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摘要
由採來的土壤中，利用Bacillus內孢子耐高溫的特性，以菌落檢測法（主要依Wood et al, 1988）分離出具有xylanase, CMCase, Avicelase等活性之Bacillus菌株。將具活性的菌種以Zymogram（主要依Blanco et al, 1998）分析其具活性的蛋白質，並約略推知其基因大小。再以Sau 3A部分水解細菌染色體，並以QIAEXII agarose Gel Extraction Kit回收大於其基因的片段，和以Bam HI限制水解的載體（pUC18）黏合，電導轉型至宿主（DH5αMCR）中。將轉型株進行多醣類水解脢活性測定確定是否選殖到具活性蛋白質的基因。本實驗共篩選出32個具xylanase活性的Bacilli，其中28種具有CMCase活性、25種具有Avicelase活性，但尚未得到具多醣類水解脢活性的轉型株。

壹.前言
隨著時代的進步，人類生活品質的提升，所帶來的污染不能相對的處理，曾幾何時，地球變了。我們時常短視地以我們的環境換取經濟的成長，對於我們所製造的廢棄物無法善加處理，多以古法—掩埋法，寄望大自然中的分解者能替我們將這些廢棄物送回自然界中的循環，這些分解者主要就是土壤菌，但他們在土壤中的含量並不足以負擔這麼龐大的工作量，而且我們的廢棄物又多有毒性，時常造成細菌死亡，廢棄物無法分解；因此有必要分離較強的菌種以大量培養的方式協助廢棄物的處理。家庭廢棄物中經徹底資源回收後，所殘留垃圾可能只剩少數塑膠等非回收物品以及大量廚餘，廚餘中含有大量的老葉、粗梗、魚刺、骨頭……，葉蔬、瓜果皮為其主要內容，若能輔以xylanase 及cellulase 協助分解，垃圾量將大為減低。人類及動物中，除偶蹄類腸道內具共生菌，能分泌有用酵素外，多無法分解xylan以及cellulose等多醣類，若在飼料中，以不影響排遺為原則，加入少量xylanase及cellulase，能增加吸收且減少排遺，若輔以protease、amylase、lipase、cellulase…等，可有效降低排遺中H2S及NH3的濃度，降低臭氣（游義德,http://www.prit.org.tw/）。在飼養業上可提高動物吸收率，且排遺中之xylan 以及cellulase 在體外仍能分解糞便，減少欄舍髒亂，可降低飼料和清潔等成本。

Bacillus菌屬是革蘭氏陽性（Gram-positive）、具許多外放性酵素、會產生孢子的（spore-forming）需氧型細菌。它們是常見的土壤微生物，其中包括會引起炭疽病（anthrax）的炭疽菌（B. anthracis）、會生產蘇力菌毒素（Bt toxin或 -endotoxin）的蘇力菌（B. thuringiensis）及會生產多種有用酵素的枯草桿菌（B. subtilis）（圖十）。Bacilli的孢子能耐高溫，是用來分離它們的有效特性。Bacillus 容易取得，容易分離，安全性高，為本實驗最佳實驗菌屬。

木聚糖水解脢（xylanase）最主要的應用是使用在造紙工業上，它取代了部分傳統上用來漂白紙漿的氯，降低了氯的使用量，在煮紙漿時，它可以提高氧化劑的滲透促進木質素（lignin）的移除；傳統上以大量的氯來氧化並打斷木質素與半纖維素（hemicellulose）和纖維素（cellulose）之共價鍵。許多研究指出造紙工業所產生的廢液是有毒的，Larsson et al.指出這些廢液對魚類具負面的影響，甚至距廠房十公里外都受其衝擊（1988）。構成木材最主要的三種成分：纖維素（35-50%）、半纖維素（20-30%）和木質素（20-30%），半纖維是由木聚醣構成的支鏈（L-1,4-linked xylose），木聚醣的水解促進木質素的釋出以及減少漂白劑使用，但木聚醣水解脢必須能忍受煮紙漿時的高溫以及高pH 值的環境。雖然木聚醣水解脢可減少氯的使用，但會造成紙漿黏度的降低，可能是由於纖維素水解脢污染了木聚醣水解脢，使用無纖維素水解脢之木聚醣水解脢（cellulase-free xylanase）可生成較高品質的紙漿，它可選擇性的移除半纖維，並對纖維素的傷害減到最低。

一些具高活性xylanase而具有些微cellulase活性的細菌，可能是其含有微量的纖維素水解脢，也可能是測定時，基質中纖維素含有少許木聚醣，商用上的纖維素如Solka floc cellulase含有約10% 之木聚醣，微量釋出的木醣（Xylose）可能造成誤判，另一可能就是纖維素結合區（cellulose binding domains, CBDs）的存在，一些木聚醣水解脢含有微乎其微的纖維素水解脢活性可能就是CBDs的存在。

Bacillus分離自土壤中，屬於自然界中普遍存在的菌屬，若能以自然的方法來有效處理我們的廢棄物，實為最好的方法，若能以各種不同的方法篩選出各種具高活性酵素的Bacillus，協助我們處理廢棄物，無疑為後世的一大福音。

貳.材料與方法
材料

一.化學藥品及酵素：
Xylan（from birchwood）、CMC、Avicel、Congo red、Ethidium bromide、Lysozyme、IPTG等購自Sigma company。Restriction enzymes、T4 DNA ligase等酵素均購自Boehringer Mannheim 或New England Biolabs。培養基原料購自Difico。除以上提出外，其餘化學藥品均購自E. Merck。

二.蛋白質電泳（SDS-PAGE）：

 1. Acrylamide

 2. N,N’-methylene-bis-acrylamide 

 3. 10 % ammonium persulfate

 4. TEMED

 5. 1.5M Tris（pH 8.8）及1.0M Tris（pH 6.8）

 6. 10% SDS

 7. SDS-PAGE running buffer

三.DNA回收Kit、緩衝液：

QIAquick Gel Extraction Kit、QG buffer、PE buffer購自Qiagen。

四.質體與宿主：

用以轉型基因的載體（vector）為pUC18（圖九）。而電導轉型所用的勝任細胞（competent cell）為DH5αMCR。

五.培養基及緩衝液:
配方詳述於附錄一。
方法

一.菌種的分離

1.樣土的採集

選定採土地點，在本例中以土壤中含xylan或cellulose為較佳採土地點（如：地面堆積落葉、廚餘、腐植質等），以鑽孔器向下鑽取土壤樣本，保留離地表一公分至四公分的土壤以為樣土，並記錄採集土壤的地點、深度以及土壤中可能含有的基質。

2.Bacilli的分離

將樣土取1克置入無菌15 ml-Falcon tube中，加入10 ml無菌水，上下反覆倒轉混拌均勻（勿使用振盪器），靜置10分鐘使之略為沉澱，取一小團無菌脫脂棉及10 ml無菌針筒一隻，將棉花塞入針筒，並壓緊至約0.5 ml處，將部分沉澱後的土壤懸浮液倒入針筒中過濾，以12 ml的無菌懸蓋玻璃試管承接濾液，將濾液放在95℃加熱15分鐘，將試管取出放涼後，以無菌水做10-1及10-2稀釋，將10-0、10-1及10-2稀釋液各100μl塗於LB/Agar上，放在37℃中隔夜（overnight）培養，隔日觀察菌落，隨機挑取菌落進行多醣類水解脢活性測定。

3.多糖類水解脢活性測定

Ⅰ.菌落檢測法（主要依Wood et al.,1988; Dalbøge and Heldt-Hansen 1994）
將細菌塗（或點）在固體培養基（LB/Agar或NA）上，在培養基表面加4 ml含1%基質（xylan for xylase, CMC for endoglucanase, Avicel for cellobiohydrolase）的0.7% agarose倒在固體培養基上，凝固後，將培養皿放在37℃下做隔夜培養。在培養基表面加10~15 ml的0.1% Congo Red溶液，作用後（約10-15分鐘）倒去多餘的溶液，以10~15 ml的1 M NaCl沖洗兩次，在紅色背景中，有酵素活性的菌落周圍會呈現白色或粉紅色暈輪。

註：（a）0.75% soft agar亦可取代agarose，但對xylan等與Congo red親和力低的多醣會有較不明顯的結果。
（b）可以將細菌加在agarose中（如double layer中的soft agar樣）培養。
（c）如果將agarose酸化（如，以10~15 ml的5% acetic acid洗幾次），背景會轉成深藍色。

Ⅱ.菌落檢測法（主要修正自Wood et al., 1988; Dalbøge and Heldt-Hansen 1994）
將4 ml的substrate hard agar（4 ml含1%基質的LB-0.7% Agar）加熱溶化，並保溫於95℃，取100μl的土壤懸浮液（0.01 g/ml無菌水）加入substrate hard agar中，並繼續在95℃下保溫15分鐘，將含菌的substrate hard agar倒入LB/Agar培養皿中，並置於室溫中使的凝固，凝固後，在培養基表面加4 ml的soft agar（4 ml的LB/Agar-0.3% agar），凝固後，將培養皿放在37℃下做隔夜培養，隔日刮破soft agar，並以細玻棒徹底刮去在培養基表面的soft agar，在培養基表面加10 ml的0.1% Congo Red溶液，染色約10-15分鐘後，倒去多餘的溶液，以10~15 ml 的1 M NaCl沖洗兩次，在紅色背景中，有酵素活性的菌落周圍會呈現白色或粉紅色暈輪。
*加Congo red時若以50 rpm振盪尤佳

4.菌種的純化與保存

以無菌牙籤戳入暈輪的中心，挑出細菌，再將之接種至另一培養皿上並編號，將培養皿放在37℃下做隔夜培養，將長出的菌落做三次的單株分離，純化菌種，確定沒有其他雜菌，將純化過的菌種再做一次多醣類水解脢活性測定，確定具活性後，接種至16mm x 160mm懸蓋玻璃試管（LB/Agar - 0.1 mM MnCl2）中保存。

二.SDS-PAGE測定法 （Zymogram,主要依Blanco et al, 1998）
1.膠體的製備

膠體依一般方式配製，唯配製separation gel（12% acrylamide）中加入0.1~0.2%的基質（如CMC、Avicel或xylan等）。

2.試樣（Sample）的製備

將細菌接種至0.5 ml LB在37℃下以250 rpm振盪隔夜培，將菌液倒入microcentrifuge tube中，在室溫下離心15分鐘，將上清液（supernatant）完全吸到另一microcentrifuge tube中，將含有上清液以及菌體（pellet）的兩管microcentrifuge tube放置於-20℃凍箱備用。

Ⅰ.菌體

自-20℃凍箱取出試樣，加80μl的無菌水，振盪使菌體懸浮，加20μl的5x SB（Sample Buffer），作用5分鐘後，以100℃加熱2分鐘，高速離心5分鐘使雜質沉澱，取上層液10μl 加（Load）入井口（Well）中。

Ⅱ.上清液

自-20℃凍箱取出試樣，取16μl的supernatant至另一microcentrifuge tube中，加4μl的5x SB混勻後，以100℃加熱2分鐘後，取上層液10μl 加（Load）入井口（Well）中。

3.電泳分離

與一般SDS-PAGE電泳分離同。

4.Activity檢測

將膠體以2.5% Triton X-100浸泡30分鐘，並振盪之，以1x PBS pH 7.0 將膠體洗滌30分鐘，將膠體浸入0.07% Congo red中染色30分鐘，以1 M NaCl洗滌膠體，直至酵素活性帶能以目視察覺（可以5% acetic acid浸泡膠體使背景轉為深藍色），照相紀錄，膠體以Coomassie brilliant blue R-250染色，並照相。

三.DNA純化沉澱

石碳酸-氯仿萃取法（phenol-chloroform extraction）
將1倍體積的石碳酸-氯仿（phenol-chloroform）混合液加入DNA溶液中，輕微的翻轉10 ml PP-塑膠管數次使其混合均勻，靜置30秒後再混合一次，以12000 rpm離心1 min，除去石碳酸-氯仿層（下層）後，將水層再以石碳酸-氯仿混液萃取ㄧ次，離心除去石碳酸-氯仿層，加入1倍體積的3M 醋酸鈉（NaOAc），混勻後離心，取出上層水液置入另一10 ml PP-塑膠管，加入1/10體積的3M醋酸鈉溶液及2倍體積的100％酒精（EtOH），混合均勻，置於-20℃凍箱中一夜（或15 min，視DNA濃度而定）。在4℃中以12,000 rpm離心15分鐘，倒去上清液，再以等體積的70％酒精將沉澱物在室溫下洗滌兩次，均在室溫下離心5分鐘後倒去上清液，將沉澱物以真空乾燥，將DNA溶於適當體積的TE buffer中備用。

CTA沉澱法

將1/10體積的CTA加入含DNA的反應液中，靜置5分鐘後將離心管在室溫下離心10分鐘，倒去上清液，以兩倍體積的70%酒精-0.2M醋酸鈉溶液將沉澱物徹底洗滌兩次，在室溫下離心5分鐘後倒去上清液，以兩倍體積的70%酒精將沉澱物再洗滌ㄧ次，在室溫下離心5分鐘後倒去上清液，將沉澱物以真空乾燥，將DNA溶在適量的TE buffer中。

四.細菌染色體DNA（Chromosome DNA）的粹取

1.Buffers（for 30 ml bacterial culture）

	
	A
	B
	C*
	Conc.

	H2O
	20.5 ml
	1.0 ml
	1.55 ml
	

	1 M Tris, pH 7.8
	1.25 ml
	62.5μl
	125μl
	50 mM

	0.5 M EDTA, pH 7.8
	2 ml
	100μl
	200μl
	40 mM

	2 M NaCl
	1.25 ml
	62.5μl
	125μl
	100 mM

	Lysozyme （powder）
	-
	0.625 mg
	-
	0.5 mg/ml

	RNase Solution
	-
	25μl**
	-
	0.2 mg/ml

	10% SDS
	-
	-
	0.5 ml
	2%

	Proteinase K （powder）
	-
	-
	0.05 mg
	20μg/ml

	Total
	2.5 ml
	1.25 ml
	2.5 ml
	


*Buffer C：使用前，在37℃中保溫1-2小時。

**RNase Solution：10 mg/ml H2O ,以100℃加熱一分鐘，冷凍備用。

2.步驟

根據活性測定的結果，選定菌種，以白金環將細菌接種至1 ml的LB中，在37℃以250 rpm振盪隔夜培養至飽和，倒入125 ml錐形瓶中以30 ml LB培養4小時，將菌液以8,000 rpm在37oC下離心10-15分鐘回收細胞，以20 ml的buffer A將細胞洗滌一次，將細胞懸浮於1.25 ml的buffer A中，再加1.25 ml的buffer B後混勻（自此不可使用震盪器，以免使染色質絲斷裂），在37oC下保溫至少30分鐘（至混液具高黏度），加5 ml的buffer C後混勻，在37oC下保溫至少30-120分鐘（至混液呈透明狀），加2 ml的石碳酸後混勻數次，加2 ml的氯仿後混勻數次，以8,000 rpm在室溫下離心10分鐘後除去石碳酸-氯仿層，保留上層水液，將上層水液以2 ml的氯仿再萃取兩次，吸出上層水液置入另一乾淨10 ml PP-塑膠管，加入500μl的5% CTA，輕搖混勻，靜置10分鐘後，以8000rpm在室溫下離心10分鐘，倒去上清液，將沉澱物懸浮在500μl的70% 酒精-0.2M醋酸鈉，並吸出置入一microcentrifuge tube中，在室溫中離心5分鐘，將上清液除去，再以500μl的70% 酒精-0.2M醋酸鈉洗滌一次，加500μl的70% 酒精洗滌一次，離心後，盡量除去多餘的酒精，將沉澱物真空乾燥數分鐘至不見殘餘水株，將沉澱物溶在300μl的TE buffer中，並加入1μl的DNase-Free RNase，置入4℃冰箱保存。

五.DNA濃度測定
在測定前30分鐘，將UV分光光譜儀（UV Spectrophotoneter）啟動暖機，待燈光固定後再行測量。將試樣以無菌水稀釋20倍。取無菌水500μl注入石英比色管（Quartz cuvette），歸零校正，再取500μl稀釋過的試樣進行測定，260nm的讀值即代表1μl中有多少μg的DNA。

六.部分水解

取6管microcentrifuge tube，於每管中置入1μg的細菌chromosome DNA，加1.5μl的10x buffer及1μl的限制脢*（最後加），體積以無菌水補足至15μl**，放在37℃分別作用60分鐘、45分鐘、30分鐘、15分鐘、10分鐘、5分鐘，然後加0.5μl的0.5M EDTA（或0.5M EGTA），以60℃加熱10分鐘使其反應終止。

*先適用各種載體上含切點的限制脢試切DNA，取水解效果較佳者來進行反應。

**若DNA的濃度較高可將總體積縮小為10μl （ 10x buffer 改為1μl ）。

***反應的時間以及酵素的濃度可依不同的限制脢而更改。

七.DNA片段的回收（以QIAEXII agarose Gel Extraction Kit回收DNA片段）
將水解後的DNA片段電泳分離，經染色、照相後，使用鋒利的解剖刀,在UV燈下將DNA片段自洋菜膠上切割下來，置入試管（tube）中。測量所切膠體的重量，以每100 mg膠體加300μl QG buffer的比例，加入適量的QG buffer混合均勻，置於50℃水浴10 min，以每100 mg膠體加100μl異丙醇的比例，加入適量的異丙醇混合均勻，待膠體全溶後置入QIAquick spin column中，以12000 rpm離心30秒，倒去廢液（若樣品太多可分數次），加750μl PE buffer以12000 rpm離心30秒清洗一次，倒除廢液，以離心機最高速離心1分鐘，除去多餘廢液，取一eppondorf代替廢液管，加入25μl TE buffer靜置一分鐘，以最高速沖洗出附著在QIAquick spin column上的DNA，再重複以25μl TE buffer沖洗一次，將含DNA片斷的水液放入4℃冰箱備用。

*TE buffer在使用前可先置於50℃保溫，如此洗出DNA的效率會更好。

八.載體（Vector）的製備

取5μg的pUC18 DNA（5μl），加入39μl的無菌水、5μl的10x適當buffer和選定的限制脢1μl（適當濃度），置於37℃下3小時。

鹼性去磷酸根法（Dephosphorylation）
將50μl的DNA水解物取出，加入39μl的無菌水、10μl的10x dephosphorylation buffer及1μl的鹼性去磷酸脢（CIP），置於60℃下保溫1小時。加1/10體積的0.1 M NAA（或0.5 M EDTA），置於60℃下保溫45分鐘後，進行石碳酸-氯仿萃取，再以酒精沉澱（ethanol precipitation）或CTA沉澱。

*將抽乾的沉澱物溶於10μl的TE buffer中（0.5μg/μl）。

九.DNA黏合反應

將6μl純化好的DNA片段與2μl適當的載體（以相同限制脢處理或是可相互黏合的限制片段，如：Sau 3A對BanHⅠ）充分混合均勻，加入1μl的黏合緩衝液（10x ligation buffer）、1μl的T4 DNA ligase（1 Unit），在14℃中作用16小時（視DNA濃度而定）以上。

十.勝任細胞的製備︰

將新鮮的隔夜菌液以1/25的比例接種於1升的LB-培養液中，在18oC下猛烈振盪培養至OD600= 0.5~1.0（約12小時），在42oC下猛烈振盪培養10分鐘後，在18oC下猛烈振盪培養30分鐘，將菌液迅速在冰桶中冷卻15~30分鐘，以冰冷的離心頭（4oC）以4,000xg離心15分鐘回收菌體，將上清液儘量除去，以1升的冰冷無菌水充分懸浮菌體，再以同方式回收菌體，將上清液儘量除去，以0.5升的冰冷無菌水充分懸浮菌體，再回收菌體，將上清液儘量除去，以20 ml的冰冷10%-無菌甘油充分懸浮菌體，再將菌體回收，將上清液儘量除去，將菌體懸浮於2~3 ml的冰冷10%-無菌甘油中（此時細胞濃度約為1-3x1010cells/ml），將菌液以40 μl為ㄧ單位分裝入微量離心管中，以乾冰迅速冷卻後送入-70℃凍箱保存（可在半年內使用）。
十一.電導轉形
將勝任細胞置於冰桶中緩緩解凍，將1~2μl溶於TE buffer的DNA溶液，加入含40μl勝任細胞的微量離心管中，混勻後置於冰上約1分鐘，將混液放入預冷的電導沖槽（gap，0.2 cm電極板距），將電導器（electroporator）設定電容為25μFD、電壓為2.5kV，控制器（Pulse Controller）設定電阻為200Ω，讓電導沖槽通電（通電時間應為4-5 msec）後，迅速取出沖槽加1 ml的SOC-培養液，並以無菌玻璃滴管將菌液迅速懸浮，將菌液放入17x100 mm PP-塑膠管中在37oC 下振盪培養1小時（225 rpm），將菌液作適當稀釋塗於篩選培養基（Ampicillin-IPTG-Xgal）上。

活性測定

參.結果

挑取轉型株進行多醣類水解脢活性測定，或將菌液塗在含基質的篩選培養基（xylan或CMC-ampicillin-IPTG-Xgal）上，隔夜培養後再以Congo red染色、NaCl退染，挑取並純化具活性的轉型株，待更進一步的分析。

參.結果

一.多醣類水解脢活性測定

將以95℃保溫15分鐘的土壤濾液以不同倍數稀釋後，取100μl菌液加入substrate hard agar中（基質為xylan），倒到LB/Ager上，再覆上一層soft agar，經過將培養皿放在37℃下做隔夜培養，隔日刮除soft agar後，以0.1%Congo red染色，再以1M NaCl沖洗兩次，在紅色背景中，有酵素活性的菌落周圍會呈現白色或粉紅色暈輪，自較大的暈輪中央挑出細菌，進行單株分離，並再進行活性測定確定篩選的菌種，共計分離出具xylanase活性菌株32株（表二、圖一、圖二），依次為：HLX101、HLX102、HLX103、HLX104、HLX105、HLX106、HLX107、TPX101、TPX102、TPX103、TPX104、TPX105、TPX106、TPX107、TPX108、TPX109、TPX110、TPX111、TPX112、TPX113、TPX114、TPX115、TPX116、TPX117、TPX118、TPX119、TPX120、TPX121、TPX122、TPX123、TPX124、TPX125。將這32種細菌，以CMC為基質，測定CMCase活性，共計28株具有活性（表二、圖三、圖四）：除HLX103、LX104、HLX106、TPX107；以Avicel為基質，測定Avicelase活性，共計25株具有活性：除HLX101、HLX102、HLX104、HLX106、HLX107、TPX103、TPX108。

二.SDS-PAGE測定法 (Zymogram,主要依Blanco et al, 1998)
將32種細菌接種至1ml LB中，37℃振盪培養一夜，菌液經離心後，將其菌體( pellet )以及培養液( supernatant )分離，分別在含Xylan以及CMC的12% SDS-polyacrylamide gel中以zymogram法（Blanco et al, 1998）測定蛋白質活性，以得知其具活性的蛋白質約略大小，更進一步的測定其活性（表二、圖五、圖六、圖七、圖八）。
三.基因選殖


選用活性最強株HLX107進行基因選殖，以Sau3A作partial digest處理，與HindIII處理的pUC19作ligation（圖九），電導入DH5αMCR，並進行藍白篩選法，並挑選數株萃取plasmid（圖十），但並未獲得具有Xylanasa或CMCase活性株。
肆.討論
一.限制脢的選用

根據預先嘗試以各種限制脢試切的結果，Hind Ⅲ在其中一種細菌染色體上可能含有較其他限制脢多切點，但各菌種可能不盡相同，故以Sau 3A為統一使用的限制脢，其限制片斷只為四對核甘酸，理論上Sau 3A在染色體上所具的切點較其他限制片斷為六對核甘酸的限制脢多了十六倍，經過部分水解，其片斷歧異性較高，且染色體會被切的較碎，相對提高DNA黏合以及電導轉型的成功率，Sau 3A又具一特點即其限制片斷與Bam HⅠ(具六個限制片斷)的中間四個序列相同，兩種黏合端可相容，故載體以Bam HⅠ處理以避免其上具多個Sau 3A切點而破壞載體結構。
二.實驗方法的改進

以Wood et al.的多醣類水解脢活性測定法測定Bacillus時，因Bacillus為好氣菌，培養時多會向上蔓延到培養基表面，某些菌種，分裂速度快，且菌落攤平，時常蓋過其他菌落，甚至形成菌氈，少數菌種更兼不透水性（附著力小），染色時Congo Red難以覆蓋，造成染色以及觀察的困難，故嘗試在其上倒一層soft agar，表面任其蔓延，待染色前，將soft agar連同表面的菌氈刮除，染色後便較容易觀察，提高準確率。

三.Zymagram結果探討

在zymogram的結果中，可以很明顯的看出xylanase的活性帶多在supernatant中，平均而言，supernatant：pellet約4：1，而CMCase的比例，兩者相差不多，是個有趣的問題，有待深入的研究。

菌體上具活性的蛋白質可能來源自細胞內或細胞膜上，推測應該是在細胞膜上的，因為xylan以及CMC為大分子聚合物，不太可能以擴散作用進入細胞內，若在細胞外分解成小分子再行擴散作用進入細胞則較為可行。而Bacillus並不能以吞噬或胞飲等方式將xylan以及CMC攝入細胞內，因為Bacillus屬於葛蘭氏陽性菌，具有較厚的細胞壁，並不太可能以前二作用攝入Xylan和CMC，故推測菌體所具活性蛋白質是在細胞膜上，可以下列步驟驗證〈1〉.以超音波打破細胞。〈2〉.以不同轉速離心，分離出細胞膜裂片。〈3〉.將此裂片以SDS-PAGE作zymogram。〈4〉.核對細胞膜zymogram結果和pellet zymogram結果比較活性帶大小。便可確定具活性的蛋白質是位於細胞內或細胞外。若細胞內具有水解脢活性，可能是尚未釋出的胞外酵素具有微量活性，或是用以分解進入細胞內的短小xylan和CMC片段的蛋白質，有待更進一步研究。

四.選殖失敗的原因

在轉形的過程中，本實驗以pUC18為載體，而pUC18是一種高套數（high copy numbser）的質粒，且可很方便地以ampicillin、IPTG、Xgal等藥物了解是否轉型或是否有插入DNA，若有插入DNA片段，可以目視的顏色判斷；若載有目的的基因，應很容易察覺。勝任細胞經多人使用也證實可用，但DNA的黏合率偏低。後來上網查詢數個已定序的xylanase以及cellulase，其基因序列內都含數個Sau 3A切點，而本實驗以San 3A部分水解DNA，使得具xylanase或cellulase活性蛋白質的基因容易被切斷，造成轉型的失敗，這可能就是轉型失敗的主要原因。
在進行選殖株的活性測試時，其培養皿內應不含抗生素，應該只含有測試本身的substrate，不含其他可能干擾實驗的物質，本次實驗初，在活性測試時，培養基中加有ampicillin，而此抗生素會與剛果紅作用，使得結果有異，影響判斷，浪費時間。
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陸.附錄
附錄一：培養基、緩衝液及藥劑配方

LB液體培養基（Luria-Bertani broth）：（g/L）

Peptone tryptone
10g

Yeast extract
5g

NaCl
5g

固態培養基

Agar 
15g
*以高壓滅菌釜121℃（151 lb/in2）滅菌20分鐘

NB液態培養基（Nutrient broth）：（g/L）
Nutrient broth
8g
固態培養基

Agar 
15g
*以高壓滅菌釜121℃（151 lb/in2）滅菌20分鐘

SOB液態培養基：（g/L）

SOB broth


*以高壓滅菌釜121℃（151 lb/in2）滅菌20分鐘

SDS-PAGE running buffer（5X）：（g/L）
Tris base
15.1g

Glycine
94g

10% SDS
50ml
*以高壓滅菌釜121℃（151 lb/in2）滅菌20分鐘
Sample Buffer（SB）（5X）：（g/L）
Tris （pH 6.8）
250ml
250mM

β-ME
125ml
500mM

SDS
1g
10%

Bromophenol blue
0.05g
0.5%

Glycerol
575ml
50%

DNA sample loading buffer（10X）：（g/L）
Orange G
2g

Bromophenol blue
2g

Xylenecyano lFF
2g

Na2EDTA
0.372g

Sucrose
500g

TAE buffer：（g/L）

Working solution

1x: 0.04M
Tris-acetate

0.001M
EDTA

Concertrated stock solution （per liter）

50x: 242g
Tris base

57.1ml
glacial acetic acid

100ml
0.5M EDTA

*以高壓滅菌釜121℃（151 lb/in2）滅菌20分鐘
TE buffer：（g/L）

pH 7.4
10mM Tris（pH 7.4）
1mM EDTA（pH 8.0）

pH 7.6
10mM Tris（pH 7.6）
1mM EDTA（pH 8.0）

pH 8.0
10mM Tris（pH 8.0）
1mM EDTA（pH 8.0）

10x TE buffer:

Tris base
12.11g

Na2EDTA
3.72g
PBS（10X）：（g/L）

NaCl
80g

KCl
2g

Na2HPO4
14.4g

KH2PO4
2.4g

*以NaOH調整pH值至pH 7.4

*以高壓滅菌釜121℃（151 lb/in2）滅菌20分鐘

10% Sodium dodecyl sulfate（SDS）：
100g electrophoresis-grade SDS加900ml H2O，加熱至68℃幫助溶解，以H2O補至1000ml。

秤量SDS時需戴口罩，SDS微粒容易散佈。

*沒有必要滅菌。

30% Acrylamide：
將29g acrylamide 和 1g N,N’-methylene-bis-acrylamide在37℃下溶解於60ml之H2O，將總體積補滿至100ml將溶液以Nalgene filter （ψ0.45-μm）過濾，確定pH值在7以下，以不透光的瓶子貯存在室溫。

*操作中請戴手套。

0.5M EDTA（pH 8.0）

將186.1g disodium ethylenediaminetetra-acetate‧2H2O溶於800ml H2O中，以NaOH調pH值至8.0，以H2O補至1000ml。

*藥粉至pH 8.0 時方溶解。

*以高壓滅菌釜121℃（151 lb/in2）滅菌20分鐘

1M Tris

將121.1g Tris溶於800ml H2O中，調整至所需pH值，以H2O補至1000ml。

*以高壓滅菌釜121℃（151 lb/in2）滅菌20分鐘

1M Isopropylthio-β-D-galactoside （IPTG）

將2g IPTG溶於8ml H2O中，以H2O補至10ml，以Nalgene filter （ψ0.22-μm）過濾，貯存於-20℃凍箱。

5-Bromo-4-chloro-3-indoly-β-D-galactoside （X-gal）

以20mg/ml為貯存濃度。存於以鋁箔包著的管中，避免光線，存於-20℃凍箱，不需高壓滅菌。

抗生素、IPTG、Xgal使用濃度：

	Abbr.
	Drug
	Working Conc.
	Stock Conc.
	Solvent

	Ap
	Ampicillin, sodium salt
	50μg/ml
	50mg/ml
	H2O

	IPTG
	isopropyl-β-D-thiogalactoside
	0.5mM
	1M
	H2O

	X-gal
	5-Bromo-4-chloro-3-indoly-β-D-galactoside
	0.004 %
	2 %
	DMSO


附錄二、十二烷硫酸鈉聚丙烯醯胺膠體的配製：
1.
Separating gel （ 12 %；5 ml ）：
	H2O
	1.6 ml

	30 %  Acrylamide mix
	2.0 ml

	1.5M Tris （ pH 8.8 ）
	1.3 ml

	10 %  SDS
	50μl

	10 %  ammonium persulfate
	50μl

	TEMED
	2μl


2.
Stacking gel （ 5 %；3 ml ）：
	H2O
	2.1 ml

	30 %  Acrylamide mix
	0.5 ml

	1.5M Tris （ pH 8.8 ）
	380μl

	10 %  SDS
	30μl

	10 %  ammonium persulfate
	30μl

	TEMED
	3μl


表一.各個菌落在含不同基質的培養基上的大小，以及其活性暈圈的大小。（單位：mm）

	
	
	菌落大小
	
	Xylan活性
	
	CMCase

	
	菌種編號
	Xylan
	CMC
	未染色前的淺色暈
	黃暈
	白暈
	黃暈
	白暈

	1
	HLX101
	2
	2
	10
	15
	-
	6
	-

	2
	HLX102
	5
	5
	10
	14
	-
	8
	-

	3
	HLX103
	6
	6
	10
	13
	-
	-
	-

	4
	HLX104
	2
	2
	7
	12
	-
	-
	-

	5
	HLX105
	5
	6
	-
	-
	5
	-
	5

	6
	HLX106
	2
	2
	11
	14
	-
	-
	-

	7
	HLX107
	1
	1
	11
	14
	-
	8
	-

	8
	TPX101
	6
	6
	-
	-
	6
	-
	9

	9
	TPX102
	5
	6
	-
	-
	5
	-
	5

	10
	TPX103
	2
	3
	10
	14
	-
	8
	-

	11
	TPX104
	4
	4
	-
	-
	4
	-
	4

	12
	TPX105
	5
	5
	-
	-
	5
	-
	4

	13
	TPX106
	2
	2
	8
	11
	-
	6
	-

	14
	TPX107
	2
	2
	9
	13
	-
	-
	-

	15
	TPX108
	3
	3
	8
	12
	-
	8
	-

	16
	TPX109
	9
	9
	-
	-
	9
	7
	8

	17
	TPX110
	5
	5
	11
	12
	-
	8
	-

	18
	TPX111
	6
	6
	-
	-
	6
	-
	5

	19
	TPX112
	7
	7
	-
	-
	6
	-
	5

	20
	TPX113
	6
	6
	-
	-
	6
	-
	4

	21
	TPX114
	7
	7
	-
	-
	6
	-
	5

	22
	TPX115
	7
	6
	-
	-
	6
	-
	5

	23
	TPX116
	5
	5
	-
	-
	4
	-
	4

	24
	TPX117
	5
	5
	-
	-
	4
	-
	3

	25
	TPX118
	5
	6
	-
	-
	5
	-
	6

	26
	TPX119
	2
	2
	8
	9
	-
	-
	-

	27
	TPX120
	4
	4
	10
	10
	-
	7
	-

	28
	TPX121
	6
	6
	-
	-
	6
	-
	5

	29
	TPX122
	4
	5
	9
	10
	-
	7
	-

	30
	TPX123
	3
	3
	-
	-
	3
	10
	-

	31
	TPX124
	3
	3
	-
	-
	3
	8
	-

	32
	TPX125
	6
	7
	-
	-
	5
	-
	6


表二.酵素活性的分析
	
	
	xylanase
	
	CMCase

	
	菌種編號
	pellet
	supernatant
	pellet
	supernatant

	1
	HLX101
	2
	-
	-
	-

	2
	HLX102
	2
	1
	1
	2

	3
	HLX103
	2
	1
	1
	2

	4
	HLX104
	2
	-
	-
	-

	5
	HLX105
	-
	1
	-
	-

	6
	HLX106
	-
	-
	-
	-

	7
	HLX107
	1
	4
	6
	2

	8
	TPX101
	-
	1
	-
	-

	9
	TPX102
	-
	-
	-
	-

	10
	TPX103
	1
	1
	1
	2

	.11
	TPX104
	-
	-
	-
	-

	12
	TPX105
	-
	1
	-
	-

	13
	TPX106
	-
	-
	-
	-

	14
	TPX107
	-
	-
	1
	-

	15
	TPX108
	-
	3
	1
	2

	16
	TPX109
	-
	2
	1
	2

	17
	TPX110
	-
	2
	1
	2

	18
	TPX111
	-
	1
	-
	-

	19
	TPX112
	-
	1
	-
	-

	20
	TPX113
	-
	1
	1
	-

	21
	TPX114
	-
	1
	-
	-

	22
	TPX115
	-
	1
	-
	-

	23
	TPX116
	-
	1
	-
	-

	24
	TPX117
	-
	-
	-
	-

	25
	TPX118
	-
	1
	-
	-

	26
	TPX119
	-
	-
	-
	-

	27
	TPX120
	-
	3
	1
	2

	28
	TPX121
	-
	1
	-
	-

	29
	TPX122
	-
	3
	1
	2

	30
	TPX123
	-
	-
	-
	-

	31
	TPX124
	-
	1
	1
	-

	32
	TPX125
	-
	-
	-
	-


將菌液離心分離為菌體（pellet）以及上清液（supernatant），分別在含xylan以及CMC的12% SDS-polyacrylamide gel中以zymogram法測定蛋白質活性。表中數字代表膠體經Congo red以及Coomassie brilliant blue R-250染色後可目視的活性明帶數，”-”代表無目視可鑑定的活性明帶。
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 A                B

C

圖一.細菌生長在含1% xylan的LB/Agar上，在室溫下培養24小時的情況。（A）染色前的培養基。（B）經過Congo red染色後的培養基。（C）再經acetic acid酸化後，背景轉深的培養基。細菌的排序依次如右下圖。
[image: image7.png]


[image: image8.wmf]A                 B

[image: image9.wmf]    

[image: image10.png]



C

圖二.細菌生長在含1% xylan的LB/Agar上，在室溫下培養24小時的情況。（A）染色前的培養基。（B）經過Congo red染色後的培養基。（C）再經acetic acid酸化後，背景轉深的培養基。細菌的排序依次如右下圖。
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C

圖三.細菌生長在含1% CMC的LB/Agar上，在室溫下培養24小時的情況。（A）染色前的培養基。（B）經過Congo red染色後的培養基。（C）再經acetic acid酸化後，背景轉深的培養基。細菌的排序依次如右下圖。
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C

圖四.細菌生長在含1% CMC的LB/Agar上，在室溫下培養24小時的情況。（A）染色前的培養基。（B）經過Congo red染色後的培養基。（C）再經acetic acid酸化後，背景轉深的培養基。細菌的排序依次如右下圖。
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圖五.Xylan supernatant之zymogram照片

膠體經Congo red染色後，再以Coomassie brilliant blue R-250染色後照相，圖中M代表marker，為10kD ladder，由下而上依次為20kD,30kD,40kD,50kD……（顏色最深者為50kD），編號1-32號為HLX101-TPX125等菌（表1.），圖中白色亮帶為具活性蛋白質的位置。
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圖六.Xylan pellet之zymogram照片

膠體經Congo red染色後，再以Coomassie brilliant blue R-250染色後照相，圖中M代表marker，為10kD ladder，由下而上依次為20kD,30kD,40kD,50kD……（顏色最深者為50kD）（顏色最深者為50kD），編號1-32號為HLX101-TPX125等菌(表1.)，圖中白色亮帶為具活性蛋白質的位置。
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圖七.CMC supernatant之zymogram照片

膠體經Congo red染色後，再以Coomassie brilliant blue R-250染色後照相，圖中M代表marker，為10kD ladder，由下而上依次為20kD,30kD,40kD,50kD……（顏色最深者為50kD），編號1-32號為HLX101-TPX125等菌(表1.)，圖中白色亮帶為具活性蛋白質的位置。
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圖八.CMC pellet之zymogram照片

膠體經Congo red染色後，再以Coomassie brilliant blue R-250染色後照相，圖中M代表marker，為10kD ladder，由下而上依次為20kD,30kD,40kD,50kD……（顏色最深者為50kD），編號1-32號為HLX101-TPX125等菌(表1.)，圖中白色亮帶為具活性蛋白質的位置。
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圖九.基因選殖
lane 1: 經過HindIII作用一晚的pUC19

land 2: lane 1產物經過gel extraction回收的產物
lane 3: 經過gel extraction回收500-2000bp的partial digest HLX107 DNA

lane 4: HLX107的染色體DNA

[image: image2]
圖十.選殖株plamid extraction check



M1及M2分別是1kb及100bp Marker，p是pUC19。其他各lane是各個選殖株，萃取其plasmid後，再以HindIII處理，在扣除plasmid本身的長度後，可以推知各選殖株的大小，以及是否為pUC19和Insert的集合，如選殖株6即明顯可見不是pUC19。
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