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2. ����� 	�
�������������

�����
1.  �������	����

������	
��
���������� ������������	������� !��� 10-14 &'� (&� � �)�*�!�
+�,�- 30 - 40 ��!�  ��,��/0
��,�,�����1� (3�0��/0
��,�,������) 5!�5��,&��!���!� 
����&��)��
�6!�7�8 (���� 500 �( � ��	�/��:�(5!�8��;78! �:�)� �*�(���!�8������(���:

2.  �������
8�&�����	
��
��������&+<���(� analytical grade  8!	�'�)�5���(�!� 0� H �!���)

8�&�����	
�� ��(�!�I/�I�( 
Acetic acid            Merck
Acrylamide  Fluka
Agar BD Biosciences
Ammonium persulphate  Merck
Ammonium sulphate Fluka
Bisacrylamide (N,N′-methylene diacrylamide)                  Fluka
Blue dextran Sigma
Bovine serum albumin  Sigma Chemical Co.
Broad range molecular weight marker Bio-rad
Bromophenol blue  Merck
Carboxymethyl-Cellulose Sigma
Calcium hypochlorite Carlo erba
Citric acid  Ajex Chemicals
Coomassie brilliant blue R-250  Sigma Chemical Co.
Coomassie plus protein assay reagent kit Pierce
Copper sulphate Merck
DEAE-Sephacel Sigma Chemical Co.
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8�&�����	
�� ��(�!�I/�I�( 
D-Glucose APS Ajex Finechem
Dimethylsulphoxide              Lab scan
3,5-dinitosalicylic acid BDH
Ethanol  BDH
Ethylenediaminetetraacetic acid                                   Fluka
Folin-ciocalteu,s reagent Carlo erba
Glacial acetic acid Merck
Glycerol Sigma Chemical Co.
Glycine Fluka
Hydrochloric acid Merck
Laminarin Sigma
β-Mercaptoethanol Fluka
Methanol Merck
N-Acetyl-β-D-glucosamine  Sigma Chemical Co.
Ortho-phosphoric acid Merck
p-Nitrophenol Sigma Chemical Co.
p-Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide Sigma Chemical Co.
Phenylmethylsulphonyl fluoride Fluka
Plate count agar Difco Laboratories
Potassium  dichromate Sigma
Potassium sodium tartrate  M&B
Sephadex G-200 Pharmacia
Silver stain Kit Bio-Rad
Sodium acetate Carlo erba
Sodium carbonate Carlo erba
Sodium chloride Fluka
Sodium dodecyl sulphate                                          Riedel-de Haen
Sodium  hydroxide Fluka
Superdex 200 HR 10/30 column Pharmacia
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8�&�����	
�� ��(�!�I/�I�( 
Thiosulphate citrate bile salt sucrose (TCBS) agar  HiMedia
Tris (hydroxymethyl) aminomethane Sigma Chemical Co.
Triton X-100 Merck
Tryptic soy broth BD-Bioscience

3.  	�
���

��+��-:��	
��  ��0� ��(�!�I/�I�( 
&���	���!	� 3  ��*�0� GT410 Ohaus
&���	���!	� 4  ��*�0� AB204-5 Mettler
Autoclave - Hirayama
Centrifuge 5415C, 5804R Eppendorf
Centrifuge Avanti J-30I Beckman Coulter
Fast protein liquid chromatography - Pharmacia Biotech
Heat box Accu Block Labnet
Hot plate - EGD
Incubator 1510E Shel lab
Micropipette              - Eppendrof,  Gilson
Microtube pump MP-3 MP-3N Eyela
Orbital shaker OS 20 Boeco
pH meter Accumet 15 Fisher Scientific
Power supply 1000/500 Bio-Rad
Slab gel electrophoresis apparatus AE-6400 Atto
UV-VIS spectrophotometer 160A Shimadzu
Vortex G-560E Scientific Industries
Water bath WB-170M Optima
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�������
1. ��������� ����!��"�#����$%&	������'()��

 �/�w�x��(�yz5������������!���*�!�5!���)��������,���{������ 1 �(��(�( �
��,&�1���� 24G ����� 1 �()� 5���(&�- pericadium *����&�(��/0��	 3 &�1�w�x��(�yz��	��-*;/�(
4°' �� 24 �!	�x�� &7�	�
*�w�x��(�yz��1� !� ��3+&'� �(y|�5: (centrifuge) ��	���&�1� 12,000 ���
 0���� ��	��-*;/�( 4°' �� 20 ��� &�1�80��
8*���'��!�3����	 -20°' &7�	�
������ 0�3+

2.   ����������������!���*+,	��+-	&	�����
   !�&��)�&��	�5�����3+�!	��)�*�!�������
80*��� homogenizer & (� 50 mM Tris-

HCI, pH 7.5 ��	�� 0.85% NaCI ��, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) (TBS-PMSF) 
x��
���! �80��&��)�&��	� 1 ��!� : TBS-PMSF 3 �(��(�( �    *�!�5��!)�����xwx�5�3�': 
(homogenize) 
*�&'��:� � �/�
80*��� eppendorf ��� 2 �(��(�( � ��,��3+&'� �(y|�5:��	
���&�1� 12,000 ��� 0���� ��	 4°' &+<�&�� 1 �!	�x�� ��� ,�����,3��!��()�3+ ��80��
8'�	�
&+<�8�8�!�&��)�&��	���0�
80*��� *����, 200 3�x���( � &�1�3����	 -20°'

3.   ���.�
����#
���*
3.1   �������&	� Bradford (1976)

 *+�(�-x+� �����8� !���0��������*x+� �� (Coomassie plus protein 
assay reagent kit) 5���(�!� Pierce '�	��!��+�� ��(����� Bradford (1976) �!���) �/�8� !���0�

�+�(�-��	&*�,8� ����+�!�+�(� ������)���!	�5���� 50 3�x���( � & (�8��,�����*
x+� �� 1 �(��(�( � x��������/03+�!� BSA (bovine serum albumin) 5���(�!� Pierce '�	�
��&+<�
x+� ��� ��� x��&5��5� BSA 
*���+�(�-x+� �� 2-10 3�x����!� 0��(��(�( � &��0
*�&��
�!� ��3+�!��0���/������8���	��������	� 595 �x�&� � (A595) ����&���	�� UV-VIS 
spectrophotometer

3.2  �������&	� Lowry et al.  (1951)
          *+�(�-x+� ��x������&5��5� BSA ��	&+<�x+� ��� ���
*���+�(�-
x+� ��&+<� 20, 40, 60, 80 ��, 100 3�x����!� & (�8��,������3��: (2% Na2CO3 
� 0.1 N
NaOH: 1% potassium sodium tartrate: 0.5% CuSO4 �! �80�� 100:1:1) +�(� � 3 �(��(�( �  !)��()�
3����	��-*;/�(*����� 10 ��� & (� Folin-Phenol (��	&5��5������)���!	������! �80�� 1:1) +�(� �
0.3 �(��(�( �  !)��()�3����	��-*;/�(*����� 30 ��� ������3+�!��0���/������8���	���
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�����	� 650  �x�&� � (A 650) ����&���	�� UV-Vis spectrophotometer

4. ���.�?���@�-�.�����A*�������	�@���@�&	��	*B ���(��-1,3-��E���*�
�!�����(�(�����&��3'�:&� -1,3-��/�&�8x���!��+���(����� Burner (1964)

�!���) *;�,��	&*�,8�������!�����(�(�����&��3'�:&� -1,3-��/�&�8x��
����(��(�&+<�
8!�&8 ��
��!y&y��:��	�� pH ��	&*�,8� �0�+�(�(�(���	��-*;/�( &����	&�(�+�(�(�(� ��,+�(�-
&��3'�:��	&*�,8� 0���&�(�+�(�(�(�  *���+�(�(�(������� ��
��0��)�&���� 2 ��� �()�
*�&�1�
5��!)�& (�8��,�� DNS (3,5-dinitrosalicylic acid)   ��, ��
��0��)�&���������!)� &+<�&�� 5
���  &7�	�&+<���&�0�+�(�(�(�
*���/x�8��+�(�(�(��!� 40 mM DNS  +�(� � 140 3�x���( �   !)�
�()�
*�&�1�
��0��)���1�����& (��)���!	� 5��!)��!��0���/������8���	��������	� 540  �x�
&� � (A540) ���0��	3��3+*����(�(�����&��3'�:x��&+����&�����!���y� ����)� �
��/x�8 (D-glucose)

4.1 ���.�
�����	*B ��@�-�.�����A*�������	�@���@�
*+�(�-&��3'�:��	&*�,8�
�8�8�!� !���,'��!�x��
��8�8�!�5� !����

����������&5��5� 1 : 10 &�0���� 0.1 M sodium acetate, pH 6.0 5��!)�
��8�8�!� !�&5��5���	
+�(� � 0� H �!�  !)�� 0  0- 50  3�x���( � ����+�!�+�(� �� 0�,*���
*�&+<� 140 3�x���( � 
�����!y&y��:��(�&�(� ��3+��+�(�(�(��!� 4 mg/ml laminarin +�(� � 70 3�x���( � x���0�
+�(�(�(���	 45°' &+<�&�� 40 ��� *���+�(�(�(������� ��
��0��)�&���� 2 ���  & (� 40 mM 
DNS  +�(� � 140 3�x���( �   ��
��0��)�&���������!)�&+<�&�� 5 ���   �()�
*�&�1�
��0��)���1�
����& (��)���!	� 650 3�x���( � �!��0 A540      80��
����!�����(�(�����&��3'�:&� -1,3-    
��/�&�8
�'��!��������������'�	�������(�(�� 	��!)� 
��'��!�+�(� � 0� H �!�  !)�� 0 0-50  
3�x���( �  ������&�0�&�����!�8�8�!� !�

4.2  ���.�����@�-�.�����A*�������
F�������

���*&����	&*�,8�
���&�(�+�(�(�(����&��3'�:
�8�8�!� !���,
�'�

�!�   
��8�8�!� !�&5��5�+�(�-��	&*�,8���,'��!���	&*�,8�5���� 4.1 I8��!�8�I8�
+�(�(�(� �0���	��-*;/�( 45°' 7����&��0��	&�� 0�H �!�  !)�� 0 0-50 ��� *���+�(�(�(������� ��

��0��)�&���� 2 ���  & (� 40 mM DNS  +�(� � 140 3�x���( �   ��
��0��)�&���������!)�&+<�
&�� 5 ���   �()�
*�&�1�
��0��)���1�����& (��)���!	� 650 3�x���( � �!��0 A540

4.3  ���GH�I� pH @�-�.�����A*�������
F�������
        ��8�8�!� !�&5��5�*���'��!�
�+�(�-��	&*�,8�3+��+�(�(�(��!� 4 mg/ml
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laminarin  +�(� � 70 3�x���( � 
��!y&y��: pH  0� H �!�
��0�� 3-11 x���0�� pH 3-6
��
0.1 M sodium acetate �0�� pH 6-9 
�� 0.1 M Tris-HCl  ��,�0�� 9- 11 
�� 0.1 M glycine-NaOH 
������3+�0�
*�&�(�+�(�(�(� �&����	&*�,8�5���� 4.2  *���+�(�(�(������� ��
��0��)�
&���� 2 ���  & (� 40 mM DNS  +�(� � 140 3�x���( �   ��
��0��)�&���������!)�&+<�&�� 5 
���   �()�
*�&�1�
��0��)���1�����& (��)���!	� 650 3�x���( � �!��0 A540
         4.4  ���.�	�.?E��@�-�.�����A*�������
F�������
 ��8�8�!� !�&5��5���,'��!�
�+�(�-��	&*�,8� I8��!�8�I8�+�(�(�(���	 
pH ��	&*�,8�5���� 4.3 �����0���	��-*;/�( 0� H �!���) 0, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80 
��, 90 °' 
�&����	&*�,8�5���� 4.2  *���+�(�(�(������� ��
��0��)�&���� 2 ���  & (� 40 
mM DNS  +�(� � 140 3�x���( �   ��
��0��)�&���������!)�&+<�&�� 5 ���   �()�
*�&�1�
��0�
�)���1�����& (��)���!	� 650 3�x���( � �!��0 A540

4.5  ���.�
������(����@@�-�.�����A*�������
F�������
��8�8�!� !�&5��5���,'��!�
�+�(�-��	&*�,8�5���� 4.1 3+��+�(�(�(�

�!� 4 mg/ml laminarin +�(� � 0� H  !)�� 0 0-50 3�x���( � 
��!y&y��: pH ��	&*�,8�5���� 
4.3  �����0�+�(�(�(���	��-*;/�(��,&����	&*�,8�5���� 4.4 ��, 4.2  *���+�(�(�(������� ��

��0��)�&���� 2 ���  & (� 40 mM DNS  +�(� � 140 3�x���( �   ��
��0��)�&���������!)�&+<�
&�� 5 ���   �()�
*�&�1�
��0��)���1�����& (��)���!	� 650 3�x���( � �!��0 A540

5. ���.��	�@���@�&	��	*B ���(��-1,3-��E���*�
5.1  ������������$����L�*��E#��

 & ������y� �����/x�8 x��
��8��,�� 5 mM D-glucose 
� 0.1 M 
sodium  acetate  buffer, pH 6.0    ��,����&5��5������!y&y��:��(�&�(�
*���+�(�- 0��!�  5  
�0 ��� 100, 200, 300, 400 ��, 500 �x�x�� (nmole)x��
*���+�(� ����&+<� 210 3�x���( � 
����& (� 40 mM DNS +�(� � 140 3�x���( � ���� ��
��0��)�&���� 5 ���  �()�
*�&�1�
��0��)�
��1�  *�!�5��!)�& (��)���!	� 650 3�x���( �  �!��0  A540

5.2 ���.��	�@���@�&	��	*B ���(��-1,3- ��E���*�
�!�����(�(�����&��3'�:&� -1,3-��/�&�8   �;�,��	&*�,8�5���� 4 x��


��8�8�!� !�&5��5�  1 : 10 +�(� � 30 3�x���( �*��� 0.72 �(��(��!�
�8�I8�+�(�(�(���	
+�,������� 4 mg/ml laminarin   +�(� � 30 3�x���( � ��, 0.1 M sodium acetate, pH 6.0 
+�(� � 1503�x���( � �0���	  60°' �� 20 ���    80��
�'��!�
��'��!� 30 3�x���( �*��� 3.6 
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�(��(��!���,��+�(�(�(�&�0�&�����!�8�8�!� !�   5��!)�*���+�(�(�(������� ��
��0��)�
&���� 2 ���   !)��()�3��
*�&�1�  ����& (� 40 mM  DNS  +�(� �140 3�x���( ���, ��
��0��)�
&���������!)�&+<�&�� 5 ��� &7�	�&+<���&�0�+�(�(�(�
*���/x�8�(8�,&����+�(�(�(��!� DNS   !)��()�
3��
*�&�1����)���1� & (��)���!	� 650  3�x���( � 
*���+�(� ����  1 �(��(�( � �����!��0  A540  
���I�I�(  ��� �)� ���/x�8��	&����+�(�(�(��!� DNS 3+&+<� 3-amino-5-nitrosalicylic acid ��	
&�(���)�x��&+����&�����!���y� ����)� ���/x�8  ��*��
*��0����(�(�����&��3'�: 1 
*�0�� (unit) &�0�!�+�(�- 1 �x�x��  ����)� ���/x�8��	&��3'�:8��6�0��8����(��(�
3��
�&�� 1 ���

6. ���.��	�@���@�&	��	*B �� NAGase
�!�����(�(�����&��3'�: NAGase 
�'��!�x��
�� p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-

glucosaminide (pNP-NAG) &+<�8!�8& ��  ��(������	����x��8����- I�
*�0 (2547) '�	��!�
�+��5��(�������  Godknecht ��, Honegger (1991)  �!���)    
��8��,��&��3'�:
�+�(�-��	
&*�,8�I8��!�8�I8�+�(�(�(���	+�,�������       5 mM pNP-NAG +�(� � 20 3�x���( �

� 0.1 M Tris-HCl, pH 6 +�(� ����&+<� 200 3�x���( ��0�+�(�(�(���	��-*;/�( 50°'   �� 15 
��� *���+�(�(�(����� 1 M Na2CO3 +�(� � 800 3�x���( � 5��!)��!��0 A420 ���I�I�(  ���  
p-nitrophenol ��	&�(���)� x��
�� p-nitrophenol ��	������&��������0���&+<�8�� ���   '�	�
��*��
*�����(�(�����&��3'�: NAGase 1 *�0�� &�0�!�+�(�-   1 3�x��x�� (µmole) ��� p-
nitrophenol ��	&�(���)���	��-*;/�( 50°'  0�&�� 1 ���

7. ���@R�#S��	������B����!�	���T�#@�$	�� �� (Polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE)
x7���,��(�3��:&5���	
��
�������&+<�&5��I0� (slab gel) ��� 10x12

&'� (&� � *� 1 �(��(&� � +�,�������&5� 2 80�� ���&5�80���� (stacking gel) �����8/�
+�,�- 3 &'� (&� � ��,&5�80���0� (separating gel) �����8/� 7 &'� (&� �

7.1 #S��	������B����!�	���T�#@�$	�� ���((B���
���?�S (Nondenaturing PAGE)
& ����x7���,��(�3��:&5� 6-12%  ��(����� Davis (1964) '�	���80�� +�,���

���&5�&+<��!���)
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Separating gel                    Composition Stacking gel
3% (5 ml) 6% (3 ml) 12% (3 ml)

30% Acrylamide-0.8% bisacrylamide
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8
10% Ammonium persulphate
TEMED
Distilled water

0.5 ml
0.63 ml

-
50 µl
5 µl

3.82 ml

0.60 ml
-

1.50 ml
30 µl
3  µl
0.87 ml

1.20 ml
-

1.50 ml
30 µl
3 µl

0.27 ml

7.1.1   ���������������	�������#
���*����L�*
& ����8� !���0���,x+� ��� ��� x��I8�8� !���0� 3 80�� �!��!y&y��:

 !���0� (sample buffer) 1 80�� '�	�+�,������� 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid), 40% ���&'���� (glycerol) ��, 0.4% x��x�y������/ 
(bromophenol blue) & ����x+� ��� ���&*�����!���& ����8� !���0�

7.1.2 ���@R�	���T�#@�$	�� ��
   ��8��,�� !���0���,8��,��x+� ��� ���
80
�� 0�,�0��&5�80����  
���(&�1�x��y���'(8
��!y&y��: 0.025 M Tris-0.192 M glycine, pH 8.3 &+|���,�83yy�����	 ��	 15
mA �� 2 �!	�x�� 5���,�!	�8����x��x�y������/&���	����	3+5�8������0� +|���,�83yy�
������&5�3+����8�
  7.2 #S��	������B����!�	���T�#@�$	�� ���((���	����	�  (SDS-PAGE)

��x7���,��(�3��:&5��(&�1�x��y���'(8�����&�8��&�8 (SDS, sodium dodecyl 
sulphate)  ��(����� Laemmli (1970) & ����x7���,��(�3��:&5� (6-18%) '�	���80��+�,������
&5�&+<��!���)
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Separating gelComposition Stacking gel
3% (5 ml) 6% (3 ml) 18% (3 ml)

30% Acrylamide-0.8%  bisacrylamide
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8
0.2 M EDTA
10% SDS
10% Ammonium persulphate
TEMED
Distilled water

0.5 ml
1.25 ml

-
50 µl
50 µl
50 µl
5 µl

3.10 ml

0.60 ml
-

0.75 ml
30 µl
30 µl
30 µl
3 µl

1.56 ml

1.80 ml
-

  0.75 ml
30 µl
30 µl
30 µl
3 µl

0.36 ml
              

7.2.1    ���������������	�������#
���*����L�*
                    & ����8� !���0���,x+� ��� ��� x��I8�8� !���0� 3 80���!��!y&y��:
1 80��   '�	�+�,������� 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM EDTA, 40%   ���&'����, 4% SDS ��,
0.4% x��x�y������/ 
���-���	�� SDS-PAGE 8;7���(�':��x��I8�8� !���0� 3 80�� �!�
�!y&y��: !���0� 1 80�� �!���� �� � 0�� 1% &� -&���:��+x &����� (β-mercaptoethanol) ����
5��!)� ��
��)�&������ 5 ���

7.2.2    ���@R�	���T�#@�$	�� ��
��8��,�� !���0���,8��,��x+� ��� ���
80
�� 0�,�0��&5�80���� 


�� 0.025 M Tris-0.192 M glycine-0.1% SDS, pH 8.3 &+<��!y&y��:
������(&�1�x��y���'(8 &+|�
��,�83y����	 ��	 15 mA �� 2 �!	�x��    5���,�!	�8�x��x�y������/&���	����	3+5�8������0�
���&5� +|���,�83y ��&5�3+����8�

7.3 ���@R�#S��	������B����!�	���T�#@�$	�� ���((������ (Preparative PAGE)
preparative PAGE &+<� nondenaturing PAGE � 0����& ����&5�
*������ 10 x

12 &'� (&� � *� 1 �(��(&� � �����&����������,��(�3��:
�&5�80���� 3% ��,&5�80���0� 
6-12% &5�80����& ����
*����0��
808� !���0� 12 �0��  5��!)�I8�8��,��&��3'�:�!��!y
&y��: !���0� ��8��,����	3��& (���
��0��
808� !���0� ����&+|���,�83yy�����	 ��	 15 mA 
��	��-*;/�( 4°' �� 2 �!	�x�� 5���,�!	�8�x��x�y������/&���	����	3+5�8������0����&5� +|�
��,�83y 5��!)� !�&5� ����� &+<��6����� 0.5 &'� (&� � �� ����I0�&5� ���()�&5�3+
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��������8��,�� Bradford (0.01% Coomassie brilliant blue G-250 - 4.7% ethanol - 8.5% 
phosphoric acid) �� 5-10 ��� &��	�+����6�x+� ����3+&�����!�&5�'�	�3�0�������� !�&5���	
3�03������ ����&{7,�6�x+� ����	 ����� �����,x+� ���!)����5��()�&5� x�����()�&5���	
 �����
80
�6��3���3�': (dialysis bag) ������3+�� ����
�&���	���(&�1�x��y���'(8 �
������ '�	����!y&y��: 0.025 M Tris-0.192 M glycine, pH 8.3 �0�����6�����
 ��)� (submarine) 
&+|���,�83yy�����	��	 15 mA &��	���� 18 �!	�x�� ��8��,����	3��3+3���3�': (dialyse)
��!y
&y��:  50 mM Tris-HCl,  pH 7.5  ������
*�&���������� CM-cellulose

7.4 �����	���#
���*�(( ����	�� (Silver stain)
*�!������(&�1�x��y���'(8 ��&5�3+ ���x+� ������ 40% &�����(methanol)-

10% ����)�8�� (acetic acid) �� 30 ��� *�!�5��!)���0&5�
�8��,�� 10% &�����  
(ethanol) -5% ����)�8�� �� 15 ��� 2 ��!)� 5��!)�
���������'(�&���: (silver stain kit) ���
��(�!� Bio-Rad x��& (�8��,�����'(3�&'��: (oxidizer solution) &��0�� 5 ��� ���&5�����
�)�+���3���� (deionized water) ��!)��, 5 ���   5���,�!	�8�&*����
�&5�*��3+ 5��!)���0&5�

��)��'(�&���: (silver reagent) �� 20 ��� ��������)�+���3���� �� 1 ��� 5��!)�& (�
8��,������x�&+��: (developer) &��0��,&+��	��8��,��&��	�8����8��,��&+��	��&+<�8�&�
�� ��,&��	�+����6����x+� �� *���+�(�(�(����� 5% ����)�8��

7.5 ���.��c(#
���*&	��	*B ���(��-1,3-��E���*� A*  Nondenaturing  PAGE
��8��,��&��3'�:&� -1,3-��/�&�8  &������3+�� nondenaturing  PAGE

*�!�5��!)� !��I0�&5����&+<� 2 80�� ��80�����3+����8�x+� ������8��,�� Bradford �� 
5-10 ��� &��	�+����6�x+� ����3+&�����!�&5�'�	�3�0�������� !�&5���	3�03������ ����
&{7,�6�x+� ����	 �����  ��(������� 7.3 ��&5�� 0�,�()���
�  0.1 M sodium acetate, pH 
6.0 +�(� � 200 3�x���( � ��3+&'� �(y|�5:��	���&�1� 12,000 ��� 0���� ��	 4°' �� 30 ��� 
��8��,��80��
8��	3��3+*����(�(�� ��(������� 5 5�I��!���0���
*�����0x+� ���6�

�&+<�&��3'�: &� -1,3-��/�&�8

8.  ���@R�A.��	*B ���(��-1,3-��E���*�(����@��e
&��	��5�&��3'�:&� -1,3-��/�&�8
�'��!�7�+�(�-������5��&������

��(8���(�5�8�8�!� !�'�	�������0 ��,5���*;�,��	&*�,8�
���&�(�+�(�(�(����
&��3'�:&� -1,3-��/�&�8  
�8�8�!� !���,
�'��!����������!���5���5&+<�3+3���0�05,
&+<�&��3'�:��(�&�����!�
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8.1  #����������	*�������+	�	�#��*��� ���$�
��8�8�!� !�+�(� � 45 �(��(�( � (284.4 �(��(��!�) ��	& ����3��5��!)� ����� 

2 ��	I0���3���3�':���� TB-PMSF (50 mM Tris-HCl, pH 7.5-1 mM PMSF) �� 18 �!	�x�� ��	 
4°'  � � ,������� 70 % &�������x�&����'!�&y  (ammonium sulfate) �� ���&��  &+<�
&�� 18  �!	�x����	  4 o'  ������3+&'� �(y|�5:��	���&�1� 12,000 ��� 0���� ��	 4°' �� 1 �!	�x��   
&�1� ,���3+�,�������!y&y��: TBS 
*�3��+�(� �������	8��  �/�
806��3���3�':������3+3�
��3�':���� TB-PMSF �� 18 �!	�x�� ��	 4°' 5��!)���3+*����(�(�� *+�(�-x+� ����,��
3+��� 0��������!��: DEAE-Sephacel

8.2  #���	���*� DEAE-Sephacel
& ���� DEAE-Sephacel 
����!��:��� 2.6 x 9 &'� (&� � ��+�(� ����&�'(� 

(resin) &+<� 50 �(��(�( � ������!��: ���� 0.2 M sodium citrate-0.2% Triton X-100 (Wallace, 
1965) ����+�!����!��:
*�8�����: (equilibrate) ���� TB    (50 mM Tris-HCl, pH 7.5) +�(� � 300 
�(��(�( � 5��!)�& (�8�8�!� !���	��+�(�-x+� �� 94.62 �(��(��!�  ��	I0���3���3�':�����!y
&y��: TB-PMSF ����������!��:���� TB-PMSF �����! �3*� 20 �(��(�( � 0��!	�x�� &�1�8�
�,����	6/��������5����!��:*����, 3 �(��(�( � �!��0���/������8���	��������	� 280 
�x�&� � (A280) ������!��:5��0 A280 &��
����/��: 5��!)��,���!��:���� NaCl ��	&7(	����
&��������0� 0�&��	�� (linear gradient) 
��0�� 0-0.5 M 
��!y&y��:��(�&�(� (75 �(��(�( � + 75 
�(��(�( �) 5��!)��, 0�
������&�(�����  0.5-1.0 M  NaCl (75 �(��(�( � + 75 �(��(�( �) ����
�! ���3*�&�0&�(� ��,&�1�8��,��*����, 1.5 �(��(�( � ��8��,����	3��� 0�,*���3+
�!��0 A280 *+�(�-x+� �������(��  Bradford (1976) ��,*����(�(�� �������8��,��
*�����	������(�(�����&��3'�:8/�&�������!� *�!�5��!)���
*�&������
�6��3���3�':���� CM-
cellulose  5�8��,��
�6��3���3�':&*���&7���&�1�����  ��3+3���3�':���� TB-PMSF �� 
18 �!	�x�� ��	 4°' 5��!)���3+*����(�(�� *+�(�-x+� ����,��8�������(8���(�x���(�� 
nondenaturing PAGE ��,��� 0��������!��:  Superdex  200 HR

8.3  #���	���*� Superdex 200 HR
�����,+�!����!��:  Superdex 200 HR (1 x 40  &'� (&� �) '�	���+�(� �&�'(�  

24  �(��(�( �  ��	&��	�� 0��!�&���	��  FPLC  (fast protein liquid chromatography) '�	�+�!����!��:
*�
8�����:�0������ TB ����& (�8��,��&��3'�:&������+�(� � 500 3�x���( � (13.97 �(��(��!�) 
��
����!��:  �����,�����!y&y��:��(�&�(������! �3*�  15 �(��(�( � 0��!	�x��  &�1�8��,��
*����,  0.5  �(��(�( �  ��8��,��� 0�,*���3+�!��0 A280  ��,*�0����(�(�����&��3'�:
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�������8��,��*�����	������(�(��8/�&�������!�  ��
*�&������  ����3���3�':���� TB-
PMSF �� 18 �!	�x�� ��	 4°' 5��!)���3+��8�������(8���(�x���(�� nondenaturing PAGE
��,��8��,����	3��3+��� 0��������� preparative PAGE

8.4 #�� Preparative PAGE
��8��,��&��3'�:&��������	���3��5����!��: Superdex 200 HR     +�(� � 

0.2  �(��(�( � (492 3�x����!�) 3+��� 0�x�� preparative PAGE  ��(������� 7.3 x�� !�&5���	
3�03������ ����&{7,�6�&��3'�:&� -1,3-��/�&�8     '�	����3��5��������
��(����
��� 6.6 5��!)������,&��3'�:&� -1,3-��/�&�8  ���5��()�&5� x�����()�&5���	 �����
80

�6��3���3�': ������3+�� ����
�&���	���(&�1�x��y���'(8 ������� '�	����!y&y��: 
0.025 M Tris-0.192 M glycine,  pH 8.3 �0�����6�����
 ��)� &+|���,�83yy�����	��	 15 mA &��	�
��� 18 �!	�x�� ��8��,����	3��3+3���3�': ��
*�&������ *+�(�-x+� �� *����(�(����,
��8�������(8���(����&��3'�:&� -1,3-��/�&�8 x���(�� nondenaturing PAGE

9. ���GH�I���(���&	��	*B �� �(��-1,3-��E���*� (����@��e
   9.1 ���.�*,R�.*��#������#������  SDS-PAGE

*�)�*�!�x�&�������&��3'�:&� -1,3-��/�&�8    
� SDS-PAGE  ��(����
��� 7.2 x����������/0�!�x+� ��� ��� 8 ��(� 3����0 myosin (Mr 203,646) β-galactosidase 
(Mr 116,134) BSA (Mr 92,266) ovalbumin (Mr 50,400) carbonic anhydrase (Mr 36,800) soybean 
trypsin inhibitor (Mr 28,920) lysozyme (Mr 20,081) ��, aprotinin (Mr 6,936) *�!������(&�1�
x��y���'(8��,����x+� ������ �!��,�,��&���	����	����6�x+� �� !���0� x+� ��� ��� 
��,�6�8�x��x�y������/ ��������-*�0��&���	����	8!�7!��: (relative mobility, Rf) ���
x+� ��� �����,x+� �� !���0�  5����8!�7!��: �!���)

�,�,��&���	����	���x+� ��
��&���	����	8!�7!��: =

�,�,��&���	����	���x��x�y������/

5��!)�&������y� ����,*�0��0 log ����)�*�!�x�&�����!��0 Rf ���
x+� ��� ��� ���0 Rf 3+����-*�)�*�!�x�&�������&��3'�: &� -1,3-��/�&�83��
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9.2  ���.�*,R�.*��#������#�������!�$i��@�'�*
*�)�*�!�x�&�������&��3'�:&� -1,3-��/�&�8 x��
�����!��:  Superdex 200

HR (1 x 40  &'� (&� �) '�	���+�(� �&�'(�  24  �(��(�( �  ��	&��	�� 0��!�&���	��  FPLC  '�	�+�!�
���!��:
*�8�����:�0������  TB  ����& (�8��,��&��3'�:&������+�(� � 500  3�x���( � ��/
&�1�':� �� (blue dextran, Mr 2,000,000)   K2Cr2O7 (Mr 294)  ��,x+� ��� ��� 3����0 &y��:�( (
� (ferritin, Mr 440,000) ��&�8 (catalase, Mr 232,000) �!�x�&�8 (aldolase, Mr 158,000) ��,
BSA (Mr 67,000) ��
����!��:  �����,�����!y&y��:��(�&�(������! �3*�  30 �(��(�( � 0��!	�
x��  &�1�8��,��*����,  0.5  �(��(�( �  5��!)�*+�(� �;����&�1�&5� (void volumn, Vo)
5��0+�(� ��,�����/&�1�':� ����	3��5����!��0���/������8���	��������	� 620  �x�
&� �  ��,+�(� ��!)�*�� (total volumn, Vt)  ������!��:5��0+�(� ��,��� K2Cr2O7  ��	3��
5����!��0���/������8���	��������	�  480  �x�&� �  ��8��,��� 0�,*���3+�!��0
A 280 *+�(� ��,  (elution volumn, Ve) ���� 0�,x+� ��  ��������-*�0 distribution
coefficient (Kav) ���x+� ��� 0�,��(�5�8���

(Ve � Vo)Kav =
(Vt�Vo)

���0��	3��&������y���8!�7!��:�,*�0��0  log ����)�*�!�x�&�����!��0  Kav

���x+� ��� ���  ��,����-*�)�*�!�x�&�������&��3'�:&� -1,3-��/�&�8
9.3  ���.�	�.?E��@�-�.�������	�������
F�������&	��	*B ��

�����!�����(�(�����&��3'�:&� -1,3-��/�&�8��(8���(� 
�8�I8�+�(�(�(�
 ��(������� 5 ��	��-*;/�( 25, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80 ��, 90°' �� 15 ��� ��������
����� 0� ��(������� 5

9.4    ���.� pH @�-�.�������	�������
F�������&	��	*B ��
�����!�����(�(�����&��3'�:
�8�I8�+�(�(�(�
��!y&y��:��	���0 pH � �

 0��!�
��0�� 3-11 x��
�� 0.1 M sodium acetate 
��0�� pH 3-6  0.1 M Tris-HCl 
��0�� pH 6-9  
��, 0.1 M glycine-NaOH 
��0��  pH 9-11 ������������� 0� ��(������� 5

9.5 ���GH�I�������c�����		�.?E��&	��	*B ��
��&��3'�: &� -1,3-��/�&�8��(8���(�3+�0���	��-*;/�( 25, 40, 45, 50, 55,
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60, 70 ��, 80°' �� 15 ��� ������
*�&�1�x����0���)���1�  5��!)���3+*����(�(��
 ��(������� 5 &+����&�����!�&��3'�:'�	�&�1�3����	 0°'

9.6 ���GH�I�!�*G�����&	��	*B ��
����5���8 �:���&��3'�:&� -1,3-��/�&�8 0�8!�8& �� x��
��&��3'�:&�

 -1,3-��/�&�8��+�(�(�(��!���(��(���	���&������ 0� H �!� ��� 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 ��, 
7.0 mg/ml 5��!)���3+����� 0� ��(������� 5 ��������-*�0 Km  ��, Vmax 5���&����
��y��� Lineweaver-Burk �,*�0��0 1/V ��,1/[S]

10.  ���GH�I�����(�	�@���@�&	��	*B ���(��-1,3-��E���*�����	*B �� NAGase ��	���j��
       �(�@�����.�+	B����

����I������{���������������&�����,3��!8 0�3+��)��	�� 0��,�!�����(�(�����
&��3'�:&� -1,3-��/�&�8��,&��3'�: NAGase 3����0�����&����0�x������ V.  harveyi ��� 
active  ��, inactive  �����&�����	3�0�0�x������ E.  coli  ��,  V. cholerae   ��,3��!8��	�0�
*�&�(�x��
 !��������� (WSSV) x������{��5����7&*�0��)
�������	�!����&�0 H �!�  ����+�(�-&'��:5��
��7&�0�!� x��
��+�(�-&��)� V. harveyi  ��	&*�,8� 0�����, ���
*��,�!�&�� (�&7(	���)���0���
�!�8��!� (5��(���(7��:+�(��x������8�+|���;  �(	�7�(���	���!���&�(���) &+<� !�
��*��+�(�-&��)���	� H

10.1 ����������(�@�����

10.1.1 V.  harveyi
                  �����&����0�x����	
��
����������� V. harveyi '�	�3���!�������&��,*:5�
�/��:�(5!�8��;78! �:�)� �*�(���!�8������(���: x��&��)�������&������*� tryptic soy
agar ��	�� 1.5% NaCl ��	��-*;/�( 37°' &+<�&�� 14-16 �!	�x�� &7(	�+�(�-&��)�x��&��)��
��*�
&*�� (tryptic soy broth, TSB) &+<�&�� 14-16 �!	�x�� ��	��-*;/�( 37°' ��&��)�3+&'� �(y|�5:��	
���&�1� 3,000 ��� 0���� �� 30 ��� ��	��-*;/�( 4°'  *���&��)���� tryptic soy agar ��	�� 1.5 %
NaCl ��	��-*;/�( 37°' &+<�&�� 14 �!	�x�� 5��!)����&'��:�����&���
��)�&���� (0.85% NaCl) ��
3+&'� �(y|�5: ��� ,���8���!)� ��,& ���������&���
��)�&����
*����0���/������8���	
��������	� 640 �x�&� � ��/0
��0�� 1.6-2.0 *�0�� �!�5����x�x��� (colony) 
*���/0
��0��
5x1010 &'��:/�(��(�( � ����&�1���	��-*;/�( 4°' &7�	�
��{������ 0�3+

��
*� V. harveyi inactive x����8��������  V.  harveyi active ��	��+�(�-
&��)� 5x1010 &'��:/�(��(�( � 3+&'� �(y|�5:��	���&�1�  10,000 ��� 0����  ��  10 ���  ��	
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��-*;/�(  4°'  ����������� ,��������&���
� 50  mM Tris-HCl, pH 7.4-0.15 M NaCl
(TBS) ��	�� 0.1% thimerosal  �0���	��-*;/�( 37°' ��������,������� ,��������&���
��)�
&������,�,����!�
*���+�(� �&�0�!�&�(	� ��  &�1�3����	 4°' &7�	�
��{������ 0�3+

10.1.2 V. cholerae
�����&��� V. cholerae ��	
��
��������  3���!�������&��,*:5�;��(�5��

����(��  x��&��)�������&���
��*�&*�� tryptic soy broth (TSB)  ��	��-*;/�(  37°' �� 14-16
�!	�x�� ������ 0�&�0�&�����!� V. harveyi  ��	 active

10.1.3  E. coli
�����&��� E.coli  ��	
��
��������3���!�������&��,*:5�;��(�5�����

�(��  x��&��)�������&���
��*�&*�� TSB  *��� Luria-Bertani  ��	��-*;/�(  37°' �� 14-16
�!	�x�� ������ 0�&�0�&�����!� V. harveyi  ��	 active

10.2  ���������B���� WSSV
WSSV 3���!�������&��,*:5��/��:�(5!�8��;78! �:�)�  �*�(���!�8���

���(���: '�	����(����& ���� stock WSSV x���!��+��5��(5�� ��;� �:��,�-, (2542) ���
 !�&�&��)�&��	���(&�-&*���� *!�
5 I(�
 �&+������, 0���)�&*�������������	 (�&��)� WSSV ���
*�
�,&����
� TBS 
��! �80�� 1: 2 (�)�*�!�&��)�&��	�: +�(� � TBS) ����&'� �(y|�5:��	���&�1�
12,000 ��� 0����  ��  30 ��� ��	��-*;/�(  4°' &�1�8��,��80��
8����I0���,������
0.45 3�����&7�	���5!������&�����,8(	��+��+�����	� H  ��	+�&+�������3+  ����&�1� WSSV 3��
��	 -70°'  5���05,���
��

 WSSV ��	
��{������& ����x��&5��5�&��)� WSSV 5���	��0���� ��
*������&���
��� 1x10-3 &�0
� TBS &�1�3����	 4°'  &7�	�
��{������ 0�3+

10.3 ����������(�	�@���@�&	��	*B ���(��-1,3-��E���*�����	*B ��  NAGase A*����
         @�-j������!��'�S'*������ m

                &��)������������
�6!�7�8 (�������5� 25 ������ (gallon) x��& ����6!��0��
&��)�������!���)  ���6!��0&��)�������������,�()�
*��*����0����� 2 �!�  5��!)�
80�)��,&���	��������
�0&��)�+�(� �+�,�-���	�6!� ��
�6!� 
*���� ��� &�� �()�3��+�,�- 1 8!+�*:  ����������
 !�I/���	�!����
���&�����!�'�	����)�*�!�+�,�- !��, 30-40 ��!� ��&��)��6!��, 4-5  !� x��
*�
�*���� 8 �!	�x�� +�0��
*�����+�!� !�&���!�8;7�������
�6!�+�,�- 1 8!+�*:  x��8!�&� 
�0������1����3�0������0��&7��� �0��)���,�(��*�&+<�+� ( 5��!)���&��)� V. harveyi  (5�
��� 10.1)  +�(� � 100 3�x���( �  {��������	��(&�-����&��)�x��*� 8�*�!�������	&+<����������
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{�������)�&����+�(� �&�0�!� 5��!)�������3+&��)�� 0� �+� (  &�1�w�x��(�yz��������0��
��{�� (&�� 0 �!	�x��) ��,�������*�!���{����� H 6 �!	�x��&+<�&�� 12  �!	�x�� &��	����  12 �!	�
x��  �/�w�x��(�yz��,&�1� !�& ����&+<�8�8�!�  �����!�����(�(�����&��3'�:&� -1,3-��/�&�8
��,&��3'�:  NAGase 
�w�x��(�yz��,
�8�8�!� !�  &+����&�����,�!�����(�(�����&��3'�:&�
 -1,3-��/�&�8���������	6/�{������&��)���,���������   ����!)��� !���������!)� 2 ���0�  3+
��8���� (� &��)������(�� ��58����&�����8����&��)�
���	���x���!��+���(����� 
Jiravanichpaisal ��, Miyazaki (1994) '�	���x���!	��)�*�!� !� 0.1 ��!� ��3+����,&5��5�
�
8��,�� 1.5% NaCl 
*�3��+�(� � 1 �(��(�( � 5��!)���8��,�� 0.1 �(��(�( � 3+&���	�
*��!	�
I(�*���*�&��)��&��)���(���1� thiosulphate citrate bile salt sucrose (TCBS)  ��	�� 1.5% NaCl ����
�0�&��)��&��)���	��-*;/�( 35°' �� 18 �!	�x�� 5��!)��/��&�����8�8�&�������&��)�
���	���

8�*�!�&��)���(���	� H  ��� V. harveyi  ��� inactive, V. cholerae ��, E. coli  ��
&�0�&�����!� V.  harveyi  ��� active  ���{��&��)�+�(�- 5x109 &'��: 80��&��)�  WSSV 
��+�(�- 
1x10-5 &�0  +�(� � 100 3�x���( � ��	��(&�-����&��)�x��*� 5��!)�������3+&��)�� 0� �+� (  
&�1�w�x��(�yz��������0����{�� (&�� 0 �!	�x��) ��,�������*�!���{����� H 6 �!	�x��&+<�&�� 12  
�!	�x��  &��	����  12 �!	�x���/�w�x��(�yz��,&�1� !�& ����&+<�8�8�!������!�����(�(�����
&��3'�:&� -1,3-��/�&�8��,&��3'�:  NAGase 
�w�x��(�yz��,
�8�8�!� !�&+����&����
�,�!�����(�(�����&��3'�:�!)�8����(����������	6/�{������&��)���,���������

10.3  �c���@�-A'�A*����������.�
�(&��,*:���� � 0��������/�
���� 10.2 x��
����&+����&�����0&{��	� (T-

Test)  5�x+����� Simple Interactive Statistical Analysis (SISA) (Steel and Torrie, 1980)


