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論文摘要 

生物膜是形成微生物感染過程中重要的一環，細菌的二級訊號分 c-di-GMP

已被證實是調控生物膜形成的重要分子，而第三型纖毛是決定克雷白氏肺炎桿菌

生物膜形成的主要因子，其表現受 c-di-GMP 與 PilZ domain 蛋白 MrkH 所正向調

控；另外 Fur 及 RcsB 也會正向調控克雷白氏肺炎桿菌 CG43 中第三型纖毛的表

現。本論文藉著分析特定基因的缺損對於第三型纖毛主要單位蛋白 MrkA 表現的

影響，進一步探討 Fur、RcsB 和 c-di-GMP 間交互作用的可能性。我們發現在限

鐵或低鐵環境中(LB 中添加鐵螯合物 deferoxamine、M9 或 DMEM 培養條件下)，

fur 和小 RNA ryhB 基因同時缺損下，可以回復 MrkA 的生成量，進一步測試其

啟動子活性和生物膜生成量，結果也顯示 Fur 活化 MrkA 表現的方式可能是透過

抑制小 RNA ryhB；有趣的是，當細菌在靜置培養條件下，fur 基因缺損對於 MrkA

的表現沒有影響，然而，在此培養條件下，fur 和 rcsB 基因同時缺損卻可測得 Fur

對 MrkA 表現的影響。在 LB 或 M9 震盪培養、或 LB 靜置培養下，Fur 的表現量

變化不大，此暗示在微氧環境中，RcsB 負向調控 Fur。此外，進一步藉測試第一

型纖毛的活性及單位蛋白 FimA 的生成量，結果發現 RcsB 負向調控第一型纖毛

活性，而 Fur 可能正向影響第一型纖毛的表現；有趣的是，在 rcsB 基因缺損下，

生物膜生成明顯提高，然而，rcsB 或 fur 基因缺損對纖維素的生成沒有明顯影響，

此顯示除了第三型纖毛和纖維素外，還有其它決定生物膜生成的重要因子。進一

步利用西方墨點法分析 RcsB 對第三型纖毛表現的調控機制，結果發現 RcsB 可

能與 RmpA2 作用而影響第三型纖毛的表現。最後，在 fur 及 rcsB 雙基因缺損的

狀態下，c-di-GMP 依然可以活化 MrkA 表現，只有在 mrkH 基因缺損下才失去

c-di-GMP 的活化功能，此結果顯示 c-di-GMP 與 Fur/RcsB 對第三型纖毛表現的

調控機制是分開獨立的。 
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Abstract 

     

Biofilm formation is an important stage for many microbial infections. Cyclic 

di-GMP (c-di-GMP), a bacterial second messenger, has been shown as a key 

signaling molecule to modulate the biofilm formation. In Klebsiella pneumoniae, 

type 3 fimbriae is the major determinant for biofilm formation and the expression is 

dependent on the c-di-GMP levels. It is speculated that MrkH, a PilZ domain 

protein, is responsible for the c-di-GMP dependent expression. We have previously 

demonstrated that Fur (Ferric uptake regulator) and RcsB (regulator of capsule 

synthesis) positively regulates the expression of type 3 fimbriae in K. pneumoniae 

CG43. Here we analyze further the specific gene deletion effects on the major pilin 

MrkA production to explore if interacting regulation is present between Fur, RcsB, 

and c-di-GMP. In low iron conditions which include LB with deferoxamine, M9 or 

DMEM medium, deletion of fur and ryhB can restore MrkA production. The 

promoter activity analysis and biofilm formation measurement also revealed that 

Fur activation of the MrkA production is probably mediated by repression of the 

small RNA ryhB. Interestingly, deletion of fur had not affected the MrkA 

production when the bacteria grown under static condition. However, under the 

same cultured condition, the fur deletion effect is again observed when the rcsB 

gene was removed. This implies that RcsB negatively regulates the expression of 

Fur under microaerobic environment. Meanwhile, type 1 fimbriae activity 

assessment and FimA production analysis indicated that RcsB negatively affects the 

expression of type 1 fimbriae while Fur probably plays a positive role on type 1 

fimbriae expression. Interestingly, deletion of rcsB increased biofilm formation, 

however, fur or rcsB deletion had no effect on the cellulose synthesis. This 

indicates that, in addition to type 3 fimbriae and cellulose, other important 
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determinant(s) is present for the biofilm formation. Furthermore, the analysis of the 

deletion effects of rcsB, rmpA, rmpA2, and fur on MrkA production suggests that 

RcsB interacts with RmpA2 for the regulation of type 3 fimbriae expression. 

Finally, increase c-di-GMP levels still can activate MrkA production in the absence 

of rcsB or fur, while the c-di-GMP dependent MrkA production is no longer 

observed when mrkH is deleted. This implies that the regulatory mechanisms of 

c-di-GMP and Fur/RcsB for the control of type 3 fimbriae expression are 

independent. 
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一、前言 

1.1. 克雷白氏肺炎桿菌 

克雷白氏肺炎桿菌(Klebsiella pneumoniae)是一株革蘭氏陰性菌，短桿狀，

不具移動性，其一特色具有厚重的莢膜，歸屬腸桿菌科(Enterobacteriaceae)；由

於抗生素的濫用造成抗藥性的產生，最常見的抗藥菌株可以產生廣效性乙内醯胺

酶(Extended-spectrum –lactamase，ESBL)來分解乙内醯胺類抗生素[1]，2008

年出現抗碳青黴烯類的克雷白氏肺炎菌株被稱為 KPC[2,3]，2009 年後陸續產生

NDM-1(New-Delhi metallo beta-lactamase)類的抗藥菌株[4]，近年成為院內感染的

重要伺機性病原，可以感染免疫力不好或有缺失的病人而造成嚴重的症狀，包括

肺炎、敗血症、尿道感染及嚴重的化膿性感染，因處理不當可能致死[5-9]，很特

別的是在 2004 年，在台灣有被報導超過 900 病例的肝膿瘍是由於克雷白氏肺炎

桿菌感染所引起，另外在中國、韓國、日本，新加坡、香港、泰國及印度也都有

陸續相關的病例被報導，約有 40-70%的病人都有糖尿病或跟葡萄糖耐受相關的

代謝症候群疾病[10,11]。 

而克雷白氏肺炎桿菌可以幫助它克服或逃脫宿主免疫系統進而感染的致病

因子包括：莢膜(capsule polysaccharises，CPS) 、脂多醣(lipopolysaccharides， 

LPS)、攝鐵系統(iron acquisition systems) 、黏附因子(adhesins)。莢膜可以保護

細菌使多形核白血球(polymorphonuclear granulocyte)的吞噬不易及躲過血清中

殺菌能力[12-15]，克雷白氏肺炎桿菌具有 77 種莢膜血清型，其中以 K1 與 K2 對

小鼠毒性最強[16,17]，也是造成肝膿瘍最常見的兩種血清型，本實驗中所使用的

菌株具 K2 血清型 CG43，乃從長庚醫院糖尿病病人分離出來[18-22]，脂多醣和

莢膜的功能很相似，可以幫助細菌抵抗血清及抗菌胜肽；它更是一內毒素，可能

引起宿主敗血性休克的嚴重反應[23,24]，在動物實驗上，攝鐵系統扮演致病重要

的角色[15]，將攝鐵系統的一基因 sitA 剔除，可提高小鼠的存活率，因此其 sitA

剔除的菌株，可能成為減毒疫苗的候選者[25]，細菌利用表面的黏附蛋白或胞外
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分泌物接合或黏附宿主細胞，進而形成生物膜。而生物膜的形成使得治療不易，

也是細菌致病的重要的因子；克雷白氏肺炎桿菌主要的黏附因子包括第一型及第

三型纖毛，其黏附能力和因導管而引起的泌尿道感染(Catheter-associated urinary 

tract infections，CAUTI)有關，這兩種纖毛也都認為與生物膜的形成有密切的關

係[26-28]。  

 

1.2. 第三型纖毛 

1959 年第三型纖毛在克雷白氏肺炎桿菌表面被 Duguid 所鑑定[29]，長 0.5-2 

μm，寬 2-4 nm 存在於菌體的表面，可以與紅血球細胞凝集的反應可以檢測其活

性將處理過鞣酸的紅血球與細菌混和後觀察此寧機反應是否不因加入甘露醣而

消失，此反應稱為甘露醣抗性(mannose-resistant)。在其他腸桿菌的第三型纖毛

也有此克雷白氏屬的凝集現象(Klebsiella-like hemagglutination)，不同於第一型

纖毛的活性，可因甘露醣而不見[30]。曾有證據顯示第三型纖毛可能是細菌間經

接合作用傳遞抗藥性質體伴隨的水平基因傳遞，因此推測大腸桿菌的第三型纖毛

是由克雷白氏肺炎桿菌水平傳遞而來[31,32]。 

第三型纖毛的組成是由 mrk 基因組構成，mrkABCDF 基因組在克雷白肺炎桿

菌屬或腸桿菌屬(Enterobacter)的相似度都很高；第三型纖毛組裝屬與

chaperone-usher pathway，MrkA 是主要的結構單完蛋白，MrkB 及 MrkC 分屬膜

間質中的伴護與鷹架蛋白家族(periplasmic chaperones and scaffolding proteins)，

MrkA 蛋白經運輸至膜間質時 MrkB 伴護蛋白結合，再傳送至 MrkC 鷹架蛋白後，

由 MrkA 蛋白 C 端的 鏈互相連結組裝成聚合螺旋茅狀的線狀結構掛到外膜上， 

[33,34]，接著 MrkD 就座落纖毛頂端決定纖毛黏附的專一性，有文獻指出因此

mrkD 基因缺損會使原本可凝集紅血球的現象消失，而不同菌株 MrkD 序列也會

有一些變異，而此差異可決定 MrkD 的結合活性。MrkD 可決定細菌黏附尿道及

支氣管細胞基底膜(basement membrane)的能力，但其作用機制不明[35-41]，至
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於 MrkF 的功能還不是很清楚，只知道 MrkF 的突變會影響到纖毛的產生，實驗

證據顯示 MrkF 參與纖毛的組裝，他扮演的角色可能是穩定纖毛以及減少過長的

纖毛產生，在 chaperone-usher pathway 這類的纖毛組裝，需要一個或多個類似定

位的蛋白(adaptor protein)來使纖毛的組裝正確，而 MrkF 它的功能推測應該是類

似這種蛋白[42-46]。 

 

1.3. 鐵攝取調控分子(Ferric uptake regulator，Fur) 

Fur 是一種雙單元(dimeric)組成的金屬蛋白(metalloprotein)，首次發現在

1978 年於大腸桿菌(E.coli)及沙門氏菌(Salmonella typhi)中[47,48]，發現會抑制

與鐵調控有關係的基因，近期更發現 Fur 是一種上游調控分子(global regulator) 

並廣泛存於格蘭氏陰性菌中，Fur 會與鐵離子做結合引起構型的改變進而活化

Fur，活化後的 Fur 可以跟特別的 DNA 序列結合，這一段序列稱為 Fur 結合位(Fur 

box)，序列約 19-bp(GATAATGATAATCATTATC)為一迴文序列[49-52]，經由現

代的分子生物學科技，生物晶片的分析，淋病奈特氏菌(Neisseria gonorrhoeae)、

腦膜炎雙球菌(Neisseria meningitides)、空腸曲狀桿菌(Campylobacter jejuni)、及

大腸桿菌中，在含鐵的培養條件下，都發現約有 50-100 種基因受到 Fur 的負調

控，而這些基因的功能與金屬離子的平衡、氧化壓力的反應、抗酸反應、及致病

因子的產生有關，事實上除了直接的調控外[53-56]，Fur 也可以經由一個約 90 nt

的 small-RNA，2001 年 RyhB 在大腸桿菌中發現，抑制目標基因 mRNA 的轉譯，

過程中 Hfq 可以幫助 RyhB 與目標基因的鹼基配對及與 RNase E 結合，進而降解

mRNA，其調控機制為 RyhB 會以反向結合(antisense pariing)的方式與目標

mRNA 結合，其結合位多為轉譯起始區(translation initiation region ，TIR)而與

核醣體結合位結合進而抑制其目標基因的轉譯，而同樣的 Hfq 及 RNase E 都會參

與活化降解過程目標基因的表現，而在大腸桿菌中有 18 種與鐵離子相關的蛋白

都以此種形式調控，但 RyhB 的過中也有不需 Hfq 及 RNase E 參與的調控但其
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機制還不清楚，而在大腸感桿菌中 RyhB 也會與 fur 的上游區域做結合影響其轉

譯的過程已調控表現，[57,58]，而 Fur 就負調控 RyhB，在霍亂弧菌(Vibrio 

cholera)、沙門氏菌及鼠疫桿菌(Yersinia)等都有發現此調控機制，但 RyhB 除了

可以負向調控基因的表現也可以正向調控基因的表現在大腸桿菌中，Hfq 在多鐵

離子時會與 shiA 5’-UTR 結合變成抑制結構進而抑制表現但在缺鐵離子時 RyhB

會與 shiA 結合使結構改變使其核醣體可以結合進而表現。Hfq 在沙門氏菌中也發

現與壓力的調控分子有 RpoS、RpoE 有關當大的關係，影響其毒性，在 Hfq 基因

缺損株中其毒性因子降低，降低入侵細胞的能力及在吞噬細胞中的存活能力

[59-62]。 

 

1.4. 莢膜合成調控分子 B(regulator of capsule synthesis B，RcsB) 

細菌等微生物為了能快速反應外界的各種變化及壓力，因此發展出雙分子調

控系統，它的組成可以分為兩大部分，第一為位在細胞膜上的組胺酸激酶

(Histidine kinase, HK)，它可以偵測壓力或環境變化並將訊號傳遞給其對應的反

應調控分子(Response regulator, RR)，而存在於細胞質中的反應調控分子接收到

來自組胺酸激酶的訊號後，便會與下游的基因做結合以調控表現[63-67]。 

莢膜合成調控系統(regulator of capsule synthesis system, RCS system) 便是

其中一套雙分子調控系統，最早在大腸桿菌中發現跟莢膜生合成基因的轉錄調控

有關[68]，除了大腸桿菌外，在沙門氏菌及克雷白氏肺炎桿菌中，其莢膜的生合

成都是由這一套系統所調控，此系統含有 RcsB、RcsC(regulator of capsule 

synthesis C, RcsC)、RcsD(regulator of capsule synthesis D, RcsD)及 RcsF(regulator 

of capsule synthesis F, RcsF) ,再經由刺激後產生磷酸根傳遞

(phosphotransferring)，依不同菌種有不一樣的傳遞路徑[69-71]，最後將磷酸根傳

遞給 RcsB，刺激活化 RcsB，而 RcsB 可以單獨形成複合體或與其他轉錄調控因

子結合進而調控下游基因的表現，目前的研究發現除了可以調控莢膜的生合成
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外，還與鞭毛生合成（Flagellum synthesis）、細菌細胞分裂（Cell division）、細

菌的移動性（Motility）及許多致病因子有關，RcsB 這一個轉錄因子在不同的菌

種間包括：大腸桿菌、沙門氏菌及克雷白氏肺炎桿菌其序列的保留度也很高

[69,72-80]。 

本實驗室先前研究中 RcsB 處於不同條件下，其調控路徑也不太相同，發現

於一般 LB 培養液 37℃搖晃培養時，其在克雷白氏肺炎桿菌 CG43 調控路徑，由

RcsC、RcsF 偵測來自細胞內部或外部的刺激，使得 RcsC 自我磷酸化，並將磷

酸根傳遞予 RcsＤ，接著 RcsＤ再將訊號傳遞給下游的反應調控因子 RcsB，而

RcsB 將形成同源複合體或與其他調控分子結合進而影響第三型纖毛及莢膜生合

成的表現。若在微氧或弱酸的環境中，則 RcsB 不用透過 RcsC、RcsＤ或 RcsF

也可以獲得磷酸化，調控到先前實驗室研究發現的抗酸反應中重要蛋白 Yfdx。

但若在充氧的條件下，則會經由 RcsＤ將磷酸根傳遞給 RcsB 進而調控 Yfdx 表

現，而當碰到多粘菌素 B (polymyxin B)時，訊號則會透過 RcsF 沒有經過 RcsC

傳給 RcsＤ最後給 RcsB，影響到莢膜的生合成。RcsC 可能扮演去磷酸化的角色，

此外，RcsB 的磷酸化與否更會決定其調控路徑。 

先前研究 RcsC，RcsＤ將磷酸化 RcsB 第 56 個氨基酸天冬氨酸鹽（Aspartate）

並促進其活化，本實驗室也探討 RcsB 磷酸化對於基因調控的關係，利用建構兩

個定點突變的 RcsB，分別為 RcsB-D56A 和 RcsB-D56E。RcsB-D56A 模擬無法

接受磷酸根的 RcsB；而 RcsB-D56E 則是模擬持續磷酸化狀態的 RcsB，發現無

法磷酸化的 RcsB 則會增加莢膜與細菌抗酸的能力，而持續磷酸化狀態的 RcsB

則可以增加第三型纖毛主要的蛋白 MrkA 的表現。 

在不同的條件下會有不同的傳遞路徑將 RcsB 磷酸化或去磷酸化，而 RcsB

的磷酸化與否則會影響它和其他蛋白或 DNA 的結合及影響其下游調控。 
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1.5. Fur-rmpA/rmpA2 

2007 於克雷白氏肺炎桿菌 52145 毒性質體約 180 kb 中發現 rmpA (regulator 

of mucoid phenotype A) 基因，其序列分析，轉譯的蛋白 RmpA 在大腸桿菌 HB101

可以促進胞外多醣體(colonic acid)的生合成[19,81]，而高莢膜表現臨床分離菌株

K2 血清型克雷白肺炎桿菌 CG43 中，莢膜多醣表現與一個大型毒性質體 PLVPK 

(large virulence plasmid in klebsiella)有共同調控的關係，當剔除此質體則在小鼠

的動物實驗上會減低約 1000 倍的毒性[10]，而實驗室中也發現此質體 PLVPK 帶

有 rmpA 及 rmpA2 並且與莢膜多醣體的生合成有關[18]，而 rmpA 與 rmpA2 其相

似性約 71.4 %且在 C 端都具有高保留的 DNA binding motif，除了 rmpA2 在 N 端

多了 15 個胺基酸，並且發現 rmpA 基因缺損時，其莢膜的生合成會受到影響降

低其動物實驗中毒性也降低，並藉由細菌雙雜和實驗及免疫共沉澱分析，顯示

rmpA 與 RcsB 會有交互作用的可能，此外利用 LacZ 報導系統及 DNA 遲滯實驗

及 fur 基因缺損表現型的分析，發現 rmpA 會受到 Fur 的抑制。 

 

1.6. 二級訊號分子 cyclic di-GMP 

細菌為了適應多樣的環境變化，因此須透過不同的訊息傳遞系統，進而改變

行為或生理以生存，cyclic di-GMP 為細菌體內的二級訊號分子，在調控過程中

扮演一個重要的角色，它會控制細菌各種狀態，包括細菌的移動性(motility)、

生物膜的形成(biofilm formation)、細胞週期(cell life cycle)、細菌間的溝通

(cell-cell signaling)、纖毛的表現及細菌的致病因子等。[82-86] 

研究中也發現 cyclic di-GMP 的濃度高低，會影響某些基因的表現。經由

cyclic di-GMP 與受體(receptors)接合包括轉錄因子、RNA(riboswitch)、PilZ 

domain、GGDEF、EAL domain，進而改變轉錄的活性(transcription activity)，造

成表現型(Phenotype)的改變，而 cyclic di-GMP 含量多寡是藉由 GGDEF、EAL

及 HD-GYP domain 來決定[87]。 
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GGDEF domain 大約是由 170 個胺基酸所構成，在一個蛋白質上具有高度保

留的 GGDEF motif，這是它具有活性的位置也是它名稱的由來[88]，若將其中的

氨基酸改變則會使活性降低甚至不見，GGDEF domain 具有雙鳥甘酸環化酶

(diguanylate cyclase, DGC)的活性可以將兩個 GTP 環化形成 cyclic di-GMP，使

cyclic di-GMP 濃度提高。 

EAL domain 具有磷酸二酯酶(phosphodiesterase, PDE)的活性可以水解 cyclic 

di-GMP 使其濃度降低。[89-91] 

有些蛋白則同時具有 GGDEF 及 EAL domain，暗示其中一個不具活性或是

其中一個活性可能較低，並在不同時機作調控，或是蛋白上可能有另一個

domain，具有調控的作用或可以當作一個受體跟其他訊號做連結。 

cyclic di-GMP 的調控受體，可以跟有 GGDEF 及 EAL domain 的轉錄因子結

合並調控下游基因，還有較多研究的 PilZ domain，在綠膿桿菌(Pseudomonas 

aeruginosa) PilZ 與 cyclic di-GMP 結合後，會降低抽動運動性（twitching 

motility），所以 cyclic di-GMP 扮演著一個中間重要的調控角色，當細菌遇到各種

變化時會刺激 GGDEF、EAL domain 使 cyclic di-GMP 濃度受到影響，而 cyclic 

di-GMP 在與其他各種轉錄因子結合進而影響基因表現，使細菌在行為或生理因

應改變[92-96]。 

 

1.7. 第三型纖毛的表現調控 

第三型纖毛除了組成結構的部分外，還有參與其表現調控的基因包含

mrkH，mrkI 及 mrkJ，mrkJ 含 EAL domain 有磷酸二酯酶的活性，mrkH 是一個

PilZ domain 的蛋白質[97]，mrkI 則是具有 LuxR-like DNA binding domain 的轉錄

因子，mrkH，mrkI 共用同一個啟動子一同被轉錄出來，文獻中報導大量表現 mrkJ

時將會顯著降低細菌體內的 cyclic di-GMP 濃度，使得克雷白氏肺炎桿菌第三型

纖毛減少，當 mrkJ 剔除時則可以增加 cyclic di-GMP 濃度並使得第三型纖毛增加
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[93,98-100]，另一篇報導中也發現克雷白氏肺炎桿菌中的一基因 YfiN 具有

GGDEF domain 可以增加 cyclic di-GMP 濃度，而 cyclic di-GMP 會與 MrkH 中的 

PilZ domain 結合，並且會結合到 mrkA 的啟動子位置並活化表現，使第三型纖毛

增加，其生物膜的合成也增加[101]，利用電泳遷移率實驗（Electrophoretic Mobility 

Shift Assay, EMSA）和啟動子活性分析(promoter activity assay)也推測出啟動子

的結合序列為 CATCTATCAATG[102]，研究中也發現當 mrkI 剔除時，其第三型

纖毛也不會表現，但其機制並不清楚，也有文獻指出在克雷白氏肺炎桿菌中 oxyR

基因的剔除也會降低第一型及第三型的表現[103]，而本實驗室先前的研究中也

指出 Fur 也會調控到第三型纖毛，利用電泳遷移率實驗和啟動子活性分析，Fur

扮演正向的調控角色去和 mrkH 啟動子結合，而在 mrkA 的啟動子區域也推測應

有一個未知抑制者(repressor)抑制 mrkA 的表現[104]。 
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1.8. 研究目標 

本實驗擬證實 Fur 是經由哪一未知抑制者以調控 mrkA 的表現。而在第三型

纖毛 mrkA 及 mrkH 啟動子都有發現 RcsB 的結合位，根據本實驗室先前的研究

發現 RcsB 剔除時除了莢膜的生合成下降外，也發現第三型纖毛的 MrkA 蛋白下

降，所以想得知 Fur 及 RcsB 是否有上下游的調控關係；進一步探討如何一起調

控第三型纖毛的表現。 

同時，想確認 cyclic di-GMP 是否會影響或經由這些轉錄因子進而調控第三

型纖毛的表現，再者實驗室先前利用 transcriptome 分析當處於高 cyclic di-GMP

時 RNA 的表現，發現與第三型纖毛表現相關的基因表現量都明顯增加，所以想

知道 mrkH，mrkI 及 cyclic di-GMP 的關係，由於平時 mrkH 啟動子活性不高，推

論是否有抑制者抑制，因此將利用跳躍子突變(transposon mutagenesis)的方法，

試著挑出此抑制者。最後，將利用西方墨點法、啟動子活性及生物膜測定來推演

出其調控關係。 
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二、實驗方法與材料 

 

2.1. 菌株及培養條件 

本研究的克雷白氏肺炎桿菌 CG43 為長庚紀念醫院林口分院的臨床分離

株，而 CG43S3 是由實驗室篩選獲得具有鏈黴素（streptomycin）抗性的突變株；

另外，CG43S3ΔryhB、CG43S3ΔfurΔryhB 由中國醫藥大學林靖婷教授實驗室提

供。本實驗上所使用的菌株及質體詳列於表一及表二。所有菌株於已加入適量抗

生素的 Luria-Bertani （LB）培養液或培養基，經震盪培養於 37°C； 使用的抗

生素及濃度分別為：鏈黴素 、氨比西林（ampicillin） 、卡

那黴素（kanamycin） 、四環黴素（tetracycline） 及氯黴素

（chloramphenicol） 。 

 

2.2. 生物膜染色 

細菌在 LB 培養液中培養隔夜後，以 100 倍稀釋至 4 ml LB 培養液中，再

吸取 150 l 菌液到 96 孔盤，於 37°C 靜置培養 24 小時，小心去除菌液後以一

次水清洗兩次，再加入 180 l 1％結晶紫，以每分鐘 60 轉（revolution per 

minute, rpm）震盪處理五十分鐘後，再以一次水清洗 3 次，最後用 150 l 1% SDS

復溶並以 OD595。ELISA reader 測量。 

 

2.3. 生物資訊的分析 

相關基因的比較分析是利用 NCBI 網站；啟動子的預測以 

Softberry（http://linux1.softberry.com/all.htm）或 Bioinformatics @ MolGen ppp 

（http://bioinformatics.biol.rug.nl）分析；預測 RNA 雜交區域構型序列經由 

RNAhybrid（http://bibiserv2.cebitec.uni-bielefeld.de）軟體分析。 
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2.4. 西方免疫墨點法（Western blot）  

將蛋白質以等比例混合蛋白質染劑（0.0626 M Tris-HCl pH 6.8、2% SDS、10% 

glycerol、0.01% bromophenol blue 以及 100 mM dithiothreitol），並以 95℃加熱 10

分鐘，取適量蛋白質（約 ）加入 13.5% SDS-PAGE 電泳分離蛋白（100V、

200 mA、140 分鐘）。蛋白質經過膠電泳分離後，將膠上之蛋白質電泳 100 分鐘

（140V、400 mA、100 分鐘）轉漬於聚篇二氟乙烯模（polyvinylidene difluoride, 

PVDF; Millipore, Billerica, MA, USA）上，再以 5%的脫脂奶粉 4℃處理隔夜，接

著加一級抗體 anti- 在室溫下 2 小時，再以 5000 被稀釋之二級抗體：

鹼性磷酸酶偶聯的抗兔免疫球蛋白 G（alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit 

immunoglobulin G）在室溫下處理 1 小時，隨後加入呈色劑 BCIP

（5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate）、NBT 及鹼性磷酸酶緩衝液（alkaline 

phosphatase buffer）避光呈色。 

 

2.5. β-半乳糖苷酶活性評估 

大致根據 Miller 方法（56），將隔夜培養之菌液以 100 倍稀釋於 LB 培養

液中，待菌液 OD600 約 0.6~0.8 左右，未加或加入稀釋後濃度為 的 PQ 

培養 40 分鐘，取 的待測菌液加入含有 （60 mM 

Na2HPO4、40 mM NaH2PO4、10 mM KCl、1 mM MgSO4 及 50 mM 

β-mercaptoethanol）、 及 三氯甲烷（chloroform）混合液

中，並於 30°C 水浴槽靜置 10 分鐘， 隨即加入 的 4 mg/ml o-nitrophynyl, 

β-D-galactopyranoside（ONPG）混合均勻靜置於 30°C 水浴槽，並開始計時至混

合液變成黃色，再加入 終止反應後測量波長 420 nm 下的

吸光值；每次獨立實驗以三重覆數據換算出平均值及標準差，呈現的數據為三次

獨立實驗中較具代表性的一次。 
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2.6. 莢膜多醣體低速離心定性分析 

菌株在 LB 培養 16 小時，在以 5000 rpm，4 分鐘低速離心，並拍照儲存。 

 

2.7. 酵母菌凝集試驗(Yeast agglutination) 

細菌在 LB 37℃培養 16 小時，將 1ml 的菌液以 15000rmp、2 分鐘離心

並除去上清液，分別以 saline(0.85%NaCl)或 5%D-mannose 回溶，再將此對照

組與實驗組混著 1%酵母菌於 24 孔盤，並在室溫下於 100 rmp 的震動儀上，

並觀察其結果。 

 

2.8. 剛果紅及鈣螢光表現分析 

剛果紅培養基 20 g/Ml brilliant blue、40 g/Ml congo red 不含鹽 LB

配成培養基，4mg/L glucose、1mM HEPES、20 g/L calcofluor LB 配成培

養基，將培養 16 小時的菌液滴或塗在盤上，37℃培養 16 小時候觀察，鈣螢

光需用黑燈管照射才可觀察。 

 

2.9. 跳躍子突變技術 

將隔夜培養的大腸桿菌 S17-1 λpir(pUT mini-Tn5 luxCDABE km2)及克

雷白氏肺炎桿菌 CG43(pLacz-mrkH C)，分別以 LB 培養液一比一混和培養

30 分鐘，離心去除上清液，以生理食鹽水清洗將，質體提供者與接受者 1:2

混和並將菌液滴在 LB 培養基上的硝化纖維膜(nitrocellose)靜置 12 小時，將

硝化纖維膜取出到 LB 中懸浮，並塗到含有氯黴素(Chloramphenicol)與卡納

黴素(kanamycin)的馬康基氏瓊脂(macconkey agar)盤上挑選菌落。 
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三、結果 

 

3.1. 在不同培養液之條件下 small RNA RyhB對第三型纖毛MrkA蛋白生成的影

響 

 

本實驗室研究發現 Fur會活化 mrkH的啟動子提高 MrkH表現，MrkH和 c-di-GMP

結合後再活化 MrkA 的表現。當 fur 基因缺損時，MrkA 幾乎不表現，然而，在

MrkA 啟動子區域發現的 Fur 結合序列位在 MrkA 的轉錄起始點上，因此推論 Fur

經由抑制一個未知的因子進而抑制 MrkA 的表現，當 fur 基因缺損株培養在 LB

中，使此未知因子表現而抑制 MrkA 的表現 (附圖一)。 

大腸桿菌 Fur 負向調控小 RNA RyhB，轉而控制許多基因的表現，為了確認

RyhB 是否為此未知抑制因子，首先，建構 fur 、ryhB 雙基因缺損株突變株，再

以西方墨點分析突變株 fur， ryhB， fur ryhB 於 LB 培養下第三型纖毛

單位蛋白 MrkA 的表現，如圖一(A)，當 fur 基因缺損時 MrkA 不表現， ryhB 基

因缺損株的 MrkA 表現則和正常株一樣，而 fur、ryhB 雙基因缺損菌株也不見

MrkA 表現；圖一(B)顯示，於 LB 培養液中加入可螯合三價鐵離子的

Deferoxamine 後，fur、ryhB 雙基因缺損菌株的 MrkA 則會表現；此外，加入另

一可與二價鐵離子結合的鐵螯劑 2,. 2-dipyridyl (Dip)，發現各菌株在加入 Dip 後

其生長速度會變慢，且 MrkA 表現明顯變差(圖一 C)；而以含低濃度鐵離子的

M9 培養，結果發現 fur、ryhB 雙基因缺損菌株會表現 MrkA (圖一 D)；最後也以

低鐵高葡萄糖的 DMEM 來模擬生物體內環境，圖一(E)也顯示，相較於 fur，

fur ryhB 菌株的 MrkA 明顯提高，這些結果暗示在低鐵環境下 ryhB 扮演負

向調控 MrkA 表現的角色。 
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3.2. 啟動子活性試驗分析 RyhB 的影響 

 

利用 LacZ 報導系統，在不具啟動子的 lacZ 基因前殖入帶有 mrkA 啟動子，

利用量測 LacZ -galactosidase 活性來反應 mrkA 啟動子的活性。由圖二所示，

在 M9 培養下，fur 基因缺損會降低 mrkA 啟動子活性，而在 fur、ryhB 雙基因缺

損株中，其 mrkA 啟動子活性上升，結果顯示 Fur 可能經由抑制 ryhB 進而活化

MrkA 表現。 

 

3.3. ryhB 基因缺損對生物膜生成的影響 

 

在克雷白氏肺炎桿菌中第三型纖毛是決定其生物膜形成的重要因子，圖三顯

示 ryhB 基因缺損株和親本株的生物膜形成能力類似，而 fur 基因缺損株的生物

膜的生成明顯降低，當 fur、ryhB 雙基因缺損時，回復親本株一樣的生物膜形成

能力，此結果也顯示 RyhB 只有在 fur 基因缺損時可以抑制其生物膜的形成。 

 

3.4. 伴護蛋白 Hfq 對 MrkA 表現的影響 

 

由 Hfq 伴護蛋白可以幫助 RyhB 與目標基因的鹼基配對，藉 M9 低鐵培養比

較 hfq 基因缺損株和 fur、ryhB 雙基因缺損株的 MrkA 表現，圖四顯示 hfq 基因

缺損和 fur、ryhB 雙基因缺損對 MrkA 表現的影響類似。 

 

3.5. mrkA 啟動子序列 

分析 mrkA 上游非轉譯區可能的啟動子區發現 MrkH 及 RcsB 的結合位(圖五

A)，經 RNAhybrid (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/submission.html) 

預測 small RNA RyhB 對於 mrkA 的結合構型如圖五 B。 

http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/submission.html
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3.6. Fur 及 RcsB 基因缺損時對第三型纖毛 MrkA 生成的影響 

 

相較於 CG43S3，rcsB 基因缺損菌株的 MrkA 表現量些微降低，加上在 mrkA

啟動子上的 RcsB 結合序列，暗示 RcsB 可以正向影響第三型纖毛的表現。為了

探討 Fur 及 RcsB 是否有交互作用進而影響 MrkA 表現的可能性，圖六顯示以西

方墨點法分析各菌株在搖晃(A)及靜置培養(B)條件下的 MrkA 表現，結果發現在

靜置培養下，MrkA 表現量不受 fur 基因缺損影響，然而，在 fur、rcsB 雙基因缺

損下，MrkA 表現明顯受到抑制 (圖六 B)。 

 

3.7. 不同氧氣含量下 Fur 及 MrkA 的表現 

 

圖六顯示 Fur 對 MrkA 表現的影響只有在搖晃培養時可見，因此推論 Fur 對

MrkA 表現的調控與氧氣含量有關，如圖七(A)所示，利用西方墨點法檢視 fur 基

因缺損株在搖晃、直立震盪及在培養液上方加礦物油等條件下的 MrkA 表現，結

果發現 fur 基因缺損株在搖晃培養下 MrkA 不表現，隨著含氧量的降低 MrkA 表

現逐漸增加，此顯示 fur 基因缺損對 MrkA 的影響隨著含氧量降低而漸小；為了

確認是否與 Fur 表現量有關，再以西方墨點法偵測 Fur 的表現，如圖七(B)在 LB

搖晃培養下 Fur 表現較靜置好外，而在 M9 搖晃培養下 Fur 表現量最低；由於大

腸桿菌 SoxRS 可活化促進 Fur 表現[105]，圖七 B 也分析 SoxRS 基因缺損對 Fur

表現的影響，於 LB，SoxRS 缺損降低 Fur 表現，而在 M9 中 SoxRS 缺損反而增

加 Fur 表現；也有報導在缺鐵時 RyhB 會結合 Fur 的 mRNA 之非轉錄區而降解

Fur，圖七(C)分析在 M9 低鐵培養下 ryhB 基因缺損對 Fur 表現的影響，結果發現

RyhB 基因缺損些微增加 Fur 表現量。 
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3.8. 啟動子活性分析 Fur 在不同培養液下表現及 SoxRS 基因缺損影響 

進一步利用啟動子活性分析 SoxRS 基因缺損對 Fur 的影響，如圖八，在 LB

的培養的 Fur 表現量比在 M9 培養要高，而 soxRS 基因缺損對 Fur 啟動子活性影

響不大。 

 

3.9. Fur 啟動子序列分析 

 

圖九(A)以 Softberry 線上軟體分析Fur基因上游非轉譯區序列發現SoxRS

及 Fur 的結合位，這兩個結合位互相重疊，另外，也發現 OxyR 的結合位，以 

RNAhybrid 預測 RyhB 與 fur 的結合構型如圖九(B)。 

 

3.10.  RcsB 與 Fur 對第一型纖毛表現的影響 

 

在克雷白氏肺炎桿菌中第三型纖毛的表現和第一型纖毛的表現息息相關，所

以進一步以酵母菌凝集試驗來檢測 RcsB 與 Fur 是否也影響第一型纖毛的表現，

如圖十(A)，fur 基因缺損對細菌凝集酵母菌的活性沒影明顯影響，然而，rcsB 基

因缺損明顯增加其凝集酵母菌的能力，而此活性會因加入甘露糖而消失，當 fur、

rcsB 雙基因缺損時會降低凝集酵母菌的能力；圖十(B)以西方墨點法證明第一型

纖毛蛋白 FimA 的表現會因 rcsB 基因缺損而表現量明顯增加，此結果暗示 RcsB

可抑制 FimA 的表現，相對的，Fur 可能活化第一型纖毛 FimA 的表現。fur 基因

缺損時生物膜生成降低，而 rcsB 基因缺損反而提高其生物膜形成能力，而當 fur、

rcsB 雙基因缺損時生物膜降低 (圖十 C)。 
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3.11.  Fur 及 rcsB 基因缺損對胞外纖維素生合成的影響 

 

細菌生物膜的形成除了纖毛扮演重要角色外，其他胞外黏附因子或多醣分泌

物如纖維素也很重要。可以染纖維素及胞外多醣類的染劑剛果紅及 Calcofluor 觀

察纖維素的生合成，圖十一(A)及(B)顯示除了 CpxRA 基因缺損株外，fur 或 rcsB

基因缺損株，或 fur、rcsB 雙基因缺損株都沒有生成纖維素。 

 

3.12.  RcsB 與 RmpA2 基因缺損對第三型纖毛 MrkA 表現的影響 

 

克雷白氏肺炎桿菌 Fur 會經由抑制 ryhB，再經 RyhB 活化莢膜的生合成，此

外，Fur 會抑制 rmpA 及 rmpA2 表現，而 RmpA、RmpA2 會結合 RcsB 一起活化

其莢膜生合成表現，為了探討 RcsB 如何影響第三型纖毛的表現，圖十二 A 以低

速離心觀察 Fur 及 RcsB 基因缺損對莢膜生合成的影響，結果搖晃或靜置培養，

各菌株莢膜的生成都沒有明顯差異；圖十二(B)顯示搖晃培養下，fur 基因缺損抑

制其 MrkA 表現，而靜置培養下 fur、rmpA2 雙基因缺損菌株的 MrkA 表現和搖

晃培養一樣，此暗示 RmpA2 可能參與 RcsB 對第三型纖毛的調控。 

 

3.13.  rcsB 基因缺損在提高 cyclic di-GMP 含量後對於 Fur 的表現影響 

 

圖十三顯示在提高 c-di-GMP後，Fur的表現沒有明顯變化，將GGDEF domain

突變成 AADEF domain 使其喪失合成 c-di-GMP 的能力，或在 rcsB 基因缺損情形

下，Fur 的表現也沒有明顯改變。 
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3.14.  在提高 cyclic di-GMP 含量後 rcsB 及 fur 基因缺損對於 MrkA 的表現 

 

圖十四(A)顯示提高 c-di-GMP 後明顯增加 MrkA 的表現，而此表現不受

rcsB基因缺損的影響，顯示 c-di-GMP影響MrkA的表現與經由RcsB調控MrkA

的表現可能是獨立而不相關；圖十四(B)也顯示 fur基因缺損不影響因 c-di-GMP

增加而提高的MrkA表現，此顯示 c-di-GMP影響MrkA的表現與Fur調控MrkA

表現的途徑是獨立的。 

 

3.15.  mrkH 基因缺損及在提高 cyclic di-GMP 含量後對 MrkA 表現影響 

 

圖十五顯示 mrkH 基因缺損後 MrkA 表現明顯降低，而提高 c-di-GMP 含

量也無法回補 mrkH 基因缺損對 MrkA 表現的影響，顯示 c-di-GMP 很可能經

由 MrkH 而影響 MrkA 表現，此結果與附圖二中 MrkI 對 MrkA 表現的影響類

似，相反的，rcsB 和 fur 雙基因缺損並不影響 c-di-GMP 所調控的 MrkA 表現。 

 

3.16.  mrkH 啟動子序列分析及 mrkH、mrkI、fur、rcsB 基因缺損對於 mrkH

啟動子活性之影響 

 

分析 mrkH 啟動子序列，結果如圖十六(A)所示，mrkH 啟動子序列具有 Fur

及 RcsB 的結合位，圖十六(B)顯示在 LB 搖晃培養下，mrkI、fur 或 rcsB 基因缺

損都會明顯降低 mrkH 啟動子活性，此結果顯示這些調控因子都正向調控 mrkH，

而 mrkH 基因缺損則些微降低其表現；有趣的是，在靜置培養下的 mrkH 啟動子

活性稍微高於搖晃培養(圖十六 C)。 

 

 



 

19 
 

3.17.  跳躍子突變技術挑選增加 mrkH 啟動子活性菌株 

 

在圖十六(B)中可以發現 mrkH 啟動子活性並不高，推測可能有其他轉錄因

子抑制其活性，因此企圖利用跳躍子突變技術(圖十七 A)篩選出此抑制因子，首

在 LacZ 基因缺損株放入帶有 mrkH 啟動子的質體，再利用接合作用轉入 Tn5 跳

躍子，藉量測 LacZ 活性來篩選增加 mrkH 啟動子活性的突變株。經篩選約 10000

顆突變株，挑出 LacZ 活性較高的菌落 10 顆，重新培養滴在馬康基氏瓊脂上與

帶有 mrkH 啟動子質體的菌比較，卻沒有發現明顯變紅的菌落(圖十七 B)，而利

用 X-gal 篩選也無明顯深藍的菌落(圖十七 C)。 
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四、討論 

 

鐵離子是生物體內重要的一個金屬離子，對而言，鐵離子也扮演許多酵素或

蛋白質的重要輔助因子，多以二價鐵離子來控制許多重要生理反應。環境中鐵離

子多以三價型態存在，細菌以運鐵系統將三價鐵離子運進細胞內再以氧化還原方

應轉成二價鐵離子，同時釋放氧化自由基。所以，在細胞內堆積過多的鐵離子反

而造成氧化壓力，細菌以 Fur 轉錄因子來壓制運鐵系統而達到調節細胞內鐵離子

平衡的目的；不同菌種或不同環境表現的 Fur 可以不同型式來調控下游基因，已

知有四大類調控型式：一、Fur 與二價鐵離子結合使構型改變形成二聚體，進而

抑制下游基因的表現，當鐵離子濃度降低時，沒有鐵離子結合的 Fur 離開其標的

基因的啟動子而使基因表現；二、Fur 與二價鐵離子結合後形成二聚體，進而活

化下游基因的表現；三、Fur 不需鐵離子結合就可形成二聚體，apo-Fur 即可抑

制下游基因的表現；四、apo-Fur 活化下游的基因表現。在大腸桿菌中，有關第

一種方式的調控型式被研究最多；幽門螺旋桿菌的 Fur 則可以四種方式來分別調

控不同的下游基因表現[106]；克雷白氏肺炎桿菌與大腸桿菌親緣關係相近，但

是，Fur 以何種方式調控基因的研究不多。 

圖一實驗顯示在低鐵環境，Fur 可經由 RyhB 調控第三型纖毛 MrkA 蛋白表

現；在低鐵環境下，fur 基因缺損仍影響 MrkA 蛋白表現，圖二的啟動子活性實

驗也可見 Fur 在低鐵時仍有抑制作用，此暗示 apo-Fur 型態在此時仍具調控功

能；Fur 會受到其他二價金屬離子如錳或鋅的影響，因此而保有調控功能。此外，

在低鐵時，RyhB 可能無法完全抑制 Fur 的 mRNA 活性[107]，所以還有一部分的

Fur 可執行功能，因此，Fur 以何種調控方式影響第三型纖毛表現仍需更多的研

究探討。 

除了低鐵環境，Fur 的表現可能受培養方式的影響，圖六 B 及圖十 A 顯示，

靜置培養下 fur 基因缺損 MrkA 蛋白的影響變小，此暗示靜置培養下的 Fur 不具
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調控第三型纖毛的功能；然而，靜置培養下，fur、rcsB 雙基因缺損對於 MrkA

蛋白的生成卻有明顯的影響，因此，RcsB 很可能在靜置培養低氧氣含量的環境

下抑制 Fur 調控 MrkA 表現的功能；在克雷白氏肺炎桿菌中，Fur 及 RcsB 對於

其莢膜生成都有調控功能，而由圖八可見 Fur 及 RcsB 對於第一型纖毛活性也有

影響，而 fur、rcsB 雙基因缺損的實驗結果再次顯示 RcsB 負向影響 Fur 調控活性

的可能性。RcsB 會影響小 RNA RprA 表現[108]，RcsB 可能透過調控小 RNA 的

表現轉而影響 Fur 活性；另外，Fur 及 RcsB 都可經由分子修飾改變其功能狀態，

如 apo-Fur、磷酸化或非磷酸的 RcsB，都可以影響其調控活性，因此，進一步探

討其調控機制前，必須先釐清它們在不同刺激或環境下以何種狀態運作。而在靜

置培養條件下，MrkA 蛋白表現量增加，Fur 的表現卻沒有明顯變化，這也暗示

Fur 的狀態決定其功能，由啟動子活性分析發現 SoxRS 可影響 Fur 的表現，另外，

克雷白氏肺炎桿菌的第一型、第三型纖毛會受 OxyR 氧化壓力轉錄因子的影響，

因此，氧化壓力可能是決定 Fur 調控功能的外在因子。 

已知，c-di-GMP 會與 MrkH 結合後活化 MrkA 表現，由附圖二可知 MrkI 也

是 c-di-GMP 影響 MrkA 表現的重要因子，圖十六可見 mrkI 基因缺損影響 MrkH

啟動子活性，而 mrkH 的基因缺損的影響，我們推論 MrkI 自我調控 mrkHI 表現， 

MrkH 生成後與 c-di-GMP 結合後，進而活化 MrkA 啟動子活性；但是，MrkI 自

我調控 mrkHI 表現時是否需要 MrkH 及 c-di-GMP 的協同作用，仍需更多研究來

佐證。由於 MrkH 的啟動子活性很低，在靜置培養的活性比搖晃培養高，此暗示

低含氧量可活化 MrkH 啟動子，而在跳躍子突變實驗中，沒有找到可能參與調控

mrkHI 表現的因子，可能是因在含氧量高的狀態，MrkH 啟動子活性太低，無法

因跳躍子突變而篩選出差異明顯的突變株。 

最後以圖十八調控路徑為本論文作一結論：在低鐵環境中，Fur 對 RyhB 的

抑制作用降低，RyhB 進而抑制第三型纖毛 MrkA 蛋白的產生，扮護蛋白 Hfq 是

否參與穩定 RyhB 與 MrkA 的鹼基配對，仍待證明；RyhB 在低鐵環境，可能回
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過頭抑制 Fur 的表現，SoxRS 也可能在低鐵環境扮演抑制 Fur 的角色；在低含氧

量下，RcsB 可能與 RmpA2 結合活化 MrkA 表現，c-di-GMP 是否直接參與活化

mrkH 啟動子，MrkH 及 MrkI 的角色仍待釐清。 
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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 

Escherichia coli  

JM109 recA1 glnV44 endA1 thi-1 relA1 gyrA96 

mcrB+ 

Laboratory stock 

 Δ(lac-proAB) e14-[F' traD36 proAB+ lac1q 

lacZ 

 

 ΔM15]hsdR17(rKmK+)  

   

S17-1 λpir hsdR-M+ recA pro thi Tpr 

Smr(RP4-2-Tc::Mu; Km::Tn7)( λpir) 

 

   

   

Klebsiella pneumonia  

CG43S3 Clinical isolate of K2 serotype, Smr Laboratory stock 

Δfur CG43S3 Δfur, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔrcsB CG43S3 ΔrcsB, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔryhB CG43S3 ΔryhB, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔfurΔryhB CG43S3 ΔfurΔryhB, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔfurΔrcsB CG43S3 ΔfurΔrcsB, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔmrkA CG43S3 ΔmrkA , Sm
r
 Laboratory stock 

ΔmrkH CG43S3 ΔmrkH, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔrmpA CG43S3ΔrmpA Sm
r
  Laboratory stock 

ΔrmpA2 CG43S3ΔrmpA2 Sm
r
 Laboratory stock 

ΔfurΔrmpA CG43S3ΔfurΔrmpA Sm
r
 Laboratory stock 

ΔfurΔrmpA2 CG43S3ΔfurΔrmpA2 Sm
r
 Laboratory stock 

ΔfimA CG43S3ΔfimA Sm
r
 Laboratory stock 

Δhfq CG43S3Δhfq Sm
r
 Laboratory stock 

ΔcpxRA CG43S3ΔcpxRA Sm
r
 Laboratory stock 

ΔlacZ CG43S3 ΔlacZ, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔlacZΔfur CG43S3 ΔlacZΔfur, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔlacZΔmrkH CG43S3 ΔlacZΔmrkH, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔlacZΔfurΔryhB CG43S3ΔlacZΔfurΔryhB Sm
r
 Laboratory stock 

ΔsoxRS CG43S3 ΔsoxRS, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔmrkI CG43S3 ΔmrkI, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔlacZΔmrkI CG43S3 ΔlacZΔmrkI, Sm
r
 Laboratory stock 

ΔlacZΔrcsB CG43S3 ΔlacZΔrcsB, Sm
r
 Laboratory stock 



 

33 
 

 

表 二、本研究所使用和建構的質體 

 

 

 

 

 

質體 基因型或相關特性 

pRK415 broad-host-range IncP cloning vector, mob+, Tc
r
 

pLacZ15 promoter selection vector, lacZ+, Cm
r
 

pETQ33 Protein overexpression vector, IPTG inducible, Km
r
 

pmrkA-P1 

(PL-mrkA) 

Cm
r
, 551-bp fragment of the upstream region of mrkA cloned into 

placZ15 

pYdeH (pAW47) 
Km

r
, 894-bp fragment encoding YdeH, from E. coli W3110, 

cloned into pETQ 

pYdeH* 

(pAW71) 
Km

r
, 894-bp fragment encoding YdeHAADEF cloned into pETQ 

pfur Cm
r
,placZ15 carrying the fur promoter region 

pmrkH 
Cm

r
,407-bp fragment of the upstream region of mrkH cloned into 

placZ15 

pRK415-ydeh Tc
r
,894-bp fragment encoding YdeH, from E. coli W3110 

pUT mini-Tn5 
 pUT containing luxCDABE cassette cloned into of mini-Tn5 

transposon  upstream of Km
r 
gene 
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圖 一、在不同培養液之條件下 small RNA RyhB 對第三型纖毛 MrkA 蛋白的生

成影響 

所有菌株皆以 37℃、16 小時搖晃培養，之後回收菌液以加熱破菌，並且定量 50 

g/100 l。(A) LB 培養液；(B) LB 加入 Deferoxamine； (C) LB 加入 2, . 

2-dipyridyl  (Dip)； (D) M9 培養液；  (E) DMEM 培養液。 
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圖 二、small RNA RyhB 對 mrkA 啟動子活性的影響 

菌株先在 LB 培養液培養 37℃、16 小時，之後 40 倍稀釋到 M9 培養液中至 OD600 

0.8 再進行啟動子活性實驗 
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圖 三、ryhB 基因缺損對 fur 基因缺損株生物膜生成的影響 

菌株在 LB 培養液培養 37℃、16 小時，再 200 倍稀釋到新 LB 培養液再加入 96

孔盤中靜置培養 24 小時，再以結晶紫染色，OD595 定量。 
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圖 四、伴護蛋白 Hfq 可能參與 small RNA RyhB 的調控 

所有菌株皆以 37℃、16 小時 M9 培養液搖晃培養，之後回收菌液以加熱破菌，

並且定量 50 g/100 l。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

39 
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圖 五、mrkA 啟動子序列 

 (A) 分析 mrkA 啟動子序列，底線為發現之 RcsB 及 MrkH 轉錄因子結合位，框

起來的為可能與 RyhB 調控分子有作用的區域，箭頭為轉譯起始位(B)利用 RNA 

hybrid 軟體所預測出 RyhB 與 mrkA 啟動子區域的結合構型。 
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圖 六、Fur 及 RcsB 基因對第三型纖毛 MrkA 生成的影響 

所有菌株皆以 37℃、16 小時 LB 培養液培養，之後回收菌液以加熱破菌，並且

定量 50 g/100 l protein( l)。(A)搖晃培養；(B)靜置培養。 
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圖 七、不同氧氣含量下 Fur 及 MrkA 的表現 

所有菌株皆以 37℃、16 小時培養，之後回收菌液以加熱破菌，並且定量 50

g/100 l(A) fur 基因缺損株在搖晃條件、直立搖晃及在 LB 培養液上方加入礦

物油不同條件下以造成不同氧含量；(B)觀察 Fur 在不同培養條件下和 SoxRS 基

因缺損的表現；(C)在 M9 培養下 ryhB 基因缺損 Fur 的表現。 
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圖 八、啟動子活性分析 Fur 在不同培養液下表現及 SoxRS 基因缺損影響 

 

菌株先在 LB 培養液培養 37℃、16 小時，之後 40 倍稀釋到 M9 與 LB 培養液中

至 OD6000.8 再進行 fur 啟動子活性實驗。 
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圖 九、Fur 啟動子序列分析 

(A) 分析 fur 啟動子序列，底線為發現之各結合位，框起來的為可能與調控分子

有作用的區域及-35 -10，箭頭為轉譯起始位(B)利用 RNA hybrid 軟體所預測出

RyhB 與 fur 啟動子區域的結合構型。 
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圖 十、RcsB 與 Fur 對第一型纖毛表現的影響 

(A)酵母菌凝集試驗觀察第一型纖毛表現；(B)西方墨點法分析第一型纖毛 FimA

表現所有菌株皆以 37℃、20 小時 LB 培養液培養，之後回收菌液以加熱破菌，

並且定量 50 g/100 l；(C) 生物膜定量，菌株在 LB 培養液培養 37℃、16

小時，再 200 倍稀釋到新 LB 培養液再加入 96 孔盤中靜置培養 24 小時，再以結

晶紫染色，OD595 定量。 
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圖 十一、fur 基因缺損、rcsB 基因缺損及 fur、rcsB 雙基因缺損對克雷白氏肺炎

桿菌胞外纖維素生合成影響 

所有菌株皆以 37℃、16 小時 LB 培養液培養，(A)滴或塗在有 calcofluor 20 g/L

的盤上(B) 剛果紅 40 g/L 盤上觀察纖維素分泌情形。 
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圖 十二、RcsB 與 RmpA2 基因缺損對第三型纖毛 MrkA 表現的影響 

(A) WT 及各個基因缺損突變株菌液以 4000 rpm 離心 5 分鐘分別為搖晃與靜置培

養。(B) 所有菌株皆以 37℃、16 小時 LB 培養液培養，之後回收菌液以加熱破菌，

並且定量 50 g/100 l 蛋白濃度/總體積。分別為搖晃與靜置培養。 
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圖 十三、rcsB 基因缺損株在提高 cyclic di-GMP 含量後及對於 Fur 的表現影響 

所有菌株皆以 37℃、16 小時培養，之後回收菌液以加熱破菌，並且定量 50

g/100 l 蛋白濃度/總體積。 
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圖 十四、提高 cyclic di-GMP 含量後 rcsB 及 fur 基因缺損對於 MrkA 的表現 

所有菌株皆以 37℃、16 小時培養，之後回收菌液以加熱破菌，並且定量 50

g/100 l。 
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圖 十五、mrkH 基因缺損在提高 cyclic di-GMP 含量後對 MrkA 的表現的影響 

所有菌株皆以 37℃、16 小時培養，之後回收菌液以加熱破菌，並且定量 50

g/100 l。 
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圖 十六、mrkH 啟動子序列分析及 mrkH、mrkI、fur、rcsB 基因缺損對於 mrkH

啟動子活性之影響 

(A) mrkH 啟動子序列分析底線為發現之各結合位，框起來的為-35 區 -10 區，

箭頭為轉譯起始位(B) 菌株先在 LB 培養液培養 37℃、16 小時，之後 40 倍稀釋

到 LB 培養液中至 OD6000.8 再進行啟動子活性實驗(C) 搖晃培養菌株先在 LB 培

養液培養 37℃、16 小時，之後 40 倍稀釋到 LB 培養液中至 OD600 於 0.8 再進行

啟動子活性實驗，靜置培養則直接培養 20 小時就直接進行啟動子活性實驗。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

54 
 

(A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

55 
 

圖 十七、跳躍子突變技術挑選增加 mrkH 啟動子活性菌株 

(A) 實驗設計構想圖。將挑出突變株滴在馬康基氏瓊脂(B)及含 X-gal 盤(C)觀察

mrkH 啟動子是否提高使菌株顏色變深。 
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圖 十八、第三型纖毛調控路徑 
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附圖 一、在克雷白氏肺炎桿菌中 Fur 調控第三型纖毛路徑圖 

在 LB 培養環境下其第三型纖毛調控路徑 
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附圖 二、mrkI 基因缺損在提高 cyclic di-GMP 含量後對 MrkA 的表現的影響 

c-di-GMP 活化第三型纖毛必須透過 MrkI，所有菌株皆以 37℃、16 小時培養，

之後回收菌液以加熱破菌，並且定量 50 g/100 l。*為 GGDEF 突變為 AADEF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


