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研究動機與研究問題

創傷弧菌的致病因子有夾膜、脂解酵素、磷酸脂解酵素、核酸分解酵素、蛋

白質分解酵素及細胞毒素。致病菌在感染人類時，往往可以逃過寄主免疫系統的

破壞，其中巨噬細胞是一種非專一性的免疫細胞，常扮演著第一道防線，近年來

已有許多研究報告指出，許多致病菌（如 Shigella、Salmonella 及 Yersinia）能藉由

細胞毒素而導致巨噬細胞進行凋亡（Navarre and Zychlinsky, 2000; van der Velden et
al., 2000; Mills et al., 1997; Zychlinsky et al., 1994），以達到感染的目的，然而有關

創傷弧菌是如何毒殺巨噬細胞的機制目前仍然不清楚。

本計畫要藉由轉位子製備基因突變株庫，以巨噬細胞毒殺分析篩選對巨噬細

胞毒殺能力下降的突變株，期望能尋找出有效的致病因子當作設計殺菌藥物的標

地蛋白，能更有效更快速殺死創傷弧菌或抑制其快速生長以達到治癒效果，並進

一步尋找有效抗原蛋白以製備疫苗，以期能達到預防創傷弧菌感染的目的。

研究方法

菌株的培養

E. coli DH5α與創傷弧菌均以 LB 培養基或培養液進行菌株培養，培養溫度在

37℃下培養。

巨噬細胞細胞毒殺分析

將巨噬細胞分注至 96 孔盤，取野生株與菌體聚集缺失突變株加入 96 孔盤內

於不同時間反應後，2,000 rpm 離心後取上清液，加入 LDH 的反應受質反應

後，以 ELISA 讀取儀分析細胞毒殺結果。

結果

對巨噬細胞毒殺能力缺失的突變株之篩選

藉由 LDH 的釋放量來分析轉位子突變株對巨噬細胞的毒殺能力，以 MOI 60
或 120 的感染條件下，從轉位子突變株庫中共篩選出 9 株對巨噬細胞毒殺能力缺

失的突變株（如下圖），這些突變株對巨噬細胞的毒殺能力均比野生株來的低，由

這些結果顯示，共篩選出 9 株對巨噬細胞毒殺能力缺失的突變株。
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