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前言

萵苣 (Lettuce) 為一種常見的菊科蔬菜，根據聯

合國糧農組織 (Food And Agricultural Organization 

of United Nations, FAO) 統計，2008 年全球萵苣類

蔬菜的總產量約為 23,531,963 公噸，普遍使用在生

菜沙拉、三明治、漢堡等，為西式料理中常見的一項

食材。由於栽培品種的差異與飲食習慣的不同，亞

洲國家大部分還是經烹調後食用為主，藉以消除萵

苣特殊之苦味。而近年來由於國人飲食習慣逐漸西

化，生機飲食日益受到消費者的重視，具特殊風味

的結球萵苣或稱之為美生菜 (Iceberg lettuce) 深獲

國人的青睞，使我國萵苣產業發展十分迅速，年消

費量約 2 萬公噸。

傳統的生物反應器，例如發酵工業，主要是以

人工設施來提供一個體外的穩定細胞培養環境，但

隨著生物科技發展迅速，開發以哺乳動物、昆蟲或

是植物細胞為高效率的生物反應器平台，亦具有有

相當優勢與發展潛力。

植物生物反應器之發展與優勢

自從 Mason 等人 (Mason et al ., 1992) 首次以菸

草為生物反應器平台，用以生產 B 型肝炎表面抗

植物生物反應器之應用
潛力-以基因轉殖萵苣
為例

撰文/劉程煒•尤進欽

原蛋白成功之後，在人類疫苗的發展史上立下了一

個新的里程碑，亦將轉基因植物帶入了一個新的應

用領域，尤其是疫苗的開發更是傳統生物反應器所

無法取代的。隨著新基因工程技術不斷的發展與研

究，利用各種宿主表達系統來生產大量具有醫藥價

值的酵素、蛋白質或藥品的目標已逐漸實現。利用

植物做為生物反應器與以微生物和動物平台等系統

相比，植物載體最大的優點是可以大規模並廉價的

生產異源蛋白。這些醫用蛋白保持了重組蛋白的理

化特性與生物活性，有的經純化後可做為藥劑、診

斷試劑或親合劑等，有的甚至不需純化就能作為食

用口服疫苗。這些重組蛋白甚至可長期儲藏於植物

組織如葉片、果實或種子中，便於運輸和推廣。

利用轉基因植物為生物反應器平台，尤以植物

生產的次單位疫苗具有獨特優勢，植物生產疫苗具

有下列優點：(1) 疫苗主要以口服遞送抗原，而植物

細胞壁主要是由纖維素與醣類所組成，在胃中可提

供保護抗原，在腸道中達到逐步釋放抗原的目的。

(2) 植物平台所生產之蛋白疫苗可直接食用或乾燥磨

成粉末，植物組織尚可選擇將蛋白部分或全部萃取

做成膠囊服用。(3) 植物生產的疫苗儲運可不需低

溫保存 (Cold Chain)，疫苗植物全株或部分萃取物
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能在室溫下儲藏和運輸。(4) 在誘導黏膜和血清免

疫反應上，由於植物生產的疫苗主要用來誘導黏膜

免疫系統 (IgA)，這樣可預防病原體進入黏膜表面；

它們也可能誘導血清和細胞毒素反應。(5) 相較於

傳統疫苗生產平台，植物生產疫苗成本可降低 100-

1000 倍。(6) 植物可經由控制使抗原在適合的胞器

內累積（內質網或葉綠體），這讓植物平台成為最佳

表達系統。(7) 異源基因操控容易，植物基因轉殖與

再生技術目前皆已成熟，基因操縱更加容易。(8) 植

物大規模生產容易，基因改造植物能方便儲藏，例

如：種子，便於發展中國家在有限時間內能生產大

量疫苗。(9) 植物疫苗較傳統疫苗安全，不會有哺乳

動物病原體交互污染發生。(10) 植物生產疫苗非常

適合用來防治生化武器，面對生物性恐怖攻擊日益

高漲，種植植物取得疫苗是最適合、安全並且可降

低成本。(11) 植物適合開發禽畜與動物用疫苗，因

其成本低，大規模使用可使飼主降低飼養成本。(12)

傳統注射式疫苗容易引起兒童的排斥心理，植物

生產的疫苗可添加於食物中，使用更加具有彈性。

(13) 可利用轉基因植物快速製造複合式多價疫苗。

(14) 口服植物生產的疫苗可減少因注射所增加的成

本以及注射針器、針頭等醫療廢棄物之汙染源等

(Streatfield and Howard, 2003; Sala et al ., 2003)。 萵

苣與其他植物平台如番茄、玉米等相較，萵苣主要

食用部位為地上部葉片，生長週期短，作物栽培更

加容易，單位面積複作與周轉指數高，且農藥施用

與殘留機率大幅降低，為一具有潛力與安全之植物

生物反應器平台。

基因轉殖萵苣之研究現況

萵苣基因轉殖的目的，從早期藉以大量表現

特殊蛋白質如草酸脫羧酶 (Oxalate decarboxylase, 

oxdc)(Dias et al ., 2006)、LEA (Late embryogenesis 

abundant)(Park et al ., 2005)、 儲 鐵 蛋 白 (Ferritin) 

(Goto et al ., 2000)、抗旱基因 ABF3 (Vanjildorj et al ., 

2005)、異戊烯轉移酶 (isopentenyl transferase, IPT) 

(McCabe et al ., 2001) 等增加抗病性、對抗環境逆境

能力或生長快速以增加產量為目標，轉而以萵苣為

生物反應平台，利用其優勢，快速並大量生產高經

濟價值產物，如人類疫苗、動物用疫苗等外源抗原

蛋白、干擾素或特殊營養成分等，詳細介紹如下。

（一）人類疫苗生產平台

開發轉基因萵苣作為疫苗生物反應器平台，在

控制人類流行病傳播以及公共衛生的貢獻上，目前

已有初步的研究成果，轉殖萵苣表現抗原蛋白作為

疫苗的報告包括有麻疹 (Webster et al ., 2006)、霍亂

毒素 B(Kim et al ., 2006)、鼠疫 (Rosales-Mendoza et 
al ., 2010)、以及人類 β 干擾素 (Li et al ., 2007)。

麻疹是由麻疹病毒 (Measles virus) 感染引起的

人類傳染病，為兒童常見的傳染病，大約 5-10% 的

患者因細菌或病毒重覆感染而併發症中耳炎，嚴重

會導致肺炎與腦炎。麻疹病毒表面具有紅血球凝集

素 (hemagglutinin) 和溶血素 (hemolysin) 等表面蛋

白，透過辨識並附著到細胞表面的受體後，在細胞

表面開孔來幫助病毒進入並感染人類宿主細胞，為

主要引起免疫反應的抗原。Webster 等人 (2006) 將

麻疹紅血球凝集素蛋白基因轉殖到萵苣中，並成功

的於萵苣葉片中偵測到麻疹血球凝集素蛋白表現。

實驗結果初步顯示不論是注射自萵苣葉片萃取出的

紅血球凝集素蛋白、餵食冷凍乾燥的萵苣葉片粉末

或是鼻腔投藥輔以佐劑 saponin，皆能在小鼠體內產

生抗體。

霍亂 (Cholera) 是由霍亂弧菌 (Vibrio cholerae)

造成急性腹瀉的疾病，患者將面臨到大量的腹瀉，

並導致快速失去水分和鹽類，造成脫水、緊張和體

內鹽類不平衡。Kim 等人 (2006) 利用霍亂毒素 B

次 單 位 的 基 因 (synthetic cholera toxin B, sCTB)，

並將此基因以農桿菌法轉殖至萵苣中，於轉殖再

生萵苣葉組織中可獲得 CTB 蛋白，約占總可溶性

蛋白 (TSP) 的 0.24%。神經節糖苷免疫分析 (GM1-

ganglioside-ELISA) 結果亦 證實植物產生的 sCTB
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蛋白形成有功能的五聚體結構。大腸桿菌忌熱性腸

毒素 (Heat-labile enterotoxin B, LTB) 亦是以人體細

胞膜上的神經節糖苷 (GM1-ganglioside) 作為受體，

預估全世界每年約有十億人因大腸桿菌 (Escherichia 

coli) 腸毒素而導致腹瀉，並造成將近一百萬人的死

亡。Kim 等人 (2007) 將大腸桿菌忌熱性腸毒素 B 次

單位基因 (synthetic LTB, sLTB) 轉殖至萵苣中，於

葉組織中獲得重組 sLTB 蛋白，占總可溶性蛋白的

1.0-2.0%，較轉殖馬鈴薯蛋白的表現量高出百倍，可

充分的引起全身性免疫反應及黏膜免疫反應。

鼠疫桿菌 (Yeresinia pestis) 是造成淋巴腺鼠疫、

肺鼠疫以及原發性敗血性鼠疫的致病原，為一種人

畜共通的傳染病，鼠疫在歷史上多次造成大流行，

特別是在十四世紀爆發的黑死病，估計約有四分之

一的歐洲人口死於此病，而目前並無有效的疫苗可

以用來預防鼠疫的傳播。人類鼠疫多來自於疫鼠的

跳蚤叮咬而感染，有 90% 的致死率，鼠疫桿菌有兩

種表面蛋白，為莢膜蛋白 F1(fraction I) 和 V 抗原，

F1 抗原具有抗吞噬作用，是此菌重要的毒力成分。

Rosales-Mendoza 等人 (2010) 將 f1 抗原基因與 v 抗

原基因融合表現在萵苣葉片中，於葉片獲得 f1-v 蛋

白，占總可溶性蛋白的 0.08%。將 10μg 轉殖萵苣葉

片萃取物輔以氫氧化鋁佐劑進行小鼠皮下注射，實

驗結果顯示來自於萵苣的重組蛋白可誘導小鼠產生

自體免疫反應。

人類 β干擾素 (Human Interferon-beta, HuIFN-

beta) 為第一型的干擾素。干擾素 (IFN) 屬於醣蛋

白，人類身上共發現 α、β、γ三種類型。β 型干

擾素是由成纖維細胞產生的，是有效的病毒抑制

劑，並具有一定的抗癌作用。Li 等人 (2007) 將人類

β 干擾素基因 (HuIFN-beta) 以農桿菌真空滲透法

短暫表現在萵苣中，其表現的人類 β 干擾素經由西

方墨點檢測證實有抗病毒的作用，並且有高的生物

活性 3.1×104 IU/ml。
其他的研究成果還包括了利用萵苣生產 B 型肝

炎疫苗 (HBsAg) (Kapusta et al ., 1999)，於動物與人

體試驗上皆能引起免疫反應。生產人類小腸三葉因

子 (hITF) (Zuo et al ., 2001) 蛋白，用以修復消化道粘

膜，預防與治療胃潰瘍用等。以萵苣作為生物反應

平台將能生產更為穩定，且具有完全相同功能的重

組蛋白。

（二）動物疫苗生產平台

禽鳥類病毒性疾病很多，若沒有好好處理，在

相互傳染之下，常常會造成雞隻大量死亡而導致嚴

重的經濟損失。例如雞傳染性華氏囊炎是由傳染性

華氏囊病毒 (Infectious Bursal Disease Virus, IBDV)

引起的疾病，主要侵襲雞隻華氏囊之淋巴組織，引

起嚴重的免疫抑制能力，其雞隻體內抗體數量下降

或無抗體，爾後感染其他疾病（二次感染）導致死亡；

禽流感 (Avian Influenza Virus, AIV) 會引起禽類呼

吸系統到嚴重全身性敗血症等多種症狀的傳染病，

禽類在感染後的死亡率很高；新城病是由新城疫病

毒 (Newcastle Disease Virus, NDV) 所引起的一種高

度傳染力及高度致病力的病毒性疾病，所有禽類都

會受到感染，尤其小雞的感染率高，且致死率高。

雞的 α 干擾素 (Chicken alpha interferon, ChIFN-α)

是一種蛋白質，在雞的防禦上扮演一個重要的角

色，可以對抗病毒感染。Song 等人 (2007) 將雞的

α 干擾素基因 (ChIFN-α)，以農桿菌真空滲透法導

入萵苣中，可在每公斤葉組織中獲得 0.393 μg 的

重組蛋白，占總可溶性蛋白的 0.0004%，其基因轉

殖萵苣產生的重組蛋白顯示抗病毒活性，可以抑制

在雞胚胎纖維母細胞上水泡性口炎病毒 (vesicular 

stomatitis virus) 的複製。

豬瘟 (Classical Swine Fever, CSF) 是由豬瘟病

毒 (Classical Swine Fever Virus, CSFV) 感染造成豬

隻高傳染性與高致死性之疾病，且目前尚無藥物可

以治療，必須著重預防的工作。豬瘟病毒為單股正

向的 RNA 病毒，可轉譯出四個結構蛋白 (C、Erns、

E1 和 E2)，其中位於病毒表面之 E2 醣蛋白為主要誘

發感染豬隻產生中和抗體的結構蛋白。Legocki 等人
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(2005) 利用萵苣為蛋白質生產平台，將豬瘟病毒表

面 E2 醣蛋白基因轉殖入萵苣，轉殖萵苣葉片每公

克乾重可純化出 160μg 的 E2 醣蛋白。將純化自轉

殖萵苣葉片中之 E2 醣蛋白進行動物免疫試驗，結果

顯示餵食小鼠 0.5μg 的 E2 醣蛋白，即可在小鼠體內

偵測到抗 E2 醣蛋白的 IgG 與 IgA 皆有提升現象。

豬流行性下痢是由豬流行性下痢病毒 (Porcine 

epidemic diarrhea virus, PEDV) 引起的高度傳染性

疾病，罹病豬隻會引起嘔吐、下痢和食慾不振。Huy

等人 (2009) 將 PEDV 表現抗原蛋白基因 COE 與忌

熱性腸毒素 B 基因 LTB 重組，成功於萵苣葉片中表

現該融合蛋白，在葉中獲得 LTB-COE 重組蛋白的

量占總可溶性蛋白 0.026-0.048%。

（三）特殊營養成分生產平台

對於食品製造工業上的應用，利用轉殖萵苣表

現特殊蛋白或增加營養成分等皆有報導，包括有表

現味覺修飾蛋白基因神秘果素 (Sun et al ., 2006) 以

及增加葉片中維生素 C (Lim et al., 2008)、維生素 E 

(Cho et al., 2005) 或葉酸 (Nunes et al ., 2009) 等。

神秘果 (Richadella dulcifica) 果實中含有一種醣

蛋白，稱為「神秘果素」(Miraculin)，具有轉換味覺

的功能。然而將神秘果素商業化的可行性非常低，

因為神秘果很難栽培在西非原生地以外的地區。於

是許多研究學者嘗試利用大腸桿菌、酵母菌、轉殖

菸草等平台生產重組神秘果素，但是這些重組蛋白

都缺乏甜味誘導活性。Sun 等人 (2006) 將神秘果素

基因以農桿菌法轉殖至萵苣中，於 1 g 新鮮萵苣葉

片中可純化出 43.5 μg 的重組味覺修飾蛋白。此重

組蛋白經味覺修飾活性檢測證明，具有甜味誘導活

性，讓檸檬吃起來像柳丁一樣甜，未來可望大量生

產這種蛋白質，作為食品添加劑。

葉酸是屬於維生素 B 群中之水溶性維生素，為

必需營養素，須每天由飲食或是其他營養品補充。

葉酸在人體內扮演輔酶的角色，參與細胞在分裂時

DNA 的合成。人體若缺乏葉酸，易形成巨母紅血

球貧血（惡性貧血）、神經管缺陷及嗜中性白血球斷

裂。此外，葉酸亦參與胺基酸代謝，體內缺乏葉酸

會產生高半胱氨酸血症 (homocysteine)。植物中葉酸

累積量可藉由增加鳥嘌呤核苷三磷酸環化水解酵素

(GTP cyclohydrolase I, GCHI) 的濃度而提升，GTP 

cyclohydrolase I 是植物合成葉酸過程中的速率決定

步驟所必須的關鍵酵素。Nunes 等人 (2009) 將禽類

動物原雞 (Gallus gallus) 的 GTP-cyclohydrolase I 基

因 (gchI ) 重組並轉殖至萵苣中，於 1 g 的新鮮葉片

可獲得 1.885 μg 的葉酸，與未轉殖萵苣相比可增加

八倍的葉酸含量。目前利用萵苣生物反應器平台，

確實可以達到強化基因轉殖萵苣營養成分的目的。

未來之展望

目前利用轉基因植物作為蛋白質生產平台，提

供安全、便宜且方便的食用疫苗，用來對抗五花八

門的傳染性疾病或自體免疫疾病是可行的。植物生

產疫苗或重組蛋白具備了儲藏方便、降低交叉感染

風險、生產成本低等特性，尤其是疫苗的開發，口

服疫苗較傳統肌肉注射法安全、衛生，因此利用鮮

食作物如萵苣生產重組疫苗是十分有潛力的。然

而，目標基因表現量低以及無法引起免疫反應是目

前無法廣泛應用到植物生產疫苗的障礙，某些研

究的抗原蛋白表現量僅占轉基因作物的總可溶性

蛋白質含量 0.001-0.3%。目前這個瓶頸已有辦法克

服，利用專一性強的啟動子、農桿菌放大法 (viral 

replicons)、編碼序列最佳化 (codon optimization)、

葉綠體基因轉殖 (chloroplast transformation) 等皆是

有效的策略，其中又以葉綠體基因轉殖法最具潛力。

葉綠體基因轉移技術的開發是植物生物技術上

的重大突破，尤其是對於克服一些來自於細胞核基

因轉移技術所造成環境生態影響的考量，具有潛力

(Liu et al ., 2007)。葉綠體 (chloroplast) 為植物光合

作用的樞紐，具有雙層膜的結構，與細胞核相同，

有自己的基因組與遺傳密碼。高等植物的葉綠體

DNA 的量大約占總體細胞質 DNA 的 10-20% 之高，
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這是因為雙子葉植物的細胞核基因組僅有二套，但

是質體基因組卻有高達數千套，一個葉片細胞包含

有十數個甚至上百個葉綠體。在每一個豌豆葉片細

胞中可以發現 10,000 套相同的葉綠體 DNA，而在

小麥葉片細胞中，葉綠體 DNA 更可以高達 50,000

套。目前已有人類生長調節基因 -hST (Staub et al ., 

2000)、B 型肝炎疫苗 (Daniell et al ., 2001)、炭疽病

疫苗 (Koya et al ., 2005)、霍亂疫苗 (Ruhlman et al ., 

2007)、破傷風疫苗 (Tregoning et al ., 2003)、阿米巴

痢疾疫苗 (Chebolu and Daniell, 2001)、甚至是犬瘟

熱疫苗 (Molina et al ., 2004) 等醫用蛋白，皆是以葉

綠體基因轉移法所完成的。以葉綠體基因轉移技術

成功的將目標基因導入葉綠體內大量表現，其結果

都較以細胞核基因轉移高出數百倍。本研究團隊目

前已建立以萵苣為蛋白質生產平台的葉綠體基因轉

殖技術（圖一），成功的將淋病雙球菌表面抗原蛋

白基因、人類 A 型流感病毒表面抗原基因、豬瘟病

毒構造蛋白基因等，分別利用農桿菌與葉綠體基因

轉殖法將目標基因轉移至萵苣、番茄與甘藍中（圖

二），初步結果顯示植物生物反應器皆能純化出重

組抗原蛋白，此成果將有益於利用萵苣與番茄做為

口服疫苗對抗以及預防人類或動物傳染性疾病之可

行性。

圖一  葉綠體基因轉殖系統通用載體

(A) 分離自甘藍葉綠體基因序列所構築成包含篩選基因aadA的通用轉殖載體

(pASCC201)。

(B) 如蘇力菌殺蟲晶體蛋白基因(cry1Ab )等目標基因，皆可嵌入此載體，再利

用同源重組(homologous recombination)的方式可將目標基因轉入萵苣葉綠

體組中(Liu et al ., 2008)。

圖二  基因轉殖再生萵苣與番茄

(A)轉殖人類A型流感病毒表面抗原基因神經氨酸酶(Neuraminidase, NA)之再生

萵苣植株。

(B)轉殖猪瘟病毒構造蛋白基因CSFV E2之再生番茄植株。 
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