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中文摘要 

    細菌會利用不同的致病因子(virulence factor)來抵禦或逃脫宿主的免疫攻擊，

並提升在宿主環境中生存或造成威脅的能力，而細菌分泌蛋白質的過程為一種與

宿主互動的重要策略。已知革蘭氏陰性菌演化出六型分泌系統(type I to type VI 

secretion system, T1SS to T6SS)，而第六型分泌系統是最近期所發現，會透過組裝

精密的 Hcp-VgrG-PAAR 突刺裝置，將作用蛋白質(effector protein)運輸至目標細

胞或環境中。據研究指出高於 25%的革蘭氏陰性菌帶有構成 T6SS 核心構造之 13

個保守基因，而本篇研究對象克雷伯氏肺炎桿菌 NTUH-K2044 也被發現有 T6SS 

locus-I 和 locus-III 的存在，故想深入探討其 T6SS 是否具有功能，且會受何種未

知機制所調控。 

    本研究結果顯示，T6SS 相關基因(hcp、vgrG1、vgrG2、icmF1 和 icmF2)廣泛

分布於不同來源的克雷伯氏肺炎桿菌臨床菌株，其中以分離自社區型化膿性肝膿

瘍(PLA)菌株同時帶有此五個基因之比率為最高（32/42, 76.19%），但隨機挑選的

47株 hcp
+
vgrG1

+
vgrG2

+
icmF1

+
icmF2

+菌株，包括野生型 NTUH-K2044，並未在西

方墨點法偵測到 Hcp 蛋白質的表現，故認為克雷伯氏肺炎桿菌之 T6SS 在一般實

驗室培養條件下可能受細菌內未知機制所壓抑。接續利用即時定量聚合酶鏈鎖反

應分析發現 H-NS 蛋白質會在轉錄層次上負向調控 hcp、vgrG1 和 vgrG2 mRNA

表現量，且以西方墨點法在 hns基因剔除株中可偵測到 Hcp蛋白質的表現。另外，

野生型 NTUH-K2044 在與真核細胞(HL-60, Caco-2 cells)作用後，其 hns mRNA表

現量雖有顯著降低，但並無提升T6SS相關基因的表現，顯示T6SS在NTUH-K2044

與真核細胞作用之下會受到更嚴謹且未知的機制所調控。接著利用凝膠阻滯分析

法確認H-NS可直接與T6SS locus-I上之啟動子序列或是基因編碼序列相互結合，

藉此抑制 T6SS 相關基因的表現。最後，在與 Caco-2細胞貼附實驗中，發現 T6SS
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相關基因會影響 NTUH-K2044對腸道細胞的貼附能力，而其中詳細的分子機制為

何仍需更深入的研究。 

 

關鍵字：克雷伯氏肺炎桿菌、第六型分泌系統、H-NS 蛋白質、凝膠阻滯分析法 
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Abstract 

Bacteria can use different virulence factors to resist or escape host immune 

response, even to enhance survival ability in host environment. Currently, 

Gram-negative bacteria have been known to evolve six types of secretion system 

(T1SS to T6SS), wherein the type six secretion system (T6SS) was discovered recently, 

which can transport effector proteins to target cells or environment through assembling 

a delicate Hcp-VgrG-PAAR needle-like structure. Several studies have indicated that 

up to 25% of Gram-negative bacteria genome includes 13 conserved genes, which 

encoded the core components of T6SS. In fact, two contiguous putative T6SS loci 

(locus-I, locus-III) have been found in the Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044 

genome in a previous study. Therefore, the aim of this study is to investigate whether 

the NTUH-K2044 have functional T6SS or not, and to identify the unknown regulation 

mechanisms of its T6SS. 

Our results showed that five of the T6SS genes (hcp, vgrG1, vgrG2,
 
icmF1,

 
icmF2) 

that were highly related to the assembly and function of T6SS were widespread in 

various clinical isolates of K. pneumoniae, and strains isolated from 

community-acquired pyogenic liver abscess (PLA) have a higher prevalence (32/42, 

76.19%). The Hcp protein was detected neither in randomly selected 47 hcp
+
vgrG1

+ 

vgrG2
+
icmF1

+
icmF2

+ 
strains nor in the wild-type NTUH-K2044. Thus, we assumed 
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that T6SS was repressed via unknown mechanisms in general in vitro culture 

conditions. Next, we found that transcription levels of hcp, vgrG1 and vgrG2 were 

suppressed by H-NS via real-time PCR analysis. The Hcp protein expression was 

significantly increased in the hns deletion mutant strain. The hns transcription level of 

the NTUH-K2044 was significantly decreased after interacting with both HL-60 and 

Caco-2 cells, however, the expression of T6SS-related genes did not increased, 

revealing that a more stringent and unknown mechanisms behind when interacting 

with eukaryotic cells. In addition, the gel retardation assay confirmed that H-NS could 

bind to the promoter sequences or coding region of T6SS locus-I, indicating the 

suppression of transcription of T6SS-related genes is through direct binding. At last, 

we found that T6SS-related genes were involved in the NTUH-K2044 adhesion to 

Caco-2 intestinal cells from adherence assays, while the detailed molecular 

mechanisms still need further study. 

 

Key words: Klebsiella pneumoniae, Type six secretion system, H-NS, Gel retardation 

assay 
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第一章、 緒論 

1.1 克雷伯氏肺炎桿菌(Klebsiella pneumoniae)與其臨床重要性 

    克雷伯氏肺炎桿菌(Klebsiella pneumoniae)最初於 1882年被一名德國病理

微生物學家 Friedlander C.所發現，屬於腸內菌科(Enterobacteriaceae family)，

是一兼性厭氧且不具運動性的革蘭氏陰性桿菌(Gram-negative bacilli)，其細菌

外層豐厚的莢膜(capsule)為最大特色，於固態培養基上可觀察到具黏性的菌落

外觀。另外，菌體表層會表現兩種抗原，已知與克雷伯氏肺炎桿菌的致病性

相關，分別為莢膜多醣體 (capsule polysaccharides, K antigen)及脂多醣體

(lipopolysaccharides, O antigen)[1, 2]，傳統上多利用血清學方法以 K抗原來鑑

定莢膜型，但因此方法有所受限，現今也會合併利用分子檢測法(molecular 

typing techniques)來分型 [3]，目前加上本實驗室所發表的莢膜新型

KN1~KN5[1, 3-6] ，至少存在有 82種莢膜型；而O抗原則已知存在 9種[1, 2]。 

    克雷伯氏肺炎桿菌廣泛分布於自然環境當中，像是水域、公共用水、植

物和土壤等[7-10]，此外，也被視為人體及小鼠上呼吸道和腸胃道中的正常菌

叢(normal flora)[11-13]。然而其亦為臨床上重要的伺機性病原體(opportunistic 

pathogen)之一，尤其以免疫力低下患者特別容易受到感染，會引起多種臨床

病徵，像是肺炎、腦膜炎、泌尿道感染、菌血症等院內型感染(nosocomial 

infections)[14]，又據研究指出 11.8%之院內型感染肺炎為克雷伯氏肺炎桿菌

所導致[15]。另外，在 1990 年代於台灣首次報導由克雷伯氏肺炎桿菌所引起

之社區型化膿性肝膿瘍(community-acquired pyogenic liver abscess, PLA)被視

為一種新興疾病[16]，除了會感染免疫力低下患者，亦會對健康人造成嚴重影

響。近三十年來，克雷伯氏肺炎桿菌逐漸取代大腸桿菌成為導致 PLA的主要

感染病原[16, 17]，且主要盛行於亞洲地區，其中又以台灣盛行率最高[14]。

而目前研究更指出主要造成 PLA的克雷伯氏肺炎桿菌血清型為 K1和 K2，其

中 K1佔 46.6%，K2則佔 20.5% [18, 19]。 
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    過去幾十年來，抗藥性細菌的出現為全球醫療衛生帶來一場無止盡的浩

劫。長期處於抗生素藥物環境壓力之下的克雷伯氏肺炎桿菌最常見之抗藥機

制為透過利用超廣效性乙內醯胺酶 extended spectrumβ-lactamases (ESBLs)[20]

和碳氫黴烯酶(carbapenemases)[21]來抵禦抗生素的攻擊[22]，然而，有鑑於院

內病患大多有接受多種類或是廣效型抗生素治療，因此院內型比社區型感染

菌株更加容易演化出多重抗藥性機制[23]，使得在臨床上如何有效且有限制性

的使用抗生素來達到最佳的治療策略成為一大挑戰。 

 

1.2 革蘭氏陰性細菌獨有之分泌系統(Secretion System) 

    細菌會利用不同的致病因子(virulence factor)來抵抗宿主的免疫攻擊，並

提升能在宿主環境中生存並造成威脅的能力，而細菌分泌蛋白質的過程則為

其中一種具關鍵性與宿主互動的策略。細菌會利用特化的精細裝置作為武器

將蛋白質從細胞質端穿越過細菌的細胞膜，最終運送至真核宿主細胞、真核

宿主環境或是環境中與其競爭之其他細菌，藉此提升細菌本身的致病力

(virulence)，以及在宿主中存活的競爭優勢[24, 25]。 

    目前已知革蘭氏陰性細菌演化出六型獨特的蛋白質分泌系統(type I to 

type VI secretion system, T1SS to T6SS)[25, 26]，主要是依據不同的結構組成、

功能和專一性來分類，而不同的分泌系統本身具有高度多樣性，在細菌間的

基因保留度也有所差異[25]。事實上，這六型蛋白質分泌系統也能依據其分泌

途徑所需之步驟廣義上分作兩類[26]：其一為單一步驟分泌系統(one-step 

secretion system)，包括 T1SS、T3SS、T4SS 及 T6SS，這些分泌裝置皆有周質

延伸通道 (periplasm-spanning channels)[25]，故能直接穿過細菌內膜 (inner 

membrane)和外膜(outer membrane)將蛋白質送出胞外；另一則為兩步驟分泌系

統(two-step secretion system)，包括 T2SS 和 T5SS，負責運送已經由 general 

secretion (Sec) pathway或是 twin arginine translocation (Tat) pathway穿過內膜
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運送至周質的蛋白質，使穿過外膜後再被送出胞外[25, 26]。 

 

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

    在已發現眾多的革蘭氏陰性細菌分泌系統中，第六型分泌系統(T6SS)是

最近期於 2006 年分別由兩個團隊在霍亂弧菌(Vibrio cholera)和綠膿桿菌

(Pseudomonas aeruginosa)上所發現的新型分泌系統，並指出其在病原體與宿

主間之互動扮演重要角色，且會影響細菌致病力[27, 28]。已知 T6SS和 T3SS

及 T4SS 同樣可利用直接接觸的方式(contact-dependent manner)將蛋白質經單

一步驟運送至胞外[29, 30]，而 T6SS 的作用目標可以是真核宿主細胞[31]或是

細菌[24, 32-35]，但目前對於 T6SS 的生理功能角色和詳細的作用機制仍待更

深入研究。 

    T6SS 廣泛分布於革蘭氏陰性變形菌門(Gram-negative Proteobacteria)，

25%以上的革蘭氏陰性菌之基因體有 T6SS 基因組的存在[36]，且特別會在 γ-

變形菌綱(Gammaproteobacteria)細菌中大量表現[37]，雖然大部分的細菌僅擁

有一套 T6SS 基因組，但在類鼻疽伯克氏菌(Burkholderia pseudomallei)和綠膿

桿菌上則分別發現有六套和三套基因組的存在[33, 38]。基本上 T6SS含有 15

到 20個保守的 open reading frames (ORFs)，在不同細菌間各個基因的方向性

和排列次序也有所變異，但主要都由 13 個保守性高且專一出現於 T6SS 的基

因所組成，並以此 13 個蛋白質次單元 type six secretion (TssA-M)組成 T6SS

核心構造[39]，此外，為了要能適應各種環境壓力且特化多種功能，細菌更演

化出不同的調節蛋白質(regulatory protein)和附屬蛋白質(accessory protein)來

協助分泌系統的組裝和調節蛋白質的運送，藉此也提高了 T6SS 的基因組成多

樣性[37]。 

    特別的是，經結構分析後發現 T6SS 是一種形似 T4 噬菌體 (T4 

bacteriophage)的針筒裝置，兩者在結構和功能上具有高度演化相似性[40]，其
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中 Hcp (Hemolysin co-regulated protein)蛋白質與構成 T4噬菌體尾管(tail tube)

之 gp19 蛋白質在結構與基因序列上有高度相似性[41]，Hcp 蛋白質會形成六

聚體環狀結構，其外環和內環直徑分別為 8.5 和 4.0 nm，且會堆疊成長度約

100nm 的中空管狀構造[28]；而 VgrG (Valine-glycine repeat protein G)蛋白質

則為一個三聚體結構，與構成 T4 噬菌體尾刺(tail spike)之(gp27/5)3複合體有

結構相似性[31]，已知 T4 噬菌體會利用(gp27/5)3複合體穿刺細菌細胞膜，並

注入核酸物質以進行感染[42]。整體就結構而言，VgrG (TssI)三聚體會坐落於

Hcp (TssD)所堆疊的長柱前端，PAAR (Proline-alanine-alanine-arginine repeats 

containing protein)蛋白質則為最終端構造，三者共同組成 Hcp-VgrG-PAAR 突

刺裝置[35]。 

    目前研究對於 T6SS 的結構模式和作用機制之發現簡述如下：嵌於細胞膜

上的 membrane complex (TssJLM)會與嵌於內膜細胞質端的 baseplate complex 

(TssAEFGK)組裝，提供平台讓包裹 Hcp-VgrG-PAAR 突刺裝置之 cytoplasmic 

sheath (TssBC)嵌上後聚合。作用蛋白質(effector protein)則透過與結構蛋白質

不同的相互作用來承載於突刺裝置中，當細菌與目標細胞接觸後，cytoplasmic 

sheath便會收縮進而推動Hcp-VgrG-PAAR突刺裝置前進穿越過細胞膜到達目

標細胞，並輸出作用蛋白。最後，ClpV (AAA+ ATPase TssH)會被招集至 T6SS

裝置上，透過專一性地辨識TssC N-terminal helix以促使 sheath構造瓦解[43]，

而瓦解之蛋白質次單元則會回收提供下一回分泌作用時使用[35]。 

    另外，研究更顯示 Hcp、VgrG和 PAAR 結構蛋白質與作用蛋白質的運輸

有重要關聯，作用蛋白質依照與結構蛋白質不同的相互作用被分為兩類，其

一為 cargo effectors，這類的作用蛋白質會與 Hcp、VgrG 或 PAAR 蛋白質接

觸(interaction)幫助維持穩定性且順利運輸至胞外；另一為 specialized effectors，

這類的作用蛋白質具有特殊的功能區域(domain)能與 Hcp、VgrG或 PAAR 蛋

白質進行融合(fusion)，一同被分泌至胞外作用[35, 44]。因此，目前研究認為
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細菌是否具有健全的 T6SS 裝置及功能性，可根據其是否能於 in vitro 實驗條

件下分泌 Hcp 或 VgrG 兩種蛋白質來取決[27]，然而，大多數研究多以 Hcp

蛋白質來作為 T6SS 功能性之偵測指標[45]。 

    迄今，已透過生化和生物資訊分析分法尋找到許多 T6SS 所分泌的作用蛋

白質，像是 VgrG protein、PAAR proteins、Rhs-repeat proteins、Non-VgrG 

effectors、Peptidoglycan- degrading effectors、Lipases 和 Nucleases 等[46]。T6SS

所分泌的多種作用蛋白質和其廣泛的功能使其近來受到更多重視，而在初期

的相關研究中因多視 T6SS 為具潛力的致病因子，因此著重於探討 T6SS 在真

核宿主細胞與致病原相互作用中的角色[47]，後續也在霍亂弧菌[27]、綠膿桿

菌[28]和 Burkholderia thailandensis[48]等致病原中證實 T6SS 會影響細菌感染

宿主的能力，且 T6SS基因組之基因若有缺失或變異則會影響多種的細菌表型

(phenotype)，像是貼附力(adhesion)、生存率(survival rate)、細胞毒性(strain 

cytotoxicity)，或是造成宿主細胞外觀和免疫反應的改變[47]，比較特別的是

在霍亂弧菌 V52 菌株中發現其 VgrG1 之 C-terminal 端延長處含有 actin 

cross-linking domain (ACD)[31]，為一種 evolved VgrG蛋白質，能與 actin 進

行 cross-linking導致宿主細胞之細胞骨架無法重組而死亡，進而抑制吞噬作用

(phagocytosis)的進行[49]；在綠膿桿菌 PAO1 菌株中則發現其 T6SS 分泌之

phospholipases PldA 和 PldB 能藉由活化 phophatidylinositol 3-kinase 

(PI3K)/Akt pathway 來促進菌體內化(internalization)進入人類上皮細胞中進行

感染[50]。 

    此外，於 2010 年一項驚奇的研究發現綠膿桿菌 PAO1 菌株之 H1-T6SS

所分泌之 Tse1-3 蛋白質可作為毒素用於對抗細菌[32]，之後也證實 Tse1 和

Tse3分別具有 peptidoglycan amidase 和 muramidase的酵素活性，能藉此攻擊

目標細菌的細胞壁使其滅亡[51]。後續也在霍亂弧菌[34]、B. thailandensis[33]

和黏質沙雷氏菌(Serratia marcescens)[24]中發現其 T6SS 所分泌之作用蛋白質
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皆具有能對抗其他細菌的功能，顯示 T6SS 也參與調節細菌之間的互動，藉此

提升在細菌群體中的生存競爭能力，此外，或許也說明為何 T6SS 基因組也廣

泛存在於不具致病性的細菌株中。 

 

1.4 細菌對第六型分泌系統之調控機制 

    目前認為細菌演化出的多種訊息傳遞路徑和細菌所處的環境條件會對

T6SS 的組裝、活化和作用模式進行相當精密的調控： 

1.4.1 鐵離子調控機制 

細菌的 Ferric-uptake regulator (Fur)蛋白質主要負責調控和鐵相關之基

因表現[52]，在有鐵的環境下，Fur會藉由結合該基因之啟動子(promoter)

來抑制基因轉錄；在無鐵的環境下，Fur則不會結合該基因之啟動子，

使 RNA polymerase 可以結合上進行轉錄[53]。而研究指出 Fur亦會在

轉錄層次上抑制 Edwardsiella tarda[54]和 enteroaggregative E. coli 

(EAEC)[55]這兩種伺機性腸道致病原之 T6SS表現，以 E. tarda 為例，

Fur會抑制 EvpC (Hcp homolog)之製造和運送，且會結合於 T6SS基因

組第一個基因 evpP上游之 Fur box[54]；而 EAEC之 Sci-1 T6SS 基因

組上游則因含有兩個 Fur box 和三個 Dam methylation sites，故其表現

會受到 Dam methylation 和 Fur的相互調控[55]。 

1.4.2 H-NS 蛋白質的調控機制 

細菌的 H-NS (Histone-like nucleoid structuring)蛋白質是個對眾多透過

水平轉移獲得之基因(horizontally acquired genes)有轉錄調控之抑制性

蛋白質[56]，分別有 N-terminal domain 負責調節蛋白質的寡聚合反應

(oligomerization)，及C-terminal domain負責與目標DNA序列結合[57]，

且已知 H-NS 最傾向結合並抑制 A/T-rich基因之表現[58]。目前也發現

H-NS 會藉此抑制 E. tarda 的 evpP 基因[59]、Edwardsidlla piscicida 的
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evpB 和 evpC 基因[60]、Vibrio parahaemolyticus 的 T6SS1 基因組[61]

和 Salmonella enterica 的 SPI-6 T6SS 基因組之表現[62]。 

1.4.3 轉錄後調控機制：The Gac/Rsm pathway  

一連串的 Gac/Rsm pathway在 GacS/GacA (BarA/UvrY) two-component 

system (TCS)受激發時才會啟動。當 GacS (sensor kinase)接收到訊息而

活化時便會自體磷酸化(autophosphorylation)，接著受 GacS 磷酸化之

GacA (response regulator)會促進 rsmB、rsmX、rsmY、rsmZ、csrB 或 csrC

等 small regulatory RNA (sRNA)的轉錄，而這些 sRNA 便能調控

mRNA-binding protein (RsmA或 CsrA)之作用[63]。然而，RsmA和 CsrA

大部分都是透過結合於 ribosome-binding site或其相鄰位置的方式來抑

制目標 mRNA 的轉譯，故 sRNA 的大量表現主要會促進目標 mRNA

的轉譯[63]。目前在綠膿桿菌研究中發現 RetS (hybrid sensor kinase)會

壓制 Gac/Rsm pathway來對 RsmY/Z做負向調控，進而抑制 T6SS 的表

現[32, 64, 65]，故大部分關於綠膿桿菌 T6SS之研究都是以△retS 為基

礎來進行實驗。後來更發現 suhB 和 retS 基因突變株會造成類似的細菌

表徵(phenotypes)，像是抑制 T3SS、正向調控 T6SS 和生物膜(biofilm)

的生成，且皆是透過 Gac/Rsm pathway來調控，不一樣的是，RetS 是

透過抑制 GacS 的磷酸酶(kinase)活性來控制 GacA，而 SuhB 則是直接

控制 GacA 的表現[66]。 

1.4.4 群體感應(Quorum sensing)調控機制 

Quorum sensing(QS)是一種細菌透過偵測周遭細胞族群密度高低，以傳

遞化學訊息分子來調控基因表現的一種機制[67]，且可調控同種或不同

種細菌間的社會行為[68]。在霍亂弧菌之研究中發現血清型 O1 菌株

A1552 和 C6707 之 Hcp 表現會受到 HapR (QS regulator)正向調控及

LuxO (QS regulator)的負向調控[69, 70]。不過在霍亂弧菌中要全面性的
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活化 T6SS 仍需其他優化條件，像是高滲透壓或低溫的環境[71]。 

1.4.5 轉譯後調控機制：Threonine phosphorylation pathway 

研究發現 PpkA (serine–threonine kinase)參與調控綠膿桿菌 PAO1 菌株

之 H-T6SS 的組裝和 Hcp1 的表現，而 PpkA 的活性會受到 PppA 

(serine–threonine phosphatase)所抑制，兩者針對 H-T6SS 基因組所轉譯

出之 Fha 蛋白作相反的調控，當 Fha 被 PppA 作用進行去磷酸化時，

T6SS 活性就會被壓制，所以在 PppA 突變株細菌可偵測到 T6SS 高度

活化之情形[72]。 

 

1.5 H-NS (Histone-like nucleoid structuring protein)蛋白質 

    H-NS 最早於 1977 年在大腸桿菌中所發現[73]，是其中一種大量存在的

nucleoid-associated proteins (NAPs)，大約每個細胞存有超過20,000個copy數，

參與細菌染色體的組織及濃縮[58, 60, 74, 75]，甚至也參與調控約 5%的大腸桿

菌基因表現[74, 76]。後續研究也指出 H-NS 廣泛存在於革蘭氏陰性菌中[60]，

是個對眾多透過水平轉移獲得之基因(horizontally acquired genes)有轉錄抑制

性的蛋白質[56]，其中許多被調控的基因更與細菌致病力有相關[75]。 

    大腸桿菌的 H-NS 分子量為 15.5kDa，由 137個胺基酸所構成[77, 78]，主

要以二倍體(dimer)或是多倍體(multimer)的方式作用，每個單倍體(monomer)

由負責調節蛋白質寡聚合反應(oligomerization)的 N-terminal domain，及負責

與 DNA序列結合的 C-terminal domain 所組成 [57, 76]。而 H-NS 能調控基因

表現的主因為其具有能與 DNA 序列結合的能力形成 nucleoprotein 

complex[76]，且 H-NS 以不具序列專一性的方式(nonsequence-specific manner)

與目標 DNA結合，但主要傾向與 intrinsically curved AT-rich DNA 結合，常

見於啟動子區域[57, 58, 76]，後續則在大腸桿菌中找到一個 H-NS 蛋白質的高

親和力結合位置 (High-affinity binding site) ，是一段 10-bp 的片段
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5’-AATTTATCGA-3’[57, 59, 76, 79]。當 H-NS 與目標 DNA序列結合時，會沿

著 DNA進行寡聚合反應，形成 H-NS nucleoprotein filaments，而此構型可沿

著單股 DNA連續延展形成 linear filaments，或是透過 H-NS dimer連結兩端或

是兩股 DNA形成 bridged filaments，藉此方式抑制 RNA polymerase 與啟動子

序列結合，或是阻礙 RNA polymerase 的前行，藉此達到抑制轉錄的作用[75, 

78]；此外，H-NS 也能與目標 RNA結合，抑制轉譯的進行[78, 80]。 

 

1.6 研究動機 

    截至目前，T6SS 相關研究多集中於霍亂弧菌和綠膿桿菌，而根據 2011

年 Panagiotis F. Sarris 等人研究，在克雷伯氏肺炎桿菌 NTUH-K2044 中比對到

兩個 T6SS locus[81]，且本實驗室學姊研究發現，在小鼠腹腔注射 hcp、vgrG1

或 icmF1/icmF2 基因剔除株後，相較於注射野生型 NTUH-K2044 組別，基因

剔除株對小鼠的致病力較差，因此小鼠存活率顯著提高(圖一)，故推測克雷伯

氏肺炎桿菌 NTUH-K2044 之 T6SS 能提升對宿主的感染能力。因此本實驗想

深入探討 NTUH-K2044 之 T6SS 有什麼功能性，且會受到何種機制所調控。 
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第二章、 材料方法 

2.1 材料 

2.1.1克雷伯氏肺炎桿菌之臨床菌株(clinical strains) 

本實驗共使用 288株臨床菌株，分別為 84株Carbapenem-resistant KP (於 2010

至 2013 年分離自臺大醫院、榮總醫院、林口長庚醫院及成大醫院 )、42 株

Community-acquired PLA-KP(分離自台大醫院)、32株 Non-invasive菌株(CT or MR 

excluded abscess)和 130 株健檢菌株(分離自台大醫院)。克雷伯氏肺炎桿菌以 LB

培養液或固態培養基於 37℃下培養生長。 

 

2.1.2其他菌株與質體(plasmids) 

菌株或質體名稱 說明 來源(文獻參考) 

K.pneumoniae NTUH-K2044 Capsular type K1, isolated from 

a patient with pyogenic liver 

abscess, meningitis  and 

endophthalmitis 

[82] 

K.pneumoniae  

NTUH-K2044△hns 

Deletion of hns (kp1_3314)  in 

NTUH-K2044 

[83] 

K.pneumoniae 

NTUH-K2044△hns:: hns 

Chromosomal complementation 

for △hns using pKO3-Km- 

pgpAyajO recombinant vector  

[83] 

K.pneumoniae  

NTUH-K2044△hcp 

Deletion of hcp (kp1_2398) in 

NTUH-K2044 
Laboratory stock 

K.pneumoniae  

NTUH-K2044△vgrG1 

Deletion of vgrG1 (kp1_2400) in 

NTUH-K2044 
Laboratory stock 
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2.1.3培養基(media) 

 

2.1.4抗生素(antibiotics) 

K.pneumoniae  

NTUH-K2044△vgrG2 

Deletion of vgrG2 (kp1_3383) in 

NTUH-K2044 
Laboratory stock 

K.pneumoniae  

NTUH-K2044△△icmF 

Deletion of icmF1 (kp1_2413) 

and icmF2 (kp1_3370) in 

NTUH-K2044 

Laboratory stock 

K.pneumoniae  

NTUH-K2044△yfgL 

Deletion of yfgL (kp1_4092) in 

NTUH-K2044 
[84] 

E.coli DH10B Host for DNA cloning Invitrogen, 

France 

E.coli BL21(DE3) F
 –

, ompT, hsdS (rB
-
 mB

-
) gal, 

dcm (DE3), host for 

overexpressing proteins driven 

by T7 promoter 

Invitrogen, 

France 

pET-28c Km
R
, expression vector plasmid Merck Millipore, 

Germany 

培養基 說明(每公升溶液之內含物) 來源 

Luria-Bertani (LB) agar 5 g NaCl, 10 g trypton, 5 g yeast 

extract, 15 g agar 

Bio basic, Ortario, 

Canada 

Luria-Bertani (LB) broth 5 g NaCl, 10 g trypton, 5 g yeast 

extract 

Bio basic, Ortario, 

Canada 
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2.1.5引子(primers) 

本研究所使用之引子列於表一。 

 

2.1.6HL-60細胞株培養與分化 

    HL-60細胞株(human leukemic cell line)源自一位 36歲的 acute promyelocytic 

leukemia (APL)女患者[85]，此細胞可在 in vitro 條件下經不同的化學物質，像是

dimethylsulphoxide (DMSO)、retinoic acid (RA)、phorbol 12-myristate 13-acetate (P 

MA)的作用下分化成 granulocytes、monocytes 和 macrophages[86]。本實驗所使用

之 HL-60細胞株購於新竹食品工業發展所，以額外加有 20 % v/v heated-inactivated 

fetal bovine serum (FBS, Gibco)、100 U/ml penicillin (Gibco)、100 μg/ml streptomycin 

(Gibco)之 Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM, Gibco)於 37℃、5 % 

CO2、95 % air 條件下培養，且每隔 2~3 天進行繼代培養(subculture)，細胞

密度維持在 10
5
~10

6 
cells/mL。應實驗需求，將收下的細胞離心後以新鮮的

細胞培養液調整細胞濃度至 10
6 

cells/mL/well 於 24-well plate，並以 50 ng/mL 

PMA (Sigma)與細胞作用一天即能誘使細胞分化成 macrophage-like cells [87]。 

 

2.1.7Caco-2細胞株培養 

    Caco-2細胞株為人類結腸腺癌上皮細胞(human colorectal adenocarcinoma 

epithelial cells)，本實驗所使用之細胞株購於美國菌種中心(American Type Culture 

Collection; ATCC)，以額外加有 10 % v/v heated-inactivated fetal bovine serum (FBS, 

Gibco)之 Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM, Gibco)於

 抗生素種類  用途/溶劑 來源 

Kanamycin 篩選成功轉形之菌株(使

用濃度50 μg/mL)/溶於水 

Sigma-Aldrich, St louis, 

MO, USA 

https://en.wikipedia.org/wiki/Fetal_bovine_serum
http://terms.naer.edu.tw/detail/672823/
http://terms.naer.edu.tw/detail/672823/
https://en.wikipedia.org/wiki/Fetal_bovine_serum
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37℃、5 % CO2、95 % air 條件下培養至細胞貼壁生長為單層細胞，待細胞

貼滿 80%時(8 x 10
4
 ~ 1 x 10

5 
cell/cm

2
)進行繼代培養，約一週 1~2 次。  

 

2.2 方法 

2.2.1聚合酶鏈鎖反應(Polymerase chain reaction；PCR) 

    依據不同實驗目的所需之目標基因片段設計特異性的引子對(primer pairs)，

本實驗所使用之引子序列請參照表一，利用 DNA 聚合酶(Taq polymerase)進行專

一性複製，即能放大目標基因片段，藉此能偵測該基因表現的強度或是經由切膠

回收得到該產物以進行基因轉殖(cloning)相關之實驗。 

步驟： 

1. 取 3 μL之克雷伯氏肺炎桿菌菌液於 95℃加熱 15分鐘，若所要複製的 DNA模

板(template)來源為大腸桿菌即可省略此步驟。 

2. 依所選用之 DNA 聚合酶進行反應物配置。進行一般基因檢測時，多使用校正

活性(proofreading activity)較差的 Dream Taq polymerase，而進行基因轉殖時，

則使用校正活性較優的 KOD Xtreme或是 KOD Hotstart Taq polymerase。 

Contents Dream Taq  KOD Xtreme   KOD Hotstart   

DNA template 3 3 3 

20 mM primer 

(forward/reverse) 
1 0.3 0.3 

10X buffer 2 10 (2X buffer) 2  

25 mM MgSO4 - - 1.2 

2.5 mM dNTP 2 4 (2 mM dNTP) 2 (2 mM dNTP) 

Taq polymerase 0.2 0.4 0.4 

ddH2O 10.8 2 10.8 

Total volume 20 μL 
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3. 於 PCR 儀器設定反應條件，如下： 

(1) 96℃, 3分鐘 

(2) 96℃, 30秒 (Denaturation) 

(3) 54℃, 30秒 (Annealing)                  重複步驟(2)~(4)共 30次 

(4) 72℃,時間依基因長度調整 (Extension) 

(5) 72℃, 10分鐘 

(6) 25℃, 5分鐘 

 

2.2.2聚 丙 烯 醯 胺 膠 體 電 泳 (Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel 

electrophoresis；SDS-PAGE)與蛋白質染色(Coomassie blue staining) 

    SDS-PAGE之基本原理為利用分子量大小來分離蛋白質，因 SDS是種界面活

性劑，可使蛋白質變性，在其外圍包裹上負電荷，於是在 SDS-PAGE系統中，樣

本分子的泳動率就不受原本分子所帶之電荷影響，僅取決於分子量，故此方法可

用於測定樣本中變性蛋白質(denatured proteins)之分子量，並藉由後續蛋白質染色

方法來粗估欲探討之目標蛋白質的含量，或供進行西方墨點法之使用。而在本實

驗中利用此方法來偵測不同的克雷伯氏肺炎桿菌菌株之細胞溶解物(cell lysate)中，

是否存在有 Hcp蛋白質；另外，則是用於確認 H-NS 蛋白質之純化結果。 

試劑： 

1. 2X loading sample buffer 

Contents Volume (mL) Final concentration 

1 M Tris-HCl (pH 6.8) 1 100 mM 

100 % Glycerol 2 20 % 

20 % SDS 2 4 % 

Bromophenol blue optimal 0.2 % 

1 M DTT 2 200 mM 
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ddH2O - Add to total volume 10 mL 

2. 5X Tris - glycine running buffer (pH 8.3) (Medicago, Sweden) 

Contents Amount Final concentration 

Tris 15.1 g 0.025 M 

Glycine 94.0 g 0.192 M 

20 % SDS 25 mL 0.1 % 

ddH2O --- Add to total volume 1 L 

3. SDS-PAGE gel preparation (兩片 10 cm x 8 cm 膠量) 

Contents Stacking gel  

(5 % acrylamide) 

Separation gel 

(12 % acrylamide) 

ddH2O 2.89 mL 4.35 mL 

40 % acrylamide mix 0.5 mL 3 mL 

1.5 M Tris (pH6.8) (AMRESCO) 0.5 mL - 

1.5 M Tris (pH8.8) (AMRESCO) - 2.5 mL 

20 % SDS 0.02 mL 0.05 mL 

10 % APS 0.04 mL 0.1 mL 

TEMED 0.004 mL 0.004 mL 

Total ~4 mL ~10 mL 

4. Coomassie blue dye 

Contents Amount 

Brilliant blue R-250 (BioShop, Canada) 1.25 g 

Methanol 225 mL 

Acetate 50 mL 

ddH2O Add to total volume 500 mL 

5. Destain buffer 
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Contents Amount 

Methanol 75 mL 

Acetate 100 mL 

ddH2O Add to total volume 1 L 

 

步驟： 

1. 準備待測樣本 

(1) 取 250 μL經隔夜培養之克雷伯氏肺炎桿菌菌液，經 13,000 rpm離心 10分

鐘後，丟棄上清液，加入 20 μL lysis buffer (同 RNA lysis buffer)混勻後，以

100℃加熱 10 分鐘，接著經 13,000 rpm 離心 10 分鐘，收取上清液與等體

積之 2X loading sample buffer 均勻混合。 

(2) 取適量純化之 H-NS 蛋白質與等體積之 2X loading sample buffer 均勻混合

後，以 100℃加熱 5分鐘。 

備註：經煮沸處理過之蛋白質樣本在未進行電泳前先保存於-20℃冰箱。 

2. 架設 Hoefer dual gel caster (Amersham Biosciences)。 

3. 製作 SDS-PAGE 膠體：先注入 Separation gel，後注入 Stacking gel。 

4. 等待膠體凝固後置於垂直電泳槽 (SE250 Mighty Small II, Amersham 

Biosciences)中，倒入 1X running buffer 後，即可以 loading tip 取適量蛋白質樣

本與 Protein Marker 注入孔槽中。 

5. 於 250 V、50 mA (25 mA/per gel)條件下進行電泳約 2~3小時。 

6. 將膠體置於染色盒中，倒入適量 Coomassie blue 染劑(以蓋過膠體為主)，於

shaker上輕輕搖擺 15 分鐘。 

7. 將染色盒中之染劑倒掉，加入退染劑(Destain buffer)覆蓋過膠體，並於染色盒

兩側置入紙片幫助退染，於 shaker上輕輕搖擺隔夜至背景完全透明。 
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2.2.3西方墨點法(Western Blot) 

    西方墨點法之原理為利用抗體能夠特異性地結合到目標蛋白質，因此可用於

偵測膜上的目標蛋白，又此方法敏感度高，能偵測微量的蛋白質樣本。本實驗以

此方法偵測不同的克雷伯氏肺炎桿菌菌株之細胞溶解物(cell lysate)中是否存有

Hcp蛋白質；另外，則用於確認所純化之 H-NS 蛋白質含量及純度。 

試劑： 

1. Western transfer buffer (pH 8.3) 

Contents Amount 

Tris 2.9 g 

Glycine 5.8 g 

20 % SDS 1.85 mL 

Methanol 200 mL 

ddH2O Add to total volume 1 L 

2. Blocking Buffer 

1X PBS + 0.1 % Tween20 + 5 %安佳脫脂奶粉(Fonterra, New Zealand) 

3. Washing Buffer (PBST buffer) 

1X PBS + 0.1 % Tween20 

4. Antibodies (diluted in blocking buffer) 

(1) 偵測 Hcp蛋白質 

抗體 稀釋倍數 用途 來源 

Rabbit anti-Kp Hcp 1:100,000 Primary antibody 

LTK Biolaboratories, 

Taiwan 

Goat anti-rabbit IgG-HRP 1: 10,000 Secondary antibody 

Jackson 

ImmunoResearch 

(2) 偵測 H-NS 蛋白質 

http://www.omicsbio.com.tw/index.php?route=article/articledetail&article_id=103
http://www.omicsbio.com.tw/index.php?route=article/articledetail&article_id=103
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抗體 稀釋倍數 用途 來源 

Mouse anti-his antibody 1: 10,000 Primary antibody 
Jackson 

ImmunoResearch 

Goat anti-mouse IgG-HRP 1: 10,000 Secondary antibody 
Jackson 

ImmunoResearch 

5. Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (ECL, Merk Millipore) 

步驟： 

1. 先將 filter papers 和 Amersham Protran 0.45 μm Nitrocellulose membrane 

(General Electric Healthcare Life Science, U.S.A.)依完成 SDS-PAGE之膠體大

小做適當剪裁後，浸於 transfer buffer 當中。 

2. 以 transfer buffer soaked filter papers (3 張)  NC membrane  polyacrylamide 

gel  transfer buffer soaked filter papers (3 張)之順序(正極負極)堆疊於半乾

式轉漬槽(HANDO)中，以 12 mV、13 分鐘之條件，將蛋白質轉印到 NC 

membrane上。 

3. 完成轉印後，將 NC membrane浸於含 blocking buffer的塑膠盒中，室溫下緩

慢搖晃至少 1 小時。  

4. 倒掉 blocking buffer 後，將 NC membrane浸於加有一級抗體的 blocking buffer

中，4℃下緩慢搖晃使雜交隔夜。  

5. 隔日以Washing buffer 清洗 NC membrane 3次(每次搖晃 10分鐘)。  

6. 將NC membrane浸於加有二級抗體的 blocking buffer中，室溫下緩慢搖晃 1~2

小時。  

7. 以Washing buffer 清洗 NC membrane 3 次(每次搖晃 10分鐘)。 

8. 以拭鏡紙去除 NC membrane上多餘的溶液後，加入經等比例調和的 ECL試

劑(HRP substrate luminol reagent：HRP substrate peroxide solution＝1：1)，避

光呈色 1分鐘。 

http://www.omicsbio.com.tw/index.php?route=article/articledetail&article_id=103
http://www.omicsbio.com.tw/index.php?route=article/articledetail&article_id=103
http://www.omicsbio.com.tw/index.php?route=article/articledetail&article_id=103
http://www.omicsbio.com.tw/index.php?route=article/articledetail&article_id=103
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9. 在暗房以醫用感藍 X射線膠片 Super RX (Fujifilm, Japan)壓片成像。 

 

2.2.4萃取克雷伯氏肺炎桿菌之 RNA  

    本實驗使用 RNeasy mini kit (QIAGEN)，依使用手冊建議步驟進行實驗，且

使用 RNase-Free DNase Set (QIAGEN)來降低細菌 DNA的汙染。為了避免 RNase

在實驗過程中造成 RNA降解，需全程穿戴實驗衣和口罩，且實驗前以 RNase out

擦拭實驗桌及器具。此外，實驗中所使用之 1.5 mL離心管(eppendorf)及微量吸管

(tips)皆經 0.1 % diethylpyrocarbonate (DEPC) ddH2O浸泡作用隔夜，並經高溫滅菌

處理。 

步驟： 

1. 將經過 37℃隔夜培養之克雷伯氏肺炎桿菌菌液，以 1:100 稀釋接種於 LB 培

養液中，再於 37℃下培養約 2小時至 log phase (OD600接近 1.0)。  

2. 取 1 mL菌液於 1.5 mL離心管中，室溫 13,000 g離心 15分鐘後，去除上清

液。 

3. 加入 250 μL Lysis buffer (20 mM sodium acetate, pH5.5、1 mM EDTA、0.5 % 

SDS)均勻混合，並以 100℃作用 5分鐘使破菌。  

4. 加入含 2-Mercaptoethanol (β-ME)之 350 μL RLT buffer (10 μL β-ME/1 mL RLT 

buffer)，震盪均勻混合。  

5. 室溫下 13,000 g離心 2 分鐘，將上清液取至新的 1.5 mL離心管中。  

6. 加入 250 μL 100% ethanol，以 pipetting方式均勻混合。  

7. 將溶液吸取至 RNeasy mini 管內，室溫下 13,000 g離心 15秒。  

8. 加入 350 μL RW1 buffer 後，室溫下 13,000 g 離心 15秒。 

9. 加入含 10 μL DNase 及 70 μL RDD buffer 混合液，室溫靜置反應 30分鐘。 

10. 加入 350 μL RW1 buffer 後，室溫下 13,000 g 離心 15秒。 

11. 加入 500 μL RPE buffer 後，室溫下 13,000 g離心 15秒。 
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12. 全速離心 2分鐘後將 RNeasy mini 管移至新的 1.5 mL離心管中。 

13. 以 40~50 μL RNase-free water回溶，靜置 5分鐘後，再全速離心 2分鐘。 

14. 為避免樣品降解需立即至於冰上，接續使用 Nanodrop 2000C (Thermo)測定

OD260/280 吸光值來估計萃取樣品之濃度與純度，並經適當稀釋後以新鮮當天

配置之 1 %洋菜膠進行電泳，確認樣品之品質，而剩餘樣品則保存於-80℃。 

 

2.2.5反轉錄定量聚合酶鏈鎖反應(Quantitative real-time reverse-transcription 

PCR；RT-qPCR) 

    本實驗為了測定 hcp、vgrG1、vgrG2 和 hns 之基因表現量，於不同實驗條件

需求下萃取克雷伯氏肺炎桿菌之 total RNA，接著利用 SuperScript IV
TM

 Reverse 

transcriptase (Invitrogen)將萃取好之 RNA反轉錄成 cDNA，再進行後續上機操作。

RT-qPCR 之原理為在 PCR 複製微量樣本 DNA的同時，經光學系統即時偵測產物

隨 PCR cycle 數的增加之螢光值變化量，藉由分析 PCR cycle 數和螢光數值來推算

樣品中原始基因的表現量。本實驗使用 KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix，利

用 SYBR Green 螢光會嵌入雙股 DNA 之特性來標定基因產物，並以 API-7900 

Real-time PCR 儀器分析，當 PCR 反應樣本數擴增達閾值(threshold)時，其相對應

之 PCR cycle數即為 Ct 值(Ct value)，又 Ct 值與樣本原始基因表現量呈負相關。

此外，本實驗也會以細菌 23S rRNA 之 Ct 值進行標準化(normalization)，且於

RT-qPCR 反應中搭配 melting curve 分析，確認是否有非專一性的 PCR 產物或是

primer dimer之形成。 

步驟： 

1. SuperScript
®
 IV First-Strand cDNA synthesis Reaction 

(1)Anneal primer to template RNA(每管反應物配置如下)： 

Contents Amount 

RNA template (100 ng/μL) 4 μL (400 ng) 
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160X diluted random primer 2 μL 

25 mM dNTP 1 μL 

DEPC H2O Add to total volume 13 μL 

以 65℃加熱 RNA-primer mix，接著冷卻於 4℃至少一分鐘。 

(2)Prepare RT reaction mix (每管反應物配置如下)： 

Contents Amount 

5X SSIV Buffer 4 μL 

100 mM DTT 1 μL 

RNase OUT
TM

 Recombinant Ribonuclease Inhibitor 1 μL 

SuperScript
®
 IV Reverse transcriptase (200U/μL) 1 μL 

反應條件：23℃, 10分鐘 50~55℃, 10 分鐘 80℃, 10分鐘 

備註：反轉錄後之 cDNA保存於-20℃冰箱。 

2. Real-time PCR 

每管反應物配置如下：(置於 96孔盤中進行偵測) 

Contents Volume 

50X diluted cDNA template 5 μL 

2X KAPA master mix 12.5 μL 

5 mM primer (forward/reverse) 1 μL 

ddH2O Add to total volume 25 μL 

備註(1)：本實驗以 Primer Express 3.0 軟體設計引子對，序列請參照表一。 

備註(2)：每個樣本會進行二重複，且帶 non-template control。 

API-7900 Real-time PCR 儀器反應條件如下： 

(1) 50℃, 2分鐘 

(2) 95℃, 2分鐘 

(3) 95℃, 15秒  60℃, 30秒 (重複 50 個循環) 
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(4) 新增 dissociation curve stage：95℃, 15 秒  60℃, 15秒  95℃, 15秒 

3. 利用 23S rRNA 作為校正∆∆Ct 值之基準，計算公式如下： 

(1) ΔCt = Cttarget gene – Ct23S rRNA(內部校正點) 

(2) ΔΔCt = ΔCtsample – ΔCtcalibrator(比較基準點) 

(3) 帶入公式 2
(-ΔΔCt)，即可計算相對 RNA表現量之倍率 

 

2.2.6克雷伯氏肺炎桿菌與真核細胞株交互作用模式 

步驟： 

1. 接種細胞： 

(1) HL-60細胞株：將培養至 log phase之細胞收下，以新鮮之 IMDM (+20 % 

v/v FBS)細胞培養液調整細胞濃度至 10
6 

cell/mL，再加入 50 ng/mL PMA

使細胞分化成 macrophage-like cells，最後以 10
6 

cell/1mL/well 種於 24孔

盤中，於 37℃、5 % CO2、95 % air 條件下培養隔夜。 

(2) Caco-2細胞株：收取貼滿 75 cm
2
 flask 之 80%面積的單層細胞，以 4 mL

胰蛋白酵素(Trypsin, Gibco)作用約 15 分鐘後打下細胞進行細胞數計數，

經 200g離心 10分鐘後，以新鮮 DMEM(+10 % v/v FBS)細胞培養液調整

細胞濃度至 10
6 

cell/mL，最後以 10
6 

cell/1mL/well 種於 24 孔盤中，於 37

℃、5 % CO2、95 % air 條件下培養隔夜。 

2. 將隔夜之細胞培養液吸棄，加入經細胞培養液(w/o FBS)稀釋 10 倍之隔夜培養

的克雷伯氏肺炎桿菌菌液(1 mL/well)，multiplicity of infection (MOI)約為 1000 

(bacteria/cell)。為了要同步細菌與細胞的接觸作用(synchronize interaction)，室

溫下離心 200 g，5分鐘，接著於 37℃培養箱中感染 2小時。 

3. 感染後，分別收取三個部分的細菌體 

(1) Unbound bacteria fraction (culture supernatant)： 

將細胞外感染液吸取集於 1.5 mL離心管中，經全速離心去除上清液後，即
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可加入 RNA lysis buffer，進行後續的 RNA萃取操作與分析。 

(2) Cell-associated bacteria fraction： 

在移除細胞外感染液後，以 1X phosphate-buffered saline (PBS)沖洗 5次(1 

mL/well)，加入含 0.2 % Triton-X (Sigma, St. Louis, USA)之 RNA cell lysis 

buffer，用以打破細胞及細菌，接著收取 lysate集於 1.5mL離心管中，進行

後續的 RNA萃取操作與分析。 

(3) Bacteria cultured in cell-free medium： 

收取培養於不含細胞之培養液中的克雷伯氏肺炎桿菌，經全速離心去除上

清液後，即可加入 RNA lysis buffer，進行後續的 RNA萃取操作與分析。(本

實驗以此做為 RT-qPCR 分析結果的相對比較值) 

 

2.2.7Caco-2細胞貼附試驗(Cell adherence assay) 

步驟： 

1. 收取貼滿 75 cm
2
 flask 之 80%面積的單層細胞，以 4 mL 胰蛋白酵素作用約

15分鐘後打下細胞進行細胞數計數，經 200 g離心 10分鐘後，以新鮮之DMEM 

(+10 % v/v FBS)細胞培養液調整細胞濃度至 10
6 

cell/mL，最後以 10
6 

cell/1 mL/ 

well 種於 24孔盤中，於 37℃、5 % CO2、95 % air 條件下培養隔夜。 

2. 將隔夜之細胞培養液吸棄後，加入經細胞培養液(w/o FBS)稀釋 10倍之 refresh

培養至 OD600=1.0 (~10
8 
CFU/mL)之克雷伯氏肺炎桿菌菌液(1 mL/well)，MOI = 

10，於 37℃、5 % CO2環境下共同培養(coincubation)20分鐘。 

3. 反應後吸棄培養上清液，以 PBS 洗滌 4 次(1 mL/well)，用以去除未貼附之細

菌。加入 0.5 mL含有 0.2 % Triton X-100 之 PBS 作用 10~15分鐘，用以打破

細胞並打散細菌。 

4. 以 PBS 稀釋適當倍數後塗於 LB固態培養基上，隔夜培養後進行菌落計數。 

5. 相對貼附能力(Relative adherence %)：以野生型 NTUH-K2044 (wild-type)的貼
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附比例作為比較基準(100 %)，即得到其他突變菌株的相對黏附百分比。 

 

2.2.8NTUH-K2044 之 T6SS locus-I 之 kp1_2392(impB) ~ kp1_2400(vgrG1)操縱子

(operon)位置分析 

步驟： 

1. 萃取克雷伯氏肺炎桿菌之 total RNA，並經反轉錄得到 cDNA樣本。 

2. 在所欲檢測之基因範圍內，於各個基因間之交接處(junction)設計引子對，引子

序列請參照表一。 

3. 分別以克雷伯氏肺炎桿菌之菌液、mRNA 和 cDNA 作為模板，以不同引子對

進行 PCR，接著以洋菜膠電泳圖分析結果，若菌液與 cDNA樣本有同樣之DNA

訊號，則代表前後基因同屬於一個操縱子中；反之則非。 

 

2.2.9表現及純化克雷伯氏肺炎桿菌之 H-NS 蛋白質 

步驟： 

1. 建構帶有克雷伯氏肺炎桿菌之 hns 基因序列之質體 pET-28c 

(1) 根據所欲接入質體 pET-28c 之位置附近帶有的限制酶切位，來設計具有專

一性切位之引子對，且僅保留 N端的 His6-tag。 

(2) 以克雷伯氏肺炎桿菌為模板，利用引子 Nde-I-HNS-F/Xho-I-HNS-R 將含有

hns 基因序列，且帶有 NdeI 及 XhoI (NEB)限制酶切位之序列進行 PCR 放

大。 

(3) 將步驟(2)經 DNA電泳後切膠回收之產物與質體 pET-28c，以 NdeI及 XhoI

限制酶於 37℃作用 3.5小時或隔夜，每管內容物配置如下： 

Contents Amount 

DNA 3 μg 

10X CutSmart buffer (NEB) 5 μL 
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NdeI 1 μL 

XhoI 1 μL 

ddH2O Add to total volume 50 μL 

(4) 將步驟(3)經 DNA電泳後切膠回收之 insert 與 vector進行接合(ligation)，於

室溫下作用至少 3小時或於 16℃作用隔夜，每管內容物配置如下： 

Contents Amount 

insert A 

vector B 

10X T4 DNA ligase buffer (NEB) 2 μL 

T4 DNA ligase (NEB) 1 μL 

Total volume 20 μL 

      備註：insert 與 vector體積量依下列公式計算 

      
﹝insert﹞ng

﹝insert﹞bp
:
﹝vector﹞ng

﹝vector﹞bp
= 5 ∶ 1 

(5) 將 ligation product 以熱休克(heat-shock)方式轉形(transformation)至 E.coli 

DH10B勝任細胞(competent cells)中，最後塗盤於含有 50 μg/mL kanamycin

之 LB固態培養基上進行篩選，於 37℃隔夜培養。 

(6) 於固態培養基上挑選經抗生素篩選後長出的菌落，以 vector 上之引子

T7-promoter/T7-terminator，搭配 insert 上之引子 HNS-F/HNS-R，以 PCR

確認是否成功轉殖。確認後抽取轉殖成功之質體，送 DNA定序(sequencing)

確認欲接入之基因序列無誤。 

2. 純化克雷伯氏肺炎桿菌 H-NS 蛋白質 

(1) 將帶有克雷伯氏肺炎桿菌 hns 基因序列之質體(pET-28c::hns)次轉殖於

E.coli BL21 (DE3)中，同樣以 50 μg/mL kanamycin 進行篩選。 

(2) 於固態培養基上挑選數個經抗生素篩選後長出的菌落於 kanamycin-LB 

broth 中，在 37℃培養箱中震盪培養至 OD600約 1.0。 
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(3) 取步驟(2)新鮮培養菌液於含有 200 mL kanamycin-LB broth 之 1 L錐形瓶

中，在 37℃培養箱中震盪培養約 4~5 小時。 

(4) 取 1 mL菌液於 1.5 mL離心管，離心後留下 pellet，以 100 μL 2X loading 

sample buffer 回溶，作為 Non-induced control，保存於-20℃。 

(5) 加入 0.5 mM IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside)誘導蛋白質表現，

且於 16℃培養箱中震盪培養約 16小時。 

(6) 取 1 mL菌液於 1.5 mL離心管，離心後留下 pellet，以 100 μL 2X loading 

sample buffer 回溶，作為 Induced control，保存於-20℃。 

(7) 於 4℃下 6,000 g 離心 10 分鐘，去除上清液，將 pellet 存於-80℃，2~3 小

時。 

(8) 約每 1 mL菌液加入 100 µL lysis buffer (50 mM NaH2PO4、300 mM NaCl、 

10 mM imidazole, PH 8.0)混勻，置於冰上。 

(9) 進行超音波震盪破菌(sonicate 120 x 5 s with 5 s pause)。 

(10) 在 4℃下 10,000 g離心 10分鐘。 

(11) 在進行步驟(10)離心時，先取 100 µL的 Ni-NTA magnetic agarose beads

於 50 mL離心管中以適量的 lysis buffer 進行洗滌，接著將步驟(10)離心所

得之上清液取至加有 beads 之 50 mL離心管中。 

(12) 在搖擺儀上於 4℃作用隔夜或是於室溫下作用至少一小時。 

(13) 以wash buffer (50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole, PH 8.0)

沖洗 5次，最後一次要將殘留的 buffer徹底吸去。 

(14) 以適量約 100 µL~300 µL的 Elution buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM 

NaCl, 250 mM imidazole, PH 8.0)沖出所欲純化之蛋白質產物。 

(15) 利用 SDS-PAGE、蛋白質染色和西方墨點法確認所純化的 H-NS 蛋白質

樣本，其表現量及分子量是否落於所預測值。 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Isopropyl_%CE%B2-D-1-thiogalactopyranoside
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2.2.10 凝膠阻滯分析(Gel retardation assay) 

    凝膠阻滯分析(Gel retardation assay)，又名 Gel shift assay或是 Electrophoretic 

Mobility Shift Assay(EMSA)，是種用於檢測 DNA結合蛋白質和 DNA 序列相互作

用的技術。通常以最後偵測 DNA訊號的方式來選擇不同的 DNA 標記方法，接著

與所純化之蛋白質或是細胞核萃取物反應，經非變性凝膠(native polyacrylamide or 

agarose gel)電泳後再進行結果分析，原理為當目標 DNA 片段與蛋白質相互結合

時，所形成的 DNA-蛋白質複合物之泳動速相較於游離的 DNA片段會有變慢的情

形，故可見一大一小不同位置的 DNA 訊號，也就是「阻滯」的現象。因此，本

實驗利用此方法分析所純化之 His6-H-NS 蛋白質是否能與所挑選之 DNA 片段結

合，此外，也會透過加入特異性抗體的方式，觀察是否有 supershift 的情形，以確

認 DNA-蛋白質結合的特異性。 

試劑：  

1. 10X Binding Buffer (1 mL, 100 mM Tris, 500 mM KCl, 10 mM DTT; pH 7.5) 

2. 50X TAE beffer (Protech Technology Enterprise Co., Ltd.) 

3. 其他添加物 

(1) 50 % Glycerol (Thermo) 

(2) 100 mM MgCl2 (Thermo) 

步驟：參照 LightShift
®
 Chemiluminescent EMSA Kit manual (Thermo)做調整 

1. 製備 DNA片段： 

以引子對 New-364F/New-527R、Test-hcp-F/f-R 和 T6SS-NC-F/ T6SS-NC-new-R

經 PCR 分別放大目標 DNA片段 F1 (241bp)、F2 (308bp)和作為 negative control

的 DNA片段(110bp)，經洋菜膠電泳後切膠回收產物。 

2. 製備欲探討之 DNA 結合蛋白質(H-NS 蛋白質)，詳見方法 2.2.8。 

3. Perform Binding Reactions (每管內容物配置如下) 

Contents Final amount Reaction 

http://tc.wangchao.net.cn/baike/detail_1527730.html
http://tc.wangchao.net.cn/baike/detail_1527730.html
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備註(1)：加入 His6-H-NS extract 和 Target DNA 的順序會影響 DNA-蛋白的結 

        合專一性，故本實驗中按上述順序由上往下添加反應內容物至 

        1.5mL離心管中。 

備註(2)：Reaction #1 為不含 His6-H-NS extract 的 negative control 組。 

        Reaction #2為含有遞增濃度 His6-H-NS extract 的反應組。 

        Reaction #3 加入Mouse anti-his antibody以檢測 supershift 之情形。 

4. Electrophorese Binding Reactions 

結束反應後，吸取 1.5 mL離心管中之反應液，添加適量 6X DNA loading dye

後(過量會影響 DNA與蛋白質的結合)，注入浸於 1X TAE beffer 之 1.5 %洋菜

膠中，在 100 V, 400 mA條件下進行電泳約 45分鐘。 

5. 結束電泳後，將膠體浸於 EtBr盒中染色約 15 分鐘，即可照膠觀測結果。 

 

 

#1 #2 #3 

ddH2O --- --- --- --- 

10X Binding Buffer 1X 2 μL 2 μL 2 μL 

50 % Glycerol 2.5 % 1 μL 1 μL 1 μL 

100 mM MgCl2 5 mM 1 μL 1 μL 1 μL 

His6-H-NS extract 0~5 μg 0 --- --- 

室溫下靜置 10分鐘 

Target DNA 200 ng --- --- --- 

室溫下靜置 20分鐘 

Mouse anti-his antibody 1/40X 0 0 0.5 μL 

室溫下靜置 30分鐘 

Total volume --- 20 μL 20 μL 20 μL 
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第三章、 結果 

3.1 研究策略 

    根據 Panagiotis F. Sarris 等人研究指出，將不同的克雷伯氏肺炎桿菌菌株基因

序列透過BLASTP、BLASTN和 reverse BLAST與綠膿桿菌Hcp secretion islands I、

II、III (HSI-I, II, III)和大腸桿菌的 T6SS 基因組分析比對後，發現克雷伯氏肺炎桿

菌基因體擁有廣泛存於革蘭氏陰性細菌之 13 個保守基因(conserved genes)，且認

為 T6SS 能幫助克雷伯氏肺炎桿菌在宿主中定植(colonization)及感染[81]。而這 13

個保守基因被分作兩個片段，分別為 vgrG gene cluster (vgrG/clpV/hcp/ompA/dotU/ 

impJ/impC/impB)和 icmF gene cluster (icmF/impG/impH/sciN/impF)，且散布於相鄰

的兩個或三個 gene locus 上。有趣的是，相較於其他被定義出三個 T6SS 基因組

(T6SS locus-I, II, III)的克雷伯氏肺炎桿菌菌株(K. pneumoniae 342、 K. pneumoniae 

subsp. pneumoniae MGH 78578 和 K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis ATCC 

13884)，在本實驗中所欲探討的研究對象克雷伯氏肺炎桿菌 NTUH-K2044 基因體

中僅比對到T6SS locus-I和 locus-III，其中T6SS locus-I同時包含有完整的 vgrG 及

icmF gene cluster[81]。故我們以此為研究基礎在 NCBI 基因資料庫中尋得

NTUH-K2044 的 T6SS locus-I (kp1_2392~kp1_2421) 和 locus-III (kp1_3362~ 

kp1_3388)之完整基因組，其分別包括有 26 個和 25個基因編碼序列，詳見圖二。 

 

3.2 克雷伯氏肺炎桿菌臨床菌株之 T6SS相關基因盛行率 

    在 T6SS 突刺裝置中 Hcp、VgrG及 IcmF 蛋白質分別構成 tube protein、spike 

protein和 membrane-bound protein，其中 Hcp 及 VgrG除了作為結構蛋白質外，也

會被順帶分泌出細胞外，而 IcmF則為確保Hcp蛋白質順利分泌的重要因子[27, 28]，

故我們認為這三個蛋白質對 T6SS 的組裝和功能扮演極重要的角色。因此，首先

針對這五個基因設計專一性的引子，以聚合酶鏈鎖反應方法分別偵測 hcp (locus-I)、

vgrG1 (locus-I)、vgrG2 (locus-III)、icmF1 (locus-I)和 icmF2 (locus-III)基因是否存
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在於實驗室所蒐集之 84 株 CRKP (carbapenem-resistant K.p)、42 株分離自 PLA 

(pyogenic liver abscess)病人菌株、32 株 non-invasive 菌株和 130 株健檢菌株

(colonized strains)中，藉此初步了解 T6SS 相關基因在克雷伯氏肺炎桿菌臨床菌株

的盛行率。 

    結果發現，在各種不同分離來源的臨床菌株皆可偵測到 hcp、vgrG1、vgrG2、

icmF1和 icmF2基因的存在，僅少部分的 non-invasive菌株(2/32)、CRKP菌株(2/84)

和健檢菌株(12/130)完全沒有偵測到任何基因的存在，其中又以 PLA 菌株同時具

有 hcp、vgrG1、vgrG2、icmF1和 icmF2基因之比率為最高(32/42, 76.19%)。此外，

在 PLA菌株中，這五個基因的盛行率相較於其他的臨床菌株，幾乎皆有顯著上的

差異，尤其和健檢菌株的差異最為明顯(詳見表二)，暗示著 T6SS 在 PLA 菌株中

可能扮演重要的角色，故本研究挑選 NTUH-K2044 作為 PLA 代表菌株，並作為

後續實驗中其他 T6SS相關基因剔除株的母株(parent strsin)。 

 

3.3 克雷伯氏肺炎桿菌臨床菌株之 Hcp蛋白質的表現 

    為了探究克雷伯氏肺炎桿菌是否有健全的 T6SS 裝置，我們隨機挑選 47 株

hcp
+
vgrG1

+
vgrG2

+ 
icmF1

+
icmF2

+菌株，利用西方墨點法偵測其是否能表現 Hcp蛋

白質。結果發現經 LB broth 搖晃(shaking)隔夜培養之下，所收取之細菌細胞溶解

物並沒有偵測到 Hcp 蛋白質的表現，詳見圖三。 

 

3.4 NTUH-K2044對 T6SS的調控機制 

就前述結果發現克雷伯氏肺炎桿菌之 T6SS在一般 in vitro的培養條件下不會

被偵測到 Hcp蛋白質的表現，可能是受不明機制所壓抑，致使表現量太低而無法

測得。目前認為細菌所演化出的多種訊息傳遞路徑和細菌所處的環境條件會對

T6SS 的組裝、活化和作用模式進行精密調控，近幾年有多篇研究指出 H-NS 會對

革蘭氏陰性菌之 T6SS 相關基因表現做負向調控，因此我們想進一步探究 H-NS
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是否也參與克雷伯氏肺炎桿菌 T6SS 的調控，又與真核宿主細胞相互作用後其

T6SS 是否能被誘發而提升表現量。 

 

3.4.1尋找 NTUH-K2044 之 H-NS 蛋白質 

    首先，在 NCBI基因資料庫中找到克雷伯氏肺炎桿菌 NTUH-K2044 之 hns 基

因(kp1_3314)，經胺基酸序列比對後發現其與大腸桿菌K-12之H-NS有 94.07% 相

似性(軟體 Clustal Omega)，詳見圖四。而 NTUH-K2044之 H-NS 由 135個胺基酸

組成，分子量約為 15.3kDa，利用線上軟體 InterPro分析其胺基酸序列後，有比對

到典型的 H-NS 蛋白質功能性區域，其胺基酸殘基 1~57 構成 N-terminal domain 

(oligomerization domain)，而胺基酸殘基 87~135 則構成 C-terminal domain 

(DNA-binding domain)，詳見圖五。 

 

3.4.2NTUH-K2044 之 H-NS 對 T6SS相關基因或蛋白質表現的影響 

    首先，想探討 H-NS 對 T6SS 相關基因表現的影響，於是分別抽取野生型

NTUH-K2044 (wild-type)、hns 基因剔除株(△hns)[83]和 hns 基因補回株(△hns:: 

hns)[83]之RNA進行即時定量聚合酶鏈鎖反應，分析hcp、vgrG1和 vgrG2之mRNA

表現量。結果發現，相較於野生型 NTUH-K2044，hns 基因剔除株之 hcp mRNA

表現量有約 12倍顯著上升(p <0.01)，而 vgrG1 和 vgrG2 mRNA表現量則分別有約

6.9倍(p<0.01)、3.8 倍(p<0.001)的上升，另外，在 hns 基因補回株的部分，符合預

期地有看到 hcp、vgrG1和 vgrG2之mRNA表現量回復至與野生型菌株相當之值，

詳見圖六。故我們認為H-NS會在轉錄層次上負向調控 hcp、vgrG1和 vgrG2 mRNA

表現量，因此下一步想了解 H-NS 是否會影響 Hcp蛋白質的表現，於是以西方墨

點法進行分析，結果發現，在一般的 LB broth 培養下，所收取的野生型

NTUH-K2044之細菌細胞溶解物並無偵測到 Hcp蛋白質表現訊號，而 hns 基因剔

除株則有明顯偵測到 Hcp蛋白質的表現，詳見圖七。 
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3.4.3NTUH-K2044 與真核細胞株交互作用對 T6SS 相關基因表現的影響  

    為了探究 NTUH-K2044 與真核宿主細胞進行作用後，其 T6SS 是否能被誘發

而提升表現量，且 H-NS 是否仍參與調控，我們將野生型 NTUH-K2044 和 hns 基

因剔除株分別與經 50 ng/mL PMA 誘導活化之 HL-60 細胞株和 Caco-2 細胞株以

MOI=1000 進行相互作用兩小時。反應後，分別收取 unbound bacteria fraction、

cell-associated bacteria fraction 和 bacteria cultured in cell-free medium 進行 RNA萃

取，再以即時定量聚合酶鏈鎖反應分析 hcp、vgrG1、vgrG2和 hns mRNA表現量，

實驗結果以培養於不含細胞之培養液中的野生型 NTUH-K2044 之 mRNA 表現量

做為比較基準。 

    結果發現，野生型 NTUH-K2044 與真核細胞作用後，T6SS 相關基因表現並

沒有顯著提升(圖八 A,C)，僅在與 Caco-2細胞作用後之 cell-associated bacteria偵

測到 hcp基因有微幅約 2.5倍的增加(圖八 C)，但無統計上意義；而 hns 基因剔除

株與真核細胞作用後，T6SS 相關基因表現也沒有提升(圖八 A,C)，反而在 cell- 

associated bacteria組有表現量下降的情形，其中以和 HL-60細胞作用的組別最明

顯(圖八 A)，但並無統計上意義。另外，在 medium only 組別中，相較於野生型

NTUH-K2044，hns 基因剔除株僅 hcp基因表現量有顯著上升，而 vgrG1和 vgrG2 

mRNA表現量則無顯著變化。此外，野生型 NTUH-K2044與 HL-60 和 Caco-2細

胞株作用後，所收取之 cell-associated bacteria 之 hns 基因表現量分別有約 0.25倍

(p<0.05)和 0.12倍(p<0.001)顯著意義的下降(圖八 B,D)。 

 

3.5 NTUH-K2044 之 T6SS locus-I 之 kp1_2392(impB) ~ kp1_2400 (vgrG1)操縱子

位置分析 

    前述實驗結果顯示 H-NS 會抑制 hcp、vgrG1及 vgrG2之基因表現，且會抑制

Hcp蛋白質的表現，又因 T6SS locus-I同時包含有 vgrG和 icmF gene cluster，我
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們推測H-NS對 T6SS locus-I的調控影響力較大，故想進一步分析 kp1_2392 (impB)

到 kp1_2400 (vgrG1)之操縱子位置。本實驗在所欲檢測之基因範圍內，於各個基

因間交接處設計引子對，設計示意圖詳圖九 A，引子序列請參照表一，再分別以

克雷伯氏肺炎桿菌之菌液、mRNA和 cDNA 作為模板進行聚合酶鏈鎖反應分析。

如圖九 B所示，引子對 a在 cDNA樣本並未偵測到 DNA訊號，顯示 T6SS locus-I

的第一個操縱子是從 kp1_2392 (impB)作為開端，且引子對 b~f在 cDNA樣本有偵

測到與菌液樣本相同的 DNA訊號，表示 kp1_2392 (impB)到 kp1_2398 (hcp)同屬於

一個操縱子；然而，引子對 g 和 h 在 cDNA 樣本並未偵測到 DNA 訊號，顯示

kp1_2399 (clpV)和 kp1_2400 (vgrG1)分屬於兩個獨立的操縱子。 

 

3.6 凝膠阻滯分析(Gel retardation assay)實驗 

    根據前述即時定量聚合酶鏈鎖反應結果顯示 H-NS 會抑制 hcp、vgrG1 及

vgrG2 之基因表現，其中在 hns 基因剔除株中，hcp mRNA 表現量上升最多，其

次則為 vgrG1，所以想更深入探討 NTUH-K2044 之 H-NS 是否會直接地與位在

T6SS locus-I上的基因序列結合，進行轉錄上的調控。因此我們以 pET-28c質體表

現並用 Ni-NTA 磁珠純化 NTUH-K2044 之 H-NS 蛋白質，且經聚丙烯醯胺膠體電

泳(圖十 A)及西方墨點法(圖十 B)確認 H-NS 蛋白質的表現和純度，接續進行凝膠

阻滯分析，探討 H-NS 是否與所挑選的目標 DNA片段相互結合。依據前述的操縱

子分析結果(圖九)，kp1_2392 (impB)為 T6SS locus-I第一個操縱子的起始基因，故

推測可能的啟動子序列位於 impB基因上游處，又 H-NS 蛋白質具有結合於啟動子

區域的特性，所以在使用線上軟體 Virtual footprint 分析可能的 H-NS 蛋白質結合

序列後，挑選了一段包含 impB上游處及部分 impB的基因編碼序列作為目標 DNA

片段 F1 (241 bp)；此外，想探討 H-NS 是否也可能直接結合上 hcp 基因序列來達

到抑制性調控，同樣使用線上軟體分析可能的 H-NS 蛋白質結合序列後，挑選部

分 hcp基因編碼序列作為目標 DNA片段 F2 (308 bp)；實驗中使用沒有偵測到可

http://tc.wangchao.net.cn/baike/detail_1527730.html
http://tc.wangchao.net.cn/baike/detail_1527730.html
http://tc.wangchao.net.cn/baike/detail_1527730.html
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能的 H-NS 蛋白質結合序列之 DNA片段作為 negative control (110bp)，詳見圖十

一 A。結果發現，H-NS 並不會使 negative control 之 DNA片段有阻滯(retardation)

的情形發生，但 1μg 和 1.5μg 的 H-NS 蛋白質分別能使目標片段 F1 及 F2 發生阻

滯，證實 H-NS 在 T6SS locus-I 的啟動子區域和 hcp 基因編碼序列具有結合位，

此外，在加入特異性抗體(Mouse anti-His antibody)參與反應後，可以觀察到

supershift 的情形，確認 H-NS 與目標 DNA 結合之特異性，詳見圖十一 B。另外，

當我們使用遞增濃度的 H-NS (0~5μg)與目標 DNA片段 F1及 F2 進行反應時，如

預期中地觀察到 H-NS 和目標 DNA 的結合有劑量效應的呈現，且 H-NS 對 F1 片

段的結合親和力相較於 F2是較高的，如圖十一 C 所示。 

 

3.7 野生型 NTUH-K2044 及其 T6SS基因剔除株與 Caco-2細胞之貼附實驗(Cell 

adherence assay) 

    根據本實驗室先前的研究指出 NTUH-K2044 具有貼附於腸道細胞的能力，且

已知細菌的貼附作用(adhesion)對其在腸道組織的定植是最先也最關鍵重要的一

步，隨後才能致使宿主的疾病發展，故下一步想探討 T6SS 是否會影響克雷伯氏

肺炎桿菌與腸道細胞的貼附能力。實驗中使用 Caco-2 細胞株與野生型

NTUH-K2044及其衍生之 T6SS 基因剔除株，以 MOI = 10共同培養 20分鐘，去

除未貼附的細菌後，以 0.2 % Triton X-100 打破細胞，使用 PBS 稀釋適當倍數後

塗於 LB 固態培養基上，隔夜培養後進行菌落計數。實驗結果以野生型

NTUH-K2044的貼附比例作為比較基準(100 %)，即得到其他突變菌株的相對貼附

百分比(relative adherence %)。結果發現，相較於野生型 NTUH-K2044，△hcp、

△vgrG1、△vgrG2 和△icmF1△icmF2 之相對黏附百分比分別有 53.67% (p<0.05)、

68.02% (p<0.01)、95.07% (p<0.001)和 74.12% (p<0.01)之顯著性下降；而做為

positive control 的△yfgL 之相對貼附百分比也符合預期有 98.54% (p<0.001)的顯著
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下降；另外，結果發現△hns 之相對貼附百分比有 163.5%顯著上升(p<0.001)，詳

見圖十二。 
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第四章、 總結與討論 

    首先，利用聚合酶鏈鎖反應分析發現五個與 T6SS 突刺裝置的組成和作用極

為相關的 hcp (locus-I)、vgrG1 (locus-I)、vgrG2 (locus-III)、icmF1 (locus-I)和 icmF2 

(locus-III)基因廣泛分布於不同來源的克雷伯氏肺炎桿菌臨床菌株中，但無法得知

這些 T6SS 相關基因的存在是否和克雷伯氏肺炎桿菌不同的莢膜型及致病力有直

接相關，未來可再探討這五個基因的 mRNA及蛋白質表現量在不同的臨床菌株是

否有差異，藉此尋找 T6SS 與克雷伯氏肺炎桿菌致病力的相關性。另外，實驗結

果顯示分離自社區型化膿性肝膿瘍(PLA)菌株同時帶有 hcp、vgrG1、vgrG2、icmF1

和 icmF2 基因之比率為最高(32/42, 76.19%)，暗示著 T6SS 在 PLA 菌株中可能扮

演重要的角色，故本研究挑選會造成PLA的NTUH-K2044菌株(hcp
+
vgrG1

+
vgrG2

+ 

icmF1
+
icmF2

+
)作為研究對象。 

    在隨機收取之 47 株隔夜培養 hcp
+
vgrG1

+
vgrG2

+ 
icmF1

+
icmF2

+菌株的細菌細

胞溶解物中，以西方墨點法未偵測到 Hcp 蛋白質的表現，故認為克雷伯氏肺炎桿

菌之 T6SS 在一般 in vitro LB broth 培養條件下可能受到未知機制所壓抑，或是

T6SS 的表現還需要仰賴其他未知的調控因子，使其在正確的時機被啟動進而更有

效地發揮功能。先前也有研究指出部分的霍亂弧菌和綠膿桿菌菌株在一般實驗室

培養條件下無法表現 Hcp蛋白質，後續證實其表現會受到群體感應調控或是轉譯

後修飾路徑機制所誘發而表現[70, 72]。除了細菌內部的訊息傳遞調控路徑之外，

細菌所處的環境條件，像是溫度、PH 值、滲透壓、鐵離子、鎂離子的改變也會

對 T6SS 的表現有所影響[88]。另外，更有研究發現在莢膜缺失的曲狀桿菌

(Campylobacter jejuni)突變株中，其T6SS才能發揮功能致使紅血球細胞溶血[89]，

故我們認為克雷伯氏肺炎桿菌豐厚的莢膜層可能成為作用蛋白質分泌時的屏障。 

    在探討克雷伯氏肺炎桿菌對 T6SS 的調控機制部分，首先，研究環境中的鐵

離子是否參與 T6SS 的調控，但我們並未在 T6SS locus-I和 locus-III基因組上游或

啟動子區域序列比對到 Fur 蛋白質會作用的可能 Fur box 基因序列 
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(GATAATXATTATC)[53]，且在即時定量聚合酶鏈鎖反應結果顯示當野生型

NTUH-K2044 培養於含有鐵螯合劑(2,2’-dipyridyl)的環境下時，vgrG1 和 vgrG2 

mRNA表現量會有些微下降(附錄一)，但無統計意義，與在 Edwardsiella tarda[54]

和 enteroaggregative E. coli[55]中所觀察到的調控結果不同，不過仍不排除鐵離子

參與 T6SS 調控的可能性。另外，也曾探究 NTUH-K2044是否如綠膿桿菌可藉由

SuhB來抑制 Gac/Rsm pathway，進而壓抑 T6SS 的作用，雖然在 NTUH-K2044基

因體中有比對到三個 suhB基因 homolog (kp1_0314, kp1_1580, kp1_4117)，且成功

以無標誌基因剔除(unmarked deletion)方法建構 suhB 基因剔除株(△kp1_0314, 

△kp1_1580)，但與 suhB P. aeruginosa之基因序列相似度最高(62.48 %)的 kp1_4117基

因無法被部分或是完全剔除，顯示其為NTUH-K2044之必須基因(essential gene)，

所以推測 kp1_4117 對 T6SS 的影響可能較大，後續仍可針對 kp1_4117 做適當的

點突變(point mutation)取得突變株後探討其對 T6SS 的調控機制。另外，在隔夜培

養的△kp1_0314 和△kp1_1580 菌株的細菌細胞溶解物中，以西方墨點法也並未偵

測到 Hcp蛋白質的表現(附錄二)，故推測這兩個基因不參與 T6SS 的調控。 

因近幾年有多篇研究指出 H-NS 會對革蘭氏陰性菌之 T6SS 相關基因表現做

負向調控，所以我們把研究目標轉向探究 H-NS 這個已被發現許久的調控蛋白質

是否也參與克雷伯氏肺炎桿菌 T6SS 的調控。即時定量聚合酶鏈鎖反應分析結果

指出 H-NS 會在轉錄層次上負向調控 hcp、vgrG1 和 vgrG2 mRNA 表現量，顯示

H-NS 會對 NUTH-K2044 之 T6SS 進行抑制性調控。其中可見在 hns 基因剔除株

中 hcp mRNA表現量上升最多，故想進一步了解 H-NS 是否會影響 Hcp 蛋白質的

表現，結果發現所收取的野生型 NTUH-K2044 之細菌細胞溶解物並無偵測到 Hcp

蛋白質表現，而 hns 基因剔除株則可被偵測到 Hcp蛋白質的表現。接著利用凝膠

阻滯分析方法，證實 H-NS 蛋白質是 NUTH-K2044 之 T6SS 的負向調控蛋白質，

其在 T6SS locus-I 的啟動子區域和 hcp 基因編碼序列具有結合位，但也不排除

H-NS 可能與其他位在 T6SS locus-I上的基因序列有交互作用。而 H-NS 是否僅透
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過直接地結合目標 DNA 來發揮作用，或是與其他調控轉錄的因子相互作用來達

成抑制 hcp、vgrG1 和 vgrG2基因的表現仍待探討，另外，在實驗中 H-NS 實際上

是與所挑選之目標 DNA 上的哪些基因序列有相互作用也是未知的，未來可藉由

DNase footprinting assay來釐清。 

除了細菌內部的訊息傳遞調控路徑之外，我們也進一步探討 NTUH-K2044 在

面對真核宿主細胞(HL-60, Caco-2 cell line)的環境壓力下，其 T6SS是否能被誘發

啟動而提升表現量，且 H-NS 是否仍參與調控。結果發現，野生型 NTUH-K2044

與兩種真核細胞分別作用後，T6SS 相關基因表現並沒有顯著提升，其中在與

Caco-2細胞作用後之 cell-associated bacteria偵測到 hcp基因有微幅增加，但無統

計意義，或許暗示著在 in vivo條件下 NTUH-K2044貼附於腸道細胞進時感染時，

hcp 基因可能被誘發而大量表現，此仍待未來研究。而 hns 基因剔除株與兩種真

核細胞分別作用後，T6SS 相關基因表現也沒有顯著提升，反倒在 cell-associated 

bacteria 有表現量下降的情形，其中以和 HL-60 細胞作用的組別最明顯(無統計意

義)，我們認為當 NTUH-K2044 被巨噬細胞吞噬後，在 phagosome 內的酸性環境

可能不利於 T6SS 的表現進而阻礙其功能。另外，在 medium-only組別中可發現，

相較於野生型 NTUH-K2044，hns 基因剔除株僅 hcp 基因表現量有顯著上升，而

vgrG1和 vgrG2 mRNA 表現量則無顯著變化，推測可能為 NTUH-K2044 在和真核

宿主細胞作用後，其 H-NS 的調控重要性變弱。而野生型 NTUH-K2044 與 HL-60

和 Caco-2細胞作用後，cell-associated bacteria組別之 hns 基因表現量分別皆有顯

著意義的下降，理論上來說 T6SS 相關基因表現應該會有大幅提升，但實驗結果

中並沒有發現 hcp、vgrG1或 vgrG2 mRNA表現量有被誘發而大量表現，故認為

NTUH-K2044 在和真核宿主細胞作用後所導致 hns 基因表現的下降幅度不足以正

向調控 T6SS 相關基因的表現，或是在 in vivo 條件之下 H-NS 還需要與其他未知

的轉錄調控因子合作來達成抑制性的結果。 

然而，已知細菌的貼附作用對其在腸道組織的定植是最優先且關鍵的一步，
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隨後造成宿主之疾病發展，在 NTUH-K2044 及其衍生之 T6SS 基因剔除株與

Caco-2細胞之貼附實驗中發現 T6SS對於NTUH-K2044的貼附能力是有所貢獻的，

目前研究也認為 PLA 的致病路徑是從細菌定植於腸道組織所開啟的，接著細菌經

由侵入細胞的方式移行至腸道外造成感染，甚至擴大成系統性的感染，未來可再

深入探討 T6SS 是否是透過影響細菌的線毛(pili)、菌毛(fimbriae)或是莢膜多醣體

(capsule polysaccharides)的生成來增強對細胞的貼附能力，另外，T6SS 是否也參

與調控 proinflammatory cytokines的生成來增強病原菌對宿主的感染進程。此外，

實驗結果中發現 hns 基因剔除株之貼附能力是有顯著提升的，但是否是透過直接

活化 T6SS 系統所致使仍待探究。 

    綜合以上，本研究發現 T6SS 相關基因廣泛分布於克雷伯氏肺炎桿菌臨床菌

株當中，其中以在 PLA菌株分布比率為最高。而克雷伯氏肺炎桿菌之 H-NS 蛋白

質可藉由直接結合目標 DNA 來對 T6SS 相關基因做負向調控，且影響 Hcp 蛋白

質的表現。此外，T6SS 相關基因對於克雷伯氏肺炎桿菌貼附於腸道細胞的能力有

影響，顯示 T6SS 在細菌與宿主細胞作用中扮演重要角色，至於 T6SS 是在哪個感

染環節被誘導活化而造成影響，其中詳細的分子機制未來仍需更深入的研究。 
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表一、本研究使用之引子 

引子名稱 引子序列(5’3’) 用途(說明) 

hcp-F CGTATTCATACGCCGTTCCTG PCR check 

hcp-R TTCGTTCCAGCTATCGGAGTG 

vgrG-1F ACCAGAACGCCATTTACCAG 

vgrG-1R CGTCCGTGTTTGTCGATATG 

vgrG-3F TCGGTGCTGAGCTTGATATG 

vgrG-3R AGGTGGTGGAGCAGGTATTG 

icmF-1F CAAAGTCCGCCTGCTTTTAG 

icmF-1R GCTTTCAGCTGGTCATAGCC 

icmF-3F GTATCGTTTCCCAGCGGTTATC 

icmF-3R CCAGGTCTGTCTGGCGTTGG 

Nde-I-HNS-F GTTTGAGATTACTCATATGAGCGAAGCAC H-NS 

expression 

vector 

construct 

Xho-I-HNS-R GATTTTTTATAGCGATCAACTCGAGTTAGA

TCAGGAAATC 

HNS-F CATCCGTACTCTTCGTGCG 

HNS-R GATCAGGAAATCGTCCAGTG 

T7-promoter TAATACGACTCACTATAGGG 

T7-terminator TGCTAGTTATTGCTCAGCCG 

hcp-1F CAAAAACCCCGCCTACGA qPCR analysis 

hcp-1R TCGTAGCGCAGCTCAATCTG 

vgrG-1F CCCCGGCCAACAACAAA 

vgrG-1R GTCGAGACCTTGATATGCTCTTTTC 

vgrG-3F TCCTCGCCGCGCTTATC 

vgrG-3R CCCGCAATGTGATTCGTACTC 
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表一、本研究使用之引子(續前頁) 

引子名稱 引子序列(5’3’) 用途(說明) 

hns-F GAAATTGAAGAGCGTACGCGTAA qPCR analysis 

hns-R CAATACCGTCAGCAATCAGCAT 

23S-44F AGGCGATGAAGGACGTGCTA 

23S-119R TTCGGACATCGCCGGTTATA 

a-before-F GTAACCAGGTTACCGTCCAC T6SS locus-I 

operon analysis a-R GGCACCGAGAGGTTAACTTC 

b-F CAATGGCGAAGAGGAGAAC 

b-R CATCGTCCAGAAAGTCGTTG 

c-F GCCTGGTGACCGAAATGAC 

c-R GTCCGTATCAATCATCGTGC 

d-F CTCGGTGAGCCTGAACTTG 

d-R GTTCACGCAACACATCACG 

e-newF CGTGATGTGTTGCGTGAAC 

e-newR CAGGCTGTTCATCAGCACC 

f-newF CTTTGCCGGAATTCATCCTG 

f-R CGTTGATTCGGTACCACTTG 

g-newF CAAGTGGTACCGAATCAACG 

g-newR GTGAGATAGCGTCGTGACAG 

h-newF CTGTCACGACGCTATCTCAC 

h-newR GTTATCTCCCCAGTGGTAAG 

New-364F GTATCCATTGCAAACATTCC DNA target of 

gel retardation 

assay 

New-527R GCCATAGCAGTTCCTTTCC 

Test-hcp-F GCTTCACTACACAATGGAGAG 
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表一、本研究使用之引子(續前頁) 

引子名稱 引子序列(5’3’) 用途(說明) 

f-R CGTTGATTCGGTACCACTTG DNA target of 

gel retardation 

assay 

T6SS-NC-F CTCAACCACTGGCTCGATC 

T6SS-NC-new-R CAGCGCACTCAGCAGACTG 
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表二、克雷伯氏肺炎桿菌臨床菌株之 T6SS相關基因(hcp、vgrG1、vgrG2、icmF1

和 icmF2)盛行率 

 

 

*PLA: community-acquired pyogenic liver abscess K.p 

*CRKP: carbapenem-resistant K.p  

***, p<0.001；**, p<0.01；*, p<0.05 (Chi-square test) 
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圖一、NTUH-K2044 之 T6SS基因剔除株對小鼠存活率之影響 

在品系 BALB/c小鼠腹腔注射 hcp、vgrG1 或 icmF1/icmF2基因剔除株後，相較於

注射野生型 NTUH-K2044 組別，基因剔除株對小鼠致病力有顯著下降，因此小鼠

存活率顯著提高。**, p<0.01(n=8, Log-rank test) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU201702520

 

45 
 

(A) 

 

 

(B) 

 

 

圖二、NTUH-K2044 之 T6SS基因組(T6SS gene cluster) 

於NCBI基因資料庫中尋得NTUH-K2044之 T6SS基因組，分別為(A) T6SS locus-I 

(kp1_2392~kp1_2421)，同時包含有 vgrG 及 icmF gene cluster。另一為(B) T6SS 

locus-III (kp1_3362~ kp1_3388)。圖中基因的標準命名 tss為 type six secretion gene，

tag為 type six associated gene，而括弧中的命名則為通用基因名。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU201702520

 

46 
 

 

*Predict size of Hcp: 18.76 kDa 

 

圖三、克雷伯氏肺炎桿菌臨床菌株之 Hcp 蛋白質表現 

隨機挑選 47株 hcp
+
vgrG1

+ 
vgrG2

+ 
icmF1

+
icmF2

+菌株，經隔夜培養後，收取細菌

的細胞溶解物，使用西方墨點法並未偵測到 Hcp 蛋白質表現，實驗中以純化之

Hcp蛋白質作為 positive control (PC)，並使用稀釋倍數 1:100,000 之 Rabbit anti-Kp 

Hcp進行偵測，箭頭所示為 Hcp蛋白質的訊號。 
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圖四、NTUH-K2044 與 E.coli K-12之 H-NS胺基酸序列比對結果 

利用線上軟體 Clustal Omega，比對 NTUH-K2044 與 E.coli K-12之 H-NS 胺基酸

序列，有 94.07%相似性，僅七個胺基酸組成不同。 
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圖五、NTUH-K2044 之 H-NS蛋白質功能性區域分析 

利用線上軟體 InterPro 分析胺基酸序列，NTUH-K2044之 H-NS 蛋白質由 135胺

基酸所組成，其中胺基酸殘基 1~57構成 N-terminal domain (oligomerization 

domain)，而胺基酸殘基 87~135則構成 C-terminal domain (DNA-binding domain)。 
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圖六、野生型 NTUH-K2044、hns基因剔除株與 hns 基因補回株之 hcp、vgrG1

和 vgrG2 mRNA相對表現量 

圖中灰色柱狀為 hcp mRNA表現量，深藍色柱狀為 vgrG1 mRNA表現量，而淺藍

色柱狀為 vgrG2 mRNA 表現量。收取經 LB broth 隔夜培養的野生型 NTUH-K2044 

(WT)、hns 基因剔除株(△hns)與 hns 基因補回株(△hns::hns)，refresh 至 OD600=1.0

後抽取其 mRNA進行即時定量聚合酶鏈鎖反應，實驗結果以野生型 NTUH-K2044

之 mRNA表現量做為比較基準。結果為三次獨立試驗的平均值；誤差線(error bars)

代表平均值標準誤差 (standard error of the mean, SEM)；***, p<0.001；**, 

p<0.01(One-way ANOVA：Tukey's Multiple Comparison Test)。 

 

 

 



doi:10.6342/NTU201702520

 

50 
 

 

 

圖七、野生型 NTUH- K2044與 hns基因剔除株之 Hcp蛋白質表現 

收取經隔夜培養的野生型 NTUH-K2044與 hns 基因剔除株之細菌細胞溶解物，以

西方墨點法僅在 hns 基因剔除株偵測到 Hcp 蛋白質的表現，箭頭所示為 Hcp蛋白

質訊號，實驗中以稀釋倍數 1:100,000 之 Rabbit anti-Kp Hcp進行偵測 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU201702520

 

51 
 

(A) (B) 

  

(C) (D) 

 
 

 

圖八、野生型 NTUH-K2044與 hns基因剔除株和真核宿主細胞(HL-60, Caco-2 

cells)交互作用後之 mRNA相對表現量 

如圖所示灰色柱狀為 hcp mRNA表現量，深藍色柱狀為 vgrG1 mRNA 表現量，淺

藍色柱狀為 vgrG2 mRNA 表現量，黑色柱狀為 hns mRNA 表現量。野生型

NTUH-K2044與 hns 基因剔除株和真核宿主細胞(HL-60, Caco-2 cells)作用後，分

別收取 unbound bacteria fraction 和 cell-associated bacteria fraction 進行即時定量聚

合酶鏈鎖反應，實驗結果以培養於不含細胞之培養液中的野生型 NTUH-K2044之

mRNA 表現量做為比較基準。結果為三次獨立試驗的平均值；誤差線(error bars)

代表平均值標準誤差(standard error of the mean, SEM)；***, p<0.001；**, p<0.01；

*, p<0.05 (One-way ANOVA：Tukey's Multiple Comparison Test)。 
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(A) 

 

 

(B) 

 

 

圖九、NTUH-K2044 之 T6SS locus-I之 kp1_2392(impB) ~ kp1_2400 (vgrG1)操縱

子位置分析結果 

(A)引子對 a~h之設計示意圖。(B) lane 1為 bacterial genome；lane 2 為 mRNA；lane 

3為 cDNA。電泳結果如圖(B)，kp1_2392 (impB)到 kp1_2398 (hcp)同屬於一個操縱

子；而 kp1_2399 (clpV)和 kp1_2400 (vgrG1)分屬於兩個獨立的操縱子。綜合以上

結果，於圖(A)中標示相同顏色之區塊視為同一個操縱子。 
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(A) 

 

(B) 

 

 

圖十、NTUH-K2044 之 H-NS蛋白質純化結果 

(A)純化之 H-NS 於 15% SDS-PAGE中進行蛋白質染色，於 17~26kDa間有偵測到

H-NS 蛋白質訊號(箭頭)。(B)以西方墨點法偵測 H-NS 蛋白質，箭頭所示為 H-NS

蛋白質訊號，實驗中以稀釋倍數 1:10,000 之 Mouse anti-His antibody進行偵測。 
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(A)  

 

 

(B) 

 

 

圖十一、凝膠阻滯分析結果 
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(C) 

 

 

圖十一、凝膠阻滯分析結果(續前頁) 

(A)欲偵測之目標 DNA 片段 F1 (241 bp)及 F2 (308 bp)之序列位置示意圖，所列出

鹼基序列為使用線上軟體 Virtual footprint 所尋得可能的 H-NS 蛋白質結合序列；

作為 negative control的DNA片段則並沒有偵測到可能的H-NS蛋白質結合序列。

(B) lane 1僅含 DNA 片段，作為實驗中的 negative control；lane 2分別加入 1 μg、

1.5 μg之 His6-H-NS 與固定量 200 ng的目標 DNA片段 F1及 F2進行反應，紅色

箭頭為阻滯的訊號；lane 3 為加入特異性抗體，用以觀察 supershift 之情形，黃色

箭頭為 supershift 訊號；lane 4 為加入不相干的抗體進行反應；lane 5 為加入不相

干的蛋白質進行反應。(C)目標 DNA 片段 F1 及 F2 與遞增濃度的 H-NS (0~5 μg)

進行反應後，可見 H-NS 蛋白質與目標 DNA片段的結合能力呈劑量效應。 
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圖十二、野生型 NTUH-K2044及 T6SS基因剔除株與 Caco-2細胞貼附實驗結果 

以野生型 NTUH-K2044 的細菌貼附比例作為比較基準(100 %)，即得到其他突變

株的相對黏附百分比(relative adherence %)。結果為三次獨立試驗的平均值；誤差

線(error bars)代表平均值標準誤差(standard error of the mean, SEM)；***, p<0.001；

**, p<0.01；*, p<0.05 (One-way ANOVA：Tukey's Multiple Comparison Test)。 
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附錄 

 

 

附錄一、鐵離子濃度對 NTUH-K2044之 vgrG1 及 vgrG2 mRNA表現量的影響 

圖中深藍色柱狀為 vgrG1 mRNA表現量，而淺藍色柱狀為 vgrG2 mRNA表現量。

實驗結果以培養於 Nutrient broth (NB)之野生型 NTUH-K2044為基因表現量的比

較基準，並使用 200 μM 鐵螯合劑 2,2'-dipyridyl (DIP)來創造低鐵的培養環境。結

果為三次獨立試驗的平均值；誤差線(error bars)代表平均值標準誤差(standard error 

of the mean, SEM)。 
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附錄二、suhB基因剔除株(△kp1_0314和△kp1_1580)之 Hcp蛋白質表現 

收取經隔夜培養的 suhB基因剔除株(△kp1_0314和△kp1_1580)之細菌細胞溶解物，

以西方墨點法並未偵測到 Hcp蛋白質的表現，箭頭所示為 Hcp蛋白質的訊號，實

驗中以稀釋倍數 1:100,000 之 Rabbit anti-Kp Hcp進行偵測。 




