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昆蟲纖維水解酵素生產及其於生質能源應用上的特性 

摘要 
纖維素是最豐富的再生能源之一！如何有效的將多醣組成的纖維素水解成單醣並加

以應用是生質能源發展上的一大難題。我們以真菌 Trichoderma reesei 纖維水解酵素作為

對照組，研究兩種新發現的昆蟲纖維水解酵素 CH1、CH2 與纖維素是否具有結合區位，

同時探討結合區位對不同纖維素的影響，並進行水解反應。蛋白質電泳實驗證實 T. reesei
纖維水解酵素確實能與纖維素結合。家蠶生產的 CH1、CH2 因體液未純化，改採西方墨

點法分析。參酌實際水解的結果得知：具結合區位的 CH1 較無結合區位的 CH2 水解效

率高。昆蟲纖維水解酵素(CH1、CH2)較商業用真菌酵素(T. reesei)水解效率高。本實驗使

用具東方特色的家蠶作為生產 CH1、CH2 的平台，除提高效率外，亦可作為台灣生技發

展領先全球的特色。 

壹、 研究動機 

學習基礎化學第四章【能源與生活】時，教材中提及許多生質能源的尖端科技，引

發我們探討生質能源的興趣。基礎化學第五章【醣類】、選修化學(下)第八章【天然聚合

物】教材中提到纖維素是地球上最豐富的再生能源之一。台灣每年產生許多農業廢棄物

如稻桿等，都是廉價的纖維來源。參考化學(下)第六章【反應速率】，提及反應物濃度、

酵素等因素會影響反應速率。因此聯想：纖維水解酵素可分解纖維素，形成單醣製造能

源，纖維水解酵素能否順利結合纖維素提高水解效率對能源的製程極為重要。因此針對

纖維水解酵素的結合區位進行研究，希望能儘速找出提升現有水解酵素使用效率的方法。 

貳、 研究目的 

一、藉家蠶生產 CH1、CH2 纖維水解酵素。 
二、藉 Trichoderma reesei 纖維水解酵素作為對照組，找出最佳結合條件。 
三、探討各種受質與 T. reesei 纖維水解酵素結合差異。 
四、探討各種受質對主要研究目標 CH1、CH2 結合差異。 
五、探討不同類型纖維水解酵素的加成作用，檢視實際水解成效。 
六、未來目標： 

(一)探討 CH1 序列的序進(deletion)，找出結合區位的序列。 
(二)探討該結合區位是否能作用於其他纖維水解酵素。 
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參、 研究設備及器材 

一、設備類 
Novodrop 分光光度計 離心機 vortex 

   
水浴機 shaker Hood 

  
 

SDS、 Western 套裝儀器 電極 冰桶 
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二、藥品類 
受質：Avicel、燕麥聚木醣、

樺木聚木醣等 
Buffer 原料：sodium aceate、

NaCl、NaHPO3 等 
Buffer 原料 2：Tris、Glycine 

   
SDS 膠片藥品：Acrylamine、

Temed 
毒性物質：甲醇、冰醋酸 實驗後 sample 

  
 

 
三、耗材類 

電動吸管 微量吸管 tips 

   



 4 

肆、 研究過程或方法 

  一、實驗背景介紹 
(一)生質能源 

再生能源的研究與發展受到全球關注，其推廣已成為國際能源政策的方向。再

生能源相對於石化燃料能源，其能量密度顯著偏低，以目前的科技水準仍無法達到

充分經濟效益。以美國及巴西為例，生質燃料的基材主要來自糧食，造成糧價大幅

變動。若我國可以發展出使用農業廢棄物生產生質能源的技術，必能取得能源及經

濟上極大的優勢。

 
(資料來源：王惠鈞，“台灣生質酒精研究之現況與展望”，「2007台日科技高峰論壇」，2007年9月13日。) 

比較以纖維素生產乙醇的各類製程，不同處在於關鍵技術水解製程，將多醣水

解為單醣是生質能源現今發展面臨最大的瓶頸。要提升酵素水解效率，除要用高活

性酵素外，加強酵素與纖維素之間的結合，破壞纖維素物質的晶體結構，才能有效

分解纖維素及半纖維素分子。 
(二)結合區位 

結合區位對酵素的功能來說是重要的，它可以離子鍵或凡得瓦力與受體產生緊

密結合。文獻中已知具有結合區位的酵素，其結合率和功效都較沒有結合區位的酵

素來得高。我們可藉由纖維素與 T. reesei 纖維水解酵素的結合，找出結合率最佳之

反應條件。利用蛋白質電泳(SDS PAGE)的結果，修正因物理性夾雜受質或因化學性

非專一結合而產生的結合率誤差，並且確認其結合成效與酵素特性。(此方法亦可應

用於分析未確知功能的纖維酵素。) 
(三)昆蟲纖維水解酵素 

商業用纖維水解酵素多由真菌或細菌提煉出來，高等生物內生纖維水解酵素的

發現卻少之又少。目前已有研究從昆蟲體內找出幾種纖維水解酵素，現行蛋白質資

料庫中搜尋不到類似的序列，無從推知構型及有無結合區位；找出昆蟲纖維水解酵

素的結合區位、序列及分析功能應為科學研究的重要里程碑。 
(四)家蠶生產平台 

蛋白質的生產傳統上是採細胞培養(大白鼠或大腸桿菌等模式生物)的方法，所

有過程都以無菌操作，生產價格高昂。若以桿狀病毒(寄主多為蛾蝶類幼蟲)感染家

蠶大量生產基因工程蛋白質，好處有價格低廉、安全、量大等。 
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(五) T. reesei 纖維水解酵素 
纖維水解酵素(cellulase)是一種可水解多醣的酵素，大約可分為五類，其中內切

型纖維酵素(Endo-cellulase)，可將多條纖維素支鏈切開；外切型纖維酵素

(Exo-cellulase)可自末端切下雙醣；β-纖維酵素(β-glucosidase)可將雙醣水解為單

醣。除此之外，纖維酵素還可依受質種類分為 Avicelase、xylanase 等。 

 
(資料來源：維基百科 http://en.wikipedia.org/wiki/Cellulase) 

由 Novoenzyme 公司出產的 T. reesei 纖維水解酵素包含多種纖維酵素，水解效

果極強，多用於酒精生質能源。其成分確實比例未知，但所有成份皆具有結合區位

(Binding Domain)。 
(六)酵素的加成作用 

           家蠶生產平台生產之 CH1、CH2，我們將纖維水解酵素實際應用，研究水解效

率與結合率是否正相關，並探討 CH1、CH2 與家蠶生產的 IA、IIA 外切型酵素，藉

由是否添加 Novozymes 公司生產的雙醣酵素 NOVO-188，探討酵素是否具加成作用。 
 二、研究方法 

         (一)第一部分：以家蠶生產 CH1、CH2 纖維水解酵素 
1. 將天牛基因組中，CH1 及 CH2 的 DNA 片段以生物複製技術(cloning)複製 
2. 將該段 DNA 進行聚合酶連鎖反應(PCR)，並轉殖進入質體 
3. 與大腸桿菌(E. coli)進行共轉染，培養並挑出成功轉染者 
4. 以限制酶切下並進行 DNA 電泳確認為目標基因 
5. 抽出質體，再次分離目標基因 
6. 共轉染進入桿狀病毒載體，感染昆蟲細胞，挑出成功感染者 
7. 抽取菌液並注射進入家蠶體內，約 3～5 天即可抽取蠶液使用 

       (二)第二部分：測定 T. reesei 纖維水解酵素對各受質最佳結合條件 
1.將受質與 T. reesei 纖維水解酵素加入醋酸鈉溶劑中 
2.放置不同溫度及反應時間後以 13000rpm 離心兩分鐘，吸取上清液 10ul 
3.加入 10ul 蛋白質染劑 (coomassie blue)，以分光光度計 Novo drop 測定 coomassie  

blue 於 595nm 的吸光值 



 6 

 (三)第三部分：進行 SDS-PAGE，可看出各受質對 T. reesei 纖維水解酵素之結合表現 
1.將受質與 T. reesei 纖維水解酵素加入醋酸鈉溶劑中。 
2.於 4 oC 靜置反應 24hr 

3.以醋酸鈉 沖洗結合物 
4.以 0.5M NaCl 醋酸鈉 沖洗結合物 
5.將結合前 T. reesei 纖維水解酵素、未與受質結合之 T. reesei 纖維水解酵素(上清液)、 

以醋酸鈉沖提物、0.5M NaCl 醋酸鈉沖提物、與受質結合之 T. reesei 纖維水解酵素，

取出進行 SDS-PAGE。 
6.以 coomassie blue 進行染色及退染。 
7.比較電泳結果。 

  (四)第四部分：進行 CH1、CH2 纖維水解酵素的西方墨點法 
1. 將受質與 CH1、CH2 纖維水解酵素加入醋酸鈉溶劑中。 
2.於 4 oC 靜置反應 24hr 

3.以醋酸鈉 沖洗結合物 
4.以 0.5M NaCl 醋酸鈉 沖洗結合物 
5.將結合前 CH1、CH2、未與受質結合之 CH1、CH2 (上清液)、以醋酸鈉沖提物、0.5M 

NaCl 醋酸鈉沖提物、與受質結合之 CH1、CH2、無 CH1、CH2 之對照組(mock)，
取出進行 SDS-PAGE。 

6.將 SDS-PAGE 繼續進行 western。 
7.比較 western 結果。 
註：由於 CH1、CH2 之生產平台為家蠶，故實驗所用之酵素混有家蠶體液，若僅以

SDS-PAGE 分析恐效果不彰；且該 CH1、CH2 具有事先插入其序列的抗原，故

改採西方墨點法。 
(五)第五部分：進行不同類型纖維水解酵素的加成作用，檢視實際水解效果 

    1.將受質與 CH1、CH2 加入醋酸鈉溶劑中。 
2.分別加入外切型酵素(IA、IIA)以及雙醣酵素(Novo 188) 
3.於 4 oC 靜置反應 24hr 
4.離心處理後，取 100uL 上清液 
5.加入等體積(100uL)的 3,5-二硝基水楊酸(DNS)100uL，於 95℃煮 10 分鐘 
6.使用酵素免疫分析儀(Dunateck UK7000)測於波長 540nm 時的吸光值 
7.利用吸光值換算為水解率 

(六)第六部分：進行 CH1 序列的序進 
 1.根據 CH1 序列設計引子(primer)、加上抗原 
 2.進行聚合酶連鎖反應(PCR) 
 3.將該 DNA 片段以大腸桿菌質體為載體，在大腸桿菌內進行表現。 
 4.打破大腸桿菌，得到含有 CH1 的菌液。 

  5.同(三)1~6 步驟。 
6.比較結果，鎖定一區域為結合區位。 

(七)第七部份：確定該結合區位是否能作用於其他纖維水解酵素上 
 1.根據該結合區位設計引子(primer)、加上抗原，製作： 

                     (1) CH1 接上一個結合區位(共二個) 
(2)無結合區位 CH2 接上一個結合區位 
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(3)取 T. reesei 纖維水解酵素中屬於外切型纖維酵素的 IA、IIA 接上該結合區位。 
2.進行聚合酶連鎖反應(PCR) 
3.將該 DNA 片段以大腸桿菌質體為載體，在大腸桿菌內進行表現。 
4.打破大腸桿菌，得到含有纖維水解酵素的菌液。 
5.同(三)1~6 步驟。受質使用水溶性的 DNS 及 CMC。 
6.比較結果，分析是否接上結合使其結合能力增加。 

三、研究方法原理 
  (一)離心 

以 13000rpm 離心兩分鐘使受質及與之結合的酵素分離至下層，未結合之酵素留

於上清液中。 
   (二)以 coomassie blue 測定蛋白質濃度 

coomassie blue 在酸性條件下呈茶色，中性條件下呈藍色。coomassie blue 可和

蛋白質中的精胺酸、色胺酸、酪胺酸、組胺酸和苯丙胺酸結合。蛋白質會提供

coomassie blue 較為中性的環境，故當 coomassie blue 吸附至胺基酸上，會呈現藍色。

所以藍色的呈色強度與樣本中的蛋白質量成正比。 

 
  (三)SDS-PAGE 

以電場作為蛋白質移動的動力，將蛋白質在 SDS-PAGE 下進行分離。比照標準

品蛋白質於膠體上之移動距離作成標準曲線，計算蛋白質的分子量，利用前人研究

資料判讀分離出的酵素成份。利用 SDS 使蛋白質帶有均勻負電，在 5%的集膠(pH 6.5)
中聚集濃縮後，在 5%~8%的酸-鹼界面層中會產生聚焦現象(stacking)，並在 8%的

SDS-PAGE 膠體(pH 8)中依分子量大小進行分離。 
   (四)西方墨點法(Western) 

Western 採用聚丙烯醯胺凝膠電泳(SDS-PAGE)。經過 PAGE 分離的蛋白質樣品，

轉移到固相載體（硝酸纖維素薄膜）上，固相載體以非共價鍵形式吸附蛋白質，保

持電泳分離的多肽類型及生物活性不變。以固相載體上的多肽作為抗原，與對應的

抗體起免疫反應，再與同位素標記的第二抗體起反應，經過放射自顯影顯像可檢測

目的基因表達的蛋白成分。 
   (五)DNS 還原醣測定 

       樣品中的還原醣，也就是水解過後的醣類，和 DNS 試劑在鹼性(氫氧化鈉)、高

溫(95℃)的環境反應會吸收 590nm 的光。一定範圍內，吸收強度和還原醣的濃度成

比例，可用吸光值繪製檢量線來定量試樣中還原醣的含量。 
  (六)聚合酶連鎖反應(PCR) 

PCR 用於擴增一小段已知的 DNA 片斷，可能是單個基因，或是某基因的一部

分。PCR 反應由 20 到 35 個循環組成，每個循環包括以下 3 個步驟：利用高溫(93-98 )℃

使雙鏈 DNA 分離。高溫將連接兩條 DNA 鏈的氫鍵打斷。DNA 雙鏈分離後，降低

溫度使引子結合於單鏈 DNA 上。最後，DNA 聚合酶由降溫時結合上的引子開始沿

著 DNA 合成互補鏈。反應時間決定於聚合酶及需要合成的 DNA 片斷長度。 
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伍、 研究結果 

一、 第一部分：以家蠶生產 CH1、CH2 纖維水解酵素             

   

   

 昆蟲基因組 目標基因 

PCR大量複製 

基因 

 

 

進行DNA電泳 

確定為CH1 

 

昆蟲細胞 

將病毒液注入家

蠶體內，約3天後

抽取家蠶體液。 

 

培養Ｅ. Coli 

挑出成功轉染者 

抽出質體，再次

分離基因 
基因 

 共轉染進入病

毒載體 

基因片段與病

毒載體共轉染

進入大腸桿菌

感染昆蟲細胞，挑

出成功感染者 
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    二、第二部分：以 T. reesei 纖維水解酵素作為對照組，找出最佳結合條件 

 
 (一)以小牛血清蛋白(BSA)測定濃度與吸光值 

 

 

實驗(一)：以小牛血清蛋白(BSA)確認蛋白質濃度，藉由蛋白質染劑 coomassie blue
的吸光值測定出。 

實驗(二)：使用 BSA 與受質 Avicel 反應，反應前後濃度差距在機器的誤差值之內，

可作為結合率相關實驗的負控制組。 
實驗(三)：使用 T. reesei 纖維水解酵素與各受質在不同條件下反應，測定結合率。

實驗(四)：用受質濃度當做操縱變因，測定 T. reesei 纖維水解酵素與受質結合率。

結論：4 oC、反應 24hr 為最佳結合條件。 

說明：由圖可知蛋白質濃度和吸光值成正比，

可藉此推算未知濃度蛋白之濃度。 
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(二) 以 Avicel 測定 BSA 與 1,4glucan 結合率 
1.將 0.15mg/mL BSA (溶劑：醋酸鈉 ,pH=4)加入 50mg Avicel 
2.於 25 oC 反應 3hr、4 oC 反應 3hr、4 oC 反應 24hr 

3.結果： 

 
(三)以不同受質(50mg/mL)測定 T. reesei 纖維水解酵素與其之結合率 

 1.Avicel 

 
反應條件 4℃ 3hr 4℃ 24hr 25℃ 3hr 
結合率 15% 43% 20% 
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  2.樺木聚木醣(xylan) 
註：樺木聚木醣在溶劑中會釋出色素，我們另外做背景值的討論並探討受質濃度

是否影響反應結果。 
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反應條件 4℃ 3hr 4℃ 24hr 25℃ 3hr 
結合率 5% 17% 2% 

 
反應條件 4℃ 3hr 4℃ 24hr 25℃ 3hr 
結合率 12% 9% 0% 
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以濾紙測定Trichoderma reesi 與1,4 glucose、xylan 結合率

0

0.05

0.1

0.15
1m

m
 A

bs
or

ba
nc

e

第一次測量

第二次測量

第三次測量

平均值

第一次測量 0.132 0.111 0.105 0.028

第二次測量 0.129 0.11 0.105 0.028

第三次測量 0.135 0.115 0.093 0.03

平均值 0.132 0.112 0.101 0.029

未反應 4℃ 3hr 25℃ 3hr  4℃ 24hr

 
反應條件 4℃ 3hr 4℃ 24hr 25℃ 3hr 
結合率 15% *13% 23% 

 
反應條件 4℃ 3hr 4℃ 24hr 25℃ 3hr 
結合率 4% 44% 22% 
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(四)、以不同受質濃度(5mg/mL、10mg/mL)測定 T. reesei 纖維水解酵素與受質之結合率。 
     註：由於 25℃的溫度對於低濃度受質反應會過快，故不使用此條件。 

1.Avicel 

 
反應條件 4℃ 3hr 4℃ 24hr 25℃ 3hr 

5mg/mL 2% 27%  
結合率 

10mg/mL 1% 12%  

 
2.樺木聚木醣 

不同濃度的樺木xylan 對Trichoderma reesi 的結合率

0

0.05

0.1

0.15

1m
m

 A
bs

or
ba

nc
e

第一次測定

第二次測定

第三次測定

平均值

第一次測定 0.097 0.095 0.087 0.09 0.081

第二次測定 0.103 0.093 0.088 0.089 0.086

第三次測定 0.104 0.091 0.092 0.096 0.089

平均值 0.101 0.093 0.089 0.092 0.085

未反應  5mg 4℃ 3hr  5mg 4℃ 24hr  10mg 4℃ 3hr  10mg 4℃ 24hr

 
反應條件 4℃ 3hr 4℃ 24hr 25℃ 3hr 

5mg/mL 5% 5%  
結合率 

10mg/mL 7% 11%  
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3.燕麥聚木醣 

 
反應條件 4℃ 3hr 4℃ 24hr 25℃ 3hr 

5mg/mL 10% 11%  
結合率 

10mg/mL 11% 13%  

4.稻桿粉末 

不同濃度稻桿粉末對Trichoderma reesei的結合率

0.05

0.1

0.15

1m
m

 A
bs

or
ba

nc
e

第一次測定

第二次測定

第三次測定

平均值

第一次測定 0.097 0.096 0.096 0.091 0.093

第二次測定 0.103 0.091 0.096 0.096 0.097

第三次測定 0.104 0.103 0.099 0.098 0.096

平均值 0.101 0.097 0.097 0.095 0.095

未反應
 5mg 4 ℃

3hr
 5mg 4℃24hr  10mg 4℃3hr

 10mg 4℃

24hr
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第二部份整理 
1.條件：25℃下反應 3hr 

Trichoderma reesi纖維水解酵素與各固態纖維酵素

(50mg/ml)於25℃下，3hr之結合率

Avicel, 19%

 樺木xylan, 2%  燕麥xylan, 0%

 稻桿粉末, 31%
 濾紙, 23%

0%
10%
20%
30%
40%

Avicel  樺木xylan  燕麥xylan  稻桿粉末  濾紙

三次測定平均值

 
2.條件：4℃下反應 3hr 

Trichoderma reesi纖維水解酵素與各固態纖維酵素

(50mg/ml)於4℃下，3hr之結合率

Avicel, 17%
 樺木xylan, 9%  燕麥xylan, 12%

 稻桿粉末, 4%  濾紙, 8%

0%
10%
20%
30%
40%

Avicel  樺木xylan  燕麥xylan  稻桿粉末  濾紙

三次測定平均值
 

Trichoderma reesi纖維水解酵素與各固態纖維酵素

(10mg/ml)於4℃下，3hr之結合率

Avicel, 2%  樺木xylan, 5%
 燕麥xylan, 10%  稻桿粉末, 8%  濾紙, 5%

0%
10%
20%
30%
40%

Avicel  樺木xylan  燕麥xylan  稻桿粉末  濾紙

三次測定平均值

 
Trichoderma reesi纖維水解酵素與各固態纖維酵素

(5mg/ml)於4℃下，3hr之結合率

Avicel, 1%
 樺木xylan, 8%  燕麥xylan, 11%

 稻桿粉末, 4%  濾紙, 3%

0%
10%
20%
30%
40%

Avicel  樺木xylan  燕麥xylan  稻桿粉末  濾紙

三次測定平均值
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3. 條件：4℃下反應 24hr 

Trichoderma reesi纖維水解酵素與各固態纖維酵素

(50mg/ml)於4℃下，24hr之結合率

Avicel, 43%

 樺木xylan, 16%  燕麥xylan, 11%

 稻桿粉末, 40%

 濾紙, 13%

0%
10%
20%
30%
40%
50%

Avicel  樺木xylan  燕麥xylan  稻桿粉末  濾紙

三次測定平均值

 
Trichoderma reesi纖維水解酵素與各固態纖維酵素

(10mg/ml)於4℃下，24hr之結合率

Avicel, 7%
 樺木xylan, 16%

 燕麥xylan, 11%
 稻桿粉末, 6%

 濾紙, 21%

0%
10%
20%
30%
40%

Avicel  樺木xylan  燕麥xylan  稻桿粉末  濾紙

三次測定平均值

 
Trichoderma reesi纖維水解酵素與各固態纖維酵素

(5mg/ml)於4℃下，24hr之結合率

Avicel, 2%
 樺木xylan, 12%  燕麥xylan, 13%

 稻桿粉末, 4%
 濾紙, 12%

0%
10%
20%
30%
40%

Avicel  樺木xylan  燕麥xylan  稻桿粉末  濾紙

三次測定平均值
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二、 第三部分：進行 SDS-PAGE 分析

 
(一) T. reesei 纖維水解酵素各成份名稱及大小 

70
55
40

35

25

17

KD
CBHI(66KD)
EGI(60KD)
CBHII(57KD)
EGII(53KD)

EGIII(28KD)
XYLI(36KD)
XYLII(40KD)

 
(二) T. reesei 纖維水解酵素與 Avicel 50mg/mL、5mg/mL 反應並進行 SDS-PAGE 

  
 

Avicel 50mg/mL Avicel 5mg/mL 

實驗(一)：T. reesei 纖維水解酵素進行進行 SDS-PAGE 分析後的圖像，左鏈為標準品

(marker)，顯示出蛋白質大小(單位：KD) ，其七種內容物依大小區分開。 
實驗(二)至(五)：T. reesei 纖維水解酵素與不同受質進行 SDS-PAGE 之分析。直行由左而右

分別為：標準品(marker)、結合前 T. reesei 纖維水解酵素、未與受質結合

之 T. reesei 纖維水解酵素(上清液)、醋酸鈉沖提物、0.5M NaCl 醋酸鈉沖

提物、使用結合區位與受質專一性結合之 T. reesei 纖維水解酵素。 
說明：○1 以醋酸鈉沖提主要目的是沖洗出因物理性夾雜而被離心至下層的 T. reesei 纖維水

解酵素。以 0.5M NaCl 醋酸鈉沖提則可去除因離子鍵與受質產生非專一性結合的

T. reesei 纖維水解酵素。 
○2 實驗(二)可判讀出 T. reesei 纖維水解酵素與 Avicel 的主要結合是位於 70kb 附近的

EGI、CBHII。可與第一部分的結合率互相印證。 

○3 濃度 50mg/mL 結合效果大於濃度 5mg/mL。其餘資料可類推出大略結合率與結合

酵素。 
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(三) T. reesei 纖維水解酵素與燕麥聚木醣 50mg/mL、5mg/mL 反應並進行 SDS-PAGE 

  
燕麥聚木醣 50mg/mL 燕麥聚木醣 5mg/mL 

(四) T. reesei 纖維水解酵素與樺木聚木醣 50mg/mL、5mg/mL 反應並進行 SDS-PAGE 

  

樺木聚木醣 50mg/mL 樺木聚木醣 5 mg/mL 
(五) T. reesei 纖維水解酵素與稻桿粉末 50mg/mL、5mg/mL 反應並進行 SDS-PAGE 

  

稻桿粉末 50mg/mL 稻桿粉末 5 mg/mL 
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四、第四部分：進行昆蟲纖維水解酵素的西方墨點法(western blot)          

   
(一) 以家蠶生產平台生產 CH1 與 Avicel 50mg/mL、5mg/mL 反應並進行西方墨點法 

  
Avicel 50mg/mL Avicel 5mg/mL 

(二)以家蠶生產平台生產 CH1 與燕麥聚木醣 50mg/mL、5mg/mL 反應並進行西方墨點法 

  
燕麥聚木醣 50mg/mL 燕麥聚木醣 5mg/mL 

說明：樣品處理法同第三部份 SDS-PAGE 分析， 直行由左至右為：結合昆蟲纖維水解酵

素、標準品(marker)、未與受質結合之昆蟲纖維水解酵素 (上清液)、以醋酸鈉沖

提物、0.5M NaCl 醋酸鈉沖提物、與受質結合之昆蟲纖維水解酵素、普通家蠶體

液(mock)。 
實驗(一)至(三)：CH1 與不同受質結合後進行西方墨點法分析的結果，可以看出 CH1 對

樺木聚木醣的結合效果較好。 
實驗(四)：CH2 與 Avicel 進行西方墨點法分析結果，可推論 CH2 與受質結合率不高。 
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(三)以家蠶生產平台生產 CH1 與樺木聚木醣 50mg/mL、5mg/mL 反應並進行西方墨點法 

  

樺木聚木醣 50mg/mL 樺木聚木醣 5mg/mL 
(四) 以家蠶生產平台生產 CH2 與 Avicel 50mg/mL 反應並進行西方墨點法 

 

Avicel50mg/mL 
五、第五部分：進行不同類型纖維水解酵素的加成作用，檢視實際水解效果

  
(一)取 CH1、CH2 20uL 與 Avicel 10mg/mL，各別加入 IA、IIA 並加入 Novo188 比較之 

 1.不加入 Novo188 
Endo        Exo 無 IA IIA 

CH1 1.32% 0.73% 0.75% 
CH2 1.19% 0.7% 0.63% 

T.reesei 10.86%   

實驗(一)：使用 Avicel 為受質，加入 CH1、CH2 與外切型酵素 IA、IIA，討論雙醣酵

素 Novo188 添加與否對反應的影響。加入雙醣酵素者，效果比未加入者佳。 
說明：與 T.reesei 比較發現同體積酵素 T.reesei 的效果約為 CH1、CH2 的十倍，但

CH1、CH2 未經純化，濃度約 0.7mg/L、0.5mg/L，與濃度 60mg/L 的 T.reesei
須再經濃度換算，換算結果如實驗(二)。 
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           2.加入 Novo188 
Endo       Exo+β Novo188 IA+Novo188 IIA+Novo188 

CH1 2% 5.58% 1.28% 
CH2 1.88% 0.95% 0.83% 

(二) CH1、CH2 與 Novo188 各 20uL 與 Avicel 10mg/mL，各別加入 IA、IIA，並依纖維

水解酵素濃度換算，每 1mg 纖維水解酵素水解後還原醣之含量 

Avicel

1.29

11

23.28

9.04

65.64

15.67

25

0 10 20 30 40 50 60 70

T.r

CH2

CH1

+Novo188
IA+Novo188
IIA+Novo188
T.r

 

(三) CH1、CH2 與 Novo188 各 20uL 與燕麥聚木醣 10mg/mL，各別加入 IA、IIA，並依

纖維水解酵素濃度換算，每 1mg 纖維水解酵素水解後還原醣之含量 

燕麥聚木醣

1.56

77.46

100.9

47.24

74.82

32.25

57.25

0 20 40 60 80 100 120

T.r

CH2

CH1

+Novo188
IA+Novo188
IIA+Novo188
T.r
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(四) CH1、CH2 與 Novo188 各 20uL 與樺木聚木醣 10mg/mL，各別加入 IA、IIA，並依

纖維水解酵素濃度換算後，每 1mg 纖維水解酵素水解後還原醣之含量 

樺木聚木醣

1.71

161.74

215.1

103.24

143.88

73.17

182.75

0 50 100 150 200 250

T.r

CH2

CH1

+Novo188
IA+Novo188
IIA+Novo188
T.r

 
(五) CH1、CH2 與 Novo188 各 20uL 與稻桿粉末 10mg/mL，各別加入 IA、IIA，並依纖

維水解酵素濃度換算後，每 1mg 纖維水解酵素水解後還原醣之含量 

稻桿粉末

0

0

12.9

2.86

3.52

15.5

28.38

0 5 10 15 20 25 30

T.r

CH2

CH1

+Novo188
IA+Novo188
IIA+Novo188
T.r
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陸、 討論 

一、第二部分：尋找最佳反應條件 
1. 實驗(一)：蛋白質濃度和吸光值成正比，可推算未知濃度蛋白之濃度。BSA 不會

與 Avicel 產生結合，可作為負控制組。 
2. 樺木 xylan 50mg 溶於溶液中會產生色素染色，影響機器判讀蛋白濃度，推測可能

為受質濃度太高所致。製作飽和曲線，發現 10mg 以下色素不影響判讀，故改採

5mg、10mg 重新試驗。 
3. 實驗(三)：T. reesei 纖維水解酵素對不同受質的結合率不同。4℃和 25℃對反應結

果影響不大，但時間較長者結合率較高。推測可能是溫度高活性大，但是水解同

時進行，故結合率偏低；低溫時活性小但水解不易進行，結合率較高。 
4. 實驗(四)：濃度越高，結合率亦會提高，但不成比例。隨固態纖維素種類不同，

濃度影響亦不同。 
5. 進行濾紙 50mg/mL 實驗時，發現濾紙易重疊，造成受質表面積不同，反應結果

差異大，因此不進行濾紙相關反應。 
6. 實驗(四)：固態纖維素與 T. reesei 纖維水解酵素結合率最高為在 4℃，反應 24 小

時。 
7. T. reesei 纖維水解酵素為混合酵素，利用此條件下纖維酵素對固態纖維素的結合差

異，藉以分離出適合各受質的理想酵素，進行純化、濃縮以提高水解效率。 
二、第三部分：蛋白質電泳分析 

1. 蛋白質電泳實驗可推知 T. reesei 纖維水解酵素中何種成分與受質結合。 
2. 10mg/mL 與 5mg/mL 差異性不大，故 SDS-PAGE 優先進行 5mg/mL 的實驗。 
3. 蛋白質電泳分析與第二部份數據結果一致。 
4. Avicel 對 T. reesei 纖維水解酵素的結合最佳，燕麥聚木醣次之，樺木聚木醣最差。

推測與支鏈多寡、結構強弱有關，未來將尋找相關資料並設計實驗驗證。 
三、第四部分：西方墨點法 

1.家蠶生產平台生產的 CH1，因為在家蠶體液中尚未純化，故電泳分析效果不彰；

且 CH1 含有事先插入的抗原，可進行西方墨點法。 
2.由西方墨點法推知各受質與 CH1 確有結合，並可約略推知結合比率。 
3.樺木聚木醣對 CH1 的結合最佳，Avicel、燕麥聚木醣次之。 
4. CH1 與 T. reesei 纖維水解酵素最佳結合率相近，推論 CH1 具有結合區位。未來發

展或可二者互相補強，大量生產並商業化。 
四、第五部分：酵素的加成作用 

1.實驗(一)得知 Novo188 與 CH1、CH2 有明顯的加成作用，但 IA、IIA 則沒有。 
2.由於 T. reesei 纖維水解酵素經商業化濃縮，濃度較高(60mg/L)，家蠶生產的 CH1、

CH2 於低濃度(0.3～0.7ug/mL)即可有效水解纖維素。兩者經濃度換算後，CH1 最

高水解效率約 130 倍於 T. reesei 纖維水解酵素，CH2 也有約 95 倍(樺木聚木醣)。 
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柒、 結論 

一、家蠶生產平台確實可生產出昆蟲纖維水解酵素。 
二、固態纖維素與 T. reesei 纖維水解酵素結合率最高為在 4℃，反應 24 小時。 
三、 T. reesei 纖維水解酵素為混合酵素，利用此條件下纖維酵素對固態纖維素的結合差

異，藉以分離出適合各受質的理想酵素，進行純化、濃縮以提高水解效率。 
四、蛋白質電泳實驗可推知 T. reesei 纖維水解酵素中何種成分與受質結合。 
五、Avicel 對 T. reesei 纖維水解酵素的結合最佳，燕麥聚木醣次之，樺木聚木醣最差。 
六、樺木聚木醣對 CH1 的結合最佳，Avicel、燕麥聚木醣次之。 
七、CH1 與 T. reesei 纖維水解酵素最佳結合率相近，推定 CH1 具有結合區位。 
八、具結合區位的 CH1 較無結合區位的 CH2 水解能力佳。 
九、昆蟲內生纖維水解酵素(CH1、CH2)較真菌萃取酵素(T.reesei)水解效果佳。 
十、有加入 Novo188 較未加入水解效果佳，可見雙醣酵素與昆蟲內生纖維水解酵素共同

反應時有加成作用；但在外切型酵素上(IA、IIA)卻沒有明顯的加成作用。 
十一、未來目標： 

1.進行 CH1 序列的序進(deletion)，找出結合區位的序列。 
2.確定該結合區位是否能作用於其他纖維水解酵素上。 
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【評語】040808 

本研究運用家蠶為生產平台，高效生產具強力水解效力之昆

蟲纖維水解酵素，在研究過程確實應用科技知識，完成系列

實驗結果；該纖維水解酵素等並具發展成產品、運用在生質

能源產業的潛力。 
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