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一个完全纯化的枯草杆菌噬菌体
·

似 9

脱氧核糖核酸细胞外包装系统
`

禅
郭培宣

(牡 医系 )

h Se l l vG r ims e
Dw ig h tA nder s o n

(明尼 苏达大学橄生物学系和牙科系 )

禅

提 要

利用完全纯化的细胞外包装系先 能使噬菌休小 9 2的 N A D与基因 3产物 g P 3的复合物

N DA一g P 3高效地装入了原衣壳 (p ro h a e d )
。

小Z g N DA的包装蛋白g P 6 1(基因 6 1的产物 )于

大肠汗菌中翅量生产然后被提纯几至 同质
。

纯化的g P 6 1能将 2 3%的纯化 DN A一g P 3装 入提

纯的原衣壳中
,

而感染了噬菌体的细菌抽提物中的 gP1 6则能将26 %的D N A 一Pg 3装入
.

此纯

化系统不需寄主蛋白
.

包装过程需要三磷酸腺普
,

最适比例为每个D N A一 gP3 复合物配 1 00

个Pg 16 分子
,

这个比例 与感染小29 的菌休内两者的比例相似
。

关键词
:

中2 9噬菌体基因 16 克隆 ; 超产蛋白质团 , 疏水蛋白质提纯 , 蛋白质复性

刃

噬菌休 小29 构造比较简单
,

病毒子于细胞外装配的效率高
,

是研究病毒脱氧核塘核

酸包装 ( D N A p a e k a g i n g ) 机制的理想模型 〔 ’ 一 “ 〕
。

分子量为 1 2 、 10 6
的 中Z o D N A

,

其

6 尸
端有一基因 3 的产物蛋 白质g p 3 以共价键与其相连

。

此蛋 白质在D N A 包装过程中 有

重要的作用 〔么〕 。

在枯草杆菌的抽提物中
,

D N A一 g p 3复合物在病毒蛋白 g p 1 6的帮助下

被装人病毒原衣壳 中
,

其效率与在细胞内装配相似
。

包装过程中间产物的分离鉴定表明

装壳的过程有方向性
、

量化性
,

并伴随着 内部支架蛋白 (s c a f f ol d Pr ot
e in) 的释出 和

衣壳构型的改变 仁, 〕。

以此胞外系统来分析 D N A 包装过程的理化反应
,

须要将所有构成

成份确定
。

这里我们报告噬菌体 中29 基因 16 在大肠杆 菌中 的 克隆
,

其产物 g P1 6的超量

产生和提纯
,

及其在完全纯化的胞外包装系统中所表现的依赖于三磷酸腺葺的高效 D N A

包装活性
。
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材 料 和 方 法

( 一 )细 ,
、

吸 , 体和质较

用非受纳寄主枯草杆菌 S p o A 1 2 〔
. 〕以及受纳寄主枯草杆菌

: 。 p + ` 毛 〔 7 〕和 L 1 5 〔
“ 〕作病

毒的培养和滴定
。

中2 9基因重组体
s u s 1 6 ( 3 0 0卜

s u s 1 4 ( 1 2 4 1 ) 〔’
, s u s 7 ( 6 4 1 ) 一 s u s s ( 7 6 9 )

一 s u s l 4 ( 1 2 4 1 )
, s u s 4 ( 3 6 9 )一 s u s s ( 2 2 )

,

和
s u s 7 ( 6 1 4 ) 一 s u s s ( 2 2 )

一 s u s l 6 ( 3 0 0 )
一 s u s l 4

(1 2 4 1) 〔` 〕 的材料均已发表过
。

基因 7 和 8 分别编码原衣壳的支架蛋白和衣壳蛋白
,

基因 16 的产物是D N A 包装蛋白
,

基因 4 的产物为晚期转录所必需
,

基因 “ 的 突 变导 致

细菌裂解的延迟
。

符号 7
一

8 一 1 4 一指有某种病毒蛋白缺陷的抽提物
,

本文则指原衣 壳 缺

失的抽提物
。

大肠杆菌株 M 5 2 1 9〔Sm R ,
l a e Z a m

,
t r p A a m (噬菌体 入 b i o 2 5 2

, e I 8 5 7
,

△ H I) ,

S o R = 链霉素抗性〕 ,
K 一 1 2△H I△ t r p 〔 Sm R ,

l a e Z a m
, △ b i o 一 u v r B

,

△ t r p E A Z ( 入

N a m 7 ,
N a m 5 3

, c I 8 5 7
, △H I ) 〕 ,

和 K 一1 2 r
反m盛 (噬菌体久野生型 ) 〔 p p L c 2 8 3 3 ( A p气

P 。 ) 〕 ; A p R = 氨苇青霉素抗性 〕都 由E
。

R e m a u t处获得 〔. 3〔. 」M 5 2 1 9提供了基因N的 产

物的抗终止作用 〔 . 〕 。

(二 ) , , 体中 2, 甚因 .I 的克应

小29 基因 16 占据内切酶 E oc R I的切段 E 以及D的三分之二 〔 ` 。 〕 。

利 用 不 完 全 消 化

法
,

以凝胶电泳提取 E “ O
R I的E / D切段

,

然后连接到按标准方法 〔 ’ ` J从大肠杆 菌 K 一
1 2 r km k获得并切开成线型和经碱性磷酸酶处理的 p P L 2c 8 33 质 拉 的 E oc RI 的 切 位上

(图 l )a
。

此经基因重组后的质粒以氯化钙 / 熟化钩程序 ( ’ 2 )转化 到 大 肠 杆 菌 K
一
12

△H l△ rt p中去
。

15 个抗氮书青霉素的菌落中有13 个含有 插人了 E 。 。
RI 切 段 E / D的质

粒
。

这些质校分离出来后
,

又重新以转化程序转移到大肠杆菌M 5 2 1 9中去
。

以与 1 6
~
1 4

“

细菌抽提物胞外互补法 〔 ’ 〕检测转化菌 g P1 6的产生
,

以十二烷基 硫 酸钠一聚丙烯酸胺凝

胶电泳法确定 g P1 6含量
,

产 t 最高的菌株 M 5 21 9 ( p P G g) 被选用作以下试验
。

(三 ) g PI e的妞 , 产生和提纯

大肠杆菌 M 5 2 1 9 ( p PG g) 置于 L B液体培养基 〔 含 i %胰蛋 白陈 ( D i f。 。公司 )
,

0
.

5 %酵母抽提物 (Di f oc 公司 )
, 。

.

5写氮化钠 〕中37 ℃培养
,

当 生长 至每m l含 1.0 个

细菌时
,

将此培养物转至等 t 预先加温至 42 ℃ 的 L B液体培 养基中
,

在 42 ℃震荡培养 念

小时
。

g p 6l 以大凝集团累积于细胞中 (图 l b)
。

此培养物 ( 2 0 o m )l 经离心沉降后
,

重

新悬浮于 z o o m l的缓冲液 ( 0
.

0一M T
r i s

·

H C I
, pH s

.

o
,
o

.

o l M E D T A
,
o

.

1 2 5M N
a
C I

-

每 m l含 5 0 o u g溶菌酶 ) 中
,

室温保持 5 分钟以形成球状体 ( s p h
e r o p l a s t )

。

以下操 作除

特别说明者外
,

都是在 4 ℃进行
。

球状体经 3
, 。。。 x g离心 6 分钟

,

将沉淀物重新悬浮于

l o om l含有 o
.

o 1M T r i s
·

H C I
, pH 7

。

5
, o

.

o o i M d i t h i o t h r e i t o l ( 二 硫 苏 塘 醇 ) 的

液体中
。

球状体通过法国压力器以69 M P a
的压力裂解

。

裂 解 物 加 人 S M 尿 素 溶 液

( S
c h w a r z

/ M a n n 公司
,

以冰酷酸调至 pH S
.

2 )至最终浓度为o
.

7M
。

经 7 5 0 义 g离心力 1 0

分钟澄清后
,

上清液再经 7 , 。0 0 x 9 6 分钟将 g p 16 的凝集团沉降下来
。

沉降物溶于 10 m l的

含 0
.

0 1M T r i s
·

H C I
, pH 7

.

5
, 0

.

0 0 5M二硫苏塘醇
,
6 M 氯化呱 〔 S e r , a ,

H
e i d e

lb e
r g或

-

犷

`

.
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令

今

4

B D H公司 〕的溶解液中
,

然后经 1 00
, 0 0 0 x g离心 1 小 时

,

将 1 m l含有此 g P1 6的上清 液

加于 1 x 5 5 e m 的 S e p h a d e x G i s o葡聚糖层析柱中
,

以 7
.

5M 的尿 素 溶 液 ( 含 o
.

o o i M

d i t h i o t h r e i t o l
,

如上法调至 p H S
.

2 )平衡
。

用同种溶液洗脱可出现二个含 g p 1 6的洗脱峰
。

收集第二峰的洗脱液
,

每m l加人 0
.

2m l的饱和硫酸钱
,

室温保持 3 分钟后
,

经 3 , 0 0 0 x g

离心 5 分钟之后收集沉淀物
,

重新悬浮于如上的溶解液中
。

为了使 g P1 6复性
,

将此溶液

经 。
。

o i M T r i s
·

H C I
, pH 7

.

5 , o
.

o o 4M K C I的溶液透析 4 0分钟
。

(四 ) 原衣宪和放射性标记 D N A 的提纯

没有放射性标记的原衣壳按照已经报告过的
『

`

蔗糖密度梯度离心法 提纯
,

不同的

是
,

该颗粒以17 。 , 。。 o x g于 20 ℃ 4 小时离心浓缩
,

然后重新悬 浮 于 T M S缓冲液 (0
.

05

M T r i s
·

H C I
, pH 7

.

8
, o

.

o 1M M g C 12
, o

.

i M N a C I) 中
。

为了分离
3 H 〕D N A 一 g p 3 ,

将枯草杆菌 S P o A 12 培养于 D i f oc 3 号抗菌 素 培养基中

〔 P e n a s s a y 肉汤 ( P B ) 〕至每m l含 4 x 1 0 8
个细菌

,

以离心法 5 倍浓缩
,

然后 以 每个

细菌吸附 20 个病毒颗粒的浓度接种突变株
s
us 4 ( 3 6 9 ) 一

s
us s ( 2 2 )

。
5 分 钟后

,

以

1 · 9 将感染细菌以预温的每 毫升含 20 微居里 ( 1 微居里 二 37 G B q) 〔 3 H 〕 胸 腺 嚓咤的

P B稀释
,

然后在 37 ℃震荡 90 分钟
。

感染细菌 以离心法浓缩 17 倍
,

以 每毫升 。
.

ol M 酷酸

钠
, 0

.

o 8M K : H P O
` , o

.

o 4M K H : P O . , p H 7
.

4
,

内含 5 0 0卜g溶菌酶的溶液在 3 7℃经

90 分钟裂解
。

加人氯化钠至 。
。
I M 的浓度然后强烈震荡 15 秒钟

。

经 1。
,

00 0 x g离心 10 分钟澄

清之后
,

将裂解物加人氯化艳分段梯度中并用 SW 5 o
.

1转头以 1 5。 , 0 00 x g 经 24 小 时 离

心
。

被内切酶H ae l 处理过 (币2 9的 D N A 不具H ae lll 切点 犷` 3 〕 ) 和没 处 理 过
一

3 二的 样

品经过琼脂凝胶电泳测出了所取用的梯度部分其中小2 9D N A (1
.

6 9 9 9 / “ m
“
) 和 枯 草

杆菌 D N A ( z
; 7 0 5 9 /

。组 3
) 的比例为 4

.

6比 i
。

临使用前
,

将 D N A 加于 0
.

0 2 5件m膜滤器

(M i l l i p o r e
公司 ) 上

,

经含 i o m M 三磷酸腺营
, 6 m M亚精胺和 3 m M Z一琉基 乙 醇 的

T M S缓冲液 (反应液 ) 透析 30 分钟
。

(五 ) 胞外互补

噬菌体感染细胞的抽提物按照已报告的方法
r ’ ,

制备
。

将反应液中的抽提物和 (或 )

提纯的成份置于拟菲林膜 ( p ar af i lm ) 上混合
,

室温互补 1 20 分钟
,

然后 以 每毫升 20 微

克的脱氧核糖核酸酶 I ( D N as
e l ) 处理 15 分钟

。

为了测定装人了 D N A 的衣壳
,

以反

应液将样品加至 1时微升
,

加于 5 ~ 20 %含有 T M S缓冲液的线性蔗糖 梯度内
,

置于 SW

5 0
.

1转头中以每分钟 3 5
, 0 0 0转的速度于 20 ℃离心 30 分钟

厂’ 一 “ 〕 。

在完全纯化的系统中
,

反应液
、

原衣壳
、

g p 1 6和 D N A 一 g p 3的 体积
,

一般以 2 , 3

.
, 7 , I c的比例混合

。

(六 ) 电泳和电子显徽镜观察

十二烷基硫酸钠一聚丙烯酸胺凝胶电泳 〔 ` 4 」

和电子显微镜超薄切片的方法
` “ J 已有

论文发表
。

.
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试 验 结 果

( 一 )g p 1 6的克隆和超皿产生

为了克隆 小2 9的基因 1 6及让其在大肠杆菌内高 度 表达
,

将 小2 9 D N 八的E c o R I切 段

E / D 分离 出来然后插入质粒 p P L c 2 8 8 3中 (图 l a )
。

吸组质粒以转化 法移 人 大肠 杆菌

M 5 2 1 9细胞内
,

构成M 5 2 1 9 ( p P G g) 菌株
。

当处于繁殖阶段 的M 5 2 1 9 ( p F G g) 培养 物

鬓篡霭

蘸霎
荞撬舜粼篆

耀
澎 然戴解姿

戮
:

戴撰寒琅琴

图 1 a .

山29 为 E为R l切段 E / D 被连 凄到质粒 p P L 2c 8 3 3〔. 〕 `为 E c 0 R I切位
。

重组后的质粒 p P G g最

终以转尤诀转 渗到大肠 汗菌M 5 2 19内
。

b
.

大肠杆菌M 52 19 P( P G g) 的超薄切片
,

显 示 了 经 42
’

C 培

养 1 2。分钟后的 g p 1 6凝 集 团 ( 1 2
,

40 。倍 )
。 c .

十二烷基硫酸钠一聚丙烯酚胺凝胶电泳图谱
.

纯即 1 6 (第

一行 ) ; 〔 3贾〕D N A一 g p 3 (第二行 ) 和 1 6一 1 4一原衣壳 (第三行 )
。

以考玛斯亮蓝 ( C o o m a s s i e b l u e )

染色
。

原衣壳的成份为 g p s (衣 壳 )
,

g p l o (入口 顶点 )
,

g p s
.

5 (纤维 ) 和 g p 7 (支架蛋白)
.

K b

— 千个硷基
。
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从 3 0℃转移到 4 2℃ 时
,

寄宿在细胞内的原噬菌体的温度敏感突变体
。 18 5 7阴

.

遏物被灭活
,

而激活了质粒中的噬菌体人的 P L
启动子

。

在 42 ℃ 2 小时培养期间
,

细胞体积显著增加
,

产生 g p 1 6的大 凝 集 团 (图 b1 )
。

凝

集团外表光滑
,

边界清楚
,

没有明显的结晶结构
。

当球状体经法 国 压力器 裂 解 时
,

凝

集团被释放出来
。

(二 ) g p 16 的提纯

g p 16 凝集团的收集和溶解 已于材料和方法 中详细叙述
。

简要地说
,

溶解于 6 M 氯化

呱的 g p l 6经 1 0 0 , 0 0 0 欠 g离心
,

上清液经 s e p h a P e x c 一 1 5 0柱层析
,

以含着二硫苏糖醇的

7
.

SM
, p H S

.

2 的尿素溶液洗脱
。

g p 6l 在洗脱液 中以二个锋出现 (材料没发表 )
。

第一

峰中的 g扣16 在与 1 6 “ 1 4 一抽提物
「’ 〕互补时没有生物活性

,

同时被大多数的寄主蛋白 所污

染 (材料没发表 )
。

第二峰含有纯的 g p 16 (图 I c )
,

经硫酸按沉淀后
,

重溶 于含二硫苏

糖醉和氯化肌的溶液
,

再经 4 m M 的 K cl 复性后表现了生物活性
。

提纯全过 程中g p 6l 的

总回收率超过 50 % (材料没发表 )
。

胞外装配系统中的原衣壳和 D N A 一 g p 3 以十二烷基硫酸钠一聚丙烯酸胺凝胶电泳分

析其纯拿扩 D N A 一 g p “ 的制备物 中没有发现多余的其它蛋白质 ( D N A 一 g p “ 不能进人凝

胶 )
,

原衣壳只含有 g p 7 (支架蛋白 )
, g p s (衣壳 )

,
g p s

.

5 (纤维 ) 和 g p 1 o (人 口

顶点 ) (图见c)
。

(三 ) 兑全纯化的胞外装配系统

提纯的麒衣壳
, “ “ 〕D N A 一 g p 3 和 g P1 6于含有三磷酸腺普

,

亚精胺和 2一琉基乙醇

的反应液中互补
。

混合物于室温孵 化 2 小时并以脱氧核糟核酸酶 I 处理后
,

装于衣壳中

表 1
小2 9 的 胞 外 装 配

g p 1 6来源 原衣壳来源 10 一 , , { 实验次数

1 6~ 1 4一抽提物

纯

1
`

6一 1 4一抽提物

2 7 十 2

1 2 + 1

2
.

7士 0
.

6

物物提提抽抽
一一

1414纯
一一

88
ó扁一

7
脚了

一
一~ ~ . ~ 份分尸偏卜, ~

纯 八
·

纯
r

一
+ 1

.

厂士

一一一一升, , -一一一呻` ` , -甲一户` ` - -一 —.

感 染了突变株 7 一 8丁 1皿一 心提供 g比 6和 D双A ) 或 1 6一 1 4一 (提 供原衣 壳和 D N A ) 的细胞抽提物 以

等容量混合 , 所 用的 裂解和 友应缓冲液含 0
.

05 解丁
r si

·
H c l

,
p H 7

.

8
,

l o m M 三磷 酸 睐等
,

6 mM 亚精

按
,

3 m M Z 一筑基 乙醇 〔 ` 〕
。

每种抽提物 含 l o g
p为 / 。 r戈吏沙

。

提 纯的成份 ( g p 1 6
,

原衣壳 和 D N A

一即 3) 加 入到抽提物 或混合起来以提 供相 近 的互 补容量
。

混合物 1 一 3 号 中内 源性 D N A 一 g P3 的浓度

各 大约为每毫升 1 0 ’ 3 ,
5 火 z o t Z

和 5 K 1 0
1 3
护卜源性 4 一 s 一〔 3巧〕D N A一 g v 3的浓度 为每毫升 2

.

1 义 1 0 ’ 2 。

· 来
一半的 纯化混合物 以 Zo u g / m l的脱乳 该 糖核 酸酶 1 处理

,

然后 以蔗 扼密度 梯度 离心法测 定其

装饱 的衣壳 (图 2 ) ; 另外一半与等容量 的 7 一 8 一 1 4一 1 6一抽提物混 合
,

此 抽提物作 为烦 和 尾装配 时 所 需

的蛋 白质 来源
,

然 后 再次孵化 1 20 分钟
。

后 代中97 % 含有外源性 4 一 8 一

基因组 (被检 测的 30 0 个克隆中

占 2 9 1个 )
。

在加入 7 一 8 一 1 4一 1 6一抽提物之前
,

提 纯成份 的混合物 每毫升含 少于 10
` 空 五。形成单 位

。
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一的 , 日〕D N A 一 g p s 以蔗糖梯度离心测定 (图 2 )
。

梯度的第 2 一 8 管为装饱的衣壳
,

占

互补时加入的
3出 D N A 一 g p 3 的 23 %

。

将作为 g p 16 来源的 7
一
8
一
1 4

一

抽 提 物与提纯的原

衣壳和
。 H 二D N A 一 g p 3互补以作对照 (图 多 )

,

梯度中第 名一 8 管占 加入 的 ( . H 〕D N A

, g p s 的 2 6%
。

因此
,

被来自大肠杆菌的纯化 g P1 6包装 的夕闷系性 D N A 一 g p 3 的 t
,
可 与

被 7
一
8

一 1 4
一

感染的枯草杆菌抽提物中的 g P1 6所包装者等同
。

今

6

仁
.

~ 目白 ,

万
门.

、
_

了

、
J 、

!

卜,

l
;

啥二4

母... J,沙.尸
、

..,

石̀.. r l日

声

2

护,o, x̀。oí
. .

.’b-
^.-创a,o一”.比工。

一
. .

少
夯

10
_ 、 2。 ,

’

二 , 。 `

介且 e t ro n

图 2 提纯的 g p 16跟 7一 8
一

1 4
一

抽提物中的名PI 6一样有效地包装外 源性O N A一 g p 3
.

外源 性 4 -

s一 c 3H〕 n N ^一即 3 ( 2
.

2 x 1 0
` , / m l ) 和提纯的原衣壳与作为。 p i a来谏的 7 一 8 一 1 4一抽提物或与每奄升

反应浓含 14 徽克的纯 g p 16 互补
。

置室温 120 分钟后
,

此混合物以脱氧核箱核酸酶 1 ( 10 ug / m l )消化
,

稀

释至 100 微升
,

然后于蔗搪梯度中沉降
.

通过侧定三抓乙酸不溶性放射性
,

表明 7 一 8 一 1 4一抽提物产生

的噬菌体 (
·

) 或由纯g P1 6产生的装了D N A 的衣壳 ( o) 集中于梯度的第 4 一 5 竹 ( Fr ac It On )
.

廿
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郭培宣等
:

一个完全纯化的枯草杆菌噬菌休小 2, 脱氧核糖核酸细胞外包装系统

抽提物中的噬菌体产量和完全纯化系统中装饱 的衣壳 (随后也可转变为噬菌体 ) 的

产量己进行计算和对比
(表 1 )

。

当 g P1 6和原衣壳两者都来自抽提物时
,

产 生 2
.

7 义 1 0 ` 么

/ m l空斑形成单位 ( p f的
,

即等于每个提供原衣壳的细胞产生 540 个空斑 形 成 单位
。

提纯的原衣壳加人 7
一
8

一 1 4
一

抽提物中时
, 每 毫升产生大约一半的空斑形成单位

。

当纯

g p 1 6加入 1 6
一 1 4 一抽提物中时

,

噬菌体的产量比
7
一
8

一 1 4 x 1 6 “ 14 一

的对照降 低了十倍
。

完

哪

公
·。,洲卫d。)场材ù,一"器。一p.̀H
。

李

毋

10 2 0

F r a C t io n

3 0

图 3 在纯化系统中
,

D N A一召p 3的包装需要三磷酸腺昔
。

在 10 mM 三磷酸腺普存在或不存在的情况

下
,

外源性 4 一 8 一〔 3
刃D N A一 g p 3 ( 2

。
1 x 1 0

盆 盆m l ) 和提纯的原衣壳 (大约 1
。
3 x 1 0吸苏 / m l ) 与纯即 1右

(每毫升反应液含 14 微克 ) 互补
。

混合物以脱氧核糖核酸酶 I处 理
,

稀释至 1的微升
,

于蔗塘梯度中

离心沉降
。

在三磷酸腺普存在 ( o) 的情况下
,

衣壳中的〔 3均 D N A 一助 3集中于蔗糖梯度的 第 召管 ,

在三磷酸腺普不存在 (
·
) 的情况下

,

没有见到 〔 3
句p N 人一即 3翻颗粒的形式沉降下来

.

.
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全纯化的系统中 (表 1的第 4号混合物 )
,

每毫升有 1
.

l x
10 ” 空斑形成单位

,

此产量表

明
,

当加人 含有尾 和颈装配所必恶的蛋白质的抽提物时
,

混合物中 5 %的 D N A 一 g p 3 转

变成了噬菌体
。

在完全纯化的反应混合物中
,

原衣壳的浓度大约为 1
,

3 x l 。
’ `
/ m l ,

可

与 D N A 一 g p s 梅毫升为 2
,

l 、 1 0 ’ 2

相比
。
g p l 6的浓度为 2 4卜g / m l

,

相当于 每个D N A 一 g p a

配 1 0 0个 g P 1 6分子
。

在纯化系统中
,

D N A 一 g郊的包装需要三磷酸腺奋 (A T P) (图 3 )
。

在蔗塘梯度 离心

的过程中
,

部份装饱的原衣壳受到裂解
,

而仍然附着于衣壳上的
3 ” 二D N A 一 g p 3

,

则集

中在第 25 管
。

这一现象 已有过描述
`

3 〕 ,

然而出现于此位置的放射性标记的盆变化不一
。

令

讨 论

小29 的 D N A 包装蛋 白 g P1 6是一种分子最为 3 9
, 。 00 道尔顿的蛋 白质

,

含有 3 31 个氨墓

酸
` ’ 。 〕 。

我们组建了含有中29 D N A 的 E c o

RI 切段 E / D的 重组 质粒 p P C 仇 使 g p 6l 在大

肠杆菌M 5 21 9印 P G g) 中大! 产生并以凝集团出现 (图 l b)
,

它们占细胞总蛋白的 30 %
。

产量之高可能取决于 M 5 21 9
’ 〕中基因N 的产物的抗终止作用

,

因为在大肠杆菌K
: : △ H

1 △ t r p ( p P G g ) 中` p 16的产皿则约少一。倍 (材料没发表 )
。

在 E
e o R I切 段 E / D 中

,

两个大的可解读编码 (
。 p e n : ea d i叱 f ar m e ) 的位置已经确定

,

两者一 起几乎珍越了

整个序列
一 , , , 。

第一个可解读编码产生一个融合蛋白
,

第二个可稗读编码其 9 96 个籍: P1 6

编码的硷基对
。

质校 p u Bl l 。擂人了 E 。 。
RI 切段 E / D

`

们
,

从带有此质粒的枯草杆菌小细

胞 (m i o i e e l l ) 中可观察到这两种蛋白质
。

通过确定小2。突 变 株
5 . 5 1 6 ( 3 0。) 一肠

5 1 4

( 1 2 4 1 ) ” ’ 〕的硷基序列
,

基因 16 的可解读编码的同一性得到肯定
。

吐p 1 6合成的可能原发

位置已经判定
,

并推算出g P1 6的分子挂为 38
,
920 道尔顿

,

与通过十二烷基硫酸钠一聚丙

烯酞胺凝胶电泳估测的分子 t 为 36
, 。00 道尔顿相接近

’ . 〕。

在 K
, : △ H△ tr p P( PG g)

菌株中
,

主要的大量产生的蛋白质
,

估计是由第一个可解读编码产生的一个低分子 t 融

合蛋 白 (材料没发表 )
。

唯有 l %十二烷基硫酸钠和 4 一 S M 氛化孤才能有效地溶解分离出来 的 g p 16 凝 集

团
。

十二烷基硫酸钠处理过的` P1 6没有生物活性
,

但经抓化呱处理后则可以复性
。

一 旦

溶于魏化孤溶液
,

经了
.

SM
, p H S

.

2的尿素溶液提纯
,

得到几乎同 质 的 g p 16 《图 I )c
。

尿素溶液的 pH 在维持其生物活性至为 关
`

键
。

经 0
.

01 M T
r i 、

·

H C I
,

p H 7
.

5
, 。

.

0 “ M

K C I的溶液透析去除 尿素以使 g p 16 复性时
,

部份蛋白根据不同的浓度产生沉 淀
。 g P1 6的

难溶性可能归咎于它的高度疏水性
, g p 16 中苯丙氨酸

、

酩氨酸
、

亮氨酸
、

异亮氨酸
、

甲

硫氨酸
、

撷氨酸和色 氨酸的含 t 占46 %
,

与大肠杆菌蛋 白平均为 2 9 %形成鲜明 的对比
。

在抽提物中
,

提纯的原衣壳和D N A 一g p 3 产生算术级的浓度反 应曲线
, g P1 6则产生

较高级数的浓度反应曲线
,

这表明 D N A 包装的过程需 要多个 g p 1 6分子参与
一 ` 。

对纯化

的 g P1 6浓度依赖性的研究初步表明存在类似的较高级数的反应 (材料没发表 )
。

我们尚

不知具活性的 g P1 6是单链还是低聚物 o( l i g o m e )r
,

然而
,

估计每个D N A一 g P3 需要加入

1 00 个纯 g P1 6分子与噬菌体感染细胞内每个D N A一 g p 3 所需要的 g P1 6的数货没有明显的

差别
。

每个病毒子含有 1了。个 g p s (衣壳的主要蛋 白 ) 分 子
` 7 ,

感染了噬菌体 的枯 草

称

今

.
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`,

李

杆菌经紫外光放射后产生的 g P1 6的量大约是 g p s 的一半
一 ’ “ 。

纯化的 g p 16 在某种情况下

产生凝集
,

形成了立体的薄片和管状结构
,

这可能反应了它在 D N A 包装过程中的结构组

织 (材料没发表 )
。

纯化系统中来自大肠杆菌的 g p 1 6的 D N A 包装效率为 23 % (图 2 )
,

这与枯草杆菌抽

提物中由质粒产生的 g P1 6的效率相近
4 。

这数字可乐观地用以 与胞内 ( 50 % ) 以及枯

草杆菌粗提物 ( 20 %
,

即 12 ~ 29 %的范围
,

实验次数为 6 )
2 f 4

中 D N A一 g p 3包装的

量相比拟
,

故此
,

不需要寄主蛋白质
,

大肠杆菌产生的 g P1 6是高效的
。

这里报告的抽提

物 (表 1 中混合物 1 号 ) 的包装效率代表了每个原衣壳供体细胞具 54 。个 空斑 形成单位

的产量
,

这与典型的胞内互 补的产量相类似 (材料没发表 )
。

与噬菌体感染细胞的抽提

物相比较
,

提纯的 g P1 6所产生的病毒量下降 (表 1 )
,

枯草杆菌抽提物中
,

质粒所产生

的 g P1 6也是如此 (4
.

1 士 2
.

1 x l 。 ` ’ p uf / m l
` 。

在这两种情况 下
,

都需要第二次互补 以

给脆弱的装了 D N A 的衣壳装配上颈和尾
` 。

而且
,

纯化系统中 D N A 的含量只有抽提物

的三分之一 (表 1 混合物 4 号和 名号 )
。

我们已 经证明
,

原衣壳
、

Pg 16 和三磷酸腺营三

者既必需也足够以对外源性 D N A一 g P3 进行高耸珍包装 (引用文献 〔 2 〕
、

〔 4 〕和本

文 )
。

纯化系统D N A一 g P3 包装的高效性有利于对包装机制的研究
。

例如
,

g P1 6中只有二

个半肤氨酸残基
,

此残基仅被一个异亮氨酸残基隔开 〔 ’ “ “
。

分离和提纯有生物活性的即 16

需要二硫苏搪醇
,

一个二硫键有可能决定了有活性或无活性的 Pg 16 立体结构
。

硫氧还蛋

白 (t h i o r e d o xi n ) 具有类似的半胧氨酸残基间隔
,

噬菌体 f
:

装配 需要它
,

它可能在反

应中执行一系列的氧化还原功能以促进 f : D N A 在经细胞壁移 出的过程中被
“
包装

” 。
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