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摘要 
創傷弧菌（Vibrio vulnificus）是一株生活在海水中的高致死率致病菌，

且其發病到死亡往往只要 2-3天，在臨床的病徵主要是食入含有創傷弧菌的

海產所引發的敗血症，或是經由外傷感染包括海產養殖器具或海產刺傷所

造成的組織潰爛。因為此致病菌好發於肝臟相關疾病以及免疫力低弱的患

者，並且台灣肝病患者比率相當高，再加上近年來感染病例持續增加，因

此尋找創傷弧菌致病基因以進一步加以控制並治療此致病菌所造成的傷害

更是刻不容緩。 
血清是防禦外來微生物侵犯體內的重要防線，其中富含多種的抗菌蛋

白（antimicrobial peptides），包括補體（complement）、defensin及 polymyxin 
B….，致病菌之所以能感染並侵入體內存活造成傷害就必須具有抵抗這些
抗菌蛋白殺菌作用的機制，細菌可能在外在環境變化時比如在含有抗菌蛋

白(polymyxin B)的環境進行其基因及表現型的改變，已應付環境的變化。

同時我們發現創傷弧菌在抗菌蛋白 polymyxin B的環境下，往往會形成菌體
聚集的現象，並且這些形成菌體聚集現象的菌株是明顯地比無菌體聚集現

象的菌株更具有抗菌蛋白的抗性，因此，由我們初步的結果顯示，創傷弧

菌菌體聚集的現象可能扮演細菌抵抗抗菌蛋白殺菌作用的重要機制，除此

之外，這菌體可能由一些因子來調節菌體的聚集現象。最重要的是創傷弧

菌在面對抗菌蛋白時會形成菌體聚集現象，以避免抗菌蛋白的殺菌作用，

此現象是目前研究仍然未知的。 
我們利用轉位子突變方式找出創傷弧菌菌體聚集相關的基因，實驗結

果顯示，可利用轉位子將創傷弧菌進行染色體突變，其成功率為 94% (1,983

株/2,100 株)，再進一步進形分析以篩選這些菌體聚集相關的基因，並探討

其在抗殺菌作用及感染過程的角色。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 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)。 
創傷弧菌的致病機制目前仍然尚未清楚，除了夾膜(Yoshida etal., 1985)

以及我們所找到的鉀離子吸收蛋白(TrkA; Chen et al., 2004)以外，仍未找到
致病力強的致病因子。其它可能的致病因子尚有 解酵素(lipase)、磷酸 解
酵素(phospholipase)、核酸分解酵素(DNase)、蛋白質分解酵素(protease)、溶
血酵素(hemolysin)、細胞毒素(cytolysin) (Kreger and Lockwood, 1981; Olive 
et al., 1986)和 type IV leader peptidase/N-methyltransferase (Paranjpye et al., 
1998)，尤其細胞毒素以及蛋白質分解酵素是在創傷弧菌的感染機制研究較
清楚的，然而它們的基因缺失菌株分別進行小鼠的致死性測試，結果它們

的基因缺失菌株和野生株對小鼠的半致死率(LD50)並無明顯差別，顯示細胞
毒素以及蛋白質分解酵素均不是一個重要的致病因子(Shao and Hor, 2000; 
Wright and Morris, 1991)。 

致病菌可在感染部位經由微血管侵犯到其它身體組織、器官，由於血

液血清具有殺菌作用，是避免細菌感染相當重要的防禦機制，因此致病菌

都具有許多抵抗血清殺菌作用的系統，這些抗血清殺菌作用的系統目前較



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

明確的有莢膜(capsule)，它可以避免血清殺菌作用，以達到感染人體的目

的。而血清之所以具有殺菌作用是因為含有一群抗菌蛋白  (cationic 
antimicrobial peptides)，如補體(complement)、bactericidal/permeability-increas- 

ing protein (BPI)及 defensin (Levy, 2000)，這些抗菌蛋白的殺菌機制主

要是抗菌蛋白會插入細胞膜形成孔洞，導致菌體瓦解而死亡(Hankcock et al., 
1995; Hankcock and Chapple, 1999)，除此之外，在皮下組織、上皮細胞及免
疫細胞如巨噬細胞及白血球也會分泌許多抗菌蛋白，這類型的抗菌蛋白包

括有 defensins (Harder et al.,1997), azurocidin (Shafer et al., 1984; Pohl et al., 
1990), melittin, magainins, polymyxin B, protamine sulfate, polylysin 及
cecropins (Vaara, 1992)。目前有些抗菌蛋白包括 ambicin (nisin), gramicidin S, 
polymyxin B 在臨床或商業上已被使用，然而創傷弧菌對 polymyxin B 或 
complement已具有抗性，其對這些抗菌蛋白的抗性機制目前仍然未清楚。 

目前致病菌對抗生素或抗菌蛋白的抗藥性機制雖然尚未清楚，近來已

陸續有相關研究報告指出，致病菌會受外在環境的不同而改變菌體性質，

使其本身在惡劣的環境下繼續生存下來而持續感染生物體(Dziejman and 
Mekalanos, 1995)，在 Salmonella typhimurium的研究報告指出，此菌之所以
具有抗菌蛋白(polymyxin B)抗性主要是因為環境調節因子(Environmental 
response regulator; PhoP)在抗菌蛋白的環境下會進行菌體性質的改變，使菌

體具有抗菌蛋白的抗性(Véscovi et al., 1996; Wősten et al., 2000)，相似的研
究結果也在 Pseudomonasa aeruginosa發現，其外膜蛋白 outer membrane H1
會受環境的影響而增加，並且也會增加對抗菌蛋白 polymyxin B 的抗性
(Nicas and Hancock, 1980)。有關於菌體聚集而增加抗藥性的研究報告甚
少，目前大多僅限於菌體聚集的研究，如 Helaine 等指出在 Neisseria 
meningitidis具有一個與纖毛蛋白 pilin相似的蛋白叫 PilX，PilX對於菌體的
聚集是必要的因子，而且 PilX 也會促進菌體利用纖毛附著於人體細胞

(Helaine et al., 2005)；對於菌體聚集而增加抗藥性的研究方面，目前較清楚
的主要是在菌體生物膜的形成而增加抗藥性，Drenkard 及 Ausubel 在其研
究報告指出 Pseudomonas 對抗生素抗藥性主要可能是菌體受到含有抗生素
環境，藉由調節因子改變菌體的特性，包括菌體外形的改變，使得細菌轉

變為易形成生物膜 (biofilm)的菌體，導致菌體對抗生素抗藥性的增加
(Drenkard and Ausubel, 2002)，顯示菌體形成生物膜極可能是致病菌對抗生
素或抗菌蛋白產生抗藥性的機制之一。另外，最近的研究指出，在抗藥性

相當高的菌株 Enterococcus faecalis 的表面具有一個特殊的聚集蛋白
(aggregation substance; AS)，此蛋白會使 E. faecalis產生菌體聚集現象並且
會使菌體產生抗藥性(Waters et al., 2004)，由這些研究結果顯示，形成菌體
聚集的機制似乎與細菌能抵抗抗生素或抗菌蛋白的殺菌作用有著緊密關

係。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

目的 
由於創傷弧菌的致死性高，而且此菌易於含有抗菌蛋白的血清中生

長，因此創傷弧菌必然至少有一套抗殺菌的機制，使其能不斷增值造成感

染的目的，先前的研究結果已知創傷弧菌具有抗菌蛋白 polymyxin B 的抗
性，我們以抗菌蛋白 polymyxin B處理菌體做為觀察菌株變化的模式，數株

菌株經由 polymyxin B處理後發現大部分菌株是容易形成菌體聚集現象，而

且菌體並沒有瓦解破裂而死亡，相對地，無菌體聚集現象的菌株後來是較

容易破裂死亡，並且這些無菌體聚集現象的細菌幾乎都是屬於環境來源的

菌株，在最近的研究報告也指出，經過抗菌蛋白-乳鐵蛋白 lactoferrin 處理

的 Staphylococcus aureus 會導致菌體外觀的改變且會使得菌體發生聚集現
象(Diarra et al., 2003)，因此，這種菌體聚集現象或許是創傷弧菌之所以能
在適應在血液血清中不被抗菌蛋白殺死並順利增值的重要機制之一。綜合

以上所言，我們期望藉由構築轉位子突變株基因庫，以菌體聚集分析實驗

篩選菌體聚集缺失突變株並將菌體聚集相關基因選殖，以期能在致病菌的

感染控制有所助益。 
 
方法及材料： 

菌種 
E. coli用來進行與 Vibrio vulnificus接合生殖的宿主；Vibrio vulnificus
是臨床敗血病的致病菌。 
 

轉位子突變株庫(transposon mutant library)之構築 
培養帶有抗生素 kanamycin抗性基因的轉位子質體的 E. coli及創傷弧
菌於 LB培養液於 37℃培養 16小時後，利用接合生殖的方式將帶有轉
位子質體的 E. coli和創傷弧菌混合，放在 LB培養基上培養 2小時，
以 LB 培養液將細菌沖洗下來，將菌液塗抹於含有抗生素 kanamycin
及 polymyxin B的培養基，於 37℃隔夜培養。 
 

聚合酵素鏈反應(PCR) 
將菌落點至含有 200 µM dNTP、1X DNA polymerase buffer、0.5U Taq 
DNA polymerase 及 50 pmole 正 向 引 子

(5’-ATGAGCCATATTCAACGGGA-3’) 與 50 pmole 反 向 引 子

(5’-TTAGAAAAACTCATCGAGCA-3’)的試管中，總體積 50 µl；反應
條件為 94℃ 30s、55℃ 30s、72℃ 50s，共 30 循環，反應後取 5 µl
的產物進行電泳分析。 
 

結果與討論 

轉位子突變株庫(transposon mutant library)之構築 

轉位子突變株庫(transposon mutant library)經由抗生素 polymyxin B與



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

kanamycin 培養基篩選共獲得 2,100 株，將這些突變株再進一步在含有

抗生素 ampicillin 的培養基篩選，以確認正確插入染色體的突變株，共

獲得 1,983 株，比率約為 94%，藉由聚合酵素鏈反應(PCR)進行對

kanamycin 抗性基因存在與否分析得知，經由抗生素篩選出的菌株隨意

挑選 8 株，而這 8 株菌株在聚合酵素鏈反應成陽性的比率約為 100%，

因此，此創傷弧菌菌株是可利用轉位子將染色體基因隨意突變的方式，

再進一步進行菌體聚集基因的篩選。 
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