答問錄 YCC 2005/03/25
進度摘要：

(1)
溫度造成糊化，即胞器 (amyloplast) 破裂，使SP可能受到其他酵素裂解，因而產生階段性降解。
(2)
利用2D圖譜之差異，探討與SP階段性降解相關的蛋白質。
(3)
加入各種抑制劑，探討SP降解與proteasome或protease是否相關？

莊榮輝：
糊化是否為正常生理現象 ? 

葉昭圻：
植物種子在生長時，其中的糊粉層也會有糊化現象，使α-澱粉酶活化以水解澱粉，產生植物生長時所需能量。
何杰龍：
有無其他方法使胞器破裂後，證明階段性降解 ？ 
葉昭圻：
或許可以，但是必須先將amyloplast純化，才容易達到此目的。

莊榮輝：
你認為L-SP階段性降解的關鍵在哪 ? 
葉昭圻：
糊化之難易，有糊化就幾乎有降解。

吳裕仁：
有無將同一片切片上之糊化區與非糊化區取下，進行電泳，可直接證明糊化與L-SP降解的關係。
莊榮輝：
也可將切片分成兩半，一半置45℃，一半直接收樣，再做比較。

莊榮輝：
為何在in vitro實驗中，45℃處理沒有階段性降解 ？ 
葉昭圻：
可能是在此溫度下，並非protease或proteasome最適反應溫度，所以反應時間必須往後延遲，才可觀察到階段性降解。

吳裕仁：
加入不同抑制劑，觀察階段性降解是否由protease或proteasome造成。
莊榮輝：
降解過程中，是否能做L-SP的kinetic study？
葉昭圻：
先經過FPLC初步純化後，應該可以進行，會著手進行。

吳裕仁：
甘藷大部分蛋白質集中在pI 4~5之間，所以2D圖譜會有嚴重拖尾現象，除非將某些大量蛋白質去除，才可改善情形。
莊榮輝：
盡快利用軟體將不同時間圖譜比對，並送定序，推測是否有pathway涉入降解？
莊榮輝：
切片為何一定要45℃才可糊化？

葉昭圻：
其實只要溫度與濕度達到一定以上，就可產生糊化現象，而不同植物糊化起始溫度有所不同。相信在台農57號甘藷，45℃確實為糊化的最佳起始溫度。

吳裕仁：
將整顆甘藷置於45℃處理，依照一定時間取出切片進行電泳。

莊榮輝：
L-SP的產物為Glc-1-P，或許可由此切入，推測其降解的可能代謝途徑以及其生理意義。
