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中文摘要：

永續經營為二十一世紀農業生產之重要趨勢，其中有機農業的為落實永續經營的
主要方法之一。在有機農業中，使用堆肥減少化學肥料、殺蟲殺草劑的使用以減
低對環境的衝擊，及重複利用生質源以減少對環境的過度開發被視為最重要的課
題。土壤中自然存在的枯草桿菌屬細菌由於具有可調節微生態環境以促進植物生
長，分泌拮抗物質以保護植物免於病蟲害，與具備強力分解酵素以循環利用有機
廢棄物等優點，被視為有機農業實施的重要材料。惟自然存在的枯草桿菌屬細菌
之各種功能有其應用上的限制。

本計劃即針對上述問題，從分子生物、微生物生態生理方面著手改良枯草桿菌屬
細菌之有機生質源分解利用能力以用為開發農業廢棄物為有機農業栽培介質。在
研究計畫中，已分別完成桿菌屬細菌表現與分泌載體構築及纖維分解酵素基因次
選殖，與桿菌屬細菌對作物增產應用之評估等工作。
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英文摘要

Sustainable operation is the trend of 21st century agriculture.  Among these, organic
agriculture is the most promising sector.  How to reduce the use of chemical
fertilizer and pesticides to reduce the environments impacts and how to recycle the
organic biomass to reduce the over-development becomes the most important tasks in
organic agriculture operation.  Bacillus spp. exist naturally in soils can promote plant
growth by adjustment of micro-environment, protect plant from insects and diseases
by secretion of antagonist materials, recycle organic wastes by secretion of strong
hydrolysis enzymes.  However, certain limitation in wild type Bacillus spp.
capability retards their applications.

During the study, we have constructed some useful vectors and sub-cloning of
cellulase genes, evaluated the growth-promotion effects of Bacillus spp. and mix the
composts, growth-promoting and plant protection Bacillus spp. co-developed by this
group projects and use in the greenhouse and mountain farm to evaluate the
accomplishment.
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計畫緣由與目的

農業生產、食品加工與城市廢棄物為最大宗可再循環之有機生質源，其中來自動
物部份如使用豬糞尿等動物排泄廢棄或屍體做物為土壤肥料的應用，早已行之有
年，惟近認為可能有重金屬、抗生素、與病源菌等殘留污染的隱憂，已有許多國



家開始家設限與管制（Benckiser & Shimarmata, 1994）。植物方面由於多含複雜、
難分解的巨分子碳水化合物，故以往應用較少多掩埋丟棄。據估計北美地區掩埋
廢棄物中有30-40%為有機物（Envirowaste, 1996），易造成地下水源的污染。為
減少對環境的衝擊及掩埋場的找尋日益困難，已有許多商業公司利用微生物分解
而成堆肥用於苗圃、高爾夫球場等，一方面可收取來自政府的廢棄物清理費，另
一方面發酵成的堆肥又可販賣獲利。據估計，光北美地區有關環境的產品與服務
市場每年已達70億美金（Envirowaste, 1996）。

在一般固態廢棄物堆肥發酵操作時，桿菌屬細菌可佔高達全微生物相中87%之多
(Strom, 1985)，其中主要的種類為B. circulans, B. staerithermophilus, B. cogulans, B.
licheniformis, B. brevis, B. shaericus, b. subtilis等。國外的一些例子顯示桿菌屬細
菌可成功的用於轉換黃豆粉（Kubo et al., 1994）、橄欖油生產（Tomati & Galli,
1992）等廢棄物為植物肥料。一般而言，桿菌屬細菌雖有相當強的蛋白質分解酵
素系統，但巨分子碳水化合物分解能力則遠較芽孢桿菌及真菌等微生物為差。在
前例黃豆渣粕的應用中即主要為利用B. circulans與B. stearothermophilus之耐熱
蛋白質分解 以提供氨、胺基酸、短 等氮肥。

纖維素是地球上來自植物生質之最大宗碳水化合物，其合成率可達到每年四百億
(Coughlan, 1985)到兩兆噸（Alfani & Cantarella, 1987）以上 。因此，纖維的分解
在碳源的生物循還及再利用上扮演著重要的角色。農產廢棄物中纖維含量約佔
38-42%，半纖維31-34%，木質素10-13%（Ladisch, 1983），均難以在自然中有
效快速分解，故如能適當地運用纖維類分解酵素，將對廢棄物的發酵與再利用處
理上有很大的幫助。

土壤中主要由微生物群主導的複雜微生態相會嚴重影響植物的生長良瓢，其中會
形成內生孢子的桿菌屬細菌更是左右微生態相的主力。不同的微生物群藉由分泌
拮抗物質殺滅或干擾植物病蟲、分泌多種酵素分解巨分子生質以幫助植物獲取養
分、分泌特定激素促進植物生長、族群相間生長競爭而調整土壤微環境組成、或
以特殊方式與宿主共生等，種種機制間也會互相影響消長。如來自堆肥的土壤菌
B. subtilis  NB22可抑制20種植物病源真菌與8種植物病源細菌，其無菌培養液
（cell-free culture filtrate）雖僅能抑制其中11種真菌與2種細菌，但拮抗能力反而
更高（Shoda & Ano, 1994），而拮抗能力又受土壤酸鹼度影響。土壤中營養環境
N-P-K（氮可為電解質以離子化土壤中水而傳輸礦物質進入植物並增加植物綠
度；磷決定植物的礦物質含量並使果實較甜；鉀決定植物的強壯性如枝葉的厚度
與果實的大小及數目等）除可藉由堆肥改變也深受微生物影響。而碳源除提供植
物生長之必須外，亦負責土壤保水與提供微生物生長之必需。經由與微生物的交
互作用，有機碳可提供吸附（chelating）礦物質的功能，這在植物生長是必需的，
否則未吸附的微量元素很快即會流失，例如未經吸附的無機鐵在土讓中很快即轉
為不溶性而無法為植物利用。有機碳亦可藉由對根生長的促進而提高種子發芽速
率。

長久以來，農業界即發現基於一些未知的機制，桿菌屬細菌可促進作物生長，其
原因除拮抗機能外，最主要的應是改變作物根系微環境與分泌生長促進物質
（Chanway &  Holl, 1991）。主要使用的菌種包括Bacills subtilis, B. cereau, B.
megaterium, 與B. polymyxa L5, L6-16等。國外的一些研究指出作物種子、苗木
（seedlings）、或栽培介質如泥碳蛭石土（peat-vermiculite medium）等在栽培前
先浸泡於桿菌屬細菌配製液中，可顯著增加小麥（Chanway et al., 1988; Kucey,



1988）、玉米（Berge et al., 1990）、毬果類植物（Chanway et al., 1991; Holl &
Chanway, 1992）等之種子生成苗木率、根重、根表面積、枝高、枝重等；其中
幼苗生長率甚可提高2.38倍（Chanway, 1995）。大陸地區亦將此類「增產菌」的
開發列為國加級計劃如國家豐收計劃、火炬計劃、星火計劃與國家級重點推廣項
目等。惟增產菌之開發有相當地域特異性，不同作物、栽培介質與栽培區域均會
影響最適當桿菌屬細菌族群相之組成（Chanway et al., 1991; Holl & Chanway,
1992）。

本計劃於是即擬針對上述問題及發現，從分子生物、微生物生態生理方面著手改
良桿菌屬細菌之有機生質源分解利用能力以用為開發農業廢棄物為有機農業栽
培介質。

結果與討論

在桿菌屬細菌表現與分泌載體系統之構築策略，是應用前人選殖 B. licheniformis
amylase (amyBL)及B. subtilis neutral protease (npr) 的 signal sequence，並以 neutral
protease為marker。amyBL的 signal sequence長 29 a.a.，較一般E. coli signal peptide
為長，但具典型 G(+) signal peptide特徵，即先端為 positive charged跟隨一段疏
水性胺基酸。一般B. subtilis對數生長期conserved promoters sequence為TTGACA,
TATAAT，amyBL為 TTGTTA, TACAAT為生長中後期高強度啟動子，故與 npr
同選用為分泌序列（圖一）。因我們採用的宿主為 protease deficient mutant DB430
(B. subtilis DB430, trpC2 npr apr epr bpf ispI)，故使用 protease當做抗生素外的第
二 marker的好處為，可十分經濟且容易地自 milk plate上以 halo刪除 self-ligation
的干擾。

我們曾陸續選殖或測試過的所謂cellulase包括Trichoderma reesei的CBHI, CBHII,
Cellulomonas fimi的 CelD, Clostridium thermocellum的 Cels及 C. cellulovorans的
CBP, EngB, EngC, EngD 等。基本上，主要都是不同受質種類及活性的
cellulobiohydrolase, exoglucanase 及 endoglucanase 之組合。傳統分類上，
cellulobiohydrolase是從纖維素非還原端切出纖維二糖，對修飾過纖維如 CMC等
無明顯活性，但對高度 hydrogen bond ordered纖維如 Avicel, cotton fiber等有活
性；endoglucanase則對 CMC等有高度活性，但不易分解 hydrogen bond ordered
cellulose，且產物除纖維二糖外亦包括葡萄糖。實驗上，在對從大腸桿菌中表現
的這些重組基因產物的測試中，我們發現來自 C. cellulovorans的 EngB及 EngD
對多種受質包括 cellulose (microgranular, fibrous, and microcrystalline forms),
avicel, carboxymethylcellulose, xylan, laminarin, mannan, lichenan, PNPC, PNPG,
PNPX等，均有相當活性，頗符合日後在有機農業應用的目標，而 CBP (cellulose
binding protein)有強大纖維分解協力(synergistic)作用，更可提供為多種酵素之
ligand，故選為目標基因。利用三組 in-frame引子（圖二）分別 PCR出 engB, engD,
cbp片段，並以 BamHI, EcoRI切位殖入 pWSV1及 pWSV9中，分別成 pWSBB5,
pWSBD3, pWSBC4及 pWSBB95, pWSBD93, pWSBC94等。

經多次嘗試，最後引子設計為在 vector 利用 Sal I, EcoR I 限制脢切位，insert利
用 Nco I, EcoR I 限制脢切位，而在 adaptor部分則安排其上含有 Nco I, Sal I 之
切位。即 adaptor-I：5’ TCGACCATCACCATCACCATCACATCGAGGGAA
GGGC3’ a 37-mer DNA Oligonucleotide及 adaptor-II：5’CATGGCCTTCCCT



CGATGTGATGGTGATGGTGATGG3’ a 37-mer DNA Oligonucleotide所組成。在
adaptor設計中並包括一段 6xHis Tag 以便日後之純化使用，有一段 ile-glu-
gly-arg 之胺基酸片段，以便日後若融合蛋白質前端引導之酸胺基酸影響而失去
活性時, 便可利用 factor Xa 切除多餘之胺基酸片段。

如圖二所示，次選殖之步驟為將將純化之 pEB ( Sal I, Nco I )-5,690bps、pED ( Sal
I, Nco I )-5,907bps基因片段分別與 adaptor ( Sal I, Nco I )-37bps，以 1：100之莫
耳比進行接合反應，並轉型至 E. coli BL21 ( DE3 )中。在 LB+Ap plate上各挑選
16 個新轉形株，分別命名為 pEWB1~16, pEWD1~16，以快速篩選法 ( Quick
screening )並經電泳鑑定結果與預期無誤（圖三、四）。由於原 promoter已破壞，
此二過渡型轉型株並無纖維素水解酵素活性，此設計亦方便差別性選殖策略。

完整的枯草桿菌含纖維分解酵素單元基因表現質體 pWSB、pWSD之構築如圖五
所示。即先將己確定無誤的 pWEB、pWED 質體，各自以(EcoR I + Sal I)進行大
規模酵素切位，以 QIA quick Gel Extract Kit分別回收 pWEB(EcoR I + Sal I)-1967
bp、pWED(EcoR I + Sal I)-2236 bp片段；vector 部分，則以限制脢(EcoR I + Sal I)
大規模之切取，並以回收 pNC3(EcoR I + Sal I)-4213 bp片段。將 insert與 vector
莫耳比 3：1進行接合反應，並純化及濃縮 DNA後，轉型至 B. sutilis ( DB430 )，
以含 knanmycin 之 LB培養基篩選，所得之新的枯草桿菌表現質體分別命名為
pWSB1-7、pWSD1-3。此等新轉形菌株於 LB+CMC培養基上經剛果紅染色試驗，
挑選酵素活性最強者並以各種限制脢確認（圖六、七）後認定及保留。另分別以
破碎菌體及養液等在 LB+CMC培養基上以剛果紅染色試驗（圖八），顯示此新
構築設計前端之胺基酸並不影響酵素活性，且顯示多數酵素活性以分泌至胞外，
完全符合預期理想。

至於轉形後所含質體上之外來基因對宿主本身的生長影響，可由圖九之生長曲線
試驗顯示，並不明顯在酵素活性實測方面，EngB活性原先於 E. coli中未經 IPTG
誘導時，經繁複破碎菌體後，僅得菌體內每 16.3 unit/100 mL，經 IIPTG誘導後
為以 53.6 unit/100 mL。而在本年度試驗中所構築之 pSWB(DB430)，僅 100 mL
培養所得菌液，即已有為 55.3 unit。顯示本構築，將 EngB以枯草桿菌來表現，
在不需要誘導的情形下，在菌液中所得的酵素活性，己比以經 IPTG誘導之大腸
桿菌所得的酵素活性來的高，在應用上可節省誘導物 ITPG之花費，且可省去破
碎細胞之複雜步驟，更提高酵素純化之效率。

以桿菌屬細菌為主要成份之作物增產菌，已廣受重視。本計畫以所構築之菌種為
增產菌，並比較日本的「SAION-EM」系列，大陸的「益微」系列，美國的「Bio-System
MS」系列，及本土蒐集的微生物製劑為對象，分別進行增產效應、堆肥試製、
及有機栽培介質做為溫室與田間生長挹注知試驗(表 1-3)。以鳳山種小白菜為例
說明，以沙土及內含蛭石、真珠石、泥碳土之根基旺為栽培介質，以 128格育苗
盆（15 X 15, 30 X 30, 40, 22.5: 底面(mm), 表面(mm), 高度(mm), 體積(ml/格)及
0107 (600 mm X 310 mm X 35 mm)育苗盤為栽培容器。結果顯示未使用增產菌之
對照組平均株高株重分別為 167.9 mm及 9.35 gm；不同增產菌處理者之株高株重
分別在 191.2-225.4 mm及 10.80-14.56 gm之間。其中又以本土篩選及構築者者及
大陸的益微系列效果較好，可能與土壤微環境水土適應性有關。進一步分離鑑定
其中菌相及計算菌數，發現增產效果與實驗構築菌及 B. subtilis所佔比例量呈明
顯正相關，與 B. cereus, B. megaterium亦有相關性，與其他菌種包括酵母菌、乳
酸菌、光合成菌類等較無相關性，此等結果與前人研究相符也符合我們所預期。



計畫成果自評：符合預期進度與結果
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