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耍了解自然界的微生物社會的構造和功能
, 以往都是揉周培養、生理、生化等技巧來分析 , 但是這

些方法既不準確 , 且又相當花時間 (Litchfield & Seyfried, 1979) , 尤其是計算環境中特殊細菌的
數目時

,
經常受到篩選方法的阻礙

, 雖然假設生物能修生長於含環境污染物的培養基上時 , 這些徵生物
必需能將這些基質代謝

, 但是這種假設往往包含嚴重的錯誤 ,
因而影響到這種方法的可信度和實用性。

主要影響這些方法的因于
,
包括 : (1) 由於基質是太少造成生長接慢 ; (2) 由於基質的毒性或營養需求或基

質的利用必需與其他起質同時代謝或同時氧化造成菌種不能生長 ; (3) 由於有些菌種對培養基的污染物 ilY.:

微里營養成份的低營養生長 (oligotrophic growth) 造成干擾生長 ; (4) 交叉供養 (cross feeding)
; (5) 菌種在種個華落中所占的比例少較缺乏敏感度 ; (6) 菌落間的抑制作用 (Sayler et ai., 1985) 。此

外有些菌種在實驗室的培養遲不易培養 , 如果能移直接值測生物中的特殊 DNA 較能確定所篩選的菌

種。現在由於分子生物學的進展 , 可以將這方面的技巧應用到微生物鑑定方面的研究。 Grunstein 和

Hogness (1975) 首先發展出腔用核敗雜交技術偵測出租茵茵落上的特殊 DNA 序列。這種菌落雜交

技v�j 己說用來 1頁 inl] 多種不同的氣 1\ 茵 (Moseley et al., 1980; Kaper et 戚 , 1981; Echeverria et

ai., 1982; Fitts et ai., 1983; Hill et ai., 1983; Hill et ai., 1983a; Hodgson
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Barkay et al., 1985; Sayler et al., 1983; Festl et al., 1986; Pettigrew c
Sayler et 此 , 1987; Hazen & Jimenez, 1988; Ogram & Sayler, 1988) ,

在短時間之內
,
可以

了解微生物社會中 , 徵生物的種類及特性 ,
且司 fljj1 在皮相當高。利用基肉探主 1 分折 "", 按中的微生物 , 比以

往用利用微生物鑑定的方法 , 可以減少一半的時間。

在矩地中的魚、蝦、貝類經常會設各種微生物感染引起疾病 ,
如能採用菌落雜交質驗來幫助診斷 ,

將可減少許多時悶。本質驗以蝦病菌的 bn'o harveyi 為實驗菌種 ,
此商會蹉生螢光 ,

控制螢光產生的
基因 (Lux gene) 已經被研究山來 (Meighen, 1988; Miyamoto et 此 , 1988; Miyamoto et
al., 1988a; Martin et al., 1989) , 且已純系化到質體上立的巨表現出來 (Baldwin et al., 1984;
Miyamoto et 瓜 , 1987; Showalter et al., 1990) , 說們將利用螢光基因當做 f1: 針以茵落雜交技術
來 {!'{ 糊此的。

-
y

�

材料與方法

細的4和口嘖體

蝦枷?串荊岫內岫可牠由茵.i V:川i仿b衍川叫的io l.枷1ω叩ar叫,
敬援缸供。 Vibrio fluvialis 為本實驗室所保存的菌種。 Eschaichia coli RRI 和 E. coli HBI0l 由

中央研究院分生室提供。質體 pBRm 帶有一段 3.9 K b p 由的brio harveyi 經 Hind III 切割後合
Lux A 和 LuxB 的片段 (Miyamoto et al., 1988) 是由加拿大 McGill 大學的 Meighen 教授所

提供。

2. 主喜車已基

L. B. 培養基 (Luria-Bertani) (Maniatis et 瓜 , 1982) ; 一升永含 109 tryptone, 5 g NaC!

和 5 g yeast extract 。

TSB+2% NaC! 培養基 ; 每升中合 30 g Tryptic Soy Broth 和 20 g NaC! 。

3. 轉型作用 (transforma tion)

(1) 勝任細胞 (competent cells) 的製備

'hia coli

! LB

(2) 轉型作用

1J£ 100 μ l 勝任細胞的溶液 , 加入 1 μ l 的索取來的質體 DNA 溶液 ,
混合均句 , 置泳上作用 20

min 後 ,
將移到 42

�

C 7X浴作用 20 分鐘。加入 0.9 m! LB 培養基以 37 �C, 200 rpm 振過培養 60

分鐘。 1& ill ;夜 1 μ i 、 10
μ i 、 100

μ i 及剩下菌被以塗布法塗在選擇性問體培養基 (LB 問體培養基 1)11 入
100 μ glm! ampicillin) 上 , 放入 37

�

C 培養箱中培養 16 hr 。

4. DNA 探針的製備
(1) 質體 DNA 的萃取

將帶打 ntl'.:1 的保存 w; 夜 0.5m! 放入 10m! 包合 100 fig/m! ampicillin 的 LB 培養基中 , 以
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3TC 250 rpm 以 iHh'r 這 16 hr 後 , 1以 5ml 培養菌液置入 250 m I LB j,'�- 益挂 t 扣
, 以 3TC 250 rpm

振盪培養的 hr 。以 5,000 rpm '
10 min 在 4

�

C 下將菌體離心下來。依照德國 Diagen BmbH 的

QIAGEN> plasmid < protocols 萃取 DNA 。

(2) 洋菜膠電泳法 , 分析 DNA

使用 0.7 均 agarose gel (Sigma, electrophoresis grade) , 以 TAE 緩衝 i答 :夜 ( 是OmM

Tris-acetate, 2 mM Na2-EDT A, pH 8.0) 當溶劑 , 在 TAE 緩衝溶液中作電泳分析
,
電壓固定

為 70 Volts 。然後肢入 0.5 μ glml 的 Ethidium bromide 溶液染色 5 min 於 300 nm 槳外燈下
觀察及照相。

(3) 罔校 DNA 片段

利用德國 Diagen BmbH 的 QIAEX> gel extraction < ki t 罔蚊質體 DNA 。

(4) 用 digoxigenin-ll-dUTP 標識 DNA

利用 Boehringer Mannheim 的 nonradioactive DNA labelling and detection kit 標

識 DNA 。

5. 茵落雜交實驗 (colony hybridization)

從菌體保存波中取通 J足以塗佈法塗在合 TSB+2% NaCI 的固體培養基上 , 以 30
� C 培養隔夜 ,

取得單一菌落再整齊點在另一固體培養基上 , 以 30
�C 值溫箱培養 , 直到菌落生長至直徑約 1�2 mm

後 ,
根據 Grunstein 和 Wallis (1979) 的方法進行菌落雜交實驗。

結 果

本質驢所揉用的質體是向國外要來己帶有lux 基因的質體 (Miyamoto et al., 1988)
, 故只以

ampicillin 來篩選恃型株而己 , 並沒有使用 tetracycline 來篩選。所得菌落經數次更新後
,
再依照

材料與方法所述萃取質體 ,
再用不同的核酸限制酷切割

, 以 Hind III 作用後可得 4.3 K b p 和 3.9 Kbp

井段 , 其中 3.9 K b p 的并段包含 lux A 和 lux B 基因 ; 以 Hind III 和 Pvu II 作用後可得 2.7 K b p
, 2.2K 旬 , 2.1 Kbp 和 1.2 Kbp 的片段 , 其中 2.7 Kbp 的片段包含 lux A 和 lux B 基因 ; 以

Hind III"" 和 Eco'RI 切苦 IJP]' 得 4'.3 Khp
"

2.3 Kbp 和 1.6 Kbp 丹段 , 其中 1.6 Kbp 的井段包含

lux A 基因 , 而 2.3 Kbp 包含 lux B 基因 ( 圖一、圖二 )

取上述 'f[ 泳所悴的 3.9 Kbp 和 2,7 Kbp 包含 lux A 和 lux B 基因的 DNA 片段做探針 , 和
Vibrio harveyi 、 v. fi 1tl 叩 lis 以及 E. coli 進行菌落雜交實驗。國三顯示只有 V. Izarveyi 與探針呈

。

現正反憊。

討 論

利用菌落雜交技術的測菌種時 , 可用做基因探針的 DNA 但括 : 1. 特殊的立因 (Sayler et 瓜 ,

Barkay et 瓜 , 1985) 0 2. 隨意的基因 (randam gene) (Fitts et al., 1983) 0 3. 整個基因做

(Hodgson et al., 1983) 。如能找到特殊的基因 , 其特異性最高。本質磁所用的實驗 f� 樣為 V. harveyi
, 此商會產生螢光 ,

在細菌中會產生螢光的只有 Vibrio. Photobacterium, Alteromonas 和 .X:enor-

habd 的 (Meighen. 1988; Braumann et al., 1983; Hastings et al., 1985) , 其中 Xenorhabdus

spp. 非 7)( 生細菌 , 而前三者為不同屬的菌種鑑定較容易 ; 至於放光細菌 V. Izarveyi 和 V. fischeri

雖同屬的brio, 但是比較其肢光起因的阱站 , 可以發現主IJ 二者問雖很相似
, 但逆不相同 (Cohn et a/.,

1985; Engebrecht & Silverman, 1984) , 故應用螢光基因當揉針還是可將二者區分。
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的brio harveyi 一段包含 lux A and lux B 構造基因的 DNA

斤段的電詠圖。

lane A: marker: A/Hind III

lane B: HindIII+EcoRI 作用

lane C: Hind III 作用

lane D: Hind III+Puv II 作用
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Vibrio harveyi 一段 3.9 Kbp 包含 lux A and lux B 構造革閃 DNA 片

段的限制酌岡藉。 E, Eco Rl; H. Hind III; P, Pst I; S, Sal I; V, Pvu II;

C, cla 1.

luxA

園二
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圖三 菌落雜交實戰。
A,B,C,D: 以 2.7 K b p 的 DNA 斤
段做為揉針典細菌進行雜交 ; A: Vibrio

harveyi FG881011H.I.; B: Vibrio har-
veyi A TCC 14126; C: Vibrio jiuvialis;

D: Escherichia coli.
E,F,G: 以 3.9 Kbp 的 DNA 井段

做為揉針與細菌進行雄交 ; E 上半部 :
Vibrio harveyi FG88lO11H.I. ; E 下半

部 . Vibrio harveyi A TCe 14126; F:
的ibrio jiuvialis; G: Escherichia coli.
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摘 要

要由自然界中篩選及鑑定徵生物是一件相當花時間
, 且準確度並不高的工作。自然界中經常含有許

多未知的菌種
, 應用實戰室發展出來的鑑定 : 可法可能會鑑定錯誤。此外自然界和實驗室的環境差異頗大

, 譬如自然環境較稀釋 , 營養較缺乏 , 物理狀況較極端 , 因此在自然界所發現的細菌在不同的生理狀況
下會和其它的菌種共存。最近的報告顯示有些病源細菌在稀釋且受壓制的環境下

, 只是存活而不能培養
, 囡此發展出一套專門用﹒來鑑定自然界中徵生物的方法是非常需要的。現在由於分子生物學的進展 , 可
以將遣方面的技巧應用到徵生物生態方面的研究。在鐘時間之內

, 可以7 解徵生物社會中 , 微生物的種

類及特性
, 且準確度相當高。利用基因探針卦析環境中的徵生物 , 比以往用利用徵生物鑑定的7方法

,

可以減少一半的時間。本實驗以蝦病菌 Vibrio ha1'veyi 為實驗菌種
, 此菌會產生螢光 , 控制螢光產

生的基因 (Lux gene) 已經設研究出來且已純系化到質體上 , 我們已向國外索取到一個帶 Lux A

和 LuxB 兩個基因的質體 , 已將其轉型到 E. coli 上 , 大量培養後 , 將質體抽取出依 , 經限制酷
Hind III 切割後 , 用非放射性標定做探針 , 可以和 V. lzarveyi 的菌落進行雜交

, 但不會和其它的 brio

或 E. coli' 雜交。

誌 謝

本研究京最委會之經費補助
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