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中文摘要 

    除了在細菌之外， DUF28 蛋白質家族廣泛存在各物種，但對其功能所知甚

少，僅知此蛋白在 Pseudomonas aeruginosa 中參與 swarming 泳動性與調節菌量

感應反應  (quorum sensing)，在哺乳類動物中則扮演  COX I 的轉譯活化子 

(translation activator) 的角色。本研究發現部分細菌具有兩個 DUF28 蛋白質，十

分特別，故針對大腸桿菌之兩個 DUF28 蛋白 YeeN 及 YebC 進行功能分析，尤

著重在氧化逆境反應之功能。序列發現在不同菌種的胺基酸序列相似度不盡相同，

推測此蛋白質保有相似的立體結構。突變株特性分析結果顯示 ΔyeeN 及 ΔyebC 

之泳動能力都有明顯增加，但唯有 ΔyeeN 抵抗 paraquat 氧化逆境的耐受度有明

顯增加，互補實驗亦進一步證實這些結果；此外， YeeN 量的累積與逆境因子易

造成此蛋白質在細胞質中呈點狀分布，而 YebC 除在生長死亡期會有段狀分佈的

情況外，大多均勻分佈；啟動子分析結果顯示， yeeN 具有自己的啟動子且會受

氧化逆境的抑制，而 yebC 啟動子則在細胞生長後期才具活性且不會受到氧化逆

境的影響。進一步分析可能調節 yeeN 表現量之上游基因發現， recA 在氧化逆境

下可調節 yeeN ； relA 在正常情況下可正向調控 yeeN ，但並未直接參與 yeeN 

在氧化逆境條件之調控； hns 於生長後期會抑制 yeeN ，並可能參與 yeeN 負調

控鞭毛合成相關基因之功能。綜合以上結果可知，大腸桿菌中 YeeN 與 YebC 皆

可調節細菌之泳動力，但目前確認 YeeN 也同時參與氧化逆境反應，本研究首次

報導兩個同為 DUF28 蛋白質家族成員之基因，彼此功能有同也有異。 

 

關鍵詞：大腸桿菌、DUF28 蛋白、yeeN、yebC、氧化逆境、泳動力 
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Abstract 

DUF28 protein family ubiquitously exists in all organisms, except Archaea; 

however, information on their function is very limited. Previous studies demonstrated 

that DUF28 is involved in Pseudomonas aeruginosa swarming motility and quorum 

sensing, and functions as a translational activator of COX I in mammals. Interestingly, 

this study revealed the existence of two DUF28 homologs in some eubacteria. The aim 

of this study was to investigate functions of the two E. coli DUF28 proteins, namely 

YeeN and YebC, particularly their function in oxidative stress responses. Sequence 

comparisons revealed that bacterial DUF28 proteins shared low similarity, implying 

these proteins may preserve conserved tertiary structure. Null mutants ΔyeeN and 

ΔyebC both displayed increased swarming and swimming activities, while only ΔyeeN 

conferred increased tolerance to paraquat. Complementation assays further confirmed 

functions of these two proteins in motility and paraquat tolerance. Promoter analysis 

demonstrated that yeeN has its own promoter that can be repressed by oxidative stress. 

yebC promoter functioned only later growth phase and was not regulated by the test 

oxidative stress treatments. Protein localization analysis showed that accumulation and 

stress conditions could lead to polar distribution of YeeN in cytosol, while YebC 

uniformly distributed in cytosol and became polar distribution in a fragmented manner 

only at the death growth phase. Furthermore, by investigating the putative regulatory 

genes that may be involved in yeeN regulation, this study showed that recA could 

regulate yeeN under oxidative stress treatment. relA could upregulate yeeN expression 

under normal condition, but may not be involved in yeeN regulation under oxidative 

stress. On the other hand, hns could downregulate yeeN expression in late growth phase, 

and may regulate yeeN in flagella biosynthesis. Taken together, these results indicate 

that YeeN and YebC both function in bacterial motility, while YeeN also plays an 
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important role in oxidative stress responses. This study is the first to uncover common 

as well as distinct functions of two bacterial DUF28 proteins. 

 

Keywords : Escherichia coli, DUF28 protein, yeeN, yebC, oxidative stress, motility 
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常用名詞之縮寫與全名對照表 

縮寫 全名  

BSA Bovine serum albumin 

bp Base pair 

DNA Deoxyribonucleic acid 

dNTP Deoxyribonucleoside triphosphate 

H2O2 Hydrogen peroxide 

HOO‧ Hydroperoxyl radical 

IPTG Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 

LB medium Luria-Bertani medium 

MOPS 3- (N-morpholino) propanesulfonic acid 

O2
-‧ Superoxide anion 

OH‧ Hydroxyl radical 

PCR Polymerase chain reaction 

PEG4000 Polyethylene glycol 4000 

RNA Ribonucleic acid 

ROS Reactive oxygen species 

rpm Rotation per minutes 

RT-PCR Reverse transcription-PCR 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

SOD Superoxide dismutase 

tBOOH Ter-butylhydroperoxide 

Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
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第一章 前言 

 

I. 大腸桿菌 

    大腸桿菌屬於革蘭氏陰性菌  (Gram-negative)，分類上屬  γ 變型菌綱 

(Gammaproteobacteria) 的腸桿菌科 (Enterobacteriaceae)，為兼性厭氧性 (facultative 

anaerobic) 桿菌，常見於恆溫動物的腸道中。大部分的大腸桿菌菌種是無害的，在

腸道內普遍存在的菌群會幫助生成有利於寄主的維他命 K2 (Bentley R. & 

Meganathan R., 1982)，並且維持寄主體內正常的微生物相，防止病原菌入侵 

(Hudault S., et al., 2001)只有少數如菌種 O157:H7 會造成人類出現嚴重的食物中

毒症狀 (Olsvik O, et al., 1991)。目前在實驗室最常使用的菌種為 K-12 衍生出的菌

系如 W3110 或 MG1655，這些菌系已喪失於腸道內繁殖的能力 (Fux C.A., et al., 

2005)，作為模式生物其基因組在 1994 年就已部分解序 (Fujita N., et al., 1994)，

在 1997 年完成整個基因組的解序 (Blattner F. R., et al., 1997)。 

 

II. 氧化逆境 

    環境中普遍存在著許多不同的逆境因子影響著生物的生長例如溫度、紫外光

或者是營養匱乏等等，微生物在面對外在環境的刺激會啟動不同的細胞功能藉以

因應環境中的變化 (Allen R. G., and Tresini M., 2000)。而對於好氧性的細菌來說，

利用氧氣作為氧化磷酸化過程最終的電子接受者，在正常的代謝過程中便會產生

許多活性氧化物質 (Reactive oxygen species, ROS)，如超氧陰離子 (superoxide 

anion, O2․
-
)、過氧化氫 (hydrogen peroxide, H2O2) 及氫氧根離子 (hydroxyl radical, 

HO‧) 等等，這些高活性物質會破壞蛋白質、核酸及細胞膜。累積過多的活性氧

化物質除了造成細胞損壞之外甚至會使細胞死亡，並且會誘發許多疾病的產生。

這種暴露在過多活性氧化物質下的環境變異就是氧化逆境 (oxidative stress) (Storz 

G., and Imlay J.A., 1999)。 
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III. 活性氧化物質 (reactive oxygen species, ROS) 的生合成及來源 

    氧氣可以自由的穿過細胞膜，細胞內的氧氣與電位低於自身的還原性輔酶一

旦接觸就會產生電子轉移。若氧氣接受到電子傳遞酵素中的電子，就有機會形成

活性氧化物質 (Storz G. et al., 1990)。除了細胞會有內生性的活性氧化物質產生外，

環境中也會有不同的活性氧化物生成，其中又以超氧陰離子最容易產生，這與氧

分子的自然特性有關。氧分子具有偶數個電子，但在氧分子的電子軌域上具有兩

個不成對的電子，因為電子旋轉方向上的限制使得氧分子在一般情況下除自由基

外很難氧化其他化合物。如果氧分子吸收能量讓不成對電子轉移至較高的軌域上

時，這些不成對的電子為了避免自由基的產生必須接受旋轉方向互補的電子，這

種情況增加了氧分子獲得電子的可能性如此一來就有可能產生超氧化物 (Farr S. 

B. & Kogoma T., 1991)。 

    當氧分子還原後，會生成超氧陰離子 (O2
-‧) 及氫氧根離子 (OH‧) 除了會

氧化硫醇  (thiols)、抗壞血酸  (ascorbate)、生育酚  (tocopherol)、兒茶酚胺 

(catecholamines) 外 (Fridovich I., 1989)，在細胞內含有 ( Fe-S )4 硫鐵群之蛋白質

也非常容易遭受到超氧陰離子的攻擊 (Gardner, P., & Fridovich I., 1991)。在中性環

境下超氧陰離子經超氧歧酶 (superoxide dismutase, SODs) 催化後生成活性相對較

低的過氧化氫 H2O2 (hydrogen peroxide) 及 O2 (Fridovich I., 1989)。過氧化氫是不

帶電物質，可穿過細胞膜並可作為弱氧化劑，會攻擊蛋白質中的硫氫基 ( thiol 

group ) 或是還原穀胱甘鈦  (glutathione, GSH)。過氧化氫經過過氧化氫酶 

(catalases) 作用後會產生水與氧氣 (Korshunov S.,and Imlay J.A., 2010)。但若是過

氧化氫與過渡金屬如二價鐵離子 (Fe
2+ 

) 反應，便會產生氫氧根離子 (hydroxyl 

radical, HO‧)，此即有名的 Fenton reaction (Henle E. S., et al., 1999)。另外，在酸

性環境下超氧陰離子獲得質子後便會產生過氧氫根離子  (hydroperoxyl radical, 

HOO‧)，其活性又較超氧陰離子高。而由於氫氧根離子活性非常高，除了臭氧外

幾乎所有物質都會被氫氧根離子所氧化，這類的氫氧根離子會攻擊 DNA ，造成 
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DNA 受損斷裂，並增加自體突變的機會造成細胞死亡 (Imlay J. A., 2008)。 

    呼吸作用是藉由在細胞膜上多種不同的酵素進行電子傳遞鏈，將氧分子轉變

成水，進而獲得能量的過程；在呼吸作用進行時就會產生許多內生性的活性氧化

物質，因此氧化逆境可說是需氧性生物在正常生理代謝功能中的副產物。在大腸

桿菌中，有許多進行呼吸作用的酵素在反應時會產生超氧陰離子，例如會自身氧

化的 NADH dehydrogenase、succinate dehydrogenase 及 D-lactate dehydrogenase 。

另外，細胞中的 glutathione reductase 在接收 NADH 的電子後也會產生超氧陰離

子 (James A. Imlay, et al., 1988) 。過氧化氫的來源包含從超氧歧酶催化超氧陰離子

而來及許多氧化酵素如 D-amino acid oxidase 反應而成；另外，在近紫外光的輻射

下也會產生過氧化氫 (Eisenstark, A. 1989)。氫氧根離子的來源有許多，細胞中過

氧化氫與還原態的鐵進行 Fenton reaction 時，便會產生氫氧根離子。 

    除了呼吸作用外，暴露在輻射、光線、金屬或是氧化還原反應藥劑如 paraquat、

plumbagin、menadione 的環境之中也會造成氧化逆境。當微生物遭遇環境中的競

爭者時，他們也會利用製造 ROS 來抑制其他競爭者的生長。將  viologen 、 

phenazines 、 quinoes 等氧化還原循環的化合物分泌至細胞外讓這些物質反應生

成超氧陰離子，藉此來提升競爭者體內的活性氧化物質含量 (Farr S. B. & Kogoma 

T., 1991)。 

 

IV. 大腸桿菌氧化逆境調控機制 

    目前在大腸桿菌中有三類已知針對不同氧化逆境進行調節的操縱組 

(regulons) ，分別為 oxyR regulon 、 soxR regulon 及 katF regulon ，以下分別對

這三類操縱組進行介紹。 

1. OxyR Regulon 

    OxyR 蛋白質為轉錄因子，隸屬於 LysR 蛋白家族，具有自身負調節的功能。

在細胞遭受到過氧化氫逆境時會啓動 oxyR 基因的表現 (Zheng M., et al., 2001)，
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細胞中的過氧化氫濃度增加時會使 OxyR 蛋白質氧化，使得蛋白質中的 Cys199 

胺基酸側基與 Cys208 側基形成雙硫鍵，藉此使 OxyR 蛋白質轉變為氧化態，此

時的 OxyR 蛋白質才是具有活性的狀態，活化後的 OxyR 蛋白質進而啓動下游基

因轉錄使基因表現量增加 (Zheng M. & Storz G., 2000)。由此可知在遭受過氧化氫

的氧化逆境時 OxyR 蛋白質同時扮演了感應及訊息傳遞者的角色。在處於過氧化

氫逆境中，活化態的 OxyR 蛋白質會與 RNA 聚合酶結合並正向調控下游基因的

表現，受到  oxyR 調控的基因包含  catalase (HPI)、NADPH-dependent alkyl 

hydroperoxide reducease (Ahp)、SufABCDE’、 Fur、glutathione reductase 等 (Kehres 

D. G., 2000; Zheng M. & Storz G., 2000; Helmann J. D., et al., 2003)，而 HPI 及 Ahp 

在細胞中扮演清除 H2O2 及有機過氧化物的功能，所以 oxyR 啓動這些基因表現

後，其酵素活性可進一步幫助消除細胞中過多的過氧化氫。 

 

2. SoxRS Regulon 

    在細胞遭受到超氧陰離子所產生的氧化逆境時， SoxR 蛋白質可以感應到這

類的氧化逆境，而作為轉錄因子的 SoxS 蛋白質可以啓動下游基因表現並作正向

調控 (Greenberg J. T., et al., 1990; Tsaneva I. R.& Weiss B., 1990; Pomposiello P. J., 

et al., 2001)。 SoxR 蛋白質是一個同型二聚體 ( homodimer ) 的蛋白質，在每個次

單元中具有一鐵硫錯合物 [2Fe-2S]
+ 。當環境中出現氧化還原劑時， SoxR 蛋白

質中還原態的鐵硫錯合物 [2Fe-2S]
+ 會被氧化成為 [2Fe-2S]

2+ 使 SoxR 蛋白質的

構型改變，讓 SoxR 蛋白質轉變為活性態，增加 soxS 基因的表現，而當 SoxS 蛋

白質增加後便可啓動整個操縱組基因的表現  (Zheng M. & Storz G., 2000; 

Pomposiello P.J. & Demple B., 2001)。受到 SoxS 蛋白質影響其表現量的基因有 

sodA 、 nof 及 zwf 其酵素功能分別為含錳離子的超氧歧酶 (MnSOD)、核酸內切

酶 (endonuclease IV) 及葡萄糖-6-磷酸脫氫酶 (glucose-6-phosphate dehydrogenase, 

G6PD) (Imlay J. A., 2008)。超氧歧酶可將超氧陰離子轉變為過氧化氫，再經由過氧
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化氫酶催化成氧氣及水；核酸內切酶是在 DNA 的去氧核糖遭受氧化攻擊時修補 

DNA 的損傷；而葡萄糖-6-磷酸脫氫酶則是在酵素如 glutathione reductase 進行還

原作用時提供 NADPH (Greenberg J. T., et al., 1990; Tsaneva I. R. & Weiss B., 

1990)。 

 

3. KatF (RpoS) Regulon 

大腸桿菌中有兩種過氧化氫酶 HPI 及 HPII ，其基因分別為 katG 及 katE 。

已知 KatG 的酵素活性會被 OxyR 所調控，但 KatE 並不會被過氧化氫誘導表現，

而且其調控及表現與生長時期有密切的關係 (Triggs-Raine B. L., et al., 1988)。過氧

化氫酶 KatE 的合成需要 katF 基因的表現作為正調控因子。 KatF 蛋白質為 ζ 

factor， KatF 的合成 與 KatE 的表現皆在細胞進入停滯期 (stationary phase) 時。

在細胞接受到進入停滯期的訊號後促使 KatF 的生合成進一步啟動 RNA 聚合酶

使 katE 基因進行轉錄並表現 (Loewen P. C. & Triggs B. L., 1984)。細胞在受到過

氧化氫所生成的逆境時， xthA 基因產物 Exonuclease III (Exo III) 在修復 DNA 

上扮演非常重要的角色。 KatF 除了調控 KatE 的表現之外同時也會調控 XthA 

的表現 (Demple B., et al., 1983; Sak B. D., et al., 1989)。此外，先前研究中已知 katF 

會調節 appA 及 bola 基因的表現， appA 基因功能為 acid phosphatase； bolA 基

因則是參與在調節細胞不同生長時期的型態轉變。雖然這些基因不一定直接參與

氧化逆境的調節，但在進入停滯期及葡萄糖缺乏的細胞中， katE 及 xthA 在抵禦

過氧化氫逆境上，確實扮演重要角色 (Lange R., & Hengge-Aronis R., 1991)。由此

可知，進入停滯期的細胞在面對不同種類的逆境時有其獨特的調節機制。 

 

V. 鐵與鐵硫錯化合物對於氧化逆境調節之影響 

    在 Fenton reaction 中還原態的鐵離子 (Fe
2+

) 與過氧化氫作用產生活性較高

的超氧陰離子，因此當細胞中的二價鐵離子增加時， Fenton reaction 的反應速率
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會增加，使得細胞受到活性氧化物質的攻擊 (Halliwell B. & Gutteridge J. M. C., 

1984)。故細胞內鐵離子的吸收與代謝受到嚴密的調控，防止細胞內累積過多的鐵

離子促使氧化逆境的生成。在大多數的細菌中， Fur 蛋白質參與調節與鐵吸收相

關的基因表現， fur 基因缺失的突變株對過氧化氫有高敏感性，細胞內的二價鐵

離子增加，進而促使 Fenton reaction (Touati D., 2000)，損害 DNA 使細胞生長受

到影響。 Fur 為二聚體蛋白質，每個次單元中具有一個二價鐵離子及一個與鋅活

性作用區 (Jacquamet L., et al., 1998)。當細胞缺鐵時， Fur 蛋白質活性降低使得下

游相關的基因 (參與運送 Fe
3+ 之相關蛋白質) 表現量降低 (Crosa J. H., 1989)。研

究指出許多細菌的 Fur 蛋白質會調節超氧歧酶，當 Fur 蛋白質活性降低時，含錳

離子超氧歧酶 (MnSOD) 的表現量增加，但含鐵離子超氧歧酶則需 Fur 蛋白活化

時表現量才會增加 (Touati D., 2000)。 

    含鐵硫錯合物之蛋白質  (Fe-S protein) 為一群非常古老且重要的蛋白質 

(Beinert H., 2000)， 鐵硫錯合物在大部分生物的電子傳遞過程中扮演相當重要的角

色。常見的鐵硫錯合物可分為三種 [2Fe-2S] 、 [3Fe-4S] 和 [4Fe-4S] 。大部分鐵

硫錯合物是藉由半胱氨酸 (cysteine) 上的硫醇基與蛋白質結合 (吳， 2005)。大腸

桿菌中 Isc 及 Suf 蛋白質對於鐵硫錯合物的生合成扮演重要的角色 (Takahashi 

Y. & Tokumoto U., 2002)。 Suf 基因群包含 sufABCDSE 其功能主要與細胞調節活

性氧化物質如 H2O2 及 O2
- 有關 (Lee J. H., et al., 2004)。大腸桿菌的 SoxR 蛋白

質中含有鐵硫錯合物，且需要鐵硫錯合物存在才可行使其感應過氧化物 

(superoxide) 及正常的轉錄功能 (Kiley P. J. & Beinert H., 2003)，因此可知鐵硫錯合

物在大腸桿菌氧化逆境的調節機制中也扮演相當重要的角色。 

 

VI. 大腸桿菌之泳動能力與鞭毛構造 

細菌在感受到外界環境的變化時 (如營養物質或有害化學物質的存在、溫度、

酸鹼值與滲透壓等) 可藉由泳動能力 (motility) 來接近或遠離這些環境的改變並
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藉此來適應不同的環境並與其它微生物競爭，而細菌的泳動能力及趨化性與鞭毛

的生合成息息相關 (Blair D.F., 1995)。鞭毛除了在細菌的泳動能力上扮演重要角色

外，在附著 (adhesion)、生物膜的生合成 (biofilm formation) 與 colonisation 的功

能上都是不可或缺的 (Soutourina O. A. & Bertin P. N., 2003)。鞭毛是一種細胞膜上

特化的構造，目前已知參與鞭毛生合成與趨化性的調節基因超過 50 個，並且隸

屬於 17 個操縱組 (operon)，依照在大腸桿菌基因組上的區域不同分為三大群，

第一群基因包含了負責合成鞭毛構造的蛋白質；第二群則是調控鞭毛生合成與鞭

毛運動的基因 motA 與 motB ，還有與趨化性相關的基因；第三群包括鞭毛構造

蛋白、與運送相關蛋白及合成鞭毛時作用之特有的 ζ factor (Chilcott G. S. & 

Hughes K. T., 2000)。 

   在大多數的微生物中，鞭毛是由三種不同的次級結構所組合而成，分別為 

filament、hook 及 basal structure (Silverman M. & Simon M. I., 1977)。 Filament 是

由單個蛋白質次單元 flagellin 所組成，一般情況下 flagellin 次單元蛋白排列呈圓

柱狀，而藉由 flagellin 次單元排列上的改變可以讓  filament 轉變為超螺旋態 

(superhelical form)。當細菌往同一個方向游動 (swimming) 時， flagella 會集成一

束；若鞭毛轉變以滾動 (tumble) 的方式運動時，細胞會停止游動 (Terashima H., et 

al., 2008)。 Hook 位於鞭毛的基部其結構穩定，普遍認為 hook 在 filament 基部

是作為  universal joint 的功能使旋轉運動可以有效的傳送至鞭毛其餘的構造 

(Dimmitt K. & Simon M., 1971)。 Basal body 是鞭毛結構中最複雜的部份，一般而

言在革蘭式陰性菌中 hook 的末端包覆著 4 層環狀結構，由細胞外而內分別為 

L 、 P 、 S 和 M-ring 。 L-ring 與細胞的多醣體接合，而 P-ring 與 peptidoglycan 

連接，最內層的 S 及 M-ring 則是和細胞膜緊密相連  (Ueno T. et al., 1992; 

Schoenhals G. J. & Macnab R. M., 1996)。負責鞭毛運動的 motor (MotA 、 MotB) 

附著於 basal body 外，利用細胞內外的質子濃度差轉換成化學能使鞭毛轉動 

(Thormann K. M. & Paulick A., 2010)。 
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VII. 大腸桿菌鞭毛的生合成及調控機制 

    鞭毛的生合成是由細胞內至細胞外依序合成， 最先合成的是由 FilM 蛋白質

構成位於細胞膜上的 M 及 S-ring ，接下來合成 basal structure (由 FligB、C、F、

G 組成)， FlgI、FlgH 生成 P 及 L-ring 。組成 hook 的次單元會由 basal structure 

運送並聚合，hook 聚合的過程需要 FlgD 的幫助，最後依序加上 filament 才形成

鞭毛 (T. Minamino, et al., 2008)。 

    調控鞭毛生合成的基因可分為 class 1、2、3 。 Class 1 的啟動子負責轉錄早

期表現的 flhDC 操縱組， flhD 及 flhC 負責調節鞭毛的生合成，是非常重要的

調節因子。因此 class 1 的啟動子會被許多不同的環境因子調控例，如溫度、滲透

壓、酸鹼值及生長時期等等，另外像廣泛性調節因子如  H-NS 、 cAMP-CAP 

(catabolite gene activator protein) 都會影響 class 1 啟動子進而影響 flhD 、 flh C

之基因表現 (Chilcott G.S. & Huges K.T., 2000; Apel D. & Surette M. G., 2008)。 

FlhD 、 FlhC 負責啟動 class 2 基因群， class 2 包含與鞭毛運送及 組成 basal 

body 的相關蛋白，其中 fliA 生成的 ζ factor ζ
28 

(RpoF) 會正調控 class 3 的基因，

而細胞內另外一個 anti-ζ factor (FlgM) 會與 FliA 結合以抑制 class 3 基因的表

現，待合成鞭毛 basal body 及 hook 後， FlgM 便會使 ζ
28 活化啟動 class 3 基

因。 class 3 基因包含生成 flagellin 蛋白的 FliC ，與調控 filament 聚合有關的 

FliD 與 hook、motor 及趨化性相關的蛋白質 (Soutourina O. A. ＆ Bertin P. N., 

2003)。微生物在泳動時除了需要鞭毛的生合成外，鞭毛的轉動才是讓微生物可以

泳動的力量來源，許多研究中指出五個基因 motA 、 motB 、 fliG 、 fliM 及 fliN 

可能參與在調節鞭毛的轉動。 MotA 及 MotB 是細胞膜上形成質子運送通道過程

中不可或缺的蛋白質， MotB 使 motor 在鞭毛轉動時可以穩定、牢固的附著在細

胞壁上，並且有效的傳遞轉動的力量讓鞭毛運動。每個  motor 都具有多個 

MotA-MotB 複合體使 motor 可以獨立行使轉動功能 (T. Minamino, et al., 2008)。 

 

 



 

9 
 

VIII. DUF28 ( Domain of Unknown Function 28 ) 蛋白家族與相關研究 

大腸桿菌基因 yebC 及 yeeN 隸屬於 DUF28 (Domain of Unknown Function 28) 

蛋白質家族，而其功能未知。就生物資訊分析發現在許多物種基因組中都有屬於 

DUF28 蛋白質家族的基因存在，包含人類、老鼠、果蠅、阿拉伯芥、酵母菌皆存

在 DUF28 之基因 (附錄四)。 

    在先前的研究中，發現利用跳躍子  Tn5 插入破壞青枯病菌  (Ralstonia 

solanacearum) 基因組後，得到 RSc2190 (DUF28 蛋白質家族) 突變株，針對其病

原性進行分析後發現在三周大的蕃茄當中其致病力並沒有改變，但於四周大的阿

拉伯芥中 RSc2190 突變株的致病力明顯減弱，故推測該基因可能與青枯病菌之宿

主適應性有關。  2008 年發表的文獻中指出  Pseudomonas aeruginosa 基因 

PA0964 屬於 DUF28 家族蛋白 (又稱為 YebC 家族蛋白) 成員之一，該文獻將其

命名為 pmpR 。 PmpR 蛋白質會與調控 quorum-sensing 的 pqsR 啟動子區域結

合進行負調控，而 pmpR 基因的突變株會影響 P. aeruginosa swarming 泳動力及

生物膜生合成的能力。該研究中指出  PmpR 蛋白質參與調節  P. aeruginosa 

quorum sensing 是藉由與上游基因片段結合的方式進行負調節控 (Liang. H., et al., 

2008)。另外，在針對哺乳類的粒腺體疾病 (萊氏症，Leigh dyndrome) 之研究中發

現，哺乳類中 DUF28 同源蛋白 CCDC44 (coil-coiled domain containing protein 44) 

的基因一旦突變，會造成細胞 COX I 單元蛋白及細胞色素 C 氧化酶 (cytochrome 

c oxidase) 缺失並影響粒腺體 DNA 合成的功能。因為發現 CCDC44 蛋白質在粒

腺體中扮演 COX I 的轉譯活化子的角色，因此又將之命名為 TACOI (translational 

activator of mitochondrially encoded COX I)，但在酵母菌當中所找到的同源基因 

YGR021w 若產生突變卻不會影響粒腺體的轉譯功能 ( Weraarpachai W., et al., 

2009 ) 。 
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IX. 研究目標 

    大部分的物種都有 DUF28 蛋白質，顯示 DUF28 蛋白質具有高度保留性，

在實驗室先前研究中指出酵母菌當中的 DUF28 基因 ( hah1 ) 缺失後，會影響酵

母菌對不同氧化逆境的反應，顯示 DUF28 蛋白質會參與酵母菌調節氧化逆境的

能力 ( 附錄八 ) 。由於 DUF28 蛋白質普遍存在於個物種間，在酵母菌中參與調

節氧化逆境，因此想要了解在原核生物中 DUF28 蛋白質究竟扮演何種功能。而

某些菌種具有兩個 DUF28 同源蛋白，進而利用模式生物大腸桿菌研究其兩個 

DUF28 蛋白質 ( YeeN、YebC ) 是具有相同或者是相異的功能，並期望進一步了

解在不同細菌間 DUF28 蛋白質是否都保留相似的功能。  
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第二章 材料與方法 

 

I. 供試菌株、質體及菌株培養條件 

    論文所使用野生株為 Escherichia coli K-12 BW25113，突變株有 ΔyeeN、ΔyebC、

ΔrecA、ΔrelA、ΔnorR、ΔglnG、ΔparC、Δfur、Δhns、ΔyliH、ΔyceP、ΔbaeR，特性

及來源請見附錄一。本研究中所用之大腸桿菌菌株皆從保存於 -80℃的菌株取出，

劃菌至豐富固態培養基 ( Luria Bertani agar, LB agar ) 上或劃至加入適當抗生素之

培養基，於 37℃ 生長箱培養一天後進行實驗。本論文所使用之質體參照附錄一，

實驗設計之引子序列參照附錄二，實驗所需培養基、藥劑及其他溶液成分參照附

錄三。  

 

II. 大腸桿菌野生株與突變株生物特性分析 

1. 生長曲線分析 

    取單一菌落培養於 LB 或 LB 加 kanamycin 抗生素液態培養基中， 37℃ 

震盪培養 16 小時測量 OD600 吸光值，於 150 mL LB 液態培養基中加入 OD600 < 

0.01 之菌液以 37℃ 震盪培養每半小時測量 OD600 吸光值培養至 36 小時後結

束測量。若是在 M9 培養基中，先將菌液以無菌水洗兩次後回溶於 1 mL 的無菌

水中測量 OD600 吸光值，於 50 mL M9 液態培養基中加入 OD600 = 0.01 之菌液於 

37℃ 震盪培養至 4 小時後開始每兩小時測量其吸光值至 32 小時後結束測量。 

2. 生物膜形成分析 (biofilm formation assay) 

取單一菌落於 LB 或 LB 加 kanamycin 液態培養基 37℃ 震盪培養 16 小

時，將菌液 100 倍稀釋後加入 96 孔盤中每孔菌液體積 150 μL ，於 28℃ 靜置

培養 48 小時後將菌液混勻後以 ELISA reader ( Beckman Culture AD340 ) 測量 

OD570 吸光值後吸去菌液。加入 160 μL 1% 結晶紫 ( crystal violet ) 後靜置 20 分

鐘後吸除並回收結晶紫，取 190 μL 無菌水以 pipetting 的方式清洗三次，將 96 孔
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盤浸入無菌水中清洗兩次，置於 70℃ 烘箱 3 分鐘後取出。加入 180 μL 1% SDS 

以 pipetting 的方式混勻將結晶紫洗下，測量 OD570 。 

3. 泳動能力測定 ( swimming and swarming motility ) 

將單一菌落劃在 LB 或 LB 加 kanamycin 抗生素的固態培養基上培養於 

37℃ 16 小時。以牙籤將菌刮下回溶於 60 μL 無菌水後，取 5 μL 菌液滴於 0.3% 

或 0.5% 洋菜膠培養基 ( 配方見附錄 ) ，靜置培養於 37℃ 12 ~ 14 小時後測量

菌落半徑。 

4. 逆境反應分析 

    分別取野生株及突變株之單一菌落培養於 LB 或 LB 加 kanamycin 液態培

養基中於 37℃ 震盪培養 16 小時。取 1.5 mL 菌液於微量離心管中以 6000 rpm 

離心三分鐘後去除上清液，加入 1 mL 無菌水混合均勻後，以 6000 rpm 離心三分

鐘重複上步驟一次，去除上清液後加入 1 mL M9 液態培養基均勻混合，取 45 μL 

菌液加入 3 mL M9 液態培養基中 37℃ 震盪培養 6.5 ~ 7 小時後測量 OD600 吸

光值。取最終濃度 OD600 0.2 之菌液 0.5 mL 加入 1.5 mL 含測試藥劑之 M9 液

態培養基中， 37℃ 震盪培養 16 小時後測量 OD600 吸光值。 

 

III. YeeN 及 YebC 蛋白質分析 

1. DUF28 蛋白質於大腸桿菌中表現位置之分析 

    利用 ASKA system 具有 GFP 螢光蛋白之質體植入野生株 BW25113 後，取

單一菌落培養於 2 ~ 2.5 mL LB 加 chloramphenicol 抗生素液態培養基中，37℃ 

震盪培養 16 小時。取 1.5 mL 菌液於微量離心管中 以 6000 rpm 離心三分鐘後

去除上清液，以無菌水清洗兩次。去除上清液後加入 1 mL 無菌水均勻混合測量

吸光值 OD600 於 2.5 mL 液態培養基 (LB 或是 M9 加入 0.1 mM 或 0.3 mM 

IPTG) 加入最終濃度小於 OD600 0.01 之菌液分別培養 3.5、5、6、7、9、16、24 小

時後以螢光顯微鏡觀察 (Olympus AX70, UPlan Apo 100X / 1.35 oil iris) ，以 cooled 
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charged-coupled device (CCD) camera 拍攝，並於不同時間點收取樣本置於 -80℃ 

保存備用。 

2. western blotting 

( 1 ) 蛋白質萃取： 

    視菌量多寡以  50 μL ~ 150 μL ddH2O 回溶後加入等體積  4 X SSB 以 

pipetting 方式充分混合後置於 95℃ 5 分鐘。以 13000 rpm 離心 10 分鐘後保留

上清液，取 20 μL 至新的微量離心管進行系列稀釋後以 BSA kit 定量，在其餘樣

品中加入 10 μL β-mercaptoethanol 混勻後置於 -20℃ 冰箱保存。 

( 2 ) SDS-PAGE 置備： 

    用  Bio-Rad 之  Mini-PROTEIN 4 Multi-Casting Chamber 系統進行小型 

SDS-PAGE 。將玻璃板以 95% EtOH 擦拭乾淨，組裝塑膠模型置於墊片上，配置 

separating gel 。於 4.3 mL 去離子水加入 40% acrylamide 3 mL 、 1.5 M Tris pH 8.8 

2.5 mL、 10% SDS 0.1 mL 、 10% APS 0.1 mL 最後加入 TEMED 4 μL 均勻混合

後注入 8 mL 至模型後立即加入 95% EtOH 壓平，待膠體凝固後倒掉 EtOH 。配

置 stacking gel ，於 2.92 mL 去離子水中加入 40% acrylamide 0.5 mL 、 1M Tis 

pH 6.8 0.5 mL 、 10% SDS 40 μL 、 10% APS 40 μL 最後加入 TEMED 4 μL 混合

均勻後於模型中注入 3 mL 立即插入齒梳等待凝固。每個蛋白質樣本皆取 10 mg 

加入適量 2 X loading dye 連同 prestained marker 於 95℃ 加熱 5 分鐘後置於冰

上  3 分鐘後注入孔洞中。以  80V 電壓進行電泳  120 ~ 130 分鐘後進行 

SDS-PAGE 染色及西方墨點轉漬。 

( 3 ) 蛋白質染色： 

    取下  SDS-PAGE 膠片去除  stacking gel 的部分置於保鮮盒中，加入 

commassie blue R-250 染劑蓋過膠體，染色至隔夜後以退染劑 ( 30% methanol，10% 

acetic acid ) 退染。 

( 4 ) 西方墨點法： 
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    將 SDS-PAGE 取下去除 stacking gel 後浸泡於 transfer buffer 中。裁剪適當

大小的  3MM Whatman filter paper 與轉漬用  PVDF membrane (Polyscreen, 

PerkinElmer)，先將 PVDF membrane 以 methanol 浸溼再與 filter paper 浸泡於 

transfer buffer 中。將 transfer buffer 倒入塑膠盆中放入固定夾，由負極開始依序

放入多孔海綿、 filter paper 、 SDS-PAGE 膠體、 PVDF membrane 、 filter paper 

及多孔海綿去除氣泡後將固定夾夾好放入 cassette 中，將 transfer buffer 倒入電泳

槽內至八分滿，並放入磁石後，於 4℃ 供給 20V 電壓及 90 mA 電流轉漬過隔夜。

轉漬完後取下 PVDF membrane ，加入 Ponceau S 染劑染色先行偵測蛋白質轉漬

效率，而後以清水洗去染劑。加入含 5% 脫脂奶粉之 20 mL TBST buffer 室溫下

震盪搖晃 2 ~ 2.5 小時後去除 buffer ，再加入 15 mL TBST buffer 室溫震盪清洗 

5 分鐘兩次。於 10 mL 含 3% 脫脂奶粉之 TBST buffer 加入 1：10000 稀釋倍

數之抗體 ( mouse monoclonal IgGα His-HRP ) 室溫震盪搖晃 2 小時後去除 buffer 

後加入 20 mL TBST buffer 清洗 5 ~ 15 分鐘重覆清洗三次。加入 ECL detection 

reagent (Peroxide solution：Luminol reagent = 1：1)，使用 (Immobilon Western 

Chemiluminescent HRP substrate，Millipore)，反應 1 分鐘後以 LAS3000 (Fujifilm) 

偵測訊號。 

 

IV. 構築互補質體及 Promoter fusion lacZ 質體 

1. 萃取大腸桿菌 genomic DNA 

    取單一菌落培養於 LB 液態培養基中，於 37℃ 震盪培養 16 小時。取一微

量離心管將 1.5 mL 菌液以 13000 rpm 離心 3 分鐘後去除上清液。加入 200 μL 

lysis buffer 以 pipetting 方式混合均勻，再加入 66 μL 5 M NaCl 以 pipetting 方式

充分混合後以 13000 rpm 離心 15 分鐘，取出上清液至新的微量離心管後加入等

體積 chloroform 輕輕反轉數次，混勻後離心 13000 rpm 5 分鐘將上層液取出，加

入兩倍體積 100% EtOH 而後離心 13000 rpm 10 分鐘，去除上清液以 70% EtOH 
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清洗兩次，小心移去上清液後置於桌上待乾，乾燥後以 50 μL 1 X TE buffer 或 1/2 

X TE buffer 回溶。 

2. 聚合酶連鎖反應 (polymerase chain reaction, PCR) 

    設計特定引子以聚合酶連鎖反應增幅目標基因或目標基因 promoter 至 5’ 端

部分序列，取 2 μL 10 倍稀釋的 genomic DNA 當模板，再加入 10 μL 5X Phusion 

HF buffer 、 10 μL 10 mM dNTP 、 10 μM forward 及 reverse 引子各 2.5 μL 及 

0.5 μL Phsion DNA 聚合 (2U/μL)。均勻混合後放入聚合酶連鎖反應器中進行反應。

反應溫度及時間如下： 

Cycle # Denature Annealing Extension 

1 95℃，5 分鐘   

34 95℃，30 秒 T℃，30 秒 72℃，t 分鐘 

1   72℃，5 分鐘 

T：溫度依據引子之 Tm 值，t：時間依據增幅長度設定 (1 kb/ min) 

PCR 之產物取 2 μL 進行 0.8% 瓊脂糖凝膠電泳分析 (90V，30 分鐘) 以確認基

因長度。 

3. 限制酶消化酵素水解及膠體純化 

    將載體與目標 DNA 片段利用限制酶消化水解。取 5 ~ 8 μL 的 DNA 混合 

0.5 μL (20 U/μL) 限制酵素、2 μL 10 X NEB buffer (10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 

mM MgCl2, 1 mM DTT pH 7.9)、 2 μL 1/10 X BSA ，最後加入無菌去離子水使總體

積為 20 μL 。均勻混合後於 37℃ 反應 2 ~ 3 小時，以 1% 瓊脂糖凝膠電泳分析 

( 90V，30~35 分鐘 ) 確定基因之長度後以 Micro-Elute DNA clean/ Extraction Kit 

( Gene Mark ) 進行膠體純化，再以 0.8 % 瓊脂糖凝膠電泳分析 ( 90V，30 分鐘 ) 

以確認 DNA 片段長度。 

4. 載體與目標片段接合 

    將載體 DNA 與目標片段 DNA 利用接合酶 (T4 DNA ligase, New England 
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Biolabs, U.S.A.) 接合。載體與目標 DNA 片段比例為 1：3 ，加入 2 μL 10X T4 

ligation buffer 及 0.5 μL T4 DNA ligase ( 400 U/μL ) ，以無菌去離子水補至最終體

積 20 μL ，均勻混合後置於室溫 2 小時或隔夜後進行熱休克轉型。 

5. 大腸桿菌熱休克轉型作用 

    將勝任細胞自 -80℃ 保存取出放置冰上待融，於 30 ~ 50 μL 勝任細胞中加入 

10 ~ 15 μL 的接合產物，放置冰上 30 分鐘後給予 42℃ 熱休克處理 45 秒，立即

置於冰上 3 分鐘，接著加入 1 mL SOC 培養液，於 37℃ 震盪培養 1 小時，6000 

rpm 離心 3 分鐘去除 800 μL 上清液，將 pellet 以剩餘上清液混勻後塗佈於含適

當抗生素的固態培養基上， 37℃ 培養 16 小時，挑選單一菌落進行實驗。 

6. 萃取大腸桿菌質體 DNA 

    取單一菌落培養於 2 ~ 3 mL LB 液態培養基中，於 37℃ 震盪培養 16 小時。

取一微量離心管將菌液以 13000 rpm 離心 3 分鐘後去除上清液。加入 200 μL 

solution I ，混合均勻 (可震盪) 再加入 400 μL solution II ，輕輕反轉數次放置於

冰上 5 ~ 10 分鐘。加入 300 μL solution III ，輕輕反轉數次後放置於冰上 5 ~ 10 

分鐘。以 13000 rpm 離心 20 ~ 30 分鐘後小心取出上清液放入新的微量離心管。

加入等體積 isopropanol 及 1/10 X 體積 3M NaOAc ，混合均勻後放置於 -20℃ 2 

小時或隔夜。以 13000rpm 離心 5 ~ 10 分鐘，去除上清液後加入 1 mL 75% 酒精

搖晃數次後將酒精盡量吸乾後放置於桌上 5 ~ 10 分鐘待乾，加入 ddH2O 或 

elution buffer 20 ~ 50 μL 回溶。 

7. 製備大腸桿菌電穿孔勝任細胞 

    取 3 至 4 個單一菌落於 LB 或 LB 加 kanamycin 抗生素之液態培養基中 

37℃ 震盪培養 16 小時，測量 OD600 吸光值，於 100 mL LB 液態培養基中加入 

OD600 小於 0.01 之菌液， 37℃ 震盪培養 2 ~ 2.5 小時待 OD600 0.3 ~ 0.5 ， 以 

6500 rpm 4℃ 離心 15 分鐘，去除上清液後放置於冰上再加入 40 mL 冰的 10% 

glycerol ，用力搖晃均勻； 6500 rpm 4℃ 離心 15 分鐘，去除上清液加入 20 mL 
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冰的 10% glycerol ，用力搖晃均勻； 6500 rpm 4℃ 離心 20 分鐘，去除上清液

加入 10 mL 冰的 10% glycerol ，用力搖晃均勻； 6500 rpm 4℃ 離心 25 分鐘，

將上清液取出剩下約 1.5 ~ 2 mL 將 pellet 混勻後分裝至無菌微量離心管每管 

100 ~ 200 μL，置於液態氮中冷凍後保存於 -80℃ 備用。 

8. 大腸桿菌電穿孔轉型作用 

    將勝任細胞自 -80℃ 保存取出放置冰上待融，每管加入 3 ~ 5 μL 的質體 

DNA 混合後放入 cuvette 中，以 2.5kV 、 電壓 5 ms 進行電穿孔後立即加入 1 

mL SOC 培養基於 37℃ 震盪培養 1 小時， 6000 rpm 離心 3 分鐘後留下 200 

μL 上清液，將 pellet 混勻塗佈於含適當抗生素的固態培養基上以 37℃ 培養 16 

小時，挑選單一菌落進行實驗。 

 

V. 大腸桿菌 RNA 樣本置備 

1. 收取大腸桿菌 RNA 樣本 

    取單一菌落培養於 2 mL LB 或 LB 加 kanamycin 抗生素之液態培養基 

37℃ 震盪培養 16 小時後，而後取 1.5 mL 菌液至無菌微量離心管離心 6000 rpm 

3 分鐘，去除上清液加入 1 mL 無菌水以 vortex 方式混勻，離心 6000 rpm 3 分

鐘重複上步驟後去除上清液，加入 1 mL 無菌水混勻。於 6 mL M9 液態培養基中

加入 90 μL 之菌液，37℃ 震盪培養 6 ~ 7 小時測量 OD600 吸光值，將菌液稀釋

於 7 mL M9 液態培養基最終濃度 OD600 0.2 後加入 3 mL 上述菌液至含適當濃

度 paraquat 之 M9 液態培養基中，使 paraquat 最終濃度為 1 μM 、菌液最終濃

度為 OD600 0.05 而總體積為 12 mL 。分別收取於 37℃ 震盪培養 8 小時及 16 

小時之菌液並測量該時間點之 OD600 吸光值，將菌液取至無菌微量離心管後加入 

1/10 X 體積之 stop solution 混勻後離心 6000 rpm 3 分鐘，完全去除上清液置於

液態氮中急速冷凍後保存於 -80℃ 。 

2. 大腸桿菌 RNA 萃取 (使用 High Pure RNA Isolation Kit, Roche) 
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    將上述收取之 pellet 以 200 μL 10 mM Tris pH 8.0 含 4 μL 50 mg/mL 

Lysozyme 回溶，於 37℃ 放置 10 分鐘。加入 400 μL lysis/-binding 混合均勻，

將混合液吸取置於 High Pure Filter Tube 中，與 Collection Tube 合併後，離心 

1000 rpm 30 秒重複此步驟完全至去除上清液。將 10 μL DNase I 加入 90 μL 

DNase Incubation buffer pipetting 混合均勻後小心加入 Filter tube 中，放置室溫 1 

~ 2 小時。加入 500 μL Wash buffer I 離心 1 分鐘 10000 rpm 去除上清液後再加

入 500 μL Wash buffer II 離心 10000 rpm 1 分鐘後倒掉上清液，加入 200 μL Wash 

buffer II 離心， 13000 rpm 2 分鐘去除剩餘 Wash buffer 。將 Filter tube 置於乾

淨無菌微量離心管中，在 Filter tube 內加入 50 ~ 100 μL Elution buffer ，離心 

10000 rpm 1 分鐘。取 1.5 μL RNA 以 Nanodrop 測量 RNA 濃度及 A260/A280 之

比例，另取 2 μL RNA 進行電泳確認 RNA 是否有降解之情形。 

3. 1% 甲醛電泳膠體置備 (1% formaldehyde gel) 

    取 0.4 g agarose 加入 28.844 mL 的去離子無菌水後微波加熱至完全溶解。待

稍微冷卻後立即加入 4 mL 10 X MOPS 及 7.156 mL formaldehyde 均勻混合後倒

入模具中，並插入齒梳待涼凝固備用。取 2 μL RNA 加入 1 μL 10 X MOPS 、 5 μL 

formamide 、 2 μL formaldehyde 、 1 μL 200 μg/μL EtBr 、 1 μL loading dye 放置

於 65℃ 10 分鐘後再置冰上 2 分鐘。將上述樣本取出注入膠體中以 1 X MOPS 

作為 running buffer 以電壓 80V 進行電泳 15 分鐘。 

4. 反轉錄酶反應  (Reverse Transcription 使用  Reverse Transcription System, 

Promega)  

    將 RNA 稀釋為最終濃度 1 mg 、總體積 10.2 μL 後置於乾淨無菌之 200 μL 

微量離心管中加熱至 70℃ 放置 10 分鐘，立即置於冰上 2 ~ 3 分鐘。於該反應

液中再加入 25 mM MgCl2 4 μL 、 10 X Reverse Transcription buffer 2 μL 、 10 mM 

dNTP Mixture 2 μL 、 Random primer 1 μL 、 Recombinant RNasin Ribonuclease 

Inhibitor 0.4 μL 、 AMV Reverse Transcriptase 0.4 μL ，最終總體積為 20 μL 。反
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應流程為 42℃ 1.5 小時、 95℃ 5 分鐘、 4℃ 終止反應。反應完成後取 1.5 μL 

cDNA 以 Nanodrop 定量並置於 -20℃ 保存。 

5. 即時定量聚合酶連鎖反應 (real-time quantitative RT-PCR)  

    取待測基因 10 μM forward 及 reverse prime 各 0.5 μL ，加入 2 X KAPA 

SYBR fast q-PCR master mix 以 pipetting 混合均勻，每管分裝 10 μL 。將 cDNA 

取出以乾淨無菌去離子水稀釋成 200 ~ 400 ng/μL ，取 8 μL 加入至上述反應液中

最終體積為 18 μL ，混合均勻後放入 Real-Time PCR Detection 反應器 (Bio-Rad) 

中進行反應，以 iQ5 軟體 (Bio-Rad) 分析。 

 

VI. yeeN 及 yebC 啟動子活性分析 

啟動子活性測試 (β-galatosidase activity assay) 

    將帶有預測啟動子片段的質體植入野生株中，取單一菌落培養於含 

tetracycline 抗生素之 LB 液態培養基以 37℃ 震盪培養 16 小時，取 1.5 mL 菌

液於微量離心管中以 6000 rpm 離心 3 分鐘後去除上清液，加入 1 mL 無菌水混

合均勻後 6000 rpm 離心 3 分鐘，重複此步驟一次，加入 1 mL M9 液態培養基

均勻混合，測量其 OD600 吸光值。若是測量其 operon 組成，於 2 mL M9 液態培

養基中加入最終濃度 OD600 0.05 之菌液 37℃ 震盪培養 6 小時；若是測量啟動

子之調控，則於 1.5 mL M9 液態培養基中加入適當濃度之測試藥劑後加入 0.5 mL 

OD600 0.2 之菌液 37℃ 震盪培養 6 小時，取 600 ~ 800 μL 次培養之菌液以 

13000 rpm 離心 3 分鐘，去除上清液加入 300 μL Z buffer 震盪懸浮細胞後取出 

150 μL 懸浮液測量 OD600 吸光值。剩餘 150 μL 懸浮液加入 20 μL chloroform 及 

10 μL 0.1% SDS ，震盪 10 秒打破細胞，於 28℃ 放置 5 分鐘。加入 30 μL 4 

mg/mL ONPG 並反轉數次，記錄時間此為 t0 。待反應液略呈黃色後加入 75 μL 

Na2CO3 終止反應，將微量離心管放置冰上並記錄時間，此為 tf 。於 13000 rpm 離

心  10 分鐘，取出  150 μL 上清液測量  OD420 及  OD550 後依照式一計算 
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β-galatosidase 活性。 

U = 
                             

                     
 .......... 式一 

 

VI. 生物統計分析 ( Statistic analysis ) 

    以不同批次實驗數值利用 SAS 統計軟體進行 student’s t-test ，若機率值 ( P

值 ) 小於 0.05 ，表示有顯著差異，若機率值 ( P 值 ) 小於 0.01 ，表示有高度

顯著差異，若機率值 ( P 值 )大於 0.05 ，表示無顯著差異。
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第三章 結果 

 

I. 生物資訊功能性分析 

1. DUF28 蛋白質在不同物種間之演化樹分析與蛋白質 domain 分析  

    為了瞭解  DUF28 蛋白質結構上的特性，及在不同物種之分佈，利用 

EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute) InterPro 資料庫分析 DUF28 蛋白質

家族，結果顯示除了古細菌 (表一)，在真核與原核物種都具有 DUF28 蛋白質。 

DUF28 蛋白質 domain 包含約 230 個胺基酸， Aquifex aeolicus DUF28 蛋白質 

(Aq1575) 的立體結構分為三個 domain ， domain 1 有 α-helix 、 domain 2 和 3 

為 α-helix 與 β-sheet 混合而成 (Shin D. H., et al., 2002)，而該蛋白質立體結構與

大腸桿菌 Escherichia coli 的 DUF28 蛋白質 YebC 頗為相似 (附錄四)，顯示 

DUF28 蛋白質在不同物種間具有高度保留性且在細菌中該蛋白質保有相似的立

體結構。 

2. 不同菌種間 DUF28 同源性蛋白質及演化樹之分析與胺基酸序列之比較 

    為了瞭解在細菌中  DUF28 同源蛋白質的相似性及關聯性，利用  PEC 

(Prolifling of E. coli chromosome) 生物資訊網站 (http://tinyurl.com/2cp8sh3) 及軟

體 VectoNTI 進行分析。從表一中可發現在大多數真細菌當中至少具有一個屬於 

DUF28 蛋白質家族的同源性蛋白，只有極少部份的菌系沒有 DUF28 同源蛋白質，

而在某些細菌當中 (如腸道菌 E. coli) 則具有兩個 DUF28 同源蛋白。 

利用 EMBL-EBI 生物資訊分析及 vector-NTI 將大腸桿菌的兩個 DUF28 蛋

白質 YeeN 及 YebC 與其它不同菌種之 DUF28 蛋白質進行演化分析及胺基酸

序列比對 (圖一)，結果顯示在親緣關係的分群上可將表現 DUF28 蛋白質的細菌

大致分做兩群，一群是 DUF28 同源蛋白與 YebC 較相似之菌種，另一群則是 

DUF28 蛋白質與 YeeN 較為相像之菌種。具有兩個  DUF28 蛋白質之菌種有 

Shigella boydii (soby)、 Shwanella oneidensis (sone) 及 Pseudomonas syringae (Psyr)，
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而其中同為腸道菌的 soby 與 E. coli 的相同度高達 99% (soby 2 : YeeN ; soby 1 : 

YebC)。但只具有一個 DUF28 同源蛋白之菌種則會各與 YeeN 或 YebC 相像，

如 Yersinia pestis (ype) 其蛋白質與 YebC 非常相像 (相同度 93%)，但與 YeeN 

相似度只有 50% 。在親緣關係較遠之菌種如 Aquifex aeolicus 及 Thermotoga 

lettingae ，其 DUF28 蛋白質序列與大腸桿菌胺基酸序列相似度則偏低許多。利

用 Bio-editor 軟體分析比較在大腸桿菌中兩個 DUF28 蛋白質 (YeeN、YebC) 序

列相似度，發現這兩個蛋白質序列相似度約有 50% ，相同度只有 38% (圖二)。

這些結果顯示不同的菌種所保留的胺基酸序列不盡相同，並不會只與大腸桿菌其

中一個 DUF28 蛋白質相似。 

3. 大腸桿菌 yeeN 及 yebC 基因於微陣列資料庫中基因表現 

    為了進一步了解大腸桿菌 yeeN 及 yebC 基因可能參與哪些功能，利用微陣

列資料庫  (NCBI 及  Ecogene database http://ecogene.org/EcoarrayStat.php) 搜尋 

yeeN 及 yebC 在轉錄層次上之表現情況。結果顯示在不同逆境處理下如 (抗生素、

溫度、 H2O2) yeeN 的基因表現量有明顯變化 (上升或下降至少兩倍以上)，而 

norfloxacin 及 spectinomycin 抗生素、溫度或是紫外光處理會使 yebC 基因表現

量有兩倍左右的變化量。這些結果指出 yeeN 會受到較多種類之逆境影響，而改

變其基因表現量 (表二)，顯示 yeeN 可能與逆境調節較為相關。 

    另外在搜尋大腸桿菌基因突變株之微陣列資料也可發現，在某些基因突變株

中 yeeN 或 yebC 基因表現量有明顯的變化。在 ΔrelA 、 ΔrecA 、 ΔyliH 、 

ΔyceP 、 ΔgyrB 及 ΔparC 突變株中 yeeN 基因表現有明顯的變化 (上升或下降

至少兩倍以上)， yebC 則在 ΔbaeR 、 Δhns 、 ΔrecA 、 ΔglnG 、 ΔnorR 、 Δfur 

及 ΔparC 這些突變株中，其基因表現量有兩倍左右之變化。較特別的是 yeeN 及 

yebC 其基因表現在與逆境相關之突變株 ΔrecA 都有上升的趨勢，而在 ΔparC 中

兩基因表現量都有下降的趨勢 (表三)。這些結果顯示 yeeN 及 yebC 基因表現會

受到上述這些基因缺失的影響，推測這些基因可能是可調控 yeeN 或 yebC 功能
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的上游基因。 

 

II. 大腸桿菌突變株 ΔyeeN 及 ΔyebC 之生物特性分析   

1. 生長曲線、生物膜形成及泳動能力測定 

    為了瞭解大腸桿菌中 DUF28 基因缺失後是否影響其正常生長，測量兩突變

株在豐富 (LB) 及貧瘠 (M9) 培養基之生長曲線，可以發現只有 ΔyeeN 其吸光值

稍微偏低，但不論是在豐富或是貧瘠培養基中， ΔyeeN 及 ΔyebC 其生長曲線與

野生株並沒有太大的差異，顯示 yeeN 或 yebC 基因缺失後並不會影響大腸桿菌

的生長情況 (圖三 A 、 B)。 

    生物膜之形成對於微生物的生長及其抵抗環境中逆境的能力扮演重要角色，

為了瞭解 yeeN 或 yebC 基因在大腸桿菌生物膜的生成功能是否改變，進一步測

定野生株及突變株 (ΔyeeN 及 ΔyebC) 生物膜形成，結果顯示兩突變株之生物膜生

成能力都只有些微的增加，顯示 yeeN 或是 yebC 基因在生物膜的形成上並非扮

演關鍵性的角色 (圖三 C)。 

    泳動能力對於微生物在環境適應性上扮演重要角色，進一步測定  yeeN 及 

yebC 突變株之泳動能力。試驗結果中可以發現，兩突變株 (ΔyeeN 及 ΔyebC) 之

泳動力都有極為顯著的增加 (圖三 D)。顯示 yeeN 及 yebC 基因參與調控大腸桿

菌的泳動能力，並且扮演重要的角色。 

 

2. 逆境耐受性測試及相關基因表現 

    在先前的研究中指出在酵母菌中 DUF28 基因 (hah1) 參與在抵抗氧化逆境

之調控，因此測試野生株與突變株 (ΔyeeN 及 ΔyebC) 抵抗氧化逆境能力有何改變。

發現在 paraquat 處理 16 小時 ΔyeeN 對於 parquat 的抵抗能力有明顯增加的現

象 (圖四)，結果顯示 yeeN 參與調節 paraquat 所產生的氧化逆境；但在 H2O2 及 

tertiary-butylhydroperoxide (tBOOH) 處理下，由於菌落之間結果差異過大，分析多
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次實驗所得結果目前尚無法確認兩突變株對於此兩種氧化逆境因子之耐受性是否

增加 (附錄五)。 

    微陣列資料庫顯示 yeeN 或 yebC 之基因表現會受到不同抗生素處理有明顯

的變化 (表二)，進一步測試 ΔyeeN 及 ΔyebC 對於抗生素逆境的耐受性有何變化。

發現在野生株及突變株  (ΔyeeN 及  ΔyebC) 中，處理抗生素  rifampicin 、 

spectinomycin 、 norfloxacin 及 novobiocin 之生長情形並沒有明顯的差異 (圖五)，

顯示 yeeN 或 yebC 基因並沒有參與大腸桿菌抵抗這些抗生素的耐受性。 

    由氧化逆境特性分析結果中發現 yeeN 突變後可能影響氧化逆境的調節，為

進一步了解 yeeN 是否參與調控氧化逆境相關基因之表現，利用即時定量 PCR 比

較野生株與 yeeN 突變株中與調控氧化逆境相關基因 (soxR 、 soxS 、 oxyR 、 

fumC 、 katG 及 sodA) 的 RNA 表現量是否有改變。發現 yeeN 突變株與野生株

在未處理 paraquat 時這些基因的表現量都沒有明顯的變化，但 yeeN 突變株在處

理 paraquat 八小時後上述基因之表現量都有明顯增加的現象 (附錄六)，但由於目

前僅只有一次結果，尚無法有一定論。 

 

III. 驗證 yeeN 及 yebC 基因功能 

1. 互補株之分析 

    為了進一步驗證 yeeN 缺失確實會影響大腸桿菌之泳動能力，利用帶有 yeeN 

基因的 IPTG 誘導質體 pCA24N 植入 ΔyeeN 中，測試其泳動能力結果顯示在加

入 0.3 mM IPTG 誘導 YeeN 表現後，泳動能力有明顯下降的趨勢 (附錄七)。為

驗證 yeeN 缺失確實會影響大腸桿菌抵抗 paraquat 之氧化逆境的能力，利用利用

帶有 yeeN 基因的 IPTG 誘導質體 pCA24N 植入 ΔyeeN 中，但由於影響因子眾

多 (IPTG、抗生素及 paraquat)，結果並無法下一定論。因此改採用低複製數之泛

寄主質體 pUFR047 質體將 yeeN 基因及其啟動子片段放入該質體，植入 yeeN 

突變株進行互補，實驗結果發現互補株抵抗 paraquat 的能力有下降 (圖六、附錄
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十)，顯示 yeeN 基因確實參與大腸桿菌泳動能力及抵抗 paraquat 的能力之調節。  

    利用帶有 yebC 基因的 IPTG 誘導質體 pCA24N 植入 ΔyebC 中，測試其泳

動能力結果顯示在加入 0.3 mM IPTG 誘導 YebC 表現後，泳動能力有明顯下降的

趨勢 (附錄七)，因此可說明 yebC 基因在大腸桿菌調控泳動能力上確實扮演重要

角色。 

 

IV. YeeN 及 YebC 蛋白質表現位置之觀察 

    為了瞭解 YeeN 及 YebC 在細胞內之功能，利用 YeeN、YebC 與綠螢光蛋白 

(GFP) 融合法分析 YeeN 及 YebC 蛋白質於大腸桿菌中分布情形，以螢光顯微鏡

觀察其分布，並以西方墨點檢測其蛋白質表現量。 

進行觀察時同時處理對照組 (empty vector, pCA24N)，結果顯示對照組並不會

產生螢光，利用 VectorNTI 檢測後確認 pCA24N 上 GFP 序列具有 start codon ，

但由西方墨點法分析結果中得知， pCA24N 並不會生成 GFP ，以上結果顯示若

pCA24N 質體未攜帶任何基因，則 GFP 不會表現，因此不會有 GFP 生成。 

 

1. YeeN 蛋白質表現位置及分布情形 

( 1 ) YeeN 蛋白質於不同濃度 IPTG 處理下之分佈情形 

    在 0.1 mM IPTG 處理時， YeeN 蛋白質在生長對數期早期 (early log phase) 

會均勻分布在細胞質中，到對數期中期 YeeN 蛋白質開始呈點狀分布並且持續至生

長停滯後期 (stationary phase) 皆觀察到有點狀分布的現象 (圖七 A 、 C)。於 0.3 

mM IPTG 誘導下在生長對數期早期 (early log phase) 便有出現點狀分布的情形，

且持續至生長後期皆然 (圖七 B 、 D)，顯示 YeeN 蛋白質於細胞中分佈呈點狀

分布的形式。 

( 2 ) YeeN 蛋白質處理 paraquat 環境中於不同濃度 IPTG 之分佈情形 

    處理 0.6 M paraquat 情況下， 細胞生長延遲， 在 0.1 mM IPTG 的條件中 
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YeeN 蛋白質在生長延遲期 (lag phase) 便有點狀聚集的現象 (圖七 A ，圖八 A)，

並且至生長對數期 (log phase) 皆有點狀聚集的情形。而處理 0.6 M paraquat 情況

下，於 0.3 mM IPTG 條件中，同樣在生長延遲期早期 (early lag phase) 便有點狀

聚集的現象，並持續至生長對數期 (log phase) 皆然 (圖七 B， 圖八 B)。顯示 

YeeN 蛋白質在處理 paraquat 氧化逆境中，亦會促使點狀聚集的情形。 

( 3 ) YeeN 蛋白質於低養環境中處理不同濃度 IPTG 之分佈情形 

    於貧瘠培養基 (M9) 中 0.1 mM IPTG 處理下， YeeN 蛋白質在生長進入對數

期 (log phase) 時會出現聚集的情形 (圖九 A 、 C)，而在 0.3 mM IPTG 情況下，

YeeN 蛋白質在生長延遲期 (lag phae) 便開始聚集 (圖九 B 、 D)。顯示 YeeN 蛋

白質在低營養環境下亦會促使點狀聚集的情形。 

( 4 ) YeeN 蛋白質於不同濃度 IPTG 處理下蛋白質含量之分析 

    比較 YeeN 在生長對數早期 (early log phase) 處理 0.1 mM (尚未聚集) 及 

0.3 mM IPTG (已聚集) 之蛋白質量變化，結果顯示 YeeN 在 0.3 mM IPTG 處理下，

蛋白質量較多，推測 YeeN 蛋白質含量會影響 YeeN 於細胞內點狀聚集之情形 

(圖十三)。 

    由以上結果顯示， YeeN 蛋白質在細胞中當蛋白質量達一定程度後，會開始

出現點狀聚集，且 YeeN 蛋白質在 paraquat 氧化逆境及低養環境的情況下會促使

點狀聚集之分佈情形。 

 

2. YebC 蛋白質表現位置及分布情形 

( 1 ) YebC 蛋白質於不同濃度 IPTG 處理下之分佈情形 

    0.1 mM IPTG 處理下， YebC 蛋白質在生長停滯期後期 (late stationary phase) 

出現聚集的情形，其聚集的型態與 YeeN 不同，呈現分段的現象 (圖十 A 、 C)，

而在 0.3 mM IPTG 處理下， YebC 蛋白質同樣在生長停滯期後期 (late stationary 

phase) 出現分段聚集的現象 (圖十 B 、 D)，結果顯示 YebC 蛋白質在生長停滯
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後期會出分段聚集的情形。 

( 2 ) YebC 蛋白質處理 paraquat 環境中於不同濃度 IPTG 之分佈情形 

    處理 0.6 M paraquat 情況下，細胞生長延遲， 0.1 mM IPTG 的條件中 YebC 

蛋白質在不同生長時期皆不會有分段聚集的現象 (圖十 A ，圖十一 A)。而同樣

處理 0.6 M paraquat 情況下，於 0.3 mM IPTG 條件中，YebC 蛋白質亦不會有分

段聚集的情況 (圖十 B ， 圖十一 B)，結果顯示 YebC 蛋白質不會受到 paraquat 

氧化逆境影響而改變分佈情形。 

( 3 ) YebC 蛋白質於低養環境中處理不同濃度 IPTG 之分佈情形 

    在貧瘠培養基 (M9) 中 0.1 mM IPTG 濃度處理下， 不論細胞處於何種生長

期時， YebC 蛋白質不會有分段聚集的情形 (圖十二 A 、 B)，在 0.3 mM IPTG 處

理中亦然 (圖十二 A 、 C)，結果顯示 YebC 蛋白質不會受到低養環境影響而改

變分佈情形。 

( 4 ) YebC 蛋白質於不同濃度 IPTG 處理下蛋白質含量之分析 

    分析 0.1 mM IPTG 處理下 YebC 蛋白質於停滯期 (16 小時，尚未聚集) 與

停滯後期 (24 小時，分段聚集) 的蛋白質量並無明顯的改變。但在 0.3 mM IPTG 

處理下，停滯後期 (24 小時，分段聚集) 的蛋白質量有明顯變多的情形 (圖十三)，

結果顯示 YebC 蛋白質分段聚集的情形與蛋白質含量無關。 

    由以上結果顯示， YebC 蛋白質不論在 paraquat 氧化逆境或低養環境的處理

下，都不會出現聚集的情形。但在細胞進入停滯期後期 (late stationary phase) 時， 

YebC 便會出現分段聚集的情形，且這種分段聚集的現象與蛋白質含量無關。 

 

V. yeeN 、 yebC 之 operon 組成與調控 

1. yeeN 之 operon 組成與調控 

    利用 KEGG 網站分析發現 yeeN 與其前面兩個基因 shiA 及 amn 有相同的

轉錄方向 (圖十四 A)， Softberry 生物資訊分析預測 yeeN 前端可能有自己的啟
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動子 (附錄十一)。利用 β-galatosidase 分析啟動子活性之實驗結果顯示 yeeN 及 

amn 皆具有可調控自身轉錄表現的啟動子 (圖十四 、 B)。進一步分析不同生長

時期之 yeeN 及 amn 啟動子活性，發現在貧瘠培養基 (M9) 中 yeeN 及 amn 的

啟動子在生長對數期 (log phase) 就有很高的表現活性，而隨著進入不同生長時期，

其活性也會隨之增加 (圖十四 C)。 

    在先前實驗中已知 ΔyeeN 突變株對於不同氧化逆境的抵抗力有明顯增加的

現象，為了進一步瞭解 yeeN 基因是否受到這些逆境調控，利用不同逆境處理加

以測試 yeeN 啟動子的活性是否有改變。結果顯示在不同氧化逆境  (H2O2 、 

paraquat 、 tBOOH)處理後 yeeN 的啟動子活性有明顯下降的趨勢，但在處理抗生

素 norfloxacin 的測試中 yeeN 的啟動子活性與對照組並無明顯差異，因此氧化逆

境確實會影響 yeeN 的啟動子的活性 (圖十四 D)。  

 

2. yebC 之 operon 組成與調控 

利用 KEGG 網站分析可知 yebC 與其前後三個基因 aspS 、 nudB 及 ruvC 

有相同的轉錄方向 (圖十五 A)， Softberry 生物資訊分析預測 asps 及 nudB 基

因有自己的啟動子，而 yebC 及 ruvC 則無 (附錄十一)。利用 β-galatosidase 分

析 aspS 、 nudB 、 yebC 及 ruvC 啟動子活性，實驗結果顯示在生長對數期 (log 

phase) aspS 前端有一強烈啟動子，故 aspS-nudB-yebC-ruvC 可能屬於同一操縱子 

(圖十五 B)。進一步分析不同生長時期之各基因啟動子活性，發現 aspS 的啟動子

活性會持續表現並隨著生長時期而增加， nudB 則是完全沒有偵測到其啟動子活

性， yebC 及 ruvC 的啟動子則在生長進入對數期 (log phase) 時才有明顯增加並

持續表現的現象 (圖十五 C)，結果顯示 yebC 啟動子會受到生長時期而有所變

動。 

進一步瞭解 aspS-nudB-yebC-ruvC operon 是否受到氧化逆境或抗生素逆境調

控，利用不同氧化逆境 (H2O2 、 paraquat 、 tBOOH) 及抗生素 norfloxacin 處理
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分析在不同生長期各基因啟動子活性的變化。結果顯示 aspS 啟動子活性在生長早

期會受到不同氧化逆境有些微抑制的情形，但不會受到 norfloxacin 抗生素的影響。

而 yebC 及 ruvC 啟動子不論在氧化逆境或抗生素逆境下，皆不會有明顯的改變 

(圖十五 D)。顯示 aspS-nudB-yebC-ruvC operon 不會受到氧化或抗生素逆境的影

響而改變其啟動子活性。 

 

VI. 上游可能參與調控 yeeN 或 yebC 基因表現之突變株特性分析 

    搜尋大腸桿菌基因突變株之微陣列資料，結果顯示 yeeN 及 yebC 基因表現

會受到 (ΔrelA 、 ΔrecA 、 ΔnorR 、 ΔglnG 、 ΔparC 、 Δfur 、 Δhns 、 ΔyliH 、 

ΔyceP 及 ΔbaeR) 上述基因缺失的影響 (表三)，推測這些基因可能是調控  yeeN 

或 yebC 功能的上游基因。而由於先前發現 yeeN 及 yebC 突變株在泳動力及抵

抗 paraquat 氧化逆境之能力有明顯增加，因此為了瞭解這些基因在泳動力及抵抗

氧化逆境上是否參與調節 yeeN 或 yebC ，先進行突變株 (ΔrelA 、 ΔrecA 、 

ΔnorR 、 ΔglnG 、 ΔparC 、 Δfur 、 Δhns 、 ΔyliH 、 ΔyceP 及 ΔbaeR) 特性

分析，並進一步分析 yeeN 啟動子在這些突變株於氧化逆境下之表現情形。 

 

1. 泳動能力分析 (swimming motility) 

    為了瞭解上述突變株在泳動能力上有何變化，進行泳動能力分析發現在 

ΔrelA 、 ΔglnG 、 Δhns 、 ΔyceP 及 ΔbaeR 突變株的泳動能力都有明顯增加， 

ΔrecA 及 ΔparC 之泳動力則有些微降低的情形，而 ΔnorR 、 Δfur 及 ΔyliH 的

泳動能力則與野生株 (BW25113) 無明顯差異 (圖十六 A)。顯示 relA 、 glnG 、 

hns 、 yceP 、 ΔbaeR 、 recA 及 parC 這些基因可能參與泳動能力之調節。 

 

2. 氧化逆境測試 (paraquat) 

    為了瞭解上述突變株在抵抗 paraquat 氧化逆境有何改變，進行 paraquat 逆境
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測試，結果顯示突變株 ΔrecA 、 ΔnorR 、 ΔparC 及 Δhns 對 paraquat 耐受性

明顯較野生株強，而 ΔrelA 對 paraquat 之耐受性則較野生株低。突變株 ΔglnG 、 

Δfur 、 ΔyliH 、 ΔyceP 及 ΔbaeR 則與野生株無顯著差異 (圖十六 B)。顯示 recA 、 

norR 、 parC 、 hns 及 relA 可能參與氧化逆境之調控。  

 

3. yeeN 之啟動子在不同突變株中受 paraquat 處理後其表現情形 

    為了解在細胞遭受氧化壓力下， yeeN 基因會受到哪些基因影響，進一步檢

測於 paraquat 氧化逆境下有明顯反應之突變株 (ΔrecA 、 ΔnorR 、 ΔparC 、 Δhns 

及 ΔrelA) 中 yeeN 啟動子之表現情形。結果顯示在正常情況下於生長早期， yeeN 

啟動子活性在 ΔrecA 及 ΔrelA 突變株中明顯受到抑制，在其他突變株 ΔnorR 、 

ΔparC 及 Δhns 中則無顯著差異。但於生長早期處理 paraquat 的情況下，所測定

突變株中只有 ΔrelA 突變株的 yeeN 啟動子活性沒有受到抑制；而在 Δhns 中 

yeeN 啟動子只受到些微的抑制 (圖十七 A)。正常情況下於生長後期，只有 Δhns 

突變株中 yeeN 啟動子活性有明顯增加。於生長後期處理 paraquat 之結果顯示，

在 ΔrecA 突變株中 yeeN 之啟動子不會受到抑制。因此在正常情況下， recA 及 

relA 基因會於生長早期正調控 yeeN 啟動子活性，在生長後期 hns 基因則會負調

控 yeeN 啟動子表現。而在 paraquat 氧化逆境中，生長早期 relA 及 hns 基因可

能參與調節 yeeN 啟動子活性；在生長後期 yeeN 啟動子則會受到 recA 基因之調

節 (圖十七 B)。 
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第四章 討論 

 

I. DUF28 蛋白質廣泛存在於各物種中，且立體結構十分相似 

    在表一中可見在目前已知序列的古細菌中都不含有 DUF28 的同源性蛋白，

而大部份真細菌都具有至少一個屬於 DUF28 蛋白質家族的同源性基因，只有極

少部份的真細菌不含有 DUF28 蛋白質。古細菌與真細菌在構造、代謝及演化上

都有明顯的區別，推測 DUF28 蛋白質可能在古細菌與真細菌歧異調節中扮演重

要的角色，才會被廣泛保留在各種真細菌甚至是各個物種中。文獻指出 YidC 蛋

白質為一膜蛋白，在細菌中其功能主要是幫助其他蛋白質運送至膜內，且在粒腺

體及葉綠體當中都存在其同源蛋白，並且經由互補實驗證明在細菌及葉綠體中具

有相似的功能 (Chen M., et al., 2002)。在某些細菌如腸道菌中同時存在著兩個隸屬

於 DUF28 蛋白質的成員，有可能是因為它們所生存的環境所需才會同時存在著

兩個，例如  Escherichia coli 、  Shigella boydii 、  Shwanella oneidensis 及 

Pseudomonas syringae 。除了 E. coli 與 S. boydii 同為腸道菌， S. oneidensis 主

要生存在深海中，為厭氧菌； P. syringae 則為好氧性植物病原菌。但在這些同時

存在著兩個隸屬於 DUF28 蛋白質成員的菌種除同為革蘭氏陰性菌外並無特殊共

通點。因此未來可以利用 heterologous complementation 的方式，進行跨菌種表現

基因進一步了解這些同樣擁有兩個 DUF28 蛋白質的菌種，其 DUF28 蛋白質是

否與大腸桿菌中的 DUF28 蛋白質有相似功能。 

    由圖二結果顯示， YeeN 及 YebC 蛋白質的胺基酸序列上的相同性不高。先

前文獻 (Shin D. H. et al., 2002) 中指出 DUF28 蛋白質的立體結構中預測有兩個

活化位置，該活化位置的胺基酸 (Thr -103 及 Cys-129) 在不同菌種中具有高度保

守性。並且預測這個活化位置有可能會與受質或金屬離子結合，例如氯離子、硫

離子、醋酸鹽離子、鈣離子及鎂離子等等。雖然 DUF28 蛋白質的胺基酸序列在

同一菌種相同度不高 (圖二)，但在立體結構部分，由先前研究顯示大腸桿菌的 
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YebC 蛋白質其立體結構與 Auifex aeolicus 中的 DUF28 蛋白質 (Aq1575) 十分

相似，因此推測 DUF28 蛋白質可能在不同物種中保留的是其立體結構，而非保

留相同的胺基酸序列。先前針對鐵硫錯合物結構之研究顯示，含有鐵硫錯合物的

蛋白質若功能相近會有保留相似的半胱胺酸側基 (cysteine) 的分布甚至保留相似

的結構 (吳， 2005 ； Beinert H., 2000)。亦有文獻指出 YidC 、 Oxa1 及 Alb3 

insertases 這三個蛋白質在細菌、粒腺體及葉綠體當中保留類似的結構及相近的功

能 (Funes S., et al., 2011)。而在 Pseudomonas aeruginosa 中已用 EMSA 實驗證實 

DUF28 蛋白質會與 DNA 序列 (pqsR promoter 序列) 結合，並藉此調控基因表現 

(Liang H., et al., 2008)， 未來需利用 EMSA 驗證在大腸桿菌中 DUF28 蛋白是否

會與調節 quorum sensing 或氧化逆境相關啟動子之序列結合進而調控基因表現。 

 

II. yeeN 與 yebC 在調節泳動能力上具有相似的功能 

    在 yeeN 或 yebC 突變株的生物特性分析中， ΔyeeN 及 ΔyebC 泳動力明顯

增加，但 yeeN 或 yebC 基因突變後並不會影響大腸桿菌的生長，且 yeeN 或 

yebC 突變株生物膜形成只有些微增加，故在兩突變株中泳動力的增加與生長速度

及生物膜形成並無明顯關聯。檢測與鞭毛生合成相關基因表現得知，在 yeeN 及 

yebC 突變株中這類基因表現都有明顯增加的現象 (附錄七， Chou I.C.)，可以推

測在大腸桿菌調節鞭毛生合成過程中， DUF28 基因有負調控的功能。而藉由互

補實驗進一步驗證 yeeN 及 yebC 的基因功能，可以確知這兩基因對於大腸桿菌

的鞭毛生合成功能有顯著的影響。而以上結果推論這兩基因在鞭毛生合成上有基

因功能重複 (function overlapping) 的現象。 

    文獻指出調控鞭毛的 flhDC 轉錄因子會受不同環境因子及全面性調控因子

影響期表現，例如溫度、滲透壓、酸鹼值、H-NS 及 cAMP-CAP (catabolite gene 

activator protein) (Soutourina O. A. & Bertin P. N., 2003)。鞭毛生合成會受到外在環

境因子影響，或許可以說明為何 yeeN 基因同時具有負調節氧化逆境及鞭毛生合
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成的能力，當氧化壓力存在時 yeeN 基因表現量下降，進而影響鞭毛生合成相關

基因表現量上升。如此可藉由氧化逆境相關基因表現量增加，使細胞耐受性增加；

鞭毛合成加速，也可使細胞遠離氧化壓力較高的環境。 

 

III. yeeN 參與大腸桿菌氧化逆境的調控 

    藉由突變株特性分析發現 yeeN 缺失後抵抗 paraquat 氧化逆境的能力增加 

(圖四)，利用互補實驗進一步驗證 yeeN 基因功能實驗結果顯示，互補株抵抗 

paraquat 氧化逆境的能力有明顯下降的現象 (圖六)，進一步檢測 yeeN 啟動子活

性及其調控結果顯示， yeeN 的啟動子在每個生長時期都有表現，且在不同氧化

逆境處理下 yeeN 的啟動子活性皆有明顯降低的情形 (圖十四)。因此得知 yeeN 

確實會受到氧化逆境的影響，進而降低基因表現量，由此實驗結果推測 yeeN 基

因在氧化逆境的調控上可能扮演負調節的角色。除了外生性氧化逆境外，細胞在

代謝過程中也會產生內生性的氧化壓力 (Storz G., and Imlay J.A., 1999)，藉此說明 

yeeN 基因表現量，在不同生長時期及氧化壓力存在下會受到不同的調控。另外由

蛋白質位置分析結果顯示， YeeN 蛋白質超過一定量之後呈點狀分布的現象，且

在 paraquat 氧化逆境及低養環境下都會促使 YeeN 聚集 (圖七至九)。有文獻指出，

當細菌遭遇到環境中的逆境或生長時期改變時，部分蛋白質會出現聚集的現象 

(Sabate R., et al., 2010 ; Ziętkiewicz S. & Liberek K., 2010)，因此推論當大腸桿菌遭

遇環境的變化如氧化逆境或是低養的情況， YeeN 蛋白質會因應這些改變進而聚

集。先前實驗結果顯示 yeeN 基因在抵抗氧化逆境的過程中可能扮演負調控的角

色，進一步推測當細胞中的 YeeN 負調節蛋白表現過量時，會促使這些蛋白質產

生聚集，使細胞可以行使正常功能。因此當細胞遭遇環境壓力時會促使 YeeN 進

行聚集，讓大腸桿菌得以調節自身基因表現來因應環境改變，因此推論 YeeN 蛋

白質可能參與大腸桿菌對環境適應上的功能調節。未來需利用即時定量 RT-qPCR 

進一步檢測氧化逆境相關基因表現，找出 yeeN 可能參與的調控路徑，並檢測 
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YeeN 蛋白質於逆境之表現量，驗證細胞處於逆境中會促使 YeeN 蛋白質聚集。 

    研究指出生物膜的形成對於細菌抵抗環境中的逆境扮演重要的角色 (Ito A., et 

al., 2009)。但由生物膜生合成分析發現 yeeN 基因突變後其生合成能力只有些微增

加，顯示 yeeN 基因在生物膜的形成上並非扮演關鍵性的角色，因此推論 yeeN 缺

失會增加抵抗 paraquat 這類的氧化逆境，但與生物膜的形成並無關連。 

    綜合以上實驗結果發現 yeeN 基因與調節氧化逆境有關，這與酵母菌中的 

DUF28 基因 hah1 具有相似的功能。實驗室先前研究觀察到酵母菌的 DUF28 基

因位於粒線體中，而其突變株 (Δhah1) 抵抗 H2O2 氧化逆境的能力有明顯增加的

趨勢，但對於 paraquat 及 tBOOH 兩種氧化逆境較為敏感，結果顯示 hah1 確實

會因應不同氧化逆境來調節氧化逆境相關基因的表現 (附錄八；陳， 2009)。綜合

在大腸桿菌及酵母菌中的實驗結果，發現在不同物種 (原核或真核生物) 當中， 

DUF28 基因扮演著調節氧化逆境之功能。內共生學說 (Endosymbiotic theory) 提

出粒線體及葉綠體之胞器，是源自細胞將細菌包吞至胞內衍生而成；粒腺體是源

自  proteobacteria ，而葉綠體由  cyanobacteria 演變而來  (Sagan L., 1967 ; 

Blanchard J. L. & Lynch M., 2000)。由此假說推測，細菌中 DUF28 基因參與在氧

化逆境的調節，在演化至真核生物的過程中 DUF28 蛋白質家族同樣保留了類似

的功能。亦有文獻指出革蘭式陰性菌及粒腺體的外膜蛋白質 porin 具有類似的聚

合及運送模式 (Zeth K., & Thein M., 2010)。哺乳類之罕見疾病萊式症，為粒腺體

基因點突變造成電子傳遞鏈中酵素缺失所致，文獻指出哺乳類中 DUF28 同源蛋

白 (CCDC44) 基因位於粒腺體當中，當 CCDC44 突變會使 COX I 單元蛋白及細

胞色素 C 氧化酶 (cytochrome c oxidase) 缺失並影響粒腺體 DNA 合成的功能 

(Weraarpachai W. et al., 2009)，顯示 DUF28 蛋白質在哺乳類中位於粒腺體且扮演

重要角色。以上結果得知在酵母菌粒腺體中 DUF28 基因與大腸桿菌中的 yeeN 

基因功能相近，且在哺乳類中 DUF28 蛋白質位於粒腺體中，因此推論在不同物

種中 DUF28 基因保留的功能皆與調節氧化逆境相關。未來或許可利用跨物種表
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現基因的方式，進一步驗證 DUF28 基因於不同物種中皆保留調節氧化逆境之功能

性。  

    綜合以上結果， yeeN 基因參與大腸桿菌對氧化逆境之調節並扮演負調控的

角色，與生物膜調節無關，且在不同物種中可能保留參與氧化逆境調節之功能。 

 

IV. yeeN 可能不參與抗生素逆境之調節 

    在微陣列資料庫顯示 yeeN 基因會受到不同抗生素所調控，但經實驗測試後

發現， ΔyeeN 對不同抗生素的耐受性並無明顯增加 (圖五)。另外 yeeN 基因表現

在本實驗中並不會受到抗生素所調節，這個結果與微陣列資料庫中的結果不符，

可能因為在本實驗使用的條件與資料庫文獻中的不同所致。文獻指出這類殺菌型 

(bactericidal) 抗生素主要是藉由產生有害的氫氧根離子  hydroxyl radicals, OH∙
-
)，

進行 Fenton 反應進而殺死細菌 (Kohanski M.A., et al., 2007)。但在本實驗中發現 

yeeN 突變株抵抗 paraquat 氧化逆境的能力較佳，但對於這類抗生素的耐受性並

無明顯增加，故推測 yeeN 突變株對於調節氫氧根離子含量的能力並無增加，因

此猜測 yeeN 基因是由 OxyR 或 SoxRS 轉錄因子進行氧化逆境的調控。但由於

氫氧根離子在細胞中存在時間非常短暫，因此難以測量氫氧根離子在細胞內的含

量，未來可能需進一步測定 yeeN 突變株中，與調節氫氧根離子相關基因之表現

才能確認 yeeN 基因是否參與其中。 

 

V. yebC 可能參與逆境之調節 

    在特性分析中， yebC 基因缺失後在氧化、抗生素逆境耐受性及生物膜生合

成上都與野生株並無明顯差異，因此推測 yebC 基因與逆境調節並無直接關連。

測定不同生長時期 yebC 啟動子活性結果顯示，但 yebC 的啟動子則要在對數期

至停滯期才會開始表現 (圖十五)， yebC 基因在生長後期表現時，亦不會受到氧

化逆境或是抗生素處理而影響其表現量，進而推測 yebC 基因與大腸桿菌抵禦逆

境並無直接關連。但特別的是在實驗室先前的研究中，針對兩突變株 (ΔyeeN、



 

36 
 

ΔyebC) 與野生株 (BW25113) 進行 DNA 微陣列分析， 經生物資訊搜尋並以功能

性做分 (附錄十二)，結果顯示與碳水化合物、胺基酸、核酸及脂質代謝相關的基

因在 ΔyeeN 或 ΔyebC 突變株中基因表現量會有兩倍以上的變化。其中尚有與逆

境相關的基因如運輸蛋白 (transporter、ABC transporter) 及 stress response protein 

也都會有兩倍以上的改變。而與氧化逆境調節相關的基因如 soda 、 soxS 、 fumC 

(fumarate hydratase) 、 fecA (ferric citrate ourter membrane transporter) 及 sufA (Fe-S 

cluster assembly protein) 也包含其中。這些基因在正常情況培養下的 yebC 突變株

中，基因表現就會有改變，因而推測雖然 yebC 突變株對 paraquat 氧化逆境的耐

受性並未明顯增加，但可能還是參與調節部分逆境相關基因的表現。另外，在 yeeN 

突變株中過度表現 yebC 基因之互補株其抵抗 paraquat 氧化逆境的能力也會下

降 (圖六)。由結果推測，雖然 yebC 基因沒有參與在抵抗氧化逆境的調節上，但

過度表現同為 DUF28 家族的基因 yebC ，藉由基因表現量的增加也可以補強 

yeeN 基因功能。可能由於蛋白質立體結構上的相似性，造成這樣的現象。最近研

究指出具病原性之大腸桿菌菌系 O157:H7 (EHEC)，其外膜蛋白質 intimin ，與另

一菌系 (EPEC) 的外膜蛋白十分相似可以互補並且與宿主受體蛋白  Tir 接合 

(Yong Yi, et al., 2010)。因此推測同類的蛋白質過度表現的情況下，可以補足缺乏

其中一個蛋白質不足的功能。綜合上述兩實驗結果進一步說明，在逆境調節上， 

yebC 還是會參與部分基因調節。因此推測 yebC 與 yeeN 基因在氧化逆境調節上

可能還是具有部分功能上的重複性。未來可進一步檢測 yebC 突變株對於其他逆

境之反應，並利用 EMSA 進一步檢測， YeeN 及 YebC 蛋白質所調節的基因區

域是否相同；或是檢測蛋白質交互作用，找出 YeeN 及 YebC 共同作用的蛋白質，

進而了解這兩個蛋白質如何進行功能上的互補。 

 

VI. yebC 與 yeeN 是否參與 quorum sensing 之調節 

    在特性分析發現 yebC 基因與逆境調節並無直接關連。測定不同生長時期 

yebC 啟動子活性結果顯示，但 yebC 的啟動子則要在對數期至停滯期才會開始表
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現 (圖十五)，可以推論 yebC 及 yeeN 基因可能具有不同的功能所以才會有不同

的調控方式。 YebC 蛋白質位置結果發現，YebC 蛋白質不論在何種處理下，蛋

白質皆均勻分布於細胞質中不會有聚集的情形，但在停滯期後期 YebC 則會出現

分段聚集的現象，進一步利用西方墨點法檢測蛋白質含量推測 YebC 分段聚集的

現象可能與蛋白質的含量並無關連，而可能與細胞的生長時期有關。先前實驗顯

示 yebC 會負調節鞭毛的生合成，其啟動子於對數期才會開始有活性且在生長至

停滯期達最高，而 YebC 蛋白質在細胞進入停滯期後期才有聚集的現象。先前文

獻指出 P. aeruginosa 中  DUF28 基因 (PA0964)，會參與調節細菌的  quorum 

sensing (Liang H., et al., 2008)，而 quorum sensing 是細菌調節族群數量的方式之一，

當細菌由對數期生長至停滯期時，細菌便會藉由 quorum sensing 進行族群量的調

節 (Ahmer B. M. M., 2004)，綜合以上結果推論 yebC 可能與調節 quorum sensing 

有關。因此，大腸桿菌中的 yebC 基因可能與 P. aeruginosa 的 DUF28 基因 

(PA0964) 有類似的功能。但 yeeN 是否參與調節 quorum sensing ，則需進一步實

驗證實。未來需利用 EMSA 來檢測 YebC 及 YeeN 蛋白質是否與 PA0964 同樣

有與調節 quorum sensing 啟動子結合之能力，藉此確認大腸桿菌中 YebC 及 

YeeN 確實參與調節 quorum sensing 。 

 

VII. 參與泳動力及氧化逆境調節之上游基因特性分析   

    經由微陣列資料庫所搜尋可能參與調節 yeeN 或 yebC 的基因，檢測這些基

因突變株的泳動力及氧化逆境的特性後，結果發現 ΔrelA 、 ΔglnG 、 Δhns 、 

ΔyceP 及 ΔbaeR 突變株之泳動能力有增加， ΔrecA 及 ΔparC 則些微降低。目前

已知在大腸桿菌中 recA 缺失會影響鞭毛推進的能力，而 recA 參與調節 swarming 

motility (Gómez-Gómez J.M., et al., 2007)，針對 hns 的研究指出 hns 基因會正調

節鞭毛生合成相關基因 flhDC (Krin E., et al., 2010)。另有文獻指出 yceP 缺失會使

鞭毛生合成相關基因表現量上升，且參與調節大腸桿菌生物膜生成 (Domka J., et 
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al., 2006)。對於 relA 、 glnG 、 baeR 及 parC 如何參與調節泳動力之研究甚少，

未來可進一步針對上述基因進行泳動力調節相關研究。在氧化逆境部分， ΔrecA 、 

ΔnorR 、 ΔparC 及 Δhns 突變株對 paraquat 氧化逆境耐受性增加，而 ΔrelA 較

為敏感。已知在 H2O2氧化逆境下 recA 表現量上升，參與修復遭受氧化逆境損害

之 DNA (Takechi S., et al., 2009) 目前 norR 、 parC 、 hns 及 relA 於 paraquat

氧化逆境中所扮演的角色並不清楚，相關研究較少，本論文首次發現這些基因可

能參與調節 paraquat 所生成之氧化逆境，未來可進一步針對這些基因於氧化逆境

之調節作較深入之研究與探討。 

 

VIII. recA 在氧化逆境下可能參於調節 yeeN 基因 

     yeeN 啟動子的活性分析結果顯示，正常環境中 ΔrecA 中 yeeN 啟動子活性

有明顯降低的現象，推測在正常生長情況下 recA 會正調控 yeeN 之啟動子表現。

先前研究中指出 recA 參與在 DNA 複製及修復上，一旦 recA 突變後會使細胞較

易產生自體突變 (Cox M. M., 2003) 且 recA 突變株對於 UV 及 H2O2 的逆境較

為敏感，另外也有文獻指出 recA 基因不會受到 paraquat 的誘導但會受到 H2O2 

誘導使表現量增加 (Storz G., et al., 1990)，進一步推測 yeeN 基因可能參與 DNA 

複製及修復功能。與 yebC 屬同一操縱子的  ruvC 基因已知為核酸內切酶是 

RuvABC resolvasome 成員之一，參與切除 Holliday junction ， ruv C 突變株對於 

UV 也具有高度敏感性，因此猜測 yebC 有可能參與調節 DNA 修復。綜合上述

現象可進一步推測大腸桿菌中 DUF28 基因 (yeeN 及 yebC) 可能參與修復 DNA 

的功能。在未來須以實驗證實，例如檢測 ΔyeeNΔyebC double mutant 對 UV 之耐

受性，及與 DNA 修復之相關基因表現來加以驗證。 

 

IX. relA 於正常環境中正向調控 yeeN，但在氧化逆境下並無直接參與調節 yeeN  

    yeeN 啟動子的活性分析結果顯示，正常環境中 ΔrelA 中 yeeN 之啟動子活性

有明顯降低的現象，推測在正常生長時 relA 會正調控 yeeN 之啟動子表現。relA 為 
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(p)ppGpp synthetase ，在大腸桿菌中 ppGpp 已知為全面性調控因子，在缺乏胺基

酸時會抑制 rRNA 的合成 (Magnusson L. U., 2005)；除此之外，也作為細胞感受

外界環境變化之訊息分子 (Foster. P. L., 2007)。目前研究僅指出 relA 基因缺失對

於 H2O2 之氧化逆境耐受性增加 (DiDonato L. N., et al., 2006)，但並未有研究指出 

relA 基因對於 paraquat 氧化逆境之反應為何。由實驗結果得知，於生長早期正常

環境中 yeeN 啟動子會受到抑制，因此推測 yeeN 之表現會受到 relA 的正調控。

由文獻得知 relA 參與調節細胞遭受營養匱乏之相關逆境反應 (stringent response)，

因此進一步推測 yeeN 可能也會參與細胞調節營養匱乏之逆境反應，但 relA 是否

直接調節 yeeN 之表現則需利用互補的方式加以驗證，也可能是由 ppGpp 調控因

子感應周遭環境後，間接由其他基因影響 yeeN 啟動子的活性。而 relA 突變株經 

paraquat 逆境處理後，其 yeeN 啟動子與在正常情況下的表現並沒有差異皆受到

抑制，但 relA 突變株抵抗 paraquat 氧化逆境的能力較差，因而推測在氧化逆境

下 relA 基因並無直接參與調節 yeeN。進一步推測 ΔrelA 對於 paraquat 較敏感

與 yeeN 調節氧化逆境之方式無關，而 relA 如何藉由其他途徑參與 paraquat 氧

化逆境的調節則需進一步研究加以了解。 

 

X. 在鞭毛生合成過程中 hns 基因可能參與調節 yeeN 

    在泳動力、氧化逆境特性分析結果顯示 hns 基因缺失對於 paraquat 氧化逆境

的耐受性有明顯上升，但目前對於 hns 基因與氧化逆境之間的關聯性並不清楚。

但在生長後期  yeeN 啟動子活性在  hns 突變株中不論是正常情況或是處理 

paraquat 情況下都有明顯增加的現象，顯示不論正常環境或氧化逆境下 hns 負調

節 yeeN 之啟動子活性，因而推測 hns 與 yeeN 調節氧化能力並無直接關聯性。

但有許多研究指出在鞭毛生合成上，hns 扮演重要的調節角色，當 hns 缺失時 E. 

coli 泳動力下降，與鞭毛生合成相關基因如 flhDC 表現量也明顯下降，鞭毛生合

成能力因此降低 (Bertin P.,et al., 1994 ; Ko M. & Park C., 2000)。藉由先前研究進一
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步推論 hns 基因在生長後期會負調控 yeeN 啟動子，使 yeeN 基因無法抑制 

flhDC 的基因表現，讓鞭毛生合成能力增加，而 hns 基因也會啟動 flhDC 基因表

現促使鞭毛生成。另外也有部份研究指出，hns 會受到不同環境因子影響，如冷休

克或生長時期的調節等等，但 yeeN 基因是否與這些環境因子有關需做進一步的

實驗瞭解。 

 

XI. 結語 

綜合以上結果， yeeN 參與氧化逆境調節；而 yebC 則對氧化逆境耐受性不

會有直接影響，在啟動子組成及調節上也可發現， yeeN 具有自身的啟動子並且

會受到氧化逆境影響而被抑制； yebC 則在生長後期才會有啟動子的表現，其啟

動子活性也不會受到氧化逆境影響而有變化，可以推論 yebC 及 yeeN 基因可能

具有不同的功能所以才會有不同的調控方式。 YeeN 蛋白質的分布情形呈現點狀

聚集，並會受到氧化逆境及低養環境的影響促使聚集； YebC 蛋白質除在生長後

期會有分段聚集的情形外，其他生長時期皆是均勻分布，且不會受到氧化逆境及

低養環境的影響而有所變化。進一步推論， yeeN 及 yebC 基因同屬 DUF28 蛋

白質家族成員，在調節鞭毛生合成上具有功能重複性，但這兩者在大腸桿菌中同

時也具有不一樣的功能， yeeN 可能與環境中逆境的調節有關，尤其是參與在氧

化逆境的調節，而 yebC 基因可能參與在族群數量上的調控 (quorum sensing)。 
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第五章 未來展望 

    未來需製作 yeeN 及 yebC 同時突變之 double mutants 突變株，進一步確認

大腸桿菌中 DUF 28 基因在生長、氧化及抗生素逆境上有何影響。 

    針對不同菌種中 DUF28 蛋白質之功能可利用 heterologous complementation 

進行跨菌種或跨物種間表現基因，進一步推測有 DUF28 蛋白質的菌種或物種，

其 DUF28 蛋白質是否與大腸桿菌中的 DUF28 蛋白質有相似 ( 參與調節氧化逆

境 ) 的功能。 

    大腸桿菌 yeeN 基因參與調節氧化逆境，檢測 YeeN 蛋白質於氧化逆境之表

現量，驗證細胞處於逆境中會促使 YeeN 蛋白質聚集。對於 yeeN 可能參與之調

控路徑，可利用即時定量 RT-qPCR 檢測氧化逆境及調節氫氧根離子相關基因表現，

推測其調節氧化逆境之相關機制，並針對氧化磷酸化相關基因進一步做測試。可

藉由 relA 之互補株測定其中 yeeN 之表現量驗證 relA 是否直接調節 yeeN。對於

ppGpp 是否與參與調節 yeeN 基因表現可利用測定細胞內在正常環境下之 ppGpp 

的含量，並藉由添加 ppGpp 檢測 yeeN 基因表現量有何變化，進一步找出 ppGpp 

與 yeeN 基因調節上有何關聯。 

    對於其他可能位於上游調節之基因突變株參與泳動力及氧化逆境之調節，可

進行更多功能性的研究做進一步探討。 
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表一、在不同菌種中之 DUF28 蛋白質家族 

Phylum  Order  No. of  

species / strains 

analyzed 
a
 

No. of DUF28 

proteins present 
b
 

Archaea       

  Crenarchaeaora  Sulfolobales  2/4  0  

Euryarchaeota  Halobacteriales  4/5  0  

   Methanococcales  2/6  0  

   Thermococcales  2/4  0  

Eubacteria    

Acidobacteria  Acidobacteriales  2/2  1  

Actinobacteria  Actinobacteriales  20/48  1  

Bacteroidetes  Flavobacteriales  3/4  0 ~ 2  

Chlorobi  Chlorobiales  9/15  1  

Chlamydia  Chlamydiales  2/13  1  

Cyanobacteria   9/30  0 ~ 1  

Chloroflexi  Chloroflexales  4/7  1  

Deinococcus-Thermus   2/4  1  

Firmicutes  Bacillales  5/42  1 ~ 2  

 Clostridiales  11/29  1  

 Lacterobacillales  7/45  1 ~ 2  

Tenericutes   6/18  0 ~ 1  

Fusobacteria  Fusobacteriales  2/2  1  

Proteobacteria   Caulobacterales  1/2  1  

α subdivision Rhizobiales  14/35  1  

 Rhodobacterales  8/11  1  

 Rhodospirillales  3/6  1  

 Rickettsiales  7/23  1  

 Sphingomonadales  5/5  1  

    β subdivion Burkholderiales  12/36  1  

 Hydrogenophilales  1/1  1  

 Methylophilales  1/1  1  

 Neisseriales  2/6  1  

 Nitrosomonadales  2/3  1  

 Rhodocyclales  3/4  1  
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續表一    

δ subdivion  11/17  1 ~ 2  

   ε subdivion  7/20  0 ~1  

γ subdivion Enterobacteriales  14/49  0 ~2  

 Aeromonadales  1/2  1  

 Alteromonadales  7/23  1 ~ 2  

 Cardiobacteriales  1/1  1  

 Chromatiales  3/3  1  

 Legionellales  2/4  1  

 Methylococcales  1/1  2  

 Oceanospirillales  4/4  1 ~ 2  

 Pasteurellales  4/11  1  

 Pseudomonadales  3/19  1 ~2  

 Thiotrichales  2/9  1  

 Vibrionales  2/8  1 ~ 2  

 Xanthomonadales  2/10  1  

Spirochaetes  Spirochaetales  3/12  1  

Thermotogae  Thermotogales  3/6  1  

 

利用 PEC (Prolifling of E. coli chromosome)生物資訊網站(http://tinyurl.com/2cp8sh3)

進行分析。a. 本表中所分析同一目的菌種 / 菌系個數。b. 在該目的菌種中 DUF28

同源蛋白的個數。 

  



 

51 
 

表二、搜尋微陣列資料庫中大腸桿菌 yebC 及 yeeN 於不同逆境處理之基因表現量 

Treatment / Experiment 

Expression level 
a
 

(fold increase or decrease) 

References
c
 

yebC  yeeN   

kanamycin or w/ spectinomycin 2.46 3.55 (1) 

ampicillin or w/ spectinomycin 2.45 2.23 ~ 3.83 (1) 

norfloxacin -2.17 ~ 2.46 2.43 ~ 16.17 (1)，(2)，(3) 

norfloxacin or w/ spectinomycin  --- 
b
 19.66 ~ 35.99 (1) 

ofloxacin  --- 7.89 (4) 

novobiocin  --- 15.77 ~ 17.28 (2) 

rifampin --- -2.00 (3) 

0.1MPa vs 30MPa  --- -3.70 (5) 

37℃ vs 28℃or 37℃ vs 33℃ 2.04 -5.78~ -2.22 (6) 

hydrogen peroxide (H2O2) --- -2.73 ~ -2.35 (7) 

No UV vs UV  2.14 ~ 2.67 --- (8) 

 

a. yebC 或 yeeN 基因表現量在處理逆境後之改變倍率。 

b. --- 表示在該文獻中 yebC 或 yeeN 基因表現量並未有兩倍以上或以下之變化。採

用微陣列資料庫(NCBI 及 Ecogene database http://ecogene.org/EcoarrayStat.php)搜

尋並分析。 

c. references 以編號代表內容如下， 

(1) Kohanski M.A., et al.,2007 (2) Peter B.J., et al., 2004 (3) Shaw K.J., et al., 2003 (4) 

Kaldalu N., et al., 2004 (5) Ishii A., et al., 2005 (6) Gadgil M., et al., 2005 (7) Zheng M., 

et al., 2001 (8) Courcelle J., et al., 2001。 
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表三、生物資訊搜尋微陣列資料庫中大腸桿菌 yebC 及 yeeN 之基因表現量 

a. yebC 或 yeeN 基因在該突變株中表現量改變之倍率。 

b. 在該突變株中 yebC 或 yeeN 基因表現量有兩倍以上之變化。 

Experiment  Gene description Fold of expression 

change 
a
 

Ref.
d
 

yebC  yeeN  

Purine metabolism   

ΔrelA ppGpp synthetase I/GTP 

pyrophosphokinase  

 -7.9~26  (1)，(2) 

ΔrelAspoT bifunctional (p)ppGpp synthetase II/    

pyrophosphohydrolase  

2.14 -3.1  (1)，(3) 

Homologous recombination   

ΔrecA (also 

stress related) 

DNA strand exchange and 

recombination protein 

↑
b
 ↑ (4) 

Biofilm related   

ΔbssR (yliH)  conserved protein (biofilm regulator)   3.4 (5) 

ΔbssS (yceP)  predicted protein (biofilm regulator)   4.1  (5) 

ΔbasS basR   2.2   (6) 

Two component systems   

ΔglnG  fused DNA-binding response 

regulator in two-component 

regulatory system with GlnL  

2.1   (7) 

ΔbaeR  DNA-binding response regulator in 

two-component regulatory system 

with BaeS  

15   (8) 

Unknown      

ΔnorR  DNA-binding transcriptional 

activator  

-2.2   (9) 

Δhns  global DNA-binding transcriptional 

dual regulator H-NS  

6.3   (10) 

ΔgyrB  DNA gyrase, subunit B   2.7~ 4.7 (11) 

Δfur  DNA-binding transcriptional dual 

regulator of siderophore biosynthesis 

and transport  

2. ~ 2.3  (12) 

ΔparC  DNA topoisomerase IV, subunit A  ↓
c
 ↓ (13) 



 

53 
 

c. 在該突變株中 yebC 或 yeeN 基因表現量有兩倍以下之變化。 

利用微陣列資料庫(NCBI 及 Ecogene database http://ecogene.org/EcoarrayStat.php )

搜尋並分析。 

d. references 以編號代表內容如下， 

(1) Traxler M.F., et al., 2008 (2) Sabina J., et al.,2003 (3) Aberg A., et al.,2009 (4) 

Jeong K. S., et al.,2006 (5) Domka J., et al., 2006 (6) Hagiwara D., et al., 2004 (7) 

Zimmer D.P., et al., 2000 (8) Nishino K., et al., 2005 (9) Mukhopadhyay P., et al., 2004 

(10) Hommais F., et al., 2001 (11) Peter B.J., et al., 2004 (12) Abed N., et al., 2007 (13) 

Sangurdekar D. P., et al., 2006。 

  



 

54 
 

 
 

圖一、不同菌種 DUF28 蛋白質之親緣關係及胺基酸序列相似性 

a. 菌種名稱之縮寫，若該菌種中有兩個 DUF28 同源蛋白分別以 1、2 表示。菌種

全名分別為 sboy：Shigella boydii、ypes：Yersinia pestis、sone：Shwanella oneidensis、

paer：Pseudomonas aeruginosa、psyr：Pseudomonas syringae、reut：Ralstonia eutropha、

rso：Ralstonia solanacearum、ngon：Neisseria gonorrhoeae、xcam：Xanthomonas 

ctetcampestris pv. Campestris、ctet：Clostridium tetani、lbre：Lactobacillus brevis、

spyo：Streptococcus pyogenes、bcer：Bacillus cereus、saur：Staphylococcus aureus、
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mflo：Mesoplasma florum、fjoh：Flavobacterium johnsoniae、ccon：Campylobacter 

concisus、ctra：Chlamydia trachomatis、atum：Agrobacterium tumefaciens、ecan：

Ehrlichia canis、syne：Synechococcus sp.、aqeo：Aquifex aeolicus、tlet：Thermotoga 

lettingae、maqu：Mycobacterium avium、dole：Desulfococcus oleovorans。 

b. YebC 的胺基酸序列與其他菌種之 DUF28 胺基酸序列其相同度 (%)。 

c. YeeN 的胺基酸序列與其他菌種之 DUF28 胺基酸序列其相同度 (%)。 

以 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/網站分析親緣關係圖，利用 Vector NTI

軟體比較胺基酸序列相同及相似度。  
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圖二、大腸桿菌 DUF28 蛋白質胺基酸序列比對 

利用 Bioeditor 軟體分析 YeeN 及 YebC 胺基酸序列相同及相似度。黑色表示相同胺

基酸，灰色表示具有相似特性之胺基酸。 
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圖三、大腸桿菌 DUF28 蛋白質突變株 ( ΔyebC 及 ΔyeeN ) 之生物特性分析 

(A) 野生株、ΔyebC 及 ΔyeeN 在豐富液態培養基(LB)之生長曲線，本實驗共重複兩

次，每重複中均有四次個別數值，由兩次結果計算其平均及標準誤(SE)。(B) 野生

株與 ΔyebC 及 ΔyeeN 在貧瘠液態培養基(M9)之生長曲線，本實驗共重複兩次，每

重複中均有三次個別數值，由兩次結果計算其平均及標準誤(SE)。(C) 生物膜生成

能力之分析本實驗重複三次共30個數值，取所有實驗結果計算平均及標準誤(SE)。

(D) 在泳動能力測試中，利用 0.3% agar 培養基或是 0.5% agar 培養基進行泳動力

測試，共重複四次且趨勢一致。*為顯著差異(P<0.05)，**為高度顯著差異(P<0.01)。 
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圖四、大腸桿菌 ΔyebC 及 ΔyeeN 突變株對 paraquat 生長抑制濃度之測試 

在液態貧瘠培養基(M9 medium)中加入不同濃度的 paraquat 藥劑，測試突變株與野

生株之生長抑制情形，本實驗共重複三次以上共取 25 個數值計算其與未處理組相

除之相對生長量、平均及標準誤(SE)，*為顯著差異(P<0.05)，**為高度顯著差異

(P<0.01) 。 
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圖五、大腸桿菌 ΔyebC 及 ΔyeeN 突變株對不同抗生素生長抑制濃度之測試 

在液態貧瘠培養基(M9 medium)中加入不同濃度的抗生素，測試突變株與野生株之

生長抑制情形，本實驗共重複三次共 9 個數值計算與未處理組相除之相對生長量、

平均及標準誤(SE)。 
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圖六、yeeN 突變株與其互補株對 paraquat 氧化逆境耐受度測試 

在液態貧瘠培養基(M9 medium)中加入不同濃度的 paraquat 藥劑，測試突變株與其

互補株之生長抑制情形，本實驗共重複兩次共取六個數值計算與未處理組相除之

相對生長量、平均及標準誤(SE)。 
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圖七、YeeN 蛋白質於不同濃度 IPTG 處理下之分佈情形 

在豐富培養基(LB)中處理 (A) 0.1 mM IPTG (B) 0.3 mM IPTG 之生長曲線。   ：表

示聚集。 (C) 0.1 mM IPTG (D) 0.3 mM IPTG 於不同生長時期觀察之蛋白質表現分

佈。本實驗均重複兩次以上趨勢一致，呈現一次數值或結果作為代表。  



 

62 
 

 

 

 

圖八、YeeN-GFP 蛋白質處理 paraquat 環境中於不同濃度 IPTG 之分佈情形 

在豐富培養基(LB)中處理 0.6 M paraquat 添加 (A) 0.1 mM IPTG (B) 0.3 mM IPTG

於不同生長時期觀察之蛋白質分佈。本實驗均重複兩次以上趨勢一致，呈現一次

結果作為代表。  
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圖九、YeeN 蛋白質於低養環境(M9)中處理不同濃度 IPTG 之分佈情形 

在貧瘠培養基(M9)中處理 (A) 0.1 mM IPTG 或 (B) 0.3 mM IPTG之生長曲線。 (C) 

0.1 mM IPTG，(D) 0.3 mM IPTG 於不同生長時期觀察之蛋白質分佈。   ：表示聚

集。本實驗均重複兩次以上趨勢一致，呈現一次數值或結果作為代表。 
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圖十、YebC 蛋白質於不同濃度 IPTG 處理下之分佈情形 

在豐富培養基(LB)中處理 (A) 0.1 mM IPTG (B) 0.3 mM IPTG 之生長曲線。   ：表

示聚集。 (C) 0.1 mM IPTG (D) 0.3 mM IPTG 於不同生長時期觀察之蛋白質表現分

佈。本實驗均重複兩次以上趨勢一致，呈現一次數值或結果作為代表。  
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圖十一、YebC 蛋白質處理 paraquat 環境中於不同濃度 IPTG 之分佈情形 

在豐富培養基(LB)中處理 0.6 M paraquat 添加 (A) 0.1 mM IPTG (B) 0.3 mM IPTG

於不同生長時期觀察之蛋白質分佈。本實驗均重複兩次以上趨勢一致，呈現一次

結果作為代表。  
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圖十二、YebC 蛋白質於低養環境(M9)中處理不同濃度 IPTG 之分佈情形 

在貧瘠培養基(M9)中處理 (A) 0.1 mM IPTG 或 0.3 mM IPTG 之生長曲線。(B) 0.1 

mM IPTG，(C) 0.3 mM IPTG 於不同生長時期觀察之蛋白質分佈。   ：表示聚集

本實驗均重複兩次以上趨勢一致，呈現一次數值或結果作為代表。 
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圖十三、YeeN-GFP 及 YebC-GPF 蛋白質含量檢測 

抽取不同時間點之 YeeN-GFP 及 YebC-GFP 蛋白質進行蛋白質膠體電泳分析及

西方墨點法。每個樣本皆取 10 mg 進行電泳，以 His-HRP 作為抗體本實驗共重複

兩次，呈現兩次結果  (A)，(B)。  pCA24N 為空載體作為 negative control 。 

Aggregation -：表示已觀察該蛋白質未有聚集的現象。Aggregation +：表示已觀察

該蛋白質有聚集的現象。
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圖十四、yeeN 操縱子 ( operon ) 組成及調控 

利用 β-galatosidase 分析法檢測 yeeN 操縱子結構及其調控。 (A) yeeN 操縱子組

成圖，     表示轉錄方向；   表示經軟體預測具有啟動子之片段；    表示在

生長早期即有啟動子活性。 (B) yeeN 操縱子組成。 (C) 不同生長時期 yeeN 及 

amn 之啟動子表現活性及生長曲線。 (D) yeeN 啟動子受到不同逆境之調控情形。

本實驗均至少重複兩次以上，每次均有三個數值趨勢一致，呈現其中一次的結果。

*為顯著差異(P<0.05)，**為高度顯著差異(P<0.01) 
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圖十五、yebC 操縱子 ( operon ) 組成及調控 

利用 β-galatosidase 分析法檢測 yebC 操縱子結構及其調控。 (A)  yebC 操縱子

組成圖，     表示轉錄方向；   表示經軟體預測具有啟動子之片段；    表示

在生長早期即有啟動子活性；     表示在生長後期才開始有啟動子活性表現。 (B) 

利用 β-galatosidase 分析法檢測 yebC 操縱子組成。 (C) 不同生長時期 aspS-ruvC 

之啟動子表現活性及生長曲線。 (D) apsS-ruvC 啟動子受到不同逆境之調控情形。

本實驗均至少重複兩次以上，每次均有三個數值趨勢一至，呈現其中一次的結果。 
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圖十六、檢測可能位於 yeeN 或 yebC 上游之基因其突變株的生物特性分析 

(A) 分析不同突變株泳動力(swimming motility)，利用 0.3% agar 培養基培養 14 小

時後測量菌落半徑，本實驗共進行兩次，每次六重複，取所有實驗數值計算平均

與標準誤(SE)。(B) 於貧瘠培養基(M9)中不同突變株對 paraquat 之耐受性，本實驗

共進行兩次以上，每次三重複，所至少五個數值計算與未處理組相除之相對生長

量、平均及標準誤(SE)。*為顯著差異(P<0.05)，**為高度顯著差異(P<0.01)。 

  

W
T

Δye
bC

Δye
eN

Δre
cA

Δre
lA

Δnor
R

Δgl
nG

Δpar
C

Δfu
r

Δhns

Δyi
lH

Δyc
eP

Δbae
R

0.0

0.1

0.2

0.3

0.7

0.8

0.9

1.0 1 μM

2 μM

R
e
la

ti
v
e
 g

r
o

w
th

W
T

Δye
bC

Δye
eN

Δre
cA

Δre
lA

Δnor
R

Δgl
nG

Δpar
C

Δfu
r

Δhns

Δyl
iH

Δyc
eP

Δbae
R

0

1

2

3

4

5

6

7

D
ia

m
e
te

r
 (

c
m

)

(A)

** **

**

**
**

**

**

**
**

*

** **

** ** **
**

**

(B)

**
**



 

71 
 

 

 

圖十七、yeeN 啟動子在不同突變株中處理 paraquat 之表現活性 

利用 β-galatosidase 分析法檢測 yeeN 啟動子在不同突變株中以 0.8 μM paraquat 處理

6 小時(A)及 24 小時(C)其活性表現，並計算其與未處理組相除之相對啟動子表現

量 6 小時及(B)24 小時(D)，本實驗共重複三次以上，每次均有三個數值，趨勢一

致，取 9 個數值計算平均及標準誤(SE)。*為顯著差異(P<0.05)，**為高度顯著差異

(P<0.01)。 
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附錄一、本論文中所使用之菌株及質體 

Strains or plasmids Genotype and description
a
 References 

Escherichia coli strains   

K-12 BW25113 lacI
q 

rrnBT14 ΔlacZWT16  hsdR514 ΔaraBADAH33  

ΔrhaBADLD78  

Datsenko K.A. & 

Wanner B. L., 2000 

K-12 BW25113 ΔyeeN K12 BW25113 ΔyeeN Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

K-12 BW25113 ΔyebC K12 BW25113 ΔyebC Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

K-12 BW25113 ΔrecA K12 BW25113 ΔrecA Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

K-12 BW25113 ΔrelA K12 BW25113 ΔrelA Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

K-12 BW25113 ΔnorR K12 BW25113 ΔnorR Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

K-12 BW25113 ΔglnG K12 BW25113 ΔglnG Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

K-12 BW25113 ΔparC K12 BW25113 ΔparC Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

K-12 BW25113 Δhns K12 BW25113 Δhns Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

K-12 BW25113 Δfur K12 BW25113 Δfur Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

K-12 BW25113 ΔyceP K12 BW25113 ΔyceP Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

K-12 BW25113 ΔyliH K12 BW25113 ΔyliH Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

K-12 BW25113 ΔbaeR K12 BW25113 ΔbaeR Ω Km
r
 Baba T., et al., 2006 

DH5α Transient host of different construct Hanahan, 1983 

   

Plasmids   

pCA24N Cm
r
; lacI

q
, pCA24N Kitagawa M., et al., 

2005 

pCA24N-yeeN Cm
r
; lacI

q
, pCA24N PT5-lac::yeeN-gfp Kitagawa M., et al., 

2005 

pCA24N-yebC Cm
r
; lacI

q
, pCA24N PT5-lac::yebC-gfp Kitagawa M., et al., 
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2005 

pUFR047 Low copy number and broad host range cloning 

vector for gene transfer, Amp
r
, Gm

r
   

De Feyter et al., 

1993 

pUFRyeeNF pUFR047 carrying yeeN and yeeN putative 

promoter region in HindIII, PstI 

This study 

pUFRyebCF pUFR047 carrying yebC and yebC putative 

promoter region in HindIII, PstI 

This study 

pCZ962 Middle copy number vector containing a 

promoterless LacZ reporter for promoter activity 

assay, Ter
r
 

Provided by C. 

Boucher 

pCZ962-PaspS pCZ962 containing putative promoter sequence 

upstream of aspS in HindIII and XbaI 

This study 

pCZ962-PnudB pCZ962 containing putative promoter sequence 

upstream of nudB in HindIII and XbaI 

This study 

pCZ962-PyebC pCZ962 containing putative promoter sequence 

upstream of yebC in HindIII and XbaI 

This study 

pCZ962-PruvC pCZ962 containing putative promoter sequence 

upstream of ruvC in HindIII and XbaI 

This study 

pCZ962-Pamn pCZ962 containing putative promoter sequence 

upstream of amn in HindIII and XbaI 

This study 

pCZ962-PyeeN pCZ962 containing putative promoter sequence 

upstream of yeeN in HindIII and XbaI 

This study 

a. Km
r 
, Cm

r
, Amp

r
, Gm

r
, Ter

r
 are kanamycin, chloramphenicol, ampicillin, gentamycin, 

tetracycline resistance, respectively. 



 

74 
 

附錄二、本論文中所使用之引子及序列 

Primer  Sequence
a  

( 5’ - 3’ ) 

Check of mutant genomic DNA and construct  

k1 GAGTCATAGCCGAATAGCCT 

k2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC 

kt CGGCCACAGTCGATGAATCC 

M13-F GTAAAACGACGGCCA 

M13-R CAGGAAACAGCTATGAC 

Construct for complementation 

yeeNF-047-F GGAAGCTTTAAGTTCTGAACCTTC 

yeeNF-047-R GGCTGCAGTTAGAGATTTGCGACGTTATGA 

yebCF-047-F CCAAGCTTTGGTTCTGTCTTGCGCTTCC 

yebCF-047-R GGCTGCAGTCAGAGAGTCGCTGCGACCT 

Construct for promoter activity assay 

PaspS-F CCAAGCTTATCGACCGGCTGTTTTTG 

PaspS-R GCTCTAGAATTACGCAGTTCAGAGGCCA 

PnudB-F CCAAGCTTTATCCGTGACGTTATCGCCT 

PnudB-R GCTCTAGATCTTCCTTTACTTCGCGCAT 

PyebC-F CCAAGCTTTGGTTCTGTCTTGCGCTTCC 

PyebC-R GCTCTAGATTGCATCATCATCACCGCCC 

PruvC-F CCAAGCTTTTTCCATGATCCCGTCTACC 

PruvC-R GCTCTAGAACTGGGTGATGATTTCCGTC 

Pamn-F CCAAGCTTGCCGCTGCACTCATCACTTA 

Pamn-R GCTCTAGAATTGGTTGTGCTACCGTCCC 

PyeeN-F GGAAGCTTTAAGTTCTGAACCTTC 
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PyeeN-R CCTCTAGATGGAATGATCTCCTCG 

Primer for RT-qPCR assay 

katG-RT-F TCACCAGCATTGTCGGTTTA 

katG-RT-R CGACCCAGTGGAGCAACTAT 

sodA-RT-F GTTGCGCAGTACGGTTTTCT 

sodA-RT-R GGAAATCCACCACACCAAAC 

soxR-RT-F GTATCCGTAACAGCGGCAAT 

soxR-RT-R CATTGGGACGAAAGCTGTTT 

soxS-RT-F ACATAACCCAGGTCCATTGC 

soxS-RT-R ATTGACCAGCCGCTTAACAT 

oxyR-RT-F GAGCCAATGTTGCTGGCTAT 

oxyR-RT-R CGCGGAAGTGTGTATCTTCA 

fumC-RT-F ACCCTAACGACGACGTGAAC 

fumC-RT-R CCTGCAAGTGAGTACGACCA 

gor-RT-F GCCGATTGGTACTGTTGGTT 

gor-RT-R GCCGTGAATACCGACAATCT 

E. coli 16S-RT-F CAGAAGAAGCACCGGCTAAC 

E. coli 16S-RT-R ACCTGAGCGTCAGTCTTCGT 

 

a. 底線標示部分為限制酶切位序列 
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附錄三、本研究中所使用培養基及藥劑配方 

 

1. 培養基 

LB medium ( Sambrook et al., 1989 ) 

Component per Liter 

Typtone 10 g 

Yeast extract 5 g 

NaCl 10 g 

→ Adjust pH to 7.0  

Additional 15 g agar for agar medium  

 

SOC medium ( Sambrook et al., 1989 ) 

Component per Liter 

Typtone 10 g 

Yeast extract 5 g 

NaCl 10 g 

250 mM KCl  

→ Add H2O to 900 mL, adjust pH to 7.0, add water to 990 mL 

→ Autoclave  

1 M MgCl2 10 mL 

1 M Glucose 20 mL 

Additional 15 g agar for agar medium  

 

M9 medium ( Sambrook et al., 1989 )  

5X M9 salt 

Component per Liter 

Na2HPO4‧2H2O 42.63 g 

KH2PO4 15 g 

NaCl 2.5 g 

NH4Cl 5 g 

→ Autoclave  

M9 medium 

Component per Liter 

5X M9 salt 42.63 g 

1 M MgSO4 15 g 

1 M CaCl2 2.5 g 

40% Glucose 5 g 
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H2O 787.9 mL 

Motility agar medium ( Gómez-Gómez J., et al., 2007 ) 

Swimming motility assay Swarming motility assay 

1% Tryptone 1% Tryptone 

0.5% NaCl 0.5% NaCl 

0.5% yeast extract 0.5% yeast extract 

0.3% agar 0.5% agar 

→Autoclave 0.5% glucose 

 →Autoclave 

 

2. 化學藥劑 

β-galatosidase activity 

Z buffer ( Miller, 1972 ) 

Components per Liter 

Na2HPO4‧7H2O 16.1 g 

NaH2PO4‧H2O 5.5 g 

KCl 0.75 g 

MgSO4‧7H2O 0.246 g 

β-mercaptoethanol 2.7 mL 

 

Genomic DNA extraction 

 Lysis buffer 

Components per 100 mL 

50 X TAE 2 mL 

3 M NaOAc 0.67 mL 

20% SDS 5 mL 

 

Alkaline lysis ( Sambrook et al., 1989 ) 

Solution I 

Components per 100 mL 

50 mM Glucose 2.27 mL 

10 mM EDTA 2 mL 

25 mM Tris-HCl ( pH 8.0 ) 2.5 mL 

Solution II 

Components per 100 mL 

10 N NaOH 2 mL 

20% SDS 5 mL 
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Freshly prepared  

Solution III 

Components per 100 mL 

KOAc 29.4 g 

Glacial acetic acid 11.5 mL 
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附錄四、生物資訊分析 DUF28 蛋白質家族  

(A) 生物資訊網站 www.ebi.ac.uk/in terpro/IEntry?ac=IPR002876 分析發現 DUF28 

家族蛋白質普遍存在於各個物種，且並無特殊 domain。(B) 在先前研究中發現

DUF28 蛋白質其立體結構相似性頗高。 
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附錄五、大腸桿菌 ΔyebC 及 ΔyeeN 突變株對 H2O2 及 tBOOH 生長抑制濃度之測試 

(A) 在液態貧瘠培養基(M9 medium)中加入不同濃度 H2O2 或 (B) tBOOH，測試突

變株與野生株之生長抑制情形，H2O2 實驗共重複十八次、tBOOH 共重複二十一次

每次均有三個數值，取所有數值計算與未處理組相除之相對生長量、平均及標準

誤(SE)。 
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 ( one batch)     

 

  (one batch )    

 

 

附錄六、以 RT-qPCR 方式檢測野生株與 yeeN 突變株氧化逆境相關基因之表現 

在貧瘠液態培養基(M9)添加 1 μM paraquat處理 8小時進行氧化逆境相關基因(soxR、

fumC、sodA、oxyR、katG)表現量之檢測。本實驗目前僅有一次的結果。 

  

fumC oxyR soxR 

  

fumC    oxyR     soxR 

 

katG       sodA 
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附錄七、大腸桿菌 yeeN 及 yebC 基因參與調控鞭毛生合成 ( data from Chou I.C. ) 

(A) 在 yeeN 及 yebC 突變株中與鞭毛生合成相關基因之表現。 (B) ~ (D) 分析泳動

力 ( swimming motility 、swarming motility )之互補實驗驗證 yeeN 及 yebC 基因功

能。  
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附錄八、酵母菌 DUF28 基因 ( hah1 ) 參與氧化逆境之調節 ( 陳，2009 ) 

(A) Δhah1 於不同氧化逆境之特性分析。 (B) 互補實驗進一步驗證 hah1 之功能。 

(C) 在 Δhah1 處理不同氧化逆境下，與調節氧化逆境相關基因之表現量分析。 
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附錄九、本實驗所使用進行互補實驗之質體 

(A) 泛寄主低複製數質體 pUFR047 (B) 高複製數 IPTG 誘導質體 pCA24N。 
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附錄十、ΔyeeN 互補株 paraquat 氧化逆境檢測 

(A) batch 1 實驗結果，每互補株各有三個數值。(B) batch 2 實驗結果，每互補株各

有三個數值。
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(A) aspS putative promoter sequence  

tcgaccggctgttttaatgcttcagcgtaatcggcagaccagccaacgcgcaccagaaacacgggctgaccgctggcgcga

aatttcgccgccagcttcccggcgcgattaactacctcatcggcagtatgtggaccaccggcaaaaggtaagatgccttcttgt

aaatcgatcaccaccagcgcagtggttttagcattaagttcaagcataatgactcctgaaaaaacaaaatcgtgcctcacacctt

aatgcgattagccgatggcggaacgacaaattttgttaatttttatgagttcgggcaacacctttatagcaaactggcgtagagtc

tgatttcaggcccgatataaagtggtaacgaggcgttccagcgcgggccaggctcttacggtgcggcagaatttccagtata

atagccgccttttttcattcagttgtgacatacagctaacgctgcgacttggtcacctgcgcagcagggggcatccgccggca

gctaagttaagggatatctcatgcgtacagaatattgtggacagctccgtttgtcccacgtggggcagcaggtgactctgtgtgg

ttgggtcaaccgtcgtcgtgatcttggtagcctgatcttcatcgatatgcgcgaccgcgaaggtatcgtgcaggtatttttcgatc

cggatcgtgcggacgcgttaaagctggcctctgaactgcgtaatgagttctgcattcaggtcacgggcaccgtacgtgcgcgt

gacgaaaaaaatattaaccgcgatatggcgaccggcgaaatcgaagtgctggcgtcctcgctgactatcatcaaccgcgcag

a  

(B)  nudB putative promoter sequence  

tatccgtgacgttatcgccttcccgaaaaccacggcggcagcgtgtctgatgactgaagcaccgagctttgctaacccgactg

cactggctgagctgagcattcaggttgtgaagaaggctgagaataactgatatgactcaaatacacgaaatcattcgcgttgcat

cgaggcggcaactgagtgaactcccatgagcatagataactatgtgaatgggatgagcgaaggcagtcaacgaagaggca

gcgtgaaggataaagtgtataagcgtcccgtttcgatcttagtggtcatctacgcacaagatacgaaacgggtgctgatgttg

cagcggcgtgacgatcccgatttctggcagtcggtaaccggcagcgtggaagagggtgaaaccgcgccgcaagctgccat

gcgcgaagtaaaggaaga  

C)  yebC putative promoter sequence 

tgacgcgtaatacggaatcatggttctgtcttgcgcttccgcacgagcggcagatcgttttcactgaacatctggcttacaagtg

gcttgatgcgcctgctgcggcggcgctcactaagtcctggagcaaccggcaggcgattgaacagtttgtaattaacgctgcct

gaacaggcagggctatctggagatatttttatggcaggtcatagtaaatgggccaacaccagacatcgtaaagctgcgcagg

atgctaagcgcggtaaaatcttcactaaaatcattcgtgagctggtaaccgcggctaagctgggcggtggcgatccggacgc

taacccgcgtctgcgtgcggcggtggataaagcactgtctaacaacatgacccgtgacacactgaaccgcgcaattgcacgt

ggtgtgggcggtgatgatgatgcaa  

(D)  ruvC putative promoter sequence  

gaagtttccatgatcccgtctaccaaagctgatatggatgcagaaaccgcaccgaaactgatgcgtctgatcgatatgctggaa

gattgcgacgacgtgcaggaagtttaccataacggtgaaatctctgatgaggtcgcagcgactctctgatgaggcctgctaa

acagcaaaacggagacgcgtgatggctattattctcggcattgatccgggttcgcgcgtgaccggctacggcgtcatccgcca

ggtaggtaggcaactgtcctacctgggtagcggatgcatccgcaccaaagtggatgatttaccgtctcgtctgaaactcatctat

gcgggcgtgacggaaatcatcacccagt  

 

附錄十ㄧ、 asps-nudB-yebC-ruvC、amn、yeeN 預測之啟動子片段及其與轉錄因子

結合之序列。 
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(E)  amn putative promoter sequence  

gccgctgcactcatcacttactttgccgggaactggcatagcgtcgccatttatttgctggctggatgcctgatttccgcaatgac

cgctttgttgatgaaagacagtcaacgcgcttgatagcctggcgaagatcatccgatcttcgccttacacttttgtttcacatttc

tgtgacatactatcggatgtgcggtaattgtatggaacaggagacacacatgaataataagggctccggtctgaccccagctc

aggcactggataaactcgacgcgctgtatgagcaatctgtagtcgcattacgcaacgccattggcaactatattacaagtggcg

aattacctgatgaaaacgcccgcaaacaaggtctttttgtctatccatcactgaccgtaacctgggacggtagcacaaccaat  

 

(F)  yeeN putative promoter sequence  

taatgagccgccgttccgataataagttctgaaccttcttatcagaaatagatgtgaaggagtaagtaagacacctggcaaatag

cctgcaataatcgtgggctgtttgcttccttgggcggatacgagttttattatcgtcttaatgatttccacatattaaaagcaagtatg

ctttcaaaacacaattataaaaaatcccgccaacaatataagtttttataaaattaaatataagattatggctttagaatatttttatt

tctaatagacgagatttttcctgttatgatataatatgctgaattaacacatgttaacgatttaccagtaatgtaaataaattttcg

aggagatcattccagtgggacgtaaatgggccaatattgt  

 

 

附錄十一、 asps-nudB-yebC-ruvC、amn、yeeN 預測之啟動子片段及其與轉錄因子

結合之序列 ( 續 ) 

nnnn：表示預測 -35 box 序列；nnnn：表示預測 -10 box 序列；nnnn：表示預測

rpoD 15、16、17 或 18 結合序列；nnnn：表示預測 metR 結合序列；nnnn：表示

預測 metJ 結合序列；nnnn：表示預測 deoR 結合序列；nnnn：預測 argR2 或 inf

結合序列。 
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附錄十二、 E. coli 在正常環境下可能被 yeeN 或 yebC 所影響的基因群其功能分類 

大腸桿菌野生株與突變株 (ΔyeeN 及 ΔyebC) 在豐富液態培養基 (LB medium) 中

培養 2 ~ 3 小時後收取樣本並抽取RNA進行微陣列分析(microarray analysis)。 (A) 

在兩突變株中其基因表現皆較於野生株提高兩倍之基因群。 (B) 在兩突變株中相

較於野生株其基因表現皆降低兩倍之基因群。 (C) 在 ΔyeeN 或 ΔyebC 中該基因表

現皆有較野生株提高兩倍之基因群。 (D) 在 ΔyeeN 或 ΔyebC 中該基因表現皆有較

野生株降低兩倍之基因群。 (E) 基因表現提升兩倍之基因群維恩交集圖。 (F) 基

因表現降低兩倍之基因群維恩交集圖。  
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附錄十三、綜合 YeeN-GFP 及 YebC-GFP 蛋白質分佈情形之整理

   YeeN YebC 

Medium IPTG conc. 0.6 mM paraquat 

treatment 

Cell size and 

morphology 

Aggregation Cell size and 

morphology 

Aggregation 

 

 

 

 

 

 

LB 

0.1 mM -  對數期  (log phase)

出現聚集 

 停 滯 後 期  (late 

stationary phase) 出

現聚集 

0.1 mM + 較小，部分呈鏈狀 延遲期  (lag phase)

出現聚集 

較小，部分呈鏈狀 未聚集 

0.3 mM - 較長 對數早期 ( early log 

phase)出現聚集 

較長 停 滯 後 期  (late 

stationary phase) 出

現聚集 

0.3 mM + 較小，部分呈鏈狀，

16 小時後略為延長 

延遲早期 (early lag 

phase)出現聚集 

較小，部分呈鏈狀，

16 小時後略為延長 

未聚集 

 

 

M9 

0.1 mM - 較 LB 中略短  

 

延遲期  (lag phase)

出現聚集 

較 LB 中略短  

 

 

0.3 mM - 較 LB 中略短  

 

延遲期  (lag phase)

出現聚集 

較 LB 中略短  
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附錄十四、大腸桿菌微陣列資料庫中可能參與調控 yeeN 或 yebC 基因表現之上游基因，其突變株生物資訊、特性分析及 yeeN 啟

動子在不同突變株中於貧瘠培養基(M9)之表現情形

Gene name recA relA norR glnG 

Function DNA strand exchange and 

recombination protein with 

protease and nuclease activity 

 

-- enzyme; DNA replication, 

repair,restriction/modification  

---(p)ppGpp synthetase I/GTP 

pyrophosphokinase  

---enzyme; Global regulatory 

functions  

---DNA-binding 

transcriptional activator 

---putative regulator; Not 

classified  

---fused DNA-binding 

response regulator in 

two-component regulatory 

system with GlnL:sigma54 

interaction protein  

---regulator; Amino acid 

biosynthesis: Glutamine  

Mutants phenotype
a
 Temperature, UV sensitive Pleiotropic phenotype 

temperature sensitive  

Sensitive to nitoprusside & 

NO; resistance to quindones  

Temperature sensitive, 

increase nitrogen regulator I 

Swimming motility
b
  1.05 cm 3 cm 1.35 cm 4.23 cm 

Paraquat tolerance
c
 ↑ ↓ ↑ = 

yebC expression
d
 ↑ --- -2.22  2.14 

yeeN expression
e
 ↑ -7.941~26 --- --- 

yeeN promoter 

activity (6hr, -)
f
 

0.64 0.5 1.01 / 0.39 --- 

yeeN promoter 

activity (6hr, +)
g
 

0.47 0.91 0.39 --- 

yeeN promoter 

activity (24hr, -)
h
 

0.82 0.81 1.2 --- 

yeeN promoter 

activity (24hr, +)
i
 

1.04 0.65 0.65 --- 
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附錄十四、大腸桿菌微陣列資料庫中可能參與調控 yeeN 或 yebC 基因表現之上游基因，其突變株生物資訊、特性分析及 yeeN 啟 

動子在不同突變株中於貧瘠培養基(M9)之表現情形 (續) 

Gene name fur parC hns baeR 

Function ---DNA-binding 

transcriptional dual regulator 

of siderophore biosynthesis 

and transport  

---regulator; Global 

regulatory functions  

---DNA topoisomerase IV, 

subunit A  

---enzyme; DNA replication, 

repair,restriction/modification 

---global DNA-binding 

transcriptional dual regulator 

H-NS  

---regulator; Basic proteins - 

synthesis, modification  

---DNA-binding response 

regulator in two-component 

regulatory system with BaeS  

---regulator; RNA synthesis, 

modification, DNA 

transcription  

Mutants phenotype
a
 Slow growth hypersensitive 

to acid and H2O2 

--- Decrease in motility and 

flagella number delay growth  

--- 

Swimming motility
b
 1.35 cm 0.55 cm 2.08 cm 1.3 cm 

Paraquat tolerance
c
 = ↑ ↑ = 

yebC expression
d
 2.03 ~ 2.28 ↓ 6.31 15  

yeeN expression
e
 --- ↓ --- --- 

yeeN promoter 

activity (6hr, -)
f
 

--- 0.82  1.12  --- 

yeeN promoter 

activity (6hr, +)
g
 

--- 0.63 0.8 --- 

yeeN promoter 

activity (24hr, -)
h
 

--- 0.92 2.15 --- 

yeeN promoter 

activity (24hr, +)
i
 

--- 0.58 0.8 --- 
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附錄十四、大腸桿菌微陣列資料庫中可能參與調控 yeeN 或 yebC 基因表現之上游基因，其突變株生物資訊、特性分析及 yeeN 啟 

動子在不同突變株中於貧瘠培養基(M9)之表現情形 (續) 

 

Gene name yliH (bssR) yceP (bssS) 

Function ---conserved protein 

---putative factor; Not classified  

(Blast =>biofilm regulator) 

---predicted protein 

(Blast =>biofilm regulator) 

Mutants phenotype
a
 Increase in biofilm formation, Increase in biofilm formation, motility increase 

Swimming motility
b
 1.83 cm 4.55 cm 

Paraquat tolerance
c
 = = 

yebC expression
d
 --- --- 

yeeN expression
e
 3.38 4.06  

yeeN promoter activity (6hr, -)
f
 --- --- 

yeeN promoter activity (6hr, +)
g
 --- --- 

yeeN promoter activity (24hr, -)
h
 --- --- 

yeeN promoter activity (24hr, +)
i
 --- --- 

 

a. 經文獻報導，大腸桿菌中該基因突變其突變株之特性。---表示未搜尋該突變株之特性分析 

b. 突變株經泳動能力特性分析之半徑測量結果，單位為公分，野生株 ( BW25113 ) 為 1.5 ~ 2 cm。 

c. 測試突變株對 paraquat 氧化逆境之生長抑制情形，計算與對照組相除後之相對生長量。↑ 表示與野生株相比其耐受度增加，↓ 

表示與野生株相比其耐受度降低，= 表示與野生株相比耐受度相當。 
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d. 微陣列資料庫中 yebC 於該突變株之表現量。數值表示基因變化量 ( 倍率 ) ，負號表示表現量下降，未標示則為表現量上升，

--- 表示在該突變株中 yebC 基因表現並未有兩倍上下的變化。 

e. 微陣列資料庫中 yeeN 於該突變株之表現量。數值表示基因變化量 ( 倍率 ) ，負號表示表現量下降，未標示則為表現量上升，

--- 表示在該突變株中 yeeN 基因表現並未有兩倍上下的變化。 

f. 生長早期突變株除以野生株之 yeeN 啟動子相對表現量，- 表示正常生長情況未處理氧化逆境，--- 表示未測定。 

g. 生長早期處理 paraquat 除以 no treat 之 yeeN 相對表現量，+ 表示處理 0.8 μM paraquat，--- 表示未測定。 

h. 生長後期突變株除以野生株之 yeeN 啟動子相對表現量，- 表示正常生長情況未處理氧化逆境，--- 表示未測定。 

i. 生長後期處理 paraquat 除以 no treat 之 yeeN 相對表現量，+ 表示處理 0.8 μM paraquat，--- 表示未測定。
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