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摘要 

創傷弧菌(Vibrio vulnificus)是一株常存在海產食品的高致死率的致病菌，近年

來有許多國家也出現相當多的病例，美國疾病管制中心指出，自 1996至 2002 年

由於弧菌感染的病例已增加了 126% (Centers for Disease Control and 

Prevention)，而台灣的臨床病例在近年也不斷地持續增加。除此之外，且此菌感

染發病病程相當快，往往發病 2天後患者會休克，進而導致死亡。由於蛋白質分

解酵素(EmpV)在創傷弧菌是一個細胞的外毒素蛋白，且是一個可能的致病因

子，因此蛋白質分解酵素(EmpV)可能可用來當為抗原，去誘導體內產生抗體或

去製造抗體以獲得避免創傷弧菌感染保護力的最佳選擇。在本計劃中，我們已將

創傷弧菌的蛋白質分解酵素基因(empV)予以選殖，藉由蛋白質表現載體將蛋白質

分解酵素(EmpV)進行大量表現生產，希望將此重組蛋白純化後作為往後進行疫

苗保護力(protection)的分析或製備抗體作為檢測病患是否遭受創傷弧菌感染的

試劑。
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前言 

創傷弧菌(Vibrio vulnificus)是一株常存在海產食品的高致死率的致病菌，近年

來有許多國家也出現相當多的病例，包括美國、墨西哥、韓國及日本等(Bisharat 

et al., 1999; Hlady and Klontz, 1996; Paik et al., 1995)，此菌的感染途徑常常是經由

傷口侵入或由飲食造成感染，感染後所造成的臨床症狀主要有三種：1.原發性敗

血症(primary septicemia)：其感染原因主要是食入生的或未煮熟的海鮮類食品，

創傷弧菌經由腸胃道而感染，臨床上病人會有發熱、寒顫、嘔吐等症狀，常常導

致菌血症及敗血性休克，其死亡率高達 50%以上(Blake et al., 1979; Klontz et al., 

1988; Chuang et al., 1992; Shapiro et al., 1998)，原發性敗血症也常常伴隨著肌肉軟

組織及皮膚的壞死(Klontz et al., 1988; Chuang et al., 1992)，除此之外，且此菌感

染發病病程相當快，往往發病 2天後患者會休克，進而導致死亡(Blake et al., 1979; 

Klontz et al., 1988; Chuang et al., 1992)。2.傷口感染(wound infection)：通常是由於

傷口直接碰觸含有創傷弧菌的海水或海產食品，或是由於處理海產食品時遭刺傷

而感染，感染部位會有紅腫及水泡，之後很快造成組織壞死、潰爛或嚴重的蜂窩

性組織炎，病程若惡化會發展成嚴重的次發性敗血症而導致死亡，死亡率約為

25% (Blake et al., 1979; Klontz et al., 1988; Chuang et al., 1992; Shapiro et al., 

1998)。3. 腸胃炎：此症狀較輕微，常導致腹痛及下痢，往往會自然復原。創傷

弧菌的感染宿主的特異性一直是造成感染的主要因素，其感染的宿主往往具有潛

在的慢性疾病包括肝病或免疫系統低弱，都是容易感染的宿主(Tacket et al., 

1984)。近來，美國疾病管制中心指出，自 1996 至 2002 由於弧菌感染的病例已

增加了 126% (Centers for Disease Control and Prevention)，而台灣的臨床病例在近

年也不斷地持續增加(Chuang et al., 1992; Chang et al., 1994; Hsueh et al., 2004)。 

雖然目前有關於創傷弧菌的致病機制仍未清楚，但可能的致病因子也有許

多研究報告提出，在夾膜(capsule polysaccharide)方面，夾膜可說是目前創傷弧菌

造成感染最重要的因子(Yoshida, et al., 1985；Zuppardo and Siebeling, 1998)，它主

要是保護菌體避免菌體遭受免疫細胞的破壞，且夾膜本身也會造成體內過度的免
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疫反應造成休克，引起死亡；其它可能的致病因子尚有脂解酵素(lipase)、磷酸脂

解酵素(phospholipase)、核酸分解酵素(DNase) (Kreger and Lockwood, 1981; Olive 

et al., 1986)、type IV leader peptidase/N-methyltransferase (Paranjpye et al., 1998)、

細胞毒素 cytolysin (Gray and Kreger, 1985)、溶血蛋白 hemolysin III (Chen et al., 

2004b)、鉀離子收蛋白 TrkA (Chen et al., 2004a)、蛋白質分解酵素 EmpV (Chuang 

et al., 1997)等，在這些致病因子中，蛋白質分解酵素是最重要的外毒素蛋白。由

於蛋白質分解酵素(EmpV)在創傷弧菌是一個細胞的外毒素蛋白，且是一個可能

的致病因子，因此蛋白質分解酵素(EmpV)是一個可以用來當為抗原，誘導體內

產生抗體或製造抗體以獲得避免創傷弧菌感染保護力的最佳選擇。 

 

目的 

在本計劃中，我們計劃將創傷弧菌的蛋白質分解酵素基因(empV)予以選

殖，藉由蛋白質表現載體將蛋白質分解酵素(EmpV)進行大量表現生產，再將此

重組蛋白純化後作為往後進行疫苗保護力(protection)的分析或製備抗體作為檢

測病患是否遭受創傷弧菌感染的試劑。 

 

材料與方法 

菌株與質體 

海洋弧菌(Vibrio vulnificus)是由敗血症病人所分離，用來進行蛋白分解酵素

基因選殖的菌株；大腸桿菌(E. coli XL1B與E. coli BL21)分別用來進行核酸選殖

的寄主與蛋白質表現的寄主，pET21質體被用來當作蛋白質表現的載體。 

 

培養基與生長條件 

所有的菌株均以 37℃培養在LB培養基，當需要添加其它藥品時，培養基中

抗生素含量為 100 µg/ml，培養液IPTG最終濃度為 1 mM。 
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大量表現與純化蛋白分解酵素 

以蛋白分解酵素基因序列為模板設計引子，藉由聚合酵素鏈反應(PCR)進行

蛋白分解酵素基因的擴增，將蛋白分解酵素基因接合至表現載體上，並於大腸桿

菌內進行蛋白質表現。聚合酵素鏈反應(PCR)的條件為：反應總體積為 50 µl，創

傷弧菌染色體模版濃度為 10 ng，引子濃度為 50 pmole，deoxynucleotide 

triphosphate濃度為 2.5 mM，10X反應緩衝液 5 µl，聚合酵素(Taq DNA polymerase)

為 0.5 U，反應循環共 30次，每次循環條件為：變性條件為 95℃, 1 min， 黏和

條件為 55℃, 1 min，延長條件為 72℃, 2 min，將聚合酵素鏈反應產物以限制酵

素進行切割後接至表現載體 pET21，重組質體於大腸桿菌 E. coli BL21 大量表

現，並藉由 Ni管柱純化含有 6個 His的重組蛋白(Novagen)。 

 

結果與討論 

蛋白分解酵素 EmpV的表現與純化 

利用引子由創傷弧菌染色體擴增蛋白分解酵素 empV，將擴增的蛋白分解酵

素 empV以限制切位(EcoRI及 XhoI)接合至表現載體 pET21，並將重組質體轉形

於 E. coli BL21，於 1 mM IPTG下進行誘導蛋白質的表現，重組蛋白質 EmpV再

藉由 Ni親和性管柱進行純化，純化結果如下圖 

                         

M: protein marker; lane 1 and 2: purified EmpV protein 
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圖中顯示重組的蛋白分解酵素 EmpV (~50 kDa)已純化完成。 
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