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BREERT > WEREANITE  EEHEER  DIRGEERAE M E(L
[fE - AEERARRIC B R A E AR MDA i - 75 B BT e E B0 -

EEHES
LLoe FLINETER - #TEHBWEE + AL TN MHEE I AL -
1.1.1 Bradford ©&;
Bradford =2 F!| FH & F'& B Coomassie Brilliant Blue G-250 f5& 22K E= ©
f&es
37°C B4R

ELISA & E 3t (Dynatech MR 5000)
ELISA 96 #& % & /& 4 (Nunc 442404)

AEAA :
Coomassie Blue dye (1/4 X, Bio-Rad 500-0006) L Tris ##fElUfs 7 mL
50 mM Tris buffer, pH 7.4 (Buffer A) 4 mL
K& B 424 5% (bovine serum albumin, BSA, 100 pg/mL) 1.5 mL
Rt K (GARANRENEHE) 0.8 mL
KSR R H KAR
& d £ 8% (microtiter plate, Nunc 442404) £ H FiRIFEANE (B 1.1)
A — R 7] BSA AR blank for ELISA reader
BufferA | &ARBE | .., . o duplicate
Label | BSA (uL) L) | (ngimL) BIEEE l‘I—TTT
#5 500 0 100 | E&ETE
#4 400 100 80 Nov=s=l=|
#3 300 200 60 | BAETE
#2 200 300 40 REHE
#1 100 400 20 REHE
#0 0 500 0 RE¥HE
AR Fot AR EATRE O K aoti A (X1,X2..)

st 1.1 REHIERERE
VEY

(1) EHEEY 50 pL ARHES, (HO, #1 ... #5) BORAIRA (X1, X2) > LS HNA 96
FLIME R ERS -
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(2) &N 200 pL dye (1/4X) » FEREELAREINZERT - AN EEHETRN 5 21
PRI AN HR A [RIIRE /N Do R SR A A
@ KA BE B B B |

(3) B E Ry — M - BEVS IR Rty £ 2R
& » £5 Dye Reagent ZEEEA » (REZL
PEAE N7
1.2 B8 = (EEEBIE (D—>2)—~>03) °
€ EREEE RN /IO AREESTRI - K&

K7 A P K BRBER . -

(4) FFEZIM 10 min

(5) L ELISA reader # 570 nm (& 595 nm) 0Z5% »

(6) TFE=E IR MER (R4 - TR E RARAHNRAE

/

(2) 200 uL Dye
(Bio-Rad)

] (1) 50 uL sample
Q) REHA RERE

1.2 BARMLER

1.1.2 BCAEE% :
BCA (bicinchoninic acid) 12 F[ 18 (& S R EHTEE T (Cu™) SETEF  FTER
fCu” A] LIBCAE — ML 2 i E & -
R
e AR b

AEIAA :
— AR ERE > SR NI
BCA reagent kit (Pierce 23225) : £ &Reagent A (BCA) fzReagent B (CuSOy)
K Reagent A ] Reagent B 1 50 : 1 LS ZRE G » AR 20 mL -
BSA 2% & (BSA 2 mg/mL) :
DL Tris #fgRk — 251 @ 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ng/mL
J3iE
() fE—MEREE L SRR 20 L DI EEINAFHER-A -
(2) & AN 200 uL _F5fii2 I8 & Reagent - 2EEATE IN5E T ST -
& AR SRR E L -
(3) BRI E IR — ) - BRI S E R 2R & -
(4) B#'E 37°C [ FE 10 min -
(5) L ELISA reader #| 562 nm (& 570 nm) 0Z5% °
(6) TFE=E IR MER (R4 - TR E RARAHNRAE
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1.2 BrwtsirensE 04T
Bk B A e { LR AR T WS IE > A B B LRy 15 BT TR T 2 R
IR IR Hh AR AR P B 0.5~5 mM ] > FESRMERAF -

f&es
EIRSEG]
AtE -
BB 42 875% (0.2 M, pH 5.5)
CH;COONa (RDH 32319) 1337 ¢
CH;COOH (RDH 33209) 2.13 mL

J7KZE 1,000 mL EfL 4°C 1T -
TR (1.2%) -
Soluble starch (Sigma S-2630 5\, Nakalai 321-22) 12 g
B 1.2 g AIVETERBRS Je LA SO mL K&, - DGR EFRTET 2R 30 s - (RS RVA#
&g > BI7KE 100 mL - BE=GGEHT > 5 A REHERE
Glc-1-P (32 mM) :
a-D-Glucose-1-phosphate (Sigma G-7000) 098 g
M7k ZE 100 mL B 4°CHEF -
@ Gle-1-P &N FE AN R R - (8 RS =EEG © AR g -

R £ &7 (ferro-sulfate molybdate) :

Ammonium molybdate (Sigma A-7302) 04 ¢
H,SO4 (6 N, Wil 5% F 36 N) (Merck) 6.8 mL
H,O (Milli-Q) 332 mL
FeSO47H,0 (Sigma F-7002) 2 g

#fammonium molybdate DL 6 NP lR % f## > fIMIlli-Q/K 58 2% > FHIA
FeSO, TH,O#EE MEEIF5) 5 FHRTH I E -

® GEFRATHTRICSL - AR AR E - HREA EHEE -
BRI R (20 mM)
f17 0.38 g (NasPO,, Sigma S-1001) ¥t SO mL Milli-Qrk » (R
7355
(1) JFRETARRTE ~ ATV B Glo-1-P DUBRALL 10101 R » 4 R MR -

(2) BGH & IR L R 10~20 pL > A ELISA #2912 &5 - AGANA 75 pL SESE
B > 5L 37°CIfE 10~20 min - 52 [ 1 A R AU S @ RF R

(3) HEIA 200 uL 2] > R 5 min ALL ELISA SEEEEHHT 650 nm HYBOE(HE -
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(4) FERLIPRR IR - BT Lar o (£ A e e Bl - #1958
i -

BRI W A

(1) BB ERER (20 mM) FRIERS 15, 10, 5,25, 1,0 mM 51 » &R 200 L -

(2) il R Z IR AR E A L 1.2% soluble starch J &R @ - DIBEFELL
1:1:1 &85 > FEH 600 uL -

(3) BB G R AR ERIE AT 75 ul > FFIIA 10 uLATH O34 85 uL - fRIZEE (K
EIREENEF - JIAELISA platerh » BE"H# -

(4) IOAZ E@FI 200 puL % - Hl 650 nm BOERE(E - SEIGHEE/IR 1.5 ZHRERP -

(5) LAWRERIRIE By x Bl - 650 nm BoOE(E Ry y B - SEFRRERRRR - ABER KRR -

y = __x + = (D
FRER B E mM 0 1 2.5 5 10 15 20
Agso (1)
Agso (2)
Average

1.3 B IFARRSEN N ¢
Wk RN R LS e T — S B e > R ERET R B EE (K MY
JEHR (Vimax) [ - DAEE E Hp—EEERE (AEY) S EEREERE (W
Glc-1-P) » Fl]HLineweaver-Burk # F[ S5 (El&E » SKHI B EE 2 KK Vinax ©

B :
£
Hk
Bk 00 ) 50 R ¢

(1) BCHEE R RIEE AV 10 ul » i A ELISA plate H1 -
(2) I AEE R HEEE e R BT IR &% (Gle-1-P © soluble starch : acetate buffer = 25
uL = 25 pL @ 25 ul) £ 75 uL > 7B 37 CILRESERE » )& 20 min °

(3) IIAE &EFI 200 pL rhERENE 2 6 > fY 1 min ALL ELISA SEREERHATE 650 nm
HIROEIE © BOBELE 1.5 PR 240 -

(4) G FE AT R R Fa) B R WA AH ]
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B AR
(1) BB R GRS MR - Al 125, 1:10, 1:20, 1:50, 1:100 =5 » HEESRIRFEEME ©
(2) MR A EEATRIE AR - M B EE R - WE EE A EMEREERAEEMH 20 min
% > E4 650 nm ISEEAEAL -
) EIRSEEREST 1.5 % > Al RoEfmERE -
Hh FE 4| 1:5 1:10 | 1:20 | 1:50 | 1:100 | 1:200

Agso (1)
Ags0 (2)

SP #} soluble starch & 448 /5 (B & Gle-1-P B &) ¢

(1) 5 1.2% soluble starch AFIFHEER 0.8%, 0.6%, 0.4%, 0.2%, 0.1% F 0% (blank) &
At EREIRE - FEIRET 200 uL -

(2) B 500 pL Gle-1-P (32 mM) B 500 pL Fif&#E EHRR &1 -

(3) HY_Efe i & SR 10 pl > JIILA ELISA plate tft 7 &2 5 » 51 14 4% -

(4) REEHREESIER - K5 IR~ soluble starch %% 25 uL > fil A ELISA plate
oo BYEEHKE

() INAZLER (2) it Z G 50 pL - ITZERR 37 CIRIRIEERE > S 20 min 12
B8 JENEARRIERAE -

(6) TR BOBEMRA LE R () AI{SH IR IR -

(7) B N FEE R 3 R 5 ) #EAPIZE R (umole) - [RIHERAERE (A mM) AJ#R
Ry SR AN -
RJE#®FE = AmM X 25uL/20 min
= A X 10°M X 25 uL /20 min
= 25A X 10 pmole / 20 min

= 1.25A X 107 pmole / min = (1)
(8) LLsoluble starch?&%F*Z@J%&ﬁbXﬁHﬂ (1/%) © » R EHRAEH y ) (min/umole) ¢ F
B o SEER A EAR o HxEER -UK. o yEEER 1/Via

Starch (%) 0 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.2
Asso (1)
Agso (2)

Average (A)
Pi (mM) * ]

V=pmole/min ” -
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Starch (%) 0 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.2
xifif (1/%) © -
vl (min/pumole) ¢ -

-1/ K, ° = , K= 01 Vi = , Vi =

SP #} Glc-1-P 4 448 /1 (B & soluble starch 72 &) :

(1) ¥ 32 mM Gle-1-P M2 5FiERL 16, 12, 8, 4, 2 & 0 (blank) F£3 7 TR - &
RFE7H 200 pL -

(2) B 500 pL soluble starch (1.2%) Eil 500 uL BEERFEERIE &9 -

(3) A bt 5@ iR o B AR 10 ul > fI A ELISA plate H1 7 1< 2 HEILET 14 14 -

4 EEEEREESIERS - KSERER Gle-1-P % 25 uL > I A ELISA plate
o BYETEA -

(5) INAPER (2) Pt ZIR AW 50 uL > YL ZERR 37°CINIRESEAE » SE 20 min - 2
ETPERINEA R ERAR -

(6) FT 52 BB ATTIESC () Al MR RS -

() oA (D) Z AR BB ERR"

(8) LAGlc-1-PiaFE 7 B Rxih (1/mM)’ > i FESRER > 80k yilill (min/umole)’ {E[E -
ERFAIS—EAR o HxBEIER -1 K, yEEER 1/ Vi

Glc-1-P (mM) 0 2 4 8 12 16 32
Asso (1)
Asso (2)

Average (A)
Pi (mM) ¢ -

V=pmole/min " -

Glc-1-P (mM) 0 2 4 8 12 | 16 | 32
x#f (1/mM) -
i (min/umole)’ | -

‘l/Kmk: 5 K= 5 I/Vmaxl: 5 Vinax =
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2 ERRARERERILTIIE

e bR IN R L i EERIEREIRIE 1987 AT sam L2 VB (Agric. Biol. Chem.
51: 187-195)  #FLHFE (Ipomoea batatas) Fyt=f2 ST Tk REBRAR > HEH —fk i
Tk 57 SUBERE 49 A TR 27 9THFE HAEA - B Nancy Hall Ry ACARREACH L -
—MREIRLETE - B E RSk S EIHHE A - LRGeS g TR
afE - el R AR - EREHRERNESE O -

2.1 FAHEUR L $R ) 8

#®as
HERRE S RT#H CHEAR) - &H
3R 8 IR B
A R
A -
%k At (5 Xstock)
Tris 50 mM X 5 (BDH 103157P) 303 ¢
fiizk 800 mL ¥&f# » DL 6 N HCI Fi%& pH Bl fs 7.4 1& » fI7KE 1L - (H R II7KF
2 5 % > A A B-mercaptoethanol (Sigma) (i H R EE & 1 mM -
(Tris = Tris[hydroxymethyllmethylamine, X pH =778 E I8 E1E K)
Kt B
FRIEE A B 1% (w/v) polyvinylpolypyrrolidone, PVPP (Sigma P-6755) -
Kt C

FRER A N NaCl ks 0.15 M 2 -
BB 4% (ammonium sulfate) :

Fillk#Z (Merck 101211) fFRHEEZRRK 1% - HEEMH R EEH BT -

JiE
(1) B H AR - PR ARy » BB AT EE 100 g » LA 150 mL ki #EEE B
S 4C T8 » SR 1 min > (240 1 min > BHE 5 K -
() B LA #O A EIE - BRI HEE (> 30 min (Hitachi RPR-12, 8,000 rpm) 5 I 5
FIEWE A EOR (XT) - HIEEEENE > SOE 2 0.1 mL MUREEA -
& STEEE OB MERERS B NE - 3 BT IR B AR ] R -
(3) B E/ERA VKA TRERR DA ER 8% > W NHER R > SEBIFTERVEEFIRE (40 20%)
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FTIIE R ZEESR (32 2.1) ¢ fE R 10 min % > #E 0 30 min [A £ -

(4) SRV > ARV B RERIREER A > I E Hm i iis + - [ARHE LIER
e > METE DARERSZ UL > INE] T —(EAATRE (40 40%) -

(5) AL RIS E] > SEE IR > 0 Bl BILIREENR A AR - D ER
TLEEMTER R > HREENE C EATEE ¢+ K HF L& 30 min fRE_EER -

(6) IATIETERR - HUHETE M fr = B — (6 s B 3 & > SRrP SR EEE (AS) -

7 2.1 ZENEMEERBIRANE
KK B s B o fa e R R
20 | 25 30| 35| 40 | 45 | 50 |

A 1L s s o [ RE G e £ i 2
226|258 1291|326 | 361|398 | 436|476 | 516
113 | 143 | 175|207 | 241 | 276 | 312|349 | 387
84 115 146 179 211 245 280 317 355
56 86 117 148 181 214 249 285 323
28 57 87 118 151 184 218 254 291
0 29 58 89 120 153 187 222 258
0| 29 59 90 123 156|190 226
0/ 30 60 92 125 159194
0 30 61 93 127 16l
0 31 62 95 129
0 31 63 97
0 32 65
0 32
0

70

RFEIEHR H Methods in Enzymology (1990) Vol. 182, p. 291 [z% R IFIEE R N K H Data
for Biochemical Research (1969) Dawson, R.M.C. et al. (ed), 2nd edition, Oxford Univ. Press.

HARFde 100 mL oypin BUR A 20%F R et fe LR G ] > BIAA LR T & H 0% 2] 20% #)
faFo E & 106 g Bili 4% (F-90) B3k Zhu A 10.6 g BBk 4% o B O RIF LG LiE 2 T F0H
B&EEMAE— 2 100 mL X (A4 ?) REBRIFH—EHE > BEETT—FHSE
(4o 20~40%F0F ) o HFEEARBEN R ELR > BRI EZBE TV RME -

2.2 BREEE)

BRI 5B MR A T B AR N BAGETT 7By - AEEREH] Sephacryl S-300
ER DB E > B RIEREEA - (HEE SRR LU R 7T -

200 ECX 2005




B3 BERIREE

#as
J& #7 % #£ (Pharmacia C16 column, 100 cm) f4F[{{# adaptor (AC16)
¥% %y % /4 (Pharmacia peristaltic pump P-1)

1 [k

2%k £ % (fraction collector, Gilson B, Pharmacia)

4m g, Ao #%, Centriplus (Amicon)

I :
Sephacryl S-300 (Pharmacia 17-0599-01)
% ik C (FEENVR A F/0F 0.15 M NaCl)

Tk
BAHFOL
(1) TR E RIS  BEZR G H] > RSB REEENIETE - e

(2) ZMEER - LUKHEGRRE T > (2 BihmEE -
) FREREFIAF —FEERRRE R C > WEEEEGHNAKRE  HIRARK -
HIFERR AR - U S em SRR C + DIZEFEReE A NI -
(4) BT8R IB RS - LR AT & 20% S » ASFETERBERR C 1+ BEEN
T SRR B2 BER LR 324 -
& LRAERTETENE > —ERERENIRE T ZEEERA R -
(S) AT EESH LB a5 » NEA R - Wl esmiEEL - HHRE
AR R E dar (sonicator) BEHH » IEDMSREFRZ
(6) i Bl &35 5 2 B - DI e BE G () VB L - I H B (5 Reba e
Brrrh s AlfESEER - DIFEREBER G MtREL -
(7) MHETIE R VERE 1~2 min £& - BRER N ATERZET - FIFTEINR LR -
EEAAHEER BRI T 2R
®) FFBREEEEE - HE T EE T HRE - I HDGRRERITREE -
(9) EUHEFERY adaptor W ST HCE R ARBIR R E S - W REFR R IEN > 52
FeimikEE > M ETSREEE A -
(10) /Jn(ifRF adaptor IRAEFEAN » f MHEERBE B - fad A HERIE A adaptor
N > PRt $HEL O-ring © [LF adaptor BB A —/ N Fe imik AR AYZE ]
(11) BEREE N ARENZET > AREREAFRE C jniem fHE R -
(12) Eiss (LR - FHZE T IR NI - BORR S IS 200ERRE > fHi
figF# adaptor [ O-ring > 7 adaptor # &t VR - URE & (e B i _Em e a2
EREERBEEF - Alje% O-ring > $H EEEMT > WREREME N TENZET -
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(13) #&fEH C DIFETEZ 150% i (%) 45 mL/h) JideBee © —&ins > BieE
RIBBG T 1~2 B - e 3~5 #514
(14) fp &R EE G RN & B SEN M > G5k EREEDEE (12) #8 adaptor 11 L -
F 7 #AF
() A LIE HE B - B EE AR AR EN BB AR 3% DIA S £E
EZN-OR R g RN by N
@ EABEREREEA A » R EESLLL Centriplus B0 E#E.S 5 (8.2 Centriplus
TLORIFAE 20% PRGN KB AT SR e R4S
Q) FEEAGAE - DIFHE AETTERE - BRSEIEE AR nEST - B8 B
B &R © FrEEEEYIE - FEAEAK 1S EERBEZ AR -
) IR HIBR AR T B E E ' OGS T - IR A SEMENELEE
RAFE AR - LT N — PR -
RES>TERL
(1) IBHEEIE S I ] HoR FRE B HE < - (HZEDUGEE B E MU by -
@ EEHEE'E (Bio-Rad 151-1901): Thyroglobulin (670); bovine gamma globulin
(158); chicken ovalbumin (44); equine myoglobin (17); vitamin B-12 (1.35) kD
(2) AR EHEME R BRI AFEE R E - —EETBEEE -
& O E B VD BRR LR AR R I S e R B ol RO H R
BERARAS o DRI 78 B B 2 B B R il OB i
(3) BISE MBI » W12 EY B AR L A B T TR - IR B RS M »
T EAERE RO E - DI K B v R B & -

2.3 BEFRIE
DEAE (diethylaminoethyl) j&—f 212 R - 8 h i A REEE R E A TE -

=

= &
J& #7 % 4% (Pharmacia C26 X 40) ZE[f{H adaptor (AC26) R TR
¥E %% 74 (Pharmacia peristaltic pump P-1) ’5 ’%:
"R

2%k £ % (fraction collector, Gilson B, Pharmacia)
# /% % ¥ 3% (Pharmacia gradient mixer MX-1)

B :
DEAE Sephacel (Pharmacia 17-0500-01)
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Bk A~ 8487k C~ B4R NaCl

7%

(1) DEAE Sephacel FYZEIE 7 A REFIB B EIEE - SEENRERAHMERETEF (C26
X 40) » [BESHETEAT Sy S0 mL - W DARE @R C vk - (2 pH Ry 7.4 -
@ DEAE B RIFEEEINELIAR ER C BBl - HAE—E25wE |

() KK HIBR BRI - BT % - LIEEER C Rt m(EE ST - I
NEGERE R s ERERHELIEE - DIRRARMmIER

(3) ERBER A thiiA NaCl i HEEEE 0.5 M - BB SR 5 AEE C HhE
E A 0.15 M NaCl » R {EFR7R TR -

(4) fEPREBLE SRR > SIS ERIREEA TR 250 mL - BEENHEK - HETHER
U R RE > E EEds » & S mL LR —% -
€ FEERETENTESEEERA—E& » IR RS E RN 2L 0E -

() B B SRR TR » A1 100 mL BEIRVEENE » VeHiPREREE (97 -
(6) I 25 L-SP VEILE » Wi e LA TR L5 8% -
AT A B B

() hEELESEE B - HEEEE - thr AR E SR —(EEEE
Fite—(EE s BRI > 102M — 03 M — 04M — 0.5M-
@ STEEETIAEEREFEEE A N L& NaCl fl & fifs -

(2) B =R, - NRGIGEEAME = > RN ERES BN -

() B B E— (ks ELE e thIEEE S - FMEEE A/ N BIBEHE > R—(E/ N
EAETFRIRIERY  BUWERYGERTT BB R - A 2R AR 150 p. 65 -

24 BUFERTXREIAR :
FIRFEREEATERA RS E ST LEARERSE S - AR
HEH% > ETHOHS MR T 18 - ATV — SR - (1) AR
SN EOE - AT (1 SP) 5 () AR EE T A
B NELC RIS RS O) B EOEERERKEERIS 15
T B IR -

#as
Bkt (Hoefer SE-250 A (3 ELFE IKIH)
Rl Ffd 1.5 mm (N R » S0 A S0 AR A)
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7 (Little Blue Tank & 5k 72 45 25 ISCO Model 1750) [fiH 4 {EiAHER
<] 7] (Feather No. 23)

Bt :
BEIKBRIETRIEE KRB TR R 3.1 86
BBk A TR Y IZ RS MR S SRR IR, 3.5.4 B ” I
& ks EEg stock ¢ 0.2 M Tris-acetate (pH 8.6) E:aj PR "

L3

o0 ] 1/4

i 38t 38 w3

Foik
R B21 RERTABHOBE

(1) A SE-250 $2[B2sLL 1.5 mm G #EZE 6% native-PAGE ; & 2.1 fiis > Hor
BERR R R G BRI — BB E AL — » BIBA RIS 2 — § T
BACH » BT -

(2) FSEATEFL L-SP B » SbIRINEIE (Centriplus YM-30) #5533 mL -
FEA AR U ABEAH » B T804 15 mL -

(3) 1 412 BT - DUEHERE 150V ST 1 h -

(4) FERRIBRHIB O - L BETRITBETE - o e 3

) BB e MRS ER A A m ] .
SO T GRBE (L 02 om) EIFEIER o comewe | g
L DIFEE L-SPIELERE (B 2.2) - B EREBR ARMRER {éf;’?“j

K \ /<4> EFRE
) BE IS I — Bk

ErEAE
(1) BOE BUKIABETE (0.01 M Tris-acetate) » B

SR ERTES - 2.2 Mat SR EIKRI B
(2) A RESS Little Blue Tank FYBEFHARIIE - KaEE MEREZE > A G ER

7K+ TR MR BB A 0.01 M BEISHEN -

(3) H5UE T L-SP S IEEEEIE 0.5X 0.5 em #/1N5E » BOVEA/ME » Bt
R TEE S RO TV

(4) LASEEEY A0 (10 mA) » —ZKisHER 2 h » BUBERFETING I (A -

(5) WS BRI EF IS 25 b Tycon tube (ATREGRIRLHEA/IMBRERTED) » (A B4
RIEf /NGRS TR — B 100~200 L BOTEHRE S SRR 3~5 K AllE
WOKER S SR L-SP « HRBREE » SUMOEIGIRR - AEAEE iR -

(6) /IR — SE T E e » 540 L-SP 3 P B 5 V0 -
® SRR TBE - DL BRI | AT AER A T B T S

% o BEHENIIFEINGES - T2 BIFESRR LR p. 59 -
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3 BIKIREE *

B (AR (ﬁﬁ/ﬁﬁ%x@;’lu? T 4 588 €k (disc-PAGE 5K native-PAGE) —fiR AR
fE M BGE LT > SDS-BH4E €k (SDS-PAGE) A& HE KB IT# o T &R
JE > L (gradient) [BHGTE (73<QUIELXH%‘%“’/EF;E’JL%ET%F%H% » ] DABE B Ik AT I AR
fEm o AR LURIRPRE LA K - T o S By -

3.1 FEMERELE % (native-PAGE) :
TEEBEEKEREANVERKBEZE XS E5BERBE pH 8.8 BUE KGR
T K4 pl /MR 8.8 B HE /3 FHIREIE IEMLE) » R 4 TRk B3R HI B A
HEREE (BAEWE/F8E) KL - KRBT E SDS @ R EEZREREr
] LAFEIB RS MR TE g ] R EEARRL > BIEEE K -

a8
8 B4 (GBI g bga )
M & 4% (spacer, 0.75 mm)
¥ A#% (comb, 10 well)
& B E okt (Hoefer SE-250 Pl (3 ER (R EEVKIHE)
T A & 2% (ISCO-453 = Pharmacia Biotech EPS 200)
% F 4t4% (Hamilton 80465) Bi(E5 ki A~ 5 FH K & BE

A -
A iz (T 30%, C 2.6%)
WG EERZ AR acrylamide (Merck 10784) 146 ¢
Bis (Bio-Rad 161-0201) 04 ¢

7K 50 mL > EHERRIFEHIOINEEIE Z - REFIR 4T -
(Bis = N N-Methylene-bis-acrylamide)

B ik (2B RE & rik) -
Tris (Sigma T-1503) 182 ¢
TEMED (Sigma T-8133) 0.36 mL
FH 60 mL 7K & g% » LA HCLF pH 2 8.8 $2f[I7K 2 100 mL > {72 4°C -
(TEMED = N,N,N’ N -Tetramethyl-ethylenediamine)

Cr (BEMRREER)

Tris (Sigma T-1503) 06 ¢
TEMED (Sigma T-8133) 40 pL
Fi 8 mL 7k g% » LLHCLF pH £ 6.8 217K 10 mL » fEFHR 4C -
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@R Bk M (5X)

Tris 90 mM X5 (Sigma T-1503) 545 g
EDTA-2Na 2.5 mM X5 (Sigma E-4884) 47 g
Boric acid 80 mM X 5 (Sigma B-0394) 248 ¢

finzk 800 mL #f# » L NaOH i pH % 8.4 #% > fI7k% 1000 mL » SRR o {f
FRTEEDAZ KRR LA -
APS %% (ammonium persulfate, 10%) :
0.1 g ¥R 1 mL ok » BEREEAMESE S © (AR E - B ENE -
B HE F#t (tracking dye) :
H\ bromophenol blue #] 1 mg A% 5 mL 8 FHEEUKAEER > I S mL HHES) -
S50 FERREE G E 4 (Pharmacia HMW electrophoresis calibration kit) :

Protein: %1% (Da)
Thyroglobulin 669,000
Ferritin 440,000
Catalase 232,000
Lactate dehydrogenase 140,000
Bovine serum albumin 67,000

& = Dlnative-PAGE HIER 7 F = » HEEMR

W

5 NREMUR ME—REE -
737

B
(1) BB F R R AR R R ity » BLIBEIE RS REFEE
FEARIG R (spacer) F ELAT SR ERIBE fr -

(2) #RIEER 3.1 YR A IR EL B SEBIERT R BB R RS © Il E B A > &
i APS AL AR RN » /INEE A - DGR E L > ARREE R AL
BEIFERBER T - BIRAHEAZDBEBEE > el 7.5% & -
% 3.1 %M native-PAGE BBE5% (B mL)

A D EEEREIAMR e

5% 7.5% 10% | 125%  15% | 20% 4%
A 1.65 2.5 3.3 4.15 5.0 6.7 0.66

B 2.5 :
C : 1.24
H,0 58 | 495 | 415 | 33 | 245 | 075 3.0
APS 0.05 0.1
s 10 5.0

(3) BREE RIS 2/3 2 3/4 & > e &REERES BRI 75/ VLA 100
ul SPES - DIRESPRE R i -

206 ECX 2005




B3 BERIREE

(4) #7130 min £ 1 h & (KILHFEAR) @ BE5ER 0 EH EEEAEE -

(5) I EFEEBBAW > JoHEMIT AT AN (comb) » AWK KRILZHEA - %
(&= AZETE 5 min 5EAY 0 £ 30 min A]SERGEERE -

(6) TrEIRBEN - B2e8IIEIRB LR SirRBF BRSO E0 A 4°CRF > I
A SRS IEBFEz2 o (RS R —E -

Tk

(1) SeBUHE B A ENE > ek — SR8 A E kAR R o BB KRR ED - B3
B DL 45 BZREE K o BRRIEEL BB % » FEEKIKF
G LT o INAEIKFEEWR - EikET » LU ESHE B RS AR > B E &
BT 2 BEERY e ARG A -

& B —EEFEEEEIRBRAGEZERE KA > &R gy K2R ER -

(2) BUEE AR (1 10~15 uLl) > A 1/4 BBk > IRE1 5% LIBEST
B INGEYEABRE R ARE » A SR IERE A -

@ AR AEEEE  LFEEHINAS TENEHE -

Q) B FENEEEAENFE 48 b ERERE S FENZE | (H1E disc-PAGE
tho SFEIEIE A ATSE - R ER G E S5 -

(4) BB LEETE L M EAamIEE i (EEEHREmIT EMmE)  sEHEE
EVRALESS - EERELL 100~150 V HEfTEK - BB EHE Y E o HLNAE
EACHEBEHETEKX -

(5) FEEH G % > BEFEETR - IR iR > DUEE & A MGk -
VEMREITYLE -

3.2 SDS ZREE ik :

SDS-PAGE J2{E=E kA » FFH FE G 7] SDS (sodium dodecyl sulfate) [ 1F & H
B Hi/KE I » HH SDS A frirc AfEMS EkE) - HRERARG T ERE/ M
[ SDS 737 » R EHEARGHEREVKEIRZERE » kERREREN
Borf& i SDS EikEAHEREAOEN S TE - ERAEEEES - F i
B R = AR PURGRERE - (TN ERRI B /K& R EE T EL SDS #5455 TNAGEIR
B el i B o T AR R 5 P2 R4S B-mercaptoethanol B, dithiothreitol -
[KlFt SDS-PAGE izt fEH R E B R BT TEIRE -

#as
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A
b T _EEAFTBEFRIZESL S - EERCE DL N HYEER, ¢
SDS 582 & 7k 4k A% & (SDS-PAGE sample buffer) 2 X :

Tris 125 mM X 2 (Sigma T-1503) 03 ¢
EDTA-2Na 2mM X2 (Sigma E-4884) 149 mg
SDS 2% X2 (Nakalai 316-07) 04 ¢
[-mercaptoethanol 5% X2 (Sigma M-6250) 1 mL

=27k 8 mL {&fi# > #5 pH £ 6.8 Z1% » FIIZKE 10 mL »
10% SDS &%

B 1 g SDS ¥&12 10 mL —2X7K 5 SDS WG58 » IEE WA » DIRERIGE
SDS &k &k (1X) -

HC L [F 8 FH BB kAR R - (HIEREERRF A SDS {# 3Ry 0.1 % SDS -

Ko T4 % &G H a4 (Pharmacia LMW electrophoresis calibration kit) :

Protein: o F% (Da)
Phosphorylase b 94,000
Bovine serum albumin 67,000
Ovabumin 43,000
Carbonic anhydrase 30,000
Trypsin inhibitor 20,000
a-Lactalbumin 14,000
8 0] F] Novex SeeBlue Pre-stained standards (R p. 217) HEHEEFEES -
ap:
S5

(1) JPEF LA B RAEEEAR ST 1% 1 SDS ; R
FERE AT T2 3.2 0 10 mL {0 2 S R A -

# 3.2 'HH SDS-PAGE BB88/8/R (F{I mL)

208

. N | eepmae
5% 7.5% 10% 12.5% 15% 20% 4%
A 1.65 2.5 3.3 4.15 5.0 6.7 0.66
B 2.5 -
C - 1.24
10% SDS 0.1 0.05
H,O 5.7 4.85 4.05 3.2 2.35 0.65 2.95
APS 0.05 0.1
A g e 10 5.0
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Tk

(1) SEMUHIE IR - SFRRER (51 SDS UGB - (8 A TS - 5%
TERHTLL 45 EEFBON - ARG SRIVEES: - MAITCRE » ERAHTY b
75 AR - FIRE A A -

() TLERAIHEA () 5~10 uL) » NI FIRHEZ AR (sample buffer) FIJIIA 2
HL SEHEHRRL - R EEITHDY 100CHIE S min » FRAAIRBEL 30 sec  LUMEST
DI AR RI A > I R 4 -

(3) 543 T R EIETHOT 4-8 uL > IEREH TN FREBFOMLDS -

(4) MM E DI T b > WERRIE A A TR M VRIS A
£ 100~150 V Stk -

(5) FEBHEREIRAHER o - BRI AU OB » DA A e
LT -

P

3.3 HERBREEX :

PR BRI 7 B B R B R — A ME I - FRES (LM T) - ATEEE KA AT
J1g5% - £ disc-PAGE tf > EHE S THIKEIRER 7220 TEZEN - T AT
WIE Rt A2 » K= R disc-PAGE R EIRIEE BN H T8 5 EEL
HIBRETEV > QDT EMEAKERRIZ B R - Bl Mo E EH E D
TEAZ% - 1£ SDS-PAGE HEGEFEE - AIHMENT RN ER S - 701872 20
(< 1,000 Da) HYZRELITRIME Al RE B > B ERBRRIEEAE > TR A -
(HNH R B WE - PRI AR E Ry — M AT -

&8
Bk A RET EEER E K 0 A T EEAA
B R RKEEW £ (Hoefer SE-275 VKL ~ EMbsf ~ BAN - HlRfREIEE)
B ARBEE B % % (ISCO, E{EIE% 30 mL)
¥E %)% 7 (Pharmacia P-1) ~ 1k A2 44

Al
7] LESSBE TR teA - SOt
50% glycerol (.1 /& bromophenol blue)
A
(1) RFEE KB R A8 G vEiFHR IR - DI LB G BAR e T - #E
AT R ER (spacer) R H Al 2R B EN 1 - UK Fr RIAIRITE RN G H

ECX 2005 209




B3 BERIREE

EBERAREENEE > MEBEN T = AIEES R NESE -

(2) Fbp E ELE SR BT R EY - IR EREER > RS Y
EEE DUE MR > HEfEREIGEE -

(3) SR EREEEE - EEFEFRENOHEBERE - IIE SR MEERBEAR - H
i APS AL AR RN » /IVRETA] - R RIEEL - (REREASEELE
RS - SEEEERIREBEA S > 1A & bromophenol blue > I
& HY S (S R B ELE B S B AT -

4) FTEAtE E ELE ee R fE R FE ey - B IEIMEETEEE - [FIRFFTRENE - BB R
FiEBEM - B{EEFEE 3 min 5EEL -

(5) FEB BB ImEZ I [EIRE » A 50% HH - DUER B E M B8 A R HER] [ fE
= EHHEED TR IR EE OB (Y bromophenol blue 7] E B#EE
A B BN A R A EE i > SRS R -

(6) B S ERYEFEY 2/3 £ 3/4 & ek ES B e T A 100 L ZpEE - B
SERRRE R -

(7) BB S EE FRTET ik  Bin] & L EERE » BRI ER %
oA L > (Ho B B B -

¥
i

34 £EEE S

FHEEREERBEDERN pl #1708 - ERRAEDEESH ampholyte FYTEPN
FiEfiz bk BN » ampholyte & HEZEE— pH B8 © B EH'ERY pl KR EREE pH B »
HOFEA e > RILEEEmRKE) > ERE pH B E S pl HHFKE » FERE
REMAVKE) » BEEEBET - BEEH pl SR BRI - BRI S5
AEHBER ple DUTARR A% BEEILFCEIREK AT (Novex) #ETHY » # B
7Rk > HIZER FAEIRIZES » Hoefer SE-250 SR A HEE -
&R
FA45 1882 & m (Novex IEF gel pH 3-10)
E okt (Novex Xcell IT AR = 22 B R R EE K E)

BRI S

Bt :
B A& 4 f17% (cathode buffer) 10X :
Arginine (free base) (Sigma A-5006) 35 ¢
Lysine (free base) (Sigma L-5501) 29 ¢

1 80 mL 7Ki&f##% - LLHCLF pH %2 10.2 217K 100 mL > FEFHR 4T -
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IE# 4% #7% (anode buffer) 50X :
Phosphoric acid (85%) 47 g
FH 80 mL 7Ki&f#% » DL HCL 3 pH 2 2.4 $2 /17K 2 100 mL » fFEFfR 4C -
KRG B (2X) ¢

Bt R (10X) 2 mL
Glycerol (Wako) 3 mL

T A& bromophenol blue » fjj7kZ 10 mL -

ik (5X) -
Sulphosalicylic acid (Wako) 346 g
Trichloricacetic acid (Wako) 1146 g
JI7KZE 100 mL /i -

1248 pl & & % 414 (Pharmacia broad pl calibration kit) :

Protein pl
Trypsinogen 9.30
Lentil lectin-basic band 8.65
Lentil lectin-middle band 8.45
Lentil lectin-acidic band 8.15
Myoglobin-basic band 7.35
Myoglobin-acidic band 6.85
Human carbonic anhydrase B 6.55
Bovine carbonic anhydrase B 5.85
B-Lactoglobulin A 5.20
Soybean trypsin inhibitor 4.55
Amyloglucosidase 3.50

T3k
(1) AR B AE AR 11 RS SBH AR BB AL 10~20 mM EREE -
FER A R e B AR A -

(2) ¥ 10 X AR ERFRIES 1 X » WHET IEREY pH (E - IS E e hha
KRG > DURAEE GETE IR S bbix - fEBRuER LRI AGEE &
IR A -

(3) K 50 X HYIEMGE BT 1 X » WEE pH {HIERERIN AR T -
@) /NOEATREE IR -
(5) HIR IR PR - ETTEEK
100 V (1 h) — 200V (1 h) — 500 V (30 min)
(6) BIkseHEetR > FTHBME RE > RBREE AR E RS 30 min EEERE @ WHkE
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ampholyte » %5 ampholyte ARt F &SRR R EE SOETE -
(7) DAFTERY Gt 7 i R R T T et

3.5 BEERtE:

3.5.1 Coomassie Brilliant Blue R (CBR) 8% :

CBREEEHHE GCBRy T LAV A &% - BEHBENHUKERS © [FF
HRTREELE (-SO5™) Bl (B B S > T E A ERHE amy - 2k
HAOENEREROE  HHERENS > SEOWEDEFHE T ngll EAVE

HEA JISHEE -

#as
k&4 (AT HBEESEE - Coming BFENR G BFERIMR & H)
At
CBR % &% :
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma B-0419) 0.75 g
F 250 mL FHESISARRR - FANA 250 mL 27K f 50 mL FEEE -
CBR g &% -
10% BEEREE 20% FHFESRY/KIEH -
7

(1) KRRV SERIYBHNR A CBR Rt - Rty E RS E R A &'
ASEEE RS FHE% 30 min -

(2) B - T E KRR B B - I RSB RIRT - A&
WO — BB K AR - AT IR B iR -

() HEHEIREEK - AR AR (1 h) DUENe e -

(4) HBBEREA AN CBR QLR - AL 50% HERES -

3.5.2 MHMEIREGIE !
AR G B — B B M E A E OB R0k - BERUE AECBREEHY H 5 LA
b EBHESF EWERE (COO) & BlRezshRt & - MiREEr e RS
R e BN > P EAEEFEREERERE - RPEEERN T EERK
H o FEERH PR T (glutaraldehyde) Bl E H'E 735 ERIIEEL (LysEiArg) 5
& MEIEREEFruks &5 E - (S EBUEEN o R IRA R BBOR E AP
{o FHRYZE S B - SV B A8 o FIMIN-QERF] SRR 7K
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FERIR1ETTE
#as
FEEEB AhBmELH
K|
ERRF -
Glutaraldehyde (25%) (Merck) 4 mL
Sodium thiosulfate (Sigma S-7143) 08 g
M=K EEE 100 mL -
BRRTC -
Citric acid (0.5% 7KiAWR) (Wako £##) 1 mL
FH i (Wako F#v) 0.1 mL
HH (Wako Ffif0) 15 mL
F =Rk EEZE 100 mL -
FH ER 4R % -
NaOH (0.36% 7KiA1R) (Merck) 21 mL
2K (Merck GR) 1.4 mL
H,O (Milli-Q) 73.6 mL
THFRER (Wako i) 08 g
HEIRERVA TN 4 mL 20K > #8187 A NaOH ~ @ KB — ZOKHNR AW -
EMAGEREG > TRERABRBEER  2EMASTHRRIEZBEE  HHR
IR AELIZK M E B EF -
RO H ki
Citric acid (0.5% 7KiAWR) (Wako) 10 mL
Ethylenediamine (Wako) 0.1 mL
M= X/KEEZE 100 mL -
AL
Dichlorodimethylsilane 5% (Fluka) FY&{51AR °
& EEMLRERE R B AFM - B T E R EE T -
A

(1) Se BB sl R Y (L > HEVEbi b B IRIE S iR - B A RifERl =
ipd Nanlisdi Jap EA
& WILFREETE - WVt K& E S EIE EgERTE -

(2) EIktk > BFESFERGLE > DL50% FHEZE =K > X E 10 min °
€ & CBR REAENEF > HHEOFEELE - AfER GO 8=E% - 525

e BGEITIHERIR et > DAFIE— D8 -
(3) EIEHEE > FZKE=K > X 10 min
@) IIAGERH > [E Th -
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(5) BIZZFH > F7kif 3~5 X » &K 10 min -

(6) IO AGHERSRVATE > [ 10 min -

(7) B EHFRSRE > FI7KPE 3~5 2K > &K 10 min -

®) IAGERE L - Bllg 26 - EHFRERCRINGEAIEIRZEFRZ -

(9) FiZkEEB Ak o BB EINARER i - 7 1 h ik > ALETEAE28 -

(10) HHRORTREACEEE - v DUN A R BR SV T B S E o vl
AR BTt -

3.5.3 MERBREE (BMEE-THEIRE) :
THERIR R e — B MS R E N E R 00k - M HA R DI REHE T
EHUEESE o EEXERVEERZE: (diol) n] ATEMARL LR EEE (-CHO) » AT A BdR
PSEEE TR G IR EE R Dl E B HE R A REEEH - REUE L Schiff %5 -
EHEREREASGHLEE 6  FitEREERS - LEER—FBE LA
positive control (i F glycoprotein, IgG) Ei negative control (4[] BSA) > 7F negative
control R 2 (1] > FriUSHIEE A ENEEH -

EaR R

Fon MAHFRIRE SRR _EET - 595 MY ZEA ¢

kA
10% FEFEAE (Wako) K 25% FEPNEE (Merck) HIR ETATR -

ik B:
7.5% PR (Wako) ¥AX -

WA R IR IR
Periodic acid (Sigma P-7875) 02 g
=K EEZE 100 mL -

ERRCT -
Citric acid (0.5%) (Wako) | mL
FH S (Wako) 0.1 mL
FH S (Wako) 15 mL

F =K E &2 100 mL -
FiE
(1) Jeit gl R EEh LR - I bR SRS ER - B RGE L
B ERITFB i -
(2) Biktk > BHEIIEIF > DIEER A & E &K -
(3) FE H S AE E ¥ B =3 30 min -
(4) BIEEEW® B IIAGERER TR 4 C R E 1T h -
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(5) I FSEBERATE - FKVE 3~5 K S(EE2E 3 h -

(6) I AERSRYAYE » [ 10 min -

(7) IS » FEIKVE 3~5 70 » 4578 10 min -

(8) M AEIE L Z B4 2 (1 » #1242 negative control (93 (4 H B 2 (1 » fEHE
2 ORISR -

(9) FKPEBIEF 1 » B EANASIERIEWE » 491 h % » AE(TFIE a0 -

(10) i RE e - 7 DR AR B TR E F HE e -
AT BT -

3.5.4 EMARERE A REIE
FREBIKRNBFER A ERREFGNERT - MIFBERNER % > 7]
1S HIEE SR VKB R DU HE RS © (HRE SR AT A ;R EYLE R NETE - 478
R HEERE - BHBREAESHA Gle-1-P BRI T » ALETH REENIAE
RIIE - EENENEFEY - R IR LB 2 EALER BRIk
(I B IR A TE TR R B L > (HE ZHEIERCAR TR B-amylase (Y- -

f#as

FEREE - EBA (370)
st :

MES % 1% (0.04 M, pH 5.9)

MES (2[N-morpholino] ethanesulfonic acid) (Sigma M-8250) 1.56 g
DL KOH %2 pH £ 5.9 1& » fI7k % 200 mL B 4 CHRIF ©

Glc-1-P (32 mM) :
Glucose-1-phosphate (Sigma G-6895) 098 g
A7k ZE 100 mL - FfL 4°CIRAF » Gle-1-P & [AIFEFE AN SR HHIERL - (58]
W =B -

TR (1.2%) ¢
AVA (Sigma S-2630 5\, Nakalai 321-22) 1.2 ¢
B 1.2 g Al TR Je IO BB UKEE - FIN7KE 100 mL - B=JRRFET -
i FRTE A AV I INEERE . - i A REMIA Gle-1-P -

R 2 G
Iodine (Wako) 045 ¢
KI (Nakalai 296-25) 283 ¢
H7Kk 2 200 mL -

FiE
(1) IR REE kST RBEENEB R - Hr MES : Gle-1-P : soluble starch =
2:1:1 (BBFELL) - EEW A E R EEF BB AR -
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(2) 1A 37TCHR R & IR > 1~2 nug 1Y SPAESHEES [T T - [ 2 h At
HIRR O > NElEs [T AR 18~24h -

(3) [ IESER R - FIDVE R H R By i IR - BIREEW - DUREKIE T
BR# mAMEZBBRUES > HERFEEOGE -

(4) I ] B RELE 00T - SHEB S TR R > i REROmE iR
BKHPIEYE - IR Z eIV IA TR BE 75 A IRILA e e % > W]
DIFF AR E R — K -

(5) FEBATEFWEEE (A1 B-amylase) » AIFES Bk 1B EHFR 5 647
REHRNI R0 - Ry TR GEERE  ERIKSERER > TRBR R
fiA 100 uM HgCLYATRH 3~5 minf& P2k - DUIIHIER WA S TE -

3.6 BREzZIEE :
FIFEBEHSE (ZERF collophanc) HOEIBIERRIE » BEVKIF sk R FBAE = I
GRS - BRI P s RS AR - LR AR - B
P R T R R S O B S A R -
=R
IR A X E &
T3k -
(1) ZEBSTBAR 1725 — 3R B R B - BRI VO TS A PRI » TS84T
T o S BRI T (TR SR A -
(2) Wt B BB Ao B B I -
(3) SIS — IR B A N R b B T AL R
BT ATABIBNT 1~2 cm > 1455 — TR BEE IS KRR E BT -
(4) DUSTB R (D f > BRI E 37°C B g -
(5) WEBK B a5 28R TTURIAERERA F > 2R 20Bs T
TR TR T » L B kR -
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4 EREEKEBENKLIEREEA :

EHE BB RSEE R EEI IR AR - ATLUETRELEE - BEHE N-nfr KR
TEMES S o EEEE PVDF (polyvinylidene difluoride) f2—f@ 5 /K EM'E » & & 7] #5
ARG K S T B AS &

RREEXEEA

1#as
T vk ep A (Hoefer TE22)
% £p 4% (Millipore Immobilon, PVDF) ~ J& 4% (Whatman 3 mm)
IR S

S :
3% Ep 4% f70% (blotting buffer) 10X :
Tris (Sigma T-1530) 303 g
Glycine (Sigma G-7126) 144 g
Jn7kZ 800 mL > pH FAZ 8.3 % > /K= 1,000 mL - JFRRFE[ZEE (native-PAGE) [
PEENRE iR TS R B0 - SDS-PAGE HEHENIR > AIEEIRE R H&H 10%
(v/v) FEE

FREGHMS
TESC YL 2 (K T EfE#E (Novex SeeBlue Pre-stained standard)
Protein Molecular mass (Da)
Myosin 250,000
Bovine serum albumin 98,000
Glutamate dehydrogenase 64,000
Alcohol dehydrogenase 50,000
Carbonic anhydrase 36,000
Myoglobin 30,000
Lysozyme 16,000
Aprotinin 6,000
Insulin B chain 4,000
A

(1) B Fr el 2 SDS-PAGE E( native-PAGE B FriZ fAREEIFE R (1X) > Sy
20~30 min - J@7% SDS-PAGE i EHE S FEE/N - KELEA 10% 1Y g
FAEEIFEEE R > DU/ N T & H B R R e 2w e fE -
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(2) BEENJE PVDF YR AR B APl ie i g ik - PVDF Rysiizk 4 -
ARl 100% HEER R - FR ABEIRRER (1) hiEH -

(3) B aRFE R HY AR - FREEIRR B iR E A o BUDEEIRAC > SeB—iRZ 1
Mg > S E—5RIEH > B/ VO ERBR - AR > S R H
& L EAR R o FHRREE A RAET -

(4) EACIHBENRREE (1) AEEENTE S - £ PVDF IBEAEMS > B EsE
fiit o BRERIIMNERIANE - RIEHIFIER B ENRR 2 -

(5) LA 400 mA SEFTHEED » L 4°C HHEED 60 min £ 71 1F - AUHHEEENIR - IRAEPRFA VR
S 1 h LIRS IRSEEATYEZR SDS-PAGE A HE 731 E#Y SDS » [F]H A] URE
EHE DT REIRRE - DUEIITEER R -

(6) fEBEVKIERE 35 pre-stained FYIEHEER H'E - I{ERIEEIRCRIYZS -

4.2 BERBIZRE

kRN E B2 PVDF IR F > FFHE PSR EAE N E TR SE
—EfEE > FH RIS BRPTEREETE RS R KYiE DEEE R
R PEEERE SR (26 A horse radish peroxidase, HRP & alkaline phosphatase, AP) > 7] &
ML ERl - K ?}Lﬁ"“ AT EAS biotin > FEEEF streptavidin ZEEEH biotinylated
alkaline phosphatase & > —{f avidin B]EZJU{# biotin 55 ; B TR E YL O BEa] £
i Eags EE{%EI’EE’@UEF HHH AT -

#as
FEERR - BB FEMH
A
BAIE-NET :
Gelatin 0.25% (Merck 4070) 25 ¢
NaCl 0.15M (Merck 6404) 875 g
EDTA-2Na 5 mM (Merck 8418) 1.8 g
Tween 20 0.05% (Merck 822184) 0.5 mL
Tris 50 mM (Sigma T-1530) 6.05 g

hn7k 800 mL S fiZENZE gelatin 14 f# > 38 pH £ 8.0 > FLfj7kZE 1,000 mL -

PBS (phosphate buffer saline) 5 X :
NaCl 0.13MX5 (Merck 6404) 38 g
NaH,PO4 0.01 M X5 (Wako) 78 g
fn7k 800 mL yAf# - A NaOH FFEk pH 7.0 > fji7kZE 1,000 mL > %5 5XPBS -
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PBST (phosphate buffer saline & Tween) :
PBS 5 X fEEEE 1 X A1 A 0.05% (v/v) Tween 20 » E[I 5 PBST -

Urea-PBST
Urea 6 M (Sigma U-1250) 36 g
A PBST fiiZiafi#tk - DL PBST E &2 100 mL -

—RARE -
EEERERARSNE BB TR R - — R ARESE 1:1,000
£ 1:5,000 Z [ iRPTEEXUENE » AR LIRBHB-NET s - fiignysd
ik B2 R B2 BEE AL 6 REET R -
ZRInEE IR AERY -
EE AR DS bt — R BURE R kg o I BOESS AR R CE Y (W
TV EE biotin) » HIFIEERE R I EHE - WRE/EHB-NET 4 -
€ FEXPIEEEES  ZREEMESSE o DIPTSR —XPiiEE
FEANE] (W09 1gG, IgM, IgA Bi2:8)) » siisenvaif (Wi @i s+ - 5
FUH Fe 5 Fab FrE%) > [FIRSEAEYIAIRESEHE S © 5/ NOLIGRIEE T E A

H X PiRe
AP % #ri% (alkaline phosphatase buffer) 5X :
Tris 100 mM X 5 (Sigma T-1530) 6.05 ¢
NaCl 100 mM X 5 (Merck 6404) 292 g
MgCl, 10 mM X5 (Sigma M-8266) 0475¢g
JIAZKZ 80 mL 7% - DL NaOH 3= pH 9.5 #& > fIIZKE & 100 mL - {H HIFTEE
PRk 1R -
A+B R H -
A Reagent, streptavidin (Vectastain) 10 uL
B Reagent, biotinylated alkaline phosphatase (Vectastain) 10 uL
AIA 15 mL NET i 1,500 {5 > IG5 > i NiE 30 min REH -
NBT &3] -
Nitro blue tetrazolium (Sigma N-6876) 05 ¢

AFS 70% DMF (dimethylforamide) 10 mL -

BCIP & :
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (Sigma B-0274) 05 g
A2 100% DMF 10 mL -

AP Z & #%] (BCIP + NBT) :
BCIP &7 33 uL
NBT 7] 66  uL
2 EETHTEECE - ¥R 10 mL (1) AP fRERH -
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BERIREE

@ FECEZM A HRP SAEEEEER - QRN EIRY 2 6
HRP £ @] DAB :
Diaminobenzidine (DAB) (Sigma D-5637) 5 mg
H,0, 30% (Merck 7210) 10 pL
i 100 mL PBS #fi# - EFT RS - ]G’ DAB EEUEE -

JiA

(1) FREZVEEAYBEEIACELL PBST £ =K » 57K 10 min -
Q) MA—XTThE CEEREVENRIHB-NET 47) » 25 N E 1h -
& —PTHE I AR ELE 1:1,000 % 1:5,000 2 [H - iRFTEESUE E
(3) LLPBST ¥ 3 X » 2% 10 min -
(4 A ZZXPikz (biotinylated 2nd Ab) » Z= i N 1 h - “XIiEEFRIEIEEE
-NET 1 » fEIRE 2 BRI ERERE -
(5) DL PBST ¥ 3 2% » 2% 10 min °
(6) IIATEFEIR & 30 min & A+B A » K& 1h -
(7) LA PBST ¥ 2 % » 52% 10 min °
(8) DA AP #E{ERPE 2 X » 42X 10 min -
O) WA AP 2EFI2 (- A]7E 5~30 min NISEIERB OO - 5 RGITER 37CHE
FEETRIE § 1R SBAE AR ERET » BIREER]  DIZREBKIEREEX -
(10) K 258 EHY PVDF [5 - 12 A 100% HEE 1 min > 0] 2 @ERY - K
igi i PVDF 5 5BH EUIIERY A

(1) EEREOFERTFE - RUAREBIOE R BR G2 BRUR © @ibE R E
BEREE A RS R R -

%1% Al HRP %i%758% % 3 4% Fl DAB £ &4 :

BRI (D~(5) HYFERMHE - (HABR (4) FHHY—KPTHE6E A HRP #HEHS -

(6) FFLA PBS i 2 X% - {8l A HRP 2 | DAB - 5 EEHTFRIG I -

(7) 2EKIAE 10 min N5EE » JEEEE REAAIERTH L2 6 -

(8) FIE 26OV - W IZAEKIE REER - AU R RO IR T

%1% HRP LiZzkB A L ALERELEE -

BRI (D~(5) HYFERHHE - (HABR (4) Ry KPTHE6E A HRP #EHEHS -

(6) FFLA PBS il 2 K& - BEIAALE SE 2 EA] » WL EIFE fr fifias FOAH -
¢ (21Ot EBRIERZEMMREID R - FERIRRRE TR R IR(E -
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& SHEFERE A LR E R SR ERE T RS RETHER -
& (L1 2 CURRVEE U - & DAB BHFLIE -

4.3 EAE N-InFFIREE
HEH'E N-5i i PR € $* A Edman degradation 5% - I & '8 B B E FrEETTHL
BRI © B8 E SR il 2 BRI E -

Han R
RPN B R EA A AN BT - (BN RE [ RE 06 OF FH & A I BE R Tris R glycine -
42 Ep 4% fi7i% (blotting buffer) 1X :
CAPS 10 mM (Sigma C-2632) 222 ¢
ik 600 mL &2 > FH%E pH £ 11 1% > fJIFEE 100 mL > FFHI7KE 1,000 mL 4
£950 5 ettt 10%F S > TITRATEARE 20% -
(CAPS = 2-[cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid)

A

(1) BEEIRY R B P BN B Al » B —mFNERE S 8RIE 0.l mg DL L -

(2) B HHEEENRE » DATL4Y 2 —JEFERY Coomassie Brilliant Blue R-250 Juysg®EigL 1
min > BPEEF AR HHIR 2K 0 HILL 50% HEER AT SEA  HEHEEEK
R R TR A s T BB AEE > AIHH 100% FEEfG (G o etttk - BHEE]
JEA ZROK B YE - BIAMERE R az g

3) BHHEEE M HEER BRI » DEOSERT > XFEESHOER - FrfE
& e d & By Applied Biosystems 11 Model 473 A

(4) thr] DY) N BRI A K& R > A 0.6 mL 7Kgk (HCL: TFA=4:1) >
HHEZEE1RAE 140°C /KR 3 h > KB Rl LT IZ L BRI 3 01T ©
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1 基本分析方法



2 澱粉磷解純化方法



3 電泳檢定法



4 蛋白質電泳轉印及相關應用


B3酵素操作方法的內容，大部分取自陳翰民博士論文 (1997) 中的方法一章，並加修改以便適合本課程之用。同學可以參考操作方法內的各種實驗技術，但若有必要也可以更動之。
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1
基本分析方法：

酵素化學實驗中，兩種最基本的分析方法，就是蛋白質定量，以及該酵素的專一性催化反應。本實驗課程從頭到尾都要用到這兩種分析方法，請自琢磨出精準的定量技術。


1.1
蛋白質定量法：


以96孔的微量滴定盤，進行蛋白質的定量；有以下兩種常用的方法。


1.1.1
Bradford定量法：



Bradford法是利用蛋白質與Coomassie Brilliant Blue G-250結合呈色來定量。


儀器：

37℃恆溫箱

ELISA光度計 (Dynatech MR 5000)

ELISA 96槽微量滴定盤 (Nunc 442404)


試劑用具：

Coomassie Blue dye (1/4×, Bio-Rad 500-0006) 以Tris稀釋四倍

7 
mL

50 mM Tris buffer, pH 7.4 (Buffer A) 


4 
mL

蛋白質標準品 (bovine serum albumin, BSA, 100 g/mL)
  
1.5 
mL

未知樣本 (含未知濃度的蛋白質)
 
0.8
mL

大頭針或噴火槍


微量滴定盤 (microtiter plate, Nunc 442404) 在盤面上編好樣本位置 (圖1.1)

[image: image1.wmf]梯


度


製


造


器


先準備一組系列BSA標準品：


		Label

		BSA (L)

		Buffer A (L)

		最終濃度(g/mL)

		操作注意



		#5

		500

		0

		100

		混合均勻



		#4

		400

		100

		80

		混合均勻



		#3

		300

		200

		60

		混合均勻



		#2

		200

		300

		40

		混合均勻



		#1

		100

		400

		20

		混合均勻



		#0

		0

		500

		0

		混合均勻





並以未知樣本準備數種濃度的未知樣本 (X1, X2 …)


方法：

(1)
每槽取50 L標準品 (#0, #1 .... #5) 或未知樣本 (X1, X2)，以二重複加入96孔微量滴定盤中。 

(2)
每槽再加200 L dye (1/4×)，在全部樣本槽加完前，不要中斷添加；整個操作時間不要拖太久，同時小心避免氣泡產生。 

· [image: image2.wmf](1) 50 


m


L sample


(2) 200 


m


L Dye
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本步驟是實驗成敗的關鍵！

(3)
輕拍滴定盤的一側，使添加的各成份均勻混合，注意Dye Reagent因密度較大，很容易沉積在下方。



圖1.2顯示這三個連續動作 (1)→(2)→(3)。 

· 這時若還有氣泡，小心用大頭針刺破，大量時可用火燄燒破之。


(4)
靜置室溫10 min。

(5)
以ELISA reader測570 nm (或595 nm) 吸光。

(6)
作圖畫出標準校正線，並決定未知樣本的濃度。


1.1.2
BCA定量法：



BCA (bicinchoninic acid) 法是利用蛋白質對兩價銅離子 (Cu2+) 進行還原，所生成的Cu+ 可以BCA專一性地呈色而定量。


儀器：


儀器用具同上


試劑用具：

一般緩衝液同上，另需下列物品：


BCA reagent kit (Pierce 23225)： 包含Reagent A (BCA) 及Reagent B (CuSO4) 



事先將Reagent A和Reagent B以50：1比例均勻混合，每盤要20 mL。


BSA標準品 (BSA 2 mg/mL)： 



以Tris稀釋成一系列濃度：2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 g/mL

方法：

(1)
在一微量滴定盤上，各標準品每濃度取20 L以二重複加入預定槽內。


(2)
每槽加200 L上述之混合Reagent，全部樣本槽加完前不要中斷。 

· 所有操作之注意要點同上。

(3)
輕拍滴定盤的一側，使添加的各個成份均勻混合。


(4)
靜置37℃反應10 min。

(5)
以ELISA reader測562 nm (或570 nm) 吸光。

(6)
作圖畫出標準校正線，並決定未知樣本的濃度。


1.2
澱粉磷解脢活性分析：


澱粉磷解脢催化澱粉磷解之可逆反應，本實驗測量其澱粉合成方向所產生之磷酸，磷酸標準曲線之線性範圍在0.5~5 mM間，再現性良好。

儀器：

同上節


試劑：

醋酸緩衝液 (0.2 M, pH 5.5)：


CH3COONa

(RDH 32319)
13.37
g

CH3COOH

(RDH 33209)
2.13
mL


加水至1,000 mL置於4℃保存。




可溶性澱粉 (1.2%)：


Soluble starch
(Sigma S-2630或Nakalai 321-22) 
1.2
g


取1.2 g可溶性澱粉先以50 mL水懸濁之，以微波爐短暫加熱30 s，俟完全溶解後放冷，再加水至100 mL，置室溫儲存，若有發霉則須丟棄。




Glc-1-P (32 mM)：


-D-Glucose-1-phosphate
(Sigma G-7000)
0.98
g


加水至100 mL置於 4℃保存。


· Glc-1-P會因儲存過久而裂解出磷酸，使用期限為三週左右；不可加熱。

磷酸呈色劑 (ferro-sulfate molybdate)：


Ammonium molybdate 
(Sigma A-7302)
0.4
g


H2SO4 (6 N, 硫酸原液為36 N)
(Merck)
6.8
mL


H2O 

(Milli-Q)
33.2
mL


FeSO4·7H2O 

(Sigma F-7002)
2
g


將ammonium molybdate以6 N硫酸溶解，加Milli-Q水完全溶解後，再加入FeSO4·7H2O避光下混合均勻；使用前新鮮配置。



· 使用前新鮮配製。溶液應為淡褐色，若變質則呈現藍色。

磷酸標準溶液 (20 mM)：

取0.38 g磷酸鈉 (Na3PO4, Sigma S-1001) 溶於50 mL Milli-Q水，保存於室溫。

方法：

(1)
將醋酸緩衝液、可溶性澱粉及Glc-1-P以體積比1:1:1混合，當作反應基質液。

(2)
取適當濃度之酵素液10~20 L，加入ELISA盤中之各槽，並加入75 L反應基質液，於37℃反應10~20 min，各槽要固定相同的反應時間。

(3)
迅速加入200 L呈色劑，於5 min內以ELISA光度計測650 nm的吸光值。

(4)
結果以磷酸濃度表示者，則將上述的吸光值帶入磷酸標準回歸曲線，換算得磷酸濃度。   

磷酸標準曲線作法：

(1)
將磷酸標準溶液 (20 mM) 稀釋為15, 10, 5, 2.5, 1, 0 mM系列，每濃度200 L。

(2)
將上述系列稀釋之磷酸標準溶液與1.2% soluble starch及醋酸緩衝液，以體積比1:1:1混合均勻，每管有600 L。

(3)
上述混合後的磷酸標準溶液各75 L，再加入10 L的H2O共得85 L，依濃度低至濃度高的順序，加入ELISA plate中，製作二重複。

(4)
加入呈色劑200 L後，測650 nm吸光讀值，選取讀值小於1.5之結果平均。

(5)
以磷酸濃度為x軸，650 nm吸光值為y軸，製作標準曲線，並迴歸求斜率。



 y  =  ____ x  +  _____           
式 (I)
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1.3
澱粉磷解脢動力學分析：



澱粉磷解脢的催化反應乃一雙基質反應，因此在探討酵素對基質的親合度 (Km) 及反應速率 (Vmax) 時，必須固定其中一種基質濃度 (如澱粉)，改變目標基質的濃度 (如Glc-1-P)，利用Lineweaver-Burk雙倒數作圖，求出對此基質之Km及Vmax。


儀器試劑：

同上節


方法：

酵素動力學基本操作： 

(1)
取適當濃度的酵素液10 L，加入ELISA plate中。

(2)
加入基質液與醋酸緩衝液的混合液 (Glc-1-P：soluble starch：acetate buffer = 25 L：25 L：25 L) 共75 L，立刻置於37℃恆溫培養箱，反應20 min。

(3)
加入呈色劑200 L中止反應並呈色，於1 min內以ELISA光度計測量650 nm的吸光值；吸光值在1.5內迴歸呈線性。

(4)
每槽反應所需時間須精確控制相同。


最適酵素濃度：

(1)
取酵素液做系列稀釋，可做1:5, 1:10, 1:20, 1:50, 1:100等，視酵素濃度而定。

(2)
依上述基本操作流程，做二重複實驗，測量上面不同稀釋的酵素在作用20 min後，產生650 nm吸光值的變化。

(3)
選取吸光值最接近1.5者，即為最適稀釋濃度。


		稀釋比例

		1:5

		1:10

		1:20

		1:50

		1:100

		1:200



		A650 (1)

		

		

		

		

		

		



		A650 (2)

		

		

		

		

		

		





SP對soluble starch結合能力 (固定Glc-1-P濃度)：

(1)
將1.2% soluble starch系列稀釋成0.8%, 0.6%, 0.4%, 0.2%, 0.1% 及0% (blank) 共計七種濃度，每個濃度需200 L。

(2)
取500 L Glc-1-P (32 mM) 與500 L醋酸緩衝液混合均勻。

(3)
取上述最適濃度之酵素液10 L，加入ELISA plate中7槽×2排，共計14槽。

(4)
依濃度由低至高的順序，將各濃度的soluble starch各25 L，加入ELISA plate中，製作二重複。

(5)
加入步驟 (2) 所述之混合液50 L，立刻置於37℃恆溫培養箱，反應20 min後呈色，方法如基本操作流程。

(6)
所得之吸光值代入上面方程式 (I) 可得磷酸濃度a。

(7)
酵素反應速率定義b為每分鐘的Pi生成量 (mole)。 因此磷酸濃度 (A mM) 可換算為反應速率公式如下：



反應速率
=  A mM × 25 L / 20 min


              
=  A × 10-3 M × 25 L / 20 min


              
=  25 A × 10-3 mole / 20 min


              
=  1.25 A × 10-3 mole / min
 式 (II)


(8)
以soluble starch濃度之倒數為x軸 (1/%) c，反應速率倒數為y軸 (min/mole) d 作圖，迴歸可得一直線。 其x截距為 -1/Km e，y截距為 1/Vmax f。


		Starch (%)

		0

		0.1

		0.2

		0.4

		0.6

		0.8

		1.2



		A650 (1)

		

		

		

		

		

		

		



		A650 (2)

		

		

		

		

		

		

		



		Average (A)

		

		

		

		

		

		

		



		Pi (mM) a

		-

		

		

		

		

		

		



		V=mole/min b

		-

		

		

		

		

		

		





		Starch (%)

		0

		0.1

		0.2

		0.4

		0.6

		0.8

		1.2



		x軸 (1/%) c

		-

		

		

		

		

		

		



		y軸 (min/mole) d

		-

		

		

		

		

		

		





-1/ Km e = _____ ,  Km = _____ ;  1/ Vmax f = _____ ,  Vmax = _____


SP對Glc-1-P結合能力 (固定soluble starch濃度)：

(1)
將32 mM Glc-1-P做系列稀釋成16, 12, 8, 4, 2及0 (blank) 共計7種濃度，每個濃度須200 L。

(2)
取500 L soluble starch (1.2%) 與500 L醋酸緩衝液混合均勻。

(3)
取上述最適濃度之酵素液10 L，加入ELISA plate中7槽× 2排共計14 槽。

(4)
依濃度低至濃度高的順序，將各種濃度的Glc-1-P各25 L，加入ELISA plate中，製作二重複。

(5)
加入步驟 (2) 所述之混合液50 L，立刻置於37℃恆溫培養箱，反應20 min。呈色方法如基本操作流程。

(6)
所得之吸光值代入方程式 (I) 可得磷酸濃度g。

(7)
代入 (II) 之公式，換算反應速率h

(8)
以Glc-1-P濃度之倒數為x軸 (1/mM) i，反應速率之倒數為y軸 (min/mole) j作圖，迴歸可得一直線。其x截距為 -1/ Km k，y截距為1/ Vmax l。


		Glc-1-P (mM)

		0

		2

		4

		8

		12

		16

		32



		A650 (1)

		

		

		

		

		

		

		



		A650 (2)

		

		

		

		

		

		

		



		Average (A)

		

		

		

		

		

		

		



		Pi (mM) g

		-

		

		

		

		

		

		



		V=mole/min h

		-

		

		

		

		

		

		





		Glc-1-P (mM)

		0

		2

		4

		8

		12

		16

		32



		x軸 (1/mM) i

		-

		

		

		

		

		

		



		y軸 (min/mole) j

		-

		

		

		

		

		

		





-1/ Km k = _____ ,  Km = _____ ;  1/ Vmax l = _____ ,  Vmax = _____

2 澱粉磷解脢純化方法：


澱粉磷解脢的純化方法，主要依循張長泉在1987所發表論文之步驟 (Agric. Biol. Chem. 51: 187-195)。 材料甘藷 (Ipomoea batatas) 為台農57號成熟新鮮塊根，購自一般市場；台農57號是在民國49年利用台農27號甘藷為母本，與Nancy Hall為父本雜交育成。一般的純化過程，通常是先以硫酸銨分劃出蛋白質，再以膠體過濾或離子交換層析法分離；也可進一步使用製備式電泳，直接割出所要的蛋白質色帶。

2.1
粗抽取及硫酸銨分劃：

儀器： 


製簽用具、果汁機 (均質機)、紗布


高速冷凍離心機


透析袋、攪拌器

試劑：

緩衝液A： (5×stock)


Tris
50 mM×5
(BDH 103157P)
30.3
g


加水800 mL溶解，以6 N HCl調整pH成為7.4後，加水至1 L。使用時加水稀釋5倍，並加入 -mercaptoethanol (Sigma) 使其最終濃度為1 mM。


(Tris = Tris[hydroxymethyl]methylamine, 其pH受溫度的影響很大)


緩衝液B：



緩衝液A再加入1% (w/v) polyvinylpolypyrrolidone, PVPP (Sigma P-6755)。


緩衝液C：



緩衝液A再加入NaCl成為0.15 M濃度。


硫酸銨 (ammonium sulfate)：



硫酸銨 (Merck 101211) 於烘乾去除水分後，直接使用於蛋白質鹽析法。

方法：


(1)
取新鮮甘藷塊根，洗淨後去皮，製簽後約重100 g，加入150 mL冰冷緩衝液B，使用果汁機在4℃下均質，高速攪拌1 min，停止冷卻1 min，重複5次。

(2)
均質液以四層紗布過濾，取濾液離心30 min (Hitachi RPR-12, 8,000 rpm)；收集上清液即得粗抽取液 (XT)，測量其體積，記得要留0.1 mL做為樣本。


· 各種離心機之性能各有不同，請自行調整適當的時間及轉速。

(3)
取上清液於冰浴下緩緩加入硫酸銨，並不時攪拌，達到所要的飽和度 (如20%)，所加的重量要查表 (表2.1)；繼續攪拌平衡10 min後，離心30 min同上。

(4)
收集沈澱，溶在最少體積的緩衝液A，並測量其最終體積若干。同時測量上清液體積，繼續以硫酸銨沈澱之，加到下一個飽和濃度 (如40%)。


(5)
如此重複收集各分劃，共有五個沈澱，如上述分別以緩衝液A溶解後，分置於五個透析袋中，對緩衝液C透析過夜；次日同上離心30 min後取上清液。


(6)
分析活性後，取總活性最高的一個或數個分劃，集中得到粗抽蛋白質 (AS)。


表2.1 各百分飽和濃度硫酸銨添加量 
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		本表數據來自Methods in Enzymology (1990) Vol. 182, p. 291，而該表原始資料又來自Data for Biochemical Research (1969) Dawson, R.M.C. et al. (ed), 2nd edition, Oxford Univ. Press.





若你要把100 mL的粗抽取液以20%硫酸銨飽和度沈澱蛋白質，則以上表可查出0% 到20% 的飽和度要106 g硫酸銨 (每升)，因此要加入10.6 g硫酸銨。離心取得沈澱後，上清要重新量體積，因為上清體積一定會比100 mL要大 (為什麼？)；然後再根據此一體積，繼續進行下一步驟分劃 (如20~40%飽和度)。請注意不同溫度的添加量不一樣，要另外查該溫度下的添加表。


2.2
膠體過濾法：



膠體過濾法是依據樣本分子的大小差異來進行分離的，本實驗使用Sephacryl S-300作為分離介質，對大部分的蛋白質均適用，但要提高鹽濃度以克服其吸附力。
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儀器：

層析管柱 (Pharmacia C16 column, 100 cm) 最好附有adaptor (AC16)

蠕動幫浦 (Pharmacia peristaltic pump P-1)


分劃收集器 (fraction collector, Gilson或Pharmacia)

細胞離心機, Centriplus (Amicon) 


試劑：

Sephacryl S-300 (Pharmacia 17-0599-01) 


緩衝液C (緩衝液A再加有0.15 M NaCl)


方法：

管柱裝填：


(1)
預先將管柱洗淨、晾乾後備用，也要熟悉整隻管柱的拆裝方法。

(2)
架起管柱，以水平儀調整管柱，使之與地面垂直。

(3)
於管柱中加入約一半高度的緩衝液C，測試管柱是否有漏水現象；若沒有漏水，則讓緩衝液流出，只留約5 cm高的緩衝液C；以塞子暫時堵住下方出口。

(4)
取出所要使用的膠體，先除去所含的20% 酒精，並平衡在緩衝液C中；膠體的處理方法，請參閱講義B2酵素純化方法3.2.4。


· 若是在室溫中進行層析法，一定要等膠體的溫度完全回復室溫才可裝填。


(5)
將所要裝填之膠體搖盪均勻，不要有未散之硬塊，也避免氣泡產生，若有氣泡產生則以超音波震盪器 (sonicator) 趕出，並以抽氣去除之。


(6)
將上述混合均勻之膠體，以玻棒沿管壁流暢倒入管柱，並且避免使得氣泡陷在膠柱中；可在裝填後，以手電筒在膠柱後方打燈光檢查之。

(7)
利用重力自然沈降1~2 min後，移去管柱下方軟管的塞子，利用流速加快沈降，注意不可使管柱上方的液相完全乾去。

(8)
待膠體已沈降完全，用塞子止住下方軟管，並且以緩衝液加滿管柱。

(9)
取出管柱的adaptor並接好軟管及蠕動幫浦管路，並使整個幫浦及軟管內，完全充滿緩衝液，不得有任何氣泡陷在裡面。

(10)
小心將adaptor放入管柱內，往下推至膠面上方，檢查有無氣泡留滯在adaptor下面，然後鎖緊O-ring。此時adaptor與膠面間有一小段充滿緩衝液的空間。

(11)
移去管柱下方軟管的塞子，用幫浦注入緩衝液C流洗兩個管柱體積。

(12)
暫時停止幫浦輸送，用塞子止住下方軟管，放鬆幫浦使管路呈流通狀態，稍微旋開adaptor的O-ring，將adaptor緩慢往下壓，液體會從幫浦上端軟管流回去，當壓至膠面時，即旋緊O-ring，鎖上幫浦門，並移去管柱下方軟管的塞子。

(13)
緩衝液C以預定流速之150% 流速 (約45 mL/h) 流洗膠體；一般而言，膠體過濾膠體流洗1~2管柱體積，其它膠體約3~5體積。

(14)
檢查膠面是否因高壓流洗而下降，若降低則重複步驟 (12) 把adaptor往下壓。 


層析操作：


(1)
取樣本以幫浦注入管柱，膠體過濾法的樣本體積約為膠體體積的3% 以內；注意樣本的溫度與膠體不能相差太多。


· 樣本體積不能太大，因此要先以Centriplus離心濃縮之；使用後之Centriplus要保存在20% 酒精中，下次使用前要先洗去酒精。

(2)
在注入樣本後，以預定流速進行溶離，膠體過濾層析法即開始進行，要馬上啟動分劃收集器；所有溶離物質，應在大約1.5倍管柱體積之內流出。

(3)
收集所得的樣本可進行蛋白質定量及活性分析，收集具有高活性的蛋白質峰，保存部分樣本後，進行下一個純化步驟。


原態分子量測定：


(1)
膠體過濾管柱可做為原態分子量測定之用，但須以標準蛋白質做好校正曲線。


· 標準蛋白質 (Bio-Rad 151-1901): Thyroglobulin (670); bovine gamma globulin (158); chicken ovalbumin (44); equine myoglobin (17); vitamin B-12 (1.35) kD


(2)
同時也要把純質的目標酵素加入標準蛋白質中，一起進行膠體過濾。


· 經過蛋白質沈澱步驟純化後的澱粉磷解脢含有大量雜質，通常無法做為目標酵素樣本，因此須由助教供應較為純質的澱粉磷解脢。


(3)
跑完膠體過濾後，測定蛋白質以找出各標準蛋白質峰，並測定酵素活性峰，決定目標酵素的溶離位置，以內插求出澱粉磷解脢的分子量。


2.3
離子交換法：



DEAE (diethylaminoethyl) 是一種陰離子交換基團，通常也使用聚醣類為固相介質。
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層析管柱 (Pharmacia C26×40) 需附有adaptor (AC26)


蠕動幫浦 (Pharmacia peristaltic pump P-1)


分劃收集器 (fraction collector, Gilson或Pharmacia)


梯度製造器 (Pharmacia gradient mixer MX-1)

試劑：

DEAE Sephacel (Pharmacia 17-0500-01) 


緩衝液A、緩衝液C、固体NaCl

方法：

(1)
DEAE Sephacel的裝填方法大致同膠體過濾法，裝填於較為粗短的管柱中 (C26×40)，膠體體積約為50 mL，並以緩衝液C流洗，使平衡至pH為7.4。


· DEAE膠體最好在管柱外先以緩衝液C徹底平衡好，再生一定要完全！


(2)
將來自膠體過濾的樣本，注入管柱之後，以緩衝液C流洗兩個管柱體積，此時不應有蛋白質流洗出；但流出液也應加以收集，以免因失誤而損失。

(3)
在緩衝液A中加入NaCl使其濃度達0.5 M，成為高限流洗液；而緩衝液C中已具有0.15 M NaCl，為低限流洗液。

(4)
在梯度製造器的兩端，各加入高低限鹽溶液250 mL，與幫浦連線，進行梯度流洗，同時也啟動分劃收集器，每5 mL收集一管。


· 注意低限溶液是加在靠近管柱那一邊，添加時兩邊暫時不要流通。

(5)
待梯度製造器中的溶液用盡，加入100 mL高限流洗液，洗出殘餘蛋白質。

(6)
收集L-SP活性區，濃縮後以便繼續進行純化步驟。  

沒有梯度製造器時：


(1)
梯度製造器相當昂貴，若無法購置，也可使用階段式梯度；每次用一個鹽濃度流洗一個管柱體積，漸漸提高濃度，如0.2 M → 0.3 M → 0.4 M → 0.5 M。


· 各種濃度的溶離液是用緩衝液A加上適量NaCl配置而得。


(2)
階段式梯度的效果，不見得比連續式梯度差，有時反而會有較佳分離效果。


(3)
自己製作一個梯度製造器也非難事，用兩個適當大小的塑膠針筒，及一個小型攪拌子即可作成；製作的詳細方法與圖示，可參閱莊榮輝博士論文p. 65。


2.4 製備式電泳與電泳溶離：


利用原態膠體電泳可直接分離得蛋白質，並以電泳溶離回收該蛋白質。 雖然電泳解析力高，可快速分離所要的蛋白質，然而使用時仍有一些限制： (1) 要能確認目標蛋白質在膠體上的位置，可使用活性染色 (如SP)； (2) 樣本濃度太低者不宜使用，因膠體溶離的回收過程會造成大量損失； (3) 很多蛋白質在原態電泳有拖尾現象，不易定位回收 (如醣蛋白)。

儀器：

電泳設備 (Hoefer SE-250平板式垂直電泳槽) 


間隔條1.5 mm (不使用樣本梳，或使用製備用樣本梳)


溶離設備 (Little Blue Tank電泳濃縮器ISCO Model 1750) 附有4個溶離槽
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解剖刀 (Feather No. 23)


試劑：

電泳膠體溶液的配置及鑄膠方法詳見3.1節


澱粉磷解脢的膠體活性染色試劑詳見3.5.4節


電泳溶離液stock： 0.2 M Tris-acetate (pH 8.6)


方法：

電泳及切割膠片：

(1)
用SE-250鑄膠器以1.5 mm間隔條鑄造6% native-PAGE；如圖2.1所示，其分離膠体只佔全高度一半，焦集膠体佔四分之一，則樣本佔其餘四分之一；不用樣本梳，只跑一種樣本。

(2)
經色析法純化所得L-SP樣本，先以限外過濾 (Centriplus YM-30) 濃縮至3 mL，再加入適量追蹤染料小心注入樣本槽，樣本槽約可容納15 mL。

(3)
於4℃冷房中進行，以定電壓150V進行電泳約1 h。
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(2) 


目標酵素可能位置


(4)
待染料跑出膠片外，停止電源拆開裝置。

(5)
拆開膠片組合，用解剖刀在膠片左右兩側各切下一條膠體 (寬0.2 cm) 進行活性染色以確定L-SP活性位置 (圖2.2)。

電泳溶離：


(1)
配置電泳溶離液 (0.01 M Tris-acetate)，置冷藏櫃中預冷。

(2)
按照溶離器Little Blue Tank的使用說明書，將溶離小槽裝置妥當，檢查有無漏水；在樣本小槽及溶離大槽各倒入0.01 M電泳溶離液。 


(3)
將切割下的L-SP活性膠體切成0.5×0.5 cm的小塊，放入樣本小槽中，開始電泳溶離；應在冷藏櫃中進行溶離。

(4)
以等電流方式溶離 (10 mA)，一次溶離約2 h，取樣時暫時停止電流。

(5)
將塑膠吸管前端套上Tycon tube (可避免刺破樣本小槽內的透析膜)，伸入樣本小槽中，小心吸取靠近正極一側底部100~200 L的溶液； 連續收集約3~5次可回收大部分在膠體中的L-SP。取樣後，要小心回復原狀，繼續電泳溶離。

(6)
將溶離小槽中的膠體取一小塊進行活性染色，若無L-SP活性則可停止溶離。


· 電泳溶離時不可過熱，以免使酵素失活；也可能因溶離或收集不當而失去酵素。電泳溶離槽的詳細構造，可參閱莊榮輝博士論文p. 59。


3
電泳檢定法：


較常使用的電泳方法簡述如下： 不連續膠體電泳 (disc-PAGE或native-PAGE) 一般用於檢定純度或活性分析，SDS-膠體電泳 (SDS-PAGE) 則用於蛋白質次單元體分子量的檢定，梯度 (gradient) 膠體電泳則是以膠體濃度的連續梯度鑄膠，可以使電泳解析力大為提高。現在多以迷你平板直立式電泳，進行分析用途的電泳。

3.1
不連續膠體電泳 (native-PAGE)：



不連續膠體電泳是最基本的聚丙烯醯胺電泳形式，在分離膠體pH 8.8的電泳條件下，大部分pI小於8.8的蛋白質分子均能往正極移動，因此分子的泳動率則與樣本的電荷密度 (負電荷數/分子量) 成正比。 因膠體不含SDS，故酵素活性多能保持，可以在膠體上做酵素活性染色，也可用於大量樣本的純化，即製備式電泳。

儀器：

鑄膠套件 (含電泳玻片及氧化鋁片)

間隔條 (spacer, 0.75 mm)


樣本梳 (comb, 10 well)


垂直電泳槽 (Hoefer SE-250平板式垂直迷你電泳槽)


電源供應器 (ISCO-453或Pharmacia Biotech EPS 200)

微量針管 (Hamilton 80465) 或電泳樣本專用吸管頭

 試劑：

A液 (T 30%, C 2.6%)：


丙烯醯胺溶液acrylamide
(Merck 10784)
14.6
g


Bis 

(Bio-Rad 161-0201)
0.4
g


加水至50 mL，若難溶則稍微加熱助溶之，儲存於4℃。


(Bis = N,N’-Methylene-bis-acrylamide)


B液 (分離膠體緩衝液)：


Tris 

(Sigma T-1503)
18.2
g


TEMED 

(Sigma T-8133)
0.36
mL


用60 mL水溶解後，以HCl調pH至8.8後加水至100 mL，儲存於4℃。


(TEMED = N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylenediamine)


C液 (焦集膠體緩衝液)：



Tris 

(Sigma T-1503)
0.6
g


TEMED 

(Sigma T-8133)
40
L


用8 mL水溶解後，以HCl調pH至6.8後加水至10 mL，儲存於 4℃。

通用電泳緩衝液 (5×)：


Tris 
90 mM×5
(Sigma T-1503)
54.5
g


EDTA·2Na 
2.5 mM×5 
(Sigma E-4884)
4.7 
g


Boric acid 
80 mM×5 
(Sigma B-0394)
24.8
g


加水800 mL溶解，以NaOH調pH至8.4後，加水至1000 mL，室溫保存。使用前要以蒸餾水稀釋五倍。


APS溶液 (ammonium persulfate, 10%)：


取0.1 g溶於1 mL水，要確實溶解完全；使用前新鮮配置，過夜者不再用。

追蹤染料 (tracking dye)：


取bromophenol blue約1 mg溶於5 mL通用電泳緩衝液，加5 mL甘油混勻。

高分子量標準蛋白質組合 (Pharmacia HMW electrophoresis calibration kit)： 


Protein:

分子量 (Da)


Thyroglobulin

669,000


Ferritin

440,000


Catalase

232,000


Lactate dehydrogenase
140,000


Bovine serum albumin
 67,000

· 注意： 以native-PAGE測定的分子量，只能做為參考，不能做為唯一證據。


方法：

鑄膠：

(1)
將電泳玻片及氧化鋁片清洗淨後擦乾，再以玻璃清潔劑擦拭乾淨，選擇所需厚度的間隔條 (spacer) 將其組裝於鑄膠套件中。

(2)
依照表3.1所列的各溶液比例，選擇所需的分離膠體濃度；配置膠體溶液時，其中APS溶液必須最後加入，小心混合均勻，以避免氣泡產生，然後緩緩倒入裝置好的鑄膠套件中。若你不知要用多少濃度的膠體，先試7.5% 者。


表3.1
常用native-PAGE膠體溶液 (單位mL)

		膠體溶液

		分離膠體溶液

		焦集膠體



		

		5%

		7.5%

		10%

		12.5%

		15%

		20%

		4%



		A

		1.65

		2.5

		3.3

		4.15

		5.0

		6.7

		0.66



		B

		2.5

		-



		C

		-

		1.24



		H2O

		5.8

		4.95

		4.15

		3.3

		2.45

		0.75

		3.0



		APS

		0.05

		0.1



		總體積

		10

		5.0





(3)
膠體高度約佔玻片的2/3至3/4高，加完後儘快在各膠體液面上方小心加入100 L異丙醇，以壓平膠體液面。

(4)
約30 min至1 h後 (天冷須更久)，凝膠完成，倒出上層的異丙醇。

(5)
配置焦集膠體溶液，先準備好所需之樣本梳 (comb)，加入溶液後立刻插入，整個過程必須在5 min完成，約30 min可完成凝膠。

(6)
拆卸鑄膠套件，將多餘的凝膠去除，鑄好的膠片置於封口袋中放在4℃保存，並加入少量蒸餾水防止膠片乾裂，使用期限約為一週。


電泳：

(1)
先取出膠片回溫，將稀釋成一倍的通用電泳緩衝液，倒入電泳槽的底部。接著把膠片以45度架到電泳槽上，避免氣泡產生；當電泳夾夾妥後，在電泳玻片組合的上方，加入電泳緩衝液。電泳前，先以微量針管清洗各樣本槽，避免有凝膠不完全的殘餘物留在樣本槽內。


· 膠片一定要等回復室溫後才能架到電泳槽，否則玻片會因熱漲而撐破。

(2)
取適量的樣本 (約10~15 L)，加入1/4體積之追蹤染料，混合均勻後以微量針管小心的注入膠體中的樣本槽，並避免氣泡的產生。


· 加入的樣本要事先定量，以便算出加入若干量的蛋白質。

(3)
高分子量的標準蛋白質約需4~8 L，作為蛋白質分子量的參考；但在disc-PAGE中，分子量的測定並不可靠，因此應避免用來決定分子量。

(4)
將電泳槽上部蓋子蓋上，確認正負極裝置正確 (蛋白質由負極往正極跑)，連接上電源供應器，定電壓以100~150 V進行電泳，若膠片需做活性染色，則必須在4℃冷房中進行電泳。

(5)
待追蹤染料跑出膠片後，關掉電源，取出膠片中的膠體，以解剖刀截角做記號，準備進行染色。


3.2
SDS膠體電泳：


SDS-PAGE是在電泳系統中，利用界面活性劑SDS (sodium dodecyl sulfate) 附在蛋白質疏水區表面，由SDS本身所帶之負電荷引導泳動。 由於蛋白本身所帶電荷遠小於附著之SDS分子，因此蛋白質本身的電荷對泳動率沒有影響，泳動率只決定於蛋白質分子量，故SDS電泳適合測定蛋白質的分子量。 在樣本處理過程中，利用加熱破壞蛋白質的三級及四級結構，使其分子內部的疏水區暴露而與SDS結合；加入還原劑可破壞蛋白質分子內的雙硫鍵，常用還原劑有 -mercaptoethanol或dithiothreitol。因此SDS-PAGE廣泛地應用於蛋白質次單元體分子量的決定。

儀器：

同上節之不連續膠體電泳

試劑：

除了上節所使用的藥品外，還需配置以下的藥品：

SDS膠體電泳樣本溶液 (SDS-PAGE sample buffer) 2×：


Tris 
125 mM×2 
(Sigma T-1503)
0.3
g


EDTA·2Na
2 mM×2
(Sigma E-4884)
14.9
mg


SDS 
2%×2 
(Nakalai 316-07)
0.4
g


-mercaptoethanol
5%×2 
(Sigma M-6250)
1
mL


加二次水8 mL溶解，調pH至6.8之後，再加水至10 mL。

10% SDS溶液：


取1 g SDS溶於10 mL二次水；SDS極易揚起，注意勿吸入，以免造成傷害。


SDS電泳緩衝液 (1×)：


配置同通用電泳緩衝液，但在稀釋時加入SDS使成為0.1 % SDS。


低分子量標準蛋白質組合 (Pharmacia LMW electrophoresis calibration kit)：



Protein:

分子量 (Da)


Phosphorylase b
94,000


Bovine serum albumin
67,000


Ovabumin

43,000


Carbonic anhydrase
30,000


Trypsin inhibitor
20,000


-Lactalbumin

14,000

或可用Novex SeeBlue Pre-stained standards (見p. 217)，其蛋白質色帶呈藍色。

方法：

鑄膠：

(1)
方法同上節不連續膠體電泳，只是在膠體溶液中多加了1% 的SDS；膠體的濃度配方如下表3.2，10 mL約足夠鑄造兩片膠片。


表3.2
常用SDS-PAGE膠體溶液 (單位mL)

		膠體溶液

		分離膠體溶液

		焦集膠體



		

		5%

		7.5%

		10%

		12.5%

		15%

		20%

		4%



		A

		1.65

		2.5

		3.3

		4.15

		5.0

		6.7

		0.66



		B

		2.5

		-



		C

		-

		1.24



		10% SDS

		0.1

		0.05



		H2O

		5.7

		4.85

		4.05

		3.2

		2.35

		0.65

		2.95



		APS

		0.05

		0.1



		總體積

		10

		5.0





電泳：

(1)
先取出膠片回溫，將稀釋成一倍的SDS電泳緩衝液，倒入電泳槽的底部。接著把膠片以45度角放入，可避免氣泡的產生，當電泳夾夾妥後，在電泳玻片的上方，加入電泳緩衝液。同樣也要清洗每個樣本槽。

(2)
取適量的樣本 (約5~10 L)，加入同體積之樣本緩衝液 (sample buffer) 再加入2 L追蹤染料，混合均勻後於100℃中煮5 min，待冷卻後離心30 sec，以微量針管小心的注入膠體中的樣本槽，並避免氣泡的產生。

(3)
低分子量標準蛋白質約需4~8 L，作為蛋白質分子量參考的依據。

(4)
將電泳槽上部的蓋子蓋上，確認正負極裝置正確，連接上電源供應器，定電壓以100~150 V進行電泳。

(5)
待追蹤染料跑出膠片外，關掉電源，取出膠片中的膠體，以解剖刀截角做記號，準備進行染色。


3.3 梯度膠體電泳：


梯度電泳的分離膠體濃度成為一連續梯度，由低至高 (由上而下)，可使電泳的解析力增強。在disc-PAGE中，蛋白質分子的泳動率除了受到分子量影響外，分子本身的電荷也有影響，因此無法單用disc-PAGE來決定原態蛋白質的分子量；但若以梯度膠體進行電泳，則分子帶電性對泳動率的影響減小，就可做為檢定蛋白質原態分子量的參考。 在SDS-PAGE中製造梯度，則其解析力亦大幅提高，分子量差異極小 (< 1,000 Da) 的次單元體亦有可能分離，故梯度膠體亦為決定蛋白質分子量之利器。但因其製備過程較為麻煩，因此並不被用來作為一般分析。

儀器：

電泳器具同上節之不連續膠體電泳，另須以下儀器用具：


五片裝鑄膠套件 (Hoefer SE-275含電泳玻片、氧化鋁片、樣本梳、間隔條各四套)


迷你梯度製造器 (ISCO, 高低限各30 mL)


蠕動幫浦 (Pharmacia P-1)、止血鉗 


試劑：

同上節鑄膠所需樣本，另準備：


50% glycerol (其中含少量bromophenol blue)

方法：


(1)
將電泳玻片及氧化鋁片清洗淨後擦乾，以矽化液或玻璃清潔劑擦是乾淨，選擇所需厚度的間隔條 (spacer) 將其組裝於鑄膠套件中。電泳玻片表面的清潔於否對鑄膠結果有決定性的影響，而鑄膠套件中的三角形填塞橡皮必須移走。

(2)
將梯度製造器與幫浦連線，而幫浦再與鑄膠套件連線，梯度製造器的兩槽中的連通管以止血箝夾住，準備開始鑄膠。

(3)
先決定梯度的範圍，選擇所需的分離膠體濃度，配置高限及低限膠體溶液，其中APS溶液必須最後加入，小心混合均勻，避免氣泡產生，徐徐倒入梯度製造器的兩槽中。通常在高限濃度的膠體溶液中，加入少量bromophenol blue，則形成的藍色梯度有助辨識梯度製造是否良好。

(4)
打開梯度製造器前槽的攪拌器，將止血箝移開，同時打開幫浦，使膠體溶液流往鑄膠套組，整個過程在3 min完成。

(5)
在膠體被抽乾的同時，加入50% 甘油，以便將鑄膠套組中的膠體溶液推到正確高度，當甘油到達玻片時立即停止幫浦；藍色的bromophenol blue可幫助辨識。此步驟需注意不可有氣泡跑入整個管路中，否則會破壞梯度形成。

(6)
膠體高度約玻片的2/3至3/4高，加完後在各膠片組合中加入100 L異丙醇，壓平膠體液面。

(7)
焦集膠體的鑄造過程同前節所述；或可省去焦集膠體，直接在分離膠體灌好後，把樣本梳插上，但分離膠體就要灌高一點。


3.4 等電焦集法：


等電焦集法是根據蛋白質的pI進行分離。當樣本蛋白質在含有ampholyte的聚丙烯醯胺中泳動時，ampholyte會自動形成一pH梯度；當蛋白質的pI低於環境pH時，其淨電荷為負，因此會往正極泳動；而當環境pH與此蛋白質pI相同時，淨電荷變為零而不泳動，且焦集在膠體中。 與已知pI的標準蛋白質樣本比較，即可得知此樣本蛋白質的pI。 以下所述方法，是在直立式平板電泳系統 (Novex) 進行的，若要進行二次元電泳，則須使用柱狀膠體，Hoefer SE-250另配備有此種套組。

儀器：

預鑄膠體套組 (Novex IEF gel pH 3-10)


電泳槽 (Novex Xcell II平板式垂直迷你電泳槽)


電源供應器


 試劑：

負極緩衝液 (cathode buffer) 10×：


Arginine (free base)

(Sigma A-5006)
3.5
g


Lysine (free base)
 
(Sigma L-5501)
2.9
g


用80 mL水溶解後，以HCl調pH至10.2後加水至100 mL，儲存於4℃。




正極緩衝液 (anode buffer) 50×：


Phosphoric acid (85%)


4.7
g


用80 mL水溶解後，以HCl調pH至2.4後加水至100 mL，儲存於4℃。




樣本緩衝液 (2×)：


負極緩衝液 (10×)


2
mL


Glycerol

(Wako) 
3
mL


加入少量bromophenol blue，加水至10 mL。




固定液 (5×)：


Sulphosalicylic acid

(Wako)
3.46
g


Trichloricacetic acid

(Wako)
11.46
g


加水至100 mL溶解。




標準pI蛋白質組合 (Pharmacia broad pI calibration kit)：



Protein

 pI


Trypsinogen

9.30


Lentil lectin-basic band
8.65


Lentil lectin-middle band
8.45


Lentil lectin-acidic band
8.15

Myoglobin-basic band
7.35


Myoglobin-acidic band
6.85


Human carbonic anhydrase B
6.55

Bovine carbonic anhydrase B
5.85


-Lactoglobulin A
5.20


Soybean trypsin inhibitor
4.55


Amyloglucosidase
3.50


方法：


(1)
將樣本與樣本緩衝液以1:1混合，通常樣本中的鹽濃度在10~20 mM間最適合，若鹽濃度太高則會影響電泳的結果。

(2)
將10×的負極緩衝液稀釋至1×，並確定正確的pH值。利用超音波震盪抽氣以去除氣泡，以減少在電泳過程中出現的二氧化碳，在電泳槽的上槽加入適當量的緩衝液。

(3)
將50×的正極緩衝液稀釋至1×，確定pH值正確後加入電泳槽的下槽。

(4)
小心注入已混合均勻的樣本。

(5)
依照下面的條件，進行電泳：

100 V (1 h) → 200 V (1 h) → 500 V (30 min)


(6)
電泳完畢後，打開膠體卡匣，將膠體浸入固定液中30 min固定蛋白質，並洗去ampholyte，若ampholyte未洗淨會造成膠體染色背景過深。 


(7)
以所要的染色方法對膠體進行染色。


3.5
膠體染色法：

3.5.1
Coomassie Brilliant Blue R (CBR) 染色法：



CBR染色法是利用藍色CBR分子上的芳香苯環，與蛋白質的疏水區結合；同時其亞硫酸基團 (-SO32-) 與蛋白質的正電荷結合，可使蛋白質染出藍色色帶。是非常方便的蛋白質染色法，但其靈敏度不高，每個色帶至少要有數十 g以上的蛋白質才染得清楚。 


儀器：


平台震盪器


染色缸 (最好用玻璃製品，Corning廚具的長方形玻璃缸極為合用)

試劑：

CBR染色液：


Coomassie Brilliant Blue R-250
(Sigma B-0419)
0.75
g


用250 mL甲醇溶解後，再加入250 mL二次水及50 mL醋酸。


CBR脫色液：


10% 醋酸與20% 甲醇的水溶液。

方法：

(1)
將電泳完畢的膠體浸入CBR染色液中，染色液用量只要蓋過膠片即可；置於平台震盪器上搖盪30 min。

(2)
倒出染色液，用自來水沖洗後倒入脫色液，脫色液蓋過膠片即可。 於染色缸中放入一塊吸水紙，可加速脫色過程。

(3)
若蛋白質濃度較低，則染色時間可加長 (1 h) 以增加色帶深度。

(4)
若膠體表面有不溶的CBR染料沈積，可以用50% 甲醇洗去。


3.5.2 硝酸銀染色法：


硝酸銀染色是一種靈敏度極高的蛋白質染色法，靈敏度可達CBR染色的百倍以上。 蛋白質分子上的酸基 (COO-) 會與銀銨錯離子結合，而銀離子在酸性環境中被還原為金屬銀，可使蛋白質色帶呈現深棕至黑色。本染色法增加了還原液甲，藉由其中的戊二醛 (glutaraldehyde) 與蛋白質分子上的胺基 (Lys或Arg) 耦合，而增加銀離子的結合基團，使得靈敏度更增。硝酸銀染色的成敗決定於所使用的藥品品質，試劑的製備必須使用Milli-Q或同等級的水。

儀器：

平台震盪器、玻璃染色缸

試劑：

還原液甲： 


Glutaraldehyde (25%)

(Merck)
4
mL


Sodium thiosulfate

(Sigma S-7143)
0.8
g


用二次水定量至 100 mL。




還原液乙：


Citric acid (0.5% 水溶液)
(Wako特級)
1
mL


甲醛 


(Wako特級)
0.1
mL


甲醇 


(Wako特級)
15
mL


用二次水定量至 100 mL。


硝酸銀液：


NaOH (0.36% 水溶液) 
(Merck)
21
mL


氨水 


(Merck GR)
1.4
mL


H2O 


(Milli-Q)
73.6
mL


硝酸銀 


(Wako特級)
0.8
g


將硝酸銀溶於4 mL二次水，緩慢滴入NaOH、氨水與二次水的混合液中，邊滴入邊搖盪，確定沒有混濁生成，全量滴入完成後應呈現澄清，若有混濁現象則在以氨水滴定至澄清。




反應中止液：


Citric acid (0.5% 水溶液) 
(Wako)
10
mL


Ethylenediamine

(Wako)
0.1
mL


用二次水定量至100 mL。




矽化液：


Dichlorodimethylsilane 5% (Fluka) 的氯仿溶液。

· 注意矽化液揮發性強且具毒性，要帶手套在排煙櫃中操作。


方法：

(1)
先將玻璃染缸表面做矽化，目的是防止硝酸銀液反應後，膠片黏在缸上，造成取出時膠片破裂。


· 矽化需戴雙層手套，因矽化物及氯仿具有毒性且會溶解手套。

(2)
電泳後，膠片放至玻璃染缸中，以50% 甲醇洗三次，每次至少10 min。


· 經CBR染色過的膠片，若有些色帶無法出現，可在脫色完畢後，接到此一步驟進行硝酸銀染色，以利進一步觀察。

(3)
倒去甲醇，用水洗三次，每次10 min。

(4)
加入還原液甲，反應1 h。

(5)
倒去還原液甲，用水洗3~5次，每次10 min。

(6)
加入硝酸銀溶液，反應10 min。

(7)
倒去硝酸銀液，用水洗3~5次，每次10 min。

(8)
加入還原液乙，開始呈色，在背景顏色未加深前倒去還原液乙。

(9)
用水洗過膠片後，馬上加入反應中止液，約1 h後，可進行膠片乾燥。

(10) 若染色後背景顏色過深，可以利用硫代硫酸鈉溶液或者定影液洗過夜，則可重新染色。


3.5.3
醣蛋白質染色法 (過碘酸-硝酸銀法)：



硝酸銀染色是一種靈敏度極高的蛋白質染色法，而且也可以用來染蛋白質分子上的醣類。 醣類的雙醇基 (diol) 可用過碘酸氧化為醛基 (-CHO)，因而可與銀銨錯離子結合；此染色法可以檢定蛋白質是否為醣蛋白，靈敏度比Schiff法高。但由於蛋白質本身也會呈色，因此在染色過程中，必須在同一片膠體上加有positive control (使用glycoprotein, IgG) 與negative control (如BSA)，在negative control尚未呈色前，所染得的色帶才是醣蛋白。

儀器及試劑：

儀器及硝酸銀等試劑同上節，另需下列各藥品：


固定液A：


10% 醋酸 (Wako) 及25% 異丙醇 (Merck) 的混合溶液。



固定液B：


7.5% 醋酸 (Wako) 溶液。


過碘酸溶液：


Periodic acid 

(Sigma P-7875)
0.2
g


用二次水定量至100 mL。




還原液乙：


Citric acid (0.5%)

(Wako)
1
mL


甲醛 


(Wako)
0.1
mL


甲醇 


(Wako)
15
mL


用二次水定量至100 mL。




方法：

(1)
先將染缸表面做矽化處理，目的是防止硝酸銀液反應後，膠片黏在缸上，容易造成取出時膠片破裂。

(2)
電泳後，膠片放至玻璃缸中，以固定液A固定過夜。

(3)
隔日改以固定液B浸泡30 min。 


(4)
倒去固定液B，加入過碘酸溶液於4℃反應1 h。

(5)
倒去過碘酸溶液，用水洗3~5次，整個過程共3 h。

(6)
加入硝酸銀溶液，反應10 min。

(7)
倒去硝酸銀液，用水洗3~5次，每次10 min。

(8)
加入還原液乙開始呈色，觀察negative control的蛋白質是否呈色，在其未呈色前倒去還原液乙。

(9)
用水洗過膠片後，馬上加入反應中止液，約1 h後，可進行膠片乾燥。

(10) 若染色後背景顏色過深，可以利用硫代硫酸鈉溶液或者定影液洗過夜，則可重新染色。


3.5.4
澱粉磷解脢活性染色法：


原態電泳後的膠片若浸入含有酵素基質的反應液中，則待酵素反應呈色後，可得知酵素泳動率以及其活性強弱；但酵素所生成的產物必須是水不溶性，才能在膠片中聚集呈色。 澱粉磷解脢在含有Glc-1-P的環境下，可進行葡聚醣的延長反應，產生不可溶的直鏈澱粉，然後以碘液使澱粉染上紅棕至深紫色。此法偵測磷解脢的活性極為靈敏，但會受雜夾在樣本中 -amylase的干擾。

儀器：


平台震盪器、恆溫箱 (37℃)

試劑：


MES緩衝液 (0.04 M, pH 5.9)：


MES (2[N-morpholino] ethanesulfonic acid) (Sigma M-8250)
1.56
g


以KOH調整pH至5.9後，加水至200 mL置於4℃保存。




Glc-1-P (32 mM)：


Glucose-1-phosphate 

(Sigma G-6895)
0.98
g


加水至100 mL，置於4℃保存，Glc-1-P會因儲存過久而裂解出磷酸，使用期限為三週左右。




可溶性澱粉 (1.2%)： 

可溶性澱粉 
(Sigma S-2630或Nakalai 321-22)
1.2
g


取1.2 g可溶性澱粉先以少量熱水溶解，再加水至100 mL，置室溫儲存。使用前若有不溶物則再加熱溶解之，放冷後才能加入Glc-1-P。




碘液呈色劑：


Iodine 


(Wako)
0.45
g


KI 


(Nakalai 296-25)
2.83
g


加水至200 mL。




方法：


(1)
將原態電泳完畢的膠體置於基質液中，其中MES : Glc-1-P : soluble starch = 2:1:1 (體積比)；基質液用量只要蓋過膠片即可。

(2)
於37℃中反應適當的時間，1~2 g的SP在含有醣引子下，反應2 h可染出清楚色帶，不含醣引子則約需18~24 h。

(3)
反應完成後，可以看到白色的澱粉色帶出現。倒去基質液，以蒸餾水清洗膠片數次，加入碘液蓋過膠片以呈色，並且震盪使呈色均勻。

(4)
此時可看見碘呈色色帶：含有澱粉引子的膠片，其背景顏色較深；可在蒸餾水中清洗，以洗去多餘的可溶性澱粉基質；若色帶因碘昇華而消失，可以再加入碘液重染一次。

(5)
若樣本中含有澱粉脢 (如 -amylase)，則在含澱粉的膠片上出現反白色帶，會影響磷解脢的呈色。為了避免這種影響，在電泳完畢後，可將膠片先浸於100 M HgCl2溶液中3~5 min後洗去，以抑制澱粉脢的活性。


3.6
膠片乾燥法：


利用玻璃紙 (賽路芬cellophane) 的半透膜特性，電泳膠片中的水分及甲醇在三明治組合中會滲透而蒸發，使得膠片被壓乾且壓平於兩張玻璃紙中，可以長久保存。膠片乾燥後亦可做同位素放射顯像，或者色帶濃度掃描。

用具：

玻璃板、玻璃紙、文書夾

方法：


(1)
在玻璃板上鋪平第一張溼潤的玻璃紙，玻璃紙的四邊要略大於玻璃板，四邊折下，避免玻璃紙與玻璃板中有任何的氣泡產生。

(2)
將染色完畢之膠片置於上述步驟之玻璃紙上。

(3)
將另外一張玻璃紙浸溼，小心鋪蓋於膠片上，避免任何氣泡產生，玻璃紙的四邊要略大於玻璃板約1~2 cm，將第二層的玻璃紙四邊反摺到玻璃板背面。

(4)
以文書夾夾住四角，置於室溫或37℃烘箱中乾燥。

(5)
檢查膠片是否完全乾燥，可以利用指甲在膠片上輕敲，乾燥完全的膠片不會留下任何指甲痕跡；可將膠片剪下，以護貝膠膜護貝後保存。


4
蛋白質電泳轉印及相關應用：


蛋白質電泳膠片經轉印於轉印膜表面後，可以進行免疫染色法、蛋白質N-端序及酵素活性染色等。 轉印膜PVDF (polyvinylidene difluoride) 是一種疏水性材質，蛋白質可藉由本身的疏水性部分與其結合。 


4.1 蛋白質電泳轉印法： 


儀器：

電泳轉印槽 (Hoefer TE22)


轉印紙 (Millipore Immobilon, PVDF)、濾紙 (Whatman 3 mm)


電源供應器 


試劑：


轉印緩衝液 (blotting buffer) 10×：


Tris 

(Sigma T-1530)
30.3
g


Glycine 

(Sigma G-7126)
144
g


加水至800 mL，pH調至8.3後，加水至1,000 mL。 原態膠體 (native-PAGE) 的轉印緩衝液稀釋十倍後直接使用；SDS-PAGE轉印時，則轉印緩衝液中含有10% (v/v) 甲醇。 


標準蛋白質組合：



預先染色之低分子量標準 (Novex SeeBlue Pre-stained standard)



Protein

Molecular mass (Da)


Myosin

250,000


Bovine serum albumin
98,000


Glutamate dehydrogenase
64,000


Alcohol dehydrogenase
50,000


Carbonic anhydrase
36,000


Myoglobin

30,000


Lysozyme

16,000


Aprotinin

6,000


Insulin B chain

4,000


方法：


(1)
將所要轉印之SDS-PAGE或native-PAGE膠片浸於轉印緩衝液 (1×) 中，平衡20~30 min。通常SDS-PAGE中的蛋白質分子量較小，因此要加入10% 的甲醇於轉印緩衝液中，以避免小分子蛋白質過度擴散或穿過轉印膜。

(2)
轉印膜PVDF切割成比膠片稍大，因膠片平衡後體積會略漲。 PVDF為疏水性，必須先以100% 甲醇短暫溼潤後，再浸入轉印緩衝液 (1×) 中備用。

(3)
取兩張稍大的濾紙，於轉印緩衝液中浸潤備用。取出轉印卡夾，先墊一張多孔性海綿，鋪上一張濾紙，再小心鋪上膠片，勿陷入任何氣泡，鋪上轉印膜，再蓋上一層濾紙及海綿，再把整個膠片卡夾裝好。

(4)
置入已裝有轉印緩衝液 (1×) 的轉印槽中，注意PVDF那面朝正極，膠片面朝負極。除去卡夾外面的氣泡，氣泡的存在將使轉印效率變差。

(5)
以400 mA進行轉印，於4℃中轉印60 min後中止。取出轉印膜，浸在尿素洗液中洗1 h以上；尿素可洗去SDS-PAGE樣本蛋白質分子上的SDS，同時可以將蛋白質分子部分恢復原態，以增加抗體確認機率。

(6)
在電泳過程中若有pre-stained的標準蛋白質，可作為轉印效率的參考。


4.2 酵素免疫染色：


電泳後把蛋白質轉印至PVDF轉印膜上，利用專一性抗體對膜上的蛋白質抗原做專一性結合，再用二次抗體對上述抗體進行專一性的結合；而因二次抗體上連結有呈色用的標誌酵素 (多用horse radish peroxidase, HRP或alkaline phosphatase, AP)，可呈色而得以偵測。 二次抗體上也可連結biotin，再藉由streptavidin架橋與biotinylated alkaline phosphatase結合，一個avidin可與四個biotin結合；這種免疫染色步驟可達放射性顯像的靈敏度，且其專一性也可增強。 


儀器：

平台震盪器、塑膠染色盤 


試劑：

明膠-NET：


Gelatin 
0.25% 
(Merck 4070)
2.5
g


NaCl 
0.15 M 
(Merck 6404)
8.75
g


EDTA·2Na 
5 mM 
(Merck 8418)
1.8
g


Tween 20 
0.05% 
(Merck 822184)
0.5
mL


Tris
50 mM 
(Sigma T-1530)
6.05
g


加水800 mL並加熱至gelatin溶解，調pH至8.0，再加水至1,000 mL。

PBS (phosphate buffer saline) 5×：


NaCl 
0.13 M×5
(Merck 6404)
38
g


NaH2PO4 
0.01 M×5 
(Wako)
7.8
g


加水800 mL溶解，用NaOH調成pH 7.0，加水至1,000 mL，成為5×PBS。

PBST (phosphate buffer saline & Tween)：


PBS 5×稀釋至1×並加入0.05% (v/v) Tween 20，即成為PBST。




Urea-PBST：


Urea 
6 M
(Sigma U-1250)
36
g


加入PBST加熱溶解後，以PBST定量至100 mL。


一次抗體：



通常要免疫大白兔或小白鼠自行製備一次抗體，一般抗體的使用濃度在1:1,000至1:5,000之間，視抗體效價而定，使用前以上述明膠-NET稀釋之。 抗體的製備方法，請參見B2酵素分析方法6免疫學工具的利用。

二次抗體連結體：



通常都可以購得上述一次抗體的二次抗體，並且連結有標誌酵素或者標誌物 (如螢光物或者biotin)；其使用濃度請依照廠商建議，也稀釋在明膠-NET中。


· 注意二次抗體的種類很多，差別在其純度有高低，以及所對抗的一次抗體種類不同 (如抗IgG, IgM, IgA或全部)，或抗體的部位 (如抗整個抗體分子，或者只有Fc或Fab片段)，同時連結物的種類也很多；請小心以免購買不適用的二次抗體。


AP緩衝液 (alkaline phosphatase buffer) 5×：


Tris 
100 mM×5 
(Sigma T-1530)
6.05
g


NaCl 
100 mM×5 
(Merck 6404)
2.92
g


MgCl2 
10 mM×5 
(Sigma M-8266)
0.475
g


加入水至80 mL後，以NaOH調至pH 9.5後，加水定量至100 mL。 使用前要稀釋成1×濃度。


A+B試劑：


A Reagent, streptavidin 
(Vectastain)
10
L


B Reagent, biotinylated alkaline phosphatase (Vectastain)
10
L


加入15 mL NET稀釋1,500倍，混合均勻後，室溫下先放置30 min後使用。



NBT試劑：


Nitro blue tetrazolium 

(Sigma N-6876)
0.5
g


溶於70% DMF (dimethylforamide) 10 mL。


BCIP試劑：


5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate 
(Sigma B-0274)
0.5
g


溶於100% DMF 10 mL。


AP呈色劑 (BCIP + NBT)：


BCIP試劑


33
L


NBT試劑


66
L


呈色前新鮮配置，溶於10 mL (1×) AP緩衝液中。


· 注意若是使用HRP為標誌酵素，則需使用不同的呈色劑：


HRP呈色劑DAB：


Diaminobenzidine (DAB)
(Sigma D-5637)
5
mg


H2O2
30%
(Merck 7210)
10
L


用100 mL PBS溶解，必須新鮮製備，不可放過夜；DAB是致癌物質。


方法：

(1)
尿素洗過的轉印紙再以PBST洗三次，每次10 min。

(2)
加入一次抗體 (適當濃度溶於明膠-NET中)，室溫下反應1 h。


· 一般抗體的使用濃度是在1:1,000至1:5,000之間，視抗體效價而定。

(3)
以PBST洗3次，每次10 min。

(4)
加入二次抗體 (biotinylated 2nd Ab)，室溫下反應 1 h。二次抗體同樣也溶在明膠-NET中，使用濃度請參考廠商說明書指定濃度。

(5)
以PBST洗3次，每次10 min。

(6)
加入預先混合30 min之A+B試劑，反應1 h。

(7)
以PBST洗2次，每次10 min。

(8)
以AP緩衝液洗2次，每次10 min。

(9)
加入AP呈色劑呈色，可在5~30 min內得到紫黑色色帶，若天冷可置於37℃烘箱增快反應；在背景顏色尚未變深前，倒去呈色劑，以蒸餾水清洗數次。

(10)
將呈色完成的PVDF膜，浸入100% 甲醇1 min，可避免呈色基質殘留，因而造成PVDF背景顏色加深的困擾。

(11)
免疫染色結果的好壞，取決於每次清洗步驟是否完全且徹底；過於隨便的清洗步驟會造成染色結果不良。


若使用HRP為標誌酵素並使用DAB呈色劑：


與前面 (1)~(5) 的步驟相同，但步驟 (4) 中的二次抗體使用HRP的連結體。


(6)
再以PBS洗過2次後，倒入HRP呈色劑DAB，褐色色帶開始出現。


(7)
呈色約在10 min內完成，應當在背景開始加深前中止呈色。


(8)
倒去呈色液，並以蒸餾水清洗數次，取出晾乾後避光保存。


若使用HRP為標誌酵素並以化學螢光呈色：


與前面 (1)~(5) 的步驟相同，但步驟 (4) 中的二次抗體使用HRP的連結體。


(6)
再以PBS洗過2次後，倒入化學冷光呈色劑，並立即在掃描器照相。


· 化學冷光呈色劑有很多種廠牌與形式，請依照廠商的指示操作。


· 每種掃描器都有其特定的使用範圍與操作方法，請熟悉後再行使用。


· 化學冷光呈色法的靈敏度極高，可達DAB的十倍以上。


4.3 蛋白質N-端序列決定法：


蛋白質N-端定序的檢定採用Edman degradation方法，利用蛋白質自動定序儀進行胺基酸的序列分析；整個實驗系統避免使用具有胺基的物質。

儀器及試劑：

轉印用具及試劑如上節，但轉印緩衝液須避免使用含有胺基的Tris及glycine。


轉印緩衝液 (blotting buffer) 1×：


CAPS 
10 mM
(Sigma C-2632)
2.22
g


加水600 mL溶之，調整pH至11後，加甲醇100 mL，再加水至1,000 mL攪拌均勻；最後含10%甲醇，可視需要調至20%。


(CAPS = 2-[cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid)

方法：

(1)
轉印的方法與步驟如上所述，單一色帶的蛋白質含量最好有0.1 mg以上。

(2)
取出轉印膜，以五分之一濃度的Coomassie Brilliant Blue R-250染液短暫染1 min，或等到色帶剛出現之時，即以50% 甲醇脫去背景顏色；若蛋白質濃度低，脫色時間需較久；若背景顏色太深，可用100% 甲醇脫色。染色脫色後，將轉印膜放入二次水中清洗，再放入烘箱中乾燥。

(3)
將轉印膜上的目標蛋白質色帶切下，以封口袋保存，送往儀器中心定序，所使用的儀器通常為Applied Biosystems的Model 473 A。

(4)
也可以把切下的轉印膜放入水解管中，加入0.6 mL水解液 (HCl : TFA = 4 : 1)，抽真空封口後在140℃水解3 h，水解液可進行胺基酸成分分析。


























































































































































































圖2.1	製備式電泳膠片的鑄膠







圖2.2	如何切出製備式電泳的色帶
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圖1.2	樣本添加步驟







圖1.1	安排微量滴定盤
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