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中文摘要 

    第六型分泌系統(Type VI secretion system；T6SS)由 Hcp 和 VgrG

兩種主要結構蛋白質所構成，並以 ClpV 蛋白質之 ATP 水解酶活性為

系統運作之主要能量來源，且已被證實與細菌之致病能力密切相關。

先前之研究報導指出，在以小鼠為動物模型之研究中，將克雷白氏肺

炎桿菌之 T6SS 基因進行插入突變，會使其感染小鼠之能力減弱。其

他菌種之基因體中通常含有多組 T6SS 基因群集，在克雷白氏肺炎桿

菌具有 2-3 套 T6SS 基因組。本論文旨在探討克雷白氏肺炎桿菌 CG43

之 T6SS-I 組成蛋白 Hcp、ClpV 和 VgrG 的功能性。首先，以同源置

換原理建構了 CG43S3 hcp、CG43S3 clpV、CG43S3 vgrG 和 VgrG 

C 端基因片段缺失(CG43S3 vgrG –C)突變株，接著分析這些突變菌

株與其親本株 CG43S3 之表現型後發現：hcp 和vgrG 之生長曲線

和菌落型態無明顯變化，clpV 之生長則較為遲緩，且其莢膜多醣生

成量降低約 35%；hcp 和vgrG 於玻璃材質介面上生物膜形成能力

明顯上升，而clpV 和vgrG 於 PVC 界面上形成的生物膜量增加約

1.7 倍；hcp、clpV、vgrG 和vgrG -C 在酸性環境壓力下存活率分

別下降 70%、21%、90%和 68%。進一步以 LacZ 報導系統分析 T6SS-I

基因組中經預測的啟動子 P1、P2和 P3的活性，結果顯示 P1活性會被

弱酸誘導，此暗示 T6SS-I 由 P1啟動子調控其表現。為了偵測 T6SS-I
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的表現，先以 PCR 增幅其主要結構蛋白基因 hcp 並選殖於表現載體

pET30b，接著將此重組質體 pET30b-hcp 於大腸桿菌 Noveblue(DE3)

中大量表現後以鎳離子樹脂來純化此 His-標記之 Hcp 蛋白質，最後，

以此純化後的蛋白多次注射兔子後獲得 Hcp 之多株抗體。然而，以

西方墨點法分析結果顯示此多株抗體專一性和靈敏度都不足。未來可

以定量 PCR 量測 hcp、clpV 和 vgrG 於酸環境中，或於抗酸反應相關

的調控基因缺失之菌株：如rcsB 或fur 中的轉錄表現量，藉以了解

T6SS-I 的表現調控。 
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Abstract 

The type six secretion system(T6SS), which composed of two major 

structural proteins Hcp and VgrG, and the energy generating ATPase ClpV, 

has been reported as an important pathogenicity factor. Using a mouse 

model, an attenuated Klebsiella pneumoniae mutant with a transposon 

insertion in the putative T6SS encoding gene has recently been reported. 

As reported for other bacterial genomes which often contain multiple 

T6SS-encoding gene clusters, the sequenced K. pneumoniae genomes 

also harbored two to three T6SS gene clusters. Here we study  

functional roles of Hcp, ClpV and VgrG of the T6SS-I of K. pneumoniae 

CG43. Firstly, we generate K. pneumoniae CG43S3 hcp, CG43S3 

clpV, CG43S3 vgrG and CG43S3 vgrG -C (carrying an incomplete 

vgrG gene without the DNA coding for the C-terminal variation region) 

mutant strains. The deletion effect analysis showed that CG43S3 hcp 

and CG43S3 vgrG exerted similar phenotype on growth curve and 

colony appearance as that of the parental strain CG43S3. On the other 

hand, the deletion of clpV retarded the bacterial growth and had 35% 

decrease of the capsular polysaccharide production. The mutants hcp 

and vgrG exhibited elevated biofilm formation ability on glass tubes, 

while the deletion of clpV and vgrG increased approximately 1.7-fold of 

the biofilm formation activity on PVC 96-well compared to CG43S3. 

Under acid stress treatment, hcp, clpV, vgrG and vgrG-C 
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respectively showed 70%, 21%, 90% and 68% decrease of the survival 

rate. We have also measured the activity of the putative promoters namely 

P1, P2 and P3 using LacZ as the reporter. The P1 activity is inducible by 

weak acid which suggesting that the expression of T6SS-I is 

P1-dependent. Finally, we have isolated the major component encoding 

gene hcp by PCR and the amplicon cloned to the expression vector, 

pET30b. The recombinant plasmid pET30b-hcp was introduced for the 

protein overexpression in Escherichia coli Novablue(DE3), and then the 

recombinant His-tagged proteins purified using nickel resin column. 

Aliquot of the purified proteins was used to immunize rabbits to raise 

anti-Hcp antibody. The subsequent Western blot analysis using the 

anti-Hcp antibody revealed that the antibody has low specificity and 

sensitivity. In order to study the expression of T6SS-I, quantitative PCR 

could be used to measure the expression level of hcp, clpV and vgrG in 

CG43S3 upon treatment of acid or in acid stress response related 

regulatory gene deletion mutants such as rcsB or fur. 
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前言 

1.1 克雷白氏肺炎桿菌 (Klebsiella pneumoniae) 

    克雷白氏肺炎桿菌為一革蘭氏陰性菌、菌體成桿狀且在表面帶有

厚重莢膜，與腸桿菌科其他細菌之基因起源相當接近；依其生長特性

歸屬於兼性厭氧菌，菌體表面具有線毛，可附著宿主造成感染，但不

具鞭毛而不具移動性[1]。克雷白氏肺炎桿菌廣泛存在於自然環境

中，例如：水域和土壤；該菌亦屬於人體之正常菌叢，常存在於人類

口腔、皮膚、腸道和呼吸道等處，並在免疫力低下的個體造成伺機性

感染，進而造成肺炎、腦膜炎、化膿性感染、尿道感染和菌血症[2-4]。

在台灣較受關注的是，克雷白氏肺炎桿菌與糖尿病患導致肝膿瘍之嚴

重併發症具高度關聯性[5]。此外，由於抗生素之濫用，克雷白氏肺

炎桿菌亦演化出可製造廣效性乙內醯胺酶(Extended-spectrum 

β-lactamase, ESBLs)[6]以及對 Carbapanems 類抗生素具有抗性之菌株

(KPC)[7-9]，最近更於新德里醫院分離出除對 Carbapanems 類抗生素

具有抗性且會製造新的金屬性乙內醯胺酶(metallo-b-lactamase)之菌

株[10,11]。 

1.2 克雷白氏肺炎桿菌之毒力因子 

    克雷白氏肺炎桿菌的毒力因子可分為三大類：一、細菌表面抗

原：包括莢膜多醣體(Capsular polysaccharide, CPS)、脂多醣體
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(Lipopolysaccharide, LPS)。根據莢膜多醣體構造的不同，可將克雷白

氏肺炎桿菌分成 77 種血清型，其中以 K1 和 K2 血清型具有最高之毒

性。莢膜多醣體可協助細菌對抗多型態有核顆粒細胞的吞噬作用

(Phagocytosis)以及血清中補體系統(Complement system)的殺菌作用

[12-16]；脂多醣體除與莢膜多醣體具類似功能外，還會誘發宿主體內

的強烈免疫反應，進而造成敗血性休克[2,17]。二、黏附因子：細菌

為了在宿主體內和體外環境達到附著的目的，常以菌體表面之黏附蛋

白進行與宿主細胞表面受器之專一性辨識並結合或非專一性黏附，例

如第一型線毛（type 1 fimbriae）和第三型線毛（type 3 fimbriae）及

非線毛型之黏附蛋白 CF29K 與 KPF28[18-20]。三、細菌競爭宿主體

內鐵質來源的能力：即鐵離子攝取系統（Iron acquisition system），主

要為螯鐵分子（Siderophores），此類小分子對鐵離子具極高親和力，

會與宿主之蛋白質競爭鐵離子之使用，而目前於克雷白氏肺炎桿菌中

發現之螯鐵分子包括 enterochelin 和 aerobactin[15,21,22]。 

1.3 第六型分泌系統（Type VI Secretion System, T6SS） 

    革蘭氏陰性菌常須將某些巨分子運送至菌體外，與其環境物質、

其它菌種或寄主體交互作用而達其生存目的，這些巨分子必須透過某

些奈米級裝置才能達到穿越菌體雙層膜細胞膜之目的，這些裝置即稱

為分泌系統，其複雜程度因構造組成及其調控方式而異[23,24]。除了
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一直以來認知的五套分泌系統外，兩組研究團隊於 2006 年分別在霍

亂弧菌（Vibrio cholerae）和綠膿桿菌（Pseudomonas aeruginosa）發

現新的分泌系統，將其命名為第六型分泌系統（T6SS）[25,26]。近年

來的相關研究顯示：T6SS 與細菌對宿主之交互作用和種間競爭之調

控有關[27-33]，細菌可透過直接接觸的方式，藉由 T6SS 將用以對抗

其他菌種之作用蛋白直接注入目標細菌之膜間質，進而達到殺死鄰近

之他種細菌之目的[27,31]；此外，也可透過 T6SS 在特定的植物、魚

類、動物和人體環境中提昇其附著能力，進而對宿主之免疫反應產生

抗性或生成毒素，間接地提昇細菌的致病能力。然而，由於毒素的運

送可能受真核細胞之細胞骨架干擾，目前僅確知少數菌種之 T6SS 與

其致病能力直接相關[34]。 

    而細菌是否具有 T6SS 可由是否具 ClpV 這種 AAA
+
 ATPase 之存

在，以及是否分泌 Hcp （Hemolysin co-regulated protein）和 VgrG

（Valine Glycine repeat protein G）這兩種蛋白質於培養液之上清液中

做為辨別之特徵[34-37]。分析 Hcp 和 VgrG 之結構可發現，其與噬菌

體用來將病毒 DNA 運送至目標細菌之細胞穿刺裝置具有相當高的演

化相關性，兩者皆與噬菌體的尾部構造具有結構上之同源性[38-41]。

其中 Hcp 會形成六元環，六元環間則以雙硫鍵共價結合，進而聚合

堆疊成一直徑約為 85Å，長約為 100 nm 之管狀構造[25,42]，值得注
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意的是，Hcp 的蛋白質結構，與形成噬菌體尾管構造之 gpV 相當類

似[40]，並且也與形成 T4 噬菌體尾管構造之 gp19 具有演化相關性

[38,39]。而 VgrG 則與形成 T4 噬菌體尾部刺突構造，其用途為刺穿

細菌表面，進而使噬菌體尾管得以插入，最終輸入病毒 DNA 的

(gp27)3-(gp5)3複合體具有結構相似性[38,39,41,43]。所有 VgrG 具保守

性的核心區域皆由 gp27 和 gp5 集結而成，並以三聚體的方式構成一

用以穿刺宿主細胞膜之針狀構造。若根據此模型，與 T6SS 相關之毒

性分子必須在細胞與細胞直接接觸的狀況下才得以展現其毒力

[26]。目前對於 T6SS 的模型描繪為，針頭狀的 VgrG 三聚體位於由

Hcp 構成之類似線毛結構的頂部[39]，而後隨著 Hcp 管狀構造的向外

增長，VgrG 終將被暴露於菌體外之環境，而 Hcp 管狀構造於外膜外

的繼續延伸增長，則可能只是單純地透過已與目標細胞接觸之 VgrG

對目標細胞膜的穿刺能力[41,44]。然而，目前仍缺乏對於 Hcp 和 VgrG

之間有直接交互作用的證據。某些 VgrG 在 C 端具有在目標細胞質中

可能產生作用的功能性結構域延伸片段，稱為 Evolved VgrGs[41]，這

些功能性結構域的活性非常多樣，並可能影響細胞骨架之組織或者信

息傳遞途徑，例如：V. cholerae 的 VgrG1 在被運送到目標細胞內後，

會透過其 C 端的 RtxA 結構域調控與肌動蛋白交聯之活性[45,46]。類

似的現象亦在 Aeromonas hydrophila 中發現，A. hydrophila 的 VgrG1
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之 C 端存在一 VIP-2 功能性結構域，具有使肌動蛋白中 ADP 核苷核

醣化之活性[47]。 

數篇報導指出 T6SS 的供能元件 ClpV，其 ATPase 活性對於 T6SS 能

否正常運作影響甚鉅[25,44,48,49]。ClpV 為一隸屬於 AAA
+
(ATPase 

associated with various cellular activities)超級家族中之 Hsp 100/Clp 家

族的蛋白質，此類蛋白質通常可以具保守性之 AAA 結構域與 ATP 結

合，並將 ATP 水解產生之能量用於將目標蛋白質去摺疊化，以利之

後經分泌系統之管道狀構造進行運輸，然而 ClpV 並不對 Hcp 和 VgrG

這兩種外蛋白質進行類似反應，但會與 T6SS 中另外兩種具保守性且

必須之組成分 VipA 和 VipB 有交互作用[48]。而 VipA/VipB 複合體可

形成一直徑約為 300 Å，內部管徑約為 100 Å 之齒輪狀管道構造，此

管道構造會經 ClpV 六聚環的中空部位，以 ATP 水解之能量驅動拆解

作用，ClpV 於此展現典型 Hsp100/Clp 家族之蛋白質活性[48]。而雖

然對於 VipA/VipB 之結構分析結果並未發現其與噬菌體之尾鞘蛋白

有何相似性，其管徑卻與噬菌體之尾鞘管徑相仿，並足以容納 Hcp

所形成之管狀結構，若以噬菌體的感染過程類比之，VipA/VipB 管狀

構造之收縮，可能提供 Hcp 與 VgrG 形成之針狀結構對目標細胞進行

穿刺作用所需之能量。目前仍未有 VipA/VipB 與 Hcp 具直接交互作

用之證據，然而由於其基因組成通常位於附近，或許暗示著兩者之間
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可能存在功能上之協同作用[50]。 

1.4 T6SS 生物功能的相關研究 

    T6SS 可影響細菌的表現型，例如 Burkholderia cenocepacia 對小

鼠之毒性、Burkholderia mallei 和 Aeromonas hydrophila 在巨噬細胞中

的存活率、 Vibrio cholerae 抵抗阿米巴變形蟲掠食之能力、

enteroaggregative Escherichia coli 的生物膜合成能力、Francisella 

tularensis 和 Salmonella enterica 在巨噬細胞內的胞內生長情形、Vibrio 

anguillarum對環境壓力之感測能力以及 Yersinia pseudotuberculosis對

抗酸性環境壓力之調控等[26,51-60]。通常 T6SS 並不扮演決定細菌的

致病能力的關鍵角色，反而是在某些階段改善菌之增殖能力和感染效

率，研究指出，多數菌種具有不只一套 T6SS 基因組[61]，而不同菌

種間所具有之 T6SS 基因組數相差極大，例如 Burkholderia 屬甚至多

達四至六套 T6SS 基因組，然而目前仍不清楚這種單一個體中存在多

套 T6SS 基因組的現象，究竟是源自基因複製抑或基因轉移，不過於

P. aeruginosa 的研究顯示，其三套 T6SS 基因組之演化歷史相當不一

致，故可能是透過基因轉移而來，而這種現象或許暗示著細菌可針對

不同環境運行不同 T6SS 基因組，以利其生存[61]。正因 T6SS 可協助

不同細菌適應不同環境條件，其運作必須受到嚴謹、精確的調控，近

年來的研究結果亦證實，T6SS 的確受複雜的調控網路所精準調控其
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表現[62,63]。以 enteroaggregative E.coli (EAEC)為例，其 T6SS 之表

現，依其所處環境之鐵離子濃度，以非隨機性之表觀基因開關方式進

行調控。在鐵離子充足的環境條件下，其 Fur 蛋白質會與 sci1 Type VI 

secretion gene cluster 的啟動子結合，使啟動子中 GATC 結合位點模體

(motif)無法進行甲基化；而限鐵環境下，Fur 則會離開啟動子，sci1 

Type VI secretion gene cluster 得以表現，同時也使得 GATC 結合位點

模體可進行甲基化，以避免 Fur 再次與啟動子結合，進而達到持續表

現之目的[64]。 

1.5 具體研究目標 

    在 NCBI 基因資料庫中已有完整基因體序列的臨床菌株 K. 

pneumonia MGH78578 具有三套 T6SS 基因組，K. pneumoniae NTUH 

K-2044 則具有兩套 T6SS 基因組，兩菌之基因組皆以 T6SS 核心組成

分之完整性命名，最完整者為基因組 T6SS-I。而比較兩菌之 T6SS 基

因組發現，NTUH K-2044 的兩套 T6SS 基因組分別與 MGH78578 之

基因組-I 和基因組-III 非常相似，但 NTUH K-2044 不具有類似

MGH78578 基因組-II 之 T6SS 基因組，故 NTUH K-2044 之兩組 T6SS

基因組分別以 T6SS-I 和 T6SS-III 命名之[65]。 

本研究探討最近完成定序的克雷白氏肺炎桿菌臨床菌株CG43的

T6SS-I 中 Hcp、ClpV 和 VgrG 之功能及其可能調控機制。首先，建
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構 hcp、clpV、vgrG 以及 vgrG -C 端變異區基因缺損突變株，接著分

析這些基因缺損對生長、莢膜多醣生成量、生物膜形成能力以及抗酸

反應等表現型活性的影響；另外，也建構 Lac-Z 報導系統（Lac-Z 

reporter system）分析 Hcp、ClpV 和 VgrG 的表現活性；同時，製備

anti-Hcp 抗體，並結合與壓力調節相關之調控基因缺損株以及過度表

現株，描繪其可能的調控途徑。 
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2. 實驗材料與方法 

2.1 菌株本研究使用之克雷白氏肺炎桿菌 CG43 為長庚大學紀念醫院

林 

口分院之臨床分離菌株，而後於實驗室篩選出對鏈黴素(Streptomycin)

具有抗性之 CG43S3 突變菌株[66]。本研究所使用之菌株及質體詳列

於表一及表二。所有菌株均於 37℃下，震盪培養在已加入適量抗生

素之 Luria-Bertani（LB）培養液中或培養基上。使用之抗生素及其濃

度分別為：鏈黴素 500 g/ml、氨比西林(ampicillin)100 g/ml、卡那

黴素(kanamycin) 25 g/ml、四環黴素（tetracycline)12.5 g/ml 及氯黴

素(chloramphenicol) 35 g/ml。 

2.2 基因重組技術基因重組實驗係參考標準流程[67]。PCR 所使用之

引子由生工公 

司(MDBio, Inc, Taiwan)合成並詳列於表三。PCR 使用之酵素為 Blend 

Taq polymerase(TOYOBO, Japan) 和 Taq DNA polymerase（MDBio），

PCR 產物則以 Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit（Geneaid）抽

取，質體 DNA 使用 High-Speed Plasmid Mini Kit（Geneaid）抽取，

而限制酶及 DNA 修飾酵素則分別向 New England Biolab（Beverly, 

MA）或 MBI Fermentas（Hanover, MD）購置，並依照供應商提供之

使用說明進行操作。 
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2.3 生物資訊分析目標基因以 NCBI 網站結合 Vector NTI 軟體進行比

對分析；而針 

對啟動子區域以及轉錄因子結合位點之預測與分析則以

Softberry(http://linux1.softberry.com/berry.phtml）進行；基因產物之功

能域分析則以 Pfam(http://pfam.sanger.ac.uk/)進行預測。 

 

2.4 基因缺損突變株之建構先利用 PCR 增幅目標基因上下游各 1000 

bp 之 DNA 片段，再將 

兩片段結合並送入自殺性載體 pKAS46[68]，隨後將重組質體以電穿

孔(electroporation)方式送入 E.coli S17-1 pir，再與克雷白氏肺炎桿

菌 CG43S3 行接合作用，使 CG43S3 獲得重組質體，並以含卡那黴素

及氨比西林之 M9 固態培養基，篩選出因同源置換作用而將 DNA 插

入染色體之接合株(transconjugants)，接著隨機挑選單一接合株菌

落，將其震盪培養在 LB 培養液中並於 37℃隔夜培養。以 PCR 確認

質體已插入染色體後，取 75l 菌液於含鏈黴素之 LB 培養液中 37℃

培養 8 小時，序列稀釋至 10
-6倍，取 100l 菌液均勻塗抹於含有鏈黴

素之 LB 固態培養基上，隔夜培養後，以滅菌牙籤隨機挑選單一菌落，

分別畫於含鏈黴素以及含卡那黴素和氨比西林之 LB 固態培養基上，

並挑選出對鏈黴素具有抗性，但對卡那黴素和氨比西林不具有抗性之



 

11 
 

菌落，最終利用 PCR 確認基因缺損突變株之建構完成。 

 

2.5 基因回補菌株之建構先以 PCR 增幅目標基因並植入 yT&A 載體，

再透過次選殖 

(subclone)至 pRK415 廣寄主載體[69]，並以電穿孔方式將質體送入

E.coli S17-1 pir，接著以接合作用將質體轉入 CG43 中。將菌液塗抹

於含四環黴素之 M9 固態培養基，37℃隔夜培養後，以滅菌牙籤隨機

挑選單一菌落，分別畫於含鏈黴素和四環黴素之 LB 固態培養基上，

最終挑選同時具有鏈黴素和四環黴素抗性之菌落，完成基因回補菌株

之建構。 

 

2.6 生長曲線量測 

將在 LB 培養液中隔夜培養之菌液，200 倍稀釋至 LB 培養液中， 

再置於 37℃下培養，並每間隔 1 小時測量其在 600 nm 之吸光值。每

次獨立實驗以三重複之數據換算出平均值及標準差，呈現之數據為三

次獨立實驗中最具代表性者。 

 

2.7 莢膜多醣定性與定量 

定性測定：將待測菌株於 LB 培養液中隔夜培養後，200 倍稀釋 

於 LB 培養液中，再置於 37℃下培養 16 小時，以 4000 rpm 離心 5 分

鐘後觀察其結果。 
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    定量測定：將待測菌株於 LB 培養液中隔夜培養後，取 500 l 菌

液與含有 1%兩性洗滌劑（Zwittergent 3-14 detergent）之 100 mM 檸

檬酸(citric acid)溶液混合於 1.5 ml 微量離心管中。以 50℃加熱 20 分

鐘後，以 14000 rpm 離心 2 分鐘，取 250 l 上清液與 1 ml 絕對酒精

混合並置於 4℃，30 分鐘後再以 14000 rpm 離心 5 分鐘並去除上清液，

再以 200 l 二次水將沉澱物回溶，並與 1.2 ml 含 12.5 mM 硼(borax)

之硫酸(sulfuric acid)溶液混合，接著以 100℃加熱 5 分鐘，待冷卻後

加入 20 l 之 0.15% 3-羥基二酚(3-hydroxy diphenol)呈色劑，並立即

測量其在 520 nm 下之吸光值。將測得之數值，以莢膜多醣體含量與

吸光值之標準曲線計算之，即可獲得莢膜多醣體之含量。圖表數值以

1×10
9 
CFU 之菌量中含有多少莢膜多醣體表示。 

 

2.8 生物膜染色 

將待測菌株於 LB 培養液隔夜培養後，100 倍稀釋於 LB 培養液 

中，取 150 l 菌液於 37℃分別靜置培養於 96 孔盤中 12 和 24 小時，

接著移除菌液，以一次水清洗 96 孔盤後加入 1% 結晶紫(crystal 

violet)，並置於迴轉式振盪器以 60 rpm 染色 50 分鐘，隨後移除結晶

紫，再以一次水清洗 96 孔盤後加入 1% SDS，並置於迴轉式振盪器

以 60 rpm 振盪 1 小時，最後測量其在波長 595 nm 下之吸光值。 
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2.9 菌種競爭能力測試將 lacZ 基因缺損之待測菌株與 E. coli MG1655

培養於 LB 培養 

液，待 OD600達約 0.8，分別將待測菌株與 E. coli MG1655 於硝化纖

維膜上混合並置於 LB 固態培養基上培養 6 小時，再將菌液序列稀釋

至 10
-7 倍，各濃度之菌液分別取 5 l 菌液滴於已均勻塗佈 X-gal 之

LB 固態培養基，於 37℃隔夜培養後觀察其結果。 

 

2.10 抗酸能力評估 

菌株培養方式參考文獻[70]，並於部分步驟略做修飾：待測菌株 

於 LB 培養液在 37℃隔夜培養後，20 倍稀釋於 LB 培養液中，待 OD600

達約 0.6~0.8，取 1 ml 菌液以 15000 rpm 離心 5 分鐘後去除上清液，

再加入 1 ml pH4.4 之 LB 培養液使菌適應 1 小時，最後移至 pH3 之

M9 培養液中再培養 45 分鐘，取 100 l 菌液序列稀釋至 10
-6倍，並

均勻塗抹於 LB 固態培養基上，置於 37℃隔夜培養後數菌落數；存活

率是以在 pH3 之 M9 培養液中培養 45 分鐘後，每 1 ml 存活之菌數與

培養 0 小時 1 ml 菌液中的菌數比值定義之。每次獨立實驗以三重複

數據計算平均值及標準差。 

 

2.11 啟動子報導質體建構將預測之啟動子片段以 PCR 增幅後，接

入 yT&A 選殖載體中， 
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再轉殖至啟動子報導質體 pLacZ15[71]中，使啟動子片段與 lacZ 報導

基因黏合，最後藉由-半乳糖苷酶(-galactosidase)之活性評估啟動子

之活性。 

 

2.12 -半乳糖苷酶活性評估 

實驗流程根據 Miller 方法[72]，將隔夜培養之菌液 100 倍稀釋於 

LB 培養液中，帶菌液 OD600達約 0.8，以 15000 rpm 離心後去除上清

液，並加入 pH=4.4 之 LB 培養液於 37℃下震盪培養 1 小時，隨後取

100 l 待測菌液與 900 l Z buffer（60 mM Na2HPO4 、40 mM 

NaH2PO4、10 mM KCl、1 mM MgSO4及 50 mM -mercaptoethanol）、

0.1% SDS 及三氯甲烷（chloroform）混合，並於 30℃水浴槽靜置 10

分鐘，隨後立即加入 200l 4 mg/ml 的鄰硝基苯--D-半乳糖苷

（o-nitrophynyl, -D-galactopyranoside, ONPG），混合均勻後靜置於

30℃水浴槽，並開始計時至混合液呈黃色，再加入 500l 1M 碳酸鈉

終止反應，最後測量波長 420 nm 下的吸光值；每次獨立實驗以三重

複數據計算平均值及標準差。 

2.13 蛋白質大量表現質體之建構先將欲大量表現之蛋白質片段

DNA 以 PCR 增幅並接入 yT&A 選 

殖載體中，再轉殖至蛋白質表現載體 pET30b 中，隨後將質體送入大
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腸桿菌 NovaBlue(E.coli NovaBlue)，並以異丙基--D-硫代半乳糖苷

（Isopropyl  -D-Thiogalactopyranoside, IPTG）誘導目標基因之表現，

進而大量表現目標蛋白質。 

 

2.14 蛋白質純化 

將含帶有目標 DNA 片段之質體的 NovaBlue 細菌在 LB 培養液中 

於 37℃隔夜培養後，20 倍稀釋至含有卡那黴素之 LB 培養液中，並

培養至 OD600達 0.6~0.8 區間時，加入異丙基--D-硫代半乳糖苷誘導

6 小時，而後以 14000 rpm 離心 5 分鐘並去除上清液，再將之回溶於

緩衝溶液（20 mM Tris-HCl、500 mM NaCl、5 mM imidazole、pH7.9）

中，續以超音波震盪破菌，再以 13000 rpm 離心 10 分鐘，去除沉澱

於底部之細胞碎片後，將上清液通入管柱層析，大量表現之蛋白質會

留滯於管柱中，再以緩衝溶液（20 mM Tris-HCl、500 mM NaCl、1M 

imidazole、pH7.0）將管柱中之蛋白質溶下，回溶收集之蛋白質以 13.5% 

SDS-PAGE 電泳分離並確認。 

 

2.15 西方免疫墨點法(Western blot) 

將蛋白質與蛋白質染劑（0.0626 M Tris-HCl pH6.8、2% SDS、 

10% glycerol、0.01% bromophenol blue 以及 100 mM dithiothreitol）以

等比例混合，並於 95℃加熱 10 分鐘後，取適量蛋白質(約 15 g)以
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13.5% SDS-PAGE 進行垂直電泳分離（100V、200 mA、120 分鐘）。

以垂直電泳分離蛋白質後，將膠上之蛋白質以電泳（140V、400 mA、

100 分鐘）轉漬於聚偏二氟乙烯膜（polyvinylidene difluoride, PVDF; 

Millipore, Billerica, MA, USA）上，再以 5%脫脂牛奶為阻斷劑於 4℃

處理隔夜，接著加入一級抗體 anti-Hcp 於室溫下反應 2 小時，隨後加

入 2500 倍稀釋之二級抗體：鹼性磷酸酶偶聯之抗兔免疫球蛋白

G(alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit immunoglobulin G)於室

溫下反應 1 小時後，加入呈色劑 BCIP（5-bromo-4-chloro-3-indolyl 

phosphate）、NBT 及鹼性磷酸酶緩衝液（alkaline phosphatase buffer）

於避光環境中進行呈色。 
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3. 結果 

3.1 克雷白氏肺炎桿菌之 T6SS 基因組成 

   以 BLAST 分析克雷白氏肺炎桿菌 CG43 之基因序列，發現其具有

兩組 T6SS 基因組，經比對後發現其中一組基因組與克雷白氏肺炎桿

菌 NTUH K-2044 和克雷白氏肺炎桿菌 MGH78578 具有高相似度。該

基因組在克雷白氏肺炎桿菌 NTUH K-2044 和克雷白氏肺炎桿菌

MGH78578 中，因具有完整 T6SS 核心組成分，故皆以 T6SS 第一基

因組(T6SS locus-I)稱之。克雷白氏屬之 T6SS-I 核心組成分中，與形

成針狀結構相關之組成分，皆可見於克雷白氏肺炎桿菌 CG43、克雷

白氏肺炎桿菌 NTUH K-2044 和克雷白氏肺炎桿菌 MGH78578；如圖

一所示，13個核心組成分依其功能區分為 vgrG gene cluster 和 icmF 

gene cluster，其中，克雷白氏肺炎桿菌 CG43 T6SS-I 之 vgrG gene 

cluster 與克雷白氏肺炎桿菌 NTUH K-2044 和克雷白氏肺炎桿菌

MGH78578 具有極高相似度，而克雷白氏肺炎桿菌 CG43 T6SS-I 之

icmF gene cluster 則與 K.variicola At-22 具較高相似度。 

 

3.2 Hcp、ClpV 和 VgrG 之蛋白質區域預測 

   為了確認克雷白氏肺炎桿菌 CG43 中 Hcp、ClpV 和 VgrG 轉譯蛋

白 保 留 完 整 的 功 能 域 ， 進 一 步 以 線 上 軟 體 Pfam
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（http://pfam.sanger.ac.uk/）分析其胺基酸序列，如圖二所示，分析結

果並未預測出 Hcp 功能性區域；而 ClpV 保有 ATP 水解酶活性區域；

VgrG 的 N 端則具有與 T4 噬菌體尾部構造之 gp5 和 gp27 類似的保守

區域；C 端的變異區域則沒有明確的功能性區域(圖二)。 

 

3.3 建構 hcp、clpV、vgrG 和 vgrG - C 端變異區基因缺損突變株 

   為了探討 Hcp、ClpV 和 VgrG 在克雷白氏肺炎桿菌 CG43 所扮演

的角色，以重組基因取代方式分別建構了源自 CG43S3 的 hcp、clpV、

vgrG 基因缺損突變株；同時，為確認 VgrG - C 端變異區之功能，也

建構了 vgrG - C 端變異區缺損的突變株。首先，以 PCR 增幅出各目

標基因上下游約 1000 個鹼基對之 DNA 片段(圖三 A、圖四 A、圖五

A、C)，將上下游片段結合後接入自殺性載體 pKAS46，分別得到載

體 pKAS46-hAB、pKAS46-cAB、pKAS46-vAB 和 pKAS46-vcAB，隨

後以接合作用將各載體送入克雷白氏肺炎桿菌 CG43S3 中，藉由同源

序列重組置換和抗生素篩選得到基因缺損突變株，最後以 PCR 和具

專一性之引子對確認各目標基因確實遭剔除無誤。圖三 B、圖四 B、

圖五 B、D 分別顯示 CG43S3 與各突變株之 PCR 產物長度差異，進

而確認了hcp、clpV、vgrG 和vgrG - C 端變異區突變株之建構。 
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3.4 hcp、clpV 和 vgrG 基因缺損對外表型之影響 

   為了瞭解目標基因缺損是否會對細菌生長造成影響，首先將這些

突變菌株與 CG43S3 分別以 LB 和 M9 培養基培養 12 小時，每隔 1

小時以光學儀器測量細菌密度。圖六 A 顯示，hcp 和vgrG 無論於

LB 或 M9 培養基之 OD600吸光值與 CG43S3 均無明顯差異，但clpV

於 LB 培養基之 OD600吸光值卻在對數增殖期的晚期、生長減衰期和

定常期的早期低於 CG43S3，意味著 clpV 缺損使得細菌生長速度變得

較為遲緩；clpV 於 M9 培養基之 OD600 吸光值在進入定常期後較

CG43S3 高，顯示 clpV 缺損使細菌生長較佳。隨後觀察各基因缺損株

外觀，hcp 和vgrG 之菌落外觀與 CG43S3 並無明顯差異，然而clpV

則出現菌落大小不一的現象(圖六 B)。進一步以低速沉降物理性實驗

分析各基因缺損突變株之莢膜生合成能力，圖七 A 顯示hcp 和vgrG

與 CG43S3 皆不容易因離心而產生沉澱，clpV 則較容易被沈澱下

來，暗示clpV 莢膜多醣體生成量較低，而進一步定量莢膜多醣體之

結果證實，clpV 之莢膜多醣體生成量確實較 CG43S3 低(圖七 B)。 

 

3.5 hcp、clpV 和 vgrG 基因缺損株之生物膜形成能力 

   克雷白氏肺炎桿菌可藉由形成生物膜適應逆境挑戰，例如抗藥

性，亦可在醫療器材上形成生物膜，造成院內感染源。以玻璃試管試

驗觀察 hcp、clpV 和 vgrG 基因剔除株的生物膜形成能力，如圖八 A
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顯示，clpV 生物膜形成能力與 CG43S3 並無明顯差異，相對的，hcp

和vgrG 所形成之生物膜明顯較厚；進一步以 96 孔微量培養盤分別

培養 12 小時及 24 小時，將其生物膜形成能力量化結果顯示hcp 與

CG43S3 生物膜形成能力無顯著差異，而clpV 和vgrG 於 12 或 24

小時的生物膜形成能力遠高於 CG43S3(圖八 B、C)。使用不同材質

做為生物膜形成界面得到的不同結果暗示 CG43S3 可以不同因子黏

附材質迥異的界面，T6SS-I 的組成會影響其生物膜形成能力。值得注

意的是vgrG 在兩種材質上的生物膜形成能力皆顯著提高。 

3.6 hcp、clpV 和 vgrG 基因缺損株之菌種競爭能力   由於 T6SS 所形

成之穿刺構造與噬菌體具有相當高的演化相關性，推測細菌可能透過

T6SS 的獨特作用機制直接將作用蛋白質或毒素送入其他細菌，以創

造自身生存之利基。最近對於 P. aeruginosa 可以 T6SS 之作用機制鎖

定並殺死它種細菌之研究，即為 T6SS 可為細菌在競爭環境中建立特

殊之利基一說，提供了有力的證據[27,31,73]。我們利用 lacZ 為報導

基因，將 CG43S3 各基因缺損突變株之 lacZ 基因剔除，使之無法代

謝 X-gal；並以在 P. aeruginosa 之菌種競爭能力相關研究中，確定與

P. aeruginosa 具有競爭關係，且可產生-galactosidase 以代謝 X-gal

之 E. coli MG1655，做為克雷白氏肺炎桿菌 CG43 於菌種競爭能力測

試實驗中之競爭對象。結果顯示，無論菌數密度高低，hcp、clpV
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和vgrG 相較於 CG43S3 與 E.coli MG1655 之競爭現象並無明顯差異

(圖九)，換言之，hcp、clpV 和 vgrG 基因可能不影響克雷白氏肺炎桿

菌 CG43S3 與 E. coli MG1655 菌種競爭的能力。 

 

3.7 T6SS 於酸性環境下之調控 

   克雷白氏肺炎桿菌屬於腸內菌科，由口腔進入宿主體內到達腸道

的過程，必須具有抵抗胃酸壓力的能力才得以於腸道中生存。據文獻

指出，Y. pseudotuberculosis 之 T6SS 缺損造成其在酸性環境中之存活

率下降[60]。目前，僅知克雷白氏肺炎桿菌無法存活於 pH2.0 以下之

環境，而其抗酸機制仍未完全了解，為了瞭解 T6SS-I 是否影響其抗

酸能力，分別將 CG43S3 及衍生的 T6SS-I 缺失菌株先於 pH4.4 之 LB

培養液中培養 60 分鐘，再將這些菌株移至 pH3.0 之 M9 培養液中培

養 45 分鐘，再塗盤隔夜培養後計數菌落數並比較其存活率[74]。圖

十 A 顯示，hcp 在酸性環境壓力下之存活率較 CG43S3 降低 70%，

clpV 存活率降低 21%，vgrG 則降低 90%，為了確認 CG43S3 之

VgrG –C 端變異區功能是否與其對酸逆境的反應能力相關，因此也分

析了vgrG –C 端變異區之基因缺損突變株在酸性環境下之存活率，

結果顯示，將 VgrG 之 C 端剔除的確會造成克雷白氏肺炎桿菌 CG43

對抗酸性環境壓力能力下降 68%，然而 vgrG –C 端變異區缺失未使存

活率降低至與vgrG 一樣，而vgrG –C 端變異區存活率介於hcp 和
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clpV 之間(圖十 A)。前人研究指出，將克雷白氏肺炎桿菌 CG43 的

yfdx 基因移除，使其無法產生 YfdX 膜間質伴隨蛋白質，致克雷白氏

肺炎桿菌 CG43 於酸性環境下之存活率大為下降[70]。因此，為了探

討 YfdX 是否參與 hcp、clpV 和 vgrG 在酸性環境下之調控，我們將待

測菌株於 pH4.4 之 LB 培養液中培養 12 小時，並於西方墨點法中以

YfdX 抗體[75]進行雜合(圖十 B)，結果顯示，在 pH4.4 之酸性環境下

hcp 的缺損並不影響 yfdX 之表現，而 clpV 或 vgrG 缺損使得 yfdX 表

現量增加。然而，將酸性環境之存活率及 yfdX 之表現量比較無法得

到正相關性，暗示 hcp、clpV 和 vgrG 在酸性環境下的表現經不同途

徑所調控。 

 

3.8 T6SS-I、hcp、clpV 和 vgrG 之啟動子活性分析 

利用線上軟體 Softberry 分析 T6SS-I、hcp、clpV 和 vgrG 基因上 

游非轉譯區，得到三個預測的啟動子區域 P1、P2和 P3，其中 clpV 和

vgrG 共用同一啟動子(圖十一 A)，進一步將 P1、P2和 P3核酸片段與

LacZ 報導系統結合後，轉型送入 lacZ 基因缺損之克雷白氏肺炎桿菌

CG43S3Z01 中，接著將菌分別培養於 LB 和 pH4.4 之 LB 培養液中量

測其啟動子活性。結果顯示，P1無論是否在酸性環境下，活性皆遠高

於 P2和 P3，且酸性環境壓力會使 P1啟動子的活性升高(圖十一 B)，

此結果暗示克雷白氏肺炎桿菌 CG43 的 T6SS-I 以 P1啟動子活化其表
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現，並被酸性環境壓力所影響。 

 

3.9 T6SS-I 之表現調控 

3.9.1 Hcp 抗體製備 

為了製備 T6SS-I 的主要結構蛋白 Hcp 之抗體，先以 PCR 增幅 

hcp 基因片段後接入蛋白質表達質體 pET30b 中，再將此重組質體轉

型送入大腸桿菌 Novablue(DE3)中並以 IPTG 誘導表現重組之 Hcp 蛋

白質。如圖十二 A 所示，重組之 Hcp 與 6 個 His-tag 融合，分子量大

小較原 Hcp 增大約 9 kDa，為 27 kDa。接著以管柱層析將蛋白質純化

回收(圖十二 B)，以濃度最高者為抗原製備抗體。待抗體製備完成，

先以重組大腸桿菌 Novablue(DE3)[pET30-hcp]與稀釋 5000 倍之 Hcp

抗體雜合去除非專一性的抗體後作為偵測 Hcp 表現的探針，如圖十

三 A 所示，於 27 kDa 位置之蛋白可被 Hcp 抗體偵測，顯示此 Hcp 抗

體具有專一性。 

 

3.9.2 T6SS-I 與調節壓力相關之轉錄調控因子蛋白之關係 目前相關

研究證實不同菌種之 T6SS 可受不同環境壓力誘導表 

現，而不同轉錄調控蛋白對 T6SS 的調控機制亦迥異。如圖十三 B 之

左圖顯示，西方墨點法分析rpoS、soxRS、pecS 和pecSpecM 的

全蛋白圖譜與 CG43S3 並無明顯差異；有趣的是fur 的全蛋白圖譜與
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CG43S3 或其他菌株明顯不同，缺少了 18 kDa 蛋白，並於約 30 kDa

位置出現一未知蛋白；而圖十三 B 右圖結果確認回補 fur 基因後，出

現 18 kDa 蛋白，暗示此抗體會非專一地辨認 Fur 蛋白。為了瞭解

T6SS-I 是否與外膜蛋白或第三型線毛的表現相關，如圖十三 C 的西

方墨點分析結果顯示，Hcp 抗體可以非專一性地分辨 OmpA 外膜蛋

白。如圖十四所示，為了降低非專一性的干擾，將抗體稀釋 30000 倍

後的西方墨點法分析結果顯示，雖然非專一性的蛋白帶明顯減少，此

抗體卻無法偵測出於 CG43S3 中大量表現約 34 kDa 的重組 Hcp 融合

蛋白，顯示此抗體的專一性和靈敏度太低。 
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4. 討論 

   T6SS 自 2006 年首度被發現後，已被證實存在於超過四分之一的

已定序菌種中[76]。近年來相關研究發現一個基因體中通常帶有不只

一套 T6SS 基因組，而在某些細菌中甚至可多達 5~6 套，而一菌種中

帶有多套基因組似乎具有不同功能性[50]。而這種潛在的多分工性暗

示著 T6SS 基因組會在遭遇到特定環境條件刺激時，經由嚴謹的調控

迴路進行反應。目前已知 T6SS 具有相當廣泛的功能性，從致病力、

生物膜形成能力到環境壓力感知能力和與它種微生物競爭之能力，皆

有相關研究支持[27,33,37,51,61]。而我們的研究結果顯示，克雷白氏

肺炎桿菌 CG43 具有兩套 T6SS 基因組 T6SS-I 和 T6SS-III，然而

T6SS-III 的組成不完整，缺少 hcp 基因，顯示可能已喪失功能性。CG43

之 T6SS-I 和 NTUH K-2044、MGH78578 依樣具有分別與 T6SS 的結

構形成和傳遞作用之蛋白生成相關的 vgrG 和 icmF gene cluster[65]。

VgrG 之功能域預測分析結果則在其 C 端發現一功能未知之區域，此

VgrG-I 為一 evolved VgrG(圖二)。 

    clpV 基因缺失使克雷白氏肺炎桿菌 CG43 在對數增殖期的晚期、

生長減衰期和定常期的早期生長較遲緩(圖六 A)，可能因為缺少了

ClpV 的 ATP 水解酶活性，造成生長時能量供給不足，造成菌數增長

較為緩慢、菌落大小不一的現象(圖六 B)，而能量不足亦可能是造成



 

26 
 

莢膜多醣體表現量降低的原因。vgrG 基因缺損使菌株於不同材質表

面的生物膜生成能力提高，是否與其 VgrG C 端變異區功能有關亦是

一值得探討的課題。而 hcp、clpV 和 vgrG 基因缺失後，對大腸桿菌

MG1655 均無競爭能力消長，可能是尚未找到合適之競爭對象或觸發

其菌種競爭能力之環境條件。 

    Y. pseudotuberculosis 的研究指出，ClpV 之 ATP 水解酶活性不僅

為 T6SS 正常運作所必須，亦為 Y. pseudotuberculosis 對抗酸性環境壓

力，於酸性環境中之存活所必須[60]。克雷白氏肺炎桿菌 CG43 缺失

hcp、clpV 或 vgrG 基因降低其於酸性環境下之存活率(圖十 A)，然而

對照酸壓力伴隨蛋白 YfdX 表現量(圖十 B)並無正相關性，暗示 Hcp、

ClpV和 VgrG於抗酸反應之功能與影響 YfdX的表現可能是不同調控

路徑。分析啟動子活性後發現 T6SS-I 可能在酸性環境下由 P1啟動子

調控表現(圖十一)。在 LB 培養液和酸性培養液中測試啟動子活性之

結果顯示 P1啟動子可能調控 T6SS-I 之表現。然而對於 hcp、clpV 和

vgrG 是否處於同一操縱子中，遭遇酸性或其他環境壓力時 T6SS-I 中

是否亦具有內生性啟動子等問題仍有待深入研究探討。 

    我們嘗試以西方墨點法分析與壓力調節相關之轉錄調節因子是

否會影響 hcp 基因表現之消長，希望藉此反向推導出可誘導 hcp 表現

之環境壓力，進而描繪其調控途徑。然而如圖十三所示，Hcp 抗體專
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一性不足，無法明確辨識 Hcp 蛋白質；大量表現 hcp 或 fur 之菌株也

無法確認 Hcp 的表現。未來可以再純化(re-purification)方式改善抗體

專一性的問題，有鑑於抗體之專一性和敏感度不足，未來可以 q-PCR

方式探討 T6SS-I 之調控途徑，明確反映 hcp、clpV 和 vgrG 之表現量，

進而描繪出 T6SS-I 之調控途徑。 
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表一：本研究所使用的菌株 

細菌菌株 基因型或相關特性 
來源或 

參考文獻 

E. coli:   

JM-109 
RecA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 

rolA1 thi (lac-proAB) 
Lab stock 

S17-1λpir 
Tp

r
 Sm

r
 recA, thi, pro, hsdR

－
M

＋
 

[PR4-2-Tc::Mu:Km
r
 Tn7](pir) 

[77] 

K-12 MG1655 F
-
 lambda

-
 rph-1  

Novablue(DE3) 
F

-
 ompT hsdSB(rB

-
mB

-)gal 

dcm(DE3), Tc
r
 

Novagen Co. 

K. pneumoniae:   

CG43S3 K2 serotype, Sm
r
 [78] 

Z01 lacZ deletion mutant in CG43, Sm
r
 [71] 

CG43yfdX yfdX deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43hcp hcp deletion mutant in CG43, Sm
r
 This Study 

CG43clpV clpV deletion mutant in CG43, Sm
r
 This Study 

CG43vgrG vgrG deletion mutant in CG43, Sm
r
 This Study 

CG43vgrG C-ter 
rcsD Hk domain deletion mutant in 

CG43, Sm
r
 

This Study 

CG43rcsB rcsB deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43mrkA mrkA deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 
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CG43ompA ompA deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43ompC ompC deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43ompF ompF deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43ompN ompN deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43yjcC yjcC deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43mrkH mrkH deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43mrkI mrkI deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43mrkJ mrkJ deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43fur fur deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43rpoS rpoS deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43soxRS soxRS deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43pecS pecS deletion mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43pecSpecM pecS pecM mutant in CG43, Sm
r
 Lab stock 

CG43lacZhcp lacZ hcp mutant in CG43, Sm
r
 This study 

CG43lacZclpV lacZ clpV mutant in CG43, Sm
r
 This study 

CG43lacZvgrG lacZ vgrG mutant in CG43, Sm
r
 This study 
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表二：本研究所使用的質體 

質體 相關特性 
來源或 

參考文獻 

yT&A PCR cloning vector，Ap
r
 

Yeastern 

Biotech Co. 

pET30b 
Km

r
, His-tagged protein expression 

vector 
Novagen Co. 

pBAD202 
Km

r
, His-tagged protein expression 

vector 

Invitrogen 

Co. 

pKAS46 Ap
r
, Km

r
, suicide vector, rpsL Lab stock 

placZ15 Cm
r
, promoter selection vector, lacZ

+
 Lab stock 

pET30b-Hcp 

Km
r
, His-tagged protein expression 

vector, 492-bp fragment encoding  

full-length Hcp cloned into pET30b 

This study 

pBAD202-Hcp 

Km
r
, His-tagged protein expression 

vector, 492-bp fragment encoding  

full-length Hcp cloned into pBAD202 

Y. C. Lai, 

CSMU 
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(A) 

 

 

(B) 

 
 

圖一：克雷白氏肺炎桿菌之 T6SS 基因組成示意圖 
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圖二：Hcp、ClpV 與 VgrG 蛋白質功能區域分析 

以線上軟體 Pfam（http://pfam.sanger.ac.uk/）分析 Hcp、ClpV 和 VgrG

之胺基酸序列並對其功能域進行預測。 
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(A) 

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

 

圖三：建構 hcp 基因缺損突變株 

（A）hcp 基因示意圖 hcpCF/hcpCR 為設計來確認 hcp 突變株之引

子；虛線部分表示基因缺損位置。（B）利用 PCR 原理確認 hcp 突

變株。M：DNA 分子大小標記物，WT：野生型菌株，P：帶有突變

片段的 pKAS46 載體，Mu：hcp 突變株。基因缺損的詳細流程於實

驗材料與方法中。 

Mu P WT M 

500 

750 

1000 

1500 

2000 

1026 

564 

bp 
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(A) 

 

 

(B) 

 
 

圖四：建構clpV 基因缺損突變株 

（A）clpV 基因示意圖 clpVAF/clpVBR 為設計來確認 clpV 突變株之

引子；虛線部分表示基因缺損位置。（B）利用 PCR 原理確認 clpV

突變株。M：DNA 分子大小標記物，WT：野生型菌株，P：帶有突

變片段的 pKAS46 載體，Mu：clpV 突變株。基因缺損的詳細流程於

實驗材料與方法中。 
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(B) 

 

(C) 
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(D) 

 

圖五：建構vgrG 與vgrG - C 端變異區基因缺損突變株 

（A）vgrG 基因示意圖 vgrGCF/vgrGCR 為設計來確認 vgrG 突變株

之引子；虛線部分表示基因缺損位置。（B）利用 PCR 原理確認 vgrG

突變株。M：DNA 分子大小標記物，WT：野生型菌株，P：帶有突

變片段的 pKAS46 載體，Mu：vgrG 突變株。（C）vgrG 基因–C 端

變異區示意圖 vgrG C-ter AF/vgrG C-ter BR 為設計來確認 vgrG –C

段變異區突變株之引子；虛線部分表示基因缺損位置。（D）利用 PCR

原理確認 vgrG –C 端變異區突變株。M：DNA 分子大小標記物，

WT：野生型菌株，P：帶有突變片段的 pKAS46 載體，Mu：vgrG –C

端變異區突變株。基因缺損的詳細流程於實驗材料與方法中。 
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(A) 

 

 

(B) 

 

 

圖六：hcp、clpV 及 vgrG 基因缺損株之生長曲線（A）和菌落型態（B） 

（A）將菌在 LB 培養液中隔夜培養後，分別取 20 l 菌液至 4 ml LB

和 M9 培養液中，並置於 37℃震盪培養，每隔 1 小時測量其波長 600 

nm 下吸光值。（B）WT 及各基因缺損後的菌落型態。 
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(A) 

 

(B) 

 

圖七：hcp、clpV 及 vgrG 基因缺損對莢膜表現之影響 

（A）WT 及各基因缺損突變株菌液以 4000 轉離心 5 分鐘。（B）將

菌在 LB 培養液中隔夜培養後，取 500 l 菌液萃取其莢膜多醣體，並

利用 3-羥基二酚為呈色劑，測量其在波長 520 nm 下的吸光值，計算

其在 1×10
9
CFU 中含有多少莢膜多醣體。 
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圖八：hcp、clpV 及 vgrG 基因缺損對生物膜形成之影響 

WT 及各基因缺損突變株於靜態培養下，在玻璃管（A）、在 96 孔盤

內培養 12 小時（B）以及 24 小時（C）生物膜的形成。 
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(A) 

 

(B) 

 

圖九：菌種競爭能力測試 

(A) 菌種競爭能力測試流程示意圖。(B) hcp、clpV 及 vgrG 基因缺

損對菌種競爭能力之影響，數字依順時針方向分別為稀釋倍率 10
0倍

至 10
-7倍 
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(A) 

 

圖十 A：hcp、clpV、vgrG 及 vgrG –C 端變異區基因缺損降低 CG43S3

於酸性環境下之存活率 

細菌在 LB 培養液隔夜培養後，20 倍稀釋至新鮮的 LB 培養液中，再

培養 3 個小時至 OD600約為 0.6~0.8，而後將菌體移至 pH 4.4 的 LB 培

養液中適應 1 小時，再移至 pH 3.0 的 M9 培養液中培養 45 分鐘，取

適當菌液稀釋塗盤後，計算菌數；存活率是根據在 45 分鐘後，每毫

升存活的菌數和初始菌數之比值再與野生株相比之比率。 
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(B) 

 

圖十 B：clpV 及 vgrG 基因缺損提高 YfdX 的表現量 

YfdX 為膜間質伴隨蛋白。取 400 l 隔夜培養後的菌液，離心後回溶

於 100 l 二次水中，加入蛋白質染劑加熱使其蛋白質變性，蛋白質經

過膠電泳分離後，將膠上之蛋白質以電泳 100 分鐘（140V、400 mA）

轉漬於聚偏二氟乙烯膜，利用呈色劑呈色。 
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(A) 

 

 

(B) 

 

 

圖十一：T6SS-I、hcp、clpV 和 vgrG 基因之啟動子區域分析 

(A) 以線上軟體 SoftBerry（http://linux1.softberry.com/）預測啟動子

位置。(B) 各啟動子於酸性環境下之活性消長
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圖十二：Hcp 抗體製備 

(A)將以 IPTG 誘導大腸桿菌大量表現克雷白氏肺炎桿菌之 Hcp 重組

蛋白質進行 SDS 電泳膠分離，並以孔雀藍（Coomassie brilliant blue）

染色之結果。M：蛋白質分子大小標記物，1：E.coli Novablue(DE3) 

[pET30b]，2：以 0.5mM IPTG 誘導 Hcp 在 E.coli Novablue(DE3) 

[pET30b-Hcp] 中的表現，3~5 分別為以 1mM IPTG 誘導 Hcp 在 E.coli 

Novablue(DE3) [pET30b-Hcp] 中表現之總蛋白圖譜、沉澱蛋白圖譜

和上清液蛋白圖譜。(B)重組之 Hcp 蛋白質，以 1mM IPTG 對 E.coli 

Novablue(DE3) [pET30b-Hcp] 進行誘導並以超音波震盪破菌後，再

以 13000 rpm 離心 10 分鐘，對所得之上清液部分進行純化。M：蛋

白質分子大小標記物，S：未純化前之上清液，1~10：各分劃收集區

段。 
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圖十三：Hcp 抗體專一性測試 

(A)以大量表現 Hcp 菌株測試抗體專一性，抗體稀釋倍率：5000X。

(B 左)與壓力調節相關之轉錄調節因子基因缺損突變株的 Hcp 表現。 

(B 右)fur 基因缺損突變株和 fur 基因回補株之 Hcp 表現。(C)與細菌

表面組成分相關之轉錄調節因子基因缺損突變株的 Hcp 表現。(D)與

環鳥苷二磷酸水平調節相關之轉錄調節因子基因缺損突變株的 Hcp

表現。M：蛋白質分子大小標記物，WT：野生型菌株。 
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圖十四：Hcp 抗體敏感度測試 

(A)T6SS-I 基因缺損突變株及 hcp 基因大量表現株所表現之蛋白質，

經 SDS 電泳膠分離後，以孔雀藍(Coomassie brilliant blue)染色後之結

果。(B)T6SS-I 基因缺損突變株及 hcp 基因大量表現株之 Hcp 表現，

抗體稀釋倍率：30000X。M：蛋白質分子大小標記物，WT：野生型

菌株，CG43S3[pBAD202-Hcp]以 0.2% arabinose 誘導表現。 


