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L B EIT IR EIS TR (RLUT X1 £ X6) - & 2235 (41 B3) &
SEM L FTHWTEE - BEBRIIBER BT B T E0 A -

2. BUEMECHERIRES B THES RN AT BN —EEMNERE - iR
VERAZEEMA— L BRI TR0 - TSI B s Zets Bk - A2
A2 B i % BRI BUEITHO T IESTE] - BT ET2)EE B3 FUIR(ELER |
3. BAZTERIFIE - BhEGTEn B AR IEER S, » AERTTEATRL - BERAYAT B ELE I -

4 FEA TR KSR o P IR 8 4 B S S T TG e -

BERIROERF - b atraaT

1 FESCEAT A 3800 R A BXE Ry > SR ETEAURUM R Bl © FRot B AdaiiERT - R —KiE
FTA R BT EGA R e (T > NP Rar BB E (L -

2 {ERRTERT - TRERATEL(E FH AV - BEH SR LB Ss » JPERT S - fE 1L Z(BHEAT -
HE—XHBRE -

3 RIRFTHEEAI Y - — DA NLRIT > SERREE A BN DR A R E N -

4. R ERlEAR BRflae T — P EGEITHIRIED - CHEEF EEINEHR R -

5. FdRly - H A EREEEGRA S LA d S > IR - 5 AERRHEER
E7KARDL - W E IR DL IR E R EHE T T > B S E B G -

6. HERETTHY > HERGS S BB EEMH A& - SR -

1 HRE EA-H > MERFAGET E R > ZHETISPER R B R S ERETRL -

BERIRER - WB TR TR
L. f B B BRI, - P BRI 0.0 mL S ALK - AR — AT -
2. AEALEIS Y SE AR E B - RS I RS R - YRS S T — L -
3. BRI E - —EE RGP RT - TR - THIE B -
4. LAV BETRIS - TR FARPRIEIZ B 27 One-Page Show i -
5. 572 FIRAIPERRN SRS R 5 PR A SCRE SRS - — S S -
6. 3748 I R 25 A R T I B (B R LR 2T £ (T M T
—BRERTD ; H—ELSEOE - MR -
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Crude Extraction and Ammonium Sulfate Fractionation
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X1 f8 i Ed Sl

WA B 46 AR s US B UK - BB 2 FR SR A

ERTHEME
LSRR R A S B R TR AR R R R RA R RER L AEER
SR OB - R IAS SRR -
2.1 100 ST HEE - (RIGIPIRIRAOSIL A TR0/ - AT
HE AR (XT) » BPBLIAS ERIGEIARE - XT46 __ mL-
3. LIRSS BB E S - FEH 2 HEREEIE 7 AT -
4 SETLIEA B BT D RIGEEN  SRRE LRI A SBHHER B ERY
IR (5 IR > AT IE AT L -
5. S HTREAEE 4 | BEE TR (Y1) BRI (Y2) 5 BRI
kg EPRRIRTE AT (Y8) - W — B BRIGEE - IS e R E e -
6. (KIE TS B EIER » NEMRESISE > GHHLE ACIRE | BEEIRG PR
TORTHES © SBES PR slED - ASSE _ mL -
TARE CFE IS EER » —E A A B R o
8. RHBRIIR S  WH7E PG ERHE BRI B T EREE -

FRHARER -
L hifE s #S AN FENEEE &R RIEE - FEoARER S 77 LRt (R -
2 FBEEN o E S H REVEREE > HERESERYD -
3. PR MR 25 0 #HYTE M o AT BE AR VKBS SR LU > & A AT B H R 2 g 2
4. Gt et (RAUFG R - TREE AT 2N GHAvH - SRR R TR ME > —EH
TEH R IARRE K RG> N R G BGRE(THREER, - SRR KR -

REREAARET
1 iRz R A 2 eI IR R B4 U0 2
2 (MFELLTETE 7 buBReg s IR e E DU G 20 & - S0 DIRITE TR AGR Y ?
3. iGE AT Bt - FIFTERRIILIEEA IR AN AIAERFIRELEET ?
4. TRINRR Bk $2 Ry - BT % {1 0 I E S LLEE - (ER EAY & T LU » Ryt 2
5. G R D HHEERIEIE = I AR T Btk AR - ARRIBEREELE
A7 A Rk 2
6. REERIVRR T - UL I —(ERARIREHT » FETk it — PR A 2
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Gel Filtration Chromatography

)Tz-'

D Sephacryl S-300
1 column packing
I
I
ﬁ Disc-
] polyacrylamide
P RETE AS gel casting
f2 - DUEER
AR IUT -
Buffer C - Gel filtration i
:’ chromatography
|
I;J : |H§HD‘.J|.J'FLTF5 ...........
: : B
\ 4 : l
Column ' disc-PAGE gel
— washing - Sephacryl S-300 |
fractions .
” =) |
2 5 BIND BT it l
v
2= marker TEE AT Electrophoresis
LS
A i ¥ P Ral O
B s '@ @
Activity Bradford
A 4
y 1E Activity
BB T E staining
Molecular weight | Lt# |
calibration A -
W 1 h i
— AL £
e s o B2HILEEE
D HE AR S
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{8 55 R —— -
HITE AR AR -« — FIRIBER I
27 0.1 mL 5 R E
YORINLE N PAGE Result
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X2 BIrBiRE

AR MBI R E D E > AEBRRREACT R TENED HomAR -

ERTEBHEE

L[A ERES B (S E e P B i i 2 BB AR © A K REM
A EERSCERFTENES - ERERBE > PEHAEREE -

2. JEH—37 Sephacryl S-300 = « DA HTIEMLE FVE » A FETE S i FE P HRE -
HR B2 a2 M 2 - I UEE R MHET (BERE EFEZRIRR)

3. MU E XA S HEER . — (AS) » BHHEVIRERB L AR -

4. BUE S B R E TR OETE B - TR B YERETT S i E TAE -

5. 00k EIEE © FrEMERGET Za g (Y1) & BEfE a4 (Y2): BT
i BAEAEEERTEERSE] > DL disc-PAGE EykisE <~ (Y3)

6. {IE I A AG S EE - 2 EERKIEE R EAS  TEREER M E R DR 5E] -
ST N — P ERAVBE AL (X8) - GF 3 _ mL -

7.8 RA—EREEE S FEEOE - FEEES FERSFIMA 0.3 mL GF -
CEERSTER o BB RENE T EEERE - @RS BB

0. KIARME2EZR TET - BERETRESTEITERARREER TIEFE -

FRHARER -
L. (RS 28 & 2 B e R BT TR 0 > SRy TG R s > HAAER D ER A - H
AR SR ITATSEIAURG R - ATRE gt paR AT ok KRR |
2 S BRI E AR S T B IR - WHEHTBR R R DT B R 2D -
3. HAEVKATISAEAR - BB AEERTHIEA LR - "] DUAIET A LASSCRAN T -

REREAARET
L B R A [ R EL o e [ B Fe ] 2
2 EMEEIHA R Ry BRI B E 22 - B RIME - FETEe#EE -
3. RSB (AE s HUAE LSRR - (RRIBESRTE IR0 7 FiE A g0 2
4. E ISR ASEIE R AT SRR R > BRI AETE - RIS LSO A
BE? BRAEHIMEE ?
5 RNEBR AR BHET - ATREE A AR Y A InE ke a] ek 2
6. RERRHURRGET - W& HHE —EE RAFEDE > fefit—Fapt R -
7. Bt pe g 2 R o T EIVHE - FF/ VDR
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X3 Bt 5 RIRK
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1A EREE - R E R BRI 2 B ERTRER ¢ A & RE A
£ WEHERATEES - HEBRERERBGE > FEHERERRE -

2.58H—37 DEAE Sephacel EEffH - FRTEEREETACHAIB A —E EAERR B - P58
& o DUENTE D BERE SR A E R R R > ARRS BRI e - SHE=IR T
LT (LRI EER IR %) - EUISEAR » BRI MR -

3. WU EXB AR LSRR (GF) > &SI - AHREE el L AR -

4AERAENER > WBLEERO RS > B ERAA D #ICERTIVEH © R UEE R (B
RRER - WG DBIRS RN EE R - AW - AR B A

5. WFEREEE ST 0.2 £] 0.5 M NaCl fUBBRE (FEREFEELL 0.1 M Ry— ) » 2R HLL0.5 M
NaCl Jidt—{EEE AT - WOERTR MBI 2 E > ¥ fErT o IR

6. AT HHE * FrERETHET Za W2 € (Y1) & B & Fadr (Y2) 1 ARREIER
i B EHESERTE R 2 #] - DL SDS-PAGE BikaE L (Y4)

T ARDITATSEERS R - 25 BUkiER - BUSIEEEI D EIREREN > (RIFAE 4T > HE
TR EAE R (X4) - IEXSE _ mL-

8. Hipsepkik  EIEIB AT IR - DIRRENROE B R 2 P el
T H[FVERE - B o W AR o (IR IEREE: - S RRMERT Y
#a B (Centriplus) Z/\OtgE R G AR - [FIRERE RN 2 G _ IR A -

FRHARER -
L. VR 1S 2l 25 1 B Sl e — R T 1R e - e SR i e
2. HERVKFTISAG AR - B T2 ARTHYBRA LI - IRIERZ AT LA wl (L BTSSR Ay -
3. DLEA(E Rk i WA RE T > DUS TR AT rTRETS BIRT 22 0a MhIg - 35 2y P
RN 0 ArTHAIE B ?
RRREAARET
1. By AR R S B R L e S B S ] 2
2. e A IR IR A B A e & 0 BRIV EIN > FE/IVO LS -
3. il #- B g -l T 2R L fe - BERTETERMLZ D 2 LU B0 2

4 ZEAHOFEIZT > — RS R ANES: (artifact) » 1 ERERAGR G
A i
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Preparative Gel Electrophoresis

X4

w O

Disc-PAGE gel
SRR Preparative
polyacrylamide
gel casting
RO,
|
]
v
E|9C1’t5ré’$hg?5i5 _ Stacking gel
' |
: Runnig gel
L 4 |
Activity - T
staining I
IEX | !
I Preparative Gel
adhsh e I Pt “~ — -+ Electrophoresis
BEFGG 150V, 4~5h
= T pek
P IEX iz
j}%glh f E T 2 e ik
AT (X6) i
4
o | |
| | || RE
—
HIAIT 2
Y
Electroelution
LR S B/
HE e GF—Hli LR

PR BRAY A
XT AS GF IEX PE

AR A RE
IR 0.1 mL
AR L E 2N

|
0
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REXERETIEE R SR EO T oM > HET @w L LA AR -

ERTHEME

1 [F EREE > S5t E(EE RS BRI B AR SR - A M REM
B IEBEATEES - KBRS K LSS - PVRE AR R -

2. ik EFHEF M RIBA R EITRE B K » B o] DI R IR vk - (2
{5 f E AR i (1.5 mm) -

3. BVKEIEIR E S BAENERE > FHIE RS AN IR PR Bk a TR -

4. BRAE F B R B2 B A 1S BB R (IEX) @ 2578 SR PR s R I A
HEE A X1 B9 (A EOR iR A > SUR R 7= -

5. fEM B BV Z AT > FESRE—ZGRIRZ disc-PAGE &Eyk (Y3) » [RIRFHAE (/8 i
PRt DU Sl E ek i I e L & -

6. kAR BN BTN - fEMLE B AR - EBRERAISYTIE—GREER
Fro W LAEMEG NS 35 R R B ey B ki 2 - A3 RIYT T ok AR -
VAP A THERE - PESRIR/S _ mL-e

7. DB VKRB SN E A A B FIRNEE AT —R  FIREIIUR - DB R A
GIERERE  BIUEBER BT AR - BVORE . -

8. EIKAHEHH AR EHEETHTE - EHECR (Y1) REEREESN (Y2) » A&
SDS-PAGE &k (Y4) fiE HALRE -

9. BB IKFTS RIS - BEER TEEBIIMEL RIS/ VOIS  E AR
K HHSE TR B8 I HE > 555 F—L8 IEX A -

10. FERSER,  FETE BRI E AT A Bk R ARER B > MBS A SR -

FRHARER -

1. i &Ky SDS-PAGE #&55 - iR A LUE HH AL HE Y B AR AN (T -
2. 45 (o2 IO B E TR m=UE K - AICR ATRERE - A WEME -
3. U FAREBAT - VSBEHIFT R ERE - AFEHRARS - AFG#E.L ?

RRREAARET

1. SDS-PAGE i disc-PAGE RIFEIEATE Yk » 7EI5AE - Ml R HLRERT b » 3l 5L 2
2. BUftE RPN EICR R - BT 2 ARG B 2
3. MU B T 2 BRI - 1) DL B P S TRE B - T A 2
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Western Transfer & Amino Acid Sequencing
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TR I Ih

XT AS GF IEX PE
X5 " —{ Marker } SDS-PAGE
casting
D Crﬂeﬁfl
1 #1110 pg iﬂélﬁ
Electrophoresis|,
150V, 2h 0.75 mm
@
CBR staining R disc-PAGE
transfer
I
RS 1~2 h
l
#ﬂlwfﬁ e _ bt erinh
B RIEH — Protein > J:t_
R plot = - 4]
.............. |
- Urea washing il
< . v
D CBR Result Protein
2 blot
T %
w2
SE LR %
é ( N
Enzyme
staining
D h 4
3
----------------- > o —— G Y
ERENfER
Immunoblot

|[Iﬂ-‘ﬁﬁﬂ_\

——

=F% - pg
ZRITTER

R LA 1-2 h

)

Protein
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B i

-

5

il sy

|

1.5 mm
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X5 BHIRER

TEFITURE R E R ERER Y ; kB AN A LB E N - 7R
BREQ Al 2 R A1 AT TR 2 —

ERTERE -
LA EXEE - G E TR BRI 2 > BERS - Rl KRB A
W EREEEEIRE ~ REBBIR T
2. BARBEAIRHAES SMENER T (HaBH R E CrR(ERE - SIMIATHE
TR B e 2 (LR T T B R AR -

3.3 ?B?EEWTJEE’JEEMZIK (XT, AS, GF, IEX, PE) H#{TEHE E & DIFEREATSE
HEIRE - REBKRRANEE  SERAIEREEA 1~10 ug EH'E -

4/ NLZ R T ERIRSHERAS (XT, AS, GF, IEX, PE) DUk marker (YA E » DAEEST
SDS-PAGE » AREEENEITH LAAEAR I > FELAPIRE S B o SSANEfE — P H R ATE Y
SDS-PAGE By » MR HAET —RITE K

5. ZRIJTE K — KT disc-PAGE » YJHiFTE ' = A SDS EE k% EE 30 min

% > FEAE _RICH) SDS-PAGE BF > (Kfﬁ@ﬁﬁﬁﬁﬂ RS s Y th (VT
FRERE - B HE R R EER BB E R oiT o

& _JOTEIKHSIWE - HEEmUsRROwn s > TR ERER -
6. SER AR RALEHATE AR - B8y - ERelEE BRI R T T -

FREAFER -
1. THER s IR B E AR T k- B KBk, 2 @%f@f[ﬁﬁ%ﬁ:{j {RA B R TS T[]
WEZD? HIEEEmEEEEIN Y B—E B B3R e ®
2. RIFHEEIR » (RA] DIEEEIHR EERRRE O ? T X%{‘FFCF%
3. EFp Al RE R B BN - RAKEE - KH - el g ffb e G E PR
=R o BERRIERRET -
4. FEE R BRI R (BB R RR) BTSRRI R - AR 2

REREAARET

Ly eI ERET  BEEA AR RESEH - ZEIRER > Frit®
NIt ERAE T Bl > SRR RS - BRI 2 M BT Rk (e -
2. % TUIS BT H IS E HE (> —E A KTk ?
SATEIREEBRFFYItR - (IR DLETTHREEHIFE IR ? A RR{fEEIE 2
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Enzyme Kinetics & Purification Table
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X6

=

)

w

Activity o
et
i
!
e
\J
1L %

A » E}jjj F_-‘%Eﬁ%
IEX
RS
R
[ SRR ]
' Soluble
E [ starch Glc-1-P
time o |
41 1) ] T — R
'ﬁ B Eii;@-l}j__%
'_fij|'|'3'f.lgl'_€ . jx/f%
BRI
: S
9 E
1/8 R (8]
Km & Vmax
h 4

hTH 2 A &M
Bk 8 0y
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X1~6 EErETT

X6 BRI

BEREN A SR BB ER R - SO NI B 28Y » RBE BER R R a2 4L
RN B R IR W R > DUREER B R R B 3

ERTEIEE

1. 3B E B SEE B R r P B i i 22 IR R R SR ¢ B3 & R B
B o REBREEMEEREERSN - HOEEREEEE - KRG8 2GR -

2. ARE B EAEREHERN R RTEESITE - (HEENEA W RE 2R E AT
& Ak H Michaelis-Menten® 5 (Km) K Vmax » AR EMFTARAVES

3. LGNS » BB f I E R (EEE (A58 K Glc-1-P) » a] 73 5l E /i & 1 E)
JIE S EATREEE AR - SUEGIe-1-PIERS - TS EEZEEIGlc-1-PHIKy, ©

A VEMES TS B R ia BUE R RO SE - WIERERANEEEAL  SE LR E st - A
JARIRFI—15 REAE Bl A B IR 2 WIRRRELRR » DUE RSB EERBE MR AL -

5. LAY PE B0 IEX IR ¢ FEMETTE) T2 E DAY » IR SR E — (i i od & B T
FE 0 EEEEFTSEROSEET 1- 1.5 20 (Rt ?) -

6. HIMEFTICEE IR TLERR A (XT, AS, GF, IEX, PE) » 73BT 8 VB R B A T M
B DMEREE #ibk o FEHIESHEAR  EEESEANREREE 20 BmE
I EE BN FER BB » DUFES R A FEAES 5 -

TRERAER -

L. DAGIe-1-PATKIE By B - 78 SEUBFE AT » % [Glo-1-P] Tl T —HI IS (Wt
f6) : DU [Gle-1-P] RhEEEHE » WO R ML - 13— it T (LR R
R — LR+ SUETTSR AR BN = IS 28 G (D P B -

2. P74 T DA A SR L T O (T s+ {E ELARAE D B B/ D » DAGRER -
I 2 AR A (AR - BT AR LS -

3L FTE LA (L5 BB RAINT » BRI, S8 B E R R
FRRERAY voibbe Ul SRESER AT & QT E « SHBa R am S
AR S -

REEARET -

LARE R BRI NEE - AR R R D EAR > IR E b A 2
TRE T IR IR -

2. B-tky 12 B AR R A IR - IR mT LUR e g D B2 A e (a0l 2) -

3. b REK > BOEAEN LT R A HERER - (HREGIIMPRZE — DB ?
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DTIEA

2\ S
7] 7|{F|' 75 /Z_E
RERIEER T ANEEAO T E (YI-Y6)» HE4a 5 R aE#% B3 TRifEl

ST RAE B W F B R A BUR Y > A E L TR T RSP RE o ST BT
FTEREYDRERTE  MERARRENFTE  EfEekEHTETHETRIR -

EREAMENSERE ¢
oA A B3 E& &E B #®
Yl Rad 2 &% 1.1 EHEEERE 193
Y2 B EEMS MR 1.2 Bk Bl RS 1 0 A 195
Y3 RAEERAENRLEE 31 THERME K (native-PAGE) 205
354 EkyEEfRETE RGO 215
Y4 SDS B5E ik 3.2 SDS B vk 207
YS @R %Ik EE K 4.1 HH'EEIKEHE 217
4.2 (= SR el 218
Y6 B k@SRl 1.3 Bty B N B 22 A 196

DA ES AT TR EARRE - fE25 5% B2 TREMR - FEE TR ¢ [k
e EE R CRRIIR - FRAVRE TR Rt B -
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BEARRE
Z1 HEWRE
22 RV
Z3  HEOHE
Z4  SEREEET R ELISA G
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Z1~6 AR

Z BEARIRIF

AR RARBIH AN EREAN T B (Z1~26) TR ML E T 7 i 5 BT
ERETHCRRZA > FEFORMMRIHEREN  TRELERREIE - LEIZ
EHEMEENRFEE  EERROZETRT > WA BITREN T B o RE I
B moSE > BRKA IR FERE—RFRTHER -

BEARZIEREIR B IR Kt E, -

A BE B & th Eh
TEWEE A H B
Z1 A#HRE H B E AL IE B A B 7
#pl & mL i E R
TEME A RS R pH &t
72 XV R E KK pH TR IE ik EEE

{58 AV B pH GHAVETE Reig

TE (S FH e e o

VACRE INY L[ (—E Z P IT) AN

{5 FH Bl OB E T i

TEWE(E YRR T

Z4 |t & ELISA 3+ IERE(H A ELISA reader *E 5t
S HIRIE T

75 T R P PR

Z5 FEAT AR BRI AT iR ANY
T TS L el s

BEEEEE/ 4E (MS Word, SigmaPlot)
VAREN Y& & HER% F (Reference Manager)

FE AR F 5 SRR A

i)
A
It

=% H PP SEARE £

LAEROBEREATNR S - 5 ol 21-Z6 73 B KAIRR  mES—K Z1,Z3,25 > 55—
K 22,274,276 ; Z1 B 22 PORLHHEANFEH > R EEE P

2. TR =T ERIRER TL R =k » R = (B2 A R UL ERF A R =#
i 21— UL TENGE R  FFULHURRARET R 20 min o BRI —20_EREENE L -

3. ANtk ST = UL HIRE AR IR AR AL - (HRIELUARG —uh R (e e - BF R
Gk > HERIEEY > S E R =IER HRA GEf L -

4. BhEGEI S R B E R - A R R E NS IR - AP E R il
B MR SER(E - —EFE 2RI -
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Z1~6 EARME

71 B8RS

EBR % (autopipet) & AT A T Bl ARTEL (> Ay RS — A% E— XTI B
BRIET 485 > AT TR EAR - F—REHNMRERNETRE » DR EREETRER

YRR A R A -
Rz E :

A $7& % Pipetman P-20, P-200, P-1000, P-5000 & — %
&R EERE A (tip) ¢ wE (20,200 ul), B & (1000 pL), & & (SmL),
R (9.999) 2B (EBEARERY > DRRSAE)

#h K BB

1B(FEE ;
1 EE R/ NYEBRE -
2. F B #E R UE ERKEIRSF EFFE - Biefa sl E S H AR % -
3. P EBINE - FEAEEE - REIERLIR - R E INE 2 S IEHE -

ABEIE:

LERER Etip % - —ERMEERRER L GANES % -

2. L HVATRRE > — BB/ N B SRR T AZE R, -

3. 1 mL LLERHBIRERE > fER AR tip Rin 28 LREBEIE » TCHEAEWIN
B EGE ER SRRy - THESEERANIRHE (3~559)

4. B — A 2| tip IR R - BRI A T -

5. AR BIRE » NI PREEE - Sl E R ARE S -

6. FBHE BN E 1 > INOH PR EZ A > ANESER B EIKEE - AN Al R LAk o

7.5 HEIRE AR NS - 5 B BERERIRE -

8. TE N AIE B EF I M | BHEIRE AT AL |

EFELTEN
1. AT B FR AR tip SR A SRR 5% ©
2. ANATHEE TE R E B IR 2 HE TR 2
3. R tip - ERRINEI SRR NRER - A2 tip ?
4. FAZIL T — BB o R 50 1% o SRICIREL 50 pL o RTREE (A 2R 2
5. fRan{a] L E Bk & HUH 0.5 mL 50% Hy 2
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EREE

72 R RBEBES

KRB EAHETRETHALEEZNRS S REPRE K HZRARFIRE
% BRI E R R R o Tris ] LUE 2 ROFHIZ R 2 » Sigma &8 Tris 17 acid &
base WAE /& » ITRIWEELLFIR G - FERE T F pH #yaR 3 A% FHE € —1E pH
RF 2T RAPIAE Tris - FLR HARBYER - o] HBbg T EH pH 2 BB - A HE
Tris 7 pH F (£ ] 45 € e B 25t FLBRIR AR st (probe) b ey B =T LAY Tris -

Rz E

R-F (9.999) BAFEA (REFREMEEIAERF - DLEFRIZEA(E)
BRI I 5T BAR AR BR R s i (BB Tris WUEREL - W9 BIA])
Tris HCI % Tris base (Sigma £ fd pH {4 Tris B ERACEIER)

4k R BROBEAR

B AT

e (SIS

1 RIEEEIR -
2. PRI ET
3. FL%d 100 mL Tris %@ (50 mM, pH FHEIZEIEE) -

ABEIE:

1 AT E R R E R G /K » AIREHIRE BB R -

2/ NUERIB I ET R SHRE BT > U RERARBRZER T -

3. Tris FEHETRAY pH ~Z iR EIRA - SRS HAY=E IR -

4. ERRY R R A ST E B - AR AR — T R RH e -

5. P2 EFNWE > (EFFEREEEZIR AR © VOB HRAFFERR - 20
SRR - A EANIRART - SEEEN AR RERE (R R BRI A -

FIREfRAT -
L. TR A Tris SRR pH RS - TTEEHWRECH 7 L T RefRE 2
2. Pyl ERRBAFE 7 2 FIRDREAAE pH W 2 T EL s —(BLA R PH 7.0 7
3 BRI S T R A B © PRI TR ©
4 ARSI BT T — A RV R B T 2
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Z1~6 EARME

73 B )
BT ERESRY AR T A B REFH EWN TR EE - RO 5
AR HERET O E  RE SUH MR O DUE Y RO ESE O 5 - (F B

WHREER S F AR AE I RERARARN R B EERRCE TR P L

R BB - IR E A R -

o
0
/

®REEHE
= R 2 R A AR
A e RS
#E aEoH# (microfuge)
BH Xm AP

IRIFIRE :
L AL -
2. B L BRI 7 -
3. BE L B R PR RS 17 -

EEEIE
R -

LoEHEEORE G A B R > T AEE SR ((EA# -~ =T~ #E
S FAfE Lo I

2. {e LVE—E BT > OB D PERFtH BN R AL B -1 - A8 B
PERY R = PR -

3. —E BAEER|THR IR - A ReBEBREE OB - SH AT EIR > EILAIER -

4. EFE TR ARSI IRDUR & IR - el R ORAVESIEE -

5. (i L IR % M EA B AR - —E ZEEE L PErtsa s - EE B e O peRfg -

6. i e e (o B R DRy > B R - RS SN TFIRA RT fsEA

EIRERET
1SR DA B A Op R (T B BREGE I 22 7
2. (REARAR IV O 9 2 R ANHIE OB S I - (EBRENBE Op R - BRI SE A -
(EHR I —X - R ERE B R 2P B R 3 P 2
3. Bl P — 7 OB EEZC (swing bucket) k2 fg24U (angular) Wi AHE - (EFH EAAIZR] 2
4. —fam S ECE B OB - B A\ GCEREDE (40 8,000 rpm) - H AGCEREELE ST (A
10,0009) ; —FHAHAIRE 2 (AEE REE ?
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Z1~6 AR

AT I H oL 20PR-5 MY 2 8651 > 5% Am e A B oM Y 4R (R PR

ERTER
1L EFIRE GREE R 4C) & JfEBE OPEIABE OE R > 88 O FE B R
BA_EAEFT - BECERIRE BRI TR THIRIFH AR -
2 ERRASE ) CHE R O > EERTSESEEE  E R OEE TR
& LEHLODE RS TG - #ERIEET o ([EHATRERBE O IR AN, «
& I SBELVERITEE T R EE TR
@ B ERE A G ek b TEERHE R - B KBRS R R -
@ L HEARE OE SRS E A KR O S
3. S AT BB O SR AR WP R LFERE T - A e -
@ SHELPEE TR 0 B ORFE R > SERBRIEE !
4. BE EHECHERBRT - (ERFN 3R P SRR ER ISR R (7120 8,000 rpm, 30 min) -
& EFTHEEE AN e DGR L FERIIRE - SsEdUR SRR P R - fian
RPR20 Hyfx =858 Ry 20,000 rpm - {EASHEE L EE - ZETE TR -
@ EURERR R E R E N AR o FIAIREREA 7,000 rpm EHELNEEA 8,000 rpm -
5. W& AT a2 BR AR 1% - $4 Start $BASE) - B OB IR - SERF SRR -
@& AR - 3%0E 5 min DUT Y » Z250iE5E 10 min FE[E] 5 min -
@ 1% Start FYTRIRE > SRR RERTE > FERAMELA) — WP S 1% 4 45 -
@ BTG IR i fiab - BB S AN E > BUEA RES) » FH1L40#% Stop -
6. SFEHE L E T T E RS - W —YIER A RIBES -
7. SERCHE LR > BIEERE DPESE R IR - A REFTRAMGRT SRS 0 > Bl
ODERTEE  DURLRIIE » @i LS A NN BRI SR -
& NERRERE HIEBLE o SRR EE BE 0 DIRE LR -
& {EE EER/NG - DI —iE AR - HAERE—L > SREER—XK -
& EHEOERR > BERRHFER > Af B I ZE AL FEEEE O -
8. TERY R Lo FETHYZERE - NFREUHHEE OPE - B3 EREFT > 773E B R AR g -
9. 2EfH 5% - BB LFEIEEE - T DU B ARk s » 3 ARz B CAEr
SR Gk LtR - ISR ROEE - SHE W - ERAEAKEZ - hEE
SR A ST VB R RSP DA R S A > IR 55 i ST B2 e -
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Z1~6 EARME

Z4 YEStR ELISA §

HEFRERERERNNAERSE > AT UNRFELSATHEREINITE  BAHH
By WA REBNEA B AERIAENEAEE  DRTFERFATERASER &
7 ELISA Xt - R Tt > RAVEEERA T GELIL -

HEHE :
38 S B3 RGRI R (cuvette)
ELISA St 3t (Dynatech B E ik )
& i 4 (microtiter plate)

B®R1EIEE -
1. BT F R IE A -
2. HISEEIHEE R R -
3. ME R E A -
4. ELISA YEEEETHIMERI T -

ABEIR:
LEHECHEHEE ERCR - A HRIEE B0 (M ~ R - B - B5f) -
2OUEET R SRR - (HIEEIR AR > SR A R R P S R RIRAEE e
LS EARE - I DR R -
3. EFHERAIMDERS - HDUE —E R G ES - A EEEEEE A > WE Gy
BV - S A D
A FRDCRE RV SRR RGR T - A A S E S REER > FotEMMA -
5. EHERNEIFRTLZE - LHEMANEERE Dl FEEIDE -
6. FFICHIBOEHT - BHER AR - ZHME G ML -

rr OB REETHTHDE IR BRSO AR N B EE S A R 2
EHE ~ BREZDEERIETOL? RAEMERt?
A ER LRI E A EA D - g AT UM A R e B T HE ¢ (B35 I R AR ZE
B M E e IR E > RIA0F LA ELISA SEREETZHIE 2
4 R SRRSO HEIE 2D ? EilE R Al GEE - EE AN 7

mEagET
1
2.
3.
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Z5 BEMTRi=HE

FATRRE O REAEATEERN TR - WHIRN B R AN - REA S
F AR T B FAT SR A B B BT o AT BRSRAZ AL H BB AR BT EAT RABATEAT > 7 DAREQK
WY R IR M A EATIRME - EERE AT EM - BB L BURA R R AT -

®agHA .

FATBE (BT TEA0T) -
L BFEMENMIETAGEE KE - ZEZEZKH 15 min ik -
2. 7% A_10 mM sodium bicarbonate = » i jiZhZE 80°C » —E#EB #2430 min -
3. #1%] 10 mM Nay EDTAHEYE 30 min » DI EERIEDTAREE HiEEE =X -
4. FE ] 80°C Z& Bk ¥k 30 min » ARIRHAE] 20% kG » fAE 4°CUkFEHIRTE -

BT R WHTF  WHB R S5L BB AR (BEREIK4L)

fm Py e A (RREEZC 3,000 rpm)

w2 4 % (Centriplus, Amicon)

& : Blue Dextran + FMN (RN - BEFBAGEIR] - A% 10 mL)

e (SIS
L —EEATLE - 2Ky 5 mL BAS > (EHFRABRM AR KE L - SEATEA -
2. 8i%2 Centriplus Ff#ES BLH R IR > R A SR AUER AL e A
3. FALIEE LRI E IR 5 mL BAS © EE R O - —iEE OB ET 8 3,000
rpm - (B QPR AR - B EIBR G LRTA] -

ABEIE:
L IHEATR B 2R KB TRz s BT RIS LRk - BEMRE A
Lo FAGHKES o $EITRANZERAIME - SREEITR A& R -
2. —fEMTEDE 3N B THRRIIGEMNT (100~1000 {Hik AR ) 4 HEsEE ©
3. TEEHE LR & 0B DB RER TR - SRR S -
A FERHE LR TR - ERF AR RRINER (filtrate)  ERREAR DAY MR R TLR -

MEEiRaT
L RC MEMTEERRRE AR I RORBR A SEL Y
2. BT E BB RN E L RETR - B R ?
3. AN 5 Bk E I BB Lo T SRR R 2
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== K ) meb
76 BIS 2 ENES
BMEEABANTE WA EE  THENTRABEEA B TEIH— k%
AR RS R S T (T - B AR B — R AR &
% FETTAMR -

Rz E :

(ERNEN Y-SR T
CEEE SRS
T B &K (WTR)
\ Package Company E&; %

% Word Microsoft  {EESEEH L BEHX
% SigmaPlot SPSS L BRESEES BERX T WHEEER
% Reference Manager RIS g ilee S BEBLX D 4EUR
% PowerPoint Microsoft B Egpk R b XA 4 A
) S APARIE G (GiE)E) EABERFFISN B TR
@ CorelDRAW Corel BUERIZE X AgE  BEHX C BERARE
@ Visio Microsoft  BI/EEERHAZE BEHX D BIEALE
@ Access Microsoft — ®HFrEERHE MATHEEZS

Excel Microsoft % Bl (E [ FHE:4E B 1% 2 A SigmaPlot

Project Microsoft  BIEERIZHEE S£Fw

Organizer Lotus ESHEREE MBARTATARER

*—EEMRE A @HEE (A

* i bR EREE HEERE - DU TR E 2 - fla1GCG (Genetics Computer
Group) E 53T F4153MT - ATEHHBIZ A=t selesduh (http://bioinfo.nhri.org.tw/) st A -
IEHEFHGCCRHEHBHHEIIRE -

1BMFIER -
L @R - B AL S SRR - TR B REER -

2.5 AT ER h Ld s R B R B - Sk — 2B DR (41 PubMed) -
3. WREGIT 2B T E I FEATRAE > ARIRAE LRI B 1T 28 B8 A A s P 1R A -

AEEIA
125 BRI AT Ehs - th NS BB BRI AECE - B EEST -
2. 25 IEEAEES N Rk R R BITHE > R AR > SRR EHEE -
3. (AR ENEEE » S EREEE BTRESRREKE - Ko Paea BEhn -
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X0實驗進行通則


共有六個實驗單元 (X1~X6)，每個單元是一種純化或檢定操作，每次所得到的產物，要收集並進行各種分析 (Y1~Y6)； 各單元的進行，都遵循以下通則進行，請仔細閱讀：


實驗操作前 - 做好預習準備：


 1.
詳細研究每單元的操作指示與流程 (見以下X1至X6)，研讀各種參考講義 (如B3) 或參考附件；充分的預習，是實驗成功的必要條件；教師將嚴格檢查預習記錄本。


 2.
擬定你自己的實驗操作步驟流程，預習每一操作細節，有不懂的一定要問清楚。此操作流程類似大一普化實驗的工作記錄紙，預先把將要記錄的空格畫出來。 可以參照A2實驗之路 建議的方法，擬定你的工作計劃。 請不要完全抄襲B3的操作步驟！

 3.
與教師或同學、助教討論應注意的操作重點，並問清材料、藥品的位置與情況。


 4.
注意有無停電或停水等通告，若有狀況發生要事先做好預防準備。


實驗操作時 - 按步就班進行：


 1.
預先把所有藥品及用具準備好，需要預約的材料或儀器，請先登記或預訂。早一天把所有的緩衝液或試劑準備好，不熟的儀器要先學會使用法。


 2.
在操作前，清理所要使用的桌面，整理藥品與儀器，拋開所有雜務。在正式開動前，再看一次實驗流程。


 3.
依照所擬的步驟，一步步小心執行，錯誤發生時要小心評估其嚴重性。


 4.
在操作記錄本上詳細記下每一步驟進行的細節，尤其注意有無意外發現或失誤。


 5.
使用儀器時，若有任何問題或誤用，請立刻向教師報告，以免延誤。若有臨時停電或停水狀況，視當場狀況決定是要繼續進行，或者另外重新開始。


 6.
實驗進行時，若在儀器或用具的使用上與他組有衝突，請互相協調禮讓。


 7.
每天早上十點，準時開始進行實驗，教師將隨時到場觀察各組實驗進行情形。


實驗操作後 - 收拾好準時完成：


 1.
每階段實驗的收成品，請用微量試管吸取0.1 mL冷藏起來，以便最後一起分析。


 2.
請在規定時間內完成實驗，並收拾所有用過的儀器及藥品，準備移交給下一組。


 3.
用過的桌面或用具，一定要保持乾淨整齊，不得雜亂無章，否則會影響成績。


 4.
請立刻整理數據，把結果繪成圖表，準備在次週One-Page Show報告。


 5.
報告請多用原創性資料或結果，引用他人文章或看法時，一定要註明出處。


 6.
並不禁止同學參考往年同學留下的實驗報告，但應該效其精華而自行模擬體會，不要一昧照抄；且一旦發現抄襲，將會遭退件。
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X1粗抽與分劃


由植物材料開始，經緩衝液抽取得到粗抽取液，再以硫酸銨分劃收得蛋白質。


實驗步驟摘要：


 1.
請先把整個實驗的步驟寫成流程，並整理出兩張表： 藥品試劑 及 儀器用具，本實驗要使用離心機、果汁機及冰浴等，要先確實準備妥當。


 2.
取約100克甘藷，依照澱粉磷解脢的純化方法，進行粗酵素的抽取。 注意本實驗所抽得的粗酵素 (XT)，即為以後各實驗的起始材料。 XT共 _____ mL。


 3.
以硫酸銨分劃沉澱蛋白質，每百分之二十飽和濃度收集一次，共有五個分劃。


 4.
這五個分劃分別溶於最少量的緩衝液，然後對1×緩衝液A透析過夜，離心去沈澱後測量每個分劃的体積，並進行各項分析工作。


 5.
分析檢定的項目包括：蛋白質定量 (Y1) 及酵素活性分析 (Y2)；並以電泳及其活性染色檢定磷解脢活性位置 (Y3)。此一步驟的結果，將會得到極重要的指引。


 6.
依活性分析或電泳結果，取含酵素較高的分劃，合併後置4℃保存；請注意澱粉磷解脢不耐凍結，請勿放在零下的冷凍櫃中。 AS共 _____ mL。


 7.
你自己所有的藥品或樣本，一定要寫明： 樣本名稱、日期、你的姓名。


 8.
本實驗的成品，將在下面的各實驗中用到，若失敗的話將影響到你的實驗進度。


預期結果：


 1.
五個分劃各有不同的蛋白質含量及活性，請以硫酸銨百分比為橫軸作圖。


 2.
請注意那一個分劃含有最高的酵素活性，並且蛋白質含量較少。


 3.
請把硫酸銨各分劃的活性分析與電泳與結果比較，兩者有無對應或相悖之處？


 4.
請仔細檢討你的結果，可能會有許多不合理的地方，若察覺結果可能有問題，一定要提出合理的解釋及解決方法，不要輕易放過任何嫌疑點，否則將來怕有大患。


問題與檢討：


 1.
硫酸銨的作用原理是什麼？ 能否不用硫酸銨沈澱？


 2.
何謂比活性？ 硫酸銨分劃後應當以比活性來選取所要分劃，或是以總活性來選取？


 3.
經過本實驗後，發現所要酵素的比活性都沒有增加，則本實驗有沒有必要進行？


 4.
添加硫酸銨時，前面幾個分劃要加得比較慢，但後面的分劃可以加快，為什麼？


 5.
若你的五個分劃的酵素活性全都不見了，且活性分析法沒有問題，則你的酵素到底在那裡？ 如何去找尋？


 6.
本實驗的設計，故意安排有一個很大的陷阱，請找出此一陷阱為何？
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X2膠体過濾法


由硫酸銨沈澱所得到的粗蛋白質，再經膠体過濾法把不同分子量的蛋白質分離開來。


實驗步驟摘要：


 1.
同上次實驗，請先把整個實驗的步驟寫好摘要，整理出兩張表： 藥品試劑 及 儀器用具，並請事先清點所有的儀器、管柱及膠体，熟悉其用法及特性。


 2.
裝填一支Sephacryl S-300管柱備用。 以層析法純化蛋白質，本來應在冷藏箱內操作，但因為冷藏箱空間不足，全部改在室溫下進行 (夏天時晚上請勿關冷氣)。


 3.
取出上次所抽得粗酵素之一 (AS)，若有沉澱要先離心去除之。


 4.
取適量粗酵素進行膠体過濾分離，流洗液分劃收集之，準備進行分析檢定工作。


 5.
分析檢定的項目： 所有的分劃均進行 蛋白質定量 (Y1) 及 酵素活性分析 (Y2)； 取部份具有蛋白質或酵素活性的分劃，以disc-PAGE電泳檢定之 (Y3)。


 6.
依活性分析結果作圖，參考電泳活性染色結果，收集活性較高而雜質較少的分劃，準備進行下一步驟的離子交換法 (X3)。 GF共 _____ mL。


 7.
第二天同一管柱要跑標準分子量蛋白質，請在標準分子量樣品中加入0.3 mL GF。


 8.
實驗完成後，請把膠体取出放回瓶子，連同管柱、儀器等用品，移交或收存起來。


 9.
因本操作是在室溫下進行，實驗前後儘量把所有樣本儘快在低溫下貯存。


預期結果：


 1.
作圖得到數個蛋白質峰及數個活性峰，收集較強的活性峰，其他的部份即為雜質。但請注意，由活性分析所得到的結果，可能會造成誤判而失去酵素！


 2.
把畫出膠體過濾管柱的標準分子量校正線，並推出澱粉磷解脢的分子量為多少。


 3.
由電泳所得結果，與膠体過濾前的樣本比較，可以判斷純化的效果如何。


問題與檢討：


 1.
膠体過濾法的原理及其分離原理為何？


 2.
管柱裝填不良及分劃收集器沒有裝置妥善，是較常見的問題，請預先防範之。


 3.
由硫酸銨到膠体過濾的純化過程，你的酵素活性回收多少？ 比活性有無增加？


 4.
若把你經過膠体過濾法所得到的純化樣本，再通過一次膠体過濾，則對純化效果有無意義？ 有沒有例外情形？


 5.
本實驗並沒有在冷房中進行，可能會有何種影響？ 如何增加實驗的可靠性？


 6.
本實驗的設計，也安排有一個更大的陷阱，請找出此一陷阱為何。


 7.
上述問題可能也會影響到分子量的測定，請小心討論之。
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X3離子交換法


離子交換法可以把帶有不同電荷密度的蛋白質分離開來。


實驗步驟摘要：


 1.
同上次實驗，請先把整個實驗的步驟寫好摘要，整理出兩張表： 藥品試劑 及 儀器用具，並請清點所有的儀器、簡易塑膠管柱及膠体，熟悉其用法及特性。


 2.
裝填一支DEAE Sephacel管柱備用，請注意離子交換膠体一定要在緩衝液中平衡完全。 以層析法分離酵素本應在冷藏箱內操作，本次也因冷房空間不足，改在室溫下進行 (夏天時晚上請勿關冷氣機)。 在收得樣本後，儘速保持在低溫下貯藏。


 3.
取出上次膠体過濾法所抽得的酵素 (GF)，檢查有無沉澱，有的話要先離心去除之。


 4.
把樣本注入管柱，並通以緩衝液流洗之，馬上開始分劃收集流洗液；俟洗過兩個管柱体積後，準備以鹽梯度流洗出酵素。 有兩種方法： 連續梯度 或 階段梯度。


 5.
兩種梯度均拉0.2到0.5 M NaCl的梯度 (階梯梯度以0.1 M為一階)，然後再以0.5 M NaCl流洗一個管柱体積。 收起所有梯度分劃，準備進行分析工作。


 6.
分析項目： 所有的分劃均進行 蛋白質定量 (Y1) 及 酵素活性分析 (Y2)；然後選取部份具有蛋白質或酵素活性的分劃，以SDS-PAGE電泳檢定之 (Y4)。


 7.
依分析所得作圖結果，參考電泳結果，取活性較高的分劃收集起來，保存在4℃，準備進行製備式電泳 (X4)。 IEX共 _____ mL。


 8.
實驗完成後，請把膠体取出，在玻璃淬砂漏斗中，以緩衝液清洗膠体至平衡，放回瓶子裡，連同管柱、儀器等用品，準備移交或收藏。 使用至此階段，各組濃縮所用的器具 (Centriplus) 要小心檢查是否有破洞，同時濃縮後不要馬上把廢液倒掉。


預期結果：


 1.
作圖得到數個蛋白質尖峰及一兩個活性峰，收集較強的活性峰。


 2.
由電泳所得結果，與離子交換前的樣本比較，你應該可以判斷純化的效果如何。


 3.
以上各個純化澱粉磷解脢的過程中，以活性分析法可能得到許多活性峰，這些活性峰是否都是磷解脢？ 如何判定真假？


問題與檢討：


 1.
離子交換法的原理及其分離原理為何？


 2.
離子交換膠体沒有平衡或再生完全，是失敗的主因，請小心此點。


 3.
硫酸銨-膠体過濾-離子交換純化過程中，酵素活性回收多少？ 比活性有無增加？


 4.
三週來的純化過程中，一路伴隨著正或負的假象 (artifact)，對目標酵素的選取會造成誤判，請一一指出。
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X4製備式電泳


製備式電泳法可以在電泳上把各種蛋白質分開，直接切出色帶並且純化出來。


實驗步驟摘要：


 1.
同上次實驗，請先把整個實驗的步驟寫好摘要，整理出兩張表： 藥品試劑 及 儀器用具，並請清點所有的儀器、大小型電泳槽及供電器，熟悉其用法及特性。


 2.
依參考講義所述的製備膠体型式，進行製備式電泳，電泳槽可以改用迷你電泳槽，但使用最厚的間隔條 (1.5 mm)。


 3.
電泳要在指定的冷藏箱內操作，請注意冷藏箱內的秩序與整潔，儘量避免打開箱門。


 4.
樣本使用上次離子交換法所純化得的酵素 (IEX)，若有必要則再經超微過濾膜濃縮；直接使用X1的備份粗抽取液為樣本時，效果會很差。


 5.
在跑製備式電泳之前，應先跑一次迷你式disc-PAGE電泳 (Y3)，同時做蛋白質及活性染色，以便事先確定澱粉磷解脢的位置。


 6.
依所計畫的步驟進行電泳，俟追蹤染劑跑出膠体後，在膠體兩側各切出一條垂直膠片，並以活性染色定位之；若同時有數條色帶出現而無法確定，則分別切下來溶離，溶離出來之後才進行確認。 PE共收得 _____ mL。


 7.
以電泳溶離器把蛋白質溶出膠体，約兩小時可收一次，共收約四次。 此一步驟最容易損失蛋白質，與收取溶離液的技術有關，要小心練習之。


 8.
電泳溶離出來的蛋白質進行檢定：蛋白質定量 (Y1) 及酵素活性分析 (Y2)，然後以SDS-PAGE電泳 (Y4) 檢定其純度。


 9.
製備式電泳所得到的酵素，將要作為下個實驗的材料，因此請小心收拾；若怕在製備式電泳出錯而影響動力學測定，請留下一些IEX備用。


10.
實驗完成後，請清點並清理所有電泳及溶離用具，準備移交或收藏起來。


預期結果：


 1.
由最後的SDS-PAGE結果，你可以看出所純化出來的酵素純度如何。


 2.
若你是由粗抽取液直接進行製備式電泳，則效果可能很差，會有較多雜質。


 3.
由切下來的膠体中，溶離出所要的蛋白質，有時會損失很多，如何避免之？


問題與檢討：


 1.
SDS-PAGE與disc-PAGE兩種膠体電泳，在原理、機制及其應用上，有何異同？


 2.
製備式電泳的回收率一般都很低，是何緣故？ 如何避免或改進之？ 


 3.
製備式電泳所切下含有酵素的膠塊，可以直接應用到何種實驗，而不須先經溶離？ 
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X5轉印及定序


抗體可以很精準地結合到目標蛋白質；電泳的強大解析力加上抗體的專一性，使得免疫轉印成為最有力的分析工具之一。


實驗步驟摘要：


 1.
同上次實驗，請先把整個實驗的步驟寫好摘要，整理出兩張表： 藥品試劑 及 儀器用具，並請注意轉印槽、免疫試劑的使用法。


 2.
基本操作方法請看參考講義的實驗方法，但請整理出你自己的操作流程；另外你可能需要加強有關免疫化學方面的基本知識。


 3.
請先把留下來的五種樣本 (XT, AS, GF, IEX, PE) 進行蛋白質定量，以便依據所得的蛋白質濃度，決定電泳樣本的使用量；每個樣本均定量使用1~10 g蛋白質。


 4.
小心安排電泳片上的各個樣本 (XT, AS, GF, IEX, PE) 以及marker的位置，以便進行SDS-PAGE，然後轉印到硝化纖維紙上，再以抗體染色。另外準備一片沒有樣本槽的SDS-PAGE膠片，以便次日進行二次元電泳。

 5.
二次元電泳的第一次元跑disc-PAGE，切出所要色帶，浸入SDS電泳緩衝液30 min後，塞入第二次元的SDS-PAGE膠片，電泳後進行轉印，轉印紙經快速染色定位所要的蛋白質，剪出色帶後送胺基酸自動定序分析。


· 二次元電泳跑得較佳，且能夠切得清楚色帶者，才得送胺基酸定序。


 6.
完成後請清點並清理所有用具，移交或收存，要特別注意免疫試劑的保存方法。


預期結果：


 1.
『硫酸銨-膠體過濾-離子交換法-製備式電泳』這一連串純化過程中，你的酵素活性回收有多少？ 比活性有無隨著增加？ 那一種分離方法效果最佳？


 2.
免疫轉印後，你可以在轉印紙上看到幾條呈色色帶？ 那應該是什麼物質？


 3.
定序可能要費數週時間，若樣本太雜、太稀，也可能無法成功定序；請把定序結果及搜尋的討論，寫在最後的實驗報告中。


 4.
請注意澱粉磷解脢的分子特性 (蛋白質降解) 與所觀察到的結果，有何關聯？


問題與檢討：


 1.
免疫轉印操作過程中，若有任何一步失誤，很容易得到一片空白的結果，特此警告。 因此建議在實驗之前，詳細做好紙上作業，多與同學們或教師討論操作過程。


 2.
為了切得到所要的目標蛋白質色點，一定要用二次元電泳嗎？


 3.
得到胺基酸序列後，你可以進行哪些研究工作？ 可獲得何種訊息？





X6酵素動力學


酵素動力學是以改變基質濃度，或加入抑制劑等效應物，來觀察酵素反應速率的變化，藉以瞭解酵素與基質的關係，以及酵素的最大反應速率。


實驗步驟摘要：


 1.
請先把實驗的各個項目及詳細步驟寫好摘要，並整理出兩張表： 藥品試劑 及 儀器用具。本實驗全都在做酵素活性的分析，再以作圖整理數據，求得動力學結果。


 2.
本實驗的基本操作雖然只是酵素活性分析法，但重要的是有關酵素動力學的基本概念，如何求出Michaelis-Menten常數 (Km) 及Vmax，以及它們所代表的意義。


 3.
以合成方向而言，澱粉磷解脢有兩個基質 (葡聚醣及Glc-1-P)，可分別測定兩者的動力學常數；若葡聚醣濃度飽和，改變Glc-1-P濃度，可測得酵素對Glc-1-P的Km。

 4.
活性分析所得到的原始數據是吸光值，並非酵素的活性單位，故在上述的實驗中，必須同時做一條 吸光值 與 磷酸濃度 的關係直線，以便把吸光值轉換成活性單位。


 5.
使用純化的PE或者IEX樣本；在進行動力學測定以前，必須先決定一個最適當的酵素量，使活性測定所得的吸光值落在1 - 1.5之間 (為何要如此？)。


 6.
另外把所收集到的五個樣本 (XT, AS, GF, IEX, PE)，分別進行蛋白質及酵素活性測定，以便整理出 純化表。 在測定各樣本時，要注意各樣本的稀釋度要一致，且所得吸光值也不能太高或太低，以便得到較可靠的結果。


預期結果：


 1.
以Glc-1-P的Km測定為例，若酵素濃度適中，依 [Glc-1-P] 改變可得到一組數據 (吸光值)；以 [Glc-1-P] 為橫座標，吸光值為縱座標，可得一曲線；再化為雙倒數座標，則成為一直線，進而求得Km及Vmax。 作圖時請注意兩個座標軸的單位。


 2.
由動力學結果可以得知酵素對基質的催化行為，但其解讀也要極為小心，以免誤判。 最好多複習相關的生化基本知識，多看一些例子，才能有心得。


 3.
純化表 可看出整個純化步驟的效果如何，通常是比較其 純化倍數、活性回收率 及所得酵素的 比活性 大小； 這些都是從所測得的 蛋白質量、活性單位 及 總體積 等基本資料所算出來的。


問題與檢討：


 1.
若酵素或基質的濃度不適當，則雙倒數作圖很難畫出直線，故動力學實驗之前就要先決定適當的酵素濃度。


 2.
-澱粉脢是澱粉磷解脢的抑制劑，你可以用它來做動力學的抑制曲線 (如何做？)。


 3.
由純化表看來，是否有那些純化步驟沒有什麼效果，但能否因而除去這一步驟？
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Y分析方法


本實驗共需用到六種基本分析方法 (Y1~Y6)，其詳細內容請見參考講義B3； 下表把這些分析方法在B3的出現章節及頁數標出，請參考其中所寫的方法與步驟。 在草擬實驗計畫時，請不要完全抄襲這些方法，而是應該依照你的需要，重新組合後寫出你自己的實驗步驟。


各種分析方法的參考出處：


		 分 析 方 法

		B3章節  名稱

		頁 數



		Y1

		蛋白質定量法

		1.1

		蛋白質定量法

		193



		Y2

		酵素活性分析法

		1.2

		澱粉磷解脢活性分析

		195



		Y3

		原態電泳及活性染色

		3.1


 3.5.4

		不連續膠體電泳 (native-PAGE)


澱粉磷解脢活性染色法

		205


215



		Y4

		SDS膠體電泳

		3.2

		SDS膠體電泳

		207



		Y5

		轉印及免疫呈色法

		4.1


4.2

		蛋白質電泳轉印法


酵素免疫染色

		217


218



		Y6

		酵素動力學測定

		1.3

		澱粉磷解脢動力學分析

		196






以上各種分析方法的基本原理，在參考講義B2中有詳細說明，請自行閱讀之；同時也會在實驗課上課期間，每天的講習課程中講述其原理。


































































































































































































































分析方法：



Y1	蛋白質定量法



Y2	酵素活性分析法



Y3	原態電泳及活性染色



Y4	SDS膠體電泳



Y5	轉印及免疫呈色法



Y6	酵素動力學測定
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Z基本操作


本實驗課程排有六種最基本的實驗操作 (Z1~Z6)，是所有純化與分析方法的基石；因此在正式進行純化流程之前，先在第○週前兩天的講習課程內，完成這些基本操作訓練。其目的是要養成正確的操作習慣，以便在未來的各週實驗中，能夠有效地執行複雜的實驗。基本操作訓練分成六項，每項依序輪流進行，請注意每一操作單元的目標。


基本操作的訓練目標及地點：


		基 本 操 作

		目  標

		地 點



		Z1

		自動吸管

		正確使用自動吸管


自動吸管的校正與維護


對L及mL微量體積的感覺

		實驗桌



		Z2

		天平及酸鹼度計

		正確使用天平及pH計


天平及pH計的校正方法


使用天平及pH計的習慣及禮儀

		準備室






		Z3

		離心機

		正確使用高速離心機


安全問題 (一定要平衡好)


使用離心機的習慣及禮儀

		離心機






		Z4

		光度計及ELISA計

		正確使用光度計的方法


正確使用ELISA reader


各種光度計的校正方法

		光度計






		Z5

		透析及濃縮

		透析膜處理法


透析袋使用方法


超微膜離心濃縮法

		細胞離心機






		Z6

		電腦及軟體

		重要軟體介紹 (MS Word, SigmaPlot)


網路使用 (Reference Manager)


電腦使用方法及規則

		電腦室








基本操作訓練方式建議：


 1.
在第○週的基本訓練中，將上述Z1-Z6分成兩天訓練；通常第一天Z1, Z3, Z5，第二天Z2, Z4, Z6；Z1與Z2必須安排在不同日，因為兩者都要用到天平。


 2.
每天的三項操作訓練設立為三站，由三位助教分別擔任各站主持人；同學分成三組，輪流到每一站聽取講解；每站的講解時間為20 min，時間一到馬上移動到下站。


 3.
如此輪完三站的講解後解散，但同學必須到每一站去接受操作檢定，操作正確無誤者過關，由主持助教簽名，完成當天的三項科目後才能離去。


 4.
助教請就各項操作的注意要點監督，若同學操作不夠正確，必須排隊重來一次，並在旁觀看其他同學操作，一直到完全正確為止。

Z1自動吸管


自動吸管 (autopipet) 是所有實驗最基本的配備，有如步兵的步槍一樣，若一支步槍的射擊校正不夠準確，就打不到目標。 請一定要先小心校正你的自動吸管，以免往後整個實驗過程的取量都有問題。


儀器用具：


自動吸管Pipetman P-20, P-200, P-1000, P-5000各一支


各種容量的吸管頭 (tip)： 黃色 (20, 200 L), 藍色 (1000 L), 無色 (5 mL),


天平 (9.999) 及秤量船 (要多借用幾台天平，以免同學久候)


純水及燒杯


操作項目：


 1.
要試用過每一種大小的自動吸管。


 2.
用自動吸管吸取定量的水到天平上秤量，看體積與重量間的關係。


 3.
拆開自動吸管，熟悉內部構造；裝回去以後，再次確定取量是否精確。


注意事項：


 1.
當吸管接上tip後，一定要確定有緊密接上，否則取量會不準。


 2.
吸取溶液時，一定要小心吸上或放出，速度太快就會吸入空氣。


 3.
用1 mL以上的自動吸管時，在吸取溶液後tip尖端不要馬上離開液面；尤其在吸取密度或黏滯度很高的液體時，尤其要等候更長久的時間 (3~5 s)。


 4.
要練習一看到tip內液體的高度，即可猜出有若干體積。


 5.
吸有液體的自動吸管，不得放下平躺或倒置，溶液會流入吸管中。


 6.
拆開自動吸管後，小心其中各個零件，不要遺失或沾上灰塵；內部不可塗抹凡士林。


 7.
若自動吸管本體不小心吸入液體，要馬上拆開清理後擦乾。


 8.
千萬不可把自動吸管掉到地上！ 自動吸管不可用火烤！


問題檢討：


 1.
如何發現你的tip並沒有裝得很緊密？


 2.
如何確定你的自動吸管是準確的？


 3.
儘量節省tip，當你吸取同一溶液的系列濃度時，需不需要每次都換tip？


 4.
某生匆匆取了一支自動吸管，轉到刻度50後，急忙吸取50 L，可能有何差錯？


 5.
你如何以自動吸管取用0.5 mL 50% 甘油？


Z2天平及酸鹼度計


天平及酸鹼度計都是實驗室中常用且重要的儀器；像自動吸管一樣，若沒有操作或校正好，所有的實驗將都會有問題。 Tris可以作為良好的緩衝液分子，Sigma售有Tris的acid及base兩種形態，以不同的重量比例混合，可配製出不同pH的溶液；本操作將指定一個pH，讓同學查表秤取兩種Tris，配製出來的溶液，可用酸鹼度計測量其pH是否正確。 另外，測量Tris的pH需使用特定的酸鹼度計，其酸鹼度探針 (probe) 上的透膜可以耐Tris。


儀器用具：


天平 (9.999) 及秤量船 (最好能借到五台天平，以免同學久候)


酸鹼度計及標準酸鹼度溶液 (使用耐Tris的探針，兩台即可)


Tris HCl及Tris base (Sigma各種pH的Tris緩衝液配製表)


純水及燒杯


攪拌器及攪拌子


操作項目：


 1.
校正電動天平。


 2.
校正酸鹼度計。


 3.
配製100 mL Tris緩衝液 (50 mM, pH由助教指定)。


注意事項：


 1.
使用前先檢查天平的位置是否水平，可能的話還要校正天平。


 2.
小心酸鹼度計的探針很容易被打破，也不能長久暴露於空氣中。


 3.
Tris緩衝液的pH受溫度影響很大，要注意當日的室溫如何。


 4.
使用天平及酸鹼度計最容易弄髒實驗桌，使用後桌面一定要清理乾淨。


 5.
許多有害的物質，在秤量時要注意勿吸入肺部。也小心處理使用後的秤量紙，要小心輕輕包好後，才置入垃圾桶中；毒劇藥的用紙不能隨便丟到垃圾桶中。


問題檢討：


 1.
若你所配製出來Tris緩衝液的pH不對，可能有哪些地方出了問題？


 2.
為何校正酸鹼度計要使用兩種標準pH液？ 而且其中一個必須是pH 7.0？


 3.
為什麼有些緩衝液在室溫或空氣中久置後，酸鹼度會改變？


 4.
如何經由觀察即可得知某一台天平或酸鹼度計準不準確？


Z3離心機


離心機是實驗室極常見的分離工具，通常依其使用目的可分成數種：低速離心機、高速冷凍離心機、超高速真空離心機等；低速又有細胞離心機，以及常見的微量離心機等。使用離心機首重安全，因為離心力失控可能造成很大的破壞；因此要注意離心管是否有平衡，離心轉速是否超過極限，離心陀是否有腐蝕或過荷。


儀器用具：


高速冷凍離心機


離心陀及離心管


微量離心機 (microfuge)


懸臂式粗天平


操作項目：


 1.
平衡離心管。


 2.
離心機操作方法。


 3.
離心機及離心陀的保養方法。


注意事項：


 1.
通常離心機都會有登記表，請在使用前確實登記 (使用者、轉陀、轉速、時間)。


 2.
離心管一定要平衡好，放入離心陀時也要注意位置平衡。絕對不要超過離心機或離心陀的最高限轉速。


 3.
一定要在達到預設轉速後，才能離開離心機；若有任何異狀，要立刻停機。


 4.
通常聽聲音即可得知離心狀況是否正常，也可注意離心機的震動情形。


 5.
使用硫酸銨等高鹽溶液樣本後，一定要把離心陀洗乾淨，也要清理離心機轉艙。


 6.
超高速離心機則因轉速極高，也更加複雜，需要另外的專門訓練才可使用。


問題檢討：


 1.
高速以上的離心機為何要冷凍或者抽真空？


 2.
你已經很小心地把兩隻樣本離心管平衡好，但開動離心機後，還是發生不平衡狀況，停機後取出再秤一次，發現兩隻離心管還是平衡的；請問為何會發生不平衡？


 3.
離心陀一般分成懸籃式 (swing bucket) 及角型 (angular) 兩大類，使用上有何差別？


 4.
一般論文中記載的離心條件，有人記錄轉速 (如8,000 rpm)，有人記錄離心重力 (如10,000g)；二者有何不同？ 何者較為適當？


以下用日立20PR-5機型為範例，詳細說明離心機的操作步驟。


使用步驟：


 1.
設定使用溫度 (通常為4℃) 後，先把離心陀放入離心艙中，注意離心陀要卡好軸心；關上艙門，離心艙的溫度開始下降，預冷時間要充足。


 2.
把樣本裝入適當的離心管，雙雙用天平平衡重量，蓋上離心管蓋子並旋緊。


· 注意離心管只裝七成滿，雖然加有蓋子，但也可能因離心力太強而外洩。


· 大部分離心管都附有蓋子，注意離心管的蓋子也要一起平衡。


· 離心管通常都會放在碎冰上，注意取出平衡時，要把碎冰的液體擦拭乾淨。


· 落單的離心管要用另一隻裝有清水的離心管平衡。


 3.
把平衡好的離心管對稱地放入離心陀中，蓋上離心陀的蓋子，注意有無旋緊。


· 若離心陀的蓋子沒旋緊，離心時會掉出來，造成很大的傷害！


 4.
關上離心機艙門，在儀表板上調好所要的轉速與時間 (例如8,000 rpm, 30 min)。


· 注意所用轉速絕對不能超過離心陀的限定，最高轉速通常寫在離心陀上面，例如RPR20的最高轉速為20,000 rpm，但若離心機太老舊，必須往下調降。


· 轉速與時間設定儘量不要太高，例如能使用7,000 rpm者就不要用8,000 rpm。


 5.
確定所有步驟無誤後，按Start鈕開動，離心機漸漸加速，此時要密切監控。


· 有些老式的時間轉鈕，設定5 min以下時，要先轉過10 min再轉回5 min。


· 按Start的按鈕時，按住時間不能太短，請持續按約一兩秒鐘後才鬆開。


· 開始加速的時候最危險，若發現聲音不對，或產生大震動，請立刻按Stop。


 6.
等到離心達到所要的轉速後，確定一切正常才可離去。


 7.
完成離心時，要等離心陀完全靜止後，才能打開艙門；請儘快取出離心管，先觀察離心是否完全，以及沈澱的位置，儘速把上清倒出，小心不要把沈澱弄混濁。


· 不管所要的是上清或沈澱，請取用乾淨的燒杯收集上清，以免有失誤。


· 傾倒上清要很小心，以免把沈澱一起倒出來；若不慎混在一起，就要重來一次。


· 若離心管有漏，要找出原因，並且立刻清理離心陀或離心艙。


 8.
在兩次離心之間的空檔，不需取出離心陀，但蓋上艙門，勿讓熱空氣流入離心艙。


 9.
全部使用完畢後，取出離心陀清理，可以用自來水沖洗，並且倒放晾乾之。離心艙門要打開，等結冰融化後，再稍加擦拭及清理，若有液體漏出，要用清水洗之。也要回頭檢查平衡離心管的天平以及桌面，很容易弄髒，要仔細清理乾淨才離開。


Z4光度計及ELISA計


光度計是實驗室最基本的測量儀器，通常以光源區分為可視光及紫外線兩種，機型有簡單的，也有很複雜的形式；另可分為使用測光管的傳統機型，以及近年來流行使用微量滴定盤的ELISA光度計，後者一般只能讀可視光，只有少數貴重機型可以讀紫外光。


儀器用具：


普通光度計及測光管 (cuvette)


ELISA光度計 (Dynatech或其他廠牌)


微量滴定盤 (microtiter plate)


操作項目：


 1.
普通光度計的使用及校正方法。


 2.
測光管的維護及保養。


 3.
微量滴定盤的使用。


 4.
ELISA光度計的使用方法。


注意事項：


 1.
通常光度計都有登記表，請在使用前確實登記 (使用者、波長、樣本、時間)。


 2.
光度計最忌忽開忽關，供應電源不穩，或者不使用而長時間開著燈泡；回家前應當檢查光度計是否已經關掉，並且把光度計清潔乾淨。


 3.
使用紫外光時，測光管一定要用石英材質者，其他材質者無法透光；同時，測有色物質的溶液時，要避免使用石英測光管。


 4.
新型光度計都有複雜的電腦系統，不會使用者經常會搞得當機，請先請問他人。


 5.
微量滴定盤的底部請保持乾淨，且滴定槽內不能有氣泡，以免干擾測光。


 6.
每次測吸光前，要注意使用的波長對不對，空白組是否有做好。


問題檢討：


 1.
請描述光度計的測光原理，樣本的吸光度大小與樣本的哪些性質有關？


 2.
蛋白質、核酸在多少波長會有吸光？ 為何它們會吸光？


 3.
有些反應的生成物會有顏色，就可以利用微量滴定盤進行測定；但若此反應過程要加熱，而微量滴定盤無法耐熱，則如何使用ELISA光度計來測光？


 4.
光度計可靠的吸光值範圍多少？ 若超過最高可靠值，應當如何處理？


Z5透析及濃縮


透析與濃縮也是極為基本而且重要的實驗步驟。兩者都是利用薄膜的通透性，來區別分子大小，而達到透析或濃縮的目的。本實驗課程則使用最傳統的透析袋進行透析，另以離心式的薄膜濃縮器進行濃縮，主要是因為其方便性，且可供多數樣本同時進行。


儀器用具：


透析膜 (前處理方法如下)：


 1.
戴手套把透析膜剪成適當長度，浸在蒸餾水中15 min泡軟。


 2.
浸入10 mM sodium bicarbonate中，並加熱至80℃，一邊攪拌至少30 min。


 3.
換到10 mM Na2·EDTA中浸泡30 min，以新鮮的EDTA同樣方法處理三次。


 4.
再用80℃蒸餾水洗30 min，然後換到20% 酒精中，放在4℃冰箱中保存。


透析夾、攪拌子、攪拌器及5 L塑膠燒杯 (裝蒸餾水4 L)


細胞離心機 (懸藍式3,000 rpm)


離心濃縮管 (Centriplus, Amicon)


樣本：Blue Dextran + FMN (濃度不拘，看得到顏色即可，每人約10 mL)


操作項目：


 1.
綁一個透析袋，裝約5 mL樣本，使其浮於大燒杯內的水面上，透析過夜。


 2.
觀察Centriplus的構造與其濃縮的原理，注意所要收集的部位為何。


 3.
試以離心濃縮管處理5 mL樣本；注意控制好離心速度，一般離心機都不超過3,000 rpm，而離心時間不用太久，看到顏色變化即可。


注意事項：


 1.
取出透析袋要先用蒸餾水清洗乾淨，綁透析袋前要先試裝蒸餾水，看透析袋有沒有蛀孔，會不會有水噴出。 
綁透析袋不要太用力拉扯，否則透析袋可能會裂開。


 2.
一般透析至少要3 h，至少要換兩次透析液 (100~1000倍樣本體積) 才能完全。


 3.
注意離心濃縮管的離心轉速不能太快，否則薄膜很容易破裂。


 4.
每次離心濃縮後，暫時不要丟掉外濾液 (filtrate)，收集起來以防薄膜破裂流失。


問題檢討：


 1.
記下透析與薄膜濃縮的結果比較，樣本的顏色有無變化？



 2.
透析後常常發現透析袋內產生大量沈澱，是何原因？


 3.
如何察覺或檢定你的離心濃縮管有無破裂？


Z6電腦及軟體


電腦是極為強大的工具，如運用得當，可使你的研究或做事能力倍增；下面列出一些常用的軟體及其應用時機，請自行學習使用。資訊網路則是另一個世界，在資訊的獲取上非常重要，千萬不可忽視。


儀器用具：


個人電腦及印表機


網路連線


電腦套裝軟體 (如下表)

		

		Package

		Company

		實驗上用途

		未來用途



		★

		Word

		Microsoft

		撰寫實驗報告

		撰寫論文主體



		★

		SigmaPlot

		SPSS

		製作結果圖表

		撰寫論文： 製作圖表



		★

		Reference Manager

		RIS

		整理資料庫

		撰寫論文： 參考文獻



		★

		PowerPoint

		Microsoft

		實驗成果報告

		報告論文製作幻燈片



		★

		序列分析軟體 *

		(網路) 

		蛋白質序列分析

		巨分子序列分析



		●

		CorelDRAW

		Corel

		製作流程圖及繪圖

		撰寫論文： 製作流程圖



		●

		Visio

		Microsoft

		製作實驗流程圖

		撰寫論文： 製作流程圖



		●

		Access

		Microsoft

		整理所有實驗用具

		個人資料庫建立



		

		Excel

		Microsoft

		數據整理與作圖

		科學作圖儘量用SigmaPlot



		

		Project

		Microsoft

		規劃實驗課程進度

		專案管理



		

		Organizer

		Lotus

		排定每日實驗進度

		個人日常生活行程管理





★一定要純熟使用 ●推薦使用


* 網路上的基因或蛋白質資料庫，以及序列分析軟體很多，例如GCG (Genetics Computer Group) 巨分子序列分析，可由國家衛生研究院網站 (http://bioinfo.nhri.org.tw/) 進入，正式使用GCG需申請使用者帳戶。


操作項目：


 1.
啟動電腦，嘗試進入以上各套裝軟體，並進行簡單操作及應用。


 2.
進入本校計算機中心網路及圖書館資料庫，試著找尋一些資料庫 (如PubMed)。


 3.
練習好幾個指定的基本操作，然後在上課期間自行熟悉使用各種進階操作。


注意事項：


 1.
禁止在公用電腦灌入任何軟體，也不要更動電腦上的任何設定，務必確實遵守。


 2.
禁止從網路下載任何軟體及執行檔，若發現有中毒現象，請立即通報管理員。


 3.
使用頻率高的軟體，各實驗室應當自行採購原版軟體，大部分軟體都有教育版。


































































































































































































































基本操作：



Z1	自動吸管



Z2	天平及酸鹼度計



Z3	離心機



Z4	光度計及ELISA計



Z5	透析及濃縮



Z6	電腦及軟體
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