發現 Synechococcus sp. PCC7942 

acsABCD 轉殖株細胞外物質染色後螢光明顯高於 acsAB 轉殖株。海水

藍綠菌 Synechococcus sp. PCC7002 acsAB 轉殖藻經 celluclast 水解後之

葡萄糖含量亦較 wild type 提高 2.3 倍。本研究不僅藉由基因轉殖達到提

高微藻生長與增加微藻纖維素及糖產量的成效，並以光反應器建立藍綠

菌之生長條件，此研究結果未來亦可提供微藻生產生質能產業化技術之

依據。 
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Abstract 

Cellulose and sugar from microalgae can be utilized for the production 

of biofuel ethanol.  Increasing cellulose and sugar synthesis capacity is key 

for high yield production of this biofuel. The objective of this project is to 

develop transgenic microalgaes for high-yield production of cellulose and 

sugars.  Currently, we have established the V-shape photobioreactor 

culture system for Synechococcus sp. PCC7942, and also established the 

transgenic cyanobacteria strains for producing cellulose, the freshwater 

cyanobacteria Synechococcus sp. PCC7942 and the marine cyanobacterium 

Synechococcus sp. PCC7002.  Our results demonstrate that overexpression 

acsAB and ictB genes in Synechococcus sp. PCC7942 result in the increase 

of cellulose production and cell growth. Cellulose hydrolysis with cellulast 

demonstrated that glucose yield increased 2.3 folds in acsAB-transgenic 

Synechococcus sp. PCC7002 in comparison with the wild type strains. 

Furthermore, increased extracellular production of cellulose as a result of 

acsABCD expression in Synechococcus sp. PCC7942 has been detected 

with Calcofluor white staining in comparison with the acsAB transgenic 

strain.  In summary, we established the genetic modifications that lead to 

increased cellulose and sugar yield, and improved mass production of 

metabolically engineered microalga.  The findings from the studies will 

not only provide a solid basis for potential commercialization of the 

technology but also open a novel avenue for developing microalgae as a 

renewable resource for energy.
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壹、計畫緣起與目的 

一、計畫緣起 

藻類作為生質能開發的材料優點為: (一) 具有較高的光子轉換效

率 (photon conversion efficiency) (以每一公頃的生物量為比較基準 

biomass yields per hectare); (二) 全年生長，提供較可靠及全年的供應; 

(三) 可利用廢水及海水作為生長介質;(四) 可作為 CO2 吸收利用，減

少溫室效應;(五) 生產的生質能為無毒害及高度可分解的特性; (六)種

類生物多樣性高。第一代生質能所利用的植物多為作物，生質能的利用

造成人類糧食及畜牧飼料的排擠。藻類可在不適合作物生長之邊緣地區

栽培，對於人類社經衝擊較輕。如開發高效率低成本的纖維素合成酶基

因轉殖藍綠藻大規模生產乙醇，所需培養面積僅為玉米種植面積的

3.5%，可以減少耕地佔用，緩解森林濫伐壓力。此外這種纖維素合成

酶基因 acsAB 轉殖藍綠藻的優點還包括：低成本的培養生產方式，因

為藍綠藻為光合自營生物，可以行光合作用，利用人類與農作物用不著

的廢水進行培養；且藍綠藻光合作用亦能進行空氣中二氧化碳之固定，

達到減碳之效果；與由農作物中提取糖分時不同，可省去利用木材生產

時所需的加工過程，可以在不影響藍綠藻正常生長的情況下，連續收集

所分泌之纖維素與糖類；而有些藍綠藻能固定大氣層中的氮，故生長時

無須添加氮肥。 

 

二、計畫目的 

微藻纖維素或醣可作為生質酒精生產料源，而如何提高微藻大量

培養之效率及增加纖維素或醣為主的生質產量是以微藻生產纖維素或
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醣的開發關鍵。本計畫將藉由轉殖 Acetobacter xylinum 纖維素合成酶基

因增加微藻纖維素及糖產量，轉殖 ictB 基因提高微藻光合作用效率、

建立 acsAB 轉殖藍綠菌之最佳生長條件以生產大量之轉殖微藻用於生

質酒精生產。將分別以下列三種方式進行：  

(一).以轉殖纖維素合成酶 acsAB 基因方式提高微藻之纖維素及糖含

量，建構微藻之 acsAB 基因表達載體，藉由轉形或 conjugation 將 acsAB

基因表達載體轉入藍綠藻中，以生產微藻纖維素及醣類。比較與分析不

同藻株纖維素及醣類產量之差異，以作為未來量產纖維素及醣類之材

料。此外由於海水微藻具有可利用海水大量培養及不與農作物爭水的產

業開發優勢，故本計畫將建構海水藍綠菌 Synechococcus sp. PCC7002

之基因轉殖系統，以期可以海水大量培養生產纖維素及醣類。 

(二).將能提高細胞 CO2 濃度之 ictB 基因 (來自 Synechococcus sp. 

PCC7942)置入藻類基因組，以增進微藻的光合作用固碳效率，期能有

效減少二氧化碳，並轉成生質物( Biomass)。使轉殖藍綠菌生質能增加，

而進一步提高之纖維素及糖產量。  

(三).微藻光反應器培養：建構微藻大量培養之 V 型光反應器系統，並

利用氣舉式光反應器栽培建立微藻之最佳生長條件，再藉由最適化程序

來求得最佳連續培養的操作策略，並將以光反應器的栽培結果作為改進

轉殖藻類的依據。
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貳、研究方法與過程 

一、藻株培養 

Synechococcus PCC7942 靜置培養於添加 10 mM EPPS 之 BG-11

培養基（Stainer et al. 1971），BG-11 培養基配方如 Table 1。

Synechococcus sp. PCC7002 以 ASNIII 培養基培養（Table 2）。

Synechococcus PCC7942、Synechococcus sp. PCC7002 皆以 12h 光照

/12h 黑暗培養，培養温度為 28℃。 

 

 

表一、 BG-11 培養基之組成。 

Ingredient g L
-1

  mM 

NaNO3 1.5 17.65  

K2HPO4.3H2O  0.04 0.18 

MgSO4.7H2O 0.075  0.30 

CaCl2.2H2O 0.036  0.25 

Citric acid 0.006 0.03  

Ferric ammonium citrate 0.006  0.03 

EDTA (disodium magnesium) 0.001  0.003 

Na2CO3 0.02  0.19 

Trace metal mix A5+Co 1 mL   

Deionized water to 1 L  

pH after autoclaving and cooling: 7.4   
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Trace metals A5+Co  

Ingredient  g L
-1

  

H3BO3  2.86  

MnCl2.4H2O  1.81  

ZnSO4.7H2O  0.222  

Na2MoO4.2H2O  0.390 

CuSO4.5H2O 0.079  

Co(NO3)2.6H2O  0.049 

 

表二、 ASNIII 培養基之組成。 

Ingredient g L
-1

  mM 

NaCl 25.0 427  

MgCl2.6H2O 2.0  9.8 

KCl 0.5 6.7  

NaNO3 0.75 8.8 

K2HPO4.3H2O  0.02 0.09 

MgSO4.7H2O 3.5  14.2 

CaCl2.2H2O 0.5  3.4 

Citric acid 0.003 0.015  

Ferric ammonium citrate 0.003  0.015 

EDTA (disodium magnesium) 0.0005  0.0015 

Na2CO3 0.02  0.19 
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Trace metal mix A5+Co 1 ml   

Deionized water to 1 l  

pH after autoclaving and cooling: 7.5  

 

Trace metals A5+Co  

Ingredient  g L
-1

  

H3BO3  2.86  

MnCl2.4H2O  1.81  

ZnSO4.7H2O  0.222  

Na2MoO4.2H2O  0.390 

CuSO4.5H2O 0.079  

Co(NO3)2.6H2O  0.049 

 

二、Synechococcus sp. PCC7942 共轉殖 acsAB 與 ictB 基因及轉殖株

的篩選   

將ictB轉殖載體藉由轉形轉殖於Synechococcus sp. PCC7942之

acsAB轉殖藻細胞(pPrbcL::acsAB)，並以抗生素chlorophenicol及

spectinomycin進行共轉殖藻的篩選。 

 

三、Synechococcus sp. PCC7942 acsABCD 轉殖載體之建構 

將 pNS-PrbcL-acsAB 質體的 acsAB 基因以限制酵素 BamHI 切除，

與以 BamHI 從質體 yT&A-acsABCD 切下之 Acetobacter xylinum 

acsABCD 基因，以 T4 DNA ligase 進行黏合反應後，再以電穿孔轉形 E. 
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coli，建構為 Synechococcus sp. PCC7942 acsABCD 表達載體

pNS-PrbcL-acsABCD。質體的抽取、酶切、DNA 片段回收、DNA 片段

連接、大腸桿菌轉形等實驗均参照文獻（Sambrook et al , 1989）。 

 

四、Synechococcus sp. PCC7942 轉殖 acsABCD 及轉殖株的篩選   

將acsABCD轉殖載體 pNS-PrbcL-acsABCD 藉由轉形轉殖於

Synechococcus sp. PCC7942 wild type細胞，以Spectinomycin 抗生素進

行轉殖藻篩選。離心收集10 mL Synechococcus sp. PCC7942細胞，以1 

mL 添加10 mM EPPS之BG-11液體培養基懸浮藻細胞，並加入2 μg之

plasmid DNA，置於 28℃黑暗震盪培養過夜後，隔天照光培養6小時

後，以14000rpm 離心 2分鐘收集藻細胞，再以添加10 m M EPPS之

BG-11液體培養基懸浮藻細胞後，取100 μL塗於添加10 mM EPPS及含 

Spectinomycin ( 2 μg mL
-1

 ) 之BG-11固體培養基，置於28
o
C，照光培養，

直到藻colonies生長。將固體培養基上長出之colonies以無菌牙籤挑選至

含Spectinomycin 之固體培養基上，照光培養後，將生長較好之藻株培

養至添加Spectinomycin 之液體培養基培養後，進行Colony PCR檢測藻

株中是否帶有acsABCD基因。 

 

五、海水藍綠菌 Synechococcus sp. PCC7002  GFP 表達載體建構 

根據 pAM1956 的 GFP 序列設計引子，利用 PCR 方法以萃取自

pAM1956 的 plasmid DNA 為模板，依照設計之引子 SmaI-GFP-f、

BamHI-GFP-r 擴增 GFP 片段。利用 TA Cloning 將擴增之 GFP 基因片段

插入 T vector 中。以電穿孔方式把 ligation 的 DNA 轉入 E. coli。經定序
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確認 GFP 片段後，將 GFP 基因片段切下，插入 pDESB 質體的 SmaI site

中，再以電穿孔轉形 E. coli 後，再將 rbcL promoter 基因置於 GFP 的上

游處，建構成 pDESB-PrbcL-GFP，得到海水藍綠菌 Synechococcus sp. 

PCC7002  GFP 表達載體之建構。質體的抽取、酶切、DNA 片段回收、

DNA 片段連接、大腸桿菌轉形等實驗均参照文獻（Sambrook et al , 

1989）。 

 

六、海水藍綠菌 Synechococcus sp. PCC7002 acsAB 表達載體之建構 

將 pDESB-PrbcL-GFP 質體的 GFP 基因以限制酵素 BamHI 切除，

與以 BamHI 從質體 yT&A-acsAB 切下之 acsAB 基因，以 T4 DNA ligase

進行黏合反應後，再以電穿孔轉形 E. coli，建構為藍綠菌 Synechococcus 

sp. PCC7002 acsAB 表達載體 pDESB-PrbcL-acsAB。質體的抽取、酶切、

DNA 片段回收、DNA 片段連接、大腸桿菌轉形等實驗均参照文獻

（Sambrook et al , 1989） 

 

七、海水藍綠菌 Synechococcus sp. PCC7002 的轉殖與轉殖株篩選   

將acsAB、GFP轉殖載體藉由轉形，轉殖於Synechococcus sp. 

PCC7002，分別以含抗生素Spectinomycin ( 2 μg mL
-1

 ) 之固體培養基進

行轉殖藻篩選。 

 

八、Colony PCR 檢測轉殖藍綠菌是否帶有目標基因   

培養轉殖株於含抗生素之培養基，取約 1 mL 的藍綠藻液，以

colony PCR 檢測具藍綠藻是否具有 acsAB 及 ictB 的基因。取藻 pellet
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以 TE-triton solution (TE, pH 8.0 + 1% Triton X-100 ) 懸浮細胞後，以

95℃處理 3.5 min，再以 chloroform 萃取兩次後，取上清液並以專一性

引子進行 PCR 反應，檢測轉基因藍綠藻是否具有目標基因。 

 

九、RNA 萃取與 RT- PCR 分析 

離心收集培養兩星期的藻細胞 15 ml，打破細胞後，以

GENEMARK plant total RNA miniprep purification kit (cat#:TR02)萃

取 RNA。取 100 ng 萃取的 RNA，以 GENEMARK One-step RT PCR 

KIT (cat#:PR01-50)進行 RT PCR。 

 

十、Calcofluor white 染色及顯微鏡分析 

   將 Synechococcus sp. PCC7942  acsABCD 轉殖株及 Synechococcus 

sp. PCC7942 wild-type 培養液以 0.1% (w/v)之 Fluorescent Brightener 28 

(Sigma F3543)與 15 % (w/v) KOH 染液染色後，分別以 phase contrast 

microscope 與 Fluorescence microscope (LEICA DM2500，Ex. 377 ± 25 

nm ， Em. 447 ±30 nm) 觀察。 

 

十一、顯微鏡觀察 Synechococcus sp. PCC7002 之 GFP 樣品 

   將Synechococcus sp. PCC7002 GFP轉殖株與wild type在螢光顯微鏡

(LEICA DM2500 microscope equipped with epi-fluorescence, and phase 

contrast optics.)，分別以phase contrast與Fluorescence microscope (Ex.450 

- 490 nm、 Em. 510 -550 nm) 下觀察。 
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十二、Glucose 含量分析 

以 OD750 測量藻濃度後，離心後將 pellet 以 1 ml buffer （50 mM 

sodium acetate，pH 5）回溶，分成兩管，其中一管加纖維素水解酶

cllluclast 1.5L 及 Novozyme188 水解，另外一管不加 celluclast 1.5 L 作為

對照組（Nobles and Brown, 2008）。 

兩管分別加入 0.2 g 海砂，以 minibead beater 打破細胞後，實驗組

加入 24μl celluclast 與 4 μl 188（以 0.22 μm filter 過濾），對照組則加

入 28 μl buffer，置於 50℃反應 48 小時。加入 1 ml 80%的酒精在 65℃

下反應 3 小時萃取糖分，以 14800 rpm 離心 2 分鐘，將上清液移至新的

tube，pellet 以 0.3 ml 80%的酒精在 65℃下反應半小時，再以 14800 離

心 2 分鐘，結合兩次的上清液置於 80℃半小時。取 20μl 酒精萃取液至

96 well plate，加入 150μl PG.O 試劑 (50 mM HEPES, 3 mg/ml 

p-hydroxybenzoic acid, 0.1 mg/ml 4-aminoantipyrrine, 0.5 units peroxidase, 

and 1.5 units glucose oxidase, pH 7.0)反應 15 分鐘，測量 OD490。以序列

稀釋後不同濃度的 glucose作為 standard curve （Ou-Lee and Setter, 1985; 

Cheng, 1994)。 

 

十三、生長速率測定 

細胞以分光光度計測定其生長情形。取 1 mL 藻液以分光光度計 

(Chromtech CT-5600) A 750 測量Synechococcus sp. PCC7942之吸光値，並

帶入標準曲線反算出Biomass含量。 

 

十四、光合作用測定(O2釋放速率) 
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氧電極是為測定水中溶氧含量而設計的一種極譜電(polarographic 

electrode )。目前通用的是薄膜氧電極(Clark 電極 )，由鑲嵌在絕緣材

料上的銀極(陽極 )和鉑極(陰極 )構成，電極表面覆蓋一層厚約 20 -25 μ 

m 的聚四氟乙烯 (polytetrafluoroethene, PTFE )或聚已烯薄膜

(polyethylene, PE )，電極和薄膜之間以飽和 KCl 溶液作為電解質。由

於水中溶氧能透過薄膜而電解質(離子 )不能透過，因而排除了被測溶

液中各種離子電極反應的干擾，成為測定溶解氧的專用電極。氧電極具

有靈敏度高，反應快、可連續測量記錄，能夠追踪反應的動態變化過程

等特點，因此常使用於葉綠體及線粒體懸浮液及水中植物的光合放氧和

呼吸耗氧速率測定。 

光合作用及呼吸作用以之氧電極(DW3, Hansatech, Norfolk, 

England )測水體氧氣含量之變化(陳，1998 )。 

（一）、溶氧電極校正： 

    利用零點及滿點的兩點校正，測定水中最大及最小溶氧量，並

根據此兩數值求得斜率以做為計算之公式，換算樣品放入後水體的

氧氣變化量。 

（二）、零點校正： 

校正溶氧電極零點時，加入適量之 Sodium hydrosulfite 

(Na2S2O4 )(Sigma, Missouri, USA )，等 Hansatech 系統之溶氧測定值

穩定後，確認溶氧值為零，若無則重複上述動作直到溶氧值為零，

即設為零點。 

（三）、滿點校正： 

校正溶氧電極滿點時，取 100 mL 之 30 ‰不含 NaHCO3 之
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ASW，倒入 500 mL 血清瓶打氣 5 分鐘取 15 mL ASW 置於系統，待

Hansatech 系統之溶氧測定值穩定後，確認溶氧值為滿點，即完成滿

點校正。     

（四）、溶氧測定： 

    每一時間點進行三重複，每一瓶為一重複，處理溫度為

23-25℃，藥劑於光照處理前 1 小時開始處理，光照後 0、0.5、1、2

及 3 小時取樣，共有光照前 1 小時(-1 小時 )，光照後，0、0.5、1、

2 及 3 小時樣點。 

    取 OD 0.2-0.3 之藻液 15 ml(cell number≒0.5 × 10
6
 cell/ml )，置

於 O2 electrode chamber，光照強度為 200 µE·m
-2

·s
-1，測定時再加入

NaHCO3最終濃度為 3 mM，光照(Halogen Deko-Lampen , SYLVANIA, 

Tokyo, Japan )1-2 分鐘，測定其單位時間內釋出的氧氣量，此為淨光

合作用速率(net photosynthetic rate )；隨後換新的藻體待其氧氣消耗

速率穩定後 (約需 5-10 分鐘 )，在不照光下計算其單位時間內消耗

的氧氣量，此為呼吸作用速率(respiration rate )，兩者相加值是總光

合作用速率(gross photosynthetic rate )。 

 

十五、氣舉式光反應器 

氣舉式光反應器的優點是：造價低、易操作、實用性強，可長期運

轉； 占地面積小，光能利用效率和產量高； 結構簡潔，可防止藻類附

壁、纏繞和形成死角，有利於長期培養； 循環混合溫和均勻，剪切力

小，不損傷藻類，迴圈速度高並形成湍流，提高光能利用效率，可實現

高密度培養；以及培養液無氧飽和，溫度不會異常升高，不需要附加去
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氧裝置，不需要採用附加的降溫裝置和措施。以氣舉式醱酵槽結合光罩

系統，開發改良式藻類光合反應器進行微藻醱酵試驗，以取得微藻所適

生長條件如：光、溫度、pH、生長周期等條件，再依試驗狀況進行試

驗條件改良，以得最適之生長條件。 

 

 

十六、V 型槽光反應器 

V型槽光反應器的優點是：易操作、實用性強，可長期運轉；占地

面積小，光能利用效率和產量高；結構簡潔，有利於長期培養；提高光

能利用效率，可實現高密度培養；以及培養液無氧飽和，溫度不會異常

升高，不需要附加去氧裝置，不需要採用附加的降溫裝置和措施，另對

於轉殖藻菌在於培養場地上，並不會去與大自然原生物種進行感染。以

V型槽醱酵槽結合光反應器，開發改良式藻類光合反應器進行微藻醱酵

試驗，以取得微藻所適生長條件如：光、溫度、pH、生長周期等條件，

再依試驗狀況進行試驗條件改良，以得最適之生長條件。
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參、主要發現與結論 

一、Synechococcus sp. PCC7942 轉殖藻株之建構 

    目前已獲得 Synechococcus sp. PCC7942 轉殖株為 : acsABCD 轉殖

株、acsAB + ictB 共轉殖株。實驗中所用的 PCC7942 轉殖藻株示意圖如

圖一。 

 

acsABCD 轉殖株:  Sp
r
 + acsABCD 

 

 

 

acsAB + ictB 共轉殖株:  Sp
r
 + acsAB + Cm

r
 + ictB 

  

 

 

 

 

圖一、實驗中所用的 Synechococcus sp. PCC7942 轉殖藻株示意圖 

 

 

（一）、Synechococcus sp. PCC7942共轉殖ictB及acsAB  

1.共轉殖 ictB 及 acsAB 

    Synechococcus sp. PCC7942 之 ictB 與 acsAB 共轉殖是以篩選出之

Synechococcus sp. PCC7942 acsAB 轉殖株(轉殖 PrbcL::acsAB 載體)，用

於轉殖 ictB 載體(PrbcL::ictB 載體)，目前已獲得 Synechococcus sp. 

PrbcL Sp
r
 acsABCD 

NSI NSI 

PrbcL 

 

ictB Cm
r
 

NSII NSII 

PrbcL acsAB Sp
r
 

NSI NSI 
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PCC7942 ictB 及 acsAB 之共轉殖藻株。  

 

2.  ictB 及 acsAB 共轉殖株之 PCR 與 RT-PCR 分析 

Colony PCR 檢測兩株 Synechococcus sp. PCC7942 之 ictB 與 acsAB

共轉殖株 (PrbcL-acsAB-ictB-1、PrbcL-acsAB-ictB-2)，兩株共轉殖藻

株，以 primer PrbcL-For、ictB-Rev 進行 PCR 後，獲得片段大小約為 1.8 

kb 與預期相同(圖二)，以 primer PrbcL-For、acsA-Rev 進行 PCR 後，

獲得片段大小約為 2.5 kb 與預期相同(圖三)，且轉殖株皆能穩定存活於

含 Spectionmycin 與 Chloramphenicol 抗生素的培養基中，抽取 RNA，

分別利用 PrbcL-F及 acsA-R、PrbcL-F及 ictB-R 引子進行 RT- PCR 分析，

分別獲得片段大小分別為 2.8 kb 與 1.8 kb，與預期相同，RT- PCR 分析

結果顯示 ictB 與 acsAB 共轉殖株 PrbcL-acsAB-ictB 能表現 acsAB 基因

與 ictB 基因（圖四、圖五）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二、Colony PCR檢測Synechococcus sp. PCC7942 ictB與acsAB共轉殖株之ictB

基因。Primers:  PrbcL-For、ictB-Rev。M. DNA Marker (0.2~14kb)， N. Negative 

control. (d.H2O) ，  P. postive control (PrbcL::ictB plasmid) ， 1. 轉 殖 株

PrbcL-acsAB-ictB -1，2.轉殖株PrbcL-acsAB-ictB -2。 
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圖三、Colony PCR檢測Synechococcus sp. PCC7942 ictB與acsAB共轉殖株之

acsAB基因。Primers:  PrbcL-For、acsAB-Rev。M. DNA Marker (0.2~14kb)， N. 

Negative control. (d.H2O)， P. postive control (PrbcL::acsAB plasmid)，1.轉殖株

PrbcL-acsAB-ictB -1，2.轉殖株PrbcL-acsAB-ictB -2。 

圖四、RT PCR檢測Synechococcus sp. PCC7942 ictB與acsAB共轉殖株之acsAB

基因。Primers:  PrbcL-For、acsA-Rev。M. DNA Marker (0.2~14kb)， N. Negative 

control. (d.H2O)， P. postive control (PrbcL::acsAB plasmid)，1.PCC7942 wild 

type，2.轉殖株PrbcL-acsAB-ictB -1。 
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（二）、Synechococcus sp. PCC7942轉殖acsABCD基因  

1. acsABCD 基因轉殖載體之建構 

微藻 acsABCD 轉殖載體之建構部份，將 pNS-PrbcL-acsAB 中

的 acsAB 基因以先前獲得之 acsABCD 基因置換後，建構完成

pNS-PrbcL-acsABCD，如 Synechococcus sp. PCC7942  acsABCD 流

程圖(圖六) 與表達載建構圖(圖七)。  

目前已得到 pNS-PrbcL-acsABCD 選殖株，經 PCR 分析，發現

pNS-PrbcL-acsABCD 選殖株獲得的片段與預期符合（圖八）。由限制

酶切圖譜分析，發現 pNS-PrbcL-acsABCD 選殖株之限制酶切片段與

預期符合（圖九）。 

 

 

圖五、RT PCR檢測Synechococcus sp. PCC7942 ictB與acsAB共轉殖株之acsAB

基因。Primers:  PrbcL-For、ictB-Rev。M. DNA Marker (0.2~14kb)， N. Negative 

control. (d.H2O)， P. postive control (PrbcL::ictB plasmid)，1.PCC7942 wild type，

2.轉殖株PrbcL-acsAB-ictB -1。 
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圖六、Synechococcus sp. PCC7942 acsABCD 表達載體建構流程圖 

 

 

 

 

 

  

圖七、Synechococcus sp. PCC7942 之 acsABCD 基因轉殖載體 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖八、pNS-PrbcL-acsABCD 之 PCR 分析 

Primer: acsCD-F 、acsCD-R。  N. Negative control   

1. 選殖株 pNS-PrbcL-acsABCD –E5。2. 選殖株 pNS-PrbcL-acsABCD –E6。 

pNS-PrbcL-acsABCD 

 

NSI 

 

 Vector 

 

 

Spr/Smr NSI acsABCD PrbcL 

 

 

 Vector 
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2. acsABCD 轉殖株之 Colony PCR 與 RT- PCR 分析 

目前已獲得 Synechococcus sp. PCC7942 纖維素合成酶基因

acsABCD 轉殖株，PCC7942 之 PrbcL -acsABCD 轉殖株且轉殖株能存

活於 2μg/ml Spectionmycin 抗生素中。Colony PCR 分析結果檢測出

PrbcL -acsAB 轉殖株具有 acsAB 基因（圖十），抽取 RNA，分別利用

PrbcL-F 及 acsA-R 引子進行 RT- PCR 分析，獲得大小為 2.8 kb 的片段，

與預期相同，RT- PCR 分析結果顯示 acsABCD 轉殖株能表現 acsABCD

基因（圖十一）。 

 

 

 

 

 

 

圖九、pNS-PrbcL-acsABCD 之限制酶切圖譜 

1. 選殖株 pNS-PrbcL-acsABCD –E5 uncut，2. 選殖株 pNS-PrbcL-acsABCD –E5 

NheI 切 ， 3. 選殖株 pNS-PrbcL-acsABCD –E5 BamHI 切，4. 選殖株

pNS-PrbcL-acsABCD –E6 uncut，5. 選殖株 pNS-PrbcL-acsABCD –E6 NheI

切 ，6. 選殖株 pNS-PrbcL-acsABCD –E6 BamHI 切。 
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二、Synechococcus sp. PCC7002 轉殖藻株之建構 

目前已獲得海水藻 Synechococcus sp. PCC7002轉殖株為GFP轉殖株

與 acsAB 轉殖株。實驗中所用的 PCC7002 轉殖藻株示意圖如圖十二。 

圖十、Colony PCR 檢測 Synechococcus sp. PCC7942 acsABCD 轉殖株。 

Primer: acsA 1501-F 、acsA-R。 M. DNA Marker (0.2~14kb)， N. Negative 

control. (d.H2O)，  P. postive control pNS-PrbcL-acsABCD plasmid)，1. 

Synechococcus sp. PCC7942 wild type，2.轉殖株PrbcL-acsABCD-3。 

 

圖十一、RT-PCR 檢測 Synechococcus sp. PCC7942 acsABCD 轉殖株。 

Primer: PrbcL-F 、acsA-R。 M. DNA Marker (0.2~14kb)， N. Negative 

control. (d.H2O)，  P. postive control pNS-PrbcL-acsABCD plasmid)，1. 

Synechococcus sp. PCC7942 wild type，2.轉殖株PrbcL-acsABCD-3。 
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GFP 轉殖株:  Sp
r
 + GFP 

 

 

  

acsAB 轉殖株:  Sp
r
 + acsAB 

 

 

圖十二、實驗中所用的 Synechococcus sp. PCC7002 轉殖藻株示意圖 

 

 

（一）、Synechococcus sp. PCC7002轉殖GFP基因  

1. GFP 基因轉殖載體之建構 

Synechococcus sp. PCC7002  GFP 轉殖載體之建構部份，將

P-GFP 基因選殖後，以 TA Cloning 方法分別放置於 yT&A Vector 中，

再將 P-GFP基因放置於 pAM1303-T-desB1-Sp
r
-desB2的 Sp

r基因上游

後，將 rbcL promoter 置於 GFP 基因上游，建構完成，PCC7002  GFP

表達載體 如 Synechococcus sp. PCC7002  GFP 流程圖(圖十三) 與

表達載建構示意圖(圖十四)。 目前已得到 pDESB-PrbcL-GFP 選殖

株，經 PCR 分析，發現 pDESB-PrbcL-GFP 選殖株獲得的片段與預

期符合（圖十五）。由限制酶切圖譜分析，發現 pDESB-PrbcL-GFP

選殖株之限制酶切片段與預期符合（圖十六）。 

 

PrbcL GFP Sp
r
 

desB desB 

 

PrbcL acsAB Sp
r
 

desB desB 
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圖十三、Synechococcus sp. PCC7002  GFP 表達載體建構流程圖 

 

 

 

 

 

圖十四、Synechococcus sp. PCC7002  GFP 表達載體建構示意圖 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十五、pDESB-PrbcL-GFP 之 PCR 分析 

Primer: PrbcL -F 、GFP -R。 N. Negative control ，P. positive control，

1.pDESB-PrbcL-GFP–A1，2. pDESB-PrbcL-GFP –A4 

pDESB-PrbcL-GFP 

desB1 

 

Vector 

 
Spr/Smr desB2 P-GFP PrbcL 

 

 

Vector 

 

 



24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Synechococcus sp. PCC7002 GFP 轉殖株之 Colony PCR 分析 

    目前已獲得 PCC7002 之 PrbcL-GFP 轉殖株。以 rbcL-F、GFP -R 引子進行

PCC7942 GFP 轉殖株之 Colony PCR 分析，獲得片段大小為 1.2 kb，與預期相同 (圖

十七)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十六、pDESB-PrbcL-GFP 之限制酶切圖譜 

1. pDESB-PrbcL-GFP –A1 uncut  2. pDESB-PrbcL-GFP –A1 SmaI 切 ，3. pDESB- 

PrbcL-GFP –A4 uncut ，4. pDESB-PrbcL-GFP –A4 SmaI 切  。 

圖十七、PCC7002 PrbcL - GFP 之 Colony PCR 分析 

Primer: rbcL-F 、GFP-R。 N. Negative control (dH2O)， P: Pastive control (PrbcL- GFP 

plasmid DNA)，1. PrbcL-GFP 選殖株 1 號，2. PrbcL-GFP 選殖株 2 號，3. PrbcL-GFP 選殖株 3

號，4. PrbcL-GFP 選殖株 5 號。 
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(二)Synechococcus sp. PCC7002 轉殖 acsAB 基因 

1. acsAB 基因轉殖載體之建構 

Synechococcus sp. PCC7002  acsAB轉殖載體之建構部份，

pDESB-PrbcL-GFP中的GFP 基因以acsAB基因置換後，建構完成，PCC7002  

acsAB表達載體 如Synechococcus sp. PCC7002 acsAB流程圖(圖十八)與表達載

建構圖(圖十九)。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十八、海水藍綠菌 Synechococcus sp. PCC7002  GFP 表達載體建構流程圖 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十九、海水藍綠菌 Synechococcus sp. PCC7002  acsAB 表達載體建構圖 

 

 

 

2. Synechococcus sp. PCC7002 acsAB 轉殖株之 Colony PCR 分析 

    目前已得到建構完成 PCC7002 之 acsAB 表達載體，進行電穿孔轉形後，獲得

四管 PCC7002 acsAB 選殖株，經 PCR 分析，發現 PCC7002 acsAB 選殖株獲得的片

段與預期符合（圖二十），且能生長於含有抗生素之培養液中（圖二十一）。 

 

pDESB-PrbcL-acsAB 

 

desB1 

 

 Vector 

 

 

Spr/Smr desB2 acsAB PrbcL 

 

 

 Vector 
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圖二十一、PCC7002 PrbcL - acsAB 轉殖株液體培養之生長情況 

 

 

 

三、Synechococcus sp. PCC7942 acsABCD 轉殖株之 Calcofluor 

white 染色及顯微鏡分析 

    將 Synechococcus sp. PCC7942  acsABCD 轉殖株、acsAB 轉殖

株及 Synechococcus sp. PCC7942 wild-type 培養液以 Calcofluor white

圖二十、PCC7002 PrbcL - acsAB 之 Colony PCR 分析 

Primer: PrbcL -F 、acsA -R。  1. Negative control， 2. positive control，3. 

PrbcL-acsAB 轉殖株 1 號，4. PrbcL-acsAB 轉殖株 5 號，5. PrbcL-acsAB 轉殖株 6

號，6. PrbcL-acsAB 轉殖株 7 號。 
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PCC7942 PrbcL-acsAB 

Phase contrast  

 

Fluorescence 

 

染色檢測纖維素，於螢光顯微鏡(LEICA DM2500，Ex. 352 - 402 nm、

Em. 417 - 477nm)下觀察發現 acsAB 轉殖株染色後則發現細胞壁較

wild-type 厚，顯示 acsAB 基因轉殖株纖維素可能較多累積在藻細胞

壁上（圖二十二），而與 acsAB 基因轉殖株相比，acsABCD 轉殖株

染色後出現較多細胞外物質，表示 acsABCD 轉殖株會分泌較多纖維

素至細胞外（圖二十三），wild-type 經染色後出現的螢光則較弱（圖

二十四），此結果顯示 overexpress acsABCD 可增加 Synechococcus sp. 

PCC7942 纖維素的胞外分泌。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十二、 Synechococcus sp. acsAB 轉殖株之 Calcofluor white 染色顯微圖 
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PCC7942 wild type 

Phase contrast  

 

 

Fluorescence 

PCC7942 PrbcL-acsABCD 

Phase contrast  

 

Fluorescence 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十三、 PCC7942 acsABCD 轉殖株之 Calcofluor white 染色顯微圖 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十四、 PCC7942 wild type 之 Calcofluor white 染色顯微圖 
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四、CO2濃度對 Synechococcus sp. PCC7942 ictB 轉殖株生長及光合作

用的影響 

    在 300 E m
-2

 s
-1光照下，觀察對照株及轉殖株通入空氣 (0.03% 

CO2) 或 2% CO2或 5% CO2之生長狀況 (OD750)，發現通入 2% CO2所

呈現出的生長速率在20小時後開始慢慢與空氣及5%CO2的生長速率有

區分，生長 45 小時後，可明顯看出，通入 2%CO2的轉殖株 OD750已達

到 4.0 左右，高於 5% CO2之 3.0 及空氣之 2.0。證明轉殖株在 2% CO2

的環境，具有較高之生長力(圖二十五)。 

光合作用速率是否與生長呈正比，以便粗略得知 ictB 轉殖株在 2% CO2 

生長較高是否因光合作用速率增加而提高? 所以，在生長期最快的直線

期，測定光合作用速率。圖二十六 結果發現 PCC 7942 藻株實驗數據

顯示，通入不同 CO2濃度使藻株產生不同的光合作用速率，比較對照

株及轉殖株看出，2% CO2情況下，轉殖株明顯與另外 2 種濃度( 0.03%、

5% )有差異，以通入 2% CO2的藻株來看，其轉殖株的光合作用速率是

對照株的 2 倍，且明顯高於其他條件下的轉殖株。光合作用速率在通入

0.03% CO2的對照株及轉殖株差異不大；通入 5% CO2的對照株及轉殖

株相比較，其轉殖株的光合作用速率較高，但卻沒有大於通入 0.03% 

CO2的藻株。 
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圖二十五、The growth response (OD750) of the control (7942-Cm
r
) and transformant 

(PrbcL-ictB). Data are means±SD (n=3). 
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圖二十六、 Net photosynthetic O2 evolution rate of the control (7942-Cm

r
) and 

transformant (PrbcL-ictB). 
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五、Synechococcus sp. PCC7942 ictB及acsAB共轉殖株之分析 

（一）、轉殖株之生長分析 

Synechococcus sp. PCC7942 acsAB轉殖株PrbcL-acsAB-6、acsAB、

ictB共轉殖株PrbcL-acsAB-ictB ，及 PCC7942 wild type 分別接種於含

抗生素的BG-11 pH 8.0（Spectinomycin  2 μg/ml 、chlamphenicol 7.5 

μg/ml）50ml 培養液各兩瓶，起始OD750約為0.1，以於光照度8000 Lux，

28
o
C，分別通空氣與2% CO2/Air培養，通氣速率為0.4 vvm。每天測量

OD750，並帶入標準曲線反算出Biomass含量，繪製轉殖株的生長曲線。 

     培養於 Air 狀態下，PCC7942 轉殖 acsAB 基因及共轉殖 acsAB

及 ictB 基因後，轉殖株的細胞生長均有增加，於培養第 4 天，ictB 與

acsAB 共轉殖株的 biomass 可達 3.2 g/L 生長較 wild type 的 biomass 2.2 

g/L 高 1.45 倍（圖二十七 A），培養於 2% CO2/Air 狀態下，PCC7942 轉

殖 acsAB 基因及共轉殖 acsAB 及 ictB 基因後，轉殖株的細胞生長均可

被促進。於培養第 4 天，ictB 與 acsAB 共轉殖株的 biomass 可達 5.2 g/L 

生長較 wild type 的 biomass 4 g/L 高 1.3 倍（圖二十七 B）。 
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圖二十七、 Synechococcus sp. PCC7942 wild type（ control）與

Synechococcus sp. PCC7942 PrbcL::acsAB 、 Synechococcus sp. 

PCC7942 PrbcL::acsAB-ictB 轉殖株培養之生長曲線，(A)Air 通氣培

養、(B) 2% CO2/Air 通氣培養。 

 

（二）、纖維素水解與葡萄糖分析 

     Synechococcus sp. PCC7942  acsAB、 ictB 共轉殖株

PrbcL::acsAB-ictB ，及 control  PCC7942 分別培養於含抗生素的

BG-11 pH 8.0（Spectinomycin  2 μg/ml 、chlamphenicol 7.5 μg/ml）50ml 

培養液，以於光照度 8000 Lux，28
o
C，通空氣培養，通氣速率為 0.4 vvm。

每天測量 OD750，於培養第 4 天，離心收取藻細胞，進行 Celluclast 水

解及葡萄糖含量分析。 Synechococcus sp. PCC7942 轉殖株的葡萄糖含

量分析結果， acsAB、 ictB 共轉殖株（PrbcL::acsAB-ictB）之 cellulose

水解之葡萄糖含量為 0.438 mg /m l/ A750是對照組 wild type 的 2.2 倍，

顯示 Synechococcus sp. PCC7942 共轉殖 acsAB、 ictB 基因後，不僅促

進生長，其纖維素亦明顯提高（圖二十八）。 

 

(A) (B) 
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Phase contrast  Fluorescence 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十八、Synechococcus sp. PCC7942 PrbcL::acsAB-ictB 共轉殖株之

葡萄糖含量分析。 

 

 

 

 

六. Synechococcus sp. PCC7002 GFP轉殖株之Fluorescence 

Microscopy觀察 

 Synechococcus sp. PCC702 轉殖 pDESB-PrbcL-GFP 之藻株，以

螢光顯微鏡觀察發現篩選出之 GFP 轉殖株明顯出現螢光(圖二十

九)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十九、Synechococcus sp. PCC7002 PrbcL-GFP 螢光顯微圖 
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七、Synechococcus sp. PCC7002 acsAB 轉殖株之葡萄糖含量分析 

     Synechococcus sp. PCC7002  acsAB 轉殖株 PrbcL::acsAB ，及

control  PCC7002 分別培養於含抗生素的BG-11 pH 8.0（Spectinomycin  

2 μg/ml）50ml 培養液，以於光照度 3800 Lux，33
o
C，靜置培養。於培

養第 4 天，離心收取藻細胞，進行 Celluclast 水解及葡萄糖含量分析。 

    Synechococcus sp. PCC7002 轉殖株的葡萄糖含量分析結果， acsAB

共轉殖株（PrbcL::acsAB-ictB）之 cellulose 水解之葡萄糖含量為 0.745 

mg /m l/ A750 是對照組 wild type 的 2.1 倍，顯示 Synechococcus sp. 

PCC7002 轉殖 acsAB 基因後，其纖維素亦明顯提高（圖三十）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖三十、Synechococcus sp. PCC7002 PrbcL::acsAB 轉殖株之葡萄糖含

量分析。 
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八、藍綠菌 Synechococcus sp. PCC7942 及 Synechococcus sp. PCC7942 

acsAB 氣舉式醱酵槽培養探討 

    利用 10L 氣舉式醱酵槽培養 Synechococcus sp. PCC7942 及

Synechococcus sp. PCC7942 acsAB，培養條件光源為 LED-紅光，光強度

為 1200 lux，進氣量為 1vvm，溫度 28℃（如圖三十一所示），並於每

天取樣測定生長濃度，以吸光值 OD750測定，並回推藍綠菌生長濃度。

培養至第七天，Synechococcus sp. PCC7942 生長濃度為 0.911 g/L，

Synechococcus sp. PCC7942 acsAB 生長濃度為 0.973 g/L（如圖三十二所

示）。 

  

 

  

        

圖三十一、完成建構適用微藻專用的新式氣舉光罩系統 
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圖三十二、不同流速對 Synechococcus sp. PCC7942 及 Synechococcus sp. PCC7942 

acsAB 培養於氣舉式醱酵槽培養探討 

 

 

九、建構 Synechococcus sp. PCC7942 50 L V 型槽光反應器 

    建構完成 Synechococcus sp. PCC7942 50 L V 型槽光反應器大量培

養，V 型槽光反應器系統以 Synechococcus sp. PCC7942 藍綠藻測試，V

型槽約可以培養 100L 藍綠藻液，此實驗將先針對一個 V 型槽光反應

器，並配製 BG-11 培養液 50 L，另將原本放置外面照射光源 LED-紅

光，改為放置 V 型槽光反應器系統內。其培養條件為：將 BG-11 培養

液 50 L 加入 V 型槽光反應器系統內，在加入已培養 7 天 Synechococcus 

sp. PCC7942 藍綠藻 5 L，光源為 LED 紅光，光強度為 1200 lux，並於

每天取樣測定生長濃度，以吸光值 OD750測定，並回推藍綠藻濃度。培

養至第七天，Synechococcus sp. PCC7942 生長濃度為 0.693 g/L (圖三十

三、圖三十四) 。 
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圖三十三、Synechococcus sp. PCC7942 培養於 50 L V 型槽光反應器 
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圖三十四、不同流速對 Synechococcus sp. PCC7942 培養於 50 L V 型槽

光反應器 
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