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一种 阱内酸胺酶基因的重组与表达
`

王 武

(发 醉 系 )

要

腊样芽抱杆菌的 日
一

内酞胺晦类都属可分泌型的
,

每种酶以 不同长 短 的肤涟 形

式存在
,

其调节机理也不完全清楚
。

为此我们 克隆了菌株 5 / B 的 卜 内毓 胺酶 I 的

基因 p e n P C
,

完整地分析 了基因的 D N A 序列
,

并将它 同菌林 5 6 9 / H 的相 应 基因

进行 了比较
。

两个基因 的 D N A 序列及转译产物的 分子量相差不 大
,

但其 信号 多肤

序列及基因的 C 端部位有着明 显 的不 同
。

5 / B 的 p e n P C 基因重组到 大肠杆 菌 中未

能得到很好 的表达
,

但重组 到枯草杆菌中则表达得很好
,

90 % 以 上的基因产物都能

分泌到培养基中
。

引 言

腊样芽袍杆菌的各种 卜 内酞胺酶是研究革氏阳性菌蛋白质分泌机理的 典 型 〔” 2 !
。

对 菌

株 5 69 的研究表明
,

它能产生三种诱导型的 卜内酞胺酶
,

而其自发变异株 5 6 9 / H 的相应 的

三种酶都是组成型的 3[]
。

日
一

内酞胺酶 I 属于 A 类内酞胺酶 4I[
,

它较其他两种酶的水解青霉素

的活力为高
,

而且这种酶几乎全部分泌出体外
。

这种酶的氨攀酸序列的大部分已由 T h at o h e -

r ls] 分析得知
。

最近
,

这个酶的基因
, p e n P C

,

已被克隆到大肠杆菌中
,

其 D N A 序 列 也 已

分析 6[, : ], 日
一

内酞胺酶 五也是胞外酶
,

但它在结构上与 A 类酶不相关
,

它需要某种金属作 为

催化辅因子
,

对头袍霉素有很高的水解活力
。

日
一

内酞胺酶 皿 以两种形式存在
,

一种是结合在

膜上的脂蛋白形式 [” ] , 另一种是经细胞加工后的可溶性胞外酶形式
。

它主要水解青霉素
。

免

疫交叉试验表明它与酶 工
、
五都不相似

,

却与地衣芽抱杆菌 74 9 的脂蛋白型 阶内酞胺 酶能发

生交叉皮应
。

至今还不清楚为什 么菌株 5 69 会产生三种不 同类型的 卜内酞胺酶
,

只 知 道 它

们可能在基因水平上同属于一个调节单位 2t]
。

与菌株 5 69 不同
,

腊样芽抱杆菌的另一菌株 5 ,

是一株既不能产生也不能被诱导 出 卜内

酞胺酶的野生株四
。

奇怪的是
,

它的一株 自发变异株 5 / B却 能产生组成型的 队内酞 胺 酶 I

和 亚
。

免疫交叉试验表明它不产生有活性的 队内酞胺酶 l ,

或其他 类 似 的 酶 类 t ’ ” 1
。
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5 /B 的 卜内酸胺酶 I 和酶 l 产量很大
,

90 %以上的酶活是在培养基中测得
。

其 卜内酞胺 酶

I 能与菌株 5 6 9 / H 酶 I 发生免疫交叉反应
,

与地衣芽抱杆菌的 卜内酞胺酶则无反应
。

菌 株

5 / B 的这个酶的蛋白质初级结构至今未被研究过
,

仅是有人通过高速离心法 和 S D S 凝 胶 电

泳法发现这个酶的胞外酶分子量比菌株 5 6 9 / H 相应的酶要大几千个道尔顿 [” 】。

为了探索芽胞杆菌非脂蛋白分泌的分子机理
,

我们找到了腊样芽抱杆菌 5 / B 的 民内酞

胺酶 I 的基因
,

把它克隆到大肠杆菌和枯草杆菌中去
,

并对整个基因的 D N A 序列进行了分

析
。

这将为弄清以上各菌株的复杂的调节过程提供第一手资料
。

材 料 与 方 法

菌种和培养基

腊样芽袍杆菌的菌株 5 / B 由 C in o in r , at i 大学的 R
.

D a y 教授处得 到
。

菌 株 5 6 9 / H 为 加

拿大 W
a t e r l o o

大学的 T
.

V i s w a n a t h a
教授所赠

。

大肠 杆菌 K
一

1 2 的菌株 H B l o l 的 r e e A
十

衍生株
,

R R I t` 2 1和枯草杆菌 B D 1 70 [’ 3 1被分别用作转化的受体菌株
。

所有的枯草杆菌菌株均

培养于 34 ℃
, 2% C H / S培养液中 l[ 4 1,

培养带有质粒 P U B l lo 的菌株时
,

卡那霉素的剂量 为

1 0协g / m l
。

大肠杆菌菌株均培养于 37 ℃的肉汤培养液中 16[ ] , 所加的氨卞 霉素
、

四环 素 和 氯

霉素的剂量均为 2 0卜 g / m lo

染色体和质粒 D N A 的提取制备

腊样芽抱杆菌 5 /B 的染色体 D N A 主要按 D u b n a u 的方法 t’ ` l提取
,

所不同之处 是 当反

复从染色体上萃取出蛋白质时
,

用氯仿
:

异戊醇 (2 4 : 1 )代替了苯酚
。

以霞弹效应法将上述纯

净的染色体 D N A 克隆到大肠杆菌中去所用的质粒载体为 P RW 33 [’ 8 ] , 其前身质粒 P R W 32 5

上的 lb a 墓因已被处理失活
。

把重组质粒转化到大肠杆菌所用的方法为氯化钙 热 激 法 [ ’ , 1
。

质粒 D N A 以氯化艳密度梯度离心法提纯 20[ ]
。

把菌株 5 / B 和 5 6 9 / H 的 p o n P C 基因 带 入 枯

草杆菌的质粒载体 为 P R WM 3 ,

这是质粒 P U B l lo 的衍生物
,

不过其前身上的 E o o R I位 点被

破坏
,

P v u 亚位点到 B a m l舰 位点之间的一段 2 5 o b p 的片段被去除
。

枯草杆菌的转化和其 质

粒的纯化按文献〔 17〕和〔 1 5〕的方法进行
。

试 剂 来 源

所有的限制性内切酶和其他 D N A 修饰酶类都是从 N e w E n g la n d B i o l a b s 和 B e t h e s d a

R
e s e a r e h L a b s

.

购得
,

酶促反应条件由供给者提供
。

B a m H I L i n k e r 由 N e w E n g l a n d

B io la sb 购得
,

将其与 p e n P C 基因的非粘性末端相连接时所用的量为 50 倍于 p e n P C 基因片

段 (M o l / M
o l )

。

蛋白质分子量系列标准物由 B
e t h e s d a

R
e s e a r c h L a b s

购得
。

D N A 序列分析技 术

将分析的基因分段克隆到噬菌体 M 13 后
,

沿用 肠 gn
e r 咚’ 1的双脱氧核试酸终链法进行序

列分析
。

D N A 体外缺 口复制和 D N A 杂交

用限制性内切酶 C l al 切下质粒 P RW Y 22 上的一段 l
.

s k b 的菌株 5 6 9 / H 的 p e n P C 基因

片段作为探测 5 / B p e n P C的探针
。 a 一 ” Z P

一
d A T P 用作为放射性标记物

。

整个体外缺 口 复 制

过程基本上采用 D a
vi

s的方法 l2z 】,

不过 D N A 酶 工的用量仅为 。
。

0 0 0 2件g /卜 g D N A
。

复制好的

D N A探 针反应混合液流过一根 1 m l 的 S e p h ar os e 4 B的凝胶过滤 柱 进 行 纯 化
。

D N A 杂交

采用 S o u t h e r n 的方法 [ 2 3 1,

杂交的条件为 17℃
,

并轻微振荡 4 2 小时
。
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青霉素酶的测定
,

抗体的制备及聚丙烯酞胺凝胶电泳

青霉素酶活力的定量测定使用的是 S ar g e nt 4z[ ]的方法
, 1 活力单位 ( l u) 表示在 30 ℃

, 1

小时内水解 lu m ol 的节青霉素的酶量
。

该酶类的定性分析采用文献 [251 的方法在培养平板 上

进行
。

青霉素酶总量及分泌出的胞外酶的测定
,

抗体的制备
,

蛋 白质的免疫沉 淀 以 及 S D S

聚丙烯酞胺凝脉电泳均按文章 [ ’ ”
’ ““ 1所述方法进行

。

结 果

克 隆

腊样芽抱杆菌 5 / B 的染色体 D N A 经限制性内切酶 C l a l 切割后
,

与被同一种酶切 割 过

的质粒 P R W 33 相连接
。

重组 D N A 转化到大肠杆菌后
,

将大肠杆菌涂布在含有氨卞霉素的 平

板上
,

只有一个抗氨卞 霉素的克隆出现
,

经检验
,

这个单菌落同时也抗四环素 和 氯 霉 素
。

从中提取到的重组质粒
,

叫做 P RW Y 2 0 0
。

限制性内切酶图谱标明了这个较大的质 粒 由 4
.

6

k b 的 P RW 3 3 和 9
.

s k b 供体染色体 D N A 片段连接而成 (图 1 )
。

在 9
.

s k b 片段的中部 还 有

一个 C lal 位点逃过 了内切酶 C l a l 的切割
。

把大肠杆菌 / P RW Y 20 O培养到晚对数 期 时
,

其

青霉素酶的总活力为 1 2 o u0 / m l
。

经过传代后
,

其酶活逐渐下 跌 至 50 一 1 0 0 u
/ m l

,

此时质粒

P RW Y 20 0 的重转化也不能使其酶活恢复到最初的水平
。

这些酶活很低的子代一直能在三种

抗生素混合平板上生长得很好
。

它们所含有的 P R W Y 2 00 的考贝数似乎仍保持原样
,

看来酶

活力的下降不是由于这个原因所致
。

" S o u t h e r n ” D N A 杂交方法对 5 / B 的 P e n P C 基因进行定位

经过免疫交叉试验
,

发现用腊样芽抱杆菌 5 6 9 / H 的 p e n P C基因产物注射兔子所得 的 相

应抗体能与 5 / B 的 卜内酸胺酶 I 发生强烈的交叉反应
。

我们认为这两种酶的一级结构 有 着

高度的同源性
,

由此推断出二者基因的 D N A 结构有着相应的 同 源 性
。

于 是 我 们 从 质 粒

P R W Y 2 2 上切下 1
.

s k b 的 5 6 9 / H p e n P C 片段
,

用它作为模板 而 带}j得 T 磷
3 2
探 针

。

带 有

5 / B eP
n P C 的质粒 P R Y 2 00 被切成各种 各样的片段后

,

与探针进行杂交
。

杂交结果 表 明 凡

是带 有 sP lt 位 点 (位 于 5
.

ok b 的 lC al 亚片段中 )
,

或被切在这个位点的片段都能与探针 杂

交
。

由此推断 p e n P C 基因是存在于 5
.

ok b 的 lC al 亚片段中
,

其 中 的 sP lt 位 点 处 于 基 因

之中
。

我们切下 了这个 5
.

ok b 的亚片段
,

再克隆到大肠杆菌中去
,

克隆子的酶活力仅为数百

单位
,

子代的酶活力也没有增加的趋势
。
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5 / B的 p en C P基因克隆到枯草杆菌中

进一步把 5
.

o k b的 Cl l a片段切成2
.

o k b的 Hin ol 片段
,

其仍带有完整的 p e n P C基因
。

我们先用 B a m H I L in k e r 接到该片段的两端
,

然后将其切成的粘性末端再与枯草杆 菌 的 质

粒载体 P R W M 3 相连接
。

重组的 D N A 直接转化到枯草杆菌 B D 17 o 中去
。

从氨卞霉素平 板

上到了六个抗性克隆
,

它们都含带有 2
.

o k b H i n c l 片段的质粒
。

从酶活力最高的一株克隆中

得到的质粒
,

叫做 P R W Y Z 1 5
。

菌株 5 6 9 / H 的 p o n
PC 片段也被插到同样的质粒载体上

,

并

转化到同样的受体菌中
,

所得的垂组质粒叫做 P RW M S ( 从因片段的插入方向与 P RW Y Z 15

的也相同 )
。

D N A 序列分析

基于以上的 D N A 杂交结果
,

我们从上述的 sP t l 位点着手进行 5 / B p e n P C 片段 的 序 列

分析
。

后来知道这个位点与 5 6 9 / H eP
n P C 中的 sP lt 处于相同的位置

,

图 2为 5 / B p e n P C 基因分

段进行的噬菌体 M 13 克 隆 和 序

列分析的策略图
。

除了 C 端的一

段因未能找到合适的克隆位点
,

只进行了一 条链的分析
。

墓因其

他部分的两条互补链都得到了分

析
,

图 3示出了整个基因的 D N A

序列
,

并包括了启动子部分
。

由

D N A 的 三 联体密码而推算出的

氨基酸序列也对应地标出
。

图中

5 / B 和 5 6 9 / H 的 p e n P C 基因 序

列的比较表明
,

可能的起读密码
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图 2

A T G 都是 紧紧挨在 S hi n e 一

D al g a r n o 序列后面
,

核糖体结合位点与 A T G 之间这么小的空间似

乎不利于转译的起始
。

二者的起读密码也有可能是方框画出的 T T G (图 3 )
,

这样它与 S h i n e -

D al 任a r n 。
部 位 末 端 有着 8一 9 个核试酸的间隔

。

为方便起见
,

假设
`

r T G 是起读 密 码
。

我

们 将两个荃因进行了对比 (表 1 )
。

5 / B 的 p e n P C 基因共有 9 18 个可编 码 核试酸
,

而 5 6 9 / H

的只有 9 12 个
。

这样 5 / B eP
n P C 基因直接产物比 5 6 9 / H 的多两个氨基酸

。

两个基因的 D N A

序列共 有 10 3 个核贰酸是不相同的
,

约占总数的 1 1
.

3% , 推算出的两条肤链共有 的 42 个氨

基酸是不相同的约占总氨基酸数 的 1 3
。
8%

。

5 / BeP
n P C基因在枯草样菌中的表达

带有 5 / B p e n P C 摧因的枯草杆菌 B D r 7 o / P RW Y Z一5的青霉素酶活力约为 1 4 0 0 o u
/ m l

,

几

乎与这个基因的原发株的酶水平一致
。

培养 30 小时后
,

90 % 以上的 价内酞 胺 酶 I 分 泌出

体外
。

在同批对照试验中
,

带有 5 6 9 / H 的 p e n P C 基因的枯草杆菌 B D 17 0/ P RW M S 的 酶活

力仅为 7 0 0 0 u
/ m l

,

其基因的原发株的酶活力为 l o o 00u / m l
。

也 是 90 %以上分泌出胞 外
。

我

们分别从以上四种培养 上 清 液中用抗体沉淀下各卜内酞胺酶 I 的胞外酶进行凝胶电泳法分

子量测定
。

结果由 (图 4 )所示
: 5 6 9 / H 原发株的胞外酶比枯草杆菌克隆的胞外酶大一些

。

而

5 / B 原发株和其枯草杆菌克隆的胞外酶似乎一样大
。
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讨 论

我们已把腊样芽抱杆菌 5 / B 的 卜内酞胺酶 I 的基因 p e n P C 克隆到大肠杆菌和枯草杆菌

中去
,

并且分析了包括结构基因和邻近的调节部分在内的一段 1 2 8 4 b p 的 D N A 序 列
。

在 大

肠杆菌克隆中
,

虽然带有 p e n P C 基因的质粒的考贝数非常高
,

但基因产物的活力非 常 低
,

以致于不能测试酶在大肠杆菌细胞中的分布情况
,

只知道它没有分泌出胞外
。

然而枯草杆菌

克隆则不同
,

它能产生大量的 卜内陇胺酶 I
,

90 %以上都分泌出胞外
。
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总的来说
,

腊样芽抱杆菌 5 / B 和 5 6 9 / H 的 卜内酸胺酶 I 很相似
,

二者的基 因 D N A 序

列仅为 1 1
.

3%之差
,

基因产物的氨基酸序列仅为 1 3
.

8%之差
,

这些差异并不使得两个 酶 的

催化活性
、

底物专一性
,

及酶的分泌性有明显的差异
。

我们认为二者的情况下
,

其基因的转

译起读密码都是 T T G
。

金黄色葡萄球菌 cP l 的 卜内酞胺酶 i2[ !和核酸酶的基因 28[ ’
就有着同样

的情况
。

从图 3 可 以看出划方框的 A T G 靠 Sh i n e 一

D al g ar
n 。
序列太近了

,

不太可能作为起读

密码
。

如果 T T G 确是起读密码
, 5 / B p e n P C 堪因的直接产物便是一段 3 06 个氨基酸所组 成

的肤链
,

比 5 6 9 / H 多了两个氨基酸残基
,

其中多出的一个氨基酸位于肤链 C 端的最 后一位
,

另一个是从 C 端读起的第三十个氨基酸
。

比较两个基因的 C 端
,

发现该部分的 D N A 序列有较大的不同
,

编码的三 十 个 氨 基 酸

中
,

有十五个氨基酸是互不相同的
。

曾有这样的假说
:

既
,

可分泌蛋 白质肤链的 C 端的氨基

酸组成对蛋白质穿越细胞膜没有多大的影响
,

除非这一部分的肤链极性太强而穿不过细胞膜
,

或是非极性太强而结合在膜上
。

我们的结果与这一假说是一致的
。

从菌株 5 / B 的 卜内 酞胺

酶 I 的一级结构可以看出它完全是属于 A类的 民内酞胺酶 l4[
。

5 / B p e n P C 基因的信号多肤序列与 5 6 9 / H 的在结构上有些不同
,

不过在功能上很相 似
。

我们注意到两个基因产物的 N 端部分都有四个极性氨基酸 (这是革氏阳性菌可分泌蛋白质 的

信号多肤的特点 )[ 29]
。

不象地衣芽抱杆菌 74 9 / C 中的 p e n P 基因的信号多肤 l8[
,

两个 p e n P C

基因的信号多肤中的半胧氨酸都不能与细胞膜结合
,

〔” H 〕一棕桐酸盐的同位素标记试验表明

以上两个基因的直接产物都不是脂蛋白
。

另外
, 5 / B p e n P C的直接产物中的第 24 位撷氨酸和

第 2 9 位甘氨酸取代了 5 6 9 / H 的相应的两个谷氨酸
,

使得 5 / B p 。 n P C的信号多肤的非极性片段

大大长于 5 6 9 / H 的相应部分
。

这个不同可能造成了两个 阶 内酸胺酶 I 最后受到细胞 加工的

情况有所不同
。

两个基因所编码的直接蛋 白质产物的大小相差甚微
,

然而从凝胶电泳分子量

测定结果发现 5 / B日
一

内酞胺酶 I 的胞外酶比 5 6 9 / H 的相应产物要大几千个道尔顿
。

比 较 两

个基因的枯草杆菌的克隆
,

我们发现 5 / B 的克隆的胞外酶电泳只显出一 条 带
,

而 5 6 9 / H 的

却显出两条带
,

两种 5 6 9 / H 胞外酶都比 5 / B 的小
。

我们认为这是由于两种 卜内酞胺酶 I 的

肤链结构有所不同
,

而造成了二者被宿主细胞的蛋白酶加工成胞外酶的断裂位点不一致的原

因所致
。

5 / B 这个酶的肤链上
,

从第 21 位苏氨酸到第 30 位丙氨酸之间有着几个潜在的断裂

位点
,

而 5 6 9 / H 的胞外酶则是从其基因直接产物的第 42 ~ 46 位氨基酸处被断裂 而 得 ( 5 )
。

从凝胶 电泳 上测得的 5 / B 的胞外酶的分子量推算
,

似乎是比 5 6 9 / H 的多了 15 一 20 个氨基酸
。

实际结果有待于进一步证实
。

5 / B p e n P C 基因 N端前面的调节部位也与 5 6 9 / H 的相应部位有些不同
。

二者的启动子部

位的 “ 一 10 ” 和 “ 一 35 ” 序列各有一个核贰酸相异 (表 1 )
。

关于 S h i n e 一 D al g ar
n o
部位

,

由于 5 / B 的比 5 6 9 / H 的多了一个不互补的核 贰 酸
,

它 与

大肠杆菌核糖体的 165
r R N A 3产端的 C C U C C 部位的互补性更差些

。

这样 可能造成了 5 / B 的

p e n P C 基因在转译水平上受阻
,

以致于在大肠杆菌中表达不好
。

相反
,

s/ B p e n P C 的 Sh i n e -

D al g a r n o
部位与枯草杆菌的核糖体的相应结合部位互补 ( 3 0 )

,

事实上这个基因在枯草杆菌

中表达得很好
。

5 / B p e n P C 基因终止密码后面的序列与 5 6 9 / H 的相应序列很不相似 ( 7 )
。

在这一段 88 b p

的序列中找不到明显的转录终止结构
,

很可能 5 / B p e n P C 本身不是一个独立的顺反子
,

而是一

个多顺反子的一部分
。



无 锡 轻 工 业 学 院 学 报 第 3 卷

到 目前为止
,

我们还不能解释为什么 5 / B p e n P C的大肠杆菌克隆经传代后
,

日
一

内酸胺酶

I 的活力逐步地下降
。

而且
,

eP
n P C 基因片段被重组到不同的质粒载体上

,

再转化到大肠杆

菌后
,

其表达水平都大大低于大肠杆菌 R R I
/ P RW Y 2 00 的原始水平

。

而 5 / B p e n P C 的枯草

杆菌克隆则不然
,

传代后的表达水平一直保持在原有的水平上
,

酶产物几乎是持续
,

不断地排

出胞外
。

值得注意的是
, 5 / B 的枯草杆菌克隆的产 酶 水 平 比 5 6 9 / H 的 高 了 一 倍

。

对 5 / B

p o n P C 基因及其产物的研究
,

对探索应用这一类基因的信号多肤片断去引导其他的 胞 内 酶

分泌出胞外有着实际意义
。

缩写符号说明
:

b p一碱基对 k b一一千个碱基对 k d一一千个道尔顿单位

图 表 说 明

图 1
、

质粒 P R W Y 2 00 和 P RW Y 21 5 的限制性内切酶切点图谱

P RW Y 20 O为 大 肠杆菌质粒
,

其带有三种抗药性基因
,

分别抗氯霉素 c( a m )
、

四 环 素

(t e t )
、

氨卞霉素 ( p o n P C )
、

其中 9
.

s k b 的 C lal 切割片段靠霞弹效应重组到质粒 载 体 P RW

33 上
。

P RW Y 2 15 是枯草杆菌的质粒
,

其带有有两种抗药性基因
,

分别抗卡那霉素 ( K a
)n

,

和氨卞霉素 ( p
e n P C )

图 2
、

P RW Y 20 o 上带 5 / B p e n P C 基因的一段 5
.

o k b 的 C lal 切割片段的酶切图谱以及

p e n P C 基因的 D N A 序列分析策略图

图中 A c 。 工
一
H in 。 兀 这一片段被放大

,

以便标出基因上详细的酶切位点
。

在结构笨 因 序

列的粗条部分中
,

粗黑条表示编码胞外酶部分
,

斜格条表示编码信号多肤部分
。

D N A 序 列

分析过程中
,

为分段进行噬菌体 M 13 克隆及双脱氧核试酸终链法分析
,

片段被切割成 许 多

亚片段
。

图中的箭头表示这些亚片段的长度及分段分析所采用的方向
。

图 3
、

腊样芽泡杆菌 5 / B 和 5 6 9 / H 的 p e n P C基因的核 贰酸和氨基酸序列比较图

图中以大写字母排出的连续序列表示出 5 / B eP
n P C 基因的 D N A 序列

, 5 6 9 / H 基因序列

中与其不同的核试酸被标在相对应的位置的下方
,

相同部分不 另标 出
。

两个基因的终止密码

的后面部分完全不同
,

只标出了 5 / B 的该段序列
。

从 5 / B eP
n P C 基因推算出的氨基酸序列 以

斜体字母标在相应的核试酸晰码上方
。

标在 5 / B 氨基酸序列上方的一些氨基 酸为 5 6 9 / H 的

相异之处
,

其与 5 / B 的相同部分不另标出
。

5 / B 核试酸序列中下方带有小点的部分表示其在

5 6 9 / H 的相应序列中不存在
。

核试酸序列中的核糖体结合部位 (即 S h i n e 一
D al g ar

n 。
部位 ) 用

S
.

D
.

标在上方来表示
。

对照文献 :[] 所找到的
“ 一 1 0’, 和 “ 一 3 5” 启动子部位用虚线标在上方

表示
。

图中的唯一的
.
表示 5 6 9 /H基因中该处的核试酸为 C l7[ 或 T 61I

。

图 4
、

各种 卜内酞胺酶 工分泌产物的比较

聚丙烯酞胺凝胶电泳图谱中
,
(栏 l) 腊样芽抱杆菌 5 / B 的产物 ( 33

, 5 00 道尔顿 ) , (栏 2) 腊

样芽抱杆菌 5 6 9 / H的产物 ( 3一
,

0 0 0道尔顿 ) , (栏 3 )枯草杆菌 B D i 7 o / P RW Y 2 15 的产物 ( 3 3
, 5 0 0

道尔顿 ) ; (栏 4 )枯草杆菌 B D 17 o / P RW M S 的产物分另11为 ( 3 0
,

7 0 0 和 3 0
, 0 0 0道尔 顿 )

。

所 有

样品都是分别从培养了 30 小时的培养上清液中经 5 6 9 / H 的卜内酞胺酶 工的抗体沉淀而得
。

这些免疫沉淀物经纯化处理
,

溶解于 S D S
一
L a m m e h 缓冲液后

,

加到含有 SM 尿素的 15 一 22 %

梯度聚丙烯酞胺凝胶上进行分子量电泳分析
,

电泳后的凝胶以银染色法染色
,

显出蛋白质色

带
。

蛋白质标准分子量参照物为
:

细胞色素 C ( 1 2
, 3 00 道尔顿 ) ;

日
一

乳球蛋白 ( 18
,

40 0道尔顿 ) ;

胰凝乳蛋白酶原 25
,

70 0道尔顿 ) ,卵清蛋 白 ( 4 3 , 0 00 道尔顿 ) ; 和牛血清蛋 白 ( 68
,

00 0道尔顿 )
。
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表 1腊样芽抱杆菌 5 / B和 p e nP C 56 9 /H 基因的特征 比较

5 / Bp e nP C 56 9 /H p e nP C

编码肤链的核试酸总数
今

氨基酸的总数
令

9 18 92 1

0 36

A T T T TA

G A A A TA

30 1

可能的启动子部位
(一 产 3 5,

)

( 一
尸 1 0尹 )

T T G T T A

T A T A A A

Sh i n e 一

D a lg a r n o
部位 G A A A G G G A A G

. 二者情况下
,

表中的数字均是在假 定 T T G 为起读密码的情况下计算的
,

终止 密码 没

有算在 内
。

表中两个基因的调节部位中
,

由短检线标出两者之间不 同的核试酸排列
。
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