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Abstract 

  白色念珠菌 (Candida al bicans)，是一種伺機性感染的真菌，正常

情況下寄生於人體的黏膜組織，當宿主免疫力低下時便會大量繁殖伺機

感染宿主，嚴重時甚至造成致命的念珠菌菌血症；而抗真菌藥物造成人

體的傷害與抗藥性的產生更增加了防治念珠菌症的難度，加上其本身雙

倍體生物特性、不具完整的有性生殖世代交替以及密碼子的特殊使用皆

造成對白色念珠菌研究上或遺傳操作上的阻礙。 

  白色念珠菌之致病力目前被認為與其不同的生長型態有密切關係，

可見了解不同型態生成之分子機制對防治其相關疾病而言相當重要。而

過去文獻上對白色念珠菌的研究資料較不完整，所以對於此菌種的研究

都是先以親緣關係相當接近並且擁有較完整資料庫的出芽酵母菌 

(Saccharomyces cerevisiae) 做為參考依據，從而推測基因在白色念珠菌

之功能為何。 



  目前已知 CDC4 這個具高度保留性的基因在出芽酵母菌中為一泛

素化蛋白質且為必要基因，但在白色念珠菌當中 (CaCDC4) 卻為非必要

基因且扮演其菌絲型態的負調控者，先前實驗室已尋找出一些與 

CaCDC4 有交互作用的相關性蛋白質(Tseng, Lai et al. 2010)，其中JHD2

為出芽酵母菌 histone 的去甲基酶 (demethylase)，而此功能受另一泛素

化蛋白質 Not4 所調控，所以想藉由本次研究，利用酵母菌雙雜合系統

了解 JHD2 與 CDC4 在白色念珠菌中的交互作用是否亦為此種上下遊

調控關係，並探討 JHD2 是否為白色念珠菌之必要基因，且運用營養缺

乏品系和野生型品系為親本剔除 CaJHD2，並進一步以 ACT1 promoter 

持續性表現 CaJhd2，觀察 CaJhd2 與 CaCDC4 之交互作用會如何影響

白色念珠菌不同的生長型態。 

Introduction 

  白色念珠菌分類上屬於真菌界芽孢綱子囊菌屬，正常情況下與人類

共生，存在於口腔、黏膜、陰道、消化道或是皮膚及其他臟器中，一旦

宿主的免疫力低下(Bennett 2003)，或是必須長期服用廣效抗生素造成體

內環境改變時，白色念珠菌便會伺機侵犯人體組織，引起念珠菌感染，

而在各國醫院的統計中，白色念珠菌所造成之念珠菌菌血症 

(candidemia)，皆有逐漸上升的現象(Beck-Sague and Jarvis 1993; Fridkin 

and Jarvis 1996; Cheng, Yang et al. 2005)。 



  由於白色念珠菌與人類同為雙倍體的真核生物，所以抗真菌藥物往

往也會對人體細胞帶來傷害，因而增加了藥物開發的困難性，加上近年

來抗真菌藥物之濫用，使得白色念珠菌的抗藥性日以劇增(Barchiesi, 

Schimizzi et al. 2000)。然而，近年來一些小胜肽片段的發展，能將藥物

專一性的送入真菌細胞內，以增加治療的效率(Su, Li et al. 2007)。而在

感染力方面，白色念珠菌的致病力已被證實與其多樣性的生長型態相關

(Whiteway and Oberholzer 2004)。所以，若能對白色念珠菌不同型態生成

之分子機制有更仔細的了解，將有助於人類對抗白色念珠菌所造成的相

關疾病。 

  過去對於出芽酵母菌 (Saccharomyces cerevisiae) 的研究已有相當

完整的了解，且由於其親緣關係與白色念珠菌非常接近，所以在對於白

色念珠菌的研究中，多數基因的功能都會從出芽酵母菌之同源基因推衍

而來(Berman and Sudbery 2002)。 

  有趣的是，為了因應體內的基因缺失，白色念珠菌似乎發展出一套

與出芽酵母菌不同的機制，實驗室先前所研究的基因 CDC4，為兩者的

同源基因，CDC4 對出芽酵母菌而言是影響細胞週期之必要基因，但若

白色念珠菌的兩條 CDC4 同時遭剔除，菌體則會形成菌絲型態(Shieh, 

White et al. 2005)，在這裡產生了一個相當有趣的想法：如果此基因對出

芽酵母菌而言是如此重要的基因，白色念珠菌在面對此基因缺失時所表



現出的反應應該也相當重要，且與型態上的轉變應有一定的相關性與重

要性，所以本計畫想針對其生長型態做仔細的了解。  

  有別於出芽酵母菌，白色念珠菌具有一些生物特性：雙倍體，缺乏

完整的世代交替，密碼子的特殊使用(Santos and Tuite 1995)，也增加了

研究上的困難度，所以，對於基因的調控以及其觀察還是必須直接以白

色念珠菌為模式來進行探討(Berman and Sudbery 2002)。 

  實驗室先前運用親和性蛋白質純化法與質譜儀的分析，找到了一些

與 CaCdc4 相關的蛋白質，本次研究先挑選其中一個可能性的 CaCDC4 

相關性基因 C. albicans (CaJHD2)，探討 CaJhd2 與 CaCdc4 之間的交

互作用對白色念珠菌之形態改變之影響。Jhd2 為一去甲基酶 

(demethylase)，在低等真核生物或是人類身上都可以找到同源基因，Jhd2 

在出芽酵母菌 histone 的修飾上扮演重要的角色，S. cerevisiae Jhd2 

(ScJhd2) 對 histone 去甲基化的能力是經由 S. cerevisiae Not4 (ScNot4)  

多次泛素化 (polyubiquitination) 來調控，此上下游的關係似乎與出芽酵

母菌某些受質須接受 S. cerevisiae Cdc4 (ScCdc4) 泛素化的調控，才能執

行或停止其作用的機制非常相似。 

  從以上對此基因於出芽酵母菌中的了解，讓我想在這次研究裡探討

幾個問題： 

1. CaJHD2 是否為白色念珠菌之必要基因？ 



2. 失去 CaJHD2 是否對型態形成有影響？ 

3. CaJhd2 與 CaCdc4 是否有直接的交互作用？ 

4. CaJhd2 可否遏止在失去 CaCdc4 時的菌絲態的形成？ 

5. CaJhd2 的量是否受 CaCdc4 所降解？  

 

Materials and Methods 

  計劃主要以 SAT1-flipper gene 剔除 CaJHD2 兩條等為基因方式，

探討 CaJHD2 是否為白色念珠菌之必要基因；若 CaJHD2 為白色念珠菌

之必要基因則無法以此法剔除 CaJHD2，則利用營養缺乏品系 BWP17 

(ura3::imm434/ura3::imm43 arg4::hisG/arg4::hisG his1::hisG/his1 

 ::hisG) 為親本建構 Cajhd2 -/- 菌株，以下為此兩種方法之詳細步驟： 

以SAT1-flipper剔除CaJHD2兩條等位基因 

  將 CaJHD2 的上下游片段接入 pSFS2A 載體中，pSFS2A 為一帶有

SAT1-flipper cassette 的質體(下圖)。此 cassette 的前後之相同序列稱為 Flp 

recombinase target (FRT)，能被 Flp recombinase 所辨識。分別利用 KpnI、

XhoI 以及 NotI、SacII 切點將上下游 CaJHD2 片段分別接入 pSFS2A 載體

上，此建構好的質體 pSFS2A-CaJHD2，以 KpnI 和 SacII 將 cassette 切下，

利用電穿孔的方式送入野生型白色念珠菌 SC5314，經由 cassette 上的

CaJHD2 上下游片段和 SC5314 本身的 CaJHD2 進行同源互換，進而以



SAT-flipper cassette 將 CaJHD2 剔除；cassette 上的 SAT1 產物能幫助細胞

對抗 nourseothricin (Nou.)抗真菌藥物，讓成功插入 cassette 的菌株能存活

於含有 Nou.的培養基上；cassette 上另一個基因 FLP 的產物 Flp 

recombinase，則能辨識到 FRT 序列並將兩個 FRT 間的片段給剔除，留

下一個 FRT 序列；FLP 位在可以人為調控，利用 maltose 進行誘導的

MAL2 promoter 之下。以 3 c.c.含有 2% maltose 取代 glucose 為碳源的培

養液誘導，接著進行選殖：隨機挑選經誘導之菌株保存於 YPD 瓊膠培

養基上，設計一組 primer 一個方向位於 cassette 上，另一方向位於 

cassette 插入位置外側，colony PCR 初步確認後，再利用 100 μg/ml Nou. 

確認抗真菌能力已失去，經由上述步驟已經得到一個等位基因 CaJHD2

遭剔除的菌株。 後續將重複以上步驟剔除另一個等位基因 CaJHD2，觀

察建構完成的 CaJHD2-/-菌株的生長型態。 

 

以營養缺乏菌株為親本剔除一條 CaJHD2 等位基因，另一條則置於

MET3 promoter 下游調控 

  由於參考文獻得知，營養缺乏品系之建構常出現建構品系遭重新置

入之營養代謝必要基因所影響，固本方法改為一條 CaJHD2 利用 

SAT1-flipper gene 剔除，另一條置於 MET3 promoter 下游調控，以期減

少營養代謝基因所帶來的影響。建構 pSFS2A-CaJHD2 得到的 

SAT1-Cassette 已置入營養缺乏品系 BWP17 中置換第一條 CaJHD2，



第二條取代 CaJHD2 之 pFA-HIS-MET3p-CaJHD2 之建構如下：CaJHD2

以 PCR 的方式放大會編碼只含 N-端 CaJHD2 的 DNA 片段選殖入

pFA-HIS1-Met3p 可得 pFA-HIS1- Met3p-CaJHD2。尋找並利用

pFA-HIS1-Metp-CaJHD2中只編碼N-端CaJHD2 DNA的獨一無二的切點

BstBI 將此質體線性化；目前質體的建構也已經完成並定序無誤，待送入

一條 CaJHD2 已遭剔除之 BWP17，透過 HIS1 cassette 剔除的菌株，篩選

能於缺 histidine 培養基生長形成菌落之菌株，剔除另一條 CaJHD2。 

 

酵母菌雙雜合系統(Yeast two hybrid) 

  以選殖的方式將 CaJHD2 基因的蛋白質編碼區接入帶有抗 

ampicillin 以及 LEU 篩選標記的 pACT2 中(下圖)，接著將 

pACT2-CaJHD2 和實驗室的 pGBKT7-CaCDC4 質體分別送入 MATα 

出芽酵母菌 Y187(leu
-
) 和 MATa 出芽酵母菌 AH109(trp

-
)  後，用 

Yeast colony PCR 的方式進行初步確認；接著，將此兩種建構好的出芽

A B 



酵母菌株，於 30℃ 環境下，培養 4.5 小時，讓 a type 與 α type 的菌

株進行接合作用，然後以缺乏 leusine、trptophen 的酵母菌培養基選殖

同時帶有 pACT2-CaJHD2 和 pGBKT7-CaCDC4 的菌株。pACT2 帶有

能轉譯出 Gal4 DNA binding domain 的序列，Gal4 DNA binding domain 

能結合到 GAL USA element，而 pGBKT7 則帶有能轉譯出 Gal4 

activation domain 的序列，若 CaJhd2 和 CaCdc4 有交互作用，則可以

讓 Gal4 activation domain 啟動下游的報導基因 HIS3 (下圖)，菌株可以

生長在缺乏leusine、trptophen和 histidin 的培養基(SC-leu-try-his)上，利 

C.                              圖A.B.C. 

                                   酵母菌雙雜和系統所使用的質

體與其原理。 

用 HIS3 的表現與否得知 CaJhd2 和 CaCdc4 是否有直接的交互作用。 

 

在 CaCDC4 人為調控表現下持續性表現 CaJhd2 

  本實驗需要質體 p6HF-ACT1-CaJHD2，此質體帶有能持續性表現

CaJhd2 之 ACT1 promoter，經質體轉譯出來的 CaJhd2 帶有 6xHIS 及 

FLAG 兩種 epitope ，以 XhoI、SphI 兩切點將 CaJHD2 接入 

p6HF-ACT1，經定序確認轉譯區域及 epitope 序列無誤；後續將利用單

一切點線性化此質體後送入 JSCA0022，利用質體上帶有的非必要基因 

CaRP10，讓此片段的 RP10 與內源性 RP10 做同源互換將 CaJHD2 嵌



入於 JSCA0022 的基因體中，再來以含有 Met/Cys 的培養液誘導 

MET3 promoter 抑制 CaCdc4 的表現，做 Western blotting 以 

anti-FLAG 偵測 CaJhd2。 

 

Results and Discussion 

  針對了解 CaJHD2 是否為白色念珠菌之必要基因，以野生

型白色念珠菌利用 SAT1-flipper gene 建立 jhd2 突變株為首

選：建構 pSFS2A-CaJHD2，以 KpnI、XhoI 將 CaJHD2 上游接入

pSFS2A(Figure 1.)，得到 pSFS2A- CaJHD2UR 質體，再利用 NotI、SacII 

將下游 CaJHD2 片段接入 pSFS2A-CaJHD2UR (Figure 1.) 載體，完成 

pSFS2A-CaJHD2 質體之建構。利用 KpnI、SacII 將部分質體切下即得 

SAT1-flipper cassette，接下來利用白色念珠菌電穿孔的方式將 cassette 

轉殖入 SC5314，以含 Nou.(200 μg/ml) 的 YPD 培養基篩選第一條 

CaJHD2 對偶基因遭 SAT1-flipper cassette 替換的菌株，設計一組引

子：Forward 引子位於 CaJHD2 上游約 700 bp. 的位置，Reverse 引子

位於 cassette 上之 MAL2 promoter，以確認 cassette 是否如預期般取代

CaJHD2 之位置(Figure 2.)，利用 2% maltose 取代 glucose 為碳源的培養

液誘導 cassette 剔除，無法存活於 Nou.(100 μg/ml) YPD 培養基之菌株

表示其 cassette 成功剔除 (Figure 3.)，。目前經由上述步驟已得到一個

等位基因 CaJHD2 遭剔除的菌株，但第二條 CaJHD2 仍無法成功剔除。 



  若無法以 SAT1-flipper gene 方法剔除 CaJHD2 是因為 CaJHD2 為

白色念珠菌之必要基因，則改用 BWP17 為親本，建構以人為調控的 

jhd2 突變株：第一條 CaJHD2 一樣利用 SAT1-flipper cassette 剔除 

(Figure 4.)，另一條 CaJHD2 則利用 pFA-HIS-MET3p-CaJHD2(Figure 

5a.)：質體上以 SphI 接入的 CaJHD2 N 端約 340 鹼基對序列 (Figure 

5b.) 做為同源互換區，質體建構完成後，利用 BstBI 將質體線性化後送

入一條 CaJHD2 遭剔除的 BWP17 ，並以缺乏 histidine 之培養基選殖

能存活之菌株。建構完成後，能以 Methionine/Cysteine(2.5mM) 人為抑

制 MET3 promoter 啟動下游 CaJHD2 的表現，菌株若無法存活則表示 

CaJHD2 為白色念珠菌之必要基因。 

  利用酵母菌雙雜合系統 (Yeast two hybrid) 探討 CaJhd2 與 CaCdc4 

間的交互作用是否為直接交互作用，以 EcoRI、XhoI 切點將 CaJHD2 基

因蛋白質編碼區轉接於 pACT2 質體(Figure 6a.)。pACT2-CaJHD2 質體建

構完成後(Figure 6b.)，以化學方法將質體送入 MATα 出芽酵母菌 

Y187(leu
-
)，與實驗室先前已建構完成帶有 pGBKT7-CaCDC4 之 MATa 

出芽酵母菌 AH109(trp
-
) 於 30℃ 環境下進行接合作用，接合成功之菌

株須帶有兩質體方能存活於缺乏 leucine、tryptophan 之環境 

(SC-Leu-Trp)(Figure 7a.)。另外，若 CaJhd2 與  CaCdc4 間有直接交互

作用則可以存活於缺乏 histidine 的環境中 (SC-Leu-Trp-His)，透過接合



成功之菌株無法於 SC-Leu-Trp-His 培養基形成菌落 (Figure 7b.)，得知 

CaJhd2 與 CaCdc4 兩者之關連並非直接交互作用。 

  實驗室先前經由親和性蛋白質純化法與質譜儀的分析找到的結果，

顯示 CaJhd2 在蛋白質層次的表現上與 CaCdc4 是功能相關蛋白質的

關係，透過酵母菌雙雜合系統了解此關係並非直接交互作用。為了解此

連結是建立在何種可能的關係，送入外源性的 CaJHD2 經 ACT1 

promoter 持續性表現 CaJhd2，並且表現在能人為調控 CaCDC4 表現的

菌株－JSCA0022 中，透過對 CaCDC4 的人為調控了解 CaCdc4 的存

在是否影響 CaJhd2 的表現量。目前 p6HF-ACT1-CaJHD2 質體的建構

已完成 (Figure 8.)，但在後續多次送入 JSCA0022 中皆無法將此外源性

質體插入其基因體，所以仍未能進一步探討 CaCdc4 與 CaJhd2 的關

係。多次失敗結果可能的原因仍未清楚，若探究基因的問題點上，可能

是增量表現 CaJhd2 之菌株無法存活，另外，使用此質體之文獻較少，

而此質體經多次改造，可能存在未預期之改變，加上先前實驗室使用此

質體亦有較曲折之經驗，故不排除無法得到此菌株的可能性。於是目前

已著手進行利用 tet-on 系統在 JSCA0022 大量表現 CaJhd2 之建構，

能藉由不同濃度之四環黴素操控 CaJhd2 之表現量，能排除因 CaJhd2 

增量表現不利菌株存活的可能性，另一方面，tet-on 系統也有較大量的

文獻使用，所得之結果可能更具可靠性。 



  近來已有文獻證實白色念珠菌 histone 甲基化修飾的不同，能影響

其外表型的表現，CaSet1 於白色念珠菌中，為一甲基化轉移酶，會專一

性辨識到 histone H3 lysine 4 的位置，進行三甲基化的修飾，剔除 histone 

甲基轉移酶 CaSet1 之白色念珠菌能形成嵌入式菌絲型態的菌落，並改變

了細胞表面之膜電位，影響其附著能力(Raman, Nguyen et al. 2006)。顯

然白色念珠菌外表型和 histone 甲基化的機制具相關性。而 Jhd2 在出芽

酵母菌中扮演去甲基酶的角色，因此推測其同源蛋白質 CaJhd2 可能為

白色念珠菌 histone 的去甲基酶，CaJhd2 的功能或許與 CaSet1 為拮抗的

關係。雖然對於白色念珠菌的品系建構較不容易，但仍想繼續對 

CaJHD2 做基因及功能上的探討，以期對白色念珠菌型態轉換或是 

histone 的甲基化修飾上有些微的了解。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Future work 

  若 jhd2 null mutant (jhd2 -/- ) 建構完成；jhd2 +/-、jhd2 -/- 菌株會以

南方點墨法確認基因組是否被改造為預期的構造；另一方面也會完成在 

BWP17 中利用 MET3 啟動子調控內源性 CaJHD2，以人為抑制 CaJHD2

的表現 ，藉此了解 CaJHD2 是否為必要基因，並因此無法以野生型白

色念珠菌建構 jhd2-/- 菌株；另外參考出芽酵母菌中 Jhd2 的功能，欲利

用 tet-on 系統大量表現 CaJhd2，並測定各菌株 Histone H3K4 三甲基化

的程度，藉此希望能了解 CaJhd2 在白色念珠菌中的功能。 
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Figures： 

       

                      

     選殖出來的菌株利用 100    

μg/ml YPD 培養基確認 

  cassette 已遭剔除 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. 

a. 

利用引子(figure 2b.)確認 jhd2 位置被 SAT1-flipper 

Cassette 所替換；並利用 

Maltose 誘導 Cassette 的剔除。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b.設計用以確認 jhd2-/S 之引子  （註：I.F 與 II.F 為同一條） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 4.                          Figure 5. 

SAT1-flipper cassette 取代 BWP17    a.質體 pFA-HIS1-MET3p-CaJHD2：帶有單一 

之 Cajhd2，以 figure 2b.primers I.     切點 AgeI、XhoI 能將質體切下約 1.8 Kb  

確認 cassette 位置，片段大小正確。   的片段。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. 

                                                     利用質體上兩個單一切點 AgeI、XhoI 確 

  認接入的小片段 CaJHD2 (340 bp) 之方向

性正確。 

 

 

 

 

                                                                                  

    

 

Figure 6.                                      b. 利用 EcoRI、XhoI 切點將 

a. 質體 pACT2                                  CaJHD2(2.2Kb) 接 pACT2，   

完成 pACT2-CaJHD2 質體建 

構。                                        

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 7. 

a. Y187 與 AH109 接合後，生長於缺乏 leucine、tryptophan 之環境 (粉紅色菌

落)   b.CaJhd2 與 CaCdc4 間非直接交互作用，無法存活於缺乏 histidine 之培養基 

a.                                    b.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   SC-Leu-Trp                           SC-Leu-Trp-His 

 

 

Figure 8.  

a.質體 p6HF-ACT1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. 

以 XhoI、SphI 切點將 CaJHD2  

(2173bp)接入 p6HF-ACT1 完成  

p6HF-ACT1-CaJHD2 質體的建構。 
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