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中文摘要 

 Streptococcus pyogenes 又稱為 A 型鏈球菌 (Group A Streptococcus)，是一以人

類為唯一天然宿主，可以引起咽喉炎、壞死性筋膜炎及菌血症的細菌。已知莢膜能

幫助 A 型鏈球菌造成侵入性感染，是一重要的毒力因子。而 M4 血清型 A 型鏈球

菌雖然缺少莢膜，卻是主要造成 A 型鏈球菌侵入性感染的血清型，顯示 M4 血清

型 A 型鏈球菌可能有其他毒力因子能夠抵抗宿主的免疫系統。我們實驗室與其他

研究均發現，由 fibronectin-binding, collagen-binding, T antigen (FCT) region 所編碼

的線毛 (Pilus) 能幫助 A 型鏈球菌貼附到宿主的皮膚和咽喉細胞、形成生物膜並

造成小鼠的皮膚感染。除此之外，實驗室之前的研究進一步發現，以腹腔注射 M4

血清型 A 型鏈球菌感染小鼠時，野生株較缺乏線毛的 spy0116 突變株更能引起小

鼠的死亡，且野生株在人類全血中有較佳的存活率，顯示線毛的存在對 M4 血清型

A 型鏈球菌躲避免疫攻擊，並造成系統性感染有其必要性。血紅素結合蛋白 

(haptoglobin) 是一種急性期蛋白，先前有研究指出可藉由與白血球表面的受器結

合來調控細胞的反應。實驗室發現 M4 血清型 A 型鏈球菌的線毛能與 haptoglobin

結合，因此我的實驗主軸在研究 (1) 線毛本身是否能幫助 M4 血清型 A 型鏈球菌

抵抗宿主的免疫系統，(2) M4 血清型 A 型鏈球菌是否可以藉由鍵結 haptoglobin 來

抑制宿主抗菌反應。實驗發現野生株在血清中有存活較好的趨勢，但是野生株及突

變株被補體標記的程度相當且野生株對於抗菌胜肽較敏感，顯示線毛本身不足以

使野生株較利於存活。然而預先與 haptoglobin 結合的野生株較能抵抗血清、血小

板和嗜中性白血球胞外網狀結構 (Neutrophil extracellular traps，NETs) 的殺菌作用，

進而使 M4 血清型 A 型鏈球菌野生株在全血中存活較好。Siglec-9 是一種能和唾液

酸結合的抑制受器 (inhibitory receptor)，主要表現在人類巨噬細胞和嗜中性白血球

表面。我們先前發現 Siglec-9 可以和其鏈具有大量的唾液酸修飾的 haptoglobin

結合，因此我們推測 M4 血清型 A 型鏈球菌可能利用 haptoglobin 去與 Siglec-9 鍵

結並抑制免疫反應。為了驗證我們的假說，我們建立了能夠穩定表現人類 Siglec-9
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的 RAW/Sig9 細胞株及及控制組 RAW/vector，之後將同時使用人類嗜中性白血球

為實驗模型來驗證我們的假說，確認 M4 血清型 A 型鏈球菌與 haptoglobin 結合後

是否能透過與 Siglec-9 結合來增加存活率。雖然尚無法確認 M4 血清型 A 型鏈球

菌是否可利用 haptoglobin 與免疫細胞上的 Siglec-9 結合來幫助存活，但是我們的

實驗結果仍顯示 M4 血清型 A 型鏈球菌利用線毛與 haptoglobin 結合是 M4 血清型

A 型鏈球菌能造成侵入性疾病的重要機轉。 

 

關鍵字：A 型鏈球菌；線毛；侵入性感染；血紅素結合蛋白；Siglecs 
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Abstract 

 Streptococcus pyogenes (group A streptococcus, GAS) is a human pathogen causing 

various diseases such as pharyngitis, necrotizing fasciitis and bacteremia. It is known that 

hyaluronic acid capsule (HA capsule) of GAS is an important virulence factor 

contributing to its invasive infection. GAS serotype M4 (M4 GAS), lacking the important 

HA capsule, is one of the major serotype causing invasive GAS infection. These 

observations indicate that M4 GAS may have alternative virulence factors to counteract 

host defense mechanisms. We and others found that pilus encoded by the fibronectin-

binding, collagen-binding, T antigen (FCT) region is dedicated in host skin and pharynx 

adherence, biofilm formation and mice skin infection. Our previous data further 

demonstrated that M4 GAS wild-type (WT) causes more mortality in mice intraperitoneal 

infection and survives better in human blood compare to M4 GAS spy0116 mutant 

deficient in pilus formation. These data suggest that the pilus of M4 GAS contributes to 

host immune evasion and systemic infection. Haptoglobin is an acute phase protein that 

have been reported to regulate leukocyte functions. Our previous data showed that M4 

GAS binds haptoglobin via its protruding pilus; therefore, my specific aims of this project 

are to investigate whether (1) M4 GAS pilus its self can counteract host immune system, 

(2) haptoglobin bound M4 GAS can downregulate host antibacterial responses. Our data 

showed that M4 GAS WT survives better in human serum than the M4 GAS spy0116 
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mutant. However, comparable complement deposition between M4 GAS WT and 

spy0116 mutant and increased AMP sensitivity in M4 GAS WT was observed, which 

suggests that pilus itself is not sufficient to confer to the whole survival advantage of M4 

GAS WT. When precoated with haptoglobin, M4 GAS WT was more resistant to serum 

antimicrobials, plalets and NET-mediated killing, which together resulted in the better 

survival in the human whole blood. We previously found that Siglec-9, a sialic acid-

binding inhibitory receptor expressed primarily on human macrophages and neutrophils, 

can bind to the heavily siaylatedchain of haptoglobin, which lead to the hypothesis that 

M4 GAS may suppress immune activation via engaging Siglec-9 with pilus bound 

haptoglobin. To address this question, we generated Siglec-9-expressing RAW264.7 

stable cell line, and will apply this system together with human primary neutrophil system 

to directly address the role of Siglec-9 and haptoglobin in the immune suppression upon 

GAS infection. Although the detailed mechanism has not been fully elucidated, our results 

clearly demonstrated the binding of haptoglobin to M4 GAS pilus is essential to provide 

the beneficial survival advantage to subvert host antibicrobial immune responses.  

 

Keywords：Group A Streptococcus ; pilus ; invasive infection ; haptoglobin ; Siglecs  
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第一章、 研究背景與動機 

一、 A 型鏈球菌 

1. A 型鏈球菌 (Group A Streptococcus，GAS) 

 鏈球菌屬  (Streptococcus) 是革蘭氏陽性  (Gram-positive) 、無運動性 

(nonmotile) 的鏈球菌，多數為兼性厭氧菌且須培養於較營養的培養基中。將鏈球

菌培養於血瓊脂平板 (blood agar plate，BAP) 後，可由溶血性將鏈球菌作分類，分

別為 溶血 (不完全溶血)、 溶血 (完全溶血) 和 溶血 (不溶血) 1。鏈球菌屬

中常見的致病菌有 GAS、B 型鏈球菌 (Group B Streptococcus，GBS)、肺炎鏈球菌 

(Streptococcus pneumoniae) 和草綠色鏈球菌 (Viridans streptococci)。其中的 GAS 又

稱為 Streptococcus pyogenes，培養於 BAP 時呈現 溶血，特色為多數的 GAS 會

表現玻尿酸莢膜 (hyaluronic acid capsule) 1。人類是 GAS 唯一的天然宿主，GAS 能

夠感染咽部和皮膚，輕微的 GAS 感染可能造成咽喉炎 (pharyngitis) 和膿皰瘡 

(impetigo)，嚴重感染則可能造成需要通報疾管局的侵入性疾病，例如壞死性筋膜

炎 (necrotizing fasciitis) 和毒性休克症候群 (streptococcal toxic shock syndrome)。

除此之外，GAS 感染也可能造成與自體免疫有關的後遺症，包含急性腎小球腎炎 

(acute poststreptococcal glomerulonephritis)、急性風濕熱 (acute rheumatic fever) 和

風濕性心臟病 (rheumatic heart disease) 2。雖然持續有研究使用 GAS 表面的抗原進

行疫苗開發，但目前尚無合適的 GAS 疫苗可使用 3，因此目前的治療方式為施以

適當劑量的抗生素來治療 GAS 感染 4。 

 

2. A 型鏈球菌之流行病學 

 先前研究估計每年因 GAS 輕微感染而產生膿皮症 (pyoderma) 或咽喉炎的人

數高達 7 億人且每年約有 180 萬個嚴重 GAS 感染的新案例。除此之外，每年至少

有 50 萬人會死於 GAS 感染，且在因感染性疾病而死亡的統計中排名在第 9 名，

顯示 GAS 是臨床上重要的致病菌 5。GAS 的感染以及相關後遺症主要發生在兒童
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及青少年，並可能造成爆發感染，過去在台灣、香港、澳洲和英國等地區都曾有過

疾病爆發 6-9。多數的 GAS 感染發生在低收入國家，且 GAS 感染在不同地區造成

的疾病不盡相同，在高收入國家主要是造成咽喉炎和侵入性疾病，在低收入國家則

主要是風濕熱、風濕性心臟病和侵入性疾病。除此之外，不同地區流行的血清型也

不相同 10。GAS 可依照其表面的 M 蛋白 (M protein) 或是 T 抗原 (T antigen) 做血

清型分型，由於負責編碼 M protein 之 emm 基因在 5’端的部分變異度很高，因此

現在是以 emm 基因做為 GAS 的分型標準，目前已知有超過 200 種的 emm 型 10,11。

雖然不同型別的 GAS 因會表現不同的毒力因子 (virulence factor) 而有不同的流行

地區和組織向性 (tissue tropism)，但是 emm1、emm3、emm12 和 emm28 型別之 GAS

造成的感染最為常見，其中 emm1 為流行率最高之 GAS 型別並造成過多次疾病爆

發 2,6-10,12。 

 

3. A 型鏈球菌之毒力因子 

GAS 能表現多種的毒力因子來幫助 GAS 感染宿主以及存活。M protein、線毛  

和纖維粘連蛋白-結合蛋白 (fibronectin-binding proteins) 可幫助 GAS 貼附到宿主；

M protein、鏈球菌溶血素 O 及 S (streptolysin O、 S，SLO、SLS) 和莢膜等毒力因

子能夠幫助 GAS 躲避或分解宿主的免疫攻擊 2。M protein 是一大量表現在 GAS 表

面上的蛋白，已知能抵抗免疫細胞的吞噬作用  (phagocytosis)、抵抗調理作用 

(opsonization) 以及與纖溶酶原 (plasminogen) 結合來調節宿主的凝血反應 13。另

外，M protein 露出的 N 端部分是高度變異的，因此不同型別之 M protein 的構形會

有不同且功能和組織向性也會有所不同。就組織向性而言，M protein 模式 A-C 常

感染咽喉、模式 D 常感染皮膚，而模式 E 則沒有特定的組織向性 14。SLO 是一種

溶於水的外毒素 (exotoxin)，可以藉由和細胞膜上裸露的膽固醇 (cholesterol) 結合，

形成寡聚物 (oligomer) 來穿透非極性的細胞膜 15。SLS 是一種只有 2.7-kDa 的胜

肽，雖然確切作用機制尚不清楚，但推測是透過堆積在宿主細胞膜上來造成膜穿孔
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16。因此 SLO 和 SLS 能夠裂解血球、血小板和細胞內的顆粒，幫助 GAS 逃避免疫

攻擊。GAS 有兩類能夠和纖維粘連蛋白結合的蛋白，可分成具有或不具有纖維粘

連蛋白-結合重複序列的蛋白，例如 Fba、Fbp54 和 sfbX 等等，可以幫助 GAS 貼附

和侵入細胞，不同 M 血清型的 GAS 會表現不同的纖維粘連蛋白-結合蛋白 2,17。 

 

4. A 型鏈球菌之線毛 (pilus) 

 線毛是一種表現在細菌表面的非鞭毛聚合物  (non-flagellar polymeric cell-

surface organelles)，但過去對於線毛的了解主要是與革蘭氏陰性的細菌有關，對於

革蘭氏陽性細菌的線毛了解則不多，直到 2005 年 Mora 等人發表的研究才知道了

在 GAS 的表面也會有線毛的存在 18。該研究比對序列後發現 GAS 有一段 10~16 

kb 的高度變異的致病島 (pathogenicity island)，也就是 fibronectin-binding, collagen-

binding, T antigen (FCT) region，會編碼與細胞外基質-結合蛋白 (extracellular matrix 

(ECM)-binding protein) 相似的蛋白。與過去在 M6 血清型 GAS 發現的結果相同，

FCT region 也能夠編碼其他種血清型之 GAS 的 T 抗原，且每種血清型會對應到特

定的 T 血清型；以免疫金染色 (immunogold labelling) 還發現，T 抗原會在 GAS 表

面形成線毛樣的構造 (pilus-like structures) 19。目前已知有九種 FCT region 且在不

同血清型的 GAS 會由不同的基因組成，主要包含調控 FCT region 轉錄的 RofA 或

Nra、構成線毛本體的基幹蛋白 (backbone protein) 和輔助蛋白 (ancillary protein) 

以及負責組裝線毛和將線毛遷入到細胞壁的轉肽酵素 (sortases) 20,21。以不同血清

型的 GAS 進行研究皆發現，線毛能夠幫助 GAS 貼附以及入侵宿主細胞、幫助 GAS

形成生物膜  (biofilm) 以及小鼠的皮膚感染；但是在人血存活  (human blood 

survival)、腹腔注射感染 (peritoneal infection) 小鼠和針對免疫系統各種成分分析

的結果顯示不同血清型的 GAS 所表現的線毛功能不同，有些線毛能增加 GAS 的

毒力，有些線毛反而會減少 GAS 的毒力 22-25。 
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5. A 型鏈球菌之莢膜 

 玻尿酸是一種黏多醣  (mucopolysaccharide)，由重複的 D-葡萄糖醛酸 (D-

glucuronic acid，GlcUA) 和 N-乙醯葡糖胺 (N-acetylglucosamine，GlcNAc) 構成。

人體的細胞外基質中含有玻尿酸，能夠潤滑關節和肌肉、影響水分的運輸以及調節

發炎反應。由於玻尿酸是人體本來就有的物質而不會使人體產生免疫反應，因此玻

尿酸常使用於關節潤滑和幫助術後恢復 26。而除了人體有玻尿酸之外，有些致病菌

也能產生玻尿酸來保護自己免於宿主的免疫攻擊，例如金黃色葡萄球菌 

(Staphylococcus aureus)、大腸桿菌 (Escherichia coli)、肺炎鏈球菌和 GAS。能產生

玻尿酸之致病菌的基因組中會有 has 操縱子 (operon)，由 hasA、hasB 和 hasC 組

成，分別編碼透明質酸合成酶 (hyaluronate synthatase)、尿苷二磷酸-葡萄糖-脫氫酶 

(UDP-glucose-dehydrogenase) 和尿苷二磷酸-葡萄糖-焦磷酸化酶  (UDP-glucose-

pyrophosphorylase) ，且只要有 hasA 和 hasB 就足以使細菌產生玻尿酸莢膜 27。研

究發現，使用透明質酸酶 (hyaluronidase) 處理能夠降低 GAS 感染小鼠的毒力以及

使白血球能吞噬更多的 GAS28,29。此外，使用腹腔或皮下注射的方式感染小鼠以及

將 GAS 與人血或嗜中性白血球胞外網狀結構 (neutrophil extracellular traps，NETs) 

反應，皆會看到沒有莢膜的 GAS 突變株毒力和存活較差 30-32。以 anti-G-related a2-

macroglobulin-binding protein (GRAB) 進行 GAS 染色，還可看到有莢膜的 GAS 被

抗體辨認到的程度明顯低於沒有莢膜的突變株 33。以上研究皆顯示莢膜是 GAS 的

重要毒力因子。然而有研究分析了 491 株臨床分離的 M4 和 M22 血清型 GAS，發

現這兩種血清型的 GAS 無法測得玻尿酸莢膜、沒有 has 操縱子和也沒有其他能生

成莢膜的基因，因此 M4 和 M22 血清型的 GAS 是沒有莢膜的。除此之外，研究中

還發現 M4 和 M22 血清型 GAS 能夠造成侵入性疾病且能在人血中增殖，顯示莢膜

不是 M4 和 M22 血清型 GAS 必要的毒力因子 34。 
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二、急性期蛋白 (Acute phase proteins，Apps) 

1. 急性期蛋白 

當身體受到感染、組織損傷、有免疫相關疾病或是腫瘤生長的時候，便會產生

系統性的反應，稱為急性期反應 (acute phase responses，APR)。從被感染或是損傷

的地方開始釋出促發炎細胞激素 (pro-inflammatory cytokines) 使得血管和免疫系

統被活化，接著促使更多的細胞激素 (cytokines) 產生刺激各種不同的細胞，造成

全身性的反應，例如血液中蛋白和賀爾蒙表現量的改變以及補體系統 (complement 

system) 的活化 35。其中血液中特定中介物 (mediators) 的表現量的改變可能為增

加或減少，由於這些中介物主要組成為蛋白，因此被稱作急性期蛋白 (acute phase 

proteins，APPs)，主要是由肝細胞 (hepatocyte) 經腫瘤壞死因子 (tumor necrosis 

factor-，TNF-)、白細胞介素-1 (interleukin-1，IL-1)、IL-6 和干擾素- (interferon-

，IFN-) 等細胞激素刺激所產生的 36。表現量會下降的 APPs 有白蛋白 (albumin)、

鋅 (zinc) 和鐵 (iron) 等中介物，這些中介物的表現量下降會使原本與之結合的賀

爾蒙被釋出。而表現量會上升的 APPs 包含 C-反應蛋白 (C-reactive protein，CRP)、

血清澱粉樣蛋白 (serum amyloid A，SAA) 和血紅素結合蛋白 (haptoglobin，Hp) 等，

可以藉由做為調理素  (opsonin)、吸引白血球或是抑制白血球的呼吸爆發 

(respiratory burst) 等方式來調控發炎反應 37。 

 

2. 血紅素結合蛋白 (haptoglobin，Hp) 

 Hp 是一種主要由肝臟合成的糖蛋白 (glycoprotein)，肝細胞在急性期受到 IL-

1、IL-6 和糖皮質激素 (glucocorticoid) 刺激時，會大量產生 Hp38。Hp 是由兩個

鏈和兩個  鏈次單元組成，其中的  鏈依照是否有基因內複製  (intergenic 

duplication) 可分成兩種等位基因 (allele)，因此 Hp 有 Hp 1-1、Hp 2-1 和 Hp 2-2 三

種表現型 (phenotype)，不同地區的流行不同的 Hp 表現型 39。有研究發現特定表現

型的 Hp 能與病原結合，例如 Hp 2-1 和 Hp 2-2 能和 GAS 的 T4 抗原結合，且該篇
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研究結果顯示 in vitro 時將含有 Hp 2-1 或 Hp 2-2 的血清與 GAS 反應會抑制 GAS

生長，但對於實際 in vivo 的影響尚不清楚 40,41。除此之外，Hp 也能與腦膜炎雙球

菌 (Nesseria meningitis) 和結核分枝桿菌 (Mycobacterium tuberculosis) 等細菌和

病毒結合，而 Hp 與病原的結合對於宿主可能是保護的效果，也可能造成較差的預

後 42,43。Hp 最著名的功能就是與血紅素 (hemoglobin，Hb) 形成不可逆的結合，結

合後的 Hb-Hp 複合體會被單核球 (monocyte) 和巨噬細胞 (macrophage) 表面的

CD163辨識並內吞，促使細胞產生血紅素加氧酶-1 (hemeoxygenase-1) 和 IL-1044,45。

Hp 也能以單獨存在的形式與其他免疫細胞上的接受器結合，例如 CD11b/CD18、

CD22 (Siglec-2) 和嗜中性白血球上的接受器等等，可以調控細胞的成熟、貼附、遷

移 (migration)、趨化作用 (chemotaxis)、吞噬作用 (phagocytosis) 和殺菌能力等的

免疫反應，因此被視為是具有抗發炎功能的 APP 46-50。 

 

三、 Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins (Siglecs) 受體 

1. Siglec 受體 

 免疫細胞表面的受體在細胞內的區域通常會有 immunoreceptor tyrosine-based 

activation (or inhibititory) motifs (ITAMs 或 ITIMs)，因此可以傳遞活化或是抑制的

訊號來調控細胞的反應 51，Siglecs 就是其中一種會表現在免疫細胞表面的受體。

目前已知人類和老鼠分別會表現 16 和 9 種 Siglecs，而這些 Siglecs 可依照基因在

不同物種間的相似度和演化程度分類，第一類是保留度較高的 Siglec-1、-2、-4 和

-15；第二類則是 CD33-related Siglecs，包含人類的 Siglec-3、-5~-14 和-16 以及老

鼠的 Siglec-3、-E、-F、-G 和-H52。Siglecs 的結構是由可以和唾液酸 (sialic acids，

Sias) 結合的 V-set immunoglobulin domain 以及重複的 C2-set immunoglobulin 

domains 所組成，有些 Siglec 的細胞質尾端 (cytoplasmic tail) 還會有 ITIM 及 ITIM-

like 結構 53，ITIM 的胺基酸序列為 (Ile/Val/Leu/Ser)-X-Tyr-X-X-(Leu/Val)，其中 X

可以是任一種胺基酸 54。Sias 和 Siglec 的結合有 cis 和 trans 兩種形式，分別代表
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與自己表面或與非自己表面的 Sias 結合 53。當 Sias 和 Siglec 結合，Src homology 2 

(SH2) family kinases 便會磷酸化 ITIM，使得 SH2 domain-containing phosphatase 1

和 2 (SHP1 和 SHP2) 被吸引過來並且活化。活化的 SHPs 便可以去磷酸化 

(dephosphorylate) 其他的訊號分子 (signaling molecules)，例如絲裂原活化蛋白激酶 

(mitogen-activated protein kinases，MAPKs) 或核因子活化 B 细胞 輕鏈增強子 

(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells，NF-B)，進而抑制細

胞的活化 55。 

 

2. Siglec-9 

 嗜中性白血球和巨噬細胞是抵抗病原入侵的第一道防線 56，而 Siglec-9 是一種

在嗜中性白血球及單核球會高度表現以及在自然殺手細胞 (natural killer cells，NK 

cells) 會稍微表現的受器，於 2000 年經基因和胺基酸序列比對後所發現，其基因

和其他 CD33-related Siglecs 同樣位於 19 號染色體上面。不同的 Siglecs 能辨認的

Sias 不盡相同，Siglec-9 能辨認的是 2,3- 和 2,6-linked Sias；此外，醣的結構會

影響 Sias 與 Siglec 的結合能力，且有 R120K 突變的 Siglec-9 與 Sia 的結合能力也

會大幅減低 57,58。研究發現 Siglec-9 的細胞質尾端有一個 ITIM 和一個 ITIM-like 結

構，當 ITIM 或 ITIM-like 有突變時便會影響到與 SHP1 或 SHP2 的結合，且 ITIM

是主要造成影響的結構，證明了 Siglec-9 確實是一個抑制受器 (inhibitory receptor) 

59。研究還發現 Siglec-9 及 Siglec-E (Siglec-9 的老鼠直系同源) 可以抑制多種類鐸

受體 (toll-like receptor，TLR) 誘發生成的 TNF-和 IL-6，而且 Siglec-9 還能增強

IL-10 的生成 60,61。除了在脊椎動物的細胞表面會有 Sias 之外，許多病原的表面也

有 Sias 因而能與 Siglecs 結合 62。先前研究發現 GBS 的多醣莢膜能和 CD33-related 

Siglecs 結合，GAS 的玻尿酸莢膜則能夠和 Siglec-9 結合，且病原與 CD33-related 

Siglecs 的結合能夠抑制免疫細胞的殺菌的能力以及降低促發炎細胞激素的分泌，

顯示有些病原能夠與 Siglecs 結合來幫助其在宿主當中存活 63-65。 
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四、 研究動機 

由文獻已經知道了玻尿酸莢膜是 GAS 的重要毒力因子，然而我們想要研究的

M4 血清型 GAS (M4 GAS) 因為基因組中沒有 has 操縱子且沒有其他替代的莢膜，

所以是一株沒有莢膜的 GAS。雖然 M4 GAS 沒有莢膜，但仍能造成侵入性疾病且

臨床分離菌株能夠在人血中增殖 6,34。除此之外，先前統計結果顯示 M4 GAS 在高

收入國家是主要的造成感染的血清型，也曾造成過爆發感染，顯示 M4 GAS 在臨

床上有其重要性 8,10,66,67。過去研究已知 M4 GAS 具有特殊的致病機轉，例如

fibronectin-binding protein 可以幫助 M4 GAS 貼附到宿主細胞以利造成感染和具有

和 C4BP 結合的能力而可以阻止補體系統的活化 17,68，但這些尚不足以解釋為何

M4 GAS 缺少莢膜卻仍能在人血中存活並造成侵入性感染。 

實驗室先前建立了剔除掉基幹蛋白的spy0116 突變株，且以流式細胞儀以及

免疫金染色確認了此突變株無法形成線毛。初步結果顯示spy0116 突變株與野生

株相比，其生物膜生成、細胞貼附及入侵的能力皆明顯較弱，且以皮下注射感染小

鼠造成的傷口也明顯較小。以腹腔注射之方式感染小鼠造成系統性感染可以看到

野生株會造成較高的死亡率；將 M4 GAS 與人血反應還能看到野生株能存活的比

spy0116 突變株好。以上結果顯示 M4 GAS 的線毛除了能幫助 GAS 造成皮膚感染

之外，還是造成系統性感染以及抵抗免疫攻擊的重要毒力因子。 

過去的研究顯示，GAS 的 T4 抗原能夠和 Hp 結合，而我們研究的 M4 GAS 在

T 血清型分類中正是屬於 T4 血清型 21,40；實驗室先前也發現了 Hp 能與組成 M4 

GAS 線毛的基幹蛋白 (spy0116 蛋白) 結合，並以流式細胞儀確認了spy0116 突變

株無法與 Hp 結合。除此之外，由於 Hp 的 鏈有大量的唾液酸修飾 69，因此 Hp

能與 Siglecs 結合 47。實驗室先前也確認了 Hp 確實能與 Siglec-9 結合，且預先和

Hp 結合的 M4 GAS 能和 Siglec-9 有較佳的結合。因此我們推測 M4 GAS 能藉由線

毛與 Hp 結合，並透過 Hp 與 Siglec-9 結合來抑制免疫細胞的活性，進而幫助 M4 

GAS 抵抗免疫攻擊並造成系統性感染。 
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因此我的實驗目的為探討 (1) 線毛是否能幫助 M4 GAS 抵禦免疫系統的攻擊，

(2) M4 GAS 是否可利用線毛與 Hp 結合來抵抗免疫攻擊，(3) M4 GAS 是否可透過

Hp 與 Siglec-9 結合來抑制免疫細胞的活性。我會將 M4 GAS 野生株與spy0116 突

變株分別與免疫系統中的各成分進行反應，例如人血、血清和抗菌胜肽 

(antimicrobial peptide，AMP) 等，藉由實驗來驗證假說並找出 M4 GAS 是如何利用

線毛來抵抗免疫系統攻擊的。此外，我們建立了會表現 Siglec-9 的 RAW264.7 細胞

以探討 M4 GAS 與 Hp 結合後，是否能藉由 Siglec-9 去負調控免疫細胞來幫助存

活。 
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第二章、 研究材料與實驗方法 

一、 研究材料 

1. 實驗菌株 (Bacteria strain) 

菌株 培養條件 來源 

M4 Streptococcus pyogenes 

(M4 GAS WT) 

THY，37 ℃培養箱  CDC 4063-05 

M4 Streptococcus pyogenes 

spy0116 突變株 

(M4 GAS spy0116) 

THY，37 ℃培養箱  Lab construct 

臨床分離菌株 M4 

Streptococcus pyogenes 3 號 

(CG#3 WT) 

THY，37 ℃培養箱  長庚兒童內科部 

邱政洵主任實驗室 

臨床分離菌株 M4 

Streptococcus pyogenes 3 號

spy0116 突變株 

(CG#3 spy0116) 

THY，37 ℃培養箱  Lab construct 

M4 Streptococcus pyogenes 

spy0116 突變株::pLZ12Km2-

P23R-TA 

(M4 GAS spy0116+vector) 

THY + 200 g/ml 

kanamycin，37 ℃培養箱 

Lab construct 

M4 Streptococcus pyogenes 

spy0116 突變株::pLZ12Km2-

P23R-TA-N116 

(M4 GAS spy0116+spy0116) 

THY + 200 g/ml 

kanamycin，37 ℃培養箱 

Lab construct 

human serotype Ⅲ

Streptococcus agalactiae 

(GBS COH-1 WT) 

THY，37 ℃培養箱 Nizet lab 

human serotype Ⅲ

Streptococcus agalactiae 

neuA 突變株 

(GBS COH-1 ∆neuA) 

THY，37 ℃培養箱 Nizet lab 

THY：Todd Hewitt Broth (THB) (Acumedia，Cat#7161) + 2 % Yeast extract (BD，

Cat#212750) 
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2. 細胞株 (Cell lines) 

使用的培養液為含有 10 % fetal bovine serum (FBS) 的 RPMI 1640 培養液

(Hyclone，Cat#SH30027.02)，並將細胞置於含有 5 % CO2的 37 ℃培養箱中培養。 

(1) RAW 264.7 細胞 

RAW 264.7 細胞為老鼠的巨噬細胞，是研究細菌感染的細胞膜型。 

(2) RAW/vector 

以 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)/Cas9 系統

將質體 pROSA26-Vector CAG promoter 導入 RAW 264.7 細胞的基因組中，是實驗

的控制組。 

(3) RAW/Sig9 

以 CRISPR/Cas9 系統將質體 pROSA26-pCAG-hSiglec9 導入 RAW 264.7 細胞的

基因組中，是能夠表現人類 Siglec-9 的 RAW 264.7 細胞。 

(4) THP-1/ctrl 

以慢病毒 (lentivirus) 轉染人類單核球細胞株 THP-1 所建立之實驗控制組。(來

自中研院 Angata lab) 

(5) THP-1/Sig9 

以慢病毒轉染 THP-1 細胞所建立之能持續過度表現人類 Siglec-9 的 THP-1 細

胞。(來自中研院 Angata lab) 

 

3. 引子 (Primer) 

引子 序列 (5’→3’) 目標 

Cat-For ATGGAGAAAAAAATCACTGGATATA 

CC 

cat (cam 

acetyltransferase) 

Cat-Rev TTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCG 

CA 

cat (cam 

acetyltransferase) 

UpUp-For-spy0116 CAGGGGATAGTAACGTCGACG upstream of 

spy0116 
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DnDn-Rev-spy0116 GATTTAAACGATGCCGTTTG downstream of 

spy0116 

For-PstI-spy0116 CAGCTGCAGTTGAAAACGAAG spy0116 

Rev-BglII-spy0116 CAGAGATCTCTATTCCGATTT spy0116 

isp CCGTATCTTTAGCGCACTCGAGGAC 

AATTTGCGAGATTAG 

isp genes 

emm1 TTCTATAACTTCCCTAGGATTACCAT 

CACC 

emm1  

(M1 protein) 

emm4 CCACGCTGAATCAGCCTCAGGCTTT 

TTAAT 

emm4  

(M4 protein) 

DnDn of Rosa26-R GCGTGTTTTGGTTGGCGTA Downstream of 

Rosa26 

mCherry of 

pRosa26 

CTACGACGCTGAGGTCAAG Downstream of 

Rosa26 

newUpUp-F ATTGGGGGAGGAGACATCCA Upstream of 

Rosa26 

newCAG-R AGAGTGAAGCAGAACGTGGG Upstream of 

Rosa26 

qPCR mTNF-F ATGCACAGCCTTCCTCACAG Mouse TNF- 

qPCR mTNF-R ACAAGGTAGAGAGGCCAGGT Mouse TNF- 

m IL-6_F ACAAGAAAGACAAAGCCAGAGTC Mouse IL-6 

m IL-6_R ATTGGAAATTGGGGTAGGAAG Mouse IL-6 

m IL-10_F TGGGTTGCCAAGCCTTATCGG Mouse IL-10 

m IL-10_R ACCTGCTCCACTGCCTTGCTC Mouse IL-10 

 

4. 質體 (Plasmid) 

質體 備註 培養條件 

pHY-0116 pHY 304+ spy0116 基因

的上游和下游 

含 500 g/ml 

erythromycin 的

LB，37 ℃培養 

pLZ12Km2-P23R-TA 空的載體 含 50 g/ml 

kanamycin 的

LB，37 ℃培養 

pLZ12Km2-P23R-TA-N116 pLZ12Km2-P23R-TA 加

上 N116 (M4 GAS 的

spy0115 基因尾端

~spy0116 基因) 

含 50 g/ml 

kanamycin 的

LB，37 ℃培養 
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pX330-ROSA26 sgRNA1 具有 hSpCas9 和

sgRNA (single guide 

RNA) 

含 100 g/ml 

ampicillin 的

LB，37 ℃培養 

pROSA26-Vector CAG promoter 空的載體，帶有

mCherry 螢光 

含 100 g/ml 

ampicillin 的

LB，37 ℃培養 

pROSA26-pCAG-hSiglec9 pROSA26-Vector CAG 

promoter 加上完整的

Siglec-9 基因，帶有

mCherry 螢光 

含 100 g/ml 

ampicillin 的

LB，37 ℃培養 

LB：LB broth (Millier) (Bioshop，Cat#LBL407.1) 

 

5. 抗體 (Antibody) 

抗體名稱 品系 來源 

Anti-Streptococcus group A 

T4 protein antibody 

Rabbit，polyclonal Abcam， 

Cat#ab79418 

Goat anti-rabbit AF647 

antibody 

Goat，polyclonal Life technology， 

Cat#A-21244 

Fluorescein-Conjugated Goat 

F(ab')2 Fragment To Human 

Complement C3 

Goat，polyclonal MP Biomedicals， 

Cat#55191 

Purified anti-mouse CD16/32 

Antibody 

Rat，monoclonal (93) Biolegend，

Cat#101302 

APC anti-human Siglec-9 

Antibody 

Mouse，monoclonal (K8) Biolegend，

Cat#351505 

APC Mouse IgG1, κ Isotype 

Ctrl (FC) Antibody 

Mouse，monoclonal 

(MOPC-21) 

Biolegend，

Cat#400120 

IRDye® 800CW Donkey anti-

Rabbit IgG (H + L) 

Donkey，polyclonal 

 

LI-COR， 

Cat#926-32213 

Haptoglobin antibody Rabbit，polyclonal Genetex 

Cat#GTX112962 

Purified anti-human Siglec-9 

Antibody 

Mouse，monoclonal (K8) Biolegend 

Cat#351502 

Purified Mouse IgG1, κ 

Isotype Ctrl Antibody 

Mouse，monoclonal 

(MOPC-21) 

Biolegend 

Cat#400102 
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6. 抗菌胜肽 (Antimicrobial peptide) 

名稱 來源 胺基酸序列 

LL-37 AnaSpec，

Cat#AS-61302 

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQ 

RIKDFLRNLVPRTES 

Cathelicidin-related 

antimicrobial peptides 

(CRAMP) 

Bachem， 

Cat#H-6526.0001 

GLLRKGGEKIGEKLKKIGQKIK 

NFFQKLVPQPEQ 

5-FAM-LC-LL-37 AnaSpec， 

Cat# AS-63694 

5-FAM-LC-LGDFFRKSKEKIGKE 

FKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 

 

7. 酵素免疫分析法試劑組 

細胞激素 試劑名稱 功能 

Mouse CXCL1/KC R&D system，Cat#MKC00B 吸引和活化嗜中性

白血球 

Mouse CCL2 (MCP-1) eBioscience，Cat#88-7391-88 吸引單核球 

Mouse TNF- eBioscience，Cat#88-7324-88 促發炎細胞激素 

Mouse IL-10 eBioscience，Cat#88-7105-88 負調控細胞反應 

 

8. 萃取細菌細胞壁之試劑 

(1) ex-proplasting buffer 

成分 stock 加入之體積 

0.1 M KH2PO4  (pH 6.2) 1M 1 ml 

10 mM MgCl2 1M 100 l 

40 % sucrose X 4 g 

補水 X 4.9 ml 

(2) Cell wall extract buffer  

成分 stock 加入之體積 

ex-proplasting buffer X 1 ml 

2 mg/ml lysozyme 50 mg/ml 40 l 

400 U mutanolysin 25000 U/ml 1.6 l 

 

9. 銀染 (Silver stain) 之試劑 

(1) Fixative solution 

成分 加入之體積 最後濃度 

methanol 200 ml 50 % V/V 
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acetic acid 40 ml 10 % V/V 

fixative cenhancer concentrate 40 ml 10 % V/V 

ddH2O 120 ml 30 % V/V 

 

(2) Staining solution 

成分 加入之體積 

ddH2O 17.5 ml 

silver complex 2.5 ml 

reduction moderator 2.5 ml 

image development reagent 2.5 ml 

development accelerator (含 1.25g development 

accelerator powder 之 25 ml ddH2O) 

25 ml 

(3) Stop solution：5 % 醋酸溶液 

 

二、 實驗方法 

1. 核酸萃取 

(1) 細菌的 genomic DNA (genomic DNA，gDNA)萃取 

使用 Geneaid DNA isolation kit (Geneaid，Cat#GEE150)萃取 gDNA，詳細步驟

參見 kit 說明書。 

(2) 質體萃取 

根據質體拷貝數不同以不同方式萃取。拷貝數多的質體使用 Plasmid Miniprep 

Plus Purification kit (GeneMark，Cat#DP01-Plus) 萃取，詳細步驟如 kit 說明書。拷

貝數少的質體使用 NucleoBond® Xtra Midi EF (Macherey-Nagel，Cat# 740410.10) 萃

取，詳細步驟見 kit 說明書 

(3) 細胞的 gDNA 萃取 

 使用 Genomic DNA Mini Kit Blood Cultured Cell kit (Geneaid，Cat#GB100)萃

取 gDNA，詳細步驟參見 kit 說明書。 

(4) 細胞的 RNA 萃取 

 以PBS清洗細胞一次後，依照細胞數加入適當體積的Trizol Reagent (ambion，
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Cat#15596018) 混勻，於室溫反應10分鐘。接著依照Direct-zol™ RNA MiniPrep 

(ZYMO RESEARCH，Cat#R2052) 之說明書進行RNA萃取。 

 

2. DNA 洋菜膠電泳 (DNA agarose electrophoresis) 

使用 Tris/Borate/EDTA 緩衝液 (TBE 緩衝液，1 L 的 TBE 緩衝液含有 10.8 g

的 Tris、5.5 g 的 Boric acid、4 ml 的 0.5 M EDTA) 配製 1 % agarose (UniRegion Bio-

Tech，Cat#UR-AGA001)，並且加入TOOLS DNA View染劑 (TOOLS，Cat#TTDNA01) 

稀釋 25000 倍。先把洋菜膠和 TBE 緩衝液放在水平式電泳槽內，再將欲分析的

DNA 樣本以及 ExcelBand 1 KB DNA Ladder (SMOBIO，Cat#DM3100) 加入洋菜膠

中，於 100 伏特電壓下進行電泳。完成電泳後，將洋菜膠置於 Benchtop 2UV 

Transilluminators (UVP) 拍攝由 302 nm 紫外光照射的結果，再與 DNA Ladder 比對

DNA 大小。 

 

3. 聚合酶連鎖反應 (Polymerase Chain Reaction，PCR) 

使用程式溫度控制儀 (BIO-RAD T100TM Thermal Cycler) 進行反應，並依照引

子以及目標基因的特性設定不同的反應條件。依照實驗需求使用 EmeraldAmp® 

Max PCR Master Mix (TaKaRa， Cat#RR320A) 或 2X KAPA2G Fast HotStart 

Genotyping Mix with dye (KAPA，Cat#kk7351) 進行 PCR，反應得到的產物會以DNA

洋菜膠電泳分析。 

(1) GAS M protein 分型 

分型方法參考 Vitali 等人的發表內容 70，反應條件為 95 ℃ 1 分鐘、(95 ℃ 15

秒、60 ℃ 2 分鐘、68 ℃ 6 分鐘) 20 cycles、68 ℃ 10 分鐘。 

(2) 確認 pHY-0116 質體與 M4 GAS 基因組發生單點交換 (single crossover) 
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使用 UpUp-For-spy0116 配 Cat-Rev 以及 DnDn-Rev-spy0116 配 Cat-For 進行

PCR，反應條件為 95 ℃ 5 分鐘、(95 ℃ 30 秒、58 ℃ 30 秒、72 ℃ 45 秒) 25 cycles、

72 ℃ 5 分鐘。 

(3) 確認 pHY-0116 質體與 M4 GAS 基因組發生雙點交換 (double crossover) 

使用 Cat-For 配 Cat-Rev、For-PstI-spy0116 配 Rev-BglII-spy0116 以及 UpUp-

For-spy0116 配 DnDn-Rev-spy0116 進行 PCR，反應條件為 95 ℃ 5 分鐘、(95 ℃ 30

秒、58 ℃ 45 秒、72 ℃ 90 秒) 25 cycles、72 ℃ 5 分鐘。 

(4) 確認 pROSA26-Vector CAG promoter 或 pROSA26-pCAG-hSiglec9 已嵌入 RAW 

264.7 細胞基因組的 Rosa26 前端 

 使用 newUpUp-F 配 newCAG-R 進行 PCR，反應條件為 95 ℃ 3 分鐘、(95 ℃ 

15 秒、62 ℃ 30 秒、72 ℃ 90 秒) 35 cycles、72 ℃ 5 分鐘。 

(5) 確認 pROSA26-Vector CAG promoter 或 pROSA26-pCAG-hSiglec9 已嵌入 RAW 

264.7 細胞基因組的 Rosa26 後端 

 使用 DnDn of Rosa26-R 配 mCherry of pRosa26 進行 PCR，反應條件為 95 ℃ 5

分鐘、(95 ℃ 30 秒、58 ℃ 30 秒、72 ℃ 90 秒) 35 cycles、72 ℃ 5 分鐘。 

 

4. 勝任細胞的製備及電穿孔作用 

將 M4 GAS 隔夜培養於含有 20 mM 之 glycine (Bioshop，Cat#GLN011.1) 的

THY 中，稀釋至 OD600為 0.1 後再培養到 OD600為 0.3 (早期對數期)。勝任細胞的

製備須全程在冰上操作。於 4 ℃以 4000 rpm 離心 10 分鐘將 GAS 沉澱下來，以 25 

ml 含 0.625 M sucrose (Sigma，Cat#S1888) 的 ddH2O 清洗兩次後，再分別以 15 ml

和 10 ml 含 0.625 M sucrose 的 ddH2O 清洗一次。最後將 GAS 回溶在 300 l 含 10 

% glycerol (Sigma，Cat#5516) 的 ddH2O 中。 

取 50 l 勝任細胞與 2 g 的質體混勻後，轉移至 1 mm gap Electroporation 

cuvette Plus (BTX，Cat#Model No.610)，再使用 BTX/Harvard Apparatus ECM 630 
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Exponential Decay Wave Electroporation System (BTX) 以 400Ω、25 F、1.75 kV 電

擊細胞。將電擊後的細胞回溶於 2 ml 的 THY 中，在 30 ℃培養 2 小時。再把菌液

均勻塗在含2 g/ml之erythromycin (erm2) 的THA (THB + 1.5% Agar) (THA/erm2)，

於 30℃培養進行篩選。 

 

5. 同源置換 (Homologous recombination) 

將 THA/erm2 長出的 GAS 培養於 THY/erm5 中，置於 37 ℃生長，等待 GAS

與質體發生同源置換，再以 PCR 確認已發生單點交換。挑選已發生單點交換的菌

株在 30 ℃培養於 THY 中，每 5 代塗盤一次並挑選單一菌落分別培養於 THY 和

THY/erm5 中，篩選出只能生長於 THY 之發生雙點交換的 GAS，再以 PCR 確認是

否為 spy0116 剔除的菌株。 

 

6. 預先結合 GAS 與 haptoglobin 

用 THY 將培養隔夜的 GAS 稀釋至 OD600為 0.1 後，培養到 OD600為 0.4 (對數

期)，再以 PBS (phosphate buffered saline) 清洗 GAS。取 2X108的 GAS 回溶於 100 

l 含有 1 mg/ml 之 haptoglobin 的 ddH2O 中，於 37 ℃反應 15 分鐘，每五分鐘輕拍

微量離心管使細菌能與 haptoglobin 反應均勻。不與 haptoglobin 結合的菌則回溶於

PBS 中，其餘處理皆相同。 

 

7. 預先使用唾液酸酶處理 GBS 

 用 THY 將培養隔夜的 GBS 稀釋至 OD600 為 0.1 後，培養到 OD600 為 0.4，再

以 PBS 清洗 GBS。將 GBS 回溶於 100 mM sodium acetate (pH 5.5) 溶液中，並調

整為 6X108 CFU/ml，再加入 100 mU/ml 的 Sialidase from Arthrobacter ureafaciens 

(AUS)，於 37 ℃旋轉反應 3 小時。反應過後以 PBS 清洗一次，再回溶於 RPMI+10   

% FBS 中。 
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8. GAS 與血清中之 haptoglobin 結合試驗 

 用 THY 將培養隔夜的 GBS 稀釋至 OD600 為 0.1 後，培養到 OD600 為 0.4，再

以 PBS 清洗 GBS。取 2X108 的 GAS 回溶於 125 l RPMI 或是以 RPMI 稀釋過的

10 % 或 50 % 血清當中，於 37 ℃旋轉反應 15 分鐘。反應後以 RPMI 清洗兩次後，

將 GAS 回溶於 PBS 中並加入 6X sample dye。配製 10 % running gel 以及 15 % 

stacking gel 進行 sodium dodecyl sulfate polyacryl-amide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) 來分離蛋白樣品，再將蛋白轉染至 Immobilon-FL PVDF membrane (Millipore，

Cat#IPFL00010)上。以等體積的 PBS 與 Odyssey blocking buffer (LI-COR，Cat#927-

40000) 配製 blockinf buffer 後，將 blocking buffer 與膜在室溫反應 1 小時，再以含

有 0.1 % Tween 20 及 Haptoglobin antibody (1:2000 稀釋) 之 blocking buffer 與膜在

4 ℃雜交反應過夜。隔日以 PBST (含有 0.1 % Tween 20 之 PBS) 清洗 3 次，再以含

有 0.1 % Tween 20、0.02 % SDS 及二級抗體 Donkey anti-Rabbit 之 blocking buffer 與

膜在室溫避光反應 1 小時。反應完以 PBST 清洗 3 次後，再以含有 0.02 % SDS 的

ddH2O 清洗 1 次，將膜置於 PBS 中保存再以 LI-COR Odyssey Infrared Imaging 

System 掃描膜。 

 

9. 流式細胞儀分析與流式細胞分選  

依照實驗需求使用 FACS Calibur (BD) 或 LSR Fortessa (BD) 流式細胞分析儀進行

分析，細胞分選則使用 FACS Aria IIIu (BD)。 

(1) 確認 T4 表現量 

用 THY 將培養隔夜的 GAS 稀釋至 OD600 為 0.1 後，培養到 OD600為 0.4，再

以 PBS 清洗兩次，並回溶於 PBS 中。在尖底 96 孔盤中加入 5X107 CFU/100 l 的

GAS 和 2 l 的 anti-T4 抗體，於 4 ℃反應 20 分鐘。反應後用 1 % 的 BSA (bovine 

serum albumin) (Sigma，Cat#A7906)/PBS 清洗兩次後，回溶於 100 l 之 1000 倍 1 
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% 的 BSA/PBS 稀釋的 goat anti-rabbit AF647 抗體中，於 4 ℃反應 20 分鐘。1 % 的

BSA/PBS 清洗兩次後，回溶在 500 l PBS 以 FACS Calibur 流式細胞分析儀分析。 

(2) GAS 與不同蛋白結合能力之分析 

依照 Dylight 488 Microscale Antibody Labeling kit (Thermo，Cat#53025) 的說明

分別在 haptoglobin (MyBioSource，Cat#MBS135642) 以及 human serum albumin 

(HSA) (Sigma，Cat#A3782)加上螢光標記。用 THY 將培養隔夜的 GAS 稀釋至 OD600

為 0.1 後，培養到 OD600為 0.4，再以 PBS 清洗生長靜止期和對數期的 GAS 兩次，

並回溶於 PBS 中。在尖底 96 孔盤中加入 5X107 CFU/100 l 的 GAS 和 10 l 帶有

螢光標記的 haptoglobin 或 HSA，於 4 ℃反應 20-30 分鐘。反應後用 PBS 清洗 2 次

後，回溶於 500 l 之 PBS 中，以 FACS Calibur 流式細胞分析儀分析。 

(3) 補體沉積試驗 

將事先與 haptoglobin 結合的 GAS 以及沒有與 haptoglobin 結合的 GAS 以 

Hepes++/0.1 % BSA (Hepes++ 含有 20 mM 的 Hepes (Hyclone，Cat#SH30237)、5 

mM 的 CaCl2、2.5 mM 的 MgCl2、140 mM 的 NaCl，pH 7.3) 清洗一次後，回溶於

Hepes++中。以 Hepes++ 分別稀釋 normal human serum (NHS) 和 heat inactivated 

serum (HIS) 後，與菌液等體積混和，於 37 ℃水浴槽中反應 20-30 分鐘。反應完後，

以 1 ml 的 1 % BSA/PBS 清洗一次，加入 100 l 以 1 % BSA/PBS 稀釋 500 倍之

goat-anti-human C3-FITC (MP Biomedicals，Cat#885191) 於 4 ℃反應 30 分鐘。反應

完後，以 1 ml 的 1 % BSA/PBS 清洗，再回溶於 1 ml 的 PBS 中以 FACS Calibur 流

式細胞分析儀分析。 

(4) 抗菌胜肽結合試驗 

 將事先與 haptoglobin 結合的 GAS 以及沒有與 haptoglobin 結合的 GAS 以 PBS

清洗兩次後，回溶於 PBS 中。取 5X107 CFU/100 l 的 GAS 與 1 g 之 5-FAM-LC-

LL-37 均勻混合，在 4 ℃反應 30 分鐘。反應完後以 PBS 清洗兩次，再回溶於 500 

l 的 PBS 中以 FACS Calibur 流式細胞分析儀分析。 
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(5) Poly-L-lysine (多聚離胺酸) 結合試驗 

用 THY 將培養隔夜的 GAS 稀釋至 OD600為 0.1 後，培養到 OD600為 0.4，再以

PBS 清洗兩次，並回溶於 PBS 中。在尖底 96 孔盤中加入 5X107 CFU/100 l 的 GAS

和 5 g Poly-L-lysine-FITC labled (PLL) (Sigma，Cat#P3069) (stock 濃度為 10mg/ml，

回溶在 ddH2O)，於 4 ℃反應 20-30 分鐘。反應後用 PBS 清洗 2 次後，回溶於 500 

l 之 PBS 中，以 FACS Calibur 流式細胞分析儀分析。 

(6) 細胞分選 (sorting) 

 使用DPBS將欲進行分選的細胞清洗一次，加入 0.25 % trypsin-EDTA (Corning，

Cat#25200056) 反應 5 分鐘，再加入培養液將細胞從培養皿上打下來並計算細胞數。

細胞離心後回溶於 sorting buffer (sorting buffer 為 1X PBS 中加入 1 mM EDTA、25 

mM HEPES 和 1 % FBS，pH 值為 7.0) 中，調整細胞濃度至 2X107 cells/ml。將細

胞加入 5mL Sterile Polystyrene Round Bottom Test Tubes With Cell Strainer Cap 

(Falcon，Cat#352235) 過濾掉細胞團塊，插冰上保存再以 FACSAria IIIu 分選出帶

有 mCherry 螢光的細胞。 

(7) 確認 RAW 細胞之 Siglec-9 表現量 

 將 RAW 264.7 細胞於 24 孔盤中培養兩天。PBS 清洗一次，再加入 1 ml 含有

5 mM EDTA 的 PBS 於 37 ℃反應 5 分鐘，反應後將細胞打下並轉移至微量離心管

中。以 1 ml FACS buffer (含有 1 % FBS 及 0.1 % NaN3之 PBS) 清洗一次後，將細

胞回溶於 50 l FACS buffer 中，加入 2 μl Purified anti-mouse CD16/32 Antibody 在

4 ℃反應 10 分鐘把細胞表面上的 Fc 受器擋住。接著直接加入 3 l APC Mouse IgG1, 

κ Isotype Ctrl (FC) Antibody 或 APC anti-human Siglec-9 antibody 於 4 ℃反應 20 分

鐘，再以 1 ml FACS buffer 清洗兩遍。清洗後將細胞回溶於 500l FACS buffer，再

以 LSR Fortessa 流式細胞儀分析。 

 

10. 生物膜 (biofilm)生成試驗 
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將 GAS 隔夜培養於 THY 中，稀釋至 OD600 為 0.1 後再培養到 OD600為 0.4，

以 PBS 清洗一次之後，回溶於含有 30 mM 之 glucose 的 C medium (pH 7.5，500 ml

的 C medium 含有 0.5 % 的 proteose peptone、1.5% 的 yeast extract、10 mM 的

K2HPO4、0.4 mM 的 MgSO4和 17 mM 的 NaCl)中，並且將菌液稀釋成 1X105 CFU/ml

或 1X106 CFU/ml，取 100 l 的菌液加入 96 孔盤 (Falcon，Cat#353072) 中，在 37 

℃培養箱培養。72 小時後倒掉多餘的培養液，用 PBS 清洗兩次後將液體倒乾淨。

加入 125 l 之甲醇 (Sigma，Cat#32213) 固定生物膜，10 秒後倒掉並陰乾 96 孔盤。

96 孔盤陰乾後，加入 125 l 的 0.2 % 結晶紫 (Sigma，Cat#C0775) 於室溫染色 15

分鐘，再以 PBS 清洗兩次並將孔盤內的液體完全吸乾。最後加入 125 l 的 1 % 

Sodium dodecyl sulfate (Sigma，Cat#75746) 反應 10 分鐘將結晶紫溶出後，測量

OD540。 

 

11. 全血殺菌試驗 

用 THY 將培養隔夜的 GAS 稀釋至 OD600 為 0.1 後，培養到 OD600為 0.4。使

用 PBS 清洗一次後，將 GAS 回溶於 PBS 中並稀釋至 2X106 CFU/ml。將捐獻者的

全血加入含有 heparin 的採血管後，分裝 450 l 的全血到 2 ml 微量離心管中，裝

在試管混合器於 37 ℃混勻。10 分鐘後將 50 l 的菌液加入 2 ml 微量離心管中混合

均勻，並分別在 0 和 120 分鐘的時候取出來滴種在 THA 上計算菌數。 

 

12. 血清與血漿殺菌試驗 

 將事先與 haptoglobin 結合的 GAS 以及沒有與 haptoglobin 結合的 GAS 以 PBS

和 RPMI 清洗一次後，回溶於 RPMI 中並調整濃度為 2X104 CFU/ml。在沒有 coating

的 96 孔盤中加入等量的 GAS 以及血清或血漿於 37 ℃反應。二小時後取出，滴種

於 THA 上計算菌數。 
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13. 血小板殺菌試驗 

 使用 19或 21 G的針搭配針筒抽取捐獻者的血後，以 1：6體積比混合與 Citrate-

dextrose solution (ACD) (Sigma，Cat#C3821) 與血液後，以 1000 rpm 離心 15 分鐘 

(no brake)。取出上層的富血小板血漿 (platelet rich plasma，PRP) 以 1500 rpm 離心

15 分鐘 (no brake)。去除上清液後，將血小板回溶於 RPMI 後以血球計數器計算血

小板的數量，調整成 1X108 platelets/ml。將血小板靜置 20-30 分鐘後再使用。 

 將事先與 haptoglobin 結合的 GAS 以及沒有與 haptoglobin 結合的 GAS 以 PBS

和 RPMI 清洗一次後，回溶於 RPMI 中並調整濃度為 1X106 CFU/ml。在沒有 coating

的 96 孔盤中加入 100 l 的 GAS 以及 100 l 的血小板於 37 ℃、5% CO2的培養箱

反應。分別在一和二小時的時候取出，滴種於 THA 上。 

 

14. 抗菌胜肽抑菌試驗 

 將事先與 haptoglobin 結合的 GAS 以及沒有與 haptoglobin 結合的 GAS 以 PBS

和 DMEM (Hyclone，Cat#SH30022) 清洗一次後，回溶於 DMEM+20 % THY 中並

調整濃度為 1X105 CFU/ml。在沒有 coating 的 96 孔盤中加入 90 l 的 GAS 以及 10 

l 序列稀釋過後的 LL-37 或 CRAMP (stock 濃度為 640 M) 於 37 ℃反應。24小時

後，取出 96 孔盤觀察 DMEM + 20% THY 顏色的變化並塗盤觀察 GAS 的 MIC 

(Minimal inhibitory concentration，最小抑制生長濃度)。 

 

15. 組織蛋白抑菌試驗 

用 THY 將培養隔夜的 GAS 稀釋至 OD600 為 0.1 後，培養到 OD600為 0.4，再

以 PBS 和 RPMI 清洗一次後，回溶於 RPMI+5 % THY 中並調整濃度為 1X105 

CFU/ml。在沒有 coating 的 96 孔盤中加入 90 l 的 GAS 以及 10 l 序列稀釋過後

的組織蛋白 (stock 濃度為 10 mg/ml) 於 37 ℃反應。24小時後，取出 96 孔盤觀察

RPMI+5 % THY 顏色的變化並塗盤觀察 GAS 的 MIC。 
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16. 嗜中性白血球殺菌試驗 

將捐獻者的全血加入含有 heparin 的採血管混勻，再將全血緩慢加到與全血等

量之 Polymorphprep (Axis-Shield，Cat#1114683) 的上方，以 1600 rpm 離心 30 分鐘 

(no brake)。吸除不需要的血漿和單核球後，將多形核白血球 (多數為嗜中性白血球) 

取出轉移至新的離心管中，加入 DPBS 清洗並以 1800 rpm 離心 10 分鐘。去除上清

液後，加入 ddH2O 將多餘的紅血球裂解，再加入 DPBS 清洗一次，並視情況增加

一次 ddH2O 裂解的步驟。最後將嗜中性白血球回溶於含有 2 % FBS 的 RPMI 中計

算細胞數目，再將細胞濃度調整為 2X106 cells/ml。每 2X106 的細胞加入 8 g 的

mouse IgG1 或是 anti-Siglec-9 阻斷抗體，於 37 ℃培養箱中旋轉反應 15 分鐘。反應

後以 RPMI+2% FBS 清洗一次。 

將事先與 haptoglobin 結合的 GAS 以及沒有與 haptoglobin 結合的 GAS 以 PBS

和RPMI+2 % FBS清洗一次後，回溶於RPMI+2 % FBS並調整濃度為 2X106 CFU/ml

和 1X107 CFU/ml。取 100 l 的細胞和 100 l 的 GAS 置於 96 孔盤中，以 1200 rpm

離心 5 分鐘。將 96 孔盤放置於 37 ℃培養箱中培養 2 小時後，取出滴種於 THA 上

計算菌數。 

 

17. NETs 殺菌試驗 

 將分離自健康捐獻者之嗜中性白血球細胞回溶於 RPMI 中，調整細胞濃度成

2X106 cells/ml 並加入 25 nM phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)，在 96 孔盤中每

孔加入 100 l 的細胞，於含有 5 % CO2的 37 ℃培養箱中培養 4 小時，使嗜中性細

胞球形成 NETs。將事先與 haptoglobin 結合的 GAS 以及沒有與 haptoglobin 結合的

GAS 以 PBS 和 RPMI+4 % FBS (70 ℃ heat-inactivated) 清洗一次後，回溶於 RPMI+4 

% FBS (70 ℃ heat-inactivated) 並調整濃度為 2X105 CFU/ml。在 96 孔盤中加入 100 

l 的 GAS 後，以 1600 rpm 離心 5 分鐘，再將 96 孔盤置於 37 ℃ 培養箱中培養。
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30 或 60 分鐘後加入最後濃度為 100 U/ml 的 DNaseⅠ，於 37 ℃ 培養箱反應 10 分

鐘將 NETs 分解掉，再加入 5 mM EDTA 終止 DNaseⅠ的作用。取出液體以 PBS 序

列稀釋後，滴種於 THA 上計算存活的菌數。 

 

18. 細胞感染之基因表現量測定 

(1) RAW 細胞 

 實驗前 2 天將 1X106顆細胞種在 6 孔盤中，以 PBS 清洗一次後加入 1X107 

CFU/ml 的 GBS，再以 1500 rpm 離心 5 分鐘。於含 5 % CO2的 37 ℃培養箱培養 1

小時後萃取細胞 RNA。 

(2) THP-1 細胞 

 實驗當天以 PBS 清洗細胞一次後，將細胞回溶於 RPMI+2 % FBS 中，並將細

胞濃度調整為 5X106/500 l。將事先與 haptoglobin 結合的 GAS 以及沒有與

haptoglobin 結合的 GAS 以 PBS 和 RPMI+2 % FBS 清洗一次後，回溶於 RPMI+2 % 

FBS 並調整濃度為 5X107 CFU/500 l。於 2 ml 微量離心管中加入 500 l 的細胞和

500 l 的 GAS 後，在 37 ℃旋轉反應 1 小時。反應時間到後萃取細胞的 RNA。 

 將細胞 RNA 按照 PrimeScript™ RT reagent Kit (TaKaRa，Cat#RR037A) 的說

明書將 RNA 反轉錄成 complementary DNA (cDNA)，反轉錄好的 cDNA 以 ddH2O

稀釋 10 倍保存。於 BIO-RAD 的 96 孔盤中加入 4 l 1M forward primer、4 l 1M 

reverse primer 、2 l cDNA 和 10 l iQ™ SYBR® Green Supermix (BIO-RAD，

Cat#1708884)，以 3000 rpm 離心 1 分鐘。將 96 孔盤置於 C1000 Touch™ Thermal 

Cycler (BIO-RAD) 以 CFX96™ Real-Time System (BIO-RAD) 測定細胞 RNA 表現

量。Real-time PCR 之反應條件為 95 ℃ 3 分鐘、95 ℃ 3 秒、60 ℃ 1 分鐘，共 35 

cycles。反應完成後數據會和 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) 基

因的表現量做比較，經軟體計算後呈現基因的相對表現量。 
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19. RAW 細胞之細胞激素表現量測定 

 實驗前 2 天將 5X104顆細胞種在 96 孔盤中，實驗前將細胞培養液更換為新鮮

的細胞培養液。用 THY 將培養隔夜的 GAS 或 GBS 稀釋至 OD600為 0.1 後，培養

到 OD600為 0.4，再以 PBS 和 RPMI+10 % FBS 清洗一次後，回溶於 RPMI + 10 % 

FBS 中並調整濃度。在 96 孔盤中每孔加入 100 l 的 1.5X106 CFU/ml 或 5X106 

CFU/ml 的 GAS 或 GBS，以 1500 rpm 離心 5 分鐘後，將 96 孔盤放回含 5 % CO2

的 37 ℃培養箱。30 分鐘後加入 50 l 的 5 倍抗生素 (含 50 g/ml gentamycin 和 25 

g/ml penicillin 的細胞培養液)，放回含 5 % CO2的 37 ℃培養箱繼續培養，總共培

養 3 或 24 小時。3 或 24 小時後將上清液轉移至 U 底 96 孔盤以 3000 rpm 離心 5 分

鐘，再將離心後的上清液轉移至平底 96 孔盤放-80 ℃保存，之後再以酵素免疫分

析法分析細胞激素的表現量，詳細步驟參考 kit 說明書。 

 

20. RAW 細胞之殺菌試驗 

 實驗前 2 天將 2.5X105顆細胞種在 24 孔盤中，實驗前將細胞培養液更換為新

鮮的 400 l 細胞培養液。用 THY 將培養隔夜的 GAS 稀釋至 OD600為 0.1 後，培養

到 OD600為 0.4，再以 PBS 和 RPMI+1 % FBS 清洗一次後，回溶於 RPMI + 1 % FBS

中並調整濃度。每孔加入 100 l 的 2.5X106 CFU/ml 的 GAS，以 1500 rpm 離心 5

分鐘後，將 24 孔盤放回含 5 % CO2的 37 ℃培養箱培養。2 小時後取出 24 孔盤，

加入 50 l 0.6 % Triton X-100/PBS 裂解細胞，再滴種於 THA 上計算 GAS 的存活

率。  

 

21. 細胞壁萃取物之分析 

(1) 萃取細胞壁 

 用 THY 將培養隔夜的 GAS 稀釋至 OD600 為 0.1 後，培養到 OD600為 0.4，以

PBS 清洗一次後，並將 GAS 調整至同一濃度。以 3000 rpm 離心 5 分鐘後，將 GAS
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回溶於冰的 cell wall extract buffer 中，於 37 ℃搖晃反應 3 小時。3 小時後以 13000g

離心 15 分鐘，將上清液保存於-80 ℃。 

(2) 西方墨點法 (Western blot) 分析 

 依照使用說明配製梯度膠 (gradient gel) (F1 Western，Cat#F1GRAD500) 以及

15 % stacking gel 進行 SDS-PAGE 來分離蛋白樣品，再將蛋白轉染至 Immobilon-FL 

PVDF membrane 上。以等體積的 PBS 與 Odyssey blocking buffer 配製 blockinf buffer

後，將 blocking buffer 與膜在室溫反應 1 小時，再以含有 0.1 % Tween 20 及 anti-T4 

(1:500 稀釋) 之 blocking buffer 與膜在 4 ℃雜交反應過夜。隔日以 PBST 清洗 3 次，

再以含有 0.1 % Tween 20、0.02 % SDS 及二級抗體 Donkey anti-Rabbit 之 blocking 

buffer 與膜在室溫避光反應 1 小時。反應完以 PBST 清洗 3 次後，再以含有 0.02 % 

SDS 的 ddH2O 清洗 1 次，將膜置於 PBS 中保存再以 LI-COR Odyssey Infrared 

Imaging System 掃描膜。 

(3) 銀染 (silver stain) 

依照使用說明配製梯度膠以及 15 % stacking gel 進行 SDS-PAGE 來分離蛋白

樣品，再以 ddH2O 搖晃清洗膠體 10 分鐘 2 次。接著加入 fixative solution 於室溫搖

晃反應 30 分鐘。反應後倒掉 fixative solution，以 ddH2O 搖晃清洗膠體 10 分鐘 2

次後，加入 staining solution，於室溫搖晃反應。膠體呈色後立刻倒掉 staining solutoin，

加入 stop solution 於室溫搖晃反應 15 分鐘。ddH2O 搖晃清洗膠體 5 分鐘後，將膠

體置於 ddH2O 中保存再使用 Bio-Rad ChemiDoc Imaging System 照膠。 

 

22. 小鼠皮下感染 

實驗使用的動物模型為六週大的 ICR 雌鼠，來源為台大醫學院動物中心繁殖

組。感染兩天前將小鼠下背的毛剃光，再以除毛膏去處多餘的毛根。感染當天先用

THY 將培養隔夜的 GAS 稀釋至 OD600為 0.1 後，培養到 OD600為 0.4。以 4000 rpm

離心十分鐘，再用 10 ml 的 DPBS 清洗一次，將 GAS 回溶於 1300 l 的 DPBS。將
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GAS 稀釋為 1X1010、4X109和 2X109 CFU/ml，再使用胰島素針 (BD，Cat#326769) 

吸取 50 l 的菌液，以皮下注射的方式感染小鼠的下背。感染期間每天拍照紀錄。 

 感染第三天時以 CO2麻醉機犧牲小鼠，剪下感染的傷口，放進 10% 之福馬林

固定。固定完成後使用石蠟包埋組織，切片後使用 H&E 染色 (hematoxylin and eosin 

stain) 的方式染切片，再使用顯微鏡觀察切片。 

感染第五天時以 isoflurane 犧牲小鼠。事前先準備好研磨組織用的研磨管 

(BioSpec，Cat#10832)，裡面加入適量的 1 mm 震盪珠 (BioSpec，Cat#1107911 0z) 

和 1 ml 的 DPBS。剪下小鼠的傷口並裝進研磨管中，由組織均質機 (Roche，

MagNaLyser) 以 6000 rpm 震盪三次，每次三十秒。研磨完後，吸取部分上清液滴

種於 THA 上以計算傷口上的菌量。剩餘的上清液以 15000 rpm 在 4 ℃ 離心十分鐘

後，再取出的上清液並使用酵素免疫分析法依照說明書分析細胞激素的濃度。 

 

23. RAW/vector、RAW/Sig9、RAW/R120K 細胞株的建立 

(1) 挑選基因敲入成功之細胞株 

使用 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) / Cas9

的系統將特定基因敲入 RAW 264.7 細胞基因組中，建立當作控制組的 RAW/vector

細胞以及表現人類 Siglec-9 的 RAW/Sig9 細胞。首先，用 Neon Transfection System 

(Thermo) 將質體 (pX330-ROSA26 sgRNA1 和 pROSA26-Vector CAG promoter / 

pROSA26-pCAG-hSiglec9) 送入 RAW 264.7 細胞中，並將電過的細胞置於 6 孔盤

中培養。將細胞逐步放大並培養超過三星期後，以 FACSAria IIIu 進行第一次的細

胞分選。將會表現 mCherry 的細胞分選出來，收集於含有 1X Penicillin-Streptomycin 

(Corning，Cat#30-002-CI) 的培養液中，再培養於 24 孔盤，待細胞長滿後全部轉移

至 6 孔盤中培養。待 6 孔盤中的細胞長滿，再進行單一細胞分選，並將分選出的單

一細胞直接培養於 96 孔盤中，每一孔分入 1 或 2 顆細胞。等 96 孔盤中的細胞長

成聚落時，便將之轉移至 24 孔盤中培養，原 96 孔盤加入培養液繼續培養。24 孔
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盤中的細胞長滿後，將細胞收集下來萃取 gDNA 進行 PCR，確認質體的特定片段

是否已敲入基因組 chromosome 6 GRCm38.p4 上。 

(2) 細胞株表現型的確認 

 先前的研究知道了在 RAW 264.7 細胞表現 Siglec-9 能夠抑制 TLRs 誘發之

TNF-表現並能夠促進 IL-10 的生成，且過去有研究發現 GBS 的多醣莢膜能夠與

Siglec-E 結合去調節細胞反應，因此我們將經 PCR 確認過的細胞以 GBS 感染，再

測其 TNF-、IL-6 和 IL-10 的基因及蛋白表現量來確認挑選出之細胞株的表現型。 
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第三章、 研究結果 

一、 建立 M4 血清型 A 型鏈球菌spy0116 突變株之互補菌株和臨床分離 M4 血清

型 A 型鏈球菌之spy0116 突變株 

1. 建立 M4 血清型 A 型鏈球菌spy0116 突變株之互補菌株並確認其表現 

研究指出 GAS 的線毛能幫助其貼附到宿主細胞，而生物膜成的第一步即為細

菌的貼附 71，因此細菌的貼附能力還會影響到生物膜的生成。實驗室先前比對基因

序列後發現 spy0116 基因所轉錄出的蛋白是組成線毛的基幹蛋白，從前人的研究也

確認了 M4 GAS spy0116 突變株貼附到咽喉及上皮細胞的能力較差且生物膜生成

量顯著低於 M4 GAS 野生株。實驗室先前的研究結果已知剔除 spy0116 基因不會

影響到其他 FCT region 之共轉錄基因的表現，但為了確認實驗室之前觀察到的 A

型鏈球菌野生株與spy0116突變株之間的差異是因為剔除 spy0116基因所造成的，

我們將一會表現 spy0116 基因 (附錄一) 的質體送入 M4 GAS spy0116 突變株，建

立 M4 GAS spy0116 突變株之互補菌株 (簡稱 M4 GAS spy0116 + spy0116)。另外

還建立了帶有空的質體的 M4 GAS Δspy0116 突變株做為控制組 (簡稱 M4 GAS 

spy0116 + vector)。 

為了確認建立的 M4 GAS Δspy0116 + spy0116 能表現線毛，我們以 T4 抗原表現

量、與 Hp 結合的能力和生物膜的生成量來確認 M4 GAS spy0116 + spy0116 和 M4 

GAS spy0116 + vector 的表現型。以 T4 抗體染色的結果顯示 M4 GAS spy0116 + 

spy0116 的 T4 抗原表現量、與 Hp 的結合量和生物膜的生成量皆顯著高於 M4 GAS 

Δspy0116 + vector (圖一 A、B 和 C)，顯示剔除 spy0116 基因所觀察到之現象的確

是由 spy0116 所調控，而非影響到其他基因造成的。除了以流式細胞儀分析之外，

我們將 M4 GAS 的細胞壁萃取下來，並以 western blot 分析其中的蛋白，圖一 D 為

anti-T4 抗體與膜雜交反應後的結果，顯示 M4 GAS 野生株的細胞壁上有包含 T4 抗

原之高分子結構，而 M4 GAS spy0116 突變株則無。此外 M4 GAS spy0116 + vector

與 M4 GAS spy0116 相同，沒有包含 T4 抗原之高分子結構，而 M4 GAS spy0116 
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+ spy0116 則會形成包含 T4 抗原之高分子結構，顯示此 complement strain 確實能

表現線毛。 

 

2. 建立剔除 spy0116 的臨床分離菌株並確認其表現型 

為了確認目前實驗所觀察到的現象亦可在的台灣的M4 GAS之臨床分離菌株觀

察到，我們從長庚兒童內科部邱政洵主任實驗室取得了 25 株臨床分離的 A 型鏈球

菌，進行臨床分離 A 型鏈球菌的 M protein 分型。實驗是藉由編碼 M protein 之 emm

基因的 5’端具有特異性的特性，使用不同的特異性引子與高度保留的 isp 基因的引

子進行 PCR 分型 70。M1 和 M12 GAS 會得到大約 3 kb 的產物，M4 GAS 則會得到

大約 5 kb 的產物。最後從這 25 株臨床分離的 A 型鏈球菌中找到了 2 株 M4 血清

型、1 株 M12 血清型和 1 株 M1 血清型的 A 型鏈球菌，其餘離床分離株血清型為

未知 (圖二 A)。 

以電穿孔作用將 pHY-0116 質體送入製備好的臨床分離株 3 號 (CG#3) GAS 勝

任細胞後，開始利用抗生素進行篩選，再利用 PCR 確認 pHY-0116 質體確實與 GAS

發生同源置換。當 GAS 能在 37 ℃生長於 THY/erm5 時，表示質體已與 GAS 基因

組發生單點置換。若質體是在 spy0116 上游與染色體發生交換，UpUp-For-spy0116

配 Cat-Rev 會得到 1529 bp 的產物，但是 DnDn-Rev-spy0116 配 Cat-For 不會得到產

物；若質體是在 spy0116 下游與染色體發生交換，DnDn-Rev-spy0116 配 Cat-For 會

得到 1475 bp 的產物，但 UpUp-For-spy0116 配 Cat-Rev 不會得到 1529 bp 的產物。

挑選出已發生單點置換的 GAS 進行繼代後，再使用 PCR 找出發生雙點置換而剔

除 spy0116 的菌株 (圖二 B)。若挑選出的 GAS 為 spy0116 剔除菌株，Cat-For 配

Cat-Rev 會得到 660 bp 的產物，UpUp-For-spy0116 配 DnDn-Rev-spy0116 可得到

2305 bp 的產物，For-PstI-spy0116 配 Rev-BglII-spy0116 則不會有產物；若挑選出的

GAS 不是 spy0116 剔除菌株，For-PstI-spy0116 配 Rev-BglII-spy0116 會得到 2160 bp

的產物，UpUp-For-spy0116 配 DnDn-Rev-spy0116 可得到 3805 bp 的產物，Cat-For
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配 Cat-Rev 則不會有產物(表一和圖二 C)。 

除了用 PCR 確認臨床分離的 M4 GAS 已經剔除 spy0116 基因之外，也利用 T4

抗體確認 GAS 的線毛表現量、與 Hp 的結合量以及生物膜的生成量輔助判斷 GAS

是否已剔除 spy0116基因。而以流式細胞儀分析的結果顯示挑出的臨床分離 spy0116

突變株的 T4 表現量、與 Hp 的結合以及生物膜生成量都低於臨床分離野生株 (臨

床分離 WT) (圖三 A、B 和 C)，表示我們已成功建立了臨床分離株 3 號之 spy0116

突變株 (臨床分離spy0116 突變株)。 

先前實驗室的研究已經知道，將 GAS 以皮下注射的方式感染 ICR 小鼠，野生

株能使小鼠產生較大的傷口，顯示 in vivo 下缺少 spy0116 確實會影響到 M4 GAS

的毒力，因此我們接著再使用皮下感染確認前述建立的臨床分離spy0116 突變株

之毒力已下降。由圖三 D 可以看到臨床分離野生株確實會造成皮下感染的 ICR 小

鼠有較大的傷口。但是組織切片的結果看起來臨床分離野生株和spy0116 突變株

都沒有造成明顯的血球浸潤，且兩者的切片看起來沒有差別 (圖三 E)。而在第五

天時收下小鼠的傷口測量其細胞激素 CCL2 和 KC 同樣可以看到臨床分離野生株

和spy0116 突變株沒有差別 (圖三 F)。 

 

二、 線毛在 M4 血清型 A 型鏈球菌抵抗免疫系統之角色 

1. 具線毛之 M4 血清型 A 型鏈球菌野生株在人類全血中存活較佳 

實驗室先前的研究已知在全血中 M4 GAS 野生株的存活率比 M4 GAS spy0116

突變株高，因此我先重複實驗確認會表現線毛的 M4 GAS 野生株在全血中是否存

活較好。實驗結果如圖四所示，與之前的研究結果相同在全血中 M4 GAS 野生株

的存活率比 M4 GAS spy0116 突變株高，但詳細機制尚不清楚，因此接下來會針

對血液中的各成分進行實驗以找出可能的機制。 

 

2. 線毛不會增加 M4 血清型 A 型鏈球菌對補體、抗菌胜肽和組織蛋白的抗性 
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由於血清中含有許多抗菌物質，例如抗菌胜肽和補體，因此我先以 HIS (heat-

inactivated serum)、NHS (normal human serum) 或血漿與 GAS 反應兩小時來比較

M4 GAS 野生株和 M4 GAS spy0116 突變株的存活率，想知道血清和血漿中的抗

菌因子是否會造成 M4 GAS 野生株和 M4 GAS spy0116 突變株存活的差異。從實

驗結果 (圖五A) 可以看到M4 GAS野生株在HIS和NHS中皆比M4 GAS spy0116

突變株存活還好，顯示補體可能不會影響 M4 GAS 野生株和 M4 GAS spy0116 突

變株的存活。由於補體參與在抵抗病原菌入侵的第一道防線，其中的 C3 補體又對

於整個補體路徑的活化很重要，因此想確認在血中 M4 GAS 野生株和 M4 GAS 

spy0116 突變株被 C3 補體標記的程度是否因 spy0116 基因之存在與否而受到影

響，進而影響 M4 GAS 在血中的存活。使用流式細胞儀分析 C3 補體染色結果後可

以看到 M4 GAS 野生株和 M4 GAS spy0116 突變株被 C3 補體標記的程度沒有差

別 (圖五 B)，顯示 M4 GAS 有無表現線毛並不會影響到 C3 補體沉積的程度，因此

C3 補體沉積應不是影響 M4 GAS 野生株和 M4 GAS spy0116 突變株在血中存活

的因素。 

接著我們想知道M4 GAS野生株和M4 GAS Δspy0116突變株的抗菌胜肽 (MIC)

是否不同，因此我們將 M4 GAS 野生株和 M4 GAS Δspy0116 突變株分別與人類和

老鼠的抗菌胜肽反應 24 小時後再塗盤觀察。從實驗結果 (表二) 可以看到 M4 GAS 

spy0116 突變株對於 LL-37 和 CRAMP 的抵抗性皆高於 M4 GAS 野生株。以流式

細胞儀分析還可以看到 M4 GAS 野生株和 LL-37 會有較多的結合 (圖五 C)，我們

推測這可能是造成 M4 GAS 野生株對於抗菌胜肽較敏感的原因。血清中的抗菌物

質除了抗菌胜肽外，還包含了組織蛋白，先前研究已知組織蛋白具有殺菌的功能 72，

因此我們將 M4 GAS 野生株和 M4 GAS spy0116 突變株與組織蛋白反應 24 小時

後再塗盤觀察。實驗結果顯示 M4 GAS 野生株和 M4 GAS spy0116 突變株對於組

織蛋白的抵抗性沒有差異 (表三)。以上結果皆顯示線毛本身無法幫助 M4 GAS 抵

抗血清中的抗菌物質。 
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3. 線毛不影響 M4 血清型 A 型鏈球菌與 NETs 反應後之存活率 

嗜中性白血球為人類血液中數量最多之白血球，且其為抵抗入侵之細菌的第一

道防線。實驗室之前將 M4 GAS 與分離自人血的嗜中性白血球反應，結果顯示 M4 

GAS 野生株只比 M4 GAS spy0116 突變株存活略多。嗜中性白血球的其中一項殺

菌作用為吐出 NETs 來殺菌，因此我們接著將 M4 GAS 野生株和 M4 GAS spy0116

突變株與 NETs 反應來看存活率是否有差異。從實驗結果 (圖六) 可以看到，M4 

GAS 野生株和 M4 GAS spy0116 突變株與 NETs 反應 30 分鐘後的存活率沒有差

異，而反應 60 分鐘後 M4 GAS spy0116 突變株的存活率則高於 M4 GAS 野生株，

顯示線毛無法幫助 M4 GAS 抵抗 NETs 的殺菌作用。 

 

4. 線毛不影響 M4 血清型 A 型鏈球菌與血小板反應後之存活率沒有差別 

由於血小板內含有陽離子蛋白  (cationic protein) 和活性氧化物質  (reactive 

oxygen species) 等殺菌物質 73，且血小板活化時可將殺菌物質釋放出來，因此我們

接著想知道將 M4 GAS 野生株和 M4 GAS spy0116 突變株與血小板反應是否會看

到存活率有差異。從實驗結果 (圖七) 可以看到 M4 GAS 野生株和 M4 GAS 

spy0116 突變株與血小板反應兩小時後的存活率沒有差異，顯示線毛無法幫助 M4 

GAS 抵抗血小板的殺菌作用。 

 

5. M4 血清型 A 型鏈球菌spy0116 突變株之互補菌株和臨床分離之 M4 血清型

A 型鏈球菌野生株在人類全血中之存活率 

為了確認線毛能夠幫助 M4 GAS 在血液中存活，因此以人類全血殺菌試驗來檢

測 M4 GAS spy0116 + spy0116 和 M4 GAS spy0116 + vector 以及臨床分離野生株

和臨床分離spy0116 突變株的存活率。實驗結果如圖八所示，M4 GAS spy0116 + 

spy0116 和 M4 GAS spy0116 + vector 的存活率沒有差異，而臨床分離野生株和臨
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床分離spy0116 突變株的存活率在不同捐獻者結果不同。Complement strain 和臨

床分離菌株的全血殺菌試驗結果與實驗室的 M4 GAS 的實驗結果不同，但目前尚

不清楚原因。 

 

6. M4 血清型 A 型鏈球菌spy0116 突變株之互補菌株及控制組之 LL-37 結合能

力沒有差別 

以 M4 GAS 野生株和 M4 GAS spy0116 突變株進行的實驗結果顯示線毛能幫

助 M4 GAS 在血液中存活，但是 M4 GAS Δspy0116 + spy0116 和 M4 GAS spy0116 

+ vector 在血液中的存活率沒有差異。表二和圖五 C 顯示具有線毛的 M4 GAS 野

生株對 LL-37 較敏感且其 LL-37 結合能力較佳，因此我們想知道過度表現線毛的

M4 GAS spy0116 + spy0116 是否會與 LL-37 有較多的結合，進而影響其在血液中

的存活。實驗結果如圖九所示，M4 GAS spy0116 + spy0116 和 M4 GAS spy0116 

+ vector 與 LL-37 結合的能力沒有差別。 

 

從上述實驗結果可以看到雖然 M4 GAS 野生株能在人類全血和血清中存活較

好，但是不管是跟血清中的抗菌物質、NETs 或是血小板反應都不會有 M4 GAS

野生株存活較 M4 GAS spy0116 突變株好的現象。因此接下來將探討 M4 GAS 的

線毛是否可利用其他血液中的成分來幫助其在血液中存活。 

 

三、  M4 血清型 A 型鏈球菌利用線毛與血紅素結合蛋白結合來抵抗免疫系統攻

擊 

1. M4 血清型 A 型鏈球菌的線毛能與人類血清中之 haptoglobin 結合 

由過去的研究我們推測 M4 GAS 可以利用線毛與血液中的 Hp 結合，來抑制免

疫系統的反應，進而幫助其在血液中存活。因此我們首先以 ex vivo 的方式來確認

M4 GAS 確實能利用線毛與 Hp 結合。將 M4 GAS 野生株和 M4 GAS spy0116 突
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變株與人類血清反應 15 分鐘後離心下來，以 western blot 分析 M4 GAS 是否有與

Hp 結合。從圖十可以看到沒有與人類血清反應之 M4 GAS 野生株和 M4 GAS 

spy0116 突變株不會和 Hp 結合在一起，與人類血清反應後 M4 GAS 野生株能和

Hp 結合，但是與人類血清反應之 M4 GAS spy0116 突變株則不會和 Hp 結合。 

 

上述結果顯示 M4 GAS 的線毛確實能與人類血清中的 Hp 結合，因此接下來的

實驗會將 M4 GAS 先與 Hp 反應 15 分鐘後再進行實驗。 

 

2. 預先與 haptoglobin 結合能幫助 M4 血清型 A 型鏈球菌在人類全血和血清中存

活 

首先從圖十一 A 可以看到 M4 GAS 野生株預先和 Hp 結合後能夠在全血中存活

更好。另外如圖十一 B 所示，M4 GAS 野生株預先和 Hp 結合後在血清和血漿中的

存活率也顯著提升了，而且 M4 GAS spy0116 突變株預先與 Hp 反應並不會使其

存活率提升，顯示只有 M4 GAS 野生株能夠藉由 Hp 來增加存活率。 

 

3. Haptoglobin 無法幫助 M4 血清型 A 型鏈球菌抵禦 C3 補體標記和抗菌胜肽 

使用流式細胞儀分析染色結果後，可以看到 M4 GAS 野生株、M4 GAS 野生株

+Hp 和 M4 GAS spy0116 被 C3 補體標記的程度沒有差別 (圖十二 A)，顯示與 Hp

結合無法幫助 M4 GAS 野生株抵抗 C3 補體的標記。除此之外，將 M4 GAS 野生

株、M4 GAS 野生株+Hp 和 M4 GAS spy0116 分別與人類和老鼠的抗菌胜肽反應

24 小時後再塗盤觀察，可以看到 M4 GAS 野生株預先與 Hp 結合並不會明顯增加

對於 LL-37 和 CRAMP 的抵抗性 (表二)。以流式細胞儀分析染色結果，顯示 M4 

GAS 野生株預先與 Hp 結合並不會影響其與 LL-37 的結合 (圖十二 B)。由於 LL-

37 為一帶正電的抗菌胜肽，而 M4 GAS 有無表現線毛會影響其與 LL-37 的結合，

因此我們想知道是否是由於線毛會影響 M4 GAS 表面電荷所造成的。我們以帶正
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電的 PLL 進行染色再以流式細胞儀分析，結果顯示 M4 GAS 野生株和 M4 GAS 

spy0116突變株與 PLL結合的程度沒有差別 (圖十二 C)，表示線毛並不會影響 M4 

GAS 表面的電荷，且線毛與 LL-37 的結合並不是藉由電荷吸引所造成的。 

 

4. 預先與 haptoglobin 結合能幫助 M4 血清型 A 型鏈球菌抵抗 NETs 和血小板的

殺菌作用 

接著我們想知道 Hp 是否能幫助 M4 GAS 抵抗 NETs 和血小板的殺菌作用，因

此我們將預先與 Hp 反應的 M4 GAS 與 NETs 或血小板反應，再塗盤觀察存活率。

由圖十三 A 和 B 可以看到，M4 GAS 野生株預先與 Hp 結合後再與 NETs 或血小板

反應的存活率皆顯著提升了，而 M4 GAS spy0116 突變株則無存活率改變的現象，

再次確認 M4 GAS 是藉由線毛與 Hp 結合來幫助存活的。 

 

由上述結果我們知道了 M4 GAS 可以利用線毛和 Hp 結合來幫助其在人類全血

和血清中存活，但是 M4 GAS 有無線毛不會影響對抗菌胜肽的抗性和 C3 補體沉

積的程度，而是藉由與 Hp 結合來抵抗血清中其他抗菌物質以及 NETs 和血小板

的殺菌作用來存活。 

 

四、  M4 血清型 A 型鏈球菌與血紅素結合蛋白結合後，可能藉由與 Siglec-9 鍵結

來調控免疫反應 

由於 Hp 的鏈有大量的唾液酸修飾 69，實驗室先前的實驗也確認了 Hp 能與

Siglec-9 結合，且預先和 Hp 結合的 M4 GAS 能和 Siglec-9 有較佳的結合。因此我

們推測 M4 GAS 能藉由線毛與 Hp 結合，並透過 Hp 與 Siglec-9 結合來抑制免疫細

胞的活性，進而幫助 M4 GAS 抵抗免疫攻擊並造成系統性感染。 

1. 建立 RAW/vector 和 RAW/Sig9 細胞株 

為了要驗證我們的假說，我們使用 CRISPR/Cas9 的系統建立 RAW/vector 和
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RAW/Sig9 細胞株，將質體 (附錄二) 送入細胞後再使用流式細胞分選儀進行單一

細胞分選 (single-cell sorting)，篩選出帶有 mCherry 螢光的細胞進行培養。分選之

細胞經過培養放大後，萃取其 gDNA 以 PCR 確認質體是否嵌入基因組上的特定位

置 (圖十四A)。若質體已嵌入RAW 264.7細胞基因組之Rosa26前端使用 newUpUp-

F 配 newCAG-R 可得到 1290 bp 的產物；若質體已嵌入 RAW 264.7 細胞基因組之

Rosa26 後端則可得到 1073 bp 的產物。除了使用 PCR 確認質體已嵌入基因組之外，

我們還使用流式細胞儀分析細胞表面 Siglec-9 表現情形來確認是否有挑到可使用

之細胞株 (表四、附錄三和附錄四)。由 PCR 分析挑出了 6 株質體有嵌入到 Rosa26

後端的細胞株，分別為 V D11、V D9、V E5、V F3、Sig9 E6 和 Sig9 G1，但其中

只有 V D11 和 Sig9 E6 能夠以 PCR 分析到質體有嵌入到 Rosa26 前端 (附錄三)。

以流式細胞儀分析細胞表面上 Siglec-9 表現情形則可看到只有 Sig9 E6 和 Sig9 G1

會表現 Siglec-9，V D11、V D9、V E5 和 V F3 則不會有 Siglec-9 表現。接著我們

挑選了 mCherry 表現量較相近的 V E5、V F3、Sig9 E6 和 Sig9 G1 進行表現型確認 

(附錄四)。 

由文獻我們知道了 GBS 的多醣莢膜可以與 Siglec-E 結合進而去抑制細胞活化

64，因此我們以 GBS 做為模型來確認上述挑到之細胞的表現型。圖十三 B 可以看

到 GBS 感染後 9X2 E6 相較於其他三株細胞所產生之 TNF-和 IL-10 皆較少，但

從圖十四 C 可以看到其實 GBS 感染 1 小時後 Sig9 E6 的 TNF-基因表現和另外兩

株細胞相當，IL-10 基因表現則明顯高於其他兩株細胞。除此之外，以 GBS WT 與

GBS neuA 以及給予 AUS 處理為模型的結果顯示不管 GBS 表面是否有唾液酸，

在控制組細胞和表現 Siglec-9 的細胞所引起的反應沒有差別。綜合細胞激素及基因

表現的結果，我們認為 Sig9 E6 相較於其他細胞株的反應較不同，不適合做為實驗

模型。最後我們選擇 V E5 做為 RAW/vector 細胞株；Sig9 G1 做為 RAW/Sig9 細胞

株。 
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2. 與 haptoglobin 結合可增加 M4 血清型 A 型鏈球菌之存活率，但 RAW 細胞是

否表現 Siglec-9 不影響 M4 血清型 A 型鏈球菌之存活 

選定細胞株後，我們接著想知道 Siglec-9的表現是否如我們預期影響到M4 GAS

的存活率。從圖十五可以看到 M4 GAS 野生株事先與 Hp 結合能存活更好，但是不

管是在 RAW/vector 或是 RAW/Sig9 都可以看到此現象，顯示在我們的 RAW/vector

和 RAW/Sig9 系統中無法看到 M4 GAS 野生株與 Hp 結合是利用 Siglec-9 來提升存

活率的。除此之外，M4 GAS 野生株和 M4 GAS 野生株+Hp 與 V E5 或 Sig9 E6 反

應後的存活率也沒有差異。
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第四章、 討論與未來研究方向 

過去已發表之研究顯示 A 型鏈球菌造成的死亡人數在因感染性疾病而死亡

的人數中排名在第九名 5，意味著了解 A 型鏈球菌的致病機轉是很重要的。A 型

鏈球菌有許多毒力因子可增加其貼附及入侵宿主細胞的能力或是幫助 A 型鏈球

菌躲避免疫系統的攻擊 2，其中的玻尿酸莢膜在過去研究被指出能幫助 A 型鏈球

菌躲避免疫系統的攻擊，且缺少玻尿酸莢膜的 A 型鏈球菌毒力和存活率皆較差

30,32，顯示莢膜是 A 型鏈球菌一重要的毒力因子。而 M4 GAS 雖然沒有莢膜，在

臨床上仍能造成侵入性疾病，並且是主要造成感染的血清型之一 8,10，因此我們

想探討 M4 GAS 的致病機轉。實驗室先前的研究發現了線毛能夠幫助 M4 GAS

造成小鼠皮膚及系統性感染，並且提升 M4 GAS 在人血中的存活率，因此我們想

進一步了解線毛是如何幫助 M4 GAS 造成感染的。實驗發現 M4 GAS 的線毛能

夠與人類的Hp結合來提升其在人血中的存活率，且此為M4血清型特有的現象。

除此之外，實驗室先前發現與Hp結合後的M4 GAS可和 Siglec-9有較佳的結合，

而 M4 GAS 與 Hp 的結合可能透過 Siglec-9 來調節細胞反應進而幫助其存活，我

們推測這可能是 M4 GAS 雖然缺少莢膜卻仍能造成侵入性感染的致病機制。 

先前實驗室學姐的研究發現雖然 FCT region 上的 spy0115~spy0118 基因是一

起轉錄的，但是剔除 spy0116 基因不會影響到 spy0117 和 spy0118 基因的轉錄。

除此之外，我們還建立了 M4 GAS Δspy0116 突變株之互補菌株，且由 T4 抗原表

現量和生物膜生成量確認了補回 spy0116 基因後 M4 GAS Δspy0116 + spy0116 便

能夠表現線毛，再次確認剔除 spy0116 基因不會影響到 M4 GAS 其他基因 (圖

一)。接著發現雖然線毛能幫助 M4 GAS 在人類全血和血清中存活(圖四和圖五

A)，但將 M4 GAS 與單獨與血液中的抗菌胜肽、組織蛋白、NETs 和血小板各別

反應並不會看到線毛有幫助 M4 GAS 存活的情形 (表二、表三、圖六和圖七)。

而由文獻和實驗室前人的研究我們得知 M4 GAS 之線毛可以和 Hp 結合 21,40，又

過去文獻指出 Hp 能夠和多種免疫細胞的接受器結合來調節免疫反應 39，因此我
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們推測 M4 GAS 或可透過線毛與 Hp 結合來調控宿主的免疫系統。從本篇實驗可

以看到 M4 GAS 確實可與人類血清中的 Hp 結合，且 M4 GAS 與 Hp 結合後與全

血、血清、血小板或 NETs 反應皆能有較佳之存活率 (圖十一、圖十二和圖十三)。 

雖然以 M4 GAS 野生株和 M4 GAS Δspy0116 突變株進行的研究顯示線毛能

夠提升 M4 GAS 在人類全血中之存活，但是將 spy0116 基因回補到 Δspy0116 突

變株後卻無法提升 Δspy0116 突變株在全血中的存活率 (圖八)。之前研究顯示

GAS 轉錄因子的表現會受到細菌密度、環境中營養成分的多寡和血液中成分等

因素影響，進而影響到 GAS 毒力因子的表現 74。研究發現細胞壁相關的毒力因

子，例如 M protein、C5a 肽酶 (peptidase) 和莢膜，這些毒力因子的基因表現在

對數期時最高，在生長靜止期時則不會表現。毒力因子在不同時期基因表現程度

不同可能幫助 GAS 節省能量以渡過養分相對較少的生長靜止期，因此適當的基

因表現是相當重要的 75。先前就有研究發現肺炎鏈球菌在剛開始移生 

(colonization) 的時候會表現較多的線毛，顯示線毛表現的多寡和細菌的生長期

有關 76。我們推測 M4 GAS Δspy0116 + spy0116 可能因線毛過度表現反而無法幫

助 Δspy0116 突變株在全血中存活。由於使用 5-FAM-LL-37 染色顯示具有線毛的

M4 GAS 野生株會和 LL-37 有較多的結合 (圖五 C)，且 M4 GAS 野生株對於 LL-

37 較為敏感 (表二)，因此我們也使用 5-FAM-LL-37 進行 M4 GAS Δspy0116 + 

spy0116染色。但是結果顯示與M4 GAS Δspy0116 + vector相比，M4 GAS Δspy0116 

+ spy0116 不會與 5-FAM-LL-37 有較多結合(圖九)，因此抗菌胜肽可能並不參與

在回補 spy0116基因無法提升M4 GAS Δspy0116 + spy0116在血液中存活的因素。 

另外，與實驗室的 M4 GAS 相比，臨床分離菌株的線毛表現量明顯較低，全

血殺菌試驗的結果亦顯示該臨床菌株是否表現線毛並不是主要影響其在血液中

存活的因素 (圖八)。先前有研究分析了臨床分離之 Kingella kingae 的線毛表現，

發現從不同患部分離出之 Kingella kingae 的線毛表現量是不同的，從呼吸道和非

心內膜炎之血液分離出的 Kingella kingae 通常有較高的線毛表現 77，顯示線毛表

現的多寡也和細菌的組織向性有關。我們使用的實驗室 M4 GAS 是分離自病患
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的血液，其有較高的線毛表現且線毛能幫助其在血液中存活，因此我們推測對於

會造成侵入性感染的 M4 GAS 而言線毛是重要的致病因子。 

過去研究顯示在 RAW 264.7 細胞過度表現 Siglec-9 能使細胞在受到 TLR 配

體刺激時產生較少的 TNF-和 IL-6，但是產生較多的 IL-1060。此外還有研究指

出 M1 GAS 和 GBS 表面的唾液酸能藉由與人類 Siglec-9 或老鼠 Siglec-E 結合，

影響細胞的殺菌機制並增加存活率 64,65。又先前報導發現 Hp 可調節免疫反應，

且實驗室發現 Hp 能和 Siglec-9 結合，因此我們推測 M4 GAS 可藉由和 Hp 結合

來鍵結免疫細胞面上的 Siglec-9 來抑制其活化以躲避免疫系統的攻擊，因此我們

建立了會表現 Siglec-9 的 RAW 264.7 細胞以探討 M4 GAS 是否能夠透過 Siglec-

9 來幫助存活。與預期不同的是，實驗結果顯示 M4 GAS 與 RAW/vector 或

RAW/Sig9 反應存活率沒有差別，且 M4 GAS 和 Hp 結合後不管是與 RAW/vector

或 RAW/Sig9 反應皆能存活較佳(圖十五)。過去有研究發現老鼠的 bone marrow-

derived macrophages (BMDMs) 在受到 TLR 配體刺激時會造成 Siglec-E 表現量大

幅上升，並且活化 Siglec-E78。而我們以 GAS 感染細胞之後，並未檢測 RAW 細

胞其他 Siglecs 的表現量，因此我們無法確定受到 GAS 刺激的細胞是否會表現其

他的 Siglecs。若 RAW/vector 細胞有表現其他 Siglecs，可能會使得 Hp 與之結合

並影響到細胞的反應，因此我們無法看到 M4 GAS WT 與 Hp 結合後可以在

RAW/Sig9 存活較好。 

由於我們建立之細胞株無法用於觀察 Siglec-9 是否參與在 M4 GAS 線毛及

Hp 後對免疫細胞的調控，因此我們之後將會使用 anti-Siglec-9 的抗體事先將嗜

中性白血球表面的 Siglec-9 阻斷後再使用 M4 GAS 感染，以確認 M4 GAS 與 Hp

結合後是否會如 GBS 和 M1 GAS 一般透過 Siglec-9 去影響嗜中性白血球的殺菌

作用來幫助存活 64 65。此外我們也將檢測 M4 GAS 預先與 Hp 結合後，是否影響

嗜中性白血球的 reactive oxygen species 或 NETs 生成以及嗜中性白血球的吞噬作

用，來闡明 M4 GAS 在血液中存活的可能機制。 

雖然尚不清楚 M4 GAS 與 Hp 結合後是否可透過 Siglec-9 來抑制細胞反應，
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但是我們的結果能確定 M4 GAS 與 Hp 的結合能幫助其抵抗免疫系統的攻擊。 
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圖表目錄 

 

PCR 目標 M4 GAS  

WT 

M4 GAS 

Δspy0116 

cat - + (660bp) 

spy0116 + (2160 bp) - 

Upstream and downstream of spy0116 + (3805 bp) + (2305 bp) 

 

表一、 pHY-0116 質體與 M4 GAS 基因組發生同源置換之 PCR 結果表。經過兩

次置換後 M4 GAS 的 spy0116 基因可能會被置換成 pHY-0116 上的 cat 基因，成

為 spy0116 剔除菌株，依 PCR 結果可判斷挑到的菌株是否已剔除 spy0116 基因。 

 

 

抗菌胜肽 MIC M4 GAS  

WT 

M4 GAS  

WT+Hp 

M4 GAS  

Δspy0116 

LL-37 (M) 2 4 32 

CRAMP (M) 2 4 8 

 

表二、 抗菌胜肽對 M4 血清型 A 型鏈球菌之 MIC。將 GAS 回溶於 DMEM + 20 

% THY 中，並與序列稀釋後的抗菌胜肽於 37 ℃ 反應 24 小時，再由 DMEM + 

20% THY 顏色的變化來判定 MIC。表格為重複兩次後的實驗結果。 

 

 

組織蛋白 MIC M4 GAS  

WT 

M4 GAS  

Δspy0116 

組織蛋白 (mg/ml) 32 32 

 

表三、組織蛋白對 M4 血清型 A 型鏈球菌之 MIC。將 GAS 回溶於 RPMI + 5 % 

THY 中，並與序列稀釋後的組織蛋白於 37 ℃ 反應 24 小時，再由 RPMI + 5 % 

THY 顏色的變化判定 MIC。表格為重複兩次後的實驗結果。 
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細胞株 Up integration Down integration Siglec-9 表現 

VX1 D11 + + - 

VX2 D9 - + - 

VX2 E5 - + - 

VX2 F3 - + - 

9X2 E6 + + + 

9X2 G1 - + + 

 

表四、 細胞株之基因組嵌入結果與 Siglec-9 表現的統整表格。表格中列出使用

PCR 確認有質體嵌入基因組之細胞以及經流式細胞儀分析該細胞株表面是否有

Siglec-9 表現的結果。此為統整表格，個別細胞株之 PCR 及流式細胞儀分析結果

見附錄三和四。 
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A                                 B 

     

C                        D 

  

 

圖一、建立 M4 血清型 A 型鏈球菌 spy0116 突變株之互補菌株。以流式細胞儀分

析 M4 GASΔspy0116 + vector 和 M4 GASΔspy0116 + spy0116 之 T4 抗原表現量

(A)及與 Hp 結合的能力(B)。 (C) GAS 在含有 30 mM glucose 之 C medium 中於

37 ℃培養 48 小時，再以結晶紫染色並由 OD540來判斷生物膜的生成量。(D) 使

用 Western blot 分析細胞壁萃取物之結果圖 (左圖)，silver stain 結果圖 (右圖)。

P value 統計使用 One-way ANOVA，**與***分別表示差異達 P <0.01 或 P <0.001

之顯著差異。 
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A 

(1)                                           (2) 

B                        C 

 

 

圖二、 建立剔除 spy0116 的臨床分離菌株。(A) 使用 PCR 進行臨床分離 A 型鏈

球菌分型之結果圖 A (1)為分別以 emm1、emm4 和 emm12 引子反應之結果，M

代表 maker，1、7 和 13 的反應物為水，2、8、14 的為 M1 GAS，3、9、15 為 M4 

GAS，其餘是臨床分離菌株。圖 A (2)為 emm1 引子反應之結果，M 代表 marker，

2 為 M1 GAS，其餘是臨床分離菌株。(B) pHY-0116 質體與 M4 GAS 基因組發生

同源置換之示意圖，經過兩次置換後 M4 GAS 的 spy0116 基因會被置換成 pHY-

0116 上的 cat 基因，成為 spy0116 剔除菌株。(C) 以 PCR 確認 spy0116 剔除的情

形，電泳圖中的 M 代表 marker，cat 代表 cat 基因，0116 代表 spy0116 基因，

UpDn 代表由 spy0116 上下游 primer 反應得到的產物。

 



doi:10.6342/NTU201801671

54 

 

A                               B 

   

C                               D 
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CG#3 WT                          CG#3 spy0116 

    

F 

  

epidermis 

adipose 

muscle 
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圖三、 確認臨床分離 spy0116 突變株之在 T4 抗原表現、生物膜生成與小鼠皮下

感染之表現。以流式細胞儀分析臨床分離菌株 WT 和Δspy0116 之 T4 抗原表現

量 (A) 或是與 Hp 結合的能力 (B)。(C) GAS 在含有 30 mM glucose 之 C medium

中於 37 ℃培養 72 小時，再以結晶紫染色並由 OD540來判斷生物膜的生成量。 感

染 2X108 CFU GAS 小鼠第二天傷口圖，左側為臨床分離 WT 而右側為臨床分離

Δspy0116 皮下感染造成的傷口 (D)，第三天的組織切片圖(E)。第五天時感染處

之組織的細胞激素表現量(F)。P value 統計使用 One-way ANOVA，**表示差異

達 P <0.01 之顯著差異。 
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圖四、 M4 血清型 A 型鏈球菌野生株在全血中存活率高於 spy0116 突變株。450 

l 的全血與 1X105 的 GAS 混合均勻於 37 ℃反應，0 分鐘和 120 分鐘時分別取

出，序列稀釋後塗盤以計算活菌 CFU。結果的數值代表與 0 分鐘相比之 GAS 存

活率，全血殺菌試驗共有五位捐獻者，每組有三重複。P value 統計使用 t-test， 

*表示差異達 P <0.05 之顯著差異。 
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A                                   B 

 

C 

 

圖五、 M4 血清型 A 型鏈球菌野生株能在血清中存活較 spy0116 突變株好，但

線毛無法幫助減少 M4 血清型 A 型鏈球菌與補體和抗菌胜肽的結合。 (A)實驗

中以 1X103的 GAS 和 50 l 的血清或血漿在 37 ℃ 反應兩小時，再取出塗盤計算

活菌 CFU。結果的數值代表與初始加入的菌量相比之 GAS 存活率，血清與血漿

殺菌試驗共有三位捐獻者，每組有三重複。 (B) 使用流式細胞儀分析 M4 GAS 

WT 和 M4 GAS Δspy0116 與 10%或是 30%血清反應 30 分鐘後 C3 補體沉積的

情形，實驗中以 30 % HI 做為控制組。圖為重複三次實驗後的統計結果。(C) 以

流式細胞儀分析 GAS 和 FAM 標記之 LL-37 的結合能力，圖中實體灰色塊為未

染色之 GAS。P value 統計使用 t-test，n.s.表示統計無顯著差異，*與****分別表

示差異達 P <0.05 或 P <0.0001 之顯著差異。  



doi:10.6342/NTU201801671

58 

 

         
 

圖六、 M4血清型A型鏈球菌野生株和 spy0116突變株與 neutrophil extracellular 

traps (NETs) 反應後的存活率沒有差異。將 2X105分離自人類全血的嗜中性細胞

以 25 nM PMA 處理 4 小時後，加入 2X104的 GAS 在 37 ℃ 反應 30 或 60 分鐘。

以 100 U/ml DNaseⅠ處理後，再塗盤計算活菌 CFU。NETs 殺菌試驗共有兩位捐

獻者，每組有三重複。P value 統計使用 t-test，n.s.表示統計無顯著差異，*表示

差異達 P <0.05 之顯著差異。
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圖七、 M4 血清型 A 型鏈球菌野生株與 spy0116 突變株抵抗血小板之殺菌作用

的能力沒有差異。分離自全血的 1X107 platelets 與 1X105 GAS 在 37 ℃反應 2 小

時後，塗盤計算活菌 CFU。結果的數值代表與控制組相比之反應兩小時後的 GAS

存活率，共有三位捐獻者，每組有三重複，實驗中以與 RPMI 反應的組別當作控

制組。P value 統計使用 t-test，n.s.表示統計無顯著差異。 
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圖八、 M4 血清型 A 型鏈球菌 spy0116 突變株之互補菌株和臨床分離菌株之全

血殺菌試驗。450 l 的全血與 1X105的 GAS 混合均勻於 37 ℃反應，0 分鐘和 120

分鐘時分別取出，序列稀釋後塗盤以計算活菌 CFU。結果的數值代表與 0 分鐘

相比之 GAS 存活率，共有四位捐獻者，每組有三重複。 
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圖九、M4 血清型 A 型鏈球菌 spy0116 突變株之互補菌株與控制組之 LL-37 結合

能力沒有差別。以流式細胞儀分析 GAS 和 FAM 標記之 LL-37 的結合能力，圖

中實體灰色塊為未染色之 GAS。 
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圖十、 M4 血清型 A 型鏈球菌的線毛能與人類血清中之 haptoglobin 結合。2X108

的 GAS 與 125 l RPMI 或人類血清於 37 ℃旋轉反應 15 分鐘，再離心下來以

western blot 分析。圖為使用 anti-human haptoglobin 與膜雜交反應後之結果圖。 
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圖十一、 Haptoglobin 能幫助 M4 血清型 A 型鏈球菌野生株在人類全血和血清

中存活。(A) 450 l 的全血與 1X105的 GAS 混合均勻於 37 ℃反應，0 分鐘和 120

分鐘時分別取出，序列稀釋後塗盤以計算活菌 CFU。結果的數值代表與 0 分鐘

相比之 GAS 存活率，全血殺菌試驗共有兩位捐獻者，每組有三重複。(B)實驗中

以 1X103的 GAS 和 50 l 的血清或血漿在 37 ℃ 反應兩小時，再取出塗盤計算活

菌 CFU。血清與血漿殺菌試驗共有兩位捐獻者，每組有三重複。結果的數值代表

與初始加入的菌量相比之 GAS 存活率。P value 統計使用 One-way ANOVA，n.s.

表示統計無顯著差異，*與****分別表示差異達 P <0.05或 P <0.0001之顯著差異。  
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圖十二、 M4 血清型 A 型鏈球菌預先與 haptoglobin 結合並不會增加對於血清

中抗菌物質的抗性，且剔除 spy0116 不會影響 M4 血清型 A 型鏈球菌的電荷。

(A) 使用流式細胞儀分析 M4 GAS WT、M4 GAS WT+Hp 和 M4 GAS Δspy0116

與 10%血清或是 30%血清反應 30 分鐘後 C3 補體沉積的情形，實驗中以 30 % HI

做為控制組。以流式細胞儀分析 GAS 和 FITC 標記的 LL-37 (B) 與 FITC 標記

Poly-L-Lysine (PLL) (C) 之結合能力，圖中實體灰色塊為未染色之 GAS。P value 

統計使用 One-way ANOVA，n.s.表示統計無顯著差異。 
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圖十三、 與 Hp 結合能夠增加 M4 血清型 A 型鏈球菌與 neutrophil extracellular 

traps (NETs) 和血小板反應後的存活率。 (A) Neutrophils 以 25 nM PMA 刺激產

生 NET 後加入 2X104 的 GAS 培養 30 或是 60 分鐘後，滴種於 THA 上以計算

GAS 的存活率。結果的數值代表與初始加入的菌量相比之各時間點的 GAS 存活

率。NETs 殺菌試驗共有兩位捐獻者，每組有三重複。(B) 將分離自人類全血的

1X107 platelets 與 1X105 GAS 在 37 ℃反應 2 小時後，反應兩小時後滴種於 THA

上以計算 GAS 的存活率。結果的數值代表與控制組相比之反應兩小時後的 GAS

存活率。血小板殺菌試驗共有三位捐獻者，每組有三重複。P value 統計使用 One-

way ANOVA，n.s.表示統計無顯著差異，*與****分別表示差異達 P <0.05 或 P 

<0.0001 之顯著差異。 



doi:10.6342/NTU201801671

66 

 

A 

 

B 

 

C 

 
 

圖十四、 建立 RAW/vector 和 RAW/Sig9 細胞株。 (A) pROSA26-pCAG 質體

嵌入 RAW 264.7 細胞基因組以及 PCR 使用之引子示意圖。經過 CRISPR/Cas9

編輯過後，pROSA26-pCAG 可能嵌入 RAW 264.7 細胞之 ROSA26 基因中間，先

使用流式細胞分選儀挑出會表現 mCherry 的細胞，再使用 ROSA26 基因上下游

和會嵌入基因組之質體片段的引子與細胞 gDNA 進行 PCR，便可找出確實有質

體嵌入基因組的細胞。(B) 實驗前兩天種下 5X104顆細胞，實驗時加入 5X105

的 GBS 與細胞於 37 ℃反應。3 或 24 小時後取出上清液檢測細胞激素之表現

量。(C) 實驗前兩天種下 1X106顆細胞，實驗時加入 1X107的 GBS 與細胞於 37 

℃反應。1 小時後萃取細胞之 RNA 檢測細胞激素之基因表現量。P value 統計

使用 One-way ANOVA，n.s.表示統計無顯著差異，***與****分別表示差異達

P<0.005 或 P <0.0001 之顯著差異。  
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圖十五、 與 Hp 結合能增加 M4 血清型 A 型鏈球菌與 RAW 細胞反應之存活率，

但是和 RAW/vector 或 RAW/Sig9 反應後的存活率沒有差異。 實驗前兩天種下

2.5X105 顆細胞，實驗時加入 2.5X105 的 GAS 與細胞於 37 ℃反應 2 小時。反應

兩小時後滴種於 THA 上以計算 GAS 的存活率。結果的數質代表與控制組相比

之反應兩小時後的 GAS 存活率，實驗共重複兩次，每組有三重複。P value 統計

使用 One-way ANOVA，n.s.表示統計無顯著差異，**表示差異達 P <0.01 之顯著

差異。 
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附錄 

附錄一、帶有 spy0116 基因之質體圖譜。 
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附錄二、送入 RAW 264.7 細胞之 pX330-ROSA26 sgRNA1 和 pROSA26-pCAG-

hSiglec9 的質體圖譜。 
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附錄三、 經流式細胞儀分選出帶有 mCherry 螢光之細胞株 PCR 結果圖。 

 

 

  



doi:10.6342/NTU201801671

71 

 

附錄四、 經 PCR 確認質體已嵌入基因組之細胞株以流式細胞儀分析表面上

Siglec-9 的表現。 

 

 

 

 

 

 

 
Siglec-9 expression 

m
C

h
er

ry
 e

x
p

re
ss

io
n

 




