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中文摘要 

     

    在克雷白氏肺炎桿菌 CG43 菌株，若移除座落於第一型纖毛及第三型纖毛基

因組間之 pecS 或 pecM 基因，可增加第三型纖毛主結構蛋白 MrkA 之表現，因此

本研究進一步探討 pecS 與 pecM 在克雷白氏肺炎桿菌之纖毛調控上所扮演之角

色。藉由西方墨點法、甘露糖敏感之酵母菌凝集測試及生物膜生成活性測試，顯

示 pecS 或 pecM 之基因缺損會導致第三型纖毛之表現量上升，但不影響第一型

纖毛之表現，且移除 pecM 對第三型纖毛表現量之影響似乎比移除 pecS 更顯著。

此外，添加尿酸會使 MrkA 表現量及生物膜生成活性皆明顯上升，但將 pecM 基

因移除後，其生物膜之生成活性卻無顯著上升，暗示具穿膜結構之 PecM 可能參

與尿酸之運送，而尿酸可誘導生物膜之生成。續以凝膠電泳位移分析，證實重組

蛋白 PecS 可結合含有類 pecO 序列之 mrkA、pecS 和 pecM 之啟動子，且在凝膠

電泳位移競爭實驗，證實尿酸可作為配體角色，防止 PecS 與含有 pecO 序列之

DNA 結合。在啟動子活性之量測試驗，發現一旦 pecS 缺失，pecS 與 pecM 啟動

子之活性顯著上升，此結果證實 PecM 和 PecS 除了會抑制第三型纖毛之表現，

PecS 亦可在轉錄層面抑制 pecS 及 pecM 基因之表現。另亦證實 PecM 或 PecS 之

基因缺損似乎並不影響細菌抵抗 paraquat 所造成之氧化壓力，且利用 Two hybrid

分析，顯示 PecS 與 PecM 之間似乎無交互作用。 
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Abstract 

 

  In Klebsiella pneumoniae CG43, deletion of pecS or pecM, which located 

in-between the type 1 and type 3 fimbriae gene clusters, had previously been shown to 

increase the expression of type 3 fimbriae major pilin MrkA. Here the deleting effect 

of pecS and pecM is further analyzed. The analysis of western blotting hybridization, 

mannose sensitive yeast agglutination, and biofilm formation activity revealed that 

either gene deletion increased the expression of type 3 fimbriae but had no apparent 

influence on type 1 fimbriae expression. Notably, the deleting effect of pecM on type 

3 fimbriae was more apparent than that of pecS. Addition of urate was able to increase 

the MrkA expression and biofilm forming activity, however, deletion of the pecM had 

lost of the urate induced activity. This implied that the transmembrane domain of 

PecM may be involved in the transport or sensing uric acid for biofilm formation. 

Moreover, EMSA analysis indicated that the recombinant PecS was able to bind to the 

the putative pecO-containing promoters PmrkA, PpecS or PpecM. The following 

competitive assay suggests that uric acid is a ligand of the recombinant PecS to 

prevent from the binding to the pecO-containing DNA. Moreover, the promoter 

activity measurement revealed that the level of PpecS, PpecM, or PmrkA increased by the 

deletion of pecS. Taken together, these results suggest that PecM and PecS are able to 

negatively regulate the expression of type 3 fimbriae and PecS could also repress pecS 

and pecM expression at the transcriptional level. Finally, disc inhibition assay failed to 

detect either gene deleting effect on the bacterial response to paraquat treatment. The 

2-hybrid analysis was also unable to demonstrate the interaction between PecS and 

PecM. 
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 一、 前言 

 

克雷白氏肺炎桿菌 (Klebsiella pneumoniae) 

    克雷白氏肺炎桿菌為革蘭氏陰性菌，屬腸內菌科之伺機性病原菌，常在免疫

不全病患造成院內感染，引發尿道感染、呼吸道感染、敗血症以及腦膜炎等症狀

(Podschun et al. 1998)，在台灣臨床上，亦發現遭受克雷白氏肺炎桿菌感染之糖

尿病患者容易出現肝膿瘍症狀(Chen et al. 2000)。近年來濫用抗生素，衍生許多

具抗藥性之克雷白氏肺炎桿菌株，造成治療上極大的困難，如 1980 年代之

extended-spectrum beta-lactamases (ESBL)-K. pneumoniae (Hibbertrogers et al. 

1995)，1990 年代之 Carbapenemase-K. pneumoniae (KPC)，對於 carbapenem 這

類用來治療多重抗藥性之藥物亦產生抗性(Patel, 2008)，以及 2010 年在印度首次

發現之 New Delhi metallo-beta-lactamase 1 (NDM-1)-K. pneumoniae，在醫療界造

成極大之恐慌 (Herte et al. 2012)。 

 

   克雷白氏肺炎桿菌之致病因子主要為多醣莢膜(CPS)、脂多醣(LPS)、螯鐵系

統(Siderophores)及黏附因子(Adhesins) ；多醣莢膜與脂多醣可保護 K. 

pneumoniae 躲避宿主免疫系統攻擊，螯鐵系統可讓 K. pneumoniae 在宿主內取得

生存所必需之鐵離子，黏附因子可使菌體附著於宿主組織上皮細胞或內皮細胞以

利感染宿主。纖毛為突出細菌表面之髮狀結構，屬一黏附因子，常與細菌黏附至

宿主組織以及與生物膜之形成有關，而近年來克雷白氏肺炎桿菌之第一型及第三

型纖毛之作用機轉受到廣泛地討論(Gerald et al. 1989）。 

 

第一型纖毛 (type 1 pili 或 fimbriae) 

    第一型纖毛長約 1-2 微米、寬約 7 奈米，在腸內菌科菌株普遍存在且被廣泛

地研究(Hanson et al. 1988)。第一型纖毛具對甘露糖敏感(mannose sensitive)之特

性，細菌表現第一型纖毛可與紅血球或酵母菌結合導致紅血球凝集
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（hemagglutination）或酵母菌凝集（yeast agglutination），而此凝集作用在添加甘

露糖後被抑制（Rosen et al. 2008），許多研究亦指出第一型纖毛為尿道感染之重

要致病因子，可藉結合尿道上皮細胞上含有甘露糖的受體而增加感染尿道的機會

（Buchanan et al. 1985）。第一型纖毛由 fim 基因組所組成，其中 FimA 為第一型

纖毛之主要結構蛋白，FimI、FimF 與 FimG 為次要結構蛋白，FimH 位於纖毛頂

端負責專一性的黏附子；第一型纖毛經由 chaperone─usher 路徑所合成，FimC

及 FimD 分別為 chaperone 與 usher 與纖毛之合成息息相關；fimK 位於 fimH 之下

游，可轉譯具有 EAL 功能區域之蛋白(Rosen et al. 2008)。第一型纖毛受相位變

化(phase variation)調控，fimA 前有一段可藉由重組酵素(recombinase) FimB 及

FimE 翻轉之序列 fimS，當 fimS 序列為可被轉錄方向時稱為 on-phased，第一型

纖毛可被表現，但當 fimS 序列為相反方向時為 off-phased，第一型纖毛則不表現

(Klemm et al. 1986)。 

 

第三型纖毛（type 3 pili 或 fimbriae） 

    第三型纖毛長約 0.5-2 微米、寬約 2-4 奈米，主要存在於 K. pneumoniae 菌株，

雖可凝集紅血球，但不因添加甘露糖而抑制其凝集活性(Gerald et al. 1989)，其

結合受體還未被發現。已知第三型纖毛為克雷白氏肺炎桿菌在生物性或非生物性 

之表面形成生物膜之主要因子，在維生器材(譬如：導尿管、胸管、氣管內管等)

形成生物膜時，除了使患者更容易受到感染外，也提高細菌對宿主防禦系統以及

抗生素之抗性（Struve et al. 2009），另有研究指出克雷白氏肺炎桿菌可藉由第三

型纖毛黏附於人類腎臟、肺部組織、人類尿道及膀胱上皮細胞（Hornick et al. 

1992）。第三型纖毛由 mrk 基因組所組成，MrkA、MrkF 分別為第三型纖毛之主

要結構蛋白與次要結構蛋白(Huang et al.2009)，位於第三型纖毛頂端之 MrkD 為

黏附子，與生物膜的形成及特定細胞的結合有關(Jagnow et al. 2003)；第三型纖

毛之形成亦經由 chaperone-usher 路徑，MrkB 與 MrkC 分別為 chaperone 及 usher 
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(Allen et al. 1991)；在第三型纖毛基因組後半段有三個分別轉譯出可調控第三型

纖毛表現之基因：MrkH、MrkI 以及 MrkJ(Jeremiah et al. 2010)，其中 MrkI 含有

著 LuxR-type 之轉錄因子，可直接與受其調控之基因結合，進而影響基因表現；

MrkI 對第三型纖毛之調控為正調控(Jeremiah et al. 2010)；MrkH 具有 PilZ 功能

區域，可與二級信使 (second messenger) bis-(3’-5’)-cyclic dimeric GMP 結合，

進而活化 MrkH 調控基因之能力，MrkH 對第三型纖毛的調控亦屬於正調控

(Jeremiah et al. 2011)。MrkH、MrkI 皆會受到 ferric uptake regulator (Fur)之調控，

當 fur 基因被移除後，MrkH 與 MrkI 之表現量因受其影響而下降，進而造成第三

型纖毛之表現量下降(Wu et al. 2012)；MrkJ 為一種磷酸雙酯酶，可調節細菌中

bis-(3’-5’)-cyclic dimeric GMP 之濃度，並對第三型纖毛進行負調控(Jeremiah et 

al. 2010)。 

 

PecS 

   在 Erwinia chrysanthemi，PecS 被證實為一負責調控許多致病因子之轉錄蛋白

(Hommais et al. 2008)，屬於 MarR（multiple antibiotic resistance regulator）家族，

另在大腸桿菌，MarR 蛋白為調控抗藥性基因之轉錄抑制子（repressor）(Alekshun 

et al. 1999)。MarR 家族中，有一群蛋白可與尿酸結合稱為 UrtR（urate responsive 

transcriptional regulator），這些蛋白具有四個高度保留之胺基酸序列與尿酸結合

有關，當 UrtR 蛋白之特定保留胺基酸與尿酸結合後，會使 UrtR 蛋白產生構型上

之改變(conformational change)，並會失去與特定 DNA 結合之能力，使得受調控

之基因得以順利轉錄（Perera et al. 2011）。尿酸為一種代謝副產物，細菌入侵宿

主細胞時，宿主細胞常利用氧化壓力對抗細菌感染，宿主可利用 xanthine oxidase

將 xanthine 分解為尿酸以產生氧化壓力，尿酸則以副產物形式產生(Segal et al. 

2000)。由於尿酸為細胞產生氧化壓力時所產生之副產物，所以許多由 UrtR 蛋白

所調控之基因都與細菌之抗氧化能力有關（Perera et al. 2011）。在 Agrobacterium 
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tumefaciens 實驗模式，已證實 PecS 以雙倍體形式與 DNA 結合，此具有迴文序

列之 DNA 稱為 pecO，PecS-pecO 結合佔據了 RNA 聚合酶位置而抑制該基因之

轉錄，而當尿酸進入細菌內與 PecS 結合，使 PecS 失去了與 pecO 結合之能力，

下游基因之轉錄即可進行（Perera et al. 2010）；另以 Burkholderia thailandensis 為

例(Grove 2010)，UrtR 之同源性蛋白質 MftR 會抑制著屬為 Drug/metabolism 

tranporter superfamily 之 MFTP 蛋白，一旦尿酸進入細菌內，MftR 就失去結合

DNA 之能力，使 MFTP 蛋白順利轉錄。此外，目前已證實某些細菌在缺乏氮源

之環境之下可利用環境中的尿酸作為氮來源，例如 Bacillus subtilis、

Mycobacterium phlei、Pseudomonas aeruginosa、Serratia marcescens。 

 

PecM 

   PecM 為一膜蛋白，最早發現與 PecS 皆會調控 E. chrysanthemi 所產生之果膠

酵素(pectinase)，以增加將 E. chrysanthemi 感染宿主之能力(Reverchon et 

al.1994)。將 pecS 或 pecM 基因後移除後，皆產生相似之顯型(phenotype)，因此

認為 PecS 與 PecM 屬於相同的調控網絡系統(Reverchon et al.1994)。其後研究發

現 PecM 亦擔任 efflux pump 角色，與 indigoidine 藍色色素之生合成與分泌有關

（Rouanet et al.2001）。indigoidine 為 E. chrysanthemi 對抗宿主之防禦機制，宿主

細胞會藉由產生氧化壓力作為防禦手段，而 indigoidine 可對抗宿主所產生之氧化

壓力，以增加細菌在宿主內隻存活(Reverchon et al 2002）。根據早期研究結果，

若將 pecS 與 pecM 同時送入大腸桿菌，發現 PecS 需要 PecM 之幫助才能與 DNA

結合，暗示 PecS 與 PecM 之交互作用，但目前仍未知此為直接或間接之交互作

用(Praillet et al. 1997）。 

 

研究目標 

    在 K. pneumoniae CG43 中，pecS 及 pecM 座落於相鄰之 fim 與 mrk 基因組中
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（圖一），pecS 與 pecM 轉錄方向相反，但共用同一個啟動子。根據本實驗室之

早期研究結果，顯示 pecS 基因轉錄可被 PecS 自我調控，而 pecM 的轉錄亦受到

PecS 影響（黃盈蓉，民國九十六年），如附錄一；分別將 pecS 與 pecM 這兩個基

因移除，以西方免疫墨點分析偵測第三型纖毛之主要結構蛋白 MrkA 之表現量，

發現 pecS 或 pecM 基因缺失會使 MrkA 表現量明顯增加；利用 limiting dilution 

RT-PCR 分析，發現在 pecS 突變株或 pecM 突變株中 mrkA RNA 表現量亦明顯增

多，暗示 PecS 與 PecM 會負向調控第三型纖毛之表現；進一步大量表現並純化

His6-PecS 後，以凝膠電泳位移(EMSA)分析，發現 His6-PecS 會與 mrkA 之啟動

子結合，顯示 PecS 以轉錄調控第三型纖毛之表現。延續先前針對 PecS 之探討，

本研究擬再次深入探討 PecS 與 PecM 調控第三型纖毛表現之機制，並分析其對

第一型纖毛表現之影響，以及尿酸處理後對第三型纖毛表現及生物膜生成能力之

影響，並以 two-hybrid analysis 測試 PecS 與 PecM 是否進行交互作用。  
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二、實驗材料與方法 

 

酵母菌凝集試驗 (Yeast agglutination) 

    以 Blumer 於 2005 年發表之方法(Blumer et. al., 2005)，利用酵母菌

Saccharomyce cerevisiae AH109 菌株(Sigma, YSC2) 進行酵母菌凝集試驗。將

K. pneumoniae CG43S3ΔmrkA、CG43S3ΔmrkAΔpecS、CG43S3ΔmrkAΔpecM、

CG43S3ΔmrkAΔpecSΔpecM (~10
8 

c.f.u./ml) 回溶於含有(無)2%甘露糖之 PBS，

再將細菌與 10 mg/ml 酵母菌於玻片上混和均勻，並於室溫下以 80 rpm 轉速震盪

10 分鐘。 

 

生物膜形成測定 

   將隔夜培養之 K. pneumoniae CG43S3、CG43S3ΔpecS、CG43S3ΔpecM 與

CG43S3ΔpecSΔpecM 菌液以含有或不含尿酸之 LB 以 1:100 比例稀釋後，加入 96

孔盤於 37°C 培養 24 小時或 48 小時。續以去離子水清洗孔洞，再以 1% (w/v)

結晶紫溶液於室溫下染色 1 小時，再利用去離子水清洗孔洞，接著加入 1% 

(w/v)SDS 溶液震盪 60 分鐘，洗去殘留於孔洞中之結晶紫，最後以波長 595nm

測定孔洞中溶液之吸光值以換算生物膜之形成量。 

 

西方免疫墨點分析 

    將隔夜培養之 K. pneumoniae CG43S3、CG43S3ΔpecS、CG43S3ΔpecM 與

CG43S3ΔpecSΔpecM 菌液以 LB 經 1:20 比例稀釋後以 37°C 培養至 OD600=0.5，

以含不同濃度尿酸之 LB 經 1:4 比例稀釋菌液，續以 37°C 培養 4 小時，之後破

菌取全細胞蛋白。若無需尿酸處理，直接以隔夜培養之 K. pneumoniae CG43S3、

CG43S3ΔpecS、 CG43S3ΔpecM、CG43S3ΔpecSΔpecM、CG43S3ΔmrkA、

CG43S3ΔmrkAΔpecS、CG43S3ΔmrkAΔpecM、CG43S3ΔmrkAΔpecSΔpecM 菌液破

菌取全細胞蛋白。將欲分析之全細胞蛋白質樣本與蛋白質染劑【0.0626 M 

Tris-HCl pH 6.8、2% (v/v) SDS、10% (v/v) glycerol、0.01% (v/v) bromophenol 
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blue、與 100 mM dithiothreitol】以等比例混和均勻，置於 95°C 乾浴槽上加熱 10

分鐘，再加入 13.5% (v/v)之 SDS-聚丙烯醯胺膠之孔洞中，以 100 V、200 mA 電

泳 140 分鐘。電泳後的 SDS-聚丙烯醯胺膠以 140 V、400 mA、電泳 140 分鐘之

條件將膠上之蛋白質轉漬到聚偏二氟乙烯膜(polyvinylidene difluoride，PVDF) 

上，續利用 5%脫脂奶粉進行蛋白質阻擋 ( Protein Blocking)。經蛋白質阻擋後

之 PVDF 進行清洗步驟：TBST 清洗兩次、TBS 清洗一次後，以第一抗體(帶有

rabbit 抗原的 MrkA、FimA 抗體) 震盪兩小時以結合 PVDF 上之目標蛋白，經過

清洗步驟後再利用第二抗體 anti-rabbit IgG conjugate alkaline phosphatase antibody 

(Sigma) 震盪一小時偵測第一抗體。再經過清洗，最後後加入鹼性磷酸酶之受質

(nitro blue tetrazolium chloride (NBT)/5-bromo-4-chloro -3-indolyl phosphate 

(BCIP)便可催化產生有色產物沉澱於第一型、第三型纖毛主要結構蛋白 MrkA

與 FimA 之位置。 

 

重組 PecS 蛋白的大量表現以及純化 

    首先，將含有已接入蛋白質基因 pecS 的表現質體 pET30 之 E. coli 

NovaBlue(DE3)隔夜培養，將隔夜培養之菌液以 LB 經 1:20 比例稀釋，於 37°C

下搖震盪培養菌液濃度至 OD600=0.4~0.6，加入 1 mMIPTG 誘導目標蛋白基因 6

小時。之後將經破菌處理以取得全細胞蛋白，取得得之細胞蛋白以轉速 8000 rpm

離心，取上清液藉通過鎳樹脂(nickel resin)親和性管柱以純化重組 PecS 蛋白。

重組 PecS 蛋白之 N 端皆帶有 His-tag，所以 PecS 蛋白會附著於鎳樹脂親和性管

柱(Novagen)上，再利用 elute buffer (20 mM Tris-HCl、500 mM NaCl、1 M 

imidazole、PH7.9)將 PecS 蛋白質從管柱上置換出來，並利用 dialysis buffer 

(phosphate buffer pH=6.8)交換出在純化過程之殘留離子，並利用 PEG 20000 進

行蛋白質濃縮以達到所需之目標濃度。 
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凝膠電泳位移測定(EMSA)分析 

  此分析係以 Lghtshift Chemiluminescent EMSA Kit (Thermo)試劑套組進行測

定：將不同濃度之PecS蛋白與所要測定之DNA片段相混並加入EMSA buffer (20 

mM Tris-HCl、50 mM NaCl、0.5% Triton-X100、20 mg/ml BSA、1.5% glycerol)、

鮭魚精子 DNA 片段、去離子水，混和均勻後靜置於室溫 30 分鐘，再將樣本注

入於預先在 0.5 倍 TBE buffer 中以 100 V、20 mA 條件電泳 50 分鐘後之 5% 聚

丙烯醯胺凝膠(聚丙烯醯胺為 29:1)，續以 100 V、20 mA 條件於 0.5 倍 TBE buffer

中電泳 65 分鐘，上述之預先電泳以及正式電泳皆須在低溫進行。電泳後的聚丙

烯醯胺凝膠可使用 cyber green 染色並以紫外光進行顯影。若為競爭型凝膠電泳

位移測定，須將電泳過後的聚丙烯醯胺凝膠以 100 V、300 mA、電泳 30 分鐘之

條件將凝膠上之 DNA 轉漬到 Biodyne Nylon Transfer Membrane (Pall 

corporation)，將完成轉漬之 Biodyne Nylon Transfer Membrane 置於紫外燈管下

15 分鐘進行交互連結。交互連結完成後，加入 blocking buffer 並以轉速 20 rpm

震盪 15 分鐘，之後將 membrane 放置於含 Stabilized Streptavidin-Horseradish 

Peroxidase Conjugate 之 blocking buffer 並以轉速 20 rpm 震盪 20 分鐘。以 wash 

buffer 清洗 5 分鐘共 4 次(以轉速 20 rpm 震盪)，再將 membrane 放置於 Sabstrate 

Equilibration buffer 中 5 分鐘，最後在 membrane 上滴入 Sabstrate working buffer

靜置 5 分鐘後，以顯影劑與定影劑進行顯影。 

 

紙錠測試(Disc inhibition assay)分析 

    將隔夜培養之 K. pneumoniae CG43S3、CG43S3ΔpecS、CG43S3ΔpecM 與

CG43S3ΔpecSΔpecM 菌液以 LB 經 1:20 比例稀釋後在 37°C 培養菌液濃度至

OD600=0.2~0.3，而後將菌液已無菌棉花棒均於塗於 M9 培養基上，在 M9 培養基

中間放入一圓形小紙錠並於其上滴入 10 mM 之 Paraquat 作為氧化壓力之來源，

再置於 37°C 靜置培養 16 小時。之後測量各培養基中所產生的抑菌環大小。 
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啟動子活性分析(promoter activity assay) 

    根據Miller. J. H. 於1972發表之方法，先利用2對引子(BR19/ BR20與BR21/ 

BR22)，經聚合酵素鏈鎖反應(PCR)分別將 pecS、pecM 基因可能之啟動子片段放

大，再將啟動子片段次選殖(subclone)至 placZ15 質體。以電穿孔法將選殖好含

有 pecS、pecM 啟動子片段之 placZ15 轉殖至 E. coli S-17pir。再將含有質體

lacZ::PmrkA500、lacZ::PmrkA232、lacZ::PpecS、lacZ::PpecM 之 E. coli S-17pir 菌

液與隔夜培養之 K. pneumoniae CG43S3、 CG43S3ΔpecS 與 CG43S3ΔpecM 菌液

相混，利用 E. coli S-17pir 之性線毛將 lacZ15 質體轉殖到已預先移除 lacZ 基因

之 K. pneumoniae CG43S3、 CG43S3ΔpecS 與 CG43S3ΔpecM 中。 

  根據 Kader 於 2006 發表之方法，藉由測定 lacZ 基因所轉譯-galactosidase

之活性來推算啟動子之活性。將欲測定之菌株隔夜陪養液以 LB 經 1:80 比例稀

釋，於 37°C 下震盪培養菌液濃度至 OD600=0.6~0.8，續以 100 ml 菌液與 900 ml

之 Z buffer (60 mM Na2HPO4 , 40 mM NaH2PO4 , 10 mM KCl, 1 mM MgSO4 , 50 

mM β-mercaptoethanol)、17 ml 1% (w/v) SDS 以及 35 ml chloroform 於試管內混

和均勻，將混和溶放至 30°C 水浴槽 10 分鐘後，續加入 200 ml ONPG 

(ο-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside，濃度 4 mg/ml) (Sigma-Aldrich)進行反應並

觀察混和溶液之顏色變化，當顏色達到黃色時，加入 500 ml，濃度 1 M 之 Na2CO3

以停止反應。以波長 420nm 測定溶液吸光值，再利用公式換算為 Miller units 

(Miller, 1972)。 

 

Bacterial two hybrid system 

    以 BacterioMatch II Two-Hybrid System Vector Kit (Agilent Technologies)試劑

套組進行分析，原理如附錄二，若要執行 Bacterial two hybrid system 則需先建構

含有目標基因 pecS、pecM 之表現載體 pBT 及 pTRG。先利用引子 BR11/ BR12
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及 BR09/ BR16，以聚合酵素鏈鎖反應(PCR)將 pecS、pecM 基因放大，再將目標

基因次選殖(subclone) 至 pBT 及 pTRG 表現載體，續以電穿孔之方式，將帶有

或不帶有目標基因之兩種表現載體同時轉殖至 E. coli XL1-Blue MRF Ḱan，續於

30°C 下以轉速 200 rpm 震盪 20 小時，最後利用質體所帶之抗藥性基因來確認是

否兩種質體皆轉殖進入 E. coli XL1-Blue MRF Ḱan，藉此系統可利用 E. coli 

XL1-Blue MRF Ḱan 所轉譯之-galactosidase 之活性來做為有無蛋白質之間直接

交互作用之定量指標，將欲測定之菌株隔夜培養，增殖後之菌液以 LB 經 1:100

比例稀釋，並於 30°C 下震盪培養菌液濃度至 OD600=0.6~0.8，續將 100 ml 菌液

與 900 ml 之 Z buffer (60 mM Na2HPO4 , 40 mM NaH2PO4 , 10 mM KCl, 1 mM 

MgSO4 , 50 mM β-mercaptoethanol)、17 ml 之 1% (w/v) SDS 以及 35 ml 之

chloroform 於試管內混和均勻，混和溶放於 30°C 水浴槽 10 分鐘，續加入 200 ml

之 ONPG (ο-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside，濃度為 4 mg/ml) (Sigma-Aldrich)

開始進行反應並觀察混和液之顏色，當顏色達到黃色時，加入 500 ml 之 1 M 

Na2CO3停止反應。而後以波長 420nm 測量試管內溶液之吸光值，再以公式換算

為 Miller units (Miller, 1972)。 
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三、 實驗結果 

 

3.1  PecS 及 PecM 序列分析 

 3.1.1  PecS 與尿酸結合之高度保留性胺基酸序列 

    分析不同菌株之 PecS 胺基酸序列，如圖二 A，K. pneumoniae CG43S3 之

PecS、A. tumefaciens 及 E. chrysanthemi 之 PecS 胺基酸序列上皆含有如 UrtR 具

高度保留性之四個胺基酸 W17、D62、R69、R95，而這四個高度保留性之胺基酸序

列可能決定 PecS 蛋白與尿酸之結合(Perera et al. 2010)，因此推測 K. pneumoniae 

之 PecS 功能上可能相似於 A. tumefaciens 之 PecS，藉與尿酸結合而調控 PecS 之

功能(圖二 B)。  

 

 3.1.2 分析確認 pecO 序列 

    在 A. tumefaciens，位於 pecS 與 pecM 間之非轉譯序列 pecO 包含兩個迴文序

列：5’-TCTTGATATCAAGA-3’和 5’-TTACCTTGAAGTGAAGATAAA-3’，PecS

藉由結合此兩個迴文序列以抑制下游基因之轉錄。如圖三，K. pneumoniae 

CG43S3 pecS 與 pecM 間亦含有兩個與 A. tumefaciens 相似之 pecO 序列，命名為

P1，另一命名為 P2。 

 

 3.1.3 分析 mrkA 啟動子序列 

    本實驗室先前已發現 PecS 可與 mrkA 之啟動子結合，且 2010 年 Perera 等人

證實 PecS 可與 pecO 序列結合並調控下游基因之表現，因此本研究欲分析 mrkA

啟動子是否含有類似 pecO 之迴文序列，結果如圖四，mrkA 啟動子含類似 pecO

之不完整迴文序列 5’-AGTGGCAGCCCTGCCAGT-3’和 

5’-ACGCAGGGTTAATAATCATGAAT-3’，分別命名為 pecO-like 1 (pecO-L1)及

pecO-like 2 (pecO-L2)，暗示第三型纖毛的表現可能受到 PecS- pecO-L 之調控。 
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 3.1.4  PecM 之序列分析 

    目前針對 PecM 蛋白之相關研究並不多，只確定 PecM 在 E. chrysanthemi 中

與 pectinase 的調控(Reverchon et al.1994)以及 indigoidine 之生合成與分泌有關

（Rouanet et al. 2001）。藉由網站軟體(http://smart.embl-heidelberg.de/)分析其胺

基酸序列，結果顯示 PecM 之二級結構為含有 10 個穿膜結構的膜蛋白(圖五)；另

以 Pfam 網站分析，顯示 PecM 屬於未確定功能的 EamA 蛋白家族，由兩個相同

的 domain 構成，可能作為輸送蛋白。綜合以上分析，我們推測 PecM 為一膜蛋

白，可作為傳遞訊息的輸送者。 

 

3.2   以突變株進行纖毛之功能性測試 

 3.2.1  西方墨點法分析 PecS、PecM 及 PecS/PecM 突變株 

在 LB 培養下，K. pneumoniae CG43S3 主要表現第三型纖毛，惟在 K. 

pneumoniae CG43S3ΔmrkA 突變株才能測得第一型纖毛之表現（實驗室尚未發表

的報告）。為了探討 PecS 與 PecM 基因缺失是否影響第一型纖毛表現，本研究以

本實驗室原有之 K. pneumoniae CG43S3ΔpecS、CG43S3ΔpecM 及

CG43S3ΔpecSΔpecM (黃盈蓉 民國九十六年)為親本，以同源互換方式建構了

CG43S3ΔmrkAΔpecS、CG43S3ΔmrkAΔpecM 及 CG43S3ΔmrkAΔpecSΔpecM。 

進一步以西方墨點法偵測第一型、第三型纖毛主結構蛋白 FimA、MrkA

的生成，如圖六 A，在 K. pneumoniae CG43S3ΔpecM、ΔpecSΔpecM 突變株中，

MrkA 之表現量明顯高於 K. pneumoniae CG43S3，但在 CG43S3ΔpecS 之 MrkA

表現量卻些微下降；而不論 K. pneumoniae CG43S3ΔmrkAΔpecS、ΔmrkAΔpecM

或 ΔmrkAΔpecSΔpecM，其 FimA 表現量與 K. pneumoniae CG43S3ΔmrkA 相當，

顯示 PecS 與 PecM 可能不影響第一型纖毛的表現。 

 

 

http://smart.embl-heidelberg.de/
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 3.2.2  酵母菌凝集測試第一型纖毛的表現 

    為了確認 pecS 或 pecM 基因缺損不影響第一型纖毛之表現，進一步以第一

型纖毛能凝聚酵母菌之特性來分析 K. pneumoniae CG43S3ΔmrkA、CG43S3 

ΔmrkAΔpecS、CG43S3ΔmrkAΔpecM 或 CG43S3ΔmrkAΔpecSΔpecM，如圖七 A，

這些菌株都能凝集酵母菌而形成顆粒沉澱，且此凝集現象會因加入甘露糖後消失

(圖七 B)，顯示 PecS 或 PecM 之基因缺失不影響第一型纖毛的表現。 

  

 3.2.3  生物膜生成分析 

    過去研究證實第三型纖毛為決定 K. pneumoniae 生成生物膜之重要因子

（Struve et al. 2009），故本研究藉由偵測生物膜之生成分析以確認 PecS 與 PecM

對第三型纖毛表現之影響。如圖八，K. pneumoniae CG43S3、CG43S3ΔpecS 與

CG43S3ΔpecM 在 24 小時的生物膜生成量類似，CG43S3ΔpecM 在 48 小時的生

物膜生成量高於 K. pneumoniae CG43S3，只有 CG43S3ΔpecSΔpecM 在 24 小時或

48 小時的生物膜生成量都明顯高於 K. pneumoniae CG43S3，暗示 PecS 與 PecM

經交互作用負向調控第三型纖毛之表現，且 PecM 扮演決定性的角色。 

 

 3.2.4  尿酸環境對第三型纖毛表現之影響 

    在含有尿酸之環境下，A. tumefaciens PecS 會失去與 DNA 結合之能力，進而

促進下游基因的轉錄(Perera et al 2010)。為了分析尿酸對 PecS、PecM 之影響，

如圖九，隔夜培養後的 K. pneumoniae 菌株在添加尿酸誘導四小時後以西方免疫

墨點分析 MrkA 之表現量，結果顯示隨著尿酸濃度的增加，MrkA 之表現量也隨

之增加，此暗示尿酸會誘導第三型纖毛的表現。進一步分析尿酸處裡過之 K. 

pneumoniae 菌株的生物膜形成能力，如圖十，經尿酸處理後的 K. pneumoniae 

CG43S3、CG43S3ΔpecS、CG43S3ΔpecM 與 CG43S3ΔpecSΔpecM 之生物膜生成

能力皆明顯上升，然而 CG43S3ΔpecM 在有尿酸的情況下，於 24 小時生物膜生

成能力明顯下降，暗示 PecM 蛋白與尿酸的運送有關。然而 pecM 基因缺損似乎
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對 48 小時之生物膜生成量沒有顯著影響，顯示 PecM 在含有尿酸環境下對第三

型纖毛的確會產生影響，但仍需更多分析以闡明 PecM 對於第三型纖毛之調控機

轉。 

 

3.3   PecS 與 DNA、PecM 之交互作用 

 3.3.1  凝膠電泳位移測定重組 PecS 蛋白與 pecO 序列的結合 

    為了證實 PecS 是否會與 pecO、pecO-L 序列結合，藉由純化之重組 PecS 蛋

白(圖十一)與合成的 pecO 序列 P1、P2 及含 pecO-like 1 片段的 A2 進行凝膠電

泳位移測定。隨著重組 PecS 蛋白之濃度增加，重組 PecS 蛋白分別與 pecO 序列

結合，如圖十二 A，100 nM 重組 PecS 蛋白即可與 P1 形成複合體，而需 200 nM

或 400 nM 才能分別看到 PecS-P2（圖十二 B）及 PecS-A2（圖十二 C）。 

    為了進一步分析 PecS 與 pecO 序列是否為特異性結合，本研究利用生物素

(biotin)標定及無標定之 pecO 序列進行競爭型凝膠電泳位移測定。圖十三顯示，

重組 PecS 蛋白濃度達到 75 nM 時與 biotin 標定之 pecO 結合位移達到最大，而加

入 50 倍及 100 倍無標定之 pecO 序列時，PecS 與 biotin-pecO 之混和體逐漸消失，

當 non label-pecO 濃度達到 200 倍時，biotin-pecO 與 PecS 的結合完全被 non 

label-pecO 競爭而混和體完全消失，由此證明 PecS 與 pecO 序列的結合確實為特

異性結合。 

 

    其他研究發現 A. tumefaciens 中添加尿酸後會破壞 PecS 結合 DNA 能力

(Perera et al 2010)，因此本研究亦測試在 K. pneumoniae CG43S3 是否也會出現此

特性。藉由重組 PecS 蛋白與 pecO 序列進行之凝膠電泳位移測定，發現在重組

PecS 蛋白濃度達到 400 nM 時 pecO 與 PecS 因結合而產生之位移情況達到最大；

並在此時加入不同濃度之尿酸，發現重組 PecS 蛋白與 pecO 結合之混和體隨著

尿酸的濃度增加而逐漸減少，當尿酸濃度達到 10 mM 時重組 PecS 蛋白與 pecO
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之混和體即完全消失 (圖十四)。證明如同 A. tumefaciens 之研究結果，於 K. 

pneumoniae 實驗模式中，尿酸的確能破壞 PecS 結合 DNA 之能力。 

 

    在競爭型凝膠電泳位移測定以及添加尿酸之凝膠電泳位移測定的實驗中發

現 PecS 與 pecO 混和體出現在兩種不同的位置，出現此現象是因為在 pecO 中同

時含有兩個迴文序列，若 pecO 中只有其中一個迴文序列與 PecS 結合，則其混

和體之所在位置則較低，若兩個迴文序列同時皆與 PecS 結合，則其混和體所在

的位置則較高。 

 

 3.3.2  啟動子活性分析測試 

    由先前實驗得知 PecS 與 PecM 會對第三型纖毛進行負向調控，本研究欲進

一步了解其影響是否發生於轉錄層面，因此在 K. pneumoniae CG43S3ΔpecS 與

CG43S3ΔpecM 中，分析 mrkA、pecS、pecM 之啟動子之活性是否受到影響。以

mrkA、pecS、pecM 之啟動子進行啟動子活性測試，如圖十五 A，mrkA 啟動子分

為兩種長度：含有兩個 pecO-like 序列的長度 500 bp 以及只包含一個 pecO-like

序列的長度 232 bp，圖十五 B 顯示相較於 232 bp，500 bp 之 mrkA 啟動子在各突

變株中之活性皆明顯高很多，顯示 mrkA 啟動子活性主要是在 500 bp 之片段。另

外，pecS 與 pecM 之啟動子於 K. pneumoniae CG43S3ΔpecS 中活性皆明顯較高，

顯示 PecS 亦具有自我調控之特性，而膜蛋白 PecM 之表現亦受其調控。 

 

 3.3.3   Bacterial Two hybrid system 分析 

   1997 年 Praillet 等人在大腸桿菌的模式提出的 PecS 需要與 PecM 交互作用才

能與 DNA 結合的理論，為證實在 K. pneumoniae CG43S3 中是否也存在此特性，

我們利用細菌雙雜交系統 (附錄二) 進行分析，並測量其-galactosidase 活性作

為定量依據。圖十六顯示同時帶有 pecS、pecM 質體之菌株在-galactosidase 的活

性上與 negative control 並無差異，說明 PecS 與 PecM 似乎並無直接蛋白質的直
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接交互作用，然而是否存在交互作用仍需多次實驗證明。 

 

3.4  紙錠測試 (Disc inhibition assay) 

    據研究指出，UrtR(urate responsive transcriptional regulator) 蛋白家族多與細

菌之抗氧化壓力能力有關，因此藉由觀察滴於紙錠上之氧化劑(paraquat) 造抑菌

環的大小來檢測在移除 pecS 與 pecM 之影響，結果顯示不論在剔除 pecS、pecM

或兩者皆剔除之突變株，其抑菌環大小與野生株並無明顯差異(圖十七)，此結果

顯示 PecS 與 PecM 在 K. pneumoniae CG43S3 中與抗 paraquat 之氧化壓力能力可

能無直接關係。 
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四、討論 

4.1   PecS 與 PecM 

    先前研究顯示 PecS 會參與許多致病因子之調控(Hommais et.al 2008)，且藉

由直接與受調控基因之啟動子結合以達到調控目的。本研究證實 PecS 的確會與

pecO 序列結合且為特異性結合(specific binding)，亦證實 PecS 可與 mrkA 啟動子

中 pecO-like 序列結合，因此推測第三型纖毛可能直接受到 PecS 之負向調控。但

本次研究結果發現若將 pecS 剔除後，無論是在第三型纖毛之蛋白質表現層次或

其啟動子之活性皆無明顯上升，甚至可能有些微下降，推測可能 PecM 抑制第三

型纖毛之表現，且相較於 PecS，PecM 對第三型纖毛的負向調控更為顯著，而啟

動子活性測試發現 pecM 啟動子之活性受到 PecS 之負向調控。由上述實驗數據

推測若將 pecS 剔除，PecM 可大量表現，進而展現對第三型纖毛表現之抑制，然

而剔除 PecS 雖可以增加第三型纖毛表現，但因 PecM 大量增加抑制了 MrkA 的

表現，反而在將 pecS 剔除後第三型纖毛之表現並無增加。 

 

4.2   PecS 與 PecM 調控第三型纖毛可能的機制 

    由本次研究數據顯示，若個別將 pecS 或 pecM 剃除，對第三型纖毛表現之

影響有限，但若同時剔除 pecS 及 pecM，就會明顯提升第三型纖毛之表現量。 

在添加尿酸後，無論在野生株、pecS 剔除株及 pecSpecM 剔除株，其生物膜之生

成比起未添加尿酸時皆明顯上升，但在 pecM 剔除株之生物膜生成卻明顯下降，

因此由以上結果，推測出 PecS、PecM 對第三型纖毛表現之調控路徑(如圖十八）： 

（一）環境中無尿酸：PecM 會對第三型纖毛行進行負向調控，而 PecS 除了直接

抑制 PecM 之表現外，亦抑制第三型纖毛之表現，但 PecM 抑制第三型纖毛之表

現佔大部分之影響。當 pecS 剔除後，PecM 的表現量增加，雖然受 PecS 直接抑

制之 MrkA 表現量應要增加，但卻會被 PecM 所抑制，導致 MrkA 表現量並無增

加；當 pecM 被剔除後，PecM 抑制 MrkA 表現之抑制效果不復存在，則 MrkA
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表現量隨及上升；若將 pecS、pecM 同時剔除，PecS 與 PecM 所參與負向調控皆

消失，第三型纖毛表現量則明顯增加(圖十八 A)。 

（二）環境中有尿酸：先前已由實驗證明尿酸可誘導第三型纖毛之表現。PecM

經由軟體預測顯示 PecM 屬於 EamA 家族，但功能為何目前尚不得知，然而在

E. chrysanthemi 中 PecM 任 efflux pump 角色，推測 PecM 可能與尿酸的傳遞有關，

並推測當 PecM 與尿酸接觸後會改變其構型，因而 PecM 抑制 MrkA 表現之效果

受到影響。另外，藉由 National Center for Biotichnology Information (NCBI)網站

分析，發現在 K. pneumonia NTUH-K2044 中發現有一蛋白質(NC_012731) 其預

測之功能可能為滲透酶，而此蛋白屬於 MFS 家族並可能會受到 UrtR 蛋白的調

控，推測在 K. pneumoniae CG43S3 中可能也存在此種蛋白，而此蛋白與尿酸之

運輸有關並且會受 PecS 的調控。當環境中有尿酸時，尿酸經由 PecM 與另一個

運輸蛋白運送至細菌內，使 PecS 失去抑制 PecM 及滲透酶之表現，使得尿酸大

量運送至細菌體內而誘導第三型纖毛之表現；將 pecS 剔除後，兩種與尿酸之運

輸有關的蛋白皆大量表現，讓更多尿酸進入細菌使得第三型纖毛表現量上升，其

結果應與野生株類似；若將 pecM 剔除後，因與運送尿酸有關之蛋白減少，因此

運送入細菌體內之尿酸量隨之減少，尿酸所誘導之效果也跟著下降，導致第三型

纖毛之誘導表現量並不如野生株；若將 pecS、pecM 同時剔除，雖然與運輸尿酸

有關之 PecM 消失，但還有其他可運送尿酸的蛋白，而且抑制此蛋白之 PecS 也

被剔除，使得其他尿酸運輸蛋白表現量上升並可彌補 PecM 被剔除的不足(圖十

八 B)。 

 

4.3   PecS 在 K. pneumoniae CG43S3 中對抗氧化壓力的影響 

    先前研究指出 UrtR 蛋白會與 pecO 序列中之迴文序列結合並調控其下游基

因，且受調控之基因多與細菌之抗氧化能力有關，且在 K. pneumoniae CG43S3

之抗氧化基因 sodA 啟動子中亦找到不完整迴文序列。針對這點本次研究利用

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/238892256
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paraquat 對 pecS、pecM 剔除株進行紙錠測試(disc inhibition assay)，但卻發現剃

除株對 paraquat 所造成之氧化壓力之抗性與 K. pneumoniae CG43S3 型野生株並

無明顯差異，其原因可能為以下幾點： 

（一）使用錯誤之氧化壓力來源：先前研究指出 UrtR 蛋白可調控與抗氧化壓力

有關之基因，但氧化壓力之來源有很多，例如 H2O2、NO、paraquat…等，本次

實驗所採用 paraquat 作為氧化壓力來源，其結果並不明顯，但本實驗未用其他氧

化壓力來源，因此對於 PecS 在抗氧化壓力能力中所扮演之角色尚無法定論；（二）

模擬氧化壓力所使用之氧化劑劑量：若氧化壓力源之劑量不足，過低的氧化壓力

或許不足以啟動 PecS 的調控機制。 

（三）不完整迴文序列：因 sodA 啟動子中不完整迴文序列使 PecS 無法與之結

合。2004 年 Rouanet 等人於 E. chrysanthemi 中分析與 PecS 結合之迴文序列，發

現其序列可能為 C11G10A9N8W7T6C5G4T3A2T1A0T1T2A3C4G5A6N7N8N9C10G11，而

Perera 等人於 2011 年提出與 UrtR 蛋白結合的迴文序列中包含 C4T5T6-A13A14G15

等關鍵鹼基對。然而，無論 pecS、pecM 間的 pecO 序列，或是 mrkA 啟動子中

pecO-like 序列，皆不符合上述兩種序列模式，由此可知 PecS 可能與迴文序列結

合，但其二者結合之確切模式目前尚待釐清。 
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表一、 本次實驗使用與建構之細菌菌株 

菌株 基因型及相關資訊 來源與參考資料 

E.coli: 

JM109 

Novablue (DE3)  

S17-1 λpir 

XL-1 Blue MRF´ Kan 

 

K.pneumoniae: 

CG43 

CG43-S3 

CG43S3pecS
-
 

CG43S3pecM
-
   

CG43S3pecS
- 
pecM

- 

 

RecA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 rolA1 thi △(lac-proAB) 

F
-
ompT hsdS B(rB

-
mB

-
 )gal dcm (DE3), Tc 

r
   

RecA thi pro hsdR
-
M

+ 
[RP4-2-Tc::Mu:Km

R
Tn7] (pir) 

mcrA 183(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac 

(F´proAB lacI
q 

ZM15 Tn5(Km
r 
))] 

 

 

Clinical isolate of K2 serotype 

rspL mutant, Sm
R 

CG43S3 with deletion in pecS gene  

CG43S3 with deletion in pecM gene 

CG43S3 with deletion both pecS and pecM gene 

 

Laboratory stock 

Novagen 

De Lorenzo et al.,1994 

Novagen 

 

 

 

Laboratory stock 

Ping-Hui Bai, 2004 

(黃盈蓉，民國 96 年) 

(黃盈蓉，民國 96 年) 

(黃盈蓉，民國 96 年) 
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CG43S3mrkA
- 

CG43S3mrkA
-
pecS

-
 

CG43S3mrkA
-
pecM

- 

CG43S3mrkA
-
pecM

-
pecS

-
 

CG43S3fimA
-
 

CG43S3lacZ
-
 

CG43S3lacZ
-
 pecS

-
 

CG43S3lacZ
-
 pecM

- 

CG43S3sodA
- 

CG43S3katG
-
 

 

CG43S3 with deletion in mrkA gene  

CG43S3 with deletion both mrkA and pecS gene  

CG43S3 with deletion both mrkA and pecM gene 

CG43S3 with deletion in mrkA , pecM and pecS gene 

CG43S3 with deletion in fmA gene 

CG43S3 with deletion in lacZ gene 

CG43S3lacZ
-
 with deletion in pecS gene   

CG43S3lacZ
-
 with deletion in pecM gene 

CG43S3 with deletion in sodA gene 

CG43S3 with deletion in katG gene 

(呂文鈴，民國 90 年) 

This study 

This study 

This study 

Laboratory stock 

(Lin et al., 2006) 

(黃盈蓉，民國 96 年) 

(黃盈蓉，民國 96 年) 

(吳宛怡，民國 101 年) 

(吳宛怡，民國 101 年) 

 

 

 

 

 

 



 

36 
 

表二、 本次實驗使用與建構之質體 

質體 基因型及相關資訊 來源與參考資料 

yT&A 

pET30a 

pET30a-pecS 

pBT 

pTRG 

pBT-LGF2 

 

pTRG-GAL11
P 

 

pLacZ15 

pLacZ15-PmrkA(500bp) 

pLacZ15-PmrkA(232bp) 

pLacZ15-PpecS 

PCR cloning vector, Ap
R
 

Overexpression of His6 fusion proteins, Km
R 

DNA fragment containing pecS cloned into pET30a 

Cm
r
 ; bait plasmid, p15A origin of replication, lac-UV5 promoter, -cI open reading frame 

Tc
r
 ; target plasmid, ColE1 origin of replication, lac-UV5 promoter, RNAP open reading frame 

Cm
r
 ; control plasmid containing a fragment encoding the yeast transcriptional activator Gal4 fused 

with -cI 

Tc
r
 ; control plasmid containing a fragment encoding a mutant form of Gal11 protein,called 

Gal11P, fused with RNAP 

Containing K. pneumoniae CG43S3 lacZ as a reporter, Cm
r 

DNA fragment containing 500-bp mrkA promoter cloned into pLacZ15 

DNA fragment containing 232-bp mrkA promoter cloned into pLacZ15 

DNA fragment containing 244-bp pecS promoter cloned into pLacZ15 

Yeastern Biotech Co. 

Novagen 

黃盈蓉，民國 96 年 

Stratagene 

Stratagene 

Stratagene 

 

Stratagene 

 

(Lin et al., 2006)  

(黃盈蓉，民國 96 年) 

(黃盈蓉，民國 96 年) 

This study 
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pLacZ15-PpecM 

 

DNA fragment containing 255-bp pecM promoter cloned into pLacZ15 

 

This study 
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表三、 本次實驗使用之核苷酸引子 

引子 序列(5’ 到 3’) 

BR07 

BR08 

BR09 

BR11 

BR12 

BR16  

BR19 

BR20 

BR21 

BR22 

 

GCGGTGATTTGTCCATTAGTGC 

AGATTACGTGAGAGAAAAGCCATGAT 

GCGGCCGCCATGGCTTTTCTCTCACGTAATCTG 

GCGGCCGCAATGGACAAATCACCGCCGATC 

CTCGAGGCCCGTTTCCAGCAGTCGC 

CTCGAGCTCGCCGCTGCCGGTATGC 

GGATCC-GCCATGATTTTATCTTCACTTCAAGG 

AGATCT-GCGCGTAAAGGCCACTTCCA 

GGATCC-GTCCATTAGTGCTCACTTGTCTTGATA 

AGATCT-CCAGATCAGCAGGGCGATACCT 
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圖一. Klebsiella pneumoniae CG43S3 pecS 與 pecM 位於第一型纖毛與第三型 

      纖毛基因組之間。 
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圖二. PecS 在不同菌株序列比對及膿桿菌實驗模式 PecS 可能的作用機制。(A) 

將 E. chrysanthemi、A. tumefaciens 及 K. pneumoniae CG43S3 的 PecS 胺基酸序列

進行比對，箭頭標示與尿酸結合之四個高度保留性殘基；(B) PecS 以雙聚合體

結合 pecO 迴紋，使 RNA 聚合酶無法進行轉錄因而抑制下游基因表現；而在尿

酸濃度增加的環境，urate 與 PecS 結合，使 PecS 失去與 pecO 之 DNA 結合的能

力而離開，RNA 聚合酶即可進行轉錄。 

 



 

41 
 

 

 

 

 

 

 

 

圖三. pecS 與 pecM 間的 pecO 序列。 

pecO 序列包含迴紋序列 P1 和迴紋序列 P2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖四.第三型纖毛的主要結構蛋白基因 mrkA promoter 含有類 pecO 序列。此序列

與 pecO 相似的迴紋序列，因而命名為 pecO-like 1

（5’-AGTGGCAGCCCTGCCAGT-3’）及 pecO-like 2

（5’-ACGCAGGGTTAATAATCATGAAT-3’）。 
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圖五. 利用軟體 （http://smart.embl-heidelberg.de/）預測 PecM 構型。結果顯示

PecM 為含有 10 個穿膜結構之膜蛋白。 
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圖六. 西方墨點法分析。將隔夜培養菌液破菌取全細胞蛋白質做膠電泳展開後，

進行 western blot 分析。(A) 利用 anti-MrkA 抗體偵測 MrkA 的表現量，Lanes 1：

K. pneumoniae CG43S3；2： ΔpecS 突變株；3： ΔpecM 突變株；4： ΔpecSΔpecM
 

突變株；5： ΔfimA 突變株，作為 positive control；6： ΔmrkA 突變株，作為 negative 

control。(B) 利用 anti-FimA 抗體偵測 FimA 的表現量，Lanes 1： K. pneumoniae 

CG43S3ΔmrkA 突變株；2： ΔmrkAΔpecS 突變株；3： ΔmrkAΔpecM 突變株；4： 

ΔmrkAΔpecSΔpecM 突變株；5： ΔfimA 突變株，作為 negative control。 
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圖七.酵母菌凝集測試。 

(A) 隔夜培養的 K. pneumoniae CG43S3ΔmrkA、CG43S3ΔmrkAΔpecS、CG43S3

ΔmrkAΔpecM 與 CG43S3ΔmrkAΔpecSΔpecM 菌液離心後利用 PBS 復溶，與酵

母菌溶液混合均勻後再以轉速 80 rpm 搖晃 10 分鐘。(B) 隔夜培養的 K. 

pneumoniae CG43SΔmrkA、CG43S3ΔmrkAΔpecS、CG43S3ΔmrkAΔpecM 與

CG43S3ΔmrkAΔpecSΔpecM 菌液離心後利用含有 2 %甘露糖之 PBS 復溶，與酵母

菌溶液混合均勻後再以轉速 80 rpm 震盪 10 分鐘。 
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圖八.移除 pecS 或 pecM 後對 biofilm 生成的影響。 隔夜培養的 K. pneumoniae 

CG43S3、CG43S3ΔpecS、CG43S3ΔpecM 與 CG43S3ΔpecSΔpecM 菌液用 LB 以

1:100 的比例稀釋後加入 96 孔盤在 37°C 培養 24 小時或 48 小時，之後用結晶紫

染色並用 1 %的 SDS 退染後，再測量各孔在波長 595 nm 之吸光值。 
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圖九.西方墨點法分析添加尿酸後對 MrkA 表現的影響。 將隔夜培養的 K. 

pneumoniae CG43S3菌液以含有不同濃度尿酸的LB以1:100的比例稀釋，在 37°C

並搖動的條件下培養 4 小時，而後破菌取全細胞蛋白質進行膠電泳展開後，再利

用 anti-MrkA 抗體進行 western blot 分析。 
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圖十. 分析尿酸對生物膜生成能力的影響。將隔夜培養的 K. pneumoniae 

CG43S3、CG43S3ΔpecS、CG43S3ΔpecM 與 CG43S3ΔpecSΔpecM 菌液用含有濃

度為 75 mg/dl 尿酸之 LB 以 1:100 的比例稀釋後加入 96 孔盤在 37°C 培養 24 小

時或 48 小時，之後用結晶紫染色並用 1 %的 SDS 退染後，再測量各孔在波長 595 

nm 之吸光值。 
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圖十一.表純化重組 PecS 蛋白。 將過夜培養的的菌液用 LB 以 1:100 的比例稀釋

後在 37°C培養至 OD600=0.4~0.6，再加入 0.5 mM 的 IPTG 並繼續培養 6 小時。

再經由 resin純化帶有His6-taq之PecS重組蛋白質，將所得之蛋白質以SDS-PAGE

電泳分離後再以 Commassie blue 染色並分析蛋白質之表現狀況以及純化蛋白質

之分子量大小。 
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圖十二.分析重組 PecS 蛋白與 pecO 結合情形。 20 ng 的 P1(A)、P2(B)及 mrkA 

promoter中含有 pecO-like1序列的DNA-A2(C)與不同濃度的 PecS混合並靜置

於室溫 30 分鐘，而後使用 5 % polyacrylamide gel 電泳分離後，再使用 cyber 

green 將 DNA 染色。C：PecS-DNA complex , F：free-form DNA。 
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圖十三. 競爭型凝膠電泳位移測定。1 ng 的 bio-pecO 與不同濃度之 PecS 混合並

置於室溫 30 分鐘，針對 PecS 濃度已達 75 nM 的樣本加入 50 ng (50 倍)、100 ng 

(100 倍)與 200 ng (200 倍)的 non label-pecO 混何均勻並置於室溫 30 分鐘，而後

使用 5 %的 polyacrylamide gel 電泳分離後，並利用帶有 HRP 酵素的抗體進行螢

光免疫呈色分析。 

 

 

圖十四.凝膠電泳位移測定。20 ng 的 pecO 與不同濃度之 PecS、尿酸混合均勻並

置於室溫 30分鐘，而後使用 5 %的 polyacrylamide gel 電泳分離後，並使用 cyber 

green 將 DNA 染色，最後再置於紫外光下觀察。C：PecS-DNA complex , F：

free-form DNA。 
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圖十五. 啟動子活性分析。(A) 所會用到之 mrkA 啟動子 500 bp 及 232 bp、pecS

啟動子與 pecM 啟動子片段示意圖。(B) 將各帶有啟動子質體：placZ、

lacZ::PmrkA500、lacZ::PmrkA232、lacZ::PpecS、lacZ::PpecM 之隔夜培養的 K. 

pneumoniae CG43S3、CG43S3ΔpecS、CG43S3ΔpecM 與 CG43S3ΔpecSΔpecM 菌

液用 LB 以 1:80 的比例稀釋後在 37°C培養至 OD600=0.6~0.8，再利用水浴槽在

30°C 的溫度下測得-galactosidase 的活性，而後利用公式推算各啟動子的活性。 
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圖十六.Bacterial Two hybrid system 分析。將含有各待測質體的隔夜培養之

E.coli XL1-Blue MRF  ́Kan 菌液用 LB 以 1:100 的比例稀釋並於 30°C 下搖晃培養

至 OD600=0.6~0.8，再利用水浴槽在 30°C 的溫度下測得-galactosidase 的活性。 
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圖十七.紙錠測試 (Disc inhibition assay)分析。隔夜培養的 K. pneumoniae 

CG43S3、CG43S3ΔpecS、CG43S3ΔpecM、CG43S3ΔpecSΔpecM、CG43S3ΔkatG、

CG43S3ΔsodA 菌液用 LB 以 1:20 的比例稀釋後在 37°C 培養至 OD600=0.2~0.3，

將菌液均於塗於 M9 培養基上，於中間放入一紙錠並於其上滴入 10 mM 之

paraquat 作為氧化壓力之來源，再置於 37°C 培養 16 小時。(A)實際照片情形。

(B)量化後之長條圖。 
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圖十八.PecS 與 PecM 調控第三型纖毛的可能路徑。(A) 在環境中沒尿酸的情況

下PecS與PecM對第三型纖毛的可能調控路徑。(B) 環境中有尿酸的情形下PecS

與 PecM 調控第三型纖毛的可能路徑。 
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附錄一. 黃盈蓉博士於民國 96 年博士論文發表之 PecS 與 PecM 對第三型纖毛的

影響。首先利用西方墨點法分析 K. pneumoniae CG43S3ΔpecS、CG43S3ΔpecM 突

變株對第三型纖毛主結構蛋白 MrkA 在表現上之影響，結果發現將 pecS 或 pecM

剔除後，MrkA 蛋白的表現量有明顯增加(A)。接著利用 limiting lilution RT-PCR

看看在各突變株中 mrkA 所轉錄的 RNA 表現量是否也會增加，其結果為將無論

是將 pecS 或是 pecM 剔除後，mrkA 所轉錄出的 RNA 量皆較 K. pneumoniae 

CG43S3 還要高(B)。之後將 PecS 蛋白大量表現及純化後與利用 32
P 所標定之

mrkA 啟動子進行競爭型凝膠電泳位移測定，其結果發現隨著 PecS 蛋白濃度的上

升，PecS 與 mrkA 啟動子之混和體的量也隨之上升(C)，其證明 PecS 可能是透過

直接與 mrkA 啟動子的結合來調控第三型纖毛的表現。 
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附錄二. Bacterial Two hybrid system 之原理。將待測的蛋白質基因分別選殖到

會轉譯出cl 蛋白的表現質體 pBT 以及會轉譯出 RNA 聚合酶的表現質體 pTRG

中，再將這兩種帶有不同蛋白質基因的質體同時轉殖至表現菌株。如果待測的蛋

白質產生直接交互作用，則可使後面的報導基因轉錄，藉由報導基因是否表現觀

察待測蛋白質是否會產生直接交互作用。 


