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ABSTRACT

The relative activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase in E. coli was measured at 340 m卩 with a 

spectrophotometer. The synchronized E. coli cells in exponential phase were treated with Phage(T2) ghost, 

and used as a enzyme solution directly. This assay method supposed to be useful for the continuous determin

ation of enzyme activity in E. coli.

序 論

Glucose-6-phosphate dehydrogenase 一般定量法 

은 이 미 알려져 있는 事實이 지 만⑸, coli 細胞들을

Phage(T2) 융host 로 處理.하여 分離精製하지 않은 현 

닥액 에 서 直接 glucose*6-phosphate dehydrogenase 의 

活性度를 測定하는 方法은 E. cM 의 成長과 함께 連 

續的으로 活性度를 測定할 수 있는 것이므로 代謝調節 

과 같은 生物化學的 現象을 다루는데 効率的이다. 이 

實驗에 서 는 synchronize 된 E. coli 의 exponential phase 

에서 gIucose-6-phosphate dehydrogenase 으］ 活性度를
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連續的으로 測定할 수 있는 範圍안에서 比較測适했다

實 驗

1. E. co〃의 培養 

trophotometer 로 活性度를 測定했다. Enzyme system 

은 KlettsOD 가 40 에서 240 에 이르기 까지의 玖 

coli 培養液을 phage ghost 로 處理하여 만들었 다.

5•豫備實驗

표 1 과 같은 培養液 가，에 冷所에 保管한 E. coli 를 

少量(1 loop) 接種하여 37。。에 서 培養하면 1〜2時間 

後에 exponential phase 의 상태 로 된 다. 培養하는 동 

안 充分한 空氣를 불어넣기 爲해서 繼續 저어 주었다，

Table 1. Cultivation medium for E. coli

Component Final cone. To be vised for 1，

Na2HPO4-anhy. 0.115M 16. 4g一

KH2PO4-anhy. 0. 011M l-5g
(NH4)2SO4 0.015M 2.0g
MgSO4 8- 08x10 96mg

CaCl2 9xH厂 5 lOmg
FeSO4-7H2O 1.8X1O^6M 0. 5mg
HCl-conc. 6xi(F3M 0.村

0.1~0.2 g% fucose, pH 7. 4

2. Bacterial phage(T2) ghost 의 製法

冷所에 保管한 phage(T2) ImZ 를 滅菌한 37% 의 

3M Na?SC小溶液 2mZ 에 加하여 約 2 分間 저어서 混含 

했다、그中 2mZ 를 재 빨리 分取하여 滅菌한 37°C 의 蒸 

溜水 100mZ 에 加하여 約 1。分間 저 어 주었다.

3. E. coli 의 處理

E. coti 培養液과 phage 아lost 를 1：4 의 比率로 싞 

어 서 37°C 에 서 約 30 分間 저 어 주띤 Kletts OD 가 10 

程度로 떨어진다. 그 以上 저어주민 酵素의 活性度를 

減少시키는 結果가 되었다.

4.活性度測定

이 實驗애서 使用한 gIucose-6叩hosphate 은 Nutrit

ional Biochemical Corporation 에 서 나온 Ba 鹽을 約 

5 倍教의 0. IN HC1 에 녹여 , Na2SO4 飽和溶液으로 處 

理한 다음, PH 를 7. 8로 調節하여 基質溶液으로 使用 

했다

TPN+(註)은 Sigma 會“止의 98% 試藥이며 NaOH 로 

屮和시켜(pH 7) 使用했다. Tris buffer(pH 7. 8) 를 使 

用하여 Mg++ 存在F에 340m/，에서 Gilford UV spec-

「(訂 tFn、은 NADP, 운 NAD, 또한 이들의 환원
형 인 TPNH 는 NADPH, DPNH 는 NADH 로 쯘 수 

도 있지만, 이 論文에서는 從來의 記述法에 따르기로 

했다.
TPN*： Triphosphopyridine nucleotide
DP、，'： Diphosphopyridine nucleotide

培養液 J/ 中의 E. coli 를 International Universal 

Cooling Centrifuge 로 3, 700〜4, 000 rpm. 에 서 10 分 

間 遠心分離하여 모았다. M 의 細胞를 10成의 tris 

butferCpH 7. 8)에 넣어 현닥시킨 다음 10KC ultrasonic 

oscillator 에 依해서 隔 5 分씩 15 分問 破裂시 켰 다. 破 

裂液 10mZ 에 0- ImZ 의 核酸分解酵素인 DNA-ase 와 RN 

A-ase 의 混合液(2mg/mZ)을 加하여 室溫에서 糸勺 10 分 

間 處理하고, 7,000rpm. 에 서 10 分間 遠心分離하여 

DNA 오］^RNA 를 除去시 킨 다음, 이 上澄液에 tris 

buffer(pH 7. 8), 0- 001M EDTA 溶液 3Z 에 0- 07 ml 

mercaptoethanol 을 加하여 冷所에서 하루밤을 保管한 

溶液속에서 糸勺 10 時間동안, 위에서 處理한 液을 dialysis 

하여 이 를 酵素液으로 하였다. Enzyme 의 濃度에 다른 

活性度, TPN*의 濃度에 따른 活性度, 및 基質의 濃 

度에 따른 活性度를 各各 測定하였다.

結果와 檢討

그可 1 에서 그里］ 3까지 는 豫備實驗에서 얻은 結果 

이 며, 그림 4 는 phage ghost 로 處理하여 얻은 瞽素 

濃度에 따른 活性度를 나타낸 것이다.

E. 以鹰의 培養速度는 營養과도 冇關하지만, 酸素 

의 供給量에도 많이 날려 있다. 匕 co註를 遠心分離 

하여 酵素液으로 만들때까지 의 모든 操作은 冷却된 條 

件에 서 處理되어 야 한다는것 은 勿論이 다 約 10時間 

에 걸쳐 dialysis 하는 동안 少董의 mercaptoethanol 

은 glutathione 이 酵素의 安定에 도움을 주는데 cysteine 

도 有効하다.

NazSC)4 로 처 리 하여 만든 phage ghost 는 冷所에 잘 

保管했을때 , 製造後 2 日 부터 2週 日 間이 活性度가 가 

장 크다.

酵素液中에 서 TPNII oxidase 및 DPNH oxidase 의 

存在가 確認되 지 만 TPN+-*TPNH system 에 서 는 TPNH 
의 初濃度가 매우 작으므로 그의 作用에 依한 酸化反 

應은 全活性度의 比較測定에서 無視했다

그러 나 malic dehydrogenase 의 活性度 測定의 경 우 

oxaloacetate 를 基質로 했을때 , DPNH 의 初濃度가 比 

較的 크므로 DPNH oxidase 의 存在가 無視되 지 않는 

다. 그림 1 에 依하면 E. coli 中의 glucose-6-phosp- 

hate dehydrogenase 의 f 値가 대 략 5. 0 乂1(厂眄1 임 을 

가리키고 있다.
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Figure 1. Effect of substrate concentration on rel
ative activity of G-6-P dehydrogenase in 
E. coli. The reaction mixture contained 0. 04 
ml of enzyme solution, 60^mole of tris buffer 
(pH 7.8), 10/zmole of Mg+七 and 0-16 mmole 
of TPN+ in a total volume of 1ml. The rea
ction mixture was placed in cuvettes of 1 cm 
light path and the optical density at 340“ was 
measured with a Gilford UV spectrophotom
eter.

Figure 3. Effect of enzyme concentration on rela
tive activity of G-6-P dehydrogenase in 
E. coli. The reaction mixture contained 30 
^mole of glucose-6-phosphate, SO^niole of tris 
buffer(pH 7. 8), lO/zmole of Mg++, and 0.16 
mmole of TPN+. The optical density at 340 
mp was measured with a Gilford UV spectr- 
ophotomer.
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Figure 2 Effect of TPN+ concentration on relative 
activity of G-6-P dehydrogenase in E. 
coll. The reaction mixture contained SO^mole 
of glucose-6-가losphate, 60pmole tris buffer 
(pH 7. 8), 10#mole of Mg++, and 0. 04 ml of 
enzyme in total volume of 1ml. The optical 
density at 340m/z was measured with a Gilford 
UV spectrophotometer.

50 100 150" 200 250
Relative Amt s of E. Coli Cells

Figure 4. Effect of enzyme concentration on rela
tive activity of G-6-P dehydrogenase in 
E. coll. The enzyme solution was prepared 
by means of treatment of E.. coli cells with 
phage ghost. The reaction mixture contained 
0- 6m! of each enzyme preparations, 201umole 
of tris buffer(pH 7.8), 6pmole of MgT+, 0-1 
mmole of TPN+, and l/zmole of glucose-6- 
phosphate in a total volume of lml. The 
optical density at 340 m# was measured with 
a Gilford UV spectrophotometer.
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