
SB265 BLAST

圖一A、序列SB265比對結果

以上結果是將序列SB265和CGD資料(http://www.candidagenome.org/)

進行核苷酸序列比對之結果，發現序列SB265和白色念株菌中的

orf19.3066序列相似度高，約有96%的相似度，和orf19.10584互

為對偶基因，可轉譯成endo-1,3-beta glucanase水解酶。



SB265 BLAST

圖一B、序列SB265比對結果

以上結果是將序列SB265和CGD資料(http://www.candidagenome.org/)

進行核苷酸序列比對之結果，發現序列SB265和白色念株菌中的

orf19.10584序列相似度高，約有96%的相似度，和orf19.3066互

為對偶基因，可轉譯成endo-1,3-beta glucanase水解酶。



SB240 BLAST

圖一C、序列SB240比對結果

以上結果是將序列SB240和CGD資(http://www.candidagenome.org/)
進行核苷酸序列比對之結果，發現序列SB240只和白色念株菌中

的orf.7304相似度較高，約有96%的相似度，並沒有發現對偶基

因的存在。
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圖二、 ENG1和GS北方墨點法之結果

圖上方表示不同的基因破壞株，野生株SC5314 (EFG1/EFG1 CPH1/  
CPH1)、突變株為JKC19 (EFG1/EFG1 cph1/cph1 )、HLC54（cph1/cph1  
efg1/efg1）、HCL52 (efg1/efg1CPH1/CPH1)北方墨點法之結果。分別

以PGI1和EFG1作為internal control，大小約為1.7 Kb和0.7 Kb。由圖

預測ENG1大小約為3.6 Kb左右;GS 則沒有明顯的表現或表現量很低。
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圖三、Fusion PCR流程示意圖

上方圖示的Marker region為篩選標記，本實驗共用到三種篩選

標記，分別為ARG4、URA3、HIS1，皆用此法得到特定之DNA片

斷，以供轉形至菌株BWP17之用。



Result of fusion PCR
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圖四、Fusion PCR產物

分別利用引子MKER-KOF和MKER-KOR將質體pRS-ARG4、pGEM-
URA3和pGEM-HIS1上的篩選序列ARG4 (圖A-lane AR，約2.1Kb)、
URA3 (圖C-lane UR，約1.6Kb) 和HIS1 (圖E-lane HS，約2.8Kb)利用

PCR的方式產生，將同源重組區域region A (圖A-lane A)、region B 
(圖A-lane B)亦由PCR的方式產生，利用fusion PCR的設計原理連接成

一DNA片段(如箭頭所指，圖B-lane fA約2.7Kb、圖D-lane fU 2.2Kb、
圖F-fH約3.4 Kb)，以供轉形至白色念珠菌中做knock out之用。Lane  
M為marker。



PCR result of ENG1 heterozygous knockout 
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圖五、PCR確認ENG1單套基因之破壞

<A>Lane WT為SC5314 (WT)的染色體DNA，在此做為negative 
control，WT genome 只可得4.5 Kb的DNA片段(band a)，若有轉

形成功，可得到DNA片段約3.0 kb (band b)，取此符合預期的四

株菌株，進行圖<B>之PCR反應，Lane WT為SC5314 (WT)的染

色體DNA，做為negative control，應沒有band若有轉形成功可得

到約1.2 Kb DNA片段 (band c)。Lane M表示marker。



PCR result of ENG1 homozygous knockout
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圖六、PCR確認ENG1雙套基因以被篩選標記ARG4、URA3破壞

<A> Lane WT為SC5314 (WT)的染色體DNA，在此做為negative 
control，若有置換成功應會出現一大小為1.2 Kb的DNA片段(band a)
<B> Lane W為SC5314(WT)的染色體DNA，在此做為negative control，
若有置換成功應會出現一大小為1.6 Kb (band b)和1.95 Kb (band c)的
DNA片段。Lane M表示marker。



PCR result of ENG1 homozygous knockout
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圖七、PCR確認ENG1雙套基因以被篩選標記ARG4、HIS1破壞

編號1-1~1-6為轉形後所得之六個不同菌株，若轉形成功，經過圖

<A>的PCR反應可得兩段分別為3.0 Kb (band a)和3.7 Kb (band b)之
DNA片段，若未轉形成功則會出現一長為4.2 Kb (band d)之片段。

將突變株1-1、1-3、1-4之染色體DNA再由圖<B>PCR反應，若有轉

形成功，可得約1.2 Kb的DNA片段 (band c)，由圖<A>和<B>可知突

變株1-1和1-4符合預期。Lane M表示marker。
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圖八、ENG1雙套突變株北方墨點法之結果

圖上方表示不同的基因破壞株，以突變株JKC19(EFG1/EFG1
cph1/cph1 )、HLC54（cph1/cph1 efg1/efg1）HCL52(efg1/efg1 
CPH1/CPH1)、野生株SC5314(EFG1/EFG1 CPH1/CPH1) 為正

負對照。在37℃有加山羊血清 (10%)的情況下比較ENG1雙套突

變株BAU2、BAU4、BAH1-1、BAH1-4和上述各菌株RNA表現

量的差異。以PGI1作為 internal control，大小約為1.7Kb。由圖\
預測ENG1大小約為3.6 Kb左右。



Growth curve of different strain
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圖九、各種突變株在YPD培養液中的生長型態

圖A表示不同的基因破壞株之生長曲線，圖B顯示取對數後的生長趨

勢，菌株分別為野生株 SC5314、突變株JKC19 (EFG1/EFG1 cph1/  
cph1 )、HCL52 (efg1/efg1 CPH1/CPH1)、HLC54（cph1/cph1 efg1/ 
efg1），突變株BAU2（eng1::ARG4/eng1::URA3）、BAU4（eng1::  
ARG4/eng1::URA3）、BAH1-1（eng1::ARG4/eng1::HIS1）和 BAH1-
4（eng1::ARG4/eng1::HIS1）。在30℃的YPD培養液中，每兩小時測

一次濃度所觀測到菌液濃度變化所得到之結果。



Germ tube assay
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圖十A、芽管試驗 (germ tube assay)
圖上方表示不同的基因破壞株，以野生株 SC5314、突變株

JKC19 (EFG1/EFG1 cph1/cph1 )、HCL52 (efg1/efg CPH1/ 
CPH1)、HLC54（cph1/cph1 efg1/efg1）作正負對照，在37℃
有加血清的YPD培養液中，培養5小時後，利用倒立式顯微鏡

觀測所得到之結果。BAH1-1、BAH1-4有外加uridine 。
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圖十B、芽管試驗 (germ tube assay)
圖上方表示不同的基因破壞株，以野生株 SC5314、突變株

JKC19 (EFG1/EFG1 cph1/cph1 )、HCL52 (efg1/efg1 CPH1/ 
CPH1)、HLC54（cph1/cph1 efg1/efg1）作正負對照，在30℃有

加血清的YPD培養液中，培養5小時後，利用倒立式顯微鏡觀測

所得到之結果。BAH1-1、BAH1-4有外加uridine。
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圖十C、芽管試驗 (germ tube assay)
圖上方表示不同的基因破壞株，以野生株SC5314、突變株

JKC19(EFG1/EFG1 cph1/cph1 )、HCL52 (efg1/efg1 CPH1/  
CPH1)、HLC54（cph1/cph1 efg1/efg1）作正負對照，在30℃
有沒有加血清的YPD培養液中，培養5小時後，利用倒立式顯

微鏡觀測所得到之結果。BAH1-1、BAH1-4有外加uridine 。
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圖十D、芽管試驗 (germ tube assay)
圖上方表示不同的基因破壞株，以野生株SC5314、突變株

JKC19(EFG1/EFG1 cph1/cph1 )、HCL52(efg1/efg1 CPH1/ 
CPH1)、HLC54（cph1/cph1 efg1/efg1）作正負對照，在30℃
有沒有加血清的YPD培養液中，培養5小時後，利用倒立式顯

微鏡觀測所得到之結果。BAH1-1、BAH1-4有外加uridine 。



Colony on YPD plate with serum
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圖十一A、各種突變株在YPD培養基上的生長型態

圖上方表示不同的基因破壞株，分別為野生株 SC5314、突變

株 JKC19 (EFG1/EFG1 cph1/cph1 )、HCL52 (efg1/efg1 CPH1/  
CPH1)、HLC54（cph1/cph1 efg1/efg1），用來作正負對照。在

37℃含有 4%山羊血清的YPD培養基中，培養三天後，觀測培

養基所得到之結果。大圖為培養基之概觀，右側之小圖為菌落

型態之微觀。培養基皆未加入其他營養源。



Colony on YPD plate with serum
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圖十一B、各種突變株在YPD培養基上的生長型態

圖上方表示不同的基因破壞株，分別為突變株BAU2、BAU4、
BAH1-1和BAH1-4，以前一頁已知的四種菌株作正負對照。在

37℃有加4%山羊血清的YPD培養基中，培養三天後，觀測培養

基所得到之結果。大圖為培養基之概觀，右側之小圖為菌落型

態之微觀。BAU2、BAU4培養基未加入其他營養源。

<a>培養基未加入uridine，<b>培養基有加入uridine。



Solid spider colony
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圖十二、菌株在solid spider培養基上形成的菌落型態

圖上方表示不同的基因破壞株，以野生株 SC5314、突變株 JKC19 
(EFG1/EFG1 cph1/cph1 )、HCL52 (efg1/efg1 CPH1/CPH1)、
HLC54（cph1/cph1 efg1/efg1）作正負對照。接種在solid spider培
養基中，37℃培養7天所得到之結果。第一列之大圖為主要性狀，

第二列或第三列小圖則為次要性狀。百分比顯示此種性狀在培養

基上所佔的比例，為估算值。培養基皆未加入其他營養源。
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