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摘 要 

  蛋白質帶有血質（heme）且能與氧分子行可逆結合者，稱之為血紅素。血紅素廣泛地分佈

於細菌、原生生物、真菌、植物與動物中。第一個被發現的細菌性血紅素為 Vitreoscilla hemoglobin

（VHb），當好氧性細菌 Vitreoscilla 處於極低的溶氧環境下時，它本身會合成出 VHb，幫助自

己適應氧氣不足的環境而能存活，並且能夠繼續地生長。一般而言，在進行微生物高密度細胞

發酵培養時，經常會發生這種氧氣不足的情形。因此，基於 VHb 這種特性，研究人員利用基因

工程技術，將 VHb 於各種宿主細胞中表現，其結果通常會加快細胞生長速率，增加細胞密度，

提高蛋白質與代謝物產量，加快氧化代謝能力，提高生物降解能力等。這些 VHb 的效應與應用，

我們稱之為細菌血紅素工技（VHb technology）。本文將就 VHb 的特性、目前的應用與作用機

制等作介紹。 
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ABSTRACT 
     Hemoglobin, defined as heme proteins that bind oxygen reversibly, is widely distributed in 

nature, being found in all groups of organisms including prokaryotes, protozoa, fungi, plants and 

animals.  The first bacterial hemoglobin to be discovered was Vitreoscilla hemoglobin (VHb).  

When the obligate aerobic, gram-negative bacterium Vitreoscilla is in an oxygen-limited environment, 

it synthesizes elevated quantities of VHb to adapt itself to the hypoxic condition and grow 

continuously.  Oxygen limitation is a typical problem in large-scale high-density cultivations of 

cells.  On the basis of the characteristics of VHb, researchers therefore use genetic-engineering 

technology to express VHb in various host cells.  Examples of the beneficial effects of VHb 

technology include increasing the specific growth rate, final cell density, production of proteins and 

metabolites, oxidative metabolism, and bioremediation of toxic compounds.  In this article, the 

characterization, current applications, and mechanisms of VHb will be introduced. 

Key Words: Vitreoscilla hemoglobin (VHb), VHb technology 
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圖 2. Fe++ 加入吡咯紫質 IX 而產生血質 

 

  微生物血紅素依其蛋白質結構可分為三類，第一類是只

含有一個血質部份（domain），如 Vitreoscilla sp. 與 Nostoc 

commune 之血紅素 [48] 。第二類是黃素血紅素，除了血質

部份外還有另一黃素（flavin）部份存在，它會與 FAD 結合

而具有 NAD(P)H 氧化酶活性，如 Escherichia coli、Erwinia 

chrysanthemi 、 Alcaligenes eutrophus 、 Vibrio 

parahaemolyticus、Bacillus subtilis 之血紅素 [40]。第三類是

截短（truncated）血紅素，它通常比一般血紅素短少了 20~40

個胺基酸，其鐵離子具有六個配位基而對氧呈現高親和力

[63]。 

  然而在這些微生物血紅素中，以 Vitreoscilla hemoglobin

（vgb/VHb）最被廣泛地研究。Vitreoscilla sp. 是一株極度

好氧、具菌絲性的革蘭氏陰性菌，但卻喜歡生長在氧氣不足

（hypoxic）的環境中，例如不流動的池塘與腐爛的蔬菜、

植物上。它有一套特殊機制去適應氧氣不足的環境，進而存

活與生長，也就是面臨到極低的溶氧環境時，Vitreoscilla 細

胞會合成出 VHb。 

  在培養 Vitreoscilla 時，當培養液的溶氧濃度降低到微氧

程度時，細胞內 VHb 的濃度便會增加兩個級數，達到每克

濕菌重約 50 nmol [3]，這種 VHb 大量的表現應是由一個氧

氣敏感性啟動子所調控，後來經由報導基因（reporter gene）

CAT （ chloramphenicol acetyltransferase ） 、 xylE

（catechol-2,3-dioxygenase）與 vgb 啟動子融合後之轉錄實

驗，證實了此一推論 [14, 30] 。此外，FNR（fumarate nitrate 

reductase regulator）和 CRP（cyclic AMP receptor protein）

也會參與 vgb 啟動子的調控 [34, 52]。當 Vitreoscilla 所處之

生長環境從 20% 的溶氧飽和度降到 2-5% 時，vgb 啟動子

便被高度啟動，呈現最高的誘導表現量，這種在低溶氧啟動

了 vgb 啟動子表現的情形，在重組 E. coli 中亦是如此 [14, 

30]。於微氧環境下，細胞內表現出大量的 VHb 被認為是能

表 1. 不同來源血紅素的功能與調控呈現多樣性 [20] 

Class Exemplary genus Hemoglobin Regulation Function (demonatrated and proposed) 
Vertebrate Homo HbA Hypoxia-induced increase in 

production of erythropoietin, 
which stimulates proliferation 
and differentiation of erythroid 
precursors, the progeny of 
which express Hb at a high 
level 

Oxygen transport between tissues 
 

Plant Glycine Lb Nodulin-specific increase in 
transcription 

May sequester oxygen away from 
nitrogenase 

May transport oxygen to electron 
transport chain in nodule 

Plant Glycine Nonsymbiotic Hb Induced by hypoxia? Intracellular oxygen movement 
Alga Chlamydomonas LI637 Hb Light-inducible expression in 

chloroplast 
Oxygen bound to LI637 Hb can be 

reduced. It may serve to accept 
electrons, sequester oxygen or deliver 
oxygen inside the organelle 

Fungi Saccharomyces YHB (a flavo- 
hemoglobin) 

Induced by high levels of oxygen 
or reactive oxygen species, or 
by blocking electron transport

Repressed by hypoxia  
Induction is mediated by the 

transcription factors HAP1 and 
HAP2/3/4 

Can transfer electrons from NADPH to 
heme iron 

May serve to protect from oxidative 
stress 

Bacteria Alcaligenes FHP (a flavo- 
hemoglobin) 

Induced anaerobically  
Promoter contains a potential 

binding site for NarL and FNR

Proposed electron transfer 
Possible role in anaerobic metabolism, 

perhaps gas metabolism during 
denitrification 

Bacteria Vitreoscilla Hb Induced by hypoxia  
Promoter contains binding sites 

for FNR 

Can serve as terminal electron acceptor 
during respiration 

May scavenge oxygen 
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從環境中吸附氧分子，並且幫助傳遞氧氣到細胞膜上之呼吸

鏈，讓此極度好氧菌能夠存活。 

  Vitreoscilla globin gene（vgb, 441 bp）[28] 已被分離且

定序，在 Vitreoscilla 染色體上只有一個樣模數（copy），經

基因轉錄與轉譯而產生蛋白質 VHb。VHb 蛋白質有兩個相

同的次單元體所組成，每個次單元 15,775 kDa [54]，其結構

與動、植物血紅素相似，而其三級結構也被解開。VHb 與

一氧化碳的結合是屬於高協和性（high cooperativity），而希

爾係數（Hill coefficient）nH ≈2，然而，VHb 與氧結合之希

爾係數卻尚未得知。VHb 含有血質 IX，可與氧可逆地結合，

對氧的親和力與 E. coli 的細胞色素 d 相當 [44]。VHb 與一

氧化碳的結合會讓血質還原，吸收圖譜在 Soret 區域，這與

細胞色素 o 相似，波峰出現在 419nm，而波谷在 437nm [57]，

如圖 3 所示。 

 

三、VHb 之應用 

  基因重組改良後之質體經轉殖作用進入宿主細胞後，此

一重組細胞菌株通常會呈現出細胞生長不佳的問題，這生長

不佳的原因主要是來自於質體複製與目標蛋白質表現時所

需要額外的能量負擔，而使得重組細胞生長地較不好，因

此，基因重組細胞菌株對氧氣的需求較高 [6, 33]。此外，

在進行好氧性細胞培養時，如何維持培養液中的溶氧濃度在

細胞生長與蛋白質表現需求之上，是一個重要的問題，而這

個問題在進行高密度細胞培養時更為重要 [35]。另外，有

研究人員利用代謝工程方法嘗試去增進細胞的生長與蛋白

質的生產，但最終也面臨到高密度細胞培養時所帶來氧氣供 
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圖 3. VHb 與一氧化碳結合之吸收圖譜 

應不足的問題。而到目前為止，解決溶氧問題的方法大多集

中在發酵槽的設計與改良來增加氧氣傳遞速率，或添加化合

物來增加培養基的溶氧能力，如全氟碳（perfluorocarbon）

[12] 與十六烷（N-hexadecane）[21] 等。然而在 1988 年，

Khosla 與 Bailey 首次利用 “逆向代謝工程策略”（inverse 

metabolic engineering methodology: the genetic transfer of 

useful phenotypes to heterologous organisms）[29] 來解決細

胞在生化工程量產上，會因為氧氣不足所產生不利於細胞生

長的現象，亦即在 E. coli 細胞中表現外來之 VHb，讓細胞

在微氧環境下仍能達到高細胞密度，而且提高了重組蛋白質

的產量 [24]。 

  利用基因工程技術讓 VHb 在各種宿主細胞中表現，通

常會提高細胞的生長密度、加快氧化性代謝的能力、增加目

標蛋白質的產率、提升生物降解的能力等，VHb 在細胞體

內（in vivo）的效應與實例，包括（1）使重組 E. coli 與

Pseudomonads 細胞濃度增加 [14, 29, 31, 37]；（2）使重組

E. coli 中的澱粉醣化酶（α-amylase）表現量提高 [32] 以及

在 Acremonium chrysogenum 中增加抗生素頭芽孢菌素 C

（cephalosporin C）的產率 [13]；（3）加快有毒廢物的降解，

例如利用 Pseudomonads 分解苯甲酸（benzoic acid）[38] 和

Burkholderia 分解二硝基甲苯（2,4-dinitrotoluene）[46] 等。

表 2 列出 VHb 在各種宿主細胞中表現時所造成的效應。 

  VHb 的存在能增加微生物對有毒芳香族化合物

（aromatic compound）的降解，因為這些化合物通常需要在

芳香環結構（aromatic ring）中加入氧後才可被細胞所代謝。

因此 VHb 的存在，一方面可提供氧給細胞使用，增加 ATP

濃度與促進細胞生長，進而合成出較多降解路徑上之酵素來

加快降解。另一方面，VHb 也可直接地供應氧給這些酵素

加速降解反應的進行。 

 

四、VHb 作用機制 

  到目前為止，對於 VHb 的生合成、功能特性與基因調

控有兩種模式被提出來解釋，第一種稱為促進擴散假設

（facilitated diffusion hypothesis）[62]，乃 VHb 能增加氧氣

通量到一個或兩個最終氧化酶（cytochromes bo 與 bd）。在

帶有 VHb 的重組 E. coli 細胞中，VHb 能增加氧的供應至電

子轉移鏈上的最終氧化酶，使其呼吸活性與 ATP 的生產高

於不帶有 VHb 的 E. coli 細胞，進而增進細胞生長與蛋白質

的生產 [25]。在微氧環境時，細胞表現出 VHb 能幫助其生 
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長，主要的原因乃 VHb 對於氧具有獨特的動力學性質 [56, 

61]，如表 3 所示，VHb 與其它生物的血紅素相比，它對氧

的結合速率常數 kon（rate constant of oxygen association）稍

大一點，但是對氧的解離速率常數 koff（rate constant of 

oxygen dissociation）卻異常的大 [44]，這異常大的 koff 讓

VHb 比肌血紅素與其它的血紅素更容易釋放出氧。當細胞

內有 VHb 存在時，有效的溶氧量等於真實的溶氧再加上

VHb 所吸附的氧 [25]，因此，讓細胞處於比外界含有更高

溶氧的環境，因而有利於細胞的生長與代謝。一些研究也顯

示出 VHb 的表現對細胞的功能與組成有所影響 [7, 25, 

52]，它可以（1）增加最終氧化酶細胞色素 o 的濃度與比活

性；（2）增加質子通量（proton flux），提高細胞膜內外的△

pH；（3）提升 30% ATPase 的活性；（4）增加 65% 的 ATP

轉換率（turnover rate）。這些數據證實了 VHb 能增加細胞內

溶氧的濃度，因而提升細胞色素 o 的比活性，亦增加質子幫

浦傳送（pumping）效率與 ATP 產生，進而大幅提升電子轉

移鏈的效率與活性。此外，研究核榶體與 tRNA 的量、細胞

色素、能量參數、NAD(P)H 轉換率與氧氣利用率等也支持 

表 2. VHb 在各種宿主細胞中表現所造成的效應 

Host organisms Effects Refs 
Bacteria   

Bacillus subtilis Increased total protein secretion, neutral protease activity and α-amylase activity 24 
Burkholderia cepacai Improved cell growth and cell viable number, enhanced 2,4-dinitrotoluene degradation 42, 46 

 Increased 2,4-dinitrotoluene dioxygenase activity 36 
Escherichia coli  Enhanced growth rates and cell densities 29 

 Enhanced total cell protein and cloned proteins 29, 31, 52
 Increased chloramphenicol acetyltransferase activity 31 
 Increased catechol-2,3-dioxygenase activity 14 
 Enhanced α-amylase production 32 
 Increased β-galactosidase activity 31 
 Increased Pi-ATP metabolic flux 25 
 Increased cytochrome d promoter activity 52 
 Enhanced level and activity of terminal oxidases, and improved the efficiency of 

microaerobic respiration and growth, and increased ATP production 
51, 53 

 Enhanced ribosome and tRNA levels of translation components 43 
 Enhanced 2,4-dinitrotoluene dioxygenase activity 17 
 Increased green fluorescent protein expression and solubility 27 
 Enhanced detoxification of organophosphates 26 
 Enhanced cell growth and D-amino acid oxidase activity. 

Reduced the toxic effect of D-amino acid oxidase on cell growth 
9 

Gordonia amarae Increased cell mass, enhanced rehalose lipid and biosurfactant production  15 
Pseudomonas aeruginosa Enhanced cell growth 11, 19 

 Enhanced bioremediation of benzoic acid 11 
 Increased cell viable number 37 

Rhizobium etli Increased in respiratory activity, chemical energy content, and expression of the 
nitrogen-fixation gene nifHc of free-living cell under oxygen-limited conditions 

50 

Saccharopolyspora erythraea Enhanced erythromycin production 41 
Serratia marcescens Enhanced colony size 58 

 Increased acetoin and 2,3-butanediol production 59 
Streptomyces coelicolor Increased actinorhodin production 39 
Streptomyces lividans Increased growth rates and final cell densities 39 
Xanthomonas maltophilia Bioremediation of benzoic acid  38 

 Increased cell viable number 37 
Yeast    
  Pichia pastoris Enhanced β-galactosidase production and cell growth under microaerobic conditions 10, 64 

Saccharomyces cerevisiae  Increased aerobic synthesis of ethanol 8 
Tremella fuciformis Increased cell density 65 
Yarrowia lipolytica Enhanced specific growth rate, oxygen uptake rate, respiratory activity, and secreted 

ribonuclease production 
2 

Filamentous fungi    
Acremonium chrysogenum Increased cephalosporin C production 13 

Plant   
Bead plants Increased nitrogenase activity and total nitrogen content during symbiosis with the 

engineered R. etli strain expressed VHb 
50 

Hyoscyamus muticus Enhanced growth 60 
Nicotiana tobaccum Enhanced growth, reduced germination and flowering time periods, and increased 

chlorophyll and nicotine production 
16 

 No lag-phase and improved cell growth 57 
Animal   

Chinese hamster ovary  Enhanced human tissue plasminogen activator production 47 
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表 3. 血紅素與氧反應的動力學常數與平衡常數 [4, 5, 55] 

Protein kon,μM-1⋅s-1 koff, s-1 Kd, nM 
Muscle Mbs    
  Sperm whale 19 10 526 
  Aphrodite 170 360 2118 
  Aplysia 15 70 4667 
  Busycon 47.5 71 1495 
Bacteria and algae    
  Chlamydomonas Hb  0.014  
  Mycobacterium HbN 25 0.199 8 
  Nostoc cyanoglobin 390 79 203 
  Vitreoscilla Hb 78 5600 71795 
  E. coli flavoHb 38 0.44 12 
  Alcaligenes flavoHb 50 0.2 4 
Yeast    
  Saccharomyces flavoHb 17 0.6 35 
Nematodes    
  Ascaris Hb 1.5 0.004 2.7 

Ascaris Mb 1.2 0.23 192 
  Pseudoterranova Hb 1.1 0.0035 3.2 
Trematodes Hbs    
  Paramphistomum 108 0.033 0.3 
  Gastrothylax 205 0.4 2 
  Dicrocoelium 300 30 100 
Symbiotic plant Hbs    
  Soybean LegHba 120 5.6 47 
  Parasponia HbI 165 15 91 
  Casuarina HbII 41 5.5 134 
Nosymbiotic plant Hbs    
  Barley Hb 7.1 0.027 3.8 
  Rice HbI 68 0.038 0.6 
  Arabidopsis HbI 75 0.12 1.6 

Arabidopsis HbII 1.07 0.14 131 
Clam gill Hbs    
  Lucina HbI 190 61 321 
  Lucina HbII 0.39 0.11 282 
  Lucina HbIII 0.29 0.075 259 
Insect Hbs    
  Gastrophilus 10 2.4 240 
  Chironomus HbIII 300 218 727 
Annelid RBC Hb    
  Glycera II Hb 186 1800 9677 
Mammalian    
  Sheep Hb 2 30 15000 
  Human Hb 3 40 13333 

Human Mb 14 11 786 
 

這一種假設 [7, 43, 51-53]。 

  VHb 的第二種作用機制是與氧結合後的 VHb 會影響細

胞內一些對於氧化還原敏感性蛋白質的活性，這些蛋白質可

能是感測器、調控因子或甚至是呼吸性酵素等，因而使細胞

會更有效率地使用與保存能量。或者，除了這兩種作用機制

外，VHb 有著一個完全不同的功能或不只一個功能，例如，

最近從 E. coli 細胞中發現了一個黃素血紅素，它是一種一

氧化氮雙加氧酶（Nitric oxide dioxygenase），它可以將一氧

化氮氧化成硝酸鹽，以保護細胞免於受到自由基的破壞

[18]。 

 

五、VHb 之標的物 

  在 E. coli 與 Vitreoscilla 細胞中，使用免疫金膠法

（immunogold）標示 VHb 在細胞內的位置，實驗結果顯示

出 VHb 是位於細胞質內並且集中靠近於細胞膜，也就是細

菌的呼吸膜上 [49]。VHb 對 Vitreoscilla 細胞膜的解離常數

Kd 是 6.5 µM，大於哺乳動物血紅素對 Vitreoscilla 細胞膜之

Kd約 10 倍。而將 Vitreoscilla 細胞色素 bo 放入人工合成膜

中，測量 VHb 對此蛋白脂質體（proteoliposome）的解離常

數 Kd是 6.2 µM。在微氧環境中，將 VHb 外加於呼吸膜與

細胞色素 bo 蛋白脂質體中，刺激了泛醌氧化酶（ubiquinol 

oxidase）的活性 [49]，這些研究證實了 VHb 與細胞色素 bo

間的作用會影響細胞的生理作用。利用酵母菌雙雜合系統

（yeast two-hybrid system） 技術，以 VHb 當誘餌去測試

Vitreoscilla 細胞中每一個細胞色素 bo 的次單元體，結果發

現其中只有次單元體 I 與 VHb 有結合作用，如圖 4 所示，

VHb 與細胞色素 bo 的次單元體 I 的結合現象也同樣發生在

重組 E. coli 與 Pseudomonads aeruginosa 細胞中 [45]。而細

胞色素 bo 次單元體 I 含有 binuclear center 結構可將氧還原

成水，這些數據都支持了 VHb 能提供氧到最終氧化酶的證

據，也可以解釋 VHb 在 Vitreoscilla 與其他宿主細胞中的所

產生的正面效應現象。 

 

 

 
 

圖 4. VHb與細胞色素 bo泛醌氧化酶之次單元體 I間的作用 
[45] 



 

吳誌明：細菌血紅素工技 

                                                        

7 

六、國內研究現況 

  Pichia pastoris 為一株嗜甲醇酵母菌，近年來已發展成

為高度表現的蛋白質生產系統。在進行 P. pastoris 高密度細

胞培養並使用強啟動子 AOX1（alcohol oxidase 1）表現異源

蛋白質時，氧氣的需求是相當高，因為除了它是一株好氧性

酵母菌外，當它代謝唯一碳源－甲醇時更需要氧氣的參與。

因此將 VHb 表現在 P. pastoris 中以解決氧氣需求的實際問

題。研究結果發現，將 VHb 表現在 P. pastoris 進行呼吸作

用的粒腺體（mitochondria）胞器中而進行微氧細胞培養時，

VHb 可以提高細胞的生長密度。而當 VHb 表現於 P. pastoris

進行甲醇代謝的胞器－過氧化氫體（peroxisome）中時，VHb

能增加目標蛋白質半乳糖苷酶（β-galactosidase）比活性達 4

倍 [10, 64]。 

  在 E. coli 中表現 D 型胺基酸氧化酶（D-amino acid 

oxidase）時通常會導致細胞存活率明顯地下降，這都歸因於

表現出來的 D 型胺基酸氧化酶消耗了細胞內的 D-alanine，

而 D-alanine 是細胞壁的組成之一，所以造成細胞生長不

好。在 E. coli 中同時表現 VHb 與 D 型胺基酸氧化酶時，不

但可以降低 D 型胺基酸氧化酶對細胞的毒性，而且還可以

明顯的減緩因為T7 lysozyme與D型胺基酸氧化酶合力所造

成 BL21(DE3)pLysS 細胞的溶解現象。因此，細胞可以達到

較高的生長密度，而 D 型胺基酸氧化酶的活性表現也高出

1.5 倍。VHb 能減輕 D 型胺基酸氧化酶對細胞的毒性，乃因

VHb 與氧的結合降低了細胞內自由氧的濃度，因而減緩了 D

型胺基酸氧化酶的活性與反應，也因此降低了它對細胞的毒

性 [9]。 

 

七、結語 

  以細胞為工廠生產製造抗生素、蛋白質藥物、抗體或疫

苗時，通常不易達到高產量的產物，醱酵與回收純化技術的

改良雖可提高產量，但亦有其極限。而代謝工程技術可以提

高產量，但醱酵過程中若進行高密度細胞培養時，則會遇到

氧氣供應不足的問題，此時，可利用 VHb 細菌血紅素工技

來解決，讓細胞在低氧濃度時更容易自胞外取得氧氣，使細

胞仍能繼續生長，持續生產而提高產量，正如同 Vitreoscilla

細菌的特性一樣。此外，細菌血紅素還能提高生物降解的能

力。因此，細菌血紅素工技可視為新一代基因工程的重要應

用。 
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