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探討剔除 RHD3 對白色念珠菌型態變化之影響 

摘要 

白色念珠菌為伺機性感染之病源菌，在健康的人體中共生於皮膚、腸胃

道和生殖道黏膜表面。對於免疫功能不全的個體，則可能會造成疾病。

目前的研究已知白色念珠菌的型態轉變能力和致病力有相關性，先前本

實驗室比對過非致病株 HLC54 (cph1/cph1 efg1/efg1)和野生株 SC5314 的

基因表現情形，發現 RHD3 的表現量在 HLC54 中遠大於野生株，因此想

要探討 RHD3 和型態轉變以及致病力之間的關聯性。對於 RHD3 的研究

目前已知其存在於細胞壁上，為 GPI-anchored protein，且大量出現在酵

母菌型的細胞壁中。但對於 RHD3 在白色念珠菌的型態轉變中所扮演的

角色和功能依舊不清楚。因此希望藉由剔除 rhd3和提高RHD3的表現量，

來觀察白色念珠菌的變化，藉以推測 RHD3 在白色念珠菌中可能的功能

和角色。使用的策略有利用營養基因和 SAT1 flipper cassette 當作篩選標

記，進行 RHD3 的剔除。以及使用 tetracycline-regulated promoter 和 ACT1 

promoter 進行 RHD3 的過量表現。結果在過量表現 RHD3 的部分，RHD3

的表現量約等同於野生株，並未提高接近 HLC54 中的表現量。而 RHD3

的剔除不影響白色念珠菌的型態轉變。 
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Functional Study of RHD3 Null Mutation on Morphogenesis of  

Candida albicans 

Abstract 

Candida albicans is an opportunistic pathogen. It is commensal on human 

skin, gastrointestinal and genitourinary tract in healthy individuals. However, 

it can cause diseases in immunocompromised people. The pathogenicity of 

C. albicans is related to its ability of yeast-hyphae transition. Previous 

expression profiling study has showed that RHD3 has higher expression in 

cph1/cph1 efd1/efg1 avirulent mutant than in the wild-type, SC5314. 

Therefore, RHD3 might be related to the ability of transition or virulence.  

RHD3 is a GPI-anchored protein located at cell surface, especially on cell 

wall. And it is abundant in yeast form C. albicans cell. However, the role of 

RHD3 in C. albicans is not clear. Therefore, I try to delete RHD3 with nutrient 

markers as well as SAT1 flipper cassette, and to over-express RHD3 by 

tetracycline-regulated promoter and ACT1 promoter.  

The results showed that the expression level in over-expression mutants 

remained similar to that of wild-type, and the null mutations did not affect 

the morphogenesis of the C. albicans. 
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一、緒論 

1.1 前言 

白色念珠菌為伺機性感染之病原菌，在免疫健全的個體中，共生於

皮膚、消化道及生殖道黏膜。當人體免疫力下降時會入侵黏膜表面，引

起疾病。例如：鵝口瘡和陰道炎。約 70%婦女遭受過念珠菌造成的陰道

感染，而約20%會重複感染(Fidel et al., 1999)。而對免疫功能不全的病患，

例如後天免疫缺乏症候群(AIDS)患者、器官移植患者或是接受化療的病

患，則可能會由輕微的黏膜表面感染發展成全身性系統感染，像是念珠

菌血症，死亡率高達 35%(Wenzel, 1995)。白色念珠菌也是院內感染常見

的病原菌之一(Chen et al., 1997)。 

目前治療真菌類感染的藥物，例如：amphotericin B、azoles、5-FC、

terbinafine 以及 caspofungin (Vanden Bossche et al., 1994；Vermes et al., 

2000；Georgopapadakou, 2001)。因其毒性和副作用在使用上有所限制(如：

amphotericin B)。且因為抗真菌藥物使用的增加，抗藥性菌株也隨之增

加。因此希望藉由研究白色念珠菌的致病機制，期望能找到更好的藥物

標的。 

 

1.2 白色念珠菌型態轉變(morphogenesis)對毒性的影響 

白色念珠菌為雙倍體生物(Diploid)，具有多種細胞型態：酵母菌型

(yeast form)、菌絲型(hyphae form)和假菌絲型(pseudohyphae form)。一

般認為菌絲型有利於入侵，而酵母菌型則利於在體內散播。白色念珠菌

在黏膜表面共生時多呈現酵母菌型，而在人體免疫力下降的情況下才會

轉變為菌絲型，進而入侵表面黏膜(Brown et al., 1999)。這種在不同型態

之間轉變的能力，被認為和白色念珠菌的致病力有關(Mitchell, 1998)。誘

發白色念珠菌型態轉變的因子包含：溫度、pH 值、血清(Gow and Gooday, 
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1982)、N-acetylglucosamine (Glc-NAc) (Mattia et al., 1982)、碳源及氮源的

缺乏、CO2以及黏附情形(Biswas and Van Dijck et al., 2007)。在實驗室的

培養中，以 37 °C 接近中性的 pH 值，或是添加血清皆可輕易誘發菌絲的

生成。而調控型態轉變的訊息傳遞主要是 mitogen-activated protein 

kinase (MAPK) pathway 和 cAMP-PKA pathway (Biswas and Van Dijck et al., 

2007)。 

MAPK pathway 包含 CST20 (MAPKKK)(Leberer et al., 1996)、HST7 

(MAPKK)(Clark et al., 1995)和 CEK1 (MAPK)(Whiteway et al., 1992)。當白色

念珠菌接收到外來訊息例如：氮源缺乏(Biswas and Morschhauser, 2005)、

氧化壓力(oxidative stress) (Román et al., 2005)和細胞擁擠程度(quorum 

sensing)(Sato et al., 2004)都會經由 MAPK pathway 來調控型態轉變

(Román et al., 2007)。MAPK pathway 是藉由一系列的磷酸化反應，透過

Cst20p-Hst7p-Cek1p 將訊息傳給 transcriptional factor Cph1p(Liu et al., 

1993)以調控下游基因的表現。剔除 pathway 中任何一個基因或是 cph1

都會影響白色念珠菌在固態培養基中的菌絲生成(Köhler and Fink, 1996)，

但在血清的誘發下，依然有菌絲生長的能力。(Román et al., 2007)。MAPK 

pathway 的負向調控是經由 phosphatase Cpp1p 將 Cek1p 去磷酸化，使

Cek1p 無法活化 transcriptional factor Cph1p。研究指出剔除 cpp1 會活化

菌絲生成，不論在何種培養條件下(Csank, 1996)。 

cAMP-PKA pathway 在啤酒酵母(S. cerevisiae)、白色念珠菌或是其他

種類的真菌中在菌絲生長的調控上都扮演著重要的角色(Lengeler et al., 

2000)。這個 pathway 主要包含 cAMP-dependent protein kinase A (PKA)和

EFG1。PKA 帄時呈現 homodimer 不具有活性，當細胞中 cAMP 含量提高

時，cAMP 便會和 PKA 結合，使 PKA 脫離 dimer 的型態，恢復活性(Biswas 

and Van Dijck et al., 2007)。白色念珠菌中有兩種 PKA ：Tpk1p 和 Tpk2p。
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tpk1 和 tpk2 的剔除皆會影響菌絲生成，但是是在不同的生長條件下。剔

除 tpk1 會使白色念珠菌喪失在固態培養基上生長菌絲的能力，而剔除

tpk2 會使白色念珠菌喪失在液態培養基上生長菌絲的能力，這種差異在

於兩者 N 端的不同(Cloutier et al., 2003；Sonneborn et al., 2000；Bockmühl 

et al., 2001)。活化的 PKA 會藉由磷酸化調控 Efg1p 的活性，Efg1p 為 basic 

helix-loop-helix (bHLH) transcription factor，過量表現會刺激酵母菌(S. 

cerevisiae)形成假菌絲型。誘發白色念珠菌菌絲生成時，EFG1 表現量下

降。但過量表現又可以促使白色念珠菌型成假菌絲，認為 EFG1 同時扮

演著 transcription activator 和 repressor 的角色(Stoldt, 1997)。而剔除 efg1

會喪失在血清以及 GlcNAc 誘發的菌絲生成能力(Biswas and Van Dijck et 

al., 2007)。 

另外也有研究指出若是同時剔除 cph1 和 efg1 會使白色念珠菌在大

部分的培養條件下喪失菌絲生成的能力，且對小鼠喪失系統性感染的能

力(Lo et al., 1997)。因此 CPH1 和 EFG1 下游調控的基因很可能和白色念

珠菌的型態轉變或是致病力有關。 

 

1.3 RHD3(PGA29)介紹 

RHD3 有 615 bp 轉譯出 204 個胺基酸，N 端帶有 secretory signal 

peptide (a.a: 1~15)，C 端帶有 GPI-anchoring signal peptide (a.a: 183~204)，

為典型的 GPI-anchored protein (De Groot et al., 2003；De Boer et al., 2010)。

中間的部分有許多 serine 和 threonine，可被 O-glycosylation，而剔除 pmt1

會造成 RHD3 的蛋白質分子量下降，代表著 RHD3 的 glycosylation 是由

Pmt1p 所負責的(De Boer et al., 2010)。RHD3 為細胞壁蛋白，藉由

β-1,6-glucan 連接到細胞壁上(De Boer et al., 2010)，在對數期生長的酵母

菌型白色念珠菌的細胞壁中 Rhd3p 的表現量很高(De Groot et al., 2004)。
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RHD3 的表現量會受型態轉變和鐵離子濃度的影響。在血清誘發菌絲生

成的條件下，RHD3 表現量下降(De Boer et al., 2010)。而在鐵離子濃度較

高(100 μM)的情況下，RHD3 有較高的表現量(Lan et al., 2004)。但對於

RHD3 的功能以及在白色念珠菌中所扮演的角色還有待研究。 

 

1.4 研究動機 

本論文承襲先前實驗室林啟陽(2001)之實驗研究，在實驗室利用抑

制刪除雜交法比對野生型白色念珠菌 SC5314 和不具有毒性及型態轉變

能力的菌株 HLC54 (cph1/cph1 efg1/efg1)之間，在有血清誘發下兩者基因

表現情形。林將所篩到的 clone 進行定序和以北方點墨法做進一步的確

認，其中 Clone no.78 在 HLC54 中的表現量遠大於 SC5314(附圖一)。將林

定序的 Clone no.78 的序列送入 Candida Genomic Database 中進行比對，

所比對到的基因以 RHD3 的 e-value 最小。RHD3 全長 615 bp，送入的序

列和RHD3: +313~+615的相似度為100%，認為Clone no.78應為基因RHD3 

(圖一)。為了研究 RHD3 在白色念珠菌中所扮演的角色，將對 RHD3 進行

剔除和嘗試將 RHD3 的表現量提高到接近在 HLC54 中的表現量，以觀察

白色念珠菌的生理型態上是否有任何的改變。 

在剔除方面使用了兩種篩選標記：營養基因和SAT1 flipper cassette。

使用營養基因篩選是剔除白色念珠菌基因常用的方法，在有營養缺陷的

菌株 BWP17 中以營養基因 ARG4、HIS1 和 URA3 去取代目標基因，在培

養時不添加 argenine、histidine 和 uridine，便可以篩選出所要的剔除株

(Wilson et al., 1999)。但近期有報導指出篩選標記 URA3 會隨著插入染色

體中的位置的不同而有不同程度的表現量，而 URA3 的表現量會影響對

宿主細胞的附著力以及毒性(Staab and Sundstrom, 2003)。而之前實驗室

學生蔡馨儀(2009)的研究中也發現，BWP17 菌株在有無添加 Uridine 的
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YPD 培養基中的菌落型態有所不同，在有添加 uridine 的培養基上，菌落

成皺褶狀；而沒有添加 uridine 則是呈光滑表面(附圖二)。因為篩選標記

可能影響性狀，而營養篩選所使用的菌株也會受到外加的營養素的影響，

因此在實驗室引進了使用 SAT1 flipper cassette 的剔除系統後，也使用了

這個系統進行剔除菌株的建構。SAT1 flipper cassette 是近年來發展出的

篩選標記，可直接在野生株 SC5314 中剔除目標基因，這樣便可以排除

使用不同菌株所造成的影響(Reuss et al., 2004)。SAT1 flipper cassette 包含

CaSAT1 可以抗 nourseothricin 為篩選標記，以及 CaFLP 可轉譯出

site-specific recombinase，會辨識 cassette 兩端的 FRT (minimal FLP 

recombination target sequence)，進行重組將 cassette 踢出 genome 中，

留下一個 FRT。這種篩選方式也可以避免外加的基因對白色念珠菌造成

影響(Reuss et al., 2004)。 

在提高表現量部分主要是使用 tetracycline regulated (TR) promoter

和 ACT1 promoter。TR promoter 是利用額外添加 tetracycline 的衍生物來

調控 promoter 的表現，在沒有 doxycycline 存在時，promoter 會被活化，

表現後方基因；而在添加 doxycycline 之後，promoter 會被抑制(Nakayam 

et al., 2000)。Doxycycline 為抗生素，作用於 30S ribosomal subunit，以阻

止 tRNA 進入活化位，干擾蛋白質的合成(Rasmussen et al., 1991)。但白

色念珠菌並沒有 30S ribosomal subunit，所以並不會影響白色念珠菌。而

ACT1 promoter 為 housekeeping gene promoter，不需要任何誘導物質便

可以持續表現。使用這兩種 promoter 的原因是希望在提高表現量的過程

中不會引發其他的訊息傳遞，以減少干擾。 
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二、材料 

2.1 菌株 

1. Escherichia coli: DH5α 

2. Candida albicans: 

菌株 (Strain) 基因型 (Genotype) Reference 

SC5314 CPH1/CPH1 EFG1/EFG1 Gillum et al., 

1984 

HLC54 cph1/cph1 efg1/efg1 Lo et al., 1997 

BWP17/tetR 

(YLO139) 

arg4/arg4 his1/his1 ura3/ura3 

ENO1/ENO1-tetR-ScHAP4AD-3×HA-CaHIS

1 

羅 秀 容 實 驗

室，2003，國

衛院臨床研究

組，未發表 

BWP17 arg4/arg4 his1/his1 ura3/ura3 Wilson et al., 

1999 

A21 rhd3::ARG4/RHD3  

(parental strain: BWP17) 

本實驗 

AH16 rhd3::ARG4/rhd3::HIS1  

(parental strain: A21) 

本實驗 

AH17 rhd3::ARG4/rhd3::HIS1  

(parental strain: A21) 

本實驗 

78BWOV-6 RHD3/RHD3::TR-RHD3-URA3 

(parental strain: BWP17/tetR) 

本實驗 

78BWOV-9 RHD3/RHD3::TR-RHD3-URA3  

(parental strain: BWP17/tetR) 

本實驗 

78K1-5A rhd3/RHD3 (parental strain: SC5314) 本實驗 
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78K1-10A rhd3/RHD3 (parental strain: SC5314) 本實驗 

78K2-4A rhd3/rhd3 (parental strain: 78K1-5A) 本實驗 

78K2-17A rhd3/rhd3 (parental strain: 78K1-10A) 本實驗 

78Sov-7A rhd3/ACT1p-RHD3  

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 

78Sov-14B rhd3/ACT1p-RHD3  

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 

78SovA5 rhd3/ACT1p(ACT1: -498~-1)-RHD3  

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 

78SovA6 rhd3/ACT1p(ACT1: -498~-1)-RHD3 

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 

78SovB3 rhd3/ACT1p(ACT1: -1022~+703)-RHD3  

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 

78SovB4 rhd3/ACT1p(ACT1: -1022~+703)-RHD3  

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 

78SovC5 rhd3/ACT1p(ACT1: -1022~-1)-RHD3  

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 

78SovC6 rhd3/ACT1p(ACT1: -1022~-1)-RHD3  

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 

78SovD1 rhd3/ACT1p(ACT1: -1022~-1)-RHD3  

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 

78SovD2 rhd3/ACT1p(ACT1: -1022~-1)-RHD3  

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 

78SovE9 rhd3/ACT1p(ACT1: -498~+703)-RHD3  

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 
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78SovE15 rhd3/ACT1p(ACT1: -498~+703)-RHD3  

(parental strain: 78K2-4A) 

本實驗 

AH6HF-49 rhd3::ARG4/rhd3::HIS1, 

RP10/rp10::ACT1p URA3  

(parental strain: AH16) 

本實驗 

AHRHD-1 rhd3::ARG4/rhd3::HIS1, 

RP10/rp10::ACT1p-RHD3 URA3  

(parental strain: AH16) 

本實驗 

 

2.2 質體 

質體 特性 Reference  

pGEM-T TA cloning vector，在 E.coli 中篩選標

記為抗 Ampicillin。 

pGEM○R -T 

vector system 

(Promega Cat. 

No. A3600) 

pBluescript II 

SK+ 

Cloning and mapping vector，在 E.coli

中篩選標記為抗 Ampicillin。 

Alting-Mees et 

al., 1992 

pRS-ARG4ΔSpeI 在 E.coli 中篩選標記為抗 Ampicillin，

並含 ARG4 基因。 

Wilson et al., 

1999 

pGEM-HIS1 在 E.coli 中篩選標記為抗 Ampicillin，

並含 HIS1 基因。 

Wilson et al., 

1999 

p99CAU 在 E.coli 中篩選標記為抗 Ampicillin，

並含 TR promoter 及 URA3 基因。 

Nakayama et 

al., 2000 

pSFS-SAT1 帶有 SAT1 marker，可抗

Nourseothricin。並含有以 MAL2p 調

Reuss et al., 

2004 
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控表現的 caFLP，可在含有 maltose

的培養條件下，誘發 marker 由

genome 中 pop-out。在 E.coli 中篩選

標記為抗 Ampicillin。 

p6HF-ACT1 帶有 ACT1 promoter 和 ACT1 

terminator 以及營養篩選標記 URA3

和基因 RP10。在 E.coli 中篩選標記為

抗 Ampicillin。 

Kaneko et al., 

2004 

pGEM12765-bf 將 RHD3 基因上游片段接在 pGEM-T

載體上，在 E.coli 中篩選標記為抗

Ampicillin。 

本實驗 

pB78K-5’ 將 RHD3 基 因 上 游 片 段 接 在

pBluescript II SK+載體上，在 E.coli 中

篩選標記為抗 Ampicillin。 

本實驗 

pB78K-5’3’ 將 RHD3 基因下游片段接在 pB78K-5’

載體上，在 E.coli 中篩選標記為抗

Ampicillin。 

本實驗 

pB78K/ARG4 將 ARG4 基因接在 pB78K-5’3’載體

上 ， 在 E.coli 中 篩 選 標 記 為 抗

Ampicillin。 

本實驗 

pB78K/HIS1 將 HIS1 基因接在 pB78K-5’3’載體上，

在 E.coli 中篩選標記為抗 Ampicillin。 

本實驗 

p9978-14 將 RHD3 基因片段接在 p99CAU 載體

上 ， 在 E.coli 中 篩 選 標 為 抗

Ampicillin，並含 TR promoter 及 URA3

本實驗 
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基因。 

pOV 將 RHD3 基因上游片段接在 p9978-14

載體上，在 E.coli 中篩選標記為抗

Ampicillin，並含 TR promoter 及 URA3

基因。 

本實驗 

pBACT 將 ACT1 promoter 接 在

pBluescripIISK+載體上，在 E.coli 中篩

選標記為抗 Ampicillin。 

本實驗 

pBACT78 將 RHD3 基因接在 pBACT 載體上，在

E.coli 中篩選標記為抗 Ampicillin。 

本實驗 

pBACT78A 將 pBACT78 中所帶的 ACT1 promoter 

(ACT1: -498~+703)換成 ACT1 

promoter (ACT1: -498~-1)，在 E.coli

中篩選標記為抗 Ampicillin。 

本實驗 

pBACT78B 將 pBACT78 中所帶的 ACT1 promoter 

(ACT1: -498~+703) 換 成 ACT1 

promoter (ACT1: -1022~+703) ， 在

E.coli 中篩選標記為抗 Ampicillin。 

本實驗 

pBACT78C 將 pBACT78 中所帶的 ACT1 promoter 

(ACT1: -498~+703) 換 成 ACT1 

promoter (ACT1: -1022~-1)，在 E.coli

中篩選標記為抗 Ampicillin。 

本實驗 

pBACT78D 將 pBACT78 中所帶的 ACT1 promoter 

(ACT1: -498~+703) 換 成 ACT1 

promoter (ACT1: -1022~-1)，在 E.coli

本實驗 
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中篩選標記為抗 Ampicillin。 

pBACT78E 將 pBACT78 中所帶的 ACT1 promoter 

(ACT1: -498~+703) 換 成 ACT1 

promoter (ACT1: -498~+703)，在 E.coli

中篩選標記為抗 Ampicillin。 

本實驗 

pASAT 將 RHD3 基 因 上 游 片 段 接 入

pSFS-ACT1 質體中，在 E.coli 中篩選標

記為抗 Ampicillin。 

本實驗 

pASATB 將 RHD3 基因下游片段接入 pASAT 質

體中，在 E.coli 中篩選標記為抗

Ampicillin。 

本實驗 

pSATov 將以 ACT1 promoter 表現的 RHD3 基

因送入 pASATB 質體中，在 E.coli 中篩

選標記為 Ampicillin。 

本實驗 

pSATovA 將以 ACT1 promoter (ACT1: -498~-1)

表現的 RHD3 基因送入 pASATB 質體

中，在 E.coli 中篩選標記為 Ampicillin。 

本實驗 

pSATovB 將以 ACT1 promoter (ACT1: 

-1022~+703)表現的 RHD3 基因送入

pASATB 質體中，在 E.coli 中篩選標記

為 Ampicillin。 

本實驗 

pSATovC 將以 ACT1 promoter (ACT1: -1022~-1)

表現的 RHD3 基因送入 pASATB 質體

中，在 E.coli 中篩選標記為 Ampicillin。 

本實驗 

pSATovD 將以 ACT1 promoter (ACT1: -1022~-1) 本實驗 
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表現的 RHD3 基因送入 pASATB 質體

中，在 E.coli 中篩選標記為 Ampicillin。 

pSATovE 將 以 ACT1 promoter (ACT1: 

-498~+703)表現的 RHD3 基因送入

pASATB 質體中，在 E.coli 中篩選標記

為 Ampicillin。 

本實驗 

p6RHD3 將 RHD3 orf 接入 p6HF-ACT1 中，在

E.coli 中篩選標記為抗 Ampicillin。 

本實驗 

 

2.3 引子 

2.3.1 針對使用營養基因缺陷篩選法將 RHD3 基因踢除所設計的引子 

引子 序列 5’~3’ 位置 

78K-3'F 
TATGGTACCTCTGACGACAAGGCTGCTGA 

     KpnI 

CaRHD3 gene: 

+454~+473 

78K-3'R 
TATGCCGGCTGACCGTTGTTGCCACTTC 

     NaeI 

CaRHD3 gene: 

+998~+980 

let-12765-1F 
TAGAA(A/C)CCGGGACAAGAA 

          SmaI 

CaRHD3 gene: 

-693~-675 

let-12765-1R-2 
CAATTCCAT(TA/GG)GTAATAACACC 

        NcoI 

CaRHD3 gene: 

-191~-213 

粗體為外加序列，底線為酵素切位。 

 

 2.3.2 針對使用四環黴素調控表現系統 TR system 所設計的引子 

引子 序列 5’~3’ 位置 

LPCp-6 F GGACTAGTATGAAATTCCTTGCTATTTTATCC CaRHD3 gene: 
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    SpeI +1~+24 

LPCp-6 R-2 
TATCCGCGGTTACATGACTAATCCA 

     SacII 

CaRHD3 gene: 

+615~+600 

粗體為外加序列，底線為酵素切位。 

 

 2.3.4 針對使用 p6HF-ACT1 質體過量表現 RHD3 所設計的引子 

引子 序列 5’~3’ 位置 

LPCp-18F 
CCCCTCGAGATGAAATTCCTTGCTATTTTATCC 

     XhoI 

CaRHD3 gene: 

+1~+24 

LPCp-18R 
AAAGCATGCTTACATGACTAATCCAGCAACAAC 

      SphI 

CaRHD3 gene: 

+615~+592 

粗體為外加序列，底線為酵素切位。 

 

 2.3.5 針對使用 SAT1 system 踢除 RHD3 基因所設計的引子 

引子 序列 5’~3’ 位置 

LPCp-9R 
CGAACGAGCTCTTGGAAAAAGAATATTAGGG 

        SacI 

CaRHD3 gene: 

+1071~+1052 

LPCp-12F 
CGGGGTACCAATCTTTACTTTATACGCCA 

      KpnI 

CaRHD3 gene: 

-453~-434 

LPCp-12R 
AAAGGGCCCAACTAGAAGTCGAAGAATGG 

      ApaI 

CaRHD3 gene: 

-70~-89 

LPCp-13F 
TCCCCGCGGCTACTAATTTTATATCCCC 

     SacII 

CaRHD3 gene: 

+677~+696 

粗體為外加序列，底線為酵素切位。 
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 2.3.6 針對使用 SAT1 system 過量表現 RHD3 基因所設計的引子 

引子 序列 5’~3’ 位置 

LPCp-10F-2 
GGGAATTCCATATGAAATTCCTTGCTATTTTATCC 

           NdeI 

CaRHD3 gene: 

+1~+24 

LPCp-10R-2 
CCGCTCGAGTTAATTAGAATTAAAAGTCCG 

     XhoI 

CaRHD3 gene: 

+671~+650 

LPCp-11F 
AAAGGGCCCCGTCAAAACTAGAGAATAATAAA 

      ApaI 

CaACT1 gene: 

-498~-476 

LPCp-11R 
CCCTTTTCATATGAGAACCGTTATCGATAACTA 

         NdeI 

CaACT1 gene: 

+703~+684 

LPCp-11R-2 
CCGCTCGAGAAATTTTCATATGAGAACCGTTAT 

     XhoI          NdeI 

CaACT1 gene: 

+703~+693 

LPCp-17F 
AAAGGGCCCATCGATAGAGCTATTAAGATCA 

      ApaI 

CaACT1 gene: 

-1022~-1001 

LPCp-17R 
CGGGCATATGTTTGAATGATTATATTTTTTTAA 

      NdeI 

CaACT1 gene: 

-1~-23 

粗體為外加序列，底線為酵素切位。 

 

2.3.7 篩選用引子 

引子 序列 5’~3’ 位置 

HJL0607 CCCAGTTATACCCAAGTCAC 
CaHIS1 gene: 

+231~+212 

Let-12765-r3 
CAACTTTGC(GT/TC)GAGACCAAG 

            XhoI 

CaRHD3 gene: 

+955~+936 

LPCp-1 F CGACGATGACGATGATGACA CaRHD3 gene: 
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-1054~-1035 

LPCp-3 R GGAATGGAGTGGTTGAAGGAT 
CaURA3 gene: 

+383~+403 

LPCp-14R CCCAACTTTGCGTGAGACC 
CaRHD3 gene: 

+957~+939 

LPCp-15R CGCATAAAACGGCAAACACC 
CaRHD3 gene: 

+1238~+1219 

LPCp-19F CGGACGTGTGGTTGTTAAGTCAGTA 
CaRP10 gene: 

-564~-540 

LPCp-19R ACGCTGAAATATTCCTTGTACTGTTG 
CaACT1 gene: 

-521~-496 

LPCt-7 F GGCGCACAAAATCTCCAACT 
CaRHD3 gene: 

-244~-225 

LPCt-7 R TCAGCAGCCTTGTCGTCAGA 
CaRHD3 gene: 

+473~+454 

YLO001 GTGCCACTGATCCATTGA 
CaARG4 gene: 

+62~+79 

 

 2.3.8 針對探針所設計的引子 

引子 序列 5’~3’ 位置 

LPCpro-2F GCTACCATCTCATCCATTCA 
CaRHD3 gene: 

+43~+62 

LPCpro-2R AACAGCAGCCATACCAACAC 
CaRHD3 gene: 

+594~+575 

LPCpro-6F GGATTCTGGTGATGGTGTTACTC CaACT1 gene: 
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+1120~1142 

LPCpro-6R GCAATACCTGGGAACATGGT 
CaACT1 gene:  

+1590~+1571 

RP10 F CGCTGATGGCTTGAAAGGTA 
CaRP10 gene: 

+171~+190 

RP10 R CACCGTGCAAAGCCAATAAT 
CaRP10 gene: 

+700~+681 

 

 2.3.9 針對定序所設計的引子 

引子 序列 5’~3’ 位置 

LPCs-pB R GCGGATAACAATTTCACACAGGA 
pBluescripII SK+: 

1358-1336 

LPCs-ACT TTCGGTCGCTGTTCTCACCA 
CaACT1 gene: 

-172~-153 

LPCp-16R AAGTTTTCCCACCCTACCCA 
CaACT1 gene: 

+97~+78 

 

2.4 化學藥品 

 Alpha Biociences Inc.: LB agar (Cat. No. L12-111) 

 Ameresco: Agarose (Cat. No. 0710-500G), EDTA (Cat. No. 0105-1KG), 

Glycerol (Cat. No. 0854-1L-PTM), Phenol (Cat. No. 0945-400ML), 

Sodium chloride (Cat. No. 0241-1KG), Tris base (Cat. No. 0826-1KG), 

Tris-hydrogen chloride (Cat. No. 0234-500G) 

 AppliChem: Ampicillin 

 Difco laboratories: Bacto agar (Cat. No. 143175), D-mannitol (Cat. No. 



 

17 

 

217020), Nutrient broth (Cat. No. 149018), Yeast nitrogen base w/o 

amino acid (Cat. No. 145368), YPD broth (Cat. No. 235141XB) 

 Fluka: Maleic acid (Cat. No. ) 

 Invitrogen: Goat serum (Cat. No. 01-6201) 

 J. T Baker: Formaldehyde (Cat. No. 15512), 

3-N-Morpholinopropanesulfonic acid (MOPS) (Cat. No. 1132612), 

Sodium hydroxide (Cat. No. 3722-01), Triton X-100 (Cat. No. X198-07) 

 Kodak: X-film (Cat. No. 1651454) 

 Merck: Ethanol (Cat. No. K33534874), Sodium acetate (Cat. No. 

1.06268.0250) 

 Panreac: K2HPO4 (Cat. No. 141512) 

 Protech: 100 bp DNA ladder (Cat. No. M1-100T) 

 Riedel-de Haёn: Chloroform (Cat. No. 32211), Sodium citrate tribasic 

dehydrate (Cat. No. 25116), Sodium dodecyl sulfate (Cat. No. 62862), 

Sodium hydroxide 

 Roche: Anti-DIG-AP (Cat. No. 1093274), Blocking reagent (Cat. No. 

1096176), CSPD (Cat. No. 1655884), DIG DNA labeling mix (Cat. No. 

1277065), DIG Easy Hyb (Cat. No. 11603558001) 

 Scharlau: LB broth (Cat. No. 02-385) 

 Sigma Chemical Co.: Arginine (Cat. No. A5131), Dithiothreitol (Cat. No. 

D9779) Formaldehyde (Cat. No. 33220), Glassbeads (425~600 μm) (Cat. 

No. G9268-50G), Histidine (Cat. No. H8125), Lithium acetate (Cat. No. 

L-6883), Sorbitol (Cat. No. S-0900), Tween 20 (Cat. No. p-1379), Uridine 

(Cat. No. U3750) 

 Subenzyme: 1kb DNA ladder (Cat. No. SEM11C001) 
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 Werner Bioagents: Nourseothricin (Cat. No. 5.1000) 

 景明化工: Ethanol 

 

2.5 酵素 

 Fermentas: HincII (ER0491)、NdeI (ER0581)、NotI (ER0591)、SacI 

(ER1131)、SacII (ER0201)、SalI (ER0641)、XbaI (ER0681)、XhoI (ER0691)、

T4 DNA Ligase (EL0331)、Taq DNA Polymerase (EP0402) 

 NEB: AflIII (R0541S)、ApaI (R0114S)、AvaI (R0152S)、BamHI (R0136S)、

BanII (R0119S)、BsaI (R0535S)、KpnI (R0142S)、NaeI (R0190S)、NcoI 

(R0193S)、NdeI (Ro111S) 、NotI (R0189S)、NruI (R0192S)、NsiI (R0127S)、

SacI (R0156S)、SacII (R0157S)、SpeI (R0133S)、SphI (R0182S)、XbaI 

(R0145S)、XhoI (R0146S)、Taq DNA Polymerase (M0267S) 

 TAKARA: EX Tag (Cat. No. RR001A) 

 

2.6 藥品配製 

 2.6.1 緩衝溶液及溶劑 

 0.1 M CaCl2: 1.47 g CaCl2∙2H2O dissolved in ddH2O to 100 ml 

 Freezer solution: 50 mM CaCl2, 15% glycerol 

 10X Tris-EDTA (TE): 100 mM Tris-Cl (pH 7.5), 10 mM EDTA (pH 8.0) 

 3 M Sodium acetate: 40.83 g sodium acetate dissolved in ddH2O to 100 

ml 

 1 M Dithiothreitol (DTT): 3.09 g DTT dissolved in 20 ml 0.01 M Sodium 

acetate, store at -20 °C 

 1 M Lithium acetate: 10.2 g lithium acetate dissolved in ddH2O to 100 

ml (pH7.5) 
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 1 M sorbitol: 16.7 g sorbitol dissolved in ddH2O to 100 ml 

 Breaking buffer: 2% Triton X-100, 1% SDS, 0.1 M NaCl, 1X TE 

 Denature buffer: 0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl 

 Neutralization buffer: 0.5 M Tris-Cl, 1.5 M NaCl 

 20X SSC (pH 7.0): 3 M NaCl, 0.3 M Sodium citrate 

 Detection buffer (pH 9.5): 0.1 M Tris-Cl, 0.1 M NaCl 

 Maleic acid buffer (pH 7.5): 0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl 

 Washing buffer: maleic acid buffer contained 0.3% Tween 20 

 10X blocking buffer: 10% (w/v) blocking reagent dissolved in maleic acid 

buffer 

 10% (w/v) SDS: 10 g SDS dissolved in ddH2O to 100 ml 

 RNA isolation buffer (RIB): 2.5 M NaCl, 0.5 M Tris-Cl, 0.25 M EDTA, 1% 

(w/v) SDS in DEPC-treated H2O 

 10X MOPS: 0.2 M MOPS (pH 7.0), 20 mM sodium acetate, 10 mM EDTA 

(pH 8.0) in DEPC-treated H2O 

 

 2.6.2 培養基配置 

 LB (Luria-Bertni) 培養液: 1% trytone, 0.5% yeast extract, 1% Nacl 

 LB 培養基 (含 Ampicillin): 1% trytone, 0.5% yeast extract, 1% Nacl, 

1.5% agar, 50 μg/ml Ampicillin 

 YPD 培養液: 1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose 

 YPmaltose 培養液: 1% yeast extract, 2% peptone, 2% maltose 

 YPD 培養液 (含 10% goat serum): 1% yeast extract, 2% peptone, 2% 

dextrose, 10% goat serum 

 YPD 培養基: 1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose, 2% agar 
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 YPD 培養基 (含 uridine): 1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose, 

2% agar, 80 μg/ml uridine 

 YPD 培養基 (含 nourseothricin): 1% yeast extract, 2% peptone, 2% 

dextrose, 2% agar, 200 μg/ml nourseothricin 

 YPD 培養基 (含 4% goat serum): 1% yeast extract, 2% peptone, 2% 

dextrose, 2% agar, 4% goat serum 

 YPD 培養基 (含 uridine 及 4% goat serum): 1% yeast extract, 2% 

peptone, 2% dextrose, 2% agar, 80 μg/ml uridine, 4% goat serum 

 Bacto agar 培養基 (含 4% goat serum): 2% agar, 4% goat serum 

 Bacto agar 培養基 (含 4% goat serum, arginine, histidine 及 uridine): 

2% agar, 4% goat serum, 20 μg/ml arginine, 20 μg/ml histidine, 80 

μg/ml uridine 

 Solid spider 培養基: 1% nutrient broth, 1% mannitol, 0.2 % K2HPO4, 

1.35% agar 

 Solid spider培養基 (含arginine, histidine及uridine): 1% nutrient broth, 

1% mannitol, 0.2 % K2HPO4, 1.35% agar, 20 μg/ml arginine, 20 μg/ml 

histidine, 80 μg/ml uridine 

 SD 培養液: 0.67% yeast nitrogen base, 2% dextrose 

 SD 培養基: 0.67% yeast nitrogen base, 2% dextrose, 2% agar 

 SD 培養基 (含 arginine): 0.67% yeast nitrogen base, 2% dextrose, 2% 

agar, 20 μg/ml arginine 

 SD 培養基 (含 uridine): 0.67% yeast nitrogen base, 2% dextrose, 2% 

agar, 80 μg/ml uridine 

 SD 培養基 (含 histidine 及 uridine): 0.67% yeast nitrogen base, 2% 

dextrose, 2% agar, 20 μg/ml histidine, 80 μg/ml uridine 
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2.7 儀器設備 

電子防潮箱 DX106 (台灣防潮科技) 

超純水製造機 Simplicity (MILLIPORE) 

震盪器 VORTEX-GENIE2 G560 (SCIENTIFIC INDUSTRICS) 

試管震盪器 IKA-VIBRAX-VXR 

水帄式電泳槽 MJ-105 (MEDCLUB) 

電泳影像處理系統 GEL DOC 2000 (BIO-RAD) 

乾燥加熱板 DB102 (FIRSTEK SCIENTIFIC) 

加熱攪拌器 S101 (FIRSTEK SCIENTIFIC) 

酸鹼值檢測計 Φ360 (BECKMAN) 

電子天帄 PB153-S (METTLER TOLEDO) 

往復式恆溫水槽 B206-T1 (FIRSTEK SCIENTIFIC) 

水浴槽 B-100 (FIRSTEK SCIENTIFIC) 

恆溫式震盪培養箱 B206 (FIRSTEK SCIENTIFIC) 

迴轉式震盪培養箱 721SR (WISDOM APPARATUS MFG COMPANY) 

核酸計算儀 GeneQuant pro (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) 

電磁式奈米級偵測儀 ND-1000 (博克科技有限公司) 

分光光度計 20GENES YSRT (SPECTRONIC INSTRUMENTS) 

PCR 溫度控制儀 Gene CyclerRT (BIO-RAD) 

梯度核酸增值儀 labcycler (SENSOQUEST) 

微量離心機 MICRO 240A (DINVILLE SCIENTIFIC INC.) 

微量冷凍高速離心機 centrifuge 5415R (eppendorf) 

桌上型低溫高速離心機 centrifuge 5804R (eppendorf) 

桌上型高速離心機 KUBOTA 5100 (KUBOTA CORPORATION) 

4 °C 三門冰藏櫃 KS-101-MS (MINI KINGKON) 
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-20 °C 直立冷凍櫃 (WHITE-WESTINGHOUSE) 

-80 °C 超低溫冷凍櫃 925/926 (FIRSTEK SCIENTIFIC) 

無菌操作台 VCM-420 (造鑫) 

倒立相位差螢光顯微鏡 TE2000-U (Nikon) 

數位相機 C-5050ZOOM (OLYMPUS) 

光子成像系統 G:BOX (SYNGENE) 

脈衝器 Micro pulserTM 411BR 0897 (BIO-RAD) 

雜交連結器 (UVITEC) 
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三、方法與步驟 

3.1 大腸桿菌勝任細胞(Competent cell)的製備 

挑選 DH5α 的單一菌落接種於 5 ml LB 培養液中，37 °C、170 rpm 震

盪培養 12~16 小時。取 2 ml 的菌液轉養於 100 ml LB(含有 5% glucose 和

2mM MgCl2)培養液中，37 °C、200 rpm震盪培養 90~120分鐘，直到OD600nm

約為 0.4~0.7。將菌液移入 50 ml 離心管中，靜置於冰上 20 分鐘。以 1620 

xg、4 °C 離心 10 分鐘，移除上清液。每管加入 25 ml 冰的 0.1 M CaCl2

將菌體重新懸浮，放置於冰上 30 分鐘。以 720 xg、4 °C 離心 10 分鐘，

移除上清液。每管加入 2.5 ml 冰的 0.1 M CaCl2將菌體重新懸浮，放置於

冰上約 20 小時，以 720 xg、4 °C 離心 5 分鐘，移除上清液。加入 2.5 ml 

Freezer solution 將菌體重新懸浮，分裝成每管 100 μl，保存於-80 °C 中。 

 

3.2 大腸桿菌勝任細胞的轉型(Transformation) 

將約20 ng~500 ng的質體(體積約0.5 μl~2 μl)和50 μl勝任細胞混和，

靜置於冰上約 20~30 分鐘。以 42 °C 熱休克 35~45 秒，之後立刻放回冰

上。加入 500 μl LB 培養液(已事先放置於 37 °C 預熱)，放 37 °C、150~180 

rpm 培養一小時，之後取 100 μl 的菌液塗盤。若轉型的質體為 ligation

之後的產物，則一小時培養完以後，以  1500 xg 離心 5 分鐘。移除大部

分的上清液，然後以剩餘的液體將菌重新懸浮塗盤。塗完的盤子倒放於

37 °C 隔夜培養。 

 

3.3 質體 DNA 的萃取 

 3.3.1 使用 Permier ExcelPureTM Plasmid Mini Kit 

將帶有質體的 E. coli 單一菌落接種於 5 ml LB 培養液(視需要加入

Ampicillin，final concentration: 50 μg/ml)，37 °C、180 rpm 過夜培養。離
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心 720 xg、12 分鐘將菌收集下來，移除上清液。以無菌二次水沖洗菌體，

並將菌移入 1.5 ml 微量離心管中。離心 15700 xg、1 分鐘，移除上清液。

加入 200 μl Solution I 懸浮菌體。加入 200 μl Solution II 上下輕搖幾下，直

到溶液澄清。加入 200 μl Solution III 上下輕搖幾下，這時會出現白色蛋

花狀懸浮物。離心 15700 xg、5 分鐘。將 spin column 和 collection tube

組合好，在 spin column 中加入剛離心完的上清液。離心 15700 xg、1 分

鐘，移除濾液並再次組好 spin column 和 collection tube。在 spin column

中加入 700 μl Washing Buffer，離心 15700 xg、1 分鐘，移除濾液並再次

組好 spin column 和 collection tube。重複此步驟一次。再次組好 spin 

column 和 collection tube，離心 15700 xg、3 分鐘以移除殘留在 column

上的 buffer。將 spin column 移入新的 1.5 ml 微量離心管中，打開蓋子，

放在 60 °C 乾浴板上 5 分鐘，以揮發殘留的酒精。在 spin column 中加入

50 μl Elution Buffer，室溫靜置 3 分鐘。離心 15700 xg、1 分鐘，將濾液(含

有所需的質體)保存於-20 °C。 

 

 3.3.2 使用 PROTECH Gene-SpinTM-V2 Miniprep Purification Kit 

將帶有質體的 E. coli 單一菌落接種於 5 ml LB 培養液(視需要加入

Ampicillin，final concentration: 50 μg/ml)，37 °C、180 rpm 過夜培養。離

心 720 xg、12 分鐘將菌收集下來，移除上清液。以無菌二次水沖洗菌體，

並將菌移入 1.5 ml 微量離心管中。離心 15700 xg、1 分鐘，移除上清液。

加入 200 μl Solution I 懸浮菌體。加入 200 μl Solution II 上下輕搖幾下，直

到溶液澄清，並室溫靜置 5 分鐘。加入 300 μl Solution III 上下輕搖幾下，

這時會出現白色蛋花狀懸浮物。離心 15700 xg、5 分鐘。將 spin column

和 collection tube 組合好，在 spin column 中加入剛離心完的上清液。離

心 15700 xg、1分鐘，移除濾液並再次組好 spin column和 collection tube。



 

25 

 

在 spin column 中加入 700 μl Washing Buffer，離心 15700 xg、1 分鐘，移

除濾液並再次組好 spin column 和 collection tube。重複此步驟一次。再

次組好 spin column 和 collection tube，離心 15700 xg、3 分鐘以移除殘留

在 column 上的 buffer。將 spin column 移入新的 1.5 ml 微量離心管中，

打開蓋子，放在 60 °C 乾浴板上 5 分鐘，以揮發殘留的酒精。在 spin column

中加入 50 μl Elution Buffer，室溫靜置 3 分鐘。離心 15700 xg、1 分鐘，

將濾液(含有所需的質體)保存於-20 °C。 

 

3.4 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

3.4.1 Fermentas Taq DNA polymerase (使用於產物 DNA 片段小於 2500 

bp) 

在 200 μl 微量離心管內混和以下藥品: 0.5~1 μg template DNA、1 μl 50 

uM primer、 5 μl 10X PCR buffer (-MgCl2)、4 μl 25mM MgCl2、4 μl 2.5 mM 

dNTP、2.5 unit Tag DNA polymerase，補無菌二次水至 50 μl。 

 

 3.4.2 NEB Tag DNA polymerase (使用於產物 DNA 片段大於 3000 bp) 

在 200 μl 微量離心管內混和以下藥品: 0.5~1 μg template DNA、1 μl 50 

uM primer、 5 μl 10X PCR buffer、4 μl 2.5 mM dNTP、2.5 unit Tag DNA 

polymerase，補無菌二次水至 50 μl。 

 

 3.4.3 TaKaRa EX Taq (使用於產物 DNA 片段大於 3000 bp) 

在 200 μl 微量離心管內混和以下藥品: 0.5~1 μg template DNA、0.5 μl 

50 uM primer、 5 μl 10X PCR buffer、4 μl 2.5 mM dNTP、2.5 unit Tag DNA 

polymerase，補無菌二次水至 50 μl。 
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 3.4.4 PCR 溫度控制儀程式設定 

Fermentas and NEB TaKaRa EX Taq 

95 °C      5 分鐘 95 °C      1 分鐘 

95 °C      1 分鐘 

50~58 °C   1 分鐘(重複 30 個循環) 

72 °C      1~3 分鐘   

95 °C      30 秒 

53 °C      30 秒 (重複 30 個循環) 

72 °C      3 分鐘  

72 °C      5~10 分鐘 72 °C      2 分鐘 

4 °C       終止反應 4 °C       終止反應 

 

3.5 限制酶反應  

 3.5.1 Cloning 片段製備 

將下列材料在微量離心管中混合: 3 μg DNA、3 μl 10X Buffer、3 μl 10X 

BSA (視酵素需求)、6~9 unit restriction enzyme，補無菌二次水至 30 μl，

放在合適的反應溫度 2~4 小時。將反應完的產物以 PCR clean-up kit 加以

純化。 

 

 3.5.2 質體確認 

將下列材料在微量離心管中混合: 1.5 μg DNA、1.5 μl 10X Buffer、1.5 μl 

10X BSA (視酵素需求)、3~5 unit restriction enzyme，補無菌二次水至15 μl，

放在合適的反應溫度 2~4 小時。以洋菜膠電泳確認產物的片段大小。 

 

3.6 萃取洋菜膠中的 DNA 片段 (Gel extraction) 

 3.6.1 配製含有結晶紫的洋菜膠 

取 0.24 g Agarose 加入 30 ml 1X TAE buffer 中，以微波加熱至 Agarose

粉末完全溶解，放在室溫中待融化的膠體稍微冷卻，加入 24 μl 結晶紫
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溶液(2.5 mg/ml)混合均勻，倒入製膠器中冷卻凝固即可使用。 

 

 3.6.2 萃取洋菜膠中的 DNA 片段 

先以電泳方式加以分離 DNA 片段，接著將所需之 DNA 片段由膠上

切下，放入微量離心管中，接著利用 Premier Gel Extraction Kit 進行純化。

首先在離心管中加入和切下的膠體等體積的 Binding buffer，接著將離心

管放置於 60 °C 乾浴槽上 5~15 分鐘，確保膠體完全溶解。將融化的混合

物加入 spin column 中，以 15700 xg 離心 1 分鐘，移除收集管中的濾液。

在 column 中加入 700 μl washing buffer，以 15700xg 離心 1 分鐘，移除

收集管中的濾液。再次加入 700 μl washing buffer，以 15700xg 離心 1 分

鐘，移除收集管中的濾液。讓 column 空轉 3 分鐘，再將 column 移入新

的微量離心管中，打開 column 的蓋子，放 60 °C 烘 5 分鐘，以確保剩餘

的酒精揮發完全。在 column 中加入 30 μl Elution buffer，放室溫中靜置 3

分鐘，以 15700 xg 離心 1 分鐘，將濾液保存於-20 °C 中。 

 

3.7 接合反應 (Ligation) 

將酵素處理過並經過純化的質體和 insert 以合適的比例在微量離心

管中混合，使質體和 insert 的莫耳數比約為 1:3，接著加入 2 μl 10X Ligase 

Buffer、0.5 μl T4 Ligase (5 unit/μl)，並補無菌二次水至總體積為 20 μl。整

個反應的 DNA 濃度控制在 10 ng/μl 上下。放 22 °C 一小時，或是 16 °C

隔夜反應。 

 

3.8 TA clone (使用 PROMEGA pGEM-T vector) 

在微量離心管中混和以下材料: 5 μl 2X Rapid Ligation Buffer、1 μl 

pGEM-T vector (50 ng/μl)、適量的 PCR 產物使 vector 和 insert 的莫爾數比
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約為 1:3、1 μl Ligase (3 unit/μl)，補無菌二次水至總體積為 10 μl。放室溫

一小時，或是 4 °C 隔夜反應。 

 

3.9 白色念珠菌的轉型 (Transformation)  

3.9.1 熱休克法(Heat shock) 

將白色念珠菌之單一菌落接種至 5 ml YPD 培養液中(視需要添加

Uridine)，30 °C、300 rpm 震盪培養約 16 小時。然後取 2 ml 的菌液轉養

到 50 ml YPD 培養液中(視需要添加 Uridine)，30 °C、300 rpm 震盪培養至

OD600nm約 0.6~0.8。將培養完的菌液移入 50 ml 離心管中，720 xg、10 分

鐘離心，移除上清液。加入 10 ml 無菌二次水將菌體懸浮，720 xg、10

分鐘離心，移除上清液。加入 5 ml 1X TE 將菌體懸浮，720 xg、10 分鐘

離心，移除上清液。加入 3 ml LATE buffer 將菌體懸浮，720 xg、10 分鐘

離心，移除上清液。加入 300 μl LATE buffer 將菌體懸浮，室溫靜置 20

分鐘，即完成白色念珠菌之勝任細胞。取約 1 μg 的 DNA 片段和 10 μl 的

10 mg/ml salmon sperm DNA 以及 200 μl 白色念珠菌勝任細胞混均勻，放

置於 30 °C、30 分鐘。加入 700 μl PLATE buffer，30 °C、150 rpm 震盪培

養 16 小時。以 44 °C 進行熱休克 15 分鐘，接著 400 xg、2 分鐘離心，移

除上清液。加入 1 ml 1X TE 將菌體重新懸浮，以 400 xg、2 分鐘離心，移

除上清液。加入 100 μl 1X TE 將菌體重新懸浮，塗佈在適當的篩選培養

基中，30 °C 培養 2~3 天。 

 

3.9.2 電穿孔法(electroporation) 

將白色念珠菌的單一菌落接種於 5 ml YPD 培養液中(視需要添加

Uridine)，30 °C、300 rpm 震盪培養約 16 小時。取 5 μl 菌液轉養到 50 ml 

YPD 培養液中(視需要添加 Uridine)，30 °C、300 rpm 震盪培養 16~24 小
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時，直到 OD600nm約 1.8~2.2。將菌液移入 50 ml 離心管中，以 1620 xg、

5 分鐘離心，移除上清液。加入 10 ml LATE buffer 將菌體重新懸浮，30 °C、

150 rpm 震盪培養 1 小時。加入 250 μl 1M DTT，30 °C、150 rpm 震盪培

養 30 分鐘。以下冰上操作，加入 40 ml 冰的無菌二次水，以 1620 xg、4 

°C、5 分鐘離心，移除上清液。加入 25 ml 冰的無菌二次水將菌體重新懸

浮，以 1620 xg、4 °C、5 分鐘離心，移除上清液。加入 5 ml 冰的 1M sorbitol

將菌體重新懸浮，以 1620 xg、4 °C、5 分鐘離心，移除上清液。加入 5 ml

冰的 1M sorbitol 將菌體重新懸浮，以 1620 xg、4 °C 、5 分鐘離心，移

除上清液。加入 50 ul 冰的 1M sorbitol 將菌體重新懸浮，靜置於冰上即

完成勝任細胞的製作。接著在無菌的 1.5 ml 微量離心管中混合 40 μl 勝

任細胞和 1 μg的DNA片段。將混合好的勝任細胞加入電穿孔用的 cuvette

中，靜置於冰上 5 分鐘。以 1.8kV 進行電穿孔，之後在 cuvette 中加入 1 

ml 冰的 sorbitol，混合後吸出菌液，移入新的 1.5 ml 微量離心管中，800 

xg、離心 5 分鐘，移除上清液。加入 1 ml YPD 培養液(視需要添加Uridine)，

30 °C、150 rpm 震盪培養 1 小時。取 100 μl 的菌液塗佈在合適的培養基

上，30 °C 培養 2~3 天。 

 

3.10 Maltose 誘發 SAT1 cassette pop-out 

在白色念珠菌轉型後，將篩選得到的單一菌落先在 YPD 培養基上畫

開。之後挑選單一菌落培養在 5 ml YPmaltose 培養液中，以 30 °C、300 rpm

帄面震盪培養 3~5天。將培養完的菌液取 300~500 μl抽取Genomic DNA，

進行 PCR 確認是否有轉型成功。剩下的菌液先暫存於 4 °C 中。 

 

3.11 Replica 

將 3.10 確認成功的菌株之保存菌液由 4 °C 中取出，以無菌 Tip 沾取
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菌液，在新的培養基上畫開，以 30 °C 培養 1~2 天。將培養完的菌轉印

在無菌的絨布上，再將無篩選性的培養基和有篩選性的培養基依序蓋在

絨布上，以沾取在絨布上的菌，放 30 °C 培養 1~2 天。之後挑選在無篩

選性的培養基會生長，但在具有篩選性的培養基上不會生長的菌落。 

 

3.12 Genomic DNA 純化 

 3.12.1 冷熱法萃取 

挑選單一菌落培養在適當的培養液中，30 °C、300 rpm 震盪培養約

16 小時。以 720 xg、離心 12 分鐘將菌收集下來，移除上清液。加入 1 ml

無菌二次水將菌體重新懸浮，移入新的 1.5 ml 微量離心管中，15700 xg、

1 分鐘離心，移除上清液。加入 200 μl Lysis buffer 將菌體重新懸浮，在-80 

°C 中放 2 兩分鐘使菌液結凍，放 95 °C 1 分鐘使菌液溶解，再放-80 °C 2

分鐘、95 °C 1 分鐘，接著 vortex 30 秒。加入 200 μl Chloroform vortex 2

分鐘，以 15700 xg 離心 5 分鐘。取 200 μl 上清液移入新的 1.5 ml 微量離

心管中，加入 500 μl 100% 冰的 EtOH 混和均勻，靜置於-20 °C 中 20 分

鐘。以 15700 xg 離心 5 分鐘，移除上清液。加入 500 μl 70%冰的 EtOH

上下輕搖幾下，以 15700 xg 離心 1 分鐘，移除上清液。將離心管倒置以

風乾 pellet，之後加入 50 μl 無菌二次水和 0.5 μl RNase A (10 mg/ml)將

pellet 回溶，保存於-20 °C 中。 

 

 3.12.2 傳統法萃取 

將單一菌落接種到合適的 5 ml 培養液中，30 °C、300 rpm 震盪培養

16~18 小時。以 720 xg 離心 12 分鐘，將菌收集下來，移除上清液。加入

1 ml 無菌二次水將菌體重新懸浮，移入新的 1.5 ml 微量離心管中。以

15700 xg 離心 1 分鐘，然後移除上清液。加入 300 μl Lysis buffer 將菌體
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重新懸浮，vortex 5 分鐘。加入 1/3 體積的玻璃珠，vortex 5 分鐘。加入

3 μl 20 mg/ml proteinase K 以及 3 μl 10 mg/ml RNase，放置於 37 °C 中反

應 1 小時。加入 300 μl phenol，vortex 5 分鐘。加入 300 μl 1X TE，vortex 

5 分鐘。以 15700 xg、4 °C 離心 10 分鐘，將上清液移入新的 1.5 ml 微量

離心管中，加入等體積的 phenol，vortex 均勻。以 15700 xg、4 °C 離心

10分鐘，將上清液移入新的 1.5 ml微量離心管中，加入等體積的 phenol，

vortex 均勻。以 15700 xg、4 °C 離心 10 分鐘，將上清液移入新的 1.5 ml

微量離心管中，加入2.5倍體積冰的100% EtOH和1/8體積的3M NaOAc，

混和均勻，放置於-20 °C 中 20 分鐘使 DNA 沉澱。以 15700 xg、4 °C 離心

10 分鐘，移除上清液。加入 1 ml 冰的 70% EtOH 上下輕搖幾下，以 15700 

xg、4 °C 離心 1 分鐘，移除上清液。將離心管倒置風乾 pellet。加入 50 μl

無菌二次水將 pellet 回溶，保存於-20 °C 中。 

 

3.13 南方點墨法 

 3.13.1 探針(probe)的合成 

使用 Roche 廠商產品 DIG labeling dNTP mix 以及 Fermentas Taq DNA 

polymerase system。做法是將一半的dNTP以DIG labeling dNTP mix取代。

在 200 μl 微量離心管中混合以下材料:約 1 μg Template DNA、5 μl 10X Taq 

DNA Polymerase Buffer (-MgCl2)、4 μl 25 mM MgCl2、2.5 μl DIG DNA labeling 

mix、2.5 μl 2.5 mM dNTP mix、1 μl 50 mM primer、0.5 μl Taq DNA 

Polymerase (5 unit/μl)，補無菌二次水至總體積為 50 μl。 

PCR 溫度設定： 

95 °C      5 分鐘 

95 °C      1 分鐘 

52~55 °C   1 分鐘   (重複 30 個循環) 
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72 °C      30 秒 

72 °C      5 分鐘 

4 °C       終止反應 

  

3.13.2 南方點墨法 

 轉漬 DNA (Transfer) 

取 15 μg Genomic DNA 以適當的酵素作用 3~5 小時，反應體積為 30 μl。

將處理完的 DNA 以 0.8%洋菜膠進行電泳，電泳緩衝液為 1X TAE，電場

強度為 50 伏特，約跑 70 分鐘左右。接著將跑完的膠以 1 μg/ml EtBr 染

色 15 分鐘，以影像處理系統拍照。接著將膠泡入 Denature Buffer 中，

以 60 rpm 帄面震盪 15 分鐘。換新的 Denature Buffer 再搖 15 分鐘，然

後移除 Buffer。以無菌二次水沖洗膠體，然後將膠泡入 Neutralization 

Buffer，以 60 rpm 帄面震盪 15 分鐘。換新的 Neutralizaton Buffer 再搖 15

分鐘，然後移除 Buffer。以無菌二次水沖洗膠體，然後將膠泡入 10X SSC

中，以 60 rpm 帄面震盪 10 分鐘。準備 3 張小張的 3M 濾紙和一張同寬

度但長度較長的濾紙，以 10X SSC 泡濕備用。準備一張和膠同樣大小的

Nylon membrane，同樣以 10X SSC 泡濕備用。準備一張和濾紙同大小的

投影片，中間挖出一個和膠一樣大小的空洞。準備一個盆子和一的堅固

的帄台，將帄台放入盆子中，在盆內注入 10X SSC，液面不要高於帄台。

將較長的濾紙置於帄台上，兩端沒入液面。鋪上一張小張的濾紙，小心

排除接面的氣泡。將膠體置於濾紙中央，小心的排除接面的氣泡，並將

投影片穿過膠體，置於濾紙之上。將 Nylon membrane 鋪在膠上，小心

的排除氣泡。蓋上兩張小張的濾紙，同樣的排除接面的氣泡。放上約 5

公分厚的 paper tower，以保鮮膜覆蓋整個裝置，並在裝置上壓上約 0.5 kg

的重物，放置約 14~16 小時。 
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 雜交反應 (Hybridization) 

將轉漬完的 membrane 進行 cross-linking: 以 UV 254 nm 照射

membrane (有 DNA 的那面)兩次，每次 2 分鐘。之後將 membrane 泡入

DIG Eazy Hy 中，放置於 42 °C 恆溫培養箱，以 60 rpm 帄面震盪 1~3 小時。

將探針放置於 95 °C 加熱板上加熱 10 分鐘，然後置於冰上 10 分鐘。將

探針和 DIG Eazy Hy 以 1 μl 探針加 1 ml DIG Eazy Hy 的比例混合均勻。將

membrane 泡入混有探針的 DIG Eazy Hy 中，放置於 42 °C 恆溫培養箱，

以 60 rpm帄面震盪 16~20個小時。配製 2X washing buffer: 2.5 ml 20X SSC、

500 μl 10% SDS、22.25 ml DEPC-H2O。將 membrane 泡入 2X washing buffer

中，60 rpm 帄面震盪 20 分鐘。配製 0.5 X washing buffer: 625 μl 20X SSC、

500 μl 10% SDS、24.125 ml DEPC-H2O。將 membrane 泡入 0.5X washing 

buffer 中，放置於 58 °C 恆溫培養箱，以 60 rpm 帄面震盪 20 分鐘。 

 

 免疫偵測 (Detection) 

將 membrane 泡入 washing buffer 中，以 60 rpm 帄面震盪 15 分鐘，

重複此步驟一次。配製 15 ml Blocking buffer: 13.5 ml Maleic acid buffer、

1.5 ml 10X Blocking (Roche Blocking reagent)。將 membrane 放入 Blocking 

buffer 中，以 60 rpm 帄面震盪 30 分鐘。配製 15 ml Antibody buffer: 13.5 

ml Maleic acid buffer、1.5 ml 10X Blocking、1.5 μl Antibody (Roche 

Anti-DIG-AP，先 4 °C、15700 xg 離心 5 分鐘) 。將 membrane 放入 Antibody 

buffer 中，以 60 rpm 帄面震盪 30 分鐘。將 membrane 泡入 washing buffer

中，以 60 rpm 帄面震盪 15 分鐘，重複此步驟一次。再將 membrane 泡

入 Detection buffer 中，以 60 rpm 帄面震盪 10 分鐘。接著將 membrane

放置在投影片上(帶有 DNA 的那面朝上)。混和 10 μl CSPD 和 990 μl 

Detection buffer，加到 membrane 上。蓋上另一片投影片，推掉多餘的
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buffer 和氣泡，以鋁鉑紙包好，放置於 37 °C 中反應 20 分鐘，之後在暗

房進行壓片。將底片隔著投影片放置於 membrane 上，待感光適當時間

之後，將底片置於 Develop buffer 中使影像顯現，再以 Fix buffer 固定影

像，以清水沖洗掉 buffer 之後，將底片陰乾即可永久保存。 

 

3.14 RNA 萃取 

 3.14.1 Doxycycline 誘發 

將白色念珠菌單一菌落接種到 5 ml YPD 培養液中(視需要添加

Uridine)，放 30 °C 以 300 rpm 帄面震盪培養 16~18 小時。取 2 ml 隔夜培

養的菌液加到 40 ml YPD 中(視需要添加 Uridine)，再加入 40 μl Doxycycline 

(20 mg/ml)，放 30 °C 以 300 rpm 帄面震盪培養，直到 OD600落在 0.6~0.8

之間。 

 

 3.14.2 轉養 

將白色念珠菌單一菌落接種到 5 ml YPD 培養液中(視需要添加

Uridine)，放 30 °C 以 300 rpm 帄面震盪培養 16~18 小時。取 2 ml 隔夜培

養的菌液加到 40 ml YPD 中(視需要添加 Uridine)，放 30 °C 以 300 rpm 帄

面震盪培養，直到 OD600落在 0.6~0.8 之間。 

 

 3.14.3 RNA 萃取 

將菌移入 50 ml 離心管中，以 4 °C、720 xg 離心 10 分鐘，移除上清

液。以 2~10 ml 的 DEPC-H2O 將菌重新懸浮，並移至 15 ml 離心管中。以

4 °C、720 xg離心5分鐘，移除上清液。加入300 μl RIB (RNA Isolution Buffer)

將菌懸浮，並加入 1/3體積的玻璃珠，4 °震盪 5分鐘。加入 300 μl phenol，

4 °C 震盪 5 分鐘。加入 1/3 體積的玻璃珠，4 °C 震盪 5 分鐘。加入 500 μl 
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RIB，4 °C 震盪 5 分鐘。之後以 4 °C、720 xg 離心 5 分鐘。然後將上清液

移入 1.5 ml 微量離心管中(大約 700 μl 左右)， 以 15700 xg、4 °C 離心 5

分鐘。將上清液移入新的微量離心管中，加入等體積的phenol混合均勻，

以 15700 xg、4 °C 離心 5 分鐘，重複此步驟一次。將上清液移入新的微

量離心管中，加入 2.5 倍體積的 100%酒精(-20 °C)和 1/8 體積的 2.5 M 醋

酸鈉溶液，混和均勻，放置在冰上 30 分鐘。以 15700 xg、4 °C 離心 5 分

鐘，移除上清液。加入 1 ml 70%酒精(-20 °C)上下輕搖幾下，以 15700 xg、

4 °C 離心 5 分鐘，移除上清液之後倒置，風乾 pellet。加入 50~100 μl 

DEPC-H2O 將 pellet 回溶，之後保存於 -80 °C 中。 

 

3.15 北方點墨法 

3.15.1 探針(probe)的合成 

同 3.13.1 

 

 3.15.2 北方點墨法 

 轉漬 RNA (Transfer) 

配置 1.2% RNA 膠:將 0.6 g Agarose 加入 36 ml DEPC-H2O 中，以微波

加熱溶化。待溶化的膠稍微冷卻之後，加入 5 ml 10X MOPS 和 9 ml 

formaldehyde 混合均勻，倒入製膠器中等凝。RNA 樣品處理:將約 12 μg

的樣品和 3.5 μl 10X MOPS、5 μl formaldehyde、10 μl formamide、3 μl dye、

1 μl 10 mg/ml ethidium bromide 混合，以 65 °C 加熱 10 分鐘，放置於冰

上 5 分鐘。將處理過的 RNA 樣品加入已配製好的洋菜膠的孔洞中，以

50 伏特的電壓進行電泳，電泳緩衝液為 1X MOPS，約跑 60~90 分鐘，電

泳結束以後以影像處理系統拍照。接著將膠泡入 10X SSC 中，以 60 rpm

帄面震盪 20 分鐘。準備 3 張小張的 3M 濾紙和一張同寬度但長度較長的
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濾紙，以 10X SSC 泡濕備用。準備一張和膠同樣大小的 Nylon membrane，

同樣以 10X SSC 泡濕備用。準備一張和濾紙同大小的投影片，中間挖出

一個和膠一樣大小的空洞。準備一個盆子和一的堅固的帄台，將帄台放

入盆子中，在盆內注入 10X SSC，液面不要高於帄台。將較長的濾紙置

於帄台上，兩端沒入液面。鋪上一張小張的濾紙，小心排除接面的氣泡。

將膠體置於濾紙中央，小心的排除接面的氣泡，並將投影片穿過膠體，

置於濾紙之上。將 Nylon membrane 鋪在膠上，小心的排除氣泡。蓋上

兩張小張的濾紙，同樣的排除接面的氣泡。放上約 5公分厚的 paper tower，

以保鮮膜覆蓋整個裝置，並在裝置上壓上約 0.5 kg 的重物，放置約 14~16

小時。 

 

 雜交反應 (Hybridization) 

將轉漬完的 membrane 進行 cross-linking: 以 UV 254 nm 照射

membrane (有 RNA 的那面)兩次，每次 2 分鐘。之後將 membrane 泡入

DIG Eazy Hy 中，放置於 42 °C 恆溫培養箱，以 60 rpm 帄面震盪 1~3 小時。

將探針放置於 95 °C 加熱板上加熱 10 分鐘，然後置於冰上 10 分鐘。將

探針和 DIG Eazy Hy 以 1 μl 探針加 1 ml DIG Eazy Hy 的比例混合均勻。將

membrane 泡入混有探針的 DIG Eazy Hy 中，放置於 42 °C 恆溫培養箱，

以 60 rpm帄面震盪 16~20個小時。配製 2X washing buffer: 2.5 ml 20X SSC、

500 μl 10% SDS、22.25 ml DEPC-H2O。將 membrane 泡入 2X washing buffer

中，60 rpm 帄面震盪 20 分鐘。配製 0.5 X washing buffer: 625 μl 20X SSC、

500 μl 10% SDS、24.125 ml DEPC-H2O。將 membrane 泡入 0.5X washing 

buffer 中，放置於 58 °C 恆溫培養箱，以 60 rpm 帄面震盪 20 分鐘。 
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 免疫偵測 (Detection) 

將 membrane 泡入 washing buffer 中，以 60 rpm 帄面震盪 15 分鐘，

重複此步驟一次。配製 15 ml Blocking buffer: 13.5 ml Maleic acid buffer、

1.5 ml 10X Blocking (Roche Blocking reagent)。將 membrane 放入 Blocking 

buffer 中，以 60 rpm 帄面震盪 30 分鐘。配製 15 ml Antibody buffer: 13.5 

ml Maleic acid buffer、1.5 ml 10X Blocking、1.5 μl Antibody (Roche 

Anti-DIG-AP，先 4 °C、15700 xg 離心 5 分鐘) 。將 membrane 放入 Antibody 

buffer 中，以 60 rpm 帄面震盪 30 分鐘。將 membrane 泡入 washing buffer

中，以 60 rpm 帄面震盪 15 分鐘，重複此步驟一次。再將 membrane 泡

入 Detection buffer 中，以 60 rpm 帄面震盪 10 分鐘。接著將 membrane

放置在投影片上(帶有 RNA 的那面朝上)。混和 10 μl CSPD 和 990 μl 

Detection buffer，加到 membrane 上。蓋上另一片投影片，推掉多餘的

buffer 和氣泡，以鋁鉑紙包好，放置於 37 °C 中反應 20 分鐘，之後在暗

房進行壓片。將底片隔著投影片放置於 membrane 上，待感光適當時間

之後，將底片置於 Develop buffer 中使影像顯現，再以 Fix buffer 固定影

像，以清水沖洗掉 buffer 之後，將底片陰乾即可永久保存。 

 

3.16 突變株之性狀分析(Characterization) 

 3.16.1 誘發菌絲生長觀察型態轉變 

 含山羊血清之固態培養基 

將單一菌落接種在含 4%山羊血清之 YPD 培養基中，且視需要在培養

基中加入 Uridine，置於 37 °C 培養三天，觀察單一菌落之型態變化。 

將單一菌落接種在含 4%山羊血清之 Bacto agar 培養基中，且視需要

在培養基中加入 Uridine, Argenine, Histidine，置於 37 °C 培養七天，於倒

立式顯微鏡下觀察菌絲生長的型態 (Stabb JF et al, 2003) 。 
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 3.16.2 芽管試驗(germ tube assay) 

將單一菌落接種在含有 10%山羊血清之 YPD 培養液中，且視需要添

加 Uridine，於 37 °C 培養 3 小時，於倒立式顯微鏡下觀察是否有芽管生

成。 

 

 3.16.3 侵犯力測試(invasion assay) (Navarro-García F et al., 1998) 

將單一菌落接種在 Solid Spider 培養基上，並視需要於培養基中添加

Uridine, Argenine, Histidine，置於 37 °C 培養 7 天，觀察菌落型態，之後

以水流沖洗菌落，觀察菌落是否會因菌絲侵入培養基而殘留。 
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四、結果 

4.1 使用營養標記篩選建構 RHD3 單套、雙套剔除株  

利用白色念珠菌 BWP17 進行 RHD3 單套、雙套剔除株的建構。BWP17

是一株經過改造，剔除營養基因 ARG4、HIS1 和 URA3 的菌株，因此便可

以使用這三個營養基因當作篩選標記，用以剔除目標基因。做法便是將

目標基因的上下游片段以 cloning 的方式接在營養篩選基因的兩端，接著

將建構完成的片段送入白色念珠菌 BWP17 細胞中，送入的片段便會利

用所帶的目標基因之上下游相似片段進行同源重組置換，以營養篩選基

因去取代目標基因，達到目標基因的剔除。 

 

 4.1.1 在質體 pBluescript II SK+上建構 RHD3 剔除片段 (圖二 A、B) 

以 Candida albicans genomic DNA 為模板，使用引子 let-12765-1F 和

let-12765-1R-2 進行 PCR 反應，得到 RHD3 的上游片段，稱為 A region。

使用 Promega pGEM-T vector 進行 TA cloning，將 A region 接到 T-vector

上，得到質體命名為 pGEM12765-bf。pGEM12765-bf 以酵素 NcoI 作用預

期會得 506 bp 和 2996 bp 的片段(如圖三切位示意圖所示)，在電泳圖上

看來 Lane 1、4 的結果合乎預期，片段在 3 Kbp 左右的位置和在 500 bp

左右的位置(圖三)；以酵素 AvaI 作用會得 312 bp 和 3190 bp 的片段(如圖

三切位示意圖所示)，在電泳圖上 Lane 5 的結果是合乎預期的，片段在

大約 3 Kbp 左右的位置和在約 300 bp 左右的位置 (圖三 )，因此

pGEM12765-bf-3 應是建構成功的質體。之後以酵素 SacII 和 NotI 處理

pGEM12765-bf-3，將 A region 切下；以同樣的酵素處理 pBluescript II SK+，

然後將 A region 接入 pBluescript II SK+，得到的質體命名為 pB78K-5’。

pB78K-5’以酵素 AvaI 作用會得到片段 45 bp、220 bp、312 bp 和 2896 bp，

45 bp的大小無法顯示在電泳圖上，所以以另外三個片段當作判斷依據。
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以電泳結果看來在 200 bp 和 300 bp 附近皆有預期片段(圖四)。同樣的以

C. albicans genomic DNA 為模板，使用引子 78K-3’F 和 78K-3’R 進行 PCR

反應，得到 RHD3 的下游片段，稱為 B region。以酵素 KpnI 和 NaeI 處理

B region 和 pB78K-5’，然後將 B region 接入 pB78K-5’中，得到質體命名為

pB78K-5’3’。pB78K-5’3’以酵素 BanII 作用會得片段 587 bp、608 bp 和 2504 

bp(圖五切位示意圖)，因無法以電泳來區分 587 bp 和 608 bp 片段，所以

預期結果只會出現兩條片段。如(圖五)電泳圖所示，在 500 bp 和 750 bp

之間，以及在 2500 bp 的位置皆有預期片段出現。接著以酵素 KpnI 和 XbaI

處理質體 pRS-ARG4，將 ARG4 切下；接著以同樣的酵素處理 pB78K-5’3’，

然後將 ARG4 接入 pB78K-5’3’中，得到的質體命名為 pB78K/ARG4。如果

ARG4 有成功接入，質體 pB78K/ARG4 便可以酵素 NdeI 切開，預計片段

會得 5583 bp(圖六 A)，如電泳圖所示在 5 Kbp~6 Kbp 之間有預期片段出

現。然後以酵素 SalI 和 BamHI 處理質體 pGEM-HIS1，將 HIS1 切下；接著

以同樣的酵素處理 pB78K-5’3’，然後將 HIS1 接入 pB78K-5’3’中，得到的

質體命名為 pB78K/HIS1。如果 HIS1 有成功接入的話，質體 pB78K/HIS1

便可以酵素 NruI 切開，預計會得片段 6039 bp(圖六 A)，如電泳圖所示在

6 Kbp 附近有預期的片段。 

 

 4.1.2 建構 RHD3 單套、雙套剔除菌株 

首先將質體 pB78K/ARG4 以酵素 NaeI 和 SacI 處理，預計會得到片段

3051 bp 和 2532 bp，如電泳所示 Lane 1 在 2.5 Kbp 和 3 Kbp 皆有預期片

段(圖六 B)。將片段 3051 bp 以膠體純化方式分離出來，此片段含有 RHD3

上下游片段和 ARG4，之後將純化的片段以熱休克法送入白色念珠菌

BWP17 中，期望得到 RHD3 單套踢除株。先以 SD 培養基(含有 Histidine

和 Uridine)做初步的篩選，成功剔除的菌株會因帶有 ARG4 而可以在培養
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基上存活。將得到的菌落培養存菌，並以冷熱法抽取 genomic DNA，進

行 PCR 篩選。使用引子 LPCp-4F 和 78K-3’R 進行 PCR 反應，如果成功的

將其中一套 RHD3 置換成 ARG4，預期會得到片段 1790 bp 和 3131 bp。

以電泳結果看來，Lane 3 (A15)和 Lane 4 (A21)在 1.5 Kbp~2 Kbp 之間，以

及在約 3 Kbp 左右的位置有出現預期片段，應為成功的 RHD3 單套踢除

株(圖七)。 

接著將質體 pB78K/HIS1 以酵素 NaeI 和 SacI 處理，預計會得到片段

3507 bp 和 2532 bp，如電泳所示 Lane 2 在 2.5 Kbp 附近，以及 3 Kbp~4 Kbp

之間有預期片段出現(圖六 B)。將片段 3507 bp以膠體純化方式分離出來，

此片段含有 RHD3 上下游片段和 HIS1，之後將純化的片段以熱休克法送

入白色念珠菌 A21 (RHD3 單套剔除株)中，期望得到 RHD3 雙套剔除株。

先以 SD 培養基(含有 Uridine)做初步的篩選，成功置換的菌株會因帶有

ARG4 和 HIS1 而可以在培養基上存活。將篩選得到的菌落培養存菌，以

冷熱法抽取 genomic DNA，進行 PCR 篩選。使用引子 LPCp-1F 和 YLO001

進行 PCR 反應，若 RHD3 有被置換成 ARG4 則可以夾出 2323 bp，如電泳

圖所示，在 2 Kbp~2.5 Kbp 之間有預期片段(圖八 B)。以引子 LPCp-1F 和

HJL0607 進行 PCR 反應，若 RHD3 有被置換成 HIS1 則可以夾出 1462 bp，

如電泳圖所示，在 1.5 Kbp 附近有預期片段(圖八 C)。其中 AH16(圖八 Lane 

2, 4)和 AH17(圖八 Lane 3, 5)以這兩組引子進行 PCR 反應，皆有夾出合乎

預期的片段，故認為這兩株應為成功的 RHD3 雙套剔除株。 

 

 4.1.3 南方點墨法確認 RHD3 單套、雙套剔除株 

將 SC5314、BWP17、A21、AH16、AH17 這五株白色念珠菌以傳統法

抽取 genomic DNA，進行南方點墨法的確認。使用酵素為 HincII，使用探

針為 RHD3 上游片段(A region)。南方點墨法預期偵測到的片段大小(圖九
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A)。對照組 SC5314 和 BWP17 預計大小為 3123 bp。單套剔除株 A21 預

計偵測到片段 4039 bp 和 3123 bp。雙套剔除株 AH16 和 AH17 預計偵測

到 4039 bp 和 5308 bp。南方點墨法結果(圖九 B)，對照組 SC5314和 BWP17

在 3 Kbp 左右有偵測到預期片段。A21 在 3 Kbp 和 4 Kbp 皆有偵測到預期

片段。AH16 和 AH17 在 4 Kbp 附近和 5 Kbp~6 Kbp 之間皆有偵測到預期

片段。 

 

4.2 建構四環黴素調控表現 RHD3 的菌株 

四環黴素調控表現之系統(Nakayama et al. 2000)包含兩個部分，TR 

transactivator 和 TR promoter。TR transactivator 為一個融合蛋白(Fusion 

protein) 包含 Escherichia coli tetracycline repressor protein (tetR) 和

transcription activator 的 activation domain，而 TR promoter 則帶有

tetracycline operator sequence (tetO)。其運作方式為 TR transactivator 上

的 tetR 會和 tetO 鍵結，使 promoter 之後所帶的基因開始轉錄。當

tetracycline存在時，tetracycline便會和 tetR 結合，使 tetR不能跟 promoter

結合，因此 promoter 之後的基因便不會表現。於是便可以利用有無在培

養條件中添加 tetracycline 來調控基因的表現。白色念珠菌 BWP17/tetR 

是帶有 TR transactivator 的菌株，本身又具有營養缺陷(arg4、ura3)，便

可以使用營養基因為篩選標記將 TR promoter 置入目標基因之前，然後

以添加四環黴素的衍生物 Doxycycline 來調控目標基因的表現。作法是使

用質體 p99CAU，這個質體上帶有篩選標記 URA3 以及 TR promoter。將

目標基因的上游片段接到 p99CAU 上、URA3 之前，接著再將目標基因的

open reading frame (ORF)接在 TR promoter 之後，形成片段：上游序列

-URA3-TR promoter-目標基因 ORF。接著將此片段送入 BWP17/tetR 中，

便會利用上游序列以及目標基因 ORF 進行同源重組置換，將 TR promoter



 

43 

 

置於目標基因之前(圖十)。 

 

4.2.1 在質體 p99CAU 上建構欲置入白色念珠菌中以調控表現 RHD3

的片段 

以白色念珠菌 SC5314 genomic DNA 當作模板，使用 LPCp-6F 和

LPCp-6R-2 這組引子進行 PCR 反應，會夾出 RHD3 ORF 且兩端帶有酵素切

位 SpeI 和 SacII。以酵素 SpeI 和 SacII 處理 RHD3 ORF 和質體 p99CAU，然

後進行純化及接合反應將 RHD3 ORF 接入 p99CAU 中，得到新的質體命

名為 p9978。因為沒有 p99CAU 的序列，所以以 HincII 進行質體篩選時和

對照組 p99CAU 切出來的片段有差異的質體，皆送定序確認 RHD3 是否

有接入正確的位置，以及 RHD3 序列是否正確。由電泳結果可以看出 Lane 

2~4 (p9978)皆有比 Lane 1 (p99CAU)多出一條位於 500 bp~750 bp 之間的

片段(圖十一箭號處)。而定序結果，其中 p9978-14 這株質體雖然在 RHD3 

+42 這個位置有一個胸線嘧啶(Thymine)突變成胞嘧啶(Cytosine)，但並不

影響胺基酸的轉譯(圖十二)。之後用 ApaI 和 SalI處理質體 pGEM12765-bf，

以切下 RHD3 之上游片段(A region)，以同樣的酵素處理 p9978-14，然後

將 A region 接入 p9978-14 中，得到新質體命名為 pOV。將質體 pOV 以

限制酶 AvaI進行篩選，預計會比對照組 p9978-14 多一條 312 bp 的片段，

如電泳圖所示，Lane 2~6 (pOV)在約 300 bp的位置附近有一片段(箭頭處)，

而 Lane 1 (p9978)則沒有此片段(圖十三)。 

 

4.2.2 以 PCR 和南方點墨法進行調控表現 RHD3 菌株之確認 

 將質體 pOV 以酵素 SacII 處理，會得到兩條 3 Kbp 左右的片段，其

中一條帶有 RHD3 上游片段、篩選標記 URA3、TR promoter 和 RHD3 orf，

另一條則是 pOV 質體的其他部分。將酵素處理完畢的質體進行純化，以
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熱休克法送入白色念珠菌 BWP17/tetR 中。送入的片段便會利用 RHD3 上

游片段以及 RHD3 ORF 進行同源重組置換反應，將 RHD3 promoter 置換

成 TR promoter，片段上又帶有營養基因 URA3，因此可以利用含有

Argenine 的 SD 培養基進行初步篩選。將挑到的菌落培養存菌，以冷熱

法抽取genomic DNA進行PCR確認。使用的引子為 LPCp-3R和 let-12765-r3，

預計會夾出約 2 kbp 大小的片段。由電泳結果看來，Lane 1, 4, 6, 8, 9 

(78BWOV-1, 4, 6, 8, 9)在 2 Kbp 附近有預期的片段(圖十四)。將白色念珠菌

78BWOV-1, 6, 9 以南方點墨法進行進一步的確認，使用酵素為 NsiI，探針

為 RHD3 的上游片段(A region)，BWP17/tetR 為對照組。南方點墨法預期

結果(圖十五 A)，對照組 BWP17/tetR 預期會偵測到片段 3937 bp，而

78BWOV 預期會偵測到片段 3937 bp 和 5837 bp。以南方點墨法的結果看

來(圖十五 B)，Lane 3 (78BWOV-6)和 Lane 4 (78BWOV-9)在 4 Kbp 附近和 6 

Kbp 附近皆有偵測到合乎預期的片段。  

 

 4.2.3 以北方點墨法確認 RHD3 的表現 

 將菌株 78BWOV-6 和 78BWOV-9 分別培養在含有 Doxycycline (方法

3.14.1)以及不含 Doxycycline (方法 3.14.2)的 YPD 培養液中，抽取 RNA 進

行北方點墨法確認 RHD3 的表現量。預期是在不加 Doxycycline 時，因為

tetR 會和 TR promoter 結合，使後方的基因開始表現。而在加入

Doxycycline 時，會使 tetR 無法與 TR promoter 結合，使後方基因不表現。

78BWOV-6 和 78BWOV-9 其中一個 allele 的 RHD3 前方接有 TR promoter，

所以在培養液中存有 Doxycycline 的情形下，RHD3 的表現量應該會小於

培養在不含有 Doxycycline 的情形。但是以結果看來，不論是否有添加

Doxycycline，在 78BWOV-6 和 78BWOV-9 中，RHD3 的表現量看似相差不

大(圖十六)。 
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4.3 建構利用 p6HF-ACT1 表現 RHD3 的菌株 

p6HF-ACT1 是一個用來表現蛋白的質體，上面帶有 ACT1 promoter 和

ACT1 terminator，在 promoter 和 terminator 中間有酵素切位，可以接入

所要表現基因之 ORF。質體上還帶有 URA3 當作篩選標記，以及白色念

珠菌 CaRP10/RPS1 基因以利質體插入白色念珠菌的 genome 中。CaRP10

被認為可能是 Saccharomyces cerevisiae ribosomal protein, RP10 的同源基

因，會引發宿主產生抗體。將所要研究的基因RHD3接入質體p6HF-ACT1，

送入白色念珠菌中，便會利用 CaRP10 當作 insertion 的目標，將質體插

入genome中，然後便可以利用質體上所帶的ACT1 promoter表現RHD3。

為了排除破壞 CaRP10 所造成的影響，也將原始質體 p6HF-ACT1 送入白

色念珠菌中當作對照組(圖十七)。 

 

 4.3.1 將 RHD3 接入質體 p6HF-ACT1 

以白色念珠菌 SC5314 genomic DNA 當作模板，使用 LPCp-18F 和

LPCp-18R 這組引子進行 PCR 反應，夾出 RHD3 ORF，且兩端帶有限制酶

切位 XhoI 和 SphI。以限制酶處理 RHD3 ORF 以及 p6HF-ACT1，經過純化

及接合反應將 RHD3 接入 p6HF-ACT1 中，得到新的質體命名為 p6RHD3。

p6RHD3 以酵素 HincII 處理預計會得到片段 227 bp、1172 bp、1961 bp 和

3440 bp，而對照組 p6HF-ACT1 預計會得到片段 227 bp、2521 bp 和 3440 

bp(圖十八酵素切位示意圖)，其中 227 bp 跑過頭在電泳圖上 250 bp 附近

沒有看到預期片段。以電泳結果看來(圖十八)，Lane 1 (p6HF-ACT1)在 2.5 

Kbp 附近以及 3 Kbp~4 Kbp 之間有預期片段。而 Lane 2, 4, 5, 6, 7, 8 

(p6RHD3-1, 3, 4, 5, 6, 7)在 1 Kbp 附近、2 Kbp 附近以及 3 Kbp~4 Kbp 之間

有預期片段。將 p6RHD3-1, 3 送定序確認 RHD3 ORF 的正確性，使用引子

LPCt-7R 和 LPCp-18R。以定序結果看來，並沒有突變產生 (圖十九)。 
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 4.3.2 將 p6RHD3 送入白色念珠菌中 

使用酵素 NcoI 處理質體 p6RHD3-1，純化後以電穿孔法送入雙套剔除

株 AH16 中，預期送入的片段會利用 CaRP10 ORF 插入染色體中。以 SD

培養基進行初步的篩選，挑選存活的菌落進行培養存菌，並以冷熱法抽

取genomic DNA進行PCR反應加以確認。使用的引子 LPCp-19F和 LPCt-7R，

預期會夾出 2914 bp 大小的片段。由電泳結果看來，Lane 2 (AHRHD-1)和

Lane 7 (AHRHD-15)在 2.5 Kbp~3 Kbp 之間有預期片段 (圖二十)。 

 

 4.3.3 將 p6HF-ACT1 送入白色念珠菌中 

使用酵素 NcoI 處理質體 p6HF-ACT1，純化後以電穿孔法送入 AH16

中，預期送入的片段會利用 CaRP10 ORF 插入染色體中。以 SD 培養基進

行初步的篩選，挑選存活的菌落進行培養存菌，並以冷熱法抽取 genomic 

DNA 進行 PCR 反應加以確認。在這裡所使用的引子為 LPCp-19F 和

LPCp-19R，預期會夾出 1932 bp 大小的片段。以電泳結果看來，對照組

Lane 1 (AHRHD-1)在 2 Kbp 附近有預期的片段，而 Lane 9 (AH6HF-48)和

Lane 10 (AH6HF-49)在 2 Kbp 附近也有預期的片段(圖二十一)。 

 

 4.3.4 以南方點墨法確認菌株 

將菌株 SC5314, BWP17, A21, AH16, AHRHD-1, AHRHD-15, AH6HF-48 和

AH6HF-49 以傳統法抽取 genomic DNA 進行南方點墨法確認。使用酵素

EcoRV，探針分別為 RHD3 ORF, CaRP10 以及 RHD3 之上游片段(A region)，

預期結果如下：(單位 bp) 

探針 SC5314 BWP17 A21 AH16 AHRHD AH6HF 

RHD3 

ORF 
3361 3361 

3361 

4702 

4702 

2297 

4702 

2297 

4702 

2297 
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12199 

CaRP10 5399 5399 5399 5399 
5399 

12199 

5399 

11587 

A region 3361 3361 
3361 

4702 

4702 

2363 

4702 

2363 

4702 

2363 

以 A region 為探針的南方點墨法結果(圖二十二)，對照組 SC5314 和

BWP17 在 3 Kbp~4 Kbp 之間有預期的片段被偵測到，如圖二十二箭號 b

所示。單套剔除株 A21 則是在 3 Kbp~4 Kbp 之間以及 4 Kbp~5 Kbp 之間有

預期的片段被偵測到，如圖二十二箭號 b、a 所示。而雙套剔除株 AH16、

ACT1 promoter 表現株 AHRHD-1, 15 以及表現株之對照組 AH6HF-48, 49，

在 4 Kbp~5 Kbp 之間以及 2 Kbp~2.5 Kbp 之間有預期的片段被偵測到，如

圖二十二箭號 a、c 所示。 

以 CaRP10 為探針的南方點墨法結果(圖二十三)，對照組 SC5314 和

BWP17、單套剔除株 A21 以及雙套剔除株 AH16 在 5 Kbp~6 Kbp 之間有預

期的片段被偵測到，如圖二十三箭號 b 所示。而 ACT1 promoter 表現株

AHRHD-1 以及表現株之對照組 AH6HF-49，在大於 10 Kbp 附近以及 5 

Kbp~6 Kbp 之間有預期的片段被偵測到，如圖二十三箭號 a、b 所示。 

以 RHD3 為探針的南方點墨法結果(圖二十四)，對照組 SC5314 和

BWP17 在 3 Kbp~4 Kbp 之間有預期的片段被偵測到，如圖二十四箭號 c

所示。單套剔除株 A21 則是在 3 Kbp~4 Kbp 之間以及 4 Kbp~5 Kbp 之間有

預期的片段被偵測到，如圖二十四箭號 c、b 所示。而雙套剔除株 AH16

以及表現株之對照組 AH6HF-48, 49，在 4 Kbp~5 Kbp 之間以及 2 Kbp~2.5 

Kbp 之間有預期的片段被偵測到，如圖二十四箭號 b、d 所示。而 ACT1 

promoter 表現株 AHRHD-1 在大於 10 Kbp 附近、4 Kbp~5 Kbp 之間以及 2 

Kbp~2.5 Kbp 之間有預期的片段被偵測到，如圖二十四箭號 a、b、d 所示。 
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綜合以上三組結果，SC5314、BWP17、A21、AH16、AHRHD-1 和

AH6HF-49 的結果合乎預期。 

 

 4.3.5 以北方點墨法確認 RHD3 基因表現 

將 SC5314、BWP17、A21、AH16、AHRHD-1、AH6HF-49 和 HLC54 以

3.14.2 的方式培養，抽取 RNA 進行北方點墨法確認 RHD3 的表現量。

Internal control 為 ACT1。由結果看來 SC5314 和 BWP17 的表現量差不多。

單套剔除株 A21 的 RHD3 表現量很微弱，雙套剔除株 AH16 以及表現株

之對照組 AH6HF-49 的 RHD3 皆已被剔除，所以偵測不到表現。至於 ACT1 

promoter 表現株 AHRHD-1 的 RHD3 的表現量和 SC5314 差不多，但還是

遠小於 HLC54 (圖二十五)。 

 

4.4 使用 SAT1 flipper cassette 篩選建構 RHD3 單套、雙套剔除株 

SAT1 flipper cassette 是近年來發展適用於白色念珠菌野生株 SC5314

的篩選標記(Reuss et al., 2004)。整個 cassette 存在於質體 pSFS-SAT1，包

含由 ACT1 promoter 調控表現之白色念珠菌基因 CaSAT1，可以抗藥物

Nourseothricin，在此用來當作篩選標記；由MAL2 promoter調控的CaFLP，

當以 maltose 為碳源培養時，會誘發 MAL2 promoter 轉錄 CaFLP，產生

site-specific recombinase；以及在 cassette 兩端帶有特定序列 FRT (minimal 

FLP recombination target sequence)。作法是將目標基因的上下游片段以

Cloning 接在 SAT1 flipper cassette 的兩端，完成之後將帶有上下游片段的

SAT1 flipper cassette 由質體上切下，轉型到白色念珠菌 SC5314 中。送入

的片段便會利用上下游的相似區域進行同源重組置換，將目標基因以

SAT1 flipper cassette 取代，達到基因剔除的目的。接著只要將轉型的菌

株培養在含有 Nourseothricin 的培養基中，便可以篩選出帶有 SAT1 flipper 
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cassette 的菌株。然後再將篩選到的菌株培養在 YPmaltose 培養液中，因

為以maltose當作碳源，因此CaFLP便會轉譯出 site-specific recombinase。

Site-specific recombinase 會辨認 cassette 兩端的 FPT 序列，進行重組將

SAT1 flipper cassette 由 genome 中 pop-out，留下一個 FRT 序列。然後便

可以重複使用 SAT1 flipper cassette 將另一個 allele 的目標基因剔除。 

 

 4.4.1 在質體 pSFS-SAT1 上建構 RHD3 剔除片段 (圖二十六 A) 

以 SC5314 genomic DNA 為模板，使用引子 LPCp-12F 和 LPCp-12R 進

行 PCR 反應，得到 RHD3 上游片段，稱為 A region。以酵素 KpnI 和 ApaI

處理 A region 和 pSFS-SAT1，接著將 A region 接入 pSFS-ACT1 中，得到新

質體命名為 pASAT。pASAT 以酵素 AvaI 作用預期會得到片段 316 bp、3174 

bp 和 3964 bp。而對照組 pSFS-SAT1 預計會得到片段 3106 bp 和 3964 bp。

以電泳結果看來，Lane 1 (pSFS-SAT1)在 3 Kbp 附近有兩條片段，而 Lane 

2~4 (pASAT-1~3)和 Lane 6~9 (pASAT-5, 6, 8, 9) 在 3 Kbp 附近有兩條片段，

以及在 300 bp 附近有一條預期的片段(圖二十七)。同樣以 SC5314 

genomic DNA 為模板，使用引子 LPCp-13F 和 LPCp-9R 進行 PCR 反應，得

到 RHD3 的下游片段，稱為 B region。以酵素 SacI 和 SacII 處理 B region

和 pASAT，接著將 B region 接入 pASAT-1 中，得到新質體命名為 pASATB。

pASATB 以酵素 BsaI 作用預期會得片段 1634 bp 和 6212 bp ，而對照組

pASAT 預期會得片段 7475 bp。以電泳結果看來，Lane 5~9 (pASATB-4~8)

在 1.5 Kbp 附近有預期的片段(圖二十八箭頭處)。 

 

 4.4.2 建構 RHD3 單套、雙套剔除株 (圖二十六 B) 

將質體 pASATB 以酵素 KpnI 和 SacI 處理並加以純化，以電穿孔送入

白色念珠菌 SC5314 中。以含有 Nourseothricin 的 YPD 培養基進行篩選。
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將篩選得到的菌落培養在 YPmaltose 中，進行 pop-out。將培養完的菌取

約 300~500 μl，以冷熱法抽取 genomic DNA，並以 PCR 反應對菌株進行

初步的篩選。使用的引子 LPCp-1F 和 LPCp-14R 進行 PCR 反應，如果有成

功的將其中一套 RHD3 置換掉，並且成功的將 cassette 剔除，便會得到

2010 bp 和 1264 bp 這兩個片段(圖二十九 A)。以電泳結果看來 78K1-5 和

78K1-10，在 1 Kbp~1.5 Kbp 之間以及在 2 Kbp 左右的位置都有預期片段

出現(圖二十九B: Before replica)。將 78K1-5和 78K1-10進行Replica plating，

挑選只在不含有 nourseothricin 培養基上存活的菌落，進行存菌並以 PCR

再次確認。同樣使用 LPCp-1F 和 LPCp-14R 這組引子，由電泳圖中可以看

到，78K1-5A、78K1-5B、78K1-5C、78K1-10A、78K1-10B 和 78K1-10C 在

1 Kbp~1.5 Kbp之間以及在 2 Kbp左右的位置都有預期片段出現(圖二十九

B: After replica)，應為成功的單套剔除株。 

接著重複之前的步驟，將酵素處理過的質體 pASATB 送入 78K1-5A 和

78K1-10A 中，並以含有 Nourseothricin 的 YPD 培養基進行初步的篩選。

同樣的將篩選到的菌株以 YPmaltose 培養液進行 pop-out 反應，並抽取

genomic DNA 進行 PCR 確認。同樣使用 LPCp-1F 和 LPCp-14R 這組引子，

如果有成功將另一套 RHD3 置換成 SAT1 cassette，並將 cassette 成功

pop-out，則只會得片段 1264 bp。在電泳圖上看到，78K2-4, 5, 8, 17 似乎

只有在 1 Kbp~1.5 Kbp 之間有預期的片段(圖二十九 C: Before replica)。將

78K2-4, 5, 8, 17 進行 Replica plating，然後挑選只在不含有 nourseothricin

培養基上存活的菌落，進行存菌並再次以 PCR 確認。在電泳圖上看到，

78K2-4A、78K2-4B、78K2-4C、78K2-17B 和 78K2-17C 只有在 1 Kbp~1.5 Kbp

之間有預期的片段，在 2 Kbp 附近並沒有片段出現(圖二十九 C: After 

replica)。 
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4.5 建構以 SAT1 flipper cassette 為篩選標記使用 ACT1 promoter 表現

RHD3 的菌株 

作法是將接上ACT1 promoter的RHD3接到pASATB 的A region後方，

之後以酵素作用將片段：A region-ACT1 promoter-RHD3-SAT1 flipper 

cassette-B region 由質體上切下，送入 RHD3 雙套剔除株中。片段便可利

用 A region和 B region進行同源重組置換，將接上 ACT1 promoter 的 RHD3

送入 genome 中。 

 

4.5.1 建構片段：A region-ACT1 promoter-RHD3-SAT1 flipper cassette-B 

region (圖三十) 

以質體 pSFS-SAT1 為模板，使用 LPCp-11F 和 LPCp-11R-2 這組引子進

行 PCR。將 pSFS-SAT1 上所帶的 ACT1 promoter 夾出。接著以酵素 ApaI

和 XhoI 處理，將 ACT1 promoter 接到質體 pBluescript II SK+上，得到的新

質體命名為 pBACT。pBACT 以酵素 Hinc II 處理，預計會切出片段 591 bp

和 3577 bp。由電泳圖看來，Lane 5, 6 (pBACT)在 3 Kbp~4 Kbp 之間以及

500 bp~750 bp 之間有預期片段(圖三十二)。以酵素 NdeI 處理預計會得到

片段 4168 bp，在電泳圖中 Lane 2, 3 (pBACT)在 4 Kbp 附近有預期片段(圖

三十二)。接著以白色念珠菌 SC5314 genomic DNA 為模板，以 LPCp-10F-2

和 LPCp-10R-2這組引子進行 PCR 反應夾出 RHD3 ORF。以酵素 NdeI和 XhoI

處理，將 RHD3 ORF 接到質體 pBACT 上，ACT1 promoter 後方，得到的新

質體命名為 pBACT78。pBACT78 以酵素 HincII 處理預計會得到片段 3577 

bp、935 bp 以及 316 bp。由電泳結果看來，Lane 9, 11, 13, 14, 17(pBACT78-9, 

11, 13, 14, 17)在 250 bp~500 bp 之間、750 bp~1 Kbp 之間以及 3 Kbp~4 Kbp

之間有預期片段(圖三十三)。建構完成的質體以引子 LPCs-pB R 進行定序

確認 RHD3 的正確性，以定序結果看來 pBACT78-11 上所帶的 RHD3 ORF
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並沒有突變產生(圖三十四)。接著以酵素ApaI和XhoI處理質體pBACT78，

將 ACT1 promoter 和 RHD3 切下，並接入質體 pASATB 中，A region 和 SAT1 

flipper cassette 的中間，完成片段：A region-ACT1 promoter-RHD3-SAT1 

flipper cassette-B region 的建構。建構完成的質體命名為 pSATov。pSATov

以酵素 SalI 作用預計會得到片段 2297 bp、1837 bp 和 5549 bp，而對照

組 pASATB 預期片段為 2297 bp 和 5585 bp。由電泳結果看來，Lane 2~13 

(pSATov-1~12)在 1.5 Kbp~2 Kbp 之間皆有預期片段(圖三十五)。 

 

 4.5.2 建構以 ACT1 promoter 表現 RHD3 的菌株 (圖三十一) 

以酵素 KpnI 和 SacI 處理質體 pSATov，將片段：A region-ACT1 

promoter-RHD3-SAT1 flipper cassette-B region切下。以電穿孔法送入 RHD3

雙套剔除株 78K2-4A 中，接著片段便可以利用 A region 和 B region 進行

同源重組置換，將接上 ACT1 promoter 的 RHD3 送入 genome 中。以含有

nourseothricin 的 YPD 培養基篩選有成功置換的菌株，命名為 78Sov。將

挑到的菌落培養在 YPmaltose 培養液中以誘發 cassette 的 pop-out。接著

以冷熱法抽取 genomic DNA，以 PCR 進行初步的確認。使用引子 LPCp-1F

和 LPCp-14R進行 PCR反應，預計會夾出 1264 bp和 3164 bp(圖三十六A)。

使用引子 LPCp-1F 和 LPCp-16R 進行 PCR 反應，預計會夾出 1586 bp(圖三

十六 C)。將篩選成功的菌株進行 replica plating 並再次以 PCR 確認。由電

泳結果看來(圖三十六 B)，對照組 SC5314 在 2 Kbp 的位置有預期片段出

現，單套剔除株 78K1-5A、78K1-10A 在 2 Kbp 附近和 1 Kbp~1.5 Kbp 之間

有預期片段，雙套剔除株 78K2-4A 和 78K2-17B 在 1 Kbp~1.5 Kbp 之間有

預期片段。而 ACT1 promoter 表現株 78Sov-7A, 7B, 7C, 14A, 14B 在 1 

Kbp~1.5 Kbp 之間和約 3 Kbp 的位置有預期片段。以(圖三十六 D)電泳結

果看來，ACT1 promoter 表現株 78Sov-7A, 7B, 7C, 14A, 14B, 14C 在約 1.5 
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Kbp 的位置有預期片段。 

 

4.5.3 以南方點墨法確認 RHD3 單套、雙套剔除株以及 ACT1 promoter

表現株 

將 SC5314、78K1-5A、78K1-10A、78K2-4A、78K2-17B、78Sov-7B 和

78Sov-14A 以傳統法抽取 genomic DNA 進行南方點墨法確認。以酵素 NsiI

處理，RHD3 上游片段(A region)為探針。SC5314 預期會偵測到約 3.9 kbp

大小的片段。78K1-5A 和 78K1-10A 預計會偵測到 3.9 kbp 和 3.1 kbp 大小

的片段。78K2-4A 和 78K2-17B 預計會偵測到 3.1 kbp 大小的片段。而

78Sov-7B 和 78Sov-14A 預計會偵測到 3.1 Kbp 和 5 Kbp 大小的片段(圖三

十七 A)。以南方點墨法結果看來，對照組 SC5314 在約 4 Kbp 的位置有

偵測到片段，單套剔除株 78K1-5A、78K1-10A 在 4 Kbp 附近和約 3 Kbp

附近有偵測到片段，雙套剔除株 78K2-4A 和 78K2-17B 在 3 Kbp 附近有偵

測到片段。而 ACT1 promoter 表現株 78Sov-7B 和 78Sov-14A 在在 3 Kbp

附近和約 5 Kbp 的位置有偵測到片段(圖三十七 B)。 

 

 4.5.4 以北方點墨法確認 RHD3 的表現量 

將菌株 SC5314、78K1-5A、78K1-10A、78K2-4A、78K2-17B、78Sov-7B、

78Sov-14A 和 HLC54 以 3.14.2 的方式培養，抽取 RNA 進行北方點墨法，

以 ACT1 當作 internal control。以結果看來若以 SC5314 的 RHD3 表現量當

基準，單套剔除株78K1-5A的表現量少於 SC5314，而單套剔除株 78K1-10A

的表現量幾乎偵測不到。不過 78K1-10A 的 internal control 的亮度也小於

SC5314。雙套剔除株 78K2-4A 和 78K2-17B 的表現量也是偵測不到。ACT1 

promoter 表現株 78Sov-7B, 14A 的表現量小於 SC5314，而所有菌株的表

現量皆遠小於 HLC54。(圖三十八) 
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 4.5.5 定序確認 ACT1 promoter 的序列 

將質體 pBACT 以引子 LPCs-PB R、LPCs-ACT 和 LPCp-16R 進行定序，

以確認 ACT1 promoter 表現株 78Sov 上所帶的 ACT1 promoter 的正確性。

結果在 ACT1 -161 上 thymine 突變為 cytosine，在 ACT1 -24 上 adenine 突

變為guanine，在ACT1 +256上adenine突變為guanine，在ACT1 +314~+333

有五組 TGAT 變成四組 TGAT，在 ACT1 +517 上 adenine 突變為 guanine。

(圖三十九) 

 

4.6 使用不同區域的 ACT1 promoter取代 78Sov所用的ACT1 promoter (圖

四十) 

因為經過定序發現 78Sov 所使用的 ACT1 promoter 和 SC5314 相比缺

少四個核酸(TGAT)，因此希望修改原本使用的 promoter 以補全缺失的核

酸。又因為質體 p6HF-ACT1 所使用的 ACT1 promoter 的區域(ACT1: 

-1022~-1) 和質體 pSFS-SAT1 所使用 ACT1 promoter 的區域 (ACT1: 

-498~+703)不同，所以用 LPCp-11F、LPCp-11R、LPCp-17F 和 LPCp-17R 這

四條引子，以不同的組合進行 PCR 反應，來取得不同區域的 ACT1 

promoter(圖四十 A)。 

 引子 模板 區域 

ACT1 

promoter A 

LPCp-11F+LPCp-17R SC5314 genomic 

DNA 

ACT1: -498~-1 

ACT1 

promoter B 
LPCp-17F+LPCp-11R 

SC5314 genomic 

DNA 

ACT1: 

-1022~+703 

ACT1 

promoter C 

LPCp-17F+LPCp-17R SC5314 genomic 

DNA 

ACT1: -1022~-1 

ACT1 LPCp-17F+LPCp-17R p6HF-ACT1 ACT1: -1022~-1 
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promoter D 

ACT1 

promoter E 

LPCp-11F+LPCp-11R SC5314 genomic 

DNA 

ACT1: 

-498~+703 

  

4.6.1 以新的 ACT1 promoter 去取代 pBACT78 上原始的 promoter (圖

四十 B) 

將 PCR 所得到的新的 ACT1 promoter 以酵素 ApaI 和 NdeI 處理以替換

質體 pBACT78 上所帶的 ACT1 promoter。所得到的新質體依替換的

promoter 區域的不同分別命名為 pBACT78A、pBACT78B、pBACT78C、

pBACT78D 和 pBACT78E。以酵素 AflIII 處理 pBACT78A 預期會得到片段

2746 bp 和 1383 bp。pBACT78B 預期會得到片段 634 bp、1452 bp 和 3270 

bp。而控制組 pBACT78 則預期會得片段 630 bp、1452 bp 和 2746 bp (圖

四十一切位示意圖)。由預測結果看來控制組會比pBACT78A多出片段634 

bp，在電泳圖上看來 Lane 2~6 (pBACT78A-25~29)的確比控制組(Lane 1)

少了一條位於 500 bp~750 bp 之間的片段。以預測結果來看 pBACT78B 有

一片段 3270 bp 大於控制組 pBACT78 的片段 2746 bp，此一差距應該可

以以電泳做個區分。在電泳圖上看來，Lane 9, 10, 12, 13, 14, 15 

(pBACT78B-2, 3, 5, 6, 7, 8) 在 3 Kbp~4 Kbp 之間有一片段高於控制組(Lane 

7)在 2.5 Kbp~3 Kbp 之間的片段(圖四十一)。 

以酵素 AflIII 處理 pBACT78C 預期會得到片段 1383 bp 和 3270 bp。

pBACT78D 預期會得到片段 1383 bp 和 3272 bp。而控制組 pBACT78 則預

期會得片段 630 bp、1452 bp 和 2746 bp (圖四十二切位示意圖)。以預期

結果看來控制組會比 pBACT78C 和 pBACT78D 多出片段 634 bp，而

pBACT78C 和 pBACT78D 片段 3270 bp 會大於控制組 pBACT78 的片段 2746 

bp。在電泳圖上可以看出，Lane 2~8 (pBACT78C-25~31)和 Lane 10~13 
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(pBACT78D-25~28)的確比控制組(Lane 1, 9)少了在 500 bp~750 bp 之間的

片段。而且 Lane 2~8 (pBACT78C-25~31)和 Lane 10~13 (pBACT78D-25~28) 

在 3 Kbp~4 Kbp 之間有一片段高於控制組(Lane 1, 9)在 2.5 Kbp~3 Kbp 之間

的片段(圖四十二)。 

以酵素 AflIII 處理 pBACT78E 預期會得到片段 634 bp、1452 bp 和 2746 

bp。而控制組 pBACT78 則是預期會得片段 630 bp、1452 bp 和 2746 bp。

以預測結果看來唯一有差別的片段是 pBACT78E 的 634 bp 和 pBACT78 得

630 bp，兩者無法以電泳區分。所以將 pBACT78E 送定序以觀察是否置

換成功。使用引子 LPCs-ACT 進行定序，若有成功置換掉原始的 ACT1 

promoter，則會比控制組 pBACT78 多四個核酸(TGAT)。以定序結果看來

pBACT78E-1, 14 合乎預期(圖四十三)。 

 

4.6.2 將新的 ACT1 promoter 表現之 RHD3 接上 SAT1 flipper cassette 

(四十 B) 

接著以酵素 ApaI 和 XhoI 處理質體 pBACT78A、pBACT78B、pBACT78C、

pBACT78D 和 pBACT78E，切下 ACT1 promoter 和 RHD3 ORF，並接到質體

pASATB 上，A region 的後方。將新質體以接入的 promoter 區域的不同，

分別命名為 pSATovA、pSATovB、pSATovC、pSATovD 和 pSATovE。以酵素

AflIII處理pSATovA預期會得到片段 630 bp、1067 bp、3435 bp和 3882 bp。

pSATovB 預期會得到片段 630 bp、634 bp、1591 bp、3504 bp 和 3882 bp。

而控制組 pASATB 預期會得到片段 630 bp、3334 bp 和 3882 bp(圖四十四

切位示意圖)。由預測結果看來 pSATovA 和控制組相比，多出一條 1067 bp

的片段。在電泳圖中 Lane 2, 3, 5, 6, 7 (pSATovA-1, 2, 4, 5, 6)的確比 Lane 1 

(pASATB)多出一條位於 1 Kbp 左右的片段(圖四十四)。而 pSATovB 和控制

組相比多出片段 634 bp 和 1519 bp，然而 634 bp 無法和 630 bp 在電泳上
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有所區分，所以預期只會看到 1519 bp 造成的差別。以電泳圖看來 Lane 

9~15 (pSATovB-1~7) 的確比 Lane 8 (pASATB)多出一條位於 1.5 Kbp 左右的

片段(圖四十四)。 

以酵素 AflIII 處理 pSATovC 預期會得片段 630 bp、1591 bp、3435 bp

和 3882 bp。pSATovD 預期會得片段 630 bp、1593 bp、3435 bp 和 3882 bp。

而控制組 pASATB 預期會得到片段 630 bp、3334 bp 和 3882 bp (圖四十五

切位示意圖)。由預測結果看來 pSATovC、pSATovD 和控制組相比，多出

一條約1.5 Kbp的片段。由電泳圖看來 Lane 2~6 (pSATovC-1~5)和 Lane 8~12 

(pSATovD-1~5)跟控制組(Lane 1, 7)比起來的確多了一條位於 1.5 Kbp 左右

的片段(圖四十五)。 

以酵素 AflIII 處理 pSATovE 預期會得到片段 630 bp、634 bp、1067 bp、

3504 bp 和 3882 bp。而控制組 pASATB 預期會得到片段 630 bp、3334 bp

和 3882 bp (圖四十六切位示意圖)。由預測結果看來 pSATovE 和控制組相

比多出片段 634 bp 和 1067 bp，然而 634 bp 無法和 630 bp 在電泳上有所

區分，所以預期只會看到 1067 bp 造成的差別。以電泳結果看來 Lane 2~6 

(pSATovE-1~5) 跟控制組(Lane 1)比起來的確多了一條約 1 Kbp 左右的片

段(圖四十六)。 

 

4.6.3 將新的 ACT1 promoter 表現之 RHD3 送入白色念珠菌雙套剔除株

中 (圖四十 C) 

以酵素KpnI和 SacI處理質體pSATovA, B, C, D, E，將片段：A region-ACT1 

promoter(A, B, C, D, E)-RHD3-SAT1 flipper cassette-B region 切下。以電穿孔

法將片段送入 RHD3 雙套剔除株(78K2-4A)中，接著片段便可以利用 A 

region 和 B region 進行同源重組置換，將 ACT1 promoter 和 RHD3 送入

genome中。以含有nourseothricin的YPD培養基篩選有成功置換的菌株，
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依照 promoter 的不同分別命名為 78SovA、78SovB、78SovC、78SovD 和

78SovE。將挑到的菌落培養在 YPmaltose 培養液中以誘發 cassette 的

pop-out。接著以冷熱法抽取 genomic DNA，用 PCR 進行初步的確認。菌

株 78SovA、78SovC、78SovD 和 78SovE 以引子 LPCt-7F 和 LPCp-15R 進行

確認，78SovA 預計會得到 813 bp 和 1935 bp(圖四十七 A: 2+3)，78SovC

預計會得到 813 bp 和 2459 bp(圖四十七 A: 2+4)，78SovD 預計會得到 813 

bp 和 2461 bp(圖四十七 A: 2+5)，78SovE 預計會得到 813 bp 和 2715 bp(圖

四十七 A: 2+6)。由電泳結果看來(圖四十七 B)，Lane 5, 8, 9, 11 (78SovA-2, 

5, 6, 8)在 750 bp~1 Kbp 之間及在 1.5 Kbp~2 Kbp 有片段出現，應是合乎預

期的菌株。由(圖四十七 C)的電泳結果看來，Lane 4, 8, 9 (78SovC-1, 5, 6)

在 750 bp~1 Kbp 之間及在 2 Kbp~2.5 Kbp 有片段出現，應是合乎預期的

菌株。由(圖四十七 B)的電泳結果看來，Lane 12, 13, 15 (78SovD-1, 2, 4)

在 750 bp~1 Kbp 之間及在 2 Kbp~2.5 Kbp 有片段出現，應是合乎預期的

菌株。由(圖四十七 D)的電泳結果看來，Lane 4, 7, 8, 10, 11 (78SovE-9, 12, 

13, 15, 16)在 750 bp~1 Kbp 之間及在 2.5 Kbp 附近有片段出現，應是合乎

預期的菌株。菌株 78SovB 則以引子 LPCp-1F 和 LPCt-7R 進行確認，預期

片段為 3192 bp(圖四十八 A)。由電泳結果看來(圖四十八 B)，Lane 6, 7 

(78SovB-3, 4)在約 3 Kbp 附近有片段出現，應是合乎預期的菌株。將合乎

預期的菌株進行 Replica plating，並再次以 PCR 確認。 

 

4.6.4 進行南方點墨法確認菌株 78SovA、78SovB、78SovC、78SovD

和 78SovE 

以 SC5314、78K1-5A 和 78K2-4A 當對照組，78SovA、78SovB、78SovC、

78SovD 和 78SovE 各挑選兩株菌進行南方點墨法確認。以酵素 NsiI 處理，

A region 為探針。預計偵測到的片段，對照組 SC5314 為 3937 bp(圖四十
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九 A: 1)，單套剔除株 78K1-5A 為 3937 bp 和 3191 bp(圖四十九 A: 1+2)，

雙套踢除株 78K2-4A 為 3191 bp(圖四十九 A: 2)。而 ACT1 promoter 表現

株 78SovA 為 3191 bp 和 4390 bp(圖四十九 A: 2+3)，78SovB 為 3191 bp

和 5617 bp(圖四十九 A: 2+4)，78SovC 為 3191 bp 和 4914 bp(圖四十九 A: 

2+5)，78SovD 為 3191 bp 和 4916 bp(圖四十九 A: 2+6)，78SovE 為 3191 bp

和 5093 bp(圖四十九 A: 2+7)。以南方點墨法看來(四十九 B)，SC5314 在 4 

Kbp附近有偵測到片段，78K1-5A在 3 Kbp和4 Kbp之間皆有偵測到片段，

78K2-4A 在 3 Kbp 附近有偵測到片段，78SovA-5, 6在 3 Kbp 附近和 4 Kbp~5 

Kbp 之間有偵測到片段，78SovB-3, 4 在 3 Kbp 附近和 5 Kbp~6 Kbp 之間有

偵測到片段，78SovC-5, 6在3 Kbp和5 Kbp之間皆有偵測到片段，78SovD-1, 

2 在 3 Kbp 和 5 Kbp 之間皆有偵測到片段，78SovE-9, 15 在 3 Kbp 和 5 Kbp

之間皆有偵測到片段，結果皆合乎預期。 

 

 4.6.5 以北方點墨法確認 RHD3 的表現量 

將菌株 SC5314、78K1-5A、78K2-4A、78SovA-5, 6、78SovB-3, 4、78SovC-5, 

6、78SovD-1, 2、78SovE-9, 15 和 HLC54 以 3.14.2 的方式培養，抽取 RNA

進行北方點墨法，以 ACT1 當作 internal control。因 internal control 的一

致度不夠，所以難以判別各 ACT1 promoter 表現株 78Sov(A, B, C, D, E)和

野生株 SC5314 之間的 RHD3 表現量的差異。但可以確定的是所有表現株

的 RHD3 表現量皆遠小於 HLC54。(圖五十) 

 

4.7 性狀分析-以營養篩選之 RHD3 單套、雙套剔除株 

 4.7.1 菌落型態-使用含有 4%山羊血清以及 uridine 之 YPD 培養基 

將菌株 SC5314、HLC54、BWP17、A21、AH16 和 AH17 接種於含有

4%山羊血清以及 uridine 之 YPD 培養基，以 37 °C 培養三天，觀察菌落型
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態。其中 SC5314、HLC54 和 BWP17 為對照組，A21 為單套剔除株，AH16

和 AH17 為雙套剔除株。SC5314 為野生株，具有菌絲生長能力，在這培

養條件下菌落表面成皺褶狀。而 HLC54 為 cph1 和 efg1 剔除株，在這培

養條件下不具菌絲生長能力，菌落表面光滑。BWP17 為這組菌株的

parental strain，菌落表面呈皺褶狀。A21、AH16 和 AH17 的菌落表面亦

是成皺褶狀。(圖五十一) 

 

4.7.2 菌落型態-使用 2% Bacto agar 培養基(含有 4%山羊血清、 

arginine、histidine 及 uridine) 

將菌株 SC5314、HLC54、BWP17、A21、AH16 和 AH17 接種於 2% Bacto 

agar 培養基(含有 4%山羊血清、 arginine、histidine 及 uridine)，以 37 °C

培養七天，以倒立式顯微鏡觀察菌落型態。SC5314 在此培養條件下菌落

邊緣菌絲呈輻射狀生長。HLC54 此培養條件下菌落邊緣帄滑且大致呈圓

型。BWP17、A21、AH16 和 AH17 的菌落邊緣菌絲亦呈輻射狀生長。(圖

五十二)  

 

4.7.3 芽管生成 

將菌株 SC5314、HLC54、BWP17、A21、AH16 和 AH17 接種於含有

10%山羊血清以及 uridine 之 YPD 培養液，以 37 °C 培養三小時，以倒立

式顯微鏡觀察芽管生成。SC5314 在此培養條件下會生成芽管，HLC54 在

此培養條件下並不會生成芽管。BWP17、A21、AH16 和 AH17 皆會形成

芽管。(圖五十三) 

 

4.7.4 侵犯力測試 

將菌株 SC5314、HLC54、BWP17、A21、AH16 和 AH17 接種於 Solid spider
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培養基(含有 arginine、histidine 及 uridine)，以 37 °C 培養七天，觀察菌

落型態，接著以流水沖洗菌落，觀察菌落的附著情況。SC5314 在此培養

條件下菌落表面呈現皺摺，以流水沖刷菌落皆附著在洋菜膠表面。HLC54

此培養條件下菌落表面光滑，且菌落可經由流水沖洗掉。BWP17、A21、

AH16 和 AH17 菌落表面介於 SC5314 和 HLC54 之間，多數表面光滑少部

分有皺摺，經流水沖洗菌落會殘留在洋菜膠表面。(圖五十四) 

 

4.8 性狀分析-以營養篩選之 ACT1 promoter 表現株  

4.8.1 菌落型態-使用含有 4%山羊血清以及 uridine 之 YPD 培養基 

將菌株 SC5314、HLC54、BWP17、A21、AH16、AHRHD-1 和 AH6HF-49

接種於含有 4%山羊血清以及 uridine 之 YPD 培養基，以 37 °C 培養三天，

觀察菌落型態。其中 SC5314、HLC54 和 BWP17 為對照組，A21 為單套剔

除株，AH16 和 AH17 為雙套剔除株，AHRHD-1 為 ACT1 promoter 表現株，

AH6HF-49 為 AHRHD-1 的對照組。SC5314 在此培養條件下菌落表面成皺

褶狀。HLC54 在此培養條件下菌落表面光滑。BWP17、A21、AH16、AHRHD-1

和 AH6HF-49 的菌落表面皆是成皺褶狀。(圖五十五) 

 

4.8.2 菌落型態-使用 2% Bacto agar 培養基(含有 4%山羊血清、 

arginine、histidine 及 uridine) 

將菌株 SC5314、HLC54、BWP17、A21、AH16、AHRHD-1 和 AH6HF-49

接種於 2% Bacto agar 培養基(含有 4%山羊血清、 arginine、histidine 及

uridine)，以 37 °C 培養七天，以倒立式顯微鏡觀察菌落型態。SC5314 在

此培養條件下菌落邊緣菌絲呈輻射狀生長。HLC54 此培養條件下菌落邊

緣帄滑且大致呈圓型。BWP17 、A21、AH16、AHRHD-1 和 AH6HF-49 的

菌落邊緣菌絲亦呈輻射狀生長。(圖五十六) 
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4.8.3 芽管生成 

將菌株 SC5314、HLC54、BWP17、A21、AH16、AHRHD-1 和 AH6HF-49

接種於含有 10%山羊血清以及 uridine 之 YPD 培養液，以 37 °C 培養三小

時，以倒立式顯微鏡觀察芽管生成。SC5314 在此培養條件下會有芽管的

生成，HLC54 在此培養條件下並不會生成芽管。BWP17 、A21、AH16、

AHRHD-1 和 AH6HF-49 皆會形成芽管。(圖五十七) 

 

4.8.4 侵犯力測試 

將菌株 SC5314、HLC54、BWP17、A21、AH16、AHRHD-1 和 AH6HF-49

接種於 Solid spider 培養基(含有 arginine、histidine 及 uridine)，以 37 °C

培養七天，觀察菌落型態，接著以流水沖洗菌落，觀察菌落的附著情況。

SC5314 在此培養條件下菌落表面呈現皺摺，以流水沖刷菌落皆附著在洋

菜膠表面。HLC54 此培養條件下菌落表面光滑，且菌落可經由流水沖洗

掉。BWP17、A21 和 AH16 菌落表面介於 SC5314 和 HLC54 之間，多數表

面光滑少部分有皺摺，經流水沖洗菌落會殘留在洋菜膠表面。AHRHD-1

和 AH6HF-49 菌落表面光滑，且菌落可經由流水沖洗掉，但會在洋菜膠

表面留下明顯的痕跡。(圖五十八) 

 

4.9 性狀分析-以 SAT1 flipper cassette 篩選之 RHD3 單套、雙套剔除株以

及 ACT1 promoter 表現株 78Sov 

 4.9.1 菌落型態-使用含有 4%山羊血清之 YPD 培養基 

將菌株 SC5314、HLC54、78K1-5A、78K1-10A、78K2-4A、78K2-17B、

78Sov-7B 和 78Sov-14A 接種於含有 4%山羊血清之 YPD 培養基，以 37 °C

培養三天，觀察菌落型態。其中 SC5314 和 HLC54 為對照組，78K1-5A 和

78K1-10A 為單套剔除株，78K2-4A 和 78K2-17B 為雙套剔除株，78Sov-7B
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和 78Sov-14A 為 ACT1 promoter 表現株。SC5314 在這培養條件下菌落表

面成皺褶狀。HLC54 在這培養條件下菌落表面光滑。78K1-5A、78K1-10A、

78K2-4A、78K2-17B、78Sov-7B 和 78Sov-14A 的菌落皆呈現皺摺狀。(圖

五十九) 

 

4.9.2 菌落型態-使用 2% Bacto agar 培養基(含有 4%山羊血清) 

將菌株 SC5314、HLC54、78K1-5A、78K1-10A、78K2-4A、78K2-17B、

78Sov-7B 和 78Sov-14A 接種於 2% Bacto agar 培養基(含有 4%山羊血清)，

以 37 °C 培養七天，以倒立式顯微鏡觀察菌落型態。SC5314 在此培養條

件下菌落邊緣菌絲呈輻射狀生長。HLC54 在此培養條件下菌落邊緣帄滑

且大致呈圓型。78K1-5A、78K1-10A、78K2-4A、78K2-17B 78Sov-7B 和

78Sov-14A 菌落邊緣菌絲呈輻射狀生長，和 SC5314 相比無法分出差別。

(圖六十) 

 

4.9.3 芽管生成 

將菌株 SC5314、HLC54、78K1-5A、78K1-10A、78K2-4A、78K2-17B、

78Sov-7B 和 78Sov-14A 接種於含有 10%山羊血清之 YPD 培養液，以 37 °C

培養三小時，以倒立式顯微鏡觀察芽管生成。SC5314 在此培養條件下會

有芽管的生成，HLC54 在此培養條件下並不會生成芽管。78K1-5A、

78K1-10A、78K2-4A、78K2-17B、78Sov-7B 和 78Sov-14A 皆會形成芽管。

(圖六十一) 

 

4.9.4 侵犯力測試 

將菌株 SC5314、HLC54、78K1-5A、78K1-10A、78K2-4A、78K2-17B、

78Sov-7B 和 78Sov-14A 接種於 Solid spider 培養基，以 37 °C 培養七天，
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觀察菌落型態，接著以流水沖洗菌落，觀察菌落的附著情況。SC5314 在

此培養條件下菌落表面呈現皺摺，以流水沖刷菌落皆附著在洋菜膠表面。

HLC54此培養條件下菌落表面光滑，且菌落可經由流水沖洗掉。78K1-5A、

78K1-10A、78K2-4A、78K2-17B、78Sov-7B 和 78Sov-14A 菌落表面皆呈現

皺摺，且以流水沖刷菌落皆附著在洋菜膠表面。(圖六十二) 

 

4.10 性狀分析-以 SAT1 flipper cassette 篩選之 ACT1 promoter 表現株

78SovA、78SovB、78SovC、78SovD 和 78SovE 

 4.10.1 菌落型態-使用含有 4%山羊血清之 YPD 培養基 

將菌株 SC5314、HLC54、78K1-5A、78K2-4A、78SovA5、78SovA6、

78SovB3、78SovB4、78SovC5、78SovC6、78SovD1、78SovD2、78SovE9

和 78SovE15 接種於含有 4%山羊血清之 YPD 培養基，以 37 °C 培養三天，

觀察菌落型態。其中 SC5314 和 HLC54 為對照組，78K1-5A 為單套剔除株，

78K2-4A 為雙套剔除株，78SovA5、78SovA6、78SovB3、78SovB4、78SovC5、

78SovC6、78SovD1、78SovD2、78SovE9 和 78SovE15 為 ACT1 promoter

表現株。SC5314 在這培養條件下菌落表面成皺褶狀。HLC54 在這培養條

件下菌落表面光滑。78K1-5A、78K2-4A、78SovA5、78SovA6、78SovB3、

78SovB4、78SovC5、78SovC6、78SovD1、78SovD2、78SovE9 和 78SovE15

的菌落皆呈現皺摺狀。(圖六十三) 

 

4.10.2 菌落型態-使用 2% Bacto agar 培養基(含有 4%山羊血清) 

將菌株 SC5314、HLC54、78K1-5A、78K2-4A、78SovA5、78SovA6、

78SovB3、78SovB4、78SovC5、78SovC6、78SovD1、78SovD2、78SovE9

和 78SovE15 接種於 2% Bacto agar 培養基(含有 4%山羊血清)，以 37 °C

培養七天，以倒立式顯微鏡觀察菌落型態。SC5314 在此培養條件下菌落
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邊緣菌絲呈輻射狀生長。HLC54 在此培養條件下菌落邊緣帄滑且大致呈

圓型。78K1-5A、 78K2-4A、78SovA5、78SovA6、78SovB3、78SovB4、78SovC5、

78SovC6、78SovD1、78SovD2、78SovE9 和 78SovE15 菌落邊緣菌絲呈輻

射狀生長，和 SC5314 相比無法分出差別。(圖六十四) 

 

4.10.3 芽管生成 

將菌株 SC5314、HLC54、78K1-5A、78K2-4A、78SovA5、78SovA6、

78SovB3、78SovB4、78SovC5、78SovC6、78SovD1、78SovD2、78SovE9

和 78SovE15 接種於含有 10%山羊血清之 YPD 培養液，以 37 °C 培養三小

時，以倒立式顯微鏡觀察芽管生成。SC5314 在此培養條件下會有芽管的

生成，HLC54 在此培養條件下並不會生成芽管。78K1-5A、78K2-4A、

78SovA5、78SovA6、78SovB3、78SovB4、78SovC5、78SovC6、78SovD1、

78SovD2、78SovE9 和 78SovE15 皆會生成芽管。(圖六十五) 

 

4.10.4 侵犯力測試 

將菌株 SC5314、HLC54、78K1-5A、78K2-4A、78SovA5、78SovA6、

78SovB3、78SovB4、78SovC5、78SovC6、78SovD1、78SovD2、78SovE9

和 78SovE15 接種於 Solid spider 培養基，以 37 °C 培養七天，觀察菌落型

態，接著以流水沖洗菌落，觀察菌落的附著情況。SC5314 在此培養條件

下菌落表面呈現皺摺，以流水沖刷菌落皆附著在洋菜膠表面。HLC54 此

培養條件下菌落表面光滑，且菌落可經由流水沖洗掉。78K1-5A、78K2-4A、

78SovA5、78SovA6、78SovB3、78SovB4、78SovC5、78SovC6、78SovD1、

78SovD2、78SovE9 和 78SovE15 的菌落表面皆呈現皺摺，且以流水沖刷

菌落皆附著在洋菜膠表面。(圖六十六) 
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五、討論 

5.1 探討使用 TR promoter 表現 RHD3 的表現情形 

78BWOV-6 和 78BWOV-9 的基因型為其中一套 RHD3 是經由 TR 

promoter 調控表現，另一套為保持野生株的型態。在培養條件中有外加

doxycycline 的情形下，TR promoter 便不會被激活，因此 RHD3 的表現下

降。而在不添加 doxyclcline 的培養下，TR promoter 會開始表現後方的基

因 RHD3。因此預期在不添加 doxycycline 的情形下，RHD3 的表現量會大

於doxycycline存在的情形，且有文獻指出 TR promoter在這兩種情況下，

表現量約可差 1000 倍左右(Eckert and Mühlschlegel, 2009)。但是由(圖十

六)的結果看來，並沒有明顯的差異，認為 TR promoter 可能並沒有執行

它應有的功能。TR promoter 沒有執行功能可能有以下兩種原因，第一：

promoter 有錯誤，第二：tetR 沒有表現。首先先檢查 promoter 的部分，

以 PCR 方式夾出 78BWOV-6 和 78BWOV-9 中的 TR promoter 送定序。然

後將定序結果和 NCBI 的資料庫進行比對，發現 TR promoter 的序列和質

體 pNZ4:1513~2070 序列相同(圖六十七)，且 pNZ4 這個區域正是 TR 

promoter(附圖三)。而 tetR 是否有表現，在這部分因為 BWP17/tetR 這株

菌中的 tetR 是以 HIS1 當作篩選標記送入，且篩選過程中，將菌株培養

於沒有添加 histidine 的環境下，依然可以存活，所以認為 tetR 是存在的，

但是並沒有進一步去確認 tetR 的表現情形。 

 

5.2 探討使用 ACT1 promoter 表現 RHD3 的表現情形 

 5.2.1 白色念珠菌 AHRHD-1 的 RHD3 表現情形 

AHRHD-1 是將質體 p6RHD3 插入基因 RP10 中的菌株，使用 ACT1 

promoter 表現 RHD3。以北方點墨法的結果看來 (圖二十五 )，ACT1 

promoter似乎可以將RHD3表現量提升到和野生株 SC5314相同的等級，
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但是和 HLC54 相比還是有很大的差距。 

 

 5.2.2 白色念珠菌 78Sov 的 RHD3 表現情形 

78Sov 同樣的是以 ACT1 promoter 表現 RHD3 的菌株，以北方點墨法

的結果看來(圖三十八)，ACT1 promoter 的確有表現 RHD3，但表現量並

無法提升到如同 HLC54 的等級。 

 

5.2.3 白色念珠菌 78SovA、78SovB、78SovC、78SovD 和 78SovE 的 RHD3

表現情形 

這幾株白色念珠菌也是使用 ACT1 promoter 表現 RHD3 的菌株，但是

promoter 所使用的區域不大相同(圖四十 A)，原本是希望藉由不同區域

的 ACT1 promoter，來取得一個比較好的表現量。但是以北方點墨法的結

果看來(圖五十)，因為這組的 internal control 的不一致使得無法判斷使用

哪一個區域的 ACT1 promoter 會得到較好的表現量。不過不管是使用哪

一個區段的 ACT1 promoter 皆無法將表現量提升到如同 HLC54 的等級。 

 

5.3 性狀分析 

5.3.1 菌落型態-添加 4%山羊血清之 YPD 培養基(並視需要添加

uridine) 

對照組野生株 SC5314 和 HLC54 在所使用的兩種培養基(添加 uridine

或不添加 uridine)下，菌落型態皆符合已知。SC5314 的菌落型態為皺褶

表面，而 HLC54 則是光滑表面。而實驗組 RHD3 單套、雙套剔除株，不

論是使用營養標記剔除或是使用 SAT1 flipper cassette 剔除，在菌落型態

上皆呈皺褶表面。至於 ACT1 promoter 表現株不論是使用 RP10 基因插入

或是使用 SAT1 flipper cassette 將 promoter 送入，在菌落型態上皆呈皺褶
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表面。(圖五十一、五十五、五十九、六十三) 

 

5.3.2 菌落型態-添加 4%山羊血清之 Bacto agar 培養基(視需要添加

uridine、arginine 以及 histidine) 

野生株 SC5314 在有無添加 uridine、arginine 以及 histidine 的培養基

中，型態有些許的不一樣。在沒有添加 uridine、arginine 以及 histidine

的情形下，菌絲均勻的朝四面八方生長(圖六十、六十四)。但是在有添

加的情形下，菌絲似乎有集中的情形，在菌落邊緣會有顏色比較深的突

出(圖五十二、五十六)。但是不論有無額外添加營養素，野生株 SC5314

皆可形成菌絲。而 HLC54 在兩種培養基中皆不具有菌絲生長能力，菌落

邊緣帄滑且大致呈圓形(圖五十二、五十六、六十、六十四)。BWP17 為

營養篩選組的 parental strain，在添加 uridine、arginine 以及 histidine 的

培養基中，同樣會生成菌絲，但是菌絲一樣有集中的情形，菌落邊緣會

有較深且粗的突出(圖五十二、五十六)。在營養篩選組的剔除株或是 ACT1 

promoter 表現株，其菌絲生長情形皆相似於 BWP17(圖五十二、五十六)。

在使用 SAT1 flipper cassette 進行剔除 RHD3 和插入 ACT1 promoter 表現株

的部分，所有菌株的菌落型態大多相似於野生株 SC5314，菌絲均勻向四

周生長，除了 78Sov7B 有些集中的現象。但總體而言所有的剔除株和

ACT1 promoter 表現株，皆有生長菌絲的能力(圖六十、六十四)。 

 

5.3.3 芽管生成-添加 10%山羊血清之 YPD 培養液(並視需要添加

uridine) 

野生株 SC5314 不論在添加 uridine 的培養液中，或是在沒有添加

uridine 的培養液中，都會生成芽管。HLC54 則不具有芽管生成能力，不

論在哪種培養液中。而所有的實驗菌株不論是剔除株或是 ACT1 promoter
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表現株皆可以生成芽管。(圖五十三、五十七、六十一、六十五) 

 

5.3.4 侵犯力測試- Solid spider 培養基(視需要添加 arginine、histidine

及 uridine) 

野生株 SC5314 不論培養基是否有額外添加營養素，其菌落表面皆呈

現皺摺狀，以流水沖洗，菌落皆牢牢附著在洋菜膠表面。HLC54 也是不

論培養基是否有額外添加營養素，其菌落表面皆呈帄滑狀，以流水沖刷，

可以輕易洗掉菌落(圖五十四、五十八、六十二、六十六)。BWP17 為營

養篩選組的 parental strain，在有添加營養素的 Solid spider 培養基上，菌

落型態介於 SC5314 和 HLC54 之間，以流水沖洗會有菌落殘留在洋菜膠

上(圖五十四、五十八)。營養篩選組剔除株的菌落型態相似於 BWP17，

以流水沖洗同樣的會有菌落的殘留(圖五十四、五十八)。而營養篩選組

的 ACT1 promoter 表現株(AHRHD-1)，菌落表面帄滑型態接近 HLC54。以

流水沖洗菌落也可以輕易沖掉，但是會在洋菜膠表面留下明顯的痕跡(圖

五十八)。在使用 SAT1 flipper cassette 進行剔除 RHD3 和插入 ACT1 

promoter 表現株的部分，所有菌株的菌落型態皆和 SC5314 相同，表面

呈皺褶狀，且以流水沖洗，菌落皆牢牢附著在洋菜膠表面(圖六十二、六

十六)。AHRHD-1 的型態接近 HLC54 有三種可能，第一：所插入的 ACT1 

promoter 表現的 RHD3 所造成的影響，第二：破壞基因 RP10 所造成的

影響，第三：插入基因 URA3 所造成的影響。如果是插入 ACT1 promoter

表現的 RHD3 所造成的，那在使用 SAT1 flipper cassette 送入的 ACT1 

promoter 表現株中應該會看到類似的結果，但是這部分的 ACT1 promoter

表現株其形態都相似於 SC5314。至於後二個可能性在設計實驗時已有考

慮到，因此便建構了菌株 AH6HF-49，這株菌是將質體 p6HF-ACT1 插入基

因 RP10 中所得到的。在侵犯力實驗中，AH6HF-49 的菌落表面也是呈帄
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滑狀，型態接近 HLC54，以流水沖洗菌落也可被輕易沖掉，並在洋菜膠

表面留下明顯的痕跡(圖五十八)。因此對 AHRHD-1 的影響比較有可能是

來自於破壞 RP10 或是插入 URA3 所造成的。 

5.4 結語 

本實驗目的是希望藉由觀察剔除和提高 RHD3 表現量對於白色念珠

菌所造成影響，來進一步探討 RHD3 在白色念珠菌中所扮演的角色。不

過在型態轉變方面的測試 RHD3 的剔除株和野生株之間看不出差別。在

De Boer, 2010 年所發表的研究中也指出，剔除 RHD3 並不會影響菌絲生

成。RHD3 位於細胞壁，因此這篇文章中也測試了剔除株對幾種會影響

細胞膜和細胞壁的化學物質的反應，例如：SDS、高濃度 NaCl、calcofluor 

white、β-1,3-glucanase 以及 Zymolyase，以及剔除株對上皮細胞的黏附

能力，但皆看不出剔除株和野生株在這些測試中的差別。不過剔除株對

小鼠的毒性跟野生株比起來有下降的趨勢。因此 RHD3 可能跟毒性之間

有相關聯性。且剔除 RHD3 的菌株在誘發小鼠體內 cytokine 的表現和野

生株的情況不同，GM-CSF、TNF、IL-6 和 IL-8 的表現量下降。 

而提高 RHD3 表現量的部分，所使用的 promoter 只能將 RHD3 的表

現量提升到約等同於野生株的情形，但我們希望看到在 RHD3 的表現量

提升到約等同於 HLC54 的情形時，白色念珠菌是否會有些型態上的改變。

而在 RHD3 表現提升到野生株的程度時，其在形態轉變上和野生株並沒

有差異。 

 

5.5 未來展望 

因為 RHD3 在 HLC54 中表現量大增，認為是 transcriptional factor EFG1

下游所調控的基因之一(附圖一)。而 EFG1 的剔除會影響白色念珠菌在血

清中的菌絲生成，因此測試 RHD3 對形態轉變的影響。但是 EFG1 所調控
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基因並不只有跟形態轉變有關，EFG1 也參與了 chlamydospore 的形成、

生物膜的形成、phenotype switch，也會影響黏附力、毒性和調控跟代謝

有關的基因(Biswas et al., 2007)。RHD3 為細胞壁蛋白，而細胞壁蛋白可

能負責：細胞壁結構的維持、遮蓋 β-glucan、黏附力、生物膜的形成或

是參與鐵離子的獲取(Klis et al., 2009)。因此綜合以上兩點，未來還可以

測試 RHD3 對於黏附力以及生物膜生成的影響。又鐵離子濃度會影響

RHD3 表現，因此可以進行鐵離子相關的測試。 

而在提升表現量的部分，測試 78BWOV-6 和 78BWOV-9 的 tetR 表現

情形，看 TR promoter 沒有作用是否是因為 tetR 沒有表現。還有嘗試使

用其他不同的 promoter 來達成過表現的目的。例如 PCK1 promoter 在

succinate 的存在下，會被誘發表現後方的基因，表現量約可提升 100 倍。

也有文章使用過 PCK1 promoter 過量表現 RAM2 和 EFG1 (Eckert and 

Mühlschlegel, 2009)。MET3 promoter 會因為環境中缺乏 methionine 和

cysteine 而表現，可以提升表現量約 85 倍 (Eckert and Mühlschlegel, 2009)。

而 HWP1 promoter 是當血清誘發菌絲生成時會大量表現的 promoter 

(Eckert and Mühlschlegel, 2009)，而 RHD3 在血清誘發下，表現量會下降 

(De Boer et al., 2010)，因此如果使用 HWP1 promoter 表現 RHD3，便可以

在血清誘發的情況下提供過量表現 RHD3 情形。 

此外，也可以嘗試在 EFG1 剔除株中剔除 RHD3。因為剔除 EFG1 會使

RHD3 的表現量提高很多，因此 RHD3 在 EFG1 剔除株中可能扮演著重要

的角色。 
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