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壹、摘要

本訓練計畫期限為一個月，訓練地點為日本大阪府立大學農業與生物科學研究所獸醫學系感染症研究室，訓練主要目的為學習C型肉毒桿菌抗毒素血清之製造等相關技術，期能於國內自行製造C型肉毒桿菌抗毒素血清，以因應珍稀鳥類黑面琵鷺肉毒毒素中毒之需。在日學習內容包括C型肉毒桿菌專用培養基的配製、C型肉毒桿菌的培養與毒力鑑定方法、C型肉毒毒素製造與純化技術、C型肉毒毒素去毒化方法、以兔子進行肉毒毒素免疫接種、利用酵素連結免疫吸附檢定法 (ELISA)偵測兔血清中肉毒毒素抗體力價、了解重組毒素之純化。本次受訓，除了研習實驗室技術外，亦感受到日本在研究上積極的精神與嚴謹的態度。
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參、目  的

C型肉毒桿菌中毒為飛禽及水禽重大死亡原因之一，全球每年有數以萬計的禽類遭受其侵害，去年（2002年）珍稀鳥類黑面琵鷺來台過冬，適逢C型肉毒桿菌毒素之侵害而致死，因此本計畫最主要目的為引進肉毒桿菌抗毒素血清之製造技術，期能於國內自行製造C型肉毒桿菌抗毒素血清，以用於珍稀鳥類黑面琵鷺之不時之需。
肆、過 程 與 內 容

本次出國期間為九月十三日至十月十二日，於九月十三日中午時二點半抵達日本關西機場，由小崎教授親自接機，當日下午即至實驗室認識環境與實驗室研究人員。實驗室由小崎教授主持，另有一位副教授與助理教授協助，日本獸醫教育體系並無碩士班研究生，大學需修課六年，最後二年需進入實驗室中進行研究，此實驗室共有五位大學部學生、二位博士班學生、一位客員研究員，其中負責本次訓練的研究人員為博士班學生之一。九月十四日至十月十一日研習過程與內容如下：

1、 C型肉毒桿菌專用培養基的配製，了解本菌之最佳培養環境條件（九月十四日）：培養基包括CaCO3-FORTIFIED COOKED MEAT MEDIUM（CaCO3-FCMM）液體培養基與EGG-YORK GAM AGAR（EYGA）固體培養基，其配置方法附件一與二。肉毒桿菌，尤其是C型肉毒桿菌，對培養條件與環境較其他梭菌(Clostridium spp.)苛求，需於絕對厭氧、37℃培養。

2、 小鼠靜脈注射：由於肉毒毒素力價之測試為利用小鼠進行細菌培養液上清液之靜脈注射，此為一需高度技術性工作，因此利用空檔練習小鼠之靜脈注射，其方法如下，若實驗室中無小鼠固定器可以燒杯代替。

3、 C型肉毒桿菌毒素之製造（九月十五日至九月二十一日）：將實驗室已分離保存於CaCO3-FCMM之C型肉毒桿菌接種於EYGA上，此需於37℃絕對厭氧培養2天，將肉毒桿菌由EYGA接種至CaCO3-FCMM中，一個菌落移至一管中，共十個菌落，接種後置於37℃厭氧培養3天，以產生肉毒毒素。菌落挑選原則為觀察菌落是否具有脂肪酶（lipase）陽性，一般而言，脂肪酶陽性菌落所產生毒素之毒力較強。進行已培養3日之C型肉毒毒素力價測定，方法為將培養有肉毒桿菌之CaCO3-FCMM上清液經五倍稀釋後，進行小鼠靜脈注射，觀察小鼠死亡時間。造成小鼠於最短時間內死亡之菌株，將用來進行肉毒毒素大量生產用。利用選出之最毒菌株進行肉毒毒素之大量生產，方法為先配製每瓶1公升之CaCO3-FCMM，共5瓶，將選定之菌株接種至CaCO3-FCMM中，37℃厭氧培養3天。CaCO3-FCMM大量配製非常耗時，配製5公升需一個工作天。

4、 純化肉毒毒素所需緩衝液之配製（九月二十二日）：整個毒素純化過程中所需緩衝液之酸鹼值對於毒素的純化非常重要，緩衝液配製如附件四。

5、 C型肉毒桿菌毒素純化（九月二十四日至十月五日）：毒素純化流程需耗時至少12日，如附件五，每一個步驟皆需以小白鼠靜脈注射階段性產物進行毒力測試，毒素萃取步驟中(步驟4)，移除之上清液因尚含細菌與毒素，故加入NaOH以殺死細菌並使毒素失去活性。步驟4, 5與步驟6之濃縮部分，加入protamine目的為去核酸，而濃縮的方法可為amicon 與Ashikaei法，前者速度非常慢，後者蛋白質較易流失，二者皆為filtration system。步驟6透析部分需進行二天，且於透析第二天需更換透析之緩衝液。步驟7層析中管柱充填時需先到入緩衝液，再加入SP-Sepharose，充填過程中需注意不可使水分流光而使膠體變乾，此部分同時參考SP-Sepharose Fast Flow Chromatography。層析後，利用SDS-PAGE以偵測含毒素之試管，為取編號為5的倍數之試管進行分析，結果毒素分部於第35管至第60管，將這26管液體收集，共得259ml，繼續進行膠體過濾部分。膠體過濾，見步驟8與Gel Filtration，其中膠體平衡化之緩衝液需不含空氣在內，可利用超音波來去除緩衝液中之氣體。膠體過濾後，利用SDS-PAGE偵測含毒素之試管，結果含L毒素為於第39至45管，共35 ml，含M毒素為於第46至53管，共40ml，經檢測其中之蛋白質濃度與毒力後發現需再利用YM-30 membrane進行濃縮，蛋白質測定方法為利用Lowry method。最後所得純化之毒素為L毒素6ml，759(g/ml，9.49 × 105 LD50/mg；M毒素10.7ml，1331 (g/ml，1.42 × 107 LD50/mg
6、 肉毒桿菌C型毒素之類毒素製備（九月二十二日至十月三日）：方法詳如附件六，為利用福馬林進行去毒化，之後再利用小鼠腹腔注射觀察四日以確定已去毒化完全。

7、 兔子之免疫：用於進行肉毒毒素免疫接種，因免疫之進行需至少40日，由於本次訓練僅為期一個月，因此日方人員自行進行兔子之免疫，再口頭告知免疫方式，共需免疫4次，前三次各間隔2週，第三次與第四次間隔10天，進行皮內注射，每隻兔子每次免疫50(g類毒素。

8、 ELISA（十月四日至五日）：ELISA用以偵測兔子血清中抗肉毒毒素之抗體力價，方法如附件七。為進行免疫前、第一次與第二次免疫後七日之血清抗體力價測定，血清抗體力價至少需大於200,000，最好高於400,000，由於所得結果均低於標準，因此需進行第三次免疫。

9、 純化重組毒素（蛋白質）（十月六日至十月十一日）：利用已含C型肉毒桿菌毒素重組基因之大腸桿菌進行毒素之表現，將所表現之毒素再進行純化，步驟如附件八。純化過程為利用HisTrap HP chromatography與Mono Q HP chromatography，此法為高壓蛋白質純化系統，較傳統之管柱純化方法或低壓蛋白質純化系統快速。

伍、心  得

日本獸醫大學教育體系與實驗室組織架構與台灣明顯不同，實驗室由一教授主持，另有一位副教授與助理教授協助，於技術或知識方面均有非常好之傳承，且三位老師分工合作，較易產出研究成果。日本獸醫教育體系並無碩士班研究生，大學需修課六年，最後二年需進入實驗室中進行研究，因此學生需於大學四年級時即決定未來方向，無論是臨床實習或是基礎研究，經過五年級、六年級的訓練，每位獸醫學系畢業生皆有專長。

本次研習最讓人印象深刻為日本人嚴謹的研究精神與認真的工作態度，尤其是每項實驗皆有標準操作程序，進度流程亦有完善的紀錄，甚至是試劑的批號與開封日期皆詳細紀錄，如此，實驗無論成功與否皆有相當完整的資料供日後參考，實值得參考並效法。

肉毒桿菌可分為七型，為A ~ G，其中可產生七種神經毒，為A、B、C1、D、E、F、G，其中人較易發生的為A、B、E、F型肉毒毒素中毒，而其他動物與禽類則較易發生C、D型毒素中毒，不同型別毒素的感受性宿主不同，其培養條件亦大不相同。培養時，所有肉毒桿菌均需於絕對厭氧環境下才可生長，但不同型別之培養溫度並不同，A、B、E、F型菌株需於30℃環境下進行培養，而C、D型菌株則於37℃為其較佳之培養環境。C、D型菌株對環境亦較A、B、E、F型菌株敏感，因此於分離時，人之檢體為先進行80℃加熱30分鐘已去除雜菌再行培養，而動物與禽類之檢體則為僅進行70℃加熱10分鐘，以免C、D型菌株亦被殺死。由於C、D型肉毒桿菌對環境較為敏感，且對營養較為苛求，故很難於田間進行分離。

肉毒毒素之純化為利用傳統之管柱層析與膠體過濾方法，此非常耗時且耗人力，故一個順利之毒素製造至純化過程至少需耗費十五日，加上需有事前準備作業，如培養基與緩衝液的配製等，因此需更久的時間。由於本次研習時間僅一個月之短，因此其他相關技術大部分僅能以口述方式學習，而且於C型肉毒桿菌重組毒素僅能示範毒素之純化過程，而無法學習到毒素重組基因之建構，實為一大憾事。

陸、建  議

1、 由於此次研習之主要目的為學習毒素之生產與純化，因此在菌株分離方面僅口頭傳述，並表示C型肉毒桿菌之分離有其相當之困難度，又因肉毒毒素可為生化武器之一，再經過美國911事件後，各國對於肉毒桿菌均更加嚴格管控，日方亦表示基於此理由無法分讓菌株給我方，實為一大遺憾。欲進行毒素之製造純化與製造抗毒素血清，首要條件需具有可產生毒素之肉毒桿菌菌株，因此目前第一要務為進行C型肉毒桿菌菌株的分離，才有機會繼續肉毒抗毒素血清製造等後續工作，而可產毒素之肉毒桿菌亦有產出不同毒素濃度菌株之區分，故菌株分離之同時亦應篩選毒素產出量高之菌株，用以純化出高濃度之肉毒毒素，更進一步利於抗毒素血清之製造。

2、 由於目前本所無完整蛋白質純化設備與蛋白質常規性運作之實驗室，因此進行肉毒毒素純化之另一課題為加強建立完善且常規性運作之蛋白質純化系統，例如管柱層析、膠體過濾等步驟中所需之設備與耗材之建構，同時亦需建立自己實驗室之操作條件，尤其是蛋白質純化過程中之緩衝液酸鹼值等條件，甚至可考慮高壓蛋白質純化系統之建構，以節省人力與時間。未來，亦可嘗試進行肉毒毒素重組蛋白建構之研究。 

3、 本次赴日主要目的為研習肉毒桿菌抗毒素血清之研製，然實際研習內容著重於肉毒毒素之純化，而肉毒毒素之純化乃利用傳統之管柱層析與膠體過濾方法，非常耗時耗力，一個順利之毒素製造至純化過程，包括事前準備作業，如培養基與緩衝液的配製等，至少需耗費三週以上。完整之肉毒桿菌抗毒素血清製造除毒素純化外，尚需將毒素不活化製成類毒素、免疫兔子以產生抗血清與ELISA技術以偵測兔子血清中抗肉毒毒素之抗體力價，類毒素之製造至少需7日，血清之製造至少需40日，而ELISA技術亦需花費相當時間來建立。由於本次研習時間僅一個月之短，實無法學習整套之肉毒抗毒素血清製造技術，因此若研習時間能延長為半年，或於未來能再有機會出國研習其他相關技術，相信必能學習更多技術以補本次研習之不足，另一方面甚至可研習C型肉毒桿菌毒素重組基因之建構與重組毒素之純化等另一套技術。 

柒、附  件

附件一 、CaCO3-fortified cooked meat medium

1. Basal medium  ( 220 ml)


Yeast extract (Oriental)(1,0%)                  ....... 2.2  g

Ammonium sulfate (Wako)(1.0%)           ......  2.2  
g


Glucose (Wako)(0.8%)                             ....... 1.76
g


Soluble starch (Wako)(0.5%)                    ....... 1.1 g


CaCO3 (Wako)(0.5%)                               .......  1.1 g


L-cysteine HCl (Wako)(0.1%)                   ....... 0.22g


Dist. water                                                  …… 220 ml


pH (should be 7.6)=7.6

2. CaCO3-FCM (Bacto)


Bacto Cooked meat medium 




(1.25 g/10 ml or 0.5 g/4 ml)        ..................  1.25  g x


Basal medium (10 ml/tube or 4.0 ml/tube)

3. Boil the medium to expel air.

4. Autoclave at 115 for 15 min.


Cool the medium immediately in running tap water.

附件二 、 Egg-yolk GAM (0.1% cysteine) agar plates

1. Things to be prepared


*10 ml pipette 
*20 ml pipette 


*120 ml packace containing 20 ml saline and glass beads
2. Basal medium ( 25  ml/plate x 5  = 125 ml)


Cysteine-HCl (Wako)  (0.1 %)

0.132
g


Dist. water







120
ml



Initial pH =2.3



10 % NaOH 



Final pH (should be 7.3) =7.21


GAM agar medium (Nissui)     (7.4 %)
9.768
g



Dissolve by heating in an electric oven.



          Autoclave by 115℃ for 15 min.   

3. 50% egg-yolk suspension


Egg yolk

Saline   (20 ml/egg york)



Break the egg by shaking the Packace and make into a 

                        smooth suspension.



Add 0.1 vol. to the basal medium kept at 50。.

4. Making plates and drying the surface.

Distribute the agar medium into 10 cm petridishes
each with about 25 ml.


 Let the agar solidify at room temperature.

Put the plates in an up-right position into anaerobic jars with room temp. catalysts (5/jar), silica gel (a plateful/jar), and H2 gas to 50   mm Hg.

    Keep the jars at 30℃ for 24-48 h.


5. Steaking the plates 

Put the inoculated plates into jars with room-temperature catalysts(11/jar),silica gel (a plateful/jar), and H2 gas to -50 mm Hg.

Incubate at 37。 for 2 days.


附件三  、小鼠之靜脈注射

小鼠之靜脈注射位置為於左或右尾靜脈，注射部位先以吹風機稍微加熱，使血管擴張以利施打，再利用固定架進行靜脈注射動作，如下圖：
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附件四、Buffers and reagents for purification of botulinum toxin type C

1. 3N H2SO4 
H2SO4（36N）…   40ml

Dist. Water       … 440ml
2. 0.2M phosphate buffer，pH 6.0

1) 0.2 NaH2PO4
NaH2PO4 2H2O（MW＝156.01）… 49.92 g

Dist. Water                                   … 1600 ml

2) 0.2M Na2HPO4
Na2HPO4 12H2O（MW＝358.14）… 28.64 g

Dist. Water                                     …400 ml

     NaH2PO4                       Na2HPO4
           1600 ml                     310 ml 

       pH＝ 4.3              Final pH＝  Should be 6.0
3. 0.05 M acetate buffer﹐pH 4.2

1) 0.2M acetate buffer
0.2M acetic acid

1M acetic acid  (prep. On  ) …….  400 ml

Dist. Water                           …….  1600 ml
0.2 M sodium acetate

sodium acetate (MW=82.03:   )….. 19.68 g
Dist. Water                                …..  1200 ml
0.2 M Na-acetate   

 0.2 M acetic acid

               1200   ml          


    3200   ml 

                                  Final  pH = should be 4.2

2) 0.05 M acetate buffer ﹐pH 4.2 – 0.2M NaCl

NaCl (MW= 58.44)……….    93.5 g

0.2 M acetate buffer﹐ pH 4.2        …….  2000  ml

Dist. Water ………………………………6000 ml

                      Final pH=4.2

4. 0.05M acetate buffer, pH 6.0

1) 0.05M acetate buffer


0.05M sodium acetate



sodium acetate(MW=82.03)………………… 20.1 g



Dist. water …………………………………..  5000 ml


0.05M acetic acid



1M acetic acid ……………………………….. 15 ml



Dist. water …………………………………..  285 ml


0.05M sodium acetate
0.05M acetic acid

                      5000 ml                               71 ml

                       Final pH=6.0

2) 0.05M acetate buffer, pH 6.0 – 0.2 M NaCl


NaCl (MW=58.44) …………………………………59.73 g

0.05M acetate buffer, pH 6.0 ………………………5110 ml

附件五、Purification  of  C.  botulinum  type  C1  toxin
1. Culture；Fortified cooked meat medium  See another sheet.

Incubate at 37℃ for 3 days under anerobic condition.

                  Whole culture = 4750  ml (A﹐x1)
2. Culture supernatant

Filter the culture through a double sheet of gauze.

Centrifuge the filtrate at 6000 rpm for 15 min at 4℃.

                    Culture sup.= 4600 ml (B﹐x1)
3. Acid precipitation 

Dilute the supernatant to 5-fold with dist.water.

Add 2﹪ RNA solution to 0.4mg/ml at a final conc.

              (1/50 volume of diluted culture)
preparation of 2﹪ RNA solution.
RNA (   Sigma type IV  )…10g

0.5 N NaOH                    …470ml

Dissolve RNA completely.

Correct  pH to 6.0

Adjust the volume up to 500ml with water.

After adding RNA solution﹐adjust pH to 3.5 with 3 N H2SO4 

   (1)    (2)    (3)     (4)

          Initial  pH

         3 N  H2 SO4 (ml)

          Final  pH

Allow to stand overnight at 4℃.
4. Extraction

Remove the supernatant by siphoning.

Centrifuge the precipitate at 7000rpm for 15 min at 4℃.

Suspend the precipitate in 1000ml of 0.2 M phosphate buffer﹐pH 6.0.

Incubate this for 60 min in a 37℃ water bath with strring.

Centrifuge the suspension at 7000rpm for 15 min at 4℃
Supernatant =      ml  (C；x1)

A260=

A280=

A260/A280=
5. Protamine treatment

Preparation of  2﹪protamine solution.

Protamine sulfate(sigma)                …    4    g

0.2M  phosphate buffer﹐pH 6.0     ...     200   ml
Add protamine solution to the extract with stirring.

Vol.  Of  2﹪protamine=     83      ml

 (Total A260 / 1000)x3.0= 0.72 × 100 × 1020 ÷ 1000 × 3.0 = 83

Centrifuge at 7000 rpm for 15 min at 4℃
              Supernatant =   1105  ml (D；x1)

              A260 = 0.244 × 10 =2.44

              A280 =0.195 × 10 =1.95

              A260／A280 = 2.44/1.95 = 1.25

6.  Concentration and dialysis

Concentrate the supernatant by filtration system
 (Asahikaei；PS-24001﹐module AHP-0013).

Final volume =  137   ml(E；x10)

Dialyze the concentrate against 0.05M acetate buffer﹐pH 4.2﹐containing 0.2M NaCl.

Centrifuge the dialyzate at 12000 rpm for 15 min at 10℃.
Supernatant =     150  ml  (F；x10)
7.  Sp-Sepharose fast flow chromatography

Column size； 2.5 x 15 cm﹐bed vol.       ml

Starting buffer；0.05M  acetate buffer﹐pH 4.2-0.2M NaCl

Elution buffer；0.05M  acetate buffer﹐pH 4.2-0.6M NaCl

Flow rate；10 ml／min (Prestaltic pump：dial      )  see SP-Sepharose  FF chromatography.

Collect the toxic fractions. NO. 35 - 60
            Total vol. =   259      ml

  Concentrate the pooled fractions with YM-30 membrane.

            Concentrate =  12   ml (G；x20)
8. Gel filtration on Sephadex G-200

Column size；2.5 x90 cm

Equilibrate with 0.05M acetate buffer﹐pH 6.0-0.2 M  NaCl.

Flow rate；20 ml/hour (prestaltic pump；dial   ) See Gel filtration.

Collect the toxic fractions.

L toxin；No.  39 - 45 ﹐Volume =  35  ml

Protein =   178     (g/ml；Toxicity = 9.49 × 105 LD50/mg

M toxin；No. 46 - 53 ﹐Volume =   40  ml

Protein =  405 (g/ml；Toxicity =  1.42 × 107 LD50/mg

If necessary﹐concentrate with YM-30 membrane.

L conc.=   6    ml 

759 (g／ml；    9.49 × 105      LD50／mg

M conc.=   10.7    ml 

1331 (g／ml；     1.42 × 107      LD50／mg

SP-sepharose fast flow chromatography

Sample；Type C toxin 

Volume = 150  ml﹐Protein =        (g/ml (Total    mg)
Buffer；
Buffer A..0.05 M acetate buffer﹐pH 4.2-0.2M NaCl (prep.on 9/28 )

Buffer B..0.05 M acetate buffer﹐pH 4.2-0.6M NaCl

Buffer A…                                              500ml

NaCl (MW=58.44﹐Kanto；      )……..11.69g
Preparation of column

Sp-sepharose fast flow(pharmacia)；2.5 x15 cm(73 ml)

Equilibrate with about   840   ml of buffer A.
Chromatography procedures；perform all steps at room temperature.

Flow rate；   138   ml/h (200 ml/h)

Fraction size；10 ml/tube(4 ’ 21”/tube)

Chart speed；  4  cm/h

Detector；AUFS = 0.5

Application of sample ( 150 ml)   

Washing with buffer A 
Elution with a linear gradient of  NaCl  

Mixing chamber；buffer A = 500ml

Reservior      ；buffer B = 500ml

End of elution    

Protein Determination

SDS-PAGE……See a separate sheet.

Pool the fraction from No.   35  to  60   

Final volume =    259    ml

Gel  filtration

1. Column

Gel；Sephadex G-200
Size；   2.5     cm  x   90   cm

Flow； direction；     up       down
pump； dial 960

rate ；  20.4  ml／h.

Detector AUS ＝0.5
2.  Fraction size

Size；      5    ml／tube ( 14’ 42”/tube)
3.  Buffer

Name；0.05 M Acetate buffer, pH 6.0 – 0.2 M NaCl
4. Sample

Name；type C CB-19
Vol﹒＝ 12
Protein＝
Toxicity＝
5. Equilibration

Pack a column with the gel

Equilibrate the column with   800  ml of  buffer.

6. Application and Elution

Apply the sample.       

Wash the tube with a small volume of buffer (1 ml).

Elute proteins with buffer.  

End of elution.   

7. Determinations

1) Proteins；
2) Toxicity；
3) SDS-PAGE；
8. Storage

     Equilibrate the column with    1000   ml  of 0.15  M  NaCl contained 0.02﹪ NaN2.
附件六、Preparation  of  botulinum  type  C, D  toxoid
Materials

1.  Type C, D  
prepration of buffer  ：0.01M phosphate buffer﹐pH 8.0  

0.01 M  Na2HPO4 

Na2 HPO4  12H2O  (MW=358.14:        )……  3.22   g
Water        up  to                                 …… 900    ml

0.01M  NaH2PO4  2H2O
NaH2 PO4     (MW=156.01) ………………… 0.312 g

Water        up  to               …………………200  ml
   0.1 M  Na2HPO4       +    0.1 M  NaH2PO4        pH= 8.0

              900 ml                     60 ml               Total    960  ml
2. 0.4﹪Formalin in buffer

0.01 M phosphate buffer﹐ pH 8.0             …  960     ml
Formaldehyde (regarded as 100%)              …   3.84   ml

Procedures

     Take      mg of toxin.

     Dilute toxin to      (g／ml with 0.4﹪ formalin sol.

     Dialyze toxin against 0.4﹪ formalin at 30℃ for 7 days.

     Check the remaining toxicity﹔
     Inject intraperitoneally 0.1ml of the toxoid to a mouse.

     Observe the mouse for 4 days
     Store the toxoid at 4℃.

附件七、Micro ELISA for the detection of antibody against type D derivative toxin

1. Coating

Type D Hc protein   ……  867    (g／ml

Dilute with  PBS to 5 (g/ml
The above concentration.

Coat each well with 0.1ml of the toxin at 37 ℃ for 3h.

Wash five times with PBS-Tween 20〔0.05﹪〕
Treat with 0.2ml of  PBS-BSA〔0.2﹪〕 at 4 c.

Wash five times with PBS-Tween 20.
2. Sample

Add sample（ 0.05  ml）to each well and incubate at 37 ℃for 2h.

Wash five times with PBS-Tween 20.
3.  Conjugate

Add 0.1ml of the conjugate diluted with PBS-Tween 20.

Conjugate（goat anti-rabbit IgG﹐Biorad）……  6.25  (l

PBS-Tween 20                                               ……   25 ml

Final conc. × 4000

Incubate at 37 C for 2h.

Wash five times with PBS-Tween 20
4. Substrate


Add 0.2ml of 5-aminosalicylic acid and incubate at 37℃ for 45min



Substrate solution 

A) 5- aminosalicylic acid  ………………. 40 mg

DW …………………………………… 50 ml

Adjust pH 6.0 with 1N NaOH

B) 30% H2O2  …………………………… 20 (l

DW ……………………………………. 12 ml

A) ………. 45 ml

B) ………….9 ml

5. Reading


Read at 450 nm

附件八、100 ml-scale expression and extraction of recombinant protein

Sample ；plasmid：pET-30/D1873Hc
E. coli：BL21 Codon plus (DE3)-RIL
Pick single colonies into 3ml of  LB medium containing

Kanamycin (25 ug／ml)

Grow cells overnight at 37℃ overnight with vigorously shaking.

Inoculate 2 ml of the overnight culture into 100ml of prewarmed LB／Kan medium﹐and grow at 37℃ for 1.5~2h﹐with vigorous shaking until the OD600 reaches 0.4~0.7.

Keep the culture on ice for 30 min to suppress bacterial growth.

Induce expression by adding 0.05ml of 100mM  IPTG(isopropyl-1-thio-B-D-galactoside) to a final concentration of 50 um.

Grow the culture at 25℃ for 24h.

Centrifuge at 6000rpm for 10min.

Freeze at -80℃ for 2-3hr.

Add 80 (l of protease inhibitor cocktail(SIGMA).

Resuspend the pellet in 8ml of B-PER(PIERCH).

Incubate on ice for 1hr.

Crash the cells by MULTI-BEADS SHOCKER (YASUI  KIKAI ).

Centrifuge at 6000rpm for 10min.

Centrifuge at 30000rpm (27200xg﹐RP80AT rotor) for 15min.

Transfer the supernatant to a fresh tube.

HisTrap HP chromatography

A)  Sample；E﹒coli lysate from 100ml culture

                 Recombinant protein D1873Hc           
          Filtrate the sample using 3.0um syringe filter.

          Filtrate the sample using 0.45um syringe filter.

                      Volume = 6.3 ml

B) Buffers

Buffer A；20mM  phosphate buffer pH 7.4﹐500mM  NaCl

Buffer B；20mM  phosphate buffer pH 7.4﹐500mM  NaCl

                500mM  Imidazol

C) Column

      Histaap Hp 1 ml(Amersham)

        Wash the column with 10ml of  Milli-Q water.

        Then equilibrate the column with 10ml of  4﹪ Buffer B.

D) Procedure 

        Flow rate ……0.5 ml/min

        Detection…….280 nm

        Fraction size………1 ml/fraction

Run the following method.

1. Equilibration………4﹪ Buffer  B(20 mM  Imidazol ) …..5 CV(5 ml)

2. Sample application…..10  ml  by (Super loop﹐Sample loop)

3. Washing …4﹪Buffer B(20 mM  Imidazol)…5 cv (5 ml)

4. Elution 

     Segment 1……10﹪Buffer B(50mM  Imidazol)…8 cv (8 ml)

     Segment 2……40﹪Buffer B(200mM  Imidazol)…8 cv (8 ml)

     Segment 3……100﹪Buffer B(500mM  Imidazol)…8 cv (8 ml)

E) Check the fraction by SDS-PAGE

F) Dialyze the sample against 10mM Phosphate buffer pH 7.0.

Mono Q HR chromatography

A) Sample；Histrap chromatography eluate.

               Recombinant protein  D1873Hc        
         Filtrate the sample usung 0.45um syringe filter.

                         Volume = 7.14 ml

B) Buffers 

Buffer A；10 mM phosphate buffer pH 7.0

Buffer B；10 mM phosphate buffer pH 7.0﹐1 M NaCl

C) Column

Mono-Q  HR  5/5 ( Amersham)

 Wash the column with 10ml of Milli-Q water.

 Wash the column with 5ml of 100﹪ B.

 Equilibrate the column with 10ml of 0﹪ B.

D) Procedure

   Flow rate…  1 ml/min

   Detection…  280 nm

   Fraction size…..1 ml/fraction

Run the following method.

1.Equilibration……..0﹪ Buffer B (0 M NaCl)     ……5cv(5 ml)

2.Sample application……10 ml by (Super loop﹐Sample loop)

3.Washing…0﹪Buffer B (0M NaCl)   …5cv (5 ml)
4.Elution

Segment 1：Gradient 0-25﹪Buffer B (0-0.25M NaCl)…20 cv(20 ml)

Segment 2： 100﹪buffer B (1 M NaCl)….5 cv(5 ml)

E) Check the fraction by SDS-PAGE

F) Dialyze the sample against 50 mM phosphate buffer pH 7.5.

Determine the protein concentration﹐and store at –80 C

小鼠固定架





以吹風機稍微加熱





進行靜脈注射





注射失敗可見因液體注射於皮下而皮膚皮下變白
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