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一、中英文摘要 

 

   Streptococcus bovis group屬於D群鏈球
菌，為人體或動物腸道的正常菌叢，但也

會引起多種疾病，對於老年人或免疫力低

者特別容易造成感染。臨床上 S. bovis菌種
鑑定以傳統試驗(bile-esculin, 6.5% NaCl 
test) ，配合套組或自動化鑑定系統為主。
由人體分離之 S. bovis 可依 mannitol、
trehalose、glycogen等生化反應，再區分為
三種生物型︰biotype I, II/1, II/2。許多研究
發現不同生物型可能與不同疾病有關，特

別是 biotype I與大腸癌有很高相關。因此
快速正確的鑑定是重要的。目前鑑定鏈球

菌菌種的過程通常都是相當耗時且常有鑑

定錯誤情況發生。而分子生物學鑑定已成

為目前的趨勢。GroESL 屬熱休克蛋白
( Heat shock proteins, HSPs ) ，普遍存在於
原核生物中，當細胞遭遇外在環境壓力，

如溫度改變、養份不足、出現毒素等，會

有一系列的蛋白質被大量表現以對抗外來

的壓力，度過危機。此基因也常被用來作

為菌種鑑定用。我們最近已成功的選殖與

定序 Enterococcus faecalis (JCM, 2001)與
Streptococcus species (JCM, 2002)的groESL
基因序列，且可分別針對 groES, spacer, 
groEL 等基因序列區分不同菌種。由於近
年來 S.  bovis 菌種分類與鑑定有許多改
變。為能進一步設計涵蓋此多的快速方

法，及了解 groESL基因在腸球菌所扮演的
角色。因此計劃於第一年針對 S. bovis三種
主要生物型(I, II/1, II/2)進行全長 groESL基
因選殖及定序。完成定序後分析的 GroES

或 GroEL序列結果作菌種演化樹分析。並
發展臨床快速鑑定或偵測，以 groESL基因
為標的分別設計菌種特異的 PCR，應用於
菌種的快速鑑定。 

 

關鍵詞：Streptococcus bovis、groESL基因、
序列分析、快速鑑定 

 

Abstract 
Streptococcus bovis is the causative agent of 
5 to 14% of cases of endocarditis. An 
association between fecal carriage of S. bovis 
endocarditis and carcinoma of the colon has 
been appreciated for 2.5 decades. Importantly, 
since the early 1980s, genetic and 
biochemical diversity has been noted among 
S. bovis isolates. With the increasing 
incidence of drug-resistant S. bovis and the 
association with carcinoma of the colon, 
accurate identification becomes very 
important. The heat shock protein (GroESL) 
is ubiquitous and highly conserved among 
bacteria. In our previous study, the full-length 
sequence of Enterococcus faecalis and 
several Streptococcus species has been 
cloned and sequenced (J Clin Microbiol, 
2002). Degenerate PCR primers based on 
conserved regions of the groESL operon were 
used to amplify the groESL of other species. 
In this project, the groESL sequences of 
different biotypes of S. bovis were 
determined. Phylogenetic analysis of the 
GroES or GroEL among species was 
determined. Since the preliminary results 
show that the groESL genes are alternative 
marker in differentiating closely related 
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bacterial species. For application of different 
biotypes of S. bovis identification, the 
specific PCR will be further developed.  
 
Keywords: S. bovis group, groESL genes, 

sequencing  
 
二、緣由與目的 

 

D 群鏈球菌主要為 Streptococcus bovis 
group。為人體或動物腸道的正常菌叢，但
也會引起多種疾病，對於老年人或免疫力

低者容易造成感染，可造成菌血症、心內

膜炎、腦膜炎等(1-5)。所引起之心內膜炎佔

引起心內膜炎的細菌中約 5%至 14%。更有
許多報告指出 S. bovis 感染也可能與大腸
癌有相關(6)。S. bovis臨床上菌種鑑定以傳
統試驗(bile-esculin, 6.5% NaCl) ，配合套組
或自動化鑑定系統為主(7-10)。由人體分離之

S. bovis可依 mannitol、trehalose、glycogen
等生化反應，再區分為三種生物型︰

biotype I, II/1, II/2。許多研究發現 biotype I
與 colonic carcinoma 具有較高相關性。許
多報告均認為不同生物型可能與不同疾病

有關，特別是 biotype I與大腸癌有很高相
關。近來由於分子生物學的進步，對細菌

的分類更加詳細(11)。Clarridge等人分析 16S 
rDNA 序列，認為 biotype II/2 與其他生物
型有很大不同 (12)。 Poyart 等人利用
superoxide dismutase 基因(sodA)及其他基
因分析，提出將 S. bovis biotype II/2重新命
名為 Streptococcus pasteurianus sp. nov. 
(13)。Schlegel等人提出將S. bovis biotype II/1
重新命名為 Streptococcus infantarius。自人
體分離的 S. bovis biotype I 應歸為
Streptococcus gallolyticus(?)。此外近來也有

不少報告指出 S. bovis 的抗藥性有增加趨
勢(14, 15)。目前臨床上的菌種鑑定方法，仍

以傳統試驗為標準(7, 8)，但所需時間極長，

並不實際。因此許多實驗室利用快速鑑定

或自動化鑑定系統，例如 API 20S、API 
Rapid ID 32 Strep （ bioMérieux-Vitek 
Inc. ）、Vitek GPI card、MicroScan GP等。
但 有 些 細 菌 會 因 生 化 特 性 的 改 變

（phenotype shifts）導致重複試驗有不同結

果，或是相同的菌種，可能會有不同的生

化特性表現，造成鑑定上的困難(16)。近年

來，分子生物學方法已漸漸成為很好的輔

助方法，其中以 16S rRNA基因最廣為使用
(17-18)。但 16S rRNA基因對某些相近的菌種
區分力並不佳(19)。熱刺激蛋白（Heat shock 
proteins, HSPs）普遍存在於細菌以至於人
類，當細菌遭遇環境壓力下，如熱刺激、

養份不足、毒素等，熱刺激蛋白會大量表

現，統稱為壓力蛋白（stress proteins） (20)。

傳統上，依據分子量的不同，壓力蛋白分

為 5群（families）—HSP90（包含 HtpG）、
HSP70（包含 DnaK）、HSP60（包含 GroEL
和 GroES）、small HSPs（HSPs 15-30）和
其他 HSPs（包含 DnaJ和 GrpE）；其中，
HSP60 又被稱為 chaperonins（cpns, cpn60
和 cpn10），它和蛋白質的穩定性有關。
groEL 基因也被發現與核醣體核醣核酸基
因有著類似的特性，在各生物間，例如細

菌、真菌、以至於哺乳動物，都有部分高

度相似性（highly conserved）及部分變異
性（variable）的區域(20)，相似性程度比 16S 
rRNA基因稍低，也可當作分類或鑑定的工
具(21, 22)。1989年，有學者以片段的 65 kDa
分枝桿菌抗原基因（65 kDa mycobacterial 
antigen gene, groEL）當作探針（probe）來
鑑定生長緩慢的分枝桿菌（Mycobacterium 
species）。1996年，Goh等人以片段 groEL
基因當作探針，進行點漬雜交法（dot blot 
hybridization ） ， 用 來 鑑 定 葡 萄 球菌
（Staphylococcus species）(23, 24)，1998年應
用於鑑定 Streptococcus iniae(25)，結果具有

相當高的準確性。最近我們也已成功的選

殖與定序Enterococcus faecalis (JCM, 2001)
與 Streptococcus species (JCM, 2002)的
groESL 基因序列，且可分別針對 groES, 
spacer, groEL 等基因序列區分不同菌種(26, 

27)。且發現不同 biotypes之 groESL基因序
列有差異。因此，本計劃想藉由 groESL基
因層面來分析 S. bovis各 biotypes之間的親
屬遠近關係，並發展出快速鑑定方法。至

於表現與調控的部份，將參考其他細菌的

模式(28-36)，於第二年進行。 
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三、結果 

菌株. S. bovis含參考菌株6株與臨床菌
株 30株。臨床菌株主要為收集台大醫院細
菌科血液培養分離株。6 株參考菌株為
ATCC 9809 (biotype I) 、 ATCC43143 
(biotype I) 、 ATCC43144 (II/2) 、
ATCCBAA102 (II/1)、ATCCBAA103 (II/1)
與 ATCC33317。 

PCR.由已知的 S. bovis ATCC 8909 
groESL 基因序列，發現其啟動子區
(promoter region)與 groEL 的某些序列，
與其他革蘭氏陽性細菌類似，其啟動子區

域亦有調控基因序列-CIRCE。在 groES與
groEL 之間有一段 spacer 的區域，各個菌
種之間的長度不盡相同。分二段進行

PCR。前段產物(含groES與 spacer)結果（圖
一），產物大小有差異。後段產物長度則

相同。下圖為圖一。 
 

  M   1  2  3  4   5  6  7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lanes 1-7: S. bovis ATCC 9809 (I)、ATCC 
43143 (I)、生化型 II/2臨床菌株 3004及
7421、ATCC 33317、ATCCBAA102 (II/1) 
及 ATCCBAA103 (II/1). M: 100bp ladder 
DNA marker (Gibco,BRL) 

Sequencing. groESL 基因序列分析包
括 groES (282 bp)、spacer、與 partial 
groEL。 
(A) groES (full length, 285 nucleotides) 

 ATCCBAA102
 ATCCBAA103

 ATCC33317
 ATCC43144

 ATCC43143
 ATCC9809

100

100

87

0.02  
(B) Partial groEL (883 to 1571) 

 ATCC9809
 ATCC43143

 ATCC43144
 ATCC33317

 ATCCBAA102
 ATCCBAA103100

100

88

0.01  
(C) Spacer 
 

S. bovis Intergenic spacer sequence
(5’-3’) 

bp

ATCC 9809 
(biotype I)

ATCC 
43143 

(biotype I)

GAGAGATTGT 

GCTATTAACG TTTATTTAGA 

AAATTTATCA ATAGAAATAA 

AATAGAGGAA ACTAATC 

67

ATCC 
33317  

GATAGATTAA TAAAATAGTA 

TATTAATAGA AATCAAACAG 

AGGAATAGAT 

50

Clinical 
isolates 
(biotype 

II/2) 

GAGAAATTGT GCTATTAATG 

TTTATTTAGA AAATTTATCA 

TAGAAATAAA ATAGAGGAAA 

CTAATC 

66

 

四、討論 

分析與比較 S. bovis三種主要生物型的
groESL序列，發現不同生物型間 groES與
groEL序列的確有差異。 

S. bovis三種生物型的 spacer長度與序
列也有顯著不同，biotype I與 biotype II/2
較接近，biotype II/1 明顯較長。但 ATCC
與臨床菌株是否有一致性，需等臨床菌株

groESL序列都完成後，才能確認。 
 

五、成果自評 

(1). PCR：以 PCR 法，發現不同 biotypes
之 PCR 產物(groES 加上 spacer)長度不
同。partial groEL基因之長度相同。 

(2).序列分析：我們已順利完成 6株 ATCC
的 groES, spacer, partial groEL 基因之
sequencing。30株臨床菌株之 sequencing
正進行中。等臨床菌株之 sequencing完
成後，將設計 biotype-specific鑑定方法。 

(3). 將於第二年進行 S. bovis之 GroE表現
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及調控。 
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