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縮寫表

DOC : Deoxycholic acid 

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid 

FPLC : Fast Protein Liquid Chromatography 

HPLC : High Performance Liquid Chromatography 

PAGE : PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate 

TEMED:N, N, N' ， N' ， ωTetramethyl Ethylene Diamine 

Tris : Tris(hydroxymethy)aminomethane 

XC : Xanthomonαs campestris 
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中文摘要

革鵑氏陰性菌之胞外蛋白分泌系統至少分為四種， Type II 是其中常

見的一種，稱為一般分泌途徑(General Secretion Pathway, GSP) 。該系統

之外朕分泌機器主要由十二至十三個基因產物所構成，包括 GspC-O 0 

在這些基因蛋白中由於 GspGHIJ 的 NH2-端具有與 PilA 纖毛的 NH2-端相

當高的同源性，因此這些蛋白被認為是屬於冉一家族，可是 GspGHIJ 的

纖毛結構一直未被鑑定、分離出。在本研究中，我們主要以生化與遺傳

方法對十字花料黑腐病菌蛋白質外朕分泌系統的 GspGHIJ 纖毛結構作一

有系統的探討。在過去幾年，我們已成功製備好 XpsG 蛋白的抗體與 xpsG

基因 knockout 突變菌種。將細胞打破，以抗體偵測 XpsG 的分布，結果

發現 XpsG 蛋白同時存在於可溶與不可溶部分。以膠質篩 j庭、層析法分析

這兩種型式的 XpsG 蛋白，結果發現酪溶性是 dimer 型式，而水溶性則

是一種 higher-order 的型式。此 higher-order 結構在高濃度清潔劑 DOC

下，會發生解離，成為 dimer 型式。將解離的 dimer 型式集中後，進行

第二次膠質篩濾層析，此時緩街液中不合 DOC ，結果 higher-order 的型

式不再恢復，表示此型式的形成可能需要細胞內其他蛋白質的參與。

higher-order 的的型式在高溫八十度處理後仍然很穩定，不會解離。在低

濃度(0.1%)清潔劑 DOC 下，此結構在 pH8.0 不會解離，但在 pH10.3下

貝11發生解離。以定位突變法檢查 XpsG 蛋白五個演化係留的氛基酸 Asp'

將 D70 、 DI03 、 D121 、 D128 及 D139 均改變成 Glu 後，發現只有 DI03E

突變蛋白的功能喪失。以管柱層析法分析 D103E 水溶性與臨溶性突變蛋

白的分子大小，發現突變蛋白與野生蛋白並無差異，由此可知 D103E 在

蛋白中扮演某種特別功能，而此功能與分子結構可能無關。總結，在本

研究中 XpsG蛋白很可能會形成纖毛類似結構，而水溶性higher-order form 

6 



的 XpsG 蛋白很可能就是從膜上斷裂的纖毛類似結構。

關鍵詞:革鵑氏陰性菌、一般分泌途徑、蛋白分泌、類似纖毛蛋白
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Abstract 

The protein translocation machinery in Gram-negative bacteria are classified into 

three types. The type II pathway or the so-called general secretion pathway (GSP) is 

the most common one. The outer membrane GSP secretion machinery is composed of 

twelve to thirteen gene products designated as GspCDEFGHIJKLMNO. The N-

termini of GspGHIJ are highly homologous to the N-terminus of PilA pilus, and were 

considered as the same family. However, the pili structure of GspGHIJ structure had 

never been identified or isolated. In this study, we used biochemical and genetic 

methods to systematically investigate the GspGHIJ pili structure in the outer 

membrane protein secretion system of Xanthomonas campestris. We had prepared 

anti-XpsG ántibo吐y and !xxpsG knockout mutant strain. XpsG protein was found to 

present in the soluble and insoluble fraction of lysed cells. Gel filtration 

chromatography analysis showed that the XpsG 企om membrane fraction was in the 

dimer form and 仕om soluble fraction was in a higher order form. In the presence of 

high concentration of detergent DOC, the higher-order form dissociated to dimers. 

Second gel filtration analysis of the dissociated dimer in the absence of DOC revealed 

that the proteins could not revert to the higher-order form , indicating that the 

formation of the higher order from might require the participation of other factors. 

The soluble high-order form was stable at 80 0C and did not be dissociated. Under low 

concentration of DOC, the structure did not dissociate at pH 8 but dissociated at 

pH lO .3. The XpsG-containing, high-order structures observed in this study could be 

the pil叫“like structure propose吐 for the pilin-like protein family. 

The five峭conserved aspartate residues ofXpsG protein at the 70, 103, 121 , 128 

and 139 positions were substituted to glutamate by site-directed mutagenesis. By αm 

amylase secretion function assay, only mutant D 1 03E was found that could not 

compensate the secretion ability ofXC1713 and could interfere the secretion ability of 

XC1701. Using gel filtration chromatography analyses, no difference of elution 

profiles were found between wild type and mutant XpsG proteins in soluble and 

membrane forms. These results indicated that D 1 03 of XpsG protein might be play a 

special function on protein secretion mechanism and this function was not related to 

the multimer function. 

In conclusion ofthis study, XpsG p 
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一、背景介紹:

革蘭氏陰性致病菌普遍存在於動植物中。例如:沙門氏桿茵、

霍亂弧菌、淋病雙球菌等會造成動物致病。植物致病菌例如十字花

料黑腐病菌會造成十字花料植物枯萎 O 蹋於革蘭氏陰性致病菌的致

病機轉為何呢?在動物致病菌，首先透過纖毛的著在動物宿主細胞，

當細菌複製達到一定量時就會分泌一些蛋白質，而這些蛋白質可能

是毒素或是一些酵素會傷害宿主細胞，進而造成宿主致病。至於十

字花科黑腐病菌可經由植物傷口成染並藉由植物導管蔓延擴散，產

生的胞外黏多蹄阻礙導管水分輸送致使葉子逐漸桔黃，繼之使植物

莖部、葉面出現黑點及腐化現象而導致植株的萎黃壞死。

一般而言，革鵑氏陰性菌的細胞結構較革鵲氏陽性葛複雜，它

除了有細胞膜(內、外)、細胞質等基本構造外，在內、外耳其之間還

有朕外漿質。革鵑氏陰性菌要分泌蛋白質至跑外，必須要先通過內、

外祺才行。分泌性蛋白質穿過內、外且其主要可分成三種方式(1 ，2) 。

第一種稱為 Sec-independent pathway ，此機制只需單一步驟即可完

成，分泌性蛋白質直接通過內耳其、耳其外漿質、外耳其而到達胞外，不

需 Sec 蛋白的參與。例如: E. coli ~.容血素 A 的分泌，其過程乃

HlyB，HlyD 和 TolC 形成橫跨內、外兩層脹的複合體 ， ì.容血素 A 可

穿過此通道而到達胞外。除了典型 E. coli 溶血素 A 分泌的例子外，

還有一些細菌的胞外蛋白也屬於比分泌機制，如 Pseudomonas

aeruginosa 的 alkaline protease 、 Erwiniα chrysanthemi 的 protease 、

Bordetella pertusis 的 cyclolysin 、 Pasteurella haemolyticα 的

leucotoxin 0 

第二種為 Sec-dependent pathway ，此機制分成兩個階段來完成，
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第一階段分泌性蛋白質必須藉由內祺分泌系統從內耳其到達朕外漿

質，接著第二階段籍外脹率統將分泌性蛋白質從朕外漿質穿過外祺

到達胞外。關於內朕分ìJ.品系統早在 1980 年代就已經開始研究，其機

制大致為:當細胞質合成分泌性蛋白後，比分泌性蛋白會和具有

chaperone 功能的 SecB 結合形成複合嫂，接著比複合體會被攜帶至

內耳其並和內膜上的 SecA 結合，因為 SecA 具有 ATPase 活性，所以

水解 ATP 所釋放的能量可以使分泌性蛋白通過由 SecE 、 SecG 與 SecY

所形成的通道而分泌. jlJ 月莫外漿質。當分泌性蛋白到達朕外漿質後必

須藉由外祺系統才可以通過外朕到達胞外(3) 。夕~ij莫系統也是由一群

蛋白所組成，其命名乃根據英文順序來排列。 1990 年法國學者 Pugsley

研究 Klebsiella oxytoca 所謂控 pullulanase 的分泌(4，5) 。結果發現至

少有 14 個基因參與 pullulanase 的分泌(7-10) 。其名稱根據英文順序

來命名，依序為 pulS 和 pulC-O 。後來陸陸續續有一些學者發現其

它革鵑氏陰性語參與蛋白分泌的成員和參與 pullulanase 分泌的蛋白

有很高的相似性，例如 Pseudomonoas aeruginosa 、 Aeromonas

hydrophilia 、 Erwinia chrys仰themi 以及 Xanthomonas campestris 等，

其命名均是依pul 基因英文順序來排列(1 1-17) 。

第三種蛋白分j法機制，稱為 Se心independent pathway ，雖然由兩

階段來完成，卻不須藉由 Sec 蛋白將分泌性蛋白白內朕送到耳其外漿

質，而必須靠外朕系統將分泌蛋白送到胞外。例如 Yersiniα

enterocol iticα 所合成的 Yop 蛋白。其作用機制相當複雜，在此不多

加詳述。

十字花科黑腐病菌(Xanthomonas campestris pv. cαmpestris)是一種

草蘭氏陰性麓，會分泌許多與致病性有蹋的胞外酵素，例如:

protease 、 polygalacturonate lyase 及 cellulase 0 Dums 等人(1991)與胡



(1 992)先後發現參與這些胞外酵素分泌到胞外的基函，胡等人的研

究是將 Tn5 插入染色體破壞宿主分泌功能，接著再利用 DNA 片段

進行互補實驗，結果成功的從十字花科黑腐病菌中，分離到一段與

胞外蛋白分泌有關的基因，約 12 Kb 長。這段 DNA 具有 11 個 open

reading frames(ORFs) ，根據同游、比對的結果發現這 11 個 ORFs 的氣

基酸序列與負責 Klebsiella oxytoca pullulanase 分泌的蛋白具有很高

的相似性，因而胡等人將比 11 個 ORFs 依它們基茵的同源、性命名為

xpsE,F, G，H，I，J，K，ιM，N，D 0 

在這些參與外朕分泌系統的蛋白質成員中， GspD 蛋白是由約 10

到 14 個次單位所組成的複合體。在 1996 年 Chen 等人將Xanthomonas

campestris XpsD 蛋白分成 N 端和 C 端兩部份，立在做一系列的刪除突

變，然後分析突變蛋白的分泌、功能以及干擾實驗，結果發現 C 端刪

除會使得複合體無法形成，因而推論 XpsD 蛋白的 C 端與複合體的

形成有關(18) 。一般外祺蛋白形成的複合體可以形成由許多

antiparallel amphipathic ß-strands 組成的戶-barrels 理入細胞膜，立科

barrels C 端具有 phenylalanine residue 0 雖然 GspD family C 端沒有

phenylalanine residue '但仍然可以形成 transmembrane ß-strands 的二

級結構(19-20) 。從電子顯微鏡觀察 GspD 複合體形成類似甜甜圓的

環狀構造，但不同的物種其環狀構造直徑不盡相悶，在 P aeriginosa 

XcpQ 直徑約 9 nm (21)' PilQ 其直徑約 5.2 nm(21) , Ysc 直徑約 10 ~ 

40 nm (22) 。此複合體在全是個蛋白分泌機制中可能扮演通道的角色，

促使蛋白質分泌到胞外。某些菌的 GspD 蛋白穩定性與脂蛋白 GspS

蛋白有闕，例如: PulD 、 OutD 。一旦 GspS 蛋白和 GspD 蛋白的 C

端結合後即可保護 GspD 蛋白被分解的命運(23♂4) 。但 GspS 蛋白與

GspD 蛋白複合體的形成無關(23) 。在 Xanthomonas campestris 中自

11 



前尚未發現 xpsS 基因。

GspO 是一種內膜蛋白 (25) ，同時具有 prepilin peptidase 和 N

methyltransferase 的活性，可以對在朕外漿質具有很大 domain 的標

的物進行蛋白水解以及甲基化作用 (26-27) 。在蛋白結構上具有兩個

相鄰的 Cysteine rich 高度保留 motif(C-)ι-X-C...X19...G-XωC-X-X

C) , motif 當中的四個 Cysteine 對於 peptidase 和 N-methyltransferase

的活性是必需的，而高度保留的 Glycine 對 methyltransferase 的活性

也是必要的。在 P aeruginosa' XcpAlPilD(GspO family)蛋白，與 PilA

纖毛的成熟有閱(25) 0 PilA 纖毛前驅物 N 端有 leader sequence '由

六個高度保留的氛基酸 (Gly-Phe-X-)ιX-Glu) 所組成。 prepilin

peptidase 會將 Gly-Phe 之闊的 peptide bond 水解，然後將切割點下游

的第一個氛基酸 phenylalanine 甲基化，因而產生成熟的 PilA 纖毛

(27) 。

GspGHIJ 蛋白，根據同源比對的結果發現和纖毛 PilA 結構相似

的特性，例如: l.N 端具有可被 signal peptidase 切斷的 signal peptide ' 

被切斷的 signal peptide 的第一個氛基酸會被甲基化(在十字花料黑腐

致病菌為 methionine '在其它革蘭氏陰性菌則為 phenylalanine) ; 2.N 

端具有高度厭水區(約 20-30 個氛基酸所組成)。為了和 PilA 組成的

纖毛(type IV pilus)區別，一般稱 GspGHIJ 為 pseudopilins 。有關纖毛

結構的分析，根據X光繞射分析實驗發現纖毛構造是由單體所組成，

從清潔劑將纖毛解悶、純化、養品到 X 光繞射分析得知纖毛是籍 N

端 α-helix 連接兩個單體而形成雙體結構。利用電腦軟體分析、 X 光

繞射數據、電子顯微鏡觀察及原子、分子鍵結長度計算等技術'組

成了約十萬種模型來進一步探討有關纖毛的組成型式(28) ?結呆發

現，如果纖毛是由三個雙體所組成，則此論點與電子顯微鏡觀察所
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得到的結果有差異，也就是說，三個雙體所組成的纖毛大小是電顯

看到的兩倍，如此大的結構似乎不被接受。如果纖毛是由五個單體

所組成，則大小與電顯結構一致，五個單體構成類似裝冰淇淋尖尖

的筒子，約 5000-6000 個筒子套起來之後即為纖毛構造。至於前面

捉到有關纖毛所解離出的雙髓，可能有三種解釋:雙體在自然狀況

下可能是一種待命的狀態，當有分泌訊號產生時，此雙體結構可以

組裝成纖毛構造，將分 ì~豆、性蛋白推出去。或者比雙體是一種纖毛結

構的解離現象，亦或是一種人為萃取所致(29-30) 。

1993 年， Pugsley 等人從濤、糖梯度實驗發現，部份的內朕蛋白

PulG 和外朕蛋白有 co-fractionation 的現象，但此 pseudopilin 沒有外

耳其蛋白的一般特性，推測 pseudopilins 會在膜外漿質與外膜之間形成

類似纖毛的結構(23) ，但一直到目前為止並沒有關於 pseudopilins 可

以組裝成 trans-periplasmic complex 的實驗證明。最近有一些實驗結

果顯示， pseudopilins 與 PilA 纖毛有類似的結果(26)' Pugsley 的實

驗室在 Klebsiella oxytoca 中利用 cross-linking(DSP)實驗，發現朕蛋

白 PulG 可以形成 homodimer 的現象，且比現象和參與 type IV pilus 

組成的蛋白無關 o 接著他們利用 Triton X-100 、 EDTA 萃取膜蛋白

PulG' 結果發現，當 pH 質提高時(7.5 → 9.5) ，朕蛋白 PulG 可以被

萃取出來(26) ，比現象與 type IV pilin 用任octyl-ß-D-glucopyranside 

處理類似， ~p pH 為 9.5 時， pilin 以 multimer 出現，一但 pH 提高到

10.5 ' pilin 以 dimer form 存在(30) 。由 pH 效應知，纖毛的組合，可

能需要 lysine 或 tyrosine 等高 pKa 的氛基酸參與，已進行離子鍵的

結合。藉著 in vivo cross-linking 實驗，發現許多 GspG 蛋白 (PulG 、

XcpT 、 OutG)可以形成 multimer(28-30) 。因此推測 GspG 蛋白似乎

具有形成 multimer 的能力，但這種在膜上所觀察到的 multimer 是否
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就是纖毛的結構仍有待證實。事實上 XcpT 蛋白在構造上仍有一些

疑點無法符合 type IV pil泊，例如: P. aeruginosa 纖毛的組裝需要靠

PilB 、 PilC 幫助，但 pseudopilin 形成 multimer 則不需 PilB 、 PilC 相

似蛋白 (GspE 、 GspF) 的幫助 (31) 0 pre-XcpT 、 pre-PulG 、 pre-OutG

precursor 即使沒有 prepilin peptidase 進行切割與甲基化，其 pre郎cu叮rs叩or

仍然然、可以藉 C叫ross兮心心仔叫桐欄闖扎-li胸輔仕-吐』心.1位li油1t怕nke叮r 形成 multi討lme叮r(3劫0 、 34份) , 但纖毛的組裝貝則'1 需需

要 t句yp阱e IVp抖i江li泊n 白的台 N 

女如口呆 PU叫1泣lG N 

會影響 Pl叫IlG 的 mu叫11山l扯ltime叮r 的形成，此結果與纖毛的組裝必須要 pilin

的 N“端厭水這參與走不同的(35) 。於是在 1996 年 Pugsley 對於 PulG

和 type IV pilin 的差異下了一個定義: PulG 蛋白在細胞棋會形成類

似語語串的結構，此構造不需 PulO 或是其它 Pul 蛋白的參與(33) 0 

由於首體內 XpsU 、 -V 、 -W (GspH 、是、“J)蛋白含量較少，約佔

XcpT(GspG)蛋白量的 25% ~ 6.25%' 所以相關研究較少(36) 。在 1997

年 'Lu 等人研究 XcpT和 pseudopilin 成員之闊的交互作用，將 XcpT-W

表達在合 histidine 的載體，通過 nickel-affinity chromatography 純化，

利用西方點墨法分析，結呆發現 Xc叩pτ 蛋白可以和自己(Xc叩pTη) 或

P戶se叫ud白opilins站S 中任何一個蛋白( Xc叩pU 、租V 、

t 顯示這四個蛋白(印ps臼eu叫do叩pl山i口m吋)彼此之問有可能形成 mu叫lltis站su油1品bun玟ml扯

C∞omp抖le侃X 。有趣的走， Xc叩pτ 、 Xc叩pU 與 Xc叩pW 也會和 P到il凶A 形成

he仗terod副lme的。當 XcpT“PilA heterodimers 量一旦增加，則 XcpU-PilA

heterodimers 的量則會伴隨著下降，因而推測 heterodimers 的形成與

否受個別蛋白量的影響。而此 heterodimer 的形成，可能只是纖毛組

裝過程的中間產物(37) 。當纖毛構造組裝成功時，即可將分 ì'豆、性蛋

白順利的推出去胞外，一旦分泌性蛋白到達胞外，纖毛構造便分解，
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以等待下一次的分泌行動。

GspK 蛋白，雖然在 Prepilin peptidase 切割點下游第一及第五個

氯基酸不是 Phenylalanine(十 1) 與 Glutamate(+5) ，但由於 Prepilin

peptidase 會認識切割點上游的 Glycine(自 1)(35) ，且 Phenylalanine(十 1)

對纖毛前驅物的甲基化以及纖毛的組裝沒有影響(34) 。另外在 1998

年有研究指出 ， P. aeruginosa XcpX(GspK family)蛋白利用定點突變

法將高度保留的 Glycine(-1)以 valine 取代，結果造成 PilD/XcpA 無

法辨識切割點，導致切割功能喪失，因而造成蛋白分泌、受阻。從上

述的實驗結果推測， XcpX(GspK family)是在fth pseudopilin(35) 。

最近幾年，在 P. aeruginosα 發現六個基因產物具有 pseudopilin

的特性，如: FimT 、 FimU 、 PilV 、 PilW ' PilE 、 PilX 0 其中以 PilE

最接近 pseudopilin 的特性。有趣的是， PilXN 端序子仟口 GspK family 

非常相似，在 prepilin peptidase 切割點的下游第一及第五個氛基駿

沒有高度保留的 phenylanine(+ 1)與 Glutamate (+5) 。然而這六個基因

產物均有可能扮演類似纖毛組裝過程的角色(38-40) 。從 X 光繞射分

析 N. gonorrhoeae 纖毛晶體結構的研究中，提出一個假設: PilA 的

Glutamate (+5)可能扮演一種單體眾合的辨識標識，許多單體籍著

Glutamate (+5) ，一個一個聚集在一起而形成α-helix 的形狀。由於

GspK family 和 PilX 沒有 Glutamate (+5) ，因此如果蛋白質分泌機器

與纖毛的組裝機制是相類似的話， GspK 或 PilX 的加入複合體，可

能會產生一終止信號，使聚合作用停止 (41-42) 。不過這個假設仍有

符實驗證明。

從氯基酸序列得知，在所有 Gsp 蛋白中， GspE 蛋白是唯一沒有

厭水區域的蛋白(43) 0 Bally 等人從生化實驗發現 GspE 蛋白是一種
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內朕結合蛋白，必需專一性的和 GspL 蛋白結合才可以穩定的的著

在內旗上(44) 。就結構上的分析得知，所有的 GspE 蛋白具有類似

Walker A(GPTGSGKT)和 walker B(GRTGIYELVVFDD) boxes 的序列

(45) 。介於這二伯 boxes 間有兩個 Aspartate rich 的區域，分別是

Aspartate box 1 (TVEDPIE)手a Aspartate box 2 (PQDPDVVMVGEIRD) 

(46) 。如果將 Walker A 序列中高度保留的 Glycine 置換掉，會影響

細胞的分泌功能，因而推測 GspE 蛋白的 Walker A box 對於蛋白分

泌是必須的(4井、 46 、 47) 。相同的結果發生在 Aspartate rich 的區域，

當 Aspartate rich 區域的 Aspartate 被 Arginine 取代，也會使得分泌性

蛋白分泌功能降低(46) 0 1993 年有報告指出 GspE 蛋白的一級結

構中具有 nucleotide-binding domain '若將其進行定位突變，結果發

現蛋白分泌會受到限制(48) 。至於 GspE 蛋白是否直接或間接需要藉

著水解 ATP 提供能童，促使蛋白分泌則有待實驗來證實。在 1995

年又有報告指出:如果將 GspE 蛋白做成重組蛋白，探討 GspE 蛋白

是否具有 ATPase 或者 Kinase 的活性，結果發現 GspE 蛋白具有

autokinase 的活性，也就是可以自己磷駿化，但此磷激化的現象需要

完整的 Walker A box 存在時才會發生，一旦 Walker A box 的 Lysine

被 Alanine 取代，則 GspE 蛋白自己磷酸化的現象就會被終止(44) 。

磷酸化反應在整個 GSP 中扮演的角色，目前並不清楚。

GspC 、“F 、孔、品Æ' 是一群內祺蛋白，利用 Alkaline phosphatase 

或科 lactamase topological probes 分析，結呆顯示 GspC 、扎在蛋白的

C 端可以伸展到祺外漿質，而 GspL 蛋白的 N端位於細胞質(49)0 GspF 

是一種 polytopic integral cytoplasmic membrane protein '有一個小的

periplasmic loop 和兩個大的 cytoplasmic domains(50) 。目前因為對於

GspC 、干、 4 、“M 蛋白的研究較少，故對其了解也不多。
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本研究主要以生化與遺傳方法對十字花料黑腐病菌蛋白質外朕

分泌系統中 GspG 纖毛類似蛋白的特性做深入的探討。以 XpsG 抗

體偵測 XpsG 蛋白的分佈，發現 XpsG 蛋白同時存在於可溶與不可

溶部分。以膠質篩濾、層析法分析這兩種型式的 XpsG 蛋白，結果發

現水溶性 XpsG 蛋白以 multimer (higher-order )的型式存在，而脂j容

性 XpsG 蛋白則以 dimer 的型式出現。藉膠質篩濾、層析法，分別進

J于 Oeoxycholic acid 、 Ethylenedinetetraacetic acid 、 Ammonia sulfate 、

pH 值及溫度穩定性等特性來對這兩種 XpsG 蛋白做進一步分析與比

較。另外，以定點突變法檢查 XpsG 蛋白五個高度保留的氛基酸

Aspartate 是否對 XpsG 蛋白的分泌功能具有必要性，將 070 、 0103 、

0121 、 0128 、 0139 均改變成 Glutamate 後，利用互補、干擾實驗

分析突變蛋白，結果發現只有 0103E 突變蛋白的澱粉酵素分泌功能

喪失。藉膠質篩 j虎、層析法分析 0103E 突變蛋白的分子大小，結果發

現突變蛋白與野生蛋白並無差異。由此可知 0103E 在蛋白中扮演某

種特別功能，而此功能與分子大小可能無關。總結，在本研究中所

觀察到的 higher-order form 的水溶性 XpsG 蛋白很可能就是從膜上斷

裂的纖毛類似結構;而脂溶性 XpsG 蛋白的 dimer 型式，則可能是

來自於 detergent 萃取時，纖毛解體所造成的現象。
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二、實驗方法與材料

卜抗體與菌種:

(1).菌種: XC1701 為野生株， XC1713/pCPP30-FG 是 xpsG 基因大

量表達的菌株， XC1713 為 xpsG knockout 但其它 xps 基因表現正常

的菌株，上述菌株均由中興大學生化所胡念台老師提供。

(2).XpsG 抗體:由李孟盲iI學長碩士班期間製備完成。

2 、可溶性蛋白與脂溶性蛋白的製備:

將野生株 XC1701 和突變株 XC17日，分別養在含 50μg/ml

rifampicin 2 ml LB 的培養液中，並置入 30
0

C培育箱震盪約 48 小時，

待菌液呈現混濁後，轉移到 200 ml 堵養液中繼續堵養，一直到菌液

混濁為止。接著利用高遠離心(10000 rpm ' 10 min)將細胞收下來，

再用適量的二次水將細胞懸浮，高遠離心(12000 rpm ' 10 min)將胞

外多酪類洗掉，此時再用 lysis buffer (20mM Tris-HCl pH8.0 ' 1mM 

PMSF' O.lmM DTT)將細胞懸浮，通過 French Press (18000-20000 Ib 

/ in '流速 1 漓江-4 secs) 二次，將細胞打破後，先用高迷離心(1200。

中m ' 10 min)除去未破細胞，接著進行超高速離心(60000 rpm ' 60 

min) ，所得到的上清液為可溶性蛋白部分，利用 centricon-10 將可

溶性蛋白部分從 12 ml 濃縮到 2 ml ，即為備用的可溶性蛋白萃取液。

沉澱物溶解在 2 ml 的 20 mM Tris-HCl ' pH8.0 ' 0.50/0 DOC buffer ' 4 

。C 溫和搖晃至少一個小時，超高迷離心(30000 rpm ' 60 min) ，並取

上清液備用，稱為朕蛋白萃取液。

3 、膠質篩濾層析法(gel filtration chromatography) : 

將 Superdex HR“ 200 (size 25 剖，可分 10-600 kDa ' Pharmacia) 

膠質篩濾、層析管安裝於 FPLC 上，以二倍體積(50 ml)的 buffer 平衡，

流速為 0.5 ml/min 0 分析水溶性 XpsG 蛋白峙，除非特殊需要， buffer 
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通常不合 DOC ，但分析脂溶性 XpsG 蛋白持 buffer 必須含 DOCo 注

入樣本前先將已知分子量的各個蛋白 (Thyroglobulin ' 669kDa ; 

Albumin ' 443kDa ; A1cohol DHase ' 200kDa ; Beta-Amylase ' 66kDa ; 

Apoferritin ' 29kDa ; Cytochrome ' 12kDa)以微量主十筒注射至lJ FPLC ' 

製成分子量修正曲線。水溶性或脂溶性 XpsG 蛋白的部分皆以微量

針筒取 200μi 注射到 FPLC' 收集 retention time 16-33 mins '共 18

管，每管 0.5 ml 。每管取 300μi 加四倍體積的丙柄，在-20
o

C 沉澱至

少一個小時，離心(12000rpm ' 10 min) ，去上層液。白色沉澱物，

有時可再次加入 300μ110% TCA '以去除蠶類， 4
0

C 沉澱 30 分鐘，

離心，沉澱物抽乾'最後加入 10μ1 SDS-PAGE 1x sample buffer '進

行 SDS“PAGE 以及西方點墨、法分析。

4 、西方點墨法(western blot) : 

SDS “ PAGE (13.8%) 

(1)Sample: 加入 SDS-PAGE buffer 後，在 loading .flJ polyacrylamide gel 

之前先煮沸五分鐘，使蛋白變性，整個跑膠過程(上層 stacking gel , 

下層 resolving gel)皆用 120 V 0 

(2)wash: 將跑完電泳之 gel' 浸泡 50 ml blotting buffer( 43.2 g Glycine ' 

9.1g Tris ' 600 ml 甲醇，最後加水到 3000 ml) ，在室溫溫和震盪

十分鐘，重覆兩次。

(3 )Transfer: 將 gel 緊貼於 PVDP 上，置於 mini-Trans-Blot Cell (Bio

Rad) , 100 v '通電一小時。 (PVDP 使用前處理:將 PVDF 浸泡

在適量甲醇中約十秒，接著用二次水洗去甲醇'立在在室溫溫和震

盪五分鐘，最後將 PVDP 浸泡在 transfer buffer 至少十分鐘)。

(4 )Blocking: 將 PVDP 浸泡於 50 ml TBS buffer(含 3% skim milk) ，室

溫溫和搖晃三十分鐘或 4
0

C放置過夜。 (TBS buffer: 20 ml Tris-HCl 
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pH7.5 ' 9.1g NaCl ，加 7]<.. f'j 1000 ml) 

(5)Pt-Ab: 將 PVDF 置於塑膠袋中，加入 5 ml TBS buffer (含 1% skim 

milk) ，再加入 10μ1 XpsG Ab( 1I500x) ，將塑膠袋密封，室溫搖

晃一小時。

(6)wash: 以 50 ml TBS buffer 浸泡 PVDF' 室溫溫和搖晃至少五分鐘，

洗三次。

(7)2od-Ab: 將 PVDF 置於塑膠袋中，加入 5 ml TBS buffer( 1 % skim 

milk) ，再加入1.6μ1 anti-rabbit Ab( 1I3000x) ，將塑膠袋密封，室溫

搖晃一小時。

(8)wash: 重覆步驟 6 。

(9)substrate: 先將一顆呈色劑(4-的loro-l-naphthol tablet)溶解在 10 ml 

的甲醇裡。從中取 1 ml 加 TBS buffer f'j 30 ml 即為 substrate

solution 。將 PVDF 置於 substrate solution 中，再加入 20 ~l H20 2 ' 

室溫溫和搖晃即可呈色。

5 、定位突變法:

參照、 GeneEditor™ in vitro site-directed mútagenesis system 

(Promega) :此系統適用於具有 Ampicilin resistance 標誌的載體，產

生的重組載體除了保有 Ampicilin resistance 的特性外，還會產生一

個新的篩選標誌 resistance GeneEditor ™ Antibiotic selection Mix 。

(l)Primer 5'-Phosphorylation 

在 25μ1 的反應體積中，加入適當的 Primer (100 pmol) , kinase 10x 

buffer 2.5μ'T4 polynucleotide kinase 5 units '無菌二次水補到最後

體積 25 抖。 37
0

C '反應 30 分鐘，馬上宣入 70
0

C水浴十分鐘，以終

止 kinase 活性，即可完成 Primer 5'-Phosphorylation 的反應。反應物

可置入-20
0

C 冷藏保存或直接進行 Annealing 反應。
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(2)Annealing reαction 

加入 ssDNA(約>0.5ug/4μ1)8μ1 ' Top select oligonucleotide 1μ1 ' 

phosphorylated mutagenic oligonucleotide (1 00 pmol/25μ1) 1μ1 ' 

annealing 10x buffer 2μ1 '力口無菌水到最終體積為 20μ! 。接若將反應

物 75
0

C加熱 5 分鐘，之後慢慢降溫到室溫(約 20-30 分鐘)。將反應

物荳於冰上備用。將 synthesis 10x buffer 3.5μ1 ' 2.5 mM dNTPs 6μ1 ' 

T4 DNA polymerase 10 units ' T4 DNA ligase 2 units ' 10x BSA 2μi 力口

入上述反應物中。 37
0

C' 反應二小時，即可完成 mutant strand synthesis 

手口 ligation 0 

備注: Top select oligonucleotide 這條 pnmer 的選擇，主要根據 fl origin 

的方向來決定。

(3)Tra叫formation to BMH71-18 mutS 

將已經完成 annealir屯的 DNA 10 111 送入 100 μ1 BMH7卜 18 mutS 

competent cell 混合均勻，置於冰上反應 60 分鐘， 42
0

C加熱的-50 秒

之後，馬上宣於冰上 2 分鐘，加入 900μ1 LB medium ' 3 7
0

C "11 烈搖

晃(225 叩m)至少一個小時(待菌液混濁) ，再加入 4 ml LB medium 及

100 μ1 GeneEditor ™ Antibiotic selection Mix 抗生素，繼續玲養到菌

液呈混濁(可能需要到隔夜)。以 CLONTECH Nucleospin Plus Plasmid 

Miniprep Kit 抽取質體，取 1μl 送入 J弘1109 宿主，此時培養基合 125

μg/ml Ampicillin 及 100μ1/5ml GeneEditor ™ Antibiotic selection Mix 

抗生素。

(5)Enzyme digestion 

在 10μl 的反應體積中， Plasmid 取 4μ1 '加入 BamHI 和 HindIII

各 l μ1 ' 10x BSA 1 μ1 ' 10x NEB Buf-2 2 抖， PCRH20 2μ1 0 37
0

C 反

應小時，用 1% agarose 檢查拍到的 plasmid 是否含有 insert 0 

(6) DNA sequencing 
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利用 ABI PRISM 377 Automated Fluorenscent DNA Sequencer 進

行 DNA 定序。其方法是用 Perkin Elmer 公司的 ABI PRISM™ Cycle 

sequencing kit '潭、王里是利用 ddNTP 上帶有四種不同顏色的螢光劑以

dideoxynucleotide termination 的方式及 PCR 的方法在 DNA template 

上 extention 後，加入的Ox 體積的 3M NaOAc 及 2.5x 體積的 98%酒

精，冰上作用 10 分鐘，離心倒掉上清液，加入 5μlloading dye 後，

經 6% Polyacrylamide sequencing gel 分析後，以 sequencer detector 上

雷射光束來偵測螢光顏色的訊號，黑色代表 Guanine '綠色代表

Adenosine '紅色代表 Thymidine' 藍色代表 Cytidine 0 

6 、 xpsG 突變基園的分析

(1)載體的製備(prepare vector) 

培養 5 ml DH5 臼 /pCPP30-FG' 利用 CLONTECH Nucleospin Plus 

Plasmid Miniprep Kit 抽 Plasmid 。先用限制晦 BamHI 及 HindII 1 檢查

有沒有抽至11 plasmid(pCPP30-FG) ，若有，再全部用 N-butanol 濃縮，

以 1 % agarose 分離 DNA 片段，利用 CLONTECH GEL EXTRACTION 

Kit 將較大分子 7.5 泊的載體萃取出來。

(2)prepare insert DNA 

抽大量定位突變成功的質體 mutant DNAlpBluKS- ，用限制將

BamHI 及 HindIII 水解 DNA ，以 1% aεarose 分離 DNA 片段，利用

CLONTECH GEL EXTRACTION Kit 將較小分子 790 bp 的載體萃取

出來。

(3 )ligation 

在 10μi 的反應體積中， insert (mutant DNA) : vector (pCPP30)= 

1: 1 '加入 T4 DNA ligase 1μ ， 10x T4 DNA ligase buffer 1μ1 0 16
0C ' 

0月4 。
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( 4)tra叫(ormation to JM 109 

將上述已經 ligation 完成的 10μ1 plasmid 全部送入到 μ1 JMI09 

complement ce泣，均勻混合後，置於冰上 30 分鐘， 42
0

C 加熱 2 分 50

秒(勿超過 3 分鐘) ，馬上置於冰上 5 分鐘，均勻混合後全部塗在含

Tetracyclin (15μg/ml)的 LB plate 上， 30
0

C '。序;。

7 、 Conjugation

接合作用問始前先將下子11 三種菌都堵養好(盡可能讓菌是新鮮

的)0 (1)畫~ Helper cell (H) 'E. coli DH 5α(pRK2013)在含 Km(50μg/ml)

的 LB plate 上。 (2)劃 recipient cell (R) (XC 1713)在令 Rif(100 時Iml)

的 LB plate 上。 (3)將 donor cell (D) JMI09/pCPP30-FG(mutant) 劃在

合 Tc(15μg/ml)的 LB plate 上。

Conjugation 步驟如下:

a.準備一個 LB plate 

b.利用竹棒取適量的 Helper cell 、 Donor cell '如下聞:在 LB plate 

劃一縱線

c.利用竹棒取適量的 Recipient cell '如下聞:在 LB plate 橫對過 Helper

&Donor cell 

d.將此 plate 置 30
0

C培養 24 小時，將箭頭右側長出的齒落，三昆對

線在含Rif(1 5μg/ml)的 LB plate 上， 30
0

C堵養 3刁夭(甚至一個禮

拜)。選三個第三區長出的單一菌落，以斜線的方式劃在同時含

Rif(100μg/ml)&Tc(1 5 μg/ml)的 LB plate 上， 300C ' OIN 0 (菌養

好後，記得財存菌種)

H D 

R\ I I ~O 
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8 、 Starch plate(XOL starch)的製備

(a)tryptone 0.625g , yeast extract 0.625皂， agar 7.怨，完全溶解在 250 ml 

體積的二次水。

(b )starch (soluble protato) 1 0 g , K 2HP04 0.3 5 g , (NH4)2S040.5 g , MgC12 

0.05 g , MnC12 0.0005 g , KH2P04 0.1 g , FeS04-7日20 0.005 g ，完全

溶解在 250 ml 體積的二次水。

(c)a 和 b 各自(勿混合在一起)高壓滅菌，之後再混合在一起，倒過量

體積到 petri dish '凝固後至少需冷藏在 4
U

C 一個禮拜後方可使用。

9 、互捕試驗:

利用接合作用 (co吋ugation)將構築好的重組質體(pCPP30)送入

XC 1713(xpsG knokout)變異株，將此菌點在澱粉垮養基(starch plate) , 

分別以 XC1701 以及 XC17日當做澱粉酵素分泌的惕性和陰性對照

組，觀察菌落周圍透明園的大小，以測試各變異株澱粉酵素分泌功

能正常與否。

10 、干擾試驗:

利用按合作用(conjugation)將構築好的重組質體(pCPP30)送入澱

粉酵素分泌正常的 XC1701 '將此茵點在澱粉培養基(starch plate) , 

觀察菌落周閏透明齒的大小，以測試各變異株澱粉酵素分泌功能正

常與否。
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三、結呆:

卜分析水溶性與脂溶性 XpsG 蛋白的生化特性

抗體的鑑定:

在分析 XpsG 蛋白是否形成纖毛結構前，首先必須確認 XpsG

抗體的正確性。由胡老師的實驗室提供 xpsG 基因突變株(XC1713) , 

將此突變株當做陰性對照組。再取野生株(XC1701 )當實驗組，將兩

株菌 total cell( total protein 或 total cellular protein)以西方點墨法分析，

結果在 XC1701 看到的kDa 大小的蛋白而 XC1713 沒有，因為 XpsG

蛋白分子量約為的kDa' 因此證明此 XpsG 抗體為正確的(圈 lA) 。

細胞分布(Subcellular location) 的探討:

有了 XpsG 抗體之後，接著想要探討 XpsG 蛋白位於十字花科

黑腐病菌的那個區域。將十字花料黑腐病菌野生株 1701 以超高迷

離心分成可溶(細胞質、月莫外漿質)與不可溶(細胞朕)兩部分。分別

以 RNA polymerase a subunit 和 XpsD 蛋白當做可溶性蛋白與朕蛋

白的標識，利用西方點墨法分析，結果發現 XpsG 蛋白同時分佈在

細胞質、騏外漿質與細胞膜部分，而 RNA polymeraseαsubunit 位

於細胞質、跟外漿質部分， XpsD 蛋白位於細胞朕部分，表示 XpsG

蛋白可能具有兩種不同的分子型式(園 lB) 。

由膠質篩濾層析法分析水溶性以及脂溶性 XpsG 蛋白分子型式:

為了探討位於細胞質、朕外漿質及細胞朕的 XpsG 蛋白在分子

大小上是否有所不同，分別將野生株 XC1701 之可溶性與朕蛋白萃

取液，通過 Superdex HR200 膠質篩濾、層析管柱分析，並收集層析

後的沖出液，以 4x體積的 acetone 況，澱抽乾後，再以 SDS-PAGE (1 3%) 

電泳分析及 XpsG 抗體之 westem blot 實驗，結呆顯示，水溶性 XpsG
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蛋白在 retention time 16-21 min 出現，對照校正曲線圈，此時的蛋

白質約>600 kDa '為一個合 XpsG 蛋白的大分子複合體。而脂;容性

XpsG 蛋白在 0.5%DOC 緩街液下， retention time 為 29-33 min '對

照校正曲線詞，知其分子量約 30kDa' 是雙體型式的 XpsG 蛋白。

故初步推測 XpsG 蛋白具有兩種不同型態及大小的分子型式(圓 2) 。

DOC 會分解水溶性 XpsG 蛋白的大分子複合體結構:

從前面實驗(圈 2)知 XpsG 蛋白似乎具有水溶及結溶性兩種型

式，接下來想要探討這兩種蛋白的特性為何?由於水溶與脂溶性

XpsG 蛋白在裂備時主要差異在 DOC 的有無，所以首先觀察 DOC

銬於水溶性 XpsG 蛋白的影響?將可溶性蛋白萃取液通過 HR-200

膠質篩濾層析管柱分析，此時 buffer 令不同濃度的 DOC' 由 o ,tlj 0.5% 

遞增，並收集層析後的沖出液，以 4x 體積的 acetone 沉澱抽乾後，

以 SDS-PAGE 電泳分析及 XpsG 抗體之 western blot 實驗。結果顯

示，隨著 DOC 濃度的增加， XpsG 蛋白出現時問 16-19 分鐘遞增到

29刁 1 分鐘，對照校正曲線閻長口分子量由 600kDa 降到 30kDa 。當

DOC 濃度為 0.1%峙， XpsG 蛋白出現時間為 16“30 分鐘，表示這

個含 XpsG 蛋白的大分子複合體發生部分解離。當 DOC 濃度大於

0.25%時， XpsG 蛋白複合體就會完全解離，成為雙体構造 o 由此

可知低濃度 DOC 會對 XpsG 蛋白複合體進行部分解離，而高濃度

DOC 會對 XpsG 蛋白複合體進行完全解離(圈 3A) 。

水溶性 XpsG 蛋白投合體結構一旦被 DOC 分解後就不能再組合

回去:

DOC 既可以分解 XpsG 蛋白複合體，我們想知分解後的小分子

XpsG蛋白在 DOC 消失後，大分子 XpsG蛋白複合體是否會再恢復。

將 DOC 解離的小分子水溶性 XpsG 蛋白 (retention time 29-31 分鐘
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的 t全action pool 起來)收集起來，再次通過 HR-200 膠質篩港、層析管

柱分析，此時 buffer 不合 DOC，收集層析後的沖出液，以 westem blot 

分析。結果顯示，水溶性 XpsG 蛋白並不在預期的 16-19 分鐘出現，

也不在原出現的 29-31 分鐘，而是出現於 18個28 分鐘。由此可知，

水溶性 XpsG 蛋白複合體結構一旦被 DOC 分解後就不會再組合回

去(簡 3B) 。當 DOC 消失後，小分子水溶性 XpsG 蛋白會發生無意

義的聚集(廚 3B) 。

磷酸在低濃度(0.1 010)DOC 時會促使水溶性 XpsG 蛋白 multimer

結構部份分解:

除了 DOC 會分解水溶性 XpsG 蛋白複合體結構外，還有沒有其

它因素影響水溶性 XpsG 蛋白的複合體結構?將可溶性蛋白萃取液

通迫 HR-200 膠質篩濾層析管柱分析，當 buffer 含 0.1% DOC 、 lmM

NaP04 峙 ， XpsG 蛋白分別在 retention time 16-18 以及 23刁0 分鐘出

現。茵而推測磷酸在低濃度 DOC 下，會進一步促使水溶性 XpsG

蛋白複合體結構發生解離。如呆 buffer 只合 1 mM NaP04 ' XpsG 

蛋白在 retention time 16-21 分鐘出現，表示單純只令磷酸並不會影

響 XpsG 蛋白的複合體結構。(圈 3C) 。

低濃度 DOC 會造成路溶性 XpsG 蛋白聚集，但磷酸會抑制此種

聚集現象:

DOC 的濃度會影響水溶性 XpsG 蛋白複合體的結構，而磷酸也

可促使水溶性 XpsG 蛋白複合體結構在低濃度 DOC 下，發生進一

步的解離。那麼脂溶性 XpsG 蛋白對於 DOC 與磷酸的效應又為何?

將朕蛋白萃取液通過 E故-200 膠質篩濾、層析管柱分析，此時 buffer

合 0.1% DOC '結果發現脂溶性 XpsG 蛋白從管柱流出的時間自 16-

的分鐘改變成 22-31 分鐘，表示低濃度 DOC 會造成脂溶性 XpsG
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蛋白發生無意義的聚集。當不同濃度的磷酸加入低濃度 0.1% DOC 

的緩街液中，再進行 HR-200 膠質篩 j虎、層析管柱分析，結果顯示，

當磷酸濃度增加到 0.1 mM 以上時， XpsG 蛋白流出的時間由原先

的 22刁 l 分鐘延遲到在高濃度 0.50/0 DOC 8守所出現的 29-32 分鐘(圈

4A) 。由此可知磷酸可以抑制 XpsG 蛋白在低濃度 DOC 下所造成的

聚集現象。

EDTA 或 sulfate 會抑制賠溶性 XpsG 蛋白在低濃度 DOC 下所

造成的聚集現象:

由於磷酸為帶負電的陰離子，自比我們想知道是否其他陰離子

也有類似磷峻的效應。將朕蛋白萃取液通過 T虫-200 膠質篩濾層析

管柱分析， buffer 此時除了合 O.l% DOC 外，再加入 1 mM EDTA 

或 1 mM sulfate 0 結果顯示， XpsG 蛋白複合體分別在 retention time 

27刁 1 或 26-32 分鐘出現。由此可知 EDTA 或 sulfate 與磷酸一樣均

可抑制 XpsG 蛋白複合體在低濃度 DOC 下所造成的聚集現象(島

4B) 。

高 pH 可促使水溶性 XpsG 蛋白投合體在低濃度 DOC 下完全解

離成 dimer:

1996 年， Hans E. Parge. 等人在 Neisseria gonorrhoeae 發現:將

n-octyl-β “D“glucopyranoside 纖毛萃取液通過 gel filtration S-200 

column' 當 buffer pH 為 9.5 時，纖毛蛋白以複合體存在。但當 buffer

pH 為 10.5 時，纖毛以雙體存在。目而可知 'pH 會影響纖毛結構

的穩定性。類似的實驗可觀察 pH 是否會影響水溶性或脂溶性 XpsG

蛋白複合體的結構。將可溶性蛋白萃取液通過 HR-200 膠質篩港、層

析管柱分析，結果顯示，水溶性XpsG蛋白複合體在buffer 只含50mM

Na2C03 ' pH 10.3時， XpsG 蛋白在 retention time 17個21 分鐘出現，
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若 buffer 再加入 0.1% DOC ' XpsG 蛋白在 retention time 30-31 分鐘

出現(圈 5A) 。另外在脂溶性 XpsG 蛋白方面，當 buffer 含 50mM

Na2C03 ， pHI0.3 、 0.1% DOC 峙， XpsG 蛋白在 retention time 29-32 

分鐘出現，原出現的聚集型式消失(聞 5B) 0 由此可知，高 pH 與

EDTA 、 sulfate 或磷酸一樣均可抑制 XpsG 蛋白複合體在低濃度 DOC

下所造成的眾集現象。

水溶性 XpsG 蛋白稜合體具有耐高溫的特性:

將可溶性蛋白萃取液先經過高溫 60
0

C 或 80
0

C加熱十分鐘，慢慢

降至室溫後，再通過 E歌-200 膠質篩液、層析管柱分析，結果顯示，

當處理溫度在 60
0

C 峙， XpsG 蛋白仍在 retention time 17“21 分鐘出

現(國 6) 。而處理溫度在 80
0

C 峙， XpsG 蛋白在 retention time 17-22 

分鐘出現。因此推波11水溶性 XpsG 蛋白複合體具有耐高溫的特性(國

6) 。

2. 以定位突變法研究 XpsG 蛋白夜合體

根據電腦軟體 BLAST 同源、比對的結果發現，所有參與 Type II 

secretion pathway 的革鵑氏陰性屆中的 GspG 蛋白氛基酸序列有許多

氯基酸具有高度保留性(請見附錄二)。於是選擇出現次數最多的

Aspartate 進行定位突變，以期了解這些高度保留的 Aspartate 在蛋白

中可能扮演的角色。高度保留的 Aspartate 分別位於第 70 、 103 、 121 、

128 、 139 位置上，定位突變法主要是將 Aspartate 改變成構造上差

異最小的 Glutamate 。突變成功後，依序再進行互補實驗與干擾實驗

來確認變異株澱粉酵素的分泌功能。另外，利舟膠質篩濾層析法來

分析 Aspartate 的突變對 XpsG 蛋白複合體構造的影響。

XpsG 變異蛋白(D→ E)對 XC1713 之互捕試驗:

XpsG 蛋白是胞外酵素分ì'.i、所必需的蛋白，突變後的 XpsG 蛋白
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是否失去原蛋白的功能?將含有突變基因 (Aspartate → Glutamate)

的 XC1713 菌株適量點在澱粉垮養基上， 300C '。肘，並以 XC1701

以及 XC17日當陽性以及陰性對照組，藉由齒落周自透明圓的大小

來觀察各變異株澱粉酵素的分泌情形。結果顯示，除了 DI03E 以

外，其餘的 D70E 、 D121E 、 D128E 、 D139E 等四株菌皆能使 XC1713

恢復正常胞外酵素分泌功能(菌 7) 。

XpsG 變異蛋白(D → E)對 XC1701 之干擾試驗:

將突變後的重組質體(pCPP30-D1 03日接合到胞外酵素分泌正常

的 XC17叭，並以 XC1701 、 XC1713 當對照組。結果顯示，此

XpsG(DI03E)變異蛋白會干擾野生株 XC1701 的澱粉酵素的分泌(國

8) 。

XpsG-DI03E 變異蛋白不會影響 XpsG 蛋白複合體的分子塑

式.

從澱粉酵素分;其、功能實驗知 XpsG 變異蛋白株(XC1713/pCPP30-

DI03日的分ì~其、功能受阻。因此接下來想要探討 XpsG 變異蛋白複合

體的結構是否發生改變?將 XpsG 變異蛋白株的可溶性蛋白、朕蛋

白萃取液通過 HR-200 膠質篩濾層析分析，收集居析液，以 XpsG

westem blot 分析，結果顯示，水溶性 XpsG 變異蛋白在 retention time 

16個20 分鐘出現，結溶性 XpsG 變異蛋白在 retention time 29刁3 分鐘

出現。此結果與野生株 XC1701 沒有差別，因此7位溶性 XpsG 變異

蛋白還是以 multimer 型式出現，而結j容性 XpsG 變異蛋白在細胞棋

也還是以 dimer form 的型式存在(圈 9) 。

磷酸會促使水溶性 XpsG-DI03E 變異蛋白 multimer 在低濃度

DOC(O.l 010)時解離，且一旦 multimer 解離後就不容易再組裝回去:

從先前實驗(圈 9)知 XpsG 變異蛋白株還是具有水溶性與脂溶性
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兩種分子型式。接下來想要探討磷酸效應對於水溶性 XpsG 變異蛋

白的影響?將可溶性變異蛋白的部份通過 HR-200 膠質篩濾、層析管

柱分析，當 buffer 只合 0.5% DOC 時，水溶性 XpsG 變異蛋白分布

很廣但主要在 retention time 29-31 分鐘出現(圈 9A) 。將小分子的水

;容性 XpsG 變異蛋白 pool 起來，再次通過 E玖姐200 膠質篩濾層析管

柱分析時，水溶性 XpsG 變異蛋白在 retention time 19-27 分鐘出現(圈

9B) 。當 buffer 含 0.1% DOC 、 1mM Na-P04 時，水溶性 XpsG 變異

蛋白的分佈很廣但主要在 retention time 27-31 分鐘出現(圈 9C) 。雖

然這些結果與野生株 XC170 有些為差異，但也意味著磷酸會促使

水溶性 XpsG 變異蛋白 mu1timer 在低濃度 DOC 待解離，一旦

mu1timer 解離後就不容易再組裝回去(自 10) 。

磷段會抑制脂溶性 XpsG-DI03E 變異蛋白在低濃度 DOC 時發

生聚集:

從前面實驗(圓 10)知水溶性 XpsG 變異蛋白磷酸鼓應和野生株

有些為差異，接下來想要探討磷酸效應對路溶性 XpsG 變異蛋白的

影響?將 XpsG 變異蛋白棋萃取液通過 E訣-200 膠質篩濾層析管柱

分析，此時 buffer 令不同濃度的磷酸(0-1 mM)' 收集層析液，以 XpsG

westem blot 分析，結果顯示，當 buffer 只含 O.l%DOC 時，月脂誼;溶容性

Xp伊sG 變異蛋白分布很廣，但 r昀削e仗t紀en叫tio∞n time 主要在 2衍5-2泊8 分鐘出現。

當 buffer 含 0.1% DOC 、 0.1 mM Na.幽早.♂04 日時守， 脂;溶容性 Xp抖sG 變異蛋

白在 retention time 2筠6咀刁3η2 分鐘出現，隨著磷酸j濃農度的增力加臼(仰0.1→

1mM) ，脂j容性 XpsG 變異蛋白分布很廣但主要均在 retention time 

28刁 1 分鐘出現。此結果與野生株類似，即磷酸會抑制結溶性

XpsG-D103E 變異蛋白在低濃度 DOC 時發生聚集(圈 11) 。
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水溶性 XpsG 變異蛋白具有耐高溫的特性

從前面實驗(菌 6)知野生株(XC1701)的水溶性 XpsG 蛋白其有耐

高溢的特性，接下來想要探討水溶性 XpsG 變異蛋白的溫度效應為

何?將可溶性變異蛋白部份分別用高溫(60 或 80
0

C)處理，各別通

過 HR-200 膠質篩港、層析管柱分析，收集層析液，以 XpsG westem 

blot 分析，結果顯示，隨著溫度的增加(60
0

C → 80
0

C) ，水溶性 XpsG

變異蛋白主要在 retention time 16-18 分鐘出現，這些結果與野生株

沒有明顯的差異，意味著水溶性 XpsG 變異蛋白具有耐高溫的特性

(圈 12) 。

3. XpsG 蛋白大量表現時， XpsG 蛋白複合體存在於胞外

當 pCPP30-FG 在 XC1713 表達 XpsG 蛋白時，發現 XpsG 蛋白存在

於施外部分，而比現象在 XC1701 並未發現(自 13A) 。將上述 10 ml 

胞外部分，經由 centricon圈.10 濃縮到 1 ml '取 200μi 通過 HR-200 膠

質訴法層析管柱分析，收集層析液，以 XpsG westem blot 分析，結

果顯示，在胞外的部份 XpsG 蛋白主要在 retention time 15-20 分錯出

現，比型的分子大小與前面所觀察到的水溶性 XpsG 蛋白大小一致

(簡 13B) 。
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四、討論:

有研究顯示 GspG 蛋白是一種位於細胞膜的蛋白質，在本研究

中將野生株 XC1701 以 Fresh Press 打破細胞進行 subcellular location 

實驗，發現可以在細胞質、服外漿質以及細胞朕看到 XpsG 蛋白。

從膠質篩濾、層析法，看到 XpsG 蛋白在細胞耳其是以 dimer form 型式

出現，稱為結溶性 XpsG 蛋白。而細胞質、朕外漿質的 XpsG 蛋白

則是以 multimer 的型式存在，從分子量校正曲線知，它的分子量應

大於 600 kDa '稱為水溶性 XpsG 蛋白。

一般革葫式陰性致病菌靠著細菌表面的大分子纖毛，的著在宿

主細胞進行複裂。由於 XpsGHIJ 蛋白 signal peptide 和 type IV pilin N 

端具有很高的相似性，因此推測 XpsGHIJ 可以形成一種類似纖毛的

結構，但目前並沒有證據顯示 XpsGHIJ 可以形成類似纖毛結構。在

1996 年， Pugsley 利用 cross-linking 實驗看到 PulG 可以形成

multimer( dimer-pentamer) ，在本研究(圈 2B)推測大分子的水溶性

XpsG 蛋白是一種纖毛結構。

為了進一步探討水溶性和脂溶性 XpsG 蛋白的差異，於是做了

一系列的生化反應:

DOC 效應: DOC 是一種帶負電的 ionic detergent '可以非當有

效地從細胞棋中將 integral membrane protein 萃取出來，且 DOC 會

形成牛6 kDa 的 smalll micelles(51) ，因此不會干擾膠質篩濾、層析的

結果。將可溶性蛋白部份通過 HR-200' 隨著 buffer DOC 濃度的增

加(0-0.5%) ，其 retention time 由 16-18 分鐘延長到 29-31 分鐘，此時

XpsG 蛋白由複合體型式的部分解離轉變成完全解離的雙體型，意
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謂著 DOC 可促使 XpsG multimer 的解離(圈 3A) 。將解離後的 XpsG

蛋白再次通過 HR-200' 此時緩銜液中不含 DOC' 結果發現 XpsG

蛋白的 retention time 為 19個26 分鐘， XpsG 可能產生了凝集現象 O

由此可知， XpsG mu1timer 在細胞中的組裝可能需要某種未知的自子

參與，這個未知自乎可能屬於 xps 基因群裡的成員，或是屬於染色

體中的其他成員。當 XpsG 蛋白複合體解離再組裝時，由於缺少了

那個未知園子，所以就無法再組合回去(聞 3B) 。而在路溶性 XpsG

蛋白的分析中發現，低濃度 DOC 所造成脂溶性 XpsG 蛋白產生的聚

集現象，可能是因為脂溶性 XpsG 蛋白本身在膜上就是一種複合體

的型式，低濃度 DOC 造成複合體的部分解離，而高濃度 DOC 造成

複合體的完全解離。

磷酸致應:將祺蛋白萃取液通過緩街液含有低濃度 DOC 的

Superdex HR-200 管柱，隨著磷酸濃度的增加(0-1 mM) , XpsG 蛋白

的 retention time 由 22-31 分鐘延遲到 28-32 分鐘，此走謂著磷段會

抑制 XpsG 在低濃度 DOC 下 aggreεation 的形成，或者另一說法是

磷西金會促使 XpsG 蛋白複合體在低濃度 DOC 下完全解離(國 4A) 。

至於水溶性 XpsG 蛋白，在低濃度 DOC 以及 1mM P04 下，貝11 解離

成兩群不同大小的分子，而非完全解離的雙體型，表示水溶性與脂

;容性 XpsG 蛋白在磷酸的效應是不同的(園 3C) 。

EDTA 與硫酸效應:將祺蛋白萃取液通過 Superdex HR-200 管

柱，當 buffer 含 1mM EDTA 或 1mM硫酸時， XpsG 蛋白的 retention

time 均為 27刁 l 分鐘，此結果與磷酸效應是相同的。由於磷酸板、

硫酸根或 EDTA 均帶負電，所以很可能只要是負電的環境都會抑制

XpsG 蛋白在低濃度 DOC 下的聚集，或者促使 XpsG 蛋白複合體在

低濃度 DOC 下完全解離成雙體(圓 4B) 。此結果也暗示著 XpsG 蛋
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白複合體的解離需要某種負電的環境。

pH 效應: 1996 年， Par喀ge 等人(30仍)將 n必-0∞ct守馴y抖i扭 β 咀D-古-名名.ghωI比C∞O叩py戶ra翎no的SI泊de

纖毛萃取液通過 gel filtration S-♂. 

纖毛蛋白為 multime叮r form 。當 pH=斗10.5 日時寄，纖毛以 dimer D臼orm 存在，

表示 pH 在清潔齊劑t下會改變纖毛的結構。在本研究中(圈 5仿) ，將野生

株 XC1701 可溶性蛋白以及祺蛋白萃取液通過 Superdex HR-200 管

柱，當 buffer 令 0.1% DOC ' pH 10.3時， XpsG 蛋白以 dimer 的型

式出現，當 buffer 不合 0.1% DOC 峙，貝11 XpsG 蛋白複合體結構不

會改變。因而推測纖毛蛋白的某些高 pKa 值的氛基酸參與了纖毛的

形成。

溫度效應:

將野生株 XC1701 可溶性蛋白萃取液經過高溫處理後，通過

Superdex HR-200 管柱 'XpsG 蛋白的 retention time 仍為 17-20 分鐘(園

6) ，表示水溶性 XpsG 蛋白可耐高溫，原因可能是 XpsG 蛋白複合體

本身就是纖毛的構造，所以耐熱。

本論文最主要的發現走， XpsG 蛋白可以前時以兩種型式存在。

問題是水溶性 XpsG 蛋白複合體真正存在的位置為何?由於 XpsG

蛋白參與蛋白質的外耳其傳送，且水溶性 XpsG 蛋白的分子量非常大，

所以不應該位於細胞質內。如果不位於細胞質內，就有可能位於細

胞膜漿質中，或者是位於內棋上，在破細胞時把暴露在細胞祺漿質

中的纖毛部分弄斷了，導致 XpsG 蛋白在可溶性部分出現。此論點

在 XC1713/pCPP30-FG 的菌株研究中得到支持，當 XpsG 蛋白大量

表現後，在胞外部分被偵測出。原因很可能是 XpsG 蛋白的表現量

太多，使得纖毛的形成失去控制，因而長度變得異常長，最後斷裂
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出現於胞外。因此如果此論點是對的，則在正常生理狀態下 XpsG

蛋白於膜上是會形成纖毛結構的。至於 XpsG 蛋白 membrane 的雙體

型，可能是組成纖毛的基本單位或是纖毛組裝、解離的中間物，甚

至可能是在製備朕萃取液時，清潔劑的加入所造成的。

XpsG(Asparate → Glutamate)定點突變的探討:

在本研究中，將 XpsG 蛋白高度保留的 Aspartate 以 Glutamate

取代，從互補實驗看到 XpsG-DI03E 變異蛋白無法補償 XC1713(xpsG

knockout)所失去的蛋白分泌功能。由干擾試驗發現 XpsG“DI03E 變

異蛋白會干擾 XC1701 澱粉酵素的分泌。干擾試驗可以觀察突變蛋

白與野生型蛋白同時在菌體內表現時，突變蛋白對野生型蛋白功能

所造成的影響。在膠質篩濾、層析法結果中發現 DI03E 不影響 XpsG

蛋白複合體的形成，因此突變蛋白與正常蛋白同時存在時，應會互

相形成複合體，但為何會干擾正常蛋白的功能，很可能 DI03 在 XpsG

蛋白中扮演某種重要的角色，但在目前的分析系統中我們尚無法鑑

定出的。
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國一: XpsG 抗體的鑑定以及 XpsG 蛋白在細胞分佈的探討

A.將野生抹 XC1701 和突變株 XC1713 接種到 2mlLB 垮養

液，符菌液混;如吏，取 1 ml 的菌液離心，用 200μl1 x SDS-

PAGE sample buffer 將況j段物懸浮，即為備用的 total cell 部

份，做 XpsG westem blot 0 B.將十字花科黑腐病菌野生株

XC1701 分成可溶(細胞質、朕外漿質)與不可溶(細胞祺)兩

部份。分別以 RNA polymeraseαsubunit 和 XpsD 蛋白當做

可溶性蛋白與膜蛋白的標誌，做 XpsG westem blot 0 
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Fraction No. ( 1 tube/min) 
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443 kDa 200 kDa 
(23.5 min) (25.5 min) 

‘ 嘲岫曲唱踐踏犧甜甜甜臨甜祖國鵰掛枷叫

29 kDa 15 kDa 
(32.7 min) (34.6 min) 

Fraction No. ( 1 tube/min) 
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SF .....哨…臨的叫鵬心

? 
443 kDa 200 kDa 
(23.5 min) (25.5 min) 

29 kDa 
(32.7 min) 

國二:由膠質篩濾層折法分析水溶性以及脂溶性 XpsG

蛋白分子型式

分別將野生株 XC1701 之可溶性與朕蛋白萃取液通過

日扎200 膠質篩捷、層析管柱分析，可溶性蛋白的 buffer 為

20mM Tris-HCI pH8.0, 250mM NaCl ;朕蛋白的 buffer 與

可溶性蛋白的 buffer 相同但含有 0.5% DOC 0 收集

retention time 16-33 分鐘，做 XpsG western blot 0 標準蛋

白分別是 apoferritin (443 kDa) 、 b-amylase (200 kDa) 、

carbonic anhydrase (29 kDa) 、 cytochrome C (1 2 kDa) 。
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串嘲 @旬_ 4棚"闌盼 “ ，叫馳 -、w 句.... .桐樹， 包巴巴

一一

1 mMNaP04 嘟嘟輛闡V嘲圈，謝蟬晶蠅 J

崗三 DOC 與磷酸對水溶性 XpsG 蛋白複合體結構的影響

將可溶性蛋白萃取液通過 HR-200 膠質篩濾層析管柱分析，

使用的 buffer 分別為 A.20mM Tris-HCI pH8.0, 0-0.5% DOC, 

200mM NaCl ; B. 20mM Tris-HCl pH8.0, 250mM NaCl ; C. 

20mM Tris-HCl pH8.0, 1mM Na-P04, 200mM NaCl 令或不合

0.1% DOC' 收集 retention time 16-33 分鍾的流出液，做 XpsG

westem blot 0 
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A 
Na-P04 
(mM) 

O 

l nu nu 

0.1 

B 

Fraction No. ( 1 tube/min) 
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 

1 嘲岫勵輛輛崢嘲騙嘲掛蝴鹹蝴闢蟬d 糊鳴棚，輛輛輛!叫哺

輛臨咽圖像緝臨瓣醬獵槍 a瞬...鵬鑽機磁鐵鵬總艙喇轍

揖蟬#岫圈圈醋勵耐岫臨一-

帽嗶蝴‘， .. 騙闡臨祖蠟喝風咽岫岫嘲枷帥 、

Fraction No. (1 tube/min) 

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 

EDTA 、耐…點七九\ 了心 4旬

Sulfate 翻繼齡 灘輔聶 獵歸圖l 11獵圖~ 11麟II! !I鐵哥屬 蜘鸝

國四:磷酸、 EDTA 或 sulfate 在低濃度 DOC 下對脂溶

性 XpsG 蛋白稜合體結構的影響

將膜蛋白萃取液通過 HR-200 膠質篩濾、層析管柱分析，此

時 buffer 分別為 A. 20mM Tris-HCl pH8.0, 0.1 % DOC, 0-

1mM Na-P04, 200mM NaCl ; B. 20mM Tris-HCl pH8.0, 

0.1 % DOC, 200mM NaCl, lmM EDTA 或 1 mM sulfate 0 

收集 retention time 16刁3 分鐘流出浪，做 XpsG western 

blot 0 
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A 
Fraction No. (1 tq.be/min) 

DOC (0.1%) 1617 18 19 20 21 2223 24 25 26 27 28 2930 31 32 33 

+ 

B 
Fraction No. (1 tube/min) 

16 17 18 19 20 2] 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 

間五:在高 pH 下低濃度 DOC 對7位溶性與脂j容性 XpsG

蛋白投合體結構的影響

A.將可溶性蛋白萃取通過 HR-200 膠質篩濾層析管柱分

牛身 , li:仁 B寄 buffer 為 50mM Na2C03 pIU 0.3 , 200mM NaCl, 

合或不合 0.1% DOC 0 B.將朕蛋白萃取液通過 HR且200 ' 

buffer 為 50mM Na2C03 pH10.3, 200mM NaCl，令 0.1%

DOC。各別收集 retention time16-33 分鐘流出液，做 XpsG

western blot 0 
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0
C 

80
0
C 

Fraction No. (1 tube/min) 
161718 1920 21222324252627282930 3132 

神曙秘 姆總lIt 機戀戀

糊糊

聞六:水溶性 XpsG 蛋白複合體具有耐高溫的特性

將可溶性蛋白萃取液先經過高溫 600C 或 800C 加熱十分

鐘，慢慢降至室溫後，再通過日孔200 膠質篩濾層析管柱

分析，收集 retention time 16-33 分鐘流出液，做 XpsG

western blot 0 
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圈七: XCl713 轉接合菌株舍不同 xpsG 突變基目的澱粉培養基分泌測試

將含有突變暴自 (D70E， DI03E, D12伍， D128E, D139E)的 XC1713 菌株適

量點在澱粉培養基上， 300C '。肘，並以 XC1701 、 XC1713IFG 以及

XC1713 當陽性以及陰性對照組，藉由菌落周閏透明園的大小來觀察

各變異株澱粉酵素的分泌情形。
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屆八: XC1701 轉接合菌抹的澱粉培養基分泌測試。

將含有突變基因 (D103日的 XC1701 菌株連量點在澱

粉培養基土， 30 0C '。肘，並以 XC1701 以及 XC1713

當陽性以及陰性對照組，藉由齒落周閏透明圓的大小

來觀察變異株澱粉酵素的分泌情形。
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Fraction No.(l tube/min) 

16 17 18 19202122 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 
SF 恥恥〕

MF 輔體會嚼鱗鱗峙

國九: XpsG-DI03E 變異蛋白不會影響 XpsG 蛋白複合

體的分子型式

將 XpsG 變異蛋白株的可溶性蛋白、祺蛋白萃取液通過

HR-200 膠質篩濾層析管柱分析，可溶性蛋白的 buffer 為

20mM Tris-HCl pH8.0, 250mM NaCl ;朕蛋白的 buffer 與

可溶性蛋白的 buffer 相同但含有 0.5% DOC 。收集

retention time 16-33 分鐘，做 XpsG western blot 0 
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A Fraction No.(1 tube/min) 

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 

DOC(0.5%) φ帶動海嘲# 蠅...且
可峙，

阿姆唔，轍伊甜

B Fraction No. ( 1 tube/min) 

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 

4祖國包 唱組臨 @自國11 .. 鞠悔 過晒函t .. 歸祖醉喝蠟圖臨 喝喝國雖 輛翩翩i

C Fraction No. ( 1 tube/min) 

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 

. Na“ P04 糊糊糊御輔酬叫蝸~叫悄..儡勝體酪“鳥也圓圓
、酬 縛'11': ',y' 可間

(lmlVl) 

圈十 DOC 與磷酸對水溶性與脂溶性 XpsG 蛋白複合體結

構的影響

將可溶性蛋白萃取液通過 HR-200 膠質篩濾層析管柱分析，

此時 buffer 分別為 A.20mM Tris-HCl pH8.0, 0.5% DOC, 

200mM NaCl ; B. 20mM Tris-HCl pH8.0, 250mM NaCl ; C. 

20mM Tris-HCl pH8.0, 1mM Na-P04, 200mM NaCl,O.l % 

DOC' 收集 retention time 16-33 分鍾的流出液，做 XpsG

westem blot 0 
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Na-P04 
(mM) 

O 

0.1 

Fraction No.(1 tube/min) 

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 

糊腳一扭曲 曲之竺一轍，枷叫
吋喃閹闌珊， 電- 息，持 , 

糊糊糊欄騙惜自島糊糊

也咐呵呵地 岫嘟聖賢幫會體體會轉輾轉蟬體

圈十一:在低濃度 DOC 下磷酸對脂溶性 XpsG-D103E

變異蛋白複合體結構的影響

將 XpsG-Dl的巨變異蛋白棋萃取液通過 HR也200 膠質篩

濾層析管柱分析，此時 buffer 為 20mM Tris四日CI pH8.0, 

200mM NaCI, O-lmM Na-P丸，位集 retention time 16個33

分鐘流出 j夜，私立 XpsG western blot. 
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Fraction No. ( 1 tube/min) 

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 
60 0c -咐

800C 呵呵

商十二:水溶性 XpsG-D103E 變異蛋白具有耐高溫的特性

將可溶性變異蛋白部份分別用高溫(60 或 80
0

C)處理，各別

通過 HR-200 膠質篩濾層析管柱分析，此時 buffer 為 20mM

Tris-HCl pH8.0, 250mM NaCl '收集層析液，以 XpsG western 

blot 分析。
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A 
XC1701 XC1713/pCPP30-FG 

2 3 4 
婦籲盼 棚"伊

B 
Fraction No. ( 1 tube/min) 

14 15 16 17 18 19 20 21 22 

嘲蜘 鴨"“夢 猶幽幽御 輛“悔

圓十三:以 gel filtration 分析胞外 XpsG 蛋白稜合體

A. XC1701 、 XC1713/pCPP30-FG 取 1ml 的菌液高速離

心，上清液為她外部份(lane1 ，3) ，沉澱物為跑內部份

(lane2,4) , XpsG western blot 0 B. 丹等 XC1713/pCPP30-FG

10m1 胞外部份經由 centricon-10 濃縮到 2m1 '取 200~1

通過 HR-200 膠質篩濾層析管柱分析，收集 retentÎon time 

14-22 分鐘流出液，做 XpsG western b10t 0 
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ATGATCAAGCGTTCCATCACCCGCAGTCCGTCGCGCGCAGGCCAGGCCGGCATGAGC 

M 1 K R S 1 T R S P S R A G Q A G M S 19 

TTGCTGGAAATCATCATCGTCATCGTGCTGATCGGCGCGGTGCTCACCCTGGTCGGC 

L L E 1 1 工 V 工 V L 1 G A V L T LT V G 38 

AGCCGCGTGCTCGGTGGTGCCGATCGCGGCAAGGCGAACCTTGCCAAGACGCAGATC 

S R V L G G A 0 R G K A N L A K S Q 工 57

CAGACCCTGGCCGGCAAGATCGAGAACTTCCAGCTCGACACGGGTAAGTTGCCGAGC 

Q T L A G K 1 E N F Q L 0 T G K L P S 76 

AAGCTCGATGACCTGGT仿古古GCCCGGC$GCAGCAGCGGTTGGCTGGGCCCG叫C
K L 0 0 L V T Q P G G S S G W L G P Y 95 

GCCAAACCGGTCGAACTCAACGACCCGTGGGGCCACACCATCGAATACCGCGTGCCC 

A K P V E L N 0 P W G H T 1 E Y R V P 114 

GGCGATGGCCAGGCCTTCGACCTGATCAGCCTCGGCAAGGATGGCCGCCCTGGCGGC 

G 0 G Q A F 0 L 1 S L G K 0 G R P G G 133 

AGCAGCTACGACT CGGACATCAAGTACCAGTAA 

S S Y 0 S 0 工 K Y Q 女女女

附錄一: XpsG 之 DNA 順序與推測之氯基酸
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GSPG AERHY ..KRRQSGFTLLEVMVV工VILGlLASLVVPNLMGNKEKADQQKAVSD工VALENALDMYKLDNNRYPTTEQGLDALVNKPTAAPEPRSYRDGGY工KRLPQ-DPWGNPYQMLSPGQFGK工D工FSMGLDGEAG…-TDDD工GNW

GSPG ERWCA ............RQRGFTLLEIMVVIV工LGVLASLVVPNLMGNKEKADRQKAVSDIVSLESALDMYKLDNNRYPSTEQGLKALVTKPTVQPEPRNYPADGYIRRLPQ時DPWGTDYQLLNPGQHGKLDIFSLGPDGMPG也--TEDDIGNW

GSPG ERWCH “.....….RQRGFTLI品IMVVIV工LGVLASLVVPNLMGNKEKADKQKAVSDIVALESQLDMYKLDNSRYPTTEQGLGA工，VKKPTTPPEPRNYPQDGY工RRLPQ自DPWGAEYQLVSPGRHGKIDVFSYGPDGMPD-…-TDDD工GNW

GSPG KLEPN .........QRQRGFTLLE工MVVIV工LGVLASLVVPN工MGNKEKADRQKVVSDLVALEGA工，DMYKLDNSRYPTTEQGLQALVSAPSAEPHARNYPEGGYIRRLPQ-DPWGSDYQLLSPGQHGQVDIFSLGPDGVPE-呵嗨.SNDD工GNW

GSPG ECOL工 ............KQRGFTLLE工MVVIV工工GVLASLVVPNI品1GNKEKADKQKAVSD工VA工，ENALDMYKLDNHHYPTTNQGLESLVEAPTLPPLAANYNKEGY工KRLPA-DPWGNDYVLVNPGEHGAYDLLSAGPDG郎在G一…TEDDITNW

GSPG V工BCH ....“...RKQTGFTLLEVMVVVV工LG工LASFVVPNLLGNKEKADQQKAVTD工VA工，ENA工，DMYKLDNSVYPTTDQGL也ALVTKPT-NPEPRNYREGGY工KRLPK-DPWGNDYQYLSPGDKGTIDVFTLGADGQEGGEGTGADIGNW

GSPG PSEAE MQRRQQSGFTLIE工MVVVV口，GlLAALVVPQVMSRPDQAKVTVAKGDlKAlAAALDMYKLDNFAYPSTQQGLEALVKKPTGNPQPKNWNKDGYLKKLPV-DPWGNPYQYLAPGTKGPFDLYSLGADGKEGGSDNDAD工GNW

GSPG XANCP …….....QAGMSLLE工工 IVIVLIGAVLTLVGSRVLGGADRGKANLAKSQ工QTLAGK工ENFQLDTGKLPSK--ωLDDLVTQPGGS一﹒一份SGWLGPYAKPVELNDPWGHTIEYRVPGDGQAFDLISLGKDGRPGGSSYDSD工KYW

GSPG XANCP .. . ....QAGMSLLEI工工V工VLlGAVLTLVGSRVLGGADRGKANLAKSQIQTLAGKIENFQLDTGKLPSK一…LDDLVTQPGGS--…SGWLGPYAKPVELNDPWGHTIEYRVPGDGQAFDLISLGKDGRPGGSSYDSDIKYW

Consensus ...MQRRKQAGFTLLE工MVVIV工LGV工~LVVPNVMGNKDKADAQKAKSD工QALEGA工，DMYKLDNGKYPTTEQGLDALVTKPTGNPEP的~YWKGGY工KRLPLNDPWGNDYQYLSPGDHGAFDLFSLGKDGRPGGSSTDSD工GNW

附錄二:所有參與 Type II secreti9n pathway 的革葫氏陰性菌中的 GspG 蛋白

氯基屆全序列根據電腦軟盤 BLAST 同源、比對的結呆。

箭頭所指之處為高度係智的 Asparta峙，分別位於 D70 ， DI03 'Dl泣 I D128 I D139 

位置上。



的錄三: xpsG 基因定點突變(D70E， DI03E, D121虹， D128虹，

D139E)所須的 primer

a 、 D70E: 將 XpsG 第 70 個氛基酸 Aspartate 的 GAC 改成

GAG (Glutmate) ，其 pnmer 為:

5'CTTCCAGCTC*GAGACGGGTAAGTT 3' 

b 、 D103E: 將 XpsG 第 103 個氛基酸 Aspartate 的 GAC 改

成 GAG (Glutmate) ，其 pnmer 為:

5'GAACTCAAC.GAGCCGTGGGGCC 3' 

C 、 D121E: 將 XpsG 第 121 個氛基酸 Aspartate 的 GAC 改成

GAG(Glutmate) ，其 pnmer 為:

5'CAGGCCTTC*GAGCTGATCAGCC 3' 

d 、 D128E :將 XpsG 第 128 倍氛基酸 Aspartate 的 GAT 改成

GAG (Glutmate) ，其 pnmer 為:

5'CTCGGCAAG'GAGGGCCGCCCTG 3' 

e 、 D139E: 將 XpsG 第 139 個氛基酸 Aspartate 的 GAT 改

成 GAG (Glutmate) ，其 pnmer 為:

5'TACGACTCG*GAGATCAAGTACC 3' 
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pBluescript申 11 KS (+/.) phagemid 
Nae 1131 

The pBI t;e,eript<l> 11 KS (+1寸 pnagemid is a 2961-bp pnagem地 derived
irom pUC19 , The KS designation indicates the polylinker is oriented 
sueh that iacZ transcription procee甘s lrom Kpn 1 to Sac 1. 

f1 (+)。而且în: (3-459 bp; 11 lilamentous phage origin 01 replication 
ailowing recovery 01 t!,e sensεstrand 01 the 'lacZ "gene when a host 
~train contaíning the pBlue,crìpt 11 phagemid i5 co• níected with 
helper phage , 

f1 , (-) origin: (3-459 bp~ 11 filamentou5 phage origín of replication 
allowing "recovery 01 the antisense strand 01 the TacZ gene when a host 
5train containing the pBluescript 11 phagemid is co-inlected with 
hel per phage 

CoIE1 orîgîn: (1 032刁 972 bp) Plasmid origin of replication used in the 
absence õí helper phage. 

lacZ gene: (/ac promoter: 816-938 bp) Th時 portíon 01 the lacZ gene 
proviaes α-complementation for blue/white 'color selection 01 
recombinant phagemids. An inducible lac promoter upstream from the 
~a.cZ gene, p';.rmíts Îusion protein expression with the p-galactosidase 
gene product. 

MCS: (657-7S9 bp) Multiple c1 0nìng 5Îte f1 anked by T3 and T7 RNA 
promoters (please see the polylinker sequence belów) 

Ampidllin: (.197S-28~2 bp) AmpiciHir卜resistance gene (Arnp') for 
anlíbiotic selection of the phagemid vecto r. 

Please Note: The upper strand ìs de到gnated the (+) 5trand and the 
lower strand is designated tne (寸 strand

GenBanl♂# X52327 IKS(+)] & # X52329 [KSH] 

Ssp 1442 

Pvu 12416 

Bs[,'H 11 619 

Sacl657 
n. 

pBluescript 11 KS (+/“) Kpnl759 T3t 
BssH 11792 

Afl I!11153 

。、} 

5S GEiitLt1土耳f{G~rrçe{ATG 3 ，.的TTAATå.t{çJ:rft.，AAG臨 3' 3 E T A-n -T 
FG i rt -A rG DC 

T 
i KG 

A G 
a尸1、

T 5 

i叫\1[ll J 吶陌Iì ~r~lfl6 1 叫 V EcoR! 
MET 晶甜 li 73 pro li1oter +1 -r- 旭丙 1 持áI 柚:s，l! 出nd :11 

3:fi??fi?fii?:許ii?!!?!ififiif?fifiilRi許諾iiii?il特拉涅特ifffffiifffiflitttitiiiiiiif悶:iffiffiflifflf?!iilfflfiifmA
~ m _ 

ß"Galactosida!>e .. 
街.1 阻 ['9 J 6s tX 1 

已研制xu. ! 他tI SacII SacJ 

AATTitiliffiiifffftfiii+iiffiiiiffftiffiifiifiitiffiff?話ltiffliifiiiREElfffiiflfllfifififiiifiiflittiifli瓦拉特 F F! 
657 啥叫 17 promotê r 619 

3' CTAGGTGATι -̂AGATnC~C 5' 
SK Pri rr. er 

3' CGGGAT J,T.CACTC"GCATAATG 5' 3' TGA，C;':G吉CAGCAA.AAτG 5' rrÞ-r-fmè'- Mn~20Primer 

附錄四: PBluescript II KS- phagemid map 



嘉廳鸝 M岫口捌 仰 0叩約ε仰柳份悶仰)/P咿C伊PP30削1M馴仰M喲1叮3 g許v串伊n泊蚓揖剖圳l昀G企:228A:叩T協 C:咐 P陶匈e叫10圳f悶2 
AB閻i 鏘臟瞇 V岫附e師側昀削i叫0

PRI，誨s騙 La棚? 內i愉船蚓 108吋8捌 8岫a篩帥se叭1: 8蚓0叭 s柚悶叫:0.ω.β o 
'fl"GAANNCCCTT N:.:GG G起抗γC C CCGGCTG"..AGGo. TO給 OGTcGAτa::明白:;CGGrQAGCGCGGCGG::洽。CCAO給Aì:ACC怠。CC仇。CGCGATCA GCGCGA 1GAC (訕。CAGCATt TCCAG站、ACGAO防T<位CACGCAGCγoocrO:;:; OCACAACQ

ct;GCAOOGCGGfOCGGGGACAGAA肘。GCAGACGC:GCA ACGCG:A TGGGTC (J'; T配Tγ甜γGGTACTγ恥TGTeC剖GTCGTAOCTcr:: τGC個缸叫咱GCG配明γCCT racc且GGCTGA lCAGGTCGA AGGCCγ@插曲 TOGC咽G配AC'

:OGrATTOOAγαGTQTa G::::C CCACQGCncarτG\ GTTC晶CCGG廿TGGCQTACGGG::c CA G:X:法峙 CGCTGCγGCCOCCGGGCγGGGTGACCAOOTCAγ唱AGCγTacrr;X抽CA揖γγACC呵呵TC曲GCTGGAAGγγcγα"τCTTGCca家艾滋
310 :no 330 340 國$曲 310 300 岫 4曲吶。""曲... .5O岫

C研T.GATt:A T 抽CGATTTS.!， TGA呵TCATTAAAGA 1N11 CCCC紛AA制 TACAC曲研油叫鬥CAT由γT CC糊明"'1叫.1 C曲T ACCG刷 ç 11TγGGGGAγ甜甜岫盯lGACACGG A蛇 CCN甜點A ATTGAAGNγγe 
"'" 鈴。 6曲 fi70 趟。...曲 710 裕的 130 岫 7呵 ?國 7甜

的錄五: XC1713/pCPP30-D70E 變異蛋白之 DNA 定序聞

位置 421-444 為 pnmer' 位置 432 的 cytidine 為突變點，位置 639-641 (CAT)為起
始密碼，位置 210-212(TTA)為終止密碼。
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鑽機 Model 377 03.01慨。)的附州13SFMG:mA:mtmCMg P咿 1 of 2 
A磁盤丸附ion 2.1.1 0103E(3)/PCPP301附3 岫ti認品t Any-P枷r} 告bfViU話:♂jii翎
PRisM Lane3Pd耐 801 t08268 B棚 1:的 Spacing: 0.0 

TQMANTCCCTTCα捕~lCCCCCGGCTCJ:Ã\GG晶 τGCα訂α""τ@盟海CCGGTQAGCGCGGC淘GCGGCcAGCAC\CCGOC C\GCGCGAT叫 GCOCGATG蛇叫OCAGCATCγCCAG:;:AACGAQCγGCCAC配AG:; T(tcτGcGcI.CAACG' 
_10 2'0祖紛紛曲神帥曲$曲 110 扭 3峙，鉤，扭

k 
i l u 

i:GGTAT TCGATGGτGτGGα:::CCACGGCTCατγGAGTTCGACCGGrττGG;;GTA.CGGæCCAG:X;A ÞC， CGCγCY.: TGCCOCCOOG':: TGGGTG\cCAGGTCAγ cGA!l: τT!l:了GGO識，叫T TAcccGfGfI:;Gt.æγa:w. GrγcγCGA呢TTGcCGGα"'.. 
310 國 3扭扭。 2曲 3個 3河3M揖 4冊 41. 抽。也30 440 450 曲

附錄六: XC1713/pCPP30-DI03E 變異蛋白之 DNA 定序聞

位置 324-344 為 primer '位置 344 的 cytidine 為突變點，位置 640-642(CAT)為起

始密碼，位置 211 卜213(TTA)為終止密碼。
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組1.4義臨品.1 的叫(1們)/Pcmgp話ld設立荷JETCU5 仰， 15抑制91智品1
PRis鵡.. 白是哼(1月 1)/PCP悶 悶:if?ZLM2仿制制 1慨 :zb追究2.;:注::ZPM
rγGAANCCCT T T03Gf ACC a:nG GAT C CC治'"為QCTQ拉克GGè汰 fQCCGτCGAτGC CGCCGGTGAGCGCGQCGGCGGC Cl. GCACAC G:GGC CAGCaCGAτCAGCGCGAτGAC r.AGCAGCAγcγCCAGCA AC GA GCγ000 

附錄七: XC1713/pCPP30-D121E 變異蛋白之 DNA 定序鷗

位置 276-297 為 pnmer' 位置 286 的 cytidine 為突變點，位置 648-649 (CAT)為

起始密碼，位置 21 7 -21 9 (TTA)為終止密碼。

64 



[;GGTATτCGAγ"GafGTOGCCCcACGOGγCGfTGAGfTcQκ;CGQfTγOo;OTACOGG:了CCAOCo. ACCGCTæT OCCαα草叢lo::: TGQGfGACCr\ GGTCATCQAocrγG':;T(海@這AACγγACCCGfGTc;QAG:: rG3AA ar T巳 T CG\ TCT γGc.'CGaXAGC勤
310 甜"" ".時 3袖 380 揖 4聞徊。 4甜 ~30 440 460 

的錄八: XC1713/pCPP30-D128E 變異蛋白之 DNA 定序國

位置 249-269 為 pnmer' 位置 259 的 cytidine 為突變點，位置 641-643(CAT)為起
始密碼，位置 212-214(TTA)為終止密碼。
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接聽 Model377 2叩叫E-3/PCPP30叫13S!wm7AmT166cm P旬叭叭

ABI揖斗蜘i叫 1.1 0叫的IPCP呦-M13 岫iiEB品tA即晰的 紅紅紅諮9123;給
PRISM" ~叫 阿ints 1006 to 8268 B的自 1: 1∞6 Spaci開: 10.94 ABI100 

ccγNNNNC訓，也 C.CGG(lG A1 CCCCCGGGCT OOAGGCAγGCcGTCaAγGCcO:; CGGτGAGCGCGGC GGGGG'; CAGCACAC CGGC CAOC OOGATCA GcGC GAT QAC,CAGCAGC ̂  rc γCCAGCAACGAGCγGCC 
'。甜甜 40 甜甜 70 ..抽 1臨".曲，3<)

附錄九: XCl713/pCPP30司D139E 變異蛋白之 DNA 定序圈

位置 215翩236 為 prirner '位置 225 的 cytidine 為突變點，位置 639ω641 (CAT)為起

始密碼，位置 210-212(TTA)為終止密碼。
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的錄十: HPLC 分析之標平分子量計算曲線

縱軸為分子量之對數值，橫軸為滯留時悶，圈中直線是經最小平方法計算得之，

直線方程式為 Y = 4.98129 - 0.11077X 0 管柱是 Superdex 200 HR 

10/30(Pharmacia) ，液體動相為 2泊OmM Tri沾s-丑Cα1 pH8.0 ' 250mM NaCI '禎測波長

為 280帥，浪速為每分鐘 0.5 ml 0 
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